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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

เตานมอักเสบ (mastitis) เปนปญหาสุขภาพที่สําคัญกอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ
ของฟารมผูเล้ียงโคนม โดยพบวาเปนปญหาสุขภาพสูงถึง 21.01 เปอรเซ็นตของปญหาสุขภาพ
ทั้งหมด    (ชัยเทพ พูลเขตต และคณะ, 2001)   ผลกระทบตอการลดลงของปริมาณผลผลิตและ
คุณภาพของน้ํานม ทําใหตนทุนการผลิตน้ํานมสูงข้ึนจากการเสียคาใชจายในการรักษา การทิ้ง
น้ํานมที่มีการปนเปอนยาปฏิชีวนะ และการคัดทิ้งโคกอนเวลาอันสมควรเพิ่มข้ึน (Lightner et al., 
1988; Miller et al., 1993) 

การอักเสบของเตานมโคสวนใหญมีสาเหตุจากการติดเชื้อแบคทีเรีย โดยเฉพาะเชื้อ
แบคทีเรียที่มาจากส่ิงแวดลอม ไดแก Streptococcus uberis  Escherichia coli และ 
Streptococcus dysagalactiae (Barkema et al., 1999)   จากรายงานของ Jayarao และคณะ 
(1999) พบโคที่มีเตานมอักเสบเกิดจากการติดเชื้อ S. uberis เทากับ 12-16 เปอรเซ็นตตอตัวตอป
ซึ่งมากกวา 95 เปอรเซ็นตเปนแบบไมแสดงอาการ   นอกจากนี้ Roberson และคณะ (2004) ตรวจ
พบเชื้อ S. uberis จากโคที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ 29.1 เปอรเซ็นต   การศึกษาใน
ประเทศไทยพบวา S. uberis เปนเชื้อแบคทีเรียที่เพาะแยกไดมากที่สุดจากเตานมอักเสบ        
(กิตติศักดิ์ อัจฉริยะขจร และสุกุมา สามงามนิ่ม, 2004) โดยมักพบการติดเชื้อในชวงระยะพักการ
รีดนมเทากับ 32.3 เปอรเซ็นต ชวงใกลคลอดเทากับ 25 เปอรเซ็นต และระยะรีดนมชวงตนเทากับ 
42.6 เปอรเซ็นต (Smith et al., 1985; Todhunter et al., 1995; Oliver et al., 2004) ซึ่งการพบ
การติดเชื้อสูงในชวงระยะการรีดนมชวงตนทําใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจของฟารมสูงข้ึนมาก   
เชื้อชนิดนี้สามารถแพรกระจายภายในเตานมไดอยางรวดเร็ว   ผลการศึกษาภายนอกรางกายสัตว
พบวาเชื้อ S. uberis สามารถยึดเกาะเซลลเยื่อบุเตานมและดํารงชีพอยูภายในเซลลเยื่อบุเตานม
ไดจึงทําใหเกิดการติดเชื้อที่ยาวนาน และพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง (Phuektes et al., 
2001)   นอกจากนี้ยังสามารถพบเชื้อไดในทอน้ํานม เซลลผลิตน้ํานม และภายในเซลลอ่ืนๆในเตา
นมดวย เชน ภายในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (Thomas et al., 1994) และภายในเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล เปนตน (Pedersen et al., 2003)  

โคที่เปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังจากการติดเชื้อ S. uberis พบวาในน้ํานมมีจํานวนเซลล        
โซมาติกสูงข้ึนซึ่งเซลลสวนใหญคือ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล (De Hass et al., 2004; 
Oviedo-Boyso et al., 2007)   แตเปนที่นาสังเกตวาเตานมที่มีจํานวนนิวโทรฟลอยูสูงนั้นกลับไม
สามารถกําจัดเชื้อออกไปไดซึ่งอาจเปนเพราะนิวโทรฟลในเตานมมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ
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ไดนอย (Guidry et al. 1993) เนื่องจากในเตานมมีปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ทําหนาที่
เปล่ียนแปลงเชื้อใหนิวโทรฟลเขาไปเก็บกิน (opsonized) อยูในระดับต่ํา (Newbould, 1967)   
นอกจากนี้นิวโทรฟลในเตานมมีเอนไซมที่มีความสามารถในการทําลายเชื้อต่ํา (Prin-Mathieu et 
al., 2002)   ตลอดจนความแตกตางระหวางตัวโคและระหวางเตานม (Paape et al., 1978) หรือ
ความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อ S. uberis (Leigh et al., 1990) มีผลตอความสามารถใน
การเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟลทั้งส้ิน  

นอกจากนี้เชื้อ S. uberis ยังตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะที่ใชในการรักษา   
เตานมอักเสบไดไมดีนัก โดยพบวาอัตราการหาย (bacteriological cure) จากการติดเชื้อ         
S. uberis ในเตานม ตามลักษณะการใหยา ความถี่ของการใหยา และการใชยารวมกันมีตั้งแต 
64-80 เปอรเซ็นต จะเห็นไดวาการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาเตานมอักเสบจากเชื้อ S. uberis  ยัง
เปนวิธีการที่ไดผลไมดีเทาที่ควร ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากตัวเชื้อเองหรือพยาธิสภาพของเตานมอัน
เกิดจากการติดเชื้อซึ่งยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Pedersen et al., 2003)   นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะ
หลายชนิดที่ใชในการรักษาเตานมอักเสบ เชน penicillin ampicillin ceftiofur neomycin และ 
dihydrostreptomycin ยังมีฤทธิ์ในการกดการทํางานของนิวโทรฟลอีกดวย (Hoeben et al, 1997; 
1998)   แมแตการพยายามพัฒนาวัคซีนเพื่อปองกันการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในปจจุบันนี้
พบวาวัคซีนยังไมสามารถปองกันการติดเชื้อไดดีนัก เนื่องจากเชื้อ S. uberis ที่เปนสาเหตุของเตา
นมอักเสบมีหลากหลายสายพันธุ และพบวาวัคซีนที่ศึกษาไมมีความสามารถในการปองกันการติด
เชื้อขามระหวางสายพันธุได (Finch et al., 1994; Leigh, 2000)   

ปจจุบันแมวาฟารมโคนมจะพยายามปองกันปญหาเตานมอักเสบโดยการใชมาตรการ
ตางๆ   ไมวาจะเปนการรีดนมตามหลักสุขศาสตร    การจุมเตานมดวยน้ํายาฆาเชื้อทันทีหลังการ
รีดนม    การใชยาปฏิชีวนะรักษาโคที่แสดงอาการเตานมอักเสบ    การใชยาปฏิชีวนะในชวงพัก
การรีดนม    ตลอดจนการคัดทิ้งโคที่เปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังแลวก็ตาม   แตก็ยังพบโคที่มีการ
ติดเชื้อจากส่ิงแวดลอมเขาเตานมมากข้ึนในขณะที่การแพรเชื้อจากเตานมที่ติดเชื้อไปสูเตาอ่ืนๆมี
อัตราลดลงนั้น ชี้ใหเห็นไดวามาตรการดังกลาวยังไมมีประสิทธิภาพในการปองกันเตานมอักเสบที่
มีสาเหตุมาจากส่ิงแวดลอมได (Oliver and Mitchell, 1984; Smith et al., 1985; Jayarao et al., 
1999; Denis et al., 2006)     

จากมาตรการการควบคุมปองกันเตานมอักเสบในปจจุบันตลอดจนการรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะยังไมสามารถลดปญหาเตานมอักเสบที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ S. uberis ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และมีแนวโนมเปนการอักเสบอยางเร้ือรังเนื่องจากมีการติดเชื้อดังกลาวเปน
ระยะเวลายาวนาน   ดังนั้นแนวคิดในการใชภูมิคุมกันในการรักษาเตานมอักเสบจากเชื้อ S. 
uberis โดยการใหอิมมูโนโกลบูลินจีเขาเตานม เพื่อใหเตานมมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินจีที่สามารถ
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จับกับเชื้อไดอยางเพียงพอจึงนาจะเปนอีกแนวทางในการเพิ่มความสามารถในการเก็บกินเชื้อ
แบคทีเรียของนิวโทรฟลใหดีมากข้ึน เพื่อเปนการทําใหเตานมสามารถกําจัดเชื้อใหหมดไป และยัง
สามารถนํามาประยุกตใชในการรักษาเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง เพื่อชวยลดอัตราการคัดทิ้งโคที่มี
คุณคาทางเศรษฐกิจของฟารม ทั้งยังชวยลดปญหาการตกคางของยาปฏิชีวนะในน้ํานม และ
สามารถลดตนทุนการผลิตที่เกิดจากการรักษาเตานมอักเสบ    ดังนั้นขอมูลดานผลของระดับ
ของอิมมูโนโกลบูลินจี   และความสามารถของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟล
ภายนอกรางกายสัตว จึงมีความจําเปนในการพัฒนาการรักษาโคที่มีการติดเชื้อ  S. uberis เขา
เตานมโคดวยอิมมูโนโกลบูลินจีตอไป  
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อตรวจวัดระดับของอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ในน้ํานม และ
ซีร่ัมจากโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน 
และโคปกติ 

2. เพื่อวิเคราะหความสามารถของของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของโคที่
มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติวามี
ผลตอการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายอยางไร                                                                                     

 
คําสําคัญ 
 อิมมูโนโกลบูลิน จี   Immunoglobulin G 
 การเก็บกินเชื้อ   Phagocytosis 
 การฆาเชื้อ    Killing 

นิวโทรฟล   Neutrophil 
 สเตรปโตคอกคัส ยูเบอริส Streptococcus uberis 
 เตานมอักเสบในโค   Bovine mastitis 
 
คําถามสําหรับการวิจัย 

อิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่
ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติมีผลตอการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายได
แตกตางกันหรือไม 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. สามารถตรวจวัดระดับของอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ในน้ํานมและ

ซีร่ัมจากโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน 
และโคปกติได 

2. ทราบถึงความสามารถของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมจากโคที่มีการ
ติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติตอการ
ทํางานของนิวโทรฟลได 

3. สามารถผลิต hyperimmune serum ที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis 
ได  

4. เพื่อเปนขอมูลในการตัดสินใจในการพัฒนาวิธีการรักษาเตานมอักเสบแบบเร้ือรังในโค 
โดยการเพิ่มการทํางานของนิวโทรฟลดวยอิมมูโนโกลบูลินจ ี

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
เตานมอักเสบจากการติดเช้ือ Streptococcus uberis 

 
เตานมอักเสบ (mastitis) เปนปญหาสุขภาพที่สําคัญกอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ

ของฟารมผูเล้ียงโคนม โดยพบวาเปนปญหาสุขภาพสูงถึง 21.01 เปอรเซ็นตของปญหาสุขภาพ
ทั้งหมด (ชัยเทพ พูลเขตต และคณะ, 2001) ผลกระทบตอการลดลงของปริมาณผลผลิตและ
คุณภาพของน้ํานม ทําใหตนทุนการผลิตน้ํานมสูงข้ึนจากการเสียคาใชจายในการรักษา การทิ้ง
น้ํานมที่มีการปนเปอนยาปฏิชีวนะ และการคัดทิ้งโคกอนเวลาอันสมควรเพิ่มข้ึน (Lightner et al., 
1988; Miller et al., 1993)    
 เตานมอักเสบเปนกระบวนการอักเสบที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ โดยสวนใหญเกิดจาก
การติดเชื้อแบคทีเรียที่สามารถติดตอระหวางเตานมสูเตานมหรือเชื้อที่อยูในส่ิงแวดลอมแลวติดตอ
เขาสูเตานม (Oviedo-Boyso et al., 2007) ดังแสดงในภาพที่ 1 นอกจากนี้กลไกการปองกันตนเอง
ของโค และปจจัยจากส่ิงแวดลอม ตลอดจนการจัดการฟารมเปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดเตา
นมอักเสบดวย (Suriyasathaporn et al., 2000)   
  
ภาพท่ี 1 การเกิดเตานมอักเสบจากการติดเชื้อแบคทีเรีย (Viguier et al., 2009) 
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การเกิดเตานมอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อโดยทั่วไปสามารถแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ดังนี้ 
ข้ันตอนที่ 1 การบุกรุกของเชื้อแบคทีเรียเขาสูเตานม โดยเชื้อผานเขาทางรูหัวนม         

(teat canal)    
ข้ันตอนที่ 2 การติดเชื้อในเตานม โดยเชื้อแบคทีเรียเกาะยึดที่บริเวณ gland cistern มีการ

แบงตัวและแพรกระจายไปยังเนื้อเยื่อเตานม    
ข้ันตอนที่ 3 กระบวนการตอบสนองดวยการอักเสบของเตานม การอักเสบของเตานมที่

เกิดข้ึน ทําใหจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมเพิ่มข้ึน โดยพบเซลลเม็ดเลือดขาว
ชนิดนิวโทรฟลเปนเซลลโซมาติกสวนใหญที่พบในน้ํานม (Oviedo-Boyso et 
al., 2007)   

เชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบแบงเปน 2 ประเภท (Barkema et al., 1999)    
1. เชื้อแบคทีเรียที่สามารถติดตอจากเตานมสูเตานมระหวางโคได (contagious 

bacteria) เชน Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae    
2. เชื้อแบคทีเรียที่ติดตอมาจากส่ิงแวดลอมรอบตัวสัตว (environmental bacteria) เชน 

Streptococcus uberis Escherichia coli และ Streptococcus dysagalactiae  
 

โดยพบวาเชื้อแบคทีเรียกลุม Streptococci ที่สามารถทําใหเกิดเตานมอักเสบไดทั้งแบบ
เฉียบพลันหรือแบบเร้ือรังพบไดหลายชนิด   ไดแก S. uberis  S. agalactiae และ S. 
dysgalactiae แตทั้งนี้พบวาเชื้อ S. uberis เปนเชื้อจากส่ิงแวดลอมที่เปนสาเหตุสําคัญของการติด
เชื้อเขาเตานม (Leigh, 1999)   Jayarao และคณะ (1999) รายงานพบอัตราการเกิดเตานมอักเสบ
แบบไมแสดงอาการที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ S. uberis เทากับ 12-16 เปอรเซ็นตตอตัวตอป 
สําหรับในประเทศไทยเชื้อ S. uberis เปนเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเพาะแยกไดมากที่สุดจาก
ตัวอยางน้ํานมโคที่เปนเตานมอักเสบ (กิตติศักดิ์ อัจฉริยะขจร และสุกุมา สามงามนิ่ม, 2004) 
Todhunter และคณะ (1995) รายงานอุบัติการณการเกิดเตานมอักเสบจากเชื้อ S. uberis ในชวง
ระยะพักการรีดนมเทากับ 32.3 เปอรเซ็นต ชวงใกลคลอดเทากับ 25 เปอรเซ็นต และระยะรีดนม
ชวงตนเทากับ 42.6 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ Oliver และคณะ (2004) พบวาการติดเชื้อ S. uberis 
ในชวงระยะแหงนมและชวงใกลคลอดจะทําใหโคหลังคลอดแสดงอาการเตานมอักเสบทั้งแบบ
แสดงอาการหรือแบบไมแสดงอาการ   ทั้งนี้สามารถพบเชื้อนี้ไดที่บริเวณผิวหนัง ระบบสืบพันธุ 
ระบบทางเดินอาหาร ตอมทอนซิลของโค (Cullen and Little, 1969) ส่ิงปูรองนอน เชน ฟาง และ
มูลโค (Ward et al, 2002) โดยมีสมมติฐานวาทั้งส่ิงปูรองนอนและมูลโคเปนแหลงของเชื้อ S. 
uberis ที่ทําใหเกิดการติดเชื้อเขาสูเตานม   การศึกษาภายนอกรางกายสัตวพบวาแบคทีเรียชนิดนี้
มีความสามารถในการเกาะและเขาสูภายในของเซลลเยื่อบุของเตานมได   นอกจากนี้เชื้อยัง
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สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูภายในเซลลเยื่อบุของเตานมไดเปนเวลานาน โดยไมทําใหเกิดการติด
เชื้อแบบรุนแรงและความเสียหายของเซลลเยื่อบุเตานม ดังนั้นจึงทําใหเกิดการติดเชื้อที่ยาวนาน
และพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง เนื่องจากเชื้อสามารถหลบหลีกการทําลายของระบบ
ภูมิคุมกันของเตานมและจากยาปฏิชีวนะที่ใชรักษาได (Mathews et al., 1994; Oliver et al, 
1998; Phuektes et al., 2001; Tamilselvam et al, 2006) เชื้อชนิดนี้มีความสามารถแพรกระจาย
ภายในเตานมไดอยางรวดเร็วจึงพบเชื้อไดในทอน้ํานม เซลลผลิตน้ํานม ภายในเซลลแมคโครฟาจ 
(Thomas et al., 1994) และภายในเซลลนิวโทรฟล (Pedersen et al., 2003) การศึกษาการทําให
โคติดเชื้อ S. uberis พบวาโคแสดงอาการเตานมอักเสบแบบเฉียบพลันตั้งแต 4 ชม. และพบวามี
จํานวนเซลล โซมาติกในน้ํานมสูงข้ึนภายใน 7 ชม. หลังการติดเชื้อ เกิดการอักเสบบวม มีการสราง 
fibrin ทําใหเกิดการอุดตันภายในทอน้ํานม เม่ือน้ํานมไมสามารถไหลผานไปไดจึงทําใหมีการคั่ง
ของน้ํานมและเชื้อแบคทีเรียอยูในภายในเตานมเปนจํานวนมากจึงเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเชื้อ
สามารถมีชีวิตอยูในเตานมไดเปนระยะเวลานาน   การเกิดพยาธิสภาพดังกลาวจึงมีผลทําให
ประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะที่ใชในการรักษาลดลง (Pedersen et al., 2003) เชื้อ S. uberis แต
ละสายพันธุมีความสามารถในการทําใหเกิดเตานมอักเสบตางกัน (Hill, 1988) ตลอดจนเชื้อ S. 
uberis มี antiphagocytic factor เชน hyarulonic acid capsule  neutrophil toxin M-like 
protein และ R-like protein ซึ่งทําใหเชื้อแบคทีเรียมีความแตกตางในดานการตานทานตอการถูก
เก็บกินของนิวโทรฟล (Leigh et al., 1990; Oliver et al., 1998)   รายงานของ Thomas และคณะ 
(1994) สอดคลองกับรายงานของ Rambeaud และคณะ (2003) ที่พบเชื้อ S.uberis จํานวนนอย
ที่อยูภายในเซลลนิวโทรฟลแสดงใหเห็นวานิวโทรฟลที่เขามายังเตานมไมสามารถกําจัดเชื้อนี้
ออกไปได ซึ่งปจจุบันก็ยังไมมีขอสรุปที่แนชัดถึงบทบาทความสําคัญของนิวโทรฟลในการกําจัดเชือ้
นี้ออกจากเตานม (Thomas et al., 1994; Pedersen et al., 2003; Rambeaud et al., 2003) 
 อุบัติการณการเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการจากการติดเชื้อ S. uberis มี
ความสัมพันธเกี่ยวของกับปจจัยตางๆ เชน โรงเรือน อาหาร ประสิทธิภาพของเคร่ืองรีดนม ลําดับ
ทอง ระยะการใหนม ตลอดจนประวัติการติดเชื้อเขาสูเตานมดวยเชื้อ S. aureus หรือ S. uberis ที่
ผานมา (Barkema et al., 1999; Jayarao et al., 1999; Zadoks et al., 2001)   
 มาตรการตางๆ เพื่อควบคุมและปองกันการเกิดเตานมอักเสบในฟารม ไมวาจะเปนการใช
น้ํายาฆาเชื้อจุมเตานมภายหลังรีดนม การใชยาปฏิชีวนะ หรือการคัดทิ้งโคที่เปนเตานมอักเสบ
แบบเร้ือรัง แตก็พบวามาตรการเหลานี้มีประสิทธิภาพในการเปนวิธีการควบคุมปองกันเตานม
อักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่แพรจากเตานมสูเตานม เชน S. agalactiae  และ S. 
aureus ไดเทานั้นแตไมสามารถควบคุมและปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่มาจากส่ิงแวดลอม
ไดดี ไมวาจะเปนเชื้อกลุม Streptococcus spp. หรือเชื้อแบคทีเรียแกรมลบก็ตาม   ดังจะเห็นได
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จากอัตราการเกิดเตานมอักเสบในฟารมที่ใชมาตรการควบคุมเตานมอักเสบเหลานี้มีความชุกของ
การติดเชื้อจากเชื้อแบคทีเรียที่สามารถติดตอระหวางเตานมสูเตานมลดลงในขณะที่การติดเชื้อ
จากเชื้อที่อยูในส่ิงแวดลอมแลวติดตอเขาสูเตานมกลับมีสัดสวนเพิ่มข้ึน (Oliver and Mitchell, 
1984; Smith et al., 1985) นอกจากนี้เชื้อ  S. uberis ยังตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะที่
ใชในการรักษาเตานมอักเสบไดไมดีนักข้ึนกับลักษณะการใหยา ความถี่ของการใหยา และการใช
ยารวมกันมีตั้งแต 64-80 เปอรเซนต โดยพบวาหากฉีดยา penethamate เขากลามเนื้อมีอัตราการ
หายของเตานมอักเสบเทากับ 74 เปอรเซ็นต (Serieys et al, 2005) หรือยา penicillin-
dihydrostreptomycin มีอัตราการหายของเตานมอักเสบเทากับ 73 เปอรเซ็นต (Hillerton and 
Kliem, 2002) การรักษาดวยการสอดยาที่มีสวนผสมของ ampicillin และ cloxacillin  เขาเตานม
พบวามีอัตราการหายของเตานมอักเสบจากการติดเชื้อนี้เพียง 71 เปอรเซ็นต (Serieys et al, 
2005) จะเห็นไดวาการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาเตานมอักเสบจากเชื้อ S. uberis  ยังเปนวิธีการ
ที่ไดผลไมดีเทาที่ควร   ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากตัวเชื้อเองหรือพยาธิสภาพของเตานมอันเกิดจาก
การติดเชื้อซึ่งยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Pedersen et al., 2003) นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะที่ใชในการ
รักษาเตานมอักเสบ เชน penicillin ampicillin ceftiofur neomycin และ dihydrostreptomycin 
ยังมีฤทธิ์ในการกดการทํางานของนิวโทรฟลอีกดวย (Hoeben et al, 1997; 1998)     
 การพยายามพัฒนาวัคซีนเพื่อปองกันการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในปจจุบันนี้พบวา
วัคซีนยังไมสามารถปองกันการติดเชื้อไดดีนัก แมวาเม่ือทําวัคซีนแลวระดับของ IgG2 ในซีร่ัมจะ
เพิ่มสูงข้ึนก็ตาม แตกลับไมพบการเปล่ียนแปลงของระดับ IgG2 ในน้ํานม และ IgG2 ที่พบนั้นไมมี
ความสามารถรวมกับนิวโทรฟลในการทําลายเชื้อชนิดนี้ได เนื่องจากเชื้อ S. uberis ที่เปนสาเหตุ
ของเตานมอักเสบมีหลากหลายสายพันธุ และพบวาวัคซีนที่ศึกษาไมมีความสามารถในการ
ปองกันการติดเชื้อขามระหวางสายพันธุได (Finch et al., 1994; Leigh, 2000) ดังนั้นการจะ
ควบคุมการเกิดเตานมอักเสบที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ S. uberis ใหประสบผลสําเร็จจึงจําตองมี
ความเขาใจถึงพยาธิกําเนิดของการกอโรค ซึ่งปจจุบันนี้กลไกการกอโรคของเชื้อชนิดนี้ก็ยังไมเปนที่
ทราบแนชัด แตในการควบคุมเชื้อชนิดนี้จึงนาจะมีความเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของ
เตานม (Rambeaud et al., 2003) โดยอาศัยหลักการกระตุนภูมิคุมกัน (immunomodulation) 
เพื่อใหเกิดการเปล่ียนแปลงการตอบสนองของกลไกการปองกันตนเอง เพื่อทําใหระบบภูมิคุมกัน
สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อ S. uberis ออกจากเตานม โดยไม
กอใหเกิดการทําลายเนื้อเยื่อเตานม (Sordillo and Streicher, 2002) เพื่อเปนการลดความสูญเสีย
ผลผลิตน้ํานมอันเกิดจากจํานวนเซลลผลิตน้ํานมลดลง 
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ระบบภูมิคุมกันของเตานม 
 
