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บทคัดย่อ

การศึกษาความหลากหลาย ของประชากรแบคทีเรียในระบบลำไล้ไก่ เพื่อจำแนกชนิด 
และจัดกลุ่มของประชากรแบคทีเรียในระบบลำไต้ของไก่โดยใช้ข้อมูลลำดับเบสของ ยีน 16S 
rDNA และเพื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ ของกลุ่ม 
ประชากรแบคทีเรียในระบบลำไสัฃองไก่ ทั้งหมด 5 ส่วนคือ ส่วนต้น (duodenum) ส่วนกลาง 
(jejunum) ส่วนปลาย (ilium) ลำไต้ใหญ่ (large intestine) และไต้ติงหรอไต้ตัน (caecum) ดวยการ 
วิเคราะห Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ซงจากโคลนทังหมดทีทำการ 
วิเคราะห์ 212 โคลน และเปรียบเทียบความแตกต่างจากรูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
Haelll และ Rsal พบว่าจากโคลนทั้งหมด 212โคลน มีรูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะที่ 
แตกต่างกันเป็น 8 แบบ จึงทำการจัดกลุ่มของโคลนที่มีรูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแบบ 
เดียวกันและคาดว่าน่าจะเป็นเชื้อเดียวกัน และทำการคัดเลือกตัวแทนของทัง 8 แบบ เพื่อนำไป 
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วนำข้อมูลที่ได้ไปเปรียบ เทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่า
ประชากรของแบคทีเรียที่พบในลำไต้ไก่ทั้ง 5 ส่วน มีทั้งหมด 8 กลุ่ม ดังนี้ Uncultured bacterium 
clone SJTU (EF403242.1) ซึงมีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured bacterium clone 
cc_99 (GQ175432.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 95 % Uncultured bacterium clone cc_99 
(GQ175432.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 95 % Lactobacillus aviarius strain: LAV7
(AB175732.1) มความเหมอนกับฐานข้อมูล 99 % Lactobacillus aviarius strain: LAV4
(AB175729.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 98 % Uncultured bacterium clone El (AM500763.1) 
มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured bacterium clone Sl-25 (GQ898117.1) มีความ 
เหมอนกับฐานข้อมูล 99 % และ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) 
มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 98 %
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Abstract

The study on bacterial diversity in the chicken intestinal tract was identified and 
compared the community structure in different regions of the intestinal tracts of chickens. The 
16S rDNA sequences were analyzed from the five parts of the duodenum, jejunum, ileum, large 
intestine and caecum. The DNA fragments (RFLP) from 212 clones were analyzed by using 
species specific PCR, enzyme Haein and Rsal. There were identified as eight different bands 
which were compared to the GenBank Data Base. The results indicate that there are eight groups 
of bacterial community from the five parts of chickens’ intestines. They are Uncultured bacterium 
clone SJTU(EF403242.1), Uncultured bacterium clone CC_99(GQ 175432.1), Uncultured 
bacterium clone CC_99(GQ 175432.1), Lactobacillus avarius strain:LAV7(AB 175732.1), 
Lactobacillus avarius strain:LAV4(AB 175729.1), Uncultured bacterium clone E1(AM500763.1), 
Uncultured bacterium clone S1-25(GQ898117.1) and Uncultured bacteriodes bacterium clone 
M0015(EF071148.1) which are 99%, 95%, 95%, 95%, 99%, 98%, 99% and 99% identical to the
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GenBank Data Base, respectively.
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บทนำ

หลักการและเหตุผลของโครงการวิจัย

ระบบทางเดินอาหารของสัตว์ปีก (Gastrointestinal system) ประกอบด้วย ท่อทางเดิน 
อาหาร ตับ ตับอ่อน gut-associated lymphoid tissue และชุสินทรย์ประจำถิ่น (Resident microflora) 
เนื้อเยื่อและอวัยวะเหล่านีมีผลต่อ ประสิทธิภาพการใช้อาหารของสัตว์ปีก (Dibnex and Richards, 
2004) ถึงแม้ว่า จุลินทรน์จะมีส่วนเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันลำไค้ของสัตว์ปีกก็ตาม แต่ว่าความรู้ 
เกี่ยวกับธุลินทรยัในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ปีก ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด ประชากรจุสินทรย์ 
จะมีขนาดที่แตกต่างกัน และมีความสลับซับช้อนตลอดท่อทางเดินอาหาร ชนิดและจำนวนจุลินทรย์ 
ตลอดจนการสันดาปอาหารจะขึ้นอยู่กับป็จจัยหลายประการ ได้แก่ ชนิดของสัตว์ปีก อายุ สภาพการ 
เลี้ยง และอาหาร จุลินทรย์สามารถสร้างสารที่หลากหลาย ทังที่เป็นประโยชน์และเป็นโทษต่อ 
ร่างกายของสัตว์นอกจากนันปฏิกิริยาระหว่างจุสินทรย์และเยื่อบุทางเดินอาหารของสัตว์อาจทำให้ 
เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและหน้าที่ของระบบทางเดินอาหาร ธุสินทรีย์'ที่เป็นโทษสามารถ 
ส่งผลกระทบต่อ ระบบการย่อยอาหาร การเจริญเติบโต การให้ผลผลิต และสุขภาพของสัตว์ปีก 
ส่วนจุลินทรีย์'ที่เป็นประโยชน์ (Beneficial microbes) สามารถ!)องกันการเกิดโรคในสัตว์ด้วย 
กระบวนการ competitive exclusion (Gabriel et al., 2006) นอกจากนันเอนไซมทผสิตโดย 
จุลินทรีย์ สามารถเสริมลงในอาหาร และเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยได้และการดูดซึมโภชนะของ 
สัตวด้วย 6 -  glucanase จาก Aspergillus liiger และ GPB -  glucanase จาก Trichoderma 
longibrachiatum (Mottaghitalab and Ebrahimiyan, 2007)

การจำแนกชนิดและความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในระบบลำไสัของไก่ จึงเป็น 
ขั้นตอนหนื่งที่สำคัญ และจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องดำเนินการศึกษา เพื่อการเข้าใจถึงความสัมพันธ์ 
ระหว่างแบคทีเรียในแต่ละกลุ่ม รวมทังการค้นพบเชือแบคทีเรียชนิดใหม่ โดยเดิมทีการตรวจสอบ 
จุสินทรย์ที่ใช้กันอยู่โดยทั่วปี จะอาศัยเทคนิคการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลียงเชือ แต่เทคนิคตังกล่าวมี 
ข้อจำกัด เนื่องจากจุลินทรีย์,บางกลุ่ม ยังไม่สามารถทำการเพาะเลี้ยงได้ ทำให้จุสินทรย์ตังกล่าว
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ไม่เคยมีการตรวจพบ และไม่มีการศึกษามาก่อน นอกจากนี้ระยะเวลาในการเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วยการ 
เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อต้องใช้เวลานานในการตรวจสอบ

ในช่วง 10-20ปี ที่ผ่านมาการวิเคราะห์ในระดับชีวโมเลกุลได้เข้ามามีบทบาทอย่างมากใน 
การตรวจสอบความหลากหลายของธุลินทรีย์ซํ่งเป็นวิธีการที่มีความจำเพาะสูง ถูกต้องแม่นยำและ 
รวดเร็วกว่าวิธีการดั้งเดิม รวมทั้งยังสามารถจำแนก ชนิดของจุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อม ที่ยากต่อการ 
เพาะเลี้ยงได้โดยการใช้อน 16S rDNA เป็นดีเอ็นเอเครื่องหมายในการศึกษาความหลากหลายและ 
ความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต เนื่องจากยีน 16S rDNA เป็นชีวโมเลกุลที่ไม่ค่อยเกิดการกลายพันธ์ 
ภายในสิ่งมีชีวิตสปีชีย์เดียวสัน จึงถูกเลือกนำมาใช้ในการจำแนกชนิดของจุลินทรีย์ (Madigan and 
Martinco, 2006)

การศึกษาความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในระบบลำไล้ไก่โดยวิธีทางชีวโมเลกุล 
นันยังมีข้อมูลที่ค่อนข้างจำกัด งานวิจัยครั้งนี้จึงจัดทำฃึ้นฺเพื่อจำแนกชนิดและความหลากหลายของ 
แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในระบบลำไล้ของไก่โดยใช้การตรวจวิเคราะห์ลำดับเบสบนยีน 16S rDNA 
ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลร่วมสับการวิเคราะห์ฐานข้อมูลด้วยคอมพิวเตอร์ (Bioinfonnatics) เพ่ือ 
นำไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานและคัดแยกแบคทีเรียที่มีประโยชน์ออกมาใช้ในงานปศุสัตว์และงานด้าน 
อ่ืน  ๆ ต่อไป

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย
1) เพื่อจำแนกชนิดและจัดกลุ่มของประชากรแบคทีเรียในระบบลำไล้ของไก่โดยใช้ข้อมูล 

ลำดับเบสของ ยีน 16S rDNA
2) เพื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ ของกลุ่ม 

ประชากรแบคทีเรียในระบบลำไล้ของไก่

ขอบเขตของโครงการวิจัย
1) การเตรียมและสกัดจีโนมของแบคทีเรียจากลำไล้ของไก่
2) การเพิ่มจำนวนยีน 16S rDNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์
3) การวิเคราะห์ลำดับเบสของยีน 16S rDNAttละจัดกลุ่มความหลากหลายของยีน
4) การวิเคราะห์ความเหมือนของยีนจากฐานข้อมูลชีวภาพด้วยคอมพิวเตอร์
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5) การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการของแบคทีเรียในระบบลำไล้ของไก่
6) การขึ้นทะเบียนยีนใหม่

ระยะเวลาดำเนินโครงการ
12 เดือน

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับของโครงการวิจัย
ทำให้ทราบถึงชนิด และความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ แบคทีเรียในระบบล0าไสัของไก่ ใช้ 

เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาความแตกต่างของประชากรแบคทีเรียในลำไสัฃองไก่ ที่เลียงใน 
ระบบการเลี้ยงและการให้สูตรอาหารที่แตกต่างกัน เพื่อนำไปใช้ในการจัดการระบบการเลี้ยงไก่ใน 
กรณีที่ต้องการกลุ่มแบคทีเรียบางชนิดที่มีประโยชน์เฉพาะด้านได้ เช่น แลคติกแบคทีเรียเป็นต้น 
นอกจากนี้งานวิจัยครั้งนี้ยังอาจเกิดการค้นพบแบคทีเรียสายพันธุใหม่ และนำไปขึ้นทะเบียนใน 
ระบบฐานข้อมูล

สถานที่ทำการ่วิจัย
1) ห้องปฎิปตการเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยี 

พระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง กธุงเทพฯ
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การทบทวนวรรณกรรมทีเกียวข้อง (Literature review)

ลักษณะโครงสร้างและระบบนิเวศวิทยาในลำไส้ไก่ (ประภากร, ไม่ระบุปีที่พิมพน)
1 . ลำไค้เล็ก (small intestine) ส่วนต้น (duodenum) เป็นท่อทางเดินอาหารที่มีลักษณะโค้ง 

เป็นห่วง (loop) เรียกว่า Duodenal loop เป็นที่ยึดตับอ่อน (pancreas) ซึงตับอ่อนจะทำหน้าที่ ในการ 
ผลิตนาย่อย (pancreatic juice) เข้าสู่ลำไค้เล็กส่วนกลาง (jejunum) ส่วนปลาย (ilium)

2. ไค้ติ่งหรือไค้ตัน (caecum) ในสัตวํป็กเกือบทุกชนิดมีไค้ติ่ง 2 อันมีลักษณะเป็นถุงตอน 
ปลายขยายใหญ่กว่าตอนโคนถุงลับท่อทางเดินอาหาร บริเวณรอยต่อระหว่างลำไค้เล็กและลำไค้ 
ใหญ่ (ileo-caeco-rectal junction) เป็นส่วนสุดท้าย สำหรับการย่อยอาหารและการดูดซึมนํ้า เป็น 
บริเวณที่เกิดการหมัก และย่อยเยื่อใยในอาหารโดยแบคทีเรีย

Duodenum Jejunum

Anus
Bursa

Ileo-caeco-rectal junction Meckel’s diverticulum

ภาพที่ 1 แสดงระบบลำไค้ไก่ (ประภากร, ไม่ระบุปีที่พิมพ์)

3. ลำไค้ใหญ่และทวารร่วม ลำไค้ใหญ่ (large intestine) อยู่ต่อจากลำไค้เล็กและสิ้นสุดที่ 
ทวารร่วม มีความยาวเพียงประมาณ 10เซนติเมตรในส่วนนี้จะมีการดูด1ซึมนํ้าจากกากอาหารเข้าสู่ 
ร่างกาย ทำให้กากอาหารมีลักษณะแห้งก่อนที่จะขับถ่ายออกจากร่างกาย ทางทวารร่วม (cloaca) เป็นเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ส่วนสุดท้ายของระบบทางเดินอาหาร ซึ๋งจะเปิดเข้าสู่-ทวารร่วม เป็นท่อร่วมระหว่างระบบขับถ่าย 
และระบบสืบพันธุ หน้าที่ของลำไส้ใหญ่ คือ ขับอาหารที่ย่อยแล้วไปยัง Cloaca โดยการบีบรัดของ 
กล้ามเนื้อแบบ Peristaltic movement ดูดซึมนํ้าและ Electrolyte จากมูลสัต'ว์ที่กำลังจะถูกถ่ายออก 
ส่วนทวารร่วมมีหน้าที่ คือ ดูดซึมนำและ Electrolyte จากอาหารที่กำลังจะถูกถ่ายออก บีบรัดตัว 
เพื่อผลักตันอาหารที่ย่อยเสร็จแล้ว ออกนอกร่างกายทางทวารหนัก

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรแบคทีเรีย
การตรวจสอบความหลากหลายของแบคทีเรียจากสิ่งแวดล้อมธรรมชาติ โดยใช้วิธีเพาะเลียง 

เชื้อธุลินทรีฒ์นอาหารเลี้ยงเชื้อ (culture dependent method) เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองเวลา ค่าใช้จ่ายและ 
แรงงานมาก นอกจากนี้ยังมีข้อจำกัดหลายประการ ได้แก่ อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเชือจุลินทรีย์ ไม่ 
สามารถจำลองสภาวะที่เหมาะสมของจุลินทรีย์ในธรรมชาติได้จริง เช่น pH แหล่งคาร์บอนและ 
ความเข้มข้นของสารอาหารที่ใช้ในการเจริญเติบโตได้จริงทังหมด ในช่วง 10-20ปีที่ผ่านมา การ 
วิเคราะหในระดับอณูชีววิทยา (molecular biology หรือ culture-independent method) ได้เข้ามามี 
บทบาทอย่างมาก เน ื่องจากสามารถสกัดดีเอ ็นเอ ออกมาได้โดยตรงจากตัวอย่างท ี่ม ีอยู่ใน 
สิ่งแวดล้อมทุกประเภท (Zhengdong et al., 2002; Kamara, 2005) และป็จจุบันวิธีเปรียบเทียบด้วย 
การอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์(DNA sequencing) เป็นวิธีที่นิยมนำมาใช้อย่างมาก เนื่องจากเป็นวิธีให้ 
ข้อมูลความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ ในการวัดการสืบทอดทางพันธุกรรมร่วมกัน โดย Ribosomal 
RNA gene ถูกเลือกนำมาศึกษาความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิตอย่างแพร่หลาย (เจษฎา, 2545)

1. ข้อมูล Ribosomal RNA (rRNA) และการใช้ 16S rRNA gene
ไรโบโซมของโพรคาริโอตมีขนาด 70S ซึ๋งประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วย คือ หน่วยขนาด 

ใหญ่ 50S (large subunit) และหน่วยขนาดเล็กขนาด 30S (small subunit) โดยหน่วยใหญ่ 
ประกอบด้วย 23S rRNA ขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทด์ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 นิวคลี 
โอไทด์ และโปรตีน 34 ชนิด ส่วนหน่วยเล็กประกอบด้วย 16S rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลี 
โอไทด์และโปรตีน 21 ชนิด (ลัดดา, 2547) rRNA เหมาะลัาหรับนำมาศึกษาวิวัฒนาการระหว่าง 
จุลินทรีย์เนื่องจากไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ที่ม ีอยู่ในจุลินทรีย์,ทุกชนิดมีหน้าที่ที่แน่นอนใน 
ส่ิงมีชีวิต โดยมีการผลิตโปรตีนชนิดเดิมเสมอเพื่อความอยู่รอดของสิ่งมีชีวิตนันๆ และพบว่ามีการ 
เปลี่ยนแปลงน้อยมากในแต่ละช่วงวิวัฒนาการ ซงมีการอนุรักษ์ในระดับที่เหมาะสมทั้งนี้อาจเป็น 
เพราะว่าโครงสร้างนี้มีหน้าที่แน่นอนและมีความสำคัญต่อเซลล์และ rRNA ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด 
มีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่จำเพาะแน่นอนจึงสามารถนำมาใช้สำหรับเปรียบเทียบความเหมือนหรือ 
ความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต (Madigan and Martinco, 2006)
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นิยมเลือก 16S rRNA gene มาใช้ในการวิเคราะห์ เพื่อบ่งชี้ความแตกต่างและความ 
หลากหลายทางพันธุกรรม ทั้งนี้เนื่องจากความเหมาะสมของโมเลกุล 16S rRNA gene โดยท่ี 5S 
rRNA gene มีลำดับนิวคลีโอไทด์เพียง 120 นิวคลีโอไทดั ซงมีข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทดํทน้อย เม่ือ 
เทียบกับ 16S rRNA gene ท่ีมี 1,500 นิวคลีโอไทด์ส่วน 23S rRNA มี 2,900 นิวคลีโอไทด์ ซ่ํงมี 
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มากและเป็นส่วนที่ดีแต'ในทางปฎิบ่ติและการวิเคราะห์นั้นทำได้ยากกว่า 
(Deng et al., 2007) รวมทั้ง 16S rRNA gene มีส่วนของบริเวณอนุรักษ์และความผันแปรเพียงพอ 
สำหรับจัดกลุ่ม หรือบอกความสัมพันธ์ ซํ่งหากยีนมีความผันแปรสูงคือ มีมิวเทชันสูงจะทำให้ 
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด้สูญหายไป และไม่สามารถทำการเปรยบเทียบความเหมือนของ ลำดับนิ 
วคลีโอไทด์ (alignment) ได้ เนื่องจากในการเปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์ คือ 
การเปรียบเทียบหาส่วนที่เหมือนและต่างกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ (Madigan and Martinco, 
2006) ศรีสุดา (2547) กล่าวว่า แบคทีเรียจะมี 16S rRNA gene เป็นยีนที่มีรหัสสำหรับโมเลกุล ไร 
โบโซม ซึ๋งมีความแตกต่างกันในแบคทีเรียแต่ละชนิด และมีบางช่วงของสายดีเอ็นเอ ของ 16S 
rRNA gene ที่เหมือนกันในแบคทีเรียทุกชนิด ในส่วนที่เหมือนกันนี้สามารถนำมาใช้เพื่อออกแบบ 
ไพรเมอร์หรือกล่าวอีกนัยหนื่งก็คือ 16S rRNA gene จะมีช่วงของสายดีเอ็นเอที่มีลำดับเบสช่วงนั้น 
เหมือนกันในแบคทีเรียทุกชนิด ในขณะเดียวกัน 16S rRNA gene ก็มีช่วงของสายดีเอ็นเอที่แตกต่าง 
กันในแบคทีเรียแต่ละชนิด ช่วงที่เหมือนและช่วงที่แตกต่างกันของลำดับเบสในสายดีเอ็นเอ น้ัน 
สามารถนำมาใช้ประโยชน์ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย

2. อนุกรมวิธานของแบคทีเรียจากฃ้อยูล 16S rRNA gene (Staley et al., 2007)
อนุกรมวิธานคือ การจำแนกประเภทด้วยการจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่คล้ายกัน ให้อยู่ในกลุ่ม 

