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ข้�อแนะนำสัำหรับผูู้�เข้่ยน
 สัตัว์แพทยสัารเปน็ว์ารสัารทางว์ชิาการของสัตัว์แพทยสัมาคมแหง่ประเทศุไทยในพระบรมราชูปถมัภ ์ซึ�งลังบทคว์าม
ผู้ลังานค้นคว์้าว์ิจัยทางว์ิทยาศุาสัตร์ ที�เกี�ยว์กับว์ิชาการในสัาขาสััตว์แพทยศุาสัตร์ คณะผูู้้จัดีทำสััตว์แพทยสัาร ยินดีีรับ
เร้�องจากทุกท่านที�กรุณาสั่งมาเพ้�อเผู้ยแพร่ แลัะเพ้�อคว์ามสัะดีว์กในการพิจารณาเร้�อง ขอเสันอแนะดีังนี�

1. เร้�องที�จะนำลง

 1.1  งานค้นคว์้าทดีลัองหร้อว์ิจัยทางว์ิชาการ ที�           

เกี�ยว์กับสััตว์์ ผู้ลัิตภัณฑ์สััตว์์ หร้อพ้ชอาหารสััตว์์  ทั�งที�ทำ

ในประเทศุแลัะต่างประเทศุ หร้อว์ิทยานิพนธิ์

 1.2  บทคว์ามว์ิจัย (Research article) บทคว์าม

ปริทัศุน์ (Review article) บทคว์ามว์ิจัยสัั�น (Short               

communication) แลัะรายงานสััตว์์ป่ว์ย (Case report) 

ที�เปน็ประโยชน ์แลัะเกี�ยว์ขอ้งกบัว์ชิาการสัตัว์แพทย์ แลัะ

สััตว์บาลัทุกสัาขา

 1.3  เร้�องอ้�น ๆ  ที�คณะผูู้จ้ดัีทำ พจิารณาเหน็สัมคว์ร

2. ตั้นฉบุับุ

 2.1  ต้นฉบบัที�สัง่มาลังพมิพ์ในสัตัว์แพทยสัาร ตอ้ง

ไม่เป็นเร้�องที�เคยเผู้ยแพร่ หร้อกำลัังอยู่ระหว์่างการ

พิจารณาเพ้�อลังในหนังสั้อ หร้อ ว์ารสัารอ้�นใดีมาก่อน

 2.2  ต้นฉบับเป็นภาษาไทย หร้อภาษาอังกฤษ ใช้

ตวั์อกัษร Microsoft San Serif 12 หร้อ ThSarabun PSK 

16 โดียพิมพ์ดี้ว์ยโปรแกรม Microsoft word

 2.3  คว์ามยาว์ของเร้�องสัำหรบับทคว์ามชนิดีต่าง ๆ

จำนว์นไม่เกิน 20 หน้า สัำหรับบทคว์ามวิ์จยัสัั�นหรอ้รายงาน

สัตัว์์ป่ว์ยจำนว์นไม่เกิน 5 หน้า หรอ้ตามที�เห็นสัมคว์ร

 2.4  ผู้ลังานว์ชิาการที�ตีพิมพใ์นสัตัว์แพทยสัารแลัว้์

ถ้อเป็นลัิขสัิทธิิ�ของหนังสั้อที�ผูู้้เขียนจะนำไปเผู้ยแพร่ที�อ้�น

อีกไม่ไดี้

 2.5  ตารางแลัะภาพที�ใชป้ระกอบในบทคว์าม คว์ร

แนบไฟื่ลั์ต้นฉบับของตารางแลัะภาพนั�นมาดี้ว์ย

3. บุทควัามวัิจัย (Research article)

 3.1  ว์ัตถุประสังค์

    เพ้�อเผู้ยแพรง่านว์จิยัทางด้ีานสัตัว์แพทยแ์ลัะ

สััตว์บาลัฉบับสัมบูรณ์

 3.2  รูปแบบโดียรว์ม

    3.2.1 คว์ามยาว์ทั�งหมดีไม่เกิน 20 หน้า

กระดีาษ A4

    3.2.2 จำนว์นรูปแลัะตาราง ตามคว์าม

เหมาะสัมของบทคว์าม

 3.3  การลัำดีับเร้�องคว์รเรียงดีังนี�

    3.3.1 ช้�อเร้�อง (Title) มีทั�งภาษาไทยแลัะ

ภาษาอังกฤษ คว์รตั�งช้�อให้สัั�นกะทัดีรัดี ชัดีเจน แลัะส้ั�อ

คว์ามหมายไดี้

    3.3.2 ช้�อผูู้้เขียนแลัะผูู้้ร่ว์มงาน (Author 

and co-workers) เขยีนช้�อนามสักุลัเตม็ทั�งภาษาไทยแลัะ

ภาษาอังกฤษ พร้อมทั�งระบุสัถานที�ทำงาน จังหว์ัดี รหัสั

ไปรษณยีแ์ลัะ กรุณาบอกหมายเลัขโทรศุพัทห์รอ้อเีมลัของ

ผูู้้เขียน/ผูู้้รับผู้ิดีชอบ เพ้�อการติดีต่อ

    3.3.3 บทคัดีย่อ (Abstract) เขียนสัั�น ๆ ให้

ไดี้เน้�อคว์ามครอบคลัุมทั�งหมดี โดียต้องมีช้�อเร้�องแลัะ

บทคัดีย่อทั�งภาษาไทยแลัะภาษาอังกฤษ คว์ามยาว์ไม่เกิน 

300 คำต่อภาษา

    3.3.4 คำสัำคัญิ (Key words) เป็นคำที�มี

คว์ามหมายแสัดีงถงึคว์ามเปน็ไปของการทดีลัองนั�น ๆ  ระบุ

อยู่ใต้บทคัดีย่อ ทั�งภาษาไทย แลัะภาษาอังกฤษ รว์มกัน

แลัว้์ไมเ่กนิภาษาลัะ 5-7 คำ ทั�งนี�เพ้�อใหผูู้้ว้์จิยัอ้�นใชใ้นการ

คน้หา ในกรณีที�เปน็คำสัำคัญิที�จะใช้เปน็คำทับศุพัทภ์าษา

อังกฤษ ให้ใช้คำภาษาอังกฤษ

    3.3.5 บทนำ (Introduction) บรรยายคว์าม

เปน็มาสัั�น ๆ  คว์รมกีารตรว์จเอกสัาร (literature review) 

รว์มทั�งอธิิบายจุดีประสังค์ของงาน

    3.3.6 อุปกรณ์แลัะว์ิธิีการ (Materials and 

Methods) ในกรณีที�เป็นการคิดีค้นขึ�นใหม่คว์รอธิิบาย

อย่างลัะเอียดี ถ้าเป็นวิ์ธิกีารที�ทราบกันอยูแ่ล้ัว์แลัะตีพมิพ์แล้ัว์

ไม่ต้องบรรยายซ�ำ คว์รเขียนในลัักษณะข้ออ้างอิง (ขึ�นกับ

คว์ามเห็นของผูู้้พิจารณา) ในกรณีที�มีการใช้สััตว์์ทดีลัอง 

ขอใหร้ะบรุหสััการอนุญิาตใช้สัตัว์เ์พ้�องานทางวิ์ทยาศุาสัตร์

ของผูู้้รับผิู้ดีชอบบทคว์ามที�ออกโดียคณะกรรมการของ

สัถาบัน (institutional review board) เช่น เลัขที�การ

อนุญิาตใช้สััตว์์เพ้�องานทางว์ิทยาศุาสัตร์ของสัถาบัน

สัุขภาพสััตว์์แห่งชาติ EA 011/61 (R) กรณีหน่ว์ยงานของ



ผูู้้ว์ิจัยไม่มี IRB ให้ขอหน่ว์ยงานอ้�นที�เทียบเท่า ทั�งนี�ขึ�นอยู่

กบัการดุีลัพินิจของสัาราณียากร ในกรณีงานวิ์จัยเกี�ยว์ข้อง

กบัมนษุย ์ตอ้งไดีร้บัการอนมุตัลิัว่์งหนา้สัำหรบัการว์จิยัใน

มนุษย์โดียคณะกรรมการของสัถาบัน หร้อคณะกรรมการ

จรยิธิรรมที�เทยีบเท่า หรอ้ต้องได้ีรบัคว์ามยินยอมโดียได้ีรบั

ขอ้มูลั (informed consent) ซึ�งอาจขอคว์ามยินยอม ดีว้์ย

การลังนามหร้อด้ีว์ยว์าจา หร้ออธิิบายว่์าทำไมไม่ไดี้รับ

คว์ามยินยอม

    3.3.7 ผู้ลัการทดีลัอง (Results) แลัะวิ์จารณ์

 (Discussion) รายงานผู้ลัการทดีลัองเปน็คำบรรยาย คว์ร

ให้รายลัะเอียดีแลัะเข้าใจง่าย หากเป็นไปไดี้คว์รเสันอผู้ลั

ในรูปของตาราง รูปภาพ หร้อกราฟื่ ไม่คว์รแสัดีงถึงผู้ลัที�

เหมอ้นกนั ถา้เปน็ตาราง (tables) คว์รพิมพใ์ห้ชดัีเจนแลัะ

ขนาดีพอเหมาะกับขนาดีของหน้าของสััตว์แพทยสัาร 

ตารางคว์รมีคว์ามหมายในตัว์เอง แลัะต้องมีคำอธิิบาย

เหน้อตารางดี้ว์ย ในกรณีที�เป็นรูปภาพ (figures) คว์รมีคำ

อธิิบายสัั�น ๆ  เป็นภาษาเดีียว์กบัเน้�อเร้�อง สัามารถเป็นภาพ

ขาว์ดีำหร้อภาพสัี ต้องสั่งมาเป็นไฟื่ลั์แนบมาดี้ว์ยขนาดีไม่

ต�ำกว่์า 250 pixels แลัะอธิบิายรายลัะเอียดีภาษาเดียีว์กับ

เน้�อเร้�องไว้์ใต้รูป การวิ์จารณ์ เป็นการวิ์จารณ์ผู้ลัการ

ทดีลัองโดียคว์รมีการเปรียบเทียบกับผู้ลังานของผูู้้อ้�นที�ไดี้

กระทำมาแลั้ว์ แลัะเน้นถึงสัิ�งที�ไดี้ค้นพบ

    3.3.8 สัรุป (Conclusion) แลัะคำแนะนำ 

(Suggestion) หากเป็นบทคว์ามคว์รมีการตรว์จเอกสัาร 

(review papers) หร้อเป็นการทดีลัองที�มีหลัายข้อ คว์รมี

บทสัรุปที�เขียนใจคว์ามสัำคัญิ

    3.3.9 กิตติกรรมประกาศุ (Acknowledg-

ment) อาจมีหร้อไม่มีก็ไดี้ เรียบเรียงย่อหน้าเดีียว์แบบ

กระชับ ระบุแหลั่งทุนว์ิจัย บุคคลัแลัะหน่ว์ยงานที�ไดี้รับ

คว์ามช่ว์ยเหลั้อ หร้อคว์ามร่ว์มม้อในงานค้นคว์้าว์ิจัย

    3.3.10 เอกสัารอ้างอิง (References)

      ก. การเขียนอา้งองิในเน้�อเร้�องคว์รอ้างองิ

ดีังนี� ค้อ

       1.  กรณีผูู้ร้ายงานเอกสัารเป็นคนไทยเม้�อ

เป็นประธิานของประโยค เช่น นรสัุทธิิ� แลัะคณะ (2550) 

หร้อเม้�อผูู้้รายงานอยู่กลัางหร้อท้ายประโยค เช่น (นิว์ัตร, 

2550) หร้อ (พรเพ็ญิ แลัะคณะ, 2550)

       2.  กรณีผูู้ร้ายงานเอกสัารเป็นชาว์ต่าง

ประเทศุเม้�อเปน็ประธิานของประโยค เชน่ Tomazewski 

and Daniel (1992), Taylor et al. (1992) หร้อเม้�อ              

ผูู้้รายงานอยู่กลัางหร้อท้ายประโยค เช่น (Tomazewski 

and Daniel, 1992), (Taylor et al., 1992)

       3.  กรณอีา้งถงึบคุคลั หรอ้เร้�องที�ไมเ่คย

ลังพิมพ์มาก่อน (personal communication) ให้อ้าง

เฉพาะในเน้�อเร้�องเทา่นั�น ไมต่อ้งนำไปลังในรายช้�อเอกสัาร

อ้างอิง

     ข. การเขียนเอกสัารอ้างอิงท้ายเร้�องคว์ร

อ้างอิงเอกสัารภาษาไทยก่อนแล้ัว์ตามด้ีว์ยภาษาอังกฤษ 

โดียเขียนเรียงลัำดัีบพยัญิชนะของช้�อผูู้เ้ขยีน (ถ้าเป็นภาษา

อังกฤษใช้ช้�อสักุลั ตามดี้ว์ยช้�อย่อของผูู้้แต่ง) ตามดี้ว์ย ปี 

ช้�อเร้�อง ช้�อหนังสั้อหร้อช้�อย่อว์ารสัาร (พิมพ์ตัว์เอน) ปีที� 

ฉบับที� แลัะหน้าที�อ้างอิง ดีังตัว์อย่าง ค้อ

นรสัุทธิิ� บางภูมิ  นุช โชติช่ว์ง  สัุพจน์ อาว์สักุลัสัุทธิิ  ว์นิดีา

พสััดีรุกัษ์  ว์มิลั เพชรกาญิจนาพงศ์ุ  กาญิจนา อิ�มศุลิัป์

ธิีระศุักดีิ� พราพงษ์  ว์รรณดีา สัุจริต  แลัะ ศุิริว์รรณ

พราพงษ์. 2550. สัรรีะเปรียบเทียบทางด้ีานสุัขภาพ

ของโคนมที�ไดี้รับตำรับพ้ชสัมุนไพรไทยในระยะ

ก่อนคลัอดี คลัอดีแลัะหลังัคลัอดี. สุตัวีแพทยสุาร.  

58 (2): 1-11.

Suradhat, S., Kesdangsakonwut, S., Sada, W.,           

Buranapraditkun, S., Wongsawang, S. and 

Thanawongnuwech, R. 2006. Negative           

impact of porcine reproductive and                      

respiratory syndrome virus infection on the 

efficacy of classical swine fever vaccine.  

Vaccine. 24 (14): 2634-2642.

     ค. ในกรณีที�อ้างอิงตำรา (textbook) ให้

ระบุช้�อผูู้้เขียน ปีที�พิมพ์ ช้�อเร้�อง ช้�อตำรา (พิมพ์ครั�งที�

เท่าใดีแลัะช้�อบรรณาธิิการหากมี) สัำนักพิมพ์ เม้องแลัะ

ประเทศุที�พิมพ์หน้าแรกแลัะหน้าสัุดีท้ายที�อ้างอิง

Krammer, J.W. 1989. Clinical enzymology. In: 

Clinical Biochemistry of Domestic Animals.  

4th eds., edited by J.J. Kaneko.  Academic 

Press, USA.  p. 346.

      หมายเหตุ ช้�อทางว์ิทยาศุาสัตร์ทั�งภาษา

อังกฤษแลัะทับศุัพท์ภาษาไทยให้พิมพ์โดียใช้ตัว์อักษรที�

ต่างจากตัว์เร้�อง



4. บุทควัามปริทัศน์ (Review article)

 4.1  ว์ัตถุประสังค์

    - การสัำรว์จงานว์ิจัยที�มีอยู่แลั้ว์

    - บทคว์ามสัำหรับประมว์ลัคว์ามรู้ในเร้�อง 

หร้อประเดี็นใดีประเดี็นหนึ�ง

    - บทคว์ามที�แสัดีงถึงการเคลั้�อนไหว์ คว์าม

เป็นมา เป็นไป แลัะ ชี�แนว์ทางการทำว์จัิยที�คว์รจะเกดิีขึ�น  

    - การประเมินสัถานะคว์ามรู้ที�ผู้่านมา

    - การให้ข้อมูลัแก่ผูู้้อ่าน ถกเถียง ตีคว์าม 

อภปิราย ชี�แนว์ทาง ให้ข้อเสันอแนะ บอกทางบว์ก ทางลับ 

    - บทคว์ามที�เรียบเรียงโดียมีการวิ์เคราะห์ 

ว์จิารณ ์เปรียบเทยีบว์รรณกรรมที�มกีารดีำเนินการมาแลัว้์

จนถึงปัจจุบนั สังัเคราะห์ให้เกิดีคว์ามรูท้ี�แสัดีงภาพของงาน

ว์ิจัยในหัว์ข้อเร้�องที�ศุึกษา 

 4.2  การลัำดีับเร้�องคว์รเรียงดีังนี�

    4.2.1 ช้�อเร้�อง สัั�น ชดัีเจน ไม่เยิ�นเย้อ

    4.2.2 บทคัดีย่อ คอ้บทสัรุปที�นำมาไว้์นำเร้�อง

 หลักัเกณฑ์แบบเดียีว์กับงานวิ์จยั แต่ไม่ตอ้งมีหวั์ข้อต่าง ๆ

คว์รเน้นถึงคว์ามสัำคัญิของเร้�อง ปัญิหา อุปสัรรค แลัะ          

ข้อเสันอแนะ หร้อบทว์ิจารณ์ของผูู้้อ้�นแลัะของผูู้้เขียนเอง 

    4.2.3 บทนำ เพ้�อให้ผูู้้อ่านตระหนักถึงคว์าม

สัำคัญิของเร้�องที�จะตามมา อาจมีเอกสัารอ้างอิงหร้อ        

ไม่ก็ไดี้ ไม่คว์รให้บทนำยาว์เกินไป แลัะคว์รเป็นข้อเขียนที�

เข้าใจง่าย

    4.2.4 เน้�อเร้�อง ไม่มีกฎเกณฑ์ตายตัว์ใดี ๆ           

ในเร้�องหัว์ข้อของเน้�อเร้�อง แต่ขึ�นกับเร้�องที�ผูู้้ เขียน               

เรยีบเรยีง คว์รแบ่งเปน็หวั์ขอ้ใหญิ ่ๆ  แลัะอาจมีหวั์ขอ้ยอ่ย

ตามจำเป็น ผูู้้ เขียนสัามารถนำข้อมูลั คว์ามคิดีเห็น            

ข้อวิ์จารณ์ของผูู้้อ้�นมาเสันอในรูปใหม่ ซึ�งอาจเป็น รูป

ตาราง รูปภาพ กราฟื่ฯ แต่ไม่คว์รลัอกสัิ�งเหลั่านี�มาลังโดีย

ไม่ไดี้ดีัดีแปลัง ตัดีทอน หร้อเรียบเรียงใหม่ หากทำเช่นนั�น

คว์รใหเ้ครดีติแกเ่จ้าของเร้�อง ถา้เปน็ข้อคว์ามคว์รจัดีอยูใ่น

เคร้�องหมายคำพูดี

    4.2.5 บทว์ิจารณ์ คว์รมีการว์ิจารณ์ของ                   

ผูู้้เรียบเรียง เพ้�อให้ผูู้้อ่านคลั้อยตามในประเดี็นที�ผูู้้เขียน 

เห็นว์่าสัำคัญิ หากมีข้อโต้แย้งในเร้�องใดี ผูู้้เขียนคว์รหา

ประจักษ์พยานมาอ้างอิง แลัะสัรุปเป็นข้อยุติ หากยังมี            

ข้อสังสััย คว์รเสันอแนะให้มีการศุึกษาค้นคว์้าเพิ�มเติม  

    4.2.6. คำขอบคุณ โดียปกติจะไม่มี แต่หาก           

ผูู้้เขียนไดี้รับคว์ามช่ว์ยเหลั้อต่าง ๆ ในการเรียบเรียงแลัะ

จัดีเตรียมต้นฉบับ เช่น การหาข้อมูลั รูปภาพ กราฟื่ ตา

รางฯ จากผูู้้อ้�น แลัะนำสัิ�งนั�นมาตีพิมพ์โดียไม่มีการ

ดีดัีแปลัง กค็ว์รขออนญุิาตเจา้ของแลัะแสัดีงคว์ามขอบคณุ

ไว์้ในตอนนี�ดี้ว์ย      

    4.2.7 บรรณานุกรม ไม่จำเป็นต้องมีการ

อ้างอิงในเน้�อเร้�อง แต่หลัักการเขียนใช้แบบเดีียว์กับ

บทคว์ามว์ิจัย

5. บุทควัามวัิจัยสั�น (Short communication)

 5.1  ว์ัตถุประสังค์

    5.1.1 รายงานการพฒันา/ปรบัปรงุว์ธิิกีารที�

ใช้ในปัจจุบัน

    5.1.2  รายงานการประยกุต์ใช้สัาร/เคร้�องมอ้

ต่าง ๆ ที�ไม่เคยใช้มาก่อน

    5.1.3  รายงานที�ขอ้มลูัสัมบรูณร์ะดีบัหนึ�ง แต่

ต้องรีบเผู้ยแพร่

 5.2  รูปแบบโดียรว์ม

    5.2.1 คว์ามยาว์ทั�งหมดีไม่เกิน 5 หน้า

กระดีาษ A4

    5.2.2  รูปแลัะตารางไม่เกิน 2 ชิ�น ต่อ

บทคว์าม

 5.3  การลัำดีับเร้�องคว์รเรียงดีังนี�

    5.3.1 บทคัดีย่อ คว์ามยาว์ไม่เกิน 100 คำ

    5.3.2  คำสัำคัญิ ไม่เกิน 5 คำ   

    5.3.3  คำนำ

    5.3.4  อุปกรณ์แลัะว์ิธิีการ

    5.3.5  ผู้ลัแลัะว์ิจารณ์

    5.3.6  สัรุปแลัะข้อเสันอแนะ

    5.3.7  กิตติกรรมประกาศุ จะมีหร้อไม่ก็ไดี้

    5.3.8  เอกสัารอ้างอิง 6-10 เร้�อง เขียน         

รูปแบบเดีียว์กับบทคว์ามว์ิจัย

6. รายงานสัตัวั์ป่วัย (Case report)

 6.1  ว์ัตถุประสังค์

    6.1.1 รายงานการพบโรค/อาการ/กลัุ่ม

อาการ ในสััตว์์



    6.1.2  รายงานการตรว์จวิ์นจิฉยัโรค/รอยโรค

ในสััตว์์

    6.1.3  รายงานการใช้ยา/สัารเคมี/อาหาร/

แร่ธิาตุ ในสััตว์์

 6.2  รูปแบบโดียรว์ม

    6.2.1. คว์ามยาว์ทั�งหมดี 4 - 10 หน้ากระดีาษ 

A4

 6.3  มีการเขียนไดี้ 2 แบบค้อ

    6.3.1 แบุบุที� 1 มรีปูแบบ คอ้ แบ่งหัว์ข้อต่าง ๆ

เหม้อนบทคว์ามว์ิชาการ ไดี้แก่

     6.3.1.1 บทคัดีย่อ 

     6.3.1.2  คำสัำคัญิ  ไม่เกิน 5 คำ   

    6.3.1.3 คำนำ

     6.3.1.4 อุปกรณ์แลัะว์ิธิีการ

     6.3.1.5 ผู้ลัแลัะว์ิจารณ์

     6.3.1.6 สัรุปแลัะข้อเสันอแนะ

     6.3.1.7 กติตกิรรมประกาศุ จะมหีรอ้ไม่ก็ได้ี  

     6.3.1.8 เอกสัารอ้างอิง เขียนรูปแบบเดีียว์

กับบทคว์ามว์ิจัย

    6.3.2 แบุบุที� 2 ไม่มีรูปแบบ ไม่แบ่งหัว์ข้อ

     6.3.2.1 บทคัดีย่อ 

     6.3.2.2  คำสัำคัญิ ไม่เกนิ 5 คำ

     6.3.2.3 เน้�อเร้�อง    

     6.3.2.4 กิตตกิรรมประกาศุ จะมหีรอ้ไม่ก็ได้ี

     6.3.2.5 เอกสัารอ้างอิง เขียนรูปแบบเดีียว์

กับบทคว์ามว์ิจัย



สวััสดีค่ะท่านผู้อ่านทุกท่าน

 พบกันในสััตว์แพทยสัารฉบับใหม่ลั่าสุัดี ซึ�งเป็นฉบับปีที� ๗๔ เลั่มที� ๑ ประจำเดี้อน มกราคม 

- มิถุนายน ๒๕๖๖ เน้�อหาภายในประกอบไปดี้ว์ยเร้�องราว์ต่าง ๆ ที�เกี�ยว์ข้องในว์งการสััตว์์ มีทั�งผู้ลั

งานวิ์ชาการ แลัะบทคว์ามทางวิ์ชาการชนิดีต่าง ๆ ทั�งทางดี้านปศุุสััตว์์ สััตว์์เลัี�ยง สััตว์์ป่า แลัะสััตว์์น�ำ  

ซึ�งจะเห็นไดี้ว์่าเน้�อหามีคว์ามหลัากหลัายแลัะมีคว์ามสัำคัญิในแว์ดีว์งผูู้้ที�ทำงานเกี�ยว์ข้องกับสััตว์์ หว์ังว์่า

ท่านที�สันใจจะไดี้นำผู้ลังานที�ตีพิมพ์ในว์ารสัารนี� ไปใช้ให้เป็นประโยชน์

 ในนามของสัาราณียากร ใคร่ขอกราบขอบพระคุณ ผูู้้ทรงคุณว์ุฒิทุกท่านที�กรุณาให้เกียรติ

เป็นอย่างสูังในการพิจารณาผู้ลังานทางวิ์ชาการ สัำหรับลังตีพิมพ์ในสััตว์แพทยสัารฉบับนี� แลัะนักว์ิจัย 

ทุกท่านที�สั่งผู้ลังาน/บทคว์ามวิ์ชาการมา เพ้�อลังตีพิมพ์ไว์้ ณ ที�นี�ดี้ว์ยค่ะ

       สัตัวัแพทย์ห์ญิงมนทกานตัิ� จิระธีันห์์

              สาราณียากร

สัารจัากสัาราณ่ยากร
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 การพััฒนาวิิธีี PCR-RFLP สำหรับตรวิจหาและจำแนกเชื้้�อ Plasmodium spp.
และเชื้้�อ Leucocytozoon spp. จากตัวิอย่่างเล้อดไก่ในประเทศไทย่

Development of PCR-RFLP method for detection and differentiation of  
Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. from chicken blood samples in Thailand

ทวีีวีัฒน์์ ดีีมะการ1*  อาจอง อ่อน์หวีาน์2  มัญชรี ทัตติยพงศ์์1  มน์ทกาน์ติ� จิระธััน์ห์1 

สุุภาวีรรณ งามจิตต์เอ้�อ3  กิ�งดีาวี หมอแก้วี1   

Taweewat Deemagarn1*   Ard-ong Onwan2  Muncharee Tattiyapong1  Montakan Jiratanh1   
Supawan Ngamjituea3  Kingdao Mohkaew1

Abstract

 Background: Blood protozoan infectious disease in chickens found in Thailand is mainly caused 

by Plasmodium gallinaceum, P. juxtanucleare, Leucocytozoon caulleryi and L. sabrazesi. The disease 

diagnosis can be performed by detection and species differentiation using microscopic examination 

of Giemsa-stained blood smear, which requires extensive skill and experience, especially, in cases of 

a low number of parasites and co-infection. Therefore, it is necessary to apply molecular method in 

the disease diagnosis such as polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) method, which is an accurate method and can differentiate species in case of co-infection.  

The objective of this study was to develop a PCR-RFLP method to detect and differentiate  

Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. found in chicken blood samples in Thailand.

 Methods: A pair of PCR primers specific to the 4 species was designed based on cytochrome 

b gene.  Analytical sensitivity and specificity of the primers were tested.  Suitable restriction enzymes 

for species differentiation were selected. The PCR-RFLP was tested using the 4 species and 102 DNA 

samples extracted from chicken blood, previously diagnosed by microscopic examination as positive 

for Plasmodium spp. (n=50), L. caulleryi (n=3), L. sabrazesi (n=38) and co-infection of Plasmodium 

spp. and Leucocytozoon spp. (n=11). Species of the DNA fragment band patterns were confirmed by 

nucleotide sequencing method.

 Results: Analytical sensitivity of the designed primers for DNA detection of P. gallinaceum and 

P. juxtanucleare was 102 copies/µl, while the sensitivity for L. caulleryi and L. sabrazesi was 103 

copies/µl. The primers were specific to the 4 species. When the PCR-RFLP method was tested by 

using restriction enzymes ApoI and EcoRV, 4 patterns of DNA fragment band could be differentiated 

according to the studied species. Results from testing the developed PCR-RFLP method by DNA  

samples from chicken blood, it was found that in case of single infection, results of differentiation 

were consistent with microscopic results. Moreover, Plasmodium spp. samples were further identified 

as P. gallinaceum (n=12) and P. juxtanucleare (n=38). In case of co-infection, only one sample showed 
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inconsistent result. The 4 DNA fragment band patterns were consistent with the nucleotide  

sequencing results. 

 Conclusions: The PCR-RFLP method developed in this study was able to detect and  

differentiate the 4 species accurately. The DNA fragment band patterns specific to each species were 

found. Therefore, this method is suitable for laboratory personnel who lack expertise and experience 

in microscopic differentiation of the protozoan. Moreover, it will be useful for appropriate drug  

selection. As a result, the disease can be effectively treated. 

