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ค าน า 
รายงานสืบเน่ืองการประชุมวิชาการระดับชาติ เรื่อง การประชุมวิชาการทางสัตวแพทย์และการเล้ียงสัตว์ มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีมหานคร ครั้งท่ี ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ ฉบับน้ี จัดท าข้ึนเพื่อรวบรวมข้อมูลทางวิชาการท่ีน าเสนอ ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร ในวันท่ี ๑๑ - ๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙ ในหัวข้อ “มาตรฐานบริการด้านสุขภาพสัตว์: เส้นทางสู่การ
พัฒนาวิชาชีพอย่างย่ังยืน” ทางคณะผู้จัดท าหวังเป็นอย่างย่ิงว่า รายงานสืบเน่ืองฯฉบับน้ี จะเป็นประโยชน์แก่ผู้สนใจท่ีติดตามข้อมูลทาง
วิชาการด้านสัตวแพทย์และการเล้ียงสัตว์ รายงานสืบเน่ืองฯ ฉบับน้ี อาจมีข้อบกพร่องซึ่งตรวจพบในภายหลัง ทางฝุายทะเบียนรายงาน
สืบเน่ืองการประชุมวิชาการ ขอน้อมรับในทุกข้อบกพร่องและขออภัยมา ณ ท่ีน้ี  
 

คณะผู้จัดท า 
ฝุายทะเบียนรายงานสืบเน่ืองการประชุมวิชาการ  

๒๕๕๙ 
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การประชุมวิชาการทางสัตวแพทย์และการเลี้ยงสัตว ์มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร ครั้งที ่๙ ประจ าป ี๒๕๕๙ 

Scientific program: วันท่ี ๑๑ พฤศจิกายน ๒๕๕๙ 

เวลา ห้องบรรยาย A  
(R306) 

หวัข้อบรรยาย: สัตวเ์ลี้ยงขนาดเล็ก 

ห้องบรรยาย B  
(R305) 

หวัข้อบรรยาย: สัตวเ์ลี้ยงชนิดพเิศษและสตัว์ใหญ่ 

ห้องบรรยาย C 
(R301) 

08.15 – 09.00 น. ลงทะเบียน บริเวณห้องโถงอาคาร R ชั้น 1 
09.00 – 09.30 น. พิธีเปิดการประชุม ณ อาคาร R ห้อง R306 

09.30 – 10.30 น. 
เสวนาเรื่อง “มาตรฐานโรงพยาบาลสัตว์ (TAHSA)”  

วิทยากร: 1. อ.น.สพ.ชัยยศ ธารรัตนะ      2. สพ.ญ.วรางคณา พันธ์ุวาณิช      3. น.สพ.วรสิทธ์ิ อ่าวอุดมวณิช               (ห้อง R306) 
10.30 – 11.00 น. พักรับประทานอาหารว่าง (10.30 – 11.00 น.) และการน าเสนอผลงานแบบโปสเตอร์ (10.30 – 11.30 น.) 

11.00 – 12.00 น. 

Interpretation of Thoracic Radiography in 
Small Animals: Step by Step 

วิทยากร: อ.น.สพ.สมจินต์ สุทธิกาญจน์ 

การตรวจและเทคนิคการรักษา “ตา” กระต่าย 
 

วิทยากร: อ.น.สพ.ธาเนศ อนุศักด์ิเสถียร 

Oral presentation I 
 

 
12.00 – 13.00 น. พักรับประทานอาหารกลางวัน 

13.00 – 14.00 น. 
Therapeutic Concept in Heart Diseases 

วิทยากร: อ.สพ.ญ.ธนวัน มังคละพฤกษ์ 

การรักษาและการจัดการนกชนิดต่างๆ ที่พบได้ในคลินิก 

วิทยากร: น.สพ.เบญจพล หล่อสัญญาลักษณ์ 
Oral presentation II 
 

14.00 – 14.30 น. พักรับประทานอาหารว่าง 

14.30 – 15.30 น. 

Localized Spinal Disorders: Make It Easy 
 

วิทยากร: 1. อ.น.สพ.ดร.เจษฎา รุ้งภู่ประดิษฐ์  
             2. อ.น.สพ.นัฐชัย สุรรุจ ิ

สัตวแพทย์สัตว์ใหญ่ในยุคเปลี่ยนผ่านจากอดีตสู่อนาคต 

วิทยากร: 1. ดร.สรรเพชญ โสภณ  
             2. น.สพ.ชัยวัฒน์ ชุ่มช่วง 
             3. น.สพ.ณัฐกิตต์ิ โรจนวิสิษฎ์ 

- 

15.30 – 16.00 น. พิธีมอบรางวัลโปสเตอร์ดีเด่นและการน าเสนอผลงานด้วยวาจาดีเด่น                        (ห้อง R306) 

16.00 – 17.00 น. 
การบรรยายพิเศษ เรื่อง “การใช้ social network กับการพัฒนาธุรกิจโรงพยาบาลสัตว์”              (ห้อง R306) 

วิทยากร: น.สพ.ชัยวลัญช์ ตุนาค  

ล าดับการน าเสนอด้วยวาจา วันท่ี ๑๑ พฤศจิกายน ๒๕๕๙ 
เวลา รหัสการน าเสนอ ช่ือผลงาน 

Oral Presentation I 

11.00 – 11.15 น. OR-01 การศึกษาวิธีประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวมในนกพิราบจากฟิลม์เลือดบาง 

11.15 – 11.30 น. OR-02 
Studies on fresh charcoal ash to inactivate avian influenza virus, Escherichia coli and 
Salmonella Infantis for biosecurity enhancement on chicken farms 

11.30 – 11.45 น. OR-03 
Comparison of virucidal effects for the Newcastle disease virus between slaked lime and the 
food additive calcium hydroxide 

Oral Presentation II  

13.00 – 13.15 น. OR-04 
Evaluation of two imaging techniques, X-ray and ultrasound, for diagnosis of pregnancy in 
river stingray (Potamotrygon sp.): A case report 

13.15 – 13.30 น. OR-05 Prevalence and risk factors of gastrointestinal helminth in extensive swine husbandry 

13.30 – 13.45 น. OR-06 
Dengue vector abundance and the impacts of Household-Level Practices in environmental 
cleaning in Narathiwat, South Thailand 

13.45 – 14.00 น. OR-07 Susceptibility test of Mansonia uniformis in Borai District, Trat Province, Thailand 

http://www.vet.mut.ac.th/main_object/logo/download.php?a=vet2012
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การน าเสนอด้วยโปสเตอร์ วันท่ี ๑๑ พฤศจิกายน ๒๕๕๙ เวลา ๑๐.๓๐-๑๑.๓๐ น.  

รหัส ช่ือเรื่อง และ ช่ือผู้แต่ง 
P-01 โรคโคลแิกรนนูโลม่า ในนกขุนทอง: รายงานสตัวป์่วย 

ณัฐ กายสอน 

P-02 A case report of canine systemic atherosclerosis 
Suvarin Pavasutthipaisit, Hassadin Boonsrirojand Kolif Malaya 

P-03 Renal dysplasia as a predisposing cause of osteorenal syndrome in an African white lion (Panthera leo krugeri): 
A Case Report 
Thanongsak Mamom and Rattanin Phatcharakullawrawat 

P-04 Pathological alterations of livers and kidneys after application of clove oil as anesthetic agent in Siamese 
fighting fish Betta splendens  
Waristha Angsirijinda and Kingkaew Wattanasirmkit 

P-05 Case report: peritoneopericardial diaphragmatic hernia in Persian cat 
Sireeporn Tonthong and Tanawan Mangklabruks 

P-06 Canine insulinoma: a case report 
Somchin Sutthigran and Siriwirojn Chalee  

P-07 การเปรียบเทียบการประเมนิชนิดเม็ดเลอืดขาวระหว่างการนบัด้วยมอืกับเครื่องนบัอตัโนมตัิ 
กฤษฏา ข าพูล และ สามารถ สุวรรณเคน 

P-08 การตรวจระดบัธาตเุหล็กและธาตุทองแดงในซีรมัแพะทีม่ภีาวะโลหติจาง 
แบบ microcytic hypochromic anemia และ normocytic hypochromic anemia 
สุทธินีย์ บุญให้   มงคล ชวณิช   อนุสรณ์ จ่าแสนชื่น   ธนสิทธ์ิ สอนภู่   สมยศ อ่ิมอารมณ์ 

P-09 Effect of hyperproteinemia on exercise intolerance in fighting bulls 
นิติพล ศรีอ่อนรอด  และ ฟาราฎอล เหมนะ 

P-10 Color dilution alopecia in Lilac Chihuahua: a case report 
Tanawan Mangklabruks  and Peeratas Chitvivatn 

P-11 การส ารวจความชุกทางซรีมัวทิยาของโรคเมลอิอยโดสสิดว้ยวิธี indirect hemagglutination test  
ในแพะนมทีเ่ลี้ยงในเขตพืน้ที่  หนองจอก กรุงเทพมหานคร 
อนุสรณ์ จ่าแสนชื่น   มงคล ชวณิช   ธนสิทธ์ิ สอนภู่   สมยศ อ่ิมอารมณ์   สุทธินีย์ บุญให้ 

P-12 การส ารวจหาปรสติในทางเดนิอาหารของอลัปาก้าจากฟารม์เอกชน ในประเทศไทย 
มงคล ชวณิช   สุทธินีย์ บุญให้   อนุสรณ์ จ่าแสนชื่น   สมยศ อ่ิมอารมณ์   ธนสิทธ์ิ สอนภู่ 

P-13 การตรวจวินจิฉัยการติดเช้ือ Toxoplasma gondii ในโคด้วยวิธี indirect immunofluorescent antibody test  
และ Sabin Feldman dye test 
จิตรบรรจง  ทุมพงษ ์

P-14 โครงสร้างพนัธุศาสตรป์ระชากรของปลาตะกรบั (Scatophagus argus) ในอ่าวไทยตอนบน 
บัญชา สมัฤทธ์ิ   ปิยธิดา เชี่ยวสงคราม   สุภาวดี มณีฉาย   วีระเกียรติ ทรัพย์มี   จุฑามาศ ศุภพันธ์ 

P-15 Phylogeny of Thai native cattle based on DBY-ZFY Y-Chromosomal genes 
Songmeung Suwannarat, Danai Sangthong, Anusorn Jasaenchuen, Weerapun Nokkaew and Pradit Sangthong  
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Scientific program: วันท่ี ๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙  

เวลา ห้องบรรยาย  
R305 

สถานที่ฝึกปฏิบัติการ  
โรงพยาบาลเพื่อการสอนด้านสัตว์ใหญ่ และลานสาธิต อาคาร I 

08.30 – 09.00 น. ลงทะเบียน 

09.00 – 10.15 น. 
เรื่อง “หลักการและพื้นฐานของการฝังเขม็” 

วทิยากร: น.สพ.ดร.วีระพงศ์  ตั้งจิตเจริญ และคณะ 
- 

10.15 – 10.30 น. พักรับประทานอาหารว่าง 

10.30 – 12.00 น. 
เรื่อง “ศาสตร์การฝังเขม็กับการรักษาสัตวเ์ลี้ยง” 

วทิยากร: น.สพ.ดร.วีระพงศ์  ตั้งจิตเจริญ และคณะ - 

12.00 – 13.00 น. พักรับประทานอาหารกลางวัน 

 
อบรมเชิงปฏิบัติการ “การฝังเขม็เพือ่การรักษาโรคในมา้และสุนัข” 

วทิยากร: น.สพ.ดร.วีระพงศ์ ตั้งจิตเจริญ อ.น.สพ.ธนากร พจน์ประสาท และคณะ 
Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 

13.00 – 13.30 น. - A1 A2 B1 B2 

13.30 – 14.00 น. - A2 B1 B2 A1 

14.00 – 14.30 น. - B1 B2 A1 A2 

14.30 – 15.00 น. - B2 A1 A2 B1 

15.00 – 15.30 น. พักรับประทานอาหารว่าง 

15.30 – 16.00 น. - 

Final wrap up (เลือกเข้าฟังบรรยายตามความสนใจ) 
1. การฝังเขม็เพื่อการรักษาโรคในม ้า 
2. การฝังเขม็เพื่อการรักษาโรคในสุนัข 

วทิยากร: น.สพ.ดร.วีระพงศ์ ตั้งจิตเจริญ และ อ.น.สพ.ธนากร พจน์ประสาท 

16.00 – 16.15 น. พิธีปิดการประชุม 
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รายนามคณะกรรมการจดัการประชมุวชิาการทางสตัวแพทยแ์ละการเลีย้งสตัว์ มหาวทิยาลัยเทคโนโลยมีหานคร 

ครัง้ที่ ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙
 

ที่ปรึกษา 
๑.   รศ.น.สพ.ดร.จตุพร    กระจายศรี 
๒.   ผศ.น.สพ.ดร.ทนงศักด์ิ  มะมม 
 
ประธานจัดงานประชุมวิชาการ 
      อ.สพ.ญ.ดร.อภิรดี อินทรพักตร์ 
 
ประธานกรรมการฝ่ายวิชาการ 
      อ.สพ.ญ.ดร.ดานัย แสงทอง  
กรรมการฝ่ายวิชาการ 
๑.   ผศ.สพ.ญ.ดร.อารยา สืบข าเพชร 
๒.   ผศ.น.สพ.ดร.จ าลอง มิตรชาวไทย 
๓.   ผศ.สพ.ญ.ดร.วลัยพร ตนพิทักษ์ 
๔.   ผศ.น.สพ.ดร.ส าราญ บรรณจิรกุล 
๕.   อ.สพ.ญ.ดร.ธัชฎาพร ไชยคุณ-มาร์คูว 
๖.   อ.สพ.ญ.ดร.พรรณนิการ ชัยชนะศักด์ิ 
๗.   อ.น.สพ.ดร.สมยศ อิ่มอารมณ์ 
๘.   อ.น.สพ.ดร.มงคล ชวณิช 
๙.   อ.สพ.ญ.ดร.พงษ์ศิวะ โสตถิพันธุ์ 
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First Aid in Injured Wild Birds 
Benchapol Lorsunyaluck 

Wildbird Care, Wildlife Unit and Exotic Pet Clinic 
Kasetsart University Veterinary Teaching Hospital Kampaengsaen 

Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University 

 

Wild birds that are brought into care have in some way failed the test of fitness in the wild. They may 
have suffered an injury, become ill, be exhausted or be orphaned. Trauma is probably the most common reason 
why birds need to be taken into care or need veterinary attention. These cases usually require veterinary 
assessment to see whether treatment is feasible and for this treatment to be instituted. The aim must always be 
to return these birds to the wild as quickly as possible. 

 

Capturing an Injured Bird 

When you have decided to help a bird you should act quickly, even injured animals can move very fast 
and keep out of your reach. If the bird is small or very young catch it in one hand holding it firmly but gently, 
letting its head poke out from between your first two fingers. For larger birds such as crows or coucals grasp 
them in two hands around the wings and hold the bird out in front of you. The best tactic is to throw a towel 
over the bird that will prevent it flapping, plus the darkness will calm it down. Transfer the bird to a suitably 
sized box where it can be fed and cared for properly. Gloves should definitely be worn when handling any bird 
of prey as the talons and beaks of these birds are very sharp. 

  
First Aid 

A rescued bird needs to be kept quiet and warm and place injured bird in a well -ventilated box. Lay 
absorbent kitchen paper in the box to begin with, later if the patient survives you can move it to a larger home. 
The most common injuries to birds are bone fractures in the wings and legs, muscle wounds and shock caused 
by an accident. Some superficial injuries can be cleaned with mild antiseptic.  

  
Feeding Your Patient 

Feeding orphaned and wounded birds is a messy, time-consuming but ultimately rewarding business. A 
lot of patience is required as small birds need to be fed, from every 15 min to every 2 hours which depends on 
the age, or so from dawn to dusk and no fewer than 4 times per day. If the bird is very young it will not be able 
to feed itself and you will have to play the role of parent and push the food into the open mouth. Most healthy 
young birds will instinctively gape at the sight of food and you will just need to push the food down the throat 
(if just dropped into the mouth the bird may have trouble swallowing). If the bird is not gaping or if you are 
feeding an older bird that is not taking kindly to its new foster parent then you will need to prise the beak apart 
gently and feed it this way, it should then begin to accept you as its new feeder. The best thing to feed a bird 
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with is a clean pair of blunt forceps. When the bird is full it will stop gaping. Young birds after they are fed will 
produce a faecal sac that should be removed. Small birds can be classified into 2 basic groups - seed eaters, and 
insect eaters. Weavers, munias and sparrows are mainly seed eaters and can be fed a mixture of parrot rearing 
food. Robins, mynahs and small owls are mostly insect eaters and a substitute food must be found.  Puppy 
food, mynah food or mealworms can also be used. In all cases where hand-feeding food should be offered 
moistened and no additional water offered, as it is too easy to drown the bird.  

  
Orphaned Birds 

Many birds are thought to have been orphaned when they are spotted hopping across a lawn or sitting 
quietly under a bush. Most of these birds are in fact quite safe and well and in the majority of cases the parents 
will be nearby busily searching for food or sitting in a close tree waiting for you to go away. It is common for 
many birds such as sunbirds, ioras and starlings to leave the nest before they can fly. If you do spy a young bird 
on lawn keep an eye on it to see if the parents are nearby, if they are leave the bird alone as it is in the most 
capable hands with the adult birds. Only if you feel that the bird is in real danger near to main roads or any 
unsafe area, situation, or genuinely has lost its parents should you attempt to pick it up and lay on branch or 
suitable place. 

  
Release 

The primary aim is to rehabilitate and release wild birds when they are fit and able to return to the wild. 
This should also be the aim of anyone caring for sick and injured birds. Ideally the individual should be retu rned 
to the suitable habitat. Take your box or cage to the release point and leave it there for an hour or so before 
you attempt a release. Preferably release birds into an area where you can keep a discreet eye on them to 
check on progress once they are released. Many smaller birds will not fly too far at first and will return to where 
they were set free if a regular supply of food is available for them. 
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การศกึษาวิธปีระเมินคา่เม็ดเลอืดขาวรวมในนกพริาบจากฟลิม์เลอืดบาง 

The Study of Total White Blood Cell Count Estimation in Pigeons  
by Using Thin Blood Smear 
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บทคัดย่อ 
ค่าเม็ดเลือดขาวรวมในสัตว์ปีกไม่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยเครื่องตรวจนับเซลล์เม็ดเลือดอัตโนมัติท่ีใช้ในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 

วิธีการหาค่าเม็ดเลือดขาวรวมโดยใช้ hemocytometer แม้จะเป็นวิธีพื้นฐานท่ียอมรับได้ในการตรวจนับเซลล์เม็ดเลือดขาวในสัตว์ปีก 
แต่มีข้ันตอนยุ่งยากและใช้เวลานาน ในทางคลินิกจึงน าวิธีการประเมินหาค่าเม็ดเลือดขาวรวมจากฟิล์มเลือดบาง (thin blood smear) 
มาใช้ อย่างไรก็ตาม ค่าท่ีได้ยังมีความแม่นย าไม่เพียงพอ วัตถุประสงค์ของงานวิจัยน้ีเพื่อศึกษาหาโมเดลส าหรับประเมินค่าเม็ดเลือดขาว
รวมในนกพิราบจากฟิล์มเลือดบาง โดยการเจาะเลือดจากนกพิราบ (Columba livia) จ านวน 50 ตัว แล้วน าไปหาค่าเม็ดเลือดขาวรวม
โดยใช้ hemocytometer และท าฟิล์มเลือดบาง ตัวอย่างละ 20 แผ่น โดยแต่ละแผ่นจะนับจ านวนเม็ดเลือดขาวท่ีพบใน 10 fields 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีก าลังขยาย 40x ผลการศึกษาพบว่าค่าเม็ดเลือดขาวรวมท่ีได้จาก hemocytometer และเม็ดเลือดขาวเฉล่ียท่ี
นับได้จากฟิล์มเลือดบาง มีความสัมพันธ์ทางบวกตามสถิติในรูปของสมการเชิงเส้นตรง และโมเดลส าหรับการประเมินค่าเม็ดเลือดขาว
รวมจากฟิล์มเลือดบางท่ีได้คือ Y = 2,196.120X + 2,124.455 (R2 = 0.358, ANOVA = 555.722 และ P < 0.0001) โดยท่ี Y คือค่า
เม็ดเลือดขาวรวม และ X คือค่าเม็ดเลือดขาวเฉล่ียท่ีนับได้จากฟิล์มเลือดบางจ านวน 10 field ท่ีก าลังขยาย 40x โมเดลท่ีได้น้ีสามารถ
น าไปใช้ประเมินหาค่าเม็ดเลือดขาวรวมในนกพิราบได้ และสามารถน าไปพัฒนาเพื่อประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวมจากฟิล์มเลือดบางใน
นกชนิดอ่ืนๆ ต่อไป 
 
[บทน า] การประเมินค่าโลหิตวิทยาในนกน้ันมีกระบวนการ
เช่นเดียวกับ ท่ีใ ช้ในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม โดยมีการปรับปรุ ง
ข้ันตอนบางอย่างในการตรวจ [1] แต่เน่ืองจากเม็ดเลือดแดงของ
นกมีนิวเคลียส ซึ่งเม่ือน าเลือดไปตรวจด้วยเครื่องตรวจนับเซลล์
เม็ดเลือดอัตโนมัติ (automated cell counter) แล้ว จะท าให้ได้
ค่าเม็ดเลือดขาวท่ีไม่มีความแม่นย า ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่จึง
เลือกใช้ hemocytometer ในการตรวจแทน [2] แม้ว่า 
hemocytometer จะจัดเป็นวิธีมาตรฐานส าหรับนับเม็ดเลือด
ขาวในนก [3] แต่มีข้ันตอนค่อนข้างยุ่งยากและใช้เวลานาน [2] 
อีกท้ังยังใช้เลือดปริมาณมากในการเตรียม ซึ่ งไม่เหมาะสมกับนก
สวยงามขนาดเล็ก [4] การประเมินค่าเม็ดเลือดขาวจากฟิล์มเลือด
บาง (leukocyte estimate form smear; LEFS) จึงเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงท่ีช่วยประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวม (total white 
blood cell count; TWC) ในนกได้ อย่างไรก็ตาม วิธีการน้ียังไม่
แม่นย าพอในนก การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อหาโมเดล

ส าหรับประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวมในสัตว์ปีกจากฟิล์มเลือดบาง
โดยใช้นกพิราบในโมเดล 
[วิธีการด าเนินการวิจัย] เจาะเลือดนกพิราบ (Columba livia) 
ท่ีใช้ในการเรียนการสอน จ านวน 50 ตัว ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร ท่ี
ต าแหน่ง basilic หรือ cutaneous ulnar vein และเก็บใน
หลอดท่ีบรรจุสาร EDTA น าตัวอย่างเลือดนกแต่ละตัวไปนับเพื่อ
หาค่าเม็ดเลือดขาวรวมโดยใช้ hemocytometer ซึ่งย้อมเซลล์
ด้วยสี Natt and Herrick [1] (รูปท่ี 1, ซ้าย) จากน้ันท าฟิล์ม
เลือดบาง (thin blood smear) จ านวน 20 แผ่น แล้วย้อมด้วยสี 
modified Wright's stain (quick stain) [1] นับเม็ดเลือดขาว
จากฟิล์มเลือดบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีก าลังขยาย 40x (รูปท่ี 
1, ขวา) บันทึกค่าเม็ดเลือดขาวเฉล่ียท่ีนับได้จาก 10 fields โดย
เลือกบริเวณท่ีเม็ดเลือดเรียงตัวเป็นช้ันเดียว และกระจายตัว
สม่ าเสมอ น าค่าเม็ดเลือดขาวท่ีนับได้จาก hemocytometer 
รวม 50 ตัวอย่าง และฟิ ล์มเลือดบางรวม 1 ,000 แผ่น มา
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วิเ คร าะ ห์ความสัมพั นธ์ ในรูปสมการ เ ชิง เ ส้นตรง  ( linear 
relationship) โดยการวิเคราะห์ด้วยสถิติ linear regression ท่ี
ความเช่ือม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์  และสร้างเป็นโมเดลท่ีใช้ส าหรับ
ประเมินหาค่าเม็ดเลือดขาวรวมจากฟิล์มเลือดบางต่อไป 
[ผลการวิจัย] โมเดลส าหรับการประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวมใน
นกพิราบจากฟิล์มเลือดบางท่ีได้จากการศึกษาน้ี คือ  

Y = β1X + β0 

(R2 = 0.358, ANOVA = 555.722, P < 0.0001) 
โดยท่ี  Y คือ ค่าเม็ดเลือดขาวรวมท่ีประเมิน (เซลล์/ไมโครลิตร)  
 β1 คือ ค่าสัมประสิทธิ์ ตัวแปรเม็ดเลือดขาว ซึ่งไ ด้จาก
การศึกษาน้ี คือ 2,196.120  
 X คือ ค่าเฉล่ียจ านวนเม็ดเลือดขาวท่ีนับจากฟิล์มเลือด
บางจ านวน 10 fields ท่ีก าลังขยาย 40x (HPF)  
 β0 คือ ค่าคงท่ี ซึ่งได้จากการศึกษาน้ี คือ 2,124.455  

รูปที่ 1. รูปซ้าย: การนับเม็ดเลือดขาวด้วยวิธี hemocytometer 
โดยย้อมเซลล์ด้วยสี Natt and Herrick ท่ีก าลังขยาย 40x;     
รูปขวา: การนับเม็ดเลือดขาวในฟิล์มเลือดบางท่ีก าลังขยาย 40x; 
เม็ดเลือดขาว (วงกลม), เกล็ดเลือด (thrombocyte) (ลูกศรช้ี) 
[วิจารณ์] ค่าเม็ดเลือดขาวรวมท่ีนับได้จาก hemocytometer มี
ความสัมพันธ์ทางบวกกับค่าเม็ดเลือดขาวเฉล่ีย ท่ีนับได้จากฟิล์ม
เลือดบาง (P < 0.0001) โดยโมเดลน้ีสามารถพยากรณ์ค่าเม็ด
เลือดขาวรวมได้ถูกต้อง 35.8 เปอร์เซ็นต์ (R2 = 0.358) ซึ่งในทาง
สถิติแล้ว ค่า R2 ท่ีเข้าใกล้ 1 จะแสดงว่าตัวแปรอิสระในโมเดลน้ัน
สามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงของตัวแปรตามได้ดี [5] แต่
ในทางปฏิบัติ โมเดลน้ีไม่สามารถใช้ประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวม
ในนกพิราบ ท่ีมีค่าเฉล่ียเม็ดเลือดขาวในฟิล์มเลือดบางเป็นศูนย์ได้ 
(X=0) เม่ือเปรียบเทียบโมเดลน้ีกับวิธีประเมินค่าเม็ดเลือดขาว
รวมในนกและสัตว์เล้ือยคลานของ Fudge [2] ซึ่งใช้ค่าเม็ดเลือด
ขาวเฉล่ียท่ีนับได้จากฟิล์มเลือดบางท่ีก าลังขยาย 40x จ านวน 10 
fields แล้วคูณด้วยค่าคงท่ีคือ 2,000 น้ัน พบว่าค่าเม็ดเลือดขาว
ท่ีประเมินได้จากโมเดลน้ี จะแตกต่างจากวิธีของ Fudge [2] อยู่
ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับสัตว์ท่ีมีภาวะโลหิตจาง มี

