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ข้้อแนะนำสำหรัับผู้้�เขีียน
	 สัตัวแพทยสารเป็น็วารสารทางวิชิาการของสัตัวแพทยสมาคมแห่ง่ประเทศไทยในพระบรมราชููปถัมัภ์ ์ซึ่่�งลงบทความ
ผลงานค้้นคว้้าวิิจััยทางวิิทยาศาสตร์์ ที่่�เกี่่�ยวกัับวิิชาการในสาขาสััตวแพทยศาสตร์์ คณะผู้้�จััดทำสััตวแพทยสาร ยิินดีีรัับ
เรื่่�องจากทุุกท่่านที่่�กรุุณาส่่งมาเพื่่�อเผยแพร่่ และเพื่่�อความสะดวกในการพิิจารณาเรื่่�อง ขอเสนอแนะดัังนี้้�

1. เรื่่�องที่่�จะนำลง

	 1.1		 งานค้้นคว้้าทดลองหรืือวิิจััยทางวิิชาการ ที่่�           

เกี่่�ยวกัับสััตว์์ ผลิิตภััณฑ์์สััตว์์ หรืือพืืชอาหารสััตว์์  ทั้้�งที่่�ทำ

ในประเทศและต่่างประเทศ หรืือวิิทยานิิพนธ์์

	 1.2		 บทความวิิจััย (Research article) บทความ

ปริิทััศน์์ (Review article) บทความวิิจััยสั้้�น (Short               

communication) และรายงานสััตว์์ป่่วย (Case report) 

ที่่�เป็น็ประโยชน์ ์และเกี่่�ยวข้อ้งกับัวิชิาการสัตัวแพทย์์ และ

สััตวบาลทุุกสาขา

	 1.3		 เรื่่�องอื่่�น ๆ  ที่่�คณะผู้้�จัดัทำ พิจิารณาเห็น็สมควร

2. ต้้นฉบัับ

	 2.1		ต้ นฉบับัที่่�ส่ง่มาลงพิมิพ์์ในสัตัวแพทยสาร ต้อ้ง

ไม่่เป็็นเรื่่�องที่่�เคยเผยแพร่่ หรืือกำลัังอยู่่�ระหว่่างการ

พิิจารณาเพื่่�อลงในหนัังสืือ หรืือ วารสารอื่่�นใดมาก่่อน

	 2.2		ต้ ้นฉบัับเป็็นภาษาไทย หรืือภาษาอัังกฤษ ใช้้

ตัวัอักัษร Microsoft San Serif 12 หรืือ ThSarabun PSK 

16 โดยพิิมพ์์ด้้วยโปรแกรม Microsoft word

	 2.3		 ความยาวของเรื่่�องสำหรับับทความชนิิดต่าง ๆ

จำนวนไม่่เกิิน 20 หน้้า สำหรัับบทความวิิจัยัสั้้�นหรืือรายงาน

สัตัว์์ป่่วยจำนวนไม่่เกิิน 5 หน้้า หรืือตามที่่�เห็็นสมควร

	 2.4		ผล งานวิชิาการที่่�ตีีพิิมพ์ใ์นสัตัวแพทยสารแล้ว้

ถืือเป็็นลิิขสิิทธิ์์�ของหนัังสืือที่่�ผู้้�เขีียนจะนำไปเผยแพร่่ที่่�อื่่�น

อีีกไม่่ได้้

	 2.5		 ตารางและภาพที่่�ใช้ป้ระกอบในบทความ ควร

แนบไฟล์์ต้้นฉบัับของตารางและภาพนั้้�นมาด้้วย

3. บทความวิิจััย (Research article)

	 3.1		วั ัตถุุประสงค์์

				    เพื่่�อเผยแพร่ง่านวิจิัยัทางด้้านสัตัวแพทย์แ์ละ

สััตวบาลฉบัับสมบููรณ์์

	 3.2		รู ูปแบบโดยรวม

				    3.2.1	 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 20 หน้้า

กระดาษ A4

				    3.2.2	 จำนวนรููปและตาราง ตามความ

เหมาะสมของบทความ

	 3.3		 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

				    3.3.1	ชื่่ �อเรื่่�อง (Title) มีีทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ ควรตั้้�งชื่่�อให้้สั้้�นกะทััดรัด ชััดเจน และสื่่�อ

ความหมายได้้

				    3.3.2	ชื่่ �อผู้้�เขีียนและผู้้�ร่่วมงาน (Author 

and co-workers) เขียีนชื่่�อนามสกุลเต็ม็ทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ พร้้อมทั้้�งระบุุสถานที่่�ทำงาน จัังหวััด รหััส

ไปรษณียี์แ์ละ กรุุณาบอกหมายเลขโทรศัพัท์ห์รืืออีเีมลของ

ผู้้�เขีียน/ผู้้�รัับผิิดชอบ เพื่่�อการติิดต่่อ

				    3.3.3	 บทคััดย่่อ (Abstract) เขีียนสั้้�น ๆ ให้้

ได้้เนื้้�อความครอบคลุุมทั้้�งหมด โดยต้้องมีีชื่่�อเรื่่�องและ

บทคััดย่อทั้้�งภาษาไทยและภาษาอัังกฤษ ความยาวไม่่เกิิน 

300 คำต่่อภาษา

				    3.3.4	 คำสำคััญ (Key words) เป็็นคำที่่�มีี

ความหมายแสดงถึงึความเป็น็ไปของการทดลองนั้้�น ๆ  ระบุุ

อยู่่�ใต้้บทคััดย่อ ทั้้�งภาษาไทย และภาษาอัังกฤษ รวมกััน

แล้ว้ไม่เ่กินิภาษาละ 5-7 คำ ทั้้�งนี้้�เพื่่�อให้ผู้้้�วิจิัยัอื่่�นใช้ใ้นการ

ค้น้หา ในกรณีีที่่�เป็น็คำสำคััญที่่�จะใช้้เป็น็คำทัับศัพัท์ภ์าษา

อัังกฤษ ให้้ใช้้คำภาษาอัังกฤษ

				    3.3.5	 บทนำ (Introduction) บรรยายความ

เป็น็มาสั้้�น ๆ  ควรมีกีารตรวจเอกสาร (literature review) 

รวมทั้้�งอธิิบายจุุดประสงค์์ของงาน

				    3.3.6	อุ ุปกรณ์์และวิิธีีการ (Materials and 

Methods) ในกรณีีที่่�เป็็นการคิิดค้นขึ้้�นใหม่่ควรอธิิบาย

อย่่างละเอีียด ถ้้าเป็็นวิิธีกีารที่่�ทราบกัันอยู่่�แล้้วและตีีพิมิพ์์แล้้ว

ไม่่ต้้องบรรยายซ้้ำ ควรเขีียนในลัักษณะข้้ออ้้างอิิง (ขึ้้�นกัับ

ความเห็็นของผู้้�พิิจารณา) ในกรณีีที่่�มีีการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ขอให้ร้ะบุรุหัสัการอนุุญาตใช้้สัตัว์เ์พื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์

ของผู้้�รัับผิิดชอบบทความที่่�ออกโดยคณะกรรมการของ

สถาบััน (institutional review board) เช่่น เลขที่่�การ

อนุุญาตใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ EA 011/61 (R) กรณีีหน่่วยงานของ



ผู้้�วิิจััยไม่่มีี IRB ให้้ขอหน่่วยงานอื่่�นที่่�เทีียบเท่่า ทั้้�งนี้้�ขึ้้�นอยู่่�

กับัการดุุลพินิิจของสาราณีียากร ในกรณีีงานวิิจััยเกี่่�ยวข้อง

กับัมนุษุย์ ์ต้อ้งได้ร้ับัการอนุมุัตัิลิ่ว่งหน้า้สำหรับัการวิจิัยัใน

มนุุษย์์โดยคณะกรรมการของสถาบััน หรืือคณะกรรมการ

จริยิธรรมที่่�เทียีบเท่่า หรืือต้้องได้้รับัความยิินยอมโดยได้้รับั

ข้อ้มููล (informed consent) ซึ่่�งอาจขอความยิินยอม ด้ว้ย

การลงนามหรืือด้้วยวาจา หรืืออธิิบายว่่าทำไมไม่่ได้้รัับ

ความยิินยอม

				    3.3.7	ผล การทดลอง (Results) และวิิจารณ์์

 (Discussion) รายงานผลการทดลองเป็น็คำบรรยาย ควร

ให้้รายละเอีียดและเข้้าใจง่่าย หากเป็็นไปได้้ควรเสนอผล

ในรููปของตาราง รููปภาพ หรืือกราฟ ไม่่ควรแสดงถึึงผลที่่�

เหมืือนกันั ถ้า้เป็น็ตาราง (tables) ควรพิิมพ์ใ์ห้้ชัดัเจนและ

ขนาดพอเหมาะกัับขนาดของหน้้าของสััตวแพทยสาร 

ตารางควรมีีความหมายในตััวเอง และต้้องมีีคำอธิิบาย

เหนืือตารางด้้วย ในกรณีีที่่�เป็็นรููปภาพ (figures) ควรมีีคำ

อธิิบายสั้้�น ๆ  เป็็นภาษาเดีียวกับัเน้ื้�อเรื่่�อง สามารถเป็็นภาพ

ขาวดำหรืือภาพสีี ต้้องส่่งมาเป็็นไฟล์์แนบมาด้้วยขนาดไม่่

ต่่ำกว่่า 250 pixels และอธิบิายรายละเอีียดภาษาเดียีวกับ

เนื้้�อเรื่่�องไว้้ใต้้รููป การวิิจารณ์์ เป็็นการวิิจารณ์์ผลการ

ทดลองโดยควรมีีการเปรีียบเทีียบกัับผลงานของผู้้�อื่่�นที่่�ได้้

กระทำมาแล้้ว และเน้้นถึึงสิ่่�งที่่�ได้้ค้้นพบ

				    3.3.8	สรุ ุป (Conclusion) และคำแนะนำ 

(Suggestion) หากเป็็นบทความควรมีีการตรวจเอกสาร 

(review papers) หรืือเป็็นการทดลองที่่�มีีหลายข้้อ ควรมีี

บทสรุุปที่่�เขีียนใจความสำคััญ

				    3.3.9	กิ ิตติิกรรมประกาศ (Acknowledg-

ment) อาจมีีหรืือไม่่มีีก็็ได้้ เรีียบเรีียงย่่อหน้้าเดีียวแบบ

กระชัับ ระบุุแหล่่งทุุนวิิจััย บุุคคลและหน่่วยงานที่่�ได้้รัับ

ความช่่วยเหลืือ หรืือความร่่วมมืือในงานค้้นคว้้าวิิจััย

				    3.3.10	เอกสารอ้้างอิิง (References)

						      ก.	 การเขีียนอ้า้งอิงิในเน้ื้�อเรื่่�องควรอ้้างอิงิ

ดัังนี้้� คืือ

							       1.		  กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นคนไทยเมื่่�อ

เป็็นประธานของประโยค เช่่น นรสุุทธิ์์� และคณะ (2550) 

หรืือเมื่่�อผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น (นิิวััตร, 

2550) หรืือ (พรเพ็็ญ และคณะ, 2550)

							       2.		  กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นชาวต่าง

ประเทศเมื่่�อเป็น็ประธานของประโยค เช่น่ Tomazewski 

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

ผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น (Tomazewski 

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

							       3.		  กรณีอี้า้งถึงึบุคุคล หรืือเรื่่�องที่่�ไม่เ่คย

ลงพิิมพ์์มาก่่อน (personal communication) ให้้อ้้าง

เฉพาะในเนื้้�อเรื่่�องเท่า่นั้้�น ไม่ต่้อ้งนำไปลงในรายชื่่�อเอกสาร

อ้้างอิิง

					     ข.	 การเขีียนเอกสารอ้้างอิิงท้้ายเรื่่�องควร

อ้้างอิิงเอกสารภาษาไทยก่่อนแล้้วตามด้้วยภาษาอัังกฤษ 

โดยเขีียนเรีียงลำดัับพยััญชนะของชื่่�อผู้้�เขียีน (ถ้้าเป็็นภาษา

อัังกฤษใช้้ชื่่�อสกุุล ตามด้้วยชื่่�อย่่อของผู้้�แต่่ง) ตามด้้วย ปีี 

ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อหนัังสืือหรืือชื่่�อย่่อวารสาร (พิิมพ์์ตััวเอน) ปีีที่่� 

ฉบัับที่่� และหน้้าที่่�อ้้างอิิง ดัังตััวอย่่าง คืือ

นรสุุทธิ์์� บางภููมิิ  นุุช โชติิช่่วง  สุุพจน์์ อาวสกุุลสุุทธิิ  วนิิดา

พัสัดุรุักัษ์์  วิมิล เพชรกาญจนาพงศ์์  กาญจนา อิ่่�มศิลิป์

ธีีระศัักดิ์์� พราพงษ์์  วรรณดา สุุจริิต  และ ศิิริิวรรณ

พราพงษ์์. 2550. สรีรีะเปรีียบเทีียบทางด้้านสุุขภาพ

ของโคนมที่่�ได้้รัับตำรัับพืืชสมุุนไพรไทยในระยะ

ก่่อนคลอด คลอดและหลังัคลอด. สัตัวแพทยสาร.  

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.	 ในกรณีีที่่�อ้้างอิิงตำรา (textbook) ให้้

ระบุุชื่่�อผู้้�เขีียน ปีีที่่�พิิมพ์์ ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อตำรา (พิิมพ์์ครั้้�งที่่�

เท่่าใดและชื่่�อบรรณาธิิการหากมีี) สำนัักพิิมพ์์ เมืืองและ

ประเทศที่่�พิิมพ์์หน้้าแรกและหน้้าสุุดท้้ายที่่�อ้้างอิิง

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

Clinical Biochemistry of Domestic Animals.  

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

Press, USA.  p. 346.

					     หมายเหตุุ ชื่่�อทางวิิทยาศาสตร์์ทั้้�งภาษา

อัังกฤษและทัับศััพท์์ภาษาไทยให้้พิิมพ์์โดยใช้้ตััวอัักษรที่่�

ต่่างจากตััวเรื่่�อง



4. บทความปริิทััศน์์ (Review article)

	 4.1		วั ัตถุุประสงค์์

				    -	การสำรวจงานวิิจััยที่่�มีีอยู่่�แล้้ว

				    -	บทความสำหรัับประมวลความรู้้�ในเรื่่�อง 

หรืือประเด็็นใดประเด็็นหนึ่่�ง

				    -	บทความที่่�แสดงถึึงการเคลื่่�อนไหว ความ

เป็็นมา เป็็นไป และ ชี้้�แนวทางการทำวิจัิัยที่่�ควรจะเกิดิขึ้้�น		

				    -	การประเมิินสถานะความรู้้�ที่่�ผ่่านมา

				    -	การให้้ข้้อมููลแก่่ผู้้�อ่่าน ถกเถีียง ตีีความ 

อภิปิราย ชี้้�แนวทาง ให้้ข้้อเสนอแนะ บอกทางบวก ทางลบ	

				    -	บทความที่่�เรีียบเรีียงโดยมีีการวิิเคราะห์์ 

วิจิารณ์ ์เปรีียบเทียีบวรรณกรรมที่่�มีกีารดำเนิินการมาแล้ว้

จนถึึงปััจจุุบันั สังัเคราะห์์ให้้เกิิดความรู้้�ที่่�แสดงภาพของงาน

วิิจััยในหััวข้้อเรื่่�องที่่�ศึึกษา 

	 4.2 	 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

				    4.2.1 ชื่่�อเรื่่�อง สั้้�น ชัดัเจน ไม่่เยิ่่�นเย้้อ

				    4.2.2 บทคััดย่อ คืือบทสรุปที่่�นำมาไว้้นำเรื่่�อง

 หลักัเกณฑ์์แบบเดียีวกับงานวิิจัยั แต่่ไม่่ต้อ้งมีีหัวัข้อต่่าง ๆ

ควรเน้้นถึึงความสำคััญของเรื่่�อง ปััญหา อุุปสรรค และ          

ข้้อเสนอแนะ หรืือบทวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นและของผู้้�เขีียนเอง	

				    4.2.3 บทนำ เพื่่�อให้้ผู้้�อ่่านตระหนัักถึึงความ

สำคััญของเรื่่�องที่่�จะตามมา อาจมีีเอกสารอ้้างอิิงหรืือ        

ไม่่ก็็ได้้ ไม่่ควรให้้บทนำยาวเกิินไป และควรเป็็นข้้อเขีียนที่่�

เข้้าใจง่่าย

				    4.2.4 เนื้้�อเรื่่�อง ไม่่มีีกฎเกณฑ์์ตายตััวใด ๆ           

ในเรื่่�องหััวข้้อของเนื้้�อเรื่่�อง แต่่ขึ้้�นกัับเรื่่�องที่่�ผู้้� เขีียน               

เรียีบเรียีง ควรแบ่่งเป็น็หัวัข้อ้ใหญ่ ่ๆ  และอาจมีีหัวัข้อ้ย่อ่ย

ตามจำเป็็น ผู้้� เขีียนสามารถนำข้้อมููล ความคิิดเห็็น            

ข้้อวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นมาเสนอในรููปใหม่่ ซึ่่�งอาจเป็็น รููป

ตาราง รููปภาพ กราฟฯ แต่่ไม่่ควรลอกสิ่่�งเหล่่านี้้�มาลงโดย

ไม่่ได้้ดััดแปลง ตััดทอน หรืือเรีียบเรีียงใหม่่ หากทำเช่่นนั้้�น

ควรให้เ้ครดิติแก่เ่จ้้าของเรื่่�อง ถ้า้เป็น็ข้้อความควรจััดอยู่่�ใน

เครื่่�องหมายคำพููด

				    4.2.5 บทวิิจารณ์์ ควรมีีการวิิจารณ์์ของ                   

ผู้้�เรีียบเรีียง เพื่่�อให้้ผู้้�อ่่านคล้้อยตามในประเด็็นที่่�ผู้้�เขีียน 

เห็็นว่่าสำคััญ หากมีีข้้อโต้้แย้้งในเรื่่�องใด ผู้้�เขีียนควรหา

ประจัักษ์์พยานมาอ้้างอิิง และสรุุปเป็็นข้้อยุุติิ หากยัังมีี            

ข้้อสงสััย ควรเสนอแนะให้้มีีการศึึกษาค้้นคว้้าเพิ่่�มเติิม		

				    4.2.6. คำขอบคุุณ โดยปกติิจะไม่่มีี แต่่หาก           

ผู้้�เขีียนได้้รัับความช่่วยเหลืือต่่าง ๆ ในการเรีียบเรีียงและ

จััดเตรีียมต้้นฉบัับ เช่่น การหาข้้อมููล รููปภาพ กราฟ ตา

รางฯ จากผู้้�อื่่�น และนำสิ่่�งนั้้�นมาตีีพิิมพ์์โดยไม่่มีีการ

ดัดัแปลง ก็ค็วรขออนุญุาตเจ้า้ของและแสดงความขอบคุณุ

ไว้้ในตอนนี้้�ด้้วย						    

				    4.2.7 บรรณานุุกรม ไม่่จำเป็็นต้้องมีีการ

อ้้างอิิงในเนื้้�อเรื่่�อง แต่่หลัักการเขีียนใช้้แบบเดีียวกัับ

บทความวิิจััย

5. บทความวิิจััยสั้้�น (Short communication)

	 5.1		วั ัตถุุประสงค์์

				    5.1.1	 รายงานการพัฒันา/ปรับัปรุงุวิธิีกีารที่่�

ใช้้ในปััจจุุบััน

				    5.1.2 	รายงานการประยุกุต์์ใช้้สาร/เครื่่�องมืือ

ต่่าง ๆ ที่่�ไม่่เคยใช้้มาก่่อน

				    5.1.3 	รายงานที่่�ข้อ้มูลูสมบูรูณ์ร์ะดับัหนึ่่�ง แต่่

ต้้องรีีบเผยแพร่่

	 5.2 	รู ูปแบบโดยรวม

				    5.2.1 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 5 หน้้า

กระดาษ A4

				    5.2.2 	รููปและตารางไม่่เกิิน 2 ชิ้้�น ต่่อ

บทความ

	 5.3 	 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

				    5.3.1 บทคััดย่่อ ความยาวไม่่เกิิน 100 คำ

				    5.3.2 	คำสำคััญ ไม่่เกิิน 5 คำ			 

				    5.3.3 	คำนำ

				    5.3.4 	อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

				    5.3.5 	ผลและวิิจารณ์์

				    5.3.6 	สรุุปและข้้อเสนอแนะ

				    5.3.7 	กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้

				    5.3.8 	เอกสารอ้้างอิิง 6-10 เรื่่�อง เขีียน         

รููปแบบเดีียวกัับบทความวิิจััย

6. รายงานสััตว์์ป่่วย (Case report)

	 6.1		วั ัตถุุประสงค์์

				    6.1.1	 รายงานการพบโรค/อาการ/กลุ่่�ม

อาการ ในสััตว์์



				    6.1.2 	รายงานการตรวจวิินิจิฉัยัโรค/รอยโรค

ในสััตว์์

				    6.1.3 	รายงานการใช้้ยา/สารเคมีี/อาหาร/

แร่่ธาตุุ ในสััตว์์

	 6.2 	รู ูปแบบโดยรวม

				    6.2.1. ความยาวทั้้�งหมด 4 - 10 หน้้ากระดาษ 

A4

	 6.3 	มี ีการเขีียนได้้ 2 แบบคืือ

				    6.3.1 แบบที่่� 1 มีรีูปูแบบ คืือ แบ่่งหััวข้อต่่าง ๆ

เหมืือนบทความวิิชาการ ได้้แก่่

					     6.3.1.1 บทคััดย่่อ 

					     6.3.1.2	 คำสำคััญ  ไม่่เกิิน 5 คำ			

				    6.3.1.3 คำนำ

					     6.3.1.4 อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

					     6.3.1.5 ผลและวิิจารณ์์

					     6.3.1.6 สรุุปและข้้อเสนอแนะ

					     6.3.1.7 กิติติกิรรมประกาศ จะมีหีรืือไม่่ก็็ได้้		

					     6.3.1.8 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย

				    6.3.2 แบบที่่� 2 ไม่่มีีรููปแบบ ไม่่แบ่่งหััวข้้อ

					     6.3.2.1 บทคััดย่่อ 

					     6.3.2.2  คำสำคััญ ไม่่เกินิ 5 คำ

					     6.3.2.3 เน้ื้�อเรื่่�อง				  

					     6.3.2.4 กิิตติกิรรมประกาศ จะมีหีรืือไม่่ก็็ได้้

					     6.3.2.5 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย



สวัสดีค่ะท่านผู้อ่านทุกท่าน

	 พบกัันในสััตวแพทยสารฉบัับใหม่่ล่่าสุุด ซึ่่�งเป็็นฉบัับปีีที่่� ๗๔ เล่่มที่่� ๑ ประจำเดืือน มกราคม 

- มิิถุุนายน ๒๕๖๖ เน้ื้�อหาภายในประกอบไปด้้วยเรื่่�องราวต่่าง ๆ ที่่�เกี่่�ยวข้้องในวงการสััตว์์ มีีทั้้�งผล

งานวิิชาการ และบทความทางวิิชาการชนิิดต่่าง ๆ ทั้้�งทางด้้านปศุุสััตว์์ สััตว์์เลี้้�ยง สััตว์์ป่่า และสััตว์์น้้ำ  

ซึ่่�งจะเห็็นได้้ว่่าเนื้้�อหามีีความหลากหลายและมีีความสำคััญในแวดวงผู้้�ที่่�ทำงานเกี่่�ยวข้้องกัับสััตว์์ หวัังว่่า

ท่่านที่่�สนใจจะได้้นำผลงานที่่�ตีีพิิมพ์์ในวารสารนี้้� ไปใช้้ให้้เป็็นประโยชน์์

	 ในนามของสาราณีียากร ใคร่่ขอกราบขอบพระคุุณ ผู้้�ทรงคุุณวุุฒิิทุุกท่่านที่่�กรุุณาให้้เกีียรติิ

เป็็นอย่่างสููงในการพิิจารณาผลงานทางวิิชาการ สำหรัับลงตีีพิิมพ์์ในสััตวแพทยสารฉบัับนี้้� และนัักวิิจััย 

ทุุกท่่านที่่�ส่่งผลงาน/บทความวิิชาการมา เพื่่�อลงตีีพิิมพ์์ไว้้ ณ ที่่�นี้้�ด้้วยค่่ะ

						      	สั ัตวแพทย์์หญิิงมนทกานติ์์� จิิระธัันห์์

								              สาราณียากร

สารจากสาราณีียากร
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 การพััฒนาวิิธีี PCR-RFLP สำหรัับตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ Plasmodium spp.
และเชื้้�อ Leucocytozoon spp. จากตััวอย่่างเลืือดไก่่ในประเทศไทย

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

ทวีีวััฒน์์ ดีีมะการ1*  อาจอง อ่่อนหวาน2  มััญชรีี ทััตติิยพงศ์์1  มนทกานติ์์� จิิระธัันห์์1 

