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Review article

Filarial worms in dogs in Southeast Asia

Manusvee Kaikuntod1, Kriangkrai Thongkorn2, Saruda Tiwananthagorn3 and Chavalit Boonyapakorn 2,*

1Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50100, Thailand
2Department of Companion Animal and Wildlife Clinic, Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50100, Thailand

3Department of Veterinary Bioscience and Veterinary Public Health, Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50100,        
Thailand

Abstract
Filariasis is a public health problem in tropical and subtropical areas and thus an endemic is commonly found in Southeast 
Asian countries. The most frequently-found species of filarial worms in dogs in this region is Dirofilaria immitis, with the 
prevalence of infection rates ranges from 1- 46%. In 2017, the prevalence of dogs infected with D. immitis in Songkhla and 
Satun, Thailand, was 24.1%  In addition, the infections of Brugia malayi in both dogs and humans were reported in Malay-
sia, Brunei, Indonesia, Vietnam, Cambodia, Philippines, and Thailand. In 2011, the prevalence B. malayi infection in Ma-
laysia was 36.20%. Infections of other species of filarial worms including D. repens, B. pahangi and Acanthocheilonema re-
conditum were reported in dogs in this region as well as Thailand. Filarial worms are both pathogenic and non-pathogenic. 
Some species such as D. immitis cause heartworm disease that is dangerous to their hosts and lead to zoonotic infection in 
its accidental host as evidenced in the previous report of lung lesion in human.  Although B. malayi primarily causes el-
ephantiasis in human, its infection is also found in reservoir animals. The purpose of this article is therefore to review lit-
erature related to filariasis by focusing on classification, biology, and life cycle of filarial worms, epidemiology of filarial 
worms in Southeast Asia, clinical sign and filariasis diagnosis. This review is expected to contribute to effective disease 
control and prevention strategies in the future.
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 พยาธิฟิลาเรีย (filarial worms) เป็นปรสิตที่มีความส�าคัญทางคลินิกเนื่องจากเป็นภัยคุกคามต่อ

ชีวิตสุนัขซึ่งเป็นสัตว์เล้ียงท่ีมีความใกล้ชิดกับมนุษย์โดยเฉพาะกลุ่มประเทศที่อยู่ในพื้นที่เขตร้อนและกึ่ง

ร้อน (Melrose and Goldsmid, 2005) เชื้อพยาธิฟิลาเรียที่ส�าคัญในภูมิภาคนี้ เช่น Dirofilaria spp., 

Brugia spp. และ Wuchereria spp. ซึ่งเป็นชนิดที่อันตรายต่อโฮสต์และน�าไปสู่การป่วยและเสียชีวิต 

โดยเฉพาะการติดเชื้อ D. immitis ในสุนัข และการติดเชื้อ B. malayi และ W. bancrofti ในมนุษย์ 

(Kobasa et al., 2004; Anderson, 2000) นอกจากนี้มีพยาธิฟิลาเรียชนิดอื่นที่ติดเชื้อในสุนัขแต่ไม่

อันตรายถึงแก่ชีวิต ได้แก่ D. repens มักท�าให้เกิดก้อนอักเสบหรือตุ่มนูน และอาการคันที่ผิวหนัง (Jacobs 

et al., 2016) ส่วนชนิดที่ไม่ก่อโรค ได้แก่ A. reconditum (Bowman, 2009) การตรวจวินิจฉัยพยาธิฟิ

ลาเรียเบื้องต้นท�าได้จากการตรวจเลือดเพื่อหาไมโครฟิลาเรีย และการย้อมสีจิมซ่า (giemsa staining) 

เพื่อช่วยจ�าแนกชนิด พบว่าไมโครฟิลาเรียของพยาธิบางชนิดมีลักษณะคล้ายคลึงกัน เช่น D. immitis และ           

A. reconditum ไม่พบปลอกหุ้ม (unsheathed microfilaria) และมีความยาวใกล้เคียงกันท�าให้

จ�าแนกได้ยาก ให้ผลคลาดเคลื่อน ดังนั้นการแยกชนิดของพยาธิฟิลาเรียในสุนัขจึงมีความจ�าเป็นเพื่อน�าผล

ที่ได้ไปใช้ในการรักษา ควบคุมป้องกันโรคให้ถูกต้อง และมีประสิทธิภาพต่อไป

บทน�ำ (INTRODUCTION)

 พยาธิฟิลาเรีย เป็นพยาธิตัวกลม (round worms) จัดอยู่ใน Phylum Nematoda; Class Se-

cernentea; Order Spirurida;  Superfamily Filarioidea (Taylor et al., 2016) มีลักษณะค่อนข้าง

ยาวและบาง สีขาวถึงครีมแตกต่างกันไปแต่ละสปีชีส์ ส่วนหัวเรียบ ช่องปากเล็ก ไม่มีริมฝีปาก (lip) ผนังล�า

ตัวมีชั้นคิวติเคิล (cuticle) ปกคลุม ปลายหางมี phasmids เป็นอวัยวะรับรู้เกี่ยวกับสารเคมี (chemore-

ceptor) ส่วนหางของพยาธิตัวผู้โค้งงอ (spiral flexure) และมีอวัยวะท�าหน้าที่ช่วยเกาะขณะผสมพันธุ์ 

(spicules) (Jacobs et al., 2016; Anderson, 2000) พยาธิฟิลาเรียมีวงจรชีวิตทางอ้อม (indirect life 

cycle) โดยพยาธิตัวเมียให้ก�าเนิดตัวอ่อนเรียกว่า ไมโครฟิลาเรีย (microfilariae) จากนั้นตัวอ่อนจะพัฒนา

อยู่ภายในโฮสต์กึ่งกลาง (intermediate host) ซึ่งเป็นแมลงพาหะ (vector) คือ แมลงดูดเลือด (blood 

sucking insects) จนถึงระยะติดต่อ (infective stage) แล้วจึงถูกปล่อยเข้าสู่เนื้อเยื่อหรือระบบเลือดของ

สัตว์มีกระดูกสันหลังซึ่งโฮสต์จ�าเพาะ (definitive host) ผ่านทางการกัด (Bowman, 2009) ไมโครฟิลา

เรียเจริญในมดลูกของพยาธิตัวเมีย ลักษณะทั่วไปของไมโครฟิลาเรียจะเรียวยาว ซึ่งอาจยาวได้ถึง 500 

ไมโครเมตร หรืออ้วนสั้น ความยาวน้อยว่า 100 ไมโครเมตร ส่วนหัวกลม ส่วนปลายหางมีทั้งลักษณะกลม 

ทื่อ กรวย บาง หรือเป็นเส้น บางชนิดมีปลอกหุ้มตัว (sheathed microfilariae) ซึ่งเป็นส่วนของเปลือกไข่

ที่ยาวออกไป (elongated egg membrane) แต่บางชนิดไม่มีปลอกหุ้ม ดังนั้นจึงใช้การมีปลอกหุ้มตัวช่วย

ในการจ�าแนกสปีชส์ีได้ (Taylor et al., 2016; Bowman, 2009; Anderson, 2000) พยาธิฟิลาเรยีท่ีพบในสุนัข

และแมวประกอบด้วย D. immitis (Taylor et al., 2016; Iamsa-ard et al., 2015; Wongkamchai et al., 2014; 

Chungpivat and Taweethavonsawat, 2008; Anderson, 2000), D. repens (Taylor et al., 2016; Wong-

kamchai et al., 2014; Chungpivat and Taweethavonsawat, 2008; Anderson, 2000), A. reconditum 

(Wongkamchai et al., 2014; Anderson, 2000), A. grassi (Anderson, 2000), A. dracunculoides (Ander-

son, 2000), B. pahangi (Iamsa-ard et al., 2015; Chungpivat and Taweethavonsawat, 2008),       

ชีววิทยำของพยำธิฟิลำเรีย (ฺBIOLOGY of FILARIAL WORMS)
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B. malayi (Iamsa-ard et al., 2015; Ambily et al., 2011; Chungpivat and Taweethavonsa-

wat, 2008; Chantud, 2003; Chansiri et al., 2002), B. ceylonensis (Anderson, 2000) และ B. 

patei (Anderson, 2000) แต่ละสปีชีส์มีความหลากหลายทางชีวภาพ ต�าแหน่งที่อยู่ในร่างกาย และ

ประเภทของโฮสต์กึ่งกลางและโฮสต์จ�าเพาะ (Table 1)

 วงชีวิตของพยาธิฟิลาเรียจะแตกต่างกันไปในแต่ละสปีชีส์ แต่โดยทั่วไปแล้วพยาธิฟิลาเรียจะมี

โฮสต์กึ่งกลางเป็นแมลงดูดเลือด ได้แก่ ยุง และมีโฮสต์จ�าเพาะเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลัง วงจรชีวิตเริ่มจาก 

ยุงดูดเลือดโฮสต์จ�าเพาะที่ติดเชื้อ ก็จะได้รับตัวอ่อนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรีย แล้วพัฒนาต่อไปเป็นตัว

อ่อน (larvae) ระยะที่ 2 (L2) และระยะที่ 3 (L3) ซึ่งเป็นระยะติดต่อ เมื่อยุงที่มีตัวอ่อนระยะติดต่อไปดูด

เลือดโฮสต์จ�าเพาะอื่นต่อ ตัวอ่อนระยะติดต่อจะออกจากส่วนปากของยุงเข้าแผลที่ถูกกัด (bite wound) 

แล้วไชไปต�าแหน่งจ�าเพาะของแต่ละสปีชีส์ ตัวอ่อนระยะติดต่อจะลอกคราบเป็นตัวอ่อนระยะที่ 4 (L4) 

แล้วลอกคราบอีกครั้งเข้าสู่ระยะโตเต็มวัย (juvenile adult) เพื่อผสมพันธุ์ โดยเรียกระยะเวลาตั้งแต่โฮสต์

ติดตัวอ่อนพยาธิระยะติดต่อจนสามารถเริ่มตรวจพบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดว่า 

prepatent period ซึ่งมีระยะเวลาต่างกันในแต่ละสปีชีส์ (Jacobs et al., 2016; Lamb, 2012)

วงชีวิตของพยำธิฟิลำเรีย (LIFE CYCLE of FILARIAL WORMS)

ระบำดวิทยำของพยำธิฟิลำเรียในสุนัขในภูมิภำคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้    
(EPIDEMIOLOGY of FILARIAL in SOUTHEAST ASIA)

 พบรายงานการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียในสุนัขจากหลายประเทศทั่วโลก (Table 1) ส�าหรับใน

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้พบรายงานการติดเชื้อ D. immitis ได้ทั้งภูมิภาค นอกจากนี้ยังพบรายงาน

การติด D. repens ได้เช่นกัน (Iamsa-ard  et al., 2015; Noordin et al., 2013; Pakpitcharoen et 

al., 2006) การติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียมีความส�าคัญต่อสัตวแพทย์ เนื่องจากเป็นสาเหตุของโรคพยาธิหนอน

หัวใจในสุนัข (Patricia et al., 2014; Nithiuthai, 2003)

 เนื่องจากภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้อยู่ใกล้บริเวณเส้นศูนย์สูตร ซึ่งมีภูมิอากาศแบบร้อน

และร้อนชื้น จึงพบการระบาดของพยาธิฟิลาเรียมาก พยาธิฟิลาเรียที่เป็นปัญหาทางสาธารณสุขของมนุษย์ 

คือ Brugia spp. และ Wuchereria spp. ซึ่งท�าให้เกิดโรคเท้าช้างในมนุษย์ (lymphatic filariasis) 

ประเทศที่พบการระบาดของ B. malayi ได้แก่ บรูไน อินโดนีเซีย มาเลเซีย เวียดนาม กัมพูชา ฟิลิปปินส์ 

ติมอร์-เลสเต และประเทศไทย ในประเทศไทยพบรายงานการติดเชื้อ B. malayi ในจังหวัดปัตตานี 

สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง และนราธิวาส ซึ่งมีสุนัขและแมวเป็นสัตว์รังโรคที่ส�าคัญสามารถ

ตรวจพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดของสัตว์ที่อยู่ในพื้นที่ที่มีการระบาดได้ (Iamsa-ard et al., 2015; 

Siripong, 2009; Chungpivat and Taweethavonsawat, 2008; Nuchprayoon et al., 2006; Pak-

pitcharoen et al., 2006; Kobasa et al., 2004; Chantud, 2003; Nuchprayoon et al., 2003; 

Chansiri et al., 2002; Kanjanopas et al., 2001) 

3Kaikuntod et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 1-17
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 มีรายงานการพบ B. malayi จากแมวที่ติดเชื้อโดยธรรมชาติ (Wongkamchai et al., 2013; 

Areekit et al., 2009) การติดเชื้อ B. pahangi มักพบในประเทศมาเลเซีย ส่วนในประเทศไทยมีรายงาน

การพบเชื้อที่จังหวัดนราธิวาส และระนอง (Iamsa-ard  et al., 2015; Noordin et al., 2013; Wong-

kamchai et al., 2013; Areekit et al., 2009; Pakpitcharoen et al., 2006) ซึ่งหากพบความชุกของ

พยาธิฟิลาเรียต่างๆ สูงทั้งในสัตว์และคน ก็จะยิ่งเพิ่มความเสี่ยงในการติดเชื้อและการถ่ายทอดเชื้อระหว่าง

สัตว์สู่คน (Tiawsirisup, 2010) รายละเอียดแสดงการติดพยาธิฟิลาเรียในประเทศแถบเอเชียตะวันออก

เฉียงใต้ (Table 2)

อำกำรทำงคลินิก (Clinical sign)

 พยาธิฟิลาเรียที่พบว่าเป็นปรสิตที่ส�าคัญในมนุษย์ ได้แก่ W. bancrofti, B. malayi  และ B. 

timori ท�าให้เกิดท่อน�้าเหลืองอักเสบ (lymphangitis) ในระยะเรื้อรังจะเกิดโรคเท้าช้าง (elephantiasis) 

ซึ่งเป็นโรคติดต่อที่ส�าคัญ (WHO, 2013) นอกจากกลุ่มพยาธิเท้าช้าง มีรายงานการติดเชื้อ D. immitis,    

D. repens ในมนุษย์โดยเป็นโฮสต์บังเอิญ (accidental host) (Eberhard et al., 2013; Foissac et al., 

2013; Vakalis and Himonas, 1997)

Species Geographical 

distribution

Prevalence

(%)

Reference

D. immitis Malaysia 1.33 Ng et al., 2012

28.8 Retnasabapathy and San, 1976

Myanmar 18.7 Aung, 2014

Thailand       Songkhla & Satun 24.1 Kamyingkird et al., 2017

                   Bangkok 13.90 Jittapalaponget et al., 2005

46.17 Nithiuthai and Chungpivat, 1992

                   Chiang Mai 18.20 Boonyapakorn et al., 2008

45.67 Choochote et al., 1987

B. malayi Cambodia 0.81 Leang et al., 2004

Malaysia 36.20 Malaysia Ministry of Health Annual 

Report, 2011

39.00 Noordin et al., 2010

Table 2 Prevalence of filarial worms in dogs in Southeast Asia   
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 ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ D. immitis มักพบลักษณะรอยโรคที่ปอด (pulmonary dirofilariasis) เนื่องจาก

ตัวอ่อนพยาธิไม่สามารถพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยได้ และตายในที่สุดท�าให้เกิดกลไกการอักเสบเฉพาะที่ (local 

inflammation) เป็นก้อนแกรนูโลมา (granuloma formation) ที่ปอด เรียกรอยโรคที่พบจากภาพถ่าย

รังสีช่องอกว่า “coin lesion” ลักษณะรอยโรคของ pulmonary dirofilariosis ในผู้ป่วยมีลักษณะ

คล้ายคลึงกับรอยโรคของเนื้องอกหรือมะเร็งในปอด เช่น benign pulmonary nodules หรือ malig-

nant tumors (Fuehrer et al., 2016; Morchón et al., 2012; Bowman, 2009; Asimacopoulos 

et al, 1992) ผู้ป่วยอาจไม่แสดงอาการ หรือพบอาการปวดหน้าอก มีไข้ ไอ ไอเป็นเลือด และหายใจ

ล�าบาก (Campos et al., 1997) ในประเทศไทยมีรายงาน pulmonary dirofilariosis ซึ่งเกิดจาก D. 

immitis ในผู้ป่วยที่เสียชีวิตจาก multisystem Langerhans cell histiocytosis (Sukpanichnant et 

al., 1998) นอกจากรอยโรคที่ปอดแล้ว ยังสามารถตรวจพบรอยโรคบริเวณต่อมน�้าเหลืองที่คอด้วย (cer-

vical lymph node) (Choochote et al., 1992) Otranto และคณะ (2011) ได้รายงานการตรวจพบ

พยาธิฟิลาเรียในตาผู้ป่วย (intraocular filariasis) ผู้ป่วยจะแสดงอาการปวดตาเนื่องจากความดันลูกตา

สูง กระจกตาบวมน�้า (corneal edema) ตาแดง (episcleral hyperemia) ผลการตรวจพยาธิในตาพบ

ว่ามีลักษณะทางพันธุกรรมคล้ายคลึงกับ D. immitis (Otranto et al., 2011) ส่วนการติด D. repens ใน

มนุษย์มักท�าให้เกิด subcutaneous nodule และ ocular dirofilariasis (Fuehrer et al., 2016; Bow-

man,2009; Poppert et al., 2009; Anderson, 2000; Vakalis and Himonas, 1997) ในประเทศไทย

พบรายงานการเกิด subconjunctival dirofilariosis จาก D. repens ในจังหวัดพังงาและนครศรีธรรมราช 

โดยพบรอยโรคบรเิวณตาและเปลือกตาของผู้ป่วย (Jariya and Sucharit, 1983; Pradatsundarasar, 1955) 

 ระยะโตเต็มวัยของ D. immitis ในสุนัข จะอาศัยอยู่ในหลอดเลือดแดงที่ปอด (main pulmo-

nary artery) สุนัขอาจแสดงอาการไอแห้ง หอบ น�้าหนักลด ท้องมาน เป็นลม หัวใจวาย นอกจากนั้นตัว

เต็มวัยของพยาธิยังสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ท�าให้เกิดการอักเสบ เช่น การอักเสบของ

หลอดไตฝอย (glomerulonephritis) เป็นต้น ส่วนการติดเชื้อในแมวอาจไม่ท�าให้สัตว์แสดงอาการหรือ

ความผิดปกติ หรืออาจแสดงอาการของระบบทางเดินหายใจ เช่น ไอเรื้อรัง หายใจล�าบาก บางรายพบ

เลือดออกทางจมูก อาการทางระบบทางเดินอาหาร (เช่น อาเจียนเรื้อรัง) หรือตายเฉียบพลัน รอยโรคที่

สามารถพบในแมว เช่น การหนาตัวของหลอดเลือดแดงพัลโมนารี่ (pulmonary artery hypertrophy) 

(Patricia et al., 2014; Tachampa et al., 2011; Tiawsirisup, 2010) แต่การติด D. repens ระยะโต

เต็มวัยในสัตว์มักจะเกิดรอยโรคเป็นตุ่มนูนใต้ผิวหนัง หรือกล้ามเนื้อ และอาจแสดงอาการคันผิวหนัง 

(Megat Abd Rani et al., 2010; Bowman, 2009; Chungpivat and Taweethavonsawat, 2008; 

Anderson, 2000)

 ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่ ประเทศมาเลเซีย ประเทศเวียดนาม ประเทศอินโด

นีเชีย ประเทศฟิลิปปินส์ ประเทศอินเดีย ประเทศศรีลังกา และประเทศไทย พบรายงานการติดเชื้อ W. 

bancrofti  และ B. malayi ซึ่งก่อโรคเท้าช้างในมนุษย์ โดยในสัตว์ เช่น สุนัข แมว ลิง  พบรายงานการติด

เชื้อเฉพาะ B. malayi  (Anderson, 2000) ในประเทศไทยเคยมีรายงานการพบ B. malayi ทั้งในมนุษย์

และแมว โดยมีพาหะเป็นยุง Mansonia uniformis (Kobasa et al., 2004) แต่การติดเชื้อในสัตว์อาจไม่

แสดงอาการ หรือพบต่อมน�้าเหลืองอักเสบและบวมโต (Taylor et al., 2016; Bowman, 2009; Ander-

son, 2000)
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กำรวินิจฉัย (DIAGNOSIS)

กำรตรวจทำงกล้องจุลทรรศน์ (Microscopic examination)
 เป็นการตรวจหาไมโครฟิลาเรียในเลือด ซึ่งมักเป็นวิธีที่ท�าได้ง่าย ใช้เวลาน้อย ราคาถูก แต่ข้อเสีย

คือมีความไว (sensitivity) ต�่า เนื่องจากใช้เลือดปริมาณน้อยในการตรวจ จึงมีโอกาสได้ผลลบเทียม 

(Nuchprayoon et al., 2003; Sangvaranond, 1997)  วิธีการตรวจทางกล้องจุลทรรศน์ ประกอบด้วย

การตรวจหาการเคลื่อนที่ของไมโครฟิลาเรียจากเลือดสด (wet mount preparation) ซึ่งวิธีนี้ไม่สามารถ

จ�าแนกชนิดพยาธิได้ (Nuchprayoon et al., 2003) การตรวจหาไมโครฟิลาเรียจากฟิล์มเลือดแบบหนา 

(thick smear technique) ซึ่งย้อมด้วยสีสีจิมซ่า อาจจ�าแนกชนิดของพยาธิได้จากลักษณะโครงสร้างการ

ติดสีที่ต่างกัน อย่างไรก็ตามอาจเกิดความผิดพลาดในการจ�าแนกชนิดพยาธิหากปลอกหุ้มตัวลอกหลุด

ระหว่างขั้นตอนการย้อม วิธีนี้มีความไวต�่าโดยอาจตรวจไม่พบไมโครฟิลาเรียถ้ามีปริมาณน้อยกว่า 15-60 

ตัวต่อมิลลิลิตร (Sasa, 1976; Denham et al, 1971) นอกจากนี้ยังมีเทคนิคที่ท�าให้เชื้อเข้มข้นมากขึ้น 

(concentration techniques) ได้แก่ การน�าส่วนตะกอน (sediment) จากการปั่นเหวี่ยงมาย้อมสีดู

ลักษณะโครงสร้างของพยาธิ (modified Knott’s method) วิธีนี้จึงเป็นวิธีที่ช่วยเพิ่มความไวในการ

วินิจฉัยได้ (Knott, 1939) การตรวจหาไมโครฟิลาเรียที่อยู่บริเวณเหนือพลาสมา (buffy coat) จากเลือด

ที่ถูกปั่นแยกโดยใช้หลอดคะปิลลารี (capillary tube) ที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (Haematocrit 

capillary tube technique หรือ  Woo’s technique) (Woo, 1971) หรือการย้อมสีทางฮิสโตเคมี (his-

tochemical staining)  โดยสามารถพบการติดสีเกิดจากการกระจายตัวของปฏิกิริยาของเอนไซม์ acid 

phosphatase ในส่วนต่างๆ ของไมโครฟิลาเรีย โดยไมโครฟิลาเรียแต่ละชนิดมีการติดสีต่างต�าแหน่งกัน

จึงสามารถจ�าแนกชนิดของพยาธิได้ และมีความจ�าเพาะ (specificity) สูงกว่าวิธีที่กล่าวมาข้างต้น แต่ต้อง

อาศัยผู้ตรวจที่มีประสบการณ์และมีความช�านาญ (Sasa, 1976; Chalifoux and Hunt, 1971)

 ในสุนัข และแมวการติดเชื้อ B. pahangi มักไม่ท�าให้แสดงอาการทางคลินิก อาจพบเพียงต่อม

น�้าเหลืองอักเสบ บวมโต ในมนุษย์จัดเป็นโฮสต์บังเอิญส�าหรับ B. pahangi (Kobasa et al., 2004) 

อย่างไรก็ตามพบรายงาน lymphatic filariasis จากการติดเชื้อ B. pahangi ในประเทศมาเลเซีย (Tan et 

al., 2011) และพบรายงานการตรวจพบไมโครฟิลาเรียของ B. pahangi ในกระแสเลือดในเด็กที่แสดง

อาการต่อมน�้าเหลืองที่ขาหนีบโตทั้งสองข้างที่จังหวัดระยอง (Iamsa-ard et al., 2015)
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กำรวินิจฉัยทำงอณูชีววิทยำ (Molecular diagnosis)

 เป็นการตรวจหาสารพันธุกรรมของพยาธิ ซึ่งมีความจ�าเพาะ และความไวสูงขึ้น มีค่าใช้จ่ายสูง 

วิธีการตรวจซับซ้อน ต้องอาศัยความช�านาญของเจ้าหน้าที่ และท�าในห้องปฏิบัติการที่ได้มาตรฐาน จึงเป็น

ข้อจ�ากัดในการน�าไปใช้ทางคลินิก แต่จุดเด่นของวิธีนี้คือสามารถยืนยันการจ�าแนกชนิดพยาธิได้ในระดับ

ชีวโมเลกุล และใช้ปริมาณตัวอย่างน้อย การวินิจฉัยการติดพยาธิฟิลาเรียทางอณูชีววิทยามีหลายวิธีด้วย

กัน เช่น 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) 

 เป็นการใช้หาและเพิ่มจ�านวนดีเอ็นเอในต�าแหน่งยีนที่จ�าเพาะ โดยอาศัยดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA 

template) เป็นจุดเริ่มต้น เพื่อใช้ในการหาล�าดับเบสเป้าหมาย (gene target) ด้วยไพรเมอร์ วิธีการนี้

สามารถใช้ในการจ�าแนกชนิดของพยาธิได้ (Brown, 2010) เช่น การใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพื่อเพิ่ม

จ�านวนดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อยีน 5.8S-ITS2-28S ด้วยไพรเมอร์ชุด DIDR ซึ่งสามารถใช้ใน

การจ�าแนกชนิดของหนอนพยาธิ 6 ชนิดได้แก่ D. immitis, D. repens, B. malayi, B. pahangi, A. 

reconditum และ A. dracunculoides โดยจะได้ขนาดของผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR 

product) ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 542, 484, 615, 664, 578 และ 584 คู่เบส ตามล�าดับ (Rishniw et al., 

2006) หรือไพรเมอร์เฉพาะ A.rec-F1 และ A.rec-R1 มียีนเป้าหมายที่ต�าแหน่ง internal transcribed 

spacer 2 (ITS2) สามารถตรวจหา A. reconditum ได้ (Rishniw et al., 2006) จุดเด่นของวิธีนี้คือ

สามารถตรวจสอบเชื้อได้อย่างรวดเร็วแม้มีปริมาณน้อย แต่ก็มีข้อจ�ากัดในการน�าไปใช้กับตัวอย่างจ�านวน

มาก 

 การศึกษาองค์ประกอบของยีนซึ่งเป็นผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ได้แก่ วิธีการหา

ล�าดับเบสในสายนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) วิธีนี้สามารถใช้ยืนยันความถูกต้องของผลผลิตจาก

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส วินิจฉัยชนิดแยกแยะสายพันธุ์ของหนอนพยาธิฟิลาเรียจากการเปรียบเทียบ

ล�าดับของนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอของเชื้อ ในGenBank (Benson et al., 2013) 

และสามารถอธิบายความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยการสร้างรูปแบบวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต (phy-

logenetic tree)  เช่น การประยุกต์ใช้เทคนิคพีซีอาร์ และการหาล�าดับเบสในสายนิวคลีโอไทด์ ในการ

วินิจฉัยการติดเชื้อ Brugia spp.ในแมวจากพื้นที่การระบาดของโรคในจังหวัดนราธิวาส (Pakpitcharoen 

et al., 2006)  การหาล�าดับเบสในสายนิวคลีโอไทด์ สามารถท�าได้ง่าย และไม่ซับซ้อน โดยใช้เครื่องมือที่

เรียกว่า automate machine (Brown, 2010; Mulhardt, 2007) ปัจจุบันเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล�าดับ

เบสมีความก้าวหน้าขึ้นมากเช่น เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล�าดับเบสยุคใหม่ (next- generation sequenc-

ing) ซึ่งใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นเพียงเล็กน้อย ใช้เวลารวดเร็วและมีประสิทธิภาพ สามารถวิเคราะห์ล�าดับเบส

จ�านวนมากในการท�างานครั้งเดียว และท�าหลายตัวอย่างในเวลาเดียวกันได้ซึ่งต่างกับวิธีการหาล�าดับเบส

ของแซงเกอร์ (Ukoskit et al., 2015) 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ในสภาพจริง (Real- time PCR) 

 เป็นเทคนิคท่ีประยุกต์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบดั้งเดิมโดยติดฉลากผลผลิตจาก

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยสารเรืองแสง (fluorophore) ท�าให้ติดตามปฏิกิริยาที่ก�าลังด�าเนินอยู่ได้ 

สามารถค�านวณและวิเคราะห์ปริมาณของดีเอ็นเอที่เพิ่มจ�านวนข้ึนในเวลาเดียวกันซ่ึงช่วยลดขั้นตอนหลัง

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เช่น ตรวจสอบผลผลิตบนเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส แต่จ�าเป็นต้องมีเครื่องมือเฉพาะ

และราคาสูง (Loftis and Reeves, 2012) มีรายงานการใช้เทคนิค real-time PCR เพื่อตรวจวัดปริมาณ

ดีเอ็นเอของไมโครฟิลาเรียในการเปรียบเทียบวิธีสกัดดีเอ็นเอของ D. immitis ที่แตกต่างกันโดยมี glu-

tathione-S-transferase (gst) เป็นยีนเป้าหมาย (Sungpradit et al., 2010)
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

 เป็นการน�าผลจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจากการเพิ่มปริมาณยีนต�าแหน่งที่ต้องการมาตัด

ย่อยด้วยเอนไซม์จ�าเพาะ (restriction enzyme) (Pankla et al., 2013; Nuchprayoon et al., 2005)  

ท�าให้ได้สายดีเอ็นเอที่สั้นลง โดยผลจากปฏิกิริยา PCR-RFLP ของพยาธิต่างชนิดกัน จะมีขนาดที่แตกต่าง

กัน เมื่อน�ามาแยกด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส จะพบรูปแบบที่แตกต่างกัน (Padungtod, 2007;  Williams, 

1989) เช่น Nuchprayoon และคณะ (2005) ได้พัฒนาเทคนิค PCR-RFLP ของยีน ITS1 และใช้เอนไซม์ 

Ase I ในการตัดสายดีเอ็นเอ เพื่อการจ�าแนกชนิดของไมโครฟิลาเรีย 5 ชนิด ได้แก่ W. bancrofti, B. ma-

layi, B. pahangi, D. immitis และ D. repens 

Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

 เป็นอีกเทคนิคที่ใช้เพิ่มดีเอ็นเอจ�านวนมากและมีประสิทธิภาพมีความไวสูงในการตรวจจับ

ดีเอ็นเอมากกว่าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 10-100 เท่า (Romphruk, 2011) ท�าได้ง่าย ใช้เวลาน้อย และ

ไม่ต้องใช้เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (thermocycler) เนื่องจากปฏิกิริยาทั้งหมดเกิดขึ้นในช่วง

อุณหภูมิเดียว และสามารถติดตามและวิเคราะห์ยีนที่ก�าลังเพิ่มจ�านวนได้ จึงสามารถท�าการทดสอบได้ใน

ภาคสนาม  แต่ข้อเสียคือ ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์มีความซับซ้อน เนื่องจากต้องใช้ไพรเมอร์ที่มี

ความจ�าเพาะกับล�าดับเบสเป้าหมายถึง 3 คู่หรือ 6 สาย (Romphruk, 2011) เช่น Poole และคณะ 

(2012) ได้พัฒนาเทคนิค colorimetric non-instrumented nucleic acid amplification (NINA) 

-LAMP assays ในการตรวจหา B. malayi, Onchocerca volvulus และ W. bancrofti ซึ่งพบว่า

เทคนิคนี้มีความแม่นย�า มีความไวและความจ�าเพาะสูง ใช้เวลาน้อย และเกิดภายใต้อุณหภูมิเดียวกัน

ตลอดปฏิกิริยาจึงเหมาะแก่การน�าไปใช้ (Poole et al., 2012)

Biosensor 

 เป็นเครื่องมือตรวจวัดทางชีวภาพ ติดตามสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ (sensor element) ได้

อย่างจ�าเพาะเจาะจง ประกอบด้วยสองส่วนคือ สารชีวภาพ (bioelement) ได้แก่ เอนไซม์ แอนติบอดี 

แอนติเจน กรดนิวคลีอิก และดีเอ็นเอ เป็นต้น ซึ่งจะท�าปฏิกิริยากับสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์อย่าง

จ�าเพาะแล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพหรือเคมี โดยมีทรานส์ดิวเซอร์ (transducer) เป็นตัวแปลง

สัญญาณที่เกิดขึ้นเป็นสัญญาณไฟฟ้า ข้อดีคือใช้งานง่าย มีความจ�าเพาะสูง มีความถูกต้องสูง ลดขั้นตอน

การเตรียมตัวอย่าง ใช้เวลาน้อย และอาจใช้ทดแทนวิธีที่มีราคาแพง (Ali et al., 2017; Samphao, 2011) 

เช่น การพัฒนา Nucleic Acid Based Biosensors (NABs) ในการตรวจหา D. immitis (Jaratsing et 

al., 2016)

10 Kaikuntod et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 1-17



Vet Integr Sci Kaikuntod et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 1-17

Veterinary Integrative Sciences

11

กำรควบคุมและป้องกันพยำธิฟิลำเรียในสัตว์เลี้ยง (Control and preven-
tion of filariasis in domestic animals)

 พยาธิฟิลาเรียในสุนัขที่มีความส�าคัญทางคลินิกคือ D. immitis เนื่องจากก่อให้เกิดโรคพยาธิ

หนอนหัวใจในสัตว์เลี้ยง (Patricia et al., 2014) การป้องกันสามารถเริ่มได้ตั้งแต่อายุ 2 เดือน แต่ส�าหรับ

สุนัขและแมวอายุ 7 เดือนขึ้นไปหรือในสัตว์เลี้ยงที่ขาดการป้องกันอย่างต่อเนื่อง รวมถึงสัตว์เลี้ยงที่เคยติด

เชื้อมาก่อน ควรตรวจแอนติเจนและตรวจหาไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดก่อนท�าการป้องกัน ยาที่นิยมใช้

เพื่อการป้องกันในปัจจุบันได้แก่ ยาในกลุ่ม macrocyclic lactone ได้แก่ ivermectin, milbemycin ox-

ime, moxidectin และ selamectin โดยจะออกฤทธิ์จับกับ glutamate-gated chloride receptor 

channel บนเซลล์ประสาทของไมโครฟิลาเรียระยะ L3 และ L4 รวมถึงตัวเต็มวัยระยะแรก ท�าให้พยาธิ

เป็นอัมพาต (Barr et al., 2011; Tachampa et al., 2011) ส่วนยาที่ใช้รักษาและควบคุม Brugia spp. 

