
ผลของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อสเตรปโตคอกคัส ยูเบอริส  
ที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบในหองปฏิบัติการ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวอาภาภรณ   เทพสิทธิ ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาอายุรศาสตรสัตวแพทย       ภาควิชาอายุรศาสตร  

คณะสัตวแพทยศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ปการศึกษา  2552 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 



EFFECT OF IMMUNOGLOBULIN G ON NEUTROPHIL ACTIVITY in vitro AGAINST  
MASTITIS CAUSING Streptococcus uberis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Arbhabhorn   Thepsit 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Veterinary Medicine 

Department of Veterinary Medicine 
Faculty of Veterinary Science  

 Chulalongkorn University 
Academic Year 2009 

Copyright of Chulalongkorn University 









 ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยดี โดยมี รศ.น.สพ.ดร. กิตติศักดิ์  อัจฉริยะขจร อาจารย
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ รวมทั้ง ผศ.น.สพ. ธนศักดิ์  บุญเสริม ที่ไดใหคําปรึกษาและแนะนําเปนอยาง
ดีตลอดระยะเวลาที่ทําวิทยานิพนธ การศึกษาคร้ังนี้ไดรับความอนุเคราะหการเก็บตัวอยางน้ํานม
จากฟารมเกษตรกรโคนมรายยอยในเขตอําเภอเมือง และอําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม      
อ.น.สพ. ปยะณัฐ ประสมศรี สพ.ญ. ศริญญา ฤกษอยูสุข สพ.ญ. วีรยาภรณ ทัดศรี และนิสิตคณะ
สัตวแพทยศาสตร ชั้นปที่ 5 และปที่ 6 ปการศึกษา 2551 สําหรับความเอ้ือเฟอในการชวยเก็บ
ตัวอยางน้ํานมในฟารม คุณสุกุมา สามงามนิ่ม สําหรับคําแนะนําในการตรวจวินิจฉัยเพาะแยกเชื้อ
ที่กอใหเกิดเตานมอักเสบ คุณพนิดา ขานดา สําหรับคําแนะนําในการตรวจดวยวิธี ELISA และคุณ
นพดล สะอาดเอ่ียม สําหรับคําแนะนําในการตรวจการเก็บกินเชื้อแบคทีเรียของนิวโทรฟลดวยวิธี 
flow cytometry ครอบครัวเทพสิทธิ์ และครอบครัวสิริวรรณศิลป ที่เปนแรงผลักดัน และกําลังใจ
ตลอดระยะเวลาที่ทําวิทยานิพนธ และจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเปนผูใหทุนอุดหนุนการศึกษา
ระดับบัณฑิตศึกษา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อเฉลิมฉลองวโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระ
เจาอยูหัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษา ประจําปการศึกษา 2549 และทุนอุดหนุนการทํา
วิทยานิพนธ ระดับบัณฑิตศึกษา ประจําปการศึกษา 2551 
 ทุกทานที่ไดกลาวมาขางตน มีสวนสําคัญอยางยิ่งในการผลักดันใหการศึกษาคร้ังนี้บรรลุ
วัตถุประสงคสําเร็จลงได จึงขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูง 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



สารบัญ 

                                                                                                                                      หนา 

บทคัดยอภาษาไทย................................................................................................................ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ..........................................................................................................จ 
กิตติกรรมประกาศ.................................................................................................................ฉ 
สารบัญ................................................................................................................................ช 
สารบัญตาราง......................................................................................................................ฌ 
สารบัญภาพ........................................................................................................................ญ 

 
บทที่ 

1 บทนํา.............................................................................................................................1 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา...........................................................................1 
วัตถุประสงคของการวิจัย.................................................................................................3 
คําสําคัญ........................................................................................................................3 
คําถามสําหรับการวิจัย.....................................................................................................3 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ...............................................................................................4 

2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ........................................................................................5 
เตานมอักเสบจากการติดเชื้อ Streptococcus uberis….………………....…………..…..…5 
ระบบภูมิคุมกันของเตานม...............................................................................................9 

3 วิธีการศึกษา.................................................................................................................17 
การศึกษาที่ 1 การติดเชื้อ Streptococcus uberis เขาเตานมในแมโครีดนม……...…..……17 

การเก็บตัวอยางน้ํานมและเลือด.............................................................................17 
การตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ......................................................................18 

1. การเพาะแยกเชื้อและตรวจระบุเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ            
ในน้ํานมรายเตานม...................................................................................18 

2. การตรวจวัดจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมรายเตานม....................................20 
3. การเตรียมตัวอยางน้ํานมซีร่ัม และตัวอยางซีร่ัมสําหรับการวิเคราะห...............20 

การศึกษาที่ 2 การผลิต Hyperimmune serum ที่จําเพาะตอเชื้อ Streptococcus uberis  
                     ในลูกโค...................................................................................................22 

การเตรียมวัคซีน...................................................................................................22 



 ซ 

บทที่                                                      หนา 
การเตรียมสัตวทดลอง...........................................................................................22 
การกระตุนภูมิคุมกันตอเชื้อ S. uberis การตรวจรางกาย และการเก็บตัวอยางเลือด...22  

การศึกษาที่ 3 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ Streptococcus uberis 
ดวยวิธี ELISA……………………….………………………………….…….24 

  การเตรียมแอนติเจนเคลือบผิวเพลท.......................................................................24 
  การเคลือบผิวเพลท……………………………………………………………………..24 
  การทดสอบหาระดับเจือจางที่เหมาะสมของตัวอยางซีร่ัม น้ํานม และ conjugate……24 
  การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis………………………25 

การศึกษาที่ 4 การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในการตอตานเชื้อ 
Streptococcus uberis………………………………………………………26 

  การเตรียมเชื้อ S. uberis ที่ใชตรวจสอบ.................................................................26 
  การแยกนิวโทรฟล.................................................................................................26 
  การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟล...................................................................26 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิต.ิ..........................................................................................28 

4 ผลการศึกษา...……………………………………………….……………………………….29 
การศึกษาที่ 1 การติดเชื้อ Streptococcus uberis เขาเตานมในแมโครีดนม.......................29 
การศึกษาที่ 3 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ Streptococcus  

uberis ดวยวิธี ELISA……………………………...………………………….31 
การศึกษาที่ 4 การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในการตอตานเชื้อ 

Streptococcus uberis.............................................................................35 

5    วิจารณและสรุปผลการศึกษา........……………………………………….……..………..….39 

รายการอางอิง ……………………………………………………………………..……………..48 

ภาคผนวก...........................................................................................................................58 
ภาคผนวก ก การเก็บตัวอยางและการตรวจตัวอยางน้ํานมทางหองปฏิบัติการ....................59 
ภาคผนวก ข การเพาะเล้ียงเชื้อ Streptococcus uberis สําหรับข้ันตอนการเตรียมวัคซีน   

การเคลือบผิวเพลท และการทํางานของนิวโทรฟล.......................................70 
ภาคผนวก ค วิธีการ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)……………………78 
ภาคผนวก ง การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟล........................................................81 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ……………..…………………………….……………………………84 



 ฌ 

สารบัญตาราง 
 

                                                                                                                        หนา 
                      

ตารางที่ 1 การทํางานของอิมมูโนโกลบูลินภายในเตานม........................................................13 
ตารางที่ 2 ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่มีอยูในซีร่ัม น้ํานม และนมน้ําเหลืองของโคปกต.ิ...............13 
ตารางที่ 3 แนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานม 

ของแมโคที่เปนเตานมอักเสบ................................................................................19    
ตารางที่ 4 คาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติกของแมโคในการศึกษานี…้………..…….……29 
ตารางที่ 5 สายพันธุเชื้อ S. uberis ที่ติดเชื้อเขาเตานม............................................................30 
ตารางที่ 6 การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของแมโคที่มี 

การติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมและแมโคที่มีเตานมปกตดิวยวิธี ELISA ที่มี 
แอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis CM isolate และ SCM isolate…………...31 

ตารางที่ 7 การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการกระตุน 
ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate และไดรับน้ําเกลือ 
(saline) ดวยวิธ ีELISA ที่มีแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ  
CM isolate และ SCM isolate.........................................................................…33 

ตารางที่ 8 การเก็บกินเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจ ี
ที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโค 
ที่มีเตานมปกต…ิ…………………..……………………………………...………….35 

ตารางที่ 9 การฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที ่
ที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม  
และแมโคที่มีเตานมปกต…ิ………..……………………………………...………….36 

ตารางที่ 10 การเก็บกินเชื้อ และฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มี 
อิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ 
CM isolate และ SCM isolate……………………………………………………….36 

ตารางที่ 11 สรุปความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกนิและฆาเชื้อ S. uberis ภายใต 
สภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีทีไ่ดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ 

  S. uberis เขาเตานม (S. uberis IMI) และแมโครีดที่มีเตานมปกติ (healthy)  
และซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate  
และ SCM isolate (hyperimmune serum) และลูกโคที่ไดรับน้ําเกลือ (saline)........38 



 ญ 

สารบัญภาพ 
 

                                                                                                            หนา  
                           

ภาพที่ 1 การเกดิเตานมอักเสบจากการติดเชื้อแบคทีเรีย...........................................................5 
ภาพที่ 2 นิวโทรฟลที่พบในเลือดของโคภายใต light microscope……………...………………10 
ภาพที่ 3 นิวโทรฟลที่พบในเลือด และในน้ํานมภายใต scanning electron microscope………10 
ภาพที่ 4 โครงสรางของอิมมูโนโกลบูลินจ.ี..............................................................................12 
ภาพที่ 5 กลไกการทํางานของนิวโทรฟล และ IgG2 ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียเขาสูเตานม......14 
ภาพที่ 6 การยอมแกรมเพื่อวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ.....................................64 
 



บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

เตานมอักเสบ (mastitis) เปนปญหาสุขภาพที่สําคัญกอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ
ของฟารมผูเล้ียงโคนม โดยพบวาเปนปญหาสุขภาพสูงถึง 21.01 เปอรเซ็นตของปญหาสุขภาพ
ทั้งหมด    (ชัยเทพ พูลเขตต และคณะ, 2001)   ผลกระทบตอการลดลงของปริมาณผลผลิตและ
คุณภาพของน้ํานม ทําใหตนทุนการผลิตน้ํานมสูงข้ึนจากการเสียคาใชจายในการรักษา การทิ้ง
น้ํานมที่มีการปนเปอนยาปฏิชีวนะ และการคัดทิ้งโคกอนเวลาอันสมควรเพิ่มข้ึน (Lightner et al., 
1988; Miller et al., 1993) 

การอักเสบของเตานมโคสวนใหญมีสาเหตุจากการติดเชื้อแบคทีเรีย โดยเฉพาะเชื้อ
แบคทีเรียที่มาจากส่ิงแวดลอม ไดแก Streptococcus uberis  Escherichia coli และ 
Streptococcus dysagalactiae (Barkema et al., 1999)   จากรายงานของ Jayarao และคณะ 
(1999) พบโคที่มีเตานมอักเสบเกิดจากการติดเชื้อ S. uberis เทากับ 12-16 เปอรเซ็นตตอตัวตอป
ซึ่งมากกวา 95 เปอรเซ็นตเปนแบบไมแสดงอาการ   นอกจากนี้ Roberson และคณะ (2004) ตรวจ
พบเชื้อ S. uberis จากโคที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ 29.1 เปอรเซ็นต   การศึกษาใน
ประเทศไทยพบวา S. uberis เปนเชื้อแบคทีเรียที่เพาะแยกไดมากที่สุดจากเตานมอักเสบ        
(กิตติศักดิ์ อัจฉริยะขจร และสุกุมา สามงามนิ่ม, 2004) โดยมักพบการติดเชื้อในชวงระยะพักการ
รีดนมเทากับ 32.3 เปอรเซ็นต ชวงใกลคลอดเทากับ 25 เปอรเซ็นต และระยะรีดนมชวงตนเทากับ 
42.6 เปอรเซ็นต (Smith et al., 1985; Todhunter et al., 1995; Oliver et al., 2004) ซึ่งการพบ
การติดเชื้อสูงในชวงระยะการรีดนมชวงตนทําใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจของฟารมสูงข้ึนมาก   
เชื้อชนิดนี้สามารถแพรกระจายภายในเตานมไดอยางรวดเร็ว   ผลการศึกษาภายนอกรางกายสัตว
พบวาเชื้อ S. uberis สามารถยึดเกาะเซลลเยื่อบุเตานมและดํารงชีพอยูภายในเซลลเยื่อบุเตานม
ไดจึงทําใหเกิดการติดเชื้อที่ยาวนาน และพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง (Phuektes et al., 
2001)   นอกจากนี้ยังสามารถพบเชื้อไดในทอน้ํานม เซลลผลิตน้ํานม และภายในเซลลอ่ืนๆในเตา
นมดวย เชน ภายในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (Thomas et al., 1994) และภายในเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล เปนตน (Pedersen et al., 2003)  

โคที่เปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังจากการติดเชื้อ S. uberis พบวาในน้ํานมมีจํานวนเซลล        
โซมาติกสูงข้ึนซึ่งเซลลสวนใหญคือ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล (De Hass et al., 2004; 
Oviedo-Boyso et al., 2007)   แตเปนที่นาสังเกตวาเตานมที่มีจํานวนนิวโทรฟลอยูสูงนั้นกลับไม
สามารถกําจัดเชื้อออกไปไดซึ่งอาจเปนเพราะนิวโทรฟลในเตานมมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ
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ไดนอย (Guidry et al. 1993) เนื่องจากในเตานมมีปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ทําหนาที่
เปล่ียนแปลงเชื้อใหนิวโทรฟลเขาไปเก็บกิน (opsonized) อยูในระดับต่ํา (Newbould, 1967)   
นอกจากนี้นิวโทรฟลในเตานมมีเอนไซมที่มีความสามารถในการทําลายเชื้อต่ํา (Prin-Mathieu et 
al., 2002)   ตลอดจนความแตกตางระหวางตัวโคและระหวางเตานม (Paape et al., 1978) หรือ
ความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อ S. uberis (Leigh et al., 1990) มีผลตอความสามารถใน
การเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟลทั้งส้ิน  

นอกจากนี้เชื้อ S. uberis ยังตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะที่ใชในการรักษา   
เตานมอักเสบไดไมดีนัก โดยพบวาอัตราการหาย (bacteriological cure) จากการติดเชื้อ         
S. uberis ในเตานม ตามลักษณะการใหยา ความถี่ของการใหยา และการใชยารวมกันมีตั้งแต 
64-80 เปอรเซ็นต จะเห็นไดวาการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาเตานมอักเสบจากเชื้อ S. uberis  ยัง
เปนวิธีการที่ไดผลไมดีเทาที่ควร ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากตัวเชื้อเองหรือพยาธิสภาพของเตานมอัน
เกิดจากการติดเชื้อซึ่งยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Pedersen et al., 2003)   นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะ
หลายชนิดที่ใชในการรักษาเตานมอักเสบ เชน penicillin ampicillin ceftiofur neomycin และ 
dihydrostreptomycin ยังมีฤทธิ์ในการกดการทํางานของนิวโทรฟลอีกดวย (Hoeben et al, 1997; 
1998)   แมแตการพยายามพัฒนาวัคซีนเพื่อปองกันการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในปจจุบันนี้
พบวาวัคซีนยังไมสามารถปองกันการติดเชื้อไดดีนัก เนื่องจากเชื้อ S. uberis ที่เปนสาเหตุของเตา
นมอักเสบมีหลากหลายสายพันธุ และพบวาวัคซีนที่ศึกษาไมมีความสามารถในการปองกันการติด
เชื้อขามระหวางสายพันธุได (Finch et al., 1994; Leigh, 2000)   

ปจจุบันแมวาฟารมโคนมจะพยายามปองกันปญหาเตานมอักเสบโดยการใชมาตรการ
ตางๆ   ไมวาจะเปนการรีดนมตามหลักสุขศาสตร    การจุมเตานมดวยน้ํายาฆาเชื้อทันทีหลังการ
รีดนม    การใชยาปฏิชีวนะรักษาโคที่แสดงอาการเตานมอักเสบ    การใชยาปฏิชีวนะในชวงพัก
การรีดนม    ตลอดจนการคัดทิ้งโคที่เปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังแลวก็ตาม   แตก็ยังพบโคที่มีการ
ติดเชื้อจากส่ิงแวดลอมเขาเตานมมากข้ึนในขณะที่การแพรเชื้อจากเตานมที่ติดเชื้อไปสูเตาอ่ืนๆมี
อัตราลดลงนั้น ชี้ใหเห็นไดวามาตรการดังกลาวยังไมมีประสิทธิภาพในการปองกันเตานมอักเสบที่
มีสาเหตุมาจากส่ิงแวดลอมได (Oliver and Mitchell, 1984; Smith et al., 1985; Jayarao et al., 
1999; Denis et al., 2006)     

จากมาตรการการควบคุมปองกันเตานมอักเสบในปจจุบันตลอดจนการรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะยังไมสามารถลดปญหาเตานมอักเสบที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ S. uberis ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และมีแนวโนมเปนการอักเสบอยางเร้ือรังเนื่องจากมีการติดเชื้อดังกลาวเปน
ระยะเวลายาวนาน   ดังนั้นแนวคิดในการใชภูมิคุมกันในการรักษาเตานมอักเสบจากเชื้อ S. 
uberis โดยการใหอิมมูโนโกลบูลินจีเขาเตานม เพื่อใหเตานมมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินจีที่สามารถ
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จับกับเชื้อไดอยางเพียงพอจึงนาจะเปนอีกแนวทางในการเพิ่มความสามารถในการเก็บกินเชื้อ
แบคทีเรียของนิวโทรฟลใหดีมากข้ึน เพื่อเปนการทําใหเตานมสามารถกําจัดเชื้อใหหมดไป และยัง
สามารถนํามาประยุกตใชในการรักษาเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง เพื่อชวยลดอัตราการคัดทิ้งโคที่มี
คุณคาทางเศรษฐกิจของฟารม ทั้งยังชวยลดปญหาการตกคางของยาปฏิชีวนะในน้ํานม และ
สามารถลดตนทุนการผลิตที่เกิดจากการรักษาเตานมอักเสบ    ดังนั้นขอมูลดานผลของระดับ
ของอิมมูโนโกลบูลินจี   และความสามารถของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟล
ภายนอกรางกายสัตว จึงมีความจําเปนในการพัฒนาการรักษาโคที่มีการติดเชื้อ  S. uberis เขา
เตานมโคดวยอิมมูโนโกลบูลินจีตอไป  
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อตรวจวัดระดับของอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ในน้ํานม และ
ซีร่ัมจากโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน 
และโคปกติ 

2. เพื่อวิเคราะหความสามารถของของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของโคที่
มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติวามี
ผลตอการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายอยางไร                                                                                     

 
คําสําคัญ 
 อิมมูโนโกลบูลิน จี   Immunoglobulin G 
 การเก็บกินเชื้อ   Phagocytosis 
 การฆาเชื้อ    Killing 

นิวโทรฟล   Neutrophil 
 สเตรปโตคอกคัส ยูเบอริส Streptococcus uberis 
 เตานมอักเสบในโค   Bovine mastitis 
 
คําถามสําหรับการวิจัย 

อิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่
ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติมีผลตอการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายได
แตกตางกันหรือไม 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. สามารถตรวจวัดระดับของอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ในน้ํานมและ

ซีร่ัมจากโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน 
และโคปกติได 

2. ทราบถึงความสามารถของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมจากโคที่มีการ
ติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติตอการ
ทํางานของนิวโทรฟลได 

3. สามารถผลิต hyperimmune serum ที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis 
ได  

4. เพื่อเปนขอมูลในการตัดสินใจในการพัฒนาวิธีการรักษาเตานมอักเสบแบบเร้ือรังในโค 
โดยการเพิ่มการทํางานของนิวโทรฟลดวยอิมมูโนโกลบูลินจ ี

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
เตานมอักเสบจากการติดเช้ือ Streptococcus uberis 

 
เตานมอักเสบ (mastitis) เปนปญหาสุขภาพที่สําคัญกอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ

ของฟารมผูเล้ียงโคนม โดยพบวาเปนปญหาสุขภาพสูงถึง 21.01 เปอรเซ็นตของปญหาสุขภาพ
ทั้งหมด (ชัยเทพ พูลเขตต และคณะ, 2001) ผลกระทบตอการลดลงของปริมาณผลผลิตและ
คุณภาพของน้ํานม ทําใหตนทุนการผลิตน้ํานมสูงข้ึนจากการเสียคาใชจายในการรักษา การทิ้ง
น้ํานมที่มีการปนเปอนยาปฏิชีวนะ และการคัดทิ้งโคกอนเวลาอันสมควรเพิ่มข้ึน (Lightner et al., 
1988; Miller et al., 1993)    
 เตานมอักเสบเปนกระบวนการอักเสบที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ โดยสวนใหญเกิดจาก
การติดเชื้อแบคทีเรียที่สามารถติดตอระหวางเตานมสูเตานมหรือเชื้อที่อยูในส่ิงแวดลอมแลวติดตอ
เขาสูเตานม (Oviedo-Boyso et al., 2007) ดังแสดงในภาพที่ 1 นอกจากนี้กลไกการปองกันตนเอง
ของโค และปจจัยจากส่ิงแวดลอม ตลอดจนการจัดการฟารมเปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดเตา
นมอักเสบดวย (Suriyasathaporn et al., 2000)   
  
ภาพท่ี 1 การเกิดเตานมอักเสบจากการติดเชื้อแบคทีเรีย (Viguier et al., 2009) 
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การเกิดเตานมอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อโดยทั่วไปสามารถแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ดังนี้ 
ข้ันตอนที่ 1 การบุกรุกของเชื้อแบคทีเรียเขาสูเตานม โดยเชื้อผานเขาทางรูหัวนม         

(teat canal)    
ข้ันตอนที่ 2 การติดเชื้อในเตานม โดยเชื้อแบคทีเรียเกาะยึดที่บริเวณ gland cistern มีการ

แบงตัวและแพรกระจายไปยังเนื้อเยื่อเตานม    
ข้ันตอนที่ 3 กระบวนการตอบสนองดวยการอักเสบของเตานม การอักเสบของเตานมที่

เกิดข้ึน ทําใหจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมเพิ่มข้ึน โดยพบเซลลเม็ดเลือดขาว
ชนิดนิวโทรฟลเปนเซลลโซมาติกสวนใหญที่พบในน้ํานม (Oviedo-Boyso et 
al., 2007)   

เชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบแบงเปน 2 ประเภท (Barkema et al., 1999)    
1. เชื้อแบคทีเรียที่สามารถติดตอจากเตานมสูเตานมระหวางโคได (contagious 

bacteria) เชน Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae    
2. เชื้อแบคทีเรียที่ติดตอมาจากส่ิงแวดลอมรอบตัวสัตว (environmental bacteria) เชน 