Keywords: Chicken, Leucocytozoon spp., PCR-RFLP, Plasmodium spp., Thailand
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศึกษา: โรคติดีเช้�อโปรโตซััวีใน์ 

เล้อดีไก่ที�พบัใน์ประเทศ์ไทยมีสุาเหตุหลักจากเช้�อ  

Plasmodium gallinaceum, P. juxtanucleare, 

Leucocytozoon caulleryi และ L. sabrazesi  

การตรวีจวิีน์ิจฉีัยทำไดี้โดียตรวีจหาและจำแน์กสุปีชีสุ์ของ 

เช้� อจากเล้อดีป้ายสุไลดี์ย้อมสุี  G iemsa ภายใต้

กล้องจุลทรรศ์น์์ ซั่�งเป็น์วิีธัีที�ต้องอาศั์ยควีามชำน์าญและ

ประสุบัการณ์สุูง โดียเฉีพาะใน์กรณีที�เช้�อมีปริมาณน์้อย 

รวีมถ่งการติดีเช้�อร่วีมกัน์ จ่งมีการน์ำวีิธัีทางดี้าน์ 

อณูชีวีโมเลกุลมาใช้ใน์การตรวีจวีินิ์จฉีัยโรค เช่น์ วีิธัี 

polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) ซั่�งมีควีามถูกต้อง

แม่น์ยำ และยังสุามารถจำแน์กสุปีชีสุ์ใน์กรณีติดีเช้�อ 

ร่วีมกัน์ การศ์่กษาน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์เพ้�อพัฒน์าวีิธัี  

PCR-RFLP สุำหรบััตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ Plasmodium 

spp. และเช้�อ Leucocytozoon spp. ที�พบัใน์ตัวีอย่าง

เล้อดีไก่ใน์ประเทศ์ไทย

  วิิธีีการ: ออกแบับัไพรเมอร์ที�จำเพาะต่อเช้�อทั�ง 4 

สุปีชีสุ์ โดียอาศ์ัยยีน์ cytochrome b ทดีสุอบัควีามไวีเชิง

วีิเคราะห์และควีามจำเพาะเชิงวิีเคราะห์ของไพรเมอร์   

คัดีเล้อกเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะที�เหมาะสุมใน์การจำแน์กเช้�อ 

และทดีสุอบัวิีธัี PCR-RFLP ดี้วียตัวีอย่างเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์  

จากน์ั�น์ทดีสุอบัวีิธัีดี้วียตัวีอย่าง DNA จากเล้อดีไก่ จำน์วีน์ 

102  ตั วีอย่ า ง  ซั่� ง ให้ ผู้ลบัวีกจากการตรวีจดี้ วีย

กล้องจุลทรรศ์น์์ต่อเช้�อ Plasmodium spp. (n=50),  

L. caulleryi (n=3), L. sabrazesi (n=38) และติดีเช้�อ

ร่วีมระหวี่าง Plasmodium spp. และ Leucocytozoon 

spp. (n=11) ย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ของรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ 

DNA ที�พบัดี้วียการตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์

 ผล: ควีามไวีเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ที�ออกแบับั

สุำหรับัตรวีจหา DNA ของเช้�อ P. gallinaceum และ  

P. juxtanucleare เท่ากับั 102 copies/µl สุ่วีน์เช้�อ  

L. caulleryi และ L. sabrazesi เท่ากับั 103 copies/µl 

โดียไพรเมอร์มีควีามจำเพาะเชิงวีิเคราะห์ต่อเช้�อทั�ง 4  

สุปีชีสุ์ และเม้�อทดีสุอบัวีิธัี PCR-RFLP โดียใช้เอน์ไซัม ์

ตัดีจำเพาะ ApoI และ EcoRV สุามารถจำแน์กรูปแบับั

ของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ไดี้ 4 รูปแบับัตามสุปีชีสุ์ที�ศ์่กษา 

ผู้ลการทดีสุอบัวีิธัี PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์ดี้วียตัวีอย่าง 

DNA จากเล้อดีไก่ พบัวี่าใน์กรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวี 

สุามารถจำแน์กเช้�อไดี้ผู้ลสุอดีคล้องกับัวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ 

และสุามารถจำแน์กเช้�อ Plasmodium spp. ไดี้เป็น์  

P. gallinaceum (n=12) และ P. juxtanucleare 

(n=38) สุ่วีน์กรณีติดีเช้�อร่วีมมีเพียง 1 ตัวีอย่าง ที�ให้ผู้ล

ไม่สุอดีคล้องกัน์ สุำหรับัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA 

ทั�ง 4 รูปแบับั ให้ผู้ลสุอดีคล้องกับัผู้ลการตรวีจหาลำดัีบั

น์ิวีคลีโอไทดี์

 สรุป: วีิธัี PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์ใน์การศ์่กษาน์ี�

สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้อย่าง 

ถูกต้องแม่น์ยำ โดียพบัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA  

ที�เฉีพาะของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ วีิธัีน์ี�จ่งเป็น์วีิธัีที�เหมาะ

สุำหรับัผูู้้ปฏิิบััติงาน์ที�ขาดีควีามชำน์าญและประสุบัการณ์

ใน์การจำแน์กเช้�อดี้วียวิีธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ น์อกจากน์ี�ยัง

เป็น์ประโยชน์์ต่อการเล้อกใช้ยาที�เหมาะสุม สุ่งผู้ลให้

สุามารถรักษาโรคไดี้อย่างมีประสิุทธัิภาพ 

คัำสำคััญ: ไก่  Leucocytozoon spp.  PCR-RFLP  

Plasmodium spp. ประเทศ์ไทย

บทนำ

 โรคตดิีเช้�อโปรโตซัวัีใน์เลอ้ดีไกที่�พบัใน์ประเทศ์ไทย

มีสุาเหตุหลักจากเช้�อใน์จีน์ัสุ Plasmodium และ  

Leucocytozoon ซั่�งเช้�อ Plasmodium spp. ก่อให้เกิดี

โรคมาลาเรียใน์ไก่ (avian malaria) โดียสุปีชีสุ์ที�ม ี

รายงาน์พบัใน์ประเทศ์ไทย ไดี้แก่ P. gallinaceum  

(Pattaradilokrat et al., 2015) และ P. juxtanucleare 

(Tattiyapong et al., 2016)  มียุงรำคาญ (Culex spp.) 

ยุงลาย (Aedes spp.) และยุงก้น์ปล่อง (Anopheles 

spp.) เป็น์พาหะน์ำโรค สุ่วีน์เช้�อ Leucocytozoon spp. 

ก่อให้เกิดีโรคลิวีโคไซัโตซูัโน์สิุสุใน์ไก่ (avian leucocyto- 

zoonosis) โดียสุปชีสีุท์ี�มรีายงาน์พบัใน์ประเทศ์ไทย ไดีแ้ก่ 

L. caulleryi (Pohuang et al . ,  2021) และ  

L. sabrazesi (พัชราภรณ์ และคณะ, 2560) มีริ�น์  

(Culicoides spp.) เป็น์พาหะน์ำโรค โรคติดีเช้�อดีังกล่าวี
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มีอาการคล้ายคล่งกัน์ เช่น์ โลหิตจางรุน์แรง หงอน์และ

เหน์ียงซัีดีมาก มูลมีสุีเขียวี และไข่ลดี (พรเพ็ญ, 2549) 

อย่างไรก็ตามยาที�มีประสุิทธัิภาพใน์การรักษาโรคติดีเช้�อ

เหล่าน์ี�แตกต่างกัน์ โดียยา chloroquine และยา  

doxycycline เป็น์ยารักษาโรคติดีเช้�อ P. gallinaceum 

ใน์ไก่ที�ไดี้ผู้ลดีี (ปิยน์ุช และคณะ, 2542) น์อกจากน์ี� 

ยา chloroquine ยังมีประสิุทธิัภาพใน์การกำจัดีเช้�อ  

P. juxtanucleare ใน์ไก่ (Silveira et al., 2009)  

สุ่วีน์ยารักษาโรคติดีเช้�อ L. caulleryi ใน์ไก่ที�ไดี้ผู้ลดี ี

ค้อ ยา sulfadimethoxine (มนั์สุน์ัน์ท์ และคณะ, 2544) 

ใน์ขณะที�โรคติดีเช้�อ L. sabrazesi ใน์ไก่ยังไม่มีรายงาน์

ยารักษาที�ไดี้ผู้ลดีี มีเพียงการศ่์กษาของ Zhao et al. 

(2016) ซั่�งพบัวี่ายา primaquine สุามารถกำจัดีเช้�อ  

L. sabrazesi ระยะอาศั์ยเพศ์ที�เจริญเติบัโตเต็มวัีย  

(mature gametocyte) ไดี้ ดีังน์ั�น์การวิีน์ิจฉีัยโรคที�

สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อไดี้อย่างถูกต้องแม่น์ยำ 

จะเป็น์ประโยชน์์ต่อการเล้อกใช้ยาใน์การรักษาที� 

เหมาะสุม สุ่ งผู้ลให้ การรั กษาและควีบัคุม โรคมี

ประสิุทธัิภาพ

 วีิธัีมาตรฐาน์ใน์การตรวีจวีินิ์จฉีัยโรคมาลาเรีย 

ใน์ไก่และโรคลิวีโคไซัโตซัูโน์สุิสุใน์ไก่ ค้อ การตรวีจหาเช้�อ

ใน์เ ล้อดีป้ายสุไลดี์ที� ย้อมดี้วียสุี  G iemsa ภายใต้

กล้องจุลทรรศ์น์์ (Chagas et al., 2020) ซั่�งระยะอาศั์ย

เพศ์ (gametocyte) เป็น์ระยะที�สุามารถบั่งบัอกสุปีชีสุ์

ของเช้�อไดี้อย่างชัดีเจน์ อย่างไรก็ตามใน์ระยะที�เช้�อเข้าสุู่

เม็ดีเล้อดีแดีง (trophozoite) รูปร่างของเช้�อเหล่าน์ี� 

มีลักษณะคล้ายกัน์มาก หร้อใน์กรณีที�ติดีเช้�อแบับัเร้�อรัง 

เช้�อระยะ gametocyte ใน์เล้อดีอาจมีปริมาณน์้อยและ

เริ�มเสุ้�อมสุลาย (มาน์พ, 2545) หากผูู้้ปฏิิบััติงาน์มีควีาม

ชำน์าญและประสุบัการณ์น์้อย อาจตรวีจวิีน์ิจฉัียผิู้ดีพลาดี 

จ่งไดี้มีการน์ำวีิธัีทางดี้าน์อณูชีวีโมเลกุลมาใช้ร่วีมใน์การ

ตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ เช่น์ วีิธัี polymerase chain 

reaction (PCR) (Hellgren et al., 2004) อย่างไรก็ตาม

วีิธัี PCR ไม่สุามารถจำแน์กเช้�อใน์กรณีที�มีการติดีเช้�อร่วีม

กนั์ไดี ้ตอ้งน์ำ PCR product มาผู้า่น์กระบัวีน์การโคลน์น์ิ�ง

และตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ของ DNA (Kistler et al., 

2013) ซั่�งมีขั�น์ตอน์ยุ่งยาก ใช้เวีลาหลายวีัน์ และมีค่า 

ใชจ้า่ยสูุง ทำให้ตอ้งน์ำวิีธัอี้�น์ที�สุะดีวีกรวีดีเร็วีและประหยัดี

มาใช้แทน์วิีธัีดีังกล่าวี ไดี้แก่ วีิธัี polymerase chain 

reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) ซั่�งเป็น์วีิธัีที�มีควีามไวีและควีามจำเพาะสูุง 

(Beadell and Fleischer, 2005) อีกทั�งยังสุามารถ

จำแน์กชนิ์ดีของเช้�อใน์กรณีที�มีการติดีเช้�อร่วีมกัน์ 

หลายชน์ิดีไดี้ โดียไม่ต้องผู้่าน์กระบัวีน์การโคลน์น์ิ�งและ

ตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ (Kistler et al., 2013) วีิธีั 

PCR-RFLP จ่งเป็น์วีิธัีที�น์ิยมใช้ใน์การตรวีจหาและจำแน์ก

เช้�อ Plasmodium spp. และเช้�อ Leucocytozoon spp. 

ใน์เล้อดีสัุตวี์ปีก (Cosgrove et al., 2006; Martínez  

et al., 2009; Krams et al., 2012) โดียมีรายงาน์การ

ศ์่กษาการใช้ยีน์ cytochrome b (cyt b) ใน์การออกแบับั

ไพรเมอร์สุำหรับัวิีธัี PCR-RFLP มากที�สุุดี (Kistler et al., 

2013; Clark et al., 2014) เน์้�องจากเป็น์ยีน์ที�อยู่ใน์

บัริเวีณอนุ์รักษ์ (conserved region) จ่งเหมาะสุำหรับั

ใช้ใน์การจำแน์กชนิ์ดีของเช้�อ (Hellgren et al., 2004) 

การศ์่กษาน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์เพ้�อพัฒน์าวิีธัี PCR-RFLP 

โดียอาศ์ัยยีน์ cyt b สุำหรับัตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ 

Plasmodium spp. และเช้�อ Leucocytozoon spp. ที�พบั

ใน์ตัวีอย่างเล้อดีไก่ใน์ประเทศ์ไทย เพ้�อช่วียให้การตรวีจ

วีนิ์จิฉัียและจำแน์กเช้�อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, 

L. caulleryi และ L. sabrazesi มีประสิุทธัิภาพสูุง อัน์จะ

เป็น์ประโยชน์์ต่อการชนั์สูุตร การรกัษา และการควีบัคมุโรค 

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตัวิอย่่างสารพัันธีุกรรม (DNA)

 ตวัิอย่่าง DNA สำหรบัการพัฒันาวิธิี ีPCR-RFLP

 ตั วีอย่ า งควีบัคุมบัวีกเป็น์  DNA ของ เช้� อ  

P. gallinaceum (LC506179), เช้�อ P. juxtanucleare 

(KU248841), เช้�อ L. sabrazesi (LC506045) จากกลุ่ม

ปรสุิตวีิทยา สุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติ และเช้�อ  

L. caulleryi (LC505517) จากศู์น์ย์วิีจัยและพัฒน์าการ

สุัตวีแพทย์ภาคตะวัีน์ออกเฉีียงเหน์้อตอน์บัน์ ซั่�งไดี ้

ย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ทั�ง 4 ตัวีอย่าง ดี้วียวีิธัีการตรวีจหาลำดีับั 

น์ิวีคลีโอไทดี์แล้วี สุำหรับัตัวีอย่าง DNA ของเช้�อปรสิุต

ชน์ิดีอ้�น์ที�พบัใน์เล้อดีไก่ ไดี้แก่ เช้�อ Microfilaria และเช้�อ 

Trypanosoma spp. และตัวีอย่าง DNA ของเล้อดีไก่ที�
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ปราศ์จากเช้�อปรสุิต เป็น์ตัวีอย่างจากกลุ่มปรสุิตวีิทยา 

สุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติ โดียเก็บัตัวีอย่าง DNA 

ทั�งหมดีที�อุณหภูมิ -20°C จน์กวี่าจะน์ำไปใช้ สุ่วีน์ตัวีอย่าง

ควีบัคุมลบัเป็น์ DNase/RNase-free distilled water 

(Invitrogen, USA)

 ตัวิอย่่าง DNA สำหรับการทดสอบ

 ตวัีอยา่ง DNA จากเลอ้ดีไกท่ี�ตรวีจพบัเช้�อโปรโตซัวัี

ใน์เล้อดีป้ายสุไลดี์ย้อมสุี Giemsa ภายใต้กล้องจุลทรรศ์น์์ 

โดียกลุม่ปรสิุตวีทิยา สุถาบันั์สุขุภาพสัุตวีแ์หง่ชาต ิระหวีา่ง

เดี้อน์เมษายน์ พ.ศ์. 2557 ถ่งเดี้อน์สิุงหาคม พ.ศ์. 2560 

จำน์วีน์ 102 ตัวีอย่าง แบั่งเป็น์ตัวีอย่างที�พบัเช้�อ  

Plasmodium spp. จำน์วีน์ 50 ตวัีอย่าง เช้�อ L. caulleryi 

จำน์วีน์ 3 ตัวีอย่าง เช้�อ L. sabrazesi จำน์วีน์ 38 ตัวีอย่าง 

และติดีเช้�อร่วีมระหวี่างเช้�อ Plasmodium spp. และ 

Leucocytozoon spp. จำน์วีน์ 11 ตัวีอย่าง โดียทำการ

สุกัดี DNA จากเล้อดีไก่ดี้วียชุดีสุกัดี Genomic DNA  

Mini Kit (Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั�น์ตอน์ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต และเก็บั

ตัวีอย่าง DNA ที�อุณหภูมิ -20°C จน์กวี่าจะน์ำไปใช้ใน์ 

ขั�น์ตอน์ต่อไป

การออกแบบไพัรเมอร์ 

 เล้อกลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ของยีน์ cyt b ของเช้�อ 

P. gallinaceum (AB250690), P. juxtanucleare 

(AB250415), L. caulleryi (AB302215) และ  

L. sabrazesi (AB299369) จากฐาน์ขอ้มลูของ GenBank 

(NCBI, 2018) มาใช้ใน์การออกแบับัไพรเมอร์ โดียเรียง 

ลำดีับันิ์วีคลีโอไทดี์ของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์เปรียบัเทียบักัน์ 

ดีว้ียคำสัุ�ง ClustalW Multiple alignment (Thompson 

et al., 1994) ใน์โปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 

(Hall, 1999) ทำการออกแบับัไพรเมอร์สุาย forward 

(PLF) โดียดัีดีแปลงจากการศ์่กษาของ Hellgren et al. 

(2004) และออกแบับัไพรเมอร์สุาย reverse (PLR) จาก

บัริเวีณอน์ุรักษ์ แล้วีตรวีจสุอบัควีามจำเพาะของไพรเมอร์

ต่อเช้�อที�ศ์่กษา ค่า melting temperature (Tm) ของ

ไพรเมอร์ และขน์าดีของ PCR product ดี้วียโปรแกรม

ออน์ไลน์์ Primer-BLAST ใน์เว็ีบัไซัต์ https://ncbi.nlm.

nih.gov/tools/primer-blast/ (Ye et al., 2012) 

วิิธีี Polymerase chain reaction (PCR)

 เพิ�มปริมาณ DNA ของเช้�อทุกตัวีอย่าง โดียเตรียม

สุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบั

ดี้วียสุารละลาย 2X GoTaq® Green Master Mix 

(Promega, USA) 12.5 µl, ไพรเมอร์ PLF และ PLR 

ควีามเข้มข้น์ 10 µM อย่างละ 0.25 µl, DNase/RNase-free 

distilled water (Invitrogen, USA) 9 µl และ DNA 

template 3 µl น์ำสุารละลายผู้สุมที�ไดี้ไปทำปฏิิกิริยา 

PCR ใน์เคร้�องเพิ�มปริมาณสุารพัน์ธัุกรรมยี�ห้อ Applied 

Biosystems™ รุ่น์ Veriti™ 96-Well Thermal Cycler 

( Thermo Fisher Scientific, USA) โดียใช้สุภาวีะ

อุณหภูมิ ดีังน์ี� initial denaturation ที� 95°C น์าน์ 2 

น์าที ตามดี้วีย denaturation ที� 95°C  น์าน์ 30 วีิน์าที, 

annealing ที� 47°C น์าน์ 30 วีิน์าที และ extension ที� 

72°C น์าน์ 1 น์าที จำน์วีน์ 45 รอบั และ final extension 

ที� 72°C น์าน์ 10 น์าที จากน์ั�น์แบั่ง PCR product 5 µl 

ไปวีิเคราะห์ขน์าดีดี้วียเทคน์ิค gel electrophoresis  

บัน์ 1.5% agarose gel โดียใช้กระแสุไฟฟ้า 100 โวีลต์ 

น์าน์ 35 น์าที ย้อม gel ดี้วีย ethidium bromide แล้วี

น์ำ gel ไปวีิเคราะห์ขน์าดีของ PCR product ภายใต้แสุง 

UV ดี้วียเคร้� องถ่ ายภาพแถบัสุารพัน์ธัุกรรมยี�ห้อ 

WEALTEC รุ่น์ Dolphin-DOC (Wealtec Corp., USA) 

โดียเปรียบัเทียบักับั DNA marker ขน์าดี 100 bp  

(Invitrogen, USA) น์ำ PCR product ที�เหล้อไปใช้ใน์

การจำแน์กเช้�อดี้วียวิีธัี RFLP ต่อไป 

การสร้างพัลาสมิดและการโคัลนนิ�ง

 เพิ�มปริมาณ DNA บัริเวีณยีน์ cyt b ของตัวีอย่าง

ควีบัคุมบัวีกของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ตามขั�น์ตอน์ของวิีธีั PCR 

ข้างต้น์ โดียปรับัปริมาตรสุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา PCR เป็น์ 

50 µl จากน์ั�น์ตัดีแถบั DNA เป้าหมายที�มีขน์าดีประมาณ 

802 bp จาก agarose gel และทำให้บัริสุุทธัิ�ดี้วียชุดี

น์�ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั�น์ตอน์ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต น์ำ DNA 

เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�แล้วี มาทำการโคลน์เข้าสุู่พลาสุมิดีของ

ชุดีน์�ำยา pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega 

Corporation, USA) ตามขั�น์ตอน์ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต  

แล้วีทำพลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายให้บัริสุุทธิั�ดี้วียชุดี
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น์�ำยา Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ย้น์ยัน์ผู้ลการทำโคลน์น์ิ�งดี้วียวีิธัีการ 

ตรวีจหาลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ และวีัดีควีามเข้มข้น์ของ 

พลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�ดี้วียชุดีน์�ำยา  

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA)  

ร่วีมกับัเคร้�อง Qubit™ fluorometer (Invitrogen, USA) 

จากนั์�น์เก็บัพลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�ไวี้ที�

อุณหภูมิ -20°C จน์กวี่าจะน์ำไปใช้ใน์ขั�น์ตอน์ต่อไป 

การทดสอบคัวิามไวิเชื้ิงวิิเคัราะห์และคัวิามจำเพัาะเชื้ิง

วิิเคัราะห์ของไพัรเมอร์ 

 ทดีสุอบัควีามไวีเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ โดีย

เจ้อจางพลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายของเช้�อควีบัคุมบัวีก

แต่ละสุปีชีสุ์ใน์หน์่วีย copies/µl (Ke et al., 2006)  

แบับั 10-fold serial dilution ดี้วีย Tris buffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 8.5)  แล้วีน์ำมาทดีสุอบัตามวิีธัี PCR  

ข้างต้น์ที�ควีามเข้มข้น์เริ�มต้น์ตั�งแต่ 107 จน์ถ่ง 10-1  

copies/µl เพ้�อหาควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีที�สุามารถตรวีจพบั 

DNA ของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ไดี้

 ทดีสุอบัควีามจำเพาะเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ 

โดียน์ำตัวีอย่าง DNA ควีบัคุมบัวีกทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ตัวีอย่าง 

DNA ของเช้�อปรสุิตชน์ิดีอ้�น์ ๆ ที�พบัใน์เล้อดีไก่ ไดี้แก่ 

Microfilaria และ Trypanosoma spp. และตัวีอย่าง 

DNA ของเล้อดีไก่ที�ปราศ์จากเช้�อปรสิุต มาทดีสุอบัตาม

วีิธีั PCR ข้างต้น์

การคััดเล้อกเอนไซม์ตัดจำเพัาะ

 คัดีเล้อกเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะโดียใช้โปรแกรม

ออน์ไลน์์ NEBcutter V2.0 ใน์เว็ีบัไซัต์ https://nc2.neb.

com/NEBcutter2/ (Vincze et al., 2003) ทำการ

จำลองการตัดี PCR product ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีก

ทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะชน์ิดีต่างๆ ที�สุามารถ

ใช้ร่วีมกัน์ใน์การตัดี PCR product แล้วีไดี้จำน์วีน์และ

ขน์าดีของชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�แตกต่างกัน์ เพ้�อให้ไดี้รูปแบับั

ของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ( DNA fragment band pattern) 

ของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ที�แตกต่างกัน์อย่างชัดีเจน์ 

การเตรีย่มตัวิอย่่างคัวิบคัุมบวิกเพั้�อหารูปแบบของแถบ

ชื้ิ�นส่วิน DNA 

 น์ำตัวีอย่าง DNA ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกมา

ทดีสุอบัดี้วียวิีธัี PCR ข้างต้น์ จากน์ั�น์วีัดีควีามเข้มข้น์ของ 

PCR product ที�ไดี้ดี้วียชุดีน์�ำยา Qubit™ dsDNA HS 

Assay Kit (Invitrogen, USA) ร่วีมกับัเคร้�อง Qubit™ 

fluorometer (Invitrogen, USA) แล้วีน์ำ PCR product 

ไปทดีสุอบัดี้วียวีิธัี RFLP โดียกรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวี  

ใช้ PCR product ปริมาณ 500 ng และปรับัปริมาตร

ของปฏิิกิริยา RFLP ดี้วีย DNase/RNase-free distilled 

water จน์ครบั 25 µl สุำหรับักรณีติดีเช้�อร่วีม ทำการ

ผู้สุม PCR product ของตัวีอย่างควีบัคุม 2 สุปีชีส์ุ สุปีชีส์ุละ 

500 ng โดียผู้สุม PCR product ของ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare, P. gallinaceum และ L. caulleryi, 

P. gallinaceum และ L. sabrazesi, P. juxtanucleare และ 

L. caulleryi, P. juxtanucleare และ L. sabrazesi, 

L. caulleryi และ L. sabrazesi ให้เข้ากัน์ ก่อน์น์ำไป 

ทดีสุอบัดี้วียวิีธัี RFLP โดียปรับัปริมาตรของปฏิิกิริยาดี้วีย 

DNase/RNase-free distilled water จน์ครบั 25 µl 

วิิธีี Restriction fragment length polymorphism 

(RFLP)

 ตัดี PCR product ดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะที� 

คัดีเล้อกไดี้ โดียเตรียมสุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา RFLP 

ปริมาตร  25 µl ตามคำแน์ะน์ำของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต ดีังน์ี� 10X 

Buffer 3.1 ปริมาตร 2.5 µl, เอน์ไซัม์ ApoI (10 units/µl) 

และ EcoRV (20 units/µl) อย่างละ 0.5 µl, DNase/

RNase-free distilled water 11.5 µl และ PCR product 

10 µl บั่มที� 37°C น์าน์ 15 น์าที แล้วีบั่มต่อที� 50°C น์าน์ 

15 น์าที หยุดีปฏิิกิริยาดี้วียการบั่มที� 80°C น์าน์ 20 น์าที  

ตรวีจสุอบั PCR product ที�ผู้่าน์การตัดีดี้วียเอน์ไซัม์แล้วี

ดี้วียเทคน์ิค gel electrophoresis บัน์ 4% agarose gel 

โดียใช้กระแสุไฟฟ้า 100 โวีลต์ น์าน์ 50 น์าที จากน์ั�น์ย้อม 

gel ดีว้ีย ethidium bromide แลว้ีน์ำไปวีเิคราะหร์ปูแบับั

ของแถบัชิ�น์สุว่ีน์ DNA ภายใตแ้สุง UV ดีว้ียเคร้�องถา่ยภาพ

แถบัสุารพัน์ธัุกรรมยี�ห้อ WEALTEC รุ่น์ Dolphin-DOC 

(Wealtec Corp., USA) โดียเปรียบัเทียบักับั DNA 

marker ขน์าดี 50 bp  (New England Biolabs, USA) 
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การทดสอบตัวิอย่่างด้วิย่วิิธีี PCR-RFLP 

 น์ำตัวีอย่าง DNA สุำหรับัการทดีสุอบั จำน์วีน์ 102 

ตัวีอย่าง มาตรวีจหาและจำแน์กสุปีชีสุ์ตามวิีธัี PCR และ 

RFLP ข้างต้น์ จากน์ั�น์สุุ่มตัวีอย่างที�พบัรูปแบับัของแถบั

ชิ�น์สุ่วีน์ DNA เหม้อน์กัน์ รูปแบับัละ 2 ตัวีอย่าง โดียใช้วิีธัี

การเลอ้กตัวีอยา่งแบับัสุะดีวีก (convenience sampling) 

เพ้�อน์ำไปตรวีจย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ของเช้�อดี้วียวีิธัีการตรวีจหา

ลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์

การ ตรวิจหาลำดับนิวิคัลีโอไทด์ของ DNA 

 ทำการเพิ�มปริมาณ DNA ตามขั�น์ตอน์ของวิีธัี PCR 

ข้างต้น์ โดียปรับัปริมาตรสุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา PCR  

เป็น์ 50 µl จากนั์�น์ตัดีแถบั DNA เป้าหมายที�มีขน์าดี

ประมาณ 802 bp จาก agarose gel เพ้�อน์ำมาทำให้

บัริสุุทธิั�โดียใช้ชุดีน์�ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) ตามขั�น์ตอน์ของ

บัริษัทผูู้้ผู้ลิต น์ำ DNA เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�มาตรวีจหา 

ลำดีบััน์วิีคลโีอไทดีโ์ดียใชช้ดุีน์�ำยา BigDyeTM Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit ( Thermo Fisher Scientific, 

USA) ร่วีมกับัเคร้�องตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ยี�ห้อ 

Applied Biosystems™ รุ่น์ ABI Prism 3130 Genetic 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA) ตามขั�น์ตอน์

ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต แล้วีวีิเคราะห์ลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ดี้วีย

โปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999) และ

ย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ของเช้�อโดียการตรวีจสุอบัควีามเหม้อน์ของ

ลำดัีบันิ์วีคลีโอไทดี์ของตัวีอย่างที�ศ์่กษากับัลำดีับันิ์วีคลีโอ

ไทดี์ใน์ฐาน์ข้อมูลของ GenBank ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ 

 Nucleotide BLAST ใน์เว็ีบัไซัต์ https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi (NCBI, 2021) 

ผลและวิิจารณ์์

ผลการออกแบบและทดสอบไพัรเมอร์

 เม้�อใช้โปรแกรมออน์ไลน์์ Primer-BLAST ตรวีจ

สุอบัไพรเมอร์ที�ไดี้ดัีดีแปลงและออกแบับัใหม่ พบัวี่า 

ไพรเมอร์ทั�งสุองเสุ้น์มีควีามจำเพาะต่อเช้�อที�ศ์่กษาและ 

มีค่า Tm ใกล้เคียงกัน์ โดียคาดีวี่าขน์าดี PCR product 

ของเช้�อที�ศ์่กษา มีขน์าดี 802 bp (ตารางที� 1) ซั่�งมากกวี่า 

PCR product จากการศ์่กษาของ Hellgren et al. 

