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บทบรรณาธิการบทบรรณาธิการ  
  

สวัสดีผู้อ่านทุกท่านสวัสดีผู้อ่านทุกท่าน  
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ทางศูนย์ดัชนีการอ้างอิงวารสารไทย (TCI Center) ได้ประกาศผลกระทบการอ้างอิง (TCI impact factor) 

ประจําปี 2558 ของวารสารวิชาการไทย ซึ่งวารสารสัตวแพทย์มหานครสาร มีค่าผลกระทบการอ้างอิงเท่ากับ 

0.231 (โดยเพ่ิมขึ้นจากปีที่แล้ว) ทางกองบรรณาธิการจะพยายามมุ่งมั่นและพัฒนาวารสารให้ดีย่ิงๆ ขึ้นไป 

วารสารฉบับน้ีมีบทความที่น่าสนใจหลายเรื่อง ซึ่งทางกระผมและกองบรรณาธิการของวารสารหวังเป็น

อย่างย่ิงว่า ท่านผู้อ่านทุกท่านจะได้รับความรู้ที่นําไปใช้ประโยชน์ต่อไปได้ 

สุดท้ายน้ีกระผมและกองบรรณาธิการ ขออาราธนาคุณพระศรีรัตนตรัยอํานวยพรให้ท่านผู้อ่านทุกท่าน 

จงประสบแต่ความสุข ความเจริญ ความก้าวหน้าในหน้าที่การงาน มีสุขภาพกายและใจแข็งแรง และมี

ครอบครัวที่อบอุ่น 
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วัตถุประสงค์และขอบเขตของเนื้อหา วัตถุประสงค์และขอบเขตของเนื้อหา ((AAiimm  

aanndd  SSccooppee))  
สัตวแพทย์มหานครสารเป็นวารสารทางวิชาการ

ของคณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

มหานคร จัดทําขึ้นเพ่ือเผยแพร่ผลงานการค้นคว้าวิจัย

ทางวิชาการที่ เก่ียวข้องกับสัตวแพทยศาสตร์ สัตว

ศาสตร์ และวิทยาศาสตร์ที่เก่ียวข้องกับการผลิตสัตว์ 

โดยเน้ือหาจะครอบคลุมต้ังแต่ระดับโมเลกุลและเซลล์ 

วิทยาศาสตร์พ้ืนฐาน ชีววิทยาของสัตว์ พฤติกรรมสัตว์ 
พืชอาหารสัตว์ วิทยาศาสตร์การผลิตสัตว์ วิทยาศาสตร์

การสัตวแพทย์ (พ้ืนฐาน พรีคลินิก และคลินิก) ระบาด

วิทยาในสัตว์ สัตวแพทยสาธารณสุข และวิทยาศาสตร์

เน้ือสัตว์ ตลอดจนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแขนง

อ่ืนๆ ที่มีโอกาสในการพัฒนาและ/หรือประยุกต์ใช้ใน

วิทยาศาสตร์ที่เก่ียวข้องกับสัตว์ได้ 

 

คําแนะนําสําหรับการเตรียมบทความคําแนะนําสําหรับการเตรียมบทความ  
กองบรรณาธิการวารสาร สัตวแพทย์มหานคร

สาร ยินดีรับเรื่องจากทุกท่านที่ให้ความสนใจ และ

กรุณาส่งมาเพ่ือเผยแพร่ ดังน้ันเพ่ือความสะดวกใน

การพิจารณา กองบรรณาธิการมีข้อเสนอแนะดังน้ี 

 

11..  เรื่องท่ีจะนําส่งลงตีพิมพ์เรื่องท่ีจะนําส่งลงตีพิมพ์  
1.1 บ ท ค วาม วิ จั ย  (Research article ห รื อ 

Original article) เป็ น งานค้ นค ว้าทดลอง  หรือ

งานวิจัยทางวิชาการท่ีเก่ียวกับสัตว์หรือพืชอาหาร

สัตว์ ทั้งที่ทําในประเทศและ/หรือต่างประเทศ 

1.2 บทความวิจัยขนาดส้ัน (Short communication) 

เป็นรายงานผลการวิจัย หรือผลงานทดลองทางด้าน

วิทยาศาสตร์ที่ เก่ียวข้องกับสัตว์ เพ่ือการเผยแพร่

โดยสังเขป หรือเพ่ือการนําเสนอประเด็นที่ค้นพบใหม่

โดยเผยแพร่เฉพาะส่วนสําคัญอย่างกระชับ 

1.3 ร าย งาน สั ต ว์ ป่ ว ย  (Case report) เ ป็ น

รายงานท่ีไม่เคยตีพิมพ์มาก่อนและเกี่ยวข้องกับโรค

หรือปัญหาที่พบในสัตว์ ซึ่งทางกองบรรณาธิการ

พิจารณาเห็นประโยชน์ต่อทางวิชาการสัตวแพทย์ 

1.4 บทความวิชาการ (Review article) เป็น

บทความหรือ ย่อเอกสารที่ เป็นประโยชน์  และ

เก่ียวข้องกับวิชาการทางสัตวแพทย์ สัตวบาล และ

สาขาท่ีเก่ียวข้องทุกสาขา โดยการรวบรวมและเรียบ

เรียงจากเอกสารทางวิชาการ 

1.5 บทความป กิณ กะ  (Miscellany article) 
เป็นบทความที่ เก่ียวกับการให้ข้อมูลทางวิชาการ

สําหรับผู้ปฏิบัติงานที่เก่ียวข้องกับสัตว์ เช่น ปริศนา

สัตว์ป่วย ปริศนาเซลล์วิทยาวินิจฉัย 

 

22..  ต้นฉบับต้นฉบับ  
2.1 ต้นฉบับที่จะส่งมาลงพิมพ์ต้องไม่เป็นเรื่องที่

เคยตีพิมพ์ หรือกําลังอยู่ระหว่างพิจารณาเพ่ือลงใน

หนังสือหรือวารสารอ่ืน 

2.2 ต้ น ฉ บั บ พิ ม พ์ เ ป็ น ภ า ษ า ไท ย  ห รื อ

ภาษาอังกฤษ ด้วยอักษร Browallia new 16 บน

กระดาษขาวเอ 4 เว้นขอบกระดาษด้านซ้าย และ

ด้านบน 1.5 น้ิว ด้านขวาล่าง และด้านล่าง 1 น้ิว โดย

ความยาวของเรื่องพร้อมตารางและภาพประกอบรวม

แล้ วไม่ เกิน  12 หน้า  และให้ ใส่หมายเลขหน้า

ตามลําดับ โดยพิมพ์ด้วยโปรแกรม Microsoft Word 

(Window 98 หรือเวอร์ช่ันที่สูงกว่า) 



2.3 หากต้นฉบับที่จะส่งมีรูปภาพประกอบด้วย 

ให้แทรกรูปภาพดังกล่าวในตําแหน่งที่เหมาะสมใน

ต้นฉบับ และ Save ไฟล์ต้นฉบับของรูปภาพที่มีความ

ละเอียดสูงลงในแผ่นซีดีข้อมูลแยกจากไฟล์ต้นฉบับ 

โดยต้ังช่ือไฟล์ของรูปภาพให้สามารถสอบทวนได้ว่า

เป็นรูปภาพใดในต้นฉบับ 

2.4 ไม่มีการส่งคืนต้นฉบับ ในกรณีที่ไม่ผ่านการ

พิจารณาแต่จะแจ้งให้ทราบ 
 

33..  การลําดับการลําดับเรื่องควรเรียงดังนี้เรื่องควรเรียงดังนี้  
3.1 ช่ือเรื่อง (Title) ควรต้ังช่ือให้สอดคล้อง สื่อ

ความหมายได้ดีกับเน้ือหาในเรื่อง 

3.2 ช่ือผู้เขียนและผู้ร่วมเขียน (Author and Co-
authors) เขี ยนช่ือนามสกุลเต็มทั้ งภาษาไทยและ

ภาษาอังกฤษใต้ช่ือเรื่อง พร้อมทั้งสถานที่ทํางานที่ติดต่อ

ได้สะดวก และกรุณาบอกหมายเลขโทรศัพท์หรือโทรสาร 

แ ล ะ  E-mail ข อ งผู้ รั บ ผิ ด ช อบ  (Corresponding  

author) เพ่ือความรวดเร็วในการติดต่อ โดยให้ระบุอยู่ใต้

คําสําคัญ 

3.3 บทคั ด ย่อ  (Abstract) เขี ยนสั้ นๆ  ให้ ได้

เน้ือความครอบคลุมทั้ งหมด  ในกรณีที่ ต้นฉบับ

ภาษาไทยจะต้องมี ช่ือ เรื่ อ งและบทคัด ย่อ เป็น

ภาษาอังกฤษ และต้นฉบับภาษาอังกฤษต้องมีช่ือเรื่อง

และบทคัดย่อเป็นภาษาไทย บทคัดย่อให้เขียนไว้หน้า

สุดท้ายของเรื่องเป็นหน้าหน่ึงต่างหาก 

3.4 คําสําคัญ (Keywords) เป็นคําหรือข้อความ

สั้นๆ ที่มีความหมายแสดงถึงความเป็นไปของการ

ทดลองน้ันๆ รวมกันแล้วไม่เกิน 5 คํา ระบุอยู่ใต้
บทคัด ย่อ  (ขึ้ นบรรทั ด ใหม่ ) ทั้ งภาษาไทยและ

ภาษาอังกฤษ 

3.5 บ ท นํ า  ( Introduction) บ รรย าย ค วาม

เป็นมา และควรมีการตรวจเอกสาร (Literature 

review) ประกอบด้วย รวมทั้งอธิบายถึงจุดประสงค์

ของการทดลอง 

3.6 อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and Methods) 

ในกรณีที่ เป็นการคิดค้นขึ้นใหม่ควรอธิบายอย่าง

ละเอียด ถ้าเป็นวิธีการที่ทราบกันอยู่แล้วและเคยมีผู้

ตีพิมพ์แล้ว ไม่ต้องบรรยายซ้ําควรเขียนในลักษณะ

อ้างอิง และอธิบายเฉพาะส่วนที่ดัดแปลงหรือเพ่ิมเติม 

พร้อมทั้งวิธีวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วย 
3.7 ผลการทดลอง (Results) การรายงานผลการ

ทดลองเป็นคําบรรยายควรให้ละเอียดและเข้าใจง่าย 

หากเป็นไปได้ควรเสนอผลในรูปตาราง รูปภาพ หรือ

กราฟ ไม่ควรแสดงถึงผลที่เหมือนกัน ถ้าเป็นตาราง

ควรให้ชัดเจนและขนาดพอเหมาะกับขนาดของหน้า

หนังสือ ตารางควรมีความหมายในตัวเอง และต้องมี

คําอธิบายเหนือตารางด้วย ในกรณีที่ เป็นรูปภาพ 

(Figures) ควรเป็นภาพขาวดําหรือสไลด์ หากต้องการ

ให้ตีพิมพ์ภาพสี ทางคณะผู้จัดทําจะพิจารณาถึงความ

เหมาะสมและค่าใช้จ่าย หากมีหลายรูปต้องเรียงลําดับ

ก่อนหลังพร้อมทั้งมีเครื่องหมายกําหนดบอกด้านบน

ของรูปด้วยดินสอ และอธิบายรายละเอียดไว้ใต้รูป 

คํ าอธิบายประกอบรูปภาพและตาราง รวมทั้ ง

อ งค์ ป ระกอบ ในตารางและรูปภาพ ให้ ใช้ เป็ น
ภาษาอังกฤษทั้งหมด โดยรวบรวมและเรียงตามลําดับ

ให้สอดคล้องกับหมายเลขของรูปภาพและตารางที่

นําเสนอ ควรระบุความหมายของสัญลักษณ์ที่ใช้ ใน

กรณีที่กําหนดเครื่องหมายแสดงความแตกต่างอย่างมี

นัยสําคัญทางสถิติ ให้กํากับ P-value ที่ ใช้ในการ

วิเคราะห์ผลการทดลอง ทั้งน้ีการกล่าวถึงค่า P-value 

ในเน้ือหาของบทความให้ใช้อักษรภาษาอังกฤษตัวพี

ตัวใหญ่เอียง เช่น P-value, P≤0.05 และ P>0.05 

3.8 วิจารณ์  (Discussion) เป็นการวิจารณ์ผล

การทดลอง การประเมินผล และการตีค่าของผลงาน 



การวิจารณ์ผลควรเปรียบเทียบกับผลงานของผู้อ่ืนที่

ได้กระทํามาแล้ว และควรเน้นถึงสิ่งที่ได้ค้นพบ 

3.9 สรุป (Conclusion) อาจมีหรือไม่ก็ได้ หาก

เป็นบทความ การตรวจเอกสาร หรือเป็นการทดลอง

ที่มีหลายข้อ ควรมีบทสรุปที่เขียนใจความสําคัญและ

คุณค่าของงานเพ่ือผู้อ่านจะได้เข้าใจมากขึ้น 

3.10  กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement) 

ควรมีในกรณีที่ได้รับความช่วยเหลือหรือความร่วมมือ
ในการสนับสนุนงานค้นคว้าวิจัย 

3.11  เอกสารอ้างอิง (References) 

 

44..  การเขียนอ้างอิงในเนื้อเรื่องควรอ้างอิงการเขียนอ้างอิงในเนื้อเรื่องควรอ้างอิง

ดังนี้ ดังนี้   
- การอ้างอิงให้ เขี ยน เป็นภาษาอังกฤษ

ทั้งหมด ทั้งการอ้างอิงในเน้ือหาบทความ และในส่วน

ของเอกสารอ้างอิงด้านท้ายบทความ โดยหากเนื้อหา

ของเอกสารที่นํามาใช้อ้างอิงเขียนเป็นภาษาอ่ืน ที่

ไม่ใช่ภาษาอังกฤษ ให้เขียนอ้างอิงเป็นภาษาอังกฤษ 

พร้อมระบุภาษาที่ใช้เขียนในบทความน้ันๆ ไว้ใน
วงเล็บด้านท้ายสุดของรายการเอกสารอ้างอิงน้ันๆ 

ตัวอย่างเช่น 

Mitchaothai, J., Wiengchareon, J., 

Chaiworaporn, J., Srenanuan, P. and 

Yuangklang, C. 2005. Balantidiasis in 

growing pigs: A case report. KKU. Vet. 

Journal. Vol.15 No.1: 166-174. (in Thai) 
{ ซ่ึงเป็นตัวอย่างท่ีอ้างอิงมาจากบทความภาษาไทย : 

จําลอง  มิตรชาวไทย จิตรบรรจง  เวียงเจริญ จุฑามาศ  ชัยวร

ภร ไพวัลย์  ศรีนานวล และ เฉลิมพล  เย้ืองกลาง. 

2548. ภาวะการติดเชื้อ Balantidium ในสุกรรุ่น : 

รายงานสัตว์ป่วย. วารสารสัตวแพทยศาสตร์ มข. 15 

(1): 166-174. } 

- กรณีอ้างอิงจากการตรวจเอกสารโดยผู้อ่ืนให้

ใช้ คําว่า อ้างถึงโดย (Cited by) 

- ผู้รายงานเอกสารทั้งที่เป็นคนไทยและชาว

ต่างประเทศ เมื่อเป็นประธานของประโยคให้ใช้ 

Mitchaothai et al. (2005), Tomato and Danny 

(2006), Taylor et al. (2006) หรือเมื่อผู้รายงานอยู่

กลางและท้ายประโยคให้ใช้ (Mitchaothai et al., 

2005), (Tomato and Danny, 2006), (Taylor et 
al., 2006) ตามลําดับ โดยหากในประโยคหรือส่วน

ของประโยคท่ีมีเอกสารอ้างอึงมากกว่าหน่ึงเอกสารให้

คั่นระหว่าเอกสารด้วยเครื่องหมาย “ ; ”) 

- อ้างถึงบุคคล หรือเรื่องที่ไม่เคยตีพิมพ์มา

ก่อน (Personal comm.) ให้อ้างเฉพาะในเน้ือเรื่อง

เท่าน้ัน ไม่ต้องนําไปลงในรายช่ือเอกสารอ้างอิง 

- การเขียนเอกสารอ้างอิงท้ายบทความ ให้

เขียนเรียงลําดับพยัญชนะภาษาอังกฤษของช่ือสกุล 

ตามด้วยช่ือย่อของผู้แต่ง (หากมีผู้แต่งมากกว่าหน่ึงคน 

ให้คั่นระหว่างผู้แต่งด้วยเครื่องหมาย “ , ”) ดัง

ตัวอย่าง คือ 

Mitchaothai, J., Everts, H., Yuangklang, C., 

Wittayakun, S., Vasupen, K., 

Wongsuthavas, S., Srenanul, P., 
Hovenier, R. and Beynen, A.C. 2008. 

Digestion and deposition of individual 

fatty acids in growing-finishing pigs fed 

diets containing either beef tallow or 

sunflower oil. J. Anim. Physiol. Anim. 

Nutr. 92 (4): 502-510. 

- หากเอกสารอ้างอิงเป็นตํารา ให้ระบุช่ือผู้เขียน 

ปีที่ พิ ม พ์  ช่ื อ เรื่ อง ช่ื อ ตํารา ครั้ งที่ พิ ม พ์ และช่ือ

บรรณาธิการ (หากมี) สํานักพิมพ์ เมืองที่พิมพ์ และ

จํานวนหน้าทั้งหมด ดังตัวอย่าง คือ 



Mamom, T. 2008. Basic Veterinary 

Histopathology and Practice. 1sted. 

Mahanakorn University of Technology 

publishing. Bangkok. 227 p. 
{ ซ่ึงเป็นตัวอย่างท่ีอ้างอิงมาจากหนังสือภาษาไทย : 

ทนงศักด์ิ  มะมม. 2551. ตําราจุลพยาธิวิทยาข้ันพ้ืนฐานทาง

สัตวแพทย์และบทปฏิบั ติการ (Basic Veterinary 

Histopathology and Practice). พิ ม พ์ ค ร้ั ง ท่ี 1 . 

สํ านั ก พิ ม พ์ มหาวิทยาลั ย เทคโน โล ยีมหานคร . 

กรุงเทพมหานคร. 227 หน้า. } 
- หากเอกสารอ้างอิงเป็นบทความจากการ

ประชุมวิชาการ (Conference proceedings) ให้ระบุ

ช่ือผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ช่ือเรื่อง ช่ือการประชุมวิชาการ 

สถานที่จัดประชุม วัน-เดือน-ปีที่ประชุม สํานักพิมพ์ 

และเลขที่หน้าของบทความ ดังตัวอย่าง คือ 

Lertpatarakomol, R., Mitchaothai, J., 

Trairatapiwan, T. and Lukkananukool, A. 

2010. Preliminary survey on intestinal 

parasite infestation in natural Thai 

indigenous beef cattle from 
Kanchanaburi province at a 

slaughterhouse. Proceedings of the 14th 

Asian-Australasian Association of Animal 

Production Societies (AAAP), Pingtung, 

Taiwan, ROC, 23-27 August 2010: 468. 

 

- หาก เอกสารอ้ างอิ งเป็ นบทความจาก

อินเตอร์เน็ท (Internet) ให้ระบุช่ือผู้เขียน ปีที่เผยแพร่

ทางอินเตอร์เน็ท (สืบค้นข้อมูลเมื่อ วัน-เดือน-ปี) ช่ือ

เรื่อง ช่ือการประชุมวิชาการ สถานที่จัดประชุม วัน-

เดือน-ปีที่ประชุม สํานักพิมพ์ และเลขที่หน้าของ

บทความ ดังตัวอย่าง คือ 

Mitchaothai, J., Yuangklang, C., Wittayakun, S., 

Vasupen, K., Wongsuthavas, S., 

Srenanul, P., and Beynen, A.C. 2005 

(cited 21 December 2010). 

Mathematical modelling between Pork 

Colour and Pork and Carcass Qualities 
in commercial finishing pigs. Available 

from: http:// www.scisoc.or.th/stt/31/ 

sec_f/paper/stt31_F0043.pdf. 

 

55..  การพิจารณาบทความการพิจารณาบทความ  
บทความทุกบทความที่ลงตีพิมพ์ในวารสารสัตว

แพทย์มหานครสาร เป็นบทความที่ผ่านการพิจารณา

จากผู้ทรงคุณวุฒิที่เช่ียวชาญ (Referees) สําหรับแต่

ละสาขาอย่างน้อย  2 ท่ าน ต่อบทความ  ยกเว้น

บทความปกิณกะผ่านการพิจารณาจากผู้ทรงคุณวุฒิที่

เช่ียวชาญอย่างน้อย 1 ท่าน 

 

66..  การส่งต้นฉบับบทความการส่งต้นฉบับบทความ  
เอกสารที่ ต้องส่ง คือ   บทความต้นฉบับจริง ที่

จัดเตรียมตามคําแนะนําสําหรับผู้เขียน 

วิธีการส่งบทความ คือ  ส่งผ่านระบบออนไลน์ ได้ที่ 

http://www.vet.mut.ac.th/journal_jmvm 

 

 

 

 

  

  

  



 

77..  ชื่อชื่อ-- ท่ีอยู่ สําหรับติดต่อวารสารท่ีอยู่ สําหรับติดต่อวารสาร  
 บรรณาธิการ สัตวแพทย์มหานครสาร 

 คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร 

 140 ถ. เช่ือมสัมพันธ์ เขตหนองจอก กรุงเทพมหานคร 10530 

 โทร. 0-2988-3655 ต่อ 5102-3, โทรสาร 0-2988-4040 
 

หมายเหตุ  

1. ช่ือทางวิทยาศาสตร์ทั้งภาษาอังกฤษและทับศัพท์ภาษาไทยให้พิมพ์โดยใช้ตัวอักษรเอียง 

2. ไม่มีค่าเรื่องลงพิมพ์และผู้เขียนต้องรับผิดชอบค่าพิมพ์ภาพสี หากเป็นความต้องการของผู้เขียน และ

ผู้เขียนผู้รับผิดชอบทุกเรื่องจะได้รับสําเนาพิมพ์ 

3. ความคิดเห็นใดๆ ที่ลงตีพิมพ์ในวารสารสัตวแพทย์มหานครสารในแต่ละฉบับเป็นของผู้เขียน ไม่จําเป็น

ที่กองบรรณาธิการของวารสารฯ และผู้ทรงคุณวุฒิต้องเห็นด้วยเสมอไป 
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ผลการต่อต้านการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในสัตวโ์ดยน้าํมันหอมระเหย 
 

คคนางค์ รัตนานิคม1,# ยุภาพร ขันนาเลา1 และสรายุทธ ศรีรอด1 
 

1คณะเทคโนโลยีอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยกาฬสินธ์ุ 

 
 

บทคัดย่อ: การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการต้านการเจริญของเช้ือแบคทีเรียของนํ้ามัน

หอมระเหยชนิดต่างๆท่ีสกัดมาจากพืชท้องถิ่นของประเทศไทย  นํ้ามันหอมระเหยจํานวน 8 ชนิดที่สกัดจาก

ตะไคร้  ตะไคร้หอม  มะกรูด  ส้มมะง่ัว  โหระพา  พริกไทยดํา  กะเพรา  และแมงลัก ถูกนํามาทดสอบเพ่ือหา

สมบัติการต้านการเจริญของเช้ือก่อโรค คือ Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella 

Typhimurium และ Pseudomonas aeruginosa ด้วยวิธี agar-disc diffusion ผลการทดลองแสดงให้เห็น

ว่านํ้ามันหอมระเหยจากพืชต่างชนิดกันจะแสดงสมบัติในการต้านการเจริญของเช้ือทดสอบที่แตกต่างกัน

ออกไป พบว่านํ้ามันหอมระเหยจากตะไคร้มีแนวโน้มในการยับย้ังเช้ือทดสอบได้ดีกว่านํ้ามันหอมระเหยอ่ืนๆ 

แต่ไม่สามารถพบสมบัติในการยับย้ังเช้ือทดสอบจากนํ้ามันหอมระเหยจากกะเพราและแมงลัก ค่าความเข้มข้น

น้อยที่สุดที่สามารถฆ่าเช้ือทดสอบทุกชนิดของนํ้ามันหอมระเหยจากตะไคร้เมื่อทดสอบด้วยวิธี Microbroth 

dilution พบว่ามีค่าในช่วง 125-500 ppm ผลจากการศึกษาครั้งน้ีช้ีให้เห็นถึงประสิทธิภาพของการยับย้ังการ

เจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคของน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากพืชชนิดต่างๆ 

 

คําสําคัญ: นํ้ามันหอมระเหย พืชท้องถิ่นของไทย ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย 
#ผู้รับผิดชอบบทความ สัตวแพทย์มหานครสาร. 2559. 11(2): 69-78. 
 E-mail address: khakhanang_r@yahoo.com 
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Antimicrobial Effect against Animal Pathogenic Bacteria by Essential Oils 
 

Khakhanang Ratananikom1,#, Yupaporn Khannalao1 and Sarayut Srirod1 
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Abstract: The objective of this study was to investigate the antimicrobial effect of essential 

oils from local Thai plants. Eight essential oils of Cymbopogon citratus Stapf. (Lemongrass), 
Cymbopogon nardus Rendle (Citronella grass), Citrus hystrix DC. (Leech lime), Citrus medica 

Linn (Citron), Ocimum basilicum L. (Sweet basil), Piper nigrum L. (Black pepper), Ocimum 

sanctum L. (Holy basil) and Ocimum basilicum L.f. var citratum Back (Hairy basil) were 

evaluated for their antimicrobial properties by agar-disc diffusion technique against pathogenic 

bacteria, including Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium and 

Pseudomonas aeruginosa. The results showed that various degrees of antibacterial activity 

were found from different essential oils. The essential oil from Cymbopogon citratus Stapf. 

showed higher tendency to inhibit tested pathogens when compared with other essential oils 

used in this study. However, the inhibitory effects of essential oils from Ocimum sanctum L. 

and Ocimum basilicum L.f. var citratum Back were not observed. Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC) of Cymbopogon citratus Stapf. essential oil by microbroth dilution test 

was ranged between 125-500 ppm for all tested pathogenic bacteria. The results showed the 

antimicrobial activities of essential oils from different plants against pathogenic bacteria. 

 
Keywords: Essential oil, Thai plant, Antimicrobial efficiency 
#Corresponding author  J. Mahanakorn Vet. Med. 2016. 11(2): 69-78. 
 E-mail address: khakhanang_r@yahoo.com 

 

Introduction 

Due to the tremendous demand for 

meat and dairy products, the livestock 

production has been growing rapidly 

worldwide. The Food and Agricultural 

Organization (FAO) estimated that there are 

more than 4.0 billion domestic animals 

including cattle, pigs, sheep, goats and horses 

which employ over 1.3 billion people 

(Brooks-pollock et al., 2015). Although the 

productions in livestock are needed and 

would make a lot of fortune, bacterial 
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infection is still one of the problems in 

livestock industry which causes economic 

losses. To treat bacteria-infectious disease in 

animals, antibiotics have been wildly used 

without doubt. However, the use of 

antibiotics in animal feeds has been raising 

various hidden problems such as antibiotic-

resistant bacteria, antibiotic residue and 
serious health problems coming over (Hong 

et al., 2012). 

Herbal plants have been drawing a lot 

of attentions as an alternative to as antibiotic 

in animal feeds because of their naturally 

phytochemical components, demonstrating 

antimicrobial activity (Jarriyawattanachaikul 

et al., 2016). Among these phytochemical 

substances, produced in plants, essential oils 

are one of the most popular candidates 

owing to its distinct biological functions 

(Celikel and Kavas, 2008). Essential oils have 

been reported to possess beneficial effects to 

intestinal microflora, digestive enzymes and 
immune system (Hong et al., 2012). In 

addition, the essential oils have also been 

reported to have anti-microorganism 

properties such as bacteria, parasites and 

fungi (Talbert and Wall, 2012; Katiki et al., 

2012; Singh et al., 2009; Oussalah et al., 2007; 

Fichi et al., 2007). Therefore, this study was 

aimed to determine the in-vitro antimicrobial 

activity of selected essential oils, extract from 

local plants in Thailand, against pathogenic 

bacteria in animals. 

 

Materials and Methods 

Preparation of essential oils 

Essential oils extract of Cymbopogon 

citratus Stapf. (Lemongrass), Cymbopogon 

nardus Rendle (Citronella grass), Citrus hystrix 
DC. (Leech lime), Citrus medicaLinn (Citron), 

Ocimum basilicum L. (Sweet basil), Piper 

nigrum L. (Black pepper), Ocimum sanctum L. 

(Holy basil) and Ocimum basilicum L.f. var 

citratum Back (Hairy basil) were prepared by 

hydro-distillation method. Briefly, plant 

matters were packed in round bottle flask 

with sufficient amount of water and 

subsequently brought to boil. Then the vapor 

mixture of essential oil and water was 

condensed by indirect cooling from the 

condensing part. To separate water from 

essential oil, the essential oil was dried over 

sodium sulfate anhydrous and store at 4°C 

until use. 
 

Screening for antimicrobial activity 

To screen for the antimicrobial activity 

of each essential oil, Staphylococcus aureus 

(TISTR 746), Escherichia coli (TISTR 117), 

Salmonella Typhimurium (TISTR 1469) and 

Pseudomonas aeruginosa (TISTR 357) were 

used in this study. A single colony of bacteria 

was grown in nutrient broth, 16-18 hours at 
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37°C to obtain the bacterial concentration of 

1x108 CFU. The nutrient agar plate was 

covered with 100 μl of bacteria culture. The 

6 millimeter-sterilized paper discs with 10 μL 

of essential oil to impregnate were placed on 

the nutrient agar plate. The plates were 

incubated at 37ºC for 24 hours to observe 

antimicrobial activity. Disc with of 
oxytetracycline (50 μg) and distilled water 

were used as positive and negative control, 

respectively. All tested were done in triplicate 

and antimicrobial activity was evaluated by 

measurement the diameter of inhibition zone 

in millimeter (mm.). 

 

Microbroth Dilution Assay 

The Minimum Inhibitory Concentration 

(MIC) and Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC) were evaluated by using 

Resazurin Microtiter Assay Plate method 

(Rahman et al., 2004). One hundred 

microliters of nutrient broth were pipetted 

into each well in 96-well plate. A two-fold 
dilution was prepared the essential oil in 

various concentrations. One hundred 

microliters of the bacteria were added to the 

mixture of essential oil. The concentration 

used of each essential oil in this study was in 

the range of 0.12-500 ppm. The 96-well 

plates were incubated at 37°C for 24 hours 

to obtain MIC. MIC is defined as the lowest 

concentration of the essential oil with no 

visible growth of indicator strain. After that, 30 

μL of 0.02% resazurin was added. The plates 

were then incubated at 37°C for 24 hours to 

obtain MBC. MBC is defined as the lowest 

concentration of essential oil with no color 

change of resazurin, indicating 95% of 

inoculation was killed. 

 

Results 

Screening for antimicrobial activity 

The results of antimicrobial activity 

showed in Table 1. There was found that 

essential oils from different plant species 

possessed various antimicrobial activity. Of 8 

essential oils tested, 6 essential oils revealed 
their antimicrobial activities over tested 

bacteria. On the other hand, another two 

essential oils, extracted from Ocimum 

sanctum L. and Ocimum basilicum L.f. var 

citratum Back did not show any antimicrobial 

activity against bacteria. The highest inhibition 

zone (32.06±0.99 mm.) was found in the 

present of essential oil from Cymbopogon 

citratus Stapf. against E. coli (Table1 and 

Figure 1). It was about 1.5 times higher than 

control (20.13±0.21 mm.). Oppositely, the 

lowest inhibition zone was observed when 

testing the Ocimum basilicum L. essential oil 

with S. aureus (7.70±0.49 mm.) (Table1). 
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Table 1 In-vitro antimicrobial activity of essential oils 

Source of Essential oil 
Indicator strain 

S. aureus E. coli S. Typhimurium Ps. aeruginosa 

Cymbopogon citratus Stapf. 14.14±0.52 32.06±0.99 29.26±0.93 7.95±0.32 

Cymbopogon nardus Rendle 11.69±0.18 30.99±0.22 27.97±0.94 9.01±0.58 

Citrus hystrix DC. 10.63±0.82 10.31±0.88 11.50±0.75 10.47±0.52 

Citrus medica Linn 8.08±0.39 8.20±0.16 9.17±0.83 10.32±0.86 

Ocimum basilicum L. 7.70±0.49 11.85±0.82 11.08±0.73 8.42±0.78 
Piper nigrum L. 10.54±0.23 11.82±0.50 8.77±0.28 9.98±0.74 

Ocimum sanctum L. - - - - 

Ocimum basilicum L.f. var 

citratum Back 

- - - - 

Distilled water - - - - 

Oxytetracycline (50 μg/disc) 20.27±0.45 20.13±0.21 29.71±0.95 11.61±0.14 

Data expressed as mean of triplicate ± standard deviation (SD) including the disc diameter (6 

mm.). All values were rounded to two decimal places. “-” indicated no inhibition. 

 

 

 

 

 

 

     a        b          c           d 

Figure 1 Inhibition zone of essential oil from Cymbopogon citratus Stapf. Against S. aureus (a), 

E. coli (b), S. Typhimurium (c) and Ps. aeruginosa (d) 

 

Microbroth dilution assay 
MIC and MBC values of essential oils 

were presented in Table 2 and Figure 2. The 

data showed that MIC values of all essential 

oils tested in this study towards S. aureus, E. 

coli, S. Typhimurium and Ps. aeruginosa were 

found as 500, 250, 500 and 125 ppm, 
respectively. Nevertheless, the MBC values of 

tested essential oils were diverse, with noted 

that the essential oil extracted from 

Cymbopogon citratus Stapf. was the most 

active essential oil. It was because this 
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essential oil had the lowest MBC values 

against S. aureus and S. Typhimurium which 

were 500 and 500 ppm, respectively. 

However, the MBC values of the essential oil 

from Cymbopogon citratus Stapf. against E. 

coli and Ps. aeruginosa were the same as 

those of essential oils from other plants (250 

and 250 ppm, respectively). 
 

Discussion 

Agar-disc diffusion results indicated the 

variety of antimicrobial activity among 

essential oils against pathogenic bacteria. The 

differences between antimicrobial activities 

might be due to various major and minor 

components, present in essential oil of each 

plant. Components, synthesized in each plant 

were claimed to be responsible for their 

alteration in antimicrobial activity of essential 

oils (Oussalah et al., 2007). These plant 

components were influenced by geographical 

origin and environmental condition (Celikel 
and Kavas, 2008). However, the broth dilution 

results were not correlated with agar-disc 

diffusion test, showing that the inhibition 

zones of most essential oils against Ps. 

aeruginosa seemed to be lower than the 

inhibition zones, observed in other indicator 

strains. The difference between these two 

methods might come from the problem of 

the diffusion property of components in 

essential oils, resulting in agar-disc diffusion 

technique was less reliable than broth 

dilution assay. These contradictory results 

between agar-disc diffusion and dilution assay 

were also reported by Yousef and Tawil 

(1980) when they studied on the 

antimicrobial activities of 22 essential oils. 

Rios et al. (1988) concluded on the conflict 

between these two methods that the agar-
disc diffusion technique was not acceptable 

for the samples which were difficult to 

soluble water or non-polar samples. In 

addition, there is no relation between 

diffusion power and antimicrobial activity as 

well as there is no relationship between MIC 

values and inhibition diameter. However, the 

agar-disc diffusion method was suitable for 

screening in the term of the small size sample 

used and the possibility to test many 

compounds against a single microorganism. 

To determine MIC and MBC with the most 

precise technique and suitable for non-polar 

samples such as essential oils, a dilution 
method was recommended (Clark et al., 

1981; Miski et al., 1983; Rios et al., 1988). 

