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Scope of the Journal

The philosophy of the Faculty of Veterinary Science, Mahidol University, is “One Health”, i.e., to interweave the disciplines 
of veterinary sciences with medical sciences for extreme advantages to human, animals and environment. The Journal of Applied 
Animal Science (JAAS), is a peered review journal which published 2 numbers (January-June, July-December) a year by Faculty of 
Veterinary Science, Mahidol University, accepts manuscripts presenting information for publication with this philosophy in mind. 
Articles published in JAAS include a broad range of research topics in veterinary science, animal science, animal husbandry,  
animal production and fundamental aspects of genetics, nutrition, physiology, and preparation and utilization of animal products. 
Articles typically report research with cattle, companion animals, goats, horses, pigs, and sheep; however, studies involving other farm 
animals, aquatic and wildlife species, and laboratory animal species that address fundamental questions related to livestock and 
companion animal biology will be considered for publication.
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สารจากคณบดีี

“Journal of Applied Animal Science” (JAAS)

ท่่านผู้้�อ่่านและสมาชิิกวารสาร Journal of Applied Animal Science (JAAS) ที่่�เคารพทุกท่่าน

เน่ื่�องในวาระดิิถีข้ึ้�นปีีใหม่่ พุทุธศักัราช 2569 ดิิฉันัในนามของคณะสัตัวแพทยศาสตร์ มหาวิิทยาลัยัมหิิดล ขอส่่งความปรารถนาดีี

และอำำ�นวยพรให้ทุุ้กท่่านประสบแต่่ความสุุข ความเจริิญ มีีสุุขภาพพลานามัยัที่่�แข็ง็แรง และประสบความสำำ�เร็็จในภารกิิจหน้า้ที่่�การงาน

ทุุกประการ 

สำำ�หรัับวารสาร JAAS ฉบับัปฐมฤกษ์ข์องปีี Vol. 19 No. 1 (2026) นี้้�  ยังัคงมุ่่�งเน้น้การนำำ�เสนอผลงานวิิชาการที่่�มีีคุุณภาพและ

ครอบคลุมหลากหลายสาขา ทั้้�งในด้า้นสรีีรวิิทยา พฤติิกรรมสัตัว์ ์ การวิิเคราะห์์สารสำำ�คัญัในพืืชสมุุนไพร การพัฒันาชุุดตรวจวิินิิจฉัยั  

ไปจนถึึงรายงานสััตว์ป่์่วยที่่�หาได้ย้าก เพ่ื่�อเป็็นประโยชน์์ต่่อนัักวิิชาการ สััตวแพทย์ ์ และบุุคลากรในอุุตสาหกรรมการผลิิตสััตว์ ์ 

โดยเนื้้�อหาในฉบับัประกอบด้ว้ยบทความที่่�น่่าสนใจ ดังันี้้� :

ด้้านพฤติิกรรมสััตว์และการผลิิต: การศึึกษาความสััมพันัธ์์ระหว่่างระดับัอารมณ์์และพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของแม่่โคเนื้้�อ

กำำ�แพงแสน ซึ่่� งพบว่า่แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีประสิิทธิิภาพในการเลี้้�ยงลููกให้มี้ีน้ำำ��หนักัเพิ่่�มข้ึ้�นได้ดี้ีกว่า่กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง 

ด้้านโภชนศาสตร์และสารธรรมชาติ:ิ การวิิเคราะห์์เปรีียบเทีียบองค์ป์ระกอบทางเคมีและวิิตามิินของใบพืืชสมุุนไพรในไนจีีเรีีย 

7 ชนิิด เพื่่�อประยุกุต์ใ์ช้เ้ป็็นสารกันัเสีียธรรมชาติิในผลิิตภัณัฑ์เ์นื้้�อสัตัว์ ์

ด้้านการพัฒันาการวินิิิจฉััย: การประเมิินประสิิทธิิภาพของชุุดตรวจ Brucellosis Antibodies ในแพะด้ว้ยวิิธี Lateral Flow 

Immunoassay ซึ่่� งให้ผ้ลสอดคล้อ้งกับัวิิธีมาตรฐานในห้อ้งปฏิิบัติัิการและเหมาะสำำ�หรัับใช้เ้ป็็นเครื่�องมืือคัดักรองในภาคสนาม 

รายงานสััตว์ป่่วย (Case Report): การนำำ�เสนออุุบัติัิการณ์์ของภาวะแคลเซีียมต่ำำ��ที่่�เกิิดข้ึ้�นล่่าช้า้หลังัการผ่า่ตัดัในสุุนัขัที่่�เป็็น

มะเร็็งต่่อมพาราไทรอยด์ ์ซึ่่� งเน้น้ย้ำ ำ��ถึึงความสำำ�คัญัของการติิดตามอาการอย่า่งใกล้ช้ิิดแม้จ้ะพ้น้ระยะพักัฟ้ื้� นเบื้้�องต้น้ไปแล้ว้ 

ด้้านพยาธิิวิทิยาเชิิงเปรียบเทียีบ: การรวบรวมข้อ้มููลอุุบัติัิการณ์์รอยโรคที่่�เกิิดข้ึ้�นเองในหนููแรทสายพันัธุ์์� Wistar เพื่่�อใช้เ้ป็็น

ฐานข้อ้มููลอ้า้งอิิง (Historical Control Data) สำำ�หรัับการแปลผลทางจุุลพยาธิิวิิทยาในงานวิิจัยัทางพิิษวิิทยาอย่า่งถููกต้อ้ง

ดิิฉันัขอขอบคุุณคณะผู้้�วิิจั ยัทุุกท่่านที่่�ร่่วมแบ่่งปัันองค์ค์วามรู้้�  รวมถึึงกองบรรณาธิิการและผู้้� ทรงคุุณวุฒุิิที่่�ร่่วมผลักัดันัให้ว้ารสาร

ฉบับันี้้� มีีความสมบููรณ์์ หวังัเป็็นอย่า่งยิ่่�งว่า่เนื้้�อหาในฉบับันี้้� จะเป็็นแรงบันัดาลใจและเป็็นแนวทางในการพัฒันางานด้า้นวิิทยาศาสตร์

สุุขภาพสัตัว์แ์ละการผลิิตสัตัว์ต่์่อไปอย่า่งยั่่ �งยืืน

รองศาสตราจารย์์ ดร.สััตวแพทย์หญิงิวลาสิินีี ศัักดิ์์�คำำ�ดวง

คณบดีีคณะสัตัวแพทยศาสตร์

มหาวิิทยาลัยัมหิิดล
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วารสารสััตวศาสตร์ประยุุกต์์เป็็นวารสารวิิชาการราย 

6 เดืือน (2 ฉบัับต่่อปีี เดืือนมกราคม-มิิถุนายน และเดืือน 

กรกฎาคม-ธัันวาคม) ของคณะสััตวแพทศาสตร์ มหาวิิทยาลัยั

ม หิิ ด ล  เ ผ ย แ พ ร่่ ผ ล ง า น วิิจั ัย ค ร อ บ คุุ ม ส ห ส า ข า วิิช  า ทั้้� ง 

สััตวแพทยศาสตร์ และสััตวศาสตร์ ตั้้� งแต่่พื้้�นฐานถึึงระดัับ 

โมเลกุุล รวมถึึงรายงานทางคลิินิิก บทความที่่�ได้รั้ับการตีีพิิมพ์ ์

ในวารสารต้อ้งผ่่านการประเมิิน โดยผู้้� ทรงคุุณวุุฒิิ อย่า่งน้อ้ย 2  

ท่่าน ในรููปแบบ double-blind peer review

ผู้้� สนใจส่่งบทความเพ่ื่�อตีีพิิมพ์์ในวารสารสััตวศาสตร์ 

ประยุกุต์ก์รุุณาปฏิิบัตัิิตามข้อ้แนะนำำ�และส่่งพร้้อมจดหมายนำำ�

1.	ป ระเภทบทความ ที่่�รัับพิิจารณาได้แ้ก่่ รายงานการวิิจัยั

รายงานฉบับัย่่อ บทความปริิทัศัน์์และรายงานทางคลิินิิกเขีียน 

ด้ว้ยภาษาไทยหรืือภาษาอังักฤษ แต่่บทคัดัย่อ่ต้อ้งมีีทั้้�งภาษาไทย

และภาษาอังักฤษ

2.	 การส่่ง ส่่งบทความต้น้ฉบับัด้ว้ยไฟล์ ์ MS-Word หรืือ 

ซอฟต์แ์วร์ที่่�ใช้แ้ทนกันัได้ ้ผ่า่นทางการลงทะเบีียนและเข้า้สู่่�ระบบ

ที่่�หน้า้เว็บ็ไซต์,์ https://he02.tci-thaijo.org/index.php/jaas_muvs/

about/submissions.

3.	รููป แบบ ขนาดกระดาษเอ 4 พิิมพ์ห์น้า้เดีียว เว้น้ระยะ  

1 บรรทัดั ขอบกระดาษ 2.54 ชม. (1 นิ้้�ว) ฟอนต์์ Angsana 

 New หรืือ TH SarabunPSK 16 พอยต์์

4.	ส่ วนประกอบ รายงานการวิิจััยต้้องประกอบด้้วย 

หน้้าแรก (ได้้แก่่ ช่ื่�อเร่ื่� อง ช่ื่�อผู้้� แต่่ง สถานที่่�ทำ ำ�งานและที่่�อยู่่�  

ช่ื่�อผู้้� แต่่งหลักัพร้้อมที่่�อยู่่�ที่่� ติิดต่่อได้้และอีีเมล พิิมพ์์ทั้้� งภาษา

ไทยและภาษาอังักฤษ) บทคัดัย่่อ (สั้้� นกระชับัได้ใ้จความและ 

คำำ�สำำ�คัญั 4-5 คำำ�) บทนำำ� อุุปกรณ์์และวิิธีการ ผลการวิิจัยั วิิจารณ์์ 

กิิตติิกรรมประกาศและเอกสารอ้า้งอิิง

ก.	 รายงานฉบับย่่อและรายงานทางคลิินิิก อาจเขีียน

โดยไม่่แยกหััวข้้อ หรืื ออาจรวมส่่วนผลการวิิจััยและวิิจารณ์์ 

เป็็นหัวัข้อ้เดีียว

ข. 	 บทความปริทััศน์์ ควรเริ่่�มด้ว้ยบทนำำ� แล้ว้บรรยาย

โดยเยกตามหัวัข้อ้ที่่�ต้อ้งการนำำ�เสนอ พร้้อมบทสรุุป

5.	ต าราง-รููปภาพ ตารางและรููปภาพให้แ้ทรกไว้ท้้า้ยสุุด

ของบทความ คำำ�บรรยายตารางพิิมพ์ด์้า้นบน คำำ�บรรยายรููปภาพ

พิิมพ์ใ์ต้ภ้าพ และมีีหมายเลขอาระบิิกกำำ�กับัตามลำำ�ดับัการอ้า้งถึึง  

ตารางควรเข้้าใจได้้ง่่าย ให้้ส่่งรููปภาพความละเอีียดสููงแยก 

ต่่างหากมาพร้้อมด้ว้ย

6.	 การอ้้างอิิง ผู้้� แต่่งต้อ้งปฏิิบัตัิิตามรููปแบบการอ้า้งอิิง

ของวารสาร การอ้า้งอิิงในเนื้้�อหาใช้ร้ะบบนาม-ปีี เช่่น (คัมัภีีร์์  

กอธีีระกุุล และคณะ 2530) หรืือ คัมัภีีร์์ กอธีีระกุุล และคณะ  

(2530) การเขีียนรายการเอกสารอ้้างอิิงให้้ เ ขีียนไว้้หลััง

กิิตติิกรรมประกาศ โดยพิิมพ์์เอกสารภาษาไทยก่่อนแล้้ว 

ตามด้ว้ยเอกสารภาษาอังักฤษ สำำ�หรัับการเขีียนเอกสารอ้า้งอิิง

ภาษาอังักฤษให้ดูู้จากส่่วนแนะนำำ�ภาษาอังักฤษ

คัมัภีีร์์ กอธีีระกุุล, เทอด เทศประทีีป, วรา พานิิชเกรีียงไกร, 

โสมทัตั วงศ์ส์ว่า่ง, วราภรณ์์ แซ่่ลี้้� , สมศักัด์ิ์�  ภักัดีีศิิริิภรณ์์.

การสำำ�รวจพบเชื้้�อ อีี.โคไล ซีีโรไทป์์ K88 จากลููกสุุกร 

วัยัดููคนมและหลังัหย่่านม. เวชชสารสััตวแพทย์.์ 2530; 

17(1):21-7.

7.	ชื่ �อวิทิยาศาสตร์ ให้พ้ิิมพ์เ์ป็็นภาษาอังักฤษตามประมวล

นามศัพัท์ส์ากลและทำำ�ให้เ้ด่่นแตกต่่างจากเนื้้�อหา

8.	 การถอดคำำ�ไทยเป็็นภาษาอัังกฤษ  ใช้้หลัักเกณฑ์ ์

การถอดอัักษรไทยเ ป็็ นอัักษรโรมัันแบบถ่่าย เ สีียงของ

ราชบัณัฑิิตยสถาน

9.	อั ักษรย่่อและสััญลัักษณ์์ หากเป็็นที่่� รัับรู้้� โดยทั่่�วกััน

อนุุโลมให้ใ้ช้ไ้ด้โ้ดยไม่่ต้อ้งพิิมพ์ต์ัวัเต็ม็ก่่อน

สำำ�หรัับรายละเอีียดเพิ่่�มเติิมและแม่่แบบต้้นฉบับ ให้้ไป

ที่่�เว็บ็ไซต์์ของวารสาร https://he02.tci-thaijo.org/index.php/

jaas_muvs

อีเีมลบรรณาธิิการวารสาร editor.jaas2020@gmail.com

ที่่�อยู่่�  คณะสััตวแพทยศาสตร์ มหาวิิทยาลัยัมหิิดล 999  

ถนนพุุทธมณฑล สาย 4 ตำำ�บลศาลายา อำำ�เภอพุุทธมณฑล  

จังัหวัดันครปฐม 73170

คำำ�แนะนำำ�สำำ�หรัับผู้้�แต่่ง
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Instructions to Authors

“Journal of Applied Animal Science” (JAAS)

	Journal of Applied Animal Science is a peer-review 

journal (2 issues/year; January-June and July-December)  

which publishes papers that report on original research  

covering broadly interdisciplinary of veterinary and animal 

sciences with results of more than local regard. JAAS invite  

and welcome submissions on existing new research from  

basic to molecular. Articles published under our journal are 

double-blind peer reviewed by at least 2 reviewers.

	The author should follow the instructions below for 

manuscript preparation and submit with covering letter.

1.	 Categories: JAAS accepts varieties of article,  

including research articles, short communications, reviews and 

also clinical reports.

2.	 Language:  English articles are preferable;  

however, both Thai and English manuscripts are acceptable,  

with Thai and English abstracts.

3.	 Submission: The submission file is in MS-Word 

format or compatible software. Submission via register and login 

to the submission website, https://he02.tci-thaijo.org/index.php/

jaas_muvs/about/submissions. 

4.	 Format: The manuscript should be used A4 size  

with margin of 2.54 cm (1 in), double spacing and  

indentions by using tabs. Times New Roman font 12 points  

is favored for English and Angsana New or TH SarabunPSK  

16 points is desirous for Thai.

5.	 Components: The research manuscripts should  

have sequential components as title page, abstract and 4-5 

keywords, introduction, materials and methods, results, 

discussion, conclusion, acknowledgements and references.   

Title page, in both Thai and English, includes title,  

author(s) and affiliation(s) for each author. Corresponding  

author must provide full contact address and email.

		 a. Short communications or clinical reports: 

These could be written as no sections, combination of results  

and discussion or introduction and followed by several 

presentation sections.

		 b. Reviews: The manuscript should start with 

introduction and followed by demonstration sections and 

conclusion.

	6.	 Tables-Figures: Tables and figures must be 

numbered by using Arabic numbers. The caption must be 

written on the top of table or the bottom of figure. Tables  

and figures should be put at the end of article. All tables  

should be understandable by itself. All figures with high  

quality should be prepared in black and white as separate  

files.

	7.	 References: Authors must be careful for the 

reference fomats of both in-test citations and bibliography.  

In-text citations use author(s)-year in parentheses, the proper 

format is (Smith 2008; Kennedy and Smith 2009; John  

et al., 2010a, 2010b) or Smith (2008).Two authors use  

“and” in between. Using “et al.,” when there are more than  

2 authors. Multiple citations in a sentence must be in  

chronological  order f irst ,  then alphabetical  order.  

Bibliography should be in the last part of article and  

arranged aphabetically by authors or title. List first 6  

authors and followed by “et al.” when there are more than  

6 authors. The title is followed the last author.  Abbreviated 

journals are according to the conventional ISO abbreviations 

used by PubMed. One-word journal title must be spelled  

out.  Year of publication, volume, issue in parentheses, and  

begin and end pages. These are examples of bibliography.
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Barker K. At the Bench: A laboratory navigator. New York:  

Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1998.  

Fairbrother JM, Gyles CL. Escherichiacoliinfections. In:  

Straw BE, Zimmerman JJ, D’Allaire S, Taylor DJ,   

editors. Diseases of swine. 9th ed. Iowa: Blackwell  

Publishing; 2006. p. 639-74.

Laohasinnarong D, Kaeoket K, Prasitphon B. Estrus 

synchronization in gilts with altrenogest by different   

given time. Proceedings of the 19th IPVS Congress.  

Copenhagen, Denmark: Narayana Press; 2006. p. 118.

Meng X-J, Purcell RH, Halbur PG, Lehman JR, Webb DM, 

Tsareva TS, et al. A novel virus in swine is closely   

related to the human hepatitis E virus. Proc Natl Acad   

Sci. 1997;94(18):9860-5.

WHO media centre. African trypanosomiasis (sleeping  

sickness) [Internet]. WHO. 2010 [cited 2011 Oct  

29]. Available from: http://www.who.int/mediacentre/ 

factsheets/fs259/en/.

8.	 Scientific terms should use the update and  

follow the International Code of Nomenclature, written  

by emphasis.

9.  Standard abbreviations and symbols  are   

acceptable without definition.

	Please visit JAAS website for more information and 

manuscript template, https://he02.tci-thaijo.org/index.php/

jaas_muvs

Editor-in-Chief email: editor.jaas2020@gmail.com

Address: Faculty of Veterinary Science, Mahidol  

University, 999 Phuttamonthon Sai 4, Salaya, Phuttamonthon, 

Nakhon Pathom 73170 Thailand.
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Editor Note

สวัสัดีีท่่านผู้้�อ่ านและสมาชิิกวารสาร Journal of Applied Animal Science (JAAS) ทุุกท่่าน วารสารฉบับันี้้� เป็็นฉบับัแรกของ 

ปีีที่่� 19 พ.ศ.  2569 ซึ่่� งนับัเป็็นอีีกหนึ่่�งก้า้วสำำ�คัญัของวารสาร ภายหลังัจากการใช้รูู้ปแบบหน้า้ปกเดิิมมาอย่า่งต่่อเน่ื่�องยาวนานถึึง 18 ปีี 

กองบรรณาธิิการจึึงได้ป้รัับเปลี่่�ยนรููปแบบหน้า้ปกใหม่่ เพื่่�อสะท้อ้นถึึงความทันัสมัยัและพัฒันาการของวารสาร ควบคู่่�ไปกับัการเพิ่่�ม

จำำ�นวนบทความในแต่่ละฉบับั เพื่่�อให้ผู้้้�อ่ านได้รั้ับองค์ค์วามรู้้� และข้อ้มููลทางวิิชาการที่่�หลากหลาย ครบถ้ว้น และเข้ม้ข้น้ยิ่่�งข้ึ้�น

ในโอกาสนี้้�  ทางวารสารขอแสดงความยิินดีีกัับ รศ.ดร.สพ.ญ.อาภรณ์์ ลี้้� สมบุุญ รศ.สพ.ญ.ดร.ทัักษอร ดวงอุุไร  

ผศ.ดร.สพ.ญ.รศชงค์ ์ บุุญยฤทธิิชัยักิิจ ผศ.ดร.สุุรศักัด์ิ์�  จิิตตะโคตร์ และ สพ.ญ.วธัญัธร อุุทาสิิน ที่่�ได้รั้ับการคัดัเลืือกเป็็นผู้้� ทรงคุุณวุฒุิิ 

ดีีเด่่นระดับัวารสาร (Reviewer Recognition and Certificate by Editor: RRC-E) ประจำำ�ปี พ.ศ. 2568 ซึ่่� งความทุ่่�มเทและความเชี่่�ยวชาญ

ของผู้้� ทรงคุุณวุฒุิิทุกท่่านมีีบทบาทสำำ�คัญัอย่า่งยิ่่�งในการยกระดับัคุุณภาพของบทความและเสริิมสร้้างมาตรฐานทางวิิชาการของวารสาร

อย่า่งต่่อเน่ื่�อง

สำำ�หรัับวารสารฉบับันี้้�  ประกอบด้ว้ยบทความวิิจัยัจำำ�นวน 4 เร่ื่�อง ได้แ้ก่่ (1) ความสัมัพันัธ์์ระหว่า่งระดับัอารมณ์์กับัพฤติิกรรม

การเลี้้�ยงลููกต่่อน้ำำ��หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดในลููกโคเนื้้�อกำำ�แพงแสน (2) Comparative Analysis of Phytochemical, Proximate, 

and Vitamin Composition of Selected Nigerian Medicinal Leaves (3) ประสิิทธิิภาพของชุุดตรวจอิิมมููโนโครมาโตกราฟีีชนิิดไหล

ในแนวราบในการตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อโรคบรููเซลโลซิิสในแพะ และ (4) การศึึกษาแบบย้อ้นหลังัของอุุบัติัิการณ์์รอยโรคที่่�เกิิดข้ึ้�น

เองชนิิดไม่่ใช่่เนื้้�องอกในหนููแรทสายพันัธุ์์� Wistar (Mlac:WR) จากการทดสอบการได้รั้ับสารทางปาก 90 วันั รวมถึึงรายงานสัตัว์ป่์่วย

จำำ�นวน 1 เร่ื่�อง คืือ ภาวะแคลเซีียมต่ำำ��ที่่�เกิิดข้ึ้�นล่่าช้า้หลังัการผ่า่ตัดัต่่อมพาราไทรอยด์ใ์นสุุนัขัที่่�เป็็นมะเร็็งต่่อมพาราไทรอยด์ ์ ท้า้ยนี้้�   

กองบรรณาธิิการขอเชิิญชวนนักัวิิจัยั คณาจารย์ ์และผู้้� เชี่่�ยวชาญทุุกท่่าน ส่่งผลงานทางวิิชาการที่่�มีีคุุณภาพมาร่่วมเผยแพร่่ เพื่่�อร่่วมกันั

พัฒันาองค์ค์วามรู้้� และขับัเคลื่�อนวงการวิิชาการด้า้นสัตัวแพทยศาสตร์และสัตัวศาสตร์ของประเทศต่่อไป

รองศาสตราจารย์์ ดร.นายสััตวแพทย์ธนศัักดิ์์� ช่่างบรรจง

บรรณาธิิการ (Editor-in-Chief)

7





Research Article

Relationship between Temperament and Nursing Behaviors on Body  

Weight Gain at 72 Hours Postpartum of Kamphaengsaen Beef Cattle
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Temperament is a physiological component that influences behavioral expression and productivity related to nursing 

behaviors. This study aimed to investigate the relationship between temperament and nursing behaviors on body weight gain 

at 72 hours postpartum in Kamphaengsaen beef cattle. A total of 20 Kamphaengsaen beef cows were used in the study. 

Temperament was assessed using the chute test and exit velocity test, and the results were used to classify the cattle according 

to their temperament characteristics as calm and ill-tempered. Eight calm cows and twelve ill-tempered cows were identified. 

After grouping, the cows were entered into the estrus synchronization program and mated using artificial insemination to 

study the relationship between nursing behavior and calf weight gain at 72 hours postpartum. The results showed that ill-

tempered cattle had earlier calving-to-calf contact and calving-to-calf licking after parturition compared to calm cows. They 

also had a significantly higher rate of approaching their calves than calm cows (p < 0.01). Analysis of the relationship between 

maternal behavior and calf behavior at 72 hours postpartum revealed a statistically significant positive correlation (p < 0.01). 

Furthermore, the study found that calves raised by calm cows had greater weight gain at 72 hours postpartum than calves 

raised by ill-tempered cows.

