
กลุ่มตรวจสอบคณุภาพอาหารสัตว์                        ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศสุัตว์                      กรมปศุสัตว์ 
     1 จ ก 16 

 

การพัฒนาวธิีการตรวจ DNA ของสตัว์เคีย้วเอื้องในอาหารโค ด้วยเทคนิค real-time PCR  

รัฐกานต์ ศรีศิร ิ  แกมกาญจน์ ไชยมงคล   เกรียงไกร เกื้อกูล   พงษ์เทพ เวียงวะลัย   ยุพา จันทร์ค าทรัพย์ 

 

บทคัดย่อ 

 การห้ามใช้โปรตีนแปรรูป (Processed animal proteins; PAPs) จากสัตว์เคี้ยวเอ้ืองมาเป็นส่วนผสมใน

อาหารสัตว์ เพ่ือเป็นการป้องกันการระบาดของโรค Bovine spongiform encephalopathy (BSE) เนื่องจาก             

มีความเสี่ยงต่อการแพร่ระบาดจากสัตว์สู่คน การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีตรวจ DNA ของสัตว์เคี้ยว

เอ้ืองในตัวอย่างอาหารโค ด้วยเทคนิค real-time PCR ท าการเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 

ด้วยวิธี 2-fold trituration จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อสกัด DNA ให้ได้คุณภาพสูง โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ

ส าเร็จรูปและดัดแปลงวิธีด้วยการเติม chloroform แล้วน าไปตรวจหาสารพันธุกรรมของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองโดยใช้ 

primer และ probe ที่จ าเพาะ และท าการทดสอบความไวของวิธีและความจ าเพาะของวิธีกับตัวอย่างอาหารและ

อาหารสัตว์ ผลการศึกษาพบว่า วิธีการสกัด DNA ทั้ง 2 วิธีให้ผลทดสอบไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่

ระดับ 0.05 และระดับการปนเปื้อนต่ าสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ คือ 0.01 % w/w นอกจากนี้ วิธีที่พัฒนาขึ้นยังมี

ความจ าเพาะกับสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ดังนั้น วิธีที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถน ามาใช้ในการตรวจคัดกรองและเฝ้าระวังการ

ปนเปื้อนเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในอาหารโค เพ่ือช่วยควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ให้เป็นไปตาม

พระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ พ.ศ. 2558 

 
ค าส าคัญ : สัตว์เคี้ยวเอื้อง  อาหารโค  real-time polymerase chain reaction 
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Method development of ruminants DNA detection in bovine feed                          

by real-time polymerase chain reaction 

Rattakan Srisiri  Gamgan Chaimongkol  Kriangkrai Kuakoon  Pongtap Wiangwalai  Yupa Jankamsab 

Abstract 
 A ban on processed animal proteins (PAPs) from ruminant species as ingredients in feed,             

to prevent the outbreak of Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE). Because of the risk of BSE 

transmission from animal to human. The objective of this study was to develop a method of 

ruminant DNA detection in bovine feed by real-time polymerase chain reaction. By preparation 

of bovine feed mixed with bovine meat and bone meal by 2-fold trituration method and then 

was studied the optimization of conditions to extract high-quality DNA from samples using 

commercial test kit and was modified method with additional use of chloroform. After the DNA 

extraction step, ruminant DNA can be detected using a specific primers and probe and tested 

the sensitivity and specificity tests with food and feed samples. The result of this study found 

that both methods used to extract DNA had no statistically significant difference at the level of 

0.05, and the limit of detection was 0.01 % w/w. Moreover, the developed method had specific 

for the ruminant species. Therefore, this method was able to screen and surveillance bovine 

meat and bone meal adulteration in bovine feed for feed quality control according to Animal 

feed control ACT, B.E. 2558. 
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บทน า 
 ในทางโภชนศาสตร์สัตว์ (Animal nutrition) โปรตีนแปรรูปจากสัตว์ (Processed Animal Protein; 

PAPs) ถือเป็นอีกหนึ่งผลิตภัณฑ์จากสัตว์ที่มีโปรตีนสูง เนื่องจากเป็นแหล่งของกรดอะมิโน จึงนิยมน า                   

มาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น นม การแปรรูปสัตว์น้ า รวมทั้งการผลิตอาหารสัตว์ เป็นต้น (Nesic et al., 2019) 

แต่ภายหลังจากการระบาดของโรค Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) หรือที่รู้จักกันทั่วไปว่าโรค               

วัวบ้า (mad cow disease) ได้ถูกพบครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 1986 ในสหราชอาณาจักร มีสาเหตุเกิดจากโปรตีนที่

ผิดปกติในเนื้อเยื่อสมองที่เรียกว่า พริออน (Prion) โดยมีลักษณะพยาธิสภาพของโรคที่ส่งผลต่อระบบประสาท              

ท าให้สัตว์เสียการควบคุมกล้ามเนื้อ และเสียชีวิตในที่สุด นอกจากนี้โรค BSE ยังถูกจัดอยู่ในกลุ่มโรค 

Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs) ที่สามารถติดต่อได้จากการได้รับเนื้อเยื่อสมองของ

สัตว์ที่เป็นโรคเข้าสู่ร่างกาย และสามารถพบการระบาดของโรคผ่านทางอาหารสัตว์จากการน าซากที่เหลือจากการ