Therefore, the microbroth dilution assay was 

employed in this study to evaluate the 

strength of antimicrobial activity. The result 

showed that the MIC and MBC values of 

essential oil from Cymbopogon citratus Stapf. 

towards S. aureus, E. coli, S. Typhimurium 

showed the same result (500, 250 and 500 

ppm, respectively). It demonstrated that this 
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Table 2 Minimum inhibitory concentration (MIC) and Minimum bactericidal concentration 

(MBC) of each essential oil 

Source of Essential oil 

Indicator strain 

MIC/MBC 

(ppm) 
S. aureus E. coli S. Typhimurium Ps. aeruginosa 

Cymbopogon citratus Stapf. MIC 500 250 500 125 

MBC 500 250 500 250 

Cymbopogon nardus Rendle MIC 500 250 500 125 

MBC >500 250 >500 250 

Citrus hystrix DC. MIC 500 250 500 125 

MBC >500 500 >500 250 

Citrus medica Linn MIC 500 250 500 125 

MBC >500 500 >500 250 

Ocimum basilicum L. MIC 500 250 500 125 

MBC >500 500 >500 250 

Piper nigrum L. MIC 500 250 500 125 

MBC >500 500 >500 250 

 

 

 
 

 

 

       a              b  

 

 

 

 

 

         c              d  

Figure 2 MBC result of essential oils against S. aureus (a), E. coli (b), S. Typhimurium (c) and 

Ps. aeruginosa (d). The concentrations of each essential oil were in the range of 500-0.12 ppm; 

500 ppm (1), 125 ppm (2), 62.5 ppm (3), 31.3 ppm (4), 15.6 ppm (5), 7.81 ppm (6), 3.91 ppm 

(7), 1.95 ppm (8), 0.98 ppm (9), 0.49 ppm (10), 0.24 ppm (11) and 0.12 ppm (12). 

Cymbopogon citratus Stapf. 
Cymbopogon nardus Rendle 

Citrus hystrix DC. 

Citrus medica Linn 
Ocimum basilicum L. 

Piper nigrum L. 
Positive control (S. aureus) 

Negative control (Nutrient broth)

  1    2     3     4    5    6    7    8    9     10   11  12 

Cymbopogon citratus Stapf. 
Cymbopogon nardus Rendle 

Citrus hystrix DC. 
Citrus medica Linn 

Ocimum basilicum L. 
Piper nigrum L. 

Positive control (Ps. aeruginosa) 
Negative control (Nutrient broth) 

  1     2     3     4     5    6     7    8    9    10   11  12 

Cymbopogon citratus Stapf. 
Cymbopogon nardus Rendle 

Citrus hystrix DC. 
Citrus medica Linn 

Ocimum basilicum L. 

Piper nigrum L. 
Positive control (E. coli) 

Negative control (Nutrient broth) 

  1    2     3     4     5     6    7     8    9    10   11  12 

Cymbopogon citratus Stapf. 
Cymbopogon nardus Rendle 

Citrus hystrix DC. 

Citrus medica Linn 
Ocimum basilicum L. 

Piper nigrum L. 
Positive control (S. Typhimurium) 

Negative control (Nutrient broth) 

  1     2     3     4     5    6     7    8    9    10   11  12 
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essential oil was inhibitory and bactericidal at 

a single concentration. For Ps. aeruginosa, it 

seemed to be the most sensitive bacteria 

towards Cymbopogon citratus Stapf. as 

noticed by the lowest MIB and MBC values. 

Hence, the susceptibility of microorganisms 

by essential oil from Cymbopogon citratus 
Stapf. was Ps. aeruginosa > E. coli. > S. aureus 

and S. Typhimurium. This data imply that the 

gram-negative bacteria were more vulnerable 

than gram-positive bacteria towards essential 

oils. This data did not agree with the report 

from Suwanpugdee et al. (2012), reporting 

that the essential oils from lemongrass and 

citronella grass could successfully inhibit S. 

aureus and followed by E. coli. Nevertheless, 

comparison on the susceptibility of bacteria 

might vary. It was not only because of the 

antimicrobial agents in essential oils, but also 

the variation of tested microorganisms 

(Kamazen et al., 2012; Oussalah et al., 2007; 
Hammer et al., 1999). Another possible factor 

might contribute the different results was the 

type of media used to test for antimicrobial 

activity. Using different kinds of media might 

differ in bacteria growth condition. For 

example, the media used by Suwanpudee et 

al. was Tryptic Soy Broth while Nutrient Broth 

was used in this study. These aforementioned 

factors can contribute the result differently. 

However, it could be said that the promising 

antimicrobial property of essential oils, 

especially the essential oil from Cymbopogon 

citratus Stapf. could be possibly applied in 

animal treatments, as an alternative to 

antibiotic for animal infectious treatment. Yet, 

the toxicity and safety issue of using this 

essential oil would need to be considered. 
 

Conclusion 

To summarize, the essential oils had a 

potential to inhibit and inactive both gram-

negative and gram-positive bacteria. Their 

antimicrobial activities were different, 

depending on their phytochemical 

components. However, the essential oil from 

Cymbopogon citratus Stapf. seem to be the 

most active to inhibit the tested 

microorganisms in in-vitro condition. 
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บทคัดย่อ: ยีน heat shock proteins family เป็นกลุ่มยีนที่มีบทบาทสําคัญในการป้องกันการถูกทําลายของ

เซลล์จากความร้อน หากเกิดการกลาย หรือการขาดหายไปของเบสไซโทซีน (cytocine) ที่ตําแหน่ง AP2 box 

region ของยีน hsp70.1 (ตําแหน่ง g895) จะส่งผลกระทบต่อการลดความสามารถในการทนร้อนของโค ซึ่งในโค
พันธ์ุพ้ืนเมืองของประเทศไทยยังไม่เคยมีการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสที่ตําแหน่งดังกล่าวมาก่อน ดังน้ัน

งานวิจัยครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสที่ตําแหน่ง AP2 box region ของยีน 

hsp70.1 (ตําแหน่ง g895) ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองโดยใช้เทคนิค PCR-RFLP ศึกษาจากกลุ่มตัวอย่างโคไทยพันธ์ุ

พ้ืนเมืองจํานวน 4 กลุ่มประกอบด้วย โคขาวลําพูน จํานวน 9 ตัวอย่าง โคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองแถบภาคอีสาน จํานวน 

22 ตัวอย่าง โคลาน จํานวน 10 ตัวอย่าง และโคชน จํานวน 10 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 51 ตัวอย่าง ผลการศึกษา

พบว่ารูปแบบของยีนเป็นแบบ wild type genotype จํานวน 36 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 70.59 แบบ 

homozygous deletion mutation จํานวน 14 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 27.45 และแบบ heterozygous 

deletion mutation จํานวน 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 1.96 โดยผลการศึกษาพบว่าการกลายแบบ 

homozygous mutation เกิดขึ้นกับกลุ่มตัวอย่างของโคขาวลําพูนมากที่สุด ผลการศึกษาครั้งน้ี สามารถเป็น

ข้อมูลพ้ืนฐานสําคัญที่จะนําไปใช้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบจีโนไทป์ที่พบกับความสามารถในการทนร้อน

ของโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง และนําไปสู่การคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองในอนาคตต่อไป 

 

คําสําคัญ: โคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง  hsp70.1  ฮีตช็อคโปรตีน70  PCR-RFLP 
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Abstract: Heat shock proteins family (Hsp) is known to play a major role in the protection of 

cells from thermal stress. It is an important to protect cells from heat damage as well as to 

prevent protein denaturation and apoptosis. The genotypic variants of hsp70.1 gene in the 

AP2 box region, especially the deletion of cytosine base (base position g895) are associated 

to decrease cellular thermo-tolerance in cattle. In Thailand, There is no information to display 

the mutation of this gene in Thai native cattle. The aim of this study is to investigate the 

genotypic variation of hsp70.1 gene in the AP2 box region in Thai native cattle (at base position 
g895). To elucidate, we used DNA from 51 samples of Thai native cattle comprise 9, 22, 10 

and 10 samples from 4 regions of Thailand composed of the North, North-East, Central region 

and the South, respectively. Double PCR-RFLP was used to identify the genotypes of hsp70.1 

gene in theAP2 box region. Our results revealed that the wild type genotype was found in 

70.59 % (n=36), homozygous mutation 27.45 % (n=14) and heterozygous mutation 1.96 % 

(n=1) respectively. Furthermore, The North region of Thailand is the most group of mutation. 

The result from this study may be useful to evaluate the correlation of thermo-tolerance and 

genotypic variation and useful for selection and improvement of Thai native cattle in the 

future. 

 
Keywords: Thai native cattle, hsp 70.1, Heat shock protein 70, PCR-RFLP 
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บทนํา 

ภาวะเครียดจากความร้อน (heat stress) มี

ผลกระทบต่อโคที่อาศัยอยู่ในเขตร้อนช้ืน โดยเฉพาะ

ในประเทศไทย โดยทําให้การกินอาหารได้น้อยลงทํา

ให้เกิดภาวะขาดพลังงาน ส่งผลทําให้ผลผลิตลดลง

โดยเฉพาะอย่างย่ิงปริมาณนํ้านม (Ravagnolo et 

al., 2000; Hansen, 2004; Deb et al., 2014) 

นอกจากน้ันยังส่งผลกระทบต่อระบบสืบพันธ์ุ ทําให้
คุณภาพของเซลล์ไข่ (oocyte) ตํ่าลง ลดการฝังตัว

ของตัวอ่อน และไปเพ่ิมระยะการผสมติดหลังคลอด 

(calving to conception interval) (Rensis et al., 

2003) โปรตีนในกลุ่ม Heat shock proteins (HSP) 

family เป็นกลุ่มโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญที่ ช่วย

ป้องกันไม่ให้เซลล์ได้รับความเสียหายจากความร้อน

โดยเฉพาะอย่างย่ิงกลุ่ม heat shock protein 70 

(HSP70.1 และ HSP70.2) ซึ่งโปรตีน HSP70 จะช่วย

ในการขดตัวใหม่ (refolding) ของโปรตีน (Chen et 

al., 2009) รวมไปถึงมีส่ วนช่วยป้องกันการเ กิด

กระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) ทําให้เซลล์

ไม่ได้รับความเสียหายจากความร้อน (Sonna et al., 

2002) โปรตีน HSP70 จะมีการสังเคราะห์เพ่ิมมาก

ขึ้นเมื่อเซลล์ได้รับผลกระทบจากความร้อนมากกว่า
การถูกกระตุ้นด้วยภาวะความเครียดจากปัจจัยอ่ืน

เช่น สารอนุมูลอิสระ ภาวะขาดเลือด หรือการอักเสบ

ของเซลล์ (Basirico et al., 2011) การสังเคราะห์

โปรตีน  HSP70 ถูกควบคุมโดยยีน  heat shock 

protein 70 gene (hsp70) ซึ่ งพบ ว่ าการ เปลี่ ยน 

แปลงลําดับนิวคลีโอไทด์ของ promoter region ใน

ส่วน 5′-UTR จะมีผลต่อการลดลงของการสังเคราะห์

โปรตีนหรือการคงตัวของ mRNA ของยีน hsp70 

และมีผลต่อความสามารถในการทนร้อนของเซลล์

ลดลงด้วย (Shwerin et al., 2003; Basirico et al., 

2011; Deb et al., 2013) 

การควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน HSP70 มี

ตําแหน่งสําคัญที่ตําแหน่ง promoter region ซึ่งเป็น

ตํ า แห น่ งที่  heat shock protein transcription 

factor เข้ามาเกาะและกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ

คัดลอกสารพันธุกรรม ถอดรหัส และสังเคราะห์เป็น

โปรตีนต่อไป โดยในโคพบว่าตําแหน่งที่ heat shock 
transcription factor เข้ามาเกาะจะอยู่ที่ตําแหน่ง 

AP2 box region (position -130) ซึ่งเป็นส่วนของ 

promoter region ของยีน hsp70 พบว่าการขาด

หายไปของลําดับนิวคลีโอไทด์ในตําแหน่งดังกล่าวมี

ผลทําให้การสังเคราะห์โปรตีน HSP70 ลดลงทําให้

ความสามารถในการทนร้อนของโคลดลง และมีผลทํา

ให้ผลผลิต นํ้านมลดลง (Schwerin et al., 2003) 

เช่นเดียวกับการทดลองในโคนมสายพันธ์ุลูกผสม 

Frieswal ในประ เทศ อิน เ ดี ยและ ในสาย พัน ธ์ุ  

Chinese Holstein ในประเทศจีน (Xiong et al., 

2012; Deb et al., 2013) ทั้งน้ีโคที่อยู่ในกลุ่ม Bos 

indicus จะมีความสามารถในการทนร้อนได้ดีกว่าโค

ที่อยู่ในกลุ่ม Bos taurus (Hansen, 2004; Deb et 

al., 2014)  
สําหรับโคไทยพื้นเมืองจัดอยู่ในกลุ่มโคอินเดีย 

(Bos indicus) มีขนาดค่อนข้างเล็ก มีขนสั้นเกรียน 

หน้ายาวบอบบาง หน้าผากแคบ ตะโหนกเล็ก เหนียง

คอและหนังใต้ท้องไม่มากนัก ใบหูเล็ก นิสัยปราด

เป รียว ต่ืนตกใจ ง่ าย  มี ความแ ข็ งแรงทนทาน 

นอกจากน้ียังมีความสามรถในการทนร้อน ทนต่อโรค

และแมลงได้ดี หากินเก่ง (กลุ่มวิจัยความหลากหลาย

ทางชีวภาพ สํานักพัฒนาพันธ์ุสัตว์ กรมปศุสัตว์) แต่

สําหรับข้อมูลความหลากรูปแบบทางพันธุกรรมของ

ยีน hsp70 ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองที่จัดอยู่ในกลุ่ม 
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Bos indicus ซึ่งมีความสามารถในการทนต่อสภาพ

อากาศร้อนได้ดี ยังไม่มีข้อมูลมาก่อน ดังน้ันผู้วิจัยจึง

ทําการศึกษาความหลากรูปแบบทางพันธุกรรมของ

ยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box region ในโคไทย

พันธ์ุพ้ืนเมือง เพ่ือที่จะได้ทราบถึงการเปลี่ยนแปลง

ของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ตําแหน่งดังกล่าวและเพ่ือใช้

เป็นข้อมูลพ้ืนฐานสําหรับการคัดเลือกและพัฒนาเพ่ือ

การปรับปรุงสายพันธ์ุโคพ้ืนเมืองในประเทศไทยต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

การศึกษาในคร้ังน้ีใช้ตัวอย่างโคไทยพันธ์ุ

พ้ืนเมืองที่อาศัยอยู่ในแต่ละพ้ืนที่ของประเทศไทย

ทั้งหมด 4 กลุ่ม ได้แก่ โคขาวลําพูนซึ่งเป็นโคพ้ืนเมือง

ทางภาคเหนือ จํานวน 9 ตัวอย่าง โคไทยพ้ืนเมือง

แถบภาคอีสาน จํานวน 22 ตัวอย่าง โคลานซ่ึงเป็นโค

พ้ืนเมืองทางภาคกลาง จํานวน 10 ตัวอย่าง และโค

ชนซึ่งเป็นโคพ้ืนเมืองทางภาคใต้ จํานวน 10 ตัวอย่าง 

รวมท้ังหมด 51 ตัวอย่าง ทําการเก็บตัวอย่างเลือด

จากหลอดเลือดดํา (Jugular vein) บรรจุใส่ในหลอด

เก็บตัวอย่างที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือดชนิด 

EDTA ตัวอย่างละ 6 มิลลิลิตร จากน้ันรักษาสภาพ
ตัวอย่างในกล่องรักษาความเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส 

จนกว่าจะถึงห้องปฏิบัติการและเก็บรักษาตัวอย่างไว้

ที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทําการสกัดดีเอ็นเอ 

 

การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร ์

• การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณ 

AP2 box region ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ AP2 box 

region ด้วยไพรเมอร์ จํานวน 1 คู่คือ Forward: 5′ 
GTC GCC AGG AAA CCA GAG AC 3′ แ ล ะ  

Reverse: 5′GGA ACA CCC CTA CGC AGG AG 3′ 
(GenBank accession number M98823) 

(Schwerin et al., 2003) จากตัวอย่างเลือดโคที่สกัด

ด้วยชุดสกัดสํ า เร็ จรูป  (FavorPrepTM, Favorgen 

Biotech corporation, Taiwan) โดยในปฏิกิริยาพีซี

อาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย PCR Taq-

buffer ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร MgCl2 ความเข้มข้น 

5 mM ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร dNTPs ความเข้มข้น
10 mM ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร Forward primer 

ความเข้มข้น 10 pmol/ul ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 

Reverse primer ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 0  pmol/ul 

ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 

ความเข้มข้น 5 unit/ul ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร 

DNA template ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร และเติม 

dH2O จนครบ 20 ไมโครลิตร จากน้ันนํามาใส่ใน

เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่มีสภาวะควบคุม

อุณหภูมิจํานวน 35 รอบ ดังน้ี อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เ ป็นเวลา  1 นาที อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และที่อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซี ยส  เ ป็น เวลา  30 วินาที  ( ดัดแปลงจาก 

Schwerin et al., 2003) จากนั้นตรวจสอบผลผลิต

พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดย

ใ ช้อะกาโรสความเข้มข้น  2  เปอ ร์ เซ็น ต์  แล้ ว
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ม า ต ร ฐ า น 

(GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific Inc. 

USA.)  

• การเ พ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 

hsp70.1 ในบริเวณ AP2 box regionในโคไทยพันธ์ุ

พ้ืนเมือง 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1 

ในบริเวณ promoter ของ AP2 box region จาก

ผลผลิตพีซีอาร์ในข้อ 2.1 ด้วยไพรเมอร์ Forward: 5' 
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GTT CTG GGA GGA GAG GCA TTC AG 3' 

Reverse: 5' CTG CCA TGT CGG GAA TAT TCA 

AGG 3' (Schwerin et al., 2003) โดยในปฏิกิริยา

พีซีอาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย PCR 

Taq-buffer ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร MgCl2 ความ

เข้มข้น  5 mM ปริมาตร  0.6 ไมโครลิตร dNTPs 

ความเข้มข้น  10 mM ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 

Forward primer ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  10 pmol/ul 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Reverse primer ความ

เข้มข้น 10 pmol/ul ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Taq 

DNA polymerase ความเข้มข้น 5 unit/ul ปริมาตร 

0.1 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  DNA template ปริ ม า ต ร  3.0 

ไมโครลิตร และเติม dH2O จนครบ 20 ไมโครลิตร 

จากน้ันนํามาใส่ในเคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ที่

มีสภาวะควบคุมอุณหภูมิจํานวน 35 รอบ ดังน้ี 

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที  อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา1 นาที ที่อุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา30 วินาที (ดัดแปลงจาก 

Schwerin et al., 2003) จากนั้นตรวจสอบผลผลิต

พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดย

ใ ช้อะกาโรสความเข้มข้น  2  เปอ ร์ เซ็น ต์  แล้ ว

เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ม า ต ร ฐ า น 
(GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific Inc. 

USA.) จาก น้ันทํ า ใ ห้บริ สุ ท ธ์ิ ด้ วย ชุดสํ า เ ร็ จ รู ป 

FavorPrepTM Gel/PCR Purification (Favorgen 

Biotech corporation, Taiwan)  

 

การตรวจสอบความหลากรูปแบบของยีน hsp70.1 

โดยวิธี PCR-RFLP 

หลังจากได้ช้ินดีเอ็นเอของยีน hsp70.1 ใน

บริเวณ AP2 box region แล้วทําการตรวจสอบความ

หลากรูปแบบลําดับนิวคลีโอไทด์โดยการตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI (Bme1390I, Thermo 

Fisher Scientific Inc. USA.) โ ด ย ก า ร บ่ ม ไ ว้ ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ช่ัวโมง และหยุด

การทําปฏิกิริยาโดยการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นตรวจสอบผลการตัด

ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทร

โฟรีซีส โดยใช้อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์

เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ม า ต ร ฐ า น 
(GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific Inc. 

USA.) โดยมีรูปแบบการตัดช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วย

เอนไซม์ตัดจําเพาะ 3 รูปแบบ ดังรปูที่ 1 

 

 

รูปที่ 1 แสดงตัวอย่างรูปแบบการตัดช้ินส่วนดีเอ็น

เอด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI L คือ DNA 

ladder Wdคือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type 

genotype ซึ่งจะพบแถบดีเอ็นเออยู่ที่ขนาด 49 

และ 47 คู่ เบส HM คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ 

homozygous mutation ซึ่งจะพบแถบดีเอ็นเอ

อยู่ที่ขนาด 96 คู่เบส และ HT คือ รูปแบบจีโนไทป์

แบบ heterozygous mutation ซึ่งจะพบแถบดี

เอ็นเออยู่ที่ขนาด 96 49 และ 47 คู่เบส 
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ผลการทดลอง 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณ AP2 box 

region ในโคไทยพันธุ์พื้นเมือง 

การปรับสภาพการทําปฏิกิริยา โดยปรับช่วง 

annealing temperature ไว้ที่ อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส นาน 1 นาที และปรับช่วง extension ไว้ที่

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที สามารถ

เพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1 ในโคไทย
พ้ืนเมืองทั้ง 4 กลุ่มได้ โดยสามารถพบแถบสาร

พันธุกรรมขนาด 550 คู่เบส ได้จากตัวอย่างดีเอ็นเอ

ของโคไทยพ้ืนเมืองทั้ง 51 ตัวอย่างดังรูปที่ 2 

 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1ใน

บริเวณ AP2 box region ของโคไทยพันธุ์พื้นเมือง 

จากการทดลองสามารถเ พ่ิมจํานวนสาร

พันธุกรรมของยีน hsp70.1 ในบริเวณ AP2 box 

region ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองได้ทั้ง 4 กลุ่ม รวม

ทั้งสิ้น 51 ตัวอย่าง โดยพบแถบสารพันธุกรรมอยู่ที่

ขนาด 96 คู่เบส ดังรูปที่ 3  

 

การตรวจสอบความหลากรูปแบบของยีน hsp70.1 

ในโคไทยพื้นเมืองโดยวิธี PCR-RFLP 
จากการตรวจสอบความหลากรูปแบบของยีน 

hsp70.1 ในโคไทยพ้ืนเมืองโดยวิธี  PCR-RFLP  โดย

ใช้เอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI พบรูปแบบการตัด

ได้เป็น 4 รูปแบบ ดังรูปที่ 4 โดยโคขาวลําพูน พบ

รูปแบบจี โนไทป์เป็นแบบ  wild type genotype 

จํานวน 1 ตัวอย่าง แบบ homozygous mutation 

จํานวน 8 ตัวอย่าง แต่ไม่พบรูปแบบจีโนไทป์แบบ 

heterozygous mutation โคไทยพ้ืนเมืองแถบภาค

อีสานพบจีโนไทป์เป็นแบบ wild type genotype 

จํานวน 19 ตัวอย่าง แบบ homozygous mutation 

จํ านวน  2 ตั วอ ย่ า ง  และแบบ  heterozygous 

mutation จํานวน 1 ตัวอย่าง โคลาน พบจีโนไทป์

แบบ wild type genotype จํานวน 8 ตัวอย่าง แบบ 

homozygous mutation จํานวน 2 ตัวอย่าง แต่ไม่

พบจีโนไทป์แบบ heterozygous mutation และโค

ชนพบรูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

จํ า น ว น  8 ตั ว อ ย่ า ง  แ ล ะ พบ จี โ น ไ ท ป์ แ บ บ 

homozygous mutation จํานวน 2 ตัวอย่าง แต่ไม่
พบจี โนไทป์แบบ  heterozygous mutation โดย

จากตารางที่ 1 จะพบว่าสัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์แบบ 

wild type genotype พบสัดส่วนมากที่สุดคิดเป็น

ร้อยละ 70.59 รองลงมาคือแบบ homozygous 

mutation คิ ด เ ป็ น ร้ อ ย ล ะ  2 7 . 4 5  แ ล ะแบบ 

heterozygous mutation คิ ด เ ป็นร้ อยละ  1 . 96 

ตามลําดับ 

 

 

รูปที่ 2  แสดงตัวอย่างแถบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณ AP2 box 

region ในโคไทยพ้ืนเมืองซึ่งพบแถบสารพันธุกรรม

ที่ขนาด 550 คู่เบส (L คือ DNA Ladder หมายเลข 

1-10 คือ ตัวอย่างแถบสารพันธุกรรมที่ได้จากโคชน)
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รูปที่ 3  แสดงตัวอย่างแถบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1 ใน

บริเวณ AP2 box region ของโคไทยพ้ืนเมือง โดย

พบแถบสารพันธุกรรมอยู่ที่ขนาด 96 คู่เบส (L คือ 

DNA Ladder หมายเลข 1-10 คือ ตัวอย่างแถบ

สารพันธุกรรมที่ได้จากโคลาน) 

 

 

รูปที่ 4 แสดงตัวอย่างแถบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก

การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI (L คือ 

DNA Ladder หมายเลข 12-22 คือ ตัวอย่างแถบ

สารพันธุกรรมที่ได้จากโคพ้ืนเมืองแถบภาคอีสาน 

Neg.C คือ ตัวอย่างควบคุม)  

 

ตารางที่ 1 แสดงจํานวนและสัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์ที่พบของยีน hsp70.1 ที่บริเวณ AP2 box region ในโค

ไทยพ้ืนเมืองแต่ละกลุ่ม 
กลุ่มตัวอย่างโคไทย

พันธ์ุพ้ืนเมือง 

รูปแบบจีโนไทป ์
รวม 

Wild type Homozygous mutation Heterozygous mutation 

โคขาวลําพูน 1 8 0 9 

โคภาคอีสาน 19 2 1 22 

โคลาน 8 2 0 10 

โคชน 8 2 0 10 

รวม 36 14 1 51 

อัตราร้อยละ 70.59 27.45 1.96  

 

วิจารณผ์ลการทดลอง 

จากตัวอย่างโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองทั้ง 4 กลุ่ม 

รวมท้ังหมด 51 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 1 จะพบว่า

สัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

พบ เ ป็ นสั ด ส่ ว นมากที่ สุ ด  รอ งล งม า คื อแบบ 

homozygous mutation และพบน้อยที่ สุ ดแบบ 

heterozygous mutation ซึ่งต่างจากรายงานของ 

Deb et al. (2013) ที่ได้ทําการศึกษาถึงรูปแบบจีโน

ไทป์ของยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box region 

ต่อความสามารถในการทนร้อนของโคนมลูกผสมสาย

พันธ์ุ Frieswal (Holstein Friesian X Sahiwal) ใน

ประเทศอินเดีย พบว่ารูปแบบจีโนไทป์ที่พบส่วนใหญ่

เ ป็ น  heterozygous mutation ร้ อ ย ล ะ  60.71 

รองลงมาคือแบบ wild type genotype พบร้อยละ 

39.29 แต่ไม่พบรูปแบบจีโนไทป์ชนิด homozygous 

mutation  ในขณะที่จากการศึกษาของ Schwerin 
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et al. (2003) ที่ได้ทําการศึกษาถึงประสิทธิภาพของ

ระบบสืบพันธ์ุกับลักษณะจีโนไทป์ของยีน hsp70.1 ที่

ตํ า แห น่ ง  AP2 box region ใ น โ คนมส าย พั น ธ์ุ  

Holstein Friesian ในประ เทศ เยอรม นี  พบ ว่ า

รูปแบบจีโนไทป์ที่พบส่วนใหญ่จะเป็นชนิด wild 

type genotype รองลงมาคือชนิด heterozygous 

mutation และพบจี โน ไท ป์ช นิด  homozygous 

mutation น้อยที่สุด ทั้งน้ีจากการศึกษาดังกล่าว
พบว่ากลุ่มโคที่มีจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

มีประสิทธิภาพของระบบสืบพันธ์ุดีที่สุดและทําให้

อัตราการคัดทิ้งของโคกลุ่มดังกล่าวมีน้อยกว่ากลุ่มที่

เกิดการกลายของยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box 

region ด้วย เช่นเดียวกับการศึกษาของ Basirico et 

al. (2011) ที่ได้มีการศึกษาถึงรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 

hsp70.1 ในส่วน 5’-UTR ที่ตําแหน่ง g895 ในโคนม

สายพันธ์ุ  Holstein Friesian ของประเทศอิตาลี

พบว่าโคกลุ่มตัวอย่างมีจี โนไทป์แบบ wild type 

genotype มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 66.8 รองลงมา

คือแบบ heterozygous mutation คิดเป็นร้อยละ 

28.8 และกลุ่ม homozygous mutation พบน้อย

ที่สุดคิดเป็นร้อยละ 4.4 ทั้งน้ีเน่ืองจากโคกลุ่มตัวอย่าง

จากรายงานของ Deb et al. (2013) ดังกล่าวเป็นโค

สายพันธ์ุลูกผสม (Cross breed) มีการผสมข้ามพันธ์ุ

ทําให้มีโอกาสในการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมได้มากกว่า

โคกลุ่มที่เป็น Holstein Friesian หรือจากกลุ่มโคไทย

พันธ์ุพ้ืนเมือง จึงมีสัดส่วนในการพบรูปแบบจีโนไทป์

แบบ heterozygous mutation มากกว่ารูปแบบ

อ่ืนๆ ในขณะที่โคกลุ่มสายพันธ์ุ Holstein Friesian 
จากตัวอย่างรายงานดังกล่าวหรือโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง 

เป็นกลุ่มโคที่มีการผสมภายในสายพันธ์ุเดียวกัน 

(Pure breed) ทําให้มีโอกาสในการแลกเปลี่ยนพันธ์ุ

กรรมน้อยกว่าจึงพบรูปแบบจีโนไทป์แบบ  wild 

type genotype มากกว่า 

จากข้อมูลในตารางที่ 2 จะพบว่าถึงแม้ว่ายีน 

hsp70.1 จะเป็นยีนที่อนุรักษ์ (Kregel, 2002) แต่

จากการศึกษาในครั้งน้ีพบการกลายของยีน hsp70.1 

ที่ ตํ าแหน่ง  AP2 box region ในโคไทยพื้ น เมือง

โดยเฉพาะอย่างย่ิงพบการกลายชนิด homozygous 

mutation มากกว่า heterozygous mutation ซึ่ง

ขัดแย้งกับรายงานในต่างประเทศที่พบการกลายแบบ  

 

ตารางที่ 2  แสดงสัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์ของยีน hsp70.1ที่ตําแหน่ง AP2 box region จากรายงานต่างๆ 

สายพันธุ ์ พื้นที ่ ผู้รายงาน 
ร้อยละรูปแบบจีโนไทป์ทีพ่บ 

Wd HM HT 

โคไทยพ้ืนเมือง ประเทศไทย ผู้วิจัย 70.59 27.45 1.96 

ฟรีส์วาล อินเดีย Deb et. al., 2013 39.29 0.00 60.71 

โฮลสไตล์ฟรีเซยีน เยอรมนี Schwerin et. al., 2003 66.05 6.98 26.97 

โฮลสไตล์ฟรีเซยีน อิตาลี Basirico et. al., 2011 66.8 4.4 28.8 

  Wd คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

  HM คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ homozygous mutation 

  HT คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ heterozygous mutation 
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heterozygous mutation มากกว่า homozygous 

mutation และเมื่อพิจารณาในกลุ่มตัวอย่างโคขาว

ลํ า พูนแล้ ว  พบว่าประชากรกลุ่ ม ดั งกล่ าว เ ป็น

ประชากรส่วนใหญ่ที่พบการกลายของยีน hsp70.1 

ซึ่ งพบรูปแบบจี โนไทป์ เ ป็นแบบ  homozygous 

mutation ถึ ง  8 ตั ว อ ย่ า ง แ ล ะพบ  wild type 

genotype เพียง 1 ตัวอย่าง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก

ประชากรของโคขาวลําพูนในปัจจุบันน้ันมีการลด
จํานวนลงเป็นอย่างมากและยังพบว่าโคขาวลําพูนใน

สภาพการเลี้ยงตามธรรมชาติน้ันส่วนใหญ่มีการ

รวมตัวอยู่เพียง 3 จังหวัดแถบภาคเหนือเท่าน้ันได้แก่ 

เชียงใหม่ ลําพูน และลําปาง เป็นต้น (พิชิต และคณะ, 

2553) ซึ่งด้วยเหตุน้ีอาจทําให้เกิดการผสมพันธ์ุกัน

ภายในกลุ่ม (inbreed) ดังน้ันหากพ่อแม่พันธ์ุของ

ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร มี ลั ก ษณะจี โ น ไ ท ป์ เ ป็ น แบบ 

homozygous mutation ลักษณะความหลากหลาย

ของจีโนไทป์ก็จะลดลงทําให้กลุ่มประชากรพบมี

รูปแบบจีโนไทป์เป็นแบบ homozygous mutation 

เป็นส่วนใหญ่และจะทําให้สภาพสมดุลของจีโนไทป์

ของประชากรน้ันเปลี่ยนแปลงไปไม่เป็นไปตามกฎ

ของ Hardy-Weinberg ในที่สุด (Hartwell et al., 

2011) 
ทั้งน้ีลักษณะดังกล่าวอาจเป็นไปได้ว่ากลุ่ม

ตัวอย่างโคไทยพ้ืนเมืองโดยเฉพาะโคขาวลําพูนอาจ

เกิดเหตุการณ์  ความไม่แน่นอนทางพันธุกรรม 

(Genetic drift) เกิดขึ้น โดยมีการคง (fix) รูปแบบ   

จีโนไทป์บางรูปแบบไว้จนทําให้จีโนไทป์บางรูปแบบ

สูญหายไป โดยสาเหตุของการเกิดความไม่แน่นอน

ทางพันธุกรรมอาจเกิดจากเหตุการณ์ผลกระทบจากผู้

ก่อต้ัง (Founder effect) โดยอาจเกิดจาการอพยพ

ของพ่อแม่พันธ์ุหรือประชาการจํานวนน้อยกลุ่มหน่ึง

มาจากกลุ่มประชากรกลุ่มเดิมซึ่งอาจจะมีรูปแบบจีโน

ไทป์เพียงแค่บางรูปแบบเท่าน้ันดังน้ันเมื่อมีการเพ่ิม

จํานวนของประชากรมากข้ึน กลุ่มประชากรใหม่จึง

จะพบรูปแบบของจีโนไทป์เพียงบางรูปแบบตามพ่อ

แม่พันธ์ุเท่าน้ันทําให้จีโนไทป์บางรูปแบบสูญหายไป 

ดังเช่นที่การศึกษาในครั้งน้ีพบว่ารูปแบบจีโนไทป์แบบ 

wild type genotype ห รื อ แ บบ  homozygous 

mutation จ ะ พ บ ม า ก ก ว่ า ก า ร พ บ แ บ บ 

heterozygous mutation ( Matute, 2013) 
นอกจากน้ันแล้วสาเหตุการเกิดความไม่แน่นอนทาง

พันธุกรรมอาจเกิดจากเหตุการณ์ประชากรคอขวด 

(Population bottle neck) ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลง

โดยการลดจํานวนของประชากรเดิมลงอย่างรวดเร็ว

ทําให้ประชากรเดิมเหลือเพียงจํานวนน้อยเท่าน้ันและ

ประชากรกลุ่มดังกล่าวน้ันอาจมีรูปแบบจีโนไทป์เพียง

บางรูปแบบเท่าน้ัน ดังน้ันเมื่อกลุ่มประชากรเดิมที่

หลงเหลืออยู่มีการเพ่ิมจํานวนประชากรมากข้ึน กลุ่ม

ประชากรใหม่จึงจะพบรูปแบบจีโนไทป์เพียงบาง

รูปแบบเท่าน้ันและทําให้รูปแบบจีโนไทป์บางรูปแบบ

สู ญ ห า ย ไ ป เ ป็ น ต้ น  (Hartwel et al., 2011) 

นอกจากน้ีแล้วสาเหตุการเกิดความไม่แน่นอนทาง

พันธุกรรม อาจเกิดจากการจงใจคัดเลือกคุณลักษณะ

ตามสายพันธ์ุบางประการซึ่งมีผลทําให้รูปแบบจีโน
ไทป์บางรูปแบบสูญหายไปได้ แต่ทั้ง น้ีเ น่ืองจาก

ข้อจํากัดในการเก็บตัวอย่าง จํานวนตัวอย่างที่ใช้ใน

การศึกษาในครั้งน้ีจึงเป็นเพียงส่วนหน่ึงของประชากร

ที่ ใ ช้ศึ กษา ถึงลักษณะความหลากรูปแบบทาง

พันธุกรรมของยีน hsp70.1 ที่ ตําแหน่ง AP2 box 

region เท่าน้ันการศึกษาถึงลักษณะทางพันธุศาสตร์

ประชากรของกลุ่มโคขาวลําพูนดังกล่าวอาจจะต้องมี

การเก็บตัวอย่างให้มากข้ึนเพ่ือให้คลอบคลุมและ

เพียงพอสําหรับประเมินความหลากหลายทางพันธ์ุ

กรรมของยีน hsp70.1 ในโอกาสต่อไป 
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และจากการศึกษาดังกล่าวทําให้ทราบถึงความ

