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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ของการศึกษา เพื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ S. aureus S. agalacctiae E. coli และ Corynebacterium spp.       

จากน้ํานมโคที่เก็บมาจากฟาร์มโคนมขนาดเล็กมหาวิทยาลัยทักษิณ 10 ตัวอย่าง สุ่มเชื้อ Staphylococcus spp. จํานวน 95 ไอโซเลท 
ตรวจยืนยันโดยทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส และเอนไซม์โคแอกกูเลส พบ 13 ไอโซเลท (ร้อยละ 18.57) ให้ผลเป็นเชื้อ S. aureus 
และเชื้อ Streptococcus spp. จํานวน 103 ไอโซเลท ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลสและเอนไซม์เอสคิวลินไฮโดรไลซิส ไอโซเลท 
พบว่า 7 ไอโซเลท (ร้อยละ 8.97) เป็นเชื้อ S. agalactiae เชื้อ S. aureus ท่ีคัดแยกได้สามารถด้ือต่อยา Penicillin G (ร้อยละ 84.62) 
และ Kanamycin (ร้อยละ 46.15) ในขณะที่มีความไวต่อยา Cephalothin (ร้อยละ 100) และ Gentamicin (ร้อยละ 92.3) 
ส่วนไอโซเลทของ S. agalactiae ดื้อต่อยา Penicillin G Kanamycin Cephalothin และ Gentamicin การวิเคราะห์ความ
หลากหลายของแบคทเีรียท้ังสองกลุ่มตัวอย่างน้ํานม โดยเทคนิค 16S rDNA-PCR และ DGGE เชื้อ Serratia sp. และ Alcaligenes sp.  
ถูกพบเป็นเชื้อเด่น 
 

คําสําคัญ: 16S rDNA-PCR DGGE ความไวต่อยาต้านจุลชีพ การดื้อยา 
 

Abstract 
 The objective of this study were to isolate S. aureus S. agalacctiae E. coli and Corynebacterium spp. 
from bovine-mastitis milk that were collected from small dairy farm at Thaksin University 10 samples. Ninety-five 
isolates of Staphylococcus were randomized collected to examine S. aureus by catalase and coagulase 
productions. Thirteen isolates (18.57%) were S. aureus. One hundred-three isolates of Streptococcus were 
examined by catalase and esculin hydrolysis production that found seven isolates (8.97%) of S. agalactiae. 
Isolated S. aureus could resist to Penicillin G (84.62%), Kanamycin (46.15%) while these isolates were susceptible 
to Cephalothin (100%) and Gentamicin (92.3%). The all of isolated S. agalactiae resisted to Penicillin G 
Kanamycin Cephalothin and Gentamicin. The bacterial diversity in both samples were examined by 16S rDNA-PCR 
and DGGE. Serratia sp. and Alcaligenes sp. were found to be dominant species.  
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บทนํา 
โรคเต้านมอักเสบส่งผลให้การผลิตน้ํานมมีปริมาณท่ีไม่เพียงพอและมีคุณภาพลดลง เกิดจากหลายปัจจัย เช่น ทางกายภาพ 

