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บทคัดย่อ 

 จากปัญหาเรื่องการระบาดของโรควัวบ้า (Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE) 
ในทั่วโลก จึงต้องมีการหาไพรเมอร์ (primer) และ โพรบ (probe) เพ่ือใช้ในการตรวจหาเนื้อและ
กระดูกป่นของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในอาหารสัตว์เคี้ยวเอ้ือง วัตถุประสงค์ของงานวิจัยฉบับนี้คือ เพ่ือ
หาปริมาณต่่าสุดที่วิเคราะห์ได้ Limit of Detection (LOD) และการปนเปื้อนที่ระดับความเข้มข้น 
0.1% ในการตรวจหาเนื้อและกระดูกป่นของม้า โดยเทคนิค Real-time PCR ใช้วิธีตาม ISO/TS 
20224-6: 2020 จากผลการทดลอง ตรวจหาเนื้อและกระดูกป่นของเนื้อม้าในอาหารสัตว์ผสม
ส่าเร็จรูปส่าหรับโคทั้งหมด 44 ตัวอย่าง สามารถตรวจพบการปนเปื้อนเนื้อและกระดูกป่นของม้าใน
ตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ดระดับต่่าสุด (Limit of Detection, 
LOD) ที่ตรวจวัดได้คือ 0.1% w/w ตามล่าดับ โดยมีค่า CP value ที่ระดับต่่าสุด (Limit of 
Detection, LOD) 0 ในการตรวจพบคือ 39  
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Abstract 

 There was a problem of spreading Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) 
around the worldwide. Consequently, having more primer and probe to detect meat 
and bone meal in ruminant feed.  This research aims to study was analyzed Limit of 
Detection (LOD) in the detection of meat and bone meal of horse in cow feed by 
Real Time PCR technique. The Real-Time PCR techniques are follows by ISO/TS 
20224-6: 2020. From the results, Horse detection in the total of feed samples were 
44 samples, the Limit of Detection (LOD) is 0.1% w/w, which the highest Cp value at 
39. 
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บทน า 
โรค Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) เป็นโรคที่ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ

ในอาหารสัตว์ และเกิดการระบาดในปี ค.ศ.1986 ท่าให้ European Union ได้ออกกฎหมายบังคับ 
Regulation (EC) No. 999/2001, Regulation (EC) NO. 1774/2002 และ Regulation (EC) 
No.1234/2003 โดยมีการก่าหนดห้ามน่า โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animal Proteins 
,PAPs) ที่รวมทั้งเนื้อและกระดูกป่น (Meat and Bone meal, MBM) มาใช้เป็นส่วนประกอบใน
อาหารสัตว์ เพ่ือน่ามาผลิตเป็นอาหารสัตว์ จากงานวิจัยของ Van Raamsdonk et al., 2007 กล่าว
ว่า ได้มีวิธีการตรวจหา โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animal Proteins ,PAPs) อย่างเป็น
ทางการ ใน compound feed ในยุโรป ด้วยวิธีส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Classical Light 
microscopy) แต่วิธีนี้ถูกจ่ากัดเพราะไม่สามารถจ่าแนกความแตกต่างทางคุณลักษณะในแต่ละสาย
พันธุ์ (species) ได ้
 โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animals Protein ,PAPs) เป็นแหล่งกรดอะมิโนที่
จ่าเป็นและมีคุณค่าทางโปรตีนสูง มีการน่าโปรตีนจากสัตว์ (Animal proteins) กลับมาใช้ใหม่ใน
อาหารสัตว์ ภายหลังได้มีการห้ามใช้ โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal proteins 
,PAPs)  ในอาหารสัตว์ โดย Regulation (EU) No.51/2013 กล่าวว่า สามารถหาสายพันธุ์ (species) 
ตั้งต้นของโปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal proteins ,PAPs) ได้ด้วยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR) ทั้งนี้ได้มีรายงานของ Fumiere et al. 2012 ที่ใช้วิธีทาง PCR ในการ
ตรวจหาดีเอ็นเอของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในอาหารสัตว์น้่า โดยได้น่ามาทดสอบความใช้ได้ของวิธีและได้มี
การตีพิมพ์วิธีดังกล่าวโดยห้องปฏิบัติการอ้างอิงของยุโรปส่าหรับการตรวจหาโปรตีนจากสัตว์ (Animal 
protein) ในอาหารสัตว์   
 ทั้งนี้ม้าเป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมประเภทหนึ่งที่สามารถติดเชื้อของโรควัวบ้า หรือ Bovine 
Spongiform Encephalopathy (BSE) เช่นเดียวกับสัตว์ชนิดอ่ืน เช่น วัว แพะ แกะ กระบือ เป็นต้น 
ซึ่งท่าให้เกิดการตายของสัตว์เศรษฐกิจที่ติดเชื้อ โดยส่วนใหญ่สัตว์เศรษฐกิจจะติดโรควัวบ้าจากการกิน
เนื้อป่นและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองที่เป็นโรควัวบ้า ในพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหาร
สัตว์ พ.ศ. 2558 ได้ก่าหนดไว้ว่า “ห้ามพบเนื้อป่นและกระดูกป่นของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในอาหาร
สัตว์เคี้ยวเอ้ือง” ดังนั้นหน่วยงานปศุสัตว์ มีความจ่าเป็นที่จะต้องด่าเนินงานตรวจหาเนื้อป่นและ
กระดูกป่นของม้าอย่างใกล้ชิดเพ่ือป้องกันโรคติดต่อจากอาหารสู่สัตว์เศรษฐกิจ และใช้เป็นฐานข้อมูล