Streptococcus uberis Escherichia coli และ Streptococcus dysagalactiae  
 

โดยพบวาเชื้อแบคทีเรียกลุม Streptococci ที่สามารถทําใหเกิดเตานมอักเสบไดทั้งแบบ
เฉียบพลันหรือแบบเร้ือรังพบไดหลายชนิด   ไดแก S. uberis  S. agalactiae และ S. 
dysgalactiae แตทั้งนี้พบวาเชื้อ S. uberis เปนเชื้อจากส่ิงแวดลอมที่เปนสาเหตุสําคัญของการติด
เชื้อเขาเตานม (Leigh, 1999)   Jayarao และคณะ (1999) รายงานพบอัตราการเกิดเตานมอักเสบ
แบบไมแสดงอาการที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ S. uberis เทากับ 12-16 เปอรเซ็นตตอตัวตอป 
สําหรับในประเทศไทยเชื้อ S. uberis เปนเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเพาะแยกไดมากที่สุดจาก
ตัวอยางน้ํานมโคที่เปนเตานมอักเสบ (กิตติศักดิ์ อัจฉริยะขจร และสุกุมา สามงามนิ่ม, 2004) 
Todhunter และคณะ (1995) รายงานอุบัติการณการเกิดเตานมอักเสบจากเชื้อ S. uberis ในชวง
ระยะพักการรีดนมเทากับ 32.3 เปอรเซ็นต ชวงใกลคลอดเทากับ 25 เปอรเซ็นต และระยะรีดนม
ชวงตนเทากับ 42.6 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ Oliver และคณะ (2004) พบวาการติดเชื้อ S. uberis 
ในชวงระยะแหงนมและชวงใกลคลอดจะทําใหโคหลังคลอดแสดงอาการเตานมอักเสบทั้งแบบ
แสดงอาการหรือแบบไมแสดงอาการ   ทั้งนี้สามารถพบเชื้อนี้ไดที่บริเวณผิวหนัง ระบบสืบพันธุ 
ระบบทางเดินอาหาร ตอมทอนซิลของโค (Cullen and Little, 1969) ส่ิงปูรองนอน เชน ฟาง และ
มูลโค (Ward et al, 2002) โดยมีสมมติฐานวาทั้งส่ิงปูรองนอนและมูลโคเปนแหลงของเชื้อ S. 
uberis ที่ทําใหเกิดการติดเชื้อเขาสูเตานม   การศึกษาภายนอกรางกายสัตวพบวาแบคทีเรียชนิดนี้
มีความสามารถในการเกาะและเขาสูภายในของเซลลเยื่อบุของเตานมได   นอกจากนี้เชื้อยัง
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สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูภายในเซลลเยื่อบุของเตานมไดเปนเวลานาน โดยไมทําใหเกิดการติด
เชื้อแบบรุนแรงและความเสียหายของเซลลเยื่อบุเตานม ดังนั้นจึงทําใหเกิดการติดเชื้อที่ยาวนาน
และพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง เนื่องจากเชื้อสามารถหลบหลีกการทําลายของระบบ
ภูมิคุมกันของเตานมและจากยาปฏิชีวนะที่ใชรักษาได (Mathews et al., 1994; Oliver et al, 
1998; Phuektes et al., 2001; Tamilselvam et al, 2006) เชื้อชนิดนี้มีความสามารถแพรกระจาย
ภายในเตานมไดอยางรวดเร็วจึงพบเชื้อไดในทอน้ํานม เซลลผลิตน้ํานม ภายในเซลลแมคโครฟาจ 
(Thomas et al., 1994) และภายในเซลลนิวโทรฟล (Pedersen et al., 2003) การศึกษาการทําให
โคติดเชื้อ S. uberis พบวาโคแสดงอาการเตานมอักเสบแบบเฉียบพลันตั้งแต 4 ชม. และพบวามี
จํานวนเซลล โซมาติกในน้ํานมสูงข้ึนภายใน 7 ชม. หลังการติดเชื้อ เกิดการอักเสบบวม มีการสราง 
fibrin ทําใหเกิดการอุดตันภายในทอน้ํานม เม่ือน้ํานมไมสามารถไหลผานไปไดจึงทําใหมีการคั่ง
ของน้ํานมและเชื้อแบคทีเรียอยูในภายในเตานมเปนจํานวนมากจึงเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเชื้อ
สามารถมีชีวิตอยูในเตานมไดเปนระยะเวลานาน   การเกิดพยาธิสภาพดังกลาวจึงมีผลทําให
ประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะที่ใชในการรักษาลดลง (Pedersen et al., 2003) เชื้อ S. uberis แต
ละสายพันธุมีความสามารถในการทําใหเกิดเตานมอักเสบตางกัน (Hill, 1988) ตลอดจนเชื้อ S. 
uberis มี antiphagocytic factor เชน hyarulonic acid capsule  neutrophil toxin M-like 
protein และ R-like protein ซึ่งทําใหเชื้อแบคทีเรียมีความแตกตางในดานการตานทานตอการถูก
เก็บกินของนิวโทรฟล (Leigh et al., 1990; Oliver et al., 1998)   รายงานของ Thomas และคณะ 
(1994) สอดคลองกับรายงานของ Rambeaud และคณะ (2003) ที่พบเชื้อ S.uberis จํานวนนอย
ที่อยูภายในเซลลนิวโทรฟลแสดงใหเห็นวานิวโทรฟลที่เขามายังเตานมไมสามารถกําจัดเชื้อนี้
ออกไปได ซึ่งปจจุบันก็ยังไมมีขอสรุปที่แนชัดถึงบทบาทความสําคัญของนิวโทรฟลในการกําจัดเชือ้
นี้ออกจากเตานม (Thomas et al., 1994; Pedersen et al., 2003; Rambeaud et al., 2003) 
 อุบัติการณการเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการจากการติดเชื้อ S. uberis มี
ความสัมพันธเกี่ยวของกับปจจัยตางๆ เชน โรงเรือน อาหาร ประสิทธิภาพของเคร่ืองรีดนม ลําดับ
ทอง ระยะการใหนม ตลอดจนประวัติการติดเชื้อเขาสูเตานมดวยเชื้อ S. aureus หรือ S. uberis ที่
ผานมา (Barkema et al., 1999; Jayarao et al., 1999; Zadoks et al., 2001)   
 มาตรการตางๆ เพื่อควบคุมและปองกันการเกิดเตานมอักเสบในฟารม ไมวาจะเปนการใช
น้ํายาฆาเชื้อจุมเตานมภายหลังรีดนม การใชยาปฏิชีวนะ หรือการคัดทิ้งโคที่เปนเตานมอักเสบ
แบบเร้ือรัง แตก็พบวามาตรการเหลานี้มีประสิทธิภาพในการเปนวิธีการควบคุมปองกันเตานม
อักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่แพรจากเตานมสูเตานม เชน S. agalactiae  และ S. 
aureus ไดเทานั้นแตไมสามารถควบคุมและปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่มาจากส่ิงแวดลอม
ไดดี ไมวาจะเปนเชื้อกลุม Streptococcus spp. หรือเชื้อแบคทีเรียแกรมลบก็ตาม   ดังจะเห็นได
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จากอัตราการเกิดเตานมอักเสบในฟารมที่ใชมาตรการควบคุมเตานมอักเสบเหลานี้มีความชุกของ
การติดเชื้อจากเชื้อแบคทีเรียที่สามารถติดตอระหวางเตานมสูเตานมลดลงในขณะที่การติดเชื้อ
จากเชื้อที่อยูในส่ิงแวดลอมแลวติดตอเขาสูเตานมกลับมีสัดสวนเพิ่มข้ึน (Oliver and Mitchell, 
1984; Smith et al., 1985) นอกจากนี้เชื้อ  S. uberis ยังตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะที่
ใชในการรักษาเตานมอักเสบไดไมดีนักข้ึนกับลักษณะการใหยา ความถี่ของการใหยา และการใช
ยารวมกันมีตั้งแต 64-80 เปอรเซนต โดยพบวาหากฉีดยา penethamate เขากลามเนื้อมีอัตราการ
หายของเตานมอักเสบเทากับ 74 เปอรเซ็นต (Serieys et al, 2005) หรือยา penicillin-
dihydrostreptomycin มีอัตราการหายของเตานมอักเสบเทากับ 73 เปอรเซ็นต (Hillerton and 
Kliem, 2002) การรักษาดวยการสอดยาที่มีสวนผสมของ ampicillin และ cloxacillin  เขาเตานม
พบวามีอัตราการหายของเตานมอักเสบจากการติดเชื้อนี้เพียง 71 เปอรเซ็นต (Serieys et al, 
2005) จะเห็นไดวาการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาเตานมอักเสบจากเชื้อ S. uberis  ยังเปนวิธีการ
ที่ไดผลไมดีเทาที่ควร   ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากตัวเชื้อเองหรือพยาธิสภาพของเตานมอันเกิดจาก
การติดเชื้อซึ่งยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Pedersen et al., 2003) นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะที่ใชในการ
รักษาเตานมอักเสบ เชน penicillin ampicillin ceftiofur neomycin และ dihydrostreptomycin 
ยังมีฤทธิ์ในการกดการทํางานของนิวโทรฟลอีกดวย (Hoeben et al, 1997; 1998)     
 การพยายามพัฒนาวัคซีนเพื่อปองกันการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในปจจุบันนี้พบวา
วัคซีนยังไมสามารถปองกันการติดเชื้อไดดีนัก แมวาเม่ือทําวัคซีนแลวระดับของ IgG2 ในซีร่ัมจะ
เพิ่มสูงข้ึนก็ตาม แตกลับไมพบการเปล่ียนแปลงของระดับ IgG2 ในน้ํานม และ IgG2 ที่พบนั้นไมมี
ความสามารถรวมกับนิวโทรฟลในการทําลายเชื้อชนิดนี้ได เนื่องจากเชื้อ S. uberis ที่เปนสาเหตุ
ของเตานมอักเสบมีหลากหลายสายพันธุ และพบวาวัคซีนที่ศึกษาไมมีความสามารถในการ
ปองกันการติดเชื้อขามระหวางสายพันธุได (Finch et al., 1994; Leigh, 2000) ดังนั้นการจะ
ควบคุมการเกิดเตานมอักเสบที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ S. uberis ใหประสบผลสําเร็จจึงจําตองมี
ความเขาใจถึงพยาธิกําเนิดของการกอโรค ซึ่งปจจุบันนี้กลไกการกอโรคของเชื้อชนิดนี้ก็ยังไมเปนที่
ทราบแนชัด แตในการควบคุมเชื้อชนิดนี้จึงนาจะมีความเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของ
เตานม (Rambeaud et al., 2003) โดยอาศัยหลักการกระตุนภูมิคุมกัน (immunomodulation) 
เพื่อใหเกิดการเปล่ียนแปลงการตอบสนองของกลไกการปองกันตนเอง เพื่อทําใหระบบภูมิคุมกัน
สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อ S. uberis ออกจากเตานม โดยไม
กอใหเกิดการทําลายเนื้อเยื่อเตานม (Sordillo and Streicher, 2002) เพื่อเปนการลดความสูญเสีย
ผลผลิตน้ํานมอันเกิดจากจํานวนเซลลผลิตน้ํานมลดลง 
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ระบบภูมิคุมกันของเตานม 
 
ระบบภูมิคุมกันของเตานมทําหนาที่ในการปองกัน และตานทานการติดเชื้อ โดยเปนการ

ทํางานรวมกันทั้งสวนที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกัน และสวนที่ไมเกี่ยวของกับภูมิคุมกัน   กลไกการ
ปองกันตนเองของเตานมจะมีการทํางานรวมกันทั้งกลไกการปองกันทางทางดานกายวิภาคของ
เตานม (anatomic factor) เซลลตางๆ (cellular factor) และสารละลายของเซลล (soluble 
faactor)  ซึ่งกลไกเหลานี้จะมีผลตอการตานทานหรือความไวตอการติดเชื้อของเตานมโดยตรง 
(Oviedo-Boyso et al., 2007) 

ระบบภูมิคุมกันของเตานมแบงออกเปน 2 ลักษณะคือ ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 
(innate immunity) และระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific immunity) โดยที่ระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะเปนกลไกแรกที่จะตอบสนองในชวงแรกของการติดเชื้อ การตอบสนองจะเกิดข้ึน
เม่ือระบบภูมิคุมกันไดรับตัวกระตุน โดยที่ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะนี้จะไมมีการจดจํา
ตัวกระตุน ดังนั้นการตอบสนองที่เกิดข้ึนคร้ังตอไปจึงไมจําเปนตองเกิดจากการกระตุนดวย
ตัวกระตุนตัวเดิม ถาระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะนี้สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ เชื้อ
แบคทีเรียสวนมากก็จะถูกกําจัดออกไปจากเตานมไดภายในระยะเวลาอันส้ัน กลาวคือ หากเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผาน teat canal ซึ่งมี sphincter muscle และ keratin เปนดานแรกของกลไก
การปองกันตนเองแบบไมจําเพาะไดแลว ตอมาเตานมจะมีการตอบสนองเพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย
ออกไป โดยมีเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล และแมคโครฟาจคอยทําหนาที่เก็บกินเชื้อ และ
ทําลายเชื้อแบคทีเรีย แตถาระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะไมสามารถกําจัดเชื้อแบคทีเรียไดก็จะมี
การกระตุนใหระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะออกมาทํางานในข้ันตอไป (Sordillo and Streicher, 
2002)  

เม่ือเกิดการติดเชื้อเขาเตานม (intramammary infection; IMI) รางกายจะมีการสราง 
immune effector ออกมาอยางตอเนื่อง เพื่อสงเขามายังเตานมที่มีการติดเชื้อ (Burton and 
Erskine, 2003) immune effector ที่มีความสําคัญในการตอสูกับเชื้อแบคทีเรียในเตานม ไดแก 
นิวโทรฟล และ opsonizing immunoglobulin ซึ่งเปนชนิดอิมมูโนโกลบูลินจี (Harmon, 1994; 
Kehrli and Shuster, 1994) โดยปกติในโครีดนมจะมีจํานวนนิวโทรฟลเทากับ 2x1011 เซลลตอมล. 
ซึ่งจะอยูในกระแสเลือดเปนจํานวนคร่ึงหนึ่ง และสวนที่เหลืออยูที่ไขกระดูกและยึดเกาะอยูที่ผนัง
หลอดเลือด เม่ือมีการติดเชื้อเขาเตานมจะมีจํานวนนิวโทรฟลในน้ํานมเทากับ 4x106 เซลลตอมล. 
(Paape et al., 1963) โดยการเคล่ือนยายนิวโทรฟลที่อยูในกระแสเลือดไปยังเนื้อเยื่อเตานมเปน
ผลทําใหจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมสูงข้ึน (Oviedo-Boyso et al., 2007)  
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ภาพท่ี 2 นิวโทรฟลที่พบในเลือดของโค ภายใต light microscope (Paape et al., 2003) 

 
 
ภาพท่ี 3 นิวโทรฟลที่พบในเลือด (A) และในน้ํานม (B) ภายใต scanning electron microscope 
(Paape et al., 2003) 

  
 

นิวโทรฟลเปนเซลลเม็ดเลือดขาวที่มีความสําคัญในการตอตานเชื้อแบคทีเรียที่เขามายัง
เตานม มีการสรางที่ bone marrow จากนั้นจึงถูกสงเขากระแสเลือด และเดินทางผานผนังเสน
เลือดเขาสูเตานม เพื่อทําหนาที่ในการเก็บกินเชื้อแบคทีเรีย นิวโทรฟลเปนเซลลที่มีนิวเคลียสเปน
ลักษณะ segmented ภายใน cytoplasm มีลักษณะ clear และมี granule อยูมากมาย ดังแสดง
ในภาพที่ 2 ซึ่ง granule ที่พบในเซลลนิวโทรฟลแบงออกเปน 3 ชนิด คือ azulophilic granule 
ไดแก myeloperoxidase secondary granule ไดแก gelatinase และ lactoferrin และ third 
novel granule ไดแก bactenectins และ -defensin ซึ่งมีความสําคัญในการฆาเชื้อแบคทีเรีย 
เก็บสะสมไกลโคเจนเพื่อเปนพลังงาน ผิวเซลลของนิวโทรฟลมีลักษณะเปนแบบ convulated ที่
ชวยในการเก็บกินเชื้อ ซึ่งนิวโทรฟลที่พบในเลือดมีจํานวน 95 เปอรเซ็นตที่มีลักษณะเซลลเปน 
spherical และมี convulated cell membrane ที่สามารถเปล่ียนเปน protruding pseudopods 
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ได ในขณะที่นิวโทรฟลในน้ํานมมีจํานวนเพียง 37 เปอรเซ็นตที่ ลักษณะเปน pseudopod 
formation ได ดังแสดงในภาพที่ 3 นิวโทรฟลมี receptor บนผิวเซลลอยูมากมายที่ทําหนาที่
ตรวจจับ chemoattractant ในการเรียกใหนิวโทรฟลเคล่ือนที่มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ และมี 
receptor ที่ใชจับกับอิมมูโนโกลบูลิน และ complement เพื่อชวยในการเก็บกินและฆาเชื้อ
แบคทีเรีย (Paape et al., 2003) 

Guidry และคณะ (1983) ศึกษาการตอบสนองของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการไดรับ 
endotoxin ของเชื้อ E. coli โดยพบระดับ IgG1 และ IgG2 กอนการตอบสนองของนิวโทรฟลเปน
เวลา 6-12 ชั่วโมง โดยปริมาณ IgG1 และ IgG2 ในน้ํานมจะมีระดับสูงสุดภายใน 4 ชั่วโมงหลังการ
ไดรับเชื้อซึ่งการที่นิวโทรฟลมีการตอบสนองในเวลาที่ตางกันกับ opsonizing immunoglobulin นั้น
เปนผลอันเนื่องมาจาก opsonizing immunoglobulin ตองจับกับเชื้อแบคทีเรียกอนเพื่อใหนิวโทร
ฟลสามารถทําการเก็บกินเชื้อแบคทีเรียเหลานั้นไดอยางมีประสิทธิภาพ (Burton and Erskine, 
2003) โคที่มีจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมสูงจะนิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ
แบคทีเรียลดลง (Rivas et al., 2006) ดังเชนโคที่มีจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมต่ํากวา 200,000 
เซลลตอมล. มีความเส่ียงตอการเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการอันเกิดจากการติดเชื้อ E. coli 
หรือ S. uberis นอยกวาโคที่มีจํานวนเซลลโซมาติกสูง (Green et al., 2004) ทั้งนี้เปนผลจากโคมี
นิวโทรฟลที่สามารถตอบสนองตอการติดเชื้อเหลานี้ไดเร็ว และสามารถเก็บกินเชื้อไดอยางมี
ประสิทธิภาพจนสามารถหายจากเตานมอักเสบไดเองแมวาจะมีจํานวนนิวโทรฟลนอยก็ตาม แต
ในขณะที่โคที่มีนิวโทรฟลที่ไมมีการตอบสนองหรือมีการตอบสนองชาก็จะมีการชดเชยโดยการเพิ่ม
จํานวนนิวโทรฟลใหมากข้ึนเพื่อใหสามารถกําจัดเชื้อออกไปจากเตานม แตถายังไมสามารถกําจัด
เชื้อออกไปไดก็จะเกิดการพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบกึ่งเฉียบพลัน แบบเฉียบพลัน หรือแบบ
รุนแรง จนสามารถพัฒนาเปนแบบเร้ือรังไดตอไป ดังเชน เตานมอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อ E. 
coli (Hill, 1981; Heyneman et al., 1990)    

Hill และคณะ (1983) พบวานิวโทรฟลสามารถเก็บกินเชื้อ E. coli ไดมากข้ึนเม่ือมี IgG2 
เชนเดียวกับรายงานของ Rainard และคณะ (1988) ที่พบวา IgG2 ชวยใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อ S. 
agalactiae ไดดีข้ึน และรายงานของ Miller และคณะ (1988) พบวาการมี opsonizing 
immunoglobulin ที่จําเพาะตอเชื้อทําใหอัตราการเก็บกินเชื้อ S. aureus ของนิวโทรฟล 
(phagocytic rate) เพิ่มข้ึน จากการศึกษาดังกลาวชี้ใหเห็นวาการที่นิวโทรฟลจะทํางานอยางมี
ประสิทธิภาพไดนั้นตองประกอบดวยไปดวยปริมาณของนิวโทรฟล ชวงเวลาที่นิวโทรฟลเขามายัง
เตานม และที่สําคัญคือตองมีการทํางานรวมกันกับ opsonizing immunoglobulin โดยเฉพาะ 
IgG2                   
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ภาพท่ี 4 โครงสรางของอิมมูโนโกลบูลินจ ี(Gapper et al., 2007) 

 
  

อิมมูโนโกลบูลินเปนไกลโคโปรตีนประกอบดวย 2 สวนคือ heavy polypeptide (H) chain 
และ light polypeptide (L) chain อยางละ 2 chain โดยมีการเชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟดซึ่ง
แตละสายโพลีเปปไทดประกอบดวย Fc และ Fab region โดยมีสวนที่จําเพาะกับแอนติเจน 
(antigen binding site) อยูที่สวน Fab N-terminal region (Gapper et al., 2007) ดังภาพที่ 2
อิมมูโนโกลบูลินเปน soluble effector ของการตอบสนองตอการติดเชื้อของระบบภูมิคุมกัน โดย
สามารถพบอิมมูโนโกลบูลินในน้ํานมทั้งส้ิน 4 ชนิด ไดแก IgG1 IgG2 IgA และ IgM (Guidry and 
Miller, 1986) ซึ่งมีหนาที่การทํางานดังแสดงในตารางที่ 1 แตอิมมูโนโกลบูลินที่มีบทบาทสําคัญใน
การจับกับเชื้อเพื่อใหนิวโทรฟลเก็บกินไดคือ IgG2 และ IgM (Guidry et al., 1993) ซึ่งการที่นิวโทร
ฟลจะมีความสามารถเก็บกินเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพไดนั้นจําเปนตองอาศัยอิมมูโนโกลบูลินที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียโดยจับกับเชื้อแบคทีเรียผานทาง Fab receptor และสามารถจับกับ 
Fc receptor บนผิวของนิวโทรฟลได  