หรือการติดเชื้อของแบคทีเรีย แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุหลักของโรคเต้านมอักเสบ ได้แก่ Staphylococcaceae Streptococcaceae, 
Enterococcaceae และ Corynebacteriaceae [1] การรักษา และการจัดการโรคเต้านมอักเสบในฟาร์มโคนม เกษตรกรอาศัยการ
ตรวจนับระดับจํานวนเซลล์โซมาติก (Somatic Cells) ในน้ํานมซ่ึงมีความสัมพันธ์กับโรคเต้านมอักเสบ โดยปกติโคนมท่ีมีสุขภาพดี      
มีปริมาณเซลล์โซมาติก น้อยกว่า 200,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ถ้าพบมากกว่า 200,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แสดงว่าโคเป็นโรคเต้านม
อักเสบ [2] แบคทีเรียท่ีพบมักเป็นสาเหตุของโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและแบบไม่แสดงอาการ คือ เชื้อ Staphylococcus 
aureus, Streptococcus agalactiae และ Escherichia coli  และมีการพบเชื้อ Corynebacterium spp. และ Coagulase 
negative Staphylococci บ้างเล็กน้อย [4] การรักษาส่วนใหญ่ใช้ยาต้านจุลชีพในการรักษา เนื่องจากไม่ทราบสาเหตุท่ีแท้จริงของการ
เกิดโรคและใช้เวลาในการรักษานานส่งผลให้มียาต้านจุลชีพตกค้างในน้ํานม [3] ซ่ึงส่งผลค่าใช้จ่ายในการรักษาสูงขึ้นและรักษาให้หายได้
ยาก ซ่ึงใช้เวลาในการรักษานาน [1] อย่างไรก็ตามพบเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ท่ีมีรายงาน
ว่าเป็นเชื้อหลักของการเกิดโรคเต้านมอกัเสบ พบเพียงร้อยละ 3 ของปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ในขณะที่การ
นําเทคนิค DGGE มาวิเคราะห์สาเหตุของโรคเต้านมอักเสบ พบเชื้อ S. aureus, Sphingomonas และ E. coli [4-5] ดังนั้นการ
เพาะเล้ียงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ และเทคนิคทางชีวโมเลกุลให้ผลตรวจพบแบคทีเรียสาเหตุของโรคเต้านมอักเสบแตกต่างกัน ผู้วิจัยจึง
สนใจศึกษาสาเหตุท่ีแท้จริงของโรคเต้านมอักเสบ โดยวิเคราะห์เปรียบเทียบกลุ่มแบคทีเรียในตัวอย่างน้ํานมดิบที่ไม่แสดงอาการของโรค
เต้านมอักเสบ โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเชื้อ การทดสอบการดื้อยา และเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยการตรวจวิเคราะห์ยีน 16S rDNA และ 
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) เพ่ือยืนยันสาเหตุของโรค และเพื่อเป็นประโยชน์ในการหาสาเหตุของโรคเต้า
นมอักเสบแบบไม่แสดงอาการได้อย่างแม่นยําย่ิงขึ้น 

 

วิธีการวิจัย 
1. การเก็บตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างน้ํานมดิบ แบ่งกลุ่มออกเป็น 2 ระดับ โดยการตรวจด้วยน้ํายา California mastitis test (CMT) คือ ตัวอย่าง
น้ํานมดิบจากเต้านมโคปกติ (CMT 0) จํานวน 5 ตัวอย่าง และตัวอย่างน้ํานมดิบจากโคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ 
(CMT+3) จํานวน 5 ตัวอย่าง จากฟาร์มโคนม มหาวิทยาลัยทักษิณ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดแก้วเก็บตัวอย่างปราศจากเชื้อ
ขนาด 150 มิลลิลิตรโดยเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิไม่เกิน 4 องศาเซลเซียส แบ่งน้ํานมดิบ 50 มิลลิลิตร ส่งตรวจปริมาณเซลล์โซมาติก ท่ี
เหลือนําไปเพาะเลี้ยงเชื้อ และหาประชากรแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล [4] 
 

2. การศึกษาด้วยเทคนิคการแยกเชื้อ 
2.1 การพิสูจน์ยืนยันเชื้อ Staphylococcus aureus  
สุ่มเลือกโคโลนี ท่ีมีลักษณะเหลือง กลม นูน ขอบเรียบ และสามารถย่อยน้ําตาลแมนนิทอล เปลี่ยนอาหาร Mannitol salt 

agar เป็นสีเหลือง นําไปย้อมสีแกรมและทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลสและเอนไซม์โคแอกกูเลส โดยที่เชื้อ S. aureus เป็นเชื้อท่ี
ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างกลมเรียงตัวเป็นกลุ่ม ให้ผลบวกกับการทดสอบเอนไซม์คะตาเลสและเอนไซม์โคแอกกูเลส [6] 

2.2 การพิสูจน์ยืนยันเชื้อ Streptococcus agalactiae 
สุ่มเลือกโคโลนีสีขาว กลม นูน ขอบเรียบ ท่ีขึ้นบนอาหาร Columbia agar นําไปย้อมสีแกรมและทดสอบการสร้างเอนไซม์

คะตาเลสและเอนไซม์เอสคิวลินไฮโดรไลซิส โดย S. agalactiae ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างกลมเรียงตัว 
เป็นสายยาว ให้ผลลบกับการทดสอบเอนไซม์คาทาเลสและเอนไซม์เอสคิวลินไฮโดรไลซิส [6] 
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2.3 การพิสูจน์ยืนยันเชื้อ Escherichia coli  
 สุ่มเลือกโคโลนีลักษณะสีชมพู กลม ท่ีเจริญบนอาหาร MacConkey agar ย้อมสีแกรมและทดสอบ IMViC Test โดยที่เชื้อ  
E. coli เป็นเชื้อท่ีย้อมติดสีแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว และให้ผลการทดสอบ IMViC Test ดังนี้ คือ + + - - (Biotype I) 
หรือ - + - - (Biotype II) [6] 

