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การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาสถานการณของโรคเตานมอักเสบที่เกดิขึ้นใน 
อําเภอปาพะยอม จังหวดัพทัลุง ตั้งแตเดอืนตุลาคม 2546 – เดือนมีนาคม 2547 และความสัมพันธ
ระหวางชนิดและปริมาณแบคทีเรียสาเหตหุลักของโรคเตานมอักเสบ ในแตละระดับและปริมาณ
ของปริมาณเซลลโซมาติกที่ไดจากการตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 ในน้ํานมดบิจากถังรวมนม 
จํานวน 78 ฟารมและเตานมจํานวน 63 เตา รวมถึงศึกษาความสัมพันธของแบคทีเรียสาเหตุหลักของ
โรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิและปจจยัทางสิ่งแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนม ไดแก ยางไลเนอร 
ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเชด็เตานมและน้าํที่ใชลางเตานม กับปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบ จากฟารม
จํานวน 18 ฟารม ในอําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง อีกทัง้ตองการเปรียบเทียบเทคนิคที่ใชกันอยูใน
ปจจุบันกับเทคนิคที่พัฒนาขึน้เพื่อตรวจปริมาณเซลลโซมาติก ปริมาณเซลลแบคทีเรีย และการ
จําแนกชนิดของแบคทีเรียในน้ํานมดิบ  

 

ผลการศึกษาสถานการณของโรคเตานมอักเสบที่เกิดขึ้นใน อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง 
พบวา ในป พ.ศ. 2546 เกษตรกรสามารถควบคุมการเกดิโรคเตานมอักเสบภายในฟารมและสามารถ
สงน้ํานมดิบทีม่ีมาตรฐานใหกับสหกรณโคนมพัทลุงไดดกีวาป พ.ศ. 2545  โดยพิจารณาจากปริมาณ
น้ํานมดิบของฟารมที่ผานเกณฑมาตรฐานเพิ่มมากขึ้น ขณะทีก่ารศึกษาความสัมพันธระหวาง
แบคทีเรียสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบในแตละระดับเซลลโซมาติก พบวา ปริมาณเซลล             
โซมาติกไมสามารถระบุปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียจนีัส 
Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ที่มีรายงานวาเปนเชือ้สาเหตุของโรคเตานมอักเสบ           
โดยพบปริมาณแบคทีเรีย 2 จีนัสดังกลาวเพียงรอยละ 3 ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบน
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อาหารเลี้ยงเชือ้ ขณะเดยีวกันปริมาณเซลลโซมาติกก็ไมสามารถระบุการตรวจพบแบคทีเรียจนีัส 
Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp.ในน้ํานมดิบทีไ่ดจากถังรวมนมและเตานมได            
แตสามารถบงชี้การผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดิบจาก
เตานมได  
 

สําหรับผลการศึกษาความสัมพันธของปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบจากฟารมของเกษตรกรกับ
ปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  แบคทีเรียจนีัส Streptococcus spp. และ 
Streptococcus spp. รวมถึงการตรวจพบแบคทีเรีย 2 จีนัสดังกลาว ในน้ํานมดบิและปจจยัทาง
ส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนม พบวา น้ํานมดิบมปีริมาณแบคทเีรีย 2 กลุมดงักลาวมากกวา
ปริมาณที่พบในปจจยัทางสิ่งแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรดีนม และปริมาณแบคทีเรียจีนัส 
Staphylococcus spp. ที่พบในน้ํานมดิบมีความสัมพันธกบัปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบ ขณะที่การตรวจ
พบแบคทีเรียจนีัส Streptococcus spp. ในน้าํนมดิบสัมพันธกับยางไลเนอร 
 

การเปรียบเทยีบเทคนิคที่นิยมในปจจุบันกบัเทคนิคที่พัฒนาขึ้น เพื่อใชตรวจปริมาณเซลล
โซมาติก ปริมาณเซลลแบคทีเรีย และการจําแนกกลุมหรือชนิดของแบคทีเรียในน้าํนมดิบ พบวา
วิธีการที่เหมาะสมในการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบ คือ การตรวจดวยเครื่อง 
Somacount 150 เพราะเปนวิธีการที่มคีวามแมนยําและรวดเรว็ แตมีขอดอยคือคาใชจายในการ
วิเคราะหตอตวัอยางสูงและเครื่องมือที่ใชมีราคาแพง ขณะที่เทคนิคการนับจํานวนเซลลโซมาติก
ดวยกลองจุลทรรศน โดยการยอมเซลลดวยสี Methylene blue มีประสิทธิภาพใกลเคยีงกับการตรวจ
ดวยเครื่อง Somacount 150 นอกจากนั้นการยอมดวยสี Methylene blue ยังมีจุดเดนอีกประการหนึ่ง 
คือ สามารถนับปริมาณเซลลแบคทีเรียรวมดวยไดในการยอมสีเพียงครั้งเดียว ทําใหมีคาใชจายนอย
และเปนทางเลือกที่เหมาะสม สําหรับหองปฏิบัติการทั่วไปในการตรวจวินิจฉยัโรคเตานมอักเสบ 
สวนการใชเทคนิค Fluorescence In Situ hybridization (FISH) ที่พัฒนาขึ้น มีแนวโนมที่จะใชตรวจ
กลุมหรือชนิดของแบคทีเรียในน้ํานมดิบทีเ่กี่ยวของกับโรคเตานมอักเสบ เนื่องจากใหผลสอดคลอง
กับเทคนิคการตรวจชนดิของแบคทีเรียโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ และสามารถลดขอจํากัดของเทคนิค
ดังกลาวทีใ่หผลลาชาและอาจผิดพลาดได สงผลใหการรักษาและปองกันโรคเตานมอักเสบสามารถ
ทําไดอยางมีประสิทธิภาพและทันทวงท ี
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Abstract 
 

This research aimed to study the current occurrence of mastitis in dairy farms at Papayom 
district, Phatthalung province from October 2003 to March 2004. The relationship between some 
numbers and types of bacteria causing mastitis and quantity of somatic cells enumerated by 
Somacount 150 from 78 raw milk samples in composite tank and 68 samples directly collected from 
cow’s udder.  In addition the relationship between main bacteria causing mastitis and environmental 
factors relating to milking process, namely, liner rubber, milk container, bucket, cloth and wash water 
were also studied from 18 diary farms.  The comparison of conventional methods (namely, California 
Mastitis Test, Methylene blue reduction test,  direct somatic cell count, viable plate count and 
screening for main bacteria genus causing mastitis) and the newly modified methods (namely, 
Methylene blue staining, DAPI staining and FISH technique) for mastitis detection were conducted. 

 

The results showed that in 2004, the farmers can control mastitis situation much better than in 
2003 as more farms could produce high quality of raw milk to center of milk collection, Phatthalung 
diary cooperative. It was found that the main bacteria causing mastitis at different somatic cell 
numbers did not relate to the amount of total bacteria grown on culture media, neither for the 
Staphylococcus spp. nor Streptococcus spp. detected in milk container and cow’s udder. However, the 
amount of somatic cells indicated the high milk quality compared to the raw milk quality standard for 
highest number of coliform bacteria allowed to present in raw milk. 
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Moreover, it was found that there was some correlation between the numbers of total bacteria 
and the levels was in relation of milk production capacity per day. Also the amount of Staphylococcus 
spp. from raw milk related to the level of farm capacity in milk production per day, whereas the 
amount of Streptococcus spp. detected in raw milk related to those detected in liner rubber. 

  

The development of same mastitis diagnostic methods were also conducted and compared. It 
was proposed that the methylene blue staining could be an alternative method for mastitis and milk 
quality test as it was shown similar efficiency detection with low operational cost and less 
sophisticated equipment compared to the Somacount 150. The latter method, although showed the 
highest performance in terms of accuracy and rapidness but due to high investment cost for small 
scale laboratory.  Also the Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) technique was exhibited the 
high potential to be a method of choice to detect mastitis, as its rapidness and accuracy compared to 
the conventional methods. 
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 ขอขอบคุณสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง วทิยาเขตชุมพร ที่ใหความ
อนุเคราะหดานเทคนิคและสนับสนุนเครื่อง Somacount 150  
 ขอขอบคุณภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยทักษณิ ทีไ่ดเอ้ือเฟอ สถานที่ วัสดุ
อุปกรณ และสารเคมีในการทําวิทยานพินธครั้งนี ้
 ขอขอบคุณ คุณสมพงศ โอทอง เพื่อนๆ และนองๆ ในภาควิชาชวีวิทยาท่ีไดมีสวนชวยเหลือให
การทําวิทยานพินธครั้งนี้สําเร็จลุลวงไดดวยด ี
 สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และญาติๆ  ที่คอยชวยเหลือทั้งทางดานการเงนิและ
คอยเปนกําลังใจใหดวยดเีสมอมา 
 

มงคล ประทุมมณ ี   
  ตุลาคม 2548    
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ปจจุบันอาชีพการเลี้ยงโคนมไดแพรหลายไปสูทั่วทุกภาคของประเทศไทย และนับวันมี

แนวโนมขยายตัวเพิ่มมากขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากคนไทยไดใหความสําคญักับสุขภาพและเขาใจคณุคา
ทางโภชนาการของน้ํานมมากขึ้น ทําใหปริมาณน้ํานมทีผ่ลิตไดภายในประเทศไมเพยีงพอตอความ
ตองการ สงผลใหมีการนําเขาผลิตภัณฑนมจากตางประเทศมูลคาปละไมต่ํากวา 12,871 ลานบาท     
ทําใหมีการสงเสริมการเลี้ยงโคนมขึ้นใน 40 จังหวัดทั่วประเทศ สําหรับภาคใตมีจังหวดัที่ไดรับ
สงเสริมจํานวน 4 จังหวัด คือ ประจวบคีรีขันธ ชุมพร สุราษฎรธานี และพัทลุง (สํานักงาน                 
สุขศาสตรสัตวและสุขอนามัยที่ 9, 2548) โดยจังหวดัพัทลุงเปนจังหวัดที่มกีารเลีย้งโคนมมากเปน
อันดับหนึ่ง และมีอําเภอปาพะยอมเปนอาํเภอที่มีการเลีย้งโคนมมากทีสุ่ด (สหกรณโคนมจังหวดั
พัทลุง, 2546) แมวาการเลี้ยงโคนมจะเปนอาชีพที่ไดรับความนยิม แตการเลี้ยงโคนมก็มีปญหาหลาย
ประการ เชน พันธุกรรม อาหารและการใหอาหาร การจัดการเลี้ยงดูและการจัดการสุขภาพ เปนตน
โดยทางดานสขุภาพของโคนม ปญหาโรคเตานมอักเสบ (Mastitis) ถือไดวาเปนปญหาที่สําคัญมาก 
เพราะสงผลกระทบตอปริมาณและคณุภาพของน้ํานมดบิ (Bhushan, 2000) โดยรายงานการศกึษา
เกี่ยวกับสาเหตุของโรคเตานมอักเสบ พบวาสวนใหญระบุวาเกดิจากแบคทีเรีย โดยเฉพาะจีนัส 
Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. (สุณรัีตน, 2541; William et  al., 2002) สําหรับวิธีการ
ตรวจแบคทีเรียน้ํานมดิบที่นยิมใชกนัอยูเปนการตรวจเพือ่บงชี้คุณภาพน้ํานม ผลิตภัณฑนม และ     
อายุการเก็บรักษา (Sorhaug and Stepaniak, 1997; Clarke and Pinder, 1998) 

 

 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาสถานการณของการเกดิโรคเตานมอักเสบใน 
อําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง และศึกษาความสัมพันธของปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดที่เจริญบน
อาหาร Trypticase Soya Agar (heterotrophic bacteria plate count) ปริมาณแบคทีเรียจนีัส 
Staphylococcus spp. จีนัส Streptococcus spp. แบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด (Total coliform 
bacteria) และ Escherichia coli  ทั้งจากตัวอยางน้ํานมดบิในถังรวมนมและเตานมของแมโค รวมถึง
ศึกษาความสัมพันธของแบคทีเรียดังกลาวที่พบในน้ํานมดิบจากถังรวมนมกับปจจยัส่ิงแวดลอมที่
เกี่ยวของกับการรีดนม ดวยเทคนิคการศกึษาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ (culture-dependent technique)        
ซ่ึงเปนวิธีการเดียวกับรายงานการศึกษาอืน่ๆ อีกทั้งยังตองการพัฒนาเทคนิคการตรวจปริมาณ        
เซลลโซมาติกที่มีประสิทธิภาพใกลเคียงกบัการตรวจดวยเครื่องนับปรมิาณเซลลโซมาติกอัตโนมตัิ 
“Somacount 150” ที่มีตนทนุการลงทุนและคาใชจายต่ํากวา รวมถึงตองการพัฒนาเทคนิคการตรวจ
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ปริมาณและกลุมของแบคทีเรียโดยไมใชอาหารเลี้ยงเชื้อ (culture-independent technique) เพื่อลด
ขอจํากัดของเทคนิคการศึกษาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหผลลาชาและอาจผิดพลาดได โดยการศกึษา
คร้ังนี้เลือกที่จะพัฒนาเทคนคิ Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ที่มีประสิทธิภาพสูง       
ในการศึกษาปริมาณและกลุมของแบคทีเรียที่สนใจ โดยเลือกใชนิวคลีโอไทดสายส้ันๆ ที่ติดฉลาก
ดวยสารเรืองแสง (oligonucleotides probe) ที่จําเพาะกับกลุมแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคเตานม
อักเสบ เพื่อเปนทางเลือกสําหรับการศึกษาและวินิจฉยัโรคเตานมอักเสบในโคนม สงผลใหการ
รักษาและปองกันโรคเตานมอักเสบมีความถูกตองและรวดเร็วมากขึน้ ทําใหสามารถแกไขปญหา
โรคเตานมอักเสบในโคนม และลดการปนเปอนของแบคทีเรียในน้าํนมดิบไดอยางมีประสิทธิภาพ 
เพื่อชวยใหเกษตรกรผูเล้ียงโคนมมีความเปนอยูดีขึ้น อีกทั้งยังทําใหคนไทยมีโอกาสไดบริโภคนมที่
ความปลอดภยัและราคาถูกเพิ่มมากขึ้น  
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.  ศึกษาสถานการณของโรคเตานมอักเสบในโคนมของอําเภอปาพะยอม จังหวัด
พัทลุง และความสัมพันธระหวางแบคทีเรียสาเหตุโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดิบ ทัง้จากถังรวมนม 
จากเตานมของแมโค และปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม  

2.  เปรียบเทียบเทคนิคการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบจากแมโครีดนม         
ที่พัฒนาขึ้นกบัเทคนิคที่นิยมใชในปจจุบนั  

3.    เปรียบเทียบเทคนิคการตรวจปริมาณและกลุมของแบคทีเรียในตวัอยางน้ํานมที่
พัฒนาขึ้นกับการตรวจปริมาณและกลุมของแบคทเีรียในตัวอยางน้ํานมที่นิยมใชในปจจุบัน 

 

ขอบเขตของการวิจัย 
 

1. ศึกษาสถานการณของโรคเตานมอักเสบจากถังเก็บน้ํานมรวมเกษตรกรที่ศูนยรับ
น้ํานมดิบ อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง ชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2547  

2. ศึกษาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด และแบคทีเรียที่เปนสาเหตุสําคัญในการกอใหเกิด
โรคเตานมอักเสบในแมโครีดนม ทั้งที่พบในน้ํานมดิบและปจจัยทีเ่กีย่วของกับการรดีนม โดยเลือก
ชนิดแบคทีเรียที่มีรายงานวาเกี่ยวของกบัการเกิดโรคเตานมอักเสบ 4 ชนิด คือ Staphylococcus spp., 
Streptococcus spp., Escherichia coli และแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด ดวยเทคนิคการศึกษาดวย
อาหารเลี้ยงเชือ้ 
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3. ศึกษาการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยน้ํายา California Mastitis Test (CMT) 
การตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 การยอมสี Methylene blue และการยอมดวยสารเรืองแสง       

4′, 6-diamidino 2-phenylindole (DAPI)  
 4. ศึกษาการนับปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดโดยในน้ํานมดิบ ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ     
การยอมสี Methylene blue การยอมสารเรืองแสง DAPI และการตรวจกลุมของแบคทีเรียดวย
เทคนิค Fluorescence  In Situ  Hybridization (FISH)  
 

สถานที่และระยะเวลาการทําวิจัย 
 

ภาควิชาชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยทักษิณ และฟารมโคนมของเกษตรกรใน 
อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม พ.ศ.  2546 ถึงเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2548 

 
 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของ 

 
1. สถานการณปจจุบันและแนวโนมการเลี้ยงโคนมในประเทศไทย 
 

 การเลี้ยงโคนมในประเทศไทยมีมานานแลว แตการเลี้ยงโคนมเพือ่ผลิตน้ํานมเชิงการคา    
เร่ิมอยางจริงจงัเมื่อป พ.ศ. 2505 (เกษตรและพิเชษ, 2531) เนื่องจากการที่ประเทศไทยเปนสมาชกิ
ขององคการการคาโลก (World Trade Organization : WTO) ที่มีขอตกลงใหประเทศไทยเปดการคา
เสรีสินคาประเภทนมและผลิตภัณฑนมตั้งแตป พ.ศ. 2547 สงผลใหเกิดการแขงขันทางการคา          
ระหวางประเทศ และมีผลกระทบโดยตรงตอเกษตรกรผูเล้ียงโคนม โดยเฉพาะการปรับตัวทางดาน
การพัฒนาความรูและการพฒันาฟารม เพื่อใหน้ํานมดิบที่ผลิตออกมาจากฟารมมีคณุภาพตาม
มาตรฐานสากลและสามารถแขงขันในตลาดโลกได การเลี้ยงโคนมของประเทศไทยไดมีการพัฒนา
มาอยางตอเนือ่ง ซ่ึงการพัฒนาทีผ่านมาประสบความสําเร็จในดานการเพิ่มจํานวนเกษตรกร     
ปริมาณโคนม และการกระจายพื้นที่การเลี้ยงโคนม แตความสําเร็จในการพัฒนาคณุภาพน้ํานมดิบ 
และประสิทธิภาพการใหผลผลิตของโคนมยังอยูในระดบัต่ํา โดยประสิทธิภาพการใหผลผลิตของ
โคนมเฉลี่ยทั้งประเทศมีเพยีง 10-11 กิโลกรัม/ตัว/วัน (ฉลอง, 2546) การอยูรอดของอุตสาหกรรม
การเลี้ยงโคนม ขึ้นอยูกับความสามารถในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตทั้งดานปริมาณผลผลิตและ
องคประกอบของน้ํานม ซ่ึงเปนตัวกําหนดรายไดของเกษตรกรผูเล้ียงโคนม โดยราคาน้ํานมดิบจะ
เปลี่ยนแปลงไปตามองคประกอบของน้ํานม (Philpot, 2001) น้ํานมที่คณุภาพดีเหมาะแกการบริโภค
ตองมีปริมาณจุลินทรียปนเปอนนอย มปีริมาณเม็ดเลอืดขาวหรือเซลลโซมาติกต่ํา และปราศจาก   
สารตกคาง (ธนู, 2543;  สุณีรัตน, 2542) ทําใหเกษตรกรผูเล้ียงโคนมในอนาคตจําเปนตองมีความรู
ในดานการจัดการฟารมเปนอยางดี เพือ่ใหน้ํานมดิบที่ผลิตไดเปนไปตามประกาศของกระทรวง
เกษตรและสหกรณ เร่ืองมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 
เพื่อเปนประโยชนตอการปรบัปรุงคุณภาพ การจัดการสิ่งแวดลอม และ      การคุมครองผูบริโภค 
ใหสอดคลองกับขอตกลงขององคการการคาโลก  
 

 จากขอมูลในป พ.ศ. 2545 ของกรมปศุสัตว พบวาประเทศไทยมเีกษตรกรที่เล้ียงโคนม 
24,679 ครอบครัว มีจํานวนโคนมรวมทั้งสิ้น 343,812 ตัว เปนแมโคใหนมจํานวน 177,525 ตัว           
โคสาวและโครุนจํานวน 166,277 ตัว มีปริมาณน้ํานมดบิที่ผลิตไดรวม 660,297 ตัน ขณะที่ขอมลู
ปริมาณการบริโภคนมพรอมดื่มของคนไทยมีจํานวน 1.5 – 1.6 ลานตัน/ป จะเห็นวาปริมาณการ
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บริโภคนมไมสอดคลองกับความสามารถการผลิตน้ํานมภายในประเทศ และนับวนัแนวโนมความ
ตองการบริโภคนมของคนไทยเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ ทําใหตองมีการนําเขาผลิตภัณฑนมจากตางประเทศ
คิดเปนมูลคา 12,871 ลานบาท/ป ซ่ึงถารวมมูลคาธุรกิจที่เกี่ยวของกับนมและผลิตภณัฑนมทั้งระบบ
จะมีมูลคาสูงถึง 22,000 ลานบาท/ป ที่ทําใหเกิดการสรางอาชีพและสรางความมั่นคงตอระบบ
เศรษฐกิจและสังคมของชาติ (สํานักงานสขุศาสตรสัตวและสุขอนามัยที่ 9, 2548)  
  

 การสงเสริมการเลี้ยงโคนมในประเทศมีสวนทําใหการนําเขาน้ํานมและผลิตภัณฑนมจาก
ตางประเทศลดลง (วิบูลวรรณ, 2547) เพิ่มโอกาสใหคนไทยจะไดมีโอกาสบริโภคอาหารที่มี
ประโยชนเพิม่มากขึ้น เนื่องจากจุดเดนของอาหารประเภทน้ํานมคือ ดืม่งาย ยอยงาย มีกระบวนการ
เตรียมการบริโภคไมยุงยาก (ณรงศักดิ,์ 2541) เหมาะสมกับสังคมเมืองที่ตองทํางานแขงขันกับเวลา 
อีกทั้งยังเปนการชวยใหเกษตรกรในชนบทมีความเปนอยูที่ดีขึ้น ปจจบุันผลตอบแทนของเกษตรกร
ผูเล้ียงโคนมหลงัจากหักตนทุนการผลิตแลวคือ 3.51 บาท/กิโลกรัม (ศูนยพนัธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ, 2544) และเปาหมายทีก่ําหนดไวในแผนพัฒนาการเศรษฐกิจและสังคม
แหงชาติ ฉบับที่ 9 พ.ศ. 2545 – 2549 ที่จะเพิ่มอัตราการใหนมของแมโคเฉลี่ยทั้งประเทศจาก 10 
กิโลกรัม/ตัว/วนัเปน 14 กิโลกรัม/ตัว/วัน ในป พ.ศ. 2549 ซ่ึงจะทําใหเกษตรกรมีรายไดจากการเลี้ยง
โคนมวันละ 30 ถึง 50 บาท/ตัว ซ่ึงขอมูลจากกรมปศสัุตวพบวา จังหวัดพัทลุงเปนจังหวัดที่มกีาร
เล้ียงโคนมมากเปนอันดับหนึ่งของภาคใต ในป พ.ศ. 2547 มีเกษตรกรที่เล้ียงโคนมและมีน้ํานมดิบ
จําหนาย 328 ครอบครัว มีโคนมรวม 4,380 ตัว เปนแมโคใหนม 1,628 ตัว โคแหงนม 609 ตัว            
โคสาวและโครุน 2,083 ตัว สามารถผลิตน้ํานมดิบได 17.29 ตัน/วัน (สํานักงานสุขศาสตรสัตวและ
สุขอนามัยที่ 9, 2547) โดยอําเภอปาพะยอมสามารถผลิตน้ํานมดิบไดมากที่สุด คอื 4.94 ตัน/วนั          
คิดเปนรอยละ 28.59 ของปริมาณการผลิตน้ํานมดิบทัง้หมดของจังหวัด (สหกรณโคนมจังหวดั
พัทลุง,  2546)  
 

2.   เกณฑการพิจารณาคุณภาพน้ํานมดิบทางจุลชีววิทยา 
  

 การที่ประเทศไทยเปนสมาชกิองคการการคาโลก ทําใหการแขงขันทางดานการตลาด         
ของสินคาประเภทนมสูงขึ้น จึงจําเปนตองมีการพัฒนาการผลิตน้ํานมดิบใหมีคณุภาพสูงขึ้น เพื่อให
สามารถแขงขันกับคูแขงทางการคาอื่นได จากขอมูลการศึกษา พบวามาตรฐานน้ํานมดิบของแตละ
ประเทศมีความแตกตางกัน (ตารางที่ 1) โดยประเทศไทยกําหนดมาตรฐานที่จะยอมรบัใหมีปริมาณ
จุลินทรียทั้งหมดและแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด (total coliform bacteria) ที่ปนเปอนในน้ํานมดบิ
สูงกวาประเทศอื่น หรืออาจกลาวไดวามาตรฐานน้ํานมดิบของประเทศไทยต่ํากวาหลายประเทศทีม่ี
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การสงออกน้ํานมและผลิตภณัฑนมเปนหลัก เมื่อพิจารณามาตรฐานที่เกิดจากการตกลงรวมกันของ
องคการอนามัยโลก (World Health Organization: WHO) กับองคการอาหารและเกษตรแหง
สหประชาชาต ิ(Food and Agriculture Organization of the United Nation : FAO) พบวาการกําหนด
มาตรฐานของปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมดโดยใชวิธีการ Most probable number (MPN) ซ่ึง
แตกตางจากมาตรฐานอื่นที่ใชคาการตรวจสอบแบคทีเรียเปนคา colony forming unit (CFU)  
 

ตารางที่ 1 มาตรฐานคุณภาพน้ํานมดบิที่ยอมรับใหมีการปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบของ        
แตละประเทศ/องคกรระหวางประเทศ 
 

มาตราฐานของ
ประเทศ/องคกร 

ปริมาณจุลินทรีย
ท้ังหมด 

ปริมาณจุลินทรีย
ทนรอน 

ปริมาณ  
total coliform 

อางอิง 

ไทย 400,000 (CFU/ml) 1,000 (CFU/ml) 10,000 (CFU/ml) กรมปศุสัตว(2542) 