ช าแหละ (เนื้อและกระดูกป่น) มาท าเป็นอาหารสัตว์  

 จากหลักฐานการระบาดผ่านทางห่วงโซ่อาหาร ส่งผลให้เกิดความเสี่ยงโดยตรงต่อสัตว์รวมทั้งผู้บริโภค          

จึงได้มีการออกระเบียบ/กฎหมายต่างๆ ที่เกี่ยวข้องทั้งในประเทศและต่างประเทศ เช่น Regulation EU 

999/2001 และ Regulation EU 1234/2003 ห้ามใช้ PAPs ที่มีส่วนประกอบของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในฟาร์มสัตว์ที่

สามารถส่งต่อโรคผ่านทางห่วงโซ่อาหารมาสู่คน รวมทั้งเนื้อและกระดูกป่น (meat and bone meal) ที่น ามาใช้

เป็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว์ ยกเว้น ปลาป่นที่ไม่มีส่วนประกอบของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง เช่นเดียวกับประกาศ

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เรื่อง ก าหนดคุณภาพหรือมาตรฐานของอาหารสัตว์ควบคุมเฉพาะ ประเภทวัตถุดิบ 

ข้อ 5 (2) ห้ามใช้เนื้อป่น เนื้อป่นสกัดไขมัน เนื้อและกระดูกป่น เป็นส่วนผสมในการผลิตเป็นอาหารสัตว์ส าหรับสัตว์

เคี้ยวเอ้ือง  

 ปัจจุบันห้องปฏิบัติการงานกายภาพ กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ด าเนินการตรวจวิเคราะห์การ

ปลอมปนเนื้อและกระดูกป่นในอาหารโคด้วยกล้องจุลทรรศน์ แต่เนื่องจากวิธีดังกล่าวสามารถตรวจแยก

ส่วนประกอบของสัตว์ได้เพียงลักษณะทางกายภาพเท่านั้น ไม่สามารถบ่งบอกชนิดของเนื้อและกระดูกป่นสัตว์             

ที่ปลอมปนได้ และยังต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง (Mendoza-Romero et al., 2004) 

จากข้อจ ากัดข้างต้นผู้วิจัยจึงได้น าเทคนิค real-time PCR ซึ่งเป็นเทคนิคที่อาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมเปา้หมาย โดยใช้การติดตามวัดสัญญาณเรืองแสงที่เกิดข้ึนขณะที่ DNA เป้าหมายเพ่ิมจ านวนในทุกๆรอบ

ในขณะที่ปฏิกิริยาก าลังด าเนินอยู่ตั้งแต่ต้นจนสิ้นสุดปฏิกิริยา (real-time detection) ซึ่งปริมาณแสงที่วัดได้จะ

เป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ DNA ที่เพ่ิมขึ้นจากปฏิกิริยาในแต่ละรอบของช่วง exponential phase ดังนั้น 

การน าเทคนิค real-time PCR มาใช้ในการตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองจะช่วยให้ผลวิเคราะห์ที่ได้มีความ

ถูกต้องและแม่นย าสูง จึงท าให้ผลวิเคราะห์ที่ได้มีความน่าเชื่อถือ และด้วยเหตุที่อาหารสัตว์ถือเป็นต้นน้ าของห่วงโซ่

อุปทาน (supply chain) เนื่องจากการใช้วัตถุดิบทั้งพืชและสัตว์มาผลิตเป็นอาหารสัตว์  จึงต้องมีการควบคุม
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คุณภาพของวัตถุดิบอาหารสัตว์ให้ได้มาตรฐานตรงตามที่กฎหมายก าหนด เพ่ือยกระดับความปลอดภัยให้สินค้า 

ปศุสัตว์เป็นไปตามหลักอาหารปลอดภัย (food safety) และสร้างความเชื่อม่ันให้กับผู้บริโภค 

1. วัตถุประสงค ์

 เพ่ือตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในตัวอย่างอาหารโค ด้วยเทคนิค real-time PCR โดยการหา

สภาวะที่เหมาะสมในการสกัด DNA และหาพารามิเตอร์แสดงสมรรถนะของวิธีทดสอบ เช่น ความไว (Sensitivity) 

และความจ าเพาะ (Specificity) เป็นต้น 

2. ขอบข่าย 

 พัฒนาวิธีการตรวจ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอื้องในอาหารโค ด้วยเทคนิค real-time PCR 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้วิธีที่ใช้ในการตรวจ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในอาหารโค ด้วยเทคนิค real-time PCR ส าหรับน ามาใช้

ในการตรวจคัดกรองและเฝ้าระวังการปนเปื้อนของเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในอาหารโค เพ่ือช่วย

ควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ให้เป็นไปตามท่ีกฎหมายก าหนด 

4. เครื่องมือและวัสดุวิทยาศาสตร์ 

 4.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์

 4.1.1 เครื่อง Real-time PCR ยี่ห้อ Roche รุ่น LightCycler®480 II (Roche, Germany) 

 4.1.2 เครื่องผสมอาหารสัตว์ให้เป็นเนื้อเดียวกัน แบบ 3D Mixer 

 4.1.3 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม Nanodrop (Eppendorf, Germany) 

 4.1.4 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) (Eppendorf, Germany) 