สุุภาวรรณ งามจิิตต์์เอ้ื้�อ3  กิ่่�งดาว หมอแก้้ว1   

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

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคติิดเชื้้�อโปรโตซััวใน 

เลืือดไก่่ที่่�พบในประเทศไทยมีีสาเหตุุหลัักจากเชื้้�อ  

Plasmodium gallinaceum, P. juxtanucleare, 

Leucocytozoon caulleryi และ L. sabrazesi  

การตรวจวิินิิจฉััยทำได้้โดยตรวจหาและจำแนกสปีีชีีส์์ของ 

เชื้้� อจากเลืือดป้้ายสไลด์์ย้้อมสีี  G iemsa ภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ ซึ่่�งเป็็นวิธีีที่่�ต้้องอาศััยความชำนาญและ

ประสบการณ์์สููง โดยเฉพาะในกรณีีที่่�เชื้้�อมีีปริิมาณน้้อย 

รวมถึึงการติิดเชื้้�อร่่วมกััน จึึงมีีการนำวิิธีีทางด้้าน 

อณููชีีวโมเลกุุลมาใช้้ในการตรวจวิินิิจฉััยโรค เช่่น วิิธีี 

polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่่�งมีีความถููกต้้อง

แม่่นยำ และยัังสามารถจำแนกสปีีชีีส์์ในกรณีีติิดเชื้้�อ 

ร่่วมกััน การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีี  

PCR-RFLP สำหรับัตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อ Plasmodium 

spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. ที่่�พบในตัวอย่่าง

เลืือดไก่่ในประเทศไทย

	 วิิธีีการ: ออกแบบไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อทั้้�ง 4 

สปีีชีีส์์ โดยอาศััยยีีน cytochrome b ทดสอบความไวเชิิง

วิิเคราะห์์และความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์   

คััดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะที่่�เหมาะสมในการจำแนกเช้ื้�อ 

และทดสอบวิธีี PCR-RFLP ด้้วยตััวอย่่างเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์  

จากนั้้�นทดสอบวิิธีีด้้วยตััวอย่่าง DNA จากเลืือดไก่่ จำนวน 

102  ตัั วอย่่ า ง  ซึ่่� ง ให้้ ผลบวกจากการตรวจด้้ วย

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

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

ร่่วมระหว่่าง Plasmodium spp. และ Leucocytozoon 

spp. (n=11) ยืืนยัันสปีีชีีส์์ของรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน 

DNA ที่่�พบด้้วยการตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

	 ผล: ความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบ

สำหรัับตรวจหา DNA ของเช้ื้�อ P. gallinaceum และ  

P. juxtanucleare เท่่ากัับ 102 copies/µl ส่่วนเชื้้�อ  

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

โดยไพรเมอร์์มีีความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ต่่อเช้ื้�อทั้้�ง 4  

สปีีชีีส์์ และเมื่่�อทดสอบวิิธีี PCR-RFLP โดยใช้้เอนไซม์ ์

ตััดจำเพาะ ApoI และ EcoRV สามารถจำแนกรููปแบบ

ของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ได้้ 4 รููปแบบตามสปีีชีีส์์ที่่�ศึึกษา 

ผลการทดสอบวิิธีี PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�นด้้วยตััวอย่่าง 

DNA จากเลืือดไก่่ พบว่่าในกรณีีติิดเชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียว 

สามารถจำแนกเช้ื้�อได้้ผลสอดคล้้องกัับวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ 

และสามารถจำแนกเช้ื้�อ Plasmodium spp. ได้้เป็็น  

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

(n=38) ส่่วนกรณีีติิดเช้ื้�อร่่วมมีีเพีียง 1 ตััวอย่่าง ที่่�ให้้ผล

ไม่่สอดคล้้องกััน สำหรัับรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA 

ทั้้�ง 4 รููปแบบ ให้้ผลสอดคล้้องกัับผลการตรวจหาลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์

	 สรุุป: วิิธีี PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�นในการศึึกษานี้้�

สามารถตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้อย่่าง 

ถููกต้้องแม่่นยำ โดยพบรูปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA  

ที่่�เฉพาะของเชื้้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ วิิธีีนี้้�จึึงเป็็นวิิธีีที่่�เหมาะ

สำหรัับผู้้�ปฏิิบััติิงานที่่�ขาดความชำนาญและประสบการณ์์

ในการจำแนกเช้ื้�อด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ นอกจากนี้้�ยััง

เป็็นประโยชน์์ต่่อการเลืือกใช้้ยาที่่�เหมาะสม ส่่งผลให้้

สามารถรัักษาโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ 

คำสำคััญ: ไก่่  Leucocytozoon spp.  PCR-RFLP  

Plasmodium spp. ประเทศไทย

บทนำ

	 โรคติดิเชื้้�อโปรโตซัวัในเลืือดไก่ท่ี่่�พบในประเทศไทย

มีีสาเหตุุหลัักจากเช้ื้�อในจีีนััส Plasmodium และ  

Leucocytozoon ซึ่่�งเชื้้�อ Plasmodium spp. ก่่อให้้เกิิด

โรคมาลาเรีียในไก่่ (avian malaria) โดยสปีีชีีส์์ที่่�มี ี

รายงานพบในประเทศไทย ได้้แก่่ P. gallinaceum  

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

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

ยุุงลาย (Aedes spp.) และยุุงก้้นปล่่อง (Anopheles 

spp.) เป็็นพาหะนำโรค ส่่วนเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. 

ก่่อให้้เกิิดโรคลิิวโคไซโตซููโนสิสในไก่่ (avian leucocyto- 

zoonosis) โดยสปีชีีสี์ท์ี่่�มีรีายงานพบในประเทศไทย ได้แ้ก่่ 

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

L. sabrazesi (พััชราภรณ์์ และคณะ, 2560) มีีริ้้�น  

(Culicoides spp.) เป็็นพาหะนำโรค โรคติิดเชื้้�อดัังกล่่าว
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มีีอาการคล้้ายคลึึงกััน เช่่น โลหิิตจางรุุนแรง หงอนและ

เหนีียงซีีดมาก มููลมีีสีีเขีียว และไข่่ลด (พรเพ็็ญ, 2549) 

อย่่างไรก็็ตามยาที่่�มีีประสิิทธิิภาพในการรัักษาโรคติิดเชื้้�อ

เหล่่านี้้�แตกต่่างกััน โดยยา chloroquine และยา  

doxycycline เป็็นยารัักษาโรคติิดเชื้้�อ P. gallinaceum 

ในไก่่ที่่�ได้้ผลดีี (ปิิยนุุช และคณะ, 2542) นอกจากนี้้� 

ยา chloroquine ยัังมีีประสิิทธิิภาพในการกำจััดเช้ื้�อ  

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

ส่่วนยารัักษาโรคติิดเช้ื้�อ L. caulleryi ในไก่่ที่่�ได้้ผลดี ี

คืือ ยา sulfadimethoxine (มนััสนัันท์์ และคณะ, 2544) 

ในขณะที่่�โรคติิดเช้ื้�อ L. sabrazesi ในไก่่ยัังไม่่มีีรายงาน

ยารัักษาที่่�ได้้ผลดีี มีีเพีียงการศึึกษาของ Zhao et al. 

(2016) ซึ่่�งพบว่่ายา primaquine สามารถกำจััดเชื้้�อ  

L. sabrazesi ระยะอาศััยเพศที่่�เจริิญเติิบโตเต็็มวััย  

(mature gametocyte) ได้้ ดัังนั้้�นการวิินิิจฉััยโรคที่่�

สามารถตรวจหาและจำแนกเชื้้�อได้้อย่่างถููกต้้องแม่่นยำ 

จะเป็็นประโยชน์์ต่่อการเลืือกใช้้ยาในการรัักษาที่่� 

เหมาะสม ส่่ งผลให้้ การรัั กษาและควบคุุม โรคมีี

ประสิิทธิิภาพ

	วิ ิธีีมาตรฐานในการตรวจวิินิิจฉััยโรคมาลาเรีีย 

ในไก่่และโรคลิิวโคไซโตซููโนสิิสในไก่่ คืือ การตรวจหาเชื้้�อ

ในเลืือดป้้ายสไลด์์ที่่� ย้้อมด้้วยสีี  G iemsa ภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ (Chagas et al., 2020) ซึ่่�งระยะอาศััย

เพศ (gametocyte) เป็็นระยะที่่�สามารถบ่่งบอกสปีีชีีส์์

ของเช้ื้�อได้้อย่่างชััดเจน อย่่างไรก็็ตามในระยะที่่�เชื้้�อเข้้าสู่่�

เม็็ดเลืือดแดง (trophozoite) รููปร่่างของเชื้้�อเหล่่านี้้� 

มีีลัักษณะคล้้ายกัันมาก หรืือในกรณีีที่่�ติิดเชื้้�อแบบเร้ื้�อรััง 

เชื้้�อระยะ gametocyte ในเลืือดอาจมีีปริิมาณน้้อยและ

เริ่่�มเสื่่�อมสลาย (มานพ, 2545) หากผู้้�ปฏิิบััติิงานมีความ

ชำนาญและประสบการณ์์น้้อย อาจตรวจวิินิิจฉััยผิิดพลาด 

จึึงได้้มีีการนำวิิธีีทางด้้านอณููชีีวโมเลกุุลมาใช้้ร่่วมในการ

ตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อ เช่่น วิิธีี polymerase chain 

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

วิิธีี PCR ไม่่สามารถจำแนกเชื้้�อในกรณีีที่่�มีีการติิดเชื้้�อร่่วม

กันัได้ ้ต้อ้งนำ PCR product มาผ่า่นกระบวนการโคลนนิ่่�ง

และตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA (Kistler et al., 

2013) ซึ่่�งมีีขั้้�นตอนยุ่่�งยาก ใช้้เวลาหลายวััน และมีีค่่า 

ใช้จ้่า่ยสููง ทำให้้ต้อ้งนำวิิธีอีื่่�นที่่�สะดวกรวดเร็็วและประหยััด

มาใช้้แทนวิธีีดัังกล่่าว ได้้แก่่ วิิธีี polymerase chain 

reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) ซึ่่�งเป็็นวิิธีีที่่�มีีความไวและความจำเพาะสููง 

(Beadell and Fleischer, 2005) อีีกทั้้�งยัังสามารถ

จำแนกชนิิดของเช้ื้�อในกรณีีที่่�มีีการติิดเช้ื้�อร่่วมกััน 

หลายชนิิดได้้ โดยไม่่ต้้องผ่่านกระบวนการโคลนนิ่่�งและ

ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (Kistler et al., 2013) วิิธีี 

PCR-RFLP จึึงเป็็นวิิธีีที่่�นิิยมใช้้ในการตรวจหาและจำแนก

เช้ื้�อ Plasmodium spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. 

ในเลืือดสัตว์์ปีีก (Cosgrove et al., 2006; Martínez  

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

ศึึกษาการใช้้ยีีน cytochrome b (cyt b) ในการออกแบบ

ไพรเมอร์์สำหรัับวิธีี PCR-RFLP มากที่่�สุุด (Kistler et al., 

2013; Clark et al., 2014) เนื่่�องจากเป็็นยีีนที่่�อยู่่�ใน

บริิเวณอนุุรัักษ์์ (conserved region) จึึงเหมาะสำหรัับ

ใช้้ในการจำแนกชนิิดของเช้ื้�อ (Hellgren et al., 2004) 

การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีี PCR-RFLP 

โดยอาศััยยีีน cyt b สำหรัับตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ 

Plasmodium spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. ที่่�พบ

ในตัวอย่่างเลืือดไก่่ในประเทศไทย เพื่่�อช่่วยให้้การตรวจ

วินิิจิฉััยและจำแนกเช้ื้�อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, 

L. caulleryi และ L. sabrazesi มีีประสิิทธิิภาพสููง อัันจะ

เป็็นประโยชน์์ต่่อการชันัสูตร การรักัษา และการควบคุมุโรค 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่างสารพัันธุุกรรม (DNA)

	ตั วัอย่่าง DNA สำหรับัการพัฒันาวิธิี ีPCR-RFLP

	ตั ั วอย่่ า งควบคุุมบวกเป็็น  DNA ของ เชื้้� อ  

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

(KU248841), เชื้้�อ L. sabrazesi (LC506045) จากกลุ่่�ม

ปรสิิตวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ และเชื้้�อ  

L. caulleryi (LC505517) จากศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการ

สััตวแพทย์์ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ซึ่่�งได้ ้

ยืืนยัันสปีีชีีส์์ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีีการตรวจหาลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์แล้้ว สำหรัับตัวอย่่าง DNA ของเช้ื้�อปรสิิต

ชนิิดอื่่�นที่่�พบในเลืือดไก่่ ได้้แก่่ เชื้้�อ Microfilaria และเชื้้�อ 

Trypanosoma spp. และตััวอย่่าง DNA ของเลืือดไก่่ที่่�
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ปราศจากเชื้้�อปรสิิต เป็็นตัวอย่่างจากกลุ่่�มปรสิิตวิิทยา 

สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ โดยเก็็บตััวอย่่าง DNA 

ทั้้�งหมดที่่�อุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่าจะนำไปใช้้ ส่่วนตัวอย่่าง

ควบคุมลบเป็็น DNase/RNase-free distilled water 

(Invitrogen, USA)

	ตั ัวอย่่าง DNA สำหรัับการทดสอบ

	ตั วัอย่า่ง DNA จากเลืือดไก่ท่ี่่�ตรวจพบเชื้้�อโปรโตซัวั

ในเลืือดป้้ายสไลด์์ย้้อมสีี Giemsa ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ 

โดยกลุ่่�มปรสิิตวิทิยา สถาบันัสุขุภาพสััตว์แ์ห่ง่ชาติ ิระหว่า่ง

เดืือนเมษายน พ.ศ. 2557 ถึึงเดืือนสิงหาคม พ.ศ. 2560 

จำนวน 102 ตััวอย่่าง แบ่่งเป็็นตััวอย่่างที่่�พบเชื้้�อ  

Plasmodium spp. จำนวน 50 ตัวัอย่่าง เช้ื้�อ L. caulleryi 

จำนวน 3 ตััวอย่่าง เช้ื้�อ L. sabrazesi จำนวน 38 ตััวอย่่าง 

และติิดเชื้้�อร่่วมระหว่่างเชื้้�อ Plasmodium spp. และ 

Leucocytozoon spp. จำนวน 11 ตััวอย่่าง โดยทำการ

สกััด DNA จากเลืือดไก่่ด้้วยชุุดสกััด Genomic DNA  

Mini Kit (Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั้้�นตอนของบริษััทผู้้�ผลิต และเก็็บ

ตััวอย่่าง DNA ที่่�อุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่าจะนำไปใช้้ใน 

ขั้้�นตอนต่่อไป

การออกแบบไพรเมอร์์ 

	 เลืือกลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน cyt b ของเชื้้�อ 

P. gallinaceum (AB250690), P. juxtanucleare 

(AB250415), L. caulleryi (AB302215) และ  

L. sabrazesi (AB299369) จากฐานข้อ้มูลูของ GenBank 

(NCBI, 2018) มาใช้้ในการออกแบบไพรเมอร์์ โดยเรีียง 

ลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์เปรีียบเทีียบกััน 

ด้ว้ยคำสั่่�ง ClustalW Multiple alignment (Thompson 

et al., 1994) ในโปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 

(Hall, 1999) ทำการออกแบบไพรเมอร์์สาย forward 

(PLF) โดยดััดแปลงจากการศึึกษาของ Hellgren et al. 

(2004) และออกแบบไพรเมอร์์สาย reverse (PLR) จาก

บริิเวณอนุุรัักษ์์ แล้้วตรวจสอบความจำเพาะของไพรเมอร์์

ต่่อเช้ื้�อที่่�ศึึกษา ค่่า melting temperature (Tm) ของ

ไพรเมอร์์ และขนาดของ PCR product ด้้วยโปรแกรม

ออนไลน์์ Primer-BLAST ในเว็็บไซต์์ https://ncbi.nlm.

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

วิิธีี Polymerase chain reaction (PCR)

	 เพิ่่�มปริิมาณ DNA ของเชื้้�อทุุกตััวอย่่าง โดยเตรีียม

ส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR ปริิมาตร 25 µl ประกอบ

ด้้วยสารละลาย 2X GoTaq® Green Master Mix 

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

ความเข้้มข้้น 10 µM อย่่างละ 0.25 µl, DNase/RNase-free 

distilled water (Invitrogen, USA) 9 µl และ DNA 

template 3 µl นำสารละลายผสมที่่�ได้้ไปทำปฏิิกิิริิยา 

PCR ในเครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมยี่่�ห้้อ Applied 

Biosystems™ รุ่่�น Veriti™ 96-Well Thermal Cycler 

( Thermo Fisher Scientific, USA) โดยใช้้สภาวะ

อุุณหภููมิิ ดัังนี้้� initial denaturation ที่่� 95°C นาน 2 

นาทีี ตามด้้วย denaturation ที่่� 95°C  นาน 30 วิินาทีี, 

annealing ที่่� 47°C นาน 30 วิินาทีี และ extension ที่่� 

72°C นาน 1 นาทีี จำนวน 45 รอบ และ final extension 

ที่่� 72°C นาน 10 นาทีี จากนั้้�นแบ่่ง PCR product 5 µl 

ไปวิิเคราะห์์ขนาดด้้วยเทคนิิค gel electrophoresis  

บน 1.5% agarose gel โดยใช้้กระแสไฟฟ้้า 100 โวลต์์ 

นาน 35 นาทีี ย้้อม gel ด้้วย ethidium bromide แล้้ว

นำ gel ไปวิิเคราะห์์ขนาดของ PCR product ภายใต้้แสง 

UV ด้้วยเครื่่� องถ่่ ายภาพแถบสารพัันธุุกรรมยี่่�ห้้อ 

WEALTEC รุ่่�น Dolphin-DOC (Wealtec Corp., USA) 

โดยเปรีียบเทีียบกับ DNA marker ขนาด 100 bp  

(Invitrogen, USA) นำ PCR product ที่่�เหลืือไปใช้้ใน

การจำแนกเช้ื้�อด้้วยวิิธีี RFLP ต่่อไป 

การสร้้างพลาสมิิดและการโคลนนิ่่�ง

	 เพิ่่�มปริิมาณ DNA บริิเวณยีีน cyt b ของตััวอย่่าง

ควบคุุมบวกของเชื้้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ตามขั้้�นตอนของวิิธีี PCR 

ข้้างต้้น โดยปรัับปริิมาตรส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR เป็็น 

50 µl จากนั้้�นตััดแถบ DNA เป้้าหมายที่่�มีีขนาดประมาณ 

802 bp จาก agarose gel และทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยชุุด

น้้ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั้้�นตอนของบริษััทผู้้�ผลิต นำ DNA 

เป้้าหมายที่่�บริิสุุทธิ์์�แล้้ว มาทำการโคลนเข้้าสู่่�พลาสมิิดของ

ชุุดน้้ำยา pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega 

Corporation, USA) ตามขั้้�นตอนของบริิษััทผู้้�ผลิิต  

แล้้วทำพลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยชุุด
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น้้ำยา Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ยืืนยัันผลการทำโคลนนิ่่�งด้้วยวิิธีีการ 

ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ และวััดความเข้้มข้้นของ 

พลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายที่่�บริสุุทธิ์์�ด้้วยชุุดน้้ำยา  

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA)  

ร่่วมกัับเครื่่�อง Qubit™ fluorometer (Invitrogen, USA) 

จากนั้้�นเก็็บพลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายที่่�บริิสุุทธิ์์�ไว้้ที่่�

อุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่าจะนำไปใช้้ในขั้้�นตอนต่่อไป 

การทดสอบความไวเชิิงวิิเคราะห์์และความจำเพาะเชิิง

วิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ 

	 ทดสอบความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ โดย

เจืือจางพลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายของเชื้้�อควบคุุมบวก

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

แบบ 10-fold serial dilution ด้้วย Tris buffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 8.5)  แล้้วนำมาทดสอบตามวิิธีี PCR  

ข้้างต้้นที่่�ความเข้้มข้้นเริ่่�มต้้นตั้้�งแต่่ 107 จนถึึง 10-1  

copies/µl เพื่่�อหาความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถตรวจพบ 

DNA ของเช้ื้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ได้้

	 ทดสอบความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ 

โดยนำตััวอย่่าง DNA ควบคุมบวกทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ตััวอย่่าง 

DNA ของเช้ื้�อปรสิิตชนิิดอื่่�น ๆ ที่่�พบในเลืือดไก่่ ได้้แก่่ 

Microfilaria และ Trypanosoma spp. และตััวอย่่าง 

DNA ของเลืือดไก่่ที่่�ปราศจากเช้ื้�อปรสิิต มาทดสอบตาม

วิิธีี PCR ข้้างต้้น

การคััดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะ

	คั ัดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะโดยใช้้โปรแกรม

ออนไลน์์ NEBcutter V2.0 ในเว็็บไซต์์ https://nc2.neb.

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

จำลองการตััด PCR product ของตััวอย่่างควบคุมบวก

ทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะชนิิดต่่างๆ ที่่�สามารถ

ใช้้ร่่วมกัันในการตััด PCR product แล้้วได้้จำนวนและ

ขนาดของชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�แตกต่่างกััน เพื่่�อให้้ได้้รููปแบบ

ของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ( DNA fragment band pattern) 

ของเช้ื้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ที่่�แตกต่่างกัันอย่่างชััดเจน 

การเตรีียมตััวอย่่างควบคุุมบวกเพื่่�อหารููปแบบของแถบ

ชิ้้�นส่่วน DNA 

	น ำตััวอย่่าง DNA ของตััวอย่่างควบคุุมบวกมา

ทดสอบด้้วยวิิธีี PCR ข้้างต้้น จากนั้้�นวััดความเข้้มข้้นของ 

PCR product ที่่�ได้้ด้้วยชุุดน้้ำยา Qubit™ dsDNA HS 

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

fluorometer (Invitrogen, USA) แล้้วนำ PCR product 

ไปทดสอบด้้วยวิิธีี RFLP โดยกรณีีติิดเชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียว  

ใช้้ PCR product ปริิมาณ 500 ng และปรัับปริิมาตร

ของปฏิิกิิริิยา RFLP ด้้วย DNase/RNase-free distilled 

water จนครบ 25 µl สำหรัับกรณีีติิดเช้ื้�อร่่วม ทำการ

ผสม PCR product ของตััวอย่่างควบคุม 2 สปีชีีส์์ สปีชีีส์์ละ 

500 ng โดยผสม 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 ให้้เข้้ากััน ก่่อนนำไป 

ทดสอบด้้วยวิิธีี RFLP โดยปรัับปริิมาตรของปฏิิกิิริิยาด้้วย 

DNase/RNase-free distilled water จนครบ 25 µl 

วิิธีี Restriction fragment length polymorphism 

(RFLP)

	ตั ัด PCR product ด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะที่่� 

คััดเลืือกได้้ โดยเตรีียมส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา RFLP 

ปริิมาตร  25 µl ตามคำแนะนำของบริษััทผู้้�ผลิต ดัังนี้้� 10X 

Buffer 3.1 ปริิมาตร 2.5 µl, เอนไซม์ ApoI (10 units/µl) 

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

RNase-free distilled water 11.5 µl และ PCR product 

10 µl บ่่มที่่� 37°C นาน 15 นาทีี แล้้วบ่่มต่่อที่่� 50°C นาน 

15 นาทีี หยุุดปฏิิกิิริิยาด้้วยการบ่่มที่่� 80°C นาน 20 นาทีี  

ตรวจสอบ PCR product ที่่�ผ่่านการตััดด้้วยเอนไซม์์แล้้ว

ด้้วยเทคนิิค gel electrophoresis บน 4% agarose gel 

โดยใช้้กระแสไฟฟ้้า 100 โวลต์์ นาน 50 นาทีี จากนั้้�นย้้อม 

gel ด้ว้ย ethidium bromide แล้ว้นำไปวิเิคราะห์ร์ูปูแบบ

ของแถบชิ้้�นส่ว่น DNA ภายใต้แ้สง UV ด้ว้ยเครื่่�องถ่า่ยภาพ

แถบสารพัันธุุกรรมยี่่�ห้้อ WEALTEC รุ่่�น Dolphin-DOC 

(Wealtec Corp., USA) โดยเปรีียบเทีียบกัับ DNA 

marker ขนาด 50 bp  (New England Biolabs, USA) 
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การทดสอบตััวอย่่างด้้วยวิิธีี PCR-RFLP 

	น ำตััวอย่่าง DNA สำหรัับการทดสอบ จำนวน 102 

ตััวอย่่าง มาตรวจหาและจำแนกสปีีชีีส์์ตามวิิธีี PCR และ 

RFLP ข้้างต้้น จากนั้้�นสุ่่�มตััวอย่่างที่่�พบรูปแบบของแถบ

ชิ้้�นส่่วน DNA เหมืือนกัน รููปแบบละ 2 ตััวอย่่าง โดยใช้้วิิธีี

การเลืือกตััวอย่า่งแบบสะดวก (convenience sampling) 

เพื่่�อนำไปตรวจยืืนยัันสปีีชีีส์์ของเชื้้�อด้้วยวิิธีีการตรวจหา

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

การ ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA 

	 ทำการเพิ่่�มปริิมาณ DNA ตามขั้้�นตอนของวิิธีี PCR 

ข้้างต้้น โดยปรัับปริิมาตรส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR  

เป็็น 50 µl จากนั้้�นตััดแถบ DNA เป้้าหมายที่่�มีีขนาด

ประมาณ 802 bp จาก agarose gel เพื่่�อนำมาทำให้้

บริสุุทธิ์์�โดยใช้้ชุุดน้้ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) ตามขั้้�นตอนของ

บริิษััทผู้้�ผลิิต นำ DNA เป้้าหมายที่่�บริิสุุทธิ์์�มาตรวจหา 

ลำดับันิวิคลีโีอไทด์โ์ดยใช้ชุ้ดุน้้ำยา BigDyeTM Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit ( Thermo Fisher Scientific, 

USA) ร่่วมกัับเครื่่�องตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ยี่่�ห้้อ 

Applied Biosystems™ รุ่่�น ABI Prism 3130 Genetic 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA) ตามขั้้�นตอน

ของบริิษััทผู้้�ผลิิต แล้้ววิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วย

โปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999) และ

ยืืนยัันสปีีชีีส์์ของเชื้้�อโดยการตรวจสอบความเหมืือนของ

ลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ของตััวอย่่างที่่�ศึึกษากัับลำดัับนิวคลีีโอ

ไทด์์ในฐานข้้อมููลของ GenBank ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ 

 Nucleotide BLAST ในเว็็บไซต์์ https://blast.ncbi.