หลากรูปแบบทางพันธุกรรมของของยีน hsp70.1 ที่

ตําแหน่ง AP2 box region โคไทยพื้นเมืองในกลุ่ม

ตัวอย่างที่ทําการศึกษาเท่าน้ัน ยังไม่ได้ศึกษาถึง

ความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถในการทนร้อน

ของโคแต่ละกลุ่มกับรูปแบบจีโนไทป์ต่างๆ ที่พบ 

ดังน้ันการที่โคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม Bos 

indicus และมี ค ว า มส าม า ร ถ ใ นก า รทน ร้ อ น 
(thermotolerance) ไ ด้ ดี ก ว่ า  Bos taurus น้ั น 

(Beatty et al., 2006) การทนร้อนดังกล่าวอาจจะ

อยู่ในลักษณะการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมได้ดีร่วม

ด้วย (compensation) ซึ่งจะเห็นได้จากรูปแบบจีโน

ไทป์ที่พบมีทั้งส่วนที่เป็น wild type genotype และ

ส่วนที่เกิดการกลายไป และจากรายงานของ จักรกริช 

และคณะ (2555) พบว่าเมื่อโคอยู่ภาวะเครียดจาก

ความร้อนร่างกายจะมีการปรับตัวโดยการหายใจเร็ว

ขึ้นและมีการขับเหง่ือออกมามากขึ้นแต่ไม่พบความ

แตกต่างของระดับการเพ่ิมขึ้นของ heat shock 

protein 70 จากเซลล์ เม็ดเลือดขาวของโคไทย

พ้ืนเมือง ซึ่งช้ีให้เห็นว่าโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองนอกจาก

จะมีลักษณะการทนร้อนได้ดีแล้วยังพบรูปแบบการ

ทน ร้ อ น ใ น ลั ก ษณะก า รป รั บ ตั ว ไ ด้ ดี อี ก ด้ ว ย
เช่นเดียวกัน  

ถึงแม้ว่าจะมีรายงานจากต่างประเทศหลาย

ฉบับที่ มี ก ารทดลองถึ งความสัม พัน ธ์ ระห ว่า ง

ความสามารถในการทนร้อนกับรูปแบบจีโนไทป์ที่พบ

แ ล ะพบ ว่ า รู ป แ บบจี โ น ไ ท ป์ แ บบ  wild type 

genotype ของยีน hsp70.1 ที่ ตําแหน่ง AP2 box 

เหมาะแก่การนํามาใช้เป็น Bio-maker เ พ่ือการ

คัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุ (Schwerin et al., 

2003, Basicrico et al., 2011; Deb et al., 2013) 

แต่ก่อนที่จะนํามาใช้เพ่ือเป็นเครื่องมือในการคัดเลือก

และปรับปรุงสายพันธ์ุในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองน้ัน ควร

มีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถใน

การทนร้อนกับรูปแบบจีโนไทป์ที่พบในรูปแบบต่างๆ 

ให้มีความชัดเจนมากยิ่งขึ้นก่อน เพ่ือที่จะสามารถ

เลือกได้ว่าจะคัดเลือกโคที่มีความสามารถในการทน

ร้อนได้ดีหรือคัดเลือกโคที่มีความสามารถในการ

ปรับตัวต่อความสภาพแวดล้อมได้ดีเป็นต้น และควรมี

การศึกษาเพ่ิมเติมในโปรตีนชนิดอ่ืนด้วย 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาในครั้งน้ีสรุปได้ว่า 1) มีการ

กลายของยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box region 

(position g895) ในโคไทยพ้ืนเมืองทั้ง 4 กลุ่มโดย 

รูปแบบจีโนไทป์ที่พบมากท่ีสุดจะเป็นแบบ wild 

type genotype ร อ ง ล ง ม า คื อ  homozygous 

mutation แ ล ะ พ บ น้ อ ย ที่ สุ ด เ ป็ น แ บ บ 

heterozygous mutation 2 )  การกลายของ ยีน 

hsp70.1 ที่ ตําแหน่ง  AP2 box region เ กิดขึ้นกับ

กลุ่มตัวอย่างของโคขาวลําพูนมากที่สุดโดยเป็นการ

กลายแบบ homozygous mutation  

ดังน้ันจากการศึกษาในคร้ังน้ีจึงเป็นข้อมูล

พ้ืนฐานที่ สํ าคัญที่ จ ะ นํ า ไปใ ช้ ในการศึ กษาถึ ง
ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบจีโนไทป์ที่พบกับ

ความสามารถในการทนร้อนของโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง 

และนําไปสู่การคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุในโค

ไทยพ้ืนเมืองในอนาคตต่อไป  

 

กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณ ภาควิชาพันธุศาสตร์ คณะ
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การประเมินคุณภาพและการตรวจการปลอมปนในปลาป่นที่ใช้ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ 
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บทคัดย่อ: ปลาป่นจัดเป็นวัตถุดิบที่มีองค์ประกอบทางโภชนะสมบูรณ์ มีโภชนะที่ใช้ประโยชน์ได้สูง การศึกษา
เพื่อประเมินคุณภาพของปลาป่นในแต่ละเกรดจะสามารถสะท้อนถึงคุณภาพและมาตรฐานของปลาป่นที่มีการ
ใช้ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ไทย การศึกษาครั้งนี้ได้ท าการประเมินองค์ประกอบ ลักษณะทางกายภาพจาก
ตัวอย่างปลาป่น จ านวน 25 ตัวอย่าง ที่มีการจัดแบ่งเกรดคุณภาพปลาป่นตามเกณฑ์ของสมาคมผู้ผลิตปลาป่น
ไทย โดยจัดแบ่งเป็น 5 กลุ่ม คือ เกรดกุ้ง, เบอร์ 1, เบอร์ 2, เบอร์ 3 และหัวปลา จ านวนปลาป่นเกรดละ 5 
ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่าปลาป่นทุกเกรด ส่วนใหญ่ผลิตจากปลาค่อนข้างสดโดย มีสีน้ าตาลและน้ าตาล
เหลืองเข้ม แต่พบการปลอมปนด้วยขนไก่ป่นในปลาป่น 8 เปอร์เซ็นต์ จากตัวอย่างทั้งหมด (2/25) โดยพบการ
ปลอมปนขนไก่ป่นในปลาป่นเบอร์ 2 และเบอร์ 3 เกรดละ 20 เปอร์เซ็นต์ (1/5) และพบการปลอมปนหินฝุ่น
และเปลือกหอยในตัวอย่างปลาป่น ถึง 24 เปอร์เซ็นต์ (6/25) โดยพบในปลาป่นเกรดกุ้ง และปลาป่นเบอร์ 1 
เกรดละ 60 เปอร์เซ็นต์ (3/5) รองลงมาคือ ปลาป่นเบอร์ 3 คิดเป็น 40 เปอร์เซ็นต์ (2/5) และในปลาป่นเบอร์ 
2  คิดเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ (1/5) ตามล าดับ อย่างไรก็ตามไม่พบการปนเปื้อนโครเมียมและ ยูเรียในทุกตัวอย่าง 
นอกจากนี้ยังพบว่ามีปริมาณเกลือที่ค่อนข้างสูงเกินเกณฑ์มาตรฐานที่กฎหมายก าหนด ข้อมูลที่ได้จากการ
ประเมินคุณภาพปลาป่นที่มีจ าหน่ายและน าไปใช้ในอาหารสัตว์ของไทย ในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าอุตสาหกรรม
การผลิตปลาป่นของไทยมีการควบคุมคุณภาพให้เป็นไปตามมาตรฐานได้ดีพอสมควรแต่ยังพบการปลอมปนขน
ไก่ป่น หินฝุ่น และเปลือกหอย ซึ่งอาจจะกระทบต่อคุณค่าทางอาหารของปลาป่นได้ 
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Abstract: Fish meal is also claimed as one of the best feedstuff which contained various 
valuable nutrients and consists of an optimum quality for livestock. Therefore, it is also 
necessary to evaluate fish meal before using to confirm its quality. This study was aimed to 
evaluate the qualities of fish meal samples under the physical characteristic. Twenty-five 
samples of fish meal were graded to five levels according to the Thai fish meal producers 
association as the premium grade, number 1, number 2, number 3 and head fish grade which 
each grade contained five samples. The results showed that color of fish meal presented 
brown and dark brown which were related to the fresh of fish. Some serious impurities were 
also found such as feather meal which it was found 8 % (2/25) in fish meal number 2 and 3 
as 20% (1/5) each. Limestone and ground shell were found 24 % (6/25) in the grade premium, 
number 1, 3 and 2 amount 60% (3/5), 40% (2/5) and 20% (1/5), respectively. There were not 
found chromium and urea granule in all selected fish meal samples. However, the salt content 
is high above the newest regulation limit. The overall results from this study are able to 
summarize that the quality of fish meal which supplied to the customer has mostly well 
prepare to meet a regulation of fish meal standard. Nevertheless, contamination of feather 
meal, limestone and ground shell are also found and these are able to interfere some 
nutritional values of fish meal. 
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บทน า 
ปลาป่นเป็นอาหารโปรตีนที่ส าคัญส าหรับการ

เลี้ยงสัตว์ ผลิตจากปลาชนิดต่างๆ ที่ติดมากับอวน
ลากของชาวประมง เมื่อน ามาบดป่นและสกัดน้ ามัน
ออกแล้วท าให้แห้งอาจมีวัตถุอื่นๆ รวมทั้งเปลือกปู กุ้ง 
กั้ง หอย หินและทรายปนมาด้วย คุณภาพของปลา
ป่นขึ้นกับชนิดของปลาวัตถุเจือปน ความสดของปลา
ตลอดจนกรรมวิธีในการผลิตเช่น ถ้าให้ความร้อนสูง
เกินไปปริมาณของกรดอมิโนจะลดลงต่ า นอกจากนี้ 
ความช้ืนและไขมันที่มีอยู่สูงจะท าให้เก็บรักษาปลาป่น
ไว้ไม่ได้นานเพราะอาจท าให้เกิดเชื้อราและเหม็นหืน
ได้ง่าย (ชัยภูมิ และคณะ, 2556) โดยปัจจุบันปลาป่น
มีกรรมวิธีการผลิต  2 วิธีซึ่ งท าให้ ได้ปลาป่นที่มี
คุณภาพแตกต่างกันคือการผลิตแบบบีบน ้าและการ
ผลิตแบบอบแห้งการผลิตแบบบีบน ้านั้นเป็นการผลิต
แบบเก่าซึ่งเป็นวิธีที่ก่อให้เกิดภาวะน ้าเสียปัจจุบันนี้
โรงงานส่วนใหญ่นิยมใช้กรรมวิธีแบบอบแห้งเพราะให้
ความสะอาดและคุณค่าทางโปรตีนสูงกว่าวิธีแบบ
บีบน ้า (ส านักงานเศรษฐกิจเกษตร, 2555) ซึ่งด้าน
คุณภาพและราคาของปลาป่นที่ผลิตจ าหน่ายใน
ประเทศไทย จะแตกต่างกันตามระดับของโปรตีน 
โดยปลาป่นประเภทโปรตีนต่ า จะมี โปรตีน 55 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนปลาป่นประเภทโปรตีนสูงมีโปรตีน 
60 เปอร์เซ็นต์ ปัจจุบันประเทศไทยได้มีการจัดแบ่ง
เกรดคุณภาพปลาป่นตามเกณฑ์ของสมาคมผู้ผลิต
ปลาป่นไทยเป็น 5 เกรด คือ เกรดกุ้ง, เบอร์ 1, เบอร์ 
2, เบอร์ 3 และหัวปลาโดยจัดแบ่งตามระดับโปรตีน
ซึ่งต้องมีระดับโปรตีนไม่ต่ ากว่า 65, 60, 56, 52 และ 
45 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ สารอาหารอื่นมักอยู่ใน
ระดับใกล้เคียงกัน คือไขมัน 5-8 เปอร์เซ็นต์, เยื่อใย 1 
เปอร์ เซ็นต์ , ความชื้น  8-10 เปอร์ เซ็นต์แร่ธาตุ
ประมาณ 20-24 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งของวิตามินมี

แคลเซียมประมาณ 5-8 เปอร์เซ็นต์ และฟอสฟอรัส
ประมาณ 3.0-3.8 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ปลาป่นมี
โปรตีนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่จ าเป็นที่สัตว์
ต้องการ เช่น  กรดอะมิโนไลซีน มีค่อนข้างสูง 
นอกจากนี้ยังมีสารที่จ าแนกไม่ได้ว่าเป็นชนิดใด 
(unidentified growth factor; UGF) แต่มีส่วนช่วย
เสริมให้สัตว์เจริญเติบโต อย่างไรก็ตามปริมาณการใช้
ปลาป่นไม่ควรเกิน 10-15 เปอร์เซ็นต์ ของสูตรอาหาร
เนื่องจากเป็นวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่มีราคาแพงและ
หากใช้มากเกินไปอาจมีกลิ่นของปลาป่นติดไปกับ
ผลิตภัณฑ์ของสัตว์ เช่น น้ านม เนื้อ หรือไข่ได้  (ยิ่ง
ลักษณ์ , 2556) ตั้ งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันปลาป่น
อาจจะมีการปลอมปนด้วยยูเรีย ขนไก่ป่น แกรบกุ้ง 
ทรายละเอียด เปลือกหอยป่น หรือเศษเปลือกหอยผุ 
(กาซ้า) ซึ่งเวลามองอาจจะคล้ายกระดูกปลา ถ้าน า
ปลาป่นชนิดนี้ ไป ให้ สั ตว์ กิ นอาจจะท า ให้ ขาด
ฟอสฟอรัสถ้าปนมาในระดับสูง นอกจากนี้อาจพบ
พวกผงเหล็ก แกลบบดละเอียด กากวุ้นเส้น เศษหนัง 
ขนแห้งบดละเอียด เนื้อป่น เนื้อและกระดูกป่น เลือด
ป่น กากน้ ามันหมู เศษหัวและไส้ปลาจากโรงงานปลา
กระป๋อง ซึ่งวัตถุดิบดังกล่าวมาถือว่ามีคุณค่าทาง
โภชนะต่ าและมีราคาต้นทุนการผลิตที่ถูกกว่าปลาป่น
มากจึงมีการน ามาปลอมปนลงในปลาป่นเพื่อลด
ต้นทุนการผลิตปลาป่น และท าให้คุณภาพของปลา
ป่นลดต่ าลงได้ (ศรีสกุล, 2542; ยิ่งลักษณ,์ 2556) 

ในการศึกษาครั้งนี้ ได้สุ่มเก็บตัวอย่างปลาป่น 
จากแหล่งผลิตและระดับเปอร์เซ็นต์โปรตีนที่ แตกต่าง
กัน น ามาตรวจสอบโดยวิธีการทางกายภาพ และทาง
เคมีอย่างง่ายเพื่อตรวจสอบคุณภาพปลาป่นใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ไทย สร้างองค์ความรู้ใน
การใช้ข้อมูลด้านคุณภาพของ ปลาป่นในเกรด
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คุณภาพต่างๆ ได้อย่างเป็นสาธารณะต่อเกษตรกร
และบุคคลทั่วไปสามารถเข้าถึงข้อมูลได้ต่อไป 
 

อุปกรณ์และวธิีการ 
การเตรียมตัวอย่าง 

สุ่มเก็บตัวอย่างปลาป่นจากโรงงานผลิตปลา
ป่นฟาร์มเลี้ยงสัตว์และร้านจ าหน่ายวัตถุดิบอาหาร
สัตว์ จัดแบ่งตัวอย่างปลาตามชั้นคุณภาพปลาป่น 
ตามชั้นคุณภาพการแบ่งเกรดทางการค้า ทั้งหมด 5 
เกรด คือ ปลาป่นเกรดกุ้ง, เบอร์ 1, เบอร์ 2, เบอร์ 3 
และหัวปลา เกรดละ 5 ตัวอย่าง รวมทั้ งสิ้น 25 
ตัวอย่าง 

เตรียมตัวอย่างวัตถุดิบ โดยสุ่มเก็บตัวอย่าง
จากแต่ละแหล่ง จ านวน 15 กิโลกรัม น ามา ท าการ
ลดขนาดของตัวอย่างลงให้เหลือเพียงพอส าหรับเก็บ
ไว้ตรวจสอบหรือวิเคราะห์ ตัวอย่างละ 100-150 กรัม 
เพื่ อตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ และการ
ปลอมปนของตัวอย่าง  
 
การตรวจการปลอมปน ปริมาณโปรตีน และ
ลักษณะทางกายภาพในปลาป่น 

1. การทดสอบการปลอมปนขนไก่ป่นในปลา
ป่น ด้วยวิธีคัลเลอริเมตรี (ศรีสกุล, 2542) 

2. การทดสอบยูเรียในปลาป่น (ศรีสกุล, 2542) 
3. การทดสอบโครเมี่ยมในปลาป่น โดยใช้

สารละลาย ไดเฟนิล คาร์บาไซด์  อินดิ เคเตอร์  
(diphenyl carbazide indicator) 0.1 เปอร์ เซ็นต์ 
และใช้โคเมทเป็นตัวท ามาตรฐาน (standard) ให้มี
ความเข้มข้น 0.01-0.10 มิลลิกรัม ต่อ มิลลิลิตร เป็น
สารละลายเปรียบเทียบ (เยาวมาลย,์ 2544) 

4. วิเคราะห์ค่าความหนาแน่น (bulk density) 
โดยการบรรจุวัตถุดิบที่ศึกษาลงในกระบอกตวงขนาด

ปริมาตร 1 ลิตร ให้เต็ม เกลี่ยผิวหน้าให้เรียบ โดยไม่มี
การอัดตัวอย่างวัตถุดิบในภาชนะบรรจุ ให้แน่น 
จากนั้นน าวัตถุดิบที่ตวงไว้ไปชั่งน้ าหนัก ค านวณค่า
ความหนาแน่นรวม ตามสมการดังนี้ (เยาวมาลย์ , 
2544) 

 

bulk density =
น้ าหนักวัตถุดิบอาหารสัตว์ (กก. ) 

ปริมาตรภาชนะ (ลบ. ม. )
   

 
 

5. การทดสอบเปอร์เซ็นต์เกลือในปลาป่น 
ดัดแปลงมาจากวิธี Mohr Method โดยใช้ซิลเวอร์ไน
เตรท (AgNO3) ท าปฏิกิริยากับโซเดียมครอไรด์ 
(NaCl) โดยใช้โปรตัสเซียมไดโครเมท (KCrO) เป็น
อินดิเคเตอร์ (เยาวมาลย,์ 2544) 

6. ก า ร แ ย ก สั ด ส่ ว น อ ง ค์ ป ร ะ ก อ บ ข อ ง
สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ของปลาป่นออกจากกัน
ด้วยตัวท าละลายคาร์บอนเตรทตร้าคลอไรด์โดย ชั่ง
ตัวอย่างปลาป่น ซ้ าละ 10 กรัม แล้วเติมด้วยตัวท า
ละลาย คาร์บอนเตรทตร้าคลอไรด์ 40 มิลลิลิตร 
(เยาวมาลย์, 2544) เพื่อหาสัดส่วนค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์
องค์ประกอบอินทรีย์ซึ่งเป็นส่วนที่ลอยในละลาย
คาร์บอนเตรทตร้าคลอไรด์แล้วค านวณเปอร์เซ็นต์ของ
ระดับโปรตีนจากส่วนลอยโดยตามสมการ (ศุภมาส 
และคณะ, 2530) 
 
ระดับของโปรตีนในปลาป่น = 4.25 + 0.90 x (% ส่วนลอย

ของปลาป่นที่ได้จากการแยกส่วน) 

 
จากนั้นประเมินลักษณะทางกายภาพและการ

ปลอมปนของปลาป่นโดยการตรวจภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ของอย่างจากแต่ละส่วน 
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ผลการทดลองและวิจารณ ์
การประเมินการปลอมปน ขนไก่ป่นหรือยูเรีย

ที่มักพบว่ามีการปลอมปนเพื่อเพิ่มระดับโปรตีนให้
สูงขึ้น รวมทั้งหินฝุ่น หรือเปลือกหอย ในปลาป่นทั้ง 
25 ตัวอย่าง พบว่ามีการปลอมปนด้วยขนไก่ป่นใน
ปลาป่น คิดเป็น 8 เปอร์เซ็นต์ จากตัวอย่างทั้งหมด 
(2/25) โดยพบในเกรดปลาเบอร์ 2 (1/5) และ เกรด
ปลาเบอร์ 3 (1/5) แต่ไม่พบการปลอมปนขนไก่ป่นใน
ตัวอย่างปลาป่นเกรดกุ้ง, เกรดปลาเบอร์ 1 และ เกรด
หัวปลา (ตารางที่  1)  อย่ างไรก็ตามไม่พบการ
ปลอมปนยูเรียในทุกตัวอย่าง (ตารางที่ 1)  ทั้งนี้เคยมี
รายงานจาก นวรัตน์ (2544) ที่ศึกษาอย่างปลาป่นที่
พบว่าลักษณะทางกายภาพที่อยู่ในสภาพที่ปกติ แล้ว
น ามาท าการตรวจสอบการปลอมปน พบการ
ปลอมปนด้วยขนไก่ป่น ปริมาณ 1-3 เปอร์เซ็นต์ซึ่ง
พบถึง 21.74 เปอร์เซ็นต์ (5/25) ของตัวอย่างทั้งหมด 
โดยพบในตัวอย่างที่มีโปรตีนในระดับสูง เนื่องจาก
การซื้อขายปลาป่นมักก าหนดราคาของปลาป่นตาม
ระดับของโปรตีน ดังนั้นจึงมีการน าขนไก่ป่นที่ผ่าน
การย่อยสลายตามกระบวนการแล้วปนลงไปใน
วัตถุดิบปลาป่น และไม่พบการปลอมปนของยูเรียใน
ปลาป่น 

นอกจากนี้พบการปลอมปนหินฝุ่นและเปลือก
หอยในตัวอย่างปลาป่น ถึง 24 เปอร์เซ็นต์(6/25)  
โดยพบมากที่สุดในตัวอย่างปลาป่นเกรดกุ้ง และ 
เกรดปลา เบอร์  1 คื อ  60.0 เปอร์ เซ็ นต์  ( 3/5) 
รองลงมาคือเกรดปลาเบอร์ 3 และ เกรดปลาเบอร์ 2 
เท่ากับ 40.0 เปอร์เซ็นต์ (2/5) และ 20.0เปอร์เซ็นต์ 
(1/5) ตามล าดับ แต่กลับไม่พบการปลอมปนหินฝุ่น
และเปลือกหอยในปลาป่นเกรดหัวปลา  ทั้งนี้ไม่พบ
การปลอมปนสารโครเมียม ในทุกตัวอย่างซึ่งแสดงให้

เห็นว่าตัวอย่างปลาป่นที่ได้มาไม่มีการปลอมปนของ
เศษหนังจากโรงงานฟอกหนัง (ตารางที่ 1) 

การประเมินลักษณะทางกายภาพของ
วัตถุดิบในส่วนค่าความหนาแน่น (bulk density) 
ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 2 ซึ่งการทดสอบค่าความ
หนาแน่นนั้นค่าความหนาแน่นที่ต่ าแสดงถึงคุณภาพที่
ดีของปลาป่น ซึ่งยิ่งลักษณ์ (2556) กล่าวว่า ปลาป่น
ที่มีคุณภาพดีลักษณะเนื้อปลาจะเกาะกันอย่าง
หลวมๆ เนื้อจะฟูนุ่ม กลิ่นหอม จึงมีความหนาแน่นต่ า 
การศึกษาครั้งนี้พบว่าคุณภาพปลาป่นค่อนข้างเป็นไป
ตามล าดับชั้นกล่าวคือ ปลาป่นเกรดกุ้งมีค่าเฉลี่ย
ความหนาแน่นต่ าสุด คือ 0.506 กรัม/มิลลิลิตร 
รองลงมาคือ ปลาป่นเบอร์ 1, เกรดหัวปลา และ ปลา
ป่นเบอร์ 2 มีค่าเฉลี่ยความหนาแน่น 0.517, 0.551 
และ 0.557 กรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ส่วนตัวอย่าง
ปลาป่นเบอร์ 3 มีค่าเฉลี่ยความหนาแน่นสูงสุด 0.584 
กรัม/มิลลิลิตร อย่างไรก็ตามค่าเฉลี่ยความหนาแน่นที่
พบในปลาป่นแต่ละเกรดแตกต่างกันไม่มากนักแสดง
ถึงคุณภาพปลาปนไทยอยู่ในเกณฑ์ที่ดีพอสมควร 
ทั้งนี้ปลาป่นที่มีความหนาแน่นสูงถูกจัดอยู่ในกลุ่ม
ปลาป่นคุณภาพต่ า เช่นปลาป่นกลุ่มที่มีเปอร์เซ็นต์
เกลือในระดับสูงมากพบว่าเมื่อเก็บไว้ระยะหนึ่งแล้ว
ปลาป่นมักจะมีการจับตัวกันเป็นก้อนหรือปลาป่นที่มี
ระดับไขมันที่สูงรวมถึงมีการปลอมปนของแกลบกุ้ง 
หินฝุ่น ทราย จะส่งผลให้ปลาป่นกลุ่มดังกล่าวมีค่า
ความหนาแน่นสูง (ยิ่งลักษณ์, 2556) 
การศึกษาครั้งนี้ได้ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์เกลือใน
ตัวอย่างปลาป่นทั้ง 5 ระดับชั้นคุณภาพ พบค่าเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์เกลือในตัวอย่างปลาป่นในระดับที่ค่อนข้าง
สูงโดยพบสูงที่สุดในเกรดกุ้งคือ 5.176 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือ ปลาป่นเบอร์ 3, ปลาป่นเบอร์ 2, เกรด
หัวปลาและปลาป่นเบอร์  1 มี เปอร์ เซ็นต์ เกลือ 
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ตารางที่ 1 ผลการตรวจสอบการปลอมปนของขนไก่ป่น ยูเรีย หินฝุ่น เปลือกหอย และโครเมียมในตัวอย่าง
ปลาป่นทั้ง 5 เกรด ได้แก่ ปลาป่นเกรดกุ้ง ปลาป่นเบอร์ 1 ปลาป่นเบอร์ 2 ปลาป่นเบอร์ 3 และเกรดหัวปลา
จ านวนทั้งสิ้น 25 ตัวอย่าง 

 
เ ฉ ลี่ ย คื อ  5.020, 4.662, 4.634 แ ล ะ  4.336 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 2) อย่างไรก็ตาม
ปริมาณเกลือที่พบดังกล่าวยังอยู่ในเกณฑ์ที่รับได้โดย
ไม่ขัดกับมาตรฐานที่ กฎหมายก าหนด แต่ต้อง
ระมัดระวังในการน าไปใช้ เนื่องจากปลาป่นที่มีเกลือ
สูงอาจเป็นสาเหตุให้สัตว์ท้องเสียได้ โดยควรให้มี
เกลือในปลาป่นไม่มากกว่า 3 เปอร์เซ็นต์ แต่กฎหมาย
อาจให้มีปริมาณเกลือได้ถึง 7 เปอร์เซ็นต์ (เยาวมาลย์, 
2544) โดยเฉพาะเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบ
ก่อนหน้านี้ที่ Ravindran and Blair (1993) รายงาน
ไว้ว่าปลาป่นที่ผลิตในแถบภูมิภาคเอเชีย มีโปรตีน
ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ และ 50 เปอร์เซ็นต์จัดอยู่ใน
เกรดปลาป่นคุณภาพต่ า อันเนื่องมาจากขาดการเอา
ใจใส่ในการควบคุมคุณภาพของปลาสด กระบวนการ
ผลิต และการเก็บรักษา ในบางครั้งพบว่าปลาป่นเน่า
เสียง่าย มีการปลอมปน หรือมีเกลือปริมาณมากใน
ปลาป่นประมาณ 15 เปอร์เซ็นต ์

ในการตรวจสอบเปอร์เซ็นต์โปรตีนของปลาป่น
แต่ละเกรดสามารถใช้การศึกษาส่วนจมส่วนลอยเพื่อ
หาสัดส่วนค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์องค์ประกอบอินทรีย์ซึ่ง
เป็นส่วนที่ลอยในละลายคาร์บอนเตรทตร้าคลอไรด์

แล้วค านวณเปอร์เซ็นต์ของระดับโปรตีนจากส่วนลอย
เป็นวิธีการที่ใช้ในการประเมินเกรดของปลาป่นได้
อย่างรวดเร็ว  เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์ส่วนลอยใน
ตัวอย่างปลาป่นที่ศึกษาพบค่า สูงสุด  คือ72.395 
เปอร์เซ็นต์ ในปลาป่นเกรดกุ้ง รองลงมา คือ ปลาป่น
เบอร์ 1, ปลาป่นเบอร์ 2, ปลาป่นเบอร์ 3 และ เกรด
หัวปลาต่ าที่ สุ ด โดยมีค่ า เฉลี่ ย  68.690, 65.565, 
64.327 และ 60.190 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 2) การที่ปลาป่นมีสัดส่วนองค์ประกอบอินทรีย์สูง
นั้นสามารถบ่งบอกได้ถึงคุณภาพปลาป่นที่ดีและมี
โปรตีนสู ง  และ เมื่ อพิ จารณาสัดส่ วนค่ า เฉลี่ ย
เปอร์เซ็นต์องค์ประกอบ อนินทรีย์ของปลาป่นจาก
เปอร์เซ็นต์ส่วนจมในตัวอย่างปลาป่น พบว่าปลาป่น
เกรดกุ้ ง  มีค่ า เฉลี่ ย เปอร์ เซ็นต์ส่ วนจม  18.644 
เปอร์ เซ็นต์ซึ่ งมีค่ าต่ าที่ สุด เมื่ อ เปรียบเทียบกับ
เปอร์เซ็นต์ส่วนจมของปลาป่นเกรดที่ต่างๆ ส่วนใน
ปลาป่นเบอร์ 1, ปลาป่นเบอร์ 2 และ ปลาป่นเบอร์ 3 
มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ส่วนจมเพิ่มขึ้นตามล าดับ โดยมี
ค่าเฉลี่ย 19.554, 23.108 และ 25.287 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งเกรดหัวปลาจะมีค่าสูงที่สุด คือ 27.690 เปอร์เซ็นต์ 
(ตารางที่ 2) การที่ปลาป่นมีสัดส่วนองค์ประกอบ 

เกรดปลาป่น 
เปอร์เซ็นต์การปลอมปน (จ านวนที่พบ/จ านวนตัวอย่างที่ตรวจ) 

ขนไกป่่น ยูเรีย หินฝุ่นและเปลือกหอย โครเมียม 
เกรดกุ้ง 0 0 60 (3/5) 0 
ปลาป่นเบอร์ 1 0 0 60 (3/5) 0 
ปลาป่นเบอร์ 2 20 (1/5) 0 20 (1/5) 0 
ปลาป่นเบอร์ 3 20 (1/5) 0 40(2/5) 0 
เกรดหัวปลา 0 0 0 0 
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ตารางที่ 2 ค่าเฉลี่ยลักษณะทางกายภาพของความหนาแน่น (bulk density) ปริมาณเกลือ ส่วนลอยจม และ
ระดับโปรตีนคิดจากส่วนลอยในตัวอย่างปลาป่นทั้ง 5 เกรด คือ ปลาป่นเกรดกุ้ง ปลาป่นเบอร์ 1 ปลาป่นเบอร์ 
2 ปลาป่นเบอร์ 3 และเกรดหัวปลา 

1/ ค่า SD หมายถึง ส่วนเบี่ยงเบนมาตราฐาน 

2/ โปรตีนที่ค านวณได้จาก % ส่วนลอยมีความคลาดเคลื่อน +/- 1.68 (ศุภมาส และคณะ, 2530) 

 
อนินทรีย์สูงส่งผลให้คุณค่าทางโภชนะในปลาป่นลด
ต่ าลง ท าให้สัตว์ใช้ประโยชน์จากปลาป่นได้ลดลง ซึ่ง
ผลการทดลองสอดคล้องกับ เยาวมาลย์ (2544) ที่ว่า
ปลาป่นเกรดอาหารกุ้งมีที่ระดับโปรตีน มากกว่า 62 
เปอร์ เ ซ็ นต์ จะมีน้ าหนั กส่ วนจม น้ อยกว่ า  20 
เปอร์เซ็นต์, ที่ระดับโปรตีน มากกว่า 65 เปอร์เซ็นต์
จะมีน้ าหนักส่วนจม น้อยกว่า 16 เปอร์เซ็นต์, ที่ระดับ
โปรตีน มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์จะมีน้ าหนักส่วนจม 
น้อยกว่า 12 เปอร์เซ็นต์และปลาป่นเกรดอาหารสัตว์ 
ที่ระดับโปรตีน มากกว่า 58 เปอร์เซ็นต์จะมีน้ าหนัก
ส่วนจม น้อยกว่า 30 เปอร์เซ็นต์, ที่ระดับโปรตีน 55-
58 เปอร์เซ็นต์จะมีน้ าหนักส่วนจม น้อยกว่า 35 
เปอร์เซ็นต์, ที่ระดับโปรตีน 50-55 เปอร์เซ็นต์จะมี
น้ าหนักส่วนจม น้อยกว่า 40 เปอร์เซ็นต์และ ปลาป่น

ที่ระดับโปรตีน 35-50 เปอร์เซ็นต์จะมีน้ าหนักส่วนจม 
มากกว่า 40 เปอร์เซ็นต์  

เมื่อน าค่าที่ได้จากส่วนจมและส่วนลอยมา
ค านวนค่าเปอร์เซ็นต์โปรตีนในตัวอย่างปลาป่นทั้ง 25 
ตัวอย่าง พบว่าเป็นไปตามมาตรฐานที่ก าหนดโดยใน
ตัวอย่างปลาป่นเกรดกุ้ง มีเปอร์เซ็นต์โปรตีนสูงสุด
เฉลี่ย 69.676 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา ได้แก่ ปลาป่น
เบอร์ 1, ปลาป่นเบอร์ 2, ปลาป่นเบอร์ 3 และ เกรด
หัวปลาโดยมีค่าเฉลี่ย 66.341, 63.529, 62.415 และ 
58.690 เปอร์ เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่  2) ซึ่ ง
สอดคล้องกับปริมาณโปรตีนที่ควรมีในแต่ละเกรดทาง
การค้าที่ของปลาป่น  โดย ศุภมาส (2536) รายงาน
ว่า ในการน าค่าส่วนลอยในปลาป่นมาค านวณค่า
ระดับเปอร์เซ็นต์โปรตีนเทียบกับค่าเปอร์เซ็นต์โปรตีน

เกรดปลาป่น ค่าทางสถิติ1/ 
ความหนาแน่น 
(กรัม/มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย (เปอรเ์ซ็นต์) 
เกลือ ส่วนลอย ส่วนจม โปรตีน2/ 

เกรดกุ้ง ค่าเฉลี่ย 0.51 5.58 72.39 18.64 69.68 
 ค่า SD 0.05 1.84 4.02 3.80 3.61 
ปลาป่นเบอร์ 1 ค่าเฉลี่ย 0.52 4.34 68.69 19.55 66.34 

 ค่า SD 0.02 2.19 5.61 4.97 5.05 

ปลาป่นเบอร์ 2 ค่าเฉลี่ย 0.56 4.66 65.57 23.11 63.53 

 ค่า SD 0.03 1.56 4.52 6.25 4.07 

ปลาป่นเบอร์ 3 ค่าเฉลี่ย 0.58 5.02 64.33 25.29 62.42 

 ค่า SD 0.03 1.68 5.40 6.91 4.86 

เกรดหัวปลา ค่าเฉลี่ย 0.55 4.63 60.19 27.69 58.69 

 ค่า SD 0.09 1.42 3.53 7.38 3.18 
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ทางการค้าพบว่ามีค่าใกล้เคียง แต่จะได้ค่าที่ใกล้เคียง
ความจริงมากเมื่อปลาป่นนั้นมีความชื้นและไขมันอยู่
ในปริมาณต่ าและหากพบว่าระดับโปรตีนแตกต่าง
จากผู้ขายระบุไว้มากมักพบว่ามีปัญหาการปลอมปน
ในปลาป่นนั้นๆ  