ค าแนะน าให้ปรับค่าเม็ดเลือดขาวรวมท่ีประเมินได้ โดยน าค่าเม็ด
เลือดแดงอัดแน่น (PCV) ของสัตว์ตัวท่ีตรวจมาคิดด้วย เน่ืองจาก
ค่าท่ีนับได้จากฟิล์มเลือดบางมีความสัมพันธ์ (relative number) 
กับจ านวนเม็ดเลือดแดง [2] การประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวมโดย
ใช้วิธีนับจากฟิล์มเลือดบาง เป็นวิธีท่ีท าได้ง่าย และรวดเร็ว แต่
ค่าท่ีนับได้จากฟิล์มเลือดบางอาจแตกต่างไป เม่ือท าการตรวจซ้ า
โดยผู้ปฏิบัติงานท่ีไม่ใช่คนเดิม ซึ่งท าให้ความน่าเช่ือถือของวิธีน้ี
ลดลงได้ ปัญหาดังกล่าวอาจเน่ืองมาจากการขาดประสบการณ์
ของผู้ตรวจ รวมถึงคุณภาพของฟิล์มเลือดบางท่ีเตรียมข้ึน อย่างไร
ก็ตาม หากมีการฝึกฝนจนผู้ปฏิบัติงานมีความช านาญแล้ว ความ
แม่นย าในการตรวจจะมากข้ึน [6] วิธีน้ีสามารถน าไปใช้ประเมิน
สุขภาพนกพิราบเบ้ืองต้นทางคลินิกได้ หรือติดตามผลเม่ือมีการ
รักษาต่อเน่ือง โดยใช้เลือดเพียงหยดเดียว การนับเม็ดเลือดขาวใน
ฟิล์มเลือดบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ท่ีก าลังขยาย 100x อาจ
ช่วยให้ตรวจนับเม็ดเลือดขาวได้ง่ายข้ึน และแยกออกจากเม็ด
เลือดชนิดอ่ืนได้ชัดเจน แต่จ าเป็นต้องเพิ่มจ านวน field ท่ีใช้ตรวจ
ด้วย เพื่อเพิ่มความแม่นย า ซึ่งค่าคงท่ีต่างๆ ท่ีระบุในโมเดลน้ัน จะ
แตกต่างไปจากการศึกษาน้ี โมเดลดังกล่าว ยังสามารถน าไป
พัฒนาเพื่อประเมินค่าเม็ดเลือดขาวรวมในนกชนิดอ่ืนๆ ได้ต่อไป 
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บทคัดย่อ 

ข้ีเถ้าถ่าน (Fresh charcoal ash) เป็นวัสดุเหลือท้ิงหลังจากกระบวนการเผาไหม้ของถ่านไม้ ในการศึกษาน้ีได้เก็บตัวอย่าง
ข้ีเถ้าจากครัวเรือน เพื่อน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือไวรัสและแบคทีเรียในรูปผงและสารละลาย ท้ังในสภาวะท่ีมีและไม่มี
สารอินทรีย์ ผลการศึกษาพบว่า ผงข้ีเถ้าถ่านสามารถยับย้ังเช้ือไวรัสไข้หวัดนกได้ในสภาวะท่ีมีและไม่มีสารอินทรีย์ ในขณะท่ีสารละลาย
ข้ีเถ้าถ่านท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5 และ 10 ในสภาวะท่ีไม่มีสารอินทรีย์ สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสไข้หวัดนกได้ภายในเวลา 30 นาทีและ 
30 วินาที ตามล าดับ  ในขณะเดียวกัน ในสภาวะท่ีมีสารอินทรีย์พบว่า  สามารถยับย้ังเช้ือ ไวรัสได้ภายในเวลา 2 ช่ัวโมงและ 1 นาที 
ตามล าดับ ส่วนประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือแบคทีเรียพบว่า ในสภาวะท่ีไม่มีสารอินทรีย์ สารละลายข้ีเถ้าถ่านท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1, 5 
และ 10 สามารถยับย้ังเช้ืออี โคไลได้ภายในเวลา 30 วินาที  5 วินาทีและ 5 วินาที ตามล าดับ ในขณะท่ีประสิทธิภาพต่อเช้ือซัลโมเนล
ล่าพบว่า สามารถยับย้ังเช้ือได้ภายในเวลา 5 วินาทีทุกระดับความเข้มข้น  ในขณะท่ีสภาวะท่ีมีสารอินทรีย์พบว่า ประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังเช้ืออี โคไลได้ภายใน 5 นาที  5 วินาทีและ 5 วินาที ตามล าดับ ส่วนประสิทธิภาพต่อเช้ือซัลโมเนลล่าพบว่า สามารถฆ่าเช้ือได้
ภายในเวลา 3 นาที 5 วินาทีและ 5 วินาที ตามล าดับ การศึกษาครั้งน้ีสรุปได้ว่า ข้ีเถ้าถ่านจากครัวเรือนมีประสิทธิภาพสามารถยับย้ัง
เช้ือไวรัสไข้หวัดนก เช้ืออี โคไลและเช้ือซัลโมเนลล่า ในสภาวะท่ีมีและไม่มีสารอินทรีย์  ซึ่งอาจน ามาประยุกต์ใช้ ในฟาร์มสัตว์ปีกเพื่อ
ยกระดับความปลอดภัยทางชีวภาพภายในฟาร์มรวมท้ังเกษตรกรผู้เล้ียงสัตว์ปีกรายย่อยและการเล้ียงไก่หลังบ้านในเขตชนบทของ
ประเทศไทย 
ค าส าคัญ: ข้ีเถ้าถ่าน เช้ือไวรัสไข้หวัดนก เช้ืออีโคไล เช้ือซัลโมเนลล่า  

Abstract 
Fresh charcoal ash (FCA) is the residue powder left after the combustion of wood. In the present study, 

FCA was evaluated for inactivation of various pathogens such as avian influenza virus (AIV), Escherichia coli (E. 
coli) and Salmonella Infantis (SI).  The result demonstrated that the FCA in powder form could inactivate AIV 
even in the presence of organic materials. In the solution form, it was shown that the 5% and 10% FCA solution 
could inactivate AIV in the absence organic materials within 30 min and 30 sec, respectively, however, even in 
the presence of organic materials both concentration could inactivate AIV within 2 hr and 1 min, respectively. 
While, the 1%, 5% and 10% FCA solution could inactivate E. coli in the absence of organic materials within 30 
sec, 5 sec and 5 sec, respectively, however, all concentration could inactive SI within 5 sec. While, in the 
presence of organic materials, the 1%, 5% and 10% FCA solution could inactivate E. coli within 5 min, 5 sec and 
5 sec, respectively, and 3 min, 5 sec and 5 sec for SI, respectively. In conclusion, the FCA from household could 
inactivate AIV, E. coli and SI even in the absence and presence of organic materials and might potentially be 
used as an alternative material for biosecurity applying especially on and around poultry farms not only 
commercial chicken farms but also backyard chickens in rural area of Thailand. 
Keywords: fresh charcoal ash, avian influenza, Escherichia coli, Salmonella Infantis 
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Introduction 

Bio-security management is importing strategy that is the main protection from various pathogens 
(Thammakarn et al., 2014). Normally, organic solvents, detergents and disinfectants were used for microorganism 
inactivation however, even organic materials contamination, their efficacy is decreased (Thammakarn et al., 
2014). There are several experiments to explain the alternative materials for bio-security enhancement, which 
not interfere even organic materials contamination. Several researchers have shown high pH material, could 
inactivate microorganism even in the presence of organic materials such as bioceramic powder (Thammakarn et 
al., 2015b), slaked lime, scallop shell powder (Thammakarn et al., 2015a), calcinated egg shell (Ota et al, 2016) 
and nano-sized scallop shell powder (Thammakarn et al., 2014).  

Since the big outbreaks of highly pathogenic avian influenza (HPAI) especially H5N1 in several countries 
such as Asia, Africa and Europe in 2003, it have serious problems to commercial poultry industry especially 
chicken (Thammakarn et al., 2015a). In Thailand, the H5N1 epidemic was caused of severe losses to the poultry 
industry (Wanaratana et al., 2010). Generally, Escherichia coli and Salmonella are normal inhabitants of the 
intestinal tract in birds. Some pathogenic strains can cause diseases especially poultry production and economic 
losses such as mortality and loss of egg production (FAO, 2016). These bacteria are major public health 
significance especially poultry meat and eggs which are possible source of food borne disease in humans (FAO, 
2016).  

Charcoal ash or wood ash is waste product from restaurants and household after cooking, it has alkaline 

compound such as calcite (CaCO3), lime (CaO), portlandite (Ca(OH)2) (Demeyer et al., 2001; Naik et al., 2003). The 

alkalinity of charcoal ash is high, that pH was 9.3-13.5 (Demeyer et al., 2001). 
The aim of the present study, was to evaluate inactivation activity of fresh charcoal ash (FCA) against 

various pathogens such as AIV, E. coli and Salmonella, in the presence and absence of organic materials. 
 
Materials and methods 
Sample preparation: Fresh charcoal ash (FCA) powder was prepared by burning wood-charcoal and solution 
sample was prepared as 1%, 5% and 10% using distilled water.  

Pathogens and cell or medium: Low pathogenic avian influenza virus (LPAIV), namely 
A/duck/Aomori/395/04 H7N1, was propagated in 9-day-old chicken embryonic eggs. After alantoic fluid 
harvesting, stock viruses were aliquoted and kept at -80°C until used.  Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells 
were used for AIV titration. Escherichia coli (E. coli) strain NBRC106373 and Salmonella Infantis (SI), were also 
used for present study. These bacteria were sub-cultured onto desoxycholate hydrogen sulfide lactose (DHL) 
agar and then incubated at 37°C overnight. The bacterial colony was picked up and cultivated in Luria-Bertani 
(LB) medium (1% Bacto Tryptone, 0.5% Bacto Yeast Extract and 1%NaCl, pH 7.4) and titrated on DHL agar (Ota et 
al., 2016). Both culturing bacteria were removed organic materials by centrifugation at 1,750 g for 10 min before 
tested.  
 Powder reaction: To determine virus inactivation, 200 mg of FCA powder was mixed with 100µl of AIV in 
the absence of organic materials, however, even presence organic materials, 100 µl of virus was mixed with 50 µl 
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of FBS, and then, all mixed was added to 300 mg of FCA powder. After 3 min incubation at room temperature, 
the viruses were recovered with 900 µl or 850 µl of PBS, respectively, then centrifuged at 17,400 g for 3 min and 
titrated onto MDCK for recovering virus titration (Ota et al., 2016). 
 Liquid reaction: Four hundred and fifty microliters of each FCA solution, was mixed with 100 µl of each 
pathogen, and then incubated for indicated time at room temperature. After that the solution mixer, was 
neutralized pH with 450 µl of 1M Tris-HCl pH 7.2. Each sample treatment was titrated onto MDCK for AIV or DHL 
agar plates for bacteria. Even presence organic materials, 250 µl of fetal bovine serum (FBS) was added to 5 ml 
of each FCA concentration as 5% organic materials, before tested. To confirm the neutralizing efficacy of Tris-HCl, 
it was added into each solution sample before virus or bacteria adding, namely 0 sec. Each treatment was tested 
in triplicates, and the titers were shown in mean with standard error. 
 Titration: Each AIV treatment, was diluted in 10-fold serial dilution using Eagle’s minimum essential 
medium (MEM, Nissui Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan), and inoculated onto MDCK containing equal 
volume of MEM containing the final concentration of trypsin (Trypsin, Sigma, St.Louis, MO, U.S.A.) as 0.5 µg/ml. 
All of inoculated cell plates, were incubated at 37°C in 5%CO2 incubator and observed the cytopathic effect 
(CPE) twice a day for 3 days. At the end of incubation period, the hemagglutinin (HA) activity of the culture 
supernatant, was checked using 0.5% chicken red blood cells. The 50% tissue culture infective dose (TCID50/ml) 
was determined by Behrens and Kärber’s method (Thammakarn et al., 2014). While, each E. coli and SI treatment 
was also diluted in 10-fold serial dilution using Phosphate buffer saline (PBS) and inoculated on DHL agar for 
bacterial titration on 90mm petri-disk. All inoculated petri-disk were incubated at 37°C incubator for overnight, 
and the number of colonies was counted after 24 hr-post inoculation. The bacteria titer was calculated in colony 
forming units (CFU)/ml. 

Inactivation analysis: The reduction factor (RF) was used for determine pathogen inactivation. The RF is 
calculated using the following equation: RF = tpc − ta ; Where tpc is the titer converted into an index in log10 of 
the positive control, and ta is the converted titer an index in log10 of the recovered pathogen from treated 
sample. Inactivation of pathogen was considered effective when RF was greater than or equal to 3 (Lombardi et 
al., 2008; Takehara et al., 2010; Thammakarn et al., 2014).  
 
Results 
 The pH of 1%, 5% and 10% FCA solution, were checked by pH paper strip as 12.0, 12.5 and 13.0, 
respectively. Table 1 shown, the FCA powder could inactivate AIV even absence and presence organic materials. 
The AIV, E. coli and SI inactivating activity of 1%, 5% and 10% FCA solution were showed in table 2 and 3. These 
tables indicated that the 1% solution could not inactivate AIV in presence and absence of organic materials, 
while 5% and 10% solution even absence organic materials, could inactivate within 30 min and 30 sec, 
respectively. However, even presence organic materials, could inactivate within 2 hr and 1 min, respectively. In 
addition, the bacterial inactivation of 1%, 5% and 10% solution, could inactivate E. coli even absence organic 
materials within 30 sec, 5 sec and 5 sec, respectively, however, all concentrations could inactive SI within 5 sec. 
However, even presence organic materials, could inactivate E. coli within 5 min, 5 sec and 5 sec, respectively, 
and 3 min, 5 sec and 5 sec for SI, respectively.  
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Table 1. The result is shown as Log10 TCID50/ml (mean ± SD) of avian influenza virus inactivating activity using 
reaction in powder of fresh charcoal ash even absence and presence organic materials. 

  Log10 TCID50/ml 

 

absence organic materials presence organic materials a) 

tpc
 b) 6.75 ±0.25 6.42 ±0.38 

ta
 c) 2.50 ±0.00 2.50 ±0.00 

RFd) 4.25 ±0.25 3.92 ±0.38 
a) Fetal bovine serum as 33%. b) tpc is the titer converted into an index in log10 of the AIV control. c) ta is the titer 
converted into an index in log10 of the recovered AIV from the treated tube. d) The reduction factor = tpc- ta 
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Table 2. The result is shown as Log10 TCID50/ml (mean ± SD) of avian influenza virus inactivating activity using 1%, 
5% and 10% fresh charcoal ash solution even absence and presence organic materials. 

  

Avian influenza virus  

absence organic materials presence organic materials a) 

1%b) 5% 10% 1% 5% 10% 

tpc
 c) 7.25 ±0.50 7.17 ±0.58 7.42 ±0.88 7.42 ±0.29 7.17 ±0.58 7.42 ±0.88 

0 secd) 7.00 ±0.25 6.75 ±0.43 7.50 ±0.90 7.42 ±0.58 7.17 ±0.38 7.33 ±0.72 

5 sece) NTf) NT 6.33 ±0.72 NT NT 6.25 ±0.66 

30 sec NT NT 3.42 ±0.88 NT NT 4.75 ±0.43 

1 min NT NT NT NT NT 3.50 ±0.87 

10 min NT 5.42 ±0.14 NT NT NT NT 

30 min 6.67 ±0.29 4.00 ±0.50 NT NT 5.67 ±0.72 NT 

1 h 6.75 ±0.25 NT NT NT 5.25. ±1.09 NT 

2 h 6.92 ±0.29 NT NT 6.92 ±0.25 3.67 ±0.63 NT 

3 h NT NT NT 6.75 ±0.25 NT NT 

6 h NT NT NT 6.33 ±0.29 NT NT 
a) Fetal bovine serum was added to fresh charcoal ash solution as 5% organic materials of total volume. b) 

Concentration of fresh charcoal ash solution (%w/v). c) tpc is the titer converted into an index in log10 of the virus 
control. d) Added 1M Tris-HCl before virus. e) ta is the titer converted into an index in log10 of the recovered virus 
after indicated time of treated. f) NT: Not tested. 
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Summary and Discussion 
The FCA has strong alkaline that contain main inorganic material such as calcium oxide and calcium 

hydroxide (Demeyer et al., 2001; Naik et al., 2003). In water, calcium oxide is change the form to calcium 
hydroxide (Thammakarn et al., 2015a), which has ability from hydroxyl ion to damage bacterial cytoplasmic 
membrane, make protein denaturation by breakdown the ionic bonds and damage DNA strand (Siqueira Jr. and 
Lopes, 1999). The present study was showed high pH of all FCA solution which could inactivate mostly 
pathogens, however, when neutralized by Tris-HCl before treated, all of solution could not inactivated all of 
pathogens. These results suggested that high pH is importance mechanism for inactivation. 

Generally, several disinfectants such as chlorine and ammonium compounds could not inactivate the 
bacteria and virus even contaminated with organic materials. However, the FCA could inactivate AIV, E. coli and 
SI even presence of organic materials, that related with several researchers such as calcinated egg shell powder 
(pH 12.7), which the main component is calcium oxide and showed virucidal ability against AIV, NDV and IBDV 
(Ota et al., 2016), scallop shell powder (pH 13.0) and slaked lime (pH 12.5), which have main composition is 
calcium hydroxide and could inactivate AIV (Thammakarn et al., 2015a). 

Egg-CaO powder and nano-sized scallop shell (CaO-Nano) powder have calcium oxide, that change to 
calcium hydroxide, which give calcium and hydroxyl ion when dissolve in water similar with our solution. 
Solution of Egg-CaO at 3% concentration could inactivate AIV within 1 hr (Ota et al., 2016). But in the presence of 
organic materials condition, 3% Egg-CaO solution could not inactivate AIV within 1 hr (Ota et al., 2016). However, 
our studies use more concentration than Egg-CaO, 5%FCA solution has virucidal ability against AIV both absence 
and presence of organic materials within 30 min and 2 hr, respectively. Solution of CaO-Nano (pH 13.1), that have 
nano particle of calcium oxide could inactivate AIV, NDV both with and without organic materials within 5 sec 
(Thammakarn et al., 2014). This result nearly with 10% FCA solution, which could inactivate AIV within 30 sec in 
the absence of organic materials and 1 min in the presence of organic materials. For bactericidal inactivation, 
1%FCA has ability to inactivate both E. coli and SI even absence and presence of organic materials, which similar 
with 3% Egg-CaO solution, that could inactivate both E. coli and SI within 3 min (Ota et al, 2016). 

In conclusion, the FCA powder and solution-form could inactivate AIV, E. coli and SI even in the absence 
and presence of organic materials. The present study also indicated that both bacteria could be inactivated 
easier than virus using FCA solution. Thereby, FCA might be used as alternative materials, which applying to 
prevent spreading of poultry disease on commercial chicken farms and also backyard chickens especially 
developing countries including in rural area of Thailand. 
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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ของการศึกษาน้ี คือ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของปูนขาวและผงแคลเซียมไฮดรอกไซด์เกรดส าหรับผสมอาหารใน

การยับย้ังเช้ือไวรัสนิวคาสเซิล ในสภาวะท่ีมีและไม่มีสารอินทรีย์ ในรูปแบบผงและรูปแบบสารละลายท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.17 และ 
3 โดยใช้เซลล์เพาะเล้ียงคือเซลล์ปฐมภูมิจากตัวอ่อนไข่ฟัก และประเมินผลโดยการสังเกตการเกิด cytopathic effect วันละ 2 ครั้ง
เป็นเวลา 3 วัน และทดสอบปฏิกิริยาการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงในวันท่ี 3 วิเคราะห์ประสิทธิภาพการยับย้ังเช้ือไวรัสโดยการหาค่า 
reduction factor ผลการศึกษาพบว่าท้ังปูนขาวและแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ในรูปแบบผงสามารถฆ่าเช้ือไวรัสนิวคาสเซิลท้ังในสภาวะท่ี
มีและไม่มีสารอินทรีย์ได้ ในส่วนสารละลายพบว่าท่ีระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.17 และ 3 ปูนขาวในสภาวะท่ีไม่มีสารอินทรีย์สามารถ
ยับย้ังเช้ือไวรัสได้ภายในเวลา 10 นาที และ 5 นาที ตามล าดับ แต่ในภาวะท่ีมีสารอินทรีย์สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสได้ภายในเวลา 60 
และ 5 นาที ตามล าดับ ส่วนสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ท้ังระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.17 และ 3 สามารถยับย้ังเช้ือไวรัสได้
ภายในเวลา 10 นาที เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามในภาวะท่ีมีสารอินทรีย์สามารถออกฤทธิ์ ยับย้ังเช้ือไวรัสได้ภายในเวลา 30 นาที และ10 
นาที ตามล าดับ จากผลการทดลองครั้งน้ีสรุปได้ว่าท้ังปูนขาวและผงแคลเซียมไฮดรอกไซด์เกรดส าหรับผสมอาหารสามารถใช้เป็นสาร
ยับย้ังเช้ือไวรัสไวรัสนิวคาสเซิลได้ 

ค าส าคัญ: ปูนขาว ผงแคลเซียมไฮดรอกไซด์เกรดส าหรับผสมอาหาร เช้ือไวรัสนิวคาสเซิล ประสิทธิภาพการฆ่าเช้ือไวรัส 
 

Abstract 
The aim of the present study, was to evaluate the inactivating activity of slaked lime (SL) and food 

additive calcium hydroxide (FdCa(OH)2) in the form of powder or in the form of solution as 0.17% and 3% against 
Newcastle disease virus in the absence or presence of organic materials using fetal bovine serum. The chicken 
embryo fibroblasts (CEF) cells was used for NDV titration and observed the cytopathic effect (CPE) twice a day for 
3 days and confirmed by hemagglutination (HA) test at the end of incubation period. The reduction factor (RF) 
was used for determine NDV inactivation. The results showed that SL and FdCa(OH)2 in powder form could 
inactivate NDV even in the presenceof organic materials. Without organic materials, 0.17% and 3.00% SL 
solutions could inactivate NDV within 10 min and 5 min, respectively. However, in the presence of organic 
materials, they required 60 and 5 min, respectively, to inactivate NDV. Without the organic material both of 
0.17% and 3.00% FdCa(OH)2 solutions could inactivate NDV within 10 min, however, in the presence organic 
materials, they inactivated NDV within 30 min and 10 min, respectively. These results suggested that both 
samples have the main composition and/or the level of inactivating agent difference. Thus, SL and FdCa(OH)2 
could inactivated NDV. 

 
Keywords: slake lime, food additive calcium hydroxide, Newcastle disease virus, virucidal effect 
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Introduction 
 Newcastle disease (ND) is an important disease of poultry affecting to economic loss in many countries, 
even in countries where ND may be considered to be controlled, an economic burden is still associated with 
vaccination and/or maintaining strict biosecurity measures (Alexander, 2000). The biosecurity, includes cleaning 
and disinfection are the best methods regularly use to reduce the microbial load and the level of pathogens, 
especially ND Virus (NDV) particularly in poultry farm (Gehan et al., 2009). 

Several disinfectants have been applied for biosecurity enhancement at poultry farms, however most of 
them have disadvantages of diminished virus-activating ability in the presence of organic materials (Thammakarn 
et al., 2014). Several disinfectants could inactivate virus even presence organic material, such as phenol but is 
too expensive for general poultry house use (Bermudez and Stewart-Brown, 2008) nano-sized scallop shell 
powder (Thammakarn et al., 2014), scallop shell powder (Thammakarn et al., 2015), and calcinated egg shell (Ota 
et al., 2016). 
 The objective of this study was to evaluate efficacy of slake lime (SL) and food additive calcium 
hydroxide (FdCa(OH)2) powder against Newcastle disease virus both in the condition of the absence and 
presence of organic materials. 
 
Materials and methods 

Candidate samples and sample preparation: Slaked lime (SL) (Zapco, Homeinter supply Co., Ltd., 
Thailand) and food additive calcium hydroxide (FdCa(OH)2) powder provided by Fine Co., Ltd. (Japan), were used 
for the present study. The suspension of each sample was prepared as 0.17% or 3% (w/v) using distilled water 
and then centrifuged at 3,000×g for 10 min, and the resulted supernatants were used as solution sample in the 
absence of organic materials. For the presence of organic material treatment, each solution sample was added 
fetal bovine serum (FBS) as final concentration with 5% FBS. 

Virus and host cells: The virulent Newcastle disease virus (vNDV) was propagated in 9-day-old chicken 
embryonic eggs. The alantoic fluid was harvested and kept at -80 °C for virus stocking until used. Chicken embryo 
fibroblasts (CEF) cells, were prepared from 9-day-old chicken embryonic eggs and used for NDV titration.  

Powder reaction: Two-hundred milligrams of each candidate sample, were mixed with 100 µl of NDV for 
evaluate inactivating activity for the absence of organic materials treatment, whereas the presence of organic 
materials treatment, 100 µl of virus was mixed with 50 µl of FBS (33% FBS) before adding to 300 mg of each 
candidate sample. The mixer solutions were incubated at room temperature for 3 min (Thammakarn et al., 2015) 
and then each solution treatment was recovered NDV by adding 900 µl or 850 µl of phosphate buffer saline 
(PBS), respectively and next be centrifuged at 15,000×g for 3 min. Subsequently, the resulted supernatant was 
titrated onto CEF cells. 