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

ผลและวิิจารณ์์

ผลการออกแบบและทดสอบไพรเมอร์์

	 เมื่่�อใช้้โปรแกรมออนไลน์์ Primer-BLAST ตรวจ

สอบไพรเมอร์์ที่่�ได้้ดััดแปลงและออกแบบใหม่่ พบว่่า 

ไพรเมอร์์ทั้้�งสองเส้้นมีความจำเพาะต่่อเช้ื้�อที่่�ศึึกษาและ 

มีีค่่า Tm ใกล้้เคีียงกััน โดยคาดว่่าขนาด PCR product 

ของเช้ื้�อที่่�ศึึกษา มีีขนาด 802 bp (ตารางที่่� 1) ซึ่่�งมากกว่่า 

PCR product จากการศึึกษาของ Hellgren et al. 

(2004) ที่่�มีีขนาด 530 bp ทำให้้สามารถเลืือกตำแหน่่ง

ของเอนไซม์์ตััดจำเพาะบนสาย PCR product ได้้มากขึ้้�น 

	 เมื่่�อทำการทดสอบตัวอย่่าง DNA ควบคุมบวก 

ของเช้ื้�อที่่�ทำการศึึกษาด้้วยวิิธีี PCR โดยใช้้ไพรเมอร์์ PLF 

และ PLR ทดสอบหาอุุณหภููมิิที่่�เหมาะสมในขั้้�นตอน 

annealing ในช่่วง 45-53°C พบว่่าสามารถตรวจหา DNA 

ของเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้ โดยปรากฏเป็็นแถบ DNA ชััดเจน

มากที่่�สุุดที่่�อุุณหภููมิิ  47°C จึึงเลืือกเป็็นอุณหภููมิิที่่� 

เหมาะสมที่่�สุุดสำหรัับปฏิิกิิริิยา PCR และพบแถบ PCR 

product ขนาดประมาณ 802 bp ซึ่่�งสอดคล้้องกัับขนาด 

PCR product ที่่�ตรวจสอบด้้วยโปรแกรมออนไลน์์  

Primer-BLAST จากผลการทดสอบแสดงให้้เห็็นว่่า 

ไพรเมอร์์ที่่�ดััดแปลงจากการศึึกษาของ Hellgren et al. 

(2004) และไพรเมอร์ท์ี่่�ออกแบบใหม่ ่สามารถตรวจหาเชื้้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ได้้

ผลการทดสอบความไวเชิิงวิิเคราะห์์และความจำเพาะ

เชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์

	 จากการทดสอบความไวเชิงิวิเิคราะห์ข์องไพรเมอร์์ 

 PLF และ PLR โดยการหาความเข้้มข้้นต่่ำสุุดของพลาสมิิด

ซึ่่�งมีี DNA เป้้าหมายของเช้ื้�อควบคุมบวกแต่่ละสปีีชีีส์์ที่่�

วิิธีี PCR สามารถตรวจพบได้้ พบว่่าความเข้้มข้้นต่่ำสุุดใน

การตรวจพบแถบ PCR product ขนาดประมาณ 802 bp 

ของเช้ื้�อ P. gallinaceum และ P. juxtanucleare เท่่ากัับ 

102 copies/µl ในขณะที่่�ความเข้้มข้้นต่่ำสุุดในการตรวจ

พบแถบ PCR product ขนาดประมาณ 802 bp ของเชื้้�อ 

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

(รูปูที่่� 1) แสดงว่่าไพรเมอร์์ PLF และ PLR ที่่�ออกแบบมี

ความสามารถในการตรวจหา DNA ของเชื้้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare ได้้ดีีกว่่าเช้ื้�อ L. caulleryi และ 

L. sabrazesi 

ตารางที่่� 1 ผลการตรวจสอบไพรเมอร์์ที่่�ใช้้ในการศึึกษานี้้�ด้้วยโปรแกรม
ออนไลน์์ Primer-BLAST

 ไพรเมอร์ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (5′- 3′) T
m
 (°C)

ขนาด PCR 
product 

(bp)

 PLF  CAACATATATTAAGAGAATTATGGAG 52
802

 PLR  GGTTTATATGTTCATTCTATGCTT 53
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รููปที่่� 1 แสดงความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ในการทดสอบ DNA 
ของเช้ื้�อ P. gallinaceum (A), P. juxtanucleare (B), L. caulleryi 
(C) และ L. sabrazesi (D) ด้้วยวิิธีี PCR ที่่�ความเข้้มข้้นของพลาสมิด 
DNA ตั้้�งแต่่ 107 จนถึึง 10-1 copies/µl ตามลำดัับ โดย lane M คืือ 
DNA marker ขนาด 100 bp (Invitrogen, USA) และ lane Neg คืือ 
ตััวอย่่างควบคุมลบ

รููปที่่� 2 แสดงความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ในการทดสอบ
ตััวอย่่าง DNA ของเช้ื้�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) และตััวอย่่าง 
DNA ของเลืือดไก่่ที่่�ปราศจากเชื้้�อปรสิิต (lane 9 และ 10) โดย  
lane M คืือ DNA marker ขนาด 100 bp (Invitrogen, USA) และ 
lane Neg คืือ ตััวอย่่างควบคุมลบ

	 สำหรับัการทดสอบความจำเพาะเชิงิวิเิคราะห์ข์อง

ไพรเมอร์ ์PLF และ PLR  พบว่า่ตัวัอย่า่ง DNA ควบคุมุบวก

ของเชื้้�อทั้้�ง 4 สปีชีีสี์ ์ให้ผ้ลบวก โดยพบแถบ PCR product 

ขนาดประมาณ 802 bp ในขณะที่่�ตััวอย่่าง DNA จากเชื้้�อ 

Microfilaria และเชื้้�อ Trypanosoma spp. รวมถึึงตัวัอย่า่ง 

DNA ของเลืือดไก่่ที่่�ปราศจากเช้ื้�อปรสิิต ให้้ผลลบ (รููปที่่� 2)

รููปที่่� 3 แสดงตำแหน่่งตััดจำเพาะของเอนไซม์์ตััดจำเพาะ ApoI  
และ EcoRV บนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของ PCR product ของเช้ื้�อ  
P. gallinaceum (I), P. juxtanucleare (II), L. caulleryi (III) และ 
L. sabrazesi (IV) จากการวิิเคราะห์์ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ NEBcutter 
V2.0

ตารางที่่� 2 แสดงจำนวนและขนาดของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ของเชื้้�อที่่�
ศึึกษา ซึ่่�งได้้จากการตััด PCR product ด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะ ApoI 
และ EcoRV โดยใช้้โปรแกรมออนไลน์์ NEBcutter V2.0 และเทคนิิค 
gel electrophoresis

เชื้อ

แถบชิ้นส่วน DNA

รูป
แบบ

NEBcutter Gel electrophoresis

จำ�นวน 
(แถบ)

ขนาด 
(bp)

จำ�นวน 
(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 = แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 149 bp ชิิดกัับแถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 143 bp
b = แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 66 bp ชิิดกัับแถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 49 bp

ผลการคััดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะ

	 จากการคััดเลืือกเอนไซม์ต์ัดัจำเพาะโดยการจำลอง

การตััด PCR product ของตััวอย่่างควบคุุมบวกทั้้�ง 4 

สปีีชีีส์์ที่่�ความยาว 802 bp ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์  

NEBcutter V2.0 พบว่่าเอนไซม์์ตััดจำเพาะที่่�เหมาะสม 

คืือ เอนไซม์์ ApoI และ EcoRV (รููปที่่� 3) โดยเอนไซม์์ 

ApoI มีตีำแหน่ง่ตัดัจำเพาะ 2 ตำแหน่ง่บนสายนิวิคลีโีอไทด์์

ของ PCR product ของเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ซึ่่�งเช้ื้�อ  

P. gallinaceum และ L. caulleryi มีตีำแหน่ง่ตัดัจำเพาะ

ที่่�เหมืือนกัน ส่่วนเอนไซม์์ EcoRV มีีตำแหน่่งตััดจำเพาะ 

2 ตำแหน่่งบนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare และมีีตำแหน่่งตััดจำเพาะ 1 

ตำแหน่่งบนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อ L. caulleryi  

แต่่ไม่่พบตำแหน่่งตััดจำเพาะบนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ 

L. sabrazesi นอกจากนี้้�เอนไซม์์ทั้้�ง 2 ชนิิดยังใช้้ Buffer 

3.1 ซึ่่�งเป็็นส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา RFLP เหมืือนกััน ทำให้้

สามารถใช้้เอนไซม์์ทั้้�ง 2 ชนิิดร่่วมกัันในการตััด PCR 

product ช่่วยลดขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงาน โดยผลการ

วิิ เคราะห์์ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์พบว่่าเชื้้�อที่่�ศึึกษา 

มีีรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA จำนวน 4 รููปแบบ 

แตกต่่างกััน คืือ รููปแบบ I–IV (ตารางที่่� 2) ทำให้้สามารถ

จำแนกเชื้้�อในระดัับสปีชีีส์์ซึ่่�งแตกต่่างจากการศึึกษาของ 

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

I

II

IV

III
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รููปที่่� 4 รููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�เกิิดจากการใช้้เอนไซม์์ตััด
จำเพาะ ApoI และ EcoRV ตััด PCR product ของเชื้�อ ในกรณีีการติิด
เชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียวของเช้ื้�อ P. gallinaceum (PG), P. juxtanucleare 
(PJ), L. caulleryi (LC) และ L. sabrazesi (LS) และในกรณีีการติิด
เชื้้�อร่่วมระหว่่างเช้ื้�อ PG กัับ PJ, PG กัับ LC, PG กัับ LS, PJ กัับ LC, 
PJ กัับ LS และ LC กัับ LS ตามลำดัับ โดยเปรีียบเทีียบขนาดของแถบ
กัับ DNA marker ขนาด 50 bp (New England Biolabs, USA) (M) 
และ PCR product ของเช้ื้�อ P. gallinaceum ขนาด 802 bp ซึ่่�งไม่่
ได้้ถููกตััดด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะ (U) 

ที่่�นำไพรเมอร์์ซ่ึ่�งออกแบบโดย Hellgren et al. (2004) 

มาใช้้ในการพััฒนาวิิธีี PCR-RFLP สำหรัับจำแนกเชื้้�อใน

ระดัับจีีนััส โดย Cosgrove et al. (2006) ใช้้เอนไซม์์  

Nco I และ EcoRV ในการจำแนกระหว่่างเช้ื้�อจีีนััส  

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที่่�พบ

ในเลืือดนก blue tits (Cyanistes caeruleus) ส่่วน 

Kistler et al. (2013) ใช้้เอนไซม์์ EcoRV ในการจำแนก

ระหว่่างเช้ื้�อจีนีัสั Plasmodium spp. และ Haemoproteus 

spp. ที่่�พบในเลืือดนกป่่า

	ส ำหรัับผลการใช้้เอนไซม์์ ApoI และ EcoRV 

ทดสอบตััวอย่่าง DNA ควบคุุมบวกของเชื้้�อที่่�ศึึกษา 

ด้้วยวิิธีี PCR-RFLP และวิิเคราะห์์ผลด้้วยเทคนิิค gel 

electrophoresis (ตารางที่่� 2 และรููปที่่� 4) พบว่่าจำนวน

แถบชิ้้�นส่่วน DNA ของเช้ื้�อที่่�ปรากฏบน agarose gel  

มีีจำนวนน้้อยกว่่าจำนวนแถบชิ้้�นส่่วนที่่� ได้้จากการ

วิิเคราะห์์ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ NEBcutter V2.0  

ซึ่่�งเกิิดจาก 2 สาเหตุุ คืือ แถบชิ้้�นส่่วน DNA มีีขนาดเล็็ก 

และแถบชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�มีีขนาดใกล้้เคีียงกัันอยู่่�ชิดกัน 

โดยสาเหตุุแรก พบในกรณีีของเช้ื้�อ P. gallinaceum 

และ L. caulleryi เมื่่�อตััด PCR product ด้้วยเอนไซม์ ์

ApoI และ EcoRV แล้้วได้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาดเล็็ก

ประมาณ 25 bp ทำให้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ปรากฏบน 

agarose gel คล้้ายแถบ primer-dimer และจางมากจน

ไม่่สามารถสัังเกตเห็็นได้้ สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ 

Beadell and Fleischer (2005) ที่่�จำแนกเชื้้�อจีีนััส 

Plasmodium spp., Haemoproteus spp. และ  

Leucocytozoon spp. ด้้วยเอนไซม์ XmnI และ XbaI แล้้ว 

ได้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 39 bp ซึ่่�งมีีขนาดเล็็กและ

จางมากเช่่นเดีียวกััน ส่่วนสาเหตุุที่่�สอง พบในกรณีีของ

เชื้้�อ P. gallinaceum โดยแถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด  

149 bp อยู่่�ชิดกัับแถบขนาด 143 bp และในกรณีีของ

เชื้้�อ P. juxtanucleare โดยแถบขนาด 66 bp อยู่่�ชิดกับ

แถบขนาด 49 bp ทำให้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ปรากฏบน 

agarose gel เหมืือนเป็็นแถบเดีียวกัันซึ่่�งปรากฏเป็็นแถบ

สีีเข้้มและมีีความกว้้างกว่่าแถบของชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�เป็็น

แถบชิ้้�นเดีียว จากผลการศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีี  

PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�นสามารถนำมาใช้้ในการจำแนก

เชื้้�อทั้้�งในกรณีีติิดเชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียวและกรณีีติิดเชื้้�อร่่วม  

ถึึงแม้้ว่่าผลการวิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค gel electrophoresis 

ของการศึึกษานี้้�ไม่่สามารถสัังเกตเห็็นแถบชิ้้�นส่่วน DNA 

ขนาดเล็็ก และพบว่่ามีีแถบชิ้้�นส่่วน DNA อยู่่�ชิดกััน แต่่

แถบชิ้้�นส่่วน DNA อื่่�นที่่�ปรากฏบน agarose gel ของเชื้้�อ

แต่่ละสปีีชีีส์์มีีจำนวนและขนาดแตกต่่างกััน ทำให้้ยัังคง

สามารถจำแนกเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้ 

	น อกจากนี้้�เมื่่�อทำการจำลองการติิดเชื้้�อร่่วมกััน

ระหว่่างเชื้้�อ 2 สปีีชีีส์์ โดยการผสมตััวอย่่าง DNA ควบคุุม

บวก แล้้วนำมาทดสอบด้้วยวิิธีี PCR-RFLP พบว่่ารููปแบบ

ของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�เกิิดขึ้้�นจากการติิดเชื้้�อร่่วมกััน

แบบต่่าง ๆ มีีลัักษณะเฉพาะ (รููปที่่� 4) ทำให้้สามารถ

จำแนกสปีีชีีส์์ของเชื้้�อในตัวอย่่างเลืือดไก่่ที่่�มีีการติิดเชื้้�อ

ร่่วมกัันได้้ โดยไม่่ต้้องผ่่านขั้้�นตอนการโคลนนิ่่�งและ 

การตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ ซึ่่�งเป็็นการลดขั้้�นตอน 

ระยะเวลา และค่่าใช้้จ่่ายในการทดสอบ สอดคล้้องกัับ

การศึึกษาของ Kistler et al. (2013) ซึ่่�งรายงานว่่าวิิธีี 

PCR-RFLP สามารถจำแนกเชื้้�อในกรณีีการติิดเชื้้�อร่่วมกััน

ในระดัับจีีนััสระหว่่างเชื้้�อ Plasmodium spp. และ 

Haemoproteus spp. ได้้โดยไม่่ต้้องผ่่านขั้้�นตอนการ

โคลนนิ่่�งและการตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

ผลการทดสอบตััวอย่่างด้้วยวิิธีี PCR-RFLP

	 เมื่่�อทดสอบตัวอย่่าง DNA จากเลืือดไก่่ จำนวน 

102 ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีี PCR-RFLP สามารถจำแนกตััวอย่่าง

ได้้ในระดัับสปีีชีีส์์ (ตารางที่่� 3) โดยกรณีีตััวอย่่างติิดเช้ื้�อ
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สปีีชีีส์์เดีียว พบรูปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA จำนวน 4 

รููปแบบ โดยแบ่่งเป็็น รููปแบบ I (12 ตััวอย่่าง), รููปแบบ 

II (38 ตััวอย่่าง), รููปแบบ III (3 ตััวอย่่าง) และรููปแบบ 

IV (38 ตััวอย่่าง) ซึ่่�งเป็็นรููปแบบที่่�ตรงกัับรูปแบบของ

ตััวอย่่างควบคุมบวกของเช้ื้�อ P. gall inaceum ,  

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2 และรููปที่่� 4 จาก 

ผลการทดสอบแสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีี PCR-RFLP ให้้ผล

สอดคล้้องกัับผลการตรวจด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ อย่่างไร

ก็็ตามการตรวจด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ไม่่ได้้จำแนกเชื้้�อ  

Plasmodium spp. ในระดัับสปีีชีีส์์ เนื่่�องจากเชื้้�อ  

P. gallinaceum และ P. juxtanucleare มีีลัักษณะ 

ใกล้้เคีียงกัันมาก ต่่างกัันที่่�เชื้้�อ P. juxtanucleare  

มัักจะอยู่่�ติิดกับนิวเคลีียสของเม็็ดเลืือดแดงไก่่ และขนาด

ของ gametocyte มัักจะเล็็กกว่่านิิว เคลีียสของ 

เม็็ดเลืือดแดงไก่่ แต่่ปริิมาณ gametocyte ของเช้ื้�อ  

P. juxtanucleae ในเลืือดมีน้้อย (Valkiunas, 2004)  

จึึงทำให้้ยากต่่อการจำแนกระหว่่างเชื้้�อ 2 สปีีชีีส์์นี้้� 

นอกจากนี้้�การติิดเชื้้�อทั้้� ง 2 สปีีชีีส์์  สามารถใช้้ยา  

chloroquine ในการรัักษาเหมืือนกัน (ปิิยนุุช และคณะ, 

2542; Silveira et al., 2009) จึึงรายงานผลการจำแนก

เชื้้�อ Plasmodium spp. เพีียงระดัับจีีนััสจากการตรวจ

ด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์

	ส ำหรัับตัวอย่่างที่่�พบการติิดเช้ื้�อร่่วมระหว่่างเช้ื้�อ 

Plasmodium spp. กัับ Leucocytozoon spp. ด้้วย

วิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ จำนวน 11 ตััวอย่่าง พบว่่าวิิธีี  

PCR-RFLP สามารถตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อได้้ผล

สอดคล้้องกัับผลการตรวจด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์  

จำนวน 10 ตััวอย่่าง มีีเพีียง 1 ตััวอย่่างที่่�ให้้ผลไม่่

สอดคล้้ อ ง โ ดย เป็็ นตัวอย่่ า งที่่� ใ ห้้ ผ ลบวกต่่ อ เ ชื้้� อ  

Plasmodium spp. และ L. sabrazesi จากการตรวจ

ด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ แต่่พบว่่าให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ  

P. juxtanucleare เพีียงเชื้้�อเดีียวเมื่่�อตรวจด้้วยวิิธีี  

PCR-RFLP และยืืนยันสปีีชีีส์์เชื้้�อด้้วยวิิธีีการตรวจหา 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA แล้้ว ซึ่่�งอาจเป็็นเพราะ

ปริิมาณเช้ื้�อ L. sabrazesi ในตััวอย่่างเลืือดต่่ำกว่่า 

ปริิมาณเช้ื้�อต่่ำสุุดที่่�วิิธีี PCR-RFLP สามารถตรวจหาได้้ที่่�

ความเข้้มข้้นต่่ำสุุด 103 copies/µl

ตารางที่่� 3 เปรีียบเทีียบผลการจำแนกเช้ื้�อ Plasmodium spp. และ
เชื้้�อ Leucocytozoon spp. ระหว่่างวิิธีีการตรวจหาเช้ื้�อภายใต้้
กล้้องจุุลทรรศน์์และวิิธีี PCR-RFLP

เชื้อที่ตรวจพบ
จำ�นวนตัวอย่างที่ตรวจพบ

กล้องจุลทรรศน์ PCR-RFLP

กรณีติดเชื้อสปีชีส์เดียว 

Plasmodium spp. 50 −*

P. gallinaceum −† 12

P. juxtanucleare −† 39

L. caulleryi 3 3

L. sabrazesi 38 38

กรณีติดเชื้อร่วม 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. 11 −*

P. gallinaceum และ L. sabrazesi −† 2

P. juxtanucleare และ L. caulleryi −† 1

P. juxtanucleare และ L. sabrazesi −† 7

                                            รวม 102 102

† = ผลการตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ไม่่ได้้ระบุุสปีีชีีส์์ ของเช้ื้�อ
* = ผลการตรวจด้้วยวิิธี ีPCR-RFLP ระบุุเชื้้�อในระดัับสปีชีีส์์ จึึงไม่่แสดงผลในระดัับจีนััส

 ผลการ ตรวจยืืนยัันสปีีชีีส์์ของเชื้้�อด้้วยวิิธีีการตรวจหา 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA

	 เมื่่�อสุ่่�มตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่่อวิิธีี PCR-RFLP และ

มีีรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA เหมืือนรูปแบบของแถบ

ชิ้้�นส่่วน DNA ของตััวอย่่างควบคุมบวกของเช้ื้�อทั้้�ง 4  

รููปแบบ รููปแบบละ 2 ตััวอย่่าง รวมจำนวน 8 ตััวอย่่าง 

มาตรวจยืืนยันสปีชีีีส์ด์้ว้ยวิิธีกีารตรวจหาลำดัับนิวคลีีโอไทด์์

ของ PCR product แล้้วนำลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ขนาด  

752 bp (ไม่่รวมไพรเมอร์์) ไปเปรีียบเทีียบกับลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููลของ GenBank โดยใช้้โปรแกรม

ออนไลน์์ Nucleotide BLAST พบว่่าลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ของตััวอย่่าง DNA ทั้้�ง 8 ตััวอย่่าง เหมืือนกับลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ในฐานข้้อมููล โดยมีี

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือน (% identity) อยู่่�ในช่่วง 95.35-

100% (ตารางที่่� 4) ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นว่่าผลการตรวจยืืนยััน

สปีีชีีส์์สอดคล้้องกัับรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ของ

เชื้้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ ทั้้�งนี้้�ได้้นำข้้อมููลลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ

เชื้้�อทั้้�ง 8 ตััวอย่่าง ไปรายงานลงในฐานข้้อมููลของ DNA 

Data Bank of Japan (DDBJ, 2022) และได้้รับั accession 

number LC713395-LC713402
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ตารางที่่� 4 ผลการยืืนยันสปีีชีีส์์จากรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ของ

ตััวอย่่างทดสอบ โดยการตรวจสอบความเหมืือนกับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ในฐานข้้อมููลของ GenBank ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ Nucleotide 

BLAST 

ตัวอย่าง
ท่ี

รูปแบบ สปีชีส ์
(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

แม่่นยำ โดยมีีรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA จำนวน 4 

รููปแบบ ซึ่่�งเป็็นรููปแบบที่่�เฉพาะของเชื้้�อแต่่ละสปีีชีีส์์  

อีีกทั้้� งวิิธีีนี้้� ยัั ง เป็็นวิธีีที่่�ประหยััดและเหมาะสำหรัับ 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขาดแคลนผู้้�ปฏิิบััติิงานที่่�มีีความชำนาญ

และประสบการณ์์ในการจำแนกเช้ื้�อด้้วยวิิธีีกล้้อง 

จุุลทรรศน์์ และไม่่มีีเครื่่�องตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

นอกจากนี้้�การศึึกษาดัังกล่่าวยัังเป็็นแนวทางในการพััฒนา

วิิธีี PCR-RFLP โดยอาจเลืือกใช้้เอนไซม์์ตััดจำเพาะชนิิด

อื่่�นที่่� เหมาะสมสำหรัับตรวจหาและจำแนกสปีีชีีส์์อื่่�น 

ที่่�มีีรายงานพบในไก่่ เช่่น เช้ื้�อ P. relictum และ  

L. schoutedeni เป็น็ต้น้ เพื่่�อเป็น็การเฝ้า้ระวังัการเกิดิโรค

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุุณศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบนที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์

เชื้้�อ L. caulleryi (LC505517) และขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�

กลุ่่�มปรสิิตวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิทุุกท่่านที่่�
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เอกสารอ้้างอิิง

ปิิยนุุช ประสิิทธิิรััตน์์ ชััยศิิริิ มหัันชัยสกุล ทััศนีย์์ ชมภููจัันทร์์ กิ่่�งดาว  

หมอแก้้ว และอนุุชา สุุขรื่่�น. 2542. ผลของการใช้้ยาคลอโรควิิน

และด๊๊อกซีีไซคลิินรักษาโรคมาลาเรีียในไก่่เน้ื้�อ. การประชุุม
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กรมปศุุสััตว์์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์์. 114 หน้้า.