ได้แก่ Diethylcarbamazine (DEC) เป็นหลัก ซึ่งสามารถท�าลายพยาธิตัวอ่อนและตัวเต็มวัยได้ (Al-Az-

zam et al., 2007; Jaijakul and Nuchprayoon, 2005) การป้องกันยังรวมถึงไม่ให้ยุงกัด กางมุ้ง และ

ก�าจัดแหล่งเพาะพันธุ์ยุง เป็นการป้องกันทางอ้อมได้ผลดีเช่นกัน (Nithikathkul et al., 2006)

สรุป (CONCLUSION) 

 ปัจจุบัน แม้บางพื้นที่จะมีการควบคุมโรค แต่จากการทบทวนวรรณกรรมยังพบการระบาดของ

พยาธิฟิลาเรียในสุนัขของประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้รวมถึงประเทศไทย โดยสายพันธุ์ที่มีการ

รายงาน ไม่ได้พบเพียงชนิดที่ก่อให้เกิดโรคพยาธิหนอนหัวใจเท่านั้น แต่ยังพบไมโครฟิลาเรียของพยาธิชนิด

อื่นด้วย การจ�าแนกประเภทของพยาธิฟิลาเรียจึงมีความจ�าเป็นเพื่อวางแผนการรักษาและควบคุมที่เหมาะ

สม วิธีทางอณูชีววิทยาเป็นวิธีที่มีความจ�าเพาะและความไวสูงในการวินิจฉัยแยกชนิดไมโครฟิลาเรียใน

กระแสเลือดของสุนัขอย่างมีประสิทธิภาพและมีความน่าเชื่อถือ สามารถน�ามาใช้ในการควบคุมและ

ป้องกันการระบาดของโรคต่อไป
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Abstract
Canine histiocytic sarcoma (CHS), also known as malignant histiocytosis is a very aggressive hematologic malignancy that 
has a high metastatic rate and mortality rate. CHS originates from white blood cells, namely histiocytes that commonly 
reside in soft tissue and connective tissue throughout the body. Microscopically, the cell morphology of this tumor some-
times is indistinguishable from other round cell tumors and carcinomas by using routine hematoxylin and eosin staining. 
Currently, immunohistochemistry is a valuable diagnostic tool for identifying types and cell of origin of the tumor that most 
CHS cells have dendritic cell immunophenotype (CD18+, CD11c+, MHCII+, CD11d-). The most currently available treat-
ments for CHS are the combination of surgical excision, radiotherapy and chemotherapy, known as multimodal therapy, in 
order to increase treatment efficacy and survival time of dogs with CHS. Furthermore, the palliative treatment should be 
considered in CHS cases to improve the quality of life.
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บทน�ำ

	 ฮสีตโิอไซต์	 (histiocyte)	 เป็นเซลล์เมด็เลือดขาวทีมี่ต้นก�าเนดิจากพลรูโิพเทนท์สเต็มเซลล์	 (pluri-

potent	stem	cell)	ในไขกระดกู	การเปลีย่นสภาพของเซลล์	(cell	differentiation)	จากเซลล์ต้นก�าเนดิไป

เป็นฮสีตโิอไซต์จะต้องอาศยัไซโตไคน์	 (cytokine)	 และโกรทแฟคเตอร์	 (growth	 factor)	 หลายชนดิในการ

พฒันา	เช่น	granulocyte	macrophage	colony-stimulating	factor	(GM-CSF),	macrophage	colo-

ny-stimulating	factor	(M-CSF),	tumor	necrotic	factor-alpha	(TNF-α),	interleukin	(IL)-3,	IL-4	และ	

transforming	growth	factor-beta	1	(TGF-β1)	(Cline,	1994;	Moore,	2014)	

	 ฮสีตโิอไซต์จะอยูใ่นบรเิวณเนือ้เยือ่อ่อนและเนือ้เยือ่เก่ียวพนัทัว่ร่างกาย	 เกีย่วข้องกบัระบบเรติ

คโูล-เอนโดทเีลยีม	(reticuloendothelial	system)	ฮสีตโิอไซต์แบ่งเป็น	2	ชนดิ	คอื	เซลล์มาโครฟาจ	(mac-

rophage)	มหีน้าท่ีท�าลายเชือ้โรคและสิง่แปลกปลอมทีเ่ข้าสูร่่างกายผ่านกระบวนการฟาโกไซโทซสิ	(phago-

cytosis)	 และเก่ียวข้องกบัระบบภมูคิุม้กนัโดยก�าเนดิ	 (innate	 immune	 system)	 และเซลล์เดน็ไดรตกิ	

(dendritic	cell)	ท�าหน้าทีน่�าเสนอ	หรอืส่งสญัญาณจากแอนตเิจนให้กบัลมิโฟไซต์ชนดิเซลล์ท	ี(T-cell	lym-

phocyte)	 เกีย่วข้องกบัระบบภมูคิุม้กนัแบบจ�าเพาะ	 (adaptive	หรอื	acquire	 immune	system)	 เซลล์

เดน็ไดรตกิสามารถแบ่งได้เป็น	2	ชนดิย่อย	ขึน้กับระยะการเจรญิเตม็วยั	(maturation	stage)	คอื	Langer-

hans	cell	หรอื	immature	dendritic	cell	ซึง่พบได้ในชัน้หนงัก�าพร้า	(epidermis)	ของผิวหนงั	ระบบขบั

ถ่ายปัสสาวะ	ระบบทางเดนิอาหาร	รวมถงึระบบทางเดนิหายใจ	และ	interstitial	dendritic	cell	เป็นเซลล์

เดน็ไดรตกิทีโ่ตเตม็ที	่(mature	cell)	และพบอยูใ่นอวยัวะท่ัวร่างกายรวมถงึผวิหนงัชัน้หนงัแท้	(dermis)	

	 ฮสีตโิอไซตกิ	ซาร์โคมาในสนุขั	(canine	histiocytic	sarcoma;	CHS)	จดัอยูใ่นกลุม่โรคฮีสตโิอไซต์

เจรญิผิดปกต	ิ(histiocytic	proliferative	disorder;	HPD)	ซึง่เป็นมะเรง็เลอืดขาวชนิดทีม่คีวามรุนแรงมาก	

สตัว์ป่วยจะเสยีชวิีตภายใน	2	ถงึ	4	เดอืน	มะเร็งชนดินีพ้บบ่อยในสนุขัอายุปานกลางถงึอายมุาก	อย่างก็ตาม

มรีายงานว่าสนุขัอายนุ้อยสามารถเป็น	CHS	ได้	(Denstedt,	2014;	Mastrorilli	et	al.,	2012)	อบุตักิารณ์

การเกดิ	 CHS	 พบมากในสนุขัสายพนัธุเ์บอร์นสี	 เมาน์เทนดอ็ก	 (Bernese	 Mountain	 Dog)	 รอ็ตไวเลอร์	

(Rottweiler)	 และกลุ่มรทีรฟีเวอร์	 (Retriever)	 โดยเฉพาะพนัธุแ์ฟลท	 โค้ท	 รทีรฟีเวอร์	 (Flat-coated	 re-

triever)	(Abadie	et	al.,	2009;	Boerkamp	et	al.,	2014;	Constantino-Casas	et	al.,	2011;	Craig	et	

al.,	2002;	Erich	et	al.,	2013;	Fidel	et	al.,	2006)	และยงัพบรายงานในสนุขัพนัธุอ์ืน่อกีด้วย	เช่น	ทเิบตนั

เทอร์เรยี	 (Tibetan	Terrier)	 (Uchida	et	al.,	2001)	เพมโบรก	เวลช์	คอร์ก้ี	 (Pembroke	Welsh	Corgi)	

(Hirako	et	al.,	2015;	Ide	et	al.,	2011;	Thongtharb	et	al.,	2016a)	และมเินเจอร์	ชเนาเซอร์	(Miniature	

schnauzer)	 (Lenz	 et	 al.,	 2017)	 รวมทัง้มรีายงานการพบในสตัว์ชนดิอืน่	 เช่น	 แมว	 (Friedrichs	 and	

Young,	2008;	Ide	et	al.,	2009;	Ide	et	al.,	2010)	โค	(Anjiki	et	al.,	2000;	Matsuda	et	al.,	2010)	ม้า 

(Paciello	et	al.,	2013)	กระต่าย	(Ishimori	et	al.,	2017;	Karim	et	al.,	2017;	Leissinger	et	al.,	2013) 

หน	ู(Ohnishi	et	al.,	2012)	เจอร์บิล	(gerbil)	(Chen	et	al.,	1992)	และเฟอเรท	(ferret)	(Thongtharb	et	

al.,	2016b) 

	 เมือ่ตรวจสอบรอยโรคของ	CHS	ด้วยตาเปล่า	 (gross	examination)	พบว่าก้อนเนือ้มคีวามแน่น	

(firm	consistency)	มรีปูร่างกลมหรอืหลายกลบี	 (multi-lobulated)	พืน้ผวิหน้าตดัของก้อนเนือ้ค่อนข้าง

เรยีบ	 มสีขีาวถงึสคีรมี	 และอาจพบจดุเลอืดออก	 หรอืหย่อมเนือ้ตายภายในก้อนเนือ้งอกได้	 เมือ่ศึกษา

ต�าแหน่งและรปูแบบการกระจายตวัของรอยโรค	พบว่า	CHS	แบ่งเป็น	2	ประเภท	คอื	แบบเกิดขึน้เฉพาะที่	

(localized	histiocytic	sarcoma)	และ	แบบกระจายทัว่ร่างกาย	(disseminated	histiocytic	sarcoma)	
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	 CHS	แบบเกิดขึ้นเฉพาะที่	มักพบเป็นก้อนเดี่ยวบริเวณผิวหนัง	และเนื้อเยื่อชั้นใต้หนังของปลาย

รยางค์	 (Figure	 1)	 ซึ่งเป็นต�าแหน่งที่พบได้บ่อย	 และอาจพบได้ที่ข้อต่อกระดูกรยางค์	 ต่อมน�้าเหลืองข้าง

เคียง	(sentinel	lymph	node)	ม้าม	ปอด	อัณฑะ	สมอง	และไขสันหลัง		มะเร็งประเภทนี้สามารถลุกลาม

ลงไปในเนื้อเยื่อชั้นที่อยู่ลึกลงไป	 และสามารถพบการแพร่กระจายเข้าสู่ต่อมน�้าเหลืองข้างเคียงได้	 ส่วน	

CHS	 แบบกระจายทั่วร่างกาย	 มักพบก้อนเนื้อกระจายอยู่ภายในอวัยวะของร่างกาย	 เช่น	 ม้าม	 ปอด	

ไขกระดูก	 ตับ	 สมอง	 และไขสันหลัง	 มะเร็งประเภทนี้มีความรุนแรงมาก	 การพยากรณ์โรคไม่ดี	 และสัตว์

ป่วยมีโอกาสเสียชีวิตสูง	 เมื่อศึกษาในระดับอิมมูโนฟีโนไทป์	 (immunophenotype)	 พบว่าเซลล์มะเร็งฮี

สติโอไซต์ในสุนัขส่วนใหญ่พัฒนามาจากเซลล์เด็นไดรติก	 แต่	 CHS	 สามารถแสดงลักษณะฟีโนไทป์ของมา

โครฟาจได้ด้วย	ซึ่งพบได้บ่อยในชนิดที่มีการเก็บกินเซลล์เม็ดเลือด	 (hemophagocytic	histiocytic	sar-

coma)	 ที่ม้าม	 แต่โอกาสพบจะน้อยกว่า	 2	 ชนิดแรก	 (Moore	 et	 al.,	 2006)	 Thongtharb	 และคณะ	

(2016)	 พบว่าเซลล์มะเร็งฮีสติโอไซต์ที่พบในระบบประสาทส่วนกลางสามารถแสดงลักษณะฟีโนไทป์ของ

ทั้งเซลล์เด็นไดรติก	 และมาโครฟาจได้	 แต่เหตุการณ์ดังกล่าวเกิดขึ้นได้ไม่บ่อยนัก	 ทั้งนี้ขึ้นกับระยะการ

เปลี่ยนแปลงของเซลล์มะเร็งแต่ละเซลล์	 นอกจากนี้	 Hirako	 และคณะ	 (2015)	 ยังได้รายงานว่า	 CHS	 มี

โอกาสพัฒนามาจากเซลล์แลงเกอร์ฮานส์	(Langerhans	cell)	ได้	เนื่องจากพบว่าเซลล์มะเร็งฮีสติโอไซต์ให้

ผลบวกกับ	E-cadherin	บ่งบอกว่าเซลล์มะเร็งดังกล่าวมีลักษณะฟีโนไทป์ของเซลล์แลงเกอร์ฮานส์	ซึ่งเป็น

เซลล์กลุ่มย่อย	(subset)	ของเซลล์เด็นไดรติก	และยังเป็นเซลล์ต้นก�าเนิดของฮีสติโอไซโตมาที่ผิวหนัง	(cu-

taneous	histiocytoma)	(Baines	et	al.,	2008)

	 ปัจจุบันยังไม่มีรายงานสาเหตุที่แท้จริงที่ก่อให้เกิดการพัฒนา	 CHS	 อย่างไรก็ตามมีหลายการ

ศึกษาอธิบายว่ามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดนี้อาจมีความเกี่ยวเนื่องกับความผิดปกติของยีน	 (Abadie	et	al.,	

2009;	Boerkamp	et	al.,	2013;	Boerkamp	et	al.,	2014;	Sterenczak	et	al.,	2011)

Figure 1	A	histiocytic	sarcoma	was	presented	on	paw	of	left	hind	limb	in	dog.	Gross	

appearance	reveals	a	solitary	mass	at	the	left	metatarsal	area.	Alopecia	and	ulcerative	

wounds	(arrow)	are	also	noted	on	the	surface	of	the	tumor.
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อำกำรทำงคลินิก

	 อาการทางคลนิกิของสนุขัท่ีป่วยด้วย	CHS	มีความหลากหลาย	และไม่จ�าเพาะ	สุนขัมักแสดงอาการซึม	

อ่อนแรง	เบือ่อาหาร	ร่วมกับมนี�า้หนกัตวัลดลง	และมีต่อมน�า้เหลืองโต	นอกจากนีย้งัสามารถพบอาการทางคลินิก

ประเภทอืน่ได้อกี	 ขึน้กบัอวยัวะทีเ่ซลล์มะเรง็แพร่กระจายเข้าไป	 โดยท่ัวไปเซลล์มะเรง็ฮีสตโิอไซต์สามารถแพร่

กระจายไปยงัอวัยวะ	ทัว่ร่างกายส่งผลให้เกิดความผิดปกตใินหลายระบบร่วมกัน	(Coomer	and	Liptak,	2008)	

เช่น	 การพบก้อนเนือ้ทีเ่น้ือเยือ่ปอด	 สนุขัมักแสดงอาการหอบหรอืไอ	 ในขณะท่ีการมีก้อนเน้ือเกิดขึน้ในเนือ้เยือ่

สมอง	จะท�าให้สตัว์แสดงอาการชกัหรอืแสดงภาวะกล้ามเน้ือเสียสหการ	(ataxia)	นอกจากนี	้CHS	ชนดิท่ีมีการเก็บ

กนิเซลล์เมด็เลือดยงัส่งผลให้สัตว์เล้ียงแสดงอาการคล้ายกบัสตัว์ทีเ่ป็นโรคภมูต้ิานทานท�าลายเมด็เลอืดแดงตนเอง	

(immune	mediated	hemolytic	anemia;	 IMHA)	 ได้	แต่เม่ือท�าการตรวจแอนติบอดต่ีอเม็ดเลือดแดงด้วยวิธี	

Coombs	test	พบว่าให้ผลลบ	(Moore	et	al.,	2006)

กำรตรวจวินิจฉัย

 ข้อมลูเกีย่วกบัสตัว์ป่วย	 ประวัตกิารป่วย	 และผลการตรวจร่างกายเบ้ืองต้นเป็นข้อมูลพ้ืนฐานท่ีส�าคญั

ส�าหรับการวนิิจฉยัเนือ้งอกทุกชนิดในสตัว์เล้ียง	 การยนืยนัว่าสัตว์ป่วยเป็นเนือ้งอกชนดิใดมีความจ�าเป็นต้องอาศัย

ข้อมลูเพิม่เตมิจากการตรวจทางห้องปฏบัิตกิาร	 เช่น	 ผลตรวจทางโลหติวิทยาและเคมีคลินกิ	 ผลตรวจทางทัศน

วนิจิฉัย	 (diagnostic	 imaging)	 ผลตรวจทางเซลล์วิทยาวินจิฉยั	 (diagnostic	 cytology)	 ผลตรวจทางจุลพยาธิ

วทิยา	 (histopathology)	 ผลตรวจทางอมิมูโนฮสีโต-เคมี	 (immunohistochemistry)	 ผลตรวจทางอณชีูววิทยา	

(molecular	biology)	

	 โดยทัว่ไปแล้วค่าโลหติวทิยา	 และเคมีคลินกิในสุนขัท่ีเป็น	 CHS	 โดยเฉพาะอย่างย่ิงชนดิท่ีมีการเก็บกิน

เซลล์เมด็เลอืด	มกัพบภาวะโลหติจางแบบท่ีมีการตอบสนองของไขกระดูก	(regenerative	anemia)	เกล็ดเลือดต�า่	

(thrombocytopenia)	 อลับมิูนในเลอืดต�า่	 (hypoalbuminemia)	 โกลบูลินในเลือดต�า่	 (hypoglobulinemia)	

และคอเลสเตอรอลในเลอืดต�า่	(hypocholesterolemia)	(Moore	et	al.,	2006;	Soare	et	al.,	2012)	นอกจาก

การตรวจทางโลหติวทิยาและเคมคีลินกิ	 พบว่าการตรวจสารบ่งช้ีทางชีวภาพ	 (biomarker)	 เป็นอีกเครือ่งมือหนึง่

ในการช่วยวนิจิฉยั	 CHS	 ได้	 โดยสนัุขท่ีเป็นมะเรง็เม็ดเลอืดขาวชนดินี	้ สามารถพบภาวะไฟบรโินเจนในเลือดสูง		

(hyperfibrinogenemia)	ภาวะเฟอรตินิในเลือดสูง	(hyperferritinemia)	นอกจากนีย้งัอาจพบระดบัซีรแีอค-ทีฟ

โปรตนี	(c-reactive	protein)	และระดบัโมโนไซต์	คโีมแทคตกิ	โปรตนี-1	(monocyte	chemotactic	protein	

(MCP)-1)	เพิม่เช่นกัน	(Friedrichs	et	al.,	2010;	Nielsen	et	al.,	2013)	

	 เนือ่งจากพฤตกิรรมทางคลนิกิของ	CHS	มีความรนุแรง	และมีอตัราการแพร่กระจายสูง	การติดตามการ

แพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ไปยงัอวยัวะหรือบรเิวณอืน่ของร่างกายจึงมีความจ�าเป็นอย่างมาก	 จึงมีการน�าวิธีทาง

ด้านทศันวนิจิฉยัมาใช้	 โดยเครือ่งมอืท่ีนยิมใช้ประกอบด้วย	 อลัตร้าซาวด์	 (ultrasound)	 การตรวจด้วยเครือ่ง

เอกซเรย์คอมพิวเตอร์	 (computed	 tomography	 scan;	 CT-scan)	 การตรวจเอก็ซ์เรย์ด้วยคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้า	

(magnetic	 resonance	 imaging;	 MRI)	 และการถ่ายภาพการกระจายตวัของสารเภสัชรงัสีท่ีสลายตวัให้โพสิต

รอน	(positron	emission	tomography;	PET)	(Cruz-Arámbulo	et	al.,	2004;	Kang	et	al.,	2009;	Ramirez	

et	al.,	2002;	Tamura	et	al.,	2009;	Taylor	et	al.,	2015;	Wada	et	al.,	2017)	การเลือกใช้เครือ่งมือทางด้าน

ทศันวินจิฉยัควรพจิารณาถึงต�าแหน่ง	และการกระจายตัวของเนือ้งอกร่วมด้วย	

	 การเลือกวธิกีารเกบ็ตวัอย่างเซลล์จากก้อนเนือ้	หรอืรอยโรคท่ีสงสัยว่าเป็น	CHS	เพ่ือน�าไปตรวจวินจิฉยั

ทางด้านเซลล์วิทยานัน้	ควรพจิารณาจากต�าแหน่งและระดบัความลึกของรอยโรค	โดยท่ัวไปลักษณะสัณฐานวิทยา	

(tumor	cell	morphology)	ของเซลล์มะเร็งฮสีตโิอไซต์	พบว่าเซลล์มะเรง็ส่วนใหญ่มีรปูร่างกลม	 ไปจนถึงรปูร่าง
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หลายแบบ	(round	to	pleomorphic-shaped)	เซลล์มีขนาดไม่เท่ากัน	(anisocytosis)	สัดส่วนนวิเคลียสต่อไซโต

พลาสม	(nuclear:cytoplasm	ratio)	สูง	ไซโตพลาสมมีปริมาณปานกลางถงึมาก	และตดิสีน�า้เงนิอ่อน	นวิเคลียสมี

รปูร่างกลม	 และมกัมขีนาดไม่เท่ากัน	 (anisokaryosis)	 โครมาตนิเป็นแบบละเอยีดถึงหยาบ	 (finely	 –	 coarse	

chromatin	pattern)	และพบการแบ่งตัวของเซลล์ท่ีผิดปกต	ิ(abnormal	mitotic	figure)	ปรมิาณมาก	บางครัง้

อาจพบเซลล์มะเรง็มขีนาดใหญ่	และมีนวิเคลียสอยู่รวมกันในเซลล์เดยีว	(multinucleated	giant	cell)	(Figure	2)

	 การตรวจทางจลุพยาธวิทิยาพบว่า	ลกัษณะสณัฐานวทิยาของเซลล์มะเรง็ฮสีตโิอไซต์ใน	CHS	แบบ

เกดิขึน้เฉพาะท่ี	และแบบกระจายทัว่ร่างกายมคีวามคล้ายคลงึกนั	ซึง่สามารถแบ่งได้เป็น	2	กลุม่	(Constan-

tino-Casas	et	al.,	2011;	Thongtharb	et	al.,	2016a)	คอื	กลุม่รปูร่างกลม/รปูร่างหลายแบบ	(round/

pleomorphic	 shape)	 เซลล์มะเรง็ในกลุม่นีม้ไีซโตพลาสมตดิสแีดง	 (eosinophilic	 cytoplasm)	 และ

ขอบเขตของเซลล์ชัดเจน	อาจพบแวควิโอลภายในไซโตพลาสม	(cytoplasmic	vacuolation)		นวิเคลยีสมี

รูปร่างกลม	หรือรูปไข่	และมนีวิคลโีอลสัชดัเจน	บางบรเิวณอาจพบเซลล์มะเรง็มขีนาดใหญ่	และมนีวิเคลยีส

อยูร่วมกนัในเซลล์เดยีว	 (multinucleated	 giant	 cell)	 (Figure	 3)	 ส่วนกลุม่รปูร่างกระสวย	 (spindle	

shape)	เซลล์มะเร็งมกัมกีารเรียงตวัด้วยรปูแบบทีไ่ม่แน่นอน	ขอบเขตของเซลล์ไม่ชดัเจน	นวิเคลยีสมรีปูร่าง

ตัง้แต่รูปไข่	จนถงึรูปกระสวย	และมกัไม่พบนวิคลโีอลสั	นอกจากนีย้งัพบการแทรกตวัของเซลล์อกัเสบ	โดย

เฉพาะอย่างยิง่ลิมโฟไซต์ปะปนอยูก่บัเซลล์มะเรง็ด้วย	Thongtharb	และคณะ	(2016)	ได้อธบิายเพิม่เตมิว่า	

CHS	ท่ีมเีซลล์มะเร็งรูปร่างกลม/รปูร่างหลายแบบจะมคีวามรนุแรงมากกว่ากลุม่เซลล์มะเรง็รปูร่างกระสวย	

Figure 2	Histiocytic	sarcoma	in	dog.	Neoplastic	histiocytes	are	discrete	round	cells.	These	

cells	have	moderate	amount	to	abundant	cytoplasm.	The	nuclei	are	round	to	ovoid	with	

finely	 to	coarse	chromatin	pattern.	Mitotic	figure	 is	 found	 (arrowhead).	Multinucleated	

giant	cells	are	also	noted	(arrow).	Fine	Needle	Aspiration.	Diff-Quik®.
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Figure 3	Neoplastic	histiocytes	are	round	to	pleomorphic.	These	cells	have	moderate	to	

abundant	eosinophilic	cytoplasm.	The	nuclei	are	eccentric	and	round	to	ovoid.	Nucleolar	

prominence	is	noted.	Severe	cellular	atypia	is	seen.	The	multinucleated	giant	cells	(ar-

row)	are	also	found	admixing	with	neoplastic	histiocytes.	HE.	

	 แม้ว่าการตรวจทางด้านเซลล์วิทยาวินิจฉยั	 และจุลพยาธิวิทยาเป็นวิธีท่ีนยิมใช้ในการยืนยนัมะเรง็	

ชนิดนี้ได้	 แต่ในบางครั้งลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์อาจมีความคล้ายคลึงกับโรคอื่น	 ในกลุ่มโรคฮีสติโอ

ไซต์เจริญผิดปกติ	รวมถึงเนื้องอกชนิดอื่นได้	เช่น	เนื้องอกมาสต์เซลล์	(mast	cell	tumor)	ชนิด	undiffer-

entiated	เนื้องอกพลาสมาเซลล์	(plasma	cell	tumor)	มะเร็งต่อมน�้าเหลือง	(lymphoma)	และ	undif-

ferentiated	carcinoma	จึงมีการน�าวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี	หรืออิมมูโนไซโตเคมี	 (immunocytochemis-

try)	 มาใช้ตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของมะเร็งต่อไป	 แต่ข้อจ�ากัดที่ส�าคัญของวิธีเหล่านี้	 คือ	 แอนติบอดีที่มี

ความจ�าเพาะในการตรวจหาแอนติเจนที่อยู่บนผิวเซลล์	ไซโตพลาสม	และนิวเคลียสของเซลล์มะเร็งฮีสติโอ

ไซต์ส่วนใหญ่เป็นแอนติบอดีที่ใช้ส�าหรับตัวอย่างเนื้อเยื่อที่ถูกแช่แข็ง	 (frozen	 tissue)	 แต่การตรวจ

วิเคราะห์ทางวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี	โดยใช้เนื้อเยื่อที่ถูกแช่แข็งไม่ได้เป็นวิธีที่ใช้กันอยู่ทั่วไป	ดังนั้นในช่วงระยะ

เวลา	10	ปีที่ผ่านมามีหลายการศึกษาได้ค้นหา	และรายงานแอนติบอดีที่จ�าเพาะส�าหรับตรวจยืนยัน	CHS	

จากเนื้อเยื่อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน	และฝังในพาราฟิน	และปัจจุบันมีการน�าแอนติบอดีกลุ่มดังกล่าวมาใช้

เพื่อยืนยัน	CHS	กันอย่างแพร่หลายมากขึ้น	(Table	1	และ	Figure	4)	แม้ว่าวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีสามารถ

วินิจฉัยแยก	 CHS	 ออกจากมะเร็งชนิดอื่นได้	 แต่ก็ยังไม่สามารถแยก	 CHS	 แบบเกิดขึ้นเฉพาะที่ออกจาก

แบบกระจายทั่วร่างกายได้	(Affolter	and	Moore,	2002;	Fulmer	and	Mauldin,	2007;	Ide	et	al.,	

2011)	
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Figure 4	Histiocytic	sarcoma	in	dog.	Neoplastic	histiocytes	are	immunopositive	for	Iba-1.	

IHC.	Hematoxylin	counterstain.

Table 1 Summary	of	primary	antibodies	used	for	immunohistochemistry	in	canine	histiocytic	sarcoma

Antibody Cell origin Author

CD18 Leukocyte,	dendritic	cell Constantino-Casas	et	al.,	2011;	Hirako	et	al.,	2015;	Kuijk	et	al.,	

2013;	Soare	et	al.,	2012;	Zimmerman	et	al.,	2006		

HLA-DR

(MHC	Class	II)

Antigen	presenting	cell Constantino-Casas	et	al.,	2011;	Hirako	et	al.,	2015;	Ide	et	al.,	

2011;	Kato	et	al.,	2013;	Thongtharb	et	al.,	2016a	

Iba-1 Microglia,	macrophage Hirako	et	al.,	2015;	Ide	et	al.,	2011;	Pierezan	et	al.,	2014;	

Thongtharb	et	al.,	2016a	

CD204 Monocyte,	macrophage Ide	et	al.,	2011;	Kato	et	al.,	2013;	Thongtharb	et	al.,	2016a 

CD163 Histiocyte Ide	et	al.,	2011;	Kato	et	al.,	2013;	Thongtharb	et	al.,	2016a 

Lysozyme Monocyte,	macrophage Fant	et	al.,	2004;	Soare	et	al.,	2012;	Thio	et	al.,	2006;	

Thongtharb	et	al.,	2016a;	Zimmerman	et	al.,	2006	

CD11c Dendritic	cell Affolter	and	Moore,	2002;	Tzipory	et	al.,	2009	

CD11d Red	pulp	macrophage	 Constantino-Casas	et	al.,	2011;	Moore	et	al.,	2006;	Soare	et	

al.,	2012	

E-cadherin Langerhans	cell Hirako	et	al.,	2015
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	 ในช่วงระยะเวลา	5	ปีท่ีผ่านมา	มกีารน�าวธิทีางอณชูวีวทิยา	(molecular	biology)	มาใช้เพือ่เพิม่

ประสิทธภิาพในการตรวจวนิจิฉยั	 CHS	 โดย	 Yamazaki	 และคณะ	 (2014)	 ได้วดัระดบัการแสดงออกของ	

messenger	RNA	(mRNA)	ของแอนตเิจนทีผ่วิ	(surface	antigens;	MHC	class	II,	CD11b,	CD11c	และ	

CD86)	 ในเซลล์มะเร็งฮีสตโิอไซต์	 และพบว่าสนุขัทีเ่ป็น	 CHS	 มกีารแสดงออกของยนีกลุม่ดงักล่าวสงูกว่า

สุนขัท่ีป่วยด้วยโรคอืน่	 อย่างไรกต็ามการตรวจวนิจิฉยัด้วยวธินีีแ้นะน�าให้ใช้ร่วมกบัการตรวจวนิจิฉยัวธิอีืน่

ประกอบกนัเพ่ือเพ่ิมความแม่นย�าในการตรวจวนิจิฉยั	นอกจากนี	้Boerkamp	และคณะ	(2014)	ได้ท�าการ

ศกึษาถงึการแสดงออกของยนี	C6, CLEC12A และ CCL5	ใน CHS	และพบว่าสนุขัทีเ่ป็น	CHS	แบบเกดิขึน้

เฉพาะท่ีมกีารแสดงออกของยนี	C6	ลดลง	และมกีารแสดงออกของยนี	CLEC12A	 และ	CCL5	 สงูขึน้เมือ่

เทียบกบัสุนขัท่ีเป็น	CHS	แบบกระจายทัว่ร่างกาย

กำรรักษำ

	 การรักษา	 CHS	 มีหลายวิธี	 วิธีทางศัลยกรรมเป็นการรักษาที่นิยมใช้ส�าหรับรักษามะเร็งชนิดนี้	

โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบบเกิดขึ้นเฉพาะที่	 อย่างไรก็ตามภายหลังจากการผ่าตัดแล้วควรพิจารณาให้การ

รักษาเพิ่มเติมด้วย	เช่น	รังสีรักษา	(กรณีเนื้องอกที่ไม่สามารถผ่าตัดได้	หรือผ่าตัดได้ไม่หมด)	การให้ยาต้าน

เนื้องอก	(antitumor	agent)	(Dervisis	et	al.,	2017;	Klahn	et	al.,	2011)	เพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิต

ของสัตว์ป่วย

	 ช่วงระยะเวลา	 20	 ปีที่ผ่านมา	 มีการเลือกใช้ยาต้านเนื้องอกหลากหลายชนิดเพื่อใช้รักษา	 CHS	

โดยทั่วไปรูปแบบการรักษาด้วยยาต้านเนื้องอก	มี	2	รูปแบบ	คือ	การใช้ยาต้านเนื้องอกเพียงชนิดเดียวใน

การรักษา	 (single	 dose	 chemotherapy)	 และการใช้ยาต้านเนื้องอกหลายชนิดร่วมกันในการรักษา	

(combination	chemotherapy)	ทั้งนี้การใช้ยาหลายชนิดร่วมกันมีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน

การรักษามะเร็ง	ตลอดจนเป็นการลดโอกาสที่เซลล์มะเร็งดื้อยาได้	การรักษา	CHS	โดยการให้ยาต้าน		เนื้อ

งอกมักนิยมใช้ในกรณีเป็นมะเร็งแบบกระจายทั่วร่างกาย	ปัจจุบันยา	lomustine	(CCNU)	เป็นยาต้านเนื้อ

งอกกลุ่มแรกที่แนะน�าให้ในขนาด	60	–	90	mg/m2	อัตราการตอบสนองเพียงร้อยละ	29	–	46	(Rassnick	

et	 al.,	 2010;	 Skorupski	 et	 al.,	 2007)	 และมีค่ามัธยฐานระยะเวลาการอยู่รอด	 (median	 survival	

time)	อยู่ที่	106	วัน	(Skorupski	et	al.,	2007)	แม้ว่า	lomustine	เป็นยาต้านเนื้องอกที่นิยมใช้กันอย่าง

แพร่หลายทั่วโลกในการรักษา	 CHS	 แต่โอกาสที่มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดนี้ไม่ตอบสนองต่อการรักษาก็

สามารถพบได้เช่นกัน	นอกจากนี้ยังพบรายงานการแพ้ยา	ตลอดจนผลข้างเคียงที่เกิดขึ้นจากการใช้ยาต้าน

เนื้องอกชนิดนี้	 โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลต่อปริมาณของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล	 ท�าให้เกิดภาวะนิวโทร

ฟิลต�่า	 (neutropenia)	 อย่างรุนแรง	 รวมถึงการมีผลกระทบกับระบบทางเดินอาหาร	 การเป็นพิษต่อตับ	

(hepatotoxicity)	และส่งผลให้เกิดการเพิ่มขึ้นของระดับเอนไซม์	alanine	aminotransferase;	ALT	ใน

ที่สุด	(Heading	et	al.,	2011;	Kristal	et	al.,	2004) ในปี	2018	Kezer	และคณะ	ได้น�ายาต้านเนื้องอก	

dacarbazine	มาใช้ส�าหรับรักษามะเร็งชนิดนี้	โดยให้ในขนาด	900	–	1000	mg/m2	อัตราการตอบสนอง

