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ข้้อแนะนำสำหรัับผู้้�เขีียน
	 สัตัวแพทยสารเป็น็วารสารทางวิิชาการของสัตัวแพทยสมาคมแห่ง่ประเทศไทยในพระบรมราชููปถััมภ์ ์ซึ่่�งลงบทความ
ผลงานค้้นคว้้าวิิจััยทางวิิทยาศาสตร์์ ที่ �เกี่่�ยวกัับวิิชาการในสาขาสััตวแพทยศาสตร์์ คณะผู้้�จััดทำสััตวแพทยสาร ยิิ นดีีรัับ
เรื่่�องจากทุุกท่่านที่่�กรุุณาส่่งมาเพื่่�อเผยแพร่่ และเพื่่�อความสะดวกในการพิิจารณาเรื่่�อง ขอเสนอแนะดัังนี้้�

1. เรื่่�องที่่�จะนำลง

	 1.1		 งานค้้นคว้้าทดลองหรืือวิิจััยทางวิิชาการ ที่ �           

เกี่่�ยวกัับสััตว์์ ผลิิตภััณฑ์์สััตว์์ หรืือพืืชอาหารสััตว์์  ทั้้�งที่่�ทำ

ในประเทศและต่่างประเทศ หรืือวิิทยานิิพนธ์์

	 1.2		 บทความวิิจััย (Research article) บทความ

ปริิทััศน์์ (Review article) บ ทความวิิจััยสั้้�น (Short               

communication) และรายงานสััตว์์ป่่วย (Case report) 

ที่่�เป็น็ประโยชน์ ์และเกี่่�ยวข้้องกับัวิิชาการสัตัวแพทย์ ์และ

สััตวบาลทุุกสาขา

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

2. ต้้นฉบัับ

	 2.1		 ต้้นฉบับัที่�ส่ง่มาลงพิิมพ์ใ์นสัตัวแพทยสาร ต้้อง

ไม่่เป็็นเรื่่�องที่่�เคยเผยแพร่่ หรืือกำลัังอยู่่�ระหว่่างการ

พิิจารณาเพื่่�อลงในหนัังสืือ หรืือ วารสารอื่่�นใดมาก่่อน

	 2.2		 ต้้นฉบัับเป็็นภาษาไทย หรืือภาษาอัังกฤษ ใช้้

ตัวัอักัษร Microsoft San Serif 12 หรือื ThSarabun PSK 

16 โดยพิิมพ์์ด้้วยโปรแกรม Microsoft word

	 2.3		 ความยาวของเรื่่�องสำหรับับทความชนิิดต่าง ๆ

จำนวนไม่่เกิิน 20 หน้้า สำหรับับทความวิิจัยัสั้้�นหรือืรายงาน

สัตัว์์ป่่วยจำนวนไม่่เกิิน 5 หน้้า หรืือตามที่่�เห็็นสมควร

	 2.4		 ผลงานวิิชาการที่่�ตีีพิิมพ์ใ์นสัตัวแพทยสารแล้้ว

ถืือเป็็นลิิขสิิทธ์ิ์�ของหนัังสืือที่่�ผู้้�เขีียนจะนำไปเผยแพร่่ท่ี่�อื่่�น

อีีกไม่่ได้้

	 2.5		 ตารางและภาพท่ี่�ใช้้ประกอบในบทความ ควร

แนบไฟล์์ต้้นฉบัับของตารางและภาพนั้้�นมาด้้วย

3. บทความวิิจััย (Research article)

	 3.1		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 เพื่่�อเผยแพร่ง่านวิิจัยทางด้้านสัตัวแพทย์แ์ละ

สััตวบาลฉบัับสมบููรณ์์

	 3.2		 รููปแบบโดยรวม

	 	 	 	 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) เขีียนชื่่�อนามสกุลเต็ม็ทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ พร้้อมทั้้�งระบุุสถานที่่�ทำงาน จั ังหวััด  รหััส

ไปรษณีีย์แ์ละ กรุณุาบอกหมายเลขโทรศัพัท์ห์รือือีีเมลของ

ผู้้�เขีียน/ผู้้�รัับผิิดชอบ เพื่่�อการติิดต่่อ

	 	 	 	 3.3.3	 บทคััดย่่อ (Abstract) เขีียนสั้้�น ๆ ให้้

ได้้เนื้้�อความครอบคลุุมทั้้�งหมด  โดยต้้องมีีชื่่�อเรื่่�องและ

บทคัดัย่อทั้้�งภาษาไทยและภาษาอังักฤษ ความยาวไม่่เกิิน 

300 คำต่่อภาษา

	 	 	 	 3.3.4	 คำสำคััญ  (Key words) เป็็นคำที่่�มีี

ความหมายแสดงถึงึความเป็น็ไปของการทดลองนั้้�น ๆ  ระบุุ

อยู่่�ใต้้บทคััดย่อ ทั้้ �งภาษาไทย และภาษาอัังกฤษ  รวมกััน

แล้้วไม่่เกิินภาษาละ 5-7 คำ ทั้้�งนี้้�เพื่่�อให้้ผู้้�วิิจัยอื่่�นใช้้ในการ

ค้้นหา ในกรณีีที่�เป็น็คำสำคััญที่่�จะใช้้เป็็นคำทัับศัพัท์ภ์าษา

อัังกฤษ ให้้ใช้้คำภาษาอัังกฤษ

	 	 	 	 3.3.5	 บทนำ (Introduction) บรรยายความ

เป็น็มาสั้้�น ๆ  ควรมีีการตรวจเอกสาร (literature review) 

รวมทั้้�งอธิิบายจุุดประสงค์์ของงาน

	 	 	 	 3.3.6	 อุุปกรณ์์และวิิธีีการ (Materials and 

Methods) ในกรณีีที่่�เป็็นการคิิดค้้นขึ้้�นใหม่่ควรอธิิบาย

อย่างละเอีียด ถ้้าเป็็นวิิธีีการท่ี่�ทราบกันอยู่่�แล้้วและตีีพิิมพ์์แล้้ว

ไม่่ต้้องบรรยายซ้้ำ ควรเขีียนในลัักษณะข้้ออ้้างอิิง (ขึ้้�นกัับ

ความเห็็นของผู้้�พิิจารณา) ในกรณีีที่่�มีีการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ขอให้้ระบุุรหัสัการอนุญาตใช้้สัตัว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์

ของผู้้�รัับผิิดชอบบทความท่ี่�ออกโดยคณะกรรมการของ

สถาบััน (institutional review board) เช่่น เลขที่่�การ

อนุญาตใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ EA 011/61 (R) กรณีีหน่่วยงานของ

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

กับัการดุุลพิินิิจของสาราณีียากร ในกรณีีงานวิิจัยเก่ี่�ยวข้้อง



กับัมนุษุย์ ์ต้้องได้้รับัการอนุมุัตัิิล่ว่งหน้้าสำหรับัการวิิจัยัใน

มนุุษย์์โดยคณะกรรมการของสถาบััน หรืือคณะกรรมการ

จริิยธรรมที่่�เทีียบเท่่า หรืือต้้องได้้รัับความยิินยอมโดยได้้

รัับข้้อมููล (informed consent) ซึ่่�งอาจขอความยิินยอม 

ด้้วยการลงนามหรืือด้้วยวาจา หรือือธิิบายว่า่ทำไมไม่ไ่ด้้รับั

ความยิินยอม

	 	 	 	 3.3.7	 ผลการทดลอง (Results) และวิิจารณ์์ 

(Discussion) รายงานผลการทดลองเป็็นคำบรรยาย ควร

ให้้รายละเอีียดและเข้้าใจง่าย หากเป็็นไปได้้ควรเสนอผล

ในรููปของตาราง รููปภาพ หรืือกราฟ ไม่่ควรแสดงถึึงผลที่่�

เหมือืนกันั ถ้้าเป็็นตาราง (tables) ควรพิิมพ์์ให้้ชัดัเจนและ

ขนาดพอเหมาะกัับขนาดของหน้้าของสััตวแพทยสาร 

ตารางควรมีีความหมายในตััวเอง และต้้องมีีคำอธิิบาย

เหนืือตารางด้้วย ในกรณีีที่่�เป็็นรููปภาพ (figures) ควรมีีคำ

อธิิบายสั้้�น ๆ  เป็น็ภาษาเดีียวกัับเนื้้�อเรื่่�อง สามารถเป็็นภาพ

ขาวดำหรืือภาพสีี ต้้องส่่งมาเป็็นไฟล์์แนบมาด้้วยขนาดไม่่

ต่่ำกว่่า 250 pixels และอธิิบายรายละเอีียดภาษาเดีียว

กัับเนื้้�อเรื่่�องไว้้ใต้้รููป การวิิจารณ์์ เป็็นการวิิจารณ์์ผลการ

ทดลองโดยควรมีีการเปรีียบเทีียบกัับผลงานของผู้้�อื่่�นที่่�ได้้

กระทำมาแล้้ว และเน้้นถึึงสิ่่�งที่่�ได้้ค้้นพบ

	 	 	 	 3.3.8	 สรุุป (Conclusion) และคำแนะนำ 

(Suggestion) หากเป็็นบทความควรมีีการตรวจเอกสาร 

(review papers) หรืือเป็็นการทดลองที่่�มีีหลายข้้อ ควรมีี

บทสรุุปที่่�เขีียนใจความสำคััญ

	 	 	 	 3.3.9	 กิิตติิกรรมประกาศ (Acknowledg-

ment) อ าจมีีหรืือไม่่มีีก็็ได้้  เรีียบเรีียงย่่อหน้้าเดีียวแบบ

กระชัับ  ระบุุแหล่่งทุุนวิิจััย บุ ุคคลและหน่่วยงานที่่�ได้้รัับ

ความช่่วยเหลืือ หรืือความร่่วมมืือในงานค้้นคว้้าวิิจััย

	 	 	 	 3.3.10	เอกสารอ้้างอิิง (References)

	 	 	 	 	 	 ก.	 การเขีียนอ้้างอิิงในเนื้้�อเรื่่�องควรอ้้างอิิง

ดัังนี้้� คืือ

	 	 	 	 	 	 	 1.	 	 กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นคนไทย

เมื่่�อเป็็นประธานของประโยค เช่่น นรสุุทธิ์์� และคณะ 

(2550) หรืือเมื่่�อผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น 

(นิิวััตร, 2550) หรืือ (พรเพ็็ญ และคณะ, 2550)

	 	 	 	 	 	 	 2.	 	 กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นชาวต่่าง

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.	 	 กรณีีอ้้างถึึงบุุคคล  หรืือเรื่่�องท่ี่�ไม่่

เคยลงพิิมพ์ม์าก่อ่น (personal communication) ให้้อ้้าง

เฉพาะในเนื้้�อเรื่่�องเท่า่นั้้�น ไม่ต่้้องนำไปลงในรายชื่่�อเอกสาร

อ้้างอิิง

	 	 	 	 	 ข.	 การเขีียนเอกสารอ้้างอิิงท้้ายเรื่่�องควร

อ้้างอิิงเอกสารภาษาไทยก่่อนแล้้วตามด้้วยภาษาอัังกฤษ 

โดยเขีียนเรีียงลำดัับพยััญชนะของชื่่�อผู้้�เขีียน (ถ้้าเป็็นภาษา

อัังกฤษใช้้ชื่่�อสกุุล  ตามด้้วยชื่่�อย่่อของผู้้�แต่่ง) ตามด้้วย ปี ี 

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

ฉบัับที่่� และหน้้าที่่�อ้้างอิิง ดัังตััวอย่่าง คืือ

นรสุุทธิ์์� บางภููมิิ  นุุช โชติิช่่วง  สุุพจน์์ อาวสกุุลสุุทธิิ  วนิิดา

พัสัดุรุักัษ์์  วิิมล เพชรกาญจนาพงศ์์  กาญจนา อิ่่�มศิิลป์

ธีีระศัักดิ์์� พราพงษ์์  วรรณดา สุุจริิต  และ ศิิริิวรรณ

พราพงษ์์. 2550. สรีีระเปรีียบเทีียบทางด้้านสุุขภาพ

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.	 ในกรณีีที่�อ้้างอิิงตำรา (textbook) ให้้

ระบุุชื่่�อผู้้�เขีียน ปี ที่่�พิิมพ์์ ชื่่ �อเรื่่�อง ชื่่ �อตำรา (พิิมพ์์ครั้้�งท่ี่�

เท่่าใดและชื่่�อบรรณาธิิการหากมีี) ส ำนัักพิิมพ์์ 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		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 -	การสำรวจงานวิิจััยที่่�มีีอยู่่�แล้้ว

	 	 	 	 -	บทความสำหรัับประมวลความรู้้�ในเรื่่�อง 

หรืือประเด็็นใดประเด็็นหนึ่่�ง

	 	 	 	 -	บทความที่่�แสดงถึึงการเคลื่่�อนไหว ความ

เป็็นมา เป็็นไป และ ชี้้�แนวทางการทำวิิจัยท่ี่�ควรจะเกิิดขึ้้�น		

	 	 	 	 -	การประเมิินสถานะความรู้้�ที่่�ผ่่านมา

	 	 	 	 -	การให้้ข้้อมููลแก่่ผู้้�อ่่าน ถกเถีียง ตีี ความ 

อภิิปราย ชี้้�แนวทาง ให้้ข้้อเสนอแนะ บอกทางบวก ทางลบ	 	

	 	 	 	 -	บทความท่ี่�เรีียบเรีียงโดยมีีการวิิเคราะห์์ 

วิิจารณ์ ์เปรีียบเทีียบวรรณกรรมที่่�มีีการดำเนิินการมาแล้้ว

จนถึึงปััจจุบันั สัังเคราะห์์ให้้เกิิดความรู้้�ที่่�แสดงภาพของงาน

วิิจััยในหััวข้้อเรื่่�องที่่�ศึึกษา 

	 4.2 	 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

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

	 	 	 	 4.2.2 บทคััดย่อ คือบทสรุปท่ี่�นำมาไว้้นำเรื่่�อง 

หลัักเกณฑ์์แบบเดีียวกัับงานวิิจััย แต่่ไม่่ต้้องมีีหััวข้้อต่่าง ๆ

ควรเน้้นถึึงความสำคััญของเรื่่�อง ปั ญหา อุุปสรรค และ          

ข้้อเสนอแนะ หรืือบทวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นและของผู้้�เขีียน

เอง	 	 	 	 	 4.2.3 บทนำ เพื่่�อให้้ผู้้�อ่า่นตระหนักัถึึงความ

สำคััญของเรื่่�องที่่�จะตามมา อ าจมีีเอกสารอ้้างอิิงหรืือ        

ไม่่ก็็ได้้ ไม่่ควรให้้บทนำยาวเกิินไป และควรเป็็นข้้อเขีียนที่่�

เข้้าใจง่่าย

	 	 	 	 4.2.4 เนื้้�อเรื่่�อง ไม่่มีีกฎเกณฑ์์ตายตััวใด  ๆ           

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

เรีียบเรีียง ควรแบ่ง่เป็น็หัวัข้้อใหญ่ ่ๆ  และอาจมีีหัวัข้้อย่อ่ย

ตามจำเป็็น ผู้้� เขีียนสามารถนำข้้อมููล  ความคิิดเห็็น            

ข้้อวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นมาเสนอในรููปใหม่่ ซึ่่�งอาจเป็็น รูู ป

ตาราง รููปภาพ กราฟฯ แต่่ไม่่ควรลอกสิ่่�งเหล่่านี้้�มาลงโดย

ไม่่ได้้ดััดแปลง ตััดทอน หรืือเรีียบเรีียงใหม่่ หากทำเช่่นนั้้�น

ควรให้้เครดิิตแก่่เจ้้าของเรื่่�อง ถ้้าเป็็นข้้อความควรจััดอยู่่�ใน

เครื่่�องหมายคำพููด

	 	 	 	 4.2.5 บ ทวิิจารณ์์ 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 รูู ปภาพ กราฟ ตา

รางฯ จ ากผู้้�อื่่�น และนำสิ่่�งนั้้�นมาตีีพิิมพ์์โดยไม่่มีีการ

ดัดัแปลง ก็ค็วรขออนุญุาตเจ้้าของและแสดงความขอบคุณุ

ไว้้ในตอนนี้้�ด้้วย	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 4.2.7 บ รรณานุุกรม ไม่่จำเป็็นต้้องมีีการ

อ้้างอิิงในเนื้้�อเรื่่�อง แต่่หลัักการเขีียนใช้้แบบเดีียวกัับ

บทความวิิจััย

5. บทความวิิจััยสั้้�น (Short communication)

	 5.1		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 5.1.1	 รายงานการพัฒันา/ปรับัปรุงุวิิธีีการที่่�

ใช้้ในปััจจุุบััน

	 	 	 	 5.1.2 	รายงานการประยุุกต์์ใช้้สาร/เครื่่�องมือื

ต่่าง ๆ ที่่�ไม่่เคยใช้้มาก่่อน

	 	 	 	 5.1.3 	รายงานที่่�ข้้อมููลสมบููรณ์ร์ะดับัหนึ่่�ง แต่่

ต้้องรีีบเผยแพร่่

	 5.2 	 รููปแบบโดยรวม

	 	 	 	 5.2.1 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 5 หน้้า

กระดาษ A4

	 	 	 	 5.2.2 	รููปและตารางไม่่เกิิน 2 ชิ้้ �น ต่ อ

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		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 6.1.1	 รายงานการพบโรค/อาการ/กลุ่่�ม

อาการ ในสััตว์์

	 	 	 	 6.1.2 	รายงานการตรวจวิินิิจฉัยัโรค/รอยโรค

ในสััตว์์



	 	 	 	 6.1.3 	รายงานการใช้้ยา/สารเคมีี/อาหาร/

แร่่ธาตุุ ในสััตว์์

	 6.2 	 รููปแบบโดยรวม

	 	 	 	 6.2.1. ความยาวทั้้�งหมด 4 - 10 หน้้ากระดาษ 

A4

	 6.3 	 มีีการเขีียนได้้ 2 แบบคืือ

	 	 	 	 6.3.1 แบบที่่� 1 มีีรููปแบบ คือ แบ่่งหัวัข้้อต่าง 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 กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรือืไม่่ก็็ได้้		

	 	 	 	 	 6.3.1.8 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย

	 	 	 	 	 6.3.2 แบบที่่� 2 ไม่่มีีรููปแบบ ไม่่แบ่่งหััวข้้อ

	 	 	 	 	 6.3.2.1 บทคััดย่่อ 

	 	 	 	 	 6.3.2.2  คำสำคััญ ไม่่เกิิน 5 คำ

	 	 	 	 	 6.3.2.3 เนื้้�อเรื่่�อง	 	 	 	

	 	 	 	 	 6.3.2.4 กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้

	 	 	 	 	 6.3.2.5 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย
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Identification and quantification of herbicides atrazine and diuron in stomach 

 contents by Thin Layer Chromatography and UV-Vis Spectrophotometry

Anusorn Yooyen*   Nuttakorn Ratchabut

Abstract
     

	 Background: Atrazine (ATZ) and diuron (DIU) are used herbicides globally to control weeds and 

protect agricultural yields. Their extensive use has raised concerns about adverse impacts on animals 

and the environment. This study aimed to develop and validate Thin Layer Chromatography (TLC) and 

UV-Vis Spectrophotometry methods for the identification and quantification of ATZ and DIU in stomach 

content samples.

