
การศึกษายอนหลังทางพยาธิวิทยา และการศึกษาทางคลินิกของความเปนพิษของ

ยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดรุนที่ 1 ในสุนัข

นางสาวอัจฉราวรรณ  โลหะวณิชย    

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต

สาขาวิชาเภสัชวิทยาทางสัตวแพทยศาสตร       ภาควิชาเภสัชวิทยา

คณะสัตวแพทยศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ปการศึกษา  2552

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



RETROSPECTIVE OF PATHOLOGY AND CLINICAL STUDIES OF FIRST GENERATION 

ANTICOAGULANT RODENTICIDE INTOXICATION IN DOGS 

Miss Acharawan  Lohavanijaya

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements

for the Degree of Master of Science Program in Veterinary Pharmacology

Department of Veterinary Pharmacology

Faculty of Veterinary Science

Chulalongkorn University

Academic Year 2009

Copyright of Chulalongkorn University

Copyright of Chulalongkorn University



L(1IU 

m1~n~tJ'f),w"'~-.3Yl1-.3YimfiilYlm LLft::;m1~n~1Yl1-.3 

f1~ iln'll'fl-.3 f1'l1~ Lil'W~~'fl-.3m Ln'fl"'~'lIU(1I ~1'Wm 1LL ~-.3 tJI'l 

'lI'fl-.3L~'fl(1lt'W~ 1 L'W~,r'll (Retrospective of pathology and 

clinical studies of first generation anticoagulant 

rodenticide intoxication in dogs) 

'W1-.3~1'l'fl'"l'il11'l11ru Lft"'::;'lru'llU 

~1'l11':)'111 

'fl1'"l1nr~mn~1i)YlmirrfWfi"'~n 

Ul~'lI':)YlmYl1-.3~j;)'l LLYiYlUPl1~j;)f 

1'fl-.3P11~m1'"l11U Ul~'lIm"'~-.3 (1I1 . ~~j;)11 Pl1L'lIU1mr 

" f1ru::;~ j;)') LLYiYlU Pl1~j;)f ,li1ft-.3 mnr~"'1i)Ylm~U 'fl'1~L\X,rtJi)YlmuYi'Wfi'ilutJihil'W 

~'l'W",rt-.3'l1'fl-.3n11~n~j;)1~"'~n~j;)1mt1lt1l1~"'1Uru;;j;) 

.... W.~ ... l~ "nllJ;;"[\j"'""""~U~1~.f 
( Pl1~j;)11'"l11U 'W1U~j;)')LLYiYlU (1I1.f-.3f1ft L(JI'lI::;riT"~) 

.. .... . .. ~~ .. ... ~\~~~~ ....... . 1.h::;fi1'Wm1~m1 
(1'fl-.3P11~j;)11'"l11U ~j;)'lLLYiYlU",~-.3 (1I1.M'WYl1 "'UtJL'lIfI'fl,r'W~f) 

.. ... . ~'7 ... .. ~ ....... ....... "1'I1.m:mnH1:;~U1il"I!If~'n 
(1'fl-.3P11~m1'"l11U Ul~'lIm"'~-.3 (1I1 . ~~j;)11 Pl1L'lIU1j;)\!) 

.,d' /" .. ..l.r:! ... ... .. , 
. .... . .. .. .. .. 10 .. . .... .. . , . . ... . .. . ..... . . ..... . 'fl1'"l1ffiYlu1n~'lYlm'WYi'Wfi1'l~ 

('fl1'"l11U 'W1U~j;)')LLYiYlU (1I1.fi1::;~Ylfi LLn'l'fl~j;)'l-.3ff) 

. 0::; '7 '-.rV)9-z>I/J~~ ' 
........ . . . ... . .. . ... . ........ ...... .... .... . . .. ... n11~n11 

(1'fl-.3P11~j;)11'"l11U ~j;)'lLLYiYlU"'~-.3 (1I1.'l11 Yi1U'lILn1tJ-.3Lm) 



~"'l~~1'l~1C\.l L~"'~'lru'l!tJ: m~~n~U'fl"m~'1Yl1'1"'i!nfirjYltn LL~~m~~n~Yl1'1fil~iln 

~'fl'l fil'l1).J LihJYi1;1J'fl'ltn L~'fl"'lJ'l!il~ "h".ln1~LL;j'l ~'l~'fl'l L~fl",4lJ~ 1 L lJ~~'tI ~ ,. 
(RETROSPECTIVE OF PATHOLOGY AND CLINICAL STUDIES OF FIRST 

GENERATION ANTICOAGULANT RODENTICIDE INTOXICATION IN DOGS) 

'fl . ~mnM1~YltnilytlJfi",~n : ~fI\ . ll'1l . ~~ . ~~[;1n fl\11'l!U1[;1tr, fl . ~mn~~YltnilytlJfi 

i'l).J : 'fl . lJ~yt.~~ .fi~~!JYlfi LLn'l'fl).J[;1'l'lfll, 76 ",ih. 

tn L~'flm~'l!i'l~'fl't~lJfi~).J11lJLUlJ~1 L", "J~'fl'l fil'l1).J LUlJ~M~yt1J).J1 n~~ "'''lIi'l''''''~'1 L lJ~ [;11 

