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บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การจําแนกฟโนไทปท่ีตานทานและออนแอตอเช้ือท่ีกอใหเกิดโรคทองรวงในลูกสุกรกอนหยานม 
  

เชื้อ E. coli (ภาพ 9) ถูกใชทดสอบการยึดเกาะกับตัวรับ (receptor) ของ brush border (ภาพ 10) 
ในลูกสุกร เพ่ือจําแนกกลุมฟโนไทปตานทานหรือออนแอตอโรคทองรวง ผลการทดสอบ adhesion test 
ในลูกสุกรระยะกอนหยานม (ดังภาพ 11) พบวาเปอรเซ็นตการยึดเกาะของเชื้อ E. coli กับตัวรับของ 
brush border มีคาอยูระหวาง 4–41% (ดังตาราง 3)โดยเปอรเซ็นตการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียกับตัวรับ
ของลูกสุกรสายพันธุทางการคามีคาเฉลี่ยประมาณ 32% (25-40%) ในขณะที่ลูกสุกรพันธุพ้ืนเมืองมี
คาเฉลี่ยประมาณ  7 % (4-9.7%) ซ่ึงต่ํากวาลูกสุกรสายพันธุทางการคาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) (ดังภาพ 12) 

 
       ตาราง 3 เปอรเซ็นตการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียกับตัวรับบน brush border 

 
สุกร จํานวน brush border ท่ีมี

แบคทีเรียเกาะมากกวา 2 เซลล 
เปอรเซ็นต
การยึดเกาะ 

ฟโนไทป 

พันธุทางการคา 10 25 ออนแอ 
พันธุทางการคา 18 40 ออนแอ 
พันธุทางการคา 13 31 ออนแอ 
พันธุพ้ืนเมือง 2 4 ตานทาน 
พันธุพ้ืนเมือง 4 9.7 ตานทาน 
พันธุพ้ืนเมือง 3 7.1 ตานทาน 
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   ภาพ 9  เช้ือ E. coli สายพันธุ O157 (K88) (x40) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   ภาพ 10  brush border ที่แยกไดจากผนังลําไส (x40) 
 

0.1 µM 

0.1 µM 
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 (ก)                                                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(ข) 
 
 

 
 
 
 
 

       
    
 
         ภาพ 11  การยึดเกาะของเชื้อ K88-E. coli  กับตัวรับ บน brush border (x40)                            

(ก) แสดงการยึดเกาะของเชื้อ ตรงตําแหนงลูกศร (       )                                      
(ข) แสดง brush border ที่ไมปรากฏตวัรับของ K88-E. coli 

                         
 

1.0 µM 

1.0 µM 
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    ภาพ 12 เปอรเซ็นตการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียกับตัวรับบน brush border  บนผนังลําไสของลูกสุกร 
 
4.2 การจําแนกยีนที่ตานทานหรือออนแอตอการยึดเกาะของเชื้อ E. coli ท่ีเปนสาเหตุของโรคทองรวง