	 Method: Optimal conditions for analysis were determined and subsequently applied to validate 

the identification and quantification of ATZ and DIU. A modified QuEChERS technique was utilized for 

sample extraction from stomach contents.

	 Result: For the TLC method, optimal conditions were achieved using TLC  silica gel 60 F
254

, with 

chloroform : acetone (7:3) as the mobile phase, and o-TKI spray reagent to visualize gray-black or green 

spots depending on the concentration of the standard compounds. The Rf values for ATZ and DIU 

were 0.58 and 0.52, respectively. Repeatability showed a coefficient of variation (CV) of 0.0–3.8% and 

specificity tests showed no interference from matrix components. The limit of detection (LOD) for 

ATZ and DIU using TLC was 0.02 µg/g and 0.04 µg/g, respectively. For the UV-Vis Spectrophotometry 

method, ATZ and DIU exhibited linearity over the ranges of 0.10–4.01 µg/ml and 0.50–20.13 µg/ml  

with correlation coefficients (r) of 0.997 and 0.999, respectively. The LOD and limits of quantification 

(LOQ) for ATZ were 0.10 µg/ml and 0.50 µg/ml, respectively, while for DIU, they were 0.10 µg/ml and 

0.63 µg/ml, respectively. The accuracy of the method, evaluated as percentage recovery, ranged from 

71-101% for ATZ and 74-105% for DIU (standard at 70–120%). Precision, as indicated by HORRAT values, 

ranged from 0.82-1.12 for ATZ and 0.47-1.11 for DIU (standard at < 2).

	 Conclusion: The developed TLC and UV-Vis Spectrophotometry methods are accurate and precise 

for the identification and quantification of ATZ and DIU in stomach content samples. These methods are 

suitable for application in Toxicology laboratories for diagnosing and investigating the causes of animal 

morbidity and mortality potentially associated with herbicide poisoning.

Keywords: atrazine, diuron, stomach contents, Thin Layer Chromatography, UV-Vis Spectrophotometry
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การตรวจเอก ลัักษณ์์และหาปริิมาณสารกำจััดวััชพืืชชนิิด atrazine และ diuron ในอาหารใน

กระเพาะด้้วยวิิธีี Thin Layer Chromatography และ UV-Vis Spectrophotometry

อนุุสรณ์์ อยู่่�เย็็น* ณััฐกร ราชบุุตร

บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: atrazine (ATZ) และ diuron (DIU) เป็็นสารกำจััดวััชพืืชที่่�ใช้้กัันอย่่างแพร่่หลายทั่่�วโลก  

เพื่่�อควบคุุมวััชพืืชและป้้องกัันความเสีียหายต่่อผลผลิิตทางการเกษตร การใช้้ในปริิมาณสููงทำให้้เกิิดปััญหาส่่งผลกระทบ 

ต่่อสััตว์์และสิ่่�งแวดล้้อม การศึึกษาครั้้�งนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาและทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี  Thin Layer 

Chromatography  และ UV-Vis Spectrophotometry สำหรัับตรวจหาเอกลัักษณ์์และปริิมาณ ATZ และ DIU ในอาหาร

ในกระเพาะ     

	วิ ิธีีการ: ทดสอบหาสภาวะที่่�เหมาะสม แล้้วนำไปใช้้ในขั้้�นตอนการทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีตรวจหาเอกลัักษณ์์ 

และปริิมาณ ATZ และ DIU โดยใช้้เทคนิิค QuEChERS ที่่�ดััดแปลงมาใช้้สำหรัับสกััดตััวอย่่างอาหารในกระเพาะ     

	 ผลการศึกึษา: สำหรัับวิธิี ีTLC สภาวะที่่�เหมาะสมคืือใช้ ้TLC silica gel 60 F
254

 เฟสเคลื่่�อนที่่� chloroform : acetone 

(7:3) และน้้ำยาพ่่น o-TKI ให้้ spot สีีเทาดำหรืือสีีเขีียวขึ้้�นอยู่่�กัับความเข้้มข้้นของสารมาตรฐาน โดยมีีค่่า Rf ของ ATZ และ 

DIU เท่่ากัับ 0.58 และ 0.52 ตามลำดัับ ความสามารถในการทวนซ้้ำมีีค่่า CV อยู่่�ในช่่วง 0.0-3.8% ความจำเพาะเจาะจง 

พบว่่าไม่่มีี spot จาก matrix รบกวน ความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถตรวจวิิเคราะห์์ได้้ (LOD) ของวิิธีี TLC ของ ATZ และ 

DIU มีีค่่าเท่่ากัับ 0.02 µg/g และ 0.04 µg/g ตามลำดัับ สำหรัับวิิธีี UV-Vis Spectrophotometry พบว่่า ATZ และ DIU 

มีีความเป็น็เส้้นตรงอยู่่�ในช่่วง 0.10–4.01 µg/ml และ 0.50-20.13 µg/ml โดยมีีค่่าสัมัประสิิทธิ์์�สหสัมัพันัธ์ ์(r) เท่่ากัับ 0.997 

และ 0.999 ตามลำดัับ ค่่า LOD และค่่า LOQ ของ ATZ และ DIU มีีค่่าเท่่ากัับ 0.10 µg/ml และ 0.50 µg/ml กัับ 0.10 

µg/ml และ 0.63 µg/ml ตามลำดัับ ผลการทดสอบความแม่่นของวิิธีี พบว่่ามีีค่่า %Recovery ของ ATZ และ DIU อยู่่�ใน

ช่่วงร้้อยละ 71-101 และ 74-105 เกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้อยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 70-120 ส่่วนความเที่่�ยงพบว่่า ค่่า HORRAT อยู่่�ใน

ช่่วง 0.82-1.12 และ 0.47-1.11 เกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้น้้อยกว่่า 2 ตามลำดัับ

	 สรุุป: วิิธีี TLC และ UV-Vis Spectrophotometry ที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้� สามารถใช้้ตรวจหาเอกลัักษณ์์และปริิมาณสาร

กำจััดวััชพืืชชนิิด ATZ และ DIU ในตัวอย่่างอาหารในกระเพาะได้้อย่่างถููกต้้องและแม่่นยํํา เหมาะสมในการนำมาใช้้ใน 

ห้้องปฏิิบััติิการพิิษวิิทยา เพื่่�อการตรวจชัันสููตรโรค หาสาเหตุุการป่่วยตายของสััตว์์ท่ี่�อาจได้้รัับพิิษจากสารกำจััดวััชพืืชทั้้�ง 

สองชนิิดนี้้�ได้้ 

คำสำคััญ: atrazine diuron อาหารในกระเพาะ Thin Layer Chromatography UV-Vis Spectrophotometry
สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ กรมปศุุสััตว์์ 50/2 ถนนพหลโยธิิน แขวงลาดยาว เขตจตุุจัักร กรุุงเทพฯ 10900
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บทนำ

	 Atrazine (ATZ) และ diuron (DIU) เป็น็สารกำจัดั

ศััตรููพืืชและสััตว์์ (pesticides) ประเภทสารกำจััดวััชพืืช 

(herbicides) ที่่�ใช้้กัันอย่่างแพร่่หลายทั่่�วโลก เพื่่�อควบคุุม

วััชพืืชและป้้องกัันความเสีียหายต่่อผลผลิิตทางการเกษตร

ในพื้้�นที่่�เพาะปลููก ซึ่่�งประเทศไทยมีีการนำเข้้าสารทั้้�งสอง

ชนิิดดัังกล่่าวตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2561-2565 ในปริิมาณสููงและ

จััดอยู่่�ใน 10 ลำดัับแรกตามข้้อมููลการนำเข้้าวััตถุุอัันตราย

โดยสำนัักควบคุมพืืชและวััสดุุการเกษตร (2566) 

ATZ หรืือ 2-chloro-4-ethylamino-6-isopropylamino-

striazine; C
8
H

14
ClN

5
 เป็็นสารกำจััดวััชพืืชในกลุ่่�ม 

Triazines โดย ATZ ใช้้สำหรัับกำจััดวััชพืืชในไร่่อ้อย 

สัับปะรด และข้้าวโพด ออกฤทธิ์์�กำจััดได้้ทั้้�งวััชพืืชใบแคบ 

เช่่น หญ้้านกสีีชมพูู หญ้้าอกขาว หญ้้าตีีนกา เป็็นต้้น และ

วััชพืืชใบกว้้าง เช่่น ผัักโขม ผัักโขมหิิน เป็็นต้้น สามารถใช้้

งานได้้ทั้้�งก่่อนและหลัังวััชพืืชงอก (ปภัสรา และคณะ, 

2564) การใช้้ในปริิมาณสููงทำให้้เกิิดการตกค้้างอยู่่�ใน 

สิ่่�งแวดล้้อม ถููกจััดเป็็นสารมลพิิษที่่�สำคััญ เพราะเป็็นสาร

รบกวนการทำงานของต่่อมไร้้ท่่อ (endocrine disruptor) 

และพบว่่า ATZ เป็น็สาเหตุุที่่�ทำให้้ตับั ไต และหััวใจในสัตัว์์

และมนุุษย์์เกิิดความเสีียหาย และในหนููเพศเมีียมีีความ

เสี่่�ยงเพิ่่�มขึ้้�นในการพััฒนาเป็็นเนื้้�องอกในเต้้านม (Pathak 

and Dikshit, 2011) ATZ เป็็นพิิษต่่อคนและสััตว์์ โดยใน

สััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยน้้ำนม เมื่่�อกิิน ATZ เข้้าไปในปริิมาณมาก 

จะเกิิดอาการคลื่่�นไส้้ อาเจีียน ท้้องร่่วง กล้้ามเนื้้�อล้้า และ

น้้ำลายฟููมปาก โดยการเกิิดพิิษในโคจากการกิินจะพบ

อาการทางคลิินิกิ ได้้แก่่ อุณุหภููมิร่่างกายสููงกว่่าปกติิ ชีีพจร

และอััตราการหายใจสููงขึ้้�น เดิินเซ ปวดเบ่่ง เบื่่�ออาหาร  

ข้้อแข็็ง กล้้ามเนื้้�อหลัังกระตุุก น้้ำลายไหล และตาย และ

พบรอยโรค ได้้แก่่ หลอดเลืือดดำของไต ปอด ตัับขยายตััว 

ต่่อมหมวกไตขยายใหญ่่ มีีเลืือดออกในกล้้ามเนื้้�อลาย  

ต่่อมไทมััส ต่่อมไทรอยด์์ และหััวใจ (Props et al., 2021) 

สััตว์์เคี้้�ยวเอื้้�องมีีความไวต่่อการเกิิดพิิษเฉีียบพลันมากกว่่า

สััตว์์ฟัันแทะ หากโค กระบืือ และแกะ ได้้รัับ ATZ ขนาด 

250 mg/kg จำนวน 2 ครั้้�ง สามารถทำให้้ตายได้้ และมีี

รายงานการศึึกษาความเป็็นพิษเฉีียบพลันโดยการให้้ทาง

ปากในสััตว์์ฟัันแทะชนิิดต่่าง ๆ พบว่่ามีีค่่า LD
50
 อยู่่�ในช่่วง 

1700-4000 mg/kg (IPCS, 1990) 

	 DIU หรืือ 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-

dimethylurea; C
9
H

10
Cl

2
N

2
O เป็็นสารกำจัดัวัชัพืชืในกลุ่่�ม 

Phenylurea โดย DIU ใช้้สำหรัับกำจััดวััชพืืชในไร่่อ้อย 

สัับปะรด และมัันสำปะหลััง ออกฤทธิ์์�กำจััดได้้ทั้้�งวััชพืืช 

ใบแคบ เช่่น หญ้้าตีีนนก หญ้้าตีีนกา หญ้้านกสีีชมพูู เป็น็ต้น 

และวััชพืืชใบกว้้าง เช่่น ผัักเบี้้�ยหิิน ผัักเสี้้�ยนผีี เป็็นต้น 

สามารถใช้้งานได้้ทั้้�งก่่อนและหลัังวััชพืืชงอก (พงศกร และ

ดาวจรััส, 2560) ขนาดของ DIU 50 mg/kg จำนวน 10 

ครั้้�ง ทำให้้โค กระบืือ แกะ และสััตว์์ปีีกที่่�ได้้รัับแล้้วเกิิด

อาการพิิษ โดยสััตว์์จะมีีอาการเบื่่�ออาหาร ท้้องเดิิน ซึึม 

อ่่อนเพลีีย ไม่่มีีแรง และพบรอยโรค ได้แ้ก่่ เกิดิการบวมของ

ปอด ตัับ ม้้าม และเยื่่�อหุ้้�มสมอง (มาลิินีี, 2523) ค่่า LD
50
 

(oral rats) ของ DIU เท่่ากัับ 1017 mg/kg (NCBI, 2024)

การตรวจวิิเคราะห์์ ATZ และ DIU สามารถตรวจได้้ใน

ตััวอย่่างทั้้�งทางสิ่่�งแวดล้้อม (น้้ำและดิิน) และในตัวอย่่าง 

ชีีววััตถุุ (อาหารในกระเพาะ ม้้าม ตัับ ไต) โดยใช้้วิิธีี Thin 

Layer Chromatography (TLC) (Pawar et al., 2018) 

ซึ่่�งเป็็นการตรวจหาเอกลัักษณ์์หรืือเป็็นการตรวจวิเคราะห์์

เชิิงคุุณภาพ ใช้้สำหรัับการตรวจคััดกรองเบื้้�องต้้น 

(screening test) ส่่วนการตรวจวิิเคราะห์์เพื่่�อยืืนยััน 

(confirmation test) หรืือหาปริิมาณ ATZ และ DIU นั้้�น 

สามารถตรวจได้้หลายวิธี ีเช่่น High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) (Shah et al., 2011) Gas 

chromatography–mass spectrometry (GC-MS) 

(Props et al., 2021) Liquid Chromatography  

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)  

(Blanchoud et al., 2020) เป็็นต้้น แต่่วิิธีีหาปริิมาณ 

ดังักล่่าวมีีขั้้�นตอนที่่�ซับัซ้อ้น ต้อ้งอาศัยัอุปุกรณ์ท์ี่่�มีีราคาแพง 

การบำรุุงรัักษาเครื่่�องมืือมีีค่่าใช้้จ่่ายสููง ตลอดจนผู้้�ตรวจ

วิเิคราะห์ต์้อ้งมีีความรู้้�ความชำนาญในการใช้เ้ครื่่�อง ส่่วนวิธิีี 

UV-Vis Spectrophotometry เป็็นเทคนิิคการตรวจ

วิิเคราะห์์เชิิงปริิมาณ ซึ่่�งสามารถทำได้้ง่่ายและประหยััด 

ค่่าใช้้จ่่ายกว่่าการตรวจหาปริิมาณ ATZ และ DIU ด้้วยวิิธีี

อื่่�น ๆ จากรายงานการศึึกษาท่ี่�ผ่่านมาท่ี่�ตรวจพบ ATZ  

ในตััวอย่่างท่ี่�ได้้จากสััตว์์ป่่วยตายจากการกิินสารกำจััด

วััชพืืชนี้้�เข้้าไป เช่่น Jowett et al. (1986) ตรวจพบ ATZ 

ในตัวัอย่่างอาหารในกระเพาะโค 12300 mg/kg ตับั 75-79 

mg/kg และไต 53-67 mg/kg ซึ่่�งจะพบว่่า ATZ ตกค้้างใน

ตััวอย่่างอาหารในกระเพาะโคมากที่่�สุุด นอกจากนี้้� Props 
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et al. (2021) ตรวจพบ ATZ ในตััวอย่่างอาหารใน 

กระเพาะโคและตัับ ด้้วยวิิธีี GC-MS แต่่ไม่่ได้้ตรวจหา

ปริิมาณ เป็็นต้้น จะเห็็นว่่าเมื่่�อสััตว์์เสีียชีีวิตจากการได้้รัับ

สารพิิษ มักัพบสารพิิษตกค้้างในกระเพาะอาหาร เนื่่�องจาก

กระเพาะอาหารเป็็นที่่�แรกที่่�สารพิิษเข้้าสู่่�ร่่างกายผ่่าน 

การกิินอาหารหรืือดื่่�มน้้ำ สารพิิษที่่�ยัังไม่่ถููกดููดซึึมเข้้าสู่่�

กระแสเลืือดจะคงอยู่่�ในกระเพาะอาหาร ทำให้้สามารถ

ตรวจพบได้้หลัังการเสีียชีีวิต ดังันั้้�นเพื่่�อเป็น็การเตรีียมความ

พร้้อมและเพิ่่�มศัักยภาพห้องปฏิิบััติิการพิิษวิิทยา ในการ

รองรัับความต้้องการการตรวจชันสููตรโรคหาสาเหตุุ 

การป่่วยตายของสััตว์์ที่่�อาจได้้รัับพิิษจากสารกำจััดวััชพืืช 

ดัังกล่่าวที่่�มีีการใช้้ในปริิมาณสููงแล้้วตกค้้างในสิ่่�งแวดล้้อม

และพืชือาหารสััตว์์ หรืืออาจได้้รับัจากการวางยา การศึึกษา

ครั้้�งนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาและทดสอบความถููกต้้อง

ของวิิธีี (method validation) TLC และ UV-Vis 

Spectrophotometry ตรวจหาเอกลัักษณ์์และปริมาณ 

สารกำจััดวััชพืืชชนิิด ATZ และ DIU ในตััวอย่่างอาหารใน

กระเพาะ เพื่่�อให้้ได้้วิิธีีวิิเคราะห์์ที่่�มีีความถููกต้้อง แม่่นยำ 

รายงานผลวิิเคราะห์์มีีความน่่าเชื่่�อถืือ และห้้องปฏิิบััติิ

การนำไปใช้้ปฏิิบััติิได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

	 เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้้าความละเอีียดทศนิิยมสองตำแหน่่ง 

(Sartorius BP 3100S, Germany) และทศนิยิมสี่่�ตำแหน่่ง 

(Sartorius BP 221S, Germany), Vortex mixer Genie 

2 G560E (Scientific Industries, USA.), High speed 

refrigerated centrifuge 6500 (Kubota, Japan),  Water 

bath W-350 (Memmert, Germany), Nitrogen 

evaporator XcelVap (Horizon Technology, USA.), 

Fume hood WZ-1500GP (WiZard, Thailand), UV 

cabinet MinUVIS (Desaga, Germany), TLC silica gel 

60 F
254

 glass plates 10x20 cm and 20x20 cm  

(Sigma-Aldrich, Germany), Disposable micropipettes 

intraMARK ขนาด 5 µL (BLAUBRAND®, Germany), 

TLC developing tank (Sigma-Aldrich, Germany), 

Supelclean™ ENVI-Carb SPE Tube (Supelco, USA.), 

UV-Vis Spectrophotometer Specord 210 PLUS 

(Analytik Jena, Germany)  

สารเคมีีและสารมาตรฐาน

	 สารเคมีี: chloroform (ACS grade, Merck, 

Germany), acetone (Pesticide grade, RCI Labscan, 

Thailand), acetonitrile (Pesticide grade, RCI 

Labscan, Thailand), methanol (AR grade, RCI 

Labscan, Thailand), s (Ultra RESI-ANALYZED™ 

reagent grade, J.T. Baker, USA.), o-tolidine  

(Sigma-Aldrich, Germany), benzidine (Fluka AG, 

Switzerland), potassium iodide (Merck, Germany), 

primary secondary amine; PSA (Supelco, USA.), 

p-aminoacetophenone (TCI, Japan), และ DI water 

(Type II มีีค�า resistivity > 18 mΩ.cm) ส่่วนสารเคมีี 

อื่่�น ๆ เป็็นชนิิด AR grade ของ Merck, Germany และ 

J.T. Baker, USA.