Li U'I m ~~ nM1 fil¥'1~iJt5' [;1 ~lh~~'1 fOlL ~'fl~1J"'1 fil'l1).J LUlJYi1;1Jfl'ltn LnflWI.1"l1i'l"'fl't~lJfi ~).J11lJL lJ 

~~~ L~um~H' high performance liquid chromatography (HPLC) i'l).Jrl1J fluorescence 

.., ..., -" ...... .. _I"'!! .. .... 
detector L yt'fl [;1~'l"'l"'1tn L1J'fl"''.1'l!lJ~ [;l1lJm~LL ~'1 [;1'l~'fl'l L~fl "''''l1 nyt ~1~).J1 LL~~LIJ~U1J L YlU1Jn1J 

,"hm~LL;j'l~'l'1l'fl'lL~'fl~ activated partial thromboplastin time (APTI) , One stage 

prothrombin time (OSPT) LL~~ Thrombin time (TI) "'l1n~~'tI.,r'ln~).J~~'1~um~1cJi'11J~1~~M 
I ~ ~ ~ 

LL~~n~).JYli1",~nj1lJLLkli~~11cJi'11J~1~~M'l!i'l~;j tJ~"'l1nn1~~n~fil1'1;jyt1J~11"11m~LL;j'l~'l~'fl'l 
.. t.I " ~ .- 1I u..... .. I -I 'I"" ._ 
L~'fl ~ LL~ ~ fil 'l1).J L ~).J ~lJ ~'fl'l U 1 L1J'fl"''.1'l!lJ~ [;11lJn 1 ~LL ~'1 [;1'l ~'fl'l L~'fl '" tlJYl 1 ~ lJL~ fl '" ~).J).J 

fil'l1).J ~ ).J~lJfirl lJ L~U ~ 1"11 m ~LL;j'l ~'l'1l'fl'l L~'fl ~U'l fil'l LUlJUn ~1l1UL lJt5'lJLL1n"'~'1~1n m ~1cJi'11J 

, .. 
Lij'fl",lJ LL~~~ [;11L~U'InlJL;h lUL~uhlL"'l [;1lJ1 ~'fl warfarin tJ~m~[;1~'l~"'1~1~!1f1lJm~LL;'1~'l~'fl'l 

~ 

L~'fl~"'l1m~'fl~~1).J1~r1~lJUlJlcJi'~1 warfarin LL~~ coumatetralyl ~"';).JlcJi'flth'l~'l"'L1'lL~fllcJi'11J 

L~Um~nlJ 

"'l1 n m ~~ nM1U'fllJ"'~'1'11'fl'l ~'flU L~filYl1'1"'l ~yttnfi~Yltn~fl'l~~'tI~1cJi'11JYi~1 ntn L~fl"'lJ . . ~ 

'l!il~ !1f1lJm ~LL;j'l ~'l~'fl'l L~'fl~ LL~ ~'1 ~'1 m~i1 L~'fl ~'fl'fln'flth'ltlJLLN[;11).Jflt5'm~~1 ~ '11 ~1'11 L"'U 

'flt5'm~~yt1J"'l~L~'fl~'fl'fln).J1n~~~~'fl~1J ~'fl'l~'1).J1~'fll[;1, ~11~, i'lL~ LL~~U'fl'" L"'U~~~LL~~~~'l •• • 
~1cJi'11J~1 ~Yi M,!lJiJ fil'l1).J ~lJLLN~'fl'l m ~Ln ~"'l ~ L~'fl ~'fl'fl n~ LL[;1n ~1'1 rllJL"'U;lJfl,i rl1J"lIi'l", LL~ ~ .. ~ 

111 fil~'l!1 .. Lf.1.~'~Y.l.tJ.1 ... .. ... .. ... ..... ...... ..... .. . 

~1~1~'l!1 .~i"ll3.YltJ1Y.l.')~i~.tl~~Yf~1.tJfi)1~.~f 

ilm~~nM1 ... 25.5.2 .............................. .. . 



# # 5075565031 : MAJOR VETERINARY PHARMACOLOGY 

KEYWORDS: COUMARIN DERIVATIVE RODENTICIDES / DOG / INTOXICATION / 

ACHARAWAN LOHAVANIJAYA : RETROSPECTIVE OF PATHOLOGY AND 

CLINICAL STUDIES OF FIRST GENERATION ANTICOAGULANT 

RODENTICIDE INTOXICATION IN DOGS. THESIS ADVISOR: 

ASSOC.PROF.SUPATRA SRICHAIRAT Ph.D., THESIS CO-ADVISOR: 

THEERAYUT KEAWAMATAVONG D.v.M., Ph.D. , 76 pp. 

Anticoagulant rodenticides are one of the most common cause of companion 

animal intoxication. The aim of this study was to investigate the anticoagulant 

rodenticide poisoning in dogs. The presence of anticoagulant rodenticides in plasma 

was determined by HPLC with fluorescence detector. Activated partial 

thromboplastin time, prothrombin time and thrombin time were also investigated and 

compared in suspected and proved intoxicated dogs. No significant correlation was 

found between all coagulation times and the first generation rodenticide level in 

blood of the intoxicated dogs. All coagulation tests were normal in the first 24 hours 

after ingestion of anticoagulant rodenticides. According to their owner interview and 

HPLC identification, warfarin was the most accidental bait used rodenticides. The 

HPLC determination of these anticoagulants in blood confirmed that warfarin and 

coumatetralyl absorbed rapidly by oral ingestion. 

The retrospective study of histopathological lesions of anticoagulant 

rodenticide intoxicated dogs showed that there was excessive bleeding in various 

organs. Accordingly, the most excessive bleeding organs were liver, followed by 

kidneys, intestines, heart and lungs respectively. The severity of hemorrhage in these 

organs of intoxicated dogs were different. Types and amount of anticoagulant 

rodenticides ingested as .well as animal status were considered to be the main 

factors of their toxic severity. 
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บทที่  1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ปจจุบันมีสัตวปวยที่เขามารับการรักษาในโรงพยาบาลเนื่องจากสารพิษเปน

จํานวนมากโดยเฉพาะพิษที่เกิดจากยาเบ่ือหนู ยาเ บ่ือหนูชนิดตานการแข็ง ตัวของเ ลือด 
(anticoagulant rodenticides) นั้นจัดเปนยาเบ่ือหนูกลุมใหญที่สุดที่มีการนํามาใชสําหรับกําจัด
หนู (Valchev et al., 2008) และควบคุมสัตวฟนแทะขนาดเล็กที่กอความรําคาญมากที่สุดในโลก 
(Eason et al., 2002) จากรายงานของ Binev และคณะ (2005) ระบุวาเหย่ือที่ทําไวสําหรับลอสัตว
ฟนแทะซ่ึงรวมถึงหนูภายในครัวเรือนคิดเปน 95% จากยาเบื่อหนูทั้งหมดเปนยาเบ่ือหนูชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือด    เนื่องจากสารตานการแข็งตัวของเลือดมีผลตอสัตวเล้ียงลูกดวยนม จึงมี
ความเปนพิษตอสัตวชนิดอ่ืนๆดวยโดยเฉพาะอยางยิ่งสัตวเล้ียง    การที่สัตวเล้ียงจะไดรับสารพิษ
เหลานี้เกิดจากการกินเหยื่อที่ทําไวสําหรับลอหนูจนเกิดความเปนพิษข้ึน  พบวาสารตานการแข็งตัว
ของเลือดกอใหเกิดความเปนพิษในสุนัขมากกวาแมว (Waddell and Poppenga, 2004) 
เนื่องจากสุนัขมีพฤติกรรมในการเลือกกินนอยกวา มีรายงานวาสุนัขที่เกิดความเปนพิษจากยาเบ่ือ
หนูมีสูงถึง 63.1% เมื่อเทียบกับสัตวชนิดอ่ืนๆ  เนื่องจากมีความสัมพันธใกลชิดกับมนุษยมาก 
(Lorgue et al., 1986)  จากการศึกษาของ Wang และคณะ (2007) พบวาสัตวเล้ียงที่ไดรับพิษ
จากยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดคิดเปน 18.9% จากสารกําจัดศัตรูพืชทั้งหมด   ยาเบื่อ
หนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดสามารถหาซื้อไดงายตามทองตลาดในประเทศไทย เชน 
coumatetralyl, warfarin, flocoumafen, difethialone, difenacoum  และ bromadiolone      
เปนตน จากความหลากหลายของจํานวนสารเคมีในกลุมนี้ และการที่สารตานการแข็งตัวของเลือด
บางชนิด เชน warfarin เปนยารักษาโรคในมนุษยทําใหโอกาสที่สัตวเล้ียงภายในบานจะไดรับ
สารพิษในกลุมนี้เขาไปมีเพิ่มมากข้ึนจนกอใหเกิดความเปนพิษได   

ปจจุบันยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดมีการพัฒนาใหเปนพิษตอหนมูาก
ข้ึนโดยการทําใหระยะเวลาในการออกฤทธ์ิส้ันลง และมีความแรงในการกอพิษเพิ่มข้ึน  รวมกับ
สถานการณจริงทางคลินิกที่มักไมทราบชนิด และขนาดของสารพิษที่สัตวไดรับ สัตวแพทยจึงเลือก
ที่จะประเมินอาการของสัตวจากระยะเวลาท่ีใชในการแข็งตัวของเลือด และทําการรักษาจนกวาคา
การแข็งตัวของเลือดจะกลับสูภาวะปกติ  ดังนั้นหากทําการวินิจฉัยปริมาณและชนิดของสารพิษที่
ไดรับเขาไปไดก็จะสามารถประเมินระยะเวลาของการเกิดพิษ ความรุนแรง และทําการรักษาได
อยางถูกตองและแมนยํายิ่งข้ึน การตรวจชนิดและความเขมขนของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัว
ของเลือดจากเลือดเปนวิธีการหนึ่งที่ใชวิเคราะหหาความเปนพิษ และใชประเมินผลสําเร็จตลอดจน



2 
 

ระยะเวลาที่ใชในการรักษา อยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษาถึงความสัมพันธของคาการแข็งตัวของ
เลือดกับระดับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดเพื่อนํามาใชประโยชนในการรักษาทาง
คลินิก 

ยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด (anticoagulant rodenticides) หรือยา
เบ่ือหนูชนิดอนุพันธคูมารินออกฤทธิ์ตานการแข็งตัวของเลือดโดยมีกลไกขัดขวางการทํางานของ 
vitamin K1 epoxide reductase ที่ทําหนาที่เปล่ียน vitamin K1 ใหกลับไปเปนในรูปที่พรอม
ทํางาน  เปนผลใหขาดแคลน  vitamin K1 ในปฏิกิริยาการสรางปจจัยสําหรับใชในการแข็งตัวของ
เลือดอันไดแกปจจัยที่ 2, 7, 9 และ 10 (Harrell, 2003; Murphy, 2007) ทําใหเลือดไหลไมหยุด ดัง
แสดงใหเห็นจากอาการทางคลินิก เชน การพบ subcutaneous hemorrhage, hemoptysis, 
hematuria, hematochezia เปนตน (Kohn et al., 2003; Means, 2003; Murphy, 2007)     การ
ตรวจทางมหพยาธิวิทยาจากการไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในสุนัข พบจุด
เลือดออกตามอวัยวะท่ัวไป รวมทั้งที่มดลูก และไต (Padgett et al., 1998; Radi and Thompson, 
2004) ในขณะที่ Palmer และคณะ (1999) รายงานการพบจุดเลือดออกที่ปอดในคนที่ไดรับยา
ตานการแข็งตัวของเลือด และจากการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา Liggett และคณะ (2002) ที่
รายงานการพบจุดเลือดออกที่ไทมัส อยางไรก็ตามการศึกษาที่ผานมาเปนเพียงรายงานการพบจุด
เลือดออกเทานั้น และยังไมมีผูศึกษาลักษณะรอยโรคดังกลาวอยางเปนระบบเพื่อใชเช่ือมโยงกลไก
ของการเกิดความเปนพิษกับรอยโรค ดังนั้นจุดประสงคของการศึกษาในคร้ังนี้จึงเปนการศึกษา
ความสัมพันธของคาการแข็งตัวของเลือดกับระดับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด เพื่อใช
ประโยชนในการรักษาทางคลินิก และรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะตางๆ จากการไดรับยา
เบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในสุนัข รวมทั้งไดทําการพัฒนาระบบการใหคะแนนรอยโรค
ของการพบจุดเลือดออกในอวัยวะตางๆ เพื่อใชเปนหลักการพื้นฐานในการศึกษารอยโรคดังกลาว
ตอไป 

วัตถุประสงคของการวิจยั 
1. หาแนวทางวินิจฉัยความเปนพิษที่สามารถนําไปใชไดในทางคลินิกโดย 

ประเมินจากคาความสัมพันธของความเขมขนของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในเลือด 
และคาการแข็งตัวของเลือดจากสุนัขที่เขามารักษาในโรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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2. ศึกษายอนหลังทางจุลพยาธิวิทยาของภาวะการมีเลือดออกในสุนัขที่เสียชีวิต 
จากการไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่สงเพื่อชันสูตรโรค ณ หนวยพยาธิวิทยา คณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และไดรับการยืนยันผลการตรวจหาสารพิษชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือดในตับโดยวิธี thin layer chromatography (TLC) รวมกับใชเทคนิคทางสเปค
โตรโฟโตเมทรีเพื่อตรวจรูปแบบสเปคตรา จากหนวยพิษวิทยา ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ขอบเขตของการวิจัย 
ศึกษาระดับความเขมขนของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในเลือด 

และคาการแข็งตัวของเลือดจากสุนัขที่ไดรับสารพิษชนิดนี้ รวมทั้งศึกษายอนหลังทางพยาธิวิทยา
ของภาวะการมีเลือดออกจากการไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในสุนัข 

 
ขอตกลงเบื้องตน 

ตรวจคัดกรองเพื่อวินิจฉัยแยกภาวะเลือดออกผิดปกติจากยาเบ่ือหนูชนิดตานการ
แข็งตัวของเลือดและภาวะโรคอ่ืนโดยการทดสอบเฉพาะหองปฏิบัติการ ไดแก activated partial 
thromboplastin time (APTT), one stage prothrombin time (OSPT หรือ PT) และ thrombin 
time (TT)  และทําการวิเคราะหหายาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากเลือดโดยใช high 
performance liquid chromatography (HPLC) รวมกับ fluorescence detection 

ศึกษารอยโรคของภาวะการมีเลือดออกทางพยาธิวิทยาทั้งมหภาค และจุลพยาธิ
วิทยาจากสุนัขที่ไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากประวัติสัตวปวยยอนหลังซ่ึงไดรับ
การยืนยันผลโดยวิธี thin layer chromatography รวมกับใชเทคนิคทางสเปคโตรโฟโตเมทรีเพื่อ
ตรวจรูปแบบสเปคตรา 

ขอจํากัดของการวิจัย 
การเก็บตัวอยางสุนัขที่ไดรับสารพิษและเขามารักษาในโรงพยาบาลนั้นไม

สามารถกําหนดปจจัยตางๆทางดานสุขภาพซ่ึงอาจมีผลตอคาการแข็งตัวของเลือด และการคงอยู
ของสารพิษในเลือดในสัตวแตละตัวได 

การศึกษาทางพยาธิวิทยาจากสัตวที่ไดรับสารพิษกลุมตานการแข็งตัวของเลือด
เปนการศึกษายอนหลังอาจทําใหไดประวัติ และขอมูลไมครบถวน 
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คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 
เปรียบเทียบระดับความเขมขนของยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดใน

เลือดกับคาการแข็งตัวของเลือดในสุนัข และศึกษารอยโรคจุดเลือดออกทางพยาธิวิทยาจากสุนัขที่
ไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ขอมูลที่ศึกษาเปนความรูที่สามารถนําไปประกอบการตัดสินใจในการประเมิน
ความรุนแรงของการเกิดพิษ และสามารถกําหนดระยะเวลาในการรักษาไดอยางรวดเร็ว และมี
ประสิทธิภาพ ในสวนของการศึกษายอนหลังเปนการยืนยนัความเปนพษิจากผลทางพยาธิวิทยา
โดยดูจากผลการตรวจพบความเปนพิษของยาเบ่ือหนูชนดินี้ โดยคาดหวังวาความรูที่ไดจาก
การศึกษาคร้ังนี้จะสามารถนาํไปใชประโยชนในการวนิิจฉัยความเปนพิษของยาเบ่ือหนูตอไป 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
ข้ันตอนดําเนินการวิจัยแบงเปน 2 สวนหลักไดแก 

1. ศึกษาถึงความสัมพันธของความเขมขนของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัว 
ของเลือดในเลือดกับคาการแข็งตัวของเลือดจากตัวอยางสัตวปวยที่ไดรับสารพิษ     และเก็บ
รวบรวมผลทางพิษวิทยา และพยาธิวิทยายอนหลังจากสัตวที่เสียชีวิตจากการไดรับยาเบ่ือหนูชนิด
ตานการแข็งตัวของเลือดซ่ึงเขามารักษาในโรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยยอนหลังเปนเวลา 2 ป 

2. สงผลงานตีพิมพเผยแพรในวารสารระดับชาติ 
 

ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

 

เดือนที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

ทบทวนเอกสาร 
วางแผนงานวิจัย 
ดําเนินงาน
ทดลอง 
วิเคราะห/แปรผล 
เขียนรายงาน 
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บทที่  2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

ยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด (anticoagulant rodenticides) ถูก
คนพบในป ค.ศ. 1920 จากการสังเกตพบโคในเมือง Wisconsin กินพืชสวีตโคลเวอร (sweet 
clover) ที่ข้ึนราแลวมีอัตราการตายสูง อีกทั้งยังพบเลือดออกจากอวัยวะภายในอีกดวย พบวา 
coumarin ที่เกิดตามธรรมชาติในพืชชนิดนี้เปล่ียนไปเปนอนุพันธ dicoumarol โดยเช้ือรา ซึ่งเปน
สาเหตุของการเสียชีวิตในโคเนื่องจากการที่เลือดไมแข็งตัว    ตอมาไดมีการสังเคราะหข้ึนจากสาร
ที่ไดจากพืชที่มีการเจริญเติบโตของเช้ือรา สารตัวแรกในกลุมนี้คือ warfarin ที่ไดจากการสังเคราะห
เพื่อใชเปนยาสําหรับแกไขภาวะล่ิมเลือดอุดตันของหลอดเลือด และนํามาใชเปนสารกําจัดหนู และ 
เปนที่นิยมใชกันมากที่สุดขณะนั้นช่ือ WARFARIN มีที่มาจากสวนหนึ่งของชื่อองคกรที่สนับสนุน
งานวิจัยเร่ืองนี้คือ “Wisconsin Alumni Research Foundation” (Merola, 2002; Murphy, 2007) 

Warfarin เปนยาเบ่ือหนูตัวแรกที่ไดรับความนิยมมากในชวงหลังสงครามโลกคร้ัง
ที่ 2 และแพรหลายอยางรวดเร็วในหลายประเทศ ตอมาจึงมีการสังเคราะหสารตานการแข็งตัวของ
เลือดอ่ืนๆที่มีคุณสมบัติเหมือน warfarin ข้ึนมา ยาเบ่ือหนูที่มีฤทธิ์ตานการแข็งตัวในระยะแรก หรือ
รุนที่ 1 นี้ถูกเรียกวา  “first generation anticoagulant rodenticides”  ซึ่งยารุนนี้จะมีฤทธ์ิความ
เปนพิษในระดับปานกลาง (moderate toxicity)  และนํามาใชโดยการผสมกับเหยื่อเพื่อลอสัตวฟน
แทะมากิน หลังจากนั้นไมนานพบวามีสัตวฟนแทะหลายชนิดด้ือตอ warfarin อาจเนื่องมาจากการ
ไดรับมาเปนระยะเวลานาน จึงไดมีการปรับโครงสรางทางเคมีแลวทําการสังเคราะหตัวยาข้ึนมา
ใหม สารกลุมใหมนี้ออกฤทธิ์รุนแรงมากกวากลุมที่ 1 เรียกสารกลุมนี้วาสารรุนที่ 2 หรือ “second-
generation anticoagulant rodenticides” หรือ “superwarfarin” (Murphy, 2007) สารรุนที่ 2 นี้
เพิ่มความนากินสูงในสัตวฟนแทะ อีกทั้งยังผลิตออกมาเปนหลายรูปแบบ ไดแก grain-based 
pellets, minipellets, wax-paraffin blocks, meal baits, tracking powder, ground spray, 
whole and brocken grains, nylon pouches, coated talc และ dust  ดวยเหตุนี้จึงพบวาความ
เปนพิษสามารถเกิดข้ึนในสัตวชนิดอ่ืนจากการกินสารพวกนี้ไดเชนกัน (Merola, 2002) สารรุนที่ 2 
นี้สามารถออกฤทธ์ิไดนาน และรุนแรงกวารุนที่ 1 (Murphy and Talcott, 2006) 

EHC 175 (1995), Watt และคณะ (2005) และ Vandenbroucke และ 
คณะ (2008) จําแนกความแตกตางของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดรุนที่ 1 และรุนที่ 2 
ไดดังนี้ 
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1. สารรุนที่ 1 จับกับตัวรับที่ตับ (hepatic receptor) แบบไมแนนหนา ในขณะที่ 
สารรุนที่ 2 มีความสามารถในการจับตอ vitamin K1 2, 3-epoxide reductase 
(hepatic receptor) ไดดีกวาสารรุนที่ 1 

2. สารรุนที่ 2 มีความสามารถยับยั้ง vitamin K1 epoxide cycle ไดมากกวา 1 ตําแหนง 
3. สารรุนที่ 2 มีการสะสม และคงอยูที่ตับไดมากกวาสารรุนที่ 1  
4. สารรุนที่ 2 มีคาคร่ึงชีวิตที่ยาวนานกวาสารรุนที่ 1  ซึ่งมีผลโดยตรงมาจากคุณสมบัติ 

การละลายไดดีในไขมัน และมีการดูดซึมกลับหลังจากขับออกมาทางน้ําดีในทางเดิน
อาหาร (enterohepatic recirculation) 

5. สารรุนที่ 2 สามารถจับกับเยื่อหุมเซลล (membrane) ไดดีกวาสารรุนที่ 1 

ยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดแบงออกเปน 2 กลุมตามโครงสรางทาง 
เคมี (Murphy, 2007; Valchev et al., 2008) คือ 

1. Hydroxycoumarin rodenticides สารประกอบในกลุมนี้มีวงแหวนของ                    
4-hydroxycoumarin ที่มีสวนประกอบของ side chain แตกตางกัน 3 ตําแหนงแบงเปน 2 ประเภท 

a. First generation compounds: coumachlor, coumafuryl, coumatetralyl 
และ warfarin 

b. Second generation compounds: brodifacoum, bromadiolone, 
difenacoum, difethialone และ flocoumafen 

2. Indandione rodenticides สารประกอบในกลุมนี้มีโครงสราง 1, 3 indandione ที่มี 
ตําแหนงของ side chain แตกตางกัน 2 ตําแหนง ยาเบ่ือหนูกลุมนี้ไดแก chlorophacinone, 
diphacinone, pindone และ valone 
 

Binev และคณะ (2005) ระบุวาการใชยาเบื่อหนูกลุม hydroxycoumarin 
กอใหเกิดความเสียหายของ vascular permeability ไดรุนแรงกวายาในกลุม indandione   การที่
ยาเบ่ือหนูกลุม hydroxycoumarin ทําใหสัตวฟนแทะมีเลือดออกอยางรุนแรง และทําใหถึงแก
ความตายไดอยางรวดเร็ว  

การเรียกช่ือทางเคมีที่แตกตางของระบบ CAS (Chemical Abstracts Service) 
และ IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) แสดงในตารางที่ 1 สวน
โครงสรางทางเคมีของสารดังกลาวแสดงในภาพที่ 1 และยาเบ่ือหนูที่มีวางจําหนายเปนจํานวนมาก
ทั้งใน และตางประเทศ  และช่ือการคาแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 1     CAS name และ IUPAC name ของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด (EHC 
175, 1995) 

Common name CAS name IUPAC name 

First generation hydroxycoumarins 

Coumachlor    

 

3-[1-(4-chlorophenyl)-3 oxobutyl]-4-hydroxy-2H-