2.4 การพิสูจน์ยืนยันเชื้อ Corynebacterium sp. 
สุ่มเลือกโคโลนีสีดําหรือเทาดํา กลม ขอบเรียบ ท่ีเจริญบนอาหาร Tellurite blood agar นําไปย้อมสีแกรมและทดสอบการ

สร้างเอนไซม์คะตาเลส โดยท่ีเชื้อ Corynebacterium sp. เป็นเชื้อที่ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างท่อน คล้ายอักษรจีน ให้ผลบวกกับการ
ทดสอบเอนไซม์คะตาเลส [4] 
 

3. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี Disc diffusion 
ทดสอบความไวของ S. aureus S. agalactiae E. coli และ Corynebacterium sp. ท่ีแยกได้จากข้อ 2 ด้วยวิธี Kirby-Bauer 

disc diffusion susceptibility test โดยผสมโคโลนีของเชื้อลงในสารละลายร้อยละ 0.85 โซเดียมคลอไรด์ ให้มีความขุ่นเท่ากับ
สารละลายมาตรฐาน McFarland เบอร์ 0.5 จากนั้นใช้สําลีพันปลายไม้ปราศจากเชื้อจุ่มสารละลายเช้ือ พอหมาด แล้วป้ายลงบน
ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller hinton agar (MHA) แล้ววางแผ่นยามาตรฐานชนิดต่าง ๆ คือ Penicillin G Cephalothin 
Gentamicin และ Kanamycin นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง อ่านผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
บริเวณท่ีเชื้อถูกยับย้ัง (Inhibition zone) บันทึกผลในหน่วยมิลลิเมตรและแปลผล [7-9] 
 

4. การวิเคราะห์โครงสร้างประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างน้ํานมดิบด้วยเทคนิค DGGE  

การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA จากตัวอย่างนํ้านมดิบนํามาสกัด DNA ด้วยวิธีฟีนอลและคลอโรฟอร์ม [10]  
ใช้เป็นต้นแบบสารพันธุกรรมในการสังเคราะห์เพ่ือเพิ่มปริมาณ 16S rDNA โดยใช้เทคนิค PCR ด้วย Universal  
primer ท่ีมีความจําเพาะกับช่วงV3 region ของยีน 16S rDNA ประกอบด้วย Reverse primer 518R (ATTACCGCGGCTGCTGG) 
Forward primer 357F - GC ((GC-Clamp)a-CTCCTACGGGAGGCAGCAG) ซ่ึงมีaGC-Clamp: 
GCCCGCCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG และมีการหาความหลากหลายของประชากรในตัวอย่างด้วยเทคนิค DGGE 
นําแถบของดีเอ็นเอที่ได้ไปวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank โดยใช้ 
วิธี Basic local alignment search tool (BLAST) เพ่ือระบุชนิด [10] 

 

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 
ปริมาณเซลล์โซมาติกทดสอบด้วยน้ํายา CMT (California mastitis test ) และการตรวจด้วยเครื่อง Somacount 150 

จากผลการตรวจปริมาณเซลล์โซมาติกเบื้องต้นด้วยน้ํายา CMT ซ่ึงเป็นวิธีการทดสอบเชิงคุณภาพท่ีง่ายและรวดเร็วกว่าการ
ตรวจด้วยเครื่อง Somacount 150 ท่ีเป็นวิธีการตรวจเชิงปริมาณด้วยเครื่องอัตโนมัติ พบว่า การตรวจปริมาณเซลล์โซมาติกด้วยน้ํายา 
CMT ให้ผลการตรวจตรงกับการตรวจด้วยเครื่อง Somacount 150 จํานวน 7 ตัวอย่าง (ร้อยละ 70) ขณะที่ 3 ตัวอย่าง (ร้อยละ 30) 
ให้ผลไม่สอดคล้องกัน (ตารางที่ 1) ทําให้วิธีการตรวจด้วยเครื่อง Somacount 150 เป็นวิธีการที่ดีท่ีสุดเมื่อเทียบกับวิธีการตรวจด้วย
น้ํายา CMT ดังนั้นจึงใช้ 2 วิธีนี้ในการตรวจสอบคุณภาพน้ํานมเบื้องต้น เพ่ือเฝ้าระวัง ควบคุมและป้องกันโรคเต้านมอักเสบในฟาร์มโค
นมได้ ซ่ึงจุดเริ่มต้นท่ีดีของการจัดการเก่ียวกับสุขภาพของเต้านม คือ การทราบระดับของจํานวนเซลล์เม็ดเลือดขาวในน้ํานม ซ่ึงจํานวน
เซลล์เม็ดเลือดขาวในนํ้านมมีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อและมีการอักเสบบริเวณเต้านมเกิดขึ้น ความรุนแรงของการอักเสบจะแปรผัน