เดนมารคและสวีเดน 100,000 (CFU/ml) 5,000 (CFU/ml) 1,000 (CFU/ml) วิพิชญ (2546) 

ออสเตรเลีย 150,000 (CFU/ml) 30,000 (CFU/ml) 10 (CFU/ml) วิพิชญ (2546) 

FAO และ WHO 200,000 (CFU/ml) - 10 (MPN/ml) Foodstuffs, Cosmetics and 
Disinfectant Act  (1972) 

 

3.   ปจจัยท่ีมีผลกระทบตอคุณภาพน้ํานมและปริมาณผลผลิตน้ํานมของแมโครีดนม 
 

ปจจัยที่มีผลตอคุณภาพและประสิทธิภาพการใหผลผลิตน้ํานมดิบของแมโครีดนม มาจาก  
2 ประเด็นใหญๆ คือ ส่ิงแวดลอมและพนัธุกรรม โดยพบวารอยละ 30 มาจากพันธุกรรม ไดแก 
ปริมาณการใหน้ํานมของโคนมแตละพนัธุและระยะเวลาใหน้ํานมแตละรอบ (stage of lactation) 
ขณะที่รอยละ 70 มาจากสิ่งแวดลอม ไดแก การจัดการฟารม (management) โภชนาการ (nutrition) 
และสุขภาพของโค (health status of the cow) ดังสรุปในภาพที่ 1 โดยเฉพาะปจจยัส่ิงแวดลอมจะทํา
ใหโคนมปวยเปนโรคติดตอ เชน โรคปากและเทาเปอย (foot and mouth disease) โรคแทงติดตอ 
(brucellosis) โรคเตานมอักเสบ (mastitis) เปนตน จากรายงานการศกึษาของสุณีรัตน (2546) ระบุวา
โรคที่สงผลกระทบตอปริมาณและคณุภาพน้ํานมมากที่สุดคือ โรคเตานมอักเสบ ซ่ึงสรางปญหา
ใหกับเกษตรกรผูเล้ียงโคนม เพราะนอกจากทําใหคุณภาพของน้ํานมลดลงแลว ยังทําใหสูญเสีย
รายได เนื่องจากปริมาณน้ํานมที่รีดไดลดลงและตองงดสงนมที่ไดจากโคที่เปนโรคเตานมอักเสบ 
สอดคลองกับรายงานของ William et al. (2002) ที่ระบุวาการเกดิโรคเตานมอักเสบทําใหเกษตรกรมี
ตนทุนการผลิตเฉลี่ยเพิ่มขึ้น 8,500 บาท/เดือน/โคนมหนึ่งตัว เนื่องจากผลผลิตน้ํานมที่ลดลง น้ํานม
ที่ตองทิ้งเนื่องจากมีคุณภาพต่ํา คาใชจายในการรักษา และแรงงานที่เพิ่มขึ้นเพื่อดแูลโคที่เปนโรค  
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ภาพที่ 1 ปจจัยที่มีผลตอผลผลิตและองคประกอบของน้ํานม ( Kennelly, 2000; ฉลอง, 2546) 
 

4.   จุลินทรียกับการเกิดโรคเตานมอักเสบ (mastitis) ในโคนม 
 

การเกิดโรคเตานมอักเสบขึน้อยูกับปจจัยทั้งทางกายภาพและชวีภาพ ปจจยัทางกายภาพ 
เชน ฤดูกาล สภาพโรงเรือน การดูแลดานสขุลักษณะและความสะอาดของอุปกรณและโรงเลี้ยงไมด ี
การรีดนมไมถูกวิธี เปนตน และปจจัยทางชวีภาพ เชน ลักษณะหวันม สุขภาพของโคนม พันธุกรรม 
เปนตน สงผลใหเชื้อจุลินทรยีลุกลามเขาสูเตานมกอใหเกดิการอักเสบของเตานมขึ้น  จากการศึกษา
รายงานวจิัยสวนใหญ พบวาเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคเตานมอักเสบในแมโครีดนม
ของประเทศไทยตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน คือ แบคทีเรีย โดยพบแบคทีเรีย 2 จีนัสหลัก คือ จีนัส 
Staphylococcus spp. โดยเฉพาะ Staphylococcus aureus และจีนัส Streptococcus spp. โดยเฉพาะ 
Streptococcus agalactiae ดังตารางที่ 2 ซ่ึงแบคทีเรียดังกลาวมีที่มาจาก 2 แหลง คือ 

 

4.1. แบคทีเรียท่ีมีแหลงท่ีมาจากตัวโคดวยกันเอง เปนแบคทีเรียที่ถายทอดมาจากโคสูโค 
เชน ถายทอดผานทางผาที่ใชทําความสะอาดเตานมกอนการรีดนม มือของผูรีดนมหรือเครื่องรีดนม 
เปนตน ไดแก แบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae              
(อนุชิต, 2545; Shem et  al.,  2001) 

 

 4.2. แบคทีเรียท่ีมาจากสิ่งแวดลอม เปนแบคทีเรียที่มาจากดิน คอก อาหารสัตว น้ํา เปนตน 
ไดแก แบคทีเรียในจนีัส Staphylococcus spp., Streptococcus spp., (นิมิต, 2540) 
 

ระยะเวลาการใหน้ํานมในแตละรอบของการใหนม 

โภชนาการ 

ปริมาณผลผลิตและองคประกอบของน้ํานม 

สุขภาพโคนม 

ส่ิงแวดลอม (70%) 

การจัดการฟารม 

ปริมาณการใหน้ํานมของโคนมแตละพนัธุ 

พันธุกรรม (30%) 
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ตารางที่ 2 รายงานการตรวจพบเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุของการเกดิโรคเตานมอักเสบในที่ตางๆ    
ของประเทศไทย ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน 
 

 

หมายเหตุ.  
 Stap.aureus  คือ Staphylococcus aureus  Strep.agalactiae คือ Streptocoocuc agalactiae 
 Stap. spp. คือ Staphylococcus spp.  Strep. spp. คือ Streptococcus spp. 
 E. coli คือ Escherichia coli      Stap. uberis คือ Staphylococcus  uberis  
M. spp. คือ Micrococcus spp.   B. spp. คือ Bacillus spp.  
K. spp. คือ Klebsiella spp.   P. asaeruginosa คือ Pseudomonas  aeruginosa 

 +  คือ เชื้อจุลินทรียที่พบในรายงานแตละครั้ง  
 

เช้ือจุลินทรียที่พบ 
Stap. 

aureus, 
Strep. 

agalactiae 
Stap. 
spp. 

Strep. 
spp. 

E. 
coli 

Stap. 
uberis 

M. 
spp. 

B. 
spp. 

K. 
spp. 

P. 
asaeruginosa 

สถานที ่ เอกสารอางอิง 

+ + - - - - - - - - มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร 

ชวนิศดากรและ
คณะ(2510) 

+ + - - - - - - - - ราชบุรี ธีรพงคและ      
คนอื่นๆ (2529) 

+ + + + - + + + + - องคการ
สงเสริมกิจการ
โคนมแหง
ประเทศไทย 

สุณีรัตน 
(2529) 

+ - + + - - - - - - ภาคใต ศุภลักษณและ      
คนอื่นๆ (2536) 

+ + + + + - - - + + ภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือ 

นิมิตและคนอื่นๆ 
(2537) 

+ + + + - - - - - - ภาคใต วาสนาและ         
คนอื่นๆ(2538) 

- - + - - - - - - - ขอนแกน ศีลธรรมและ       
คนอื่นๆ(2539) 

+ + - - - - - - - - มวกเหล็ก สุณีรัตน 
(2541) 

+ + + + - - - - - - พัทลุง พรพิมล 
(2545) 

+ + - - - - - - - - ขอนแกน อรัญและคนอื่นๆ 
(2546) 
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เกิดการจบัตัวของจลุินทรียบริเวณหัวนมภายนอก

เช้ือมีการเคลื่อนที่เขาสูเตานมบริเวณรูนม

มีการลุกลามของเช้ือจลุินทรียเขาสูตอมสรางน้าํนม (mammary gland)
ซึ่งอยูภายในเตานม จากนัน้จลุินทรียจะมีการสรางสารพษิทําใหเกิด

การระคายเคืองและมีการอักเสบเกิดขึน้

 กลไกการทําใหเกิดโรคเตานมอักเสบ เร่ิมตนจากการที่เชื้อแบคทีเรียสัมผัสกับเตานมผาน
ทางตัวกลาง เชน เครื่องรีดนม มือผูรีด น้ําลางเตานม ผาเช็ดเตานม เปนตน ( Arestrup et al., 1995; 
William et al., 2002) จากนัน้เชื้อแบคทีเรียจะเคลื่อนที่เขาสูภายในเตานมผานทางรูนม (teat canal) 
แลวมีการลุกลามเขาสูตอมสรางน้ํานม (mammary gland) และสรางสารพิษทําใหเกิดการ               
ระคายเคืองจนเกิดการอกัเสบขึ้นภายในเตานม (Bhushan, 2000) ดังภาพที่ 2 

 
 
 
 

 
 
 
 
  
  
 

 

 
ภาพที่ 2 กลไกการทําใหเกดิโรคเตานมอักเสบของจุลินทรีย (Bhushan, 2000) 
 

5.   อาการของโรคเตานมอักเสบ 
 

จากรายงานวิจยัของ Philpot and Nickerson (1991) พบวาการเกดิโรคเตานมอักเสบ
สามารถแบงเปน 2 ลักษณะ คือ ชนดิที่แสดงอาการและไมแสดงอาการของโรคเตานมอักเสบ            
ซ่ึงสงผลตอสุขภาพของแมโค เตานม และคุณภาพน้ํานมดิบแตกตางกนั คือ 
 

5.1.    แมโคท่ีเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis)  แมโคจะมีไขและ
เตานมบวมแดง น้ํานมที่รีดออกมาจะมีลักษณะเปนล่ิม ตะกอน หรือใส (ชวนศินดากร,  2540)          
หากมีการอักเสบอยางรุนแรงทอนมจะเกิดการอักเสบ ซ่ึงอาจสงผลใหไมสามารถรีดนมจากเตานม
นั้นไดอีก และอาจมีการลุกลามไปยังหวันมอื่นๆ หรือทําใหเกิดการอักเสบขึ้นที่บริเวณชองคลอด
และขาหนีบของแมโค ทําใหแมโคเสียชีวติในที่สุด (สุณรัีตน, 2544)  



 10 

5.2.  แมโคท่ีเปนโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ(subclinical mastitis) จะพบวา     
เตานมและน้ํานมที่รีดไดมีลักษณะปกติเมือ่มองดวยตาเปลา แตจะมีเชื้อจุลินทรียแฝงอยูภายใน     
เตานมทําใหปริมาณน้ํานมดบิที่รีดไดลดลง และปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวหรือที่เรียกกันทั่วไปวา 
เซลลโซมาติก (somatic cell) ในน้ํานมเพิ่มจํานวนขึ้น ซ่ึงเปนการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนั
แบบไมจําเพาะ (non-specific immune response) เพื่อกําจัดสิ่งแปลกปลอมออกจากรางกายโดย 
phagocytosis (Roitt et al., 1998) ทาํใหแมโครีดนมที่เปนโรคเตานมอักเสบมีอาการทุเลาลงและ      
เตานมเขาสูสภาพปกติ (Hogan et al., 1992)  

 

จากรายงานการศึกษาของทัศนีย (2537) พบวาโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ                
จะมีโอกาสพบไดมากกวาแบบแสดงอาการหลายเทาดังแสดงในตารางที่ 3 สอดคลองกับรายงาน
ของ Philpot และ Nickerson (2000) ที่พบวา การเกิดโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ              
จะมีความชกุชนุมากกวาแบบแสดงอาการ 
 

ตารางที่ 3 ขอมูลการสํารวจสภาวะโรคเตานมอักเสบจากเขตปศุสัตวตางๆในประเทศไทย 
ในป พ.ศ. 2537 (ทัศนีย, 2537) 
 

คารอยละเฉลี่ยของโคนมแตละเขตปศุสัตว 
(สํารวจรอยละ 10 ของโคนมทั่วประเทศ) 

เขตปศุสัตว 

 
อาการเตานมอักเสบ 

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 
เฉลี่ย 

(รอยละ) 

แสดงอาการ 0.00 1.67 13.70 10.30 17.47 12.29 1.64 2.86 0.58 6.72 

ไมแสดงอาการ 62.39 59.83 86.90 89.70 58.74 54.19 60.19 24.00 31.58 58.6 
 

6.   การรีดนมกับปญหาโรคเตานมอักเสบ 
 

การที่เชื้อจุลินทรียจะเขาสูเตานมได รูนม (teat canal) ตองเปดออก ชวงที่มีการเปดออกของ
รูนมสวนใหญคือ ขั้นตอนการรีดนม จึงกลาวไดวาการรดีนมมีโอกาสที่เชื้อจุลินทรียจะเขาสูเตานม
และกอใหเกิดโรคเตานมอักเสบไดมากที่สุด การรีดนมในปจจุบนัสามารถแบงไดเปน 2 วิธี คือ          
การรีดนมดวยมือและการรีดนมดวยเครื่องรีดนม ซ่ึงมีรายละเอียดแตละวิธีดังนี ้

 

6.1.   การรีดนมดวยมือ 
 

 เปนวิธีการที่มกีารใชกันมาตัง้แตสมัยโบราณ เปนวิธีการที่สะดวกและไมใชวัสดุอุปกรณที่
ซับซอน โดยการใชซอกนิ้วหัวแมมือกับนิ้วช้ีบีบรัดโคนของหัวนม เพือ่ปดกั้นไมใหน้ํานมในทอนม
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ไหลกลับคืนไปในเตานม จากนั้นใชนิ้วมอืที่เหลืออีก 3 นิ้ว บีบไลนมในทอหัวนมออกทางปลาย
หัวนมใหเกิดแรงดันภายในจนดันกลามเนื้อวงแหวนปลายหัวนมเปดออก จากนั้นคลายนิ้วหวัแมมือ
และนิว้ช้ีออก จะทําใหนํา้นมที่อยูในโพรงเก็บน้ํานมไหลลงมาที่ทอหัวนมพรอมที่จะถูกรีดตอไป       
ทําเชนนี้ไปเรือ่ยๆ จนกวานํา้นมหมดเตา ขณะรีดนมผูรีดนมตองใชมอืที่แหงและน้าํนมตองไมเลอะ
ตามฝามือหรือแขน การที่ผูรีดนมบางคนรีดนมดวยมือเปยกหรือเอาน้ํานมทามอืนับวาเปนการ
ปฏิบัติที่ไมถูกสุขลักษณะ เนือ่งจากจุลินทรยีจะมีโอกาสเขาสูเตานมไดงายขึ้น (วิพิชญ ,  2546) 
 

 6.2.   การรีดนมดวยเคร่ืองรดีนม (milking machine) 
 

 เปนวิธีที่มีหลักการทํางานเลยีนแบบการดดูนมของลูกโค โดยการสรางสุญญากาศขึ้น เพื่อ
ดูดนมออกมาจากเตานม ซ่ึงเครื่องรีดนมมีปลอกรูปทรงกระบอก 2 ช้ัน ช้ันนอกเปนกระบอกโลหะ 
(teatcup shell) สวนชัน้ในเปนยางออน (liner) หรือที่ชาวบานเรยีกวา ยางไลเนอร ตรงกลางภายใน 
ชองยางออนเปนชองที่ใชสําหรับสวมหวันม ซ่ึงนํ้านมจะไหลออกมาทางนี้ แรงสุญญากาศภายใน
ชองนี้จะเกิดขึน้อยางสมํ่าเสมอ ทําใหกระบอกดดูนมตดิกับหวันมตลอดเวลา โดยแรงสุญญากาศนี้
จะเกิดเปนจังหวะทําใหเกดิการดูดสลับกบัการปลอย ซ่ึงการปลอยหมายถึงอากาศภายนอกเขาสู            
ชองวางระหวางกระบอกโลหะกับยางไลเนอร ทําใหยางไลเนอรไปบีบหัวนมเพื่อใหนํ้านมไหล
ออกมา เมื่อเปลี่ยนจากการปลอยเปนการดูดยางไลเนอรจะถูกแรงดดูทําใหยางไลเนอรขยายออก  
แลวนํ้านมจะไหลจากโพรงเก็บนํ้านมลงมาแทนที่ทอหัวนม (ภาพที ่3) 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 กลไกการทํางานของเครื่องรีดนม 
ก. คือ การปลอยอากาศภายนอกเขาสูชองวางระหวางกระบอกโลหะกบัยางไลเนอร 
ข. คือ การดูดอากาศออกจากชองวางระหวางกระบอกโลหะกับยางไลเนอร 

ก. ข. 

Teat 

Teatcup shell 

Open Closed 
Liner (inflation) 

Pulsation chamber 
Under Atmospheric 
vacuum      pressure 

air 30 cm Hg (12”Hg) 
Vacuum 

30 cm Hg (12”Hg) 
Vacuum 

30 cm Hg (12”Hg) 
Vacuum 
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 เครื่องรีดนมถูกสรางขึ้น เพื่อใหเกดิความสะดวก ชวยผอนแรงแกผูรีดและสะอาดกวาการ
รีดดวยมือ เนือ่งจากน้ํานมถกูรีดออกจากหวันมเขาสูถังนมโดยตรงและฝุนละอองหรือส่ิงสกปรกไม
สามารถตกลงในถังรีดนมแบบการรีดนมดวยมือ อยางไรก็ตามถาปฏิบัติไมถูกวิธีจะเกดิอันตรายตอ
เตานมไดมากกวาการรีดนมดวยมือ โดยเฉพาะเมื่อเครื่องรีดนมทํางานในขณะที่เตานมไมมีน้ํานม 
เปนสาเหตุใหหัวนมเกิดการชอกช้ําภายใน อาจเปนเหตใุหเกิดโรคเตานมอักเสบขึ้น นอกจากนี้การ
ทําความสะอาดเครื่องรีดนมที่ไมถูกตอง น้ํานมที่ไดจะสกปรกมากกวาการรีดดวยมือ โดยรายงาน
การศึกษาของสุเมธ (2543) พบวา เกษตรกรสวนใหญไมคอยเปลี่ยนยางไลเนอรทีห่มดอายกุารใช
งาน ซ่ึงมีการแตกเปนรองเล็กๆและเกษตรกรบางรายไมถอดช้ินสวนอุปกรณออกมาทําความสะอาด
อยางทั่วถึง เชน วาลวเปด-ปดลมถวยรวมนมและยางไลเนอร เปนตน อันเปนแหลงสะสมของเชื้อ
แบคทีเรีย ทําใหมีโอกาสเกิดการระบาดของโรคเตานมอักเสบในฟารมเพิ่มสงูขึ้น 

 

7.   การตรวจคุณภาพน้ํานมดิบท่ีเก่ียวของกับการวินิจฉัยโรคเตานมอักเสบของโคนม 
 

การตรวจคณุภาพน้ํานมและผลิตภัณฑนมนับเปนขั้นตอนที่มีความจําเปนในการปรับปรุง
คุณภาพน้ํานมและผลิตภัณฑนมใหดีขึ้น เพราะการตรวจเปนตัวบงชี้ถึงสภาวะสุขลักษณะของน้ํานม
และผลิตภัณฑนมนั้นๆวาดีหรือไม สําหรับการทดสอบคุณภาพน้ํานมดิบที่นยิมใชตรวจสอบ      
โรค เตานมอักเสบไดแบงออกเปน 2 ขั้นตอน ไดแก ขั้นตอนการตรวจคุณภาพน้ํานมเบื้องตน และ
ขั้นตอนการตรวจคุณภาพน้าํนมในหองปฏิบัติการ ซ่ึงมีรายละเอียดดังตอไปนี ้

 

7.1.   ขั้นตอนการตรวจคุณภาพน้าํนมเบือ้งตน 
 

 เปนการตรวจคุณภาพน้ํานม ณ จุดรับน้ํานมของเกษตรกร โดยเจาหนาที่จากบริษัทผลิตนม
พรอมดื่มตองทําการตรวจคณุภาพทนัท ี เพื่อใชเปนเกณฑการตัดสินวาจะรบัซื้อน้ํานมนั้นเปน
วัตถุดิบในการผลิตหรือไม เพื่อปองกนัไมใหน้ํานมดิบที่มีคุณภาพต่ําไปปะปนกบัน้ํานมคุณภาพดี 
วิธีการตรวจคณุภาพน้ํานมเบื้องตนจะเปนวิธีการตรวจอยางงายๆ รวดเร็ว และไมเปนอุปสรรคตอ
การปฏิบัติงานของศนูยรวมนม วิธีการตรวจที่นยิมในปจจุบันมีอยู 2 วิธี  คือ การตรวจโดยใช
ประสาทสัมผัสและการตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี ้
 

  7.1.1.   การตรวจโดยใชประสาทสัมผัส (organoleptic tests)  
 

  เปนการตรวจคุณสมบัติทางกายภาพเบื้องตนของน้ํานม เกี่ยวกับรส กล่ิน สี และ
ความเปนเนื้อเดียวกันของน้ํานม โดยน้ํานมจากโคที่เปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการเทานั้น
ที่มีคุณสมบัติดังกลาวแตกตางจากน้ํานมคุณภาพดีอยางชัดเจน แมวาจะเปนวิธีการที่รวดเร็วและงาย
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ที่สุด แตผลที่ไดมีความผิดพลาดสูงเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ ที่สําคัญผูทดสอบตองมีความชํานาญเปน
พิเศษจึงจะทําใหผลที่ไดมีความนาเชื่อถือ (William  et  al.,  2002)  

 

7.1.2.   การตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล (alcohol test) 
 

  เปนวิธีการตรวจสอบคุณภาพน้ํานมเบื้องตนที่นิยมใชกันทั่วไป เพราะ เปนวิธีการ
ที่ไมยุงยาก สะดวกและรวดเร็ว (วพิิชญ, 2546) ประโยชนของการตรวจการตกตะกอนดวย
แอลกอฮอล คือ ทําใหทราบวาน้ํานมมีคณุภาพเหมาะสมที่จะนําไปผลิตนมพรอมดื่มหรือไม เพราะ
แอลกอฮอลจะทําใหโปรตีนในน้ํานมแปรสภาพไป โดยเฉพาะ casein เกิดการแข็งตวั (coagulation) 
ซ่ึงอาจมีสาเหตุจากการทํางานของจุลินทรียในน้ํานม ทีท่ําใหน้ํานมมคีวามเปนกรดเพิ่มขึ้น หรือมี   
อิออนของแคลเซียมและแมกนีเซียมในน้ํานมมากเกนิไป อยางไรก็ตามการตรวจสอบการ
ตกตะกอนดวยแอลกอฮอลมีโอกาสเกิดผลบวกเทียมไดสูง เนื่องจากความชํานาญของผูปฎิบัติงาน
ในการตรวจผล และการใชเอธิลแอลกอฮอลที่ความเขมขนสูงหรือต่ําเกินไป  
 

7.2.   การตรวจคุณภาพน้ํานมในหองปฏิบตัิการ 
 

 การตรวจคณุภาพน้ํานมในหองปฏิบัติการเปนการตรวจอยางละเอียด เพื่อตองการทราบวา
น้ํานมมีคุณภาพอยางไรและเหมาะที่นําไปผลิตเปนผลิตภัณฑใด อีกทั้งยังสามารถบอกถึงมาตรฐาน
การจัดการฟารมและความเสี่ยงตอการระบาดของโรคเตานมอักเสบของแมโคในฟารมได ซ่ึงวิธีการ
ที่นิยมใชในปจจุบันมีอยู 3 วิธี คือ การตรวจ Methylene blue reduction test การตรวจปริมาณเซลล
โซมาติกในน้ํานม และการตรวจเชื้อจุลินทรียสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคเตานมอักเสบ ซ่ึงมี
รายละเอียดดังตอไปนี ้
 

  7.2.1.   การตรวจ Methylene blue reduction test 
 

  วิธีการนี้เปนการศึกษาปริมาณแบคทีเรียในน้ํานมทางออม โดยอาศยัการวดัการ
ทํางานของแบคทีเรียในน้ํานม โดยเฉพาะแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติก ดวยการเติม Methylene blue 
ลงในน้ํานมและวัดระยะการเปลี่ยนสีหลังจากบมในอุณหภูมิที่เหมาะสม เชื้อแบคทีเรียในน้ํานมจะ
ผลิตเอนไซมที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของสารที่เปนองคประกอบของน้ํานม โดยเอนไซมจะนํา
ไฮโดรเจนอิออนจากสารในน้ํานมไปยังสารตัวรับ ซ่ึงการเติม Methylene blue ลงในน้ํานม เพื่อให
เปนตัวรับไฮโดรเจนอิออน โดย Methylene blue จะแยงจับไฮโดรเจนอิออนกับตวัรับที่มีในน้ํานม
ทําให Methylene blue มีปริมาณลดลงจึงเกิดการเปลี่ยนสี อัตราเร็วของปฏิกิริยาขึ้นอยูกับความ
เขมขนของเอนไซมที่สรางขึ้น ทําใหใชบงชี้ถึงจํานวนแบคทีเรียที่อยูในน้ํานมได โดยการเปลี่ยนสี
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อยางรวดเรว็ แสดงวามีเชื้อแบคทีเรียในน้าํนมจํานวนมาก (วิพิชญ, 2546) แตจากรายงานการศกึษา
ของอรัญและคนอื่นๆ (2546) ที่ศึกษาความสัมพันธระหวางการตรวจคุณภาพน้ํานมจากถังรวมนม
ดวยวิธี Methylene blue reduction test การตรวจปริมาณเซลลโซมาติก การตรวจปรมิาณและชนิด
แบคทีเรีย พบวา วิธี Methylene blue reduction test ที่ใชตรวจสอบคุณภาพน้ํานมในถังรวมนม        
ไมสามารถใชบงชี้การเกิดโรคเตานมอักเสบในฟารมโคนมได 
 

