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บทคัดยอ 

 การศึกษาครั้งนี้เพ่ือเปรียบเทียบโครงสรางประชากรแบคทีเรียจากตัวอยางน้ํานมโคที่แตกตางกัน 2 กลุม คือ กลุมปริมาณ

เซลลโซมาติกต่ํา (Low somatic cell; LSC) และกลุมปริมาณเซลลโซมาติกสูง (High somatic cell; HSC) ดวยวิธีเพาะเลี้ยงและไม

อาศัยการเพาะเลี้ยง จํานวนเซลลโซมาติกตรวจนับดวยวิธี California mastitis test (CMT) และเครื่องนับเซลล Fossomatic 5000 

โดยจําแนกความหลากหลายของแบคทีเรียโดยใชขอมูลสารพันธุกรรมตําแหนง V3 ของยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค DGGE เก็บตัวอยาง

จากฟารมโคนม มหาวิทยาลัยทักษิณ อ.ปาพะยอม จ.พัทลุง ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหาร PCA จากท้ังสองกลุมไมพบความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) ระหวางตัวอยาง HSC และ LSC จํานวนแบคทีเรียเฉลี่ย (Log CFU/ml) เทากับ 4.75±0.9, 

4.29±0.87 และ 3.81±1.32 ในตัวอยาง CMT0 CMT+2 และ CMT+3 ตามลําดับ พบแบคทีเรีย 4 ไฟลัม ไดแก  Firmicutes 

Proteobacteria Actinobacteria และ Bacteroidetes จากวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ มีจีนัส Staphylococcus และ Bacillus เปนแบคทีเรีย

เดน และ Corynebacterium spp. มีความถี่ในตัวอยางกลุม HSC สูงกวา LSC ในขณะที่ Sphingobacterium spp. พบเฉพาะใน

ตัวอยางกลุม HSC ไมพบใน LSC ในขณะทีว่ิธีไมอาศัยการเพาะเลีย้งเช้ือ พบไฟลัม Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria และ 

Uncultured bacteria มีจีนัส Streptococcus spp. Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. เปนแบคทีเรียเดน 
 

ABSTRACT 

This study is aimed to compare the bacterial population structure of two different raw milk sample groups, 

low somatic cell ( LSC)  and high somatic cell ( HSC)  samples, using culture- dependent and culture- independent 

methods. The somatic cell count was estimated by California Mastitis Test (CMT) and Fossomatic 5000. Based on 

difference of V3 sequences of 16S rRNA gene using Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ( DGGE) , bacterial 

diversity was identified.  The bovine raw milk samples were collected from dairy farm of Thaksin University, Pha-

prayom district, Patthalung province.  The total bacterial counts in both samples were grown on Plate Count Agar 

(PCA) that showed no significant difference (p≤0.05)  between HSC and LSC which were 4.75±0.9, 4.29±0.87 and 

3. 81±1. 32 Log CFU/ ml of CMT0, CMT+ 2 and CMT+ 3, respectively.  There are four bacterial phyla from culture-
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dependent methods including Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria and Bacteroidetes.  This method showed 

that the genera of Staphylococcus and Bacillus were dominant bacteria and Corynebacterium spp. were frequency 

detected from HSC samples higher than LSC samples.  Moreover, Sphingobacterium spp.  were presented in HSC 

but not in LSC.  While culture- dependent methods showed three phyla including Firmicutes Proteobacteria 

Actinobacteria as well as uncultured bacteria.  Streptococcus spp.  Lactobacillus spp.  and Bacillus spp.  were 

detected as dominant bacteria. 
 

คําสําคัญ: โครงสรางประชากร  แบคทีเรีย  น้ํานมโค  โซมาติกเซลล  พัทลุง 

Keywords: Bacterial population structure, Bacteria, Bovine milk, Somatic cell, Patthalung 
 

บทนํา 

โรคเตานมอักเสบในโคนม (Bovine mastitis) เปน

ปญหาสําคัญของเกษตรกรผูเลี้ยงโคนม ทําใหเกิดการสูญเสียทาง

เศรษฐกิจ น้ํานมจากโคนมท่ีเปนโรคจะมีปริมาณและคุณภาพ

ลดลง โคนมที่เปนโรคนี้แบงตามอาการไดเปน 2 กลุม คือ กลุม

โรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (Clinical mastitis) และกลุม

โรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ (Subclinical mastitis) 

การประเมินความรุนแรงของโรคในกลุมไมแสดงอาการใชวิธีการ

ประเมินเซลลโซมาติกในน้ํานมดวยวธิ ีCMT (California mastitis 

test) ซึ่งโคนมที่เกิดการอักเสบของเตานมจะมีจํานวนเซลลโซ

มาติกในน้ํานมมากกวาโคนมปกติ เซลลโซมาติกเหลานี้เปนเซลล

เม็ดเลือดขาวที่ถูกสรางข้ึนเพื่อตอบสนองตอการติดเช้ือในเตานม 

และเปนเซลลเนื้อเยื่อที่หลุดลอกของจากตอมน้ํานม (Secretory 

tissue) เมื่อโคนมแสดงอาการรุนแรงหรือเปนโรคแบบเรื้อรัง 

(Lee et al., 1980) 

โรคเตานมอักเสบมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียหลายชนิด

แบงเปนกลุมตามความถ่ีที่พบได 2 กลุม คือ แบคทีเรียกลุมหลัก 

( Major mastitis pathogenic bacteria)  เ ช น  แ บ ค ที เ รี ย 

Streptococcus spp. (Str. agalactiae Str. dysgalactiae Str. 

uberis Str.  bovis)  (Picard et al. , 2004; Rasolofo et al. , 

2010 ) และ Staphylococcus aureus (Renee et al., 2001; 

Kalorey et al., 2007; Kuang et al., 2009; Rasolofo et al., 

2010; Kuehn et al., 2013) เปนตน และแบคทีเรียกลุมรอง 

(Minor mastitis pathogenic bacteria) เชน Escherichia coli 

Enterobacter spp.  Bacillus spp.  Klepsiella spp.  แ ล ะ 

Corynebacterium spp. (Kuehn et al., 2013; Braem et al., 

2012) สวนใหญเปนแบคทีเรียอาศัยในสิ่งแวดลอม นอกจากนั้น

ยังมีแบคทีเรียอ่ืน ๆ ที่มีรายงานเพียงเล็กนอย เชน Pseudo-

monas spp. Mycoplasma spp. Sphigomonas spp. และ 

Lactobacillus spp. (Lafarge et al. , 2004; Oikonomou et 

al., 2012) เปนตน วิธีมาตรฐานของการตรวจแบคทีเรีย คือ  

การ เพาะ เลี้ ยงบนอาหารเลี้ ยงเชื้ อ  (Culture-dependent 

method) แลวจําแนกชนิดดวยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี ซึ่งตอง

ใชเวลานานและไมสามารถตรวจสอบแบคทีเรียไดทุกกลุม 

เนื่องมาจากขอจํากัดของชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะที่ใช

เลี้ยง จึงมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจระบุชนิดของเช้ือในน้ํานม

โดยไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture-independent) 

เปนวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของแบคทีเรียโดยตรงใน

ตั ว อ ย า ง น้ํ า น ม มี ห ล า ย วิ ธี  เ ช น  fluorescence in situ 

hybridization ( FISH)  ( Intrasungkha et al. , 2009) 

denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE)  ( Kuang 

et al. , 2009)  restriction fragment length polymorphism 

( RFLP)  ( Frey et al. , 2006)  แ ล ะ  High- throughput 

sequencing (Zhang et al., 2014) เปนตน 

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงตองการเปรียบเทียบโครงสราง

ประชากรแบคทีเรียในตัวอยางน้ํานม 2 กลุม คือ ตัวอยางท่ีมี

ปริมาณเซลลโซมาติกสูง (HSC) และตัวอยางที่มีเซลลโซมาติกต่ํา 

(LSC) ดวยวิธี เพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อและ

ตรวจสอบสารพันธุกรรมของแบคทีเรียโดยใชขอมูลสารพันธุกรรม

ตําแหนง V3 ของยีน 16S rRNA และเทคนิค DGGE คนหาความ

แตกตางของแบคทีเรียจากตัวอยางท้ังสองกลุมซึ่งอาจเปนสาเหตุ

ของโรคเตานมอักเสบ เพื่อใชเปนแบคทีเรียเครื่องหมายสําหรับ

เฝาระวังการระบาดของโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนม 
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อุปกรณและวิธีการวิจัย 

เก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากโคนม 

เก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากฟารมโคนมของมหาวิทยาลัย

ทักษิณ อ.ปาพะยอม จ.พัทลุง ทั้งหมด 20 ตัวอยาง กอนเก็บ

ตัวอยางทําความสะอาดเตานมโคดวย 0.02% Bioten (Alkyl 

benzyl methyl ammonium chloride) และบีบน้ํานมครั้งแรก

ทิ้ ง จากนั้นตรวจเซลลโซมาติกดวยวิธี  CMT แลวใช เกณฑ 

คา CMT แบงกลุมตัวอยางเปน 2 กลุม กลุมแรกตัวอยางที่มีคา

เซลลโซมาติกต่ํา (Low somatic cell: LSC) CMT เทากับ 0 และ

กลุมตัวอยางที่มีคาเซลลโซมาติกสูง (High somatic cell: HSC) 

CMT เทากับ +2 และ +3 แตละตัวอยางเก็บน้ํานมปริมาตร  

100 ml รักษาอุณหภูมิ 4OC จนถึงหองปฏิบัติการ แบงน้ํานมเปน 

3 สวน ปริมาตร 20 30 และ 50 ml สําหรับสกัด gDNA ของ

แบคทีเรียโดยตรง ตรวจหาปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง 

Fossomatic 5000 ศูนยวิจัยและพัฒนาสัตวแพทยภาคใต   

อ.ทุงสง จ.นครศรีธรรมราช และตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย

ทั้งหมด ตามลําดับ 

การตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดดวยวิธี spread 

plate (AOAC, 2005) 