เดียวกัน และการจัดลำดับชั้นต่างๆเหล่านี้จะต้องไม่ทับช้อนกัน โดยในปี ค.ศ.!923 David Bergey 
ศาสตราจารย์ทางวิทยาแบคทีเรียแห่งมหาวิทยาลัยเพนชิลวาเนียและเพื่อนร่วมงาน 4 คน ได้พิมพ์ 
ผลงานการจัดจำแนกประเภทของแบคทีเรียที่สามารถใช้ในการตรวจสอบหาชนิดของแบคทีเรียได้ 
หนังสอดังชอ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology และต่อมามการออกรูปแบบใหม่ที 
ช่ือ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ซื่งมีรายละเอียดคำบรรยายเกี่ยวกับโพรคาริโอต 
ที่ผ่านการตรวจสอบเพิ่มมากขึ้นและมีการนำข้อมูลจากการศึกษาหาลำดับ rRNA gene ดีเอ็นเอและ 
โปรตีนมาช่วยในการวิเคราะห์วิวัฒนาการของแบคทีเรียได้ดียิ่งขึ้น และในป็จจุบันมีการพิมพ์เป็น 
ครังที 2 ชอว่า Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology-2nd ed. Emphasis on 16S rRNA
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sequence phylogenetic classification ซึ่งแสดงความสัมพันธ์ของแบคทีเรียไฟล้มต่างๆ โดย 
หนังสือแบ่งออกเป็น 5 เล่ม ดังน้ี

เล่มท่ี 1 อาร์คีแบคทีเรียและยูแบคทีเรียบางกลุ่ม (Archeae & Deeply Branching & 
Phototrophic Bacteria) ซํ่งมีความหลากหลายมากทางสัณฐานวิทยา การสืบพันธ์ สรีรวิทยา และ 
นิเวศวิทยา เจริญแบบไม่ใช้ออกซิเจนในที่อยู่ที่เค็มจัดและอุณหภูมิสูงมาก

เล่มท่ี 2 โพรทีโอแบคทีเรีย (Proteobacteria) บางครั้งเรียกว่า แบคทีเรียสีม่วง ซ่ํง 
เป็น ยูแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ที่สุดและมีความหลากหลายมาก ประกอบด้วย 5 กลุ่มย่อยคือ
แอลฟา-เบต้า-แกมมา-เดลต้า-และเอพซิลอน โพรทีโอแบคทีเรียมีรูปพรรณสัณฐานดังแต่รูปแท่ง 
และกลมอย่างธรรมดาจนถึงโพรสทีกา หน่อ และฟรุตติงบอดี ส ่วนทางสรีรวิทยาม ีความ 
หลากหลายมาก เช่น โฟโตออโตโทรฟ เคโมลิโทโทรฟ และเคโมเฮเทอโรโทรฟ

เล่มท่ี 3 แบคทีเรียแกรมบวกที่มีปริมาณ G+C ดร (The Low G+C Gram-positive 
Bacteria) แบ่งแบคทเรยกลุ่มนออกเป็น 3 กลุ่ม คอ Myroplasma Clostridium กับพวกทใกล้เคยง 
กัน Bacillus แล:ะ Lactobacillus ซึ่งมีทั้งพวกที่ไม่มีผนังเซลล์ พวกที่สร้างสปอร์และไม่สร้าง 
สปอร์

เล่มท่ี 4 แบคทีเรียแกรมบวกที่มีปริมาณ G+C สูง (The High G+C Gram-positive 
Bacteria) เป็นแบคทีเรียที่มี G+C สูง คือมีปริมาณ G+C สูงกว่า 50 โมลเปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียกลุ่มนี้ 
เป็นกลุ่มที่มีความคล้ายคลึงกับรา

เล่มที่ 5 แพลงต์โฑไมซีต สไปโรขีด ไฟโบรแบคเตอร์ แบคทีรอยต์ และฟูโซ 
แบคทเรย (Planctomycetes, Spirochaetes, Fibrobacteria, Bacteroidetes & Fusobacteria) โพรคาร 
โอตที่ผ่านการตรวจสอบเพิ่มมากขึ้นและมีการนำข้อมูลจากการศึกษาหาลำดับ rRNA gene ดีเอ็นเอ 
และโปรตีนมาช่วยในการวิเคราะห์วิวัฒนาการของแบคทีเรียได้ดียิ่งขึน แสดงความสัมพันธ์ของ 
แบคทีเรียไฟล้มต่างๆ

แบคทีเรียในลำไล้จะมีบทบาทสำคัญต่อสุขภาพของสัตว์ โดยมีผลต่อ รูปลักษณะของท่อ 
ทางเดินอาหาร โภชนะ การเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร และภูมิคุ้มกันโรค จุลินทรีย์ในลำไส้จะ 
ช่วยป็องกันไม่ให้จุลินทรีย์ที่ล่อโรคมายึดเกาะผนังลำไล้ และยังช่วยตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันโรค 
ของร่างกาย (Mead, 2000) อย่างไรก็ตามมีป็จจัยหลายประการ ที่ส่งผลกระทบต่อส่วนประกอบของ 
แบคทีเรียในลำไล้สัตว็ป็ก เช่น อาหาร อายุของสัตวํป็ก การให้ยาปฏิชีวนะ และการติดเชือจุลินทรีย์ 
ท่ีก่อโรค
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การศึกษาถึงธุลีนทรีย์ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ปีก พบว่าประกอบไปด้วยพวก 
anaerobic bacteria ในส่วนของ cecum ไม่น้อยกว่า 38 ชนิด (Barnes, 1979) และมีสายพนธุที 
หลากหลาย ซึ่งคาดว่ามีประมาณ 1 0 - 6 0 % ของแบคทีเรียใน cecum เท่านั้นที่ตรวจพบด้วยวิธีการ 
เพาะเช้ือ (Mead, 1989)

Jiangrang et al. (2003) ได้ศึกษาถึงความหลากหลายของแบคทีเรียในไก่ ด้วยการวิเคราะห์ 
ในระดับชีวโมเลกุลโดยการใช้ย ีน 16S rDNA พบว่า ในส่วนของ ileum ประกอบด้วย 
Lactobacillus 70% Clostridiaceae 11% Steptococcus 6.5%และ Enterococcus 6.5% สำหรับใน 
ส่วนของ cecum ประกอบด้วย Clostidiaceae 65% ซึ่งกลุ่มแบคทีเรียในแต่ละส่วนของลำไส้จะมี 
กลุ่มของตัวเองเมื่อไก่มีอายุมากขึ้น

การใช้เทคนิค Culture-independent approach เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 
ประชากรแบคทีเรียในลำไส้ไก่

เทคนิควิธี Culture-independent approach เป็นวิธีที่ไม่อาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อซึ่งเข้ามา 
แทนที่ข้อจำกัดบางประการของวิธี Culture-independent approach และประสิทธิภาพของวิธีนี้จะ 
สามารถจำแนกความแตกต่างลักษณะธุลีนทรีย์ที่มีความซับซ้อน โดยเฉพาะกลุ่มที่ไม่สามารถแยก 
ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อและมีการพัฒนาเทคนิคของวิธีดังกล่าวอย่างมากมาย (Deng et al., 2007)

1. การสร้างห้องสมุด 16S rRNA gene (16S rRNA gene libraries)
เทคนิคการสร้างห้องสมุด 16S rRNA gene นำมาประยุกต์เพื่อหาจุสินทรีย์ในระบบนิเวศ 

ทำให้สามารถแยกประชากรแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลียงเชือได้ (cultured) และประชากรแบคทีเรีย 
ที่ไม่สามารถเพาะเลียงเชือได้ (uncultured) โดยห้องสมุดโคลนจะประกอบด้วยโคลนที่มาจาก 
สิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด วิธีการที่สำคัญและจำเป็นสำหรับเทคนิคนี้คือ Gene cloning ซึ่งเป็น 
วิธีการที่จะทำให้สามารถเพิ่มจำนวนยีนที่ต้องการเพื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ (เสาวนีย์, 
2547; McSween ey et al., 2007) โดยต้องอาศัยองค์ประกอบที่สำคัญ ดังน้ี (อารีลักษณ์, 2533)

1 ยีน (gene) หรือชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการที่ได้มาจากเซลล์แบคทีเรียชนิด ต่างๆ โดย 
การสกัด ดีเอ็นเอทั้งหมดออกจากเซลล์ (total DNA) จากนั้นนำมาลังเคราะห์ดีเอ็นเอบริเวณ ท่ี 
จำเพาะด้วยเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction, PCR) โดยการใช้ไพรเมอร (primer)
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2. ดีเอ็นเอพาหะห1 อเวคเตอร์ (vector) เนื่องจากชินส่วนของดีเอ็นเอหรือชินส่วนของยีนที่ 
ต้องการไม่สามารถเพิ่มจำนวนโดยการจำลองตัวเองได้ในเซลล์ผู้รับ ดังนั้นต้องมีการเชื่อม ต่อกับดี 
เอ็นเอพาหะหรือเวคเตอร์เพื่อให้สามารถเพิ่มจำนวนโดยการจำลองตัวเองในเซลล์ผู้รับ

3. เซลล์ให้อาศัยหรือเซลล์ผู้รับ (host) ในการเลือกเซลล์ให้อาศัยต้องมีการพิจารณาถึง 
ความสามารถฺในการเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วและไม,เป็นอันตรายหรือก่อให้เกิดโรค

4. การก่ายทอดดีเอ็นเอถูกผสม (recombinant DNA) เข้าสู่เซลล์ให้อาศัย (host) การนำ 
เซลล์ที่มีอยู่เข้าสู่เซลล์ให้อาศัย เพื่อทำการแบ่งตัวเพิ่มจำนวนอยู่ในเซลล์ให้อาศัยได้นั้นทำโดย 
วิธีการที่เรียกว่า ทรานส์ฟอร์เมชั่น (transformation) ซึ๋งเปีนวิธีการที่เกิดขึ้นเองได้ในธรรมชาติของ 
แบคทีเรียบางชนิดอยู่แล้ว ซํ่งเมื่อถูกเลี้ยงภายใต้สภาวะบางสภาวะอาจทำให้ Cell envelope เกิด 
ลักษณะที่จะรับดีเอ็นเอจากภายนอกสู่ภายในเซลล์ไต้ง่ายขึ้น เซลล์ที่เกิดลักษณะตังกล่าวนี้เรียกว่า 
Competent cell เมื่อทำทรานส์ฟอร์แล้วนำทรานส์ฟอร์แมนท์'ที่ได้'ไปตรวจหา (screen) เซลล์ที่ 
ต้องการ

