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เตานมอักเสบเปนปญหาสําคัญตอสุขภาพของโคนมซึ่งมีผลกระทบตอผลผลิตและคุณภาพ

นํ้านมที่ผลิตได Streptococci จากสิ่งแวดลอมเปนเชื้อแบคทีเรียกลุมที่มีความสําคัญในการกอใหเกิด
เตานมอักเสบทั้งแบบแสดงอาการและไมแสดงอาการ ในประเทศไทยขาดขอมูลดานระบาดวิทยา
ของเชื้อในกลุมน้ี การศึกษาครั้งนี้ มีวัตถุประสงคเ พ่ือแยกและระบุชนิดเชื้อแบคทีเรียกลุม 
streptococci จากสิ่งแวดลอมที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบในโคนม และศึกษาประยุกตใชวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบ repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-
PCR) เพ่ือศึกษาอณูระบาดวิทยาของเชื้อแบคทีเรียกลุมน้ี ทําการศึกษาระหวาง ป พ.ศ. 2545-2546 
ในฟารมโคนมรายยอยจํานวน 6 ฟารม ในเขต อ.กําแพงแสน จังหวัดนครปฐม โดยเขาตรวจเตานม
แมโครีดนมเพื่อประเมินสถานภาพปญหาเตานมอักเสบและเก็บตัวอยางน้ํานมเดือนละ 1 ครั้ง 
ติดตอกัน 10 ครั้ง พบวาจํานวนเฉลี่ยแมโครีดนมในฟารมอยูระหวาง 8.8 ถึง 18.9 ตัว ไมพบวา
ความชุกของเตานมอักเสบมีความแตกตางระหวางฟารม (0-14.3%) แตพบวาระดับเตานมอักเสบ
แบบไมแสดงอาการสูงในทุกฟารม (10.5-75.0%)  ซ่ึงพบวา coagulase negative staphylococci 
(19.6-44.2%) และ environmental streptococci (13.7-48.4%) เปนสาเหตุหลักของการติดเชื้อเขาสู
เตานม และพบวา Streptococcus uberis เปน environmental streptococci ที่พบมากที่สุด  จาก
การศึกษาอณูระบาดวิทยาของเชื้อ Streptococcus uberis ทั้งหมด 48 สายพันธุ โดยวิธีสรางลาย
พิมพสารพันธุกรรมดวยวิธี repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) 
ซ่ึงใช ERIC1R และ ERIC2 primers พบวาจําแนกลายพิมพสารพันธุกรรมของเชื้อแบคที่เรียน้ีได 
28 รูปแบบ ซ่ึงสามารถจําแนก 13 จําพวก (Discriminatory index=0.87) ผลการศึกษาชี้ใหเห็นวา 
ความหลากหลายของ Streptococcus uberis ที่กอใหเกิดปญหาเตานมอักเสบในโคนม ทั้งนี้ถึง
ผลกระทบของปญหาดังกลาวตอสุขภาพโคนมและคุณภาพน้ํานม ตลอดจนขอมูลเชิงลึกทางระบาด
วิทยาในเชิงปจจัยเสี่ยงและแนวทางปองกันควรไดรับการศึกษาตอไปในอนาคต 
คําหลัก  อณูระบาดวิทยา สเตร็ปโตคอกคัส ยูเบอริส เตานมอักเสบ โคนม 
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Abstract 
 

 
Project code: TRG4580086 
Project title: Molecular epidemiology of environmental streptococci causing mastitis in 

dairy cattle 
Investigator: Kittisak Ajariyakhajorn 
Email address: kittisak_cu@yahoo.com 
Project period: July 1st, 2002 to June 30th, 2004 
 Mastitis is an important health problem in dairy cattle in which affects their milk 
quality and production. Environmental streptococci is the major group of bacteria that 
causing both subclinical and clinical mastitis. There is not sufficient epidemiological data of 
these bacteria in Thailand. This investigation aims to isolate, identify, and collect 
environmental streptococci causing mastitis in dairy cattle in which majority of these 
bacteria were subjected to sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) for 
subtyping. During 2002-2003, we investigated mastitis in six small dairy herds in 
NakhonPathom Province.  Veterinarian monthly regular visit was performed in order to 
examine mastitis status for ten times in each farm. The averages of milking cows were 8.8 
to 18.9. There was no difference of clinical mastitis prevalence among herds (0-14.3%). 
However, prevalence of suclinical mastitis seems to be high in all herds (10.5-75.0%). 
Environmental Streptococcus spp. and coagulase negative Staphylococcus spp. are major 
responsible pathogens for mastitis in all herds.  Streptococcus uberis is the majority of 
environmental streptococci isolated from mastitis cows. Molecular epidemiological 
investigation using repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) with 
ERIC1R and ERIC2 primers was able to distinguish  48 isolates of Streptococci uberis into 
28 rep-PCR electrophoretic patterns in which were differentiated into 13 rep-PCR subtypes 
(Discriminatory index=0.87) There was a diversity of genotypic groups of Streptococcus 
uberis causing mastitis. Effects of Streptococcus uberis on animal health, production, risk 
factors associated with mastitis, and control measurements are importance to be further 
studies. 
 