เจือจางตัวอยางน้ํานมปริมาตร 25 ml ใน Butter-

field’s Phosphate Buffer (BPB) ปริมาตร 225 ml แลวเจือ

จางตอเน่ือง (Serial dilution) จนไดความเจือจางในระดับ 10-5 

ปเปตตัวอยางแตละความเจือจางปริมาตร 0.1 ml ใสในจาน

อาหาร  Plate count agar ( PCA)  ( Himedia, India)  บ มที่   

37 OC นาน 24 ชั่วโมง หลังจากตรวจนับแบคทีเรียแลวใชสําลี

ปลอดเชื้อกวาด (Swap) เชื้อบนจานอาหารลงในสารละลาย TE 

buffer ปริมาตร 3 ml ผสมดวยเครื่อง vortex mixture นาน  

1 นาที ดูดสวนใส 2 ml แลวปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm นาน  

5 นาที เก็บตะกอนเซลลที่อุณหภูมิ -20 OC สําหรับขั้นตอนสกัด 

จีโนมิคดีเอ็นเอ 

การสกัดจีโนมิคดเีอ็นเอ (genomic DNA; gDNA) แบคทีเรีย 

การเตรียมเซลลแบคทีเรียจากตัวอยางน้ํานมกลุม LSC 

และ HSC กลุมละ 4 ตัวอยางซึ่งมีความแตกตางของปริมาณเช้ือ

แบคที เ รี ย ไ ด แ ก  HTSU- 01 HTSU- 02 HTSU- 05 HTSU- 06 

MTSU-11 MTSU-13 MTSU-19 และ MTSU-20 ปริมาตร 1 ml 

ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm นาน 5 นาที เก็บตะกอนเซลลที่ได และ

ตะกอนเซลลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงขางตน นํามาสกัด gDNA ของ

แ บ ค ที เ รี ย ด ว ย ชุ ด ส กั ด  PureLink Genomic DNA kits 

( Invitrogen, USA) วิธีตามคําแนะนําของบริ ษัท จากนั้นวัด

ปริมาณ gDNA ที่สกัดไดดวยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 260 nm 

และ 1.5% agarose gel electrophoresis ในสารละลาย TAE 

buffer กระแสไฟฟา 100 โวลต (10 v/cm) นาน 45 นาที ยอม

ด ว ย  SyBr gold ( Thermo Fisher Scientific, USA)  แ ล ะ

ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ถายภาพดวย Gel 

Doc XRTM System (Bio-Rad) 

การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA และ V3 (variable region) 

ของแบคทีเรีย ดวยวิธี nested PCR 

การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ดวยไพรเมอร 27f: 

( AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)  แ ล ะ  1 5 2 5 r ( AAGGAGG 

TGATCCAGCC)  ( Lane et al. , 1991)  ปริ ม าตรรวม  50 µ l 

ประกอบดวย 5X Phusion HF buffer (Thermo Scientific, 

EU)  7 mM MgCl2 200 µ M dNTP 25 µ M primer set 1U 

High- Fidelity DNA polymerase ( Thermo Scientific, U. K) 

และ 10 ng ของ gDNA ใชเครื่องเทอรมอไซเคลอร รุน T100 

thermal cycler (Bio-Rad, USA) ประกอบดวย 30 รอบ ของ 

95 OC 1 นาที 54 OC 45 วินาที และ 72 OC 45 วินาที แลวทํา

บริสุทธิ์ผลผลิต PCR ดวย PureLink PCR product purification 

(Invitrogen, USA) ตามวิธีการที่บริษัทแนะนํา แลวเพ่ิมปริมาณ

ตําแหนง V3 ดวยไพรเมอร  357f-GC (CCTACGGGAGGCA 

GCAG; GC- clamp: cgcccgccgcgcgcggcgggcggggcgggggcacg 

gggg) และ 518r (ATTACCGCGGCTGCTGG) (Muyzer et al., 

1993) ปริมาตร 50 µl มีสวนประกอบเหมือนกับการเพ่ิมปริมาณ

ยีน 16S rRNA ขางตน แตใชผลผลิต PCR ของ ยีน 16S rRNA 

เปนดีเอ็นเอตนแบบ และมีอุณหภูมิดังนี้ 30 รอบ ของ 95 OC 45 

วินาที 55 OC 30 วินาที และ 72 OC 30 วินาที ตรวจสอบดวย 

1.5% agarose gel electrophoresis แลวยอมดวยสี SyBr gold 

การวิเคราะหความแตกตางของ V3 ดวยวิธี DGGE 

ผลผลิต PCR ของ V3 นํามาแยกความแตกตางบน 8% 

Polyacrylamide gel ทีม่ี Urea และ Formamide ความเขมขน

แบบลําดับสวนตั้งแต 40-60% ดวยกระแสไฟฟา 70 โวลต นาน 

16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 OC ยอมแถบดีเอ็นเอบนเจลดวยสี SyBr 

Gold ตัดแบนที่สนใจและแชใน TE buffer ปริมาตร 20 µl บมที่ 

4 OC ขามคืน แลวใชเปนตนแบบเพ่ิมปริมาณสวน V3 อีกครั้ง 

(Re-amplification) ดวยไพรเมอรคูเดิมแตไมมีสวน GC clamp 
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ทําบริสุทธิ์ผลผลิต PCR และสงหาลําดับเบสดวยวิธี Sanger’s 

sequencing (Macrogen, Korea) จัดการขอมูลดวยโปรแกรม 

BioEdit และเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของยีน 16S rRNA จาก 