ระดับอิมมูโนโกลบูลินจะเพิ่มสูงสุดในชวงการสรางนมน้ําเหลือง และชวงที่เตานมมีการ
อักเสบ ในน้ํานมปกติและนมน้ําเหลืองจะพบ IgG1 เปนหลัก โดยมาจากกระแสเลือดผานเขามา
ทางเซลลสรางน้ํานม ในขณะที่ IgG2 จะเพิ่มข้ึนในกรณีเตานมเกิดการอักเสบ (Guidry and Miller, 
1986) โดยมาจากกระแสเลือดหรืออาจมีการสรางจาก plasma cell ที่อยูในบริเวณใกลเคียงแลว
จึงเคล่ือนยายไปยังเซลลสรางน้ํานม แมวา IgG2 ในน้ํานมจะมีปริมาณนอยกวาในกระแสเลือดถึง 
184 เทา (ตารางที่ 2) แตก็มีหนาที่ที่สําคัญในการเปนสาร opsonin ที่ใชจับกับเชื้อ (Guidry and 
Miller, 1986) โดยมี affinity ตอนิวโทรฟล และมีความสามารถในการกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดขาว
เก็บกินเชื้อไดมากกวา IgG1 (Opdebeeck, 1982) Guidry และคณะ (1980) พบวาปริมาณของ 
IgG1 และ IgG2 ที่ตอบสนองตอการฉีดเชื้อ S. aureus เขาเตานมมีอัตราสวนของปริมาณ IgG1 
และ IgG2 ในน้ํานมเทากับ 7.0 ในขณะที่อัตราสวนของปริมาณ IgG1 และ IgG2 ในซีร่ัมเทากับ 0.7 
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แสดงถึงเตานมที่มีการอักเสบแมจะมีปริมาณ IgG2 ในน้ํานมสูงข้ึน แตปริมาณของ IgG2 ในน้ํานม
ก็ยังคงมีนอยกวาในกระแสเลือด  
 
ตารางท่ี 1 การทํางานของอิมมูโนโกลบูลินภายในเตานม (Sordillo and Streicher, 2002) 
 

ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน การทํางาน 

IgG1 - เปล่ียนแปลงเชื้อแบคทีเรียเพื่อใหเซลลเม็ดเลือดขาวการเก็บกินไดดีข้ึน 
IgG2 - เปล่ียนแปลงเชื้อแบคทีเรียเพื่อใหเซลลเม็ดเลือดขาวการเก็บกินไดดีข้ึน 
IgA - ตกตะกอนเพื่อปองกันเชื้อแบคทีเรียเกาะกลุม    และทําลายสารพิษ 
IgM - อยูในกระบวนการ complement fixation เคลือบเชื้อเม่ือมี 

complement เพื่อใหนิวโทรฟลมาเก็บกินเชื้อ     
- ตกตะกอนเชื้อ    และทําลายสารพิษ 

 
ตารางท่ี 2 ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่มีอยูในซีร่ัม น้ํานม และนมน้ําเหลืองของโคปกติ             

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

ปริมาณ (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
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 

 
 เม่ือเชื้อแบคทีเรียเขาเตานมจะมีการแบงตัวและผลิตสารที่สามารถเหนี่ยวนําแมคโครฟาจ 
และเซลลเยื่อบุผิวใหมีการหล่ัง chemoattractant ไดแก TNF- IL-1 IL-8 elcosanoids oxygen 
radical และ acute phase protein (APP) เพื่อเรียก circulating immune effector โดยเฉพาะนิว
โทรฟลใหเขามายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ (Paape et al., 2003) นิวโทรฟลที่อยูในกระแสเลือดจะ
เขาเกาะกับผนังเสนเลือด และเคล่ือนผานผนังเสนเลือดมายังบริเวณที่ติดเชื้อ จากนั้นนิวโทรฟลจะ
เขาจับสวน Fc region ของอิมมูโนโกลบูลินจีผานทาง Fc receptor ซึ่งเกิดข้ึนภายหลังจากที่อิมมู
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โนโกลบูลินจีไดจับกับเชื้อแบคทีเรียดวยสวน Fab region แลว จากนั้นนิวโทรฟลเขาเก็บกินเชื้อ 
และฆาเชื้อผานทางระบบ oxygen-dependent และ oxygen-independent ดังแสดงในภาพที่ 5 
หลังจากนั้นนิวโทรฟลจะเกิด apoptosis และมีแมคโครฟาจมาเก็บกินนิวโทรฟลตอไป โดยเซลล
เยื่อบุผิวที่ตายและหลุดลอกออกมากับเซลลเม็ดเลือดขาวที่ตายแลวจะถูกปลอยออกมากับน้ํานม 
จึงพบน้ํานมมีจํานวนเซลลโซมาติกสูงข้ึน (Burton and Erskine, 2003) 
 
ภาพท่ี 5  กลไกการทํางานของนิวโทรฟล และ IgG2 ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียเขาสูเตานม 

(Burton and Erskine, 2003)  

 
 

Newbould (1973) พบวาผลของการใหอิมมูโนโกลบูลินจีภายนอกตัวสัตว  ทําใหนิวโทร
ฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อที่มีเชื้อ S. aureus ไดมากข้ึน อยางไรก็ตาม Leigh และ Field 
(1994) พบวานิวโทรฟลมีความสามารถในการฆาเชื้อ S. uberis ที่ไมไดเล้ียงในอาหารที่มี casein 
hydrolysate โดยนิวโทรฟลจะฆาเชื้อไดดีเม่ือทํางานรวมกับ hyperimmune serum ที่มีอิมมูโน
โกลบูลินจีที่ไดจากการกระตุนแมโคดวยเชื้อ S. uberis แตทั้งนี้เชื้อ S. uberis ที่เล้ียงในอาหารที่มี 
casein hydrolysate กลับมีความตานทานตอการถูกนิวโทรฟลเก็บกิน ในขณะที่ Grant และ 
Finch (1996) พบวาผลการศึกษาภายนอกรางกายโดยกระตุนแมคโครฟาจดวย IgG1 และ IgG2 
สามารถทําใหแมคโครฟาจเก็บกินเชื้อ S. uberis ที่ตานทานตอการถูกนิวโทรฟลเก็บกินไดดีข้ึน แต
แมคโครฟาจจะไมสามารถเก็บกินเชื้อไดเลยถาปราศจาก IgG1 และ IgG2   แตการศึกษาของ 
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Denis และคณะ (2006) กลับพบวาแมคโครฟาจมีความสามารถในการเก็บกินและฆาเชื้อ S. 
uberis ไดต่ํา เนื่องจากเชื้อที่นํามาศึกษาเปนเชื้อที่ตางสายพันธุกันกับเชื้อในการศึกษาของ Grant 
และ Finch (1996) นอกจากนี้เชื้อ S. uberis ยังสามารถกระตุนใหแมคโครฟาจเกิดขบวนการ 
Apoptosis ไดจึงทําใหแมคโครฟาจมีประสิทธิภาพการทํางานต่ํา จากการศึกษาขางตนทําใหยังไม
สามารถสรุปไดวานิวโทรฟลหรือแมคโครฟาจที่เปน immune effector ที่สําคัญตอการเก็บกินและ
ฆาเชื้อ S. uberis ที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบได  แตอาจสรุปไดวาสายพันธุของเชื้อ S. uberis 
มีผลตอการเก็บกินและฆาเชื้อของนิวโทรฟลและแมคโครฟาจไดแตกตางกัน   แตอยางไรก็ดีพบวา
อิมมูโนโกลบูลินจีเปนปจจัยสําคัญที่ชวยใหทั้งนิวโทรฟลและแมคโครฟาจสามารถทําหนาที่เก็บกิน
และฆาเชื้อ S. uberis ไดมากข้ึน 

โคที่เปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังจากการติดเชื้อ S. uberis มักตรวจพบวามีจํานวนเซลล        
โซมาติกในน้ํานมสูง ซึ่งเซลลสวนใหญที่พบคือ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟล (De Hass et al., 
2004; Oviedo-Boyso et al., 2007) โดยพบจํานวนนิวโทรฟลมากกวา 90 เปอรเซนตของจํานวน
เซลลทั้งหมด   แตจํานวนนิวโทรฟลที่สูงนั้นกลับไมสามารถกําจัดเชื้อออกไปได   และแมแตการ
รักษาดวยยาปฏิชีวนะเองก็ยังไมมีประสิทธิภาพเทาที่ควรอันเนื่องมาจากการดื้อยาของเชื้อ S. 
uberis หรือพยาธิสภาพของเตานมอันเกิดจากการติดเชื้อ S. uberis (Pedersen et al., 2003)   
จากปจจัยตางๆทั้งขอจํากัดที่ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกินเชื้อและฆาเชื้อ และ
จํานวนของนิวโทรฟลในน้ํานมที่มีนอยกวาในกระแสเลือด  (Guidry et al., 1993; Prin-Mathieu et 
al., 2002) รวมกับการมีปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมมีระดับต่ํา (Newbould, 1967)   
ตลอดจนความแตกตางระหวางตัวโคและระหวางเตานม   และความหลากหลายของสายพันธุของ
เชื้อ S. uberis (Leigh et al., 1990) มีผลตอการหายจากเตานมอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อ S. 
uberis   แนวคิดการใหนมน้ําเหลืองเขาเตานมในการรักษาเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. 
uberis ก็อาจสามารถทําได แตการไมทราบความจําเพาะที่แนนอนของอิมมูโนโกลบูลินจีในนม
น้ําเหลืองตอเชื้อ S. uberis สงผลตอประสิทธิภาพของนิวโทรฟลในการกําจัดเชื้อ ในขณะที่ 
hyperimmune serum ที่ไดจากการกระตุนภูมิดวยเชื้อ S. uberis จะมีอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะ
ตอเชื้อ S. uberis ดังนั้นในการรักษาเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis ดวย hyperimmune 
serum จึงนาจะมีประสิทธิภาพมากกวานมน้ําเหลือง ปจจุบันยังเปนที่ถกเถียงอยูวานิวโทรฟลเปน 
immune effector หลักในการกําจัดเชื้อ S. uberis หรือไม (Thomas et al., 1994; Pedersen et 
al., 2003; Rambeaud et al, 2003)   ดังนั้นการศึกษาวานิวโทรฟลมีบทบาทในการเก็บกินและฆา
เชื้อ S. uberis ภายนอกรางกายไดอยางไรนั้นก็จะเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับกําหนดแนวทางใน
การควบคุมเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis โดยการใหอิมมูโนโกลบูลินจีที่มีความจําเพาะ
ตอเชื้อ S. uberis เขาเตานม เพื่อใหมีปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจีมากพอในการกระตุนนิวโทร
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ฟลใหเกิดการเก็บกินเชื้อ S. uberis ไดมากข้ึน เพื่อกําจัดเชื้อใหหมดไปจากเตานมได ซึ่งอาจ
พัฒนาเปนแนวทางในการรักษาเตานมอักเสบแบบเร้ือรังได   โดยไมตองทําการคัดทิ้งโคที่มีคุณคา
ทางเศรษฐกิจของฟารม   ทั้งยังไมมียาปฏิชีวนะตกคางในน้ํานม   และลดตนทุนจากการรักษาเตา
นมอักเสบได 
 การศึกษานี้ดูผลของอิมมูโนโกลบูลินจีจากโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis โดยธรรมชาติ โคที่
ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และโคปกติตอการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกาย เพื่อนําผลไป
ประยุกตใชในการรักษาเตานมอักเสบโดยใหอิมมูโนโกลบูลินจีเขาเตานม 
  



บทท่ี 3 
วิธีการศึกษา 

 
 การศึกษาผลของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อ 
Streptococcus uberis ที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบในหองปฏิบัติการมีวิธีการศึกษาดังนี้  
 
การศึกษาท่ี 1 การติดเช้ือ Streptococcus uberis เขาเตานมในแมโครีดนม 
 

เปนการศึกษาแบบ observational study โดยเขาไปเก็บตัวอยางน้ํานมในแมโครีดนม
จํานวน 2 คร้ัง มีระยะเวลาหางกัน 7 วัน ในฟารมโคนมที่มีการศึกษากอนหนานี้วามีความชุกและ
อุบัติการณการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม (ศริญญา ฤกษอยูสุข, 2008) โดยมีระยะเวลาในการ
เขาไปศึกษาระหวางเดือนพฤษภาคม 2551 ถึงเดือนกันยายน 2551 เพื่อคัดเลือกแมโครีดนมที่มี
คุณสมบัติดังนี้  

1. แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม (S. uberis IMI cows) เปน case ซึ่งเปน
แมโคที่ไดรับการตรวจยืนยันการติดเชื้อเขาเตานมอยางนอย 1 เตา ดวยชุดตรวจชีวเคมี
จําแนกชนิดเชื้อ API 20 STREP® วาเปนเชื้อ S. uberis ที่มีคุณสมบัติทางชีวเคมี
เหมือนกัน และตองมีเตานมอยางนอย 1 เตาที่ตรวจไมพบเชื้อใดๆ เขาเตานมติดตอกัน 2 
คร้ัง เปนระยะเวลาหางกัน 7 วัน เม่ือคัดเลือก case ไดแลวจะทําการคัดเลือกแมโคที่เปน 
control ในฟารมเดียวกันตามวิธีการที่จะกลาวตอไป 
2. แมโคที่มีเตานมปกติ (healthy cows) เปน control ซึ่งเปนแมโคที่มีผลการตรวจไม
พบเชื้อใดๆ เขาเตานมทั้ง 4 เตา 
 

การเก็บตัวอยางนํ้านมและเลือด 
การเก็บตัวอยางนํ้านม 

 ข้ันตอนเก็บตัวอยางน้ํานมในฟารม มีดังนี้ 
1. แมโครีดนมทุกตัวในฟารมทําการเตรียมเตานมกอนทําการรีดน้ํานม โดยการลาง

ทําความสะอาดบริเวณเตานมใหสะอาดดวยน้ําเปลา และเช็ดเตานมใหแหง 
2. รีดน้ํานมใสถาดตรวจ ซ.ีเอ็ม.ที. เพื่อตรวจหาสภาวะเตานมอักเสบในฟารม แมโค

ที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการจะสังเกตพบลักษณะเตานมมีลักษณะบวม 
แดง รอน และน้ํานมที่รีดออกมาไดมีลักษณะที่ผิดปกติ เชน เปนกอนหนอง มี
เลือดปน สวนแมโคที่เปนเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ ตรวจไมพบความ
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ผิดปกติใด ๆ ที่บริเวณเตานมและน้ํานมที่รีดออกมาได แตเม่ือทําการตรวจ
ตัวอยางน้ํานมดวยน้ํายา ซี.เอ็ม.ที. จะใหผลบวก ภายหลังจากการตรวจทําการ
จดบันทึกผลการตรวจทุกเตาในแมโครีดนมทุกตัว    

3. ทําการรีดน้ํานมแมโคตามปกติ  
4. ภายหลังจากการรีดน้ํานมแมโค ในกรณีที่พบวาเปนเตานมอักเสบแบบแสดง

อาการหรือแมโคที่ใหผลบวกกับการทดสอบ ซี.เอ็ม.ที. จะทําการเก็บตัวอยาง
น้ํานมรายเตานมทั้ง 4 เตานมทันที ภายหลังจากการรีดน้ํานมเสร็จ โดยเก็บ
ตัวอยางเตาละ 15 มล. ดวยวิธีปลอดเชื้อ เพื่อนําตัวอยางน้ํานมไปตรวจวินิจฉัย
เพาะแยกเชื้อที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบและจํานวนเซลลโซมาติก
(รายละเอียดการเก็บตัวอยางน้ํานมแสดงในภาคผนวก ก) 

5. ในการเขาไปเก็บตัวอยางน้ํานมคร้ังแรกในฟารมใหทําการรีดน้ํานมแมโค
ตามปกติตามข้ันตอนที่ 3  และสําหรับการเก็บตัวอยางน้ํานมคร้ังที่สองเปนการ
เก็บตัวอยางน้ํานมเพื่อนําไปตรวจสอบในการศึกษาที่ 3 ตอไป โดยภายหลังจาก
การตรวจ ซี. เอ็ม. ที. ใหทําการเก็บตัวอยางน้ํานมในแมโคที่ไดทําการคัดเลือก
แลวกอนทําการรีดน้ํานม ตัวอยางเตาละ 30 มล. ดวยวิธีเดียวกับข้ันตอนที่ 4 

6. ตัวอยางน้ํานมเก็บใสในกลองโฟมที่บรรจุน้ําแข็ง และสงเขาหองปฏิบัติการทันที 
เพื่อทําการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
 

การเก็บตัวอยางเลือด 
 ทําการเก็บตัวอยางเลือดในแมโคที่คัดเลือกไวแลวในการเขาฟารมคร้ังที่สอง โดยเก็บ
ตัวอยางเลือดในแมโคที่เสนเลือดดําที่หาง (coccygeal vein) ดวยวิธีปลอดเชื้อ ตัวละ 10 มล. ดวย
หลอดเก็บเลือด Monovett®  
 
การตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 

ตัวอยางน้ํานมและเลือดที่ไดจากฟารมทั้งหมดนํามาตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
ดังนี ้

1. การเพาะแยกและตรวจระบุเช้ือจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุเตานมอักเสบในนํ้านม
รายเตานม (quarter milk sample)  
การเพาะแยก และตรวจระบุชนิดเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบ ตามการ

แนะนําของ National Mastitis council รายงานผลเปนชนิดเชื้อจุลินทรีย และระดับความมี
นัยสําคัญของการเปนสาเหตุของเตานมอักเสบ (NMC, 1999) (รายละเอียดการเพาะเชื้อหาสาเหตุ
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ของเตานมอักเสบ แสดงในภาคผนวก ก) โดยแนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่
แยกไดจากตัวอยางน้ํานมของแมโคที่เปนเตานมอักเสบ แสดงในตารางที่  3 การศึกษาคร้ังนี้
พิจารณาเฉพาะเชื้อจุลินทรียชนิด S. uberis ที่ไดจากการเพาะแยกและตรวจระบุวินิจฉัยวาเปน
สาเหตุของการติดเชื้อเขาสูเตานมที่มีนัยสําคัญระดับ 3 และ 4  
 
ตารางท่ี 3 แนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานมของแม

โคที่เปนเตานมอักเสบ  
 

จํานวนโคโลนี
ทั้งหมด 

1 2-10 มากกวา 10 

ชนิดเช้ือ ชนิด
เดียว 

ชนิด
เดียว 

มากกวา 
สองชนิด 

หลาย
ชนิด 

ชนิด
เดียว 

มากกวา 
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 



 20 

 
* ระดับ 1 – ไมมีนัยสําคัญ   2 – ตองสงสัย   
 3 – มีนัยสําคัญ   4 – มีนัยสําคัญอยางสูง 

เชื้อแบคทีเรียรูปรางกลม ติดสีแกรมบวก จากการทดสอบทางชีวเคมีใหผลลบกับการ
ทดสอบ catalase ใหผลบวกหรือลบกับการทดสอบ CAMP และใหผลบวกกับการทดสอบ esculin 
hydrolysis  ที่มีนัยสําคัญระดับ 3 และ 4 จะทําการยืนยันผลการวินิจฉัยดวยชุดตรวจชีวเคมี
จําแนกชนิดเชื้อ API 20 STREP® (bioMérieux, France) รายงานผลเปนชนิดเชื้อแบคทีเรีย เพื่อ
นําไปประเมินสถานภาพการติดเชื้อ S. uberis ในฟารม และนําไปสูการตัดสินใจคัดเลือกแมโคที่มี
การติดเชื้อ S. uberis ตอไป 

 
2. การตรวจวัดจํานวนเซลลโซมาติกในนํ้านมรายเตานม (quarter milk sample)  

การตรวจนับจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมจากเตานมที่ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม 
และเตานมที่ไมติดเชื้อใด ๆ ในแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และน้ํานมจากเตานม
ของแมโคที่ไมมีการติดเชื้อเขาเตานมหรือแมโคที่มีเตานมปกติ โดยใชเคร่ืองนับอนุภาค Coulter 
Counter ZM® (Hinz et al., 1992) รายงานผลเปนเซลลตอมล. (รายละเอียดการตรวจนับจํานวน
เซลลโซมาติกแสดงในภาคผนวก ก) 
 

3. การเตรียมตัวอยางนํ้านมและตัวอยางซีร่ัมสําหรับการวิเคราะห 
การเตรียมตัวอยางน้ํานม และตัวอยางซีร่ัมประยุกตตามวิธีของ Grant และ Finch 

(1996) และ Guidry และคณะ (1980) ดังนี้ ตัวอยางน้ํานมที่เก็บไดนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
1000g เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยกเอาไขมันออกจากน้ํานม น้ํานมที่ผานกระบวนการนี้จะเปน
น้ํานมที่แยกไขมัน จากนั้นนําไปตกตะกอนเคซีนที่มีอยูในน้ํานมดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCL) 
เพื่อให pH ของน้ํานมมีคาเทากับ 4.6 แลวจึงนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 46,000g เปนเวลา 30 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นปรับ pH ของน้ํานมใหมีคาเทากับ 7.0 ดวยโซเดียม     
ไฮดรอกไซด (NaOH) จากนั้นนําตัวอยางน้ํานมมาใหความรอนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที เพื่อทําลาย complement ที่อยูในน้ํานม 

ตัวอยางเลือดที่ไดนั้นใหนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1000g เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยก
ซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด จากนั้นนําตัวอยางซีร่ัมมาใหความรอนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที เพื่อทําลาย complement ที่อยูในซีร่ัม  
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เก็บตัวอยางน้ํานม และตัวอยางซีร่ัมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํา
ตัวอยางดังกลาวไปตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ดวยวิธี ELISA 
และตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลในข้ันตอนตอไป 
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การศึกษาท่ี 2 การผลิต Hyperimmune serum ท่ีจําเพาะตอเช้ือ Streptococcus uberis ใน
ลูกโค 

 
การศึกษาแบบทดลอง (experimental study) โดยการฉีดเชื้อ S. uberis ที่เพาะแยกได

จากแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่มีปฏิกิริยาทางชีวเคมีตางกัน 2 รูปแบบ เพื่อเปน
ตัวแทนสายพันธุของเชื้อที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis; CM 
isolate) และเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ (subclinical mastitis; SCM isolate) เพื่อกระตุน
ใหลูกโคมีการสรางอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis  
 
การเตรียมวัคซีน 
 ทําการเพาะเล้ียงเชื้อ S. uberis ชนิด CM isolate และ SCM isolate ใหมีปริมาณเชื้อ 
1010 cfu ตอมล. และฆาเชื้อดวยสารฟอรมัลดีไฮดความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
 ในการเตรียมวัคซีนเชื้อตายที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกนั 1 โดส โดยประยุกตตามวิธีของ 
Leigh และ Field (1994) และ Finch และคณะ (1994) ประกอบดวยเชื้อ S. uberis ปริมาตร 1 
มล. ในสารละลายที่ประกอบดวย Freund’s incomplete adjuvant ปริมาตร 1 มล. และ 
Tween20 ปริมาตร 2 มล. (รายละเอียดการเตรียมวัคซีนแสดงในภาคผนวก ข) 
 