20
การวิเคราะห์เปรียบเทียบแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุฯ
อามีนี เจ๊ะลี และคณะ

วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ ปีที่ 18 ฉบับที่ 3
ฉบับพิเศษจากงานประชุมวิชาการระดับชาติมหาวิทยาลัยทักษิณ

ครั้งที่ 25 ประจ�ำปี 2558

Thaksin.J., Vol.18 (3) 2015

ตามจํานวนเซลล์ในน้ํานม [3] แต่วิธีการนี้ไม่สามารถทราบถึงเชื้อท่ีเป็นสาเหตุของการอักเสบในเต้านมได้ จึงจําเป็นต้องใช้เทคนิคการ
เพาะเชื้อหรือเทคนิคทางชีวโมเลกุลร่วมด้วย 

 

ตารางท่ี 1 จํานวนตัวอย่างท่ีพบในปริมาณเซลล์โซมาติกระดับต่าง ๆ จากการตรวจด้วยน้ํายา CMT และการตรวจด้วยเครื่อง    
Somacount 150 และความสอดคล้องของผลการทดสอบทั้ง 2 วิธี 

ระดับเซลล์โซมาติก 
 (เซลล์/มิลลิลิตร) 

CMT  
(ตัวอย่าง) 

Somacount 150 
 (ตัวอย่าง) 

ความสอดคล้องระหว่างผล CMT 
 กับ Somacount 150 (ร้อยละ) 

< 200,000 5 5 4 (ร้อยละ40) 
>5,000,000 5 5 3 (ร้อยละ30) 

รวม 10 10 7 (ร้อยละ70) 
CMT; California mastitis test Somacount 150; การตรวจนับเซลล์โซมาติกในน้ํานมด้วยเครื่องอัตโนมัติ 
 

การคัดแยกเชื้อ Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae Escherichia coli  และ Corynebacterium sp. 
จากการศึกษาปริมาณเชื้อในน้ํานมท่ีแยกได้จากการเพาะเชื้อท่ี CMT +3 พบปริมาณเชื้อStaphylococcus spp. เท่ากับ 

3.95 Log CFU/มิลลิลิตร สูงกว่าปริมาณเชื้อท่ี CMT 0 เท่ากับ 3.45 Log CFU/มิลลิลิตร ส่วนปริมาณเชื้อ Streptococcus spp.    
พบปริมาณเชื้อท่ี CMT +3 เท่ากับ 4.8 Log CFU/ml สูงกว่าท่ี CMT 0 พบปริมาณเชื้อ เท่ากับ 3.39 Log CFU/มิลลิลิตร ดังนั้น     
จะเห็นได้ว่า ปริมาณเซลล์โซมาติกสูงในนํ้านม สะท้อนให้เห็นถึงการติดเชื้อของตัวอย่างน้ํานมในเบื้องต้นมากเช่นเดียวกัน [5] จากผล
การแยกเชื้อ Staphylococcus spp. Streptococcus spp. Escherichia coli  และ Corynebacterium spp. จากตัวอย่างน้ํานม
ดิบ 10 ตัวอย่าง จากฟาร์มโคนม มหาวิทยาลัยทักษิณ เพ่ือคัดแยก เชื้อ Staphylococcus aureus โดยทดสอบการสร้างเอนไซม์คะ
ตาเลส และการสร้างเอนไซม์โคแอกกูเลสจากไอโซเลททั้งหมด 95 ไอโซเลท พบเชื้อ S. aureus ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์คะตาเลส และ
สามารถสร้างเอนไซม์โคแอกกูเลส 13 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 18.57 โดย  6 ไอโซเลท พบในค่า CMT 0 และค่า CMT +3 พบ 7 ไอโซเลท 
และคัดแยกเชื้อ Streptococcus agalactiae โดยทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส และการสร้างเอนไซม์เอสคิวลิน ไฮโดรไลซิส 
จากไอโซเลททั้งหมด 103 ไอโซเลท พบเชื้อ S. agalactiae ไม่สามารถสร้างเอนไซม์คะตาเลส และการสร้างเอนไซม์เอสคิวลิน 
ไฮโดรไลซิส 7 ไอโซเลท คิดเป็น ร้อยละ 8.97 โดย 6 ไอโซเลท พบในตัวอย่างท่ีมีค่า CMT 0 และค่า CMT +3 พบ 1 ไอโซเลท  
 