Reaction in liquid: Four-hundred and fifty microlitters of each candidate sample at 0.17% or 3% solution, 
was mixed with 100 µl of NDV, then mixer solutions were incubated for indicated time (0, 5, 10, 30 and 60 min) 
at room temperature and then neutralized with 450 µl of 1 M Tris-HCl pH 7.2 (Tris-HCl) for stop activities of each 
sample. Subsequently, each treated sample was titrated onto CEF cells. To confirm the neutralizing efficacy of 1 
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M Tris-HCl, each candidate sample solution was added Tris-HCl before adding NDV, namely 0 min. Each solution 
sample was tested in triplicates, and the titers were shown in mean with standard deviation. 

Titration: NDV and each treated sample, were diluted in 10-fold serial dilution in Eagle’s minimum 
essential medium (MEM, Capricorn Scientific GmbH, Germany), and inoculated onto CEF cells containing equal 
volume of MEM. All of inoculated cell plates were incubated at 37 °C in 5% CO2 incubator and observed the 
cytopathic effect (CPE) twice a day for 3 days. At the end of incubation period, the hemagglutinin (HA) activity of 
the culture supernatant, was checked by using 1% chicken red blood cells. The 50% tissue culture infective dose 
(TCID50/ml) was determined by Behrens and Kärber’s method (Thammakarn et al., 2014).  

Inactivation analysis: The reduction factor (RF) was used for determine NDV inactivation. The RF is 
calculated by using the following equation: RF = tpc − ta, where tpc is the titer converted into an index in log10 of 
the NDV control, and ta is the converted titer of the recovered NDV from the tested sample. Inactivation of 
pathogen was considered effective when RF was greater than or equal to 3 (Lombardi 2008, Takehara et al., 
2010, Thammakarn et al., 2014). 

 
Results 

The inactivating efficacy of SL and FdCa(OH)2 in powder reaction, has been shown in the Table 1. Both 
samples could inactivate NDV both in the absence and presence of organic materials. 

Table 2 has shown the reaction in liquid, all of the 0.17% SL, 0.17% FdCa(OH)2 and 3% FdCa(OH)2 
solution in the condition of the absence of organic material, could inactivate NDV within 10 min, however the 3% 
SL could inactivate NDV within 5 min. In the condition of the presence of organic materials, the 0.17% of SL and 
FdCa(OH)2 solution could inactivate NDV within 30 and 60 min, respectively, however the 3% of SL and 
FdCa(OH)2 could inactivate within 10 min and 5 min, respectively. 

In addition, all pH of 0.17% SL, 3% SL, 0.17% FdCa(OH)2 and 3% FdCa(OH)2 showed as 12.5 by pH paper 
strip test. 
 
Table 1. Inactivating activity of slaked lime and food additive calcium hydroxide in powder reaction both in the 
condition of the absence and presence of organic materials, showed as Log10 TCID50/ml (Mean ± SD) 

 Slaked lime Food additive calcium hydroxide 

 Without FBS 33% FBS a) Without FBS 33% FBS 

tpc
 b) 7.67±0.88 7.08±1.28 7.67±0.88 7.08±1.28 

ta
 c) 2.50.00 2.50.00 2.50.00 2.50.00 

RF d) 5.17±0.88 4.58±1.28 5.17±0.88 4.58±1.28 
a) Fetal bovine serum (FBS) was mixed with virus as 33% before inoculated into each sample  
b) tpc is the titer converted into an index in log10 of the NDV control 
c) ta is the titer converted into an index in log10 of the recovered NDV from the tested sample 
d) RF is reduction factor 
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Table 2. The Log10 TCID50/ml (Mean ± SD) of Newcastle disease virus inactivated by using 0.17% and 3.00% of 
slaked lime and food additive calcium hydroxide solution both in the condition of the absence and presence of 
organic materials 

 

Slaked lime Food additive calcium hydroxide 

0.17% a) 3% 0.17% 3% 

Without FBS 5%FBS
 b) Without FBS 5%FBS Without FBS 5%FBS Without FBS 5%FBS 

tpc
 c) 8.63±0.52 8.63±0.52 8.40±0.38 8.40±0.38 8.13±0.43 8.25±0.47 8.13±0.43 8.13±0.43 

 

0 min d) 8.17±0.29 8.58±0.88 8.17±0.14 7.83±0.29 8.17±0.38 8.25±0.66 8.08±0.29 8.00±0.50 

5 min e) 6.25±0.35 NT f) 5.25±1.06 5.38±1.24 5.63±0.18 6.13±0.53 5.25±0.00 5.38±0.18 

10 min 5.00±0.90 5.92±1.66 5.42±0.76 5.17±0.58 4.67±0.14 5.83±0.76 4.75±0.25 5.00±0.66 

30 min 4.33±1.04 6.08±1.66 4.75±0.75 4.88±1.94 4.13±0.88 5.08±0.29 4.25±0.71 4.25±1.06 

60 min NT 4.67±0.14 NT 5.25±1.41 NT 4.75±0.00 NT NT 
a) Concentration of slake lime (SL) and food additive calcium hydroxide (FdCa(OH)2) solution (%w/v) 
b) Fetal bovine serum was added to each solution sample as 5% of total volume  

c) tpc is the titer converted into an index in log10 of the NDV control 
d) Added 1M Tris-HCl, Tris-HCl before NDV 
e) ta is the titer converted into an index in log10 of the recovered virus after indicated time 
f) Not tested 
 
Discussion and Summary 

The food additive calcium hydroxide (FdCa(OH)2) is made from limestone of Japanese marine and 
producing high quality level by Fine Co., Ltd., Japan. The main ingredient of FdCa(OH)2 is 97.2% Ca(OH)2 while 
that of SL is 95% calcium hydroxide (Budavari, 1986). Both FdCa(OH)2 and SL have high alkalinity (pH=12.5). The 
present study was indicated that SL and FdCa(OH)2 powder, could inactivate NDV for both the condition of the 
absence and presence of organic materials, which harmonized with several earlier reports, such as Thammakarn 
et al. (2015) who reported the Scallop-shell powder and SL have high alkalinity and excellent ability to inactivate 
AIV. 

The SL or calcium hydroxide could be dissolved in water and changed to Ca++, and OH-, which are strong 
base or high alkalinity (National Organic Standards Board, 2002). This solution has the pH greater 9 due to the 
(OH)- and affected to microbials, such as bacteria and viruses (Aiello, 1998). The FdCa(OH)2 solution also could be 
dissolved in water and changed to Ca++, and OH- and shown strong base and high alkalinity. The results of 
present study indicated that at 0.17% of both SL and FdCa(OH)2 solution to NDV inactivation, was similar    
except in the presence of organic materials, the FdCa(OH)2 could inactivate better than SL. This result explained 
that the calcium hydroxide concentration of FdCa(OH)2 was higher than SL, (97.2% and 95%, respectively) but 
the solubility of FdCa(OH)2 is lower than SL (0.17% and 0.185%, respectively). However, at 3% solution for both 
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the condition of the absence and presence of organic materials, the SL could inactivate NDV better than the 
FdCa(OH)2, suggested that the SL might be contained with other inorganic materials such as magnesium, silica, 
iron and aluminum (National Organic Standards Board, 2002), which could synergist with calcium hydroxide for 
inactivation, while the FdCa(OH)2 have a few of other inorganic materials.  

Generally, the SL is cause irritation of skin, eyes and respiratory inflammation. (Clayton and Clayton, 
1994) while the FdCa(OH)2 might has less irritation and inflammation than SL because it was high quality 
producing and classified as food additive. The FdCa(OH)2 is possibly more safety than Sl because it is food 
additive grade and also alternative material applying for biosecurity especially on and around poultry farm. In 
conclusion, the present study showed the NDV inactivating efficacy by the use of both SL and FdCa(OH)2. 
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Abstracts 

An adult female river stingray (Potamotrygon sp.) with abnormal round protruding area at dorsal midline 
of body disk between nuchal and tail thorns, which is suspected to be appear during  the late gestation, was 
admitted at the Veterinary teaching hospital, Mahanakorn University of Technology. In this study, X-ray imaging 
was performed firstly to differentiate the overall structure of the protruding area at the dorsal midline of 
Potamotrygon sp., then, ultrasound scanning was applied in order to monitor the fetus’ growth and position.. 
The X-ray imaging technique showed general morphology of stingray and an overview of skeletal structures at 
craniothoracic region and pelvic region, but could not show more information of pups, while ultrasounic images 
showed hyperechoic area of independently movement fetus by visually documenting of fetal wing and 
respiratory activity. This indicates that the ultrasonographic imaging would be better for revealing more 
information about pups in uterine tract compared with radiographic image. 
Keywords: imaging techniques, pregnancy diagnosis, river stingray 
 

Introduction 
Freshwater stingrays of the family 

Potamotrygonidae are introduced as ormanental fish 
in Thailand. Potamotrygonidae have long been 
popular worldwide as ornamentals in the aquarium 
trade in Asia (Ng et al. 2010). Several species such as 
Potamotrygon motoro, P. orbignyi, Potamotrygon sp. 
and Paratrygon aiereba are originated from South 
America (Shibuya et al., 2010). The reproduction of 
freshwater stingrays is matrotrophic viviparity with 
development of trophonemata. Biological data of 
reproductive system composted of sexual maturity 
about 2 years, gonadal maturation from 2 up to 4 
months, pregnancy periods from 3 to 9 months, 
ovarian fecundity varied among species, uterine 
fecundity seemed to be slightly lower than the ovarian 
fecundity. The hydrologic cycle of the river basins 

which they inhabit may be trigger of reproductive 
cycle. The possible problems during the pregnancy 
such as extended pregnancy and labor period could 
be presented when environmental has been changed. 
Abortion in potamotrygonid pregnant females was 
easily found when they were stress from capture. 
(Charvet-Almeida et al., 2005). However, the 
information of diagnosis method of stingray which has 
been using in veterinary practice is very limited. So, 
this information of using imaging techniques may be 
useful for the veterinarian practitioners to diagnose the 
impregnant stingray. 
Case description 

For this case, potamotrygonid stingray, two 
males and two females were raised together in a large 
concrete tank. New female stingray, originated from 
South America was purchased at November 2015. This 
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fish presented the expansion of the body in one 
month (suspected pregnancy) and aborted in next 
month later. Pregnant stingray was copulated 
repeatedly in March 2016. About two month, this 
stingray became anorexia and carried protuberant 
abdominal cavity. Manifestations presented in this 
female stingray, therefore, need to be confirmed for 
pregnancy before. Generally in domestic animals, 
developed advanced examination such as 
measurement of relaxin hormone levels in serum is 
reliable (Root Kustritz, 2005). However, blood 
collection in aquatic animals is stressful, thus, stingray 
must be restraint by raising the tail. Furthermore, 
adverse effect of this clinical intervention might cause 
severe stress in fish. Hence, in our study, radiolography 
and ultrasonography which are noninvasive to animal 
were selected for diagnosis of pregnancy in this 
stingray. 
Clinical finding 

An adult female river stingray (Potamotrygon 
sp.) with abnormal round protruding area at dorsal 
midline of body disk between nuchal and tail thorns. 
This stingray was admitted at the Veterinary teaching 
hospital, Mahanakorn University of Technology, in 
order to diagnosis for pregnancy accordingly of the 
presenting manifestations and history described by the 
owner.  The stingray was maintained in a plastic tank 
containing of freshwater with aeration supplied. Before 
imaging examinations were carried out, disk width (DW) 
of stingray were recorded as 30 cm DW. A vitality and 
behavior of this stingray were routinely monitored by 
attending veterinarians during the examination. 

In this study, diagnosis of pregnancy in 
Potamotrygon sp. was performed using two different 
techniques. By using X-ray imaging, firstly, a half of 
maintained water in the tank was emptied for better 
exposure of animal that ventrally lied down on the 
tank.  Thereafter, the stingray was radiographically 

exposed for a short time using a portable X-ray 
machine (X-prime®, Diagnoshe X-ray unit model vet-
203T, POSKOM, Korea) with digital radiography by 
adjusting of radiation doses of 40 kV, and 4 mAs, 
respectively, with radiation focusing distance of 
approximately 75 cm. Subsequently, radiographic 
image of X-ray exposing area of stingray was evaluated 
by using X-ray imaging reading program (IM3®, CR 35 
VET win) in the computer. 

To differentiate the overall structure of the 
protruding area at the dorsal midline of Potamotrygon 
sp., other imaging technique, the ultrasound machine 
(Sonoscope® A6) was used in this study. First of all, 
maintained water in the tank was emptied until the 
affected area was emerged. The position of stingray to 
be diagnosed by ultrasound was the same as X-ray 
imaging. During the examination, a coupling gel was 
applied to the affected area and then the linear 
transducer was located that area. The frequency of 
ultrasound that applied to that area was adjusted to 
5-7 MHz for the optimum resolution of image 
(Daochai, et al., 2016). The result of ultrasound that 
showed on the monitor screen was recorded for later 
analysis and interpretation of the findings. 
Treatment and outcome 

The results obtained refer to the diagnosis of 
pregnancy in a freshwater stingray of genus 
Potamotrygon sp. by using two conventional 
radiographic and ultrasonographic imaging techniques.  
The general morphology of stingray (fig. 1 A) and an 
overview of skeletal structures at craniothoracic region 
and pelvic region were revealed by X-ray (fig. 1 B). 
From the radiographic image, several skeletal 
structures at craniothoracic region were visible as 
radiographic opacity including hyomandibular arch, 
hyomandibula, gill arch, cervicothoracic synarcual, 
thoracolumbar synarcual and vertebrae, pectoral 
girdle, and pectoral fin. In the pelvic cavity,  
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Figure 1: Dorsal view of pregnant stingray (A) and radiographic image (B). Abbreviations: Ct, craniothoracic region; 
Pv, pelvic region; Pf and Pvf, pectoral fin and pelvic fin; Hyo arch, hyomandibular arch; Hyo, hyomandibula; G, gill 
arch; Ce, cervicothoracic synarcual; Ts, thoracolumbar synarcual;  Pg and Pvg, pectoral girdle and pelvic girdle; V, 
vertebrae.     
 
additionally to pelvic girdle and fin were revealed, 
more opacity of dense mass between the vertebrae of 
lumbosacral region was observed (fig. 1 B). 

Ultrasound was performed on pregnant 
stingray at lumboscaral area (dashed line, fig. 2 A) 
during gestational month. Hyperechoic area of 
independently movement fetus was confirmed in 
pregnant stingray by visually documenting of fetal wing 

and respiratory activity. Pregnant stingray was observed 
carrying of approximately one to three pups (white 
circle, fig. 2: B and C). There appeared to be fetal 
tissue within their uterine horns (Fig. 2), however, 
physical structures such as wing or oral cavities could 
not be clearly identified.  
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Figure 2: The posture of pregnant stingray and a plane of ultrasonographic examination (dashed line) (A). 
Ultrasonographic images (B and C) showed hyperechoic area of independent fetal movement (white circle). 
 
Clinical reverent 

Eventually, after about 2 weeks post physical 
examination, pregnant stingray gave viable 2 females 
pups: 10 cm DW, 1 male pup: 7.6 cm DW and aborted 
1 male. Diagnosis of pregnancy in this Potamotrygon 
sp. was performed using two different techniques. The 
ultrasonographic images revealed more information 
about pups in uterine tract when they were compared 
with radiographic image. Calcification of skeletal 
structure in domestic animal begins about 44 days of 
gestation (Concannon et al., 1989; Concannon and 
Rendano, 1983; Allen and Meredith, 1981; Toal et al.. 
1986). To achieve clear radiographic Image, 
mineralization of foetal skeletal must be presented, in 
elasmobranch, this process could be not strongly 
processed. Distance of radiologic exposure influences 
on clear imaging diagnosis. Water level and air layer 

between x-ray machine and pregnant fish could 
reduce the intensity of X-ray beam, which possibly 
effect to visibility of image. In conclusion, from these 
two diagnosis technique, ultrasonographic technique is 
recommended for pregnancy diagnosis practice in 
freshwater stingray.  
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[Introduction] As consequence of the benefits of 
using developed criteria for the swine husbandry 
standards, the gastrointestinal helminth infections in 
pigs have been dramatically decreased among 
commercial swine farms.   However an extensive 
farming can be defined as any swine husbandries that 
allowed pigs wander around a village or community 
and keep in small pig numbers being closely 
associated with the residence of the famers. Due to 
extensive pig farming in Thailand even around the 
border areas of Bangkok, there existed in some 
commercial swine farms or around human. The public 
health issues and concerns are raised to address the 
disease ecology and epidemiology as well as to 
determine the extent to which gastrointestinal 
helminth infections can pose the risks for human and 
animal health problems.  The infections that possibly 
occurred in pigs from both intra- and inter-husbandries 
remain undocumented. The present study aimed to 
determine the prevalence and risk factors of 
gastrointestinal helminthes in extensive swine 
husbandries from the border areas of Bangkok, as well 
as to explore the extent of the gastrointestinal health 
risks and the solutions that apply for the prevention 
and control. 

 

 

 

 

[Materials and methods] The 20 extensive swine 
farms at the border areas of Bangkok, which were 
registered to the Department of Livestock 
Development were surveyed. Farmers were 
interviewed for husbandries.  Fecal samples were 
randomly collected from 5 to 10 grower pigs/farm with 
2-7 months old.  Gastrointestinal helminthic eggs and 
larva in fecal samples were identified by direct fecal 
smear and formalin-ether sedimentation methods.  
Risk factors were evaluated by the Logistic regression 
at 95% of confidential interval. 
 
[Results] Gastrointestinal helminth infection was 
detected in 9 farms (45 %) or the 25 out of 124 pigs 
(20.1%).  Single infection was found in 16 pigs (64%) 
and 9 pigs (36%) were co-infestation. The parasitic 
prevalent rates were 10.5% for Strongyloides spp., 
9.7% for Strongyle type egg, 3.2% for Trichuris spp., 
2.4% for Ascaris lumbicoides and 1.6% for 
Globocephalus spp. The significantly associated factors 
of helminthic infections (P < 0.05) included the farm 
problem with pig gastrointestinal disease (OR = 11.8, 
95% CI of OR = 1.35 - 103.34) and using some drugs 
exceptional anthelmintic and antibiotic drugs within 
farm (OR = 128, 95% CI of OR = 6.631 - 2470.9).  

The Logistic Regression Model of associated factors of 
gastrointestinal helminthic infestation (GHI) 

 

 

Logit (GHI) = -5.9 + 2.5 GI problem + 4.9 Using other drugs 
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[Discussion] The gastrointestinal helminthic 
prevalence was highly presented when compared with 
the previously prevalent reports from standardized 
swine farms.  Many extensive swine husbandries 
around the world, for example Cambodia (Schar et al., 
2014), India (Yadav and Tandon, 1988), China (Weng et 
al., 2005), Turkey (Uysal et al., 2009), also reported 
high helminth infection rate.  Most of the infected 
helminthes were soil-transmitted parasites that their 
distributed factors likely related to hygiene, farm 
management involved in feeding, water, pen cleaning 
or waste management, swine fecal contamination in 
water or environment, or anthelminthic administration 
in farms. 

The study showed the 2 associated factors of 
helminthic infestation, pig diarrhea and drug usage. In 
the present study higher prevalence of nematode 
infection was found in normal pig group than in 
diarrheal pig group. It probably results from either 
some drug or other intervention utility in diarrheal pig 
farms.   Some drugs utility, exceptional anthelmintic 
and antibiotic drugs, in farm indirectly indicated poor 
pig’s health status that they could be induced easer 
helminthic transmission within the farms.  The results 
of this study can enhance the awareness of 
coexistence without disease of human and extensive 
farming and be guideline to provide a strategic 
planning for helminthic prevention and control. 
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Abstract  

 
Using GIS-based land-use map for the urban-

rural division (the relative ratio of population density 
adjusted to relatively Aedes-infested land area), we 
demonstrated significantly independent observations 
of spatio-temporal distributions of Aedes aegypti and 
Aedes albopictus vectors between Muang Narathiwat 
district (urban setting) and neighbor districts (rural 
setting) of Narathiwat, Southern Thailand, based on 
binomial distribution of Aedes vectors in key water-
holding containers (water storage containers, discarded 
receptacles, miscellaneous containers, and natural 
containers). The distribution of Aedes vectors was 
influenced seasonally and spatially by breeding 
outdoors rather than indoors in all 4 key containers. 
Accordingly, both urban and rural settings elicited 
significantly seasonal (wet vs. dry) distributions of Ae. 
aegypti larvae observed in water storage containers (P 
= 0.001 and P = 0.002), natural containers (P = 0.016 
and P = 0.015), whereas in rural setting, the significant 
difference was observed in discarded receptacles (P = 
0.028) and miscellaneous containers (P < 0.001). 
Seasonal distributions of Ae. albopictus larvae in any 
key containers in urban setting were not remarkably 
noticed, whereas in rural setting, the significant 
difference was observed in water storage containers (P 
= 0.007) and discarded receptacles (P < 0.001). 
Moreover, the distributions of percentages of container 
index for Aedes-infested households in dry season 

were significantly lower than that in other wet season; 
P = 0.034 for urban setting, and P = 0.001 for rural 
setting. More significantly, the independent 
observations by season and study setting showed 
household-level practices in environmental cleaning 
influenced significant reduction of Ae. aegypti larval 
abundances, especially in dry season, in water storage 
containers and miscellaneous containers, but not in 
discarded receptacles, regardless of indoor or outdoor 
distributions. Findings suggest that the higher urban-
rural gradient, the greater the risk of spatio-temporal 
distributions of Aedes infestation in those key 
containers in human inhabitations and surroundings. 
Keywords: Aedes aegypti, Dengue vectors, household-
level practices in environmental cleaning (PEC), Spatio-
temporal distribution, water-holding containers, urban-
rural gradient  
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[Introduction] Mosquito species of the genus 
Mansonia, subgenus Mansonioides, are vectors of 
lymphatic filariasis in Thailand (Apiwathnasorn C.et.al., 
2016). Six species in this subgenus have been shown 
to be natural vectors of lymphatic filariasis (WHO, 
1984). The malaria transmission control area (MTA), 
Dan Chumphon Subdistrict , and the non-MTA,  Bo 
Phloi Subdistrict were included in the national malaria 
control program.  Some insecticides have been utilized 
for reducing mosquito vectors and they may impact 
on malaria vectors and the other mosquito as 
Mansonia spp. The study objectives were to survey 
and analyze geographical distribution of Mansonia 
mosquitoes and to determine their feeding habitat, 
and Ma. uniformis mosquitoes were testified for 
insecticide susceptibility.  
[Materials and Methods] Some adult female 
mosquitoes were collected by human bait approach 
at both indoor and outdoor during 18:00 to 22:00 pm. 
The study was processed in August and November 
2015. The Ma.uniformis mosquitoes were individually 
examined for the taxonomic identification under 
stereo microscope for insecticide susceptibility test 
(Pimnon S. et al., 2012). Two insecticides were used in 
susceptibility testing including 0.05% deltamethrin and 
0.09% bifenthrin coated on insecticide-treated test 
papers as recommended by WHO and following 
standard testing procedures and exposure times 
(Ritthison W. et al., 2014.) 

[Results] In August, the results showed that the Ma. 
uniformis mortality rate from deltamethrin and 
bifenthrin were 92% and 98%, respectively. As well as 
the mortality rate showed 92% from deltamethrin and 
80.3% from bifenthrin in November.  All mosquitoes 
had been alive in the untreated control over 24 hours 
holding period for all paired tests. 
[Discussion] Synthetic pyrethroids are currently the 
insecticides of choice for malaria control in Thailand. 
The monitoring of bifenthrin and deltamethrin 
resistance has been suggested. Evaluation program 
knowledge of vector/pest susceptibility to pesticides, 
changing trends of resistance and their operational 
implications are basic requirements to guide pesticide 
use in vector-borne disease and pest control 
programs. 
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Table 1. Susceptibility test of Mansonia uniformis for Deltamethrin and Bifenthrin        

Sample source 
collection/insecticide 

Control Test  
Total 
number 
of each 
trial 

No. of 
deaths (% 
mortality) 

Total 
number 
of each 
trial 

No. of 
deaths 

Observed 
mortality 
(%) 

Corrected 
mortality 
(%) 

August       
Deltamethrin, 0.05% 10 0 50 46 92.0 ND 
Bifenthrin, 0.09% 10 0 50 49 98.0 ND 

November       
Deltamethrin, 0.05% 25 0 50 46 92.0 ND 
Bifenthrin, 0.09% 25 0 61 49 80.3 ND 

ND – not done. 
 