พััชราภรณ์์ ทาแกง สุุรชััย พิิกุุลแก้้ว ณััฐกานต์์ อวััยวานนท์์ และ 

สุุรีีรััตน์์ หนููมีี. 2560. ความชุุกและปััจจััยเสี่่�ยงต่่อการติิดเช้ื้�อ

ปรสิิตในเลืือดไก่่หลัังบ้้าน ในพื้�นที่่�จัังหวััดเชีียงใหม่่. เชีียงใหม่่

สััตวแพทยสาร. 15 (3): 157-167.

มนััสนัันท์์ ประสิิทธิิรััตน์์ มนทกานติ์์� วงศ์์ภากร ทััศนีย์์ ชมภููจัันทร์์  

อุุดมศรี อิินทรโชติิ กิ่่�งดาว หมอแก้้ว และอนุุชา สุุขรื่่�น. 2544. 

การรัักษาโรคลิิวโคไซโตซููนในไก่่พื้้�นเมืืองด้้วยยาซััลฟาไดเม็็ท

ท็็อกซิิน และการใช้้มุ้้�ง.  การประชุุมวิิชาการของมหาวิิทยาลััย

เกษตรศาสตร์์ ครั้้�งที่่� 39 สาขาสััตว์์ สาขาสััตวแพทยศาสตร์์.  

มหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์, กรุุงเทพมหานคร. ระหว่่างวัันที่่� 

5-7 กุุมภาพัันธ์์ 2544. หน้้า 387-393.

	วิ ิธีี PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นในการศึึกษาครั้้�งนี้้�สามารถ

ตรวจหาเช้ื้�อ Plasmodium spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon 

spp. ได้้ และเมื่่�อนำวิิธีี PCR มาใช้้ร่่วมกัับวิิธีี RFLP ซึ่่�ง

เป็็นวิิธีีที่่�นิิยมใช้้ในการจำแนกชนิิดเชื้้�อ ทำให้้สามารถ

จำแนกเช้ื้�อได้้ถึึง 4 สปีีชีีส์์ ทั้้�งในกรณีีติิดเช้ื้�อสปีีชีีส์์เดีียว

และกรณีีติิดเชื้้�อร่่วม ซึ่่�งรายงานการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�  

เช่่น การศึึกษาของ Beadell and Fleischer (2005), 

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

เป็น็การศึึกษาเพื่่�อจำแนกเช้ื้�อดังักล่า่วในระดัับจีนีัสัเท่า่นั้้�น 

การศึึกษานี้้�จึึงเป็็นการพััฒนาวิธิี ีPCR-RFLP เพื่่�อจำแนกเช้ื้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที่่�มีี

รายงานพบในไก่ใ่นประเทศไทยในระดับัสปีชีีสี์เ์ป็น็ครั้้�งแรก 

ซึ่่�งสามารถนำวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�ไปตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ

ทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้อย่่างรวดเร็็ว ถููกต้้อง และแม่่นยำ ซึ่่�งเป็็น

ประโยชน์์ต่่อการเลืือกใช้้ยาที่่�เหมาะสม เพื่่�อให้้สามารถ

รัักษาโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ

สรุุปผลและข้้อเสนอแนะ

	 การศึึกษานี้้�พบว่่าวิิธีี PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�น 

โดยอาศััยยีีน cyt b และเอนไซม์์ตััดจำเพาะ ApoI และ 

EcoRV สามารถตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ P. gallinaceum, 

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ที่่�พบในตััวอย่่างเลืือดไก่่ในประเทศไทยได้้อย่่างถููกต้้อง
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การศึกึษาค่่าความไม่่แน่่นอนของวิธิี ีReal-time RT-PCR สำหรับัการตรวจหาเชื้้�อไวรัสัไข้้หวัดัใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตััวอย่่างจากสััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี 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 บุุทเสน1*  อาภาพร ดอกพุุฒ2

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

	ที่่ �มาของการศึึกษา: การประมาณค่่าความไม่่

แน่่นอนของการวััด (Measurement Uncertainty: MU) 

เป็็นหน่ึ่�งในกระบวนการสำคััญสำหรัับห้้องปฏิิบััติิการ 

ด้้านการชัันสููตรโรคสััตว์์ ซึ่่�ง World Organisation for 

Animal Health (WOAH) แนะนำให้้หาค่่า MU ด้้วยวิิธีี 

Top-down การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A 

สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจากสััตว์์ปีีกด้้วยวิิธีี  

Real-time RT-PCR เป็็นหน่ึ่�งในวิธีีการตรวจทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการของสถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิที่่�ได้้ 

รัับการรัับรองมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 ดัังนั้้�น 

จึึงต้้องมีีการประมาณค่่า MU ของการทดสอบเพื่่�อช่่วย

ให้ก้ารรายงานผลสามารถทำได้อ้ย่า่งมั่่�นใจและเป็น็ไปตาม

ข้้อกำหนด ISO/IEC 17025: 2017 การศึึกษานี้้�จึึงมีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาค่่า MU ของวิิธีีดัังกล่่าวในตัวอย่่าง

สััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down

	 วิิธีีการ: เตรีียมสารละลายเจืือจาง RNA ของเชื้้�อ

ไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ใน สารละลาย

บััฟเฟอร์์ AVE และ sample matrix ทั้้�ง 3 ชนิิด ได้้แก่่ 

oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ ชนิดิละ 10 ตัวัอย่่าง 

เพื่่�อทดสอบหาค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR 

พร้้อมเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของค่่า cut-off ในแต่่ละ 

sample matrix ด้้วยสถิติิ One-way ANOVA จากนั้้�น

คััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA จาก RNA ของ

เชื้้�อไวรัสในสารละลายบัฟัเฟอร์ ์AVE มาทดสอบหาค่า่ MU 

ของวิธีิีดังักล่า่ว ในตัวอย่า่งจากสััตว์ป์ีกี ด้ว้ยวิธิี ีTop-down 

	 ผล: ค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR ใน 

matrix oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ มีีค่่า

เป็็น 35, 33 และ 36 รอบ ที่่�ความเข้้มข้้น 1×101 , 1×102 

และ 1×102 copies/ reaction ตามลำดัับ ซึ่่�งมีีความแตก

ต่า่งกันัอย่า่งมีนีัยัสำคััญทางสถิติิ (p<0.05) ค่า่ expanded 

uncertainty ของการทดสอบ เท่่ากัับ 0.0486 และ  

ค่่า MU (95% CI) ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับ

การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย 

H5 ใน matrix oropharyngeal swab ปอด และเน้ื้�อไก่่

มีีค่่า Ct อยู่่�ระหว่่าง 33.30-36.70, 31.4-34.6 และ 

34.25-37.75 รอบ ตามลำดัับ 

	 สรุุป: sample matrix ที่่�แตกต่่างกัันจากสิ่่�งมีีชีีวิิต

เดีียวกัันมีีผลทำให้้ค่่า cut-off และค่่า MU (95% CI) 

ของวิิธีี Real-time RT-PCR ในการตรวจหาเชื้้�อไวรััส 

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ของแต่่ละ sample 

matrix แตกต่่างกััน การประมาณค่่า MU ด้้วยวิิธีี  

Top-down สามารถนำไปประยุุกต์์ใช้้กัับขอบข่่ายอื่่�น ๆ 

หรืือใช้้เป็็นแนวทางประกอบการตััดสิินใจในการคััดเลืือก 

sample matrix ที่่�เหมาะสมต่่อไป 

คำสำคััญ: ค่่าความไม่่แน่่นอน, วิิธีี Top-down, วิิธีี  

Real-time RT-PCR, เชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A,  

Sample matrix 

บทนำ

	 การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด  

(Measurement Uncertainty, MU) เป็็นกระบวนการ

สำคััญที่่�ช่่วยให้้การรายงานผลการทดสอบทางห้้อง 

ปฏิิบััติิการมีีความน่่าเชื่่�อถืือ เนื่่�องจากทุุกการวััดย่่อมเกิิด

ความคลาดเคลื่่�อนหรืือความไม่่แน่่นอนของการวััดร่่วม

ด้้วยเสมอ ซึ่่�งเกิิดได้้จากหลายปััจจััย เช่่น เครื่่�องมืือ  

วิธิีทีดสอบ สารทดสอบ ผู้้�ทดสอบ และสิ่่�งแวดล้อ้ม เป็น็ต้น้ 

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

ห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ 

มีีการตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดนกหรืือไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A 

สายพัันธุ์์�ย่่อยที่่�สำคััญ โดยเฉพาะสายพัันธุ์์� H5 ในตััวอย่่าง

จากสัตัว์ป์ีกี ซึ่่�งเป็น็โรคสำคัญัที่่�มีผีลกระทบต่อ่สาธารณสุขุ

และเศรษฐกิิจ สำหรัับการตรวจวิินิิจฉััยโรคดัังกล่่าว  

ทางห้้องปฏิิบััติิการมีีวิิธีีการตรวจหลายวิิธีี หนึ่่�งในวิิธีีที่่� 

World Organisation for Animal Health (WOAH) 

แนะนำคืือการตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดนกโดยวิิธีี  

Real-time RT-PCR (WOAH, 2022) เป็็นเทคนิิคที่่�ใช้้

สำหรัับตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรัสใน

เชิิงปริิมาณ โดยการตััดสิินผลการทดสอบจะดููจากค่่า 

Cycle threshold (Ct) ซึ่่�งในกรณีีที่่�ผลการทดสอบมีค่่า 

Ct ใกล้้เคีียงกัับ เกณฑ์์การตััดสินผลการทดสอบ (cut-off) 

การตััดสินว่่าพบหรืือไม่่พบสารพัันธุกรรมจะทำได้้ยาก 

และกระบวนการสำหรัับทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีทาง 
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PCR นั้้�นมีีอยู่่�อย่่างจำกััด (Hedman et al., 2018)  

ดัังนั้้�นจึึงจำเป็็นต้้องมีีการประมาณค่่า MU ของวิิธีีการ

ทดสอบร่่วมด้้วย โดยรายงานผลเป็็นช่่วงของค่่าความ 

ไม่่แน่่นอนของการวััด (MU range) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 

95% และเพื่่�อให้้สอดคล้้องตามข้้อกำหนด ISO/IEC 

17025:2017 ที่่�ว่่าห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีีการประมาณค่่า

ความไม่่แน่่นอนของการวััดสำหรัับการทดสอบที่่�มีีการ

ระบุุปริิมาณ (ISO, 2022)

	 การประมาณค่่า MU มีี 2 วิิธีี ได้้แก่่ การใช้้แผนภูมิิ

ก้้างปลา (Fish-bone diagram) และการคำนวณจาก 

บนลงล่่าง (Top-down approach) โดย Fish-bone 

diagram นั้้�น เป็็นวิิธีีที่่�ต้้องนำทุุกปััจจััยมาคำนวณร่่วม

ด้้วย เช่่น การสอบเทีียบเครื่่�องมืือ ผู้้�ทดสอบ และสภาวะ

แวดล้้อม เป็็นต้้น จึึงเป็็นวิธีีที่่�มีีความเข้้มงวดและมีีรููปแบบ

การคำนวณค่่า MU ที่่�ชััดเจน ทำให้้การคำนวณมีีความ 

ยุ่่�งยากและสิ้้�นเปลืืองเวลา (Colling, 2016) ส่่วนการ

คำนวณด้ว้ยวิธิี ีTop-down นั้้�น เป็น็วิธิีทีี่่�สามารถหาข้อ้มูลู

ได้้จากการทำซ้้ำในห้้องปฏิิบััติิการ โดยใช้้ ตััวอย่่าง weak 

positive มาคำนวณโดยตรง ไม่่ต้้องนำรายละเอีียดของ

แหล่่งความไม่่แน่่นอนย่่อย ๆ  มาคิิดร่่วมด้้วย การคำนวณ

จึึงทำได้้ง่่าย ในการศึึกษานี้้�ผู้้�วิิจััยเลืือกใช้้วิิธีี Top-down 

เนื่่�องจากเป็็นวิธีีที่่�เหมาะสมกัับการตรวจวิินิิจฉััยทาง

สััตวแพทย์์ โดยการประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอนรวม 

(Combined uncertainty หรืือ u
c
) ของวิิธีีทดสอบ 

สามารถใช้้เพีียงตััวอย่่างควบคุมคุุณภาพมาตรวจสอบ 

ขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงานทั้้�งหมดได้้โดยตรง ซึ่่�งทั้้�งสองวิิธีี  

มีีการคำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย (Expanded  

uncertainty หรืือ U) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 

(Colling, 2016) 

	ปั ัจจุุบัันห้้องปฏิิบััติิการของกรมปศุุสััตว์์ได้้ดำเนิิน

การตรวจหาเชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย 

H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR ในตัวอย่่างสััตว์์ปีีก เช่่น 

oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ ซึ่่�งเป็็น  

sample matrix ที่่�มีีความสำคััญต่่อการตรวจวิินิิจฉััย 

เนื่่�องจาก oropharyngeal swab และปอด เป็็นอวััยวะ

เป้้าหมายหรืือตำแหน่่งของระบบทางเดิินหายใจที่่�เชื้้�อ

ไวรััสดัังกล่่าวใช้้ในการเจริิญเติิบโต ซึ่่�ง WOAH แนะนำให้้

ใช้้ตััวอย่่างชนิิดนี้้�ในการตรวจวิินิิจฉััยหาโรคไข้้หวััดนก 

(WOAH, 2022) ส่่วนเนื้้�อไก่่นั้้�นเป็็นสิินค้้าส่่งออกที่่�สำคััญ

ของประเทศไทย จึึงจำเป็็นต้้องมีีการตรวจสอบการ 

ปนเปื้้� อนของ เชื้้� อ ไวรัั ส ในผลิิตภััณฑ์์ก่่ อนส่่ ง ไปยัั ง 

ต่่างประเทศ โดยการตรวจวิินิิจฉััยในตััวอย่่างทดสอบที่่�

ต่่างชนิิดกัันนี้้� อาจส่่งผลกระทบต่่อค่่า cut-off และค่่า 

MU range ของการทดสอบได้ ้(Trapmann et al., 2007) 

การศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์ เพื่่�อประมาณค่่า MU 

ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อไวรััส

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์� H5 ในตัวอย่่างชนิิดต่่าง ๆ 

ในสััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down เพื่่�อช่่วยให้้การรายงาน

ผลในกรณีีที่่�ตััวอย่่างตกอยู่่�ในช่่วงที่่�ไม่่สามารถสรุุปผลได้้ 

(Inconclusive) สามารถทำได้อ้ย่า่งมั่่�นใจ และเปรีียบเทียีบ 

ค่่า cut-off ของ sample matrix แต่่ละชนิิด เพื่่�อใช้้เป็็น

แนวทางประกอบการตััดสิินใจในการคััดเลืือกตััวอย่่าง

ทดสอบที่่�เหมาะสมต่่อไป 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

การเตรีียมตััวอย่่าง

	ตั ัวอย่่างทดสอบจากสััตว์์ปีีกที่่�ใช้้ตลอดการศึึกษา

นี้้�มีี 3 ชนิิด ชนิิดละ 10 ตััวอย่่าง ได้้แก่่ oropharyngeal 

swab 5 mL ปอด 5 g และเนื้้�อไก่่ 500 g ซึ่่�งมีีเนื้้�อตััวอย่่าง 

(sample matrix) ที่่�แตกต่า่งกันั และมีกีารเตรียีมตัวัอย่า่ง

แต่่ละชนิิด ดัังนี้้� 1) ตััวอย่่าง oropharyngeal swab 

ทำการแยกเอาก้้าน swab ออกจากหลอดเก็็บตััวอย่่าง 

2) ตััวอย่่างปอด โดยบดให้้เซลล์์แตก เตรีียมตััวอย่่างปอด

ให้้อยู่่�ในรูปของสารละลายเจืือจาง 10% ด้้วย 1X PBS 

และ 3) ตััวอย่่างเน้ื้�อไก่่ที่่�บรรจุุอยู่่� ในถุงพลาสติก  

เตรีียมโดยวิิธีี freeze-thaw จำนวนทั้้�งสิ้้�น 3 ครั้้�ง  

สลับักันัที่่�อุณุหภููมิ ิ37 ºC และ -20 ºC อุณุหภููมิลิะ 30 นาทีี 

แล้้วดููดของเหลวจากเน้ื้�อไก่่ 5 mL จากนั้้�น นำสารละลาย

ของ sample matrix ทั้้�งสามชนิดิ มาปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 

1,000 x g นาน 10 นาทีี แล้้วเก็็บเฉพาะของเหลวส่่วนบน 

(supernatant) เก็็บที่่�ตู้้�แช่่แข็็งอุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่า 

จะใช้้งาน

	 ตรวจสอบการปนเปื้้�อนเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด 

A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ใน sample matrix ทั้้�งสามชนิิด 

ที่่�เตรีียมไว้้ โดยนำไปสกัดสารพัันธุุกรรมด้้วยชุุดน้้ำยา 
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QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany) และ

ตรวจด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR ตามการศึึกษาของ 

Slomka et al. (2007) โดยตััวอย่่างทุุกชนิิดจะต้้องให้้

ผลเป็็นลบก่่อนนำไปทดสอบในขั้้�นตอนต่่อไป 

การสร้้าง RNA ของเชื้้�อไวรััส 

	สกั ัดสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของเชื้้�อไวรััสอ้้างอิิง 

คืือ เชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5  

(A/chicken/Thailand/73/2004) ด้้วยชุุดน้้ำยา 

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany)  

แล้้วทำการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุกรรมตรงตำแหน่่งยีีน 

haemagglutinin โดยวิิธีี RT-PCR (ปรัับปรุุงจาก  

Slomka et al., 2007) และทำให้้ PCR product บริิสุุทธิ์์�

ด้้วยชุุดน้้ำยา FavorPrepTM GEL/ PCR Purification 

(Favorgen, Taiwan) ก่่อนนำชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�ได้้ไปเชื่่�อม

ต่่อกัับตััวนำ (vector) ชนิิดพลาสมิิด ด้้วยชุุดน้้ำยา 

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

เพื่่� อสร้้ าง เป็็น recombinant DNA จากนั้้�นนำ  

recombinant DNA ที่่�ได้้เข้้าสู่่� เซลล์์ของแบคทีีเรีีย  

E. coli สายพัันธุ์์� DH5α (Invitrogen, USA) คััดเลืือก

โคโลนีีโดยวิิธีี  blue-white colony screening  

(Knoche et al., 1999) และเพิ่่�มจำนวนในอาหาร 

เลี้้�ยงเชื้้�อ Luria-Bertani broth ทำการสกัดพลาสมิดที่่�มีี 

recombinant DNA อยู่่�ภายใน ด้้วยชุุดน้้ำยา GF-1 

Plasmid DNA Extraction (Vivantis, Malaysia)  

แล้้วเปลี่่�ยน plasmid DNA ให้้กลัับมาเป็็น RNA โดยใช้้ 

MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA)

การเตรีียม RNA-spiked sample  

	น ำ RNA ของเชื้้�อไวรััสอ้้างอิิงที่่�เตรีียมได้้ มาตรวจ

วััดความเข้้มข้้นด้้วยเครื่่�อง NanoDrop 1000 spectro-

photometer (Thermo Scientific, USA) แล้้วคำนวณ

หาจำนวน RNA copy จากค่่าความเข้้มข้้นที่่�ตรวจวััดได้้ 

โดยใช้้สููตรของ Whelan et al. (2003) จากนั้้�นทำการ 

spike RNA ดัังกล่่าว 10 µL ลงไปใน sample matrix 

ทุุกชนิิดที่่� ได้้ เตรีี ยมไว้้  หลอดละ 90 µL ได้้แก่่  

oropharyngeal swab, ปอด และเนื้้�อไก่่ ซึ่่�งผ่่านการ

สกัดสาร พัันธุกรรมแล้้ ว  ร วมทั้้� ง ตัั วอย่่ า งที่่� ไ ม่่ มีี  

sample matrix คืือ สารละลายบัฟัเฟอร์ก์ารชะล้า้ง  (AVE) 

(Qiagen, Germany) ซึ่่�งเป็็นบััฟเฟอร์์ที่่�มีีส่่วนประกอบ

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

azide) และปรัับให้้ได้้ความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 1 x 109  

copies/µL ด้้วยสารละลายบััฟเฟอร์์ AVE จากนั้้�นทำการ

เจืือจาง RNA ใน sample matrix แต่่ละชนิิดแบบ  

ten-fold serial dilution จำนวนชนิิดละ 10 ความ 

เข้้มข้้น เพื่่�อให้้ได้้ RNA-spiked sample ที่่�มีีความเข้้มข้้น

แตกต่่างกััน สำหรัับนำไปสร้้างกราฟมาตรฐานของ 

การทดสอบหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR 

ต่่อไป

การทดสอบโดยวิิธีี Real-time RT-PCR

	 ทดสอบหาสารพัันธุกรรมของเชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR 

โดยใช้้ชุุด primers และ probe ตามการศึึกษาของ 

Slomka et al. (2007) (ตารางที่่� 1) และใช้้ชุุดน้้ำยาเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรม QIAGEN OneStep RT-PCR Kit 

(Qiagen, Germany) (ตารางที่่� 2) โดยตั้้�งค่่าสภาวะการ

ทดสอบ ดัังนี้้� ขั้้�นตอน Reverse transcription 50 ºC 

นาน 30 นาทีี จำนวน 1 รอบ, Initial activation 95 ºC 

นาน 15 นาทีี จำนวน 1 รอบ และ Denaturation 95 ºC 

นาน 10 วิินาทีี, Annealing 54 ºC นาน 30 วิินาทีี,  
Extension 72 ºC นาน 10 วิินาทีี จำนวน 40 รอบ  

โดยใช้้เครื่่�อง 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, USA)

ตารางที่่� 1 ข้้อมููล Primers และ Probe ที่่�จำเพาะต่่อยีีน haemag-

glutinin ของเชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 สำหรัับ

วิิธีี 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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ตารางที่่� 2 ส่่วนประกอบของปฏิิกิิริิยา Real-time RT-PCR เพื่่�อเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 

การสร้้างกราฟมาตรฐานของวิิธีี Real-time RT-PCR 

	 ทำการทดสอบตัวอย่่างสารละลายเจืือจาง RNA ที่่�

อยู่่�ใน sample matrix ทั้้�ง 3 ชนิิด และในสารละลาย

บััฟเฟอร์์ AVE ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR ที่่�ความ 

เข้้มข้้นละ 3 ซ้้ำ แล้้วนำผลที่่�ได้้มาสร้้างสมการเส้้นตรง

ระหว่่างปริิมาณ RNA กัับค่่า Ct ของวิิธีี Real-time  

RT-PCR จากนั้้�น คำนวณหาค่่าสััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ 

(R2) และ ค่่า %Efficiency (%E) โดยค่่า R2 ที่่�ได้้ จะนำ

มาใช้้ในการตรวจสอบว่่าการเจืือจาง RNA เป็็นไปอย่่าง

เหมาะสม มีีเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับคืือ ต้้องให้้ค่่า R2 >0.95 

(Pestana et al., 2010) และค่่า %E ใช้้เพื่่�อตรวจสอบ

ประสิิทธิิภาพของ primers และ probe ในปฏิิกิิริิยา  

PCR มีีเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับคืือ 90 <%E < 110 โดยกรณีีค่่า 

