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Tassanan Hongsapak 2008: Effects of Dietary Medium Chain Triglycerides (MCTs)
Supplementation on Performance, Gut-Mucosal Health and Immunity of Weaned Pigs.
Master of Science (Animal Nutrition and Feed Technology), Major Field: Animal
Nutrition and Feed Technology, Department of Animal Science. Thesis Advisor:

Associate Professor Uthai Kanto, M.S. 85 pages.

The objective of this study was to determine the effect of dietary medium chain triglycerides
(MCTs) supplementation on performance, gut-mucosal health and immunity of weaned pigs. One hundred
and twenty, 5-week-old, crossbred pigs were studied by using completely randomized experimental design.
The animals were divided into 3 groups of five replications with eight weaned pigs per replication each.
Each group of the animal was randomly assigned to a dietary treatment as follows: Diet 1- Broken rice and
soybean diet supplemented with antibiotic (T1), Diet 2- Diet 1 but the antibiotic was substituted by MCTs
0.32% (T2) and Diet 3 — Diet 1 but the antibiotic was substituted by MCTs 0.32% + lipase 100 ppm (T3).
Results of the study indicated that all group had not significantly different in final body weight, weight gain,
average daily gain (ADG), feed intake (FI), average daily feed intake (ADFI) and feed conversion ratio
(FCR) (P>0.05). At day 21 of the experiment, 2 pigs per replication were administered with either 0.9%
normal saline or lipopolysaccharide (LPS, 150 ug/kg BW) via the ear vein. A booster was given at day 35
with LPS but reduced to 75 pg/kg BW. The results have indicated that the group receiving T2 had
significantly higher IgA plasma cell counts and goblet cell count in jejunum than the group receiving T1 and
T3 (P<0.01). The group receiving T3 had significantly higher serum IgA level (P<0.05), IgA plasma cell
count in ileum and colon (P<0.01), villi height of jejunum and ileum (P<0.01), crypt depth of colon (P<0.05)
and ratio of villi height and crypt depth of ileum (P<0.01) than those fed with other diets. Furthermore, the
group receiving T3 tended to have the highest crypt depth of jejunum (P=0.057) and the highest goblet cell
count in colon (P=0.079) than those fed with other diets. Results of the study have indicated that animals in
every group had no significantly different in crypt depth of ileum, ratio of villi height and crypt depth of
jejunum, and goblet cell count in ileum (P>0.05). It could be concluded that MCTs can be replaced for
antibiotic in weaned pig diet without any adverse effects on the animal performances. In additional,

MCTs+lipase supplementation increase immunity and gut-mucosal health of weaned pig too.

Student’s signature Thesis Advisor’s signature
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a @ a 1o . . . . . S g
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=
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a A eqqe . . a di’ A Jd A A 1 o Y a
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5 [} 1 1 a 4

159 (normal microbial flora) %40 1780g 1115 19M8 (Abbas, 1997) Tuszuumuauemsiiou la]
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Ay o A [ oy ' 1o
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[ a Y ™ 1 v o o A { ] 1 S 4 Y] v (]
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=\ 1 o 4 (B a Y o Ia 4 a A 4 o
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UBDUAU LS Naﬂamimmmjmwaaaﬂw hlclf‘lfl“lmﬂ‘ﬂﬂ’lﬁl (Schley and Field., 2002)

Aay v d‘ A
ITUVHUANN UYL DINDN
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szuugiduiuvedeiion iugiduiunwuy lusuwe vezuuudung iuusne

td' 3 % 2 dy Q‘ dl 9 1 1 1 9 Lﬂ' A
usnidudanu¥elsnnnatouen dalantasuisiemediulvarzdimageiion

v v )
(mucosal surface) NYogMINTTUUMAAUMIBTIAZ TTVUMUAUDIMNIT FuRIvoudeIlon Ty
a = a 9 = ) a £ =~ [ = 4
STUUMUAUD1¥T (0190 Tuszuumadunieladie) Tiad ey sianila Geniudusag
1 1 o 4 a o o
(microfold 139 membranous cell) umﬂagizmnwamﬁaum (epithelial cell) voaa 14 i
g [ a o 1 I Ia 4 I~ 1

wihndumaduveaeudaun Insad 1dae U I nuadan T lew vazituniaiiuvss

wradan TW laiarniiieme 11g Tnsadr 140 (Jepson and Clask., 1998) (M 3)