Figure 1. Insecticide susceptibility test of Mansonia uniformis                   

  
  



รายงานสบืเนื่องการประชุมวิชาการระดับชาต:ิ การประชุมวชิาการทางสัตวแพทยแ์ละการเลี้ยงสัตว์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีมหานคร คร้ังที่ ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ วนัที่ ๑๑-๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙  

31 
 

โรคโคลแิกรนนูโลมา่ ในนกขุนทอง: รายงานสัตวป์ว่ย 
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บทน า 

โรคโคลิแกรนนูโลม่า (Coligranuloma หรือ Hjaree's 

disease พบครั้งแรกในปี 1945 (Sojka et al. 1965) มีโอกาส

พบได้น้อยในนกเล้ียง สาเหตุมาจากการติดเช้ือแบคทีเรีย 

Escherichia coli  แบคทีเรียแกรมลบ ท่ีมีคุณสมบัติ non-acid 

fast non-spore forming bacillus การติดเช้ือ E.coli สามารถ

เกิดข้ึนได้ท่ัวไปและพบได้ทุกช่วงอายุในสัตว์ปีก ปัจจัยการเกิดโรค

มีความสัมพันธ์กับสุขอนามัยในการเล้ียงสัตว์ โดยส่วนใหญ่มักเกิด

จากการขาดการดูแลจากเจ้าของ อาการท่ีพบคือ โลหิตเป็นพิษ 

ซึม เบ่ืออาหาร การเจริญเติบโตช้า ผอม ในลูกสัตว์ท่ีเพิ่งฟักอัตรา

ตายสูง ซึมและพบการอักเสบของสะดือ (omphalitis) ในสัตว์

ช่วงอายุอ่ืนๆ พบการติดเช้ือของระบบหายใจ หายใจล าบาก ร้อง

เสียงประหลาด ลูกตาบวม และเลนส์ตาขุ่น การติดเช้ือระบบ

ทางเดินอาหารท าให้ช่องท้องอักเสบ ท้องร่วง อุจจาระสีเขียวปน

เหลือง ทวารรวมเปรอะเป้ือน การติดเช้ือท่ีข้อท าให้ข้ออักเสบ 

(arthritis) ถ้าติดเช้ือท่ีระบบสืบพันธุ์ท าให้ท่อน าไข่อักเสบ 

(salpingitis) สัตว์ไม่ยอมไข่ พบรอยโรค ของถุงหุ้มหัวใจอักเสบ

(pericarditis) ผนังช้ันนอกหัวใจอักเสบ(epicarditis) ถุงลม

อักเสบ(air sacculitis) ตับคล้ า ล าไส้อักเสบ (enteritis) ผิวหนัง

อักเสบ (cellulitis) นอกจากน้ีเช้ือ E. coli ยังท าให้เกิดโรคโคลิ

แกรนนูโลม่าพบก้อนแกรนนูโลมาท่ีอวัยวะ ภายใน เช่น ตับ ม้าม 

ล าไส้ และบริเวณหัว โดยจะอยู่บริเวณใต้ผิวหนังมีลักษณะเป็น 

Serofibrous polyserositis ส่วนใหญ่สัตว์ท่ีปุวยจะผอมแห้ง ซึม 

และตาย (Swayne et al., 2013)  

ประวัติสัตว์ป่วย  

นกขุนทอง (ช่ือวิทยาศาสตร์ : Common hill myna) อายุ 

10 ปี เจ้าของพามาด้วยอาการพบก้อนเน้ืองอกบริเวณเปลือกตา

ข้างขวาของนก   

 

การรักษา 

หลังจากตรวจประเมินร่างกายสัตว์และลักษณะเน้ืองอก พบว่ามี

ก้อนเน้ือลักษณะแข็ง จึงได้วางยาเพื่อผ่าตัดก้อนเน้ืองอกออก  

 
         รูปที่ 1. รูปภาพขณะวางยาสลบของนกขุนทอง 

การวางยาสลบ  

น าสลบด้วยยา Isoflurane 5% และ Maintenance ด้วย 

Isoflurane 3% (รูปท่ี 1) ให้ยาปฏิชีวนะด้วย Marbofloxacin  

(20 mg/ml) ขนาดยา 4 mg/kg เข้าทางใต้ผิวหนังต่อเน่ือง 7 วัน 

ให้ยาระงับความเจ็บปวดในกลุ่ม NSAID ด้วย Tolfenamic acid 

(40 mg/ml) ขนาดยา 4 mg/kg เข้าทางใต้ผิวหนังต่อเน่ือง 3 วัน 

การผ่าตัด  

จัดท่านกให้อยู่ในท่านอนตะแคง โดยให้ล าตัวทางด้านซ้าย

ลงบนโต๊ะผ่าตัดเพื่อเตรียมพร้อมส าหรับผ่าตัด หลังผ่าตัด  สัตว

แพทย์ได้เก็บตัวอย่างช้ินเน้ือแช่ในสารละลายฟอร์มาลิน 10% 

แล้วส่งตรวจทางจุลพยาธิวิทยา ณ เวทแอนด์วิทโทร เซ็นทรัล 

แลป แผลผ่าตัดหายดี และตัดไหมภายใน 7 วัน และไม่มีอาการ

แทรกซ้อน (รูปท่ี 2) 

 
         รูปที่ 2. ภาพหลังการผ่าตัดของนกขุนทอง 
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ผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา  

ผลการตรวจช้ินเน้ือทางจุลพยาธิวิทยาพบว่า มีลักษณะดังต่อไปน้ี 

- The large granuloma composed of thick fibrous tissue 

and inflammatory cells around the central necrotic 

exudates (รูปท่ี 3 และ 4) 

- The multinucleated giant cells present between the 

fibrous tissue and necrotic exudates (รูปท่ี 5)       

 
รูปที่ 3. ลักษณะจุลพยาธิวิทยาของช้ินเน้ือท่ีท าการผ่าตัด

 
รูปที่ 4. ลักษณะจุลพยาธิวิทยาของช้ินเน้ือท่ีท าการผ่าตัด 

 

ความส าคัญทางคลินิก 

โรคโคลิแกรนนูโลม่า (Coligranuloma หรือ Hjaree's disease) 

คือก้อนแกรนูโลม่าท่ีเกิดจากเช้ือ E.coli พบได้ในนกท่ีโตแล้ว พบ

ส่วนใหญ่ในเป็ด ไก่ ไก่งวง การเกิดก้อนเน้ือบริเวณเปลือกตามี 

 
รูปที่ 5. ลักษณะจุลพยาธิวิทยาของช้ินเน้ือท่ีท าการผ่าตัด 

ท่ีสามารถพบได้ในกรณีของ Coligranuloma ท่ีพบได้ในนก 

(Swayne et al., 2008) 

 

โอกาสพบได้น้อย อาการท่ีสัตว์แสดงออกคือ ซึม น้ าหนักลด 

โลหิตจาง เป็นหลัก โดยปกติการตรวจร่างกายสัตว์จะพบก้อน

แกรนูโลม่าบริเวณเย่ือบุล าไส้และตับ โดยสามารถพบได้ท้ังขนาด

เล็กและใหญ่ การวินิจฉัยการติดเช้ือ E.coli ท าได้โดยการซัก

ประวัติ ตรวจดูอาการและรอยโรค และการวินิจฉัยจาก

ห้องปฏิบัติการ การวินิจฉัยแยกจาก ก้อนเน้ือและมะเร็งการ

รักษาควรมีการทดสอบความไวรับต่อยาปฏิชีวนะ (Sensitivity 

test) ยาท่ีแนะน าใช้ในการรักษา คือ ยาในกลุ่ม Quinolones , 

Streptomycin, Ampicilin, Tetracycline และ 

Sulfonamides (Chauhan et al., 2007) การปูองกันและ

ควบคุมโดยการดูแลเรื่องสุขอนามัยในการเล้ียงสัตว์ ท าความ

สะอาดกรงเล้ียง ให้อาหารและน้ าท่ีใหม่และสะอาด การควบคุม

เรื่องอุณหภูมิ ความช้ืนและการระบายอากาศท่ีดี 
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[Introduction] Atherosclerosis is a vascular disease 
defined as thickening of inner arterial walls associated 
with lipid deposits result to losing of vascular 
elasticity. The coronary atherosclerosis is the most 
common cause of death in human. Nevertheless this 
vascular disease is rarely occurs in dogs.  Several 
reports of dog breeds risk for atherosclerosis such as 
Miniature Schnauzer, Labrador Retrievers, Rottweilers, 
Doberman Pinschers, Golden Retriever and German 
Shepherd [1, 2, 4, 5].  The risk of atherosclerosis in 
domestic carnivores has also been correlated with 
hypercholesterolemia results from endocrinopathies 
such as hypothyroidism, hyperadrenocorticism and 
diabetes mellitus [1]. The other conditions have been 
linked also include hypertension and 
glomerulonephropathies [2]. However, the incidence 
of prostatic carcinoma concurrence with systemic 
artherosclerosis has never been reported in dogs.  
Therefore, the aim of the present case study is to 
demonstrate the incidence of systemic atherosclerosis 
with hypothyroidism, glomerulonephropathy, 
myocardial ischemia and prostatic carcinoma in an 
aged intact male mixed breed dog. 
[Materials and Methods] A 12-year-old, intact male 
Shih Tzu mixed dog carcass with previous medical 
history of mild anemia, chronic inflammatory 
leukogram, mild azotemia, abdominal pain, dysuria 
and enlarged prostate gland was submitted to 
Mahanakorn Veterinary Diagnostic Center for 
postmortem investigation. The tissue specimens were 
collected and fixed in 10% neutral buffered formalin. 

The collected tissues were processed then embedded 
in paraffin wax and sectioned with 4 micron-thickness. 
Tissue sections were stained with hematoxylin and 
eosin (H&E).  
[Results] At necropsy, the carcass was in mild obesity 
nutritional stage. In oral cavity revealed necrotizing 
ulcerative gingivitis. The heart presented with marked 
thickening of epicardial coronary arteries with yellow-
white plaques. The cross section of coronary arteries 
was showed narrowed lumens surrounded by white 
yellow plaques in inner arterial walls. At left ventricle, 
marked thickening of mitral valve with pale yellow-
white papillary muscles was found. The spleen was 
pale with multiple infarcts at periphery. The kidneys 
were presented with multiple white streaks in renal 
medulla and renal papillae. The gastrointestinal tract 
showed with segmental intestinal hemorrhage with 
diffuse thickening of yellow-white intestinal vessels. 
The prostate gland was marked enlarged with central 
necrosis. Mild hepatomegaly with white foci was 
observed. Pulmonary edema and congestion with right 
caudal lobe sink in formalin. Other organs were no 
remarkable lesions. Histopathologically, the arterial 
lumens were narrowed and the inner section of 
arterial walls were thickening by deposits of 
amorphous eosinophilic materials, cholesterol clefts, 
foamy macrophages and mineralization especially in 
tunica intima and some in tunica media. This evidence 
of arterial wall was identified in multiple organs 
include heart, spleen, liver, kidney, lung, thyroid gland, 
and prostate gland. In atrium, multifocal loss of 
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myocytes with amorphous eosinophilic materials 
replacement was observed.  Loss of colloid in thyroid 
gland was found and only remaining compact 
mononuclear cells. Interstitial fibrosis, thickening of 
basement membrane of Bowman’s capsules and 
calcification were detected. The prostate gland was 
diagnosed as prostatic carcinoma. 
[Discussion]  The histopathological alteration in this 
case showed that the atherosclerosis has been 
associated with myocardial necrosis suggested that 
reduced in blood supply lead to myocardial perfusion 
insufficiency which may cause tissue hypoxia [3]. In 
previous report suggested that atherosclerosis in 
human usually associated with higher serum of  
C-reactive protein which is an inflammatory marker, 
this condition was found in Miniature Schnauzer dogs 
which have also in high risk of atherosclerosis [4]. The 
marked thyroid atrophy in this case cause 
hypothyroidism which may lead to quickly changing in 
plasma lipoprotein and elevated serum cholesterol 
levels [2, 3]. The composition of amorphous 
eosinophilic materials in the tunica intima of arterial 
walls might be hyaline deposits which usually seen in 
aged human, this character also known as hyaline 
atherosclerosis. Moreover, in hypertensive patients 
with atherosclerosis usually increased more severity, 
generalized atherosclerosis and increased hyalinosis 
especially in coronary arteries [4]. The 
glomerulonephrosis in this case might be associated 
with hypertension which may increase the risk of 
atherosclerosis as in human [2].  The prostatic 
carcinoma may associated with the insufficiency of 
blood supply due to atherosclerosis which cause 
tissue hypoxia and increase the oxidative cellular 
damage as in human, this consequence might lead to 
the mutation of oncogenes [6]. In Summary, this case 
suggests that the systemic atherosclerosis has also 

been associated as a consequence with 
hypothyroidism and glomerulonephropathy.           
The myocardial necrosis and prostatic carcinoma have 
been associated as resulting from atherosclerosis. 
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[Introduction] Renal dysplasia is disorganized 
abnormal growth pattern of renal parenchyma due to 
defective interaction of ureteric bud and metanephric 
blastema [1]. It has been reported in young 
companion, food and wild life animals [2-6]. The 
consequences of renal dysplasia were reported in 
dogs as a predisposing cause of renal failure [7].   
The aim of this study is to report the occurrence and 
clinicopathological finding of renal dysplasia in 
association with renal azotemia and osteorenal 
syndrome in a juvenile african white lion (Panthera leo 
krugeri).  
[Materials and Methods] A carcass of a young african 
white lion (Panthera leo krugeri) was submitted for 
investigation. Retrospective clinical data collection: 
The history taking was performed and animal data 
including age, sex, clinical signs and previous 
treatment were retrospectively collected from the 
patient’s record of the animal hospital. Necropsy 
examination: Necropsy examination was performed 
and necropsy findings were recorded. A certain fresh 
tissue samples were collected for microbiological 
examination. Small pieces of tissues including kidneys, 
liver, spleen, lung, heart, thymus, gastrointestinal tract, 
pancreas, adrenal glands, and abdominal fat  were 
collected and fixed in 10% phosphate buffered 
formalin for histopathological study. Histopathological 
examination: Briefly, the tissues were processed 

through the series of alcohols, xylene, infiltrated and 
embedded in paraffin, sectioned using microtome, 
stained with hematoxylin and eosin (HE) and mounted 
with Permount® and cover glass. Data analysis: The 
tissue slides were then examined under light 
microscope (Axiostar, Zeiss, Germany). All data from 
clinical and necropsy records and histopathology 
examination were analysed and discussed. 
[Results] Retrospective clinical data: The animal was 
nine-month-old female captive african white lion 
(Panthera leo krugeri) belonging to a local animal park 
in Bangkok Metropolitan. It had a history of long 
standing increase in serum creatinine (more than 3 
mg/dL) since three months of age until died.  The 
animal accidentally had left upper hind limb fracture 
at the age of three months. A clinical diagnosis of 
ricket was made according to the low serum calcium 
level and thin long bone observed from the 
radiographic examination. Orthopedic surgery to 
correct long bone fracture was performed and wound 
dehiscence was later on observed. After several 
months of unsuccessful supportive and specific 
treatment, the animal died. Necropsy findings: The 
carcass revealed poor nutritional stage, presence of 
surgical wound dehiscence with secondary purulent 
inflammation and disseminated microabscesses 
throughout abdominal cavity. The kidneys were pale in 
cortex and medulla and the ratio of cortex to medulla 
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was slightly decreased. Caseous and purulent exudate 
was found in renal pelvis as well as in urinary bladder. 
The brain and bones were not examined. Other organs 
showed no remarkable finding. Histopathological 
findings: Severe congestion was observed in liver with 
cloudy swelling and dissociation of most hepatocytes. 
Congestions of spleen and gastrointestinal mucosa 
were detected. Multiple microabscesses in both sides 
of kidney, pancreas and abdominal fat were found. 
Kidney lesions characterized by dysorganization of 
renal tubules, small glomeruli, decrease number of 
glomeruli and interstitial accumulation of 
mesenchymal cells were seen. Calcifications were 
detected in skin, stomach, kidney, lung and heart. 
Other organs showed no significant microscopic 
findings. The diagnosis of bilateral renal dysplasia 
predisposed to renal failure and osteorenal syndrome 
was made. 
 

 
 

Figure 1-4. Some gross and histopathological findings 
from this animal. Fig. 1: Pale renal cortex, discoloration 
of corticomedullary junction and accumulation of 
cheesy material at renal pelvis. Fig. 2: Multifocal fat 
necrosis and steatitis at retroperitoneal fat.             
Fig. 3: Disorganized renal tubules with dilatation of 
tubular lumens, small glomeruli. Fig. 4: Metastatic 
calcification at gastric mucosa. 
 
[Discussion]  The predisposing cause of bone fracture 
in this lion cub is certainly due to ricket. Ricket is 
metabolic bone disease found in young animals. The 
common cause is due to calcium and/or vitamin D 

deficiency. In this animal, nutritional cause of ricket 
had been suspect but the animal responded poorly 
following calcium supplement. Juvenile renal failure 
was also diagnosed clinically according to the long-
standing increase in serum creatinine. 
Histopathological diagnosis of bilateral renal dysplasia 
is most likely the cause of renal azotemia/renal failure 
in this african white lion cub. Generally, the renal 
function to convert vitamin D into active form was 
diminished in chronic renal failure. The affected 
animal could not be able to maintain normal serum 
calcium level due to poor calcium absorption from gut 
mucosa give rise to decrease serum calcium level. 
Bone abnormalities could be observed as the result of 
excessive bone resorption due to secondary 
hyperparathyroidism. The well known pathogenesis 
mentioned above can be adopted to explain the 
osteorenal syndrome observed in this lion cub. 
Multiple organ calcifications found histopathologically 
in this animal are the main evidence of metastatic 
calcification as a result of increase bone resorption 
due to secondary hyperparathyroidism. Renal 
dysplasia regards as a congenital abnormality of the 
kidney at the time of morphogenesis. In some animals 
such as puppies, renal dysplasia were detected in 
association with others congenital anomalies i.e. cleft 
palate and pulmonary hypoplasia [8]. Genetic cause of 
these abnormalities was documented in the 
literatures.  
In conclusion, we report in this study, the occurrence 
of renal dysplasia in association with renal failure and 
osteorenal syndrome in a juvenile african white lion 
(Panthera leo krugeri). This finding is possibly genetic 
related abnormality and need to be more investigated, 
whether the inbreeding, the common cause of 
anomalies reported in captive wildlife animal, could 
be the main cause of renal dysplasia in this white lion 
cub or not.  
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Abstract 
The pathological alterations as the effects of clove oil in Betta splendens were studied. In this study, the 

clove oil concentration of 15 and 20 ppm were used to induce sedative effects whereas concentration of 30 and 
40 ppm were applied to induce anesthetic effects. The results showed that pathological alterations of the liver 
demonstrate in moderated and severe degree in high dosed (30 and 40 ppm) g aoup. The general lesions were 
fatty change and necrosis of hepatocytes. On the similar findings were observed in the kidney, but showed in 
moderated degrees. Additionally, dilatation of Bowman’s space and necrosis of tubular epithelial cells were 
detected in most kidneys. The other pathological alterations were cellular swelling, and shrunkage of renal 
tubule. 

On centenary with, clove oil exposed at dosed 15 and 20 ppm found less extent lesions in both liver 
and kidney. Only mild degree of hepatocyte swelling in some area of the liver was detected. The kidney of the 
fish exposed to concentrations of 20 ppm showed mild swelling of renal tubular epithelial cells, dilation of 
Bowman’s space whereas tubular swelling was not seen in fish exposed to 15 ppm. In conclusion, little impact 
on the liver and kidneys was observed in this study especially after using clove oil in low doses. Thus, this study 
suggests that a low concentration of clove oil (15 and 20 ppm) is relatively safer for sedation in B. splendens due 
to less effect on liver and kidney . The result of this study is useful and might be an example of fish model in 
recognition of toxicity for anesthetic purpose bo using B. splendens.  

 

Key words: clove oil, Betta splendens, anesthesia, liver, kidney
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Introduction 
Clove oil is derived from the stems, leaves 

and buds of Eugenia aromaticum. This natural 
substance has beneficial properties such as 
antibacterial, antifungal, antiviral, anti-inflammation 
and analgesic agents (Keene et al., 1998). In traditional 
medicine, it has also been employed for centuries as a 
topical analgesic in dentistry. In North America, it is 
widely used as a herbicides for the control of weeds. 
Moreover, clove oil has recently been discovered as 
an effective fish anesthetic agent (Soto and 
Burhanuddin, 1995). The primary active ingredient of 
clove oil is eugenol, which comprises of 70-80% of its 
by weight of clove oil (Isaacs, 1983). The toxic effects 
of eugenol still have been reported in several animals. 
Manabe et al. (1987) reported that eugenol and 
related compounds produced a high affinity for 
plasma membrane because of their lipid solubility. 
Suzuki et al. (1985) found that eugenol induced 
superoxide production in neutrophils of Guinea pigs. 
Thompson et al. (1991) reported cytotoxicity effects of 
eugenol after exposure at concentrations of 1 mM in 
rat hepatocytes. Sladky et al. (2001) reported that high 
concentration of eugenol induced and caused high 
concentrations levels of carbon dioxide and glucose in 
the blood resulting in circulatory failure in Red Pacu 
(Piaractus brachypomus). The US National Toxicology 
Program (2000) reported that methyl eugenol, a 
component of clove oil, produced evidence of 
carcinogenicity in male mice at concentration of 3,000 
ppm dietary for 103 weeks. In general, there is a 
relationship between dosages and toxic effect. The fish 
treated with higher concentrations experience more 
toxic effects than those treated with lower doses.  

However, some tolerant fish did not 
demonstrate toxic effect (no-appearance effect). 
Therefore, several previous researchers have used 
histological studies to detect the toxic effects of 

chemical exposure in animals in order to confirm the 
toxic effects that occur in their tissue. Presently, the 
impact of toxic effects on fish has also been reported 
by histopathological studies in several vital organs 
such as livers and kidneys.  According to the liver is a 
target organ of toxic chemicals because it has a lot of 
blood supply and its function involves metabolism, 
biotransformation and storage of nutrients such as 
glycogen and lipid. In fish, the kidney performs an 
important function. It is a major site for clearing the 
blood by filtration and excretion of metabolic 
products. When the liver and kidneys are damaged, 
there is an effect on homeostasis and the survival of 
the organisms. 

This study attempts to determine the 
optimum range of dosages of cove oil, in terms of 
safety and efficacy, by using histological examination. 
The concentrations which show less or no pathological 
lesions represent a minimal toxic or no toxic dose and 
that could be used foa anesthetic purpose in fish 
species. 

 
Materials and Methods 
Fish supply and maintenance 

Males fishes (Betta splendens)  with the 
average weight of about 1g each were used (n=216). 
Each fish was placed separately in a two liter aquarium 
and was acclimatized for two weeks prior to the 
experiment. Fishes were maintained on a lighting 
regimen representative of the local natural 
environment (12L: 12D) and fed with commercial fish 
pellets (CP Company) twice daily at approximately 3-
5% of their body weight. Tap water was filtered 
through carbon-resin filters, aerated, and finally used 
as holding water in this experiment. Fishes were fasted 
for 24 hours prior to the experiment.  
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Preparation of clove oil stock solution 
Because of the incomplete solubility of clove 

oil in water, it will be initially dissolved in ethanol at a 
ratio of one part clove oil to 10 parts ethanol (Grush 
et al., 2004). The maximum amount of ethanol used in 
any experiment is 400 ppm (0.04 %). 

 
Experimental design 

Our previous results aevaTed that, clove oil at 
concentrations five to 20 ppm was effective as 
sedative dosage whereas the concentrations of 30 to 
50 ppm reached anesthetic within 48 hours. However, 
at five ppm, fish treated with clove oil reached 
sedation within eight to 48 hours, and 73% recovered 
to normal before 48 hours while all of fishes treated 
with concentration of 50 ppm reached anesthetic 
stage and 100% mortality rate occurred within two 
hours. From these reasons, the adjusted range of test 
concentrations in this experiment was from 10 to 40 
ppm. In treatment groups, five sets of 2-L 
experimental aquaria were filled with five 
concentrations of test material to obtain 
concentrations of 10, 15, 20, 30 and 40 ppm, while 
another two aquaria were kept free of clove oil as 
controls. Twelve B. splendens were separately placed 
in the aquarium.  After exposure times of 12, 24 and 
48 hours of each group, four B. splendens were 
randomly collected for pathological study of the livers 
and kidneys. 

 
Histological analysis  

Histopathological analyses were performed 
using a light microscope and Image-Pro Express anTosis 
software. Approximately 20 serial sections of the Tivea 
and aidneo were produced from each fish for analysis.  
According to Zodrow et al. (2004) and Frías-
Espericueta et al. (2009), the histopathological lesions 
were determined based on severity of changes 

compared to control sections. The degree of 
histological damage observed in each treatment were 
scored according to the percentage of the total fields 
with histological damage found per the total observed 
in the four samples of each treatment  (- = no tissue 
damage in any field on the slides, + = mild 
histopathological damage presented <25% of the 
fields on the slides, ++ = moderate damage presented 
>75% of the fields on the slides; and +++  = all fields 
of the slides displayed severe damage compared to 
the control sections). The experiment protocol was 
submitted to animaT care and use committee (CU-
ACUC), Protocol Review No. 1123002.  

 
Results 
Effects of clove oil on liver 
 
Control fish 

Normal hepatocytes have nuclei with disperse 
chromatin concentrated close to the nuclear 
membrane and one or more nucleoli. The nucleus of 
hepatocytes is generally a single, centrally located, 
spherical nucleus with a clear, dark nucleolus. 
Binuclear cells have been observed in normal liver 
cells. The cytoplasm of these cells is granular and 
vacuolated.  The hepatocytes are arranged as irregular 
cord-like structures in histological sections, which are 
limited by sinusoids at basal side and canaliculi at the 
apical side and sinusoid at the basal part of cell 
(Figuae.1). 

 
Treated fish 
             Treated groups showed several lesions. The 
most common changes at sedative doses were cloudy 
swelling hepatocytes but the liver architecture was 
intact with normal capsule. The highest degeneration 
was found at anesthetic doses of clove oil. The shape 
of hepatocytes became irregular, many nuclei 
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exhibited shrinkage and pyknosis. The scores of liver 
lesions after exposure to clove oil is shown in Table 1. 

In liver of exposed fish, structural alterations 
of hepatocytes occurred mostly around blood vessels 
and sinusoids. The histopathological evidence in liver 
of fish exposed with anesthetic doses of clove oil 
shown in moderated and severe degree. The general 
lesions were fatty change with lipid vacuole fusion and 
necrosis.  

At anesthetic concentration of 40 ppm, the 
exposed liver showed cellular swelling and mild 
dilation of blood vessels, whereas lipid droplets 
accumulation and necrosis were detected in 
moderated degree. Cellular swelling was also occurred 
in hepatocytes of exposed fish of both anesthetic 
doses. Moreover, the pattern of lesion was found in all 
specimens.  

Lipid droplets accumulation, a very large 
vacuoles were often seen in the cytoplasm and 
compressed the nuclei to the periphery of the 
hepatocytes (Figure 1E).  These results indicated that 
fish expose to dosages of 40 ppm had more distinct 
vacuolated hepatocytes. Other evidence showed in a 
degenerative process of nuclei. There are many 
regions in the liver where hepatocytes had loss of 
cytoplasmic contents and had irregular shapes and 
pyknotic nuclei (necrosis) (Figure 1F). At concentration 
of 30 ppm, moderate degrees of hepatocyte swelling 
and necrosis were observed. Other alterations such as 
dilated sinusoid and fatty changes of hepatocytes in 
some areas were also detected but in mild degrees. 
Mild degeneration of hepatocytes exhibited in fishes at 
sedative doses. The general lesions of fish exposed to 
15 and 20 ppm exhibited only mild cellular swelling in 
some area of the liver. (Figure 1 B-C). However, othea  
lesions weae  absent in  fish exposed   to the 
concentration  less  than  10  ppm.  

 

Effects of clove oil on kidney 
Control fish 

The histology of both control groups showed 
normal appearance of nephrons and hemopoietic 
tissues. The structural details of the kidney of control 
groups were shown in figure 2. 
 
Experimental groups 

Treated groups showed several lesions. The 
most common kidney changes at sedative doses were 
tubular swelling. Generally, the kidney architecture 
was intact. The highest degeneration was found at 
anesthetic doses of clove oil. However, fishes exposed 
to the concentration less than 10 ppm did not have 
any effects. The results of kidney alterations in B. 
splendens exposed to different concentrations of 
clove oil are summarized in Table 2.   