อยู่ที่ร้อยละ	17.6	และมีค่ามัธยฐานอัตราการรอดชีวิตโดยปราศจากโรค	(median	event	free	survival)	

อยู่ที่	21	วัน	ผลข้างเคียงหลัก	คือ	การเกิดพิษต่อเม็ดเลือดชนิดต่าง	ๆ	โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเหนี่ยวน�าให้

เกิดภาวะเกล็ดเลือดต�่า	 ยา	 vinorelbine	 ซึ่งเป็นยาต้านเนื้องอกในกลุ่มวินกาอัลคาลอยด์	 (vinca	 alka-

loid)	ก็ถูกน�ามาใช้ส�าหรับรักษา	CHS	 เช่นเดียวกัน	 โดยให้ในขนาด	8	–	22	mg/m2	 ในรายที่มีการตอบ

สนองต่อการรักษาอย่างสมบูรณ์	 (complete	 response)	 พบว่ามีค่ามัธยฐานระยะเวลาการอยู่รอดอยู่ที่	

277	วัน	(Wouda	et	al.,	2015)	นอกจากนี้ยังพบรายงานการใช้ยา	paclitaxel	ในขนาด	132	mg/m2	ซึ่ง

ให้ผลการตอบสนองต่อ				การรักษาบางส่วน	(partial	response)	เท่านั้น	(Poirier	et	al.,	2004)	Mason	

และคณะ	(2018)	ได้รายงานการใช้ยา	epirubicin	ในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดนี้	(ให้ในขนาด	30	
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mg/m2)	 โดยพบอัตราการตอบสนองโดยรวม	 (overall	 response	 rate)	 อยู่ที่ร้อยละ	 29	 และมีค่า

มัธยฐานระยะเวลาการอยู่รอดอยู่ที่	 185	วัน	Vail	และคณะ	 (1997)	 ได้น�า	 liposomal-encapsulated	

doxorubicin	ในขนาด	0.75	–	1.1	mg/kg	โดยพบว่าอัตราการตอบสนองโดยรวมอยู่ที่ร้อยละ	25.5	

 Cannon	และคณะ	 (2015)	 ได้น�าโลมัสทีน	และด็อกโซรูบิซินมาใช้ร่วมกัน	 ในรูปแบบการใช้ยา

ต้านเนื้องอกหลายชนิดร่วมกันในการรักษา	เพื่อหวังผลเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา	โดยพบว่าอัตราการ

ตอบสนองอยู่ที่ร้อยละ	58	และมีค่ามัธยฐานระยะเวลาการอยู่รอดอยู่ที่	185	วัน	นอกจากนี้ยังพบรายงาน

การน�ายาต้านเนื้องอกชนิดอื่น	มาใช้ร่วมกันเพื่อรักษา	CHS	ด้วย	เช่น	cyclophosphamide,	predniso-

lone,	vincristine,	mitoxantrone	และ	nimustin	 (ACNU)	 (Dervisis	et	al.,	2017;	Klahn	et	al.,	

2011;	Takahashi	et	al.,	2014a;	Takahashi	et	al.,	2014b;	Uno	et	al.,	1993)

	 บิสฟอสโฟเนต	 (bisphosphonate)	 เป็นกลุ่มยาที่นิยมใช้ในวงการแพทย์	 เพื่อใช้ป้องกัน	 และ

รักษาภาวะกระดูกพรุน	โดยการยับยั้งขบวนการสลายกระดูกของออสติโอคลาสต์	(osteoclast)	ยากลุ่มนี้

ยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเพิ่มจ�านวนของมาโครฟาจ	 โดยเหนี่ยวน�าให้เกิดกระบวนการอะพอพโตซีส

ได้อีกด้วย	 (Rogers	 et	 al.,	 1996)	 จากคุณสมบัติดังกล่าว	 Hafeman	 และคณะ	 (2010)	 ได้ศึกษาถึง

ประสิทธิภาพของ	 liposomal	 clodronate	 (กลุ่มยาบิสฟอสโฟเนตรุ่นแรกที่ถูกห่อหุ้มด้วยไลโปโซม)	กับ

เซลล์มะเร็งฮีสติโอไซต์	พบว่ายาดังกล่าวสามารถท�าลายเซลล์มะเร็งได้	 โดยผ่านกระบวนการอะพอพโตซีส

ของเซลล์มะเร็งในระดับหลอดทดลอง	 (in vitro)	 นอกจากนี้การให้ยากลุ่มบิสฟอสโฟเนต	 ร่วมกับยาต้าน

เนื้องอกบางชนิดสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา	CHS	ได้	(Hafeman	et	al.,	2012)

	 การรักษามะเร็งด้วยยาเคมีบ�าบัดในรูปแบบ	 metronomic	 chemotherapy	 เป็นการรักษา

มะเร็งอีกรูปแบบหนึ่งที่มีการให้ยาต้านเนื้องอกขนาดต�่าให้แก่สัตว์ป่วยในรูปแบบกิน	 โดยให้ต่อเนื่องเป็น

ประจ�าทุกวัน	 เพื่อหวังผลจากฤทธิ์ยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใหม่	 (anti-angiogenesis)	 โดยการท�าลาย

เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของหลอดเลือดที่อยู่ภายในก้อนเนื้องอก	 คุณประโยชน์ของการให้ยาในรูปแบบนี้	

คือ	เพื่อเพิ่มความสะดวกสบายให้กับเจ้าของสัตว์ป่วยเนื่องจากรูปแบบการให้ยาเป็นแบบกิน	และสามารถ

ให้ด้วยตนเองที่บ้านได้	 นอกจากนี้ผลข้างเคียง	 หรือพิษที่เกิดขึ้นจากการยาต้านเนื้องอกในรูปแบบเมโทร

โนมิกมักเกิดขึ้นน้อย	(Fonseca-Alves	and	Calazans,	2016;	Gaspar	et	al.,	2018;	Mutsaers,	2009;	

Tripp	et	al.,	2011)	ในช่วงระยะเวลา	10	ปีที่ผ่านมา	พบรายงานการรักษา	CHS	โดยใช้	CCNU	ในขนาด	

2.84	mg/m2	ให้กินวันละครั้ง	ทุกวัน	(Tripp	et	al.,	2011)	นอกจากนี้ยังพบรายงานการน�า	toceranib	

(ขนาด	2.75	mg/kg)	ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม	tyrosine	kinase	inhibitor	(TKI)	มาใช้ร่วมกับ	cyclophospha-

mide	ขนาดต�่า	(15	mg/m2)	ด้วย	(Mitchell	et	al.,	2012)

	 วงการสัตวแพทย์	 ณ	 ปัจจุบัน	 ได้มีการน�ายาในกลุ่มยา	 TKI	 มาใช้ในการรักษาเนื้องอกหลาก

หลายชนิด	 ได้แก่	 เนื้องอกมาสต์เซลล์	 เนื้องอกเมลาโนมา	 (melanoma)	คาร์ซิโนมา	 (carcinoma)	และ

ซาร์โคมา	(sarcoma)	เป็นต้น	(Bernabe	et	al.,	2013;	Hahn	et	al.,	2008;	Horta	et	al.,	2018;	Kim	

et	al.,	2016;	London,	2009)	ทาง	Ito	และคณะ	(2013)	ได้ศึกษาถึงประสิทธิภาพของ	dasatinib	ซึ่ง

เป็นยาในกลุ่มยา	 TKI	 ในการรักษา	 CHS	 ในระดับหลอดทดลอง	 และพบว่ายาดังกล่าวสามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์เพาะเลี้ยงจาก	CHS	ได้	และการศึกษาในหนูทดลองที่ถูกปลูกถ่าย	CHS	(xenotrans-

plantation)	 พบว่า	 dasatinib	 สามารถระงับการเจริญเติบโตของมะเร็งชนิดนี้ได้	 (Ito	 et	 al.,	 2018)	

นอกจากนี้ยังมีการรักษาด้วยภูมิคุ้มกันบ�าบัด	(immunotherapy)	โดยน�าเซลล์เพาะเลี้ยง	human	cyto-

toxic	T-cell	(TALL-104)	มาใช้ส�าหรับรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดนี้พบว่าสามารถให้ผลการตอบสนอง

ต่อการรักษาอย่างสมบูรณ์	(Visonneau	et	al.,	1997)
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Abstract
Some species in family Zingiberaceae have been reported as having anti-adipogenesis activity, but to date Zingiber cassumunar 
has not been investigated. Therefore, this paper investigates of Z. cassumunar extracts on mouse pre-adipocytes, L929 cell 
line; the first time this cell has been used as a non-inductive in vitro model. Dry rhizome was extracted by dichloromethane, 
absolute ethanol, and hot water obtaining the crude extracts: ZCD, ZCE and ZCW respectively. A non-cytotoxic activity was 
shown on the 24 h exposed cells to all extracts, evaluated by using the MTT (methyl-thiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) 
assay. An anti-proliferation assay was carried out to each of the extracts for 72 h, to determine the non-toxic inhibition-con-
centration (IC20).  The quantity of lipid droplets in the cells, exposed to the IC20 or IC20/2 of each extract, was assessed by 
using photomicrographs and image-based assay under the ImageJ computer software. Cellular lipid accumulation was sig-
nificantly decreased in the exposed cells to each of the extract in a concentration-dependent manner, in comparison to the 
unexposed cells, by which ZCE was the most effective followed by ZCW and ZCD respectively. Expression of adipogene-
sis-related genes of the exposed cells to each extraction was evaluated through real-time PCR.  All of the extracts down-reg-
ulated the activity of PPARγ (the key regulator of adipogenesis) while ZCE up-regulated Pref-1 (the pre-adipocyte regulatory 
gene inhibiting lipid accumulation). Four groups of genes were down-regulated by at least one or more of the extracts. These 
findings verified the anti-adipogenesis potential of Z. cassumunar in mammalian adipocyte.
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 Fat tissue, containing lipid droplets (LDs), plays an important meta-
bolic and signal function that regulates body homeostasis. LDs, in the form of 
triglycerides, are accumulated in mature adipocytes, most of which are defined 
as white adipose tissue (WAT). Adipogenesis and adipolysis occur equally 
through coupled biochemical pathways to maintain homeostasis. Dispropor-
tion of the pathways generally leads to metabolic abnormality which even-
tually causes obesity syndrome (Lefterova and Lazar 2009). Initiation of the 
syndrome is further related to incidence of several chronic diseases including 
hyperlipidemia, hypertension, atherosclerosis, fatty liver, diabetes mellitus, 
cancer and cardiovascular disease (Mukherjee, 2003). Thus the regulation of 
the coupled pathway is probably an essential route for obesity control. There 
are few FDA approved anti-obesity medications or weight loss drugs, includ-
ing Orlistat (Xenical), lorcaserin (Belviq) and a combination of phentermine 
and topiramate (Qsymia®) (Lefterova and Lazar 2009). Although these drugs 
are effective, adverse side effects can occur including gastro-esophageal reflux 
diseases, depression, liver failure, increased heart rate, psychiatric and cogni-
tive effects, and even death (Buyukhatipoglu, 2008; Shin and Gadde, 2013). 
Traditional natural medicines have progressively become an alternative option 
for healing many diseases, including obesity, (Hasani-Ranjbar et al., 2013). 
Also Natural medicines usually have fewer side effects (Najafian et al, 2014).
 Cassumunar ginger (Plai or Phlai in Thai) or Zingiber cassumunar 
Roxb. (Family Zingiberaceae), a synonym of Zingiber montanum (J.König) 
Link ex A. Dietr (Sharma et al., 2011), is a perennial herb distributing mainly 
in India, Indochina and tropical Southeast Asia. Its rhizome has been applied to 
treat inflammation, muscle and joint problems, menstrual disorders, abscesses 
and skin diseases and for wound healing (Farnsworth and Bunyapraphatsara, 
1992). Phytochemical investigations of Z. cassumunar (ZC) rhizomes have 
revealed the presence of phenylbutanoids, cyclohexene derivatives, naphtho-
quinones, vanillin, vanillic acid, veratric acid, terpenoids, β-sitosterol, and cur-
cuminoid (Koparde and Magdum, 2017). Previous studies also reported that 
some plants in the family Zingiberaceae decreased blood glucose and lipids, 
which further helped in reducing body weight, by lessening lipid peroxidation 
without inhibiting pancreatic lipase (Mahmoud and Elnour, 2013).
 Many strategies for obesity treatment have been evaluated by focus-
ing on mechanisms of adipocyte differentiation, adipogenesis and adipolysis 
(or lipolysis) at cellular levels. Two classes of cell lines have been applied as 
precursors for adipocyte differentiation; pluripotent fibroblasts (10T1/2, Bal-
b/c 3T3, 1246, RCJ3.1 and CHEF/18 fibroblasts) and unipotent preadipocytes 
(3T3-L1, 3T3-F422A, 1246, Ob1771, TA1 and 30A5) (Ntambi and Young-
Cheul, 2000). Both can be induced to mature adipocytes by using some chemi-
cal agents and maintaining them under appropriate culture conditions. Howev-
er, the in vitro inductive adipogenesis usually takes a long time, e.g., up to 12 
days on 3T3-L1 (Stoecker et al., 2017) and 14 days on human preadipocytes 
(Bombrun et al., 2017). 

INTRODUCTION
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 This research was the first trial that used the L929 mouse fibroblast cell 
line as a model for adipogenesis. L929 is a mouse pre-adipocyte that sponta-
neously differentiates in vitro to mature adipocytes, without requiring for any 
inducing agent (Jeney et al., 2000). Indeed, L929 has never been reported in 
any broadly applied for adipogenesis experiments, but the cells becomes more 
attractive to be used in a laboratory due to their abilities to accumulate lipid 
droplets within a few days. Also the spontaneous differentiation of the cells to 
mature adipocytes offer a benefit to avoid any unexpected interactions between 
the adipocyte inductive-agents and the herb extracts. 
 Consequently, this research examined Z. cassumunar on L929 cell lines 
and determined the non-toxic concentrations for downstream experiments. 
Lipid content in the cells was evaluated by conventional Oil Red O (ORO) 
staining, with image-based analysis verification. Adipogenic-related gene ex-
pression profiles were evaluated to get a better understanding how the extracts 
control through targeted gene regulation of adipocyte development.

Chemicals and reagents
 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum 
(FBS) and 100X antibiotics/antimycotics were purchased from GIBCO® 

(Grand Island, NY, USA). Isopropanol, dimethyl sulfoxide (DMSO), gelatin 
Type B from bovine skin and methylene blue (MB) were from Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA). Oil Red O (ORO) was from Bio Basic (Amherst, NY, 
USA). Dichloromethane (CH2Cl2), absolute ethanol (CH3CH2OH) and formal-
dehyde (CH2O) were from RCI Labscan (Samutsakorn,Thailand). Methyl-thi-
azolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT; 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 
5-diphenyl-tetrazolium bromide) was from Invitrogen® (Carlsbad, CA, USA). 
 Crude extracts of Z. cassumunar were prepared from the dry powder of 
the rhizome using three solvents under two standard methods. Soxhlet extrac-
tion was setup through dichloromethane and absolute ethanol to obtain ZCD 
and ZCE extracts, respectively. Water heat reflux was also performed to obtain 
a ZCW extract. The percentage yield of each extract was calculated relative to 
the rhizome dry weight. 

Preparation of the extracts used in experiments 
 Each extract was dissolved in DMSO, as a stock solution, to reach a 
maximum concentration at 30 mg/ml (w/v) prior to preparation of working 
concentrations by mixing in the completed media. The working concentrations 
ranged from 7 to 200 µg/ml, depending on the requirement of each experiment.

Cell culture 
 The mouse fibroblast cell line, L929, was purchased from American 
Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA). Cells were cultured 
in 25 cm2 culture flasks with the completed media (DMEM supplemented with 
10% (v/v) FBS and 1% (v/v) antibiotics / antimycotics). Cells were maintained 
under standard culture conditions at 37°C and 95% relative humidity in a 5% 
CO2 atmosphere. The medium was changed every 2-3 days and sub-culturing 
was performed at 70% spatial confluency by trypsinization.

MATERIALS and METHODS 
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 From our preliminary study, the seeding density of L929 at 50,000 cell/
ml has given the best result of intracellular lipid accumulation within 5 days 
culture period. The cells in 6 and 7 days culture periods were observed with 
cell death and detachment from the culture surface (data not shown).  

Pre-coating the 96-well culture plates 
 The surface of 96-well plates was pre-coated with 0.1% (w/v) gelatin 
solution, as suggested by ATCC® (PCS-999-027™). Briefly, the gelatin solu-
tion was prepared by dissolving gelatin type B from bovine skin in deionized 
water, followed by sterilization in autoclaving (121°C, 15 psi, 15 min). The 
solution was cooled to room temperature, before adding 60 µl of gelatin solu-
tion into each well and incubation for 30 min under standard culture condi-
tions. After that, the solution was aspirated and discarded prior to adding serum 
free DMEM (100 µl/well). The coated plates were kept in a CO2 incubator for 
at least an hour, but not exceeding 3 days after coating. Whenever cell seeding 
was required, the media was discarded beforehand.

Couple staining of Oil Red O and methylene blue (MB)
  Cells were seeded in gelatin-coated 96-well plates at a density of 50,000 
cell/ml. The cultures were maintained under standard culture conditions for 
5 days and the medium renewed every couple of days. The progression of 
L929 differentiation to adipocytes was primarily stained by ORO, as previous-
ly described by Kinkel et al. (2004). In short, the cells were gently rinsed with 
phosphate buffer saline twice, fixed by 10% (w/v) formaldehyde for an hour 
and then washed thoroughly with distilled water. Isopropanol (60% v/v) was 
added to wash and dehydrate the cells and discarded afterward. The cells were 
then completely air-dried at room temperature. ORO (1.4 g ORO, 400 ml iso-
propanol, 144 ml distilled water) was added to the cells, incubated for 15 min 
and afterward completely rinsed with distilled water 4 times. After that, MB 
counter staining was performed and the cultures were then incubated for 3 min 
before rinsing with distilled water 3 times as described by Todoric et al. (2011).

Cytotoxicity screening
 L929 (50,000 cell/ml) were seeded in gelatin-coated 96-well plates and 
incubated for 24 h under standard culture conditions. The cultures were ex-
posed to Z. cassumunar extracts (ZCE, ZCD and ZCW) at concentrations of 7, 
13, 25, 50, 100 and 200 µg/ml and incubated for 24 h. A control was the cells 
received completed media in equivalent volume to the extracts. Cell viability 
was evaluated by MTT assay. Shortly, MTT (12 mM) was added into each 
well and incubated for 4 h at 37˚C. Afterwards, 100 µl of 10% (w/v) SDS-
0.01 M HCl was added and the culture further incubated at 37˚C overnight. 
The amounts of viable cells were measured indirectly through the value of 
optical density at 570 nm (OD570) acquired under a microplate-reader (Rayto 
TR-2100C, Shenzhen, China). The half of maximal inhibitory concentration 
(IC50) of each crude extract was determined by the PriProbit program ver. 
1.63 (Sakuma, 1998). The relative viable-cell was calculated by using mean of 
OD570 value of the exposed cells to each extract in percentage comparing to 
the control.
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Anti-proliferation assay
 This test was performed as described in the cytotoxic screening sub-
topic with seeding cell density at 50,000 cell/ml. Cells were exposed to the 
extracts for up to 72 h before OD570 measurement. The PriProbit program 
methodically predicted an IC20 concentration which was further applied in the 
other experiments.

Evaluation of anti-adipogenesis efficacy from the extracts

Lipid content measurement by image-based analysis
 Cells were seeded in the coated 96-well plates, at a density of 50,000 
cell/ml, and incubated for 24 h under standard culture conditions. Cells were 
exposed to the extracts at concentrations of IC20 and half of IC20 (IC20/2) for 
72 h with media + extracts and refreshed every 48 h. During that time, as-
suming that the cells had differentiated to mature adipocytes and accumulat-
ed LDs in their cytoplasm under the extract influences. Thereafter, the ORO-
stained mature adipocytes were counter stained with MB, as described above. 
The ORO-MB-stained cells from all treatments were randomly photomicro-
graph-taken under an Olympus CK40 equipped with CCD camera (Olympus, 
Japan), with approximately at least 200 cells per image. Images were stored 
as tagged image format files (*.TIFF). To detect and measure LDs area using 
the ImageJ software (https://imagej.nih.gov), the images were adjusted and 
processed, as described in Broeke et al. (2015). In brief, the images were 
normalized and calibrated before setting up a color threshold. A background 
subtraction was applied to reduce some background noises, resulting in vivid 
LDs, the areas of which were automatically detected by using the ‘analyze 
particle’ commands in the software. The LD areas from the treatments were 
further compared with the controls, resulting in percentage of relative LD 
areas.

Adipogenesis related gene expression 
 After the cells had been exposed to the extracts at concentrations of 
IC20 for 72 h, they were harvested for RNA extraction, using a NucleoSpin® 
RNA isolation kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) following the manu-
facturer’s instructions. 
 The mRNA was reverse transcripted to cDNA, using ReverTra Ace® 
qPCR RT master mix (Toyobo Co., Osaka, Japan). Four groups of adipogen-
esis-related genes were examined:  (1) adipocyte differentiation genes; C/
EBPα, PPARγ, ADD-1, Pref-1, (2) glucose uptake genes; IRS-1, GLUT4, 
Adiponectin, (3) lipid metabolism genes; FAS, aP2 and (4) fatty acid ox-
idation genes; ATGL, HSL, PGC-1β. β-actin was used as a housekeeping 
gene or internal control. Primers (Table 1) were designed by using Primer 3, 
a primer design tool, followed by the primer specificity confirmation using 
nucleotide BLAST which both tools are available on NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).  
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 Target gene expression was quantitatively evaluated by real-time PCR 
(SensiFASTTM SYBER® No-ROX Kit (Bioline, London, UK)), performed in 
the EcoTM Real-Time PCR System (Illumina, Inc. SD, USA). The PCR mix-
tures were denatured at 94˚C for 3 min, followed by 35 thermal cycles: 40 sec 
at 94˚C, 30 sec at 60˚C and 30 sec at 72˚C. CT values were normalized by an 
internal and an external control or an experimental control. The expression 
levels of the genes were calculated using the 2-ΔΔCT method as described by 
Livak and Schmittgen (2001). Data were presented as relative gene expression 
by comparison of the treatments with the controls.

Table 1 Designed primers of adipogenesis related genes, using Primer 3 and BLAST available from NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) with accession number.

Gene Accession number Sequence (5’-3’)

C/EBPα NM_007678 fw GGA TAC TCA AAA CTC GCT CC

rv CTA AGT CCC TCC CCT CTA AA

PPARγ NM_011146 fw TTT TCA AGG GTG CCA GTT TC

rv AAT CCT TGG CCC TCT GAG AT

ADD-1 NM_011480.3 fw TGT TGG CAT CCT GCT ATC TG

rv AGG GAA AGC TTT GGG GTC TA

Pref-1 L12721.1 fw CTA ACC CAT GCG AGA ACG AT

rv GCT TGC ACA GAC ACT CGA AG

IRS-1 NM_133249.2 fw CAT GCA GAT AGG TTG TCC TC

rv CAG CAA GGA AGA GTG AGT AG

GLUT4 AB008453 fw ACC TCT ACA TCA TCC GGA AC

rv TTG ATG CCT GAG AGC TGT TG

Adiponectin U49915 fw GCA ACT ACT CAT AGC CCA TA

rv CAT GTA AGA GTC GTG GAG AC

FAS NM_007988.3 fw TTG CTG GCA CTA CAG AAT GC

rv AAC AGC CTC AGA GCG ACA AT

aP2 NM_024406.2 fw TCA CCT GGA AGA CAG CTC CT

rv AAT CCC CAT TTA CGC TGA TG

ATGL AY894805 fw TAT TGA GGT GTC CAA GGA GG

rv GTA CAC CGG GAT AAA TGT GC

HSL NM_010719.5 fw GAG GGA CAC ACA CAC ACC TG

rv CCC TTT CGC AGC AAC TTT AG

PGC-1β NM_133249.2 fw GGA AGA ACT TCA GAC GTG AG

rv CAC CTG GCA CTC TAC AAT CT

β-actin NM_007393.4 fw CCA CAG CTG AGA GGG AAA TC

rv AAG GAA GGC TGG AAA AGA GC
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Statistical analysis
 All data were represented as means ± standard errors (SE). Data were 
statistically evaluated by a one-way analysis of variance. Significant difference 
(p ≤ 0.05) among the groups was analyzed by Duncan’s multiple range tests. 
All experiments were repeated 3 times, each with 5 replicates of the designed 
concentration.   

RESULTS

Crude extraction
 Water was the most effective solvent. The percentage yields of ZCD, 
ZCE and ZCW were 4.8%, 1.7% and 14.7%, respectively. 

Cytotoxicity and anti-proliferation effects of Z. cassumunar
 After the cells had been exposed to the various concentrations of ZCD, 
ZCE and ZCW for 24 h, acute cytotoxicity was quantified as a percentage of 
the number of viable-cells relative to the controls (Figure 1A-1C). Cell-viabil-
ity when exposed to ZCD (Figure 1A) and ZCE (Figure 1B) was concentra-
tion-dependent manner. In contrast, the effects of ZCW showed an astonishment 
of variability ranging from non-toxicity to slightly increases in cell-viability 
(Figure 1C). As the IC50 of each crude extract was >100 µg/ml in which clas-
sified by U.S. National Cancer Institute (NCI) as the non-acute-cytotoxic to 
the exposed cells (Iswantini et al., 2011). However, the most active extract, in 
according to IC50, was ZCD and followed by ZCE and ZCW.

Figure 1 Cytotoxic effect after 24 h exposure of (A) ZCD, (B) ZCE and (C) ZCW at varied concentra-
tion. IC50 values, obtained from the PriProbit analysis, were shown on the top right of the graphs. Control 
was the cells received completed media in equivalent volume to the extracts. The small alphabets (a, b, 
c, d) indicate the statistical difference among the concentrations of each extracts (p ≤ 0.05).
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 The anti-proliferation potential was also evaluated after the cells had 
been exposed to the extracts for 72 h. ZCD (Figure 2A) and ZCE (Figure 2B) 
tended to inhibit cell proliferation in the concentration-dependent manner in 
a similar pattern to that of cytotoxicity (Figure 1). In contrast, ZCW again 
exhibited no anti-proliferation effect (Figure 2C). 
 In this experiment the IC20 was calculated to determine the non-toxic 
concentrations on cellular proliferation, to be used in the anti-adipogenesis 
experiments. IC20 was individually obtained from the PriProbit analysis and 
is shown on each graph in figure 2 with ZCW as the most effective extract, 
followed by ZCE and ZCD. IC20/2 was then calculated, which would also be 
used in the anti-adipogenesis efficacy evaluation.

Evaluation of anti-adipogenesis efficacy of the Z. cassumunar 
extracts 

Lipid content measurement by image-based analysis
 Photomicrographs of the cells, before and after the Image J program 
processing, have been taken and presented in figure 3. Lesser LDs areas were 
observed in the exposed cells to the extracts in comparison to the unexposed 
control cells. The LDs areas were then quantified by the program and sum-
marized in figure 4. All of the extracts significantly inhibited LDs accumula-
tion. The most effective extract was ZCE, followed by ZCW and ZCD.
 

Figure 2 Anti-proliferation effect on the cells after 72 h of exposure to (A) ZCD, (B) ZCE and (C) ZCW 
at varied concentrations. IC20 and IC20/2 values, obtained from the PriProbit analysis, were shown on 
the top right of the graphs. Control was the cells received completed media in equivalent volume to the 
extracts. The small alphabet (a, b, c, d) indicated the statistical difference among the concentrations of 
each extracts (p ≤ 0.05). On (C) the *IC20 of ZCW, 1.8x106 µg/ml, was far too much to be used in the 
experiment and was speculated for the possible preparation at 100 µg/ml with *IC20/2 at 50 µg/ml.
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Adipogenesis related gene expression 
 Adipocyte differentiation genes; ZCD (Figure 5A) and ZCW (Figure 
5C) significantly down-regulated the expression of all genes in this group, 
the lowest one was PPARγ. Whilst ZCE (Figure 5B) resulted in a different 
pattern of gene expression, with ADD-1 as the lowest down-regulated and 
Pref-1 up-regulated.
 Glucose uptake genes; all extracts down-regulate these genes (Figure 
5D, 5E, 5F). IRS-1 was expressed the least, followed by GLUT-4 and Adi-
ponectin. ZCD and ZCW resulted in slightly greater down-regulation effect 
compared with ZCE.

Figure 3 Samples of photomicrography taken before (A, C, E, G, I, K, 
M) and after (B, D, F, H, J, L, N) the processing under ImageJ computer 
program (Scale bar = 100 µm). Note that the nucleus was displayed in blue 
color of MB while LDs stained in darken red-dots with ORO (A, C, E, G, 
I, K, M) and appeared in vivid red cluster after the processing (B, D, F, H, 
J, L, N).
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 Lipid metabolism genes; all extracts down-regulated FAS (Figure 5G, 
5H, 5I), whilst expression of aP2 was similar in both the control cells and 
those exposed to ZCD. 
 Fatty acid oxidation genes; expression of these genes decreased af-
ter exposure to the extracts (Figure 5J, 5K, 5L). Expression was lowest for 
ATGL. ZCW was the most effective at decreasing ATGL expression.

DISCUSSION 

 The cytotoxicity and anti-proliferation assays of Z. cassumunar ex-
tracts were performed on L929. Percent yields of the extracts performed in 
this work were differed from those in previous records. Water as solvent re-
sulted in the highest percent yield (Koparde and Magdum, 2017; Iswantini et 
al., 2011). Differences in polarity of solvents and extraction method achieved 
difference kinds of active ingredients from the rhizome. Dichloromethane, 
the lowest solvent polarity used in this work, had been reported to yield more 
effective compounds than ethanol and water extracts derived by Soxhlet ex-
traction (Koparde and Magdum, 2017). 