2. อาร์เอฟแอลพี (RFLP, Restriction Fragment’Length Polymorphism)
อาร์เอฟแอลพี หมายถึงความแตกต่างหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการ 

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) ซึ๋งดีเอ็นเอในออร์แณนลล์ของสิ่งมีชีวิตพันมี 
ความสามารถที่จำลองโมเลกุลได้อย่างถูกต้องแม่นยำเพื่อถ่ายทอดไปสู่เซลล์ลูกหลาน แต่บางครัง 
อาจมีการเปลี่ยนแปลงของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในดีเอ็นเอไต้ เนื่องจากสภาพแวดล้อมหรือข้อผิด 
พลาดของเซลล์เอง เช่น การเกิดการกลายพันธุแบบต่างๆ การเปลี่ยนแลงตังกล่าวนีทำให้เกิดความ 
หลากหลายในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด โดยวิธีอาร์เอฟแอลพีได้ใช้หลักการนี้คือ นำดีเอ็นเอที่ต้องการหา 
ความแตกต่างพันมาย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะซํ่งเปีนเอนไซม์ที่แยกได้จากแบคทีเรีย และจะตัดดี 
เอ็นเอ ที่ตำแหน่งซํ่งมีการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์แบบจำเพาะ(recognition site) โดยตำแหน่งจด 
จำของเอนไซม์แต่ละชนิดประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์4 ถึง 6 bp ตังนั้นเมื่อใช้เอนไซม์ชนิดหนื่งตัด 
ดีเอ็นเอเปีาหมายโมเลกุลหนื่งจะได้ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดและจำนวนคงที่เสมอ ถ้าดีเอ็นเอพัเาหมาย 
มาจากสิ่งมีชีวิตที่ต่างกันและมีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไป เมื่อนำมาตัดด้วยเอนไซม์ตัด 
จำเพาะชนิดเดียวกันจะได้ขนาดและจำนวนชิ้นดีเอ็นเอที่ต่างจากเดิมเรียกว่า เกิดโพลีมอร์พีซึมหรือ 
อาร์เอฟแอลพี แล้วทำการเปรียบเทียบชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์พัน ใน ทางปฎิบํตการ 
วิเคราะห์อาร์เอฟแอลพีที่เกิดขึ้นทำโดยคิดความแตกต่างของอาร์เอฟแอลพีระหว่างตัวอย่างที่นำมา 
ตรวจสอบทีละคู,และพับจำนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน ทั้งนี้อาจวิเคราะห์ด้วย คอมพิวเตอร์เพื่อ 
แสดงแผนภาพความสัมพันธ์ที่เกิดขึ้น (สุรินทร์, 2545)
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เทคนิคอาร์เอฟแอลพีสามารถนำมาใช้ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบประชากรของจุลินทรีย์ 
เพื่อนำไปประเมินดูความหลากหลายของจุลินทรีย์ในการสุ่มเลือกโคลนที่เปีนตัวแทนของประชากร 
ไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยนำข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์ศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการทาง 
พันธุกรรม ที่ผ ่านมาเทคนิคนี้ได้มีการนำไปใช้ในการศึกษาความหลากหลายของประชากร 
จุลินทรีย์ตัวอย่างต่างๆ (Augustin et al., 1994)

3. การหาลำดับนิวคสิโอไทด์ (DNA sequencing) (Mulhardt, 2007)
การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสายดีเอ็นเอมีความสำคัญและเป็นประโยชน์มาก เช่น ทำให้ 

ทราบว่ายีนนันคือยีนใด หรือเพื่อที่จะเปรียบเทียบลำดับของนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอสายนันใน 
สิ่งมีชีวิตเดียวคันและต่างชนิดคัน ซึงเทคนิคในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์นั้นมีการพัฒนาขืนตั้งแต่ 
ปี 1970 โดยมี 2 วิธี

1. Maxam-Gilbert sequencing ซงพัฒนาขนโดย Alian Maxam และ Walter Gilbert โดย 
ใช้สารเคมีตัดสายดีเอ็นเอที่ตำแหน่งต่างๆ คัน

2. Didoxy sequencing หรือ Sanger sequencing ซงพัฒนาขนโดย Fred Sanger โดย 
วิธีการใช้เอนไซม์มาต่อสายดีเอ็นเอจากไพรเมอร์

วิธีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์นั้นได้รับการพัฒนามาโดยตลอด ป็จจุบันสามารถทำได้ง่าย 
และไม่ยุ่งยากซับซ้อนคือ ใช้เครื่องมืออัดโนมํตที่เรียกว่า Automate machine ซึงสามารถหาลำดับนิ 
วคลีโอไทด์ได้เร็วขึ้นโดยดัดแปลงมาจากวิธีการ Dideoxy sequencing หรือเรียกอีกอย่างว่า Dideoxy 
chain terminating method คือใช้เอนไซม DNA polymerasel เพอสร้างสายดีเอนเอ ทเปนคู่สมคับ 
ดีเอ็นเอที่ต้องการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ ซํ่งเป็นดีเอ็นเอสายคู่ โดยเริ่มจากดีเอ็นเอสายคู่เป็นดี
เอ็นเอสายเดี่ยว โดยใช้ความร้อน (denature) และใช้ Sequencing primer ซึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอ 
ไทด์สายสั้นๆ ที่ถูกออกแบบให้ด้าน 3’ อยู่ใกล้คับดีเอ็นเอที่ต้องการทราบลำดับนิวคลีโอไทด์ 
จากน้ัน Sequencing primer จะจับคับดีเอ็นเอที่ต้องการทราบลำดับนิวคลีโอไทด์คันอย่างเหมาะสม 
และเอนไซม์ DNA polymerase 1 จะทำการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์จาก Deoxyribonucleotide 4 
ชนิด (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ที่เติมลงไปในหลอดทดลองในปริมาณที่เพียงพอ โดยจะทำการ 
ส ังเคราะห ์ทางปลาย 3’ ต่อจาก Sequencing primer นอกจากน ีจะม ีการเต ิมสาร
Deoxyribonucleotide 4 ชนิด (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) เพื่อทำหน้าที่เป็นนิวคลีโอไทด์ จบ 
การสังเคราะห (chain terminator) ซึง Didexyribonucleotide ทัง 4 ชนิดจะถูกติดฉลากดวย สีฟลูออ 
เรสเซนต์ต่างๆคัน เนื่องจากปกติเอนไซม์ DNA polymerase ต้องการปลาย 3’-OH ในการ 
สังเคราะห์สาย ดีเอ็นเอ แต่ Didexyribonucleotide มีปลาย 3’-H แทน 3’-OH ดังบันใน
กระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นหาก DNA polymerase 1 ดึง Didexyribonucleotide เข้ามาแทน
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Deoxyribonucleotide การส ังเคราะห ์ก ็จะหยุดเพราะขาดปลาย 3’-OH ซ ํ่งจะ!เองก ันการเก ิด 
Phosphodiester bond กับ 5’-P ของ Deoxyribonucleotide ตัวที่จะเข้ามาใหม่ ปฏิกิริยาการ 
สังเคราะห์ทั้งหมดเกิดในหลอดเดียวกัน และเมื่อจบปฏิกิริยาทำการแยกชิ้นส่วน ดีเอ็นเอด้วย 
อิเล็กโทรโฟรีซีส เจลช่องเดียว ซํ่งชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้จะมีขนาดไม่เท่ากันขึ้นอยู่กับหยุด 
การสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ตัวใดในสายนั้นและดีเอ็นเอสายที่มีการหยุดการสังเคราะห์ที นิวคลีโอ 
ไทด์แต่ละตัวนี จะมีฟลูอเรสเซนต์จากแถบดีเอ็นเอบนแผ่นเจลจะบันทึกผลที่ออกมาว่าแถบดีเอ็นเอ 
แถบแรกบันเป็นแถบที่มีนิวคลีโอไทด์ตัวใด และตรวจแถบกัดมาเรื่อยๆ ตามลำดับ และแปลผล 
ออกมาเป็น A หรือ T หรือ C หรือ G ตามสีที่ติดฉลากไว้ โดยข้อมูลที่ได้จะวิเคราะห์ออกมาเป็น 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์

เทคนิค PCR ในการเพิ่มจำนวน DNA และวินิจฉัยโรคบางชนิด (สสวท, ไม่ระบุ'ปีท่ี,พิมพ์)
ดีเอ็นเอคลังข้อมูลพันธุกรรมดีเอ็นเอ หรือ Deoxyribonucleic (DNA) เป็นสารพันธุกรรมทำ 

หน้าที่ควบคุมและถ่ายทอดลักษณะต่างๆ ของสิ่งมีชีวิต โดยดีเอ็นเอจะประกอบด้วยหน่วยย่อยพื้น 
ฐานที่เรียกว่า นิวคลีโอไทด์ อันเป็นชุดของโมเลกุลฟอสเฟต นำตาลเพนโตส และสารเคมีที่มี
สมใ]ตเป็นด่างหรือเบส 1 ตัว ซึ๋งเบสจะมีอยู่ 4 ชนิดคือ Adenine (A), Guanine (G), Cytosine (C), 
Thymine (T)