	 สารมาตรฐาน: Certified reference standard 

ATZ และ DIU เป็็นผลิิตภััณฑ์์ของ Dr. Ehrenstorfer 

GmbH, Germany ความบริสุุทธิ์์�ร้อยละ 99.37 และ 

98.70, Lot number G1084826 และ G1078248  

ตามลำดัับ 

วิิธีีเตรีียมสารละลายมาตรฐาน

	 เตรีียมสารละลายมาตรฐาน ATZ เพื่่�อเป็็น stock 

solution โดยชั่่�ง ATZ 0.0100 g ลงในขวดวััดปริมาตร

ขนาด 10 ml ละลายด้้วย acetone ปรัับปริิมาตรจนครบ 

ผสมให้้เข้้ากััน จะได้้สารละลายมาตรฐาน ATZ ความ 

เข้้มข้้น 993.70 µg/ml

	 เตรีียมสารละลายมาตรฐาน DIU เพื่่�อเป็็น stock 

solution โดยชั่่�ง DIU 0.0102 g ลงในขวดวัดัปริมิาตรขนาด 

10 ml ละลายด้้วย acetone ปรัับปริิมาตรจนครบ ผสม

ให้้เข้้ากััน จะได้้สารละลายมาตรฐาน DIU ความเข้้มข้้น 

1006.74 µg/ml

วิิธีีเตรีียมน้้ำยาเคมีี 

	 1) น้้ำยาพ่่น (spray reagent) ชนิิด o-tolidine + 

potassium iodide [o-TKI] เตรีียมปริิมาตร 500 ml 
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เตรีียมจาก o-tolidine 0.5 g ละลายด้้วย acetic acid  

10 ml และ potassium iodide (KI) 2 g ละลายด้้วย  

DI water 10 ml ผสมให้้เข้้ากััน แล้้วปรัับปริิมาตรให้้ครบ

ด้้วย DI water

	 2)	spray reagent ชนิิด Vidict’s reagent โดย

เตรีียมสารละลาย (ก) benzidine อิ่่�มตััวใน 2% acetic 

acid ด้้วยการปิิเปต glacial acetic acid 10 ml ลงใน 

ขวดวัดัปริมาตรขนาด 500 ml ปรับัด้ว้ย DI water จนครบ

ปริิมาตร จากนั้้�นตวงมา 350 ml ลงใน beaker แล้้ว 

ค่่อย ๆ เติิม benzidine ลงไป ผสมให้้เข้้ากััน จนกว่่า 

benzidine ไม่่สามารถละลายต่่อไปได้้อีีก นำไปเก็็บไว้้ใน

ที่่�มืดืค้า้งคืนื จากนั้้�นเตรีียมสารละลาย (ข) 1% potassium 

iodide โดยชั่่�ง KI 2 g ลงในขวดวััดปริิมาตรขนาด 200 ml 

ละลายและปรัับด้้วย DI water จนครบปริิมาตร แล้้วนำ 

(ก) 350 ml และ (ข) 150 ml ผสมกัันใน beaker ใส่่ใน

ขวดสีีชา เก็็บในตู้้�เย็็น (4-8 oC)

	 3)	ก๊๊าซคลอรีีน [ Cl
2
(g) ] ชั่่�ง potassium 

permanganate (KMnO
4
) 1 g ลงใน beaker ขนาด  

100 ml เติิมกรด concentrated hydrochloric  

(conc. HCl) 10 ml นำไปวางใน TLC developing tank 

ปิิดฝา tank ตั้้�งทิ้้�งไว้้ประมาณ 10 นาทีี เพื่่�อให้้ Cl
2
  

ที่่�เกิิดขึ้้�นอิ่่�มตััวทั่่�ว tank ก่่อนอบ TLC plate

	 4)	สารละลาย 1% p-aminoacetophenone 

(PAAP) ใน 20% HCl ชั่่�ง PAAP 1 g ลงในขวดวััดปริิมาตร

ขนาด 100 ml ละลายและปรัับด้้วย 20% HCl จนครบ

ปริิมาตร

	 5)	pyridine reagent โดยปิิเปต pyridine 18 ml 

และ DI water 12 ml ลงใน beaker ผสมให้้เข้้ากััน  

ปิิ เปต conc. HCl ลงไป 3 ml ผสมให้้ เข้้ ากััน

การศึึกษานี้้� ใ ช้้อาหารในกระเพาะโคที่่�ตรวจด้วยวิธีี  

TLC แล้้วไม่่พบ ATZ และ DIU เป็็นตัวแทนอาหารใน

กระเพาะสััตว์์ สำหรัับใช้้เป็็น sample blank เพื่่�อนำมา

เตรีียม spiked sample โดยการ เติิมสารมาตรฐาน ATZ 

และ DIU จาก stock standard solution ลงไปใน 

sample blank ให้้ได้้ตามความเข้้มข้้นที่่�ต้้องการ แล้้วนำ

ไปใช้้ในขั้้�นตอนของการทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี

วิิธีีสกััดตััวอย่่าง

	 สกััดตััวอย่่างด้้วยเทคนิิค QuEChERS (Quick, 

Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) ซึ่่�งดัดัแปลง

วิิธีีจาก Anastassiades and Lehotay (2003) โดยชั่่�ง

ตัวัอย่่างอาหารในกระเพาะโค 5 g  ใส่่ใน centrifuge tube 

ขนาด 50 ml เติิม acetonitrile 10 ml ผสมด้้วยเครื่่�อง 

vortex 1 นาทีี แล้้วเติมิ Magnesium sulfate anhydrous 

(MgSO
4
) 4 g และ Sodium chloride (NaCl) 1 g ผสม

ด้้วยเครื่่�อง vortex 1 นาทีี นำไป centrifuge ที่่�ความเร็็ว 

5,000 rpm อุุณหภููมิิ 15 ºC นาน 5 นาทีี ปิิเปตส่่วนใส

ทั้้�งหมดลงใน centrifuge tube แก้้วขนาด 15 ml สกััด

ตััวอย่่างซ้้ำโดยเติิม acetonitrile 5 ml ผสมด้้วยเครื่่�อง 

vortex 1 นาทีี นำไป centrifuge ที่่�ความเร็็ว 5,000 rpm 

อุุณหภููมิิ 15 ºC นาน 5 นาทีี pool ส่่วนใสที่่�ได้้กัับการสกััด

ครั้้�งแรก นำไประเหยด้้วย Nitrogen evaporator ที่่�

อุุณหภููมิิ  40 ºC ให้้ เหลืือ  1 ml แล้้วปิิ เปตใส่่ 

microcentrifuge tube ที่่�บรรจุุ PSA 25 mg กัับ MgSO
4
 

150 mg ผสมด้้วยเครื่่�อง vortex 30 วิินาทีี นำไป 

centrifuge ที่่�ความเร็็ว 6,000 rpm อุุณหภููมิิ 10 ºC  

นาน 3 นาทีี ปิิเปตส่่วนใสทั้้�งหมดใส่่ในหลอดแก้้วก้้นแหลม 

ระเหยแห้้งด้้วย Nitrogen evaporator ที่่�อุุณหภููมิิ 40 ºC 

แล้้วละลาย residue ด้้วย acetone 1 ml เก็็บใส่่ vial  

นำไปตรวจหาเอกลัักษณ์์ของ ATZ และ DIU ด้้วยวิิธีี TLC 

และหาปริิมาณด้้วยวิิธีี UV-Vis Spectrophotometry 

การตรวจเอกลัักษณ์์ ATZ และ DIU ด้้วยวิิธีี TLC 

ดัดัแปลงจากวิธิีขีอง IAEA (2005) และ Afful et al. (2009)

	 ศึึกษาสภาวะที่่�เหมาะสม

	ท ดสอบหาเฟสเคลื่่�อนท่ี่� (mobile phase) ที่่�เหมาะ

สมในการตรวจเอกลัักษณ์์ ATZ และ DIU โดยใช้้หลอด 

capil lary  หรืือ disposable micropipette  

แบบมีีสเกล ขนาด 5 µL ปิเิปต stock standard solution 

ATZ และ DIU ชนิิดละ 1, 5 และ 10 µL ซึ่่�งมีีค่่าเท่่ากัับ 1, 

5 และ 10 µg หยดลงบน TLC plate ขนาด 10x20 cm 

จำนวน 2 แผ่่น โดยนำแผ่่นที่่� 1 ไปจุ่่�มแช่่ใน TLC 

developing tank ที่่�มีี mobile phase system 1 เป็็น 

Hexane : acetone (4:1) และนำแผ่่นที่่� 2 ไปจุ่่�มแช่่ใน 

mobile phase system 2 เป็็น chloroform : acetone 
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(7:3) บัันทึึกอุุณหภููมิิห้้องและระยะเวลาที่่�สารใช้้ในการ

เคลื่่�อนบน TLC plate จากจุุดที่่� spot สารหรืือจุุดตั้้�งต้้น 

(origin) ไปจนถึึงจุุดสิ้้�นสุุด (solvent front) เมื่่�อถึึง front 

นำแผ่่น TLC ออกจาก tank วางทิ้้�งไว้้ใน fume hood ให้้ 

organic solvents ระเหย จากนั้้�นนำ TLC plates ไปวาง

ในตู้้� UV cabinet เพื่่�อส่่องดูู spot ภายใต้้แสง UV ท่ี่�

ความยาวคลื่่�น 254 nm สัังเกตการดููดกลืืนแสงและการ

แยกของสารมาตรฐาน แล้้วทดสอบการติิดสีีของสาร

มาตรฐาน ATZ และ DIU บน TLC plates ทั้้�ง 2 แผ่่นข้้าง

ต้้น โดยนำ TLC plates ไปอบก๊๊าซ Cl
2
 นาน 1 นาทีี แล้้ว

ไล่่ก๊๊าซ Cl
2
 ที่่�เกิินออก โดยใช้้ blower เป่่าลมร้้อนสลัับ 

ลมเย็็น ไล่่ให้้ทั่่�วทั้้�งแผ่่น ประมาณ 5 นาทีี จากนั้้�น 1 แผ่่น  

พ่่นทัับด้้วย spray reagent o-TKI และอีีก 1 แผ่่น พ่่นทัับ

ด้้วย Vidict’s reagents สัังเกตการติิดสีีของ spot ของ

สารมาตรฐาน ATZ และ DIU (Visualization o f spots) 

จากการทำปฏิิกิิริิยากับน้้ำยาเคมีีทั้้�งสองชนิิด และหาค่่า 

Retention Factor (Rf) จากสููตรดัังนี้้� 

Rf =

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่จากจุดตั้งต้น

ระยะทางที่ตัวทำ�ละลายเคลื่อนที่จากจุดตั้งต้นไปถึงจุดสิ้นสุด

	 ทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี TLC โดยทำตาม 

EURACHEM (2014) ดัังนี้้�

	ขีี ดจำกััดของการตรวจพบ (Limit of detection: 

LOD) ของสารละลายมาตรฐาน โดย หยด stock standard 

solution ATZ และ DIU ชนิิดละ 0.5, 1, 2, 3, 4, และ  

5 µL  ลงบนแผ่่น TLC ขนาด 20x20 cm จำนวน 2 แผ่่น 

นำไปทดสอบตามสภาวะเหมาะสมที่่�หาได้้ ถ้้าผลการ

ทดสอบพบว่่า spot ของสารมาตรฐานที่่�ระดัับต่่ำสุุด  

(0.5 µL) ยังัคงติดิสีี ให้เ้จือืจาง stock standard solution 

ของสารมาตรฐาน ATZ และ DIU ด้ว้ย acetone ให้้มีีความ

เข้้มข้้นต่่ำลง นำมาทดสอบอีีกครั้้�งตามขั้้�นตอน แล้้วตััดสิิน

จุุดสุุดท้้ายที่่� spot ของสารมาตรฐานติิดสีีด้้วยสายตา 

กำหนดเป็็นค่่ า  LOD ของสารละลายมาตรฐาน 

ความสามารถในการทวนซ้้ำ (repeatability) ของ

สารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU ด้้วยการหยด

สารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU ท่ี่�ทราบค่่า LOD  

แล้้ว ลงบนแผ่่น TLC ชนิิดละ 3 ซ้้ำ จำนวน 12 plates 

แบ่่งเป็็น 2 ชุุด ชุุดที่่� 1 จำนวน 6 plates ใช้้ Hexane : 

acetone (4:1) โดย plate 1-3 spray ด้้วย Vidict’s 

reagent และ plate 4-6 spray ด้้วย o-TKI reagent ชุุด

ที่่� 2 จำนวน 6 plates ใช้้ chloroform : acetone (7:3) 

โดย plate 7-9 spray ด้้วย Vidict’s reagent และ plate 

10-12 spray ด้้วย o-TKI  จากนั้้�นคำนวณหาค่่าเฉลี่่�ย (x) 

และค่่าเบ่ี่�ยงเบนมาตรฐาน (SD) และค่่าสััมประสิิทธิ์์�ของ

การแปรผััน (Coefficient of Variation, CV) ของค่่า Rf 

ของทั้้�งสองสารมาตรฐาน

	 ความจำเพาะเจาะจง (specificity) ของวิิธีีโดย

วิิเคราะห์์ blank (DI water), matrix blank (อาหารใน

กระเพาะโค 3 ตััวอย่่าง), spiked matrix blank (อาหาร

ในกระเพาะโคที่่�ตรวจด้้วยวิิธีี TLC แล้้วไม่่พบ ATZ และ 

DIU นำมา spiked สารมาตรฐาน ATZ และ DIU ให้้ได้้

ความเข้้มข้้น 39.75 และ 40.25 µg/g ซึ่่�งค่่าที่่�เตรีียมนี้้�มีีค่่า

ต่่ำกว่่า LD
50
 และเตรีียมตาม Afful et al., 2007) นำไป

สกััดด้้วยเทคนิิค QuEChERS แล้้วนำมาวิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี 

TLC โดยเปรีียบเทีียบกับสารมาตรฐาน เพื่่�อดููว่่ามีีสาร 

ปนเป้ื้�อน (impurities) สารที่่� เกิิดจากการสลายตัว 

(degradants) และ matrix ของตััวอย่่างรบกวนสารท่ี่�สนใจ

ศึึกษาหรืือไม่่

	วิ เิคราะห์ห์าค่่า LOD ของวิิธี ีโดยการเติิม (spiked) 

2 ml ของสารละลายมาตรฐาน ATZ 99.37 µg/ml และ 

DIU 100.67 µg/ml ลงใน sample blank (อาหารใน

กระเพาะโคที่่�ไม่่มีี ATZ และ DIU) 5 g จำนวน 10 หลอด 

(n=10) นำไปสกัดัด้้วยเทคนิคิ QuEChERS ปริมิาตรสุดุท้้าย

จะได้ค้วามเข้ม้ข้น้ของ ATZ และ DIU ใน spiked sample 

แต่่ละหลอดเท่่ากัับ 198.74 และ 201.34 µg/ml ตาม

ลำดัับ (39.75 และ 40.25 µg/g ตามลำดัับ) แล้้ววิิเคราะห์์

ด้้วยวิิธีี TLC ในทำนองเดีียวกัับการหาค่่า LOD ของ

สารละลายมาตรฐาน คำนวณหาค่่า LOD ของวิิธีี

วิิธีี UV-Vis Spectrophotometry 

	 1)	การตรวจหาปริิมาณสารกำจััดวััชพืืชชนิิด 

ATZ ในอาหารในกระเพาะ ดััดแปลงจากวิิธีีของ Kesari 

and Gupta (1998)

	 การ Clean up สารละลายตััวอย่่าง ด้ว้ยวิธิี ีSolid 

phase extraction (SPE) column ชนิิด Graphitized 

Non-Porous Carbon ปริิมาณ 500 mg ขนาด 6 ml 
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(Supelclean™ENVI-Carb™SPE Tube) ดัังนี้้� ต่่อ SPE 

column เข้้ากัับชุุด vacuum manifold ปรัับสภาพ  

SPE ด้้วย methanol 3 ml ตามด้้วย acetone 3 ml นำ

สารละลายตััวอย่่างที่่�สกััดได้้จากเทคนิิค QuEChERS  

100 µL ผสมกัับ acetone 900 µL ปิิเปตลงใน SPE 

column ปล่่อยให้้สารละลายหยดลงด้้วยอัตราการไหล  

1 หยดต่่อวิินาทีี แล้้ว elute ด้้วย acetone 4 ml ลงใน 

centrifuge tube แก้้วขนาด 15 ml ระเหยแห้้งด้้วย 

Nitrogen evaporator ที่่�อุุณหภููมิ 40 ºC แล้้วละลาย 

residue ด้ว้ย acetone 200 µL นำไปวิเคราะห์ห์าปริมาณ 

ATZ 

	วิ ิธีีวิิเคราะห์์ ปิิเปตสารละลายตััวอย่่าง 200 µL 

ลงใน graduated tube ขนาด 10 ml เติิม pyridine 

reagent 0.2 ml ลงในแต่่ละหลอด ปิิดฝา ผสมให้้เข้้ากััน

ด้้วย vortex นำไปแช่่ใน water bath อุุณหภููมิิประมาณ 

100 oC 15 นาทีี แล้้วตั้้�งทิ้้�งไว้้ให้้เย็็น เติิม 2 M NaOH  

1 ml และ PAAP 2 ml ตั้้�งทิ้้�งไว้้ 5 นาทีี เพื่่�อให้้เกิิดสีีอย่่าง

สมบููรณ์์ แล้้วปรัับด้้วย DI water จนครบปริิมาตร 10 ml 

ผสมให้้เข้้ากััน ทั้้�งนี้้�ทำ blank (DI water) ควบคู่่�กัันไปด้้วย 

นำไปตรวจวััดด้้วยเครื่่�อง UV-Vis Spectrophotometer 

(Analytik Jena, Germany) รุ่่�น SPECORD® 210 PLUS 

ที่่�ความยาวคลื่่�น 470 nm

	 ศึกึษาสภาวะที่่�เหมาะสม ทดสอบการทำปฏิิกิริิิยา

การเกิิดสีีของสารมาตรฐาน ATZ กัับน้้ำยาเคมีีต่่าง ๆ ใน

วิิธีีวิิเคราะห์์ (pyridine reagent, NaOH และ PAAP) โดย

การเตรีียมสารละลายมาตรฐาน ATZ ให้้มีีเนื้้�อสารอยู่่�ที่่� 

40.14 µg แล้้วทำตามวิิธีีวิิเคราะห์์ข้้างต้้น ดููสีีและลัักษณะ 

spectrum ที่่�เกิิดขึ้้�น และหาค่่าความยาวคลื่่�นสููงสุุดของ 

spectrum (λ
max

) 