1benzopyran-2-one                 

3-[1-(4-chlorophenyl)-3-oxobutyl]-4-

hydroxycoumarin 

Coumafuryl        

 

3-[1-(2-furanyl)-3 oxobutyl]-4-hydroxy-2H-1-benzopyran -

2-one                        

3-[1-(2-furyl)-3-oxobutyl]-4-

hydroxycoumarin 

Coumatetralyl            4-hydroxy-3-(1,2,3,4-tetrahydro-1-naphthalenyl)- 2H-1-
benzopyran-2-one     

4-hydroxy-3-(1,2,3,4-tetrahydro-1-

naphthyl) coumarin 

Warfarin          4-hydroxy-3-(3-oxo-1-phenylbutyl-2H-1-benzopyran-2-

one          

(RS)4-hydroxy-3-(3-oxo-1-phenylbutyl) 

coumarin 

Second generation hydroxycoumarins
Brodifacoum   3-[3-(4'-bromo-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1,2,3,4-tetrahydro-1-

naphthalenyl]-4-hydroxy-2H-1-benzopyran -2-one        

3-[3-(4'-bromobiphenyl-4-yl)-1,2,3,4-

tetrahydro-1-naphthyl]-4-

hydroxycoumarin 

Bromadiolone            3-[3-(4'-bromo-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-3-hydroxy-1- 

phenylpropyl]-4-hydroxy-2H-1-benzopyran-2-one                

3-[3-(4'-bromobiphenyl-4-yl)-3-hydroxy-

1-phenylpropyl]- 4-hydroxycoumarin 

Difenacoum        3-[3-(1,1'-biphenyl)-4-yl-1,2,3,4-tetrahydro-1- 

naphthalenyl]-4-hydroxy-2H-1-benzopyran-2-one                 

3-(3-biphenyl-4-yl-1,2,3,4-tetrahydro-1-

naphthyl)- 4-hydroxycoumarin  

Difethialone             3-[3-(4-bromo-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1,2,3,4-tetrahydro-1-

naphthalenyl]-4-hydroxy-2H-1-benzothiopyran-2-one           

3-[1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(4'-

bromobiphenyl-4-yl)-1,2,3,4- tetrahydro-

1-naphthyl]-4-hydroxy-1-benzothi-in-2-

one 

Flocoumafen            

 

4-hydroxy-3-[1,2,3,4-tetrahydro-3-[4-[-

(trifluoromethyl)phenyl]methoxy]phenyl-1-naphthalenyl]-

2H-1-benzopyran-2-one  

4-hydroxy-3-[1,2,3,4-tetrahydro-3-[4-(4-

trifluoromethylbenzyloxy) phenyl]-1-

naphthyl] coumarin 

Indandione derivatives 
Chlorophacinone  

 

   

2-[(4-chlorophenyl)phenylacetyl]-1H-indene-1,3 (2H)-

dione    

2-[2-(4-chlorophenyl)-2-

phenylacetyl]indan-1,3-dione 

Diphacinone       2-(diphenylacetyl)-1H-indene-1,3 (2H)-dione 2-(diphenylacetyl)indan-1,3-dione 

Pindone         2-(2,2-dimethyl-1-oxopropyl)-1H-indene-1,3 (2H)-dione      2-pivaloylindan-1,3-dione 

Valone           2-(3-methyl-1-oxopropyl)-1H-indene-1,3 (2H)-dione 2-isovaleryl-1,3-indandione 

 
 



8 
 

Hydroxycoumarin group 

                         

Coumachlor                 Coumafuryl              Coumatetralyl 

            

       Warfarin                Bromadiolone               Brodifacoum  

 

             
      Difenacoum                                     Difethialone                Flocoumafen 

 

Indanedione group 

                         

        Chlorophacinone                                 Diphacinone  

          

                 Pindone                     Valone 

ภาพที่ 1     สูตรโครงสรางทางเคมีของยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด (EHC 175, 1995; Murphy, 

2007) 
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ตารางที่ 2     ชื่อการคาของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดบางสวนทั้งในประเทศ (จาก
การสํารวจ) และตางประเทศ (Murphy and Talcott, 2006; Valchev et al, 2008) 

ช่ือเคมี ช่ือการคา 

Coumachlor Famarin, Ratilan, Tomorin 

Coumafuryl Fumarin, Kill-Ko rat and Mouse blues, Kumatox, Ratafin 

Coumatetralyl Kukbo Stunt, Racoumin*, Racoumin Paste*, Racoumin contact dust, Rodentin 

Warfarin Bar bait, Contrax-W, C0-Rax, Coumafene, Cov-R-Tox, Denkarin, Dethmor, Dicusat E, Final, Kpfarin, 

Luxarin, Place-Pax, Prolin, Ramorin, Rat and Mouse Killer, Ratoxin, RAX, Rodex , Rodex Blox, Salsbury 

Ropax Bar, Tox-Hid, Warfarin concentrate, Warfarin Plus, Warfarin Q, Warfotox, Woprodenticide, 

Zoocoumarin, ART Rat Killer*, Warfarat 

Bromadiolone Acilone, Banarat, Boot Hill, Bromacal, Bromalone, Bromapoint, Bromone, Bromorat, Cekurat, 

Contracts, Contrac, Hawk, Just one bite, Kill rat, Kukbo Rat KO, Lafar, Lightning,  Maki, Musal, 

Raterex, Ratimus, Ratox, Rosex, Super Caid, Warf 42, Warficide, Lanirat, Distroy*, เข็ด-อาร, แรนเทค*, 

โบมาเทค* 

Brodifacoum D-Con,D-Con Mouse-Prufe II, Enforcer Mouse Kill, Forwarat, Havoc, Jaquar 50 Rodenticide Plece Pac, 

Klerat, Kukbo yaong, Lim-N8, Matikus, Nofar, Ratak Plus,  Ropax, Talon, Volid, WeatherBlok, Kill-Ko rat 

and Mouse blues, Neosorexa, Sorexa, Folgorat, Rodend 

Difenacoum 

 

Castrix D, Frunax-DS, Matrak, Ratak, Nocurat Pasta*, Roban Liquid concentrate, Aswin Rat*, Ratgon 

Pellet*, Matrac, Rastop, Silo, Neosorexa Blocks*, Kill-Ko rat and Mouse blues, Sorexa 

Difethialone D-Cease,Frap, Quell, บาราคี* 

Flocoumafen Statagem, Strom* 

Chlorophacinone Atosin C, Caid, Chlorocal, Delta, Dicusat M, Drat, Lepit, Liphadione, LM 91, Microzul, Mole Patrol, 

Mouse out, Ramucide, Ratomet, Raviac, Rodentin, Rozol, Topitox, Trokat Bait 

Diphacinone Diphacin, Ditrac, Ratindan, Ratik 

Pindone Pivacin, Pival, Pivaldione, Pival Parakakes, Pivalyn, Tri-ban 

Valone PMP tracking powder 

*ยาเบ่ือหนูที่มีขายในประเทศไทย 

 
กลไกการออกฤทธิ์ 

หลังจากที่สัตวไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากการกินแลว สารพิษ
ชนิดนี้จะถูกนําสงไปยังตับผานทาง portal vein หรือ chylomicrons (Murphy, 2002) ขณะที่ยัง
อยูในตับสารพิษชนิดนี้ออกฤทธิ์ตานการแข็งตัวของเลือดในสัตวโดยไปมีผลรบกวนการทํางานของ
ปจจัยการแข็งตัวของเลือดอันไดแก ปจจัยที่ 2 (prothrombin)     ปจจัยที่ 7 (proconvertin)   
ปจจัยที่ 9 (christmas factor)    และปจจัยที่ 10 (Stuart-Prower factor)         ภาพที่ 2 แสดงให
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เห็นการทํางานของปจจัยทั้ง 4 ซึ่งจะทํางานเมื่ออยูในรูป active อาศัยปฏิกิริยากระตุนจาก 
inactive proenzyme (โปรตีนต้ังตนของปจจัยทั้ง 4) ใหกลายมาเปน active ซึ่งปฏิกิริยานี้จะ
เกิดข้ึนไดก็ตองอาศัย vitamin KH2 (hydroquinolone) หรือ vitamin K1 ที่อยูในรูปแบบ active 
และเอนไซม carboxylase (เปนเอนไซมที่ใชในการเติม dicarboxylic acid ใหกับรูปแบบ inactive 
proenzyme ใหกลายเปน carboxylated prozymogen หรือปจจัยทั้ง 4 ที่ active) และยังแสดงให
เห็นถึงการยับยั้งการทํางานของจากยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่เกิดข้ึน 

Vitamin K1 hydroquinone หรือ vitamin KH2 hydroquinone (active form) จะ
เปล่ียนรูปกลับไปเปน vitamin K1  ที่ inactive ซึ่งเรียกวา “vitamin K1 epoxide” โดยอาศัย
เอนไซม vitamin K1 epoxide reductase ไปเปน vitamin K1 (Quinone)  และ vitamin K1 
reductase ใหไปเปน vitamin KH2 hydroquinone อีกคร้ัง  warfarin รบกวน หรือขัดขวางการ
ทํางานของเอนไซมทั้ง 2 นี้ เปนผลให vitamin K1  อยูในรูปแบบไมพรอมทํางาน (inactive) เปน
สวนใหญ  การขาดแคลน vitamin K1  ที่พรอมทํางาน (active) เปนผลทําใหรางกายไมสามารถ
สรางปจจัยในการแข็งตัวของเลือดไดอยางพอเพียง  จากการที่ขาดปจจัยการแข็งตัวของเลือดทั้ง 4 
ตัวดังกลาวมาแลว  ทําใหกระบวนการแข็งตัวของเลือดถูกยับยั้งจนมีผลทําใหเลือดไหลไมหยุด 
(ภาพที่ 2) 

         
 

ภาพที่ 2      แสดงถึงกระบวนการแข็งตัวของเลือดที่อาศัย vitamin K1 ในการสรางปจจัยการแข็งตัวของเลือดที่ 
2, 7, 9 และ 10  (Valchev et al., 2008) 
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การทํางานของปจจัยในการแข็งตัวของเลือดที่ 2, 7, 9 และ 10 ซึ่งเปน serine 
protease ในกระบวนการแข็งตัวของเลือดทั้ง intrinsic, extrinsic และ common pathways 
(Harrell et al., 2003) แสดงในภาพที่ 3 

 

 
 

ภาพที่ 3     แสดงเก่ียวกับปจจัยในการแข็งตัวของเลือดซึ่งขึ้นอยูกับ vitamin K   ไดแกปจจัยที่ 2, 7, 9 และ 10 
(แสดงใหเห็นเปนตัวสีแดง) ซึ่งปจจัยที่ 9 อยูใน intrinsic pathway      ปจจัยที่ 7 อยูใน extrinsic pathway และ 
ปจจัยที่ 2 และ 10  อยูใน common pathway (Harrell et al., 2003) ดังนั้นคา one-stage prothrombin time 
(OSPT), activated partial thromboplastin time (APTT), activated clotting time (ACT) และ protein 
induced in vitamin K antagonism (PIVKA) จึงยาวนานขึ้น  (Daly and Giger, 2007; Murphy and Talcott, 
2006) 

ยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด มีผลรบกวนการทํางานของเอนไซม 
vitamin K1 epoxide reductase เปนผลใหขาดแคลน vitamin K1 ในปฏิกิริยา และผลที่เกิด
ตามมาก็คือ ทําใหมีการสังเคราะห ปจจัยในการแข็งตัวของเลือด 2, 7, 9  และ 10  ไมสมบูรณ 
และเนื่องจาก ปจจัยในการแข็งตัวของเลือดที่ 2, 7, 9  และ 10  มีคาคร่ึงชีวิตที่ 41, 6.2, 13.9 และ 
16.5  ชั่วโมง ตามลําดับ (Merola, 2002; Murphy and Talcott, 2006) ดังนั้นผลที่เกิดจากการ
ปจจัยในการแข็งตัวของเลือดเหลานี้จะเร่ิมแสดงใหเห็นในวันที่ 3-5 หลังจากที่สัตวกินเหยื่อเขาไป
แลว อยางไรก็ตามการแสดงอาการยังข้ึนอยูกับชนิด และปริมาณของสารพิษที่กินเขาไป ถาไมได
รับการรักษาทันที ความรุนแรงของอาการเปนพิษจะเพิ่มข้ึนตามลําดับ (Murphy and Talcott, 
2006; Murphy, 2007) 

Eason และ Wickstrom (2001) รายงานเกี่ยวกับสารเมตาบอไลตของ warfarin 
วาประกอบดวยกัน 2 สวนคือ hydroxycoumarin และ benzalacetone สารทั้งสองตัวนี้ทําใหเกิด
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ความเปนพิษที่แตกตางกัน โดย hydroxycoumarin ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด prothrombin และลด
การทํางานในกระบวนการแข็งตัวของเลือด สวน benzalacetone นั้นหากมีปริมาณมากเพียงพอ
จะกอใหเกิดความเสียหายของหลอดเลือดขนาดเล็กซึ่งจะสงเสริมการเกิดเลือดออก 

จลนศาสตรของการเกิดพิษ (Toxicokinetics) 
ยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดเขาสูรางกายไดหลายทางทั้งจากทางเดิน

อาหาร การดูดซึมผานผิวหนัง และระบบทางเดินหายใจ (EHC 175, 1995; Murphy, 2007)  
พบวาเมื่อใหโดยการกินสามารถดูดซึมผานทางเดินอาหารไดอยางดีและรวดเร็ว โดยดูดซึมได
มากกวา 95% ในมนุษย (Park, 1988)   คาชีวปริมาณออกฤทธิ์ (bioavailability) ข้ึนกับชนิดของ
สารตานการแข็งตัวของเลือด โดยทั่วไปยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดถูกดูดซึมไดดีจาก
การกิน และตรวจพบระดับสูงสุดในพลาสมาภายใน 12 ชั่วโมง และสามารถจับกับโปรตีนใน
พลาสมาไดสูงถึง 90-95% ในสัตว (Mean, 2003; Valchev et al., 2008)  หลังจากกิน warfarin  
เขาไปสามารถตรวจพบไดในพลาสมาภายใน 1 ชั่วโมง และความเขมขนสูงสุดเกิดข้ึนภายใน 2-8 
ชั่วโมง คาคร่ึงชีวิตของ warfarin อยูในชวง 20-60 ชั่วโมง และระยะเวลาในการออกฤทธ์ิคร้ัง
สุดทายประมาณ 5 วันในมนุษย (D’ Andrea et al., 2008) สวนคาคร่ึงชีวิตของ warfarin ในสุนัข
ประมาณ 14.5±4.1 ชั่วโมง      ระยะเวลาในการออกฤทธิ์หลังจากกินเขาไปเพียงคร้ังเดียวในสัตว
นานประมาณ 14 วันสําหรับ warfarin      21 วันสําหรับ bromadiolone    และ 30 วันสําหรับ 
brodifacoum (Valchev et al., 2008) ดังนั้นการออกฤทธิ์ไดสูงสุดของ warfarin เกิดข้ึนหลังจาก
กินเขาไป 48 ชั่วโมง และอาการจะเพิ่มมากข้ึนในวันถัดไปหากไมไดรับการรักษา (D’ Andrea et 
al., 2008) 

โดยทั่วไป warfarin มีอยูในรูปแบบทั้ง R- และ S- enantiomers ซึ่งมีความ
แตกตางกันในดานการออกฤทธิ์ และเมตาบอลิซึม   Smith และคณะ (2000) อธิบายถึง warfarin 
enatiomers ไววา ทั้ง 2 รูปแบบสามารถจับกับโปรตีนในเลือดไดสูงมาก (>99%) ในแมว และ 
warfarin ในพลาสมาทั้งหมดจับกับโปรตีนชนิดอัลบูมิน (albumin protein) เทานั้น ผลจากการจับ
กับโปรตีนไดสูงนี้ทําใหคาดการณวา warfarin อิสระที่ไมไดจับกับโปรตีนนั้นเกิดจาก 1) มีการ
แพรกระจายออกไปนอก albumin compartment  2) เกิดเมตาบอลิซึมข้ึนดวยเอนไซมในไม
โครโซมและ 3) จับกับ vitamin K epoxide reductase ที่เปนตําแหนงออกฤทธ์ิ โดยที่ binding 
site หลักสําหรับ warfarin enantiomers บน human albumin เปนตําแหนงที่ยาสามารถจับได
สูงสุด (high affinity drug binding site) กําหนดใหเปน site 1 (รูจักกันในนาม warfarin site)  
จากการศึกษา drug interaction บงช้ีวาการจับที่ตําแหนงนี้มีความจําเพาะตอรูปแบบ 
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(enantioselective binding) โดยพบวา albumin protein มีความสามารถจับกับ S-warfarin ได
มากกวา R-warfarin  นอกจากนี้ที่ site 1 บน human albumin นั้น S-warfarin มีความสามารถ
แยงจับไดโดยตรงกวาการจับของ R-warfarin ในขณะที่ R-warfarin เปนตัวแยงจับแบบออม
มากกวา S-warfarin ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Palkimas และคณะ (2003) และ   D’ Andrea 
และคณะ (2008) ที่กลาวไววา S-warfarin มีความแรงในการออกฤทธ์ิตานการแข็งตัวของเลือด
มากกวา R-warfarin ประมาณ 3-5 เทา และถูกกําจัดออกจากรางกายไดดีกวา  1. 5 เทา 

สารตานการแข็งตัวของเลือดถูกเมตาบอไลซที่ตับ โดยเอนไซมในกลุม 
cytochrome P450 โดยมี CYP2C9 และ CYP2A6 เปนหลัก เมตาบอไลทที่ไดคือ 7-
hydroxycoumarin (7HC) ซึ่งเปนสวนประกอบที่มีความเปนพิษตํ่า   เนื่องจากสารตานการแข็งตัว
ของเลือดรุนแรก เชน warfarin จับกับ hepatic receptor ไดอยางไมแนนหนา ทําใหมีการเมตา
บอไลซ และขับทิ้งอยางรวดเร็ว รวมทั้งไมมีการตกคางภายในรางกายดวย 

Warfarin ถูกเมตาบอไลซสวนใหญภายในตับ (extensive hepatic metabolism) 
นอกจากนี้ยังถูกเมตาบอไลซภายนอกตับอีกดวย  (extra-hepatic metabolism) โดยสารต้ังตน 
(parent compound) เปล่ียนแปลงไปไดสารใหมที่มีความเปนข้ัวเพิ่มข้ึนหลายชนิดและขับออก
ทางปสสาวะไดดีกวาสารต้ังตน กระบวนการเมตาบอลิซึมประกอบดวย 2 ระยะ คือ 
hydroxylations และ conjugations (Eason et al., 2002)     โดยที่ S-warfarin จะถูกเมตาบอไลซ
โดย CYP2C9 ไดเปน 6- และ 7-hydroxywarfarin ซึ่งเปน inactive metabolites ที่ขับออกทาง
ปสสาวะและน้ําดี (D’ Andrea et al., 2008; Siguret et al., 2008)  สวน R-warfarin จะถูกเมตา
บอไลซโดย CYP3A4, CYP1A2 และ CYP1A1 ไดเปน 6- และ 8-hydroxywarfarin (ภาพที่ 4) 
สวน cytochrome P450 enzymes อ่ืนๆนั้นมีบทบาทกับ secondary metabolites เชน CYP3A4 
เปล่ียน warfarin เปน  9- และ 10- dehydroxywarfarin ในขณะท่ีเมตาบอไลตจาก CYP2C8, 
CYP2C18, CYP2C19 ไดเปน 4-, 6-, 7- และ 10-hydroxywarfarin (D’Andera et al., 2008; 
Palkimas et al., 2003) (ภาพที่ 4) 

 

S-warfarin     R-warfarin 
         CYP2C9                         CYP3A4, 1A2, 1A1 
 
6-, 7-hydroxywarfarin           6-, 8-hydroxywarfarin 
 

ภาพที่ 4     แสดงการเปล่ียนแปลงภายในรางกายของ S-warfarin และ R-warfarin ผานทางระบบ 
Cytochrome P450 
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Eason และคณะ (2002)  รายงานถึงสัดสวนของขนาดที่ไดรับและสวนที่จับกับ
active sites ในตับวามีความหลากหลายโดยข้ึนกับชนิดของสารและขนาดที่แตกตางกัน หลังจาก
ผานการเมตาบอลิซึมแลวสารพวก diphacinone, coumatetralyl, difenacoum, bromadiolone, 
flocoumafen, brodifacoum และ difethialone จะถูกขับทิ้งในรูปที่ไมเปล่ียนแปลงออกทาง
อุจจาระเปนสวนใหญ โดยสารตานการแข็งตัวที่มีความแรงมากท่ีสุดจะมีการตกคางมากที่สุด และ
มีแนวโนมวาจะมีการสะสมมากใน non-target species  จากการศึกษาการแพรกระจายบงช้ีวา 
ตับเปนอวัยวะที่มีความเขมขนของยาเบ่ือหนูเหลานี้สูงที่สุด สวนที่พบในปอด และไตเปนความ
เขมขนสูงปานกลาง และความเขมขนที่ตํ่าสุดพบไดที่สมอง กลามเนื้อ เลือด และไขมัน ในบางคร้ัง
พบวาในตับออนอาจมีความเขมขนสูงกวาตับได 

เนื่องจากยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดสามารถจับกับโปรตีนใน
พลาสมาไดสูงสัตวที่ไดรับยาเบ่ือหนูรวมกับยาที่มีความสามารถในการจับกับโปรตีนในพลาสมาได
สูงเชนกันจะเกิดการแยงกันจับกับโปรตีนในพลาสมา เปนผลใหเกิดพิษจากยาเบื่อหนูที่อยูในรูป
อิสระไดมากข้ึน สารตานการแข็งตัวของเลือดถูกเมตาบอไลซที่ตับ และขับทิ้งไดทั้งทางน้ําดี และ
ปสสาวะ ยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดบางชนิด เชน brodifacoum (Means, 2003) 
และ warfarin (EHC 175, 1995) มีการกําจัดทิ้งผานทางน้ําดีมายังทางเดินอาหารแลวมีการดูดซึม
กลับเขากระแสเลือดอีกคร้ัง (enterohepatic recirculation) 

ระยะเวลาในการออกฤทธ์ิของสารตานการแข็งตัวของเลือดข้ึนกับคุณสมบัติทาง
ฟสิกส และเคมี  (ตารางที่ 3)  ทั้งนี้พบวาสารรุนที่ 2 จะออกฤทธิ์ยาวนานกวาเนื่องจากอยูใน
รางกายไดนานกวา (ตารางที่ 4) เปนผลใหเวลาที่ใชในการรักษาตองยาวนานข้ึน นอกจากนี้ยังมี
ปจจัยอ่ืนที่อาจทําใหอาการเปนพิษรุนแรงยิ่งข้ึน เชนการไดรับยาปฏิชีวนะเปนเวลานานจนมีผลทํา
ใหการสังเคราะห vitamin K1 จากแบคทีเรียในลําไสเล็กลดลงหรือจากการที่สัตวมีการทํางานของ
ตับบกพรองมากอนหนาไดรับสารพิษ 
 
ปจจัยที่มีผลตอการตอบสนองของยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด 

ปจจัยหลายประการมีผลตอการตอบสนองตอการแข็งตัวของเลือดที่เกิดข้ึนจาก  
warfarin ไดแก ปจจัยจากภายนอก และภายในรางกาย (ภาพที่ 5)  เชน อายุที่เพิ่มข้ึน  ภาวะโรค 
พันธุกรรม และการใหยาและอาหารรวมมีผลทําใหตอบสนองตอความเปนพิษของ warfarin ที่
แตกตางกัน เปนตน (ตารางที่ 5)  (CustÓdio das DÔres et al., 2007) ปจจัยที่มีผลลดความเปน
พิษของยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด  ไดแก อาหารที่มีสวนประกอบของ vitamin K  ใน
ปริมาณที่สูง  ผูปวยที่มีปริมาตร และพื้นที่ผิวของตับมาก ปจจัยเหลานี้มีผลทําใหตองการปริมาณ 
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warfarin เพิ่มข้ึนสําหรับใชในการควบคุมการแข็งตัวของเลือดจากภาวะที่ผิดปกติ (Gage and 
Eby, 2003) 
 
ตารางที่ 3     คุณสมบัติทางฟสิกส และเคมีของยาเบ่ือหนูชนิดอนุพันธคูมาริน (Danis ministry 
of the environment, 2008; Eason and Wickstrom, 2001; ICSC, 1995; IPCS, 2009; PMEP, 
1993; PPDB, 2009) 
ยาเบื่อหนูชนิด 

อนุพันธคูมาริน 

สูตรเคมี นํ้าหนัก

โมเลกุล 

คุณลักษณะ จุด

หลอมเหลว 

ความสามารถละลายได อ่ืนๆ 

Coumachlor C19H15ClO4 342.77 ผงผลึกสีขาว 170ºC ละลายนํ้าไดดีท่ี 20 ºC - 

Coumafuryl C17H14O5 298.29 - 124ºC ละลายนํ้าไดดีท่ี 20 ºC - 