%E ≤ 90 หมายถึึง มีีปััญหาการออกแบบ primer หรืือ

อุุณหภููมิิที่่�ไม่่เหมาะสมของปฏิิกิิริิยา PCR และกรณีีค่่า 

%E ≥ 110 หมายถึึง มีีความผิิดพลาดด้้านเทคนิิคการ

ทำการทดสอบ (technical error) เช่่น การใช้้ปิิเปตดููด

ปล่่อยของเหลวผิดพลาดในการทำการเจืือจางสิิบเท่่า การ

เกิิด nonspecific primer หรืือการเกิิด primer dimer 

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

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

แต่่ละ sample matrix

	 จากกราฟมาตรฐานที่่�ได้้ เลืือกช่่วงความเข้้มข้้น

ของสารละลายเจืือจาง RNA ที่่�ให้้ผลการทดสอบใกล้้เคีียง

ค่่า cut-off จำนวน 3 ความเข้้มข้้น มาทำการทดสอบ

ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR อีีกครั้้�ง ที่่�ความเข้้มข้้นละ 

10 ซ้้ำ หาค่่าเฉลี่่�ยของ Ct จากความเข้้มข้้นที่่�ให้้ผลบวก

มากกว่่า 95% หรืือให้้ผลบวกทั้้�ง 10 ครั้้�งจากทั้้�งสาม 

sample matrix แล้้วกำหนดให้้เป็็นค่่า cut-off ใหม่่ ของ

แต่่ละ sample matrix จากค่่า cut-off เดิิม คืือที่่�  

Ct 36 รอบ (Slomka et al., 2007) จากนั้้�น เปรีียบ

เทีียบความแตกต่่างค่่า cut-off ของ sample matrix 

ทั้้�งสามชนิิด โดยใช้้สถิิติิ One-way analysis of variance 

(One-way ANOVA)

การคััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA

	 จากกราฟมาตรฐานที่่�ได้้ คััดเลืือก weak positive 

RNA โดยเลืือกสารละลายบััฟเฟอร์์ AVE เนื่่�องจากไม่่มีี 

inhibitor ใด ๆ เจืือปน ในการหาค่่า expanded  

uncertainty ของวิิธีีทดสอบ โดยเลืือกช่่วงความเข้้มข้้น

ที่่�มีีค่่า Ct อยู่่�ระหว่่าง 29 ถึึง 33 รอบ (Slomka et al., 

2007) 

การหาค่่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR

	 ประมาณค่่า MU จาก weak positive sample 

ด้้วยวิิธีี Top-down (Colling, 2016) โดยนำตััวอย่่าง 

weak positive RNA จำนวน 1 ตััวอย่่าง ที่่�ได้้จาก 

ขั้้�นตอนการคััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA  

มาทำการทดสอบด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR จำนวน 

10 ซ้้ำ จากนั้้�น คำนวณหาค่่าของส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน

สััมพััทธ์์ (Relative standard of deviation หรืือ rsd) 

โดยคิิดเปอร์์เซ็็นต์์จากอััตราส่่วนระหว่่างส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐาน กัับค่่าเฉลี่่�ย ดัังสููตร 

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

-
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	ส ำหรัับวิิธีี Top-down กำหนดให้้ค่่า combined 

standard uncertainty มีีค่่าเท่่ากัับค่่า rsd จากการ 

ทำซ้้ำ (Zilli, 2013) จากนั้้�น คำนวณค่่า expanded 

uncertainty ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% (k=2) ดัังสููตร 

	น ำค่่า expanded uncertainty คููณค่่า cut-off 

ของ sample matrix แต่่ละชนิิด ได้้เป็็นค่่า MU ของ 

sample matrix ต่่าง ๆ ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%  

(95% CI) ดัังสมการ

	ค่ ่า MU ของ sample matrix ต่่าง ๆ นำมา

วิิเคราะห์์ร่่วมกัับค่่า cut-off ของ sample matrix  

แต่่ละชนิิด ได้้เป็็น inconclusive range ของ sample 

matrix แต่่ละชนิิด ดัังสมการ

 

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

ตารางที่่� 3 ผล Real-time RT-PCR ของสารละลายเจืือจางตััวอย่่าง RNA-spiked sample ของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5  

ในตััวอย่่างสััตว์์ปีีกชนิิดต่่าง ๆ

Expanded uncertainty U
(95% CI)

= 2 × rsd

ผลและวิิจารณ์์

	 ผลการตรวจสอบการปนเปื้้�อนเชื้้�อไวรัสัไข้ห้วัดัใหญ่่

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR 

ใน sample matrix ทั้้�งสามชนิิด ให้้ผลเป็็นลบทั้้�งหมด

ความเข้้มข้้นของ RNA

	 ความเข้้มข้้นของ RNA ของเชื้้�อไวรััสอ้้างอิิงที่่� 

เตรีียมจากเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย  

H5 ที่่�วััดได้้มีีค่่าเท่่ากัับ 67.6 ng/µL หรืือ 1.6 x 1010 

copies/µL และจากตารางที่่� 3 พบว่่า ความเข้้มข้้น

สุุดท้้ายที่่�ทุุก sample matrix ให้้ผลเป็็นบวกและลบ 

เท่่ากัับ 1×102 และ 1×100 copies/ reaction ตามลำดัับ 

ดัังนั้้�น จึึงเลืือกใช้้สารละลายเจืือจาง RNA ที่่�ความเข้้มข้้น

เท่่ากัับ 1×100 ถึึง 1×102 copies/ reaction ในการหา

ค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR ในแต่่ละ  

sample matrix ต่่อไป
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	 จากผลการทดลองที่่�ได้้แสดงดัังรููปที่่� 1 เมื่่�อนำผล

เฉลี่่�ยของค่่า Ct แต่่ละความเข้้มข้้น มาสร้้างเป็็นกราฟ

มาตรฐานระหว่่างความเข้้มข้้นของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 กัับค่่า Ct พบว่่าในสารละลาย

บััฟเฟอร์์ AVE, oropharyngeal swab, ปอด และ เน้ื้�อ

ไก่่ มีีค่่า R2 เท่่ากัับ 0.9995, 0.993, 0.9887 และ 0.9765 

ตามลำดัับ และมีีค่่า %E เท่่ากัับ 90.45%, 109.8%, 

96.16% และ 91.91% ตามลำดัับ ซึ่่�งทั้้�งค่า่ R2 และ %ของ

ทุกุ sample matrix ที่่�ทำการทดสอบมีคี่า่ไม่ต่่่ำกว่า่เกณฑ์์

ที่่�กำหนด สรุุปได้้ว่่าการเจืือจาง RNA เป็็นไปอย่่างเหมาะ

สม และ primers และ probe ที่่�ใช้้ในปฏิิกิิริิยา PCR มีี

ประสิิทธิิภาพ 

รููปที่่� 1 กราฟมาตรฐานของวิิธีี Real-time RT-PCR การตรวจหาสาร

พัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ใน

สารละลายบััฟเฟอร์์ AVE, oropharyngeal swab, ปอด และ เน้ื้�อไก่่

ผลการหาค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR  

ในแต่่ละ sample matrix

	 พบว่่าสารละลายเจืือจาง RNA ที่่�ความเข้้มข้้น 

1×100 ถึึง 1×102 copies/reaction สารละลายบััฟเฟอร์์ 

AVE, oropharyngeal swab, ปอด และ เน้ื้�อไก่่ มีีค่่า 

cut-off อยู่่�ที่่� 35, 35, 33 และ 36 รอบ ที่่�ความเข้้มข้้น 

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

reaction ตามลำดัับ และพบว่่า ผลการเปรีียบเทีียบความ

แตกต่่างค่่า cut-off ระหว่่าง oropharyngeal swab, 

ปอด และเน้ื้�อไก่่ มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (p<0.05) ในขณะที่่� ค่่า cut-off ของตััวอย่่าง  

oropharyngeal swab กัับสารละลายบััฟเฟอร์์ AVE  

ไม่่แตกต่่างกััน ดัังตารางที่่� 4

	 จากผลดัั งกล่่ าวแสดงให้้ เห็็นว่่ าค่่ าความไว  

(sensitivity) ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการ

ตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 

สููงที่่�สุุดใน oropharyngeal swab เมื่่�อเทีียบกัับ ปอด

และเนื้้�อไก่่ เนื่่�องจากใน oropharyngeal swab สามารถ

ตรวจพบเชื้้�อได้้ที่่�ความเข้้มข้้นของเชื้้�อต่่ำที่่�สุุด คืือ 1×101 

copies/reaction ขณะที่่�ใน sample matrix ชนิิดอื่่�น ๆ 

ไม่่สามารถตรวจพบเชื้้�อได้้ในปริิมาณความเข้้มข้้นของเชื้้�อ

ที่่�เท่า่กันั นอกจากนี้้�ยังัอาจกล่า่วได้ว้่า่ ใน oropharyngeal 

swab มีีแนวโน้้มที่่�จะมีีการปนเปื้้�อนของตััวยัับยั้้� ง  

(inhibitor) น้้อยที่่�สุุด เมื่่�อเทีียบกับ sample matrix  

อื่่�น ๆ  เนื่่�องจาก ค่่า cut-off ของ oropharyngeal swab 

กัับตััวอย่่างบััฟเฟอร์์ AVE ที่่�ความเข้้มข้้นเดีียวกัันไม่ ่

แตกต่่างกััน อีีกทั้้�งการปนเปื้้�อนของตััวยัับยั้้�งต่่าง ๆ ใน 

sample matrix จะไปรบกวนขั้้�นตอนต่่าง ๆ  ในปฏิิกิิริิยา 

PCR ส่่งผลทำให้้ค่่า sensitivity ในการตรวจลดลง 

(Schrader et al., 2012) และเนื่่�องจากในปอดและเน้ื้�อไก่่

มัักพบสารอิินทรีีย์์ที่่�เป็็นตัวยับยั้้�งปฏิิกิิริิยา PCR ได้้แก่่  

สารอิินทรีีย์์ชนิิด melanin ในเน้ื้�อเยื่่�อปอด (Rådström 

et al., 2004) และสารอิินทรีีย์์ชนิิด myoglobin ใน 

กล้้ามเน้ื้�อ (Bélec et al., 1998) ซึ่่�งตััวยัับยั้้�งทั้้�ง 2 ชนิิด

ดัังกล่่าว มีีกลไกในการยัับยั้้�งกระบวนการเปลี่่�ยนสาย 

อาร์์เอ็็นเอให้้เป็็นสายดีีเอ็็นเอ (reverse transcription) 

และยัับยั้้�งกระบวนการสัังเคราะห์์สายดีีเอ็็นเอ (DNA 

polymerization) ในขั้้�น extension ของปฏิิกิิริิยา PCR 
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นอกจากนี้้�สารอิินทรีีย์์ชนิิด melanin ยัังสามารถเกิิดการ 

cross-linking กัับกรดนิิวคลิิอิิก ทำให้้คุุณสมบััติิของ 

กรดนิิวคลิิอิิกเปลี่่�ยนไป ทํําให้้สายทั้้�งสองของดีีเอ็็นเอ  

นั้้�นไม่ส่ามารถแยกตััวออกจากกัันในขณะเกิิดกระบวนการ

จํําลองดีีเอ็็นเอ (DNA replication) (Abu Al-Soud and 

Rådström, 2000; Schrader et al., 2012) 

ตารางที่่� 4 ผลการเปรีียบเทีียบค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR 

ในตััวอย่่างแต่่ละชนิิด ด้้วยสถิติิ 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).

ผลการคััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA และ 

ผลการคำนวณค่่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR   

	 จากตารางที่่� 3 ตััวอย่่าง weak positive RNA ที่่�

ถููกคััดเลืือกมาใช้้ในการหาค่่า expanded uncertainty 

ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อไวรััส

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจาก

สััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down ได้้จากสารละลายบััฟเฟอร์์ 

AVE ที่่� dilution 10-7 มีปีริมิาณ RNA ของเชื้้�อไวรัสั เท่า่กับั 

1x102 copies/reaction จากผลดัังกล่่าวพบว่่า 

สารละลายบััฟเฟอร์์ AVE มีีความเหมาะสมที่่�จะนำมาใช้้

เป็็นตััวแทนการหาค่่า expanded uncertainty ของการ

ทดสอบจริิง เนื่่�องจาก dilution สุุดท้้ายที่่�ทุุกตััวอย่่างให้้

ผลเป็็นบวก สารละลายบััฟเฟอร์์ AVE มีีค่่าเฉลี่่�ย Ct  

ต่่ำสุุด คืือ 32 รอบ เมื่่�อเทีียบกับ sample matrix อื่่�น ๆ 

การเลืือกใช้้ sample matrix เพีียงชนิิดเดีียวมาเป็็น

ตััวแทนในการหาค่่า expanded uncertainty สามารถ

ทำได้้ แต่่การหาค่่า expanded uncertainty แยกใน

แต่่ละ sample matrix จะช่่วยเพิ่่�มค่่าความแม่่นยำมาก

ยิ่่�งขึ้้�น (Ljevaković-Musladin, 2020)

	 จากตารางที่่� 5 แสดงผลการคำนวณค่่า MU ของ

วิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อไวรัส 

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจาก

สััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down พบว่่า ค่่า Ct เฉลี่่�ยของ

ตััวอย่่าง weak positive RNA จำนวน 1 ตััวอย่่าง เท่่ากัับ 

30.12 รอบและมีีค่่า expanded uncertainty ซึ่่�งเป็็น

ค่่า threshold selection (CI95) เพื่่�อนำไปใช้้ปรัับ 

threshold line เลื่่�อนขึ้้�นหรืือลง เท่่ากัับ 0.0486 ซึ่่�งเป็็น

ค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�มาจากการวััดค่่า Ct ของตััวอย่่าง

ทดสอบในกระบวนการ Real-time RT-PCR เป็็นหลััก 

ในขณะที่่�ค่่า MU จากแหล่่งอื่่�น ๆ เช่่น กระบวนการสกัด 

DNA จากตััวอย่่างทดสอบถูกนัับรวมอยู่่�ในค่่าดัังกล่่าว

เรีียบร้้อยแล้้ว และไม่่มีีผลกระทบต่่อการวััดค่่า Ct  

แต่่อย่่างใด (Love et al., 2006) 

	 ค่า่ Expanded uncertainty ที่่�ได้ ้นำมาใช้ป้ระเมิิน

ค่่าของ MU (95%CI) ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับ

การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย 

H5 ใน sample matrix แต่่ละชนิิด ดัังตารางที่่� 6 พบว่่า 

matrix oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ มีีค่่า 

MU (95%CI) ที่่� Ct ระหว่่าง 33.30-36.70 31.4-34.6 

และ 34.25-37.75 รอบ ตามลำดัับ ดัังนั้้�น หากผลการ

ทดสอบที่่� ได้้ตกอยู่่� ในช่่วงดัังกล่่าว ให้้แปลผลเป็็น  

inconclusive และควรมีีการทดสอบซ้้ำโดยผู้้�ทดสอบ 

คนเดิิม ใช้้วิิธีีทดสอบเดิิมแต่่เปลี่่�ยนตััวอย่่างใหม่่ หรืือ

เปลี่่�ยนวิธีีทดสอบ โดยใช้้ตััวอย่่างเดิิมเพื่่�อยืืนยันผลการ

ทดสอบอีกครั้้�งก่่อนสรุปผล 

ตารางที่่� 5 ผลการคำนวณค่่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับ

การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A  สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่าง

จากสััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี 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

ตารางที่่� 6 ค่่า MU range ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อ

ไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจากสััตว์์ปีีก และการแปล

ผลการทดสอบ ของ sample matrix แต่่ละชนิิด

	 จากผลการศึึกษาข้้างต้้น แสดงให้้เห็็นว่่า ใน sample 

matrix ต่่างชนิิดกััน มีีผลทำให้้ค่่า cut-off และ MU range  

แตกต่่างกััน แม้้จะเป็็นสัตว์์ชนิิดเดีียวกัน ทดสอบด้้วยวิิธีีเดีียวกัน 

หรืือเครื่่�องมืือเดีียวกัันก็็ตาม เนื่่�องจากใน sample matrix  

ต่่างชนิิดกัน ย่่อมมีีตััวยัับยั้้�งปฏิิกิิริิยาต่่างกััน ผลการศึึกษา 

ดัังกล่่าว จึึงเป็็นประโยชน์์แก่่ห้้องปฏิิบััติิการทางสััตวแพทย์์ใช้้

เป็็นแนวทางประกอบการตััดสิินใจในการคััดเลืือก sample 

matrix ที่่�เหมาะสม 

	ผ ลการศึึกษาที่่�ได้้จากงานวิิจััยนี้้� สามารถนำไปต่่อยอด

ศึึกษาถึึงปััจจััยอื่่�น ๆ ที่่�อาจส่่งผลต่่อค่่า MU ได้้ เช่่น การใช้้ชุุด

สกััดที่่�แตกต่่างกััน หรืือวิิธีีการคำนวณค่่า MU ที่่�แตกต่่างกััน 

เป็็นต้น เพื่่�อเป็็นแนวทางในการลด MU ของวิิธีทีดสอบนั้้�น ๆ ต่่อไป

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 จากผลการศึึกษาข้้างต้้น พบว่่า ค่่า expanded  

uncertainty ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหา

เชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจาก

สััตว์์ปีีก คืือ 0.0486 และค่่า MU range (95%CI) ของ matrix 

oropharyngeal swab, ปอด และเนื้้�อไก่่ มีีค่่า Ct ระหว่่าง 

33.30-36.70 31.4-34.6 และ 34.25-37.75 รอบ ตามลำดัับ 

ผลการศึึกษาดัังกล่่าวสามารถใช้้เป็็นแนวทางประกอบการ 

ตััดสิินใจในการคััดเลืือกชนิิดของ sample matrix สำหรัับ 

ส่่งตรวจ เช่่น เลืือกตััวอย่่างที่่�มีีช่่วงค่่า MU ต่่ำ นอกจากนี้้�  

การประมาณค่่า MU ด้้วยวิิธีี Top-down สามารถนำไปประยุุกต์์

ใช้้กัับขอบข่่ายอื่่�น ๆ ที่่�เป็็นการทดสอบเชิิงปริิมาณเพื่่�อควบคุม

คุุณภาพผลการทดสอบภายในห้้องปฏิิบััติิการด้้านการชัันสููตร 

โรคสััตว์์ ช่่วยให้้การรายงานผลในกรณีีที่่�ตััวอย่่างตกอยู่่�ในช่่วง 

inconclusive สามารถทำได้้อย่่างมั่่�นใจ 

กิิตติิกรรมประกาศ

	 คณะผู้้�วิิจััยขอขอบพระคุุณ นายสััตวแพทย์์

บััณฑิิต นวลศรีฉาย หััวหน้้ากลุ่่�มไวรััสวิิทยา สถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิเป็็นอย่่างสููง ที่่�ให้้ความกรุุณาให้้

คำปรึึกษาในการทำวิิจััย ตลอดจนวิเคราะห์์ผลการ

ทดสอบ ขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา 

ที่่�ช่่วยเตรีียมและทดสอบตัวอย่่าง และขอบคุณ 

เจ้้าหน้้าที่่�กลุ่่�มพััฒนาระบบคุณภาพห้้องปฏิิบััติิการ 

ที่่�ช่่วยสนับสนุนการค้้นคว้้าข้้อมููลต่่าง ๆ  รวมทั้้�งแผน

และผลการตรวจสอบ/ทวนสอบความใช้ไ้ด้ข้องวิธิีกีาร

ทดสอบ
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การเปรีียบเทีียบความไวและความจำเพาะของชุุดทดสอบ non-structural protein ELISA
สำหรัับตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยที่่�มีีจำหน่่ายในประเทศไทย

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

กิ่่�งกานต์์ บุุญสุุยา สีีโย*  อมรรััตน์์ ชุุณศาสตร์์  จีีรนัันท์์ โชติิทิิฆััมพร

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

	 ที่่�มาของการศึกึษา: ในการควบคุมุและป้อ้งกันัโรค

ปากและเท้้าเปื่่�อย จำเป็็นจะต้้องใช้้ชุุดทดสอบ ELISA  

ที่่�เหมาะสมในการตรวจหาแอนติบิอดีตี่อ่ nonstructural-

protein (NSP) ของไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย เพื่่�อตรวจ

แยกแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยที่่�ได้้ระหว่่าง

สััตว์์ที่่�ได้้รัับวััคซีีน และสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อตามธรรมชาติิ โดยใน

ปััจจุุบัันมีหลากหลายชุุดทดสอบ NSP ELISA kits ที่่�มีี

จำหน่่ายในประเทศไทย ทั้้�งนี้้�ชุุดทดสอบที่่�ใช้้จะต้้องมีี

ความเหมาะสมกับัซีรีัมัสัตัว์ห์ลายชนิดิของประเทศ จึึงเห็น็

ควรมีีการศึึกษาเกี่่�ยวกับความไวและความจำเพาะของชุุด

ทดสอบ โดยใช้้ซีีรััมสััตว์์ภายในประเทศ  ซึ่่�งข้้อมููลที่่�ได้้จาก

การศึึกษาจะสามารถนำไปใช้้ประกอบการพิิจารณาเลืือก

ชุุดทดสอบให้้เหมาะสมและเกิิดประโยชน์์สููงสุุดต่่อไป

	 วิิธีีการ: ทำการศึึกษาโดยใช้้ชุุดทดสอบ ELISA ที่่�

จำหน่่ายในประเทศไทยจำนวน 6 ชุุดทดสอบได้้แก่่ 

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

และ KUcheck-F สำหรัับตรวจตััวอย่่างซีีรััมจำนวน 800 

ตััวอย่่าง โดยแบ่่งเป็็น ซีีรััมควบคุมบวก จำนวน 400 

ตััวอย่่าง ประกอบด้วยซีีรััมโค กระบืือจากพ้ื้�นที่่�ที่่�เกิิดการ

ระบาด และซีีรััมสุุกรจากงานทดสอบคุณภาพวััคซีีนของ

สำนัักเทคโนโลยีีชีีวภััณฑ์์สััตว์์ ที่่�ได้้รัับการยืืนยันว่่าติิดเชื้้�อ

โรคปากและเท้้าเปื่่�อยด้้วยวิิธีี ELISA Typing หรืือวิิธีี  

RT-PCR และซีีรััมควบคุุมลบ จำนวน 400 ตััวอย่่าง ได้้แก่่

ซีีรััมโค แพะ และสุุกร ที่่�ได้้รัับความอนุุเคราะห์์จาก

ประเทศญี่่�ปุ่่�นและออสเตรเลีีย ซึ่่�งเป็็นประเทศที่่�ได้้รัับการ

รัับรองการปลอดโรคปากและเท้้าเปื่่�อยจาก World 

Health Organisation for Animal Health (WOAH) 

โดยตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดจะถููกเก็็บไว้้ที่่� -20 องศาเซลเซีียส 

จนกระทั่่�งนำมาทดสอบ เพื่่�อใช้้ในการหาค่่าความไวและ

ความจำเพาะ และนำมาเปรีียบเทีีย ด้้วยวิิธีี ANOVA ที่่�

ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% ความสอดคล้้องโดยการหาค่่า 

Cohen’s kappa และความแม่่นยำโดยการหาค่่า 

diagnostic accuracy

	 ผล: จากการศึึกษาเกี่่�ยวกัับความไว ความจำเพาะ 

ความสอดคล้้อง และค่่าความแม่่นยำของชุุดทดสอบ 

ทั้้�ง 6 ชุุด ที่่�ใช้้ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� พบว่ามีีค่่าความไว 

97.50%-99.00% ความจำเพาะ 97.25%-100.00% 

ความสอดคล้้อง 0.96-0.99 และความแม่่นยำ 98.12%-

99.75%

	 สรุุป: จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� พบว่าชุุดทดสอบ 

ELISA ที่่�ในการศึึกษา จำนวน 6 ชุดุทดสอบได้แ้ก่ ่Biovet®, 

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

KUcheck-F มีีความไว ความจำเพาะ มีีค่่าใกล้้เคีียงกััน

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ นอกจากนี้้�พบว่่าชุุดทดสอบทั้้�ง  

6 ชุุดมีีความสอดคล้้องกััน และมีีค่่าความแม่่นยำอยู่่�ใน

เกณฑ์์ที่่�เชื่่�อถืือได้้ แสดงว่่าสามารถใช้้ชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด

ทดแทนกันได้้ ดังันั้้�นผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้�สามารถนำมาใช้้

เป็็นข้อมููลในการตััดสินใจเลืือกใช้้ชุุดทดสอบ ทำให้้ 

กรมปศุุสััตว์์ทำการจััดซื้�อชุุดทดสอบได้้หลากหลายยิ่่�งขึ้้�น 

และสามารถใช้้เป็็นแนวทางในการเพิ่่�มทางเลืือกในการใช้้

ชุุดทดสอบ ในกรณีีที่่�มีี NSP ELISA kits ออกมาจำหน่่าย

ในท้้องตลาดเพิ่่�มขึ้้�น

คำสำคััญ: ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย non–structural 

protein ความไว ความจำเพาะ 

บทนำ

	 โรคปากและเท้้าเปื่่�อย (Foot and Mouth 

Disease, FMD) เกิิดจากไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

(Foot and Mouth Disease Virus; FMDV) ในสกุุล 

Aphthovirus จััดอยู่่�ในวงศ์์ Picornaviridae เป็็นเช้ื้�อ

ไวรััสชนิิด RNA สายเดี่่�ยว (Single-stranded RNA) 