ระบบภูมิคุมกันของเตานมทําหนาที่ในการปองกัน และตานทานการติดเชื้อ โดยเปนการ

ทํางานรวมกันทั้งสวนที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกัน และสวนที่ไมเกี่ยวของกับภูมิคุมกัน   กลไกการ
ปองกันตนเองของเตานมจะมีการทํางานรวมกันทั้งกลไกการปองกันทางทางดานกายวิภาคของ
เตานม (anatomic factor) เซลลตางๆ (cellular factor) และสารละลายของเซลล (soluble 
faactor)  ซึ่งกลไกเหลานี้จะมีผลตอการตานทานหรือความไวตอการติดเชื้อของเตานมโดยตรง 
(Oviedo-Boyso et al., 2007) 

ระบบภูมิคุมกันของเตานมแบงออกเปน 2 ลักษณะคือ ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 
(innate immunity) และระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific immunity) โดยที่ระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะเปนกลไกแรกที่จะตอบสนองในชวงแรกของการติดเชื้อ การตอบสนองจะเกิดข้ึน
เม่ือระบบภูมิคุมกันไดรับตัวกระตุน โดยที่ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะนี้จะไมมีการจดจํา
ตัวกระตุน ดังนั้นการตอบสนองที่เกิดข้ึนคร้ังตอไปจึงไมจําเปนตองเกิดจากการกระตุนดวย
ตัวกระตุนตัวเดิม ถาระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะนี้สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ เชื้อ
แบคทีเรียสวนมากก็จะถูกกําจัดออกไปจากเตานมไดภายในระยะเวลาอันส้ัน กลาวคือ หากเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผาน teat canal ซึ่งมี sphincter muscle และ keratin เปนดานแรกของกลไก
การปองกันตนเองแบบไมจําเพาะไดแลว ตอมาเตานมจะมีการตอบสนองเพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย
ออกไป โดยมีเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล และแมคโครฟาจคอยทําหนาที่เก็บกินเชื้อ และ
ทําลายเชื้อแบคทีเรีย แตถาระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะไมสามารถกําจัดเชื้อแบคทีเรียไดก็จะมี
การกระตุนใหระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะออกมาทํางานในข้ันตอไป (Sordillo and Streicher, 
2002)  

เม่ือเกิดการติดเชื้อเขาเตานม (intramammary infection; IMI) รางกายจะมีการสราง 
immune effector ออกมาอยางตอเนื่อง เพื่อสงเขามายังเตานมที่มีการติดเชื้อ (Burton and 
Erskine, 2003) immune effector ที่มีความสําคัญในการตอสูกับเชื้อแบคทีเรียในเตานม ไดแก 
นิวโทรฟล และ opsonizing immunoglobulin ซึ่งเปนชนิดอิมมูโนโกลบูลินจี (Harmon, 1994; 
Kehrli and Shuster, 1994) โดยปกติในโครีดนมจะมีจํานวนนิวโทรฟลเทากับ 2x1011 เซลลตอมล. 
ซึ่งจะอยูในกระแสเลือดเปนจํานวนคร่ึงหนึ่ง และสวนที่เหลืออยูที่ไขกระดูกและยึดเกาะอยูที่ผนัง
หลอดเลือด เม่ือมีการติดเชื้อเขาเตานมจะมีจํานวนนิวโทรฟลในน้ํานมเทากับ 4x106 เซลลตอมล. 
(Paape et al., 1963) โดยการเคล่ือนยายนิวโทรฟลที่อยูในกระแสเลือดไปยังเนื้อเยื่อเตานมเปน
ผลทําใหจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมสูงข้ึน (Oviedo-Boyso et al., 2007)  
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ภาพท่ี 2 นิวโทรฟลที่พบในเลือดของโค ภายใต light microscope (Paape et al., 2003) 

 
 
ภาพท่ี 3 นิวโทรฟลที่พบในเลือด (A) และในน้ํานม (B) ภายใต scanning electron microscope 
(Paape et al., 2003) 

  
 

นิวโทรฟลเปนเซลลเม็ดเลือดขาวที่มีความสําคัญในการตอตานเชื้อแบคทีเรียที่เขามายัง
เตานม มีการสรางที่ bone marrow จากนั้นจึงถูกสงเขากระแสเลือด และเดินทางผานผนังเสน
เลือดเขาสูเตานม เพื่อทําหนาที่ในการเก็บกินเชื้อแบคทีเรีย นิวโทรฟลเปนเซลลที่มีนิวเคลียสเปน
ลักษณะ segmented ภายใน cytoplasm มีลักษณะ clear และมี granule อยูมากมาย ดังแสดง
ในภาพที่ 2 ซึ่ง granule ที่พบในเซลลนิวโทรฟลแบงออกเปน 3 ชนิด คือ azulophilic granule 
ไดแก myeloperoxidase secondary granule ไดแก gelatinase และ lactoferrin และ third 
novel granule ไดแก bactenectins และ -defensin ซึ่งมีความสําคัญในการฆาเชื้อแบคทีเรีย 
เก็บสะสมไกลโคเจนเพื่อเปนพลังงาน ผิวเซลลของนิวโทรฟลมีลักษณะเปนแบบ convulated ที่
ชวยในการเก็บกินเชื้อ ซึ่งนิวโทรฟลที่พบในเลือดมีจํานวน 95 เปอรเซ็นตที่มีลักษณะเซลลเปน 
spherical และมี convulated cell membrane ที่สามารถเปล่ียนเปน protruding pseudopods 
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ได ในขณะที่นิวโทรฟลในน้ํานมมีจํานวนเพียง 37 เปอรเซ็นตที่ ลักษณะเปน pseudopod 
formation ได ดังแสดงในภาพที่ 3 นิวโทรฟลมี receptor บนผิวเซลลอยูมากมายที่ทําหนาที่
ตรวจจับ chemoattractant ในการเรียกใหนิวโทรฟลเคล่ือนที่มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ และมี 
receptor ที่ใชจับกับอิมมูโนโกลบูลิน และ complement เพื่อชวยในการเก็บกินและฆาเชื้อ
แบคทีเรีย (Paape et al., 2003) 

Guidry และคณะ (1983) ศึกษาการตอบสนองของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการไดรับ 
endotoxin ของเชื้อ E. coli โดยพบระดับ IgG1 และ IgG2 กอนการตอบสนองของนิวโทรฟลเปน
เวลา 6-12 ชั่วโมง โดยปริมาณ IgG1 และ IgG2 ในน้ํานมจะมีระดับสูงสุดภายใน 4 ชั่วโมงหลังการ
ไดรับเชื้อซึ่งการที่นิวโทรฟลมีการตอบสนองในเวลาที่ตางกันกับ opsonizing immunoglobulin นั้น
เปนผลอันเนื่องมาจาก opsonizing immunoglobulin ตองจับกับเชื้อแบคทีเรียกอนเพื่อใหนิวโทร
ฟลสามารถทําการเก็บกินเชื้อแบคทีเรียเหลานั้นไดอยางมีประสิทธิภาพ (Burton and Erskine, 
2003) โคที่มีจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมสูงจะนิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ
แบคทีเรียลดลง (Rivas et al., 2006) ดังเชนโคที่มีจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมต่ํากวา 200,000 
เซลลตอมล. มีความเส่ียงตอการเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการอันเกิดจากการติดเชื้อ E. coli 
หรือ S. uberis นอยกวาโคที่มีจํานวนเซลลโซมาติกสูง (Green et al., 2004) ทั้งนี้เปนผลจากโคมี
นิวโทรฟลที่สามารถตอบสนองตอการติดเชื้อเหลานี้ไดเร็ว และสามารถเก็บกินเชื้อไดอยางมี
ประสิทธิภาพจนสามารถหายจากเตานมอักเสบไดเองแมวาจะมีจํานวนนิวโทรฟลนอยก็ตาม แต
ในขณะที่โคที่มีนิวโทรฟลที่ไมมีการตอบสนองหรือมีการตอบสนองชาก็จะมีการชดเชยโดยการเพิ่ม
จํานวนนิวโทรฟลใหมากข้ึนเพื่อใหสามารถกําจัดเชื้อออกไปจากเตานม แตถายังไมสามารถกําจัด
เชื้อออกไปไดก็จะเกิดการพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบกึ่งเฉียบพลัน แบบเฉียบพลัน หรือแบบ
รุนแรง จนสามารถพัฒนาเปนแบบเร้ือรังไดตอไป ดังเชน เตานมอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อ E. 
coli (Hill, 1981; Heyneman et al., 1990)    

Hill และคณะ (1983) พบวานิวโทรฟลสามารถเก็บกินเชื้อ E. coli ไดมากข้ึนเม่ือมี IgG2 
เชนเดียวกับรายงานของ Rainard และคณะ (1988) ที่พบวา IgG2 ชวยใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อ S. 
agalactiae ไดดีข้ึน และรายงานของ Miller และคณะ (1988) พบวาการมี opsonizing 
immunoglobulin ที่จําเพาะตอเชื้อทําใหอัตราการเก็บกินเชื้อ S. aureus ของนิวโทรฟล 
(phagocytic rate) เพิ่มข้ึน จากการศึกษาดังกลาวชี้ใหเห็นวาการที่นิวโทรฟลจะทํางานอยางมี
ประสิทธิภาพไดนั้นตองประกอบดวยไปดวยปริมาณของนิวโทรฟล ชวงเวลาที่นิวโทรฟลเขามายัง
เตานม และที่สําคัญคือตองมีการทํางานรวมกันกับ opsonizing immunoglobulin โดยเฉพาะ 
IgG2                   
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ภาพท่ี 4 โครงสรางของอิมมูโนโกลบูลินจ ี(Gapper et al., 2007) 

 
  

อิมมูโนโกลบูลินเปนไกลโคโปรตีนประกอบดวย 2 สวนคือ heavy polypeptide (H) chain 
และ light polypeptide (L) chain อยางละ 2 chain โดยมีการเชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟดซึ่ง
แตละสายโพลีเปปไทดประกอบดวย Fc และ Fab region โดยมีสวนที่จําเพาะกับแอนติเจน 
(antigen binding site) อยูที่สวน Fab N-terminal region (Gapper et al., 2007) ดังภาพที่ 2
อิมมูโนโกลบูลินเปน soluble effector ของการตอบสนองตอการติดเชื้อของระบบภูมิคุมกัน โดย
สามารถพบอิมมูโนโกลบูลินในน้ํานมทั้งส้ิน 4 ชนิด ไดแก IgG1 IgG2 IgA และ IgM (Guidry and 
Miller, 1986) ซึ่งมีหนาที่การทํางานดังแสดงในตารางที่ 1 แตอิมมูโนโกลบูลินที่มีบทบาทสําคัญใน
การจับกับเชื้อเพื่อใหนิวโทรฟลเก็บกินไดคือ IgG2 และ IgM (Guidry et al., 1993) ซึ่งการที่นิวโทร
ฟลจะมีความสามารถเก็บกินเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพไดนั้นจําเปนตองอาศัยอิมมูโนโกลบูลินที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียโดยจับกับเชื้อแบคทีเรียผานทาง Fab receptor และสามารถจับกับ 
Fc receptor บนผิวของนิวโทรฟลได  

ระดับอิมมูโนโกลบูลินจะเพิ่มสูงสุดในชวงการสรางนมน้ําเหลือง และชวงที่เตานมมีการ
อักเสบ ในน้ํานมปกติและนมน้ําเหลืองจะพบ IgG1 เปนหลัก โดยมาจากกระแสเลือดผานเขามา
ทางเซลลสรางน้ํานม ในขณะที่ IgG2 จะเพิ่มข้ึนในกรณีเตานมเกิดการอักเสบ (Guidry and Miller, 
1986) โดยมาจากกระแสเลือดหรืออาจมีการสรางจาก plasma cell ที่อยูในบริเวณใกลเคียงแลว
จึงเคล่ือนยายไปยังเซลลสรางน้ํานม แมวา IgG2 ในน้ํานมจะมีปริมาณนอยกวาในกระแสเลือดถึง 
184 เทา (ตารางที่ 2) แตก็มีหนาที่ที่สําคัญในการเปนสาร opsonin ที่ใชจับกับเชื้อ (Guidry and 
Miller, 1986) โดยมี affinity ตอนิวโทรฟล และมีความสามารถในการกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดขาว
เก็บกินเชื้อไดมากกวา IgG1 (Opdebeeck, 1982) Guidry และคณะ (1980) พบวาปริมาณของ 
IgG1 และ IgG2 ที่ตอบสนองตอการฉีดเชื้อ S. aureus เขาเตานมมีอัตราสวนของปริมาณ IgG1 
และ IgG2 ในน้ํานมเทากับ 7.0 ในขณะที่อัตราสวนของปริมาณ IgG1 และ IgG2 ในซีร่ัมเทากับ 0.7 



 13 

แสดงถึงเตานมที่มีการอักเสบแมจะมีปริมาณ IgG2 ในน้ํานมสูงข้ึน แตปริมาณของ IgG2 ในน้ํานม
ก็ยังคงมีนอยกวาในกระแสเลือด  
 
ตารางท่ี 1 การทํางานของอิมมูโนโกลบูลินภายในเตานม (Sordillo and Streicher, 2002) 
 

ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน การทํางาน 

IgG1 - เปล่ียนแปลงเชื้อแบคทีเรียเพื่อใหเซลลเม็ดเลือดขาวการเก็บกินไดดีข้ึน 
IgG2 - เปล่ียนแปลงเชื้อแบคทีเรียเพื่อใหเซลลเม็ดเลือดขาวการเก็บกินไดดีข้ึน 
IgA - ตกตะกอนเพื่อปองกันเชื้อแบคทีเรียเกาะกลุม    และทําลายสารพิษ 
IgM - อยูในกระบวนการ complement fixation เคลือบเชื้อเม่ือมี 

complement เพื่อใหนิวโทรฟลมาเก็บกินเชื้อ     
- ตกตะกอนเชื้อ    และทําลายสารพิษ 

 
ตารางท่ี 2 ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่มีอยูในซีร่ัม น้ํานม และนมน้ําเหลืองของโคปกติ             

(Farrell et al., 2004 cited in Butler and Kehrli, 2004) 
 

ปริมาณ (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน 

ซีร่ัม นํ้านม นมนํ้าเหลือง 
IgG1 11.2 0.58 464 
IgG2 9.2 0.05 2.87 
IgA 0.37 0.1 5.36 
IgM 3.1 0.09 6.77 

 
 เม่ือเชื้อแบคทีเรียเขาเตานมจะมีการแบงตัวและผลิตสารที่สามารถเหนี่ยวนําแมคโครฟาจ 
และเซลลเยื่อบุผิวใหมีการหล่ัง chemoattractant ไดแก TNF- IL-1 IL-8 elcosanoids oxygen 
radical และ acute phase protein (APP) เพื่อเรียก circulating immune effector โดยเฉพาะนิว
โทรฟลใหเขามายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ (Paape et al., 2003) นิวโทรฟลที่อยูในกระแสเลือดจะ
เขาเกาะกับผนังเสนเลือด และเคล่ือนผานผนังเสนเลือดมายังบริเวณที่ติดเชื้อ จากนั้นนิวโทรฟลจะ
เขาจับสวน Fc region ของอิมมูโนโกลบูลินจีผานทาง Fc receptor ซึ่งเกิดข้ึนภายหลังจากที่อิมมู
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โนโกลบูลินจีไดจับกับเชื้อแบคทีเรียดวยสวน Fab region แลว จากนั้นนิวโทรฟลเขาเก็บกินเชื้อ 
และฆาเชื้อผานทางระบบ oxygen-dependent และ oxygen-independent ดังแสดงในภาพที่ 5 
หลังจากนั้นนิวโทรฟลจะเกิด apoptosis และมีแมคโครฟาจมาเก็บกินนิวโทรฟลตอไป โดยเซลล
เยื่อบุผิวที่ตายและหลุดลอกออกมากับเซลลเม็ดเลือดขาวที่ตายแลวจะถูกปลอยออกมากับน้ํานม 
จึงพบน้ํานมมีจํานวนเซลลโซมาติกสูงข้ึน (Burton and Erskine, 2003) 
 
ภาพท่ี 5  กลไกการทํางานของนิวโทรฟล และ IgG2 ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียเขาสูเตานม 

(Burton and Erskine, 2003)  

 
 

Newbould (1973) พบวาผลของการใหอิมมูโนโกลบูลินจีภายนอกตัวสัตว  ทําใหนิวโทร
ฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อที่มีเชื้อ S. aureus ไดมากข้ึน อยางไรก็ตาม Leigh และ Field 
(1994) พบวานิวโทรฟลมีความสามารถในการฆาเชื้อ S. uberis ที่ไมไดเล้ียงในอาหารที่มี casein 
hydrolysate โดยนิวโทรฟลจะฆาเชื้อไดดีเม่ือทํางานรวมกับ hyperimmune serum ที่มีอิมมูโน
โกลบูลินจีที่ไดจากการกระตุนแมโคดวยเชื้อ S. uberis แตทั้งนี้เชื้อ S. uberis ที่เล้ียงในอาหารที่มี 
casein hydrolysate กลับมีความตานทานตอการถูกนิวโทรฟลเก็บกิน ในขณะที่ Grant และ 
Finch (1996) พบวาผลการศึกษาภายนอกรางกายโดยกระตุนแมคโครฟาจดวย IgG1 และ IgG2 
สามารถทําใหแมคโครฟาจเก็บกินเชื้อ S. uberis ที่ตานทานตอการถูกนิวโทรฟลเก็บกินไดดีข้ึน แต
แมคโครฟาจจะไมสามารถเก็บกินเชื้อไดเลยถาปราศจาก IgG1 และ IgG2   แตการศึกษาของ 
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Denis และคณะ (2006) กลับพบวาแมคโครฟาจมีความสามารถในการเก็บกินและฆาเชื้อ S. 
uberis ไดต่ํา เนื่องจากเชื้อที่นํามาศึกษาเปนเชื้อที่ตางสายพันธุกันกับเชื้อในการศึกษาของ Grant 
และ Finch (1996) นอกจากนี้เชื้อ S. uberis ยังสามารถกระตุนใหแมคโครฟาจเกิดขบวนการ 
Apoptosis ไดจึงทําใหแมคโครฟาจมีประสิทธิภาพการทํางานต่ํา จากการศึกษาขางตนทําใหยังไม
สามารถสรุปไดวานิวโทรฟลหรือแมคโครฟาจที่เปน immune effector ที่สําคัญตอการเก็บกินและ
ฆาเชื้อ S. uberis ที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบได  แตอาจสรุปไดวาสายพันธุของเชื้อ S. uberis 
มีผลตอการเก็บกินและฆาเชื้อของนิวโทรฟลและแมคโครฟาจไดแตกตางกัน   แตอยางไรก็ดีพบวา
อิมมูโนโกลบูลินจีเปนปจจัยสําคัญที่ชวยใหทั้งนิวโทรฟลและแมคโครฟาจสามารถทําหนาที่เก็บกิน
และฆาเชื้อ S. uberis ไดมากข้ึน 