เมื่อน าตัวอย่างปลาป่นทั้งหมดมาท าการตรวจ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายต่ าที่ 1 เท่า และ 4 
เท่า ในส่วนลอยหรือส่วนที่เป็นสารอินทรีย์พบเส้นใย
กล้ามเนื้อปลามีลักษณะแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่าง
ซึ่งบ่งบอกถึงแหล่งของวัตถุดิบที่น ามาผลิตปลาป่นที่มี
คุณภาพแตกต่างกัน โดยในปลาป่นเกรดกุ้ง และ ปลา
ป่นเบอร์ 1 มีลักษณะของเส้นใยกล้ามเนื้อปลาที่ยาว 
และเห็นได้หนาแน่น ชัดเจน เป็นเส้นสีเหลืองทอง 
และ สีน้ าตาลอ่อน-เข้ม ในส่วนปลาป่นเบอร์ 2 มี
ลักษณะเส้นใยกล้ามเนื้อสั้น เนื้อฟู, ปลาป่นเบอร์ 3 มี
ลักษณะบางตัวอย่างมีเนื้อปลาเกาะกันเป็นก้อน  ส่วน
ในเกรดหัวปลานั้นมีลักษณะเส้นใยกล้ามเนื้อสั้น เป็น
เนื้อละเอียดเป็นก้อนมีสีน้ าตาลเข้ม มีเศษก้างและ
แกลบกุ้งปนมาด้วย  ทั้งนี้ปลาป่นที่ถือได้ว่าผลิตจาก
ปลาสดจะมีสีน้ าตาลออกเหลืองหรือน้ าตาลเข้มส่วน
ปลาป่นที่ผลิตจากปลาไม่สดจะมีสีเทา 
ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 4 เท่าจาก 
ส่วนอนินทรีย์หรือส่ วนจม ซึ่ งถือว่ า เป็นส่วนที่
ปลอมปนพบก้างปลา, กระดูกปลา, เปลือกปู, แกลบ
กุ้ง, เปลือกหอย, กาบหอย  และ ลูกตาปลา พบมาก
ในตัวอย่าง ปลาป่นเบอร์ 3 และเกรดหัวปลา ดังแสดง
ในรูปที่ 1-5 ซึ่งสอดคล้องกับ ยิ่งลักษณ์ (2556) ที่
กล่าวว่า เมื่อน าปลาป่นมาท าการแยกส่วนที่ เป็น
อินทรีย์ และอนินทรีย์ พบว่า ในส่วนอินทรีย์ที่เห็นก็
คือ เนื้อปลา ลูกตาปลา เปลือกกุ้ง เปลือกปู ขนไก่  
และสิ่งปลอมปนอื่นๆ ส่วนอนินทรีย์ได้แก่ เกรดปลา 
ก้างปลา กรวดทราย เปลือกหอย ผงเหล็ก และ 

 
รูปที่ 1 แสดงลักษณะทางกายภาพการปลอมปนเปลือกกุ้ง 
 

  
รูปที่ 2 แสดงลักษณะทางกายภาพการปลอมปนก้าง กระดูกปลา 

 

  
รูปที่ 3 แสดงลักษณะทางกายภาพการปลอมปนเปลือกหอยป่น 

 

  
รูปที่ 4 แสดงลักษณะทางกายภาพ A: เปลือกปู, B: กาบหอย 

 

  
รูปที่ 5 แสดงลักษณะทางกายภาพ A: แกลบกุ้ง, B: ลูกตาปลา 
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สอดคล้องกับ กรมปศุสัตว์ (2540) ที่รายงานผลการ
ตรวจการปลอมปนในปลาป่น 287 ตัวอย่าง เมื่อน า
ปลาป่นมาท าการแยกส่วนจม และส่วนลอย พบว่ามี
ส่วนจม คิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 22-27 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
ส่วนใหญ่เป็น กระดูกและก้างปลา อาจมีการปะปน
สิ่งอื่นๆในปริมาณน้อย เช่น ทราย หินฝุ่น เปลือกหอย 
เปลือกปู และเปลือกกุ้ง 
 

สรุปผลการทดลอง 
ปัจจุบันการพิจารณาคุณภาพปลาป่นใน

ประเทศไทยยังเน้นเพียงแค่การตรวจระดับโปรตีนให้
เป็นไปตามมาตรฐานแต่ยังไม่มีรายงานถึงคุณภาพ
อื่นๆ งานวิจัยในครั้งนี้จึงท าการสุ่มประเมินคุณภาพ
ปลาป่นจากโรงงานผลิตปลาป่น ฟาร์มเลี้ยงสัตว์และ
ร้านจ าหน่ายวัตถุดิบอาหารสัตว์ ตามการจัดแบ่งเกรด
คุณภาพปลาป่นตามเกณฑ์ของสมาคมผู้ผลิตปลาป่น
ไทย พบว่าระดับโปรตีนเป็นไปตามมาตรฐานทุก
ระดับชั้นและใช้ปลาค่อนข้างสดในการผลิตเมื่อ
พิจารณาจากสีของปลาป่น และไม่พบการปลอมปน
ของโครเมียมหรือยูเรียแต่พบว่ามีการปลอมปนขนไก่
ป่นเพื่อเพิ่มระดับโปรตีนในปลาป่นเบอร์ 2 เบอร์ 3 
และพบระดับเกลือที่สูงซึ่งผู้ใช้พึงน าไปประกอบการ
พิจาณาสูตรอาหารสัตว์ เพื่อป้องกันปัญหาสัตว์
ท้องเสีย  ข้อมูลจากการประเมินคุณภาพและการ
ตรวจการปลอมปนในปลาป่นที่ใช้ในอุตสาหกรรมการ
เลี้ยงสัตว์ในครั้งนี้จะมีส่วนช่วยให้ผู้เลี้ยงสัตว์พิจารณา
เลือกใช้หรือระมัดระวังในการน าไปใช้มากขึ้น 

  
กิตติกรรมประกาศ 
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การศึกษาการเจริญเติบโตของตัวอ่อนพยาธิและความดกไขข่องพยาธิใบไม้ในลําไส้ 

Echinostoma revolutum ในไก่บา้น 
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บทคัดย่อ: การศึกษาวิจัยการตรวจพบการเจริญเติบโตของไข่พยาธิ และความไข่ดกของพยาธิใบไม้ในลําไส้ 

Echinostoma revolutum ในไก่บ้าน (Gallus gallus domesticus) โดยทําการคัดแยกตัวอ่อนพยาธิใบไม้ E. 

revolutum ระยะเมตาเซอร์คาเรียจากหอยขม (Filopaludina martensi martensi) และทําการป้อนระยะติดต่อ

ตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียจํานวน 50 ตัว ต่อลูกไก่บ้านอายุ 3 วัน 1 ตัว (n=60 ตัว) จากน้ันทําการ

ตรวจหาไข่พยาธิจากอุจจาระไก่ เพื่อหาจํานวนไข่และตรวจนับไข่พยาธิในมดลูกของพยาธิ ตรวจนับปริมาณไข่ต่อกรัม

มูลไก่ (EPG) และศึกษาสัณฐานวิทยาและการเจริญของไข่พยาธิ จากผลการศึกษาวิจัยพบว่าพยาธิใบไม้ชนิดนี้สามารถ

ดํารงชีวิตอยู่ในตัวไก่บ้านได้ 36 วัน และหลังจากการป้อนตัวอ่อนระยะติดต่อพยาธิใบไม้ชนิดนี้ พบว่าค่าความชุกของ

การติดเช้ือเท่ากับ 60.0% (36/60) และจากการป้อนตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะติดต่อทั้งหมด 1,800 ตัวในไก่บ้าน 

สามารถตรวจพบตัวพยาธิใบไม้ 465 ตัว (27.1%) ส่วนใหญ่จะพบในลําไส้ ส่วน jejunum และ ileum และมีส่วนน้อย

ที่พบใน caeca และนอกจากนั้นยังพบว่าพยาธิใบไม้ระยะโตเต็มวัยสามารถสรา้งไข่ได้ประมาณวันที่ 10 หลังจากทําให้

ติดโรค และสามารถตรวจพบไข่พยาธิได้ในมูลไก่บ้านจากการใช้วิธีตรวจด้วยเทคนิคการตกตะกอน formalin-ether 

ได้นับตั้งแต่วันที่ 10 หลังการป้อนตัวอ่อนพยาธิใบไม้เข้าไป สําหรับการนับจํานวนไข่พยาธิ หรือ EPG นั้นพบว่าปริมาณ

ไข่จะเพิ่มขึ้นตั้งแต่วันที่ 10-16 จากนั้นจะเริ่มคงที่ไปจนถึงวันที่ 36 หลังการป้อนตัวอ่อนพยาธิใบไม้ ไข่ของพยาธิจะ

เริ่มมีการเจริญเติบโตตั้งแต่วันแรกจนถึงวันที่ 10 ภายหลังจากที่วางไข่ปนออกมากับอุจจาระ และสามารถเจริญเป็นตัว

อ่อนระยะที่ 1 ไมราซีเดียม ที่สมบูรณ์ได้หลังจากวันที่ 10 ไปแล้วก่อนที่มันจะฟักออกมาจากไข่ในภายหลัง 
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and Fecundity of an Intestinal Trematode 
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Abstract: This study was conducted to observe the recovery and fecundity of intestinal 

trematode, Echinostoma revolutum in domestic chick (Gallus gallus domesticus) and notes 

on their egg development. Each 60 three days old domestic chicks were fed 50 cysts of E. 

revolutum isolated from Filopaludina martensi martensi. Worm recovery, uterine egg counts, 

numbers of eggs per gram of feces (EPG), egg morphology and development of E. revolutum 

during of experimental infection in chicks were analyzed. The worms survived in chicks for 36 

days post infection (PI). The incidence of infection was 60.0% (36/60). Of the 1,800 cysts fed 

to chicks, 465 (27.1%) worms mainly recovered from the jejunum and ileum, occasionally in 
caeca. The worms became ovigerous by day 10 and produced eggs, which were detected in 

feces as early as 10 days PI. The number of EPG, determined by a modified formalin-ether 

concentration technique, as well as EPG per worm increased slowly during day 10-16 PI and 

then remaining stable and showed a little fluctuation until day 36 PI. Additionally, egg 

development was characterized from day 0 to 10 post embryonation. Eggs developed fully 

formed miracidia from chicks after 10 days and emerged later. 

 
Keywords: Echinostoma revolutum, Domestic chicks, Fecundity, Egg development 
#Corresponding author  J. Mahanakorn Vet. Med. 2016. 11(2): 101-114. 
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Introduction 

Echinostoma revolutum (Froelich, 1802) 

Looss, 1899 (Digenea: Echinostomatidae) is an 

intestinal parasite of a broad range of 

vertebrate hosts, such as birds, mammals, 

including human and occasionally reptiles and 

fishes (Kanev, 1994;  Fried and Graczyk, 2004). 

E. revolutum is cosmopolitan and infect a 
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large number of different hosts, both in nature 

and the laboratory. This worm has a wide 

range of experimental definitive hosts, though 

the compatibility may differ considerably 

between species (Fried, 1984; Franco et al., 

1986; Humphries et al., 1997). The 

establishment of E. revolutum in experimental 

animals has been studied in mice (Hosier and 
Fried, 1986), golden hamsters (Chai et al., 

2011; Chantima et al., 2013) and domestic 

chicks (Fried et al., 1997). Several studies have 

been reported the fecundity of echinostomes, 

which had made on the basis of eggs per gram 

of feces (Odaibo et al., 1988, 1989), uterine egg 

counts (Christensen et al., 1990) and total 

amount of eggs in the feces of the host 

(Toledo et al., 2003; Munoz-Antoli et al., 

2007). Detailed information concerning uterine 

egg counts and egg output to determine 

fecundity appears limited to infections with E. 

revolutum in experimental animals. However, 

the fecundity of E. revolutum in experimental 
animals has been studied in detail, but no 

report for studying in details of the uterine egg 

counts and egg output of this worm infection 

in domestic chicks.  

Echinostome eggs are unembryonated 

when laid and require a period of incubation 

in the environment to form mature miracidia 

capable of hatching (Huffman and Fried, 1990). 

A comparative photographic study of the eggs 

of echinostomes, including E. paraensei, E. 

trivolvis and E. caproni was done by Krejci and 

Fried (1994) and Fujino et al. (2000). There are 

not morphologically different from other 

echinostome eggs, whereas the ultrastructure 

of E. revolutum eggs was not reported 

previously. Incubation of E. revolutum eggs 

from laboratory infected hosts used to study 

in avian hosts (Kanev, 1994). In addition, the 
studied on storage and incubation of this 

worm eggs recovered from wild Canada geese 

was done by Davis (2005). Most studies 

concerned about the hatchability of 

miracidium in various conditions, without 

observations on the development of E. 

revolutum egg to form mature miracidia. The 

developments of E. revolutum eggs are not 

well understood, and there is no report on egg 

development of this worm recovered from the 

domestic chicks. Therefore, the present study 

was aimed to determine the worm recovery 

and fecundity of E. revolutum in an 

experimental chick. Moreover, the authors 
have described the ultrastructure and 

development of eggs to form mature 

miracidia. 

 

Materials and Methods 

Experimental infections and worm 

recovery 

Three days old domestic chicks (Gullus 

gallus domesticus), weighing between 48-60 g 

were used as the experimental hosts. 
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Metacercariae of E. revolutum were collected 

from naturally infected snails, Filopaludina 

martensi martensi from Chiang Mai province, 

Thailand. They were collected by the 

crushing method and isolated using a sharp 

pin, gently covered with a coverslip, and 

observed under a light microscope. The 

presence of a head collar with 37 spines was 
highly indicative of E. revolutum. Fifty 

encysted metacercariae of E. revolutum were 

orally forced fed to each chick. Each 60 chicks 

were sacrificed daily at day 1-60 post-

infection (PI) by excess diethyl ether for 

examination of the parasite. All experimental 

hosts were managed according to the 

guideline approved by the Animal Ethics 

Committee of the Faculty of Science, Chiang 

Mai University. All Chick digestive tracts were 

roughly divided into the esophagus, crop, 

stomach (proventriculus and gizzard), small 

intestine (duodenum, jejunum, ileum), 

caecum and rectum, longitudinally with a pair 
of scissors and placed in 0.85% NaCl. Worms 

were collected and examined under a stereo 

microscope. The number of recoveries was 

recorded to determine the infectivity and 

worm recovery.  

 

Fecundity of the worm 

Data on fecundity were determined by 

uterine egg counts (UEC) and a number of 

eggs per gram feces (EPG). Fecal samples 

were examined for determining the EPG. The 

chick feces were collected separately, 

incubated at 60˚C for 24 hours, weighed and 

fixed in 10% formalin before an examination. 

Chick feces were checked daily by a 

modification of the formalin-ether 

concentration technique (MFECT) (Elkins et 

al., 1991). Eggs per gram of feces were 
determined according to Odaibo et al. (1988, 

1989). The number of eggs in the uterus of 10 

worms from each day during early appeared 

in uterus (10 days PI) to the end of 

experimental was determined by dissection 

(Christensen et al., 1990). The correlation was 

used to quantify the association between the 

worm recovery and UEC, and/or EPG. In 

addition, the correlation of UEC per worm 

(UEC/worm) and EPG per worm (EPG/worm) 

was determined. 

 

Egg morphology 

The eggs were photographed, 
measured and illustrated under a compound 

microscope for morphological study. 

Morphological traits of eggs (n=30) were 

studied and measured by an Olympus eye-

piece micrometer. Some eggs were studied 

for the surface ultrastructure with scanning 

electron microscope (SEM). Briefly, the eggs 

were rinsed several times in 0.1 M phosphate 

buffer, pH 7.4, and fixed in 2.5% 

glutaraldehyde at 4°C for 24 hours, and post-
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fixed with 1% osmium tetroxide for 3 hours. 

Then they were dehydrated in a graded 

alcohol series, transferred into acetone, and 

finally dried in a critical-point dryer. The 

specimens were mounted on stubs and then 

coated with gold. The specimens were 

observed and photographed using a JEOL 

JSM-5400LV SEM. 
 

Observations of egg development  

Mature unembryonated eggs were 

purified from chick feces by filtration through 

a series of graded sieves, then observed 

under a stereo microscope. The eggs were 

washed in 0.85% NaCl several times and then 

incubated in multi-well plate cultures 

containing 2 ml of distilled water. The eggs 

were incubated at room temperature (25-

28°C) with ambient room lighting for at least 

2 weeks to observe the final hatch to obtain 

eggs with fully developed miracidia. Egg 

development was observed under a 
compound microscope from live eggs 

prepared as wet mounts. Egg development 

was monitored daily. Developmental stages 

were photographed using a compound 

microscope (OLYMPUS DP20, Olympus).  

 

Results 

Worm recovery 

After orally introduced to chicks, the 

metacercariae excysted and developed into 

adults in the small intestine. From day 1 to 

day 36 PI, a total of 465 worms were 

recovered from 36 chicks that had been 

infected with a total of 1,800 metacercariae. 

The incidence of infection was 60.0% (36/60) 

and the average worm recovery per chick was 

27.1%, which varied from 2.0 to 74.0%. 

Metacercariae of E. revolutum developed 
into mature adults after 8 days PI and 

ovigerous adults developed after 9 days PI. 

The worms were mostly recovered from the 

jejunum (75.2%), ileum (23.4%), and some 

from the caecum (1.4%) while not found the 

worms in other parts of the digestive tract. 

The worms were survived until day 36 PI. 

 

Fecundity of worm 

The worms vigerous and began to 

produce eggs on day 10 PI. Based on the eggs 

in feces (Figure 1), they firstly appeared at 10 

days PI and egg was released  continuously 

from the first day until day 36 PI. Egg per gram 
of feces per worm (EPG/worm) increased 

slowly and showed a little fluctuation during 

day 10-22 PI and then slowly decreased until 

day 36 PI. After that, the worms were 

expelled from the chicks by day 37 PI. Figure 

1 also shows that the uterine egg counts per 

worm (UEC/worm) during early appeared in 

uterus (10 days PI) to the end of 

experimental. The UEC/worm rapidly 

increased during the first two weeks of 
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infection and the mean number of UEC/worm 

observed daily was 172.8±64.6. When the 

UEC/worm and EPG/worm were plotted, no 

correlation was observed between those 2 

parameters (r=0.06) whereas the worm 

recovery and the number of EPG/worm were 

highly correlated (r=0.98), also the correlation 

coefficient of worm recovery and UEC/worm 
were relatively high (r=0.58) (Figure 2).  

 

Egg morphology 

The morphology of E. revolutum eggs 

were photographed under a light microscope 

(LM) and SEM (Figure 3). LM observations 

revealed the structures of the operculum and 

abopercular region. The eggs were ovoid, 

pyriform or elliptical, operculate and yellow-

brown. They are unembryonated, with a 

smooth shell with a definite knob like 

thickening at the abopercular end of the 

shell. The eggs of E. revolutum were 113-133 

μm long and 60- 0 μm wide. As determined 
by SEM, the surface ultrastructure of the eggs 

showed that the egg shell surface is smooth 

and operculate. The operculum was smooth 

and surrounded by an opercular junction 

(Figure 3C). The abopercular knob wrinkled 

invaginates the eggshell (Figure 3D).  

 

Egg development  

Egg development showed in Figure 4. 

The mature eggs were unembryonated when 

laid (day 0). In 1-3 days old eggs, there are 

clusters of vitellocytes, which are small cells 

peripheral to the early embryo, like foam 

bubbles. The vitellocystes became 

progressively smaller and then not apparent. 

In 4 day-old eggs, the vitellocytes surrounded 

the embryo. In 5 day-old eggs, there was a 

spherical core of cells forming the developing 
embryo with clusters of vitellocytes. In 6 day-

old eggs, the growing embryo is surrounded 

by a layer of vitellocytes. In 7 day-old eggs, 

there was larger enlarged embryo, contained 

in defined clusters of vitellocystes and 

balloon-like vesicles. From day 8 to 9, the 

embryo began to resemble a miracidium, 

contained balloon-like vesicles. The embryo 

developed a body with cilia and the embryo 

had attained nearly the same size as the 

miracidium with apical papillae and the eye 

spots obvious in 9 day-old eggs. At day 10, 

the miracidia was oriented along the long axis 

of the egg and the balloon-like vacuoles filled 
with a clear refrainment fluid. The vacuoles 

incompletely encircled the miracidium and 

they fill a large space between the shell and 

the miracidium. Most eggs had two vesicles, 

but some three or only one fully developed 

miracidia observed by day 10-11 and hatched 

later. 

Miracidia formed within a week and 

developed slowly. The first miracidia hatched 

at day 10 and eggs usually hatched in greater 
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numbers by day 11. The miracidia showed 

slight motility within the eggs, with the larva 

moving longitudinally from the posterior end 

to the anterior end of the egg. The miracidial 

tegument is ciliated and began to beat and 

showed bending movements. Newly hatched 

miracidia swim rapidly, changing direction 

from time to time.  

 

 
Figure 1. The number of uterine egg counts per worm (UEC/worm) and egg per gram of feces per worm 

(EPG/worm) detected during experimental from day 10-36 post-infection. Vertical bars represent the 

standard deviation.  

 

 
Figure 2. Illustrated the correlation among the parameters used in this experiment: (A) Correlation of the 

worm recovery and uterine egg counts (UEC); (B) Correlation of worm recovery and egg per gram of feces 

(EPG); (C) Correlation of UEC per worm (UEC/worm) and EPG per worm (EPG/worm). 
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Figure 3. The eggs of E. revolutum. (A) Newly laid egg collected from chick feces showing the operculum 

(Op) and abopercular knob (K); (B) Surface ultrastructure of the egg showing the smooth egg shell surface 

with the operculum and abopercular knob; (C) Enlarged view of the operculum showing the operculum 

and operular junction (OpJ); (D) Abopercular knob. 

 

 
Figure 4. Light micrographs of egg development to form mature miracidia of E. revolutum. Note the 

operculum (Op), abopercular knob (K), the central core cell (CC), the embryo (Em), balloon-like vesicle (Bv), 

apical papilla (Ap), eye spots (Es), cilia (Ci) and layer of vitellocytes (arrowhead); scale bar = 30 μm. 

 

Discussion 

The results of this study has been 

pointed out that the worm recovery and 

fecundity of E. revolutum in the experimental 

chicks. The average of worm recovery was 

high (27.1%) and maintained thus in domestic 
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chick until day 36 PI. The worm recovery rate 

in this study was relatively higher than 

previous reports in the domestic chick by 

Fried et al. (1997). Based on the distribution 

of worm indicate that this worm will invade 

the jejunum and ileum, and some in the 

caecum. Nevertheless, no study about the 

longevity of E. revolutum in domestic chick 
was found. Kanev (1994) reported the 

longevity of E. revolutum in pigeons lived 

between 4 and 8 weeks under laboratory 

conditions, while in this study they were 

survived in domestic chick intestine for 36 

days (5 weeks). 

The eggs of E. revolutum usually 

appeared in feces on day 10 PI of young 

pigeons and day 11 or 12 PI in hamster 

(Kanev, 1994), while the worms in this study 

were ovigerous and began to produce eggs on 

day 10 PI. These findings suggested the birds 

(chicks) were compatible host than 

mammalian hosts. Several studies used 
quantitative methods for measuring fecundity 

of echinostomes (Toledo, 2009). The 

quantitative measurements for fecundity of E. 

revolutum are not well understood and had 

no report. The fecundity of E. revolutum in 

this study was measured by the UEC and EPG. 

The patterns of EPG/worm is similar to E. 

malayanum in mice (Srisawangwong et al., 

2004), E. friedi in rat (Toledo et al., 2006) and 

E. caproni in mice (Munoz-Antoli et al., 2007) 

and hamster and rat (Toledo et al., 2004), 

that gradually increases and high egg output 

observed on day 22. The UEC of E. revolutum 

was not constant during this experiment. The 

UEC rapidly increased during the first two 

weeks of infection, which probably in relation 

to the progressive maturation of the adult 

worms. The UEC/worm in E. revolutum 
infection in domestic chick in the present 

study is similar to that observed for the 

closely related E. caproni in NMRI mice 

(Odaibo et al., 1988, 1989). Recovered worm 

dependent constraint on worm fecundity was 

observed in these studies. The correlation 

coefficient indicates that the worm recovery 

and EPG/worm were highly correlated. This 

result also showed the positive correlation 

between worm recovery and UEC/worm. In 

other words, an increase of recovered worm 

may reveal higher the egg production in 

uterus and egg output in feces. In contrast, 

the correlation between EPG/worm and 
UEC/worm are not correlated. Therefore, the 

numbers of egg in uterus may not reflect the 

egg release of worm. The authors prefer both 

parameters, UEC/worm and EPG/worm can 

be used to determine the fecundity of E. 

revolutum in experimental chick. 

Nevertheless, the egg production on the basis 

of UEC/worm and EPG/worm constitute only 

partial measurement of fecundity, because 

the egg output of echinostomes depends on 
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a number of factors. Toledo (2009) suggests 

that these factors include echinostome 

species, population density, age of infection 

and host species. Uterine egg counts and the 

number of egg releases as measurements of 

the fecundity in E. revolutum infections in 

other host species needs to be re-evaluated. 

Furthermore, there was considering the 
morphology of eggs worm. LM investigations 

revealed the opercular and abopercular 

region in eggs of E. revolutum, which agrees 

with Chai et al. (2011). Moreover, eggs of E. 

revolutum are similar morphologically to 

other echinostome, including E. paraensei, E. 

caproni and E. trivolvis (Fujino et al., 2000). 

The SEM of E. revolutum eggs has not been 

documented previously. The present results 

reveal that the surface ultrastructure is similar 

to other echinostomes (Krejci and Fried, 1994; 

Fujino et al., 2000). Eggs are characterized by 

a smooth shell, opercular area with an 

opercular junction and an abopercular knob. 
The opercular junction was not conspicuous 

as with the eggs of other trematodes, 

heterophyid and opisthorchiid (Lee et al., 

2012). The abopercular knob has winkles, 

deep invagination and infolding of the shell, 

while that of other echinostomes (E. 

paraensei, E. caproni and E. trivolvis) has 

superficial winkles and shallow infolding 

(Krejci and Fried, 1994; Fujino et al., 2000). 

This distinguishes this worm from other 

echinostomes. Additionally, the present SEM 

finding of this worm egg was newly added for 

study and significant finding of abopercular 

knob were obtained. 

The egg development of E. revolutum 

has only one other reported (Davis, 2005). 

Direct comparison between their studies and 

this study is not able to be made because of 
differences in the methods of egg preparation 

and incubation. Davis (2005) determines the 

effect of cold storage duration on the 

incubation success of E. revolutum eggs. The 

eggs were stored at 4-8 °C for up to 72 weeks 

before being examined, whereas this study 

were used fresh eggs isolated from host feces 

which were undeveloped (unembryonated) 

when laid. The eggs contained clusters of 

vitellocytes at an early phase of 

development which was also described in E. 

caproni eggs by Schmidt (1998), while the 

vitellocystes in other trematode, Fasciola 

hepatica termed as yolk cells (Hussein et al., 
2010). During the late phase of egg 

development, balloon-like vesicles are 

formed and filled with a clear refrainment 

fluid. Schmidt (1998) suggested that these 

vesicles are probably cell debris left from the 

vitellocytes which are dispersed by 

movements of the miracidia. The ballon-like 

vesicles seem to be identical to those in E. 

caproni (Idris and Fried, 1996; Schmidt, 1998). 

These vesicles in E. caproni described as 
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glycan vesicles become altered during the 

late phase of development of the 

miracidium. They fuse into larger entities 

ending up as one or two vesicles per egg 

(Schmidt, 1998).  

In the present study, miracidia become 

fully developed and hatch at as early as 10 

days, but maximal miracidia hatching 
occurred in day 11. In comparison, initial 

hatching of E. trivolvis occurred after 11 days 

and hatching of E. caproni from hamster-

source eggs in day 11 and from mouse-source 

eggs after 13 days (Behrens and Nollen, 1993; 

Nollen, 1994). However, the authors did not 

study the viability of egg produced from 

experimental host. More detail about viability 

of eggs need to be included in the 

determination of the fecundity and parasite 

reproductive success. 

 

Conclusion 

Conclusively, the authors evaluated the 
worm recovery and fecundity of E. revolutum 

in the experimental chick. The results 

presented in this study provide the most 

extensive up to date of experimental host for 

this worm. The authors provided a 

background for further studies on the 

fecundity of this worm infection and use of 

the E. revolutum/chick system as a model for 

the study of host-parasite relationships. 

Additionally, the present report is the first 

report reveals the development of eggs to 

form miracidium of this worm. Such 

information provides an essential background 

for the further development of this worm as 

an applied for treatments and management 

of this parasite. 
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การศึกษาฤทธ์ิการต้านเชื้อ Cyprinid herpesvirus 3 ของสารสกัดพญายอ  

(Clinacanthus nutans) ในเซลล์เพาะเลี้ยง 
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บทคัดย่อ: เคเอชวีเป็นเชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคที่รุนแรงและมีอัตราการตายสูงในปลาไนและปลาคาร์พทั่วโลก 

ก่อให้เกิดความสูญเสียทั้งในปลาสวยงามและปลาบริโภคทั้งในที่เพาะเล้ียงและในธรรมชาติ พญายอเป็นพืชสมุนไพร

ไทยที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพในการต้านเชื้อไวรัสเฮอร์ปีส์ซิมเพล็กซ์ในมนุษย์ในห้องทดลองและทางคลินิก การวิจัย

ครั้งนี้ทําการศึกษาผลของพญายอที่ทําการสกัดด้วยเอทานอลและส่วนของสารสกัดที่แยกโดยใช้คุณสมบัติการละลาย

ของตัวทําละลาย 2 ชนิดในการต้านเช้ือไวรัสเคเอชวีโดยทําการศึกษาประสิทธิภาพในการต้านเช้ือไวรัสทั้งก่อนและ

หลังจากที่มีการติดเชื้อเข้าสู่เซลล์เพาะเล้ียงเคเอฟเซลล์ การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากเอทานอล 

พบว่าความเข้มข้นที่ทําให้เซลล์ตายไป 50% ของเซลล์ทั้งหมดคือ 1,701.57 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกัดส่วนไดคลอ

โรมีเทนคือ 522.47 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดส่วนบิวทานอลคือ 1,797.98 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกัด

หยาบจาก เอทานอลสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสได้ที่ความเข้มข้น 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทั้งก่อนที่มี

การติดเช้ือเข้าสู่เซลล์ 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง และหลังจากเชื้อติดเข้าสู่เซลล์แล้ว ในขณะที่สารสกัดส่วนไดคลอโรมีเทน

และบิทานอลความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ไม่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อไวรัสเคเอชวีในเซลล์ทั้งก่อน

และหลังการติดเชื้อ จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากพญายอมีประสิทธิภาพในการต้านเช้ือ

ไวรัสเคเอชวีในปลาคาร์พ โดยสามารถที่จะนําไปประยุกต์ใช้และพัฒนาต่อไปเพื่อการรักษาโรคไวรัสเคเอชวีในอนาคต

ได้ 

 

คําสําคัญ: พญายอเคเอชวี ต้านเช้ือไวรัส ความเป็นพิษต่อเซลล์ เซลล์เพาะเล้ียง 
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Thanida Haetrakul1, Boonchoo Sritularak2 and Nantarika Chansue1,# 
 

1Ornamental Aquatic animals and Aquatic animals for Conservation research unit, Department of 

Veterinary Medicine, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, Thailand 
2Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Chulalongkorn University, Bangkok 10330, Thailand 

 
 
Abstract: Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3) or Koi herpesvirus (KHV) is a virulence viral infection 

in common carp and koi. The disease has caused global epizootic and economic loss in fish 
aquaculture and in the wild. Clinacanthus nutans (Burm. f.), belonging to the family 

Acantaceae, is a well-known medicinal plant used in Thai traditional medicine. Virucidal effects 

of the plant extract against human herpes simplex virus have been reported. In this study, C. 

nutans crude extract, dichloromethane fraction and n-butanol fraction were tested for antiviral 

activities against CyHV-3 in koi fin cell line. The extracts were tested for cytotoxicity, pre and 

post infection antiviral activities. The 50% cytotoxic concentration of crude extract was at 

1,701.57 μg/ml, dichloromethane fraction at 522.47 μg/ml and n-butanol fraction at 1,797.98 

μg/ml. Effective concentrations of the crude extract pre and post-infection were at 250, 500 

and 1,000 μg/ml. The dichloromethane fraction and n-butanol fraction did not have antiviral 

activity. The results showed that crude extract expressed antiviral activity against CyHV-3 which 

can be applied as therapeutic agents in common carp and koi in the future. 

 
Keywords: Clinacanthus nutans (Burm. f.) Lindau, Cyprinid Herpesvirus 3, Antiviral activity, 

Cytotoxicity, Cell line 
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Introduction 

Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3) or Koi 

Herpesvirus (KHV) has been reported in 

common carp (Cyprinid Carpio L.) and koi 

(Cyprinid Carpio koi) from many countries 

worldwide including Thailand. The first report 

of this disease was isolated from mass 

mortality of common carp in Israel in 1998 
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(Hedrick et al., 2000). It is highly virulence and 

contagious viral disease which causes high 

mortality. Many criteria for viral prevention 

were reported. For example, produce fish 

strains and crossbreeds for more resistance to 

virus (Ronen et al., 2005). Immunization is 

another option to prevent those fish from 

infection. Unfortunately, the use of 
inactivated virus vaccine (Yasumoto et al., 

2006) or viral proteins has been proven 

unsuccessful. Two methods of fish 

immunization were developed and used only 

in Israel by immunizing fish with pathogenic 

virus (natural immunization) (Ronen et al., 

2003) or with live attenuated virus vaccine 

(Perelberg et al., 2005). At present, there is no 

report of any drug or chemical that can 

effectively treat the virus in fish. Clinacanthus 

nutans (Burm. f.) Lindau is one of Thai herbal 

plants with antiviral activities. Extracts from 

leaves showed antiviral activity against 

Herpes Simplex Virus (HSV) and Varicella 
Zoster Virus (VZV) in human both in 

experiments and clinical trials (Jayavasu et 

al., 1992a; Jayavasu et al., 1992b; 

Thawaranantha et al., 1992; Sangkitporn et 

al., 1995). The herb extract was also reported 

to be effective against Yellow-head 

Rhabdovirus in Black tiger shrimp by feeding 

for 7 days (Direkbusarakorn et al., 1998). 

Moreover, it was reported to have in vitro 

antiviral activity against Infectious 

Hematopoietic Necrosis Virus (IHNV) and 

Oncorhynchus Masou Virus (OMV) which is 

herpesvirus disease in salmonid fish 

(Direkbusarakorn et al., 1996). This study was 

focused on the antiviral activity of 

Clinacanthus nutans Burm.f.) Lindau ethanol 

extracts against CyHV-3 in cell culture (in 

vitro). The results of this study would be 
useful for alternative treatment and 

prevention of Cyprinid Herpesvirus 3 disease 

in koi and common carp. 

 

Materials and Methods 

Virus isolation and cell cultures 

Koi Fin Cell line (KFC) was obtained from 

Dr. Peiyu Alison Lee, The Central Taiwan 

University of Science and Technology. Cell was 

propagated in Dulbeco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Gibco®) and 25% Leibovitz 

medium (L-15) (Gibco®) supplemented with 

10% fetal calf serum (Gibco®) and antibiotics 

(Gibco®) at 22°C. Cells were cultured for 3 
passages before using in the experiments. 

Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3) was isolated 

from infected koi that was confirmed by 

nested PCR (IQ2000TM KHV Detection System, 

Farming IntelliGeneTech. Corp®) at the 

Veterinary Medical Aquatic Animal Research 

Center, Faculty of Veterinary Science, 

Chulalongkorn University. The viral titer was 

determined by viral assays and was expressed 

as 50% Tissue Culture Infected Dose (TCID50). 
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Preparation of herb and extraction 

Fresh aerial parts of Clinacanthus 

nutans (Burm. f.) Lindau was collected from 

medicinal herb plantation in Chiang Rai 

province during October to December. The 

plants (weight 9.8 kg) were washed 

thoroughly and dried before blended. The 

sample was extracted with 95% ethanol at 
room temperature for 72 hours. The 

extracted solutions were filtered through 

filter sheet and the filtrates were 

concentrated on a rotary evaporator to give a 

dark green thick oil which was crude extract 

(3,764 g). The crude extract then was 

partitioned between water and 

dichloromethane (CH2Cl2) and the water layer 

then was extracted with n-butanol (C4H9OH). 

