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บทคัดย่อ 

 จากปัญหาเร่ืองการระบาดของโรคววับ้า (Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE) 
ในทัว่โลก จึงต้องมีการหาไพรเมอร์ (primer) และ โพรบ (probe) เพิ่มเติมเพ่ือใช้ในการตรวจหา
เนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้วเอือ้งในอาหารสตัว์ เพ่ือท่ีจะท าให้เกิดความเช่ือมัน่ว่าอาหารสตัว์
ปลอดจากเนือ้และกระดูกป่นของสตัว์เคีย้วเอือ้ง วตัถุประสงค์ของงานวิจยัฉบบันีคื้อ เพ่ือใช้เป็น
ฐานข้อมูลในการจดัท ามาตรฐานตามพระราชบญัญัติควบคมุคณุภาพอาหารสตัว์ของสตัว์เคีย้ว
เอือ้งได้ ในการวิจยันีใ้ช้เทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเนือ้และกระดกูป่นในอาหารสตัว์ 
และใช้ชดุน า้ยาส าเร็จรูปในการตรวจแยกชนิดเนือ้สตัว์และวิธี In-house (ส าหรับ primer, probe 
ของกระบือ) จากผลการทดลอง ตรวจหาเนือ้และกระดูกป่นของสัตว์เคี ย้วเอือ้งในอาหารสัตว์
ทัง้หมด 20 ตวัอยา่ง พบเนือ้กระบือ 2 ตวัอยา่ง (10%) และเนือ้แกะ 1 ตวัอยา่ง (5%)  
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Abstract 

 There is 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 which can prove that samples are free from  meat and bone 
meal of ruminant. The purpose of this study is using the results as a database in order to 
draft animal feed law of Thailand. (Bovine, Capra aegagrus hircus, Ovis aries and 
Caffer) in animal feed in Thailand. In addition, we use real-time PCR techniques to 
detect meat and bone meal in animal feed and also using commercial kit and in-house 
method. From the results, ruminant detection in the total of feed samples are 20  
samples, can detect buffalo 2 samples(10%) and sheep 1  samples (5%)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Keywords: Meat and Bone meal (MBM), Real-time PCR, animal feeds  
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บทน า 

โรค Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) เป็นโรคท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ
ในอาหารสตัว์ และเกิดการระบาดในปี ค.ศ.1986 ท าให้ European Union ได้ออกกฎหมายบงัคบั 
Regulation (EC) No. 999/2001, Regulation (EC) NO. 1774/2002 และ Regulation (EC) 
No.1234/2003 โดยมีการก าหนดห้ามน า โปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (Processed Animal Proteins 
,PAPs) ท่ีรวมทัง้เนือ้และกระดกูป่น (Meat and Bone meal, MBM) มาใช้เป็นส่วนประกอบใน
อาหารสตัว์ เพ่ือน ามาผลิตเป็นอาหารสตัว์ จากงานวิจยัของ Van Raamsdonk et al., 2007 กล่าว
ว่า ได้มีวิธีการตรวจหา โปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (Processed Animal Proteins ,PAPs) อย่างเป็น
ทางการ ใน compound feed ในยุโรป ด้วยวิธีส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Classical Light 
microscopy) แต่วิธีนีถู้กจ ากดัเพราะไม่สามารถจ าแนกความแตกตา่งทางคณุลกัษณะในแต่ละ
สายพนัธุ์ (species) ได้ 
 โปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (Processed Animals Protein ,PAPs) เป็นแหล่งกรดอะมิโนท่ี
จ าเป็นและมีคณุคา่ทางโปรตีนสงู อีกทัง้ต้องมีก าจดัอย่างปลอดภยั ดงันัน้จะต้องหาวิธีการควบคมุ
และจดัเก็บอย่างปลอดภยัในการน าโปรตีนจากสตัว์ (Animal proteins) กลบัมาใช้ใหม่ในอาหาร
สตัว์ ท่ีรวมทัง้การห้ามการใช้โปรตีนท่ีมาจากสตัว์ท่ีเป็นสายพนัธุ์  (species) เดียวกัน ท่ีเรียกว่า 
“intra-species recycling” ภายหลังจากการห้ามใช้ โปรตีนท่ีแปรรูปจากสัตว์ (processed 
animal proteins ,PAPs)  ในอาหารสตัว์ เม่ือเดือนมิถนุายน ปี ค.ศ.2013 ท่ีรวมทัง้การห้ามใช้เนือ้
และกระดูกป่นในอาหารส าหรับปลา โดยระบบการควบคุมอาหารสัตว์จะต้องสามารถตรวจพบ
โปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ในระดบั 1 กรัมตอ่กิโลกรัม 
(EFSA, 2011) และสิ่งส าคญัคือจะต้องสามารถจ าแนกสายพนัธุ์ (species) ตัง้ต้นของโปรตีนท่ี
แปรรูปจากสตัว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ได้ จาก Regulation (EU) No.51/2013 
กล่าวว่า สามารถหาสายพนัธุ์ (species) ตัง้ต้นของโปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (processed animal 
proteins ,PAPs) ได้ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ทัง้นีไ้ด้มีรายงานของ Fumiere 
et al. 2012 ท่ีใช้วิธีทาง PCR ในการตรวจหาดีเอ็นเอของสตัว์เคีย้วเอือ้งในอาหารสตัว์น า้ โดยได้