จััดเป็็นโรคระบาดที่่�สำคััญในสัตว์์กีีบคู่่� ได้้แก่่ โค กระบืือ 

แกะ แพะ สุุกร และสััตว์์ป่่า เป็็นต้้น นอกจากนี้้�ยัังถืือเป็็น

หนึ่่�งในโรคสััตว์ข์้า้มพรมแดน (Transboundary Disease) 

ที่่�ร้้ายแรงที่่�สุุดโรคหนึ่่�ง (Geering and Lubroth, 2002) 

ส่่งผลกระทบต่อเศรษฐกิิจในหลายประเทศทั่่�วโลก 

โรค FMD เป็็นโรคประจำถิ่่�นในหลายภููมิิภาคของทวีีป

เอเชีียรวมทั้้�งในประเทศไทย ส่่วนใหญ่่ในแอฟริิกา 

ตะวัันออกกลางและในละติินอเมริิกา (WOAH, 2022)  

โรค FMD ถืือได้้ว่่าเป็็นโรคที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ World Trade 

Organization (WTO) ที่่�เป็็นข้อ้บังัคัับทางการค้า้สัตัว์แ์ละ

ผลิิตภััณฑ์์จากสััตว์์ ทำให้้ประเทศที่่�มีีการระบาดของโรค 
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FMD ถููกกีีดกัันทางการค้้าเพื่่�อป้้องกัันความเสี่่�ยงที่่�จะนำ

เชื้้�อ FMDV เข้้าสู่่�ประเทศ และทำให้้เกิิดความสููญเสีียทาง

เศรษฐกิิจ โดยเฉพาะประเทศไทย ซึ่่�งเป็็นประเทศที่่�ได้้รัับ

ผลกระทบโดยตรงต่่ออุุตสาหกรรมการผลิตปศุุสััตว์์และ

การส่่งออกสิินค้้าปศุุสััตว์์

	 ในการควบคุุม เฝ้้าระวััง และป้้องกัันโรค FMD จะ

ต้อ้งมีกีารวินิิจิฉัยัและการทดสอบโรค FMD ด้ว้ยวิธิี ีELISA 

เพื่่�อตรวจแยกระหว่่างสััตว์์ที่่�ได้้รัับวััคซีีนและสััตว์์ที่่�ติิดเช้ื้�อ 

(Mackay et al. , 1998) โดยใช้้หลัักการทดสอบ 

differentiating infected from vaccinated animals 

(DIVA) ซึ่่�งจะสามารถตรวจแยกระหว่่างแอนติิบอดีีที่่�เกิิด

จากวััคซีีน ออกจากแอนติบอดีีที่่�เกิิดจากเช้ื้�อไวรัสที่่�ก่่อให้้

เกิดิโรค โดยในขั้้�นตอนของการผลิติวัคัซีนีป้องกันัโรค FMD 

จะมีกีารกำจััด Non Structural Protein (NSP) โดยวััคซีนี

จะกระตุ้้�นให้้สััตว์์ผลิตแอนติบอดีีต่่อต้้านโปรตีีนโครงสร้าง

ของไวรัสั (Structural protein, SP) เพีียงอย่่างเดีียว ดังันั้้�นสัตว์์

ที่่�ฉีดีวัคัซีนีจะพบเพีียง SP แต่่ถ้า้มีกีารติิดเชื้้�อด้ว้ยจะพบว่า

สััตว์์มีีแอนติิบอดีีต่่อทั้้�ง SP และ NSP ดัังนั้้�นสััตว์์ที่่�ติดิเช้ื้�อ

ตามธรรมชาติิที่่�จะพบได้้ทั้้�ง SP และ NSP (Doel, 2003) 

	 ดัังนั้้�นการหาแนวทางเพื่่�อใช้้ในการพิิจารณาเลืือก

ชุดุทดสอบที่่�มีปีระสิทิธิภิาพความไวและความจำเพาะของ

ชุุดทดสอบให้้เหมาะกัับชนิิดสััตว์์ สถานการณ์์ พื้้�นที่่� 

รวมถึึงการพิิจารณาเรื่่�องของราคาชุุดทดสอบที่่�เหมาะต่่อ

การนำมาใช้้งานจึึงมีีความจำเป็็น เพื่่�อประกอบการ

พิิจารณาเลืือกใช้้ชุุดทดสอบที่่�เหมาะสมและเกิิดประโยชน์์

สููงสุุดตามวััตถุุประสงค์์ของผู้้�ใช้้ ทั้้�งนี้้�ยัังใช้้เป็็นข้อมููล

ประกอบการจััดทำรายละเอีียดคุุณลัักษณะเฉพาะในการ

จััดซื้้�อชุุดทดสอบในแต่่ละปีีงบประมาณที่่�ต้้องการข้้อมููล

เกี่่�ยวกัับความไวและความจำเพาะของชุุดทดสอบ NSP 

เพื่่�อให้้การดำเนิินการสอดคล้้องกัับข้อกำหนดมาตรฐาน

สิินค้้าเกษตร มกษ. 10400-2555 ว่่าด้้วยการชัันสููตรโรค

ปากและเท้้าเปื่่�อย (สำนัักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและ

อาหารแห่่งชาติิ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์์, 2555) โดย

ชุุดตรวจสอบสำเร็็จรููปต้้องได้้รัับการตรวจสอบความใช้้ได้้

ของวิิธีีทดสอบโดยศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ หรืือหน่่วยงานที่่�องค์์การ

สุุขภาพสััตว์์โลก (World Organisation for Animal 

Health, WOAH) ยอมรัับก่่อนนำไปใช้้ ทั้้�งนี้้�ในปััจจุุบััน

พบว่่ามีีชุุดทดสอบหลายชุุดที่่�มีีจำหน่่ายในประเทศไทย มีี

การศึึกษาเพื่่�อเปรีียบเทีียบชุดทดสอบเกี่่�ยวกับการตรวจ

หาแอนติิบอดีีต่่อ NSP จำนวน 4 ชุุดทดสอบ พบว่่ามีีความ

ไวใกล้้เคีียงกัันอยู่่�ในช่่วงระหว่่าง 84.60%-98.30% ในโค 

และ 73.33%-80.00% ในสุุกร และมีีความจำเพาะสููงทั้้�ง

ในโคและสุุกร ในช่วงระหว่่าง 99.00%–100.00% 

(Linchongsubongkoch et al., 2004) ซึ่่�งมีีบางชุุด

ทดสอบที่่�นำมาทดสอบในการศึึกษาครั้้�งนี้้� แต่ป่ัจัจุบุันัมีชีุดุ

ทดสอบที่่�ผลิติและจำหน่า่ยในท้อ้งตลาดมากขึ้้�น จึึงมีคีวาม

จำเป็็นต้้องที่่�การศึึกษาเพื่่�อเปรีียบเทีียบความไวและความ

จำเพาะของชุุดทดสอบที่่�มีีอยู่่�เพื่่�อให้้ได้้ข้้อมููลทางวิิชาการ

ที่่�มากเพิ่่�มขึ้้�นด้วย วััตถุุประสงค์์ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�เพื่่�อ

เปรีียบเทีียบความไวและความจำเพาะของชุุดทดสอบ 

NSP ELISA kits ที่่�มีีจำหน่่ายในปััจจุุบััน เพื่่�อตรวจหา

แอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยในการตรวจ

จำแนกระหว่่างสัตัว์ท์ี่่�ได้ร้ับัวัคัซีนีและสััตว์ท์ี่่�ติดิเชื้้�อ สำหรับั

ใช้้เป็็นข้อมููลในการตััดสินใจเลืือกใช้้ชุุดทดสอบ และเพิ่่�ม

ตัวัเลืือกให้้หน่่วยงานทำการจัดัซื้้�อชุุดทดสอบได้้หลากหลาย

ยี่่�ห้้อยิ่่�งขึ้้�น ไม่่เกิิดการผููกขาดการตลาด

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่างซีีรััม

	 จำนวนตััวอย่่างที่่�นำมาใช้้ คำนวณตามวิิธีีของ OIE 

(2009) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% และความคลาดเคลื่่�อน 

2% โดยแบ่่งเป็็น ตััวอย่่างซีีรััมบวก (positive serum) 

เป็็นซีีรััมซึ่่�งมีีระดัับแอนติิบอดีีแตกต่่างกัันจากการตรวจ

ด้้วยวิิธีี Liquid Phase Blocking ELISA (LP-ELISA) 

จำนวน 400 ตััวอย่่าง ประกอบด้้วยซีีรััมโค กระบืือ 386 

ตััวอย่่าง จากพ้ื้�นที่่�ที่่�เกิิดการระบาดในปีพ.ศ. 2562 และ 

ซีีรััมสุุกร 14 ตััวอย่่าง จากงานทดสอบคุุณภาพวััคซีีนของ

สำนัักเทคโนโลยีีชีีวภัณฑ์์สััตว์์ กรมปศุุสััตว์์ ตััวอย่่างซีีรััม

ทั้้�งหมดนี้้� นำมาจากสััตว์์ที่่�ติิดเช้ื้�อตามธรรมชาติิหลัังการ

ตรวจพบเชื้้�อ FMDV นาน 21-28 วััน โดยได้้รัับการตรวจ

เชื้้�อไวรััสด้้วยวิิธีี ELISA Typing และวิิธีี RT-PCR จาก

ตััวอย่่างเมืือกบริิเวณหลอดอาหารส่่วนต้้น และ/หรืือ 

คอหอย โดยใช้้อุุปกรณ์์ที่่�เรีียกว่่า Probang cup (ตััวอย่่าง 

Probang) หรืือเนื้้�อเยื่่�อ สำหรับัตัวัอย่า่งซีรีัมัลบ (negative 
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serum) จำนวน 400 ตััวอย่่าง ประกอบด้้วย ซีีรััมโค 97 

ตััวอย่่าง ซีีรััมแพะ 3 ตััวอย่่าง และซีีรััมสุุกร 300 ตััวอย่่าง 

ได้้รัับความอนุุเคราะห์์จากประเทศที่่�ปลอดโรค FMD ที่่�ได้้

รัับการรัับรองจาก WOAH ได้้แก่่ หน่่วยงาน Australian 

Centre for Disease Preparedness (ACDP) ประเทศ

ออสเตรเลีีย และ หน่่วยงาน KODAIRA Research 

Station, National Institute of Animal Health, 

National Agriculture and Food Research 

Organization ประเทศญี่่�ปุ่่�น โดยตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดจะ

ถููกเก็็บไว้้ที่่� -20 องศาเซลเซีียส จนกระทั่่�งนำมาทดสอบ 

การตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อ non-structural protein (NSP)

	 ในการศึึกษาได้้นำชุุดทดสอบ NSP ELISA kits 

จำนวน 6 ชุุดที่่�มีี ตััวแทนจำหน่่ายหรืือผลิตขึ้้�นใน

ประเทศไทย ประกอบด้ว้ย 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 จากมหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์ ประเทศไทย  

มาทำการทดสอบตััวอย่่างทั้้�งหมด แบบ single well  

(1 ตััวอย่่าง/ well) ดำเนิินการทดสอบตามคู่่�มืือของบริิษััท

ผู้้�ผลิติ รายละเอียีดคุณุลักัษณะของชุดุทดสอบ NSP ELISA 

kits แต่่ละชุุดทดสอบ ดัังแสดงไว้้ในตารางที่่� 1

การหาค่่าความไว (sensitivity) และการหาค่่าความ

จำเพาะ (specificity) ของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits 

	น ำตััวอย่่างซีีรััมควบคุุมบวกและซีีรััมควบคุุมลบมา

ทำการทดสอบด้วยชุุดทดสอบ NSP ELISA kits ที่่�มีีการ

จำหน่่ายในประเทศไทย ได้้แก่่ Biovet®, ID Screen®, 

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

ดำเนิินการทดสอบตามวิิธีีทดสอบที่่�แต่่ละยี่่�ห้้อการค้้า

กำหนดไว้้ ทำการหาค่่าความไวของแต่่ละชุุดทดสอบ โดย

ตารางที่่� 1 รายละเอีียดคุณลัักษณะของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits  

ที่่�ใช้้ในการศึึกษา

ชุดทดสอบ บริษัทผู้ผลิต
รูปแบบการ

ทดสอบ

ชนิดสัตว์
ที่สามารถ
ตรวจได้

เกณฑ์การแปลผล 
positive

Biovet® Biovet Inc., 
Canada

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

ค่า PI โดยเกณฑ์ขึ้น
อยู่กับสถานะ และ
ชนิดของสัตว์ 

ID Screen® IDvet, France Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

S/N% ≤ 50.00%

VDPro® MEDIAN 
Diagnostics Inc., 
South Korea

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

S/N value ≤ 0.60

IDEXX® IDEXX 
Laboratories,  
Inc., USA

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

โค-กระบือ, แพะ, แกะ 
% S/P ≥ 35.00  
สุกร % S/P ≥ 55.00

PrioCHECK® Prionics Lelystad 
B.V., Netherlands

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

PI ≥ 50.00%

KUcheck-F มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ 
ประเทศไทย

Indirect 
ELISA

โค-กระบือ 
แพะ 

และสุกร

COD ≥ 0.20

หมายเหตุุ

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

คืือ การนำค่่า OD ของตััวอย่่างที่่�ทดสอบหารด้้วย ค่่า OD ของค่่า Negative Control 

แล้้วคููณด้้วย 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) คืือ การวััดค่่าการดููดกลืืนแสง

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

(ค่่า OD ตััวอย่่าง) – ค่่า OD เฉลี่่�ยตััวควบคุุมลบ

(ค่่า OD เฉลี่่�ยตััวควบคุุมบวก – ค่่า OD เฉลี่่�ยตััวควบคุุมลบ)

นำชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด ทดสอบกับซีีรััมควบคุุมบวก 

วิิเคราะห์์ผลโดยใช้้ตาราง two by two และหาค่่าความ

จำเพาะของแต่่ละชุุดทดสอบ โดยนำชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด 

ทดสอบกับซีีรััมควบคุุมลบ โดยเป็็นตััวอย่่างควบคุมลบ

ที่่�แท้้จริิงจากสััตว์์ที่่�ไม่่มีีการติิดเช้ื้�อหรืือการสััมผััสเช้ื้�อจาก

ประเทศที่่�ได้้รัับการรัับรองปลอดโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

(WOAH,2019) จากนั้้�นเปรีียบเทีียบความไวและความ

จำเพาะของชุุดทดสอบที่่�ใช้ใ้นการศึึกษาด้ว้ยวิธิี ีANOVA ที่่�

ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

ค่่าความสอดคล้้องของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	น ำผลการทดสอบหาค่่าความไวและค่่าความ

จำเพาะของแต่ล่ะชุดุทดสอบที่่�ใช้ใ้นการศึึกษา มาวิิเคราะห์์

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

โดยเกณฑ์์ที่่�ใช้้ ได้้แก่่ Cohen’s kappa ≥ 0.75 แปลว่่า

ผลการตรวจสอบมีีความสอดคล้้องกััน และในกรณีีที่่�ค่่า

สถิติิ Cohen’s kappa ที่่�มีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 0.81–1.00 

ถืือว่่าเป็็นระดัับความสอดคล้้องที่่�ดีีมาก (Landis and 

Koch, 1977)

ค่่าความแม่่นยำของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	ค่ ่ าความแม่่นยำในการ วิินิิ จฉัั ยบ่่ งชี้้� ด้้ วยค่่ า 

diagnostic accuracy โดยคำนวณจากจำนวนตััวอย่่างที่่�

ได้้ผลถููกต้้องต่่อตััวอย่่างทั้้�งหมด (Liu et al., 2021)  

ด้้วยโปรแกรม MEDCALC® (MedCalc Software Ltd, 

Belgium) 

ผลและวิิจารณ์์

ความไวของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	 ความไวของชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุดทดสอบ มีีค่่าอยู่่�

ระหว่่าง 97.50%-99.50%  ดังัรายละเอีียด คืือ ชุดุทดสอบ 

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

และ KUcheck-F มีีค่่าความไวเท่่ากัับ 99.25%, 99.50%, 

97.50%, 98.00%, 98.50% และ 99.00% ตามลำดัับ  

โดยเมื่่�อแจกแจงความไวแยกตามชนิิดของสััตว์์พบว่่า ซีีรััม

โคและกระบืือมีีค่่าความไวอยู่่�ระหว่่าง 97.67%–99.48%  

ในขณะที่่�ซีีรััมสุุกรมีีค่่าความไวอยู่่�ระหว่่าง 92.86%–

100.00% โดยในกรณีีของผลการทดสอบในสุุกรพบว่่ามีี  

5 ชุุดทดสอบที่่�ให้้ผลความไว 100.00% และมีี 1 ชุุด

ทดสอบ ได้้แก่่ VDPro® ที่่�ให้้ค่่าความไวอยู่่�ที่่� 92.86%  

ค่่า 95% CI ของผลการทดสอบ (ตารางที่่� 2) และจากการ

ศึึกษาด้้วยการทดสอบสมมติิฐานด้วย ANOVA โดยกำหนด

ระดัับนัยสำคััญที่่�ระดัับ 0.05 พบว่าการเปรีียบเทีียบ 

ในแต่่ละชุุดทดสอบมีีค่่าเฉลี่่�ยความไวไม่่แตกต่่างกััน 

(ตารางที่่� 4)

ตารางที่่� 2 แสดงค่่าความไวของ 6 ชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

ชุดทดสอบ ชนิดสัตว์ ค่าความไว 95% CI 

Biovet®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 99.25% (397/400) 97.82–99.85

 ID Screen®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 99.50% (398/400) 98.21–99.94

VDPro®

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

สุกร 92.86% (13/14) 66.13–99.82

รวม 97.50% (390/400) 94.45–98.79

IDEXX®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 98.00% (392/400) 96.10–99.13

PrioCHECK®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 98.50% (394/400) 96.76–99.45

KUcheck-F

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 99.00% (396/400) 97.46–99.73

หมายเหตุุ

“รวม” คิิดจากจำนวนรวมของตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดที่่�ใช้้ในการทดสอบ

หมายเหตุุ

“รวม” คิิดจากจำนวนรวมของตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดที่่�ใช้้ในการทดสอบ

ตารางที่่� 3 แสดงค่่าความจำเพาะ ของ 6 ชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

ชุดทดสอบ ชนิดสัตว์ ค่าความจำ�เพาะ 95% CI

Biovet®

โคและแพะ 99.00% (99/100) 94.55–99.97

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 99.75% (399/400) 98.62–99.99

ID Screen®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

VDPro®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

IDEXX®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

PrioCHECK®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

KUcheck-F

โคและแพะ 92.00% (92/100) 84.84–96.48

สุกร 99.00% (297/300) 97.11–99.79

รวม 97.25% (389/400) 95.13–98.62
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ความจำเพาะของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	ค่ ่าความจำเพาะของชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุดทดสอบ มีี

ค่่าอยู่่�ระหว่่าง 97.25%–100.00% โดยชุุดทดสอบ 

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

และ KUcheck-F มีีค่่าความจำเพาะเท่่ากัับ 99.75%, 

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

ตามลำดัับ เมื่่�อแจกแจงความจำเพาะแยกตามชนิิดของ

สััตว์์พบว่่าโคและแพะมีีค่่าความจำเพาะอยู่่�ที่่� 92.00%–

100.00% ในขณะที่่�สุุกรมีีค่่าความจำเพาะอยู่่�ที่่� 99.00%–

100.00% เมื่่�อแยกพิิจารณาในกลุ่่�มโคและแพะจะพบว่า 

มีีชุุดทดสอบถึึง 4 ชุุดทดสอบที่่�ให้้ผลความจำเพาะ 

100.00% พบว่่ามีี 1 ชุุดทดสอบ คืือ Biovet® ให้้ผลความ

จำเพาะ 99.00% และสำหรับัชุดุทดสอบของ KUcheck-F 

ที่่�ให้้ผลความจำเพาะ 92.00% (ตารางที่่� 3) จากการศึึกษา

ด้้วยการทดสอบสมมติิฐานด้้วยวิิธีี ANOVA ที่่�ระดัับความ

เชื่่�อมั่่�น 95% พบว่าแต่่ละชุุดทดสอบมีค่่าเฉลี่่�ยไม่่ 

แตกต่่างกััน (p>0.05) ดััง ตารางที่่� 4

ค่่าความสอดคล้้องของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	ค่ ่าความสอดคล้้องของชุุดทดสอบเพื่่�อพิิจารณา 

ดููว่่า ชุุดทดสอบที่่�นำมาใช้้ในการศึึกษาให้้ผลการวััดได้้

สอดคล้้องกัันหรืือไม่่ โดยการนำค่่าสถิิติิ Cohen’s kappa 

มาใช้ใ้นการวิเิคราะห์ ์จาการศึึกษาพบว่า่ค่า่สถิติิ ิCohen’s 

kappa ของชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด มีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 0.96–

1.00 แสดงว่่าชุุดทดสอบทั้้�งหมดมีค่่าความสอดคล้้องอยู่่�

ระหว่่าง 0.81–1.00 บ่่งชี้้�ว่่ามีีระดัับความสอดคล้้องของ

การวััดที่่�ดีีมาก (Landis and Koch, 1977) ซึ่่�งจากข้้อมููล

ผลการศึึกษาชุุดทดสอบทั้้�งหมดที่่�มีีความสอดคล้้องกััน 

ดีีมาก ซึ่่�งเป็็นข้อมููลสนับสนุนในพิจารณาเกี่่�ยวกับการ

เลืือกใช้้ชุุดทดสอบเพื่่�อทดแทนกัันได้้ (ตารางที่่� 5)

ค่่าความแม่่นยำในการวิินิิจฉััยของชุุดทดสอบ NSP 

ELISA kits

	ค่ ่ าความแม่่นยำในการ วิินิิ จฉัั ยบ่่ งชี้้� ด้้ วย ค่่า 

diagnostic accuracy ซึ่่�งพบว่าชุุดทดสอบทั้้�งหมดมีค่่า 

diagnostic accuracy มากกว่่า 98.00% ขึ้้�นไป เมื่่�อนำ

ค่า่ที่่�ได้จ้ากการศึึกษาในครั้้�งนี้้�ไปเปรีียบเทีียบกับการศึึกษา

ของ Liu et al. (2021) ที่่�หาค่่าความแม่่นยำของชุุด

ทดสอบที่่�ใช้้เชิิงพาณิิชย์์ กัับตััวอย่่างที่่�ฉีีดวััคซีีน ในจำนวน

รอบการทำวััคซีีนที่่�แตกต่่างกััน พบว่่าให้้ผลความแม่่นยำ

ระหว่่าง 88.37%-100% ซึ่่�งข้้อมููลดัังกล่่าวใช้้ในการ

พิิจารณาและสนัับสนุุนการประกัันคุุณภาพในด้้านความ

ถููกต้้องของการทดสอบด้้วย ผลการศึึกษาความแม่่นยำ 

ในครั้้�งนี้้� ดัังแสดงในตารางที่่� 6 

	 จากข้้อมููลการศึึกษาทั้้� ง ในอดีีตและปััจจุุบััน 

เกี่่�ยวกัับการพิิจารณาเลืือกชุุดทดสอบที่่�เหมาะสม มีีความ

สำคัญัอย่่างยิ่่�งต่อ่การควบคุมและป้้องกัันโรค FMD ภายใน

ประเทศ โดยในปัจจุุบัันพบว่่ามีีชุุดทดสอบที่่�ใช้้ตรวจหา

แอนติิบอดีีต่่อ NSP (NSP-ELISA) ทั้้�งในเชิิงพาณิิชย์์และ 

ชุุดทดสอบที่่�ผลิิตเพื่่�อใช้้ภายในหน่่วยงานเพิ่่�มจำนวน 

มากขึ้้�น ดัังนั้้�นเพื่่�อการสนัับสนุุนนโยบายการฉีีดวััคซีีนโรค 

FMD ในสััตว์์มีีชีีวิิต และสามารถดำเนิินการเคลื่่�อนย้้าย

อย่่างปลอดภััย จึึงมีีความจำเป็็นที่่�จะต้้องได้้รัับการ 

ตรวจสอบและการประเมิินประสิิทธิิภาพของชุุดทดสอบ

ก่อ่นการพิจิารณาเลืือกใช้อ้ย่า่งเหมาะสมในแต่ล่ะประเทศ

ตารางที่่� 4 แสดงค่่าทางสถิิติิด้้วยวิิธีี ANOVA ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 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

ตารางที่่� 5 แสดงค่่าสถิติิ Cohen’s kappa ของ 6 ชุุดทดสอบ NSP 

ELISA kits

ชุดทดสอบ 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

ตารางที่่� 6 ค่่าความแม่่นยำในการวินิิจิฉัยัของ 6 ชุดุทดสอบ NSP ELISA kits

ชุดทดสอบ 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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ต่อ่ไป ซึ่่�งตรงกับัวัตถุปุระสงค์ข์องการศึึกษาในประเทศไทย