ลักษณะโครงสร้างของดีเอ็นเอประกอบขึ้นจากสายชุดนิวคลีโอไทด์ 2 สายที่มาพันเข้า 
ด้วยกันเป็นลักษณะเกลียวคู่หรือบันไดเวียน โดยมีเบสที่เรียงรายอยู่ตามสายแต่ละสาย แต่ละสายทำ 
หน้าที่ยึดจับระหว่างสายทั้งสองและปรากฎว่าสายส่วนที่มีเบส A จะจับคู่สร้างพันธะกับเบส T และ 
ส่วนท่ีมีเบส G จะจับคู่เบส C ซํ่งการจับคู่กันนี้เรียกว่าเป็นเบสคู่สม (Alberts et al., 1983) และแต่ละ 
ส่วนบนสายดีเอ็นเอนี้เองที่เป็นที่อยู่ของยีน (gene) ซึ๋งเป็นส่วนที่บรรจุข้อมูลสำหรับการสร้าง 
โปรตีนชนิดใดชนิดหนํ่ง โดยยีนที่ต่างกันก็จะมีตำแหน่งที่อยู่และการเรียงลำดับของเบสบนตัวมัน 
แตกต่างกันไป

Polymerase Chain Reaction หรือ (PCR) เป็นเทคนิคสำหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัย 
หลักการ DNA Replication ซื่งเป็นการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบในหลอด 
ทดลองภายในระยะเวลาอันสั้นและได้ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึ้นเป็นล้านเท่า เทคนิคนี้พัฒนาขึ้นเมื่อปี 
พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis และคณะแห่งบริษัท Cetus Corporation จุดเด่นของเทคนิค PCR คือ 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการทำงานน้อยและใช้เวลาน้อย 
จนถึงป็จจุบันนี้เทคนิค PCR ได้รับการปรับปรูงและพัฒนาในหลาย  ๆ ด้านจนกระทั่งได้รับการยอม 
รับว่าเป็นเทคโนโลยีที่สำคัญมากต่องานด้านอณูชีวโมเลกุล สามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ทั้งกับ
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งานวิจัยทางชีวโมเลกุลและพนธุวิศวกรรม เช่น การเพิ่มปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะห์ 
ลำดับเบสของยีน (gene sequencing) การสร้างดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) และการวิจัยประยุกต์ 
เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีนจาก mRNA การสร้างยีนกลายพันธุ (in vitro mutagenesis) 
การบ่งชี้ตำแหน่งกลายพันธุบนยีน (point mutations and deletions) เป็นต้น
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ระเบียบวิธีวิจัย

1) การเก็บตัวอย่างลำไส้ไก่
ทำการสุ่มฆ่าไก่เนื้อลูกผสมทางการค้า อายุ 35 วัน จำนวน 10 ตัว พร้อมเก็บตัวอย่าง 

ของเหลว ในระบบทางเดินอาหารของไก่ จากจุดกึ่งกลางของ duodenum จุดกึ่งกลางของทางเปิด 
ท่อนำดี และ Meckel’s diverticulum ในส่วนของ jejunum จุดกึงกลางระหว่าง Meckel’s
diverticulum และ ileocecal junction ในส่วนของ ileum และจุดกงกลางของ caecum และ large 
intestine นำของเหลวที่ได้ใส่ในขวดที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และเก็บตัวอย่าง ที่อุณหภูมิ -  80° C.

2) การสกัดดีเอ็นเอ
ทำการบดลำไล้และกากอาหารในสารละลายนั้าเกลือด้วยเครื่องป๋น บดกรองเอาแต่ส่วน 

นํ้ามาทำการสกัดดีเอ็นเอ โดยนำของเหลวที่ได้300 ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย extraction buffer 
และแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20°c เป็นเวลา 30 นาที ต่อมานำตัวอย่างมาบ่มที่อุณหภูมิ 65°c เป็นเวลา 10 
นาที ทำเช่นนี้จำนวน 3 รอบ จากนั้นย่อยด้วย lysozyme และ SDS ผสมให้เข้ากันและบ่มที่ 37°c 
นาน 30 นาที ต่อมาเติม proteinase K เพื่อย่อยโปรตีนและนำไปบ่มที่ 37°c นาน 2 ชม. เก็บเฉพาะ 
ส่วนใสมาสกัดดีเอ็นเอด้วยส่วนผสมของ phenol-chloroform ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย absolute 
ethanol และล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยนํ้าที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
นำสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณและคุณภาพ ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง เก็บสารละลาย 
ดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20°c เพื่อนำไปใช้ในขั้นตอนต่อไป

3) การเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA ด้วยเทคนิคพีซีอใร์
ทำปฏิกิริยาถูกโซ่พีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่รายงานโดย Kanokratana et al., 2004 ดังน้ี 

BSF8/20 = 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
REVB = 5 ’-GGTT ACCTTGTT ACGACTT-3 ’

เตริยมปฏิกิริยาถูกโซ่พีซีอาร์ 1 ปฏิกิริยา ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
ดเอนเอทสกัดจากลำไล้ไก่ 0.5 ng, IX Buffer [75mM Tris-HCl, 20mM (NH4)2S04, 0.01% Tween 
20) with (NH4)2ร๐4] , 400 pM dNTP mix, 2 mM MgCl,, ไพรเมอร์อย่างละ 0.4 pM, เอนไซม์ 
Taq DNA Polymerase 0.05 ยูนิต และปรับปริมาตรด้วยนำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชือแล้ว

ทำการเพิ่มปริมาณยีนด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมิต (thermocycler) โดยกำหนด 
เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 94°c นาน 3 นาที จำนวน 1 รอบ และกำหนดปฏิกิริยาถูกโซ่พีซีอาร์จำนวน 35 
รอบ โดยใช้อุณหภูมิ 94°c นาน 1 วินาที 50°c นาน 1 นาที และ 72°c นาน 1 นาที 45 วินาที
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ตามลำดับ ก่อนสิ้นสุดปฏิกิริยาให้คงอุณหภูมิที่ 72°c นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ ถือได้ว่าขั้นตอน 
การทำปฏิกิริยาลูกโซ่เสร็จสิ้นอย่างสม'ภูรณ์

ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสด้วย 1% อะกา'โรสเจล แล้วย้อมแถบดี 
เอ ็น เอด ้วยเอธ ิเด ียมโบรไมด์และตรวจด ูแถบดีเอ ็น เอภายใต ้แสงอ ัลตราไวโอเลต จากนั้น 
เปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการสังเคราะห์กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน สกัดแยกดีเอ็นเอออก 
จากเจณเละทำให้บริสุทธี้ด้วย Gel Extraction Kit

4) การโคลนยีนเข้าลู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli
ทำการชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 16S rDNA ที่สกัดได้จากผลผลิตพีซีอาร์เข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ 

ทางการค้าที่ใช้สำหรับการโคลนยีนด้วย T4 DNA Ligase บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 3 ชม. 
ถ่ายดีเอ็นเอถูกผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. co/z ด้วยวิธี heat shock (Sambrook et al. 1989) โดยนำ 
เซลล์เจ้าบ้าน E. coli ปริมาตร 100 pi มาตั้งทิ้งไว้!นนํ้าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ผสมชิ้นส่วน ดีเอ็นเอ 
และพลาสสมิดเวคเตอร์ ที่ทำการตัดปลายไว้เรียบร้อยแล้ว ในสัดส่วน 1:3 ในปริมาตร 20 pi ผสม 
ให้เข้ากันเบาๆ แช่ในนํ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที นำไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 42°c เป็นเวลา 90 
วินาที แล้วทำให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยแช่ในนั้าแข็งเป็นเวลา 3 นาที เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
(Luria-Bertani) ปริมาตร 1 ml นำไปบ่ม และเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ี 37°c นาน 1 ชม. 
นำเชื้อแบคทีเรียที่ได้ไปบน LB plate ที่มียาปฏิชีวนะเพื่อคัดเลือกเซลล์ของแบคทีเรียที่บรรจุดีเอ็นเอ 
ลูกผสมไว้นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีที่ถูกแทรกสอดด้วยยีน 
16S rDNA ด้วยวธ blue/white screening

5) การตรวจสอบโคโลนีที่บรรจุยีน 16S rDNA
นำโคโลนีของแบคทีเรียมาตรวจสอบ ด้วยการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์โดยตรง โดยเร่ิม 

จากการทำถอดแบบ (replica) โคโลนีที่ได้เก็บไว้เป็นระบบเพลท (master plates) และให้หมายเลข 
ประจำโคโลนี เขี่ยโคโลนีเหล่านี้เป็นด้นแบบผสมรวมกับส่วนผสมพีซีอาร์ ประกอบด้วยสารละลาย 
IX Taq Buffer, dNTP 200 pM, MgCl2 2 mM ,ไพรเมอร์ในส่วนของพลาสมิด คือ M13F (5’- 
GTAAAACGACGGCCAGT-31) และ M13R (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’) อย่างละ 0.2 
pM, เอนไซม์Taq DNA Polymerase 5 ยูนิต และปรับปริมาตรด้วยนั้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วให้มี 
ปริมาตรสุดท้าย 20 ไมโครลิตร

การทำปฏิกิริยาถูกโซ่พีซีอาร์จะใช้เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ (themalcycler) 
กำหนดอุณหภูมิเริ่มด้นที่ 94°c นาน 3 นาที จากนั้นเริ่มปฏิกิริยาถูกโซ่จำนวน 30 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 
C นาน 30 วินาที 50°c นาน 40 วินาที และ 72°c นาน 2 นาที ก่อนสิ้นสุดปฏิกิริยาให้คงอุณหภูมิที่ 
72 °c นาน 10นาทีจำนวน 1 รอบซํ่งถือได้ว่าขั้นตอนการทำปฏิกิริยาลูกโซ่เสร็จสิ้นอย่างสมบูรณ์
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6) การตรวจสอบความหลากหลายของโคลนที่บรรชุยีน 16S rDNA
นำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้โดยตรงจากโคโลนี 3 |il มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ Rsal และ 

Hhal อย่างละ 20 ยูนิต ตามลำดับ และปรับปริมาตรให้ได้ 20 แ1ด้วยนํ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 
จากน้ันนำ1ไปบ่มที่ 37°c เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ตรวจสอบขนาดและจำนวนชินส่วนดีเอ็นเอที่เกิด 
จากการตัดด้วยเอนไซม์โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์และ 
ตรวจดูแลบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต จัดเป็นกลุ่มตามขนาดและจำนวนชิ้นที่เหมือนกัน 
ทำการเลือกโคลนของแต่ละกลุ่มที่เป็นตัวแทนไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์