Enterocyte Enterocyte

Intraepithelial
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M cell

s Lysosomes

Intestinal lumen
Antigen

a v A < & o 7 o Y
HMNN 3 ‘Viummmmm%aaiuwmwaaﬂlmm"lﬁ

30: Tizard (2004)
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o w ] J P 4 1

fiaeon luensenie Tavaznszquisaduauiion (goblet cells) voudauion 1¥ilaveiion
A 9y Y a 9 3 a o v Y ) a

(mucous) 00U oA IdessznouFFoutiungaoennAIvesd 1414 uadmeudu

&%

w1 lusada 1&an sfuszgaindh legluduyad udadede lulvdan Tl lassiiegsznang

U
v 9

o A a o a Y a o aaa o
IFARIBOYH 1Az FUAINU INSIWG 8 (lamina propria) MINULBUAI UYL RAT Taea TN
Ia S a A A 1 [ 3’ A £ 1 z a =
waaan Il lasiwiiad Nogluaemiunaes (peyer's patches) Fogluduaiiuinsmiouos

o 1 A d a 4 4 3 Ia d a
114 Tasanuomaeveayadan I lyvvilasanitles nniuwsaday v losnsiaiiez
$ I 4 $ a Aa A a [l [
nlagunadliifhuaadwaran Feasrameudvefaiaduy luTnayau A (IgA) eengaisna
M Y 1 ' 1 09; 1 g’ 4 a a
WAI099 10727199 1WuAoUIaN doutie sTUDAURLS Muauwiely dhuy uazmaAu

faany ok mvhiduauusalumssisagadn (Wold er al., 1989) (2w 4)

Antigen “.'/_}

R, Intestinal
Peyer's mucosa
patch
Mesenteric Respiratory
lymph node tract

Urogenital

Blood
system

Mammary

MNN 4 M3adaeuALoAdI0aNga1IAANAIeID TeIzA1NY

N31: Tizard (2004)
The Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT)

. Sy & A A J A & 4
Mucosa associated lymphoid tissue (MALT) Wwdawodunassauvianinulu
) ] 1 [ ] a 1 4 1 3’
Muraaan vee3ame wu lumaauems aen'insees Wuy Uea dentiians a1 uag
a o I a ~ ] a £ 9 J ) Y
AT MALT @uusnainudutouan udsnuaninmiawadve a1 1d lagnielu MALT
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vlsenoudiosasay I laiyilal radwaran wasan I lenyianeamiles uazu

[

Tasvha Feunumlumsauquszuuniiduiuveeiion (Anonymous, 2007a)
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1] Y a dy d’ 1 [ dy
MALT LL‘INhlﬂ@ﬂﬁJ%uﬂ‘llENLuﬂLﬂ@ﬂNG] AN

1. GALT (gut-associated lymphoid tissue) ma“lm%ummﬁflﬁ' 92 WU Peyer's patches

£ J o
Fuilueenllsenouves GALT

2. BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) wuluviaenay
3. NALT (nose-associated lymphoid tissue) W‘Usluimvﬂ

4. LALT (larynx-associated lymphoid tissue) wulunaoudes
5. SALT (skin-associated lymphoid tissue) ‘W‘Uﬁﬁ?ﬁfﬁ

6. VALT (vascular-associated lymphoid tissue) wuﬁwaamé‘aﬂ

7. CALT (conjunctiva-associated lymphoid tissue) nuluavesau
The Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT)

SEUVYNANAUVBIMUAUD111T 152N UAIY gut-associated lymphoid tissue (GALT)
£ o 9 a @ 1 :j A I [ £
Faimihnilessusuniennnisgnawesdanlandaon GALT iuaiunileaues mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT)
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szuvgiquinlusiemelszuna 70 nesisuavegnuuludivvesnmuanueIns

§ 4 :j a : a I Jd a @ 1
GALT szneumeiilogorinnaesaleria Favzndauaznumadgiquiu udadeoen |l
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9113 tazaanata Tuaidun Tnsm3eueed1 1 (Anonymous, 2007b) 53uDIABNI UHAD

V3nadedad 1 1dA18 (Schley and Field., 2002)
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16