7.2.2.   การตรวจนับปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานม 
 

การติดเชื้อจุลินทรียของเตานมทําใหปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดบิเพิ่มมากขึ้น 
(สุณีรัตน, 2542)   ซ่ึงการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกทําไดหลายวธีิ เชน การตรวจดวยน้ํายา 
California mastitis test (CMT) ซ่ึงเปนวธีิการตรวจทางออมที่งายและรวดเร็ว โดยดูความหนืดของ
น้ํานมที่เปลี่ยนแปลงไป เนือ่งจากสารเคมีในน้ํายา CMT มีคุณสมบัตใินการทําลายเยื่อหุมเซลลของ
เซลลโซมาติก เมื่อเซลลโซมาติกแตกออกจะทําใหน้ํานมมีความหนดืเพิ่มขึ้น โดยทั่วไปการตรวจ
นับปริมาณเซลลโซมาติกโดยตรงมี 2 วธีิการ คือ การนับตรงดวยกลองจุลทรรศนซ่ึงเปนวิธีการ
ดั้งเดิมที่มีการใชกันอยางแพรหลาย (อรัญ, 2544) และการใชเครื่องตรวจนบัอัตโนมัติ เชน 
Somacount 150 ซ่ึงความสัมพันธของระดับ CMT ปริมาณเซลลโซมาติก และอาการโรคเตานม
อักเสบนั้นแสดงไวในตารางที่ 4 อยางไรก็ตามรายงานของสุณีรัตน (2544) พบวารอยละ 60 ของ
ตัวอยางที่มีปริมาณเซลลโซมาติก สูงกวา 500,000 เซลล/มิลลิลิตร ไมสามารถเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่
สาเหตุของโรคเตานมอักเสบได    ทําใหการตรวจโรคเตานมอักเสบ จําเปนตองตรวจเชื้อจุลินทรยีที่
เปนสาเหตุของการเกิดโรคเตานมอักเสบรวมดวยผลที่ไดจึงจะถูกตอง สอดคลองกับรายงานของ
กิตติกรและคนอื่นๆ (2545) ที่พบวา การศึกษาชนิดของแบคทีเรียรวมกับการทดสอบความไวของ        
ยาปฏิชีวนะตอเชื้อจุลินทรียสาเหตุของโรคเตานมอักเสบ ทําใหสามารถวินิจฉัยและควบคุมโรคนี้ได
อยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 

ตารางที่ 4 ความสัมพันธของระดับ CMT อาการโรคเตานมอักเสบและปริมาณเซลลโซมาติก 
ดัดแปลงจาก พนัส (2537); วาสนาและคนอื่นๆ (2545) 

 

ระดับ CMT อาการโรคเตานมอักเสบ Somatic  cell  (cell/ml) 
0 ไมมีอาการ (ปกติ) < 200,000 
T เริ่มมีอาการ 200,000-500,000 
1 ระดับนอย 500,000-1,000,000 
2 ระดับมาก >1,000,000 
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 7.2.3.   การตรวจเชื้อจุลินทรียสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคเตานมอักเสบ 
 

สุณีรัตน (2541) และ William et  al. (2002) รายงานผลการศึกษาปริมาณเซลลโซมาติก
รวมกับการศกึษาชนิดแบคทีเรียในน้ํานม และผลกระทบจากการสูญเสียผลผลิตน้ํานมดิบที่มี
คุณภาพต่ําอนัเนื่องมาจากการเกิดโรคเตานมอักเสบ โดยพบวาที่ระดับเซลลโซมาติก 500,000 เซลล/
มิลลิลิตร ซ่ึงในปจจุบันใชเปนเกณฑช้ีวดัวาเปนน้ํานมดบิที่ไดจากโคที่ปกตินั้น มกีารสูญเสียน้ํานม
ดิบคุณภาพต่ําจากการเกิด    โรคเตานมอกัเสบไปแลวถึงรอยละ 9 ของปริมาณน้ํานมที่ควรผลิตได 
ทําใหการตรวจชนิดแบคทีเรียในน้ํานมดิบ สามารถบงบอกปริมาณน้ํานมดิบที่ตองสูญเสียไปจาก
เกิดโรคเตานมอักเสบไดดกีวาการตรวจปรมิาณเซลลโซมาติก (ตารางที่ 5) อีกทั้งยังระบุการเกดิโรค
เตานมอักเสบไดดีกวา เนื่องจากรายงานวจิัยสวนใหญไดระบุวา การเกิดโรคเตานมอักเสบมีสาเหตุ
สําคัญจากเชื้อแบคทีเรีย (พรพิมล, 2545; อนุชิต, 2545; Shem et al., 2001)   
 
 

ตารางที่ 5 ความสัมพันธระหวาง CMT เซลลโซมาติก เชื้อแบคทีเรีย และผลผลิตน้ํานมที่เสียไป 
ดัดแปลงจาก สุณีรัตน (2541) และ William et al. (2002) 

 

 

ระดับ 
CMT 

จํานวนโซมาติกเซลล 
(เซลล/มิลลิลิตร) 

เช้ือแบคทีเรียที่พบ ผลผลิตน้ํานม 
ที่สูญเสียไป 

(รอยละของปริมาณที่
ควรผลิตได) 

100,000 3 0 
200,000 

total coliform bacteria 
6 

300,000 7 
400,000 8 

T 

500,000 

total coliform bacteria,   Staphylococcus aureus 

9 
600,000 
700,000 

total coliform bacteria  ,   Staphylococcus aureus ,    
Streptococcus spp.,   Streptococcus agalactiae, 

10 

800,000 
900,000 

11 

1 

1,000,000 

total coliform bacteria  , Staphylococcus aureus ,    
 Streptococcus spp. 

12 
2 1,200,000 total coliform bacteria  ,  Staphylococcus aureus ,  

 Streptococcus spp.,  Streptococcus agalactiae, Bacillus spp. 
>12 
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8.   วิธีการศึกษาประชากรแบคทีเรีย 
 

ปจจุบันการศึกษาประชากรแบคทีเรียสามารถทําได 2 วิธี คือ การศึกษาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ           
(culture-dependent methods) และไมใชอาหารเลี้ยงเชื้อ (culture-independent methods)          
การศึกษาวิธีแรกเปนการนําแบคทีเรียที่อยูในตัวอยางมาเลี้ยงใหเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนัน้         
ทําการนับจํานวนและสังเกตลักษณะของโคโลนีที่เกิดขึน้ แตการศึกษาประชากรแบคทีเรียดวย
วิธีการดังกลาวยังมีขอจํากัด โดยแตละโคโลนีที่พบอาจมาจากหลายเซลลที่จับตัวกนัเปนกลุมกอน 
ทําใหปริมาณแบคทีเรียที่ตรวจไดมีปริมาณนอยกวาความเปนจริง เนื่องจากมีรายงานวจิัยเปน
จํานวนมากทีพ่บวามีประชากรแบคทีเรียเพียงรอยละ 1 ของแบคทีเรียทั้งหมดเทานั้นที่เจริญไดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ และชนดิที่เจริญอาจไมใชแบคทีเรียกลุมเดนในสภาพแวดลอมหรือเปนสาเหตุที่
แทจริงในการกอใหเกิดโรค แตเปนชนิดที่เจริญไดดีในสภาวะหองทดลองบนอาหารเลี้ยงเชื้อเทานัน้ 
(Amann et al., 1995; Eilers et al., 2000; Bianchi and Giuliano, 1996) แมวาจะมกีารใชอาหารที่
เหมาะสม อาจจะพบวามแีบคทีเรียที่สามารถเจริญไดมากที่สุดไมเกนิรอยละ 15 ของแบคทีเรีย
ทั้งหมดเทานัน้ (Wagner et al.,  1995)  

 

ปจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคการศึกษาประชากรแบคทีเรีย โดยไมอาศัยอาหารเลี้ยงเชื้อขึ้น
เพื่อแกไขขอจาํกัดของวิธีการศึกษาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงมีดวยกันหลายวิธีการ เชน การนับตรง
ดวยกลองจุลทรรศน โดยการยอมเซลลดวยสีหรือสารเรืองแสง การใช Flow cytometry และเทคนิค
ที่อาศัยขอมูลจากลําดับเบสบนไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (rRNA approach technique) เชน 
Polymerase Chain Reaction (PCR) และ Fluorescence In Situ hybridization (FISH) ซ่ึงเทคนิค
เหลานี้มีประสิทธิภาพในการศึกษาประชากรแบคทีเรียมากกวาวิธีการเพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Manz  et  al.,  1992)  

 

วิธีการศึกษาปริมาณเซลลแบคทีเรียโดยการใชเครื่อง  Flow cytometry ที่อาศัยการทําให
เซลลที่ไดรับการติดเครื่องหมายเปนสียอมเรืองแสงเคลื่อนที่ผานตัวตรวจจับ (detector) ทางหลอด
เล็กๆ (Flow cell) เพื่อนับปรมิาณเซลลที่มีในตัวอยาง ซ่ึงวิธีการนี้มีการนํามาใชเมื่อ 20-30 ปมาแลว 
(Veal et al., 2000) โดย Gunasekera et al. (2000) และ Gunasekera et al. (2002) ไดนําเอาวิธีการ
ดังกลาวมาใชตรวจปริมาณเซลลโซมาติกและแบคทีเรียทั้งหมดในน้ํานม รวมกับการตรวจปริมาณ
แบคทีเรียดวยวิธีการเพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา การใชเครื่อง Flow cytometry สามารถ
ตรวจปริมาณเซลลโซมาติกและปริมาณแบคทีเรียได โดยปรมิาณแบคทีเรียที่ตรวจไดมีปริมาณ
มากกวาการตรวจดวยวิธีการเพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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การใช Polymerase Chain Reaction (PCR) เปนเทคนคิการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย
โดยใชเอนไซม DNA polymerase ซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดเปนลานชุดภายใน
เวลาเพียง 3-4 ช่ัวโมง (สุรินทร, 2545) โดย Fernandez et al. (1998) ไดนําวิธีการดังกลาวมาใชศกึษา
แบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบในแกะ ผลการศึกษาพบวา แบคทีเรียที่เปนสาเหตขุอง          
การเกิดโรคเตานมอักเสบในแกะคือ แบคทีเรียจีนัส Streptococcus parasanguinis ขณะที่การศึกษา
ของ Alexandre et  al. (2000) ที่นําเทคนิคนี้มาใชตรวจชนิดของแบคทีเรียในน้ํานมดิบที่ไดจาก      
แมโคที่เปนโรคเตานมอักเสบรวมกับการทํา Southern blot และการตรวจปริมาณเซลลโซมาติก 
พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกมีความสัมพันธกับการตรวจพบแบคทีเรียจนีัส Staphylococcus  aureus  
ซ่ึงเปนสาเหตสํุาคัญในการเกิดโรคเตานมอักเสบในโคนม  

  

เทคนิค Fluorescence In Situ hybridization (FISH) เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
วิเคราะหประชากรของแบคทีเรีย (Aoi et al.,  2000) และเปนเทคนิคทีไ่ดรับความนยิมในการศึกษา
ประชากรแบคทีเรียในสภาพแวดลอมตางๆ เชน ระบบบําบัดน้ําเสีย แหลงน้ําธรรมชาติ เปนตน 
(Amann  et  al.,  2001) โดยอาศยัขอมูลเกี่ยวกับ Ribosomal RNA ในสิ่งมีชีวติเพื่อออกแบบ 
Oligonucleotides ใหมีความจําเพาะกับสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษา ซ่ึง Oligonucleotides ดังกลาวจะมี
การติดฉลากสารเรอืงแสง เพื่อเปนตัวบงชี้การจับตัวกนัของ Oligonucleotides กับนิวคลีโอไทด
เปาหมายภายในเซลล โดยเรียก Oligonucleotides ที่มกีารติดฉลากสารเรืองแสงวา “ Probe” ซ่ึง
วิธีการนี้สามารถใชนับจํานวน หรือจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ตองการศึกษาออกจากแบคทีเรีย
ชนิดอื่นไดอยางสะดวก รวดเรว็ เนื่องจากสามารถตรวจสอบไดโดยตรงคลายกับการยอมสีเซลล
แบคทีเรีย ดวยกลองจุลทรรศนแบบอีพิฟลูออเรสเซนส (Epifluorescence microscopy) หรือ กลอง 
Confocal Scanning Laser Microscopy (CSLM) จะสามารถมองเหน็การเรืองแสงของ Probe ที่
จําเพาะเจาะจงกับแบคทีเรียกลุมนั้นๆได  

 

รายงานการศกึษาของ Gunasekera et al. (2003) ที่ใชเทคนิค FISH ในการตรวจสอบ
แบคทีเรียจนีัส Pseudomonas spp. ในตวัอยางน้ํานมรวมกับการทํา PCR  พบวา เทคนิค FISH 
สามารถจําแนกชนิดของ Pseudomonas spp. ไดไมแตกตางกับการทาํ PCR แตการทํา FISH ใน
น้ํานมจําเปนตองกําจัดโปรตนีและไขมนักอน เพื่อใหการนับจํานวนมีความถูกตองมากขึ้น 
เนื่องจากโปรตีนและไขมนัสามารถเกิดการเรืองแสงไดเอง (autofluorescence) (Effie et  al., 2001) 

 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ 
 

1.   อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.1 Trypticase Soya Agar (Merck Ltd., Germany) 
1.2  Mannitol Salt Phenol-red Agar (Merck Ltd., Germany) 
1.3  KF Streptococcus Agar (Merck Ltd., Germany) 
1.4 Fluorocount Lauryl Sulfate Broth (Merck Ltd., Germany) 

 

2.   สารเคมี 
 

2.1 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (Fluka, Switzerland) 
2.2 Triton x – 100 (Fluka, Switzerland) 
2.3 Protease from Bacillus sp. (Sigma, Germany) 
2.4 Oligonucleotide probe (Thermoelectron , Germany) 

2.5 4′,6-diamidino 2- phenylindole (Sigma, Germany) 
 
3.   อุปกรณ 
 

3.1 กลองจุลทรรศนแบบฉากสวาง  (Bright field microscope; Olympus CH 20, Japan) 
3.2 กลองจุลทรรศนเรืองแสง (Epifluorescence microscope; Olympus BX51, Japan)  
3.3 กลองถายภาพ Cooled CCD Digital Camera (Olympus DP50, Japan) 
3.4 Viewfinder Lite software version 1 (Olympus, Japan) 
3.5 เครื่องมือตรวจปริมาณเซลลโซมาติกอัตโนมัติ (Somacount®150, USA) 
3.6 ตูบมเชื้อ Hybridiser (TECHNE , England) 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

1.   การศึกษาสถานการณปจจุบันของโรคเตานมอักเสบ และความสัมพันธของแบคทีเรียสาเหตุของ
โรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิกับปจจัยท่ีเก่ียวของกับการรีดนมของฟารมโคนม อําเภอปาพะยอม 
จังหวัดพัทลุง 
 

 การศึกษานีต้องการสํารวจขอมูลเบื้องตน เพื่อหาแนวทางการพฒันาวิธีการวินจิฉัยและ       
เพื่อการปองกนัโรคเตานมอักเสบในฟารมโคนม โดยเลือกกลุมตัวอยางฟารมโคนมของเกษตรกร
อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง โดยมีขั้นตอนการดําเนนิงานดังนี ้
 

      1.1   ศึกษาสถานการณของโรคเตานมอักเสบ 
 

 การศึกษาสถานการณปจจุบนัและการระบาดของโรคเตานมอักเสบในโคนมของเกษตรกร
อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง เพื่อตองการทราบความเขาใจของเกษตรกรในการสงน้ํานมดบิ
ใหแกสหกรณโคนม จังหวัดพัทลุง และเปรียบเทียบวิธีการจําแนกโรคเตานมอักเสบในถังรวมนมที่
ใชในปจจุบันวามีความสอดคลองกันมากนอยเพยีงใด โดยกลุมประชากรที่ทําการศึกษาครั้งนี้ คือ 
ฟารมโคนมของสมาชิกสหกรณโคนม อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง จํานวน 78 ฟารม โดยมี
ขั้นตอนการศกึษาดังนี้  
 

 1.1.1   การเก็บตัวอยาง 
  ทําการเก็บตวัอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนมแตละฟารม จํานวน  100 มิลลิลิตร  
ดวยขวดแกวเก็บตัวอยางปราศจากเชื้อขนาด 150 มิลลิลิตร จากศูนยรับน้ํานมดิบ อําเภอปาพะยอม         
ชวงเดือนตุลาคม 2546 ถึงเดือนมีนาคม 2547 โดยเก็บตวัอยางไวที่อุณหภูมิไมเกิน 4 องศาเซลเซียส 
และทําการวิเคราะหภายใน 24 ช่ัวโมง 
       1.1.2    การจําแนกอาการของโรคเตานมอักเสบ 
   นําตัวอยางน้ํานมดิบมาตรวจปริมาณเซลลโซมาติกเบื้องตนดวยน้ํายา California 
mastitis test (CMT) และสงตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 ที่สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกลา   
เจาคุณทหารลาดกระบัง วิทยาเขตชุมพร รวมกับทดสอบ Alcohol test ทดสอบ Methylene blue 
reduction test (ภาคผนวก ก) ตรวจชนิดและปริมาณของแบคทีเรียดวยวิธีการเกลี่ยตัวอยางบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ (spread plate) โดยใชอาหาร Tryptic Soya Agar (TSA) ในการตรวจปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมด  ขณะที่แบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. ใชอาหาร Mannitol Salt Phenol-red 
Agar  (MSA) และจีนัส Streptococcus spp. ใชอาหาร KF Streptococcus Agar นําโคโลนีที่เจริญใน
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ตัวอยางน้ํานมดิบ 
 

แบคทีเรียในอาหาร MSA แยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ         แบคทีเรียในอาหาร KF  Streptococcus  แยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ 
 
 

ยอมสี Gram stain 
 
 
 

                               Gram positive                                                                          Gram negative 

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp.  
 
 
 

                                ทดสอบ Catalase test  
 
 
 

                     ผลบวก                                                        ผลลบ 

Staphylococcus spp., Micrococcus spp.            Streptococcus spp.  
 

 

ทดสอบ Oxidation Fermentation test    
 
 

    ผลบวก                               ผลลบ             

Staphylococcus spp.    Micrococcus spp.          

 

   

อาหาร MSA และ KF Streptococcus Agar ทําการพิสูจนอัตลักษณเบื้องตน (identification) ดวยการ
ทดสอบปฎิกิริยาทางชีวเคม ี ตามวิธีการจดัหมวดหมู (classification) ของ Bergey's Manual of 
Determinative Microbiology  9th edition (Holt et  al., 1994)  ดังแสดงสรุปในภาพที่ 4 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 4  ขั้นตอนเบื้องตน เพื่อแยกแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp.  
ในน้ํานมดิบดวยการทดสอบปฎิกิริยาทางชีวเคม ี

 

 ขณะที่การตรวจปริมาณแบคทีเรียโคโลฟอรมทั้งหมด (total coliform bacteria) และ 
Escherichia coli  ใชอาหาร Fluorocount Lauryl Sulfate Broth ดวยวิธีแบบ Most probable number 
(MPN) ของ George and Jackson (1998)  ดังแสดงในภาคผนวก ง 

 

 1.1.3   การวิเคราะหทางสถิต ิ
วิเคราะหความสัมพันธของวิธีการตรวจสอบคุณภาพน้ํานมดิบ โดยการตรวจ 

Methylene blue reduction test กับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหาร TSA ปริมาณ
แบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. และทําการวิเคราะหความสัมพันธของ
ระดับเซลลโซมาติกกับปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดที่เจริญบนอาหาร TSA ปริมาณแบคทีเรียจนีัส 
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Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ดวยโปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง             
Proc GLM/LSMEANS/PDIFF (ภาคผนวก จ)  

วิเคราะหความสัมพันธของวิธีการตรวจโรคเตานมอักเสบทั้ง 4 แบบ ไดแก                 
การทดสอบ Alcohol test การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยน้ํายา California mastitis test (CMT) 
การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง Somacount 150 และการตรวจจุลินทรยีสาเหตุหลักของ           
โรคเตานมอักเสบดวยโปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง Proc CATMOD (ภาคผนวก จ) 

วิเคราะหความสัมพันธของระดับเซลลโซมาติก กับการตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส 
Staphylococcus spp. Streptococcus spp. และ Staphylococcus spp. รวมกับ Streptococcus spp. และ
วิเคราะหความสัมพันธของระดับเซลลโซมาติก กับการผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่เจรญิบนอาหาร TSA ปริมาณแบคทีเรียโคโลฟอรมทั้งหมด ปริมาณ E. coli และปรมิาณ
แบคทีเรียโคโลฟอรมทั้งหมดรวมกับ E. coli ดวยโปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง         
Proc FREQ (ภาคผนวก จ) 

 

      1.2   การศึกษาความสัมพันธของแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิ 
  

 การศึกษานีใ้ชน้ํานมดิบจากเตานมของแมโครีดนมในทกุกลุมอาการของโรคเตานมอักเสบ 
เพื่อศึกษาอัตราสวนและความสัมพันธของแบคทีเรียสาเหตุโรคเตานมอักเสบในแตละกลุมอาการ 
ซ่ึงมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้  
 

 1.2.1   การเก็บตัวอยาง 
            เก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากเตานมแมโครีดนมของฟารมสมาชิกสหกรณโคนม อําเภอ
ปาพะยอม จังหวัดพัทลุง ชวงเดือนกุมภาพันธ 2547 ถึงเดือนพฤษภาคม 2547 จํานวน 63 ตวัอยาง 
เก็บจากเตานมปกติและเตานมที่เปนโรค โดยสังเกตลักษณะเตานมและน้ํานมเปนเกณฑในการ
คัดเลือกเบื้องตนรวมกับการทดสอบ California mastitis test (CMT) ซ่ึงน้ํานมดิบจากโคที่เปนโรค
เตานมอักเสบไดจากเตานมที่มีลักษณะบวมแดง น้ํานมที่รีดออกมาจะมีลักษณะเปนตะกอน หรือใส 
และระดบั CMT ตองมากกวา 1 ขณะที่เตานมปกติจะตองไมมีอาการดังกลาวและระดับ CMT ตอง
ไมเกิน 1 (ชวนิศนดากร, 2540) เก็บตวัอยางไวที่อุณหภมูิไมเกิน 4 องศาเซลเซียส ทําการวิเคราะห
ภายใน 24 ช่ัวโมง 

1.2.2   การจําแนกอาการของโรคเตานมอักเสบ 
 นําตัวอยางน้ํานมดิบมาตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง Somacount 150 

(Bentley Instruments Inc, USA) โดยแบงกลุมน้ํานมดบิตามอาการโรคเตานมอักเสบที่จําแนกดวย
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ปริมาณเซลลโซมาติก ออกเปน 4 กลุม ไดแก กลุมโคปกติ กลุมที่เร่ิมมีอาการโรคเตานมอักเสบ 
กลุมโรคเตานมอักเสบระดับนอย และกลุมโรคเตานมอักเสบระดับมาก  
 1.2.3   การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมท่ีเปนสาเหตขุองโรคเตานมอักเสบ 
  ทําการตรวจชนิดและปริมาณแบคทีเรียเชนเดียวกับขอ 1.1.2  
 1.2.4    การวิเคราะหทางสถติ ิ

          วิเคราะหความสัมพันธของระดับเซลลโซมาติกกับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จริญ
บนอาหาร TSA ปริมาณแบคทีเรียในจีนสั Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ดวย
โปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง Proc GLM/LSMEANS/PDIFF (ภาคผนวก จ) 

         วิเคราะหความสัมพันธของระดับเซลลโซมาติก กับการตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส 
Staphylococcus spp.    Streptococcus spp. และ Staphylococcus spp. รวมกับ Streptococcus spp. 
วิเคราะหความสัมพันธของระดับเซลลโซมาติก กับการผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่เจรญิบนอาหาร TSA ปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด ปริมาณ E. coli และปริมาณ
แบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด รวมกับ E. coli ในแตละระดับเซลลโซมาติกดวยโปรแกรม SAS 
System (1982) ดวยคําสั่ง Proc FREQ (ภาคผนวก จ) 
 

      1.3   ศึกษาความสัมพันธของแบคทีเรียสาเหตุโรคเตานมอักเสบในน้ํานมกับสภาพแวดลอม 
 

 เก็บตัวอยางจากน้ํานมดิบและปจจยัส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนมไดแก ยางไลเนอร 
ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานมและน้าํลางเตานม โดยแบงกลุมฟารมตามปริมาณผลผลิต เพื่อ
ตองการทราบวาฟารมที่มีปริมาณผลผลิตที่ตางกัน มีผลตอการปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดบิ
อยางไร และเพื่อศึกษาตวักลางในการแพรกระจายเชื้อแบคทีเรียจากปจจัยส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกบั
การรีดนมเขาสูเตานม โดยมขีั้นตอนการศึกษาดังนี้  
 

1.3.1    การเก็บตัวอยาง 
            เก็บตัวอยางจากฟารมสมาชิกสหกรณโคนม อําเภอปาพะยอม จังหวัดพทัลุง ตั้งแต

เดือนกรกฎาคม 2547 ถึงเดอืนกุมภาพันธ 2548 จํานวน 18 ฟารม แบงเปนกลุมฟารมที่ใหผลผลิต
นอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน กลุมฟารมที่ใหผลผลิตระหวาง 50 ถึง 100 กิโลกรัม/วนั และฟารมทีใ่ห
ผลผลิตมากกวา 100 กิโลกรัม/วนั ทําการคัดเลือกฟารมแตละกลุมแบบสุม โดยแตละฟารมจะเก็บ
ตัวอยางจาก 6 แหลง คือ น้ํานมดิบ ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานมและน้ําลางเตานม 
โดยน้ํานมดิบเก็บจากถังรวมนมของแตละฟารม จํานวน 100 มิลลิลิตร ในขวดเก็บตวัอยางที่
ปราศจากเชื้อ ขณะที่ ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม และผาเช็ดเตานม เก็บกอนการรีดนม ดวย
วิธีการ Swab คือใชสําลีพันปลายไมปลอดเชื้อ Swab เปนพืน้ที่ 100 ตารางเซนติเมตร (10 x10 
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เซนติเมตร) เก็บในหลอดทดลองที่บรรจุ 0.1% Peptone water 10 มิลลิลิตร และน้ําที่ใชลางเตานม
เก็บจํานวน 10 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลองที่ผานการฆาเชื้อ เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส     
ทําการวิเคราะหภายใน 24 ช่ัวโมง  