เมื่่�อปีีพ.ศ.2547 ของ Linchogsubongkoch et al. ที่่�

เปรียีบเทียีบประสิทิธิภิาพของชุดุทดสอบ NSP ELISA kits 

จำนวนสี่่�ชุุดทดสอบ พบว่่ามีีความไวใกล้้เคีียงกััน คืือ 

84.60%-98.30% ในโค และ 73.33%-80.00% ในสุุกร 

และมีคีวามจำเพาะสููงทั้้�งในโคและสุกุร มากกว่่า 99.00%–

100.00% และจากการศึึกษาในปี 2006 ของ Brocchi  

et al. ที่่�ทำการทดสอบความถููกต้้องทางซีีรััมวิิทยาหลััง

การระบาดของโรค โดยใช้้ชุุดทดสอบจำนวนหกชุุดเพื่่�อ

ตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อ NSP ของเชื้้�อ FMDV พบว่่าชุุด

ทดสอบทั้้�ง 3 มีีความไวและความจำเพาะเกิินกว่่า 90% 

และ 99% ตามลำดัับ ทั้้�งนี้้�ในทางปฏิิบััติิควรเลืือกใช้้การ

ตรวจที่่�มีีค่่า Sensitivity สููง ๆ ในการตรวจคััดกรองสััตว์์ 

ในกรณีีของโรคที่่�มีีความสำคััญและรุุนแรงมาก แต่่อย่่างไร

ก็ต็ามการพิจิารณาเกี่่�ยวกับัการควบคุมุและคัดักรองได้น้ั้้�น 

จำเป็็นอย่่างยิ่่�งต้้องมีีการตรวจเบื้้�องต้้นเพื่่�อลดความเสี่่�ยง

ต่่อการแพร่่กระจายของโรคต่่อไป ซึ่่�งจะสอดคล้้องกัับ

แนวทางและแนวคิิดในการแยกระหว่่างกรณีีสััตว์์ที่่�ได้้รัับ

วััคซีีน FMD มาแล้้วและไม่่มีีการสััมผััสเชื้้�อเมื่่�อนำมา

ทดสอบด้้วยชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด จะแสดงผลเป็็นลบ  

ส่่วนกรณีีที่่�ตััวอย่่างมีีการติิดเชื้้�อตามธรรมชาติิหรืือ 

สััมผััสเชื้้�อเท่่านั้้�นจะให้้ผลบวก ซึ่่�งผลการศึึกษาดัังกล่่าว

เป็็นประโยชน์์ต่่อการเลืือกมาตรการควบคุมที่่�เหมาะสม

สำหรัับการระบาดของโรค FMD ต่่อไป 

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� พบว่่าชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด 

มีีค่่า ความไว 97.50%-99.00% ความจำเพาะ 97.25%-

100.00% ความสอดคล้้อง 0.96-0.99 และความแม่่นยำ 

98.12%-99.75% ซึ่่� งข้้อมููลที่่� ไ ด้้จากเปรีียบเทีียบ

ประสิิทธิิภาพของชุุดทดสอบที่่�ใช้้ในการตรวจแยกระหว่่าง

สััตว์์ที่่�ได้้รัับวััคซีีนและสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ สามารถใช้้ชุุดทดสอบ

ทั้้�ง 6 ชุุด ทดแทนกันได้้ ผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้�สามารถ 

นำมาใช้้เป็็นข้้อมููลในการตััดสิินใจเลืือกใช้้ชุุดทดสอบที่่�

เหมาะสม สำหรัับกรมปศุุสััตว์์ในการพิิจารณาการจััดซื้้�อ

ชุุดทดสอบที่่�มีีประสิิทธิิภาพหลากหลายยิ่่�งขึ้้�น และ

สามารถใช้้เป็็นแนวทางในการเพิ่่�มทางเลืือกในการใช้้ชุุด
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การติิดตามและเฝ้้าระวัังการปนเปื้้�อนสารเคมีีกำจััดแมลงกลุ่่�มออร์์กาโนคลอรีีน 
และโลหะหนัักในไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งและสิ่่�งแวดล้้อมในเขตภาคกลางของประเทศไทย

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

	ที่่ �มาของการศึึกษา: การกระจายตััวของมลพิิษทาง

สิ่่�งแวดล้อม เช่น่ สารกําํจัดัศัตัรูพูืืช โดยเฉพาะสาร OC และ

โลหะหนัักก่่อให้้เกิิดความตระหนัักถึึงความสำคััญด้้าน

ความปลอดภััยและสุุขอนามััยทางด้้านอาหาร โดยเฉพาะ

อย่่างยิ่่�งในไข่่เป็็ดที่่�เลี้้�ยงแบบปล่่อยทุ่่�ง เนื่่�องจากคนไทย

นิิยมบริิโภคไข่่เป็็ดเป็็นจำนวนมาก เพราะไข่่เป็็ดเป็็นแหล่่ง

โปรตีนีและไขมันัที่่�มีปีระโยชน์ต์่อ่ร่า่งกาย แต่ก่ารเลี้้�ยงเป็ด็

แบบไล่่ทุ่่�งนั้้�น ทำให้้เป็ด็มีคีวามเสี่่�ยงที่่�จะได้้รัับสัมัผัสักับัสาร 

OC และโลหะหนัักจากอาหารที่่�กิิน และสิ่่�งแวดล้้อมที่่�อยู่่�

อาศัยั จนส่ง่ผลให้เ้กิดิการปนเปื้้�อนในไข่เ่ป็ด็ได้ ้ดังันั้้�นผู้้�วิจิัยั

จึึงทำการติิดตาม เฝ้้าระวััง และประเมิินความเสี่่�ยงด้้าน

สุุขภาพจากการปนเปื้้�อนของสารเคมีีกำจััดแมลงกลุ่่�ม 

ออร์์กาโนคลอรีีนและโลหะหนัักในไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งและ 

สิ่่�งแวดล้้อมในเขตภาคกลางของประเทศไทย 

	 วิิธีีการ: โดยทำการเลืือกพื้้�นที่่�ปลููกข้้าวเพื่่�อ 

เก็็บตััวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำจาก 8 จัังหวััดในเขตพื้้�นที่่�

ภาคกลาง โดยทำการเก็็บตััวอย่่างไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งทั้้�งหมด  

640 ฟอง ตััวอย่่างดิิน 320 ตััวอย่่าง และตััวอย่่างน้้ำ  

320 ตััวอย่่าง นำตััวอย่่างมาทำการวิิเคราะห์์ OC จำนวน 

20 ชนิิด โดยใช้้เครื่่�อง Gas Chromatography-Mass 

spectrometer (GC-MS) และตรวจวิิเคราะห์์โลหะหนััก 

11 ชนิิด โดยใช้้ เครื่่�อง Inductively Coupled  

Plasma-Optical Emission Spectrometer (ICP-OES) 

จากนั้้�นหาความสััมพัันธ์์ของปริิมาณการปนเป้ื้�อนใน

ตััวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำ นำค่่าปริิมาณการปนเปื้้�อนของ 

OC และ โลหะหนัักในตัวอย่า่งไข่เ่ป็ด็ที่่�ได้ม้าทำการประเมิิน

ความเสี่่�ยงด้้านสุุขภาพ (THQ) จากบริิโภคไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�ง

	 ผล: พบว่าในไข่่เป็็ดพบการปนเปื้้�อน OC ชนิิด  

Endrin สููงที่่�สุุด โดยพบปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ใน

ช่ว่ง 0.8215–3.0360 mg/kg รองลงมา คืือ Metoxychlor 

และ DDT ตามลำดัับ ในตััวอย่่างดิินพบการปนเปื้้�อนของ 

Heptachlor epoxide สููงที่่�สุุด โดยปริิมาณการปนเปื้้�อน

เฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 0.2061–26.1740 mg/kg รองลงมา คืือ 

Aldrin และ β-BHC ตามลำดัับ นอกจากนี้้�ในตััวอย่่างน้้ำ

พบการปนเปื้้�อนของ Endosulfan sulfate สููงที่่�สุุด โดย

พบปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 0.0077–0.4978 

mg/kg รองลงมา คืือ Aldrin และ Endrin ketone จาก

การวิิเคราะห์์ตััวอย่่างเพื่่�อหาปริิมาณการปนเปื้้�อนของ 

โลหะหนักั ในตัวัอย่า่งไข่เ่ป็ด็ ดินิ และน้้ำ พบว่าปริมิาณการ

ปนเป้ื้�อนของโลหะหนัักในตัวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำพบ

การปนเปื้้�อนของ Zn สูงูที่่�สุดุ โดยพบการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�

ในช่่วง 40.6060–380.8650 mg/kg รองลงมา คืือ Fe, Cu 

และ Mn เมื่่�อทำการประเมิินความเสี่่�ยงด้้านสุุขภาพจาก

การบริิโภคไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งพบว่่าค่่าความเสี่่�ยงด้้านสุุขภาพ 

(THQ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 1 ซึ่่�งบ่่งชี้้�ให้้เห็็นว่่าการบริิโภคไข่่เป็็ด

ไล่่ทุ่่�งจากฟาร์์มในเขตภาคกลางสามารถบริิโภคได้้ แต่่ต้้อง

บริิโภคในปริิมาณไม่่เกิิน 62.87 กรััมต่่อวััน หรืือประมาณ

ไม่่เกิิน 3 ฟองต่่อวัันเพื่่�อความปลอดภััยจากการได้้รัับสาร

ปนเปื้้�อน OC และโลหะหนักัไม่ใ่ห้เ้กินิกับัปริมิาณที่่�สามารถ

รัับประทานได้้ต่่อวััน (ADI) 

	 สรุุป: จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�พบว่่า ไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�ง ดิิน 

และน้้ำในนาข้้าวที่่�ใช้้เลี้้�ยงเป็็ดไล่่ทุ่่�ง ยัังคงพบการปนเปื้้�อน

ของ OC และโลหะหนััก อย่่างไรก็็ตามผลการประเมิิน 

ความเสี่่�ยงด้้านสุุขภาพจากการบริิโภคไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งใน

ปริิมาณไม่่เกิิน 3 ฟองต่่อวััน ยัังคงมีีความปลอดภัยต่่อ 

ผู้้�บริิโภค

คำสำคััญ การปนเปื้้�อน ออร์์กาโนคลอรีีน โลหะหนััก  

ไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�ง สิ่่�งแวดล้้อม ภาคกลางของประเทศไทย  

บทนำ

	 จากรายงานขององค์ก์ารอาหารและการเกษตรแห่ง่

สหประชาชาติิ (FAO) ปีี 2001 พบว่าในโลกมีีสารเคมีีที่่�

มนุุษย์์ผลิตขึ้้�นมากกว่่า 6 ล้้านชนิิด ประมาณร้้อยละ 10 

ของจำนวนสารเคมีีทั้้�งหมดเป็็นสารเคมีีที่่�ถูกูนำมาใช้ใ้นชีวิิต

ประจำวััน และยัังมีีสารเคมีีที่่�เกิิดขึ้้�นใหม่่อีีกปีีละ 1,000 

ชนิิด ในจำนวนนี้้�เป็็นสารเคมีีประเภท สารกำจััดแมลง 

มากกว่่า 250 ชนิิด และ สารกำจััดวััชพืืช มากถึึง 150 ชนิิด

	ส ารเคมีีกำจััดแมลงกลุ่่�มออร์์กาโนคลอรีีน (Organo-

chlorine, OC) เป็็นสารเคมีีที่่�จััดอยู่่�ในกลุ่่�มของสารกำจััด

แมลงที่่�มีีความสำคััญต่่อสุุขภาพของมนุุษย์์ สััตว์์ และ 
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สิ่่�งแวดล้อมเป็็นอย่่างมาก (Jayaraj et al., 2016) เนื่่�องจาก 

OC เป็็นสารที่่�จััดอยู่่�ในกลุ่่�มของสารที่่�มีีความคงทนสููง 

(Persistent Organic Pollutants, POPs) จึึงทำให้้มีีการ

ตกค้้างในสิ่่�งแวดล้้อมได้้นาน (Tzanetou and Kalasari, 

2022) และยัังละลายได้้ดีีในไขมััน (Jayaraj et al., 2016)  

ความเป็น็พิษิของ OC ขึ้้�นอยู่่�กับัปริมิาณที่่�สัตัว์แ์ละคนได้ร้ับั 

โดยเมื่่�อสิ่่�งมีชีีวิีิตได้รั้ับ OC เข้า้สู่่�ร่า่งกายจะไปมีผีลต่อ่ระบบ

ประสาทส่่วนกลาง โดยระบบทางเดิินหายใจจะได้้รัับ 

ผลกระทบมากกว่่าระบบทางเดิินอาหาร (Briz et al., 

2011) นอกจากนี้้�ยัังทำให้้เกิิดความผิิดปกติิต่่อระบบต่อม

ไทรอยด์์ซึ่่�งเป็็นตััวสร้างฮอร์์โมนหลายชนิิดที่่�สำคััญต่่อการ

ทำงานของร่่างกาย และยัังมีีรายงานอีีกว่่าการได้้รัับ OC 

ทำให้้เกิิดความเสี่่�ยงที่่�จะเป็็นมะเร็็งปอดและมะเร็็ง

กระเพาะอาหารได้้อีีกด้้วย (Wolf et al., 1993)  

	น อกจาก OC แล้ว้ โลหะหนักัก็เ็ป็น็อีกีหนึ่่�งสิ่่�งที่่�ต้อ้ง

ให้้ความกัังวลกัับการปนเปื้้�อนในอาหารจากสิ่่�งแวดล้้อม 

โดยโลหะหนักับางชนิดิมีปีระโยชน์ต์่อ่ร่า่งกายหากได้ร้ับัใน

ปริิมาณเล็็กน้้อย (trace elements) แต่่หากได้้รัับมาก 

เกิินไปอาจเป็็นอัันตรายได้้ เช่่น ทองแดง (Cu) และสัังกะสีี 

(Zn) และโลหะหนักับางชนิดิมีคีวามเป็น็พิษิต่่อร่า่งกายและ

ถููกจััดให้้ขึ้้�นบััญชีีดำเนื่่�องจากมีีพิิษร้้ายแรงมากต่่อคน เช่่น 

ตะกั่่�ว (Pb) สารหนูู (As) และแคดเมีียม (Cd) เป็็นต้้น 

(Hassaan et al., 2016)  ในปััจจุุบัันมีีการศึึกษาวิิจััยเรื่่�อง

การปนเปื้้�อนของโลหะหนัักในอาหารและสิ่่�งแวดล้้อมที่่�

เข้้าไปปนอยู่่�ในน้้ำและดิินมากขึ้้�นเนื่่�องจากเป็็นปััญหาที่่�ส่่ง

ผลกระทบโดยตรงต่่อสุุขภาพของคน (Real et al., 2017; 

Xiao et al., 2017) พบว่่ามีีการปนเปื้้�อนโลหะหนัักใน

บริิเวณที่่�เพาะปลููกข้้าว เนื่่�องจากมีีแหล่่งอุุตสาหกรรมใน

บริิเวณใกล้้เคีียง มีีการทิ้้�งของเสีียจากโรงงานลงสู่่�ดินและ

น้้ำ การปนเป้ื้�อนจากน้้ำมััน รวมถึึงมีีการใช้้ปุ๋๋�ยเคมีีหรืือ 

มููลสััตว์์ รวมทั้้�งยาฆ่่าแมลงที่่�มีีการปนเปื้้�อนของโลหะหนััก 

ประเทศไทยมีรีายงานการใช้ส้ารประกอบคอปเปอร์ซ์ัลัเฟต 

(CuSO
4
) เพื่่�อกำจััดหอยเชอรี่่�ที่่�ระบาดในนาข้้าว จึึงทำให้้

พบการตกค้้างของทองแดงในปริิมาณสููงในน้้ำที่่�ปล่่อยออก

มาจากบริิเวณเพาะปลููกข้้าว บริิเวณบึึงบอระเพ็็ด จัังหวััด

นครสวรรค์์ (Dummee et al., 2012) ส่่งผลให้้เกิิดการ

ตกค้้างในสิ่่�งแวดล้อมและเข้้าสู่่�ห่วงโซ่่อาหาร นอกจากนี้้� 

ยัังมีีการรายงานการตรวจพบโลหะหนัักที่่�ตกค้้างในไข่่เป็็ด

ในเขตจัังหวััดสุุพรรณบุุรีี โดยปริิมาณของ เหล็็ก (Fe) ที่่�

ตรวจพบ คืือ 670 mg/kg ซึ่่�งเป็็นปริิมาณที่่�อาจส่่งผลต่่อ

สุุขภาพจากการบริิโภคได้้ (Tanhan et al., 2014) 

	 การทำนาและการเลี้้�ยงเป็ด็ไล่ทุ่่่�งในประเทศไทยเป็น็

อาชีีพที่่�มีีความสััมพัันธ์์กัันค่่อนข้างมากในลักษณะการ

พึ่่�งพาอาศััยซึ่่�งกัันและกััน โดยเกษตรกรจะปล่่อยเป็็ดใน 

ทุ่่�งนาเพื่่�อให้้ได้้กิินเมล็็ดข้าวและหอยเชอรี่่�ที่่�เป็็นแหล่่ง

อาหารธรรมชาติิ หากพื้้�นที่่�ที่่�ใช้้เลี้้�ยงและอาหารนั้้�นมีีการ

ปนเปื้้�อนของสารพิิษ ทำให้้มีีโอกาสเสี่่�ยงต่่อการปนเปื้้�อน

และตกค้้างในไข่่เป็็ดได้้ เนื่่�องจากเป็็ดไล่่ทุ่่�งมีีการสััมผััสดิิน 

และน้้ำที่่�ปนเปื้้�อนสารเหล่่านี้้�อยู่่�  ด้้วยเหตุุที่่�ไข่่เป็็ดมี

ประโยชน์์ต่่อร่่างกายเนื่่�องจากอุุดมไปด้้วยสารอาหาร

ประเภทต่่าง ๆ เช่่น โปรตีีน ไขมััน และแร่่ธาตุุ คนไทย 

จึึงนิิยมบริิโภคและแปรรููปไข่่ เป็็ด อีีกทั้้�งในปััจจุุบััน

ประชาชนได้้ตระหนัักถึึงอัันตรายจากการปนเปื้้�อนของ 

สารพิิษในอาหาร ดัังนั้้�นการตรวจหาการตกค้้างของ OC 

และโลหะหนัักในไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งจึึงมีีความสำคััญทางความ

ปลอดภัยัด้า้นอาหาร (food safety) เพื่่�อให้ส้ามารถป้อ้งกันั

ความเสี่่�ยงที่่�อาจเกิิดขึ้้�นจากการบริิโภคไข่่เป็็ดที่่�มีีการ 

ปนเปื้้�อนรวมถึึงเป็็นการส่่งเสริมการบริโภคไข่่เป็็ดภายใน

ประเทศ มีีรายงานการตรวจพบสารเคมีี OC ในไข่่เป็็ด 

ไล่่ทุ่่�งจากประเทศจีีน โดยพบสาร Dichlorodiphenyltri-

chloroethane (DDT) อยู่่�ในช่วง 100–730 ng/kg  

(Xu et al., 2015) ทั้้�งนี้้�ในประเทศไทยมีีรายงานการผลิิต

ไข่เ่ป็ด็สูงูเป็น็อันัดับั 2 (6.5%) ของโลกรองจากจีีน (80.8%) 

(Huang and Lin, 2011) และมีีรายงานการตรวจพบสาร

เคมีีกลุ่่�ม OC ในไข่่เป็็ดในจังหวััดสุุพรรณบุุรีี ซึ่่�งแม้้พบใน

ปริิมาณต่่ำ แต่่สามารถส่่งผลต่่อสุุขภาพของผู้้�บริิโภคได้้ 

(Ketyam et al., 2016) การศึึกษาครั้้�งนี้้�เลืือกเขตพื้้�นที่่�ภาค

กลางของประเทศไทย ซึ่่�งเป็น็บริเิวณเพาะปลููกข้้าวที่่�สำคัญั

ของประเทศ และมีีความอุุดมสมบููรณ์์ของอาหารและ 

แหล่่งน้้ำสำหรัับใช้้เลี้้�ยงเป็็ดไล่่ทุ่่�ง ซึ่่�งการตรวจสอบการ 

ปนเป้ื้�อนของสารพิิษดังักล่า่วในไข่เ่ป็ด็ไล่ทุ่่่�งและสิ่่�งแวดล้อม

จากบริเิวณดังักล่า่ว จะเป็็นข้อ้มูลูที่่�สำคัญัในการสร้างความ

เชื่่�อมั่่�นให้้แก่่ผู้้�บริิโภค อีีกทั้้�งสามารถใช้้ส่่งเสริิมการบริิโภค

ไข่เ่ป็ด็ทั้้�งในประเทศและส่ง่ออกไปยังัต่า่งประเทศ การวิจิัยั

ครั้้�งนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อทำการติิดตาม เฝ้้าระวััง และ

ประเมิินความเสี่่�ยงด้้านสุุขภาพจากการปนเปื้้�อนของ 
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สารเคมีีกำจััดแมลงกลุ่่�มออร์์กาโนคลอรีีนและโลหะหนััก 

ในไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งและสิ่่�งแวดล้้อมในเขตภาคกลางของ

ประเทศไทย 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

พื้้�นที่่�ศึึกษา

	 เลืือกพื้้�นที่่�ปลูกูข้า้วเพื่่�อเก็บ็ตัวัอย่า่งไข่เ่ป็ด็ ดินิ และ

น้้ำจาก 8 จัังหวััดในเขตพ้ื้�นที่่�ภาคกลาง ได้้แก่่ จัังหวััด

กรุุงเทพมหานคร ปทุุมธานีี พระนครศรีอยุุธยา อ่่างทอง 

ลพบุุรีี สิิงห์์บุุรีี ชััยนาท และ สระบุุรีี (ภาพที่่� 1)

ประชากรและตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

	 ประชากรที่่�ใช้้ในการศึึกษาเป็็นประชากรเป็็ดไล่่ทุ่่�ง

พัันธุ์์�กากีีแคมเบลอายุุระหว่่าง 6 เดืือน ถึึง 2 ปีี ที่่�เลี้้�ยงใน

แปลงนาของเกษตรกร ใน 8 จัังหวััดภาคกลางของ

ประเทศไทย โดยทั้้�ง 8 จังัหวัดัมีจีำนวนประชากรเป็ด็ไล่ทุ่่่�ง

ทั้้�งสิ้้�น 1,628,385 ตัวั (ศููนย์สารสนเทศ กรมปศุุสัตัว์,์ 2557)  

ทำการเก็็บตััวอย่่างไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งทั้้�งหมด 640 ฟอง โดย 

แบ่่งเป็็นจังหวััดละ 4 ฟาร์์ม ฟาร์์มละ 20 ฟอง จำนวน

ตััวอย่่างที่่�ได้้มาจากการคำนวณตามสููตรของ Yamane 

(1967) ร่่วมกัับวิิธีีการสุ่่�มแบบง่่าย (Whittemore, 1997)

	ตั ัวอย่่างดิิน และน้้ำ สุ่่�มเก็็บตััวอย่่างดิิน และน้้ำใน

บริเวณพื้้�นที่่�เลี้้�ยงเป็็ด 8 จังัหวัดั จังัหวัดัละ 4 ฟาร์์ม ฟาร์์มละ 

10 ตัวัอย่า่ง รวมเป็น็ตัวัอย่า่งดินิ 320 ตัวัอย่า่ง และตัวัอย่า่ง

น้้ำ 320 ตัวัอย่่าง การสุ่่�มตััวอย่่างจะทำการสุ่่�มตามหลัักของ

การเก็็บตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อม (Allen, 1989) ราย

ละเอีียดของตััวอย่่างใช้้ในการศึึกษาดัังตารางที่่� 1 

การวิิเคราะห์์ตััวอย่่าง

	ตั ัวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำ จะทำการสกััดโดยใช้้วิิธีี 

Liquid-liquid extraction โดยทำการชั่่�งตััวอย่่างดิิน

จำนวน 20 g เติมิ Ethyl acetate 75 ml เขย่่าด้้วย shaker 

ที่่�ความเร็ว็รอบ 2,100 g/min นาน 5 h กรองผ่า่น Na
2
SO

4
 

ลดปริิมาตรด้้วย Acetronitrile 2 ml แล้้วทำการตรวจ

วิิ เคราะห์์หาการตกค้้างของสารกำจััดแมลง OC  

20 ชนิิด ได้้แก่่ α-BHC, γ-BHC, ß-BHC, δ-BHC,  

Heptachlor, Aldrin, Heptachlor epoxide,  

ภาพที่่�1 แผนที่่�จัังหวััดในเขตภาคกลางจำนวนทั้้�งหมด 21 จัังหวััด (ซ้้าย) 

แต่่พื้้�นที่่�ที่่�ใช้้ในการศึึกษามีีทั้้�งหมด 8 จัังหวััด (ขวา)