Snvazimileniia uasdany lviiu suyTulnaydu wazinderiifiendnd e (Neutra and
Forstner, 1987) idudunly/ndifi luanavinalngguFeniuasvesTodnusan lsd
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galactosamine mﬁ'ﬂizﬂammlfmmcluﬁﬁmmmmiNﬁ'ullﬂe'ﬁyuagiﬁ'wﬁmaﬁﬁﬂ Hij1aon

HazA LN UINAAKa4 11451918 (Xu and Gordon, 2003)

daylulnayau viiaueavh (mmunoglobulin A, IgA)

uyTuTﬂauau yilauoavh (immunoglobulin A, IgA) Wﬁ\i%1ﬂ£°])’ﬁﬁ1"lﬁ1ﬁll']‘l/lﬂﬂ
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meldideyAivessume Tao 1ga gﬂwaﬂmuﬂwﬁaéﬂﬁ nuaumele szuudunie Hamia

E]

[ o { a 4 a 1 [ & A a ] [ M
Hag AvNUIUY IgA ﬁgﬂWﬁ@]ﬁlulﬁﬂuN'J“Uf]\iﬁ?\‘lﬂ“lﬁ]%WWHﬂNlﬂfﬁaLﬁ@‘uW'JiﬂENﬁ'Wﬁﬂﬂ‘ﬂﬁ\‘]
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= d‘d :j £ a U 3 G U
114 Taedudulysauntihimin 71 Aladady (kDa) 58071 polymeric immunoglobulin
v W @ { I
receptor (pIgR) N30 secretory component FIPUAY IgA 2 917 (IgA dimers) 11/a ﬂugﬂyﬂuima fna
3 A A 1 ~ & @ 9 Y ] 4
ADUINANTNITEN secretory IgA (slgA) (MW 5) Fegaetloeiulile 1gA gndos Tasiou lan]

Tsaiea (protease) Tudl& (Tizard, 2004)

Plasma cell

o
; IgA
Submucosa % ég % plgR

*%*\

Enterocyte

Intestinal :
lumen

Secretory IgA

MNA 5 MINEA sigA Tagyadnaian

30: Tizard (2004)
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mManalsn 1wy 15na1 1d6nay (inflammatory bowel disease; IBD) (German ef al., 1998) MIHAA

4 a I'd =
IgA VOIAdNA eI INTIEH 1A 19833 immunohistochemistry (Kono et al., 2003)
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ulminaduseuimiindludiilesiuedeizaiese 91nuuaiEe (Schiffin and Blum, 2002)

a

4 { @ 1o ' . . . .
uazms%‘m ﬁgﬂugmé’uﬂmmﬂu AUNIY 1B U lysozyme, lactoferrin, defensins, antibacterial

peptides a1 secretory phospholipase A FIN uagi“lu Foeavesd 1§ (Pitman and Blumberg, 2000)

o0

a [ @ % (% v Jdo
YTumved IgA Tudsuuay secretory IgA Tudraudinazinnuduiusiuaedina

=

o us/' 1 1 3 s a 4 1 @ 1
UnIzIANY 2 8619 WS IzANN s R ag WA e lunSnageilo nisu iy fidiuilos
' ~ o Y 1 3' = 9 Y = a =
W TgA TudSuadonndeutinnaewazdiy fhuna Iga szlinszurunisvoaonalod
1 a [l a d? 1 o 9 ~ Y] a tﬂy A A
AoupuAn UM unadulusinie Tao g 019k mhaswiumeudnuluioben
a 4 o <3| @ 1 0
aareeonu1vie ldsAuneuanuoug ludr1d Wuwaligndvesnsinirenie’ly ild
a 1 z [l 9 Y 9 a =S A A 1 A &
poudaumaniv liaunsanszquldsumeaueuauedsiaoue 15U IgE 50 IgG B9

0 Y Qs’l < a g 1 a Y us/' Y QsJ‘ =2 o Y A A
o ldautuwidulsagiun (allergy) Aououanuainla aziu g Jeimihilaiiou

@ 1

a aA o Ay Y Y g v a ¥
LL@H@]U@@%ﬁWNWﬁﬂﬂﬂﬂ"liﬂ%ﬂuﬂlf)ﬂgilﬂuﬂuulﬂ QWJ‘}J’JEJ"UW@ IgA QY LUDUALIUILLVEY