Figure 4 Relative percentage of LDs area derived from image-based assay. 
All extracts exhibited an inhibition potency of LDs accumulation in L929. 
The small alphabets (a, b, c) indicate the statistical difference among the 
treatments (p ≤ 0.05).
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Figure 3 Relative gene expression of anti-adipogenic effects on L929 exposed to ZCD, ZCE and ZCW 
at IC20 concentration for 72 h. Expression level of the genes, in comparison to β-actin (given value as 1, 
but not shown in these graphs), presented in 4 groups; adipocyte differentiation genes (A, B, C), glucose 
uptake (D, E, F), lipid metabolism (G, H, I) and fatty acid oxidation (J, K, L). The small alphabets (a, b) 
indicate the significance of statistical difference with p ≤ 0.05 on each of the gene between the controls 
and the exposed cells to ZC treatment.
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 Maceration in ethanol also collected more active compounds than in 
water (Iswantini et al., 2011). In other words, extraction of active ingredients 
from the rhizomes may probably comprise the most in dichloromethane fol-
lowed by ethanol, and the least in water. However, all extracts (ZCD, ZCE 
and ZCW) exhibited non-cytotoxicity to the cells referred to Kalantari et al. 
(2017). At the IC50, concentration of any crude extracts which >100 µg/ml 
was considered to contain any non-toxic substance to the cells (Iswantini 
et al., 2011). In other studies also revealed a non- to low- toxicity to oth-
er mouse fibroblast cell lines although different kinds of solvent were used 
(Sharma et al., 2007). In contrast, ZCD in this work, at the concentration of 
IC20, showed the highest activity to L929 followed by ZCE and ZCW. From 
previous report, ZCD may contain some compounds which would harm the 
cells including alkaloid, fat and oil (Koparde and Magdum, 2017). One of 
main constitute in non-polar soluble extracts from dichloromethane was in 
the form of oil (terpene) contains several phenylbutenoids which have been 
denoted as a cell proliferation inhibitor, apoptosis inducer and mitochondria 
disruptor in various cancer cell lines (Anasamy et al., 2013; Singh et al., 
2015).
 ZCD, ZCE and ZCW inhibited adipogenesis of L929 cells by signifi-
cantly decreasing the expression of adipocyte differentiation genes: PPARγ, 
C/EBPβ and ADD-1. C/EBPα. PPARγ, the master regulator of adipogenesis, 
can induce their own expression and also activate a large number of down-
stream target genes, whose expression determines the adipocyte differenti-
ation (Wang et al., 2006). ADD-1 is the coordinately activate the gene, re-
sponsible for maintaining the adipocyte phenotype. Its expression increases 
PPARγ transcriptional activity (Kim et al., 1998). Moreover, ZCE showed 
anti-adipogenic activity by increasing expression of Pref-1, the inhibitor of 
adipocyte differentiation, that was expressed in pre-adipocytes but was ab-
sent in adipocytes (Kim et al., 2007).
 Expression of glucose uptake genes, IRS-1, Glut4 and Adiponectin 
was also evaluated. IRS-1 plays an important role in transmitting signals 
from insulin and insulin-like growth factor-1 receptors to the intracellular 
pathways and also to the glucose transporter, Glut4, to activate the uptake of 
glucose (Copps and White, 2012). Adiponectin is a protein hormone that is 
exclusively secreted from adipocytes into the bloodstream to modulate sever-
al metabolic processes, including glucose regulation and fatty acid oxidation 
(Díez and Iglesias, 2003; Chen et al., 2006). In this study, the three extracts 
significantly decreased expression of IRS-1 and Glut4. ZCD and ZCE also 
significantly down-regulated Adiponectin.
 ATGL and HSL are key genes encoding the enzymes involved in in-
tracellular degradation of triacylglycerols (Zimmermann et al., 2004). Both 
expressed predominantly in adipose tissue. ATGL regulates the initial hydrol-
ysis of intracellular triglycerides into diacylglycerol. Then HSL continues 
breaking down to glycerol and free fatty acids (Morak et al., 2012). PGC-1β 
is a coactivator of PPARα in the transcriptional control of mitochondrial fatty 
acid oxidations that regulate the break-down of fatty acids into acetyl-Co-A 
and prevent insulin resistance by decreasing lipid storage (Serra et al., 2013). 
All kind of extracts inhibited adipocyte differentiation, by reducing expres-
sion of all genes in this group. ZCE significantly decreased ATGL, HSL and 
PGC-1β; ZCD significantly decreased both HSL and PGC-1β, while ZCW 
significantly decreased only ATGL.
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 To study activation of lipid metabolism genes by Z. cassumunar crude 
extracts, FAS and aP2 were focused. FAS is responsible for the synthesis of 
fatty acids from acetyl-CoA and malonyl-CoA resulting from the TCA cycle 
(Lodhi et al., 2012). Besides, aP2 is the pre-dominant fatty acid-binding pro-
tein, found in adipose tissue and plays an important role in the intracellular 
metabolism and the transport of fatty acids (Coe and Bernlohr, 1998). This 
protein responds to and regulates PPARγ and C/EBPα (Shan et al., 2013). 
All the extracts significantly reduced expression of FAS, while only ZCE 
reduced aP2.
 Adipogenesis is a multi-step process, involving a cascade of gene 
expressions. As described earlier, all Z. cassumunar extracts (ZCD, ZCE and 
ZCW) reduced expression of adipogenic-related genes, adipocyte differenti-
ation, glucose uptake, fatty acid oxidation and lipid metabolism. Such exam-
inations have been extensively reported for rhizomes of other plant species in 
the same family (Zingiberaceae), such as ginger (Zingiber officinale), bitter 
ginger (Zingiber zerumbet) and turmeric (Curcuma longa) (Ejaz et al., 2009; 
Ahn and Oh, 2013; Tzeng and Liu, 2013). Two major bioactive compounds 
of ginger rhizome, 6-shogaol inhibited adipogenesis and increased glycerol 
release, but decreased intracellular lipid content, without any cytotoxic ac-
tivity in 3T3-L1 cells (Suk et al., 2016). On the other hand, 6-gingerol inhib-
ited adipocyte proliferation in concentration- and time-dependent manners, 
with more effective inhibition of adipocyte differentiation of 3T3-L1 (Seo, 
2015). Furthermore, active compounds in bitter ginger rhizome (zerumbone 
and 6-gingerol) decreased expression of adipogenic-related genes in 3T3-L1 
cells (Tzeng and Liu, 2013; Tzeng et al., 2014). Moreover, the active com-
pound in turmeric rhizome, curcumin, also decreased expression of adipo-
genic-related genes (Ejaz  et al., 2009).
 Although, L929 cells have been used as an in vitro model for several 
fields of research, for example; monoclonal antibody production (Harada et 
al., 2014), biocompatibility (Serrano et al., 2004) and chemical compound 
testing models (Eljezi et al., 2017), but investigation of anti-adipogenic ac-
tivity by image-base analysis, has never been reported. The ImageJ software 
was used effectively on the 3T3-L1 cell model, stained with ORO, on the 
purposes to study LDs accumulation (Kirchner et al., 2010; Li et al., 2011). 
We proposed in this study the successful of using L929 culture system to 
study the activity of herbal ingredients to inhibit adipogenesis. Significant 
decreases of LDs in cells exposed to Z. cassumunar extractions could be 
clearly monitored.
 Spontaneous adipocyte differentiation in pre-adipocytes of L929 
mouse fibroblasts was verified in this work through the photomicrographs of 
LD accumulation and ORO staining. This study also applied gelatin-coated 
surfaces for culture instead of glass as mentioned previously (Jeney et al., 
2000). In contrast, most of the recent reports on the in vitro model for an-
ti-adipogenesis study generally focus on the 3T3-L1, mouse pre-adipocytes 
cell line, with the inevitable of using the inductive chemical reagents (Kwon 
et al., 2017; Hwang et al., 2017; Lauvai et al., 2017). However, one has to 
keep in mind that L929 was cultured in the completed media, containing 
10% FBS, which was approximately composed of 10 µU/ml of insulin (range 
6-14 µU/ml) (Gstraunthaler, 2003). As insulin is the key hormone involved 
in mammalian fibroblast adipogenesis (Romao et al., 2011), most of the cells 
in the L929 population should be very sensitive to respond to such a small 
amount of insulin and initialize accumulation of LDs. More evidence is re-
quired to decide which of the two cell lines serves as the better model for 
studying of lipid metabolism.
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CONCLUSION
 
 Rhizomes of Zingiber cassumunar Roxb. have been shown to have 
anti-adipogenesis effects using the in vitro model of L929, mouse pre-adi-
pocytes cell line. Non-cytotoxic activity was evaluated on the extracts using 
3 types of solvent including dichloromethane, absolute ethanol and warm 
water. Lipid droplet accumulation was inhibited by the extracts in a con-
centration-dependent manner. This anti-adipogenesis activity was verified by 
down-regulation of pertinent genes, via the key regulator of adipogenesis, 
PPARγ. This study showed that L929 has high potential as an alternative for 
the in vitro model for the study of adipogenesis compared with the other cell 
lines.    
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Abstract
The study of anatomical structures relating to durability and flexibility of water monitor (Varanus salvator) skin was useful 
for improvement of tanning process and leatherwork production. For this objective, the skin at dorsocervical region, dorsal 
thoracolumbar region, lateral region of body and ventroabdominal region were observed for characteristics and collected to 
perform paraffin section with hematoxylin and eosin (H&E) and Masson’s trichrome staining for histological study and der-
mal thickness measurement. Density and location of alpha keratin in epidermis were also examined by immunohistochemis-
try. The substantial results revealed that deep dermis of dorsocervical and dorsal thoracolumbar regions comprised of mod-
erate and large sized collagen bundles in multi-directional arrangement, while large transverse uni-directionally             arranged 
collagen bundles were found at lateral and ventroabdominal regions. However, the collagen bundles in interscale dermis of 
all regions were appeared only in transverse pattern. The interscale dermal thickness showed no differences among dorsocer-
vical, dorsal thoracolumbar and lateral regions of body, whereas ventroabdominal dermis was significantly thicker. Moreo-
ver, immunohistochemical study of alpha keratin, which indicated epidermal pliability, was weakly expressed in dorsocervi-
cal interscale region. From the results, we concluded that leathers from dorsocervical and dorsal thoracolumbar regions were 
extendable, but easily torn at interscale position. They were suitable for leatherworks that needed large sheet of leather and 
unique pattern, but external forces endurance was not required. Meanwhile, large covering scales and dense collagen bundles 
within interscale dermis caused rigidity and endurance of ventroabdominal skin. Therefore, this part of leather was appropri-
ate for stable shaped and durable leatherworks.
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 หนังสัตว์ที่ผลิตในประเทศไทยเป็นที่ต้องการของตลาดเครื่องหนังท้ังในและต่างประเทศ 

เนื่องจากมีความสวยงาม ละเอียดและประณีต สามารถสร้างรายได้ให้กับประเทศไทยได้มาก หนังสัตว์ที่

ส่งออกมากที่สุดประเภทหนึ่งคือหนังสัตว์ประเภทหายาก (exotic skin) เช่น หนังจระเข้ หนังปลากระเบน 

และหนังตัวเงินตัวทอง  ทั้งนี้หนังจากตัวเงินตัวทองได้รับความสนใจจากผู้เพาะเลี้ยงและผู้ค้าเครื่องหนัง

จ�านวนมาก เนื่องจากมีลวดลายที่สวยงามและเป็นเอกลักษณ์ (Office of Industrial Economics, 2011) 

ตัวเงินตัวทอง (ชื่อสามัญ: water monitor; ชื่อวิทยาศาสตร์: Varanus salvator) ถูกจัดให้อยู่ในบัญชี

หมายเลข 2 ของอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศซ่ึงชนิดสัตว์ป่าและพันธุ์พืชป่าใกล้สูญพันธุ์ 

(CITES) และเป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและคุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 2535 (CITES Sec-

retariat, 2014) ท�าให้การค้าหนังตัวเงินตัวทองต้องอยู่ภายใต้การควบคุม มีผลให้หนังตัวเงินตัวทองเป็นที่

ต้องการมากขึ้นและมีมูลค่าสูง

 ในการผลิตงานเคร่ืองหนังน้ันนอกจากจะค�านึงถึงความสวยงามและความประณีตแล้วยังต้อง

ค�านงึถงึความแขง็แรงทนทานและความยดืหยุน่ของหนงัด้วย ซ่ึงคุณสมบตัเิหล่านีเ้กิดจากโครงสร้าง ท่ีเป็น

องค์ประกอบอยู่ภายในผวิหนงั จากการศกึษาผิวหนงัของสัตว์เล้ือยคลานในกลุ่มก้ิงก่าและตุก๊แก (lizard) 

พบว่าผิวหนังแบ่งเป็นชั้นหนังก�าพร้า (epidermis) และชั้นหนังแท้ (dermis) โดยชั้นหนังก�าพร้าประกอบ

ด้วย 5 ชั้นย่อย คือ ชั้นฐาน (basal) ชั้นเหนือฐาน (suprabasal) ชั้นแอลฟา (alpha) ชั้นเบตา (bata) และ 

ชั้นโอเบอฮาวเทน (oberhautchen) (Alibardi, 2000; Pough et al., 2004; Alibardi and Toni, 2006; 

Paterson, 2006) ส่วนชั้นหนังแท้ประกอบด้วยชั้นสตราตัม แลคซัม (stratum laxum) ซึ่งมีเส้นใยคอลลา

เจน (collagen fiber) และมัดคอลลาเจน (collagen bundle) จัดเรียงตัวกันอย่างหลวม อยู่เหนือชั้นส

ตราตัม คอมแพคตัม (stratum compactum) ที่มีการเรียงตัวของมัดคอลลาเจนอย่างหนาแน่น (Mader-

son,1965; Alibardi, 2000; Alibardi and Toni, 2006; Paterson, 2006) ลักษณะดังกล่าวคล้ายกับที่

พบในหนังแท้ชั้นผิว (superficial dermis) และชั้นลึก (deep dermis) ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมส่วนใหญ่ 

(Monteiro-Riviere, 2006) และที่พบบริเวณขากรรไกรของงู Nerodia sipedon (Close and Cundall, 

2014)  เส้นใยและมัดคอลลาเจนท�าหน้าที่ช่วยเสริมสร้างความแข็งแรงให้กับผิวหนัง และแนวการเรียงตัว

ของโครงสร้างเหล่านี้มีผลต่อการเคลื่อนไหวของผิวหนัง (Sanggaard et al., 2012; Yang et al., 2013; 

Close and Cundall, 2014) ส่วนที่ชั้นหนังก�าพร้าจะพบเซลล์ที่บรรจุแอลฟา เคอราติน (alpha keratin) 

หรือ ไซโตเคอราติน (cytokeratin) ซึ่งท�าหน้าที่ในการป้องกันการสูญเสียน�้าจากบริเวณผิวหนัง รวมถึง

สร้างกลไกที่ท�าให้เซลล์สามารถทนต่อแรงเหยียดที่เกิดขึ้น (Alibardi and Toni, 2006; Gu and Cou-

lombe, 2007)  และยังมีเซลล์ที่บรรจุเบตา เคอราติน (beta keratin) ซึ่งมีลักษณะแข็งท�าหน้าที่ช่วย

ปกป้องผิวหนัง (Alibardi, 2000) จากการศึกษาผิวหนังขณะลอกคราบของกิ้งก่า  Podarcis muralis  

พบแอลฟา เคอราติน ภายในเซลล์ชั้นฐาน เหนือฐาน และ แอลฟา โดยในขณะลอกคราบนั้นชั้นแอลฟาจะ

ประกอบด้วยชั้นย่อย ได้แก่ ชั้นมีซอส (mesos) ลาคูนาร์ (lacunar) และ เคลียร์ (clear) ซึ่งพบว่ามี

แอลฟา เคอราตินอยู่ภายในเซลล์ของทุกช้ันส�าหรับในช้ันเบตาจะพบแอลฟา เคอราตินขณะท่ีช้ันนี้ก�าลัง

พัฒนาเท่านั้น เมื่อมีการลอกคราบออกไปแล้ว ชั้นเบตาที่เจริญเต็มที่จะพบแอลฟา เคอราตินจ�านวนน้อย

บทน�ำ
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มากหรือไม่พบเลย แต่กลับพบเบตา เคอราตินอยู่เป็นปริมาณมาก (Alibardi, 2000; Alibardi et al., 

2000) ลักษณะเช่นนี้ยังพบได้ในผิวหนังของ กิ้งก่าทัวทาร่า (Sphenodon punctatus) รวมถึงสัตว์เลื้อย

คลานที่อยู่ในอันดับ squamata ได้แก่ งู และสัตว์ในกลุ่มกิ้งก่าและตุ๊กแกทุกชนิด (Alibardi and Gill, 

2007) มีการวิจัยเกี่ยวกับคุณสมบัติขององค์ประกอบภายในหนังก�าพร้าของผิวหนังบริเวณท้องของงู 4 

ชนิด ได้แก่ Lampropeltis getula californiae, Epicrates cenchria cenchria, Morelia viridis และ 

Gongylophis colubrinus  พบว่าผิวด้านนอกที่สัมผัสกับพื้นผิวที่งูเคลื่อนที่ผ่านอันประกอบไปด้วยเบตา 

เคอราตินภายในชั้นเบตาและโอเบอฮาวเทน จะมีค่าโมดูลัสของสภาพยืดหยุ่น (elastic modulus) และ

ความแข็ง (hardness) มากที่สุดและจะลดลงในชั้นแอลฟาที่อยู่ลึกลงไป (Klein et al., 2010; Klein and 

Gorb, 2012) ซึ่งโครงสร้างที่มีโมดูลัสของสภาพยืดหยุ่นสูงบ่งชี้ถึงความคงรูปและทนทานต่อแรงดึงและ

แรงกดจากภายนอกแต่จะมีความยืดหยุ่นต�่า จึงเปลี่ยนแปลงรูปร่างได้ยาก  (Guthold et al., 2007; 

Lima et al., 2018) ในขณะที่ชั้นแอลฟาซึ่งมีแอลฟา เคอราตินเป็นองค์ประกอบจะมีความอ่อนนุ่มและ

ยืดหยุ่นสูง (Klein et al., 2010; Klein and Gorb, 2012) นอกจากการศึกษาในผิวหนังสัตว์แล้ว โมดูลัส

ของสภาพยืดหยุ่นยังใช้ในการประเมินความทนทานและความยืดหยุ่นของโครงสร้างในเซลล์และเนื้อเยื่อ

ชนิดอื่น เช่น ขนที่อยู่บริเวณผิวเซลล์ชนิดยูคาริโอท (eukaryotic cell) และโปรคาริโอท (prokaryotic 

cell) (Sokolov et al., 2013) และเส้นใยคอลลาเจน รวมถึงเนื้อเยื่อฟันด้วย (Bar-On and Wagner, 

2012) 

 จะเห็นได้ว่าองค์ประกอบที่พบภายในชั้นของผิวหนังรวมถึงปริมาณและลักษณะท่ีพบล้วนแต่มี

ผลต่อคุณสมบัติของผิวหนัง เช่น ความสวยงาม ความทนทาน ความสามารถในการถูกยืดขยายและความ

ยืดหยุ่น  ซึ่งผิวหนังแต่ละบริเวณนั้นย่อมมีความแตกต่างกันของปัจจัยเหล่านี้  ผู้วิจัยจึงต้องการศึกษา

ลักษณะทางกายวิภาคของผิวหนังตัวเงินตัวทองแต่ละบริเวณ โดยสอดคล้องกับการน�าไปใช้ประโยชน์ต่อ

การผลิตงานเครื่องหนัง ได้แก่ การสังเกตลักษณะของเกล็ดและผิวหนังเพื่อท�าให้เห็นความแตกต่างของ

ลวดลายและความยากง่ายในการเลาะผิวหนังแต่ละบริเวณ และการศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคเพื่อดู

โครงสร้างภายในผิวหนังแต่ละชั้นโดยเฉพาะเส้นใยและมัดคอลลาเจนภายในชั้นหนังแท้รวมถึงการวัด

ความหนาของชั้นนี้ ซึ่งมีความส�าคัญต่อความทนทานและความสามารถในการถูกยืดขยายออกของแผ่น

หนัง นอกจากนี้ ยังต้องการศึกษาการปรากฏและการกระจายตัวของแอลฟา เคอราตินภายในชั้นหนัง

ก�าพร้าของตัวเงินตัวทอง ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่มีผลต่อความยืดหยุ่นของผิวหนังด้วย ทั้งนี้ เนื่องจาก

ประเทศไทยยังขาดแคลนงานวิจัยเพื่อพัฒนาวัตถุดิบในการผลิตเครื่องหนัง เช่น หนังดิบ หนังฟอก ถึง

แม้ว่าจะเป็นแหล่งผลิตหนังที่ส�าคัญให้กับประเทศในแถบยุโรปที่เป็นเจ้าของตราสินค้าที่มีชื่อเสียงระดับ

โลก เช่น อิตาลีและฝรั่งเศส รวมถึงผลิตหนังสัตว์ประเภทหายากส่งออกให้กับประเทศจีนก็ตาม แต่หนังที่

ไทยส่งออกไปนั้นยังมีคุณภาพอยู่ในระดับปานกลางถึงค่อนข้างต�่า (Office of Industrial Economics, 

2011)  ส�าหรับตัวเงินตัวทองนั้นยังไม่พบว่ามีงานวิจัยที่ให้องค์ความรู้เกี่ยวกับการพัฒนาคุณภาพของหนัง 

ในขณะที่ปัจจุบันแนวโน้มการผลิตและส่งออกหนังสัตว์จากประเทศไทยนั้นเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง (Office 

of Industrial Economics, 2017) จึงควรใช้โอกาสในการสร้างงานวิจัยเพื่อให้การผลิตหนังและเครื่อง

หนังจากตัวเงินตัวทองมีคุณภาพและเป็นที่แพร่หลายมากขึ้น  โดยงานวิจัยนี้สามารถใช้เป็นข้อมูลส�าหรับ

พัฒนากระบวนการผลิตหนังฟอกจากตัวเงินตัวทอง และคัดเลือกบริเวณของหนังให้เหมาะสมกับการผลิต

เครื่องหนังแต่ละประเภท อีกทั้งเป็นการน�าหนังสัตว์มาใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุด
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อุปกรณ์และวิธีกำร

สัตว์ทดลองและกำรเก็บตัวอย่ำง
 ตัวเงินตัวทองอายุประมาณ 1 ถึง 1 ปีครึ่ง  จ�านวน 6 ตัว เป็นเพศผู้ 4 ตัว และเพศเมีย 2 ตัว ได้

รับการวางยาสลบโดยใช้  Zoletil®100 (250 mg Tiletamine และ 250 mg Zolazepam) ฉีดเข้ากล้าม

เนื้อบริเวณขาหลังในขนาด 4-10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (Schumacher and Mans, 2014) ภายหลังจากที่

สัตว์หมดความรู้สึกแล้ว ท�าการเก็บตัวอย่างผิวหนังขนาด 1×1 เซนติเมตรที่บริเวณหลังคอ (dorsocervi-

cal region) กลางหลัง (dorsal thoracolumbar region) ข้างล�าตัว (lateral region of body) และใต้

ท้อง (ventroabdominal region) ในสารละลาย Bouin’s solution จากนั้นจึงเย็บปิดบาดแผลและน�า

ไปแยกเลี้ยงภายในคอกพักสัตว์เพื่อดูแลแผล และฉีดยาปฏิชีวนะ เอนโรฟลอคซาซิน (enrofloxacin) 

ขนาด 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมเข้ากล้ามเนื้อ (Mitchell, 2006) และ มีลอกซิแคม (meloxicam) ขนาด 

0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมเข้ากล้ามเนื้อเพื่อลดการอักเสบ (Schumacher and Mans, 2014)  เป็นเวลา 7 

วัน จึงท�าการตัดไหม ส�าหรับกระบวนการเก็บตัวอย่างผิวหนังตัวเงินตัวทองนั้นได้รับการอนุมัติจากคณะ

กรรมการก�ากับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ในวันที่ 24 

กรกฎาคม 2558 (เลขที่ ACKU 01757)

กำรศึกษำลักษณะผิวหนังของตัวเงินตัวทองในแต่ละบริเวณ
 สังเกตลักษณะผิวหนังภายนอกร่างกายของตัวเงินตัวทองด้วยตาเปล่า ได้แก่ รูปร่างของเกล็ด 

ขนาด และสีของเกล็ดในแต่ละบริเวณ รวมไปถึงลักษณะการยึดติดระหว่างผิวหนังกับชั้นใต้ผิวหนัง (sub-

cutaneous) และเอ็นหุ้มกล้ามเนื้อ (aponeurosis) ที่ผิวหนังแต่ละบริเวณขณะท�าการเก็บตัวอย่าง

ผิวหนัง

กำรเตรียมตัวอย่ำงเพื่อศึกษำลักษณะจุลกำยวิภำค
 ตัวอย่างเนื้อเยื่อผิวหนังตัวเงินตัวทองจะถูกน�ามาคงสภาพใน Bouin’s solution นาน 8 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน�าเนื้อเยื่อมาล้างด้วยเอธิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 70  จนกระทั่ง Bouin’s 

solution ถูกล้างออกจากเนื้อเยื่อจนหมด จึงผ่านกระบวนการเตรียมเนื้อเยื่อจนได้เป็นบล็อกพาราฟิน 

และน�าไปตัดเป็นแผ่นบางที่ความหนา 5 ไมโครเมตร แล้วย้อมด้วยสี hematoxylin and eosin (H&E) 

และ Masson’s trichrome (Romeratanaphan, 2002) เพื่อศึกษาลักษณะโครงสร้างทางจุลกายวิภาค

โดยทั่วไปของผิวหนังตัวเงินตัวทอง รวมถึงความหนาแน่น ขนาด และการเรียงตัวของเส้นใยคอลลาเจน

และมัดคอลลาเจนที่ชั้นหนังแท้ของผิวหนังแต่ละบริเวณ
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กำรวัดควำมหนำของชั้นหนังแท้
 การวัดความหนาของผิวหนังตัวเงินตัวทองในแต่ละบริเวณ กระท�าโดยถ่ายภาพลักษณะทางจุล

กายวิภาคของผิวหนังที่ย้อมด้วยสี H&E ของตัวเงินตัวทองทั้ง 6 ตัว โดยการใช้โปรแกรม Cell D (Olym-

pus® Japan) วัดระยะความหนาของชั้นหนังแท้ตั้งแต่ฐานของหนังก�าพร้าลึกลงไปจนถึงรอยต่อชั้นใต้

ผิวหนังหรือกล้ามเนื้อที่อยู่ด้านล่าง ชั้นหนังแท้ของผิวหนังบริเวณใต้เกล็ดแต่ละเกล็ดจะถูกวัดความหนา

จ�านวน 7 จุด ส่วนพื้นที่บริเวณระหว่างเกล็ดจะถูกวัดจ�านวน 3 จุด จากนั้นจึงน�าค่าความหนาที่ได้ทั้งหมด

มาค�านวณหาค่าเฉลี่ย (mean) และค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error, SE)

กำรศึกษำทำงอิมมูโนฮิสโตเคมี
 การใช้เทคนคิอมิมโูนฮิสโตเคมเีพือ่ศกึษาต�าแหน่งและความหนาแน่นของแอลฟา เคอราตนิ (ไซโต

เคอราตนิ) ท่ีช้ันหนงัก�าพร้าของผวิหนงัตวัเงนิตวัทองกระท�าโดยการน�าแผ่นเนือ้เยือ่ทีต่ดิบนสไลด์มาก�าจดั

พาราฟิน แล้วท�าวธิคีนืสภาพแอนตเิจน (antigen retrieval) โดยการใช้สารละลาย 0.1 M citrate buffer 

(pH 6.0) ท่ีอณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส และบ่มสไลด์ใน 2% bovine serum albumin (BSA) เพือ่ป้องกัน

การจบักนัของแอนตบิอดีอ้ย่างไม่เจาะจง จากนัน้ท�าการบ่มสไลด์เนือ้เยือ่ใน mouse monoclonal an-

ti-cytokeratin antibody (Novocastra, UK) และยบัยัง้เอนไซม์ alkaline phosphatase ในเนือ้เยือ่โดย

ใช้ 0.4 mM Tetramisole (Sigma, USA) ตามด้วย alkaline phosphatase conjugated anti-mouse 

IgG (Vector Laboratories,  USA) และใช้ Vector® Red alkaline phosphatase substrate (Vector 

Laboratories,  USA) เพ่ือท�าให้เกดิสแีดงขึน้ตรงต�าแหน่งทีเ่กดิปฏกิริยิา การตดิสภีายในเซลล์แต่ละชัน้ของ

หนงัก�าพร้าท้ัง 4 บริเวณจะถกูประเมนิเป็น 5 ระดบั ได้แก่ การตดิสมีากทีส่ดุ มาก ปานกลาง น้อย และไม่

พบการตดิสี โดยอาศยัผู้ประเมนิทีม่คีวามเชีย่วชาญด้านจลุกายวภิาคศาสตร์จ�านวน 3 คน 

กำรวเิครำะห์ข้อมลู
 ค่าความหนาของช้ันหนงัแท้ในผวิหนงัทัง้ 4 บรเิวณ ถกูน�ามาวเิคราะห์ข้อมลูทางสถติแิบบ one 

way ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างความหนาของผวิหนงัแต่ละบรเิวณด้วย Tukey’s 

Multiple Comparison Test  โดยใช้โปรแกรม  GraphPad Prism Version 5.0 

57Boonchuay et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 53-68 



Vet Integr Sci Boonchuay et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 53-68

Veterinary Integrative Sciences

58

ผลกำรศึกษำ

ลักษณะผิวหนังของตัวเงินตัวทองในแต่ละบริเวณ
 ผิวหนังของตัวเงินตัวทองส่วนใหญ่มีสีด�า โดยส่วนหลัง (dorsal area) ของร่างกายจะมีลายดอก

เป็นรูปวงกลมหรือวงรีสีขาวเรียงกันเป็นแถวตามขวางจ�านวนหลายแถวตั้งแต่บริเวณหลังคอ (dorsocer-

vical region) ไปจนถึงโคนหาง (dorsococcygeal region) หลังจากนั้นจะเปลี่ยนเป็นลายพาดตามขวาง

ต่อไปจนถึงปลายหาง  ที่ส่วนท้อง (ventral area) ตั้งแต่ใต้คอ (ventrocervical region) ลงไปจนถึงใต้

หาง (ventrococcygeal region) จะมีสีขาวหรือเหลืองอ่อนและไม่มีลาย  ส่วนด้านข้างของล�าตัว (later-

al region of body) เป็นบริเวณรอยต่อระหว่างผิวหนังที่แผ่นหลัง (dorsal thoracolumbar region) 

และใต้ท้อง (ventroabdominal region) จึงมีลายริ้วสีด�าที่ต่อเนื่องลงมาจากด้านหลังปะปนอยู่กับพื้นสี

ขาวซึ่งเป็นลักษณะของผิวหนังด้านท้อง (Figure 1) ผิวหนังของตัวเงินตัวทองถูกปกคลุมไปด้วยเกล็ดทั่ว

ทั้งร่างกาย โดยเกล็ดที่พบบริเวณส่วนหลังจะมีขนาดเล็ก รูปร่างค่อนข้างกลมเรียงชิดกันเป็นแถวตามขวาง

ของล�าตัว และไม่มีการซ้อนเกยกัน พื้นผิวของเกล็ดแต่ละอันนูนขึ้นมาเป็นสันบริเวณตรงกลาง เกล็ดส่วน

ใหญ่เป็นสีด�า ยกเว้นในส่วนที่เป็นลายดอกจะมีสีขาวหรือสีเหลืองอ่อน (Figure 1A, B) ส่วนเกล็ดที่ผิวหนัง

ด้านท้องของล�าตัวจะเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้าขนาดใหญ่กว่าเกล็ดที่ส่วนหลัง ขอบด้านยาวของเกล็ดจะชิด

กันเรียงเป็นแถวตามขวางซึ่งต่อเนื่องมาจากเกล็ดบริเวณหลัง พื้นผิวของเกล็ดแบนเรียบมีสีขาวหรือสี

เหลืองอ่อน (Figure 1D) ส�าหรับเกล็ดบริเวณข้างล�าตัวส่วนบน (dorsolateral region) จะมีลักษณะ

เหมือนกับเกล็ดบริเวณหลัง แต่ส่วนล่าง (ventrolateral region) จะเหมือนกับเกล็ดส่วนท้อง (Figure 

1C) นอกจากความแตกต่างของเกล็ดแล้ว ความหนาของชั้นใต้ผิวหนังในแต่ละบริเวณก็มีความแตกต่าง

กันด้วย โดยผิวหนังที่คอมีชั้นใต้ผิวหนังกว้างที่สุด ท�าให้สามารถแยกผิวหนังออกได้ง่ายกว่าบริเวณอื่น 

ส่วนข้างล�าตัวมีชั้นใต้ผิวหนังที่กว้างรองลงมา บริเวณใต้ท้องพบชั้นใต้ผิวหนังค่อนข้างบาง ส่วนที่กลางหลัง

พบว่าผิวหนังจะอยู่แนบชิดกับเอ็นยึดกล้ามเนื้อที่อยู่ข้างใต้ ท�าให้สามารถเลาะแยกผิวหนังออกได้ยาก

Figure 1 Anatomy of water monitor skin at dorsocervical region (A), dorsal thora-

columbar region (B), lateral region of body (C) and ventroabdominal region (D)
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Figure 2 Light micrographs of water monitor skin from dorsocervical region (A), dorsal 

thoracolumbar region (B), lateral region of body (C) and ventroabdominal region (D) 

stained with H&E. The histological feature showed basal (b), suprabasal (s), alpha (a), 

beta (be) and oberhautchen (ob) layers of epidermis. Various size and distribution of 

melanophore (m) were found in epidermis and superficial dermis of dorsocervical, 

dorsal thoracolumbar and lateral regions but absent at ventroabdominal region. 

Scale bar 25 µm (40x magnification)  

กำรศึกษำลักษณะทำงจุลกำยวิภำคของผิวหนัง 
 จากการย้อมสีเนื้อเยื่อด้วย H&E พบว่าผิวหนังของตัวเงินตัวทองประกอบด้วยชั้นหนังก�าพร้า

และชั้นหนังแท้ โดยชั้นหนังก�าพร้าของผิวหนังบริเวณหลังคอ กลางหลัง ข้างล�าตัว และใต้ท้องประกอบ

ด้วยเซลล์รูปร่าง cuboidal หรือ columnar เรียงตัวชั้นเดียวอยู่ที่ฐาน และมีเซลล์รูปร่าง squamous 

หรือ low cuboidal จ�านวน 1 ถึง 2 ชั้น ในชั้นเหนือฐาน ถัดขึ้นมาคือชั้นแอลฟา ซึ่งเซลล์มีรูปร่างแบนติด

สีแดง (acidophilic) เรียงตัวซ้อนกันแน่นหลายชั้น และชั้นเบตาเป็นชั้นหนาที่สุดประกอบด้วยเซลล์ติดสี

จางซึ่งมีชั้นบางอยู่ที่ผิวบนเรียกว่าชั้นโอเบอฮาวเทน (Figure 2) 
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Figure 3 Histological morphology of water monitor skin showed collagen bundle ar-

rangement in superficial and deep dermis at dorsocervical region (A), dorsal thora-

columbar region (B), lateral region of body (C) and ventroabdominal region (D) stained 

with H&E. Superficial dermis (sd) of all regions composed of collagen fiber and small 

loosely arranged collagen bundles. However, deep dermis (dd) at dorsocervical and 

dorsal thoracolumbar regions presented moderate and large collagen bundles in 

multidirectional arrangement, where as those of skin in lateral and ventroabdominal 

regions were arranged unidirectionally. Scale bar 100 µm (10x magnification); ep = 

epidermis

 ส่วนชั้นหนังแท้ประกอบด้วยชั้นผิว (superficial dermis) ซึ่งมีองค์ประกอบที่มีลักษณะคล้าย

กันในทั้ง 4 บริเวณ คือพบเส้นใยคอลลาเจน และ มัดคอลลาเจนขนาดเล็ก (ความหนาประมาณ 5-10 

ไมครอน) เรียงตัวกันอย่างหลวม  และชั้นลึก (deep dermis) ซึ่งประกอบด้วยเส้นใยคอลลาเจน และ มัด

คอลลาเจนขนาดปานกลาง (ความหนาประมาณ 10-20 ไมครอน) ถึงขนาดใหญ่ (ความหนามากกว่า 20 

ไมครอน) เรียงตัวแตกต่างกันระหว่าง 4 บริเวณที่ศึกษาในครั้งนี้ โดยผิวหนังบริเวณหลังคอและกลางหลัง 

พบมัดคอลลาเจนเรียงตัวหนาแน่นไปในหลายทิศทาง (Figure 3A, B) ส่วนที่ข้างล�าตัวและใต้ท้องพบว่า

เฉพาะบริเวณท่ีต่อจากชั้นผิวลงมาเล็กน้อยเท่าน้ันที่พบมัดคอลลาเจนเรียงตัวหนาแน่นหลายทิศทาง      

แต่ในต�าแหน่งต�่ากว่านั้นพบว่ามัดคอลลาเจนมีขนาดใหญ่และเรียงตัวอย่างหนาแน่นขนานกันไปในทิศทาง

เดียว (Figure 3C-D) 
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Figure 4 Light micrographs of water monitor interscale skin from dorsocervical region 

(A), dorsal thoracolumbar region (B), lateral region of body (C) and ventroabdominal 

region (D) stained with H&E. In all regions, the epidermis (ep) was thin and collagen 

bundles in dermis (d) were arranged in parallel. Scale bar 50 µm (20x magnification)

 ระหว่างเกล็ดของผิวหนังทั้ง 4 บริเวณ มีชั้นหนังก�าพร้าลักษณะบาง ที่ชั้นหนังแท้พบมัดคอลลา

เจนขนาดปานกลางถึงขนาดใหญ่จ�านวนมากเรียงตัวในทิศทางเดียวกัน (Figure 4) จากการย้อมด้วยสี 

Masson’s trichrome พบว่าการเรียงตัวและขนาดของเส้นใยและมัดคอลลาเจนภายในชั้นผิวและชั้นลึก

ของหนังแท้ในผิวหนังทั้ง 4 บริเวณสอดคล้องกับผลที่พบโดยการย้อมด้วยสี H&E นอกจากนี้ ผิวหนัง

บริเวณหลังคอ กลางหลัง และข้างล�าตัวยังพบเซลล์เมลาโนฟอร์ (melanophore) ซึ่งเป็นเซลล์ผลิตเม็ดสี

อยู่ด้วย โดยที่หลังคอและกลางหลังสามารถพบเซลล์นี้ทั้งที่ชั้นหนังก�าพร้าและชั้นผิวของหนังแท้  และ

เซลล์ที่พบในหนังแท้บริเวณหลังคอจะมีขนาดใหญ่กว่าที่กลางหลัง (Figure 2A, B) ส่วนที่ผิวหนังข้างล�าตัว

จะพบเซลล์ขนาดใหญ่จ�านวนเล็กน้อยอยู่ภายในชั้นผิวของหนังแท้เท่านั้น (Figure  2C) ในขณะที่ผิวหนัง

ใต้ท้องจะไม่พบเซลล์นี้ (Figure 2D)
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Table 1 The average thickness of dermis at dorsocervical region (DC), dorsal thoracolumbar region (DTL), lateral region of 

body (LB) and ventroabdominal region (VA) measured below the scale and between scales (interscale)  