1.3.2 ขั้นตอนการตรวจหาชนิดและปริมาณแบคทีเรีย 
  ใชวิธีการเหมอืนขอ 1.2.3 
 1.3.3  การวิเคราะหทางสถิต ิ

 วิเคราะหความสัมพันธของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหาร TSA 
ปริมาณแบคทเีรียจนีัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ในน้ํานมดบิ ยางไลเนอร       
ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม น้ําลางเตานม และปรมิาณผลผลิตดวยโปรแกรม SAS System 
(1982) ดวยคําสั่ง Proc GLM/LSMEANS/PDIFF (ภาคผนวก จ) 

วิเคราะหความสัมพันธของการตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus spp. 
และ Streptococcus spp. ในน้ํานมดิบ ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม และน้ําลาง        
เตานมกับปริมาณผลผลิต และวิเคราะหความสมัพนัธในการผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหาร TSA ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมด และ E. coli ในน้ํานม
ดิบกับปริมาณผลผลิตดวยโปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง Proc FREQ (ภาคผนวก จ) 
 
2.   การศึกษาเปรียบเทียบการใชเทคนิคท่ีพฒันาขึน้กับเทคนิคท่ีนิยมใชในปจจุบันเพือ่ตรวจปริมาณ
เซลลโซมาติกของน้ํานมดิบ 
 

 เพื่อตองการใหเทคนิคการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกที่พัฒนาขึ้นสามารถใชไดน้ํานมดิบที่
มีคุณภาพแตกตางกัน ทําใหการศกึษานีใ้ชตัวอยางน้ํานมดิบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกแตกตางกัน 
เนื่องจากปริมาณเซลลโซมาติกมีผลตอคุณภาพน้ํานมดิบ  
 

       2.1    การเก็บตัวอยาง 
 นําตัวอยางจากขอ 1.1.1 มาจัดกลุมน้ํานมดิบตามระดบัเซลลโซมาติกที่สงตรวจดวยเครื่อง 
Somacount 150 ที่สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง วิทยาเขตชุมพร เปน
เกณฑในการแบงระดับเซลลโซมาติก โดยแบงเปนกลุมน้ํานมดิบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกนอยกวา 
200,000 เซลล/มิลลิลิตร กลุมน้ํานมดิบทีม่ีปริมาณเซลลโซมาติกระหวาง 200,000–500,000 เซลล/
มิลลิลิตร และกลุมน้ํานมดิบที่มปีริมาณเซลลโซมาติกมากกวา 500,000 เซลล/มิลลิลิตร โดยเลือกมา
กลุมละ 3 ตัวอยาง  
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ปริมาณเซลล (cell/ml)  = (A1+ A2 …+An) X 1000 X B 
     30 X n X C X D 

n  คือ จํานวนซ้ํา 
A1, A2 …, An  คือ ปริมาณเซลลที่นับไดในแตละซ้ํา  
B  คือ พื้นที่ Smear ตัวอยาง (ตารางไมโครเมตร) 
C  คือ พื้นที่ของ Objectives lens (ตารางไมโครเมตร) 
D  คือ ปริมาณตัวอยางที่ใชในการ Smear (ไมโครลิตร) 
 

      2.2   การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดบิ 
 การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกจะแบงออกเปน 3 วิธีการ คือ  

2.2.1   การตรวจดวยเคร่ือง Somacount 150  
  นําตัวอยางน้ํานมดิบในขอ 2.1 ที่ตองการวดัปริมาณเซลลโซมาติกมาเขาเครื่องเขยา
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  นําเขาเครื่อง Somacount 150 โดยเครื่องจะยอมเซลลโซมาติกที่อยูใน
น้ํานมดวยสีเรืองแสง Ethidium bromide โดยที ่ Ethidium bromide จะจับกับ DNA ของเซลล        
โซมาติก จากนั้นเครื่องจะนําน้ํานมดงักลาวเขาสู Flow cell เพื่อตรวจนับปริมาณเซลลโซมาติก   
โดยใช Helium- Neon laser เปนแหลงกําเนิดแสง และใช Photomultiplier Detector เปนตัวตรวจนบั
จํานวน อานผลปริมาณเซลลโซมาติกจากหนาจอของเครื่อง (Bentley Instrument, 1998) โดยตรวจ
ตัวอยางละ 3 ซํ้า 

2.2.2    การนับตรงดวยกลองจุลทรรศน โดยยอมเซลลดวยสี Methylene blue 
 ทําการพัฒนาสไลดที่ใช โดยนําสไลดตมในน้ําที่ผสม Detergent ที่อุณหภูมิ              

70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น ผ่ึงใหแหง แลวนาํไปเคลือบดวย
สารละลาย Gelatin 0.1 % ที่ผสมดวย Chromium potassium sulfate 0.01% ที่รอน นํามาผึ่งใหแหง 
จากนั้นนําตวัอยางในขอ 2.1 จํานวน 10 ไมโครลิตร มาเกลี่ยใหทั่วสไลดผ่ึงใหแหง แลวทําการยอม
เซลลดวยสี Methylene blue ตามวิธีการของสุณีรัตน (2544) นําสไลดที่ยอมสีแลว มานบัปริมาณ
เซลลในแตละรอย Smear ดวยกลองจุลทรรศน จํานวน 30 Fields โดยนับเฉพาะเซลลที่สามารถ
มองเห็นในพืน้ที่ของ Objectives lens เกินครึ่งเซลล และเลือก Fields ในการนับแบบสุมใหกระจาย
ทั่วพื้นที่รอย Smear ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้ 1 ตัวอยางจะทาํการ Smear 5 คร้ัง (จํานวนซ้ํา) แลวนํา
ปริมาณเซลลที่ไดมาคํานวณตามสูตรตอไปนี้  
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2.2.3   การนับตรงดวยกลองอีพิฟลูออเรสเซนต  โดยยอมสีเซลลดวย DAPI 
         นําตัวอยางในขอ 2.1 จํานวน 5 ไมโครลิตร มาเกลี่ยใหทั่วสไลด จากนั้นจุมสไลด

ใน Ethanol 50%  80%  98% อยางละ 3 นาทีตามลําดับ ผ่ึงใหแหง จากนั้นยอมเซลลดวย DAPI ที่มี
ความเขมขน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามธีการของ Wei Yu et  al. (1995) เพื่อใหสี DAPI ไปจับ
ตัวกับ DNA ภายในเซลล แลวตรวจผลดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง (Epifluorescence microscope;  
Olympus BX51) แลวถายภาพดวยกลอง Cooled CCD Digital Camera Olympus DP50 นับปริมาณ
เซลลและคํานวณผลเหมือนขอ 2.2.2 โดยตรวจตวัอยางละ 5 ซํ้า 

 
      2.3   การวิเคราะหคาทางสถิติ  
 วิเคราะหความสัมพันธของเทคนิคการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบแตละวธีิการ 
ดวยโปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง Proc GLM/LSMEANS/PDIFF (ภาคผนวก จ) 
 

3.   การศึกษาเปรียบเทียบเทคนิคท่ีพฒันาขึน้กับเทคนิคท่ีนิยมในปจจุบันเพื่อตรวจปริมาณและ 
ชนิดแบคทีเรียในน้ํานมดิบ 
 

เพื่อตองการใหเทคนิคการตรวจปริมาณเซลลแบคทีเรียที่พัฒนาขึ้นสามารถใชไดน้ํานมดิบ
ที่มีคุณภาพแตกตางกัน ทําใหการศกึษานีใ้ชตัวอยางน้ํานมดิบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกแตกตางกัน 
เนื่องจากปริมาณเซลลโซมาติกมีผลตอคุณภาพน้ํานมดิบ  
 

      3.1   เปรียบเทียบเทคนิคท่ีพัฒนาขึน้กบัเทคนิคท่ีนิยมใชในปจจุบัน เพื่อตรวจปริมาณแบคทีเรีย
ในน้ํานมดิบ 
 

  3.1.1   การเก็บตัวอยาง 
  ใชตัวอยางจากขอ 2.1  
  3.1.2   การตรวจปริมาณแบคทีเรียในน้ํานมดิบ 

 การตรวจปริมาณแบคทีเรียออกแบงเปน 4 วิธีการดวยกัน คือ 
 3.1.2.1   การตรวจปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร 
  นําตัวอยางมาเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร Trypticase Soya Agar 

(TSA) โดยใช 0.1% Peptone water ในการเจือจางตัวอยางน้ํานมดิบ   
3.1.2.2   การนับตรงดวยกลองจุลทรรศน โดยยอมสีเซลลดวยสี Methylene blue  

  ใชวิธีการเหมือนขอ 2.2.2  
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 3.1.2.3    การนับตรงดวยกลองอีพิฟลูออเรสเซนต โดยการยอมสีเซลลดวย DAPI 
  ใชวิธีการเหมือนขอ 2.2.3.  
 3.1.2.4 การนับตรงดวยกลองอีพิฟลูออเรสเซนตโดยการยอมสีเซลลดวย DAPI 

ตามวิธีท่ีปรับปรุงขึน้  
  นําตัวอยางน้ํานมดิบมากําจดัโปรตีนและไขมัน ตามวิธีการที่พัฒนาจาก

วิธีการของ Gunasekera  et  al.  (2003) โดยใชตวัอยางน้ํานมดิบจาํนวน 1 มิลลิลิตร เติมดวย 100 
ไมโครลิตร ของ Savinase และ 100  ไมโครลติรของ  0.1% Triton X  100 บมที่ 37 องศาเซลเซียส 
เวลา  30 - 45  นาที เติม 800 ไมโครลิตร ของ 0.15 M NaCl ปนที่ 14,000 rpm เวลา 10 นาที ดดู
สวนบนทิ้ง นาํตะกอนดานลาง ซ่ึงมีเซลลแบคทีเรียอยู เติมดวย 1 มิลลิลิตร ของ 0.15 M NaCl 
จากนั้นทาํการยอมเซลลดวย DAPI  นับปริมาณเซลลและคํานวณผลเหมือนขอ 2.2.2   

 

3.1.3     การวิเคราะหคาทางสถิติ  
  วิเคราะหความสัมพันธของเทคนิคการตรวจปริมาณเซลลแบคทีเรียในน้าํนมดิบ 
ดวยโปรแกรม SAS System (1982) ดวยคําสั่ง Proc GLM/LSMEANS/ PDIFF (ภาคผนวก จ) 

 

      3.2   การเปรียบเทียบเทคนิคการตรวจชนิดแบคทีเรียกลุมท่ีเปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบใน
น้ํานมดบิ 
 

 3.2.1   การเตรียมตัวอยาง 
           เติมแบคทีเรียกลุมที่เปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิที่ปราศจากเชื้อโดย
หลอดที่ 1 เตมิเชื้อ Escherichia coli  หลอดที่ 2 เติมเชือ้ Staphylococcus spp. หลอดที่ 3 เติมเชือ้ 
Streptococcus  spp. หลอดที ่4 เติมเชื้อ Escherichia coli กับเชื้อ Staphylococcus spp หลอดที่ 5 เติม
เชื้อ Escherichia coli กับเชื้อ Streptococcus  spp. บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
 3.2.2   การตรวจชนิดแบคทีเรียในน้ํานมดิบ 
 การตรวจชนดิแบคทีเรียจะทาํการเปรยีบเทยีบระหวางเทคนิคการใชอาหารเลี้ยงเชื้อรวมกับ
การพิสูจนอัตลักษณเบื้องตน (identification) ดวยการทดสอบปฎิกิริยาทางชีวเคมี ตามการจดั
หมวดหมู (classification) ของ Bergey's  Manual of Determinative Microbiology 9th edition           
(Holt et  al., 1994)  ซ่ึงเปนวธีิที่นิยมใชในปจจุบันกับเทคนิค FISH 
  3.2.2.1   การทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 
   ใชวิธีการเหมอืนขอ 1.2.3 
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 3.2.2.2   การทําเทคนิค FISH 

  นําตัวอยางนมมากําจัดโปรตีนและไขมัน เหมือนวิธีการในขอ3.1.2.4 
จากนั้นนําตัวอยางจํานวน 5 ไมโครลิตร มาทําเทคนิค FISH ตามวิธีการของ Amann  et  al. (1995) 
โดยไฮบริไดสดวย Probe เพื่อให Probe เขาไปจับตัวกับสายนิวคลิโอไทดเปาหมายภายในเซลล 
จากนั้นลาง Probe ที่ไมจับตัวหรือจับกันอยางไมจําเพาะออก  ตรวจผลดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง 
(Epifluorescence microscope;  Olympus BX51) และถายภาพดวยกลอง Cooled CCD Olympus 
DP50  ซ่ึง Probe ที่ใชศึกษาไดแก Probe EUB mixed, LGC mixed และGAM 42a (ตารางที่ 6)  

3.2.3    การเปรียบเทียบความสัมพันธของเทคนิคการตรวจชนิดแบคทีเรียกลุม       
ท่ีเปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดิบ 

เปรียบเทียบความสัมพันธของการตรวจพบเชื้อ โดยเทคนิคการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
รวมกับการตรวจสอบอัตลักษณเบื้องตน (identification) โดยปฎิกิริยาทางชีวเคมี ตามการจัด
หมวดหมู (classification) ของ Bergey's  manual of determinative microbiology  9th edition          
(Holt et  al., 1994)  กับเทคนิค FISH  

 

ตารางที่  6  DNA Probe ใชในการทดลองตรวจสอบกลุมของแบคทีเรียดวยเทคนิค FISH 
Probe % 

FA* 
Sequence (5’-3’) Specificity Reference 

EUB mixed   Domain Bacteria  

- EUB 338  GCTGCCTCCCGTAGGAGT  Amann et al. (1990) 

- EUB 338II 35 GCAGCCACCCGTAGGTGT  Daims et al. (1999) 

- EUB 338III  GCTGCCACCCGTAGGTGT  Daims et al. (1999) 

   LGC mixed   Gram-positive Bacteria with 
low G+C content 

 

- LGC 354A  TGGAAGATTCCCTACTGC  Meier et al. (1999) 

- LGC 354B 35 CGGAAGATTCCCTACTGC  Meier et al. (1999) 

- LGC 354C  CCGAAGATTCCCTACTGC  Meier et al. (1999) 

   GAM42a 35 GCCTTCCCACATCGTTT Gamma Proteobacteria Manz et al. (1992) 
 

หมายเหต ุ * % Formaldehyde ใชใสใน hybridization buffer  



บทที่ 4 
ผลและอภิปรายผล 

 

 การศึกษาสถานการณและการระบาดของโรคเตานมอักเสบในฟารมโคนมอําเภอปาพะยอม 
จังหวดัพัทลุง ตั้งแตเดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 ถึง เดือนมีนาคม พ.ศ. 2547 โดยศึกษาความสัมพันธ
ของแบคทีเรียสาเหตุโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดิบแตละระดับอาการจากถังรวมนมและเตานมของ
แมโค โดยเก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนมของเกษตรกร อําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง 
จํานวน 78 ฟารม รวมถึงน้ํานมดิบจากเตานมแมโคทีป่กติและเปนโรคเตานมอักเสบระดับอาการ
ตางๆ จาํนวน 63 เตา อีกทั้งศึกษาความสมัพันธของแบคทีเรียดังกลาวที่พบในน้ํานมดิบและปจจยั
ส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนม จากฟารมจํานวน 18 ฟารม ไดผลการศึกษาดังตอไปนี ้
 

1.   ศึกษาสถานการณปจจุบันของโรคเตานมอักเสบ และความสัมพันธของแบคทีเรียสาเหตุของ 
โรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิกับสภาพแวดลอมของฟารมโคนม อําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง 
 

 ประเทศไทยไดกําหนดจังหวัดที่ตองการสงเสริมการเลี้ยงโคนมขึ้น 40 จังหวัด ภาคใต             
มีจังหวดัที่ไดรับการสงเสริมจํานวน 4 จงัหวัด ไดแก ประจวบคีรีขนัธ ชุมพร สุราษฎรธานี และ
พัทลุง โดยจังหวัดพัทลุงนับเปนจังหวัดทีม่ีการเลี้ยงโคนมมากที่สุดในภาคใต คือ มีจํานวน 328 ราย
ใน 6 อําเภอ สามารถผลิตน้ํานมดิบได 17.3 ตัน/วนั โดยอําเภอปาพะยอมสามารถผลิตน้ํานมดิบได
เปนอันดับหนึง่ ผลิตน้ํานมดิบได 4.9 ตนั/วัน คดิเปนรอยละ 28.5 ของปริมาณการผลิตน้ํานมดิบ
ทั้งหมดของจังหวัด (สํานักงานสุขศาสตรสัตวและสุขอนามัยที่ 9, 2548) ดังแสดงในตารางที่ 7   
 

ตารางที่ 7 จํานวนสมาชิก ปริมาณน้ํานมดิบ และจํานวนโคนม ของสหกรณโคนมพัทลุง จํากัด 
ประจําเดือน กมุภาพันธ พ.ศ. 2548  (บัญชา สัจจาพันธ, ตดิตอสวนตวั)  
 

กลุมสมาชกิ 
(อําเภอ) 

จํานวนสมาชิก 
(ราย) 

ปริมาณน้ํานมดิบ 
(กิโลกรัม/วัน) 

แมโครีดนม 
(ตัว) 

แมโคแหงนม 
(ตัว) 

โคสาวโครุนและลูกโค 
(ตัว) 

ทามิหรํา 39 2,574 242 101 272 
ทาแค 68 2,580 278 113 442 

ปาพะยอม 76 4,939 407 144 467 
ลําปา 64 4,358 393 160 546 

เขาชัยสน 42 1,586 178 91 227 
บางแกว 39 1,249 127 50 129 
รวม 328 17,285 1,628 609 2,146 
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       1.1.   สถานการณโรคเตานมอักเสบที่เกิดขึ้นในอาํเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง 
 

จากผลการศึกษาปริมาณเซลลโซมาติกในตัวอยางน้ํานมดิบ จากถังรวมนมของเกษตรกร 
อําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง จํานวน 78 ฟารม ดวยเครื่อง Somacount 150 เพื่อศึกษาสถานการณ
ปจจุบันของโรคเตานมอักเสบในอําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง เนื่องจากน้ํานมดิบที่ไดจากแมโคที่
เปนโรคเตานมอักเสบจะมปีริมาณเซลลโซมาติกมากกวาแมโคปกติ (พนัส, 2547) ทําใหแบงกลุม
น้ํานมดิบได 4 กลุม คือ กลุมน้ํานมดิบทีม่ีปริมาณเซลลโซมาติกนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร 
กลุมน้ํานมดิบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกระหวาง 200,000 ถึง 500,000 เซลล/มิลลิลิตร กลุมน้ํานมดบิ
ที่มีปริมาณเซลลโซมาติกระหวาง 500,000 - 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร และกลุมน้ํานมดิบทีม่ี
จํานวนเซลลโซมาติกมากกวา 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร ผลการศึกษาพบกลุมน้ํานมดิบที่มีปริมาณ
เซลลโซมาติกนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร จํานวน 44 ตัวอยาง (รอยละ 56.4) กลุมน้ํานมดิบที่
มีปริมาณเซลลโซมาติกระหวาง 200,000 - 500,000 เซลล/มิลลิลิตร จํานวน 21 ตัวอยาง                   
(รอยละ 26.9) กลุมน้ํานมดิบที่มีปริมาณโซมาติกเซลลระหวาง 500,000 - 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร 
จํานวน 10 ตวัอยาง (รอยละ 12.8) และกลุมน้ํานมดิบทีม่ีปริมาณเซลลโซมาติกมากกวา 1,000,000 
เซลล/มิลลิลิตร จํานวน 3 ตัวอยาง (รอยละ 3.9) ดังแสดงในภาพที่ 8 

 

จากผลการศึกษาดังกลาว พบจํานวนตวัอยางน้าํนมที่มีปริมาณเซลลโซมาติกนอยกวา 
200,000 เซลล/มิลลิลิตร ซ่ึงเปนตัวบงบอกวาน้ํานมดิบมาจากโคที่เปนปกติ คิดเปนรอยละ 56.4 ของ
สมาชิกทั้งหมด ขณะที่มตีัวอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนมผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการ
ผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 (กรมปศุสัตว, 2542) ที่กําหนดใหปริมาณเซลลโซมาติก
ในน้ํานมดิบตองไมเกิน 500,000 เซลล/มิลลิลิตร คิดเปนรอยละ 83.3 ของสมาชิกทั้งหมด เมื่อ
เปรียบเทียบกบัรายงานการศึกษาของพรพิมล (2545) ที่ศึกษาปริมาณเซลลโซมาติกในตวัอยาง
น้ํานมดิบจากถังรวมนมของฟารมเกษตรกร อําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง ในป พ.ศ. 2545 ที่
รายงานวา จาํนวนตวัอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนมของฟารมเกษตรกร อําเภอปาพะยอม จังหวดั
พัทลุง ที่มีปริมาณของเซลลโซมาติกนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร รอยละ 28 ของสมาชิก
ทั้งหมด และมีจํานวนตัวอยางน้ํานมดิบผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของ
ประเทศไทย พ.ศ. 2542 รอยละ 46 ของสมาชิกทั้งหมด  

 

จากขอมูลการศึกษาของพรพิมล (2545) ทําใหทราบวา การเลี้ยงโคนมของเกษตรกร อําเภอ
ปาพะยอม จังหวัดพัทลุง ในป พ.ศ. 2546 นั้น เกษตรกรสามารถควบคุมสถานการณการเกิดของโรค
เตานมอักเสบภายในฟารมไดดีกวาป พ.ศ. 2545 เนื่องจากป พ.ศ. 2546 พบจํานวนตัวอยางน้ํานมดิบ
ที่ไดจากแมโคปกติมากกวาเมื่อเทียบกับขอมูลในป พ.ศ. 2545  และพบวาเกษตรกรผูเล้ียงโคนม 
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อําเภอปาพะยอม จังหวัดพทัลุง มีความรูในการผลิตน้ํานมดิบที่มีมาตรฐานสงขายแกสหกรณโคนม 
จังหวดัพัทลุง เพื่อเปนวัตถุดบิการผลิตนมพรอมดื่มดีกวาป พ.ศ. 2545 ทั้งนี้เนื่องจากสหกรณโคนม 
จังหวดัพัทลุง จํากัด มีการจดัสงสัตวแพทยเขาไปแกไขปญหา และใหความรูเกีย่วกับการเลี้ยงโคนม
ที่ถูกสุขลักษณะแกเกษตรกร อีกทั้งยังเขมงวดตอคณุภาพของน้ํานมดิบของเกษตรกรที่สงขายให
ตรงตามที่มาตรฐานกําหนด ทําใหเกษตรกรเอาใจใสตอการเลี้ยงโคนมใหเปนไปตามมาตรฐานและ
สามารถผลิตน้ํานมดิบที่มีคุณภาพไดเพิ่มมากขึ้น 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 จํานวนตัวอยางน้ํานมดิบ (รอยละ) จากถังรวมนม จํานวน 78 ฟารม ในอําเภอปาพะยอม 
จังหวดัพัทลุง ที่พบในปริมาณเซลลโซมาติกระดับตางๆ 

 

จากผลการศึกษาการทดสอบ Methylene blue reduction test จากตัวอยางน้ํานมดิบใน       
ถังรวมนมของเกษตรกร พบวามีจํานวน 14 ฟารม (รอยละ17.9) ที่ไมผานเกณฑมาตรฐานฟารม     
โคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 โดยการทดสอบ Methylene blue 
reduction test เปนการศึกษาปริมาณจํานวนจุลินทรียที่อยูในน้ํานมทางออม เมือ่เปรียบเทียบกับ
ปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus spp. 
และ Streptococcus  spp. พบวาการทดสอบ Methylene blue reduction test ไมสามารถบงบอกถึง 
ปริมาณปริมาณแบคทีเรียดังกลาวในน้ํานมดิบได (P>0.05)  
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จากผลการศึกษาการระบาดของโรคเตานมอักเสบในฟารมของเกษตรกร อําเภอปาพะยอม 
จังหวดัพัทลุง โดยการตรวจดวยวิธีการที่ตางกัน ไดแก การทดสอบการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล 
การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกเบื้องตนดวยน้ํายา California mastitis test (CMT) การตรวจปริมาณ
เซลลโซมาติกดวยเครื่อง Somacount 150 และการตรวจจุลินทรียสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบ 
(ตารางที่ 8) พบวา ทั้ง 4 วิธีการมีประสิทธิภาพในการตรวจแตกตางกัน (P>0.05) โดยการตรวจ       
จุลินทรียสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบที่รายงานการศึกษาเกีย่วกบัโรคเตานมอกัเสบของโคนม
สวนใหญระบวุาเปนแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. พบฟารมที่เสี่ยง
ตอการระบาดของโรคเตานมอักเสบจํานวน 58  ฟารม (รอยละ 74.4 ) การตรวจปริมาณเซลลโซ
มาติกดวยเครือ่ง Somacount 150 พบฟารมเสี่ยงตอการระบาดของโรคเตานมอักเสบจํานวน 34 
ฟารม (รอยละ 43.6) และการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกเบื้องตนดวยน้ํายา CMT พบฟารมที่เสี่ยง
ตอการระบาดของโรคเตานมอักเสบจํานวน 18 ฟารม (รอยละ 23.1) ขณะทีก่ารทดสอบการ
ตกตะกอนดวยแอลกอฮอล พบฟารมเสี่ยงตอการะบาดของโรคเตานมอักเสบเพยีง 1 ฟารม               
(รอยละ 1.3) เทานั้น เมื่อทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจการระบาดของโรคเตานม
อักเสบในฟารม พบวา การตรวจจลิุนทรียสาเหตหุลักของโรคเตานมอักเสบ เปนวิธีการที่มี
ประสิทธิภาพในการตรวจการระบาดของโรคมากที่สุด  ขณะที่การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวย
เครื่อง Somacount 150 การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกเบื้องตนดวย CMT และการทดสอบการ
ตกตะกอนดวยแอลกอฮอล มีประสิทธิภาพเปนอันดับที ่2, 3 และ 4 ตามลําดับ  

