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บทคัดย่อ 

 จากปัญหาเร่ืองการระบาดของโรควัวบ้า (Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE) 
ในทั่วโลก จึงต้องมีการหาไพรเมอร์ (primer) และ โพรบ (probe) เพิ่มเติมเพ่ือใช้ในการตรวจหา
เนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้วเอือ้งในอาหารสตัว์ เพ่ือท่ีจะท าให้เกิดความเช่ือมัน่ว่าอาหารสตัว์
ปลอดจากเนือ้และกระดูกป่นของสตัว์เคีย้วเอือ้ง วตัถุประสงค์ของงานวิจยัฉบบันีคื้อ เพ่ือใช้เป็น
ฐานข้อมูลในการจดัท ามาตรฐานตามพระราชบญัญัติควบคมุคณุภาพอาหารสตัว์ของสตัว์เคีย้ว
เอือ้งได้ ในการวิจัยนีใ้ช้เทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเนือ้และกระดูกป่นในอาหารสตัว์ 
และใช้ชุดน า้ยาส าเร็จรูปในการตรวจแยกชนิดเนือ้สัตว์  (โค แพะ และแกะ)และวิธี In-house 
(ส าหรับ primer, probe ของกระบือ) จากผลการทดลอง ตรวจหาเนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้ว
เอือ้งในอาหารสตัว์ทัง้หมด 20 ตวัอย่าง ไม่พบการปนเปือ้นของเนือ้และกระดกูป่นของสตัว์เคีย้ว
เอือ้ง (โค แพะ แกะ และกระบือ) 
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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 which can prove that samples were free from  meat and 
bone meal of ruminant. The purpose of this study was using the results as a database in 
order to draft animal feed law of Thailand. (Bovine, Capra aegagrus hircus, Ovis aries 
and Bubalus bubalis) in animal feed in Thailand. In addition, we used 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 
were 20 samples, cannot detect meat and bone meal of ruminant (Bovine, Capra 

aegagrus hircus, Ovis aries and Bubalus bubalis). 
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บทน า 
โรค Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) เป็นโรคที่ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ

ในอาหารสัตว์ และเกิดการระบาดในปี ค.ศ.1986 ท าให้ European Union ได้ออกกฎหมายบังคับ 
Regulation (EC) No. 999/2001, Regulation (EC) NO. 1774/2002 แ ล ะ  Regulation (EC) 
No.1234/2003 โดยมีการก าหนดห้ามน า โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animal Proteins 
,PAPs) ที่รวมทั้งเนื้อและกระดูกป่น (Meat and Bone meal, MBM) มาใช้เป็นส่วนประกอบใน
อาหารสัตว์ เพ่ือน ามาผลิตเป็นอาหารสัตว์ จากงานวิจัยของ Van Raamsdonk et al., 2007 กล่าว
ว่า ได้มีวิธีการตรวจหา โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animal Proteins ,PAPs) อย่างเป็น
ทางการ ใน compound feed ในยุ โรป ด้วยวิธีส่ องด้วยกล้องจุลทรรศน์  (Classical Light 
microscopy) แต่วิธีนี้ถูกจ ากัดเพราะไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างทางคุณลักษณะในแต่ละสาย
พันธุ์ (species) ได ้
 โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animals Protein ,PAPs) เป็นแหล่งกรดอะมิโนที่
จ าเป็นและมีคุณค่าทางโปรตีนสูง อีกทั้งต้องมีก าจัดอย่างปลอดภัย ดังนั้นจะต้องหาวิธีการควบคุมและ
จัดเก็บอย่างปลอดภัยในการน าโปรตีนจากสัตว์ (Animal proteins) กลับมาใช้ใหม่ในอาหารสัตว์ ที่
รวมทั้งการห้ามการใช้โปรตีนที่มาจากสัตว์ที่เป็นสายพันธุ์ (species) เดียวกัน ที่เรียกว่า “intra-
species recycling” ภายหลังจากการห้ามใช้  โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal 
proteins ,PAPs)  ในอาหารสัตว์ เมื่อเดือนมิถุนายน ปี ค.ศ.2013 ที่รวมทั้งการห้ามใช้เนื้อและกระดูก
ป่นในอาหารส าหรับปลา โดยระบบการควบคุมอาหารสัตว์จะต้องสามารถตรวจพบโปรตีนที่แปรรูป
จากสัตว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ในระดับ 1 กรัมต่อกิโลกรัม (EFSA, 2011) และสิ่ง
ส าคัญคือจะต้องสามารถจ าแนกสายพันธุ์ (species) ตั้งต้นของโปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed 
animal proteins ,PAPs)  ได้ จาก 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 
ในการตรวจหาดีเอ็นเอของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองในอาหารสัตว์น้ า โดยได้น ามาทดสอบความใช้ได้ของวิธีและ
ได้มีการตีพิมพ์วิธีดังกล่าวโดยห้องปฏิบัติการอ้างอิงของยุโรปส าหรับการตรวจหาโปรตีนจากสัตว์ 
(Animal protein) ในอาหารสัตว์   
 จากงานวิจัยของ Martín et al., 2009 สามารถสรุปได้ว่า การห้ามใช้โปรตีนที่แปรรูปจาก
สัตว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ในอาหารเสริมส าหรับสัตว์ (feed additive) ในฟาร์ม
สั ต ว์ เป็ น ตั ว ชี้ วั ด ที่ ส า คั ญ ใน ก า รป้ อ งกั น ก า ร ร ะ บ าด ข อ ง  Transmissible Spongiform 
Encephalopathies (TSE) ในปัจจุบันการห้ามใช้โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (Processed Animal 
Proteins) ได้ถูกควบคุมโดย Council Decision 2000/766/EC (European Commission, 2000) 
อีกทั้งได้มีการห้ามใช้ผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้จากสัตว์ (Animal byproduct ,ABP) ที่มีส่วนผสมของ
โปรตีนของสัตว์สายพันธุ์ (species) เดียวกัน เพ่ือน ามาเป็นอาหารเลี้ยงสัตว์ จากข้อบังคับดังกล่าวท า
ให้ต้องหาวิธีการในการตรวจวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือได้ในการแสดงให้เห็นถึง ความสามารถในการ
จ าแนกคุณลักษณะของโปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal proteins ,PAPs) ได้ ซึ่งจะ
น าไปสู่การป้องกันการใช้โปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal proteins ,PAPs)  ได้ 