Keywords: Beef cattle, Temperament, Calm and ill-tempered, Nursing behaviors
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ความสััมพันัธ์์ระหว่่างระดับัอารมณ์์กับัพฤติกิรรมการเลี้้�ยงลููกต่่อน้ำำ��หนััก 

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�น 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดในลููกโคเนื้้�อกำำ�แพงแสน

สภาวะอารมณ์์เป็็นปััจจััยทางสรีีรวิิทยาที่่�มีีผลต่่อการแสดงออกของพฤติิกรรมการให้้ผลผลิิตที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการเลี้้�ยงลููก 

หลังัคลอดของโค การศึึกษาวิจิัยันี้้�มีวีัตัถุุประสงค์์เพ่ื่�อศึึกษาความสััมพันัธ์์ระหว่่างระดับัอารมณ์์กับัพฤติกิรรมการเลี้้�ยงลููกต่่อน้ำำ��หนัักที่่�

เพิ่่�มขึ้้�น 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดในลููกโคเนื้้�อกำำ�แพงแสน การศึึกษาใช้้โคเนื้้�อกำำ�แพงแสนจำำ�นวน 20 ตัวั ทดสอบอารมณ์์โคโดยวิธีิีการทดสอบ

อารมณ์์ในซองบัังคัับ (Chute test) และการวััดความเร็็วออกจากซองบัังคัับ (Exit velocity test) และนำำ�ผลการทดสอบอารมณ์์มา 

จัดักลุ่่�มโคตามลักัษณะอารมณ์์ ได้้แก่่ โคที่่�มีอีารมณ์์สงบและโคที่่�มีอีารมณ์์รุุนแรง โดยโคที่่�มีอีารมณ์์สงบมีจีำำ�นวน 8 ตัวั และโคที่่�มีอีารมณ์์

รุุนแรงมีีจำำ�นวน 12 ตััว หลัังการจััดกลุ่่�ม โคจะเข้้าสู่่� โปรแกรมการซิิงโครไนซ์์สััดและผสมพัันธุ์์�ด้้วยวิิธีีการผสมเทีียมเพ่ื่�อศึึกษา 

ความสััมพันัธ์์ของพฤติกิรรมการเลี้้�ยงลููกที่่�ส่่งผลต่่อการเพิ่่�มขึ้้�นของน้ำำ��หนัักลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง ผลการศึึกษาพบว่่า แม่่โคกลุ่่�ม

ที่่�มีอีารมณ์์รุุนแรงมีปีฏิิสััมพันัธ์์กับัลููกโคและเลียีลููกโคหลังัคลอดเร็็วกว่่าแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบ รวมถึึงมีจีำำ�นวนครั้้�งในการเข้้าหาลููกโค

มากกว่่าแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบอย่่างมีนัีัยสำำ�คัญัทางสถิติิ ิ(p < 0.01) การวิเิคราะห์์ความสััมพันัธ์์ของพฤติกิรรมของแม่่โคและพฤติกิรรม

ลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดพบว่่า มีคีวามสััมพันัธ์์เชิิงบวกอย่่างมีนัีัยสำำ�คัญัทางสถิติิ ิ(p < 0.01) นอกจากนี้้� ผลการศึึกษายังัพบว่่า 

ความสััมพันัธ์์ของพฤติกิรรมแม่่โคที่่�มีสีภาวะอารมณ์์แตกต่่างกันั แม่่โคที่่�มีอีารมณ์์สงบสามารถเลี้้�ยงลููกให้้มีนี้ำำ��หนัักเพิ่่�มขึ้้�นหลังัคลอด 

72 ชั่่�วโมงมากกว่่าแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

คำำ�สำำ�คัญั: โคเนื้้�อ สภาวะอารมณ์์ อารมณ์์สงบและอารมณ์์รุุนแรง พฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููก
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บทนำำ�

พฤติิกรรมโคมีความแตกต่่างหรืื อเหมืือนกัันของ

พฤติิกรรมที่่�แสดงออก ข้ึ้�นอยู่่�กับัสิ่่�งเร้้าและประสบการณ์์ของโค

แต่่ละตััว ปััจจุุบัันมีีคำำ�ศััพท์์ที่่�ใช้้เรีียกแทนพฤติิกรรมที่่�สััตว์์

แสดงออกว่า่ อารมณ์์ (Marçal-Pedroza et al., 2020) การศึึกษาของ 

Finkemeier et al. (2018) แสดงให้เ้ห็็นว่า่อารมณ์์มีีความเกี่่�ยวข้อ้ง

กันัโดยตรงกับัพฤติิกรรมที่่�แสดงออกต่่อสถานการณ์์ ความกลัวั 

สภาพการผลิิต หรืือการจัดัการของมนุุษย์ ์(Da Silva et al., 2024) 

พฤติิกรรม คืือ การตอบสนองต่่อสิ่่� งเร้้าและสภาพ

แวดล้อ้มตามธรรมชาติิหรืือเกิิดจากการจัดัการของมนุุษย์ ์ปััจจัยัที่่�

ส่่งผลต่่ออารมณ์์ในการแสดงออกผ่า่นพฤติิกรรม คืือ พันัธุุกรรม

และสภาพแวดล้อ้ม พันัธุุกรรมคืือส่่วนหนึ่่�งที่่�ถ่่ายถอดจากรุ่่�นพ่อ่

แม่่สู่่�รุ่่�นลููก (Acharya et al., 2022) สภาพแวดล้อ้มคืือสิ่่�งที่่�จะทำำ�ให้้

สััตว์เ์รีียนรู้้�  ปรัับตัวั และเป็็นประสบการณ์์ที่่�สััตว์ไ์ด้รั้ับเพ่ื่�อการ

ตอบสนองและแสดงออกมาเป็็นพฤติิกรรมในลักัษณะต่่าง ๆ 

(Brandão and cook 2021) ดังันั้้�นจึึงมีีความแตกต่่างในการ

แสดงออกของพฤติิกรรมถึึงแม้จ้ะเป็็นสััตว์ช์นิิดหรืือสายพันัธุ์์�

เดีียวกันัที่่�เป็็นผลมาจากอารมณ์์ของสัตัว์เ์อง 

การผลิิตโคเนื้้�อผู้้� ผลิิตคาดหวังัการให้ลูู้กอย่า่งน้อ้ย 1 ตัวั

ต่่อปีีเพ่ื่�อเพิ่่�มมููลค่่าและผลกำำ�ไรจากลููกโคเพื่่�อต่่อยอดการผลิิต

ภายในฟาร์์ม (Ceballos et al., 2021) อัตัราการรอดชีีวิิตของลููกโค

ส่่วนใหญ่่เป็็นผลมาจากพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกหลังัคลอดของแม่่

โค (Hogan et al., 2022) ซึ่่� งพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกโคหลังัคลอด

จะมีีลักัษณะพฤติิกรรมต่่าง ๆ  ที่่�แม่่โคแสดงต่่อลููกโคระหว่า่งการ

เลี้้�ยงลููก (Orihuela and Galina 2021) เช่่น การเลีีย การดม การให้้

นมลููก และการปกป้้องลููก พฤติิกรรมดังักล่่าวคืือการสร้้างความ

สััมพันัธ์์ระหว่่างแม่่และลููกหลังัคลอด (Whalin et al., 2021) 

พฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของแม่่โคได้รั้ับอิิทธิิพลจากปััจจัยัต่่าง ๆ 

เช่่น ฮอร์์โมน สายพันัธุ์์� อายุ ุการจัดัการ และสภาวะอารมณ์์ของ

โคที่่�แตกต่่างกันั (Neave et al., 2020) อารมณ์์ของโคที่่�แตกต่่างกันั

แสดงให้เ้ห็็นว่า่มีีอิิทธิิพลต่่อลักัษณะพฤติิกรรมของแม่่โคในการ

เลี้้� ยงลููกหลัังคลอดส่่งผลต่่อการได้้รัับนมน้ำำ��เหลืือง สุุขภาพ  

การเพิ่่�มน้ำำ��หนักั รวมถึึงอัตัราการรอดของลููกโคหลังัคลอดที่่�มีีต่่อ

ระบบการผลิิตปศุุสััตว์ท์ี่่�คำ ำ�นึึงถึึงประสิิทธิิภาพในการผลิิตเป็็น

สำำ�คัญั (Rutherford et al., 2018)

อารมณ์์ของแม่่โคมีผลต่่อพฤติิกรรมการเลี้้� ยงลููกหลังั 

คลอดที่่�มีีความสำำ�คัญัต่่อการอยู่่�รอดของลููกโคแรกเกิิด (Hogan  

et al., 2022) หลังัคลอดแม่่โคจะสร้้างปฏิิสัมัพันัธ์์กับัลููกโคทันัทีี

โดยการแสดงพฤติิกรรมการเลีียและดมซึ่่� งการแสดงพฤติิกรรม

ดังักล่่าวถูกกระตุ้้� นด้ว้ยน้ำำ��คร่ำำ� �ที่่�ตัวัลูกโคและการเปลี่่�ยนแปลงของ

ฮอร์์โมนในร่่างกาย การเลีียและการดมลููกโคหลังัคลอดเพ่ื่�อ

กระตุ้้� นการหายใจและลดการสููญเสีียความร้้อนของตัวัลูกโค ซึ่่� ง

พฤติิกรรมดังักล่่าวนำำ�ไปสู่่�การได้รั้ับนมน้ำำ��เหลืืองหลังัคลอดได้้

เร็็วยิ่่�งข้ึ้�น ส่่งผลต่่ออัตัราการรอดชีีวิิตของลููกโคหลังัคลอดและ 

น้ำำ��หนักัตัวัลูกโคที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น (Wenker et al., 2020) ดังันั้้�นงานวิิจัยันี้้�

จึึงต้อ้งการที่่�จะศึึกษาลักัษณะของพฤติิกรรมแม่่โคและปััจจัยัของ

อารมณ์์ที่่�แตกต่่างกันัของโคที่่�ส่่งผลต่่อพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของ

แม่่โคที่่�มีีผลต่่อการเพิ่่�มน้ำำ��หนักัตัวัของลููกโค 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด

อุุปกรณ์์และวิธีิีการ

การจัดัการสััตว์ทดลอง 

วางแผนการทดลองตามการจัดัการผสมพันัธุ์์�โคของ

สถานีีวิิจัยัทับักวาง มหาวิิทยาลัยัเกษตรศาสตร์ โดยใช้ก้ารเหนี่่�ยว

นำำ�ให้โ้คเป็็นสัดัพร้้อมกันัด้ว้ยฮอร์์โมน prostaglandin F2 alpha 

(PGF2α) และใช้เ้ทคนิิคการผสมเทีียม (artificial insemination) 

ตามลำำ�ดัับของโคที่่� เหนี่่�ยวนำำ� การทดลองใช้้โคเพศเมีียพันัธุ์์�

กำ ำ�แพงแสน จำำ�นวน 20 ตัวั โคทุกตัวัมีอายุ ุ3 ปีีข้ึ้�นไปและผ่า่นการ

มีีลููกมาแล้ว้อย่า่งน้อ้ย 1 ตัวั แม่่โคแต่่ละตัวัมีน้ำำ��หนักัตัวัมากกว่า่ 

400 กิิโลกรััมทุุกตัวัและมีีคะแนนความสมบููรณ์์ของร่่างกายหลังั 

คลอด (body condition score) 2.5-3 คะแนน (จากคะแนน 0-5) โค

ทุุกตัวัมีสุุขภาพขาและกีีบดีีผ่า่นการประเมิินโดยวิิธีการประเมิิน

ระดับัการเคลื่�อนไหวของโคหรืือการประเมิิน Locomotion score 

ทำำ�การประเมิินในขณะที่่�โคยืืนและเดิินร่่วมกันั การทดลองนี้้� ได้้

รัับอนุุญาตใช้ส้ัตัว์เ์พ่ื่�องานทางวิิทยาศาสตร์ ตามเอกสารอนุุญาต

เลขที่่� U1-05314-2559 ผ่า่นการพิิจารณาโดยฝ่่ายมาตรฐานการวิิจัยั

และศููนย์์สััตว์์ทดลอง สถาบัันวิิจััยและพัฒันา มหาวิิทยาลััย

เกษตรศาสตร์
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การบัันทึึกข้้อมููลอารมณ์์และพฤติิกรรมช่่วงการจััดกลุ่่�ม 

ผสมพันัธุ์์�ของโค

การบันัทึึกข้อ้มููลอารมณ์์และพฤติิกรรมแบ่่งออกเป็็น  

2 ช่่วงได้แ้ก่่ การบันัทึึกข้อ้มููลสภาวะอารมณ์์ช่่วงการจัดักลุ่่�มผสม

พันัธุ์์�ของโคและการบันัทึึกพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของแม่่โคหลังั 

คลอด 72 ชั่่�วโมง การบันัทึึกข้อ้มููลการทดสอบอารมณ์์ในซอง

บังัคับัและการประเมิินความเร็็วออกจากซองบังัคับั เริ่่�มทำำ�เม่ื่�อโค

ถููกจัดัเข้า้กลุ่่�มผสมพันัธุ์์�บันัทึึกข้อ้มููลของโคแต่่ละตัวัแบ่่งออกเป็็น 

4 ครั้้� ง ครั้้� งที่่� 1 บันัทึึกและเก็บ็ข้อ้มููลก่่อนเข้า้โปรแกรมกระตุ้้� นการ

เป็็นสัดั ครั้้� งที่่� 2 บันัทึึกและเก็บ็ข้อ้มููลก่่อนโคเข้า้รัับการผสมเทีียม 

ครั้้� งที่่� 3 บันัทึึกและเก็บ็ข้อ้มููลก่่อนตรวจการตั้้�งท้อ้ง ครั้้� งที่่� 4 บันัทึึก

และเก็บ็ข้อ้มููลหลังัตรวจการตั้้�งท้อ้ง

การทดสอบอารมณ์์ในซองบัังคับั

การทดสอบอารมณ์์ในซองบัังคัับใช้้ 2 วิิธีในการ

ทดสอบได้แ้ก่่ การทดสอบอารมณ์์ในซองบังัคับั (Chute test) และ

การวัดัความเร็็วออกจากซองบังัคับั (Exit velocity test) หลังัการ

ทดสอบอารมณ์์ทั้้�ง 2 วิิธี นำำ�คะแนนอารมณ์์และค่่าความเร็็วออก

จากซองบังัคับัมาใช้ใ้นการจัดักลุ่่�มอารมณ์์ อ้า้งอิิงรููปแบบและวิิธี

การจัดักลุ่่�มอารมณ์์จากวิิธีการของ Pornthep et al. (2022) แบ่ง่กลุ่่�ม

อารมณ์์ออกเป็็น 2 กลุ่่�ม ได้แ้ก่่ กลุ่่�มอารมณ์์สงบ (calm cattle) และ

กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง (ill-tempered cattle)

ทดสอบอารมณ์์ในซองบัังคับั (Chute test) 

การทดสอบอารมณ์์ในซองบังัคับั การทดสอบมีีผู้้�ร่ วม

ทดสอบ 3 คน ผู้้�ร่ วมทดสอบคนที่่� 1 ทำำ�หน้า้ที่่�ในการบันัทึึกวิิดีโอ 

ผู้้�ร่ วมทดสอบคนที่่� 2 เป็็นผู้้�คว บคุุมการปล่่อยโคจากซองพักัเข้า้

ซองทดสอบอารมณ์์และผู้้�ร่ วมทดสอบคนที่่� 3 ทำำ�หน้า้ที่่�สัังเกต

พฤติิกรรมโคระหว่า่งการทดสอบและทำำ�หน้า้ที่่�ในการเปิิ ดประตูู

ซองทดสอบหลังัการทดสอบเสร็็จสิ้้�น เริ่่�มต้น้การทดสอบโดย

การนำำ�โคเข้า้มาในช่่องทางเดิินเพื่่�อพักัโคก่อนเริ่่�มการทดสอบ  

1 นาทีีทุุกตัวั หลังัพักัโคในซองพักัจะปล่่อยโคเข้า้ซองทดสอบ

อารมณ์์ซึ่่� งมีีขนาด กว้า้ง 0.8 × ยาว 2.0 × สููง 1.6 เมตร หลังัโค 

เข้า้ซองทดสอบจะปิิ ดประตููด้า้นหลังัและเริ่่�มการทดสอบโดย

สัังเกตพฤติิกรรมแม่่โคและเริ่่� มจัับเวลาจนครบ 60 วิินาทีี  

หลังัครบ 60 วิินาทีีจะเปิิ ดประตููเพื่่�อให้โ้คออกจากซองทดสอบ

ขณะที่่�โคอยู่่�ในซองทดสอบอารมณ์์จะสังัเกตลักัษณะที่่�

โคแสดงออกผ่า่นพฤติิกรรมของโคด้ว้ยตาเปล่่า โดยให้ค้ะแนน

อารมณ์์ที่่�โคแสดงออกผ่่านพฤติิกรรม เกณฑ์์การให้้คะแนน 

(Chute score, CS) แบ่่งออกเป็็น 5 ระดับั ได้แ้ก่่ ระดับัที่่� 1 ยืืนนิ่่�ง

และเคลื่�อนที่่�ช้า้ ระดับัที่่� 2 เคลื่�อนที่่�บ่่อย และจะไม่่หยุดุนิ่่�งนาน 

ระดับัที่่� 3 พยายามออกจากซองทดสอบหรืือเดิินไปเอาหััวชน

ประตููหน้า้ ระดับัที่่� 4 ไม่่อยู่่�นิ่่�ง ดิ้้�น เคลื่�อนที่่�เดิินหน้า้และถอยหลังั 

และส่่งเสีียงร้้อง ระดับัที่่� 5 อารมณ์์รุุนแรง ส่่งเสีียงร้้อง ดิ้้�น และ

พยายามออกจากซองทดสอบ คะแนนอารมณ์์อิิงตามคะแนนซอง

ทดสอบทั้้�ง 5 ระดับั หลังัการทดสอบอารมณ์์ในซองบังัคับัจะนำำ�

คะแนนอารมณ์์ทั้้�ง 4 ครั้้� งที่่�ได้จ้ากการทดสอบของโคมาหาค่า่เฉลี่่�ย

คะแนนอารมณ์์ของโคแต่่ละตัวั เพื่่�อนำำ�ค่าคะแนนอารมณ์์ที่่�ได้ม้า

เป็็นเกณฑ์์จัดักลุ่่�มโค ตามผลคะแนนอารมณ์์จัดัแบ่่งออกเป็็น  

2 กลุ่่�ม ได้แ้ก่่ กลุ่่�มโคที่่�มีีคะแนนอารมณ์์อยู่่�ในระดับัต่ำำ�� 1-2 คะแนน 

และกลุ่่�มโคที่่�มีีคะแนนอารมณ์์อยู่่�ในระดับัสููง 3-5 คะแนน 

การวัดัความเร็็วออกจากซองบัังคับั (Exit velocity test)

การวัดัค่่าความเร็็วออกจากซองบังัคับั เริ่่�มทดสอบหลังั

จากการทดสอบอารมณ์์ในซองบังัคับัทันัทีี โดยจะติิดตั้้�งกล้อ้งเพ่ื่�อ

บันัทึึกวีีดีีโอขณะที่่�โคเคลื่�อนที่่�ออกจากซองทดสอบอารมณ์์  

ผู้้� ทดสอบเปิิ ดประตููให้โ้คเข้า้มาในซองทดสอบขนาด กว้า้ง 1.2 × 

ยาว 2.9 × สููง 1.9 เมตร โดยระยะทางในการเดิินออกจากซอง

ทดสอบของโคเท่่ากับั 2.9 เมตร ใช้ว้ิิธีการแบ่่งระยะทางตามที่่�โค

เดิินผ่่านซึ่่� งจะทำำ�ให้้ความเร็็วในการเดิินออกเป็็นเมตรต่่อวิินาทีี 

(m/s) ค่่าความเร็็วในการเดิินผ่า่นของโคจะถููกจัดัหมวดหมู่่� ช้า้ และ 

เร็็ว เน่ื่�องจากความเร็็วเริ่่�มต้น้เท่่ากับัศููนย์ ์จึึงนำำ�ค่าเวลาที่่�บันัทึึกได้้

จากการวัดัความเร็็วออกจากซองบังัคับัทั้้�งหมด 4 ครั้้� งมาคำำ�นวณ

หาค่่าเฉลี่่�ยความเร็็วออกจากซองบังัคับั โดยระยะทางที่่�โคเคลื่�อนที่่�

หน่่วยเป็็นเมตร (m) หารด้ว้ยระยะเวลาทั้้�งหมดที่่�โคเคลื่�อนที่่�หน่่วย

เป็็นวิินาทีี (s) ค่่าที่่�ได้จ้ะออกมาเป็็นค่่าความเร็็วในการเคลื่�อนที่่�

ของโค (EV) เพื่่�อแบ่่งโคออกเป็็น 2 กลุ่่�ม ได้แ้ก่่ กลุ่่�มโคที่่�เดิินออก

ช้า้ ค่่าความเร็็วเฉลี่่�ยอยู่่�ที่่� 0.1-0.25 เมตรต่่อวิินาทีี และกลุ่่�มโค 

ที่่�เดิินออกเร็็ว ค่่าความเร็็วเฉลี่่�ยอยู่่�ที่่� 0.3 เมตรต่่อวิินาทีี ข้ึ้�นไป  

การหาค่่าความเร็็วในการเดิินออกของโคมีสููตรคำำ�นวณดังันี้้�
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EV = S/t

EV	คืื อ อัตัราเร็็วหน่่วยเป็็นเมตรต่่อวิินาทีี (m/s)

S	คืื อ ระยะทางที่่�วัตัถุเคลื่�อนที่่�หน่่วยเป็็นเมตร (m)

t	คืื อ ระยะเวลาทั้้�งหมดที่่�วัตัถุเคลื่�อนที่่�หน่่วยเป็็นวิินาทีี (s)

หลังัทดสอบอารมณ์์ซองบังัคับัและประเมิินค่่าความเร็็ว

ออกจากซองบังัคับัจะนำำ�ผลทดสอบที่่�ได้ม้าจัดักลุ่่�มโคโดยแบ่่ง

ออกเป็็น 2 กลุ่่�ม 

กลุ่่�มโคที่่�มีีอารมณ์์สงบ (Calm cattle) กลุ่่�มโคที่่�มีีอารมณ์์

สงบ คืือ กลุ่่�มโคที่่�มีีคะแนนอารมณ์์อยู่่�ในระดับัต่ำำ�� 1-2 คะแนน

และมีีลักัษณะพฤติิกรรมขณะทดสอบอารมณ์์ยืืนนิ่่�งและเคลื่�อนที่่�

ช้า้ และมีีค่่าเฉลี่่�ยความเร็็วออกจากซองบังัคับัอยู่่�ที่่� 0.1-0.25 เมตร

ต่่อวิินาทีี

กลุ่่�มโคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง (Ill-tempered cattle) คืือกลุ่่�ม

โคที่่�มีีคะแนนอารมณ์์ 3-5 คะแนนและมีีลักัษณะพฤติิกรรม 

พยายามออกจากซองทดสอบ ไม่่อยู่่�นิ่่�ง ดิ้้�น ส่่งเสีียงร้้อง อารมณ์์

รุุนแรง และมีีค่่าเฉลี่่�ยความเร็็วออกจากซองบังัคับัอยู่่�ที่่� 0.3 เมตร

ต่่อวิินาทีีข้ึ้�นไป

วิิเคราะห์์คะแนนอารมณ์์และค่่าความเร็็วออกจากซอง

บังัคับัที่่�ทดสอบทั้้�ง 4 ครั้้� ง หาค่่าเฉลี่่�ยของคะแนนอารมณ์์และ 

ค่่าเฉลี่่�ยความเร็็วออกจากซองบังัคับั และนำำ�มาใช้แ้บ่่งกลุ่่�มคะแนน

อารมณ์์ ต่ำำ�� และ สููง และความเร็็วออกจากซองบังัคับั ช้า้ และ เร็็ว 

วิิเคราะห์์โดยใช้ชุุ้ดคำำ�สั่่�ง PROC MEANS วิิเคราะห์์โดยโปรแกรม

สำำ�เร็็จรููป Statistical Analysis System (SAS 2014)

การบัันทึึกพฤติกิรรมช่่วงการเลี้้�ยงลููกหลังัคลอด

การบัันทึึกข้้อมููลพฤติิกรรมเลี้้� ยงลููกเป็็นการบัันทึึก

พฤติิกรรมปฏิิสัมัพันัธ์์ระหว่า่งแม่่โคและลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมง

หลังัคลอด เก็บ็ข้อ้มููลตามลำำ�ดับัการคลอด ลักัษณะโรงเรืือนแบบ

ปล่่อยอิิสระในคอก ระบายอากาศแบบธรรมชาติิ จำำ�นวน 3 โรงเรืือน 

ขนาดของโรงเรืือน 15 × 25 เมตร (กว้า้ง × ยาว) และภายในโรงเรืือน

ถููกแบ่่งเป็็นคอกพักัโคจำำ�นวน 5 คอก ขนาด 3 × 5 เมตร (กว้า้ง × 

ยาว) แต่่ละโรงเรืือนมีีรางอาหารหน้า้คอกขนาด 1 × 25 เมตร (กว้า้ง 

× ยาว) แต่่ละคอกมีีภาชนะใส่่น้ำำ��สะอาดจำำ�นวน 1 ภาชนะต่่อ  

1 คอก แขวนแร่่ธาตุุชนิิดก้อ้นจำำ�นวน 1 ก้อ้นต่่อ 1 คอก  โคได้รั้ับ

อาหารข้น้สำำ�หรัับโคตั้้�งท้อ้งและเลี้้�ยงลููก (สููตรโปรตีีนไม่่น้อ้ยกว่า่

ร้้อยละ 14 ไขมันัไม่่น้อ้ยกว่่าร้้อยละ 2 เยื่่�อใยไม่่เกิินร้้อยละ 13 

ความชื้้�นไม่่เกิินร้้อยละ 13) วันัละ 1 ครั้้� ง ปริิมาณ 1.5 กิิโลกรััมต่่อ

ตัวั มีีหญ้า้สดเพีียงพอสำำ�หรัับโคและมีีแสงสว่า่งเพีียงพอให้โ้คได้้

มองเห็็น

การบัันทึึกข้้อมููลพฤติกิรรม 72 ชั่่�วโมง

บันัทึึกข้อ้มููลพฤติิกรรมจากการติิดตั้้�งกล้อ้งวิิดีโอ ระยะ

ห่่างระหว่่างกล้อ้งและโคอยู่่�ห่างกันัไม่่น้้อยกว่่าสองเมตร เพื่่�อ 

ไม่่ให้้รบกวนพฤติิกรรมตามธรรมชาติิของโคช่่วงเลี้้� ยงลููกหลังั 

คลอด กล้อ้งรุ่่�น Xiaomi Outdoor Camera AW300 White จำำ�นวน 

5 ตัวั ตำำ�แหน่่งที่่�ติิดตั้้�งติิดตั้้�งบริิ เวณแนวหลังัคาด้า้นหน้า้คอกโดย

ปรัับตำำ�แหน่่งให้้เห็็นการแสดงพฤติิกรรมโค โดยกล้อ้งจะถููก 

ติิดตั้้� งก่่อนถึึงวันักำำ�หนดคลอดอย่่างน้้อย 5 วันั เพื่่�อบัันทึึก

พฤติิกรรมโคช่่วงก่่อนคลอดลููกจนถึึงหลังัคลอดลููก 72 ชั่่�วโมง 

และบันัทึึกพฤติิกรรมลููกโค หลังับันัทึึกพฤติิกรรมครบ 72 ชั่่�วโมง 

ไฟล์์วีี ดีีโอบัันทึึกจะถููกนำำ�มาวิิ เคราะห์์พฤติิกรรมจากภาพ

เคลื่�อนไหวผ่่านโน้้ตบุ๊๊�กคอมพิิวเตอร์์ แสดงดังัตารางที่่� 1 และ

ตารางที่่� 2 รวมถึึงน้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอดและน้ำำ��หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น

ของลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง ดังัตารางที่่� 3
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ตารางที่่� 1 การบันัทึึกข้อ้มููลพฤติิกรรมแม่่โคหลังัคลอด

พฤติิกรรม วิธีิีบัันทึึกพฤติิกรรม

ระยะเวลาตั้้�งแต่่คลอดจนเข้า้หาลููกครั้้� งแรก

หลังัคลอด (Calving to 1st calf contact, CCC)

 การเข้า้หาลููกโคหลังัคลอด สัังเกตพฤติิกรรมตั้้�งแต่่แม่่โคคลอดลููกโคจนถึึง 

การเข้า้หาลููกโคครั้้� งแรก โดยเริ่่�มสังัเกตตั้้�งแต่่ลููกโคคลอดออกมาจนกระทั่่�งแม่่โค

ลุุกข้ึ้�นหรืือหันัมาสัมัผัสัลููกโดยการดมหรืือเลีีย บันัทึึกพฤติิกรรมนับัเป็็นวิินาทีี                                      

การเลีียกระตุ้้� นทำำ�ความสะอาดลููกโค   

(Calving to calf licking, CCL)

การเลีียกระตุ้้� นทำำ�ความสะอาดลููกโค สัังเกตพฤติิกรรมตั้้�งแต่่แม่่โคเข้า้หาลููกโค

โดยการดมหรืือสััมผัสั ทำำ�ความสะอาดลููกโคจนถึึงการลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้� ง

แรก โดยบันัทึึกช่่วงเวลาเป็็นนาทีี

แม่่โคเข้า้หาลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด 

(The cows approach the calves 72 hours, CAC72)

แม่่โคเข้า้หาลููกโค 72 ชั่่�วโมง สังัเกตและบันัทึึกพฤติิกรรมตั้้�งแต่่การเข้า้หาลููกโค

ครั้้� งแรกหลังัคลอดจนครบ 72 ชั่่�วโมง โดยเริ่่�มสังัเกตตั้้�งแต่่แม่่โคเดิินหรืือหันัตัวั

เข้า้หาลููกโค การสัมัผัสัโดยการเลีีย การดม หรืือ การให้น้ม การเข้า้หาลููกโค 1 ครั้้� ง

นับัเป็็น 1 ครั้้� ง

ตารางที่่� 2 การบันัทึึกพฤติิกรรมลููกโคหลังัคลอด

พฤติิกรรม วิธีิีการ

การลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้�งแรกหลังัคลอด  

(Time to 1st stand, TFS)

การลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคเก็บ็ข้อ้มููลตั้้�งแต่่หลังัคลอดจนถึึงการยื่่�นได้ค้รั้้� งแรกบันัทึึก 

ช่่วงเวลาเป็็นนาทีี

ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้�งแรก  

(Time to 1st suckling, TFSU)

ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้�งแรก บันัทึึกข้อ้มููลพฤติิกรรมตั้้�งแต่่ช่่วงลููกโค

ลุุกข้ึ้�นยืืนครั้้�งแรกจนถึึงปากลููกโคสัมัผัสัหัวันมแม่่โคครั้้�งแรก บันัทึึกช่่วงเวลาเป็็นนาทีี

จำำ�นวนครั้้�งการกิินนมลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง  

(Suckling duration in 72 hours, SD72)

จำำ�นวนครั้้�งการกิินนมลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง บันัทึึกข้อ้มููลพฤติิกรรมตั้้�งแต่่ลููกโค

กิินนมครั้้�งแรกหลังัคลอด โดยเริ่่�มนับัจำำ�นวนครั้้�งตั้้�งแต่่ปากลููกโคสัมัผัสัหัวันมแม่่โค

จนปากลููกโคหลุุดออกจากหัวันมแม่่โค นับัเป็็น 1 ครั้้�ง

ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้�ง  

ในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด 

(Suckling duration, SD)

ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้�ง บันัทึึกข้อ้มููลพฤติิกรรมตั้้�งแต่่ปากลููกโค

สัมัผัสัหัวันมแม่่โคและปากหลุุดออกจากหัวันมแม่่โคบันัทึึกเวลากิินนมเป็็นนาทีี

ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้�ง  

ในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด 

(Suckling interval, SI)

ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� ง บันัทึึกข้อ้มููลพฤติิกรรมเริ่่�มจับัเวลาตั้้�งแต่่

การกิินนมครั้้�งที่่� 1 จนถึึงการเริ่่�มกิินนมอีีกครั้้�งของลููกโคในครั้้�งถัดัไป บันัทึึกเวลาตาม

ระยะห่่างในการกิินนมเป็็นนาทีี
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ตารางที่่� 3 การบันัทึึกน้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอดและน้ำำ��หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นของลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง

น้ำำ��หนัักที่่�บัันทึึก วิธีิีการ

น้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอด  

(Birth weight of calf, BWT)

น้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอด บันัทึึกน้ำำ��หนักัลููกโคหลังัคลอด 2 ชั่่�วโมง บันัทึึกน้ำำ��หนักัเป็็น

กิิโลกรััม                                                                                                                                                                                                                                                          

น้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง  

(Weight gain of calf in 72 hours, WGC72)

น้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง บันัทึึกน้ำำ��หนักัลููกโคอีกครั้้� งหลังัครบ  

72 ชั่่�วโมง น้ำำ��หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นของลููกโค นำำ�น้ำำ��หนักัหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงลบด้ว้ยน้ำำ��หนักั

แรกคลอด บันัทึึกน้ำำ��หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นเป็็นกรััม

การวิเิคราะห์์ทางสถิติิิ

วิิเคราะห์์สหสััมพันัธ์์พฤติิกรรรมแม่่โค พฤติิกรรม 

ลููกโค และน้ำำ��หนัักลููกโคที่่� เพิ่่�มข้ึ้� น 72 ชั่่�วโมง เพ่ื่�อทดสอบ 

สหสัมัพันัธ์์ระหว่า่งค่่าทดสอบดังักล่่าว ข้อ้มููลที่่�ใช้ว้ิิเคราะห์์ได้แ้ก่่ 

การเข้า้หาลููกโคหลังัคลอด การเลีียกระตุ้้� นทำำ�ความสะอาดลููกโค 

แม่่โคเข้า้หาลููกโค 72 ชั่่�วโมง การลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้� งแรก 

ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก จำำ�นวนครั้้� งการกิิน

นมลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโค

แต่่ละครั้้� ง ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� ง น้ำำ� �หนักัลููก

โคแรกคลอด น้ำำ��หนัักลููกโคที่่� เพิ่่�มข้ึ้� นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง 

วิิเคราะห์์โดยใช้ชุุ้ดคำำ�สั่่�ง PROC COOR Linear Model Statistical 

Analysis System (SAS 2014)

วิิเคราะห์์ปััจจัยัอิิทธิิพลของกลุ่่�มอารมณ์์สงบและกลุ่่�ม

อารมณ์์รุุนแรงต่่อพฤติิกรรรมแม่่โค พฤติิกรรมลููกโค และน้ำำ��หนักั

ลููกโคที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง วิิเคราะห์์โดยใช้โ้ปรแกรม 

Statistical Analysis System มีีโครงสร้้างข้อ้มููลในการทดสอบทาง

สถิิติิดังัสมการ (SAS 2014)

𝑦𝑖𝑗 = µ + τ𝑖 + ε𝑖𝑗

𝑦𝑖𝑗 คืือ ค่่าสัังเกตของพฤติิกรรมที่่�ศึึกษา ได้แ้ก่่ การ

เข้า้หาลููกโคหลังัคลอด การเลีียกระตุ้้� นลููกโคทำำ�ความสะอาด 

ลููกโค แม่่โคเข้า้หาลููกโค 72 ชั่่�วโมง การลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโค 

ครั้้� งแรก ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก จำำ�นวนครั้้� ง

การกิินนมลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง ระยะเวลาในการกิินนม

ของลููกโคแต่่ละครั้้� ง ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� ง 

น้ำำ� �หนักัลููกโคแรกคลอด และน้ำำ��หนักัลููกโคที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 

72 ชั่่�วโมง

µ	 =	ค่ าเฉลี่่�ยพฤติิกรรม

τ𝑖	  
=	อิิ ทธิิพลของกลุ่่�มอารมณ์์สงบและอารมณ์์รุุนแรง

ε𝑖𝑗	 =	อิิ ทธิิพลอ่ื่�น ๆ ที่่�ไม่่ได้พ้ิิจารณาในโมเดลทางสถิิติิมีการ 

		  กระจายแบบ NID ~ (0,σ2e)

ผลการวิจิัยั

การจัดักลุ่่�มอารมณ์์ของโค 20 ตัวัพบว่า่ มีีโคที่่�มีีคะแนน

อารมณ์์อยู่่�ในระดับัต่ำำ�� 1-2 คะแนน จำำ�นวน 8 ตัวั และโคที่่�มีีคะแนน

อารมณ์์อยู่่�ในระดับัสููง 3-5 คะแนน จำำ�นวน 12 ตัวั โคที่่�มีีความเร็็ว

ออกจากซองบังัคับัอยู่่�ในระดับัที่่�ช้้า 0.1-0.25 เมตรต่่อวิินาทีี 

จำำ�นวน 8 ตัวั โคที่่�มีีความเร็็วออกจากซองบังัคับัอยู่่�ในระดับัที่่�เร็็ว 

0.3 เมตรต่่อวิินาทีีข้ึ้�นไป จำำ�นวน 12 ตัวั โดยโคที่่�มีีคะแนนอารมณ์์

อยู่่�ในระดับัต่ำำ�� 1-2 คะแนน จำำ�นวน 8 ตัวั และโคที่่�มีีความเร็็วออก

จากซองบังัคับั อยู่่�ในระดับัที่่�ช้า้ 0.1-0.25 เมตรต่่อวิินาทีี จำำ�นวน  

8 ตัวัคืือโคตัวัเดีียวกันั รวมถึึงโคมีคะแนนอารมณ์์อยู่่�ในระดับัสููง 

3-5 คะแนน จำำ�นวน 12 ตัวัโคที่่�มีีความเร็็วออกจากซองบังัคับัอยู่่�

ในระดับัที่่�เร็็ว 0.3 เมตรต่่อวิินาทีีข้ึ้�นไป จำำ�นวน 12 ตัวั คืือโคตัวั

เดีียวกันั ดังันั้้�นจากการแบ่่งกลุ่่�มพบว่า่ โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีจำำ�นวน

โค 8 ตัวัและโคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรงมีี จำำ�นวน 12 ตัวั แสดงดังั 

ตารางที่่� 4 
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ตารางที่่� 4 ค่่าเฉลี่่�ยและค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของคะแนนซองบังัคับั ความเร็็วออกจากซองบังัคับั และผลการจัดักลุ่่�มโคสงบ

และโคอารมณ์์รุุนแรง

คะแนนซองบัังคับั ความเร็็วออกจากซองบังัคับั (m/s) จำำ�นวนโค (ตัวั)

กลุ่่�มอารมณ์์สงบ 1.96 ± 0.41 0.23 ± 0.06 8

กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง 3.58 ± 0.62 0.50 ± 0.17 12

พฤติิกรรรมแม่่โคและค่่าเฉลี่่�ยโคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและโค 

กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

ผลการศึึกษาพฤติิกรรมแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและกลุ่่�ม

อารมณ์์รุุนแรงพบว่า่ พฤติิกรรมแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบมีีระยะเวลา

ตั้้�งแต่่คลอดจนเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอด (CCC) โดยเฉลี่่�ยช้า้

กว่า่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 5.52 ± 0.21 และ 3.20 ± 0.18 

วิินาทีี ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) และพบว่า่

พฤติิกรรมการเลีียกระตุ้้� นลููกโคทำำ�ความสะอาดลููกโคตั้้�งแต่่เริ่่�ม

จนถึึงลููกโคสามารถลุุกข้ึ้�นยืืนได้ค้รั้้� งแรก (CCL) ของแม่่โคกลุ่่�ม

อารมณ์์สงบมีีค่่าเฉลี่่�ยเวลาในการเลีียกระตุ้้� นนานกว่่าโคกลุ่่�ม

อารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 48.00 ± 0.95 และ 38.53 ± 0.78 นาทีี ตาม

ลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) และพฤติิกรรมแม่่โค

เข้า้หาลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (CAC72)  พบว่า่แม่่โค 

กลุ่่�มอารมณ์์สงบมีีจำำ�นวนครั้้� งในการเข้า้หาลููกโคน้อ้ยกว่า่แม่่โค 

กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 12.26 ± 0.35 และ 19.18 ± 0.30 ครั้้� ง 

ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) แสดงดังัตารางที่่� 5

ค่่าเฉลี่่�ยพฤติิกรรมลููกโคของแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและ 

แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

ค่่าเฉลี่่�ยของพฤติิกรรมลููกโคหลังัคลอดการลุุกข้ึ้�นยืืน

ของลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด (TFS) ในกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบมีี

ค่่าเฉลี่่�ยของเวลาในการลุุกข้ึ้�นยืืนหลังัคลอดช้า้กว่า่ลููกโคในกลุ่่�ม

แม่่โคอารมณ์์รุุนแรงเท่่ากับั 54.42 ± 1.07 และ 47.11 ± 0.94 นาทีี 

ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) ค่่าเฉลี่่�ยระยะเวลา

จากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก (TFSU) ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�

มีีอารมณ์์สงบมีีค่่าเฉลี่่�ยเวลาในการได้ก้ิินนมหลังัคลอดช้า้กว่่า 

ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 197.57 ± 6.48 และ 

121.22 ± 5.71 นาทีี ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) 

ค่่าเฉลี่่�ยการกิินนมลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง (SD72) พบว่่า 

ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีค่่าเฉลี่่�ยจำำ�นวนครั้้� งในการ

กิินนมหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงมากกว่่าลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีี

อารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 20.42 ± 0.38 และ 17.11 ± 0.34 ครั้้� ง ตาม

ลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) ค่่าเฉลี่่�ยระยะเวลาใน

ตารางที่่� 5 ค่่าเฉลี่่�ยและค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของพฤติิกรรมแม่่ของโคที่่�อารมณ์์สงบและแม่่โคที่่�อารมณ์์รุุนแรง

พฤติกิรรม กลุ่่�มอารมณ์์สงบ กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง p-value

 CCC 5.52 ± 0.21 3.20 ± 0.18 < 0.01

CCL 48.00 ± 0.95 38.53 ± 0.78 < 0.01

CAC72 12.26 ± 0.35 19.18 ± 0.30 < 0.01

หมายเหตุุ ระยะเวลาตั้้�งแต่่คลอดจนเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอด (Calving to 1st calf contact, CCC) การเลีียกระตุ้้� นทำำ�ความสะอาดลููกโค (Calving to calf 

licking, CCL) แม่่โคเข้า้หาลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (The cows approach the calves 72 hours, CAC72)
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การกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SD) 

พบว่่าลููกโคในกลุ่่�มโคอารมณ์์สงบมีีค่่าเฉลี่่�ยเวลาในการกิินนม

แต่่ละครั้้� งที่่�นานกว่า่ลููกโคในกลุ่่�มโคอารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 26.00 

± 0.71 และ 17.44 ± 0.63 นาทีี ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ 

(p < 0.01) ค่่าเฉลี่่�ยระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� งใน

ช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SI) พบว่า่ลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบ

มีีระยะห่่างของการกิินนมแต่่ละครั้้� งโดยเฉลี่่�ยเร็็วกว่า่ลููกโคกลุ่่�ม

แม่่โคอารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 173.00 ± 5.30 และ 216.33 ± 4.68 

นาทีี ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01) แสดงดังั 

ตารางที่่� 6 

ตารางที่่� 6 พฤติิกรรมลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�สงบและกลุ่่�มแม่่โคที่่�อารมณ์์รุุนแรง

พฤติกิรรม อารมณ์์สงบ อารมณ์์รุุนแรง p-value

TFS 54.42 ± 1.07 47.11 ± 0.94 < 0.01

TFSU 197.57 ± 6.48 121.22 ± 5.71 < 0.01

SD72 20.42 ± 0.38 17.11 ± 0.34 < 0.01

SD 26.00 ± 0.71 17.44 ± 0.63 < 0.01

SI 173.00 ± 5.30 216.33 ± 4.68 < 0.01

หมายเหตุุ การลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด (Time to 1st stand, TFS) ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก (Time to 1st suckling, TFSU) 

จำำ�นวนครั้้� งการกิินนมลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง (Suckling duration in 72 hours, SD72) ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� ง ในช่่วง 72 ชั่่�วโมง 

หลังัคลอด (Suckling duration, SD) ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (Suckling interval, SI)

ค่่าเฉลี่่�ยน้ำำ��หนัักลููกโคที่่�เพิ่่�มขึ้้�นหลัังคลอด 72 ชั่่�วโมงใน 

กลุ่่�มโคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและโคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

น้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอด (BWT) โดยเฉลี่่�ยของลููกโค 

กลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบมีีน้ำำ��หนักัแรกคลอดโดยเฉลี่่�ยน้อ้ยกว่า่ลููก

โคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรง เท่่ากับั 19.57 ± 0.71 และ 21.00 ± 

0.62 กิิโลกรััม ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ (p < 0.01)  

ค่่าเฉลี่่�ยน้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง (WGC72) ของ

ลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบมีีน้ำำ��หนัักตัวัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด  

72 ชั่่�วโมงมากกว่า่ลููกโคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรงเท่่ากับั 814.28 ± 30.06 

และ 633.33 ± 26.51 กรััมตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิ  

(p < 0.01) แสดงดังัตารางที่่� 7

ตารางที่่� 7 ค่่าเฉลี่่�ยน้ำำ��หนักัลููกโคที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงของโคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและโคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

กลุ่่�มอารมณ์์สงบ กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง p-value

BWT 19.57 ± 0.71 21.00 ± 0.62 < 0.01

WGC72 814.28 ± 30.06 633.33 ± 26.51 < 0.01

หมายเหตุุ น้ำำ� �หนักัลููกโคแรกคลอด (Birth weight of calf, BWT) ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (Suckling interval, 

SI)
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สหสััมพันัธ์์ระหว่่างพฤติิกรรมแม่่โค พฤติิกรรมลููกโค และ 

น้ำำ��หนัักลููกโคที่่�เพิ่่�มขึ้้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง

จากตารางที่่� 8 พบว่า่ ระยะเวลาตั้้�งแต่่คลอดจนเข้า้หาลููก

ครั้้� งแรกหลังัคลอด (CCC) มีีความสัมัพันัธ์์กับัการลุุกข้ึ้�นยืืนของ

ลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด (TFS) ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิิน

นมครั้้� งแรก (TFSU) จำำ�นวนครั้้� งที่่�ลููกโคกิินนมในช่่วง 72 ชั่่�วโมง

หลังัคลอด (SD72) ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� ง

ในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SD) และน้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังั 

คลอด 72 ชั่่�วโมง (WGC72) โดยมีีค่่าสัมัประสิิทธ์ิ์� สหสัมัพันัธ์์ (r) 

เท่่ากับั 0.72, 0.86, 0.83, 0.83, 0.72 ตามลำำ�ดับั มีีความสัมัพันัธ์์เชิิง

แปรผกผันักันัอย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิที่่�ระดับั p < 0.01 และมีี

ความสัมัพันัธ์์กันัในระดับัต่ำำ��กับัระยะห่่างของเวลาในการกิินนม

แต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SI) มีีค่่าสััมประสิิทธ์ิ์�  

สหสัมัพันัธ์์ เท่่ากับั -0.87 กล่่าวคืือ หากระยะเวลาตั้้�งแต่่คลอดจน

เข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอดเร็็วขึ้�นทำำ�ให้ร้ะยะเวลาในการกิินนม

แต่่ละครั้้� งสั้้�นลง พฤติิกรรมการเลีียกระตุ้้� นลููกโคทำำ�ความสะอาด

ลููกโค (CCL) มีีความสัมัพันัธ์์กับัการลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้� งแรก

หลังัคลอด (TFS) ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก 

(TFSU) จำำ�นวนครั้้� งลููกโคกิินนมในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด 

(SD72) ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง  

72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SD) และน้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 

72 ชั่่�วโมง (WGC72) โดยมีีค่่าสััมประสิิทธ์ิ์� สหสััมพันัธ์์ เท่่ากับั 

0.74, 0.67, 0.63, 0.79, 0.69 ตามลำำ�ดับั มีีความสัมัพันัธ์์เชิิงแปร

ผกผันักันัอย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิที่่�ระดับั p < 0.01 และมีีความ

สัมัพันัธ์์กันัในระดับัต่ำำ��กับัระยะห่่างของเวลาการกิินนมแต่่ละครั้้� ง

ในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SI) มีีค่่าสัมัประสิิทธ์ิ์� สหสัมัพันัธ์์ 

เท่่ากับั -0.73 กล่่าวคืือ หากการเลีียกระตุ้้� นลููกโคทำำ�ความสะอาด

ลููกโคหลังัคลอดเกิิดข้ึ้�นเร็็วทำำ�ให้้ระยะห่่างของเวลาการกิินนม

แต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดสั้้�นลงหรืือหากการเลีีย

กระตุ้้� นลููกโคทำำ�ความสะอาดลููกโคหลังัคลอดเกิิดข้ึ้�นช้า้ทำำ�ให้้

ระยะห่่างของเวลาการกิินนมแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังั 

คลอดยาวนานข้ึ้�น พฤติิกรรมแม่่โคเข้า้หาลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมง

หลังัคลอด (CAC72) มีีความสัมัพันัธ์์กับัระยะห่่างของเวลาในการ

กิินนมแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมง (SI) โดยมีีค่่าสััมประสิิทธ์ิ์�  

สหสัมัพันัธ์์ เท่่ากับั 0.84 มีีความสัมัพันัธ์์เชิิงแปรผกผันักันัอย่า่งมีี

นัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิที่่�ระดับั p < 0.01 และมีีความสัมัพันัธ์์ในระดับั

ต่ำำ��กับัการลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด (TFS) ระยะเวลา

จากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก (TFSU) จำำ�นวนครั้้� งลููกโคกิิน

นมในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SD72) ระยะเวลาในการกิินนม

ของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (SD) และ 

น้ำำ��หนัักลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง (WGC72) มีีค่่า

สัมัประสิิทธ์ิ์� สหสัมัพันัธ์์ เท่่ากับั -0.64, -0.89, -0.86, -0.85, -0.59 

ตามลำำ�ดับั อย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิที่่�ระดับั p < 0.01

ตารางที่่� 8 สหสัมัพันัธ์์ระหว่า่งพฤติิกรรมแม่่โค พฤติิกรรมลููกโค และน้ำำ��หนักัลููกโคที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง

พฤติกิรรม TFS TFSU SD72 SD SI BWT WGC72

CCC 0.72* 0.86* 0.83* 0.83* -0.87* -0.39 ns 0.72*

CCL 0.74* 0.67* 0.63* 0.79* -0.73* -0.36 ns 0.69*

CAC72 -0.64* -0.89* -0.86* -0.85* 0.84* 0.40 ns -0.59*

หมายเหตุุ * p < 0.01, ns = non-significant, ระยะเวลาตั้้�งแต่่คลอดจนเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอด (Calving to 1st calf contact, CCC) การเลีียกระตุ้้� นทำำ�ความ

สะอาดลููกโค (Calving to calf licking, CCL) แม่่โคเข้า้หาลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (The cows approach the calves 72 hours, CAC72) การลุุกข้ึ้�นยืืน

ของลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด (Time to 1st stand, TFS) ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก (Time to 1st suckling, TFSU) จำำ�นวนครั้้� งการกิินนมลููก

โคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง (Suckling duration in 72 hours, SD72) ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� ง ในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (Suckling duration, 

SD) ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (Suckling interval, SI) น้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอด (Birth weight of calf, BWT) 

ระยะห่่างของเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด (Suckling interval, SI)
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อภิปิรายผลการวิจิัยั

พฤติิกรรรมแม่่โคและค่่าเฉลี่่�ยโคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและโค 

กลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

ผลการศึึกษาพฤติิกรรมแม่่โคพบว่่า แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์

สงบมีีระยะเวลาตั้้�งแต่่คลอดจนเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอดช้า้กว่า่

โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง ปััจจัยัที่่�มีีผลต่่อการเข้า้หาลููกหลังัคลอด เช่่น 

ความเหน่ื่�อยล้า้จากการคลอดในกรณีีที่่�ลููกโคมีขนาดตัวัที่่�ใหญ่่ 

ส่่งผลต่่อการคลอดที่่�อาจใช้ร้ะยะเวลานานจนทำำ�ให้แ้ม่่โคเข้า้หา

ลููกโคช้า้หลังัคลอด (Perez et al., 2014) แต่่จากผลการศึึกษาไม่่พบ

การคลอดยากในแม่่โคทั้้�งสองกลุ่่�ม แต่่จะเป็็นพฤติิกรรมผุุดลุุก 

ผุดุนอนในแม่่โค กลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบจะมีีพฤติิกรรมผุดุลุุก

ผุดุนอนบ่่อยกว่่าแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรงซึ่่� งอาจจะเป็็นสาเหตุุที่่�

ทำ ำ�ให้ร้ะยะเวลาในการคลอดล่่าช้า้และใช้เ้วลาในการคลอดนาน

จนอาจทำำ�ให้้แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบมีีความเหน่ื่�อยล้้าจาก

พฤติิกรรมดังักล่่าว เม่ื่�อลููกโคคลอดออกมาจึึงทำำ�ให้้แม่่โคที่่�มีี

อารมณ์์สงบนอนพักัก่่อนและไม่่ลุุกข้ึ้�นเพ่ื่�อเข้า้หาลููกโคทันัทีี

เหมืือนกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรง ซึ่่� งพฤติิกรรมการเข้า้หาลููกหลังั 

คลอดมีีผลต่่อพฤติิกรรมเลีียกระตุ้้� นของแม่่โค จากผลการศึึกษา

พบว่่าแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีระยะเวลาในการเลีียกระตุ้้� นลููกโค

ตั้้�งแต่่หลังัคลอดจนลููกโคยืืนได้น้านกว่า่แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง 

ซึ่่�งพฤติิกรรมดังักล่่าวเป็็นการสร้้างปฏิิสัมัพันัธ์์ระหว่า่งแม่่และลููก 

การเลีียของแม่่โคเป็็นการช่่วยกระตุ้้� นลููกโคให้ห้ายใจและลดการ

สููญเสีียความร้้อนของลููกโค (Orihuela et al., 2021) พฤติิกรรม 

ดังักล่่าวขึ้�นอยู่่�กับัความถี่่�ของการเข้า้หาของแม่่โคซึ่่�งแม่่โคที่่�เข้า้หา

ลููกโคบ่อยสามารถกระตุ้้� นให้ลูู้กโคลุกข้ึ้�นเพื่่�อกิินนมได้เ้ร็็วมากข้ึ้�น 

(Nevard et al., 2023) จากตารางที่่� 5 แสดงผลแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์

สงบมีีจำำ�นวนครั้้� งที่่�เข้า้หาลููกโคในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดน้อ้ย

กว่า่แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง พฤติิกรรมเข้า้หาลููกโคเกิิดข้ึ้�นบ่่อยใน

ช่่วง 1 ชั่่�วโมงแรกหลังัคลอด แม่่โคที่่�เข้า้หาลููกโคบ่อยจะช่่วย

กระตุ้้� นลููกโคจากการเลีียและการสัมัผัสัจากแม่่โคที่่�จะช่่วยกระตุ้้� น

ให้ลูู้กโคยืืนข้ึ้�นหลังัคลอดได้เ้ร็็วขึ้�น (Meagher et al., 2019) การ

ยืืนของลููกโคหลังัคลอดได้เ้ร็็วจะทำำ�ให้้ลููกโคสามารถหาเต้า้นม

และได้รั้ับนมน้ำำ��เหลืืองหลังัคลอดที่่�ทำ ำ�ให้ลูู้กโคมีอัตัราการรอดสููง

ข้ึ้�นจากการได้รั้ับภููมิิคุ้้� มกันัจากนมน้ำำ��เหลืือง (Kour 2018)

	

ค่่าเฉลี่่�ยพฤติิกรรมลููกโคของแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบและ 

แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง 

จากผลการศึึกษาพฤติิกรรมลููกโคพบว่า่ ลููกโคในกลุ่่�ม

แม่่โคอารมณ์์สงบมีีระยะเวลาในการลุุกข้ึ้�นยืืนครั้้� งแรกหลังัคลอด

ช้า้กว่า่ลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรงซึ่่� งจากตารางที่่� 5 แสดงให้้

เห็็นว่า่แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรงมีีพฤติิกรรมการเลีียกระตุ้้� นลููกโค

ตั้้�งแต่่เริ่่�มจนถึึงลููกโคลุกข้ึ้�นได้ค้รั้้� งแรกเร็็วกว่า่แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์

สงบ รวมถึึงพฤติิกรรมการเข้า้หาลููกโคของแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์

รุุนแรงมีีจำำ�นวนครั้้� งมากกว่่าแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบ ซึ่่� งทั้้�งสอง

พฤติิกรรมที่่�แม่่โคแสดงต่่อลููกโคมีผลต่่อการลุุกข้ึ้�นยืืนและได้ก้ิิน

นมหลังัคลอดของลููกโคหลังัคลอด (Sims et al., 2023) ซึ่่� ง

พฤติิกรรมการลุุกข้ึ้�นหลังัคลอดของลููกโคจะมีีผลต่่อระยะเวลาจาก

ลููกโคคลอดจนกิินนมครั้้� งแรก (Orihuela et al., 2021) จากผลการ

ศึึกษาพบว่่าลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบมีีระยะเวลาจากลููกโค

คลอดจนกิินนมครั้้� งแรกช้า้กว่่าลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรง  

ลููกโคที่่�ลุุกข้ึ้�นได้เ้ร็็วหลังัคลอดสามารถกิินนมได้เ้ร็็วกว่า่ลููกโคที่่�

ลุุกข้ึ้�นช้า้มีีผลต่่อการได้รั้ับนมน้ำำ��เหลืืองมีีผลต่่อภููมิิคุ้้� มกันัลููกโค

หลังัคลอด (Turner et al., 2014) แต่่ลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบ

มีีระยะเวลาในการกิินนมที่่�นานกว่่าลููกโคกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์

รุุนแรง รวมถึึงระยะห่่างในการกิินนมแต่่ละครั้้� งของลููกโคกลุ่่�มแม่่

โคอารมณ์์สงบสั้้�นกว่า่ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรง ซึ่่�งระยะ

ห่่างในการกิินนมแต่่ละครั้้� งจะมีีผลต่่อจำำ�นวนครั้้� งในการกิินนม

ของลููกโคหลังัคลอด (Wenker et al., 2020) ลููกโคกลุ่่�มแม่่โค

อารมณ์์สงบมีีจำำ�นวนครั้้� งในการกิินนมหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง

มากกว่า่ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง จำำ�นวนครั้้� งในการ

กิินนม ระยะเวลาในการกิินนมแต่่ละครั้้� ง และระยะห่่างในการกิิน

นมมีีผลต่่อการเพิ่่�มข้ึ้�นของน้ำำ��หนักัลููกโคหลังัคลอดซึ่่� งเกี่่�ยวข้อ้ง

กับัพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของแม่่โคหลังัคลอด สอดคล้อ้งกับัการ

ศึึกษาของ Griffith and Williams (1996) ที่่�พบว่า่ลููกโคที่่�มีีระยะ

เวลาในการกิินนมที่่�นานจะมีีค่่าน้ำำ��หนัักที่่� เพิ่่�มข้ึ้� นหลัังคลอด

มากกว่่าลููกโคที่่� มีีระยะเวลาในการกิินนมที่่�สั้้� นและอาจจะ

เกี่่�ยวข้อ้งกับัลักัษณะท่่ายืืนให้ลูู้กโคกิินนมที่่�มีีผลต่่อระยะเวลาใน

การกิินนมแต่่ละครั้้� ง (Fordyce et al., 2022) ลููกโคที่่�กิินนมใน
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ลักัษณะท่่ายืืนขนาบข้า้งลำำ�ตัวัแม่่โคมีระยะเวลาในการกิินนมที่่�

นานกว่่าลููกโคที่่�กิินนมผ่่านตรงกลางขาหลังัแม่่โค นอกจากนี้้�  

Enriquez et al. (2011) รายงานว่า่พฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของแม่่โค

มีีผลต่่อระยะเวลาในการกิินนมที่่�มีีผลต่่อน้ำำ��หนักัลููกโคที่่�จะเพิ่่�ม

ข้ึ้�นหลังัคลอดด้้วย ซึ่่� งอาจเกี่่�ยวข้อ้งกัับการเปลี่่�ยนแปลงของ

ฮอร์์โมนในระหว่า่งการคลอด มีีความสำำ�คัญัต่่อพฤติิกรรมการเป็็น

แม่่ การเลี้้� ยงลููก การปล่่อยน้ำำ��นม รวมถึึงการสร้้างปฏิิสััมพันัธ์์

ระหว่่างแม่่โคและลููกโคหลังัคลอด (Aitken 2011) ฮอร์์โมนที่่�

แสดงให้้เห็็นว่่ามีีความสำำ�คัญัอย่า่งยิ่่�งต่่อพฤติิกรรมการเลี้้� ยงลููก

หลังัคลอด เช่่น ออกซิิโทซิิน ซึ่่� งเป็็นฮอร์์โมนที่่�หลั่่�งจากต่่อมใต้้

สมองส่่วนหลัังของสมองมีีผลต่่อการหลั่่�งน้ำำ��นม รวมถึึง 

ออกซีีโตซิินช่่วยเพิ่่�มการมีีปฏิิสััมพันัธ์์ระหว่่างแม่่และลููกหลังั 

คลอด (Fleming and Kraemer 2019)  เช่่น การแสดงพฤติิกรรม

การเป็็นแม่่การเลี้้�ยงลููกและการปล่่อยน้ำำ��นมที่่�มีีผลต่่อการเพิ่่�มน้ำำ��

หนักัของลููกโคหลังัคลอด ซึ่่� งในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบถึึงแม้้

จะมีีจำำ�นวนครั้้� งของการเข้า้หาลููกหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงน้อ้ยกว่า่

กลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรงแต่่มีีช่่วงระยะเวลาในการให้น้มลููก

โคแต่่ละครั้้� งนานกว่า่แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง ซึ่่�งส่่งผลให้น้้ำำ� �หนักั

ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบเพิ่่�มข้ึ้�นมากกว่า่ในกลุ่่�มแม่่โค

ที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง

ค่่าเฉลี่่�ยน้ำำ��หนัักลููกโคที่่�เพิ่่�มขึ้้�น 72 ชั่่�วโมงหลัังคลอดในโค 

กลุ่่�มอารมณ์์สงบและโคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรง

จากผลการศึึกษาน้ำำ��หนักัลููกโคแรกคลอดกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีี

อารมณ์์สงบมีีน้ำำ��หนักัตัวัแรกคลอดน้อ้ยกว่า่ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�

มีีอารมณ์์รุุนแรง Perez et al. (2014) กล่่าวว่า่ สภาวะอารมณ์์ที่่�แตก

ต่่างกันัของแม่่โคไม่่มีีผลต่่อน้ำำ��หนัักแรกคลอดของลููกโค แต่่ 

สายพันัธุ์์�มีผลต่่อขนาดตัวัของลููกโคและมีีผลต่่อน้ำำ��หนักัแรกคลอด 

(Hoppe et al., 2010) ซึ่่� งจากการศึึกษาพบว่า่ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�

มีีอารมณ์์สงบมีีอัตัราการเพิ่่�มของน้ำำ��หนักัโดยเฉลี่่�ย 72 ชั่่�วโมง

หลัังคลอดมากกว่่าลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่� มีีอารมณ์์รุุนแรง 

สอดคล้้องกัับลัักษณะพฤติิกรรมของลููกโคในตารางที่่�  5 ที่่�

เกี่่�ยวข้อ้งกับัพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกที่่�แสดงให้เ้ห็็นว่า่จำำ�นวนครั้้� ง

ในการกิินนม ระยะเวลาในการกิินนม และระยะห่่างของการกิิน

นมมีีผลทำำ�ให้น้้ำำ� �หนักัตัวัลูกโคเพิ่่�มข้ึ้�นแตกต่่างกันั โดยจำำ�นวนครั้้� ง

ในการกิินนม ระยะเวลาในการกิินนม รวมถึึงระยะห่่างในการ 

กิินนมของลููกโคเป็็นผลมาจากพฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกของแม่่โค

ดังัผลในตารางที่่� 5 แม่่โคในกลุ่่�มอารมณ์์สงบถึึงแม้จ้ะมีีจำำ�นวน

ครั้้� งในการเข้า้ลููกโคที่่�น้อ้ยครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดแต่่มีี

ระยะเวลาในการเข้า้หาแต่่ละครั้้� งที่่�ประเมิินได้จ้ากระยะเวลา 

ในการกิินนมลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีระยะเวลา 

ในการกิินนมแต่่ละครั้้� งนานกว่า่ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์รุุนแรง 

ซึ่่� งอาจจะเป็็นผลทำำ�ให้้น้ำำ� �หนักัลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคอารมณ์์สงบ

เพิ่่�มข้ึ้�นมากกว่า่ใน 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด Homerosky et al. (2017) 

กล่่าวว่า่พฤติิกรรมเลี้้�ยงลููกของแม่่โคหลังัคลอดมีีผลต่่ออัตัราการ

เพิ่่�มของน้ำำ��หนักัลููกโคที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น สอดคล้อ้งกับัผลการทดลองของ 

Johnsen et al. (2015) ที่่�พบว่า่น้ำำ��หนักัลููกโคหลังัคลอดที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น

เป็็นผลมาจากพฤติิกรรมเลี้้�ยงลููกส่่วนหนึ่่� ง อีีกปััจจัยัคืือการผลิิต

น้ำำ��นมของแม่่โค แม่่โคที่่�ให้้นมสููงปริิมาณน้ำำ��นมที่่�เพีียงพอต่่อ

ความต้อ้งการของลููกโคมีผลต่่อการเพิ่่�มของน้ำำ��หนัักที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น

หลังัคลอด (Duve et al., 2012) และสอดคล้อ้งกับัผลการศึึกษาของ 

Rios et al. (2024) ที่่�รายงานว่า่แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรงมีีพฤติิกรรม

ความเป็็นแม่่น้อ้ยกว่า่แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบซึ่่�งมีีผลต่่อการเพิ่่�มข้ึ้�น

ของน้ำำ��หนักัลููกโคหลังัคลอด 

สหสััมพันัธ์์ระหว่่างพฤติิกรรมแม่่โค พฤติิกรรมลููกโค และ 

น้ำำ��หนัักลููกโคที่่�เพิ่่�มขึ้้�น 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด

สหสัมัพันัธ์์ของระยะเวลาเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอด

และการเลีียกระตุ้้� นลููกโคของแม่่โคมีความสัมัพันัธ์์แปรผกผันักับั

การลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด ระยะเวลาจากลููกโค

คลอดจนกิินนมครั้้� งแรก จำำ�นวนครั้้� งลููกโคกิินนมในช่่วง  

72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� ง

ในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด และน้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 

72 ชั่่�วโมง ซึ่่�งพฤติิกรรมการเข้า้หาลููกโคและการเลีียกระตุ้้� นลููกโค

หลังัคลอดมีีผลต่่อการสร้้างปฏิิสัมัพันัธ์์ระหว่า่งแม่่โคและลููกโค

หลังัคลอด นอกเหนืือจากการสร้้างปฏิิสััมพันัธ์์ยังัมีีผลต่่อการ 

ลุุกข้ึ้�นยืืนของลููกโคหลังัคลอด ซึ่่� งแม่่โคที่่�สามารถเลีียกระตุ้้� นให้้

ลููกโคลุกข้ึ้�นได้เ้ร็็วจะเพิ่่�มโอกาสให้ลูู้กโคได้รั้ับนมน้ำำ��เหลืืองหลังั 

คลอดเร็็วเช่่นกันั รวมถึึงพฤติิกรรมระยะเวลาเข้า้หาลููกครั้้� งแรก

หลังัคลอดและการเลีียกระตุ้้� นลููกโคของแม่่โคยังัมีีความสัมัพันัธ์์
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กับัจำำ�นวนครั้้� งลููกโคกิินนมในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด และระยะ

เวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังั 

คลอด แต่่การแสดงพฤติิกรรมต่่อลููกโคดังักล่่าวขึ้�นอยู่่�กับัสภาวะ

อารมณ์์ที่่�แตกต่่างกัันซึ่่� งมีีผลต่่อระยะเวลาในการกิินนมและ

จำำ�นวนครั้้� งในการกิินนมของลููกโค ซึ่่� งจำำ�นวนครั้้� งในการกิินและ

ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งจะมีีผลต่่อการเพิ่่�ม 

น้ำำ��หนักัตัวัของลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง และพฤติิกรรมระยะ

เวลาเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอดและการเลีียกระตุ้้� นลููกโคของ 

แม่่โคมีความสัมัพันัธ์์ในระดับัต่ำำ��ในทิิศทางตรงกันัข้า้ม กล่่าวคืือ 

หากแม่่โคมีฤติิกรรมระยะเวลาเข้า้หาลููกครั้้� งแรกหลังัคลอดช้า้แต่่

อาจจะมีีระยะห่่างระหว่า่งการกิินนมแต่่ละครั้้� งสั้้�น ซึ่่� งสอดคล้อ้ง

กับัผลในตารางที่่� 6 ซึ่่� งพบว่า่แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบมีีระยะเวลา

เข้า้หาลููกโคหลังัคลอดช้า้กว่่าแม่่โคในกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรงแต่่มีี

ระยะห่่างของการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งสั้้�นกว่า่ลููกโคในกลุ่่�ม

แม่่โคอารมณ์์รุุนแรง 

สหสััมพัันธ์์พฤติิกรรมแม่่โคเข้้าหาลููกโคในช่่วง  

72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดมีีความสัมัพันัธ์์แปรผกผันักับัระยะห่่างของ

เวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังั 

คลอด จากค่่าสหสัมัพันัธ์์ดังักล่่าวแม่่โคที่่�มีีจำ ำ�นวนครั้้� งการเข้า้หา

ลููกโคหลังัคลอดมากจะทำำ�ให้้ลููกโคมีโอกาสที่่�จะได้รั้ับน้ำำ��นม

หลังัคลอดเพิ่่�มข้ึ้�นที่่�จะเกี่่�ยวข้อ้งกับัระยะห่่างในการกิินนมแต่่ละ

ครั้้� งสอดคล้อ้งกับัผลในตารางที่่� 5 และ ตารางที่่� 6 แสดงให้เ้ห็็นว่า่

แม่่โคในกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรงมีีจำำ�นวนครั้้� งในการเข้า้หาลููกโค

มากกว่า่กลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบและมีีระยะห่่างระหว่า่งการกิิน

นมแต่่ละครั้้� งมากกว่า่เช่่นกันั ซึ่่� งระยะห่่างของการกิินนมของลููก

โคที่่�มีีช่่วงเวลานานอาจทำำ�ให้้ลููกโคได้รั้ับน้ำำ��นมไม่่เพีียงพอต่่อ

ความต้อ้งการ ซึ่่� งการเข้า้หาของแม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรงที่่�บ่่อย

ไม่่ได้เ้ป็็นการให้น้มลููกโคแต่่เกี่่�ยวข้อ้งกับัการตอบสนองต่่อสิ่่�งเร้้า

และความต้อ้งการจะปกป้้องลููกโคจากอันัตราย (Rogers 2023)

สหสััมพัันธ์์พฤติิกรรมแม่่โคเข้้าหาลููกโคในช่่วง  

72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดมีีความสัมัพันัธ์์ในระดับัต่ำำ��กับัการลุุกข้ึ้�นยืืน

ของลููกโคครั้้� งแรกหลังัคลอด ระยะเวลาจากลููกโคคลอดจนกิินนม

ครั้้� งแรก จำำ�นวนครั้้� งลููกโคกิินนมในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด 

ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมง

หลังัคลอด และน้ำำ��หนักัลููกโคเพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมง จาก 

ค่่าสหสัมัพันัธ์์สอดคล้อ้งกับัผลการศึึกษาใน ตารางที่่� 5 และ ตาราง

ที่่� 6 แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์สงบมีีจำำ�นวนครั้้� งการเข้า้หาลููกโคน้อ้ยกว่า่

แม่่โคกลุ่่�มอารมณ์์รุุนแรงแต่่มีีจำำ�นวนครั้้� งลููกโคกิินนมในช่่วง  

72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดและระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละ

ครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอดของลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีี

อารมณ์์สงบมากกว่่าลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง ซึ่่� ง 

ส่่งผลต่่อการเพิ่่�มของน้ำำ��หนักัของลููกโคหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงซึ่่� ง

จากผลการศึึกษาพบว่า่ลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีการ

เพิ่่�มของน้ำำ��หนัักตัวัหลังัคลอดมากกว่่าลููกโคในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีี

อารมณ์์รุุนแรง ซึ่่� งจากตารางที่่� 6 ค่่าตารางสหสััมพันัธ์์ระหว่่าง

พฤติิกรรมแม่่โคและลููกโค การเข้า้หาลููกโคหลังัคลอดจำำ�นวนครั้้� ง

ที่่�น้อ้ยทำำ�ให้จ้ำ ำ�นวนครั้้� งลููกโคกิินนมในช่่วง 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด 

ระยะเวลาในการกิินนมของลููกโคแต่่ละครั้้� งในช่่วง 72 ชั่่�วโมง

หลังัคลอดมากข้ึ้�น เกี่่�ยวข้อ้งกับัลักัษณะของอารมณ์์ของแม่่โคที่่�มีี

ผลต่่อการแสดงออกของพฤติิกรรมดังักล่่าวโดยตรง

สรุุป

จากผลการศึึกษาความสัมัพันัธ์์ระหว่า่งระดับัอารมณ์์กับั

พฤติิกรรมการเลี้้�ยงลููกต่่อน้ำำ��หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�น 72 ชั่่�วโมงหลังัคลอด

ในลููกโคเนื้้� อกำำ�แพงแสน พบว่่า กลุ่่�มแม่่โคที่่� มีีอารมณ์์สงบ 

มีีประสิิทธิิภาพในการเลี้้�ยงลููกหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงมากกว่า่กลุ่่�ม

แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรง เน่ื่�องจากแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบมีีลักัษณะ

การแสดงออกของพฤติิกรรมในลักัษณะเช่ื่�องและไม่่ตอบสนอง

ต่่อสิ่่�งเร้้าในลักัษณะที่่�รุุนแรงจนทำำ�ให้ร้บกวนพฤติิกรรมการเลี้้�ยง

ลููก ในส่่วนของกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรงถึึงแม้จ้ะมีีลักัษณะ

พฤติิกรรมการเป็็นแม่่ที่่�ดีีแต่่ด้ว้ยความที่่�แม่่โคมีการตอบสนองต่่อ

สิ่่�งเร้้าเล็ก็น้อ้ยตลอดเวลาซึ่่� งเป็็นการแสดงพฤติิกรรมการปกป้้อง

ลููกตามธรรมชาติิ การแสดงพฤติิกรรมดังักล่่าวจะทำำ�ให้ร้บกวน

พฤติิกรรมการเลี้้� ยงลููกแม้ก้ระทั่่�งในช่่วงที่่�ลููกโคกิินนมซึ่่� งอาจ

ทำำ�ให้ลูู้กโคได้รั้ับน้ำำ��นมไม่่เพีียงพอต่่อความต้อ้งการในช่่วงเวลา

นั้้�น เป็็นผลให้น้้ำำ� �หนักัที่่�เพิ่่�มข้ึ้�นหลังัคลอด 72 ชั่่�วโมงของลููกโค

ในกลุ่่�มแม่่โคที่่�มีีอารมณ์์รุุนแรงเพิ่่�มข้ึ้�นน้้อยกว่่าลููกโคในกลุ่่�ม 

แม่่โคที่่�มีีอารมณ์์สงบ
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Abstract

This study provides a comprehensive comparative analysis of seven underutilized Nigerian medicinal leaves that 

can be explored as preservatives in health-oriented meat products. Medicinal leaves are mostly cherished for their antioxidant 

and antimicrobial properties in the medical sector; these properties potentially establish medicinal leaves as promising natural 

preservatives against microbial spoilage and lipid oxidation in meat products. Therefore, this study evaluated the phytochemical, 

proximate, and vitamin composition of seven Nigerian medicinal leaves harvested in Ejigbo, Osun State, namely: stonebreaker 

(SBL), guava (GL), scent (SL), moringa (ML), lemongrass (LG), hospital-too-far (HL), and miracle leaves (MIL). The leaves 

were washed with clean water, shade-dried at room temperature (24 oC) for 7 days, and ground into a powdery form for 

analysis. Phytochemical results show that flavonoids were high in SL (72.46 mg), MIL (72.64 mg), and ML (75.03 mg) with 

no significant (p > 0.05) difference. SL (98.55 mg) and MIL (98.78 mg) exhibited the highest phenols with no significant 

difference. The highest saponin was observed in ML (36.13 mg) and MIL (37.55 mg). Results for proximate analysis show 

that MIL (22.68%), SL (31.13%), and HL (21.78%) had the highest crude protein with no significant (p > 0.05) difference. 

The highest fat was found in MIL (5.61 mg), while HL had the least content of moisture (4.35%). Vitamin E was highest in 

SL (52.96 mg) and ML (56.45 mg) with no significant (p > 0.05) difference. The highest concentration of vitamin A was found 

in MIL (22.76 mg), GL exhibited highest vitamin B
1
 (1.47 mg), while SBL was significantly (p < 0.05) higher in vitamin D 

(35.08 mg). Phytochemical, proximate, and vitamin contents varied among medicinal leaves. Among the seven leaves, scent, 

moringa, and miracle consistently showed the highest concentrations of key phytochemicals, proximate, and vitamin contents. 

Keywords: Medicinal leaves, Phytochemicals, Proximate, Vitamins
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Introduction

Meat products warrant the use of preservatives to 

minimize early spoilage caused by lipid oxidation and microbial 

growth. Over the years, synthetic preservatives have often been 

employed for these protective roles in the meat industry, however, 

their residual, toxicological, and carcinogenic effects are of great 

concern to the health of consumers (Hussain et al., 2019). This 

has suggested a shift to the use of medicinal leaves, as natural or 

plant-based preservatives owing to their phytochemical properties. 

Miranda (2021) defined medicinal leaves as leaves that are directly 

used as a part of the preparation for medicine to treat a certain 

condition, and in food as an antibacterial and antioxidant agents. 

Most of these medicinal plants are outstanding sources of chemical 

nutrients (such as protein, fat, and carbohydrate), mineral contents 

(calcium, potassium, iron, and phosphorus), and vitamins (A, B, 

C, D, and E), which are extremely beneficial to human body 

(Contini et al., 2014). In addition, medicinal leaves consist of 

arrays of bioactive compounds known as phytochemicals such 

as phenols, alkaloids, flavonoids, tannins, and saponins, which 

possess antioxidant, antimicrobial, anticancer, and antimutagenic 

properties (Aminzare et al., 2019; Falowo et al., 2014). 

Interestingly, medicinal leaves have been explored in the treatment 

of diverse disease conditions by many traditional medical 

specialists in Nigeria (Aborisade et al., 2017), and in the 

pharmaceutical industry as part of the preparation of some medical 

pills due to their phytochemicals (Wu et al., 2011).

Moringa (Moringa oleifera), a member of the 

Moringaceae family, has been traditionally used to cure wounds, 

pain, ulcers, liver disease, heart disease, cancer, and inflammation 

(Gopinath et al., 2017). Scent leaves (Ocimum gratissimum), a 

member of Lamiaceae family, have been used to treat a variety 

of conditions such as aches, fever, asthma, inflammation, anemia, 

diarrhea, fungal, and bacterial infections ( Shedoeva et al., 

2019). Bryophyllum pinnatum (miracle leaf), which belongs to 

the Crassulaceae family, has been used to treat ear infections, 

ulcer, cancer, cough, dysentery, blennorrhoea, syphilis, jaundice, 

candidiasis, dysmenorrhoea, external ulcers, burns, and 

convulsions (Akinpelu 2000). Hospital-too-far leaf (Jatropha 

tanjorensis) belongs to the family Euphorbiaceae, and it is known 

to show hematological, anti-malarial, antimicrobial, 

hypoglycemic, hypolipidemic, and antihypertensive activities 

(Ijoma et al., 2023). Lemongrass leaf (Cymbopogon citratus), 

belongs to the Poaceae family (Kiani et al., 2022) and the 

“citratus” indicates that it is a rich source of citric and ascorbic 

acids (Shah et al., 2011); it is often used in weight management 

and to lower cholesterol. Stonebreaker leaf (Phyllanthus niruri), 

a member of Euphorbiaceae, helps inhibit the formation of kidney 

stones (Jiraungkoorskul 2022). It is also used in the treatment of 

liver and kidney diseases, fever, jaundice, prostate issues, 

menstrual and uterus problems (Origbemisoye et al., 2025). Guava 

leaf (Psidium guajava) which belongs to the Myrtaceae family, 

is utilized in treating diarrhea, diabetes, stomach aches, 

gastrointestinal, and respiratory issues (Sahal et al., 2025).

The contribution of these medicinal leaves to the health 

status of humans cannot be over emphasized (Aborisade et al., 

2017). While the individual properties of some of these leaves 

are known, a direct comparative study of their properties as 

potential meat preservatives is lacking. Therefore, this research 

evaluated the phytochemical, proximate, and vitamin compositions 

of selected Nigerian medicinal leaves that can be used as natural 

preservatives.

Materials and methods

Study Site

This study was carried out at the Faculty Scientific 

Laboratory, Faculty of Agricultural Production and Management, 

Department of Animal Science, Osun State University, Nigeria. 

The experiment was conducted during the rainy season (March 

– June, 2025) to ensure that fresh leaves were harvested.
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Sample collection (Medicinal leaves)

100 g of each medicinal leaf: Moringa oleifera (moringa 

leaves – ML), Bryophyllum pinnatum (miracle leaves – MIL), 

Phyllanthus niruri (stonebreaker leaves – SBL), Cymbopogon 

citratus (lemongrass – LG), Jatropha tanjorensis (hospital-too-

far leaves – HL), Ocimum gratissimum (scent leaves – SL), and 

Psidium guajava (guava leaves – GL) were sourced from in and 

around Ejigbo, Osun State, Nigeria, and the samples were 

collected on the 17th of March, 2025.

Identification of leaves

Selected leaves were botanically identified and 

authenticated using www.theplantlist.org and www.

worldfloraonline.org. Furthermore, the final verification of the 

selected leaves was done at the Department of Botany, Faculty 

of Science, Obafemi Awolowo University. The verified leaves 

were assigned identification numbers as follows: B. pinnatum: 

IFE – 18424, C. citrate: IFE – 18425, J. tanjorensis: IFE – 18426, 

M. oleifera: IFE - 18427, O. gratissimum: IFE – 18428, P. niruri: 

IFE – 18429, and P. guajava: IFE – 18430. The leaves were then 

deposited at IFE Herbarium, Department of Botany, Obafemi 

Awolowo University, Osun State, Nigeria.

Sample preparation

The sourced medicinal leaves were thoroughly washed 

with clean water, shade-dried on a tarpaulin for 7 days at room 

temperature (24 oC), with the humidity of the room at 45%, and 

the medicinal leaves were turned on alternate days to prevent 

fungal growth. After drying, each leaf was blended with the aid 

of an electric blender (8000-watt Kenwood multifunction 

commercial grinder blender, made in Germany). The leaves were 

kept in clean, dry, air-tight containers, and labelled accordingly. 

Thereafter, they were stored at room temperature prior to analysis 

(Adeyemi et al., 2013).

Phytochemical analysis

40 g of each powdered treatment was packaged into an 

air-tight container to determine the saponins, tannins, flavonoids, 

alkaloids, and polyphenols content on a dry weight basis, and 

this was done in triplicates (n = 3). 

Determination of polyphenols 

This was determined according to the modification of 

Ayoola et al. (2008). Powdered sample (0.5 g) was dissolved in 

methanol (1 mg/ml). An aliquot of 0.5 g of each plant sample (1 

mg/ml) was mixed with 5 ml of Folin-Ciocalteu reagent, which 

was previously diluted with distilled water (1:10 v/v). The mixture 

was slightly shaken and allowed to stand at 22 °C for 5 min. 

Then, 4 ml (75 g/l) of sodium carbonate (Na
2
CO

3
) was added, 

and tubes containing the mixtures were allowed to stand for 30 

minutes at 40 °C to develop a colour. Absorbance was then read 

at 765 nm using a UV spectrophotometer (Shimadzu, Japan). 

Results were expressed as Gallic acid equivalent in mg of dried 

sample (10-100 mg/ml). All samples were analyzed in triplicate. 

Determination of total flavonoids

The total flavonoid contents were determined using the 

Aluminum chloride colorimetric method (Ordonez et al., 2006). 

A volume of 0.5 ml of 2% aluminum trichloride ethanol solution 

was added to 0.5 g of sample solution. After one hour at room 

temperature, the absorbance was measured at 420 nm using a 

UV spectrophotometer (Shimadzu, Japan). The appearance of a 

yellow colour indicated the presence of flavonoids. Total 

flavonoid content was calculated as quercetin equivalent (mg). 