โคที่เปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังจากการติดเชื้อ S. uberis มักตรวจพบวามีจํานวนเซลล        
โซมาติกในน้ํานมสูง ซึ่งเซลลสวนใหญที่พบคือ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล (De Hass et al., 
2004; Oviedo-Boyso et al., 2007) โดยพบจํานวนนิวโทรฟลมากกวา 90 เปอรเซนตของจํานวน
เซลลทั้งหมด   แตจํานวนนิวโทรฟลที่สูงนั้นกลับไมสามารถกําจัดเชื้อออกไปได   และแมแตการ
รักษาดวยยาปฏิชีวนะเองก็ยังไมมีประสิทธิภาพเทาที่ควรอันเนื่องมาจากการดื้อยาของเชื้อ S. 
uberis หรือพยาธิสภาพของเตานมอันเกิดจากการติดเชื้อ S. uberis (Pedersen et al., 2003)   
จากปจจัยตางๆทั้งขอจํากัดที่ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกินเชื้อและฆาเชื้อ และ
จํานวนของนิวโทรฟลในน้ํานมที่มีนอยกวาในกระแสเลือด  (Guidry et al., 1993; Prin-Mathieu et 
al., 2002) รวมกับการมีปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมมีระดับต่ํา (Newbould, 1967)   
ตลอดจนความแตกตางระหวางตัวโคและระหวางเตานม   และความหลากหลายของสายพันธุของ
เชื้อ S. uberis (Leigh et al., 1990) มีผลตอการหายจากเตานมอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อ S. 
uberis   แนวคิดการใหนมน้ําเหลืองเขาเตานมในการรักษาเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. 
uberis ก็อาจสามารถทําได แตการไมทราบความจําเพาะที่แนนอนของอิมมูโนโกลบูลินจีในนม
น้ําเหลืองตอเชื้อ S. uberis สงผลตอประสิทธิภาพของนิวโทรฟลในการกําจัดเชื้อ ในขณะที่ 
hyperimmune serum ที่ไดจากการกระตุนภูมิดวยเชื้อ S. uberis จะมีอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะ
ตอเชื้อ S. uberis ดังนั้นในการรักษาเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis ดวย hyperimmune 
serum จึงนาจะมีประสิทธิภาพมากกวานมน้ําเหลือง ปจจุบันยังเปนที่ถกเถียงอยูวานิวโทรฟลเปน 
immune effector หลักในการกําจัดเชื้อ S. uberis หรือไม (Thomas et al., 1994; Pedersen et 
al., 2003; Rambeaud et al, 2003)   ดังนั้นการศึกษาวานิวโทรฟลมีบทบาทในการเก็บกินและฆา
เชื้อ S. uberis ภายนอกรางกายไดอยางไรนั้นก็จะเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับกําหนดแนวทางใน
การควบคุมเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis โดยการใหอิมมูโนโกลบูลินจีที่มีความจําเพาะ
ตอเชื้อ S. uberis เขาเตานม เพื่อใหมีปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจีมากพอในการกระตุนนิวโทร
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ฟลใหเกิดการเก็บกินเชื้อ S. uberis ไดมากข้ึน เพื่อกําจัดเชื้อใหหมดไปจากเตานมได ซึ่งอาจ
พัฒนาเปนแนวทางในการรักษาเตานมอักเสบแบบเร้ือรังได   โดยไมตองทําการคัดทิ้งโคที่มีคุณคา
ทางเศรษฐกิจของฟารม   ทั้งยังไมมียาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานม   และลดตนทุนจากการรักษาเตา
นมอักเสบได 
 การศึกษานี้ดูผลของอิมมูโนโกลบูลินจีจากโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่
ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติตอการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกาย เพื่อนําผลไป
ประยุกตใชในการรักษาเตานมอักเสบโดยใหอิมมูโนโกลบูลินจีเขาเตานม 
  



บทท่ี 3 
วิธีการศึกษา 

 
 การศึกษาผลของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อ 
Streptococcus uberis ที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบในหองปฏิบัติการมีวิธีการศึกษาดังนี้  
 
การศึกษาท่ี 1 การติดเช้ือ Streptococcus uberis เขาเตานมในแมโครีดนม 
 

เปนการศึกษาแบบ observational study โดยเขาไปเก็บตัวอยางน้ํานมในแมโครีดนม
จํานวน 2 คร้ัง มีระยะเวลาหางกัน 7 วัน ในฟารมโคนมที่มีการศึกษากอนหนานี้วามีความชุกและ
อุบัติการณการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม (ศริญญา ฤกษอยูสุข, 2008) โดยมีระยะเวลาในการ
เขาไปศึกษาระหวางเดือนพฤษภาคม 2551 ถึงเดือนกันยายน 2551 เพื่อคัดเลือกแมโครีดนมที่มี
คุณสมบัติดังนี้  

1. แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม (S. uberis IMI cows) เปน case ซึ่งเปน
แมโคที่ไดรับการตรวจยืนยันการติดเชื้อเขาเตานมอยางนอย 1 เตา ดวยชุดตรวจชีวเคมี
จําแนกชนิดเชื้อ API 20 STREP® วาเปนเชื้อ S. uberis ที่มีคุณสมบัติทางชีวเคมี
เหมือนกัน และตองมีเตานมอยางนอย 1 เตาที่ตรวจไมพบเชื้อใดๆ เขาเตานมติดตอกัน 2 
คร้ัง เปนระยะเวลาหางกัน 7 วัน เม่ือคัดเลือก case ไดแลวจะทําการคัดเลือกแมโคที่เปน 
control ในฟารมเดียวกันตามวิธีการที่จะกลาวตอไป 
2. แมโคที่มีเตานมปกติ (healthy cows) เปน control ซึ่งเปนแมโคที่มีผลการตรวจไม
พบเชื้อใดๆ เขาเตานมทั้ง 4 เตา 
 

การเก็บตัวอยางนํ้านมและเลือด 
การเก็บตัวอยางนํ้านม 

 ข้ันตอนเก็บตัวอยางน้ํานมในฟารม มีดังนี้ 
1. แมโครีดนมทุกตัวในฟารมทําการเตรียมเตานมกอนทําการรีดน้ํานม โดยการลาง

ทําความสะอาดบริเวณเตานมใหสะอาดดวยน้ําเปลา และเช็ดเตานมใหแหง 
2. รีดน้ํานมใสถาดตรวจ ซ.ีเอ็ม.ที. เพื่อตรวจหาสภาวะเตานมอักเสบในฟารม แมโค

ที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการจะสังเกตพบลักษณะเตานมมีลักษณะบวม 
แดง รอน และน้ํานมที่รีดออกมาไดมีลักษณะที่ผิดปกติ เชน เปนกอนหนอง มี
เลือดปน สวนแมโคที่เปนเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ ตรวจไมพบความ
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ผิดปกติใด ๆ ที่บริเวณเตานมและน้ํานมที่รีดออกมาได แตเม่ือทําการตรวจ
ตัวอยางน้ํานมดวยน้ํายา ซี.เอ็ม.ที. จะใหผลบวก ภายหลังจากการตรวจทําการ
จดบันทึกผลการตรวจทุกเตาในแมโครีดนมทุกตัว    

3. ทําการรีดน้ํานมแมโคตามปกติ  
4. ภายหลังจากการรีดน้ํานมแมโค ในกรณีที่พบวาเปนเตานมอักเสบแบบแสดง

อาการหรือแมโคที่ใหผลบวกกับการทดสอบ ซี.เอ็ม.ที. จะทําการเก็บตัวอยาง
น้ํานมรายเตานมทั้ง 4 เตานมทันที ภายหลังจากการรีดน้ํานมเสร็จ โดยเก็บ
ตัวอยางเตาละ 15 มล. ดวยวิธีปลอดเชื้อ เพื่อนําตัวอยางน้ํานมไปตรวจวินิจฉัย
เพาะแยกเชื้อที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบและจํานวนเซลลโซมาติก
(รายละเอียดการเก็บตัวอยางน้ํานมแสดงในภาคผนวก ก) 

5. ในการเขาไปเก็บตัวอยางน้ํานมคร้ังแรกในฟารมใหทําการรีดน้ํานมแมโค
ตามปกติตามข้ันตอนที่ 3  และสําหรับการเก็บตัวอยางน้ํานมคร้ังที่สองเปนการ
เก็บตัวอยางน้ํานมเพื่อนําไปตรวจสอบในการศึกษาที่ 3 ตอไป โดยภายหลังจาก
การตรวจ ซี. เอ็ม. ที. ใหทําการเก็บตัวอยางน้ํานมในแมโคที่ไดทําการคัดเลือก
แลวกอนทําการรีดน้ํานม ตัวอยางเตาละ 30 มล. ดวยวิธีเดียวกับข้ันตอนที่ 4 

6. ตัวอยางน้ํานมเก็บใสในกลองโฟมที่บรรจุน้ําแข็ง และสงเขาหองปฏิบัติการทันที 
เพื่อทําการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
 

การเก็บตัวอยางเลือด 
 ทําการเก็บตัวอยางเลือดในแมโคที่คัดเลือกไวแลวในการเขาฟารมคร้ังที่สอง โดยเก็บ
ตัวอยางเลือดในแมโคที่เสนเลือดดําที่หาง (coccygeal vein) ดวยวิธีปลอดเชื้อ ตัวละ 10 มล. ดวย
หลอดเก็บเลือด Monovett®  
 
การตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 

ตัวอยางน้ํานมและเลือดที่ไดจากฟารมทั้งหมดนํามาตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
ดังนี ้

1. การเพาะแยกและตรวจระบุเช้ือจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุเตานมอักเสบในนํ้านม
รายเตานม (quarter milk sample)  
การเพาะแยก และตรวจระบุชนิดเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบ ตามการ

แนะนําของ National Mastitis council รายงานผลเปนชนิดเชื้อจุลินทรีย และระดับความมี
นัยสําคัญของการเปนสาเหตุของเตานมอักเสบ (NMC, 1999) (รายละเอียดการเพาะเชื้อหาสาเหตุ
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ของเตานมอักเสบ แสดงในภาคผนวก ก) โดยแนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่
แยกไดจากตัวอยางน้ํานมของแมโคที่เปนเตานมอักเสบ แสดงในตารางที่  3 การศึกษาคร้ังนี้
พิจารณาเฉพาะเชื้อจุลินทรียชนิด S. uberis ที่ไดจากการเพาะแยกและตรวจระบุวินิจฉัยวาเปน
สาเหตุของการติดเชื้อเขาสูเตานมที่มีนัยสําคัญระดับ 3 และ 4  
 
ตารางท่ี 3 แนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานมของแม

โคที่เปนเตานมอักเสบ  
 

จํานวนโคโลนี
ทั้งหมด 

1 2-10 มากกวา 10 

ชนิดเช้ือ ชนิด
เดียว 

ชนิด
เดียว 

มากกวา 
สองชนิด 

หลาย
ชนิด 

ชนิด
เดียว 

มากกวา 
สองชนิด 

หลาย
ชนิด 

S. agalactiae 4* 4 4 4 4 4 4 
Group G 

streptococci 
4 4 4 4 4 4 4 

Streptococcal 
species 

2 3 2 2 4 3 1 

S. aureus 3 4 4 4 4 4 4 
Staphylococcal 

species 
1 2 2 2 4 2 1 

E. coli 
Klebsiella 

Enterobacter 
Serratia 

 
2 

 
3 

 
2 

 
2 

 
4 

 
2 

 
1 

Pasteurella 4 4 4 4 4 4 4 
Pseudomonas 2 3 2 2 4 4 2 
Yeast, Mold & other 
Fungi 

2 3 1 1 4 2 1 

Nocardia 2 3 2 2 4 3 3 
Prototheca 2 3 3 2 4 3 3 
C. bovis 1 2 2 2 4 3 3 
C. pyogenes 2 3 3 3 4 3 3 
C. ulcerans 2 4 3 2 4 4 3 
Proteus 2 3 1 1 4 2 1 
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* ระดับ 1 – ไมมีนัยสําคัญ   2 – ตองสงสัย   
 3 – มีนัยสําคัญ   4 – มีนัยสําคัญอยางสูง 

เชื้อแบคทีเรียรูปรางกลม ติดสีแกรมบวก จากการทดสอบทางชีวเคมีใหผลลบกับการ
ทดสอบ catalase ใหผลบวกหรือลบกับการทดสอบ CAMP และใหผลบวกกับการทดสอบ esculin 
hydrolysis  ที่มีนัยสําคัญระดับ 3 และ 4 จะทําการยืนยันผลการวินิจฉัยดวยชุดตรวจชีวเคมี
จําแนกชนิดเชื้อ API 20 STREP® (bioMérieux, France) รายงานผลเปนชนิดเชื้อแบคทีเรีย เพื่อ
นําไปประเมินสถานภาพการติดเชื้อ S. uberis ในฟารม และนําไปสูการตัดสินใจคัดเลือกแมโคที่มี
การติดเชื้อ S. uberis ตอไป 

 
2. การตรวจวัดจํานวนเซลลโซมาติกในนํ้านมรายเตานม (quarter milk sample)  

การตรวจนับจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมจากเตานมที่ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม 
และเตานมที่ไมติดเชื้อใด ๆ ในแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และน้ํานมจากเตานม
ของแมโคที่ไมมีการติดเชื้อเขาเตานมหรือแมโคที่มีเตานมปกติ โดยใชเคร่ืองนับอนุภาค Coulter 
Counter ZM® (Hinz et al., 1992) รายงานผลเปนเซลลตอมล. (รายละเอียดการตรวจนับจํานวน
เซลลโซมาติกแสดงในภาคผนวก ก) 
 

3. การเตรียมตัวอยางนํ้านมและตัวอยางซีร่ัมสําหรับการวิเคราะห 
การเตรียมตัวอยางน้ํานม และตัวอยางซีร่ัมประยุกตตามวิธีของ Grant และ Finch 

(1996) และ Guidry และคณะ (1980) ดังนี้ ตัวอยางน้ํานมที่เก็บไดนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
1000g เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยกเอาไขมันออกจากน้ํานม น้ํานมที่ผานกระบวนการนี้จะเปน
น้ํานมที่แยกไขมัน จากนั้นนําไปตกตะกอนเคซีนที่มีอยูในน้ํานมดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCL) 
เพื่อให pH ของน้ํานมมีคาเทากับ 4.6 แลวจึงนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 46,000g เปนเวลา 30 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นปรับ pH ของน้ํานมใหมีคาเทากับ 7.0 ดวยโซเดียม     
ไฮดรอกไซด (NaOH) จากนั้นนําตัวอยางน้ํานมมาใหความรอนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที เพื่อทําลาย complement ที่อยูในน้ํานม 

ตัวอยางเลือดที่ไดนั้นใหนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1000g เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยก
ซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด จากนั้นนําตัวอยางซีร่ัมมาใหความรอนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที เพื่อทําลาย complement ที่อยูในซีร่ัม  
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เก็บตัวอยางน้ํานม และตัวอยางซีร่ัมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํา
ตัวอยางดังกลาวไปตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ดวยวิธี ELISA 
และตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลในข้ันตอนตอไป 
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การศึกษาท่ี 2 การผลิต Hyperimmune serum ท่ีจําเพาะตอเช้ือ Streptococcus uberis ใน
ลูกโค 

 
การศึกษาแบบทดลอง (experimental study) โดยการฉีดเชื้อ S. uberis ที่เพาะแยกได

จากแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่มีปฏิกิริยาทางชีวเคมีตางกัน 2 รูปแบบ เพื่อเปน
ตัวแทนสายพันธุของเชื้อที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis; CM 
isolate) และเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ (subclinical mastitis; SCM isolate) เพื่อกระตุน
ใหลูกโคมีการสรางอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis  
 
การเตรียมวัคซีน 
 ทําการเพาะเล้ียงเชื้อ S. uberis ชนิด CM isolate และ SCM isolate ใหมีปริมาณเชื้อ 
1010 cfu ตอมล. และฆาเชื้อดวยสารฟอรมัลดีไฮดความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
 ในการเตรียมวัคซีนเชื้อตายที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกนั 1 โดส โดยประยุกตตามวิธีของ 
Leigh และ Field (1994) และ Finch และคณะ (1994) ประกอบดวยเชื้อ S. uberis ปริมาตร 1 
มล. ในสารละลายที่ประกอบดวย Freund’s incomplete adjuvant ปริมาตร 1 มล. และ 
Tween20 ปริมาตร 2 มล. (รายละเอียดการเตรียมวัคซีนแสดงในภาคผนวก ข) 
 
การเตรียมสัตวทดลอง 
 ลูกโคเพศผูพันธขาวดํา อายุ 1-3 เดือน ที่มีสุขภาพดี จํานวน 9 ตัว ทําการแบงออกเปน 3 
กลุม ดังนี้  
 กลุมที่ 1 ไดรับเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
 กลุมที่ 2 ไดรับเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate 
 กลุมที่ 3 ไดรับน้ําเกลือ เปนกลุมควบคุม  
 ทั้งนี้ลูกโคที่นํามาใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดผานกระบวนการจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง 
เลขที่ 0931002 จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
การกระตุนภูมิคุมกันตอเช้ือ S. uberis การตรวจรางกาย และการเก็บตัวอยางเลือด 
 ทําการกระตุนภูมิคุมกันแกลูกโคทั้ง 3 กลุม โดยฉีดเชื้อหรือน้ําเกลือเขาใตผิวหนัง 
(subcutaneous route) ดวยวิธีปลอดเชื้อที่บริเวณหลังกระดูก scapula จํานวน 4 คร้ัง ฉีดสลับ
ขางกัน โดยทําการฉีดในวันที่ 0  7  14 และ 21 และเก็บตัวอยางเลือดลูกโคทั้ง 3 กลุมที่เสนเลือด
ดําที่คอ (jugular vein) ดวยวิธีปลอดเชื้อ ตัวละ 20 มล. ลงในหลอดเก็บเลือด Monovette® โดย
เก็บตัวอยางเลือดกอนกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรก (วันที่ 0) วันที่ 1 14 28 และ 35 ของการกระตุน
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ภูมิคุมกัน ตัวอยางเลือดที่ไดมีวิธีการเตรียมเปนตัวอยางซีร่ัมเชนเดียวกับการเตรียมตัวอยางซีร่ัมใน
การศึกษาที่ 1 จากนั้นนําตัวอยางซีร่ัมไปตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. 
uberis ดวยวิธี ELISA ตอไป ทั้งนี้ตองทําการตรวจรางกายลูกโคทุกคร้ังกอนทําการกระตุน
ภูมิคุมกัน โดยตรวจวัดอุณหภูมิทางทวารหนัก อัตราการหายใจ อัตราการเตนของหัวใจ และการ
อักเสบในตําแหนงที่ฉีดเชื้อ และสังเกตอาการแพทุกคร้ังภายหลังจากการฉีดกระตุนภูมิคุมกัน   
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การศึกษาท่ี 3 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีท่ีจําเพาะตอเช้ือ Streptococcus uberis 
ดวยวิธี ELISA 

 
การเตรียมแอนติเจนเคลือบผิวเพลท (coated antigen) 

คัดเลือกเชื้อ S. uberis ที่ไดจากแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม โดยเปนสาย
พันธุเดียวกับที่เลือกเชื้อ S. uberis มาใชในการเตรียมวัคซีน คือ สายพันธุ CM isolate และสาย
พันธุ SCM isolate จากนั้นนํามาเพาะเล้ียงและเพิ่มจํานวนใหมีความเขนขนที่ 106 cfu ตอมล. 
(รายละเอียดการเตรียมเชื้อ S. uberis แสดงในภาคผนวก ค) 

 
การเคลือบผิวเพลท (Coating) 

นําเพลท ชนิด 96 หลุม กนแบน (96 well flat bottom microtiter plate) มาเตรียมผิว
เพลทดวยสารกลูตารอัลดีไฮด (glutaldehyde) ที่มีความเขมขน 0.025 เปอรเซ็นต แลวจึงเคลือบ
ผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis ที่ความเขมขน 105 cfu ตอหลุมตามวิธีของ Finch และคณะ (1994) 
(รายละเอียดการเคลือบผิวเพลทแสดงในภาคผนวก ค) 

 
การทดสอบหาระดับเจือจางท่ีเหมาะสมของตัวอยางซีร่ัม นํ้านม และ conjugate 

เจือจางตัวอยางซีร่ัมในอัตราสวน 1:1 1:2 1:4 และ 1:8 และตัวอยางน้ํานมในอัตราสวน 
1:4 และ 1:8 และเจือจาง peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ในอัตราสวน 1:1000 
1:2000 และ 1:4000 ไป โดยมีตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางซีร่ัมเปน fetal bovine serum  และ
ตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางน้ํานมเปนน้ํานม UHT ที่แยกไขมันและเคซีนแลว อิมมูโนโกลบูลิน
จีที่จําเพาะตอ S. uberis  ที่มีในตัวอยางก็จะจับกับเชื้อ S. uberis ที่เคลือบอยูบนหลุม   จากนั้นจึง
ใส peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG และเติมสาร O-phenylenediamine (OPD) 
ซึ่งเปนสารตั้งตน (substrate) ลงไป  และหยุดปฏิกิริยาดวย H2SO4 เม่ือถึงข้ันตอนนี้ anti-bovine 
IgG จะเขาจับกับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis และเอนไซม peroxidase ทําการ
เปล่ียนแปลงสารตั้งตนใหเปนสารที่สามารถอานคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืน 492 นาโน
เมตรได  

หาระดับความเขนขนที่เหมาะสมของตัวอยางซีร่ัม และตัวอยางน้ํานม และ peroxidase 
conjugate ที่ใหผลบวกที่ชัดเจน โดยกําหนดใหมีคาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี 
เปน 1.5 เทา เพื่อนําไปใชในการตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในตัวอยางซีร่ัม และน้ํานมตอไป 
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การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีท่ีจําเพาะตอเช้ือ S. uberis  
 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ประยุกตตามวิธีของ 
Finch และคณะ (1994) Hill และคณะ (1994) และ Leigh และ Field (1994) ดังนี้ นําตัวอยาง
ซีร่ัมจากลูกโคที่เจือจางในอัตราสวน 1:4 และตัวอยางซีร่ัมจากแมโคที่เจือจางในอัตราสวน 1:8 
และตัวอยางน้ํานมที่เจือจางในอัตราสวน 1:8 มาตรวจสอบ โดยทํา 2 คร้ัง (duplicate) และนํา 
peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ที่เจือจางในอัตราสวน 1:2000 มาใชในการ
จับอิมมูโนโกลบูลินจทีี่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis  และทําปฏิกิริยากับสาร OPD และหยุดปฏิกิริยา
ดวย H2SO4 อานคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรดวยเคร่ือง Anthos ELISA 
reader 2010 (Anthos, Austria)  
 ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis (titers) ที่ตรวจดวยวิธี ELISA มีวิธีการ
คํานวณดังนี้  

Titers  =  X ODsample – ODnegative control – ODblank 
 

  Titers     คือ ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis 
  X ODsample      คือ คาเฉล่ียของคา OD ที่ตรวจวัดได 2 คร้ัง (duplicate) 
  ODnegative control คือ คาดูดกลืนแสงของตัวอยางน้ํานม UHT หรือ fetal bovine serum 
  ODblank คือ คาดูดกลืนแสงของการตรวจสวนควบคุมการทดลอง 