Coumatetralyl C19H16O3 292.6 ผงผลึกสีขาว ถึง 

เหลืองอมเทา   

มีกล่ินเล็กนอย 

168.8ºC ไมละลายนํ้า 

ละลายไดนอยใน ether และ 

benzene    ละลายไดใน alcohol 

และ acetone      ละลายไดอยาง

รวดเร็วใน dimethyl formamide 

- 

Warfarin C19H16O4 308.3 ไมมีสี    

ไมมีกล่ิน  

ไมมีรสชาด 

161ºC ไมละลายนํ้า และ benzene

ละลายไดปานกลางใน  alcohols 

ละลายไดอยางรวดเร็วใน  

acetone   ละลายไดไมจํากัดใน

สารละลายดาง  

- 

Brodifacoum C31H23BrO3 523.4 ผงสีขาวถึง   

เหลืองอมนํ้าตาล

ไมมีกล่ิน 

228-232ºC ละลายไดนอยมากในนํ้า    

ละลายไดนอยใน alcohols   และ 

benzene   ละลายไดใน acetone 

คงตัวท่ี

อุณหภูมิ 

หอง 

Bromadiolone C30H23BrO4 527.4 ผงสีขาว 200-210ºC ละลายไดนอยมากในนํ้า    

ละลายไดนอยใน ethanol             

ละลายไดปานกลางใน ethyl 

acetate   ละลายไดสูงใน 

dimethyl formamide 

คงตัวท่ี

อุณหภูมิ

<200 ºC 

Difenacoum C31H24O3 444.5 ผงผลึกสีขาว 215-219ºC ละลายไดนอยมากในนํ้า  ละลาย

ไดนอยใน benzene     ละลายได

ใน acetone และ chloroform 

- 

Difethialone C31H23BrO2S 539.5 ผงสีเหลือง 233-236ºC ละลายไดนอยในนํ้า  ละลายไดใน 

dichloromethane  และ hexane 

- 
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ตารางท่ี 3 (ตอ)    คุณสมบัติทางฟสิกส และเคมีของยาเบ่ือหนูชนิดอนุพันธคูมาริน (Danis 
ministry of the environment, 2008; Eason and Wickstrom, 2001; ICSC, 1995; IPCS, 2009; 
PMEP, 1993; PPDB, 2009)  

ยาเบื่อหนูชนิด

อนุพันธคูมาริน 

สูตรเคมี นํ้าหนัก
โมเลกุล 

คุณลักษณะ จุด
หลอมเหลว 

ความสามารถละลายได อ่ืนๆ 

Flocoumafen C33H25F3O4 542.6 ผงสีขาว 181-191 ºC  ละลายไดนอยในนํ้า  ละลายไดใน 

acetone, alcohols, chloroform 

และ dichloromethane 

คงตัวเม่ือ

เก็บท่ี      

pH 7–9

นาน 28 

วัน      

ท่ี  50 ºC 

Clorophacinone C23H15ClO3 374.8 ผงผลึกสีขาว 140ºC ละลายไดนอยในนํ้า           

ละลายไดในสารละลายอินทรีย 

- 

Diphacinone C23H16O3 362.4 ผงสีเหลืองออน 

ไมมีกล่ิน 

  

146 -147 ºC ไมละลายใน benzene และ

toluene        ละลายไดในนํ้า

ละลายไดดีในนํ้ารอน   ethyl 

alcohol และ  acetone  

คงตัวท่ี

อุณหภูมิ 

หอง 

Pindone C14H14O3 230.3 ผงผลึกสีเหลือง 108.5-110.5 

ºC 

ละลายไดนอยในนํ้าท่ี               

20-25ºC 

- 

 
นอกจากปจจัยเหลานี้ที่มีผลเพ่ิมความเปนพิษของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัว

ของเลือดแลว ภาวะอ่ืนๆ เชน  การทํางานของตับบกพรองจนมีผลรบกวนการสังเคราะหปจจัยใน
การแข็งตัวของเลือด และการเมตาบอไลซสารพิษ ผูปวยที่มีอายุมากมีความไวตอความเปนพิษ
ของ warfarin มากกวาผูปวยที่มีอายุนอยเนื่องมาจากความสามารถในการกําจัดยาที่ลดลง และ
สมรรถนะที่ลดลงของ vitamin K epoxide reductase อันเนื่องมาจากปริมาตรของตับที่ลดลงตาม
ความสัมพันธกับอายุที่มากข้ึนโดยตรง (D’ Andrea et al.,  2008)  ภาวะที่มีโปรตีนชนิด albumin 
ในเลือดตํ่า hypermetabolic states จากภาวะไข หรือ hyperthyroidism สามารถเพ่ิมการ
ตอบสนองตอ warfarin ได  อาจมาจากการเพิ่มแคตาบอลิซึมของ vitamin K-dependent 
coagulation factors การต้ังครรภ ผูปวยที่อยูในสภาวะขาดสารอาหาร ผูปวยที่มีน้ําหนักนอย 
ผูปวยที่มีการทํางานของไตบกพรองอยางรุนแรง (severe renal failure)  ผูปวยที่มีการทํางานของ
หัวใจลมเหลว (congestive heart  failure) ที่มีการไหลเวียนของเลือดลดลง (D’ Andrea et al.,  
2008; Boothe, 2001; Gage and Eby, 2003; Jacobs, 2008; Siguret et al., 2008) ก็อาจสงผล
ใหเพิ่มความเปนพิษข้ึนได 
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ตารางที่ 4     คาเภสัชจลนศาสตรของยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในสุนัข 

ยาเบื่อหนูชนิด 

ตานการแข็งตัวของเลือด 

คาคร่ึงชีวิต 

(half-life) 

ขนาดท่ีทําใหเสียชีวิตคร่ึงหน่ึง (LD50) 

(mg/kg) 

Coumachlor   

Coumafuryl - 900 10 

Coumatetralyl - 0.4 10 

Warfarin 14.5 ± 4.1 ชม. 7, 8 16.5 10 

Brodifacoum 14.5 ชม.4,14-15 ชม.10, 14.5 ± 4.1 ชม. 8 20 – 300 4, 5,  7,58 (11 – 323) 10,50 2 

Bromadiolone 120 วัน4, 10, 1.4 วัน6,0.9 – 4.7 วัน 9,6 วัน 7 0.2 – 4 1, 5, 7,0.26 10,0.25 – 3.6 3 

Difenacoum - 11 – 15 1, 5, 7,1.125 10 

Difethialone - 1.8 10 

Flocoumafen 2.2 วัน และ 3.2 วัน 9 0.56 10 

Chlorophacinone - 0.9 – 8 1,0.46 10 

Diphacinone - 20.5 10 

Pindone 15 – 20 วัน10 3 10,0.9 – 8 5 

 - 50 10, 5 – 75 5, 7 

1Brown and Waddell, 2009; 2Eason and Wickstrom, 2001; 3 Eason et al., 2002; 4 Mean, 2003; 
5Murphy, 2002; 6 Murphy, 2007; 7 Murphy and Talcott, 2006; 8Neff-Davis et al., 2008; 9Robben et al., 
1998; 10Valchev et al., 2008 

 
นอกจากยาตานจุลชีพบางชนิดที่มีผลลดการสังเคราะห  vitamin K จาก

แบคทีเรียโดยตรงแลว ยาตานจุลชีพบางชนิดมีผลทําใหฤทธ์ิตานการแข็งตัวของ warfarin เพิ่มข้ึน 
เชน cephalosporins ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง cyclic interconversion of vitamin K     ยาในกลุม 
thyroxine มีผลเพิ่มเมตาบอลิซึม ของ coagulation factors นอกจากนี้ยังมี clofibrate, 
erythromycin และ anabolic steroids ที่ทําใหฤทธิ์ตานการแข็งตัวของเลือดเพ่ิมข้ึนโดยที่ยังไม
ทราบกลไกที่แนชัด ยาบางชนิดเชน aspirin, non-steroidal anti-inflammatory drugs, 
penicillins ขนาดสูง และ moxalactam  มีผลทําใหความเสี่ยงเกิดภาวะเลือดออกจาก warfarin 
เพิ่มมากข้ึนเม่ือใหรวมกัน เนื่องจากยาดังกลาวมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเกล็ดเลือด    นอกจากนี้ 
aspirin และ non-steroidal anti-inflammatory drugs ยังทําใหเกิดภาวะ gastric erosion 
เนื่องจากฤทธ์ิยับยั้ง prostaglandin ที่เกี่ยวของกับการสราง mucous ที่ผนังทางเดินอาหารเปน
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การเพิ่มความเส่ียงตอการเกิดเลือดออกที่ทางเดินอาหารสวนตนได สรุปผลของการเกิด          
อันตรปฏิกิริยารวมกันของ warfarin กับยาอ่ืนๆในตารางที่ 5  

         

      
 

ภาพที่ 5     ปจจัยตางๆท้ังภายนอก และภายในรางกายท่ีมีผลตอความเปนพิษของ warfarin (Siguret et al., 

2008) 

จากรูปที่ 5 แสดงใหเห็นวา นอกเหนือจากปจจัยตางๆ ดังที่ไดกลาวแลว ปจจัย
ทางพันธุกรรมยังมีความเกี่ยวของกับความเปนพิษของ warfarin ดวย พบวา single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) ที่บงชี้วามีผลเปนอยางมากเม่ือมีการไดรับยา warfarin อยางตอเนื่อง 
ไดแก SNPs ของ vitamin K epoxide reductase complex subunit-1 (VKORC1) gene ซึ่งเปน
เอนไซมเปาหมายของ vitamin K antagonist และ SNPs ของ cytochrome P40 2C9 (CYP2C9) 
gene ที่มีสวนเกี่ยวของกับขบวนการเมตาบอลิซึมที่ลดลงของ warfarin (Siguret et al., 2008) 
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ตารางที่ 5     ปฏิกิริยาตอกันของยาและอาหารประเภทตางๆตอ warfarin แบงตามชนิดการ

ทํางาน (Boothe, 2001; Merola, 2002; Olson et al., 2008; Park, 1998; Siguret et al., 2008) 
ยาท่ีมีผลทําให prothrombin time ยาวนานข้ึน 

Inhibition of warfarin 

metabolism 

Allopurinol, amiodarone, azole antifungal, capecitabine, chloramphenical, chlorpromazine, 

cimetidine, ciprofloxacin, clotrimazole, disulfiram, ethanol, fluconazole, flutamide, 

fluvoxamine, isoniazid (INH), metronidazole, norfloxacin, ofloxacin, omeprazole, 

phenylbutazone, propafenone, propoxyphene, quinidine, statins (particularly lovastatin and 

pravastatin), sulfonamides, tamoxifen, tolbutamide, zafirlukast, zileuton, Ginkgo biolba 

(Asian ginseng) 

Inhibition of vitamin K activity Parenteral cephalosporins (Oral cafaclor, cefixime, cefpodoxime, cefuroxime, cephalexin 

have not been shown to iteract with warfarin), high dose of penicilins 

Additive anticoagulant effect Heparin, antiplatelet drugs, nonsteroidal anti-inflammatory drugs,   steroids, geum 

japonicum (Asian ginseng), garlic, ginger, clove 

Drug that interfere with 

protein binding 

Chloral hydrate, clofibrate, diazoxide, ethacrynic acid, miconazole, nalidixic acid (displaces 

protein binding), salicylates, sulfonamides, sulfonylureas, nonsteroidal anti-inflammatory 

drugs. 

ยาท่ีมีผลทําให prothrombin time ส้ันลง 

Inhibition of warfarin 

absorption 

Cholestyramine, sucralfate, aluminum hydroxide, colestipol 

Enhanced  warfarin 

metabolism 

Barbiturates, carbamazepine, ethanol, glutethimide, griseofulvin, rifampicin 

สนับสนุนฤทธิ์ของ VITAMIN K 

Foods  with very high vitamin 

K content (>200 μg) 

Brussels sprouts, chick peas, collard greens, coriander endive,  kale, liver, parsley, red leaf 

lettuce, Swiss chard, black/green teas, turnip greens, watercress 

Foods  with high vitamin K 

content (100-200 μg) 

Basil, broccoli, butter head lettuce, canola oil, chives, coleslaw, cucumbers (with peel), 

green onions, mustard greens, soybean oil 

Foods  with medium vitamin 

K content (50-100μg) 

Apples (green), asparagus, cabbage, cauliflower, mayonnaise, nuts (pistachio), summer 

squash 

Foods  with low vitamin K 

content (>50 μg) 

Apples (red), avocados, beans, breads/grains, carrots, celery, cereal, coffee, corn, 

cucumbers (without the peel), dairy products, eggs, fruits, iceberg lettuce, 

meats/fish/poultry, pastas, peanuts, peas, potatoes, rice, tomatoes   
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การวินิจฉัยความเปนพิษ 
การวินิจฉัยทางคลินิกของการไดรับสารพิษจําพวกตานการแข็งตัวของเลือดนั้น

ตองอาศัยขอมูลหลายดานประกอบกันเชน ประวัติการไดรับสารพิษ อาการทางคลินิก การ
ตอบสนองตอการรักษาดวย vitamin K1   และการตรวจวิเคราะหทางเคมีเปนตน       อยางไรก็
ตามในทางคลินิกปฏิบัติพบวา  การรักษาใหประสบผลสําเร็จไดสวนใหญเนื่องจากการที่เจาของ
แจงประวัติการไดรับยาเบ่ือหนูดังกลาว  การไดรับขอมูลเพียงขอเดียวอาจยังไมสามารถสรุปได
เนื่องจากประมาณ 25% ของสารตานการแข็งตัวของเลือดในเลือดไมไดมาจากสารที่สงสัยเพียง
อยางเดียว (Nelson, 2006; Murphy, 2007) ดังนั้นจึงจําเปนที่จะตองมีการตรวจที่จําเพาะเพิ่มเติม
เพื่อความแมนยํา และสัมฤทธ์ิผลในการรักษา ที่สําคัญการวินิจฉัยภาวะการเกิดเลือดออกจากการ
ตรวจคาการแข็งตัวของเลือดเพียงอยางเดียวยังไมสามารถสรุปไดชัดเจน    มีความจําเปนตองทํา
การตรวจคาอ่ืนรวมดวยเพื่อแยกใหออกจากโรคที่เกี่ยวของกับกระบวนการแข็งตัวของเลือดที่
ผิดปกติ เชน congenital factor deficiencies, platelet deficiencies, function defect (Von 
Willebrand’s disease) เปนตน (Harrell et al., 2003; Murphy, 2007) 

การทดสอบความผิดปกติของการจับตัวเปนล่ิมเลือด หรือการแข็งตัวของเลือด 
(coagulation tests) เปนปจจัยที่มีความสําคัญรองลงมาจากประวัติการไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือดเพื่อการวินิจฉัยความเปนพิษนี้ และการทดสอบนี้ตองทําขณะที่สัตวยังมีชีวิต
อยู และยืนยันผลโดยการชันสูตรซากหลังจากสัตวเสียชีวิตแลว คาการแข็งตัวของเลือดที่บงชี้ถึง
ความเปนพิษจากยาเบ่ือหนูชนิดนี้ จะใหคาที่ยาวนานกวาปกติของ  activated partial 
thromboplastin time (APTT), activated clotting time (ACT), one stage prothrombin time 
(OSPT) และ protein induced in vitamin K antagonism (PIVKA)  ในขณะที่คาที่ไดจากการ
ตรวจ thrombin time (TT)    fibrin degradation products (FDPs) และลักษณะของเม็ดเลือด
แดงยังคงเปนปกติ ดังแสดงใหเห็นในตารางที่ 6   การตรวจคาการแข็งตัวของเลือดทั้ง 4 แบบมี
ความแตกตางกันทั้งจากรายงานของ Rozanski และคณะ (1999) และ Daly และ Giger (2007) 
กลาวถึง PIVKA test วาเปน modified PT  ที่ใชบงช้ีการขาดปจจัยในการแข็งตัวของเลือดที่ 2, 7, 
9  และ 10 เพราะเลือดใชเวลาในการแข็งตัวนานกวา PT ถึงแมวาการทดสอบอาจมีความไว
มากกวา PT  ในการตรวจพบความผิดปกติของปจจัยในการแข็งตัวของเลือดเหลานี้    การทดสอบ 
PIVKA ตองใชอุปกรณที่จําเพาะ และกินระยะเวลาที่นานกวา PT ทําใหไมเปนที่นิยม สวน ACT 
test นั้นเปนวิธีที่มีความไวตํ่ากวา APTT ในการประเมิน intrinsic และ common system ของ
กระบวนการแข็งตัวของเลือดตามปกติจึงไมเปนที่นิยมเชนกัน (Latimer et al., 2003) 
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การตรวจ PIVKA, PTT, PT และ ACT เปนการตรวจปจจัยในการแข็งตัวของเลือด
ข้ันพื้นฐาน แตการตรวจเหลานี้ไมสามารถจําแนกความแตกตางระหวางการไดรับสารตานการ
แข็งตัวของเลือด แบบออกฤทธิ์ระยะส้ัน (short acting) และระยะยาว (long acting) ได อยางไรก็
ตามความแตกตางนี้อาจแยกไดเมื่อมีการรักษาดวย vitamin K1  โดยดูจากระยะเวลาการ
ตอบสนองตอการรักษาดวย vitamin K1  (Murphy, 2007)  นอกจากนี้การตรวจวิเคราะหทางเคมี
สามารถพิสูจนหาเอกลักษณและปริมาณยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดเหลานี้ไดดี  มี
รายงานมากมายถึงวิธีการตรวจที่หลากหลายไดแก fluorimetry, gas chromatography (GC), 
thin layer chromatography (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC), 
mass spectroscopy (MS) และ antibody-mediated tests  ปจจุบันวิธีการตรวจหาชนิด และ
ปริมาณยาเบ่ือหนูดวย HPLC เปนวิธีที่นิยมใชมากที่สุด (Murphy, 2002; Murphy and Talcott, 
2006; Murphy, 2007) 

 
อาการทางคลินิก 

อาการทางคลินิกจากการไดรับสารตานการแข็งตัวของเลือดมีหลากหลาย ทั้งนี้
อาการทั่วไปที่สามารถพบไดในระยะแรก และมักพบโดยเจาของสัตวคือ lethargy, dyspnea, 
tachypnea, anorexia, weakness, pallor, lameness เปนตน ( Binev et al., 2005; Murphy, 
2007) และแสดงอาการที่จําเพาะตอยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่มักเกี่ยวของกับ
ความผิดปกติของการแข็งตัวของเลือด เชน การมีเลือดออกหรือเกิด hematoma, hematuria, 
hematemesis, hematochezia, melena  เปนตน (Kohn et al., 2003; Mean, 2003; Murphy, 
2007)  สวนอาการอื่นๆที่มีรายงานไดแก การเกิดภาวะการอุดตันของทอทางเดินหายใจ (Blocker 
and Robert, 1999) มีรายงานถึงการพบกอนเลือดที่ thymus ในลูกสุนัข (Liggett et al., 2002; 
Daly and Giger, 2007)  การพบวาที่กรวยไตมีปสสาวะค่ังทั้งสองขางจากการตรวจโดยเคร่ืองอัล
ตราซาวนด (Hansen and Beck, 2003) นอกจากนี้รายงานสวนใหญที่ไดจากการตรวจชันสูตร
ซากสุนัขที่ตายจากยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดมักระบุวามีเลือดออกภายในอวัยวะ
ตางๆ 
 
การรักษา 

เนื่องจากยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดนั้นมีกลไกการออกฤทธิ์โดย 
ขัดขวางการทํางานของ vitamin K1 ซึ่งเปนผลใหขาดปจจัยที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด 
ดังนั้นการรักษาที่ดีที่สุด และถือเปนยาตานฤทธิ์ของสารพิษในกลุมนี้โดยตรงคือ   vitamin K1 โดย
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ที่แนะนําใหโดยการกิน หรือการฉีดเขาใตผิวหนัง นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการให vitamin K1 
พรอมกับอาหารที่มีไขมันสูงมีผลเพิ่มการดูดซึมของ vitamin K1 ได (Merola, 2002)       โดยมี
รายงานในสุนัขวาหากใหรวมกับอาหารกระปองจะสามารถเพิ่มคาชีวปริมาณออกฤทธิ์ได 4-5 เทา 
(Murphy, 2007) การฉีด vitamin K1 เขากลามเนื้อเปนสาเหตุใหเกิด hematoma และสัตวจะ
แสดงอาการเจ็บปวดอยางมาก และไมแนะนําใหฉีดเขาเสนเลือดดําเนื่องจากมีรายงานทําใหเกิด 
anaphylactic shock ได (Murphy, 2007) ทั้งนี้ระยะเวลาในการรักษาข้ึนกับชนิดของสารตานการ
แข็งตัวที่ไดรับ และส่ิงที่สําคัญคือจําเปนที่จะตองทําการตรวจวัดคาการแข็งตัวของเลือดกอนการ
หยุดใหยา 
ตารางที่ 6     แสดงความแตกตางของผลการทดสอบคาการแข็งตัวของเลือดในโรคที่เกี่ยวของกับ
ความผิดปกติในการแข็งตัวของเลือด 
 

หมายเหตุ: APTT: activated partial thromboplastin time, ACT: activated clotting time, OSPT: one stage 
prothrombin time, PIVKA: protein induced in vitamin K antagonism, TT: thrombin time, FDPs: fibrin 
degradation products, fragmented RBC: fragmented Red Blood Cells, - : ไมมีรายงานการตรวจ 

Tests 
Diseases 

APTT OSPT PIVKA TT FDPs 
Fragmented 

RBC 

Anticoagulant 
rodenticides 

Prolonged Prolonged Prolonged Normal Negative Negative 

Disseminated 
Intravascular 
Coagulopathy 

Prolonged Prolonged Prolonged Prolonged Positive Schistocyte 

Thrombocytopathy Normal Normal Normal - - -
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ในกรณีที่สัตวเพิ่งจะไดรับสารพิษมาภายใน 2-4 ชั่วโมงอาจทําการรักษาเบ้ืองตน 
ไดแก การทําใหอาเจียน (emesis) รวมกับการให activated charcoal แลวตามดวย cathartic 
(วรา พานิชเกรียงไกร, 2006; DuVall et al., 1989; Murphy and Talcott, 2006) สวนการรักษา
ภาวะอ่ืนๆนั้นข้ึนอยูกับความรุนแรง หรืออาการของสัตวเฉพาะราย เชนการใหเลือด ออกซิเจน ยา
ปฏิชีวนะ และการทํา autotransfusion เปนตน นอกจากนี้การเจาะเอาของเหลวออกจากชองอก 
(thoracocentesis) อาจมีความจําเปนเพื่อบรรเทาภาวะ severe dyspnea และอาจมีความ
จําเปนตองเจาะเอาของเหลวออกจากเยื่อหุมหัวใจ  pericardiocentesis เพื่อบรรเทาภาวะ 
cardiac temponade (Harrell et al., 2003, Murphy and Talcott, 2006) และที่สําคัญควรให
สัตวงดออกกําลังกายเมื่อสงสัยวาไดรับสารพิษชนิดนี้เพื่อลดภาวะเลือดออก (Merola, 2002)  
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บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

อุปกรณ และสารเคมี 
ประชากร/สัตวที่ศึกษา แบงออกเปน 3 กลุมดังนี้ 

1. กลุมที่สงสัยวาไดรับสารพิษ 
สุนัขที่เขามารับการรักษาในโรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ/หรือคลินกิภายนอก ซึง่ไดรับการวินจิฉัยเบ้ืองตนโดยสัตวแพทยวา
เกิดอาการพิษจากยาเบ่ือหนชูนิดตานการแข็งตัวของเลอืด (การเกบ็ตัวอยางจากสัตวไดรับความ
ยินยอมจากเจาของสัตวเพื่อนําตัวอยางมาตรวจ และใชขอมูลในการทําวิจัย) 

2. กลุมปกติ  
สุนัขที่เขามาบริจาคเลือดในโรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยและ/หรือคลินิกภายนอก (การเก็บตัวอยางจากสัตวไดรับความยินยอม
จากเจาของสัตวเพื่อนําตัวอยางมาตรวจ และใชขอมูลในการทําวิจัย) 

3. กลุมศึกษาทางพยาธิวิทยา 
ศึกษาผลทางจุลพยาธิวิทยายอนหลังจากสุนัขที่เสียชีวิตจากการไดรับสารพิษ 

ชนิดตานการแข็งตัวของเลือด ซึ่งไดรับการยืนยันผลโดยการตรวจหาสารพิษชนิดตานการแข็งตัว
ของเลือดในตับดวยวิธี TLC รวมกับใชเทคนิคทางสเปคโตรโฟโตเมทรีเพื่อตรวจรูปแบบของ    