 

ตารางที่ 8  สถานการณของโรคเตานมอักเสบในฟารมโคนมอําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง        
จากการตรวจดวยเทคนิคตางๆ 
 

 

หมายเหต ุ   ระดับปฏิกิริยา CMT ในน้ํานมดิบของโคนมปกติตองไมเกิน ระดับ T (พนัส, 2537; วาสนา, 2545) 
     เซลลโซมาติกในน้ํานมดิบของโคนมปกติตองไมเกิน 500,000 cell/ml (พนัส, 2537; วาสนา, 2545) 
     การทดสอบการตกตะกอนดวยแอลกอฮอลน้ํานมดิบของโคนมปกติตองไมตกตะกอน (วิพิชญ, 2546) 
     ไมพบเชื้อสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดิบของโคนมปกติ (สุณีรัตน, 2544) 
 

เทคนิคในการตรวจ เสี่ยงตอการระบาด ไมเสี่ยงตอการระบาด 

การตกตะกอนดวยแอลกอฮอล 1 ฟารม (รอยละ 1.28) 77 ฟารม (รอยละ 98.72) 

ระดับปฏิกิริยา CMT  18 ฟารม (รอยละ 23.08) 60 ฟารม (รอยละ 76.92) 

ปริมาณเซลลโซมาติก 34 ฟารม (รอยละ 43.59) 44 ฟารม (รอยละ 56.41) 

เชื้อสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบ 58 ฟารม (รอยละ 74.36) 20 ฟารม (รอยละ 25.64) 
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ผลการศึกษาการระบาดของโรคเตานมอักเสบในฟารมเกษตรกร ดวยวิธีการแตกตางกัน   
จะเห็นไดวาทุกวิธีการมีความสามารถในการตรวจโรคเตานมอักเสบได แตวาวิธีการแตละแบบ
ใหผลไมสอดคลองกัน ทั้งนี้เนื่องจากขอจํากัดและความแมนยําของแตละเทคนิคมีความแตกตางกัน 
จากรายงานวิจัยของวิพิชญ (2546) พบวาการตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล ใหผลการ
ทดสอบที่มีความคลาดเคลื่อนสูง โดยมีสาเหตุมาจากความชํานาญของผูปฎิบัติงานในการตรวจผล 
และการใชแอลกอฮอล ที่มีความเขมขนสูงหรือต่ําเกินไป  

 

สําหรับผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยน้ํายา CMT ที่
เปนการทดสอบเชิงคุณภาพที่งายและรวดเร็วกับการตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 ที่เปนการ
ตรวจเชิงปริมาณดวยเครื่องตรวจนับอัตโนมัติ พบวา การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยน้ํายา 
CMT ใหผลการตรวจตรงกบัการตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 จํานวน 50 ตัวอยาง (รอยละ 64.1) 
ขณะที่ 28 ตัวอยาง (รอยละ 53.9) ใหผลไมสอดคลองกัน (ตารางที่ 9) ทําใหการตรวจปริมาณเซลล
โซมาติกดวยน้ํายา CMT มีโอกาสใหผลการวินิจฉัยโรคที่ไมถูกตอง สงผลใหการรักษาผิดพลาด 
อยางไรก็ตามการตรวจ CMT ยังจําเปนตอเกษตรกร เนื่องจากราคาถูก ตรวจงาย และใชเวลานอย  

 

ตารางที่ 9  จํานวนตวัอยางทีพ่บในปริมาณเซลลโซมาติกระดับตางๆ จากการตรวจดวยน้ํายา CMT  
และ การตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 และความสอดคลองของผลการทดสอบทั้ง 2 วิธี 
 

ระดับเซลลโซมาติก 

(cell/ml) 

CMT 
(ตัวอยาง) 

Somacount 150 
(ตัวอยาง) 

ความสอดคลองกันระหวาง CMT กับ Somacount 150 
(ตัวอยาง) 

<  200,000 60 44 43  (รอยละ 55.13) 
200,00 –500,000 16 21 6  (รอยละ 7.69) 

500,000-1,000,000 2 10 1  (รอยละ 1.28) 
> 1,000,000 0 3 0  (รอยละ 0.00) 

รวม 78 78 50  (รอยละ 64.10) 
 

สําหรับผลการตรวจแบคทีเรียสาเหตุของโรคเตานมอักเสบ จีนัส Staphylococcus spp. และ 
Streptococcus spp. ในน้ํานมดิบจากถังรวมนมจํานวน 78 ฟารม พบวา มีการตรวจพบแบคทีเรีย
ดังกลาวจํานวน 58 ฟารม โดยน้ํานมดิบที่มีเซลลโซมาติกนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร                
พบจํานวน 35 ฟารม น้ํานมดิบที่มีเซลลโซมาติกระหวาง 200,000-500,00 เซลล/มิลลิลิตร                  
พบจํานวน 13 ฟารม ขณะทีน่้ํานมดิบที่มเีซลลโซมาติกระหวาง 500,000-1,000,00 เซลล/มิลลิลิตร 
พบจํานวน 7 ฟารม และน้ํานมดิบที่มีเซลลโซมาติกมากวา 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร พบจํานวน 3 
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ฟารม เมื่อนาํขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติ พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกไม
สามารถระบุการพบแบคทีเรียสาเหตุของโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิจากถังรวมนมได (P>0.05) 

 

ตารางที่ 10 รอยละของฟารม (จํานวนฟารม/ฟารมทั้งหมดในแตละระดับเซลลโซมาติก) ที่ตรวจพบ
แบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp.  และ Streptococcus spp ในน้ํานมดิบจากถังรวมนม ตามระดับ
เซลลโซมาติก   
 

  

หมายเหต ุ Stap. spp. คือ Staphylococcus spp.    Stre. p spp. คือ Streptococcus spp. 
 

ผลการศึกษานีส้อดคลองกับรายงานของสุณีรัตน (2544) ที่พบวาปริมาณเซลลโซมาติก           
ไมสามารถบงบอกการระบาดของโรคเตานมอักเสบไดอยางถูกตอง ทําใหจําเปนตองตรวจ
แบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบรวมดวย เพื่อใชเปนของขอมูลในการตดัสินการระบาด
ของโรคเตานมอักเสบในฟารมโคนม  

 

ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียในจีนัส 
Staphylococcus spp.  และ Streptococcus spp. พบวา น้าํนมดิบมีการปนเปอนของแบคทีเรียทั้งหมด
ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อมปีริมาณเฉลี่ยสูงกวา 106 CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงไมผานเกณฑมาตรฐานฟารม
โคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 (กรมปศสัุตว, 2542) ที่กําหนดใหมี
ปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดในน้ํานมดิบตองไมเกิน 4 X 105 CFU/มิลลิลิตร (กรมปศุสัตว, 2542) 
ขณะที่ปริมาณแบคทีเรียในจนีัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. มีคาเฉลี่ยของ
ปริมาณที่พบในชวง 104 – 105 CFU/มิลลิลิตร (ตารางที่ 11) เมื่อทําการวิเคราะหความสัมพันธกนั
ทางสถิติของปริมาณแบคทเีรียดังกลาวกบัระดับเซลลโซมาติก พบวา การตรวจปริมาณเซลล               
โซมาติกไมสามารถบงบอกปริมาณแบคทเีรียกลุมดังกลาวในน้ํานมดบิได (P>0.05) 
 

จํานวนเซลลโซมาติก (เซลล/มล.) เชื้อจุลินทรียทีพ่บ 
 < 200,000 200,000-500,000 500,000-1,000,000 >1,000,000 

Stap. spp. 13.64 (6/44)   9.52 (2/21)  0.00 (0/10) 0.00 (0/3) 
Strep. spp. 27.27 (12/44) 23.81 (5/21) 40.00 (4/10) 0.00 (0/3) 

Stap. spp.+ Strep. spp. 38.64 (17/44) 28.57 (6/21) 30.00 (3/10) 100.00 (3/3) 
รวม 79.55 (35/44) 61.90 (13/21) 70.00 (7/10) 100.00 (3/3) 
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบความสัมพันธของปริมาณแบคทีเรียเฉลี่ยทีพ่บในน้ํานมดบิจากถังรวมนม
กับระดับเซลลโซมาติก 
 

Somatic  cell 
(cell/ml) 

Total bacteria* 

(CFU/ml) 

Staphylococcus spp.**  
(CFU/ml) 

Streptococcus spp. *** 

(CFU/ml) 

<  200,000 3.47x106 (ก) 2.08x105 (ข) 1.11x105 (ค) 
200,00 –500,000 2.70x106 (ก) 9.25x104 (ข) 5.03x104 (ค) 

500,000-1,000,000 2.10x106 ( ก) 1.28x105 (ข) 4.45x104 (ค) 
> 1,000,000 5.87x106 (ก) 8.53x104 (ข) 7.07x104 (ค) 

 

หมายเหตุ   อักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
     * คือ ใชวิธีการ Spread plate บนอาหาร TSA  
     ** คือ ใชวิธีการ Spread plate บนอาหาร MSA  

    *** คือ ใชวิธีการ Spread plate บนอาหาร KF Streptococcus Agar  
 

ผลการศึกษา การผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย 
พ.ศ. 2542 ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรม
ทั้งหมดในน้ํานดิบจากถังรวมนม และการผานเกณฑมาตรฐานจุลชีววทิยาอาหารและภาชนะสัมผัส
อาหารของกรมวิทยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2536 ของปริมาณ E.coli ในน้าํนดบิจากถังรวมนม 
พบวา ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อและปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด
ไมผานเกณฑมาตรฐานที่กําหนดจํานวน 54 ฟารม (รอยละ 69.2) ขณะที่ปริมาณ E. coli ไมผาน
เกณฑมาตรฐานที่กําหนดจํานวน 30 ฟารม (รอยละ 38.6) ดังแสดงในตารางที่ 12 เมื่อวิเคราะห
ความสัมพันธทางสถิติในการผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมด และปริมาณ E. coli กบัระดับเซลลโซมาติก พบวา ปริมาณเซลล
โซมาติกไมสามารถบงชี้การผานเกณฑมาตรฐานของแบคทีเรียกลุมดังกลาวได (P>0.05) 

 

จากผลการศึกษากลาวไดวา เกษตรกรอําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง ยังขาดความรูและ
ความเอาใจใสเกี่ยวกับการรักษาสุขลักษณะภายในฟารมและระหวางการรีดนม (ภาพที่ 9) ทําใหพบ
น้ํานมดิบที่มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรม
ทั้งหมด ไมผานมาตรฐานสูงถึงรอยละ 69.2 ของฟารมทั้งหมด ทั้งนี้เนื่องจากการเลี้ยงโคนม               
ในอําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง เปนการเลี้ยงกันเองภายในครอบครวั ทําใหขาดแคลนแรงงานใน
การรักษาความสะอาดของฟารม  
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          ภาพที่ 7 ส่ิงแวดลอมบริเวณฟารมโคนม 
ก.   แมโครีดนมที่ยืนแชในมลูโคบริเวณที่รีดนม  
 ข.   มูลโคที่ตั้งทิ้งไวบริเวณที่รีดนม 

 

ตารางที่ 12 รอยละของฟารม (จํานวนฟารม/ฟารมทั้งหมดในแตระดับเซลลโซมาติก) ที่ผานและ      
ไมผานเกณฑมาตรฐานที่กําหนดของแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรีย
โคลิฟอรมทั้งหมด และ E. coli ในน้ํานมดบิจากถังรวมนม ตามระดับเซลลโซมาติก 
 

ระดับเซลลโซมาติก (เซลล/มล.) แบคทีเรีย 
< 200,000 200,000-500,000 500,000-1,000,000 >1,000,000 

รวม 

แบคทีเรียท้ังหมด (CFU/ml) 
ไมผานมาตรฐาน (รอยละ) 
ผานมาตรฐาน (รอยละ) 

 
43.59 (34/78) 
12.82 (10/78) 

 
15.38 (12/78) 
11.54 (9/78) 

 
6.41 (5/78) 
6.41 (5/78) 

 
3.85 (3/78) 

0 (0/78) 

 
69.23 (54/78) 
30.77 (24/78) 

แบคทีเรียโคลิฟอรมท้ังหมด 
(MPN/ml) 

ไมผานมาตรฐาน (รอยละ) 
ผานมาตรฐาน (รอยละ) 

 
 
38.46 (30/78) 
17.95 (14/78) 

 
 

17.95 (14/78) 
8.97 (7/78) 

 
 

8.97 (7/78) 
3.85 (3/78) 

 
 

3.85 (3/78) 
0.00 (0/78) 

 
 

69.23 (54/78) 
30.77 (24.78) 

E. coli  (MPN/ml) 
ไมผานมาตรฐาน (รอยละ) 
ผานมาตรฐาน (รอยละ) 

 
19.23 (15/78) 
37.18 (29/78) 

 
12.82 (10/78) 
14.10 (11/78) 

 
5.13 (4/78) 
7.69 (6/78) 

 
1.28 (1/78) 
2.56 (2/78) 

 
38.46 (30/78) 
61.54 (48/78) 

 

หมายเหต ุ มาตรฐานปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด ที่ในน้ํานมดิบตองไมเกิน 400,000 CFU/ml (กรมปศุสัตว, 2542) 
    มาตรฐานแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด ที่ในน้ํานมดิบตองไมเกิน 10,000 CFU/ml (กรมปศุสัตว, 2542) 
    มาตรฐาน E. coli ที่ปนเปอนในน้ํานมดิบตองไมเกิน 50 MPN/ml (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2536)                                  

     

ก ข 
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ปกติ
8%

เริ่มมีอาการ
21%

ระดับนอย
16%

ระดับมาก
55%

 
   1.2.   ความสัมพันธของแบคทีเรียสาเหตุโรคเตานมอักเสบที่พบในน้ํานมดบิของแมโครีดนม 
 
 1.2.1   การจําแนกอาการโรคเตานมอักเสบตามปริมาณเซลลโซมาติก 
 

ผลการศึกษาปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครือ่ง Somacount 150 ในน้ํานมดิบจาก      
เตานมแมโครีดนมของฟารมเกษตรกร อําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง จํานวน 63 เตา จาก 24 ฟารม 
พบวาสามารถแบงกลุมโคนมได 4 กลุม คอื กลุมโคปกตทิี่มีปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบนอย
กวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร มีจํานวน 5 ตัวอยาง (รอยละ 7.9) กลุมโคที่เร่ิมมีอาการโรคเตานม
อักเสบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบระหวาง 200,000–500,000 เซลล/มิลลิลิตร จํานวน 13 
ตัวอยาง (รอยละ 20.6) และกลุมโคเปนโรคเตานมอักเสบระดับนอยที่มีปริมาณเซลลโซมาติกใน
น้ํานมดิบระหวาง 500,000 – 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร จํานวน 10 ตัวอยาง (รอยละ 15.9) และกลุม
ที่เปนโรคเตานมอักเสบระดบัมากที่มีปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดบิมากกวา 1,000,000 เซลล/
มิลลิลิตร จํานวน 35 ตวัอยาง (รอยละ 55.6) ดังแสดงในภาพที่  10 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 8 ผลการจําแนกกลุมอาการของโรคเตานมอักเสบตามวิธีของพนสั (2537) จากการตรวจ
ปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง Somacount 150 ในฟารมโคนม อําเภอปาพะยอม จงัหวัดพัทลุง  

ปกติ
7.9%

เริ่มมีอาการ
20.6%

ระดับนอย
15.9%

ระดับมาก
55.6%
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ผลการตรวจแบคทีเรียในจีนสั Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ที่เปน
แบคทีเรียสาเหตุหลักของการเกิดโรคเตานมอักเสบกับระดับเซลลโซมาติก พบวา ในทุกระดบัเซลล
โซมาติกสามารถตรวจพบแบคทีเรียดังกลาวได โดยน้ํานมดิบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกนอยกวา 
200,000 เซลล/มิลลิลิตร ตรวจพบแบคทเีรียดังกลาวจํานวน 5 ฟารม น้ํานมดิบทีม่ีปริมาณเซลล          
โซมาติกระหวาง 200,000-500,00 เซลล/มิลลิลิตร ตรวจพบแบคทีเรียดังกลาวจํานวน 12 ฟารม 
ขณะที่น้ํานมดบิที่มีปริมาณเซลลโซมาติกระหวาง 500,000-1,000,00 เซลล/มิลลิลิตร ตรวจพบ
แบคทีเรียดังกลาวจํานวน 8 ฟารม และน้ํานมดิบที่มีปริมาณเซลลโซมาติกมากวา 1,000,000 เซลล/
มิลลิลิตร ตรวจพบแบคทีเรียดังกลาวจํานวน 25 ฟารม ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการศึกษาของ           
นิมิตและคนอืน่ๆ (2537)  พรพิมล (2545) อรัญและคนอื่นๆ (2546)    Shem  et  al. (2001) และ 
William  et   al. (2002) ที่รายงานวา สามารถพบแบคทเีรียดังกลาวในน้ํานมดิบจากแมโครีดนมที่
เปนโรคเตานมอักเสบได แตผลการศึกษาครั้งนี้มกีารตรวจพบแบคทีเรียดังกลาวในน้ํานมดบิจาก   
เตานมโคนมปกติดวย (ตารางที่ 13) เมื่อนาํขอมูลดังกลาวมาทําการวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติ 
พบวา การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกไมสามารถระบุการตรวจพบแบคทีเรียสาเหตขุองโรคเตานม
อักเสบน้ํานมดิบได (P>0.05) 

 

ตารางที่ 13 รอยละของฟารม (จํานวนฟารม/ฟารมทั้งหมดในแตระดับเซลลโซมาติก) ที่ตรวจพบ
แบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp.  และ Streptococcus spp ในน้ํานมดิบจากเตานม ตามระดบั
เซลลโซมาติก   
 

จํานวนเซลลโซมาติก (เซลล/มล.) เชื้อจุลินทรียทีพ่บ 
(รอยละ) < 200,000 200,000-500,000 500,000-1,000,000 >1,000,000 

Stap. spp. 20.00 (1/5) 30.77 (4/13) 50.00 (5/10) 25.71 (9/35) 
Strep. spp. 0.00 (0/5) 7.69 (1/13) 0.00 (0/10) 8.57 (3/35) 

Stap. spp.+ Strep. spp.  80.00 (4/5)  53.85 (7/13) 30.00 (3/10)  37.14 (13/35) 
รวม 100.00 (5/5)  92.31 (12/13) 80.00 (8/10) 71.43 (25/35) 

 

หมายเหตุ    Stap. spp. คือ Staphylococcus spp.      Strep. spp. คือ Streptococcus spp. 
 

1.2.2   การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมท่ีเปนสาเหตขุองโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิ 
 

 ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรีย
จีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp ที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคเตานมอักเสบ พบวา 
ปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ มีปริมาณอยูระหวาง 108 - 109 CFU/มิลลิลิตร 
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ซ่ึงไมผานมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย ในทุกระดับเซลลโซมาติก 
ขณะทีแ่บคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. มปีริมาณอยูระหวาง 105 - 106 
CFU/มิลลิลิตร (ตารางที่ 14) เมื่อทําการเปรียบเทียบการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกกับปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ปริมาณแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ 
Streptococcus spp ดวยการวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติ พบวา การตรวจปริมาณเซลลโซมาติก
ไมสามารถบงบอกถึงปริมาณแบคทีเรียดังกลาวในน้ํานมดิบได (P>0.05) 
 

ตารางที่ 14 เปรียบเทียบความสัมพันธของปริมาณแบคทเีรียเฉลี่ย ที่พบในตัวอยางน้ํานมดิบจาก  
เตานมกับกลุมอาการของโรคเตานมอักเสบที่จําแนกจากปริมาณเซลลโซมาติก (ในตารางที่ 4) 
 

กลุมอาการ
โรคเตานม
อักเสบ 

Total bacteria* 
(CFU/ml) 

Staphylococcus spp.**  
(CFU/ml) 

Streptococcus spp.***  
(CFU/ml) 

ปกต ิ 1.54x109 (ก) 9.43x106 (ข) 2.57x106 (ค) 
เร่ิมมีอาการ 9.92x108 (ก) 1.66x106 (ข) 3.09x106 (ค) 
ระดับนอย 1.39x109 (ก) 5.53x106 (ข) 4.50x105 (ค) 
ระดับมาก 9.20x108 (ก) 3.93x106 (ข) 3.48x106 (ค) 

 
หมายเหต ุ   อักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
     * คือ ใชวิธีการ Spread plate บนอาหาร TSA  
     ** คือ ใชวิธีการ Spread plate บนอาหาร MSA  

    *** คือ ใชวิธีการ Spread plate บนอาหาร KF Streptococcus Agar  
 

เมื่อพิจารณาผลการศึกษา การผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของ
ประเทศไทย พ.ศ. 2542 ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทเีรีย
โคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดิบจากเตานมแมโครีดนม และการผานเกณฑมาตรฐานจุลชีววทิยา
อาหารและภาชนะสัมผัสอาหารของกรมวทิยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2536 ของปริมาณ E. coli         
ในน้ํานมดิบจากเตานมแมโครีดนม พบวา ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อไม
ผานเกณฑมาตรฐานในทกุตัวอยาง ขณะที่ปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดและปริมาณ E. coli 
ไมผานเกณฑมาตรฐานนอยมาก คือ 6 ตัวอยาง (รอยละ 9.5) และ 23 ตัวอยาง (รอยละ 36.5) 
ตามลําดับ แสดงในตารางที่ 15 เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติในการผานเกณฑมาตรฐานของ
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ปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมด และ
ปริมาณ E. coli กับระดับเซลลโซมาติก พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกไมสามารถบงบอกการผาน
เกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้และปริมาณ E. coli ใน
น้ํานมดิบจากเตานมของแมโครีดนมได (P>0.05) แตปริมาณเซลลโซมาติกสามารถบงชี้การผาน
เกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดิบจากเตานมแมโครีดนมได 
(P<0.05) โดยน้ํานมดิบที่มปีริมาณเซลลโซมาติกสูง จะสงผลใหน้ํานมดิบไมผานเกณฑมาตรฐาน
ฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542  

 

ตารางที่ 15 รอยละของฟารม (จํานวนฟารม/ฟารมทั้งหมดในแตละระดับเซลลโซมาติก) ที่ผานและ
ไมผานเกณฑมาตรฐานที่กําหนด ของแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารลี้ยงเชื้อ แบคทีเรีย            
โคลิฟอรมทั้งหมด และ E. coli ในน้ํานมดบิจากถังรวมนม ตามระดับเซลลโซมาติก 

 

จํานวนเซลลโซมาติก (เซลล/มล.) แบคทีเรีย 
< 200,000 200,000-500,000 500,000-1,000,000 >1,000,000 

รวม 

Total bacteria  
(CFU/ml) 

ไมผานมาตรฐาน (รอยละ) 
ผานมาตรฐาน (รอยละ) 

 
 

7.94 (5/63) 
0.00 (0/63) 

 
 

20.63 (13/63) 
0.00 (0/63) 

 
 

15.87 (10/63) 
0.00 (0/63) 

 
 

55.56 (35/63) 
0.00 (0/63) 

 
 

100 (63/63) 
0.00 (0/63) 

แบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด * 
(MPN/ml) 

ไมผานมาตรฐาน (รอยละ) 
ผานมาตรฐาน (รอยละ) 

 
 

0.00 (0/63) 
7.94 (5/63) 

 
 

1.59 (1/63) 
19.05 (12/63) 

 
 

3.17 (2/63) 
12.70 (8/63) 

 
 

4.76 (3/63) 
50.79 (32/63) 

 
 

9.52 (6/63) 
90.48 (57/63) 

E. coli  
(MPN/ml) 

ไมผานมาตรฐาน (รอยละ) 
ผานมาตรฐาน (รอยละ) 

 
 

3.17 (2/63) 
4.76 (3/63) 

 
 

7.94 (5/63) 
12.70 (8/63) 

 
 

6.35 (4/63) 
9.52 (6/63) 

 
 

19.05 (12/63) 
36.51 (23/63) 

 
 

36.51 (23/63) 
63.49 (40/63) 

 

หมายเหต ุ *  แสดงวามีความแตกตางกันในแนวนอน (P < 0.05)  
   มาตรฐาน Total bacteria ที่ปนเปอนในน้ํานมดิบตองไมเกิน 400,000 CFU/ml (กรมปศุสัตว, 2542) 

    มาตรฐาน แบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด ที่ในน้ํานมดิบตองไมเกิน 10,000 CFU/ml (กรมปศุสัตว, 2542) 
    มาตรฐาน E. coli ที่ปนเปอนในน้ํานมดิบตองไมเกิน 50 MPN/ml (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2536) 
 
 
 



 41 

 1.2.3   อัตราสวนและความสัมพันธของแบคทีเรียท้ังหมดกับแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของ
โรคเตานมอักเสบที่พบในน้าํนม 
 

  จากผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แบคทีเรีย
จีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. เมื่อนําปริมาณแบคทีเรีย 2 จีนัสดังกลาว                  
มาเปรียบเทียบกับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวา ปริมาณแบคทีเรียทั้ง    
2 จีนัสนี้มีปริมาณนอยมาก โดยมีปริมาณเพยีงรอยละ 3 ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเชือ้เทานั้น (ตารางที่ 16) กลาวไดวา อาจจะมีเชื้อจุลินทรียกลุมอื่นๆ อีกที่เกี่ยวของกับ
การเกิดโรคเตานมอักเสบในโคนม เนื่องจากมีแบคทีเรียอีกรอยละ 97 ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด
ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อทีย่ังไมไดทําการจัดจําแนกชนดิ อีกทั้งการศึกษาครั้งนี้ปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดไดมาจากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร ทาํใหปริมาณแบคทีเรียที่ไดบนอาหารอาจไม
ตรงตามความเปนจริง เนื่องจากแบคทีเรียที่จับตัวเปนกลุมกอนและมจีุลินทรียหลายชนิดที่ไมเจริญ
หรือเจริญไดไมดีบนอาหารที่ใชในการศึกษานี้ ทําใหชนิดที่เติบโตอาจไมใชจุลินทรียกลุมเดนใน
สภาพแวดลอมหรือเปนสาเหตุของโรคอยางแทจริง แตเปนชนิดที่มกีารปรับตัวใหเจริญบนอาหาร
เล้ียงเชื้อไดดี (Amann et al., 1995; Eilers et al., 2000) 
 

ตารางที่ 16 รอยละของแบคทีเรียสาเหตุของโรคเตานมอักเสบที่พบตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อจําแนกตามกลุมอาการของโรคเตานมอักเสบและปริมาณเซลลโซมาติก 
 

กลุมอาการ 
โรคเตานมอักเสบ 

Somatic cell 
(Cell/ml) 

Staphylococcus  spp. 
( % TSA ) 

Streptococcus  spp. 
( % TSA ) 

Not identified 
( % TSA ) 

ปกติ < 200,000 0.18 0.26 99.55 

เร่ิมมีอาการ 200,000-500,000 0.81 0.36 98.84 

ระดับนอย 500,000-1,000,000 1.38 0.04 98.58 

ระดับมาก >1,000,000 2.73 0.42 96.85 
 

  ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคเตานมอักเสบทําให
ทราบความสัมพันธของแบคทีเรียดังกลาวในแตละระดบัอาการ โดยพบจีนัส Staphylococcus spp. 
และ Streptococcus spp. มีจํานวนเพิ่มขึ้นและลดลงสลับกัน (ภาพที ่ 11) โดยมีปริมาณไมแตกตาง
กันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) สาเหตุที่ทําใหพบแบคทีเรียดังกลาวในทุกระดับอาการของ   
โรคเตานมอักเสบ เนื่องจากแบคทีเรียกลุมดังกลาวเปนแบคทีเรียประจาํถ่ิน (normal flora) จึงทาํให
ตรวจพบไดในทุกกลุมอาการของโรคเตานมอักเสบ  
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ปกติ เร่ิมมีอาการ ระดับนอย ระดับมาก

กลุมอาการของโรคเตานมอักเสบที่จําแนกตามปริมาณเซลลโซมาติก

 
    Staphylococcus spp 

    
      

Streptococcus spp.  
 