(2004) ที�มีขน์าดี 530 bp ทำให้สุามารถเล้อกตำแหน์่ง

ของเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะบัน์สุาย PCR product ไดี้มากข่�น์ 

 เม้�อทำการทดีสุอบัตัวีอย่าง DNA ควีบัคุมบัวีก 

ของเช้�อที�ทำการศ์่กษาดี้วียวิีธัี PCR โดียใช้ไพรเมอร์ PLF 

และ PLR ทดีสุอบัหาอุณหภูมิที�เหมาะสุมใน์ขั�น์ตอน์ 

annealing ใน์ช่วีง 45-53°C พบัวี่าสุามารถตรวีจหา DNA 

ของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้ โดียปรากฏิเป็น์แถบั DNA ชัดีเจน์

มากที�สุุดีที�อุณหภูมิ  47°C จ่งเล้อกเป็น์อุณหภูมิที� 

เหมาะสุมที�สุุดีสุำหรับัปฏิิกิริยา PCR และพบัแถบั PCR 

product ขน์าดีประมาณ 802 bp ซั่�งสุอดีคล้องกับัขน์าดี 

PCR product ที�ตรวีจสุอบัดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์  

Primer-BLAST จากผู้ลการทดีสุอบัแสุดีงให้เห็น์วี่า 

ไพรเมอร์ที�ดีัดีแปลงจากการศ์่กษาของ Hellgren et al. 

(2004) และไพรเมอรท์ี�ออกแบับัใหม ่สุามารถตรวีจหาเช้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ไดี้

ผลการทดสอบคัวิามไวิเชื้ิงวิิเคัราะห์และคัวิามจำเพัาะ

เชื้ิงวิิเคัราะห์ของไพัรเมอร์

 จากการทดีสุอบัควีามไวีเชงิวีเิคราะหข์องไพรเมอร์ 

 PLF และ PLR โดียการหาควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีของพลาสุมิดี

ซั่�งมี DNA เป้าหมายของเช้�อควีบัคุมบัวีกแต่ละสุปีชีสุ์ที�

วีิธัี PCR สุามารถตรวีจพบัไดี้ พบัวี่าควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีใน์

การตรวีจพบัแถบั PCR product ขน์าดีประมาณ 802 bp 

ของเช้�อ P. gallinaceum และ P. juxtanucleare เท่ากับั 

102 copies/µl ใน์ขณะที�ควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีใน์การตรวีจ

พบัแถบั PCR product ขน์าดีประมาณ 802 bp ของเช้�อ 

L. caulleryi และ L. sabrazesi เท่ากับั 103 copies/µl 

(รปูที� 1) แสุดีงวี่าไพรเมอร์ PLF และ PLR ที�ออกแบับัมี

ควีามสุามารถใน์การตรวีจหา DNA ของเช้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare ไดี้ดีีกวี่าเช้�อ L. caulleryi และ 

L. sabrazesi 

ตารางที� 1 ผู้ลการตรวีจสุอบัไพรเมอร์ที�ใช้ใน์การศ์่กษานี์�ดี้วียโปรแกรม
ออน์ไลน์์ Primer-BLAST

 ไพัรเมอร์ ลำาดับนิวิคัลีโอไทด์ (5′- 3′) T
m
 (°C)

ขนาด PCR 
product 

(bp)

 PLF  CAACATATATTAAGAGAATTATGGAG 52
802

 PLR  GGTTTATATGTTCATTCTATGCTT 53
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รูปที� 1 แสุดีงควีามไวีเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ใน์การทดีสุอบั DNA 
ของเช้�อ P. gallinaceum (A), P. juxtanucleare (B), L. caulleryi 
(C) และ L. sabrazesi (D) ดี้วียวิีธีั PCR ที�ควีามเข้มข้น์ของพลาสุมิดี 
DNA ตั�งแต่ 107 จน์ถ่ง 10-1 copies/µl ตามลำดัีบั โดีย lane M ค้อ 
DNA marker ขน์าดี 100 bp (Invitrogen, USA) และ lane Neg ค้อ 
ตัวีอย่างควีบัคุมลบั

รูปที� 2 แสุดีงควีามจำเพาะเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ใน์การทดีสุอบั
ตัวีอย่าง DNA ของเช้�อ P. gallinaceum (lane 1), P. juxtanucleare 
(lane 2), L. caulleryi (lane 3), L. sabrazesi (lane 4), Microfilaria 
(lane 5 และ 6), Trypanosoma spp. (lane 7 และ 8) และตัวีอย่าง 
DNA ของเล้อดีไก่ที�ปราศ์จากเช้�อปรสิุต (lane 9 และ 10) โดีย  
lane M ค้อ DNA marker ขน์าดี 100 bp (Invitrogen, USA) และ 
lane Neg ค้อ ตัวีอย่างควีบัคุมลบั

 สุำหรบััการทดีสุอบัควีามจำเพาะเชงิวีเิคราะหข์อง

ไพรเมอร ์PLF และ PLR  พบัวีา่ตวัีอยา่ง DNA ควีบัคมุบัวีก

ของเช้�อทั�ง 4 สุปชีสีุ ์ใหผู้้ลบัวีก โดียพบัแถบั PCR product 

ขน์าดีประมาณ 802 bp ใน์ขณะที�ตัวีอย่าง DNA จากเช้�อ 

Microfilaria และเช้�อ Trypanosoma spp. รวีมถง่ตวัีอยา่ง 

DNA ของเล้อดีไก่ที�ปราศ์จากเช้�อปรสิุต ให้ผู้ลลบั (รูปที� 2)

รูปที� 3 แสุดีงตำแหน์่งตัดีจำเพาะของเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ ApoI  
และ EcoRV บัน์สุายน์ิวีคลีโอไทดี์ของ PCR product ของเช้�อ  
P. gallinaceum (I), P. juxtanucleare (II), L. caulleryi (III) และ 
L. sabrazesi (IV) จากการวีิเคราะห์ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ NEBcutter 
V2.0

ตารางที� 2 แสุดีงจำน์วีน์และขน์าดีของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของเช้�อที�
ศ์่กษา ซั่�งไดี้จากการตัดี PCR product ดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ ApoI 
และ EcoRV โดียใช้โปรแกรมออน์ไลน์์ NEBcutter V2.0 และเทคนิ์ค 
gel electrophoresis

เชื้้�อ

แถบชื้ิ�นส่วิน DNA

รูป
แบบ

NEBcutter Gel electrophoresis

จำานวิน 
(แถบ)

ขนาด 
(bp)

จำานวิน 
(แถบ)

ขนาด 
(bp)

P. gallinaceum 5 419, 149, 143, 66, 25 3 419, 149+143a, 66 I

P. juxtanucleare 5 444, 143, 100, 66, 49 4 444, 143, 100, 66+49b II

L. caulleryi 4 568, 143, 66, 25 3 568, 143, 66 III

L. sabrazesi 3 524, 212, 66 3 524, 212, 66 IV

a = แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 149 bp ชิดีกับัแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 143 bp
b = แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 66 bp ชิดีกับัแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 49 bp

ผลการคััดเล้อกเอนไซม์ตัดจำเพัาะ

 จากการคัดีเลอ้กเอน์ไซัมต์ดัีจำเพาะโดียการจำลอง

การตัดี PCR product ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกทั�ง 4 

สุปีชีสุ์ที�ควีามยาวี 802 bp ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์  

NEBcutter V2.0 พบัวี่าเอ น์ไซัม์ตัดีจำเพาะที�เหมาะสุม 

ค้อ เอน์ไซัม์ ApoI และ EcoRV (รูปที� 3) โดียเอน์ไซัม์ 

ApoI มตีำแหน์ง่ตดัีจำเพาะ 2 ตำแหน์ง่บัน์สุายน์วิีคลโีอไทดี์

ของ PCR product ของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ซั่�งเช้�อ  

P. gallinaceum และ L. caulleryi มตีำแหน์ง่ตดัีจำเพาะ

ที�เหม้อน์กัน์ สุ่วีน์เอน์ไซัม์ EcoRV มีตำแหน์่งตัดีจำเพาะ 

2 ตำแหน์่งบัน์สุายนิ์วีคลีโอไทดี์ของเช้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare และมีตำแหน์่งตัดีจำเพาะ 1 

ตำแหน์่งบัน์สุายนิ์วีคลีโอไทดี์ของเช้�อ L. caulleryi  

แต่ไม่พบัตำแหน์่งตัดีจำเพาะบัน์สุายน์ิวีคลีโอไทดี์ของเช้�อ 

L. sabrazesi น์อกจากน์ี�เอน์ไซัม์ทั�ง 2 ชนิ์ดียังใช้ Buffer 

3.1 ซั่�งเป็น์สุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา RFLP เหม้อน์กัน์ ทำให้

สุามารถใช้เอน์ไซัม์ทั�ง 2 ชนิ์ดีร่วีมกัน์ใน์การตัดี PCR 

product ช่วียลดีขั�น์ตอน์การปฏิิบััติงาน์ โดียผู้ลการ

วีิ เคราะห์ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์พบัวี่าเช้�อที�ศ์่กษา 

มีรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA จำน์วีน์ 4 รูปแบับั 

แตกต่างกัน์ ค้อ รูปแบับั I–IV (ตารางที� 2) ทำให้สุามารถ

จำแน์กเช้�อใน์ระดีับัสุปีชีส์ุซั่�งแตกต่างจากการศ์่กษาของ 

Cosgrove et al. (2006) และ Kistler et al. (2013)  

I

II

IV

III
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รูปที� 4 รูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�เกิดีจากการใช้เอน์ไซัม์ตัดี
จำเพาะ ApoI และ EcoRV ตัดี PCR product ของเ ช้�อ ใน์กรณีการติดี
เช้�อสุปีชีสุ์เดีียวีของเช้�อ P. gallinaceum (PG), P. juxtanucleare 
(PJ), L. caulleryi (LC) และ L. sabrazesi (LS) และใน์กรณีการติดี
เช้�อร่วีมระหวี่างเช้�อ PG กับั PJ, PG กับั LC, PG กับั LS, PJ กับั LC, 
PJ กับั LS และ LC กับั LS ตามลำดัีบั โดียเปรียบัเทียบัขน์าดีของแถบั
กับั DNA marker ขน์าดี 50 bp (New England Biolabs, USA) (M) 
และ PCR product ของเช้�อ P. gallinaceum ขน์าดี 802 bp ซั่�งไม่
ไดี้ถูกตัดีดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ (U) 

ที�น์ำไพรเมอร์ซ่ั�งออกแบับัโดีย Hellgren et al. (2004) 

มาใช้ใน์การพัฒน์าวีิธัี PCR-RFLP สุำหรับัจำแน์กเช้�อใน์

ระดีับัจีน์ัสุ โดีย Cosgrove et al. (2006) ใช้เอน์ไซัม์  

Nco I และ EcoRV ใน์การจำแน์กระหวี่างเช้�อจีน์ัสุ  

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที�พบั

ใน์เล้อดีน์ก blue tits (Cyanistes caeruleus) สุ่วีน์ 

Kistler et al. (2013) ใช้เอน์ไซัม์ EcoRV ใน์การจำแน์ก

ระหว่ีางเช้�อจนี์สัุ Plasmodium spp. และ Haemoproteus 

spp. ที�พบัใน์เล้อดีน์กป่า

 สุำหรับัผู้ลการใช้เอน์ไซัม์ ApoI และ EcoRV 

ทดีสุอบัตัวีอย่าง DNA ควีบัคุมบัวีกของเช้�อที�ศ์่กษา 

ดี้วียวิีธัี PCR-RFLP และวิีเคราะห์ผู้ลดี้วียเทคนิ์ค gel 

electrophoresis (ตารางที� 2 และรูปที� 4) พบัวี่าจำน์วีน์

แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของเช้�อที�ปรากฏิบัน์ agarose gel  

มีจำน์วีน์น์้อยกวี่าจำน์วีน์แถบัชิ�น์สุ่วีน์ที� ไดี้จากการ

วีิเคราะห์ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ NEBcutter V2.0  

ซั่�งเกิดีจาก 2 สุาเหตุ ค้อ แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA มีขน์าดีเล็ก 

และแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�มีขน์าดีใกล้เคียงกัน์อยู่ชิดีกัน์ 

โดียสุาเหตุแรก พบัใน์กรณีของเช้�อ P. gallinaceum 

และ L. caulleryi เม้�อตัดี PCR product ดี้วียเอน์ไซัม ์

ApoI และ EcoRV แล้วีไดี้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดีเล็ก

ประมาณ 25 bp ทำให้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ปรากฏิบัน์ 

agarose gel คล้ายแถบั primer-dimer และจางมากจน์

ไม่สุามารถสุังเกตเห็น์ไดี้ สุอดีคล้องกับัการศ์่กษาของ 

Beadell and Fleischer (2005) ที�จำแน์กเช้�อจีน์ัสุ 

Plasmodium spp., Haemoproteus spp. และ  

Leucocytozoon spp. ด้ีวียเอน์ไซัม์ XmnI และ XbaI แล้วี 

ไดี้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 39 bp ซั่�งมีขน์าดีเล็กและ

จางมากเช่น์เดีียวีกัน์ สุ่วีน์สุาเหตุที�สุอง พบัใน์กรณีของ

เช้�อ P. gallinaceum โดียแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี  

149 bp อยู่ชิดีกับัแถบัขน์าดี 143 bp และใน์กรณีของ

เช้�อ P. juxtanucleare โดียแถบัขน์าดี 66 bp อยู่ชิดีกับั

แถบัขน์าดี 49 bp ทำให้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ปรากฏิบัน์ 

agarose gel เหม้อน์เป็น์แถบัเดีียวีกัน์ซั่�งปรากฏิเป็น์แถบั

สุีเข้มและมีควีามกวี้างกวี่าแถบัของชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�เป็น์

แถบัชิ�น์เดีียวี จากผู้ลการศ์่กษาน์ี�แสุดีงให้เห็น์วี่าวีิธัี  

PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์สุามารถน์ำมาใช้ใน์การจำแน์ก

เช้�อทั�งใน์กรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวีและกรณีติดีเช้�อร่วีม  

ถง่แม้ว่ีาผู้ลการวิีเคราะห์ด้ีวียเทคนิ์ค gel electrophoresis 

ของการศ์่กษาน์ี�ไม่สุามารถสัุงเกตเห็น์แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA 

ขน์าดีเล็ก และพบัวี่ามีแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA อยู่ชิดีกัน์ แต่

แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA อ้�น์ที�ปรากฏิบัน์ agarose gel ของเช้�อ

แต่ละสุปีชีสุ์มีจำน์วีน์และขน์าดีแตกต่างกัน์ ทำให้ยังคง

สุามารถจำแน์กเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้ 

 น์อกจากน์ี�เม้�อทำการจำลองการติดีเช้�อร่วีมกัน์

ระหวี่างเช้�อ 2 สุปีชีสุ์ โดียการผู้สุมตัวีอย่าง DNA ควีบัคุม

บัวีก แล้วีน์ำมาทดีสุอบัดี้วียวิีธัี PCR-RFLP พบัวี่ารูปแบับั

ของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�เกิดีข่�น์จากการติดีเช้�อร่วีมกัน์

แบับัต่าง ๆ มีลักษณะเฉีพาะ (รูปที� 4) ทำให้สุามารถ

จำแน์กสุปีชีสุ์ของเช้�อใน์ตัวีอย่างเล้อดีไก่ที�มีการติดีเช้�อ

ร่วีมกัน์ไดี้ โดียไม่ต้องผู้่าน์ขั�น์ตอน์การโคลน์น์ิ�งและ 

การตรวีจหาลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ ซั่�งเป็น์การลดีขั�น์ตอน์ 

ระยะเวีลา และค่าใช้จ่ายใน์การทดีสุอบั สุอดีคล้องกับั

การศ์่กษาของ Kistler et al. (2013) ซั่�งรายงาน์วี่าวิีธัี 

PCR-RFLP สุามารถจำแน์กเช้�อใน์กรณีการติดีเช้�อร่วีมกัน์

ใน์ระดีับัจีน์ัสุระหวี่างเช้�อ Plasmodium spp. และ 

Haemoproteus spp. ไดี้โดียไม่ต้องผู้่าน์ขั�น์ตอน์การ

โคลน์น์ิ�งและการตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ 

ผลการทดสอบตัวิอย่่างด้วิย่วิิธีี PCR-RFLP

 เม้�อทดีสุอบัตัวีอย่าง DNA จากเล้อดีไก่ จำน์วีน์ 

102 ตัวีอย่าง ดี้วียวีิธัี PCR-RFLP สุามารถจำแน์กตัวีอย่าง

ไดี้ใน์ระดัีบัสุปีชีสุ์ (ตารางที� 3) โดียกรณีตัวีอย่างติดีเช้�อ
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สุปีชีสุ์เดีียวี พบัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA จำน์วีน์ 4 

รูปแบับั โดียแบั่งเป็น์ รูปแบับั I (12 ตัวีอย่าง), รูปแบับั 

II (38 ตัวีอย่าง), รูปแบับั III (3 ตัวีอย่าง) และรูปแบับั 

IV (38 ตัวีอย่าง) ซั่�งเป็น์รูปแบับัที�ตรงกับัรูปแบับัของ

ตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกของเช้�อ P. gall inaceum ,  

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ตามลำดีับั ดีังแสุดีงใน์ตารางที� 2 และรูปที� 4 จาก 

ผู้ลการทดีสุอบัแสุดีงให้เห็น์วี่าวีิธัี PCR-RFLP ให้ผู้ล

สุอดีคล้องกับัผู้ลการตรวีจดี้วียวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ อย่างไร

ก็ตามการตรวีจด้ีวียวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ไม่ได้ีจำแน์กเช้�อ  

Plasmodium spp. ใน์ระดีับัสุปีชีสุ์ เน์้�องจากเช้�อ  

P. gallinaceum และ P. juxtanucleare มีลักษณะ 

ใกล้เคียงกัน์มาก ต่างกัน์ที�เช้�อ P. juxtanucleare  

มักจะอยู่ติดีกับันิ์วีเคลียสุของเม็ดีเล้อดีแดีงไก่ และขน์าดี

ของ gametocyte มักจะเล็กกวี่าน์ิวี เคลียสุของ 

เม็ดีเล้อดีแดีงไก่ แต่ปริมาณ gametocyte ของเช้�อ  

P. juxtanucleae ใน์เล้อดีมีน์้อย (Valkiunas, 2004)  

จ่งทำให้ยากต่อการจำแน์กระหวี่างเช้�อ 2 สุปีชีสุ์น์ี� 

น์อกจากนี์�การติดีเช้�อทั� ง 2 สุปีชีสุ์  สุามารถใช้ยา  

chloroquine ใน์การรักษาเหม้อน์กัน์ (ปิยน์ุช และคณะ, 

2542; Silveira et al., 2009) จ่งรายงาน์ผู้ลการจำแน์ก

เช้�อ Plasmodium spp. เพียงระดัีบัจีน์ัสุจากการตรวีจ

ดี้วียวิีธัีกล้องจุลทรรศ์น์์

 สุำหรับัตัวีอย่างที�พบัการติดีเช้�อร่วีมระหวี่างเช้�อ 

Plasmodium spp. กับั Leucocytozoon spp. ดี้วีย

วีิธีักล้องจุลทรรศ์น์์ จำน์วีน์ 11 ตัวีอย่าง พบัวี่าวีิธัี  

PCR-RFLP สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อไดี้ผู้ล

สุอดีคล้องกับัผู้ลการตรวีจดี้วียวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์  

จำน์วีน์ 10 ตัวีอย่าง มีเพียง 1 ตัวีอย่างที�ให้ผู้ลไม่

สุอดีคล้ อ ง โ ดีย เป็ น์ ตั วีอย่ า งที� ใ ห้ ผู้ ลบัวีกต่ อ เ ช้� อ  

Plasmodium spp. และ L. sabrazesi จากการตรวีจ

ดี้วียวิีธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ แต่พบัวี่าให้ผู้ลบัวีกต่อเช้�อ  

P. juxtanucleare เพียงเช้�อเดีียวีเม้�อตรวีจดี้วียวิีธัี  

PCR-RFLP และย้น์ยัน์สุปีชีสุ์เช้�อดี้วียวิีธัีการตรวีจหา 

ลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ของ DNA แล้วี ซั่�งอาจเป็น์เพราะ

ปริมาณเช้�อ L. sabrazesi ใน์ตัวีอย่างเล้อดีต�ำกวี่า 

ปริมาณเช้�อต�ำสุุดีที�วีิธัี PCR-RFLP สุามารถตรวีจหาไดี้ที�

ควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดี 103 copies/µl

ตารางที� 3 เปรียบัเทียบัผู้ลการจำแน์กเช้�อ Plasmodium spp. และ
เช้�อ Leucocytozoon spp. ระหวี่างวิีธัีการตรวีจหาเช้�อภายใต้
กล้องจุลทรรศ์น์์และวิีธัี PCR-RFLP

เชื้้�อที�ตรวิจพับ
จำานวินตัวิอย่่างที�ตรวิจพับ

กล้องจุลทรรศน์ PCR-RFLP

กรณ์ีติดเชื้้�อสปีชื้ีส์เดีย่วิ 

Plasmodium spp. 50 −*

P. gallinaceum −† 12

P. juxtanucleare −† 39

L. caulleryi 3 3

L. sabrazesi 38 38

กรณ์ีติดเชื้้�อร่วิม 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. 11 −*

P. gallinaceum และ L. sabrazesi −† 2

P. juxtanucleare และ L. caulleryi −† 1

P. juxtanucleare และ L. sabrazesi −† 7

                                            รวิม 102 102

† = ผู้ลการตรวีจดี้วียกล้องจุลทรรศ์น์์ไม่ไดี้ระบุัสุปีชีสุ์ ของเช้�อ
* = ผู้ลการตรวีจด้ีวียวิีธั ีPCR-RFLP ระบุัเช้�อใน์ระดัีบัสุปีชีส์ุ จ่งไม่แสุดีงผู้ลใน์ระดัีบัจีนั์สุ

 ผลการ ตรวิจย่้นย่ันสปีชื้ีส์ของเชื้้�อด้วิย่วิิธีีการตรวิจหา 

ลำดับนิวิคัลีโอไทด์ของ DNA

 เม้�อสุุ่มตัวีอย่างที�ให้ผู้ลบัวีกต่อวีิธัี PCR-RFLP และ

มีรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA เหม้อน์รูปแบับัของแถบั

ชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกของเช้�อทั�ง 4  

รูปแบับั รูปแบับัละ 2 ตัวีอย่าง รวีมจำน์วีน์ 8 ตัวีอย่าง 

มาตรวีจยน้์ยัน์สุปชีีสุด์ีว้ียวิีธักีารตรวีจหาลำดัีบันิ์วีคลีโอไทด์ี

ของ PCR product แล้วีน์ำลำดัีบันิ์วีคลีโอไทดี์ขน์าดี  

752 bp (ไม่รวีมไพรเมอร์) ไปเปรียบัเทียบักับัลำดัีบั 

น์ิวีคลีโอไทดี์ใน์ฐาน์ข้อมูลของ GenBank โดียใช้โปรแกรม

ออน์ไลน์์ Nucleotide BLAST พบัวี่าลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์

ของตัวีอย่าง DNA ทั�ง 8 ตัวีอย่าง เหม้อน์กับัลำดีับั 

น์ิวีคลีโอไทดี์ของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ใน์ฐาน์ข้อมูล โดียมี

เปอร์เซั็น์ต์ควีามเหม้อน์ (% identity) อยู่ใน์ช่วีง 95.35-

100% (ตารางที� 4) ซั่�งแสุดีงให้เห็น์วี่าผู้ลการตรวีจย้น์ยัน์

สุปีชีสุ์สุอดีคล้องกับัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของ

เช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ ทั�งน์ี�ไดี้น์ำข้อมูลลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ของ

เช้�อทั�ง 8 ตัวีอย่าง ไปรายงาน์ลงใน์ฐาน์ข้อมูลของ DNA 

Data Bank of Japan (DDBJ, 2022) และได้ีรบัั accession 

number LC713395-LC713402
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ตารางที� 4 ผู้ลการย้น์ยัน์สุปีชีสุ์จากรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของ

ตัวีอย่างทดีสุอบั โดียการตรวีจสุอบัควีามเหม้อน์กับัลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์

ใน์ฐาน์ข้อมูลของ GenBank ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ Nucleotide 

BLAST 

ตัวิอย่่าง
ที�

รูปแบบ สปีชื้ีส ์
(GenBank accession no.)

% 
Identity

Accession 
no.

1 I P. gallinaceum (AB250690) 100% LC713395

2 I P. gallinaceum (AB250690) 100% LC713396

3 II P. juxtanucleare (AB250415) 100% LC713397

4 II P. juxtanucleare (MG598396) 100% LC713398

5 III L. caulleryi (LC505517) 100% LC713399

6 III L. caulleryi (LC505517) 95.35% LC713400

7 IV L. sabrazesi (LC506045) 100% LC713401

8 IV L. sabrazesi (LC506045) 99.73% LC713402

แม่น์ยำ โดียมีรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA จำน์วีน์ 4 

รูปแบับั ซั่�งเป็น์รูปแบับัที�เฉีพาะของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์  

อีกทั� งวีิธัีน์ี� ยั ง เป็น์วิีธัีที�ประหยัดีและเหมาะสุำหรับั 

ห้องปฏิิบััติการที�ขาดีแคลน์ผูู้้ปฏิิบััติงาน์ที�มีควีามชำน์าญ

และประสุบัการณ์ใน์การจำแน์กเช้�อดี้วียวีิธัีกล้อง 

จุลทรรศ์น์์ และไม่มีเคร้�องตรวีจหาลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ 

น์อกจากน์ี�การศ์่กษาดีังกล่าวียังเป็น์แน์วีทางใน์การพัฒน์า

วีิธัี PCR-RFLP โดียอาจเล้อกใช้เอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะชนิ์ดี

อ้�น์ที� เหมาะสุมสุำหรับัตรวีจหาและจำแน์กสุปีชีสุ์อ้�น์ 

ที�มีรายงาน์พบัใน์ไก่ เช่น์ เช้�อ P. relictum และ  

L. schoutedeni เปน็์ตน้์ เพ้�อเปน็์การเฝ้า้ระวีงัการเกดิีโรค

กิตติกรรมประกาศ

 ขอขอบัคุณศ์ูน์ย์วีิจัยและพัฒน์าการสุัตวีแพทย์

ภาคตะวัีน์ออกเฉีียงเหน์้อตอน์บัน์ที�ให้ควีามอนุ์เคราะห์

เช้�อ L. caulleryi (LC505517) และขอขอบัคุณเจ้าหน์้าที�

กลุ่มปรสุิตวิีทยา สุถาบััน์สุุขภาพสัุตวี์แห่งชาติทุกท่าน์ที�

ให้ควีามร่วีมม้อและช่วียเหล้อใน์การดีำเนิ์น์การศ์่กษาน์ี�

เอกสารอ้างอิง

ปิยนุ์ช ประสิุทธิัรัตน์์ ชัยศิ์ริ มหัน์ชัยสุกุล ทัศ์นี์ย์ ชมภูจัน์ทร์ กิ�งดีาวี  

หมอแก้วี และอน์ุชา สุุขร้�น์. 2542. ผู้ลของการใช้ยาคลอโรควีิน์

และดี๊อกซีัไซัคลิน์รักษาโรคมาลาเรียใน์ไก่เน้์�อ. การประชุุม

วิิชุาการของมหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์ ครั�งท่� 37 สาขาสัตวิ์ 

สาขาสัตวิแพทยศาสตร์ .  มหาวีิทยาลัยเกษตรศ์าสุตร์ , 

กรุงเทพมหาน์คร. ระหวี่างวัีน์ที� 3-5 กุมภาพัน์ธั์ 2542. หน์้า 

445-452.

พรเพ็ญ พัฒน์โสุภณ. 2549. โรคสัุตวี์ปีก. สุถาบััน์สุุขภาพสัุตวี์แห่งชาติ 

กรมปศุ์สุัตวี์ กระทรวีงเกษตรและสุหกรณ์. 114 หน์้า.

พัชราภรณ์ ทาแกง สุุรชัย พิกุลแก้วี ณัฐกาน์ต์ อวีัยวีาน์น์ท์ และ 

สุุรีรัตน์์ หนู์มี. 2560. ควีามชุกและปัจจัยเสุี�ยงต่อการติดีเช้�อ

ปรสุิตใน์เล้อดีไก่หลังบั้าน์ ใน์พ้�น์ที�จังหวัีดีเชียงใหม่. เชุ่ยงใหม่

สัตวิแพทยสาร. 15 (3): 157-167.

มน์ัสุน์ัน์ท์ ประสิุทธัิรัตน์์ มน์ทกาน์ติ� วีงศ์์ภากร ทัศ์นี์ย์ ชมภูจัน์ทร์  

อุดีมศ์รี อิน์ทรโชติ กิ�งดีาวี หมอแก้วี และอนุ์ชา สุุขร้�น์. 2544. 

การรักษาโรคลิวีโคไซัโตซูัน์ใน์ไก่พ้�น์เม้องดี้วียยาซััลฟาไดีเม็ท

ท็อกซิัน์ และการใช้มุ้ง.  การประชุุมวิิชุาการของมหาวิิทยาลััย

เกษตรศาสตร์ ครั�งท่� 39 สาขาสัตวิ์ สาขาสัตวิแพทยศาสตร์.  

มหาวิีทยาลัยเกษตรศ์าสุตร์, กรุงเทพมหาน์คร. ระหวี่างวัีน์ที� 

5-7 กุมภาพัน์ธั์ 2544. หน์้า 387-393.