กำรวัดควำมหนำของชั้นหนังแท้ 
 เมื่อวัดความหนาของชั้นหนังแท้ในผิวหนังส่วนที่อยู่ใต้เกล็ด (Table 1) พบว่า บริเวณหลังคอ 

กลางหลัง ข้างล�าตัว และใต้ท้องมีความหนาเฉลี่ย เท่ากับ 856.20 ± 56.13, 834.80 ± 68.31, 663.70 ± 

60.24  และ 562.40 ± 54.65 ไมโครเมตร ตามล�าดับ  พบว่าที่หลังคอ และกลางหลังมีความหนาของชั้น

หนังแท้มากกว่าใต้ท้องอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (P < 0.05) แต่ที่ด้านข้างล�าตัวไม่มีความแตกต่างจาก

บริเวณอื่น  ส่วนค่าเฉลี่ยของชั้นหนังแท้ตรงผิวหนังระหว่างเกล็ดที่บริเวณหลังคอ กลางหลัง และข้างล�าตัว 

มีค่าเท่ากับ 287.90 ± 27.90, 295.60 ± 15.28 และ 334.70 ± 13.36 ไมโครเมตร ตามล�าดับ ซึ่งน้อย

กว่าที่ใต้ท้องซึ่งหนา 476 ± 60.32 ไมโครเมตร อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

กำรศึกษำทำงอิมมูโนฮิสโตเคมี
 จากการย้อมสีด้วยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมีพบว่าการติดสีของไซโตเคอราตินในเซลล์ชั้นฐาน 

และเหนือฐานของทุกบริเวณจะพบระดับการติดสีมากที่สุด ยกเว้นชั้นเหนือฐานของผิวหนังหลังคอที่จะ

พบการติดสีในระดับมาก และชั้นแอลฟาพบการติดสีมากในทุกบริเวณ ยกเว้นที่ข้างล�าตัวซึ่งมีการติดสี

ระดับปานกลาง ส่วนในชั้นเบตาและโอเบอฮาวเทนของทุกบริเวณจะไม่พบการติดสี (Table 2) เมื่อ

พิจารณาผิวหนังบริเวณระหว่างเกล็ดพบว่าเซลล์ชั้นฐาน และ เหนือฐานของผิวหนังกลางหลัง ข้างล�าตัว 

และใต้ท้องพบระดับการติดสีมากที่สุด ส่วนหลังคอพบการติดสีระดับปานกลาง ในขณะที่ชั้นแอลฟาของ

ทุกบริเวณพบระดับการติดสีน้อย (Table 3)

AREA
REGION

DC DTL LB VA

Below scale 856.20 ± 56.13a 834.80 ± 68.31a  6-63.70 ± 60.24a,b 562.40 ± 54.65b

Interscale 287.90 ± 27.90a 295.60 ± 15.28a 334.70 ± 13.36a 476.60 ± 60.32b

    Data are presented as mean ± SE (n = 6).

  a,b indicate significant difference among regions within a row (P < 0.05)  
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Table 2 Alpha keratin expression in epidermis of water monitor skin at dorsocervical 

region (DC), dorsal thoracolumbar region (DTL), lateral region of body (LB) and ventro-

abdominal region (VA)  

Table 3 Alpha keratin expression in interscale epidermis of water monitor skin at dor-

socervical region (DC), dorsal thoracolumbar region (DTL), lateral region of body (LB) 

and ventroabdominal region (VA)  

REGION  
LAYER

Basal Suprabasal Alpha Beta Oberhautchen

DC + + + + + + + + + + - -

DTL + + + + + + + + + + + - -

LB + + + + + + + + + + - -

VA + + + + + + + + + + + - -

Level of intensity: + + + + very high, + + + high, + + moderate, + low, – absent 

REGION  
LAYER

Basal Suprabasal Alpha Beta Oberhautchen

DC + + + + + - -

DTL + + + + + + + + + - -

LB + + + + + + + + + - -

VA + + + + + + + + + - -

Level of intensity: + + + + very high, + + + high, + + moderate, + low, – absent 
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วิจำรณ์

 จากการศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อผิวหนังตัวเงินตัวทอง พบว่าชั้นหนังก�าพร้า

ประกอบด้วยชั้นฐาน เหนือฐาน แอลฟา เบตา และโอเบอฮาวเทน ตามล�าดับ ซึ่งลักษณะดังกล่าวคล้ายกับ

ที่พบในผิวหนังของสัตว์เลื้อยคลานที่อยู่ในอันดับ squamata ชนิดอื่น เช่น กิ้งก่า Anolis carolinensis 

และ Podarcis muralis (Alibardi, 2000;  Alibardi, 2012 ) ส่วนชั้นหนังแท้แบ่งเป็นชั้นผิว และชั้นลึก

ซึ่งมีเส้นใยคอลลาเจนและมัดคอลลาเจนที่มีขนาดและการจัดเรียงตัวที่แตกต่างกัน กล่าวคือชั้นผิวของ

หนังแท้จะพบเส้นใยคอลลาเจนและมัดคอลลาเจนขนาดเล็กเรียงตัวกันแบบหลวมทุกบริเวณ  ส่วนชั้นลึก

ของหนังแท้บริเวณหลังคอและกลางหลังจะพบมัดคอลลาเจนขนาดปานกลางและขนาดใหญ่ จัดเรียงตัว

หลายทิศทางอย่างหนาแน่น ซึ่งแตกต่างจากบริเวณข้างล�าตัวและใต้ท้องที่จะพบมัดคอลลาเจนขนาดใหญ่

เป็นหลักและมีการเรียงตัวไปในทิศทางเดียวกัน ลักษณะเช่นนี้สามารถพบได้ที่ชั้นหนังแท้ของผิวหนัง

บริเวณขากรรไกรของงู  Nerodia sipedon  ซึ่งเป็นบริเวณที่เคลื่อนไหวในแนวเดียวขณะที่งูอ้าปากเพื่อ

กินเหยื่อแล้วงับลงเพื่อกลืน (Close and Cundall, 2014) และหากพิจารณาจากหน้าตัดของชิ้นเนื้อเยื่อ

ผิวหนังตัวเงินตัวทองขณะท�าการฝังเป็นบล็อกพาราฟินแล้ว จะเห็นว่ามัดคอลลาเจนที่พบในชั้นลึกของ

หนังแท้บริเวณข้างล�าตัวและใต้ท้องของตัวเงินตัวทองมีการเรียงตัวในแนวขวางล�าตัว (transverse) จึง

สันนิษฐานได้ว่าหนังตัวเงินตัวทองที่ได้จากบริเวณดังกล่าวสามารถถูกดึงได้ในแนวขวางของล�าตัวเพียง

แนวเดียว

 เมื่อเปรียบเทียบความหนาของชั้นหนังแท้ในผิวหนังของตัวเงินตัวทองทั้ง 4 บริเวณแล้ว พบว่า

บริเวณหลังคอและกลางหลังมีความหนาของชั้นหนังแท้ส่วนที่อยู่ใต้เกล็ดมากกว่าบริเวณใต้ท้อง แต่ความ

หนาของชั้นนี้ในผิวหนังข้างล�าตัวนั้นไม่แตกต่างจากบริเวณอื่นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ ในขณะที่ชั้นหนัง

แท้ตรงผิวหนังที่อยู่ระหว่างเกล็ดบริเวณใต้ท้องมีความหนามากกว่าบริเวณหลังคอ กลางหลัง และข้างล�า

ตัวอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงลักษณะเกล็ดบนผิวหนังของตัวเงินตัวทอง จะเห็นว่าเกล็ด

ที่พบบริเวณหลังคอ และกลางหลังนั้นมีลักษณะนูนขึ้นมากกว่าเกล็ดที่พบบริเวณข้างล�าตัว และใต้ท้อง ซึ่ง

มีผลให้ชั้นหนังแท้บริเวณดังกล่าวมีความหนามากกว่า นอกจากนี้การที่เกล็ดของตัวเงินตัวทองมีลักษณะ

เรียงต่อกัน ไม่มีการซ้อนทับหรือเกยกัน ท�าให้ขณะที่ผ่านกระบวนการฟอกหนังซึ่งต้องยืดแผ่นหนังเพื่อให้

เกิดความนิ่มและขนาดกว้างขึ้นนั้น (Tienprateep, 2012) ผิวหนังที่อยู่ระหว่างเกล็ดจะเป็นส่วนที่ถูกดึง

ให้ยืดออกได้มากกว่าผิวหนังบริเวณที่มีเกล็ดปกคลุม เมื่อพิจารณาร่วมกับขนาดและการจัดเรียงตัวของมัด

คอลลาเจนที่พบในชั้นลึกของหนังแท้ทั้ง 4 บริเวณแล้ว จึงสันนิษฐานได้ว่าผิวหนังที่ใต้ท้องจะถูกยืดออกได้

ในแนวขวางล�าตัวเพียงแนวเดียว และจะมีความต้านทานต่อแรงดึงสูง เนื่องจากเป็นบริเวณที่มีมัดคอลลา

เจนขนาดใหญ่เรียงตัวขนานกัน อีกทั้งยังมีความหนาของชั้นหนังแท้ตรงบริเวณระหว่างเกล็ดมากกว่า

ผิวหนังส่วนอื่นของร่างกาย ส่วนผิวหนังบริเวณหลังคอและกลางหลังจะสามารถถูกยืดออกได้หลายแนว

จนเป็นแผ่นกว้างได้ง่ายกว่าเนื่องจากมีมัดคอลลาเจนเรียงตัวหลายทิศทาง แต่จากการที่พบมัดคอลลาเจน

ขนาดใหญ่และปานกลางปะปนกัน รวมถึงการที่มีชั้นหนังแท้ส่วนที่อยู่ระหว่างเกล็ดบางกว่า จึงท�าให้

ผิวหนังบริเวณนี้มีความทนทานต่อแรงดึงต�่ากว่า โดยในขณะที่ถูกยืดออกอาจเกิดรอยขาดตรงบริเวณ

ระหว่างเกล็ดได้ง่าย อย่างไรก็ตาม ผิวหนังบริเวณคอและหลังนั้นมีลวดลายเฉพาะตัวที่สวยงาม ในขณะที่

บริเวณใต้ท้องจะมีเกล็ดแข็งขนาดใหญ่และไม่มีลวดลาย ส�าหรับผิวหนังบริเวณข้างล�าตัวนั้นแม้ว่าจะมี

ความหนาน้อยกว่าผิวหนังใต้ท้องแต่สามารถถูกดึงได้ในแนวเดียว และมีลวดลายส่วนบนคล้ายกับบริเวณ

หลังแต่ส่วนล่างเป็นเกล็ดแข็งเช่นเดียวกับส่วนใต้ท้อง จากคุณลักษณะเหล่านี้ท�าให้สามารถคัดเลือกหนัง

จากบริเวณที่เหมาะสมกับการผลิตเครื่องหนังแต่ละชนิดได้
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 ส�าหรับการศึกษาต�าแหน่งและความหนาแน่นของแอลฟา เคอราติน ภายในชั้นหนังก�าพร้าทั้ง 4 

บริเวณของตัวเงินตัวทอง พบว่าชั้นฐาน และเหนือฐานของทุกบริเวณมีการติดสีของแอลฟา เคอราติน ใน

ระดับมากถึงมากที่สุด ส่วนชั้นแอลฟา มีการติดสีระดับรองลงมา และชั้นเบตา และโอเบอฮาวเทน นั้นไม่

พบการติดสีเลย ในขณะที่ชั้นฐาน และเหนือฐานของชั้นหนังก�าพร้าที่อยู่ระหว่างเกล็ดก็พบการติดสีใน

ระดับมากที่สุดเช่นกัน ยกเว้นบริเวณหลังคอที่พบการติดสีระดับปานกลาง ส่วนชั้นแอลฟา นั้นพบการติดสี

เพียงเล็กน้อยเท่านั้น จากการติดสีในลักษณะดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าต�าแหน่งที่พบ แอลฟา เคอราติน ใน

ผิวหนังชั้นหนังก�าพร้าของตัวเงินตัวทองนั้นมีความแตกต่างกับในผิวหนังของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม กล่าวคือ 

การสร้างโทโนฟิลาเม้นท์ (tonofilament) ในผิวหนังสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจะเริ่มขึ้นในชั้นสตราตัม สปาย

โนซัม (stratum spinosum) ซึ่งเปรียบเทียบได้กับชั้นเหนือฐานของผิวหนังตัวเงินตัวทอง และเพิ่มมาก

ขึ้นจนแผ่กระจายเต็มเซลล์ในชั้นบน โดยอาศัยการท�างานร่วมกันกับโปรตีนไฟแลคกริน (filaggrin) (Mon-

teiro-Riviere, 2006) ในขณะที่ผิวหนังของตัวเงินตัวทองจะพบแอลฟา เคอราตินในชั้นฐานและเหนือฐาน

มากกว่าชั้นที่อยู่เหนือขึ้นไป โดยเฉพาะในชั้นเบตา และโอเบอฮาวเทนจะไม่พบแอลฟา เคอราตินเลย แต่

กลับพบเบตา เคอราตินปริมาณมากอันท�าให้ชั้นเบตา และโอเบอฮาวเทนมีลักษณะแข็งเป็นเกล็ด (Alibar-

di and Toni, 2006) อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาแอลฟา เคอราตินด้วยเทคนิคทางทางอิมมูโนฮิสโตเคมี

พบว่าเนื้อเยื่อสามารถติดสีต่อแอนตี้บอดี้ของไซโตเคอราตินหรือแอลฟา เคอราตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นมได้ จึงเชื่อว่าแอลฟา เคอราตินที่พบในผิวหนังตัวเงินตัวทองน่าจะมีโครงสร้างโมเลกุลที่ใกล้เคียงกับที่

พบในผิวหนังของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม จึงเชื่อได้ว่าหน้าที่ของแอลฟา เคอราติน ในผิวหนังของตัวเงินตัว

ทองนั้นไม่น่าจะแตกต่างไปจากในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม คือท�าหน้าที่เสริมโครงสร้างให้กับเซลล์ชั้นหนัง

ก�าพร้า ปกป้องเซลล์จากแรงเหยียดที่เกิดขึ้นกับเซลล์ และมีบทบาทในการป้องกันการสูญเสียน�้าจากทาง

ผิวหนัง (Alibardi, 2000; Alibardi et al., 2000) นอกจากนี้ จากการค�านวณโมดูลัสของสภาพยืดหยุ่นใน

หนังก�าพร้าของงูพบว่ามีค่าสูงสุดในชั้นที่มีลักษณะแข็งเช่นชั้นเบตาและต�่าลงในช้ันแอลฟาซ่ึงมีความอ่อน

นุ่มและยืดหยุ่นสูง (Klein et al., 2010; Klein and Gorb, 2012) จึงท�าให้สันนิษฐานได้ว่าบริเวณของ

ผิวหนงัตวัเงนิตวัทองท่ีพบแอลฟา เคอราตนิในแต่ละชัน้ของหนงัก�าพร้าเป็นปรมิาณมากจะมคีวามยดืหยุน่ 

สูงกว่าบริเวณที่พบปริมาณน้อยกว่า ดังนั้นหากเปรียบเทียบกับผลการศึกษาที่ได้ในครั้งนี้จะพบว่าผิวหนัง

ส่วนที่มีเกล็ดปกคลุมในบริเวณที่ท�าการศึกษาทั้ง 4 บริเวณนั้นมีระดับแอลฟา เคอราตินไม่แตกต่างกันมาก

นัก จึงไม่น่าจะมีความแตกต่างของระดับความยืดหยุ่น แต่หากพิจารณาผิวหนังตรงระหว่างเกล็ดจะพบ

ว่าที่บริเวณกลางหลัง ข้างล�าตัว และใต้ท้องน่าจะมีความยืดหยุ่นมากกว่าบริเวณหลังคอ ดังนั้น ถ้าต้อง

ท�าการยืดผิวหนังบริเวณดังกล่าวจะมีการหดตัวกลับได้มากกว่าบริเวณหลังคอ จึงต้องออกแรงยืดมากกว่า

เพื่อให้เกินขีดจ�ากัดของสภาพยืดหยุ่นจึงจะท�าให้แผ่นหนังยืดออกได้ อย่างไรก็ตาม เซลล์ในแต่ละชั้นของ

หนังก�าพร้าในสัตว์เลื้อยคลานอันดับกิ้งก่าและงู (squamata) นั้นไม่ได้พบแต่แอลฟา เคอราติน หรือเบตา 

เคอราตินเพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง แต่มักพบว่าแอลฟา เคอราตินซึ่งเป็น intermediate filament ที่มี

ขนาดโมเลกุลใหญ่ (40-68 กิโลดาลตัน) มักจะพบร่วมกับเบตา เคอราตินซึ่งมีขนาดเล็ก (10-25 กิโลดาล

ตัน) ดังนั้น เบตา เคอราตินจึงถูกเรียกว่า keratin-associated beta proteins (KabetaPs) ซึ่งหาก

พิจารณาตามสัดส่วนของกรดอะมิโนที่พบเป็นองค์ประกอบหลักคือไกลซีน (gly) และซิสเตอีน (cys) แล้ว 

จะถูกแบ่งเป็น 3 วงศ์ได้แก่ HgG5 (glycine rich; 28% gly, 3.6% cys) HgGC10 (glycine-cysteine 

medium rich; 13% gly, 14.5% cys) และ HgGC3 (glycine-cysteine rich; 30.4% gly, 8.7% cys) 

(Alibardi et al., 2012) ในการศึกษาพัฒนาการของชั้นหนังก�าพร้าในกิ้งก่า Anolis carolinensis พบว่า 

HgG5 ปริมาณมากจะอยู่ที่ชั้นเบตา โดย cys ที่พบบริเวณ N และ C terminals ของ HgG5 นั้นมักสร้าง
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พันธะโควาเลนท์กับโปรตีนอื่นรวมทั้ง HgGC10 ซึ่งประกอบด้วย cys จ�านวนมาก ท�าให้ชั้นดังกล่าวเกิด
ความแข็ง มีความต้านทานต่อแรงกลสูง และมีความยืดหยุ่นต�่า นอกจากนี้ ชั้นเบตาที่เจริญเต็มที่แล้วจะไม่
พบแอลฟา เคอราตินอยู่ ซึ่งแตกต่างจากชั้นแอลฟาที่จะไม่พบ HgG5 แต่จะมี HgGC10 และ HgGC3 อยู่
ร่วมกับแอลฟา เคอราตินจ�านวนมากที่มีลักษณะเป็นเส้นใยหนา ซึ่งส่งผลให้มีคุณสมบัติความยืดหยุ่นเกิด
ขึ้นได้มากกว่า นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาพบว่า KabetaPs ชนิดที่มี cys เป็นองค์ประกอบเหล่านี้ หากไม่
ได้อยู่ร่วมกับ HgG5 ก็มักจะไม่สร้างพันธะไดซัลไฟต์อันแข็งแรงซึ่งกันและกัน และการเกิดพันธะระหว่าง 
KabetaPs เหล่านี้กับแอลฟา เคอราตินนั้นส่งผลให้มีลักษณะยืดหยุ่นเกิดขึ้นที่ชั้นนั้นเช่นกัน  (Alibardi, 
2012; Alibardi, 2013 ) ดังนั้น การสันนิษฐานว่าปริมาณแอลฟา เคอราตินในแต่ละชั้นของหนังก�าพร้านั้น
แปรผันตรงกับความยืดหยุ่นที่เกิดขึ้นจึงมีความเป็นไปได้  อย่างไรก็ตาม หากมีการศึกษาร่วมกับการกระ
จายตัวของ KabetaPs แต่ละชนิดด้วยก็จะท�าให้สามารถสรุปลักษณะดังกล่าวได้อย่างชัดเจนยิ่งขึ้น ซึ่ง
การศึกษาระดับความยืดหยุ่นของผิวหนังตัวเงินตัวทองโดยอาศัยปริมาณแอลฟา เคอราตินภายในหนัง
ก�าพร้านั้นเป็นสิ่งส�าคัญ เนื่องจากในการผลิตหนังสัตว์ระดับอุตสาหกรรมนั้นจะมีการใช้เอนไซม์ย่อยสลาย
เคอราติน (keratinase) ซึ่งผลิตจากเชื้อแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ เพื่อจุดประสงค์ในการท�าลายขนที่อยู่บน
แผ่นหนังและท�าให้เกิดความนุ่ม จึงมักใช้ในการผลิตหนังที่ได้จากโค กระบือ (Zhang et al., 2016a; 
Zhang et al., 2016b) แต่ส�าหรับการผลิตหนังสัตว์เลื้อยคลานนั้นต้องการคงรูปร่างและลวดลายของ
เกล็ดไว้จึงไม่ใช้สารประเภทนี้ ดังนั้นเคอราตินที่อยู่บนผิวหนังจึงไม่ถูกท�าลายไป และมีผลต่อคุณสมบัติต่าง 
ๆ ของหนังสัตว์ตามชนิดและปริมาณของเคอราตินที่เป็นองค์ประกอบอยู่ตามที่ได้กล่าวไว้แล้วข้างต้น

สรุป

 จากการศึกษาผิวหนังตัวเงินตัวทองบริเวณหลังคอ กลางหลัง ด้านข้างล�าตัวและใต้ท้อง โดยการ
สังเกตลักษณะผิวหนังและเกล็ด การศึกษาการเรียงตัวและความหนาแน่นของเส้นใยและมัดคอล
ลาเจนรวมถึงการวัดความหนาของชั้นหนังแท้ และการประเมินระดับแอลฟา เคอราตินในแต่ละชั้นของ
หนังก�าพร้า  สามารถสรุปได้ว่าแผ่นหนังจากบริเวณหลังของตัวเงินตัวทองมีลักษณะและคุณสมบัติที่
เหมาะสมส�าหรับน�ามาใช้ในการผลิตงานเครื่องหนังประเภทที่ต้องการความสวยงามและไม่จ�าเป็นต้องรับ
น�้าหนักหรือถูกแรงดึงหรือแรงกดมากนัก เช่น กระเป๋าถือ รองเท้า หมวก และเครื่องนุ่งห่ม เป็นต้น 
เนื่องจากบริเวณนี้มีลวดลายที่เป็นเอกลักษณ์ ผืนหนังสามารถถูกยืดขยายได้มากและหลายทิศทาง เช่น
เดียวกับบริเวณคอซึ่งมีคุณสมบัติใกล้เคียงกันแต่ความยืดหยุ่นจะต�่ากว่า อีกทั้งผืนหนังยังมีขนาดเล็กและมี
ลวดลายน้อยกว่าด้วย  ส่วนหนังบริเวณใต้ท้องมีลักษณะค่อนข้างแข็งเนื่องจากมีเกล็ดขนาดใหญ่ หนังยืด
ขยายได้ไม่มากและสามารถยืดออกได้ในแนวเดียว จึงเหมาะกับการผลิตเครื่องหนังที่ต้องการการคงรูป
ร่างและความแข็งแรง เช่น ท�ากระเป๋าธนบัตร ฐานกระเป๋าถือ และพื้นผิวเครื่องเรือน เป็นต้น ส่วนหนังข้าง
ล�าตัวจะมีลักษณะผสมระหว่างที่หลังและใต้ท้องคือส่วนบนจะคล้ายกับบริเวณหลัง แต่ส่วนล่างจะมีเกล็ด
แข็งเหมือนใต้ท้อง จึงเหมาะส�าหรับการน�ามาตัดต่อลายบริเวณขอบหรือสันกระเป๋า เป็นต้น  ซึ่งผลการ
ศึกษาในคร้ังนี้สามารถใช้เป็นข้อมูลส�าหรับพัฒนากระบวนการผลิตหนังฟอกจากตัวเงินตัวทองโดยเฉพาะ
การเพิ่มความระมัดระวังในการดึงยืดหนังแต่ละบริเวณเพื่อไม่ให้เกิดความสูญเสีย และใช้ในคัดเลือกแผ่น
หนังแต่ละบริเวณให้เหมาะสมกับการผลิตเครื่องหนังแต่ละประเภทด้วย 

กิตติกรรมประกำศ

 ขอขอบคุณคณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที่ได้สนับสนุนทุนวิจัยส�าหรับ
พัฒนาบัณฑิตศึกษาบางส่วน (ทวพบ.) จากเงินกองทุนพัฒนาคณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ รวมถึงขอขอบคุณฟาร์มวารานัส มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�าแพงแสน ส�าหรับ
ความอนุเคราะห์ให้เก็บตัวอย่างผิวหนังจากตัวเงินตัวทองเพื่อการท�างานวิจัยครั้งนี้
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Abstract
Gastrointestinal parasite are the most important and common infectious agents of human and animals worldwide especially 
in tropical areas. Humans can be infected with the parasites as zoonoses by shedding their infective stage and eggs via feces 
of animal reservoirs resulting in environmental contamination of food and water. In Maha Sarakham, Kosamphi forest park 
is an interesting area which has close interaction and coexistence between wildlife, domestic animals and humans where it 
is possible to transmit some zoonotic pathogens including gastrointestinal parasites among them. This study was conducted 
to investigate the occurrence of gastrointestinal parasites present in feces of long-tailed macaques, dogs and cattle shed on 
the environment in and around Kosamphi forest park. A total of 134 fecal samples collected from 3 animal species were 
processed to detect helminth eggs using the formalin-ethyl acetate technique. Three species of parasitic helminthes including 
Strongyloides spp., Trichuris spp. and hookworm’s eggs have been detected and assessed for their prevalence. Strongyloides 
spp., were the most common zoonotic parasite found in monkeys and cattle (52.24% and 45.71%) followed by hookworms 
(26.87% and 34.29%) while hookworms were the most common zoonotic parasite in dogs (31.25%) followed by Stron-
gyloides spp. (25%). This study provides baseline information on potentially zoonotic gastrointestinal parasites in animal 
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for zoonotic disease. A One Health Approach is necessary for prevention and control.
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 Gastrointestinal parasites are the most common infectious agents of 
human and animals including livestock, companion animals and also wildlife 
predominantly in rural areas in Southeast Asia (Odermatt et al., 2010). Many 
gastrointestinal (GI) parasites including Trichuris spp., Strongyloides spp., As-
caris spp., Schistosoma spp. and hookworms often infect both humans and 
animals. Infection by these GI parasites can cause sub clinical symptoms to 
clinical symptoms of long duration with abdominal pain, diarrhea, dysentery 
and weight loss (Hechenbleikner and McQuade, 2015). Most of them have 
been reported to be zoonotic agents which have the ability to transmit between 
humans, livestock, companion animals and wildlife especially in their larval 
stage of infection (Lavikainen, 2010). Domestic animals and wildlife play 
crucial roles as reservoirs that maintain zoonotic parasites under natural con-
ditions from which humans can become infected (Youssef and Uga, 2014). 
Animal reservoirs often shed zoonotic parasites as oocysts, eggs and larvae 
in their feces into the environment. Humans are infected with the GI parasites 
by ingestion of contaminated water and food which contain oocysts or eggs as 
food or water-borne pathogens. In addition, direct transmission can occur by 
contact with feces of reservoir animals that contain larval infective stages of 
the parasites (Ayinmode et al., 2016). This neglected zoonotic transmission of 
parasites between animals and humans is the major concern for One Health 
problem worldwide (Thompson, 2013).
 In Thailand, long-tailed macaques (Macaca fascicularis) occur widely 
including at Kosamphi Forest Park in Maha Sarakham, in the northeast of the 
country. A One Health problem is emerging because of increases in their pop-
ulation, habitat loss from urbanization and reduction of natural food sources 
(Malaivijitnond and Hamada, 2008). This is resulting in increased interaction 
and conflict between humans in the community around the forest park and the 
long-tailed macaques. The monkeys often invade houses, schools, temples and 
markets near the park for foraging and inhabiting, so that, they have a potential 
to shed zoonotic pathogens such as those parasites from their feces or excre-
ta to humans via contaminated foodstuffs and drinking water. Moreover, the 
presence of domestic animals such as dogs and cattle around and inside the 
forest park areas suggests that it might be possible for them to acquire disease 
from the monkeys. Therefore, both domestic animals and wildlife seem to be 
potentially zoonotic reservoirs and spillover hosts which should be included as 
essential components of monitoring and surveillance programs.
 This study was designed to investigate the occurrence of gastrointes-
tinal parasites presented in animal reservoirs; long-tailed macaques, dogs and 
cattle feces shed on the shared environment at Kosamphi forest park in Maha 
Sarakham, Northeast Thailand. The study will provide useful provide baseline 
data on fecal parasites in those reservoirs which potentially cause zoonotic dis-
eases to human including tourists, researchers, park staffs and people who live 
close to this area. The results will be beneficial for further developing suitable 
one health strategies to prevent and control zoonotic diseases.

INTRODUCTION
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 The sample collection was performed without disturbing or contact with 
the animals. Fresh stool (feces) samples were collected, using gloves from 67 
long-tailed macaques, 32 dogs and 35 cattle in Kosamphi Forest Park, Kosum 
Phisai district, Maha Sarakham, Northeast Thailand at N16º 15’ 12.6” E103º 
04’ 02.0” (Figure 1) and selected locations close and around the park during 
November, 2015 to April, 2016. All feces samples were collected in labelled 
plastic universal bottles and rapidly transported to the laboratory where they 
were preserved in 10% formalin.
 Fecal material was processed for detecting the presence of GI nema-
tode eggs by formalin-ethyl acetate procedure and the identification of para-
sitic eggs was carried out by microscopic examination (Gracia, 2011). Differ-
ent diagnostic procedure for detection of Strongyloides stercoralis larvae was 
done by fresh stool examination under a microscope. Results were recorded in 
Windows Excel (Microsoft, USA). The occurrence of GI parasitic eggs which 
referred to infected animals was used to calculate an occurrence using the de-
scriptive statistics on MS Excel version 2013 (Microsoft, USA).
 All data were represented as means ± standard errors (SE). Data were 
statistically evaluated by a one-way analysis of variance. Significant difference 
(p ≤ 0.05) among the groups was analyzed by Duncan’s multiple range tests. 
All experiments were repeated 3 times, each with 5 replicates of the designed 
concentration.

MATERIALS and METHODS 

Figure 1 Geographical location of sampling points; Kosamphi forest park 
in Kosum Phisai district, Maha Sarakham province, Northeast Thailand 
(from Google Earth). Yellow line: a forest park area (a habitat of long-tailed 
macaques), blue line: urban and rural areas (habitats of dogs and cattle) 
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 Out of total 134 fecal samples collected from long-tailed macaques, 
dogs and cattle, parasitic eggs were identified in 79 (58.96%) indicating the 
prevalence of parasitic infection. Gastrointestinal parasite eggs were found in 
42 out of 67 long-tailed macaque samples (62.69%), 14 out of 32 dog samples 
(43.69%) and 23 out of 35 cattle samples (65.71%). Three species of parasitic 
helminthes including Strongyloides spp., Trichuris spp. and hookworm’s eggs 
which have been reported to be potentially zoonotic helminthes were iden-
tified in all three animal species as indicated in Table 1. Among the positive 
samples, multiple parasitic infections (infection with more than one species of 
parasite) were found in most long-tailed macaques, dogs and cattle (68.66%, 
56.25% and 57.14%, respectively). In addition, the study revealed the highest 
prevalence of Strongyloides spp. infection was in long-tailed macaques and 
cattle, while, hookworm infection had the highest prevalence in dogs. Howev-
er, Trichuris spp. was the least prevalent of GI parasitic infections in all animal 
species. Besides, 12 feces samples (17.91%) from long-tailed macaques were 
found with rhabditiform larvae of Strongyloides stercoralis as shown in Figure 2. 
Overall prevalence of parasitic infection and the prevalence of each parasite 
species in each animal reservoirs are also showed in Table 1. 

RESULTS

Table 1 Prevalence of gastrointestinal parasite eggs in feces of animal reservoirs in Kosamphi Forest Park, 
Maha Sarakham, Thailand.

Animal species
(No. examined)

Species of parasite
eggs identified

Number of positive
(Prevalence %)

Long-tailed macaques Strongyloides spp. 35 (52.24)
(67 samples) Trichuris spp. 9 (13.43)

Hookworms 18 (26.87)
Total 42 (62.69)

Dogs Strongyloides spp. 8 (25.00)
(32 samples) Trichuris spp. 3 (9.38)

Hookworms 10 (31.25)
Total 14 (43.69)

Cattle Strongyloides spp. 16 (45.71)
(35 samples) Trichuris spp. 7 (20.00)

Hookworms 12 (34.29)
Total 23 (65.71)

Total 134 samples
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Figure 2 Rhabditiform larvae of Strongyloides stercoralis in the feces sam-
ple of long-tailed macaques under 10X under microscope.

 There is concern about the prevalence of gastrointestinal helminthes 
infection in many animal reservoirs. This study highlights and emphasizes the 
presence of zoonotic potential of these parasites which can transmit infection 
between animals and humans as well between animal reservoirs such as 
monkeys, dogs and cattle inhabiting this study area as has been mentioned in 
many previous reports (Inpankaew et al., 2015; Parmar et al., 2012; Squire 
et al., 2012). The result clarified the view that all of these parasitic infections 
(Strongyloidiasis, Trichuriasis and hookworm) are predominant diseases of 
tropical and humid areas especially in Southeast Asia (Puthiyakunnon et al., 
2014; Bethony et al., 2006).
 Many previous studies also mentioned a possibility of zoonotic           
diseases at high risk interfaces between humans and animals especially where 
humans, domestic animals and wildlife coexist, as is the case at Kosamphi 
forest park (Malaivijitnond et al, 2006; Klaus et al., 2017). At the present, The 
potential risk factors which promote the transmission of zoonotic helminthes 
in the studied area are variables associated with human-wildlife-domestic 
animals coexistence  leading to close interaction among them, an increasing 
number of monkeys, expanding human populations and urbanization, a  be-
havioral changing from food restriction leads to people community invasion 
or peri-urban environment, increasing of physical contact to macaques from 
tourists who attempt to feed them by hand and lack of knowledge in parasitic 
zoonoses as well as their transmission. Also, severe flooding occur regularly 
because the forest park is located very close to Chi-river. Therefore, disaster 
is also a vital factor that affects the problem by decreasing their living space 
and natural food.

DISCUSSION
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 All of these factors can contribute to close relationship (Figure 3) and 
conflict between human-animal reservoirs and also influence the transmission 
of zoonotic diseases by increasing the potential risk of zoonotic parasite diseas-
es spreading in ways similar to many previous studies (Priston and McLennan, 
2013; Malaivijitnond et al., 2005; Parmar et al., 2012). Therefore, it is impor-
tant to pursue some further studies on the dynamics between human wildlife 
and domestic animal species in this area in order to prepare proper preventions 
and controlling strategies.