ของการป้องกันเกิดโรคระบาดในสัตว์เศรษฐกิจได้ อีกทั้งยังเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพและขีด
ความสามารถในการตรวจคุณภาพอาหารสัตว์ที่น่าเข้า-ส่งออกของประเทศไทย  
 
1.วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนเนื้อม้าในอาหารสัตว์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
 2. เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูลในการจัดท่าพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ได้ 
 
2. ขอบข่าย 
เพ่ือพัฒนาวิธีและพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีในการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้า ในตัวอย่าง
อาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโค โดยวิธี Real-time PCR ในตัวอย่างจ่านวน 60 ตัวอย่าง  

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 มีฐานข้อมูลของเนื้อและกระดูกป่นของม้าในอาหารสัตว์  
3.2 มีโครงการวิจัยเนื้อและกระดูกป่นในอาหารสัตว์ของประเทศไทยที่เพ่ิมมากข้ึน 
3.3 ใช้ในการป้องกันและเฝ้าระวังในอาหารสัตว์ที่น่าเข้า-ส่งออก เพื่อเป็นการเพ่ิมขีดความสามารถ
ของการน่าเข้า-ส่งออกอาหารสัตว์ของประเทศไทยรวมทั้งเป็นการเฝ้าระวังอาหารสัตว์ที่มีการ
ปนเปื้อนอย่างผิดกฎหมาย 

4. วิธีด าเนินการ 
4.1 การเตรียมตัวอย่าง 

4.1.1 การเตรียมตัวอย่าง ส่าหรับการทดสอบหาปริมาณต่่าสุดที่วิธีวิเคราะห์เบื้องต้น (Pre –  
Limit of Detection, LOD) ที่สามารถวิเคราะห์เนื้อและกระดูกป่นของม้า 

น่าเนื้อม้าหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ อบแห้งที่อุณหภูมิ 80oC เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง แล้วท่าการ
บดละเอียดด้วยโกร่ง ใส่ลงในตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและเม็ด จ่านวนชนิด
ละ 3 ตัวอย่าง ให้มีระดับการปนเปื้อนเนื้อม้า ที่ความเข้มข้น 1%, 0.1% และ 0.01% w/w 
ตามล่าดับ 

4.1.2 การเตรียมตัวอย่าง ส่าหรับการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิด
เนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ด ที่ระดับการ
ปนเปื้อนเนื้อม้าต่่าสุด (Limit of Detection, LOD) 