น ามาทดสอบความใช้ได้ของวิธีและได้มีการตีพิมพ์วิธีดงักล่าวโดยห้องปฏิบัติการอ้างอิงของยโุรป
ส าหรับการตรวจหาโปรตีนจากสตัว์ (Animal protein) ในอาหารสตัว์   
 จากงานวิจยัของ Martín et al., 2009 สามารถสรุปได้ว่า การห้ามใช้โปรตีนท่ีแปรรูปจาก
สตัว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ในอาหารเสริมส าหรับสตัว์ (feed additive) ในฟาร์ม
สัตว์ เ ป็นตัวชี ว้ัด ท่ีส าคัญในการป้องกันการระบาดของ Transmissible Spongiform 
Encephalopathies (TSE) ในปัจจุบนัการห้ามใช้โปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (Processed Animal 
Proteins) ได้ถกูควบคมุโดย Council Decision 2000/766/EC (European Commission, 2000) 
อีกทัง้ได้มีการห้ามใช้ผลิตภณัฑ์ผลพลอยได้จากสตัว์ (Animal byproduct ,ABP) ท่ีมีส่วนผสมของ
โปรตีนของสตัว์สายพนัธุ์ (species) เดียวกนั เพ่ือน ามาเป็นอาหารเลีย้งสตัว์ จากข้อบงัคบัดงักล่าว
ท าให้ต้องหาวิธีการในการตรวจวิเคราะห์ท่ีนา่เช่ือถือได้ในการแสดงให้เห็นถึง ความสามารถในการ
จ าแนกคณุลกัษณะของโปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (processed animal proteins ,PAPs) ได้ ซึ่งจะ
น าไปสู่การป้องกนัการใช้โปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ได้ 
ยกตวัอย่างจาก European Commission, 2002 ซึ่งเป็นข้อบงัคบัของการใช้ ผลิตภณัฑ์ผลพลอย
ได้จากสตัว์ (Animal byproduct ,ABP) แสดงให้เห็นว่า ยงัมีความต้องการหาวิธีในการตรวจสอบ
การพบของการจ าแนกสายพนัธุ์ในโปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (processed animal proteins ,PAPs) 
เชน่ การตรวจหาโปรตีนท่ีแปรรูปจากสตัว์ (processed animal proteins ,PAPs)จากหม ู
 ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการป้องกนัปัญหาโรคววับ้า (Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE) 
ซึ่งจะท าให้เกิดผลกระทบอย่างมากตอ่ฟาร์มเลีย้งสตัว์ และการถ่ายทอดโรค BSE และ TSE ใน
สัตว์ จึงท าการพัฒนาวิธีการตรวจและจ าแนกชนิดเนือ้และกระดูกป่นของสัตว์เคีย้วเอือ้ง ๔ 
ประเภท ได้แก่ แพะ แกะ วัว กระบือ ในอาหารสัตว์ เพ่ือควบคุม เฝ้าระวังและสามารถหา
ความสัมพันธ์ของการเกิดปัญหาโรควัวบ้าและโรคเย่ือหุ้ มสมองอักเสบ (Transmissible 
Spongiform Encephalopathies, TSE) ในสตัว์เคีย้วเอือ้งได้ ซึ่งจะสามารถน าข้อมลูท่ีได้ใช้เป็น
ฐานข้อมูลของการป้องกันเกิดโรคระบาดในสัตว์เศรษฐกิจได้ อีกทัง้ยงัเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพ
และขีดความสามารถในการตรวจคณุภาพอาหารสตัว์ท่ีน าเข้า-สง่ออกของประเทศไทย  
 