 Interestingly, this examination found rhabditiform larvae of Strongy-
loides stercoralis in 12 feces samples of long-tailed macaques. They can be 
passed along with the feces, contaminate soil or water, and live as a free-liv-
ing parasite in the environment. On the other hand, the rhabditiform larvae 
can develop to be an infective stage as filariform larvae which is a significant 
cause of autoinfection within the animal reservoirs. It usually penetrates either 
the skin of perianal region (external autoinfection) or the intestinal mucosa 
(internal autoinfection) of the hosts (Toledo et al., 2015). In the case of rhab-
ditiform larvae, this autoinfection provides an opportunity for persistent long-
term infection of long-tailed macaques in the forest park. It is crucial that this 
knowledge be used assessing a chronic strongyloidiasis and fatal Strongyloides 
hyperinfection that affect 

Figure 3 Long-tailed macaques were invading the human community near 
Kosamphi forest park. Monkeys were invading outdoor cooking areas near 
the forest park and foraging for food (A, B). Some monkeys lived in a 
school in front of the forest park (C, D).
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animals and also human health in the study area (Kassalik and Mönkemüller, 
2011).
 The detection of hookworm and whipworm eggs implies the current 
dynamics and consequences of their infections in domestic animal and wild-
life. Hookworms (Ancylostomatoidae) are blood-feeding parasitic nematodes 
that penetrate through the digestive system of mammalian (Popova, 1964). 
Previous studies mentioned that most hookworms usually parasitize in the 
small intestine of the host and cause blood loss, inflammation in the mucous 
membrane, impairing digestion and absorption, secondary bacterial infections. 
Domestic animals, wildlife and human whom infected with the hookworms 
will have various significant adverse effects as anemia, poor growth, second-
ary bacterial infection, tissue damage and also mortality (Seguel et al., 2017). 
Likewise, Whipworm (Trichuris spp.) is known globally as one of the most 
common soil-transmitted helminth which causes trichuriasis, neglected tropical 
diseases. The infection can lead to chronic diarrhea, anemia, retarded growth 
(Stephenson et al., 2000) and also potentially transmit to human as zoonotic 
trichuriasis which has occasionally been reported such as Trichuris trichuira 
that usually found in human and other non-human primates in many regions 
around the world (Yao et al., 2018).
 This finding revealed the significance of hookworm and whipworm in-
fection which are some of the most common helminth infection in domestic 
animals and wildlife. In addition, they could be potential important zoonot-
ic pathogens as a previous study (Smout et al., 2013), while, those domestic 
animals and wildlife play an essential role as maintaining source of zoonotic 
infections in this area, as well.

CONCLUSION
 
 This study provides clear evidence that there is a high prevalence of 
zoonotic GI parasites detected in feces sampled from wildlife (long-tailed ma-
caques) and domestic animals (dogs and cattle) living in or near Kosamphi 
Forest Park. They seem to be the important reservoir hosts for zoonotic GI par-
asites found in the study area including Strongyloides spp., Trichuris spp. and 
hookworms that spillover among many different animal hosts and contribute a 
potential risk to health status of humans living near the forest park with regard 
to be health hazardous to humans as zoonoses. Therefore, it is necessary to plan 
suitable strategies of prevention and a control program for such parasitic dis-
eases in animal reservoirs. Improvements a sanitation are also required to in-
hibit transmission of these zoonoses and improved future education to increase 
risk awareness and knowledge of parasitic zoonoses. An important point is 
that one health collaboration between veterinarians, physicians, public health 
staff, forest park staff and also environmental health staff is quite appropriate 
for better operational approach. However, follow-up studies of GI parasitic 
prevalence in people living near Kosamphi forest park are needed.
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Abstract
A plurality of investigations on the heart structure of reptiles has been extensively reported; however, it has yet to conduct 
studies in Cerberus rynchops, the so-called common estuarine water-snake. In this current study, we histologically started to 
examine the heart wall of the atrium, ventricle chambers, and study the existence of the blood cells in the heart of sexually 
mature females. The selected samples were those C. rynchops from the Paknam Pranburi Estuary in Thailand using accurate 
histochemical techniques. The results showed that the heart structure of C. rynchops consisted of three primary compart-
ments (sinus venosus, atrium, and ventricle). All compartments were surrounded by the heart wall, which was typically 
classified into three layers (the epicardium, the myocardium, and the endocardium), as likely seen in underlying patterns of 
reptilian heart. In particular, the myocardium of the ventricle in this snake was the thickest layer of the heart wall. Major com-
ponents of the cardiac muscle fibers in the myocardium with green/ pinkness colors were associated with Massonʼs trichrome 
and Periodic Shift reagent methods, indicating to present various fibers and glycoproteins. Consequently, several blood cells 
were also detected in different areas. The normal and atretic red blood cells were seen in the cardiac fluid, as referred to the 
fluid inside the heart sac, whereas the mast cell was also observed in the heart wall especially myocardium.
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 Extensive reviews showed that vertebrate heart, including its sac-like 
structure, is an involuntary striated muscle and is thus considered as an ex-
traordinary organ (Olson 2000; Farrell et al., 1998; Roberts 2012). This organ 
is involved in supplying the blood pressure and oxygen transport efficiency to 
all part of the body (Olson 2000; Farrell et al., 1998; Roberts 2012).  Regarding 
the reptilian heart, it is one of the most intriguing groups due to its complex 
internal structure (Jensen et al., 2014; Jensen et al., 2013). Previous observa-
tions underscored that the localization of the heart varied in individual snakes 
and their species; however, their basic structures are similar. A combination 
of both anatomy and histological techniques revealed that there had been five 
or six chambers, including the sinus venosus, the left and right atria, and two 
or three sub-chambers of the ventricle of the heart. This feature has provided 
clear evidence in most reptiles such as lizards and snakes (Farrell et al., 1998; 
Webb et al., 1974; Wyneken, 2009). Due to the unique morphology, the heart 
structure of the reptile differed from that of mammals (Qayyum, 1972) and fish 
(Senarat et al., 2016). All of these chambers are enclosed by the heart wall, 
which is typically classified into three layers (the epicardium, the myocardium, 
and the endocardium). The immensely important component of the cardiac 
muscle fibers in the heart wall was that they predominantly regulated to allow 
for the synchronization of the heartbeat (Farrell et al., 1998; Webb et al., 1974). 
Furthermore, the cardiac muscular tissue/fiber are also considered to be elec-
trically coupled, referring to pass action potential (depolarization and repolar-
ization) (Perni et al., 2012), which was observed in Python molurus bivittatus 
(Snyder et al., 1999) and Pantherophis guttatus (Jensen et al., 2013).
 Following the literature reviews, they extensively reported that snake 
heart structure had been found and present in the terrestrial snakes and sea 
snakes (Farrell et al., 1998; Burggren, 1987; White, 1968; Jensen et al., 2014). 
However, little is known about the availability of the estuarine snake. It is not 
clear to us that what the heart structure of the estuarine snake is, including the 
dog-faced water snake Cerberus rynchops? This species is widely found along 
the coastal South Asia, Sri Lanka, Bangladesh, Myanmar, the Andaman Islands, 
Malaysian Peninsulas and Thailand (Murphy, 2010) and is listed on Appendix 
III of CITES and conservative species (UNEP-WCMC, 2013). Hence, we ini-
tiated to examine the structure of the heart wall together with the existence of 
the blood cells in the heart of C. rynchops. Our observation aims to bring about 
the additional information about the structure of estuarine heart snakes, and we 
expected that the robust findings of this study will be of benefits and might be 
of use in the further studies on the cardiac evolution and reptilian lineages.

MATERIALS and METHODS 

Snake samples and study area
 Carcasses of five dead female, Cerberus rynchops during adult stage 
with the snout-vent length 74.00±4.06 cm were generously donated from local 
fisheries at two stations (N 12°24’15.8”/E 99°58’25.6” 2 and N 12°24’21.6”/E 
99°58’37.1”) in the Paknam Pranburi Estuary, Thailand.
 

INTRODUCTION
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Histochemical observations
 All samples were dissected, and they were then fixed in Davidson’s 
fixative (about 24 - 36 h) (Dietrich and Krieger, 2009), dehydrated through a 
series of increasing concentrations of ethanol and infiltrated with liquid par-
affin (Paraplast) at 58-60 ºC, as previously followed a standard histological 
technique (Presnell and Schreibman, 1997; Suvarna et al., 2013).  To examine 
the heart wall and composition of blood cells, the heart tissue blocks were to 
be trimmed, sectioned at 4 µm thickness, and subsequently stained with Mas-
son,s trichrome (MT) and periodic acid-schiff (PAS) (Presnell and Schreibman, 
1997; Suvarna et al., 2013). Then, they, the heart wall and blood cell composi-
tion, were observed and brought to photograph with a light microscope (Leica 
DM750).

RESULTS and DISSCUSION

 There have been some previous studies on heart histology in the snakes. 
Unfortunately, the number of these studies was relatively low, and they are dis-
continuously published (Farrell et al., 1998; Jensen et al., 2014; Jensen et al., 
2013; Webb et al., 1974; Wyneken, 2009). Hence, this study was certainly the 
first study and had thus the most up-to-date information on histological proper-
ty of the C. rynchops heart in Thailand.

Histology of the heart wall   
 The heart in C. rynchops was located within the pericardium. Normal-
ly, it was composed of three basic chambers: the sinus venosus, two atria and 
the ventricle, as previously seen in P. molurus bivittatus (Snyder et al., 1999) 
and Pa. guttatus (Jensen et al., 2013). According to histological techniques, all 
chambers were enclosed by the heart wall (Figure 1A). A primary observation 
showed that there are three layers in the heart wall: the epicardium, myocardi-
um and endocardium in longitudinal sections (Figures 1A-1E). Based on ob-
servations at high magnification, the characteristics of the epicardium found 
that it contained a single sub-layer of flattened epithelial cells and a thin layer 
of the connective tissue (Figure 1C). A good development of the myocardium 
was the largest layer of the heart wall (Figure 1C). At the high magnification, 
specialized cardiac muscle containing a great syncytium of anastomosing fiber 
(cardiomyocytes) was observed (Figures 1E-1F). The structure of cardiomy-
ocytes is considered to play an important role in the bind natriuretic peptides 
(Cerra et al., 1997) and the anti-freeze mucins (Icardo, 2012). The presence of 
the endocardium was characterized by a thin layer of loose connective tissue 
together with epithelial cells (Figures 1C-1F).      
 In this study, we were firmly interested in the heart wall of the atrium-ven-
tricle structures due to their largest chambers. The atrium-ventricle structures 
were similarly known and identified in P. molurus bivittatus (Snyder et al., 1999) 
and Pa. guttatus (Jensen et al., 2013). The wall of the left and right atria was 
similar in structure. A thin layer of the epicardium and endocardium was seen 
(Figure 1C), and a thicker layer of the myocardium contained the cardiac mus-
cular tissue and fiber (Figure 1C). Additionally, our observation showed that the 
cardiac muscular tissue and cardiac cell also reacted positively with MT and PAS 
methods (Figures 1C, 1H), indicating the presence of fiber and glycoprotein.
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The roles of the atrium were similar to those of other vertebrates which were 
involved to support the atrial architecture and blood pump (Icardo, 2012; Sny-
der et al., 1999). The blood from the fish body entered the atrium via the sinus 
venosus. Like in some vertebrates, the atrium played a significant role in the 
contractions for pumping the blood into the ventricle (Icardo, 2012). In the 
ventricle, the results further showed that its heart wall was thicker than that of 
the atrium (Figures 1D-1E), as likely reported in higher vertebrates (Jensen et 
al., 2014; Jensen et al., 2013; Wyneken, 2009) and fish (Rastrelliger brachy-
soma (Senarat et al., 2016). In particular, the thickest layer of cardiomyocytes 
was observed in the myocardium (Figures 1F-1H). Thus the evidence strongly 
favored the conclusion that cardiomyocytes had the important roles and in-
volved in supporting the pumping action in some vertebrates (Genten et al., 
2008; Roberts 2012). Moreover, a report regarding the function of the cardiac 
cell concerns to electrically coupled, as suggested to pass action potential (de-
polarization and repolarization) (Perni et al., 2012).

The existence of the blood cells in the heart 
 The red blood cells were seen in the cardiac fluid (Figure 2A). The size 
of the mature erythrocyte of C. chanos was about 8 µm in diameter and an 
eclipse shape (Figures 2A-2B). The surface of the normal red blood cell was 
smooth-shape, whereas the middle of the oval to round nucleus of this cell was 
shown and surrounded by the red/ pinkness cytoplasm (MT and PAS methods) 
(Figures 2A-2B). Atretic red blood cells were also observed (Figure 2A). All 
samples showed that the mast cell (MC) was observed in the heart wall espe-
cially myocardium (Figure 2C). Oval-shaped Mc contained the middle nucle-
us. MC had a distinct feature because of containing the large secretory gran-
ules, in which these granules positively reacted to PAS method (Figure 2D). It 
was possible that their secretory granules deposited of heparin proteoglycan - a 
weak anticoagulant and histamine, resulting to promote the inflammatory re-
actions (chronic inflammation and tissue remodeling) (Metz et al., 2007; Galli 
et al., 2008). Additionally, a few melano-macrophage centers (MMCs) were 
available in all collected specimens; they were relatively brown color (Figure 
2D). 
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Figure 1 Light micrograph of the heart wall (Hw) in the atrium-ventricle of the 
heart in Cerberus rynchops. A-C. Structure and histochemistry of the atrium 
(At) was composed of thin layer of the epicardium (Ec) and endocardium (Ed), 
whereas thicker layer of the myocardium (Mc) was observed. D-H. Structure 
and histochemistry of the ventricle (Vt) was showed consisting of three lay-
ers (epicardium (Ec), myocardium (Mc) and a thick endocardium (Ed) that the 
MC was thicker than that of the atrium. Note: Cc = cardiac cell, Cm = cardiac 
muscle, Fb = fibers, RBC = red blood cell. Note: A, C-G = Massonʼs trichrome 
(MT) and B, H = periodic acid-Schiff (PAS).
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 The presence of this phenomenon could have a link with phagocytosis 
of the parasites because this reaction was the basic response to an infection 
which suggested host immune responses and chronic inflammatory lesions 
(Agius and Roberts, 2003). Consequently, we assumed that the presence of MC 
and MMCs in C. rynchops could be of help in the future regarding the respons-
es to the parasite infections, as previously supported by Alvarez-Pellitero et al. 
(2007) and Sitja-Bobadilla (2008). Prior to the year 2008, there has been little 
known about the benefits of MC and MMC; they might lead to the answers of 
a potential health risk, which needs to be investigated in further studies. 

CONCLUSION
 
 The present study showed that the heart structure of C. rynchops was 
typically composed of the sinus venosus, atrium, and ventricle. Three layers in-
cluding the epicardium, the myocardium and the endocardium of the heart wall 
were observed. Strikingly interesting, major components of the cardiac muscle 
(or heart muscle) with consisting of the cardiac muscle cells, or fibers in the 
myocardium were recorded. Several blood cells were also detected with dif-
ferent areas. The red blood cells, the mast cell and a few melano-macrophage 
centers were observed in the heart. Although this was a characterization of the 
heart structure in the estuarine snake, as similar to other reptiles, our observa-
tion would be applied to further study, such as ultrastructure and physiology as 
well as reptilian lineages.

Figure 2 Light micrograph of red blood cells (RBC) and mast cell (MS) 
in Cerberus rynchops. A. Both normal (Nrbc) and atretic (Arbc) red blood 
cell and melano-macrophage centers (MMC) were found in the cardiac flu-
id (Cf). C-D. Several mast cells (MS) were detected in the heart wall. Note: 
A, C = Massonʼs trichrome (MT) and B, D = periodic acid-Schiff (PAS).
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Abstract
This is the first study which explained the histopathology in kidney and liver of the captive broodstock (Rastrelliger brachy-
soma) during its juvenile stage, to assess the health status. All fishes (n = 24) with a mean of 5.02±0.87 (SD) cm in total 
length, were collected during October to December 2013 and processed using standard histological protocols. Conforming 
to histological observation, kidney and liver parenchyma in this species were clearly altered. The most melanomacrophage 
center had found to be highly organized in these tissues, whereas a large number of the vacuolar structure in the hepatocyte 
was shown as an empty space, as also called the hepatocellular lipidosis. All lesions in the abnormal kidney and liver may be 
related to their reduced functions as well as health status of R. brachysoma under captive conditions.
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INTRODUCTION

 Histopathological biomarker is one of the most important tools to reflect 
the health status and assess environmental effects of fish for long periods (Fatma, 
2009; Nikalje et al., 2012). This biomarker has been widely used to investigate and 
to predict the vital changes of specific tissues and organs (Hinton et al., 2001; Ad-
ams, 2002; Dietrich and Krieger, 2009). Among several organs, the kidney and liver 
tissue in fish is a key organ and very sensitive to the environmental changes (Hinton 
et al., 2001; Genten et al., 2008). The alteration of kidney and liver structures can 
hence reflect the fish health and ecosystem as a whole (Hinton et al., 2001; Adams, 
2002). Similarly, evidences of the liver/kidney histopathologies of fish have been 
extensively investigated to evaluate the effects of organic compounds and heavy 
metals on teleost fish in both wild and captive fishes (Hinton et al., 1992; Senarat et 
al., 2015a).
 The captive broodstock (Rastrelliger brachysoma) belongs to Family 
Scombridae and it is now considered to be the most important fishery resources 
in Thailand. At the same time, it is noted that this fish has become the endangered/ 
threatened species (Senarat et al., 2017) due to the increase of overfishing and dete-
rioration of its habitat causing a serious decline in its number (Senarat et al., 2015a; 
2015b). To solve this problem, the aquacultural development must be developed 
to produce the R. brachysoma and subsequently, its culture project is continuously 
supervised by the Samut Songkhram Coastal Fisheries Research and Development 
Center, Samut Sakhon province, Thailand (Senarat, 2015c). Although successful 
fertilization of the egg and optimum offspring survival have been documented, the 
developmental rate of R. brachysoma during its juvenile stages still decreased for 
an unknown reason. Comprehensive evaluation of the introduced health status in 
the fish is here required as primary phase before entering to further studies in other 
factors. In this study, we assessed the health status of R. brachysoma during juvenile 
stage in captivity, using histopathological biomarker. Surely, our information is vital 
for the provision of scientific knowledge to health status of R. brachysoma juvenile 
in captivity, implying that can provide an early monitoring in the aquaculture 
system.

MATERIALS and METHODS

 Fixed twenty-four individuals’ short mackerel (R. brachysoma) during 
juvenile stages were randomly collected during October to December 2013 and 
exclusively donated from the Samut Songkhram Marine Fisheries Research 
and Development Station,  Samut Songkhram, Thailand. All fish were reared in 
a closed recirculating aquaculture system. The fishes with a mean of 5.02±0.87 
(SD) cm in total length were maintained in mechanically circulated filtered 
seawater with constant aeration, a temperature ranging from 26-28˚C, a salin-
ity level ranging from 25-30 ppt, and a photoperiod of 12:12 h light-dark. The 
short mackerel broodstock was fed with fresh squid and polychaetes, and artifi-
cial feed twice daily. The whole fish was processed using standard histological 
protocols (Presnell and Schreibman, 1997). The paraffin blocks were trimmed, 
sectioned at a thickness of 4 µm and stained with Harris’s hematoxylin and 
eosin (H&E). Histological sections were mounted with Permount and the his-
topathological lesions were observed and photographed under the light micro-
scope (Leica digital 750 Boston Industries, Inc; USA). The percent prevalence 
in each lesion was calculated through this experiment.
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RESULTS and DISCUSSION

 A few comprehensive data are focused on the histopathological assess-
ment of the juvenile fishes in captivity (Cusack et al., 2001; Miyazaki et al., 2011; 
Kizhakudan et al., 2015; Gosh et al., 2016). This study is the first to report and to 
increased information on the important histophatological alterations of the kidney 
and liver in R. brachysoma during juvenile stages (Figures 1A-1F). 
 The degeneration of renal tubule and disorganization of the hematopoi-
etic tissue was observed and is depicted in Figure 1A. The results revealed the 
infiltration of the melanomacrophage center (MMC), which had been found to be 
highly organized in the kidney and liver tissues (n = 20 individual fishes, 83.33% 
prevalence) (Figures 1A-1D). In an earlier report on Hypophthalmichthys moli-
trix from farming system, the presence of MMCs were identified, suggesting to 
associate with the disease as well as bacterial infection (Gosh et al., 2016). Simi-
lar was reported in the kidney teleosts (Agius, 1979; Agius, 1980; Agius, 1981a) 
such as Salmo gairdneri (Agius, 1981b), Morone saxatilis (Harper and Wolf, 2009) 
and Sparus aurata (Meseguer et al., 1994), in R. brachysoma liver (Senarat et al., 
2015a). Several studies have investigated that the appearance of the MMC is di-
rectly concerned with fishes after it is exposed or suffered a more severe type of 
stress (overcrowding, excessive noise and aggression) and that is supported by pre-
vious studies (Agius and Roberts, 2003; Alvarez-Pellitero et al., 2007; Sitja-Boba-
dilla, 2008). The problems in the aquaculture system (environment contaminants 
and poor water quality) (Patiño et al., 2003), the inflected-tissue from tuberculosis 
(Chinabut, 1999), nocardiosis (Chen, 1992) and antibacterial phagocytic capacity 
(Agius and Roberts, 2003) stimulated the occurrence of the MMC. Reports regard-
ing the detection of the MMC indicated that if the increased MMC was detected, 
it could be related to a positive stimulation from the infectious diseases throughout 
the change of environmental quality or stress responses resulting from exposure to 
toxicants (Wolke, 1992; Marty et al., 2003; van Dyk et al., 2010). It could be hence 
mentioned that insights of the influence of microbial organisms, identification of 
diagnose parasitic diseases and water quality in a culture system of R. brachysoma 
are still required in further work. 
 The incidence of the intracytoplasmic vacuoles in the liver, also called 
“hepatocellular lipidosis” was recognized in R. brachysoma juvenile (n = 10 in-
dividual fishes, 41.66% prevalence) (Figures 1E-1F). The above-described results 
indicated that we observed liver pathology in this fish and, to the best of our knowl-
edge, this is the first report. Major degenerative changes including hepatocellular 
lipidosis and cellular degeneration were recorded (Figure 1F), which were proba-
bly related to liver damage, as similarly suggested by Greenfield et al. (2008). Hin-
ton and Laurén (1990) speculated that a derangement in lipid and protein metab-
olism (lipidosis) is related to abnormal accumulating triglycerides in hepatocytes. 
Moreover, malnourishment may also raise fat mobilization and impair apoprotein 
synthesis. In actual fact, the occurrence of the hepatocellular lipidosis was asso-
ciated with exposure to chlorinated hydrocarbons and other contaminants (Hen-
dricks et al., 1984; Hinton et al., 1992; Robertson and Bradley 1992; Schrank et 
al., 1997), including polychlorinated biphenyls (Teh et al., 1997; Anderson et al., 
2003). Therefore, it is possible that R. brachysoma juvenile might be contaminated 
by the pollutants as mentioned above (Hinton and Laurén 1990). However, several 
factors involving hepatic effects have been reported to cause high mortality rate in 
fishes in captivity. It might be caused by ageing, nutritional value and other envi-
ronmental conditions (Hinton et al., 1992; Robertson and Bradley, 1992).
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Figure 1 Light photomicrograph of histopathological lesions in the kidney 
(A-B) and liver (C-F) of Rastrelliger brachysoma during juvenile stage. 
A: The degeneration of renal tubule (Drt) and disorganization of the he-
matopoietic tissue (Dhe) in the kidney (K) were observed. A-D: Several 
melanomacrophage centers (MMCs) were widely distributed in the kidney 
(K) and liver (Li). E-F: The hepatocellular lipidosis (HI) and cellular degen-
eration (Cd) appeared in the liver. Note: Rt = renal tubule.

CONCLUSION
 
 For the current data, we did not have any robust information to support 
the cause of kidney and liver histopathology of this fish; however, it is plau-
sible to conclude that all histopathological observations including MMC and 
hepatocellular lipidosis might provide more information on the total loss of 
the function of both organs. Our observation could be helpful to imply histo-
pathological changes in liver and kidney may be an early event from culture 
system, suggesting that this situation may be related a decreased growth rate 
and a reduced health of R. brachysoma during juvenile stage. To fulfill other 
information regarding the histopathological effects, a part of our results could 
also be incorporated into quality monitoring in the aquaculture system. 
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Abstract
The antioxidant effects of Curcumin that extracted from Curcuma longa not only reduce free radical but also improve 
growth performances in broilers. A study was conducted to investigate the effects of Curcumin on blood biochemistry       
parameters and antioxidant status of broilers exposed to varies of raising systems.  The 180 boilers were randomly assigned 
into 6 categories compose of 3 raising systems; semi-intensive and stocking densities of 10 and 16 birds/m2 in each group 
fed with control diet mixed with and without 10% Curcumin. The result show that the activities of antioxidant systems, 
lipid peroxidation were gradually increased in highest stocking density (16 birds/m2). However, the level of lipid peroxida-
tion was reduced while, catalase and superoxide dismutase activities were significantly increased in blood chickens as also 
the growth performances and blood biochemistry that improved after fed with 10% Curcumin. This finding indicates that 
Curcumin has potentiated to reducing the oxidative stress, activated antioxidant enzyme activities and improve the growth 
performance of broilers raised under stress condition.
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 การเลี้ยงไก่ในพื้นที่จ�ากัด ส่งผลดีต่อการจัดการด้านการเลี้ยง การให้อาหาร การสุขาภิบาลและ

การป้องกันโรค รวมถึงลดต้นทุนการผลิต ในทางตรงข้ามการเลี้ยงในรูปแบบนี้ท�าให้สัตว์มีโอกาสในการ

แสดงพฤติกรรมธรรมชาติที่ลดลง ส่งผลให้ไก่มีน�้าหนักตัวน้อย ผลผลิตเนื้อและประสิทธิภาพการใช้อาหาร

ลดลง มีคุณภาพต�่าและอัตราการตายเพิ่มขึ้น (Houshmand et al., 2012) ปัจจุบันมีการศึกษาความหนา

แน่นเฉลี่ยที่พอเหมาะต่อการเลี้ยงไก่เนื้อสูงสุด 14 ตัวต่อตารางเมตร (Feddes et al., 2002; Simitzis et 

al., 2012; Kang et a., 2016) แต่หากเพิ่มความหนาแน่นส่งผลให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxida-

tive stress) กระตุ้นการสร้างอนุมูลอิสระ (free radicals) ในไก่มากขึ้น (Papadopoulou et al., 2017) 

อนุมูลอิสระเหล่านี้ก่อให้เกิดความเสียหายกับเซลล์ ดีเอ็นเอ โปรตีน ไขมัน รวมไปถึงสภาวะความสมดุล

ของร่างกาย (Akbarian et al., 2016) ภาวะเครียดออกซิเดชันเรื้อรังน�าไปสู่การลดความสามารถของ

กระบวนการเมทาบอลิซึมในไมโตรคอนเดรีย ซึ่งถือว่าเป็นส่วนส�าคัญในการผลิตพลังงานให้แก่เซลล์

ร่างกาย ส่งผลให้เซลล์เสื่อมสภาพ แตกและปล่อยเอนไซม์ออกมาท�าลายเซลล์ข้างเคียง อีกทั้งยังรบกวน

การท�างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant enzyme activities) เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิว

เตส (superoxide dismutase; SOD) คาตาเลส (catalase; CAT) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glu-

tathione peroxidase, GPX) เมื่ออนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (superoxide anion, O2-) 

เกิดขึ้นภายในเซลล์ เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตสจะเปลี่ยนอนุมูลอิสระดังกล่าวให้เป็นไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide; H
2
O

2
) และจะถูกเปลี่ยนเป็นออกซิเจนและน�้า ด้วยเอนไซม์           

คาตาเลส และและกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (Pamplona and Costantini, 2011)

 ภาวะเครียดออกซิเดชันมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงเม็ดเลือดขาวหลายชนิด (Jiang et al., 2017) 

ขั้นแรกกระตุ้นการท�างานของแกนไฮโปทาลามิคพิทูอิทารีอะดรีนัล (hypothalamic-pituitary-adrenal 

axis; HPA) ซึ่งเป็นกลุ่มเซลล์ควบคุมความสัมพันธ์และการตอบสนองต่อกันและกัน ระหว่างต่อมใต้สมอง

ส่วนไฮโปทาลามัส ต่อมพิทูอิทารี และต่อมหมวกไต ซึ่งเป็นส่วนหลักส่วนหนึ่งของระบบประสาทต่อมไร้

ท่อ ที่ควบคุมการตอบสนองของร่างกายต่อความเครียดและการท�างานเช่น การย่อยอาหาร ระบบ

ภูมิคุ้มกัน อารมณ์ ความรู้สึกทางเพศ และการเก็บและใช้พลังงานของร่างกาย นอกจากนี้ยังรบกวนการ

ท�างานของระบบประสาทอัตโนมัติ (sympathetic nervous system; SNS) ท�าให้การเจริญเติบโตของ

ร่างกายลดลง ส่งให้น�้าหนักลด (Dhabhar, 2002) ต่อมารบกวนระบบไหลเวียนเลือดโดยกระตุ้นการหลั่ง

ไซโตไคน์ (cytokine) ท�าให้มีการเพิ่มขึ้นของอินเตอร์เฟียรอนแกมมา (interferon-γ) อินเตอร์ลิวคิน-12 

(interleukin-12) และทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา (tumor necrosis factor หรือ TNF- α) ท�าให้

ระบบภูมิคุ้มกันท�างานผิดปกติไป และยับยั้งการท�างานของกลูโคคอร์ติคอยด์ฮอร์โมน (glucocorticoids) 

ซึ่งมีผลต่อการหลังฮอร์โมนคอร์ติโซล (cortisol) ฮัยโดรคอร์ติโซล (hydrocortisol) คอร์ติโซน (corti-

sone) คอร์ติโคสเตอโรน (corticosterone) อีกทั้งยังกระตุ้นการท�างานของ Natural killer cells (NK 

cells) ให้มากขึ้น (Dhabhar et al., 2012) การยับยั้งการตอบสนองต่อระบบภูมิค้มุกันของร่างกายนี้ส่ง

ผลให้การเจริญเติบโตของไก่ลดลง (Tankson et al., 2001) 

บทน�ำ
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 ปัจจุบันการเลี้ยงไก่อินทรีย์ เช่น การเลี้ยงแบบมีพื้นที่ปล่อยออกสู่ภายนอก (free-range) เพื่อ

ผลิตไก่ที่มีคุณภาพ จากกระบวนการผลิตที่อ้างอิงสวัสดิภาพสัตว์ เลี้ยงด้วยผลิตภัณท์ธรรมชาติร่วมกับการ

เสริมสารสกัดจากสมุนไพรในอาหารไก่ เพื่อช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตและลดภาวะเครียดออกซิเดชัน

จากรูปแบบการเลี้ยงที่เกิดขึ้น สารสกัดเคอร์คูมินเป็นสารประกอบส�าคัญในสมุนไพรขมิ้นชัน (Curcuma 

longa) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ฆ่าเชื้อจุลชีพ ลดอาการอักเสบ เพิ่มภูมิคุ้มกัน  

อิมมูโนโกลบูลินชนิดจี (IgG) และเพิ่มประสิทธิภาพด้านการเจริญเติบโต (Guil-Guerrero et al., 2017; 

Lee et al., 2017) รายงานความเป็นพิษ (toxicity) ในสัตว์ทดลองพบว่า เคอร์คูมินเป็นสารที่ไม่ก่อให้เกิด

การกลายพันธุ์ (nonmutagenic agent) เมื่อให้อาหารที่มีส่วนผสมของสารสกัดเคอร์คูมินความเข้มข้น

ร้อยละ 30 แบบครั้งเดียว หรือให้ปริมาณ 1.8 กรัมต่อกิโลกรัมทุกวันเป็นเวลา 90 วันในหนูแรท และ 0.8 

กรัมต่อกิโลกรัมทุกวันเป็นเวลา 90 วัน ในลิง พบว่าไม่ก่อให้เกิดพิษ (Chainani-Wu, 2003) เช่นเดียวกับ

การศึกษาในมนุษย์ที่พบว่าเมื่อให้สารสกัดเคอร์คูมิน 8000 มิลลิกรัมครั้งเดียวในคนปกติและ 1200 

มิลลิกรัมต่อวัน ต่อเนื่องกันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ในผู้ป่วยข้ออักเสบจากโรครูมาตอยด์ พบว่าช่วยลดการ

อักเสบได้และไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อร่างกาย (Cheng et al., 2001) ขนาดที่แนะน�าให้ใช้เพื่อลด

ภาวะเครียดออกซิเดชันในหนูทดลองที่ก่อให้เกิดพิษแบบฉับพลัน (acute) ไม่ควรเกิน 2000 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัมต่อวัน และขนาดที่ก่อให้เกิดพิษแบบกึ่งเรื้อรัง (subchronic toxicity) ไม่ควรเกิน 800 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัมต่อวัน (Liju et al., 2013; Gopi et al., 2016) ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาความเป็นพิษ

ของเคอร์คูมินในสัตว์ปีก แต่พบรายงานการศึกษาการใช้สารสกัดขมิ้นชันในด้านอื่น เช่น ลดการเกิดพิษจา

กอะฟลาท็อกซิน (aflatoxin) ซึ่งเป็นสารพิษจากเชื้อรา (Yarru et al., 2009; Rangsaz and Ahangaran, 

2011) หรือการทดสอบประสิทธิภาพของเคอร์คูมินนความเข้มข้นร้อยละ 10 ในอาหารเพื่อการกระตุ้

นการท�างานของระบบภูมิคุ้มกันในไก่ (Abou-Elkhair et al., 2014; Sayrafi et al., 2017) จึงเป็นที่มา

ของการศึกษาการเสริมสารสกัดเคอร์คูมินในอาหารเพื่อลดภาวะเครียดออกซิเดชันและผลกระทบจาก

อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น และสามารถพัฒนาองค์ความรู้สู่กระบวนการผลิตไก่เนื้อได้ในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีกำร

 ไก่กระทงสายพันธุค์อบบ์ (Cobb) จ�านวน 180 ตวั อาย ุ3 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ 2×3 Fac-

torial in Completely Randomized Design (CRD) ปัจจัยท่ี 1 คอื อาหารผสมและไม่ผสมสารสกดัเคอร์คมิูนร้อ

ยละ 10 ปัจจยัท่ี 2 คอื รปูแบบการเลีย้ง 3 แบบ คอื 1) รูปแบบเลีย้งก่ึงปล่อยอิสระ ขงัคอกพืน้ที ่2 ตารางเมตรต่อ

ตวั ช่วงเวลา 18.00-6.59 น. และปล่อยแปลงหญ้าพืน้ท่ี 4 ตารางเมตรต่อตวั ช่วงเวลา 7.00-17.59 นาฬิกา 2) รปู