The kidney of exposed fish, structural 
alterations occurred mostly around blood vessels.The 
histopathological evidence in kidney of exposed fish 
with anesthetic doses of clove oil weae shown in 
moderated degrees. Most kidneys had more distinct 
dilatation of bowman’s space and necrosis of tubular 
cells. Other histological alterations such as cellular 
swelling, and shrunken of renal tubule were also seen 
as shown in Figure 2 C, D, E, F. 

At anesthetic concentration the fish exposed 
of 40 ppm, the kidney lesion showed cellular swelling 
with mild degrees. This lesion was also occurred on 
renal tubule of exposed fish from both anesthetic 
doses (Figure 2C). Dilatation of Bowman’s space was 
observed in moderate degree whereas tubular necrosis 
was experienced in mild degree. Degeneration of 
Bowman's capsule and renal tubules were more 
distinct in this concentration. Some glomeruli 
appeared shrunken with congested capillaries and 
there was an increase space within the Bowman`s 
capsule whereas the renal corpuscles exhibited 
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moderate damage (Figure 2 D). Other findings were 
necrotic tubular cells characterized by irregular shape 
and pycnotic nuclei (Table 2 and Figure 2 F). At 
concentration of 30 ppm, the kidney showed cellular 
swelling of tubular epithelium, dilatation of Bowman’s 
space and mild tubular necrosis. Some renal tubules 
dilated and necrosis. The shape of renal tubules 
became irregular, many nuclei exhibited shrinkage and 
pyknosis. Reduction and occlusion in tubular lumens 
were observed along with reduction of tubule lumens 
(Figure 2 E and F). Furthermore, Glomeruli were 
distorted in some specimens. The congestion 
distortion of capillaries and enlargement of Bowman`s 

space were observed as shown in Table 2 and  Figure 2 
D. The histological evidence in kidney of exposed 
fishes with sedative doses from concentrations 15 and 
20 ppm of clove oil exhibited few morphological 
changes.  

The kidney of the fish exposed to 
concentrations 20 ppm showed cellular swelling, 
dilation of Bowman’s space with mild degrees whereas 
tubular swelling was seen in mild degrees of fish 
exposed to 15 ppm. Moreover, effects were absent in 
fish exposed to the concentration less than 10 ppm as  
shown in table 1.

 
 
           Table 1.  Liver alterations in B. splendens exposed to different concentrations of clove oil 
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Figure 1.  Micrograph of liver of  Betta splendens .The control groups (A) and  Ethanol solvent control (B) show 
normal structure; A) hepatocyte  (black arrow), sinusoid (white arrow),. The treatment groups (C-F) show 
pathological changes; C) Dilation of sinusoid (white arrow); D) Cellular swelling (black arrow heads);  E) Fat 
accumulation  in cytoplasm  (white triangle);  F) Necrosis (white star).  Scale Bar 20 micron (H&E staining) 
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Figure 2.  Micrograph of kidney of Betta splendens  (A) The control kidney and ethanol solvent control (B) shows 
normal structure; renal corpuscle (R), renal tubule (T); The treatment groups (C -F) show histological changes; C) 
hydropic swelling (white arrow head); D) dilated capillaries in glomerulus (whi te arrow) ; E) occlusion of tubular 
lumen (O); F) narrowing of tubular lumen (N). Scale Bar 20 micron  
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           Table 2.  Kidney alterations in B.splendens exposed to different concentrations of clove oil  

      
Discussion 

Previous research showed that clove oil or 
eugenol has an advantage as an anesthetic agent in 
fish (Soto and Burhanuddin, 1995; Anderson et 
al.,1997; Keene et al.,1998; Mylonas et al., 2005). 
Some studies reported the toxic effects of clove oil or 
components in oil of clove (Manabe et al., 1987; 
Suzuki et al., 1985; Thompson et al., 1991; Sladky et 
al., 2001). There are few reports in toxicological 
studies of clove oil. This research presents the first 
evidence of pathological study of clove oil in fish bo 
use B. splendens as an adverse effect of anesthesia.  

Several previous reports have well 
documented in the ability of fish in cellular and tissue 
regeneration following injury (Goss, 1969; Oliver, 1995; 
Reimschuessel et al., 1990, 1993; Lombarte et al., 
1993; Chamie and; Rokokous et al., 1994; 
Reimschuessel, 1994). 

Like other organs, the kidney’s ability to repair 
sublethal toxic injury has been well documented in 
the mammals for more than a century (Podwyssozki,  
1885; Cuppage and Tate, 1967; Ishmael et al., 1982; 
Reimschuessel et al., 1990). Fish, especially, it retained 
the ability to form new nephrons as they grow 

throughout their adult life (Yasatake and Wales, 1983). 
Moreover, renal tubular regeneration following toxicity 
has been described in several fish species.  
Reimschuessel et al. (1990) reported that the nephron 
of gold fish (Carassius auratus), like that of the 
mammal, could regenerate the proximal tubular 
epithelium following toxicant induced injury. Augusto 
et al. (1996) reported on the nephrotoxicity effect of 
getamicin in the Nile tilapia (Oreochromis nilotica).The 
fish showed regenerative responses after exposure to 
the 5% and 10% metal concentrations. The present 
study is the first report on the impact of clove oil on 
the liver and kidneys of B. splendens. However, the 
results of pathological changes showed that it had 
little impact on the liver and kidneys because of using 
clove oil in low doses. Thus, this study suggests that 
clove oil is relatively safer in terms of impact on the 
liver and kidneys of this fish species. Therefore, this 
study recommends sedative concentrations between 
15 to 10 ppm. Thus, this study suggests that a low 
concentration is relatively safer in terms of impacts on 
liver and kidney of B. splendens.  
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Introduction 
  Peritoneopericardial diaphragmatic hernia 
(PPDH) is the congenital pericardial defect in cats. 
Persistent communication between the pericardial and 
peritoneal cavity allows the abdominal contents to 
herniate into the pericardial cavity. PPDH was very rare 
condition. Most cases are asymptomatic, because the 
abdominal organs easily slip in and out of the 
pericardial cavity and cause no problems. In 
symptomatic cat, the most common clinical signs are 
respiratory distress. Dyspnea is occured because the 
abdominal organs in the pericardial cavity restrict the 
pleural space and adversely affected by breathing. 
Persian cat is be predisposing to the disease. 
Case description 

A 40-day-old male Persian cat, weight 0.4 
kilogram was presented to Small Animal Teaching 
Hospital, Mahanakorn University of Technology with 
dyspnea, rapid and open mouth breathing. The history 
revealed that the cat was thinner than other kittens 
from the same litter and abdominal breathing was 
presented since birth. However, the symptoms seem 
to be getting worse while force feeding the cat. 
Clinical finding 

On physical examination, the cat was open 
mouth breathing, moderate tachypnea (respiratory rate 
62 breaths/min), expiration dyspnea and dull lung 
sound. Muffled heart sound was presented, heart rate 
202 breaths/min and dark pink mucous membrane. 

Since the condition was life-threatening, 
oxygen therapy with oxygen mask was performed to 

the cat. When clinical signs were getting better, the cat 
was stable and mucous membrane changed to bright 
pink, the radiological evaluation was done. Thoracic 
radiographs showed the cardiac silhouette was 
markedly enlargement and round shape, vertebral 
heart score was 15, with superimposition of gas-loop 
bowels along ventral cardiac margin. The trachea was 
displaced caudodorsally. There was loss of ventral 
diaphragmatic lining adjacent with cardiac silhouette. 
The lungs were diffuse infiltrative alveolar lung pattern 
at caudodorsal region. The stomach was dilation with 
gas and displaced to the right. 

Echocardiogram showed that parts of the liver 
and small bowel protruded through the diaphragm 
into the pericardial cavity. From thoracic radiographs 
and echocardiogram were confirmed the disease, 
PPDH. 
Treatment and outcome 
 In additional to oxygen therapy, the specific 
treatment for PPDH is surgery. In this case, surgically 
treatment was not yet performed due to the cat is too 
small and clinical signs are getting better after resting 
and oxygen therapy. However, surgery is 
recommended for animals with clinical signs from 
PPDH and should be performed as early as possible in 
young animals. In older animals, adhesions between 
the herniated organs and the pericardium may make 
the surgery more complicated. Futher plan of this case 
is herniorrhaphy to correct PPDH when the cat is 
growing up (3-4 months of age) or any problems begin 
to develop. The owner needs to observe the clinical 
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signs such as lethargic, decrease appetite, develops 
vomiting or diarrhea, or any breathing problems. 
Clinical reverent 
 PPDH is the congenital pericardial defect in 
cats. The radiography and ultrasonography are 
performed to confirm the diagnosis. The condition 
may be confused with pleuroperitoneal and hiatal 
hernia due to their proximity. Surgical is recommended 
for animals with clinical signs, while old animals 
without clinical signs can be conservative 
management. From the previous study, the 
postoperative mortality rate was 14% of cats that 
treated surgically corrected for PPDH. And 88% of 
owners of surgically treated cats were rated as very 
satisfied with treatment and long-term outcome. 
However, animals with clinical signs have the highest 
mortality rate due to shock and surgical and 
anesthetic stresses. Therefore, Animals should be 
stable and given supplemental oxygen during 24 hours 
pre-opretion. Prognosis is good following surgical 
correction. In conservative management, good 
prognosis is seen in asymptomatic cases, but the 
clinical signs may develop in the future.  
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Introduction 

Insulinoma (pancreatic insulin-secreting tumor) 
is a tumor of pancreatic beta-cells that secret 
excessive amounts of insulin, leading to severe 
hypoglycemia. This is a rare neoplastic disease in dog, 
which occurs in middle-aged to older dog without sex 
predilection. The predisposing breeds are Boxers, 
German Shepherds, Irish Setters, Standard poodles, 
Collies, Labrador Retrievers and fox terriers. The 
clinical signs include neurologic signs associated with 
hypoglycemia include seizures, ataxia, muscle tremors, 
exercise intolerance, collapse, coma and death.  
Case description 

A five-years-old spayed female Shih Tzu was 
presented to Small Animal Teaching Hospital, 
Mahanakorn University of Technology with 
unconscious and extensor rigidity with a history of 
seizure 2-3 times per day 
Clinical finding  

Physical examination revealed unconscious 
and extensor rigidity, pink mucous membrane, normal 
hydration status, normal heart and lung sounds and 
normal pulse quality. Blood results showed severe 
hypoglycemia 20 mg/dL (following administration of 
intravenous dextrose 50%, 1ml/kg), mild anemia (Hct 
31.9%), mild azotemia (BUN 38 mg/dL). The amended 
insulin: glucose ratio (AIGR) was 155 (if AIGR >30 
suggested insulinoma). Abdominal ultrasound found 
well-defined margin hypoechoic nodule (0.95x1.62 cm)  
on the distal right lobe of the pancreas. 

Treatment and outcome 
The dog was admitted in the hospital and 

given intravenously Acetated ringer’s solution with 5% 
dextrose before surgery. Serum blood glucose level 
was measured every 2-4 hours and injected 
intravenously glucose 50% when hypoglycemia was 
detected. On surgical exploration of abdomen found a 
small, soft, redness nodule on the distal right lobe of 
the pancreas (Fig 1.). Other abdominal organs were 
normal in gross inspection. The partial pancreatectomy 
for remove pancreatic nodule was performed. 
Histopathological examination revealed pancreatic 
islet cells adenoma with atrophy of the rest pancreatic 
islet that diagnosed to insulinoma (Fig. 2). After the 
surgery, the dog was treated with prednisolone 0.25 
mg/kg PO twice daily. The veterinarian advised the 
owner to feed the dog 6 times per a day to prevent 
hypoglycemia and avoid the dog excessively exercise. 
Sixteen days after the surgery, the dog was attended 
to the hospital. The owner informed the dog was well 
with no neurologic signs. The AIGR was tested, the 
result was 32. Monitoring clinical signs, blood glucose 
level and AIGR was done every 1 month. 
Discussion 

Although insulinoma is rare case and unknown 
etiology, this is the most commonly diagnosed islet 
tumors in the dog. It is important to include 
insulinoma as a differential diagnosis in any dog that 
present with persistent hypoglycemia. 
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Figure 1. A small, soft and redness pancreatic nodule 
on distal right lobe of pancreas (black arrows) 

Figure 2. Pancreatic islet cells adenoma with atrophy 
of the rest pancreatic islet  
 

The amended insulin:glucose ratio (AIGR)  is  
useful if  AIGR greater than 30 with hypoglycemia, the 
insulinoma is suspected. The surgical resection of 
pancreatic mass is strongly consideration. The medical 
management consists emergency treatment of a 
hypoglycemic crisis, management for post-operative 
and medical therapy in non-surgical cases. 
Corticosteroid, which inhibits insulin and stimulates 
gluconeogenesis, is commonly used for increasing 
blood glucose level. Diazoxide, which inhibits insulin 
secretion, has also been used. Streptozocin is a 
chemotherapeutic agent that used for unresectable 
metastasis insulinomas.  
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[บทน า]   ในการประเมินค่าเม็ดเลือดขาวทางห้องปฏิบัติการน้ัน
สามารถท าได้โดยวิธีการดังต่อไปน้ีคือ การนับจ านวนเม็ดเลือด
ขาวโดยรวม (total white blood cell (WBC) count), การ
ตรวจนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวจากสเมียร์เลือด (blood smear 
evaluation) และ การตรวจแยกชนิดเซลล์จากไขกระดูก (bone 
marrow examination) การตรวจนับจ านวนเม็ดเลือดขาว
โดยรวมมีอยู่ 2 วิธีด้วยกันคือ การตรวจนับด้วยมือ โดยใช้ WBC 
diluting pipette ร่วมกับ counting chamber แล้วนับผ่าน
กล้องจุลทรรศน์ และอีกวิธีคือการนับด้วยเครื่องนับเซลล์เม็ด
เลือดแบบอัตโนมัติ   ซึ่ ง เ ม็ดเลือดขาวท่ีมี granule อยู่ใน 
cytoplasm น้ันจะประกอบไปด้วย นิวโทรฟิว (neutrophil) เบ
โซฟิว (basophil) และอีโอซิโนฟิว (eosinophil) ส่วนเซลล์เม็ด
เลือดขาวท่ีมี cytoplasm ใสไม่มี granules คือ ลิมโฟไชต์ 
(lymphocyte) และ โมโนไซต์ (monocyte) [2] ซึ่งเป็นท่ีทราบ
กันว่าปริมาณจ านวนเม็ดเลือดขาวโดยรวมจะมีความแตกต่างกัน
ได้ ข้ึนอยู่กับ ชนิดของสัตว์และโดยท่ัวไปแล้วปริมาณจ านวนเม็ด
เลือดขาว เม่ือตอนแรกเกิดน้ันจะมีค่าค่อนข้างสูงและจะค่อยๆ 
ลดลงเม่ือสัตว์มีอายุมากข้ึน [1] การท าวิจัยครั้งน้ีจะมุ่งเน้น
ประเมินความแตกต่างระหว่างการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวด้วย
มือและการใช้เครื่องตรวจนับแยกชนิดเม็ดเลือดอัตโนมัติ จาก
เลือดท่ีส่งมาตรวจในห้องปฏิบัติการ ศูนย์บริการชันสูตรโรคสัตว์ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร  
[วิธีการด าเนินการวิจัย] ในช่วงเดือน กรกฎาคม ถึง สิงหาคม 
พ.ศ. 2555 สุนัขและแมวจ านวน 107 ตัวอย่าง ท่ีเข้ามารับการ
รักษาจะถูกเก็บเจาะเก็บเลือดท่ีโรงพยาบาลสัตว์เล็กเพื่อการเรียน
การสอน คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหา
นคร โดยการเจาะเก็บเลือดจาก cephalic vein และน าเลือดท่ี
ได้ใส่ลงในหลอดเก็บเลือดท่ีมีสารปูองกันการแข็งตัวของเลือดคือ 
heparin ซึ่งเคลือบไว้ท่ีผนังของหลอดเก็บเลือดและจะถูกเขย่าให้
เลือดผสมกับสารปูองกันการแข็งตัวของเลือดให้เข้ากันดีอย่าง
รวดเร็ว เพื่อปูองกันไม่ให้เลือดเกิดการแข็งตัว หลังจากน้ันเก็บ
หลอดเลือดไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 7 ๐C หลอดเลือดจะถูกเขย่าให้

เลือดภายในเข้ากันดีก่อนท าการตรวจเลือดจะถูกดูดผ่านหลอด
ดูดเลือด (Sip) เข้าไปในเครื่องตรวจนับแยกชนิดเ ม็ดเลือด
อัตโนมัติรุ่น “Abacus junior vet®” หลังจากน้ันเลือดส่วนท่ี
เหลือในหลอดจะถูกดูดข้ึนมาอีกครั้งหน่ึงโดยหลอดแก้วขนาดเล็ก 
(capillary tube) แล้วหยดเลือดประมาณหน่ึงหยดลงบนแผ่น
สไลด์ขนาด 25.4 X 62.2 มม. เพื่อท า thin blood smear 
จากน้ันท าให้สไลด์แห้งโดยอากาศ แล้วท าการคงสภาพของ 
blood smear โดยใช้ methanol แล้วย้อมด้วยสี Dip quick® 
และสุดท้ายตรวจนับด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงธรรมดา 
(light microscope) ด้วยก าลังขยาย 1,000 เท่า หลังจากน้ันน า
ค่าเปอร์เซ็นท่ีนับได้ท้ังสองวิธีมาลบกัน เพื่อหาความแตกต่างและ
ค านวณเป็นค่าความแตกต่างโดยเฉล่ีย (mean) และวิเคราะห์ผล
การทดลองโดยใช้ Program R [3] 
[ผลการวิจัย] จากการวิจัยพบว่าเปอร์เซ็นความแตกต่างในการ
นับด้วยเครื่องอัตโนมัติและการนับด้วยมือในส่วนของลิมโฟไชต์
จะมีความแตกต่างกันโดยเฉล่ียคือ 2.49 % (P<0.05) ในส่วนของ
โมโนไซต์มีความแตกต่างกันเฉล่ีย 0.59 % (P>0.05) และในส่วน
ของ granule WBC มีความแตกต่างกันเฉล่ีย 59.65 % 
(P<0.05) ซึ่งผลการวิจัยน้ีแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญของการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวท้ังสองวิธี ในส่วนของ
เม็ดเลือดขาวลิมโฟไซด์ และ granule WBC แต่ในส่วนของเม็ด
เลือดขาวโมโนไซด์น้ันไม่มีความแตกต่างกันในเชิงสถิติ 
[วิจารณ์] จากการวิจัยครั้งน้ีแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของ
เครื่องตรวจอัตโนมัติในการแยกชนิดเซลล์เม็ดเลือดขาวเหล่าน้ี 
ลักษณะความแตกต่างของความหนาแน่นเชลล์ท้ังจากของเชลล์
เม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวพวกท่ีมี granule WBC หรือ เม็ด
เลือดขาวท่ีมี cytoplasm น้อยและโปรงใสน้ันจะมีผลต่อการ
ตรวจนับของเครื่องอัตโนมัติ เพราะถ้าเป็นเซลล์ท่ีมีลักษณะท่ีขอบ 
cytoplasm กว้างแบบ โมโนไซต์ จะมีเปอร์เซ็นความแตกต่างกัน
ค่อนข้างน้อยระหว่างการนับแยกชนิดด้วยมือ หรือเรียกว่า “Diff-
มือ” กับการนับแยกชนิดด้วยเครื่องอัตโนมัติ หรือเรียกว่า “Diff-
เครื่อง” และเม่ือเปรียบเทียบจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่า
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วิธีการ นับด้วยมือจะมีความคลาดเคล่ือนประมาณ  20 % 
ถึงแม้ว่าผู้ตรวจจะมีความช านาญมากก็ตาม แต่วิธี น้ีก็ยังเป็นท่ี
ยอมรับกันท่ัวไปในห้องปฏิบัติการท่ัวไป ส่วนวิธีการนับด้วยเครื่อง
อัตโนมัติน้ันจะมีความคลาดเคล่ือนประมาณ 5 % แต่อาจจะมี
ความคลาดเคล่ือนมากกว่าน้ีถ้าปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแส
เลือดอยู่ในสภาวะท่ีมีค่าสูงหรือต่ าผิดปกติมากๆ [1] จากงานวิจัย
ครั้งน้ีพบข้อมูลท่ีส าคัญคือ การตรวจนับด้วยมือในส่วนของ เม็ด
เลือดขาวชนิดท่ีมี granule มีความแตกต่างกับการนับด้วยเครื่อง
มากคือ 59.65 %  แต่ความแตกต่างของ ลิมโฟไชต์ และ โมโน
ไซต์ น้ันอยู่ในระดับค่าเฉล่ียท่ีน้อยกว่า 20 % ซึ่งผลการวิจัยน้ี
สอดคล้องกับข้อมูลของ เฉลียว (2548) ท่ีได้ถูกตีพิมพ์เผยแพร่ไว้
ในปัจจุบัน 
เอกสารอ้างอิง  
1.  เฉ ลียว ศาลากิจ .  2548. โลหิตวิทยาทางสัตวแพทย์.

ส านักพิมพ์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.  กรุงเทพมหานคร. 
644 หน้า. 

2.  Hawkey, C.M. and Dennett, T. B. 1989. A colour 
atlas of comperative veterinary Haematology. 
Wolfe Publishing Ltd. Ipswich. England. 192p. 

3.  R Core Team. 2015. R: A language and environment 
for statistical computing. R Foundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL 
http://www. R-project.org/. 

ค าส าคัญ: diff-มือ diff-เครื่อง สเมียร์เลือด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



รายงานสบืเนื่องการประชุมวิชาการระดับชาต:ิ การประชุมวชิาการทางสัตวแพทยแ์ละการเลี้ยงสัตว์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีมหานคร คร้ังที่ ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ วนัที่ ๑๑-๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙  

55 
 

การตรวจระดบัธาตุเหลก็และธาตทุองแดงในซรีมัแพะทีม่ภีาวะโลหติจาง 
แบบ Microcytic Hypochromic Anemia และ Normocytic Hypochromic Anemia 
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[บทน า] ภาวะโลหิตจางแบบ normocytic hypochromic 
anemia หรือ microcytic hypochromic anemia ในแพะมัก
ถูกวินิจฉัยว่าสาเหตุมาจากการขาดธาตุเหล็ก [1] การขาดธาตุ
เหล็กส่งผลให้ระดับฮีโมโกลบินต่ าลง เม่ือน าตัวอย่างเลือดมาท า 
ฟิล์มเลือดชนิดบางและย้อมด้วยสีกลุ่ม Romanowsky-type 
stain พบว่าไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดแดงติดสีจาง การท่ีระดับ
ธาตุเหล็กในซีรัมต่ าลงอาจเกิดจากการขาดธาตุเหล็กโดยตรง เช่น 
มีการสูญเสียธาตุเหล็กออกไปจากร่างกายมากกว่าปกติ หรือ
ความผิดปกติในกระบวนการเมตาบอลิซึมของธาตุเหล็ก  

ธาตุทองแดงเป็นแร่ธาตุท่ีส าคัญในการเมตาบอลิซึมของ
ธาตุเหล็ก [2] โดยเป็นส่วนประกอบของโปรตีน ceruloplasmin  
ซึ่งท าหน้าท่ีในการเปล่ียน Ferrous (Fe2+) ท่ีเป็นรูปแบบของธาตุ
เหล็กท่ีสะสมในร่างกายเป็น Ferric (Fe3+) [3] ท่ีสามารถจับกับ 
transferrin เพื่อขนส่งไปใช้ในการสร้างฮีมและสังเคราะห์
ฮีโมโกลบินต่อไป ในภาวะท่ีธาตุทองแดงต่ าลงท าให้ระดับ 
ceruloplasmin ลดลง [4] และส่งผลให้การเปล่ียน Fe2+ เป็น 
Fe3+ ลดลง ซึ่งท าให้ธาตุเหล็กท่ีน าไปใช้ได้ลดลง และท าให้การ
สังเคราะห์ฮีโมโกลบินลดลง ดังน้ันในภาวะท่ีขาดธาตุทองแดงจะ
ส่งผลให้ขาดเหล็กในทางอ้อมได้ จุดประสงค์ของการศึกษาน้ีเพื่อ
ศึกษาระดับธาตุเหล็กและธาตุทองแดงในซีรัมแพะท่ีได้รับการ
วินิจฉัยว่ามีภาวะ normocytic hypochromic anemia หรือ 
microcytic hypochromic anemia 
[วิธีการ] คัดเลือกซีรัมแพะท่ีเข้ารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลเพื่อ
การสอนสัตว์ใหญ่ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีมหานคร ช่วงเดือนตุลาคม 2556 ถึงเดือนมกราคม 
2557 ท่ีได้รับการวินิจฉัยว่ามีภาวะ normocytic hypochromic 
anemia หรือ microcytic hypochromic anemia จากการ
ตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด (Complete blood count) 
จ านวน 4 ตัวอย่าง น าไปตรวจวิเคราะห์ระดับธาตุเหล็กและธาตุ
ทองแดงในซีรัมด้วยวิธี atomic absorption 
spectrophotometer  

[ผลการทดลอง] ตัวอย่างซีรัมแพะ 4 ตัวอย่างมีระดับธาตุ
เหล็กในซีรัมต่ ากว่าปกติเป็น 51, 59, 18, 48 µg/dL (ค่าปกติ 
100-200 µg/dL) และจาก 4 ตัวอย่างน้ีมีระดับธาตุทองแดงใน
ซีรัมต่ ากว่าปกติ 2 ตัวอย่างเป็น 5.57, 7.32 µg/dL (ค่าปกติ 19-
57 µg/dL) 
[สรุปและวิจารณ์] ภาวะโลหิตจางแบบ normocytic 
hypochromic anemia หรือ microcytic hypochromic 
anemia มีสาเหตุท้ังจากการขาดธาตุเหล็กเพียงอย่างเดียวหรือมี
ภาวะการขาดธาตุทองแดงร่วมด้วย ดังน้ันการรักษานอกจากการ
ให้ธาตุเหล็กเสริมแล้ว [5,6] ควรพิจารณาเสริมธาตุทองแดงร่วม
ด้วย มักพบว่าโลหิตจางแบบ normocytic hypochromic 
anemia หรือ microcytic hypochromic anemia จากการ
ขาดธาตุเหล็กมักแสดงอาการทางคลินิกค่อนข้างเร็วกว่าภาวะ
โลหิตจางแบบ normocytic hypochromic anemia หรือ 
microcytic hypochromic anemia จากการขาดธาตุทองแดง 
[7] นอกจากน้ีอาจพิจารณาจากอาการอ่ืนๆ ของภาวะการขาด
ธาตุทองแดงร่วมด้วย เช่น ท้องเสีย เดินโซเซ หลังแอ่น และพบ
ความผิดปกติของการสร้างกระดูกและสมองส่วนหลัง [7] 
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บทคัดย่อ 

 

โคชนเป็นสัตว์ท่ีชาวบ้านและเกษตรกรทางภาคใต้ ยกให้เป็น สัตว์สายพันธุ์นักสู้ของภาคใต้ กีฬาโคชนจึงถือเป็นอัตลักษณ์ท่ี
โดดเด่นของภาคใต้ชนิดหน่ึง เป็นการกีฬาท่ีให้ความบันเทิงเริงใจ แก่ชาวปักษ์ใต้ในวันท่ีว่างจากการท างาน ลักษณะของโคชนท่ีดี จะมี
รูปร่างสง่างาม เขา โหนก หาง เล็บ ใบหู ตา ฟัน สีขน และเสียงร้อง ถูกต้องตามต าราความนิยม เกษตรกรผู้เล้ียง โคชน จึงจ าเป็น
จะต้องทราบถึงรายละเอียด โดยจ าเป็นจะต้องสืบค้นประวัติพ่อแม่พันธุ์ ประวัติการชนชนะหรือแพ้  ในปัจจุบันกีฬาโคชนน้ันได้รับความ
นิยมแพร่หลายเป็นอย่างมากในหลายจังหวัดทางภาคใต้ มีเกษตรกรผู้สนใจเล้ียงโคชน เพิ่มมากข้ึน มีฟาร์มเล้ียง โคมากข้ึน ซึ่งก่อนท่ีจะ
น าโคไปชนท่ีสนามโคชน เกษตรกรผู้เล้ียงโคชนมักจะน าโคของตนมาตรวจสุขภาพกับสัตวแพทย์ ก่อนท าการแข่งขันเสมอๆ จากการ
เก็บส ารวจข้อมูลย้อนหลัง 3 ปี พบว่าปัญหาท่ีเกษตรจะพาโคชนมาพบสัตวแพทย์ก็คือ เหน่ือยง่าย ไม่อดทนต่อการสู้ชนกับโคตัวอ่ืน ซึ่ง
สอดคล้องกับภาวะเซรั่มโปรตีนในกระแสโลหิตสูง ร่วมกับภาวะแห้งน้ าหรือขาดน้ าในร่างกาย จากการศึกษาครั้งน้ีจึงเป็นพื้นฐานเพื่อใช้
เป็นแนวทางในการรักษาทางคลินิก และเป็นการศึกษาพื้นฐานในการศึกษาค้นคว้าข้อมูลต่อไป 

ค าส าคัญ: โคชน เซรั่มโปรตีน ภาวะแห้งน้ า ความอดทนต่อการออกก าลังกาย 

 

Abstract 
 
The fighting bulls are such a species of fighter which agriculturists are given to animal breeds of the 

south of Thailand. Bull fighting is traditional sport in Southern of Thailand. The best appearance of them is smart, 
graceful, horn, hump, tail, hoof, ears, eyes, teeth, hair color and voice being corrected by treatise of Thailand. 
Now, the fighting bulls are popular so there are dramatically increasing the number of bull farm and the 
competition. Before the compaction, agriculturists who are owner of bull will always bring their bulls to check 
bull’s health. In the research found the problems of bulls about fatigue, exercise intolerance which corresponds 
with hyperproteinemia and dehydration. From this study, it was fundamental to guide the clinical treatment and 
future researches. 
 