น่าตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดที่ผ่านการบดแล้วและตัวอย่างอาหาร
สัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผง จ่านวนชนิดละ 5 ตัวอย่าง มาท่าการชั่งน้่าหนัก จากนั้นเติมเนื้อ
ม้า (ท่ีผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 80oC เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง แล้วท่าการบดละเอียดด้วยโกร่ง) ลง
ไปในตัวอย่าง ให้ได้ระดับการปนเปื้อนเนื้อม้าต่่าสุด (Limit of Detection, LOD) ซึ่งระดับความ



เข้มข้นต่่าสุดนี้ ได้จากผลการทดสอบการหาปริมาณต่่าสุดที่วิธีวิเคราะห์เบื้องต้น (Pre - Limit of 
Detection, LOD) ที่สามารถวิเคราะห์เนื้อและกระดูกป่นของม้า ในข้อที่ 4.1.1 ส่วนการเตรียม
ตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคที่มีการปนเปื้อนเนื้อวัว แกะ แพะ หมู และกระบือที่มีการ
ปนเปื้อนเนื้อที่ระดับต่่าสุด (Limit of Detection, LOD) ท่าเช่นเดียวกับการเตรียมตัวอย่างอาหาร
สัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคท่ีมีการปนเปื้อนเนื้อม้า และในส่วนวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่ใช้ตรวจสอบมี 2 ชนิด 
ได้แก่ กากถั่วเหลืองและข้าวสาลี 

 

4.2 การสกัดสารพันธุกรรม 
          สุ่มและชั่งตัวอย่าง ประมาณ 25 มิลลิกรัม ใส่ในหลอด microcentrifuge แล้วน่ามาสกัด           
ดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่างโดยใช้ชุดทดสอบ High Pure PCR Template 
preparation Kit (Roche, Germany) โดยปฏิบัติตามคู่มือวิธีการสกัดของชุดทดสอบ  

4.3 การเตรียมสารละลายปฏิกิริยา Real-time PCR ในการตรวจแยกชนิดเนื้อม้า 
4.3.1 องค์ประกอบของปฏิกิริยา Real-time PCR และสภาวะการท่างานของการตรวจแยก

ชนิดเนื้อม้า 
รหัสพันธุกรรมของการตรวจชนิดเนื้อและกระดูกป่นของม้า จาก Equus caballus ใน 

Twilight breed thoroughbred chromosome 28, EquCab3.0 ของม้า (Equus caballus) 
(GeneBank accession number: NC_009171.3)a 
ตารางท่ี 1ไพรเมอร์และโพรบของม้า 

Names Sequence 
Horse-125bp-F 5’-ACTCATCAAACGCCGCTCTC -3’ 
Horse-125bp-R 5’-GCTGTGAAGACCCCGTTGG-3’ 

Horse-125bp-P 
5’-(FAM)-CCAGGGCTCGGTGCTTCCAATCGC-
(TAMRA)-3’ 

 
หมายเหตุ  
a หมายถึง PCR product = 41 821 144 –ACTCATCAAA CGCCGCTCTC GAGATCCGTG 
CACATCGTTC AATGGAAACT TCATTTTAAA AAAGAGAAAA AGGCGATTGG AAGCACCGAG 
CCCTGGGTAG CGTGTGCCAA CGGGGTCTTC ACAGC– 41 821 268 – NC_009171.3 
แหล่งที่มา : ISO/TS 20224-6: 2020  
 



ตารางท่ี 2 ปริมาตรของน้่ายาตรวจดีเอ็นเอม้า 
รายการ ปริมาตร (Microliter) /ตัวอย่าง 

2X buffer solution (รวม MgCl2, dNTPs 
และ hot-start DNA polymerase) 

12.5 

Horse-125bp-F (10 µmol/l) 1.0 
Horse-125bp-R (10 µmol/l) 1.0 
Horse-125bp-P (10 µmol/l) 0.5 
Ultra Pure Distilled water 5.0 
รวม 20 

 
เพ่ิมจ่านวนดีเอ็นเอเป้าหมาย 45 รอบ โดยก่าหนดอุณหภูมิและเวลา ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 

10 นาที 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที 60 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 40 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 
 
5. ผลการทดลอง 
5.1 การทดสอบหาปริมาณต่่าสุดที่วิธีวิเคราะห์เบื้องต้น (Pre - Limit of Detection, LOD) ที่
สามารถวิเคราะห์เนื้อและกระดูกป่นของม้า 