Determination of total alkaloids 

This was done according to the standard method 

described by Hassan et al. (2020). 200 ml of 10% acetic acid in 

ethanol was added to 5 g of each plant sample. The mixtures 

were covered and allowed to stand for 4 hours. The solutions 
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were decanted and filtered, and the extracts were further 

concentrated in a water bath until one-quarter of the original 

volume was obtained. Concentrated ammonium hydroxide was 

added dropwise to the concentrated mixture until the precipitation 

was complete. The precipitate was collected and washed with 

dilute ammonium hydroxide and then filtered. The residue was 

dried in an oven at 50 oC, until a constant weight is achieved. 

Thereafter, the residue was weighed (mg). 

Determination of total tannins

50 ml of distilled water was added to 0.5 g of the 

powdered sample and shaken for 1 hour in a mechanical shaker. 

The obtained solution was filtered into a 50 ml volumetric flask 

and made up to the mark. Five mililiters of the filtrate was pipetted 

into a test tube and mixed with 2 ml of 0.1 M ferric chloride in 

0.1 N hydrochloric acid and 0.008 M potassium ferrocyanide. 

The absorbance was measured at 220 nm within 10 min following 

the procedures and modifications of Ayoola et al. (2008).

Determination of total saponins

A total of 100 cm3 of 20% aqueous ethanol was added 

to 20 g of each plant sample. The samples were heated at 55 °C 

for 4 hours with continuous stirring. The mixture was filtered 

and the residue re-extracted with 200 ml %20 ethanol. The 

combined extracts were reduced to 40 ml over a water bath at 

about 90 °C. 20 ml of diethyl ether was added to the concentrates 

and shaken vigorously. The aqueous layer recovered was further 

purified by adding 60 ml of n-butanol. The combined n-butanol 

extracts were washed twice with 10 ml of %5 aqueous sodium 

chloride and heated in a water bath. After evaporation, the samples 

were dried in the oven to a constant weight and the saponin 

content was calculated thus: ) where: WCS: Weight of crude 

saponin; WPM: Weight of plant material (Obadoni and Ochuko 

2002).

Proximate evaluation

A total of 20 g of each sample was evaluated for crude 

protein, ash, fat, crude fiber, and moisture content according to 

AOAC (2015).  

Crude protein was determined from total organic 

nitrogen using the macro-Kjeldhal method. Fat content was 

determined by extracting 2 g of each sample with petroleum ether 

for 12 hours. The extract was reduced to half by evaporation and 

dried at 105 °C until a constant weight was obtained. For the 

crude fiber, 1 g of the extract of each sample was added to 3 mL 

of H
2
SO

4
 followed by addition of 17 mL of hot 1.25% H

2
SO

4
. 

The solution was boiled for 30 minutes, allowed to cool, and 

filtered through filter paper under gravity. Insoluble residue was 

washed with hot water to remove the acid. A total of 3 mL of 

0.313 M NaOH was added to the residue followed by addition 

of 17 mL of hot 0.313 M NaOH. The mixture was shaken for 30 

minutes and passed through filter paper under gravity. The residue 

was washed with 1% HCl followed by washing with boiling 

water until no residual acid was present in the final filtrate. The 

residue was washed with ethanol and ether before drying at 100 

°C. Fiber content was calculated by dividing the loss in weight 

of the sample by the weight of the sample. For the ash, 2 g of the 

sample was weighed into a porcelain crucible. This was 

transferred into the muffle furnace set at 550 oC and left for about 

4 hours, until it turned to white ash. The crucible and its content 

were cooled to about 100 oC in air, then to room temperature in 

a desiccator and weighed. Moisture content was determined by 

drying 2 g of each sample in pre-weighed crucible at 105 °C for 

24 hours.

Vitamin determination

A total of 20 g of each sample of medicinal leaf was 

assessed for vitamin compositions. Vitamin A was done according 

to the method of Onyesife et al. (2014). Briefly, 1 g of each leaf 

was macerated with 20 mL of petroleum ether. The solution was 
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incubated for 2 hours, filtered, and evaporated to dryness, and 

0.2 mL of chloroform-acetic anhydride (1:1 v/v) was added to 

the residue. Thereafter, 2 mL of 30% TCA chloroform was added 

to the mixture and absorbance was measured at 620 nm using a 

UV-3000PC spectrophotometer. Retinol standard was prepared 

in similar fashion. The concentration of vitamin A in the sample 

was estimated from the standard curve using the equation: Y = 

0.001x + 0.0008, R2 = 0.9969, and expressed as mg/100 g DW.

Vitamin B
1
 was evaluated according to the method 

highlighted by Okwu and Josiah (2006). A total of 5 g of each 

sample was homogenized with ethanolic sodium hydroxide (50 

ml). It was filtered into a 100 ml flask. 10 ml of the filtrate was 

pipette and the colour developed by addition of 10 ml of potassium 

dichromate and read at 360 nm. A blank sample was prepared 

and the colour was also developed and read at the same 

wavelength.

Vitamin D was carried in accordance with the procedure 

of Ayyash et al. (2016). 2.5 IU/gm Ergocalciferol was dissolved 

in ethanol, and filtered through (0.45μm) Whatman filter paper, 

then passed through a Millipore Syringe filter 0.22 μm for HPLC 

analysis. (20 µl, 2.5 IU/gm) standard material of pure vitamin 

D
2
 (Ergocalciferol) was injected and measured at reference 

conditions to set and fix the real retention time (RT), then 20 µl 

of extracted plant sample was injected and measured at the same 

conditions. Separation Conditions were; Acetonitrile: Methanol 

(25 :75 ml) as an isocratic mobile phase, column C18-ODS (25 

cm x 4.6 mm x 5 µm) with 20 µl injection volume, and 1 ml/min 

flow rate at 30 ºC through 265 nm wave length UV detector 

spectrophotometer

Vitamin E was estimated using the procedure of Njoku 

et al. (2015). A known weight, 1 g of each sample was macerated 

with 20 mL of ethanol. The solution was added to 100 μL of 

0.2% ferric chloride in ethanol and 1.0 mL of 0.5% to make the 

solution up to 5 mL. Absorbance was measured at 520 nm using 

a UV-3000PC spectrophotometer. The concentrations of the 

standard solutions ranged from 10 to 100 μg/mL. The 

concentration of vitamin E in the samples was estimated from 

the standard curve using the equation: Y = 0.0086x - 0.0216,  

R2 = 0.9985. The vitamin E content in the samples was expressed 

as mg/100 g DW.

Statistical analysis

A completely randomized design (CRD) was used in 

this study. All data were subjected to one-way analysis of variance 

(ANOVA) at the p < 0.05 level of significance. Means were 

compared using Duncan Multiple Range. The SPSS computer 

software (IBM, SPSS statistics, Chicago, U. S. A.) was used for 

all statistical analysis.

Results 

A total of seven medicinal leaves, namely: stonebreaker 

leaves (SBL), guava leaves (GL), scent leaves (SL), moringa 

leaves (ML), lemongrass leaves (LG), Hospital-too-far leaves 

(HL), and miracle leaves (MIL) were selected for phytochemical 

analysis. Flavonoids, saponin, alkaloid, steroid, phenols, and 

tannin were assessed. The result show that SL, ML, and MIL had 

the highest proportion of flavonoids with no significant (p > 0.05) 

difference. The least proportion of flavonoids was observed in 

SBL. SL (98.55 mg) and MIL (98.78 mg) exhibited the highest 

concentration of phenols, followed by GL and ML, with no 

significant (p > 0.05) difference. ML (36.13 mg) and MIL (37.55 

mg) revealed the highest values of saponin with no significant 

(p > 0.05) difference, followed by SL, while the least values were 

recorded in SBL. The highest concentration of steroid was 

observed in GL (49.06 mg) and SL (52.16 mg) with no significant 

(p > 0.05) difference. SBL (24.13) and ML (28.33) were observed 

to perform as the second best in concentration, with no significant 

difference. The highest value for alkaloid was discovered in ML 

(8.04 mg). The proportion of alkaloids in the selected medicinal 
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leaves followed this trend:  ML > SL > MIL > SBL > GL > HL 

> LG.  GL had the highest amount of tannin, while SBL had the 

least proportion.

For proximate composition, crude protein, ash, fat, 

crude fiber, and moisture content of the selected medicinal leaves 

were evaluated. The highest values for crude protein were 

obtained in SL (21.13%), HL (21.78 %), and MIL (22.68%) with 

no significant (p > 0.05) difference. The least crude protein was 

observed in LG (7.33%). The highest amount of ash was noted 

in HL, and the least value were recorded in SL and ML, with no 

significant (p > 0.05) difference. The least fat content and crude 

fiber were observed in GL. MIL had the highest fat content, while 

the least moisture content was observed in HL; however, there 

is no significant (p > 0.05) difference observed between SBL and 

GL. The result for the vitamin A composition shows that MIL 

(22.76 mg) is significantly (p < 0.05) higher, followed by ML 

(20.51 mg) while the least was recorded in SBL (14.28 mg). 

Vitamin B
1
 content ranged from 0.38–1.47 mg, with the highest 

recorded in GL and the lowest in SBL; however, SBL displayed 

the highest vitamin D, followed by ML and MIL. Vitamin E 

content ranged from 12.69–56.45 mg, with SL and ML higher, 

with no significant (p > 0.05) differences. SBL and MIL had the 

second largest proportion of vitamin E, with no significant (p > 

0.05) differences.

Table 1. Phytochemical, proximate, and vitamin composition of selected Nigerian medicinal leaves.

PARAMETER SBL GL SL ML LG HL MIL SEM

Flavonoids (mg) 28.39c 40.12b 72.46a 75.03a 31.39c 36.39b 72.64a 3.78

Polyphenol (mg) 56.77d 79.30b 98.55a 82.12b 62.20c 51.66d 98.78a 3.99

Saponin (mg) 15.16e 20.14c 28.77b 36.13a 17.95d 17.95d 37.55a 1.92

Steroid (mg) 24.13b 49.06a 52.16a 28.33b 16.27d 21.79c 15.07d 3.13

Alkaloid (mg) 6.32d 5.68e 7.75b 8.04a 4.88g 5.37f 7.55c 0.26

Tannin (mg) 9.54f 96.93a 72.36b 42.60d 35.68e 50.09c 72.65b 5.97

CP (%) 15.21c 10.18c 21.13a 18.09b 7.33d 21.78a 22.68a 1.33

Ash (%) 9.02b 4.80e 2.19f 2.64f 6.05d 11.86a 8.42c 0.73

Fat (%) 4.30b 0.89e 3.00c 1.65d 2.99c 3.92b 5.61a 0.34

CF (%) 13.01a 3.83f 8.51b 2.16g 4.45e 8.03c 7.14d 0.75

MC (%) 6.35c 6.37c 6.00d 4.97e 6.94b 4.35f 7.91a 0.25

Vitamin A (mg) 14.28f 16.28d 18.75c 20.51b 12.73g 15.21e 22.76a 0.75

Vitamin B
1 
(mg) 0.38e 1.47a 1.29b 0.96d 0.86d 1.09c 1.14c 0.07

Vitamin D (mg) 35.08a 18.71e 21.80d 24.81b 18.17e 15.21f 22.76c 1.34

Vitamin E (mg) 48.65b 34.59c 52.96a 56.45a 12.69d 32.19c 44.21b 4.26

Note: Means with different superscripts (a, b, c, d, e, f) in the same row are significantly different (p < 0.05).

Abbreviations: SBL – stonebreaker leaves, GL – Guava leaves, SL – Scent leaves, ML – Moringa leaves, LG – Lemongrass leaves, HL – Hospital too 

far leaves, MIL – Miracle leaves, SEM – Standard error of means, CP – crude protein, CF – crude fiber, and MC – moisture content.
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Discussion

Phytochemicals are non-nutritive plant chemicals that 

are believed to reduce the risk of several diseases or exert 

protective actions (Kiani et al., 2022). Phytochemical properties 

such as tannins, saponins, steroids, polyphenols, and flavonoids 

were evaluated in this study. The findings revealed that SL, ML, 

and MIL were significantly higher in flavonoids with no 

significant (p > 0.05) difference. Flavonoids are majorly known 

for their antioxidant action, and their outstanding presence in SL, 

ML, and MIL indicates that these leaves have the potential to 

reduce lipid oxidation in meat products (Lawal et al., 2021). The 

antioxidative role of flavonoid is exerted by scavenging free 

radicals, chelating metal ions, or inhibiting enzyme systems that 

produce free radicals (Pizzino et al., 2017). This indicates that 

meat products fortified with SL, ML, and MIL are likely to have 

an extended shelf life by retarding oxidation. Also, the 

incorporation of these leaves into meat products can preserve 

and improve the health of consumers by lowering cholesterol, 

blood pressure, and heart disease (Le Marchand 2002; Daniel et 

al., 2020). Flavonoids also exhibit antimicrobial effect by 

disrupting cell membranes and interfering with enzyme systems 

(Yu et al., 2021). The combined antioxidant and antimicrobial 

actions of flavonoids present in SL, ML, and MIL make these 

leaves recommendable as natural preservatives in meat products. 

Both flavonoids and phenols have similar antioxidative 

functions, and they are the most abundant compounds in the 

medicinal leaves evaluated in this study, which corresponds with 

the finding of Dreosti (2000). Yu et al. (2021) stated that phenols 

are recognized as the most important bioactive compounds in 

plant-based food preservatives. SL and MIL were outstanding 

sources of phenols with no significant (p > 0.05) difference. As 

a result of their phenolic content, SL and MIL have the potential 

to trap and eliminates free radical and inhibit cyclooxygenase 

and lipoxygenase enzymes, which are the main causes of rancidity 

in meat products (Embuscado 2015). ML and GL ranked as the 

second-best in phenol content, which signals the antioxidative 

potential of moringa and guava leaves. Beyond preservative role 

of phenols in SL, MIL, ML, and GL, they are likely to play a 

vital role in the colour, flavour, and taste (astringency) of meat 

products (Swanson 2003). SL is often used as spices because of 

its distinct flavour, enhancing its culinary usefulness (Edo et al., 

2023).

ML and MIL have been proven to be the richest sources 

of saponin, while SL ranked as the second-best. According to 

Ali et al. (2011), saponin is a key bioactive compound responsible 

for the reduction of cholesterol and inhibition of microbial growth. 

Incorporation of ML, MIL, and SL into meat products has the 

latent quality of reducing its cholesterol content and microbial 

load. These leaves can disrupt microbial membranes and inhibit 

enzymatic actions (Sheriff et al., 2019). Likewise, steroids are 

also known for their ability to lower cholesterol, although it is 

often under-discussed, their contribution to functional quality of 

food cannot be jettisoned (Sultan and Rauf-Raza 2015). This 

research revealed, GL and SL as outstanding sources of steroids. 

The presence of phytosterol in plants like GL and SL enabled 

them to lower cholesterol content in meat products (Marwat et 

al., 2005).

Tannins are bioactive compounds that enhance 

antimicrobial and antioxidant activities (Mazid et al., 2011). GL 

has an excellent amount of tannin, while SL and MIL ranked 

second in tannin concentration. Daniel et al. (2020), Ayoola et 

al. (2020), and Okonwu et al. (2020) respectively obtained lower 

values of 4.98 mg/g, 12.07 mg, and 6.110 mg as tannin content 

in ML. This could be attributed to differences in developmental 

stage, geographical location, season of harvest, and method of 

extraction of bioactive compounds (Gopalakrishnan et al., 2016). 

Moreover, variation in phytochemical contents is a major concern 

as there is no standard value for any of the bioactive compounds 

in medicinal leaves (Yu et al., 2021). Aside from the antioxidant 
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and antimicrobial activity of tannin in GL, its ability to lower 

blood pressure is a focal point in health-focused meat products. 

However, Chung et al. (1998) reported that high tannin in food 

products can flocculate protein, resulting in lower nutritional 

value, which may be further validated when GL is incorporated 

into meat products. Plants that contain alkaloids and their 

derivatives are gaining attention in health and meat industry. 

According to Othman et al. (2019), alkaloid is a useful ingredient 

in meat industry because of its antibacterial activity, and the 

ability of alkaloids to interact with microbial DNA has been 

highlighted as a key mechanism for its antimicrobial action. ML 

is a promising antimicrobial plant due to its high content of 

alkaloids. Also, SL is likely to offer an effective antimicrobial 

role because it ranked second in its content of alkaloids. 

Antioxidants and antimicrobial actions of these 

medicinal leaves make them promising candidates in food 

preservation, especially in meat industry (Teshome et al., 2022). 

The use of these medicinal leaves, especially SL, ML, MIL, and 

GL as preservatives represents a viable and suitable domestic 

approach (Ferreira et al., 2022) for salvaging losses in meat 

industry, as most of these natural plants are easily found in 

residential areas. This suggests that, natural preservatives are 

cheap substitutes to synthetic preservative or lab-created 

counterpart. Awad et al. (2022) added that the use of natural 

preservatives is an exploration of green, non-toxic, non-costly, 

sustainable, economical, eco-friendly, and healthy additives in 

meat products, which aligns with the current trend of “clean 

label” in meat industry, that is, meat products that are void of 

artificial additives (Cegielka 2020).

These medicinal plants could also be a source of protein, 

and in combination with animal protein such as meat, may result 

in an increase of nutritional value of the meat products (Ayoola 

et al., 2020). The highest crude protein was detected in HL, SL, 

and MIL with no significant (p > 0.05) difference. There is a 

possibility of increased protein content when HL, SL, and MIL 

are used as natural preservative in meat products. ML ranked 

second in its content of crude protein, which supports the 

documentation of Gopalakrishnan et al. (2016) that moringa is 

a storehouse of macro and micronutrients. The authors obtained 

27.1% as protein content in leaf powder, 29.4% in dry leaf, and 

6.7% in fresh moringa leaf, which implies that the state of 

medicinal leaves can affect their nutritional components. 

According to Contini et al. (2014), most medicinal leaves are 

outstanding sources of chemical nutrients such as protein, 

carbohydrate, and fat. Fat content in medicinal leaves determines 

the quality of oil that they produce, which plays an important 

role in nutrition (Karaca and Aytac 2007). The highest fat content 

was observed in MIL followed by SBL and HL with no significant 

differences. This indicates that MIL, SBL, and HL are likely to 

produce quality oils, and these oils offer antioxidant and 

antimicrobial properties (Wang et al., 2017), which are helpful 

in building arsenal against meat spoilage. Also, when MIL, SBL, 

and HL are included in meat products, their fat contents is likely 

to increase palatability by absorbing and retaining flavour (Anita 

et al., 2006). 

Ash content reflects the amount of mineral content 

present in a leaf (Aborisade et al., 2017), and it can be used to 

judge the purity and quality of plants. Young leaves tend to have 

low ash content, while older leaves usually have a higher amount 

(Liu 2019). The highest ash content was observed in HL, while 

the least ash contents were detected in ML and SL with no 

significant difference. The value obtained for ash content in SL 

aligns with 2.24% obtained by Essen et al. (2025). Previous 

researchers noted that fiber in medicinal leaves improves the 

quality characteristics of meat products (Han et al., 2020). Crude 

fiber peaked in SBL, which signals that incorporation of SBL in 

meat products will likely increase its quality by improving texture, 

water holding capacity, and juiciness. Also, inclusion of medicinal 

leaves that are high in fiber into meat products makes them a 

source of dietary fibers, which lowers serum cholesterol, heart 
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disease, hypertension, diabetes, breast cancer, and most 

importantly constipation (Ishida et al., 2000). SL (8.51%) ranked 

second in its fiber contents, and the value obtained in this study 

is highly consistent with 8.51% obtained by Olufayo et al. (2021) 

and 8.93% reported by Adedoyin et al. (2023). Hence, SL can 

be said to be hypocholesteremic because of its rich fiber content, 

which is further supported by its rich content of saponin and 

steroid, which are also hypocholesteremia in nature.

High moisture content in leaves accelerates microbial 

proliferation, indicating that the life span of such leaf will be 

short (Aborisade et al., 2017).  The least moisture content was 

observed in HL, which emphasizes long shelf life and low 

microbial activity in the leaf, which is an advantage when added 

into meat formulation. There is no significant (p > 0.05) difference 

observed in the moisture content of GL and SBL. The value 

obtained in this research aligns with the work of Origbemisoye 

et al. (2025), who reported 6.03% as moisture content in SBL. 

SL displayed a moderate amount of moisture content, which is 

lower than the values of 8.12% and 13.36% obtained by Essen 

et al. (2025) and Adedoyin et al. (2023). This variation could 

result from geographical location, climatic conditions, variety of 

scent leaves used, method of extraction, and developmental phase.

According to Han et al. (2020), natural or medicinal 

leaves possess excellent antimicrobial and antioxidant function 

due to organic acids, pigments, and vitamins they contain 

(Catarino et al., 2017). Vitamins derived from plants are of great 

interest because their impact on human health cannot be 

undermined, since vitamins cannot be synthesized in the body 

(Asensi-Fabado and Munne-Bosch 2010). Plant vitamins contain 

molecules with a low reduction potential that can donate electrons 

or hydrogen atoms, thereby preventing the oxidation of other 

molecules (Alum et al., 2023). Medicinal plants contain arrays 

of vitamins with strong antioxidant potential, which includes 

both the water-soluble (B) and fat-soluble (A, E, and D) 

compounds (Asensi-Fabado and Munne-Bosch 2010). From this 

study, medicinal leaves are rich sources of vitamin E, as the 

values obtained ranged from 12.69 - 56.45 mg. The highest 

vitamin E was observed in SL and ML with no significant (p > 

0.05) difference. This was also observed by Nwankwo et al. 

(2014), who reported that SL is a rich source of vitamin E, 

although, they obtained a lower value of 31.46 mg. Since vitamin 

E is an antioxidant vitamin, it is likely to synergize with the 

phytochemical components (flavonoids and phenols) of the leaves 

to retard rancidity in meat products, especially when SL and ML 

are used. MIL and SBL had the second largest amounts of vitamin 

E with no significant (p > 0.05) differences. This shows that SL, 

ML, MIL, and SBL have the capacity to protect meat products 

from harmful free radicals which are responsible for oxidation 

(Su and Chen 2020).

It was noted by Moyo et al. (2011) that vitamin E helps 

to increase the storage of vitamin A in the body. Vitamin A is 

also an antioxidant vitamin, and its precursor carotenoids can 

also act as an antioxidant (Asensi-Fabado and Munne-Bosch 

2010), which supplies a protective layer against oxidation 

processes. MIL exhibited the largest concentration of vitamin A, 

indicating that fortifying meat products with MIL would guard 

against lipid oxidation. Also, vitamin A helps improve sight 

(Blaner 2020). It can therefore be deduced that MIL will likely 

play a dual role when incorporated into meat products; it will 

preserve the products and probably improve the health of the 

consumer. ML ranked second in vitamin A concentration, and it 

was reported by Moyo et al. (2011) that ML is a rich source of 

vitamin A, especially when it is in powdery form. Koul and Chase 

(2015) established that, ML contained 10 times the amount of 

vitamin A in carrot. 

GL was identified as an outstanding source of vitamin 

B
1
,
 
while SL performed as the second-best. Addition of medicinal 

leaves, especially GL and SL into meat products, will probably 

enhance their vitamin B
1
 content (Nwachukwu 2018). For vitamin 

D, SBL outranked other leaves, while ML had the second largest 
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concentration, and MIL was the third-best. Intake of vitamin D 

from these sources (SBL, ML, and MIL) is vital to maintain 

adequate intake because there are very few foods that naturally 

contain vitamin D (Mahapatra et al., 2024). Furthermore, vitamin 

D is responsible for calcium and phosphorus homeostasis in the 

human body (Mahapatra et al., 2024). Although, further research 

is needed to evaluate the actual preservative efficacy and to also 

determine the impacts of medicinal leaves on chemical and 

sensory properties of meat products.

Conclusion

Medicinal leaves are increasingly becoming the 

solution to health, nutritional challenges, and losses of meat 

products due to their phytochemical and chemical components. 

This study successfully characterized the phytochemical, 

proximate, and vitamin profiles of seven Nigerian medicinal 

leaves, identifying scent, moringa, and miracle leaves as the most 

promising candidates for use as natural meat preservatives. Their 

high content of bioactive compounds suggests they could be 

valuable ingredients for the meat industry, although further 

research is required to validate their actual efficacy, safety, and 

impact on sensory properties in meat products.
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Abstract

Recently, lateral flow immunochromatographic assay (LFIA)-based brucellosis test kits have been imported into 

Thailand. These kits offer simplicity and rapid results, making them potentially valuable tools for facilitating goat trade while 

preventing disease transmission. However, their diagnostic performance has not yet been evaluated. This study assessed the 

sensitivity, specificity, and diagnostic agreement of a commercial LFIA-based test kit for brucellosis detection in goats by 

comparing the results with those obtained from validated laboratory diagnostic methods, which served as the reference 

standard. A total of 275 goat serum samples were analyzed using a commercial LFIA-based test kit. The results from the 

Rose Bengal test and microtiter plate agglutination test previously performed at the Kamphaeng Saen Veterinary Diagnostic 

Center, Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University, served as references to evaluate the performance of the test 

kit. Based on the analysis of the commercial LFIA-based test kit, its sensitivity and specificity were 86.10% and 90.91%, 

respectively. In addition, its Cohen’s kappa coefficient of 0.731 indicated a substantial level of agreement with the laboratory 

test results. Therefore, the commercial LFIA-based test kit could be recommended as a screening tool for brucellosis in goats, 

particularly in situations where immediate results are required.

Keywords: Brucellosis, Lateral flow immunochromatography, Antibody detection, Goat
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ประสิิทธิิภาพของชุุดตรวจอิมิมููโนโครมาโตกราฟีีชนิดไหลในแนวราบ

ในการตรวจหาแอนติบิอดีต่ี่อโรคบรููเซลโลซิิสในแพะ

บทคัดัย่่อ

ปััจจุบัันมีีผู้้�นำำ�เข้้าชุุดตรวจโรคบรููเซลโลซิิสที่่�อาศััยหลัักการอิิมมููโนโครมาโตกราฟีีชนิดไหลในแนวราบมาในประเทศไทย  

ชุุดทดสอบดัังกล่่าวมีีขั้้�นตอนที่่�ไม่่ยุ่่�งยากและทราบผลได้้รวดเร็็ว จึึงอาจเป็็นเคร่ื่�องมืือที่่�เอื้้�อประโยชน์ในการซื้้�อ-ขายแพะ โดยไม่่ก่่อ 

ให้้เกิดิการแพร่กระจายโรค อย่่างไรก็ต็ามชุุดทดสอบดังักล่่าวยังัไม่่ถููกประเมินิประสิิทธิิภาพในการวินิิิจฉััย การศึึกษาครั้้�งนี้้�มีวีัตัถุุประสงค์์

เพ่ื่�อประเมิินค่่าความไว ความจำำ�เพาะ และความสอดคล้้องในการวินิิิจฉััยของชุุดทดสอบเชิิงพาณิชิย์ที่่�ใช้้ เทคนิิคดังักล่่าวในการตรวจ

วินิิิจฉััยโรคบรููเซลโลซิิสในแพะ โดยเปรียบเทียีบกับัผลการตรวจจากห้้องปฏิิบััติกิารที่่�เป็็นวิธีิีมาตรฐาน การศึึกษานี้้�ได้้ทำำ�การวิเิคราะห์์

ตัวัอย่่างซีีรั่่�มของแพะจำำ�นวน 275 ตัวัอย่่าง โดยใช้้ชุดทดสอบอิมิมููโนโครมาโตกราฟีีชนิดไหลในแนวราบเชิิงพาณิชิย์ และใช้้ผลการตรวจ

ด้้วยวิธีิี Rose Bengal test ร่่วมกับั microtiter plate agglutination test จากศููนย์์ชัันสููตรโรคสััตว์กำำ�แพงแสน คณะสััตวแพทยศาสตร์ 

มหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์ เป็็นวิิธีีอ้้างอิิง เพ่ื่�อประเมิินประสิิทธิิภาพของชุุดทดสอบ ผลการวิิเคราะห์์พบว่่าชุุดทดสอบเชิิงพาณิิชย์ 

ดัังกล่่าวมีีค่่าความไวและค่่าความจำำ�เพาะอยู่่�ที่่�ร้้อยละ 86.10  และร้้อยละ 90.91 ตามลำำ�ดัับ ค่่าสััมประสิิทธิ์์�โคเฮนแคปปาอยู่่�ที่่� 0.731  

ซึ่่�งถืือว่่าชุุดตรวจให้้ผลสอดคล้้องอย่่างมากกับัผลทดสอบทางห้้องปฏิบิัตัิกิาร ดังันั้้�นชุุดทดสอบเชิิงพาณิชิย์นี้้�สามารถนำำ�ไปใช้้ เป็็นเคร่ื่�อง

มืือคัดักรองเบื้้�องต้้นสำำ�หรัับการตรวจหาโรคบรููเซลโลซิิสในแพะได้้ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งในสถานการณ์์ที่่�จำำ�เป็็นต้้องทราบผลอย่่างเร่่งด่่วน

คำำ�สำำ�คัญั: โรคบรููเซลโลซิิส อิิมมููโนโครมาโตกราฟีีชนิิดไหลในแนวราบ การตรวจหาแอนติิบอดีี แพะ
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Introduction

Brucellosis is a significant infectious disease in the 

livestock industry and a serious zoonotic illness caused by various 

species of the Brucella genus (Khan and Zahoor 2018). It affects 

a wide range of animal hosts, including goats, sheep, cattle, and 

dogs (Qureshi et al., 2023). In animals, brucellosis primarily 

impairs reproductive function, potentially resulting in abortion 

or reproductive failure. In humans, it manifests as a severe and 

debilitating illness (Pal et al., 2020). The disease contributes to 

significant impacts on the economy and on veterinary and human 

healthcare systems globally, particularly in developing countries 

(Pal et al., 2020; Khurana et al., 2021; Khoshnood et al., 2022). 