รูปแบบแผนความไวของยาปฎิชีวนะของเชื้อ Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae จากตัวอย่าง   น้ํานมดิบ 
จากการทดสอบแบบแผนความไวของเชื้อ พบว่าเชื้อ S. aureus ท่ีแยกได้ท้ังหมด 13 ไอโซเลท พบการดื้อต่อยา Penicillin G 

มากท่ีสุด ร้อยละ 84.62 รองลงมา Kanamycin ร้อยละ 46.15 แต่เชื้อท้ังหมดไวต่อยา Gentamicin และ Cephalothin ร้อยละ 
92.30 และ 100 ตามลําดับ โดยไอโซเลทเชื้อ S. aureus ท่ีแยกได้มีแบบแผนการดื้อยา ท้ังหมด 2 แบบ คือ แบบท่ี 1 ดื้อต่อยา 

Penicillin G และKanamycin แบบที่ 2 ดื้อต่อยา Penicillin เพียงอย่างเดียว และพบเชื้อ S. agalactiae  ท่ีแยกได้ ท้ังหมด 7 ไอโซเลท 
พบการดื้อยาปฎิชีวนะทั้ง 4 ชนิด คิดเป็นร้อยเปอร์เซ็นท้ังหมด ซ่ึงมีแบบแผนการด้ือยาปฎิชีวนะเพียงแบบเดียว คือ Penicillin G 
Gentamicin Cephalothin และ Kanamycin และไม่พบเชื้อที่ไวต่อยาดังกล่าว (ตารางท่ี 2 และภาพที่ 1) 
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ตารางที่ 2 รูปแบบแผนการดื้อยาปฎิชีวนะของเชื้อ S. aureus และ S. agalactiae จากตัวอย่างน้ํานมดิบ 
 

Susceptibility (S) = ความไว; Intermediate (I) = ความไวปานกลาง; Resistance (R) = การด้ือยา; Penicillin G 10 unit (P); Kanamycin 30 
ไมโครกรัม (K); Cephalothin 30 ไมโครกรัม (KF); Gentamicin 10 ไมโครกรัม (CN) 
  

จากการศึกษารูปแบบแผนความไว พบว่า เชื้อ S. aureus และ S. agalactiae ซ่ึงมีแนวโน้มการดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่     
เพ่ิมมากขึ้นโดยเฉพาะยากลุ่ม Beta lactam ท้ังนี้อาจมีสาเหตุมาจากการที่เชื้อ S. aureus  และ S. agalactiae สามารถปรับตัวให้
ทนต่อการใช้ยา และเกษตรกรใช้ตัวยาในระดับความเข้มข้นท่ีมากขึ้น ซ่ึงการจัดการโรคเต้านมอักเสบในฟาร์มโคนมมหาวิทยาลัยทักษิณ 
นิยมใช้ยาปฎิชีวนะ Amoxicillin จัดอยู่ในยาปฎิชีวนะ กลุ่ม Penicillins ในการรักษาโรคเต้านมอักเสบทดแทนการใช้ยา Penicillin G 
ส่วนการดื้อยาปฎิชีวนะของเชื้อ S. aureus  พบว่ามีการดื้อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม Aminoglycoside บางชนิด ดังนั้น การใช้ยา 
Gentamicin และ Cephalothin ยังมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคเต้านมอักเสบที่เกิดการติดเชื้อจาก S. aureus [2] 

         
 