 
 

    
 
 

ภาพที่ 9 ความสัมพันธของปริมาณแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ใน
แตละระดับอาการของโรคเตานมอักเสบ 

 

1.3   ความสัมพันธของแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุโรคเตานมอักเสบในน้ํานมกับสภาพแวดลอม 
  

ผลการศึกษาพบปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อในน้าํนมดิบมีคาเฉลี่ย
อยูระหวาง 106 – 107 CFU/มิลลิลิตร โดยทุกกลุมฟารมไมผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการ
ผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 และจากการศึกษาความสัมพันธของปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่เจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อกับปริมาณผลผลิต พบวาปริมาณผลผลิตไมมีผลตอปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ในน้ํานมดิบ (P>0.05) ขณะที่ผลการศึกษาความสัมพนัธ
ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ํานมดิบกับปจจัยส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของ
กับการรีดนมทั้ง 5 แหงในการศึกษาครั้งนี้ ไดแก ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม          
น้ําลางเตานม พบวาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อในปจจยัส่ิงแวดลอมที่
เกี่ยวของกับการรีดนมไมมีผลตอปริมาณในน้ํานมดิบ (P>0.05) โดยน้ํานมดิบมีปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่เจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อมากกวาปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม (ตารางที่ 17) เนื่องจากการ
ขนสงน้ํานมดบิจากฟารมเกษตรกรไปยังศนูยรับซื้อน้ํานมดบิมีระยะทางไกลทําใหตองใชเวลานาน
อีกทั้งยังขนสงในอุณหภูมิปกติ ทําใหปริมาณแบคทีเรียในน้ํานมดิบเพิม่ปริมาณสูงขึ้น 

 

ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ที่พบ
ในน้ํานมดิบกบัปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม พบวาปริมาณแบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus spp. 
และ Streptococcus spp. ที่พบในปจจัยส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนมไมมผีลตอปริมาณ
แบคทีเรียดังกลาวที่พบในน้าํนมดิบ (P>0.05) และผลการเปรียบเทยีบปริมาณผลผลิตกับปริมาณ
แบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ที่พบในน้ํานมดิบและปจจัย

ปริ
มา
ณแ

บค
ทีเ
รีย

 (C
FU

/m
l) 



 43 

ส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนม พบวา ปริมาณผลผลิตไมมีผลตอปริมาณแบคทีเรียจนีัส 
Streptococcus spp. ที่พบในน้ํานมดิบและปจจัยส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนม (P>0.05) แสดง
ในตารางที่ 19 ขณะที่ปริมาณแบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp. ที่พบในน้ํานมดบิของฟารมที่มี
ปริมาณผลผลิตมากกวา 100 กิโลกรัม/วัน มีปริมาณแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. นอยกวากบั
ฟารมที่มีปริมาณผลผลิตนอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน (P<0.05) และปริมาณแบคทีเรียดงักลาวที่พบใน
ถังรวมนมของฟารมที่มีปริมาณผลผลิตมากกวา 50 กิโลกรัม/วัน มีปริมาณแบคทีเรียกลุมนี้นอยกวา
กับฟารมที่มีปริมาณผลผลิตนอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน (P<0.05) แสดงในตารางที่ 18 เนื่องจากฟารม
ที่ปริมาณผลผลิตนอยกวา 50 กก/วนั เปนฟารมที่เพิ่มเริ่มทําการเลี้ยงโคนม จึงยังขาดความรูความ
เขาใจในการเลี้ยงโคนม ทาํใหพบแบคทเีรียจีนัส Staphylococcus spp. ที่เปนสาเหตุหลักของ               
โรคเตานมอักเสบมากกวาฟารมที่มีการเลี้ยงมานานแลว ทําใหฟารมที่มีปริมาณผลผลิตนอยกวา                       
50 กิโลกรัม/วนั         มีโอกาสที่จะเกดิจากระบาดของโรคเตานมอักเสบไดสูงกวาฟารมที่ใหผลผลิต
มากกวา อีกทัง้ฟารมที่มีปริมาณผลผลิตนอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน มีการทําอาชีพอ่ืนๆรวมกับอาชีพ
การเลี้ยงโคนม ทําใหไมสามารถเอาใจใสดูแลฟารมโคนมไดดเีทาที่ควร  

 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธของการตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus spp. และ 
Streptococcus spp. ในน้ํานมดิบ ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม และน้ําลางเตานม 
พบวาการตรวจพบแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. ในถังรวมนมมีความสัมพนัธกับการตรวจ
พบในถังรีดนม (P<0.05) ดงัตารางที่ 20 ขณะที่การตรวจพบแบคทีเรียจีนัส Streptococcus spp. ใน
น้ํานมดิบมีความสัมพันธกับการตรวจพบในยางไลเนอร (P<0.05) และการตรวจพบในผาเช็ดเตานม
มีความสัมพันธกับที่พบในน้าํลางเตานม (P<0.05) ดังตารางที่ 21 เนื่องจากผลิตภัณฑคลอรีน
เกษตรกรนาํมาใชมีคุณภาพต่ําและแหลงน้าํใชของเกษตรกรมีการปนเปอนสารอินทรียสูง ทําให
ประสิทธิภาพการฆาเชื้อของคลอรีนลดลง (สมพงศและคนอื่นๆ, 2547) สงผลใหทุกกลุมฟารมมี
โอกาสเสี่ยงตอการระบาดของโรคเตานมอักเสบ อยางไรก็ตามการเกิดโรคเตานมอักเสบมีโอกาส
จากผาเช็ดเตานมนอยกวายางไลเนอร เนื่องจากยางไลเนอรมีราคาแพงทําใหเกษตรกรไมยอมเปลี่ยน
ยางไลเนอรที่เสื่อมคุณภาพ ทําใหยางไลเนอรดังกลาวเปนแหลงสะสมและหลบซอนของแบคทีเรีย
สาเหตุสําคัญของโรคเตานมอักเสบ อีกทั้งยางไลเนอรเปนสวนที่มีการสัมผัสกับบริเวณเตานม
โดยตรงในชวงการรีดนม สงผลใหแบคทีเรียเขาไปภายในเตานมทําใหเกิดการอกัเสบและเปนพาหะ
อยางดีที่จะนําแบคทีเรียดังกลาวไปยังแมโคตัวอ่ืนๆในฝงู อยางกต็ามจากการที่พบวา แบคทีเรียจีนสั 
Streptococcus spp. ในน้ํานมดิบสามารถระบุการพบแบคทีเรียกลุมนี้ในยางไลเนอรได ทําใหการ
ตรวจแบคทีเรียดังกลาวในน้าํนมดิบสามารถใชเปนขอมูล เพื่อแจงเตือนเกษตรกรไดวา ยางไลเนอร
ที่ใชมีโอกาสทําใหเกิดการระบาดของโรคเตานมอักเสบในฟารมได 
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ตารางที่  17  ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอยางน้ํานมดิบและปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม โดยแบงตามปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบของฟารม 

 
 
 
 
  

ตารางที่ 18 ปริมาณ  Staphylococcus  spp. ในตวัอยางน้ํานมดิบและปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม โดยแบงตามปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบของฟารม 
 

กลุมฟารม ยางไลเนอร
(CFU/100 cm 2) 

ถังรวมนม 
(CFU/100 cm 2) 

ถังรีดนม
(CFU/100 cm 2) 

ผาเช็ดเตานม
(CFU/100 cm 2) 

น้ําลางเตานม
(CFU/100 cm 2) 

น้ํานมดิบ 
(CFU/ml) 

ผลผลิตนอยกวา 50 กก. (n = 6) 10,054 17,845 1,105 5 120 68,890 
ผลผลิตระหวาง 50-100 กก.  (n = 6) 2,487 36 2,195 10 58 39,840 

ผลผลิตมากกกวา 100  กก. (n = 6) 1,998 1,636 445 220 100 2,031 

 ตารางที่ 19 ปริมาณ  Streptococcus spp. ในตัวอยางน้ํานมดิบและปจจยัที่เกีย่วของกบัการรีดนม โดยแบงตามปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบของฟารม 
 

กลุมฟารม ยางไลเนอร
(CFU/100 cm 2) 

ถังรวมนม 
(CFU/100 cm 2) 

ถังรีดนม
(CFU/100 cm 2) 

ผาเช็ดเตานม
(CFU/100 cm 2) 

น้ําลางเตานม
(CFU/100 cm 2) 

น้ํานมดิบ 
(CFU/ml) 

ผลผลิตนอยกวา 50 กก. (n = 6) 2251 6   0 0 1 132824 
ผลผลิตระหวาง 50-100 กก.  (n = 6) 5086 2   62   36 1 11626   

ผลผลิตมากกกวา 100  กก. (n = 6) 638 411   0 9743   1   907   
 

กลุมฟารม ยางไลเนอร
(CFU/100 cm 2) 

ถังรวมนม 
(CFU/100 cm 2) 

ถังรีดนม
(CFU/100 cm 2) 

ผาเช็ดเตานม
(CFU/100 cm 2) 

น้ําลางเตานม
(CFU/100 cm 2) 

น้ํานมดิบ 
(CFU/ml) 

ผลผลิตนอยกวา 50 กก. (n = 6) 424,100 288,224 19,782 35,021 42,831 8,422,000 
ผลผลิตระหวาง 50-100 กก.  (n = 6) 389,840 84,735 58,410 1,733 219,714 9,944,700 
ผลผลิตมากกกวา 100  กก. (n = 6) 162,179 119,664 22,899 13,570 20,840 5,709,100 
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ตารางที่ 20 รอยละ (จํานวนฟารม) ของการตรวจพบแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. จากตวัอยางน้ํานมดิบและปจจัยทีเ่กีย่วของกับการรดีนม โดยแบงตาม
ปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบของฟารม 
 

ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม น้ําลางเตานม น้ํานมดิบ กลุมฟารม 

พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ 

ผลผลิตนอยกวา 50 กก. (n = 6) 27.78 (5) 5.56 (1) 33.33 (6) 0.00 (0) 27.78 (5) 5.56 (1) 16.67 (3) 16.67 (3) 27.78 (5) 5.56 (1) 33.33 (6) 0.00 (0) 

ผลผลิตระหวาง 50-100 กก.  (n = 6) 33.33 (6) 0.00 (0) 27.78 (5) 5.56 (1) 22.22 (4) 11.11 (2) 22.22 (4) 11.11 (2) 33.33 (6) 0.00 (0) 33.33 (6) 0.00 (0) 

ผลผลิตมากกกวา 100  กก. (n = 6) 33.33 (6) 0.00 (0) 27.78 (5) 5.56 (1) 22.22 (4) 11.11 (2) 16.67 (3) 16.67 (3) 33.33 (6) 0.00 (0) 33.33 (6) 0.00 (0) 

รวม 94.44 
(17/18) 

5.56 
(1/18) 

88.89 
(16/18) 

11.11 
(2/18) 

72.22 
(13/18) 

27.78 
(5/18) 

55.56 
(10/18) 

44.44 
(8/18) 

94.44 
 (17/18) 

5.56 
(1/18) 

100.00 
(18/18) 

0.00 
(0/18) 

 

ตารางที่ 21 รอยละ (จํานวนฟารม) ของการตรวจพบ ในจีนัส Streptococcus spp. จากตัวอยางน้ํานมดิบและปจจยัที่เกีย่วของกบัการรีดนม โดยแบงตามปริมาณ
ผลผลิตน้ํานมดิบของฟารม 
 

ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม น้ําลางเตานม น้ํานมดิบ กลุมฟารม 

พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ พบ ไมพบ 

ผลผลิตนอยกวา 50 กก. (n = 6) 27.78 (5) 5.56 (1) 11.11 (2) 22.22 (4) 0.00 (0) 33.33 (6) 0.00 (0) 33.33 (6) 5.56 (1) 27.78 (5) 27.78 (5) 5.56 (1) 

ผลผลิตระหวาง 50-100 กก.  (n = 6) 27.78 (5) 5.56 (1) 11.11 (2) 22.22 (4) 5.56 (1) 27.78 (5) 11.11 (2) 22.22 (4) 5.56 (1) 27.78 (5) 27.78 (5) 5.56 (1) 

ผลผลิตมากกกวา 100  กก. (n = 6) 22.22 (4) 11.11 (2) 11.11 (2) 22.22 (4) 0.00 (0) 33.33 (6) 5.56 (1) 27.78 (5) 5.56 (1) 27.78 (5) 33.33 (6) 0.00 (0) 

รวม 77.78 
(14/18) 

22.22 
(4/18) 

33.33 
(6/18) 

66.67 
(12/18) 

5.56 
(1/18) 

94.44 
 (17/18) 

16.67 
(3/18) 

83.33 
 (15/18) 

16.67 
(3/18) 

83.33 
(15/18) 

88.89 
 (16/18) 

11.11 
(2/18) 
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ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดและปริมาณ E.coli ในน้ํานมดิบและปจจัย
ส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนม ในกลุมฟารมที่มีปริมาณผลผลิตแตกตางกัน พบวา ทุกกลุม
ฟารมมีโอกาสพบปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดิบมากกวา 1100 MPN/ มิลลิลิตร 
ซ่ึงอาจมีสาเหตุจากยางไลเนอร เนื่องจากฟารมที่มีปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดบิ
มากกวา 1100 MPN/ มิลลิลิตร มีการพบแบคทีเรียกลุมนี้ในยางไลเนอรมากกวา 1100 MPN/ 
มลิลิลิตรดวย ขณะที่ปจจัยส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีดนมอื่นๆ มีผลเพียงเล็กนอยเทานัน้          
(ภาพที ่10) สวนผลการศึกษาปริมาณ E. coli ในน้าํนมดิบ พบวาน้ํานมดิบมีปริมาณ E. coli ไมเกนิ 
240 MPN/มิลลิลิตร เนื่องจากปจจยัที่เกีย่วของกับการรีดนมมีปริมาณ E. coli  นอย คือ ไมเกิน 23 
MPN/มิลลิลิตร (ภาพที่ 11)  

 

ผลการศึกษาความสัมพันธทางสถิติของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมดที่ผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้าํนมดิบของ
ประเทศไทย พ.ศ. 2542  และปริมาณ E. coli ที่ผานเกณฑมาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของ
อาหารและภาชนะสัมผัสอาหารกรมวิทยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2536 กับปริมาณผลผลิต พบวา 
ปริมาณผลผลิตไมมีผลตอการผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จรญิบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด และปริมาณ E. coli ในน้ํานมดิบ (P>0.05) โดยพบ
ฟารมที่มีปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และปริมาณ E. coli ไมผานมาตรฐาน 
เพียงรอยละ 5.56 ของฟารมทั้งหมดที่ทําการเก็บตัวอยาง  

 

ขณะที่ผลการศึกษาพบปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดบิ พบวาน้ํานมดิบมี
ปริมาณแบคทเีรียกลุมนี้ไมผานมาตรฐานรอยละ 61.1 ของฟารมทั้งหมดที่ทําการศึกษา (ตารางที่ 22)  
ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาที่ไดจากการเก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนมจํานวน 78 ฟารม ที่
พบฟารมที่มีปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดในน้ํานมดิบไมผานเกณฑมาตรฐานรอยละ 69.23 
สรุปไดวาเกษตรกรผูเล้ียงโคนมอําเภอปาพะยอม จังหวัดพัทลุง มีการรักษาความสะอาดระหวางการ
รีดนมไดไมด ี ทําใหพบฟารมที่มีการเกิดการปนเปอนของปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด            
เกินเกณฑมาตรฐานจํานวนมาก เนื่องจากการเลี้ยงโคนมของเกษตรกร อําเภอปาพะยอม เปนการ
เล้ียงภายในครอบครัว ทําใหมีแรงงานการรักษาความสะอาดบริเวณฟารมและระหวางการรีดนมไม
เพียงพอ หรือมีสาเหตุจากการที่เกษตรกรไมไดเอาใจใสตอความสะอาดของอุปกรณรีดนมและ
ระหวางขัน้ตอนการรีดนม จึงควรเขมงวดตอคุณภาพของน้ํานมดิบที่รับซื้อจากเกษตรกรใหเปนไป
ตามที่มาตรฐานกําหนด เพื่อกระตุนเกษตรกรใหเอาใจใสตอความสะอาดของอุปกรณรีดนมและ
ระหวางขัน้ตอนการรีดนมเพิม่มากขึ้น  
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ภาพที่ 10  ปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมที่พบในน้ํานมดิบและปจจยัส่ิงแวดลอมที่เกีย่วของกับ      
การรีดนมในกลุมฟารมที่มีปริมาณผลผลิตแตกตางกัน 
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ฟารมกลุมที่มีปริมาณผลผลิตระหวาง 50 -100 กิโลกรัม/วัน 

ฟารมกลุมที่มีปริมาณผลผลิตนอยกวา 50 กโิลกรัม/วัน 

ฟารมกลุมที่มีปริมาณผลผลิตมากกวา 100 กิโลกรัม/วัน 
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ภาพที่ 11 ปริมาณ E.coli ที่พบในน้ํานมดบิและปจจยัส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรดีนม 

ในกลุมฟารมที่มีปริมาณผลผลิตแตกตางกนั 
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ฟารมที่มีปริมาณผลผลตินอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน 

ฟารมกลุมที่มีปริมาณผลผลิตมากกวา 100 กิโลกรัม/วัน 
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ตารางที่ 22 รอยละของฟารม (จํานวนฟารม) ที่ผานและไมผานเกณฑมาตรฐานที่กําหนดของแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แบคทีเรียโคลิฟอรม
ทั้งหมด และ E. coli ในน้ํานมดิบจากถังรวนนมตามปรมิาณผลผลิตน้ํานมดิบของฟารม 
 

ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด ปริมาณโคลิฟอรมทั้งหมด  ปริมาณ E. coli กลุมฟารม 

ไมผานมาตรฐาน 
(รอยละ) 

ผานมาตรฐาน 
(รอยละ) 

ไมผานมาตรฐาน 
(รอยละ) 

ผานมาตรฐาน 
(รอยละ) 

ไมผานมาตรฐาน 
(รอยละ) 

ผานมาตรฐาน 
(รอยละ) 

ผลผลิตนอยกวา 50 กก. (n = 6) 5.56 
(1) 

27.78 
(5) 

16.67 
(3) 

16.67 
(3) 

0.00 
(0) 

33.33 
(6) 

ผลผลิตระหวาง 50-100 กก.  (n 
= 6) 

0.00 
(0) 

33.33 
(6) 

22.22 
(4) 

11.11 
(2) 

0.00 
(0) 

33.33 
(6) 

ผลผลิตมากกกวา 100  กก. (n = 
6) 

0.00 
(0) 

33.33 
(6) 

22.22 
(4) 

11.11 
(2) 

5.56 
(1) 

27.78 
(5) 

รวม 5.56 
(1/18) 

94.44 
(17/18) 

61.11 
(11/18) 

38.89 
(7/18) 

5.56 
(1/18) 

94.44 
(17/18) 

 
หมายเหต ุ   เกณฑมาตรฐาน Total bacteria ที่ปนเปอนในน้ํานมดิบตองไมเกิน 400,000 CFU/ml (กรมปศุสัตว, 2542) 

    เกณฑมาตรฐานแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด ที่ปนเปอนในน้ํานมดิบตองไมเกิน 10,000 CFU/มิลลิลิตร (กรมปศุสัตว, 2542) 
     เกณฑมาตรฐาน E. coli ที่ปนเปอนในน้ํานมดิบตองไมเกิน 50 MPN/มิลลิลิตร (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2536) 

49 
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       2.  การเปรียบเทียบการนับปริมาณเซลลโซมาติกดวยเคร่ือง Somacount 150 ดวยกลอง
จุลทรรศนแบบฉากสวางและกลองจุลทรรศนอีพิฟลูออเรสเซนต 

 
การเปรียบเทยีบปริมาณของเซลลโซมาติกที่ตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 กับการตรวจ

จากกลองจุลทรรศนแบบฉากสวาง โดยการยอมเซลลดวย สี Methylene blue พบวาตัวอยางทีม่ี
ปริมาณเซลลโซมาติกนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาณเซลลโซมาติกที่ตรวจดวยเครื่อง 
Somacount 150 มีความแตกตางกับปริมาณเซลลโซมาติกที่ตรวจไดจากการยอมเซลลดวย สี 
Methylene blue (P<0.05) ขณะที่ตวัอยางที่มีปริมาณเซลลโซมาติกมากกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร 
ปริมาณเซลลโซมาติกที่ตรวจไดดวยเครื่อง Somacount 150 ไมแตกตางกับปริมาณเซลลโซมาติกที่
ตรวจไดจากการยอมเซลลดวย สี Methylene blue (P>0.05) ดังตารางที่ 23 ทําใหการนับตรงดวย
กลองจุลทรรศนโดยยอมสีเซลลแบคทีเรียดวยสี Methylene blue สามารถใชแทนการตรวจดวย
เครื่อง Somacount 150 ได ในตัวอยางทีม่ีปริมาณเซลลโซมาติกมากกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร 
และในตัวอยางที่มีปริมาณเซลลโซมาติกนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตรนั้น การยอมเซลลดวยสี 
Methylene blueไมสามารถใชแทนการตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 ได เนื่องมาจากการตรวจ
นับปริมาณดวยกลองจุลทรรศน โดยยอมสีเซลลแบคทีเรียดวยสี Methylene blue เปนการสุมนับ
แลวที่ใชสูตรในการคํานวณเปนปริมาณเซลล/มิลลิลิตร ซ่ึงใชตัวอยางเพียง 10 ไมโคลิตร/ตัวอยาง 
และหากใชปริมาตรตัวอยางมากกวานี้ในการ Smear  ตัวอยางจะทําใหตัวอยางที่ Smear หลุดออก
จากสไลด  ทาํใหผลการตรวจมีความคลาดเคลื่อนมากขึน้ ขณะทีด่วยเครื่อง Somacount 150 ใช
หลักการ Flow cytometry ที่เปนการนับโดยตรงจากตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลิตร ทําใหปริมาณเซลล
ที่ไดเปนปริมาณเซลลที่แทจริง และผลการเปรียบเทยีบปริมาณเซลลโซมาติกที่ตรวจจากเครื่อง 
Somacount 150 กับการตรวจดวยกลองจุลทรรศนอีพิฟลูออเรสเซนตที่ยอมเซลลดวยสี  DAPI  
พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกที่ตรวจไดจากทุกตวัอยางมคีวามแตกตางกัน (P<0.05) ดังตารางที่ 23 
ทําใหการตรวจดวยกลองจุลทรรศนอีพิฟลูออเรสเซนตไมสามารถใชทดแทนการตรวจดวยเครื่อง 
Somacount 150 ได เนื่องจากการนับดวยกลองอีพิฟลูออเรสเซนตที่ยอมเซลลดวยสี  DAPI  จะเห็น
เฉพาะนวิเคลียสของเซลลโซมาติกหรือเซลลเม็ดเลือดขาวเทานั้น ซ่ึงเซลลเม็ดเลือดขาวจะมี
นิวเคลียส ไดตั้งแต 1-5 พู ทําใหการตรวจอาจนับ 1 พนูิวเคลียสเปน 1 เซลลได แตกตางกับการนับ
ดวยกลองจุลทรรศนที่สามารถมองเห็นเยื่อหุมเซลล (ภาพที่ 12)  
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ตารางที่ 23 ปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบ (Mean ± SD ) จากการนับดวย 3 วิธี 
 

วิธีการตรวจนับปริมาณเซลลโซมาติก  
ระดับเซลลโซมาติก Somacount 150 

( Cell / ml ) 
Methylene blue stain 

( Cell / ml ) 
DAPI stain 
( Cell / ml ) 

10,540   ±  2,703 (ก) 23,121, ±  5,277 (ข) 25,963 ± 17,803 (ข) 

104,987 ±  4,816 (ก) 115,607 ± 6,812 (ก) 206,965 ± 11,250 (ข) 

 
นอยกวา 200,000 เซลล/มล. 