Therefore, investigating the epidemiological distribution of 

brucellosis is essential for developing evidence-based measures 

to control and prevent disease spread (Smits et al., 2003; Irmak 

et al., 2004; Zhang et al., 2018; Ghanbari et al., 2020; Dadar et 

al., 2021).

Effective control of brucellosis requires a well-defined 

strategy in which reliable diagnostic methods constitute a 

fundamental component (Khurana et al., 2021; Qureshi et al., 

2023). Although bacterial culture remains the gold standard for 

diagnosis due to its high accuracy, it is labor-intensive, time-

consuming, and costly (Abdoel et al., 2008; Poester et al., 2010; 

Quintero et al., 2018; Qureshi et al., 2023). Serological tests, 

including the Rose Bengal test (RBT) and indirect enzyme-linked 

immunosorbent assay (iELISA), are extensively used due to their 

convenience, reliability, and high sensitivity in detecting 

brucellosis (Poester et al., 2010; Šerić-Haraćić et al., 2022). These 

methods detect antibodies produced in response to Brucella spp. 

infection. Following infection, animals produce antibodies against 

the pathogen within 5–14 days (Poester et al., 2010). In the 

absence of a vaccination program against this disease for goats 

in Thailand, antibody detection serves as a practical indicator of 

natural exposure or ongoing infection. However, all of these 

serological methods require well-equipped laboratory facilities 

and skilled personnel. In addition, some are also time-consuming, 

which may limit their feasibility under actual field conditions 

and impede timely disease control efforts. 

Recently, lateral flow immunochromatographic assay 

(LFIA)-based test kits have been developed and used as an 

animal-side test to detect various animal diseases (Di Nardo et 

al., 2021), including brucellosis. LFIA platforms rely on capillary 

flow to drive interactions between sample constituents and assay 

reagents (Koczula and Gallotta 2016). As brucellosis diagnosis 

is predominantly serological, these assays are typically designed 

for antibody detection. A positive signal is generated when the 

anti-Brucella antibodies in the sample form an antibody–antigen 

complex that is subsequently captured by the immobilized 

components on the test strip. This method is a convenient and 

rapid diagnostic tool that does not require specialized technicians 

or laboratory facilities (Poester et al., 2010). Therefore, it can 

serve as an additional option for brucellosis screening and support 

control strategies. 

However, user confidence in selecting these tests may 

be undermined by the limited number and variability of study 

results on the sensitivity, specificity, and accuracy of brucellosis 

antibody LFIA-based test kits (Abdoel et al., 2008; Ahmed et 

al., 2016; Gusi et al., 2019). A study with a larger sample size 

would provide more reliable results. Therefore, the objective of 

the present study was to evaluate a commercial LFIA-based kit 

from Shenzhen Lvshiyuan Biotechnology Co., Ltd. (China) for 

detecting Brucella antibodies in goats. This particular kit was 

selected based on its availability in Thailand, preliminary 

validation results, and suitability for use under field conditions, 

without any commercial bias. The study aimed to assess the 

sensitivity, specificity, and accuracy of the LFIA-based test kit 

in goats, compared with laboratory test results.
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Materials and methods

Sample size determination

The required sample size was calculated based on the 

estimated sensitivity and specificity of 85.7% and 94%, 

respectively, from a preliminary study of 25 samples with known 

positive and negative status confirmed by RBT and microtiter 

plate agglutination test (MPAT) (unpublished data). Using a 

formula for estimating proportions with 95% confidence and 5% 

precision, a total of 275 samples were included, comprising 187 

positive and 88 negative samples for this study. The experimental 

protocol was approved by the Animal Care and Use for Scientific 

Research Committee, Kasetsart University (ACKU65-VET-079).

Sample characterization and reference testing

Goat serum samples were selected from those submitted 

since 2017 for brucellosis testing at the Kamphaeng Saen 

Veterinary Diagnostic Centre, Faculty of Veterinary Medicine, 

Kasetsart University, Thailand. RBT (IDEXX Laboratories; 

Pourquier Rose Bengal Ag; France) was used as the initial 

screening method in the laboratory. Serum was mixed with an 

equal volume of antigen on a glass slide and gently stirred for 4 

minutes at room temperature. A positive result was determined 

by the visual presence of agglutination (WOAH 2016). If the 

result was negative, the sample was considered negative for 

brucellosis based on the high sensitivity of RBT.  However, if 

the result was positive, confirmation was performed using the 

MPAT. Serum was serially diluted two-fold from 1:10 to 1:1280. 

Then, Brucella abortus antigen was added to each well and 

incubated at 37 °C for 48 hours. Positivity was defined by the 

presence of agglutination at MPAT titers ≥ 1:40 (Bunleupongphan 

et al., 2014). Positive and negative controls were performed 

whenever a new batch of antigen was introduced.

All samples had been stored at -20 °C. Samples were 

classified as hemolyzed or non-hemolyzed based on the visual 

comparison of serum color to a reference chart; those exhibiting 

pink-to-red discoloration were classified as hemolyzed, while 

clear-to-pale-yellow samples were classified as non-hemolyzed.

Lateral flow immunochromatographic assay 

The selected serum samples were used in a blind test 

using a commercial brucellosis LFIA-based test kit (Shenzhen 

Lvshiyuan Biotechnology Co., Ltd.; China), strictly following 

the manufacturer’s instructions. Two independent readers 

performed the visual assessment under adequate lighting 

conditions within 15 minutes of running the test. Positive results 

were further classified as either strong or weak positives based 

on the intensity of the red strip on the test line (T-line), as 

determined by visual observation. A bright red line was defined 

as a strong positive, whereas a faint or lighter line, still 

distinguishable from a negative result, was considered a weak 

positive. In cases of disagreement, a third, senior reader 

adjudicated the final result.

Statistical analysis

The commercial brucellosis test kit was compared to 

the laboratory results based on calculations of sensitivity, 

specificity, accuracy, positive predictive value (PPV), and 

negative predictive value (NPV). Cohen’s kappa coefficient was 

computed to assess the reliability of the two tests. The Cohen’s 

kappa coefficient was interpreted using the criteria proposed by 

Landis and Koch (1977). The association between hemolysis and 

the occurrence of false-positive and false-negative results was 

analyzed using Fisher’s exact test. The relationship between the 

intensity of positive samples and their status compared to the 

laboratory results was also evaluated using the same method. All 

statistical analyses were performed using Stata (version 14; 

StataCorp LP; College Station, TX, USA) with a 95% confidence 

level. 
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Results

The test kit yielded false-positive and false-negative 

results in 8 and 26 samples, respectively, when compared to the 

reference laboratory methods. Of the 27 weakly positive samples, 

22 were positive based on laboratory results, while 5 were 

laboratory-negative (Table 1). The performance of the test kit, 

compared to the laboratory RBT and MPAT results, is shown in 

Table 2. The Cohen’s kappa coefficient of 0.731 (95% CI [0.647, 

0.814]) indicated substantial agreement with the laboratory test 

results (Landis and Koch 1977). 

There were 53 hemolyzed samples out of the 275 total 

samples (Table 1). Fisher’s exact test revealed that hemolysis 

was not significantly associated with either false-positive results 

(p = 0.185) or false-negative results (p = 0.795). However, weak 

positive results were significantly associated with the occurrence 

of false positives (p = 0.003).

Discussion

The LFIA-based brucellosis test kit provided positive 

results in eight laboratory-negative samples. These false-positive 

results may be associated with bacterial infections, particularly 

those caused by bacteria containing O-polysaccharides such as 

Escherichia coli and Yersinia spp., (Weynants et al., 1996; 

Chenais et al., 2012; Ahmed et al., 2016; Bodenham et al., 2021; 

Yin et al., 2021). Cross-reactions may occur between antibodies 

from these infections and the cell wall of Brucella spp., 

particularly when lipopolysaccharides are used as antigens in the 

test kit. Therefore, it is essential to carefully rule out other Gram-

negative bacteria when a positive result is obtained. These 

findings underscore the need for the development of more specific 

antigens that can differentiate Brucella spp. from other Gram-

negative bacteria, thereby reducing cross-reactivity and 

improving diagnostic accuracy.

Inappropriate samples, such as hemolyzed serum, may 

result in false-positive outcomes (Gusi et al., 2019). In the present 

study, three hemolyzed samples gave false-positive results. 

However, the test kit manual did not mention excluding 

Table 1. Diagnostic results from the lateral flow immunoassay (LFIA)-based brucellosis test kit and laboratory tests.

Type of sample Commercial LFIA test kit
        Laboratory test (sample) Total (sample)

Positive Negative

Non-hemolyzed Positive 129 5 134

  - Strong 109 1 110

  - Weak 20 4 24

Negative 22 66 88

Hemolyzed Positive 32 3 35

  - Strong 30 2 32

  - Weak 2 1 3

Negative 4 14 18

Total 187 88 275
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hemolyzed samples. This aligns with our findings, as Fisher’s 

exact test showed no significant association between hemolysis 

and false positives. However, to minimize hemolysis during blood 

collection, it is crucial to avoid using needles that are too small 

and to withdraw blood gently. Collection tubes containing blood 

samples require gentle handling. Additionally, prompt sample 

processing is essential, as prolonged time at room temperature 

significantly increases red blood cell breakdown (Heireman et 

al., 2017). 

Interestingly, most false-positive samples (5 out of 8) 

showed weak positive results. The statistical analysis revealed a 

significant association between false-positive results and weakly 

positive reactions. Therefore, samples yielding ambiguous 

positive outcomes should be classified as inconclusive or suspect, 

necessitating re-testing. Ideally, confirmatory testing with a 

highly specific method should be performed. To address the 

inherent subjectivity in visual reading, establishing a rigorous 

color intensity cutoff or a reader device is essential for consistent 

and reproducible reading of faint lines (Di Nardo et al., 2021). 

However, the practical application of such a standard remains 

inherently challenging.

Antibodies against Brucella spp. can be degraded 

through stratification, dehydration, and proteolysis when samples 

are frozen at -20 °C. This degradation may impair the ability to 

detect antibodies in serological tests (Hussein and Ammar 2004). 

Some serum samples in the present study were stored at -20 °C 

for up to 5 years, while a few may have been exposed to repeated 

freeze-thaw conditions. Additionally, bacterial contamination in 

serum can accelerate antibody degradation (Hussein and Ammar 

2004). The degradation of antibodies in stored serum samples 

may partly explain the false-negative results observed in the 

present study, thereby reducing the overall sensitivity. To avoid 

preservation-related issues, samples should be sterilized using 

filtration, aliquoted into multiple tubes, and stored in a 

temperature-controlled freezer to prevent repeated freezing and 

thawing (Hussein and Ammar 2004). However, the use of fresh 

samples may reduce the risk of antibody degradation and 

contamination associated with frozen samples and repeated 

freeze–thaw cycles during prolonged storage, providing a more 

accurate reflection of the evaluated LFIA’s performance. Human 

error may contribute to false readings (Kim and Park 2004; Wang 

et al., 2020; Colombo et al., 2023). For example, weak positive 

results may be misread when interpreted visually, particularly 

under poor lighting conditions. To reduce this risk, test results 

should be examined in a well-lit environment. 

With a PPV of 95.27% and a specificity of 90.91%, a 

positive test result is highly reliable for confirming an infection, 

supporting the immediate implementation of disease control 

measures. The high proportion of positive samples in this study 

(187/275, 68%) likely contributed to the elevated PPV observed. 

PPV reflects the probability that a positive test result correctly 

identifies an individual who is infected. Generally, as the 

proportion of positive cases in a population increases, the PPV 

also increases, assuming constant test sensitivity and specificity. 

Therefore, it is essential to consider the specific population when 

interpreting test results.

On the contrary, a negative result may not be entirely 

reliable due to the NPV of 75% and the sensitivity of 86%. This 

indicates that some infected animals may test negative. 

Specifically, among animals with a negative test result, 

approximately 75% are truly not infected. Conversely, the 

remaining are infected, representing false negative cases. These 

missed diagnoses pose a major risk of continued disease 

transmission, threatening the health of both the animals and 

humans. Therefore, when this kit is used for screening, additional 

testing is recommended for negative results to improve overall 

diagnostic accuracy, particularly in animals with a high-risk 

history. Such supplementary testing is essential for preventing 

false negatives, which is crucial for effective disease control 

within the herd. Routine monitoring of the herd is also advised.
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Table 2. Performance of lateral flow immunoassay-based brucellosis test kits.

Diagnostic 

test

Sensitivity

(%)

Specificity

(%)

Accuracy

(%)

PPV

(%)

NPV

(%)

Cohen’s kappa 

coefficient

Reference 

method

LFIA  

(Present study) 

with 95% CI

86.10

(81.14, 91.06)

90.91

(84.90, 96.92)

87.64

(83.15, 91.28)

95.27

(92.07, 98.47)

75.47

(67.28, 83.66)

0.731

(0.647, 0.814)
RBT+MPAT

LFIA  

(Shome et al., 

2018)

80.77 98.53 96.97 84.00 98.17 0.80 RBT

Note: PPV = Positive predictive value; NPV = Negative predictive value; RBT = Rose Bengal test; MPAT = Microtiter plate agglutination test.

A comparison of the performance of another commercial 

LFIA-based brucellosis test kit, reported by Shome et al. (2018), 

revealed that the test kit used in the present study had higher 

sensitivity but lower specificity and a lower Cohen’s kappa 

coefficient (Table 2). However, drawing direct comparisons is 

limited by considerable differences in the reference standards 

between the studies. The previous study used only RBT, whereas 

the present study applied a combination of RBT and MPAT as 

reference methods, with positive RBT results confirmed using 

MPAT. This change resulted in different sensitivity and 

specificity values for the reference methods themselves. 

Furthermore, the two studies used different commercial kits and 

the type of antigen used in the test kits can significantly influence 

their performance and contribute to the observed discrepancies 

(Souza et al., 2024).

The test kit used in the present study is applicable to 

both serum and whole blood samples. For on-site screening, 

whole blood is more convenient. However, it was not possible 

to use whole blood samples in the present study. Therefore, further 

research may be necessary to evaluate the efficacy of the test kit 

with whole blood samples. Although the cost of the test kit is 

higher than that of laboratory tests, it is more suitable for field 

use, where equipment, specialized personnel, and laboratory 

facilities are not available. Additionally, using the test kit on-site 

eliminates the need to send samples to a laboratory, thereby 

reducing delays caused by transportation time. Furthermore, the 

test kit is easy to use and provides results more quickly than 

laboratory tests, making it a practical option for disease screening. 

Early detection enables rapid decisions to stop and control the 

spread of the disease.

Conclusion

The sensitivity and specificity of the commercial test 

kit were 86.10% and 90.91%, respectively. Cohen’s kappa 

coefficient of 0.731 indicated substantial agreement with the 

laboratory test results, based on RBT and MPAT. Therefore, the 

test kit could be used as an effective screening tool for brucellosis 

in goats in conjunction with other confirmatory diagnostic 

methods.
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Delayed Hypocalcemia Post-Parathyroidectomy in a Dog  
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Hypocalcemia is considered a common electrolyte abnormality in dogs after parathyroidectomy and usually occurs 

within the first 2-4 days postoperatively. The authors describe a case involving an 11-year-old spayed female Chow Chow 

dog that presented with decreased appetite and ongoing hypercalcaemia, with an ionized calcium (iCa) level of 2.08 mmol/L. 

Computed tomography (CT) revealed enlargement of the left external cranial pole and right internal caudal pole of the 

parathyroid glands. Abdominal ultrasound identified multiple small hyperechoic mineralizations in both renal diverticula. 

These findings were consistent with primary hyperparathyroidism. Left cranial and right caudal parathyroidectomies were 

performed. Histopathological examination revealed proliferation of neoplastic neuroendocrine cells, highly suggestive of 

parathyroid carcinoma. ICa levels were monitored daily for 5 days, and no hypocalcemia was detected. However, on the 12th 

postoperative day, the dog developed signs of hypocalcemia, including muscle twitching and tetany, and the iCa concentration 

dropped from 2.08 mmol/L to 0.6 mmol/L. The patient was treated with 10% calcium gluconate intravenously (1 ml/kg) for 

3 consecutive days, followed by oral calcitriol (0.01 µg/kg twice daily) for 7 days. Clinical signs resolved, and ionized calcium 

levels increased to the normal range (1.45 mmol/L) within 4 days after initial oral calcitriol treatment. Subsequently, the 

calcitriol dose was tapered to once daily for 7 days, then every other day for the next 14 days, and ultimately discontinued 

after a total treatment duration of 4 weeks. Two weeks after discontinuation of calcitriol, the ionized calcium level remained 

within normal limits (1.26 mmol/L), and no signs of hypocalcemia were observed. 
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ภาวะแคลเซีียมต่ำำ��ที่่�เกิดิขึ้้�นล่่าช้้าหลังัการผ่่าตัดัต่่อมพาราไทรอยด์์ในสุุนััข 

ที่่�เป็็นมะเร็็งต่่อมพาราไทรอยด์์

ภาวะแคลเซีียมในเลืือดต่ำำ�� (hypocalcemia) เป็็นความผิดิปกติิของอิเิล็ก็โทรไลต์์ที่่�พบได้้บ่อยในสุุนััขภายหลังัจากการผ่่าตััด

นำำ�ต่อมพาราไทรอยด์์ออก (parathyroidectomy) ซึ่่�งมักัพบภายในระยะเวลา 2 ถึึง 4 วันัภายหลังัการผ่่าตัดั รายงานสััตว์ป่่วยฉบับนี้้� 

นำำ�เสนอสุุนััขพันัธุ์์� เชาเชา เพศเมียี ทำำ�หมันัแล้้ว อายุุ 11 ปีี ที่่�เข้้ารัับการวินิิิจฉััยหาสาเหตุุของภาวะเบ่ื่�ออาหารและตรวจพบภาวะแคลเซีียม

ในเลืือดสููงแบบต่่อเน่ื่�อง โดยมีีระดัับแคลเซีียมอิิสระในเลืือด (Ionized calcium) เท่่ากัับ 2.08 มิิลลิิโมลต่่อลิิตร การตรวจเอกซเรย์์

คอมพิวิเตอร์์ (CT) พบการขยายขนาดของต่่อมพาราไทรอยด์์บริิเวณขั้้�วบนภายนอกฝ่ั่�งซ้้ายและขั้้�วล่่างภายในฝ่ั่�งขวา ผลอัลัตราซาวนด์์

ช่่องท้้องพบแร่่ธาตุุสะสมขนาดเล็ก็หลายตำำ�แหน่่งในไตทั้้�งสองข้้าง โดยความผิดิปกติเิหล่่านี้้�สอดคล้้องกับัภาวะต่่อมพาราไทรอยด์์ทำำ�งาน

เกินิแบบปฐมภููมิ ิ(primary hyperparathyroidism) จึึงได้้ทำำ�การผ่่าตัดันำำ�ต่อมพาราไทรอยด์์บริิเวณขั้้�วบนภายนอกฝ่ั่�งซ้้ายและขั้้�วล่่าง

ภายในฝ่ั่�งขวาออก ผลการตรวจชิ้้�นเนื้้�อทางพยาธิิวิทิยาพบการเพิ่่�มจำำ�นวนของเซลล์์ประสาทต่อมไร้้ท่่อที่่�มีลีักัษณะนิิวเคลียีสไม่่สม่ำำ��เสมอ 

ซึ่่�งเป็็นลักัษณะของมะเร็็งของต่่อมพาราไทรอยด์์ (parathyroid carcinoma) การติดิตามระดับัแคลเซีียมอิสิระในเลืือด ในซีีรั่่�มต่่อเน่ื่�อง

เป็็นเวลา 5 วันัหลังัผ่่าตัดั ไม่่พบภาวะแคลเซีียมต่ำำ�� แต่่ในวันัที่่� 12 หลังัผ่่าตัดั ระดับัแคลเซีียมอิสิระในเลืือดลดลงจาก 2.08 มิลิลิโิมล 

ต่่อลิติร เหลืือ 0.6 มิลิลิโิมลต่่อลิติร โดยสุุนััขแสดงอาการทางคลินิิิกของภาวะแคลเซีียมต่ำำ�� ได้้แก่่ กล้้ามเนื้้�อกระตุุกและชัักเกร็็ง จึึงทำำ�การ

รัักษาด้้วยแคลเซีียมกลููโคเนตความเข้้มข้้นร้้อยละ 10 ทางหลอดเลืือดดำำ� ขนาดยา 1 มิิลลิลิิติรต่่อกิโิลกรััม ต่่อเน่ื่�อง 3 วันั จากนั้้�นให้้  

แคลซิิไตรออลทางการกินิ ขนาดยา 0.01 ไมโครกรััมต่่อกิโิลกรััม วันัละ 2 ครั้้�ง เป็็นระยะเวลา 7 วันั ภายใน 4 วันัหลังัการรัักษาด้้วย 

แคลซิิไตรออล ไม่่พบอาการผิดิปกติทิางคลินิิิก และระดับัแคลเซีียมอิสิระในเลืือด เพิ่่�มขึ้้�นสู่่� ระดับัปกติ ิ(1.45 มิลิลิโิมลต่่อลิติร ) จึึงทำำ�การ

ปรับลดขนาดยาแคลซิิไตรออล ลงเป็็นวัันละครั้้� ง 7 วััน และ วัันเว้้นวัันอีีก 14 วััน และหยุุดยารวมระยะเวลาในการรัักษาด้้วยยา 

แคลซิิไตรออลทั้้�งหมดเป็็นระยะเวลา 4 สััปดาห์์ หลัังหยุุดการรัักษา 2 สััปดาห์์ ระดัับแคลเซีียมอิิสระในเลืือดยัังคงอยู่่�ในช่่วงปกติ ิ 

(1.26 มิลิลิโิมลต่่อลิติร) และไม่่พบอาการของภาวะแคลเซีียมต่ำำ��

คำำ�สำำ�คัญั: ภาวะแคลเซีียมในเลืือดต่ำำ�� ภาวะแคลเซีียมในเลืือดสููง การตัดัต่่อมพาราไทรอยด์ ์มะเร็็งของต่่อมพาราไทรอยด์์
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Introduction

Hypercalcemia is a clinically important metabolic 

abnormality in dogs, most commonly associated with neoplasia, 

hypoadrenocorticism, chronic kidney disease, or primary 

hyperparathyroidism (PHPT) (Coady et al., 2019). Among 

these, PHPT is considered an uncommon cause of persistent 

hypercalcemia, but it should not be overlooked. PHPT results 

from excessive secretion of parathyroid hormone (PTH) by 

functional neoplastic or hyperplastic parathyroid tissue, leading 

to sustained elevations in ionized calcium (Berger and Feldman 

1987). 

Persistent hypercalcemia contributes to multisystemic 

complications, including polyuria and polydipsia, neuromuscular 

weakness, and gastrointestinal upset (Strumpf et al., 2023). 

Severe hypercalcemia can lead to cardiac arrhythmias, including 

conduction disturbances such as third-degree heart block, and 

may contribute to sudden death in rare cases (Wilson et al., 

1974; Dear et al., 2017). Hypercalcemia in dogs can cause 

widespread soft tissue mineralization (Hilbe et al., 2000). 

These changes can be confirmed by gross and histopathological 

examination, both of which significantly worsen prognosis and 

highlight the importance of early detection and management. The 

outcome of dogs with hypercalcemia is largely dependent on the 

underlying cause. Dogs with neoplasia-associated hypercalcemia, 

particularly lymphoma, apocrine gland anal sac adenocarcinoma 

(AGASACA) (Repasy et al., 2022), and mammary gland tumors 

(Russo et al., 2021), generally carry a poor prognosis due to the 

aggressive biological behavior of these tumors and the limited 

long-term treatment success (Zandvliet 2016; Kohart et al., 2017). 

Conversely, dogs with PHPT generally have a favorable prognosis 

after surgical treatment with long-term normocalcemia achieved 

in most cases (Jores and Kessler 2011; Young and Degner 

2023). Human population data indicate that PHPT patients with 

a maximum serum calcium concentration ≥ 10.8 mg/dL have 

increased mortality and that parathyroidectomy significantly 

improves survival in this high-calcium subgroup (Wermers et al., 

2021); however, comparable data defining calcium thresholds or 

demonstrating a survival benefit of parathyroidectomy at specific 

serum calcium concentrations are lacking in dogs. Nevertheless, 

untreated or poorly managed hypercalcemia in PHPT can still 

result in irreversible renal damage, reducing overall survival 

(Cortadellas et al., 2010; Assadipour et al., 2019).

Although rare, PHPT is a potentially curable disease, 

and dogs that undergo successful surgical removal of the affected 

parathyroid gland (s) generally have an excellent prognosis 

(Young and Degner 2023). Nonetheless, severe postoperative 

hypocalcemia is a recognized and common complication 

(Erickson et al., 2021; Travail et al., 2025).

Hypocalcemia is a clinically significant electrolyte 

disturbance in dogs and can arise from a variety of underlying 

conditions. It is most commonly associated with critical illness, 

acute kidney injury, eclampsia, certain toxicities, protein-

losing enteropathy, and hypoparathyroidism (either primary 

or secondary to parathyroidectomy) (Holowaychuk et al., 

2012; Coady et al., 2019; Gagliardo et al., 2020). Importantly, 

hypocalcemia can also occur following parathyroidectomy for 

primary hyperparathyroidism. In such cases, chronic suppression 

of normal parathyroid tissue due to persistently elevated 

circulating PTH concentrations may impair the ability of the 

remaining glands to restore normocalcemia postoperatively (Mu 

et al., 2023; Xu et al., 2024). 