 
Keywords:  Molecular epidemiology, Streptococcus uberis, Mastitis, Dairy cattle 
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1. บทนํา: ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 
 เตานมอักเสบเปนปญหาสําคัญตอสุขภาพของโคนมซึ่งมีผลกระทบตอทั้งผลผลิตและ
คุณภาพน้ํานมที่ผลิตได ทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจตอวงการโคนมทั่วโลก (DeGraves 
and Fetrow, 1993) แมประเทศไทยจะมีนโยบายการสงเสริมและสนับสนุนใหมีการเลี้ยงโคนมเพื่อ
ลดและทดแทนการนําเขาผลิตภัณฑนมมาเปนเวลานานกวา 30 ปแลว แตการผลิตโคนมยังคงมี
ประสิทธิภาพต่ํา เน่ืองจากมีปญหาเตานมอักเสบอยางกวางขวาง 
 Streptococci จากสิ่งแวดลอมเปนเชื้อแบคทีเรียกลุมที่มีความสําคัญในการกอใหเกิดเตานม
อักเสบทั้งแบบแสดงอาการและไมแสดงอาการ  (Jones and Swisher, 1998)      ในประเทศไทยขาด
ขอมูลดานระบาดวิทยาของเชื้อในกลุมน้ี  ซ่ึงสงผลใหขาดความเขาใจที่ถูกตองในการวางแผนปองกัน
และรักษา    ดวยความกาวหนาทางเทคโนโลยีดานอณูวิทยารวมดวยหลักการทางระบาดวิทยาทําให
ในการศึกษาติดตามเชื้อโรคที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบสามารถทําไดสะดวกรวดเร็ว ตลอดจน
สามารถใหขอมูลที่เปนองคความรูใหมในเชิงระบาดวิทยาของโรคเตานมอักเสบได เชน แหลงที่มาของ
เชื้อในการระบาด สถานะภาพการติดเชื้อเรื้อรัง การดื้อตอยาตานจุลชีพของเชื้อ เปนตน 
 การศึกษาครั้งน้ีนอกจากเปนการศึกษาเพื่อเก็บรวบรวมเชื้อกลุม streptococci ที่กอใหเกิด
โรคเตานมอักเสบในประเทศแลว ยังเปนการพัฒนาและประยุกตใชวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบ 
repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) (รูปที่ 2) ที่ทําใหสามารถ
เปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรม (DNA fingerprinting) ของเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของ
เตานมอักเสบได ดวยขอมูลทั้งหมดนี้จะสามารถทําใหเราเขาใจระบาดวิทยาของโรคไดดีขึ้นและ
สามารถนําขอมูลมาใชในการวางแผนการปองกันและรักษาโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ เพ่ือชวยลด
การสูญเสียทางเศรษฐกิจในการสงเสริมการเลี้ยงโคนมในประเทศ 
 
2. วัตถุประสงค 
 2.1 แยกและระบุชนิดเชื้อแบคทีเรียกลุม streptococci จากสิ่งแวดลอมที่เปนสาเหตุของเตา
นมอักเสบในโคนม และจัดตั้ง culture collection ของเชื้อที่แยกไดในประเทศไทย 

2.2 พัฒนาวิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลิเมอเรสแบบ Repetitive sequence-based polymerase 
chain reaction (rep-PCR) ที่สามารถหาและเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรม (DNA 
fingerprinting) ของเชื้อแบคทีเรียกลุมน้ี 

 
3. ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
3.1 การคัดเลือกฟารมโคนมที่เขารวมในโครงการวิจัย 