1.วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือตรวจหาเนือ้สตัว์ปนเปือ้น (ววั แพะ แกะ และกระบือ) ในอาหารสตัว์ด้วยเทคนิค                        
Real-Time PCR 
 2. เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมลูในการจดัท าพระราชบญัญัตคิวบคมุคณุภาพอาหารสตัว์ได้ 
 



2. ขอบข่าย 
เพ่ือพฒันาวิธีและพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีในการตรวจแยกชนิดเนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้ว
เอือ้ง (เนือ้ววั แพะ แกะ และกระบือ) ในตวัอยา่งอาหารสตัว์ 5 ประเภทได้แก่ อาหารผงส าหรับโค 
อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับ และวตัถดุบิส าหรับอาหารโค โดยวิธี Real-time PCR ในตวัอยา่ง
จ านวน 20 ตวัอย่าง  

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 มีฐานข้อมลูของเนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้วเอือ้ง (ววั แพะ แกะ และกระบือ)                 
ในอาหารสตัว์  
3.2 มีโครงการวิจยัเนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้วเอือ้งในอาหารสตัว์ของประเทศไทยท่ีเพิ่มมาก
ขึน้ 
3.3 ใช้ในการป้องกนัและเฝ้าระวงัในอาหารสตัว์ท่ีน าเข้า-สง่ออก เพ่ือเป็นการเพิ่มขีดความสามารถ
ของการสง่ออกอาหารสตัว์ของประเทศไทยรวมทัง้เป็นการเฝ้าระวงัอาหารสตัว์ท่ีมีการปนเปือ้น
อยา่งผิดกฎหมาย 

4. วิธีด าเนินการ 
4.1 การเตรียมตวัอยา่ง 
 ท าการเตรียมตวัอยา่งอาหารสตัว์ทัง้หมด  20 ตวัอย่าง แบง่ได้ 3 ประเภทได้แก่ อาหารผง
ส าหรับโค อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับ และวตัถดุบิส าหรับอาหารโค 

4.2 การสกดัสารพนัธุกรรม 
          สุม่และชัง่ตวัอยา่ง ประมาณ 25 มิลลิกรัม ใส่ในหลอด microcentrifuge แล้วน ามาสกดัดี
เอ็นเอด้วยชดุสกดัสารพนัธุกรรมจากตวัอย่างโดยใช้ชดุทดสอบ High Pure PCR Template 
preparation Kit (Roche, Germany) โดยปฏิบตัิตามคูมื่อวิธีการสกดัของชดุทดสอบ  

4.3 การเตรียมสารละลายปฏิกิริยา Real-time PCR ในการตรวจแยกชนิดเนือ้สตัว์เคีย้วเอือ้ง 
4.3.1 องค์ประกอบของปฏิกิริยา Real-time PCR และสภาวะการท างาน 

4.3.1.1 การตรวจแยกชนิดเนือ้ววั แพะ และแกะ 
ในขัน้ตอนนีใ้ช้น า้ยาส าเร็จรูปในการจ าแนกชนิดเนือ้ววั แพะแกะ ย่ีห้อ Haikang โดยเพิ่ม