7) การวิเคราะห์ลำดับเบสและสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ
วิเคราะห์นำลำดับเบสของโคลนที่เลือกได้ด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมํต ทำการเปรียบเทียบ 

ความเหมือนของลำดับเบสของยีน 16S rDNA กับฐานข้อมูลสากล GenBank โดยใช้โปรแกรม 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อใช้จัดจำแนกโคลนออกเป็นกลุ่มต่างๆและสร้าง 
แผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยวิธี Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987)

8) การขึ้นทะเบียนยีน
ทำการขอขึ้นทะเบียนลำดับเบสของแบคทีเรียชนิดใหม่ (GenBank ID) กับฐานข้อมูลสากล 

ใน GenBank
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


ผลการวจย

ในการศึกษาความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในลำไล้ไก่โดยวิธีทางชีวโมเลกุล 
เริ่มต้นโดยทำการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย จากของเหลวในลำไล้ไก่หลังฆ่าและวิเคราะห์ 
ปริมาณจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโ'ฟรีซีส นำจีโนมิกดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณดี 
เอ็นเอเปาหมาย 16S rRNA gene ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ BSF8/20 และ REVB 
จากนั้นนำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มาเชื่อมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์ PTZ57R/T แล้วทรานส์ฟอร์มพ 
ลาสมิดดเอนเอลูกผสมเข้าสู่ Competent cell Escherichia coli สายพ,นธุ DH5CX กัดเลอกทรานส 
ฟอร์มแมนท์ที่ได้รับพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม จากนั้นนำพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีผลผลิตพีซีอาร์มา 
วิเคราะห์ลำดับ นิวคลีโอไทด์ วิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์และสร้างรูปแบบแผนภูมิ
ต้นไม้พันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA 4 เพื่อจำแนกชนิดและจักกลุ่มของประชากรแบคทีเรีย 
รวมทั้งหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการทางพันธุกรรมในลำไล้ไก่

ผลการสกัดดีเอ็นเอจากของเหลวในลำไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน
เมื่อสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากตัวอย่างตามวิธีการของ (An et al., 2005) ตรวจสอบปริมาณและ 

คุณภาพของดีเอ็นเอที่ไต้จากการสกัดบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8 % โดยให้กระแสไฟท้เา 
ที่มีความต่างศักย์'คงท่ี 100 โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 30 นาทีแล้วนำเจลมาตรวจสอบภายใต้แสง 
อัลตราไวโอเลต พบว่าปฏิกิริยาแถบจีโนมิกดีเอ็นเอที่อยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda 
Hindm  ที่มีขนาด 23.1 kb แสดงตามภาพที่ 2 จากผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณจีโนมิกดีเอ็น 
เอใน Lane ท่ี 1 ด้วยการวัดการดูดกลืนแสงอัตราไวโอเลต พบว่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
260นาโนเมตร (A260) ดีเอ็นเอที่ได้มีปริมาณความเข้มข้น2.77 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร แต่เม่ือ 
พิจารณาประเมินความบริสุทธิ๙ของจีโนมิกดีเอ็นเอเทียบกับโปรตีนและกรดฮิวมิคที่ปนเปีอนอยู่หลัง 
การสกัดแยกที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร (A230) สำหรับกรดฮิวมิคและ 280 นาโนเมตร (A280) 
สำหรับโปรตีนซงคุณภาพของจิโนมิกดีเอ็นเอพิจารณาจาก A260/A280 DN (duodenum) เท่ากับ 1.63, 
JJ (jejunum) เท่ากับ 1.60, LI (large intestine) เท่ากับ 1.70, c c  (caecum) เท่ากับ 1.69 และ IM 
(ilium) เท่ากับ 1.69 ค่า A260 / A230 DN เท่ากับ 1.88, JJ เท่ากับ 1.39, LI เท่ากับ 2.13, CC 
เท่ากับ 1.92และ IM เท่ากับ 1.57 โดยค่าที่ปรากฏทั้ง2 ค่าแสดงให้เห็นว่าจีโนมิกดีเอ็นเอมีการ 
ปนเปีอนของโปรตีนและกรดฮิวมิคที่อาจจะไปรบกวนการทำงานของเอนไซม์ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
(Harry et al., 1999; Miller et al., 1999) ดังนั้นจึงต้องกำจัดสิ่งปนเปีอนก่อนด้วยชุดแยกจีโนมิก

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



สัาปักหอสบุคกลาง พระจอมเกล้าลาดกระบัง

ดีเอ็นเอให้บริสุทธ โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดแยกจากของเหลวจากลำไล้ไก่ทั้ง 5 ส่วน 
ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8 %

M DN JJ LI cc IM

23.1 kb

ภาพท่ี 2 แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดแยกจากของเหลวจากลำไล้ไก่ทั้ง 5 ส่วน ท่ีทำการ
ตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8 % Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 
นาโนกรัม Lambda Hind (III) Lane DN (duodenum) Lane JJ (jejunum) Lane LI (large 
intestine) Lane c c  (caecum) และ Lane IM (ilium) คอ จโนมกดเอนเอตัวอย่างทไดจาก 
การสกัดของเหลวจากลำไล้ไก่ทั้ง 5 ส่วน

การสร้างห้องสมุด 16S rRNA gene library
1. ผลการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมาย 16S rRNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์

จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของ 16S rRNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 3 ปฏิกิริยา 
(25 ไมโครลิตรต่อปฏิกิริยา) โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอจากของเหลวในลำไล้ไก่เปีนดีเอ็นเอต้นแบบ

121375
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และใช้ไพรเมอร์ BSF8/20 และ REVB (Kanokratana el ๘., 2004) จากนั้นนำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ไป 
วิเคราะห์บนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1 % โดยให้กระแสไฟท้เาที่มีความต่างศักย์คงที่ 100 
โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 40 นาที แล้วนำเจลมาตรวจสอบภายใต้แสงศัลตราไวโอเลตเปรียบ 
เทียบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder พบว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ 
ขนาดประมาณฺ 1,500 bp แสดงตามภาพท่ี 3

M JJ DN c c  LI IM

1,500 bp

ภาพที่ 3 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชินดีเอ็นเอเปาหมาย 16S rDNA gene ด้วย 
เทคนิคพีซีอาร์ ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโ'ฟรีซิส 1% Lane M คือ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane DN (duodenum) Lane JJ 
(jejunum) Lane LI (large intestine) Lane c c  (caecum) และ Lane IM (ilium) คอ 
ผลผลิตพีซีอาร์จากตัวอย่างของเหลวจากลำไล้ไก่ทั้ง 5 ส่วน
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2. ผลการทำผลผลิตพีซีอาร์ให้บริสุทธิ่
สกัดชิ้นดีเอ็นเอตัวอย่างโดยการตัดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดต้องการ (-1,500 bp) ออก 

จากเจล แล้วนำมาสกัดแยกดีเอ็นเอออกจากเจลและทำให้บริสุทธึ๋ด้วย QlAquick Gel Extraction 
Kit เพื่อกำจัดสิ่งปนเปีอนแถบดีเอ็นเอที่ไม่จำเพาะออกจากแถบดีเอ็นเอที่ต้องการ ตรวจสอบขนาด 
และปริมาณของผลผลิตพีซ ีอาร์ท ี่ผ ่านการทำให้บริส ุทธึ้แล้วทำการตรวจสอบโดยอะกาโรส 
เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1 % โดยให้กระแสไฟพื่าที่มีความต่างศักย์คงที่ 100 โวลต์ต่อเซนติเมตร เปีน 
เวลา 40 นาที แล้วนำเจลมาตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต เปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ 
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder พบว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,500 bp ซ่ํง 
มีขนาดเท่ากับขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ก่อนการทำให้บริสุทธึ๋ แสดงตามภาพที่ 4

ภาพท่ี 4 แสดงผลการทำผลผลิตพีซีอาร์ให้บริสุทธและตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ 
รีซ ิส 1 % Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ 
Lane ท่ี 1 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ทำให้ บริสุทธึ๋
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ผลการวิเคราะห์สีเอ็นเอสายผสม
1. ผลการวิเคราะห์โคลนที่มีสีเอ็นเอสายผสมด้วยเทคนิคโคโลนืซือาร์

จากการวิเคราะห์โคลนที่มีดีเอ็นเอสายผสมด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โด่ยตรงจากโคโลนี โดย
เข่ีย (pick up) โคโลนีเหล่านี้มาใช้เป็นดีเอ็นเอด้นแบบและใช้ M13F และ M13R เป็นคู่ไพรเมอร์ 
จาก น ั้นนำผลผลิตพีซ ีอาร์ท ี่ได้ไปวิเคราะห์บนอะกาโรสเจลอิเล ็กโทรรซีส 0.8 % โดยให้
กระแสไฟฟ้าที่มีความต่างศักย์คงที่ 100 โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 30 นาที แล้วนำเจลมา 
ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตเปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp 
DNA Ladder พบว่าโคโลนีท่ีมีชิ้น 16S rRNA gene จะปรากฎแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,500 
bp จึงทำการคัดเลือกโคลนที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,500 bp เพื่อนำไปศึกษาใน 
ขั้นตอนต่อไป แสดงตามภาพที่ 5 - 9 โดยลำไล้ส่วน DN (duodenum) ได้โคโลนีพีซีอาร์ตามที่ 
ต้องการ 8 5 โคโลนี ส่วน JJ (jejunum) ได้โคโลนีพีซีอาร์ตามที่ต้องการ 111 โคโลนี ส่วน IM 
(ilium) ได้โคโลนีพีซีอาร์ตามที่ต้องการ 120 โคโลนี ส่วน LI (large intestine) ได้โคโลนีพีชีอาร์ 
ตามท่ีต้องการ 107 โคโลนี และส่วน c c  (caecum) ได้โคโลนีพีซีอาร์ตามที่ต้องการ 191 โคโลนี