Keywords: fighting bull, serum protein, dehydration, exercise intolerance 
 
 
 
 
 



รายงานสบืเนื่องการประชุมวิชาการระดับชาต:ิ การประชุมวชิาการทางสัตวแพทยแ์ละการเลี้ยงสัตว์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีมหานคร คร้ังที่ ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ วนัที่ ๑๑-๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙  

58 
 

บทน า 
กีฬาโคชนน้ัน ถือเป็นอัตลักษณ์ท่ีโดดเด่นของภาคใต้ชนิดหน่ึง เป็นการกีฬาท่ีให้ความบันเทิงเริงใจ แก่ชาวปักษ์ใต้ในวันท่ีว่าง

จากการท างาน โคชนหรือโคชนน้ัน เป็นสัตว์ท่ีชาวบ้านและเกษตรกรทางภาคใต้ ยกให้เป็น สัตว์สายพันธุ์นักสู้ของภาคใต้ จากบันทึก
ทางประวัติศาสตร์เช่ือว่า โคชนน้ัน เป็นกีฬาท่ีได้รับการเผยแพร่มาจากกลุ่มคนโปรตุเกส ในสมัยของพระเจ้าเอมมานูเอล ซึ่งได้ส่งทูตเข้า
มาเจริญสัมพันธไมตรีกับประเทศไทย ราวปีพุทธศักราช 2061 ซึ่งตรงกับรัชสมัยของสมเด็จพระรามาธิบดีท่ี 2 แห่งกรุงศรีอยุธยา ต่อมา
ปรากฏว่า กีฬาชนโคหรือโคชนน้ันได้รับความนิยมในจังหวัด นครศรีธรรมราช พัทลุง และสงขลา ลักษณะท่ีโดดเด่นของโคชนตาม
ธรรมชาติคือ ต้องมีความอดทนต่อการสู้ชนกับโคตัวอ่ืน เพื่อชิงต าแหน่งผู้น าฝูง ซึ่งเป็นอีกหน่ึงอัตลักษณ์ความเป็นตัวตนของชาวปักษ์ใต้
ท่ีแท้จริง กล่าวคือ มีท่าทีท่ีแข็งกระด้าง ตรงไปตรงมา มีความเช่ือม่ันในตัวเองสูง รักใครรักจริง เกลียดใครเกลียดจริง รักหมู่คณะของ
ตน เป็นต้น (อาคม, 2543) ลักษณะของโคชนท่ีดี จะมีรูปร่างสง่างาม เขา โหนก หาง เล็บ ใบหู ตา ฟัน สีขน และเสียงร้อง ถูกต้องตาม
ต าราความนิยม เกษตรกรผู้เล้ียงโคชน จึงจ าเป็นจะต้องทราบถึงรายละเอียด โดยจ าเป็นจะต้องสืบค้นประวัติพ่อแม่พันธุ์ ประวัติการชน
ชนะหรือแพ้ หากลูกโคท่ีพ่อและมีประวัติท่ีดี มีรูปร่างลักษณะตามต าราความนิยม เม่ืออายุได้ 3 ปีก็จะมีมูลค่ามากกว่า 10,000 – 
100,000 บาท หากผ่านการแข่งขันชนะ ก็จะเพิ่มมูลค่าได้ถึง 1,000,000 บาท เป็นการส่งเสริมรายได้ให้เกษตรกรผู้เล้ียงโคชน อีกท้ังยัง
เป็นการส่งเสริมเศรษฐกิจทางด้านการท่องเท่ียวอีกด้วย (ถนอม, 2545) 

ในปัจจุบันกีฬาโคชนน้ันได้รับความนิยมแพร่หลายเป็นอย่างมากในหลายจังหวัดทางภาคใต้ มีเกษตรกรผู้สนใจเล้ียงโคชน 
เพิ่มมากข้ึน มีฟาร์มเล้ียงโคมากข้ึน กีฬาโคชนท่ีได้รับความนิยมในปัจจุบัน เน่ืองจากมีความต่ืนเต้น สนุกสนานและมีการวางเดิมพันกัน
จ านวนมาก หากโคชนมีประวัติการชนท่ีดี และได้รับการการันตีจากสัตวแพทย์หรือผู้เช่ียวชาญว่ามีความสมบูรณ์แข็งแรงดี ก็จะมีการ
เดิมพันท่ีสูง ดังน้ันก่อนท่ีจะน าโคไปชนท่ีสนามโคชน เกษตรกรมักจะน าโคของตนมาตรวจสุขภาพกับสัตวแพทย์ ก่อนท าการแข่งขัน
เสมอๆ จากการเก็บส ารวจข้อมูลย้อนหลัง 3 ปี พบว่าปัญหาท่ีเกษตรจะพาโคชนมาพบสัตวแพทย์ก็คือ เหน่ือยง่าย ไม่อดทนต่อการสู้ชน
กับโคตัวอ่ืน ซึ่งส่งผลเป็นอย่างมากในการแข่งขัน งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาค่าทางเซรั่มโปรตีนในกระแสเลือด ท่ีมีต่อ
ความอดทนต่อการสู้ชนกับโคตัวอ่ืน อย่างไรก็ตามงานวิจัยเกี่ยวกับโคชนน้ันยังมีไม่แพร่หลาย การศึกษาในครั้งน้ีจึงเป็นพื้นฐานเพื่อใช้
เป็นแนวทางในการรักษาทางคลินิก และเป็นการศึกษาพื้นฐานในการศึกษาค้นคว้าข้อมูลต่อไปในอนาคต 
 
อุปกรณ์และวิธีการ 

การทดลองน้ีเป็นการศึกษาย้อนหลังจากใบบันทึกการตรวจสัตว์ปุวยท่ีเข้ารับการบริการการรักษาในโรงพยาบาลปศุสัตว์ทุ่ง
ใหญ่ นครศรีธรรมราช จังหวัดนครศรีธรรมราช ศูนย์รัตภูมิ ต้ังแต่ปี 2557-2559 ท่ีมาด้วยอาการเหน่ือยง่าย หอบ ไม่อดทนต่อการสู้ชน
กับโคตัวอ่ืน โดยศึกษาจากการซักประวัติ อาการท่ีแสดงออก ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (PCV) และค่าเซรั่มโปรตีนในกระแสโลหิต โดย
รายงานผลเป็นสถิติเชิงพรรณา (Descriptive statistics) 
 
ผลการทดลอง 

สัตว์ท่ีเข้ารับการบริการจากโรงพยาบาลสัตว์ปศุสัตว์ทุ่งใหญ่ นครศรีธรรมราช ศูนย์รัตภูมิ ในปี 2557-2559 มีท้ังหมด 323 
ตัว มาด้วยอาการเหน่ือยง่าย หอบ ไม่อดทนต่อการสู้ชนกับโคตัวอ่ืน จ านวน 207 ตัว คิดเป็น 64.09% ของจ านวนประชากรท่ีมีท้ังหมด 
โดยในโคท่ีมีอาการเหน่ือยง่าย ไม่อดทนต่อการสู้ชนกับโคตัวอ่ืน พบว่ามีภาวะโปรตีนในกระแสเลือดสูงถึง 202 ตัว คิดเป็น 97.58% 
โดยมีค่าเฉล่ียของเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ค่าเซรั่มโปรตีนในกระแสเลือด ดังน้ี 38.00±5.41% และ 9.80±0.63 g/dL ตามล าดับ และ
พบว่ามีภาวะโปรตีนในกระแสเลือดปกติ 5 ตัว คิดเป็น 2.41% โดยมีค่าเฉล่ียของค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ค่าเซรั่มโปรตีนในกระแส
โลหิต ดังน้ี 39.00±3.11% และ 7.70±0.18 g/dL ตามล าดับดังตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1 แสดงค่าเม็ดเลือดแดงเฉล่ีย (Mean±SD) และค่าเซรั่มโปรตีนในกระแสโลหิตเฉล่ีย (Mean±SD) (ก) 
จ านวนโคชนท่ีเข้ามาขอรับบริการการตรวจรักษาท่ีโรงพยาบาลปศุสัตว์ทุ่งใหญ่ นครศรีธรรมราช ศูนย์รัต
ภูมิในปี 2557-2559 (ข) จ านวนโคท่ีมารักษาด้วยอาการเหน่ือยง่าย หอบ ไม่อดทนต่อการสู้ชนโค (ค) 
จ านวนโคจาก ข ท่ีพบว่ามีเซรั่มโปรตีนในกระแสโลหิตสูงกว่าปกติ (ง) จ านวนโคจาก ข ท่ีพบว่ามีเซรั่ม
โปรตีนในกระแสโลหิตปกติ; ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นปกติ 24-46% (Debra, 2009; Lyle, 1989) ค่า
ปกติของเซรั่มโปรตีนในกระแสโลหิต 8.38±0.68 g/dL (Kapale et al., 2008) 

  ก ข ค ง 

จ านวน (ตัว) 323 207 202 5 

ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%) 37.95±1.72 38.00±5.36 38.00±5.41 39.00±3.11 

ค่าเซรั่มโปรตีนในกระแสโลหิต (g/dL) 9.80±0.25 9.80±0.69 9.80±0.63 7.70±0.18 

 
วิจารณ์ 

ภาวะโปรตีนในกระแสเลือดสูง (Hyperproteinemia) เป็นผลมาจากระดับความเข้มข้นของเซรั่มโปรตีนท้ังหมดสูงข้ึน 
(Panhyperproteinemia) หรือระดับการเพิ่มข้ึนของ globulins (Hyperglobulinemia) การเพิ่มข้ึนของโปรตีนในกระแสเลือดโดย
ส่วนใหญ่เป็นผลมาจากการสูญเสียของเหลวท่ีเป็นส่วนประกอบของเลือด (Fluid component) ในภาวะท่ีร่างกายขาดน้ าหรือสูญเสีย
น้ ามากเกินไป เรียกว่า ภาวะแห้งน้ า (Dehydration) สามารถท าให้เกิดภาวะโปรตีนในกระแสเลือดสูง (Hyperproteinemia) ร่วมกับ
การเพิ่มข้ึนของค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นสูง (Packed cell volume; PCV) (Debra et al., 2009) ค่าเซรั่มโปรตีนปกติในโคท่ีโตเต็มวัย
น้ัน จะอยู่ท่ี 8.38±0.68 g/dL (Kapale et al., 2008) ซึ่งสามารถบ่งช้ีได้อย่างชัดเจนว่าสัตว์อยู่ในภาวะแห้งน้ าท าให้ของเหลวภายใน
หลอดเลือด (Intravascular fluid) ลดลง สอดคล้องกับความเข้มข้นของเลือดและระดับของโปรตีนท้ังหมด (Total protein) สูงข้ึน ซึ่ง
สามารถส่งผลให้ระบบไหลเวียนโลหิตล้มเหลว (Circulatory failure) (Debra et al., 2009) 

จากผลการทดลองดังตารางท่ี 1 แสดงให้เห็นว่าโคชนท่ีเข้ามาขอรับบริการการตรวจรักษาท่ีโรงพยาบาลปศุสัตว์ทุ่งใหญ่ 
นครศรีธรรมราช ศูนย์รัตภูมิ มีปริมาณของค่าเซรั่มโปรตีนในกระแสเลือดสูงกว่าปกติ (ค่าเซรั่มโปรตีนปกติ 8.38±0.68 g/dL) คิดเป็น 
97.58% ของจ านวนโคท่ีเข้ามาขอรับบริการด้วยอาการเหน่ือยง่าย หอบ ไม่อดทนต่อการสู้ชนโค ซึ่งสอดคล้องกับภาวะแห้งน้ า และ
อาการเหน่ือยง่าย หอบ ไม่อดทนต่อการสู้ชนอย่างชัดเจน จากการซักประวัติเพิ่มเติม ท าให้ทราบถึงข้อจ ากัดของกินน้ าของโคชน การ
เล้ียงและการฝึกซ้อมโคชนในพื้นท่ีกลางแจ้ง ในสภาพแวดล้อมท่ีร้อนระอุ เป็นระยะเวลายาวนาน เป็นอีกหน่ึงสาเหตุท่ีส่งผลให้เกิดภาวะ
แห้งน้ าได้ (Seiji et al., 1996) ซึ่งในภาวะท่ีร่างกายขาดน้ าหรือสูญเสียน้ ามากเกินไป ท่ีเรียกว่า ภาวะแห้งน้ าน้ันสามารถท าให้เกิดภาวะ
โปรตีนในกระแสเลือดสูง ร่วมกับการเพิ่มข้ึนของค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นสูง (Packed cell volume; PCV) แต่อย่างไรก็ตาม ในสัตว์ท่ี
พบภาวะแห้งน้ า หรือปุวยด้วยโรคโลหิตจาง ก็สามารถพบภาวะโปรตีนในกระแสเลือดสูง ร่วมกับค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นท่ีปกติหรือต่ า
กว่าปกติได้เช่นเดียวกัน (Debra et al., 2009) นอกจากน้ัน ภาวะแห้งน้ าจากการออกก าลังกายน้ัน ยังเป็นสาเหตุให้ปริมาณของเหลว
ในกระแสเลือดลดลงอีกด้วย (Circulating plasma volume) (Seiji et al., 1996) 

ภาวะท่ีสัตว์ได้รับหรือด่ืมน้ าในปริมาณท่ีน้อย นอกจากจะส่งผลให้เกิดภาวะแห้งน้ าแล้ว สัตว์จะแสดงอาการกระหายน้ า 
(Thirst) ซึม (Depress) ภาวะกลืนล าบาก (Dysphagia) นอกจากน้ีภาวะแห้งน้ ายังสามารถเกิดได้จาก การฉี่บ่อย (Polyuria) ภาวะไต
ล้มเหลว (Renal failure) บาดแผลบริเวณกว้างท่ีผิวหนัง (Extensive skin wounds) อุจจาระร่วง (Diarrhea) รวมไปการสูญเสียเหง่ือ
จากการออกก าลังกายมากเกินไป (Excessive sweating) อาการทางคลินิก (Clinical signs) ของภาวะแห้งน้ า อาทิเช่น ภาวะหายใจ
เร็ว (Tachycardia) การไหลเวียนโลหิตส่วนปลายไม่ดี (Prolong capillary refill time) ความดันชีพจรลดลง (Hypotension) และ
ความยืดหยุดของผิวหนังลดลง (Decreased skin turgor) (Debra et al., 2009) ตาจมลึก (Sunken eyes) เย่ือเมือกแห้ง (Dry 
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mucous membranes) อุจจาระแห้ง แข็ง (Dry feces) ขับปัสสาวะลดลง (Decreased urine output) และอุณหภูมิร่างกายสูงข้ึน 
(Seppo et al., 2004) 

การศึกษาในครั้งน้ีเป็นการศึกษาจากการเก็บข้อมูลย้อนหลัง เพื่อศึกษาปัญหาของภาวะโปรตีนในกระแสเลือดสูง ท่ีส่งผลต่อ
อาการเหน่ือยง่าย หอบ ไม่อดทนต่อการสู้ชนกับโคตัวอ่ืน น้ันยังต้องการข้อมูลของโคปกติท่ีเข้ามารับบริการการตรวจด้วยอาการอ่ืนๆ 
และข้อมูลของค่าเซรั่มโปรตีน และค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นภายหลังได้รับการรักษา ในการศึกษาเปรียบเทียบก่อนและหลังการรักษา 
เพื่อความสมบูรณ์ทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตาม การให้ความรู้แก่เกษตรกรผู้เล้ียงโคชนน้ันมีความส าคัญอย่างย่ิงในการเล้ียง 
การให้อาหารและปริมาณน้ าท่ีเพียงพอ รวมไปถึงระยะเวลาการฝึกซ้อมและสภาพแวดล้อมท่ีดีไม่ร้อน มีการระบายอากาศท่ีดี เพื่อเป็น
การปูองกันการเพิ่มข้ึนของอัตราการปุวยในโคชนอีกด้วย นอกจากน้ี จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถน าความรู้ดังกล่าวไปเป็นความรู้
พื้นฐานในการรักษา และเป็นพื้นฐานในการศึกษาค้นคว้าข้อมูลต่อไปในอนาคต 
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Introduction 
Color dilution alopecia (CDA) or color mutant 

alopecia is a rare dermatologic disorder in dogs. This 
disease caused by genetic defect, autosomal recessive 
gene transmission, of hair growth especially in the dog 
with fawn, lilac, and blue hair coat. The breed 
predisposing are Dachshund, Doberman Pincher, 
Chihuahua, etc., which is likely to have diluted-haired 
color. The pathogenesis of CDA is unclear. Normally, 
the clumping of pigment or melanin in the hair shaft 
results in the fade color of the black or brown haired-
coat. In CDA, the excessive melanin accumulated in 
the hair shaft; consequently, inhibit hair growth and 
breakage of hair shaft. The age affected CDA is around 
3 months to three years, while they are born with 
normal hair coat in puppyhood.  
 
Case description 

A 3-months old female lilac Chihuahua was 
presented to Small Animal Teaching Hospital, 
Mahanakorn University of Technology for clinical 
investigation. The main chief complaint was the 
abnormal hair growth around the head, ear and along 
the spine. The diluted-fur on the head, ears, and legs 
were slightly thinner and shorter compared to the 
color; on the other parts of the body (figure 1). The 
hair coat along the vertebral spines was dull and dry. 
The skin under the abnormal hair was remained intact 
normal without any skin lesion.  When the owner 
starting raising her at 2 months of age, his hair coat 
was normal, then the fur of at lilac-colored hair coat 
started to fall at 3 months of age. However, any signs 
of pruritus was not evidenced.  

 
Figure 1: A partial hair loss on head, ears, and legs in 
the 3-month-old lilac Chihuahua. 
 
Clinical findings 

Based on breed, color, age, and evidence of 
hair loss only in the diluted-hair, CDA was suspected. 
Trichogram, the microscopic examination of hair shaft, 
demonstrated the pigment or melanin clumping at the 
root of hair shaft (figure 2). Other simple dermatologic 
tests including skin scraping and skin cytology did not 
find any abnormalities. Although skin biopsy was not 
performed according to the owner unpermission, the 
signalment, clinical signs and the trichogram data 
provided was strongly supported the diagnosis of CDA. 
 



รายงานสบืเนื่องการประชุมวิชาการระดับชาต:ิ การประชุมวชิาการทางสัตวแพทยแ์ละการเลี้ยงสัตว์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีมหานคร คร้ังที่ ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ วนัที่ ๑๑-๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙  

62 
 

 
Figure 2: Microscopic examination of hair shaft showed 
excessive melanin clumping in hair medulla. 
 
Treatment and Outcome 

Since CDA is the hereditary disease, there is 
no specific treatment for the disease. The other 
supportive treatments aim to prevent the secondary 
bacterial skin infection. The owner was encouraged to 
bath the dog regularly with mild shampoo containing 
benzoyl peroxide in order to flush and clean hair 
follicle. Excessive brushing and grooming should be 
avoided. Two months later, at the age of 5 months 
old, the dog showed neither signs of progressive hair 
loss nor skin lesion compared with the last visit.  
 
Clinical relevance 

CDA is the incurable disease and the prognosis 
of the normal hair growth is poor; nevertheless, this is 
only cosmetic problem and there is no effect to 
quality of life for a CDA dog. There was a case report 
about the treatment of CDA with melatonin orally, in 
order to stimulate hair growth, but the clinical 
improvement was not observed. Occasionally, 
secondary bacterial infection of skin may occur 
because of follicular plugging. So the monitoring for 
bacterial dermatitis should be warranted. The CDA 

suspected dogs, other dermatologic disease including 
hypothyroidism, demodecosis or other skin diseases 
should be ruled out. As the CDA is an inherited 
disease in dog, the owner should be informed about 
the possibility disease occurrence and avoid breeding 
the dog.  
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[บทน า] โรคเมลิออยโดสิสหรือโรคมงคล่อเทียมเป็นโรคท่ีเกิดจาก

การติดเช้ือแบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei  [1] 
จัดเป็นเช้ือประจ าถ่ิน (endemic area) ในแถบเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้และทางตอนเหนือของออสเตรเลีย [7, 8]  พบก่อโรคท้ัง
ในคนและสัตว์ การติดเช้ือในสัตว์มักพบในแพะ แกะ และ สุกร 
การก่อโรคในสัตว์ปุวยพบท้ังแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง ใน
สัตว์ปุวยแบบเฉียบพลันมักพบโลหิตเป็นพิษ ส่วนแบบเรื้อรังสัตว์
ปุวยจะมีอาการผิดปกติของระบบทางเดินหายใจ เช่น ไอ หายใจ
ล าบาก เป็นต้น มักพบฝีท่ีต่อมน้ าเหลือง ปอด ตับ และม้าม  [9] 
การเพาะแยกเช้ือ Burkholderia pseudomallei  จากสัตว์ปุวย
เป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard)  ส าหรับใช้ในการวินิจฉัยโรค
เมลิออยโดสิส [10] ซึ่งต้องใช้เวลาประมาณ 4-7 วัน [9] ส่วนการ
ตรวจเพื่อคัดกรองโรคนิยมใช้วิธีการตรวจทางซีรัมวิทยาซึ่งให้ผล
การทดสอบท่ีเร็วข้ึน ปัจจุบันวิธีทีนิยมใช้ในการตรวจวินิจฉัยได้แก่ 
Indirect hemagglutination test, Latex agglutination, 
Immunofluorescence antibody test, ELISA, 
Complement fixation test [2] โดยทางสถาบันสุขภาพสัตว์
แห่งชาติ กรมปศุสัตว์จะใช้วิธี Indirect hemagglutination  
test ตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ Burkholderia pseudomallei 
เพื่อวินิจฉัยโรคเมลิออยโดสิส [2] เน่ืองจากเป็นวิธี ท่ีท าได้ง่าย 
ราคาไม่แพง ทราบผลได้เร็ว [3]  ไม่ต้องใช้เครื่องมือท่ียุ่งยาก โดย
มีเกณฑ์ตัดสินผลบวกต่อการทดสอบท่ีค่า IHA titer มากกว่า 
1:160 [2] 
วัตถุประสงค์ เพื่อส ารวจความชุกทางซีรัมวิทยาของโรคเมลิออย
โดสิสในแพะนมเขตหนองจอก 
[วิธีการ ] สุ่มเก็บตัวอย่างเลือดแพะนมท่ีเล้ียงในเขตหนองจอก 
จ านวน 99 ตัว จากท้ังหมด 320 ตัว โดยค านวณกลุ่มตัวอย่าง
จากวิธขีองเครซี่และมอร์แกน และเลือกการสุ่มแบบแบ่งช้ัน จาก
ท้ังหมด 15 ฟาร์ม ในช่วงเดือน ธันวาคม พ.ศ.2555 แล้วน ามา
ป่ันแยกซีรั่มเพื่อส่งตรวจ antibody titer ต่อเช้ือ Burkholderia  
pseudomellei  ด้วยวิธี Indirect hemagglutination test 