Removal of the solvent of each fraction gave 

the CH2Cl2 fraction as the dark green thick oil 

(192.6 g), the n-butanol fraction as brown wax 

(178.63 g). The crude extract, CH2Cl2 fraction 

and n-butanol fraction were dissolved in 
DMSO before tested to compare their 

antiviral activities against CyHV-3 in this study. 

 

Cytotoxicity assay of C. nutans extracts 

The cytotoxicity assays were performed 

in order to find the concentrations of crude 

extract, CH2Cl2 fraction and n-butanol fraction 

that were non-toxic to KFC which were used 

in antiviral activity tests. Briefly, KFC was 

seeded in 24-well plate at concentration 2.4 

x 105 cells/ml and incubate at 24ºC for 24 

hours. The crude extract, CH2Cl2 fraction and 

n-butanol fraction were prepared into 2-fold 

serial dilution for 5 concentrations before 

adding to cell 500 μl per well for 6 wells. 

Control groups were added with 500μl of L-

15-2% medium and DMSO at 0.01%, 0.1% 

and 1% then incubated at 24ºC for 72 hours. 
The cell viability was counted by dying cell 

with 1% trypan blue and calculated for % cell 

viability. The cell viability was then calculated 

to compare % cell viability between 

experimental groups and control group using 

Chi square with IBM SPSS statistic version 22 

(New York, USA). The results were considered 

statistically significant if the P-value less than 

0.05. The concentrations that reduce the 

number of viable cells by 50% were 

evaluated as 50% Cytotoxicity Concentration 

(CC50) by using doses-response curve 

between doses and percentages of survival 

cells and calculated by probit analysis with 
IBM SPSS statistic version 22 (New York, USA). 

 

Pre-infection antiviral activity test 

To compare the efficacy between 

crude extract, CH2Cl2 fraction and n-butanol 

fraction of C. nutans against CyHV-3 before 

infected to cell line, tests were performed as 

briefly: cells were seeded in 96-well plate 

and incubated at 24ºC for 24 hours. The 

extracts were prepared at the highest 
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concentrations that were non-toxic to cells. 

Then make 2-fold serial dilution with L-15-2% 

for 5 concentrations. The control group was 

added with L-15 2% without extract. The virus 

(MOI 0.1) was mixed with each extract at 

different concentrations. The mixtures were 

incubated at 24ºC for 1, 2, 3 and 4 hours 

before infected to cells. All plates were 
incubated at 24ºC for 14 days and cytopathic 

effect (CPE) were observed and recorded 

daily for 14-21 days. The end point dilutions 

(TCID50) were calculated and the tests were 

done in triplications. 

 

Post-infection antiviral activity test 

To compare the efficacy between 

crude extract, CH2Cl2 fraction and n-butanol 

fraction extract of C. nutans against CyHV-3 

after infected to cell line. The virus was 

prepared as 10-fold serial dilution for 5 

concentrations with L-15-2% then added 50 

μl of the virus per well in 96-well plate. 
Infected cell was incubated at 24ºC for 1 hour 

then removed the inoculums. The 2-fold 

serial dilutions of extracts (five 

concentrations) were added after removing 

the inoculums. The extracts were added 100 

μl to each well for 8 wells per concentrations 

then incubated at 24ºC. The control group 

was added with L-15 2%. CPE was observed 

and recorded daily for 14-21 days. The end 

point dilutions ( TCID50)  were calculated and 

the tests were done in triplications.  

 

Statistical Analysis 

The end point dilution of virus in the 

antiviral activity experiments were calculated 

by the method of Reed and Muench (1938). 

The concentration that reduced virus titer for 
more than 1 log10 when compared to the 

control group was the effective concentration 

that inhibits 90% viral replications (Haetrakul, 

2009). 

 

Results 

Cytotoxicity assay of C. nutans 

extractsCrude extract of C. nutans at 2,000, 

1,000, 500, 100 and 50 μg/ml, CH2Cl2 fraction 

at 1,000, 500, 100, 50 and 10 μg/ml, n-butanol 

fraction at 2,000, 1,500, 1,000, 500 and 100 

μg/ml were tested for toxicity in cell line. The 

toxic concentration of extracts to KFC was 

determined by comparing % cell viability 
between experimental groups and control 

group. Crude extract at 1,000 μg/ml, CH2Cl2 

fraction at 100 μg/ml and n-butanol fraction 

at 1,000 μg/ml were significantly different 

from the control group (P≤0.05), respectively. 

All concentrations of DMSO were not 

cytotoxic. The CC50 of crude extract was 

1,701.57 μg/ml, dichloromethane fraction 

was 522.47 μg/ml and n-butanol was 1,797.98 

μg/ml. 
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Pre-infection antiviral activity 

The direct antiviral activity of C. nutans 

against CyHV-3 after mixing each fraction of 

herb extracts with the virus at room 

temperature for 1, 2, 3 and 4 hours are shown 

in figure 1-4. The viral titers of CyHV-3 in the 

control group were 1.75x104, 1.39x104, 

1.15x104 and 1.35x104 TCID50/ml at 1, 2, 3 and 
4 hours before infected to the cell, 

respectively. In all incubation time, the 

minimal concentration of the crude extract 

that could reduce CyHV-3 at least 10 times 

(>1 log10) was 250 μg/ml. 
 

 

 
Figure 1 Pre-infection antiviral assay of crude extract 

and CyHV-3 at 1 hour, effective concentration 

started from 250 μg/ml 
 

 

 

Figure 2 Pre-infection antiviral assay of crude extract 

and CyHV-3 at 2 hours, effective concentration 

started from 250 μg/ml 
 

 
Figure 3 Pre-infection antiviral assay of crude extract 

and CyHV-3 at 3 hours, effective concentration 

started from 250 μg/ml 
 

 

Figure 4 Pre-infection antiviral assay of crude extract 

and CyHV-3 at 4 hours, effective concentration 

started from 250 μg/ml 
 

 
Figure 5 Post-infection antiviral assay of crude extract, 

effective concentration started from 500 μg/ml 
 

Post-infection antiviral activity 

CyHv-3 was used as a control and viral 

titer was 1.46x104 TCID50/ml. The results show 

that since 500 μg/ml of crude extract 

concentration, could reduce CyHV-3 >1 log10 

(Fig.5). However, CH2Cl2 fraction and n-
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butanol fractions at non-toxic concentrations 

could not reduce virus replication post-

infection. 
 

Discussion 

Ethanol crude extract from C. nutans 
could reduce CyHV-3 pre and post infection in 

KFC. However, dichloromethane and n-

butanol fractions could not reduce CyHV-3 

atnon-toxic concentrations. Phytochemical 

analysis of C. nutans was reported to contain 

alkaloids, flavonoid (Satayavivad et al., 1996), 

chlorophyll (Sakdarat et al., 2009) and 

cerebrosides (Tuntiwachwuttikul et al., 2004). 

Ethanol extracts of C. nutans were reported to 

have antiviral activities against Herpes simplex 

virus (HSV) before infection in the human cell 

line (Jayavasu et al., 1992b; Tuntiwachwuttikul 

et al., 2004; Vachirayonstien et al., 2010) . The 

report of Vachirayonstien et al. (2010) also 

indicated that treating HSV with either less or 
higher purified extracts before infection gave 

great reductions of viral infectivity in HEp-2 

cells. Chloroform extract of C. nutans was 

isolated to give chlorophyll a and chlorophyll 

b related compounds which had anti HSV-1 

activity before infection (Sakdarat et al., 2009). 

Dichloromethane fraction was ineffective 

which was contradicted to previous report on 

the effectiveness against HSV-1 pre-infection in 

the cell line (Kunsorn et al., 2013). N-butanol 

soluble fractions were reported to have 6 

compounds of C-glycosyl flavones 

(Tuntiwachwuttikul et al., 2004) and 5 sulfur-

containing glucosides (Teshima et al., 1998). 

The C-glycosyl flavones are flavonoids which 

contain anti-inflammatory activity (Satayavivad 

et al., 1996). The recent study showed an 

antiviral activity of monogalactosyl diglyceride 

and digalactosyl diglyceride from C .nutans 

extract against HSV-1 and HSV-2 post-infection 
(Pongmuangmul et al., 2016).  The same 

pattern of antiviral activity resulted from 

synthesis monoglycosyl diglycerides showed 

high inhibitory activity against HSV in human 

cell line (Janwitayanuchit et al., 2003). The 

antiviral activities of C. nutans crude extract 

with ethanol gave significant results in reducing 

viral number after entering into the cells. The 

possibility of inhibition may occur during viral 

replication after infection. Some 

monoglycerides showed antiviral activity 

against virus by a destruction of viral 

envelopes (Thormar et al., 1994). The previous 

study of C. nutans alcohol extract showed 
deformity of CyHV-3 virion in KFC after the 

treatment under Transmission Electron 

Microscope (TEM) (Haetrakul, 2009). Pre-

infection antiviral activities at 1, 2, 3 and 4 

hours showed an efficiency of crude extract 

against CyHV-3 directly before entering into 

the cell. The concentration that significant 

reduced viral titer when comparing to control 

started from 250 μg/ml. Some researchers 

reported that CyHV-3 can surveil in water at 



ฐนิดา เหตระกูล และคณะ / สัตวแพทย์มหานครสาร. 2559. 11(2): 115-124. 

122 

least 4 hours without hosts (Perelberg et al., 

2003).So this crude extract can be applied for 

water treatment in common carp or koi ponds. 

The direct effect of C. nutans extract also 

reported to inhibit Infectious Hematopoietic 

Necrosis Virus (IHNV) and Oncorhynchus Masou 

Virus (OMV) in fish which showed 100% plaque 

reduction rate in cell line before infection 
(Direkbusarakorn et al., 1996). 

 

Conclusion 

Crude extract of C. nutans could inhibit 

cyprinid herpesvirus- 3 pre and post infection 

in koi fin cell line. The present study showed 

direct detrimental effects of the extract to 

the virus and possibly interrupted viral 

replication process post infection. The use of 

crude extract from C. nutans against cyprinid 

herpesvirus 3 would be an alternative 

treatment to prevent and decrease mortality 

in infected fish.  In vivo study should be 

performed to evaluate the toxicity of extract 
in fish and check for antiviral activities. This 

will be beneficial to common carp and koi 

aquaculture to prevent the losses of valuable 

fish and minimizing the economy loss. 
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บทคัดย่อ: cyanide เป็นสารเคมีที่ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย ได้แก่ การผลิต สแตนเลส การถลุงเงินหรือทอง การผลิต
ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าหนู นอกจากนี้ยังพบในธรรมชาติจากพืชที่มีสาร cyanogenic glycosides เป็นส่วนประกอบ เช่น มันส าปะหลัง ข้าว
ฟ่าง ไมยราบไร้หนาม เป็นต้น ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของการเกิดพิษจากไซยาไนด์ (cyanide poisoning) ในปศุสัตว์ที่กินพืชเหล่านี้เข้าไป 
การศึกษานี้เป็นการพัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ cyanide ในเลือดโค เริ่มจากการหาระยะเวลาที่
เหมาะสมในการสกัด cyanide ออกจากเลือดโคด้วยเทคนิค microdiffusion แล้วน าเวลาที่เหมาะสมดังกล่าวไปใช้ในขั้นตอนการ
ทดสอบความถูกต้องของวิธี ตรวจหาปริมาณ cyanide ในสารละลายที่สกัดได้ด้วยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 587 นาโนเมตร ผลการศึกษาพบว่า ขั้นตอนการสกัด cyanide ใน  microdiffusion cell ที่ระยะเวลา 2 ชั่วโมงให้ผลดีที่สุด จาก
ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.2 – 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (r) เท่ากับ 0.997 ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (LOD) เท่ากับ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย า (LOQ) เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละการ
กลับคืน (%Recovery) อยู่ในช่วงร้อยละ 102-109 และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) เท่ากับ 2.56 ผลการทดสอบความ
แม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวิธีจากการวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดโคที่เติม cyanide ที่ทราบค่าแน่นอนใน 3 ระดับ
ความเข้มข้นคือ 0.5, 1.0 และ 3.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า พบว่าความแม่นมีค่าเฉลี่ย %Recovery เท่ากับ ร้อย
ละ 105.16, 97.24 และ 92.43 ตามล าดับ โดย %Recovery ของทั้ง 3 ระดับความเข้มข้นอยู่ในช่วงร้อยละ 90 - 108 (เกณฑ์ที่ยอมรับ
ได้อยู่ในช่วงร้อยละ 80 - 120) ส่วนความเที่ยงที่ประเมินด้วย %RSD พบอยู่ในช่วงร้อยละ 1.73 – 2.56 (เกณฑ์ที่ยอมรับได้น้อยกว่าร้อย
ละ 10) และค่า HorRat อยู่ในช่วง 0.16 – 0.26  (เกณฑ์ที่ยอมรับได้น้อยกว่า 2) ซึ่งทั้งหมดอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ เมื่อน าวิธีไป
วิเคราะห์กับตัวอย่างเลือดโคนมที่กินกากมันส าปะหลังเป็นอาหารจ านวน 48 ตัวอย่าง ผลตรวจวิเคราะห์ cyanide พบว่ามีความเข้มข้น
อยู่ในช่วง 0.24-0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งอยู่ในช่วงของความเข้มข้น cyanide ที่พบได้ในเลือดของสัตว์ปกติ สรุปได้ว่า วิธี 
microdiffusion spectrophotometry ที่พัฒนาขึ้นในครั้งนี้สามารถน าไปใช้ตรวจหาปริมาณ cyanide ในเลือดโค ได้อย่างแม่นย า 
เที่ยงตรง และเชื่อถือได้ โดยเป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว และสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเลือดสัตว์ชนิดอื่นได้ 

 
ค าส าคัญ: Cyanide เลือด โค Microdiffusion spectrophotometry 
#ผู้รับผิดชอบบทความ สัตวแพทย์มหานครสาร. 2559. 11(2): 125-139. 
 E-mail address: sontanam@dld.go.th 
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Determination of Cyanide in Cattle Whole Blood by Microdiffusion 
Spectrophotometric Method 

 
Sontana Mimapan1,#, Anusorn Yooyen1, Benjama Metharatanukul1,  

and Sawittree Inudom1 
 

1Toxicology and Biochemistry Section, National Institute of Animal Health, Bangkok, Thailand 10900 

 
 
Abstract: Cyanide is a chemical substance found in plants, pesticides, rodenticides and salts used 
in the industrial process such as stainless, refining precious metals (gold and silver). Cyanogenic 
glycoside, one of the chemical forms of cyanides, is naturally presented in many plants including 
cassava, sorghum and mimosa. Consuming toxic forage is the main cause of acute cyanide poisoning 
in livestock. In this study, we developed microdiffusion spectrophotometric method to validate the 
quantitative determination of cyanide in cattle whole blood. Microdiffusion extraction method was 
performed and the time required to achieve full recovery in the extraction was studied. The optimal 
time then was used to validate the quantitative determination of cyanide using UV-Vis 
spectrophotometer at 587 nm wavelength. It was found that the time required to achieve full 
recovery in the microdiffusion extraction was considerably 2 hours. The established method gave a 
linearity in a concentration ranging from 0.2 to 4.0 µg/ml. (r=0.997). The limit of detection (LOD) was 
0.2 µg/ml while the limit of quantitation (LOQ) was 0.5 µg/ml (102 – 109%Recovery, 2.56 %RSD). The 
accuracy was evaluated using fortified sample blanks (0.5, 1.0 and 3.0 µg/ml) was 105.16, 97.24 and 
92.43 µg/ml, respectively which ranged from 90-108% (standard at 80-120%) and the precision was 
evaluated by %RSD ranging from 1.73-2.56 (standard at <10) and HorRat ranging from 0.16-0.26 
(standard at <2) which all are acceptable.  The method was then used for the determination of 
cyanide in 48 whole blood samples of cassava pulp-fed dairy cattle. The results revealed that the 
concentrations of cyanide ranged from 0.24 to 0.54 µg/ml, which were in the same range of normal 
expectation in blood of most animal species. In conclusion, the microdiffusion spectrophotometric 
method developed in this study provided accuracy and precision as well as proved to be easy and 
reliable and it should be suitable for use in blood of other species. 

 
Keywords: Cyanide, Whole blood, Cattle, Microdiffusion spectrophotometry 
#Corresponding author  J. Mahanakorn Vet. Med. 2016. 11(2): 115-139. 
 E-mail address: sontanam@dld.go.th 
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บทน า 
ปัจจุบันโรคที่เกิดจากสารพิษถือเป็นปัญหาที่

ส าคัญและนับวันจะทวีความรุนแรงมากขึ้น ไซยาไนด์ 
(cyanide) เป็นสารพิษชนิดหนึ่งที่เป็นอันตรายต่อคน
และสัตว์ มีโครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยคาร์บอน 
1 อะตอม และไฮโดรเจน 1 อะตอม  อาจพบได้ทั้ง 3 
สถานะ เช่น  ในรูปของแข็ งคื อ เกลือ  cyanide 
สารละลาย และในรูปของแก๊สไฮโดรไซยานิก (HCN)  
เป็นต้น  cyanide เป็นสาร เคมีที่ ถู กน ามาใช้ ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย ได้แก่ การผลิตสแตนเลส 
การถลุงเงินหรือทอง การชุบโลหะ อุตสาหกรรมปิโตร
เคมี การผลิตยาฆ่าแมลง ยาฆ่าหนู และน ามาใช้ใน
การเตรียมบ่อ เตรียมน้ าเพื่อเพาะเลี้ยงกุ้งและสัตว์น้ า
อื่นๆ เป็นต้น   นอกจากนี้ยังมี cyanide ที่เกิดจาก
ควันบุหรี่ และการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์  ดังนั้นจึงอาจ
พบสารนี้ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมทั่วไป ก่อให้เกิด
ความเป็นพิษต่อคนและสัตว์  (Way, 1984) ทั้ งนี้
สาเหตุการได้รับสารพิษเหล่านี้เข้าไปอาจเกิดจากการ
ใช้ที่ขาดความระมัดระวัง  ใช้เกินปริมาณที่ก าหนด 
หรือได้รับเข้าไปโดยไม่ได้ตั้งใจ รวมถึงการใช้สารเคมี
ในทางที่ผิด โดยอาศัยคุณสมบัติความเป็นพิษของสาร 
cyanide น าไปใช้ผิดวัตถุประสงค์ เช่น การฆ่าตัวตาย 
หรือก่ออาชญากรรม วางยาเบื่ อสัตว์  เป็นต้น 
cyanide จากธรรมชาติที่พบในพืชที่เป็นอาหารของ
คนและสั ตว์ ซึ่ ง จะมี ส ารประกอบ  cyanogenic 
glycosides เป็นองค์ประกอบ เช่น มันส าปะหลัง 
ข้าวฟ่าง หน่อไม้ ไมยราบไร้หนาม เป็นต้น ซึ่งหาก
สัตว์เคี้ยวเอื้องกินพืชเหล่านี้เข้าไปจะเป็นสาเหตุหลัก
ของการเกิดพิษจาก cyanide (Arnold et al., 2014) 
โดยเมื่อคนหรือสัตว์กินและถูกย่อยโดยเอนไซม์จะ
ปลดปล่อย cyanide ที่เป็นพิษออกมา (The Merck 
Veterinary Manual, 2014) ทั้งนี้ปริมาณต่ าสุดของ 

cyanide ที่ท าให้สัตว์โดยทั่วไปเสียชีวิตได้ (minimal 
lethal dose) เท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ
ปริมาณของ cyanide ในพืชอาหารสัตว์ที่สูงเกิน 200 
หนึ่งส่วนในล้านส่วน (ppm) จะท าให้สัตว์แสดง
อาการพษิได ้(Radostits et al., 2000) 

อ า ก า ร เ กิ ดพิ ษ ขอ ง  cyanide มี ทั้ ง แ บบ
เฉียบพลัน (acute cyanide poisoning) และแบบ
เรื้อรัง  (chronic cyanide poisoning)  โดยกลไก
ของการเกิดพิษแบบเฉียบพลันนั้นเมื่อสัตว์ได้รับ 
cyanide ในขนาดสูง สารพิษนี้จะไปยับยั้งการท างาน
ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์  cytochrome C oxidase บ น 
membrane ของ  mitochondria ท า ให้ เซลล์ ไม่
สามารถน าออกซิเจนไปใช้ในกระบวนการเผาผลาญ
พลังงานได้และท าให้เกิดภาวะ cellular hypoxia 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกล้ามเนื้อหัวใจและสมองท าให้
สัตว์แสดงอาการกระวนกระวาย หายใจขัด ตัวสั่น ล้ม
ลงนอน   ชัก และเสียชีวิตในที่สุด เมื่อเจาะเลือดดู
หลังจากที่สัตว์เสียชีวิตใหม่ๆ จะเห็นเลือดเป็นสีแดง
สด (cherry red) เนื่องจากเลือดมีออกซิเจนคั่งสูง 
อาการเกิดพิษจะเกิดภายใน 15-20 นาที จนถึง 2-3 
ชั่วโมง หลังจากสัตว์เริ่มได้รับสารพิษทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ปริมาณสารพิษที่สัตว์ได้รับเข้าไป (มาลินี , 2527; 
Ballantyne, 1987) ส าหรับรายงานการเกิดพิษของ 
cyanide ในคนนั้นมีรายงานในกรณีที่คนงานที่ลงไป
ในบ่อหมักหน่อไม้ดองประสบเหตุหมดสติพร้อมกัน 8 
รายและเสียชีวิต 2 คนจากการสูดดม cyanide ที่ถูก
ปลดปล่อยจากหน่อไม้ (ปานทิพย์, 2551) ส่วนการ
เกิดพิษของ cyanide แบบเรื้อรังจะพบในกรณีที่สัตว์
ได้รับ cyanide หรือกินพืชที่มี cyanide ในปริมาณ
ความเข้มข้นที่ต่ าแต่ได้รับเป็นระยะเวลานานโดยจะ
ส่งผลกระทบต่อระบบประสาทส่วนกลางและการ
ท า ง า น ข อ ง ต่ อ ม ไ ธ ร อ ย ด์ ท า ใ ห้ เ กิ ด ภ า ว ะ 
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hypothyroidism นอกจากนี้ยังสามารถพบภาวะ
กระเพาะปัสสาวะอักเสบ (cystitis) ภาวะปัสสาวะ
เล็ด (urine incontinent) และภาวะเดินไม่สัมพันธ์
กัน (ataxia) เป็นต้น ซึ่งเรียก ภาวะ เหล่าน้ีว่าcystitis 
ataxia syndrome โดยที่สามารถพบได้ทั้งในม้า วัว 
แพะ แกะ เป็นต้น (The Merck Veterinary Manual, 
2014) ส าหรับรายงานความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน
ของ cyanide ในสัตว์นั้น ในปี 2517 สมใจและเชิด
ชัย ได้รายงานความเป็นพิษในไก่กระทงที่ ให้กิน
อาหารผสมมันส าปะหลัง โดยไก่จะมีอาการซึมและ
ตายอย่างรวดเร็ว พบจุดเลือดออกที่อวัยวะภายใน 
มาลินีและคณะ (2525) รายงานความเป็นพิษในโค
พันธุ์อเมริกันบราห์มันจ านวน 5 ตัวที่กินไมยราบไร้
หนาม (Mimosa invisa) แล้วโคแสดงอาการป่วย
อย่างรุนแรง มีอาการน้ าลายฟูมปาก กล้ามเนื้อสั่น 
หายใจล าบากและเสียชีวิตอย่างรวดเร็ ว  และ 
McKenzie and McMicking (1977)  รายงานพิษที่
เกิดขึ้นในโคที่กินข้าวฟ่างอ่อนในทุ่งหญ้า แสดงอาการ
กล้ามเนื้อสั่นและปัสสาวะเล็ด  ล้มลงนอน และ
เสียชีวิตอย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิด
พิษของ cyanide แบบเรื้อรังในแกะ โดยสัตว์แสดง
อาการกล้ามเนื้อสั่น หัวสั่น คอบิดและเสียชีวิต ผล
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาพบการอักเสบของสมอง
และไขสันหลัง การเสื่อมของเส้นประสาท axon 
(Bradley et al., 1995; Bourke et al., 2008) และ
ยังมีการศึกษาพิษของ cyanide แบบเรื้อรังในแพะ 
พบว่าท าให้เจริญเติบโตช้า มีรอยโรคที่ต่อมไธรอยด์
และตับอ่อน (Soto-Blanco et al., 2001) ส่วนใน
สุกรจะท าให้เกิดการเสื่อมของตับ ไตและอวัยวะใน
ระบบประสาท (Manzano et al., 2007) และจาก
การศึกษาในแม่สุกรที่ตั้งท้องพบว่า cyanide ท าให้

แม่สุกรแท้งและลูกสุกรตายแรกคลอด (Andre et 
al., 2015) 

การตรวจวิ เ คราะห์  cyanide โดยทั่ ว ไป
สามารถตรวจได้จากตัวอย่างอาหารในกระเพาะของ
สั ต ว์ ที่ ต า ย โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  paper strip test ห รื อ 
colorimetric test โดยเป็นการตรวจวิเคราะห์เชิง
คุณภาพและใช้ เพื่อการคัดกรองเป็นส่วนใหญ่  
(Ballantyne  and Marrs, 1987) อย่างไรก็ตามการ
ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ cyanide จากตัวอย่าง
เลือดถือว่ามีความส าคัญในการวินิจฉัยพิษจาก 
cyanide เพราะเป็นวิธีทดสอบเชิงปริมาณและ
ส า ม า ร ถ ท า ไ ด้ ห ล า ย วิ ธี  เ ช่ น  วิ ธี  Gas 
Chromatography - Mass Spectrometry (GC-
MS) (Murphy et al., 2006; Boadas-Vaello et al.,  
2008) วิ ธี  Fluorometry (Morgan  and Way,  
1980) แ ล ะ วิ ธี  High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) (Chinaka  et  al.,  
1998) เป็นต้น แต่วิธีเหล่านี้มีขั้นตอนที่ซับซ้อน ต้อง
อาศัยอุปกรณ์ที่มีราคาแพง การบ ารุงรักษามีต้นทุนสูง 
และผู้ปฏิบัติต้องมีความรู้ความช านาญสูงท าให้ต้นทุน
การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างมีราคาแพง 

Microdiffusion เป็นวิธีการท าตัวอย่างให้
บริสุทธิ์ โดยอาศัยการระเหยของสารจากตัวอย่าง 
และถูกดักเก็บโดยสารเคมีที่เหมาะสมและแยกเก็บใน
ช่องอีกส่วนซึ่งท าในระบบปิด  การศึกษาครั้งนี้จึงเป็น
การพัฒนาวิธีการตรวจหาปริมาณสาร cyanide ใน
ตัวอย่างเลือดโคโดยอาศัยเทคนิค microdiffusion 
spectrophotometry ซึ่ ง เป็ น เทคนิ คการตรวจ
วิเคราะห์เชิงปริมาณ สามารถท าได้ในห้องปฏิบัติการ
พิ ษ วิ ท ย า พื้ น ฐ า น ทั่ ว ไ ป ที่ มี เ ค รื่ อ ง  UV-VIS 
spectrophotometer ซึ่ งสามารถท าได้ ง่ ายและ
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ประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าการตรวจหาปริมาณสาร 
cyanide ด้วยเทคนิควิธีอื่นๆ 

 
อุปกรณ์และวธิีการ 

สารเคม ี
Potassium cyanide (AR grade, Asia Pacific 

Specialty Chemicals Ltd, Australia), Barbituric 
acid 99% (ReagentPlus®, Sigma-Aldrich Co. LLC., 
Germany), Sodium hydroxide (AR grade, Merck, 
Germany), Sodium dihydrogen phosphate (AR 
grade, Merck, Germany), Chloramine-T trihydrate 
97% (ACROS Organics, U.S.A.),Sulfuric acid(AR 
grade, QRëC,New Zealand),Pyridine (AR grade, 
VWR International, LLC., EU) 

 
วัสดุและเครื่องมือ 

Microdiffusion cell ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
รอบนอก (Outer Diameter: O.D.) 83 มิลลิ เมตร 
ข น า ด ข อ ง ช่ อ ง บ ร ร จุ ส า ร ด้ า น ใ น  ( center 
compartment) เส้นผ่านศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตร 
ลึก 4 มิลลิเมตร และ ขนาดของช่องบรรจุสารด้าน
นอก (outer compartment) เส้นผ่านศูนย์กลาง 60 
มิลลิ เมตร ลึก 10 มิลลิ เมตร (Bel-Art products, 
U.S.A.), UV-Vis Spectrophotometer model DU-
64 (BECKMAN, U.S.A.) พร้อมด้วยระบบ Sipper, 
analytical balance model BP 221S (Sartorius, 
Germany) 

 
วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐาน  

เตรียมสารละลาย cyanide มาตรฐานเพื่อเป็น 
stock solution ให้ได้ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยชั่ง  potassium cyanide 0.0500 

กรัม ละลายด้วยสารละลาย sodium hydroxide 
0.1 M ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรจนครบ หลังจากนั้นเตรียมสารละลาย
ม าต ร ฐ านส า ห รั บ ใ ช้ ง า น  (working  standard 
cyanide solution) โดยท าการเจือจางสารละลาย
มาตรฐาน cyanide เข้มข้น ด้วยน้ ากลั่นให้ได้ความ
เข้มข้น 0.2, 1.0, 2.0 และ 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
วิธีเตรียมน ้ายาเคมี 

เ ต รี ยม  pyridine-barbituric acid reagent 
โดยชั่ง barbituric acid 6 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตรเติมกรด hydrochloric เข้มข้น 
6 มิลลิลิตร เจือจางด้วย pyridine 30 มิลลิลิตรแล้ว
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ (ควรเตรียมใหม่ทุก
ครั้งที่ต้องการใช้) 

เตรียม สารละลาย 0.25% chloramine-T โดย
ชั่ง chloramine-T 0.25 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม ค่อยๆเจือจางด้วยน้ ากลั่นจน
ละลาย แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ 

 
วิธีเตรียมตัวอย่างควบคุม 

เตรียมโดยการท า ตัวอย่างเลือดโคที่ เติม 
cyanide ที่ ท ราบค่ าความ เข้ มข้ นแน่นอนหรื อ 
fortified sample blank โ ด ย เ ติ ม ส า ร  cyanide 
มาตรฐาน  ลง ใน  sample blank หรื อ  pooled 
cattle whole blood ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5, 
1 และ 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
วิธีวิเคราะห ์
1) ก า ร ส กั ด  cyanide ออ ก จ าก ส า ร ล ะ ล า ย
มาตรฐานและตั วอย่ า ง เลื อดโคด้ วย เทคนิ ค 
microdiffusion แ ล ะ ต ร ว จ วั ด ด้ ว ย วิ ธี  
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spectrophotometry วิธีวิเคราะห์ดัดแปลงมาจาก
วิธีของ Flanagan et al. (1995) 

1.1 การสกัดสาร cyanide จากสารละลาย
มาตรฐานและตัวอย่างด้วยเทคนิค microdiffusion  

ปิเปตสารละลาย 0.1 M sodium hydroxide  
2 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ล ง ใน  center compartment ขอ ง 
microdiffusion cell (ดังรูปที่ 1)  แต่ละอันที่ label 
ชื่อน้ ากลั่น(blank) สารละลายมาตรฐาน ตัวอย่าง
ควบคุม หรือตัวอย่างเลือดไว้ จากนั้นปิเปต blank 
สารละลายมาตรฐาน ตัวอย่างควบคุม หรือตัวอย่าง
เลือดที่จะตรวจวิเคราะห์อย่างละ 1 มิลลิลิตร ลงใน
ส่ วนของ  outer compartment ก่ อน  ตามด้ วย
สารละลาย 1 M sulfuric acid 1 มิลลิลิตรจากนั้น
ปิดฝา microdiffusion cell ที่ทาด้วยซิลิโคนกรีซ
และ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในตู้ดูดควันเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง 

1.2 การตรวจวัดปริมาณสาร cyanide ด้วย
วิธี spectrophotometry  

ปิเปตสารละลาย 0.1 M sodium hydroxide  
0.5 มิลลิลิตรจาก center compartment ในแต่ละ
ความเข้มข้นที่ ได้ลงในหลอดทดลองขนาด 15 
มิลลิลิตร แบบมีฝาปิด แต่ละหลอดเติมสารละลาย 
sodium dihydrogen phosphate  1 มิลลิลิตรและ
สารละลาย 0.25% chloramine-T 0.5 มิลลิลิตร ลง
ไป ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex ตั้งทิ้งไว้ 2 นาที 
จากนั้ น เติ มน้ า ย า  pyridine-barbituric acid 1.5 
มิลลิลิตรลงในหลอด ผสมให้ เข้ากันด้วยเครื่อง 
vortex ตั้งทิ้ งไว้  10 นาทีแล้วน าไปวัดหาค่าการ
ดูดกลืนของแสง (absorbance) ที่ 587 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่อง  UV-Vis Spectrophotometer โดยใช้  
peristaltic sipper  สร้างกราฟมาตรฐาน (standard 
calibration curve) โ ดยน า ค่ า ก า รดู ดกลื นแส ง 

(absorbance) ของสารละลายมาตรฐานที่เครื่องวัด
ได้มาสร้างเป็นแกน y และปริมาณความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานแต่ละระดับมาสร้างเป็นแกน x  
ค านวณหาความเข้มข้นของ cyanide ในเลือดโคจาก
สมการ linear regression; y = ax + b 

 
2) การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในขั้นตอน
การสกัด cyanide ด้วยเทคนิค microdiffusion 

ท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน cyanide
ในน้ ากลั่ นความเข้มข้น  0.2, 1.0, 2.0 และ 4.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 3 ชุดพร้อม blank มา
วิเคราะห์ตามขั้นตอนในข้อ 1.1 ความเข้มข้นละ 7 ซ้ า 
โดยตั้ง microdiffusion cell ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องใน
ตู้ดูดควันที่เวลา 1, 2 และ 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นเมื่อ
ครบเวลาในแต่ละชั่วโมง น าสารละลาย sodium 
hydroxide จาก inner chamber ที่ได้ไปวิเคราะห์
ตามขั้นตอนในข้อ 1.2 หาค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน และ ร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(%RSD) ของค่า absorbance ที่วัดได้จากเครื่อง 
spectro photometer พิจารณาเปรียบเทียบหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในขั้นตอนการสกัด แล้วน า
ช่วงเวลาดังกล่าวไปใช้ในการศึกษาในขั้นตอนการ
ทดสอบความถูกต้องของวิธีการต่อไป 

 
3) การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิ เคราะห์  
(method validation) การทดสอบความถูกต้องวิธี
วิเคราะห์ท าตาม ทิพวรรณ (2549); ตติย (2547) 

3.1 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง
การวิเคราะห์ (linearity and range) 

หาช่วงการวิเคราะห์ (range) โดยการเตรียม
สารละลายมาตรฐาน cyanide ให้มีความเข้มข้น 8 
ระดับ คือ 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 และ 6.0 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 1.1 
และ 1.2 ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า สร้างกราฟระหว่าง
คว าม เข้ ม ข้ นส า รมาตรฐ าน  ( แกน  x) กั บค่ า 
absorbance (แกน y) พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง  

หาความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยดูจาก
กราฟของ range เลือกช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรง
มาอย่างน้อย 6 ระดับ วิเคราะห์ตามวิธีความเข้มข้น
ละ 3 ซ้ า  สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นสาร
มาตรฐานที่ตรวจพบกับค่า absorbance ค านวณหา
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (Pearson’s 
correlation coefficient: r) เกณฑ์การยอมรับ  r 
มากว่าหรือเท่ากับ 0.995  

3.2 การหาขีดจ ากัดในการตรวจพบหรือ
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (Limit 
of detection: LOD) 

น า  sample blank (pooled cattle whole 
blood) มาวิเคราะห์ตามขั้นตอนใน 1.1 และ 1.2 
จ านวน 10 ซ้ า ค านวณค่าความเข้มข้นและความ
เข้มข้นเฉลี่ย ( X ) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ของ sample blank แล้วค านวณหาค่า LOD จาก
สูตร LOD = X  + 3SD 

3.3  การหาขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ
หรือความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์
ปริมาณได้อย่างแม่นย า (Limit of quantitation: 
LOQ) 