195,713 ±  6,629 (ก) 123,314 ± 12,561 (ข) 321,946 ± 16,039 (ค) 
207,907 ±  3,182 (ก) 211, 946,± 9,634 (ก) 479,210 ± 20,551 (ข) 
355,880 ±  4,495 (ก) 360,308,± 17,501 (ก) 511,850 ± 61,842 (ข) 

 
200,000–500,000 เซลล/มล. 

469,620 ±  6,706 (ก) 493,256 ± 8,060 (ก) 529,653 ± 19,870 (ข) 
815,300 ±  12,384 (ก) 816,956 ± 20,886 (ก) 935,918 ± 19,870 (ข) 
1,110,833 ±  5,761 (ก) 1,117,534 ± 15,233 (ก) 1,389,041 ± 164,364 (ข) 

 
มากกวา 500,000 เซลล/มล. 

1,682,680 ±  27,195 (ก) 1,687,861 ± 18,531 (ก) 1,939,094 ± 135,098 (ข) 
หมายเหต ุอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 12  เซลลโซมาติกที่ไดจากการยอมดวยสี  Methylene blue และ  DAPI 
       ก และข.   เซลลโซมาติกจากยอมเซลลดวย Methylene blue 

 ค.   เซลลโซมาติกจากการยอมเซลลดวย DAPI  

ก

ค

ข
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3.  การเปรียบเทียบเทคนิคการตรวจแบคทีเรียในน้ํานมดบิท่ีพัฒนาขึ้นกับเทคนิคท่ีนิยมในปจจุบัน  
 

       3.1 การเปรียบเทียบเทคนิคการตรวจปริมาณเซลลแบคทีเรียในน้ํานมดิบท่ีพัฒนาขึ้นกับเทคนคิ
ท่ีนิยมในปจจุบัน  
 

 การศึกษาปริมาณเซลลแบคทีเรียจากการนบัดวยวิธีการตางๆ ในแตละระดับเซลลโซมาติก 
จากการตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 พบวา ปริมาณเซลลแบคทีเรียที่ไดจากการยอมสีเซลล
แบคทีเรียดวยสี Methylene blue มีปริมาณเซลลโซมาติกที่ตรวจนับไมแตกตางกับการยอมสีเซลล
ดวยสี  DAPI   ที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Gunasekera et al. (2002) ในทุกตัวอยาง ขณะที่ปริมาณ
เซลลแบคทีเรียที่ตรวจนับไดจากวิธีการใชอาหารเลี้ยงเชื้อดวยอาหารและการยอมสเีซลลแบคทีเรีย
ดวยสี DAPI  ตามวิธีการของ Wei Yu et al. (1995) มีปริมาณที่แตกตางแตกตาง  กับ 2 วิธีการ          
ที่กลาวไวขางตน(P<0.05) โดยการยอมสเีซลลแบคทีเรียดวยสี Methylene blue การยอมเซลล
แบคทีเรียดวย DAPI ที่ดัดแปลงจากวิธีของ Gunasekera  et  al. (2002)  พบปริมาณเซลลแบคทีเรีย
มากกวาการยอมเซลลแบคทีเรียดวยสี DAPI  ตามวิธีการของ Wei Yu et al. (1995) และการศึกษา
โดยวิธีการใชอาหารเลี้ยงเชือ้ดวยอาหาร (ตารางที่ 24) และการยอมเซลลดวย DAPI  ที่ดัดแปลงจาก
วิธีของ Gunasekera et al. (2002) มีความคลาดเคลื่อนของปริมาณเซลลที่นับไดนอยกวาการยอม
เซลลดวยสี Methylene blue เนื่องจาก การยอมเซลลดวยสี Methylene blue พบเซลลแบคทีเรีย
บางสวนถูกบดบังดวยเซลลโซมาติกและตะกอนของโปรตีน ขณะทีก่ารยอมเซลลดวย DAPI ที่
ดัดแปลงจากวธีิของ Gunasekera et al. (2002) ไดกําจัดตะกอนของโปรตีนและไขมันออกแลว     
ทําใหพบแตเฉพาะเซลลของแบคทีเรียเทานั้น และสาเหตุที่ทําใหการตรวจดวยวิธีการยอมสีเซลล
ดวย DAPI ตามวิธีการของ Wei Yu et al. (1995) พบปริมาณแบคทีเรียแตกตางกบัปริมาณที่ไดจาก
การตรวจดวยการยอมสีเซลลแบคทีเรียดวยสี Methylene blue และ การยอมเซลลดวย DAPI           
ที่ดัดแปลงจากวิธีของ Gunasekera et al. (2002) นั้น เนื่องจากการยอมสีเซลลดวย DAPI ตามวิธีการ
ของ Wei Yu et al. (1995) ยังไมมีการกําจัดเซลลโซมาติกจึงทําใหเซลลโซมาติกที่มีอยูบดบังเซลล
แบคทีเรียและใชปริมาณตวัอยาง นอยกวาเพียง 5 ไมโครลิตรเทานั้น เพื่อปองกันการหลุดออกจาก
สไลดของตัวอยางน้ํานมดิบในขั้นตอนการยอมเซลล และการศึกษาโดยวิธีการใชอาหารเลี้ยงเชือ้
ดวยอาหารที่พบปริมาณแบคทีเรียนอยที่สุด เนื่องจากขอจํากัดของเทคนิคอาจใหผลผิดพลาดใน
กรณีที่เซลลมีการจับตัวเปนกลุมกอนในตวัอยางที่นํามาศึกษา (ภาพที่ 13) 
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ตารางที่ 24 ปริมาณเซลลแบคทีเรีย (Mean ± SD) ในน้ํานมดิบจากการตรวจนับดวยเทคนิคตางๆ   
 

วิธีการตรวจปริมาณเซลลแบคทีเรีย  
ระดับเซลลโซมาติก 

 

Somacount 150 
( Cell / ml ) 

Plate count 
(CFU/ml) 

Methylene blue stain 
( Cell / ml ) 

DAPI stain 
( Cell / ml ) 

DAPI  (Modified) stain 

( Cell / ml ) 

10,540 3.00x106± 4.97x105 (ก) 9.25x107± 4.25x106 (ข) 5.50x106 ±1.67x106 (ค) 9.22x107± 1.79x106 (ข) 

104,987 4.40x105± 4.55x104 (ก) 1.69x109± 3.54x107 (ข) 5.64x107± 4.95x105 (ค) 1.69x109± 2.27x106 (ข) 

 
นอยกวา 200,000 เซลล/มล. 

195,713 5.70x106± 1.58x105 (ก)  5.55x108± 8.92x106 (ข)  2.39x106± 2.88x105 (ก) 5.44x108± 1.41x107 (ข) 

207,907 3.95x105± 2.80x104 (ก) 7.47x108± 2.11x107 (ข) 5.94x106± 1.09x106 (ค) 7.39x108± 3.49x105 (ข) 

355,880 4.10x105± 3.10x104 (ก) 1.27x108± 4.66x106 (ข) 4.79x106± 2.11x105 (ก) 1.27x108± 2.93x105 (ข) 

 
200,000 – 500,000 เซลล/มล. 

469,620 1.80x105± 2.00x104 (ก) 6.78x107± 3.71x106 (ข) 1.09x108± 4.02x106 (ค) 6.50x107± 4.34x105 (ข) 

815,300 1.00x105± 1.61x104 (ก) 3.41x108± 8.45x106 (ข) 1.66x107± 1.10x106 (ค) 3.40x108± 5.15x105 (ข) 
1,110,833 1.05x106± 7.02x104 (ก) 4.33x107± 1.02x106 (ข) 8.78x107± 1.07x106 (ค) 4.35x107± 3.24x105 (ข) 

 
มากกวา 500,000 เซลล/มล. 

1,682,680 5.20x105± 3.50x104 (ก) 5.19x108± 4.94x106 (ข) 1.90x107± 3.33x105 (ค) 5.19x108± 3.66x105 (ข) 

 
หมายเหต ุอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)
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ภาพที่ 13  เซลลแบคทีเรียที่นบัไดจากวิธีการตางๆ 
ก .   เซลลแบคทีเรียจากยอมเซลลดวย Methylene blue 

   ข.   เซลลแบคทีเรียจากการยอมเซลลดวย DAPI  
                       ค.   เซลลแบคทีเรียจากการยอมเซลลดวย DAPI ที่พัฒนาขึ้น 

 
 

ค. 

ข. ก. 
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เมื่อเปรียบเทียบเครื่องมือที่ใชในแตละวิธี คาใชจายตอตัวอยาง ระยะเวลา และตวัอยางที่
ตรวจพบ ของแตละวิธีการ พบวา วิธีการยอมสีเซลลดวยสี Methylene blue สามารถตรวจปริมาณ
เซลลโซมาติกและปริมาณแบคทีเรียไดในการยอมเพยีงครั้งเดียว และปริมาณเซลลโซมาติกที่ไดไม
แตกตางกับการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง Somacount 150 (P>0.05) ซ่ึงเปนวิธีการที่มี
ความถูกตองและรวดเรว็มากที่สุด แตมีตนทุนการลงทุนและคาใชจายสูง จึงไมเหมาะสมกับโรงงาน
ขนาดเล็กและตัวอยางจํานวนนอยของเกษตรกร กลาวไดวาวิธีการยอมเซลลดวยสี Methylene blue 
เปนทางเลือกหนึ่งที่มีความเหมาะสมในการนํามาใชในการปฏิบัติงานจริงสําหรับโรงงานขนาดเล็ก
ที่มีตนทุนในการลงทุนต่ําและมีปริมาณตวัอยางนอย อยางไรก็ตามถาตองการตรวจปริมาณ                  
เซลลโซมาติกเพียงอยางเดยีววิธีการยอมเซลลดวยสี Methylene blue จะใชเวลานานกวาการตรวจ
ดวยเครื่อง Somacount 150  (ตารางที่ 25) ดังนัน้การเลอืกที่จะใชวิธีการใดจําเปนตองพิจารณาดาน
ส่ิงที่ตองการตรวจ ปริมาณตวัอยาง งบประมาณและระยะเวลาที่ตองการทราบผล เมื่อตองการตรวจ
เฉพาะปริมาณเซลลแบคทีเรียเพยีงอยางเดยีววิธีการยอมสีเซลลแบคทีเรียดวยสี DAPI ที่ดัดแปลง
จากวิธีการของ Gunasekera  et  al.  (2002) นั้น  เปนทางเลือกหนึ่งทีน่าสนใจ เนื่องจากสามารถใช
ภาพที่ไดจากการถายดวยกลอง Cooled CCD Digital Camera (Olympus DP50) มานับจํานวนเซลล
ดวยโปรแกรมที่สามารถตรวจปริมาณเซลลไดอัตโนมัต ิ เชน โปรแกรม ImageProPlus              
(Media Cybernetics, USA) โปรแกรม Imagepro discovary (Media Cybernetics, USA) เปนตน    
ทําใหการตรวจปรมิาณเซลลแบคทีเรียสามารถทําไดรวดเร็วและถูกตองมากขึ้น 

 
ตารางที่ 25  เปรียบเทียบความเหมาะสมของเครื่องมือ คาใชจาย ระยะเวลา และ ตวัอยางที่สามารถ
ตรวจของแตละเทคนิค  
 

เทคนิคท่ีใช Somacount 150 Methylene blue stain DAPI (Modified) stain 

เคร่ืองมือ Somacount 150 Light  Microscope Epifluorescence microscope 

คาใชจาย ประมาณ 100 บาท ประมาณ 2 บาท ประมาณ 70 บาท 

ระยะเวลา 150 ตัวอยาง/ช่ัวโมง 20 ตัวอยาง/ช่ัวโมง 20 ตัวอยาง/ช่ัวโมง 

ตัวอยางที่ได Somatic cell  Somatic cell และ Bacteria Bacteria 
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      3.2  การเปรียบเทียบเทคนิคการจําแนกชนดิของแบคทีเรียในน้ํานมดิบท่ีพัฒนาขึ้นกับเทคนคิ    
ท่ีนิยมในปจจุบัน  
 

 ผลการเปรียบเทียบการจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยวิธีการใชอาหารเลี้ยงเชื้อรวมกบัการ
ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมกีบัเทคนิค FISH พบวา ทั้งสองเทคนิคสามารถใชจําแนกชนิดแบคทีเรีย
ที่เปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบไดไมแตกตางกัน (ตารางที่ 26) โดยแบคทเีรียทีใ่ชในการศึกษา
คร้ังนี้ ไดแก แบคทีเรียในจีนสั Staphylococcus spp. จีนัส Streptococcus  spp. และ  E. coli  ซ่ึงการ
ใชเทคนิค FISH โดยใช Probe EUB mixed ซ่ึงมีความจําเพาะกับแบคทีเรียทั้งหมด Probe LGC 
mixed ที่จําเพาะกับแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus  spp. และ Probe 
GAM42a ที่จําเพาะกับ E.  coli  พบวา การใชเทคนิค FISH สามารถตรวจพบแบคทีเรียทั้ง 3 กลุมได 
(ภาพที่ 14 และ 15) และการใชเทคนิค FISH โดยใช Probe EUB mixed รวมกับ LGC mixed พบวา 
สามารถตรวจพบแบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus  spp. ได เนื่องจาก
แบคทีเรียในจนีัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus  spp. เปนแบคทีเรียกลุม Gram-positive 
bacteria with low G+C content ที่ Probe LGC mixed มีความจําเพาะ (ภาพที่ 14)  และการใชเทคนิค 
FISH โดยใช Probe EUB mixed รวมกับ GAM42a  สามารถตรวจพบแบคทีเรีย  E. coli ได  
เนื่องจากแบคทีเรีย E. coli  เปนแบคทีเรียกลุม  Gamma Proteobacteria ซ่ึง Probe GAM 42a มี
ความจําเพาะ (ภาพที ่ 15) สรุปไดวา เทคนิค FISH เปนทางเลือกหนึง่ที่ใชในการวนิิจฉัยโรคเตานม
อักเสบในโคนมไดอยางถูกตองและรวดเร็วมากขึ้น สงผลใหสามารถรักษาและปองกันไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 
 

ตารางที่ 26 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการจาํแนกกลุมแบคทีเรียในน้ํานมดิบระหวางการทดสอบ
ทางชีวเคมีกับการใชเทคนิค FISH 
 

เชื้อท่ีพบจากการทดสอบทางชีวเคมี เชื้อท่ีพบจากการทําเทคนิค FISH เชื้อท่ีเติมในน้ํานมดิบ 

Stap. spp. Strep. Spp. E. coli EUB (mix) LGC (mix) GAM42a 

Stap. spp.  +   + +  

Strep. Spp.   +  + +  

E. coli    + +  + 

Stap. spp.+ E. coli   +  + + + + 

Strep. Spp. + E. coli   + + + + + 
 

หมายเหต ุ  +  คือ การตรวจพบแบคทีเรีย  E. coli  คือ  Escherichia coli 

   Stap. spp. คือ Staphylococcus spp.  Strep.  spp. คือ Streptococcus spp. 
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   ก.     ข. 
 

ภาพที่ 14  เซลลแบคทีเรียในน้ํานมดิบที่เตมิ Escherichia coli และ Staphylococcus spp. 
 ก. เซลลแบคทีเรียที่ติด Probe EUB mixed   ข. เซลล Staphylococcus spp. ที่ติด Probe LGC mixed 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   ก.     ข. 
 

ภาพที่ 15  เซลลแบคทีเรียในน้ํานมดิบที่เตมิ Escherichia coli และ Staphylococcus spp   
                ก.  เซลลแบคทีเรียที่ติด Probe EUB mixed         ข.  เซลล E. coli ที่ติด Probe GAM42a 



บทที่ 5 
สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 

 

สรุปผลการศึกษา 
 

การศึกษาสถานการณของโรคเตานมอักเสบจากฟารมโคนมอําเภอปาพะยอม จังหวดัพัทลุง 
ระหวางเดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2547 พบวา ป พ.ศ. 2546 เกษตรกรสามารถ
ควบคุมสถานการณการเกิดของโรคเตานมอักเสบภายในฟารมไดดกีวาป พ.ศ. 2545 เนื่องจาก           
ป พ.ศ. 2546 พบฟารมทีม่ีปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบนอยกวา 200,000 เซลล/มิลลิลิตร            
ที่เปนปริมาณเซลลโซมาติกที่ระบุวาเปนน้าํนมดิบที่ไดมาจากแมโคที่เปนปกติมากกวาป พ.ศ. 2545 
และป พ.ศ. 2546 เกษตรกรมคีวามเขาใจในการสงน้ํานมดบิที่มีมาตรฐานใหกับสหกรณโคนมพัทลุง
มากกวาป พ.ศ. 2545 เนื่องจากพบฟารมที่สงน้ํานมดิบที่ผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและ        
การผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 (กรมปศุสัตว, 2542)  มากกวาป พ.ศ. 2545   

  

การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการตรวจโรคเตานมอักเสบที่นิยมในปจุบัน พบวา การตรวจ        
จุลินทรียที่เปนสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบเปนวธีิการที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด เนื่องจาก 
พบฟารมที่เสี่ยงตอการระบาดของโรคเตานมอักเสบมากกวา การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวย
เครื่อง Somacount 150 การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยน้ํายา California mastitis test (CMT) 
และการทดสอบ Alcohol test ที่มีประสิทธิภาพเปนอนัดบั 2, 3 และ 4 ตามลําดับ 

 

จากการศึกษาความสามารถในระบุปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
(Trypticase Soya Agar, TSA) ปริมาณแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp.
ของการทดสอบ Methylene blue reduction test และการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง 
Somacount 150 ในตัวอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนมและเตานมของแมโครีดนม พบวา การทดสอบ 
Methylene blue reduction test และปริมาณเซลลโซมาติกจากการตรวจดวยเครื่อง Somacount 150
ไมสามารถระบุปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียจีนัส 
Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ที่มีปริมาณ 106 , 105 และ 104 CFU/มิลลิลิตร
ตามลําดับในน้ํานมดิบจากถังรวมนมและปริมาณ 109 , 106 และ10 6 CFU/มิลลิลิตรตามลําดับ           
ในน้ํานมดิบรายเตาได อีกทั้งการตรวจปรมิาณเซลลโซมาติกดวยเครือ่ง Somacount 150 ไมสามารถ
ระบุการตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ที่รายงานวาเปน
เชื้อสาเหตุของโรคเตานมอักเสบในน้ํานมดบิไดทั้งจากถังรวมนมและจากเตานมของแมโครีดนม 
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ทําใหการตรวจโรคเตานมอักเสบจําเปนตองตรวจเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคเตานมอักเสบ
รวมดวย เพื่อใชเปนขอมูล ในการตัดสินสภาวะการระบาดของโรคเตานมอักเสบในแมโครีดนม 

 

การศึกษาความสามารถของการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยเครื่อง Somacount 150 ใน
การระบุการผานเกณฑมาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 
(กรมปศุสัตว, 2542)  และเกณฑมาตรฐานทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสมัผัสอาหารของ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2536 (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2536) ของปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดบนที่เจริญอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดและปริมาณ E. coli                   
ในน้ํานมดิบจากถังรวมนมและรายเตา พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกไมสามารถบงชี้การผานเกณฑ
มาตรฐานของแบคทีเรียดังกลาวในถังรวมนมได ขณะที่ผลการศกึษารายเตาของแมโครีดนม           
พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกสามารถบงชี้การผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรม
ทั้งหมดได แตไมสามารถใชบงชี้การผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ และปริมาณ E. coli  เชนเดยีวกับตัวอยางน้ํานมดิบจากถังรวมนม 

 

การศึกษาปริมาณผลผลิตของน้ํานมดิบในฟารมของเกษตรกรตอปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด
ที่เจริญบนอาหาร ปริมาณแบคทีเรียจีนัส Streptococcus spp. และ Streptococcus spp. ในน้ํานมดบิ
จากถังรวมนมและปจจยัส่ิงแวดลอมที่เกีย่วของกับการรีดนมทั้ง 5 แหงที่ทําการศึกษา คือ              
ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม และน้ําลางเตานม พบวา ปริมาณผลผลิตไมมีผลตอ
ปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อและปรมิาณแบคทเีรียจีนัส Streptococcus spp. 
ในน้ํานมดิบ ขณะที่ปริมาณแบคทีเรียจนีัส Staphylococcus spp. ที่พบในน้ํานมดบิจากฟารมทีม่ี
ปริมาณผลผลิตมากกวา 100 กิโลกรัม/วันมีปริมาณนอยกวาฟารมที่ผลผลิตนอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน 
และปริมาณแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. ที่พบในถังรวมนมของฟารมที่ผลผลิตมากกวา 50 
กิโลกรัม/วัน พบปริมาณนอยกวาฟารมที่ผลผลิตนอยกวา 50 กิโลกรัม/วัน  และปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่เจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แบคทเีรียจีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp.          
ที่พบในน้ํานมดิบไมความสมัพันธกับปจจยัส่ิงแวดลอมที่เกี่ยวของกับการรีด โดยน้าํนมดิบมี
ปริมาณแบคทเีรียกลุมดังกลาวมากกวาปรมิาณที่พบในปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม 

 

ผลการศึกษาความสัมพันธของการตรวจพบเชื้อแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. และ 
Streptococcus spp. ในน้ํานมดิบ ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม และน้ําลางเตานม 
พบวา การตรวจพบแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus spp. ในถังรวมนมมีความสัมพันธกับถังรีดนม
ขณะที่การตรวจพบแบคทีเรียจีนัส Streptococcus spp. ในน้าํนมดิบมีความสัมพันธกับยางไลเนอร
และการตรวจพบแบคทีเรียจนีัส Streptococcus spp. ในผาเช็ดเตานมมคีวามสัมพันธกับในน้ําที่ใช
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ลางเตานม ขณะที่ผลการศึกษาปริมาณผลผลิตน้ํานมดิบในฟารมของเกษตรกรตอการผานเกณฑ
มาตรฐานฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทย พ.ศ. 2542 และเกณฑมาตรฐาน
คุณภาพทางจลุชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหารกรมวิทยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2536 
ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหาร ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมด และปริมาณ E. coli 
ในน้ํานมดิบจากถังรวมนม พบวา ปริมาณผลผลิตไมมีผลตอการผานเกณฑมาตรฐานของปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหาร แบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด และ  E. coli ในน้ํานมดิบ  

 

จากการศึกษาปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีเ่จริญบนอาหาร ปริมาณแบคทีเรียในจีนัส 
Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ของตัวอยางน้ํานมดิบจากรายเตาของแมโครีดนมใน
แตละระดับอาการของโรคเตานมอักเสบดวยเทคนิคการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวามีปริมาณแบคทีเรีย
จีนัส Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. เพยีงรอยละ 3 ของปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดที่
เจริญบนอาหารเทานั้น กลาวไดวา อาจจะมีเชื้อจุลินทรยีกลุมอื่นๆ ที่สวนเกีย่วของกับการเกดิโรค
เตานมอักเสบ เนื่องจากมีอีกรอยละ 97 ที่ยังไมไดจัดจาํแนกชนิด และเทคนิคการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
ในการศึกษายงัมีขอจํากัด ทาํใหปริมาณแบคทีเรียที่พบอาจนอยกวาความเปนจริง 

 

ผลการเปรียบเทียบเทคนิคทีพ่ัฒนาขึ้นกับเทคนิคที่นิยมใชในปจจุบนั เพื่อศึกษาปริมาณ
เซลลโซมาติก เซลลแบคทีเรีย และการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย พบวา ปริมาณเซลลโซมาติกที่ได
จากเทคนิคการนับโดยตรงดวยการยอมเซลลดวยสี Methylene blue มีประสิทธิภาพทัดเทียมกับการ
ตรวจดวยเครื่อง Somacount 150 ในตวัอยางน้ํานมดบิที่ปริมาณเซลลโซมาติกมากกวา 200,000 
เซลล/มิลลิลิตร และสามารถนับปริมาณเซลลแบคทีเรียไดในการยอมเพียงครั้งเดยีว โดยมีการลงทนุ
และคาใชจายตอตัวอยางนอยกวา อีกทั้งการตรวจปรมิาณแบคทีเรียดวยการยอมเซลลดวยสี 
Methylene blue มีประสิทธิภาพใกลเคียงกับการตรวจดวยวิธีการยอมสีเซลลแบคทีเรียดวยสี DAPI 
ที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Gunasekera  et  al. (2002) และเทคนิค Fluorescence In Situ 
hybridization (FISH) ที่พฒันาขึ้น สามารถจําแนกชนดิของแบคทีเรียที่เปนสาเหตขุองโรคเตานม
อักเสบไดไมแตกตางกับเทคนิคการใชอาหารเลี้ยงเชื้อรวมกับการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ทาํให
เทคนิค Fluorescence In Situ hybridization (FISH) ที่พัฒนาขึ้น เปนทางเลือกหนึ่งที่จะนํามาใช
ศึกษาและวนิิจฉัยโรคเตานมอักเสบ เนื่องจากการใชเทคนิค FISH อีกทั้งเทคนคิ FISH ยัง                   
ลดขอจํากัดของเทคนิคอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตองใชเวลานานและใหผลผิดพลาดได ในกรณีที่เซลลมีการ        
จับตัวเปนกลุมกอน  
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ขอเสนอแนะ 
  