	 ท ดสอบคว ามถูู ก ต้้ อ ง ขอ ง วิิ ธีี  UV - V i s 

Spectrophotometry สำหรัับหาปริิมาณ ATZ โดยทำ

ตาม ตติิย (2547) และทิิพวรรณ (2549) ดัังนี้้�

	 ความเป็น็เส้้นตรงและช่่วงการวิิเคราะห์์ (linearity 

and range) 

	 หาช่่วงการวิิเคราะห์์ (range) โดยการเตรีียม

สารละลายมาตรฐาน ATZ จาก working std. ATZ 10.04 

และ 100.36 µg/ml ใน DI water ให้้มีีความเข้้มข้้น 8 

ระดัับ โดยเติิมสารละลาย ATZ ลงใน graduated tube 

ขนาด 10 ml จำนวน 8 หลอด ให้้มีีเนื้้�อสารอยู่่�ในช่่วง  

1-60 µg (1.00, 3.01, 5.02, 10.04, 20.07, 30.11, 40.14, 

และ 60.22 µg) ดำเนิินการตามวิิธีีวิิเคราะห์์ข้้างต้้น  

ระดัับละ 1 ซ้้ำ ซึ่่�ง final volume จะได้้สารละลาย

มาตรฐาน ATZ ที่่�มีีความเข้้มข้้นอยู่่�ในช่่วง 0.10-6.02 µg/

ml นำไปตรวจวัดัด้ว้ยเครื่่�อง UV-Vis Spectrophotometer 

สร้า้งกราฟระหว่่างความเข้้มข้้นสารมาตรฐาน (แกน x) กับั

ค่่า absorbance (แกน y) พิิจารณาช่่วงที่่�เป็็นเส้้นตรง 

	 หาความเป็็นเส้้นตรง (linearity) โดยดููจากกราฟ

ของ range เลืือกช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เป็็นเส้้นตรงมา 

อย่่างน้้อย 6 ระดัับ วิิเคราะห์์ตามวิิธีีความเข้้มข้้นละ 3 ซ้้ำ 

สร้้างกราฟระหว่่างความเข้้มข้้นสารมาตรฐานท่ี่�ตรวจพบ

กัับค่่า absorbance คำนวณหาค่่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์

ของเปีียร์์สััน (Pearson’s correlation coefficient: r) 

เกณฑ์์การยอมรัับ r มากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 0.995 โดยใช้้

โปรแกรม Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 

2024)

	ขีี ดจำกััดของการตรวจพบ (LOD) สกััด spiked 

sample (ตััวอย่่างอาหารในกระเพาะที่่�เติิมสารมาตรฐาน 

ATZ) ความเข้้มข้้น 10 mg/kg นำไปสกััดด้้วยเทคนิิค 

QuEChERS จำนวน 10 ซ้้ำ ผ่่านการ clean up แล้้ว 

ทำตามวิิธีีวิิเคราะห์์ คำนวณความเข้้มข้้นเฉลี่่�ย (x) และค่่า

เบ่ี่�ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของ spiked sample แล้้วคำนวณ

หาค่่า LOD จากสููตร LOD = 3SD และหาขีีดจำกััดของ

การหาเชิิงปริิมาณหรืือความเข้้มข้้นต่่ำสุุดท่ี่�สามารถตรวจ

วิเิคราะห์์ปริมาณได้้อย่่างแม่่นยำ (Limit of quantitation, 

LOQ) จากสููตร LOQ = 10SD ความแม่่นและความเที่่�ยง 

(accuracy and precision) วิิเคราะห์์ spiked sample 

3 ระดัับ ระดัับละ 10 ซ้้ำ คำนวณหาค่่า % Recovery, % 

RSD และหาค่่า HORRAT (Horwitz’s ratio) จากสมการ

HORRAT (Horwitz’s Ratio) =

Experimental %RSD

Predicted Horwitz RSD

	ป ระเมิินความแม่่นของวิิธีกีารวิิเคราะห์์ (accuracy) 

โดยพิิจารณาจากค่่า % Recovery ให้้อยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 

70–120 (SANCO/12571/2013, 2014) ส่่วนความเที่่�ยง 

(precision) นั้้�นประเมิินจากค่่า HORRAT โดยเกณฑ์์การ

ยอมรัับ คืือ น้้อยกว่่า 2 (Horwitz and Albert, 2006) 
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	 2) การตรวจหาปริมิาณสารกำจัดัวัชัพืชืชนิดิ DIU 

ในอาหารในกระเพาะ ดััดแปลงจากวิิธีีของ Galera et al. 

(1995)

	 การ Clean up สารละลายตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีี TLC 

ดัังนี้้� Streak สารละลายตัวอย่่างที่่�สกััดได้้จากเทคนิิค 

QuEChERS 100 µL ลงบน TLC plate โดยหยดสารละลาย

มาตรฐาน DIU เทีียบด้วย นำไปจุ่่�มแช่่ใน TLC developing 

tank ที่่�มีี mobile phase เป็็น chloroform : acetone 

(7:3) เมื่่�อถึึง front นำแผ่่น TLC ออกจาก tank วางทิ้้�งไว้้

ใน fume hood ให้้ organic solvents ระเหย จากนั้้�น 

นำ TLC plates ไปส่่องภายใต้้แสง UV ในที่่�มืืด ท่ี่�

ความยาวคลื่่�น 254 nm การดููดกลืืนแสงของแถบตััวอย่่าง 

(band) ที่่�ขึ้้�นตรงกัับ spot ของสารมาตรฐาน DIU ใช้้ดิินสอ

วงรอบแถบตััวอย่่าง แล้้วขููด silica gel บริเวณที่่�วงไว้้ใส่่

หลอดทดสอบ เติิม acetone 2 ml ผสมด้ว้ย vortex mixer 

1 นาทีี  นำไป centrifuge ที่่�ความเร็็ว 3,000 rpm ปิิเปต

ส่่วนใสไประเหยแห้้งด้้วย Nitrogen evaporator  

ท่ี่� อุุณหภููมิ  40 ºC แ ล้้วละลาย res idue ด้้ วย  

acetonitrile : methanol (1:1) 1 ml 

	วิ ธีีวิิเคราะห์์ นำสารละลายตััวอย่่างจากการ  

clean up หรืือสารละลายมาตรฐาน DIU ที่่�เตรีียมได้้ไป

ตรวจวััดด้้วยเครื่่�อง UV-Vis Spectrophotometer 

(Analytik Jena, Germany) รุ่่�น SPECORD® 210 PLUS 

ที่่�ความยาวคลื่่�น 250 nm

	 ศึกึษาสภาวะที่่�เหมาะสม ทดสอบหาตัวัทำละลาย

ที่่�เหมาะสม โดยการเตรีียมสารละลายมาตรฐาน DIU  

ที่่�ความเข้้มข้้น 10.07 µg/ml ใน DI water และ 

acetonitrile : methanol (1:1)  นำไปตรวจวัดัด้้วยเครื่่�อง 

UV-Vis Spectrophotometer ที่่�ช่่วงความยาวคลื่่�น  

200-350 nm บัันทึึกค่่า λ
max 

ของ spectrum และค่่า 

absorbance ที่่�ได้้จากแต่่ละตััวทำละลาย

	 ท ดสอบคว ามถูู ก ต้้ อ ง ขอ ง วิิ ธีี  UV - V i s 

Spectrophotometry สำหรัับหาปริิมาณ DIU โดยทำ

ตาม ตติิย (2547) และทิิพวรรณ (2549) ดัังนี้้�

	 ความเป็น็เส้้นตรงและช่่วงการวิิเคราะห์์ (linearity 

and range) 

	 หาช่่วงการวิิเคราะห์์ (range) โดยการเตรีียม

สารละลายมาตรฐาน DIU จาก working std. DIU 50.34 

µg/ml ใน acetonitrile : methanol (1:1) ให้้มีีความ 

เข้้มข้้น 8 ระดัับ คืือ 0.50, 1.01, 2.01, 3.02, 4.03, 5.03, 

10.07 และ 20.13 µg/ml นำไปตรวจวัดัด้ว้ยเครื่่�อง UV-Vis 

Spectrophotometer แล้้วดำเนิินการทดสอบส่่วนที่่�เหลืือ

ในทำนองเดีียวกัันกัับการทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี 

UV-Vis Spectrophotometry สำหรัับหาปริิมาณ ATZ 

ข้้างต้้น โดยหาความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงการวิิเคราะห์์ 

LOD, LOQ, ความแม่่น และความเที่่�ยง

การนำไปประยุุกต์์ใช้้

	น ำวิิธีีที่่�ผ่่านการทดสอบความถููกต้้องแล้้ว มาใช้้ใน

การตรวจหาเอกลักัษณ์แ์ละหาปริมิาณสารกำจัดัวัชัพืชืชนิดิ 

ATZ และ DIU ในอาหารในกระเพาะโค จากตััวอย่่างที่่� 

ส่่งตรวจทางห้้องปฏิบัิัติกิารพิิษวิทิยาและชีีวเคมีี ในปี 2567 

ที่่�เก็็บไว้้ในตู้้�เย็็น -20ºC จำนวน 10 ตััวอย่่าง

ผลและวิิจารณ์์

วิิธีี TLC

	 ผลการศึึกษาหาสภาวะท่ี่�เหมาะสมพบว่่า TLC 

silica gel 60 F
254

 plate ที่่�ทดสอบกัับ mobile phase 

system ทั้้�ง 2 ระบบ system 1 [Hexane : acetone 

(4:1)] และ system 2 [chloroform : acetone (7:3)] 

สามารถแยกสารมาตรฐาน ATZ และ DIU จากกัันได้้  

โดยสัังเกตจาก TLC plate ทั้้�ง 2 แผ่่น ที่่�นำไปส่่องดููใน UV 

cabinet พบว่่า spot ของสารมาตรฐาน ATZ และ DIU ที่่� 

1, 5 และ 10 µg ดููดกลืืนแสง UV 254 nm มีีลัักษณะเป็็น 

spot กลมสีีม่่วง และอยู่่�ห่่างกััน ซึ่่�งเมื่่�อนำไปพ่่นด้้วย 

Vidict’s และ o-TKI reagent พบว่่า spot ที่่� 1 µg ติิด 

สีีเขีียว ที่่� 5 กัับ 10 µg ติิดสีีเทาดำ โดยมีีค่่าเฉลี่่�ยของค่่า 

Rf อุุณหภููมิ และเวลาที่่�ใช้้ในการทดสอบของสารทั้้�งสอง

ระบบตามตารางที่่�  1  เมื่่� อพิิจารณาข้้อมููลพบว่่ า  

chloroform : acetone (7:3) จะมีีความมีีขั้้�ว (polarity) 

สููงกว่่า Hexane : acetone (4:1) เพราะให้้ค่่า Rf ของ 

ATZ และ DIU สููงกว่่า (0.58 และ 0.52) โดยทั่่�วไป mobile 

phase ที่่�มีีประสิิทธิิภาพในการแยกสารควรให้้ค่่า Rf อยู่่�

ในช่่วง 0.3-0.7 (Tommasone, 2021) ซึ่่�ง Hexane : 

acetone (4:1) จะให้้ค่่า Rf ของ ATZ และ DIU ต่่ำกว่่า
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ช่่วงดังักล่่าว (0.27 และ 0.13)  การศึึกษานี้้�สอดคล้อ้งกับัการศึกึษา

ของ IAEA (2005) ที่่�ใช้้ TLC silica gel 60 F
254

 –Ethyl acetate 

system และตรวจวััดด้้วย o-TKI reagent มีีค่่า Rf ของ ATZ และ 

DIU เท่่ากัับ 0.64 และ 0.41 อยู่่�ในช่่วง 0.3-0.7 เช่่นกััน ซึ่่�งการที่่�

ได้้ค่่า Rf ต่่างกัันไปขึ้้�นอยู่่�กัับ ชนิิดตััวทำละลายที่่�เลืือกใช้้เป็็น 

mobile phase ชนิิดของตััวดููดซัับที่่�ใช้้เป็็น stationary phase 

เป็็นต้้น

ผลการทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี TLC 

	 เมื่่�อพ่่น plate ด้้วย Vidict’s reagent พบว่่า LOD ของ

สารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU มีีค่่าเท่่ากัับ 0.75 และ 1 µg 

ตามลำดัับ และเมื่่�อพ่่น plate ด้้วย o-TKI reagent มีีค่่า LOD 

ของสารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU เท่่ากัับ 0.25 และ 0.5 

µg ตามลำดัับ และทั้้�ง 2 spray reagents ให้้ spot สีีเทาอ่่อนหรืือ

สีีเขีียว เพราะความเข้้มข้้นเจืือจางลง แสดงให้้เห็็นว่่า o-TKI 

reagent มีีความไวมากกว่่า Vidict’s reagent เพราะสามารถ

ตรวจพบ ATZ และ DIU ได้้ในระดัับที่่�ต่่ำกว่่า

Mobile 
phase system

Spray 
reagent

Herbicide 
ที่ระดับ LOD

Plate 1 Plate 2 Plate 3

Hexane : 
acetone 

(4:1)

Rfa CV (%) Rfa CV (%) Rfa CV (%)

Vidict’s
ATZ 0.75 µg 0.29 1.7 0.27 1.8 0.30 0.0

DIU 1 µg 0.13 3.8 0.13 3.8 0.14 3.6
Plate 4 Plate 5 Plate 6

o-TKI
ATZ 0.25 µg 0.29 1.7 0.28 3.4 0.29 0.0
DIU 0.5 µg 0.13 0.0 0.13 0.0 0.13 0.0

Plate 7 Plate 8 Plate 9

chloroform : 
acetone 

(7:3)

Vidict’s
ATZ 0.25 µg 0.58 0.8 0.54 0.9 0.57 0.0
DIU 0.5 µg 0.52 0.9 0.48 0.0 0.50 0.0

Plate 10 Plate 11 Plate 12

o-TKI
ATZ 0.25 µg 0.58 0.0 0.57 0.8 0.57 0.8
DIU 0.5 µg 0.51 0.9 0.50 1.0 0.49 0.0

	 ความสามารถในการทวนซ้ำ้ (repeatability) 

ของสารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU ที่่� LOD 

พบว่่าทุุก spot ของสารละลายสารมาตรฐาน ATZ 

และ DIU ติิดสีี spray reagent ทั้้�งสองชนิิด โดยมีี

ค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Rf และค่่า CV ของสารละลาย

มาตรฐาน ATZ และ DIU ตามตารางที่่� 2 โดยค่่า CV 

ที่่�ได้้ทั้้�งหมดอยู่่�ในช่่วง 0.0-3.8% ซึ่่�งไม่่เกิิน 10% 

แสดงให้้เห็็นถึงความใกล้้เคีียงกัันของผลการ

วิิเคราะห์์ซ้้ำภายใต้้สภาวะท่ี่�กำหนด นั่่�นคืือวิิธีีที่่�

ศึึกษานี้้�มีีความเที่่�ยง สอดคล้้องกัับ IAEA (2005)  

ที่่�ได้ค้่่า CV ของสารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU 

ไม่่เกิิน 10% เช่่นกััน  

	 ความจำเพาะเจาะจง (specificity) เมื่่�อ

ทดสอบสารละลายตัวัอย่่างที่่�ได้จ้ากการสกัดั blank 

(DI water), matrix blank (sample blank), 

spiked matrix blank (spiked sample) ด้้วยวิิธีี 

TLC เทีียบกัับสารมาตรฐาน ATZ และ DIU โดยใช้้ 

system chloroform : acetone (7:3) และ o-TKI 

reagent พบว่่าไม่่มีี spot จากสารปนเปื้้�อน สารที่่�

เกิิดจากการสลายตััว หรืือ matrix ของตััวอย่่างขึ้้�น

รบกวนที่่�บริิเวณ Rf เดีียวกันกัับ spot ของสาร

มาตรฐาน ATZ และ DIU รวมถึึงสารมาตรฐาน ATZ 

และ DIU ท่ี่�เติิมลงไปใน spiked matrix blank 

สามารถแยกออกจากกัันได้้ดีี แสดงว่่าวิิธีี TLC ใน

สภาวะดัังกล่่าวมีีความจำเพาะเจาะจงหรืือมีีความ

สามารถในการจำแนก ATZ และ DIU ที่่�ต้้องการ

วิิเคราะห์์ออกจากสารอื่่�น ๆ  ได้้ (รููปที่่� 1) ซึ่่�งต่่างจาก

ที่่�ทดสอบด้้วย system Hexane : acetone (4:1) 

จะพบว่่ามีี spot จาก matrix ของตััวอย่่างขึ้้�น 

ใกล้เ้คีียงหรืือ overlap กับั spot ของสารมาตรฐาน 

ซึ่่�งอาจรบกวนการวิิเคราะห์์ (รููปท่ี่� 2) ดัังนั้้�นจึึง 

เลืือกใช้้ chloroform : acetone (7:3) ในการ 

หาค่่า LOD ของวิิธีี 

ตารางที่่� 2 Rf values ของสารกำจััดวััชพืืช ATZ และ DIU ด้้วย TLC ชนิิด silica 

gel 60 F
254

Herbicide

TLC plate 1 TLC plate 2

mobile phase system 1 mobile phase system 2
Hexane : acetone (4:1) chloroform : acetone (7:3)

x
of
Rf

อุณหภูมิ 

(ºC)

เวลา 
ที่ใช้ 

(นาที)

Vidict’s 
reagent

x
of
Rf

อุณหภูมิ 

(ºC)