หาค่า LOQ เบื้องต้นจากค่า LOD โดยค านวณ
จากสมการ LOQ = X  + 10SD (ของค่ า  LOD) 
จากนั้นยืนยันค่า LOQ โดยการเตรียม fortified 
sample blank (เติมสาร cyanide มาตรฐานลงใน 
sample blank) ให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOQ (ที่
ประมาณการ) หรือใกล้เคียง วิเคราะห์ตามขั้นตอนใน
ข้อ 1.1 และ1.2 จ านวน 10 ซ้ า จากนั้นค านวณหา

ปริมาณเทียบกับสารมาตรฐานแล้วค านวณหาค่าร้อย
ละการคืนกลับ (%Recovery) จากสมการ 

 

%Recovery=
C1-C2

C3
×100 

 
โดย C1 คือ ความเข้มข้นเฉลี่ยของ fortified sample 
C2 คือ ความเข้มข้นของ sample blank  
C3 คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน cyanide ที่เติม 
และหาร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) 
จากสมการ 
 

%RSD=
SD

X̅
×100 

 
 3.4 การทดสอบหาความแม่นและความ

เที่ยง (accuracy and precision) 
เตรียม fortified sample blank โดยการเติม

สาร cyanide มาตรฐานลงใน sample blank ให้ได้
ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ระดับ LOQ, 1 และ 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ละความเข้มข้นวิเคราะห์
ตาม ขั้นตอนในข้อ 1.1 และ 1.2 จ านวน 10 ซ้ า 
จากนั้นค านวณหาค่า % Recovery, % RSD และหา
ค่า HorRat (Horwitz ratio) จากสมการ 

 

HorRat ratio=
%Experimental RSD

Predicted HorwitzRSD
 

 
ประเมิ นความแม่ นของวิ ธี การวิ เคราะห์  

(accuracy) โดยพิจารณาจากค่า % Recovery ให้อยู่
ในช่วงร้อยละ 80–120 ส่วนความเที่ยง (precision) นั้น 
ประเมินจากค่า HorRat (Horwitz ratio) โดยเกณฑ์การ
ยอมรับ คือ น้อยกว่า 2 (Horwitz and Albert, 2006)  
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4) การประยุกต์ใช้เพื่อตรวจหาปริมาณสาร cyanide 
กับตัวอย่างเลือดโค 

ท าการวิ เคราะห์หาปริมาณ cyanide ใน
ตัวอย่างเลือดโค จ านวน 48 ตัวอย่างที่กินกากมัน
ส าปะหลังเป็นส่วนผสมหลักของการให้อาหารข้นตาม
วิธีการวิเคราะห์ในข้อ 1.1 และ 1.2 พร้อมกับตัวอย่าง
ควบคุม (fortified sample blank) 3 ระดับ เพื่อหา 
%Recovery เ ที ย บ กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  cyanide 
มาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.2, 1.0, 2.0 และ 4.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และระหว่างการวิเคราะห์
ตัวอย่างจะท าการวิเคราะห์ซ้ า (Duplicate analysis) 
1 ตัวอย่างในทุกๆ 10 ตัวอย่างที่ตรวจหรืออย่างน้อย 
10% ของตัวอย่างที่ท าการตรวจ เพื่อเป็นการควบคุม
คุณภาพการวิ เ ค ราะห์ ควบคู่ ไ ปด้ วย  จากนั้ น
ค านวณหา %ความแตกต่างสัมพัทธ์ (%Ralative 
percent difference; %RPD)  โ ด ยมี เ กณฑ์ ก า ร
ยอมรับของการวัดซ้ าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 10% จาก
สมการ 

 

%RPD=
(A1 - A2)
(A1+A2)/2

×100 

 
A1 คือ ผลการทดสอบครั้งที่ 1  
A2 คือ ผลการทดสอบครั้งที่ 2  

 
ผลการศึกษา 

จากการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ใน
ขั้ น ต อ น ก า ร ส กั ด  cyanide ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
microdiffusion ดังแสดงในตารางที่  1 พบว่า ที่
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัดอยู่ที่ชั่วโมงที่ 2 โดย
ให้ค่า absorbance แปลผกผันตามความเข้มข้นที่
สู งขึ้นของปริมาณ cyanide ที่ ใช้ ในการทดสอบ  
นอกจากนั้นแล้วค่า % RSD ในชั่วโมงที่ 2 ยังมีความ

ใกล้เคียงกันโดยแตกต่างกันน้อยกว่า 2% (เกณฑ์การ
ยอมรับที่น้อยกว่า 10%) ส่วนชั่ วโมงที่  3 ให้ผล
เช่นเดียวกันแต่ใช้เวลามากกว่า  ทางผู้วิจัยจึงเลือกใช้
ระยะเวลาในชั่วโมงที่ 2 ส าหรับน าไปใช้ศึกษาใน
ขั้นตอนการทดสอบความถูกต้องของวิธีการต่อไป 

ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ
วิ เคราะห์  (linearity and range) พบว่ าช่ วงการ
วิเคราะห์มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.2 - 4.0 
ไม โครกรัมต่ อมิ ลลิ ลิ ตร  โดยมีค่ าสั มประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (r) เท่ากับ 0.997 ดังแสดงใน
กราฟที่ 1 

ผลการทดสอบความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ตรวจวิเคราะห์ได้ (Limit of detection: LOD) มีค่า
เท่ากับ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์หาปริมาณได้อย่าง
แม่นย า  (LOQ) มี ค่ า เท่ ากับ  0.5 ไม โครกรัมต่ อ
มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยมีค่า %Recovery 
อยู่ในช่วงร้อยละ 102-109 และ %RSD เท่ากับ 2.56  

ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) และ
ความเที่ยง (precision) ของวิธีการวิเคราะห์จาก
ตัวอย่าง fortified sample blank ที่ 3 ระดับความ
เข้มข้นคือ 0.5,1.0 และ3.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
วิเคราะห์ ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า พบว่าความแม่นมี
ค่าเฉลี่ย % Recovery เท่ากับ 105.16, 97.24 และ 
92.43 ตามล าดับ โดย %Recovery ของทั้ง 3 ระดับ
ความเข้มข้นอยู่ ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือ ช่วงร้อยละ 
80 - 120 ส่วนการประเมินความเที่ยง พบว่าค่า% 
RSD อยู่ในช่วง 1.73 – 2.56 ซึ่งน้อยกว่าร้อยละ 10 
และค่า HorRat ratio พบอยู่ในช่วง 0.16 – 0.26 ซึ่ง
อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือน้อยกว่า 2 ดังนั้นการ
ทดสอบความแม่นของวิธีการและการทดสอบความ
เที่ยงจึงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได ้
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จากการตรวจหาปริมาณสาร cyanide จาก
ตัวอย่างเลือดโคที่ที่กินอาหารซึ่งใช้กากมันส าปะหลัง
เป็นส่วนผสมหลักด้วยวิธีดังกล่าว จ านวน 48 ตัวอย่าง 
พบปริมาณสาร cyanide ในเลือดโคในช่วงความ
เข้มข้น 0.24 - 0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เฉลี่ย 
0.38 ± 0.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การควบคุม
คุณภาพการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่าง
ควบคุมที่ความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 3.0 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร มีค่า %Recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 95 
- 117 และ %RPD จากการวิเคราะห์ตัวอย่างซ้ า มีค่า
ไม่เกินร้อยละ 10 
 

 
รูปที่ 1 แสดงตัวอย่างและส่วนประกอบของ micro 
diffusion cell  
 

 
กราฟที่ 1 แสดงผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงของ
วิธีการวิเคราะห์จากสารละลาย cyanide มาตรฐาน 
ที่ช่วงความเข้มข้น 0.2- 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยแกน x คือ ความเข้มข้นของสารละลาย cyanide 
มาตรฐาน แกน y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดได้
ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  spectrophotometer แ ล ะ มี ค่ า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เปียร์สัน (r) เทา่กับ 0.997 
 
 
 
 

ตารางที่ 1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย (abs), ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และ %RSD ของสารละลาย 
cyanide มาตรฐาน ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 7 ซ้ า โดยการสกัดด้วยเทคนิค microdiffusion 
ในชั่วโมงที่ 1, 2 และ 3  

Std. cyanide 
(µg/ml) 

ระยะเวลา 1 ชั่วโมง ระยะเวลา 2 ชั่วโมง ระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

abs 
(mean) 

SD %RSD abs 
(mean) 

SD %RSD abs 
(mean) 

SD %RSD 

blank 0.0134 0.0005 3.98 0.0143 0.0005 3.41 0.0154 0.0005 3.46 
0.2 0.0340 0.0037 11.00 0.0484 0.0008 1.62 0.0487 0.0005 1.00 
1.0 0.1931 0.0476 24.63 0.2474 0.0008 0.31 0.2456 0.0005 0.22 
2.0 0.3669 0.1112 30.31 0.5353 0.0023 0.42 0.5563 0.0090 1.62 
4.0 0.6370 0.2469 38.77 1.0889 0.0085 0.77 1.1125 0.0084 0.74 
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ตารางที่ 2 แสดงค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (LOD) และ ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
วิเคราะห์หาปริมาณได้อย่างแม่นย า (LOQ) ของวิธีการตรวจหาปริมาณ cyanide ในเลือดโคด้วยวิธี 
microdiffusion spectophotometry 

ชนิดสาร LOD (µg/ml) LOQ (µg/ml) 

Cyanide 0.2 0.5 

 
ตารางที่ 3 แสดงค่า %Recovery ของการทดสอบความแม่น  ค่า%RSD และค่า HorRat ratio ของการ
ทดสอบความเที่ยง ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 

ความเข้มข้น (µg/ml) %Recovery ± SD %RSD HorRat ratio 

0.5 105.16±2.70 2.56 0.22 
1.0 97.24±1.68 1.73 0.16 
3.0 92.43±2.17 2.35 0.26 

วิจารณ ์
จากการศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะห์การตรวจหา

ปริมาณ cyanide ในเลือดโคด้วยวิธี microdiffusion 
spectrophotometry ที่ ดั ดแปลงมาจากวิ ธี ขอ ง 
Flanagan et al. (1995) ซึ่งเป็นวิธีตรวจหาปริมาณ 
cyanide ในเลือดคน  พบว่าระยะเวลาที่เหมาะสมใน
ก า ร ส กั ด  cyanide จ า ก เ ลื อ ด โ ค ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
microdiffusion อยู่ที่ชั่วโมงที่ 2 ที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งใช้
เ วลาน้ อยกว่ าวิ ธี ของ  Flanagan et al. (1995) 1 
ชั่วโมง ทั้งนี้เนื่องจากการศึกษานี้มีการปรับใช้ปริมาตร
ของสารละลาย cyanide มาตรฐาน  ตัวอย่างเลือด  
และน้ ายาเคมีที่ใช้ในการทดสอบต่างกันจึงส่งผลให้
การตรวจวัดได้ระยะเวลาที่ เหมาะสมแตกต่างกัน
สอดคล้องกับการศึกษาของ Lundquest et al., 
1995 ที่พบว่าปริมาตรของสารละลายมีผลต่อค่า 
absorbance อย่างไรก็ตามระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การสกัด cyanide ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ใช้เวลา
มากกว่าการศึกษาของ Tsuge et al. (2001) ที่ ใช้
เวลาในขั้นตอนการสกัด cyanide ที่ปนเปื้อนใน

เครื่องดื่มเพียง 1 ชั่ วโมง ทั้ งนี้อาจเนื่องมาจาก
การศึกษาครั้งนี้ท าการสกัดที่อุณหภูมิห้อง   แต่
การศึกษา ของ Tsuge et al. (2001) ท าการสกัด 
Cyanide ที่อุณหภูมิ 40ºC ซึ่งอุณหภูมิที่สูงขึ้นกว่า
อุณหภูมิห้องนี้ มีผลช่วยเร่งการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 
cyanide ในตัวอย่างกับกรดได้ดีขึ้นท าให้ใช้ เวลา
น้อยลง (Holzbecher and Ellenberger, 1985) ทั้งนี้
แก๊สที่เกิดขึ้นจากการท าปฏิกิริยาคือ แก๊สไฮโดรเจน
ไซยาไนด์ (HCN) จะถูกจับไว้ด้วยสารละลาย 0.1 M 
sodium hydroxide ใน center compartment ของ 
microdiffusion cell ก่อนน าสารละลายดังกล่าวมา
ต ร ว จ ห า ป ริ ม า ณ  cyanide ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 
spectrophotometer 

เมื่อเปรียบเทียบค่า LOD, LOQ, %Recovery 
และ %RSD ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้กับการศึกษาของ 
Shafi et al. (2015) ที่ ใ ช้ วิ ธี  Headspace GC/FID 
ตรวจวิ เ ค ร าะห์  cyanide มี ค่ า  LOD เท่ า กั บ  1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, LOQ เท่ากับ 4 ไมโครกรัมต่อ
มิ ลลิ ลิ ตร , %Recovery เท่ ากั บร้ อยละ95 - 102, 
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%RSD เท่ากับร้อยละ 1.3 - 3.9 พบว่าการศึกษาครั้ง
นี้ มี ค่ า  LOD แ ล ะ  LOQ ต่ า ก ว่ า  แ ล ะ ค่ า ข อ ง 
%Recovery มีช่วงกว้างกว่า แต่ %RSD มีค่าน้อย
เ ช่ น เ ดี ย ว กั น  บ่ ง ชี้ ว่ า วิ ธี  microdiffusion 
spectrophotometry สามารถตรวจหาปริ มาณ 
cyanide ในเลือดได้ในระดับที่ต่ ากว่าวิธี Headspace 
GC/FID แต่ทั้งสองวิธีมีความแม่นและความเที่ยงอยู่ใน
เ ก ณ ฑ์ ที่ ย อ ม รั บ ไ ด้  โ ด ย วิ ธี  microdiffusion 
spectrophotometry มีข้อเสียคือใช้ เวลาในการ
วิเคราะห์นานกว่า เนื่องจากต้องใช้เวลาในขั้นตอนการ
สกัดตัวอย่างนานถึง 2 ชั่วโมง แต่วิธี Headspace 
GC/FID ไม่ต้องสกัดตัวอย่ างก่อนน าไปตรวจวัด 
นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Mateus 
et al. (2005) ที่ ใ ช้ วิ ธี  HPLC ตรวจหาปริ ม าณ 
cyanide ในเลือดหนูซึ่ งมีค่า LOQ เท่ากับ 0.025 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (LOD ไม่พบรายงานข้อมูล) 
%Recovery เท่ า กั บ ร้ อ ยละ  103 - 112, %RSD 
เท่ากับร้อยละ 5.4 - 7.9 พบว่าวิธี HPLC มีค่า LOQ 
ต่ ากว่าวิธี microdiffusion spectrophotometry ที่
ได้จากการศึกษาครั้งนี้ แสดงว่าวิธี  HPLC สามารถ
ตรวจหาปริมาณ cyanide ในเลือดได้ในระดับที่ต่ า
กว่าวิธี microdiffusion spectrophotometry แต่ทั้ง
สองวิธีมีความแม่นและความเที่ยงอยู่ ในเกณฑ์ที่
ยอมรับได้เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามเครื่อง HPLC มี
ราคาสูงกว่า ระบบการท างานมีความยุ่งยากซับซ้อน
มากกว่าเครื่อง spectrophotometer ทั้งนี้การจะน า
วิธีใดไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างขึ้นอยู่กับ
นักวิ เคราะห์ที่จะเลือกพัฒนาวิธี ให้ เหมาะสมกับ
เครื่องมือและอุปกรณ์ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการนั้น 
ตลอดจนพิจารณาระดับหรือค่าความเป็นพิษของ 
cyanide ที่ท าให้สัตว์ชนิดนั้นเสียชีวิตเพราะเครื่องมือ

แต่ละประเภทมีขีดความสามารถในการตรวจวัดสาร
ได้ไม่เท่ากัน 

เมื่อน าวิธีที่พัฒนาได้มาวิเคราะห์กับตัวอย่าง
เลือดโคนมที่กินกากมันส าปะหลังเป็นอาหาร จ านวน 
48 ตัวอย่าง พบว่าปริมาณ cyanide อยู่ในช่วงความ
เข้มข้น 0.24 - 0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (เฉลี่ย 
0.38 ± 0.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ซึ่งค่าที่ตรวจพบ
ดังกล่าวไม่เกินค่าปกติ โดยความเข้มข้นของ cyanide 
ที่ไม่ท าให้เกิดพิษในสัตว์คือน้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.5 
ไมโครกรัมต่ อมิ ลลิ ลิ ตร  (The Merck Veterinary 
Manual, 2014) ทั้ ง นี้ เ นื่ อ ง จ ากสาร  cyanogenic 
glycosides ในมันส าปะหลังเมื่อถูกบด กรอง อัด จาก
กระบวนการสกัดเอาแป้งมันออกจนกลายเป็นกากมัน
จะท าให้สารนี้ละลายออกไปส่งผลให้ HCN ที่เป็นพิษ
ลดลง (ศิริรัตน,์ 2555) 

อย่างไรก็ตามจากการตรวจหาปริมาณสาร 
cyanideในตัวอย่างเลือดโค 48 ตัวอย่างนื้ พบว่ามี
เพียง 7 ตัวอย่างมีค่า cyanide สูงกว่าระดับ LOQ ซึ่ง
เป็นค่าที่สามารถรายงานปริมาณที่มีความแม่นและ
เที่ยงตรงในระดับที่ยอมรับได้ (ทิพวรรณ, 2549) ส่วน
อีก 41 ตัวอย่างที่เหลือ พบปริมาณสาร cyanide ต่ า
กว่าค่า LOQ ดังนั้นในการรายงานผลการตรวจวัด
ระดับปริมาณสาร cyanide จากตัวอย่างควรมีการ
ระบุค่า LOD และค่า LOQ ของวิธีที่ใช้ตรวจไว้ในใบ
รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างร่วมด้วย รวมถึง
ระดับหรือค่าความเข้มข้นที่ท าให้เกิดพิษในสัตว์ ทั้งนี้
เพื่อให้ผู้รับบริการได้ทราบและใช้ประกอบการวินิจฉัย 

เมื่ อพิ จ ารณาถึ งผลกระทบจากพิษของ 
cyanide ต่อสุขภาพสัตว์พบว่าพืชอาหารสัตว์หลาย
ชนิดมี สาร cyanogenic glycosides และ nitrate 
สะสมอยู่ในต้น มาลินี (2525) รายงานความเป็นพิษ
แบบเฉียบพลันในโคพันธุ์อเมริกันบราห์มัน 5 ตัวใน
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จังหวัดขอนแก่นที่ผูกให้กินแปลงไมยราบไร้หนามแล้ว
แสดงอาการป่วยอย่างรุนแรงและเสียชีวิต โดยโค 3 
ตัว เสียชีวิตภายใน 3 วัน และ โคอีก 2 ตัว เสียชีวิต
ภ า ย ใ น  11-12 วั น ต่ อ ม า  ผ ล ก า ร ต ร ว จ ท า ง
ห้องปฏิบัติการจากตัวอย่างอาหารในกระเพาะพบ
สารพิษ nitrate และ cyanide โดยการเทียบสีกับสาร
มาตรฐานซึ่งเป็นการตรวจเชิงคุณภาพในขณะที่  
Lerdsri et al. (2014) รายงานความเป็นพิษแบบ
เฉียบพลันในโค 9 ตัวในจังหวัดบุรีรัมย์ที่กินไมยราบไร้
หนามแล้วแสดงอาการป่วยในลักษณะเดียวกัน และ
เสียชีวิต ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการพิษวิทยาจาก
ตัวอย่างไมยราบไร้หนามและอวัยวะภายในของโคที่
เสียชีวิต คือ หัวใจ ตับ ไต พบสารพิษ nitrate แต่
ตรวจไม่พบ cyanide อย่างไรก็ตามรายงานเหล่านี้ชี้
ชัดให้เห็นถึงพิษของไมยราบไร้หนามที่เจ้าของสัตว์พึง
ระมัดระวังไม่น ามาเป็นพืชอาหารสัตว์เพราะมีหลาย
การศึกษาวิจัยที่ยืนยันถึงอันตรายที่ร้ายแรงของพืช
ชนิ ดนี้  (Alex, 1991; Rajan et al., 1986; Usha et 
al., 2009) จากการศึกษาครั้งนี้ วิธีตรวจหาปริมาณ 
cyanide ในเลือดโคด้วยเทคนิค microdiffusion 
spectrophotometry ที่ได้พัฒนาขึ้น สามารถตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณของ cyanide ในเลือดเพื่อบ่งบอกถึง
ระดับความเป็นพิษได้ โดยสามารถตรวจจากตัวอย่าง
เลือดโคที่ก าลังแสดงอาการป่วย หรือจากตัวอย่าง
เลือดโคที่เสียชีวิตใหม่ๆ ซึ่งจะช่วยให้สามารถยืนยัน
การวินิจฉัยโรคได้ อย่างไรก็ตามตัวอย่างส่งตรวจควร
ส่งมาตรวจที่ห้องปฏิบัติการให้ เร็วที่สุด หากไม่
สามารถท าได้ควรเก็บรักษาสภาพตัวอย่างเลือดไว้ที่
อุณหภูมิ 4 ºC และควรส่งตัวอย่างให้เร็วที่สุดภายใน 
1-2 วัน (Ballantyne, 1987) ทั้ งนี้ เป็นการเตรียม
ความพร้อมของห้องปฏิบัติการพิษวิทยาให้ทันต่อ

สถานการณ์ และแก้ปัญหาที่อาจเกิดขึ้นจากการได้รับ
สารพิษชนิดนี้ได้ต่อไปในอนาคต 
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การตรวจหาตัวบ่งชี้ทางพันธุกรรมของเชื้อรา  Aspergillus flavus ที่สร้าง 

อะฟลาทอกซิน B1 จากตัวอย่างข้าวโพดอาหารสัตว์ด้วยเทคนิค Loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) 
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บทคัดย่อ: การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในข้าวโพดอาหารสัตว์ซ่ึงเป็นหนึ่งในผลผลิตทางการเกษตรนับเป็นปัญหาส าคัญที่เกิดขึ้นทั่วโลกโดยเฉพาะใน
เขตร้อนชื้นเช่นประเทศไทย การศึกษาครั้งนี้น าตัวอย่างข้าวโพดที่มีการติดเชื้อราตามธรรมชาติมาเพาะเลี้ยง และพิสูจน์เชื้อ Aspergillus flavus 
โดยการตรวจหายีน ITS, Beta-tubulin and calmodulin genes ด้วยปฏิกิริยาพอลีมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR ) ร่วมกับพิสูจน์
เชื้อ A. flavus ชนิดที่สามารถสร้างอะฟลาทอกซินB1 (AFB1) โดยการตรวจหายีนสี่ชนิดคือ Ver1, Omt1, Nor1, aflR ซ่ึงเป็นยีนที่ควบคุมการ
สร้าง AFB1 ด้วยวิธี PCR และตรวจยืนยันการสร้าง AFB1 จากเช้ือที่แยกได้โดยตรงด้วยวิธี high performance liquid chromatography (HPLC) 
จากนั้นน าเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซ่ึงใช้ในการเพิ่มขยายและตรวจหายีนเป้าหมายมาทดสอบในเชื้อราที่
แยกได้ โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนทั้งสี่ชนิดดังกล่าว และใช้สารฟลูออเรสเซนต์ calcein เติมก่อนการเพิ่มปริมาณยีน พบว่าสภาวะที่เหมาะสม

ของปฏิกิริยา LAMP คือ การใช้อุณหภูมิคงที่ 65C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า มีความแตกต่างของสี
อย่างชัดเจนระหว่างผลบวกและผลลบ โดยภายใต้แสงธรรมชาติผลบวกให้สีเหลืองและผลลบให้สีส้ม ส่วนภายใต้แสง UV ผลบวกจะเรืองแสงสีเขียว 
วิธีนี้มีความไวในการตรวจที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 10 -6 (89 pg/µl) ส่วนวิธี PCR มีความไวในการตรวจที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 10 -5 (0.0089 ng/µl) 
สามารถตรวจยืนยันผลผลิตจาก LAMP โดยการท า agarose gel electrophoresis ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 จากนั้นน าเทคนิค LAMP นี้ไปใช้ใน
การตรวจข้าวโพดอาหารสัตว์ที่เก็บจากฟาร์มของเกษตรกรจ านวน 50 ตัวอย่าง พบผลบวก 18 ตัวอย่าง (36%)  ผลลบ 32 ตัวอย่าง (64%) โดยมี
ความจ าเพาะร้อยละ 100 เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี multiplex PCR นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างผลของ LAMP กับการตรวจ
วิเคราะห์ AFB1 ด้วยวิธี HPLC โดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เพียร์สันพบว่ามีความสัมพันธ์ทางบวกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (r = 0.83, P<0.05) 
แสดงว่าตัวอย่างข้าวโพดที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค LAMP มีความเสี่ยงสูงที่จะมีโอกาสปนเปื้อน AFB1 ดังนั้นเทคนิค LAMP ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้
สามารถตรวจหาตัวบ่งชี้ทางพันธุกรรมของเชื้อ  A. flavus ที่สร้าง AFB1 จากตัวอย่างข้าวโพด โดยเป็นวิธีที่ง่ายและรวดเร็ว มีความไวและ
ความจ าเพาะสูง สามารถน าไปใช้เป็นวิธีการทดสอบความเป็นไปได้และความเส่ียงของการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินจากอาหารในปศุสัตว์ได้ 
 
ค าส าคัญ: อะฟลาทอกซิน B1 Aspergillus flavus ข้าวโพด Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ยีนที่ควบคุมการสร้างอะฟลา
ทอกซิน B1 
#ผู้รับผิดชอบบทความ สัตวแพทย์มหานครสาร. 2559. 11(2): 141-158. 
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Abstract: Aflatoxin contamination in maize feed, one of several agriculture crops grown for livestock feeding, is 
still a problem throughout the world mainly under hot and humid weather conditions like Thailand. In this study 
Aspergillus flavus (A. flavus), the key fungus for aflatoxin production especially aflatoxin B1 (AFB1), isolated from 
naturally infected maize were identified and characterized according to colony morphology and PCR detected 

on ITS, β-tubulin and calmodulin genes. The isolates were analysed for the presence of four aflatoxigenic 
biosynthesis genes in relation to their capability to produce AFB1, Ver1, Omt1, Nor1, and aflR. AFB1 production 
of the isolates was then confirmed using high performance liquid chromatography (HPLC) technique. A loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) was applied as an innovative technique for rapid detection of target 

nucleic acid. The reaction condition was optimized at 65C for 60 min and calcein fluorescent reagent was added 
before amplification. The LAMP results showed clear differences between positive and negative reactions in end 
point analysis under daylight and UV light by the naked eye. In daylight, the samples with AFB1 producing A. 
flavus genes developed a yellow color, but those without the genes retained the orange color. When excited 
with UV light, the positive samples become visible by bright green fluorescence. LAMP reactions were positive 
after addition of purified target DNA until dilutions of 10-6 (89 pg/µl) whereas PCR reactions were positive after 
addition of purified target DNA until dilutions of 10-5 (0.0089 ng/µl). The reaction products were then confirmed 
and visualized with 1% agarose gel electrophoresis. To test the LAMP utility, 50 maize samples were collected 
from livestock farms and tested for the presence of four aflatoxigenic biosynthesis genes. The results were 
positive in 18 samples (36%) but negative in 32 samples (64%). All of the samples were rechecked by multiplex 
PCR and the results were the same as LAMP, indicating 100% specificity. Additionally, when assessing LAMP 
results with the HPLC aflatoxin analysis results using correlation coefficient, there was a significant correlation 
between the two methods (r = 0.83, P<0.05) which suggested that positive maize samples were likely to be a 
high- risk feed. In conclusion, the LAMP technique in this study can provide a simple and rapid approach for 
detecting AFB1 producing A. flavus genes from maize and appeared to be a promising tool for the prediction of 
potential aflatoxigenic risk in livestock feedings. 
 
Keywords: Aflatoxin B1, Aspergillus flavus, maize, Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), 
Aflatoxigenic biosynthesis genes 
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Introduction 
Aspergillus flavus (A. flavus) is one of 

the major producers of the well-known 
carcinogenic aflatoxins.  Based on their 
fluorescence under UV-light (blue or green), 
the four major aflatoxins are call aflatoxin B1 
(AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) and G2 (AFG2) 
(Squire, 1981). Not all strains of A. flavus are 
aflatoxin-producing, several strains are non-
toxigenic because aflatoxin synthesis may 
become unstable in these fungi (Bennett and 
Christensen, 1983; Rodrigues et al., 2007). 
Aflatoxin-producing strains of A. flavus can 
produce AFB1 and AFB2 (Horn and Corner, 
1999).  Among them, AFB1 is of great concern 
because of its toxic effects such as 
carcinogenicity and immunosuppression in 
human and animal. Contamination by AFB1 
can occur in several agricultural products and 
commonly found in maize. AFB1 production 
on maize feed appeared to be greatly 
influenced by environment under hot and 
humid weather conditions and it may cause 
serious consequences to animal health 
(Hussein and Brasel, 2001). Several reports 
have shown the impact of AFB1 on animal 
health including pigs (Harvey et al, 1989; 
Lindemann et al., 1993), poultry birds (Espada 
et al., 1992) and dairy cows (Fink-gremmels., 
2008). 

Analytical methods for detection of 
aflatoxin contamination in food and 

feedstuffs have been carried out including 
thin-layer chromatography (TLC), 
immunochemical methods and high-
performance liquid chromatography (HPLC). 
One of the major chromatographic methods 
used for determination of AFB1 is HPLC. The 
HPLC technique makes use of a stationary 
phase and a mobile phase which flow 
through the solid absorbent. While HPLC is 
considered the gold standard for AFB1 
analysis, it requires expertise, extensive 
sample preparation and expensive 
equipment (Wacoo et al., 2014). 

Conventional methods used to 
distinguish between aflatoxin producing and 
non-aflatoxin producing strains of A. flavus 
are based on cultural and analytical methods 
(Bennett and Papa, 1988; Hamed et al., 2004). 
These methods are time-consuming, labor-
intensive and need the expertise of 
mycologists to avoid misidentification. To 
date, molecular methods have been 
introduced as a powerful tool for detecting 
and identifying aflatoxin producing strains of 
A. flavus (Shapira et al., 1996). Recently, it has 
been demonstrated that 25 identified genes 
clustered in 70 Kb DNA regions in the 
chromosome of aflatoxin producing strains of 
A. flavus are involved in the biosynthetic 
pathway of AFB1 and the sequences of these 
genes appear to be highly conserved in A. 
flavus (Yu et al., 2004). Therefore, PCR 
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detection of aflatoxin biosynthetic gene 
presence has been used as a diagnostic tool 
for aflatoxin producing strains of A. flavus 
(Giesen, 1998; Levin, 2012). However, it needs 
sophisticated instruments like thermal cycler 
to maintain different temperature and a long 
detection period. These limitations affect 
their applications to use in the low-
technology laboratory. 

Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) was originally described 
as a specific, rapid and cost-effective method 
by Notomi et al. (2000). This novel nucleic 
acid amplification method relies on auto 
cycling strand displacement DNA synthesis 
performed by the Bst DNA polymerase. All 
reactions can be conducted under isothermal 
conditions ranging from 60 to 65 Cº. The 
specificity of the reaction is very high because 
it uses four primers recognizing six distinct 
regions on the target DNA. The amplification 
products are stem-loop DNA structures with 
several inverted repeats of the target and 
cauliflower-like structures with multiple 
loops and can be detected by visual 
assessment of turbidity or fluorescence of the 
reaction mixture (Mori et al., 2001). 

For these reasons, LAMP has been used 
as a powerful tool for the detection of 
bacteria (Iwamoto et al., 2003; Zhuang et al., 
2014), virus (Zhou et al., 2011; Zhang et al., 
2011) and parasites (Kuboki et al., 2003; Ikadai 

et al., 2004) but only few application of LAMP 
have been used for detecting and identifying 
mycotoxin producing fungi (Niessen et al., 
2013). The aim of this study was to apply 
LAMP technique for the detection of AFB1 
producing A. flavus genes in maize feed 
samples collected from livestock farms, and 
compared its sensitivity and specificity with 
results from PCR. The correlation between 
LAMP and HPLC aflatoxin analysis results 
were assessed using correlation coefficient. 

 
Materials and methods 

Fungal isolation and identification: 
1) Media and culture conditions  

A. flavus tested in this study were 
isolated from five naturally infected samples 
selected from contaminated stored maize. 
They were directly cultured on Petri dishes 
containing Yeast Extract Sucrose (YES) Agar. 
Petri dishes were incubated at 25° C for 7 days 
at pH 7. Macromorphological observation of 
fungal colonies was done based on the study 
of Varga et al. (2011). 

 
2) Aflatoxigenic ability of the isolates   

For the determination of AFB1 
production in YES agar, aflatoxin extraction 
was carried out as follows. After incubation, 
the entire culture was blended and extracted 
with 100 mL of 80% methanol. The extraction 
solution was filtered through a glass micro 
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fiber filter (VICAM, Milford, MA, USA). Two mL 
of the filtered extraction from YES agar were 
applied to the immunoaffinity cleanup 
column AflaTest (VICAM, Milford, MA, USA). 
Then, the column was washed by 5 mL of 
distilled water for two times and aflatoxins 
were eluted with 1 mL of methanol. The 
eluted extract was dried under gentle air 
stream and the residue redissolved in 0.25 mL 
of HPLC mobile phase. AFB1 was determined 
by HPLC/fluorescence detector set at an 
excitation wavelength of 365 nm and an 
emission wavelength of 435 nm (Agilent 100 
Series, Agilent Technology, Santa Clara, CA, 
USA). 

 
3) Multiplex PCR analysis of fungal isolates 

The purified fungal genomic DNA was 
extracted using DNA extraction kit (Biotech 
rabbit GmbH, Neuendorf str. 24a 16761 
Hennigsdorf, Germany) according to the 
manufacturer’s instructions. DNA samples 
were resuspended in 100 µl of sterile distilled 
water at a concentration of 5 ng µL-1. 

For multiplex PCR analysis of A. 

flavus, amplification of a part of the ITS, β-
tubulin and calmodulin genes were 
performed using the primer sets as shown in 
Table 1. Each multiplex PCR reaction 
contained 10 ng of template DNA, 12.5µl of 
1X multiplex PCR, 1µM of forward and reverse 
primers and 25 µl of final volume. Thermal 

cycling conditions were: initial denaturation 
temperature of 95°C for 5 minutes, followed 
by 30 cycles of denaturation temperature of 
95°C for 30 seconds, annealing at 55°C for 30 
seconds, and extension at 72° C for 30 
seconds. Final DNA extension was at 72°C for 
10 minutes and then 4°C was set at the 
holding temperature for storage.  

 
4) Multiplex PCR analysis of Aflatoxin B1 
producing strain of fungal isolate 

Multiplex PCR assay for direct 
identification of pure culture of aflatoxin-
producing A. flavus was carried out for four 
genes (Ver1, Omt1, Nor1 and aflR) as these 
genes are considered as indicators of AFB1 
production (Shapira et al., 1996, Farber et al., 
1997 and Rahimi et al., 2008). The primers 
used for multiplex PCR detection of the four 
genes are shown in Table 2. 

Multiplex PCR reaction conditions were 
optimized with a 10 µL reaction mixture 
containing 1 unit of Taq polymerase, 0.6 µM 
of each published forward and reverse 
primers, 0.2 µM dNTP solution mix, 1 µL 10x 
buffer with 20 mM MgCl2, and 1 µL of DNA 
template of aflatoxin-producing A. flavus 
(DNA template from AFB1 nonproducing 
strain of A. flavus which was isolated from this 
study and water were used as negative 
control). Thermal cycling conditions were: 
initial denaturation temperature of 95°C for 5 
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minutes, followed by 30 cycles of 
denaturation temperature of 95°C for 30 
seconds, annealing at 65 °C for 30 seconds 
and extension at 72 °C for 30 seconds. Final 
DNA extension was at 72°C for 10 minutes, 
then 4 °C was set at the holding temperature 
for storage. PCR products were viewed using 
agarose gel electrophoresis at 1% gel 
concentration.  