 
ในระหวาง ป พ.ศ. 2545-2546 ฟารมโคนมรายยอยจํานวน 6 ฟารม ในเขต อ.กําแพงแสน 

จังหวัดนครปฐมไดคัดเลือกเขารวมโครงการวิจัย โดยผูวิจัยจะเขาตรวจเยี่ยมฟารม เก็บขอมูล ตรวจ
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เตานมแมโครีดนมเพื่อประเมินสถานภาพปญหาเตานมอักเสบและเกบ็ตวัอยางน้ํานมเดือนละ 1 ครั้ง 
การตรวจเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ (Subclinical mastitis) ใชนํ้ายา California mastitis test 
(CMT) 

3.2 การเก็บตวัอยางน้ํานมและเพาะแยกเชื้อแบคทีเรีย 
 

ตัวอยางน้ํานมจากโคที่เปนเตานมอักเสบจะทําการเกบ็หลังจากากรรีดนมเสร็จ การเก็บ
ตัวอยางน้ํานมจากโคที่เปนเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis) ทําการเก็บตัวอยาง
นํ้านมกอนการใหการรักษาทุกครั้ง สวนการเก็บตัวอยางน้ํานมจากโคที่เปนเตานมอักเสบแบบไม
แสดงอาการ (subclinical mastitis) ทําการเก็บ เดือนละหนึ่งครั้งหลังจากที่ไดรับการตรวจสอบโดย
การทดสอบใหผลบวกตอนํ้ายาซีเอ็มที (California Mastitis test)  
 กอนการเก็บตัวอยางน้ํานมไดทําความสะอาดเตานมและเช็ดที่ปลายหัวนมดวยสําลีจุม
แอลกอฮอล 70% และรีดนมทิ้ง 2 – 3 ครั้ง จึงทําการเก็บตัวอยางน้ํานมโดยการรีดดวยมือใหได
นํ้านมประมาณ 25 มิลลิลิตร ใสในขวดเก็บตัวอยางน้ํานม เก็บรักษาตัวอยางน้ํานมในกระติกน้ําแข็ง 
แลวนํากลับมาแชตูเย็น  
 การเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียและการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
 กอนการตรวจ เขยาน้ํานม เพ่ือใหมีการผสมทั่วกันทั้งขวด นําน้ํานมปริมาตร 0.01 มิลลิลติร
ไปเขี่ยลงบนแผนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Trypticase soy agar ที่มีเม็ดโลหิตแดงของแกะผสมใน
ปริมาณ 5% (ปริมาตร/ปริมาตร) นําแผนอาหารเลี้ยงเชื้อไปอบบมในตูที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวตรวจดูลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ตรวจนับ
จํานวนแบคทเีรีย และแสดงปริมาณเปน Colony forming unit (CFU) ตอมิลลิลติร โดยพิจารณาถึง
ความสําคัญของแบคทีเรียที่พบตอการการเปนสาเหตขุองโรคเตานมอักเสบตามหลักเกณฑของ 
National Mastitis Council (1999) 
 เชื้อที่เจริญเตบิโตและมีลักษณะบนอาหารเลี้ยงเชื้อคลายโคโลนีของ streptococci มีรูปราง
กลมติดสีแกรมบวก ภายใตกลองจุลทศัน และใหผลลบตอการทดสอบ catalase จะทําการทดสอบ
โดยใชชุดตรวจสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีสําเร็จของเชื้อกลุม streptococci (API Strep ®) เพ่ือ
จําแนกชนิด 
 จัดเก็บ Culture collection ของเชื้อ streptococci ทุกสายพันธุ (isolates) ที่แยกไดและ
จําแนกชนิด (specie) แลว จะนํามาเพาะเพิ่มจํานวนและเก็บไวใน Brain heart infusion borth ที่มี
สวนผสมของ 20% glycerol และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส สําหรับการศึกษาในขั้น
ตอไป 