 วีิธัี PCR ที�พัฒน์าข่�น์ใน์การศ่์กษาครั�งน์ี�สุามารถ

ตรวีจหาเช้�อ Plasmodium spp. และเช้�อ Leucocytozoon 

spp. ไดี้ และเม้�อน์ำวิีธัี PCR มาใช้ร่วีมกับัวีิธัี RFLP ซั่�ง

เป็น์วีิธัีที�น์ิยมใช้ใน์การจำแน์กชน์ิดีเช้�อ ทำให้สุามารถ

จำแน์กเช้�อไดี้ถ่ง 4 สุปีชีสุ์ ทั�งใน์กรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวี

และกรณีติดีเช้�อร่วีม ซั่�งรายงาน์การศ์่กษาก่อน์หน์้าน์ี�  

เช่น์ การศ์่กษาของ Beadell and Fleischer (2005), 

Cosgrove et al. (2006) และ Krams et al. (2012) 

เปน็์การศ์ก่ษาเพ้�อจำแน์กเช้�อดีงักลา่วีใน์ระดัีบัจนี์สัุเทา่น์ั�น์ 

การศ์ก่ษาน์ี�จง่เป็น์การพัฒน์าวีธิั ีPCR-RFLP เพ้�อจำแน์กเช้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที�มี

รายงาน์พบัใน์ไกใ่น์ประเทศ์ไทยใน์ระดีบััสุปชีสีุเ์ปน็์ครั�งแรก 

ซั่�งสุามารถน์ำวีิธัีที�พัฒน์าข่�น์น์ี�ไปตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ

ทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้อย่างรวีดีเร็วี ถูกต้อง และแม่น์ยำ ซั่�งเป็น์

ประโยชน์์ต่อการเล้อกใช้ยาที�เหมาะสุม เพ้�อให้สุามารถ

รักษาโรคไดี้อย่างมีประสิุทธัิภาพ

สรุปผลและข้อเสนอแนะ

 การศ์่กษาน์ี�พบัวี่าวีิธัี PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์ 

โดียอาศั์ยยีน์ cyt b และเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ ApoI และ 

EcoRV สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ P. gallinaceum, 

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ที�พบัใน์ตัวีอย่างเล้อดีไก่ใน์ประเทศ์ไทยไดี้อย่างถูกต้อง
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การศกึษาค่ัาคัวิามไม่แน่นอนของวิธิี ีReal-time RT-PCR สำหรบัการตรวิจหาเชื้้�อไวิรสัไข้หวิดัใหญ่ 

ชื้นิด A สาย่พัันธีุ์ย่่อย่ H5 ใน ตัวิอย่่างจากสัตวิ์ปีก ด้วิย่วิิธีี Top-down

A study of measurement uncertainty of Real-time RT-PCR for detection of 

Influenza A virus subtype H5 in chicken samples using Top-down approach

ภมรญา บุัทเสุน์1*  อาภาพร ดีอกพุฒ2

Pamornya Buthasane1* Arphaphorn Dokphut2

Abstract

 Backgrounds: Measurement uncertainty (MU) based on the top-down approach is crucial for 
the diagnostic laboratory following the WOAH guideline. Real-time RT-PCR is one of the laboratory 
methods for detection of influenza A virus subtype H5 in chicken samples used by the  
National Institute of Animal Health (NIAH). The MU of testing provides a confident result and complies 
with the ISO/IEC 17025 requirements. The objective is to estimate the MU of real-time RT-PCR for the 
detection of influenza A virus subtype H5 in different chicken matrices using a top-down approach.
 Methods: Influenza virus subtype H5 RNA was diluted in AVE buffer and three different sample 
matrices: oropharyngeal swab, lung, and chicken meat. Each sample was prepared from ten samples. 
The cut-off Ct values of real-time RT-PCR in different matrices were determined, and one-way  
ANOVA was used to compare these cut-off values. Weak positive RNA was collected for evaluating 
the measurement uncertainty of real-time RT-PCR for detection of Influenza A virus subtype H5 in 
different chicken matrices using a top-down approach.
 Results: The cut-off values of the oropharyngeal swab, lung, and chicken meat were 35, 33, 
and 36 cycles at the RNA concentration of 1×101, 1×102 และ 1×102 copies/reaction, respectively.  
There were statistically significant differences (p<0.05). The expanded uncertainty was 0.0486.  
And the MU (95% CI) of real-time RT-PCR for detection of influenza A virus subtype H5 in oropharyngeal 
swab, lung, and chicken meat matrices were 33.25–36.75, 31.25–34.75, and 37.25–40.75 cycles,  
respectively. 
 Conclusions: The difference of sample matrices affected the cut-off and the MU range of the 
real-time RT-PCR technique for detecting influenza A virus subtype H5. The top-down approach can 
be applied for internal quality control in a veterinary diagnostic laboratory or used as a management 
guideline for sample collection.

Keywords: Measurement uncertainty, Top-down approach, Real-time RT-PCR, Influenza A virus subtype 
H5, Sample matrix
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศึกษา: การประมาณค่าควีามไม่

แน์่น์อน์ของการวัีดี (Measurement Uncertainty: MU) 

เป็น์หน่์�งใน์กระบัวีน์การสุำคัญสุำหรับัห้องปฏิิบััติการ 

ดี้าน์การชัน์สุูตรโรคสัุตวี์ ซั่�ง World Organisation for 

Animal Health (WOAH) แน์ะน์ำให้หาค่า MU ดี้วียวิีธัี 

Top-down การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A 

สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจากสุัตวี์ปีกดี้วียวีิธัี  

Real-time RT-PCR เป็น์หน่์�งใน์วิีธัีการตรวีจทาง 

ห้องปฏิิบััติการของสุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติที�ไดี้ 

รับัการรับัรองมาตรฐาน์สุากล ISO/IEC 17025 ดีังน์ั�น์ 

จ่งต้องมีการประมาณค่า MU ของการทดีสุอบัเพ้�อช่วีย

ใหก้ารรายงาน์ผู้ลสุามารถทำไดีอ้ยา่งมั�น์ใจและเปน็์ไปตาม

ข้อกำหน์ดี ISO/IEC 17025: 2017 การศ์่กษาน์ี�จ่งมี

วีัตถุประสุงค์เพ้�อศ์่กษาค่า MU ของวิีธัีดีังกล่าวีใน์ตัวีอย่าง

สุัตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down

 วิิธีีการ: เตรียมสุารละลายเจ้อจาง RNA ของเช้�อ

ไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ สุารละลาย

บััฟเฟอร์ AVE และ sample matrix ทั�ง 3 ชนิ์ดี ไดี้แก่ 

oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ ชน์ดิีละ 10 ตวัีอย่าง 

เพ้�อทดีสุอบัหาค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR 

พร้อมเปรียบัเทียบัควีามแตกต่างของค่า cut-off ใน์แต่ละ 

sample matrix ดี้วียสุถิติ One-way ANOVA จากน์ั�น์

คัดีเล้อกตัวีอย่าง weak positive RNA จาก RNA ของ

เช้�อไวีรัสุใน์สุารละลายบัฟัเฟอร ์AVE มาทดีสุอบัหาคา่ MU 

ของวีธีิัดีงักลา่วี ใน์ตัวีอยา่งจากสัุตวีป์กี ดีว้ียวีธิั ีTop-down 

 ผล: ค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR ใน์ 

matrix oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ มีค่า

เป็น์ 35, 33 และ 36 รอบั ที�ควีามเข้มข้น์ 1×101 , 1×102 

และ 1×102 copies/ reaction ตามลำดีับั ซั่�งมีควีามแตก

ตา่งกนั์อยา่งมนี์ยัสุำคัญทางสุถิติ (p<0.05) คา่ expanded 

uncertainty ของการทดีสุอบั เท่ากับั 0.0486 และ  

ค่า MU (95% CI) ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับั

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย 

H5 ใน์ matrix oropharyngeal swab ปอดี และเน้์�อไก่

มีค่า Ct อยู่ระหวี่าง 33.30-36.70, 31.4-34.6 และ 

34.25-37.75 รอบั ตามลำดัีบั 

 สรุป: sample matrix ที�แตกต่างกัน์จากสิุ�งมีชีวิีต

เดีียวีกัน์มีผู้ลทำให้ค่า cut-off และค่า MU (95% CI) 

ของวีิธัี Real-time RT-PCR ใน์การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ 

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ของแต่ละ sample 

matrix แตกต่างกัน์ การประมาณค่า MU ดี้วียวิีธัี  

Top-down สุามารถน์ำไปประยุกต์ใช้กับัขอบัข่ายอ้�น์ ๆ 

หร้อใช้เป็น์แน์วีทางประกอบัการตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อก 

sample matrix ที�เหมาะสุมต่อไป 

คัำสำคััญ: ค่าควีามไม่แน์่น์อน์, วีิธัี Top-down, วีิธีั  

Real-time RT-PCR, เช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A,  

Sample matrix 

บทนำ

 การประมาณค่าควีามไม่แน์่น์อน์ของการวัีดี  

(Measurement Uncertainty, MU) เป็น์กระบัวีน์การ

สุำคัญที�ช่วียให้การรายงาน์ผู้ลการทดีสุอบัทางห้อง 

ปฏิิบััติการมีควีามน์่าเช้�อถ้อ เน์้�องจากทุกการวีัดีย่อมเกิดี

ควีามคลาดีเคล้�อน์หร้อควีามไม่แน์่น์อน์ของการวีัดีร่วีม

ดี้วียเสุมอ ซั่�งเกิดีไดี้จากหลายปัจจัย เช่น์ เคร้�องม้อ  

วีธิัทีดีสุอบั สุารทดีสุอบั ผูู้ท้ดีสุอบั และสุิ�งแวีดีลอ้ม เปน็์ตน้์ 

(Magnusson et al., 2012; Colling, 2016) ปัจจุบััน์

ห้องปฏิิบััติการไวีรัสุวีิทยา สุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติ 

มีการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีน์กหร้อไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A 

สุายพัน์ธัุ์ย่อยที�สุำคัญ โดียเฉีพาะสุายพัน์ธัุ์ H5 ใน์ตัวีอย่าง

จากสุตัวีป์กี ซั่�งเปน็์โรคสุำคญัที�มผีู้ลกระทบัตอ่สุาธัารณสุขุ

และเศ์รษฐกิจ สุำหรับัการตรวีจวีิน์ิจฉีัยโรคดีังกล่าวี  

ทางห้องปฏิิบััติการมีวีิธัีการตรวีจหลายวิีธัี หน์่�งใน์วีิธัีที� 

World Organisation for Animal Health (WOAH) 

แน์ะน์ำค้อการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีน์กโดียวีิธัี  

Real-time RT-PCR (WOAH, 2022) เป็น์เทคนิ์คที�ใช้

สุำหรับัตรวีจวีิเคราะห์หาสุารพัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุใน์

เชิงปริมาณ โดียการตัดีสุิน์ผู้ลการทดีสุอบัจะดูีจากค่า 

Cycle threshold (Ct) ซั่�งใน์กรณีที�ผู้ลการทดีสุอบัมีค่า 

Ct ใกล้เคียงกับั เกณฑ์์การตัดีสิุน์ผู้ลการทดีสุอบั (cut-off) 

การตัดีสิุน์วี่าพบัหร้อไม่พบัสุารพัน์ธุักรรมจะทำไดี้ยาก 

และกระบัวีน์การสุำหรับัทดีสุอบัควีามใช้ไดี้ของวีิธัีทาง 
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PCR น์ั�น์มีอยู่อย่างจำกัดี (Hedman et al., 2018)  

ดีังน์ั�น์จ่งจำเป็น์ต้องมีการประมาณค่า MU ของวีิธัีการ

ทดีสุอบัร่วีมดี้วีย โดียรายงาน์ผู้ลเป็น์ช่วีงของค่าควีาม 

ไม่แน์่น์อน์ของการวัีดี (MU range) ที�ระดัีบัควีามเช้�อมั�น์ 

95% และเพ้�อให้สุอดีคล้องตามข้อกำหน์ดี ISO/IEC 

17025:2017 ที�วี่าห้องปฏิิบััติการต้องมีการประมาณค่า

ควีามไม่แน์่น์อน์ของการวัีดีสุำหรับัการทดีสุอบัที�มีการ

ระบัุปริมาณ (ISO, 2022)

 การประมาณค่า MU มี 2 วีิธัี ไดี้แก่ การใช้แผู้น์ภูมิ

ก้างปลา (Fish-bone diagram) และการคำน์วีณจาก 

บัน์ลงล่าง (Top-down approach) โดีย Fish-bone 

diagram น์ั�น์ เป็น์วีิธัีที�ต้องน์ำทุกปัจจัยมาคำน์วีณร่วีม

ดี้วีย เช่น์ การสุอบัเทียบัเคร้�องม้อ ผูู้้ทดีสุอบั และสุภาวีะ

แวีดีล้อม เป็น์ต้น์ จ่งเป็น์วิีธัีที�มีควีามเข้มงวีดีและมีรูปแบับั

การคำน์วีณค่า MU ที�ชัดีเจน์ ทำให้การคำน์วีณมีควีาม 

ยุ่งยากและสุิ�น์เปล้องเวีลา (Colling, 2016) สุ่วีน์การ

คำน์วีณดีว้ียวีธิั ีTop-down น์ั�น์ เปน็์วีธิัทีี�สุามารถหาขอ้มลู

ไดี้จากการทำซั�ำใน์ห้องปฏิิบััติการ โดียใช้ ตัวีอย่าง weak 

positive มาคำน์วีณโดียตรง ไม่ต้องน์ำรายละเอียดีของ

แหล่งควีามไม่แน์่น์อน์ย่อย ๆ  มาคิดีร่วีมดี้วีย การคำน์วีณ

จ่งทำไดี้ง่าย ใน์การศ์่กษาน์ี�ผูู้้วีิจัยเล้อกใช้วีิธัี Top-down 

เน์้�องจากเป็น์วิีธัีที�เหมาะสุมกับัการตรวีจวีินิ์จฉีัยทาง

สุัตวีแพทย์ โดียการประเมิน์ค่าควีามไม่แน์่น์อน์รวีม 

(Combined uncertainty หร้อ u
c
) ของวิีธัีทดีสุอบั 

สุามารถใช้เพียงตัวีอย่างควีบัคุมคุณภาพมาตรวีจสุอบั 

ขั�น์ตอน์การปฏิิบััติงาน์ทั�งหมดีไดี้โดียตรง ซั่�งทั�งสุองวีิธัี  

มีการคำน์วีณค่าควีามไม่แน์่น์อน์ขยาย (Expanded  

uncertainty หร้อ U) ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95% 

(Colling, 2016) 

 ปัจจุบััน์ห้องปฏิิบััติการของกรมปศุ์สุัตวี์ไดี้ดีำเนิ์น์

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย 

H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR ใน์ตัวีอย่างสัุตวี์ปีก เช่น์ 

oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ ซั่�งเป็น์  

sample matrix ที�มีควีามสุำคัญต่อการตรวีจวิีน์ิจฉัีย 

เน์้�องจาก oropharyngeal swab และปอดี เป็น์อวัียวีะ

เป้าหมายหร้อตำแหน์่งของระบับัทางเดีิน์หายใจที�เช้�อ

ไวีรัสุดีังกล่าวีใช้ใน์การเจริญเติบัโต ซั่�ง WOAH แน์ะน์ำให้

ใช้ตัวีอย่างชน์ิดีน์ี�ใน์การตรวีจวีิน์ิจฉีัยหาโรคไข้หวีัดีน์ก 

(WOAH, 2022) สุ่วีน์เน์้�อไก่น์ั�น์เป็น์สุิน์ค้าสุ่งออกที�สุำคัญ

ของประเทศ์ไทย จ่งจำเป็น์ต้องมีการตรวีจสุอบัการ 

ปน์เป้� อน์ของ เช้� อ ไวีรั สุ ใน์ผู้ลิตภัณฑ์์ก่ อน์สุ่ ง ไปยั ง 

ต่างประเทศ์ โดียการตรวีจวิีน์ิจฉีัยใน์ตัวีอย่างทดีสุอบัที�

ต่างชน์ิดีกัน์น์ี� อาจสุ่งผู้ลกระทบัต่อค่า cut-off และค่า 

MU range ของการทดีสุอบัไดี ้(Trapmann et al., 2007) 

การศ์่กษาครั�งน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์ เพ้�อประมาณค่า MU 

ของวีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ H5 ใน์ตัวีอย่างชนิ์ดีต่าง ๆ 

ใน์สุัตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down เพ้�อช่วียให้การรายงาน์

ผู้ลใน์กรณีที�ตัวีอย่างตกอยู่ใน์ช่วีงที�ไม่สุามารถสุรุปผู้ลไดี้ 

(Inconclusive) สุามารถทำไดีอ้ยา่งมั�น์ใจ และเปรียบัเทยีบั 

ค่า cut-off ของ sample matrix แต่ละชน์ิดี เพ้�อใช้เป็น์

แน์วีทางประกอบัการตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อกตัวีอย่าง

ทดีสุอบัที�เหมาะสุมต่อไป 

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

การเตรีย่มตัวิอย่่าง

 ตัวีอย่างทดีสุอบัจากสัุตวี์ปีกที�ใช้ตลอดีการศ์่กษา

น์ี�มี 3 ชนิ์ดี ชนิ์ดีละ 10 ตัวีอย่าง ไดี้แก่ oropharyngeal 

swab 5 mL ปอดี 5 g และเน์้�อไก่ 500 g ซั่�งมีเน์้�อตัวีอย่าง 

(sample matrix) ที�แตกตา่งกนั์ และมกีารเตรยีมตวัีอยา่ง

แต่ละชนิ์ดี ดีังน์ี� 1) ตัวีอย่าง oropharyngeal swab 

ทำการแยกเอาก้าน์ swab ออกจากหลอดีเก็บัตัวีอย่าง 

2) ตัวีอย่างปอดี โดียบัดีให้เซัลล์แตก เตรียมตัวีอย่างปอดี

ให้อยู่ใน์รูปของสุารละลายเจ้อจาง 10% ดี้วีย 1X PBS 

และ 3) ตัวีอย่างเน้์�อไก่ที�บัรรจุอยู่ ใน์ถุงพลาสุติก  

เตรียมโดียวีิธัี freeze-thaw จำน์วีน์ทั�งสุิ�น์ 3 ครั�ง  

สุลบัักนั์ที�อณุหภูม ิ37 ºC และ -20 ºC อณุหภูมลิะ 30 น์าที 

แล้วีดีูดีของเหลวีจากเน้์�อไก่ 5 mL จากน์ั�น์ น์ำสุารละลาย

ของ sample matrix ทั�งสุามชน์ดิี มาปั�น์เหวีี�ยงที�ควีามเรว็ี 

1,000 x g น์าน์ 10 น์าที แล้วีเก็บัเฉีพาะของเหลวีสุ่วีน์บัน์ 

(supernatant) เก็บัที�ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20°C จน์กวี่า 

จะใช้งาน์

 ตรวีจสุอบัการปน์เป้�อน์เช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี 

A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ sample matrix ทั�งสุามชนิ์ดี 

ที�เตรียมไวี้ โดียน์ำไปสุกัดีสุารพัน์ธัุกรรมดี้วียชุดีน์�ำยา 
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QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany) และ

ตรวีจดี้วียวีิธัี Real-time RT-PCR ตามการศ์่กษาของ 

Slomka et al. (2007) โดียตัวีอย่างทุกชนิ์ดีจะต้องให้

ผู้ลเป็น์ลบัก่อน์น์ำไปทดีสุอบัใน์ขั�น์ตอน์ต่อไป 

การสร้าง RNA ของเชื้้�อไวิรัส 

 สุกัดีสุารพัน์ธัุกรรมชน์ิดี RNA ของเช้�อไวีรัสุอ้างอิง 

ค้อ เช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5  

(A/chicken/Thailand/73/2004) ดี้วียชุดีน์�ำยา 

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany)  

แล้วีทำการเพิ�มปริมาณสุารพัน์ธุักรรมตรงตำแหน์่งยีน์ 

haemagglutinin โดียวิีธัี RT-PCR (ปรับัปรุงจาก  

Slomka et al., 2007) และทำให้ PCR product บัริสุุทธัิ�

ดี้วียชุดีน์�ำยา FavorPrepTM GEL/ PCR Purification 

(Favorgen, Taiwan) ก่อน์น์ำชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�ไดี้ไปเช้�อม

ต่อกับัตัวีน์ำ (vector) ชน์ิดีพลาสุมิดี ดี้วียชุดีน์�ำยา 

pGEM®-T Easy Vector System (Promega, USA)  

เพ้� อสุร้ าง เป็น์ recombinant DNA จากน์ั�น์น์ำ  

recombinant DNA ที�ไดี้เข้าสุู่ เซัลล์ของแบัคทีเรีย  

E. coli สุายพัน์ธัุ์ DH5α (Invitrogen, USA) คัดีเล้อก

โคโลน์ีโดียวีิธัี  blue-white colony screening  

(Knoche et al., 1999) และเพิ�มจำน์วีน์ใน์อาหาร 

เลี�ยงเช้�อ Luria-Bertani broth ทำการสุกัดีพลาสุมิดีที�มี 

recombinant DNA อยู่ภายใน์ ดี้วียชุดีน์�ำยา GF-1 

Plasmid DNA Extraction (Vivantis, Malaysia)  

แล้วีเปลี�ยน์ plasmid DNA ให้กลับัมาเป็น์ RNA โดียใช้ 

MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA)

การเตรีย่ม RNA-spiked sample  

 น์ำ RNA ของเช้�อไวีรัสุอ้างอิงที�เตรียมไดี้ มาตรวีจ

วีัดีควีามเข้มข้น์ดี้วียเคร้�อง NanoDrop 1000 spectro-

photometer (Thermo Scientific, USA) แล้วีคำน์วีณ

หาจำน์วีน์ RNA copy จากค่าควีามเข้มข้น์ที�ตรวีจวัีดีไดี้ 

โดียใช้สุูตรของ Whelan et al. (2003) จากน์ั�น์ทำการ 

spike RNA ดีังกล่าวี 10 µL ลงไปใน์ sample matrix 

ทุกชน์ิดีที� ไดี้ เตรี ยมไวี้  หลอดีละ 90 µL ไดี้แก่  

oropharyngeal swab, ปอดี และเน์้�อไก่ ซั่�งผู้่าน์การ

สุ กัดีสุาร พัน์ ธุักรรมแล้ วี  ร วีมทั� ง ตั วีอย่ า งที� ไ ม่ มี  

sample matrix คอ้ สุารละลายบัฟัเฟอรก์ารชะลา้ง  (AVE) 

(Qiagen, Germany) ซั่�งเป็น์บััฟเฟอร์ที�มีสุ่วีน์ประกอบั

ของ RNase-free water และ 0.04% NaN
3
 (Sodium 

azide) และปรับัให้ไดี้ควีามเข้มข้น์เท่ากับั 1 x 109  

copies/µL ดี้วียสุารละลายบััฟเฟอร์ AVE จากนั์�น์ทำการ

เจ้อจาง RNA ใน์ sample matrix แต่ละชน์ิดีแบับั  

ten-fold serial dilution จำน์วีน์ชนิ์ดีละ 10 ควีาม 

เข้มข้น์ เพ้�อให้ไดี้ RNA-spiked sample ที�มีควีามเข้มข้น์

แตกต่างกัน์ สุำหรับัน์ำไปสุร้างกราฟมาตรฐาน์ของ 

การทดีสุอบัหาสุารพัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ 

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR 

ต่อไป

การทดสอบโดย่วิิธีี Real-time RT-PCR

 ทดีสุอบัหาสุารพัน์ธุักรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ 

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR 

โดียใช้ชุดี primers และ probe ตามการศ์่กษาของ 

Slomka et al. (2007) (ตารางที� 1) และใช้ชุดีน์�ำยาเพิ�ม

ปริมาณสุารพัน์ธัุกรรม QIAGEN OneStep RT-PCR Kit 

(Qiagen, Germany) (ตารางที� 2) โดียตั�งค่าสุภาวีะการ

ทดีสุอบั ดีังน์ี� ขั�น์ตอน์ Reverse transcription 50 ºC 

น์าน์ 30 น์าที จำน์วีน์ 1 รอบั, Initial activation 95 ºC 

น์าน์ 15 น์าที จำน์วีน์ 1 รอบั และ Denaturation 95 ºC 

น์าน์ 10 วีิน์าที, Annealing 54 ºC น์าน์ 30 วีิน์าที,  
Extension 72 ºC น์าน์ 10 วีิน์าที จำน์วีน์ 40 รอบั  

โดียใช้เคร้�อง 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, USA)

ตารางที� 1 ข้อมูล Primers และ Probe ที�จำเพาะต่อยีน์ haemag-

glutinin ของเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 สุำหรับั

วีิธัี Real-time RT-PCR (Slomka et al., 2007)

Name Type Sequence (5’3’)

H5LH1 Forward ACA TAT GAC TAC CCA CAR TAT TCA G

H5RH1 Reverse AGA CCA GCT AYC ATG ATT GC 

H5PRO Probe FAM-TCW ACA GTG GCG AGT TCC CTA GCA-TAMRA 
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ตารางที� 2 สุ่วีน์ประกอบัของปฏิิกิริยา Real-time RT-PCR เพ้�อเพิ�ม

ปริมาณสุารพัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 

การสร้างกราฟมาตรฐานของวิิธีี Real-time RT-PCR 

 ทำการทดีสุอบัตัวีอย่างสุารละลายเจ้อจาง RNA ที�

อยู่ใน์ sample matrix ทั�ง 3 ชนิ์ดี และใน์สุารละลาย

บััฟเฟอร์ AVE ดี้วียวีิธัี Real-time RT-PCR ที�ควีาม 

เข้มข้น์ละ 3 ซั�ำ แล้วีน์ำผู้ลที�ไดี้มาสุร้างสุมการเสุ้น์ตรง

ระหวี่างปริมาณ RNA กับัค่า Ct ของวีิธัี Real-time  

RT-PCR จากน์ั�น์ คำน์วีณหาค่าสุัมประสิุทธัิ�การตัดีสุิน์ใจ 

(R2) และ ค่า %Efficiency (%E) โดียค่า R2 ที�ไดี้ จะน์ำ

มาใช้ใน์การตรวีจสุอบัวี่าการเจ้อจาง RNA เป็น์ไปอย่าง

เหมาะสุม มีเกณฑ์์ที�ยอมรับัค้อ ต้องให้ค่า R2 >0.95 

(Pestana et al., 2010) และค่า %E ใช้เพ้�อตรวีจสุอบั

ประสุิทธิัภาพของ primers และ probe ใน์ปฏิิกิริยา  

PCR มีเกณฑ์์ที�ยอมรับัค้อ 90 <%E < 110 โดียกรณีค่า 

%E ≤ 90 หมายถ่ง มีปัญหาการออกแบับั primer หร้อ

อุณหภูมิที�ไม่เหมาะสุมของปฏิิกิริยา PCR และกรณีค่า 

%E ≥ 110 หมายถ่ง มีควีามผิู้ดีพลาดีดี้าน์เทคน์ิคการ

ทำการทดีสุอบั (technical error) เช่น์ การใช้ปิเปตดูีดี

ปล่อยของเหลวีผิู้ดีพลาดีใน์การทำการเจ้อจางสิุบัเท่า การ

เกิดี nonspecific primer หร้อการเกิดี primer dimer 

(Raymaekers et al., 2009; Pestana et al., 2010) 

การหาคั่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR ใน

แต่ละ sample matrix

 จากกราฟมาตรฐาน์ที�ไดี้ เล้อกช่วีงควีามเข้มข้น์

ของสุารละลายเจ้อจาง RNA ที�ให้ผู้ลการทดีสุอบัใกล้เคียง

ค่า cut-off จำน์วีน์ 3 ควีามเข้มข้น์ มาทำการทดีสุอบั

ดี้วียวิีธัี Real-time RT-PCR อีกครั�ง ที�ควีามเข้มข้น์ละ 

10 ซั�ำ หาค่าเฉีลี�ยของ Ct จากควีามเข้มข้น์ที�ให้ผู้ลบัวีก

มากกวี่า 95% หร้อให้ผู้ลบัวีกทั�ง 10 ครั�งจากทั�งสุาม 

sample matrix แล้วีกำหน์ดีให้เป็น์ค่า cut-off ใหม่ ของ

แต่ละ sample matrix จากค่า cut-off เดีิม ค้อที�  

Ct 36 รอบั (Slomka et al., 2007) จากน์ั�น์ เปรียบั

เทียบัควีามแตกต่างค่า cut-off ของ sample matrix 

ทั�งสุามชน์ิดี โดียใช้สุถิติ One-way analysis of variance 

(One-way ANOVA)

การคััดเล้อกตัวิอย่่าง weak positive RNA

 จากกราฟมาตรฐาน์ที�ไดี้ คัดีเล้อก weak positive 

RNA โดียเล้อกสุารละลายบััฟเฟอร์ AVE เน์้�องจากไม่มี 

inhibitor ใดี ๆ เจ้อปน์ ใน์การหาค่า expanded  

uncertainty ของวิีธัีทดีสุอบั โดียเล้อกช่วีงควีามเข้มข้น์

ที�มีค่า Ct อยู่ระหวี่าง 29 ถ่ง 33 รอบั (Slomka et al., 

2007) 

การหาคั่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR

 ประมาณค่า MU จาก weak positive sample 

ดี้วียวีิธัี Top-down (Colling, 2016) โดียน์ำตัวีอย่าง 

weak positive RNA จำน์วีน์ 1 ตัวีอย่าง ที�ไดี้จาก 

ขั�น์ตอน์การคัดีเล้อกตัวีอย่าง weak positive RNA  

มาทำการทดีสุอบัดี้วียวีิธัี Real-time RT-PCR จำน์วีน์ 

10 ซั�ำ จากน์ั�น์ คำน์วีณหาค่าของสุ่วีน์เบีั�ยงเบัน์มาตรฐาน์

สุัมพัทธั์ (Relative standard of deviation หร้อ rsd) 

โดียคิดีเปอร์เซั็น์ต์จากอัตราสุ่วีน์ระหวี่างสุ่วีน์เบัี�ยงเบัน์

มาตรฐาน์ กับัค่าเฉีลี�ย ดัีงสูุตร 

rsd SD
Mean

=

Component
Volume 
(µL)/

reaction

Final  
concentration

5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer*

dNTP Mix (containing 10 mM of each dNTP)

H5LH1 Primers (50 µM)

H5RH1 Primers (50 µM)

H5PRO Probe (30 µM)

25 mM MgCl
2

RNase inhibitor (40 U/µL)