ยกตัวอย่างจาก European Commission, 2002 ซึ่งเป็นข้อบังคับของการใช้ ผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้
จากสัตว์ (Animal byproduct ,ABP) แสดงให้เห็นว่า ยังมีความต้องการหาวิธีในการตรวจสอบการ
พบของการจ าแนกสายพันธุ์ในโปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal proteins ,PAPs) เช่น 
การตรวจหาโปรตีนที่แปรรูปจากสัตว์ (processed animal proteins ,PAPs)จากหมู 
 ทั้งนี้เพ่ือเป็นการป้องกันปัญหาโรควัวบ้า (Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE) 
ซึ่งจะท าให้เกิดผลกระทบอย่างมากต่อฟาร์มเลี้ยงสัตว์ และการถ่ายทอดโรค BSE และ TSE ในสัตว์ จึง
ท าการพัฒนาวิธีการตรวจและจ าแนกชนิดเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ๔ ประเภท ได้แก่ 
แพะ แกะ วัว กระบือ ในอาหารสัตว์ เพ่ือควบคุม เฝ้าระวังและสามารถหาความสัมพันธ์ของการเกิด
ปัญหาโรควัวบ้าและโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ (Transmissible Spongiform Encephalopathies, 
TSE) ในสัตว์เคี้ยวเอ้ืองได้ ซึ่งจะสามารถน าข้อมูลที่ได้ใช้เป็นฐานข้อมูลของการป้องกันเกิดโรคระบาด
ในสัตว์เศรษฐกิจได้ อีกทั้งยังเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพและขีดความสามารถในการตรวจคุณภาพ
อาหารสัตว์ที่น าเข้า-ส่งออกของประเทศไทย  
 
1.วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือตรวจหาเนื้อสัตว์ปนเปื้อน (วัว แพะ แกะ และกระบือ) ในอาหารสัตว์ด้วยเทคนิค                        
Real-Time PCR 
 2. เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูลในการจัดท าพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ได้ 
 
2. ขอบข่าย 
เพ่ือพัฒนาวิธีและพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีในการตรวจแยกชนิดเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอื้อง 
(เนื้อวัว แพะ แกะ และกระบือ) ในตัวอย่างอาหารสัตว์ 3 ประเภทได้แก่ อาหารผงส าหรับโค 
อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับ และวัตถุดิบส าหรับอาหารโค โดยวิธี Real-time PCR ในตัวอย่างจ านวน 
20 ตัวอย่าง  

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 มีฐานข้อมูลของเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอื้อง (วัว แพะ แกะ และกระบือ)                 
ในอาหารสัตว์  
3.2 มีโครงการวิจัยเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอื้องในอาหารสัตว์ของประเทศไทยที่เพ่ิมมากขึ้น 
3.3 ใช้ในการป้องกันและเฝ้าระวังในอาหารสัตว์ที่น าเข้า-ส่งออก เพ่ือเป็นการเพ่ิมขีดความสามารถ
ของการส่งออกอาหารสัตว์ของประเทศไทยรวมทั้งเป็นการเฝ้าระวังอาหารสัตว์ที่มีการปนเปื้อนอย่าง
ผิดกฎหมาย 
 
 
 
 
 