 
คํานวณการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี โดยคิดเปนจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน 

(fold increase) ดังนี้  
Fold increase   =         Titers 

                                                    OD negative control 
 
ตัวอยางซีร่ัมและตัวอยางน้ํานมที่ใหคาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี 

มากกวาหรือเทากับ 1.5 เทา ถือวาตัวอยางนั้นใหผลบวก (รายละเอียดการตรวจสอบระดับอิมมูโน
โกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis แสดงในภาคผนวก ค) 
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การศึกษาท่ี 4 การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในการตอตานเช้ือ 
Streptococcus uberis 

 
 การศึกษาความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM 
isolate และ SCM isolate ภายนอกรางกาย (in vitro) ภายใตสภาวะทีมี่ซีร่ัม และน้ํานมของแมโค
ที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติ และซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการ
กระตุนภูมิกันตอเชื้อ S. uberis (hyperimmune serum) 
 
การเตรียมเช้ือ S. uberis ท่ีใชในการตรวจสอบ   
 วิธีการเตรียมเชื้อ S. uberis ที่ยังมีชีวิตที่ใชในตรวจสอบการเก็บกิน และฆาเชื้อของนิวโทร
ฟล มีวิธีการเชนเดียวกับการเตรียมเชื้อสําหรับเคลือบผิวเพลท เชื้อ S. uberis   ที่ไดมีความเขมขน
เทากับ 106 cfu ตอมล. (รายละเอียดการเตรียมเชื้อ S. uberis แสดงในภาคผนวก ข) 
 
การแยกนิวโทรฟล 
 เก็บตัวอยางเลือดในโคสาวพันธุขาวดําที่มีสุขภาพดีที่เสนเลือดดําที่คอ (jugular vein) 
ปริมาตร 50 มล. ลงในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร EDTA เปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือด จากนั้น
นํามาตรวจแยกนิวโทรฟลตามวิธีของ Leigh และ Field (1994) ตรวจสอบจํานวนนิวโทรฟลที่มี
ชีวิต (viability) ดวยการยอมสี trypan blue และเตรียมสารละลายที่มีนิวโทรฟลที่มีชีวิตมากกวา 
90 เปอรเซ็นต ในระดับความเขนขนเทากับ 107 เซลลตอมล. (รายละเอียดการแยกนิวโทรฟลแสดง
ในภาคผนวก ง) 
 
การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟล 
 ศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อ S. uberis   ดังนี้  
 

1. การเก็บกินเช้ือ S. uberis  (Phagocytosis) 
ศึกษาการเก็บกินเชื้อ S. uberis ที่ยอมดวยสารเรืองแสง fluorescein isothiocyanate 

(FITC) ของนิวโทรฟล แลวตรวจวัดดวยวิธี flow cytometry   โดยเตรียมสารละลายที่มีเชื้อ S. 
uberis ระดับความเขมขนเทากับ 106 cfu ตอมล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   จากนั้นผสมสารละลาย
เชื้อ S. uberis กับตัวอยางน้ํานมหรือตัวอยางซีร่ัมที่เตรียมไดจากการศึกษาที่ 1 และ 2 ปริมาตร 
150 ไมโครลิตร เขาดวยกัน ทิ้งไวเปนเวลานาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส   จากนั้น
เติมสารละลายที่มีนิวโทรฟลระดับความเขมขนเทากับ 107 เซลลตอมล.ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ลงไป ทิ้งไวเปนเวลานาน 30 นาที ที่อุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส    โดยมีน้ํานม UHT เปน



 27 

ตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางน้ํานม และ fetal bovine serum เปนตัวอยางควบคุมสําหรับ
ตัวอยางซี ร่ัม จากนั้นตรวจวัดตัวอยางดวยเคร่ือง FACSCalibur® flow cytometer (Becton 
Dickinson, USA) และวิเคราะหผลการตรวจวัดดวยโปรแกรม CellQuestPro® (Becton 
Dickinson, USA) ผลการตรวจวัดการเก็บกินเชื้อ S. uberis แสดงเปนคามัธยฐานของความเขม
ฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของนิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ (median fluorescence intensity; 
MFI)   

 
2. การฆาเช้ือ S. uberis  (Killing)  

ศึกษาการฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟล โดยการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่รอด
ชีวิต (bacteria count) บนอาหารเล้ียงเชื้อตามวิธีของ Leigh และ Field (1994) ดังนี้   ผสม
สารละลายที่มีเชื้อ S. uberis ระดับความเขมขนเทากับ 106 cfu ตอมล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   
จากนั้นผสมสารละลายเชื้อ   S. uberis กับตัวอยางน้ํานมหรือตัวอยางซีร่ัมที่เตรียมไดจาก
การศึกษาที่ 1 และ 2 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เขาดวยกนั ทิ้งไวเปนเวลานาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 
23 องศาเซลเซียส     จากนั้นเติมสารละลายที่มีนิวโทรฟลระดับความเขมขนเทากับ 107 เซลล
ตอมล. ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงไป ทิ้งไวเปนเวลานาน 90 นาที ที่อุณหภูมิเทากับ 37 องศา
เซลเซียส โดยมีน้ํานม UHT เปนตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางน้ํานม และ fetal bovine serum 
เปนตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางซีร่ัม จากนั้นตรวจนับเชื้อ S. uberis บนอาหารเล้ียงเชื้อ blood 
agar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ เพื่อนําไปคํานวณเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป (% killing) 
ดังนี้  

% killing  =    [จํานวนเชื้อตั้งตน – จํานวนเชื้อที่รอดชีวิต]   X  100 
                                    จํานวนเชื้อตั้งตน 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 
การศึกษาท่ี 1  
 ขอมูลลําดับทอง วันที่ใหนม แสดงผลเปนคามัธยฐาน (median) และขอมูลจํานวนเซลลโซ
มาติกแสดงผลเปนคาเฉล่ีย log10 ของจํานวนเซลลโซมาติกที่วัดได วิเคราะหความแตกตางของ
คาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติกดวยวิธี Analysis of variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม 
Statistix® version 8.0 กําหนดระดับนัยสําคัญที่ p<0.05 
 
การศึกษาท่ี 3  
 วิเคราะหความแตกตางระหวางคาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานม
และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติ และซีร่ัมของกลุม
ลูกโคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม 
Statistix® version 8.0 กําหนดระดับนัยสําคัญที่ p<0.05 

  
การศึกษาท่ี 4  
  วิเคราะหความแตกตางของคามัธยฐานของความเขมฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของ
นิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ และคาเฉล่ียของเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป 
(% killing) ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติ และซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยวิธี 
Analysis of Variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม Statistix® version 8.0 กําหนดระดับนัยสําคัญ
ที่ p<0.05 
 
 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

 
การศึกษาท่ี 1 การติดเช้ือ Streptococcus uberis เขาเตานมในแมโครีดนม 

การศึกษาการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในแมโคในฟารมโคนมรายยอยทั้งหมด 7 
ฟารมที่มีประวัติการติดเชื้อ S. uberis ในฟารมพบแมโคที่มีเตานมที่ติดเชื้อ S. uberis และมีเตาที่
ไมมีการติดเชื้อใดๆ อยางนอย 1 เตา จํานวน 7 ตัว โดยมีเตาที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม
ทั้งหมด 8 เตา และมีเตาที่ไมมีการติดเชื้อทั้งหมด 7 เตา และแมโคที่ไมมีการติดเชื้อใดๆเขาเตานม
ทั้ง 4 เตา หรือแมโคที่มีเตานมปกติ จํานวน 6 ตัว  

แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติมีคามัธยฐานของ
ลําดับทอง (lactation number) เทากับ 3 และ 2 ตามลําดับ และคามัธยฐานของวันที่ใหนม (day 
in milk) เทากับ 269 และ 213 ตามลําดับ และมีคาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติก (somatic 
cell count; SCC) ในน้ํานมรายเตานมดังแสดงในตารางที่ 4 

 
ตารางท่ี 4 คาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติกของแมโคในการศึกษานี้  
 

กลุมแมโค เตานม คา log ของ SCC 
1. S. uberis IMI 
         (N=7) 

ก. S. uberis IMI 
          (n=8) 

6.52±0.798a 

 
 
 

ข. ไมมีการติดเชื้อใดๆ 
          (n=7) 

5.59±0.519b 

2. เตานมปกต ิ
         (N=6) 

ไมมีการติดเชื้อใดๆ 
(n=6) 

5.98±0.702 

a b อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
N = จํานวนโค (cows) 
N = จํานวนเตานม (quarters) 
 

จากตารางที่ 4 พบความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางคาเฉล่ียของคา log ของ
จํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมจากเตานมที่มีการติดเชื้อเขาเตานมกับน้ํานมจากเตานมที่ไมมีการ
ติดเชื้อในแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม 
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ตารางท่ี 5 สายพันธุเชื้อ S. uberis ที่ติดเชื้อเขาเตานม 
 

API-profile* แยกไดจากเตานมอักเสบ จํานวน isolate 

7443710 
 

แบบแสดงอาการ 
แบบไมแสดงอาการ 

1 
4 
 

7543710 
7543713 

แบบไมแสดงอาการ 
แบบไมแสดงอาการ 

2 
1 

*API 20 biochemical test (API 20 STREP®, bioMérieux, France) 
 
 การตรวจเพาะแยกเชื้อ และตรวจยืนยันชนิดเชื้อ S. uberis ที่มีการติดเชื้อเขาเตานมพบ
เชื้อ S. uberis ที่มีรูปแบบของปฏิกิริยาทางชีวเคมีเหมือนกันมากที่สุด คือ API-profile 7443710 
จํานวน 5 isolate ซึ่งพบวาเปนสายพันธุที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบทั้งแบบแสดงอาการ และแบบไม
แสดงอาการ รองลงมาคือ เชื้อ S. uberis ที่มี API-profile 7543710 จํานวน 2 isolate ที่มาจาก
เตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ ดังนั้นจึงเลือก API-profile 7443710 เปนตัวแทนของสายพันธุ
ของ S. uberis ที่แยกไดจากแมโคที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (CM isolate) และ API-
profile 7543710 เปนตัวแทนของสายพันธุที่แยกไดจากแมโคที่เปนเตานมอักเสบแบบไมแสดง
อาการ (SCM isolate) มาเปนแอนติเจนของวัคซีนที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกัน แอนติเจนเคลือบ
ผิวเพลท และแอนติเจนที่ใหนิวโทรฟลเก็บกินและฆาเชื้อในข้ันตอนการศึกษาตอไป 
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การศึกษาท่ี 3 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีท่ีจําเพาะตอเช้ือ  Streptococcus 
uberis ดวยวิธี ELISA 

 
1. แมโคท่ีมีการติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
 
การวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ในน้ํานมและซีร่ัมที่มาจากแมโค

ที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติดวยวิธี ELISA โดยมีแอนติเจน
เคลือบผิวเพลท 2 ชนิด คือ เชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate พบวา ระดับ
ความเจือจางที่เหมาะสมของน้ํานม ซีร่ัม และ peroxidase conjugate ที่ใชทดสอบกับเชื้อ S. 
uberis ทั้ง 2 สายพันธุ เทากับ 1:8 1:8 และ 1:2000 ตามลําดับ ที่ใหผลบวกชัดเจนตอการทดสอบ 

การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมทั้งหมดที่จําเพาะตอแอนติเจน
เคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สายพันธุมีคามากกวา 1.5 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับระดับอิมมู
โนโกลบูลินจีในน้ํานม UHT เชนเดียวกับการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัม
ทั้งหมดที่มาจากแมโคที่ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติที่จําเพาะตอ
แอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สายพันธุมีคามากกวา 1.5 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับ
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน fetal bovine serum ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางท่ี 6  การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ 

S. uberis เขาเตานมและแมโคที่มีเตานมปกติดวยวิธี ELISA ที่มีแอนติเจนเคลือบผิว
เพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate  

 
แอนติเจนเคลือบผิวเพลท 

แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 
CM isolate* SCM isolate* 

1. เตาที่มีการติดเช้ือ 18.11±1.278 b 8.75±0.825b 1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
2. เตาที่ไมติดเช้ือ 15.05±1.366b 7.463±0.882bc 

 
น้ํานม 

 2. แมโคที่มีเตานมปกติ เตาที่ไมติดเช้ือ 8.59±1.476c 4.459±0.952c 
 

1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม  29.81±1.278a 23.74±0.825a ซีร่ัม 
2. แมโคที่มีเตานมปกติ  29.08±1.476a 22.85±0.952a 

a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญในแนวตั้ง (p<0.05) 
* การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีแสดงเปนคาเฉล่ียของจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน  
(mean±SEM) 
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การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติที่จําเพาะตอแอนติเจนเคลือบผิวเพลทดวยเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate พบวา การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบู
ลินจีในน้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมไมมีความแตกตางจากระดับอิมมูโน
โกลบูลินจีในน้ํานมของเตานมที่ไมมีการติดเชื้อในแมโครีดนมตัวเดียวกัน แตกลับพบความ
แตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานมกับเตานมที่ไมมีการติดเชื้อของแมโคที่มีเตานมปกติ (p<0.05) 

การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis 
เขาเตานมไมมีความแตกตางจากระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีเตานมปกติ แตกลับ
พบวาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคทั้ง 2 กลุมมีความแตกตางกับ
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่ตรวจวัดไดในน้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมของ
แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และในน้ํานมของแมโคที่มีเตานมปกติ (p<0.05) 
 

2. ลูกโคท่ีไดรับการกระตุนดวยเช้ือ S. uberis 
 
การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัม (hyperimmune serum) ของลูกโคที่ไดรับการ

กระตุนภูมิคุมกันดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate  และลูกโคที่ไดรับ
น้ําเกลือที่เปนกลุมควบคุมพบวา ระดับความเจือจางที่เหมาะสมของซีร่ัม และ peroxidase 
conjugate ที่ใชทดสอบกับแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S.uberis ทั้ง 2 สายพันธุ เทากับ 1:4 และ 
1:2000 ตามลําดับ ที่ใหผลบวกชัดเจนตอการทดสอบ 

การตรวจดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis ที่แยกไดจาก CM isolate พบ
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum เพิ่มข้ึนหลังจากไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับน้ําเกลือในวันที ่28 และ 35 เทากับ 
6.6 และ 7.7  ตามลําดับ เชนเดียวกับระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum เพิ่มข้ึน
หลังจากไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate  เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่
ไดรับน้ําเกลือในวันที่ 28 และ 35 เทากับ 4.3 และ 4.9  ตามลําดับ ในขณะที่การตรวจดวย
แอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate พบระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน 
hyperimmune serum เพิ่มข้ึนหลังจากไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับน้ําเกลือในวันที่ 28 และ 35 เทากับ 2.9 และ 5.6 ตามลําดับ  
เชนเดียวกับระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum เพิ่มข้ึนหลังจากไดรับการกระตุน
ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับน้ําเกลือในวันที่ 28 
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และ 35 เทากับ 7.9 และ 8.1 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา hyperimmune serum ทั้งหมดมี
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีจําเพาะตอแอนติเจนเคลือบผิวเชื้อ S. uberis ที่แยกไดจาก CM isolate 
มากกวาเชื้อ S. uberis ที่แยกไดจาก SCM isolate  

  
ตารางท่ี 7 การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการกระตุนดวย

เชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate และไดรับน้ําเกลือ (saline) 
ดวยวิธี ELISAที่มีแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ 
SCM isolate  

 
แอนติเจนเคลือบผวิเพลท 

CM isolate 
 แอนติเจนเคลือบผิวเพลท  

SCM isolate 
วันที่
ไดรับ
การ

กระตุน SCM* CM* Saline*  SCM* CM* Saline* 

0 20.84±3.200 19.48±2.0301 18.54±2.175  11.23±2.096 8.05±0.625 7.48±1.447 
1 18.92±3.427 21.86±0.7111 19.65±0.937  11.16±1.198 10.52±2.714 8.04±1.329 
14 23.17±1.312 23.69±1.17712 19.92±1.405  13.33±0.629a 9.41±0.636ab 8.88±1.489b 
28 25.01±0.974a 27.38±0.055a2 20.79±1.055b  17.41±1.125a 12.39±1.604ab 9.54±0.836b 
35 24.30±1.180ab 27.02±0.328a2 19.36±2.018b  16.58±1.583 14.08±3.550 8.52±0.854 

a b  c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวนอน (p<0.05) (ระหวางกลุมทดลอง) 
1 2 ตัวเลขตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางวันที่ไดรับการกระตุน) 
* การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีแสดงเปนคาเฉล่ียของจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน  
(mean±SEM) 
 

การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum ทั้งหมดตอการ
ตรวจดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลททั้ง 2 สายพันธุมีคามากกวา 1.5 เทาดังแสดงในตารางที่ 7  
การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ 
CM isolate พบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune 
serum ที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ระหวางวันที่ไดรับการกระตุน 
โดยเร่ิมตั้งแตวันที่ 28 และ 35 ของการไดรับการกระตุนเปรียบเทียบกับวันที่ยังไมไดรับการกระตุน 
(วันที่ 0) (p<0.05) และพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในวันที่ 
28 ระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate กับ
กลุมที่ไดรับน้ําเกลือ (p<0.05) และพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบู
ลินจีในวันที่ 35 ระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate กับกลุมที่



 34 

ไดรับน้ําเกลือ (p<0.05) ในขณะที่ตรวจไมพบความแตกตางของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีระหวาง
กลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate  

อยางไรก็ตามการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอแอนติเจนเคลือบ
ผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate มีความแตกตางกับระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน
วันที่ 14 และ 28 ระหวางกลุมที่ไดรับเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate กับกลุมที่ไดรับ
น้ําเกลือ (p<0.05) และตรวจไมพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี
ระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate กับกลุมที่ไดรับการ
กระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate และกลุมที่ไดรับน้ําเกลือ 
 จากการตรวจพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในวันที่ 
28 เปรียบเทียบกับวันที่ 0 ของการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สายพันธุจึงนําตัวอยางซีร่ัมของ
วันที่ 0 และ 28 ไปตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลในการศึกษาตอไป  
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การศึกษาท่ี 4 การตรวจสอบทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในการตอตานเช้ือ 
Streptococcus uberis  

 
การศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่

จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ซึ่งไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม 
และแมโคที่มีเตานมปกติ และ hyperimmune serum ที่ไดจากการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สาย
พันธุ CM isolate และ SCM isolate ดังแสดงในตารางที่ 8-10  

 
ตารางท่ี 8  การเก็บกินเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจาก

น้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกต ิ
 

Phagocytosed S. uberis  แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 
SCM isolate* CM isolate* 

1. เตาที่มีการติดเช้ือ 46.52 ±16.459c 55.45±44.815b 1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
3. เตาที่ไมติดเช้ือ 48.32±13.672c 47.41±21.081b 

 
น้ํานม 

 2. แมโคที่มีเตานมปกติ เตาที่ไมติดเช้ือ 55.61±11.834c 61.69±24.654 b 
     

1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม  172.33±32.944a 217.87±41.516a 
ซีร่ัม 

2. แมโคที่มีเตานมปกติ  121.46±24.388b 241.43±24.860a 
a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญในแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางแหลงของอิมมูโนโกลบูลินจ)ี 
* การเก็บกินเชื้อแสดงผลเปนคามัธยฐานของความเขมฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของ 

นิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ (median fluorescence intensity; MFI) (mean±SEM)  
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ตารางท่ี 9 การฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม 
และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกต ิ

 
Killed S. uberis  แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 

SCM isolate*  CM isolate*  
1. เตาที่มีการติดเช้ือ 98.02±1.096a 61.95±32.815a 1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
2. เตาที่ไมติดเช้ือ 98.12±0.707a 41.51±33.810ab 

 
น้ํานม 

 2. แมโคที่มีเตานมปกติ เตาที่ไมติดเช้ือ 98.00±0.840a 5.56±9.580b 
     

1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม  34.34±10.172c 28.89 ± 26.396a 
ซีร่ัม 

2. แมโคที่มีเตานมปกติ  47.81±10.882b 53.30±24.579ab 
 
a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญในแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางแหลงของอิมมูโนโกลบูลินจ)ี 
* การฆาเชื้อแสดงผลเปนเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป (% killing) 
 
ตารางท่ี 10 การเก็บกินเชื้อ และฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบู

ลินจีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ 
SCM isolate 

 
การเก็บกินเชื้อ  การฆาเชื้อ Tested 

S.uberis SCM isolate* CM isolate* Saline*   SCM isolate**  CM isolate** Saline**  
SCM isolate        

Day 0 10.78±1.492a1 9.82±0.614ab 6.80±1.812b  26.58±28.497 34.58±36.084 67.67±1.450 
Day 28 30.95±4.538a2 17.96±4.309b 6.29±2.105b  29.72±2.459b 32.17±13.592b 61.06±13.090a 

CM isolate 
Day 0 
Day 28 

 
14.26±1.666 
12.90±1.513 

 
22.97±6.903 
39.15±28.898 

 
14.17±0.687 
15.25±0.260 

 83.07±7.365 
84.68±11.761ab 

64.18± 24.286 
63.66±9.990b 

92.87±3.708 
92.13±2.524a 

a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวนอน (p<0.05) (ระหวางกลุมทดลอง) 
1 2 อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางวันที่ไดรับการกระตุน) 
* การเก็บกินเชื้อแสดงผลเปนคามัธยฐานของความเขมฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของ 

นิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ (median fluorescence intensity; MFI) (mean±SEM)  
** การฆาเชื้อแสดงผลเปนเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป (% killing) 
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 นิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate ภายใต
สภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมแตกตางจาก
ซีร่ัมของแมโคที่มีเตานมปกติ และน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุม (p<0.05) และความสามารถในการ
เก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ของนิวโทรฟลมีความแตกตางกันภายใตสภาวะที่
มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของแมโคทั้ง 2 กลุมกับน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุม (p<0.05) อยางไรก็
ดีความสามารถในการฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่
มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุมมีความแตกตางจากซีร่ัมของแมโคทั้ง 2 กลุม 
(p<0.05) ในขณะที่ความสามารถในการฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ของนิวโทรฟล
ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากน้ํานมจากเตานมที่ติดเชื้อ S. uberis และซีร่ัมของแมโคที่มี
การติดเชื้อ S. uberis  เขาเตานมมีความแตกตางจากน้ํานมของแมโคที่มีเตานมปกติ (p<0.05) 
 นิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate ภายใต
สภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจาก hyperimmune serum ที่กระตุนดวยเชื้อ SCM isolate ได
แตกตางจากการไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และการไดรับน้ําเกลือ
ของวันที่ 28 ของการกระตุน (p<0.05) แตพบความสามารถของนิวโทรฟลในการฆาเชื้อ S. uberis 
สายพันธุ SCM isolate ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากซีร่ัมของกลุมที่ไดรับน้ําเกลือมี
ความแตกตางจากกลุม hyperimmune serum ที่ไดรับการกระตุนในวันที่ 28 ดวยเชื้อทั้ง 2 สาย
พันธุ (p<0.05) ในขณะที่พบความสามารถของนิวโทรฟลในการฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM 
isolate เทานั้นภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของกลุมที่ไดรับน้ําเกลือแตกตางจาก 
hyperimmune serum ที่ไดรับการกระตุนในวันที่ 28 ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
(p<0.05) 

ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis ภายใตสภาวะที่มีอิมมู
โนโกลบูลินจีสามารถสรุปไดดังตารางที่ 11 ซึ่งพบวานิวโทรฟลสามารถเก็บกินเชื้อ S. uberis สาย
พันธุ SCM isolate ไดภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจาก hyperimmune serum ทั้งที่ไดจาก
การกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate นอกจากนี้อิมมูโนโกลบู
ลินจีจากซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมสามารถกระตุนการเก็บกินไดทั้งเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate อยางไรก็ดีพบวาอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของ
แมโครีดนมเตานมปกติก็สามารถกระตุนการเก็บกินไดเฉพาะเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 

Hyperimmune serum ใหผลไมชัดเจนในการสงเสริมความสามารถในการฆาเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate แตพบวาอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานมสามารถกระตุนการฆาเชื้อโดยนิวโทรฟลไดทั้งเชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุ CM 
isolate และ SCM isolate อยางไรก็ตามอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมของแมโคที่มีเตานมปกติปกติก็
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มีความสามารถในการฆาเชื้อไดเฉพาะเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate การศึกษานี้ยังพบวา 
ภายใตสภาวะการทดลองในหองปฏิบัติการกลุมที่ไดรับน้ําเกลือซึ่งเปนกลุมควบคุมก็สามารถ
กระตุนใหเกิดการฆาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุไดเชนกัน  
 
ตารางท่ี 11 สรุปความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกินและฆาเชื้อ S. uberis ภายใตสภาวะที่

มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขา
เตานม (S. uberis IMI) และแมโคที่มีเตานมปกติ (healthy) และซีร่ัมของลูกโคที่
ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate 
(hyperimmune serum) และลูกโคที่ไดรับน้ําเกลือ (saline) 

 
 

 แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 

 Hyperimmune 
serum 

 
S. uberis IMI 

cows 
 Healthy cows 

 
Control 

ความสามารถ
ของ 

นิวโทรฟล 

 

S. uberis 
Isolate   
ท่ีใช

ทดสอบ  

CM SCM  นํ้านม ซีรั่ม  นํ้านม ซีรั่ม  Saline 

การเกบ็กินเชื้อ 
(Phagocytosis) 

 CM 
SCM 

 - 
+ 

- 
+ 

 - 
- 

+ 
+ 

 - 
- 

+ 
- 

 - 
- 

การฆาเชื้อ 
(Killing) 

 CM 
SCM 

 - 
- 

+/- 
- 

 + 
+ 

- 
- 

 - 
+ 

- 
- 

 + 
+ 

+      พบความสามารถในการเก็บกิน/ ฆาเชื้อ 
-   ไมพบ 
+/-   พบไมเดนชัด 
 



บทท่ี 5 
วิจารณและสรุปผลการศึกษา 

  
 แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในการศึกษาคร้ังนี้มีลําดับทอง และมีระยะการ

รีดนมมากกวาแมโคที่มีเตานมปกติ ซึ่งแตกตางจากรายงานที่พบวาปจจัยเส่ียงตอการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานม ไดแก ลําดับทองแรก ระยะแรกการรีดนม ระยะทายของการรีดนม และ
ระยะแรกของการพักรีดนมที่ไมมีการสอดยาเขาเตานม  นอกจากนี้อายุของโคมีผลตอการติดเชื้อ 
S. uberis ได โดยพบวาแมโคที่อายุมากกวา 2 ป มีการติดเชื้อ S. uberis ยาวนานกวาแมโคที่มี
อายุนอยกวา 2 ป ซึ่งยังไมทราบเหตุผลแนชัด แตอาจมีความเกี่ยวของกับการจัดการการรีดนม 
โภชนาการ และพันธุกรรม  (Williamson et al., 1995; McDougall et al., 2004; Pullinger et al., 
2007; Petrovski et al., 2009) และการที่แมโคมีความไวตอการเกิดเตานมอักเสบในชวงใกล
คลอดเนื่องจากจากการเปดของรูหัวนม อันเกิดจากการมีความดันของน้ํานมในเตานมสูงข้ึน 
(Nickerson, 1987) และในชวงระยะแรกของการพักรีดนมอันเปนผลจากรูหัวนมเปดในชวงพักรีด
นมไดนานถึง 7 วันจึงทําใหเชื้อสามารถเขาสูเตานมไดงายข้ึน (Comalli et al., 1984) น้ํานมของ
เตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีจํานวนเซลลโซมาติกเพิ่มข้ึนเชนเดียวกับการศึกษา
ของ Finch และคณะ (1994) และศริญญา ฤกษอยูสุข (2008) การมีจํานวนเซลลโซมาติกเพิ่มข้ึนนี้
เปนผลมาจากเตานมมีการตอบสนองตอการอักเสบ   โดยมีการเคล่ือนยายนิวโทรฟลที่อยูใน
กระแสเลือดไปยังเนื้อเยื่อเตานมเปนผลทําใหจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมสูงข้ึน (Oviedo-Boyso 
et al., 2007)  

Pyor และคณะ (2009) รายงานวา เชื้อ S. uberis มีหลายสายพันธุที่สามารถเขาเตานม
ได แตมีเพียงสายพันธุเดียวที่สามารถติดเชื้อในเตานมไดข้ึนกับความสามารถในการเจริญเติบโต
ในน้ํานม การยึดเกาะกับผนังเยื่อบุเตานม ความทนตอ flushing effect และความทนตอการเก็บ
กินโดยนิวโทรฟล ในการตรวจยืนยันสายพันธุของเชื้อ S. uberis โดยอาศัยการเปล่ียนแปลง
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีพบวา รูปแบบการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีหรือ API profile 7443710 เปน
รูปแบบที่พบไดมากที่สุด และสามารถพบไดในการเกิดเตานมอักเสบทั้งแบบแสดงอาการ และแบบ
ไมแสดงอาการเชนเดียวกับการศึกษากอนหนานี้ (Rerk-u-suke et al., 2009) แตการศึกษาของ
กิตติศักดิ์ อัจฉริยะขจร และสุกุมา สามงามนิ่ม (2004) กลับพบ API profile 7543710 ไดมากที่สุด 
อยางไรก็ดีการพบแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมแลวทําใหเกิดเตานมอักเสบแบบแสดง
อาการนั้นมีเพียง 1 รายเทานั้น จึงทําใหไมสามารถกลาวอางไดวา API profile อ่ืนๆไมสามารถทํา
ใหเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการได แตสวนมากแลวมักพบการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่
ทําใหเกิดเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการเชนเดียวกับการศึกษาของ Rerk-u-suke และคณะ
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(2009) โดยพบมากถึง 94.44 เปอรเซ็นต เชื้อ S. uberis มีความสามารถในการมีชีวิตอยูในเตานม
ไดนานจึงสามารถพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังได (Jayarao et al., 1999; Phuektes et al., 
2001; Tamilselvam et al., 2006) โดยพบการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่มี API profile 
7443710 และ 7543710 ไดเปนระยะเวลานานตั้งแต 41-111 วัน (Rerk-u-suke et al., 2009) 

น้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะ
ตอเชื้อ S. uberis สูงกวาน้ํานมจากเตานมของแมโคที่มีเตานมปกติ และมีความสามารถในการฆา
เชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ และแบบไมแสดงอาการได การศึกษา
คร้ังนี้เปนการศึกษาระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในแมโคที่มีการติดเชื้อธรรมชาติ ในขณะที่การศึกษา
ทดลองกอนหนานี้พบวา การใหวัคซีนเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อตายเขาเตานมในแมโคทําใหใน
น้ํานมมีระดับ IgG1 และ IgG2 เพิ่มข้ึน และใหผลคุมกันตอการฉีดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่เปน
สายพันธุเดียวกันได โดยลดปริมาณเชื้อในน้ํานม แตอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis 
ทั้งในน้ํานม และในซีร่ัมไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลสามารถเก็บกินเชื้อได (Finch et al., 1994)
เชนเดียวกับการไดรับวัคซีนเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อเปนเขาใตผิวหนังสามารถทําใหมีระดับ IgG1 
และ IgG2 ในซีร่ัมเพิ่มข้ึน แตไมพบการเพิ่มข้ึนของ IgG1 และ IgG2 ในน้ํานม (Hill et al., 1994) ซึ่ง
ไมวาจะเปนการติดเชื้อธรรมชาติ การไดรับการกระตุนดวยวัคซีนเชื้อตายหรือเชื้อเปน ตลอดจน
รูปแบบการใหวัคซีนทั้งการฉีดเขาใตผิวหนัง และการใหเขาเตานมสงผลตอการเพิ่มข้ึนของอิมมูโน
โกลบูลินจีในซีร่ัมมากกวาในน้ํานม 

แมวาในน้ํานมจะมีระดับอิมมูโนโกลบูลินจีต่ํากวาในซีร่ัมแตเม่ือนํามาทดสอบการเก็บกิน 
และฆาเชื้อของนิวโทรฟลกลับพบวา อิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมสามารถทําใหนิวโทรฟลฆาเชื้อ S. 
uberis ทั้ง 2 สายพันธุได แตไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อทั้ง 2 สายพันธุไดอาจเปน
เพราะในน้ํานมมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินจีที่ต่ําอยูแลว (Farrell et al., 2004) และอิมมูโนโกลบูลิน
จีเองไมสามารถจับกับเชื้อ S. uberis แลวใหนิวโทรฟลเก็บกินได ในการศึกษาคร้ังนี้ตัวอยางน้ํานม
ไดมีการนําเอาไขมัน และเคซีนออกไปแลว จึงไมนาจะเปนปจจัยที่สงผลตอการเก็บกินของนิวโทร
ฟลได เพราะนิวโทรฟลที่ เก็บกินไขมัน และเคซีนในน้ํานมจะทําให pseudopodia และ cell 
rounding สูญเสียไป ทําใหความสามารถในการเก็บกินเชื้อลดลง (Paape et al., 1979; 2003) 
นอกจากนี้มีรายงานวา lactoferrin ที่อยูในน้ํานมสามารถลดการเก็บกินเชื้อของแมคโครฟาจใน
หองปฏิบัติการไดจึงเปนไปไดวา lactoferrin ในน้ํานมอาจไปลดการเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟลได
เชนกัน (Otani and Futakami, 1994) และการฆาเชื้อโดย complement ในน้ํานมไมสามารถ
เกิดข้ึนได เนื่องจากในตัวอยางน้ํานมไดมีการทําลาย complement ดวยความรอนแลว ดังนั้นการ
ฆาเชื้อโดยกลไก antibody-complement system จึงไมสามารถเกิดข้ึนได และพบวากลไกนี้ไม
ไดผลในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Targowski, 1983) ดังนั้นจึงนาจะมีปจจัยอยางใด
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อยางหนึ่งในองคประกอบของน้ํานมที่สงเสริมการฆาเชื้อ S. uberis ไดเอง โดยไมตองอาศัย
กระบวนการเก็บกิน และฆาเชื้อโดยนิวโทรฟล ดังการศึกษากอนหนานี้พบวาเชื้อ S. uberis มีการ
เจริญในหองปฏิบัติการถูกยับยั้งโดย lactoperoxidase-thiocyanate-hydrogen peroxide 
system (Sordillo et al., 1997) ซึ่งขัดแยงกับการศึกษาของ Fang และคณะ(1998) ที่พบวา 
lactoperoxidase ในน้ํานมไมมีความเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. uberis เนื่องจาก 
lactoperoxidase ตองอาศัย hydrogen peroxide และ thiocyanate ในการเปน cofactor เพื่อ
ผลิต oxidizing hypothiocyanate ในการกําจัดเชื้อ ซึ่งในน้ํานมไมมี thiocyanate และhydrogen 
peroxide เพียงพอเชนเดียวกับผลการศึกษาของ Cooray และ Bjorck (1995) หรือการยับยั้งการ
เจริญของเชื้ออาจเกี่ยวกับการขาดสารที่จําเปนตอการเปล่ียน plasminogen ไปเปน plasmin 
(Kliem and Hillerton, 2002) นอกจากนี้มีการศึกษาที่พบวาในน้ํานมที่ไดจากเตานมอักเสบมี 
immune complex ที่สามารถจับกบัสวน Fc receptor ของเซลลเม็ดเลือดขาวในน้ํานมไดสงผลทํา
ใหการเก็บกิน S. aureus โดยผานการจับกับ Fc receptor ของนิวโทรฟลลดลง (Targowski and 
Klucinski, 1985)  

อิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีระดับสูงกวาใน
น้ํานมทั้งจากเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และเตานมที่ไมมีการติดเชื้อในแมโคตัว
เดียวกัน และเตานมของแมโคที่มีเตานมปกติ  นอกจากนี้อิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีการ
ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ S. 
uberis ทั้ง 2 สายพันธุได แตไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลฆาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุได โดยปกติแลว
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมจะมีมากกวาในน้ํานม (Farrell et al., 2004)    ดังนั้นการที่นิวโทร
ฟลสามารถเก็บกินเชื้อ S. uberis ไดนั้นอาจเปนเพราะการมีอิมมูโนโกลบูลินจีในปริมาณสูงอยู
แลว จึงสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อไดดีมากข้ึน และเม่ือนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อไดแลว 
เชื้อ S. uberis นั้นสามารถคงอยูภายในเซลลของนิวโทรฟลไดโดยไมถูกทําลายไปจึงทําใหเชื้อมี
ชีวิตอยูในเตานมไดนาน และเปนเหตุผลของการพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง(Jayarao et 
al., 1999; Phuektes et al., 2001; Tamilselvam et al., 2006)   

การเพิ่มข้ึนของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
และ SCM isolate ในซีร่ัมของลูกโคภายหลังจากกระตุนไปแลว 3 คร้ังแสดงใหเห็นวา การฉีด
กระตุนดวยเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ สามารถกระตุนใหลูกโคมีการตอบสนองตอการสรางอิมมูโนโกลบู
ลินจี และการตรวจวัดดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุเดียวกันกับ
แอนติเจนที่ใชในการกระตุนภูมิสามารถตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของลูกโคเหลานี้ได
ชัดเจนชี้ใหเห็นวา เชื้อ S. uberis มีลักษณะของ homologous strain ดังการศึกษากอนหนานี้ 
รายงานวาแมโคที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อเปนเขาใตผิวหนังรวมกับการให 
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cell wall extract ของเชื้อ S. uberis เขาเตานมหรือการใหวัคซีนเชื้อตายสามารถปองกันการติด
เชื้อ S. uberis สายพันธุเดียวกันกับสายพันธุที่ใชกระตุนเขาเตานมได ในขณะที่การปองกันการติด
เชื้อ S. uberis สายพันธุอ่ืนๆยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ (Finch et al., 1994; 1997) ดังนั้น
วัคซีนที่มีประสิทธิภาพดีอาจตองประกอบไปดวยเชื้อ S. uberis หลากหลายสายพันธุในการ
ปองกันเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม (Finch et al., 1997) 

ในการศึกษาคร้ังนี้การกระตุนลูกโคดวยเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อตายสายพันธุ CM isolate 
และ SCM isolate กลับพบวาไมสามารถทําใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อที่เปนสายพันธุเดียวกันกับที่
ไดรับการกระตุนได ยกเวนสายพันธุ SCM isolate ที่ถูกนิวโทรฟลเก็บกินโดยมีอิมมูโนโกลบูลินจีที่
ไดจากการกระตุนดวยเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ และอิมมูโนโกลบูลินจีของลูกโคที่ไดรับการกระตุนดวย
เชื้อทั้ง 2 สายพันธุนี้ไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลฆาเชื้อไดเลย อาจเปนเพราะการกระตุนดวย
เชื้อ S. uberis ในคร้ังนี้จํานวนคร้ังของการกระตุนนอยเกินไปจึงไมสามารถทําใหรางกายสามารถ
สรางอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ไดเพียงพอในการชวยนิวโทรฟลใหเก็บกินเชื้อ 
S. uberis  ได และการไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อตายในคร้ังนี้อาจไมสามารถให
การปองกันการติดเชื้อ S. uberis ได แตก็มีรายงานการศึกษาวาการฉีดกระตุนดวยเชื้อตายแกแม
โคถึง 10 คร้ังสามารถกระตุนใหมีการสราง IgG2 จับกับเชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุที่ทนตอการเก็บ
กิน และไวตอการเก็บกินของนิวโทรฟลได แตก็ยังไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลฆาเชื้อไดเชนกัน 
นอกจากนี้การศึกษาของ Leigh และคณะ (1999) พบวาแมโคที่ไดรับการกระตุนดวย total 
antigen ของ PauA มีการตอบสนองโดยมีการสราง IgG1 และ IgG2 เพิ่มข้ึน และ IgG มี
ความสามารถในการยับยั้ง plasminogen activation โดย PauA ได โดยมีความสําคัญในการ
ปองกันการเชื้อ S. uberis เกาะกับเซลลเยื่อบุผิวของเตานม อยางไรก็ดีการให PauA อยางเดียว
ยังใหผลไมชัดเจนในการสรางภูมิคุมกันได 

อิมมูโนโกลบูลินจีสามารถสงเสริมใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM 
isolate ไดเปนสวนใหญ แตอยางไรก็ดีแมนิวโทรฟลจะสามารถเก็บกินเชื้อได แตก็ไมสามารถฆา
เชื้อได ในขณะที่นิวโทรฟลเองก็ไมสามารถเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ได 
จึงเปนเหตุผลที่วาเชื้อ S. uberis จึงสามารถคงอยูไดนานภายในเตานมโดยไมถูกนิวโทรฟลทําลาย 
และทําใหเกิดการติดเชื้อยาวนาน และพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังในที่สุด นอกจากนี้ซีร่ัม
ของกลุมที่ไดรับน้ําเกลือสามารถทําใหเชื้อ S. uberis ถูกฆาได จึงนาจะมีสภาวะบางอยางในซีร่ัมที่
เหมาะสมที่ทําใหเชื้อ S. uberis ถูกทําลายไปไดโดยไมตองอาศัยอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอ
เชื้อ S. uberis  และนิวโทรฟลในการทําลายเชื้อได  

แมวาในน้ํานมจะมีปจจัยใดก็ตามที่สามารถสงเสริมการฆาเชื้อได แตการที่เชื้อ S. uberis  
ชอบอาศัยอยูในเซลลเยื่อบุผิวของเตานม (Tamilselvam et al., 2006) และพบวาสามารถอยูใน
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เซลลของนิวโทรฟล (Pederson et al., 2003) และแมคโครฟาจได (Thomas et al., 1994) ทําให
เชื้อสามารถคงอยูไดในเซลลเหลานี้โดยไมถูกทําลายไป จึงเปนเหตุผลที่ทําใหเตานมที่ติดเชื้อ S. 
uberis  เขาเตานมยังคงมีการติดเชื้อคงอยูไดยาวนานเปนสัปดาหหรือเปนเดือน ซึ่งมีรายงานวา
การติดเชื้อ S. uberis ไดถึง 300 วัน (Pullinger et al., 2007)  ซึ่งลักษณะที่พบในเตานมอักเสบ
แบบไมแสดงอาการ และแบบเร้ือรัง คือ มีการสะสมของนิวโทรฟลอยางยาวนานอันเปนผลมาจาก
การเกิด apoptosis ที่ลาชา (Boutet et al., 2004) ในการเกิดความลาชาของกระบวนการ 
apoptosis ของนิวโทรฟล และแมคโครฟาจมาเก็บกินนิวโทรฟลที่เกิด apoptosis ยาวนานออกไป
และการเกิด DNA fragmentation ชาลง (Van Oostveldt et al., 2002) และ pro-inflammatory 
mediator ไดแก TNF- IL-1 และ IL-8 ที่สูงข้ึนจากการติดเชื้อ S. uberis (Rambeaud et al., 
2003; Bannerman et al., 2004) ทําใหนิวโทรฟลเกิด apoptosis ชาลง จึงทําใหขบวนการจัดการ
การอักเสบโดยแมคโครฟาจยาวนานออกไป (Sladek et al., 2006) ทําใหมีการสะสมของนิวโทร
ฟลอยูในเตานมโดยที่ยังคงมีกระบวนการตอบสนองตอการอักเสบอยู  ซึ่งนิวโทรฟลเหลานี้จะไป
ทําลายเนื้อเยื่อเตานม และพัฒนาเตานมอักเสบไปเปนแบบเร้ือรังได (Sladek et al., 2005) 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Rambeuad และคณะ (2003) พบวาเชื้อ S. uberis มีความสามารถใน
การปรับตัวในชวง lag phase และเจริญเติบโตในเตานมได (Sladek et al., 2006) นอกจากนี้การ
ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมทําใหนิวโทรฟลมีจํานวนมากข้ึนพรอมกับการเพิ่มข้ึนของเชื้อ S. 
uberis ดวยชี้ใหเห็นวานิวโทรฟลไมสามารถควบคุมการเจริญของเชื้อ S. uberis ได (Grant and 
Finch, 1996; Rambeuad et al., 2003; Sladek et al., 2006) และนิวโทรฟลอาจไมมีความ
เกี่ยวของกับกลไลการกําจัดเชื้อ S. uberis ออกจากเตานมได (Hill et al., 1994; Thomas et al., 
1994) 

 ไมวาจะเปนอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมหรือองคประกอบใดในน้ํานมก็ตามของ
แมโคที่มีเตานมปกติสามารถสงเสริมใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อ และฆาเชื้อ S. uberis ไดบางก็ตาม 
แตการที่แมโคเหลานี้ยังคงไมมีการติดเชื้อใดๆ เขาเตานมอาจเปนเพราะมีปจจัยดานกายวิภาค
ศาสตร เชน รูหัวนมที่มี keratin และกลามเนื้อที่ยังคงมีประสิทธิภาพในการปองกันการติดเชื้อ
แบคทีเรียเขาเตานมได (Sordillo and Streicher, 2002) 

ในการศึกษาคร้ังนี้การที่นิวโทรฟลไมสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพภายนอก
รางกายอาจเปนผลเนื่องจากการไมมี pro-inflammatory cytokine ในการทํางานรวมกันกับนิวโทร
ฟลเหมือนดังที่เกิดข้ึนภายในเตานม ซึ่งการศึกษาการฉีดเชื้อเขาเตานมแมโคพบ TNF- ในน้ํานม 
แตไมพบในเลือด (Pederson et al., 2003; Rambeaud et al., 2003; Bannerman et al., 2004) 
แสดงใหเห็นวาเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis มีการเหนี่ยวนําการหล่ัง pro-inflammatory 
cytokine ได (Rambeaud et al., 2003) โดยพบระดับของ IL-1 IL-8 IL-10 IL-12 IFN- TNF- 
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และ C5a สูงข้ึน (Bannerman et al., 2003) ดังเชนการศึกษาการให GM-CSF TNF- และ IL-8 
เพิ่มความสามารถในการฆาเชื้อ S. suis ที่มี capsule ได (Chabot-Roy et al., 2006) ชี้ใหเห็นวา 
การไมมี cytokine ทําใหเชื้อทนตอการเก็บกินและฆาเชื้อโดยนิวโทรฟลได  นอกจากนี้เชื้อ S. 
uberis ไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเกิด respiratory burst ได และพบวาการเกิดเตานมอักเสบ
แบบแสดงอาการมีความสัมพันธกับการลดลงของ phagocytic activity ของนิวโทรฟล (Zecconi 
et al., 1994) การศึกษากอนหนานี้พบวาอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่ไดรับการกระตุนดวย
เชื้อ S. uberis สามารถเกิดขบวนการ opsonization กับเชื้อ S. uberis ไดดีทั้งเชื้อที่ทนและไวตอ
การเก็บกินโดยนิวโทรฟล โดยการตรวจยืนยันดวย horseradish peroxidase-rabbit 
immunoglobulin conjugate อยางไรก็ดีเชื้อ S. uberis ที่เจริญในอาหาร chemically defined 
medium (CDM) ที่มี casein hydrolysate ไมสามารถเกิด opsonization กับอิมมูโนโกลบูลินจีได
ดี นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบ IgG2 Fc region บนผิวเชื้อ S. uberis โดยการตรวจดวย protein 
A ที่มีความจําเพาะตอ Fc portion ของ IgG2 (Leigh and Field, 1994) แมวาการศึกษาคร้ังนี้ไมมี
การตรวจสอบขบวนการ opsonozation ของอิมมูโนโกลบูลินจีกับเชื้อ S. uberis ก็ตาม แตเปนไป
ไดวามีขบวนการ opsonization เกิดข้ึนจริงแตอาจเกิดข้ึนไดนอยจึงสงผลตอการทํางานของนิวโทร
ฟลโดยรวมกับอิมมูโนโกลบูลินจีในดานการเก็บกินเชื้อและฆาเชื้อไมมีประสิทธิภาพเทาที่ควร ซึ่ง
ปจจัยที่มีผลตอการเกิดขบวนการ opsonoization นาจะเปนจํานวนคร้ังของการไดรับการกระตุนที่
นอยกวา และชนิดของสัตวทดลองที่ไดรับการกระตุนภูมิซึ่งในที่นี้เปนลูกโคที่มีความสามารถใน
การพัฒนาระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะซึ่งก็คือ การสรางอิมมูโนโกลบูลินจีไดนอยกวาแมโค 
(Chase et al., 2008) นอกจากนี้ incubation period ในการศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลอาจมี
ผลกระทบตอขบวนการ opsonization ของอิมมูโนโกลบูลินจีกับเชื้อ S. uberis โดยการศึกษาคร้ัง
นี้อิมมูโนโกลบูลินจีมีระยะเวลาในเกิดขบวนการ opsonization กับเชื้อ S. uberis 1 ชม. ในขณะที่
การติดเชื้อเขาเตานมพบ IgG2 สูงสุดภายใน 2-4 ชม. ซึ่ง IgG2 จะเกิดขบวนการ opsonization กับ
เชื้อแบคทีเรียกอนตามดวยนิวโทรฟลที่เขามาเก็บกินเชื้อแบคทีเรียโดยมีจํานวนมากที่สุดใน 8-12 
ชม. (Guidry et al., 1983) ชี้ใหเห็นวาขบวนการ opsonization กับเชื้อ S. uberis ในการศึกษา
คร้ังนี้ใชเวลานอยเกินไปเม่ือเทียบกับสภาพความเปนจริงที่ เกิดภายในเตานม อยางไรก็ดี 
hyaluronic acid capsule บนผิวของเชื้อ S. uberis สามารถชวยปองกันการเก็บกินระหวางเชื้อ
กับนิวโทรฟลได โดยเปน masking Fc terminus ของอิมมูโนโกลบูลินจี ซึ่งขัดแยงกับกับการศึกษา
กอนหนานี้ที่พบวาเชื้อ S. uberis สายพันธุที่ทนตอการเก็บกินสามารถเกิด opsonization ได
เทากับเชื้อ S. uberis สายพันธุที่ไวตอการเก็บกินบงบอกวา capsule ไมสามารถปองกันมิใหอิมมู
โนโกลบูลินจีเกิด opsonozation กับเชื้อได (Leigh and Field, 1994) virulence factor ที่สําคัญ
ของเชื้อ S. uberis อาจไมใช somatic antigen ที่ปรากฏบน capsule หรือ cell wall แตอาจเปน
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สารที่เชื้อ S. uberis สรางข้ึนมาในระหวางที่มีการเจริญเติบโตภายในรางกายไดที่สามารถกระตุน
ใหรางกายมีการสรางภูมิคุมกันตอเชื้อ S. uberis (Finch et al., 1997) สําหรับการศึกษาคร้ังนี้การ
กระตุนภูมิคุมกันดวย formalin-killed whole cell อาจเปนแอนติเจนที่ไมมี epitope หรือ antigen 
determinant ที่เหมาะสมในการกระตุนการสราง hyperimmune serum ที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่มี
ปริมาณสูง ซึ่ง epitope หรือ antigen determinant อาจถูกทําลายดวยฟอรมาลีน จึงทําใหสวน 
Fab receptor ของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ใชจับกับเชื้ออยางจําเพาะนั้นมีความแตกตางกันระหวาง
เชื้อ S. uberis เชื้อตายกับเชื้อเปนสงผลตอการ opsonization กับเชื้อจึงทําใหนิวโทรฟลไม
สามารถเก็บกินและฆาเชื้อโดยผานทางอิมมูโนโกลบูลินจีได  

 เชนเดียวกับการศึกษาการใหวัคซีนเชื้อ S. uberis ชนิด formalin-killed whole cell เขา
เตานม แมวาจะพบระดับของ IgG1 และ IgG2 ในน้ํานมและซีร่ัมเพิ่มข้ึน แตกลับไมพบ opsonic 
activity ในน้ํานมและซีร่ัม อยางไรก็ดีสามารถพบความตานทานตอการฉีดเชื้อ S. uberis ที่เปน
สายพันธุเดียวกับวัคซีนไดบงบอกวาความตานทานที่เกิดข้ึนนี้อาจไมเกี่ยวของกับกระบวนการเก็บ
กินของนิวโทรฟล (Finch et al., 1994) นอกจากนี้การที่นิวโทรฟลไมสามารถทําการเก็บกินหรือฆา
เชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพอาจเปนผลเนื่องมาจากตัวเชื้อ S. uberis เองสามารถเหนี่ยวนําใหนิว
โทรฟลในเตานมเกิด apoptosis ได โดยเกิดลักษณะ phosphatidylserine tranlocation ซึ่งเปน
ข้ันตอนแรกของการเกิด apoptosis ซึ่งนิวโทรฟลเกิด apoptosis ไดภายใน 3 ชม.หลังจากพบกับ
เชื้อ นอกจากนี้ยังพบวานิวโทรฟลสามารถเกิด apoptosis ไดเองถึง 30 เปอรเซ็นตอีกดวย จึงมี
ความเปนไปไดเชนกันที่เชื้อ S. uberis ที่ใชในการตรวจสอบคร้ังนี้สามารถทําใหนิวโทรฟลเกิด 
apoptosis ได จนไมสามารถทํางานได ดังนั้นจึงควรมีการตรวจยืนยันการเกิด apoptosis ของนิว
โทรฟลในระหวางข้ันตอนการศึกษาดวยวิธีการตรวจดวย light microscopy หรือ flow cytometry 
หรือ transmission electron microscopy หรือ ELISA เปนตน (Sladek et al., 2005) นอกจากนี้
การศึกษาภายนอกรางกายพบวานิวโทรฟลที่ไดจากเตานมของโคสาว และที่ไดจากเลือดสามารถ
เกิด apoptosis ไดเองภายหลัง 2 ชม.ซึ่งการที่นิวโทรฟลเกิด apoptosis ไดเองนั้นอาจเกิดจาก
ระยะเวลาที่บมนานเกินไป (Van Oostveldt et al., 1999; Sladek et al., 2002) และการมีเซลลที่
มีผลตอ plasma membrane integrity (Van Oostveldt et al., 1999)  

 การศึกษาคร้ังนี้ไมมีการตรวจยืนยันการเก็บกินเชื้อดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน และใน
ข้ันตอนการศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลทั้งการเก็บกิน และฆาเชื้อที่ใชตัวอยางเดียวกัน เวลาใน
การศึกษาเวลาเดียวกัน และอยูสภาวะแวดลอมเดียวกัน แตก็เปนการศึกษาที่ทําการทดลองแยก
จากโดยส้ินเชิง ดังนั้นผลการศึกษาของการเก็บกินของนิวโทรฟลจึงไมอาจกลาวอางถึงผล
การศึกษาของการฆาเชื้อของนิวโทรฟลได ดังการศึกษากอนหนานี้พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอ
การศึกษาการเก็บกินของนิวโทรฟลภายนอกรางกาย คือ จํานวน bead ตอจํานวนนิวโทรฟล 
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เทากับ 20 ตอ 1 ระยะเวลาในการบมเทากับ 30 นาที และอุณหภูมิที่ใชในการบมเทากับ 38.5 
องศาเซลเซียส (Ducusin et al, 2001) เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาคร้ังนี้พบวามีสภาวะ
บางอยางมีความแตกตางกัน คือ จํานวน FITC-labeled S. uberis ตอจํานวนนิวโทรฟลเทากับ 1 
ตอ 20 และอุณหภูมิที่ใชในการบมเทากับ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งสภาวะดังกลาวนี้อาจมีผลตอ
ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกินเชื้อ S. uberis ได นอกจากนี้ EDTA ที่ใชเปนสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือดในการเก็บเลือดเพื่อแยกนิวโทรฟลในการศึกษาคร้ังนี้สามารถยับยั้ง
การเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟลไดถึง 70 เปอรเซ็นต อันเปนผลเนื่องจากการขาด Ca2+ ที่จําเปนตอง
ใชในกระบวนการเก็บกิน และการเกิด clump formation (Ducusin et al., 2001) 

มาตรการตางๆ เพื่อควบคุมและปองกันการเกิดเตานมอักเสบในฟารม ไมวาจะเปนการใช
น้ํายาฆาเชื้อจุมเตานมภายหลังรีดนม การใชยาปฏิชีวนะหรือการคัดทิ้งโคที่เปนเตานมอักเสบแบบ
เร้ือรัง   แตก็พบวามาตรการเหลานี้มีประสิทธิภาพในการเปนวิธีการควบคุมปองกันเตานมอักเสบที่
เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่แพรจากเตานมสูเตานม เชน S. agalactiae และ S. aureus 
ไดเทานั้นแตไมสามารถควบคุมและปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่มาจากส่ิงแวดลอมได 
(Oliver and Mitchell, 1984; Smith et al., 1985) จากการพบอุบัติการณการติดเชื้อ S. uberis 
เขาเตานมสูงในชวงตนของการพักรีดนม (Smith et al., 1985; Todhunter et al., 1995) ดังนั้นการ
สอดยาปฏิชีวนะเขาเตานมสามารถลดอุบัติการณการติดเชื้อ S. uberis ได (Williamson et al., 
1995) นอกจากนี้เคร่ืองรีดนมเปนแหลงของการแพรเชื้อ S. uberis ในฟารมได (Zadock et al., 
2003) ดังนั้นฟารมจึงตองมีโปรแกรมการดูแลทําความสะอาด และเปล่ียนอุปกรณเคร่ืองรีดนม 
และระบบรีดนมเปนประจํา 

เชื้อ S. uberis มีความหลากหลายทางพันธุกรรมแมวาเชื้อจะมาจากโคที่อยูในฝูงเดียวกัน 
(McDougall et al., 2004) แตอยางไรก็ตามการพบเชื้อ S. uberis ที่มีลักษณะสายพันธุเดียวกัน
ภายในฝูงเดียวกัน ซึ่งชี้ใหเห็นวา ภายในฝูงโคนมสามารถพบลักษณะของเชื้อ S. uberis ที่เปนเชื้อ
ที่มาจากส่ิงแวดลอมหรือเชื้อที่สามารถติดตอจากเตานมสูเตานมได ดังนั้นมาตรการในการปองกัน
เตานมอักเสบจากการติดเชื้อชนิดนี้ตองอาศัยฐานขอมูลในดานลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อที่
พบในรายฝูงนั้นๆ เพื่อบงบอกวาการเกิดเตานมอักเสบจากเชื้อนี้มีลักษณะเปนแบบติดเชื้อจาก
ส่ิงแวดลอมหรือเปนแบบเตานมสูเตานม และระบาดวิทยาของเชื้อเปนแบบใด เพื่อจะไดมี
มาตรการที่เหมาะสมในปองกัน และควบคุมเตานมอักเสบภายในฟารมได แตอยางไรก็ดีกลไกการ
กอโรคและระบาดวิทยาของเชื้อ S. uberis ยังไมเปนที่ทราบแนชัด จึงทําใหการปองกันการติดเชื้อ 
S. uberis จึงยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ (Fang et al., 1998) 
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สรุปผลการศึกษา 
 

การศึกษาผลของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อ           
S. uberis ที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบในหองปฏิบัติการพบวาเตานมที่มีการติดเชื้อของแมโคที่มี
การติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีจํานวนเซลลโซมาติกสูงกวาเตานมที่ไมมีการติดเชื้อของแมโคที่
มีเตานมปกติ บงบอกถึงการมีภาวะอักเสบภายในเตานมที่มีการติดเชื้อ และพบวาระดับอิมมูโน
โกลบูลินจีในน้ํานมจากเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis สูงกวาในน้ํานมของเตานมที่ไมมีการติด
เชื้อของแมโคที่มีเตานมปกติ นอกจากนี้ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่ติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานมและแมโคที่มีเตานมปกติมีระดับสูงกวาทั้งในน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุม บงบอก
วาน้ํานมจากเตานมที่มีภาวะเตานมอักเสบมีระดับอิมมูโนโกลบูลินจีสูงกวาในน้ํานมจากเตานมที่
ไมมีการติดเชื้อ และอิมมูโนโกลบูลินจีที่พบในน้ํานมมักมีระดับต่ํากวาที่พบในซีร่ัมเสมอ การ
กระตุนการสราง hyperimmune serum ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM 
isolate พบวาสามารถกระตุนใหมีการสรางอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สาย
พันธุได โดยพบระดับอิมมูโนโกลบูลินจีสูงข้ึนในวันที่ 28 ของการกระตุน อยางไรก็ดีการตรวจวัด
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีจะใหผลชัดเจนก็ตอเม่ือตรวจวัดดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทที่เปนเชื้อ S. 
uberis สายพันธุเดียวกันกับสายพันธุที่ใชในการกระตุนชี้ใหเห็นวาเชื้อ S. uberis มีลักษณะการ
เปน homologous strain การศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลพบวานิวโทรฟลสามารถถูกกระตุน
ใหมีการเก็บกินเชื้อ S. uberis ไดในสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากซีร่ัมของแมโคที่มีการติด
เชื้อ S. uberis เขาเตานม และ hyperimmune serum สําหรับการฆาเชื้อ S. uberis พบวา
องคประกอบในน้ํานมที่ไมใชอิมมูโนโลบูลินจีอาจมีสวนเกี่ยวของกับการฆาเชื้อ S. uberis ได 
เพราะไมพบวาอิมมูโนโกลบูลินจีสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อได ซึ่งถานิวโทรฟลเก็บกิน
เชื้อไมได ข้ันตอนการฆาเชื้อก็ไมสามารถทํางานได จากการศึกษาในคร้ังนี้เม่ือพิจารณาถึง
ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบู
ลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis   เขาเตานม และซีร่ัมของลูกโคที่
ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis (hyperimmune serum) ไมสามารถสงเสริมใหนิวโทรฟลมีการ
เก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุ CM isolate และ SCM isolate ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
ดังนั้นการปองกันปญหาเตานมอักเสบเร้ือรังจากการติดเชื้อ S. uberis ในฟารมดวยการสงเสริม
การทํางานของนิวโทรฟลดวยอิมมูโนโกลบูลินจีจึงยังไมสามารถสรุปได ทั้งนี้ตองอาศัยความรูดาน
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อชนิดนี้ และระบบภูมิคุมกันของเตานมตอไปในการพัฒนาดาน
การปองกันหรือรักษาเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis ในฟารม 
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ภาคผนวก ก 
 

การเก็บตัวอยางและการตรวจตัวอยางนํ้านมทางหองปฏิบัติการ 
 

การเก็บตัวอยางนํ้านม 
วัสดุและอุปกรณ 

1. ขวดพลาสติกเก็บตัวอยางน้ํานมขนาด 30 มล. จํานวน 50 ขวด 
2. หลอดดูดยา ขนาด 10 มล. จํานวน 1 อัน 
3. สําลีกอนชุบแอลกอฮอล 70% จํานวน 1 กระปุก 
4. น้ํายาซี.เอ็ม.ที 1 ขวด ปริมาตร 30 มล. 
5. ถาดทดสอบซี.เอ็ม.ท ี
6. กอนน้ําแข็ง จํานวน 2 กอน 
7. ใบบันทึกผลการตรวจซี.เอ็ม.ที  
8. ปากกาเขียนแผนใสชนิดกันน้ํา 1 ดาม และ ปากกาลูกล่ืน 1 ดาม 
9. กลองโฟมเก็บความเย็น 1 กลอง 

วิธีการปฏิบัติกอนทําการรีดน้ํานม ตรวจกรองเตานมอักเสบเบื้องตนรายเตานมภายหลังจากการ
เตรียมเตานมกอนทําการรีดนม 

1. คลําตรวจบริเวณเตานมโค เพื่อตรวจหาภาวะเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ 
2. รีดน้ํานมโคใสถาดทดสอบซ.ีเอ็ม.ที. ทั้ง 4 เตา 
3. สังเกตลักษณะน้ํานมที่รีดไดทั้ง 4 เตาวามีความผิดปกติที่มีลักษณะบงชี้ถึงภาวะเตานม

อักเสบแบบแสดงอาการหรือไม  
4. เอียงถาดทดสอบใหปริมาณน้ํานมทั้ง 4 ดาน มีปริมาตรเทากัน ประมาณ 2-3 มล. 
5. ใสน้ํายาซ.ีเอ็ม.ทีลงในถาดทั้ง 4 ดานในสัดสวน 1 ตอ 1 (น้ํานมตอน้ํายาซ.ีเอ็ม.ที)   
6. หมุนถาดเปนวงกลมเพื่อใหน้ํานมและน้ํายาซ.ีเอ็ม.ที.เขากัน ประมาณ 15-30 วินาที 
7. เอียงถาดซาย-ขวา เพื่อใหอานผลไดงาย ลักษณะผลบวกจากการทดสอบ 

7.1.  T  น้ํานมมีลักษณะเปนฟลมเคลือบบริเวณกนถาด 
7.2. +1 น้ํานมมีลักษณะเปนเมือกบริเวณกนถาด 
7.3. +2 น้ํานมมีลักษณะเปนวุนสามารถเคล่ือนตัวไปมาไดบริเวณกนถาด 
7.4. +3 น้ํานมมีลักษณะเปนกอนแข็งไมสามารถเคล่ือนตัวไปมาไดติดบริเวณกนถาด  

8. จดบันทึกผลภายหลังการทดสอบ  
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9. เตาที่ปกติสามารถรีดน้ํานมสงขายได สวนเตาที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ
แนะนําใหเกษตรกรไมรีดสงขาย แตรีดทิ้งดวยมือ ภายหลังจากการรีดนมใหจุมหัวนมดวย
น้ํายาจุมเตาทุกตัว 

10. ภายหลังจากรีดนมเสร็จแลว ทําการเก็บตัวอยางน้ํานมดิบ (Grace et al., 1992 และ 
NMC, 1999) ดังนี ้

วิธีการเก็บตัวอยางน้ํานม 
1. การเก็บน้ํานมถังรวม 

1) เขียนเบอรถังขางขวดพลาสติกที่จะใชเก็บตัวอยางน้ํานม จํานวน 1 ขวด 
2) ลางมือใหสะอาดกอนทําการเก็บตัวอยางน้ํานม 
3) กวนน้ํานมในถังนมกอนทําการเก็บตัวอยางน้ํานมดวย syringes  
4) เก็บตัวอยางน้ํานมใสขวดพลาสติกใหไดปริมาตร 30 มล. 
5) ปดฝาขวดใหแนนและเก็บใสกลองโฟมรักษาความเย็น 

2. การเก็บน้ํานมรายเตาดวยวิธีปลอดเชื้อ 
1) เขียนชื่อโค เตา และเบอรถังขางขวดพลาสติกที่จะใชเก็บตัวอยางน้ํานม จํานวน 4 

ขวด 
2) ทําความสะอาดหัวนมโดยใชผาสะอาดเช็ดบริเวณหัวนมและเตานม  
3) ใชสําลีชุบแอลกอฮอลหมาด ๆ เช็ดบริเวณหัวนม เนนบริเวณรูเปดของหัวนมใหสะอาด 

โดยเร่ิมจากเตาที่อยูไกลตัวเขามาหาเตาที่อยูใกลตัว รอจนหัวนมแหง 
4) เช็ดมือขางที่จะใชรีดน้ํานมดวยสําลีชุบแอลกอฮอลใหสะอาด 
5) ทําการเก็บตัวอยางโดยเร่ิมจากเตาที่อยูใกลตัวออกไปหาเตาที่อยูไกลตัว (ตรงขามกับ

การเช็ดทําความสะอาดเตานม) เปดฝาขวดเก็บตัวอยางดวยมือขางที่ไมไดเช็ด
แอลกอฮอล โดยไมใหฝาขวดหงายข้ึน เอียงขวด 45 องศากับหัวนม ไมควรเอาปาก
ขวดไปโดนบริเวณปลายเปดหัวนม ทําการรีดนมและเก็บตัวอยางน้ํานม ใหได
ปริมาตร 15 มล. 