M l  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

ภาพที่ 5 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำไล้ไก่ส่วน DN (duodenum) ที่ได้จากการตรวจสอบโคลนที่
ม ีช ิ้น 16S rRNA gene ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฬรีซิส0.8% 
Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี 1 -  7 คือ 
ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการโคลนที่มีชิ้น 16S rRNA gene
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ภาพท่ี 6 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำได้ไก่ส่วน JJ (jejunum) ที่ได้จากการตรวจสอบโคลนที่มี
ช้ิน 16S rRNA gene ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % Lane 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี 1-15 คือ 
ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการโคลนที่มีชิ้น 16S rRNA gene

M 1 2 3 4 5 6 7

1,500 bp 
1,000 bp
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ภาพท่ี 7 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำได้ไก่ส่วน IM (ilium) ที่ได้จากการตรวจสอบโคลนที่มีชิ้น 
16S rRNA gene ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % Lane M 
คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี 1-7 คือ ผลผลิตพีซี 
อาร์ที่ได้จากการโคลนที่มีชิ้น 16S rRNA gene
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ภาพที่ 8 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำไสัไก่ส่วน LI (large intestine) ที่ได้จากการตรวจสอบโคลน 
ที่มีชิ้น 16S rRNA gene ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % 
Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี 1-17 
คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการโคลนที่มีชิ้น 16S rRNA gene
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ภาพท่ี 9 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำไล้ไก่ส่วน c c  (caecum) ที่ได้จากการตรวจสอบโคลนที่มี
ช้ิน 16S rRNA gene ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % Lane 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม lkb DNA Ladder) Lane ท่ี 1-17 คือ ผลผลิต 
พีซีอาร์ที่ได้จากการโคลนที่มีชิ้น 16S rRNA gene

2. ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายของดีเอ็นเอสายผสมโดยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
(Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP)
จากการนำผลผลิตพีชีอาร์มาวิเคราะห์ความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัด 

ด้วยเอนไซม์1ตัดจำเพาะ Rsal และ HaelII ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเข้มข้น 3 % โดยให้ 
กระแสไฟฟ้าที่มีความต่างศักย์ที่ 100 โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 90 นาที แล้วนำเจลมาตรวจสอบ 
ภายใต้แสงมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder จากนั้นบันทึกภาพเจลแต่ละเจลไว้เพื่อนำไปวิเคราะห์ 
และจัดเป็นกลุ่มตามขนาดและจำนวนชิ้นดีเอ็นเอที่เหมือนกันจัดเป็น Phyiotype เดียวกันซึ๋งจากการ 
วิเคราะห์'ท้ังหมด 614 โคลน ได้ท่ีงหมด 212 โคลน

โดยลำไล้ไก่ส่วน Duodenum จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 85 โคลนได้ทั้งหมด 4 โคลน มี 
รูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะที่แตกต่างกันเป็น 3 แบบ จึงทำการจัดกลุ่มของโคลนที่มี 
รูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแบบเดียวกันและคาดว่าน่าจะเป็นเชื้อเดียวกัน และทำการ 
กัดเลือกตัวแทนของทั้ง 3 แบบ เพื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทต์แล้วนำข้อมูลที่ได้ไปเปรียบ
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เทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่าประชากรของแบคทีเรียที่พบในลำไล้ไก่ส่วน Duodenum มีดังนี 
Lactobacillus aviarius strain: LAV7(AB1757 32.1) ซงมความเหมอนกับฐานขอมูล 99 % 
Uncultured Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมอนกับฐานขอมูล 96 % และ 
Uncultured bacterium clone cc_99 (DQ071521.1) มีความเหมอนกับฐานข้อมูล 95 %

ลำไสัไก่ส่วน Jejunum จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 111โคลนได้ทั้งหมด 80 โคลน มีรูปแบบ 
การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะที่แตกต่างกันเป็น 8 แบบ จึงทำการจัดกลุ่มของโคลนที่มีรูปแบบการ 
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแบบเดียวกันและคาดว่าน่าจะเป็นเชือเดียวกัน และทำการคัดเลือกตัวแทน 
ของทั้ง 8 แบบ เพ่ือนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วนำข้อมูลที่ได ้ไป เปรียบเทียบกับ 
ฐานข้อมูล Genbank พบว่าประชากรของแบคทีเรียท ี่พบในลำไล้ไก่ส ่วน Jejunum มีดังนี
Lactobacillus aviarius strain: LAV7 (AB 175732.1) ซงมความเหมอนกับฐานขอมูล 99 % 
Uncultured Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 96 % Uncultured 
bacterium clone SJTU (EF403242.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured bacterium 
clone ร 1-25 (GQ898117.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured bacterium 
(AM500763. 1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Lactobacillus aviarius strain: LAV4 
(AB175729.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 98 % Lactobacillus aviarius strain: LAV7 
(AB175732.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % และ Uncultured bacterium clone cc_99 
(GQ175432.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 95 %

ลำไล้ไก่ส่วน Ilium จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 120 โคลนได้ทั้งหมด 19 โคลน มีรูปแบบ 
การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะที่แตกต่างกันเป็น 3 แบบ จึงทำการจัดกลุ่มของโคลนที่มีรูปแบบ 
การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแบบเดียวกันและคาดว่าน่าจะเป็นเชื้อเดียวกัน และทำการคัดเลือก 
ตัวแทนของทั้ง 3 แบบ เพื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วนำข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ 
ฐานข้อมูล Genbank พบว่าประชากรของแบคทีเรียที่พบในลำไล้ไก่ส่วน Ilium มีดังนี Lactobacillus 
aviarius strain: LAV7 (AB 175732.1) ซื่งมีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured 
Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 96 % และ Uncultured 
bacterium (AM500763 .1)มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 %

ลำไล้ไก่ส่วน Large intestine จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 107 โคลนได้ทั้งหมด 20 โคลน มี
รูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ดัดจำเพาะเป็นแบบเดียวกันทั้งหมดจึงคาดว่าน่าจะเป็นเชือเดียวกัน และ 
ทำการคัดเลือกตัวแทนของทั้งหมด เพื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วนำข้อมูลที่ได้ไป 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่าแบคทีเรียที่พบในลำไล้ไก่ส่วน Last intestine คือ 
Uncultured bacterium clone Sl-25 (GQ898117.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 %
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ลำไล้ไก่ส่วน Caecum จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 191 โคลนได้ทั้งหมด 89 โคลน มี 
รูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะที่แตกต่างกันเป็น 5 แบบ จึงทำการจัดกลุ่มของโคลนที่มี 
รูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแบบเดียวกันและคาดว่าน่าจะเป็นเชื้อเดียวกัน และทำการ 
คัดเลือกตัวแทนของทั้ง 5 แบบ เพื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วนำข้อมูลที่ได้ไป 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่าประชากรของแบคทีเรียที่พบในลำไล้ไก่ส่วน Caecum มี 
ดังน้ี Lactobacillus aviaries strain: LAV7 (AB175732.1) ซํ่งมีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % 
Uncultured Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มความเหมอนกับฐานขอมูล 96 % Uncultured 
bacterium clone SJTU (EF403242.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured bacterium 
clone cc_99 (GQ175432.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 95 % และ Uncultured bacterium clone 
ร 1-25 (GQ898117.1).มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % จากนั้นสุ่มเลือกโคลนของแต่ละกลุ่ม
Phyiotype ที่เป็นตัวแทนจากการวิเคราะห์มาสกัด พลาสมิดเพื่อวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด้ต่อไป 
แสดงตามภาพที่ 10- 14
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ภใพที่ 10 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของล0าไสัไก่ส่วน DN (duodenum) ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
7?sal และ HaeWl ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฬรีซีส 3 % อะกาโรส 
เจล Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี 
1-14 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ tfsal และ HaeWl
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ภาพท่ี 11 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำไสัไก่ส่วน JJ (jejunum) ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
i?sal และ HaeIII ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรส 
เจล Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี 
1-16 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ tfsal และ HaelW
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ภาพท่ี 12 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำไสัไก่ส่วน IM (ilium) ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ y?sal 
และ Haelll ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรสเจล 
Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี 1-16 
คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ tfsal และ Haelll
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ภาพท่ี 13 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำได้ไก่ส่วน LI (large intestine) ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ 
ตัดจำเพาะ Rscil และ HaeIII ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี 
ซีส 3 % อะกาโรสเจล Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp 
DNA Ladder) และ Lane ท่ี 1-17 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด 
จำเพาะ 7?sal และ HaelII

29

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12. 13 14 15 16

500 bp_ 

400 bo-

300 bn- 

200 bp-

100 bp_

,000 bp_

ะ

. ■

'V:  1 'M i i  i%:■■■1  f. I '?  ir  ร ุ j

ภาพที่!4 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลำไล้ไก่ส่วน cc'(caecum ) ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
^รฝและ HaeIII ที่ทำการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรส 
เจลLane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี 
1-16คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ flsal และ Hae III

การวิเคราะห์ความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อยูล
นำผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์ 

โดยใช้โปรแกรม BLASTN (basic local alignment search tools) จากฐานขอมูล NCBI เพอใชใน 
การหาค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity) หรือความคล้าย (% similarity) ของลำดับนิวคลีโอ 
ไทต์โดยผลการวิเคราะห์เป็นดังนี้

ในลำไส้ไก่ส่วน Duodenum พบแบคทีเรีย 1 โคลนที่เหมือนกับ Lactobacillus aviarius 
strain: LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % พบแบคทีเร ีย2 โคลนที่เหมือนกับ 
Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) โดยมความเหมอน 98 % และพบ 
แบคทเรย 1 โคลนทเหมือนกับ Uncultured bacterium clone cc_99 (GQ175432.1) โดยมความ 
เหมือน 95 %

30

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ในลำไห้ไก่ส่วน Jejunum พบแบคทีเรีย 20 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured bacterium clone 
cc_99 (GQ175432.1)โดยมีความเหมือน 95 % พบแบคทีเรีย 52 โคลนที่เหมือนกับ Lactobacillus 
aviarius strain: LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % พบแบคทีเรีย 12 โคลนที่เหมือนกับ 
Lactobacillus aviarius strain: LAV4 (AB175729.1) โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย2 
โคลนทเหมอนกับ Uncultured bacterium clone El (AM500763.บโดยมความเหมอน 99 % พบ 
แบคทีเรีย 1 โคลนทีเหมือนกับ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) 
โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 1 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured bacterium clone 
SJTU_A1_5_23 (EF403242.1^ดยมีความเหมือน 99 % และพบแบคทีเรีย 1 โคลนที่เหมือนกับ 
Uncultured bacterium clone ร 1 -25 (GQ898117.1) โดยมความเหมอน 99 %