เวลา
ที่ใช้ 

(นาที)

o-TKI
reagent

 ATZ (1, 5, 10 µg) 0.27

25 20

spot 
สีเทาดำ� 

หรือ 
สีเขียว

0.58

25 26

spot
สีเทาดำ�

หรือ
สีเขียว

 DIU (1, 5, 10 µg) 0.13 0.52

 x of Rf มาจากผลรวมของค่่า Rf ของ ATZ หรืือ DIU ที่่� 1, 5 และ 10 µg หาร 3

ตารางที่่� 1 แสดงผลการศึึกษาสภาวะที่่�เหมาะสมในการแยกสารกำจััดวััชพืืชชนิิด 

atrazine (ATZ) และ diuron (DIU) ด้้วยวิิธีี TLC

	 a) ค่่าเฉลี่่�ยของ Rf values ที่่�เกิิดจากการทำ 3 ซ้้ำ ใน 1 plate
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	 จากการหาค่่า LOD ของวิิธีี หรืือขีีดจำกััดของการ

ตรวจพบของ ATZ และ DIU ในอาหารในกระเพาะด้้วยวิิธีี 

TLC เมื่่�อหยดสารละลาย spiked sample No.1-10 

(n=10) ปริมิาตร 1 µL/lane บน TLC plate แล้้ววิเิคราะห์์

ด้้วย chloroform : acetone (7:3) – o-TKI reagent 

พบว่่ามีีค่่าเฉลี่่�ย ATZ และ DIU เท่่ากัับ 0.04 µg/g ทั้้�งสอง

สารแต่่ spot ของ ATZ ยัังติิดสีีเข้้มอยู่่� (รููปที่่� 3) จึึงเจืือจาง

สารละลาย spiked sample No.1-10 ลงอีีก 5 เท่่า แล้้ว

วิิเคราะห์์ด้้วย TLC อีีกครั้้�ง พบ spot ของสารมาตรฐาน 

ATZ ติิดสีีเขีียวจาง ๆ และมองเห็็นด้วยสายตาทั้้�ง 10 

รููปที่่� 1 TLC Chromatogram แสดงความจำเพาะเจาะจงของ ATZ  
และ DIU ในตััวอย่่างอาหารในกระเพาะโค (content No.1-3 ที่่� 1, 5 
และ 10 µL) ด้ว้ย system chloroform : acetone (7:3)- o-TKI reagent 
โดย A และ B เป็็นบริิเวณที่่�เกิิด spot ของ matrix ในตััวอย่่าง

รููปที่่� 2 TLC Chromatogram จากการศึึกษาความจำเพาะเจาะจงใน
ตััวอย่่างอาหารในกระเพาะโคจำนวน 3 ตััวอย่่าง (content No.1-3 ที่่� 1, 
5 และ 10 µL) ด้้วย system Hexane : acetone (4:1) และ o-TKI 
reagent โดย A-E เป็็นบริิเวณที่่�เกิิด spot ของ matrix ในตััวอย่่าง

ตัวัอย่่าง มีีค่่าเฉลี่�ยเท่่ากับั 0.02 µg/g และไม่่พบ spot DIU 

เกิิดขึ้้�น ดัังนั้้�น LOD ของวิิธีีของการตรวจพบ ATZ และ 

DIU ในอาหารในกระเพาะ มีีค่่าเท่่ากัับ 0.02 µg/g และ 

0.04 µg/g ตามลำดับั ซึ่่�งมีีค่่าสอดคล้อ้งกับัที่่�พบในรายงาน

การศึึกษาก่่อนหน้้าในเรื่่�องของค่่า LOD ของ ATZ ที่่�

สามารถตรวจพบได้้ในระดัับท่ี่�ต่่ำกว่่าหรืือมีีความไวมากกว่่า 

DIU ถึึงแม้้จะมีี matrix ของตััวอย่่างที่่�แตกต่่างกััน เช่่น  

การศึกึษาของ Tiryaki and Aysal (2005) ที่่�พบ LOD ของ 

ATZ และ DIU ในตัวอย่่างสารสกััดจากข้้าวสาลีี มีีค่่าเท่่ากัับ 

1.25 µg/g และ 1.5 µg/g ตามลำดัับ และการศึึกษาของ 

Afful et al. (2009) ที่่�พบค่่า LOD ของ ATZ และ DIU 

ในตััวอย่่างดิิน เท่่ากัับ 0.008 µg/g และ 0.159 µg/g ตาม

ลำดัับ ซึ่่�งทั้้�งสองรายงานดัังกล่่าวศึึกษาด้้วยวิิธีี TLC และ

ตรวจวััดด้้วย o-TKI reagent ชนิิดเดีียวกัันกัับที่่�ใช้้ในการ

ศึึกษานี้้�  

วิิธีี UV-Vis Spectrophotometry 

	 การศึึกษาสภาวะที่่�เหมาะสมของสารมาตรฐาน 

ATZ และ DIU

	 สภาวะที่่�เหมาะสมของสารมาตรฐาน ATZ ที่่�ความ

เข้้มข้้น 4.01 µg/ml พบว่่าสามารถเกิิดสารละลายใสสีีส้้ม 

โดยมีี spectrum, λ
max

 = 470 nm และ absorbance = 

0.73 ตามรููปที่่� 4 (A) แสดงว่่า ATZ สามารถทำปฏิิกิิริิยา

รููปที่่� 3 TLC Chromatogram ของการหาค่่า LOD ของวิิธีี ด้้วยการทำ 
spiked sample (n=10) โดยหยดสารละลายspiked sample No.1-10 
ปริิมาตร 1 µL/lane บน TLC plate เรีียงตามลำดัับ โดยใช้้ system 
chloroform : acetone (7:3) และพ่่นด้้วย o-TKI reagent  



11
สัตวแพทยสาร ปีที่ 75 เล่มที่ 2

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

กับั PAAP ในสภาวะที่่�ทำการทดสอบเกิดิเป็น็สารประกอบ

ที่่�ให้้สารละลายมีีสีีส้้ม สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Kesari 

and Gupta (1998) แต่่แตกต่่างจากการศึึกษาของ (Zhang 

and Pan (2011) ที่่�มีี spectrum, λ
max

 = 466 nm ซึ่่�งมีี

ค่่าต่่างกัันถึง 4 nm อาจเป็็นเพราะในขั้้�นตอนของวิิธีี

วิิเคราะห์์ของ Shang and Pan (2011) มีีการเติิม

ส า รละล าย เ คมีี ที่่� แ ตกต่่ า ง กัั น อยู่่� ห นึ่่� ง ชนิิ ด  คืื อ 

cetyltrimethyl ammonium bromide (CTMAB) จึึง

ทำให้ค้่่า λ
max

 ที่่�ได้ ้shift ไปตัวัทำละลายที่่�เหมาะสมสำหรับั

เตรีียมสารมาตรฐานและการตรวจหาปริิมาณ DIU คืือ 

acetonitrile : methanol (1:1) เพราะให้ค้่่า absorbance 

จาก spectrum ของ DIU ที่่�ความเข้้มข้้น 10.07 µg/ml 

เท่่ากัับ 1.03 ซึ่่�งเพิ่่�มมากขึ้้�นเป็็นเท่่าตััว เมื่่�อเทีียบกัับค่่า 

absorbance จาก spectrum ของ DIU ใน DI water ที่่�

ความเข้้มข้้นเดีียวกััน (0.57) ตามรููปที่่� 4 (B-C)   

รููปที่่� 4 ลัักษณะ Spectrum ของสารละลายมาตรฐาน ATZ และ DIU

(A) Spectrum ของสารละลายมาตรฐาน ATZ 4.01 µg/ml λ
max

 470 nm

(B) Spectrum ของสารละลายมาตรฐาน DIU 10.07 µg/ml ใน DI water λ
max

 248 nm

(C) Spectrum ของสารละลายมาตรฐาน DIU 10.07 µg/ml ใน acetonitrile : methanol 

(1:1) λ
max

 250 nm  

ผลการทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี 

	 ผลการทดสอบความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงของการ

วิิเคราะห์์ (linearity and working range) พบวา ATZ 

และ DIU มีีความเป็็นเสนตรงอยู่่�ในชวงความเข้้มข้้น 

0.10–4.01 µg/ml และ 0.50-20.13 µg/ml ตามลำดัับ 

โดยมีีค่่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์ของเปีียร์์สััน (r) เท่่ากัับ 

0.997 และ 0.999 ตามลำดัับ (รููปที่่� 5) และผลการทดสอบ

ความเข้ม้ข้น้ต่่ำสุดุที่่�สามารถตรวจวิเิคราะห์ไ์ด้ ้(LOD) และ

ความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถตรวจวิิเคราะห์์หาปริิมาณได้้

อย่่างแม่่นยำ (LOQ) ช่่วง %Recovery และค่่าเฉลี่่�ย %RSD 

ของ ATZ และ DIU มีีค่่าดัังตารางที่่� 3

รููปที่่� 5 แสดงกราฟของผลการทดสอบความเป็็นเส้้นตรงของวิิธีีวิิเคราะห์์

ของสารละลายมาตรฐาน ATZ (A) และสารละลายมาตรฐาน DIU (B)

ตารางที่่� 3 ค่่า LOD LOQ ช่่วง %Recovery และค่่าเฉลี่่�ย %RSD ของ 

ATZ และ DIU โดยวิิธีี UV-Vis Spectrophotometry

Herbicide LOD 
(µg/ml)

LOQ 
(µg/ml)

Range of 
%Recovery

Mean of 
%RSD

ATZ 0.10 0.50 80-101 0.78

DIU 0.10 0.63 99-118 4.74

 (A)

 (ฺฺB)
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	 ผลการทดสอบความแม่่น (accuracy) และความเท่ี่�ยง 

(precision) ของวิธิีกีารวิเิคราะห์ ์ATZ จากตัวัอย่่าง spiked 

sample ที่่� 3 ระดัับความเข้้มข้้นคืือ 10.04, 20.07 และ 

40.15 mg/kg วิิเคราะห์์ ความเข้้มข้้นละ 10 ซ้้ำ พบว่่า

ความแม่่นมีีค่่าเฉลี่่�ย %Recovery เท่่ากัับ 87.85, 88.47 

และ 78.17 ตามลำดัับ โดย %Recovery ของทั้้�ง 3 ระดัับ

ความเข้้มข้้นอยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้คืือ ช่่วงร้้อยละ  

70-120 ส่่วนการประเมิินความเที่่�ยง พบว่่าค่่า %RSD  

อยู่่�ในช่่วง 5.53-7.93 ซึ่่�งน้้อยกว่่าร้้อยละ 10 และค่่า 

HORRAT พบอยู่่�ในช่่วง 0.82-1.12 ซึ่่�งอยู่่�ในเกณฑ์ท์ี่่�ยอมรับั

ได้้คืือน้้อยกว่่า 2 ดัังนั้้�นการทดสอบความแม่่นและความ

เที่่�ยงของวิิธีตีรวจหาปริมาณ ATZ อยู่่�ในเกณฑ์ท์ี่่�ยอมรัับได้้ 

(ตารางที่่� 4)

	 ผลการทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยงของวิธิีกีาร

วิิเคราะห์์ DIU จากตััวอย่่าง spiked sample ที่่� 3 ระดัับ

ความเข้้มข้้นคืือ 10.07, 20.13 และ 30.20 mg/kg 

วิเิคราะห์์ ความเข้้มข้น้ละ 10 ซ้้ำ พบว่่าความแม่่นมีีค่่าเฉลี่�ย 

%Recovery เท่่ากัับ 92.29, 77.56 และ 81.89 ตามลำดับั 

โดย %Recovery ของทั้้�ง 3 ระดัับความเข้้มข้้นอยู่่�ในเกณฑ์์

ที่่�ยอมรัับได้้คืือ ช่่วงร้้อยละ 70-120 ส่่วนการประเมิิน 

ความเที่่�ยง พบว่่าค่่า %RSD อยู่่�ในช่่วง 3.18-8.30 ซึ่่�ง 

น้้อยกว่่าร้้อยละ 10 และค่่า HORRAT พบอยู่่�ในช่่วง  

0.47-1.11 ซึ่่�งอยู่่�ในเกณฑ์ท์ี่่�ยอมรับัได้้คือืน้อ้ยกว่่า 2 ดังันั้้�น

การทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยงของวิธิีีจึงอยู่่�ในเกณฑ์์

ที่่�ยอมรัับได้้ (ตารางที่่� 4)

ตารางที่่� 4 แสดงค่่า accuracy และ precision ของ ATZ และ DIU ใน 

spiked sample (n=10) 3 ระดัับ ด้ว้ยวิธีี UV-Vis Spectrophotometry

ครั้งที่
ระดับความเข้มข้นของ spiked sample (mg/kg)

ATZ DIU
10.04 20.07 40.15 10.07 20.13 30.20

1 9.61 17.10 30.85 8.40 15.94 22.79
2 8.12 16.83 34.60 9.44 14.93 23.80
3 9.51 17.47 30.41 8.63 16.15 24.18
4 10.16 17.64 34.96 8.55 15.44 26.18
5 8.59 17.28 31.70 10.53 15.12 23.34
6 8.54 19.19 31.18 9.52 15.23 26.23
7 8.76 17.34 29.30 9.52 15.48 24.29
8 8.43 17.32 28.96 10.41 16.24 23.93
9 8.29 19.90 28.51 8.49 16.28 26.29

10 8.15 17.50 33.37 9.41 15.36 26.30

ช่วง %Recovery 81-101 84-99 71-87 83-105 74-81 75-87
%Recovery เฉล่ีย 87.85 88.47 78.17 92.29 77.56 81.89
SD 0.70 0.98 2.28 0.77 0.50 1.37
%RSD 7.93 5.53 7.27 8.30 3.18 5.55
HORRAT 1.06 0.82 1.12 1.11 0.47 0.88

	จ ากการศึกึษาพััฒนาวิิธีกีารสกััดตัวัอย่่างอาหารใน

กระเพาะโดยใช้้เทคนิิค QuEChERS ท่ี่�ดััดแปลงมาจาก 

Anastassiades and Lehotay (2003) ซึ่่�งเป็็นการตรวจ

วิิเคราะห์์ ATZ และ DIU ในตััวอย่่างผัักและผลไม้้ พบว่่า

สามารถสกััดเอา ATZ และ DIU ออกจากอาหารใน

กระเพาะได้้ ด้้วยการนำสารละลายตััวอย่่างที่่�สกััดได้้ไปใช้้

ในขั้้�นตอนการทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีทั้้�ง TLC และ 

UV-Vis Spectrophotometry โดยข้อดีีการสกััดด้้วย

เทคนิิค QuEChERS คืือ ใช้้ตััวทำละลายอินทรีีย์ปริมาณ

น้้อย และใช้้เวลาในการสกััดน้้อยกว่่า ทำให้้ง่่าย รวดเร็็ว  

มีีประสิิทธิภาพ และปลอดภััย ต่่างจากการศึกึษาของ IAEA 

(2005), Afful et al. (2009), Kesari and Gupta (1998) 

และ Galera et al. (1995) ที่่�ใช้้วิิธีีสกััดเป็็นแบบ solid 

liquid extraction ซึ่่�งใช้้ตััวทำละลายอิินทรีีย์์ในปริิมาณ

มาก และใช้้เวลานาน เพื่่�อสกััดเอา ATZ และ DIU ออก

จากตััวอย่่างพืชืผััก และตััวอย่่างดิิน อย่่างไรก็็ตามสารสกััด

ที่่�ได้้จากทั้้�งเทคนิิค QuEChERS และ solid liquid 

extraction ก็็ยัังคงมีี impurity อยู่่� ดัังนั้้�นจึึงมีีการ clean 

up สารสกัดัให้บ้ริสิุทุธิ์์�ก่่อนนำไปตรวจหาปริมิาณ ATZ หรือื 

DIU ด้้วยวิิธีี UV-Vis Spectrophotometry, HPLC,  

GC-MS หรืือวิิธีีอื่่�นๆต่่อไป สำหรัับการตรวจหาปริิมาณ 

ATZ ในการศึึกษานี้้�ใช้้ Envi-carb SPE tube ในการ  

clean up สารสกััดจากตััวอย่่างอาหารในกระเพาะ ซึ่่�ง 

เมื่่�อนำไปตรวจหาปริิมาณ spiked sample ทั้้�ง 3 ระดัับ

แล้้วให้้ %Recovery อยู่่�ในช่่วง 71-101 อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�

ยอมรัับได้้ สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Trajkovska et al. 

(2001) ที่่�มีีการใช้้ Envi-carb SPE tube ในการสกััด

ตััวอย่่างน้้ำที่่� spiked ATZ ความเข้้มข้้น 3 ระดัับ แล้้วนำ

สารสกััดที่่�ได้้ไปตรวจหาปริิมาณ ATZ ด้้วยวิิธีี HPLC-DAD 

และ GC-FID ซึ่่�งก็็ให้้ผล %Recovery อยู่่�ในช่่วง 94-105 

และ 89-104 และอยู่่�ในเกณฑ์ท์ี่่�ยอมรับัได้เ้ช่่นกันั ส่่วนการ

ตรวจหาปริิมาณ DIU ในการศึึกษานี้้�ใช้้ TLC ชนิิด silica 

gel 60 F
254  

ในการ clean up สารสกััดจากตััวอย่่าง 

อาหารในกระเพาะซึ่่�งเมื่่�อนำไปตรวจหาปริมาณ spiked 

sample ทั้้�ง 3 ระดัับแล้้วให้้ %Recovery อยู่่�ในช่่วง  

74-105 อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้ สอดคล้้องกัับการศึึกษา

ของ Goswami and Jiang (2018) ที่่�ใช้้ Strata-XL  

100 µm Polymeric Reversed Phase SPE ในการสกััด
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ตััวอย่่างน้้ำที่่� spiked DIU 1 µg/ml แล้้วตรวจหาปริิมาณ 

DIU ด้้วยวิธีี UV-Vis Spectrophotometry ให้้ค่่าเฉลี่�ย

ของ %Recovery เท่่ากัับ 106.3 อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้

เมื่่�อเปรีียบเทีียบค่่า LOD LOQ %Recovery และ %RSD 

ของวิิธีีตรวจหาปริิมาณ ATZ ในอาหารในกระเพาะด้้วยวิิธีี 

UV-Vis Spectrophotometry ที่่�ได้้จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�

กัับการศึึกษาของ Martins et al. (2016) ที่่�ใช้้วิิธีี 

spectrophotometric detection ในสารสกััดจากดิิน  

มีีค่่า LOD เท่่ากัับ 0.15 µg/ml LOQ เท่่ากัับ 0.45 µg/ml 

%Recovery อยู่่�ในช่่วง 69-102 และ ค่่าสููงสุุดของ %RSD 

เท่่ากัับ 17 พบว่่าการศึึกษาครั้้�งนี้้�มีีค่่า LOD เท่่ากัับ 0.10 

µg/ml และ LOQ เท่่ากัับ 0.50 µg/ml ซึ่่�งมีีค่่าใกล้้เคีียง

กัันกับการศึึกษาดัังกล่่าว แต่่ %Recovery และ %RSD  

มีีค่่าดีีกว่่าคืืออยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้ คืือ 71-101 และ 