4. วิธีด าเนินการ 
4.1 การเตรียมตัวอย่าง 
 ท าการเตรียมตัวอย่างอาหารสัตว์ทั้งหมด  20 ตัวอย่าง แบ่งได้ 3 ประเภทได้แก่ อาหารผง
ส าหรับโค อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับ และวัตถุดิบส าหรับอาหารโค 

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

4.3 การเตรียมสารละลายปฏิกิริยา Real-time PCR ในการตรวจแยกชนิดเนื้อสัตว์เคี้ยวเอ้ือง 
4.3.1 องค์ประกอบของปฏิกิริยา Real-time PCR และสภาวะการท างานของการตรวจแยก

ชนิดเนื้อกระบือ 
ตารางท่ี 1ไพรเมอร์และโพรบของกระบือ 

หมายเหตุ Bub 16S probe was designed to undergo degeneration. According to IUPAC, 
R = A หรือ G, M = A หรือ C 
แหล่งที่มา : Drummond et al., 2013  
 
ตารางท่ี 2 ปริมาตรของน้ ายาตรวจดีเอ็นเอกระบือ  

รายการ ปริมาตร (ไมโครลิตร)/ตัวอย่าง 
Probes master (2X) 10 
Forward primer (10 ไมโครโมล่าร์) 0.5 
Reverse primer (10 ไมโครโมล่าร์) 0.5 
TaqMan probe (10 ไมโครโมล่าร์) 0.5 
Distilled water, PCR grade 3.5 
Total volume 15 

 
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมาย 40 รอบ โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลา ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 

10 นาที 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที 60 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 40 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 

Primer/Probe Type Sequence (5’ 3’) Target 
Bub2F Forward 

primer 
TCAGCCCAAAGAAAAATAAACCA 16S 

(Buffalo) 
Bub2R Reverse 

primer 
GTCACCCCAACCGAAACTGT 16S 

(Buffalo) 
Bub 16S TaqManprobe FAM-TAAGGARTAACAACAMTCT- MGB 16S 

(Mammals) 



4.4 การเตรียมตัวอย่าง DNA 
 ให้ท าการเจือจางตัวอย่าง DNA ในอัตราส่วน 1:10  (ตัวอย่าง DNA 1 ไมโครลิตร น้ า PCR 
grade 9 ไมโครลิตร) เนื่องจากตัวอย่างอาหารสัตว์มี inhibitor มาก อาจท าให้ผลการทดสอบที่ได้
ออกมาเป็นผลลบปลอมได 
5. ผลการทดลอง 
ตารางท่ี 3 ผลการทดลอง 
ตัวอย่าง รายละเอียดตัวอย่าง เนื้อวัว เนื้อแพะ เนื้อแกะ เนื้อกระบือบก 

1 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

2 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

3 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

4 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

5 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

6 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดผง 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

7 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดผง 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

8 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดผง 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

9 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดผง 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

10 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดผง 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

11 ปลาและกระดูกปลาป่น ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 
12 ปลาและกระดูกปลาป่น ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 
13 ปลาป่นชั้นคุณภาพท่ี 1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 
14 ปลาป่นชั้นคุณภาพท่ี 3 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 
15 ปลาป่นชั้นคุณภาพท่ี 1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 
16 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป

ส าหรับโค ชนิดผง 
ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

17 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดผง 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 



ตัวอย่าง รายละเอียดตัวอย่าง เนื้อวัว เนื้อแพะ เนื้อแกะ เนื้อกระบือบก 
18 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป

ส าหรับโค ชนิดเม็ด 
ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

19 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

20 อาหารสัตว์ผสมส าเร็จรูป
ส าหรับโค ชนิดเม็ด 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 

6. สรุปผลการทดลอง 
 จากการตรวจวิเคราะห์เนื้อและดูกป่นในตัวอย่างอาหารสัตว์ จ านวน 20 ตัวอย่าง แบ่งได้ 3 
ประเภทได้แก่ อาหารผงโค อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค และวัตถุดิบส าหรับอาหารโค โดยไม่พบ
การปนเปื้อนของเนื้อและกระดูกป่นของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง (วัว แพะ แกะ และกระบือ) ในอาหารผงโค
และอาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับโค 
7. ข้อเสนอแนะ 

ในการตรวจหาเนื้อและกระดูกป่นส าหรับอาหารสัตว์ที่ถูกน าเข้ามาจากประเทศแถบยุโรป 
ควรจะมีการพัฒนาวิธีในเรื่องของการหา primer และ probes ของสัตว์ประจ าถิ่นแต่ละประเทศ 
เพ่ือที่จะได้ข้อมูลของการปนเปื้อนของเนื้อและกระดูกป่นในอาหารสัตว์ที่เพ่ิมมากข้ึน ซึ่งจะเป็นการ
เพ่ิมขีดความสามารถในการวิเคราะห์คุณภาพอาหารสัตว์ได้ และสามารถลดอัตราการน าเข้าของ
อาหารสัตว์ที่ผิดกฎหมายได้  

8. กิตติกรรมประกาศ 
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