สเปคตรา 

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
Analytical balance (Sartorius analytic, Germany), autosampler vial and 

septum (Waters, USA), centrifuge (Hettich, Germany), fume hood (Captair, Thailand), 
glass solvent filter and pump (Millipore corporation, USA), hot air oven (Tuttlingen, 
Germany), HPLC Column Inersil® ODS-3 5μm,  4.6 x 150 mm (GL Science Inc, Japan), 
HPLC Guard column Inersil® ODS-3  5μm,  4.0 x 10 mm (GL Science Inc, Japan), HPLC 
Program (Data Apex Clarity™, The Czech Republic), nylon membrane filters 0.45 μm, 
17 mm (Whatman®, England), micropipettes and micropipette tips (Socorex, Swiss), 
ultrasonic cleaner (TRU-SweepTM, Malaysia), vortex (Scientific industries Inc, USA), 
water bath (Hetoterm, Germany), Waters 600E Multisolvent Delivery system (Waters, 
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USA), Waters 474 Scanning Fluorescence detector (Waters, USA), Waters 717 Plus 
autosampler (Waters, USA) 

สารเคมี 
Acetic acid (glacial) 100% (Merck, Germany), acetonitrile HPLC grade 

(Lab-scan, Thailand), activated partial thromboplastin reagent (DG-APTT LA®) 
(Diagnostic Grifols, Spain),  ammomium acetate (Carlo Erba reagents, Italy), bovine 
thrombin solution (DG-TT®) (Diagnostic Grifols, Spain), calcium chloride (DG-Calcium 
chloride®,) (Diagnostic Grifols, Spain), coumatetralyl (Pestinal®, Germany), diethyl ether 
HPLC grade (Lab-scan, Thailand), helium gas (TIG, Thailand), hydrochloric acid (Merck, 
Germany), methanol gradient grade (Merck, Germany), nitrogen gas (TIG, Thailand), 
nitric acid 69-70% (Mallinickrodt Baker, Inc. USA), rabbit brain tissue thromboplastin 
(DG-PT®) (Diagnostic Grifols, Spain), sodium phosphate monobasic (Carlo Erba 
reagents, Italy), trietylamine for analysis (Carlo Erba reagents, Italy), water HPLC grade 
(Mallinickrodt Baker, Inc. USA), warfarin (Sigma ®, USA) 

 
วิธีการศึกษา 

1. การเก็บตัวอยาง 
1.    เก็บเลือดจากสุนัขที่เขามารักษาจํานวน 14 ตัว และไดรับการวินิจฉัยเบ้ืองตนโดย      

สัตวแพทยวาเกิดจากยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดตัวละ 5 มล. เพื่อทําการตรวจ 
1.1. คาการแข็งตัวของเลือด ไดแก   APTT และ OSPT (ตรวจตามลําดับหากมีคา 

ใดคาหนึ่งปกติใหคัดสัตวปวยนั้นออกจากการทดลอง) สวนคา TT ที่ไดจะตองอยูในเกณฑ
มาตรฐาน เก็บเลือดโดยใช 3.8% sodium citrate เปนสารตานการแข็งตัวของเลือด 

1.2. ตรวจเลือด (complete blood count, blood parasite, platelet count)  
เก็บเลือดโดยใช ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) และ คาทางเคมีของเลือด (blood 
chemistry) ไดแก alanine transferase (ALT), aspartate transferase (AST), alkaline 
phosphatase (ALP), creatinine (CRE), blood urea nitrogen (BUN) เก็บเลือดโดยใช heparin 
เปนสารตานการแข็งตัวของเลือด 

1.3. วิเคราะหหาระดับความเขมขนของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดโดย 
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วิธี HPLC โดยเก็บเลือดวิเคราะห 1.1 และ 1.2 ซ้ําสัปดาหละ 1 คร้ัง ติดตอกัน 3 สัปดาห เก็บเลือด
โดยใช heparin เปนสารตานการแข็งตัวของเลือด 

2.  กลุมควบคุมไดจากเลือดจํานวน 2 มล.ของสุนัขที่เขามาบริจาคเลือดเพื่อหาคาปกติ 
ของคาการแข็งตัวของเลือดจํานวน 20 ตัว 

3.  เก็บรวบรวมผลทางพิษวิทยา และจุลพยาธิวิทยาจากสุนัขที่เสียชีวิตจากการไดรับ 
ยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจํานวน 10 ตัว ซึ่งเขารับการชันสูตร ณ หนวยพยาธิวิทยา 
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยยอนหลังเปนเวลา 2 ป (ต้ังแตป 2551 – 2552) 
 

2. การทดสอบเฉพาะทางหองปฏิบัติการเพื่อวินิจฉัยภาวะเลือดออกผิดปกติ 
1. Activated partial thromboplastin time (APTT หรือ PTT)  
  ทดสอบหาระยะเวลาการแข็งตัวของเลือดจาก citrated plasma เพื่อใชสําหรับ
ตรวจหาความผิดปกติของปจจัยตางๆใน intrinsic และ common coagulation system การ
ทดสอบ PTT จะใชสาร partial thromboplastin เชน purified brain thromboplastin โดยเปน
สารประกอบ phospholipids ซึ่งทําหนาที่คลาย platelet factor 3 (PF3) ที่ไดจากเกล็ดเลือด และ
เพื่อใหปฏิกิริยาในแตละข้ันตอนอยูในระดับที่ดีจึงมีการเติมสารกระตุน partial thromboplastin ลง
ไปดวยคือ ellagic acid ได activated partial thromboplastin reagent และเมื่อเติมสาร CaCl2 
ลงไปก็จะเกิดปฏิกิริยาการแข็งตัวของเลือด 

ข้ันตอนการทดสอบเร่ิมจากผสม citrated plasma และ activated partial 
thromboplastin reagent (DG-APTT-LA®, Spain) อยางละ 0.1 มล. ลงไปในหลอดทดสอบ
ขนาด 12 x 75 มม. ผสมสวนผสมทั้งสองใหเขากัน และอุนที่ 37°C นาน 3 นาที แลวเติม 0.025 M. 
CaCl2 ซึ่งอุนไวกอนแลวที่ 37°C ลงไปอีก 0.1 มล. พรอมกับเร่ิมจับเวลาทันที หยุดจับเวลาเม่ือเห็น 
fibrin และการแข็งตัวของพลาสมาเกิดข้ึน ทําการทดสอบซ้ํา 2 ชุด (duplicate) แลวหาคาเฉล่ีย
เพื่อรายงานผล 

 
2. One stage prothrombin time (OSPT หรือ PT) 

การทดสอบหาระยะเวลาการแข็งตัวของเลือดจาก citrated plasma เพื่อใช
สําหรับตรวจหาความผิดปกติของปจจัยตางๆใน extrinsic และ common coagulation system 
โดยการเติมสาร rabbit brain tissue thromboplastin (Latimer et al., 2003) ซึ่งมีคุณสมบัติ
คลาย tissue factor ในรางกายและจัดเปน complete thromboplastin ลงในพลาสมา แลวเติม 
CaCl2 ลงไปจะทําปฏิกิริยากับปจจัยการแข็งตัวของเลือด (ปจจัยที่ 7, 10, 5 และ 2) ทําให 
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prothrombin activator ไปยอย prothrombin ไดเปน thrombin และ thrombin จะไปยอย 
fibrinogen ไดเปน fibrin ทําใหมีการแข็งตัวของพลาสมาเกิดข้ึน (เกรียงศักด์ิ ไพรหิรัญกิจ, 2007) 
เนื่องจากปจจัยที่ 7 เปนปจจัยชนิดพึ่งพา vitamin K ที่มีคาคร่ึงชีวิตส้ันที่สุด ดังนั้นการขาดปจจัย
ชนิดนี้จึงตรวจพบไดเร็วที่สุด  ทําใหการตรวจคา PT เปนการทดสอบที่มีความไวตอการไดรับ
สารพิษจากยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดมากที่สุด สัตวที่ไดรับสารพิษดังกลาวจะมีคา 
TT ยาวนานกวาปกติ (Prater and Tvedten, 2004) 

ข้ันตอนการทดสอบเร่ิมจากอุน citrated plasma และน้ํายา rabbit brain tissue 
thromboplastin ซึ่งผสม CaCl2 ไวแลวที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 นาที หลังจากนั้นดูด citrated 
plasma มา 0.1 มล. ลงในหลอดทดสอบขนาด 12 x 75 มม.และเติม DG-PT® ลงไป 0.2 มล. 
ผสมใหเขากันพรอมกับเร่ิมจับเวลาทันทีที่เติมน้ํายา DG-PT® จนกระทั่งเห็นสาย fibrin เกิดข้ึน คือ
เวลา prothrombin time ทําการทดสอบซ้ําอีกคร้ัง แลวหาคาเฉลี่ยเพื่อรายงานผล หาก PT อยู
ในชวงปกติคาที่ไดจากการทําการทดสอบ 2 ชุด (duplicate) หางกันไมเกิน 0.5 วินาที ควรทําการ
ทดสอบกับพลาสมาควบคุมไปพรอมๆกันดวย 
หมายเหตุ: ในบางรายงานจะแสดงผลคา prothrombin time ออกมาในรูปแบบของ International 
Normalized Ratio (INR) เนื่องจากการผลิต tissue factor ในแตละชุดนั้นมีความแตกตางกันไป 
ดังนั้นเพื่อใหมีผลของ INR ที่ไดเทียบเปนคามาตรฐาน ทางบริษัทผูผลิต tissue factor จะใหคา 
international sensitivity index (ISI) สําหรับ tissue factor ทุกชนิดที่ผลิตข้ึนมา คา ISI เปนการ
บงช้ีความจําเพาะของ tissue factor แตละชุดที่ผลิตนั้น อยางไรก็ตามคาปกติของ INR ยังข้ึนอยู
กับเทคนิค และวิธีการที่ใชในแตละหองปฏิบัติการ (Lombardi et al., 2003) 
 

คา INR หาไดจากสมการ  INR =        PTtest        
  ISI 

    PTnormal 
 

การศึกษาในปจจุบันใชชุดการตรวจเปนชุดเดียวกนัหมดซ่ึงไมจําเปนตองหาคา INR 

3. Thrombin time (TT) 
TT เปนการทดสอบเพื่อวัดระดับของปจจัยการแข็งตัวของเลือดเพียงชนิดเดียว 

คือ factor I (fibrinogen) โดยมีหลักการคือ การเติม thrombin ที่มีความเขมขนพอเหมาะลงไปใน
พลาสมา ซึ่ง thrombin จะไปยอย fibrinogen ไดเปน fibrin และเวลาที่ใชในการทําใหเกิด fibrin 
หลังจากเติม thrombin คือ thrombin time 
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วิธีการทําเร่ิมจากเจือจาง bovine thrombin solution (DG-TT®, Spain) ดวย
อัตราสวน 1:11 โดยใช DG-TT® 0.1 มล. ผสมกับน้ํากล่ัน 1 มล. หลังจากนั้นอุน citrated plasma 
และ DG-TT® working solution ใน water bath ที่ 37 °C เปนเวลา 2 นาที แลวดูดพลาสมาที่อุน
ไวแลวใสลงในหลอดทดสอบขนาด 12 x 75 มม. ปริมาณ 0.1 มล. ตอจากนั้นนํา DG-TT® 
working solution ปริมาณ 0.2 มล. มาเติมลงในพลาสมาแลวผสมใหเขากันดี จับเวลาทันทีที่ใส 
DG-TT® working solution ผสมกับพลาสมา หยุดเวลาเม่ือสังเกตเห็น fibrin (เกรียงศักด์ิ         
ไพรหิรัญกิจ, 2007) ทําการทดสอบซ้ํา 2 ชุด (duplicate)  แลวหาคาเฉลี่ยเพื่อรายงานผล 

3. การวิเคราะหหายาเบื่อหนชูนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากเลือดโดยใช            
High performance liquid chromatography 

1. วิธีการสกัด (Shanmugan et al., 2007) 
1.1 นําเลือดไปปนที่ 2000 g นาน 7 นาที และเก็บไวที่ -20 °C เพื่อรอตรวจ 

วิเคราะหหาปริมาณอนุพันธคูมาริน 
1.2 นําพลาสมาจํานวน 100 ไมโครลิตรมาทําใหคลายความเย็นลงที่ 

อุณหภูมิหอง แลวเติม phosphate buffer (pH 2.0) จํานวน 150 ไมโครลิตรลงไปในพลาสมาเพื่อ
เพิ่มความเปนกรดใหกับพลาสมา และผสมใหเขากันดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 2-3 วินาที 

1.3 เติม diethyl ether จํานวน 1 มล. เพื่อตกตะกอนโปรตีนออกจากพลาสมา  
และผสมใหเขากันดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 1 นาที 

1.4 นําไป centrifuge ที่ 13,000 g นาน 1 นาที หลังจากนั้นดูดสวนใสดานบน 
ออกมาประมาณ 0.8 มล.ใสใน eppendorf tube 

1.5 ทําข้ันตอนที่ 1.3 และ 1.4 ซ้ํา นําสวนใสมารวมกัน แลวนําไปทําใหแหงดวย 
ไอของไนโตรเจน 

 
2. วิธีการตรวจหายาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดโดย HPLC               

 (Rengel and Friedrich, 1997) 
นําสารตกคางที่แหงมาเติม mobile phase (methanol และ ammonium 

acetate/triethylamine buffer (75:25)) จํานวน 400 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันดวยเคร่ือง 
vortex เปนเวลา 10 วินาที แลวนําไป sonicate เปนเวลา 10 นาที เพื่อละลายสวนที่ติดอยูกับ 
eppendorf tube และผสมใหเขากันอีกรอบดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 10 วินาที 
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นําสารละลายที่ไดไปฉีดเขาเคร่ือง HPLC   Waters 600E Multisolvent Delivery 
system (Millipore Corporation, Milford, USA) โดยใช Column Inertsil® ODS-3 (4.6 x 150 
mm, GL Science Inc, Japan), autoinjector (Waters 717 Plus Autosampler,  fluorescence 
detector (Waters 474 Scanning Fluorescence detector) โดยต้ังคา excitation wavelength 
318 nm และ emission  wavelength 390 nm และทําการ equilibrate column 20 นาทีกอนฉีด
ตัวอยาง   Flow rate ของการฉีดปริมาณสารตัวอยางจํานวน 20 ไมโครลิตร คือ 1.0 มล./นาที และ
กําหนดใหใชเวลารวมเทากับ 8 นาที      สําหรับการส่ังฉีดในแตละครั้งโดย warfarin และ 
coumtetralyl มี retention time เทากับ 7.0  และ 6.4 นาที ตามลําดับ (ภาพที่ 6) 
 

 
 
ภาพที่ 6      แสดง chromatogram ของสารมาตรฐาน coumatetralyl และ warfarin ที่ระดับความเขมขน 50 
นก./มล. 
 

การตรวจหาปริมาณของ warfarin และ coumatetralyl โดยการทํา integration 
ของ peak area (Data Apex Clarity™ HPLC Program), warfarin standard และ
coumatetralyl standard สําหรับเติมในพลาสมาเพื่อทําการสกัดและทํา calibration curve 
เตรียมความเขมขนที่ 50 - 800 นก./มล.  และ 25 – 400 นก./มล. ตามลําดับ(ภาพที่ 7 และ 8) 

coumatetralyl 

warfarin 
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ภาพที่ 7     Standard warfarin ที่ความเขมขน 50 - 800 นก./มล. 
 

 
ภาพที่ 8     Standard coumatetralyl ที่ความเขมขน 25 - 400 นก./มล. 

 

3. การตรวจสอบความถูกตองของวิธวีิเคราะห (Method validation)                
(Shanmugan et al., 2007) 

3.1  การตรวจสอบความแมนยําของการวิเคราะหหายาเบื่อหนูในกลุมตานการ 
แข็งตัวของเลือดรุนที่ 1 โดยการวิเคราะหซ้ํา 5 คร้ังภายในวันเดียวกัน และทําซ้ําติดตอกัน 5 วัน 

3.2 หาความแมนยําของการวิเคราะห (precisions) ประเมนิจากผลการวเิคราะห 
ตัวอยางพลาสมาทีเ่ตรียมชุดเดียวกนัโดยมคีวามเขมขนของ warfarin และ coumatetralyl ที่ขนาด
ตํ่า กลาง และสูง ตัวอยางละ 5 คร้ัง ภายในวันเดียวกนั (intraday precision) และระหวางวนั 

y = 0.2536x + 0.9667
R² = 0.9995
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(interday precision) รวม 5 วนั    นําความเขมขนของ warfarin และ coumatetralyl ทีคํ่านวณ
ไดในตัวอยางแตละความเขมขนมาหาคาเฉล่ีย (mean) แลวคํานวณหาสัมประสิทธ์ิการกระจาย 
(coefficient of variation) หรือ %CV จากสูตร 
 

 % CV =   SD x 100    โดยคา %CV ควรไมเกิน ±15% 
                  Mean 
 

3.3  ตรวจสอบความถูกตอง (accuracy) ของวิธีการโดยหา % recovery ของ 
การสกัดตัวอยาง โดยการเติมยาเบ่ือหนูที่ทราบชนิด และปริมาณลงไป ทําการสกัดตามข้ันตอน 
แลววิเคราะหดวย HPLC เทียบกับคาที่ไดจากสารมาตรฐาน โดยมีความเขมขนของ warfarin ที่
ขนาดตํ่า กลาง และสูง อยางละ 3 คร้ัง โดยคํานวณไดจาก 
 
 

% Recovery  =   100 x  determined value    
           expected value 

 
 

3.4  หา linearity ของ calibration curve ที่ความเขมขน 50 - 800 นก./มล. 
สําหรับ warfarin และ 25 – 400 นก./มล. สําหรับ coumatetralyl 
 
การศึกษาผลทางพยาธิวิทยา 

เปนการศึกษายอนหลังทางจุลพยาธิวิทยาของภาวะการมีเลือดออกในสุนัขที่
เสียชีวิตจากการไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่สงเพื่อชันสูตรโรค ณ หนวยพยาธิ
วิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งไดรับการยืนยันผลการตรวจหาสารพิษ
ชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในตับโดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) รวมกับใชเทคนิค
ทางสเปคโตรโฟโตเมทรีเพื่อตรวจรูปแบบของสเปคตรา จากหนวยพิษวิทยา ภาควิชาเภสัชวิทยา 
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในชวงป พ.ศ. 2551 – 2552 จํานวน 10 ราย 

ศึกษาลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา โดยการเก็บตัวอยางอวัยวะที่ปรากฏรอยโรค
จากการชันสูตรซากมาทําการตัดและแชใน 10% buffer formalin นําช้ินเนื้อดังกลาวมาผานเคร่ือง
เตรียมช้ินเนื้อ และตัดดวยเคร่ืองตัดชิ้นเนื้อใหมีความหนา 4 ไมครอน ทําการยอมดวยสี 
hematoxylin และ eosin (H&E) ทําการศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และตรวจใหคะแนนรอย
โรคของภาวะเลือดออกในแตละอวัยวะโดยนักพยาธิวิทยาทางสัตวแพทย 2 คน ในแตละสไลดทํา
การสุมตรวจ 3 พื้นที่บริเวณจุดเลือดออก ที่กําลังขยายของกลองจุลทรรศน 4X โดยมีเกณฑการให
คะแนนจุดเลือดออกในแตละอวัยวะแสดงในตารางที่ 7 
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2  2 

การวิเคราะหขอมูล 
1. หาความสัมพันธของความเขมขนของยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของ 

เลือดในเลือดและคาการแข็งตัวของเลือดจาก simple linear correlation โดยคํานวณคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient) จากสมการ 
 

   r	ൌ										∑	ሺx	–		xሻሺ	y		‐		y	)	
																																																					   		ඥ∑ሺ	x െ x		ሻ				∑ሺ	y െ y	ሻ                 

 

และ simple linear regression คํานวณความสัมพันธจากสมการ  y = a + bx  และแสดงการ
วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS 15.0 สําหรับโปรแกรมวินโดว คาที่ไดถือวามีนัยสําคัญเม่ือ p ≤ 0.05 

2. ศึกษาผลทางพยาธิวิทยาจากตัวอยางสัตวที่ไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการ 
แข็งตัวของเลือดจากรายงานสัตวปวยยอนหลัง 2 ป โดยการใชสถิติแบบพรรณนา (descriptive 
statistic) 
 

ตารางที่ 7     เกณฑการใหคะแนนจุดเลือดออกในอวัยวะตางๆ โดยการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา 

Heart2 Liver and kidneys2 
Score Criteria of hemorrhage Score Criteria of hemorrhage 

0 Absent 0 Absent
1 Focal focus in one layer of heart 1 1-2 foci with diameter of focus around 100 μm or 

more 
2 Multiple to diffuse foci in one layer of 

heart 
2 3-4 foci with diameter of focus 

around 100 μm or more 
3 Multiple to diffuse foci in two layer of 

heart 
3 5-6 foci with diameter of focus around 100 μm or 

more 
4 Multiple to diffuse foci in all three layer of 

heart 
4 ≥ 7 foci with diameter of focus around 100 μm or 

more 

Intestines2 Lungs1 
Score Criteria of hemorrhage Score Criteria of hemorrhage 

0 Absent 0 1-25 RBC/alveoli
1 Telangiectasia or dilatation of the 

intestinal vessels 
1 26-50 RBC/alveoli

2 Multiple foci 2 1-3 alveoli with > 50 RBC 
3 Mucosal hematomas 3 4-6 alveoli with > 50 RBC 
4 Intraluminal clots 4 7-9 alveoli with > 50 RBC 
  5 10 alveoli with > 50 RBC

1 ดัดแปลงจาก Broccard และคณะ (1998), 2Schmidt และคณะ (1991)  
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

1. ผลการเก็บตัวอยางจากสัตวปวย 

1.1. ผลการซักประวัติ และการตรวจสภาพรางกายสัตว 
การคัดกรองเบ้ืองตนสําหรับสัตวปวยที่ไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของ 

เลือดโดยการซักประวัติจากเจาของถึงการไดรับยาเบ่ือหนูในกลุมนี้ หรือปจจัยโนมนําที่อาจเกิดข้ึน
ได เชน การปลอยเดินเลนนอกบาน การกินหนู หรือประวัติการวางยาเบื่อหนูในบริเวณบานใกล
เรือนเคียง  และวินิจฉัยจากอาการทางคลินิกที่แสดงออกดวยการมีเลือดออก สัตวปวยมักแสดง
อาการแรกเร่ิมที่คลายคลึงกัน เชน เฉ่ือยชา ออนเพลีย หายใจลําบาก อาเจียน หรือทองเสีย เปน
ตน สวนอาการที่แสดงออกตอมาเปนการมีเลือดออกไดแก การพบจุดเลือดออก หรือจ้ําเลือดตาม
รางกาย อาเจียนเปนเลือด ถายเปนเลือด เลือดกําเดาออก หรือกระทั่งการพบเลือดออกตามไรฟน 
จากประวัติการตรวจสภาพรางกายสัตวปวยที่สงสัยวาไดรับพิษจากยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัว
ของเลือดนั้นสามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือกลุมที่สงสัยการไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัว
ของเลือด (จํานวน 8 ราย) ดังตารางที่ 11 และกลุมที่มีหลักฐานแนชัดวาไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือด (จํานวน 6 ราย) ดังตารางที่ 12  สัตวปวยในกลุมหลังนี้ไดรับยาเบ่ือหนูที่