 4.1.5 เครื่องบดตัวอย่าง (Retsch ZM200, Germany)      

 4.1.6 เครื่อง Heating block (Techne, UK) 

 4.1.7 กล้องจุลทรรศน์ชนิด Stereo microscope (Olympus, Germany) 

 4.1.8 กล้องจุลทรรศน์ชนิด Compound microscope (Olympus, Germany) 

 4.1.9 หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Eppendorf, Germany)   

 4.1.10 Micropipette ขนาด 1-10, 10-100, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร (Eppendorf, Germany) 

 4.2 สารเคมีและน้ ายาทดสอบ 

 4.2.1 Isopropanol, molecular biology grade (Merck, USA) 

  4.2.2 Ethanol, molecular biology grade (Merck, USA) 

 4.2.3 Chloroform, AR grade (Merck, USA) 

  4.2.4 High Pure PCR Template Preparation kit for DNA extraction (Roche, Germany) 
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 4.2.5 LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Germany) 

 4.2.6 DNAnimal Screen Ruminant kit (Eurofin, Germany) 

 4.2.7 Primer and probes specific to ruminants DNA (Biosearch Technologies, England) 

 4.2.8 HyClone HyPure Molecular Biology Grade Water (Hyclone, USA) 

5. วิธีด าเนินการ 

 5.1 ศึกษาข้อมูลจากเอกสารอ้างอิง และวางแผนการทดลอง 

 5.2 จัดเตรียมอุปกรณ์ สารเคมี น้ ายาทดสอบ และตัวอย่างอาหารโค เพ่ือใช้ในการทดสอบ 

 5.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด DNA  

  ชั่งตัวอย่างอาหารโคจ านวน 2 หลอดๆละ 25 มิลลิกรัม หลอดที่ 1 สกัด DNA จากตัวอย่าง

อาหารโค โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป High Pure PCR Template Preparation Kit ตามค าแนะน าของ

บริษัท (Roche, Germany) ส่วนหลอดที่ 2 ดัดแปลงวิธีการสกัด DNA จากชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป High Pure 

PCR Template Preparation Kit โดยเพ่ิมขั้นตอนที่ 3 คือ เติม chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้ว

น าไปปั่นเหวี่ยง ตามตารางที่ 1 จากนั้นท าการวัดค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของ DNA ที่สกัดได้ด้วย

เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม Nanodrop ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260) และท าการเปรียบเทียบ

วิธีการสกัดโดยใช้สถิติแบบ paired t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% หากผลการเปรียบเทียบวิธีสกัด DNA ให้ผล

ทดสอบไม่แตกต่างกันทางสถติิ แสดงว่าวิธีสกัด DNA ตามชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปฯ เหมาะจะน ามาใช้ส าหรับสกัด 

DNA ในการศึกษานี ้

ตารางท่ี 1 แสดงวิธีสกัด DNA ตามชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปฯ และวิธีที่ดัดแปลงฯ 

ขั้นตอนที่ วิธีตามชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปฯ 
(High Pure PCR Template  

Preparation Kit)  

วิธีที่ดัดแปลงจากชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปฯ
(Modified High Pure PCR Template 

Preparation Kit)  
1 ชั่งตัวอย่าง 25 มิลลิกรัม 
2 เติม tissue lysis buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ proteinase K ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 

จากนั้น vortex ให้เข้ากัน น าไปบ่มที่เครื่อง Heating block  
ทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

3 
(ขัน้ตอนที่
ดัดแปลง) 

- เติม chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้ว 
invert tube จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที ่14,000 x g 
นาน 5 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) 

4 เติม binding buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้ว vortex ให้เข้ากัน                                    
จากนั้นน าไปบ่มที่เครื่อง Heating block  ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
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5 เติม isopropanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้ว vortex ให้เข้ากัน 
6 ดูดสารละลายทั้งหมดลงใน filter tube ที่วางบน collection tube (หลอดที่ 1)  

แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 x g นาน 1 นาที จากนั้นทิ้ง collection tube และสารที่ไหลผ่าน  
แล้วเก็บส่วน filter tube ใส่เข้ากับ collection tube (หลอดที่ 2) 

7 เติม inhibitor removal ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 x g นาน 1 นาที 
จากนั้นทิ้ง collection tube และสารที่ไหลผ่าน  

แล้วเก็บส่วน filter tube ใส่เข้ากับ collection tube (หลอดที่ 3) 
8 เติม wash buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 x g นาน 1 นาที                          

จากนั้นทิ้งสารที่ไหลผ่าน filter tube และท าซ้ าอีกครั้ง 
9 น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 x g นาน 10 วินาที เพื่อปั่นแห้ง 
10 ย้าย filter tube ใส่ในหลอด microcentrifuge  
11 เติม elution buffer ที่อุ่นไว้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร                                   

แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 x g นาน 1 นาที 
12 วัดปริมาณ DNA ของตัวอย่างที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม Nanodrop ที่ OD260 

 5.4 การเตรียมตัวอย่างทดสอบ 

  5.4.1 น าตัวอย่างเนื้อและกระดูกโคอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน  4 ชั่วโมง 

จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดโดยใช้เครื่องบดตัวอย่าง ก่อนน าไปใช้ผสมกับอาหารโค 