£

A Y

4
sumelddeuas lnszdulvinaueudveansooimauiaie duld Gu, 2548)

odeniinanomsnan IgA

4
{ a = s 1

a A a s A aa
HandAvea sigA gnaduaulag s lalaufindavusinagaddy I lavyiaiined

U

~ g

Malu GALT (gut associated lymphoid tissue) tazfigniaesarnideiion Tasasaaan Tl la
yiiaf ifuundandalylalalld 2 ia Ao Thi uag Th2 FanaelesTalnieenunlugiuiy
1 J ] a A J

a199) 'l Ta'lniives Thi 15w IFN-Y uaz TNF-P3 vzaanisnan 1gA vmzi laTalmives The

1Y IL-4, IL-5, IL-6 182 IL-10 tNUNSHAA IgA (Kramer ef al., 1995)
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@ Ia d a A I a Y] z 1A
mswarnnnadan I lasyiad 1 1gA manavaneiladedaausina mucosal
. . . 4 . . = a Jd Aa .
inductive site 113 mucosal effective site 5910915 avee T Inlaixiia TGF-OL (Transforming
& {o { 4 I
growth factor) Fafinthndrdglumsauaumsnldeulelmmesan igM Tihilu 1ga Tag
9 I o A a A A v A
asutuuIunnnusnuEeon (Fulin, 2549)

Y v

Medium chain triglycerides (MCTs) ﬁuszuugﬁqu U

[

1 a 1o @ Y ] g}
MCTs finagosz vugiiauiuuuy lddume lumsauauszuusadidegoiuvies

(reticuloendothelial system, RES) ¥41sznoudaounTasvhuilundn Tav MCTs dzaiuayu

o 4 t:' o 09: [
anuana lumsiaeuuaNiTeve1aad LasmunNInaIuYed RES 9nMdiniuaunis

[ A o a
FUATIZHO 1A IUD A (prostaglandins, thromboxanes 8¢ leukotrienes) L4812 TNF-OL s

¢ a Ao

v Y Y ¥
anad $ane 2 artnilula e lavdsiani Idoniausadunsizy laowad I Tuiluades

A

S AaY o 1 A a dy a 3
(mononuclear cells) taziraaiANAUDUY TuszrINNMIAnFBLazINAAUNE taz]y
a a 1 . [ ] o
AuApYBIMIKANOYYADETE dawaln lad@ln13oniduana (Ulrich ef al., 1996) 1 UIREINU
v o a a Jd a .
Tsujikawa et al. (1999) 5189714731 MCTs finai 1S uua158 Insueoasia leukotriene B,
§ § § o a [V a ° 1 o
guiluasimilenihldinanmssniauanas tagdlsua TNF-oL Tuvua Tidudadlunynlasy
e . . S = o = Y =
trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) Wuasmtientin uaziina lvanuaeine (damage score)
Y
voad1 ldanasdie uennnil MCTs amnsalsumsaeuausweoam Iasnn Taganniuainsa
q‘/ d [ o Q' o 4
voauy Insvhalumsndelelalmd detlesdud Iduaziivanuansalumsiarede lsa
= Y o A o Y 1 Y] a A é’ = 3
traldmaiaevouveyd Idandruagiivanawazanugevesda laiuiu 9nie MCTs
o af A Y I 1 @ o o o Y 1 @ 9
daemnsagnismuedzuive I Hidlunrandsnudmsud 1 uazsredsuilgelaseadiaves
a'lduazmsnouduoInagiduiuBnAle (Hinton ef al., 1998) uonvniinatlosnudr 1duda
[ 19 YY) 4 4 [ qul Aa
MCTs delinatlosiuanudemevosdusuiioaanieanssed Iaon1sdudimskanoyya
a a PR a Y J o
gaszuazmInan TNF-OL A auvaanarsne llnseduaadun Insvhaludy waves MCTs
1 o Y Yy A g s s o o ' o A
aod lduaz InseadrubotuaadvousadunInsvha ludy shligmsanasvesszauas iy
4 o Y] o { I
Tunarawn aan1saeyauedvedasuy Insva ludunazaanmissnmuvesdr 1dn a5y