เจาของใชเบ่ือหนูภายในบาน และสัตวเล้ียงไปกินโดยไมต้ังใจโดยเปน  warfarin 4 ราย 
bromadiolone 1 ราย และ flocoumafen  1 ราย ทําการตรวจเพื่อวินิจฉัยแยกจากภาวะอ่ืนๆ ตาม
อาการของสัตวแตละราย เชน ตรวจการหาเช้ือไวรัสที่กอใหเกิดการอาเจียน หรือถายเปนเลือด ใน
กรณีที่สัตวมีอาการหายใจลําบากจะตรวจโดยการฉายรังสีในสวนของชองอก สัตวปวยทุกรายได
รับการตรวจคาเลือดและปาราสิตในเลือด   คาชีวเคมีของเลือดซ่ึงแสดงถึงการทํางานของตับและ
ไต  คาการแข็งตัวของเลือด และการวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของยาเบ่ือหนูชนิดตานการ
แข็งตัวของเลือดในเลือดโดย HPLC  

1.2. ผลการตรวจจํานวนเม็ดเลือดแดง และคาเลือด    
  ผลการตรวจจํานวนเม็ดเลือดแดง และคาเลือดของสัตวปวยที่สงสัยวาไดรับ และ
ไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่ไดจากการตรวจคร้ังแรก พบวามีเพยีง 1 รายทีม่ีผล
เลือดปกติ (รายที1่4) สวนรายที่มีความผิดปกติสามารถจําแนกเปนกลุมไดดังนี้    1) กลุมที่มีความ
ผิดปกติเกี่ยวกบัเม็ดเลือดแดง พบ 6 รายทีม่ีจํานวนเม็ดเลือดแดงและคา Hct ตํ่า   พบ 5 รายที่คา 
Hb ตํ่า และ 7 ราย ทีม่ีลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดแดงผิดปกติ     2) กลุมทีม่ีความผิดปกติ
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เกี่ยวกับเม็ดเลือดขาว พบมี 4 รายที่มีปริมาณเม็ดเลือดขาวรวมสงูกวาปกติ และ 2 รายที่ตํ่ากวา
ปกติ    3) กลุมที่มีความผิดปกติเกี่ยวกับเกล็ดเลือด พบมี 5 รายที่เกลด็เลือดตํ่า    4) กลุมที่ตรวจ
พบปรสิตในเลือด พบเพียง 1 รายที่ติดพยาธิ Ehrlichia canis ดังตารางที่ 13 และจากการตรวจคา
เลือดซ้ําในคร้ังสุดทายเพื่อติดตามผลการรักษา รวมกับให vitamin K1 แลวมีสัตวปวย 3 จาก 6 
รายที่ผลเลือดเปนปกติ (รายที่ 6, 7และ 14)  โดยสัตวปวยรายที่ 6 และ 7 มีปริมาณของเม็ดเลือด
ขาวรวมกลับมาเปนปกติ ดังตารางที่ 14 

1.3. ผลการตรวจคาชีวเคมีของเลือดท่ีแสดงถึงคาการทํางานของตับ และไต  
จากผลการตรวจคา ALT, AST และ ALP ที่บงบอกการทํางานของตับในสัตวปวย

ที่สงสัยวาไดรับ และไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่ไดจากการตรวจคร้ังแรก พบวา
มี 10 จาก 14 รายที่คา ALT, AST และ ALP สูงกวาปกติซึ่งแสดงวามีการทาํงานของตับผิดปกติ 
(รายที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11 และ 12)   ดังตารางที ่15  และจากการตรวจคาการทํางานของ
ตับซํ้าในคร้ังสุดทายเพื่อติดตามผลการรักษา รวมกับให vitamin K1 แลว มีสัตวปวยเพียง 3  จาก 
6 รายที่มีคาการทํางานของตับสูงกวาปกติ (รายที ่6, 11 และ 14) โดยสัตวปวยรายที่ 6 มีคา AST 
สูงกวาปกติ    รายที่ 11 มีคา ALT,  AST และ ALP  สูงกวาปกติ และรายที่ 14 มีคา ALT และ 
ALP สูงกวาปกติ ดังตารางที่ 16 สําหรับคา BUN และ CRE ที่บงบอกการทาํงานของไตของสัตว
ปวยที่ไดรับ และสงสัยการไดรับสารพิษจากยาเบ่ือหนทูีไ่ดจากการตรวจคร้ังแรกพบวามี 4 จาก 14 
รายที่มกีารทํางานของไตผิดปกติ โดยรายที่ 1, 2 และ 3 มีคา BUN และ CRE สูงกวาปกติ สวน
รายที่ 9 มีคา BUN สูงกวาปกติ  ดังตารางที่ 15        และจากการตรวจคาการทาํงานของไตซ้ําใน
คร้ังสุดทายเพือ่ติดตามผลการรักษารวมกบัให vitamin K1 แลวมีสัตวปวย 3 รายทีม่ีคาการทํางาน
ของไตผิดปกติ รายที ่9, 13 และ 14 โดยมีคา BUN สูงกวาปกติ ดังตารางที่ 16 

2. ผลการตรวจคาการแข็งตัวของเลือด 
จากการศึกษาคร้ังนี้ไดมีการตรวจหาคามาตรฐานของหองปฏิบัติการสําหรับการ 

ตรวจคาการแข็งตัวของเลือดชนิด PT, APTT และ TT โดยการเก็บตัวอยางจากสัตวปกติที่เขามา
บริจาคเลือดในโรงพยาบาลสัตวจํานวน 20 ตัว พบวาคามาตรฐานของ PT อยูในชวง 7-11 วินาที 
APTT อยูในชวง 9-16 วินาที และ TT มีคามาตรฐานอยูในชวง 6.5-10.5 วินาที 
  จากผลการตรวจคา PT และ APTT จากสัตวปวยที่สงสัยวาไดรับ และไดรับยา
เบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากการเก็บเลือดคร้ังแรกจํานวน 14 ราย พบ 3 รายที่มีคา 
PT ยาวนาน (รายที่ 2, 3 และ 4) และ 10 รายที่มีคา APTT ยาวนาน (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11 
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และ 12) และจากการตรวจคาการแข็งตัวของเลือดซ้ําในคร้ังสุดทายเพื่อติดตามผลการรักษา
รวมกับการให vitamin K1 แลวพบวาสัตวปวยทั้ง 6 รายมีคา PT และ APTT กลับมาเปนปกติ 

3. ผลการวิเคราะหหายาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในเลือดโดย HPLC 

3.1. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) หายาเบื่อหนู 
ชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในเลือด  

ความแมนยํา (Precision) 
การหาความแมนยํา ของวิธีการนี้ทําโดยเตรียมสารละลาย warfarin และ 

coumatetralyl ที่ความเขมขน สูง กลาง และตํ่า และทําการตรวจวิเคราะห โดยการวิเคราะหหา
ความแมนยําภายในวันเดียวกัน (intra-day precision) ทําซํ้า 5 ตัวอยางภายในวันเดียวกัน และ
การวิเคราะหหาความแมนยําระหวางวัน (inter-day precision) ทําซ้ํา 5 ตัวอยางในแตละวัน
ติดตอกัน 5 วัน แสดงผลในรูปแบบของสัมประสิทธิ์การกระจาย (coefficient of variation) หรือ 
%CV  สําหรับ intra-day precision ของ warfarin และ coumatetralyl  มีคา %CV อยูในชวง 
1.16-2.52 และ 1.44-1.88 ตามลําดับ และ inter-day precision ของ warfarin และ 
coumatetralyl  มีคา %CV อยูในชวง 3.36-4.08 และ 4.22-5.55 ตามลําดับ ดังแสดงในตาราง    
ที่ 8 
 
ตารางที่ 8     คาสัมประสิทธิ์การกระจายของความแมนยํา (precision) ของการวิเคราะห  
 Intra-day (n=5)  Inter-day (n=25) 
ความเขมขน (ng/mL) 100 200 400  100 200 400 
Warfarin (%CV) 2.52 1.73 1.16 3.36 3.41 4.08
Coumatetralyl (%CV) 1.79 1.44 1.88 5.55 5.40 4.22

 

เปอรเซ็นตการคนพบ (% Recovery) 
การหาเปอรเซ็นตการคนพบ หรือ % recovery ของวิธีการ  โดยการเติมสาร      

ละลาย warfarin และ coumatetralyl ที่ความเขมขน สูง  กลาง และตํ่า ลงไปใน  plasma ที่
บริสุทธิ์ ทําการสกัดตามข้ันตอน และวิเคราะหโดย HPLC เทียบกับคาที่ไดจากสารมาตรฐาน 
(standard curve) ทําซํ้าวันละ 3 คร้ัง ติดตอกัน 3 วัน % recovery ของ warfarin ที่ความเขมขน 
ตํ่า กลาง สูง  เทากับ 89.49%, 89.87%  และ 99.21% ตามลําดับ สวน % recovery ของ 
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coumatetralyl ที่ความเขมขน ตํ่า กลาง สูง  เทากับ  87.43%, 93.37% และ 94.9% ตามลําดับ 
ดังแสดงในตารางที่ 9 

ตารางที่ 9     คาเฉลี่ย % recovery ของ warfarin และ coumatetralyl จาก plasma 
ความเขมขน (ng/mL) 33.55 71.11 142.225  
Warfarin (%) 89.49 89.97 99.21 
Coumatetralyl (%) 87.43 93.37 94.9 

 
ความคงตัว (Stability) 
  การหาความคงตัวของสาร ทําโดยการเตรียมสารละลาย  warfarin และ 
coumatetralyl ที่ความเขมขน สูง  กลาง และตํ่า และทําการตรวจวิเคราะหในวันที่ 1, 8, 15, 26  
และ 30 โดยใชสารละลายชุดเดิมที่เตรียมไวในวันที่ 1 และเก็บสวนที่เหลือไวที่อุณหภูมิ –20°C  หา
ปริมาณของยาเบ่ือหนูทั้ง 2 ตัวพบวา warfarin ที่เก็บไวนาน 1 เดือนยังคงมีความคงตัวดี แต 
coumatetralyl มีความคงตัวตํ่ากวา warfarin คิดเปนเปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับวันแรก แสดงขอมูล
ดังตารางที่ 10  และแสดงกราฟการเปล่ียนแปลงของ warafarin และ coumatetralyl เม่ือเวลาผาน
ไป 1 เดือน ดังภาพที่ 9 และ 10 ตามลําดับ 

ความไว (Sensitivity) 
ผลการวิเคราะหหาปริมาณยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด คํานวณจาก 

คาพื้นที่ใตกราฟ (area under the curve; AUC) คา limit of detection (LOD) ของ warfarin มี
ความเขมขนเทากับ 6.25 นก./มล. (ที่ Signal-to-Noise ratio (S/N) 4:1) และ coumatetralyl มี
ความเขมขนเทากับ 6.25 นก./มล. (ที่ S/N 5:1) พบวา limit of quantitation (LOQ) ของ warfarin 
เทากับ 50 นก./มล. (ที่ S/N 13:1)   และ coumatetralyl เทากับ 12.5 นก./มล. (ที่ S/N 12.5:1)  
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ภาพที่ 9     แสดงความคงตัว (stability) ของ warfarin ที่อยูในรูปสารละลาย และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20° C   
(คาที่แสดงเปนคาเฉล่ียจากสารละลาย 2 ตัวอยาง) 
 

 

 

ภาพที่ 10     แสดงความคงตัว (stability) ของ coumatetralyl ที่อยูในรูปสารละลาย และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20° 
C (คาที่แสดงเปนคาเฉล่ียจากสารละลาย 2 ตัวอยาง) 
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ตารางที่ 10  แสดงความคงตัว (stability) ของ  warfarin และcoumatetralyl ที่อยูในรูป
สารละลาย และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20° C 

Day Day 1 Day 8 Day 15 Day 26 Day 30

Warfarin 

Conc. 100 ng/nL (%) 100 
106.7 

(106.98, 106.51) 
94.8 

(94, 95.79) 
100.1 

(99.53, 100.8) 
100.3 

(99.31, 101.44) 

Conc. 200 ng/nL (%) 100 
111.4 

(111.13, 111.83) 
95.9 

(95.88, 96.08) 
104.1 

(103.78, 104.50) 
101.6 

(102.17, 101.2) 

Conc. 400 ng/nL (%) 100 
111.7 

(111.81, 111.75) 
95.1 

(95.00, 95.30) 
98.7 

(98.26, 99.17) 
98.0 

(98.26, 97.82) 

Coumatetralyl 

Conc. 100 ng/nL (%) 100 
94.8 

(98.03, 91.68) 
84.4 

(84.51, 84.39) 
81.1 

(81.34, 80.98) 
74.3 

(74.17, 74.45) 

Conc. 200 ng/nL (%) 100 
96.4 

(94.06, 98.93) 
82.2 

(82.19, 82.36) 
84.8 

(84.58, 85.18) 
74.9 

(75.11, 74.86) 

Conc. 400 ng/nL (%) 100 
100.0 

(101.25, 98.81) 
87.1 

(86.96, 87.37) 
85.7 

(85.80, 85.76) 
81.7 

(81.80, 81.76) 

 

3.2 ผลการตรวจวิเคราะหหาสารตานการแข็งตัวของเลือดจากเลอืดโดย HPLC 
  จากผลการตรวจหาสารตานการแข็งตัวของเลือดรุนที่ 1 ในเลือดของสัตวปวยทั้ง 

14 รายตรวจพบ warfarin ในกระแสเลือดจํานวน 4 ราย (รายที่ 11, 12, 13 และ 14) และ 

coumatetralyl จํานวน 1 ราย (รายที่ 8) สัตวปวยทุกรายที่ตรวจพบสารตานการแข็งตัวของเลือด

มีปริมาณความเขมขนของยาเบ่ือหนูในกระแสเลือดสูงเกินคา LOQ   ยกเวนสัตวปวยรายที่ 11 ที่

ตรวจพบในปริมาณที่ตํ่ากวาคา LOQ แตสูงกวาคา LOD โดยตรวจพบที่ปริมาณ 28.4 นก./มล. 
 

     3.3 ผลการหาความสมัพันธของปริมาณยาเบื่อหนูชนิดตานการแขง็ตัวของเลือดใน

เลือดกับคาการแข็งตัวของเลือด 

  ผลการตรวจหายาเบ่ือหนูชนดิตานการแข็งตัวของเลือดภายในเลือดดวย HPLC 
สามารถแบงผลการตรวจไดเปน 2 กลุม คือกลุมที่ตรวจพบ และตรวจไมพบยาเบ่ือหนูชนิดตานการ
แข็งตัวของเลอืด โดยทัง้ 2 กลุมไดรับการตรวจคาการแข็งตัวของเลือดควบคูกันไปดวย กลุมที่
ตรวจพบยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด ม ี2 รายที่คา PT และ APTT ยังคงเปนปกติ (ราย
ที่ 13 และ 14) และมี 3 รายที่คา PT ปกติ แต  APTT ยาวนานข้ึน (รายที่ 8, 11 และ 12) กลุมที่
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ตรวจไมพบยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดมี 2 รายที่คา PT และคา  APTT ปกติ (รายที ่7, 
9 และ 10)  3 รายที่คา PT และ  APTT ยาวนาน (รายที่ 2, 3 และ 4) แสดงดังตารางที่ 17  
  จากตารางที่ 17 แสดงใหเห็นวาปริมาณยาเบ่ือหนทูี่ตรวจพบในเลือดไมมีผลทํา
ใหคาการแข็งตัวของเลือด PT และ APTT มีความผดิปกติจากการเจาะเลือดคร้ังแรก ทัง้กลุมที่
ทราบประวัติการไดรับ และไมไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด คา PT สวนใหญยังคง
ปกติ (11 จาก 14 ราย)  และมีเพียง 4 รายที่คา PT และ APTT เปนปกติทั้งในกรณีที่ไดรับ และ
ไมไดรับ vitamin K1 กอนเจาะเลือด จากการติดตามผลการรักษาคร้ังที ่ 2 (วันที ่ 7 หลังจากตรวจ
คร้ังแรก) ในสัตวปวย 6 รายพบวาม ี 4 รายที ่PT และ APTT ปกติ และ 1 รายที ่  PT และ APTT 
ยังคงผิดปกติทั้งคู และการติดตามผลการรักษาคร้ังที ่3 (14 วันหลังจากตรวจคร้ังแรก) ในสัตวปวย 
3 รายพบวาทกุตัวมีคา PT และ APTT กลับมาปกติ  และจากการหาคาความสัมพันธทางสถติิ
พบวาคา PT และ APTT นัน้ไมมีความสัมพันธกนัทางสถิติโดยมีคาสหสัมพนัธเทากับ 0.43  แสดง
ในภาพที่ 11 
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ตารางที่ 11     ประวัติการตรวจสภาพรางกายสุนัขที่สงสัยการไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด  
ลําดับ อายุ เพศ พันธุ ผลการรักษา ประวัต ิ อาการทางคลินิก หมายเหตุ 

1 10 ป ผู ผสม ตาย สงสัยมีผูวางยา   และไดรับ steroid 
กอนเจาะเลือด 

lethargy, weakness, anorexia, unconscious, 
bradycardia, dyspnea, hypothermia, 
hamatochesia, pale-icterus  mucous 
membrane,  dehydrate 8% 

-

2 4 เดือน ผู โกลเดน 
รีทรีฟเวอร 

ตาย ปลอยเดินเลนนอกบาน lethargy, anorexia, weakness, epistaxis, 
vomiting, diarrhea, hemorrhage around both 
eyes, hematochezia, icterus  mucous 
membrane 

parvovirus and corona virus test negative 

3 
 

9 เดือน ผู พิทบูล ตาย ปลอยเดินเลนนอกบาน lethargy, anorexia, hemotochesia, scurvy, skin 
petechial hemorrhage, icterus membrane 

parvovirus and corona virus test negative 

4 - ผู ผสม ตาย สงสัยโดนวางยา เนื่องจากเลี้ยง
แบบปลอย 

lethargy, weakness, depress, anorexia, 
dyspnea 

ภาพฉายรังสีพบมีของเหลวในชองอก และผลการ
ชันสูตรซากพบ hemorrhage ที่ตับ ไต กระเพาะ
อาหาร และปอด 

5 4 ป ผู ผสม รอดชีวิต แถวบานมักมีการวางยาเบื่อสุนัข
เปนประจํา 

lethargy, weakness, skin hemorrhage at 
abdomen, hematochezia, pale mucous 
membrane 

-

4
0
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ตารางที่ 11 (ตอ) ประวัติการตรวจสภาพรางกายสุนัขที่สงสัยการไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด  
ลําดับ อายุ เพศ พันธุ ผลการรักษา ประวัต ิ อาการทางคลินิก หมายเหตุ 

6 4 ป ผู ชิสุห รอดชีวิต สงสัยกินหนูที่ไดรับสารพิษ (พบซาก
หนูในคอกพักสัตว) 

lethargy, weakness, depress, anorexia, 
diarrhea, tachycardia, hematochezia, vomit,  
dehydrate 5%, pink mucous membrane,  weak 
pulse 

parvovirus and corona virus test negative 

7 4 ป ผู ชิสุห รอดชีวิต สงสัยกินหนูที่ไดรับสารพิษ (พบซาก
หนูในคอกพักสัตว) 

lethargy, anorexia, diarrhea, hematemesis, 
hematochezia 

parvovirus and corona virus test negative 

8 5 ป เมีย ผสม รอดชีวิต สงสัยโดนวางยา อีกตัวที่บานถาย
เปนเลือดแลวตาย และบริเวณ
หมูบานมีการวางยาเบื่อสุนัขเปน
ประจํา 

lethargy, weakness, depress, anorexia,  
emaciation, mild dyspnea, ascites, pale 
mucous membrane, dehydrate 6-7%, lung 
sound increase 

parvovirus and corona virus test negative 
Snap 3DX  (Ehrlichiosis, Lyme Borreliosis, 
Dirofilaria immitis) negative 
 ภาพฉายรังสีพบ pleural effusion เมื่อเจาะพบ
เลือดที่ไมแข็งตัว และตรวจทาง cytology พบ 
hemangiosarcoma 

 
 
 
 
 
 
 

4
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ตารางที่ 12     ประวัติการตรวจสภาพรางกายสุนัขที่ไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด 
ลําดับ อายุ เพศ พันธุ ผลการรักษา ประวัต ิ อาการทางคลินิก หมายเหตุ 

9 8 ป เมีย ชิสุห รอดชีวิต กินยาเบื่อหนูที่วางไวลอหนู
(bromadiolone) ปอนนม และ
อาเจียนหลังกินทันที 

appetite, pink mucous membrane เจาะเลือดภายใน 2 ชม.

10 2 เดือน ผู โกลเดน 
รีทรีฟเวอร 

รอดชีวิต กินยาเบื่อหนูที่วางไวลอหนู 
(flocoumafen) และทําอาเจียนหลัง
กินภายใน 1 ชม. 

alert, pink mucous membrane, normal 
temperature  

เจาะเลือดภายใน 2 ชม.

11 7 ป เมีย พูเดิ้ล รอดชีวิต กินยาเบื่อหนูที่วางไวลอหนู
(warfarin) 

lethargy, anorexia, skin at abdominal 
hemorrhage, hematochezia, hematuria, vomit,  
pink-pale mucous membrane, weak pulse, 
hypothermia 

พบ Coccidia cyst ในอุจจาระ

12 3 เดือน ผู ผสม รอดชีวิต กินยาเบื่อหนูที่วางไวลอหนู
(warfarin)  ปอนน้ําขาว   ไข 1 ฟอง 
และอาเจียนหลังกินทันท ี

lethargy, vomit ออกมาเปน warfarin เปนจํานวน
มาก      serous nasal discharge 

เจาะเลือดภายใน 2 ชม.

13 5 เดือน ผู ปอมเมอ
เรเนียน 

รอดชีวิต กินยาเบื่อหนูที่วางไวลอหนู
(warfarin) ปอนไข 1 ฟอง และ
อาเจียนหลังกินภายใน 1 ชม. 

alert, pink mucous membrane, normal 
temperature, excitement 

เจาะเลือดภายใน 2 ชม.

14 5 เดือน เมีย ปอมเมอ
เรเนียน 

รอดชีวิต กินยาเบื่อหนูที่วางไวลอหนู
(warfarin) ปอนไข 1 ฟอง และ
อาเจียนหลังกินภายใน 1 ชม. 

alert, pink mucous membrane, normal 
temperature, excitement 

เจาะเลือดภายใน 2 ชม.

   

 
4
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ตารางที่ 13     แสดงจํานวนเม็ดเลือดแดง คาเลือดของสุนัขที่สงสัยวาไดรับ และไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากการเก็บเลือดครั้งแรก 
ลําดับ RBC Hb Hct MCV MCH MCHC Blood 

morphology 
WBC Band-

seg 
Seg-N Lymph. Mono. Eosino. Baso. NRBC Blood 

parasite 
Platelet 

Normal 
range 

5.5 -
8x106 

12.0-
18.0 

35-55 60-77 22-25 32-36 normal 6-
17x103 

0-3 60-77 12.0-30 3.0-10 2.0-10 rare rare not 
found 

10-
40x104 

mL g/dL % fl pg %  per mL % % % % % % % (NF) per mL 

1 2.12 4.3 14.9 - - - anisocytosis, 
polychromasia, 
poikilocytosis 

51.6 - 91 3 1 2 - 3 NF 15 

2 5.17 10.9 35.4 68.4 21.1 30.8 anisocytosis 31.4 - 79 16 5 - - NF 6.4 

3 6.6 15.2 42.4 64.6 23.2 35.5 anisocytosis 37.1 - 94 4 2 - - - NF 10.7 

4 2.8 6.2 20 71.4 22.1 31 hypochromia 4.6 - 88 12 - - - - NF 1 
5 1.51 2.7 10 66.3 18.2 27.5 anisocytosis, 

polychromasia, 
poikilocytosis 

13 - 70 21 2 - 6 Ehrlichia 
cnis 

1.5 

6 9.7 23 65 67 23.7 35.4 normal 11.3 - 87 10 2 1 - 5 NF 25 

7 6 13.8 42.9 72 23 32 normal 32.7 - 88 9 3 7 - - NF 30.6 

8 2.2 5 16 - - 32 anisocytosis 2.7 6 72 14 6 2 - - NF 1.3 
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ตารางที่ 13 (ตอ)     แสดงจํานวนเม็ดเลือดแดง คาเลือดของสุนัขที่สงสัยวาไดรับ และไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดจากการเก็บเลือดครั้งแรก  
ลําดับ RBC Hb Hct MCV MCH MCHC Blood 

morphology 
WBC Band-

seg 
Seg-N Lymph. Mono. Eosino. Baso. NRBC Blood 

parasite 
Platelet 

Normal 
range 

5.5 -
8x106 

12.0-
18.0 

35-55 60-77 22-25 32-36 normal 6-
17x103 

0-3 60-77 12.0-30 3.0-10 2.0-10 rare rare not 
found 

10-
40x104 

mL g/dL % fl pg %  per mL % % % % % % % (NF) per mL 

9 7.01 15.3 44.5 63.5 21.8 34.4 normal 11.4 - 80 9.93 7.56 2.33 0.135 - NF 28.7 
10 5.6 13.5 38 68 24.2 35.5 anisocytosis, 

hypochromia 
11.8 - 53 45 - 1 - - NF 10 

11 6.42 12.7 42 - - - normal 4.8 - 44 55 - 1 - - NF 23.9 

12 4.7 9.6 28.5 60 20.2 33.7 normal 10.3 - 60 30 1 9 - - NF 4.3 