  5.4.2 ท าการบดตัวอย่างอาหารโคให้เป็นผง โดยใช้เครื่องบดตัวอย่าง จากนั้นน ามาตรวจสอบ

การปลอมปนเนื้อและกระดูกป่นเบื้องต้นด้วยกล้องจุลทรรศน์ Stereo microscope และ Compound 

microscope เพ่ือให้มั่นใจว่าตัวอย่างอาหารโคที่จะน ามาใช้ในการเตรียมตัวอย่างไม่มีการปลอมปนเนื้อและ

กระดูกป่น 

  5.4.3 น าตัวอย่างเนื้อและกระดูกโคป่นที่เตรียมได้จากข้อ 5.4.1 มาผสมกับอาหารโคจากข้อ 

5.4.2 เพ่ือเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่นที่ 6 ระดับ คือ 1% 0.5% 0.1% 0.05% 0.01% และ 

0.005% ด้วยวิธี 2-fold trituration (Nakamura et al., 2004) โดยใช้เครื่องผสมอาหารสัตว์ให้เป็นเนื้อเดียวกัน

แบบ 3D Mixer ดังรูปที่ 1  

 

 

 

 

 
                                       
 

อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 1% 
ตัวอย่าง A 

อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.5% 
ตัวอย่าง B 

อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.05% 
ตัวอย่าง D 

อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.1% 
ตัวอย่าง C 

อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.01% 
ตัวอย่าง E 
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รูปที่ 1 การเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 

 
  5.4.4 การเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 1% (ตัวอย่าง A) 
   ชั่งตัวอย่างอาหารโค 1 กรัมผสมกับเนื้อและกระดูกโคป่น 1 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องผสมอาหารสัตว์ฯ เป็นเวลา 30 นาที เติมตัวอย่างอาหารโค 2 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที เติม
ตัวอย่างอาหารโค 4 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที เติมตัวอย่างอาหารโค 8 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 
30 นาที เติมตัวอย่างอาหารโค 16 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที  เติมตัวอย่างอาหารโค 32 กรัม ผสมให้
เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที และเติมตัวอย่างอาหารโค 36 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ได้น้ าหนัก
รวม 100 กรัม จากนั้นท าการผสมตัวอย่างครั้งสุดท้ายโดยเพ่ิมเวลาเป็น 2 ชั่วโมง 30 นาที เพ่ือให้ตัวอย่างผสมเข้า
กันด ี 
  5.4.5 การเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.5% (ตัวอย่าง B) 
   ชั่งตัวอย่างอาหารโค 25 กรัมผสมกับตัวอย่าง A น้ าหนัก 25 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องผสมอาหารสัตว์ฯ เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ได้น้ าหนักรวม 50 กรัม จากนั้นท าการผสมตัวอย่างครั้งสุดท้าย
โดยเพิม่เวลาเป็น 2 ชั่วโมง 30 นาที เพื่อให้ตัวอย่างผสมเข้ากันดี  
  5.4.6 การเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.1% (ตัวอย่าง C) 
   ชั่งตัวอย่างอาหารโค 5 กรัมผสมกับตัวอย่าง A น้ าหนัก 5 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง
ผสมอาหารสัตว์ฯ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมตัวอย่างอาหารโค 10 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที เติม
ตัวอย่างอาหารโค 20 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที และเติมตัวอย่างอาหารโค 10 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็น
เวลา 30 นาที เพ่ือให้ได้น้ าหนักรวม 50 กรัม จากนั้นท าการผสมตัวอย่างครั้งสุดท้ายโดยเพ่ิมเวลาเป็น 2 ชั่วโมง 
30 นาที เพ่ือให้ตัวอย่างผสมเข้ากันดี  
  5.4.7 การเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.05% (ตัวอย่าง D) 
   ชั่งตัวอย่างอาหารโค 25 กรัมผสมกับตัวอย่าง B น้ าหนัก 25 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องผสมอาหารสัตว์ฯ เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ได้น้ าหนักรวม 50 กรัม จากนั้นท าการผสมตัวอย่างครั้งสุดท้าย
โดยเพิ่มเวลาเป็น 2 ชั่วโมง 30 นาที เพื่อให้ตัวอย่างผสมเข้ากันดี  
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  5.4.8 การเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.01% (ตัวอย่าง E) 
   ชั่งตัวอย่างอาหารโค 5 กรัมผสมกับตัวอย่าง C น้ าหนัก 5 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง
ผสมอาหารสัตว์ฯ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมตัวอย่างอาหารโค 10 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที เติม
ตัวอย่างอาหารโค 20 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที และเติมตัวอย่างอาหารโค 10 กรัม ผสมให้เข้ากันเป็น
เวลา 30 นาที เพ่ือให้ได้น้ าหนักรวม 50 กรัม จากนั้นท าการผสมตัวอย่างครั้งสุดท้ายโดยเพ่ิมเวลาเป็น 2 ชั่วโมง 
30 นาที เพ่ือให้ตัวอย่างผสมเข้ากันดี  