 1. นําเทคนิคการนับจํานวนเซลลโซมาติก โดยการยอมเซลลดวยสี Methylene blue 
มาตรวจปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบของเกษตรที่เปนสมาชิกของสหกรณโคนมพัทลุง จํากัด 
หรือจากฟารมโคนมอื่นๆ แทนการสงตัวอยางไปทําการวิเคราะหดวยเครื่อง Somacount 150 เพือ่
ความสะดวกรวดเรว็และลดคาใชจายของเกษตรกร  
 

2. ควรศึกษาชนดิแบคทีเรียภายในเนื้อเยื่อเตานมของแมโคปกติและแมโคที่เปนโรค
เตานมอักเสบ เพื่อศึกษาความสัมพันธของเชื้อแบคทีเรียที่พบดังกลาว ทําใหสามารถสรุปสาเหตุของ        
โรคเตานมอักเสบไดอยางถูกตอง 

 

3. ควรมีการนําเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาชนิดของแบคทีเรียทีเ่ปนสาเหตุ
ของโรคเตานมอักเสบ เชน เทคนิค 16S rRNA clone library analysis เพื่อใหทราบถึงชนิดของ
แบคทีเรียที่มบีทบาทสําคัญในการกอใหเกิดโรคเตานมอักเสบที่แทจริง และทําการออกแบบ Probe 
ที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียดังกลาวมาใชรวมกับเทคนิค FISH ที่ทําการพัฒนาขึ้น ทําใหสามารถ
วินิจฉยัและรกัษาโรคไดถูกตองมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก. 
การตรวจคุณภาพน้ํานม 

 
1.   การตรวจการตกตะกอนดวยแอลกอฮอล (วิพิชญ, 2546) 
 

 วิธีการตรวจ ใช Ethyl alcohol หรือ Ethanol 68% หรืออาจใช 70% แทนได เติมในน้าํนมที่
มีปริมาตรเทากัน การศกึษาครั้งนี้ ใชน้ํานมปริมาณ 2 มลิลิลิตรและEthanol 70% ปริมาณ 2 มิลลิลิตร 
คนใหเขากัน สังเกตการตะกอน การรายงานผล คือ เกิดตะกอนรายงานผลเปนบวก ไมเกิดตะกอน
ใหผลเปนลบ 
 หมายเหต ุถาสงสัยวาเกดิผลบวกเทียมใหตรวจซ้ําดวยวธีิ Clot-on-Boiling test (C.O.B) 
 
2.   การตรวจ Methylene blue reduction test (วิพิชญ, 2546) 
 

 วิธีการตรวจ เติมตัวอยางน้ํานมปริมาณ 10 มิลลิลิตรในหลอดปราศจากเชื้อและเติมสี 
Methylene blue ที่ระดับความเขมขน 1 ตอ 25,000 จํานวน 1 มิลลิลิตร สวนหลอดควบคุมเติมน้ํา
กล่ันปริมาณ 10 มิลลิลิตร แทนตวัอยาง เพื่อเปนหลอดเปรียบเทียบ ผสมใหเขากัน บมที่ 35 องศา
เซลเซียส ตรวจดกูารเปลี่ยนสีจากสีฟาจนเปนสีน้ํานมตามธรรมชาติ ในทกุๆ 30 นาที จนครบ               
6 ช่ัวโมง จึงหยดุการสังเกต บันทึกเวลาการเปลี่ยนสี ในกรณีที่เปลี่ยนสีเพียงครึ่งหลอดถึงรายงานวา
เกิดการเปลีย่นสี 
 
สูตรการเตรียมสี Methylene blue 
 Methylene blue   0.3  กรัม 
 น้ํากลั่น   100  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข. 
การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบ 

 
1.   การตรวจ ปริมาณเซลลโซมาติกในน้ํานมดิบดวย California mastitis test (นิมติ, 2540) 
 นําตัวอยางน้ํานมดิบ ใสในจานทดสอบปริมาณ 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํายา California 
mastitis test (CMT) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร หมุนทดสอบเพื่อใหน้ํายาผสมกับน้ํานม อานผลระดับของ
ปฎิกริยาที่พบ ดังตารางที่ 27  
 
ตารางที่ 27 แสดงการแปลผลปริมาณเซลลโซมาติกจากการทดสอบดวย California mastitis test  
 
ระดับปฏิกิริยา จํานวนเซลลโซมาติก ลักษณะของปฏิกิริยา 

0 
T 
1 
2 

< 200,000 
200,000-500,000 
500,000-1,000,000 
>1,000,000 

สวนผสมเปนเนื้อเดียวกัน เคลื่อนที่เร็ว สีมวงจาง 
สวนผสมเปนเมือกเล็กนอย เคลื่อนที่เร็ว สีมวงจาง 
สวนผสมมีความหนืดและเปนเมือก เคลื่อนที่ชาลง สีมวง 
สวนผสมมีความหนืดเปนเมือกพอสมควร เคลื่อนที่ชามาก สีมวงเขม 

ท่ีมา:  Philpot and Nackerson (1991) 
 
สวนประกอบของน้ํายา CMT  
 Bromcresol  purple    0.03%  
 Sodium hydroxide    0.7% 
 Liquid detergent (Teepol)   2.5% 
 Distilled water     96.77%   
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ภาคผนวก ค. 

เทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) 
 

 เทคนิค FISH ใชวิธีการของ Amann et al. (1995) โดยการนําตัวอยางจํานวน 3 ไมโครลิตร 
หยดลงในหลมุสไลดซ่ึงเคลือบดวย 0.1 % Gelatin ที่ผสมดวย Chromium potassium sulfate 0.01% 
เกลี่ยใหทั่วหลุมสไลด ปลอยใหแหง นําสไลดจุมใน  Ethanol 50%,  80%,  98% อยางละ 3 นาที
ตามลําดับ ทําใหแหงเตรียม  Hybridization buffer เติม Hybridization buffer  ในหลุมสไลด 8 
ไมโครลิตร  แลวเติม probe อีก 2  ไมโครลิตร  วางสไลดในหลอดฝาเกลียวขนาด  50 ml  ที่บรรจุ
ทิชชูซ่ึงชุม  Hybridization buffer  ที่เหลือ บมที่ 46 องศาเซลเซียส นาน  1-2  ช่ัวโมง ทําการลางดวย 
Wash buffer  ที่บมไวในอณุหภูมิ  48  องศาเซลเซียส นําไปจุมใน Wash buffer ที่เหลือ นาน 15 
นาที ทําใหแหง หยด Citifluor (Citifluor Ltd., Canterbury, UK) เล็กนอยลงบนสไลดปดดวยกระจก
ปดสไลด ตรวจผลดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง (Epifluorescence microscope;  Olympus BX51) 
แลวถายภาพดวยกลอง Cooled CCD Digital camera (Olympus DP50) ซ่ึงตองหยด 
nonfluorescence oil immersion ลงบนสไลดกอนนําไปสองตองระวังไมให Citifluor ผสมกับ 
nonfluorescence oil immersion  และการสองดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสงตองเลอืกใชความ           
ยาวคล่ืนที่เหมาะสมกับสาร Fluorochrome แตละชนดิที่ติดฉลากบน Probe ซ่ึง Probe ที่ใชใน
การศึกษา ไดแก EUB mixed, LGC mixed และGAM 42a โดย Probe EUB mixed สาร 
Fluorochrome ที่นํามาติดฉลากคือ Fluorescien ตองใชความยาวคลื่นในชวง 492 nm (excited 
wavelength) เมื่อสองดูจะเหน็เซลลเปาหมาย เปลงแสงออกมาเปนความยาวคลื่น 520 nm (emitted 
wavelength) ที่มองเห็นเปนสีเขียว ขณะที ่ Probe LGC mixed  Fluorochrome ที่นํามาติดฉลากคือ 
CY3 และ Probe GAM 42a Fluorochrome ที่นํามาติดฉลากคือ Rhodamine ซ่ึง Fluorochrome ซ่ึงทั้ง
สองชนิดนี้ตองใชความยาวคลื่นแสงในชวง 550-570 nm (excited wavelength) เมือ่สองดวยกลอง
จุลทรรศนเรืองแสงจะเห็นเซลลเปาหมายเปลงแสงออกมาเปนความยาวคลื่น 570-590 nm (emitted 
wavelength) ซ่ึงสามารถมองเห็นเซลลเปาหมายเกิดการเรืองแสงเปนสีแดง 
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สารเคมีท่ีใช 
Hybridization buffer 
 360 μl of 5M Nacl 
  40  μl of 1 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane hydrochloride (Tris/HCl) 
   2   μl of 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS)  
   x   μl of Formamide 
   y   μl of autoclaved milli – Q water  
 

ตารางที่ 28  การเตรียม Hybridization buffer 
 

Amount of Formamide  % Formamide on the well Amount of milli – Q water 
0 

100 
200 
300 
400 
500 
600 
700 
800 
900 

1,000 
1,100 

0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 

1,598 
1,498 
1,398 
1,298 
1,198 
1,098 
998 
898 
798 
698 
598 
498 

 
Wash buffer 
 5 M NaCl Z μl 
 1 M Tris/HCl 1 ml 
 10% SDS 50 μl 
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ตารางที่ 29  การเตรียม Wash buffer ที่ระดบัความเขมขนของ Formamide ตางๆ 
 

Hybridazation @ 46oC 
% formamide 

NaCl (M) Z μl 5 M NaCl μl  0.5 M EDTA For 
20 % FA and above 

0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 

0.900 
0.636 
0.450 
0.318 
0.225 
0.159 
0.112 
0.080 
0.056 
0.040 
0.028 
0.020 

9000 
6300 
4500 
3180 
2150 
1490 
1020 
700 
460 
300 
180 
100 

- 
- 
- 
- 

500 
500 
500 
500 
500 
500 
500 
500 

 

Mount fluid 
 p- Phenylenediamine   100 mg 
 0.5 M Carbonate buffer (pH 9)  10  ml 
 100% Glycerol    90 ml 
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ภาคผนวก ง. 

การตรวจปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมท้ังหมด และ E.coli ดวยวิธี 
Most propable number (George and Jackson, 1998) 

 
 การตรวจปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด และ E.coli ดวยวิธีMost propable number 
ใชวิธีการของ George and Jackson (1998) โดยการตรวจใชอาหาร Fluorocount Lauryl Sulfate 
Broth ของบริษัท Merck, Germany โดยเตรียมอาหาร Fluorocount Lauryl Sulfate Broth ใสหลอด
หลอดละ 9 มลิลิลิตร พรอมหลอดดักแกส นําตัวอยางน้ํานมดิบเจือจางดวย 0.1% Peptone water ที่
ระดับ 10 -1 ถึง 10 -3 นําตัวอยางที่ระดับความเจือจางละ 3 หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตรใสในอาหาร บมที ่
35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 – 48 ช่ัวโมง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 16 การตรวจปริมาณแบคทีเรียโคลิฟารมทั้งหมด และปรมิาณ  E.coli ดวยวิธีแบบ              
Most probable number (MPN) 
ก. อาหาร Fluorocount Lauryl Sulfate Broth  
ข. ลักษณะการเตมิตัวอยางทีแ่ตละระดับความเจือจางในอาหาร  

  
การตรวจผล  สังเกตเฉพาะการเกิดแกสในหลอดดกัแกส ในกรณีตองการศึกษาเฉพาะ

ปริมาณแบคทเีรียโคลิฟอรมทั้งหมด ขณะที่การตรวจปริมาณ E.coli สังเกตเกดิแกสในหลอดดกั
แกส เกิดการเรืองแสงและเมื่อหยด Kovac’s indole reagent 1-2 หยดแลวเกดิวงแหวนสีแดง นําผลที่
ไดมาเทียบปรมิาณ MPN/ml จากตารางที่ 30 ซ่ึงเปนตาราง MPN แบบ 3 หลอด 

      10 -3  10 -3   10 -3 
10-2  10-2    10-2 
10-1  10-1    10-1 

ก. ข. 
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ตารางที่ 30 คาดัชนีปริมาณแบคทีเรียที่เปนไปไดมากที่สุด ( Most Probable Index) แบบ 3-3-3 ตอ 
 ตัวอยาง 1 มิลลิลิตร 
 

หลอดที่ใหผลเปนบวก 
(Positive tubes) 

หลอดที่ใหผลเปนบวก 
(Positive tubes) 

หลอดที่ใหผลเปนบวก 
(Positive tubes) 

หลอดที่ใหผลเปนบวก 
(Positive tubes) 

0.1 0.01 0.001 

MPN 

0.1 0.01 0.001 

MPN 

0.1 0.01 0.001 

MPN 

0.1 0.01 0.001 

MPN 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 

0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 

<3 
3 
6 
9 
3 

6.1 
9.2 
12 
6.2 
9.3 
12 
16 
9.4 
13 
16 
19 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

0 
0 
0 
0 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 

0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 

3.6 
7.2 
11 
15 
7.3 
11 
15 
19 
11 
15 
20 
24 
16 
20 
24 
29 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

0 
0 
0 
0 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 

0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 

9.1 
14 
20 
26 
15 
20 
27 
34 
21 
28 
35 
42 
29 
36 
44 
53 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

0 
0 
0 
0 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 

0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 
0 
1 
2 
3 

23 
39 
64 
95 
43 
75 

120 
160 
93 

150 
210 
290 
240 
460 

1100 
>1100 
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ภาคผนวก จ. 
การวิเคราะหสถิติดวยโปรแกรม SAS System 1982 

  
1.   ตัวอยางการวิเคราะหดวยคําสั่ง Proc GLM/LSMEANS/PDIFF  
 
 ในการศึกษาความสัมพันธของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหารในน้ํานมดิบ 
ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม น้ําลางเตานม ซ่ึงมีขอมูลการศึกษาดังนี้ 
 

ตัวอยาง 
ยางไลเนอร 
(CFU/ml) 

ถังรวมนม 
(CFU/ml) 

ถังรีดนม 
(CFU/ml) 

ผาเช็ดเตานม 
(CFU/ml) 

น้ําลางเตานม 
(CFU/ml) 

น้ํานมดิบ 
(CFU/ml) 

ฟารมที่ 1 105,000 8,400 1,300 25 1,485 3,100,000 
ฟารมที่ 2 350,000 220 200 0 1,050 375,000 
ฟารมที่ 3 370,500 545,000 3,800 50 131,500 105,000 
ฟารมที่ 4 425,000 192,500 160 15 44,600 15,100,000 
ฟารมที่ 5 395,000 318,000 450 15 520 23,250,000 
ฟารมที่ 6 475,000 377,000 93,000 175,000 35,000 180,000 
ฟารมที่ 7 48,450 76,900 3,650 200 1,750 2,830,000 
ฟารมที่ 8 3,750 250 100 50 1,055,100 2,230,000 
ฟารมที่ 9 685,000 13,800 178,500 715 445 20,450,000 
ฟารมที่ 10 163,000 329,500 11,300 150 12,100 4,620,000 
ฟารมที่ 11 507,000 2,700 12,500 7,050 28,000 12,393,500 
ฟารมที่ 12 542,000 525 86,000 500 1,175 7,200,000 
ฟารมที่ 13 183,400 3,350 1,500 450 1,300 1,250,000 
ฟารมที่ 14 66,800 100 6,050 150 4,850 2,425,000 
ฟารมที่ 15 1,850 900 4,100 200 18,450 875,000 
ฟารมที่ 16 1,445 109,500 45 5 60 20,500 
ฟารมที่ 17 28,900 470 1,500 45 1,365 21,550,000 
ฟารมที่ 18 528,500 484,000 101,300 67,000 78,200 2,425,000 

 
จากขอมูลสามารถใชคําสั่ง Proc GLM/LSMEANS/PDIFF ในการวิเคราะหไดดังนี ้
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title ' TB vs Enviro STUDY'; 
    data aom; 
        do batch = 1 to 18; 
          do trt = 1 to 6; 
       input cell @@; 
        output; 
        end; 
       end; 
       cards; 
         105000 8400   1300   25     1485    3100000 
         350000 220    200    0      1050    375000 
         370500 545000 3800   50     131500  105000 
         425000 192500 160    15     44600   15100000 
         395000 318000 450    15     520     23250000 
         475000 377000 93000  175000 35000   180000 
         48450  76900  3650   200    1750    2830000 
         3750   250    100    50     1055100 2230000 
         685000 13800  178500 715    445     20450000 
         163000 329500 11300  150    12100   4620000 
         507000 2700   12500  7050   28000   12393500 
         542000 525    86000  500    1175    7200000 
         183400 3350   1500   450    1300    1250000 
         66800  100    6050   150    4850    2425000 
         1850   900    4100   200    18450   875000 
         1445   109500 45     5      60      20500 
         28900  470    1500   45     1365    21550000 
         528500 484000 101300 67000  78200   2425000 
    ; 
  proc GLM data = aom; 
    Class batch trt; 
    model cell =batch trt; 
    mean trt; 
    LSMEANS trt /PDIFF; 
  RUN;  
 

โดยผลการศึกษาจะแสดงในรูปตาราง General Linear Models Procedure และ General 
Linear Models Procedure Least Squares Means ดังนี้ 
 

General Linear Models Procedure 
-------------------------------------------------------------------- 
Source   DF      Type III SS            Mean Square   F Value Pr > F 
-------------------------------------------------------------------- 
BATCH    17  186291631575829.0000  10958331269166.400   1.01  0.4605 
TRT      5   650617983414692.0000  130123596682938.000  1.94  0.0001 
-------------------------------------------------------------------- 
 

General Linear Models Procedure Least Squares Means 
-------------------------------------------------------------------- 
TRT      CELL     Pr > |T|  H0: LSMEAN(i)=LSMEAN(j) 
 

  LSMEAN    i/j   1      2       3       4       5       6 
--------------------------------------------------------------------        
1     271144.17   1    .      0.9031  0.8257  0.8158  0.8616  0.0001 
2     136839.72   2   0.9031   .      0.9215  0.9114  0.9580  0.0001 
3      28080.83   3   0.8257  0.9215   .      0.9898  0.9634  0.0001 
4      13978.89   4   0.8158  0.9114  0.9898   .      0.9532  0.0001 
5      78719.44   5   0.8616  0.9580  0.9634  0.9532   .      0.0001 
6    6687722.22   6   0.0001  0.0001  0.0001  0.0001  0.0001   . 
-------------------------------------------------------------------- 
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การแปลผล อานคา p-value (Pr > F) จากตาราง General Linear Models Procedure ของการ
ทดสอบทรีทเมนตทั้ง 6 ทรีทเมนต (น้ํานมดิบ ยางไลเนอร ถังรวมนม ถังรีดนม ผาเช็ดเตานม และ   
น้ําลางเตานม) ซ่ึงพบวามีคาเทากัน 0.0001 แสดงวา ทรีทเมนตทั้ง 6 มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) จากนั้นทําการเลือกทรีทเมนตที่ตองการเปรียบเทียบความแตกตางของคา    
LS-mean number จากตาราง General Linear Models Procedure Least Squares Means แลวจึงอาน
คา p-value ระหวางคาที่ตองการเปรียบเทยีบ โดยเลือกอานทางสวนบนหรือสวนลางของแนวทแยง
ก็ได ซ่ึงผลการศึกษาพบวา น้ํานมดิบ (หมายเลข 6) เมื่อเปรียบเทียบกับปจจยัที่เกีย่วของกับการรดี
ทั้ง 5 แลว พบวามีคาเทากับ 0.0001 แสดงวา ปริมาณแบคทีเรียในน้ํานมดิบมีความแตกตางจาก
ปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดนม (P<0.01) ขณะที่ปจจัยที่เกี่ยวของกับการรีดมีปริมาณแบคทีเรีย         
ไมแตกตางกัน (P >0.05) เนื่องจากคา p-value ของทกุคูมากกวา 0.05  
 

2.   ตัวอยางการวิเคราะหดวยคําสั่ง Proc FREQ  
วิเคราะหความสัมพันธของระดับเซลลโซมาติกกับการตรวจพบ Staphylococcus spp.  ซ่ึงมี

ขอมูลการศึกษาดังนี ้  
 

ระดับเซลลโซมาติก (เซลล/มล.) แบคทีเรียจีนัส 
Staphylococcus spp.        

ในน้ํานมดิบ 
< 200,000 200,000-500,000 500,000-1,000,000 >1,000,000 

พบ 6 2 0 0 
ไมพบ 38 19 10 3 
รวม 44 21 10 3 

 

จากขอมูลสามารถใชคําสั่ง Proc FREQ ในการวิเคราะหไดดังนี ้
 
title 'DETERGENT PREFERENCE STUDY'; 
    data deterg; 
       input Scc $ Stap $ count @@; 
       cards; 
        0 P 6 
        0 F 38 
        T P 2 
        T F 19 
        1 P 0 
        1 F 10 
        2 P 0 
        2 F 3 
    ; 
    proc freq data=deterg; 
        table Stap*Scc/chisq norow nocol; 
        weight count; 
    run; 
 

โดยผลการศึกษาจะแสดงในรูปตาราง STATISTICS FOR TABLE OF STAP BY SCC ดังนี้ 
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STATISTICS FOR TABLE OF STAP BY SCC 
------------------------------------------------------ 
Statistic       DF     Value        Prob 
------------------------------------------------------ 
Chi-Square                     3     2.044       0.563 
Phi Coefficient                      0.162 
Sample Size = 78 
------------------------------------------------------ 
 

การแปลผล อานคา p-value (Prob) จากตาราง STATISTICS FOR TABLE OF STAP BY 
SCC ของการศึกษาความเปนอิสระตอกันของทรีทเมนตทั้ง 2 ทรีทเมนต (ระดับเซลลโซมาติกและ
การตรวจพบ Staphylococcus spp.)  ซ่ึงพบวามีคาเทากนั 0.563 ดังนัน้จึง accept Ho (P>0.05) แสดง
วา การตรวจพบ Staphylococcus spp. ระดับเซลลโซมาติกเปนอิสระตอกัน กลาวคือ ระดับเซลล   
โซมาติกไมสามารถบงบอกถึงการพบเชื้อกลุม Staphylococcus spp ได  
 

3.   ตัวอยางการวิเคราะหดวยคําสั่ง Proc  CATMOD  
วิเคราะหความสัมพันธของวิธีการตรวจโรคเตานมอักเสบทั้ง 4 แบบ ไดแก การทดสอบ 

Alcohol test การตรวจปริมาณเซลลโซมาติกดวยน้ํายา California mastitis test (CMT) และเครื่อง 
Somacount 150 กับตรวจจุลินทรียสาเหตหุลักของโรคเตานมอักเสบซึ่งมีขอมูลการศึกษาดังนี ้

 

 

จากขอมูลสามารถใชคําสั่ง Proc CATMOD ในการวิเคราะหไดดังนี ้
 

 title 'DETERGENT PREFERENCE STUDY'; 
    data deterg; 
       input method $ level $ count @@; 
       cards; 
        AT  P 77 
        AT  F 1 
        CMT P 60 
        CMT F 18 
        Scc P 44 
        Scc F 34 
        BAC P 20 
        BAC F 58 
    ; 
    proc catmod; 
       response 0 1; 
       weight count; 
       model level=method / ml corrb; 
    run; 

เทคนิคในการตรวจ เสี่ยงตอการระบาด ไมเสี่ยงตอการระบาด 

Alcohol test 1 ฟารม (รอยละ 0) 77 ฟารม (รอยละ 100) 

ระดับปฏิกิริยา CMT  18 ฟารม (รอยละ 23.08) 60 ฟารม (รอยละ 76.92) 

ปริมาณเซลลโซมาติก 34 ฟารม (รอยละ 43.59) 44 ฟารม (รอยละ 56.41) 

เชื้อสาเหตุหลักของโรคเตานมอักเสบ 58 ฟารม (รอยละ 74.36) 20 ฟารม (รอยละ 25.64) 
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โดยผลการศึกษาแสดงในรูปตาราง ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLE และCORRELATION 
MATRIX OF THE PARAMETER ESTIMATES ดังนี ้

 
ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLE 
-------------------------------------------------- 
Source                   DF   Chi-Square      Prob 
-------------------------------------------------- 
INTERCEPT                 1       826.46    0.0000 
METHOD                    3       257.95    0.0000 
-------------------------------------------------- 
 
 
CORRELATION MATRIX OF THE PARAMETER ESTIMATES 
-------------------------------------------------------------------- 

1               2               3               4 
               
1       1.0000000      -0.8529072       0.1170449       0.0735762 
2      -0.8529072       1.0000000      -0.1490471      -0.1097407 
3       0.1170449      -0.1490471       1.0000000      -0.4030859 
4       0.0735762      -0.1097407      -0.4030859       1.0000000                
-------------------------------------------------------------------- 

 
การแปลผล อานคา p-value (Prob) จากตาราง ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLE ถึง

อิทธิพลของวิธีการศึกษากับวิธีการทั้ง 4 กบัการตรวจ พบวา มีคาเทากนั 0.000 ดังนัน้จึง reject Ho 
(P>0.05) แสดงวา ปจจยัที่ 4 มีผลตอการตรวจ จากนั้นทาํการเปรียบเทยีบวาวิธีใดมีผลตอการตรวจ
มากกวากันจากคา CORRELATION ในตาราง CORRELATION MATRIX OF THE 
PARAMETER ESTIMATES ซ่ึงการเปรียบเทียบทําใหทราบวา การตรวจจุลินทรยีสาเหตุของโรค
เตานมอักเสบ (หมายเลข 4) มีความสัมพนัธกับการตรวจปริมาณเซลลโซมาติกเครื่อง Somacount 
150 มากกวาการตรวจดวยน้าํยา CMT และการทดสอบ Alcohol test โดยวิธีที่มีประสิทธิภาพในการ
ตรวจมากที่สุดคือ การตรวจจุลินทรียสาเหตุของโรคเตานมอักเสบ  
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