ATNY (Kono et al., 2000)

lunsaingame 1dsuasnynnuuanGe MCTs a1uisoilessumamitentivesla
o { a Y [ 0911
T Tnanaaalsa (lipopolysaccharide, LPS) Hiwalitnannudenieludn’ld Tasdudans

o J % ' a 4 o Qsll
mauveusaaun Iasvhaludy tazaanisneuduIned1s Ny Lﬁ’f]ﬂiﬂﬂﬁﬁJ”liﬂﬂ‘]JfNﬂWi
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{ [ a 4 [ c?/‘ a
LIAAPBNVBI CD14 (endotoxin receptor) NOYUUANFAALNIATYD HazdUTIN1THAN TNF-OL
P ~ Y v A = A Y
naadunlasvhangnnszqualeansieriuma cbi4 swdanlasunilaslnsasnues
o 4 & o [ 1 A A I J o
mivgaduesuy Insvh o ldgmaneuduesdomsiivianas MCTs iuuvasng iy
[ [ ] § 1 a a ] I~ a
Iruduluaansenenndnd 1 anzideall Uiy (endotoxemia) 1ag sepsis taziinalu
[ a v o 1 a I a
nmstlesiuszuugiquiudrldszniamananizideailuiudndie (Kono er al, 2003)
dyw ' =) Y A v o I (A A 421 A
wen N danuin MCTs Tnald 1gA TudSuuarlud 1diyUTusunuinniu 1iiee91n MCTs
P o a @
AIVAUNITUAAIDDNYDI MRNA-v04 los Ta lasinsi Idinans s iy (TNF-OL, IL-18, TFN-Y,
Q' d 'QJ 5 [
MCP-1 1ag MIP-2) HaziiiunsHanIeonued mRNA-ved 1o Ia'lnrindudamsdnay (IL-6
= 9 a Ia ¢ A AaAx 1 1
1Az IL-10) %9 IL-6 1ag IL-10 92n5zAumMInan sigA Mnwaaan Il laiwiiadintiegludon
g’ A & ] v Aa ~ [ dy A
UKD (Peyer’s patch) HFIUAINHANNNNITADVAUDIVDA sIgA Uag sIgA Nogluitiodo

9 Y ] 9
Tusrameazinududinszuiunsonay wazaanisgninaleyeaiiote dniederii 1

a R 9

a o S o 3
mmqwmaa”la Lmzmmuwaaﬁmxﬁaﬂiuaﬂﬁm YUAY (Kono et al., 2004)
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~ & a ad . 1 v 1w
g 1 9IMINUF IV uaztaTuesU3Iue (Quixalud 60)' 200 NTUABAU (ppm)
A & an v g o
g3 2 ©IMINUFIU taznaunua3URFIULAIY MCTs 0.32 1losisua

A & an Y sl s
q@]i‘ﬂ 3 DIMITWUY U uazﬂmmumiﬂgﬁmuzmﬂ MCTs 0.32 L“]Jf]‘il“lfufv'] + L’e‘)u"lc]m

lala’ 100 nFuseAY (ppm)

{ 4 1 % 1 {
Tag MCTs N 1FlumsnaaosliFon1an1ian AveMix’ Feoglugllaindwe lsade
J 3 4 aa J 3 Jd o o
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4 s o a s
ﬂ151\3ﬁ 1 ﬂ\?ﬂﬂﬁgﬂ@ﬂ?@]q@ﬂﬂ?ﬁ?ﬁlmg@Qﬂﬂﬁgﬂﬂﬁiﬂ“ﬁugﬂlﬂﬂq@ﬁﬂwﬂwiﬂﬂa'ENGI,T!fIﬂﬁ

FLeTHEIUL
.- % Tue1¥g
@Qﬂﬂﬂ??ﬂi

qasl qas 2 qas 3

aedn 52 51.68 51.68
o A A
NINDIUNADN (48% Tﬂmu) 15 15 15
faurideluiiudn 21.85 21.85 21.85
1anlu (60% T1lsaw) 5 5 5
10U 2 2 2
lauaaFsurloava (18% Woawosa) 3 3 3
1o a- ladu 0.15 0.15 0.15
auoa-tun'ls Totiu 0.15 0.15 0.15
1NAD 0.35 0.35 0.35
WIhna 0.5 0.5 0.5
®
MCTs (AveMix ) - 0.32 0.32
a . ® A
#1519 3g (Quixalud ) 200 1D - -
wou'lan] lale - - 100 WD
523 100.00 100.00 100.00
o o