3.3  Repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR)  
  

การแยกสารพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย  
 เชื้อแบคทีเรียที่เก็บไวใน Culture collection ถูกนํามาเพาะเลี้ยงใหเจริญเติบโตบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิด trypticase soy agar ที่มีเม็ดเลือดแดงแกะ 5 % โดยปริมาตร ในตูอบบม ที่อุณหภูมิ 
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37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ทําการเก็บเชื้อแบคทีเรียใสหลอด ชนิด polypropylene 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวจึงทําการปนลางดวยสารละลาย 1M NaCl 2 ครั้ง 
และดวยสารละลาย Tris-EDTA (TE) อีก 2 ครั้ง  เซลลแบคทีเรียจะละลายอยูในสารละลาย TE ที่มี
เอนไซม  Lysostaphin  จํานวน 20 หนวย และเอนไซม  RNase A ที่ระดับความเขมขน 0.6 mg/ml  
หลังจากนําสวนผสมทั้งหมดในหลอด microcentrifuge tube แชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมินาน 30 
นาที ณ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  แลวจึงเติม SDS ที่ระดับความเขมขน 0.6 mg/ml และแชใน
อางน้ําควบคุมอุณหภูมินาน 10 นาที ณ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เพ่ือทําลายผนังเซลลของ
แบคทีเรีย  จากนั้นเติมเอนไซม Proteinase K ที่ระดับความเขมขน 0.4 mg/ml และแชในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมินาน 1 ชั่วโมง ณ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แยกสกัดสารพันธุกรรม (DNA) ของ
เชื้อแบคทีเรียโดยใช phenol และสารละลายผสมระหวาง phenol-chloroform-isomyl alcohol ใน
สัดสวน 25:24:1 จากนั้นตกตะกอน DNA โดยสารละลาย 3M ammonium acetate และ absolute 
ethanol ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง ตรวจประเมินคุณภาพและปริมาณของ DNA 
ที่ไดโดยวิธี agarose gel electrophoresis และโดยใช UV spectrophotometer 
 วิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบ Repetitive sequence-based polymerase chain 
reaction (rep-PCR)  

นํา genomic DNA ของแบคทีเรียจํานวน 100 ng มาทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส โดยมี
สวนประกอบของ primers ของแตละตัวเทากับ 1 µM dNTP เทากับ 200 µM MgCl2 เทากับ 
3mM และเอนไซม DNA polymerase จํานวน 2.5 หนวย ในสารละลายรวมปริมาตร 25  µL โดย
กําหนดอุณหภูมิและขั้นตอนของเครื่อง thermal cycler ดังน้ี ระยะเริ่ม denaturation (94 oC นาน 5 
นาที) ตามดวย 35 รอบของขั้นตอนที่ 94 oC นาน 30 วินาที 50 oC นาน  3 นาที 72 oC นาน 2 
นาที และตามดวยขั้นตอนสุดทายที่ 72 oC นาน 7 นาที ทุกครั้งจะมีหลอดควบคุมที่ใหผลลบโดยใน
หลอดปฏิกิริยาจะไมมีสารพันธุกรรมของแบคทีเรีย  วิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสที่เหมาะสมสําหรับ
เชื้อแตละชนิดในกลุม environmental streptococci อาจตองมีการปรับเปลี่ยนโดยการเปลี่ยนชนิด
ของ primer และสัดสวนขององคประกอบสารในปฏิกิริยา (optimization) แบงสารที่ได 10 µl จาก
แตละตัวอยาง มาดําเนินการตามขั้นตอนของวิธี electrophoresis ใน 2% agarose gels ที่มี
สวนประกอบ 1 x TAE และ ethidium bromide 0.5 µg และใชกําลังไฟฟาที่ 85 โวลท นาน 2 
ชั่วโมง  โดยที่ทุกครั้งจะใช 123 bp DNA ladder เปนตัวทําเครื่องหมายหน่ึงชองในเจล ทําการ
ถายรูปเจลภายใตแสง UV โดย gel documentation system และทําการเก็บรูปภาพของเจลที่มี 
fingerprints ในรูปดิจิตอลไฟล (TIF) สําหรับการวิเคราะหในขั้นตอไป 