5.53-7.93

	 เมื่่�อเปรีียบเทีียบค่่า LOD LOQ %Recovery และ 

%RSD ของวิิธีีตรวจหาปริิมาณ DIU ในอาหารในกระเพาะ

ด้ว้ยวิธี ีUV-Vis Spectrophotometry ที่่�ได้้จากการศึกึษา

ครั้้�งนี้้�กัับการศึึกษาของ Araujo et al. (2023) ที่่�ใช้้วิิธีี 

HPLC ในตััวอย่่างดิิน มีีค่่า LOD เท่่ากัับ 0.032 µg/ml 

LOQ เท่่ากัับ 0.107 µg/ml %Recovery อยู่่�ในช่่วง  

80-103 และ ค่่าสููงสุดุของ %RSD อยู่่�ในช่่วง 6-8 พบว่่าการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้�มีีค่่า LOD เท่่ากัับ 0.10 µg/ml และ LOQ 

เท่่ากัับ 0.63 µg/ml ซึ่่�งมีีค่่าสููงกว่่าการศึึกษาดัังกล่่าว 

อย่่างไรก็็ตาม %Recovery และ %RSD ของทั้้�งสองวิิธีี 

มีีค่่าอยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้ จะพบว่่าวิิธีี HPLC มีีความไว

มากกว่่าหรืือมีีความสามารถในการตรวจหาปริมาณ DIU 

ได้้ในระดัับที่่�ต่่ำกว่่าวิิธีี UV-Vis Spectrophotometry แต่่

ทั้้�งสองวิธิีีมีีความแม่่นและความเที่่�ยงอยู่่�ในเกณฑ์ท์ี่่�ยอมรับั

ได้้เช่่นเดีียวกััน 

การนำไปประยุุกต์์ใช้้

	 ผลจากการนำวิิธีี TLC (screening test) มา

ประยุุกต์์ใช้้ กัับตััวอย่่างอาหารในกระเพาะโค จำนวน 10 

ตััวอย่่าง พบว่่าตรวจไม่่พบสารกำจััดวััชพืืชชนิิด ATZ และ 

DIU ในตัวอย่่างทั้้�งหมด จึึงไม่่ได้้ตรวจหาปริมาณด้วยวิธีี 

UV-Vis Spectrophotometry   

สรุุป และข้้อเสนอแนะ

	วิ ิธีี TLC และ UV-Vis Spectrophotometry ที่่�

พัฒันาขึ้้�นนี้้� สามารถใช้้ตรวจหาเอกลัักษณ์แ์ละปริมาณสาร

กำจััดวััชพืืชชนิิด ATZ และ DIU ในตัวอย่่างอาหารใน

กระเพาะได้้อย่่างถููกต้้อง แม่่นยํํา และเหมาะสมในการนำ

มาใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการพิิษวิิทยา เพื่่�อการตรวจชัันสููตรโรค

หาสาเหตุุการป่่วยตายของสััตว์์ที่่�อาจได้้รัับพิิษจากสาร

กำจัดัวัชัพืชืทั้้�งสองชนิดิ อย่่างไรก็ต็ามควรมีีการศึกึษาและ

พัฒันาวิธิีตีรวจวิเิคราะห์ส์ารกำจัดัศัตัรููพืชืและสัตัว์ท์ี่่�อาจส่่ง

ผลกระทบต่่อสุุขภาพและชีีวิตสัตัว์ใ์ห้้ครอบคลุุมทั้้�งชนิิดสาร

พิิษและชนิิดตััวอย่่าง เพื่่�อให้้ทัันต่่อสถานการณ์์ที่่�มีีการนำ

เข้้าและใช้้วััตถุุมีีพิิษทางการเกษตรในปริิมาณสููง 

กิิตติิกรรมประกาศ
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Case study : Study on Suspected virulent strain of isolated FMDV, O/ME-SA/Ind-2001e 

Lineage, Outbreak in Prachuap Khiri Khan and Saraburi Province, Thailand, 2022

Nalinee Hongchumpon1, Kingkarn Boonsuya Seeyo1, Jeeranant Chottikamporn1,

Nuttakarn Suwankitwat2, Taweewat Deemagarn2  and Janya Samanit1

Abstract

	 This study aimed to investigate the characteristics of the foot-and-mouth disease virus (FMDV) 

belonging to the O/ME-SA/Ind-2001e lineage, which was isolated from outbreaks in Prachuap Khiri Khan 

and Saraburi provinces in 2022. The findings were intended to serve as a reference for monitoring  

potential future changes in viral properties. Four virus isolates were confirmed as FMDV serotype O  

using the ELISA serotyping method. Molecular analysis identified all four isolates as belonging to the  

O/ME-SA/Ind-2001e lineage, with nucleotide sequence similarities of 97.00 – 98.10 % to the RRL reference 

FMDV strain. Vaccine matching test demonstrated that the serotype O vaccine strain produced by the 

government showed a good match with the field isolates, suggesting that the current vaccine is likely 

effective in preventing the field virus in these outbreaks.

	 Furthermore, preliminary findings indicated that the virus samples obtained from deceased adult 

dairy cattle during the 2022 outbreaks in Prachuap Khiri Khan and Saraburi provinces may represent a  

virulent strain of FMDV. These results provide fundamental insights into the viral properties of the  

outbreak strain. Further studies focusing on the genetic determinants of virulence are recommended to 

enhance understanding of highly virulent strains and to support the development of effective prevention 

and control strategies.

Keywords: Foot-and-Mouth disease virus  virulence  O/ME-SA/Ind-2001e
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กรณีีศึึกษา : การศึึกษาความรุุนแรงและคุุณสมบััติิของเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย

ซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e ที่่�แยกได้้จากระบาดในจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์

และจัังหวััดสระบุุรีี ปีี 2565

นลิินีี  หงษ์์ชุุมพล1  กิ่่�งกานต์์ บุุญสุุยา สีีโย1   จีีรนัันท์์ โชติิทิิฆััมพร1   ณััฐกานต์์ สุุวรรณกิิจวััฒน์์2

ทวีีวััฒน์์ ดีีมะการ2  จรรยา สมานิิตย์์1

บทคััดย่่อ

	 การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาคุุณสมบััติิของเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e  

ที่่�แยกได้้จากระบาดในจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีี ปีี 2565 และใช้้เป็็นแนวทางในการศึึกษาคุุณสมบััติิของ

ไวรััสที่่�อาจมีการเปลี่่�ยนแปลงของสายพัันธุ์์�ในอนาคต โดยนำตััวอย่่างเชื้้�อไวรััสที่่�เก็็บจากโคนมที่่�ป่วยและตายในการระบาด

ของโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ปีี 2565 จากจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีี จำนวน 4 ตััวอย่่าง มาตรวจทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการผลการตรวจหาและจำแนกเชื้้�อด้้วยวิิธีี ELISA typing ยืืนยัันเป็็นเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O และพบสาร

พัันธุุกรรมเชื้้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี real time RT-PCR การทดสอบเพื่่�อดููความรุุนแรงของเชื้้�อ FMDV ในเซลล์์ BHK-21 ด้้วยวิิธีี 

plaque assay พบว่่าไวรััสที่่�ได้้เกิิด Cytopathic effect ระดัับ 50% ชั่่�วโมงที่่� 30 และ 100% ชั่่�วโมงที่่� 48 ผลการตรวจลำ

ดัับนิิวคลีีโอไทด์์พบว่่าเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ยืืนยัันเป็็นซีีโรไทป์์ O โทโปไทป์์ Middle East-South Asia (O/ME-SA)  

สายพัันธุ์์�ย่่อย Ind-2001e มีีเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์เมื่่�อเทีียบกัับไวรััสอ้้างอิิงของศููนย์์อ้้างอิิง 

โรคปากและเท้้าเปื่่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ สายพัันธุ์์� O/ME-SA/ Ind-2001e เท่่ากัับ 97.00 - 98.10%  

เมื่่�อทดสอบ vaccine matching โดยเทียีบกับัไวรัสัที่่�ใช้้ผลิติวัคัซีนีของกรมปศุสุัตัว์ ์พบว่า่ทุกุตัวัอย่า่งให้ผ้ล good matching 

แสดงให้้เห็็นว่่าไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ยัังคงให้้ความคุ้้�มโรคต่่อไวรััสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�ที่่�นำมาศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

	จ ากผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการสรุุปเบื้้�องต้้นได้้ว่่าเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์�ย่่อย O/ME-SA/Ind-2001e 

ที่่�แยกได้้จากโคตายของจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีีในการศึึกษานี้้�มีีความเป็็นไปได้้ที่่�จะเป็็นเชื้้�อ FMDV  

สายพัันธุ์์�ที่่�มีีความรุุนแรง อย่่างไรก็็ตามควรมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมเกี่่�ยวกัับความเปลี่่�ยนแปลงทางพัันธุุกรรมของไวรััส เพื่่�อเป็็น

ข้้อมููลสนัับสนุุนในการเฝ้้าระวัังการเปลี่่�ยนแปลงของไวรััสที่่�มีความรุุนแรงมากขึ้้�น และช่่วยประกอบการพิิจารณาคััดเลืือก

สายพัันธุ์์�วััคซีีนป้้องกัันโรค รวมถึึงเตรีียมความพร้้อมในการการปรัับมาตรการควบคุุม ป้้องกัันโรคที่่�เหมาะสมในอนาคต

คำสำคััญ: ไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย  ความรุุนแรง  O/ME-SA/Ind-2001e
﻿1ศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ อ.ปากช่่อง จ.นครราชสีีมา 30130
2สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ จตุุจัักร กรุุงเทพฯ 10900
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บทนำ

	 โรคปากและเท้า้เปื่่�อย (Foot and Mouth Disease, 

FMD) เป็็นโรคระบาดรุุนแรงในสััตว์์กีีบคู่่� ที่่�กำหนดอยู่่�ใน

พระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 เกิิดจากเชื้้�อ 

foot and mouth disease virus (FMDV) ซีีโรไทป์์ที่่�พบ

การระบาดในประเทศไทยและในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออก

เฉียีงใต้ ้ได้แ้ก่ ่ซีโีรไทป์โ์อ (O) เอ (A) และเอเชียีวันั (Asia1) 

ซึ่่�งซีีโรไทป์์ Asia1 ไม่่พบในประเทศไทยตั้้�งแต่่ปีี 2541  

(ร่่มพฤกษ์์และวิิไล, 2549) อาการสััตว์ที่่�ป่วยเป็็นโรคปาก

และเท้้าเปื่่�อยจะมีีไข้้สููง ซึึม น้้ำลายไหล เกิิดตุ่่�มใสที่่�ลิ้้�น 

เหงืือก ช่่องปาก กีีบ เต้้านม กิินอาหารไม่่ได้้ เดิินขา

กะเผลก การตรวจวินิิจฉัยโรคทางห้้องปฏิิบััติิการที่่�ใช้้เพื่่�อ

จำแนกและยืืนยััน เชื้้�อไวรััสทำได้้หลายวิิธีี เช่่น ELISA 

typing, Virus isolation, Polymerase chain reaction 

(PCR), sequencing เป็็นต้้น เนื่่�องจากเชื้้�อ FMDV เป็็น

เชื้้�อไวรััสที่่�มีีสารพัันธุุกรรมชนิิด Ribonucleic acid  

(RNA)  ที่่�มีีความแปรปรวนสููงและมีีความหลากหลายทาง

พัันธุุกรรมจึึงพบสายพัันธุ์์� ใหม่่ เกิิดขึ้้� น ได้้บ่่อยครั้้� ง  

(ร่่มพฤกษ์์, 2564) มีีรายงานการระบาดของสายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001 พบระบาดครั้้�งแรกที่่�อินเดีีย พ.ศ. 

2544 แล้้วแพร่่กระจายไปทั่่�วโลก (Hemadri et al., 

2002) นอกจากนี้้�ยัังพบการระบาดของสายพัันธุ์์�ย่่อย          

O/ME-SA/Ind-2001d และ O/ME-SA/Ind-2001e  

ในภูมูิภิาคแอฟริกิาเหนือื เอเชียีตะวันัออกกลางและเอเชียี

ตะวัันออกเฉีียงใต้้ (Bachanek-Bankowska et al., 

2018) การติิดเชื้้�อ FMDV มีีความรุุนแรงค่่อนข้้างต่่ำ 

โดยทั่่�วไปใน โคมีอีัตัราการติิดเชื้้�อสููงถึึง 100% แต่พ่บอัตัรา

การตายเพีียง 0.2-5% เท่่านั้้�น (กรมปศุุสััตว์์, 2566) 

โดยสััตว์์ที่่�ตายส่่วนใหญ่่พบเป็็นลููกสััตว์์ซึ่่�งตายจากการ 

ติิดเชื้้�อและมัักพบกล้้ามเนื้้�อหััวใจตายมีีลัักษณะวิิการที่่�

เรีียกว่่า tiger heart (Islam et al., 2017) ในการแยก

ความแตกต่่างของเชื้้�อ FMDV ชนิิดรุุนแรงและไม่่รุนุแรงใช้้

วิิธีี plaque assay โดยเพาะไวรััสในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงและ

ย้้อมสีีเพื่่�อดููการเกิิด cytopathic effect (CPE) ในเซลล์์

เพาะเลี้้�ยง ไวรััสสายพัันธุ์์�ที่่�มีความรุุนแรงจะพบการเกิิด 

plaque ที่่�มีบีริิเวณกว้้างและมีีความชััดเจนกว่่าสายพัันธุ์์�ที่่�

ไม่่รุุนแรง (Morioka et al., 2008) และการเปรีียบเทีียบ

ความรุุนแรงระหว่่างเชื้้�อ FMDV ซีโีรไทป์์ O, A และ Asia1 

โดยสัังเกตการเปลี่่�ยนแปลงลัักษณะการหดตััวของเซลล์์ 

Baby Hamster Kidney (BHK) หลัังเพาะไวรััส (Qureshi 

et al., 2022)

	 ในประเทศไทยพบระบาดของสายพัันธุ์์� O/ME-SA/

Ind-2001e ตั้้�งแต่่ปีี 2561 ในจัังหวััดแถบภาคตะวัันตก

และภาคใต้้ ในปััจจุุบัันพบระบาดทั่่�วทุุกภาคของประเทศ 

จากข้้อมููลการตรวจวินิิจฉััยในปีี 2565 ศููนย์์อ้้างอิิงโรค 

ปากและเท้้าเปื่่�อย ภูมูิภิาคเอเชีียตะวันัออกเฉียีงใต้้ (ศออ.) 

ได้้รัับตััวอย่่างจากท้้องที่่�เพื่่�อตรวจวินิิจฉััยโรคปากและ 

เท้้าเปื่่�อยจำนวน 314 ตััวอย่่าง ผลการตรวจพบเป็็น 

เชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O จำนวน 162 ตััวอย่่าง (51.59%) 

ซีีโรไทป์์ A จำนวน 45 ตััวอย่่าง (14.33%) ไม่่พบเชื้้�อ

จำนวน 31 ตััวอย่่าง (9.87%) และไม่่สามารถจำแนก 

ซีีโรไทป์์ จำนวน 76 ตััวอย่่าง (24.20%) จัังหวััด

ประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีี เป็็นจัังหวััดที่่�พบ 

การระบาดของซีีโรไทป์์ O และจากผลการวิิเคราะห์์ 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยวิิธีี sequencing เป็็นสายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001e ซึ่่�งการระบาดของทั้้�งสองจัังหวััดนี้้�

มีี โ คนมโต เต็็ มวัั ย ป่่วยและตาย การศึึ กษาครั้้� งนี้้� 

มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาความรุุนแรงและคุุณสมบััติิของ

เชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย ซีี โรไทป์์โอ สายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001e ที่่�ระบาดในจังัหวัดัประจวบคีรีีขีันัธ์์

และจัังหวััดสระบุุรีี ในปีี 2565 และใช้้เป็็นแนวทางในการ

ศึึกษาคุุณสมบััติิของไวรััสที่่�อาจมีการเปลี่่�ยนแปลงของ 

สายพัันธุ์์�ในอนาคต

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย

	ตั ัวอย่่างเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยจากโคนม

จัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์ จำนวน 2 ตััวอย่่าง และจาก

จังัหวัดัสระบุรุี ีจำนวน 2 ตัวัอย่า่ง ตัวัอย่า่งทั้้�งหมดได้ต้รวจ

จำแนกเป็็นซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e 

นำมาเพาะแยกเชื้้�อในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง BHK-21 โดยใช้้

อาหารเลี้้� ยง เซลล์์ที่่� ไม่่มีีซีี รััม  บ่่มในตู้้�บ่่ม เซลล์์ที่่�มี ี

คาร์์บอนไดออกไซด์ 5% เมื่่�อเซลล์์เพาะเลี้้�ยงเกิิด CPE 

ประมาณ 80% แยกเชื้้�อไวรััสออกจากเซลล์์โดยแช่่แข็็ง
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เซลล์์ที่่�อุุณหภููมิิ -80 องศาเซลเซีียส และละลายที่่�อุุณหภููมิิ 

37 องศาเซลเซีียส ทำซ้้ำ 2 รอบ นำไปปั่่�นที่่�ความเร็็ว 

3,000 รอบต่่อนาทีี (rpm) ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส 

นาน 10 นาทีี แยกส่่วนใสเก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิ -80  

องศาเซลเซีียส สำหรัับใช้้ในการทดลอง 

การตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี ELISA 

typing

	 ใช้้ rabbit trapping antibody ที่่�ศููนย์์อ้้างอิิง 

โรคปากและเท้้าเป่ื่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 

(ศออ.) เตรียมขึ้้�นเอง ซึ่่�งจำเพาะต่่อเชื้้�อ FMDV ซีโีรไทป์์ O, 

A และ Asia1 โดยในแต่่ละซีีโรไทป์์ ใช้้ความเข้้มข้้น 

ที่่� 1:5,000 นำมาเคลืือบหลุุมของ ELISA plate ชนิิด  

96 หลุุม (Thermo Scientific, Denmark) วางบนเครื่่�อง

เขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส นาน  

1 ชั่่�วโมง (หรืือเก็็บค้้างคืืนที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส) 

ล้า้ง ELISA plate 5 ครั้้�ง ด้ว้ย phosphate buffer saline 

(PBS) เตรีียมสารละลายแอนติิเจนควบคุุม (control  

antigen) และสารละลายน้้ำเลี้้�ยงไวรััส โดยเติิมลงใน  

microtube โดยใช้้ ELISA diluent (PBST) ทำการเจืือ

จางแอนติิเจนควบคุุมแบบ 5-fold serial dilution ไป 3 

dilution หยอดลงใน ELISA plate หลุมุละ 50 ไมโครลิติร 

วางบนเครื่่�องเขย่่า ในตู้้�บ่่มเชื้้�อนาน 1 ชั่่�วโมง ล้้าง ELISA 

plate 5 ครั้้�ง จากนั้้�นเติิม guinea pig detecting  

antibody ที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ที่่�จะตรวจ 

โดยใช้้ความเข้้มข้้นตามที่่�ได้้ดำเนิินการ titration ก่่อน 

นำมาดำเนิินการทดสอบ จากนั้้�นวาง ELISA plate ลงบน

เครื่่�องเขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส  

นาน 1 ชั่่�วโมง ล้้าง ELISA plate 5 ครั้้�ง จากนั้้�นเติิม

สารละลาย horseradish peroxidase conjugate 

(DAKO, Germany) หลุุมละ 50 ไมโครลิิตร วางบนเครื่่�อง

เขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส นาน  

1 ชั่่�วโมงล้้าง ELISA plate 7 ครั้้�ง แล้้วเติิม 0.01%  

tetramethylbenzidine substrate (TMB substrate) 