GenBank ดวยวิธี  BLAST เลือกใชพารามิ เตอรที่ โปรแกรม

กําหนดให (Default parameter) 
 

ผลการวิจัย 

ปริมาณเซลลโซมาติกดวยเคร่ืองนับเซลลแบบอัตโนมัติ 

Fossomatic 5000 

กลุมตัวอยางน้ํานมที่มีคาเซลลโซมาติกต่ํา (LSC) CMT 

เทากับ 0 ไดแก HTSU-01–HTSU-10 และกลุมตัวอยางน้ํานมท่ีมี

คาเซลลโซมาติกสูง (HSC) แบงเปน 2 ระดับ คือ CMT+2 รหัส 

MTSU-11 MTSU-12 MTSU-13 MTSU-18 MTSU-19 MTSU-

20 และ CMT +3 รหัส MTSU-14 MTSU-15 MTSU-16 MTSU-

17 ทั้งหมด 20 ตัวอยาง พบวาปริมาณเซลลโซมาติกมีคาเฉลี่ย

เปน Log SCC (cell/ml) เทากับ 5.12±0.41 6.38±0.21 และ 

6.82±0.08 จากตัวอยาง CMT0 CMT+2 และ CMT+3 ตามลําดบั 

(ตารางที่ 1) ปริมาณเซลลโซมาติกจากตัวอยางกลุม LSC และ 

HSC มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) และปริมาณ

เซลลโซมาติกจากการวิธี CMT และเครื่องนับเซลล Fossomatic 

5000 ใหคาที่สอดคลองกัน คิดเปน 70% (14/20) โดยใชเกณฑ

ของ National Mastitis Council (1999) 

การตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียท้ังหมด 

แบคทีเรียท้ังหมดในตัวอยางนํ้านมเลี้ยงบนอาหาร PCA 

ที่อุณหภูมิ 37 OC เปนเวลา 24 ชั่วโมง CMT0 เทากับ 4.75±0.9 

CMT+2 เทากับ 4.29±0.87 Log CFU/ml และ CMT+3 เทากับ 

3.81±1.32 Log CFU/ml (ตารางที่ 1) พบวากลุมตัวอยาง LSC 

มีปริมาณแบคทีเรียเฉลี่ยเทากับ 4.75±0.9 Log CFU/ml กลุม

ตัวอยาง HSC เทากับ 4.10±1.05 ซึ่งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุม CMT0 และกลุม CMT+2 ไม

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ แตกลุม CMT0 และ CMT+3 มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) 
 

ตารางที่ 1 คาเฉลี่ยปริมาณเชื้อแบคทีเรียท้ังหมดและปริมาณเซลลโซมาติก 

CMT level Average of total bacteria (Log. CFU/ml) Average of SCC x 1000 (cell/ml) 

CMT0 (n=10) 4.75±0.9 (n=9)a 181.27±113.07 (n=8)a 

CMT+2 (n=6) 4.29±0.87 (n=6)a,b 2653.34±1165.95 (n=6)b 

CMT+3 (n=4) 3.81±1.32 (n=2)b 6786.00±1139.06 (n=4)c 
 

โครงสรางประชากรแบคทีเรียในน้ํานมดวยวิธ ีDGGE 

โครงสรางประชากรแบคทีเรียในตัวอยางนํ้านมที่ตรวจ

ดวยวิธีเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อและไมอาศัยการเพาะเลี้ยง

เช้ือพบวาแบคทีเรียจากวิธีเพาะเลี้ยงบนอาหาร PCA กอนมคีวาม

แตกตางท้ังหมด 24 ไรโบไทป (รูปที่ 1A) เปนแบคทีเรียในไฟลัม 

(Phylum) Firmicutes (54.17%) มากที่สุด เปนจีนัส Staphylo-

coccus (61.53%) และ Bacillus (38.47%) รองลงมาไฟลัม 

Proteobacteria (16.67%) จีนัส  Acinetobacter (49.80%) 

Neisseria ( 25. 19% )  Escherichia ( 25. 01% )  ไ ฟ ลั ม 

Actinobacteria (16.67%) จีนัส Corynebacterium (25.19%) 

และไฟลัม Bacteroidetes (25.19%) จีนัส Sphingobacterium 

(49.62%) (รูปท่ี 1B) 
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รูปที ่1 ความแตกตางของแบคทีเรียจากวิธกีารเพาะเลี้ยงเช้ือ (A) เทคนิค DGGE (B) ความถ่ีของแบคทีเรียแตละไฟลัม 1: MTSU-11; 

2: MTSU-13; 3: MTSU-20; 4: MTSU-19; 5: HTSU-01; 6: HTSU-02; 7: HTSU-05; 8: HTSU-06 
 

สวนวิธีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือมีความแตกตาง

ทั้งหมด 14 ไรโบไทป (รูปท่ี 2A) แบคทีเรียท่ีพบไดแก ไฟลัม 

Firmicutes (57.15%) เปนจีนัส Streptococcus (37.50%) 