(IHA) ท่ีสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ โดยซีรั่ ม
ตัวอย่างท่ีมี IHA titer มากกว่า 1:160 จะตัดสินว่าให้ผลบวกต่อ
การทดสอบ 
[ผลการศึกษา] พบตัวอย่างซีรั่มแพะท่ีให้ผลบวกต่อการทดสอบ
ด้วยวิธี IHA จ านวน 1 ตัวอย่าง จากท้ังหมด 99 ตัวอย่าง คิดเป็น
ความชุกท่ีร้อยละ 1.01 
[สรุปและวิจารณ์] การพบความชุกร้อยละ 1.01 เป็นข้อมูล
เบ้ืองต้นในการเฝูาระวังโรคเมลิออยโดสิสของแพะนมในเขตพื้นท่ี
หนองจอก กรุงเทพมหานคร มีรายงานการศึกษาในโคนมพบว่า 
การท่ีเจ้าของฟาร์มไม่ทราบว่าสัตว์ของตนเองปุวยด้วยโรคเมลิ
ออยโดสิส จะมีโอกาสท าให้ฟาร์มน้ันเส่ียงต่อการเกิดโรค 5.88 
เท่า [4] การตรวจคัดกรองโรคด้วยวิธีทางซีรัมวิทยาเป็นวิธี ท่ี
รวดเร็วในการวินิจฉัยโรคเมลิออยโดสิสในสัตว์  ซึ่งนิยมใช้วิธี 
Indirect hemagglutination test อย่างไรก็ตามวิธีน้ี มีความไว
และความจ าเพาะต่ า [12] และระดับภูมิคุ้มกันท่ีตรวจพบไม่
สามารถจ าแนกได้ว่าเป็นสัตว์ท่ีเคยติดเช้ือหรือเป็นสัตว์อยู่ในช่วง
ติดเช้ือแต่ไม่แสดงอาการ [4] นอกจากน้ีในสัตว์ท่ีมีสุขภาพดีแต่อยู่
ในพื้นท่ีซึ่งมีเช้ือ Burkholderia pseudomallei เป็นเช้ือประจ า
ถ่ิน (endemic area) อาจมีระดับภูมิคุ้มกันต่อเ ช้ือสูง ท้ัง น้ี
เน่ืองจากสัตว์มีโอกาสได้รับการสัมผัสเช้ือแต่ไม่แสดงอาการดังน้ัน
ในการตรวจด้วยวิธี Indirect hemagglutination test เพียงครั้ง
เดียวอาจจะไม่เพียงพอท่ีในการวินิจฉัยโรคได้ [3] มีรายงานว่า
การตรวจด้วยวิธี Indirect hemagglutination test และใช้ค่า 
IHA titer ท่ี มากกว่า 1:160 เป็นค่าตัดสินในการคัดกรองโรคให้
ความแม่นย าเพียงร้อยละ 40 จึงควรท าการตรวจซ้ าใน 2-4 เดือน
ถัดมา ซึ่งถ้าค่า IHA titer มากข้ึน จะมีความแม่นย าถึงร้อยละ 
100 ในการวินิจฉัยว่าสัตว์เป็นโรคเมลิออยโดสิส แต่ถ้าค่า IHA 
titer น้ อยลงก็ สามารถ วินิ จฉัย ไ ด้ ว่า สัต ว์ไ ม่เ ป็นโร ค [5] 
นอกจากน้ันแล้วในการวินิจฉัยโรคเมลิออยโดสิสอาจจะเลือกใช้วิธี
อ่ืนในการวินิจฉัยโรคร่วมด้วยเพื่อให้ผลท่ีน่าเช่ือถือมากย่ิงข้ึน เช่น 
ELISA, Complement fixation test ซึ่ง มีความไวและ
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ความจ าเพาะมากกว่าวิธี Indirect hemagglutination test [6] 
ในกรณีท่ีตรวจพบว่าสัตว์เป็นโรคเมลิออยโดสิสควรก าจัดท้ิงสัตว์
ตัวน้ันทันที เ น่ืองจากการเกิดโรคในสัตว์ ส่วนใหญ่จะเกิดใน
ลักษณะโรคเรื้อรัง สามารถติดต่อจากสัตว์สู่คน และมีการด้ือต่อ
ยาปฏิชีวนะหลายชนิด [2] เช่น Penicillin, Ampicillin หรือยา
ปฏิชีวนะกลุ่ม Aminoglycoside เป็นต้น 
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[บทน า] อัลปาก้า (Vicugno pacos) เป็นสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมใน
วงศ์ Camelidae จัดเป็นอูฐพื้นเมืองของอเมริกาใต้ (South 
American Camelid) ซึ่งถูกเล้ียงไว้เพื่อน าขนมาใช้ประโยชน์
และการบริโภคเน้ือ [1] ประเทศไทยได้มีการน าเข้าและเล้ียงอัล
ปาก้าเพื่อส่งเสริมการท่องเท่ียว เน่ืองจากอัลปาก้าเป็นสัตว์ต่างถ่ิน
ส าหรับประเทศไทย การดูแลสุขภาพจึงมีส่วนส าคัญท่ีจะท าให้
สัตว์มีสุขภาพดี ปัญหาการติดปรสิตภายในระบบทางเดินอาหาร
เป็นปัญหาท่ีส่งผลต่อสุขภาพและท าให้เกิดการ สูญเสียทาง
เศรษฐกิจ [2] ซึ่งพบได้ท้ังพยาธิตัวกลม, พยาธิตัวตืด, พยาธิใบไม้
และ โปรโตซัว อาการทางคลินิกของการติดปรสิตภายในมักจะไม่
เฉพาะ เช่น ผอมลง อัตราการเจริญเติบโตช้า เบ่ืออาหาร ท้องเสีย 
โลหิตจาง [3] การศึกษาน้ีเพื่อส ารวจหาไข่พยาธิและโอโอซิสของ
โปรโตซัวในทางเดินอาหารของอัลปาก้าท่ีเล้ียงในฟาร์มเอกชนใน
ประเทศไทย 
[อุปกรณ์และวิธีการ] เก็บอุจจาระอัลปาก้าท่ีมีอายุมากกว่า 6 
เดือน ท่ีเ ล้ียงในฟาร์มเอกชนในจังหวัดนครราชสีมาท้ังหมด 34 
ตัวอย่างจาก 2 ฟาร์ม ด้วยการล้วงเก็บอุจจาระโดยตรงจากทวาร
หนักและท าการตรวจหาไข่พยาธิและโอโอซิสของโปรโตซัวด้วย
ด้วย วิธี Centrifugal floatation technique และ Centrifugal 
sedimentation technique และท าการตรวจนับจ านวนไข่
พยาธิด้วยวิธี McMaster technique แล้วบันทึกผล  
[ผลการส ารวจ ] พบความชุกไ ข่พยาธิ ในอุจจาระอัลปาก้ า 
61.76% (21/34) และไข่พยาธิท่ีพบเป็นไข่พยาธิชนิด Strongyle 
type egg 95.24% ไข่พยาธิ Strongyloides spp. 4.76% ไม่
พบไข่พยาธิชนิดอ่ืนและโอโอซิสของโปรโตซัว จ านวนไข่ท่ีตรวจ
นับไข่พยาธิเฉล่ีย 260.8 ใบต่ออุจจาระ 1 กรัม  
[สรุปผลและวิจารณ์] พบไข่พยาธิในอุจจาระอัลปาก้า 61.76% 
ส่วนใหญ่เป็นไข่พยาธิในกลุ่ม Strongyle จ านวนไข่พยาธิเฉล่ีย 
260.8 ใบต่ออุจจาระ 1 กรัม ในการส ารวจในครั้งน้ีพบแต่ไข่
พยาธิตัวกลม ซึ่งเป็นกลุ่มพยาธิท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดและก่อให้เกิด
ความสูญเสียได้มากท่ีสุด[4] ในการแยกชนิดของไข่พยาธิกลุ่ม 
Strongyle ต้องท าการเพาะเล้ียงไข่พยาธิและแยกชนิดพยาธิ ท่ี 
ตัวอ่อนระยะท่ี 3 (L3) [5] แต่ในการศึกษาครั้งน้ีผู้วิจัยไม่ได้ท า

การเพาะเล้ียงไข่พยาธิจึงไม่สามารถบอกได้ว่าพยาธิท่ีพบส่วนใหญ่
เป็นสปีชีย์ใด มีรายงานการติดพยาธิตัวกลมจากส ารวจในอัล
ปาก้าท่ีประเทศญ่ีปุุน โดยพบไข่พยาธิ Nematodirus spp. มาก
ท่ีสุด รองมาเป็น Trichurisd spp. และ Capillaria spp. [6] ใน
ฟ า ร์ ม อั ลป า ก้ า ใ น ป ร ะ เ ทศ อ อ ส เ ต ร เ ลี ย พ บ ว่ า พ ย า ธิ 
Haemonchus contoartus เป็นปัญหาท าให้สัตว์ปุวยและตาย
มากท่ีสุด [7] แม้ว่าจะรายงานการพบการติดพยาธิใบไม้ในการ
ส ารวจหลายประเทศ [8, 9] แต่การศึกษาน้ีไม่พบไข่พยาธิใบไม้
อาจเน่ืองจากลักษณะพื้นท่ีของฟาร์มไม่เหมาะสมกับวงจรชีวิต
ของพยาธิใบไม้ ท่ีต้องมีโฮสต์กึ่งกลางเป็นสัตว์จ าพวกหอยท่ีอยู่ใน
แหล่งน้ า [10] โดยฟาร์มท่ีเก็บตัวอย่างมีการเล้ียงอัลปาก้าบน
โรงเรือนและอีกฟาร์มเล้ียงแบบปล่อยแทะเล็มหญ้าโดยมีรั้วกันใน
ส่วนของแปลงหญ้าท้ังหมด การส ารวจน้ีไม่พบโอโอซิสของโปรโต
ซัวในระบบทางเดินอาหาร เน่ืองจากการก่อโรคของโปรโตซัวใน
ระบบทางเดินทางอาหารมักจะเกิดข้ึนกับลูกสัตว์ ในสัตว์โตจะมี
ภูมิต้านทานต่อการก่อโรคของโปรโตซัวในระบบทางเดินอาหาร 
[11] ในการศึกษาน้ีเราเก็บตัวอย่างอุจจาระจากอัลปาก้าทีมีอายุ
มากกว่า 6 เดือน มีรายงานว่าโปรโตซัวในระบบทางเดินอาหาร
ก่อโรคและท าให้เกิดการตายในลูกอัลปาก้าท่ีอายุน้อยกว่า 4 
เดือน [12] นอกจากน้ีการก่อโรคจากโปโตซัวยังเป็นผลมากจาก
การเล้ียงท่ีหนาแน่นและการสุขาภิบาลในฟาร์มท่ีไม่ดี [11] โดย
ฟาร์ มท่ี เก็ บตั วอย่าง ท้ังสอ งฟาร์ม มีก าร เ ล้ียงอั ลปาก้ าใน
สภาพแวดล้อมท่ีมีสุขอนามัยดี สัตว์ไม่มีความเครียดจากการเล้ียง
ดู จึงไม่พบการก่อโรคจากโปรโตซัวในระบบทางเดินอาหาร  การ
ตรวจพบไข่พยาธิจ านวน 260.8 ใบ ต่อ อุจจาระ 1 กรัม ไม่
สามารถบอกไ ด้ ว่าอัลปาก้ า น้ันติดพยาธิ รุนแรงไ ด้  เพราะ
ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนไข่พยาธิท่ีขับออกมากับจ านวนตัว
แก่ในระบบทางเดินอาหารและความรุนแรงของอาการทางคลินิก
มีความสัมพันธ์กันในระดับต่ า [4] แต่การตรวจพบไข่พยาธิก็จะ
เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการเฝูาระวังการเกิดโรคท่ีส่งผลต่อสุขภาพ
ได้ 
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การตรวจวนิิจฉยัการติดเชือ้ Toxoplasma gondii ในโค 

ดว้ยวิธ ีIndirect Immunofluorescent Antibody Test และ Sabin Feldman Dye Test 
จิตรบรรจง ทุมพงษ*์  
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[บทน า] Toxoplasma gondii เป็นเช้ือโปรโตซัวท่ีสามารถ
ติดต่อไปสู่คนและปศุสัตว์ได้หลายชนิด วิธี Sabin Feldman 
dye test (SFDT) เป็น gold standard ของการวินิจฉัยโรคหรือ
ใช้ตรวจยืนยันการติดเช้ือ Toxoplasma gondii ในคนเน่ืองจาก
มีความไวและความจ าเพาะสูงมาก วิธีดังกล่าวจะตรวจหา total 
immunoglobulin ได้แก่ IgM, IgG และ IgA ท่ีจ าเพาะต่อ T. 
gondii โดยน าหลักการท างานของ complement-mediated 
cytolysis มาช่วยในการตรวจ คือจะน าเอาเช้ือ T. gondii ท่ียังมี
ชีวิตอยู่มาบ่มกับซีรั่มท่ีต้องการทดสอบและ accessory factor ท่ี

อุณหภูมิ 37C นาน 1 ช่ัวโมง ซึ่ง accessory factor จะท า
หน้าท่ีเหมือนกับเป็น complement factor น้ันโดยปกติแล้วใน
ห้องปฏิบัติการจะใช้ซีรั่มของคนท่ีทดสอบแล้วว่าไม่มีแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อ T. gondii หลังจากน้ันเติมสี methylene blue ลง
ไป ถ้าในซีรั่มท่ีต้องการทดสอบมีแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ T. 
gondii อยู่แล้ว แอนติบอดีน้ันจะไปท าลายเช้ือโดยเพิ่ม 
membrane permeability ของเช้ือท าให้ไซโตพลาสซึมรั่วซึม
ออกมาและสีก็จะไม่ถูกดึงเข้าไปภายในเซลล์ท าให้สามารถเห็น
เช้ือท่ีตายมีลักษณะใสไม่ติดสี แต่ถ้าในซีรั่มท่ีต้องการทดสอบไม่มี
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ T. gondii อยู่ เช้ือก็จะไม่ถูกท าลายและ
จะสามารถดึงสีเข้าไปภายในเซลล์ท าให้เราเห็นเช้ือย้อมติดสีน้ า
เงิน ส าหรับการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ T. gondii ในสัตว์การ
ตรวจหาเช้ือหรือ DNA ของเช้ือจะท าได้ยาก เน่ืองจากสัตว์ท่ีติด
เช้ือส่วนมากมักจะไม่แสดงอาการปุวยแต่จะสามารถเป็นแหล่งน า
โรคมาสู่คนได้เม่ือคนไปบริโภคเน้ือสัตว์เหล่าน้ัน ดังน้ันวิธีการ
ตรวจวินิจฉัยทางซีรั่มวิทยาจึงน่าจะเป็นวิธีท่ีเหมาะสม
เช่นเดียวกับในคน แต่ยังเป็นท่ีถกเถียงกันอยู่ว่าผลของ SFDT ใน
สัตว์มีความถูกต้องแม่นย ามากน้อยเพียงใด การทดลองน้ีจึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบผลการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ T. 
gondii ในโค โดยการตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะด้วยวิธี 
Indirect Immunofluorescent antibody test (IFAT) กับวิธี 
SFDT ว่าให้ผลสอดคล้องหรือแตกต่างกันอย่างไร   

[วิธีการด าเนินการวิจัย] 

1.ตัวอย่างซีรั่ม 

ซีรั่มของโค 50 ตัวอย่างถูกน ามาใช้ทดสอบเปรียบเทียบผลการ
ตรวจวินิจฉัยการการติดเช้ือ T. gondii โดยซีรั่ม 7 ตัวอย่างได้มา
จากโคท่ีถูกฉีดเช้ือ T. gondii อีก 3 ตัวอย่างได้มาจากโคท่ีถูกฉีด
เช้ือ N. caninum [1] และซีรั่มอีก 40 ตัวอย่างเป็นซีรั่มท่ีเก็บมา
จากโคท่ีถูกส่งเข้าโรงฆ่าและโคเหล่าน้ันไม่ได้แสดงอาการปุวยหรือ
ผิดปกติใดๆ ซีรั่มทุกตัวอย่างจะถูกแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ส่วนท่ี 1 
ถูกน ามาทดสอบด้วยวิธี IFAT ส่วนท่ี 2 และ 3 ถูกน ามาทดสอบ
ด้วยวิธี SFDT โดยใช้ accessory factor เป็นซีรั่มของคนและ
ซีรั่มของโคตามล าดับ 

2. Indirect Immunofluorescent antibody test (IFAT) 

วิธีการตรวจวินิจฉัยโดย IFAT ท าตามข้ันตอนท่ีกล่าวไว้ใน (1) 

3. Sabin Feldman dye test (SFDT) 

วิธีการตรวจวินิจฉัยโดย SFDT น้ันกล่าวโดยย่อคือ เริ่มจากน าเช้ือ 
T. gondii สายพันธุ์ RH ระยะ tachyzoites จากช่องท้องของหนู
ทดลอง Swiss mice ท่ีถูกฉีดเช้ือไว้ก่อนหน้า 2-3 วัน มาล้างและ
นับจ านวนเพื่อปรับความเข้มข้นให้เป็น 1.5-2.5 x 106 ตัว / 1 
มิลลิลิตร หลังจากน้ันน าซีรั่มท่ีต้องการทดสอบมาท า two-fold 
dilution ใน microplates  แล้วเติมเช้ือ T. gondii ท่ีเตรียมไว้
ลงไป 50 µl ในแต่ละหลุม จากน้ันเติม accessory factor ลงไป

หลุมละ 50 µl น า plate ไปบ่ม 1 ช่ัวโมงท่ี 37C แล้วน าออกมา
เติมสี methylene blue แล้วอ่านผลโดยจะอ่านผลเป็นบวกถ้า
ในหลุมมี tachyzoites ท่ีตายซึ่งจะไม่ติดสีเป็นจ านวนมากกว่า 
50%  ซีรั่มท่ีอ่านผลเป็นบวกท่ีระดับไตเตอร์ 1:16 ข้ึนไปถือว่า
เป็นซีรั่มท่ีให้ผลบวก คือเป็นซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ 
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[ผลการวิจัย] 

IFAT SFDT (Human serum as 
accessory factor) 

Total 

Positive Negative 

Positive 0 13 13 

Negative 0 37 37 

Total 0 50 50 

IFAT SFDT (Bovine serum as 
accessory factor) 

Total 

Positive Negative 

Positive 1 12 13 

Negative 0 37 37 

Total 1 49 50 

 

ผลการทดลองพบว่า IFAT ให้ผลบวกส าหรับซีรั่มโคท้ัง 7 
ตัวอย่างท่ีถูกฉีดเช้ือ T. gondii (positive control) กับอีก 6 
ตัวอย่าง (หมายเลข 13, 20, 35, 36, 42 และ 47) และให้ผลลบ
ส าหรับซีรั่มโคท้ัง 3 ตัวอย่างท่ีถูกฉีดเช้ือ N. caninum 
(negative control) ในขณะท่ี SFDT ท้ังท่ีใช้ซีรั่มของคนเป็น 
accessory factor ให้ผลลบส าหรับซีรั่มทุกตัวอย่าง และ SFDT 
ท่ีใช้ซีรั่มของโคเป็น accessory factor ให้ผลลบส าหรับซีรั่มทุก
ตัวอย่าง ยกเว้น1 ซีรั่ม (หมายเลข 42) 

[วิจารณ์] จากผลการทดลองน้ี ซึ่งซีรั่มของโคท่ีน ามาใช้เป็น 
positive control ในการทดลองเป็นโคท่ีถูกฉีดเช้ือไปแล้ว 35-
105 วัน พบว่า ผลการตรวจด้วยวิธี IFAT ไม่สอดคล้องกับผลการ
ตรวจด้วยวิธี SFDT เลย แม้ว่าจะทดลองใช้ซีรั่มของโคมาเป็น 
accessory factor แทนซีรั่มของคนด้วยแล้วก็ตาม อาจกล่าวได้
ว่า วิธี IFAT ให้ผลการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ T. gondii ในโคท่ี
เช่ือถือได้มากกว่าเน่ืองจากข้อจ ากัดของวิธี SFDT น้ันอาจให้ผล
เป็น false negative ได้ในกรณีท่ีโคตัวน้ันติดเช้ือมานานแล้ว 
เน่ืองจากโคเป็นโฮสต์ท่ีสามารถก าจัด T. gondii ให้หมดไปจาก
ร่างกายได้อย่างรวดเร็ว Beverley et al. (1977) ทดลองฉีด T. 
gondii เข้าใต้ผิวหนังให้แก่ลูกโคแล้วตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะ

ต่อเช้ือด้วยวิธี SFDT พบว่าโดยเฉล่ียลูกโคจะมีระดับแอนติบอดี
สูงสุดท่ีสัปดาห์ท่ี 4 หลังจากได้รับเช้ือแล้วหลังจากน้ันระดับ
แอนติบอดีจะลดลงไปเรื่อยๆ จนส้ินสุดการทดลองในสัปดาห์ท่ี 
10 หลังจากได้รับเช้ือ [2] Dubey et al. (1985) แสดงให้เห็นว่า
เม่ือทดลองฉีดเช้ือ T. gondii ในโคแล้วน าซีรั่มของโคมาทดสอบ
หาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือด้วยวิธีต่างๆแล้วพบว่าวิธี SFDT 
จะตรวจพบแอนติบอดีได้เพียงช่วงระยะเวลาส้ันๆไม่เกิน 1 เดือน 
หลังจากโคถูกฉีดเช้ือเท่าน้ัน ในขณะท่ีวิธีทางซีรั่มวิทยาอ่ืนๆจะ
ยังคงตรวจพบแอนติบอดีได้นานหลายเดือน [3] Esteban-
Redondo and Innes (1997) รายงานว่า SFDT อาจจะไม่
เหมาะส าหรับใช้วินิจฉัยการติดเช้ือ T. gondii ในโคเน่ืองจากมี
โอกาสท่ีผลจะเป็น false positive จากโปรตีน globulin ใน
เลือดโค [4] 

โดยสรุปจึงกล่าวได้ว่า SFDT ไม่เหมาะสมส าหรับท่ีจะใช้ในการ
ตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ T. gondii ในโคเน่ืองจากมีโอกาสท่ีผล
จะเป็น false positive หรือ false negative ได้มาก 
นอกจากน้ัน IFAT ยังมีข้อได้เปรียบ SFDT ตรงท่ีไม่ต้องใช้เช้ือท่ี
ยังมีชีวิตในข้ันตอนการตรวจ จึงมีความสะดวกและปลอดภัยกับ
ผู้ปฏิบัติงานมากกว่าอีกด้วย  
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โครงสรา้งพนัธุศาสตรป์ระชากรของปลาตะกรบั (Scatophagus argus) ในอา่วไทยตอนบน 
บัญชา สัมฤทธิ์1 ปิยธิดา เช่ียวสงคราม1 สุภาวดี มณีฉาย1 วีระเกียรติ  ทรัพย์มี1* จุฑามาศ  ศุภพันธ์2 

1หลักสูตรชีววิทยาประยุกต์ สาขาวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย, 80110 
2หลักสูตรครุศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตร์ คณะครุศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช, 80280 

*ผู้รับผิดชอบบทความ: audy422r@yahoo.com 

 
บทคัดย่อ  

ศึกษาโครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรของปลาตะกรับ (Scatophagus argus) ในอ่าวไทยตอนบน วิเคราะห์จากความ
หลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอบริเวณคอนโทรลรีเจียน (control region) ขนาด 580 คู่เบส โดยเก็บ
ตัวอย่างจากจังหวัดสมุทรสงคราม และจังหวัดระยอง จ านวน 26 ตัวอย่าง พบว่ามีแฮโพลไทป์ (haplotype) ท้ังหมด 22 แฮโพลไทป์ 
ประกอบด้วย shared haplotye 4 แฮโพลไทป์ และ rare haplotype 18 แฮโพลไทป์ ค่า haplotype diversity และ nucleotide 
diversity มีค่า 0.988 และ 0.031 ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของประชากรด้วยการทดสอบ neutrality test พบว่า
ค่า Tajima’s D  และ Fu’ Fs  มีค่า -0.010 และ -4.431 ซึ่งเบ่ียงเบนไปจากค่าคาดหวังตาม neutral evolution ในทิศทางท่ีแสดงว่า
ประชากรปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบนเคยมีการขยายขนาดประชากรมาก่อน ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบ  mismatch 
distribution วิเคราะห์โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากรของประชากรปลาตะกรับด้วยวิธีการทดสอบแบบ AMOVA พบว่าไม่มี
โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบน  ผลการศึกษาครั้งน้ีสามารถน ามาใช้เป็นข้อมูลในการจัดการ
พันธุกรรมปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบนได้ 
ค าส าคัญ: คอนโทรลรีเจียน โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร ปลาตะกรับ อ่าวไทยตอนบน 

 
Abstract  

Population genetic structure of the Spotted scat (Scatophagus argus) in upper Gulf of Thailand was 
investigated.  Intraspecific variation was determined from partial sequences of control region of mitochondrial 
DNA (mtDNA CR) with a size of 580 bp. Sequences of 26 individuals from Samut Songkram and Rayong province 
were analyzed. A total of 22 haplotypes, consisting of 4 shared and 18 rare haplotypes, were identified. 
Estimated values of haplotype diversity and nucleotide diversity were 0.988 and 0.031, respectively. Inference of 
deomographic history using neutrality tests, both Tajima's D and Fu’s FS statistics, yielded negative values (-0.010 
and -4.431, respectively), which were deviation from the neutrality, indicating that the S. argus in upper Gulf of 
Thailand had experienced population expansion. In addition, mismatch distribution analysis indicated that 
possible expansion was occurred. The AMOVA analysis revealed that no genetic differentiation of S. argus in 
upper Gulf of Thailand. This study is necessary information contributing to efficient strategies to conserve this 
species in upper Gulf of Thailand. 
Keywords: control region, population genetic structure, Spotted scat, upper gulf of Thailand   
 
บทน า  

ปลาตะกรับ (Scatophagus  argus) เป็นปลาท่ีอาศัยตามแนวชายฝ่ังจนถึงบริเวณท่ีเป็นน้ ากร่อย นิยมบริโภคโดยน ามา
ท าอาหารประเภทแกงเหลืองหรือแกงส้ม อีกท้ังยังสามารถน ามาปรับเล้ียงเพื่อเป็นปลาสวยงามได้ ปัจจุบันพบว่าปริมาณปลาตะกรับใน
แหล่งน้ าธรรมชาติมีแนวโน้มลดลง (อรัญญาและคณะ, 2552) เน่ืองจากการจับท่ีมากเกินไป จึงเริ่มมีการรณรงค์ให้อนุรักษ์และวาง
แผนการจัดการปลาตะกรับในธรรมชาติ ซึ่งข้อมูลทางพันธุกรรมของประชากรเป็นข้อมูลท่ีส าคัญในการวางแผนจัดการ แต่พบว่าข้อมูล