(Sigma-Aldrich, USA) ปล่่อยให้้เกิิดปฏิิกิิริิยาในอุุณหภููมิิ

ห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี เติิม stop solution (1M H
2
SO

4
) 

เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยาของ substrate แล้้วจึึงนำไปอ่่านค่่า 

optical density (OD) ที่่�ความยาวคลื่่�น 450 นาโนเมตร 

ด้้วยเครื่่�องอ่่าน ELISA reader (VersaMax, China)  

การรายงานผลเป็็นไม่่พบเชื้้�อหรืือพบเชื้้�อและระบุุเป็็น 

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อ

การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเช้ื้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี  

real-time Reverse Transcriptase -Polymerase 

Chain Reaction (real-time RT-PCR)

	ต รวจหาสารพัันธุุกรรมของไวรััสโรคปากและ 

เท้้าเป่ื่�อยด้้วยวิิธีี real-time RT-PCR โดยสกััด RNA  

จากตััวอย่่างด้้วยชุุดสกััดสำเร็็จรููป (Omega, USA)  

เตรีียม master mix จากนั้้�นเติิม RNA product ที่่�สกััดได้้ 

5.0 µl ลงใน master mix ที่่�หยอดในหลุุม multi-well 

plate นำ plate เข้า้เครื่่�อง real-time PCR (LightCycler 

480, Roche Diagnostic, Germany) โดยตั้้�งโปรแกรม 

ดัังนี้้�

	 1)	 Reverse transcription อุุณหภููมิิ 50 องศา

เซลเซีียส นาน 10 นาทีี จำนวน 1 รอบ

	 2)	 Pre-denaturation อุุณหภููมิิ 95 องศา

เซลเซีียส นาน 30 วิินาทีี จำนวน 1 รอบ 

	 3)	 Denature and annealing อุณุหภูมูิ ิ95 องศา

เซลเซีียส นาน 5 วิินาทีี และอุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส 

นาน 30 วิินาทีี จำนวน 45 รอบ 

	 4)	 Elongation อุุณหภููมิิ 40 องศาเซลเซีียส นาน 

30 วิินาทีี จำนวน 1 รอบ 

การรายงานผล เป็็นบวก (positive) หรืือลบ (negative) 

โดยพิิจารณาจากค่่า Ct (จาก 45 รอบ)

	 - ค่่า Threshold (Ct) ต่่ำกว่่า 40 รายงานเป็็นบวก 

	 - ค่่า Threshold (Ct) สููงกว่่า 41 หรืือไม่่สามารถ

วััดค่่า Ct ได้้ รายงานเป็็นลบ

	 - ค่า่ Threshold (Ct) อยู่่�ในช่่วง 40-41 ไม่่สามารถ

สรุุปผลได้้ (inconclusive) หรืือผลไม่่แน่่ชััด

การหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี  

nucleotide sequencing ส่่วนยีีน VP1

	 นำตััวอย่่างเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ที่่�ได้้ผ่่านการ

เพาะแยกเชื้้�อไวรัสัมาหาลำดับันิวิคลีโีอไทด์ต์ามวิธิีกีารของ 

Knowles et al. (2016) โดยการสกััด RNA ด้้วยชุุดสกััด

สำเร็็จรููป (Omega, USA) และเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรม
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ในส่่วนของยีีนที่่�ควบคุุมการสร้้างโปรตีีน VP1 ด้้วยวิิธีี  

Reverse Transcriptase Polymerase Chain  

Reaction (RT-PCR) โดยใช้้ไพรเมอร์์สำหรัับเชื้้�อ FMDV  

ซีีโรไทป์์ O ผสมกัับน้้ำยา master mix สำเร็็จรููป Light 

Cycler Multiplex RNA Virus Master (Roche  

Diagnostic, Germany) เพิ่่�มจำนวน สารพัันธุกุรรมโดยใช้้

เครื่่�อง thermocycler (Bio-Rad, USA) จากนั้้�น 

นำผลผลิิต PCR ที่่�ได้้มาทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN, Germany) แล้้วจึึงนำมาหา

ลำดัับนิิวคลีโอไทด์์ โดยใช้้น้้ำยาสำเร็็จรูป BigDye  

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems, USA) ร่่วมกัับไพรเมอร์์ NK72; (Sequence 

5’-3’: GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC) จากนั้้�นกำจััด

น้้ำยา BigDye ส่่วนเกิินด้้วย ZR DNA Sequencing 

Clean-up kit (Zymo research corporation, USA) 

ตามคำแนะนำของบริิษััทผู้้�ผลิิต แล้้วนำไปหาลำดัับเบส

ของสารพัันธุุกรรมด้้วยเครื่่�อง ABI 3500 Genetic  

Analyzer (Applied Biosystems, USA) 

การตรวจหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนม (whole 

genome sequencing, WGS) ด้วยเทคนิค next- 

generation sequencing (NGS)

	 นำ DNA library ของตััวอย่่างเชื้้�อ FMDV แต่่ละ

ตััวอย่่างมาเจืือจางให้้ได้้ความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 4 nM ด้้วย 

resuspension buffer (Illumina, USA) จากนั้้�นนำ DNA 

library ที่่�เจืือจางแล้้ว ตััวอย่่างละ 5 µl มาใส่่ผสมรวมกััน

ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml นำ DNA  

library ที่่�ผสมเข้้ากัันแล้้วปริิมาตร 5 µl มาใส่่ในหลอด 

microcentrifuge หลอดใหม่่ แล้้วเติิมสารละลาย NaOH 

ความเข้้มข้้น 0.2 N ปริิมาตร 5 µl ผสมให้้เข้้ากััน เพื่่�อ

ทำให้้ DNA library แยกเป็็น DNA สายเดี่่�ยว (denature)  

นำ DNA library ที่่�เป็น็สายเดี่่�ยวแล้้วมาเจืือจางให้้ได้้ความ

เข้ม้ข้น้สุดุท้า้ยเท่า่กับั 16 pM ด้ว้ย hybridization buffer 

(Illumina, USA) แล้้วเติิม PhiX control (Illumina, 

USA) ตามวิิธีีการของบริิษััทผู้้�ผลิิต จากนั้้�นดููด DNA  

library ปริิมาตร 600 µl ใส่่ลงในกล่่องชุุดน้้ำยา MiSeq 

Reagent Micro Kit v2 (300 cycles) (Illumina, USA) 

แล้้วนำกล่่องไปใ ส่่ ในเครื่่� อง  next -generat ion  

sequencer ยี่่�ห้้อ Illumina รุ่่�น MiSeq (Illumina, USA) 

เพื่่�อตรวจหาลำดับั  นิวิคลีโีอไทด์ท์ั้้�งจีโีนมด้ว้ยเทคนิคิ NGS 

โดยใช้้วิิธีี paired-end sequencing (2x151bp) นำ

ข้้อมููลลำดัับนิิวคลีีไทด์์ที่่� ได้้จากการตรวจด้้วยเครื่่�อง 

next-generation sequencer ซึ่่�งอยู่่�ในไฟล์์นามสกุุล 

fastq มาประเมิินคุุณภาพของข้้อมููลลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

โดยใช้้โปรแกรม FastQC เวอร์์ชััน 0.11.9 (www.bioin-

formatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) จากนั้้�น 

ใช้้โปรแกรม Geneious เวอร์์ชััน 9.1.8 (Biomatters 

Ltd., New Zealand) ในการวิิเคราะห์์ข้้อมููลลำดัับ 

นิิวคลีีไทด์์เพื่่�อประกอบเป็็นจีีโนม (genome assembly) 

ด้้วยวิิธี ีDe novo assembly โดยใช้้ Geneious assembler 

ร่่วมกัับวิิธีี map to reference assembly โดยใช้้  

Geneious mapper และวิิเคราะห์์หาตำแหน่่งของยีีนบน

จีีโนม (genome annotation) ด้้วยวิิธีี transfer  

annotation จาก reference genome

การตรวจคุุณสมบััติิของไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยด้้วยวิิธีี 

Plaque assay 

	 เพาะเซลล์์ BHK-21 ในเพลทพลาสติิกชนิิด 96 

หลุุม ด้้วยอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีี fetal bovine serum 5% 

บ่่มในตู้้�บ่่มเซลล์์ที่่�มีีคาร์์บอนไดออกไซด์์ 5% เมื่่�อเซลล์์

เจริิญเติิบโต 80-100% เจืือจางไวรััสทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง และ

ไวรััสควบคุุมบวก ให้้เป็็น 1:8 ทุุกตััวอย่่าง จากนั้้�นเพาะใน

เซลล์์หลุุมละ 200 ไมโครลิิตร บ่่มที่่� 37 องศาเซลเซีียส 

นาน 48 ชั่่�วโมง บันัทึกึผลโดยพิิจารณาจากเปอร์เ์ซ็น็ต์แ์ละ

ชั่่�วโมงการเกิดิ CPE ที่่� 24 ชั่่�วโมง 30 ชั่่�วโมงและ 48 ชั่่�วโมง 

และบัันทึึกภาพถ่่ายของเซลล์์แต่่ละตััวอย่่างที่่�ส่อง 

ผ่่านกล้้องจุุลทรรศน์์ (Olympus) จากนั้้�น fix cell ด้้วย  

4% paraformaldehyde และล้้างด้้วย PBS 1 ครั้้�ง  

เคาะเพลทเบา ๆ และนำไปบัันทึึกภาพถ่่าย เพื่่�อใช้ ้

เปรีียบเทีียบพื้้�นที่่�การหลุุดลอกของเซลล์์เพาะเลี้้�ยงของ

ไวรััสทั้้� ง  4 ตััวอย่่าง ไวรััสควบคุุมบวกและเซลล์ ์

ควบคุุมลบ
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การหาความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยาของไวรััสที่่�ระบาด

กัับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนด้้วยวิิธีี LP-ELISA (Vaccine 

matching หรืือ r-value) (ร่่มพฤกษ์์และสมใจ, 2555)

	 การหาความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยาของไวรััสที่่�

ระบาดในท้้องที่่�กัับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวัคซีีนหรืือเรีียกอีีกชื่่�อ

หนึ่่�งว่่า vaccine matching หรืือ r-value โดยใช้้การ

คำนวณ

serum titer against field strain

serum titer against vaccine strain
r-value =

วิิธีีการแปลผล ดัังนี้้�

	 - r-value ≥ 0.4 หรืือ Good Matching เชื้้�อไวรััส

ในพื้้�นที่่�ไม่่มีีการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยา 

ยัังจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัันกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน

	 - r-value ≥ 0.2-0.39 หรือื Moderated Matching 

เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพัันธ์์ทาง 

ซีีรััมวิิทยาปานกลางเมื่่�อเทีียบกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน

	 - r-value < 0.2 หรืือ Poor Matching เชื้้�อไวรััส

ในพื้้�นที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยาสููง

หรืือจััดอยู่่�คนละกลุ่่�มกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนที่่�ระบาด

ผล

	 ผลการตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 

ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีี ELISA typing ยืืนยัันเป็็นไวรััสปากและ

เท้้าเป่ื่�อย ซีีโรไทป์์ O ผลการตรวจหาเชื้้�อ FMDV ด้้วย 

real-time RT-PCR พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ FMDV  

มีีค่่า Ct เท่่ากัับ 22.04, 15.11, 23.92 และ 24.86  

ตามลำดัับ (ตารางที่่� 1)

	 ผลการทดสอบความรุุนแรงในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงและ

การตรวจสอบคุุณสมบััติิด้้วยวิิธีี Plaque assay เมื่่�อนำ

ไวรััสมาเพาะเลี้้�ยงในเซลล์์ BHK-21 เพื่่�อดููการเกิิด CPE 

เป็็นเปอร์์เซ็็นต์์และระยะเวลานัับเป็็นชั่่�วโมงของการเกิิด 

CPE พบว่่าไวรััสที่่�ได้้จากสััตว์ตาย (sample 2 และ 4) เกิิด 

CPE ที่่�ระดัับ 50% ที่่�ชั่่�วโมงที่่� 30 และที่่�ระดัับ 100% ที่่�

ชั่่�วโมงที่่� 48 (ตารางที่่� 2) พบว่่าเซลล์์ที่่�เพาะไวรััส sample 

ตารางที่่� 1 ผลการตรวจสอบและจำแนกเชื้้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี ELISA 

typing วิิธีี real-time RT-PCR และ วิิธีี nucleotide sequencing  

ส่่วนยีีน VP1 ของไวรััสตััวอย่่าง sample 1-4

ตัวอย่าง 
Field virus

จังหวัด ชนิดตัวอย่าง
ELISA 
typing

real-time RT-PCR

(Ct value)

Sample 1 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ป่วย O 22.04

Sample 2 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ตาย O 15.11

Sample 3 สระบุรี สัตว์ป่วย O 23.92

Sample 4 สระบุรี สัตว์ตาย O 24.86

2 และ 4 ซึ่่�งเป็็นไวรััสที่่�เก็็บจากสััตว์ตาย เกิิดลัักษณะ 

หดตััวกลมและมีีเซลล์์หลุุดลอกได้้อย่่างชััดเจน เมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับเซลล์์ที่่�เพาะด้้วยไวรััส sample 1 และ 3 

และ Negative control (รููปที่่� 1) เมื่่�อเพาะไวรััสจนถึึง 48 

ชั่่�วโมง พบว่่าทุุกตััวอย่่างทำให้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงหดตััวและ

ลอกหลุุดจากพื้้�นผิิว (รููปที่่� 2)

ตารางที่่� 2 เปอร์์เซ็็นต์์การเกิิด CPE ของเซลล์์ BHK-21 เมื่่�อเพาะด้้วย

ไวรััสตััวอย่่าง sample 1-4

ตัวอย่าง 
Field virus

จังหวัด
ชนิด 

ตัวอย่าง

% CPE

ชั่วโมงที่ 24 ชั่วโมงที่ 30 ชั่วโมงที่ 48

Sample 1 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ป่วย - 10 % 50 %

Sample 2 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ตาย 5 % 50 % 100 %

Sample 3 สระบุรี สัตว์ป่วย - 20 % 70 %

Sample 4 สระบุรี สัตว์ตาย 5 % 50 % 100 %

ตารางที่่�  3  เปรีียบเทีียบความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีี โอไทด์์  

(nucleotide sequence identity) ของไวรััสตััวอย่่าง Field virus 

sample 1, sample 2, sample 3, and sample 4 กัับไวรััสอ้้างอิิงของ

ศูนูย์อ์้า้งอิงิโรคปากและเท้า้เปื่่�อย ภูมูิภิาคเอเชียีตะวันัออกเฉียีงใต้ ้(ศออ.) 

และไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)

ตัวอย่าง 
Field virus

สายพันธุ์

% Identity

O/TAI/RRL/ 
O/Ind/ 

16-2/2020 (RRL)*

O/TAI/ 
189/87**

O/ 
Cathay**

Sample 1 O/ME-SA/Ind-2001e 96.70 83.50 81.50

Sample 2 O/ME-SA/Ind-2001e 97.00 83.80 81.80

Sample 3 O/ME-SA/Ind-2001e 98.10 83.40 82.40

Sample 4 O/ME-SA/Ind-2001e 97.10 83.70 82.00

* ไวรััสอ้้างอิิงของ ศออ.  ** ไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)
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รููปที่่� 1 ภาพถ่่ายจากกล้้องจุุลทรรศน์์ กำลัังขยาย 10 เท่่า ของการทดสอบ plaque assay หลัังเพาะไวรััสในเซลล์์ BHK-21 นาน 30 ชั่่�วโมง

รููปที่่� 2 ภาพถ่่ายจากกล้้องจุุลทรรศน์์ กำลัังขยาย 10 เท่่า การทดสอบ plaque assay หลัังเพาะไวรััสในเซลล์์ BHK-21 นาน 48 ชั่่�วโมง

sample 1 (ป่วย)

sample 1 (ป่วย)

sample 2 (ตาย)

sample 2 (ตาย)

sample 3 (ป่วย)

sample 3 (ป่วย)

sample 4 (ตาย)

sample 4 (ตาย)

Negative control

Negative control

Positive control

Positive control
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 O/TAI/121/2020 (*RRL)

 O/TAI/122/2020 (*RRL)

 O/TAI/RRL/O/Ind/16-2/2020 (*RRL)

 O/TAI/114/2020 (*RRL)

 O/TAI/124-2/2020 (*RRL)

 O/TAI/65B00124-2/2022 (*RRL)-sample 3

 O/TAI/65B00127/2022 (*RRL)-sample 4

 O/TAI/65B00108/2022 (*RRL)-sample 1

 O/TAI/65B00093/2022 (*RRL)-sample 2

 O/PAK/72/2019 (MW558046)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/BAN/GO/Ka/236/2015 (KX712091)

Ind-2001e

 O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/SAU/3/2013 (KJ206910)
Ind-2001d

Ind-2001c O/UAE/4/2008 (KM921876)

Ind-2001b O/OMN/7/2001 (DQ164941)

Ind-2001a O/KUW/3/97 (DQ164904)

PanAsia O/VIT/47/2013 (KY492072)

ME-SA

 O/CAM/11/94 (AJ294906)

 O/CAM/12/94 (AJ294907)
Cam-94      

 O/MYA/7/98 (DQ164925)

 O/TAI/189/87reference strain (*RRL)

SEA

 O/HKN/21/70 (AJ294911)

           O/TAI/66B00065-0001/2023 (O/CATHAY P5S5 50L. 08/03/66)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY

100

92

74

100

98

97

88
99100

86 97

94
80

82

99 97
100

100

100100

0.02

รูปที่ 3 Phylogenetic analysis ของเชื้อ FMDV ซีโรไทป์ O ส่วนยีน VP1 ของไวรัสตัวอย่าง sample 1-4  

	 ผลการหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV ส่่วนยีีน VP1 และนำมาทำเป็็น phylogenetic analysis เพื่่�อจััดกลุ่่�ม

ของสายพัันธุ์์�ไวรััสพบว่่าเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง เป็็นซีีโรไทป์์ O อยู่่�ในโทโปไทป์์ Middle East-South Asia (O/ME-SA) 