โดยเทคนิค DDRT-PCR 
 
 ผลการวิเคราะหหายีนที่แสดงออกแตกตางกันใน brush border ของลูกสุกรที่มีฟโนไทป
ตานทานหรือออนแอตอเชื้อ K88-E. coli ดวยเทคนิค DDRT-PCR โดยใชไพรเมอร จํานวน 12 คู 
(anchor primer dT12VG และ arbitrary primer) พบแถบ cDNA มีขนาดตั้งแต 151-573 bp มีจํานวน
ทั้งหมด 512 แถบ ซ่ึงในแตละคูไพรเมอรมีจํานวนแถบ cDNA โดยเฉลี่ย 42.67 แถบ (21-84 แถบ) 
ตัวอยางแถบ cDNA ท่ีแสดงออกใน brush border แสดงดังภาพ 12 ในการศึกษาคร้ังน้ีพบ cDNA ที่
ปรากฏเฉพาะในลูกสุกรท่ีมีฟโนไทปตานทานหรือออนแอตอเชื้อ K88-E. coli (non-shared band หรือ 
specific band) จํานวน 12 แถบ โดยพบแถบ cDNA ปรากฎอยูในกลุมของลูกสุกรที่ตานทานตอเช้ือ 
K88-E. coli จํานวน 5 แถบ ซ่ึงไดจากคูไพรเมอร dT12VG-ZP6, dT12VG-ZP13 และ dT12VG-ZP18 
จํานวน 1 (340 bp), 1(460 bp) และ 3 (296, 230 และ 220 bp) แถบ ตามลาํดับ สําหรับแถบ cDNA ที่
ปรากฏเฉพาะในกลุมของลูกสุกรที่ออนแอตอเช้ือ K88-E. coli มีจํานวน 7 แถบ ซ่ึงพบท่ีคูไพรเมอร                 
dT12VG-ZP1, dT12VG-ZP17, dT12VG-ZP18 และ dT12VG-ZP24 จํานวน 1 (194 bp), 1(188 bp), 3 (530, 
297 และ 262 bp) และ 2 (350 และ 309 bp) แถบ ตามลําดับ  (ตาราง 4) 
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         ภาพ 13    ตัวอยางรูปแบบ cDNA ของยีนที่แสดงออกใน brush border ของลูกสุกรท่ีมีฟโนไทป 

ตานทาน (หมายเลข 1-3) และออนแอ (หมายเลข 4-6) ตอเชื้อ K88-E. coli ท่ีถูก
ตรวจสอบดวยเทคนิค DDRT-PCR เคร่ืองหมาย          แสดงตําแหนงของแถบ cDNA 
ที่ปรากฏเฉพาะในลูกสุกรที่ออนแอตอเชื้อ K88-E. coli และเครื่องหมาย         แสดง
ตําแหนงของแถบ cDNA ที่ปรากฏเฉพาะในลูกสุกรที่ตานทานตอเชือ้ K88-E. coli  
สําหรับ M คือ AvaII marker 

 

M  

ZP6/T12 ZP17/T12V ZP18/T12V ZP24/T12V

 

511 

433 

573 

590 597 

398 
345 
310 318 

272 

242 

(bp) 1  2  3  4  5  6 1  2  3  4  5  6 1  2  3  4  5  6 1  2  3  4  5  6 

224 
215 
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ตาราง  4  แสดงคูไพรเมอรที่พบแถบ cDNA ที่ปรากฏแตกตางกันระหวางสุกรที่มีฟโนไทปตานทาน 
                 หรือออนแอตอเชื้อ K88-E. coli  
 

ฟโนไทปตอเช้ือ K88-E. coli Primer combinations 
ออนแอ ตานทาน 

                  T12VG-ZP1 1 (~ 194 bp) 0 
                  T12VG-ZP6 0 1 (~ 340 bp) 
                  T12VG-ZP13 0 1 (~ 460 bp) 
                  T12VG-ZP17 1 (~ 188 bp) 0 
                  T12VG-ZP18 3 (~ 530, 297 และ 262 bp) 3 (~ 296, 230 และ 220 bp)  
                  T12VG-ZP24 2 (~ 350 และ 309 bp) 0 

รวม 7 5 
 
 
4.3 การตรวจสอบโคลน และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ cDNA-DDRT-PCR 
  
 แถบ cDNA-DDRT-PCR ที่แสดงออกแตกตางกันใน brush border ของลูกสุกรที่มีฟโนไทป
ตานทานหรือออนแอตอเชื้อ K88-E. coli จํานวน 12 แถบ ถูกโคลนเขาสู vector ในจํานวนนี้มีเพียง               
5 แถบ (42%) ที่ประสบความสําเร็จในการโคลน อันไดแก ZP01B1, ZP17B1, ZP18B1, PZP18B3 และ 
PZP24B2 ภาพ 14 แสดงผลการตรวจสอบโคลนที่มีแถบ cDNA ถูกเชื่อมตอเขากับ vector ไดถูกตอง 
ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับแถบ cDNA  
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 (ก)          (ข) 
         
 
 
 
 
 
 