 
3.4 การวิเคราะหหาความสัมพันธ  

  
ศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธของเชื้อโดยวิธีการดูตําแหนงของ band และคํานวณ 

similarity coefficients สายพันธเชื้อที่มี similarity coefficient > 90 % จะถือเปนเชื้อสายพันธุ
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เดียวกัน     ผลของ Rep-PCR เม่ือนํามาตรวจสอบใน 2.0% agarose gel electrophoresis จะได 
banding pattern หรือลายพิมพดีเอ็นเอ  จากน้ันนํา banding pattern ของเชื้อแตละชนิดมา
เปรียบเทียบลายพิมพดีเอ็นเอ  Cluster analysis ไดจากการคํานวณคา percentage of similarity 
ในแตละคูของลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยยึดหลักการเปรียบเทียบขนาดของ band หลังจากคํานวณคา 
Percentage of similarity แลว cluster analysis ระหวางเชื้อสามารถทําไดโดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร ETDIV และ ETCLUS การคํานวณความสามารถในการจําแนก (Discrimination 
index) ของวิธีการหาลายพิมพสามารถคํานวณไดจากสูตรของ Hunter and Gaston (9) 
 
4. ผลการศึกษา 
 
ตารางที่ 1  สถานภาพเตานมอักเสบในฟารมโคนม ระหวาง ป  2545-2546 

 
ฟารม 

 

 
1 

 
2 

 
3 

 
4 

 
5 

 
6 

       
จํานวนเฉลี่ยแมโครีดนม* 8.8± 2.5 9.5± 1.2 11.9 ±1.0 14.2 ±1.0 17.2± 1.9 18.9 ±3.9 
       
พิสัยความชุกตอเดือน (%) 
    เตานมอักเสบแบบแสดงอาการ 

 
0 - 8.3 

 
0 -10.0 

 
0 -10.0 

 
0 -14.3 

 
0 -10.5 

 
0 -13.6 

    เตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ 14.3 - 60.0 20.0 - 75.0 25.0 - 66.7 7.69 - 46.7 10.5 - 60.0 22.7 - 64.3 
       
จุลินทรียที่เปนสาเหตุ 
ของการติดเชื้อเขาสูเตานม 
(Intramammary Infection)(%) ** 

      

  Streptococcus agalactiae 
 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

  Environmental Streptococcus spp. 44.1 30.2 27.1 32.0 13.7 48.4 

   Staphylococcus aureus 
 
0 

 
0 

 
3.5 

 
5.3 

 
11.8 

 
0 

CoagulasenegativeStaphylococcus spp. 17.6 44.2 36.5 32.0 19.6 30.9 
    E. coli 0 0 0 2.7 0 0.8 
    Klebsiella spp. 0 0 0 0 0 4.8 
   Yeast 0 2.3 0 1.3 0 0 
   Corynebacterium  bovis 38.2 9.3 12.9 24.0 33.3 13.5 
   Pseudomonas spp. 0 14.0 0 0 0 0 
   Other 0 0 20.0 2.7 21.6 1.6 
* Mean ± SD 
** Percentage of pathogen isolated from both clinical and subclinical mastitic milk samples 
(Ajariyakhajorn et al., 2003 a) 
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 ฟารมโคนมรายยอย 6 ฟารมที่ทําการศกึษามีแมโครีดนมเฉลี่ยตอเดือน ระหวาง 8.8 ถีง 
18.9 ตัว ไมพบมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความชุกเตานมอักเสบระหวางฟารมที่
ทําการศึกษา แตพบวาเตานมอักเสบแบบแสดงอาการมีความแตกตางระหวางเดือนที่เขาตรวจฟารม 
(p<0.02) (รูปที่1) อยางไรก็ตามพบวาทุกฟารมมีความชุกของเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการใน
ระดับสูงและบางเดือนสูงถึง 75% (ฟารมที่ 2) ไมพบมีการติดเชือ้ Streptococcus agalactiae ใน
ฟารมที่ศึกษา แตพบวามีการติดเชื้อ Staphylococcus aureus ในฟารมที่ 5 และ 6   เชื้อ 
Streptococcus spp. และ coagulase negative Staphylococcus spp. เปนสองกลุมแบคทีเรียที่เปน
สาเหตุหลักในการติดเชื้อเขาสูเตานมอักเสบในทุกฟารม ถึงแมวาบางฟารมอาจมี Corynebacterium  
bovis เปนสาเหตุหลักปนอยูดวย (ฟารมที่ 1, 4 และ 5)  (ตารางที่ 1)  
  

 
รูปที่ 1  ความชุกเตานมอักเสบแบบแสดงอาการและแบบไมแสดงอาการ ในระยะ 10 เดือนที่ศึกษา 

ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความชุกเตานมอักเสบระหวางฟารมทั้งหกฟารม  
(Ajariyakhajorn et al., 2003a) 
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ตารางที่ 2   การตรวจระบชุนิดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม ที่เปนสาเหตเุตานมอักเสบ 
ดวยชุดตรวจสอบคุณลักษณะทางชีวเคมีสําเร็จรูป API 20 STREP®  

 

 
 (กิตติศักดิ์ และ สุกุมา 2547)  

 
พบวามี Streptococcus uberis มากที่สดุในกลุมแบคทีเรีย Streptococcus spp. ที่แยกได

จากเตานมอักเสบ (65%; 70/124) ซ่ึงคุณสมบัติทางชวีเคมีของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้มีความแตกตาง
หลากหลายไดถึง 21 แบบของผลการตรวจดวยชุดตรวจสอบคุณลักษณะทางชวีเคมีสําเร็จรูป API 
20 STREP® อยางไรก็ตามพบวาเชื้อเกือบทุกสายพันธุตองมีความสามารถในการยอยสลาย 
aesculin และสามารถผลิตเอ็นไซม β -glucoronidase ได  
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รูปที่ 2  repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) ที่ใช primers: 
ERIC1R และ ERIC2 
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รูปที่ 3  รูปแบบลายพมิพสารพันธุกรรมของ S. uberis ที่ไดจากวิธี rep-PCR โดยใช ERIC primers  

M=100 bp DNA ladder, 1-8 เปน S. uberis ที่มีความแตกตางกัน (กิตตศิักดิ์ และ อลงกร, 
2547) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

      1,400 

 

          500 

              

             100 bp 
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รูปที่ 4  Dendrogram แสดงความสัมพันธของสายพันธุเชื้อ โดยกําหนดใหเชื้อที่มี similarity 

coefficient > 90 % จะถือเปนเชื้อสายพันธุเดียวกัน ดังน้ันลายพิมพสารพันธุกรรม
ของ S. uberis ที่ไดจากวิธี rep-PCR โดยใช ERIC primers สามารถจําแนกได 28 
รูปแบบลายพิมพสารพันธุกรรมซึ่งสามารถจําแนกออกเปน 13 จําพวก (I-XIII) 
(Discriminatory index = 0.87) (กิตติศักดิ์ และ อลงกร, 2547)  

 
พบวา repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) ที่ใช primers: 

ERIC1R และ ERIC2 สามารถสรางลายพิมพสารพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียได 28 รูปแบบจาก
ทั้งหมด 48 สายพันธุ ลายพิมพสารพันธุกรรมที่ไดมีจํานวนแถบประมาณ 3 ถึง 11 ตําแหนง โดยมี
ขนาดโมเลกุลตั้งแต 100 – 1,400 คูเบส ทั้งน้ีพบวาทีข่นาด 200 และ 1,300 คูเบสมีอยูในสวนมาก
ของรูปแบบลายพิมพสารพันธุกรรมที่ได (รูปที่ 3)   เม่ือกําหนดความคลายกันของรูปแบบลายพิมพ
สารพันธุกรรมที่ระดับ 90 เปอรเซ็นต พบวา 28 รูปแบบลายพิมพสารพันธุกรรมสามารถจําแนก
ออกเปน 13 จําพวก (รูปที ่4) rep-PCR โดยใช ERIC primers สามารถใหรูปแบบลายพิมพสาร
พันธุกรรมที่สามารถแสดงความแตกตางของเชื้อ S. uberis ไดสูง (Discriminatory index = 0.87) 
กลุมเชื้อที่นํามาศึกษาในครั้งน้ีมีความหลากหลาย (diversity) และพบวามีลักษณะความแตกตางของ
สารพันธุกรรมของเชื้อ S. uberis แตละสายพันธุที่กอใหเกิดเตานมอักเสบในฟารมโคนม  
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5. บทวิจารณ 
 