ปริมาณสารพนัธุกรรม โดยการเตรียมสารละลายดงันี ้
 
 
  



สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
PCR master mix 11.2 

UltraPure Distilled water 5.8 
DNA template 3 

รวม 20 
 
เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมาย 45 รอบ โดยก าหนดอณุหภูมิและเวลา ดงันี ้95 องศา

เซลเซียส 10 วินาที 60 องศาเซลเซียส 20 วินาทีและ 72 องศาเซลเซียส 10 วินาที 
4.3.1.2 การตรวจแยกชนิดเนือ้กระบือ 
Bub2F Forward primer  
5’-TCA GCC CAA AGA AAA ATA AAC CA-3’ 
Bub2F Reward primer  
5’- GTC ACC CCA ACC GAA ACT GT-3’ 
Bub 16S TaqMan MGB probe (5’  3’) 
TAA GGA RTA ACA ACA MTC T  

เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม โดยการเตรียมสารละลายปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

PCR master mix 11.5   
UltraPure Distilled water 3.5 

DNA template 5 
รวม 20 

เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมาย 45 รอบ โดยก าหนดอณุหภูมิและเวลา ดงันี ้95 องศา
เซลเซียส 10 นาที 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที 60 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 40 องศาเซลเซียส 
30 วินาที 

4.4 การเตรียมตวัอยา่ง DNA 
 ให้ท าการเจือจางตวัอยา่ง DNA ในอตัราส่วน 1:10  (ตวัอยา่ง DNA 1 ไมโครลิตร น า้ PCR 
grade 9 ไมโครลิตร) เน่ืองจากตวัอย่างอาหารสตัว์มี inhibitor มาก อาจท าให้ผลการทดสอบท่ีได้
ออกมาเป็นผลลบปลอมได้  
 



5. ผลการทดลอง 
  
ล าดับที่ รายละเอียดตัวอย่าง ผลการตรวจเนือ้สัตว์ปนเป้ือน 

เนือ้วัว เนือ้แพะ เนือ้แกะ เนือ้กระบือ 
1 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
2 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
3 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
4 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ พบ 
5 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
6 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
7 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ พบ ไมพ่บ 
8 อาหารผงส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ พบ 
9 อาหารผงส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
10 อาหารผงส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
11 อาหารผงส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
12 อาหารผงส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
13 กากเนือ้ในเมล็ดปาล์ม ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
14 DDGS ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
15 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
16 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
17 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
18 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
19 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 
20 อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ ไมพ่บ 

 
6. สรุปผลการทดลอง 
 จากการตรวจวิเคราะห์เนือ้และดกูป่นในตวัอย่างอาหารสตัว์ จ านวน 20 ตวัอย่าง แบง่ได้ 
3 ประเภทได้แก่ อาหารผงโค อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค และวตัถดุิบส าหรับอาหารโค โดยพบ



การปนเปื้อนของเนือ้แกะในอาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค 1 ตวัอย่าง พบการปนเปื้อนของเนือ้
กระบือทัง้หมด 2 ตวัอยา่ง ในอาหารผงโคและอาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค 
 
7. ข้อเสนอแนะ 

ในการตรวจหาเนือ้และกระดกูป่นส าหรับอาหารสตัว์ท่ีถกูน าเข้ามาจากประเทศแถบยโุรป 
ควรจะมีการพฒันาวิธีในเร่ืองของการหา primer และ probes ของสตัว์ประจ าถ่ินแตล่ะประเทศ 
เพ่ือท่ีจะได้ข้อมลูของการปนเปือ้นของเนือ้และกระดกูป่นในอาหารสตัว์ท่ีเพิ่มมากขึน้ ซึง่จะเป็นการ
เพิ่มขีดความสามารถในการวิเคราะห์คณุภาพอาหารสตัว์ได้ และสามารถลดอตัราการน าเข้าของ
อาหารสตัว์ท่ีผิดกฎหมายได้  
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