13 5.41 12.7 34.7 64.2 23.4 36.4 normal 8.1 - 80.5 17.9 0.195 1.45 - - NF 32 

14 6.2 14.3 39.4 63.5 23 36.2 normal 10.6 - 73 12 7 8 - - NF 32.8 
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ตารางที่ 14     แสดงจํานวนเม็ดเลือดแดง คาเลือดของสุนัขที่สงสัยวาไดรับ และไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่สามารถติดตามผลการรักษาได 
ลําดับ ครั้ง

ที่† 
RBC Hb Hct MCV MCH MCHC Blood 

morphology 
WBC Band-

seg 
Seg-N Lymph. Mono. Eosino. Baso. NRBC Blood 

parasite 
Platelet 

Normal 
range 

5.5 -
8x106 

12.0-
18.0 

35-55 60-77 22-25 32-36 normal 6-
17x103 

0-3 60-77 12.0-30 3.0-10 2.0-10 rare rare not 
found 

10-
40x104 

  mL g/dL % fl pg %  per mL % % % % % % % (NF) per mL 

6 1 9.7 23 65 67 23.7 35.4 normal 11.3 - 87 10 2 1 - 5 NF 25 
2 6.02 15 44 73 24.9 34.1 normal 14.7 - 73 18 3 6 - 2 NF 49 

 3 6.76 16.9 48 71 25 35.2 atypical 
lymphocyte 

14.9 - 73 17 6 9 - 2 NF 13.9 

7 1 6 13.8 42.9 72 23 32 normal 32.7 - 88 9 3 7 - - NF 30.6 

2 7.32 16.7 49 67 22.8 34.1 normal 13.3 - 69 23 1 7 - - NF 34.9 

3 7.31 16.5 47 64 22.6 35.1 normal 9.8 - 75 24 1 - - - NF 31.8 

9 1 7.01 15.3 44.5 63.5 21.8 34.4 normal 11.4 - 80 9.93 7.56 2.33 0.135 - NF 28.7 

2 7.85 14.5 49.1 63 18.5 29.5 normal 8.3 - 72 27 1 - - - NF 47.5 

11 1 6.42 12.7 42 - - - normal 4.8 - 44 55 - 1 - - NF 23.9 

2 5.89 14 40.4 68.6 23.7 34.5 normal 28.3 - 85.5 6.08 6.8 0.884 0.667 - NF 33.5 

3 5.66 11.7 39.5 70 20.8 29.7 normal 13.7 13 50 32 2 3 - 5 NF 22.5 

13 1 5.41 12.7 34.7 64.2 23.4 36.4 normal 8.1 - 80.5 17.9 0.195 1.45 - - NF 32 

2 4.96 11.6 33.2 66.9 23.5 35.1 normal 14 - 44.6 50.5 4.4 0.438 0.099 - NF 34.7 

14 1 6.2 14.3 39.4 63.5 23 36.2 normal 10.6 - 73 12 7 8 - - NF 32.8 

2 5.91 13.9 39.9 67.4 23.5 34.9 normal 11.7 - 73 23 1 3 - - NF 41.8 

หมายเหตุ:  † = ครั้งที่ 1, 2 และ 3 หางกัน ครัง้ละ 7 วัน 
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ตารางที่ 15     คาชีวเคมทีีบ่งบอกการทาํงานของตับ และไตจากสุนัขที่สงสัยวาไดรับ (ลําดับที ่  
1-8) และไดรับ (ลําดับที ่9-14) ยาเบ่ือหนชูนิดตานการแข็งตัวของเลอืดจากการเก็บเลือดคร้ังแรก 

ลําดับ คาการทํางานของตับ คาการทํางานของไต 

  ALT 
(23-66 IU/L) 

AST 
(21-102 IU/L) 

ALP 
(0-140 IU/L) 

BUN 
(10-28 mg/dL) 

CRE 
(0.5-1.5 mg/dL) 

1 327.5 463.8 1,946 233.6 7.4 

2 91.1 68.3 1,024 147.1 7.4 

3 - 49 203 39 2.9 

4 85 69 53 24 1.5 

5 30 22 384.1 14.9 0.6 

6 72.8 140.3 435 18.9 0.68 

7 27.8 126.9 244 23.2 0.8 

8 53 42 40 14 1 

9 29.7 29.2 119.5 35.1 1.2 

10 89 84 40 18 1.5 

11 - 207 118 18 1.1 

12 30 28 380 10 0.8 

13 20.4 36 120.3 22.1 0.9 

14 35.2 56.9 110.3 27.1 1.1 
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ตารางที่ 16     การเปล่ียนแปลงของคาชีวเคมีที่บงบอกการทาํงานของตับ และไตจากสุนัขที่สงสัย
วาไดรับ (ลําดับที่ 6-7) และไดรับ (ลําดับที่ 9-14) ยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดที่
สามารถติดตามผลการรักษาได 
ลําดับ ครั้งที†่ คาการทํางานของตับ คาการทํางานของไต 

 
 

ALT 
(23-66 IU/L) 

AST 
(21-102 IU/L) 

ALP 
(0-140 IU/L) 

BUN 
(10-28 mg/dL) 

CRE 
(0.5-1.5 mg/dL) 

6 1 72.8 140.3 435 18.9 0.68 

2 24.3 120.3 147 25.6 0.82 

3 52.2 423.3 141 26.9 0.68 

7 1 27.8 126.9 244 23.2 0.8 

2 31.1 269.4 142 16 0.66 

3 24.2 93.9 95 13.5 0.61 

9 1 29.7 29.2 119.5 35.1 1.2 

2 30.3 26.6 84.5 71.7 1.4 

11 1 - 207 118 18 1.1 

2 90 814 1670 9 0.6 

3 346 1,730 2,942.5 11.5 0.6 

13 1 20.4 36 120.3 22.1 0.9 

2 55.9 53.4 109.7 30.6 1.1 

14 1 35.2 56.9 110.3 27.1 1.1 

2 68.9 45.7 147.9 37.5 1.2 

หมายเหตุ:  † = ครั้งที่ 1, 2 และ 3 หางกัน ครัง้ละ 7 วัน 
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ตารางที่ 17     ผลการตรวจหายาเบื่อหนชูนิดตานการแข็งตัวของเลอืดโดย HPLC และคาการแข็งตัวของเลือดในสัตวปวย 

ลําดับ ประวัติการไดรับ 
ยาเบื่อหนู 

ยาเบื่อหนู 
ที่ตรวจพบ 

ปริมาณที่ตรวจพบโดย 
HPLC (ng/mL) 

ไดรับ 
vitamin K1 
กอนเจาะ
เลือด 

คาการแข็งตัวของเลือด 

PT  (normal 7-11 sec)* APTT (normal 9-16 sec)* TT (normal 6.5-10.5 sec)* 

1st† 2nd† 3rd† 1st† 2nd† 3rd† 1st† 2nd† 3rd† 1st† 2nd† 3rd† 

1 uk - nd d d  9 - - 48 - - 19.5 - - 
2 uk - nd d d  >60 - - >60 - - >60 - - 

3 uk - nd d d  >60 - - >60 - - >60 - - 

4 uk - nd d d  25 - - 17 - - 8 - - 

5 uk - nd d d  7 - - 33 - - 19.5 - - 

6 uk - nd nd nd  8.5 7 9 22.5 13 12 8 10 9 

7 uk - nd nd nd  8.5 12 9 15.5 15 14.5 8 11 8.5 

8 uk coumatetralyl 36.5 - -  11 - - 18 - - 8 - - 

9 bromadiolone - nd nd -  9 7.5 - 13.5 12 - 6 10 - 

10 flocoumafen - nd - -  11 - - 16.5 - - 14 - - 

11 warfarin warfarin nq nd nd  9 14 8.5 18 27 15 16 11.2 9 

12 warfarin warfarin 131.5 - -  8 - - 27 - - 16 - - 

13 warfarin warfarin 95.9 nd -  7 8.5 - 12 12 - 8 10 - 

14 warfarin warfarin 166.7 nd -  6 7.5 - 14.5 15 - 5 10 - 
 หมายเหตุ:  d = death, uk = unknown, nd = non detectable, nq = not qualify, - = un test, * = คาปกติของหองปฏิบัติการนี,้ † = ครั้งที่ 1, 2 และ 3 หางกัน ครั้งละ 7 วัน,  = ไดรับ,  = ไมไดรับ, 
warfarin: LOD = 6.25 ng/mL, LOQ = 50 ng/mL, coumatetralyl: LOD = 6.25 ng/mL, LOQ = 12.5 ng/mL 

 
4
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ภาพที่ 11     กราฟแสดงความสัมพันธของคาการแข็งตัวของเลือด PT และ APTT ที่วัดไดจากเลือดสัตวปวย
จํานวน 14 ราย ที่สงสัยการไดรับและไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด
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4. ผลการศึกษาทางพยาธิวิทยาจากตัวอยางสัตวที่ไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัว
ของเลือด 

จากการศึกษาประวัติสัตวปวยยอนหลังพบวา สุนัขที่เสียชีวิตและไดรับการยืนยัน
ผลตรวจพบตานการแข็งตัวของเลือดนั้น มักมีประวัติกอนเสียชีวิต คือ ซึม เบ่ืออาหารมาประมาณ  
1 วัน และเสียชีวิตกะทันหัน บางรายพบอาการอาเจียน หายใจแรง และมีจ้ําเลือดที่บริเวณขาหนีบ 
เมื่อทําการชันสูตรซากพบมีจุดเลือดออกในหลายอวัยวะที่แตกตางกันไปสุนัขแตละราย 

จากรายงานยอนหลังของการตรวจทางมหพยาธิวิทยาของจุดเลือดออกพบวา
อวัยวะที่มีรายงานการเกิดจุดเลือดออกมากที่สุดไดแก ปอด และลําไสคิดเปนรอยละ 30 จาก
ตัวอยางที่สงตรวจ  ในขณะที่ หัวใจ และตับ เปนอันดับรองลงมาคิดเปนรอยละ 20 และ 10 
ตามลําดับ แสดงผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของจุดเลือดออกสามารถใหคะแนนเฉลี่ยดัง
ตารางที่ 18 โดยพบวาตับเปนอวัยวะที่พบจุดเลือดออกมากเปนอันดับหนึ่ง ตามดวยไต ปอด ลําไส 
และหัวใจ ตามลําดับ  และแสดงเกณฑการใหคะแนนจากการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาซ่ึงยอมดวย
สี H&E ดังภาพที่ 12-16   
 
ตารางที่ 18     ผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาของจุดเลือดออกจากสัตวที่ไดรับยาเบ่ือหนูชนิด
ตานการแข็งตัวของเลือด 
 

        อวัยวะ 
รายที่ 

ตับ ไต ปอด ลําไส หัวใจ 

1 Autolysis 2 - 3 - 

2 4 0 0 3 4 

3 3 4 2 0 0 

4 Autolysis - 0 - - 

5 2 0 0 0 - 

6 0 - - - 0 

7 4 - 4 4 4 

8 Autolysis 4 0 0 0 

9 3 4 5 - - 

10 0 - 0 - - 

Mean 2.28 2 1.1 1 0.8

SD 1.94 2 1.69 1.63 1.68
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ภาพการใหคะแนนจากการตรวจทางจลุพยาธวิิทยาซึ่งยอมดวยส ีH&E   
 

      
ภาพที่ 12   ภาวะจุดเลือดออกที่ตับ กําลังขยาย 10       ภาพที่ 13   ภาวะจุดเลือดออกที่ปอด กําลังขยาย 10 
(Score 4: ≥ 7 foci with diameter of focus    (Score 5: 10 alveoli with > 50 RBC) 
around 100 μm or more) 
 

           
ภาพที่ 14   ภาวะจุดเลือดออกที่ไต กําลังขยาย 10           ภาพที่ 15   ภาวะจุดเลือดออกที่ลําไส กําลังขยาย 4 

(Score 4: ≥ 7 foci with diameter of focus                    (Score 3: mucosal hematomas) 
around 100 μm or more) 

 

        
ภาพที่ 16     ภาวะจุดเลือดออกที่หัวใจ กําลังขยาย 4 
(Score 4: multiple to diffuse foci in all three layer of heart) 
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บทที่  5 
สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

1. สรุป และอภิปรายผลการวิจัย 

การวิเคราะหหายาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในเลือดโดย HPLC 
  ปจจุบันเทคนิคสําหรับตรวจหาสารตานการแข็งตัวของเลือดแตละชนิดในเลือด
สามารถทําไดหลายวิธี เชน GC-MS, TLC และ immunoassay เปนตน แตการตรวจดวยวิธีเหลานี้
มีขอจํากัดในดานความจําเพาะ (Vandenbroucke et al., 2008) และวิธีที่ไดรับความนิยมมาก คือ
การใช HPLC รวมกับ UV หรือ flouorescence detection (Marek et al., 2007) เนื่องจากมี
ความเร็ว ความแมนยํา ความคงตัว และความจําเพาะที่สูง (Osman et al., 2005) และจาก
การศึกษาคร้ังนี้เลือกใชเทคนิค HPLC รวมกับ fluorescence detection  ตาม Rangel และ 
Friedrick (1997) เนื่องจาก fluorescence detector มีความไวมากกวา UV detector (Rangel 
and Friedrich, 1997; Vandenbroucke et al., 2008)  
  การสกัดหาสารตานการแข็งตัวของเลือดจากเลือดเปนข้ันตอนที่มีความสําคัญ
มากเพื่อที่จะใหไดมาซ่ึงเปอรเซ็นตการคนพบที่ดี แบงข้ันตอนการสกัดไดเปน solid และ liquid 
extraction แตเนื่องดวย solid extraction เปนการสกัดที่ตองใชเวลาในการเตรียมคอลัมนที่
คอนขางนานเพื่อใหไดสภาวะที่เหมาะสม (Lombardi et al., 2003) นอกจากนี้คอลัมนสําเร็จรูปยัง
มีราคาแพง อีกทั้งการใช solid extraction จําเปนตองใชซีร่ัมเปนจํานวนมาก (Murphy et al., 
1989)  ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้จึงเลือกใชวิธีการสกัดแบบ liquid-liquid extraction ตามวิธีของ 
Shanmugan และคณะ (2007) ซึ่งเปนวิธีที่ใชพลาสมาในปริมาณที่นอย (100 ไมโครลิตร) และมี
ข้ันตอนการสกัดที่นอยลงจึงเปนการประหยัดเวลาและคาใชจาย 

จากผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีการวิเคราะหพบวา การศึกษาคร้ังนี้มี
คาความแมนยําของการตรวจวิเคราะหที่ดี โดยใหคา %CV ที่ดีกวาการใช HPLC รวมกับ UV 
detection (Lombardi et al., 2003) และใหคาที่ใกลเคียงกับรายงานของ Valle และคณะ (1999) 
ซึ่งใช HPLC รวมกับ fluorescence   การศึกษาคร้ังนี้มี %recovery ที่สูง ≥89.49% สําหรับ 
warfarin และ ≥87.43% สําหรับ coumatetralyl และกําหนดคาความไวเปน LOQ เทากับ
การศึกษาของ Shanmugan และคณะ (2007) และไดคาที่ใกลเคียงกับการศึกษาของ Jin และ
คณะ (2007) จากการศึกษาคร้ังนี้ LOQ ของการตรวจหา warfarin ในกระแสเลือดอยูที่ระดับ 50 
นก./มล. จึงเพียงพอสําหรับการตรวจวัดระดับที่กอใหเกิดความเปนพิษในกระแสเลือดได ซึ่งเทากับ 
10-12 มก./ล. (10-12 มคก./มล.) (Leikin and Paloucek, 2007; Mallinckridt and Meyer, 2009)  
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สําหรับการตรวจคาเลือด   คาทางเคมีของเลือดที่บงช้ีถึงการแสดงการทํางานของ 
ตับ และไต   คาการแข็งตัวของเลือด   เปนการตรวจเพื่อประเมินสภาพสัตวกอนที่จะเขารับการ
รักษา และติดตามผลการรักษาไดดี    แตไมสามารถใชเพื่อวินิจฉัยแยกความเปนพิษจากยาเบ่ือ
หนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดได ดังรายงานของ  Murphy และ Talcott (2006)     ที่อธิบาย
เกี่ยวกับการเพิ่มข้ึนของ ALP เพียงเล็กนอยไมมีความจําเพาะตอความเปนพิษจากยาเบ่ือหนูชนิด
ตานการแข็งตัวของเลือด แตมักเกี่ยวของกับความรุนแรงของภาวะ hypoxia ซึ่งอาจมาจากภาวะ
โลหิตจางได 
 
การตรวจคาการแข็งตัวของเลือด และตรวจวิเคราะหสารตานการแข็งตัวของเลือดจาก
เลือดโดย HPLC 

จากกลไกการออกฤทธิ์ของสารพิษชนิดนี้ที่มีผลลดปจจัยการแข็งตัวของเลือด 
ชนิดที่ 2, 7, 9  และ 10  ซึ่งเปนปจจัยการแข็งตัวของเลือดซ่ึงอยูใน intrinsic, extrinsic และ 
common pathway จึงเปนผลใหคา PT และ APTT ที่ไดยาวนานข้ึน โดยที่สารพิษในกลุมนี้จะไมมี
ผลตอปจจัยในการแข็งตัวของเลือดชนิดที่ 1 (fibrinogen) การตรวจ TT เปนการตรวจเพื่อหาความ
ผิดปกติของ fibrinogen ดังนั้นคาที่ไดควรเปนปกติในกรณีที่ไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัว
ของเลือด แตกรณีที่เก็บตัวอยางจากสัตวปวยที่เขามารักษาในโรงพยาบาล การคัดกรองสัตวปวย
โดยการตรวจ TT เพื่อวินิจฉัยแยกจากภาวะเลือดออกจากโรคอ่ืนนั้นไมสามารถกระทําไดเนื่องจาก
สัตวปวยอาจมีพยาธิสภาพอ่ืนอยูกอนที่จะไดรับยาเบ่ือหนู เชน โรคไต หรือโรคตับโดยมีผลลดการ
สรางไฟบริโนเจนทําใหคา TT ที่วัดไดยาวนานออกไป ดังแสดงใหเห็นในสัตวปวยรายที่ 10, 11  
และ 12  แสดงผลดังตารางที่ 17 ซึ่งเปนสัตวที่ทราบประวัติแนชัดวาไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการ
แข็งตัวของเลือด จากเหตุผลดังกลาวจึงไมมีการคัดสัตวปวยที่มีคา TT ที่ยาวนานออกจากการหา
คาความสัมพันธของปริมาณยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดกับคาการแข็งตัวของเลือด 
(PT และ APTT) 

จากการศึกษาในคร้ังนี้ทําใหทราบวาในระยะแรกของการไดรับยาเบ่ือหนูชนิด
ตานการแข็งตัวของเลือด คาการแข็งตัวของเลือด PT และ APTT ไมมีความสัมพันธกับความ
เขมขนของยาเบ่ือหนูในกระแสเลือด ในกรณีที่เจาะเลือดมาตรวจหลังจากที่สัตวเพิ่งไดรับยาเบ่ือ
หนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดเขาไปและเจาของรีบพามาพบสัตวแพทย พบวาคา PT จะยังคง
เปนปกติอยูเนื่องจากยังคงมีปจจัยในการแข็งตัวของเลือดที่รางกายสรางข้ึนมากอนที่จะไดรับ
สารพิษ  (Murphy และ Talcott, 2006)   และระดับของปจจัยในการแข็งตัวของเลือดจะลดลงเม่ือ
เวลาผานไป 12-24 ชั่วโมงหลังจากไดรับสารพิษคร้ังแรก (Valchev et al., 2008) และคา PT จะ
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เพิ่มข้ึนเม่ือเวลาผานไป 24-48 ชั่วโมงหลังจากไดรับยาเบ่ือหนู เนื่องจากระยะเวลาในการออกฤทธ์ิ 
(toxic effect) ของ warfarin นาน 14 วัน (Valchev et al., 2008) หากไมไดรับการรักษาจะยังคง
ลดติดตอกันนาน 1-3 สัปดาห (Reigart and Robert, 1999) ดังนั้นการแปลผลจากคาการแข็งตัว
ของเลือดหลังจากสัตวไดรับสารพิษจึงไมเหมาะสมสําหรับการวินิจฉัยการไดรับยาเบ่ือหนูแบบ
เฉียบพลัน แตสามารถนํามาใชประเมินอาการตอบสนองตอการรักษาไดดี การตรวจหาสารพิษใน
กระแสเลือดมีความเหมาะสมสําหรับการวินิจฉัยที่ถูกตองเพื่อใชวางแผนการรักษาใหเหมาะสม  
จากการศึกษาในคร้ังนี้พบวามีสุนัข 3 รายที่ทราบประวัติแนชัดวากิน warfarin เขาไป และทําการ
เจาะเก็บเลือดภายในเวลา  2 ชั่วโมงนั้นสามารถตรวจพบ warfarin ในกระแสเลือดไดในระดับ 
(95.93, 131.51 และ 166.71 นก./มล.) แมวาทําการแกไขทันทีหลังจากกินยาเบ่ือหนู แสดงวายา
เบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดดูดซึมไดอยางรวดเร็วภายในไมกี่นาทีถึงชั่วโมง นอกจากนี้
อาหารยังมีผลเพิ่มการดูดซึมไดดียิ่งข้ึน (Murphy และ Talcott, 2006) จากการตรวจพบสารตาน
การแข็งตัวของเลือดชนิดอนุพันธคูมาริน และทราบไดถึงปริมาณของสารตานการแข็งตัวของเลือด
ในเลือดหลังจากกินยาเบ่ือหนูเขาไป เปนการชวยยืนยันการวินิจฉัยความเปนพิษและยังเปน
ประโยชนสําหรับการวางแผนเพื่อเปนแนวทางการรักษาดวย vitamin K1 อยางตอเนื่องไดเปน
อยางดี โดยสามารถคํานวณระยะเวลาในการรักษาจากการคํานวณปริมาณที่ตรวจพบประกอบกับ
คาคร่ึงชีวิตของสารตานการแข็งตัวของเลือด   จะทําใหทราบระยะเวลาที่สารพิษลดลงไปจนถึง
ระดับที่ไมทําใหเปนพิษ 

จากการเจาะเลือดตรวจ PT และ APTT ภายในเวลา 2 ชั่วโมง พบวาคา PT และ 
APTT ที่ตรวจไดยังคงเปนปกติโดยที่สัตวไมไดรับการรักษาดวย vitamin K1 มากอน   แตในกรณีที่
ไมทราบระยะเวลาของการไดรับยาเบ่ือหนู และมีการรักษาดวย vitamin K1 มากอนพบวามีสุนัข 2 
รายที่ตรวจพบยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในกระแสเลือด และมีคาความเขมขนของยา
เบ่ือหนูในระดับตํ่ากวาสัตวที่เพิ่งไดรับสารพิษมา (28.45 และ 36.55 นก./มล.) และพบวาคา 
APTT ยาวนานกวาปกติในขณะที่คา PT กลับมาเปนปกติแลว  แตระดับความเขมขนของยาเบ่ือ
หนูที่ตรวจพบในกระแสเลือดนั้น แสดงใหเห็นวามีผลตอการแสดงอาการทางคลินิกที่ผิดปกติของ
สัตวปวย และมีสัตวปวย 2 รายที่เพิ่งไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดรุนที่ 2 เขาไป
และทําการเจาะเลือดตรวจภายใน 2 ชั่วโมงหลังจากกิน โดยมีคา PT และ APTT ปกติ แตตรวจไม
พบยาเบื่อหนูในเลือดเนื่องจากวิธีการตรวจหายาเบ่ือหนูในหองปฏิบัติการสามารถตรวจพบได
เฉพาะ warfarin และ coumatetralyl 

จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาระดับความเขมขนของยาเบ่ือหนูที่ตรวจพบในกระแส
เลือดไมมีความสัมพันธกับคาการแข็งตัวของเลือดแตอยางใด เนื่องจาก 1) ระดับความเขมขนของ
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ยาเบ่ือหนูที่ตรวจพบในเลือดข้ึนกับปริมาณที่สัตวไดรับเขาไป และระยะเวลาที่เจาะเลือดตรวจ
หลังจากไดรับสารพิษ (Mallinckridt and Meyer, 2009)  และ 2) คาการแข็งตัวของเลือดที่แปร
เปล่ียนไปตามปจจัยอ่ืนๆ เชน สัตวปวยดวยภาวะโรคอ่ืนมากอน ไดแก โรคตับ โรคไต การติดเชื้อ
ในกระแสเลือด ภาวะการขาดสารอาหาร ที่มีผลทําใหโปรตีนในกระแสเลือดตํ่า ตลอดจนการไดรับ
การรักษาดวย vitamin K1 มากอนที่จะมีการเจาะเลือดตรวจ PT และ APTT เนื่องจากตับเปน
อวัยวะที่มีความสําคัญในการสังเคราะห plasma protein รวมทั้งปจจัยในการแข็งตัวของเลือด 
(Demirkan et al.,2000)  การที่ตับสูญเสียการทํางานยอมมีผลทําใหปจจัยดังกลาวลดลง จากการ
ทดสอบทางสถิติพบวาคา PT และ APTT ไมมีความสัมพันธกัน อาจเนื่องมาจากการไดรับ vitamin 
K1 มากอนที่จะมีการเจาะเลือดตรวจคาการแข็งตัวของเลือด หรือเปนเพราะสัตวไดรับสารพิษ
รวมกับภาวะโรคอื่นมาเปนระยะเวลานานทําใหคาการแข็งตัวของเลือด PT, APTT และ TT 
ผิดปกติดวย  อีกทั้งการเก็บเลือดเพื่อตรวจ PT และ APTT ทันทีหลังจากที่สัตวไดรับยาเบ่ือหนูชนิด
ตานการแข็งตัวของเลือดทําใหไดคาการตรวจ PT และ APTT ปกติ  

จากการซักประวัติ และการตรวจสภาพรางกายสัตวพบวา หากเจาของมีหลักฐาน
แนชัดถึงการไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด และรีบพามารักษาจะทําใหสัตวปวยมี
โอกาสรอดชีวิตสูงกวาสัตวที่ไมทราบประวัติ และพามารักษาตอเม่ือสัตวแสดงอาการผิดปกติ ใน
กรณีของสัตวที่มีอาการทางคลินิกที่แสดงถึงการมีเลือดออกนั้นไมไดเปนการบงช้ีอยางจําเพาะถึง
การไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด เนื่องจากภาวะเลือดออกอาจมีสาเหตุมาจากโรค
อ่ืน และไดรับสารพิษชนิดนี้รวมดวยอาจเพิ่มความรุนแรงของการเกิดเลือดออกได เชนสัตวที่เปน