ภาพที่ 1 ผลการทดสอบ Disc diffusion ของเชื้อทดสอบต่อยาปฎิชีวนะ ท้ัง 4 ชนดิ A; Disc diffusion ของเชื้อ S. aureus B; Disc 
diffusion ของเชื้อ S. agalactiae 1: Penicillin G 2: Gentamicin 3: Kanamycin 4: Cephalothin 

 

การวิเคราะห์โครงสร้างประชากรแบคทีเรียในน้ํานมดิบด้วยเทคนิค Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 
การศึกษาความหลากหลายของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย จากตัวอย่างน้ํานมดิบ 2 กลุ่ม คือ CMT 0 และ CMT+3 นํามา

ศึกษาด้วยเทคนิค DGGE เพ่ือทําให้ทราบถึงความหลากหลายของกลุ่มประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างน้ํานมดิบ โดยตัวอย่างน้ํานมโค

เชื้อที่ใช้ทดสอบ 
ยาปฎิชีวนะ 

จํานวน 
P K CN KF 

S. aureus (CMT 0) 

R R S S 2 
R R I S 1 
S S S S 1 
R S S S 2 

S. aureus (CMT +3) 
R R S S 3 
S S S S 3 
R S S S 1 

S. agalactiae (CMT 0) R R R R 6 
S. agalactiae (CMT +3) R R R R 1 

 A  B 
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ปกติท่ีระดับ CMT 0 (ภาพที่ 2 รหัส HZE1 - HZE5) พบแบนด์ท่ีปรากฏท้ังหมด 8 แบนด์ พบเชื้อ Alcaligenes sp.  Bordetella sp. 
Serratia sp. และ Uncultured bacterium โดยเชื้อ Alcaligenes sp. เป็นเชื้อโดดเด่นท่ีพบจากตัวอย่างน้ํานมปกติท่ีระดับ CMT 0 
ตัวอย่างน้ํานมโคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการท่ีระดับ CMT+3 (ภาพที่2 รหัส MTH1-MTH5) พบแบนด์ท่ีปรากฏท้ังหมด 
15 แบนด์ คือ Serratia marcescens Serratia nematodiphila Serratia sp. Uncultured Intrasporangiaceae bacterium 
Alcaligenes sp. Uncultured delta proteobacterium Rhodococcus erythropolis และ Bacillus sp. โดยเชื้อ Alcaligenes sp. 
และ Serratia sp. เป็นเชื้อโดดเด่นท่ีพบจากตัวอย่างน้ํานมท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการท่ีระดับ CMT+3 โดยเชื้อ               
S. marcescens และS. nematodiphila เป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีพบในตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน พืช อาหาร และน้ํา ซ่ึงเป็น
เชื้อท่ีก่อให้เกิดโรคเต้านมอักเสบ [11] ซ่ึงเชื้อ S. marcescens  มีความเกี่ยวข้องกับการระบาดของการติดเชื้อเข้าสู่เต้านม ในขณะที่
ระดับ CMT 0 และ CMT+3 ไม่พบเชื้อท้ัง 2 ชนิดนี้ มีความเป็นไปได้ท่ี S. Marcescens Rhodococcus erythropolis และ          
S. nematodiphila  เป็นเชื้อสาเหตุของโรคเต้านมอักเสบท่ีได้จากเทคนิค DGGE ผลการศึกษาแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคเต้านม
อักเสบด้วยเทคนิคการแยกเชื้อ และเทคนิคทางด้านชีวโมเลกุลให้ผลการศึกษาที่ไม่สอดคล้องกัน การตรวจพบเช้ือแบคทีเรียในน้ํานม
ดิบด้วยเทคนิคการแยกเชื้อ พบเชื้อในสกุลActinobacteria Bacteroidetes Firmicutes และ Proteobacteria ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียส่วน
ใหญ่ในสกุล Bacteroidetes Actinobacteria  และ Proteobacteria  ถูกตรวจพบด้วยเทคนิคไม่เพาะเลี้ยงเชื้อ [12] จากผล
การศึกษาเทคนิคการแยกเชื้อ พบแบคทีเรียติดสีแกรมบวก รูปท่อนของเชื้อ Corynebacterium spp. จัดอยู่ในสกุล Actinobacteria 
และรูปกลมของเชื้อ S. aureus  และS. agalactiae จัดอยู่ในสกุล Bacteroidete ไม่มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรียท่ีพบบนเทคนิค 
DGGE ซ่ึงเป็นแบคทีเรียรูปท่อน ติดสีแกรมลบของ Serratia และ Alcaligenes จัดอยู่สกุล Proteobacteria  และแบคทีเรียแกรม
บวกของ Rhodococcus erythropolis  ดังนั้นขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากนํ้านมดิบเป็นขั้นตอนท่ีสําคัญในเทคนิคไม่เพาะเลี้ยงเชื้อ 
ซ่ึงในนํ้านมดิบมีท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ถ้ามีการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างท่ีไม่ดี  มีผลทําให้เกิดการย่อยเซลล์
แบคทีเรียไม่สมบูรณ์ อาจพบแค่แบคทีเรียแกรมลบ หรือแบคทีเรียแกรมบวกเพียงอย่างเดียว เนื่องจาก ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรม
บวกมีความหนามากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ [12] ซ่ึงจากผลการศึกษาของเทคนิค  DGGE พบ Alcaligenes sp. และ Serratia sp. 
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ท่ีพบจากเทคนิค DGGE โดยไม่พบแบคทีเรียแกรมบวกจากเทคนิคนี้ ดังนั้นเทคนิค DGGE จึงมีประสิทธิภาพ
มากกว่าเทคนิคการแยกเชื้อ แม้ว่าเทคนิค DGGE ไม่ใช่เทคนิคท่ีดีท่ีสุด แต่ถ้าต้องการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุ
ของโรคเต้านมอักเสบชนิดท่ีไม่สามารถแยกเลี้ยงได้ในอาหารเล้ียงเชื้อ ควรใช้เทคนิค DGGE เข้ามาช่วยศึกษาเพื่อเป็นข้อมูลพ้ืนฐาน  
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                 CMT+3               CMT0 