This report describes the clinical presentation, 

diagnostic workup, surgical management, and postoperative 

complications, especially hypocalcemia, of a dog with persistent 

hypercalcemia caused by parathyroid carcinoma. This case 

highlights the importance of accurate diagnosis, appropriate 

postoperative management, and the recognition of delayed 

hypocalcemia following parathyroidectomy in achieving a 

favorable outcome in a dog with parathyroid carcinoma.
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Case description

An 11-year-old spayed female Chow Chow was 

presented to a private veterinary clinic with a history of decreased 

appetite and mild depression. A complete blood count (CBC) and 

serum biochemistry revealed mild azotemia with a creatinine 

concentration of 1.6 mg/dL (reference interval [RI]: 0.3–1.4 mg/

dL) and markedly elevated total serum calcium at 16 mg/dL (RI: 

8.6–11.8 mg/dL), a low serum phosphorous concentration of 2.3 

mg/dL (RI: 2.9-6.66 mg/dL), and a PTH level of 2.4 pg/mL (RI: 

10–65 pg/mL), measured by a human laboratory assay that is 

not validated for animals. Thoracic radiography demonstrated 

a normal cardiac silhouette and unremarkable pulmonary 

parenchyma. Abdominal ultrasonography revealed multiple 

small hyperechoic mineralizations within the renal diverticula 

without evidence of renal pelvis dilation. Bilateral adrenal gland 

enlargement was also identified. The left adrenal gland measured 

2.34 cm at the cranial pole and 1.74 cm at the caudal pole, with 

three hyperechoic nodules in the cranial pole parenchyma. The 

right adrenal gland measured 0.7 cm at the cranial pole and 1.6 

cm at the caudal pole, with a hyperechoic nodular lesion (0.4 × 

0.5 cm) at the caudal pole. Fluid therapy was initiated to correct 

dehydration, and reassessment was performed one week later. 

Azotemia had improved; however, hypercalcemia persisted (16 

mg/dL). Ionized calcium (iCa) was also elevated at 2.08 mmol/L 

(RI: 1.1–1.4 mmol/L). 

 The dog was referred to Prasu Arthon Animal 

Hospital (Faculty of Veterinary Science, Mahidol University, 

Thailand) for further investigation of persistent hypercalcemia. 

On examination, the dog was alert, responsive, 5% dehydrated, 

and exhibited mild hindlimb lameness. Total calcium remained 

elevated at 18 mg/dL (Biosystem BA400), and iCa was 2.0 

mmol/L (Siemens, RAPIDLab®348EX). Based on the differential 

diagnoses of primary hyperparathyroidism versus paraneoplastic 

hypercalcemia, a computed tomography (CT) scan (helical 

contrast-enhanced CT scan, 1.25 mm and 0.625 mm slice 

thickness) was performed. CT findings included enlargement of 

the left external cranial parathyroid gland (0.6 × 0.5 × 0.5 cm) 

and the right internal caudal parathyroid gland (0.5 × 0.3 × 0.3 

cm) (Figure 1). These findings supported differential diagnoses of 

functional parathyroid adenoma, adenocarcinoma, or hyperplasia. 

Bilateral adrenomegaly with a left adrenal mass (2.7 × 1.7 cm) 

was also observed. 

Surgical intervention was undertaken via a ventral 

cervical approach. A left cranial parathyroidectomy and 

partial right thyroidectomy with caudal parathyroidectomy 

were performed, and tissue samples were collected for 

histopathological evaluation (Figure 2). Histopathology revealed 

a proliferation of neoplastic neuroendocrine cells arranged in 

short columnar patterns, with moderate amounts of eosinophilic 

cytoplasm. Nuclei were round, finely stippled to vesiculated, 

and contained 1–2 nucleoli, with one mitotic figure observed, 

finding highly suggestive of parathyroid carcinoma (Figure 3).

The dog was hospitalized for postoperative monitoring. 

During the immediate postoperative period (postoperatively days 

1-5), iCa concentrations normalized (RI: 1.12–1.40 mmol/L), 

vital parameters remained stable, and no surgical complications 

were observed. The patient was discharged in good condition.

On postoperative day 9, iCa had decreased to 0.8 

mmol/L, but the dog remained asymptomatic. The dog was 

closely monitored, with iCa measurements performed every 

other day, and the owner was instructed to observe for signs 

of hypocalcemia. By day 12, iCa had dropped to 0.6 mmol/L, 

accompanied by clinical signs of hypocalcemia, including 

muscle twitching and tetany. Emergency management consisted 

of intravenous administration of 10% calcium gluconate at 100 

mg/kg administered over 30 minutes, followed by a continuous 

rate infusion at 100 mg/kg/h over 6 hours once daily for 3 

consecutive days. Thereafter, oral calcitriol was administered at 

0.01 µg/kg twice daily for 7 days. Serum iCa normalized to 1.45 
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mmol/L within 4 days of initiation of oral calcitriol treatment. 

The calcitriol dosage was gradually tapered to 0.01 µg/kg once 

daily for 7 days, then every other day for 14 days, and ultimately 

discontinued after a total treatment duration of 4 weeks. Two 

weeks after cessation of calcitriol, iCa remained stable at 1.26 

mmol/L (Table 1), and the dog remained clinically normal. 

    

Figure 1. Computed tomography (CT) images of the parathyroid glands. (A) Dorsal and (B) transverse planes of the left external 

cranial pole parathyroid gland (red arrows). (C) Dorsal and (D) transverse planes of the right internal caudal pole parathyroid gland 

(yellow arrows).
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Figure 3. Histopathologic section of an ovoid parathyroid mass with soft to firm consistency, stained with hematoxylin and eosin 

(H&E). The blue circle indicates infiltrative proliferation of neoplastic neuroendocrine cells. The neoplastic cells are predominantly 

arranged in dense sheets separated by delicate collagenous stroma. The cells are short columnar with moderate eosinophilic cytoplasm. 

The nuclei are round with mild anisokaryosis.

Figure 2. Parathyroidectomy, the grey arrow indicates the left external cranial parathyroid gland to be excised.
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Discussion

Primary hyperparathyroidism (PHPT) is an uncommon 

endocrine disorder in dogs, most often caused by a functional 

parathyroid adenoma, and less frequently by hyperplasia or 

adenocarcinoma (Jores and Kessler 2011; Cordella et al., 2022).  

The concurrent adrenal masses observed in this dog, in the absence 

of clinical signs of hyperadrenocorticism, were considered likely 

incidental findings and most consistent with non-functional 

adrenal enlargement. Similar cases of adrenal gland enlargement 

without clinical manifestations have been reported in dogs (Baum 

et al., 2016). In this case, PTH measurement was performed at 

a private veterinary clinic; however, the results could not be 

interpreted because the assay used was designed for humans and is 

Table 1. Summary of ionized and total calcium concentrations in the pre- and postoperative periods.

Day
Ionized calcium

(1.12-1.4 mmol/L)

Total calcium

(8-11.8 mg/dL)

Initial diagnosis 2.08 16

Parathyroidectomy - -

Postoperative day 1 (12 hours) 1.4 13.7

Postoperative day 1 (24 hours) 1.3 -

Postoperative day 2 1.1 -

Postoperative day 3 1.23 9.3

Postoperative day 4 1.4 -

Postoperative day 5 1.1 8.9

Postoperative day 9 0.8 -

Postoperative day 12 0.6 -

3 days after initial 10% calcium gluconate 2 ml/kg 0.8 7.6

4 days after initial oral calcitriol 0.01 µg/kg (BID) 1.45 -

7 days after oral calcitriol 0.01 µg/kg (BID) 1.4 -

7 days after oral calcitriol 0.01 µg/kg (SID) 1.5 11.6

14 days after oral calcitriol 0.01 µg/kg (QOD) 1.3 -

14 days after cessation of oral calcitriol 1.26 -

not validated for canine samples. Nevertheless, the combination of 

persistent hypercalcemia and CT evidence of bilateral parathyroid 

enlargement strongly supported a tentative diagnosis of primary 

hyperparathyroidism and informed surgical planning.

The microscopic description of this dog revealed 

an infiltrative proliferation of neoplastic neuroendocrine cells 

arranged in dense sheets, nests, and acini/tubules, characterized 

by short columnar cells with moderate eosinophilic cytoplasm. 

The nuclei were round with mild anisokaryosis. These features 

are consistent with the general appearance of neuroendocrine 

carcinoma, including that of the parathyroid gland (Kuwata et al., 

2010; Champion et al., 2025), reflecting its neuroendocrine origin 

and infiltrative behavior, with a pathophysiology linked to PTH 

overproduction leading to bone resorption and hypercalcemia.
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Parathyroidectomy remains the treatment of choice for 

parathyroid carcinoma (PTC) in dogs and is generally associated 

with favorable long-term outcomes. A large multicenter 

retrospective study of 100 dogs with PTC demonstrated that 

normocalcemia was restored in 89 of 96 cases within 7 days of 

surgery, and survival rates were also encouraging, with 1-, 2-, and 

3-year survival rates of 84%, 65%, and 51%, respectively, and a 

median survival time of approximately 2 years (Erickson et al., 

2021). In the present case, the dog remained alive and clinically 

stable for 16 months (1.4 years) following parathyroidectomy. 

Intensive monitoring of overall health, ionized calcium 

concentration, and adrenal mass size was performed monthly for 

the first 3 months postoperatively, during which all parameters 

remained within normal limits. Once stability was confirmed, the 

monitoring interval was extended to every 3 months. Throughout 

follow-up, ionized calcium levels remained within the reference 

range, the adrenal mass did not increase in size, and no clinical 

abnormalities were noted.

Although parathyroid carcinoma in dogs has the 

potential for local invasion, as well as regional nodal or distant 

metastasis, such findings have not been consistently documented 

(Sawyer et al., 2012). Recurrence of functional parathyroid 

carcinoma has been reported more than 6 months after surgical 

excision in some dogs (Capen 2002), highlighting the importance 

of long-term monitoring. In the current case, no evidence of 

recurrence or metastatic disease was detected during the 16-month 

follow-up period.

These findings highlight that PTC is a curable 

disease with a good prognosis when accurately diagnosed 

and appropriately managed. Despite these positive outcomes, 

postoperative hypocalcemia is one of the most common 

complications after parathyroidectomy. Approximately 36% 

of dogs undergoing surgery for PTC or PHPT experience 

hypocalcemia within the first 2–4 days postoperatively (Dear et 

al., 2017; Burkhardt et al., 2021; Travail et al., 2025). However, 

the prediction of postoperative hypocalcemia in dogs with 

primary hyperparathyroidism that underwent parathyroidectomy 

is difficult and depends on multiple factors. Dogs with higher 

preoperative calcium concentrations are more likely to develop 

hypocalcemia postoperatively, possibly due to negative feedback 

from high circulating levels of PTH, which suppresses function 

in the remaining parathyroid glands (Mu et al., 2023; Xu et al., 

2024).

Importantly, the onset of hypocalcemia can be delayed, 

with reports documenting such cases. Twelve dogs developed 

hypocalcemia within a median of 34 hours after surgery, and some 

dogs developed clinical signs of hypocalcemia as late as 7 days 

after surgery (Arbaugh et al., 2012; Milovancev and Schmiedt 

2013; Erickson et al., 2021). 

In the present case, the dog remained normocalcemic for 

the first 5 postoperative days but developed severe hypocalcemia 

on days 9 and 12, with iCa levels dropping to 0.8 and 0.6 mmol/L, 

respectively. Clinical signs of hypocalcemia were evident, 

including muscle twitching and tetany. This delayed presentation 

emphasizes the importance of vigilant postoperative monitoring 

extending beyond the immediate recovery period. Intravenous 

calcium gluconate (at dosages of 0.5–1.5 mL/kg) remains the 

first-line therapy for acute symptomatic hypocalcemia, while 

calcitriol therapy (at a dose of 0.02–0.03 µg/kg for 3–4 days for 

induction, then 0.005–0.015 µg/kg for maintenance) is titrated 

to the desired serum calcium concentration.   Intravenous 

calcium gluconate provided rapid correction of extracellular 

hypocalcemia, whereas calcitriol supported recovery by 

enhancing intestinal calcium absorption and maintaining serum 

calcium as parenteral supplementation was tapered (Groman 

2012). In this case, this combination addressed both the acute 

calcium deficit and facilitated restoration of calcium homeostasis 

during postoperative recovery.

Importantly, dogs that underwent surgery before the 

development of severe renal disease had significantly better 
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outcomes. One retrospective study of 29 dogs with PHPT found 

that those without renal failure at the time of parathyroidectomy 

had better long-term survival times, ranging from 6 months 

to over 3.5 years after surgical treatment, with most patients 

maintaining normocalcemia following resolution of postoperative 

complications, while dogs with pre-existing or developing renal 

failure had poorer outcomes (Gear et al., 2005).  These findings, 

combined with the present case, demonstrate the value of early, 

accurate diagnosis, timely surgery, and aggressive management 

of hypocalcemia following parathyroidectomy, not only resolving 

life-threatening hypercalcemia but also providing an excellent 

long-term prognosis.

In primary hyperparathyroidism, chronically elevated 

PTH concentrations result in increased bone resorption and 

high bone turnover. Following parathyroidectomy, circulating 

PTH concentrations decrease abruptly, and the previously high-

turnover bone shifts from net mineral release to rapid mineral 

uptake. This process leads to a decline in blood ionized calcium 

(iCa) concentrations over hours to days and is commonly referred 

to as the “hungry bone” phenomenon (Graham et al., 2012; 

Travail et al., 2025).

In dogs, hypocalcemia after parathyroidectomy 

typically develops between 12 hours and 7 days postoperatively, 

most commonly between postoperative days 2 and 6 (Burkhardt 

et al., 2021; Travail et al., 2025). This delayed onset supports a 

bone-mediated mechanism rather than an immediate perioperative 

loss of calcium (Graham et al., 2012). Older dogs and those 

with prolonged or severe hypercalcemia are likely to have more 

extensive skeletal remodeling and, consequently, may experience 

more pronounced postoperative calcium uptake and hypocalcemia 

(Milovancev and Schmiedt 2013).

Although direct canine comparative data are limited, 

human and veterinary evidence suggest that parathyroid 

carcinoma is more genetically aggressive and functionally 

autonomous than adenoma (Li et al., 2024). This likely causes 

more profound chronic suppression and atrophy of the remaining 

parathyroid tissue, helping explain  prolonged postoperative 

hypoparathyroidism and unusually severe hypocalcemia  in 

affected dogs (Erickson et al., 2021).

Pre-existing nephrocalcinosis in this dog may 

substantially impair  PTH-mediated tubular calcium 

reabsorption  and  calcitriol synthesis, limiting both renal 

conservation and intestinal uptake of calcium. This provides 

a plausible mechanistic link to unusually  severe, prolonged 

postoperative hypocalcemia after parathyroid surgery.

In dogs with naturally occurring hypercortisolism with 

bilateral adrenomegaly, total and ionized calcium concentrations 

are typically within the reference range, although increased 

phosphate concentrations, increased urinary calcium excretion, 

and secondary elevations in parathyroid hormone have been 

reported (Mooney et al., 2020; Corsini et al., 2021). Overt 

hypocalcemia is uncommon in this setting. Therefore, while 

adrenal enlargement may indirectly influence calcium balance 

and endocrine regulation, it is unlikely to have been a primary 

contributor to hypocalcemia in this case.

A limitation of this case was the absence of a species-

validated PTH assay. Only a human-based laboratory test was 

available, which is not validated for canine use and therefore 

uninterpretable. Consequently, the diagnosis could not be 

fully supported by PTH measurement. In this case, parathyroid 

carcinoma was diagnosed; however, the histologic evidence 

supporting malignancy was limited to mild anisokaryosis, and 

immunohistochemical confirmation would have strengthened the 

diagnosis. Unfortunately, immunohistochemistry could not be 

performed because of the owner’s financial constraints.

In conclusion, this case highlights several important 

points for the clinical diagnosis of persistent hypercalcemia 

with parathyroid enlargement and management of canine PTC. 

First, although rare, PTC should be considered in dogs with 

persistent hypercalcemia, and diagnosis requires integration of 

iCa measurement, PTH assays, and advanced imaging. Second, 

parathyroidectomy is the gold standard treatment, offering 
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a high likelihood of cure and favorable survival outcomes. 

Finally, clinicians should extend postoperative monitoring to 

detect delayed hypocalcemia, the most common postoperative 

complication, which may persist for at least several days, as 

rare cases may present later and should be prepared to manage 

it with calcium gluconate and vitamin D supplementation. With 

accurate diagnosis, appropriate surgical intervention, and diligent 

postoperative care, parathyroid carcinoma in dogs is a rare but 

highly treatable disease with a good long-term prognosis.
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Historical control data (HCD) of background lesions provide useful information on the range and incidence of 

spontaneous lesions in a specific animal model. The microscopic examination data were collected from 84 male and 86 female 

Wistar rats (Mlac:WR) used in 90-day oral gavage studies conducted at the National Laboratory Animal Center, Mahidol 

University (NLAC-MU), from 2023 to 2025. We retrospectively evaluated spontaneous nonneoplastic findings in the vital 

organs for toxicity assessment. This study reported the organ weights, numbers, incidence, and severity of the spontaneous 

nonneoplastic findings in the Wistar rat, aiming to establish a contemporaneous three-year database on the incidence of 

background lesions, as part of microscopic alterations, and to aid in the future evaluation of 90-day oral toxicity studies. The 

most common spontaneous findings observed in both sexes were minimal to moderate multifocal hemorrhage in the thymus 

(32.14% males, 22.09% females), minimal to moderate hemorrhage in bronchus-associated lymphoid tissue (BALT) (23.81% 

males, 17.44% females), ectopic adrenocortical tissue in the adrenal cortex (21.43% males, 19.77% females), and minimal to 

moderate dilation of gastric glands in the stomach (23.81% males, 12.79% females). We also reported sex-related spontaneous 

lesions, including hyaline casts in the renal cortex (23.81% males, 1.16% females), tubular basophilia in the renal cortex 

(9.52% males, 1.16% females), and ectopic thymus tissue in the thyroid gland (9.52% males, 0% females). In summary, HCD 

of background lesions in Wistar rats from 90-day oral gavage studies is essential for accurate histopathological interpretation 

in 90-day oral toxicity studies.

Abstract

Journal of Applied Animal Science 2026;19(1):58-74.

Keywords: Wistar rat, Spontaneous lesions, Nonneoplastic, 90-day oral toxicity studies 



การศึึกษาแบบย้้อนหลังัของอุุบััติกิารณ์์รอยโรคที่่�เกิดิขึ้้�นเองชนิดไม่่ใช่่เนื้้�องอก

ในหนููแรทสายพันัธุ์์�  Wistar (Mlac:WR) จากการทดสอบการได้้รับสาร 

ทางปาก 90 วันั

การบันัทึึกข้้อมููลรอยโรคที่่�เกิดิขึ้้�นเองสามารถทำำ�ให้้ทราบถึึงขอบเขตและอุบุัตัิกิารณ์์ของรอยโรคลักัษณะต่่าง ๆ  ในสััตว์ทดลอง

ต้้นแบบที่่�ใช้้ ในการศึึกษา โดยการศึึกษาย้้อนหลังัรอยโรคชนิดที่่�เกิดิขึ้้�นเองซึ่่�งไม่่ใช่่โรคเนื้้�องอกในครั้้�งนี้้� ได้้ทำำ�การเก็บ็ตัวัอย่่างเนื้้�อเย่ื่�อ

ของหนููแรทสายพันัธุ์์�  Wistar (Mlac:WR) เพศผู้้�จำำ�นวน 84 ตัวั และเพศเมียีจำำ�นวน 86 ตัวั จากโครงการทดสอบการได้้รับสารทางปาก

เป็็นระยะเวลา 90 วันั ภายใต้้ศููนย์์สััตว์ทดลองแห่่งชาติ ิมหาวิทิยาลัยัมหิิดล ระหว่่างปีี พ.ศ. 2566 ถึึง 2568 โดยศึึกษาการเปลี่่�ยนแปลง

ทางจุุลพยาธิิวิทิยาในอวัยัวะภายในที่่�สำำ�คัญัเพ่ื่�อใช้้ในการประเมิินความเป็็นพิษิในการศึึกษาทางพิษิวิทิยา การศึึกษานี้้�ได้้รายงานน้ำำ��หนััก

ของอวััยวะ จำำ�นวนสััตว์ที่่�พบรอยโรค อุุบััติิการณ์์ และระดัับความรุุนแรงของรอยโรคชนิดที่่�ไม่่ใช่่เนื้้�องอกซึ่่�งพบได้้บ่อยในหนููแรท 

สายพันัธุ์์�  Wistar โดยมีวีัตัถุุประสงค์์เพ่ื่�อจัดัทำำ�ฐานข้้อมููลอ้้างอิงิของรอยโรคที่่�เกิดิขึ้้�นเองในช่่วงระยะเวลา 3 ปีี และเพ่ื่�อใช้้ประกอบการ

ประเมิินการตอบสนองของเนื้้�อเย่ื่�อในการศึึกษาความเป็็นพิษิจากการได้้รับสารทางปากเป็็นเวลา 90 วันั จากผลการศึึกษาพบว่่ารอย 

โรคที่่�พบได้้บ่อยในหนููแรทสายพันัธุ์์�  Wistar ทั้้�งเพศผู้้�และเพศเมียี ได้้แก่่ 1. การพบจุุดเลืือดออกที่่�ต่่อมไทมัสั (ร้้อยละ 32.14 ในเพศผู้้�

และร้้อยละ 22.09 ในเพศเมียี) 2. การพบเลืือดออกที่่�เนื้้�อเย่ื่�อน้ำำ��เหลืืองข้้างเคียีงหลอดลม (BALT) (ร้้อยละ 23.81 ในเพศผู้้�และร้้อยละ 

17.44 ในเพศเมียี) 3. การเจริญผิดิที่่�ของเนื้้�อเย่ื่�อต่่อมหมวกไต (ร้้อยละ 21.43 ในเพศผู้้�และร้้อยละ 19.77 ในเพศเมียี) และ 4. การขยาย

ขนาดของต่่อมในกระเพาะอาหาร (ร้้อยละ 23.81 ในเพศผู้้�และร้้อยละ 12.79 ในเพศเมียี) นอกจากนี้้� ยังัพบรอยโรคที่่�มีคีวามสััมพันัธ์์กับั

เพศได้้แก่่ การพบ hyaline cast ในเนื้้�อเย่ื่�อไตชั้้�นนอก (ร้้อยละ 23.81 ในเพศผู้้�และร้้อยละ 1.16 ในเพศเมียี) การพบ tubular basophilia 

ในเนื้้�อเย่ื่�อไตชั้้�นนอก (ร้้อยละ 9.52 ในเพศผู้้�และร้้อยละ 1.16 ในเพศเมีีย) และการเจริญผิิดที่่�ของเนื้้�อเย่ื่�อต่่อมไทมััสที่่�ต่่อมไทรอยด์์  

(ร้้อยละ 9.52 ในเพศผู้้�และไม่่พบในเพศเมียี) ด้้วยเหตุุนี้้� การมีขี้้อมููลรอยโรคชนิดที่่�เกิดิขึ้้�นเองในหนููแรทสายพันัธุ์์�  Wistar ที่่�ได้้รับสาร

ทางปากเป็็นเวลา 90 วััน จะเป็็นประโยชน์อย่่างยิ่่�งต่่อการประเมิินผลทางจุุลพยาธิิวิิทยาอย่่างถููกต้้องในการทดสอบความเป็็นพิิษ 

ทางปากเป็็นเวลา 90 วันั 

คำำ�สำำ�คัญั: หนููแรทสายพันัธุ์์� Wistar รอยโรคเกิิดข้ึ้�นเอง ไม่่ใช่่เนื้้�องอก การทดสอบความเป็็นพิิษทางปาก 90 วันั 

บทคัดัย่่อ

จินิดิติ งามวงศ์์รณชััย*, นัันทลักัษณ์์ แก้้วสอาด, กัญัญาวีร์ี์ ฤทธิิศรธนูู

หน่่วยตรวจวิเิคราะห์์ทางห้้องปฏิิบััติิการ งานบริิการวิชิาการ ศููนย์์สััตว์ทดลองแห่่งชาติิ มหาวิทิยาลัยัมหิิดล
จัังหวัดันครปฐม ประเทศไทย

*ผู้้�รัับผิดิชอบบทความ E-mail address: chinnadit.nga@mahidol.ac.th

Received: 6 November 2025; Revised: 30 December 2025; Accepted: 8 January 2026

Journal of Applied Animal Science 2026;19(1):58-74.

59Journal of Applied Animal Science Vol. 19 No.1 January-June 2026



Introduction

Historical control data (HCD) on background lesions 

in relevant animal models are considered one of the most 

important tools for interpreting and evaluating safety data in 

nonclinical toxicity studies, particularly in pharmaceutical and 

Contract Research Organization (CRO) settings conducted under 

the Organisation for Economic Co-operation and Development 

Good Laboratory Practice (OECD-GLP) toxicity testing 

guidelines. It is generally believed that HCD from concurrent 

control groups provides an equivocal comparison and 

interpretation for the treated groups (Keenan et al., 2009). 

However, a potential limitation of using HCD is the variability 

and drift over time in animal- and study-related factors such as 

animal genetics, experimental environment, and macroscopic 

and microscopic pathological interpretation (Wolf and Mann 

2005). Numerous references have reported the incidence of 

spontaneous lesions in rats; however, most of these studies have 

used the Sprague-Dawley (SD) rat as the animal model 

(Nakazawa et al., 2001; Bockenstedt et al., 2025). The present 

study provides this information for the establishment of a 

contemporaneous three-year database from the National 

Laboratory Animal Center, Mahidol University (NLAC-MU) for 

a specific animal model, the Wistar (WR) rat, which is the strain 

most commonly used in Thailand due to its greater longevity and 

lower incidence of certain tumors (Taylor and Mowat 2020).    

Recording organ weight, severity, morphology, and 

distribution of background (incidental) lesions provides important 

insight into the underlying pathogenesis. This information is 

valuable for classifying the spontaneous changes as congenital 

or hereditary (Thoolen et al., 2010; Brändli-Baiocco et al., 2018), 

normal variations unique to the histology of a given species (Long 

and Hardisty 2012), procedure- or trauma-related (Ibrahim et al., 

2025), age-related (McInnes and Scudamore 2014), and 

physiologic/hormonal changes, such as the estrus cycle in female 

rats (Dixon et al., 2014). In addition, it offers useful data on the 

range and incidence of spontaneous background findings in the 

species and strain of test animals used across different types of 

toxicity testing, including those of varying duration, test item/

article delivery methods, and animal models (Bockenstedt et al., 

2022). 

According to OECD-GLP Guideline Test No. 408: 

Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Rodents, the vital 

organs for evaluating general toxicity include the heart, lungs, 

liver, spleen, kidneys, stomach, small and large intestines, thymus, 

thyroid and parathyroid glands, adrenal glands, pituitary gland, 

testes, epididymides, male accessory sex glands (prostate gland 

and seminal vesicles), ovaries, uterus, cervix, and vagina. Safety 

evaluation of these organs provides essential toxicological data 

for test item/article registration in Thailand, including the 

identification of target organ(s) of toxicity, determination of the 

no-observed-adverse-effect-level (NOAEL), establishment of a 

safety factor to progress the compound toward clinical 

development, and the assessment of reversibility of test item/

article-related changes (Black et al., 2013). The International 

Harmonization of Nomenclature and Diagnostic Criteria 

(INHAND), established by the Society of Toxicologic Pathology 

(STP), has published standardized terms and glossaries for the 

diagnosis of lesions in various organ systems, fully covering all 

tissue types examined in the present study. 