การเตรียมสัตวทดลอง 
 ลูกโคเพศผูพันธขาวดํา อายุ 1-3 เดือน ที่มีสุขภาพดี จํานวน 9 ตัว ทําการแบงออกเปน 3 
กลุม ดังนี้  
 กลุมที่ 1 ไดรับเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
 กลุมที่ 2 ไดรับเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate 
 กลุมที่ 3 ไดรับน้ําเกลือ เปนกลุมควบคุม  
 ทั้งนี้ลูกโคที่นํามาใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดผานกระบวนการจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง 
เลขที่ 0931002 จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
การกระตุนภูมิคุมกันตอเช้ือ S. uberis การตรวจรางกาย และการเก็บตัวอยางเลือด 
 ทําการกระตุนภูมิคุมกันแกลูกโคทั้ง 3 กลุม โดยฉีดเชื้อหรือน้ําเกลือเขาใตผิวหนัง 
(subcutaneous route) ดวยวิธีปลอดเชื้อที่บริเวณหลังกระดูก scapula จํานวน 4 คร้ัง ฉีดสลับ
ขางกัน โดยทําการฉีดในวันที่ 0  7  14 และ 21 และเก็บตัวอยางเลือดลูกโคทั้ง 3 กลุมที่เสนเลือด
ดําที่คอ (jugular vein) ดวยวิธีปลอดเชื้อ ตัวละ 20 มล. ลงในหลอดเก็บเลือด Monovette® โดย
เก็บตัวอยางเลือดกอนกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรก (วันที่ 0) วันที่ 1 14 28 และ 35 ของการกระตุน
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ภูมิคุมกัน ตัวอยางเลือดที่ไดมีวิธีการเตรียมเปนตัวอยางซีร่ัมเชนเดียวกับการเตรียมตัวอยางซีร่ัมใน
การศึกษาที่ 1 จากนั้นนําตัวอยางซีร่ัมไปตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. 
uberis ดวยวิธี ELISA ตอไป ทั้งนี้ตองทําการตรวจรางกายลูกโคทุกคร้ังกอนทําการกระตุน
ภูมิคุมกัน โดยตรวจวัดอุณหภูมิทางทวารหนัก อัตราการหายใจ อัตราการเตนของหัวใจ และการ
อักเสบในตําแหนงที่ฉีดเชื้อ และสังเกตอาการแพทุกคร้ังภายหลังจากการฉีดกระตุนภูมิคุมกัน   
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การศึกษาท่ี 3 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีท่ีจําเพาะตอเช้ือ Streptococcus uberis 
ดวยวิธี ELISA 

 
การเตรียมแอนติเจนเคลือบผิวเพลท (coated antigen) 

คัดเลือกเชื้อ S. uberis ที่ไดจากแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม โดยเปนสาย
พันธุเดียวกับที่เลือกเชื้อ S. uberis มาใชในการเตรียมวัคซีน คือ สายพันธุ CM isolate และสาย
พันธุ SCM isolate จากนั้นนํามาเพาะเล้ียงและเพิ่มจํานวนใหมีความเขนขนที่ 106 cfu ตอมล. 
(รายละเอียดการเตรียมเชื้อ S. uberis แสดงในภาคผนวก ค) 

 
การเคลือบผิวเพลท (Coating) 

นําเพลท ชนิด 96 หลุม กนแบน (96 well flat bottom microtiter plate) มาเตรียมผิว
เพลทดวยสารกลูตารอัลดีไฮด (glutaldehyde) ที่มีความเขมขน 0.025 เปอรเซ็นต แลวจึงเคลือบ
ผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis ที่ความเขมขน 105 cfu ตอหลุมตามวิธีของ Finch และคณะ (1994) 
(รายละเอียดการเคลือบผิวเพลทแสดงในภาคผนวก ค) 

 
การทดสอบหาระดับเจือจางท่ีเหมาะสมของตัวอยางซีร่ัม นํ้านม และ conjugate 

เจือจางตัวอยางซีร่ัมในอัตราสวน 1:1 1:2 1:4 และ 1:8 และตัวอยางน้ํานมในอัตราสวน 
1:4 และ 1:8 และเจือจาง peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ในอัตราสวน 1:1000 
1:2000 และ 1:4000 ไป โดยมีตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางซีร่ัมเปน fetal bovine serum  และ
ตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางน้ํานมเปนน้ํานม UHT ที่แยกไขมันและเคซีนแลว อิมมูโนโกลบูลิน
จีที่จําเพาะตอ S. uberis  ที่มีในตัวอยางก็จะจับกับเชื้อ S. uberis ที่เคลือบอยูบนหลุม   จากนั้นจึง
ใส peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG และเติมสาร O-phenylenediamine (OPD) 
ซึ่งเปนสารตั้งตน (substrate) ลงไป  และหยุดปฏิกิริยาดวย H2SO4 เม่ือถึงข้ันตอนนี้ anti-bovine 
IgG จะเขาจับกับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis และเอนไซม peroxidase ทําการ
เปล่ียนแปลงสารตั้งตนใหเปนสารที่สามารถอานคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืน 492 นาโน
เมตรได  

หาระดับความเขนขนที่เหมาะสมของตัวอยางซีร่ัม และตัวอยางน้ํานม และ peroxidase 
conjugate ที่ใหผลบวกที่ชัดเจน โดยกําหนดใหมีคาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี 
เปน 1.5 เทา เพื่อนําไปใชในการตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในตัวอยางซีร่ัม และน้ํานมตอไป 
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การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีท่ีจําเพาะตอเช้ือ S. uberis  
 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ประยุกตตามวิธีของ 
Finch และคณะ (1994) Hill และคณะ (1994) และ Leigh และ Field (1994) ดังนี้ นําตัวอยาง
ซีร่ัมจากลูกโคที่เจือจางในอัตราสวน 1:4 และตัวอยางซีร่ัมจากแมโคที่เจือจางในอัตราสวน 1:8 
และตัวอยางน้ํานมที่เจือจางในอัตราสวน 1:8 มาตรวจสอบ โดยทํา 2 คร้ัง (duplicate) และนํา 
peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ที่เจือจางในอัตราสวน 1:2000 มาใชในการ
จับอิมมูโนโกลบูลินจทีี่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis  และทําปฏิกิริยากับสาร OPD และหยุดปฏิกิริยา
ดวย H2SO4 อานคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรดวยเคร่ือง Anthos ELISA 
reader 2010 (Anthos, Austria)  
 ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis (titers) ที่ตรวจดวยวิธี ELISA มีวิธีการ
คํานวณดังนี้  

Titers  =  X ODsample – ODnegative control – ODblank 
 

  Titers     คือ ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis 
  X ODsample      คือ คาเฉล่ียของคา OD ที่ตรวจวัดได 2 คร้ัง (duplicate) 
  ODnegative control คือ คาดูดกลืนแสงของตัวอยางน้ํานม UHT หรือ fetal bovine serum 
  ODblank คือ คาดูดกลืนแสงของการตรวจสวนควบคุมการทดลอง 

 
คํานวณการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี โดยคิดเปนจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน 

(fold increase) ดังนี้  
Fold increase   =         Titers 

                                                    OD negative control 
 
ตัวอยางซีร่ัมและตัวอยางน้ํานมที่ใหคาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี 

มากกวาหรือเทากับ 1.5 เทา ถือวาตัวอยางนั้นใหผลบวก (รายละเอียดการตรวจสอบระดับอิมมูโน
โกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis แสดงในภาคผนวก ค) 
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การศึกษาท่ี 4 การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในการตอตานเช้ือ 
Streptococcus uberis 

 
 การศึกษาความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM 
isolate และ SCM isolate ภายนอกรางกาย (in vitro) ภายใตสภาวะทีมี่ซีร่ัม และน้ํานมของแมโค
ที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติ และซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการ
กระตุนภูมิกันตอเชื้อ S. uberis (hyperimmune serum) 
 
การเตรียมเช้ือ S. uberis ท่ีใชในการตรวจสอบ   
 วิธีการเตรียมเชื้อ S. uberis ที่ยังมีชีวิตที่ใชในตรวจสอบการเก็บกิน และฆาเชื้อของนิวโทร
ฟล มีวิธีการเชนเดียวกับการเตรียมเชื้อสําหรับเคลือบผิวเพลท เชื้อ S. uberis   ที่ไดมีความเขมขน
เทากับ 106 cfu ตอมล. (รายละเอียดการเตรียมเชื้อ S. uberis แสดงในภาคผนวก ข) 
 
การแยกนิวโทรฟล 
 เก็บตัวอยางเลือดในโคสาวพันธุขาวดําที่มีสุขภาพดีที่เสนเลือดดําที่คอ (jugular vein) 
ปริมาตร 50 มล. ลงในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร EDTA เปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือด จากนั้น
นํามาตรวจแยกนิวโทรฟลตามวิธีของ Leigh และ Field (1994) ตรวจสอบจํานวนนิวโทรฟลที่มี
ชีวิต (viability) ดวยการยอมสี trypan blue และเตรียมสารละลายที่มีนิวโทรฟลที่มีชีวิตมากกวา 
90 เปอรเซ็นต ในระดับความเขนขนเทากับ 107 เซลลตอมล. (รายละเอียดการแยกนิวโทรฟลแสดง
ในภาคผนวก ง) 
 
การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟล 
 ศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อ S. uberis   ดังนี้  
 

1. การเก็บกินเช้ือ S. uberis  (Phagocytosis) 
ศึกษาการเก็บกินเชื้อ S. uberis ที่ยอมดวยสารเรืองแสง fluorescein isothiocyanate 

(FITC) ของนิวโทรฟล แลวตรวจวัดดวยวิธี flow cytometry   โดยเตรียมสารละลายที่มีเชื้อ S. 
uberis ระดับความเขมขนเทากับ 106 cfu ตอมล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   จากนั้นผสมสารละลาย
เชื้อ S. uberis กับตัวอยางน้ํานมหรือตัวอยางซีร่ัมที่เตรียมไดจากการศึกษาที่ 1 และ 2 ปริมาตร 
150 ไมโครลิตร เขาดวยกัน ทิ้งไวเปนเวลานาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส   จากนั้น
เติมสารละลายที่มีนิวโทรฟลระดับความเขมขนเทากับ 107 เซลลตอมล.ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ลงไป ทิ้งไวเปนเวลานาน 30 นาที ที่อุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส    โดยมีน้ํานม UHT เปน
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ตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางน้ํานม และ fetal bovine serum เปนตัวอยางควบคุมสําหรับ
ตัวอยางซี ร่ัม จากนั้นตรวจวัดตัวอยางดวยเคร่ือง FACSCalibur® flow cytometer (Becton 
Dickinson, USA) และวิเคราะหผลการตรวจวัดดวยโปรแกรม CellQuestPro® (Becton 
Dickinson, USA) ผลการตรวจวัดการเก็บกินเชื้อ S. uberis แสดงเปนคามัธยฐานของความเขม
ฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของนิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ (median fluorescence intensity; 
MFI)   

 
2. การฆาเช้ือ S. uberis  (Killing)  

ศึกษาการฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟล โดยการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่รอด
ชีวิต (bacteria count) บนอาหารเล้ียงเชื้อตามวิธีของ Leigh และ Field (1994) ดังนี้   ผสม
สารละลายที่มีเชื้อ S. uberis ระดับความเขมขนเทากับ 106 cfu ตอมล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   
จากนั้นผสมสารละลายเชื้อ   S. uberis กับตัวอยางน้ํานมหรือตัวอยางซีร่ัมที่เตรียมไดจาก
การศึกษาที่ 1 และ 2 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เขาดวยกนั ทิ้งไวเปนเวลานาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 
23 องศาเซลเซียส     จากนั้นเติมสารละลายที่มีนิวโทรฟลระดับความเขมขนเทากับ 107 เซลล
ตอมล. ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงไป ทิ้งไวเปนเวลานาน 90 นาที ที่อุณหภูมิเทากับ 37 องศา
เซลเซียส โดยมีน้ํานม UHT เปนตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางน้ํานม และ fetal bovine serum 
เปนตัวอยางควบคุมสําหรับตัวอยางซีร่ัม จากนั้นตรวจนับเชื้อ S. uberis บนอาหารเล้ียงเชื้อ blood 
agar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ เพื่อนําไปคํานวณเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป (% killing) 
ดังนี้  

% killing  =    [จํานวนเชื้อตั้งตน – จํานวนเชื้อที่รอดชีวิต]   X  100 
                                    จํานวนเชื้อตั้งตน 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 
การศึกษาท่ี 1  
 ขอมูลลําดับทอง วันที่ใหนม แสดงผลเปนคามัธยฐาน (median) และขอมูลจํานวนเซลลโซ
มาติกแสดงผลเปนคาเฉล่ีย log10 ของจํานวนเซลลโซมาติกที่วัดได วิเคราะหความแตกตางของ
คาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติกดวยวิธี Analysis of variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม 
Statistix® version 8.0 กําหนดระดับนัยสําคัญที่ p<0.05 
 
การศึกษาท่ี 3  
 วิเคราะหความแตกตางระหวางคาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานม
และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติ และซีร่ัมของกลุม
ลูกโคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม 
Statistix® version 8.0 กําหนดระดับนัยสําคัญที่ p<0.05 

  
การศึกษาท่ี 4  
  วิเคราะหความแตกตางของคามัธยฐานของความเขมฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของ
นิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ และคาเฉล่ียของเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป 
(% killing) ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติ และซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยวิธี 
Analysis of Variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม Statistix® version 8.0 กําหนดระดับนัยสําคัญ
ที่ p<0.05 
 
 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

 
การศึกษาท่ี 1 การติดเช้ือ Streptococcus uberis เขาเตานมในแมโครีดนม 

การศึกษาการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในแมโคในฟารมโคนมรายยอยทั้งหมด 7 
ฟารมที่มีประวัติการติดเชื้อ S. uberis ในฟารมพบแมโคที่มีเตานมที่ติดเชื้อ S. uberis และมีเตาที่
ไมมีการติดเชื้อใดๆ อยางนอย 1 เตา จํานวน 7 ตัว โดยมีเตาที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม
ทั้งหมด 8 เตา และมีเตาที่ไมมีการติดเชื้อทั้งหมด 7 เตา และแมโคที่ไมมีการติดเชื้อใดๆเขาเตานม
ทั้ง 4 เตา หรือแมโคที่มีเตานมปกติ จํานวน 6 ตัว  

แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติมีคามัธยฐานของ
ลําดับทอง (lactation number) เทากับ 3 และ 2 ตามลําดับ และคามัธยฐานของวันที่ใหนม (day 
in milk) เทากับ 269 และ 213 ตามลําดับ และมีคาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติก (somatic 
cell count; SCC) ในน้ํานมรายเตานมดังแสดงในตารางที่ 4 

 
ตารางท่ี 4 คาเฉล่ีย log ของจํานวนเซลลโซมาติกของแมโคในการศึกษานี้  
 

กลุมแมโค เตานม คา log ของ SCC 
1. S. uberis IMI 
         (N=7) 

ก. S. uberis IMI 
          (n=8) 

6.52±0.798a 

 
 
 

ข. ไมมีการติดเชื้อใดๆ 
          (n=7) 

5.59±0.519b 

2. เตานมปกต ิ
         (N=6) 

ไมมีการติดเชื้อใดๆ 
(n=6) 

5.98±0.702 

a b อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
N = จํานวนโค (cows) 
N = จํานวนเตานม (quarters) 
 

จากตารางที่ 4 พบความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางคาเฉล่ียของคา log ของ
จํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมจากเตานมที่มีการติดเชื้อเขาเตานมกับน้ํานมจากเตานมที่ไมมีการ
ติดเชื้อในแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม 
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ตารางท่ี 5 สายพันธุเชื้อ S. uberis ที่ติดเชื้อเขาเตานม 
 

API-profile* แยกไดจากเตานมอักเสบ จํานวน isolate 

7443710 
 

แบบแสดงอาการ 
แบบไมแสดงอาการ 

1 
4 
 

7543710 
7543713 

แบบไมแสดงอาการ 
แบบไมแสดงอาการ 

2 
1 

*API 20 biochemical test (API 20 STREP®, bioMérieux, France) 
 
 การตรวจเพาะแยกเชื้อ และตรวจยืนยันชนิดเชื้อ S. uberis ที่มีการติดเชื้อเขาเตานมพบ
เชื้อ S. uberis ที่มีรูปแบบของปฏิกิริยาทางชีวเคมีเหมือนกันมากที่สุด คือ API-profile 7443710 
จํานวน 5 isolate ซึ่งพบวาเปนสายพันธุที่ทําใหเกิดเตานมอักเสบทั้งแบบแสดงอาการ และแบบไม
แสดงอาการ รองลงมาคือ เชื้อ S. uberis ที่มี API-profile 7543710 จํานวน 2 isolate ที่มาจาก
เตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ ดังนั้นจึงเลือก API-profile 7443710 เปนตัวแทนของสายพันธุ
ของ S. uberis ที่แยกไดจากแมโคที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (CM isolate) และ API-
profile 7543710 เปนตัวแทนของสายพันธุที่แยกไดจากแมโคที่เปนเตานมอักเสบแบบไมแสดง
อาการ (SCM isolate) มาเปนแอนติเจนของวัคซีนที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกัน แอนติเจนเคลือบ
ผิวเพลท และแอนติเจนที่ใหนิวโทรฟลเก็บกินและฆาเชื้อในข้ันตอนการศึกษาตอไป 
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การศึกษาท่ี 3 การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีท่ีจําเพาะตอเช้ือ  Streptococcus 
uberis ดวยวิธี ELISA 

 
1. แมโคท่ีมีการติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
 
การวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ในน้ํานมและซีร่ัมที่มาจากแมโค

ที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติดวยวิธี ELISA โดยมีแอนติเจน
เคลือบผิวเพลท 2 ชนิด คือ เชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate พบวา ระดับ
ความเจือจางที่เหมาะสมของน้ํานม ซีร่ัม และ peroxidase conjugate ที่ใชทดสอบกับเชื้อ S. 
uberis ทั้ง 2 สายพันธุ เทากับ 1:8 1:8 และ 1:2000 ตามลําดับ ที่ใหผลบวกชัดเจนตอการทดสอบ 

การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมทั้งหมดที่จําเพาะตอแอนติเจน
เคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สายพันธุมีคามากกวา 1.5 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับระดับอิมมู
โนโกลบูลินจีในน้ํานม UHT เชนเดียวกับการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัม
ทั้งหมดที่มาจากแมโคที่ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติที่จําเพาะตอ
แอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สายพันธุมีคามากกวา 1.5 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับ
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน fetal bovine serum ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางท่ี 6  การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ 

S. uberis เขาเตานมและแมโคที่มีเตานมปกติดวยวิธี ELISA ที่มีแอนติเจนเคลือบผิว
เพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate  

 
แอนติเจนเคลือบผิวเพลท 

แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 
CM isolate* SCM isolate* 

1. เตาที่มีการติดเช้ือ 18.11±1.278 b 8.75±0.825b 1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
2. เตาที่ไมติดเช้ือ 15.05±1.366b 7.463±0.882bc 

 
น้ํานม 

 2. แมโคที่มีเตานมปกติ เตาที่ไมติดเช้ือ 8.59±1.476c 4.459±0.952c 
 

1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม  29.81±1.278a 23.74±0.825a ซีร่ัม 
2. แมโคที่มีเตานมปกติ  29.08±1.476a 22.85±0.952a 

a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญในแนวตั้ง (p<0.05) 
* การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีแสดงเปนคาเฉล่ียของจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน  
(mean±SEM) 
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การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกติที่จําเพาะตอแอนติเจนเคลือบผิวเพลทดวยเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate พบวา การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบู
ลินจีในน้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมไมมีความแตกตางจากระดับอิมมูโน
โกลบูลินจีในน้ํานมของเตานมที่ไมมีการติดเชื้อในแมโครีดนมตัวเดียวกัน แตกลับพบความ
แตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานมกับเตานมที่ไมมีการติดเชื้อของแมโคที่มีเตานมปกติ (p<0.05) 

การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis 
เขาเตานมไมมีความแตกตางจากระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีเตานมปกติ แตกลับ
พบวาการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคทั้ง 2 กลุมมีความแตกตางกับ
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่ตรวจวัดไดในน้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมของ
แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และในน้ํานมของแมโคที่มีเตานมปกติ (p<0.05) 
 

2. ลูกโคท่ีไดรับการกระตุนดวยเช้ือ S. uberis 
 
การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัม (hyperimmune serum) ของลูกโคที่ไดรับการ

กระตุนภูมิคุมกันดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate  และลูกโคที่ไดรับ
น้ําเกลือที่เปนกลุมควบคุมพบวา ระดับความเจือจางที่เหมาะสมของซีร่ัม และ peroxidase 
conjugate ที่ใชทดสอบกับแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S.uberis ทั้ง 2 สายพันธุ เทากับ 1:4 และ 
1:2000 ตามลําดับ ที่ใหผลบวกชัดเจนตอการทดสอบ 

การตรวจดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis ที่แยกไดจาก CM isolate พบ
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum เพิ่มข้ึนหลังจากไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับน้ําเกลือในวันที ่28 และ 35 เทากับ 
6.6 และ 7.7  ตามลําดับ เชนเดียวกับระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum เพิ่มข้ึน
หลังจากไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate  เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่
ไดรับน้ําเกลือในวันที่ 28 และ 35 เทากับ 4.3 และ 4.9  ตามลําดับ ในขณะที่การตรวจดวย
แอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate พบระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน 
hyperimmune serum เพิ่มข้ึนหลังจากไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับน้ําเกลือในวันที่ 28 และ 35 เทากับ 2.9 และ 5.6 ตามลําดับ  
เชนเดียวกับระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum เพิ่มข้ึนหลังจากไดรับการกระตุน
ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับน้ําเกลือในวันที่ 28 
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และ 35 เทากับ 7.9 และ 8.1 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา hyperimmune serum ทั้งหมดมี
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีจําเพาะตอแอนติเจนเคลือบผิวเชื้อ S. uberis ที่แยกไดจาก CM isolate 
มากกวาเชื้อ S. uberis ที่แยกไดจาก SCM isolate  

  
ตารางท่ี 7 การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของลูกโคที่ไดรับการกระตุนดวย

เชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate และไดรับน้ําเกลือ (saline) 
ดวยวิธี ELISAที่มีแอนติเจนเคลือบผิวเพลทเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ 
SCM isolate  

 
แอนติเจนเคลือบผวิเพลท 

CM isolate 
 แอนติเจนเคลือบผิวเพลท  

SCM isolate 
วันที่
ไดรับ
การ

กระตุน 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 อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวนอน (p<0.05) (ระหวางกลุมทดลอง) 
1 2 ตัวเลขตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางวันที่ไดรับการกระตุน) 
* การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีแสดงเปนคาเฉล่ียของจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน  
(mean±SEM) 
 

การเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune serum ทั้งหมดตอการ
ตรวจดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลททั้ง 2 สายพันธุมีคามากกวา 1.5 เทาดังแสดงในตารางที่ 7  
การตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ 
CM isolate พบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน hyperimmune 
serum ที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ระหวางวันที่ไดรับการกระตุน 
โดยเร่ิมตั้งแตวันที่ 28 และ 35 ของการไดรับการกระตุนเปรียบเทียบกับวันที่ยังไมไดรับการกระตุน 
(วันที่ 0) (p<0.05) และพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในวันที่ 
28 ระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate กับ
กลุมที่ไดรับน้ําเกลือ (p<0.05) และพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบู
ลินจีในวันที่ 35 ระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate กับกลุมที่
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ไดรับน้ําเกลือ (p<0.05) ในขณะที่ตรวจไมพบความแตกตางของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีระหวาง
กลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate  

อยางไรก็ตามการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอแอนติเจนเคลือบ
ผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate มีความแตกตางกับระดับอิมมูโนโกลบูลินจีใน
วันที่ 14 และ 28 ระหวางกลุมที่ไดรับเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate กับกลุมที่ไดรับ
น้ําเกลือ (p<0.05) และตรวจไมพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจี
ระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate กับกลุมที่ไดรับการ
กระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate และกลุมที่ไดรับน้ําเกลือ 
 จากการตรวจพบความแตกตางของการเปล่ียนแปลงของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในวันที่ 
28 เปรียบเทียบกับวันที่ 0 ของการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สายพันธุจึงนําตัวอยางซีร่ัมของ
วันที่ 0 และ 28 ไปตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟลในการศึกษาตอไป  
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การศึกษาท่ี 4 การตรวจสอบทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในการตอตานเช้ือ 
Streptococcus uberis  

 
การศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลภายนอกรางกายในสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่

จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ซึ่งไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม 
และแมโคที่มีเตานมปกติ และ hyperimmune serum ที่ไดจากการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สาย
พันธุ CM isolate และ SCM isolate ดังแสดงในตารางที่ 8-10  

 
ตารางท่ี 8  การเก็บกินเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจาก

น้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกต ิ
 

Phagocytosed S. uberis  แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 
SCM isolate* CM isolate* 

1. เตาที่มีการติดเช้ือ 46.52 ±16.459c 55.45±44.815b 1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
3. เตาที่ไมติดเช้ือ 48.32±13.672c 47.41±21.081b 

 
น้ํานม 

 2. แมโคที่มีเตานมปกติ เตาที่ไมติดเช้ือ 55.61±11.834c 61.69±24.654 b 
     

1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม  172.33±32.944a 217.87±41.516a 
ซีร่ัม 

2. แมโคที่มีเตานมปกติ  121.46±24.388b 241.43±24.860a 
a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญในแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางแหลงของอิมมูโนโกลบูลินจ)ี 
* การเก็บกินเชื้อแสดงผลเปนคามัธยฐานของความเขมฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของ 

นิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ (median fluorescence intensity; MFI) (mean±SEM)  
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ตารางท่ี 9 การฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม 
และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และแมโคที่มีเตานมปกต ิ

 
Killed S. uberis  แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 

SCM isolate*  CM isolate*  
1. เตาที่มีการติดเช้ือ 98.02±1.096a 61.95±32.815a 1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม 
2. เตาที่ไมติดเช้ือ 98.12±0.707a 41.51±33.810ab 

 
น้ํานม 

 2. แมโคที่มีเตานมปกติ เตาที่ไมติดเช้ือ 98.00±0.840a 5.56±9.580b 
     

1. แมโคที่ติดเช้ือ S. uberis เขาเตานม  34.34±10.172c 28.89 ± 26.396a 
ซีร่ัม 

2. แมโคที่มีเตานมปกติ  47.81±10.882b 53.30±24.579ab 
 
a b c อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญในแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางแหลงของอิมมูโนโกลบูลินจ)ี 
* การฆาเชื้อแสดงผลเปนเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป (% killing) 
 
ตารางท่ี 10 การเก็บกินเชื้อ และฆาเชื้อ S. uberis ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบู

ลินจีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ 
SCM isolate 

 
การเก็บกินเชื้อ  การฆาเชื้อ 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 อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวนอน (p<0.05) (ระหวางกลุมทดลอง) 
1 2 อักษรตางแสดงความมีนัยสําคัญแนวตั้ง (p<0.05) (ระหวางวันที่ไดรับการกระตุน) 
* การเก็บกินเชื้อแสดงผลเปนคามัธยฐานของความเขมฟลูออเรสเซนซที่เปล่ียนแปลงไปของ 

นิวโทรฟลที่เก็บกินเชื้อ (median fluorescence intensity; MFI) (mean±SEM)  
** การฆาเชื้อแสดงผลเปนเปอรเซ็นตของจํานวนเชื้อ S. uberis ที่ถูกนิวโทรฟลฆาไป (% killing) 
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 นิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate ภายใต
สภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมแตกตางจาก
ซีร่ัมของแมโคที่มีเตานมปกติ และน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุม (p<0.05) และความสามารถในการ
เก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ของนิวโทรฟลมีความแตกตางกันภายใตสภาวะที่
มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของแมโคทั้ง 2 กลุมกับน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุม (p<0.05) อยางไรก็
ดีความสามารถในการฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate ของนิวโทรฟลภายใตสภาวะที่
มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุมมีความแตกตางจากซีร่ัมของแมโคทั้ง 2 กลุม 
(p<0.05) ในขณะที่ความสามารถในการฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ของนิวโทรฟล
ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากน้ํานมจากเตานมที่ติดเชื้อ S. uberis และซีร่ัมของแมโคที่มี
การติดเชื้อ S. uberis  เขาเตานมมีความแตกตางจากน้ํานมของแมโคที่มีเตานมปกติ (p<0.05) 
 นิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate ภายใต
สภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจาก hyperimmune serum ที่กระตุนดวยเชื้อ SCM isolate ได
แตกตางจากการไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และการไดรับน้ําเกลือ
ของวันที่ 28 ของการกระตุน (p<0.05) แตพบความสามารถของนิวโทรฟลในการฆาเชื้อ S. uberis 
สายพันธุ SCM isolate ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากซีร่ัมของกลุมที่ไดรับน้ําเกลือมี
ความแตกตางจากกลุม hyperimmune serum ที่ไดรับการกระตุนในวันที่ 28 ดวยเชื้อทั้ง 2 สาย
พันธุ (p<0.05) ในขณะที่พบความสามารถของนิวโทรฟลในการฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM 
isolate เทานั้นภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของกลุมที่ไดรับน้ําเกลือแตกตางจาก 
hyperimmune serum ที่ไดรับการกระตุนในวันที่ 28 ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
(p<0.05) 

ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis ภายใตสภาวะที่มีอิมมู
โนโกลบูลินจีสามารถสรุปไดดังตารางที่ 11 ซึ่งพบวานิวโทรฟลสามารถเก็บกินเชื้อ S. uberis สาย
พันธุ SCM isolate ไดภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีจาก hyperimmune serum ทั้งที่ไดจาก
การกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate นอกจากนี้อิมมูโนโกลบู
ลินจีจากซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมสามารถกระตุนการเก็บกินไดทั้งเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate อยางไรก็ดีพบวาอิมมูโนโกลบูลินจีจากซีร่ัมของ
แมโครีดนมเตานมปกติก็สามารถกระตุนการเก็บกินไดเฉพาะเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 

Hyperimmune serum ใหผลไมชัดเจนในการสงเสริมความสามารถในการฆาเชื้อ S. 
uberis สายพันธุ CM isolate แตพบวาอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานมสามารถกระตุนการฆาเชื้อโดยนิวโทรฟลไดทั้งเชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุ CM 
isolate และ SCM isolate อยางไรก็ตามอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมของแมโคที่มีเตานมปกติปกติก็
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มีความสามารถในการฆาเชื้อไดเฉพาะเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM isolate การศึกษานี้ยังพบวา 
ภายใตสภาวะการทดลองในหองปฏิบัติการกลุมที่ไดรับน้ําเกลือซึ่งเปนกลุมควบคุมก็สามารถ
กระตุนใหเกิดการฆาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุไดเชนกัน  
 
ตารางท่ี 11 สรุปความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกินและฆาเชื้อ S. uberis ภายใตสภาวะที่

มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขา
เตานม (S. uberis IMI) และแมโคที่มีเตานมปกติ (healthy) และซีร่ัมของลูกโคที่
ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM isolate 
(hyperimmune serum) และลูกโคที่ไดรับน้ําเกลือ (saline) 

 
 

 แหลงของอิมมูโนโกลบูลินจี 

 Hyperimmune 
serum 

 
S. uberis IMI 

cows 
 Healthy cows 

 
Control 

ความสามารถ
ของ 

นิวโทรฟล 

 

S. uberis 
Isolate   
ท่ีใช

ทดสอบ  

CM SCM  นํ้านม ซีรั่ม  นํ้านม ซีรั่ม  Saline 

การเกบ็กินเชื้อ 
(Phagocytosis) 

 CM 
SCM 

 - 
+ 

- 
+ 

 - 
- 

+ 
+ 

 - 
- 

+ 
- 

 - 
- 

การฆาเชื้อ 
(Killing) 

 CM 
SCM 

 - 
- 

+/- 
- 

 + 
+ 

- 
- 

 - 
+ 

- 
- 

 + 
+ 

+      พบความสามารถในการเก็บกิน/ ฆาเชื้อ 
-   ไมพบ 
+/-   พบไมเดนชัด 
 



บทท่ี 5 
วิจารณและสรุปผลการศึกษา 

  
 แมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมในการศึกษาคร้ังนี้มีลําดับทอง และมีระยะการ

รีดนมมากกวาแมโคที่มีเตานมปกติ ซึ่งแตกตางจากรายงานที่พบวาปจจัยเส่ียงตอการติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานม ไดแก ลําดับทองแรก ระยะแรกการรีดนม ระยะทายของการรีดนม และ
ระยะแรกของการพักรีดนมที่ไมมีการสอดยาเขาเตานม  นอกจากนี้อายุของโคมีผลตอการติดเชื้อ 
S. uberis ได โดยพบวาแมโคที่อายุมากกวา 2 ป มีการติดเชื้อ S. uberis ยาวนานกวาแมโคที่มี
อายุนอยกวา 2 ป ซึ่งยังไมทราบเหตุผลแนชัด แตอาจมีความเกี่ยวของกับการจัดการการรีดนม 
โภชนาการ และพันธุกรรม  (Williamson et al., 1995; McDougall et al., 2004; Pullinger et al., 
2007; Petrovski et al., 2009) และการที่แมโคมีความไวตอการเกิดเตานมอักเสบในชวงใกล
คลอดเนื่องจากจากการเปดของรูหัวนม อันเกิดจากการมีความดันของน้ํานมในเตานมสูงข้ึน 
(Nickerson, 1987) และในชวงระยะแรกของการพักรีดนมอันเปนผลจากรูหัวนมเปดในชวงพักรีด
นมไดนานถึง 7 วันจึงทําใหเชื้อสามารถเขาสูเตานมไดงายข้ึน (Comalli et al., 1984) น้ํานมของ
เตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีจํานวนเซลลโซมาติกเพิ่มข้ึนเชนเดียวกับการศึกษา
ของ Finch และคณะ (1994) และศริญญา ฤกษอยูสุข (2008) การมีจํานวนเซลลโซมาติกเพิ่มข้ึนนี้
เปนผลมาจากเตานมมีการตอบสนองตอการอักเสบ   โดยมีการเคล่ือนยายนิวโทรฟลที่อยูใน
กระแสเลือดไปยังเนื้อเยื่อเตานมเปนผลทําใหจํานวนเซลลโซมาติกในน้ํานมสูงข้ึน (Oviedo-Boyso 
et al., 2007)  

Pyor และคณะ (2009) รายงานวา เชื้อ S. uberis มีหลายสายพันธุที่สามารถเขาเตานม
ได แตมีเพียงสายพันธุเดียวที่สามารถติดเชื้อในเตานมไดข้ึนกับความสามารถในการเจริญเติบโต
ในน้ํานม การยึดเกาะกับผนังเยื่อบุเตานม ความทนตอ flushing effect และความทนตอการเก็บ
กินโดยนิวโทรฟล ในการตรวจยืนยันสายพันธุของเชื้อ S. uberis โดยอาศัยการเปล่ียนแปลง
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีพบวา รูปแบบการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีหรือ API profile 7443710 เปน
รูปแบบที่พบไดมากที่สุด และสามารถพบไดในการเกิดเตานมอักเสบทั้งแบบแสดงอาการ และแบบ
ไมแสดงอาการเชนเดียวกับการศึกษากอนหนานี้ (Rerk-u-suke et al., 2009) แตการศึกษาของ
กิตติศักดิ์ อัจฉริยะขจร และสุกุมา สามงามนิ่ม (2004) กลับพบ API profile 7543710 ไดมากที่สุด 
อยางไรก็ดีการพบแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมแลวทําใหเกิดเตานมอักเสบแบบแสดง
อาการนั้นมีเพียง 1 รายเทานั้น จึงทําใหไมสามารถกลาวอางไดวา API profile อ่ืนๆไมสามารถทํา
ใหเกิดเตานมอักเสบแบบแสดงอาการได แตสวนมากแลวมักพบการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่
ทําใหเกิดเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการเชนเดียวกับการศึกษาของ Rerk-u-suke และคณะ
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(2009) โดยพบมากถึง 94.44 เปอรเซ็นต เชื้อ S. uberis มีความสามารถในการมีชีวิตอยูในเตานม
ไดนานจึงสามารถพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังได (Jayarao et al., 1999; Phuektes et al., 
2001; Tamilselvam et al., 2006) โดยพบการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่มี API profile 
7443710 และ 7543710 ไดเปนระยะเวลานานตั้งแต 41-111 วัน (Rerk-u-suke et al., 2009) 

น้ํานมของเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะ
ตอเชื้อ S. uberis สูงกวาน้ํานมจากเตานมของแมโคที่มีเตานมปกติ และมีความสามารถในการฆา
เชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ และแบบไมแสดงอาการได การศึกษา
คร้ังนี้เปนการศึกษาระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในแมโคที่มีการติดเชื้อธรรมชาติ ในขณะที่การศึกษา
ทดลองกอนหนานี้พบวา การใหวัคซีนเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อตายเขาเตานมในแมโคทําใหใน
น้ํานมมีระดับ IgG1 และ IgG2 เพิ่มข้ึน และใหผลคุมกันตอการฉีดเชื้อ S. uberis เขาเตานมที่เปน
สายพันธุเดียวกันได โดยลดปริมาณเชื้อในน้ํานม แตอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis 
ทั้งในน้ํานม และในซีร่ัมไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลสามารถเก็บกินเชื้อได (Finch et al., 1994)
เชนเดียวกับการไดรับวัคซีนเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อเปนเขาใตผิวหนังสามารถทําใหมีระดับ IgG1 
และ IgG2 ในซีร่ัมเพิ่มข้ึน แตไมพบการเพิ่มข้ึนของ IgG1 และ IgG2 ในน้ํานม (Hill et al., 1994) ซึ่ง
ไมวาจะเปนการติดเชื้อธรรมชาติ การไดรับการกระตุนดวยวัคซีนเชื้อตายหรือเชื้อเปน ตลอดจน
รูปแบบการใหวัคซีนทั้งการฉีดเขาใตผิวหนัง และการใหเขาเตานมสงผลตอการเพิ่มข้ึนของอิมมูโน
โกลบูลินจีในซีร่ัมมากกวาในน้ํานม 

แมวาในน้ํานมจะมีระดับอิมมูโนโกลบูลินจีต่ํากวาในซีร่ัมแตเม่ือนํามาทดสอบการเก็บกิน 
และฆาเชื้อของนิวโทรฟลกลับพบวา อิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมสามารถทําใหนิวโทรฟลฆาเชื้อ S. 
uberis ทั้ง 2 สายพันธุได แตไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อทั้ง 2 สายพันธุไดอาจเปน
เพราะในน้ํานมมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินจีที่ต่ําอยูแลว (Farrell et al., 2004) และอิมมูโนโกลบูลิน
จีเองไมสามารถจับกับเชื้อ S. uberis แลวใหนิวโทรฟลเก็บกินได ในการศึกษาคร้ังนี้ตัวอยางน้ํานม
ไดมีการนําเอาไขมัน และเคซีนออกไปแลว จึงไมนาจะเปนปจจัยที่สงผลตอการเก็บกินของนิวโทร
ฟลได เพราะนิวโทรฟลที่ เก็บกินไขมัน และเคซีนในน้ํานมจะทําให pseudopodia และ cell 
rounding สูญเสียไป ทําใหความสามารถในการเก็บกินเชื้อลดลง (Paape et al., 1979; 2003) 
นอกจากนี้มีรายงานวา lactoferrin ที่อยูในน้ํานมสามารถลดการเก็บกินเชื้อของแมคโครฟาจใน
หองปฏิบัติการไดจึงเปนไปไดวา lactoferrin ในน้ํานมอาจไปลดการเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟลได
เชนกัน (Otani and Futakami, 1994) และการฆาเชื้อโดย complement ในน้ํานมไมสามารถ
เกิดข้ึนได เนื่องจากในตัวอยางน้ํานมไดมีการทําลาย complement ดวยความรอนแลว ดังนั้นการ
ฆาเชื้อโดยกลไก antibody-complement system จึงไมสามารถเกิดข้ึนได และพบวากลไกนี้ไม
ไดผลในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Targowski, 1983) ดังนั้นจึงนาจะมีปจจัยอยางใด
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อยางหนึ่งในองคประกอบของน้ํานมที่สงเสริมการฆาเชื้อ S. uberis ไดเอง โดยไมตองอาศัย
กระบวนการเก็บกิน และฆาเชื้อโดยนิวโทรฟล ดังการศึกษากอนหนานี้พบวาเชื้อ S. uberis มีการ
เจริญในหองปฏิบัติการถูกยับยั้งโดย lactoperoxidase-thiocyanate-hydrogen peroxide 
system (Sordillo et al., 1997) ซึ่งขัดแยงกับการศึกษาของ Fang และคณะ(1998) ที่พบวา 
lactoperoxidase ในน้ํานมไมมีความเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. uberis เนื่องจาก 
lactoperoxidase ตองอาศัย hydrogen peroxide และ thiocyanate ในการเปน cofactor เพื่อ
ผลิต oxidizing hypothiocyanate ในการกําจัดเชื้อ ซึ่งในน้ํานมไมมี thiocyanate และhydrogen 
peroxide เพียงพอเชนเดียวกับผลการศึกษาของ Cooray และ Bjorck (1995) หรือการยับยั้งการ
เจริญของเชื้ออาจเกี่ยวกับการขาดสารที่จําเปนตอการเปล่ียน plasminogen ไปเปน plasmin 
(Kliem and Hillerton, 2002) นอกจากนี้มีการศึกษาที่พบวาในน้ํานมที่ไดจากเตานมอักเสบมี 
immune complex ที่สามารถจับกบัสวน Fc receptor ของเซลลเม็ดเลือดขาวในน้ํานมไดสงผลทํา
ใหการเก็บกิน S. aureus โดยผานการจับกับ Fc receptor ของนิวโทรฟลลดลง (Targowski and 
Klucinski, 1985)  

อิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีระดับสูงกวาใน
น้ํานมทั้งจากเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม และเตานมที่ไมมีการติดเชื้อในแมโคตัว
เดียวกัน และเตานมของแมโคที่มีเตานมปกติ  นอกจากนี้อิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่มีการ
ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลมีความสามารถในการเก็บกินเชื้อ S. 
uberis ทั้ง 2 สายพันธุได แตไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลฆาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุได โดยปกติแลว
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมจะมีมากกวาในน้ํานม (Farrell et al., 2004)    ดังนั้นการที่นิวโทร
ฟลสามารถเก็บกินเชื้อ S. uberis ไดนั้นอาจเปนเพราะการมีอิมมูโนโกลบูลินจีในปริมาณสูงอยู
แลว จึงสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อไดดีมากข้ึน และเม่ือนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อไดแลว 
เชื้อ S. uberis นั้นสามารถคงอยูภายในเซลลของนิวโทรฟลไดโดยไมถูกทําลายไปจึงทําใหเชื้อมี
ชีวิตอยูในเตานมไดนาน และเปนเหตุผลของการพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรัง(Jayarao et 
al., 1999; Phuektes et al., 2001; Tamilselvam et al., 2006)   

การเพิ่มข้ึนของระดับอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate 
และ SCM isolate ในซีร่ัมของลูกโคภายหลังจากกระตุนไปแลว 3 คร้ังแสดงใหเห็นวา การฉีด
กระตุนดวยเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ สามารถกระตุนใหลูกโคมีการตอบสนองตอการสรางอิมมูโนโกลบู
ลินจี และการตรวจวัดดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุเดียวกันกับ
แอนติเจนที่ใชในการกระตุนภูมิสามารถตรวจวัดระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของลูกโคเหลานี้ได
ชัดเจนชี้ใหเห็นวา เชื้อ S. uberis มีลักษณะของ homologous strain ดังการศึกษากอนหนานี้ 
รายงานวาแมโคที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อเปนเขาใตผิวหนังรวมกับการให 
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cell wall extract ของเชื้อ S. uberis เขาเตานมหรือการใหวัคซีนเชื้อตายสามารถปองกันการติด
เชื้อ S. uberis สายพันธุเดียวกันกับสายพันธุที่ใชกระตุนเขาเตานมได ในขณะที่การปองกันการติด
เชื้อ S. uberis สายพันธุอ่ืนๆยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ (Finch et al., 1994; 1997) ดังนั้น
วัคซีนที่มีประสิทธิภาพดีอาจตองประกอบไปดวยเชื้อ S. uberis หลากหลายสายพันธุในการ
ปองกันเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis เขาเตานม (Finch et al., 1997) 