pandsznoumalarus Iagn1sAIuIal
Tlsau (%) 22.73 22.70 22.70
waanuldlszTewnila Rlaunaos/Alaniy) 3370.66 3373.92 3373.92
Tt (%) 6.94 7.11 7.11
ol (%) 2.19 2.18 2.18
uAaKeY (%) 1.14 1.14 1.14
oawosanldss Towil1d (%) 0.80 0.8 0.8
Tadu (%) 1.46 1.46 1.46
wn'ls Totiu + Fadu (%) 0.87 0.87 0.87
151 Tounlu (%) 0.30 0.30 0.30
N3 Totiu (%) 0.96 0.96 0.96
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3,200,000 U (WU28ena)
640,000 IU (¥i12881na)
4,400 TU (HU2881NQ)
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0.48 1.

1.

0.6 1.

0.004 .

0.02 1.

4.

0.12 .

3.68 1.

120 .

40 1.

0.16 N
20 1.

48 1.

46 1.

0.06 .

0.16 n.

< a
Qﬂnsmuazmsmu

L4 = o [ a 4 4 =
1. Qﬂﬂim HazaIsAN @MSUNMIANTIZHOIA UL NOUNINUAY LLﬂzIﬂ%uzﬂl@Qﬂ"lﬁ"li

Nnaavy

2. gUnsal wagensindl dwsumamsonlalyInduean lsd
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2.1 0.9% Normal saline solution
2.2 LPS (Escherichia coli serotype 0111:B4 Sigma, St. Louis, MO)

J &
2.3 U
A A d o v 3 o 1 A
3. IATDNUD L!agfgﬂﬂﬁmﬁ']ﬂﬁﬂlﬂﬂﬁjaEﬂ\ua@ﬂ

3.1 NILUOARALNIVUIA 10 Hadans
<= z:y 4

3.2 WURALVUIA 1 U 1T 18

3.3 195091 umIe9

3.4 Microtube V119 1 Yaaans

4. ginsal wazasall dm5uUmMsas19mTunal sigA (Secretory Immunoglobulin A)

Tuagsy Tagly pig IgA ELISA quantitation kit
t4 A o v 3w v o Y
5. ’Qﬂﬂiﬂ! HasaInd ﬁ']ﬁﬁﬂlﬂﬂﬁ')@ﬂNﬁWllﬁ

5.1 Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4
5.2 10% buffer formalin

5.3 NABINAITAN

5.4 1y

5.5 uEy Iy
4 A o % an dy A .
6. QUnsal taza 1Al AIMTUMIATIINGITING1VOUUDIYO (histopathology)

6.1 Lﬂ%‘ﬂﬂ microtome

] o a o
6.2 ueua laduaznszanilaalad
6.3 @tou hematoxylin L& eosin

6.4 ndvIgansIcmi
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4 o o . . 4
7. gun3al uazansall 1MTUN15ATI9 Immunohistochemistry 94 sigA Tud11d Tag

1% LSAB+ Kit, HRP
P , A A s 2 o & v
8. Qﬂﬂiﬂ!ﬂu‘] [BU ATDINTUDINNT Lﬂﬁ@\?‘b’\?ﬂ']ﬁl!ﬂﬁﬂi HJH@I’L!
Aad
I5NI

MINAA0IN 1 WaUDINISIE3IN Medium chain triglycerides (MCTs) lue i sneanssann

NISHAAVBIGNNIHE1UN
BHUNTNARDY

1 o
13 umunsnaaoauguauy sl (completely randomized design, CRD) Tnaldgnans
o d o o ] I 1 1 oy oy Y 4 I
AAZINAD1Y 5 dUaH 319U 120 @2 uiieenilu 3 Ngu NaUAL 5 91 Fray 8 @1 tagutlunal

359U
miﬁ’uﬁnwamimam

@ L] 1 1 o { 1 o {
ﬂTﬁ‘UuﬁﬂWﬁﬂWiﬂﬂaﬁNu‘U\uﬂu 2 YN ﬁf) ¥297UN 1-21 VoINIINAADI LAZFIIUN