ผลการทดสอบพบว่า การทดสอบหาปริมาณต่่าสุดที่วิธีวิเคราะห์เบื้องต้น (Pre - Limit of 
Detection, LOD) ที่สามารถวิเคราะห์เนื้อและกระดูกป่นของม้า จากการเติมเนื้อม้าลงในตัวอย่าง
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ด
พบว่าสามารถวิเคราะห์ได้ในระดับต่่าสุดเบื้องต้น (Pre - Limit of Detection, LOD) ที่ระดับ 1%, 
0.1% และ 0.01% w/w ตามล่าดับ ดังตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 ผลการทดสอบหาปริมาณต่่าสุดที่วิธีวิเคราะห์เบื้องต้น (Pre - Limit of Detection, LOD) 
ที่สามารถวิเคราะห์เนื้อและกระดูกป่นของม้า ได้ดังนี้ 
 

ตัวอย่างทดสอบ DNA ของม้า 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 1 + เนื้อม้า 1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 2 + เนื้อม้า 1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 3 + เนื้อม้า 1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 1 + เนื้อม้า 1% พบ 



อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 2 + เนื้อม้า 1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 3 + เนื้อม้า 1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 1 + เนื้อม้า 0.1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 2 + เนื้อม้า 0.1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 3 + เนื้อม้า 0.1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 1 + เนื้อม้า 0.1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 2 + เนื้อม้า 0.1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 3 + เนื้อม้า 0.1% พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 1 + เนื้อม้า 0.01% ไม่พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 2 + เนื้อม้า 0.01% ไม่พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงชนิดที่ 3 + เนื้อม้า 0.01% ไม่พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 1 + เนื้อม้า 0.01% ไม่พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 2 + เนื้อม้า 0.01% ไม่พบ 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบเม็ดชนิดที่ 3 + เนื้อม้า 0.01% ไม่พบ 
Negative Control ไม่พบ 
Positive Control พบ 

 
5.2 การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้า ใน

ตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ด ที่ระดับการปนเปื้อนเนื้อม้า ต่่าสุด (Limit 
of Detection, LOD) ที่ 0.1% w/w 
การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหารสัตว์
ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ด ที่ระดับการปนเปื้อนเนื้อม้าต่่าสุด (Limit of Detection, 
LOD) ที่ 0.1% w/w ด้วยเครื่อง Real Time PCR พบว่า สามารถตรวจพบการปนเปื้อนของเนื้อม้าใน
ตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงทั้ง 10 ตัวอย่างและแบบเม็ดทั้ง 10 ตัวอย่าง ส่วน
ตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ดที่มีการเติมเนื้อสัตว์ชนิดอ่ืนๆ ที่ระดับการ
ปนเปื้อน 0.1% w/w, กากถั่วเหลือง ข้าวสาลี และอาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบ
เม็ดที่ปราศจากการปนเปื้อนของเนื้อม้านั้น ให้ผลเป็นไม่พบ ไม่เกิดผลบวกปลอมแต่อย่างใด ดังตาราง
ที่ 4 
 



ตารางที่ 4 การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่าง
อาหารสัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ด ที่ระดับการปนเปื้อนเนื้อม้าต่่าสุด (Limit of 
Detection, LOD) 0.1 % w/w 
 