6) จุมเตานมดวยน้ํายาจุมเตา ภายหลังจากการเก็บตัวอยาง 
3. ตัวอยางน้ํานมที่ไดทั้งหมดเก็บใสกลองรักษาความเย็น และนําสงหองปฏิบัติเพื่อตรวจ

วิเคราะหทางหองปฏิบัติการทันท ี
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การเพาะเช้ือเพื่อหาสาเหตุของเตานมอักเสบ (NMC, 1999) 
วัสดแุละอุปกรณ 

1. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา  
2. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก  
3. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
4. โถใสจานเพาะเชื้อ  
5. จานเพาะเชื้อ  
6. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  
7. อาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Agar (TSA) ปริมาณ 16 กรัม 
8. น้ํากล่ัน 
9. ขวดแกวรูปชมพู ขนาด 400 มล. จํานวน 1 ขวด 
10. เลือดแกะที่ใสสารปองกันการแข็งตัวของเลือด ปริมาตร 16 มล. 
11. เคร่ืองกวนสารละลายใหความรอน 
12. กระดาษฟอยดและสําลี 
13. หวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. 
14. ตะเกียงแอลกอฮอล 
15. แผนสไลดแกว 
16. สารละลายยอมสีแกรม 
17. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต สําหรับการทดสอบ catalase 
18. Rapid plasma สําหรับการทดสอบ coagulase 
19. เชื้อ Staphylococcus aureus สําหรับการทดสอบ CAMP 
20. สารละลายเอสคูลิน 
21. อาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar  
22. Triple Sugar Iron 
23. Simmons Citrate agar 
24. Motility  agar   

 
วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบ (Blood agar) 

1. ชั่งอาหารเล้ียงเชื้อ TSA ปริมาณ 16 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล. เติมน้ํา
กล่ันปริมาตร 400 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด 
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2. นําไปวางบนแทนใหความรอนเพื่อใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและ
กระดาษฟอยด 

3. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.
ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ปราศจากเชื้อลงแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลานาน 1 ชม. แตถาอาหารเล้ียงเชื้อที่เตรียมไวไมตองการใชทันที ให
เก็บอาหารเล้ียงเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเก็บไดไมเกิน 5 วัน 

5. หลังจากแชอาหารเล้ียงเชื้อไวในอางควบคุมอุณหภูมิประมาณ 1 ชม. เติมเลือดแกะใหได
ความเขมขนสุดทาย 5% ลงใสขวดอาหารเล้ียงเชื้อ เขยาใหเขากันเบา  

6. หลังจากเขากันดีแลวใหเทใสจานเพาะเชื้อจานละ 12-14 มล. ใชไฟลนบริเวณผิวหนา
อาหารเล้ียงเชื้อ เพื่อไลฟองอากาศ  

7. รอจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตัวทําการควํ่าจานเพาะเชื้อ ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองขามคืน เพื่อ
ทดสอบการปราศจากเชื้อในจานเพาะเชื้อ จากนั้นเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกวาจะใช สามารถเก็บไวไดนาน 2 สัปดาห  

8. กอนนําอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบมาใชใหผ่ึงในตูอบบมที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เพื่อใหผิวหนาของอาหารเล้ียงเชื้อแหง อาหารเล้ียงเชื้อที่นํามาใชไมควร
มีการปนเปอนของเชื้อรา และเชื้อแบคทีเรีย  

 
วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar 

1. ชั่งอาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar ปริมาณ 25 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 
มล.  

2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ
รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและกระดาษฟอยด 

3. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.
ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ปราศจากเชื้อลงแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลานาน 1 ชม. 

5. เทใสจานเพาะเชื้อจานละ 13-15 มล. รอจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตวัทําการควํ่าจานเพาะ
เชื้อ 

6. ใสถุงเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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วิธีการเตรียม Triple Sugar Iron Slants 
1. ชั่งสาร Triple sugar iron agar ปริมาณ 29.7 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล.  
2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ

รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและกระดาษฟอยด 
3. แบงสารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 13x100 มม. หลอดละ 5 มล. นําเขาเคร่ืองอบ

ความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.ม. เปนระยะเวลา 
15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. นํามาวางบนแทนเพื่อใหเย็นตัวและมีผิวหนาเอียงเปนแนวลาด 
5. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
วิธีการเตรียม Simmons Citrate Slants 

1. ชั่งสาร Simmons citrate agar ปริมาณ 12.2 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล. 
2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ

รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพูดวยสําลี และกระดาษฟอยด 
3. แบงสารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 13x100 มม. หลอดละ 5 มล. 
4. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.

ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 
5. นํามาวางบนแทนเพื่อใหเย็นตัว และมีผิวหนาเอียงเปนแนวลาด 
6. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
วิธีการเตรียม Motility Test Medium 

1. ชั่งสาร Motility test agar ปริมาณ 10 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล. 
2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ

รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพูดวยสําลีและกระดาษฟอยด  
3. เติมสาร 1% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) ปริมาตร 2.5 มล. 
4. แบงสารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 13x100 มม. หลอดละ 5 มล. 
5. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.

ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 
6. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
 



 64 

การเพาะแยกเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบ 
1. ใชอาหารเล้ียงเชื้อชนิดที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบ 1 จาน สามารถใชลงตัวอยาง

น้ํานมได 1 ตัว (4 เตานม) โดยแบงพื้นที่ของจานเพาะเชื้อเปน 4 สวน เขียนเบอรถัง ชื่อโค 
และเตาลงบนจานเพาะเชื้อ บริเวณดานลางของจานเพาะเชื้อ 

2. ใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็นตัวแลวจุมลงในตัวอยางน้ํานมที่
เก็บไดใหเต็มหวงถายเชื้อ นํามาเข่ียลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปน
สวนประกอบ โดยตัวอยางน้ํานม 1 เตาใชพื้นที ่¼ ของจานเพาะเชื้อ  

3. สําหรับตัวอยางน้ํานมจากเตานมอักเสบแบบแสดงอาการจะใชพื้นที่ในการลงตัวอยาง
น้ํานม ½ ของจานเพาะเชื้อ  

4. นําจานเพาะเชื้อที่เข่ียตัวอยางน้ํานมแลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 24 ชม. เพื่อทําการวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบตอไป 

5. ที่ 24 ชม. สังเกตการเจริญเติบโตของจุลินทรียบนจานเพาะเชื้อและวินิจฉัยแยกเบื้องตน 
โดยใชการยอมสีโคโลนี หรือใชสารละลายโปแตสเซียมไฮดรอกไซด เพื่อแยกชนิด
แบคทีเรียเปนแกรมบวกและแกรมลบ  

6. แบคทีเรียแกรมบวกจะทดสอบ catalase โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวทดสอบ 
เพื่อแยกแบคทีเรีย Streptococci ออกจาก Staphylococci โดยแบคทีเรีย Streptococci 
จะใหผลลบ (ลักษณะเซลลที่พบจากการยอมแกรมแสดงในภาพที่ 6) 

 
ภาพท่ี 6 การยอมแกรมเพื่อวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ 

 
Gram stain 

       +rods               +cocci     +budding                       -rods 
Coryneforms         Yeast   Coliforms 
    Catalase      Serratia 
                       
Pseudomonas  
           +                - 
      
 
 
                      Staphylococci     Streptococci 
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7. แบคทีเรีย Streptococci Staphylococci และแบคทีเรียแกรมลบ จะถูกแยกเชื้อลงใน

อาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบบนจานเพาะเชื้อใหม และนําเขาตูอบ
บมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 24 ชม. เพื่อใหไดจํานวนโคโลนีเดี่ยว ๆ 
นําไปวินิจฉัยแยกชนิดดวยการทดสอบชีวเคมีตอไป 

8. ที่ 48 ชม. นําจานเพาะเชื้อที่แยกเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ นํามาทดสอบทางชีวเคมี ดังนี ้
 
การทดสอบทางชีวเคมีเพื่อวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ 
Streptococci เข่ียเชื้อแนวขวางบนอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบที่เข่ีย      

    เชื้อ  Staphylococcus aureus แนวตั้ง เพื่อทดสอบปฏิกิริยา CAMP 
เข่ียเชื้อลงในหลอดทดลองที่บรรจุ สารละลายเอสคูลิน เพื่อทดสอบปฏิกิริยา 
    เอสคูลินไฮโดรไลซิส 
นําจานเพาะเชื้อทดสอบปฏิกิริยา CAMP และหลอดทดสอบปฏิกิริยาเอสคูลิน 
   ไฮโดรไลซิสเขาตูอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน  
   24 ชม. แลวอานผล 

Staphylococci เข่ียเชื้อลงในหลอดทดลองที่บรรจุ rapid plasma เพื่อทดสอบปฏิกิริยา  
   coagulase นําหลอดทดลองเขาตูอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน 
   ระยะเวลานาน 24 ชม. แลวอานผล 

แบคทีเรีย 
แกรมลบ 

เข่ียเชื้อลงในอาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar  
เข่ียเชื้อลงในหลอดทดลองที่บรรจุ Triple Sugar Iron, Simmons Citrate agar  
     และ Motility  agar     
นําหลอดทดลองและจานเพาะเชื้อเขาตูอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
    เปนระยะเวลานาน 24 ชม. แลวอานผล 
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9. ที่ 72 ชม. อานผลการทดสอบทางชีวเคมี ดังนี ้
แบคทีเรีย ผลการทดสอบ แปลผล 

ใหผลบวกปฏิกิริยา CAMP และ เอสคูลินไฮโดรไลซิส (C+E+) Streptococcus uberis 
ใหผลบวกปฏิกิริยา CAMP แต เอสคูลินไฮโดรไลซิส เปนลบ (C+E-) Streptococcus agalactiae 
ใหผลลบปฏิกิริยา CAMP แต เอสคูลินไฮโดรไลซิส เปนบวก (C-E+) Streptococcus uberis 
ใหผลลบปฏิกิริยา CAMP และ เอสคูลินไฮโดรไลซิส (C-E-) Streptococcus dysgalactiae 

Streptococci 

ที่ 72 ชม. ใหผลบวกปฏิกิริยา CAMP แต เอสคูลินไฮโดรไลซิสเปนลบ 
(C+E-) ใหนําเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสตอจน            
เวลาที่ 96 ชม. ใหปฏิกิริยาเอสคูลินไฮโดรไลซิสเปนบวก 

Group G Streptococci  

ใหผลบวกกับปฏิกิริยา coagulase Staphylococcus aureus Staphylococci 
ใหผลลบกับปฏิกิริยา coagulase Coagulase-negative 

staphylococci 
ใหโคโลนีสีชมพูและมี bile precipitate บนอาหารเลี้ยงเช้ือ    
    MacConkey agar 
ใหผลลบกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการเคลื่อนที่บน  
    Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน A/A, G 

Escherichia coli 
 
 

ใหโคโลนีสีชมพู-เหลืองและเปน mucoid บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  
     MacConkey agar 
ใหผลบวกกับการทดสอบ Simmons Citrate agar ไมมีการเคลื่อนที่ 
     บน Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน A/A, G 

Klebsiella spp. 

ใหโคโลนีสีชมพูบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar 
ใหผลบวกกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการเคลื่อนที่บน  
     Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน A/A, G 

Enterobacter spp. 

ใหโคโลนีใส หรือมี red pigment บนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey  
     agar 
ใหผลบวกกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการเคลื่อนที่บน  
     Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน K/A 

Serratia spp. 

ใหโคโลนีแวววาว ใสแบบ metalic sheen บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  
     MacConkey agar 
ใหผลบวกหรือลบกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการ 
     เคลื่อนที่บน Motility  agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผล 
     เปน K/K 

Pseudomonas spp. 

แบคทีเรีย 
แกรมลบ 

ใหโคโลนีใสบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar 
ใหผลบวกหรือลบกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการ 
     เคลื่อนทีบ่น Motility  agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผล 
     เปน K/AS+ 

Proteus spp. 
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10. แนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานมของแมโค

ที่เปนเตานมอักเสบ  
จํานวนโคโลนีทั้งหมด 1 2-10 มากกวา 10 

ชนิดเช้ือ ชนิด
เดียว 

ชนิดเดียว มากกวา 
สองชนิด 

หลายชนิด ชนิดเดียว มากกวา 
สองชนิด 

หลายชนิด 

S. agalactiae 4* 4 4 4 4 4 4 
Group G 

streptococci 
4 4 4 4 4 4 4 

Streptococcal 
species 

2 3 2 2 4 3 1 

S. aureus 3 4 4 4 4 4 4 
Staphylococcal 

species 
1 2 2 2 4 2 1 

E. coli 
Klebsiella 

Enterobacter 
Serratia 

 
2 

 
3 

 
2 

 
2 

 
4 

 
2 

 
1 

Pasteurella 4 4 4 4 4 4 4 
Pseudomonas 2 3 2 2 4 4 2 
Yeast, Mold & other 
Fungi 

2 3 1 1 4 2 1 

Nocardia 2 3 2 2 4 3 3 
Prototheca 2 3 3 2 4 3 3 
C. bovis 1 2 2 2 4 3 3 
C. pyogenes 2 3 3 3 4 3 3 
C. ulcerans 2 4 3 2 4 4 3 
Proteus 2 3 1 1 4 2 1 
* ระดับนัยสําคัญของการวินิจฉัยวาเปนสาเหตุของการติดเชื้อ (Degree of confidence in 
diagnosing an infection) 
 1 – ไมมีนัยสําคัญ   2 – ตองสงสัย   
 3 – มีนัยสําคัญ   4 – มีนัยสําคัญอยางสูง 
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11. เชื้อแบคทีเรีย S. uberis ที่วินิจฉัยไดจากการทดสอบทางชีวเคมี จะทําการยืนยันผลการ
วินิจฉัยดวยชุดตรวจชีวเคมีจําแนกชนิดเชื้อ API 20 STREP® (bioMérieux, France) 

12. เก็บรักษาเชื้อ S. uberis ในอาหารเล้ียงเชื้อ Brain Heart Infusion (BHI) broth ที่มี 
glecerol 5 เปอรเซ็นต แลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การตรวจนับจํานวนเซลลโซมาติก โดยใชเคร่ืองนับอนุภาค Coulter counter ZM®  
ในนํ้านมรายเตานม (Hinz et al., 1992) 

วัสดุและอุปกรณ 
1. หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มม.  
2. หลอดไปเปตแกว ผานการฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา ขนาด 5 หรือ 10 มล.  
3. เคร่ืองดูดปริมาณสาร ขนาด 100-200 ไมโครลิตร พรอม tips ปลอดเชื้อ 
4. ตะแกรงใสหลอดทดลอง  
5. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ 80 องศาเซลเซียส 
6. เคร่ืองเขยาผสมสารละลาย 
7. เคร่ืองตรวจนับอนุภาค Coulter counter ZM® (Coulter Electronicics Limited, 

England) 
8. สารเคมี fixative solution และ detergent 
 

สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร fixative solution 
ชั่งสาร EOSIN 0.1 กรัม ใสในสารละลายฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 10 มล. เติมน้ํากล่ันให

ครบ 100 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน กรองผานกระดาษกรอง เก็บใสขวดสีชาและเก็บไวใน
ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร detergent 

 สารละลายเอทานอล 96 เปอรเซ็นต ปริมาตร 125 มล. ผสมกับสาร Triton X-100 
(Merck®) ปริมาตร 20 มล. และน้ําเกลือ 0.9% NSS ปริมาตร 855 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน 
กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 
วิธีการทดสอบ 

1. ดูดตัวอยางน้ํานมปริมาตร 10 มล. ผสมกับ fixative solution ปริมาตร 0.2 มล. ลงใน
หลอดทดลอง เขยาตัวอยางใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาผสมสารละลาย 

2. นําตัวอยางน้ํานมที่ผานการใสสาร fixed cells แลว แชลงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 20 นาท ี

3. นําตัวอยางที่ไดจากขอ 2 ปริมาตร 0.1 มล. ใสลงในหลอดทดลองที่บรรจุ detergent 
ปริมาตร 9.9 มล. เขยาสารใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาผสมสารละลาย 

4. นําตัวอยางลงแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี
5. นําตัวอยางข้ึนจากอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ และทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
6. นําตัวอยางเขาเคร่ืองตรวจนับอนุภาค Coulter counter ZM® เพื่อนับจํานวนเม็ดเลือดขาว 
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ภาคผนวก ข 
 

การเพาะเลี้ยงเช้ือ Streptococcus ubeirs สําหรับขั้นตอนการเตรียมวัคซีน                 
การเคลือบผิวเพลท และการทํางานของนิวโทรฟล  

 
วัสดุและอุปกรณ 

1. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา  
2. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก 
3. เคร่ืองปนเหว่ียง  
4. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
5. โถใสจานเพาะเชื้อ  
6. จานเพาะเชื้อ  
7. หลอดทดลอง ขนาด 16x100 มม. 
8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  
9. อาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)  
10. น้ํากล่ัน 
11. Phosphate-buffered saline (pH 7.4) 
12. ขวดแกวรูปชมพู ขนาด 400 มล. จํานวน 1 ขวด 
13. เคร่ืองกวนสารละลายใหความรอน 
14. กระดาษฟอยดและสําลี 
15. หวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. 
16. ตะเกียงแอลกอฮอล 
17. ปเปตแกว ขนาด 10 มล. 
18. Automatic pipettor 
19. Pipette tips 

 
วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) 

1. ชั่งอาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth ปริมาณ 6 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 
มล.  

2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 200 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ
รอนใหละลาย ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและกระดาษฟอยด 
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3. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.
ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม Phosphate buffered saline (PBS) 10X 

ชั่งสาร NaCl 80 กรัม KCl 2 กรัม KH2PO4 1.4 กรัม และ Na2HPO4 9 กรัม เติมน้ํากล่ัน 
1000 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด ตอตร.ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 
 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร Phosphate buffered saline (PBS) 1X 
 นํา Phosphate buffered saline (PBS) 10X ปริมาตร 100 มล. เติมน้ํากล่ัน 900 มล. 
เขยาใหสารละลายเขากัน นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด ตอตร.ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ เพื่อนําไปใชตอไป 
 
วิธีการเพาะเล้ียงเชื้อ 

1. ละลายเชื้อ S. uberis ที่เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
2. ใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็นตัวแลวจุมลงในเชื้อ แลวเข่ียลง

บนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 18 ชม. ใหทําซ้ํา 3 คร้ัง (subculture)  

3. เข่ียเชื้อประมาณ 10 – 15 โคโลนี ถายลงในหลอดแกวที่มีอาหารเล้ียงเชื้อ TSB ปริมาตร 4 
มล. เขยาใหเชื้อแตกกระจายกัน แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 4 ชม. 

4. ดูดอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมดถายลงไปในขวดแกวรูปชมพูที่มีอาหารเล้ียงเชื้อ TSB ปริมาตร 
196 มล. แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
เปนระยะเวลา 18 ชม. 

5. นํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10000g เปนเวลา 15 นาที และลางเซลลของเชื้อดวย PBS ให
ทําการปนลางทั้งหมด 2 คร้ัง  

6. เซลลของเชื้อที่ไดนําไปตรวจสอบดังนี ้
6.1. ตรวจนับปริมาณเชื้อดวยวิธี plate count บนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar  

6.1.1. เขยาสารละลายเชื้อ และดูดสารละลายเชื้อ ปริมาตร 1 มล. ใสในหลอด
ทดลอง PBS ปริมาตร 900 ไมโครลิตร เขยาดวยเคร่ืองเขยาสารละลาย 
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ประมาณ 15 วินาที เพื่อใหละลายเขาดวยกัน จะไดสารละลายเชื้อที่เจือจาง
แลวความเขมขน 10-1 ทําซ้ําขางตนจนไดสารละลายเชื้อความเขมขนที่เจือจาง
แลวความเขมขน 10-8  

6.1.2. ดูดสารละลายเชื้อ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ blood 
agar โดยสารละลายเชื้อระดับความเขมขน 10-1 ใชปริมาณเชื้อ 100 ไมโครลิตร 
จะเปนสารละลายเชื้อระดับความเขมขน 10-2 สวนสารละลายเชื้อระดับความ
เขมขนที่เจือจางแลว 10-2 และ 10-3 จะเปนสารละลายเชื้อระดับความเขมขน 
10-3 และ 10-4 ตามลําดับ 

6.1.3. ใชแทงแกวเกล่ียสารละลายเชื้อจนผิวหนาของอาหารเล้ียงเชื้อแหง นําจาน
เพาะเชื้อทั้งหมดอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 18 ชม. 