1 [ = L= 9 [ dy
21-35 UDINITNADDY Tﬂﬂclul,mazﬁmwmﬁuuﬂﬂﬂmyamu

9 v
= o % 1

Y '
1. JUNNMIWINENENIHETUNADUSTUNTNAAD DINTUIUN 21 VY9INITNARDY qu

U q

Y v Y
' o ¥ o o =

angNINNNgN F1az 2 i Fuhminesnuaziuiin et lUAninsaeuaue e gliquiu

Q
14 H

Y v 9
NNUTUIUN 35 voImsnaasy duiinimingnsduganisnaasd ($1az 6 a2) taziim

Y v ' Y
Aammihminanmuay

2. Huiinlsumemsnauluuaazgierguosuaazngumsnaass  waziiiun

AU IMITNNUADA D

1 < A, a d J
3. qmﬂum‘ma‘ﬂﬂaﬂwamﬂqmmauﬂﬂ’smi”lzﬁmﬂﬂizﬂﬂmnﬂmmz
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deyaae Miuinundunumoanmansyaula uazdszansnwms 1y

d! =) o U dy
PIMITFINGATNITATUIU AU

Y v 9 v v Y v
a

Wminiulumae = thwmingnsgaie — ihmingnssudunmsnaans

v
Y o @

- EP (ﬁmﬁﬂmmsﬁiw —umuﬂmmsﬁmﬁa)
1511e1MsNAUm Y =

NUIUGNT

- P R TN M BNN U
U msnnumaeaeiy = :

o Y = dy
VTHIUIUNLAYN

5301 BNNU

Uszansammsldoms (FCR) =

o IMIB YA Ta(ADG) =

o o = d"
VTUIUIUNLAY

PMISNABESN 2 WaN151a3u Medium chain triglycerides (MCTs) @93z ULV NANNMIAY

quamwa ldvesgngnavienun
UAUMINADDY

1 o
13 umunsnaaoauuguauy sl (completely randomized design, CRD) Tnaldgnans
o d o o ] 3 1 [ 2’ 3’ o
AAZINADIY 5 FUAIH 31U 120 @9 uieeMU 3 NG NgNAL 5 91 F1ag 8 60

Y

a Aay o Y
msRamsnszaugiannulAnugns
o A 1 v ) g‘ L= g} A
AUN 21 UBINITNADDN QNQﬂQﬂinﬂﬂQN AUIULIAY 2 917 AAUUNAD (0.9% normal
saline solution, NSS) 1 €7 1@ Lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli serotype 0111:B4
Y
Sigma, St. Louis, MO) 150 luTasnsu/nlansusimiin (Eicher ef al., 2006) 1 §3 M1un11&y

Y 4
1R0ARIUTINY (ear vein) MNTULBNGNTOONINNGN TABHUABIAI001MITNADIATNA
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a = =

a 9 A y = ~ [ A A Y o
LW’JEJ\‘]Y”I?ﬂLﬂiﬂQ{lulﬁﬁﬂﬁﬂqmﬁﬂM 4 praIFad 5000 59U 1WAl 5 WN cvaum”lwmm
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a =

wuiAgumigil 80 ssruvaFa WnTziainT 12y IgA Taeld pig IgA ELISA quantitation kit

U

<] % 1 o Y3 1 v aag o Y A . . .
2. LﬂU@?@ﬂWQﬁTqﬁ!aﬂﬁﬁulﬂi{}uu Dlagy Lla$ﬁ1ulﬁalﬁmu INDMTIV immunohistochemistry

VDN sIgA
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a 4 = ~ 1 1 d’ ad
Ansznnuudsdsiv uazSeumeuanuana19vesn1tnae 1aeds Duncan’s

New Multiple Range Test (DMRT) luTu/sunsuduiag)
Yij= L+ ol + €ij

Tagh i=1,2,3 j=1,2,3,4,5

A .. 1 o AN v ' A A IA
e Yij = Maunan lannrulIenaasei j NINUUAN i
D4 2
) = ANATUDI1TZIINTNINUA

a a 4 s"
oi = ANTNALDINNNTNUUAN i
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Muwanay 1vdaunslgu
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MINARBIN 1 Han13ta33 Medium chain triglycerides (MCTs) AID@NIIOMNNISHANVD

gngNIHENUN

l. ﬂ"liﬁﬂielWﬂﬂﬁﬂigﬂﬂﬂﬂﬁiﬂﬁumﬁ’]\i@ﬁ’i”Ii“l/lﬂaﬂ\‘l

=\

1 09/’ { a J
duilse ﬂﬂﬂﬂ'l\ﬂﬂcb'ugsllEN'E'J']14']'57]@@’0\1‘VN“ViiJﬂ‘ﬁulﬁ%']ﬂﬂ']ﬁ')!ﬂi']%ﬁﬂWﬂlﬂiJ%’)ﬂ