ในลำไห้ไก่ส่วน Ileum พบแบคทีเรีย 16 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured Bacteroidetes 
bacterium clone M0015_030 (EF071148.1) โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 1 โคลนท่ี 
เหมือนกับ Lactobacillus aviarius, strain: LAV7 (AB175732.1) โดยมความเหมอน 99 % และพบ 
แบคทเรย 2 โคลนทเหมอนกับ Uncultured bacterium clone El (AM500763.1) โดยมความเหมอน 
99%

ในลำไห้ไก่ส่วน Large intestine พบแบคทีเรีย 20 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured bacterium 
clone ร 1-25 (GQ898117.1) โดยมีความเหมือน 99 %

ในลำไห้ไก่ส่วน Caecum พบแบคทีเรีย 2 โคลนที่เหมือนกับ Lactobacillus aviarius, strain: 
LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % พบแบคทีเรีย 3 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured 
Bacteroidetes bacterium clone M0015_030 (EF071148.1) โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 
46 โคลนทเหมือนกับ Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23 (EF403242.1) โดยมความ 
เหมือน 96 % พบแบคทีเรีย 15 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured bacterium clone cc_99 (GQ175432. 
1) โดยมีความเหมือน 95 % และพบแบคทีเรีย 22 โคลนที่เหมือนกับ Uncultured bacterium clone 
ร 1-25 (GQ898117.1) โดยมีความเหมือน 99 %

จากผลการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นว่าลำไห้ไก่ส่วน Jejunum พบความหลากหลายของ 
ชนิดแบคทีเรียมากที่สุดและพบแบคทีเรีย Lactobacillus aviaries เป็นจำนวนมากที่สุด ซํ่งแบคทีเรีย 
ชนิดนี้เป็นแบคทีเรียที่สามารถนำมาใช้เป็นโปรไบโอติกส์ไต้ นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรียส่วน 
ใหญ่ที่พบในลำไห้ไก่ทุกส่วนจะเป็นแบคทีเรียชนิดที่ยังไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในห้องปฎิปติการ 
หรือเรียกว่า Uncultured bacterium โดยที่จะพบมากในลำไห้ไก่ส่วนปลาย ได้แก่ Large intestine 
และ Caecum แสดงตามตารางที่ 1
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การวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการของแบคทีเรียในลำไส้ไก่
เมื่อสร้างแผนภูมิต้นไม้พันธุกรรมของประชากรแบคทีเรียของลำไล้ไก่ทัง 5 ส่วน โดยเลือก

ตัวแทนโคลนของแต่ละ Phylotype มาวิเคราะห์โดยวิธี Neighbor-joining (NJ) และกำหนด 
แบบจำลองการแทนที่ของลำดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide substitution) ด้วย Kiruma-2-parameter 
model โดยใช้โปรแกรม MEGA 4 ทำการทดสอบความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้างต้นไม้ 
พันธุกรรมด้วย Bootstrap test จำนวน 1,000 รอบ ผลการวิเคราะห์พบว่า โคลนที่แยกไต้จากลำไต้ 
ส่วน Jejunum หมายเลข JJ17, JJ39, JJ3 และ JJ6 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับแบคทีเรีย Lactobacillus 
aviaries หมายเลขยีน AB 175732.1 และ AB 175729.1 ที่ความเชื่อมั่น 98 % ขณะที่โคลนหมายเลข 
JJ93 ซงเป็น Uncultural bacterium มีความสัมพันธ์ของรหัสพันธุกรรมกับโคลน IM14 และ CC30 
ที่แยกไต้จาก Ileum .และ Ceacum ตามลำดับ โคลนที่แยกไต้จากลำไต้ส่วน Large intestine 
หมายเลข LI65 มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับแบคทีเรีย Uncultured bacterium หมายเลข 
ยีน GQ898117.1, EF403242.1 และ EF071148.1 ขณะที่โคลน CC43 ที่แยกไต้จาก Ceacum มีความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับแบคทีเรีย Uncultured bacterium หมายเลขยีน GQ175432.1 แสดง 
ตามภาพท่ี 15
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ตารางที ่ 1 แสดงผลการวิเคราะห์ความเหมือนของลำดับหิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลของ 
ลำไสัไก่ 5 ส่วน

Section Clones Closest specie Description Identity

Duodinum
1 AB175732.1 Lactobacillus aviarius, strain:LAV7 99%

2 EF071148.1 Uncultured Bacteroides bacterium clone 96%

3 GQ175432.1
M0015 030
Uncultured bacterium clone cc_99 95%

Jejunum
20 GQ175432.1 Uncultured bacterium clone cc_99 95%

52 AB175732.1 Lactobacillus aviarius, strain: LAV7 99%

12 AB175729.1 Lactobacillus aviarius, strain:LAV4 98%

2 AB175729.1 Uncultured bacterium clone El 99%
1 EF071148.1 Uncultured Bacteroides bacterium clone 96%

1 EF403242.1
M0015 030
Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23 99%

1 GQ898117.1 Uncultured bacterium clone SI-25 99%
Ileum

16 EF071148.1 Uncultured Bacteroides bacterium clone 96%

1 AB175732.1
M0015_030
Lactobacillus aviarius, strain: LAV7 99%

2 AM500763.1 Uncultured bacterium clone El 99%
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72

63

55

91
94เ|

contig JJ17 
contig JJ39 

contig JJ3 
AB175732.1 

AB175729.1 
contig JJ6 

— AM500763.1
100

96

43 99

97

contig CC46 

GQ175432 1
Contig l_l65 
GQ898117.1 

EF403242.1 

EF071148.199

contig  JJ93

83
—  Contig IM14

Contig CC30

เ­ อ.:,

ภาพที่ 15 แสดงแผนภูมิต้นไม้พันธุกรรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียในลำได้ไก่ทัง 5 
ส่วน สเกล 0.2 แทน Evolution distance ของจำนวนนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนไปต่อนิวคลีโอไทต้ 1 
ตำแหน่ง ตัวเลขที่จุดตัด (Node) ของแผนภูมิแสดงความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิ 
ด้วย Bootstrap test โดย AB175732.1 คือ Lactobacillus aviarius gene for 16S rRNA, strain: 
LAV7, AB 175729.1 คือ Lactobacillus aviarius gene for 16S rRNA, strain: LAV4, 
GQ175432.1 คือ Uncultured bacterium clone cc_99 16S ribosomal RNA (rrs) gene, 
EF403242.1 คือ Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23 16S ribosomal RNA gene, 
EF071148.1 คือ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 030 16S ribosomal RNA 
gene, AM500763.1 คอ Uncultured bacterium 16S rRNA gene, clone El และ GQ898117.1 คอ 
Uncultured bacterium clone SI-25 16S ribosomal RNA gene
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ตารางท 1 (ต่อ)

Section Clones Closest specie Description Identity

Large intestine
- 20 GQ898117.1 Uncultured bacterium clone S I-25 99%

Caecum

2 AB 175732.1 Lactobacillus aviarius, strain A V I 99%

3 EF071148.1 Uncultured Bacteroidetes bacterium clone 96%

46 EF403242.1

M0015 030

Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23 99%

15 GQ175432.1 Uncultured bacterium clone cc_99 95%

22 GQ898117.1 Uncultured bacterium clone ร 1 -25 99%
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ผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรแบคทีเรียจากโมเลกุลของ 
16S rDNA ในลำได้ไก่ทั้งหมด 5 ส่วน ด้วยการวิเคราะห์ Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) ซํ่งจากโคลนทั้งหมดที่ทำการวิเคราะห์212 โคลน จากทั้งหมด 614 โคลน 
และเปรยบเทียบความแตกต่างจากรูปแบบการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ HaeIII และ Rsal พบว่า 
เชื้อแบคทีเรียที่พบในลำได ้ไก ่ท้ัง 5 ส่วนมีทั้งหมด 8 กลุ่ม ได้แก่ Uncultured bacterium clone SJTU 
(EF403242.1) ซํ่งมีความเหมือนกับฐาน1ข้อมูล 99 % Uncultured bacterium clone cc_99 
(GQ175432.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 95 % Uncultured bacterium clone cc_99 
(GQ175432.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 95 % Lactobacillus aviarius strain: LAV7 
(AB 175732.1) มความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Lactobacillus aviarius strain: LAV4 
(AB175729.1) มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 98 % Uncultured bacterium clone El (AM500763.1) 
มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 99 % Uncultured bacterium clone ร1-25 (GQ898117.1) มีความ 
เหมือนกับฐานข้อมูล 99 % และ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) 
มีความเหมือนกับฐานข้อมูล 98 % โดยลำได้ไก่ส่วนด้น Jejunum พบความหลากหลายของสาย 
พันธุแบคทีเรียมากที่สุด และพบแบคทีเรียสายพันธุ Lactobacillus aviarius มากที่สุด ขณะที่ 
แบคทีเรียที่ยังไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในห้องปฎิปติการหรือ Uncultured bacteria พบในทุกส่วน 
ของลำได้โดยพบส่วนมากที่สุดในลำได้ส่วน Caecum

การศึกษาตังกล่าวข้างต้นแสดงให้เห็นว่าการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในลำได้ไก่ 
ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล สามารถตรวจพบชนิดของแบคทีเรียซํ่งการเพาะเลี้ยงเชื้อทั้วไปไม่สามารถทำ 
ได้ นอกจากนียังพบว่า ในการแยกเชือแบคทีเรีย Lactobacillus aviarius ซํ่งเป็นแบคทีเรียโปรไบโอ 
ติกส์ ชนิดหนํ่งมาใช้ประโยชน์ควรจะทำการแยกเชือจากลำได้ไก่ส่วน Jejunum โดยตรงเพื่อลดการ 
ปนเปีอนของเชื้ออื่นๆ ที่ไม่ต้องการลงได้
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