Lactobacillus (37.50%) Bacillus (25%) รองลงมาคือไฟลัม 

Proteobacteria (14.29%) เปนจีนัส Sphingomonas (100%) 

และ ไฟลัม Actinobacteria (7.14%) เปนจีนัส Micrococcus 

(100%) นอกจากนี้ยังพบ Uncultured bacteria (21.43%) (รูป

ที่ 2B) ซึ่งไมพบในวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 ความแตกตางของแบคทีเรียจากวิธีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (A) เทคนิค DGGE (B) ความถี่ของแบคทีเรียแตละไฟลัม  

1: MTSU-11; 2: MTSU-13; 3: MTSU-20; 4: MTSU-19; 5: HTSU-01; 6: HTSU-02; 7: HTSU-05; 8: HTSU-06 
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ตารางที่ 2 ความถ่ีและอัตราสวนแบคทีเรียในตัวอยางกลุม LSC และ HSC ดวยวธิกีารเพาะเลี้ยงและไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือ 

Phylum 

Average of frequencies (%) 

Culture-dependent method Culture-independent method 

LSC HSC Ratio (HSC/LSC) LSC HSC Ratio (HSC/LSC) 

Firmicutes 18.75 26.04 1.39 26.79 32.14 1.20 

Actinobacteria 3.13 7.29 2.33 3.58 5.35 1.50 

Proteobacteria 4.17 3.13 0.75 10.73 10.73 1.00 

Bacteroidetes 0.00 2.08 IC - - - 

Uncultured bacteria - - - 8.93 8.93 1.00 

LSC: Low somatic cell   HSC: High somatic cell   IC: Incalculable   -: Not detected 
 

จากตารางที่  2 โครงสรางประชากรแบคทีเรียใน

ตัวอยางกลุม HSC และกลุม LSC มีความแตกตางกัน วิธีอาศัย

ก า ร เ พ า ะ เ ลี้ ย ง เ ช้ื อ  ( รู ป ท่ี  3)  พ บ แบ ค ที เ รี ย ใ น ไ ฟ ลั ม 

Actinobacteria คือ Corynebacterium spp. และ Firmicutes 

คือ Staphylococcus spp. มีความถี่ในกลุมตัวอยาง HSC สูง

กวากลุม LSC อัตราสวนระหวางทั้ง 2 กลุม (HSC/LSC) เทากับ 

2.33 และ 1.39 ตามลําดับ ตรงขามกับแบคทีเรียในไฟลัม 

Proteobacteria พบในกลุมตัวอยาง LSC สู งกวากลุม  HSC 

เทากับ 0.75 เทา และพบแบคทีเรียเฉพาะกลุมตัวอยาง LSC คือ 

Escherichia coli   ( 2 ตั ว อ ย า ง )  Neisseria flavescens  

(1 ตัวอยาง) และแบคทีเรียเฉพาะกลุมตัวอยาง HSC คือไฟลัม  

Bacteroidetes คือ Sphingobacterium spp. (2 ตัวอยาง) 

 

 
 

รูปที่ 3 ความถ่ีของแบคทีเรียแตละชนิดในตัวอยางน้ํานมกลุม LSC และ HSC จากวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือ 
 

สวนโครงสรางประชากรจากวิธีการไมอาศัยการ

เพาะเลี้ยง (รูปท่ี 4) ความคลายคลึงกันในตัวอยางท้ัง 2 กลุมพบ

แบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria คือ Micrococcus spp. 

และแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes คือ Streptococcus spp. 

Lactobacillus spp.  และ  Bacillus spp.  มี ค ว ามถี่ ใ นกลุ ม

ตัวอยาง HSC สูงกวากลุม LSC อัตราสวน (HSC/LSC) เทากับ  

1.50 และ 1.20 ตามลําดับสวนไฟลัม Proteobacteria และ 

Uncultured bacteria มีความถี่ในการพบเทากัน  
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Escherichai coli Unknown Not detected
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รูปที่ 4 ความถ่ีของแบคทีเรียแตละชนิดในตัวอยางน้ํานมกลุม LSC และ HSC จากวิธีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือ 
 