ตัวอย่าง ชนิดของตัวอย่าง ผลทดสอบ

ที่คาดหวัง  
ผลทดสอบ ค่า CP 

Powder 1 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.28 

Powder 1 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.51 

Powder 2 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.76 

Powder 2 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.93 

Powder 3 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.76 

Powder 3 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.10 

Powder 4 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.49 

Powder 4 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.38 

Powder 5 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.81 

Powder 5 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.94 

Powder 6 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.03 

Powder 6 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.60 

Powder 7 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า + + 37.83 



0.1% 
Powder 7 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 

0.1% 
+ + 

38.28 
Powder 8 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 

0.1% 
+ + 

37.13 
Powder 8 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 

0.1% 
+ + 

37.87 
 
 
ตัวอย่าง ชนิดของตัวอย่าง  ผลทดสอบ

ที่คาดหวัง  
ผลทดสอบ ค่า CP 

Powder 9 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.94 

Powder 9 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% + + 38.14 

Powder 
10 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% + + 38.92 

Powder 
10 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.88 

Tablet 1 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.43 

Tablet 1 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.01 

Tablet 2 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.55 

Tablet 2 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.52 

Tablet 3 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.74 

Tablet 3 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.69 



Tablet 4 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.75 

Tablet 4 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.42 

Tablet 5 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.51 

Tablet 5 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.35 

Tablet 6 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.00 

Tablet 6 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.88 

Tablet 7 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.63 

Tablet 7 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.16 

Tablet 8 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.29 

Tablet 8 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.21 

Tablet 9 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
38.93 

Tablet 9 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.50 

Tablet 10 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.94 

Tablet 10 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อม้า 
0.1% 

+ + 
37.94 

Powder 
11 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

Powder อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อวัว - -   



11 0.1% 
Powder 
12 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

Powder 
12 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

Tablet 11 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

Tablet 11 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

Tablet 12 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

Tablet 12 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อวัว 
0.1% 

- -   

 

ตัวอย่าง ชนิดของตัวอย่าง 
 ผลทดสอบ
ที่คาดหวัง  

ผลทดสอบ ค่า CP 

Powder 
13 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Powder 
13 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Powder 
14 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Powder 
14 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Tablet 13 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Tablet 13 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Tablet 14 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแพะ 
0.1% 

- -  

Tablet 14 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแพะ - -  



0.1% 
Powder 
15 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Powder 
15 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Powder 
16 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Powder 
16 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Tablet 15 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Tablet 15 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Tablet 16 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Tablet 16 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อแกะ 
0.1% 

- -  

Powder 
17 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อหมู 0.1% - -   

Powder 
17 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อหมู 0.1% - -   

Powder 
18 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อหมู 0.1% 
- -   

Powder 
18 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อหมู 0.1% 
- -   

Tablet 17 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อหมู 
0.1% 

- -   

Tablet 17 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อหมู 
0.1% 

- -   

Tablet 18 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อหมู 
0.1% 

- -   



Tablet 18 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อหมู 
0.1% 

- -   

Powder 
19 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Powder 
19 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Powder 
20 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Powder 
20 

อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผง + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Tablet 19 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Tablet 19 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Tablet 20 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

Tablet 20 
อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ด + เนื้อกระบือ 
0.1% 

- - 
 

RM1 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผงไม่มีเนื้อม้า - -   
RM1 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดผงไม่มีเนื้อม้า - -   
RM2 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ดไม่มีเนื้อม้า - -   
RM2 อาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโคชนิดเม็ดไม่มีเนื้อม้า - -   
RM3 ร่าข้าวสาลี - -  
RM3 ร่าข้าวสาลี - -  

 

ตัวอย่าง ชนิดของตัวอย่าง 
 ผลทดสอบ
ที่คาดหวัง  

ผลทดสอบ ค่า CP 

RM4 กากถั่วเหลือง - -   
RM4 กากถั่วเหลือง - -   
PC Positive control + + 23.66 
PC Positive control + + 23.45 



NC Negative Control - -   
NC Negative Control - -   

หมายเหตุ + คือ พบ 
- คือ ไม่พบ 

 
การพัฒนาวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูป

ส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ด ที่ระดับการปนเปื้อนเนื้อม้าต่่าสุด (Limit of Detection, LOD) 0.1% 
w/w ด้วยเครื่อง Real Time PCR พบว่าค่า CP value ที่มากสุดเท่ากับ 38.94 

ดังนั้น การให้ผลทดสอบเป็น “พบ” ส่าหรับการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าใน
ตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูปส่าหรับโค ค่า CP value ที่ได้ต้องน้อยกว่าหรือเท่ากับ 39 ภายใน 
45 cycles และให้ผลเป็น “ไม่พบ” เมื่อค่า CP value มากกว่า 39 ภายใน 45 cycles 
 