In this study, HCD on nonneoplastic histopathological 

findings – including organ weight, number, incidence, and 

severity of naturally occurring lesions – were collected from 170 

Wistar rats (84 males and 86 females) used in 90-day oral gavage 

studies at the NLAC-MU. Neoplastic lesions were not included 

in this analysis. The objectives of this investigation were to 

establish a contemporaneous three-year database of the incidence 

of background lesions, as part of microscopic and morphologic 

alterations observed in Wistar rats subjected to 90-day oral 

gavage, and to support the future evaluation of 90-day oral toxicity 

studies.
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Materials and methods

Animal condition

Nonneoplastic lesions data were collected from 84 male 

and 86 female Wistar rats (Mlac:WR) in 90-day oral gavage 

studies. All animals received sterile water, a common vehicle in 

oral toxicity studies, once daily for 90 days (13 weeks) at the 

animal facility of the National Laboratory Animal Center, 

Mahidol University (NLAC-MU) from 2023 to 2025. Sterile 

water is a universally accepted ideal vehicle for oral dosing, 

having no chemical, biochemical, immunological, or 

pharmacological effects on the test item/article or the host (Singh 

et al., 2012). The animals were bred by the Division of Animal 

Production, NLAC-MU. Upon receipt, the animals were 5 weeks 

of age. After a 1-week quarantine and acclimatization period, 

oral gavage with sterile water began at 6 weeks of age. Inclusion 

criteria required animals to have comparable body weight (within 

± 20% of the mean body weight), be healthy, free of observable 

congenital anomalies, and free of major infectious pathogens (as 

determined by the routine health monitoring program). Animals 

were housed two per plastic cage with a solid bottom, in a low-

barrier HVAC (Heating, Ventilation, and Air Conditioning) 

system. Room temperature was maintained at 22 ± 3°C, relative 

humidity at 30–70%, and animal rooms were kept under positive 

pressure. A 12-hour light/dark cycle was maintained using 

standard fluorescent lighting. Rats had free access to reverse 

osmosis (RO) water containing 5–7 ppm chlorine and a standard 

diet (082: Perfect Companion Group CO., Ltd.). Corn cob and 

dried water hyacinth (rod form) were provided as animals’ 

bedding, while dried water hyacinth (ribbon form) was used for 

environmental enrichment. 

Ethical statement 

Animal care and use followed the Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals, 8th edition, in an AAALAC 

International-accredited program. All procedures were approved 

by the NLAC Institutional Animal Care and Use Committee 

(IACUC).

Oral gavage, sample collection, and organ weight

Oral gavage was performed by highly experienced 

personnel to minimize the risk of aspiration into the respiratory 

tract. A feeding needle was used for sterile water administration, 

passing through the esophagus into the stomach. After 90 days 

of dosing (19 weeks of age), all animals were euthanized by CO
2
 

inhalation, and complete necropsies were performed. Tissues, 

including the liver, kidneys, heart, spleen, lungs, stomach, small 

and large intestines, thymus, thyroid and parathyroid glands, 

pituitary gland, adrenal glands, testes, epididymides, male 

accessory sex glands (prostate gland and seminal vesicles), 

ovaries, uterus, cervix, and vagina, were collected and trimmed. 

The aforementioned organs, except for the lungs, stomach, small 

and large intestines, cervix, and vagina, were weighed using an 

electronic balance with 5 digits (XSE205 DU, Mettler Toledo, 

Switzerland). All collected organs were preserved in 10% neutral 

buffered formalin (NBF).  

Slide preparation and examination

H&E-stained tissue slides were prepared from 

preserved organs using routine histological techniques, including 

tissue trimming, processing, embedding, sectioning, staining, 

and mounting. Informed (non-blinded) microscopic examinations 

were performed by a single study pathologist using a light 

microscope (Leica DM2000 LED, Germany), and the images 

were captured using a 0.55x mount with a digital camera (Leica 

MC170 HD, Switzerland), using the Leica Application Suite 

software (version 4.9.0). For microscopic examinations, 

diagnostic terms and glossaries followed the International 

Harmonization of Nomenclature and Diagnostic Criteria 

(INHAND), developed by the Societies of Toxicologic Pathology 
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from Europe (ESTP), Great Britain (BSTP), Japan (JSTP), and 

North America (STP). Lesion grading, with the exception of 

previously reported congenital lesions, was performed semi-

quantitatively using a five-point scale, assigned as minimal (+1), 

Data analysis 

All absolute organ weights of both male and female 

rats were converted to relative organ weights, calculated as the 

organ-to-body weight ratio per 100 g of body weight. Meanwhile, 

the mean severity scores of the most common lesions were 

calculated using the grades from the established grading scheme 

(score 1–5; Table 1). Data were presented as mean ± standard 

deviation (SD), with the coefficient of variation (CV) reported 

for average relative organ weights, and as mean ± SD for average 

severity scores.  

The occurrence and incidence of each background 

lesion in male and female rats were recorded and categorized by 

organ system and sex. The descriptive analysis of incidence was 

calculated as a percentage using The descriptive analysis of 

incidence was calculated as a percentage using the following 

formula: Incidence (%) = (number of animals with the lesions/

total number of animals examined) x 100.

 

Statistical methods 

Statistical analyses were conducted to compare the 

incidence of lesions between male and female rats. A Fisher’s 

exact test was performed using PASW Statistics (version 18) to 

analyze the incidence of nonneoplastic lesions (Table 3). For all 

tests, a P-value ≤ 0.05 was considered statistically significant. 

mild (+2), moderate (+3), severe (+4), and massive (+5). The 

scales were applied in direct proportion to the number of foci or 

the affected lesion areas (Table 1).

Table 1. Grading scheme for the evaluation of nonneoplastic lesions (modified from Thoolen et al., 2010; Schafer et al., 2018).

Grade Severity Proportion of tissue affected Quantifiable finding

+1 Minimal
Very small amount

(<5% of tissue affected)
1–2 foci

+2 Mild
Small amount

(5–20% of tissue affected)
3–6 foci

+3 Moderate
Medium amount

(20–40% of tissue affected)
7–12 foci

+4 Severe
Large amount

(40–60% of tissue affected)
>12 foci 

+5 Massive
Very large amount

(>60% of tissue affected) Diffuse 
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Results

Organ weight 

Relative organ weight data (per 100 g body weight) at 

scheduled euthanasia (19 weeks of age) were presented in Table 

2. Overall, the results demonstrated general consistency of relative 

organ weights. In male rats, the coefficients of variation (CVs) 

were less than 10% for most organs examined, with the exception 

of the right and left testis, left epididymis, thymus, and male 

accessory sex glands (prostate gland with seminal vesicles), which 

showed CVs of 10.72%, 11.30%, 11.73%, 19.35%, and 57.15% 

respectively. In contrast, female rats exhibited CVs greater than 

10% for the left thyroid and parathyroid gland (11.26%), thymus 

(14.11%), and CVs greater than 20% for the right ovary (21.69%), 

left ovary (21.02%), and uterus (28.53%). The remaining organs 

in female rats showed CVs of less than 10%.   

Table 2. Averages of the relative organ weight (g) per 100 g of body weight.   

Organs
Males (n = 84) Females (n = 86)

Mean ± SD CV Mean ± SD CV

Liver 2.6604 ± 0.15 5.74% 2.5840 ± 0.21 8.08%

Right kidney 0.2623 ± 0.02 7.61% 0.2913 ± 0.02 6.73%

Left kidney 0.2528 ± 0.02 6.89% 0.2783 ± 0.02 6.47% 

Heart 0.3039 ± 0.01 5.08% 0.3580 ± 0.02 5.39%

Spleen 0.1745 ± 0.01 8.26% 0.2304 ± 0.02 8.33%

Pituitary gland 0.0022 ± 0.00 4.91% 0.0049 ± 0.00 8.68%

Right thyroid and parathyroid gland 0.0021 ± 0.00 9.73% 0.0031 ± 0.00 8.15%

Left thyroid and 

parathyroid gland 0.0020 ± 0.00 6.63% 0.0028 ± 0.00 11.26%

Right adrenal gland 0.0074 ± 0.00 5.82% 0.0170 ± 0.00 5.15%

Left adrenal gland 0.0083 ± 0.00 6.10% 0.0183 ± 0.00 3.36%

Thymus 0.0622 ± 0.01 19.35% 0.0927 ± 0.01 14.11%

Right testis 0.3741 ± 0.04 10.72% - -

Left testis 0.3778 ± 0.04 11.30% - -

Right epididymis 0.1170 ± 0.01 9.34% - -

Left epididymis 0.1173 ± 0.01 11.73% - -

Male accessory sex gland

(prostate/seminal vesicle) 0.3817 ± 0.22 57.15% - -

Right ovary - - 0.0210 ± 0.00 21.69%

Left ovary - - 0.0210 ± 0.00 21.02%

Uterus - - 0.1821 ± 0.05 28.53%
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Microscopic finding

Microscopic examinations under the present 

experimental conditions revealed the most commonly observed 

nonneoplastic lesions in both male and female Wistar rats 

(Mlac:WR). These included minimal to moderate multifocal 

hemorrhage in the thymus (32.14% incidence with a mean 

severity score of 1.74 ± 0.75 in males and 22.09% incidence with 

a mean severity score of 1.79 ± 0.61 in females) (Figure 1A and 

1B); minimal to moderate hemorrhage in bronchus-associated 

lymphoid tissue (BALT) (23.81% incidence with a mean severity 

score of 1.25 ± 0.62 in males and 17.44% incidence with a mean 

severity score of 1.20 ± 0.54 in females) (Figure 1C); minimal 

to moderate dilation of gastric glands in the glandular stomach 

(23.81% incidence with a mean severity score of 1.35 ± 0.48 in 

males and 12.79% incidence with a mean severity score of 1.09 

± 0.29 in females) (Figure 1E and 1F); and ectopic adrenocortical 

tissue in the adrenal cortex (21.43% in males and 19.77% in 

females) (Figure 1D). 

In the histopathological examination of the kidneys, a 

high incidence of minimal to mild, focal to multifocal hyaline 

casts in the renal cortex (Figure 2A and 2B) was more commonly 

observed in males (23.81%), than in females (1.16%), with a 

statistically significant difference (P < 0.05) between sexes. 

Similarly, minimal tubular basophilia in the renal cortex (Figure 

2D) occurred more frequently in males (9.52%) than in females 

(1.16%), with a statistically significant difference (P < 0.05) 

between sexes. In contrast, minimal focal intratubular 

mineralization in the renal medulla (Figure 2C) was identified 

as a background lesion with no significant difference in incidence 

between females (11.63%) and males (5.95%).

An ultimobranchial cyst within the thyroid tissues was 

observed at a similar incidence in males (11.90%) and females 

(11.63%) (Figure 2E and 2F). In contrast, ectopic thymus tissue 

in the thyroid gland was observed only in males (9.52%), with a 

statistically significant difference (P < 0.05) between sexes when 

compared to the incidence of females (0%). Regarding dynamic 

changes in the female reproductive tract and grossly observed 

clear fluid retention at necropsy (29 female rats), histopathological 

examinations of the uterus and vagina indicated that proestrus 

was the most common finding (75.86%), followed by diestrus 

(13.79%) and estrus (10.35%). However, no females were 

observed in metestrus.

Other less common nonneoplastic findings included 

minimal infiltration of mononuclear inflammatory cells in the 

hepatic tissue (2.38% males, 3.49% females); hepatodiaphragmatic 

nodule in the liver (1.19% males, 1.16% females) (Figure 3A 

and 3B); minimal macrovesicular/microvesicular fatty change 

in the liver (1.19% males, 1.16% females); minimal hepatic 

congestion (0% males, 1.16% females); mild glycogen 

accumulation in the liver (0% males, 1.16% females); minimal 

focal biliary cyst in liver (0% males, 1.16% females); minimal 

focal hepatic fibrosis (0% males, 1.16% females); accessory 

spleen (0% males, 1.16% females); paraovarian cyst (oviduct) 

(1.16% females); severe diffuse germinal epithelium atrophy of 

the testis (1.19% males); minimal to mild, focal to multifocal 

infiltration of mononuclear inflammatory cells in the interstitial 

areas of the prostate gland (3.57% males); minimal aggregation 

of alveolar macrophages in the alveolar spaces (2.38% males, 

0% females) (Figure 3C and 3D); minimal to mild, focal 

infiltration of inflammatory cells in the alveolar spaces (3.57% 

males, 3.49% females); minimal focal cystic degeneration of the 

adrenal cortex (0% males, 2.32% females); cyst at the pars distalis 

of the pituitary gland (1.19% males, 1.16% females); minimal 

infiltration of inflammatory cells in the cardiomyocardium (1.19% 

males, 0% females); minimal focal basal cell hyperplasia in the 

nonglandular stomach (1.19% males, 0% females). All the 

microscopic nonneoplastic background lesions were summarized 

in Table 3. 
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Table 3. Microscopic nonneoplastic background lesions in Wistar rats (Mlac:WR) from 90-day oral gavage studies (2023-

2025; 84 males and 86 females). 

Microscopic findings

Males Females

Occurrence/number 

of examined animals

Incidence 

(%)

Occurrence/number 

of examined animals

Incidence 

(%)

Hematolymphoid System

•	 Hemorrhage, thymus, multifocal, minimal to 

moderate
27/84 32.14 19/86 22.09

•	 Accessory spleen 0/84 0 1/86 1.16

Respiratory System (Lung)

•	 Hemorrhage, bronchus-associated lymphoid 

tissue (BALT), minimal to moderate 

20/84 23.81 15/86 17.44

•	 Infiltrate, inflammatory cell, alveolar space, 

focal, minimal to mild 

3/84 3.57 3/86 3.49

•	 Aggregation, alveolar macrophage, minimal 2/84 2.38 0/86 0

Endocrine System

•	 Ectopic tissue, adrenocortical (adrenal gland) 18/84 21.43 17/86 19.77

•	 Degeneration, cystic, cortical, focal, minimal 

(adrenal gland) 

0/84 0 2/86 2.32

•	 Ultimobranchial cyst (thyroid gland) 10/84 11.90 10/86 11.63

•	 Ectopic tissue, thymus (thyroid gland)* 8/84 9.52 0/86 0

•	 Cyst, pars distalis (pituitary gland) 1/84 1.19 1/86 1.16

Digestive System

•	 Dilation, gastric gland, minimal to moderate 

(glandular stomach)

20/84 23.81 11/86 12.79

•	 Hyperplasia, basal cell, focal, minimal 

(nonglandular stomach)

1/84 1.19 0/86 0

Urinary System (Kidney)

•	 Cast, hyaline, focal to multifocal, minimal to 

mild* 

20/84 23.81 1/86 1.16

Note: A Fisher’s exact test was performed on raw data to test the hypothesis: there is no difference of incidence between males and females. *P-value < 

0.05, the hypothesis is rejected.
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Table 3.	Microscopic nonneoplastic background lesions in Wistar rats (Mlac:WR) from 90-day oral gavage studies  

(2023-2025; 84 males and 86 females) (Cont.).

Microscopic findings

Males Females

Occurrence/number 

of examined animals

Incidence 

(%)

Occurrence/number 

of examined animals

Incidence 

(%)

Urinary System (Kidney)

•	 Mineralization, intratubular, focal, minimal 5/84 5.95 10/86 11.63

•	 Basophilia, tubular, minimal* 8/84 9.52 1/86 1.16

Hepatobiliary System

•	 Infiltration, inflammatory cell, minimal 

(liver)
2/84 2.38 3/86 3.49

•	 Hepatodiaphragmatic nodule 1/84 1.19 1/86 1.16

•	 Fatty change, macro-/microvesicular, 

minimal
1/84 1.19 1/86 1.16

•	 Congestion, minimal 0/84 0 1/86 1.16

•	 Glycogen accumulation, mild 0/84 0 1/86 1.16

•	 Cyst, biliary, focal, minimal 0/84 0 1/86 1.16

•	 Fibrosis, focal, minimal 0/84 0 1/86 1.16

Cardiovascular System 

•	 Infiltrate, inflammatory cell, myocardium, 

minimal
1/84 1.19 0/86 0

Male reproductive System

•	 Atrophy, germinal epithelium, diffuse, 

severe 
1/84 1.19 - -

•	 Infiltrate, inflammatory cell, focal to 

multifocal, minimal to mild (prostate gland) 
3/84 3.57 - -

Female reproductive System

•	 Cyst, paraovarian (oviduct) - - 1/86 1.16

•	 Proestrus - - 22/29# 75.86

•	 Estrus - - 3/29# 10.35

•	 Metestrus - - 0/29# 0

•	 Diestrus - - 4/29# 13.79

Note: A Fisher’s exact test was performed on raw data to test the hypothesis: there is no difference of incidence between males and females. *P-value < 

0.05, the hypothesis is rejected. #The number of female rats with clear fluid retention at gross necropsy.
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Figure 1. (A) The photomicrograph of mild multifocal hemorrhage in thymus of a male rat (4X). (B) Higher magnification 

of Figure 1A (10X). (C) The photomicrograph of moderate hemorrhage in bronchus-associated lymphoid tissue (BALT) of a 

female rat (10X). (D) The photomicrograph of ectopic adrenocortical tissue (black arrow) in adrenal cortex of a female rat 

(10X). (E) The photomicrograph of mild dilation of gastric gland (black arrow) in glandular stomach of a male rat (10X). (F) 

Higher magnification of Figure 1E (20X); H&E staining.
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Figure 2. (A) The photomicrograph of minimal focal hyaline cast (black arrow) in renal cortex of a male rat (10X). (B) Higher 

magnification of Figure 2A (20X). (C) The photomicrograph of minimal focal intratubular mineralization (black arrow) in renal 

medulla of a female rat (20X). (D) The photomicrograph of minimal focal tubular basophilia (black arrows) in renal cortex of a 

male rat (20X). (E) The photomicrograph of ultimobranchial cyst (black arrow) in thyroid gland of a female rat (10X). (F) Higher 

magnification of Figure 2E (20X); H&E staining.
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Figure 3. (A) The photomicrograph of a hepatodiaphragmatic nodule in the liver of a male rat (4X). (B) Higher magnification 

of Figure 3A to indicate the linear arrangement of hepatocyte nuclei (black arrows) (20X). (C) The photomicrograph of minimal 

aggregation of alveolar macrophages in the alveolar spaces of a male rat (10X). (D) Higher magnification of Figure 3C to indicate 

alveolar macrophages (black arrows) (20X); H&E staining.

Discussion

Organ weight

Higher coefficients of variation (CVs) in relative 

organ weights may reflect inconsistencies in necropsy and/or 

organ weighing procedures, as this parameter can be affected 

by trimming technique, timing of weighing, and measurement 

sensitivity (Srimangkornkaew et al., 2020). Such variability is 

particularly evident in small organs, such as the ovary and thyroid 

with parathyroid gland; secretion-filled or friable structures, 

such as male accessory sex glands, testis, and thymus, which are 

highly prone to rupture or partially loss during organ trimming; 

and organs with poorly defined anatomical boundaries, such 

as uterus with vagina and epididymis, in which differences in 

tissue separation may substantially influence the measured organ 

weight. The organ weight results in the present study showed 

a similar trend to the previously reported organ weight data 

for Sprague-Dawley (SD) rats (Piao et al., 2013), with slight 

differences in relative organ weights of the spleen, heart, liver, 

kidneys, adrenal glands, testes, and ovaries, which are attributable 

to variations in rat strain.  
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Microscopic finding

The varying degrees of hemorrhage observed in 

lymphoid organs (thymus and BALT) involved a higher number 

of animals than reported in other studies (Bockenstedt et al., 

2022). This finding may represent an agonal change in rats 

euthanized with CO
2
 inhalation (Frith et al., 2000). In the absence 

of necrosis, vascular lesions, coagulation defect, and other lesions 

such as erythrophagocytosis or pigment-laden macrophages, 

necropsy technique-related factors (iatrogenic) or dissection-

induced artifacts may account for this observation, and these 

hemorrhages are not considered the result of a vascular lesion 

(Rebelatto 2018). However, Vitamin K deficiency in rats may 

cause thymic hemorrhage, and therefore diet should be considered 

(Frith et al., 2000). This finding must be distinguished from 

congestion since congestion of capillaries or venules in the thymus 

is commonly seen in spontaneous deaths or moribund sacrificed 

animals (Rebelatto 2018). Moreover, postmortem congestion 

(Livor mortis) of the thymus without evidence of hemodynamic 

disturbance has been reported in Wistar rats (Boonmayaphan 

and Butrat 2022). 

In sex-related lesions, hyaline casts and tubular 

basophilia in the renal cortex were found to be sex-related 

finding as their incidence in males is significantly higher than 

in females. Hyaline cast and tubular basophilia can be found 

as a common feature accompanying the early stage of chronic 

progressive nephropathy (CPN) (Frazier et al., 2012). Male 

gender is a primary risk factor for developing CPN linked to 

the presence of androgen rather than to an absence of estrogen 

(Khan et al., 2013). Intratubular mineralization in the renal 

medulla is more commonly seen as a spontaneous lesion along 

the corticomedullary junction with no clinical consequence, and 

female rats are more susceptible to dietary imbalance of calcium, 

phosphorus, chloride, magnesium, protein, and lipid than male 

rats (Seely et al., 2018). However, the statistically significant 

difference between the incidence of males and females cannot be 

observed in the present study. The incidence of ectopic thymus 

tissue in the thyroid gland in males is significantly higher than 

in females; however, there has been no previous report of sex 

predisposition in rats. In human medicine, the epidemiological 

study revealed a higher prevalence of this lesion in male (2.79%) 

than female (0.80%) children (Iwaku et al., 2024). This finding 

is a congenital defect caused by incomplete separation of the 

thyroid and thymus during embryonal development (Brändli-

Baiocco et al., 2018).

The various types of congenital or developmental 

anomalies were observed in Wistar rats (Mlac:WR) in the present 

study. An ectopic adrenocortical tissue in the adrenal cortex 

is a common finding in both male and female rats, and can be 

found anywhere in the abdominal cavity caused by completely 

or partially detached rests of the coelomic epithelial primordia 

(Suttie and Sutcliffe 2018). An ultimobranchial cyst in the thyroid 

gland derives from ultimobranchial bodies during embryonal 

development (Mense and Boorman 2018). In addition to the 

common congenital lesions, a hepatodiaphragmatic nodule 

in the liver, paraovarian cyst, cyst in the pars distalis of the 

pituitary gland, and accessory spleen are less finding in our 

study. A hepatodiaphragmatic nodule in the liver is caused by 

the pressing of median or lateral lobes of the liver against the 

imperforate opening of diaphragm (Bevin 2018) with reported 

incidence ranging from 1 to 11% in Fischer 344 rats (Thoolen et 

al., 2010). A paraovarian cyst is thought to arise from vestigial 

remnants of mesonephric or paramesonephric ducts (Dixon et 

al., 2014). This finding should be distinguished from cystic rete 

ovarii, which often lack smooth muscle in the wall, and typically 

present within or adjacent to the hilus of the ovary (Vidal and 

Dixon 2018). Cysts in the pars distalis of the pituitary gland are 

an infrequent incidental finding in rats. The structure, position, 

or contents cannot determine the origin of a cyst. Some cysts are 

derived from persistent remnants of the craniopharyngeal duct 

or Rathke’s pouch (Brändli-Baiocco et al., 2018). Lastly, an 
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accessory spleen is a rare finding in rats. It may develop as a result 

of fusion failure of the splenic anlage during embryogenesis, and 

may be acquired following splenectomy or as a consequence of 

traumatic injury (Rebelatto 2018; Willard-Mack et al., 2019).

In the reproductive system, a markedly dilated and 

filled with clear fluid (clear fluid retention) is a characteristic 

feature of proestrus in female rats under the influence of estradiol 

(Dixon et al., 2014). Although most female rats (75.86%) with 

clear fluid retention in the uterus were histologically staged as 

proestrus, some animals at estrus (10.35%) or diestrus (13.79%) 

also exhibited this change at necropsy, as they might be in a 

transitional period to proestrus, such as early estrus or late diestrus 

(Westwood 2008; Ajayi and Akhigbe 2020). An atrophy of the 

germinal epithelium lining the seminiferous tubules in male rats 

is considered the consequence of prolonged or severe germ cell 

degeneration, which may be mediated through sertoli cell injury, 

primary cytotoxicity, hypoxia, inflammation, or other effects 

(Creasy et al., 2012).

In age-related lesions, a dilation of the gastric gland 

is a common observation in the glandular stomach and may be 

seen as an aging change in rats. This lesion is usually not reported 

unless it shows a treatment-related trend (Nolte et al., 2016). 

An aggregation of alveolar macrophages in alveolar spaces is 

frequently observed as a spontaneous and incidental finding in 

the subpleural areas or in the more peripheral regions of the lung 

of older rats (Renne et al., 2016; Herbert et al., 2018). A cystic 

degeneration of the adrenal gland is a spontaneous condition. It 

occurs predominantly in aging female rats and is considered to 

be a consequence of severe focal cortical vacuolation (Brändli-

Baiocco et al., 2018). A biliary cyst in hepatic parenchyma is 

commonly seen in older rats. A single cyst is often caused by 

cystic dilation of the intrahepatic bile duct (Thoolen et al., 2010). 

In other, less common spontaneous lesions, 

cytoplasmic vacuolations of hepatocytes are mainly composed 

of macrovesicular and microvesicular fatty changes, and 

glycogen accumulation. A macrovesicular fatty change is a 

reaction to a wide variety of injuries, and can also be regarded 

as a physiological adaptation demonstrated as an imbalance 

between uptake and secretion of lipoprotein by the hepatocytes. 

On the other hand, a microvesicular fatty change is usually 

indicative of more serious hepatic dysfunction, but can also result 

from nutritional disturbances; however, focal fatty change can 

sometimes be seen spontaneously (Foster 2018). An intracellular 

accumulation of glycogen is a normal physiological response 

following food ingestion (Thoolen et al., 2010). A hepatic 

congestion, without the evidence of right-sided heart failure, 

can be seen in an animal that dies (post-mortem change) or in a 

situation where there is incomplete exsanguination (Thoolen et al., 

2010). Hepatic fibrosis represents a reaction to acute or prolonged 

hepatic injury (Thoolen et al., 2010). A basal cell hyperplasia 

of the nonglandular stomach is more commonly seen following 

administration of a chemical by the gavage route but may occur 

by dosed-feed or water routes as well (Uehara et al., 2018). An 

infiltration of inflammatory cells in the alveolar spaces, hepatic 

parenchyma, cardiomyocardium, and prostate gland without the 

evidence of inflammation, e.g., edema, hemorrhage, cell swelling, 

vascular injury, degeneration, or necrosis, is considered to be 

an incidental finding (Thoolen et al., 2010; Creasy et al., 2012; 

Berridge et al., 2016; Renne et al., 2016). 

One significant limitation of HCD for background 

lesions is its study-specific nature. Numerous sources of 

variability, including vehicle type, study duration, route of 

administration, gross necropsy techniques, histological slide 

preparation, and standardized histopathological criteria/terms 

(McInnes and Scudamore 2014), limit the application of HCD 

to studies with the same design. Consequently, the establishment 

of study-relevant HCD is essential for the accurate interpretation 

of future toxicological studies.
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Conclusions

Overall, this is the most recent report of the historical 

background of nonneoplastic lesions in Wistar rats (Mlac:WR). 

The present information provides a reference for the background 

lesions that occur in Wistar rats in 90-day toxicity studies, which 

may be highly beneficial for the study pathologist to differentiate 

between spontaneous lesions and test item/article–related 

changes. 
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