RNase-free water

Template RNA

Total volume

5 

1 

0.2 

0.2 

0.25

1.25 

1 

14.1 

2 µL                     

25 µL

1X

400 µM of each dNTP

0.4 µM

0.4 µM

0.3 µM

3.75 mM

1.6 U/µL

-



19
สัตวแพทยสาร ปีที่ 74 เล่มที่ 1

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

 สุำหรับัวีิธัี Top-down กำหน์ดีให้ค่า combined 

standard uncertainty มีค่าเท่ากับัค่า rsd จากการ 

ทำซั�ำ (Zilli, 2013) จากน์ั�น์ คำน์วีณค่า expanded 

uncertainty ที�ระดัีบัควีามเช้�อมั�น์ 95% (k=2) ดัีงสูุตร 

 น์ำค่า expanded uncertainty คูณค่า cut-off 

ของ sample matrix แต่ละชนิ์ดี ไดี้เป็น์ค่า MU ของ 

sample matrix ต่าง ๆ ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95%  

(95% CI) ดีังสุมการ

 ค่า MU ของ sample matrix ต่าง ๆ น์ำมา

วีิเคราะห์ร่วีมกับัค่า cut-off ของ sample matrix  

แต่ละชนิ์ดี ไดี้เป็น์ inconclusive range ของ sample 

matrix แต่ละชนิ์ดี ดัีงสุมการ

 

Dilution RNA-spiked sample 
(copies/reaction)

Ct (mean ± SD) Result

A B C D A B C D

Undiluted 1x109 NA NA NA NA NA NA NA NA

10-1 1x108 9.86±0.37 NA NA NA + + + NA NA NA

10-2 1x107 14.26±0.61 NA NA NA + + + NA NA NA

10-3 1x106 16.03±0.07 NA NA NA + + + NA NA NA

10-4 1x105 20.22±0.39 22.36±0.03 21.86±0.15 24.11±0.11 + + + + + + + + + + + +

10-5 1x104 24.00±0.24 25.40±0.05 25.67±0.01 27.00±0.73 + + + + + + + + + + + +

10-6 1x103 26.99±0.18 29.31±0.09 28.81±0.19 30.00±0.35 + + + + + + + + + + + +

10-7 1x102 31.82±0.44 31.89±0.28 33.28±0.68 35.73±0.77 + + + + + + + + + + + +

10-8 1x101 34.51±0.77 34.95±0.93 35.15±3.32 37.41±0.21 + + + + + + + +  - + +  -

10-9 1x100 No Ct No Ct No Ct No Ct -  -  - -  -  - -  -  - -  -  -

MU 
(95% CI)

= cut-off × 2rsd

Inconclusive range = cut-off ± MU
(95% CI)

Note A= AVE buffer, B= Oropharyngeal swab, C= Lung, D= Chicken meat, NA= not applicable Real-time RT-PCR

ตารางที� 3 ผู้ล Real-time RT-PCR ของสุารละลายเจ้อจางตัวีอย่าง RNA-spiked sample ของเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5  

ใน์ตัวีอย่างสัุตวี์ปีกชนิ์ดีต่าง ๆ

Expanded uncertainty U
(95% CI)

= 2 × rsd

ผลและวิิจารณ์์

 ผู้ลการตรวีจสุอบัการปน์เป้�อน์เช้�อไวีรสัุไขห้วีดัีใหญ่

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR 

ใน์ sample matrix ทั�งสุามชนิ์ดี ให้ผู้ลเป็น์ลบัทั�งหมดี

คัวิามเข้มข้นของ RNA

 ควีามเข้มข้น์ของ RNA ของเช้�อไวีรัสุอ้างอิงที� 

เตรียมจากเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย  

H5 ที�วีัดีไดี้มีค่าเท่ากับั 67.6 ng/µL หร้อ 1.6 x 1010 

copies/µL และจากตารางที� 3 พบัวี่า ควีามเข้มข้น์

สุุดีท้ายที�ทุก sample matrix ให้ผู้ลเป็น์บัวีกและลบั 

เท่ากับั 1×102 และ 1×100 copies/ reaction ตามลำดีับั 

ดีังน์ั�น์ จ่งเล้อกใช้สุารละลายเจ้อจาง RNA ที�ควีามเข้มข้น์

เท่ากับั 1×100 ถ่ง 1×102 copies/ reaction ใน์การหา

ค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR ใน์แต่ละ  

sample matrix ต่อไป
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 จากผู้ลการทดีลองที�ไดี้แสุดีงดัีงรูปที� 1 เม้�อน์ำผู้ล

เฉีลี�ยของค่า Ct แต่ละควีามเข้มข้น์ มาสุร้างเป็น์กราฟ

มาตรฐาน์ระหวี่างควีามเข้มข้น์ของเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ 

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 กับัค่า Ct พบัวี่าใน์สุารละลาย

บััฟเฟอร์ AVE, oropharyngeal swab, ปอดี และ เน้์�อ

ไก่ มีค่า R2 เท่ากับั 0.9995, 0.993, 0.9887 และ 0.9765 

ตามลำดัีบั และมีค่า %E เท่ากับั 90.45%, 109.8%, 

96.16% และ 91.91% ตามลำดัีบั ซั่�งทั�งคา่ R2 และ %ของ

ทกุ sample matrix ที�ทำการทดีสุอบัมคีา่ไมต่�ำกวีา่เกณฑ์์

ที�กำหน์ดี สุรุปไดี้วี่าการเจ้อจาง RNA เป็น์ไปอย่างเหมาะ

สุม และ primers และ probe ที�ใช้ใน์ปฏิิกิริยา PCR มี

ประสิุทธัิภาพ 

รูปที� 1 กราฟมาตรฐาน์ของวิีธีั Real-time RT-PCR การตรวีจหาสุาร

พัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธุั์ย่อย H5 ใน์

สุารละลายบััฟเฟอร์ AVE, oropharyngeal swab, ปอดี และ เน้์�อไก่

ผลการหาคั่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR  

ในแต่ละ sample matrix

 พบัวี่าสุารละลายเจ้อจาง RNA ที�ควีามเข้มข้น์ 

1×100 ถ่ง 1×102 copies/reaction สุารละลายบััฟเฟอร์ 

AVE, oropharyngeal swab, ปอดี และ เน้์�อไก่ มีค่า 

cut-off อยู่ที� 35, 35, 33 และ 36 รอบั ที�ควีามเข้มข้น์ 

เท่ากับั 1×101, 1×101, 1×102 และ 1×102 copies/ 

reaction ตามลำดัีบั และพบัวี่า ผู้ลการเปรียบัเทียบัควีาม

แตกต่างค่า cut-off ระหวี่าง oropharyngeal swab, 

ปอดี และเน้์�อไก่ มีควีามแตกต่างกัน์อย่างมีน์ัยสุำคัญทาง

สุถิติ (p<0.05) ใน์ขณะที� ค่า cut-off ของตัวีอย่าง  

oropharyngeal swab กับัสุารละลายบััฟเฟอร์ AVE  

ไม่แตกต่างกัน์ ดัีงตารางที� 4

 จากผู้ลดีั งกล่ าวีแสุดีงให้ เห็น์วี่ าค่ าควีามไวี  

(sensitivity) ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการ

ตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 

สุูงที�สุุดีใน์ oropharyngeal swab เม้�อเทียบักับั ปอดี

และเน์้�อไก่ เน์้�องจากใน์ oropharyngeal swab สุามารถ

ตรวีจพบัเช้�อไดี้ที�ควีามเข้มข้น์ของเช้�อต�ำที�สุุดี ค้อ 1×101 

copies/reaction ขณะที�ใน์ sample matrix ชนิ์ดีอ้�น์ ๆ 

ไม่สุามารถตรวีจพบัเช้�อไดี้ใน์ปริมาณควีามเข้มข้น์ของเช้�อ

ที�เทา่กนั์ น์อกจากน์ี�ยงัอาจกลา่วีไดีว้ีา่ ใน์ oropharyngeal 

swab มีแน์วีโน์้มที�จะมีการปน์เป้�อน์ของตัวียับัยั� ง  

(inhibitor) น์้อยที�สุุดี เม้�อเทียบักับั sample matrix  

อ้�น์ ๆ  เน์้�องจาก ค่า cut-off ของ oropharyngeal swab 

กับัตัวีอย่างบััฟเฟอร์ AVE ที�ควีามเข้มข้น์เดีียวีกัน์ไม ่

แตกต่างกัน์ อีกทั�งการปน์เป้�อน์ของตัวียับัยั�งต่าง ๆ ใน์ 

sample matrix จะไปรบักวีน์ขั�น์ตอน์ต่าง ๆ  ใน์ปฏิิกิริยา 

PCR สุ่งผู้ลทำให้ค่า sensitivity ใน์การตรวีจลดีลง 

(Schrader et al., 2012) และเน์้�องจากใน์ปอดีและเน้์�อไก่

มักพบัสุารอิน์ทรีย์ที�เป็น์ตัวียับัยั�งปฏิิกิริยา PCR ไดี้แก่  

สุารอิน์ทรีย์ชนิ์ดี melanin ใน์เน้์�อเย้�อปอดี (Rådström 

et al., 2004) และสุารอิน์ทรีย์ชน์ิดี myoglobin ใน์ 

กล้ามเน้์�อ (Bélec et al., 1998) ซั่�งตัวียับัยั�งทั�ง 2 ชนิ์ดี

ดีังกล่าวี มีกลไกใน์การยับัยั�งกระบัวีน์การเปลี�ยน์สุาย 

อาร์เอ็น์เอให้เป็น์สุายดีีเอ็น์เอ (reverse transcription) 

และยับัยั�งกระบัวีน์การสุังเคราะห์สุายดีีเอ็น์เอ (DNA 

polymerization) ใน์ขั�น์ extension ของปฏิิกิริยา PCR 
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น์อกจากน์ี�สุารอิน์ทรีย์ชน์ิดี melanin ยังสุามารถเกิดีการ 

cross-linking กับักรดีน์ิวีคลิอิก ทำให้คุณสุมบััติของ 

กรดีน์ิวีคลิอิกเปลี�ยน์ไป ทําให้สุายทั�งสุองของดีีเอ็น์เอ  

น์ั�น์ไมสุ่ามารถแยกตัวีออกจากกัน์ใน์ขณะเกิดีกระบัวีน์การ

จําลองดีีเอ็น์เอ (DNA replication) (Abu Al-Soud and 

Rådström, 2000; Schrader et al., 2012) 

ตารางที� 4 ผู้ลการเปรียบัเทียบัค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR 

ใน์ตัวีอย่างแต่ละชนิ์ดี ดี้วียสุถิติ One-way ANOVA

Type of sample Cut-off (Ct) RNA concentration 

(copies/reaction)

AVE buffer 35a 1×101

Oropharyngeal swabs     35a  1×101

Lung 33b 1×102

Chicken meat 36c 1×102

Note Values with the different letters were significantly different (p<0.05).

ผลการคััดเล้อกตัวิอย่่าง weak positive RNA และ 

ผลการคัำนวิณ์คั่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR   

 จากตารางที� 3 ตัวีอย่าง weak positive RNA ที�

ถูกคัดีเล้อกมาใช้ใน์การหาค่า expanded uncertainty 

ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจาก

สุัตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down ไดี้จากสุารละลายบััฟเฟอร์ 

AVE ที� dilution 10-7 มปีรมิาณ RNA ของเช้�อไวีรสัุ เทา่กบัั 

1x102 copies/reaction จากผู้ลดีังกล่าวีพบัวี่า 

สุารละลายบััฟเฟอร์ AVE มีควีามเหมาะสุมที�จะน์ำมาใช้

เป็น์ตัวีแทน์การหาค่า expanded uncertainty ของการ

ทดีสุอบัจริง เน์้�องจาก dilution สุุดีท้ายที�ทุกตัวีอย่างให้

ผู้ลเป็น์บัวีก สุารละลายบััฟเฟอร์ AVE มีค่าเฉีลี�ย Ct  

ต�ำสุุดี ค้อ 32 รอบั เม้�อเทียบักับั sample matrix อ้�น์ ๆ 

การเล้อกใช้ sample matrix เพียงชนิ์ดีเดีียวีมาเป็น์

ตัวีแทน์ใน์การหาค่า expanded uncertainty สุามารถ

ทำไดี้ แต่การหาค่า expanded uncertainty แยกใน์

แต่ละ sample matrix จะช่วียเพิ�มค่าควีามแม่น์ยำมาก

ยิ�งข่�น์ (Ljevaković-Musladin, 2020)

 จากตารางที� 5 แสุดีงผู้ลการคำน์วีณค่า MU ของ

วีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ 

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจาก

สุัตวี์ปีก ดี้วียวีิธัี Top-down พบัวี่า ค่า Ct เฉีลี�ยของ

ตัวีอย่าง weak positive RNA จำน์วีน์ 1 ตัวีอย่าง เท่ากับั 

30.12 รอบัและมีค่า expanded uncertainty ซั่�งเป็น์

ค่า threshold selection (CI95) เพ้�อน์ำไปใช้ปรับั 

threshold line เล้�อน์ข่�น์หร้อลง เท่ากับั 0.0486 ซั่�งเป็น์

ค่าควีามไม่แน์่น์อน์ที�มาจากการวัีดีค่า Ct ของตัวีอย่าง

ทดีสุอบัใน์กระบัวีน์การ Real-time RT-PCR เป็น์หลัก 

ใน์ขณะที�ค่า MU จากแหล่งอ้�น์ ๆ เช่น์ กระบัวีน์การสุกัดี 

DNA จากตัวีอย่างทดีสุอบัถูกน์ับัรวีมอยู่ใน์ค่าดีังกล่าวี

เรียบัร้อยแล้วี และไม่มีผู้ลกระทบัต่อการวัีดีค่า Ct  

แต่อย่างใดี (Love et al., 2006) 

 คา่ Expanded uncertainty ที�ไดี ้น์ำมาใชป้ระเมิน์

ค่าของ MU (95%CI) ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับั

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย 

H5 ใน์ sample matrix แต่ละชนิ์ดี ดีังตารางที� 6 พบัวี่า 

matrix oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ มีค่า 

MU (95%CI) ที� Ct ระหวี่าง 33.30-36.70 31.4-34.6 

และ 34.25-37.75 รอบั ตามลำดัีบั ดีังน์ั�น์ หากผู้ลการ

ทดีสุอบัที� ไดี้ตกอยู่ ใน์ช่วีงดัีงกล่าวี ให้แปลผู้ลเป็น์  

inconclusive และควีรมีการทดีสุอบัซั�ำโดียผูู้้ทดีสุอบั 

คน์เดีิม ใช้วีิธัีทดีสุอบัเดีิมแต่เปลี�ยน์ตัวีอย่างใหม่ หร้อ

เปลี�ยน์วิีธัีทดีสุอบั โดียใช้ตัวีอย่างเดีิมเพ้�อย้น์ยัน์ผู้ลการ

ทดีสุอบัอีกครั�งก่อน์สุรุปผู้ล 

ตารางที� 5 ผู้ลการคำน์วีณค่า MU ของวีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับั

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A  สุายพัน์ธุั์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่าง

จากสัุตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down 

Measurement uncertainty

Mean Ct (cycle) 30.116

Standard deviation (SD) 0.7317

Relative standard deviation (rsd) 0.0243

Coefficient variation (%CV) 2.43

Expanded uncertainty U
95% CI

 (2rsd) 0.0486
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Sample matrix Cut-off  
x 2rsd

MU range 
(95% CI)

Results (Ct)

Positive Inconclusive Negative

AVE buffer 1.70 35 ± 1.70 < 33.30 33.30 - 36.70 > 36.70

Oropharyngeal swab 1.70 35 ± 1.70 < 33.30 33.30 - 36.70 > 36.70

Lung 1.60 33 ± 1.60 < 31.40 31.40 - 34.60 > 34.60

Chicken meat 1.75 36 ± 1.75 < 34.25 34.25 - 37.75 > 37.75

ตารางที� 6 ค่า MU range ของวีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อ

ไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจากสัุตวี์ปีก และการแปล

ผู้ลการทดีสุอบั ของ sample matrix แต่ละชนิ์ดี

 จากผู้ลการศ์่กษาข้างต้น์ แสุดีงให้เห็น์วี่า ใน์ sample 

matrix ต่างชนิ์ดีกัน์ มีผู้ลทำให้ค่า cut-off และ MU range  

แตกต่างกัน์ แม้จะเป็น์สัุตวี์ชนิ์ดีเดีียวีกัน์ ทดีสุอบัดี้วียวิีธัีเดีียวีกัน์ 

หร้อเคร้�องม้อเดีียวีกัน์ก็ตาม เน์้�องจากใน์ sample matrix  

ต่างชนิ์ดีกัน์ ย่อมมีตัวียับัยั�งปฏิิกิริยาต่างกัน์ ผู้ลการศ์่กษา 

ดีังกล่าวี จ่งเป็น์ประโยชน์์แก่ห้องปฏิิบััติการทางสัุตวีแพทย์ใช้

เป็น์แน์วีทางประกอบัการตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อก sample 

matrix ที�เหมาะสุม 

 ผู้ลการศ์่กษาที�ไดี้จากงาน์วีิจัยน์ี� สุามารถน์ำไปต่อยอดี

ศ์่กษาถ่งปัจจัยอ้�น์ ๆ ที�อาจสุ่งผู้ลต่อค่า MU ไดี้ เช่น์ การใช้ชุดี

สุกัดีที�แตกต่างกัน์ หร้อวิีธัีการคำน์วีณค่า MU ที�แตกต่างกัน์ 

เป็น์ต้น์ เพ้�อเป็น์แน์วีทางใน์การลดี MU ของวิีธัทีดีสุอบัน์ั�น์ ๆ ต่อไป

สรุปและข้อเสนอแนะ

 จากผู้ลการศ์่กษาข้างต้น์ พบัวี่า ค่า expanded  

uncertainty ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหา

เช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจาก

สุัตวี์ปีก ค้อ 0.0486 และค่า MU range (95%CI) ของ matrix 

oropharyngeal swab, ปอดี และเน์้�อไก่ มีค่า Ct ระหวี่าง 

33.30-36.70 31.4-34.6 และ 34.25-37.75 รอบั ตามลำดัีบั 

ผู้ลการศ์่กษาดีังกล่าวีสุามารถใช้เป็น์แน์วีทางประกอบัการ 

ตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อกชนิ์ดีของ sample matrix สุำหรับั 

สุ่งตรวีจ เช่น์ เล้อกตัวีอย่างที�มีช่วีงค่า MU ต�ำ น์อกจากน์ี�  

การประมาณค่า MU ดี้วียวีิธัี Top-down สุามารถน์ำไปประยุกต์

ใช้กับัขอบัข่ายอ้�น์ ๆ ที�เป็น์การทดีสุอบัเชิงปริมาณเพ้�อควีบัคุม

คุณภาพผู้ลการทดีสุอบัภายใน์ห้องปฏิิบััติการดี้าน์การชัน์สุูตร 

โรคสุัตวี์ ช่วียให้การรายงาน์ผู้ลใน์กรณีที�ตัวีอย่างตกอยู่ใน์ช่วีง 

inconclusive สุามารถทำไดี้อย่างมั�น์ใจ 

กิตติกรรมประกาศ

 คณะผูู้้วีิจัยขอขอบัพระคุณ น์ายสุัตวีแพทย์

บััณฑ์ิต น์วีลศ์รีฉีาย หัวีหน์้ากลุ่มไวีรัสุวีิทยา สุถาบััน์

สุุขภาพสัุตวี์แห่งชาติเป็น์อย่างสูุง ที�ให้ควีามกรุณาให้

คำปร่กษาใน์การทำวิีจัย ตลอดีจน์วิีเคราะห์ผู้ลการ

ทดีสุอบั ขอบัคุณเจ้าหน์้าที�ห้องปฏิิบััติการไวีรัสุวีิทยา 

ที�ช่วียเตรียมและทดีสุอบัตัวีอย่าง และขอบัคุณ 

เจ้าหน์้าที�กลุ่มพัฒน์าระบับัคุณภาพห้องปฏิิบััติการ 

ที�ช่วียสุนั์บัสุนุ์น์การค้น์ควี้าข้อมูลต่าง ๆ  รวีมทั�งแผู้น์

และผู้ลการตรวีจสุอบั/ทวีน์สุอบัควีามใชไ้ดีข้องวีธิักีาร

ทดีสุอบั

เอกสารอ้างอิง

Abu, A.W. and Rådström, P.  2000.  Effects of amplification 

facilitators on diagnostic PCR in the presence of 

blood, feces, and meat. J. Clin. Microbiol. 38 

(12): 4463-4470.

Bélec, L., Authier, J., Eliezer-Vanerot, M.C., Piédouillet, 

C., Mohamed, A.S. and Gherardi, R.K. 1998.  

Myoglobin as a polymerase chain reaction (PCR) 

inhibitor: a limitation for PCR from skeletal 

muscle tissue avoided by the use of Thermus 

thermophilus polymerase. Muscle Nerve.  21(8): 

1064-1067.

Colling, A. 2016. Measurement of uncertainty in  

veterinary diagnostic testing. [Online]. 

Ava i lable :  http ://www.agr iculture .gov.au/S i te 

CollectionDocuments/animal/ahl/measurement 

uncertainty-vet diagnostic procedures.pdf.  

Accessed July 20, 2022.

Hedman, J., Lavander, M., Salomonsson, E.N. et al. 2018. 

Validation guidelines for PCR workflows in  

bioterrorism preparedness, food safety and  

forensics. Accred. Qual. Assur. 23: 133–144.  

doi.10.1007/s00769-018-1319-7

International Organization for Standardization (ISO).  

2022. General requirements for the competence 

of testing and calibration laboratories. Retrieved 

from ISO/IEC 17025:2017 (imed.ir). 

Knoche, K. and Kephart, D. 1999. Cloning blunt-end Pfu 

DNA Polymerase-generated PCR fragments into 

pGEM®-T Vector Systems. Promega Notes. 71 (10):1-5.



23
สัตวแพทยสาร ปีที่ 74 เล่มที่ 1

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

Ljevaković-Musladin, I. 2020. Measurement Uncertainty 

According to ISO 19036: 2019.  Proceedings in “17th 

IMEKO TC 10 and EUROLAB Virtual Conference.  

Global Trends in Testing, Diagnostics & Inspection for 

2030” between October 20-22, 2020. p. 302-308.

Love, J.L., Scholes, P., Gilpin, B., Savill, M., Lin, S. and  

Samuel, L. 2006. Evaluation of uncertainty in  

quantitative real-time PCR. J. Microbiol. Methods. 67 

(2): 349-356.

Magnusson, B., Näykki, T., Hovind, H. and Krysell, M. 2012.  

“Handbook for Calculation of Measurement  

Uncertainty in Environmental.” [Online]. Available: 

https://dastmardi.ir/wp-content/uploads/2016/12/

n t _ t r _ 5 3 7 _ed3_1 _ En g l i s h _Handboo k - f o r - 

Calculation-of-Measurement-uncertainty-in-environ-

mental-laboratories.pdf. Accessed February 3, 2023.

Pestana, E., Belak, S., Diallo, A., Crowther, J. R. & Viljoen, G.J.  

2010. “Early, rapid and sensitive veterinary molecular 

diagnostics-real time PCR applications.” 1-310.  

[Online]. Available: https://doi.org/10.1007/978-90-

481-3132-7. Accesssed July 20, 2022.

Rådström, P., Knutsson, R., Wolffs, P., Lövenklev, M. and 
Löfström, C.  2004.  Pre-PCR processing: strategies to 

generate PCR-compatible samples. Mol. biotech. 26 

(2): 133–146. 

Raymaekers, M., Smets, R., Maes, B. and Cartuyvels, R. 2009.  

Checklist for optimization and validation of real-time 

PCR assays. J Clin. Lab. Anal. 23 (3): 145-151.

Schrader, C., Schielke, A., Ellerbroek, L. and Johne, R. 2012.  

PCR inhibitors-occurrence, properties and removal.  

J. Appl. Microbiol. 113 (5): 1014-1026.

Slomka, M.J., Pavlidis, T., Banks, J., Shell, W., McNally, A., 

Essen, S. and Brown, I.H.  2007.  Validated H5 Eurasian 

real-time reverse transcriptase-polymerase chain 

reaction and its application in H5N1 outbreaks in 

2005-2006. Avian. Dis. 51 (1 Suppl): 373-377.

Trapmann, S., Burns, M., Broll, H., Macarthur, R., Wood, R.K.S. 

and Žel, J. 2007. Guidance document on measurement 

uncertainty for GMO testing laboratories. Office for 

official publications of the European communities.  

[Online]. Available: https://core.ac.uk/download/

pdf/38619315.pdf. Accessed February 3, 2023.

Whelan, J.A., Russell, N.B. and Whelan, M.A. 2003. A method 

for the absolute quantification of cDNA using real-time 

PCR. J. Immunol Methods. 278 (1-2): 261-269.

World Organisation for Animal Health (WOAH). 2022.  

“Chapter 3.3.4 Avian Influenza (Including Infection 

with High Pathogenicity Avian Influenza viruses), 

version adopted in May 2021.” In: Manual of  

Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 

2022. [Online]. Available:https://www.woah.org/ 

fi l e a d m i n / H o m e / e n g / H e a l t h _ s t a n d a r d s /

tahm/3.03.04_AI.pdf. Accesssed July 20, 2022.

Zilli, M. 2013. A Practical Guide to the Calculation of  

Uncertainty of Measurement. The Open Toxicology 

Journal. 6: 20-26.



24
สัตวแพทยสาร ปีที่ 74 เล่มที่ 1

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

การเปรีย่บเทีย่บคัวิามไวิและคัวิามจำเพัาะของชืุ้ดทดสอบ non-structural protein ELISA
สำหรับตรวิจหาแอนติบอดีต่อเชื้้�อไวิรัสปากและเท้าเป่�อย่ที�มีจำหน่าย่ในประเทศไทย่

Comparison of the sensitivity and specificity of the commercial non-structural 
protein ELISA kits available in Thailand for detecting the antibodies to 

the foot and mouth disease virus

กิ�งกาน์ต์ บัุญสุุยา สุีโย*  อมรรัตน์์ ชุณศ์าสุตร์  จีรน์ัน์ท์ โชติทิฆััมพร

Kingkarn Boonsuya Seeyo* Amonrat Choonnasard  Jeeranant Chottikamporn

Abstract

 Backgrounds: For the control and prevention of foot and mouth disease, it is essential to use an 
appropriate ELISA test kit to detect antibodies to the Non-Structural-Protein (NSP) of foot and mouth 
disease virus to distinguish between vaccinated animals and naturally infected animals with foot and mouth 
disease. Currently, various NSP ELISA test kits that can detect the antibodies to the foot and mouth 
disease virus have been available in Thailand. Therefore, the necessary selection of the efficiency of the 
appropriated NSP test kit can be tested on various animal serums within the country. That should be a 
study on the sensitivity and specificity of the NSP ELISA test kit. This information obtained from the study 
can be used for consideration in selecting the appropriate NSP ELISA test kits and achieving maximum benefits.
 Methods: The study was conducted using six ELISA kits sold in Thailand including BioVet®, ID 
Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK®, and KUcheck-F. The examination of 800 serum samples which were 
divided into cattle and buffalo serum samples from the outbreak areas and swine serum from the Vaccine 
Quality Control Unit of the Bureau of Veterinary Biologics, a total of 400 serum samples of foot and 
mouth disease virus infected were confirmed by ELISA Typing or RT-PCR as a positive control serum.  In 
addition, the negative control serums were brought from Japan and Australia, which have been certified 
free of foot and mouth disease from WOAH coordinated, a total of 400 samples for use as a negative 
control serum. The sera were used to analyze the sensitivity and specificity of the test kits. All serum 
samples were stored at -20 °C until testing. The determination of the sensitivity and specificity had been 
studied by the ANOVA at 95% confidence level for concordance with Cohen’s kappa analysis and for 
diagnostic accuracy of the assay.
 Results: From studies on the sensitivity, specificity, consistency, and accuracy of the NSP ELISA 
test kits, found that the sensitivity was 97.50%-99.00%, specificity was 97.25%-100.00%, consistency was 
0.96-0.99, and accuracy was 98.12%-99.75%.
 Conclusion: This study of all six NSP ELISA test kits found that sensitivity and specificity were 
statistically similar and significant. In addition, it was found to be consistent, and the accuracy was within 
the reliable criteria. It showed that they could be used interchangeably. Therefore, the results of this 
study can be used as information for deciding to use the test kit. This allows the Department of Livestock 
Development can procure a wider variety of test kits and use them as a guideline to increase alternatives 
to use more NSP ELISA kits released in the market.