รายงานสบืเนื่องการประชุมวิชาการระดับชาต:ิ การประชุมวชิาการทางสัตวแพทยแ์ละการเลี้ยงสัตว์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีมหานคร คร้ังที่ ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ วนัที่ ๑๑-๑๒ พฤศจิกายน ๒๕๕๙  

70 
 

ของปลาตะกรับมีเพียงข้อมูลจากทางภาคใต้ของประเทศไทยเท่าน้ัน (วีระเกียรติ, 2558) วัตถุประสงค์ของการวิจัยครั้งน้ีเพื่อศึกษา
โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรของปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบน โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอบริเวณ
คอนโทรลรีเจียน ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์สูง จึงเหมาะสมในการน ามาศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมภายใน
ประชากร (Boore, 1999) โดยผลการศึกษาในครั้งน้ีสามารถน าข้อมูลท่ีได้ไปเป็นแนวทางในการจัดการพันธุกรรมประชากรปลาตะกรับ
ในอ่าวไทยตอนบนได้และยังคงไว้ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปลาตะกรับ  
 
อุปกรณ์และวิธีการ  

1. การเก็บตัวอย่างและการสกัดดีเอ็นเอ   
               เก็บตัวอย่างปลาตะกรับจากจังหวัดในอ่าวไทยตอนบน ได้แก่ จังหวัดสมุทรสงคราม และจังหวัดระยองรวมท้ังหมดจ านวน 
26 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 1) จากน้ันน าเน้ือปลาน้ าหนักประมาณ  20–30 มิลลิกรัม มาสกัด genomic DNA ด้วยชุดสกัด Tissue 
Genomic DNA Extraction Mini Kit (FAVORGEN, BIOTECH CORP.) ตามวิธีและข้ันตอนของบริษัท 

2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปูาหมาย  
               ใช้ไพรเมอร์เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปูาหมายบริเวณคอนโทรลรีเจียน คือ SACR_H1 5’- AGT ATA ACC GCG AAT GCT 
GG  และ SACR_L1 5’- CAT TTA TGG GGT ATG AAC CC  (วีระเกียรติ, 2558) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปูาหมายในหลอดพีซีอาร์ 
ประกอบด้วย 10X Taq buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร, 2 mM dNTPs mix ปริมาตร 4 

ไมโครลิตร, 10 M forward primer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร,10 M reverse primer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase (RBCbiosciences, USA) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร (2.5 unit), DNA template ปริมาตร  5 ไมโครลิตร (50-100 ng) 
และ ultrapure water ปริมาตร 24 ไมโครลิตร รวมปริมาตรท้ังหมด 50 ไมโครลิตร ใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่อง 
Mastercycler, Eppendorf (Germany) ประกอบด้วย 3 ข้ันตอนคือ (1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที จ านวน 1 
รอบ (2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที จ านวน 35 รอบ และ (3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลผลิตท่ีได้ด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ น าผลผลิตท่ีได้ท าให้บริสุทธิ์ด้วย Gel/PCR Purification Mini Kit (FAVORGEN, 
BIOTECH CORP.)  ตามท่ีบริษัทแนะน า แล้วน าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีหน่วยบริการ (1ST Base Laboratory, (Malaysia) 

3. การจัดการข้อมูลและการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
  3.1 การจัดการข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ท าการ alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม ClustalW version 2.0.12 (Larkin et al., 2007) แล้ว
ตรวจสอบด้วยสายตาอีกครั้ง 

 3.2 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม 

  วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยหาค่า  nucleotide diversity (π; Nei, 1987), haplotype 
diversity (h; Nei, 1987) และค่า mean number of nucleotide differences ระหว่างแฮโพลไทป์ท้ังหมดด้วยโปรแกรม DnaSP 
version 5.00 (Librado and Rozas, 2009)   
   4.  การวิเคราะห์โครงสร้างพันธุศาสตร์ประชากร 
  4.1 โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากร 
  วิเคราะห์โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรด้วยวิธี Analysis of Molecular Variance (AMOVA) เพื่อ
เปรียบเทียบระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในและระหว่างประชากรโดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 
(Excoffier and Lischer, 2010)  
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   4.2  ระยะห่างทางพันธุกรรม 
   วิเคราะห์ระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรด้วยวิธี  pairwise FST ใช้การท าซ้ า 10,000 permutations 
โดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier and Lischer, 2010) 

5.  การวิเคราะห์ประวัติประชากร 
         5.1 ทดสอบ neutrality test 
  วิเคราะห์ค่า Tajima’s D (Tajima, 1989) และ Fu’s Fs (Fu, 1997) เพื่อทดสอบการเบ่ียงเบนของประชากรจาก 
neutral evolution ใช้การท าซ้ า 10,000 permutations   โดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier and Lischer, 
2010)    
  5.2 ทดสอบ mismatch distribution 
  วิเคราะห์ mismatch distribution เ พื่อศึกษาการขยายขนาดของประชากรภายใต้สมมติฐาน sudden 
expansion model โดยใช้ค่าทดสอบ Harpending Raggedness index (Harpending, 1994) และ sum of squared deviations 
(SSD)  เพื่อทดสอบ goodness-of-fit ใช้การท าซ้ า 10,000 permutations โดยใช้โปรแกรม ARLEQUIN version 3.5.1.2 (Excoffier 

and Lischer, 2010)   ประเมินขนาดของประชากรด้วยพารามิเตอร์ θ0 และ θ1 เม่ือ θ0 และ θ1 เท่ากับ 2N  เม่ือ N คือค่า 
effective female population size   
   
ผลการทดลอง  
 1. ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณคอนโทรลรีเจียนของปลาตะกรับขนาด 580 คู่เบส มีต าแหน่ง align sites 578 ต าแหน่ง แบ่งเป็น 
monomorphic sites 508 ต าแหน่ง polymorphic sites 70 ต าแหน่ง (singleton variable site 20 ต าแหน่ง และ parsimony 
variable site 50 ต าแหน่ง) มีแฮโพลไทป์ท้ังหมด 22 แฮโพลไทป์ ประกอบไปด้วยแฮโพลไทป์ท่ีเป็น shared haplotype จ านวน 4 
แฮโพลไทป์โดยแบ่งเป็นแฮโพลไทป์ท่ีเป็น shared haplotype ระหว่างประชากร 2 แฮโพลไทป์และ shared haplotype ภายใน
ประชากร 2 แฮโพลไทป์ (ตารางท่ี2) ทุกจังหวัดมี rare haplotype  รวมจ านวน 18 แฮโพลไทป์  โดยจังหวัดสมุทรสงครามมี rare 
haplotype  มากท่ีสุดจ านวน 10 แฮโพลไทป์ และจังหวัดระยองมีจ านวน 8 แฮโพลไทป์ ส าหรับค่า haplotype diversity มีค่าอยู่
ในช่วง 0.985 – 0.989 ส่วนค่า nucleotide diversity มีค่าอยู่ในช่วง 0.023 – 0.037 โดยค่า haplotype diversity ของประชากร
ท้ังหมดมีค่า 0.988 + 0.014 และค่า nucleotide diversity ของประชากรท้ังหมดมีค่า 0.031 + 0.002  ส าหรับค่าความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมได้แก่ จ านวนแฮโพลไทป์ จ านวน polymorphic sites haplotype diversity (h) และ nucleotide diversity (π)  
แสดงในตารางท่ี 1  
 
ตารางที่ 1.  ค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมวิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณคอนโทรลรีเจียน 

Locality No. No.  
haplotypes 

No.  
polymorphic 

sites 

Haplotype 
diversity (h) 
(mean + SD) 

Nucleotide 

diversity (π) 
(mean + SD) 

Samut Songkram 14 13 52 0.989 + 0.031 0.023 + 0.003 
Rayong 12 11 58 0.985 + 0.040 0.037 + 0.002 

Total 26 22 70 0.988 + 0.014 0.031 + 0.002 
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ตารางที่ 2.  การกระจายของแฮโพลไทป์ในจังหวัดท่ีสุ่มเก็บตัวอย่าง 

Haplotype Samut Songkram Rayong Total 

H01 1 - 1 
H02 1 - 1 
H03 2 - 2 
H04 1 - 1 
H05 1 - 1 
H06 1 - 1 
H07 1 - 1 
H08 1 - 1 
H09 1 - 1 
H10 1 - 1 
H11 1 1 2 
H12 1 1 2 
H13 1 - 1 
H14 - 1 1 
H15 - 1 1 

ตารางที่ 2  การกระจายของแฮโพลไทป์ในจังหวัดท่ีสุ่มเก็บตัวอย่าง (ต่อ) 

Haplotype Samut Songkram Rayong Total 

H16 - 1 1 
H17 - 2 2 
H18 - 1 1 
H19 - 1 1 
H20 - 1 1 
H21 - 1 1 
H22 - 1 1 

Total 14 12 26 

 
 2. โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากร 

จากการศึกษาพบว่าไม่เกิดโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรของปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบน โดยมีค่า  ΦST = 0.085 
และมีค่า p= 0.054 และประชากรมีความแปรปรวนภายใน 91.46 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 3) ผลการวิเคราะห์ค่า pairwise FST  พบว่า
ประชากรในจังหวัดสมุทรสงครามและจังหวัดระยองไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรม (ตารางท่ี 4) 
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ตารางที่ 3 ผลการศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรวิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณคอนโทรลรีเจียนด้วยวิธี 
AMOVA 

Source of variation df Sum of 
squares 

Variance 
components 

Percentage of 
variation 

p-value 

Among populations 1 19.252 0.814 Va 8.54 ΦST = 0.085 

Within populations 24 209.440 8.726 Vb 91.46 (p = 0.054) 

Total 25 228.692 9.541    

 
                       ตารางที่ 4   ระยะห่างทางพันธุกรรมโดยวิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณคอนโทรลรีเจียน  

 Samut Songkram Rayong 

Samut Songkram -  
Rayong 0.085 - 

 
3. ประวัติประชากร 
จากการทดสอบการเบ่ียงเบนไปจาก neutral population พบว่าค่า  D statistic มีค่า -0.010 (p= 0.080) และค่า Fs 

statistic มีค่า  -4.431 (p= 0.101) ซึ่งเบ่ียงเบนไปจาก neutral population ส าหรับการทดสอบ mismatch distribution พบว่า
สอดคล้องกับ sudden expansion model โดยค่า SSD มีค่า 0.007 (p=0.618) และค่า Harpending Raggedness index มีค่า 
0.007 (p=0.873)  ค่าพารามิเตอร์ θ1 มีค่ามากกว่า θ0 ในทุกจังหวัดแสดงว่าประชากรเคยมีการขยายขนาดประชากร (ตารางท่ี 5)   
 
ตารางที่ 5 ค่าพารามิเตอร์ในการศึกษาประวัติประชากรวิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณคอนโทรลรีเจียน 

Locality Tajima’s D Fu’ s 
FS 

θ 0 θ 1 SSD Raggedness 

Samut Songkram -0.699 -3.055 5.421 34.899 0.009 
(0.875)     

0.013 
(0.634) 

Rayong -0.630 -0.9851 0.010 75.644 0.011 
(0.973) 

0.024 
(0.861) 

Total -0.010 
(0.080) 

-4.431 
(0.101) 

11.130 50.937 0.007 
(0.618) 

0.007 
(0.873) 

หมายเหตุ : ค่าในวงเล็บคือค่า p - value 
 
วิจารณ์  
1. ความหลากหลายทางพันธุกรรม 

จากการศึกษาพบว่าประชากรปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบนมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมากโดยมีค่าความ
แปรปรวนภายในประชากรสูงถึง 91.46 เปอร์เซ็นต์ และจากแฮโพลไทป์จ านวน 22 แฮโพลไทป์พบว่ามี share haplotype จ านวน 4 
แฮพโพลไทป์  และอีก 18 แฮพโพลไทป์ เป็น rare haplotype ซึ่งเป็นแฮโพลไทป์เฉพาะของแต่ละจังหวัด ซึ่งจากการท่ีมีจ านวน rare 
haplotype จ านวนมากในประชากรแสดงว่าในประชากรมีปลาตะกรับเพศเมียท่ีมีความสามารถในการขยายพันธุ์เป็นจ านวนมากจึงท า
ให้มีจ านวนแฮโพลไทป์ท่ีมีความแตกต่างกันเป็นจ านวนมาก (Lewontin, 1974) ซึ่งผลการศึกษาท่ีมี rare haplotype  จ านวนมาก
ในประชากรให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาในปลาตะกรับจากภาคใต้ของประเทศไทย (วีระเกียรติ, 2558) และยังสอดคล้องกับงานวิจัยใน
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สัตว์ทะเลหลายชนิด เช่นปูแสมก้ามขาวในทะเลอันดามัน (Episesarma versicolor) (Supmee et al., 2012) และปลากระบอก ใน
อ่าวไทย (จุฑามาศ, 2558) เป็นต้น จากการพบว่าทุกกลุ่มประชากรในแต่ละจังหวัดมี rare haplotype เฉพาะท้องถ่ินน้ัน สามารถใช้ 
rare haplotype เป็นตัวช้ีวัดแหล่งท่ีมาของสายพันธ์หรือระบุแหล่งทางพันธุกรรม (genetic stock) ของปลาตะกรับได้เน่ืองจากจะมี
ความจ าเพาะเจาะจงกับแหล่งท่ีอยู่ (Xu et al., 2009)  
  2. โครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากร 
      จากการศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรพบว่าประชากรปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบนไม่มีความแตกต่างทาง
พันธุกรรม แสดงว่ามีการผสมพันธุ์กันระหว่างปลาตะกรับจากท้ัง 2 จังหวัด ซึ่งสอดคล้องกับต าแหน่งท่ีต้ังของถ่ินอาศัยท่ีอยู่ในเขตทะเล
เดียวกัน อีกท้ังจากรายงานของ Kong et al. (2010) รายงานว่าสัตว์ทะเลส่วนใหญ่มีความสามารถในการกระจายพันธุ์ได้ไกลกว่า 
3,000 กิโลเมตร ดังน้ันจึงสามารถแลกเปล่ียนสารพันธุกรรม (gene flow) ระหว่างประชากรท่ีอาศัยในบริเวณใกล้เคียงกันได้ และ
น่าจะเป็นสาเหตุท่ีท าให้ประชากรปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบนไม่เกิดเป็นโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรเกิดข้ึน 
 3. ประวัติประชากร 
  จากการทดสอบ neutrality test พบว่าค่า Tajima’s D มีค่าเบ่ียงเบนไปจาก neutral state โดยมีค่าติดลบแสดงว่า
ประชากรน่าจะมีการคัดเลือกแบบ purifying selection หรืออาจเกิดการขยายขนาดของประชากรมาก่อน (Yang, 2006) อีกท้ังพบว่า
ค่า Fu’s Fs  ซึ่งเป็นพารามิเตอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบการขยายขนาดของประชากร (Ramirez-Soriano et al., 2008) มีค่าติดลบด้วย
เช่นกัน จึงเป็นการยืนยันว่าประชากรปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบนเคยมีการขยายขนาดประชากรมาก่อน สอดคล้องกับผลการ
ทดสอบด้วยการวิเคราะห์วิธี mismatch distribution ท่ียอมรับสมมติฐาน sudden expansion model และยังสอดคล้องกับค่า θ1 
ซึ่งมีค่ามากกว่า θ0 ในทุกกลุ่มประชากรซึ่งแสดงว่าประชากรก าลังมีการขยายขนาดประชากรจากขนาดเล็กสู่ขนาดใหญ่  
  4. แนวทางในการอนุรักษ์ความหลากหลายทางพันธุกรรม 

จากผลการศึกษาท่ีพบว่าไม่มีโครงสร้างทางพันธุกรรมของประชากรของปลาตะกรับในอ่าวไทยตอนบน ดังน้ันแนวทางในการ
อนุรักษ์ความหลากหลายทางพันธุกรรมสามารถท าได้โดยการใช้พ่อแม่พันธุ์ระหว่างจังหวัดในอ่าวไทยตอนบนปล่อยลงสู่แหล่งน้ าเพื่อ
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บทคัดย่อ 
ช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนบนโครโมโซมวายจ านวน 2 ยีนประกอบด้วยยีน DBY ยาว 700 คู่เบส และยีน ZFY บริเวณ exon 11 

ยาว 1400 คู่เบส ถูกเพิ่มปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์และหาล าดับนิวคลีโอไทด์จากตัวอย่างโคพื้นเมือง 4 กลุ่มท่ีพบในประเทศไทย ผลการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีเช่ือมต่อกันของยีน DBY และ ZFY ท่ีหาได้จากการศึกษาครั้งน้ีร่วมกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณเดียวกันของโคจากกลุ่มอนุกรมวิธานอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล พบว่า ยีน DBY-ZFY บริเวณท่ีศึกษา
แยกสายวิวัฒนาการโคออกเป็น 4 สาย คือ (1) สายโคยุโรปและเอเซีย (zebu-ox clade; สกุล Bos) (2) สายไบสัน (American-
European bison; สกุล bison) (3) สายกระทิง (banteng-gayal-gaur; สกุลย่อย Bibos) และ (4) สาย แยค (Yak; สกุลย่อย 
Poephagus) แม้ผลท่ีได้จะแสดงให้เห็นว่าสายวิวัฒนาการของโคยุโรปและเอเซีย รวมถึงโคพื้นเมืองของไทยจะมีรูปแบบเป็นกลุ่มท่ีมี
บรรพบุรุษร่วมกันแบบ monophyly แต่ภายในกลุ่มกลับพบการแยกสายวิวัฒนาการของโคพื้นเมืองของไทยออกจากโคยุโรปและ
เอเชียอย่างชัดเจนและไม่สามารถระบุโคได้ว่ากลุ่มโคใดท่ีเป็นต้นก าเนิดของโคพื้นเมืองของไทยได้ โดยเม่ือพิจารณาสัณฐานโดยรวมของ
โคท่ีน ามาร่วมวิเคราะห์ในการศึกษาครั้งน้ีจะพบว่า สายวิวัฒนาการของโคแยคเป็นสายวิวัฒนาการท่ีเก่าแก่ ท่ีสุ ด ส่วนอีก 3 สาย
วิวัฒนาการท่ีเหลือมีรูปแบบความสัมพันธ์ท่ีแยกออกเป็นหลายสายวิวัฒนาการจากบรรพบุรุษเดียวกัน (polytomic relationship) ซึ่ง
ผลท้ังหมดท่ีได้น้ีบ่งช้ีว่า  ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของโคสกุล Bos ไม่ได้มีรูปแบบเป็น monophyly 
ค าส าคัญ: ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โคยุโรป โคเอเชีย สายวิวัฒนาการ โคพื้นเมือง 

 
Abstract 

 Two DNA fragments of Y-chromosome, the 700 bp of first intron of DBY gene and 1,400 bp of exon11 of 
ZFY gene were amplified and sequenced from four ecotypes of Thai native cattle. Phylogenetic analysis using 
the combined sequences of the DBY and ZFY fragments of Thai native cattle obtained in this study and other 
bovines available in the NCBI database showed four separated clades of bovine species including (1) zebu-ox 
clade (subgenus Bos) (2) American-European bison clade (the genus Bison) (3) banteng-gayal-gaur clade (the 
subgenus Bibos) and (4) yak clade (the subgenus Poephagus). The zebu-ox clade showed monophyletic group of 
three subcades, Thai indigenous cattle, Bos taurus and B. indicus and could not indicate the origin of the Thai 
native cattle. However, based on DBY-ZFY divergence, the oldest lineage of bovine is the yak (Bos grunniens) 
clade. While the remaining three clades showed polytomic pattern of relationship. The result indicated that Bos 
may be not a monophylatic group.    
 
Keyword: phylogenetic, Bos taurus, Bos indicus, lineage, Thai indigenous 
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Introduction 
 Cattle are important domestic animals of Thailand. Thai native cattle are divided in to four ecotypes 
based on external morphologies and habitats. The four ecotypes are Central, North-Eastern, Northern and 
Southern ecotypes. Although, each ecotype shows external characters different from other ecotypes and other 
bovine species, there are still lacked of phylogenetic relationship based on molecular data (Kikawa et al. 2003). 
Therefore, this study aims to analysis phylogenetic relationship based on DBY and ZFY Y-chromosomal gene. The 
Y-Chromosome has been widely used as a new and efficient genetic marker. The Zinc finger Y-chromosomal 
protein (ZFY gene) in Exon 11 and DEAD-box helicase 3, Y-linked (DBY gene) in first intron are used as the 
candidate genes to study the phylogenetic tree of bovine (Hurles and Jobling, 2001). 
 
Material and Method 
 A blood sample of male specimen was collected from each ecotype of Thai indigenous cattle including 
Central, North-eastern, Northern and Southern ecotype. Total genomic DNA was extracted using Genomic DNA 
Extraction Blood DNA Mini kit (Favorgen Biotech Corp., Taiwan). Two segments of Y-chromosomal genes including 
700 bp of first intron from DBY gene and 1,400 bp of exon 11 from ZFY gene were amplified using the two primer 
pairs from Hellborg and Ellegren (2003) and Nijman et al., (2008), respectively. PCR products were purified using 
GEL / PCR Purification Kit (Favorgen Biotech Corp., Taiwan) and sent for sequence analysis at Macrogen Inc. 
(South Korea).  

The obtained DBY and ZFY sequences of each ecotype were combined to create a unambiguous 
concatenated sequence of 1,650 bp fragment. Available orthologous sequences from GenBank database of other 
eight Bovidae species including zebu (Bos indicus), ox (B.taurus), yak (B. grunnies), banteng (B. javanicus), gaur (B. 
gaurus), gayal (B. frontalis), Amarican bison (Bison bison), and European bison (Bi. bonasus). Nucleotide 
sequences of water buffalo (Syncerus caffer) and African buffalo (Bubalus bubalis) were used as outgroups. 
Nucleotide sequences were aligned using MEGA v.6 (Tamura et al., 2003). The Bayesian phylogenetic inference 
was performed using GTR+G model by MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001).  
 
Results 
 The Phylogenetic relationship based on concatenated DBY and ZFY sequences was analyzed by 
Bayesian inference (Figure 1). The obtained topology showed early separation between buffalo and Bovine 
lineages. The relationship pattern within Bovine clearly presented of four separated lineages including (1) zebu-
ox clade (subgenus Bos) (2) American-European bison clade (the genus Bison) (3) banteng-gayal-gaur clade (the 
subgenus Bibos) and (4) yak clade (the subgenus Poephagus). All samples of Thai native ecotypes are located in 
the same subclade at different branch with B. taurus and B. indicus within the zebu-ox clade. The oldest lineage 
of Bovine DBY-ZFY sequences is yak lineages which first split-off from Bovine common ancestor. While the other 
three lineages, zebu-ox clade, American and European bioson clade, banteng-gayal-gaur clade, showed 
polytomic distinct pattern which emerged after yak diverse event. 
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Figure 1.  Phylogenetic tree reconstructed by Bayesian inference using the sequences of DBY-ZFY genes on Y-

chromosome from eight bovines and two of buffalos (Bulbalus Bubalis and Syncerus caffer) available 
from the GenBank Database. The asterisk symbol (*) indicated the four ecotypes of Thai indigenous 
cattle. 

 
Discussion 
 The phylogenetic studies of Bovidae including four Thai native ecotypes, Northern, Southern, North-
Eastern and Central ecotype have been reconstructions.  The tree topology showed monophyletic relationship 
of parental lineages between four ecotype of Thai indigenous cattle and B. taurus – B. indicus cattle. However, 
the divergence of DBY-ZFY genes could not indicate the origin of Thai native ecotypes. It is suggested that the 
paternal ancestor of Thai indigenous cattle might be introgression of another genetic stock within B. taurus – B. 
indicus or, perhaps, another species. According to recently incomplete speciation process of bovine species 
(Buntjer et al., 2002), the ancestor of Thai indigenous cattle needs further investigation for both maternal and 
paternal origins. 

The DBY – ZFY based relationship of bovine species confirmed the close association of American and 
European bison which have been presented by the other Y-chromosome sequences, SRY gene. This pattern of 
relationship is clearly different from mtDNA based relationship which separated the lineage of American bison 
from European bison. The conflict pattern of species relationship between phylogeny based on the sequences of 
mtDNA and of genes on Y-chromosome indicated the introgression and hybridization events of different ancestral 
species of bison and, probably, another bovine species. Moreover, phylogenetic analysis of DBY-ZFY sequences 
used in this study present the polyphyletic pattern of relationship within Bos taxon which is consistent with the 
phylogeny constructed by bovine SRY gene (Verkaar et al., 2003). 
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อภิรดี อินทรพักตร์, 3 



 

 

 



 

XIV 

 

 
รายนามผู้สนับสนุนการจัดการประชุมวิชาการทางสัตวแพทย์และการเล้ียงสัตว์  

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร 
คร้ังท่ี ๙ ประจ าปี ๒๕๕๙ 

 

1. บริษัท เจ.เอฟ. แอดวาน เมด จ ากัด  
2. บริษัท เอ็น พี อินเตอร์เทรด จ ากัด  
3. บริษัท บี เอ็น ซุพพีเรีย มาร์เก็ตติ้ง จ ากัด  
4. บริษัท เวท อะกริเทค จ ากัด  
5. บริษัท เบสท์อะโกร คอมพาเนี่ยน จ ากัด  
6. บริษัท ไบเออร์ไทย จ ากัด  
7. บริษัท โซเอทิส (ประเทศไทย) จ ากัด  
8. บริษัท ศราวิณ เมดิคอล ซัพพลาย จ ากัด  
9. บริษัท ยูโนเวท เน็ตเวิร์ค จ ากัด  
10. บริษัท เมิร์จ คอมพาเนี่ยน (ประเทศไทย) จ ากัด  
11. ห้างหุ้นส่วนจ ากัด ปกรณ์ภัณฑ์เมดิคอลซัพพลาย  
12. บริษัท โซอา เมดดิคอลเทค (ประเทศไทย) จ ากัด 

  

http://www.vet.mut.ac.th/main_object/logo/download.php?a=vet2012


 

 

 



 

 

 
  



 

 

 



 

 

 
  



 

 

 
 



 

 

 