(ตารางที่่� 3) และอยู่่�คนละโทโปไทป์์กัับไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (seed vaccine virus) ซึ่่�งอยู่่�ในโทโปไทป์์ SEA และ 

CATHAY (รููปที่่� 3) เมื่่�อเปรีียบเทีียบนิิวคลีโอไทด์์ที่่�ได้้จากวิิธี ีwhole genome sequencing กับันิิวคลีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV 

ที่่�มีีรายงานใน GenBank ที่่�พบในประเทศอื่่�น ๆ พบว่่าเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง จััดอยู่่�ในกลุ่่�มสายพัันธุ์์�ย่่อย  

Ind-2001e ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�พบระบาดเพิ่่�มขึ้้�นอย่่างต่่อเนื่่�อง (รููปที่่� 4)

ไวรััสตััวอย่่างของการศึึกษา (Field virus)      ไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)
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Mya-98 O/MYA/7/98 (DQ164925)

 O/TAI/189/87reference strain (*RRL)

 O/CAM/12/94 (AJ294907)

 O/CAM/11/94 (AJ294906)
Cam-94

SEA

PanAsia O/VIT/47/2013 (KY492072)

Ind-2001a O/KUW/3/97 (DQ164904)

Ind-2001b O/OMN/7/2001 (DQ164941)

Ind-2001c O/UAE/4/2008 (KM921876)

Ind-2001d O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/NEP/21/2012 (MG983710)

 O/BHU/12/2012 (MG983689)

 O/NEP/6/2012 (MG983707)

 Sample 4

 Sample 2

 Sample 3

 Sample 1

 O/ISA/1/2022 (OP585403)

 O/PAK/1/2019 (MN953619)

 O/PAK/2/2019 (MN953620)

 O/PAK/72/2019 (MW558046)

 O/SAU/1/2016 (MG983728)

 O/SAU/20/2015 (MG983727)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/MUR/21/2016 (MG983701)

 O/MUR/23/2016 (MG983702)

 O/MUR/5/2016 (MG983698)

 O/SAU/2/2016 (MG983729)

 O/MYA/3/2016 (MG983703)

 O/NEP/10/2015 (MG983718)

 O/BHU/9/2016 (MG983691)

 O/UAE/1/2016 (MG983738)

 O/UAE/3/2016 (MG983739)

 O/VIT/8338/2017 (MH891503)

 O/NEP/21/2015 (MG983719)

 O/BAN/GO/Ka/236/2015 (KX712091)

 O/BAN/TA/Dh-301/2016 (MK088170)

 O/MYA/Yan/5/2016 (LC438823)

 O/MOG/BU/2-7/2015 (LC320038)

 O/XJ/CHA/2017 (MF461724)

 O/TAI/269-2/2016 (LC729870)

 O/VIT/20/2016 (MG983741)

 O/TAI/317-3/2016 (LC729872)

 O/Zabaikalskiy/1/RUS/2016 (MG983720)

 O/SKR/1/2017 (MG983730)

 O/TAI/315/2016 (LC729871)

 O/MYA/Yan/3/2016 (LC438822)

Ind-2001e

ME-SA

       O/HKN/21/70 (AJ294911)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY

100

80
100

93

89

9299

94

81

72

100

92
100

75
100

98

99

72

86

93

76

0.02

รูปที่ 4 Phylogenetic analysis ของเชื้อ FMDV ซีโรไทป์ O ส่วน whole genome sequencing ของไวรัสตัวอย่าง sample 1-4 เทียบกับเชื้อ FMDV 
สายพันธุ์ O/ME-SA/Ind-2001e ที่มีรายงานใน GenBank

ไวรััสตััวอย่่างของการศึึกษา (Field virus)  
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	 เมื่่�อเปรีียบเทีียบเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ (nucleotide sequence identity) พบว่่า 

มีีความเหมืือนกัับไวรััสอ้้างอิิงของ ศออ. ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001e เป็็น 97.00-98.10% และมีีความ 

เหมืือนกัับไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus) 

สายพัันธุ์์� O/TAI/189/87 เป็็น 83.40-83.80% และสายพัันธุ์์�  

O/Cathay เป็็น 81.50-82.40% (ตารางที่่� 3) และไวรััสตััวอย่่างมีี

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 95.30-96.00% 

เมื่่�อเทีียบกัับเชื้้�อ FMDV ที่่�มีรายงานใน GenBank (ตารางที่่� 4) 

ผลการทดสอบ Vaccine matching กัับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนของ

กรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus) พบว่่าไวรััสทุุกตััวอย่่างให้้ค่่า 

r-value มากกว่่า 0.4 (ตารางที่่� 5)

ตารางที่่� 4 เปรีียบเทีียบความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีโอไทด์์ (nucleotide 

sequence identity) ของไวรััสตััวอย่่าง Field virus (sample 1-4) กัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อที่่�ระบาดในต่่างประเทศ (GenBank*) สายพัันธุ์์� O/ME-SA/

Ind-2001e

ลำ�ดับ GenBank*
% Identity

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

1 O/MYA/Yan/5/2016 (LC438823) 95.70 95.70 95.70 96.00

2 O/XJ/CHA/2017 (MF461724) 95.60 95.60 95.60 95.90

3 O/SAU/20/2015 (MG983727) 95.60 95.60 95.60 95.90

4 O/SKR/1/2017 (MG983730) 95.40 95.40 95.40 95.70

5
O/Zabaikalskiy/1/RUS/2016 
(MG983720)

95.40 95.40 95.40 95.70

6
O/BAN/GO/Ka/236/2015  
(KX712091)

95.40 95.40 95.40 95.70

7 O/MYA/3/2016 (MG983703) 95.30 95.30 95.30 95.70

8 O/BHU/9/2016 (MG983691) 95.30 95.30 95.30 95.60

9 O/UAE/3/2016 (MG983739) 95.30 95.30 95.30 95.60

10 O/SAU/1/2016 (MG983728) 95.30 95.30 95.30 95.60

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

ตารางที่่� 5 ค่่า r-value ของไวรััสตััวอย่่าง sample 1-4 กัับไวรััสในวััคซีีนของ 

กรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus) จากการทดสอบ Vaccine matching ด้้วยวิิธีี 

LP ELISA

ตัวอย่าง 
Field virus

จังหวัด
ชนิด 

ตัวอย่าง

 r-value

O/TAI/189/87**
O/TAI/189/87 
+ O/Cathay**

≥0.4 ≥ 0.2-0.39 ≥0.4 ≥ 0.2-0.39

Sample 1 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ป่วย 1.0 - 1.0 -

Sample 2 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ตาย 0.5 - 1.0 -

Sample 3 สระบุรี สัตว์ป่วย 0.5 - 1.0 -

Sample 4 สระบุรี สัตว์ตาย 0.5 - 1.0 -

** ไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)

วิิจารณ์์ผลและสรุุป   

	 การศึึกษานี้้�เป็็นการศึึกษาการระบาดของ

โรคปากและเท้้าเป่ื่�อย ในปีี 2565 ที่่�มีีตััวอย่่าง 

จากโคนม โคเนื้้�อและสััตว์์กีีบคู่่�อื่่�น ๆ ส่่งตรวจ 

เป็็นเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O ถึึง 51.59 % (ศููนย์์

อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวััน

ออกเฉียีงใต้้, 2566) ซึ่่�งจัังหวััดประจวบคีีรีขีันัธ์์และ

จัังหวััดสระบุุรีีเป็็นจัังหวััดที่่�พบการระบาดของ 

โรคปากและเท้้าเปื่่�อย ซีีโรไทป์์ O และมีีรายงาน

โคนมโตเต็็มวััยป่่วยและตายจากการระบาดใน 

ครั้้�งนี้้� เมื่่�อนำตััวอย่่างจากทั้้�งสองจัังหวััดมาวิินิิจฉััย

และจำแนกซีีโรไทป์์ ด้้วยวิิธีี ELISA typing ยืืนยััน

เป็็นเชื้้�อ FMDV เป็็นซีีโรไทป์์ O จากการวิิเคราะห์์

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ส่่วนยีีน VP1 พบเป็็นสายพัันธุ์์� 

O/ME-SA/Ind-2001e ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�เดีียวกััน

กัับไวรััสที่่�ระบาดภููมิิภาคแอฟริิกาเหนืือ เอเชีีย

ตะวัันออกกลางและเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 

(Bachanek-Bankowska et al., 2018) ผลการ

ทดสอบเปรีียบเทีียบความรุุนแรงของเชื้้�อ FMDV 

ด้ว้ยวิธิี ีplaque assay เพื่่�อศึกึษาความรุุนแรงของ

เชื้้�อในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงพบว่่าเชื้้�อ FMDV ที่่�แยกได้้

จากสััตว์์ตาย มีีความรุุนแรงทำให้้เซลล์์ BHK-21 

หลุดุลอกจากพื้้�นผิวิเพาะเลี้้�ยง 100% ภายในระยะ

เวลา 48 ชั่่�วโมง ซึ่่�งมีีความแตกต่่างจากเชื้้�อ FMDV 

ที่่�แยกได้้จากสััตว์์ป่่วยที่่�พบการหลุุดลอกเพีียง  

50-70% ซึ่่�งผลการทดสอบ มีีความสอดคล้้องกัับ

หลายประเทศที่่�มีการศึกึษาถึึงความรุุนแรงของเชื้้�อ 

FMDV ซีีโรไทป์์ O การศึึกษาของ Morioka et al. 

(2008) ใช้้วิิธีี plaque assay ในการแยกความ

แตกต่่างของเชื้้�อไวรััส O/JPN/2000 พบว่่าสาย

พัันธุ์์�รุุนแรงจะพบการเกิิด plaque ที่่�มีีขนาดใหญ่่

กว่่าสายพัันธุ์์�ที่่�ไม่่รุุนแรง และ Qureshi et al. 

(2022) เปรีียบเทีียบความรุุนแรงของเชื้้�อ FMDV 

ในเซลล์์ BHK-21 พบว่่าซีีโรไทป์์ A มีีความรุุนแรง

มากที่่�สุุดและรุุนแรงใกล้้เคีียงกัับซีีโรไทป์์ โดยการ

เปรีียบเทีียบการเปลี่่�ยนแปลงของเซลล์์ BHK-21 

เมื่่�อ inoculation ด้้วยเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ A, O 

และ Asia1
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	 เมื่่�อนำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 

ตััวอย่่างมาสร้้างเป็็น phylogenetic analysis (รููปที่่� 3) 

แสดงให้้เห็็นว่่าเชื้้�อ FMDV จากการระบาดครั้้�งนี้้�อยู่่�ใน 

โทโปไทป์์ ME-SA ซึ่่�งเป็็นโทโปไทป์์เดีียวกัับไวรััสอ้้างอิิง

ของ ศออ. ที่่�ยืืนยัันเป็็นสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e 

โดยมีีความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 96.70 – 

98.10% แต่่อยู่่�คนละโทโปไทป์์กัับ seed vaccine virus 

ของกรมปศุุสััตว์ทั้้� ง  2 สายพัันธุ์์�  ไ ด้้แก่่ สายพัันธุ์์�  

O/TAI/189/87 อยู่่� โทโปไทป์์ SEA และสายพัันธุ์์�  

O/CATHAY อยู่่� โทโปไทป์์ CATHAY และมีีลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์เหมืือนกัับ seed vaccine virus ของ 

กรมปศุุสััตว์์ เท่่ากัับ 83.40-83.80% และ 81.50-82.40% 

ตามลำดัับ (ตารางที่่� 3) โดยทั่่�วไปวััคซีีนป้้องกัันโรค FMD 

จะไม่่ให้้ความคุ้้�มข้้ามสายพัันธุ์์�กััน (cross-protection)  

แม้้จะเป็็นซีีโรไทป์์เดีียวกัันก็็ตาม (Cao et al., 2014)  

ซึ่่�งการระบาดของโรค FMD สายพัันธุ์์�  O/ME-SA/ 

Ind-2001e ในประเทศเวียีดนาม รััสเซีีย คาซััคสถาน และ

มองโกเลีีย จึึงได้้ปรัับมาตรการควบคุุมป้้องกัันโรคโดย 

คััดเลืือกไวรััสที่่�จะนำมาผลิิตวััคซีีนใหม่่ให้้มีีความใกล้้เคีียง

กัับสายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดเพื่่�อให้้วััคซีีน   มีีประสิิทธิิภาพในการ

ป้้องกัันควบคุุมโรคได้้ดีี (Palinski et al . , 2019;  

Nikiforov et al., 2023) แต่่ผลการวิิเคราะห์์ความสััมพัันธ์์

ระหว่่างเชื้้�อ FMDV ที่่�ระบาดในครั้้�งนี้้�กัับ seed vaccine 

virus ของกรมปศุุสััตว์ (vaccine matching) มีีค่่า  

r-value มากกว่่า 0.4 (ตารางที่่� 5) ซึ่่�งอยู่่�ในกลุ่่�ม good 

matching แสดงให้้เห็็นว่่า seed vaccine virus ของ 

กรมปศุุสััตว์์ยัังคงให้้ความคุ้้�มโรคต่อเชื้้�อ FMDV ที่่�ระบาด

ในพื้้�นที่่�ที่่�นำมาศึึกษาในครั้้�งนี้้� สอดคล้้องกัับการศึึกษา 

ของกิ่่�งกานต์แ์ละคณะ (2567) พบว่า่เชื้้�อ FMDV สายพันัธุ์์�

ที่่�ใช้เ้ป็น็ seed vaccine virus ของกรมปศุสุัตัว์ ์มีคี่า่ความ

สัมัพัันธ์ท์างซีีรัมัวิิทยาที่่�ใกล้้เคียีงกับั O/ME-SA/Ind-2001 

ที่่�แพร่่ระบาดในประเทศไทย อย่่างไรก็็ตามมีีบางการ

ศึึกษาพบว่่าวััคซีีนป้้องกัันโรค FMD ซีีโรไทป์์ O เป็็นวััคซีีน

ที่่�ป้้องกัันข้้ามสายพัันธุ์์�ได้้ในวงกว้้างจึึงถููกนำมาใช้้อย่่าง

แพร่่หลาย (กิ่่�งกานต์์, 2567) Nagendrakumar et al. 

(2011) ทดลองฉีดีวััคซีนีสายพัันธุ์์� O1/Manisa ที่่�มีปีริมิาณ

ไวรััสสููงให้้กัับสััตว์์ทดลองพบว่่าให้้ความคุ้้�มโรคต่่อไวรััส 

สายพัันธุ์์� O1/Campos และสายพัันธุ์์� O/SEA/MYA-98 

ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อ FMDV ที่่�อยู่่�ต่่างโทโปไทป์์ได้้ 

	 โรคปากและเท้้าเปื่่�อยเป็็นโรคติิดต่่อในสััตว์์กีีบคู่่� 

ที่่�ก่่อความเสีียหายด้้านเศรษฐกิิจทั่่�วโลกซีีโรไทป์์โอ (O) 

เป็็นซีีโรไทป์์ที่่�พบได้้มากที่่�สุุดในแถบเอเชีีย ซึ่่�งมีีหลาย 

สายพัันธุ์์� เช่่น O/SEA/Mya-98, O/ME-SA/PanAsia,  

O/Cathay และ O/ME-SA/Ind-2001 (Li et al., 2023) 

ในกลุ่่�มโทโปไทป์์ O/ME-SA/Ind-2001 ประกอบไปด้้วย

สายพัันธุ์์�ย่่อย a, b, c, d และ e ที่่�พบระบาดมากขึ้้�นใน

แถบตะวัันออกกลาง แอฟริิกาเหนืือ และเอเชีียตะวัันออก

เฉีียงใต้้ (Ryoo et al., 2021) ประเทศไทยเริ่่�มพบการ

ระบาดของสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e ในจัังหวััด

แถบภาคตะวัันตกและภาคใต้้ซึ่่�งเป็็นพื้้�นที่่�เขตชายแดน

ติิดต่่อกัับประเทศเพื่่�อนบ้้าน ซึ่่�งมีีความสอดคล้้องกัับ 

Ryoo et al. (2021) ที่่�พบการระบาดข้้ามกลุ่่�มประเทศได้้

มากขึ้้�นจากสััตว์์ป่่า การเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์ข้้ามแดน และการ

ขนส่่งสิินค้้าที่่�เป็็นผลิิตภััณฑ์์เนื้้�อสััตว์์

	 การวิิเคราะห์์การเปลี่่�ยนแปลงของยีีน VP1 ยัังเป็็น

อีีกวิิธีีหนึ่่�งที่่�ใช้้บ่่งชี้้�ว่่าไวรััส O/JPN/2000 มีีความรุุนแรง

มากกว่่า O/JPN/2010 (Nishi et al., 2019) และการ

เปลี่่�ยนแปลงของยีีนส่่วน 5’untranslated region 

(5’UTR) ของซีีโรไทป์์ O ที่่�ระบาดในประเทศจีีนมีีผล 

ต่่อความรุุนแรงของไวรััส โดยพบการติิดเชื้้�อแบบ host 

specific คืือพบเชื้้�อในสุุกรแต่่ไม่่พบในโค (Yang et al., 

2020) ซึ่่�งการศึึกษาดัังกล่่าวนี้้�สามารถนำมาใช้้เป็็น

แนวทางในการวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของตััวอย่่าง

เชื้้�อ FMDV จากจังัหวััดประจวบคีีรีขีันัธ์แ์ละจัังหวััดสระบุุรีี 

ในส่่วนยีีนที่่�มีความจำเพาะมากยิ่่�งขึ้้�นในอนาคตได้้ เพื่่�อ

หาความเปลี่่�ยนแปลงของยีีนที่่�ส่่งผลให้้เชื้้�อ FMDV มีีการ

เปลี่่�ยนแปลงคุุณสมบััติิในการก่่อโรค

	จ ากผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการสรุุปเบื้้�องต้้น

ได้้ว่่าเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์�ย่่อย O/ME-SA/

I n d - 2 0 0 1 e  ที่่� แ ย ก ไ ด้้ จ า ก โ คต  า ย ข อ ง จัั ง ห วัั ด

ประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีีในการศึึกษานี้้�มีีความ

เป็็นไปได้้ที่่�จะเป็็นเชื้้�อ FMDV สายพัันธุ์์�ที่่�มีความรุุนแรง 

อย่่างไรก็็ตามควรมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมเกี่่�ยวกัับความ

เปลี่่�ยนแปลงทางพัันธุุกรรมของไวรััส เพื่่�อเป็็นข้้อมููล
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สนัับสนุุนในการเฝ้้าระวัังการเปลี่่�ยนแปลงของไวรััสที่่�มีี

ความรุุนแรงมากขึ้้�น และช่่วยประกอบการพิิจารณา 

คััดเลืือกสายพัันธุ์์�วััคซีีนป้้องกัันโรค รวมถึึงเตรีียมความ

พร้้อมในการการปรัับมาตรการควบคุุม ป้้องกัันโรค 

ที่่�เหมาะสมในอนาคต
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