5.3 การค่านวณหาค่า True Positive rate (TP) (Sensitivity, SS), False Positive rate 
(FP), True Negative rate (TN) (Specificity, SP), False Negative rate (FN), และ Efficiency 
(E) 
 
ตารางที่ 5 สรุปผลทวนสอบวธิีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นในตัวอย่างอาหารสัตว์ ที่
มีการปนเปื้อนของม้า ที่ระดับ 0.1% w/w 
 
  Case  
  Positive (pc) Negative (NC) Result total 
Result Positive (p) tp = 20 fp = 0 p = 20 

Negative (n) fn = 0 tn = 24 n = 24 
 Case total pc = 20 nc = 24  
 
เมื่อ 
tn คือ  จ่านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบจริง 
tp  คือ จ่านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกจริง 
fn  คือ จ่านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบปลอม 
fp  คือ จ่านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกปลอม 
p คือ จ่านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผลบวก (tp + fp) 



n  คือ จ่านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผลลบ (tn + fn) 
 

จากผลตารางทวนสอบวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหาร
สัตว์ส่าเร็จรูปส่าหรับโค ที่มีการปนเปื้อนของม้า ที่ระดับ 0.1% w/w น่ามาใช้ค่านวณค่า True 
Positive rate (TP) (Sensitivity, SS), False Positive rate (FP), True Negative rate (TN) 
(Specificity, SP), False Negative rate (FN), และ Efficiency (E) ให้ผลทดสอบดังนี้ 
 
True Positive rate (TP) (Sensitivity, SS)  TP =       tp  x 100% 
        (tp + fn) 
       =      20 x 100% 
        (20 + 0) 
       = 100% 
 
False Positive rate (FP)    FP =       fp  x 100% 
        (tp + fp) 
       =      0 x 100% 
        (20 + 0) 
       = 0% 
 
 
True Negative rate (TN) (Specificity, SP)  TN =       tn  x 100% 
        (tn + fp) 
       =      24 x 100% 
         (24 + 0) 
       = 100% 
 
 
False Negative rate (FN)    FN =       fn  x 100% 
        (tp + fn) 
       =     0 x 100% 
        (20 + 0) 



       = 0% 
 
Efficiency (E)     E =   (tp + tn)  x 100% 
         (p + n) 
       =  (20 + 24) x 100% 
         (20 + 24) 
       = 100% 
 
 

จากการพัมนาวิธีทดสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหารสัตว์
ส่าเร็จรูปส่าหรับโค พบว่า มีค่า Sensitivity, Specificity และ Efficiency เท่ากับ 100% ส่วนค่า 
False Positive rate และ False Negative rate เท่ากับ 0% 

6. สรุปผลการทดลอง 
 จากผลการทวนสอบการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหารสัตว์ส่าเร็จรูป
ส่าหรับโค สามารถตรวจพบการปนเปื้อนเนื้อและกระดูกป่นม้าในตัวอย่างอาหารสัตว์ผสมส่าเร็จรูป
ส่าหรับโคแบบผงและแบบเม็ดระดับต่่าสุด (Limit of Detection, LOD) ที่ตรวจวัดได้คือ 0.1%, 
w/w ต่อน้่าหนักตัวอย่าง 25 mg. โดยมีค่า CP value ที่ระดับต่่าสุด (Limit of Detection, LOD) 
0.1% w/w ในการตรวจพบคือ 39  
 
7. ข้อเสนอแนะ 

ในการตรวจหาเนื้อและกระดูกป่นส่าหรับอาหารสัตว์ที่ถูกน่าเข้ามาจากประเทศแถบยุโรป 
ควรจะมีการพัฒนาวิธีในเรื่องของการหา primer และ probes ของสัตว์ประจ่าถิ่นแต่ละประเทศ
เพ่ือที่จะได้ข้อมูลของการปนเปื้อนของเนื้อและกระดูกป่นในอาหารสัตว์ที่เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งจะเป็นการ
เพ่ิมขีดความสามารถในการวิเคราะห์คุณภาพอาหารสัตว์ได้ และสามารถลดอัตราการน่าเข้าของ
อาหารสัตว์ที่ผิดกฎหมายได้  
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