 5.5 การออกแบบ primers และ probe 
  Primers และ probe ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองที่น ามาใช้พัฒนาวิธีอ้างอิงมาจาก EURL, 2021 และ
ตรวจสอบความจ าเพาะโดยใช้ฐานข้อมูล National Center for Biotechnology Information: NCBI เพ่ือให้
มั่นใจว่า primers และ probe ที่จะน ามาใช้มีความจ าเพาะกับสัตว์เคี้ยวเอ้ือง โดยโพรบติดฉลากต าแหน่ง 5´ ด้วย
สี FAM และต าแหน่ง 3´ ด้วย BHQ1 quencher ดังตารางที่ 2  

ตารางท่ี 2 Primers และ probe ทีจ่ าเพาะกับสัตว์เคี้ยวเอื้อง 

Name Sequence Length of amplified  
product (bp) 

Ruminant forward primer 5’-CCAGCATCAGAGTCTTTTCCAAAT-3’ 85 
Ruminant reverse primer 5’-GAAGGAATGATGATGCTAAAGCTGAAA-3’ 
Ruminant probe 5’-CAACTCTTCGCATGAGGTGGCCAAA-3’ 
 
 
 
 
 
  

 5.6 การเตรียมน้ ายาปฏิกิริยา real-time PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของสัตว์เคี้ยวเอื้อง           

ตารางท่ี 3 แสดงส่วนผสมของน้ ายาปฏิกิริยา real-time PCR 

ส่วนผสมของน้ ายา 1 reaction (ไมโครลิตร) 
2X Probes Master 12.07 
Water, PCR grade 5.00 
10 µM Ruminant forward primer 1.10 
10 µM Ruminant reverse primer 1.10 
5 µM Ruminant probe 0.73 
DNA template 5.00 
Total PCR mix volume/reaction 25 



กลุ่มตรวจสอบคณุภาพอาหารสัตว์                        ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศสุัตว์                      กรมปศุสัตว์ 
     9 จ ก 16 

 

 
 5.7 สภาวะในการท าปฏิกิริยา real-time PCR 

ตารางท่ี 4 สภาวะในการท าปฏิกิริยา real-time PCR 

ขั้นตอน เวลา (นาที:วินาที) อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
Pre-PCR: activation of DNA polymerase 
and denaturation of template DNA  

5:00 95 

PCR 50 cycles 
Denaturation 00:15 95 
Annealing and elongation 01:00 60 
Cooling 00:10 40 
 
 5.8 ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน (Homogeneity test) 

  น าตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น A B C D และ E ที่เตรียมจากข้อ 5.4.3                 

มาทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน ยกเว้นตัวอย่าง F จะไม่น ามาทดสอบ เนื่องจากเป็นระดับความเข้มข้นต่ ากว่า 

Limit of detection (LOD) ของชุดทดสอบส าเร็จรูป DNAnimal Screen Ruminant Kit โดยท าการสุ่มตัวอย่าง

ละ 10 ถุง จ านวนถุงละ 2 ซ้ า รวมเป็น 20 ซ้ า แล้วน ามาสกัด DNA ตามวิธีที่ได้จากข้อ 5.3 จากนั้นท าการ

ตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอื้อง ด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูป DNAnimal Screen Ruminant Kit เพ่ือยืนยันว่าการ

เตรียมตัวอย่างด้วยวิธี 2-fold trituration โดยใช้เครื่องผสมอาหารสัตว์ให้เป็นเนื้อเดียวกันแบบ 3D Mixer ท าให้

ตัวอย่างมีความเป็นเนื้อเดียวกัน และเป็นวิธีที่เหมาะจะน ามาใช้เตรียมตัวอย่างส าหรับทดสอบในขั้นตอนต่อไป  

 5.9 ทดสอบตัวอย่างอาหารสัตว์ที่ส่งตรวจห้องปฏิบัติการและตัวอย่างอ่ืนด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

  น าตัวอย่างวัตถุดิบอาหารสัตว์และอาหารสัตว์ จ านวน 10 ตัวอย่าง ได้แก่ ขนไก่ป่น ปลาป่น 

อาหารส าเร็จรูปส าหรับโค อาหารส าเร็จรูปส าหรับสุกร และตัวอย่างทดสอบความช านาญรายการ processed 

animal proteins (EURL-AP) มาสกัด DNA ตัวอย่างละ 2 ซ้ าตามวิธีที่ได้จากข้อ 5.3 แล้วน ามาตรวจหา DNA 

ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น และเปรียบเทียบผลที่ได้กับชุดทดสอบส าเร็จรูป DNAnimal Screen 

Ruminant Kit  

 

 

 5.10 ทดสอบความไวของวิธี (Sensitivity test) 

  ตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น A B C D E และ F ที่เตรียมจากข้อ 5.4.3 น ามา

สกัด DNA ตัวอย่างละ 2 ซ้ า ตามวิธีที่ได้จากข้อ 5.3 จากนั้นน าไปตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ด้วยวิธี   
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real-time PCR ซ่ึงระดับความเข้มข้นต่ าสุดที่ให้ผลบวกของ DNA เป้าหมาย (target DNA) ในทุกซ้ า จะถือว่าเป็น

ความไวของวิธี  

 5.11 ทดสอบความจ าเพาะของวิธี (Specificity test)  

  ท าการทดสอบความจ าเพาะของวิธี  โดยใช้ตัวอย่างเนื้อสัตว์และวัตถุดิบอาหารสัตว์ จ านวน         