วิจารณผลการวิจัย 

ปริมาณเซลลโซมาติก 

 ปริมาณเซลลโซมาติกในตัวอยางน้ํานมโคจากการตรวจ

ด วยวิ ธี  CMT และการนั บด วย เครื่ อ ง นับ เซลลอั ต โนมัติ  

Fossomatic 5000 โดยใชคาเกณฑมาตรฐานการแบงกลุมระดับ

ความรุนแรงของโรคเตานมอักเสบของ National Mastitis 

Council (1999) มีความสอดคลองกัน 70% ซึ่งใกลเคียงกับ

รายงานของ Prathumanee (2005) ท่ีเปรียบเทียบปริมาณเซลล

โซมาติกในน้ํานมโคของพ้ืนที่ อ. ปาพะยอม จ. พัทลุง ใหผล

สอดคลองของทั้งสองวิธีเทากับ 64.1% โดยเซลลโซมาติกที่มาก

ขึ้นเกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโคนมเมื่อเกิด

การติดเชื้อเขาสูเตานม (Intramammary Infection; IMI) โดย

กระตุนใหมีการสรางเซลลแมคโคฟาจ (Macrophage) เพ่ิมขึ้น

เพ่ือยับยั้งการติดเช้ือ (Harmon, 1994) และมีการชักนําเซลล 

เม็ดเลือดขาว เชน นิวโทฟลส (Neutrophils) และลิมโฟไซต 

(Lymphocytes) มายังบริเวณติดเช้ือและทําใหเกิดการอักเสบ

มากขึ้น (Harmon, 1994) สงผลใหเกิดการลอกหลุดของเซลล

เนื้อเยื่อตอมน้ํานม (Secretory tissue) (Lee et al., 1980) แต

พบวาคาเซลลโซมาติกจากทั้งสองวิธีไมสอดคลองในบางตัวอยาง 

ทั้งน้ีอาจเกิดจากความแตกตางของการแปรผลโดยวิธ ีCMT อาศัย

การประเมินความหนืดของสารพันธุกรรมจากเซลลโซมาติก

หลังจากทําใหเซลลแตกตัวดวยสารดีเทอรเจนท (Detergent) 

และแปรผลดวยความชํานาญของผูตรวจตัดสินใจใหคาระดับ 

CMT มีเกณฑทั้งหมด 4 ระดับ คือ CMT0 CMT+1 CMT+2 และ 

CMT+3 ตามความหนืดที่ตรวจได แตการตรวจดวยเครื่องตรวจ

นับอัตโนมัติ Fossomatic 5000 อาศัยการยอมสารพันธุกรรมใน

เซลลดวยสีฟลูออเรสเซนต (Fluorescent) แลวผานตัวอยางเขาสู 

flow cell เ มื่ อ เ ซลล ท่ี ผ านการย อมสี ได รับพลั ง งานจาก

แหลงกําเนิดพลังงานภายในเครื่องเกิดการปลดปลอยพลังงาน

ระดับสูงทําใหเครื่องสามารถตัวนับเซลลแตละเซลลไดโดยตรง 

(Foss electric manual, Denmark; 1997) ดังนั้นความคลาด

เคลื่อนของการตรวจเซลลโซมาติกจากตัวอยางเดียวกันอาจให 

คาไมสอดคลอง 

ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 

ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดของตัวอยางกลุม HSC และ 

LSC ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05)  โดยมีปริมาณ

แบคที เรียทั้ งหมดเฉลี่ยเทา กับ 4.75±0.9 4.29±0.87 และ 

3.81±1.32 Log CFU/ml จากตัวอยางกลุม CMT0 CMT+2 และ 

CMT+3 ตามลําดับ นอยกวารายงานของ Intrasungkha et al. 

(2009) ตรวจปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดจากตัวอยางน้ํานมดิบใน

ถังน้ํานมรวมในเขตอําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง ดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเชื้อ พบปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดอยูในชวง 5.64-6.67 

Log CFU/ml และไมพบความสัมพันธระหวางปริมาณเซลล  

โซมาติกและปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดเชนเดียวกับรายงานของ 

Prathumanee (2005) ท้ังนี้อาจเปนเพราะจากการศึกษาครั้งนี้

ใชอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA (Plate count agar) ซึ่งเปนวธิมีาตรฐาน

สําหรับการตรวจนับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในผลิตภัณฑจาก

น้ํานม (AOAC, 2005; Wehr and Frank, 2004) เพียงอยางเดียว 

แตเนื่องจาก PCA เปนอาหารพื้นฐานประกอบดวย Casein 

enzymic hydrolysate Dextrose Yeast extract แ ล ะ  Agar 
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(Himedia, India) คากรด-เบส เทากับ 7.0 อาจเปนขอจํากัด

สําหรับแบคทีเรียบางชนิดที่ไมสามารถเจริญไดบนอาหาร PCA 

เชน จีนัส Lactobacillus spp. ตองการอาหารจําเพาะ คือ MRS 

(de Man Rogosa and Sharpe) ซึ่งมีสารอาหารมากกวาอาหาร 

PCA และคาความเปนกรด-เบสเทากับ 6.2-6.5 หรืออาจเจริญบน

อาหาร PCA ไดต่ํากวา Log 2 CFU/ml ซึ่งนอยกวาคา detection 

limit ขอ ง วิ ธี  DGGE ( Chahrom and Prakitchai- wattana, 

2018) จึงไมสามารถตรวจพบได  

นอกจากนี้พบวาปริมาณแบคทีเรียจากตัวอยางกลุม 

CMT0 สูงกวา CMT+3 ทั้งนี้อาจเกิดจากระยะของการติดเชื้อ

กลุม CMT0 เปนระยะเริ่มตนที่โคไดรับเชื้อเขาสูเตานมและ

แบคทีเรียมีการเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว แตกลุม CMT+3 เปน

ระยะที่รางกายของโคนมเริ่มตอบสนองตอการติดเชื้อโดยการ

สรางเซลลเม็ดเลือดขาวจํานวนมากเพ่ือมาทําลายเช้ือเหลานี้ 

ดังนั้นเมื่อนําแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงทําใหปริมาณแบคทีเรียที่พบ