                                     
 

ภาพที่ 2 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวอย่างน้าํนมดบิยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค DGGE โดยกําหนดรหัสตัวอย่างท่ี 1-5 
(น้ํานมโคปกติที่ระดับ CMT 0) คือ รหัส HZE1 - HZE5) รหัสตัวอย่างของการทดลองท่ี 6-10 (น้ํานมโคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่

แสดงอาการที่ระดับ CMT+3) คือ รหัส MTH1 – MTH5 

 

สรุปผลการวิจยั 
การใช้เทคนิคการเพาะเชื้อ S. aureus S. agalactiae  E. coli และ Corynebacterium sp. ในตัวอย่างน้ํานมดิบ CMT 0 

และ CMT+3 จากฟาร์มโคนม มหาวิทยาลัยทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง พบเชื้อ S. aureus ร้อยละ 18.57  และเช้ือ S. agalactiae  ร้อยละ 
8.97 การทดสอบการดื้อยา พบว่า เชื้อ S. aureus ดื้อต่อยา Penicillin G ร้อยละ 84.62 Kanamycin ร้อยละ 46.15 ไวต่อยา 
Gentamicin Cephalothin ร้อยละ 92.30  และ 100 ตามลําดับ และการดื้อยาท้ัง 4 ชนิดของ เชื้อ S. agalactiae คิดเป็น         
ร้อยเปอร์เซ็นท้ังหมด และจากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในนํ้านมดิบที่แบ่งตามระดับ CMT 2 ระดับ ด้วยเทคนิคทาง 
ชีวโมเลกุล โดยใช้ข้อมูลของยีน 16S rRNA และเทคนิค DGGE พบเชื้อ Alcaligenes sp. และ Serratia sp. เป็นเชื้อโดดเด่นท่ีพบจาก
ตัวอย่างน้ํานม 2 ระดับ และเชื้อ S. marcescen Rhodococcus erythropolis และ S. nematodiphila ท่ีระดับ CMT+3 น่าจะ
เป็นสาเหตุของโรคเต้านมอักเสบ จะเห็นได้ว่าผลจากการเพาะเล้ียงเชื้อและการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DGGE ให้ผลการพบเชื้อท่ี
แตกต่างกัน ท้ังนี้อาจเป็นผลมาจากหลายสาเหตุซ่ึงสามารถแยกเชื้อท่ีไม่สามารถเจริ เช่น การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อต่างชนิด หรืออาจเพราะ
ปริมาณเชื้อท่ีมีอยู่เพียงเล็กน้อยไม่สามารถสกัดดีเอ็นเอได้ อีกท้ังความสามารถในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อของเชื้อแต่ละชนิดด้วย  
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