ในการศึกษาคร้ังนี้การกระตุนลูกโคดวยเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อตายสายพันธุ CM isolate 
และ SCM isolate กลับพบวาไมสามารถทําใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อที่เปนสายพันธุเดียวกันกับที่
ไดรับการกระตุนได ยกเวนสายพันธุ SCM isolate ที่ถูกนิวโทรฟลเก็บกินโดยมีอิมมูโนโกลบูลินจีที่
ไดจากการกระตุนดวยเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ และอิมมูโนโกลบูลินจีของลูกโคที่ไดรับการกระตุนดวย
เชื้อทั้ง 2 สายพันธุนี้ไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลฆาเชื้อไดเลย อาจเปนเพราะการกระตุนดวย
เชื้อ S. uberis ในคร้ังนี้จํานวนคร้ังของการกระตุนนอยเกินไปจึงไมสามารถทําใหรางกายสามารถ
สรางอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ไดเพียงพอในการชวยนิวโทรฟลใหเก็บกินเชื้อ 
S. uberis  ได และการไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis ชนิดเชื้อตายในคร้ังนี้อาจไมสามารถให
การปองกันการติดเชื้อ S. uberis ได แตก็มีรายงานการศึกษาวาการฉีดกระตุนดวยเชื้อตายแกแม
โคถึง 10 คร้ังสามารถกระตุนใหมีการสราง IgG2 จับกับเชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุที่ทนตอการเก็บ
กิน และไวตอการเก็บกินของนิวโทรฟลได แตก็ยังไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลฆาเชื้อไดเชนกัน 
นอกจากนี้การศึกษาของ Leigh และคณะ (1999) พบวาแมโคที่ไดรับการกระตุนดวย total 
antigen ของ PauA มีการตอบสนองโดยมีการสราง IgG1 และ IgG2 เพิ่มข้ึน และ IgG มี
ความสามารถในการยับยั้ง plasminogen activation โดย PauA ได โดยมีความสําคัญในการ
ปองกันการเชื้อ S. uberis เกาะกับเซลลเยื่อบุผิวของเตานม อยางไรก็ดีการให PauA อยางเดียว
ยังใหผลไมชัดเจนในการสรางภูมิคุมกันได 

อิมมูโนโกลบูลินจีสามารถสงเสริมใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อ S. uberis สายพันธุ SCM 
isolate ไดเปนสวนใหญ แตอยางไรก็ดีแมนิวโทรฟลจะสามารถเก็บกินเชื้อได แตก็ไมสามารถฆา
เชื้อได ในขณะที่นิวโทรฟลเองก็ไมสามารถเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate ได 
จึงเปนเหตุผลที่วาเชื้อ S. uberis จึงสามารถคงอยูไดนานภายในเตานมโดยไมถูกนิวโทรฟลทําลาย 
และทําใหเกิดการติดเชื้อยาวนาน และพัฒนาเปนเตานมอักเสบแบบเร้ือรังในที่สุด นอกจากนี้ซีร่ัม
ของกลุมที่ไดรับน้ําเกลือสามารถทําใหเชื้อ S. uberis ถูกฆาได จึงนาจะมีสภาวะบางอยางในซีร่ัมที่
เหมาะสมที่ทําใหเชื้อ S. uberis ถูกทําลายไปไดโดยไมตองอาศัยอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอ
เชื้อ S. uberis  และนิวโทรฟลในการทําลายเชื้อได  

แมวาในน้ํานมจะมีปจจัยใดก็ตามที่สามารถสงเสริมการฆาเชื้อได แตการที่เชื้อ S. uberis  
ชอบอาศัยอยูในเซลลเยื่อบุผิวของเตานม (Tamilselvam et al., 2006) และพบวาสามารถอยูใน
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เซลลของนิวโทรฟล (Pederson et al., 2003) และแมคโครฟาจได (Thomas et al., 1994) ทําให
เชื้อสามารถคงอยูไดในเซลลเหลานี้โดยไมถูกทําลายไป จึงเปนเหตุผลที่ทําใหเตานมที่ติดเชื้อ S. 
uberis  เขาเตานมยังคงมีการติดเชื้อคงอยูไดยาวนานเปนสัปดาหหรือเปนเดือน ซึ่งมีรายงานวา
การติดเชื้อ S. uberis ไดถึง 300 วัน (Pullinger et al., 2007)  ซึ่งลักษณะที่พบในเตานมอักเสบ
แบบไมแสดงอาการ และแบบเร้ือรัง คือ มีการสะสมของนิวโทรฟลอยางยาวนานอันเปนผลมาจาก
การเกิด apoptosis ที่ลาชา (Boutet et al., 2004) ในการเกิดความลาชาของกระบวนการ 
apoptosis ของนิวโทรฟล และแมคโครฟาจมาเก็บกินนิวโทรฟลที่เกิด apoptosis ยาวนานออกไป
และการเกิด DNA fragmentation ชาลง (Van Oostveldt et al., 2002) และ pro-inflammatory 
mediator ไดแก TNF- IL-1 และ IL-8 ที่สูงข้ึนจากการติดเชื้อ S. uberis (Rambeaud et al., 
2003; Bannerman et al., 2004) ทําใหนิวโทรฟลเกิด apoptosis ชาลง จึงทําใหขบวนการจัดการ
การอักเสบโดยแมคโครฟาจยาวนานออกไป (Sladek et al., 2006) ทําใหมีการสะสมของนิวโทร
ฟลอยูในเตานมโดยที่ยังคงมีกระบวนการตอบสนองตอการอักเสบอยู  ซึ่งนิวโทรฟลเหลานี้จะไป
ทําลายเนื้อเยื่อเตานม และพัฒนาเตานมอักเสบไปเปนแบบเร้ือรังได (Sladek et al., 2005) 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Rambeuad และคณะ (2003) พบวาเชื้อ S. uberis มีความสามารถใน
การปรับตัวในชวง lag phase และเจริญเติบโตในเตานมได (Sladek et al., 2006) นอกจากนี้การ
ติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมทําใหนิวโทรฟลมีจํานวนมากข้ึนพรอมกับการเพิ่มข้ึนของเชื้อ S. 
uberis ดวยชี้ใหเห็นวานิวโทรฟลไมสามารถควบคุมการเจริญของเชื้อ S. uberis ได (Grant and 
Finch, 1996; Rambeuad et al., 2003; Sladek et al., 2006) และนิวโทรฟลอาจไมมีความ
เกี่ยวของกับกลไลการกําจัดเชื้อ S. uberis ออกจากเตานมได (Hill et al., 1994; Thomas et al., 
1994) 

 ไมวาจะเปนอิมมูโนโกลบูลินจีในน้ํานมและซีร่ัมหรือองคประกอบใดในน้ํานมก็ตามของ
แมโคที่มีเตานมปกติสามารถสงเสริมใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อ และฆาเชื้อ S. uberis ไดบางก็ตาม 
แตการที่แมโคเหลานี้ยังคงไมมีการติดเชื้อใดๆ เขาเตานมอาจเปนเพราะมีปจจัยดานกายวิภาค
ศาสตร เชน รูหัวนมที่มี keratin และกลามเนื้อที่ยังคงมีประสิทธิภาพในการปองกันการติดเชื้อ
แบคทีเรียเขาเตานมได (Sordillo and Streicher, 2002) 

ในการศึกษาคร้ังนี้การที่นิวโทรฟลไมสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพภายนอก
รางกายอาจเปนผลเนื่องจากการไมมี pro-inflammatory cytokine ในการทํางานรวมกันกับนิวโทร
ฟลเหมือนดังที่เกิดข้ึนภายในเตานม ซึ่งการศึกษาการฉีดเชื้อเขาเตานมแมโคพบ TNF- ในน้ํานม 
แตไมพบในเลือด (Pederson et al., 2003; Rambeaud et al., 2003; Bannerman et al., 2004) 
แสดงใหเห็นวาเตานมที่มีการติดเชื้อ 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) ดังเชนการศึกษาการให GM-CSF TNF- และ IL-8 
เพิ่มความสามารถในการฆาเชื้อ S. suis ที่มี capsule ได (Chabot-Roy et al., 2006) ชี้ใหเห็นวา 
การไมมี cytokine ทําใหเชื้อทนตอการเก็บกินและฆาเชื้อโดยนิวโทรฟลได  นอกจากนี้เชื้อ S. 
uberis ไมสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเกิด respiratory burst ได และพบวาการเกิดเตานมอักเสบ
แบบแสดงอาการมีความสัมพันธกับการลดลงของ phagocytic activity ของนิวโทรฟล (Zecconi 
et al., 1994) การศึกษากอนหนานี้พบวาอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่ไดรับการกระตุนดวย
เชื้อ S. uberis สามารถเกิดขบวนการ opsonization กับเชื้อ S. uberis ไดดีทั้งเชื้อที่ทนและไวตอ
การเก็บกินโดยนิวโทรฟล โดยการตรวจยืนยันดวย horseradish peroxidase-rabbit 
immunoglobulin conjugate อยางไรก็ดีเชื้อ S. uberis ที่เจริญในอาหาร chemically defined 
medium (CDM) ที่มี casein hydrolysate ไมสามารถเกิด opsonization กับอิมมูโนโกลบูลินจีได
ดี นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบ IgG2 Fc region บนผิวเชื้อ S. uberis โดยการตรวจดวย protein 
A ที่มีความจําเพาะตอ Fc portion ของ IgG2 (Leigh and Field, 1994) แมวาการศึกษาคร้ังนี้ไมมี
การตรวจสอบขบวนการ opsonozation ของอิมมูโนโกลบูลินจีกับเชื้อ S. uberis ก็ตาม แตเปนไป
ไดวามีขบวนการ opsonization เกิดข้ึนจริงแตอาจเกิดข้ึนไดนอยจึงสงผลตอการทํางานของนิวโทร
ฟลโดยรวมกับอิมมูโนโกลบูลินจีในดานการเก็บกินเชื้อและฆาเชื้อไมมีประสิทธิภาพเทาที่ควร ซึ่ง
ปจจัยที่มีผลตอการเกิดขบวนการ opsonoization นาจะเปนจํานวนคร้ังของการไดรับการกระตุนที่
นอยกวา และชนิดของสัตวทดลองที่ไดรับการกระตุนภูมิซึ่งในที่นี้เปนลูกโคที่มีความสามารถใน
การพัฒนาระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะซึ่งก็คือ การสรางอิมมูโนโกลบูลินจีไดนอยกวาแมโค 
(Chase et al., 2008) นอกจากนี้ incubation period ในการศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลอาจมี
ผลกระทบตอขบวนการ opsonization ของอิมมูโนโกลบูลินจีกับเชื้อ S. uberis โดยการศึกษาคร้ัง
นี้อิมมูโนโกลบูลินจีมีระยะเวลาในเกิดขบวนการ opsonization กับเชื้อ S. uberis 1 ชม. ในขณะที่
การติดเชื้อเขาเตานมพบ IgG2 สูงสุดภายใน 2-4 ชม. ซึ่ง IgG2 จะเกิดขบวนการ opsonization กับ
เชื้อแบคทีเรียกอนตามดวยนิวโทรฟลที่เขามาเก็บกินเชื้อแบคทีเรียโดยมีจํานวนมากที่สุดใน 8-12 
ชม. (Guidry et al., 1983) ชี้ใหเห็นวาขบวนการ opsonization กับเชื้อ S. uberis ในการศึกษา
คร้ังนี้ใชเวลานอยเกินไปเม่ือเทียบกับสภาพความเปนจริงที่ เกิดภายในเตานม อยางไรก็ดี 
hyaluronic acid capsule บนผิวของเชื้อ S. uberis สามารถชวยปองกันการเก็บกินระหวางเชื้อ
กับนิวโทรฟลได โดยเปน masking Fc terminus ของอิมมูโนโกลบูลินจี ซึ่งขัดแยงกับกับการศึกษา
กอนหนานี้ที่พบวาเชื้อ S. uberis สายพันธุที่ทนตอการเก็บกินสามารถเกิด opsonization ได
เทากับเชื้อ S. uberis สายพันธุที่ไวตอการเก็บกินบงบอกวา capsule ไมสามารถปองกันมิใหอิมมู
โนโกลบูลินจีเกิด opsonozation กับเชื้อได (Leigh and Field, 1994) virulence factor ที่สําคัญ
ของเชื้อ S. uberis อาจไมใช somatic antigen ที่ปรากฏบน capsule หรือ cell wall แตอาจเปน
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สารที่เชื้อ S. uberis สรางข้ึนมาในระหวางที่มีการเจริญเติบโตภายในรางกายไดที่สามารถกระตุน
ใหรางกายมีการสรางภูมิคุมกันตอเชื้อ S. uberis (Finch et al., 1997) สําหรับการศึกษาคร้ังนี้การ
กระตุนภูมิคุมกันดวย formalin-killed whole cell อาจเปนแอนติเจนที่ไมมี epitope หรือ antigen 
determinant ที่เหมาะสมในการกระตุนการสราง hyperimmune serum ที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่มี
ปริมาณสูง ซึ่ง epitope หรือ antigen determinant อาจถูกทําลายดวยฟอรมาลีน จึงทําใหสวน 
Fab receptor ของอิมมูโนโกลบูลินจีที่ใชจับกับเชื้ออยางจําเพาะนั้นมีความแตกตางกันระหวาง
เชื้อ S. uberis เชื้อตายกับเชื้อเปนสงผลตอการ opsonization กับเชื้อจึงทําใหนิวโทรฟลไม
สามารถเก็บกินและฆาเชื้อโดยผานทางอิมมูโนโกลบูลินจีได  

 เชนเดียวกับการศึกษาการใหวัคซีนเชื้อ S. uberis ชนิด formalin-killed whole cell เขา
เตานม แมวาจะพบระดับของ IgG1 และ IgG2 ในน้ํานมและซีร่ัมเพิ่มข้ึน แตกลับไมพบ opsonic 
activity ในน้ํานมและซีร่ัม อยางไรก็ดีสามารถพบความตานทานตอการฉีดเชื้อ S. uberis ที่เปน
สายพันธุเดียวกับวัคซีนไดบงบอกวาความตานทานที่เกิดข้ึนนี้อาจไมเกี่ยวของกับกระบวนการเก็บ
กินของนิวโทรฟล (Finch et al., 1994) นอกจากนี้การที่นิวโทรฟลไมสามารถทําการเก็บกินหรือฆา
เชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพอาจเปนผลเนื่องมาจากตัวเชื้อ S. uberis เองสามารถเหนี่ยวนําใหนิว
โทรฟลในเตานมเกิด apoptosis ได โดยเกิดลักษณะ phosphatidylserine tranlocation ซึ่งเปน
ข้ันตอนแรกของการเกิด apoptosis ซึ่งนิวโทรฟลเกิด apoptosis ไดภายใน 3 ชม.หลังจากพบกับ
เชื้อ นอกจากนี้ยังพบวานิวโทรฟลสามารถเกิด apoptosis ไดเองถึง 30 เปอรเซ็นตอีกดวย จึงมี
ความเปนไปไดเชนกันที่เชื้อ S. uberis ที่ใชในการตรวจสอบคร้ังนี้สามารถทําใหนิวโทรฟลเกิด 
apoptosis ได จนไมสามารถทํางานได ดังนั้นจึงควรมีการตรวจยืนยันการเกิด apoptosis ของนิว
โทรฟลในระหวางข้ันตอนการศึกษาดวยวิธีการตรวจดวย light microscopy หรือ flow cytometry 
หรือ transmission electron microscopy หรือ ELISA เปนตน (Sladek et al., 2005) นอกจากนี้
การศึกษาภายนอกรางกายพบวานิวโทรฟลที่ไดจากเตานมของโคสาว และที่ไดจากเลือดสามารถ
เกิด apoptosis ไดเองภายหลัง 2 ชม.ซึ่งการที่นิวโทรฟลเกิด apoptosis ไดเองนั้นอาจเกิดจาก
ระยะเวลาที่บมนานเกินไป (Van Oostveldt et al., 1999; Sladek et al., 2002) และการมีเซลลที่
มีผลตอ plasma membrane integrity (Van Oostveldt et al., 1999)  

 การศึกษาคร้ังนี้ไมมีการตรวจยืนยันการเก็บกินเชื้อดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน และใน
ข้ันตอนการศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลทั้งการเก็บกิน และฆาเชื้อที่ใชตัวอยางเดียวกัน เวลาใน
การศึกษาเวลาเดียวกัน และอยูสภาวะแวดลอมเดียวกัน แตก็เปนการศึกษาที่ทําการทดลองแยก
จากโดยส้ินเชิง ดังนั้นผลการศึกษาของการเก็บกินของนิวโทรฟลจึงไมอาจกลาวอางถึงผล
การศึกษาของการฆาเชื้อของนิวโทรฟลได ดังการศึกษากอนหนานี้พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอ
การศึกษาการเก็บกินของนิวโทรฟลภายนอกรางกาย คือ จํานวน bead ตอจํานวนนิวโทรฟล 
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เทากับ 20 ตอ 1 ระยะเวลาในการบมเทากับ 30 นาที และอุณหภูมิที่ใชในการบมเทากับ 38.5 
องศาเซลเซียส (Ducusin et al, 2001) เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาคร้ังนี้พบวามีสภาวะ
บางอยางมีความแตกตางกัน คือ จํานวน FITC-labeled S. uberis ตอจํานวนนิวโทรฟลเทากับ 1 
ตอ 20 และอุณหภูมิที่ใชในการบมเทากับ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งสภาวะดังกลาวนี้อาจมีผลตอ
ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกินเชื้อ S. uberis ได นอกจากนี้ EDTA ที่ใชเปนสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือดในการเก็บเลือดเพื่อแยกนิวโทรฟลในการศึกษาคร้ังนี้สามารถยับยั้ง
การเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟลไดถึง 70 เปอรเซ็นต อันเปนผลเนื่องจากการขาด Ca2+ ที่จําเปนตอง
ใชในกระบวนการเก็บกิน และการเกิด clump formation (Ducusin et al., 2001) 

มาตรการตางๆ เพื่อควบคุมและปองกันการเกิดเตานมอักเสบในฟารม ไมวาจะเปนการใช
น้ํายาฆาเชื้อจุมเตานมภายหลังรีดนม การใชยาปฏิชีวนะหรือการคัดทิ้งโคที่เปนเตานมอักเสบแบบ
เร้ือรัง   แตก็พบวามาตรการเหลานี้มีประสิทธิภาพในการเปนวิธีการควบคุมปองกันเตานมอักเสบที่
เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่แพรจากเตานมสูเตานม เชน S. agalactiae และ S. aureus 
ไดเทานั้นแตไมสามารถควบคุมและปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกลุมที่มาจากส่ิงแวดลอมได 
(Oliver and Mitchell, 1984; Smith et al., 1985) จากการพบอุบัติการณการติดเชื้อ S. uberis 
เขาเตานมสูงในชวงตนของการพักรีดนม (Smith et al., 1985; Todhunter et al., 1995) ดังนั้นการ
สอดยาปฏิชีวนะเขาเตานมสามารถลดอุบัติการณการติดเชื้อ S. uberis ได (Williamson et al., 
1995) นอกจากนี้เคร่ืองรีดนมเปนแหลงของการแพรเชื้อ S. uberis ในฟารมได (Zadock et al., 
2003) ดังนั้นฟารมจึงตองมีโปรแกรมการดูแลทําความสะอาด และเปล่ียนอุปกรณเคร่ืองรีดนม 
และระบบรีดนมเปนประจํา 

เชื้อ S. uberis มีความหลากหลายทางพันธุกรรมแมวาเชื้อจะมาจากโคที่อยูในฝูงเดียวกัน 
(McDougall et al., 2004) แตอยางไรก็ตามการพบเชื้อ S. uberis ที่มีลักษณะสายพันธุเดียวกัน
ภายในฝูงเดียวกัน ซึ่งชี้ใหเห็นวา ภายในฝูงโคนมสามารถพบลักษณะของเชื้อ S. uberis ที่เปนเชื้อ
ที่มาจากส่ิงแวดลอมหรือเชื้อที่สามารถติดตอจากเตานมสูเตานมได ดังนั้นมาตรการในการปองกัน
เตานมอักเสบจากการติดเชื้อชนิดนี้ตองอาศัยฐานขอมูลในดานลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อที่
พบในรายฝูงนั้นๆ เพื่อบงบอกวาการเกิดเตานมอักเสบจากเชื้อนี้มีลักษณะเปนแบบติดเชื้อจาก
ส่ิงแวดลอมหรือเปนแบบเตานมสูเตานม และระบาดวิทยาของเชื้อเปนแบบใด เพื่อจะไดมี
มาตรการที่เหมาะสมในปองกัน และควบคุมเตานมอักเสบภายในฟารมได แตอยางไรก็ดีกลไกการ
กอโรคและระบาดวิทยาของเชื้อ S. uberis ยังไมเปนที่ทราบแนชัด จึงทําใหการปองกันการติดเชื้อ 
S. uberis จึงยังไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ (Fang et al., 1998) 
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สรุปผลการศึกษา 
 

การศึกษาผลของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทํางานของนิวโทรฟลในการตอตานเชื้อ           
S. uberis ที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบในหองปฏิบัติการพบวาเตานมที่มีการติดเชื้อของแมโคที่มี
การติดเชื้อ S. uberis เขาเตานมมีจํานวนเซลลโซมาติกสูงกวาเตานมที่ไมมีการติดเชื้อของแมโคที่
มีเตานมปกติ บงบอกถึงการมีภาวะอักเสบภายในเตานมที่มีการติดเชื้อ และพบวาระดับอิมมูโน
โกลบูลินจีในน้ํานมจากเตานมที่มีการติดเชื้อ S. uberis สูงกวาในน้ํานมของเตานมที่ไมมีการติด
เชื้อของแมโคที่มีเตานมปกติ นอกจากนี้ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีในซีร่ัมของแมโคที่ติดเชื้อ S. 
uberis เขาเตานมและแมโคที่มีเตานมปกติมีระดับสูงกวาทั้งในน้ํานมของแมโคทั้ง 2 กลุม บงบอก
วาน้ํานมจากเตานมที่มีภาวะเตานมอักเสบมีระดับอิมมูโนโกลบูลินจีสูงกวาในน้ํานมจากเตานมที่
ไมมีการติดเชื้อ และอิมมูโนโกลบูลินจีที่พบในน้ํานมมักมีระดับต่ํากวาที่พบในซีร่ัมเสมอ การ
กระตุนการสราง hyperimmune serum ดวยเชื้อ S. uberis สายพันธุ CM isolate และ SCM 
isolate พบวาสามารถกระตุนใหมีการสรางอิมมูโนโกลบูลินจีที่จําเพาะตอเชื้อ S. uberis ทั้ง 2 สาย
พันธุได โดยพบระดับอิมมูโนโกลบูลินจีสูงข้ึนในวันที่ 28 ของการกระตุน อยางไรก็ดีการตรวจวัด
ระดับอิมมูโนโกลบูลินจีจะใหผลชัดเจนก็ตอเม่ือตรวจวัดดวยแอนติเจนเคลือบผิวเพลทที่เปนเชื้อ S. 
uberis สายพันธุเดียวกันกับสายพันธุที่ใชในการกระตุนชี้ใหเห็นวาเชื้อ S. uberis มีลักษณะการ
เปน homologous strain การศึกษาการทํางานของนิวโทรฟลพบวานิวโทรฟลสามารถถูกกระตุน
ใหมีการเก็บกินเชื้อ S. uberis ไดในสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบูลินจีที่ไดจากซีร่ัมของแมโคที่มีการติด
เชื้อ S. uberis เขาเตานม และ hyperimmune serum สําหรับการฆาเชื้อ S. uberis พบวา
องคประกอบในน้ํานมที่ไมใชอิมมูโนโลบูลินจีอาจมีสวนเกี่ยวของกับการฆาเชื้อ S. uberis ได 
เพราะไมพบวาอิมมูโนโกลบูลินจีสามารถกระตุนใหนิวโทรฟลเก็บกินเชื้อได ซึ่งถานิวโทรฟลเก็บกิน
เชื้อไมได ข้ันตอนการฆาเชื้อก็ไมสามารถทํางานได จากการศึกษาในคร้ังนี้เม่ือพิจารณาถึง
ความสามารถของนิวโทรฟลในการเก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis ภายใตสภาวะที่มีอิมมูโนโกลบู
ลินจีที่ไดจากน้ํานม และซีร่ัมของแมโคที่มีการติดเชื้อ S. uberis   เขาเตานม และซีร่ัมของลูกโคที่
ไดรับการกระตุนดวยเชื้อ S. uberis (hyperimmune serum) ไมสามารถสงเสริมใหนิวโทรฟลมีการ
เก็บกิน และฆาเชื้อ S. uberis ทั้งสายพันธุ CM isolate และ SCM isolate ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
ดังนั้นการปองกันปญหาเตานมอักเสบเร้ือรังจากการติดเชื้อ S. uberis ในฟารมดวยการสงเสริม
การทํางานของนิวโทรฟลดวยอิมมูโนโกลบูลินจีจึงยังไมสามารถสรุปได ทั้งนี้ตองอาศัยความรูดาน
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อชนิดนี้ และระบบภูมิคุมกันของเตานมตอไปในการพัฒนาดาน
การปองกันหรือรักษาเตานมอักเสบจากการติดเชื้อ S. uberis ในฟารม 
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ภาคผนวก ก 
 