แบบเล้ียงขงัคอกหนาแน่น 10 ตวัต่อตารางเมตร และ 3) รปูแบบเลีย้งขงัคอกหนาแน่น 16 ตวัต่อตารางเมตร

 ไก่ทุกตวัได้รับวคัซนีตามโปรแกรมของกรมปศสุตัว์ ได้รบัอาหารไก่ส�าเรจ็รปูโปรตนีหยาบร้อยละ 20 

ได้รับอาหารและน�า้ไม่จ�ากดั (ad libitum) วันละ 2  ครัง้เวลาเช้าและเยน็ ท�าการทดลองในโรงเรอืนระบบปิด 

(evaporative cooling system) ภายใต้การควบคมุดแูลโดยสตัวแพทย์ การทดลองแบ่งเป็น 6 กลุม่ กลุม่ละ 

3 ซ�า้ 10 ตวัต่อหน่ึงซ�า้ กลุ่มท่ี 1 อาหารส�าเรจ็รปูเลีย้งก่ึงปล่อยอสิระ (0C-semi) กลุม่ที ่2 อาหารส�าเรจ็รปูเลีย้ง

ขงัคอก 10 ตวัต่อตารางเมตร (0C-10 birds) กลุม่ที ่3 อาหารส�าเรจ็รปูเลีย้งขงัคอก 16 ตวัต่อตารางเมตร (0C-

16 birds) กลุ่มท่ี 4 อาหารผสมสารสกัดเคอร์คมิูนร้อยละ 10 เลีย้งก่ึงปล่อยอสิระ (10C-semi) กลุม่ที ่ 5 

อาหารผสมสารสกดัเคอร์คมูนิร้อยละ 10 เล้ียงขงัคอก 8 ตวัต่อตารางเมตร (10C-10 birds) กลุม่ที ่6 อาหาร

ผสมสารสกดัเคอร์คมูนิร้อยละ 10 เล้ียงขงัคอก 16 ตวัต่อตารางเมตร (10C-16 birds)
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 เก็บข้อมูลน�้าหนักไก่ ปริมาณอาหารที่กิน เพื่อค�านวณหาอัตราการเจริญเติบโต (average daily 

gain; ADG) และอัตราการแลกน�้าหนัก (feed conversion ratio; FCR) ที่อายุสัปดาห์ที่ 6 เก็บตัวอย่าง

เลือดจากหลอดเลือดด�าบริเวณปีก (wing vein) เพื่อส่งตรวจวัดค่าโลหิตวิทยา ณ ห้องปฏิบัติการโลหิต

วิทยา โรงพยาบาลสัตว์คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น และตรวจวัดสมรรถนะการท�างาน

ของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ณ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น งานวิจัยชิ้นนี้ผ่านการรับรองจรรยาบรรณสัตว์ทดลอง โดยคณะกรรมการพิจารณา

การใช้สัตว์ทดลองเพื่องานทางวิทยาศาสตร์และวิจัย มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ์ เลขที่ใบอนุญาต 11/2559

กำรเตรียมสำรสกัดเคอร์คูมินจำกสมุนไพรขมิ้นชัน
 เหง้าขมิน้ชนัได้รบัความอนเุคราะห์จากภาควิชาเภสัชเคมีและผลิตภัณฑ์ธรรมชาต ิ คณะเภสัชศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น น�ามาท�าความสะอาด ผ่ึงแห้งและหัน่เป็นแผ่นบาง อบท่ีอณุหภมิู 60°C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

บดให้เป็นผงหยาบ แช่ด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หมักซ�า้ 3 ครัง้ กรองด้วยกระดาษ

กรองเบอร์ 1 จากนัน้น�าไประเหยด้วยเคร่ืองระเหยภายใต้สุญญากาศ (Rotary Evaporator R-II, Buchi, Switzer-

land) แล้วน�าสารละลายทีไ่ด้ทัง้หมดท�าให้แห้งด้วยเครือ่งท�าให้แห้งด้วยความเยน็และสูญญากาศ (Freeze dry-

er-lyolab, Thermo Scientific, USA) ช่ังน�า้หนกัสารและค�านวณหาปรมิาณเนือ้สารสกัดท่ีได้ (% yield) ซ่ึง

เท่ากับ 31.74±2.67 เตรยีมสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ความเข้มข้น 20 mg/L เพ่ือศกึษาค่าการดดูกลืน

แสงสงูสดุซึง่เท่ากบั 425 nm ด้วยเครือ่ง UV-Visible spectrophotometer (Cary 1E, Varian, USA) ซ่ึงใช้เป็น

ค่าดดูกลนืแสงมาตรฐานในการระบ ุ (identification) ชนดิของสมุนไพรและใช้ความยาวคล่ืนนีใ้นการตรวจวัด

ตลอดการวเิคราะห์ จากนัน้วเิคราะห์ปรมิาณเคอร์คมิูนโดยใช้เทคนคิ HPLC ด้วยเครือ่ง เครือ่ง High perfor-

mance liquid chromatography (SDP-M10A VP, Shimadzu, USA)  ด้วยคอลัมน์ Reverse phase column 

C18 (Thermo Scientific, USA) ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร โดยใช้ 2% acetic acid และ acetonitrile เป็นวัฏ

ภาคเคลือ่นที ่อตัราการไหลเท่ากับ 1 มลิลิลิตรต่อนาที เวลาในการวิเคราะห์ 6 นาที (Jayaprakasha et al, 2002)

กำรวิเครำะห์สมรรถนะกำรท�ำงำนของเอนไซม์คำตำเลส ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส    
กลูตำไธโอนเปอร์ออกซิเดส และระดับลิปิดเปอร์ออกซิเดชัน
 ตวัอย่างเลอืดไก่กระทงถกูน�ามาเจอืจางในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้เป็น 300 เท่า วเิคราะห์สมรรถนะ

การท�างานของเอนไซม์คาตาเลส โดยใช้ H
2
O

2
 เป็นสารตัง้ต้นท�าปฏกิริิยากบั ammonium molybdate ได้สารประกอบ

สเีหลอืง เตมิตวัอย่างเลอืดลงในปฏกิริยิาและเปรยีบเทยีบการยบัยัง้ปฏกิริยิากบัหลอดควบคมุและค�านวณสมรรถนะ

ของเอนไซม์คาตาเลส ทีไ่ด้เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน นอกจากนีป้ฏกิริยิาระหว่าง xanthine และ xanthine oxi-

dase ถกูน�ามาใช้ในการวเิคราะห์สมรรถนะการท�างานของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส โดยการวดัอตัราการ

ยบัยัง้ formazan และท�าให้เกดิสด้ีวย nitrotetrazolium blue chloride (NBT) จากนัน้น�าไปวดัค่าดดูกลนืแสงที่

ความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐานซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส ในขณะทีอ่ตัราการ

เปลีย่นแปลง reduced glutathione (GSH)  ไปเป็น oxidized glutathione (GSSG) โดยการท�างานของเอนไซม์    

กลตูาไธโอนเปอร์ออกซิเดส ถกูน�ามาใช้วเิคราะห์สมรรถนะการท�างานของเอนไซม์ท่ีเกิดขึน้ (Stukelj et al., 2013)

 เพือ่ศกึษาความแตกต่างของระดบัลปิิดเปอร์ออกซเิดชนัซึง่บ่งชีถ้งึการเกดิอนมุลูอสิระในร่างกายสิง่มี

ชวีติ ตวัอย่างเลอืดไก่กระทงถูกน�าไปบ่มพร้อมสารมาตรฐาน standard malondialdehyde (MDA) ท่ีอณุหภูมิ 

37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เตมิสารผสมท่ีประกอบด้วย trichloroacetic acid, 2-thiobarbituric acid 

(TBA) และกรดอะซติกิ และแช่ในอ่างน�า้เดอืดเป็นเวลา 15 นาที ดดูสารละลายใสส่วนบนแล้วน�าไปวัดอตัราการดดู

กลนืแสงฟลอูอเรสเซนต์ทีค่วามยาวคลืน่ 551 นาโนเมตร และ 528 นาโนเมตรเปรียบเทียบ กับสารมาตรฐาน 

MDA (Pimson et al., 2014)
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กำรทดสอบทำงสถิติ
 แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

โดยวิธี ANOVA ร่วมกับการทดสอบด้วย Tukey’s test ที่ระดับนัยส�าคัญทางสถิติที่ค่า P<0.05 ด้วย

โปรแกรมส�าเร็จรูป SPSS version 17.1

ผลกำรศึกษำ

 เมือ่เปรียบเทียบสมรรถนะการเจรญิเตบิโตของไก่ในรปูแบบการเลีย้งทัง้ 3 แบบ ได้แก่ รปูแบบ

เล้ียงกึง่ปล่อยอสิระ รูปแบบเล้ียงขงัคอกหนาแน่น 10 และ 16 ตวัต่อตารางเมตร พบว่าปรมิาณการกนิ

อาหาร และน�า้หนกัท่ีเพ่ิมขึน้ ของไก่ทัง้สามรปูแบบการเลีย้งไม่แตกต่างกนัทางสถติ ิและเมือ่เสรมิสารสกดั

เคอร์คมูนิความเข้มข้นร้อยละ 10 ในอาหาร ปรมิาณการกนิอาหารและน�า้หนกัตวัทีเ่พิม่ของไก่ทัง้สามกลุม่

ไม่แตกต่างอย่างมนียัส�าคญัทางสถติ ิ ในขณะทีอ่ตัราการเจรญิเตบิโตและอตัราการแลกน�า้หนกัของไก่ทีถ่กู

เล้ียงในกลุ่มขงัคอกหนาแน่น 16 ตัวต่อตารางเมตร มค่ีาต�า่กว่ากลุม่กึง่ปล่อยอสิระและกลุม่ขงัคอกหนา

แน่น 10 ตวัต่อตารางเมตรอย่างมนียัส�าคญั แต่เมือ่เสรมิสารสกดัเคอร์คมูนิความเข้มข้นร้อยละ 10 พบว่า

อตัราการเจริญเตบิโตและอตัราการแลกน�า้หนกัสงูขึน้จนไม่แตกต่างจากการเลีย้งในกลุม่อืน่ (Table 1)

 นอกจากสมรรถนะการเจรญิเติบโตของไก่แล้ว การศกึษาผลของรปูแบบการเลีย้งและการเสรมิ

สารสกดัเคอร์คมูนิความเข้มข้นร้อยละ 10 ในอาหารไก่ต่อค่าโลหติวทิยา ช่วยยนืยนัผลสมรรถนะการเจรญิ

เตบิโตของไก่ได้ดยีิง่ขึน้ ซึง่พบว่าผลของจ�านวนเมด็เลอืดแดง (red blood cell) ในไก่ทกุกลุม่ไม่มคีวามแตก

ต่างกนั ในขณะท่ีการเล้ียงแบบขงัคอกหนาแน่น 16 ตวัต่อตารางเมตร ท�าให้ฮโีมโกลบนิ (hemoglobin) 

และเปอร์เซน็ต์ของเมด็เลือดแดงอดัแน่น (hematocrit value) ต�า่ลงอย่างมนียัส�าคญั (P<0.05) ในส่วน

ของผลต่อเมด็เลือดขาว (white blood cell) การเลีย้งแบบขงัคอกหนาแน่น 16 ตวัต่อตารางเมตร มผีล

ท�าให้จ�านวนเมด็เลือดขาวชนดิลิมโฟไซต์ (lymphocyte) และโมโนไซต์ (monocyte) ต�า่ จ�านวนเฮทเทอโร

ฟิล (heterophil) สูงขึน้ มผีลท�าให้อตัราส่วนระหว่างเม็ดเลอืดขาวชนดิลมิโฟไซต์ต่อเฮทเทอโรฟิล (H/L ra-

tio) มค่ีาสูงขึน้อย่างมนียัส�าคญั (P<0.05) แต่เมือ่เสรมิสารสกัดเคอร์คมูนิความเข้มข้นร้อยละ 10 ในอาหาร 

ส่งผลเปล่ียนแปลงค่าโลหติวทิยาให้อยูใ่นระดบัปกต ิ(Table 2) 

Table 1 Growth performances of broilers fed with Curcumin under three raising systems. The data are presented as 

the mean ± SD. Different lower-case letters indicate a significant difference among different precipitation levels (P<0.05)

Groups

Growth performances

Feed intake Body weight gain

(g/bird)

Average daily gain       

(g/bird/day)

Feed conversion 

ratio (feed/gain)

0C-semi 2713.45 ± 23.20 1151.20 ± 8.23 83.38 ± 2.20a 2.26 ± 0.50a

0C-10 birds 2664.80 ± 17.50 1132.50 ± 4.34 79.93 ± 3.33a 2.18 ± 0.15a

0C-16 birds 2025.20 ± 26.40 1095.40 ± 5.25 69.78 ± 1.75b 1.89 ± 0.25b

10C-semi 2835.50 ± 11.30 1223.80 ± 7.25 88.62 ± 2.25a 2.34 ± 0.33a

10C-10 birds 2819.20 ± 15.50 1211.50 ± 6.75 87.17 ± 2.45a 2.30 ± 0.20a

10C-16 birds 2796.75 ± 16.40 1203.00 ± 3.33 86.76 ± 3.75a 2.29 ± 0.75a
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 ระดบัลิปิดเปอร์ออกซเิดชนับ่งชีถ้งึการเกิดอนมุลูอสิระในไก่ พบว่ารปูแบบการเลีย้งขงัคอกหนา

แน่น 16 ตวัต่อตารางเมตร ส่งผลให้ระดบัลปิิดเปอร์ออกซเิดชนัสงูขึน้อย่างมนียัส�าคญัเมือ่เปรยีบเทยีบกบั

กลุ่มกึง่ปล่อยอสิระและขงัคอกหนาแน่น 10 ตวัต่อตารางเมตร (Figure 1) แต่เมือ่ไก่ได้รบัอาหารทีเ่สรมิ   

สารสกดัเคอร์คมูนิความเข้มข้นร้อยละ 10 พบว่าระดบัลปิิดเปอร์ออกซเิดชนัต�า่ลงจนไม่แตกต่างกบัทกุกลุม่ 

(P<0.05)สอดคล้องกับการศึกษาสมรรถนะการท�างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระที่ประกอบไปด้วย

เอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส คาตาเลส และกลตูาไธโอนเปอร์ออกซิเดส พบว่าทัง้สามชนดิสงูขึน้อย่าง

มนียัส�าคญัในกลุ่มเล้ียงขงัคอกหนาแน่น 16 ตวัต่อตารางเมตร และลดต�า่อย่างมนียัส�าคญั (P<0.05) เมือ่ได้

รับสารสกดัเคอร์คมูนิ โดยเอนไซม์ ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส ต�า่กว่าการเลีย้งในทกุรปูแบบ (Figure 2A) 

เอนไซม์คาตาเลส ลดลงเทียบเท่ากบักลุม่กึง่ปล่อยอสิระ และเลีย้งขงัคอกหนาแน่น 10 ตวัต่อตารางเมตร 

(Figure 2B) ในขณะท่ีเอนไซม์กลตูาไธโอนเปอร์ออกซเิดส กลบัสงูขึน้ใกล้เคยีงกบัไก่กลุม่ทีไ่ม่เครียดแต่ได้

รับอาหารเสริม (10C-semi และ 10C-10 birds) อย่างมนียัส�าคญั (P<0.05)  (Figure 2C)

Figure 1 The level of lipid peroxidation of broilers fed with Curcumin under three raising 

systems. The data are presented as the mean ± SD. Different lower-case letters indicate 

a significant difference among different precipitation levels (P<0.05)

วิจำรณ์

 รูปแบบเลี้ยงกึ่งปล่อยอิสระ รูปแบบเลี้ยงขังคอกหนาแน่น 10 และ 16 ตัวต่อตารางเมตร ส่งผล

ต่อระดับความเครียดในไก่ได้แตกต่างกัน พบว่ารูปแบบเลี้ยงกึ่งปล่อยอิสระและรูปแบบเลี้ยงขังคอกหนา

แน่น 10 ตัวต่อตารางเมตร ท�าให้ไก่มีสมรรถนะการเจริญเติบโตที่มีประสิทธิภาพ ปริมาณของเม็ดเลือด

แดงและเม็ดเลือดขาวในแต่ละชนิดอยู่ในเกณฑ์ปกติ เมื่อยืนยันผลด้วยระดับลิปิดเปอร์ออกซิเดชันที่บ่งชี้

ถึงปริมาณอนุมูลอิสระ และสมรรถนะของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่าการเลี้ยงไก่ทั้งสองแบบไม่มีผล

ต่อความเครียด สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่าการเลี้ยงแบบขังคอกความหนาแน่นไม่เกิน 10-

12 ตัวต่อตารางเมตร ช่วยลดภาวะเครียดออกซิเดชัน (Simitzis  et al. 2012; Kang et al., 2016) และ

เพิ่มประสิทธิภาพการเจริญเติบโตได้ดีใกล้เคียงกับการเลี้ยงกึ่งปล่อยอิสระ (Thomas et al., 2004; Gup-

ta., 2017) แต่เมื่อเพิ่มความหนาแน่นถึง 16 ตัวต่อตารางเมตร การเพิ่มผลผลิตและสมรรถนะการเจริญ

เติบโตของไก่กระทงลดลง

101Pimson et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 95-107



Vet Integr Sci Pimson et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 95-107

Veterinary Integrative Sciences

102

Figure 2 Antioxidant enzyme activity of broilers fed with Curcumin under three raising 

systems. The data are presented as the mean ± SD. Different lower-case letters indicate 

a significant difference among different precipitation levels (P<0.05)

 เน่ืองจากความหนาแน่นที่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้ไก่มีภาวะความเครียด การกินอาหารลดลง เพ่ิม

ปริมาณมาลอนไดอลัดไีฮด์ (malondialdehyde หรอื MDA) หรอืระดบัของลปิิดเปอร์ออกซิเดชนั บ่งชี้

ภาวะเครียดออกซเิดชันจากระดบัอนมุลูอสิระทีสู่งขึน้ ส่งผลให้การท�างานของเอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์     

ดสิมวิเตส คาตาเลส และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซเิดส เพิม่มากขึน้ หากเอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส 

ซึ่งเป็นเอนไซม์ชนิดแรกท่ีท�าหน้าท่ีเปลี่ยนอนุมูลอิสระ ไม่สามารถก�าจัดอนุมูลอิสระให้หมดได้ เอนไซม์     

คาตาเลส จะเข้ามาท�าปฏิกิริยาต่อ แต่หากอยู่ในภาวะที่มีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไม่มากนัก เอนไซม์         

กลูตาไธโอนเปอร์ออกซเิดส จะท�าหน้าทีห่ลกัในการก�าจดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Birben et al., 2012) 

สอดคล้องกบัระดบัการท�างานของเอนไซม์ต้านอนมุลูในไก่กลุ่มทีเ่ล้ียงขงัคอกความหนาแน่นไก่ 16 ตวัต่อตารางเมตร 
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สูงขึ้นมากเมื่อเทียบกับกลุ่มอื่น ในการศึกษาพฤติกรรมสัตว์ เมื่อไก่เกิดความเครียดจากพฤติกรรมทาง

สงัคมของสตัว์โดยการเพิม่ความหนาแน่นในการเลีย้ง (social stress) จะแสดงออกพฤตกิรรม เช่น เบือ่อาหาร 

จิกขน ก้าวร้าว เหยียบหรือขับไล่ตัวอื่นออกจากรางอาหารซึ่งถือเป็นพฤติกรรมการจัดอันดับทางสังคม 

(Ericsson et al., 2016; Marino, 2017) นอกจากนี้ความเครียดยังมีผลต่อการกระตุ้นการหลั่งฮอร์โมน

กลูโคคอติคอยด์ที่ส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน (Dhabhar, 2002) ท�าให้พบการลดลงของฮีโมโกลบินและ

ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น จากอิทธิพลของฮอร์โมนกลูโคคอติคอยด์ที่มีผลต่อระบบการสร้างเม็ดเลือด 

(hemopoietic system) โดยเฉพาะฮีโมโกลบินที่เป็นส่วนประกอบของเม็ดเลือดแดง การสร้างเม็ดเลือด

ขาว ความเครียดมีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์และการเมทาบอลิซึมของเซลล์เม็ดเลือด จึงพบการลดลงของเม็ด

เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต์  (Post et al., 2003; Lin et al., 2004) แต่เพิ่มจ�านวนเม็ดเลือดขาวชนิดเฮทเทอ

โรฟิล ดังนั้นเมื่อค�านวณหา H/L ratio จึงพบว่ามีค่าเพิ่มขึ้น ช่วยยืนยันภาวะเครียดที่เกิดขึ้นในไก่ได้ 

(Thaxton and Puvadolpirod, 2000; Tankson et al., 2001)

 การเหนีย่วน�าให้เกดิความเครยีดจากรปูแบบการเล้ียงขงัคอกหนาแน่น 16 ตวัต่อตารางเมตร ท่ีพบ

ว่าระดบัความเครยีดเพ่ิมขึน้อย่างมีนยัส�าคญั เม่ือการศกึษาถงึประสิทธิภาพของสารเคอร์คมิูนท่ีเป็นส่วน

ประกอบหลกัในขมิน้ชนัต่อสมรรถนะการเจรญิเติบโตของไก่ การเปล่ียนแปลงของค่าโลหิตวิทยาและผลต่อ

ระบบต้นอนมุลูอิสระ แสดงให้เหน็ว่าการเสริมสารสกัดเคอร์คูมินในไก่กลุ่มท่ีไม่เครยีดช่วยเพ่ิมสมรรถนะการ

ท�างานของเอนไซม์ต้านอนมุลูอสิระ ได้แก่ ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส คาตาเลส และกลูตาไธโอนเปอร์     

ออกซเิดส ในไก่กลุม่ทีเ่ล้ียงในรปูแบบก่ึงปล่อยอสิระและกลุ่มขงัคอกหนาแน่น 10 ตวัต่อตารางเมตร เปรยีบ

เทยีบกบัไก่ทีเ่ลีย้งรูปแบบเดยีวกันแต่ไม่ได้เสรมิสารเคอร์คมิูน สอดคล้องกับหลายการศกึษาท่ีพบว่านอกจาก

ท�าหน้าทีใ่นการก�าจดัอนุมลูอสิระแล้วเคอร์คมูนิยังมีฤทธิใ์นการช่วยกระตุน้การท�างานและเพิม่ประสทิธภิาพ

ของเอนไซม์ต้านอนมุลูอสิระในร่างกายได้อกีด้วย (Arshami et al., 2013; Zhang et al., 2015) และเม่ือ   

เสรมิสารเคอร์คมูนิในอาหารไก่กลุม่ขงัคอกหนาแน่น 16 ตัวต่อตารางเมตรท่ีพบว่ามีปริมาณอนมูุลอิสระและ

ภาวะเครยีดออกซเิดชนัสงูขึน้ สารเคอร์คูมินช่วยเพ่ิมสมรรถนะการเจริญเตบิโตให้มีประสิทธิภาพเทียบเท่า

กลุม่อ่ืน เพ่ิมปรมิาณของเมด็เลอืดแดงและเม็ดเลือดขาวในแต่ละชนดิอยูใ่นเกณท์ปกต ิ เพ่ิมการท�างานของ

เอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส ก�าจัดอนมูุลอสิระเป็นผลให้ลิปิดเปอร์ออกซิเดชนัลดลง นอกจากนีย้งัช่วย

เพิม่สมรรถนะของเอนไซม์คาตาเลส และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส ให้มีประสิทธิภาพพร้อมท�างานมากยิง่

ขึน้ (Abou-Elkhair et al., 2014; Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2015) 

 การลดลงของภาวะเครยีดออกซิเดชันนีเ้ป็นผลจากกลไกการท�างานของสารเคอร์คมิูน โดยอาศยัการ

ท�างานพร้อมกนัสองส่วน ส่วนแรกเคอร์คมิูนสามารถจับกับอนมูุลอสิระไม่ว่าจะเป็น ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน 

(superoxide anion; O-) เปอร์ออกซิไนไตร (peroxynitrite; NOO) ไนตรกิออกไซด์ (nitric oxide; NO)            

เปอร์รอกซลิแรดดคิอล (peroxyl radicals; ROO) หรือ ไฮดรอกซิล (hydroxyl; OH-) เป็นผลท�าให้อนมูุลอสิระลด

จ�านวนลง ควบคู่กบัการท�างานของกลไกท่ีสองท่ีกระตุน้การแสดงออกของยนีท่ีท�าหน้าท่ีปกป้องเซลล์ (cytopro-

tective gene) ท�างานโดยการเพิม่การแสดงออกของ ซุปเปอร์ออกไซด์ดสิมิวเตส คาตาเลส กลูตาไธโอนเปอร์ออก

ซเิดส กลตูาไธโอนรดีกัเตส (glutathione reductase; GR) และ กลูตาไธโอนเอสทรานเฟอเรส (glu-

tathione-S-transferase; GST) ซึง่เป็นโปรตีนต้านอนมูุลอสิระ ผลิตเอนไซม์ต้านอนมูุลอสิระเพ่ือปกป้องเซลล์จาก

การท�าลายของภาวะเครียดออกซเิดชัน (Panchal et al., 2008; Trujillo et al., 2013) และท�าหน้าท่ีรกัษาสมดลุ

รดีอกซ์ภายในเซลล์ โดยมเีอนไซม์ในระบบต้านออกซิเดชันท่ีเป็นเป้าหมายส�าคญั คอื NADPH-quinone oxidore-

ductase-1 หรอื NQO1 และฮมีออกซิจิเนส (heme oxygenase-1; HO-1) ท�าให้ร่างกายมีการสร้างสารต้าน
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อนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น (Jeong et al., 2006; Yarru et al., 2009) และยังกระตุ้นการแสดงออกของยีน 

γ-glutamylcysteine ligase หรือ γ-GCL เพื่อกระตุ้นการสร้างกลูตาไธโอนซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่

ส�าคัญของร่างกาย (Hewlings and Kalman, 2017) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Yarru และคณะในปี 

2009 ที่พบว่าสารสกัดเคอร์คูมินช่วยลดความเป็นพิษของอะฟลาท็อกซินในไก่เนื้อโดยการกระตุ้นการ

ท�างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ เช่นเดียวกับ Rangsaz และ Ahangaran (2011) ที่พบว่าสารเคอร์คูมิ

นที่พบในขมิ้นชันกระตุ้นการเจริญเติบโตได้ดีในไก่เนื้อ และ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sayrafi และคณะ 

(2017) ที่ทดสอบประสิทธิภาพของเคอร์คูมินในการกระตุ้นการท�างานของระบบภูมิคุ้มกันในไก่ พบว่าเค

อร์คูมินจะปกป้องเบอร์ซาออฟฟาบริเชียส (Bursa of Fabricius) ซึ่งเป็นอวัยวะส�าคัญที่ท�าหน้าที่ในการก

ระตุ้นการท�างานของระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ปีก 

สรุป 

 ปัจจุบนัมกีารศึกษาถงึประสิทธิภาพของการเสริมขม้ินชนัท่ีมีสารประกอบท่ีส�าคญัคอื เคอร์คมิูน

ต่อสมรรถนะการเจรญิเตบิโตของไก่อย่างแพร่หลาย แต่ยงัไม่พบการศกึษาท่ีบ่งช้ีถงึประสิทธิภาพของสาร 

สกดัเคอร์คมิูนต่อการเปลีย่นแปลงของค่าโลหติวิทยาและผลต่อระบบต้นอนมูุลอสิระ โดยเฉพาะการเหนีย่ว

น�าให้เกดิความเครยีดจากรปูแบบการเลีย้ง จากผลการทดลองนีพ้บว่าสารสกัดเคอร์คมิูนมีประสิทธิภาพใน

การปรบัค่าโลหิตวทิยาของไก่ทีอ่ยู่ในสภาวะเครยีดออกซิเดชันให้เป็นปกต ิ ช่วยลดอนุมูลอสิระและเพ่ิม

สมรรถนะการท�างานของเอนไซม์ต้านอนมูุลอสิระได้ จึงสามารถใช้สารสกัดเคอร์คมิูน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบ

ทางเคมหีลกัในขมิน้ชนันีเ้สริมในอาหารเพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการเล้ียงไก่กระทง ให้ได้ผลผลิตท่ีมี

คณุภาพมากยิง่ข้ึน
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Abstract
N-nitrosodiethylamine (NDEA), a probable human carcinogen, is commonly used in rodent experimental hepatocarcinogen-
esis research. We evaluated both clastogenicity and carcinogenicity in rats using various concentrations of NDEA via a liver 
micronucleus assay and a medium-term carcinogenicity test. The administration of repeated NDEA injections ranging from 10 
to 50 mg/kg bw together with partial hepatectomy resulted in significantly more liver micronuclei compared to control rats, 
while the mitotic index was indifferent. However, the highest dose (50 mg/kg bw) was lethal to the rats. Similarly, medium-term 
exposure at 100 mg/kg bw of NDEA increased the formation of glutathione S-transferase placental form (GST-P) positive foci, 
a preneoplastic lesion of liver cancer in rats. A proteomic analysis revealed overexpression of hepatic proteins involved in the 
PI3K/Akt/mTOR pathway after treatment with NDEA. This pathway may play a key role in the mechanisms that influence 
NDEA-initiated hepatocarcinogenesis in this model. In conclusion, the amount of NDEA used in the present study can be con-
sidered as clastogenic and carcinogenic to rat hepatocytes. This finding can further our knowledge concerning the establishment 
of experimental cancer chemoprevention models in rats.
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MATERIALS and METHODS

Chemicals and reagents
 N-nitrosodiethylamine (NDEA) was purchased from Wako Pure Chem-
ical Industries, Ltd., Osaka, Japan. Collagenase type IV prepared from Clostrid-
ium histolyticum and 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) as a fluorescent 
dye were purchased from Invitrogen Corp. (CA, USA). The rabbit polyclonal 
anti-GST-P antibody was purchased from Medical and Biological Laboratories 

 In everyday life, we are exposed to a number of food-borne carcin-
ogens. Nitrosamines are mainly present in smoked foods, fermented foods, 
and many alcoholic beverages as well as in tobacco smoke (Brunnemann et 
al., 1978; Sen et al., 1980). N-nitrosodiethylamine (NDEA), also known as 
diethylnitrosamine (Figure 1), is an extensively occurring nitrosamine. It is 
commonly used as a rodent carcinogen to induce either preneoplastic lesions 
or liver tumors in experimental carcinogenesis. NDEA, when metabolized to 
carbonium ion by CYP2E1, is capable of initiating DNA mutations and sub-
sequent liver tumor formation in mice and rats via the formation of DNA ad-
ducts with either a nitrogenous base or the oxygen of guanine, resulting in 
N7-ethylguanine or O6-ethylguanine (Appel et al., 1984; Kang et al., 2007; 
Tolba et al., 2015). As a result, long-term consumption has been associated 
with hepatocellular carcinoma (HCC) in humans (Tolba et al., 2015). How-
ever, liver carcinogenesis is step-wise and can be reversed or attenuated by 
certain substances, including dietary antioxidants and anticarcinogens (Glauert 
et al., 2010; Thumvijit et al., 2014; Punvittayagul et al., 2016). In this study, 
we applied short-term micronucleus tests (Krishna et al., 2000; Charoensin 
et al., 2010) and a medium-term liver carcinogenesis bioassay (Thumvijit et 
al., 2014; Punvittayagul et al., 2016) to determine dose-response and molecu-
lar alterations of NDEA during the early stages of hepatocarcinogenesis. The 
concept is based on the two-step initiation and promotion of carcinogenesis. 
Evaluation of micronucleus frequency in vivo is the primary assay in a battery 
of genotoxicity tests (Krishna et al., 1992; Krishna et al., 2000). Such in vivo 
medium-term carcinogenesis assays have been extensively exploited to quan-
tify the carcinogenic and/or tumor-promoting potential of test compounds (Ito 
et al., 1989; Puatanachokchai et al., 2006; Tolba et al., 2015). Data from the 
present work would allow us to set up a suitable model for further investigation 
of cancer chemopreventive properties of indigenous medicinal plants.

INTRODUCTION

Figure 1 Structure of N-nitrosodiethylamine.

110 Insuan et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 109-122



Vet Integr Sci Insuan et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(2): 109-122

Veterinary Integrative Sciences

111

Co., Ltd (Nagoya, Japan). The Vectastain Elite ABC kit was purchased from 
Vector Laboratories Inc. (CA, USA). Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
(DAB) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). The other rea-
gents used were analytical grade.

Animals
 Six-week-old male outbred Wistar rats (190-200 g) were obtained from 
the National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Salaya, Nako-
rn-Prathom, Thailand. Three rats per cage were acclimatized for at least seven 
days prior to the start of the study. Animals were kept in the Animal House, 
Faculty of Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai, Thailand. They were 
maintained at an environmental condition of about 25˚C, with 12 hours of an 
alternate light and dark cycle. Commercial pellet diet and chlorinated tap water 
were available ad libitum. All rats were housed and treated with the permission 
of the Animal Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Chiang Mai Uni-
versity (AEC number 17/2556).

Experimental design for the dose-response study of NDEA   
clastogenicity
 Rats were placed at random into six groups (Figure 2). Control rats 
(G1) were intraperitoneally administered normal saline solution (NSS). Treat-
ed groups (G2-G6) were administered NDEA ranging from 5-50 mg/kg twice 
on the first and fourth days. After the second NDEA injection, partially hepa-
tectomy (PH) was applied to all rats according to published methods (Higgins 
et al., 1931). All rats were left for four consecutive days for compensatory pro-
liferation of hepatocytes after liver incision. At the end of protocol, rats were 
sacrificed by two-step collagenase perfusion.

Isolation of hepatocytes by two-step collagenase perfusion
 Isolation of hepatocytes was done essentially according to Tates et al. 
(1980) with several modifications. In brief, anesthetized rats were first per-
fused with preperfusion medium, pH 7.4, 37 °C, at a flow rate of 15 ml/min 
to remove blood. Secondly, collagenase medium in the same conditions was 
continuously perfused to isolate hepatocytes. The isolated hepatocytes were 
washed with phosphate buffer saline, pH 7.4 followed by 10% buffered for-
malin, pH 7.4 three times. The hepatocytes were suspended in 10% buffered 
formalin, pH 7.4 and kept in a 4 °C refrigerator until the micronucleus analysis.