Keywords: foot and mouth disease virus, non–structural protein, sensitivity, specificity
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศกึษา: ใน์การควีบัคมุและปอ้งกนั์โรค

ปากและเท้าเป้�อย จำเป็น์จะต้องใช้ชุดีทดีสุอบั ELISA  

ที�เหมาะสุมใน์การตรวีจหาแอน์ตบิัอดีตีอ่ nonstructural-

protein (NSP) ของไวีรัสุโรคปากและเท้าเป้�อย เพ้�อตรวีจ

แยกแอน์ติบัอดีีต่อเช้�อไวีรัสุปากและเท้าเป้�อยที�ไดี้ระหวี่าง

สุัตวี์ที�ไดี้รับัวีัคซัีน์ และสุัตวี์ที�ติดีเช้�อตามธัรรมชาติ โดียใน์

ปัจจุบััน์มีหลากหลายชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits ที�มี

จำหน่์ายใน์ประเทศ์ไทย ทั�งน์ี�ชุดีทดีสุอบัที�ใช้จะต้องมี

ควีามเหมาะสุมกบััซัรีมัสุตัวีห์ลายชน์ดิีของประเทศ์ จง่เหน็์

ควีรมีการศ์่กษาเกี�ยวีกับัควีามไวีและควีามจำเพาะของชุดี

ทดีสุอบั โดียใช้ซัีรัมสุัตวี์ภายใน์ประเทศ์  ซั่�งข้อมูลที�ไดี้จาก

การศ์่กษาจะสุามารถน์ำไปใช้ประกอบัการพิจารณาเล้อก

ชุดีทดีสุอบัให้เหมาะสุมและเกิดีประโยชน์์สุูงสุุดีต่อไป

 วิิธีีการ: ทำการศ์่กษาโดียใช้ชุดีทดีสุอบั ELISA ที�

จำหน่์ายใน์ประเทศ์ไทยจำน์วีน์ 6 ชุดีทดีสุอบัได้ีแก่ 

Biovet®, ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® 

และ KUcheck-F สุำหรับัตรวีจตัวีอย่างซัีรัมจำน์วีน์ 800 

ตัวีอย่าง โดียแบ่ังเป็น์ ซัีรัมควีบัคุมบัวีก จำน์วีน์ 400 

ตัวีอย่าง ประกอบัด้ีวียซัีรัมโค กระบั้อจากพ้�น์ที�ที�เกิดีการ

ระบัาดี และซีัรัมสุุกรจากงาน์ทดีสุอบัคุณภาพวีัคซีัน์ของ

สุำน์ักเทคโน์โลยีชีวีภัณฑ์์สุัตว์ี ที�ได้ีรับัการย้น์ยัน์วี่าติดีเช้�อ

โรคปากและเท้าเป้�อยดี้วียวีิธัี ELISA Typing หร้อวีิธัี  

RT-PCR และซัีรัมควีบัคุมลบั จำน์วีน์ 400 ตัวีอย่าง ไดี้แก่

ซัีรัมโค แพะ และสุุกร ที�ไดี้รับัควีามอนุ์เคราะห์จาก

ประเทศ์ญี�ปุ่น์และออสุเตรเลีย ซั่�งเป็น์ประเทศ์ที�ไดี้รับัการ

รับัรองการปลอดีโรคปากและเท้าเป้�อยจาก World 

Health Organisation for Animal Health (WOAH) 

โดียตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีจะถูกเก็บัไวี้ที� -20 องศ์าเซัลเซัียสุ 

จน์กระทั�งน์ำมาทดีสุอบั เพ้�อใช้ใน์การหาค่าควีามไวีและ

ควีามจำเพาะ และน์ำมาเปรียบัเทีย ดี้วียวีิธัี ANOVA ที�

ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95% ควีามสุอดีคล้องโดียการหาค่า 

Cohen’s kappa และควีามแม่น์ยำโดียการหาค่า 

diagnostic accuracy

 ผล: จากการศ์่กษาเกี�ยวีกับัควีามไวี ควีามจำเพาะ 

ควีามสุอดีคล้อง และค่าควีามแม่น์ยำของชุดีทดีสุอบั 

ทั�ง 6 ชุดี ที�ใช้ใน์การศ์่กษาครั�งน์ี� พบัว่ีามีค่าควีามไวี 

97.50%-99.00% ควีามจำเพาะ 97.25%-100.00% 

ควีามสุอดีคล้อง 0.96-0.99 และควีามแม่น์ยำ 98.12%-

99.75%

 สรุป: จากการศ์่กษาใน์ครั�งน์ี� พบัว่ีาชุดีทดีสุอบั 

ELISA ที�ใน์การศ่์กษา จำน์วีน์ 6 ชดุีทดีสุอบัไดีแ้ก ่Biovet®, 

ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® และ 

KUcheck-F มีควีามไวี ควีามจำเพาะ มีค่าใกล้เคียงกัน์

อย่างมีน์ัยสุำคัญทางสุถิติ น์อกจากน์ี�พบัวี่าชุดีทดีสุอบัทั�ง  

6 ชุดีมีควีามสุอดีคล้องกัน์ และมีค่าควีามแม่น์ยำอยู่ใน์

เกณฑ์์ที�เช้�อถ้อไดี้ แสุดีงวี่าสุามารถใช้ชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี

ทดีแทน์กัน์ได้ี ดีงัน์ั�น์ผู้ลการศ์ก่ษาใน์ครั�งน์ี�สุามารถน์ำมาใช้

เป็น์ข้อมูลใน์การตัดีสิุน์ใจเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบั ทำให้ 

กรมปศ์ุสุัตวี์ทำการจัดีซ้ั�อชุดีทดีสุอบัไดี้หลากหลายยิ�งข่�น์ 

และสุามารถใช้เป็น์แน์วีทางใน์การเพิ�มทางเล้อกใน์การใช้

ชุดีทดีสุอบั ใน์กรณีที�มี NSP ELISA kits ออกมาจำหน์่าย

ใน์ท้องตลาดีเพิ�มข่�น์

คัำสำคััญ: ไวีรัสุโรคปากและเท้าเป้�อย non–structural 

protein ควีามไวี ควีามจำเพาะ 

บทนำ

 โรคปากและเท้าเป้�อย (Foot and Mouth 

Disease, FMD) เกิดีจากไวีรัสุโรคปากและเท้าเป้�อย 

(Foot and Mouth Disease Virus; FMDV) ใน์สุกุล 

Aphthovirus จัดีอยู่ใน์วีงศ์์ Picornaviridae เป็น์เช้�อ

ไวีรัสุชน์ิดี RNA สุายเดีี�ยวี (Single-stranded RNA) 

จัดีเป็น์โรคระบัาดีที�สุำคัญใน์สัุตวี์กีบัคู่ ไดี้แก่ โค กระบั้อ 

แกะ แพะ สุุกร และสุัตวี์ป่า เป็น์ต้น์ น์อกจากน์ี�ยังถ้อเป็น์

หน์่�งใน์โรคสัุตวีข์า้มพรมแดีน์ (Transboundary Disease) 

ที�ร้ายแรงที�สุุดีโรคหน์่�ง (Geering and Lubroth, 2002) 

สุ่งผู้ลกระทบัต่อเศ์รษฐกิจใน์หลายประเทศ์ทั�วีโลก 

โรค FMD เป็น์โรคประจำถิ�น์ใน์หลายภูมิภาคของทวีีป

เอเชียรวีมทั�งใน์ประเทศ์ไทย สุ่วีน์ใหญ่ใน์แอฟริกา 

ตะวีัน์ออกกลางและใน์ละติน์อเมริกา (WOAH, 2022)  

โรค FMD ถ้อไดี้วี่าเป็น์โรคที�เกี�ยวีข้องกับั World Trade 

Organization (WTO) ที�เป็น์ขอ้บังัคับัทางการคา้สุตัวีแ์ละ

ผู้ลิตภัณฑ์์จากสัุตวี์ ทำให้ประเทศ์ที�มีการระบัาดีของโรค 
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FMD ถูกกีดีกัน์ทางการค้าเพ้�อป้องกัน์ควีามเสุี�ยงที�จะน์ำ

เช้�อ FMDV เข้าสุู่ประเทศ์ และทำให้เกิดีควีามสุูญเสุียทาง

เศ์รษฐกิจ โดียเฉีพาะประเทศ์ไทย ซั่�งเป็น์ประเทศ์ที�ไดี้รับั

ผู้ลกระทบัโดียตรงต่ออุตสุาหกรรมการผู้ลิตปศุ์สุัตวี์และ

การสุ่งออกสุิน์ค้าปศ์ุสุัตวี์

 ใน์การควีบัคุม เฝ้้าระวีัง และป้องกัน์โรค FMD จะ

ตอ้งมกีารวีนิ์จิฉียัและการทดีสุอบัโรค FMD ดีว้ียวีธิั ีELISA 

เพ้�อตรวีจแยกระหว่ีางสัุตวี์ที�ไดี้รับัวีัคซัีน์และสัุตวี์ที�ติดีเช้�อ 

(Mackay et al. , 1998) โดียใช้หลักการทดีสุอบั 

differentiating infected from vaccinated animals 

(DIVA) ซั่�งจะสุามารถตรวีจแยกระหว่ีางแอน์ติบัอดีีที�เกิดี

จากวัีคซัีน์ ออกจากแอน์ติบัอดีีที�เกิดีจากเช้�อไวีรัสุที�ก่อให้

เกดิีโรค โดียใน์ขั�น์ตอน์ของการผู้ลติวีคัซันี์ป้องกนั์โรค FMD 

จะมกีารกำจัดี Non Structural Protein (NSP) โดียวัีคซันี์

จะกระตุ้น์ให้สุัตวี์ผู้ลิตแอน์ติบัอดีีต่อต้าน์โปรตีน์โครงสุร้าง

ของไวีรสัุ (Structural protein, SP) เพียงอย่างเดีียวี ดีงัน์ั�น์สัุตว์ี

ที�ฉีดีีวีคัซันี์จะพบัเพียง SP แต่ถา้มกีารติดีเช้�อดีว้ียจะพบัว่ีา

สุัตวี์มีแอน์ติบัอดีีต่อทั�ง SP และ NSP ดีังน์ั�น์สุัตวี์ที�ตดิีเช้�อ

ตามธัรรมชาติที�จะพบัไดี้ทั�ง SP และ NSP (Doel, 2003) 

 ดีังนั์�น์การหาแน์วีทางเพ้�อใช้ใน์การพิจารณาเล้อก

ชดุีทดีสุอบัที�มปีระสุทิธัภิาพควีามไวีและควีามจำเพาะของ

ชุดีทดีสุอบัให้เหมาะกับัชน์ิดีสุัตวี์ สุถาน์การณ์ พ้�น์ที� 

รวีมถ่งการพิจารณาเร้�องของราคาชุดีทดีสุอบัที�เหมาะต่อ

การน์ำมาใช้งาน์จ่งมีควีามจำเป็น์ เพ้�อประกอบัการ

พิจารณาเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบัที�เหมาะสุมและเกิดีประโยชน์์

สุูงสุุดีตามวัีตถุประสุงค์ของผูู้้ใช้ ทั�งนี์�ยังใช้เป็น์ข้อมูล

ประกอบัการจัดีทำรายละเอียดีคุณลักษณะเฉีพาะใน์การ

จัดีซั้�อชุดีทดีสุอบัใน์แต่ละปีงบัประมาณที�ต้องการข้อมูล

เกี�ยวีกับัควีามไวีและควีามจำเพาะของชุดีทดีสุอบั NSP 

เพ้�อให้การดีำเน์ิน์การสุอดีคล้องกับัข้อกำหน์ดีมาตรฐาน์

สุิน์ค้าเกษตร มกษ. 10400-2555 วี่าดี้วียการชัน์สุูตรโรค

ปากและเท้าเป้�อย (สุำน์ักงาน์มาตรฐาน์สิุน์ค้าเกษตรและ

อาหารแห่งชาติ กระทรวีงเกษตรและสุหกรณ์, 2555) โดีย

ชุดีตรวีจสุอบัสุำเร็จรูปต้องไดี้รับัการตรวีจสุอบัควีามใช้ไดี้

ของวีิธัีทดีสุอบัโดียศ์ูน์ย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเป้�อย 

ภูมิภาคเอเชียตะวีัน์ออกเฉีียงใต้ หร้อหน์่วียงาน์ที�องค์การ

สุุขภาพสุัตวี์โลก (World Organisation for Animal 

Health, WOAH) ยอมรับัก่อน์น์ำไปใช้ ทั�งน์ี�ใน์ปัจจุบััน์

พบัวี่ามีชุดีทดีสุอบัหลายชุดีที�มีจำหน์่ายใน์ประเทศ์ไทย มี

การศ์่กษาเพ้�อเปรียบัเทียบัชุดีทดีสุอบัเกี�ยวีกับัการตรวีจ

หาแอน์ติบัอดีีต่อ NSP จำน์วีน์ 4 ชุดีทดีสุอบั พบัวี่ามีควีาม

ไวีใกล้เคียงกัน์อยู่ใน์ช่วีงระหวี่าง 84.60%-98.30% ใน์โค 

และ 73.33%-80.00% ใน์สุุกร และมีควีามจำเพาะสุูงทั�ง

ใน์โคและสุุกร ใน์ช่วีงระหว่ีาง 99.00%–100.00% 

(Linchongsubongkoch et al., 2004) ซั่�งมีบัางชุดี

ทดีสุอบัที�น์ำมาทดีสุอบัใน์การศ์ก่ษาครั�งน์ี� แตป่จัจบุันั์มชีดุี

ทดีสุอบัที�ผู้ลติและจำหน์า่ยใน์ทอ้งตลาดีมากข่�น์ จง่มคีวีาม

จำเป็น์ต้องที�การศ์่กษาเพ้�อเปรียบัเทียบัควีามไวีและควีาม

จำเพาะของชุดีทดีสุอบัที�มีอยู่เพ้�อให้ได้ีข้อมูลทางวิีชาการ

ที�มากเพิ�มข่�น์ด้ีวีย วีัตถุประสุงค์ใน์การศ์่กษาครั�งน์ี�เพ้�อ

เปรียบัเทียบัควีามไวีและควีามจำเพาะของชุดีทดีสุอบั 

NSP ELISA kits ที�มีจำหน์่ายใน์ปัจจุบััน์ เพ้�อตรวีจหา

แอน์ติบัอดีีต่อเช้�อไวีรัสุปากและเท้าเป้�อยใน์การตรวีจ

จำแน์กระหว่ีางสุตัวีท์ี�ไดีร้บััวีคัซันี์และสัุตวีท์ี�ตดิีเช้�อ สุำหรบัั

ใช้เป็น์ข้อมูลใน์การตัดีสิุน์ใจเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบั และเพิ�ม

ตวัีเลอ้กให้หน่์วียงาน์ทำการจดัีซั้�อชุดีทดีสุอบัได้ีหลากหลาย

ยี�ห้อยิ�งข่�น์ ไม่เกิดีการผูู้กขาดีการตลาดี

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตัวิอย่่างซีรัม

 จำน์วีน์ตัวีอย่างที�น์ำมาใช้ คำน์วีณตามวีิธัีของ OIE 

(2009) ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95% และควีามคลาดีเคล้�อน์ 

2% โดียแบั่งเป็น์ ตัวีอย่างซัีรัมบัวีก (positive serum) 

เป็น์ซัีรัมซั่�งมีระดีับัแอน์ติบัอดีีแตกต่างกัน์จากการตรวีจ

ดี้วียวีิธัี Liquid Phase Blocking ELISA (LP-ELISA) 

จำน์วีน์ 400 ตัวีอย่าง ประกอบัดี้วียซัีรัมโค กระบั้อ 386 

ตัวีอย่าง จากพ้�น์ที�ที�เกิดีการระบัาดีใน์ปีพ.ศ์. 2562 และ 

ซัีรัมสุุกร 14 ตัวีอย่าง จากงาน์ทดีสุอบัคุณภาพวีัคซัีน์ของ

สุำนั์กเทคโน์โลยีชีวีภัณฑ์์สัุตว์ี กรมปศุ์สุัตว์ี ตัวีอย่างซีัรัม

ทั�งหมดีน์ี� น์ำมาจากสัุตวี์ที�ติดีเช้�อตามธัรรมชาติหลังการ

ตรวีจพบัเช้�อ FMDV น์าน์ 21-28 วีัน์ โดียไดี้รับัการตรวีจ

เช้�อไวีรัสุดี้วียวีิธัี ELISA Typing และวิีธัี RT-PCR จาก

ตัวีอย่างเม้อกบัริเวีณหลอดีอาหารสุ่วีน์ต้น์ และ/หร้อ 

คอหอย โดียใช้อุปกรณ์ที�เรียกวี่า Probang cup (ตัวีอย่าง 

Probang) หรอ้เน์้�อเย้�อ สุำหรบััตวัีอยา่งซัรีมัลบั (negative 
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serum) จำน์วีน์ 400 ตัวีอย่าง ประกอบัดี้วีย ซัีรัมโค 97 

ตัวีอย่าง ซัีรัมแพะ 3 ตัวีอย่าง และซัีรัมสุุกร 300 ตัวีอย่าง 

ไดี้รับัควีามอน์ุเคราะห์จากประเทศ์ที�ปลอดีโรค FMD ที�ไดี้

รับัการรับัรองจาก WOAH ไดี้แก่ หน์่วียงาน์ Australian 

Centre for Disease Preparedness (ACDP) ประเทศ์

ออสุเตรเลีย และ หน์่วียงาน์ KODAIRA Research 

Station, National Institute of Animal Health, 

National Agriculture and Food Research 

Organization ประเทศ์ญี�ปุ่น์ โดียตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีจะ

ถูกเก็บัไวี้ที� -20 องศ์าเซัลเซัียสุ จน์กระทั�งน์ำมาทดีสุอบั 

การตรวิจหาแอนติบอดีต่อ non-structural protein (NSP)

 ใน์การศ์่กษาได้ีน์ำชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits 

จำน์วีน์ 6 ชุดีที�มี ตัวีแทน์จำหน่์ายหร้อผู้ลิตข่�น์ใน์

ประเทศ์ไทย ประกอบัดีว้ีย 1. Biovet® Foot-and-Mouth 

Disease Virus Antibody Test Kit, ELISA FMDV  

NSP-3Bb ELISA (multi-species) (Biovet Inc., 

Canada), 2. ID Screen® FMD NSP Competition 

(IDvet., France), 3. VDPro® FMDV NSP AB ELISA 

(MEDIAN Diagnostics Inc., South Korea), 4. IDEXX® 

Foot-and-Mouth-Disease FMD, Multispecies 

Antibody Test Kit (IDEXX Laboratories, Inc., USA), 

5. PrioCHECK® FMDV NS (PRIONICS LELYSTAD B.V., 

the Netherlands) และ 6. KUcheck-F FMDV-NSP 

ELISA จากมหาวิีทยาลัยเกษตรศ์าสุตร์ ประเทศ์ไทย  

มาทำการทดีสุอบัตัวีอย่างทั�งหมดี แบับั single well  

(1 ตัวีอย่าง/ well) ดีำเน์ิน์การทดีสุอบัตามคู่ม้อของบัริษัท

ผูู้ผู้้ลติ รายละเอยีดีคณุลกัษณะของชดุีทดีสุอบั NSP ELISA 

kits แต่ละชุดีทดีสุอบั ดีังแสุดีงไวี้ใน์ตารางที� 1

การหาคั่าคัวิามไวิ (sensitivity) และการหาคั่าคัวิาม

จำเพัาะ (specificity) ของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits 

 น์ำตัวีอย่างซัีรัมควีบัคุมบัวีกและซัีรัมควีบัคุมลบัมา

ทำการทดีสุอบัด้ีวียชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits ที�มีการ

จำหน์่ายใน์ประเทศ์ไทย ได้ีแก่ Biovet®, ID Screen®, 

VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® และ KUcheck-F โดีย

ดีำเน์ิน์การทดีสุอบัตามวีิธัีทดีสุอบัที�แต่ละยี�ห้อการค้า

กำหน์ดีไวี้ ทำการหาค่าควีามไวีของแต่ละชุดีทดีสุอบั โดีย

ตารางที� 1 รายละเอียดีคุณลักษณะของชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits  

ที�ใช้ใน์การศ์่กษา

ชืุ้ดทดสอบ บริษัทผู้ผลิต
รูปแบบการ

ทดสอบ

ชื้นิดสัตวิ์
ที�สามารถ
ตรวิจได้

เกณ์ฑ์การแปลผล 
positive

Biovet® Biovet Inc., 
Canada

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

ค่า PI โดียเกณฑ์์ข่�น์
อยู่กับัสุถาน์ะ และ
ชน์ิดีของสุัตวี์ 

ID Screen® IDvet, France Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

S/N% ≤ 50.00%

VDPro® MEDIAN 
Diagnostics Inc., 
South Korea

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

S/N value ≤ 0.60

IDEXX® IDEXX 
Laboratories,  
Inc., USA

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

โค-กระบ้ัอ, แพะ, แกะ 
% S/P ≥ 35.00  
สุุกร % S/P ≥ 55.00

PrioCHECK® Prionics Lelystad 
B.V., Netherlands

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

PI ≥ 50.00%

KUcheck-F มหาวีิทยาลัย
เกษตรศ์าสุตร์ 
ประเทศ์ไทย

Indirect 
ELISA

โค-กระบั้อ 
แพะ 

และสุุกร

COD ≥ 0.20

หมาย่เหตุ

1. % S/N ratio [Mean of test sample (S) / Mean of negative control (N)] * 100 

ค้อ การน์ำค่า OD ของตัวีอย่างที�ทดีสุอบัหารดี้วีย ค่า OD ของค่า Negative Control 

แล้วีคูณดี้วีย 100

%S/N = (OD sample/OD negative control) × 100

2. Percent Inhibition; % PI =

(OD
450

 test sample) X 100 

OD
450

 Max

3. COD (corrected optical density) ค้อ การวีัดีค่าการดีูดีกล้น์แสุง

4. S/P ratio (sample to positive ratio) = 

(ค่า OD ตัวีอย่าง) – ค่า OD เฉีลี�ยตัวีควีบัคุมลบั

(ค่า OD เฉีลี�ยตัวีควีบัคุมบัวีก – ค่า OD เฉีลี�ยตัวีควีบัคุมลบั)

น์ำชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี ทดีสุอบักับัซัีรัมควีบัคุมบัวีก 

วีิเคราะห์ผู้ลโดียใช้ตาราง two by two และหาค่าควีาม

จำเพาะของแต่ละชุดีทดีสุอบั โดียน์ำชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี 

ทดีสุอบักับัซัีรัมควีบัคุมลบั โดียเป็น์ตัวีอย่างควีบัคุมลบั

ที�แท้จริงจากสัุตว์ีที�ไม่มีการติดีเช้�อหร้อการสัุมผัู้สุเช้�อจาก

ประเทศ์ที�ไดี้รับัการรับัรองปลอดีโรคปากและเท้าเป้�อย 

(WOAH,2019) จากน์ั�น์เปรียบัเทียบัควีามไวีและควีาม

จำเพาะของชุดีทดีสุอบัที�ใชใ้น์การศ์ก่ษาดีว้ียวีธิั ีANOVA ที�

ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95%

คั่าคัวิามสอดคัล้องของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 น์ำผู้ลการทดีสุอบัหาค่าควีามไวีและค่าควีาม

จำเพาะของแตล่ะชดุีทดีสุอบัที�ใชใ้น์การศ์ก่ษา มาวิีเคราะห์

หาค่า Cohen’s kappa ดี้วียโปรแกรม InStat® 3.00 
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(https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/) 

โดียเกณฑ์์ที�ใช้ ไดี้แก่ Cohen’s kappa ≥ 0.75 แปลวี่า

ผู้ลการตรวีจสุอบัมีควีามสุอดีคล้องกัน์ และใน์กรณีที�ค่า

สุถิติ Cohen’s kappa ที�มีค่าอยู่ระหว่ีาง 0.81–1.00 

ถ้อวี่าเป็น์ระดีับัควีามสุอดีคล้องที�ดีีมาก (Landis and 

Koch, 1977)

คั่าคัวิามแม่นย่ำของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ค่ าควีามแม่น์ยำใน์การ วิีน์ิ จฉีั ยบั่ งชี� ดี้ วียค่ า 

diagnostic accuracy โดียคำน์วีณจากจำน์วีน์ตัวีอย่างที�

ไดี้ผู้ลถูกต้องต่อตัวีอย่างทั�งหมดี (Liu et al., 2021)  

ดี้วียโปรแกรม MEDCALC® (MedCalc Software Ltd, 

Belgium) 

ผลและวิิจารณ์์

คัวิามไวิของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ควีามไวีของชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดีทดีสุอบั มีค่าอยู่

ระหว่ีาง 97.50%-99.50%  ดีงัรายละเอียดี ค้อ ชดุีทดีสุอบั 

Biovet®, ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® 

และ KUcheck-F มีค่าควีามไวีเท่ากับั 99.25%, 99.50%, 

97.50%, 98.00%, 98.50% และ 99.00% ตามลำดัีบั  

โดียเม้�อแจกแจงควีามไวีแยกตามชน์ิดีของสุัตวี์พบัวี่า ซัีรัม

โคและกระบั้อมีค่าควีามไวีอยู่ระหวี่าง 97.67%–99.48%  

ใน์ขณะที�ซัีรัมสุุกรมีค่าควีามไวีอยู่ระหว่ีาง 92.86%–

100.00% โดียใน์กรณีของผู้ลการทดีสุอบัใน์สุุกรพบัวี่ามี  

5 ชุดีทดีสุอบัที�ให้ผู้ลควีามไวี 100.00% และมี 1 ชุดี

ทดีสุอบั ได้ีแก่ VDPro® ที�ให้ค่าควีามไวีอยู่ที� 92.86%  

ค่า 95% CI ของผู้ลการทดีสุอบั (ตารางที� 2) และจากการ

ศ์ก่ษาด้ีวียการทดีสุอบัสุมมติฐาน์ด้ีวีย ANOVA โดียกำหน์ดี

ระดัีบันั์ยสุำคัญที�ระดัีบั 0.05 พบัว่ีาการเปรียบัเทียบั 

ใน์แต่ละชุดีทดีสุอบัมีค่าเฉีลี�ยควีามไวีไม่แตกต่างกัน์ 

(ตารางที� 4)

ตารางที� 2 แสุดีงค่าควีามไวีของ 6 ชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ ชื้นิดสัตวิ์ คั่าคัวิามไวิ 95% CI 

Biovet®

โค-กระบั้อ 99.22% (383/386) 97.75–99.84

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 99.25% (397/400) 97.82–99.85

 ID Screen®

โค-กระบั้อ 99.48% (384/386) 98.14–99.94

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 99.50% (398/400) 98.21–99.94

VDPro®

โค-กระบั้อ 97.67% (377/386) 95.62–98.93

สุุกร 92.86% (13/14) 66.13–99.82

รวีม 97.50% (390/400) 94.45–98.79

IDEXX®

โค-กระบั้อ 97.93% (378/386) 95.96–99.10

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 98.00% (392/400) 96.10–99.13

PrioCHECK®

โค-กระบั้อ 98.45% (380/386) 96.65–99.43

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 98.50% (394/400) 96.76–99.45

KUcheck-F

โค-กระบั้อ 98.96% (382/386) 97.37–99.72

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 99.00% (396/400) 97.46–99.73

หมาย่เหตุ

“รวีม” คิดีจากจำน์วีน์รวีมของตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีที�ใช้ใน์การทดีสุอบั

หมาย่เหตุ

“รวีม” คิดีจากจำน์วีน์รวีมของตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีที�ใช้ใน์การทดีสุอบั

ตารางที� 3 แสุดีงค่าควีามจำเพาะ ของ 6 ชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ ชื้นิดสัตวิ์ คั่าคัวิามจำาเพัาะ 95% CI

Biovet®

โคและแพะ 99.00% (99/100) 94.55–99.97

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 99.75% (399/400) 98.62–99.99

ID Screen®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

VDPro®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

IDEXX®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

PrioCHECK®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

KUcheck-F

โคและแพะ 92.00% (92/100) 84.84–96.48

สุุกร 99.00% (297/300) 97.11–99.79

รวีม 97.25% (389/400) 95.13–98.62
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คัวิามจำเพัาะของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ค่าควีามจำเพาะของชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดีทดีสุอบั มี

ค่าอยู่ระหวี่าง 97.25%–100.00% โดียชุดีทดีสุอบั 

Biovet®, ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® 

และ KUcheck-F มีค่าควีามจำเพาะเท่ากับั 99.75%, 

100.00%, 100.00%, 100.00%, 100.00% และ 97.25% 

ตามลำดัีบั เม้�อแจกแจงควีามจำเพาะแยกตามชนิ์ดีของ

สุัตวี์พบัวี่าโคและแพะมีค่าควีามจำเพาะอยู่ที� 92.00%–

100.00% ใน์ขณะที�สุุกรมีค่าควีามจำเพาะอยู่ที� 99.00%–

100.00% เม้�อแยกพิจารณาใน์กลุ่มโคและแพะจะพบัว่ีา 

มีชุดีทดีสุอบัถ่ง 4 ชุดีทดีสุอบัที�ให้ผู้ลควีามจำเพาะ 

100.00% พบัวี่ามี 1 ชุดีทดีสุอบั ค้อ Biovet® ให้ผู้ลควีาม

จำเพาะ 99.00% และสุำหรบััชดุีทดีสุอบัของ KUcheck-F 

ที�ให้ผู้ลควีามจำเพาะ 92.00% (ตารางที� 3) จากการศ์่กษา

ดี้วียการทดีสุอบัสุมมติฐาน์ดี้วียวีิธัี ANOVA ที�ระดีับัควีาม

เช้�อมั�น์ 95% พบัว่ีาแต่ละชุดีทดีสุอบัมีค่าเฉีลี�ยไม่ 

แตกต่างกัน์ (p>0.05) ดีัง ตารางที� 4

คั่าคัวิามสอดคัล้องของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ค่าควีามสุอดีคล้องของชุดีทดีสุอบัเพ้�อพิจารณา 

ดีูวี่า ชุดีทดีสุอบัที�น์ำมาใช้ใน์การศ์่กษาให้ผู้ลการวัีดีได้ี

สุอดีคล้องกัน์หร้อไม่ โดียการน์ำค่าสุถิติ Cohen’s kappa 

มาใชใ้น์การวีเิคราะห ์จาการศ์ก่ษาพบัวีา่คา่สุถติ ิCohen’s 

kappa ของชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี มีค่าอยู่ระหวี่าง 0.96–

1.00 แสุดีงวี่าชุดีทดีสุอบัทั�งหมดีมีค่าควีามสุอดีคล้องอยู่

ระหวี่าง 0.81–1.00 บั่งชี�วี่ามีระดีับัควีามสุอดีคล้องของ

การวีัดีที�ดีีมาก (Landis and Koch, 1977) ซั่�งจากข้อมูล

ผู้ลการศ์่กษาชุดีทดีสุอบัทั�งหมดีที�มีควีามสุอดีคล้องกัน์ 

ดีีมาก ซั่�งเป็น์ข้อมูลสุนั์บัสุนุ์น์ใน์พิจารณาเกี�ยวีกับัการ

เล้อกใช้ชุดีทดีสุอบัเพ้�อทดีแทน์กัน์ไดี้ (ตารางที� 5)