การเก็บตัวอยางและการตรวจตัวอยางนํ้านมทางหองปฏิบัติการ 
 

การเก็บตัวอยางนํ้านม 
วัสดุและอุปกรณ 

1. ขวดพลาสติกเก็บตัวอยางน้ํานมขนาด 30 มล. จํานวน 50 ขวด 
2. หลอดดูดยา ขนาด 10 มล. จํานวน 1 อัน 
3. สําลีกอนชุบแอลกอฮอล 70% จํานวน 1 กระปุก 
4. น้ํายาซี.เอ็ม.ที 1 ขวด ปริมาตร 30 มล. 
5. ถาดทดสอบซี.เอ็ม.ท ี
6. กอนน้ําแข็ง จํานวน 2 กอน 
7. ใบบันทึกผลการตรวจซี.เอ็ม.ที  
8. ปากกาเขียนแผนใสชนิดกันน้ํา 1 ดาม และ ปากกาลูกล่ืน 1 ดาม 
9. กลองโฟมเก็บความเย็น 1 กลอง 

วิธีการปฏิบัติกอนทําการรีดน้ํานม ตรวจกรองเตานมอักเสบเบื้องตนรายเตานมภายหลังจากการ
เตรียมเตานมกอนทําการรีดนม 

1. คลําตรวจบริเวณเตานมโค เพื่อตรวจหาภาวะเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ 
2. รีดน้ํานมโคใสถาดทดสอบซ.ีเอ็ม.ที. ทั้ง 4 เตา 
3. สังเกตลักษณะน้ํานมที่รีดไดทั้ง 4 เตาวามีความผิดปกติที่มีลักษณะบงชี้ถึงภาวะเตานม

อักเสบแบบแสดงอาการหรือไม  
4. เอียงถาดทดสอบใหปริมาณน้ํานมทั้ง 4 ดาน มีปริมาตรเทากัน ประมาณ 2-3 มล. 
5. ใสน้ํายาซ.ีเอ็ม.ทีลงในถาดทั้ง 4 ดานในสัดสวน 1 ตอ 1 (น้ํานมตอน้ํายาซ.ีเอ็ม.ที)   
6. หมุนถาดเปนวงกลมเพื่อใหน้ํานมและน้ํายาซ.ีเอ็ม.ที.เขากัน ประมาณ 15-30 วินาที 
7. เอียงถาดซาย-ขวา เพื่อใหอานผลไดงาย ลักษณะผลบวกจากการทดสอบ 

7.1.  T  น้ํานมมีลักษณะเปนฟลมเคลือบบริเวณกนถาด 
7.2. +1 น้ํานมมีลักษณะเปนเมือกบริเวณกนถาด 
7.3. +2 น้ํานมมีลักษณะเปนวุนสามารถเคล่ือนตัวไปมาไดบริเวณกนถาด 
7.4. +3 น้ํานมมีลักษณะเปนกอนแข็งไมสามารถเคล่ือนตัวไปมาไดติดบริเวณกนถาด  

8. จดบันทึกผลภายหลังการทดสอบ  
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9. เตาที่ปกติสามารถรีดน้ํานมสงขายได สวนเตาที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ
แนะนําใหเกษตรกรไมรีดสงขาย แตรีดทิ้งดวยมือ ภายหลังจากการรีดนมใหจุมหัวนมดวย
น้ํายาจุมเตาทุกตัว 

10. ภายหลังจากรีดนมเสร็จแลว ทําการเก็บตัวอยางน้ํานมดิบ (Grace et al., 1992 และ 
NMC, 1999) ดังนี ้

วิธีการเก็บตัวอยางน้ํานม 
1. การเก็บน้ํานมถังรวม 

1) เขียนเบอรถังขางขวดพลาสติกที่จะใชเก็บตัวอยางน้ํานม จํานวน 1 ขวด 
2) ลางมือใหสะอาดกอนทําการเก็บตัวอยางน้ํานม 
3) กวนน้ํานมในถังนมกอนทําการเก็บตัวอยางน้ํานมดวย syringes  
4) เก็บตัวอยางน้ํานมใสขวดพลาสติกใหไดปริมาตร 30 มล. 
5) ปดฝาขวดใหแนนและเก็บใสกลองโฟมรักษาความเย็น 

2. การเก็บน้ํานมรายเตาดวยวิธีปลอดเชื้อ 
1) เขียนชื่อโค เตา และเบอรถังขางขวดพลาสติกที่จะใชเก็บตัวอยางน้ํานม จํานวน 4 

ขวด 
2) ทําความสะอาดหัวนมโดยใชผาสะอาดเช็ดบริเวณหัวนมและเตานม  
3) ใชสําลีชุบแอลกอฮอลหมาด ๆ เช็ดบริเวณหัวนม เนนบริเวณรูเปดของหัวนมใหสะอาด 

โดยเร่ิมจากเตาที่อยูไกลตัวเขามาหาเตาที่อยูใกลตัว รอจนหัวนมแหง 
4) เช็ดมือขางที่จะใชรีดน้ํานมดวยสําลีชุบแอลกอฮอลใหสะอาด 
5) ทําการเก็บตัวอยางโดยเร่ิมจากเตาที่อยูใกลตัวออกไปหาเตาที่อยูไกลตัว (ตรงขามกับ

การเช็ดทําความสะอาดเตานม) เปดฝาขวดเก็บตัวอยางดวยมือขางที่ไมไดเช็ด
แอลกอฮอล โดยไมใหฝาขวดหงายข้ึน เอียงขวด 45 องศากับหัวนม ไมควรเอาปาก
ขวดไปโดนบริเวณปลายเปดหัวนม ทําการรีดนมและเก็บตัวอยางน้ํานม ใหได
ปริมาตร 15 มล. 

6) จุมเตานมดวยน้ํายาจุมเตา ภายหลังจากการเก็บตัวอยาง 
3. ตัวอยางน้ํานมที่ไดทั้งหมดเก็บใสกลองรักษาความเย็น และนําสงหองปฏิบัติเพื่อตรวจ

วิเคราะหทางหองปฏิบัติการทันท ี
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การเพาะเช้ือเพื่อหาสาเหตุของเตานมอักเสบ (NMC, 1999) 
วัสดแุละอุปกรณ 

1. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา  
2. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก  
3. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
4. โถใสจานเพาะเชื้อ  
5. จานเพาะเชื้อ  
6. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  
7. อาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Agar (TSA) ปริมาณ 16 กรัม 
8. น้ํากล่ัน 
9. ขวดแกวรูปชมพู ขนาด 400 มล. จํานวน 1 ขวด 
10. เลือดแกะที่ใสสารปองกันการแข็งตัวของเลือด ปริมาตร 16 มล. 
11. เคร่ืองกวนสารละลายใหความรอน 
12. กระดาษฟอยดและสําลี 
13. หวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. 
14. ตะเกียงแอลกอฮอล 
15. แผนสไลดแกว 
16. สารละลายยอมสีแกรม 
17. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต 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   

 
วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบ (Blood agar) 

1. ชั่งอาหารเล้ียงเชื้อ TSA ปริมาณ 16 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล. เติมน้ํา
กล่ันปริมาตร 400 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด 
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2. นําไปวางบนแทนใหความรอนเพื่อใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและ
กระดาษฟอยด 

3. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.
ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ปราศจากเชื้อลงแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลานาน 1 ชม. แตถาอาหารเล้ียงเชื้อที่เตรียมไวไมตองการใชทันที ให
เก็บอาหารเล้ียงเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเก็บไดไมเกิน 5 วัน 

5. หลังจากแชอาหารเล้ียงเชื้อไวในอางควบคุมอุณหภูมิประมาณ 1 ชม. เติมเลือดแกะใหได
ความเขมขนสุดทาย 5% ลงใสขวดอาหารเล้ียงเชื้อ เขยาใหเขากันเบา  

6. หลังจากเขากันดีแลวใหเทใสจานเพาะเชื้อจานละ 12-14 มล. ใชไฟลนบริเวณผิวหนา
อาหารเล้ียงเชื้อ เพื่อไลฟองอากาศ  

7. รอจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตัวทําการควํ่าจานเพาะเชื้อ ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองขามคืน เพื่อ
ทดสอบการปราศจากเชื้อในจานเพาะเชื้อ จากนั้นเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกวาจะใช สามารถเก็บไวไดนาน 2 สัปดาห  

8. กอนนําอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบมาใชใหผ่ึงในตูอบบมที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เพื่อใหผิวหนาของอาหารเล้ียงเชื้อแหง อาหารเล้ียงเชื้อที่นํามาใชไมควร
มีการปนเปอนของเชื้อรา และเชื้อแบคทีเรีย  

 
วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar 

1. ชั่งอาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar ปริมาณ 25 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 
มล.  

2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ
รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและกระดาษฟอยด 

3. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.
ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ปราศจากเชื้อลงแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลานาน 1 ชม. 

5. เทใสจานเพาะเชื้อจานละ 13-15 มล. รอจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตวัทําการควํ่าจานเพาะ
เชื้อ 

6. ใสถุงเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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วิธีการเตรียม Triple Sugar Iron Slants 
1. ชั่งสาร Triple sugar iron agar ปริมาณ 29.7 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล.  
2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ

รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและกระดาษฟอยด 
3. แบงสารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 13x100 มม. หลอดละ 5 มล. นําเขาเคร่ืองอบ

ความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.ม. เปนระยะเวลา 
15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. นํามาวางบนแทนเพื่อใหเย็นตัวและมีผิวหนาเอียงเปนแนวลาด 
5. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
วิธีการเตรียม Simmons Citrate Slants 

1. ชั่งสาร Simmons citrate agar ปริมาณ 12.2 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล. 
2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ

รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพูดวยสําลี และกระดาษฟอยด 
3. แบงสารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 13x100 มม. หลอดละ 5 มล. 
4. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.

ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 
5. นํามาวางบนแทนเพื่อใหเย็นตัว และมีผิวหนาเอียงเปนแนวลาด 
6. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
วิธีการเตรียม Motility Test Medium 

1. ชั่งสาร Motility test agar ปริมาณ 10 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 500 มล. 
2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 500 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ

รอนใหละลายจนเดือด ปดขวดแกวรูปชมพูดวยสําลีและกระดาษฟอยด  
3. เติมสาร 1% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) ปริมาตร 2.5 มล. 
4. แบงสารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 13x100 มม. หลอดละ 5 มล. 
5. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.

ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 
6. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเพาะแยกเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบ 
1. ใชอาหารเล้ียงเชื้อชนิดที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบ 1 จาน สามารถใชลงตัวอยาง

น้ํานมได 1 ตัว (4 เตานม) โดยแบงพื้นที่ของจานเพาะเชื้อเปน 4 สวน เขียนเบอรถัง ชื่อโค 
และเตาลงบนจานเพาะเชื้อ บริเวณดานลางของจานเพาะเชื้อ 

2. ใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็นตัวแลวจุมลงในตัวอยางน้ํานมที่
เก็บไดใหเต็มหวงถายเชื้อ นํามาเข่ียลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปน
สวนประกอบ โดยตัวอยางน้ํานม 1 เตาใชพื้นที ่¼ ของจานเพาะเชื้อ  

3. สําหรับตัวอยางน้ํานมจากเตานมอักเสบแบบแสดงอาการจะใชพื้นที่ในการลงตัวอยาง
น้ํานม ½ ของจานเพาะเชื้อ  

4. นําจานเพาะเชื้อที่เข่ียตัวอยางน้ํานมแลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 24 ชม. เพื่อทําการวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบตอไป 

5. ที่ 24 ชม. สังเกตการเจริญเติบโตของจุลินทรียบนจานเพาะเชื้อและวินิจฉัยแยกเบื้องตน 
โดยใชการยอมสีโคโลนี หรือใชสารละลายโปแตสเซียมไฮดรอกไซด เพื่อแยกชนิด
แบคทีเรียเปนแกรมบวกและแกรมลบ  

6. แบคทีเรียแกรมบวกจะทดสอบ catalase โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวทดสอบ 
เพื่อแยกแบคทีเรีย Streptococci ออกจาก Staphylococci โดยแบคทีเรีย Streptococci 
จะใหผลลบ (ลักษณะเซลลที่พบจากการยอมแกรมแสดงในภาพที่ 6) 

 
ภาพท่ี 6 การยอมแกรมเพื่อวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ 

 
Gram stain 

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

อาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบบนจานเพาะเชื้อใหม และนําเขาตูอบ
บมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 24 ชม. เพื่อใหไดจํานวนโคโลนีเดี่ยว ๆ 
นําไปวินิจฉัยแยกชนิดดวยการทดสอบชีวเคมีตอไป 

8. ที่ 48 ชม. นําจานเพาะเชื้อที่แยกเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ นํามาทดสอบทางชีวเคมี ดังนี ้
 
การทดสอบทางชีวเคมีเพื่อวินิจฉัยแยกเชื้อที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ 
Streptococci เข่ียเชื้อแนวขวางบนอาหารเล้ียงเชื้อที่มีเม็ดเลือดแดงเปนสวนประกอบที่เข่ีย      

    เชื้อ  Staphylococcus aureus แนวตั้ง เพื่อทดสอบปฏิกิริยา CAMP 
เข่ียเชื้อลงในหลอดทดลองที่บรรจุ สารละลายเอสคูลิน เพื่อทดสอบปฏิกิริยา 
    เอสคูลินไฮโดรไลซิส 
นําจานเพาะเชื้อทดสอบปฏิกิริยา CAMP และหลอดทดสอบปฏิกิริยาเอสคูลิน 
   ไฮโดรไลซิสเขาตูอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน  
   24 ชม. แลวอานผล 

Staphylococci เข่ียเชื้อลงในหลอดทดลองที่บรรจุ rapid plasma เพื่อทดสอบปฏิกิริยา  
   coagulase นําหลอดทดลองเขาตูอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน 
   ระยะเวลานาน 24 ชม. แลวอานผล 

แบคทีเรีย 
แกรมลบ 

เข่ียเชื้อลงในอาหารเล้ียงเชื้อ MacConkey agar  
เข่ียเชื้อลงในหลอดทดลองที่บรรจุ Triple Sugar Iron, Simmons Citrate agar  
     และ Motility  agar     
นําหลอดทดลองและจานเพาะเชื้อเขาตูอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
    เปนระยะเวลานาน 24 ชม. แลวอานผล 

 
 
 
 
 
 
 
 



 66 

9. ที่ 72 ชม. อานผลการทดสอบทางชีวเคมี ดังนี ้
แบคทีเรีย ผลการทดสอบ แปลผล 

ใหผลบวกปฏิกิริยา CAMP และ เอสคูลินไฮโดรไลซิส (C+E+) Streptococcus uberis 
ใหผลบวกปฏิกิริยา CAMP แต เอสคูลินไฮโดรไลซิส เปนลบ (C+E-) Streptococcus agalactiae 
ใหผลลบปฏิกิริยา CAMP แต เอสคูลินไฮโดรไลซิส เปนบวก (C-E+) Streptococcus uberis 
ใหผลลบปฏิกิริยา CAMP และ เอสคูลินไฮโดรไลซิส (C-E-) Streptococcus dysgalactiae 

Streptococci 

ที่ 72 ชม. ใหผลบวกปฏิกิริยา CAMP แต เอสคูลินไฮโดรไลซิสเปนลบ 
(C+E-) ใหนําเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสตอจน            
เวลาที่ 96 ชม. ใหปฏิกิริยาเอสคูลินไฮโดรไลซิสเปนบวก 

Group G Streptococci  

ใหผลบวกกับปฏิกิริยา coagulase Staphylococcus aureus Staphylococci 
ใหผลลบกับปฏิกิริยา coagulase Coagulase-negative 

staphylococci 
ใหโคโลนีสีชมพูและมี bile precipitate บนอาหารเลี้ยงเช้ือ    
    MacConkey agar 
ใหผลลบกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการเคลื่อนที่บน  
    Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน A/A, G 

Escherichia coli 
 
 

ใหโคโลนีสีชมพู-เหลืองและเปน mucoid บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  
     MacConkey agar 
ใหผลบวกกับการทดสอบ Simmons Citrate agar ไมมีการเคลื่อนที่ 
     บน Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน A/A, G 

Klebsiella spp. 

ใหโคโลนีสีชมพูบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar 
ใหผลบวกกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการเคลื่อนที่บน  
     Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน A/A, G 

Enterobacter spp. 

ใหโคโลนีใส หรือมี red pigment บนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey  
     agar 
ใหผลบวกกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการเคลื่อนที่บน  
     Motility agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผลเปน K/A 

Serratia spp. 

ใหโคโลนีแวววาว ใสแบบ metalic sheen บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  
     MacConkey agar 
ใหผลบวกหรือลบกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการ 
     เคลื่อนที่บน Motility  agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผล 
     เปน K/K 

Pseudomonas spp. 

แบคทีเรีย 
แกรมลบ 

ใหโคโลนีใสบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar 
ใหผลบวกหรือลบกับการทดสอบ Simmons Citrate agar มีการ 
     เคลื่อนทีบ่น Motility  agar  และบน Triple Sugar Iron ใหผล 
     เปน K/AS+ 

Proteus spp. 
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10. แนวทางกําหนดความมีนัยสําคัญของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานมของแมโค

ที่เปนเตานมอักเสบ  
จํานวนโคโลนีทั้งหมด 1 2-10 มากกวา 10 

ชนิดเช้ือ ชนิด
เดียว 

ชนิดเดียว มากกวา 
สองชนิด 

หลายชนิด ชนิดเดียว มากกวา 
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 
* ระดับนัยสําคัญของการวินิจฉัยวาเปนสาเหตุของการติดเชื้อ (Degree of confidence in 
diagnosing an infection) 
 1 – ไมมีนัยสําคัญ   2 – ตองสงสัย   
 3 – มีนัยสําคัญ   4 – มีนัยสําคัญอยางสูง 
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11. เชื้อแบคทีเรีย S. uberis ที่วินิจฉัยไดจากการทดสอบทางชีวเคมี จะทําการยืนยันผลการ
วินิจฉัยดวยชุดตรวจชีวเคมีจําแนกชนิดเชื้อ API 20 STREP® (bioMérieux, France) 

12. เก็บรักษาเชื้อ S. uberis ในอาหารเล้ียงเชื้อ Brain Heart Infusion (BHI) broth ที่มี 
glecerol 5 เปอรเซ็นต แลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การตรวจนับจํานวนเซลลโซมาติก โดยใชเคร่ืองนับอนุภาค Coulter counter ZM®  
ในนํ้านมรายเตานม (Hinz et al., 1992) 

วัสดุและอุปกรณ 
1. หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มม.  
2. หลอดไปเปตแกว ผานการฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา ขนาด 5 หรือ 10 มล.  
3. เคร่ืองดูดปริมาณสาร ขนาด 100-200 ไมโครลิตร พรอม tips ปลอดเชื้อ 
4. ตะแกรงใสหลอดทดลอง  
5. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ 80 องศาเซลเซียส 
6. เคร่ืองเขยาผสมสารละลาย 
7. เคร่ืองตรวจนับอนุภาค Coulter counter ZM® (Coulter Electronicics Limited, 

England) 
8. สารเคมี fixative solution และ detergent 
 

สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร fixative solution 
ชั่งสาร EOSIN 0.1 กรัม ใสในสารละลายฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 10 มล. เติมน้ํากล่ันให

ครบ 100 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน กรองผานกระดาษกรอง เก็บใสขวดสีชาและเก็บไวใน
ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร detergent 

 สารละลายเอทานอล 96 เปอรเซ็นต ปริมาตร 125 มล. ผสมกับสาร Triton X-100 
(Merck®) ปริมาตร 20 มล. และน้ําเกลือ 0.9% NSS ปริมาตร 855 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน 
กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 
วิธีการทดสอบ 

1. ดูดตัวอยางน้ํานมปริมาตร 10 มล. ผสมกับ fixative solution ปริมาตร 0.2 มล. ลงใน
หลอดทดลอง เขยาตัวอยางใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาผสมสารละลาย 

2. นําตัวอยางน้ํานมที่ผานการใสสาร fixed cells แลว แชลงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 20 นาท ี

3. นําตัวอยางที่ไดจากขอ 2 ปริมาตร 0.1 มล. ใสลงในหลอดทดลองที่บรรจุ detergent 
ปริมาตร 9.9 มล. เขยาสารใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาผสมสารละลาย 

4. นําตัวอยางลงแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี
5. นําตัวอยางข้ึนจากอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ และทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
6. นําตัวอยางเขาเคร่ืองตรวจนับอนุภาค Coulter counter ZM® เพื่อนับจํานวนเม็ดเลือดขาว 
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ภาคผนวก ข 
 

การเพาะเลี้ยงเช้ือ Streptococcus ubeirs สําหรับขั้นตอนการเตรียมวัคซีน                 
การเคลือบผิวเพลท และการทํางานของนิวโทรฟล  

 
วัสดุและอุปกรณ 

1. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา  
2. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก 
3. เคร่ืองปนเหว่ียง  
4. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
5. โถใสจานเพาะเชื้อ  
6. จานเพาะเชื้อ  
7. หลอดทดลอง ขนาด 16x100 มม. 
8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  
9. อาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)  
10. น้ํากล่ัน 
11. Phosphate-buffered saline (pH 7.4) 
12. ขวดแกวรูปชมพู ขนาด 400 มล. จํานวน 1 ขวด 
13. เคร่ืองกวนสารละลายใหความรอน 
14. กระดาษฟอยดและสําลี 
15. หวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. 
16. ตะเกียงแอลกอฮอล 
17. ปเปตแกว ขนาด 10 มล. 
18. Automatic pipettor 
19. Pipette tips 

 
วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) 

1. ชั่งอาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth ปริมาณ 6 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 
มล.  

2. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 200 มล. ปดฝาขวดดวยกระดาษฟอยด นําไปวางบนแทนใหความ
รอนใหละลาย ปดขวดแกวรูปชมพู ดวยสําลีและกระดาษฟอยด 
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3. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.
ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 

4. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 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. เขยาใหสารละลายเขากัน นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด ตอตร.ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ 
 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร Phosphate buffered saline (PBS) 1X 
 นํา Phosphate buffered saline (PBS) 10X ปริมาตร 100 มล. เติมน้ํากล่ัน 900 มล. 
เขยาใหสารละลายเขากัน นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด ตอตร.ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ เพื่อนําไปใชตอไป 
 
วิธีการเพาะเล้ียงเชื้อ 

1. ละลายเชื้อ S. uberis ที่เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
2. ใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็นตัวแลวจุมลงในเชื้อ แลวเข่ียลง

บนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 18 ชม. ใหทําซ้ํา 3 คร้ัง (subculture)  

3. เข่ียเชื้อประมาณ 10 – 15 โคโลนี ถายลงในหลอดแกวที่มีอาหารเล้ียงเชื้อ TSB ปริมาตร 4 
มล. เขยาใหเชื้อแตกกระจายกัน แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 4 ชม. 

4. ดูดอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมดถายลงไปในขวดแกวรูปชมพูที่มีอาหารเล้ียงเชื้อ TSB ปริมาตร 
196 มล. แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
เปนระยะเวลา 18 ชม. 

5. นํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10000g เปนเวลา 15 นาที และลางเซลลของเชื้อดวย PBS ให
ทําการปนลางทั้งหมด 2 คร้ัง  

6. เซลลของเชื้อที่ไดนําไปตรวจสอบดังนี ้
6.1. ตรวจนับปริมาณเชื้อดวยวิธี plate count บนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar  

6.1.1. เขยาสารละลายเชื้อ และดูดสารละลายเชื้อ ปริมาตร 1 มล. ใสในหลอด
ทดลอง PBS ปริมาตร 900 ไมโครลิตร เขยาดวยเคร่ืองเขยาสารละลาย 
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ประมาณ 15 วินาที เพื่อใหละลายเขาดวยกัน จะไดสารละลายเชื้อที่เจือจาง
แลวความเขมขน 10-1 ทําซ้ําขางตนจนไดสารละลายเชื้อความเขมขนที่เจือจาง
แลวความเขมขน 10-8  

6.1.2. ดูดสารละลายเชื้อ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ blood 
agar โดยสารละลายเชื้อระดับความเขมขน 10-1 ใชปริมาณเชื้อ 100 ไมโครลิตร 
จะเปนสารละลายเชื้อระดับความเขมขน 10-2 สวนสารละลายเชื้อระดับความ
เขมขนที่เจือจางแลว 10-2 และ 10-3 จะเปนสารละลายเชื้อระดับความเขมขน 
10-3 และ 10-4 ตามลําดับ 

6.1.3. ใชแทงแกวเกล่ียสารละลายเชื้อจนผิวหนาของอาหารเล้ียงเชื้อแหง นําจาน
เพาะเชื้อทั้งหมดอบบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 18 ชม. 

6.1.4. การนับจํานวนแบคทีเรียในจานเพาะเชื้อ ภายหลังการอบบมดวยการนับมือ 
(manual counting) ใหทําการจดบันทึกสายพันธุของเชื้อ และระดับการเจือจาง
ที่นับได การนับจํานวนแบคทีเรียแบงได 4 แบบ ดังนี ้

ก) จานเพาะเชื้อธรรมดามีจํานวนแบคทีเรียตั้งแต 25-250 โคโลนี หรือนอยกวา 25 
โคโลนี เลือกจานที่นับได ทําการนับจํานวนทั้งหมด (รวมทั้งโคโลนีเล็กฝอย) บน
จานเพาะเชื้อ รายงานจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่นับไดคูณกลับระดับการเจือ
จางที่นับได 

ข) จานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี ไมควรรายงานจาน
เพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียมาก ๆ ที่ระดับการเจือจางสูงสุดวาเปน Too 
numerous to count (TNTC) ถาแบคทีเรียในจานเพาะเชื้อมีการกระจายตัว
สมํ่าเสมอ และมีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี ใหระบุเปน estimated 
SPC (ESPC) โดยทําการตีตาราง 9x9 ตร.ซม. จะไดพื้นที่ส่ีเหล่ียมจตุรัสขนาด 
1 ตร.ซม.จํานวน 81 ชอง ทําการนับจํานวนแบคทีเรียในชองดังกลาว โดย
แบงเปน 2 กรณ ี
1. จํานวนแบคทีเรียนอยกวา 10 โคโลนีใน 1 ตร.ซม. ใหนับจํานวนแบคทีเรีย 

12 ชอง แบงเปนดานกวาง 6 ชอง และดานยาว 6 ชอง (ไมใหซ้ําชอง
ตําแหนงเดิม)  

2. จํานวนแบคทีเรียมากกวา 10 โคโลนีใน 1 ตร.ซม. ใหนับจํานวนแบคทีเรีย 4 
ชอง  
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จํานวนแบคทีเรียที่นับไดทั้ง  2 กรณี นํามาหาคาเฉล่ียจํานวนแบคทีเรียใน
พื้นที่ 1 ตร.ซม.แลวคูณดวยพื้นที่จานเพาะเชื้อแลวคูณกลับดวยระดับการเจือจาง
จะไดจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 

ค) จานเพาะเชื้อที่มีแบคทีเรียอยูอยางการกระจาย ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่
มีการกระจายแบงเปน 3 แบบ ดังนี ้
1. โคโลนีที่เปนสายยาว ไมถือวาเปนการกระจายตัวของแบคทีเรีย เพราะ

ไมไดเกิดจากการแยกตัวของแบคทีเรีย  
2. โคโลนีลักษณะเปนฟลมของน้ําระหวางวุนกับกนของจานเพาะเชื้อ  
3. โคโลนีลักษณะเปนฟลมของน้ําบริเวณขอบหรือผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ 

หากพบลักษณะโคโลนีทั้ง 3 แบบดังกลาวในจานเพาะเชื้อ ใหพิจารณาดังนี ้
1. พื้นที่ที่พบโคโลนีกระจายตัวทั้ง 3 แบบ มากกวา 50% ของพื้นที่จานเพาะ

เชื้อ หรือ 
2. พื้นที่ที่พบโคโลนีกระจายตัวทั้ง 3 แบบ มากกวา 25% ของพื้นที่จานเพาะ

เชื้อ 
ทั้ง 2 กรณีขางตนใหรายงานเปน spreader (SPR) และการนับโคโลนีทั้ง 3 แบบ
ใหคิดเปน 1 โคโลนี  

ง) ความผิดพลาดทางหองปฏิบัติการหรือการมีตัวยับยั้งการการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย กรณีที่จานเพาะเชื้อมีการปนเปอนหรือจํานวนแบคทีเรียที่นับไดไม
เหมาะสม ใหรายงานเปน laboratory accident (LA) และถาตรวจพบสาร
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียใหรายงานเปน growth inhibitor (GI)  
 

6.1.5. การคํานวณและการรายงานผล 
การรายงานผล SPC จะใชตัวเลขที่มีนัยสําคัญเพียงสองตัวแรกที่นับไดเทานั้น สวน 

ตัวเลขในลําดับที่สามหากเปนเลข 1,2,3,4 จะปดเศษลง ถาเปนเลข 6,7,8,9 ใหปดเศษข้ึน แตถา
เปนเลข 5 ใหสังเกตตัวเลขตัวที่สองถาเปนเลขคี่ใหปดข้ึนแตถาเปนเลขคูใหปดลง  

ตัวอยาง 
ตัวเลขที่คํานวณได                      SPC 

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

คํานวณจํานวนแบคทีเรีย โดยใชสูตร N = C/[(1xn1)+(0.1xn2)]d  
เม่ือ  N = จํานวนแบคทีเรียที่นับไดเปนโคโลนีตอมล. 
 C = ผลรวมของจํานวนแบคทีเรียที่นับไดทุกจานเพาะเชื้อ  
 n1 = จํานวนจานเพาะเชื้อที่นับไดในระดับการเจือจางต่ําสุด 
 n2 = จํานวนจานเพาะเชื้อที่นับไดในระดับการเจือจางสูงข้ึนจาก n1 
 d = ระดับการเจือจางที่นับไดในคร้ังแรก 

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

ข) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 25 โคโลนี โดยที่ทั้งสองระดับการ
เจือจางมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 25 โคโลนีใหรายงานเปน <25 ในระดับการ
เจือจางที่นับไดคร้ังแรก 

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

 
ค) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี โดยที่ทั้งสองระดับการ

เจือจางมีจํานวนแบคทีเรียมากกวา 250 โคโลนี (แตมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 
100 โคโลนีในพื้นที่ 1 ตร.ซม) ใหนับจานเพาะเชื้อที่มีคาใกลเคียงกับ 250 แลว
คูณกลับดวยระดับการเจือจาง 
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ตัวอยาง 
 จํานวนแบคทีเรีย(โคโลน)ี ที่ระดับการเจือจาง 
 1:100   1:1000         SPC/มล. 
 TNTC   640   640,000 ESPC 
 

ง) ถาทุกจานเพาะเชื้อที่มีแบคทีเรียอยูอยางการกระจาย ใหรายงานเปน SPR ถามี
สารยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียใหรายงานเปน GI หรือมีความผิดพลาดทาง
หองปฏิบัติการใหรายงานเปน LA  

จ) ทุกจานเพาะเชื้อที่มีคาเฉล่ียจํานวนแบคทีเรียมากกวา 100 โคโลนีตอ 1ตร.ซม. 
ใหนับระดับการเจือจางสูงสุดคูณพื้นที่จานเพาะเชื้อคูณ100  

ตัวอยาง 
 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 
  พื้นที่จานเพาะเชื้อเทากับ 65 ตร.ซม. (เสนผาศูนยกลางจานเพาะเชื้อ 9 ซม) 
  พื้นที่จานเพาะเชื้อเทากับ 57 ตร.ซม. (เสนผาศูนยกลางจานเพาะเชื้อ 8.5 ซม) 
  พื้นที่จานเพาะเชื้อเทากับ 20 ตร.ซม. (เสนผาศูนยกลางจานเพาะเชื้อ 5 ซม) 
 

6.2. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ (purity) ของเชื้อ โดยใชหวงถายเชื้อเข่ียเชื้อบนอาหารเล้ียง
เชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 
5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 18 ชม. 

7. เก็บเชื้อไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมวัคซีน Streptococcus uberis ชนิดเช้ือตาย 
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา 
2. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
3. โถใสจานเพาะเชื้อ  
4. จานเพาะเชื้อ  
5. Phosphate-buffered saline  (pH 7.4) 
6. ขวดแกวปลอดเชื้อ ขนาด 20 มล. พรอมจุกปด 
7. เคร่ืองกวนสารละลายใหความรอน 
8. กระดาษฟอยดและสําลี 
9. หวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. 
10. ตะเกียงแอลกอฮอล 
11. เคร่ืองดูดปริมาณสาร ขนาด 1000 ไมโครลิตร พรอม tip ปลอดเชื้อ 
12. สารฟอรมัลดีไฮด 1 เปอรเซน็ต 
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 เปอรเซ็นต) 

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

 
วิธีการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย 

1. นําเชื้อ S. uberis ที่เพาะเล้ียงไดความเขมขน 1010 cfu ตอมล. มาฆาดวยสารฟอรมัลดี
ไฮด 1 เปอรเซน็ต ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชม.  

2. ตรวจสอบการตายของเชื้อ โดยใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็น
ตัวแลวจุมลงในเชื้อ แลวเข่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 18 ชม.  
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3. เตรียมวัคซีน สําหรับการกระตุนภูมิคุมกัน 1 โดส ซึ่งประกอบดวย 
3.1 เชื้อ S. uberis ความเขมขน 1010 cfu ตอมล. ปริมาตร 1 มล. 
3.2 Freund’s incomplete adjuvant ปริมาตร 1 มล. 
3.3 Tween20 (1 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 2 มล. 

4. นํา Freund’s incomplete adjuvant ปริมาตร 1 มล. ผสมกับ Tween20 ปริมาตร 2 มล. 
จะไดสารละลายสีขาว จากนั้นนําไปกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน ดูด
สารละลายสีขาวลงในขวดแกว 

5. นําเชื้อ S. uberis ปริมาตร 1 มล. ถายลงไปในขวดแกว ตรวจสอบความปราศจากเชื้อ 
(sterility) ของวัคซีน โดยใชหวงถายเชื้อ ขนาด 0.01 มล. ที่ผานการเผาไฟและเย็นตัวแลว
จุมลงในเชื้อ แลวเข่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนระยะเวลา 18 ชม.  

6. ปดฝาจุกใหสนิท 
7. เก็บวัคซีนไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 
วัสดุและอุปกรณ 

1. 96  well flat bottom microtiter plate (Sterilin, U.K.) 
2. สารกลูตารอัลดีไฮด (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. ไฮโดรเจนเพอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต 
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. เขยาใหสารละลายเขา
กัน วัด pH แลวเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสารกลูตารอัลดีไฮด 0.025 เปอรเซ็นต  

นําสารกลูตาอัลดีไฮด 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม carbonate-
bicarbonate buffer 99.95 มล. เขยาสารละลายใหเขากัน แลวเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม Blocking solution 
 ชั่ง skim milk 1 กรัม เติม ELISA buffer 100 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน แลวเก็บไวใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 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 เทากับ 5 เก็บไวที่อุณหภูมิหอง   
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม o-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) 0.34 มก.ตอมล.  
 นําสาร OPD 1 เม็ด (10 มก. ตอเม็ด) ละลายใน phosphate-citrate buffer ปริมาตร 
29.4 มล. กอนนําไปใชใหเติมไฮโดรเจนเพอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 118 ไมโครลิตร  
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม H2SO4 1.0 M 
 นําสาร H2SO4 ที่ความเขมขน 95-97 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5.6 มล. เทลงชาๆในน้ํากล่ัน
ปริมาตร 80 มล. เขยาใหสารละลายเขากัน และเติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรสุดทายเทากับ 100 มล. 
 
ข้ันตอนการเคลือบผิวเพลท 

1. นําเพลท ชนิด 96 หลุม กนแบน มาเตรียมผิวเพลทดวยสารกลูตารอัลดีไฮด 0.025 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. เททิ้ง 
แลวเคาะใหแหง 

2. เจือจางเชื้อ S. uberis ใน carbonate-bicarbonate buffer จนไดความเขมขน 106 cfu 
ตอมล. จากนั้นหยดสารละลายเชื้อลงหลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม จะไดความ
เขมขนของสารละลายเชื้อตอหลุมเทากับ 105 cfu ตอมล. 

3. ปดเพลทดวย paraffin ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
4. ดูดสารละลายเชื้อทิ้งทีละหลุม ทําการลางดวย ELISA buffer 2 คร้ัง โดยหยดลงหลุมละ 

100 ไมโครลิตร ทิ้งไว 5 นาที จากนั้นดูดทิ้งทีละหลุม และเคาะใหแหง 
5. หยดสาร blocking solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที จากนั้นเททิ้ง ลางดวย ELISA buffer 2 คร้ัง ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ
หลุม ทิ้งไว 5 นาท ีแลวเททิ้ง และเคาะใหแหง 
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ข้ันตอน ELISA 
1. เจือจางตัวอยางในอัตราสวนที่เหมาะสมใน ELISA buffer จากนั้นหยดตัวอยางปริมาตร 

100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. เททิ้ง และลางดวย ELISA 
buffer 3 คร้ัง ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไว 5 นาที แลวเททิ้ง และเคาะใหแหง    

2. เจือจาง peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ในอัตราสวนที่เหมาะสมใน 
PBS 0.01 M (pH 7.4) หยด peroxidase conjugated rabbit anti-bovine IgG ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. เททิ้ง และลางดวย ELISA 
buffer 3 คร้ัง ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไว 5 นาที แลวเททิ้ง และเคาะใหแหง 

3. หยด o-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) ปริมาตร 75 ไมโครลิตรตอหลุม 
สังเกตการเกิดสีภายใน 5 นาท ี

4. หยุดปฏิกิริยาดวย H2SO4 1.0 M ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม   
5. อานคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืนแสง 492 นาโนเมตร   
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ภาคผนวก ง 
การตรวจสอบการทํางานของนิวโทรฟล 

 
วัสดุและอุปกรณ 

1. ตูบมอุณหภูมิ 
2. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
3. เคร่ืองอบความดันไอน้ํา  
4. เคร่ืองปนเหว่ียง 
5. กลองจุลทรรศน  
6. ตูอบบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
7. โถใสจานเพาะเชื้อ  
8. จานเพาะเชื้อ  
9. หลอดทดลอง ขนาด 16x100 มม. 
10. Phosphate-buffered saline  
11. สารฟอรมัลดีไฮด 
12. Centrifuge tube ขนาด 15 มล. 
13. แทงแกว 
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 เปอรเซ็นต 
22. Fluorescein isothiocyanate isomer I-celite (FITC) (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 
23. Flow cytometer (Becton Dickinson, U.S.A.) 

 
สารเคมีและวิธีการเตรียมสารปองกันการแข็งตัวของเลือด 

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. นําเขาเคร่ืองอบความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตร.ม. เปนระยะเวลา 15 นาที เพื่อใหปราศจากเชื้อ เก็บที่
อุณหภูมิหอง 
 ชั่ง NaCl 0.07 กรัม และชั่ง EDTA 1.5 กรัม เติม sodium phosphate buffer 100 มล. 
นําไปกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

  
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 แลวเติม NaHCO3 ปริมาตร 100 มล. กรองผานกระดาษ
กรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ข้ันตอนการยอมเชื้อ S. uberis ดวยสารเรืองแสง FITC 

1. เติมสารเรืองแสง FITC ปริมาตร 1 มล. ลงในเซลลของเชื้อ S. uberis ที่อัดกันแนน เขยา
ใหเขากัน ทิ้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 60 นาที  

2. ปนลางดวย PBS 5 คร้ัง ที่ความเร็ว 12000เ เปนเวลา 3 นาที จนกวาสวนบนใสไมมีสาร 
FITC ตกคาง 

 
ข้ันตอนการแยกนิวโทรฟล 

1. เก็บเลือดที่เสนเลือดที่คอ (jugular vein) ในโคสาวที่มีสุขภาพดี ปริมาตร 50 มล. ลงใน
หลอดเก็บเลือดที่มีสาร sodium phosphate buffer 0.0132 M sodium chloride 0.012 
M และ EDTA 1.5 เปอรเซ็นตเปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือดในอัตราสวนเลือดตอ
สารปองกันการแข็งตัวของเลือดเทากับ 9:1   

2. นําเลือดมาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1000g เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนพลาสมา buffy coat 
ทิ้งไป 

3. ชั่งน้ําหนักของเม็ดเลือดแดงและนิวโทรฟลที่ตกตะกอน    
4. เติมน้ํากล่ันปริมาตร 4 เทาของน้ําหนักที่ชั่งได เพื่อสลายเม็ดเลือดแดง ผสมใหเขากันทิ้งไว 

45 วินาที จากนั้นเติม NaCl 2.7 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 เทาของน้ําหนักที่ชั่งได เพื่อให
สารละลายมีสภาพเปน isotonicity 

5. นําไปปนที่ความเร็ว 200g เปนเวลา 5 นาที และลางดวย PBS ทั้งหมด 3 คร้ัง  
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6. ตรวจสอบการมีชีวิตของนิวโทรฟล (viability) โดยใชสี trypan blue 0.4 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และสารละลายนิวโทรฟล 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและทิ้งไว
เปนเวลา 2 นาที จากนั้นหยดบน hemocytometr counting chamber นําไปตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศน (light microscope) ที่กําลังขยาย 40X เซลลนิวโทรฟลที่ตายแลวจะติดสี 
ตรวจนับจํานวนทั้งหมด และการมีชีวิตอยูมากกวา 90 เปอรเซ็นต 

 
ข้ันตอนการศึกษาการเก็บกินเชื้อของนิวโทรฟล 

1. เตรียมสารละลายเชื้อ S. uberis ที่ยอมสารเรืองแสง FITC ที่ความเขมขนเทากับ 106 cfu 
ตอมล. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน microcentrifuge tube 

2. เติมตัวอยางซีร่ัมหรือน้ํานม ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 23 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม.  

3. เติมสารละลายนิวโทรฟลความเขมขนเทากับ 107 เซลลตอมล.ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน ทิ้งไวในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
จากนั้นเติมสารฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 6 ไมโครลิตร 

4. เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
5. สงตรวจการเก็บกินเชือ้ดวยเคร่ือง flow cytometer  

 
ข้ันตอนการศึกษาการฆาเชื้อของนิวโทรฟล 

1. เตรียมสารละลายเชื้อ S. uberis ที่ความเขมขนเทากับ 106 cfu ตอมล. ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงใน microcentrifuge tube 

2. เติมตัวอยางซีร่ัมหรือน้ํานม ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 23 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม.  

3. เติมสารละลายนิวโทรฟลความเขมขนเทากับ 107 เซลลตอมล.ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน ทิ้งไวในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที  

8. ตรวจนับปริมาณของเชื้อที่รอดชีวิตดวยวิธี plate count โดยดูดสารละลาย ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar แลวใชแทงแกวกระจายสารละลายใหแหง 
แลวเขาตูอบบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปน
ระยะเวลา 18 ชม.  

4.  ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อบนอาหารเล้ียงเชื้อ blood agar  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวอาภาภรณ เทพสิทธิ์  เกิด เ ม่ือวันที่  3 กุมภาพันธ  พ.ศ. 2524 จั งหวัด
กรุงเทพมหานคร จบการศึกษาสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม พ.ศ. 2548 ไดรับทุนโครงการรับนักเรียนที่มีผลการเรียนดี ปการศึกษา 
2542-2547 จากนั้นเขาทํางานเปนผูชวยวิจัยใหกับ ผศ. น.สพ. ธนศักดิ์ บุญเสริม ภาควิชาอายุร
ศาสตร และอาจารยนายสัตวแพทยธีรวัฒน สวางจันทรอุทัย ภาควิชาสูติศาสตร เธนุเวชวิทยา และ
วิทยาการสืบพันธุ คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนระยะเวลา 1 ป หลังจาก
นั้นไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาอายุรศาสตรสัตวแพทย ภาควิชาอายุร
ศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549 โดยไดรับ
ทุนอุดหนุนการศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อเฉลิมฉลองวโรกาสที่
พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษา ประจําปการศึกษา 2549   
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