พยาธิในเม็ดเลือด ซึ่งเปนเหตุทําใหเกิดภาวะโลหิตจางอยูแลวรวมกับมีการใชเกล็ดเลือดเปน
จํานวนมาก หากไดรับสารพิษรวมดวยก็จะยิ่งทวีความรุนแรงของภาวะเลือดออกได  ในบางกรณีที่
สัตวมีภาวะโรคไต หรือมะเร็งรวมอยูแลวยอมทําใหความเปนพิษของยาเบ่ือหนูรุนแรงยิ่งข้ึน 
(Baker et al., 2004; Jacobs, 2008)  จากรายงานของ Demirkan และคณะ (2000) เกี่ยวกับการ
ไดรับ warfarin ในผูปวย renal insufficiency (CRE ≥ 1.5 มก./ดล.) โดยที่ภาวะ renal 
insufficiency จัดวาเปนปจจัยเส่ียงตอการเกิดภาวะเลือดออกจากการไดรับ warfarin สภาวะโรค
ไตมีผลทําให albumin protein ลดลง ดังนั้นสวนของ ของ warfarin อิสระ (unbound fraction) 
เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับผูปวยที่มีการทํางานของไตเปนปกติ ทําใหเกิดความเปนพิษเพิ่มมากข้ึน 
(Jacobs, 2008) นอกจากนี้ผูปวยโรคไตยังมีการทํางานของเกล็ดเลือดในข้ันตอน adhesion และ 
aggregation ผิดปกติอยูแลวจึงเปนการเสริมฤทธิ์ใหเกิดภาวะเลือดออกไดงายข้ึนในผูปวยที่ไดรับ
สารตานการแข็งตัวของเลือด (Thoreveska et al., 2004)      การเกิด thrombosis หรือ DIC ซึ่งมี
สวนเกี่ยวของตอการเกิดจุดเลือดออก หรือเกิดเปนปนเลือดออกไดที่ผิวหนัง เนื่องจากมีการ
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เสียหายของหลอดเลือด และมีการใชปจจัยในการแข็งตัวของเลือดมากเชนกัน ถึงแมจะมีการสราง
ข้ึนเพิ่มเติมดวยก็ตาม (เกรียงศักด์ิ ไพรหิรัญกิจ, 2007)      นอกจากนี้สัตวที่มีภาวะ 
hemagiosarcoma อยูกอนนั้นมีแนวโนมในการเกิดพิษจากยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของ
เลือดไดงาย โดยความรุนแรงอาจเพิ่มเปนทวีคูณเนื่องจากการเกิดมะเร็งที่หลอดเลือดมีผลทําใหใช
ปจจัยในการแข็งตัวของเลือด และเกล็ดเลือดไปมากดังนั้นจึงงายตอการเกิดเลือดออก 

เนื่องจากการศึกษาคร้ังนี้เปนการเก็บตัวอยางจากสัตวปวยที่เขามารักษาใน
โรงพยาบาลจากหลายสถานที่ จึงทําใหไมสามารถควบคุมปจจัยอ่ืนๆ ที่เกี่ยวของได เชน การที่สัตว
มีสภาวะโรคมากอน  ภาวะขาดสารอาหาร หรือโปรตีนบางชนิด  การมีโรคแทรกซอนซึ่งมีผลตอ
การสรางปจจัยในการแข็งตัวของเลือด การติดเชื้อปาราสิตที่มีผลใหเกิดเลือดออก และมีการใช
ปจจัยในการแข็งตัวของเลือดไปมาก หรือกระทั่งโรคตับ  ซึ่งตับเปนอวัยวะสําคัญที่มีการสราง
ปจจัยในการแข็งตัวของเลือดทั้งชนิดที่พึ่งพา และไมพึ่งพา vitamin K1 ดังนั้นหากตับเกิดพยาธิ
สภาพ หรือการทํางานที่ไมสมบูรณอาจมีผลลดการสรางปจจัยในการแข็งตัวของเลือดไดหลาย
ชนิด (D’Andrea et al., 2008; Jacobs, 2008) เชน fibrinogen (ปจจัยที่ 1) เปนผลใหการตรวจ 
TT ผิดปกติ ซึ่งอาจทําใหการคัดกรองเบ้ืองตนผิดพลาดได ในกรณีที่สัตวไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือด  ที่มีผลยับยั้ง VKOR จึงควรจะมีผลตอปจจัยที่ 2, 7, 9 และ 10 เทานั้น คา TT 
ที่ไดควรจะปกติ  (Daly and Giger, 2007) แตจากการศึกษาของ Valchev และคณะ (2008) 
รายงานวาสัตวที่ไดรับยาเบ่ือหนูรุนที่ 2 คือ bromadiolone และ brodifacoum มีผลทําใหคา TT ที่
ไดยาวนานออกไป รวมทั้งการวินิจฉัยจากการตอบสนองตอการรักษาดวย vitamin K1 อาจไม
เหมาะสมเนื่องจากตับอาจเกิดพยาธิสภาพจนทําใหไมสามารถสรางปจจัยต้ังตนของปจจัยในการ
แข็งตัวของเลือดชนิดพึ่งพาวิตามินไดดวย (Murphy และ Talcott, 2006) และผลจากการเก็บ
ตัวอยางจากหลายสถานท่ีทําใหไมสามารถกําหนดการรักษากอนเจาะเลือดไดเนื่องจากการเจาะ
เลือดเพื่อตรวจคาการแข็งตัวของเลือด ควรเจาะและปนเก็บพลาสมาในเวลา 4 ชั่วโมง (Salvagno 
et al., 2009) ดังนั้นสัตวแพทยสวนใหญจึงทําการรักษาดวย vitamin K1 กอนเจาะเลือด เปนผลให
คาการแข็งตัวของเลือดที่ไดไมสัมพันธกับการไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด 

จากการศึกษาในคร้ังนี้พบวามีสุนัขที่สงสัยและแสดงอาการวาไดรับยาเบ่ือหนู แต
ไมสามารถตรวจพบยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดในกระแสเลือดสุนัขไดนั้นอาจเกิดจาก  
1) ความไมเหมาะสมของวิธีตรวจดวย HPLC เนื่องจากวิธีการตรวจในคร้ังนี้สามารถวิเคราะหหา
ไดเฉพาะ warfarin และ coumatetralyl สัตวที่ไดรับสารพิษตัวอ่ืนในกลุมเดียวกันนี้จะทําให
ตรวจหาไมพบ ดังเชนสัตวปวยรายที่ 10 และ 11 ซึ่งมีหลักฐานแนชัดวาไดรับ bromadiolone และ 
flocoumafen   2) ระยะเวลาที่สัตวไดรับยาเบ่ือหนูมาเปนระยะเวลานานเกิน 3 วันข้ึนไปจนแสดง
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อาการผิดปกติกอนที่จะมาพบสัตวแพทย และทําการเจาะเลือดตรวจหาสารพิษ     จากการศึกษา
ของ Neff-Davis และคณะ (2008) รายงานวา warfarin มีคาคร่ึงชีวิตในสุนัขอยูที่   14.5±4.1 
ชั่วโมง ดังนั้นหากสัตวไดรับสารพิษมาเปนเวลา 2-3 วันแลว warfarin ในเลือดซ่ึงลดลงอยาง
รวดเร็ว เนื่องจากมีการกระจายตัวของ warfarin จากกระแสเลือดไปสะสมภายในตับอยางรวดเร็ว 
ทําใหปริมาณสารพิษในกระแสเลือดลดลง  (Vandenbroucke et al., 2008) จนไมสามารถตรวจ
พบไดเม่ือมีคาตํ่ากวา 6.25 นก./มล.ซึ่งเปนคาตํ่าสุดที่สามารถตรวจพบได (LOD) จากการศึกษา
ในครั้งนี้    3)  การเก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ -20°C นานเกิน 1 ป แลวนํามาตรวจวิเคราะหอาจมี
การเส่ือมสลายของ warfarin และ coumatetralyl ได  จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาคาความคงตัว
ของ coumatetralyl นั้นมีความคงตัวตํ่าเม่ือเทียบกับ warfarin และเมื่อเวลาผานไป 1 เดือนพบวา
ที่ความเขนขน 400 นก./มล. คาความคงตัวของ warfarin และ coumatetralyl ลดลง 1.96% และ
18.21 % ตามลําดับ จึงมีความเปนไปไดวายาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือดนั้นเส่ือมสลาย
ไปหมดทําใหตรวจไมพบ   ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Rangel และ Friedrich (1997) เกี่ยวกับ
การคงตัวของสารตานการแข็งตัวของเลือดวาไมมีความคงตัวเม่ือเก็บไวที่อุณหภูมิหองนานเกิน 71 
ชั่วโมง      และปริมาณความเขมขนของสารตานการแข็งตัวของเลือด (bromadiolone)  อาจลดลง
อยางตอเนื่องระหวางที่มีการเก็บ (Vindenes et al., 2008)  และ warfarin จะมีความคงตัวเมื่อเก็บ
ไวที่อุณหภูมิ -80°C นาน 72 ชั่วโมงหลังจากผานการละลาย 3 คร้ัง (Valle et al.,1999)        4) 
สัตวอาจไมไดเกิดความเปนพิษจากยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด แตเนื่องจากการเก็บ
ตัวอยางสัตวปวยมีการคัดกรองเบื้องตนจากประวัติการสงสัยไดรับสารพิษจากเจาของ หรืออาการ
ทางคลินิกของการมีเลือดออกซึ่งเปนอาการเร่ิมตนที่คลายคลึงกับสัตวที่ไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือด อยางไรก็ตามสามารถยืนยันไดดวยการตรวจวิเคราะหยาเบ่ือหนูในเลือดดวย 
HPLC ดังนั้นจึงควรทําการตรวจทันทีหลังเก็บตัวอยางเลือดเพื่อปองกันการสูญสลายไปของยาเบ่ือ
หนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด 

 
การศึกษาทางพยาธิวิทยาจากตัวอยางสัตวที่ไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของ
เลือด 

ผลที่ไดสอดคลองกับกลไกการออกฤทธ์ิของยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของ
เลือดโดยพบวาสัตวที่ไดรับสารพิษชนิดนี้เขาไปเกิดภาวะเลือดออกตามอวัยวะตางๆ นอกจากสาร
ตานการแข็งตัวของเลือดจะมีฤทธ์ิตอกลไกการแข็งตัวของเลือดและมีผลโดยตรงตอผนังหลอด
เลือด capillary โดยทําใหเกิด vasodilatation และมีผลทําใหหลอดเลือดแตกไดงาย (vascular 
fragility) เปนผลใหมีการสูญเสีย plasma protein ออกจากผนังหลอดเลือดและยังมีผลทําใหการ
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รวมกลุมของเกล็ดเลือดเกิดแบบหลวมๆ (Forbes et al., 1973)  แสดงใหเห็นไดจากการมี
เลือดออกตามผิวหนัง และอวัยวะสําคัญตางๆ เชนตับ ปอด ไต ลําไส และหัวใจ ดังภาพที่ 12, 13, 
14, 15 และ 16 ตามลําดับ  ซึ่งผลจากการศึกษายอนหลังแสดงใหเห็นการตรวจทางมหพยาธิวิทยา
พบจุดเลือดออกอยางรุนแรงตามอวัยวะทั่วไปของสุนัขที่ไดรับสารพิษชนิดนี้ และตับเปนอวัยวะท่ี
พบจุดเลือดออกรุนแรงและสังเกตเห็นไดชัดเจน เนื่องจากสารตานการแข็งตัวของเลือดชนิดตาน
การแข็งตัวของเลือดดูดซึมเขาไปในกระแสเลือดแลวกระจายตัวไปยังตับไดอยางรวดเร็ว มีการ
สะสมอยูในตับเปนสวนใหญ (Vandenbroucke et al., 2008)  อีกทั้งยังเปนอวัยวะที่มีหลอดเลือด
ขนาดเล็กกระจายอยูมากจึงมีความเสียหายมากทําใหมีเลือดออกไดงายตามรายงานของ Forbes 
และคณะ (1973) เนื่องจากตับเปนอวัยวะสําคัญในการกําจัดของเสียรวมทั้งสารพิษในกลุมนี้ มี
การไหลเวียนของเลือดเขาออกตับสูงกวาอวัยวะอ่ืนจึงทําใหมีโอกาสที่จะเกิดภาวะเลือดออกไดงาย 
นอกจากนี้การสรางปจจัยในการแข็งตัวของเลือดสวนใหญสรางข้ึนที่ตับโดยตรง ดังนั้นหากเกิด
พยาธิสภาพข้ึนที่ตับ หรือมีภาวะโรคตับอยูกอนการไดรับยาเบ่ือหนูก็จะทําใหลดการสรางปจจัยใน
การแข็งตัวของเลือดจึงมีโอกาสโนมนําใหมีเลือดออกไดงาย สวนรูปแบบการกระจายของรอยโรค
ในตับ พบวามีการกระจายตัวของรอยโรคเลือดออกทั่วทั้งตับ (diffuse pattern) แตจะพบรอยโรค
เดนชัดโดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณโดยรอบ central vein หรือ centrilobular areas ซึ่งมักเปน
บริเวณสวนแรกๆของตับที่จะไดรับผลกระทบจากการไดรับสารพิษ  อวัยวะที่พบจุดเลือดออก
รองลงมาคือไตซ่ึงจะพบการกระจายของรอยโรคเปนแบบ diffuse pattern เชนกัน แตจาก
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาพบรอยโรคคอนขางเดนชัดบริเวณเนื้อไตช้ันใน  เนื่องจากสารตาน
การแข็งตัวของเลือดชนิดตานการแข็งตัวของเลือดสามารถกระจายไปที่ไตไดอยางรวดเร็ว จากการ
ที่ไตเปนอวัยวะสําคัญในการกรองและขับทิ้งสารพิษและมีเลือดมาเล้ียงเปนจํานวนมาก ประกอบ
กับมีเสนเลือดขนาดเล็กกระจายอยูทั่วไปในไตจึงทําใหมีโอกาสจะพบจุดเลือดออกงายเชนกัน 

จากการศึกษาในคร้ังนี้พบวาสุนัขแตละตัวที่ไดรับสารพิษนั้นมีความรุนแรงของ
การเกิดจุดเลือดออกที่แตกตางกันซึ่งเกิดจากหลายปจจัยดวยกัน ปจจัยหลักที่มีผลกระทบโดยตรง
คือ ชนิด และปริมาณของสารพิษที่ไดรับเขาไปในสุนัขแตละตัวนั้นไมเทากัน (Kohn et al., 2003) 
และอาจมีปจจัยอ่ืนๆรวมดวย ซึ่ง Gage และ Eby (2003) ไดเรียกปจจัยเส่ียงในการทําให
เลือดออกไดงายวา COUMARINS โดยเปนตัวอักษรยอมาจากภาวะโรคตางๆ ไดแก Chronic 
renal insufficiency, Other drugs ( เชน aspirin), Uncontrolled hypertension, Malignancy, 
Alcohol abuse, Rebleeding risk, Increased age, Neuropsychiatic physical impairment 
และ Stroke ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Olson และคณะ (2008) และ Jacobs (2008) เกี่ยวกับ
ปจจัยเส่ียงดังกลาว รวมทั้งสภาวะการทํางานของตับบกพรอง  ประวัติการเคยมีเลือดออกจาก



59 
 

ทางเดินอาหาร และ hypoproteinemia เปนตน  ภาวะดังกลาวไมสามารถตรวจไดกอนที่สัตวจะ
เสียชีวิต นอกจากตับและไตแลวยังมีอวัยวะอ่ืนๆอีกที่ตรวจพบจุดเลือดออก อันไดแก ลําไส หัวใจ 
ปอด มาม ไทมัส ตอมหมวกไต และตับออน ซึ่งลวนเปนอวัยวะที่มีเลือดมาเล้ียงมากเชนกัน และมี
การแพรกระจายของสารตานการแข็งตัวของเลือดไปตับ ปอด มาม และไต (Olson et al., 2008)  
อยางไรก็ตามการศึกษาในคร้ังนี้เปนการศึกษาจากประวัติยอนหลัง และเปนการตรวจพบจุด
เลือดออกในอวัยวะที่แตกตางกันในสุนัขบางรายเทานั้นทําใหไดขอมูลไมครบถวน และผลการให
คะแนนรอยโรคพบวาความรุนแรงของพยาธิสภาพที่แตกตางกันนั้นนาจะมีผลมาจากการไดรับ
สารพิษในปริมาณที่แตกตางกัน ผลจากการตรวจสอบโดยวิธี TLC นั้นเปนการตรวจสอบแบบคัด
กรองวาสัตวไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือดเทานั้น จึงไมสามารถบงบอกไดถึงชนิดและ
ปริมาณของสารพิษที่รับเขาไป  

เนื่องจากยังไมมีการศึกษาใดๆที่ประเมินความรุนแรงของรอยโรคทางจุลพยาธิ
วิทยาจากการพบจุดเลือดออกของสัตวที่ไดรับสารพิษชนิดตานการแข็งตัวของเลือด การศึกษาคร้ัง
นี้จึงไดทําการพัฒนารูปแบบการประเมินความรุนแรงของรอยโรคจากการพบจุดเลือดออกใน
อวัยวะตางๆใหเปนระบบและสามารถใหคะแนนเปนตัวเลข โดยไดดัดแปลงการใหคะแนนดังกลาว
มาจากการใหคะแนนรอยโรคจุดเลือดออกจากหลากหลายการศึกษาในแตละสภาวะโรคที่แตกตาง
กัน (Broccard et al., 1998 Schmidt et al., 1991) 

2. ขอเสนอแนะ 
จากการศึกษาในคร้ังนี้ไมสามารถติดตามผลการรักษาไดทุกราย มีเหตุผลจาก

หลายปจจัยประกอบกัน เชน เมื่อไดรับการรักษาผานไป 1 สัปดาหแลวสัตวที่รอดชีวิตมักมีอาการดี
ข้ึนจนสามารถวิ่งเลนไดตามปกติทําใหเจาของไมพาสัตวมาตรวจตามนัด อีกทั้งการเจาะเลือดเพื่อ
นํามาวิเคราะหตองใชเลือดอยางนอย 5 มล.  หากเปนสัตวปวยตัวเล็กเจาของมักไมยินยอมใหเจาะ
เลือด และการเก็บตัวอยางสัตวปวยที่เขามารักษาในโรงพยาบาลจากหลายสถานท่ีทําใหไม
สามารถควบคุมปจจัยอ่ืนๆที่เกี่ยวของได เชน การที่สัตวมีสภาวะโรคมากอน  ภาวะขาดสารอาหาร 
หรือโปรตีนบางชนิด ซึ่งมีผลตอการสรางปจจัยในการแข็งตัวของเลือด  หากมีการศึกษาตอใน
อนาคตควรทําการศึกษาในรูปแบบการทดลองซ่ึงสามารถควบคุมปจจัยตางๆที่มีผลกระทบได และ
สามารถทําการศึกษาอยางตอเนื่องโดยใชระยะเวลาที่ยาวนานเพื่อรวบรวมผลใหสมบูรณ 

จากการสอบถามขณะเก็บตัวอยางสัตวปวยพบวามีสัตวปวยจํานวนมากที่กินยา
เบ่ือหนูจากการวางยาเบ่ือหนูภายในบาน การที่เจาของรีบพามาพบสัตวแพทยโดยทันที ทําใหสัตว
เล้ียงมีโอกาสรอดชีวิตเพิ่มมากกวาสัตวเล้ียงที่เจาของพามาพบสัตวแพทยหลังจากสัตวแสดง
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อาการผิดปกติ ดังนั้นสัตวแพทยจึงควรมีบทบาทในดานประชาสัมพันธถึงความรุนแรง และผลอัน
สืบเนื่องจากการไดรับยาเบ่ือหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด ในปจจุบันการรักษาพิษของยาเบ่ือ
หนูชนิดนี้หลังจากใหสัตวปวยกลับบานไดยังคงใช vitamin K1 ในรูปแบบยาน้ําสําหรับฉีดใหกินอยู
ซึ่งมักไมสะดวกสําหรับการแบงยา และการเก็บรักษา อีกทั้งยังมีราคาที่สูงจนเปนภาระของเจาของ     
ปจจุบันมีการผลิต vitamin K1 ชนิดเม็ดสําหรับสุนัขออกมาจําหนายในตางประเทศ โดยมีปริมาณ
ความเขมขนของยาที่เหมาะสมสําหรับสุนัข และสามารถเก็บรักษาไดงายดังนั้นหากเปล่ียนจาก
รูปแบบยาน้ํามาเปนยาเม็ดจะชวยใหการรักษามีผลสําเร็จเพิ่มมากข้ึน 

จากการตรวจความคงตัวของ warfarin ในวันที่ 8 พบวาที่ความเขมขนตํ่า และ
กลาง warfarin ตรวจพบในปริมาณที่สูงกวาวันแรกอาจมีสาเหตุเนื่องจากปจจัยที่ไมสามารถ
ควบคุมไดระหวางการตรวจวิเคราะห เชนอุณหภูมิ หรือกระทั่งการระเหยไปของตัวทําละลาย 
ดังนั้นจึงควรทํา internal standard รวมดวยทุกคร้ังเพื่อเปนการยืนยันผลที่ตรวจได 

จากการศึกษาทางพยาธิวิทยาซ่ึงเปนการศึกษาจากตัวอยางยอนหลัง ทําใหพบ
ปญหาในการเก็บตัวอยางไมครอบคลุมทุกอวัยวะที่มีรอยโรคจึงไมสามารถเปรียบเทียบความ
รุนแรงในแตละอวัยวะชัดเจน ในกรณีตองการศึกษาความรุนแรงของรอยโรคใหครบสมบูรณจึงควร
ทําการเก็บตัวอยางโดยการตัดช้ินเนื้อใหครบทุกสวนในแตละอวัยวะ เพื่อหาอุบัติการณตําแหนงที่
พบจุดเลือดออกไดมาก หรือรูปแบบของการเกิดจุดเลือดออกในสัตวที่ไดรับสารพิษชนิดนี้ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
รูปภาพ 

1. การตรวจหาชนิดและปรมิาณของ warfarin และ coumatetralyl จากเลือดโดย HPLC 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 17     แสดง chromatogram ของสารมาตรฐาน warfarin ที่ระดับความเขมขน 50, 100, 200, 400 และ 
800 นก./มล. โดยมีคาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) เทากับ 13.68, 24.70, 49.96, 98.29 และ 195.82 ตามลําดับ 
 

50 ng/mL 
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ภาพที่ 18     แสดง chromatogram ของสารมาตรฐาน coumatetralyl ที่ระดับความเขมขน 25, 50, 100, 200 
และ 400 นก./มล. โดยมีคาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) เทากับ 47.91, 109.40, 205.24, 407.05 และ 868.35 
ตามลําดับ 

25 ng/mL 

50 ng/mL 

100 ng/mL 

400 ng/mL 
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ภาพที่ 19     ภาพ chromatogram ของสัตวปวยรายที่ 8  ที่ไดรับ coumatetralyl 
 
 

 
ภาพที่ 20     ภาพ chromatogram ของสัตวปวยรายที่ 11  ที่ไดรับ warfarin 
 
 

 
ภาพที่ 21     ภาพ chromatogram ของสัตวปวยรายที่ 12  ที่ไดรับ warfarin 
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ภาพที่ 22     ภาพ chromatogram ของสัตวปวยรายที่ 13  ที่ไดรับ warfarin 
 
 

 
ภาพที่ 23     ภาพ chromatogram ของสัตวปวยรายที่ 14 ที่ไดรับ warfarin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



74 
 

2. ตรวจการแขง็ตัวของเลือด (Coagulation tests) 
 

 
ภาพที่ 24     แสดงภาพการเกิดไฟบรินจากการทดสอบ prothrombin time 
 
 

3. ผลการสํารวจยาเบ่ือหนูทีม่ีจําหนายตามทองตลาดในประเทศไทย 
 

                               
ภาพที่ 25     Warfarin                ภาพที่ 26     Coumatetralyl 
 

    
ภาพที่ 27     Flocoumafen                          ภาพที่ 28     Difethialone  
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 ภาพที่ 29     Difenacoum   
 
 

4. ภาพสัตวปวยที่ไดรับยาเบื่อหนูชนิดตานการแข็งตัวของเลือด 
 

 
ภาพที่ 30     สัตวปวยรายที่ 12 ขณะทําการอาเจียน warfarin ที่กินเขาไป 
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ภาคผนวก ข 

น้ํายาเคม ี
1. Phosphate buffer 0.02 M, pH 2 1  ลิตร 

Monosodium phosphate, monohydrate  2.76  กรัม 
Water (HPLC grade) ปรับปริมาตรจนครบ  1   ลิตร 
ปรับ pH ดวย 1 N HCl 
กรองดวย nylon membrabe filters 0.45 μm 
 

2. Ammonium acetate/Triethylamine buffer, pH 5.2 1  ลิตร 
Ammonium acetate    3.85  กรัม 
Triethylamine     2  มล. 
Glacial acetic acid     2  มล. 
Water (HPLC grade) ปรับปริมาตรจนครบ  1   ลิตร 
ปรับ pH ดวย 1 N NaOH 
กรองดวย nylon membrabe filters 0.45 μm 
 

3. Mobile phase สําหรับละลายสารที่สกัดได อัตราสวน 75:25 , 100 มล. 
Methanol (HPLC grade)    75  มล.  
Ammonium acetate/Triethylamine buffer  25  มล. 
กรองดวย nylon membrabe filters 0.45 μm 
Degas ดวยการ sonicate นาน 30 นาท ี
 

4. Mobile phase สําหรับ HPLCอัตราสวน 62:38 , 1 ลิตร 
 Methanol (HPLC grade)    620 มล.  
Ammonium acetate/Triethylamine buffer  380  มล. 
กรองดวย nylon membrabe filters 0.45 μm 
Degas ดวยการ sonicate นาน 30 นาท ีและกาซ Helium 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวอัจฉราวรรณ โลหะวณิชย เกิดเมือ่วันที่ 18 ธันวาคม พ.ศ. 2523 ที่จังหวัด
นครสวรรค สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี สัตวแพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร
จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร ในป พ.ศ. 2548 และเขาทาํงานเปนอาจารยประจําภาควิชา
เภสัชวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีมหานคร ต้ังแตป พ.ศ. 2548 จนถงึ
ปจจุบัน และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเภสชัวิทยาทางสัตว
แพทยศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป พ.ศ. 2550  โดยไดรับ
ทุนอุดหนนุวทิยานพินธในระดับบัณฑิตศึกษาจากบัณฑติวิทยาลัยจฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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