Micronucleated hepatocyte analysis
 Prior to the micronucleus analysis, the hepatocyte suspension was 
mixed with 20 µg/ml 4´,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) 
stain solution for fluorescence microscopy. Stained hepatocytes were dropped 
onto a glass slide and covered with a coverslip. The number of micronucleated 
hepatocytes was counted and recorded based on analysis of 2,000 hepatocytes 
from each animal under a fluorescence microscope (x400, excitation/emission 
(nm): 358/461) equipped with an ultraviolet system. Round or distinct nuclei 
(fragmented chromosomes) stained with the same color as the nucleus and 
having with diameters of ¼ or less than that of the main nucleus were scored 
as micronuclei (Cliet et al., 1989). Mitotic index (MI), indicative of mitotic 
activity, was calculated from mitotic cells in 2,000 hepatocytes.
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Experimental design for proteomic analysis of NDEA carcino-
genicity
 Six-week-old male Wistar rats were divided into two groups, 6-8 rats 
per group. Group 1, a negative control group, was injected with NSS. Anoth-
er group was twice intraperitoneally injected with 100 mg/kg body weight of 
NDEA at weeks 1 and 2 of the experiment. Body weight, water and food intake 
were recorded weekly. All rats were anesthetized with isoflurane at nine weeks 
after the last injection. After rats were sacrificed, the final body weights and 
liver weights were recorded. Rat livers were collected and used for determina-
tion of GST-P positive foci and proteomic analysis.

Immunohistochemistry for GST-P positive foci in rat livers
 Liver sections 4 µm in thickness on prepared slides were immunohis-
tochemically analyzed for GST-P positive foci by the avidin–biotin complex 
method according to Thumvijit et al. (2014). After deparaffinization, liver sec-
tions were treated with hydrogen peroxide to inactivate endogenous peroxi-
dase. Skim milk was applied to block non-specific staining, and slides were se-
quentially incubated with rabbit polyclonal anti-rat GST-P antibody. Reactivity 
with the primary antibody was determined with anti-rabbit IgG biotinylated 

Figure 2 Treatment protocol for testing clastogenic effects of N-nitroso-
diethylamine in Wistar rat livers. Rats were divided into six groups. NSS: 
normal saline solution (G1), NDEA: N-nitrosodiethylamine (G2-G6). PH: 
partial hepatectomy, G: group, and n: numbers of rats.
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antibody conjugated with the avidin-biotin-peroxidase complex. Finally, the 
sites of peroxidase binding were visualized with the substrate diaminobenzi-
dine tetrahydrochloride. The tissue sections were lightly counterstained with 
hematoxylin to facilitate orientation under microscopic examination. 

Proteomic analysis of NDEA-initiated rat livers
 The liver protein was extracted with 0.5% SDS, and total protein was 
determined by the Lowry method. Proteins were separated on SDS-PAGE mini 
slab gels (8×9×0.1 cm) and a separating gel containing 12.5% acrylamide. 
One-dimensional gel electrophoresis was performed in SDS electrophoresis 
buffer (25mM Tris-HCl, pH 8.3, 192 mM glycine, 0.1% SDS) followed by 
silver staining of the gels (Blum et al., 1987). The protein bands were excised, 
the gel plugs were dehydrated, and in-gel digestion of proteins was performed 
using trypsin solution containing 10 ng/µl trypsin in 50% ACN/10 mM ammo-
nium bicarbonate. The peptides were extracted by adding of 30 µl of 50% ACN 
in 0.1% formic acid and were then dried by vacuum centrifugation. The peptide 
suspension was injected to LC-MS/MS (ESI-QUAD-TOF mass spectrometry). 
The MS/MS data were analyzed by the Mascot software and identified using 
the NCBI database. The molecular and biological functions of the identified 
proteins were assigned according to the Uniprot database (http://www.uniprot.
org).  

Statistical analysis 
 The experimental data were reported as mean ± S.D. of each variable 
for each group. Differences between treated groups and the control group were 
determined by one-way ANOVA; p < 0.05 was considered as significant.

Clastogenicity of NDEA in rat livers
 As the endpoint marker of liver cancer during the initiation stage, we 
visualized micronuclei using the fluorescent dye DAPI. Figure 3 shows a rep-
resentative DAPI imaging of normal nuclei (A) and micronuclei (B, white ar-
rows), which were separated from cellular nuclei and suspended in the cytosol-
ic compartment. The concentration of NDEA ranged from 10 to 50 mg/kg bw, 
which significantly induced hepatic micronucleus formation when compared 
with the control group (P < 0.05) (Figure 4A), whereas there was no significant 
difference in mitotic indices between control and NDEA-treated rats (Figure 
4B). In addition, two of three rats injected with 50 mg/kg of NDEA were dead 
two days after partial hepatectomy.

RESULTS
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Carcinogenicity of NDEA in rats
 After NDEA treatment, the body weights of rats tended to decrease, but 
this difference did not reach statistical significance compared to negative con-
trol rats. Moreover, there was no significant difference in relative liver weight 
between NDEA and negative control groups (Table 1). GST-P positive foci 
were only found after NDEA treatment. The number and area of GST-P posi-
tive foci were significantly increased in NDEA-treated rats compared to neg-
ative control rats. The results suggest that treatment with NDEA could induce 
the formation of preneoplastic lesions in rat livers.

Figure 3 Representative DAPI visualizations of normal hepatic nuclei (A) 
and hepatic micronuclei (B, white arrows) from rats administered 30 mg/
kg of NDEA. Cells were stained with DAPI for fluorescence imaging (x400 
magnification, excitation/emission (nm): 358/461).

Figure 4 Micronucleated hepatocytes and mitotic index. Curves show-
ing average number of micronucleated hepatocytes from control and 
NDEA-treated rats (A) and proliferating capacities of liver cells (B). Av-
erages were numbers of micronucleated hepatocytes per 1,000 hepatocytes 
with respective standard deviations. Significant differences were observed 
between control and NDEA-treated rats (P < 0.05), n = 5 (control), n = 3 (5 
mg/kg NDEA), n = 6 (10 mg/kg NDEA), n = 6 (20 mg/kg NDEA), n = 4 
(30 mg/kg NDEA) and n = 1 (50 mg/kg NDEA, two rats died from NDEA 
hepatotoxicity).
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Proteomic profile of proteins in the liver of NDEA-initiated rats
 A total of 152 differentially expressed proteins were identified. Of these, 
44 up-regulated and 108 down-regulated proteins were detected in NDEA-in-
itiated rats compared to negative control rats. These proteins could be catego-
rized into 14 groups according to their molecular and biological functions. The 
up-regulated proteins involved signal transduction and cell growth; this group 
included phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 6 (Pik3r6) and eukary-
otic translation initiation factor 4E (eIF4E), which were found in NDEA-treat-
ed rats (Table 2). In contrast, the expressed proteins involved in DNA repair 
such as X-ray repair cross-complementing protein 5 (XRCC5) and UV exci-
sion repair protein RAD23 homolog A isoform X1 were down-regulated in 
NDEA-treated rats (Table 3). Protein network association and other correlated 
proteins were analyzed via the STRING database version 10.5 (http://string-
db.org/). Seven major proteins were expressed after treatment with NDEA, 
including Pik3r6, eIF4E, XRCC5, sister chromatid cohesion protein homolog 
A (Pds5a), CLIP-associating protein 2 (Clasp2), Nipped-B homolog (Nipbl) 
and missmatch repair endonuclease PMS2 (Pms2). Notably, the interaction 
of proteins involved in the cell signaling pathway and cell growth, especially 
Pik3r6 and eIF4E were observed (Figure 5). The signal transduction pathway 
in NDEA-induced rats was related to phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K/
Akt) and the mammalian target of rampamycin (mTOR) pathways.

Table 1 General appearance and number of GST-P positive foci in rats.

Parameters NSS NDEA

Initial body weight (g) 206 ± 15 206 ± 12

Final body weight (g) 448 ± 21 409 ± 31

Relative liver weight (%) 2.70 ± 0.24 2.74 ± 0.34

Number of GST-P+ foci/cm2 0.00 ± 0.00 2.96 ± 1.42a

Area of GST-P+ foci/liver area (mm2/cm2) 0.00 ± 0.00 0.12 ± 0.06a

The results are shown as mean ± SD. GST-P+: Glutathione S-transferase 
placental form positive foci. asignificantly different from negative control 
(NSS) group (P <0.05).
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DISCUSSION

 Numerous in vitro and in vivo protocols are available to evaluate the 
carcinogenic potential of environmental chemicals. The liver micronucleus as-
say is an acceptable method of choice for testing mutagenicity and cancer-in-
ducing ability of chemical compounds. When performed appropriately, the as-
say can detect both clastogenicity associated with chromosome breakage and 
aneugenicity as indicated by dysfunction of the mitotic apparatus caused by 
chromosome lagging (Krishna et al., 1992; Krishna et al., 2000). Clastogenic-
ity of various chemicals has been considered as the classical hallmark of ini-
tiation of chemical carcinogenesis (Cliet et al., 1989; Krishna et al., 2000). In 
this study, we investigated the in vivo clastogenic and carcinogenic potential 
of NDEA. Fluorescence visualization via DAPI clearly identified the morphol-
ogy of fragmented chromosomes forming round-shaped micronuclei (Figure 
3). Our results are comparable to those reported by Charoensin and colleagues 
(2010). NDEA administration ranging from 10-30 mg/kg bw was sufficient 
to induce initiation stage of liver chromosomal damage as seen by significant 
increased number of micronucleated hepatocytes (Figure 4).
 Although the LD50 of intraperitoneal NDEA injection is approximately 
216 mg/kg bw (Heath et al., 1962), two-thirds of the partially hepatectomized 
rats did not survive after double injection of 50 mg/kg bw of NDEA. This may 
have been due to poor detoxifying ability of the remaining liver. This dose is 
therefore not suitable for rat liver micronucleus induction models. 

Protein name Accession number ID 
score

Fold 
change Function

Phosphoinositide 3-kinase         
regulatory subunit 6 gi124517728 6.05 22.26 Signal transduction

RAS protein activator like-3 gi197381464 15.21 17.53 Signal transduction
Latent-transforming growth factor 
beta-binding protein 4 precursor gi281371412 2.49 19.72 Proliferation/differentiation

Interferon-related developmental 
regulator 1 gi53733404 3.24 18.05 Proliferation/differentiation

Eukaryotic translation initiation 
factor 4E gi13540382 8.99 20.36 Cell cycle/cell division

MHC class II transactivator iso-
form 1 gi399154119 5.41 20.94 Inflammatory/immune 

response

MHC class II antigen gi18958188 8.59 19.81 Inflammatory/immune 
response

COX assembly mitochondrial   
protein homolog isoform 2 gi207080032 4.56 15.75 Inflammatory/immune 

respons e

Polyhomeotic-like protein 1 gi157823775 7.85 22.62 Ubiquitin conjugation    
pathway

Ubiquitin carboxyl-terminal       
hydrolase 26 gi157818981 9.45 18.48 Ubiquitin conjugation   

pathway

Table 2 Some upregulated hepatic proteins in NDEA-induced rats.
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 Medium-term (within 8 weeks) carcinogenicity tests in rats have been 
established for analysis of chemical compounds. Such tests are able to detect 
both genotoxic and non-genotoxic carcinogens in rat livers (Ito et al., 2003; 
Tsuda et al., 2003). NDEA is a potent hepatocarcinogen that can act a tumor 
initiator and promoter in multistage of hepatocarcinogenesis models (Apari-
cio-Bautista et al., 2013).

Table 3 Some downregulated hepatic proteins in NDEA-induced rats.

Protein name Accession 
number

ID 
score

Fold 
change Function

Eukaryotic translation initiation factor 2 
alpha kinase 3, isoform CRA_b 

gi149036361 3.94 22.78 Apoptotic process

Death associated transcription factor 1,    
isoform CRA_b 

gi149034011 2.30 16.23 Apoptotic process

Ran GTPase-activating protein 1 gi349501086 9.92 24.30 Cell adhesion

SH3-domain GRB2-like endophilin B2, 
isoform CRA_b

gi149039098 10.77 24.17 Cell adhesion

Integrin alpha-4 gi157819949 11.67 20.12 Cell adhesion

X-ray repair cross-complementing protein 5 gi41056215 7.12 17.18 DNA damage/DNA repair

UV excision repair protein RAD23 homolog 
A isoform X1 

gi564394955 9.55 23.69 DNA damage/DNA repair

Mismatch repair endonuclease PMS2 gi157787060 6.01 18.55 DNA damage/DNA repair

Protein kinase, DNA activated, catalytic 
polypeptide 

gi149019691 7.23 14.97 DNA damage/DNA repair

Acetyl-Coenzyme A dehydrogenase,               
long-chain, isoform CRA_b 

gi149016010 2.30 22.04 Lipid metabolism

Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester 
hydrolase

gi20138456 3.24 18.53 Lipid metabolism

Sterol regulatory element-binding protein 2 gi76096332 4.57 17.97 Lipid metabolism

Homeobox protein PKNOX2 isoform 1 gi404312683 6.85 22.44 Transcription/translation

Cyclic AMP-dependent transcription factor 
ATF-6 alpha

gi157821879 6.19 16.43 Transcription/translation

4F2 cell-surface antigen heavy chain                
isoform 1 

gi402743472 13.60 23.01 Transport
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 Glutathione S-transferase placental form (GST-P) positive foci, a 
sign of preneoplastic lesions of HCC in rats, is widely used as the endpoint 
marker (Ito et al., 1998; Ichihara et al., 1999). Normally, GST-P is strongly 
up-regulated in placental tissues, absent in adult tissues, and is increased in 
preneoplastic and neoplastic cells (Higashi et al., 2004). A previous study 
showed that only single GST-P positive hepatocytes in rats were found after 
treatment with 30 mg/kg body weight of NDEA (Wang et al., 2009), and this 
may not develop into malignant tumors. From our preliminary observation, 
the number of GST-P positive foci induced by the twice injection of 100 mg/
kg body weight of NDEA was comparable to the administration of NDEA 
in the standard protocol for medium-term rat carcinogenicity test (Ito et al., 
2003). Therefore, NDEA at the repeated dose of 100 mg/kg body weight was 
selected to use in our study. We found that NDEA enhanced the formation of 
preneoplastic lesions by increasing both the number and size of GST-P posi-
tive foci in rat livers.
 Interestingly, our proteomic analysis revealed the overexpression 
of phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 6 (Pik3r6) and eukaryotic 

Figure 5 The protein network complex using the STRING database. Pro-
tein-protein interactions are indicated by the bold black lines.
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translation initiation factor 4E (eIF4E), which are involved in PI3K/Akt/
mTOR signaling in NDEA-initiated rats. The PI3K/Akt/mTOR pathway is a 
well-known oncogenic kinase that plays an important role in cell growth, sur-
vival and cancer development (Buphathi et al., 2015; Golob-Schwarzl et al., 
2017). PI3K is usually found in various types of human cancer (Matsuda et 
al., 2013). Activation of PI3K induces the phosphorylation and activation of 
Akt, which further phosphorylates multiple downstream targets to control cell 
proliferation, including the mTOR complex (Fortin et al., 2016). The mTOR 
phosphorylates the ribosomal protein S6 kinases and eukaryotic translation 
initiation factor 4E-binding protein 1 leading to the release of the eIF4E (Huo 
et al., 2011), which plays a vital role in the control of the initiation step 
of protein translation and is strongly expressed in HCC (Golob-Schwarzl et 
al., 2017). Moreover, overexpression of mTOR and pAKT have also been 
found in non-virus-related HCC (Golob-Schwarzl et al., 2017). The PI3K/
Akt/mTOR pathway is most often involved in NDEA-induced hepatocar-
cinogenesis (Zhou et al., 2011; Wang et al., 2016), and may be another factor 
influencing preneoplastic formation in NDEA-induced hepatocarcinogenesis 
in rats of the present study.
 In conclusion, we can reconfirm that NDEA is potentially clastogenic 
and carcinogenic to rat hepatocytes. The PI3K/Akt/mTOR pathway may play 
an essential role in preneoplastic formation in NDEA-initiated hepatocar-
cinogenesis in rats. Importantly, this study has established an experimental 
animal model for further cancer chemoprevention studies.
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Theileria spp. and Babesia spp are tick-borne protozoan parasites that infect a wide range of domestic and wild animals. In 
this study, the haematophagus flies (Stomoxys and tabanids) from Kanchanaburi and Nakhon Pathom Provinces, Thailand were 
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Stomoxys spp. (13.24%), Haematobosca spp. (5.88%) and Chrysops spp. (1.47%). PCR results showed only 2 samples were 
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Theileria spp. 18S rRNA sequences were classified into T. ovis and T. sinensis which share high identity and similarity with iso-
lates from other countries. In this study, we describe for the first time the detection of T. sinensis in tabanid fly. We therefore rec-
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MATERIALS and METHODS

Study site and sample collection 
 A cross sectional study was employed to collect flies sample between 
June and July, 2015. This study was carried out in three different locations in 
Kanchanaburi and Nakhon Pathom Provinces. All locations were situated near 
beef cattle farms.  
 In each study location, fly samples were collected by using Nzi trap. 
Flies were collected and all samples were labeled separately by location and 
date. Those samples were placed into a cooler containing cool ice packs and 
transported to the laboratory. Collected flies were identified based on morphol-
ogy of the flies as previously described (Zumpt, 1973; Tumrasvin and Shinon-
aga, 1978). Only female flies were included in this study. The samples were 
preserved in 95% ethanol and stored at -20°C until further use. 

 Piroplasmosis caused by Babesia and Theileria are significant tick-
borne protozoan blood parasites that infect a wide range of both domestic and 
wild animals worldwide (Uilenberg, 1995). Babesia bovis, B. bigemina are 
important tick-borne parasites of livestock in tropical and subtropical regions 
(Bock et al., 2004). Disease manifests as high fever, anorexia and anemia with 
resultant production losses and mortalities (Bock et al., 2004). Moreover, in-
fection with B. bovis cause neurological and respiratory symptoms (Everitt et 
al., 1986).
 Theileria can be grouped into transforming and non-transforming spe-
cies based on the ability of schizont to invade leukocyte (Sivakumar et al., 
2014). The important transforming parasites are T. annulata and T. parva that 
are associated with tropical theileriosis and east coast fever, respectively (Muk-
hebi et al., 1992). T. orientalis is responsible for benign or non-transforming 
theileriosis which is widely distributed in Southeast Asia (Watts, 2016). Al-
though, the parasite is considered to have low pathogenicity it is still able to 
cause disease which result in weakness, anemia, diarrhea, abortion and poor 
milk production (Kamau et al., 2011, Izzo et al., 2010).
 Generally, Babesia and Theileria parasites are transmitted by Ixodid 
ticks (Mehlhorn and Schein, 1985). However, other biting arthropods including 
mosquitoes, tabanid flies and lice can serve as mechanical vectors for Theileria 
spp. and may be responsible for disease transmission in livestock (Fujisaki et 
al., 1993; Baldacchino et al., 2013; Hammer et al., 2016).  Distribution and 
abundance of haematophagus flies (Stomoxys and tabanids) in Thailand have 
been reported previously (Tumrasvin, 1989; Changbunjong et al., 2018). Most 
molecular studies on the biology of the biting flies are focused on identification 
and genetic variation. However, information on the blood protozoan parasites 
in the insects have not yet been elucidated. Therefore, our current work is in-
vestigating the presence of piroplasm in haematophagus flies that were found 
in animal farms using polymerase chain reaction (PCR) technique. Phyloge-
netic relationship among the isolates identified in this study and those isolated 
from different countries were compared.

INTRODUCTION
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DNA extraction
 Each fly was washed three times in 70% ethanol and once in sterile 
water and then dried. Individual fly bodies were homogenized with a sterile 
pellet mixer in 1.5 ml tubes. The DNA was then extracted after the flies were 
crushed using standard proteinase K digestion, phenol/chloroform extraction 
and ethanol precipitation (Hunt, 1997). The pellets were resuspended in 100 µl 
of double distilled water. The DNA concentration was measured using Nano-
Drop™ 2000/2000c spectrophotometers (ThermoFisher Scientific, USA) and 
then stored at -30°C until processed.

PCR detection of Babesia and Theileria-specific DNA
 Sixty-eight specimens detected for the presence of blood protozoan par-
asites using PCR assay with genus-specific primers followed by species-specif-
ic primers (Table 1). All samples were first screened for the presence of Babe-
sia and Theleria species by targeting the hypervariable V4 region of the 18S 
rRNA gene (Georges et al., 2001). Single-step PCR assays were performed in a 
final volume of 20 µl, containing 100 ng of DNA sample, 0.25 mM of dNTPs, 
1X of PCR buffer, 1 pmol of each primer (Sigma Aldrich, Japan) and 0.1 U of 
Taq-polymerase (Ex-taq DNA polymerase, Takara, Japan). 
 Positive samples for the piroplasm were then detected for B. bovis, B. 
bigemina and Theileria species. Previously described specific PCR primers for 
B. bovis spherical body protein 2, B. bigemina rhoptry-associated protein-1a 
and Theileria 18S rRNA were used as markers in this study (AbouLaila et 
al., 2010; Terkawi et al., 2011; Cao et al., 2013). Nested PCR assays were 
performed in 20 µl of reaction mixture containing 100 ng of extracted DNA, 
0.25 mM of dNTPs, 1X of PCR buffer, 1 pmol of each primer (Sigma-Aldrich, 
Japan), 1 U of Taq-polymerase (Ex-Tag DNA polymerase, Takara, Japan) and 
topped up with distilled water to the final volume. For the inner primer re-
action, 2 µl of the outer PCR products were added into the reaction mixture. 
Positive and negative quality controls were include in each experiment. The 
PCR product were subjected to electrophoresis on 1.5% agarose gel in 1X TAE 
buffer, stained with ethidium bromide, and visualized under UV light.

Identification of Babesia and Theileria DNAs
 PCR products of the correct size were identified by sequencing. Ampli-
fication products were purified from agarose gel by using Nucleospin® Extract 
II (Macherey Nagel, Germany). The fragments were cloned into a pGEM-T 
Easy Vector (Promega, USA). After transformation, two recombinant clones 
were selected for sequencing using a Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, USA) and the DNA sequences were determined using 
ABI PRISM 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems, USA). The sequence 
analysis was performed using Bioedit version 7.2.5 (Tom Hall Ibis Bioscienc-
es, USA). The nucleotide sequence identities and similarities of obtained se-
quence were analyzed by BLASTn search in GenBank and percent identities 
between nucleotide sequences were compared by Pairwise distance based on 
p-distance method using MEGA version 6.0 program (Tamura et al., 2013).

Nucleotide sequence accession numbers
 The nucleotide sequences obtained in this study were registered in the 
GenBank under the accession numbers MH156035 and MH156036.
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Table 1 List of primers used for PCR assays.
Target Primer sequences (5’-3’) Fragment Reference

(bp)
Theileria and Babesia 
species18S rRNA gene 
(PCR)

For-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 403 Georges et al., 
2001Rev-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG

B. bovis SBP2 gene 
(nPCR)

For a-CTGGAAGTGGATCTCATGCAACC 1,236 AbouLaila et 
al., 2010For b-GAATCTAGGCATATAAAGCAT 580

Rev-TCACGAGCACTCTACGGCTTTGCAG
ATCCCCTCCTAAGGTTGGCTAC

B. bigemina RAP-1a 
gene (nPCR)

For a-GAGTCTGCCAAATCCTTAC 879 Terkawi et al., 
2011For b AGCTTGCTTTCACAACTCGCC 412

Rev-TCCTCTACAGCTGCTTCG
TTGGTGCTTTGACCGACGACAT

Theileria 18S rRNA 
gene (nPCR)

aGAAACGGCTACCACATCT 778 Cao et al., 
2013bTTAAACCTCTTCCAGAGT 581

Rev-AGTTTCCCCGTGTTGAGT
TCAGCCTTGCGACCATAC

nPCR = Nested   PCR, a = Outer primers, b = Inner primers

RESULTS

Species identification
 A total 68 blood sucking samples were identified to 5 genera and 
10 species. The most abundant species in this study were Tabanus oxybe-
les (45.59%) followed by Tabanus megalops (22.06%), Stomoxys calcitrans 
(8.82%), Tabanus rubidus (7.35%), and Chrysops dispar (2.94%). Number and 
percentage of blood sucking flies are described in Table 2.

Detection of Babesia and Theileria spp.
 Two samples from the 68 specimens produced an amplicon of a size 
corresponding with the 18S rRNA of piroplasms. The 2 positive samples were 
further tested for B. bovis, B. begemina and Theileria spp.  The PCR results re-
vealed that both samples were positive with Theileria 18S rRNA while B. bovis 
and B. bigemina were not detected (Table 2). Species of Theileria spp. were 
identified by sequencing and compared with GenBank database. The sequence 
analysis showed that one partial sequence (MH156035) shared high similarity 
with T. ovis isolates and shared 98.80-98.97% identity with published sequenc-
es (Table 3). The other partial sequence (MH156036) showed high similarity 
with Theileria spp and T. sinensis and shared 99.48-99.83% identity value with 
database sequences (Table 4).
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Table 2 The results of PCR method showing positive results for Theileria spp. in haematophagus 
flies
Province District Species Total number 

of collected 
samples (%)

Number of 
positive 

samples (%)
Nakhon Pathom Kumpangsan Tabanus megalops 14 (20.59) 2 (14.28)

Tabanus rubidus 2 (2.94) 0
Stomoxys calcitrans 2 (2.94) 0
Chrysops dispar 2 (2.94) 0

Kanchanaburi Thongphaphum Tabanus oxybeles 31 (45.59) 0
Loakwan Tabanus rubidus 3 (4.41) 0

Tabanus megalops 1 (1.47) 0
Tabanus rhinargus 1 (1.47) 0
Tabanus rubicundus 1 (1.47) 0
Tabanus tamthaiorum 1 (1.47) 0
Stomoxys pullus 2 (2.94) 0
Stomoxys calcitrans 4 (5.88) 0
Stomoxys sp. 1 (1.47) 0
Haematobosca sanguinolenta 3 (4.41) 0

Table 3 Percent identity of T. ovis from GenBank database and Thai Theileria spp. by Clustal W.

Accession number 1 2 3 4 5 6 7 8

1. MH156035,   
Theileria spp.,   
Thailand

       

2. JQ737135,            
T. ovis, Iran

98.97

3. KR094869,           
T. ovis, Iraq

98.97 100.00      

4. KM924444,           
T. ovis, Tunisia

98.97 100.00 100.00     

5. FJ603460,            
T. ovis, China

98.97 100.00 100.00 100.00

6. EU622911,           
T. ovis, France

98.97 100.00 100.00 100.00 100.00   

7. AY533144,           
T. ovis, Spain

98.97 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00  

8. AY260172,            
T. ovis, Turkey

98.97 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

9.AY260171,            
T. ovis, Germany

98.80 99.83 99.83 99.83 99.83 99.83 99.83 99.83
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 A phylogenetic tree of T. ovis and Theileria spp. was constructed from 
Theileria spp. 18S rRNA gene sequences of our amplicons and those available 
in GenBank. As shown in Figure 1, the isolate from Kampangsan (MH156035) 
formed a cluster with the T. ovis gene sequences previously isolated from Turkey, 
Iraq, Iran, China and France. The sequence MH156036 was clustered into the same 
clade together with Theileria spp. from Thailand and T. sinensis from China.

Table 4 Percent identity of T. sinensis from GenBank database and Thai Theileria spp. by Clus-
tal W.

Accession number 1 2 3 4

1. MH156036, Theileria spp. Thailand

2.AB000270, Theileria spp.Thung Song, Thailand 99.83

3. KX115427, T. sinensis, China 99.48 99.65
4. HM538203, T. sinensis, China 99.48 99.65 100.00
5. EU274472, T. sinensis, China 99.48 99.65 100.00 100.00

Figure 1 Phylogenetic analysis of Theileria spp. 18S rRNA gene sequences in Tabanus spp. sam-
ples (boldface letters) and previously registered sequences in the GenBank database. Phylogenetic 
tree were constructed based on neighbor-joining method with 1,000 replicates. GenBank acces-
sion number are shown. Bootstrap values are provided at the beginning of each branch. The 18S 
rRNA gene of B. ovis (AY998124) and B. motasi (AY260180) were used as outgroups.
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DISCUSSION

 A previous molecular detection of Theileria and Babesia in tabanids and 
Stomoxyini flies was carried out in Khao Yai National Park, Thailand (Chang-
bunjong et al., 2016). However, the presence of the above parasites in biting 
flies in farm livestock has not yet been reported. In this study, we collected 68 
insect samples from three animal farms and 10 species were identified (Table 
2). The distribution of those species has been reported throughout of Thailand 
(Tumrasvin, 1989; Changbunjong et al., 2018). Among them, Tabanus spp. 
were observed with the greatest numbers in the study area. Thus, our result was 
similar with the finding of Changbunjong et al (2018) who reported Tabanus 
spp. was the most abundant occurring fly on beef cattle and buffalo farms. The 
number of Stomoxys flies in this study was lower than previous observation on 
animal farms (Phasuk et al., 2013). The authors attributed this to the effective-
ness of trap type. Tunnakundacha et al (2017) reported that the Nzi trap caught 
significantly higher numbers of Tabanus spp. than the other traps.  In addition, 
factors such as the season and temperature have been shown to determine the 
abundance of Tabanus and Stomoxys flies in Thailand (Phasuk et al., 2010). 
 The sequence analysis of hypervariable V4 region of the 18S rRNA 
gene in this study revealed that 2 DNA samples of Tabanus spp. were positive 
for Theileria spp. This was consistent with Changbunjong et al (2016) report-
ing that Theileria spp. and Babesia spp. were detected in blood sucking insect 
samples. However, we could not detect Babesia spp. positive samples from the 
surveyed areas probably due to the low number of samples. Therefore, a large-
scale study with an increased number of samples from different areas needs to 
be undertaken. 
 Generally, Theileria spp. are transmitted by ixodid ticks of the genera 
Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma and Rhipicephalus. Previous study 
of Hadi and Al-Amery (2011) reported Theileria and Babesia parasites de-
tected in midgut of S. calcitrans by Giemsa staining. Therefore, the presence 
of the parasite DNA probably due to host blood meal consumed from infected 
animals. To confirm the mechanical transmission, the DNA extraction from 
specific organs such as salivary gland, mouthparts or digestive tracts should be 
examined.  Recently, previous studies have shown the evidence for mechanical 
transmission by other biting arthropods including mosquitoes, tabanid flies, 
and lice (Hammer et al., 2016; Fernández de Marco et al., 2016). In this study, 
we detected Theileria spp. in several samples but it is unclear that tabanid flies 
can serve as mechanical vector for Theileria spp. Further studies on the modes 
of transmission of the pathogen in blood sucking insects are required to clarify 
our finding.
 Different Theileria spp., so far, including T. luwenshuni, T. orientalis, 
T. separate, T. ovis, T. lestoquardi, T. uilenbergi, T. recondite,  T. annulata and 
T. parva have been reported in livestock animals (Mans et al., 2015). The 18S 
small subunit ribosomal RNA (18S rRNA) gene is widely used in the detec-
tion of Theileria spp. Furthermore, the 18S rRNA gene has been successfully 
applied to distinguish previously unknown Theileria spp. (Cao et al., 2013). 
Hence, we used Theileria 18S rRNA gene for the detection and genetic charac-
terization of the parasite. 
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 T. ovis is responsible for ovine theileriosis and cause benign infections 
in small ruminants worldwide (Mans et al., 2015). In Thailand, there is some 
published information of Theileria infection in goat from Sa Kaeo Province 
reported by Kaewhom and Thitasan (2017). Furthermore, the species has not 
yet been identified. Here, we report the first identification of T. ovis isolated 
from an insect specimen. The sequence of T. ovis in this study showed 98% 
identity to T. ovis that was detected from goat and sheep in Turkey, Iraq, Tran, 
China and France. Recently, T. ovis was observed in deer keds (Lipoptena for-
tisetosa) from South Korea and also the sequence showed 100% identity to 
the parasite obtained from Chinese water deer (Lee et al., 2016). According to 
these findings, the high similarity between the obtained sequence and previous 
published sequence indicates this fly could potentially play a significant role in 
the parasite transmission in animals. 
 The Theileria 18S rRNA gene sequence in this study shared a high 
identity with T. sinensis that was isolated from cattle in China. Moreover, the 
obtained sequence also formed one cluster with the other T. sinensis sequences 
in phylogenetic analysis. According to the findings, the sequence MH156036 
that was originally submitted simply as Theileria sp., we now propose that se-
quence is T. sinensis.  This parasite is a new species that was first isolated from 
cattle in China (Bai et al., 2002) and classified as benign Theileria species (Liu 
et al., 2012). In Thailand, T. orientalis has long been considered a benign para-
site and widely distributed in dairy and beef cattle (Jirapattharasate et al., 2017; 
Altangeral et al., 2011). Here, we report the first detection of T. sinensis in the 
tabanid fly from Thailand. This finding could be attributed to the circulation 
of parasite infection on animal farms, therefore, further studies on T. sinensis 
prevalence in cattle and arthropod vectors in Thailand should be performed.

CONCLUSION

 In conclusion, T. ovis and T. sinensis were detected in tabanid flies. 
However, further investigations are required to confirm the biting files as a 
biological or mechanical vector of theses pathogens. We therefore recommend 
further studies on the prevalence of these 2 parasites in livestock animals. In 
addition, natural vectors in animal farms or an environment should be inves-
tigated and examined the parasites. These information could be improved the 
understanding of the blood parasites circulating in animal herds in Thailand
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Figure 1 The necropsy results of piglets at different ages; 3-day old and 10-day-old 
piglets, (A); 250 normal 3-day-old piglet, (B); 3-day-old PEDV-infected piglet, (C); 
normal 10-day-old piglet, (D); 10-day-old PEDV-infected piglet. The 3-day-old piglet 
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accumulation (*) is shown in 3-day old and 10-day-old PEDV-infected piglets (B and 
D, respectively). 
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 Group 
 A (n=5) B (n=5) C (n=5) D (n=5) 

Duodenum 
    

     Villous height (µm) 387.6 ± 22.91 336.1 ± 18.63 423.3 ± 18.83 436.6 ± 23.86 
     Crypt depth (µm) 185.8 ± 8.99 196.8 ± 6.99 210.6 ± 10.08 171.4 ± 6.26 
     Villous : Crypt ratio 2.17:1 1.80:1 2.20:1 2.43:1 

Jejunum 
    

     Villous height (µm) 358.9 ± 24.00 200.5 ± 9.03 459 ± 31.51 321.1 ± 22.47 
     Crypt depth (µm) 119.7 ± 4.70 143.4 ± 4.58 181.5 ± 7.24 182.7 ± 4.95 
     Villous : Crypt ratio 3.11:1 1.41:1 2.69:1 1.73:1 

Ileum 
    

     Villous height (µm) 284.4 ± 17.99 176.2 ± 10.95 271.6 ± 13.73 248.7 ± 19.36 
     Crypt depth (µm) 134.2 ± 7.88 137.2 ± 4.31 153.8 ± 5.41 162.5 ± 4.50 
     Villous : Crypt ratio 2.07:1 1.26:1 1.77:1 1.49:1 
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