6.1.4. การนับจํานวนแบคทีเรียในจานเพาะเชื้อ ภายหลังการอบบมดวยการนับมือ 
(manual counting) ใหทําการจดบันทึกสายพันธุของเชื้อ และระดับการเจือจาง
ที่นับได การนับจํานวนแบคทีเรียแบงได 4 แบบ ดังนี ้

ก) จานเพาะเชื้อธรรมดามีจํานวนแบคทีเรียตั้งแต 25-250 โคโลนี หรือนอยกวา 25 
โคโลนี เลือกจานที่นับได ทําการนับจํานวนทั้งหมด (รวมทั้งโคโลนีเล็กฝอย) บน
จานเพาะเชื้อ รายงานจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่นับไดคูณกลับระดับการเจือ
จางที่นับได 

ข) จานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี ไมควรรายงานจาน
เพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียมาก ๆ ที่ระดับการเจือจางสูงสุดวาเปน Too 
numerous to count (TNTC) ถาแบคทีเรียในจานเพาะเชื้อมีการกระจายตัว
สมํ่าเสมอ และมีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี ใหระบุเปน estimated 
SPC (ESPC) โดยทําการตีตาราง 9x9 ตร.ซม. จะไดพื้นที่ส่ีเหล่ียมจตุรัสขนาด 
1 ตร.ซม.จํานวน 81 ชอง ทําการนับจํานวนแบคทีเรียในชองดังกลาว โดย
แบงเปน 2 กรณ ี
1. จํานวนแบคทีเรียนอยกวา 10 โคโลนีใน 1 ตร.ซม. ใหนับจํานวนแบคทีเรีย 

12 ชอง แบงเปนดานกวาง 6 ชอง และดานยาว 6 ชอง (ไมใหซ้ําชอง
ตําแหนงเดิม)  

2. จํานวนแบคทีเรียมากกวา 10 โคโลนีใน 1 ตร.ซม. ใหนับจํานวนแบคทีเรีย 4 
ชอง  
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จํานวนแบคทีเรียที่นับไดทั้ง  2 กรณี นํามาหาคาเฉล่ียจํานวนแบคทีเรียใน
พื้นที่ 1 ตร.ซม.แลวคูณดวยพื้นที่จานเพาะเชื้อแลวคูณกลับดวยระดับการเจือจาง
จะไดจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 

ค) จานเพาะเชื้อที่มีแบคทีเรียอยูอยางการกระจาย ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่
มีการกระจายแบงเปน 3 แบบ ดังนี ้
1. โคโลนีที่เปนสายยาว ไมถือวาเปนการกระจายตัวของแบคทีเรีย เพราะ

ไมไดเกิดจากการแยกตัวของแบคทีเรีย  
2. โคโลนีลักษณะเปนฟลมของน้ําระหวางวุนกับกนของจานเพาะเชื้อ  
3. โคโลนีลักษณะเปนฟลมของน้ําบริเวณขอบหรือผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ 

หากพบลักษณะโคโลนีทั้ง 3 แบบดังกลาวในจานเพาะเชื้อ ใหพิจารณาดังนี ้
1. พื้นที่ที่พบโคโลนีกระจายตัวทั้ง 3 แบบ มากกวา 50% ของพื้นที่จานเพาะ

เชื้อ หรือ 
2. พื้นที่ที่พบโคโลนีกระจายตัวทั้ง 3 แบบ มากกวา 25% ของพื้นที่จานเพาะ

เชื้อ 
ทั้ง 2 กรณีขางตนใหรายงานเปน spreader (SPR) และการนับโคโลนีทั้ง 3 แบบ
ใหคิดเปน 1 โคโลนี  

ง) ความผิดพลาดทางหองปฏิบัติการหรือการมีตัวยับยั้งการการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย กรณีที่จานเพาะเชื้อมีการปนเปอนหรือจํานวนแบคทีเรียที่นับไดไม
เหมาะสม ใหรายงานเปน laboratory accident (LA) และถาตรวจพบสาร
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียใหรายงานเปน growth inhibitor (GI)  
 

6.1.5. การคํานวณและการรายงานผล 
การรายงานผล SPC จะใชตัวเลขที่มีนัยสําคัญเพียงสองตัวแรกที่นับไดเทานั้น สวน 

ตัวเลขในลําดับที่สามหากเปนเลข 1,2,3,4 จะปดเศษลง ถาเปนเลข 6,7,8,9 ใหปดเศษข้ึน แตถา
เปนเลข 5 ใหสังเกตตัวเลขตัวที่สองถาเปนเลขคี่ใหปดข้ึนแตถาเปนเลขคูใหปดลง  

ตัวอยาง 
ตัวเลขที่คํานวณได                      SPC 

12,700     13,000 
12,400     12,000 
15,500     16,000 
14,500     14,000 
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ก) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียระหวาง 25-250 โคโลนี 

คํานวณจํานวนแบคทีเรีย โดยใชสูตร N = C/[(1xn1)+(0.1xn2)]d  
เม่ือ  N = จํานวนแบคทีเรียที่นับไดเปนโคโลนีตอมล. 
 C = ผลรวมของจํานวนแบคทีเรียที่นับไดทุกจานเพาะเชื้อ  
 n1 = จํานวนจานเพาะเชื้อที่นับไดในระดับการเจือจางต่ําสุด 
 n2 = จํานวนจานเพาะเชื้อที่นับไดในระดับการเจือจางสูงข้ึนจาก n1 
 d = ระดับการเจือจางที่นับไดในคร้ังแรก 

ตัวอยาง 
   1:100      1:1000 
   232,244     33, 28 
  N = (232+244+33+28)/[(1X2)+(0.1X2)]10-2 
     = 24,409 
     = 24,000 
 

ข) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 25 โคโลนี โดยที่ทั้งสองระดับการ
เจือจางมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 25 โคโลนีใหรายงานเปน <25 ในระดับการ
เจือจางที่นับไดคร้ังแรก 

ตัวอยาง 
 จํานวนแบคทีเรีย(โคโลน)ี ที่ระดับการเจือจาง 
 1:100   1:1000         SPC/มล. 
 18   2   <2,500 ESPC 
 0   0   <2,500 ESPC 

 
ค) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี โดยที่ทั้งสองระดับการ

เจือจางมีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี (แตมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 
100 โคโลนีในพื้นที่ 1 ตร.ซม) ใหนับจานเพาะเชื้อที่มีคาใกลเคียงกับ 250 แลว
คูณกลับดวยระดับการเจือจาง 
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ตัวอยาง 
 จํานวนแบคทีเรีย(โคโลน)ี ที่ระดับการเจือจาง 
 1:100   1:1000         SPC/มล. 
 TNTC   640   640,000 ESPC 
 

ง) ถาทุกจานเพาะเชื้อที่มีแบคทีเรียอยูอยางการกระจาย ใหรายงานเปน SPR ถามี
สารยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียใหรายงานเปน GI หรือมีความผิดพลาดทาง
หองปฏิบัติการใหรายงานเปน LA  

จ) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีคาเฉล่ียจํานวนแบคทีเรียมากกวา 100 โคโลนีตอ 1ตร.ซม. 
ใหนับระดับการเจือจางสูงสุดคูณพื้นที่จานเพาะเชื้อคูณ100  

ตัวอยาง 
 จํานวนแบคทีเรีย(โคโลน)ี ที่ระดับการเจือจาง 
 1:100   1:1000          SPC/มล. 

  TNTC   7,150   <6,500,000 ESPC 
  TNTC   6,490  <5,700,000 ESPC 
  TNTC   2,200  <2,000,000 ESPC 
  พื้นที่จานเพาะเชื้อเทากับ 65 ตร.ซม. (เสนผาศูนยกลางจานเพาะเชื้อ 9 ซม) 
  พื้นที่จานเพาะเชื้อเทากับ 57 ตร.ซม. (เสนผาศูนยกลางจานเพาะเชื้อ 8.5 ซม) 
  พื้นที่จานเพาะเชื้อเทากับ 20 ตร.ซม. (เสนผาศูนยกลางจานเพาะเชื้อ 5 ซม) 
 

6.2. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ (purity) ของเชื้อ โดยใชหวงถายเชื้อเข่ียเชื้อบนอาหารเล้ียง
เชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 
5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 18 ชม. 

7. เก็บเชื้อไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมวัคซีน Streptococcus uberis ชนิดเช้ือตาย 
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา 
2. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
3. โถใสจานเพาะเชื้อ  
4. จานเพาะเชื้อ  
5. Phosphate-buffered saline  (pH 7.4) 
6. ขวดแกวปลอดเชื้อ ขนาด 20 มล. พรอมจุกปด 
7. เคร่ืองกวนสารละลายใหความรอน 
8. กระดาษฟอยดและสําลี 
9. หวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. 
10. ตะเกียงแอลกอฮอล 
11. เคร่ืองดูดปริมาณสาร ขนาด 1000 ไมโครลิตร พรอม tip ปลอดเชื้อ 
12. สารฟอรมัลดีไฮด 1 เปอรเซน็ต 
13. เชื้อ S. uberis ที่เพาะเล้ียงได 
14. อาหารเล้ียงเชื้อ Blood agar 
15. Freund’s incomplete adjuvant (Sigma-aldrich, USA) 
16. Tween20 (Sigma-aldrich, USA) 
17. กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

 
สารเคมีและวิธีการเตรียม Tween20 (1 เปอรเซ็นต) 

1. นํา Tween20 ปริมาตร 1 มล.  
2. เติม PBS ปริมาตร 99 มล.  

 
วิธีการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย 

1. นําเชื้อ S. uberis ที่เพาะเล้ียงไดความเขมขน 1010 cfu ตอมล. มาฆาดวยสารฟอรมัลดี
ไฮด 1 เปอรเซน็ต ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชม.  

2. ตรวจสอบการตายของเชื้อ โดยใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็น
ตัวแลวจุมลงในเชื้อ แลวเข่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 18 ชม.  
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3. เตรียมวัคซีน สําหรับการกระตุนภูมิคุมกัน 1 โดส ซึ่งประกอบดวย 
3.1 เชื้อ S. uberis ความเขมขน 1010 cfu ตอมล. ปริมาตร 1 มล. 
3.2 Freund’s incomplete adjuvant ปริมาตร 1 มล. 
3.3 Tween20 (1 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 2 มล. 

4. นํา Freund’s incomplete adjuvant ปริมาตร 1 มล. ผสมกับ Tween20 ปริมาตร 2 มล. 
จะไดสารละลายสีขาว จากนั้นนําไปกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน ดูด
สารละลายสีขาวลงในขวดแกว 

5. นําเชื้อ S. uberis ปริมาตร 1 มล. ถายลงไปในขวดแกว ตรวจสอบความปราศจากเชื้อ 
(sterility) ของวัคซีน โดยใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็นตัวแลว
จุมลงในเชื้อ แลวเข่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 18 ชม.  

6. ปดฝาจุกใหสนิท 
7. เก็บวัคซีนไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 
วัสดุและอุปกรณ 

1. 96  well flat bottom microtiter plate (Sterilin, U.K.) 
2. สารกลูตารอัลดีไฮด (Electron Microscopy Science, U.S.A.) 
3. Carbonate-bicarbonate buffer 
4. ELISA buffer (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 
5. Blocking solution 
6. peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 
7. o-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 
8. Phosphate citrate buffer  
9. ไฮโดรเจนเพอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต 
10. H2SO4 (Merck, Germany) 
11. ELISA Reader (Anthos, Austria) 
12. Multichannel pipettor 
13. Pipette tips 

 
สารเคมีและวิธีการเตรียม Carbonate-bicarbonate buffer 0.05M (pH 9.6)  

ชั่ง Na2CO3 1.59 กรัม NaHCO3 2.93 กรัม เติมน้ํากล่ัน 1000 มล. เขยาใหสารละลายเขา
กัน วัด pH แลวเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสารกลูตารอัลดีไฮด 0.025 เปอรเซ็นต  

นําสารกลูตาอัลดีไฮด 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม carbonate-
bicarbonate buffer 99.95 มล. เขยาสารละลายใหเขากัน แลวเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม Blocking solution 
 ชั่ง skim milk 1 กรัม เติม ELISA buffer 100 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน แลวเก็บไวใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารเคมีและวิธีการเตรียม Phosphate-citrate buffer 0.05 M (pH 5.0) 
 นํา Na2HPO4 0.2 M ปริมาตร 2.57 มล. Citric acid 0.1 M ปริมาตร 24.3 มล. เติมน้ํา
กล่ัน ปริมาตร 50 มล. ปรับ pH เทากับ 5 เก็บไวที่อุณหภูมิหอง   
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม o-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) 0.34 มก.ตอมล.  
 นําสาร OPD 1 เม็ด (10 มก. ตอเม็ด) ละลายใน phosphate-citrate buffer ปริมาตร 
29.4 มล. กอนนําไปใชใหเติมไฮโดรเจนเพอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 118 ไมโครลิตร  
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม H2SO4 1.0 M 
 นําสาร H2SO4 ที่ความเขมขน 95-97 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5.6 มล. เทลงชาๆในน้ํากล่ัน
ปริมาตร 80 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน และเติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรสุดทายเทากับ 100 มล. 
 
ข้ันตอนการเคลือบผิวเพลท 

1. นําเพลท ชนิด 96 หลุม กนแบน มาเตรียมผิวเพลทดวยสารกลูตารอัลดีไฮด 0.025 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. เททิ้ง 
แลวเคาะใหแหง 

2. เจือจางเชื้อ S. uberis ใน carbonate-bicarbonate buffer จนไดความเขมขน 106 cfu 
ตอมล. จากนั้นหยดสารละลายเชื้อลงหลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม จะไดความ
เขมขนของสารละลายเชื้อตอหลุมเทากับ 105 cfu ตอมล. 

3. ปดเพลทดวย paraffin ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
4. ดูดสารละลายเชื้อทิ้งทีละหลุม ทําการลางดวย ELISA buffer 2 คร้ัง โดยหยดลงหลุมละ 

100 ไมโครลิตร ทิ้งไว 5 นาที จากนั้นดูดทิ้งทีละหลุม และเคาะใหแหง 
5. หยดสาร blocking solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที จากนั้นเททิ้ง ลางดวย ELISA buffer 2 คร้ัง ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ
หลุม ทิ้งไว 5 นาท ีแลวเททิ้ง และเคาะใหแหง 
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ข้ันตอน ELISA 
1. เจือจางตัวอยางในอัตราสวนที่เหมาะสมใน ELISA buffer จากนั้นหยดตัวอยางปริมาตร 

100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. เททิ้ง และลางดวย ELISA 
buffer 3 คร้ัง ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไว 5 นาที แลวเททิ้ง และเคาะใหแหง    

2. เจือจาง peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ในอัตราสวนที่เหมาะสมใน 
PBS 0.01 M (pH 7.4) หยด peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. เททิ้ง และลางดวย ELISA 
buffer 3 คร้ัง ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไว 5 นาที แลวเททิ้ง และเคาะใหแหง 

3. หยด o-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) ปริมาตร 75 ไมโครลิตรตอหลุม 
สังเกตการเกิดสีภายใน 5 นาท ี

4. หยุดปฏิกิริยาดวย H2SO4 1.0 M ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม   
5. อานคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืนแสง 492 นาโนเมตร   
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ภาคผนวก ง 
การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟล 

 
วัสดุและอุปกรณ 

1. ตูบมอุณหภูมิ 
2. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
3. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา  
4. เคร่ืองปนเหว่ียง 
5. กลองจุลทรรศน  
6. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
7. โถใสจานเพาะเชื้อ  
8. จานเพาะเชื้อ  
9. หลอดทดลอง ขนาด 16x100 มม. 
10. Phosphate-buffered saline  
11. สารฟอรมัลดีไฮด 
12. Centrifuge tube ขนาด 15 มล. 
13. แทงแกว 
14. อาหารเล้ียงเชื้อ Blood agar 
15. Automatic pipettor 
16. Microcentrifuge tube 
17. Pipette tips 
18. เข็มฉีดยา เบอร 18 ยาว 1.5 นิ้ว 
19. หลอดฉีดยา ขนาด 50 มล. 
20. น้ํากล่ัน 
21. NaCl 2.7 เปอรเซ็นต 
22. Fluorescein isothiocyanate isomer I-celite (FITC) (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 
23. Flow cytometer (Becton Dickinson, U.S.A.) 

 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสารปองกันการแข็งตัวของเลือด 

เตรียม sodium phosphate buffer 0.0132 M โดยชั่ง NaH2PO4 1.82 กรัม เติมน้ํากล่ัน 
1000 มล. จากนั้นชั่ง Na2HPO4 1.87 กรัม เติมน้ํากล่ัน 1000 มล. จากนั้นสารละลาย NaH2PO4 
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ปริมาตร 42.3 มล. ผสมกับสารละลาย Na2HPO4 ปริมาตร 57.7 มล. ซึ่งจะได sodium 
phosphate buffer ปริมาตร 100 มล. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ เก็บที่
อุณหภูมิหอง 
 ชั่ง NaCl 0.07 กรัม และชั่ง EDTA 1.5 กรัม เติม sodium phosphate buffer 100 มล. 
นําไปกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

  
สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเรืองแสง Fluorescein isothiocyanate (FITC)  

เตรียม NaHCO3 0.1 M (pH 9.0) โดยชั่ง NaHCO3 0.84 กรัม เติมน้ํากล่ัน 100 มล. 
จากนั้นชั่งสารเรืองแสง FITC 0.01 กรัม แลวเติม NaHCO3 ปริมาตร 100 มล. กรองผานกระดาษ
กรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ข้ันตอนการยอมเชื้อ S. uberis ดวยสารเรืองแสง FITC 

1. เติมสารเรืองแสง FITC ปริมาตร 1 มล. ลงในเซลลของเชื้อ S. uberis ที่อัดกันแนน เขยา
ใหเขากัน ทิ้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 60 นาที  

2. ปนลางดวย PBS 5 คร้ัง ที่ความเร็ว 12000เ เปนเวลา 3 นาที จนกวาสวนบนใสไมมีสาร 
FITC ตกคาง 

 
ข้ันตอนการแยกนิวโทรฟล 

1. เก็บเลือดที่เสนเลือดที่คอ (jugular vein) ในโคสาวที่มีสุขภาพดี ปริมาตร 50 มล. ลงใน
หลอดเก็บเลือดที่มีสาร sodium phosphate buffer 0.0132 M sodium chloride 0.012 
M และ EDTA 1.5 เปอรเซ็นตเปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือดในอัตราสวนเลือดตอ
สารปองกันการแข็งตัวของเลือดเทากับ 9:1   

2. นําเลือดมาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1000g เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนพลาสมา buffy coat 
ทิ้งไป 

3. ชั่งน้ําหนักของเม็ดเลือดแดงและนิวโทรฟลที่ตกตะกอน    
4. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 4 เทาของน้ําหนักที่ชั่งได เพื่อสลายเม็ดเลือดแดง ผสมใหเขากันทิ้งไว 

45 วินาที จากนั้นเติม NaCl 2.7 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 เทาของน้ําหนักที่ชั่งได เพื่อให
สารละลายมีสภาพเปน isotonicity 

5. นําไปปนที่ความเร็ว 200g เปนเวลา 5 นาที และลางดวย PBS ทั้งหมด 3 คร้ัง  
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6. ตรวจสอบการมีชีวิตของนิวโทรฟล (viability) โดยใชสี trypan blue 0.4 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และสารละลายนิวโทรฟล 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและทิ้งไว
เปนเวลา 2 นาที จากนั้นหยดบน hemocytometr counting chamber นําไปตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศน (light microscope) ที่กําลังขยาย 40X เซลลนิวโทรฟลที่ตายแลวจะติดสี 
ตรวจนับจํานวนทั้งหมด และการมีชีวิตอยูมากกวา 90 เปอรเซ็นต 

 
ข้ันตอนการศึกษาการเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟล 

1. เตรียมสารละลายเชื้อ S. uberis ที่ยอมสารเรืองแสง FITC ที่ความเขมขนเทากับ 106 cfu 
ตอมล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน microcentrifuge tube 

2. เติมตัวอยางซีร่ัมหรือน้ํานม ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 23 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม.  

3. เติมสารละลายนิวโทรฟลความเขมขนเทากับ 107 เซลลตอมล.ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน ทิ้งไวในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
จากนั้นเติมสารฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 6 ไมโครลิตร 

4. เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
5. สงตรวจการเก็บกินเชือ้ดวยเคร่ือง flow cytometer  

 
ข้ันตอนการศึกษาการฆาเชื้อของนิวโทรฟล 

1. เตรียมสารละลายเชื้อ S. uberis ที่ความเขมขนเทากับ 106 cfu ตอมล. ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงใน microcentrifuge tube 

2. เติมตัวอยางซีร่ัมหรือน้ํานม ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 23 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม.  

3. เติมสารละลายนิวโทรฟลความเขมขนเทากับ 107 เซลลตอมล.ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน ทิ้งไวในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที  

8. ตรวจนับปริมาณของเชื้อที่รอดชีวิตดวยวิธี plate count โดยดูดสารละลาย ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวใชแทงแกวกระจายสารละลายใหแหง 
แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปน
ระยะเวลา 18 ชม.  

4.  ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวอาภาภรณ เทพสิทธิ์  เกิด เ ม่ือวันที่  3 กุมภาพันธ  พ.ศ. 2524 จั งหวัด
กรุงเทพมหานคร จบการศึกษาสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม พ.ศ. 2548 ไดรับทุนโครงการรับนักเรียนที่มีผลการเรียนดี ปการศึกษา 
2542-2547 จากนั้นเขาทํางานเปนผูชวยวิจัยใหกับ ผศ. น.สพ. ธนศักดิ์ บุญเสริม ภาควิชาอายุร
ศาสตร และอาจารยนายสัตวแพทยธีรวัฒน สวางจันทรอุทัย ภาควิชาสูติศาสตร เธนุเวชวิทยา และ
วิทยาการสืบพันธุ คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนระยะเวลา 1 ป หลังจาก
นั้นไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาอายุรศาสตรสัตวแพทย ภาควิชาอายุร
ศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549 โดยไดรับ
ทุนอุดหนุนการศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อเฉลิมฉลองวโรกาสที่
พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษา ประจําปการศึกษา 2549   
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