 
5) LAMP reaction solution and 
optimization 

LAMP assay for direct identification of 
pure culture of AFB1 producing A. flavus was 
tested.  We used primer sets designed by 
Nagamine et al. (2002) with the nucleic acid 
sequences as shown in Table 3.  
The LAMP assay was carried out in a total of 
25 µl reaction mixture.  The reaction solution 
was modified from the protocol outlined by 
Niessen and Vogel (2010). It contained 2.5 µl 

of 10X Thermopol buffer, 2 µl of primer mix 
(10µM of FIP, BIP, F3, B3, LoopF and LoopB 
primer), 6mM MgSO4, 0.4mM Betaine, 1mM of 
dNTP, 1.5 µl of calcein, 8U Bst DNA 
polymerase and DNA template of AFB1 
producing A. flavus. DNA template from AFB1 
non-producing strain of A. flavus and water 
were used as negative control. The reaction 
mixture was incubated in a Thermoblock at 
60 ºC - 65ºC for 1 h.  

Assay sensitivity (limit of detection) was 
determined by using 10-fold serial dilutions of 
the total genomic DNA of AFB1 producing 
strain of A. flavus ranging from 10-1 to 10-7 
were prepared and amplified with the four 
gene sets of primers as described above. The 
experiments were repeated three times. 
Detection limits were defined as the lowest 
concentrations that tested positive in all 
three repeats. 

 

Table 1 The primer sets for detection of Aspergillus flavus 
Genes Primer pair Primer sequence (5’>3’) References 

Internal Transcribe spacer ITS1 
ITS2 
V9G 

LS266 

TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
TTA CGT CCC TGC CCT TTG TA 

GCA TTC CCA AAC AAC TGC ACT C 

White et al., 1990 
White et al., 1990 
Masclaux et al., 1995 
Masclaux et al., 1995 

β-tubulin     (Ben A) Bt2a 
Bt2b 

GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 
ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 

Glass & Donaldson., 1995 
Glass & Donaldson., 1995 

Calmodulin (CaM) CMD5 
CMD6 
CF1 
CF4 

CCG AGT ACA AGG ARG CCT TC 
CCG ATR GAG GTC ATR ACG TGG 
GCC GAC TCT TTG ACY GAR GAR 
TTT YTG CAT CAT RAG YTG GAC 

Hong et al., 2005 
Hong et al., 2005 
Peterson et al., 2005 
Peterson et al., 2005 
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Table 2 PCR primers used for the four genes involved in aflatoxin B1 biosynthesis 
Primer pair Gene Primer sequences (5’>3’) Optimal 

Annealing 
Temp. (ºC) 

PCR 
product 
size (bp) 

References 

VER-F 
VER-R 

Ver-1 ATGTCGGATAATCACCGTTTAGATGGC 
CGAAAAGCGCCACCATCCACCCCAATG 

65 895 Shapira et al., 1996 

OMT-F 
OMT-R 

Omt-1 GGCCCGGTTCCTTGGCTCCTAAGC 
CGCCCCAGTGAGACCCTTCCTCG 

65 1024 Shapira et al., 1996 

Nor-F 
Nor-R 

Nor-1 ACCCGTACGCCGGCACTCTCGGCAC 
GTTGGCCGCCAGCTTCGACACTCCG 

65 400 Farber et al., 1997 

aflR-F 
aflR-R 

aflR CGCGCTCCCAGTCCCCTTGATT 
CTTGTTCCCCGAGATGACCA 

65 630 Rahimi et al., 2008 

 
Table 3 Loop-mediated isothermal amplification primers for the detection of Aflatoxin B1 
used in this study 

Primer sets Primer sequences (5’>3’) Reference 

FIP-Afla 
BIP-Afla 
F3-Afla 
B3-Afla 
LoopF-Afla 
LoopB-Afla 

TAGACCTGCTTGAGCACGCCATGAGGGAGGCTGGTATCC 
AGGTCAGCAAGGGCAACATCCGGCCCAGGAGTAGTCGATAG 

ACCGCTGTTGCTAAGAACAA 
TTACGGACGAGACCGAGC 

ATGTCCTCAAAGGTCTCGGG 
GAGCCTGTTCCCCCTAAGAT 

Nagamine et al., 2002 

6) Observation of LAMP products 
Lamp amplified products were 

analyzed by electrophoresis on 1% agarose 
gels and photography. 
 
Maize sample analysis: 
1) LAMP assay in spiked maize and maize 
samples 

Fifty samples of maize feed were 
collected from various livestock farms. Spike 
maize samples were inoculated by immerge 

in suspension of AFB1 producing A. flavus for 
3 days and then used as a positive controls 
whereas maize samples without AFB1 
producing A. flavus as well as water were 
used as negative controls). DNA extraction 
was performed by the same method as 
above. 

LAMP reactions for the presence of four 
aflatoxigenic biosynthesis genes also were 
performed by the same method described 
above.  
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2) Multiplex PCR analysis  
DNA extraction from the same maize 

samples used for LAMP assay, with and 
without inoculation with AFB1 producing A. 
flavus were performed by multiplex PCR 
using the same method as described above. 

 
3) HPLC analytical method for detection 
of  AFB1 

Maize samples were finely ground using 
a household electric grinder and the ground 
samples were subjected to solvent extraction 
with 100 mL of 70% methanol. The extraction 
solution was filtered through a glass micro 
fiber filter (VICAM, Milford, MA, USA). Two mL 
of the filtered extraction were applied to the 
immunoaffinity clean up column AflaTest 
(VICAM, Milford, MA, USA). The column was 
then washed with 5 mL of distilled water for 
two times and aflatoxins were eluted with 1 
mL of methanol. The eluted extract was dried 
under gentle air stream and the residue re-
dissolved in 0.25 mL of HPLC mobile phase. 
AFB1 was determined by HPLC/fluorescent 
detector set at an excitation wavelength of 
365 nm and the emission wavelength of 435 
nm (Agilent 100 Series, Agilent Technology, 
Santa Clara, CA, USA). 

 
4) Statistical  analysis: 

Statistical analysis of the relationship 
between LAMP and HPLC results in 50 maize 

samples was done using IBM SPSS Statistic 
(ver. 22, NIDA, Thailand). 

 
Results 

Cultural and morphological observations: 
The fungal colonies on YES agar were 

grown well, appeared after 2-4 days and 
mostly reached all plate within 7 days as 
shown in Fig. 1. The colonies were first white 
and rapidly became typical yellow-green 
colonies of A. flavus (Varga et al., 2011). 
 

 
 
 
 
 

Fig. 1 Characteristic white and yellow-green 
color change by fungal colonies on Yeast 
Extract Sucrose (YES) agar 
 
Aflatoxin B1 production of the fungal 
colonies 

The chemical analysis by HPLC 
revealed that the fungal colonies in this study 
were able to produce AFB1. 

 
Multiplex PCR identification of Aflatoxin 
B1 producing strain of fungal isolate 

The yellow-green colony was 
identified as AFB1 producing A. flavus 
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whereas the white colony was identified as 
non-AFB1 producing A. flavus. 

 
PCR identification of the fungal isolates 
Multiplex PCR identification of Aflatoxin B1 
producing strain of fungal isolate 

The yellow-green colony was identified 
as AFB1 producing A. flavus whereas the 
white colony was identified as non-AFB1 
producing A. flavus. 
 

 
Fig. 2 PCR product of ITS, β-tubulin and calmodulin 
genes of A. flavus were amplified. M: DNA size 
marker; Lane1-2; The white colony of fungal 
isolates; Lane 3-7; the yellow-green colony of fungal 
isolates. 

 

 
 

Fig. 3 PCR products of Omt1, Ver1, aflR and Nor1 were 
amplified. M: DNA size marker; W: water; NC: buffer and 
water; Non1, Non2: the white colony of fungal isolate; 
PC: the green colony of fungal isolates. 

Multiplex PCR identification of the fungal 
isolates 

 
Fig. 4 Multiplex PCR reactions were positive after 
addition of purified target DNA until dilutions of 10-5 
(0.0089 ng/µl) 

Fig. 5 (A) The LAMP positive result showed yellow 
color and the negative result showed orange color 
in daylight. (B) The LAMP positive result showed 
bright green color under UV light. Negative control 
(NC) = the tube without DNA template, Positive 
control (PC) = tube with AFB1 producing A. flavus, 
Non = tube with non AFB1 producing A. flavus. 
 
 
 

500 bp 

1000 bp 

2000 

bp 

250 bp 

750 bp ITS  1185 bp 

Calmodulin  700 

bp 

β - Tubulin 1875 

 M      1     2      3      4      5     6     

7 

       NC              PC              Non 
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LAMP results of pure culture 
The LAMP results showed clear 

differences between positive and negative 
reactions in end point analysis under daylight 
and UV light by the naked eye as shown in 
Fig. 5 

Fig. 6 LAMP reactions were positive after 
addition of purified target DNA until dilutions 
of 10 -6 (89 pg/µl). A = under daylight, B= 
under UV light. 

 

Fig. 7 Electrophoresis analysis of LAMP 
products of pure culture. Left to right: lane M, 
DNA size marker; lane NC, negative control 
(water); lane PC, positive sample; lane Non, 
non-AFB1 producing A. flavus 
 
 

Fig. 8 LAMP results of maize samples: No. 1= 
water; No 2= negative control maize sample 
No.3 = spiked maize sample; No. 4, 5 and 6: 
positive results (yellow color) and No. 7, 8 
and 9: negative results (orange color) under 
daylight 

Fig. 9 Electrophoresis analysis of LAMP 
products of maize samples. Left to right: lane 
M = DNA size marker; lane NC= water, lane 1= 
Spiked maize samples 2, 3, 4 = positive 
sample; lane5, 6, 7=negative maize sample 
 

Assessment of the results obtained with 
LAMP assays and HPLC analysis using 
Pearson’s correlation coefficient showed that 
the correlation coefficient (r) equals 0.83, 
indicating a strong relationship between the 
two methods (r = 0.83, P<0.05). 
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Table 4 LAMP and multiplex PCR detection 
of four aflatoxin B1 biosynthesis genes and 
HPLC detection of aflatoxin B1 in 50 maize 
samples 

No. Samples LAMP PCR  HPLC 

1 A1 - - - 
2 A2 - - - 
3 A3 - - - 
4 A4 + + + 
5 B1 + + + 
6 B2 - - - 
7 B3 - - - 
8 B4 - - - 
9 B5 + + + 
10 C1 - - - 
11 C2 - - - 
12 C3 - - - 
13 C4 - - - 
14 D1 - - - 
15 D2 + + + 
16 D3 + + + 
17 D4 + + - 
18 E1 + + - 
19 E2 + + + 
20 E3 + + + 
21 E4 - - - 
22 F1 - - - 
23 F2 - - - 
24 F3 + + + 
25 F4 + + + 
26 G1 + + - 
27 G2 - - - 
28 G3 - - - 
29 G4 - - - 
30 H1 - - - 
31 H2 - - - 
32 H3 - - - 
33 H4 + + + 
34 I1 + + + 
35 I2 - - - 
36 I3 - - - 
37 I4 - - - 

No. Samples LAMP PCR  HPLC 

38 J1 + + + 
39 J2 - - - 
40 J3 - - - 
41 J4 - - - 
42 K1 - - - 
43 K2 - - - 
44 K3 - - - 
45 K4 + + + 
46 L1 + + + 
47 L2 + + - 
48 L3 - - - 
49 L4 - - - 
50 L5 - - - 

+: positive; -: negative. 
A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K and L represented different 
livestock farms. 

 
Discussion 

In this study, a range of methods was 
used to detect aflatoxigenic A. flavus 
including cultural, analytical and molecular 
methods. The identification of A. flavus is 
complicated because of the similarities of 
morphological characters with A. parasiticus 
and other closely related species (Klich and 
Pitt, 1988). According to Gqaleni et al. (1996) 
YES agar is a great medium for the 
biosynthesis of AFB1. For this reason, YES agar 
was selected to culture the aflatoxigenic 
potential of A. flavus. To identify the toxin 
production, the culture was directly extracted 
and AFB1 was identified by HPLC. Thus, the 
result of this study suggested that the use of 
YES agar at 25 ºC, at pH of 7 and with an 
incubation period time of 7 days was suitable 
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to detect the aflatoxigenic potential of A. 
flavus. However, differentiation of aflatoxin 
producing and non-aflatoxin producing strains 
of A. flavus is very important because 
conventional methods like cultural and 
analytical methods are not entirely reliable 
(Criseo et al., 2001). Furthermore, these 
methods are time-consuming, require 
facilities and sometimes they fail to detect 
some aflatoxin producing strains because 
instability of aflatoxin production may occur 
in certain toxigenic strains growing in culture 
media (Abarca et al., 1988). Therefore, 
multiplex PCR method using three genes 

(Table 1) ITS, β-tubulin and calmodulin for 
different target regions is an alternative 
approach to confirm A. flavus (Shapira et al., 
1996; Haugland et al., 2002). 

The successful amplification of the 
three genes (Fig. 2) can be used for species 
identification but do not confirm aflatoxin 
production. For this reason, multiplex PCR 
has been used for distinguishing aflatoxin 
producing and non-aflatoxin producing A. 
flavus by targeting one or several genes in 
AFB1 biosynthesis (Levin, 2012; Yin et al., 
2009). In the present study, the use of 
multiplex PCR with four sets of primers (Table 
2) to amplify AFB1 biosynthetic genes, Ver1, 
Omt1, Nor1 and aflR was performed in pure 
culture of aflatoxin producing and non-
aflatoxin producing A. flavus. The result 

demonstrated that multiplex PCR assay with 
aflatoxin producing isolate exhibited the 
complete sets of genes whereas the non-
aflatoxin producing isolate lacked the PCR 
products (Fig. 3). Here LAMP assay for direct 
identification of pure cultures of aflatoxin 
producing A. flavus were tested and 
accomplished using the primer set given in 
Table 3. The reaction condition was 

optimized at 65C for 60 min.  The addition 
of calcein fluorescent reagent before the 
LAMP reaction enhanced the determination 
of a positive result. Calcein is a colorimetric 
indicator which the color gradually changes 
from orange to yellow or green color. Thus, 
instead of inspection the white turbidity 
resulted from magnesium pyrophosphate 
accumulation, the clear difference color 
between positive and negative reactions to 
the LAMP results in end point analysis could 
successfully make a distinction between 
infected samples and negative ones. 
Interestingly, LAMP can produce reliable 
product even under lower DNA concentration 
(10-6 dilution or more). 

Maize is prone to infection by A. flavus 
and contamination with aflatoxins (Medina, 
2004). The samples of naturally contaminated 
maize feed were analyzed during the current 
study. All samples were collected from various 
livestock farms and tested for the presence of 
the four AFB1 biosynthesis genes using LAMP 
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and multiplex PCR together with data on 
presence or absence of AFB1 by HPLC in 
corresponding samples. Results given in Table 
4 showed aflatoxin producing A. flavus was 
presented in 18 out of 50 samples (36%). 
Thirty-two of the samples (64%) were found to 
be uninfected. The samples that showed 
positive by LAMP also showed positive by 
multiplex PCR, indicating 100% specificity 
when compare LAMP to multiplex PCR. The 
results from this study showed that LAMP 
tested in both pure cultures and in naturally 
contaminated maize samples can be 
complete within 60 min with about 0.0089 
ng/µl DNA concentration while multiplex PCR 
needed at least 3 hr with about 89 pg/µl DNA 
concentration to complete the reaction. In 
Addition, when assessing LAMP results with the 
HPLC–based aflatoxin analysis results using 
Pearson’s correlation coefficient,  there was a 
significant correlation between the two 
methods (r= 0.83, P<0.05) which suggested 
that positive maize samples were likely to be 
a high- risk feed. The study by Abdel-Hadi et 
al. (2010) also showed that there was a good 
correlation between the expression of 
aflatoxin biosynthetic genes and AFB1 
production and the study by Priyanka et al. 
(2012) showed that the aflatoxin biosynthetic 
gene (Nor1) detection matched with the HPLC 
analysis unequivocally. However, it was 
observed that four maize samples (D4, E1, G1, 

L2) with the presence of the complete set of 
four genes did not produce AFB1. It is likely 
that environmental factors including 
temperature, pH and water stress condition 
have a significant impact on AFB1 biosynthetic 
gene expression and aflatoxin production in 
maize (Medina et al., 2014). 

The two assays, LAMP and multiplex 
PCR, had enough potential to make 
differentiation and detect infected samples. 
Other recent studies using LAMP also showed 
it to be more effective than multiplex PCR in 
detecting fungi in contamination of agricultural 
crops (Jiufeng et al., 2010; Adb-Elsalam et al., 
2011; Ghosh et al., 2015). The results of this 
study suggested that LAMP technique, without 
the dedicated equipment like multiplex PCR 
and the need to confirm amplification 
products, proved to be much more useful as 
some factors including time, safety, cost and 
sensitivity were taken into account. It also 
suggested that LAMP can be used as an 
alternative method for the detection of AFB1 
producing A. flavus in maize feed. It may 
become a promising tool in the prediction of 
a potential aflatoxin risk at an early stage in 
various types of food and feed   sample. 
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บทคัดย่อ: Mast cell tumor เป็นเน้ืองอกที่พบได้บ่อยในผิวหนังของสุนัข ลักษณะที่ปรากฏและพฤติกรรม

ของเน้ืองอกมีความแปรผันจึงทําให้ยากต่อการรักษา การวินิจฉัย mast cell tumor ด้วยการตรวจเซลล์และ

ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยานั้นทําได้โดยการตรวจดูลักษณะรูปร่างและการติดสีของเซลล์เป็นหลัก นอกจากนี้
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เน้ือเย่ือด้วยสีพิเศษและการทดสอบปฏิกิริยาทางเคมีของเอ็นไซม์ที่มีความจําเพาะเจาะจง อย่างไรก็ตามเน้ือ

งอกที่มีพัฒนาการของเซลล์น้อยมากนั้นยังยากต่อการจําแนกชนิดของเซลล์ และมักทําให้เกิดความสับสนกับ

เน้ืองอกในกลุ่ม round cell tumor ชนิดอ่ืนที่มีรูปร่างคล้ายกัน การวินิจฉัยจึงอาจผิดพลาดได้ เทคนิค
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ถูกนํามาใช้เพ่ือประกอบการวินิจฉัยและการพยากรณ์โรคเน้ืองอก บทความนี้ทบทวนลักษณะ mast cell 

tumor ในผิวหนังสุนัข รวมทั้งการย้อมเนื้อเย่ือด้วยเทคนิคฮีสโตเคมีและอิมมูโนฮีสโตเคมีชนิดต่างๆ ซึ่งสามารถ

นํามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยและการพยากรณ์โรค ซึ่งเมื่อนํามาประกอบกับข้อมูลทางคลินิกและตัวบ่งช้ีอ่ืนๆ 

จะช่วยให้การวินิจฉัยและพยากรณ์โรคมีความแม่นยํามากขึ้น ส่งผลต่อการวางแผนการรักษาและการเฝ้าระวัง
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Abstract: Mast cell tumors are the most common skin tumors of dog. Their appearance and 

biological behavior are variable, leading to frequent failure in treatment. Most mast cell tumors 

are routinely diagnosed by cytological and histological examination base on their 

morphological and staining characteristics. Others histochemical staining can give more 

information about their specific staining and enzyme activity. However, poorly differentiated 

mast cell tumors can be confused with other round cell tumors. Misdiagnosis and failure to 

identify the tumors might be circumstance. Immunohistochemistry has been used as an 

adjunct in the diagnosis and prognosis of neoplasms, including mast cell tumors. This article 

reviews the features of canine cutaneous mast cell tumors, as well as various histochemical 

and immunohistochemical stains used for their capability to diagnosis and prognosis. Together 
with clinical information and other prognostic indicators, these will support treatment planning 

and tumor monitoring properly. 
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บทนํา 

Mast cell จัดเป็นเซลล์ของเน้ือเย่ือเก่ียวพันที่

พบกระจายอยู่ทั่วไปในร่างกายโดยเฉพาะบริเวณ

รอบๆ หลอดเลือด หลอดนํ้าเหลือง เส้นประสาท 

ระบบขับถ่ายปัสสาวะและสืบพันธ์ุ ระบบทางเดิน

อาหาร ระบบทางเดินหายใจ และผิวหนัง ซึ่งเป็น

บริ เวณรอยต่อกับสิ่ งแวดล้อมภายนอกร่างกาย 

(Abraham and Malaviya, 1997; Metcalfe, 1997) 

ในสุนัขพบมากในผิวหนัง ปอด ระบบทางเดินอาหาร

และตับ (O’ Keefe, 1990) mast cell กําเนิดมาจาก 

CD34 progenitor cells ในไขกระดูก เมื่อถูกปล่อย

จากไขกระดูกออกมาสู่ เ น้ือเ ย่ือแล้วจึง เ กิดการ

เปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ที่เจริญเต็มวัย (Kitamura and 

Fujita,1989) เซลล์มีบทบาทสําคัญเก่ียวข้องกับการ
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อักเสบ กลไกการป้องกันตัวของร่างกายโดยเฉพาะ

การแพ้ (allergy) และภาวะภูมิแพ้ (anaphylaxis) 

ซึ่งภาวะดังกล่าวเกิดจากฤทธ์ิของสารที่บรรจุอยู่ใน

แกรนูลของ mast cell ได้แก่ ฮีสตามีน เฮปาริน ซีโร

โ ท นิ น  proteases ไ ซ โ ต ไ ค น์  eosinophilic 

chemotactic factor แ ล ะ  เ ม ต า โ บ ไ ล ท์ ข อ ง 

arachidonic acid (Prussin and Metcalfe, 2003) 

เซลล์จะถูกกระตุ้นให้หลั่งสารจากปัจจัยต่างๆ อาทิ 
ความร้อน บาดแผล สารพิษ หรือกลไกในระบบ

ภูมิคุ้ม กันของร่างกาย เ ช่น การจับกันระหว่าง 

antigen-specific IgE กั บ  IgE receptor ที่ ผิ ว ของ 

mast cell เป็นต้น (Beaven and Metzger, 1993) 

เมื่ อ ย้ อม  mast cell ด้ วยสี  Romanowsky หรื อ 

Toluidine blue แกร นูลของ เซลล์ จ ะ ติดสี ม่ ว ง 

(metachromasia) เน่ืองจากปฏิกิริยาของสีที่เข้าไป

จับกับเฮปารินซึ่งเป็น proteoglycan ที่พบมากใน

แกรนูลของ mast cell (Huntley, 1992; Bancroft 

and Gamble, 2008) mast cell ในสุนัขแบ่งเป็น 3 

ชนิดย่อย ตามเอ็นไซม์ chymase และ tryptase ซึ่ง

พบจําเพาะในแกรนูลของ mast cell เท่าน้ัน ได้แก่ 

ชนิดที่แกรนูลบรรจุ chymase เพียงอย่างเดียว ชนิด

ที่แกรนูลบรรจุ tryptase เพียงอย่างเดียว และชนิดที่
แกรนูลบรรจุทั้ง chymase และ tryptase ซึ่ง mast 

cell ชนิดสุดท้ายน้ันพบบ่อยที่สุดในผิวหนังสุนัข 

(Kube et al., 1998) โดยบทบาทของ  chymase 

และ tryptase น้ันเก่ียวข้องกับการเหน่ียวนําให้เกิด

การสร้างหลอดเลือด (angiogenesis) ของเน้ืองอก 

(de Souza Junior, 2015) ซึ่งมีผลต่อการเติบโตและ

การพัฒนาของเน้ืองอก 

Mast cell tumor หรือ  mastocytoma จัด

อยู่ในกลุ่มของ round cell tumor เป็นเน้ืองอกที่พบ

ได้ ประมาณร้อยละ 7-25 ของเน้ืองงอกผิวหนังสุนัข 

และพบได้ทุกตําแหน่งของผิวหนัง อย่างไรก็ตาม

สามารถพบเน้ืองอกชนิดน้ีได้ในลําไส้ ตับ และม้าม

ด้วย แต่มีอุบัติการณ์ที่น้อยกว่า อีกชนิดหน่ึงคือ mast 

cell leukemia ซึ่งเป็นกรณีที่พบเกิดขึ้นน้อยมาก

(Dorn et al., 1968; Pakhrin et al., 2007) โ ด ย

ความเสี่ยงของการเกิดเน้ืองอกจะเพ่ิมขึ้นในสุนัข

สูงอายุเฉลี่ยประมาณ 8 ปี นอกจากน้ีพันธ์ุสุนัขยังเป็น

ปัจจัยโน้มนําให้เกิดอุบัติการณ์ของเน้ืองอกเพ่ิมขึ้น
ด้วย ซึ่งพบได้บ่อยในพันธ์ุบ๊อกเซอร์ บอสตันเทอร์เรีย 

บลูด็อก ลาบราดอร์ โกลเด้นรีทรีฟเวอร์ ชาไป่ ป๊ัก 

อย่างไรก็ตามเพศของสุนัขไม่มีความเก่ียวข้องกับ

อุบัติการณ์ของการเกิดเน้ืองอก (Goldschmidt and 

Shofer, 1992) ลักษณะทางชีววิทยาของโรคเนื้องอก 

mast cell มีความแปรผันค่อนข้างสูง ราวร้อยละ 50 

เป็นชนิดเน้ือร้าย ซึ่งอัตราการกลับมาเป็นซ้ํา และ/

หรือแพร่กระจายไปยังต่อมนํ้าเหลืองบริเวณใกล้เคียง

สูงถึงร้อยละ 80 (Simoes et al.,1994) mast cell 

tumor อาจเป็นสาเหตุให้สัตว์เสียชีวิตได้เน่ืองจาก

ความผิดปกติอันเป็นผลกระทบจากปฏิกิริยาของเน้ือ

งอก (paraneoplastic disorder) ได้แก่ ภาวะภูมิแพ้

แบบ anaphylaxis หรือเกิดแผลหลุมและแผลทะลุ

ในกระเพาะอาหารและลําไส้ ซึ่งผลต่อระบบทางเดิน
อาหารพบได้ถึงร้อยละ 80 ของสุนัขที่เป็น mast cell 

tumor ซึ่งเกิดจากฤทธ์ิของฮิสตามีนที่หลั่งมาจาก

เซลล์เน้ืองอก (Howard et al.,1969) อย่างไรก็ตาม

อาการรุนแรงที่อาจทําให้ถึงแก่ชีวิตน้ันมักพบในรายที่

เ ป็น เ น้ือร้ าย  ลักษณะของ  mast cell tumor ที่

ผิวหนังเริ่มต้นมักพบเป็นก้อนเด่ียว ค่อนข้างนุ่ม มัก

ไม่แข็งเป็นไตและยึดติดแน่น low-grade tumor มี

การเจริญเติบโตช้า หากทิ้งไว้นานอาจพัฒนาเป็นเน้ือ

งอกที่มีความร้ายแรงมากข้ึน อาจพบแผลหลุมร่วมกับ

การอักเสบบวมแดงของเนื้องอกและเน้ือเย่ือบริเวณ
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รอบๆ หากเป็นระยะที่มีแพร่การกระจายแล้ว ก้อน

เน้ืองอกจะโตเร็วและขนาดใหญ่ขึ้น มีขอบเขตไม่

ชัดเจน อาจพบตุ่มเล็กๆ กระจายที่ผิวหนังรอบๆ ก้อน

เน้ืองอกขนาดใหญ่ บางรายพบมีเลือดไหลออกมา

จากก้อนเน้ือเหล่าน้ัน (Dobson and Scase, 2007) 

การรักษาโดยการผ่าตัดโดยทั่วไปจะต้องตัดห่างจาก

ก้อนเน้ืออย่างน้อย 3 เซนติเมตร และพิจารณารักษา

ด้วยเคมีบําบัด หรือฉายรังสีร่วมด้วย ในกรณีที่การ
พยากรณ์โรคไม่ดี (Misdrop, 2004) 

การวินิจฉัย mast cell tumor ที่ผิวหนังสุนัข

น้ันนอกจากการตรวจร่างกายทางคลินิกแล้ว ยังต้อง

อาศัยการตรวจเซลล์หรือเน้ือเย่ือทางห้องปฏิบัติการ

ร่วมด้วย เพ่ือวินิจฉัยแยกจากเน้ืองอกผิวหนังชนิดอ่ืน 

โดยเฉพาะเน้ืองอกในกลุ่ม round cell tumor  อาทิ 

lymphoma, plasmacytoma, melanoma, 

histiocytoma แ ล ะ  transmission venereal 

tumor (TVT) ซึ่งมีรูปร่างของเซลล์คล้ายคลึงกัน 

(Duncan and Prasse, 1979) และช่วยในการแยก

กลุ่มของเน้ืองอกว่าเป็นเน้ืองอกธรรมดา (benign 

tumor) หรือเน้ืองอกร้าย (malignant tumor) ซึ่ง

เรียกอีกอย่างหน่ึงว่ามะเร็ง (cancer) ผลการตรวจ

ดังกล่าวมีความสําคัญต่อการวางแผนการรักษาและ
การพยากรณ์โรค เพ่ือประกอบการตัดสินใจของ

นายสัตวแพทย์ผู้ทําการรักษาในการเลือกแนว

ทางการรักษาท่ีเหมาะสม การตรวจวินิจฉัยเซลล์หรือ

เน้ือเย่ือทางห้องปฏิบัติการในเบ้ืองต้นมี 2 วิธี ได้แก่ 

ก า ร ต ร ว จ ท า ง เ ซ ล ล์ วิ ท ย า  (cytological 

examination) และการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา 

(histopathological examination) ซึ่ งแ ต่ละ วิ ธีมี

ข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน แต่วิธีการตรวจทางจุล

พยาธิวิทยาจะให้ข้อมูลในการวินิจฉัยที่สมบูรณ์

มากกว่า  สามารถพยากรณ์โรคและตรวจการ

แพร่กระจายของเน้ืองอกได้ อย่างไรก็ตามการตรวจ

วินิจฉัยโรคเนื้องอกต่างๆ โดยอาศัยการตรวจทั้ง 2 วิธี

ดังกล่าว รวมทั้งการย้อมสีพิเศษ (special stain) ใน

บางกรณีก็ไม่สามารถจําแนกชนิดของเซลล์ได้อย่าง

แน่ ชัด  เ ช่น  เ น้ืองอกที่ มี พัฒนาการ ตํ่า  (poorly 

differentiated tumor) เ ป็ น ต้ น  จึ ง ไ ด้ มี ก า ร ใ ช้

เทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมี (immunohistochemistry) 

มาช่วยในการตรวจวินิจฉัย โดยใช้แอนติบอดีที่มี
ความจําเพาะต่อเซลล์เน้ืองอก นอกจากน้ียังสามารถ

ตรวจสอบตัวบ่งช้ี (indicator) ในการพยากรณ์โรคได้

ด้วย บทความน้ีได้ทบทวนแนวทางการวินิจฉัยและ

การพยากรณ์โรค mast cell tumor ในผิวหนังสุนัข 

ที่มีการใช้ในปัจจุบัน 

 

พยาธิกําเนิดของ mast cell tumor 

สาเหตุของการเกิด mast cell tumor ยังไม่

เป็นที่ทราบแน่ชัด อาจเกิดจากสาเหตุหลายอย่าง

ร่วมกัน (multi-factorial) เช่นเดียวกับการเกิดเน้ือ

งอกชนิดอ่ืนๆ อย่างไรก็ตามมีข้อมูลสนับสนุนว่า

พันธุกรรมมีความเกี่ยวข้องกับการเกิด mast cell 

tumor (Dobson and Scase, 2007) จากการศึกษา

โ ดย  London et al. (1996) พบ ว่ า  stem cell 
factor receptor (KIT) มีบทบาทเก่ียวข้องกับการ

เกิด mast cell tumor ในสุนัข KIT จัดเป็น surface 

growth factor receptor ที่ ป ร า ก ฏ อ ยู่ บ น 

haematopoietic cell และ mast cell ซึ่งถอดรหัส

มาจาก proto-oncogene c-kit (Galli et al., 1994) 

โ ม เ ล กุ ล ป ร ะ ก อบ ด้ ว ย  extracellular ligand-

binding, transmembrane region แ ล ะ 

cytoplasmic tail ซึ่ ง มี  tyrosine kinase activity 

ก า รก ร ะ ตุ้ น  KIT signal transduction pathway 

ส่งผลให้ เ กิดการเ พ่ิมจํานวน  การเจริญเต็มวัย 
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(maturation) การเคล่ือนตัว (migration) และการ

อ ยู่ ร อดขอ ง  haematopoietic stem cells และ 

mast cell (Linnekin et al., 1997; Serve et al., 

1995) ลิแกนต์ของ KIT คือ stem cell factor เป็นที่

รู้จักในนาม steel factor หรือ mast cell growth 

factor (Nocka et al., 1990) จากการศึกษาโดย

นักวิจัยหลายท่านพบการแสดงออก (expression) 

ของ  KIT ทั้ ง ใน  mast cell ปกติและ  mast cell 
tumor ของสุนัข แต่จะพบมากขึ้นใน mast cell 

tumor ช นิด  poorly differentiated (London et 

al., 1996; Morini et al., 2004; Webster et al., 

2006a; Kiupel et al., 2004)  การแสดงออกของ 

KIT ใน mast cell ปกติ และ mast cell tumor ใน

สุนัขที่มีสาเหตุมาจากการกลายพันธ์ุของ c-kit น้ันมี

ความแตกต่างกัน โดยจะพบการแสดงออกของ KIT 

บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ และในไซโทพลาซึม ตามลําดับ 

โดยการแสดงออกของ KIT ในไซโทพลาซึมน้ันพบว่า

มี สั ม พัน ธ์ กับการพยากรณ์ โ รคทางคลิ นิ ก ตํ่ า  

(Webster et al., 2007) มีรายงานการศึกษาต่างๆ 

แสดงให้เห็นว่า mast cell tumor ในสุนัขที่เกิดจาก

การกลายพันธ์ุของ c-kit พบประมาณร้อยละ 15 ถึง 

40 และมีความเก่ียวข้องอย่างมีนัยสําคัญกับการเป็น
เน้ืองอกที่มีความร้ายแรงมากขึ้น การกลายพันธ์ุเกิด

ได้หลากหลายรูปแบบโดยเฉพาะที่ axon 11 รวมทั้ง 

point mutation ต่างๆ และ tandem duplication 

ใ น บ ริ เ ว ณ  juxtamembrane coding region 

(Downing  et al., 2002; Zemke et al., 2002; 

Jones et al., 2004; Riva et al., 2005; Webster 

et al., 2006b) แต่ไม่พบที่บริเวณอ่ืน ซึ่งต่างจากใน

เน้ืองอก mast cell ในคนที่มักพบการกลายพันธ์ุที่ 

c-kit kinase region (Furitsu et al., 1993) จ าก

การศึกษาโดย Gleixner et al. (2007) ซึ่งทดสอบใช้

ยาที่ออกฤทธ์ิเฉพาะต่อ KIT tyrosine receptor ต่อ

เซลล์ไลน์ของ mast cell tumor ของสุนัขและ mast 

cell จากเน้ืองอก   พบว่าสามารถยับย้ังการเพ่ิม

จํานวนของเซลล์ที่ทดสอบได้ แม้ ว่า mast cell 

tumor มากกว่าร้อยละ 60 ที่นํามาศึกษาดังกล่าว

ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าไม่มีการกลายพันธ์ุของ c-kit 

แสดงให้เห็นว่าการกลายพันธ์ุของ c-kit มีความ

เก่ียวข้องกับการเจริญหรือพัฒนาของเน้ืองอก mast 
cell เพียงบางส่วน แต่การกลายพันธ์ุของยีนในส่วน

อ่ืนๆ มีแนวโน้มว่ามีความเก่ียวข้องกับการเร่ิมต้น 

(initiation) และการพัฒนาของ mast cell tumor 

ส่วนใหญ่ (Welle et al., 2008) 

 

การตรวจทางเซลล์วิทยา 

การตรวจทางเซลล์วิทยาเป็นการตรวจวินิจฉัย

ในเบ้ืองต้น โดยการเก็บตัวอย่างเซลล์จากก้อนเน้ือ

งอก ด้ วยการ เ จ าะดู ด  (fine-needle aspirates: 