 

       ภาพ 14   (ก) แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงผลผลิต PCR ที่ไดจากการ reamplified แถบ  
                      cDNA-DDRT-PCR และ cDNA ถูกเช่ือมตออยางถูกตอง (ข) แสดงโคลนที่มีแถบ 

                               cDNA ถูกเช่ือมตอไมถูกตอง หมายเลข 1 คือ แถบ cDNA ของยีนที่แสดงออกใน 
                                   กลุมสุกรที่ออนแอตอเชื้อ   K88-E. coli   หมายเลข 2   คือ   แถบ cDNA ของยีนที่  
                                   แสดงออกในสุกรที่ตานทานตอเช้ือ   K88-E. coli   หมายเลข 3   คือ  reamplyfied  
                                   cDNA band   เครื่องหมาย           แสดงตําแหนงของ original  specific band  โดย      
                                   เครื่องหมาย          แสดงตําแหนงของแถบ cDNA ที่ถูกตอง และเครื่องหมาย               
                                   แสดงตําแหนงของแถบ cDNA ที่ไมถูกตอง 
 

ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ cDNA ทั้ง 5 โคลน พบวาความยาวของแถบ 
cDNA อยูระหวาง 162-283 bp ภาพ 15 แสดงผลการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากเครื่อง automated 
sequencer และ ภาพ 16-20 แสดงลําดบันิวคลีโอไทดของโคลน ZP01B1, ZP17B1, ZP18B1, PZP18B3 
และ PZP24B2 ตามลาํดับ โดยลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ cDNA ทั้งหมดปรากฎไพรเมอรท้ัง anchor 
และ arbitrary primer  

 
 
 
 
 

1 2 3 1 2 3 
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ภาพ 15 แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากเครื่อง ABI  PRISM® 3100 Genetic Analyzer  
 
 
 
 
 
 
 

Reverse primer      
ACAACAAAAAAAACATTAAGGGAACCCCACATACACGCAACCAATCAACAC
CGCACACAACACGAACCGCATCACAAAGCACGCACGCCANCGACCTCACTC
ACACACCACTCCAATCGGCCGCCTCCACCGCCAACAACCCTCGACACNACG
CAGAACAAGCAAGACAACAAGAACAAAAAAACCTGCTACAA 

        Forward primer 
 

ภาพ 16  ลําดับนิวคลีโอไทดของ clone ZP01B1 ความยาวขนาด 170 เบส  
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Forward primer 
GATCTCACAGTGGCGACGCAGGTCTGAGAAAGTCAACCGGAGCAACCGGGA
AGTACCACCCTTAACGCCAGGACGGTGACCCTGTACCACCTTCGTATCGGT
AGCAGAGTCCAGGCAGCCTTCTTCGGCGTCAACCTTGAAGAAAGAACCGCC 
CATGGTGTCGCCGAAACGACTATCAAAAATGAAAA 

               Reverse primer        
 

ภาพ 17 ลําดับนิวคลีโอไทดของ clone ZP17B1  ความยาวขนาด 162 เบส  
 
 
 

Forward primer 
GATCTCAGACCAGGGNTTAGAAGGGCTGCTGCTTCTAGCAAAGAAGACTCA
GCAGAATTTAGGGATTCAATAAATGTCCCCACGCTCCTCATCATCAGCATA
TCCGCTTGTCAGAATTGCAGACCTCGGTTTGCATTTCACTGTATGTAAAAT
TTATATTAGAAAAGGGATTGTTGGAGTTCCCACTGTGGTGCAGCATCTCTG
CAGGGCACATGTGCACCTTGGGTCGAAACTGCAGCTCAGATCTGATCCCTG 
GCTCAGGAACTCTACATGCCCGGGGTGGCCAAAAAAAAAAAA  
        Reverse primer 
 
 

ภาพ 18 ลําดับนิวคลีโอไทดของ clone ZP18B1ความยาวขนาด 273 เบส 
 
 