9 ตัวอย่าง แบ่งเป็นตัวอย่างเนื้อวัว จ านวน 1 ตัวอย่าง และตัวอย่างที่ไม่มีส่วนประกอบของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองผสมอยู่ 

จ านวน 8 ตัวอย่าง ได้แก่ ถั่วเขียว ถั่วเหลือง ข้าวโพดป่น ข้าวบาร์เลย์ เนื้อไก่ เนื้อเป็ด เนื้อหมู และเนื้อปลา         

มาสกัด DNA ตัวอย่างละ 2 ซ้ า ตามวิธีที่ได้จากข้อ 5.3 แล้วน ามาตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ด้วยวิธี   

real-time PCR และน าผลทดสอบที่ได้ไปเปรียบเทียบกับผลที่ได้จากชุดทดสอบส าเร็จรูป DNAnimal Screen 

Ruminant Kit ว่าตรงกันหรือไม่ เพ่ือให้มั่นใจว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความจ าเพาะต่อสัตว์เคี้ยวเอื้องเท่านั้น 

6. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 6.1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด DNA 

  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด DNA จากตัวอย่างอาหารโค โดยดัดแปลงวิธีสกัด DNA 

พบว่า การสกัด DNA ตามชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปฯ (ไม่เติม chloroform) จะได้ความเข้มข้นเฉลี่ยของ DNA 

เท่ากับ 48.14 ในขณะที่เมื่อเติม chloroform จะได้ความเข้มข้นเฉลี่ยของ DNA เท่ากับ 45.27 เมื่อเปรียบเทียบ

วิธีการสกัด DNA โดยใช้สถิติแบบ paired t-test พบว่า ทั้ง 2 วิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 

0.05 (tcal < tcri) ดังตารางที่ 5 และความเข้มข้นของ DNA ที่สกัดได้จากทั้ง 2 วิธี มีค่าตั้งแต่ 30-80 ng/µL และได้

ค่าความบริสุทธิ์ของ DNA (A260/A 280) ตั้งแต่ 2.00 ขึ้นไป ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Usman และคณะ 

(2014) ที่ได้กล่าวถึงอัตราส่วนของ A260/A 280 ไว้ว่าหากมีค่าตั้งแต่ 1.8 ขึ้นไป แสดงว่า DNA ที่สกัดได้มีความ

บริสุทธิ์ เช่นเดียวกับ Mihuaiu และคณะ (2009) ได้รายงานอัตราส่วนของ A260/A 280 มีค่าอยู่ระหว่าง 1-2               

บ่งบอกว่า DNA ที่สกัดได้มีความบริสุทธิ์เพียงพอที่จะสามารถน าไปใช้กับงาน PCR ได้ จากผลการศึกษาแสดง             

ให้เห็นว่าทั้ง 2 วิธีเป็นวิธีที่เหมาะจะน ามาใช้ในการสกัด DNA แต่เนื่องจากวิธีสกัด DNA ตามชุดสกัดดีเอ็นเอ

ส าเร็จรูปฯ สามารถช่วยประหยัดเวลาการท างานได้มากกว่าวิธีที่ดัดแปลงฯ และปลอดภัยต่อผู้ปฏิบัติงาน 

เนื่องจากไม่ต้องใช้ chloroform ซึ่งเป็นสารเคมีที่มีความเป็นพิษต่อระบบประสาทส่วนกลางและตับ (US EPA, 

2001) ดังนั้น จึงเลือกใช้วิธีสกัด DNA ตามชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปฯ ส าหรับการศึกษานี ้ 

ตารางท่ี 5 เปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA  

วิธีสกัด DNA ความเข้มข้น DNA (ng/µL) A260/A280  ค่าสถิติ 

High Pure PCR Template 

Preparation Kit 

48.14  2.07 tcal = 1.04 

tcri = 2.26 

Modified High Pure PCR 45.27  2.09 
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Template Preparation Kit 

หมายเหตุ: เกณฑ์การยอมรับ: tcal < tcri แสดงว่า ทั้ง 2 วิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

 6.2 ผลการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน  

จากการเตรียมตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่นที่ 6 ระดับการปนเปื้อน ด้วยวิธี               

2-fold trituration โดยใช้เครื่องผสมอาหารสัตว์ให้เป็นเนื้อเดียวกันแบบ 3D Mixer เพ่ือทดสอบความเป็นเนื้อ

เดียวกัน พบว่า ตัวอย่าง A B C D และ E สามารถตรวจพบ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองได้ทั้ง 20 ซ้ าในทุกตัวอย่าง 

ดังตารางที่ 6 สอดคล้องกับการศึกษาของสุรัตนาและไกรวุฒิ (2564) ที่ท าการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันของ

ตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมผลพลอยได้จากไก่และผลพลอยได้จากเป็ด ที่ระดับ 0.01% - 1% เตรียมด้วยวิธี 2-fold 

trituration โดยใช้เครื่องผสมอาหารสัตว์ให้เป็นเนื้อเดียวกันแบบ 3D Mixer ได้ผลพบ DNA ในทุกตัวอย่าง      

จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าตัวอย่างที่เตรียมด้วยวิธีดังกล่าวมีความเป็นเนื้อเดียวกัน จึงเหมาะที่จะน าไปใช้

เตรียมตัวอย่างของแข็งผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ส าหรับศึกษาพารามิเตอร์ต่อไป 

ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน 

ตัวอย่าง ระดับการปนเปื้อน ผลการตรวจหา DNA สัตว์เคี้ยวเอื้อง 

 ตรวจ/พบ (จ านวนซ้ า) 

A อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 1%  20/20 

B อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.5% 20/20 

C อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.1% 20/20 

D อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.05% 20/20 

E อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.01% 20/20 

F อาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น 0.005% N/A 

หมายเหตุ  N/A หมายถึง not applicable 
 

 6.3 ผลการทดสอบหาความไวของวิธี 

  จากการทดสอบหาความไวของวิธี โดยใช้ตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่นที่ 6 ระดับ

การปนเปื้อน พบว่า ตัวอย่าง E เป็นระดับการปนเปื้อนต่ าสุดที่สามารถตรวจพบ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองได้ทุกซ้ า 

โดยมีค่าเฉลี่ย Threshold cycle (Ct) เท่ากับ 30.60 ± 0.08 ดังตารางที่ 7 จึงสามารถสรุปได้ว่าอาหารโคผสมเนื้อ

และกระดูกโคป่นที่ระดับ 0.01 % w/w เป็นค่าความไวของวิธีที่พัฒนาขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Shehata 

และคณะ (2019) ที่กล่าวถึงระดับความเข้มข้นต่ าสุดที่ให้ผลบวกของ DNA เป้าหมาย (target DNA) จะถือว่าเป็น
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ความไวของวิธี นอกจากนี้ ความไวของวิธียังแสดงถึงขีดจ ากัดของการตรวจวัด (Limit of detection; LOD) 

(Bustin et al., 2009)  

 

 

 

 

 

 
 

ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบความไวของวิธี  

ตัวอย่าง ระดับการปนเปื้อน 
Threshold cycle (Ct) 

ซ้ า 1 ซ้ า 2 ค่าเฉลี่ย Ct ± SD 
A อาหารโคผสมเนื้อและ

กระดูกโคป่น 1%  
22.19 22.59 22.39 ± 0.28 

B อาหารโคผสมเนื้อและ
กระดูกโคป่น 0.5% 

23.73 23.71 23.72 ± 0.01 

C อาหารโคผสมเนื้อและ
กระดูกโคป่น 0.1% 

26.88 26.75 26.82 ± 0.09 

D อาหารโคผสมเนื้อและ
กระดูกโคป่น 0.05% 

27.77 27.63 27.70 ± 0.10 

E อาหารโคผสมเนื้อและ
กระดูกโคป่น 0.01% 

30.66 30.54 30.60 ± 0.08 

F อาหารโคผสมเนื้อและ
กระดูกโคป่น 0.005% 

ND ND ND 

หมายเหตุ ND หมายถึง ไม่พบการปนเปื้อนเนื้อและกระดูกโคป่น 

 6.4 ผลทดสอบความจ าเพาะของวิธี  

  จากการน าตัวอย่างเนื้อสัตว์และวัตถุดิบอาหารสัตว์ จ านวน 9 ตัวอย่างมาทดสอบความจ าเพาะ

ของวิธี พบว่า มีเพียงตัวอย่างเนื้อวัวเท่านั้นที่ตรวจพบ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ในขณะที่อีก 8 ตัวอย่างไม่พบ 

DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองปนเปื้อนอยู่ เนื่องจากตัวอย่างดังกล่าวไม่มีส่วนประกอบของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองผสมอยู่               

ซึ่งเป็นไปตามที่คาดหวังไว้ แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความจ าเพาะกับสัตว์เคี้ยวเอื้องเท่านั้น ดังตารางที่ 8 สอดคล้อง

กับรายงานของ Bustin และคณะ (2009) ทีก่ล่าวถึงความจ าเพาะของวิธี PCR ไว้ว่าเป็นการแสดงถึงความสามารถ

การ amplify เฉพาะสายพันธุ์หรือสปีชีส์เป้าหมายเท่านั้น  
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ตารางท่ี 8 ผลการทดสอบความจ าเพาะของวิธี  

ชนิดตัวอย่าง 
ผลการตรวจหา DNA สัตว์เคี้ยวเอื้อง ด้วยวิธี real-time PCR 

วิธีที่พัฒนาขึ้น DNAnimal Screen Ruminant Kit 

เนื้อวัว 

เนื้อไก่ 

พบ 

ไม่พบ 

พบ 

ไม่พบ 

เนื้อเป็ด ไม่พบ ไม่พบ 

เนื้อหมู ไม่พบ ไม่พบ 

เนื้อปลา ไม่พบ ไม่พบ 

ถั่วเขียว ไม่พบ ไม่พบ 

ถั่วเหลือง ไม่พบ ไม่พบ 

ข้าวโพดป่น ไม่พบ ไม่พบ 

ข้าวบาร์เลย์ ไม่พบ ไม่พบ 

 6.5 ผลการทดสอบตัวอย่างอาหารสัตว์ส่งตรวจห้องปฏิบัติการและตัวอย่างอ่ืนด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

  จากการน าวิธีที่พัฒนาขึ้นไปใช้ตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในตัวอย่างอาหารสัตว์และ