FNAs) หรือกดส่วนของก้อนเนื้องอกลงบนแผ่นสไลด์ 

นํามาตรึงสภาพและย้อมสีเพ่ือตรวจทางเซลล์ ซึ่งเป็น

วิธีที่สะดวก ประหยัด และมีความปลอดภัยสามารถ

วินิจฉัยเซลล์ที่มีเอกลักษณ์ได้ สีที่ใช้ย้อม mast cell 

มี ห ล า ย ชนิ ด  เ ช่ น  Toluidine blue สี ใ น ก ลุ่ ม 
Romanowsky-type stain หรือ New methylene 

blue 

Toluidine blue เป็นสีย้อมในกลุ่ม thiazine 

ซึ่งมีคุณสมบัติไปจับเฉพาะกับส่วนประกอบของ

เน้ือเย่ือที่ เป็นกรด ได้แก่ ซัลเฟต คาร์บอกซิเลท 

phosphate radical ดี เ อ็ น เ อ  และอ า ร์ เ อ็ น เ อ 

(Epstein et al., 1992) จัดเป็นสีที่เป็นตัวเลือกที่ดีใน

การตรวจวินิจฉัย mast cell โดยแกรนูลของ mast 

cell ย้อมติดสี นํ้ า เ งินในเ น้ืองอกที่ มี พัฒนาการ

ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ เ ซ ล ล์ ป ก ติ  (well-differentiated 
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tumor) ส่วนแกรนูลขนาดเล็กละเอียดซึ่งมักพบใน

เซลล์ของ mast cell tumor ในเกรดท่ีสูงขึ้นย้อมติด

สีม่วง (Simoes and Schoning, 1994) มีรายงาน

การศึกษาเปรียบเทียบการย้อมสี 4 ชนิดเพ่ือตรวจหา 

mast cell  ซึ่งเก็บจาก bronchoalveolar lavage 

fluid ของม้าซึ่งเป็นโรคระบบทางเดินหายใจ พบว่า

บางครั้งสี toluidine blue ย้อมติดสีม่วงในส่วนของ

แกรนูลในแมคโครฟาจได้ด้วยซึ่งอาจทําให้วินิจฉัย
ผิดพลาดได้ อย่างไรก็ตามสามารถแยกความแตกต่าง

ของเซลล์ได้โดยแกรนูลของเซลล์แมคโครฟาจจะมี

ขนาดใหญ่กว่าและพบแวคิวโอลในไซโทพลาซึม 

(Leclere et al., 2006) 

สีย้อมในกลุ่ม Romanowsky-type stain มี

หลายชนิด ได้แก่ Wright’s stain, Giemsa’s stain, 

Wright-Giemsa stain, Wright-Leishman stain, 

May-Grünwald Giemsa stain แ ล ะ  Diff-Quick 

เป็นต้น ซึ่งจะย้อมติดแกรนูลของ mast cell เป็นม่วง

นํ้าเงินหรือม่วง (O’Keefe, 1990) mast cell ที่ตรวจ

ทางเซลล์วิทยาส่วนใหญ่สามารถวินิจฉัยได้ไม่ยากนัก 

โดยเซลล์มีรูปร่างกลม ไซโทพลาซึมปริมาณปานกลาง 

แกรนูลที่ ย้อมติดสีมีจํานวนและขนาดต่างๆ กัน 

นิวเคลียสกลม บางครั้งนิวเคลียสอาจถูกบดบังด้วย
แกรนูลซึ่งติดสีเข้ม อาจพบเซลล์ชนิดอ่ืนร่วมด้วย เช่น 

อีโอซิโนฟิล นิวโทรฟิว ลิมโฟไซต์ หรือเซลล์รูป

กระสวยซึ่งอาจเป็นไฟโบรบลาส อย่างไรก็ตามพบว่า

มี mast cell บางส่วนที่แกรนูลย้อมไม่ติดสี Diff-

Quick ซึ่งอาจพบได้ในการย้อมเซลล์เน้ืองอกที่มี

พัฒนาการตํ่า เซลล์มีแกรนูลปริมาณไม่มาก กรณีน้ี

ควรเ พ่ิมเวลาในการตรึ งสภาพเซลล์  หรือใ ช้สี  

Giemsa, Wright-Giemsa stain ห รื อ  Toluidine 

blue ในการย้อมเซลล์แทนซึ่งให้ผลการย้อมแกรนูลที่

เห็นได้ชัดเจนมากข้ึน (London and Segun, 2003) 

นอกจากสีดังกล่าวแล้วยังมีสีชนิดอ่ืนๆ เช่น Panoptic 

stain ซึ่ ง มี ส่ ว น ผ ส ม ข อ ง  Romanowsky stain 

(azure B) กับสีย้อมตัวอ่ืน ได้แก่ hematoxylin และ

phloxine B ซึ่งช่วยปรับปรุงการติดสีแกรนูลในไซ

โตพลาสซึมและส่วนประกอบอ่ืนๆ ของเซลล์ให้ดีขึ้น 

มีวิธีการย้อมที่ทําได้รวดเร็วและราคาถูก (Kurz and 

Wittekind, 2001) แกรนูลของ mast cell ย้อมติดสี

ม่ ว ง  (metachromasia) เ มื่ อ ย้ อ ม ด้ ว ยสี ช นิ ด น้ี  
(Strefezzi et al., 2009) ก า ร ใ ช้ สี ใ น ก ลุ่ ม 

Romanowsky-type stain มีข้อได้เปรียบตรงที่สี

ย้อมติดเซลล์เม็ดเลือดในตัวอย่างด้วยซึ่งจะช่วยใน

การแยกชนิดเซลล์เม็ดเลือดเพ่ือเป็นข้อมูลประกอบใน

การตรวจวินิจฉัย นอกจากน้ียังมีสีและวิธีการทดสอบ

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ ทางฮีสโตเคมีอีกหลายชนิด ดัง

สรุปไว้ในตารางที่ 1 ซึ่งสามารถนํามาใช้ในการทํา

สอบได้ การติดสีส่วนใหญ่ขึ้นอยู่กับปริมาณเฮปาริน 

หรื อสารประกอบ  glycosminoglycans (GAGs) 

ชนิดอ่ืนๆ (Walls et al., 1990) รวมทั้ง esterase 

เอ็นไซม์ที่บรรจุอยู่ภายในแกรนูลของ mast cell 

(Leader, 1979) จากการศึกษาโดย Simoes and 

Schoning (1994) พบว่าการย้อมเน้ือเย่ือ mast cell 

tumor ด้ ว ย  toluidine blue, Luna’s method, 
alcian blue, Safarin O, Unna’s method และ 

Geimsa ให้ผลการติดสี ดีใน mast cell ปกติและ 

mast cell ที่มีพัฒนาการใกล้เคียงเซลล์ปกติ 

การตรวจวินิจฉัยเน้ืองอกทางเซลล์วิทยานั้น

หากไม่พบเซลล์เน้ืองอกก็ไม่อาจสรุปว่าสัตว์ป่วยไม่

เป็นเน้ืองอกเพราะตัวอย่างเซลล์ที่เก็บมาน้ันอาจไม่ได้

เก็บเซลล์ที่ เป็นเป้าหมาย ซึ่งขึ้นกับตําแหน่งและ

วิธีการเก็บตัวอย่าง นอกจากน้ีต้องใช้ความชํานาญ

และประสบการณ์ของผู้ตรวจในการจําแนกชนิดของ

เซลล์ด้วย การตรวจทางเซลล์วิทยาส่วนใหญ่สามารถ
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วิ นิ จฉั ย โ รค  mast cell tumor ในสุ นั ข ไ ด้  ซึ่ ง มี

ประโยชน์ในการประเมินการรักษาในเบ้ืองต้น จาก

การศึกษาย้อนหลังโดย Duncan and Prasse (1979) 

พบว่าผลการตรวจวินิจฉัย mast cell tumor ด้วย

เซลล์วิทยาและจุลพยาธิวิทยานั้นมีความสอดคล้อง

กันค่อนข้างมากคิดเป็นร้อยละ 94 ของกลุ่มตัวอย่างที่

ศึกษา การตรวจทางเซลล์วิทยาน้ันควรทําก่อนการ

ผ่าตัดเน้ืองอกผิวหนังในครั้งแรก เพ่ือช่วยในการ

ประเมินความกว้างของแผลผ่าตัดให้เหมาะสมกับ

เกรดของเน้ืองอกในเบ้ืองต้น แม้ว่าในบางกรณีวิธีน้ีจะ

สามารถระบุ degree of differentiation ของเน้ือ

งอกได้ แต่ไม่สามารถบอกความรุนแรงหรือเกรดของ

มะเร็งได้ครอบคลุม ดังน้ันควรส่งตัวอย่างช้ินเน้ือเพ่ือ

ตรวจทางจุลพยาธิวิทยาควบคู่ไปด้วย (Dobson and 

Scase, 2007) 

 
 

ตารางที่ 1 ชนิดสีย้อม mast cell และผลการติดสีแกรนูล 

สีย้อมหรือปฏิกิริยาเคมี ผลลัพธ์ 

Toluidine blue สีนํ้าเงินหรือสีม่วง 

Romanowsky-type stain (Wright’s stain, Giemsa’s stain, 

Wright-Giemsa stain, Wright-Leishman stain, May-Grünwald 

Giemsa stain และ Diff-Quick) 

สีนํ้าเงิน-ม่วงนํ้าเงิน-ม่วง 

 

Alcian blue เขียวอมนํ้าเงิน (bluish-green) 

Azure A สีแดง 

Panoptic stain สีม่วง 
Thionine สีนํ้าเงินหรือสีแดง 

Csaba’s alcian blue safranin สีม่วง-แดง 

Aldehyde fuchsin สีเหลือง-นํ้าตาล 

PAS ไม่แน่นอน (variable) 

Luna’s method สีม่วง 

Unna’s method สีนํ้าเงินเข้มหรือสีม่วงเข้ม 

Safranin O สีนํ้าตาลแดง (brick red) 

Chloracetate esterase reaction (fast blue RR) สีนํ้าเงินเข้ม 

Chloracetate esterase reaction (pararosanilin) สีชมพูเข้ม-แดง 

Avidin peroxidase สีส้มแดง 

WGA, Con-A สีแดง-ส้ม 

ที่มา: Bancroft and Gamble, 2008; Kurz and Wittekind, 2001; Simoes and Schoning, 1994. 
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การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา 

การตรวจทางจุลพยาธิวิทยาเป็นวิธีที่สามารถ

บอกระดับความรุนแรงของเนื้องอกได้โดยดูจาก

พัฒนาการของเซลล์ (cellular differentiation) การ

วินิจฉัย mast cell tumor ทางจุลพยาธิวิทยาใน

ผิวหนังสุนัขส่วนใหญ่มักไม่ซับซ้อน เน้ืองอกเป็นชนิด

ที่ไม่มีแคปซูลหุ้มแทรกอยู่ในช้ันหนังแท้ (dermis) 

หรือช้ันใต้ผิวหนัง (subcutaneous) รูปร่างของเซลล์
เน้ืองอกขึ้นกับระดับพัฒนาการของเซลล์ อย่างไรก็

ตามเซลล์เ น้ืองอกส่วนใหญ่มักมีขอบเขตชัดเจน 

นิวเคลียสกลมอยู่กลางเซลล์ แต่ละเซลล์บรรจุแกรนูล

ในปริมาณที่แตกต่างกัน เซลล์ที่มีพัฒนาการใกล้เคียง

กับเซลล์ปกติพบว่าแกรนูลติดสีม่วง (basophilic) 

ส่วนเซลล์ในระยะ intermediate หรือ มีพัฒนาการ

น้ อ ย แ ก ร นู ล จ ะ ติ ด สี จ า ง ล ง  เ มื่ อ ย้ อ ม ด้ ว ย 

hematoxylin และ eosin (Simoes and Schoning, 

1994) เมื่อย้อมด้วย toluidine blue จะติดสีคล้าย

กับที่ได้กล่าวมาแล้วในการย้อมด้วยวิธีเซลล์วินิจฉัย 

อาจพบเส้นใยคอลลาเจนในสโตรมา  (stroma) 

ปริมาณน้อยจนถึงมาก บางครั้งอาจพบการบวมนํ้า

หรือ hyalinization ของคอลลาเจน จํานวนอีโอซิโน

ฟิลที่พบผันแปรในแต่ละเน้ืองอกซึ่งอาจพบกระจาย
ทั่วไปหรืออยู่รวมกลุ่ม การจําแนก mast cell tumor  

ตามเกณฑ์ของ Patnaik et al. (1984) ได้แก่ เกรด I 

(well-differentiated tumor) เซลล์มี พัฒนาการ

ใกล้ เคี ย ง กับ เซลล์ปก ติ  เกรด  II (moderately-

differentiated tumor เซลล์มีพัฒนาการบางส่วน

ต่ า ง จ า ก เ ซ ล ล์ ป ก ติ  แ ล ะ เ ก ร ด  III (poorly-

differentiated tumor) เซลล์ส่วนใหญ่มีพัฒนาการ

ตํ่า (ตารางที่ 2) อย่างไรก็ตามยังไม่สามารถใช้เกณฑ์น้ี

เป็นบรรทัดฐานในการแบ่งระยะของ mast cell 

tumor ทางจุลพยาธิวิทยาได้อย่างสมบูรณ์เน่ืองจาก

การแบ่งเกรดเน้ืองอกตามเกณฑ์ดังกล่าวมาจาก

การศึกษาย้อนหลังซึ่งมีจํานวนกลุ่มตัวอย่างไม่มากนัก 

นอกจากน้ีมีการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่านักพยาธิวิทยา

อาจให้การวินิจฉัยที่แตกต่างกันจากการตรวจเน้ืองอก

เดียวกันด้วยเกณฑ์เดียวกันขึ้นกับประสบการณ์ของ
แต่ละบุคคลซึ่งมักเกิดในกรณีวินิจฉัยเน้ืองอกเกรด II 

(Northrup et al., 2005; Strefezzi et al., 2003; 

Kiupel et al., 2005) นอกจากน้ี mast cell tumor 

เกรด III ซึ่งยากต่อการจําแนกชนิดของเซลล์ หรือการ

ตรึงสภาพเน้ือเย่ือที่ไม่ดีพออาจทําให้เกิดความสับสน

ต่อการวินิจฉัยแยกจาก round cell tumor ชนิดอ่ืน 

(Jackson, 1994) ก า ร ย้ อม เ นื้ อ เ ย่ื อ  mast cell 

tumor ด้วยสีย้อมพิเศษให้ผลการย้อมที่ชัดเจนใน

กลุ่มเซลล์มีพัฒนาการใกล้เคียงกับเซลล์ปกติแต่ไม่

สามารถใช้ได้ในกรณีที่เซลล์ส่วนใหญ่มีพัฒนาการตํ่า 

ซึ่งผลการย้อมมักติดสีจางลงหรือไม่ติดสีเลย (Simoes 

and Schoning, 1994) เน่ืองจากเน้ืองอกดังกล่าวมี

สารในแกรนูลปริมาณน้อยหรือไม่พบเลย สารท่ีเป็น

องค์ประกอบหลักในแกรนูลคือเฮปารินซึ่งมักเป็นตัว
ทําปฏิกิริยาทางเคมีกับสีย้อมโดยส่วนใหญ่ (Walls et 

al., 1990) จากข้อจํากัดดังกล่าวจึงได้มีการใช้เทคนิค

ทางอิมมูโนฮีสโตเคมีเข้ามาประกอบในการยืนยันการ

ตรวจวินิจฉัย mast cell tumor รวมถึงการพยากรณ์

โรค แนวโน้มการตอบสนองต่อการรักษา และ

พฤติกรรมของเนื้องอก (Fernandez et al., 2005)  
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ตารางที่ 2 ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของ mast cell tumor ตามเกณฑ์ของ Patnaik et al. (1984) 
ลักษณะท่ีพบ เกรด I เกรด II เกรด III 

ตําแหน่งท่ีพบ ชั้นหนังแท้ ชั้นหนังแท้ และชั้นใต้ผิวหนัง ชั้ นหนั งแ ท้  ชั้ น ใ ต้ผิ วหนั ง 

และเนื้อเย่ือข้างเคียง 

ความหนาแน่น น้อย ปานกลาง – มาก มาก 

การกระจายตัวของเซลล์ เซลล์เรียงเป็นแถว หรือเป็น

กลุ่มเล็กๆ อยู่ระหว่างเส้นใย

คอลลาเจน ขอบเขตเนื้องอก

ค่อนข้างชัด 

เซลล์รวมเป็นกลุ่มอยู่ระหว่าง

เส้นใยคอลลาเจน ขอบเขต

เนื้องอกไม่ค่อยชัดเจน อาจ

พ บ ก า ร บ ว ม น้ํ า ห รื อ 

hyalinization ของคอลลาเจน 

เซลล์เรียงเป็นแผ่นอยู่รวมกัน

จํานวนมาก ขอบเขตเนื้องอก

ไม่ชัดเจน  พบการบวมน้ํ า

ห รื อ  hyalinization ข อ ง

คอลลาเจน พบการบวมน้ํา

เลือดออก  และเซลล์ตาย 

อาจพบแผลหลุม 

ภาวะหลากรูป 

(pleomorphism) 

ตํ่า ปานกลาง สูง 

รูปร่างเซลล์ รูปร่างกลม เห็นขอบเซลล์

ชัดเจน แกรนูลในไซโทพลา

ซึมมีขนาดกลาง เซลล์เนื้อ

งอกส่วนใหญ่มีรูปร่างแบบ

เดียวกัน 

รูปร่างกลม หรือรี เซลล์ส่วน

ใหญ่ยังเห็นขอบเขตชัดเจน 

แกรนูลในไซโทพลาซึมเล็ก

ละเอียด อาจไม่พบแกรนูลใน

บางเซลล์ เซลล์รูปกระสวย

แ ล ะ  giant mast cell 

กระจัดกระจาย 

รูปร่างหลากหลาย มีขนาด

ก ล า ง  เ ซ ล ล์ ก ล ม  รี  รู ป

กระสวย และ giant mast 

cell เห็นขอบเซลล์ไม่ชัดเจน 

แกรนูลในไซโทพลาซึมเล็ก

ล ะ เ อี ย ด มี ป ริ ม าณ น้ อ ย 

หรือไม่พบแกรนูลเลย 

นิวเคลียส และ นิวคลีโอลัส นิวเคลียสกลม มีโครมาทิน

อยู่กันแน่น ไม่พบนิวคลีโอลัส 

นิวเคลียสกลมหรือเป็นรอย

หยัก โครมาทินกระจายตัว 

พบนิวคลีโอลัส 1 อัน บาง

เซลล์มี 2 นิวเคลียส 

นิ ว เ ค ลี ย ส เ ป็ น ร อ ยห ยั ก 

ลั ก ษณ ะ ใ ส ค ล้ า ย ถุ ง น้ํ า  

(vesiculated nuclei) โ ค ร

มาทินกระจายตัว พบนิวคลี

โอลัส  1-2 อัน  พบเซลล์  2 

นิ ว เ ค ลี ย ส  ห รื อ ห ล า ย

นิวเคลียสกระจายในเนื้องอก 

Giant mast cell พบน้อยมากหรือไม่พบเลย พบกระจาย พบจํานวนมาก 

การบวมน้ําและเนื้อตาย พบน้อย พบกระจาย พบท่ัวไป 

Mitosis/HPF ไม่พบ 0-2 3-6 

อิมมูโนฮีสโตเคมี 

อิมมูโนฮีสโตเคมีเป็นเทคนิคหน่ึงที่ ใ ช้เ พ่ือ

ประกอบการตรวจวินิจฉัยและการพยากรณ์โรคเน้ือ

งอกชนิดต่างๆ โดยใช้แอนติบอดีที่จําเพาะต่อโปรตีน

แอนติเจนของเซลล์ หรือตัวบ่งช้ีในการพยากรณ์โรค

เป็นตัวทดสอบ จากการศึกษาโดย Kiupel et al. 

(2004) พบว่า  anti-KIT และ  anti-tryptase หรือ 

anti-chymase ช่ ว ย ใ น ก า ร วิ นิ จ ฉั ย  mast cell 
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tumor เกรด III ได้ สอดคล้องกับการศึกษาโดย 

Fernandez et al. (2005) ซึ่งรายงานว่าการทดสอบ

ด้ ว ย  anti-tryptase แ ล ะ  chymase activity 

สามารถนํามาใช้ร่วมกันในการวินิจฉัย mast cell 

tumor โดยพบว่า mast cell tumor จะให้ผลบวก

ทั้ง tryptase antigen และ chymase activity ซึ่ง

บ่งบอกได้ว่าทั้ง 2 วิธีน้ีมีประสิทธิภาพเท่าเทียมกัน 

และผลการทดสอบทั้ง 2 วิธีดังกล่าวมีความสอดคล้อง
กับผลตรวจทางจุลพยาธิวิทยาในระดับดีถึงดีเย่ียม 

(kappa 0.56-1.00 ที่ช่วงความเช่ือมั่นที่ร้อยละ 95) 

กล่าวคือให้ผลบวกต่อการทดสอบ mast cell เกรด I, 

II และ III เท่ากับร้อยเปอร์เซ็นต์ (7/7) ร้อยละ 85.7 

(6/7) และร้อยละ 42.9 (3/7) ตามลําดับ ซึ่งแสดงให้

เห็ น ว่ า ยั งมี  mast cell tumor เ ก รด  II และ  III 

บางส่วนซึ่งให้ผลลบต่อการทดสอบน้ี ซึ่งกลุ่มผู้วิจัย

สันนิษฐานว่าอาจเกิดจากความผิดพลาดบางประการ

ในการทดสอบหรือผลการวินิจฉัยทางจุลพยาธิวิทยาท่ี

นํามาเปรียบเทียบน้ันอาจมีความคลาดเคลื่อน และ

เป็นไปได้ว่า mast cell ที่ให้ผลลบดังกล่าวอาจยังอยู่

ในระยะที่เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงน้อยหรือไม่มีการ

เปลี่ยนแปลงจึงมีการสร้างสารดังกล่าวสะสมใน

แกรนูลในปริมาณไม่มากพอต่อการทดสอบ กรณี
ดังกล่าวจึงควรติดตามข้อมูลทางคลินิกร่วมด้วยเพ่ือ

เป็นประโยชน์ต่อการวินิจฉัย นอกจากน้ีการศึกษา

ดั งกล่ า ว ยั งพบ ว่ ามี  mast cell tumor เ ก รด  III 

จํานวน 1 ตัวอย่าง ให้ผลลบต่อ tryptase antigen 

และ  chymase activity แ ต่ ใ ห้บวก ต่อการ ย้อม 

toluidine blue (จําเพาะต่อเฮปาริน) ดังน้ันจึงยังไม่

สามารถตัดเน้ืองอกที่ให้ผลลบต่อการทดสอบด้วยวิธี

ทั้งสองน้ีออกไปได้ว่าไม่ใช่ mast cell tumor และ

ควรพิจารณาผลการตรวจอ่ืนๆ มาประกอบกัน อาจ

ต้องใช้แอนติบอดีหลายตัวในการทดสอบแล้วตัด 

poorly differentiated ขอ ง  round cell tumor 

ชนิดอ่ืนออกไปซึ่งเป็นวิธีพิสูจน์ทางอ้อม 

รายงานการศึกษาต่างๆ แสดงให้เห็นว่า mast 

cell tumor ในสุนัขที่เกิดจากการกลายพันธ์ุของ c-

kit (proto-oncogene) มีความเ ก่ียวข้องอย่างมี

นัยสํ าคัญ กับการ เ ป็น เ น้ืองอกในเกรดที่ สู งขึ้ น 

(Downing  et al., 2002; Zemke et al., 2002; 

Webster et al., 2006b) และการกลายพันธ์ุดังกล่าว
ทําให้การแสดงออกของ KIT ซึ่ งเป็น stem cell 

factor receptor เ บ่ียงเบนไป โดยใน mast cell 

ปกติพบการแสดงออกของ KIT บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ 

แต่ mast cell ของเน้ืองอกที่กลายพันธ์ุน้ันพบการ

แสดงออกของ KIT ในไซโทพลาซึม โดยเฉพาะบริเวณ

รอบๆ นิวเคลียส (Webster et al., 2006a) เน่ืองจาก

การการแบ่งเกรดเน้ืองอกตามเกณฑ์ของ Patnaik et 

al. (1984) อาจมีความแตกต่างกันระหว่างนักพยาธิ

วิทยาแต่ละคนดังได้กล่าวมาแล้วข้างต้น ต่อมาจึงได้มี

การพัฒนาเกณฑ์ขึ้นใหม่โดย Kiupel et al. (2011) 

ซึ่งแบ่งประเภทการพยากรณ์โรค mast cell tumor 

ตามรูปแบบการแสดงออกของ KIT ที่ปรากฏใน 

mast cell เป็น 3 แบบ ได้แก่ พบที่เย่ือหุ้มเซลล์ พบ

กระจายในไซโทพลาซึม และพบรวมกันในบางจุดใน
ไซโทพลาซึม ซึ่งรูปแบบการแสดงออกของ KIT น้ีมี

ความสัมพันธ์กันกับความรุนแรงของเน้ืองอก โดยเน้ือ

งอกที่พบการกระจายตัวของ KIT ในไซโทพลาซึมมี

การพยากรณ์โรคไม่ดี (Webster et al., 2004) ดังน้ัน

การใช้เทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมีมาตรวจสอบการ

แสดงออกของ KIT ที่เบ่ียงเบนไปจากปกติจึงเป็น

แนวทางเสริมในการวินิจฉัย mast cell tumor เกรด 

II และ III ได้ 

เน่ืองจากเน้ืองอกเกิดจากการแบ่งเซลล์ที่ไม่

สามารถควบคุมได้ จึงได้มีการทดสอบเพ่ือประเมิน
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การเพ่ิมจํานวนของเซลล์ แล้วนําข้อมูลมาใช้ในการ

พยากรณ์พฤติกรรมของเน้ืองอกชนิดต่างๆ กันอย่าง

กว้างขวาง (Welle et al., 2008) ในทางสัตวแพทย์

วิ ธีการทดสอบที่ ใ ช้ โดยทั่ ว ไป  ไ ด้แ ก่  การย้อม 

argyrophilic nucleolar organizing region 

(AgNORs) ก า ร ย้ อ ม อิ ม มู โ น ฮี ส โ ต เ ค มี ข อ ง 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) และ 

Ki67 ซึ่งมีการศึกษาตัวบ่งช้ีดังกล่าวใน mast cell 
tumor ของสุนัขเช่นกัน (Welle et al., 2008; Roels 

et al., 1999) 

AgNORs เป็นบริเวณในนิวเคลียสที่เป็นที่จับ

กับโปรตีน เช่น nucleolin และ nucleoplasmin ซึ่ง

เ ก่ียวข้องกับการถอดรหัสของ  ribosomal RNA 

(Derenzini, 2003) มักใช้เป็นตัวบ่งช้ีสําหรับ tumor 

kinetic แ ล ะ  metabolic activity โ ด ย บ ริ เ วณ 

AgNORs สามารถจับกับโมเลกุลของเงิน (silver) ซึ่ง

มองเห็นได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เมื่อย้อมเน้ือเย่ือ

ด้วย  silver-based histochemical stain จํ านวน

ของ AgNORs ต่อนิวเคลียสเป็นสัดส่วนกับอัตราการ

เจริญเ ติบโตของเ น้ืองอก  (Ogura et al., 1992; 

Trere et al., 1997) แ ล ะ จํ า น ว น ที่ สู ง ขึ้ น มี

ความสัมพันธ์กับอัตราการตาย การกลับมาเกิดซ้ํา 
และการแพร่กระจายของมะเร็งไปยังอวัยวะอ่ืน 

(Simoes et al., 1994; Scase et al., 2006) 

PCNA เป็นหน่วยย่อยของ DNA polymerase 

ซึ่งเป็นปัจจัยช่วยในขบวนการ replication และการ

ซ่อมแซม DNA และใช้เป็นตัวบ่งช้ีในการพยากรณ์โรค 

การปรากฏของ PCNA มีความสัมพันธ์กับอัตราการ

ตายของสุ นัขที่ เ ป็น  mast cell tumor ที่ผิวหนัง 

(Simoes et al., 1994; Scase et al., 2006) 

Ki67 เป็นโปรตีนในนิวเคลียสที่พบปรากฏใน

ระหว่าง active phase ในวัฏจักรของเซลล์ Ki67 มี

ความสัมพันธ์อย่างสูงต่อการพยากรณ์โรค จัดเป็นตัว

บ่งช้ีในการพยากรณ์โรคที่ไม่ขึ้นกับเกรดของเน้ืองอก 

(independent prognostic factor) จึ งจั ด เ ป็น ตัว

บ่งช้ีที่ ไม่มีอคติ (objective prognosis) (Scase et 

al., 2006; Webster et al., 2007) Ki67 เป็นตัวบ่งช้ี

เ ชิ งปริ มาณที่ มี ความแ ม่น ยํา ในการพยากรณ์

พฤติกรรมของ mast cell tumor สูงเช่นเดียวกับ 

AgNORs การแสดงออกของ KIT ในเซลล์ของ mast 
cell tumor ต่างไปจากเซลล์ปกติ มีความสัมพันธ์กัน

กับการแสดงออกของ AgNORs และ Ki67 ดังน้ันการ

เพ่ิมขึ้นของตัวบ่งช้ีทั้ง 3 จึงมีการพยากรณ์โรคไม่ดี

ผู้เขียนบางท่านใช้อัตราการเพ่ิมจํานวนเซลล์ในการ

แยก mast cell tumor เกรด II เป็น 2 กลุ่มย่อยซึ่งมี

ความแตกต่างของช่วงเวลารอดชีวิต (survival time) 

เป็นอย่างมาก (Webster et al., 2007) จากข้อมูลที่

ได้มีการศึกษากับมาอย่างต่อเน่ืองจึงได้มีการแนะนํา

แนวทางในการวินิจฉัย mast cell tumor ในสัตว์ว่า

ให้พิจารณาวิเคราะห์โปรตีน Ki67  ร่วมกับตัวบ่งช้ี

การพยากรณ์โรคตัวอ่ืน อาทิ เกรดทางจุลพยาธิวิทยา 

และรูปแบบการแสดงออกของ KITการประเมินการ

เพ่ิมจํานวนของเซลล์โดยใช้อิมมูโนฮีสโตเคมี สามารถ

นํามาสัมพันธ์กับความไวต่อการรักษาด้วยเคมีบําบัด 
เน่ืองจากยาเคมีบําบัดมีผลต่อเซลล์ที่มีการแบ่งตัว 

(Webster et al., 2007)  

ความหนาแน่นของหลอดเลือดขนาดเล็กใน

เ น้ื อ ง อ ก  (Intratumoral microvessel density: 

IMVD) เป็นตัวบ่งช้ีเก่ียวกับการสร้างหลอดเลือด ซึ่ง

ทดสอบได้โดยใช้แอนติบอดีที่ จํ า เพาะต่อ  von 

Willebrand factor บนเซลล์เย่ือบุหลอดเลือด IMVD 

สามารถนํามาใช้เป็นปัจจัยในการพยากรณ์โรค mast 

cell tumor ในผิวหนังสุนัขในช่วงหลังการผ่าตัด 

(Preziosi  et al., 2004.) 
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Dos Santos Costa Poggiani et al. (2012) 

ได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลทางคลินิก การ

เ พ่ิมจํานวนเซลล์  (ไ ด้แก่  Ki67 expression และ 

mitotic index) IMVD และ  apoptotic index กับ 

histological grade และรูปแบบการแสดงออกของ 

KIT (KIT pattern) ของ mast cell tumor ที่ผิวหนัง

สุนัข พบว่า  histological grade มีความสัมพันธ์กับ 

IMVD การพบแผลหลุมและจํานวนของเน้ืองอก  ส่วน
การเพ่ิมการแสดงออกของ Ki67 และ mitotic index 

สัมพันธ์กับ KIT staining pattern ที่ปรากฏในไซ

โทพลาซึม และhistological grade มีความสัมพันธ์

กับ mitotic index จากการศึกษาดังกล่าวผู้วิจัยได้

เสนอว่าการตรวจวินิจฉัย  mast cell tumor ใน

ผิวหนังสุนัขควรประเมินจากผลตรวจ histological 

grade ร่วมกับตัวบ่งช้ีในการพยากรณ์โรคตัวอ่ืนๆ 

เช่น รูปแบบการแสดงออกของ KIT ที่ปรากฏในไซ

โทพลาซึม IMVDA การเพ่ิมจํานวนเซลล์ การพบแผล

หลุมและจํานวนเน้ืองอก การกลับมาเป็นซ้ํา และการ

แพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน การตรวจสอบตัวบ่งช้ี 

อาทิ Ki67 หรือ KIT staining pattern ด้วยเทคนิค

อิมมูโนฮีสโตเคมีอาจเป็นทางเลือกในการพยากรณ์

โรคได้เร็วขึ้นในกรณีที่การวินิจฉัยทางเซลล์วิทยาว่า
เป็น mast cell tumor อย่างไรก็ตามอาจมีข้อจํากัด

บางประการเน่ืองจากอาจไม่ได้เก็บส่วนของเซลล์ที่

เป็นเป้าหมายมาตรวจ 

ด้วยเทคนิคอิมมู โน ฮีสโตเคมีมีค่ า ใ ช้จ่ าย

ค่อนข้างสูงซึ่งในทางปฏิบัติอาจไม่ได้ใช้วิธีน้ีตรวจสอบ

ตัวบ่งช้ีต่างๆ ที่กล่าวมาแล้วได้ทั้งหมด จึงขึ้นกับดุลย

พินิจของนายสัตวแพทย์ในการเลือกวิธีที่เหมาะสม

โดยพิจารณาใช้ข้อมูลด้านอ่ืนประกอบ ได้แก่ ข้อมูล

ทางคลินิก (พันธ์ุ อายุ ตําแหน่งที่พบ ขนาดและ

จํานวนของเน้ืองอก การกลับมาเป็นซ้ํา) เกรดเน้ือ

งอกจากผลตรวจทางจุลพยาธิวิทยา mitotic index 

การแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน และผลตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการอ่ืนๆ 

 

สรุป 

Mast cell tumor ในผิวหนังสุนัขมีลักษณะ

และพฤติกรรมของเน้ืองอกมีความผันแปรค่อนข้างสูง

ทําให้ยากต่อการวินิจฉัยและการรักษา การตรวจ
วินิจฉัยและการพยากรณ์โรคที่แม่นยําย่อมเป็น

ประโยชน์ต่อการเลือกวิธีการรักษาที่เหมาะสม การ

วินิจฉัยโดยทั่วไปใช้ข้อมูลประวัติ ผลการตรวจทาง

คลินิก และลักษณะทางกายภาพของก้อนเนื้องอก

ร่วมกับการตรวจทางเซลล์วิทยาและจุลพยาธิวิทยาซึ่ง

จะทําให้ทราบชนิดและเกรดของเน้ืองอก การตรวจ

เพ่ิมเติมอ่ืนๆ เช่น Ki67 expression AgNORs count 

ค่ า  IMVD ร วม ท้ั ง  KIT และ  tryptase staining 

pattern ซึ่งเป็นตัวบ่งช้ีที่มีความสัมพันธ์กับ mast 

cell tumor ที่มีพัฒนาการตํ่า สามารถช่วยวินิจฉัย

และพยากรณ์โรคให้มีความแม่นยํามากขึ้น โดยใช้

เทคนิคการย้อมเน้ือเย่ือด้วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี และ/ 

หรือฮีสโตเคมีมาใช้ในการทดสอบ จากข้อมูลข้างต้น

จึงสรุปแนวทางในการวินิจฉัยและพยากรณ์โรค mast 
cell tumor ในผิวหนังสุนัข ดังแสดงในแผนภาพที่ 1 

ทั้งน้ีการจะเลือกใช้วิธีใดน้ันขึ้นกับความพร้อมของ

ห้องปฏิบัติการ ความชํานาญและประสบการณ์ของ

บุคลากรที่เก่ียวข้องในการตรวจวินิจฉัยด้วย การ

ศึกษาวิจัยในอนาคตยังต้องการพัฒนาความรู้เก่ียวกับ 

mast cell tumor ในด้านพฤติกรรมของเน้ืองอก 

กระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) ที่เก่ียวข้อง

กับการแสดงออกของยีน การควบคุมวัฏจักรของ

เ ซ ล ล์  แ ล ะ  multidrug resistance-associated 

protein ซึ่งอาจนํามาสู่การพยากรณ์พัฒนาการของ 



อารยา สืบขําเพชร / สัตวแพทย์มหานครสาร. 2559. 11(2): 159-176. 

171 

 
แผนภาพที่ 1 สรุปแนวทางการวินิจฉัยและพยากรณ์โรค mast cell tumor ในผิวหนังสุ นัข HC = 
histochemistry, IHC = immunohistochemistry, IMVD = Intratumoral microvessel density 

 

เ น้ืองอก หรือการใช้เคมีบําบัดในการรักษาให้มี

ประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้น 
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