เชื้อแบคทีเรียในกลุม streptococci ที่มาจากสิ่งแวดลอมเปนกลุมสําคัญที่เปนสาเหตุกอใหเกิด
เตานมอักเสบแบบแสดงอาการในโคนมไดประมาณ 65 เปอรเซ็นต ถึงแมจะมีการจัดการฟารมที่ดี 
(Bramley, 1990)  การติดเชื้อเขาสูเตานมโดยเชื้อในกลุมน้ี พบวาเกิดไดตลอดระยะเวลาการใหนม
แตในตางประเทศพบวามักพบสูงในชวงของการพักรีดนม (dry period) และพบวาผลกระทบของ
ฤดูกาลก็มีสวนในการเพิ่มอัตราการติดเชื้อ  แมสวนใหญชวงระยะเวลาของการอักเสบจะสั้น 
(Todhunter et al., 1994)  แตพบมีการติดเชื้ออยางเรื้อรังภายในเตานมไดเปนระยะเวลานาน ซ่ึง
อาจเปนแหลงของการแพรเชื้อภายในฟารม (Ajariyakhajorn, 1998) ในประเทศสวิสเซอรแลนด ชวง
ป ค.ศ. 1988-1993 พบวาเตานมอักเสบแบบแสดงอาการประมาณ 31.5-36.6% และ 21.9-27.6% 
ของแบบไมแสดงอาการเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียในกลุม streptococci ที่แหลงที่มาจาก
สิ่งแวดลอม ไดแก Streptococcus uberis  S. dysagalactiae   Enterococcus spp เปนตน 
(Schällibaum, 1995)  เชื้อที่เปนสาเหตุสําคัญในกลุมน้ีที่พบมาก คือ Streptococcus uberis ซ่ึงพบ
กอปญหาไดทั่วไปในฟารมโคนม (Bramley, 1984) ซ่ึงการศึกษาในครั้งน้ีของประเทศไทยครั้งน้ีก็
พบวาเชื้อแบคทีเรียในกลุม streptococci ที่แหลงที่มาจากสิ่งแวดลอมเปนสาเหตุของเตานมอักเสบ
สูงถึง 13.7 ถึง 48.4% ซ่ึงจําแนกระบุชนิดเชื้อ Streptococcus uberis ไดมากที่สุดเชนกัน 

โดยในยุคแรกๆไดมีงานวิจัยศึกษาพบวา Streptococcus  uberis มีแหลงที่มาจากสิ่งแวดลอม 
เน่ืองจากสามารถแยกเชื้อน้ีไดจากผิวหนังบริเวณเตานม (Cullen, 1966) สามารถแยกเชื้อ 
Steptococcus uberis ไดจากน้ํานมโคที่ติดเชื้อ สามารถพบเชื้อในสิ่งแวดลอมที่โคอาศัยอยู เชน นํ้า 
ดิน พ้ืนคอก วัสดุปูรอง  หญา มูลสัตว และแมลงวัน และเชื้อสามารถ colonized บริเวณเตานม 
ผิวหนัง ริมฝปาก บริเวณสืบพันธุของโค และหัวนม ซ่ึงอาจเปนปจจัยโนมนําที่ทําใหโคมีการติดเชื้อ
เขาสูเตานมได (NMC, 1999, Zadok et al., 2005) 

  การศึกษาอณูระบาดวิทยาของเชื้อ Streptococcus  uberis โดยวิธีอาศัย repetitive sequence 
based polymerase chain reaction (rep-PCR) ซ่ึงเปนเทคนิคที่มีหลักการวา โดยทั่วไปสิ่งมีชีวิต
จําพวก prokaryote จะมีสวนของการเรียงตัวของสารทางพันธุกรรมที่มีลักษณะซ้ําๆกันแบบ 
repeating intergenic sequences หากมีการออกแบบ primer ที่สามารถจับและขยายเรียงตอลําดับ
สารพันธุกรรมระหวางชวงดังกลาวได ก็สามารถกอใหเกิดผลิตภัณฑที่หลังจากผาน gel 
electrophoresis จะสามารถใหรูปแบบลายพิมพสารพันธุกรรม(DNA fingerprinting) ได 
(Versalovic, 1991) การศึกษาครั้งน้ี ใชERIC1R และ ERIC2 primer ในการจําแนก Streptococcus 
uberis  48 สายพันธุ โดยกําหนดใหความคลายกันของรูปแบบลายพิมพสารพันธุกรรมที่ระดับ 90% 
สามารถสรางลายพิมพสารพันธุกรรมได 28 รูปแบบ และจําแนก (subtyping) ได 13 จําพวก ที่บง
บอกถึงความหลาหลายของลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อในกลุมน้ี และอาจสอดคลองกับลักษณะที่
สามารถพบเชื้อน้ีไดทั่วไปไมโดดเดนเพียงกลุมใดกลุมหน่ึง นอกจากวิธีน้ียังพบวา วิธี RAPD-
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fingerprint (random amplified polymorphic DNA) ก็สามารถใชจําแนกเชื้อชนิดนี้ไดผลในลักษณะ
เดียวกัน (Zadoks, 2002) 