คั่าคัวิามแม่นย่ำในการวิินิจฉััย่ของชืุ้ดทดสอบ NSP 

ELISA kits

 ค่ าควีามแม่น์ยำใน์การ วิีน์ิ จฉีั ยบั่ งชี� ดี้ วีย ค่า 

diagnostic accuracy ซั่�งพบัว่ีาชุดีทดีสุอบัทั�งหมดีมีค่า 

diagnostic accuracy มากกวี่า 98.00% ข่�น์ไป เม้�อน์ำ

คา่ที�ไดีจ้ากการศ์ก่ษาใน์ครั�งน์ี�ไปเปรียบัเทียบักับัการศ์ก่ษา

ของ Liu et al. (2021) ที�หาค่าควีามแม่น์ยำของชุดี

ทดีสุอบัที�ใช้เชิงพาณิชย์ กับัตัวีอย่างที�ฉีีดีวีัคซัีน์ ใน์จำน์วีน์

รอบัการทำวีัคซัีน์ที�แตกต่างกัน์ พบัวี่าให้ผู้ลควีามแม่น์ยำ

ระหวี่าง 88.37%-100% ซั่�งข้อมูลดีังกล่าวีใช้ใน์การ

พิจารณาและสุน์ับัสุน์ุน์การประกัน์คุณภาพใน์ดี้าน์ควีาม

ถูกต้องของการทดีสุอบัดี้วีย ผู้ลการศ์่กษาควีามแม่น์ยำ 

ใน์ครั�งน์ี� ดีังแสุดีงใน์ตารางที� 6 

 จากข้อมูลการศ์่กษาทั� ง ใน์อดีีตและปัจจุบััน์ 

เกี�ยวีกับัการพิจารณาเล้อกชุดีทดีสุอบัที�เหมาะสุม มีควีาม

สุำคญัอย่างยิ�งตอ่การควีบัคุมและป้องกัน์โรค FMD ภายใน์

ประเทศ์ โดียใน์ปัจจุบััน์พบัวี่ามีชุดีทดีสุอบัที�ใช้ตรวีจหา

แอน์ติบัอดีีต่อ NSP (NSP-ELISA) ทั�งใน์เชิงพาณิชย์และ 

ชุดีทดีสุอบัที�ผู้ลิตเพ้�อใช้ภายใน์หน์่วียงาน์เพิ�มจำน์วีน์ 

มากข่�น์ ดีังน์ั�น์เพ้�อการสุน์ับัสุน์ุน์น์โยบัายการฉีีดีวีัคซัีน์โรค 

FMD ใน์สุัตวี์มีชีวีิต และสุามารถดีำเน์ิน์การเคล้�อน์ย้าย

อย่างปลอดีภัย จ่งมีควีามจำเป็น์ที�จะต้องไดี้รับัการ 

ตรวีจสุอบัและการประเมิน์ประสุิทธัิภาพของชุดีทดีสุอบั

กอ่น์การพจิารณาเล้อกใชอ้ยา่งเหมาะสุมใน์แตล่ะประเทศ์

ตารางที� 4 แสุดีงค่าทางสุถิติดี้วียวีิธัี ANOVA ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95%

Anova: Two-Factor Without Replication

Source of 
Variation SS df MS F P-value F crit

Sensitivity 0.142011 2 0.071006 0.034927 0.965793 4.102821

Specificity 5.777778 2 2.888889 1.355932 0.301269 4.102821

ตารางที� 5 แสุดีงค่าสุถิติ Cohen’s kappa ของ 6 ชุดีทดีสุอบั NSP 

ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ Cohen’s kappa 95% CI

Biovet® 0.99 0.98–1.00

ID Screen® 0.995 0.99–1.00

VDPro® 0.98 0.96–0.99

IDEXX® 0.98 0.97–0.99

PrioCHECK® 0.99 0.97–1.00

KUcheck-F 0.96 0.94–0.98

ตารางที� 6 ค่าควีามแม่น์ยำใน์การวีนิ์จิฉียัของ 6 ชดุีทดีสุอบั NSP ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ Diagnostic accuracy (%) 95% CI

Biovet® 99.50 98.72–99.86

ID Screen® 99.75 99.10-99.97

VDPro® 98.75 97.71–99.40

IDEXX® 99.00 98.04–99.57

PrioCHECK® 99.25 98.37–99.72

KUcheck-F 98.12 96.93–98.95
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ตอ่ไป ซั่�งตรงกบััวัีตถปุระสุงคข์องการศ์ก่ษาใน์ประเทศ์ไทย

เม้�อปีพ.ศ์.2547 ของ Linchogsubongkoch et al. ที�

เปรยีบัเทยีบัประสุทิธัภิาพของชดุีทดีสุอบั NSP ELISA kits 

จำน์วีน์สุี�ชุดีทดีสุอบั พบัวี่ามีควีามไวีใกล้เคียงกัน์ ค้อ 

84.60%-98.30% ใน์โค และ 73.33%-80.00% ใน์สุุกร 

และมคีวีามจำเพาะสูุงทั�งใน์โคและสุกุร มากกว่ีา 99.00%–

100.00% และจากการศ์่กษาใน์ปี 2006 ของ Brocchi  

et al. ที�ทำการทดีสุอบัควีามถูกต้องทางซีัรัมวีิทยาหลัง

การระบัาดีของโรค โดียใช้ชุดีทดีสุอบัจำน์วีน์หกชุดีเพ้�อ

ตรวีจหาแอน์ติบัอดีีต่อ NSP ของเช้�อ FMDV พบัวี่าชุดี

ทดีสุอบัทั�ง 3 มีควีามไวีและควีามจำเพาะเกิน์กวี่า 90% 

และ 99% ตามลำดีับั ทั�งน์ี�ใน์ทางปฏิิบััติควีรเล้อกใช้การ

ตรวีจที�มีค่า Sensitivity สุูง ๆ ใน์การตรวีจคัดีกรองสุัตวี์ 

ใน์กรณีของโรคที�มีควีามสุำคัญและรุน์แรงมาก แต่อย่างไร

กต็ามการพจิารณาเกี�ยวีกบััการควีบัคมุและคดัีกรองไดีน้์ั�น์ 

จำเป็น์อย่างยิ�งต้องมีการตรวีจเบั้�องต้น์เพ้�อลดีควีามเสุี�ยง

ต่อการแพร่กระจายของโรคต่อไป ซั่�งจะสุอดีคล้องกับั

แน์วีทางและแน์วีคิดีใน์การแยกระหวี่างกรณีสุัตวี์ที�ไดี้รับั

วีัคซัีน์ FMD มาแล้วีและไม่มีการสุัมผู้ัสุเช้�อเม้�อน์ำมา

ทดีสุอบัดี้วียชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี จะแสุดีงผู้ลเป็น์ลบั  

สุ่วีน์กรณีที�ตัวีอย่างมีการติดีเช้�อตามธัรรมชาติหร้อ 

สุัมผู้ัสุเช้�อเท่าน์ั�น์จะให้ผู้ลบัวีก ซั่�งผู้ลการศ่์กษาดีังกล่าวี

เป็น์ประโยชน์์ต่อการเล้อกมาตรการควีบัคุมที�เหมาะสุม

สุำหรับัการระบัาดีของโรค FMD ต่อไป 

สรุปและข้อเสนอแนะ

 จากการศ์่กษาใน์ครั�งน์ี� พบัวี่าชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี 

มีค่า ควีามไวี 97.50%-99.00% ควีามจำเพาะ 97.25%-

100.00% ควีามสุอดีคล้อง 0.96-0.99 และควีามแม่น์ยำ 

98.12%-99.75% ซั่� งข้อมูลที� ไ ด้ีจากเปรียบัเทียบั

ประสุิทธัิภาพของชุดีทดีสุอบัที�ใช้ใน์การตรวีจแยกระหวี่าง

สุัตวี์ที�ไดี้รับัวีัคซัีน์และสุัตวี์ที�ติดีเช้�อ สุามารถใช้ชุดีทดีสุอบั

ทั�ง 6 ชุดี ทดีแทน์กัน์ได้ี ผู้ลการศ่์กษาใน์ครั�งนี์�สุามารถ 

น์ำมาใช้เป็น์ข้อมูลใน์การตัดีสุิน์ใจเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบัที�

เหมาะสุม สุำหรับักรมปศ์ุสุัตวี์ใน์การพิจารณาการจัดีซั้�อ

ชุดีทดีสุอบัที�มีประสิุทธิัภาพหลากหลายยิ�งข่�น์ และ

สุามารถใช้เป็น์แน์วีทางใน์การเพิ�มทางเล้อกใน์การใช้ชุดี

ทดีสุอบัใน์กรณีที�ม ีNSP ELISA kit ออกมาจำหน์า่ยใน์ท้อง
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การติดตามและเฝ้้าระวิังการปนเป่�อนสารเคัมีกำจัดแมลงกลุ่มออร์กาโนคัลอรีน 
และโลหะหนักในไข่เป็ดไล่ทุ่งและสิ�งแวิดล้อมในเขตภาคักลางของประเทศไทย่

Monitoring and surveillance of organochlorine pesticide residues and heavy 
metals in free-grazing duck eggs and environment in central part of Thailand
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Abstract

 Background: The distribution of environmental contaminations such as pesticides (OC) and heavy 
metals has led to the importance of food safety and hygiene especially in regard to free grazing duck eggs. 
Since Thai people tend to consume duck eggs due to the enrichment as their sources of high proteins and 
fats. However, the consumption of duck eggs is still a question because raising ducks in the paddy fields 
and habitats poses a risk of OC and heavy metals contamination. Therefore, the aims of this study are to 
determine OC and heavy metal residues in free-grazing duck eggs and their surrounding environments and 
to evaluate the health risks of consuming duck eggs contaminated with OC and heavy metals in central 
Thailand.
 Methods: Duck eggs, soil, and water samples were collected from 8 provinces in the central region.  
The samples included 640 duck eggs, 320 paddy soil, and 320 water. 20 types of OC were  
analyzed by Gas Chromatography-Mass spectrometer (GC-MS) and 11 heavy metals were analyzed by  
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer (ICP-OES). Then the correlation among the 
contamination levels of duck eggs, soil, and water was conducted. After that contamination levels of duck 
eggs concerning health risk (THQ) was assessed. 
 Results: The results showed that the highest contamination of OC (Endrin) was found in duck eggs 
(0.8215–3.0360 mg/kg), followed by Metoxychlor and DDT, respectively. In soil samples, the highest  
contamination was found in Heptachlor epoxide (0.2061–26.1740 mg/kg), followed by Aldrin and β-BHC, 
respectively. Besides, in water samples, the highest contamination was found in endosulfan sulfate 
(0.0077–0.4978 mg/kg) followed by Aldrin and Endrin ketone, respectively. In addition, the highest level of 
heavy metals in duck eggs, soil and water was found in Zn (40.6060-380.8650 mg/kg), followed by Fe,  
Cu and Mn. When assessing the health risk from duck egg consumption, the health risk factor (THQ) was 
less than 1, which indicates that duck eggs produced in the central region can be consumed. But the 
amount of consumption for health safety (ADI) must not beyond 62.87 grams per day or not more than  
3 eggs per day. 
 Conclusions: Based on the research, it can be concluded that duck eggs, paddy soil and water in 
the central region of Thailand were still the sources of OC and heavy metals contamination. However, the 
result of health risk assessment suggested that the amount of duck egg consumption must not more than 
3 eggs per day. 

Keywords: Residue, Organochlorine, Heavy metals, Free-grazing duck eggs, Environment, Central part of Thailand
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศึกษา: การกระจายตัวีของมลพิษทาง

สุิ�งแวีดีล้อม เชน่์ สุารกาํจดัีศ์ตัรพูช้ โดียเฉีพาะสุาร OC และ

โลหะหน์ักก่อให้เกิดีควีามตระหน์ักถ่งควีามสุำคัญดี้าน์

ควีามปลอดีภัยและสุุขอน์ามัยทางดี้าน์อาหาร โดียเฉีพาะ

อย่างยิ�งใน์ไข่เป็ดีที�เลี�ยงแบับัปล่อยทุ่ง เน้์�องจากคน์ไทย

น์ิยมบัริโภคไข่เป็ดีเป็น์จำน์วีน์มาก เพราะไข่เป็ดีเป็น์แหล่ง

โปรตนี์และไขมนั์ที�มปีระโยชน์ต์อ่รา่งกาย แตก่ารเลี�ยงเปด็ี

แบับัไล่ทุง่น์ั�น์ ทำให้เปด็ีมคีวีามเสุี�ยงที�จะได้ีรับัสุมัผู้สัุกบััสุาร 

OC และโลหะหน์ักจากอาหารที�กิน์ และสุิ�งแวีดีล้อมที�อยู่

อาศ์ยั จน์สุง่ผู้ลใหเ้กดิีการปน์เป้�อน์ใน์ไขเ่ปด็ีไดี ้ดีงัน์ั�น์ผูู้ว้ีจิยั

จ่งทำการติดีตาม เฝ้้าระวีัง และประเมิน์ควีามเสุี�ยงดี้าน์

สุุขภาพจากการปน์เป้�อน์ของสุารเคมีกำจัดีแมลงกลุ่ม 

ออร์กาโน์คลอรีน์และโลหะหน์ักใน์ไข่เป็ดีไล่ ทุ่งและ 

สุิ�งแวีดีล้อมใน์เขตภาคกลางของประเทศ์ไทย 

 วิิธีีการ: โดียทำการเล้อกพ้�น์ที�ปลูกข้าวีเพ้�อ 

เก็บัตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำจาก 8 จังหวีัดีใน์เขตพ้�น์ที�

ภาคกลาง โดียทำการเก็บัตัวีอย่างไข่เป็ดีไล่ทุ่งทั�งหมดี  

640 ฟอง ตัวีอย่างดีิน์ 320 ตัวีอย่าง และตัวีอย่างน์�ำ  

320 ตัวีอย่าง น์ำตัวีอย่างมาทำการวีิเคราะห์ OC จำน์วีน์ 

20 ชน์ิดี โดียใช้เคร้�อง Gas Chromatography-Mass 

spectrometer (GC-MS) และตรวีจวิีเคราะห์โลหะหนั์ก 

11 ชนิ์ดี โดียใช้ เคร้�อง Inductively Coupled  

Plasma-Optical Emission Spectrometer (ICP-OES) 

จากนั์�น์หาควีามสัุมพัน์ธั์ของปริมาณการปน์เป้�อน์ใน์

ตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำ น์ำค่าปริมาณการปน์เป้�อน์ของ 

OC และ โลหะหนั์กใน์ตัวีอยา่งไขเ่ปด็ีที�ไดีม้าทำการประเมิน์

ควีามเสุี�ยงดี้าน์สุุขภาพ (THQ) จากบัริโภคไข่เป็ดีไล่ทุ่ง

 ผล: พบัว่ีาใน์ไข่เป็ดีพบัการปน์เป้�อน์ OC ชน์ิดี  

Endrin สุูงที�สุุดี โดียพบัปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์

ชว่ีง 0.8215–3.0360 mg/kg รองลงมา คอ้ Metoxychlor 

และ DDT ตามลำดีับั ใน์ตัวีอย่างดีิน์พบัการปน์เป้�อน์ของ 

Heptachlor epoxide สุูงที�สุุดี โดียปริมาณการปน์เป้�อน์

เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.2061–26.1740 mg/kg รองลงมา ค้อ 

Aldrin และ β-BHC ตามลำดีับั น์อกจากน์ี�ใน์ตัวีอย่างน์�ำ

พบัการปน์เป้�อน์ของ Endosulfan sulfate สุูงที�สุุดี โดีย

พบัปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.0077–0.4978 

mg/kg รองลงมา ค้อ Aldrin และ Endrin ketone จาก

การวีิเคราะห์ตัวีอย่างเพ้�อหาปริมาณการปน์เป้�อน์ของ 

โลหะหน์กั ใน์ตวัีอยา่งไขเ่ปด็ี ดีนิ์ และน์�ำ พบัว่ีาปรมิาณการ

ปน์เป้�อน์ของโลหะหนั์กใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำพบั

การปน์เป้�อน์ของ Zn สุงูที�สุดุี โดียพบัการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่

ใน์ช่วีง 40.6060–380.8650 mg/kg รองลงมา ค้อ Fe, Cu 

และ Mn เม้�อทำการประเมิน์ควีามเสุี�ยงดี้าน์สุุขภาพจาก

การบัริโภคไข่เป็ดีไล่ทุ่งพบัวี่าค่าควีามเสุี�ยงดี้าน์สุุขภาพ 

(THQ) มีค่าน์้อยกวี่า 1 ซั่�งบั่งชี�ให้เห็น์วี่าการบัริโภคไข่เป็ดี

ไล่ทุ่งจากฟาร์มใน์เขตภาคกลางสุามารถบัริโภคไดี้ แต่ต้อง

บัริโภคใน์ปริมาณไม่เกิน์ 62.87 กรัมต่อวีัน์ หร้อประมาณ

ไม่เกิน์ 3 ฟองต่อวีัน์เพ้�อควีามปลอดีภัยจากการไดี้รับัสุาร

ปน์เป้�อน์ OC และโลหะหน์กัไมใ่หเ้กนิ์กบััปรมิาณที�สุามารถ

รับัประทาน์ไดี้ต่อวีัน์ (ADI) 

 สรุป: จากการศ์่กษาครั�งน์ี�พบัวี่า ไข่เป็ดีไล่ทุ่ง ดีิน์ 

และน์�ำใน์น์าข้าวีที�ใช้เลี�ยงเป็ดีไล่ทุ่ง ยังคงพบัการปน์เป้�อน์

ของ OC และโลหะหน์ัก อย่างไรก็ตามผู้ลการประเมิน์ 

ควีามเสุี�ยงดี้าน์สุุขภาพจากการบัริโภคไข่เป็ดีไล่ทุ่งใน์

ปริมาณไม่เกิน์ 3 ฟองต่อวีัน์ ยังคงมีควีามปลอดีภัยต่อ 

ผูู้้บัริโภค

คัำสำคััญ การปน์เป้�อน์ ออร์กาโน์คลอรีน์ โลหะหน์ัก  

ไข่เป็ดีไล่ทุ่ง สุิ�งแวีดีล้อม ภาคกลางของประเทศ์ไทย  

บทนำ

 จากรายงาน์ขององคก์ารอาหารและการเกษตรแหง่

สุหประชาชาติ (FAO) ปี 2001 พบัว่ีาใน์โลกมีสุารเคมีที�

มน์ุษย์ผู้ลิตข่�น์มากกวี่า 6 ล้าน์ชน์ิดี ประมาณร้อยละ 10 

ของจำน์วีน์สุารเคมีทั�งหมดีเป็น์สุารเคมีที�ถกูน์ำมาใชใ้น์ชีวิีต

ประจำวีัน์ และยังมีสุารเคมีที�เกิดีข่�น์ใหม่อีกปีละ 1,000 

ชน์ิดี ใน์จำน์วีน์น์ี�เป็น์สุารเคมีประเภท สุารกำจัดีแมลง 

มากกวี่า 250 ชน์ิดี และ สุารกำจัดีวีัชพ้ช มากถ่ง 150 ชน์ิดี

 สุารเคมีกำจัดีแมลงกลุม่ออร์กาโน์คลอรีน์ (Organo-

chlorine, OC) เป็น์สุารเคมีที�จัดีอยู่ใน์กลุ่มของสุารกำจัดี

แมลงที�มีควีามสุำคัญต่อสุุขภาพของมน์ุษย์ สุัตวี์ และ 
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สุิ�งแวีดีล้อมเป็น์อย่างมาก (Jayaraj et al., 2016) เน์้�องจาก 

OC เป็น์สุารที�จัดีอยู่ใน์กลุ่มของสุารที�มีควีามคงทน์สุูง 

(Persistent Organic Pollutants, POPs) จ่งทำให้มีการ

ตกค้างใน์สุิ�งแวีดีล้อมไดี้น์าน์ (Tzanetou and Kalasari, 

2022) และยังละลายไดี้ดีีใน์ไขมัน์ (Jayaraj et al., 2016)  

ควีามเปน็์พษิของ OC ข่�น์อยูก่บััปรมิาณที�สุตัวีแ์ละคน์ไดีร้บัั 

โดียเม้�อสิุ�งมชีวิีีตไดีรั้บั OC เขา้สุูร่า่งกายจะไปมผีู้ลตอ่ระบับั

ประสุาทสุ่วีน์กลาง โดียระบับัทางเดีิน์หายใจจะได้ีรับั 

ผู้ลกระทบัมากกวี่าระบับัทางเดีิน์อาหาร (Briz et al., 

2011) น์อกจากน์ี�ยังทำให้เกิดีควีามผิู้ดีปกติต่อระบับัต่อม

ไทรอยด์ีซั่�งเป็น์ตัวีสุร้างฮอร์โมน์หลายชนิ์ดีที�สุำคัญต่อการ

ทำงาน์ของร่างกาย และยังมีรายงาน์อีกวี่าการได้ีรับั OC 

ทำให้เกิดีควีามเสุี�ยงที�จะเป็น์มะเร็งปอดีและมะเร็ง

กระเพาะอาหารไดี้อีกดี้วีย (Wolf et al., 1993)  

 น์อกจาก OC แลว้ี โลหะหน์กักเ็ปน็์อกีหน์่�งสุิ�งที�ตอ้ง

ให้ควีามกังวีลกับัการปน์เป้�อน์ใน์อาหารจากสุิ�งแวีดีล้อม 

โดียโลหะหน์กับัางชน์ดิีมปีระโยชน์ต์อ่รา่งกายหากไดีร้บััใน์

ปริมาณเล็กน์้อย (trace elements) แต่หากไดี้รับัมาก 

เกิน์ไปอาจเป็น์อัน์ตรายไดี้ เช่น์ ทองแดีง (Cu) และสุังกะสุี 

(Zn) และโลหะหน์กับัางชน์ดิีมคีวีามเปน็์พษิต่อรา่งกายและ

ถูกจัดีให้ข่�น์บััญชีดีำเน์้�องจากมีพิษร้ายแรงมากต่อคน์ เช่น์ 

ตะกั�วี (Pb) สุารหนู์ (As) และแคดีเมียม (Cd) เป็น์ต้น์ 

(Hassaan et al., 2016)  ใน์ปัจจุบััน์มีการศ์่กษาวีิจัยเร้�อง

การปน์เป้�อน์ของโลหะหนั์กใน์อาหารและสุิ�งแวีดีล้อมที�

เข้าไปปน์อยู่ใน์น์�ำและดีิน์มากข่�น์เน์้�องจากเป็น์ปัญหาที�สุ่ง

ผู้ลกระทบัโดียตรงต่อสุุขภาพของคน์ (Real et al., 2017; 

Xiao et al., 2017) พบัวี่ามีการปน์เป้�อน์โลหะหน์ักใน์

บัริเวีณที�เพาะปลูกข้าวี เน์้�องจากมีแหล่งอุตสุาหกรรมใน์

บัริเวีณใกล้เคียง มีการทิ�งของเสุียจากโรงงาน์ลงสุู่ดิีน์และ

น์�ำ การปน์เป้�อน์จากน์�ำมัน์ รวีมถ่งมีการใช้ปุ�ยเคมีหร้อ 

มูลสุัตวี์ รวีมทั�งยาฆั่าแมลงที�มีการปน์เป้�อน์ของโลหะหน์ัก 

ประเทศ์ไทยมรีายงาน์การใชสุ้ารประกอบัคอปเปอรซ์ัลัเฟต 

(CuSO
4
) เพ้�อกำจัดีหอยเชอรี�ที�ระบัาดีใน์น์าข้าวี จ่งทำให้

พบัการตกค้างของทองแดีงใน์ปริมาณสูุงใน์น์�ำที�ปล่อยออก

มาจากบัริเวีณเพาะปลูกข้าวี บัริเวีณบั่งบัอระเพ็ดี จังหวีัดี

น์ครสุวีรรค์ (Dummee et al., 2012) สุ่งผู้ลให้เกิดีการ

ตกค้างใน์สุิ�งแวีดีล้อมและเข้าสุู่ห่วีงโซั่อาหาร น์อกจากน์ี� 

ยังมีการรายงาน์การตรวีจพบัโลหะหนั์กที�ตกค้างใน์ไข่เป็ดี

ใน์เขตจังหวีัดีสุุพรรณบัุรี โดียปริมาณของ เหล็ก (Fe) ที�

ตรวีจพบั ค้อ 670 mg/kg ซั่�งเป็น์ปริมาณที�อาจสุ่งผู้ลต่อ

สุุขภาพจากการบัริโภคไดี้ (Tanhan et al., 2014) 

 การทำน์าและการเลี�ยงเปด็ีไลทุ่ง่ใน์ประเทศ์ไทยเปน็์

อาชีพที�มีควีามสัุมพัน์ธั์กัน์ค่อน์ข้างมากใน์ลักษณะการ

พ่�งพาอาศ์ัยซั่�งกัน์และกัน์ โดียเกษตรกรจะปล่อยเป็ดีใน์ 

ทุ่งน์าเพ้�อให้ไดี้กิน์เมล็ดีข้าวีและหอยเชอรี�ที�เป็น์แหล่ง

อาหารธัรรมชาติ หากพ้�น์ที�ที�ใช้เลี�ยงและอาหารน์ั�น์มีการ

ปน์เป้�อน์ของสุารพิษ ทำให้มีโอกาสุเสุี�ยงต่อการปน์เป้�อน์

และตกค้างใน์ไข่เป็ดีไดี้ เน์้�องจากเป็ดีไล่ทุ่งมีการสุัมผู้ัสุดีิน์ 

และน์�ำที�ปน์เป้�อน์สุารเหล่าน์ี�อยู่  ดี้วียเหตุที�ไข่เป็ดีมี

ประโยชน์์ต่อร่างกายเน์้�องจากอุดีมไปดี้วียสุารอาหาร

ประเภทต่าง ๆ เช่น์ โปรตีน์ ไขมัน์ และแร่ธัาตุ คน์ไทย 

จ่งน์ิยมบัริโภคและแปรรูปไข่ เป็ดี อีกทั�งใน์ปัจจุบััน์

ประชาชน์ไดี้ตระหน์ักถ่งอัน์ตรายจากการปน์เป้�อน์ของ 

สุารพิษใน์อาหาร ดีังน์ั�น์การตรวีจหาการตกค้างของ OC 

และโลหะหนั์กใน์ไข่เป็ดีไล่ทุ่งจ่งมีควีามสุำคัญทางควีาม

ปลอดีภยัดีา้น์อาหาร (food safety) เพ้�อใหสุ้ามารถปอ้งกนั์

ควีามเสุี�ยงที�อาจเกิดีข่�น์จากการบัริโภคไข่เป็ดีที�มีการ 

ปน์เป้�อน์รวีมถ่งเป็น์การสุ่งเสุริมการบัริโภคไข่เป็ดีภายใน์

ประเทศ์ มีรายงาน์การตรวีจพบัสุารเคมี OC ใน์ไข่เป็ดี 

ไล่ทุ่งจากประเทศ์จีน์ โดียพบัสุาร Dichlorodiphenyltri-

chloroethane (DDT) อยู่ใน์ช่วีง 100–730 ng/kg  

(Xu et al., 2015) ทั�งน์ี�ใน์ประเทศ์ไทยมีรายงาน์การผู้ลิต

ไขเ่ปด็ีสุงูเปน็์อนั์ดีบัั 2 (6.5%) ของโลกรองจากจีน์ (80.8%) 

(Huang and Lin, 2011) และมีรายงาน์การตรวีจพบัสุาร

เคมีกลุ่ม OC ใน์ไข่เป็ดีใน์จังหวัีดีสุุพรรณบุัรี ซั่�งแม้พบัใน์

ปริมาณต�ำ แต่สุามารถสุ่งผู้ลต่อสุุขภาพของผูู้้บัริโภคไดี้ 

(Ketyam et al., 2016) การศ่์กษาครั�งน์ี�เลอ้กเขตพ้�น์ที�ภาค

กลางของประเทศ์ไทย ซั่�งเปน็์บัรเิวีณเพาะปลูกข้าวีที�สุำคญั

ของประเทศ์ และมีควีามอุดีมสุมบัูรณ์ของอาหารและ 

แหล่งน์�ำสุำหรับัใช้เลี�ยงเป็ดีไล่ทุ่ง ซั่�งการตรวีจสุอบัการ 

ปน์เป้�อน์ของสุารพิษดีงักลา่วีใน์ไขเ่ปด็ีไลทุ่ง่และสุิ�งแวีดีล้อม

จากบัรเิวีณดีงักลา่วี จะเป็น์ขอ้มลูที�สุำคญัใน์การสุร้างควีาม

เช้�อมั�น์ให้แก่ผูู้้บัริโภค อีกทั�งสุามารถใช้สุ่งเสุริมการบัริโภค

ไขเ่ปด็ีทั�งใน์ประเทศ์และสุง่ออกไปยงัตา่งประเทศ์ การวีจิยั

ครั�งน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์เพ้�อทำการติดีตาม เฝ้้าระวีัง และ

ประเมิน์ควีามเสุี�ยงดี้าน์สุุขภาพจากการปน์เป้�อน์ของ 
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สุารเคมีกำจัดีแมลงกลุ่มออร์กาโน์คลอรีน์และโลหะหนั์ก 

ใน์ไข่เป็ดีไล่ทุ่งและสุิ�งแวีดีล้อมใน์เขตภาคกลางของ

ประเทศ์ไทย 

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

พั้�นที�ศึกษา

 เลอ้กพ้�น์ที�ปลกูขา้วีเพ้�อเกบ็ัตวัีอยา่งไขเ่ปด็ี ดีนิ์ และ

น์�ำจาก 8 จังหวัีดีใน์เขตพ้�น์ที�ภาคกลาง ได้ีแก่ จังหวัีดี

กรุงเทพมหาน์คร ปทุมธัานี์ พระน์ครศ์รีอยุธัยา อ่างทอง 

ลพบัุรี สุิงห์บัุรี ชัยน์าท และ สุระบัุรี (ภาพที� 1)

ประชื้ากรและตัวิอย่่างที�ใชื้้ในการศึกษา

 ประชากรที�ใช้ใน์การศ์่กษาเป็น์ประชากรเป็ดีไล่ทุ่ง

พัน์ธัุ์กากีแคมเบัลอายุระหวี่าง 6 เดี้อน์ ถ่ง 2 ปี ที�เลี�ยงใน์

แปลงน์าของเกษตรกร ใน์ 8 จังหวัีดีภาคกลางของ

ประเทศ์ไทย โดียทั�ง 8 จงัหวีดัีมจีำน์วีน์ประชากรเปด็ีไลทุ่ง่

ทั�งสิุ�น์ 1,628,385 ตวัี (ศู์น์ย์สุารสุน์เทศ์ กรมปศุ์สุตัวี,์ 2557)  