จังหวัด
ชนิด/ จำ�นวนตัวอย่าง

ไข่เป็ดไล่ทุ่ง ดิน น้้ำ

กรุงเทพมหานคร 80 40 40

พระนครศรีอยุธยา 80 40 40

อ่างทอง 80 40 40

ลพบุรี 80 40 40

ชัยนาท 80 40 40

สระบุรี 80 40 40

สิงห์บุรี 80 40 40

ปทุมธานี 80 40 40

รวม 640 320 320

ตารางที่่� 1 จำนวนประชากรและตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

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

Dieldrin, Endrin, Endosulfan II, DDD, Endrin  

aldehyde, DDT, Endosulfan sulfate, Metoxychlor 

และ Endrin ketone ทำการวิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�อง Gas 

Chromatography-Mass spectrometer (GC-MS) ยี่่�ห้อ้ 

Agilent รุ่่�น MSD 5973 ควบคุมสภาวะก ารทำงานของ

เครื่่�องดัังนี้้� 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) อััตรา 15 °C/min  

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

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

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

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

	 การตรวจวิิเคราะห์์โลหะหนััก จะทำการสกััด

ตััวอย่่างไข่่เป็็ดตามวิิธีีของ Stahr (1999) ส่่วนตััวอย่่างดิิน
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และน้้ำจะนำมาสกัดัตามวิธิีมีาตรฐานของ United States 

Environmental Protection Agency (USEPA) (2000) 

โดยจะนำตััวอย่่างที่่�ได้้เติิมสารตามวิิธีีข้้างต้้น ทำการ 

ย่่อยบน hot plate ระวัังไม่่ให้้สารละลายเดืือด ย่่อยจน

สารละลายเหลืือปริิมาตร 10–20 ml ยกลงจากเตาทิ้้�งไว้้

ให้้เย็็น จากนั้้�นปรัับปริิมาตรตััวอย่่างให้้ได้้ 100 ml ด้้วย 

น้้ำกลั่่�น แล้้วนำไปตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณโลหะหนััก 11 

ชนิิดได้้แก่่ As, Cd, โคบอลต์์ (Co), โครเมีียม (Cr), Cu, Fe, 

แมงกานีีส (Mn), โมลิิบดีีนััม (Mo), Pb, นิิกเกิิล (Ni)  และ 

Zn ด้้วยเครื่่�อง Inductively Coupled Plasma Optical 

Emission Spectrometer (ICP-OES) ยี่่�ห้อ้ PerkinElmer 

รุ่่�น Optima 2100 ตามวิิธีีของ McBride (2011)

การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีทดสอบ (Method 

validation)

	ขี ีดจำกััดของการตรวจวััด (Limit of Detection, 

LOD) และ ขีดีจำกัดัของการตรวจวัดัเชิงิปริมิาณ (Limit of 

Quantitation, LOQ) ของการตรวจวััดจะใช้้การดููจากค่่า 

Signal to Noise (S/N ratio) โดยค่่า LOD จะใช้้ค่่า S/N 

ratio ที่่� 3:1 ส่่วนค่่า LOQ จะใช้้ S/N ratio ที่่� 10:1 ในการ

ทดสอบ

การวิิเคราะห์์ข้้อมููลความเสี่่�ยง (Health risk assess-

ment) 

	 การประเมิินความเสี่่�ยงจากได้้รัับสาร OC และ 

โลหะหนัักจะใช้้การประเมิินจากค่่าความเสี่่�ยงต่่อสุุขภาพ

จากการสััมผััสสาร (Target hazard quotient, THQ)  

แต่่รายละเอีียดในการคำนวณทั้้�ง 2 กลุ่่�มนี้้�จะมีรีายละเอีียด

และการคำนวณที่่�แตกต่่างกััน ดัังนี้้�

	 การหาค่่า THQ (OC) จะประเมิินความเสี่่�ยง 

โดยอ้า้งอิงิจากค่า่ระดับัความเสี่่�ยงจาก FAO/WHO (2010) 

ตามสมการ

Target hazard quotient (THQ) =        x 100%
EDI

ADI

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

RFDxWABxTA

โดยที่่� 

	 Exposure daily intake (EDI) คืือ ค่่าการสััมผััส 

(mg/kg/day.) 

	 Acceptable daily intake (ADI) คืือ ปริิมาณสาร

ที่่�ร่่างกายสามารถรัับได้้ (mg/kg/day) 

	ส่ ่วนการหาค่่า THQ (โลหะหนััก) จะประเมิินความ

เสี่่�ยงโดยอ้้างอิิงระดัับความเสี่่�ยงจาก USEPA (2000) ตาม

สมการ

โดยที่่� 

	 Exposure frequency (EF) คืือ ความถี่่�ในการ

บริิโภค (365 days/year)

	 Exposure duration (ED) คืือ ระยะเวลาการบริโิภค 

กำหนดให้้เป็็น 70 years

	 Food ingestion rate (FIR) คืือ อััตราการบริิโภค

ต่่อครั้้�ง (62.87 g/person/time)

	 Metal concentration (C) คืือ ปริิมาณโลหะหนััก

ที่่�ตรวจพบ (mg/kg)

	 Oral reference dose (RFD) คืือ ปริิมาณการ

บริิโภคอ้้างอิิง (mg/kg/day)

	 Average body weight (WAB) คืือ ค่่าเฉลี่่�ยของ

น้้ำหนัักตััวของประชาชนในประชากรไทย (60 kg)

	 Averaging exposure time for non-carcinogens 

(TA) คืือ ค่่าเฉลี่่�ยระยะเวลาที่่�ไม่่ทำให้้เกิิดมะเร็็ง

การวิิเคราะห์์ข้้อมููลเชิิงสถิิติิ

	 การนำเสนอข้้อมููลปริิมาณการปนเปื้้�อนของ OC 

และโลหะหนักัจะรายงานในรูปูแบบค่า่เฉลี่่�ย ส่ว่นการศึึกษา

ความสััมพัันธ์ของปริิมาณของ OC และโลหะหนัักใน

ตััวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำ จะทำการทดสอบโดยการหา

ค่่าความสััมพัันธ์์โดยใช้้สถิิติิ Pearson’s correlation โดย

กำหนดค่่านััยสำคััญทางสถิิติิที่่� p=0.05
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ผลและวิิจารณ์์

การควบคุุมคุุณภาพของผลการทดสอบ

	 LOD ของ OC ของการศึึกษานี้้� คืือ อยู่่�ในช่วง  

0.01-0.0 3 µg/kg ส่่วน LOQ ของการตรวจวััดของ OC  

คืือ 0.05-0.09 µg/kg ในขณะที่่� LOD ของโลหะหนััก คืือ 

0.5-0.8 µg/kg และ LOQ ของโลหะหนััก คืือ 1.0–3.5  

µg/kg

ปริมิาณการปนเปื้้�อนของ OC ในตััวอย่า่งไข่เ่ป็ด็ ดินิ และ

น้้ำในพื้้�นที่่�ศึึกษา 

	 จากการวิิเคราะห์์ตััวอย่่างเพื่่�อหาปริิมาณการ 

ปนเป้ื้�อนของ OC ในตัวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำ พบว่า

ปริิมาณการตกค้้างของ OC ในตััวอย่่างไข่่เป็็ดพบการ 

ปนเปื้้�อนของ Endrin สูงูที่่�สุดุ โดยพบปริมิาณการปนเปื้้�อน

เฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 0.8215–3.0360 mg/kg รองลงมา คืือ 

Metoxychlor และ DDT โดยพบปริมิาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ย

อยู่่�ในช่่วง 0.0643–0.4216 mg/kg และ 0.2090–0.3325 

mg/kg ตามลำดัับ โดยจัังหวััดที่่�พบการปนเปื้้�อนของสาร

ทั้้�ง 3 ชนิิดนี้้�มากที่่�สุุด คืือ จัังหวััดชััยนาท รองลงมา คืือ 

จัังหวััดอ่่างทอง และปทุุมธานีี ตามลำดัับ (ภาพที่่� 1 ก)  ใน

ตััวอย่่างดิินพบการปนเปื้้�อนของ Heptachlor epoxide 

สููงที่่�สุุด โดยปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 0.2061–

26.1740 mg/kg รองลงมา คืือ Aldrin และ β-BHC โดย

พบปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 0.0078–3.6363 

mg/kg และ 0.0047–3.2539 mg/kg ตามลำดัับ จัังหวััด

ที่่�มีีการปนเปื้้�อนของสาร 3 ชนิิดนี้้�สููงสุุด คืือ จัังหวััดสระบุุรีี 

รองลงมา คืือ จัังหวััดสิิงห์์บุุรีี และ จัังหวััดปทุุมธานีี  

ตามลำดัับ (ภาพที่่� 1 ข)  นอกจากนี้้�เมื่่�อทำการตรวจการ

ปนเปื้้�อนของ OC ในตััวอย่่างน้้ำที่่�เก็็บจากพื้้�นที่่�ศึึกษาพบ

การปนเปื้้�อนของ Endosulfan sulfate สููงที่่�สุุด โดยพบ

ปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่วง 0.0077–0.4978  

mg/kg รองลงมา คืือ Aldrin และ Endrin ketone โดย

พบปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 0.0087–0.0798 

mg/kg และ 0.0020–0.0193 mg/kg ตามลำดัับ จัังหวััด

ที่่�พบการปนเปื้้�อนของสาร 3 ชนิดินี้้�สูงูสุดุ คืือ จังัหวัดัลพบุรุีี 

รองลงมา คืือจัังหวััดกรุุงเทพมหานคร และจัังหวััด

พระนครศรีีอยุุธยา ตามลำดัับ (ภาพที่่� 1 ค) จากที่่�กล่่าวมา

ข้้างต้้นจะเห็็นได้้ว่่า การใช้้สารกำจััดแมลงกลุ่่�ม OC ใน 

นาข้้าวไม่่ได้้มีีผลกระทบเฉพาะแต่่ตััวเกษตรกรผู้้�ใช้้เอง

เท่า่นั้้�น ยังัพบการตกค้า้งในดิน และน้้ำอีกีด้ว้ย โดยการแพร่่

กระจายของ OC ในแหล่่งน้้ำนั้้�นจะเป็็นแหล่่งสุุดท้้ายของ

การรองรัับการตกค้้างของ OC และถ่่ายทอดไปสู่่�สิ่่�งมีีชีีวิิต

ที่่�อาศัยัหรืือใช้ป้ระโยชน์จ์ากแหล่ง่น้้ำนั้้�น (Edwards, 1997) 

มีีการศึึกษาความเข้้มข้้นของสาร OC ในน้้ำและปลาใน

แม่่น้้ำของรััฐ Edo ประเทศไนจีีเรีีย โดย Lindane, Aldrin, 

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

ทุุกแหล่่งน้้ำ และถููกตรวจพบในเนื้้�อปลาด้้วยเช่่นกััน 

(Ize-lyamu and Egwakhide, 2007) นอกจากนั้้�น 

ยัังได้้มีีการศึึกษาการตกค้้างของ OC ชนิิด Endosulfan 

ในแหล่่งน้้ำเกษตรกรรมทางภาคเหนืือของประเทศไทย 

พบว่่าปริิมาณการปนเปื้้�อนของ Endosulfan พบปริิมาณ

การปนเปื้้�อนสููงกว่่าค่่า regulatory limit ในสิ่่�งมีีชีีวิิต 

ที่่�อาศััยอยู่่�ในแหล่่งน้้ำนั้้�น (Sangchan et al., 2013) 

สำหรับัการตกค้า้งของสาร OC ในไข่เ่ป็ด็ได้ม้ีกีารศึึกษาการ

ตกค้้างของ OC ชนิิด Endosulfan ในเป็็ดไล่่ทุ่่�งที่่�เลี้้�ยงใน

จัังหวััดสุุพรรณบุุรีี ผลการศึึกษาพบการตกค้้างของ OC 

ชนิิด Endosulfan sulfate ซึ่่�งพบการปนเปื้้�อนในไข่่แดง

มากกว่า่ไข่ข่าว ปริมิาณการปนเปื้้�อนที่่�พบในไข่แ่ดงพบการ

ปนเปื้้�อน 6.73 ng/g ส่่วนในไข่่ขาวพบการปนเปื้้�อน 4.78 

ng/g ตามลำดัับ (Ketyam et al., 2016)
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ภาพที่่� 1 ชนิิดและปริิมาณเฉลี่่�ย (mg/kg) ของ OC ที่่�ตรวจพบในพื้้�นที่่�ศึึกษาทั้้�ง 8 จัังหวััด (ก) ชนิิดและปริิมาณเฉลี่่�ยของ OC ที่่�ตรวจพบในตััวอย่่าง 

ไข่่เป็็ด (ข) ชนิิดและปริิมาณเฉลี่่�ยของ OC ที่่�ตรวจพบในตััวอย่่างดิินจากนาข้้าว (ค) ชนิิดและปริิมาณเฉลี่่�ยของ OC ที่่�ตรวจพบในตััวอย่่างน้้ำ
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ปริิมาณการตกค้้างของโลหะหนัักในตััวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน 

และน้้ำ 

	 จากการวิิเคราะห์์ตััวอย่่างเพื่่�อหาปริิมาณการ 

ปนเปื้้�อนของโลหะหนััก ในตััวอย่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำพบ

การปนเปื้้�อนของโลหะหนักัที่่�มีคีวามจำเป็น็ต่อ่ร่า่งกายและ

โลหะหนัักที่่�เป็็นพิิษต่่อร่่างกาย โดยในตััวอย่่างไข่่เป็็ดพบ

การปนเปื้้�อน Zn สููงที่่�สุุด โดยพบการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ใน

ช่่วง 40.6060–380.8650 mg/kg รองลงมา คืือ Fe, Cu 

และ Mn โดยพบการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 75.5200–

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

1.2766–4.2300 mg/kg ตามลำดัับ นอกจากนี้้�ยัังพบการ

ปนเปื้้�อนของโลหะหนัักที่่�มีีความเป็็นพิิษ คืือ Pb, Cd และ 

As อีีกด้้วย โดยปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 

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

0.0090–0.3190 mg/kg ตามลำดัับ จัังหวััดที่่�พบการ 

ปนเปื้้�อนของโลหะหนัักในตััวอย่่างไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งสููงที่่�สุุด คืือ 

จัังหวััดชััยนาท รองลงมา คืือ จัังหวััดอ่่างทอง และ จัังหวััด

ลพบุุรีี ในตัวอย่่างดิินพบการปนเป้ื้�อนของโลหะหนัักชนิิด 

Zn สูงูที่่�สุุด รองลงมา คืือ Cu และ Fe ปริิมาณการปนเป้ื้�อน

เฉลี่่�ยของ Zn ในตัวอย่่างดิินอยู่่�ในช่วง 31.6500–257.1500 

mg/kg ในขณะที่่�ปริิมาณการปนเปื้้�อนของ Cu และ Fe ที่่�

ตรวจพบในตัวอย่่างดิินพบการปนเป้ื้�อนอยู่่� ในช่วง 

18.8350–73.3650 mg/kg และ 10.1750–25.2853  

mg/kg ตามลำดัับ ส่่วนโลหะหนัักที่่�มีีความเป็็นพิิษนั้้�นใน

ตััวอย่่างดิินตรวจพบ As เพีียงชนิิดเดีียวที่่�มีีปริิมาณสููงและ

เกิินค่่า LOQ ที่่�กำหนด โดยพบปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ย

อยู่่�ในช่่วง 2.13500–4.2650 mg/kg ส่่วนสารอื่่�น ๆ  พบใน

ปริิมาณที่่�ต่่ำมากจนถึึงตรวจไม่่พบ จัังหวััดที่่�พบการ 

ปนเป้ื้�อนของโลหะหนัักในตัวอย่่างดิินสูงสุุด คืือ จัังหวััด

สิิงห์์บุุรีี  รองลงมาคืือ จัังหวััดสระบุุรีี  และจัังหวััด

พระนครศรีีอยุุธยา ตามลำดัับ การตรวจการปนเปื้้�อนของ

โลหะหนัักในตััวอย่่างน้้ำ พบการปนเปื้้�อนของ Fe เพีียง

ชนิิดเดีียว โดยปริิมาณการปนเปื้้�อนเฉลี่่�ยที่่�พบอยู่่�ในช่่วง 

0.3560–36.0755 mg/kg โดยพบการปนเป้ื้�อนสูงที่่�สุุดที่่�

จังัหวัดัสิงิห์บ์ุรุี ีรองลงมา คืือ กรุุงเทพมหานคร และจัังหวัดั

พระนครศรีีอยุุธยา ตามลำดัับ 

	 จากผลการศึึกษาพบว่า การปนเป้ื้�อนของโลหะหนััก

ในไข่เ่ป็ด็ ดินิ และน้้ำ นั้้�นมีทีั้้�งโลหะหนัักที่่�มีคีวามจำเป็็นต่อ่

ร่่างกาย และโลหะหนัักที่่�มีีความเป็็นพิิษ โดยโลหะหนัักที่่�

มีีความจำเป็็นต่อร่่างกาย ได้้แก่่ Mn, Fe, Cu และ Zn 

เป็็นต้้น ส่่วนโละหะหนัักที่่�มีีความเป็็นพิิษต่่อร่่างกาย เช่่น 

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

โลหะหนัักเหล่่านี้้�สามารถเกิิดขึ้้�นได้้เองตามธรรมชาติิ 

โดยอาจมาจากโรงงานอุตสาหกรรม หรืือการใช้้ปุ๋๋�ยหรืือ 

ยากำจััดศััตรููพืืชในการทำเกษตรกรรมแล้้วถููกปล่่อยออกสู่่�

สิ่่�งแวดล้้อม (Guevara-Riba et al., 2004) หากไม่่มีีการ

จััดการที่่�ดีจีะทำให้้เกิิดการปนเปื้้�อนโลหะหนักัเหล่่านี้้�เข้้าสู่่�

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

2016; Proshad et al., 2020) 
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	 นำข้้อมููลปริิมาณการปนเป้ื้�อนของ OC และ 

โลหะหนัักที่่�ตรวจพบในไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำมาหาความ

สััมพัันธ์โดยใช้้ Pearson’s correlation โดยกำหนดค่า 

นัยัสำคัญัทางสถิติิิที่่� p=0.05 พบว่า่ ค่า่สารที่่�มีคีวามสัมัพันัธ์์

กัันระหว่่างไข่่เป็็ด ดิิน และน้้ำ คืือ Endosulfan sulfate, 

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

0.9650, 0.9750 และ 0.9980 ตามลำดัับ ซึ่่�งชนิิด OC และ 

โลหะหนัักที่่�พบในตััวอย่่างดิินและน้้ำอาจมาจากการใช้้ปุ๋๋�ย

และสารเคมีีทางการเกษตร ซึ่่�งการปนเปื้้�อนของ OC และ

โลหะหนัักในตััวอย่่างดิินและน้้ำนั้้�นส่่งผลให้้พบการ 

ปนเป้ื้�อนและตกค้้างในไข่่เป็็ดได้้ เนื่่�องจากเป็็ดจะได้้รัับ 

สาร OC และโลหะหนัักจากการกิินอาหารและดื่่�มน้้ำจาก

พื้้�นที่่�นั้้�น

การประเมินิความเสี่่�ยงด้า้นสุขุภาพจากการบริโิภคไข่เ่ป็ด็

ที่่�มีีการปนเปื้้�อน OC และ โลหะหนััก

	 การวิเิคราะห์ข์้อ้มูลูความเสี่่�ยงจากการบริโิภคไข่เ่ป็ด็ 

โดยนำผลที่่�ได้้จากการศึึกษาปริิมาณการปนเปื้้�อนของสาร 

OC และโลหะหนักัในตัวัอย่า่งไข่เ่ป็ด็มาคำนวณหาค่า่ THQ 

พบว่า่ ผลการประเมิณิความเสี่่�ยงจากการบริโิภคไข่เ่ป็ด็ที่่�มีี

การปนเปื้้�อน OC และ โลหะหนััก มีีค่่า THQ ไม่่เกิิน 1  

โดยค่่า THQ เฉลี่่�ยของ OC ในตัวอย่่างไข่่เป็็ดที่่�เก็็บจาก

พื้้�นที่่�ศึึกษาจำนวน 8 จัังหวััดอยู่่�ในช่วง 0.2738–0.4707  

ส่่วนค่่า THQ เฉลี่่�ยของโลหะหนัักอยู่่�ในช่่วง 0.1420–

0.5204 (ภาพที่่� 3) ซึ่่�งผลการศึึกษาสามารถกล่่าวได้้ว่่าการ

บริิโภคไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งที่่�เก็็บจากพ้ื้�นที่่�ศึึกษาทั้้�ง 8 จัังหวััด  

ไม่ท่ำให้เ้กิิดความเสี่่�ยงด้้านสุขุภาพจากการได้ร้ับัสัมัผัสัสาร 

OC และ โลหะหนัักที่่�ปนเปื้้�อน ซึ่่�งมีีค่่าต่่ำกว่่าค่่าที่่�กำหนด

ไว้้โดย FAO/ WHO (2010) ดัังนั้้�น การบริิโภคไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�ง

จากฟาร์์มในเขตภาคกลางยัังมีีความปลอดภัยต่่อผู้้�บริิโภค 

แต่่ต้้องบริิโภคในปริิมาณไม่่เกิิน 62.87 กรััมต่่อวััน หรืือ

ประมาณไม่่เกิิน 3 ฟองต่่อวััน เพื่่�อความปลอดภััยจากการ

ได้้รัับสารปนเปื้้�อน OC และโลหะหนัักเพื่่�อให้้ไม่่เกิินกัับ

ปริิมาณที่่�สามารถรัับประทานได้้ต่่อวััน (ADI)

สรุุป และข้้อเสนอแนะ

	 จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�พบว่่า ไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�ง ดิิน และน้้ำ

ในนาข้้าวที่่�ใช้เ้ลี้้�ยงเป็็ดไล่่ทุ่่�ง ยังัคงพบการปนเป้ื้�อนของ OC 

และโลหะหนักั อย่า่งไรก็ต็ามผลการประเมินิความเสี่่�ยงด้า้น

สุขุภาพจากการบริโิภคไข่เ่ป็ด็ไล่ทุ่่่�งในปริมิาณไม่เ่กินิ 3 ฟอง

ต่่อวััน ยัังคงมีีความปลอดภััยต่่อผู้้�บริิโภค นอกจากนี้้� 

ยัังพบว่่าดิินในนาข้้าวเป็็นแหล่่งสำคััญที่่�ทำให้้เกิิดการ 

ปนเป้ื้�อนของ OC และโลหะหนัักในน้้ำดื่่�มที่่�ใช้้เลี้้�ยงเป็็ด  

รวมถึึงส่ง่ผลต่อ่การปนเปื้้�อนในไข่เ่ป็ด็ไล่ทุ่่่�งด้ว้ย ดังันั้้�นถ้ามีี

การตรวจติิดตามและเฝ้้าระวัังการปนเป้ื้�อนของสาร 

ดัังกล่่าวอย่่างต่่อเนื่่�อง รวมถึึงมีีการจััดการสภาพแวดล้้อม

ในการเลี้้�ยงเป็็ดไล่่ทุ่่�งให้้ดีีขึ้้�นและเป็็นระบบจะช่่วยลดการ

สัมัผัสั OC และโลหะหนักัสำหรับัเป็ด็ได้เ้ป็น็อย่า่งดี ีรวมถึึง

ลดความเสี่่�ยงด้้านสุุขภาพจากการบริิโภคไข่่เป็็ดไล่่ทุ่่�งของ

ผู้้�บริิโภคได้้อีีกด้้วย

กิิตติิกรรมประกาศ

	 งานวิจิัยัการประเมินิความเสี่่�ยงด้า้นสุขุภาพจากการ

บริิโภคไข่่เป็็ดบริิเวณพื้้�นที่่�ที่่�มีีการปนเปื้้�อนสารเคมีีกำจััด

แมลงกลุ่่�มออร์ก์าโนคลอรีนี และโลหะหนักัในเขตภาคกลาง

ของประเทศไทยสำเร็็จลุุล่่วงได้้โดยได้้รัับความช่่วยเหลืือ

จากปศุสุัตัว์จ์ังัหวัดัทั้้�ง 8 จังัหวัดัที่่�คอยอำนวยความสะดวก

ในการลงพื้้�นที่่�เก็็บตััวอย่่าง และต้้องขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�

ห้้องปฏิิบััติิการพิิษวิิทยาและชีีวเคมีี สถาบัันสุุขภาพสััตว์์

แห่ง่ชาติิที่่�ให้้ความร่่วมมืือในการวิิเคราะห์์ตัวัอย่่าง ซึ่่�งทำให้้

การศึึกษาครั้้�งนี้้�สำเร็็จได้้ด้้วยดีี

ภาพที่่� 3  ค่่า Target hazard quotient (THQ) เฉลี่่�ย ของการบริิโภค

ไข่่เป็็ดที่่�มีีการปนเป้ื้�อนของ OC และโลหะหนัักในเขตภาคกลางของ

ประเทศไทย
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