การแพรกระจายของเชื้อ Streptococcus uberis จากเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ 
สามารถแพรเชื้อออกมาทางน้ํานมไดสูงถึง 107 cfu/มล. (James, 1999) ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหมี
แบคทีเรียรวมในถังนํ้านมสูงกวามาตรฐาน (Hayes et al., 2001) และทําใหเกิดการแพรกระจายของ
เชื้อภายในฝูงได ซ่ึงอุณหภูมิและชวงเวลาในการเก็บรักษาน้ํานม ภายใตอุณหภูมิ 10 oC เชื้อ 
Streptococcus uberis สามารถเพิ่มจํานวนไดตั้งแต 1.5 ถึง 3.5 log 10 cfu/mL ภายใน 5 วัน และ 
ภายใตอุณหภูมิที่มากกวา 21 oC เชื้อ Streptococcus uberis สามารถเพิ่มจํานวนไดภายใน 3 
ชั่วโมง (Dogan and Boor, 2004) ดังน้ันจํานวนเชื้อ Streptococcus uberis ที่ออกมาในน้ํานมถึงแม
จะมีจํานวนนอยแตเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็วอาจมีผลกระทบตอคุณภาพน้ํานมถังรวม
ของฟารม นอกจากนี้เตานมอักเสบแบบแสดงอาการจากเชื้อ Streptococcus uberis จะใหนํ้านมมี
คาเซลลโซมาติกสูงกวา 600,000 เซลลตอมล. และภายหลังจากการเกิดเตานมอักเสบแบบไมแสดง
อาการยังสามารถใหปริมาณเซลลโซมาติกสูงเปนระยะเวลานาน (Haas et al., 2002)  
 การศึกษาในขั้นตอไปถึงความแตกตางและหลากหลายของ Streptococcus uberis ในการ
กอใหเกิดเตานมอักเสบ และผลกระทบตอปริมาณและคุณภาพของน้ํานมที่เปลี่ยนไป นอกจากนี้
การศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการกอใหเกิดเตานมอักเสบระหวางสายพันุ ตลอดจน
การศึกษาหาแนวทางการปองกัน เชน การทําวัคซีน และแนวทางการรักษาโดยใชยาที่ มี
ประสิทธิภาพจะชวยลดปญหาเตานมอักเสบและความสูญเสียได 

การศึกษาครั้งน้ีชี้ใหเห็นวาวิธี rep-PCR โดยใช ERIC primers สามารถใหรูปแบบลายพิมพ
สารพันธุกรรมที่สมารถแสดงความแตกตางของเชื้อ S. uberis ไดสูง (Discriminatory index = 0.87) 
และแสดงใหเห็นวากลุมเชื้อที่นํามาศึกษาในครั้งนี้มีความหลากหลาย (diversity) และพบวามี
ลักษณะความแตกตางของสารพันธุกรรมของเชื้อ S. uberis แตละสายพันธุที่กอใหเกิดเตานมอักเสบ
ในฟารมโคนม 
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2. การนําผลงานไปใชประโยชน 

2.1 เชิงวิชาการ 
2.1.1 การพัฒนาการเรียนการสอน คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ดานการตรวจ
วินิจฉัยโรคเตานมอักเสบทางหองปฏิบัติการ สําหรับการสอนนิสิตชัน้ปที่ 5-6 
2.1.2 พัฒนาโครงรางงานวิจัยตอเน่ืองสําหรับนิสิตระดบับัณฑติศึกษา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 2.1.2.1 หัวขอวิทยานิพนธ เรื่อง ผลกระทบของการตดิเชื้อ Streptococcus uberis เขาเตา
นมโคตอคุณภาพน้ํานมดิบ 
 2.1.2.2 หัวขอวิทยานิพนธ เรื่อง ผลของอิมมูโนโกลบูลินจีตอการทาํงานของนิวโทรฟลใน
การตอตานเชือ้สเตรปโตคอกคัส ยูเบอริสที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบ 
 2.1.2.3  พัฒนาการสราง Collection การเก็บรักษาเชื้อ Streptococcus uberis ระยะยาว 