ทำการเก็บัตัวีอย่างไข่เป็ดีไล่ทุ่งทั�งหมดี 640 ฟอง โดีย 

แบั่งเป็น์จังหวัีดีละ 4 ฟาร์ม ฟาร์มละ 20 ฟอง จำน์วีน์

ตัวีอย่างที�ไดี้มาจากการคำน์วีณตามสุูตรของ Yamane 

(1967) ร่วีมกับัวีิธัีการสุุ่มแบับัง่าย (Whittemore, 1997)

 ตัวีอย่างดีิน์ และน์�ำ สุุ่มเก็บัตัวีอย่างดีิน์ และน์�ำใน์

บัริเวีณพ้�น์ที�เลี�ยงเป็ดี 8 จงัหวีดัี จงัหวีดัีละ 4 ฟาร์ม ฟาร์มละ 

10 ตวัีอยา่ง รวีมเปน็์ตวัีอยา่งดีนิ์ 320 ตวัีอยา่ง และตวัีอยา่ง

น์�ำ 320 ตวัีอย่าง การสุุม่ตัวีอย่างจะทำการสุุม่ตามหลักของ

การเก็บัตัวีอย่างจากสุิ�งแวีดีล้อม (Allen, 1989) ราย

ละเอียดีของตัวีอย่างใช้ใน์การศ์่กษาดีังตารางที� 1 

การวิิเคัราะห์ตัวิอย่่าง

 ตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำ จะทำการสุกัดีโดียใช้วีิธัี 

Liquid-liquid extraction โดียทำการชั�งตัวีอย่างดีิน์

จำน์วีน์ 20 g เตมิ Ethyl acetate 75 ml เขย่าด้ีวีย shaker 

ที�ควีามเรว็ีรอบั 2,100 g/min น์าน์ 5 h กรองผู้า่น์ Na
2
SO

4
 

ลดีปริมาตรด้ีวีย Acetronitrile 2 ml แล้วีทำการตรวีจ

วีิ เคราะห์หาการตกค้างของสุารกำจัดีแมลง OC  

20 ชน์ิดี ไดี้แก่ α-BHC, γ-BHC, ß-BHC, δ-BHC,  

Heptachlor, Aldrin, Heptachlor epoxide,  

ภาพัที�1 แผู้น์ที�จังหวีัดีใน์เขตภาคกลางจำน์วีน์ทั�งหมดี 21 จังหวีัดี (ซั้าย) 

แต่พ้�น์ที�ที�ใช้ใน์การศ์่กษามีทั�งหมดี 8 จังหวีัดี (ขวีา)

จังหวีัดี
ชน์ิดี/ จําน์วีน์ตัวีอย่าง

ไข่เป็ดีไล่ทุ่ง ดีิน์ น์�ำ

กรุงเทพมหาน์คร 80 40 40

พระน์ครศ์รีอยุธัยา 80 40 40

อ่างทอง 80 40 40

ลพบัุรี 80 40 40

ชัยน์าท 80 40 40

สุระบัุรี 80 40 40

สุิงห์บัุรี 80 40 40

ปทุมธัาน์ี 80 40 40

รวีม 640 320 320

ตารางที� 1 จำน์วีน์ประชากรและตัวีอย่างที�ใช้ใน์การศ์่กษา

γ-chlordane, Endosulfan I, α-chlordane, DDE, 

Dieldrin, Endrin, Endosulfan II, DDD, Endrin  

aldehyde, DDT, Endosulfan sulfate, Metoxychlor 

และ Endrin ketone ทำการวีิเคราะห์ดี้วียเคร้�อง Gas 

Chromatography-Mass spectrometer (GC-MS) ยี�หอ้ 

Agilent รุ่น์ MSD 5973 ควีบัคุมสุภาวีะก ารทำงาน์ของ

เคร้�องดีังน์ี� Mode pulse spitless, SIM mode column 

DB5-MS capillary, 30 m x 0.25 mm id, 0.25 µm film 

thickness, injector 230 °C MS Transfer Line 280 °C, 

MS Quad temperature 150 °C, Ms source 230 °C 

Oven program 100 °C (1 min) อัตรา 15 °C/min  

180 °C (1 min) อัตรา 3 °C/min 200 °C (0 min)  

อัตรา 1 °C/min 210 °C (0 min) อัตรา 15 °C/min  

29 °C (5 min) Carrier gas helium flow 1.4 ml/min 

Injection volume 1 µl (Birich et al., 2020)

 การตรวีจวีิเคราะห์โลหะหน์ัก จะทำการสุกัดี

ตัวีอย่างไข่เป็ดีตามวีิธัีของ Stahr (1999) สุ่วีน์ตัวีอย่างดีิน์
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และน์�ำจะน์ำมาสุกดัีตามวีธิัมีาตรฐาน์ของ United States 

Environmental Protection Agency (USEPA) (2000) 

โดียจะน์ำตัวีอย่างที�ไดี้เติมสุารตามวีิธัีข้างต้น์ ทำการ 

ย่อยบัน์ hot plate ระวัีงไม่ให้สุารละลายเดี้อดี ย่อยจน์

สุารละลายเหล้อปริมาตร 10–20 ml ยกลงจากเตาทิ�งไวี้

ให้เย็น์ จากน์ั�น์ปรับัปริมาตรตัวีอย่างให้ได้ี 100 ml ดี้วีย 

น์�ำกลั�น์ แล้วีน์ำไปตรวีจวีิเคราะห์ปริมาณโลหะหน์ัก 11 

ชน์ิดีไดี้แก่ As, Cd, โคบัอลต์ (Co), โครเมียม (Cr), Cu, Fe, 

แมงกาน์ีสุ (Mn), โมลิบัดีีน์ัม (Mo), Pb, น์ิกเกิล (Ni)  และ 

Zn ดี้วียเคร้�อง Inductively Coupled Plasma Optical 

Emission Spectrometer (ICP-OES) ยี�หอ้ PerkinElmer 

รุ่น์ Optima 2100 ตามวีิธัีของ McBride (2011)

การตรวิจสอบคัวิามใชื้้ได้ของวิิธีีทดสอบ (Method 

validation)

 ขีดีจำกัดีของการตรวีจวัีดี (Limit of Detection, 

LOD) และ ขดีีจำกดัีของการตรวีจวีดัีเชงิปรมิาณ (Limit of 

Quantitation, LOQ) ของการตรวีจวีัดีจะใช้การดีูจากค่า 

Signal to Noise (S/N ratio) โดียค่า LOD จะใช้ค่า S/N 

ratio ที� 3:1 สุ่วีน์ค่า LOQ จะใช้ S/N ratio ที� 10:1 ใน์การ

ทดีสุอบั

การวิิเคัราะห์ข้อมูลคัวิามเสี�ย่ง (Health risk assess-

ment) 

 การประเมิน์ควีามเสุี�ยงจากไดี้รับัสุาร OC และ 

โลหะหนั์กจะใช้การประเมิน์จากค่าควีามเสุี�ยงต่อสุุขภาพ

จากการสุัมผู้ัสุสุาร (Target hazard quotient, THQ)  

แต่รายละเอียดีใน์การคำน์วีณทั�ง 2 กลุม่น์ี�จะมรีายละเอียดี

และการคำน์วีณที�แตกต่างกัน์ ดีังน์ี�

 การหาค่า THQ (OC) จะประเมิน์ควีามเสีุ�ยง 

โดียอา้งองิจากคา่ระดีบััควีามเสุี�ยงจาก FAO/WHO (2010) 

ตามสุมการ

Target hazard quotient (THQ) =        x 100%
EDI

ADI

Target hazard quotient (THQ) =                       x 10-3EFxEDxFIRxC

RFDxWABxTA

โดียที� 

 Exposure daily intake (EDI) ค้อ ค่าการสุัมผู้ัสุ 

(mg/kg/day.) 

 Acceptable daily intake (ADI) ค้อ ปริมาณสุาร

ที�ร่างกายสุามารถรับัไดี้ (mg/kg/day) 

 สุ่วีน์การหาค่า THQ (โลหะหน์ัก) จะประเมิน์ควีาม

เสุี�ยงโดียอ้างอิงระดีับัควีามเสุี�ยงจาก USEPA (2000) ตาม

สุมการ

โดียที� 

 Exposure frequency (EF) ค้อ ควีามถี�ใน์การ

บัริโภค (365 days/year)

 Exposure duration (ED) คอ้ ระยะเวีลาการบัรโิภค 

กำหน์ดีให้เป็น์ 70 years

 Food ingestion rate (FIR) ค้อ อัตราการบัริโภค

ต่อครั�ง (62.87 g/person/time)

 Metal concentration (C) ค้อ ปริมาณโลหะหน์ัก

ที�ตรวีจพบั (mg/kg)

 Oral reference dose (RFD) ค้อ ปริมาณการ

บัริโภคอ้างอิง (mg/kg/day)

 Average body weight (WAB) ค้อ ค่าเฉีลี�ยของ

น์�ำหน์ักตัวีของประชาชน์ใน์ประชากรไทย (60 kg)

 Averaging exposure time for non-carcinogens 

(TA) ค้อ ค่าเฉีลี�ยระยะเวีลาที�ไม่ทำให้เกิดีมะเร็ง

การวิิเคัราะห์ข้อมูลเชื้ิงสถิติ

 การน์ำเสุน์อข้อมูลปริมาณการปน์เป้�อน์ของ OC 

และโลหะหน์กัจะรายงาน์ใน์รปูแบับัคา่เฉีลี�ย สุว่ีน์การศ์ก่ษา

ควีามสุัมพัน์ธ์ัของปริมาณของ OC และโลหะหนั์กใน์

ตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำ จะทำการทดีสุอบัโดียการหา

ค่าควีามสุัมพัน์ธั์โดียใช้สุถิติ Pearson’s correlation โดีย

กำหน์ดีค่าน์ัยสุำคัญทางสุถิติที� p=0.05
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ผลและวิิจารณ์์

การคัวิบคัุมคัุณ์ภาพัของผลการทดสอบ

 LOD ของ OC ของการศ์่กษาน์ี� ค้อ อยู่ใน์ช่วีง  

0.01-0.0 3 µg/kg สุ่วีน์ LOQ ของการตรวีจวีัดีของ OC  

ค้อ 0.05-0.09 µg/kg ใน์ขณะที� LOD ของโลหะหน์ัก ค้อ 

0.5-0.8 µg/kg และ LOQ ของโลหะหน์ัก ค้อ 1.0–3.5  

µg/kg

ปรมิาณ์การปนเป่�อนของ OC ในตัวิอย่า่งไขเ่ปด็ ดนิ และ

น�ำในพั้�นที�ศึกษา 

 จากการวีิเคราะห์ตัวีอย่างเพ้�อหาปริมาณการ 

ปน์เป้�อน์ของ OC ใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำ พบัว่ีา

ปริมาณการตกค้างของ OC ใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดีพบัการ 

ปน์เป้�อน์ของ Endrin สุงูที�สุดุี โดียพบัปรมิาณการปน์เป้�อน์

เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.8215–3.0360 mg/kg รองลงมา ค้อ 

Metoxychlor และ DDT โดียพบัปรมิาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ย

อยู่ใน์ช่วีง 0.0643–0.4216 mg/kg และ 0.2090–0.3325 

mg/kg ตามลำดีับั โดียจังหวีัดีที�พบัการปน์เป้�อน์ของสุาร

ทั�ง 3 ชน์ิดีน์ี�มากที�สุุดี ค้อ จังหวีัดีชัยน์าท รองลงมา ค้อ 

จังหวีัดีอ่างทอง และปทุมธัาน์ี ตามลำดีับั (ภาพที� 1 ก)  ใน์

ตัวีอย่างดีิน์พบัการปน์เป้�อน์ของ Heptachlor epoxide 

สุูงที�สุุดี โดียปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.2061–

26.1740 mg/kg รองลงมา ค้อ Aldrin และ β-BHC โดีย

พบัปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.0078–3.6363 

mg/kg และ 0.0047–3.2539 mg/kg ตามลำดีับั จังหวีัดี

ที�มีการปน์เป้�อน์ของสุาร 3 ชน์ิดีน์ี�สุูงสุุดี ค้อ จังหวีัดีสุระบัุรี 

รองลงมา ค้อ จังหวัีดีสุิงห์บัุรี และ จังหวัีดีปทุมธัานี์  

ตามลำดีับั (ภาพที� 1 ข)  น์อกจากน์ี�เม้�อทำการตรวีจการ

ปน์เป้�อน์ของ OC ใน์ตัวีอย่างน์�ำที�เก็บัจากพ้�น์ที�ศ์่กษาพบั

การปน์เป้�อน์ของ Endosulfan sulfate สุูงที�สุุดี โดียพบั

ปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.0077–0.4978  

mg/kg รองลงมา ค้อ Aldrin และ Endrin ketone โดีย

พบัปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 0.0087–0.0798 

mg/kg และ 0.0020–0.0193 mg/kg ตามลำดีับั จังหวีัดี

ที�พบัการปน์เป้�อน์ของสุาร 3 ชน์ดิีน์ี�สุงูสุดุี ค้อ จงัหวีดัีลพบัรุี 

รองลงมา ค้อจังหวีัดีกรุงเทพมหาน์คร และจังหวีัดี

พระน์ครศ์รีอยุธัยา ตามลำดีับั (ภาพที� 1 ค) จากที�กล่าวีมา

ข้างต้น์จะเห็น์ไดี้วี่า การใช้สุารกำจัดีแมลงกลุ่ม OC ใน์ 

น์าข้าวีไม่ไดี้มีผู้ลกระทบัเฉีพาะแต่ตัวีเกษตรกรผูู้้ใช้เอง

เทา่น์ั�น์ ยงัพบัการตกคา้งใน์ดิีน์ และน์�ำอกีดีว้ีย โดียการแพร่

กระจายของ OC ใน์แหล่งน์�ำน์ั�น์จะเป็น์แหล่งสุุดีท้ายของ

การรองรับัการตกค้างของ OC และถ่ายทอดีไปสุู่สุิ�งมีชีวีิต

ที�อาศ์ยัหรอ้ใชป้ระโยชน์จ์ากแหลง่น์�ำน์ั�น์ (Edwards, 1997) 

มีการศ์่กษาควีามเข้มข้น์ของสุาร OC ใน์น์�ำและปลาใน์

แม่น์�ำของรัฐ Edo ประเทศ์ไน์จีเรีย โดีย Lindane, Aldrin, 

pp-DDE, op-DDD, op-DDT และ pp-DDT ถูกตรวีจพบั

ทุกแหล่งน์�ำ และถูกตรวีจพบัใน์เน์้�อปลาดี้วียเช่น์กัน์ 

(Ize-lyamu and Egwakhide, 2007) น์อกจากน์ั�น์ 

ยังไดี้มีการศ์่กษาการตกค้างของ OC ชนิ์ดี Endosulfan 

ใน์แหล่งน์�ำเกษตรกรรมทางภาคเหน์้อของประเทศ์ไทย 

พบัวี่าปริมาณการปน์เป้�อน์ของ Endosulfan พบัปริมาณ

การปน์เป้�อน์สุูงกวี่าค่า regulatory limit ใน์สิุ�งมีชีวิีต 

ที�อาศ์ัยอยู่ใน์แหล่งน์�ำน์ั�น์ (Sangchan et al., 2013) 

สุำหรบััการตกคา้งของสุาร OC ใน์ไขเ่ปด็ีไดีม้กีารศ์ก่ษาการ

ตกค้างของ OC ชน์ิดี Endosulfan ใน์เป็ดีไล่ทุ่งที�เลี�ยงใน์

จังหวัีดีสุุพรรณบุัรี ผู้ลการศ์่กษาพบัการตกค้างของ OC 

ชน์ิดี Endosulfan sulfate ซั่�งพบัการปน์เป้�อน์ใน์ไข่แดีง

มากกวีา่ไขข่าวี ปรมิาณการปน์เป้�อน์ที�พบัใน์ไขแ่ดีงพบัการ

ปน์เป้�อน์ 6.73 ng/g สุ่วีน์ใน์ไข่ขาวีพบัการปน์เป้�อน์ 4.78 

ng/g ตามลำดีับั (Ketyam et al., 2016)
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ภาพัที� 1 ชน์ิดีและปริมาณเฉีลี�ย (mg/kg) ของ OC ที�ตรวีจพบัใน์พ้�น์ที�ศ์่กษาทั�ง 8 จังหวีัดี (ก) ชน์ิดีและปริมาณเฉีลี�ยของ OC ที�ตรวีจพบัใน์ตัวีอย่าง 

ไข่เป็ดี (ข) ชน์ิดีและปริมาณเฉีลี�ยของ OC ที�ตรวีจพบัใน์ตัวีอย่างดีิน์จากน์าข้าวี (ค) ชน์ิดีและปริมาณเฉีลี�ยของ OC ที�ตรวีจพบัใน์ตัวีอย่างน์�ำ
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ปริมาณ์การตกค้ัางของโลหะหนักในตัวิอย่่างไข่เป็ด ดิน 

และน�ำ 

 จากการวีิเคราะห์ตัวีอย่างเพ้�อหาปริมาณการ 

ปน์เป้�อน์ของโลหะหน์ัก ใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำพบั

การปน์เป้�อน์ของโลหะหน์กัที�มคีวีามจำเปน็์ตอ่รา่งกายและ

โลหะหน์ักที�เป็น์พิษต่อร่างกาย โดียใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดีพบั

การปน์เป้�อน์ Zn สุูงที�สุุดี โดียพบัการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์

ช่วีง 40.6060–380.8650 mg/kg รองลงมา ค้อ Fe, Cu 

และ Mn โดียพบัการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 75.5200–

187.1190 mg/kg, 3.5150–7.2535 mg/kg และ 

1.2766–4.2300 mg/kg ตามลำดีับั น์อกจากน์ี�ยังพบัการ

ปน์เป้�อน์ของโลหะหน์ักที�มีควีามเป็น์พิษ ค้อ Pb, Cd และ 

As อีกดี้วีย โดียปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยอยู่ใน์ช่วีง 

0.1490–4.8370 mg/kg, 0.0095–3.4810 mg/kg และ 

0.0090–0.3190 mg/kg ตามลำดัีบั จังหวัีดีที�พบัการ 

ปน์เป้�อน์ของโลหะหน์ักใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดีไล่ทุ่งสุูงที�สุุดี ค้อ 

จังหวีัดีชัยน์าท รองลงมา ค้อ จังหวีัดีอ่างทอง และ จังหวีัดี

ลพบุัรี ใน์ตัวีอย่างดิีน์พบัการปน์เป้�อน์ของโลหะหนั์กชนิ์ดี 

Zn สุงูที�สุุดี รองลงมา คอ้ Cu และ Fe ปริมาณการปน์เป้�อน์

เฉีลี�ยของ Zn ใน์ตัวีอย่างดิีน์อยูใ่น์ช่วีง 31.6500–257.1500 

mg/kg ใน์ขณะที�ปริมาณการปน์เป้�อน์ของ Cu และ Fe ที�

ตรวีจพบัใน์ตัวีอย่างดิีน์พบัการปน์เป้�อน์อยู่ ใน์ช่วีง 

18.8350–73.3650 mg/kg และ 10.1750–25.2853  

mg/kg ตามลำดีับั สุ่วีน์โลหะหน์ักที�มีควีามเป็น์พิษน์ั�น์ใน์

ตัวีอย่างดีิน์ตรวีจพบั As เพียงชน์ิดีเดีียวีที�มีปริมาณสุูงและ

เกิน์ค่า LOQ ที�กำหน์ดี โดียพบัปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ย

อยู่ใน์ช่วีง 2.13500–4.2650 mg/kg สุ่วีน์สุารอ้�น์ ๆ  พบัใน์

ปริมาณที�ต�ำมากจน์ถ่งตรวีจไม่พบั จังหวีัดีที�พบัการ 

ปน์เป้�อน์ของโลหะหนั์กใน์ตัวีอย่างดิีน์สูุงสุุดี ค้อ จังหวัีดี

สุิงห์บัุรี  รองลงมาค้อ จังหวีัดีสุระบัุรี  และจังหวีัดี

พระน์ครศ์รีอยุธัยา ตามลำดีับั การตรวีจการปน์เป้�อน์ของ

โลหะหน์ักใน์ตัวีอย่างน์�ำ พบัการปน์เป้�อน์ของ Fe เพียง

ชน์ิดีเดีียวี โดียปริมาณการปน์เป้�อน์เฉีลี�ยที�พบัอยู่ใน์ช่วีง 

0.3560–36.0755 mg/kg โดียพบัการปน์เป้�อน์สูุงที�สุุดีที�

จงัหวีดัีสุงิหบ์ัรุ ีรองลงมา คอ้ กรุงเทพมหาน์คร และจังหวีดัี

พระน์ครศ์รีอยุธัยา ตามลำดีับั 

 จากผู้ลการศ่์กษาพบัว่ีา การปน์เป้�อน์ของโลหะหนั์ก

ใน์ไขเ่ปด็ี ดีนิ์ และน์�ำ น์ั�น์มทีั�งโลหะหนั์กที�มคีวีามจำเป็น์ตอ่

ร่างกาย และโลหะหน์ักที�มีควีามเป็น์พิษ โดียโลหะหน์ักที�

มีควีามจำเป็น์ต่อร่างกาย ได้ีแก่ Mn, Fe, Cu และ Zn 

เป็น์ต้น์ สุ่วีน์โละหะหนั์กที�มีควีามเป็น์พิษต่อร่างกาย เช่น์ 

Hg, Pb, Cd และ As (Extreme health USA, 2005)  

โลหะหนั์กเหล่าน์ี�สุามารถเกิดีข่�น์ได้ีเองตามธัรรมชาติ 

โดียอาจมาจากโรงงาน์อุตสุาหกรรม หร้อการใช้ปุ�ยหร้อ 

ยากำจัดีศ์ัตรูพ้ชใน์การทำเกษตรกรรมแล้วีถูกปล่อยออกสุู่

สุิ�งแวีดีล้อม (Guevara-Riba et al., 2004) หากไม่มีการ

จัดีการที�ดีจีะทำให้เกิดีการปน์เป้�อน์โลหะหน์กัเหล่าน์ี�เข้าสุู่

ห่วีงโซั่อาหารไดี้ (Ahmed et al., 2015; Kibria et al., 

2016; Proshad et al., 2020) 
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 น์ำข้อมูลปริมาณการปน์เป้�อน์ของ OC และ 

โลหะหนั์กที�ตรวีจพบัใน์ไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำมาหาควีาม

สุัมพัน์ธ์ัโดียใช้ Pearson’s correlation โดียกำหน์ดีค่า 

น์ยัสุำคญัทางสุถติิที� p=0.05 พบัวีา่ คา่สุารที�มคีวีามสุมัพนั์ธั์

กัน์ระหวี่างไข่เป็ดี ดีิน์ และน์�ำ ค้อ Endosulfan sulfate, 

β-BHC, Zn, Fe และ Cu โดียมีค่า r= 0.9870, 0.8750, 

0.9650, 0.9750 และ 0.9980 ตามลำดัีบั ซั่�งชนิ์ดี OC และ 

โลหะหน์ักที�พบัใน์ตัวีอย่างดีิน์และน์�ำอาจมาจากการใช้ปุ�ย

และสุารเคมีทางการเกษตร ซั่�งการปน์เป้�อน์ของ OC และ

โลหะหน์ักใน์ตัวีอย่างดีิน์และน์�ำน์ั�น์สุ่งผู้ลให้พบัการ 

ปน์เป้�อน์และตกค้างใน์ไข่เป็ดีได้ี เน์้�องจากเป็ดีจะได้ีรับั 

สุาร OC และโลหะหน์ักจากการกิน์อาหารและดี้�มน์�ำจาก

พ้�น์ที�น์ั�น์

การประเมนิคัวิามเสี�ย่งดา้นสขุภาพัจากการบรโิภคัไขเ่ปด็

ที�มีการปนเป่�อน OC และ โลหะหนัก

 การวีเิคราะหข์อ้มลูควีามเสุี�ยงจากการบัรโิภคไขเ่ปด็ี 

โดียน์ำผู้ลที�ไดี้จากการศ์่กษาปริมาณการปน์เป้�อน์ของสุาร 

OC และโลหะหน์กัใน์ตวัีอยา่งไขเ่ปด็ีมาคำน์วีณหาคา่ THQ 

พบัวีา่ ผู้ลการประเมณิควีามเสุี�ยงจากการบัรโิภคไขเ่ปด็ีที�มี

การปน์เป้�อน์ OC และ โลหะหน์ัก มีค่า THQ ไม่เกิน์ 1  

โดียค่า THQ เฉีลี�ยของ OC ใน์ตัวีอย่างไข่เป็ดีที�เก็บัจาก

พ้�น์ที�ศ์่กษาจำน์วีน์ 8 จังหวัีดีอยู่ใน์ช่วีง 0.2738–0.4707  

สุ่วีน์ค่า THQ เฉีลี�ยของโลหะหน์ักอยู่ใน์ช่วีง 0.1420–

0.5204 (ภาพที� 3) ซั่�งผู้ลการศ์่กษาสุามารถกล่าวีไดี้วี่าการ

บัริโภคไข่เป็ดีไล่ทุ่งที�เก็บัจากพ้�น์ที�ศ์่กษาทั�ง 8 จังหวัีดี  

ไมท่ำใหเ้กิดีควีามเสุี�ยงด้ีาน์สุขุภาพจากการไดีร้บััสุมัผู้สัุสุาร 

OC และ โลหะหน์ักที�ปน์เป้�อน์ ซั่�งมีค่าต�ำกวี่าค่าที�กำหน์ดี

ไวี้โดีย FAO/ WHO (2010) ดีังน์ั�น์ การบัริโภคไข่เป็ดีไล่ทุ่ง

จากฟาร์มใน์เขตภาคกลางยังมีควีามปลอดีภัยต่อผูู้้บัริโภค 

แต่ต้องบัริโภคใน์ปริมาณไม่เกิน์ 62.87 กรัมต่อวีัน์ หร้อ

ประมาณไม่เกิน์ 3 ฟองต่อวีัน์ เพ้�อควีามปลอดีภัยจากการ

ไดี้รับัสุารปน์เป้�อน์ OC และโลหะหนั์กเพ้�อให้ไม่เกิน์กับั

ปริมาณที�สุามารถรับัประทาน์ไดี้ต่อวีัน์ (ADI)

สรุป และข้อเสนอแนะ

 จากการศ์่กษาครั�งน์ี�พบัวี่า ไข่เป็ดีไล่ทุ่ง ดีิน์ และน์�ำ

ใน์น์าข้าวีที�ใชเ้ลี�ยงเป็ดีไล่ทุง่ ยงัคงพบัการปน์เป้�อน์ของ OC 

และโลหะหน์กั อยา่งไรกต็ามผู้ลการประเมนิ์ควีามเสุี�ยงดีา้น์

สุขุภาพจากการบัรโิภคไขเ่ปด็ีไลทุ่ง่ใน์ปรมิาณไมเ่กนิ์ 3 ฟอง

ต่อวีัน์ ยังคงมีควีามปลอดีภัยต่อผูู้้บัริโภค น์อกจากน์ี� 

ยังพบัวี่าดีิน์ใน์น์าข้าวีเป็น์แหล่งสุำคัญที�ทำให้เกิดีการ 

ปน์เป้�อน์ของ OC และโลหะหนั์กใน์น์�ำดี้�มที�ใช้เลี�ยงเป็ดี  

รวีมถง่สุง่ผู้ลตอ่การปน์เป้�อน์ใน์ไขเ่ปด็ีไลทุ่ง่ดีว้ีย ดีงัน์ั�น์ถ้ามี

การตรวีจติดีตามและเฝ้้าระวัีงการปน์เป้�อน์ของสุาร 

ดีังกล่าวีอย่างต่อเน์้�อง รวีมถ่งมีการจัดีการสุภาพแวีดีล้อม

ใน์การเลี�ยงเป็ดีไล่ทุ่งให้ดีีข่�น์และเป็น์ระบับัจะช่วียลดีการ

สุมัผู้สัุ OC และโลหะหน์กัสุำหรบััเปด็ีไดีเ้ปน็์อยา่งดี ีรวีมถง่

ลดีควีามเสุี�ยงด้ีาน์สุุขภาพจากการบัริโภคไข่เป็ดีไล่ทุ่งของ

ผูู้้บัริโภคไดี้อีกดี้วีย

กิตติกรรมประกาศ

 งาน์วีจิยัการประเมนิ์ควีามเสีุ�ยงดีา้น์สุขุภาพจากการ

บัริโภคไข่เป็ดีบัริเวีณพ้�น์ที�ที�มีการปน์เป้�อน์สุารเคมีกำจัดี

แมลงกลุม่ออรก์าโน์คลอรนี์ และโลหะหน์กัใน์เขตภาคกลาง

ของประเทศ์ไทยสุำเร็จลุล่วีงไดี้โดียไดี้รับัควีามช่วียเหล้อ

จากปศ์สุุตัวีจ์งัหวีดัีทั�ง 8 จงัหวีดัีที�คอยอำน์วียควีามสุะดีวีก

ใน์การลงพ้�น์ที�เก็บัตัวีอย่าง และต้องขอขอบัคุณเจ้าหน์้าที�

ห้องปฏิิบััติการพิษวีิทยาและชีวีเคมี สุถาบััน์สุุขภาพสุัตว์ี

แหง่ชาติที�ให้ควีามร่วีมมอ้ใน์การวิีเคราะห์ตวัีอย่าง ซั่�งทำให้

การศ์่กษาครั�งน์ี�สุำเร็จไดี้ดี้วียดีี

ภาพัที� 3  ค่า Target hazard quotient (THQ) เฉีลี�ย ของการบัริโภค

ไข่เป็ดีที�มีการปน์เป้�อน์ของ OC และโลหะหนั์กใน์เขตภาคกลางของ

ประเทศ์ไทย
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