ใน CMT0 จึงสูงกวา CMT+3  

โครงสรางประชากรแบคทีเรีย 

โครงสรางประชากรแบคทีเรียในตัวอยาง HSC และ 

LSC ดวยวิธี เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อและไมอาศัยการ

เพาะเลี้ยง พบโครงสรางประชากรแบคทีเรียจากตัวอยางท้ังสอง

กลุมแตกตางกันเมื่อใชวิธีเพาะเลี้ยง แตโครงสรางประชากร

แบคทีเรียคลายคลึงกันเมื่อใชวิธีไมอาศัยการเพาะเลี้ยง ทั้งนี้

เพราะวิธทีั้งสองแตกตางกันในกระบวนการเตรียม gDNA ตนแบบ

สําหรับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมตําแหนง V3 การเพาะเลี้ยง

เช้ืออาจทําใหแบคทีเรียท่ีมีจํานวนนอยในตัวอยางถูกเจือจาง และ

ไมสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือได หรือมีปริมาณนอยวาคา 

detection limit ของวิธี DGGE ซึ่งตองมีปรมิาณเชื้อไมต่ํากวา 

Log 2 CFU/ ml ( Chahrom and Prakitchaiwattana, 2018) 

หรืออาจเกิดจากการสัดสวนของ gDNA ท่ีสกัดไดจากของ

แบคทีเรียท่ีเจริญไดดีไปรบกวนการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ใน

ขั้นตอนการํา PCR ของแบคทีเรียที่มีจํานวนนอย (Coenye and 

Vandamme, 2003; Frey et al. , 2006)  แต วิ ธี ไ ม อาศัยการ

เพาะเลี้ยงเปนวิธีการเตรียม gDNA โดยตรง (Direct extraction) 

ทําใหไดปริมาณ gDNA ของแบคทีเรียทุกชนิดใกลเคียงกัน จึงไมมี

ผลตอการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

วิธีอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อพบโครงสรางของแบคทีเรีย

ทั้งหมด 4 ไฟลัม ไดแก Firmicutes Proteobacteria Actino-

bacteria และ Bacteroidetes มีความถี่เทากับ 54.17% 16.7% 

16.7% และ 4.2% ตามลําดับ (รูปท่ี 1B) สวนวิธีไมอาศัยการ

เพาะเลี้ยงพบโครงสรางของแบคที เรียไฟลัม Firmicutes 

Proteobacteria และ Actinobacteria มีความถี่เทากับ 57.15% 

14.29% และ 7.14% ตามลําดับ ที่เหลือเปนแบคทีเรียกลุม 

uncultured bacteria เทากับ 21.42% (รูปที่ 2B) ทั้งสองวิธีมี

ความถ่ีของแบคทีเรียไฟลัม Firmicutes Proteobacteria และ 

Actinobacteria ใกลเคียงกัน สอดคลองกับรายงานของ Braem 

et al., (2012) ใชเทคนิค DGGE ศึกษาโครงสรางของแบคทีเรีย

บริเวณจุกนมของโคนม พบแบคทีเรียทั้ง 4 ไฟลัม มีความถี่ของ 

Firmicutes Actinobacteria Proteobacteria แ ล ะ 

Bacteroidetes เทากับ 42% 32% 25% และ 1% ตามลําดับ 

เมื่อเปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียในตัวอยาง HSC และ LSC 

จากวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อพบแบคทีเรียไฟลัม Actinobacteria จีนัส 

Corynebacterium และ Firmicutes จีนัส Staphylococcus 

และ Bacillus มีความถ่ีในตัวอยางกลุม HSC สูงกวากลุม LSC 

อัตราสวน (HSC/LSC) เทากับ 2.33 และ 1.39 ตามลําดับ 

สอดคลองกับรายงานกอนหนานี้พบแบคทีเรียทั้งสองจีนัสจาก

ตัวอยางบริเวณจุกนมของโคนมสุขภาพดีและเปนโรคเตานม

อักเสบ (Braem et al., 2012) บริเวณผิวหนัง (Verdier-Metz 

et al., 2012) และน้ํานม (Kuehn et al., 2013) แบคทีเรียจีนัส 

Staphylococcus จัดเปนสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบใน 

โคนม (Major pathogenic mastitis)  โดยเฉพาะสายพันธุ   

S.  aureus ( Kuang et al. , 2009; Kuehn et al. , 2013 ; 

Oikonomou et al., 2012; Braem et al., 2012; Rasolofo et 

al., 2010) สวนจีนัส Corynebacterium เชน C. bovis มักตรวจ

พบในระยะติดเช้ือและอักเสบของเตานม (Gill et al., 2006; 

Braem et al. , 2012)  ต ร ง กันข ามกั บแบค ที เ รี ย ใน ไ ฟลั ม 

Proteobacteria มีความถี่ ในกลุมตัวอยาง LSC สูงกวากลุม

ตัวอยาง HSC (HSC/LSC) เทากับ 0.75 แบคทีเรียที่พบในกลุมนี้ 

ไดแก E. coli N. flavescens และ Acinetobacter spp. ทั้งหมด

เปนเช้ือประจําถิ่นของโคนมอาศัยอยูในบริเวณตาง ๆ  เชน ผิวหนัง

เตานม ทอน้ํานม (Gill et al., 2006) และมีรายงานพบในตัวอยาง

น้ํานม (Kuang et al., 2009; Oikonomou et al., 2012) ดวย

เชนกัน สวนแบคทีเรียที่พบเฉพาะในตัวอยาง HSC คือ จีนัส 

Sphingobacterium จัดอยูในไฟลัม Bacteroidetes มีความถ่ี

เทากับ 4.12% ใกลเคียงกับงานวิจัยของ Oikonomou et al. 
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(2012) ท่ีใช เทคนิค Metagenomics และ Pyrosequencing 

ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวอยางน้ํานมจากโคนม

ที่แสดงอาการและไมแสดงอาการของโรคเตานมอักเสบ พบ

แบคทีเรียจีนัส Sphingobacterium ในตัวอยางน้ํานมที่มีคา

เซลลโซมาติกสูงมีความถ่ีเทากับ 4% นอกจากนี้ยังมีการคัดแยก

สายพันธุใหมของเช้ือ S. lactis sp. nov. และ S. alimentarium 

sp. nov. ไดจากตัวอยางน้ํานม โดยใชอาหาร PCA เติม 1% 

skimmed milk (Schmidt et al., 2012) 

วิธี ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อพบแบคทีเรียไฟลัม 

Actinobacteria และ Firmicutes มีความถี่ ในตัวอยาง HSC  

สูงกวาตัวอยาง LSC อัตราสวน HSC/LSC เทากับ 1.50 และ 

1.20 ไดแก  จีนัส Micrococcus (Actinobacteria) และจีนัส 

Streptococcus Lactobacillus และ  Bacillus (Firmicutes) 

ส ว น ไ ฟ ลั ม  Proteobacteria แ ล ะ  Uncultured bacteria  

มีความถ่ีไมแตกตางกันจากตัวอยูทั้งสองกลุม แบคทีเรียจีนัส 

Micrococcus มีรายงานการตรวจพบในตัวอยางผิวหนังบริเวณ

เตานม จุกนม (Teat) (Woodward et al., 1987) และทอน้ํานม 

(Teat canal)  (Gill et al. , 2006) สวนจีนัส Streptococcus 

Bacillus และ Lactobacillus เปนแบคทีเรียประจําถิ่นพบที่

ผิวหนังของโคนม และน้ํานม (Samarzija et al., 2012; Oikono-

mou et al., 2012; Kuang et al., 2009; Fortina et al., 2004; 

Callon et al., 2004) โดยเฉพาะอยางยิ่งจีนัส Streptococcus 

(S. uberis) จัดเปนเชื้อสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบ (Major 

pathogenic mastitis) (Zadoks et al., 2011) จีนัส Sphingo-

monas พบจากการศึกษาโดยไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชนเดียวกับ

รายงานของ Kuehn et al. (2013) และ Oikonomou et al. 

(2012) พบเชื้อ Sphingomonas spp. ในกลุมตัวอยางโคเปน

โรคเตานมอักแสบแบบแสดงอาการดวยวธิ ีMetagenomics  
 

สรุปผลการวิจัย 

ตัวอยางนํ้านมในกลุม HSC และ LSC พบวามีปริมาณ

เซลลโซมาติกใกลเคียงกันเมื่อใชวิธีการตรวจดวยวิธี CMT และ

ดวยเครื่องอัตโนมัติ Fossomatic 5000 มีความถูกตองสูงถึง 

70% เมื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดพบวากลุมตัวอยาง 

HSC มีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดไมตางกับกลุม LSC และเมื่อ

ตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียพบวาเมื่อใชวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อพบ

แบคทีเรีย 4 ไฟลัม คือFirmicutes Proteobacteria Actino-

bacteria และ Bacteroidetes เมื่อเปรียบเทียบความถี่การตรวจ

พบแบคที เรียพบวาแบคที เรียไฟลัม Actinobacteria และ 

Firmicutes มีความถ่ีสูงในตัวอยางกลุม HSC โดยเฉพาะจีนัส 

Corynebacterium spp. รองลงมาเปน Staphylococcus spp. 

และ Bacillus spp. แบคทีเรียไฟลัม Bacteroidetes คือจีนัส 

Sphingobacterium พบเฉพาะในตัวอยางกลุม HSC เทานั้น 

สวนวิธีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อพบ 3 ไฟลัม คือ Firmicutes 

Proteobacteria และ Actinobacteria มีความคลายคลึงกันใน

ตัวอยางทั้ง 2 กลุม และพบแบคทีเรียที่แตกตางจากวิธีเพาะเลี้ยง 

คือ แบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria คือ Micrococcus spp. 

และ Firmicutes คือ Streptococcus spp. และ Lactobacillus 

spp. มีความถี่ในกลุมตัวอยาง HSC สูงกวากลุม LSC การศึกษานี้

เปนการเปรียบเทียบโครงสรางประชากรแบคทีเรียจากตัวอยาง

น้ํานมในเขตพื้นท่ีจังหวัดพัทลุงซึ่งยังไมมีรายงานกอนหนาน้ีเปน

ขอมูลที่มีความสําคัญตอการวางแผนเฝาระวัง ติดตาม และ

ควบคุมการระบาดของโรคในอนาคตตอไป  
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