ตัวอย่างอ่ืน จ านวน 10 ตัวอย่าง พบผลบวกจ านวน 3 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างทดสอบความช านาญ รายการ 

processed animal proteins (EURL-AP) ที่มี DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองปนเปื้อนอยู่ และให้ผลตรงกับรายงาน

ผลทดสอบความช านาญของ EURL-AP (2022) ในขณะที่อีก 7 ตัวอย่างที่น ามาทดสอบไม่พบ DNA ของสัตว์เคี้ยว

เอ้ือง และเมื่อน าผลทดสอบที่ได้มาเปรียบเทียบกับผลทดสอบจากชุดทดสอบส าเร็จรูปฯ พบว่าให้ผลตรงกัน                 

ทุกตัวอย่าง ตามตารางที่ 7 แสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่างส่งตรวจ                    

ในห้องปฏิบัติการและตัวอย่างอ่ืนได้จริง   

 

ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบตัวอย่างอาหารสัตว์ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น  

ประเภทตัวอย่าง ชนิดตัวอย่าง 
ผลการตรวจหา DNA สัตว์เคี้ยวเอื้อง ด้วยวิธ ีreal-time PCR 

วิธีที่พัฒนาขึ้น DNAnimal Screen 
Ruminant Kit 

ตัวอย่างส่งตรวจ 
ห้องปฏิบัติการ 

- ขนไก่ป่น ไม่พบ ไม่พบ 
- ปลาป่น ไม่พบ ไม่พบ 
- อาหารส าเร็จรูปส าหรับโค 
- อาหารส าเร็จรูปส าหรับสุกร 

ไม่พบ 
ไม่พบ 

ไม่พบ 
ไม่พบ 

ตัวอย่างทดสอบ
ความช านาญ 

- Milk replacer พบ พบ 
- Tuna meal ไม่พบ ไม่พบ 
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(EURL-AP) - Salmon meal + 1% pig PAP ไม่พบ ไม่พบ 
- Pig feed+1% haemoglobin  
  powder 

ไม่พบ ไม่พบ 

- Mixed blood meal พบ พบ 
- Plasma powder + 1% collagen พบ พบ 

 
7. สรุปผลการทดลอง  

 การพัฒนาวิธีการตรวจ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในอาหารโค ด้วยเทคนิค real-time PCR เป็นวิธี              

ที่พัฒนาขึ้นโดยใช้ primers และ probe ที่จ าเพาะกับ DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองตาม EURL, 2021 และเตรียม

ตัวอย่างอาหารโคผสมเนื้อและกระดูกโคป่น ด้วยวิธี 2-fold trituration โดยใช้เครื่องผสมอาหารสัตว์ให้เป็นเนื้อ

เดียวกันแบบ 3D Mixer เพ่ือช่วยท าให้ตัวอย่างมีความเป็นเนื้อเดียวกันได้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังทดสอบสภาวะ                 

ที่เหมาะสมในการสกัด DNA โดยการดัดแปลงวิธีสกัดจากชุดทดสอบส าเร็จรูปฯ (เติม chloroform) ผลทดสอบ            

ที่ได้ใกล้เคียงกับวิธีเดิม จึงเลือกใช้วิธีสกัด DNA ตามชุดทดสอบฯ เพ่ือความปลอดภัยของผู้ปฏิบัติงาน จากนั้นได้

ท าการทดสอบความไวของวิธีและความจ าเพาะของวิธีกับตัวอย่างวัตถุดิบอาหารสัตว์และอาหารสัตว์ พบว่า ระดับ

การปนเปื้อนต่ าสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ คือ 0.01 % w/w และวิธีมีความจ าเพาะกับสัตว์เคี้ยวเอ้ืองเท่านั้น 

นอกจากนี้ เมื่อน าวิธีที่พัฒนาขึ้นไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่างอาหารสัตว์และตัวอย่างอ่ืน พบว่า วิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถ

น าไปใช้ตรวจหา DNA ของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองได้จริง  

 
8. ข้อเสนอแนะ 

 ในอนาคตสามารถน าวิธีที่พัฒนาขึ้นไปใช้เป็นแนวทางส าหรับต่อยอดงานวิเคราะห์เชิงปริมาณ เช่น การหา

ปริมาณสารพันธุกรรมของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในตัวอย่างอาหารโค ด้วยวิธี  digital Polymerase chain reaction 

(dPCR)  

  
9. กิตติกรรมประกาศ 

 ขอขอบคุณนายสัตวแพทย์เลิศชัย จินตพิทักษ์สกุล ผู้อ านวยการส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์             

ที่ใหก้ารสนับสนุนการด าเนินงาน 

 ขอขอบคุณนางสาวสุนีย์ คณาพิพัฒน์ หัวหน้ากลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ และนางสาวสุรัตนา     

บุญใส ที่ให้ค าแนะน าการเตรียมตัวอย่างและการด าเนินงานด้วยดีเสมอมา 

 ขอขอบคุณนายศิริวัฒน์ รายณะสุข นางสาวโสภา ถ้ าแก้ว และบุคลากรกลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ 

งานกายภาพ งานสารตกค้าง งานเคมี และงานจุลชีววิทยาที่เอ้ือเฟ้ืออุปกรณ์และเครื่องมือในการเตรียมตัวอย่าง

ทดสอบ จนท าให้การศึกษาครั้งนี้ส าเร็จได้ด้วยดี 
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