Reverse Primer 
TTTTTTTTTTTTTTGGGAGTGGGGTAATTTTTATTGAACTCTGAGATGATC
AATTGCAAAGTACAGCAATACAATCCAGAACTGGAGCATTTAGTAACAGGC
CAAAATGCAGAACTGATTTTCATCATCATAAGAGTTTGACTTGTAGCTTTT
GCAGGACACTTAAAGCTTTAAAATTTCCCTTTAATCAGCAAAATTGTCCAT
TCCCTCCCCAACGCACACTTAAGTTCTAAACTGCAGTGACTTCCTGATTTC
TGAGAAG 

Forward primer 
 
 

ภาพ 19 ลําดับนิวคลีโอไทดของ clone ZP18B3 ความยาวขนาด 236 เบส  
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Reverse primer 
TTTTTTTTTTTTTTGGCTGTGTAGTATTCCATTGCATATACGTACCTCATC
TGTTAATGGACTTTGAGGTTGTGTACATGCGTTGGCTATCGTGAATAGTGC
TGCTCCGAACATAGGGGTGCATGTATCTTTCTGAATTGTAGTTTTGGAGGA
TCCATGCATTTTAATGCTTATTTCACAGAGGAGAAGGCTGAGTCTCAGGGA
AGGACAGTGACTTAGCCAGGTCATACAGCTCACCTATGCGGCAGGGCCTGA
CCTCCAGCCTGGAAATCATCATGTACTTTGGGCCTATCTGCTGTGACCATG
ATC 

Forward primer  
 
 

ภาพ 20 ลําดับนิวคลีโอไทดของ clone ZP24B2 ความยาวขนาด 283 เบส 
 

จากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ Expressed Sequence Tags (EST) กับฐานขอมูล 
ของ GenBank พบวา EST จํานวน 2 โคลนเหมือนกับยีนในฐานขอมูล โดยโคลน ZP18B3 มีคลายกับ 
ยีน Dipeptidyl-peptidase I precursor (DPPI) ของไก (accession no. XM_417207)  ซ่ึงมีคา identity 
เทากับ 99% (228/230) และมีคา E-value เทากับ 9e-121 (ภาพ 21) ในขณะที่ โคลน ZP24B2 มีคลายกับ
ยีน S-adenosylhomocysteine hydrolase ของสุกร (accession no. AJ427478.2)  ซ่ึงมี  identity เทากับ  
87% (84/96) และมีคา E-vale เทากับ 2e-14 (ภาพ 22)โดย EST ทั้ง 2 โคลน (ZP18B3 และ ZP24B2) น้ัน
ปรากฏเฉพาะในกลุมของลูกสุกรที่มีฟโนไทปออนแอตอเช้ือ K88-E. coli ซ่ึงเชื้อสามารถยึดเกาะไดดีกับ 
brush border บนผนังลําไส สวน ESTs จาํนวน 3 โคลน (ZP01B1, ZP17B1 และ ZP18B1) ปรากฎวาไม
เหมือนกับยีนหรือ EST ในฐานขอมูลของ GenBank (ตาราง 5) 
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ตาราง 5 ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความคลายคลึงกับลําดับพันธุกรรมบนฐานขอมูล GenBank 
 

EST lenght 
(bp) 

ยีนที่มีความคลายคลึง สปชีส Accession no. 
(BLASTN) 

% similarity 
(bp) 

E-
value 

ZP24B2 283 ยีน Dipeptidyl-peptidase 
I precursor (DPPI) 

ไก XM_417207 99% 
(228/230) 

9e-121 

ZP18B3 262 S-adenosylhomocysteine 
hydrolase (AHCY)  

สุกร AJ427478.2 87% 
(84/96) 

2e-14 

ZP18B1 297 no homology - - - - 
ZP17B1 162 no homology - - - - 
ZP01B1 170 no homology - - - - 
 
 

ภาพ 21 แสดง Homology ของลําดับนิวคลีโอไทด PZP18B1 กับยีน DDPI 
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ภาพ 22 แสดง Homology ของลําดับนิวคลีโอไทด PZP24B2 กับ EST ของยีน AHCY 