ax 1 S 3 o = 1 [ = Y A
35 AOAC (1990) Tmrw*umgﬂaiwu@ﬂﬂmuuﬁzmwamummmmmmﬂqmuﬂﬂﬂamm

[

1 Ao Y o =
‘]JﬂTﬂﬂﬂ!’quul’J aaaasluasen 3

a 7 a ¢ -
M35199 3 eanlszneuvedlaruy laen1s AT IZHNIUAK

Inrue qa3 1 q93 2 qn3 3 MCTs
AN (%) 10.08 9.92 9.90 2.70
aguita (%) 89.92 90.08 90.10 97.30
nEuRaLA 4412.90 4407.53 444266 4180.25
(N launaoi/nlansy)

181 (%) 6.46 6.60 6.88 -
Tisau (%) 22.68 22.63 22.61 -
ot (%) 6.38 6.84 6.73 48.52
ol (%) 2.44 2.54 2.58 -
UARLTIN (%) 1.22 1.20 1.24 -
oavloda (%) 0.84 0.82 0.88 -

a 4 J 1
NNHANSIUATIEHOIAYTENOUNI IAFULVBIDIHITNABDY WU MCTs 0

[ 3 T oW a T A [y 4 a [} 4 { ]
WHINUNIHUAITY 4180.25 D lauAansaon lansu (HoInNAAA Y MCTs NlFid1umey

l 3 o aa J 3 s A | § @
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+ lanla 100 ppm
P-value 0.9273 0.1285 0.1281 0.1281
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aan Y] Jd a [ 1 o Al ) 1 a ]
Ugnseiumaagifuiulusiane shldiwadaneg gnnszdunazinmiiau wumnanism
s sa ¢S a a o P o P’ s
wragvousaaan I lanwiad namsadauazvadleslalniveuyad luTu'lsy waduulas

vha wazisadviaondon (Raetz, 1993) 144 IL-1, IL-6, IL-10, TL-12, TNF-OL (tumor necrosis

Y A

9
factor-OL), IFN-Y (interferon-y) ttaz luainoon lae iudu 1o Talmima it g lu

9
o a

Ay o o qUa y A o qua < Yo o "
szuugiquiu hlinamsondurazmienihliifaoimsden1d auiumsdutimsnaaly
s " A 1 @ <3 A a a ' Y .
TalmimariszdretlosiueimsFomiioanainmanaaisnenielusianie 14 (Sadeghi et al.,
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{ I J a a °
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1 VoA a as S 1 a £ a 9 a
wuNgnInguesuETFIve Inmsaouduesas LPS Usmaunn dannsan lannisnm

Ao A A d%l S v 1 a aa A
TegA TudSumnuau (910 385.91 111 465.46 1 TunsuAsladany) tlesninkaves LPS
Ia d a { I s a o 1
nszduyaaay T lavyiad 1fuldesuiwyadwarauaznan 1ga nelud 14 uazdeon
o Ao A & . A 1A a an = '
WGIFSUINNUY (Sadeghi, 1999) MINAguNEATNATURFIULTNMIADUAUDIAD LPS W1
msizmaasuasdgsiue ldawisoflesdunmsdaadases Lps i lunszumiaon ld
o o aaa @ Jd a @ 1 4 3 @

(Rodriguez et al., 2005) 39117 LPS finlfasendumadgiunu lddiedu Snnedensequlnd
' J ) £ £y o Y J
mitanilasey LPS sonuinnaauuanGeunsyaunIniualy lasmsilvmaduan uaz

1 o o 4 U
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[ @ 4 a ' a
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p1AA 1IN TNs 1uMeiiTuuves MCFAs ndiuoInmsdos MCTs aaoton Tyl lanlad

s
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o 4 a 4
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Y 1
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a Ia 4 a A KX o Y S A t:' dgl
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A d? Aov A 9 a 1 . =~ o 9 @
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[ [ J 1 Y =5 S A 9 1
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o a o 09)1 a o [ {
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[ 1Y a d’ A = 3 [] a = o 9 1 9 =) d'
AaUINdTnaEaiendnns (1 el TnsmSelud1d) mumaduideauas uaznlaeu

uiladliuadnaraun tenan 1gA nelud11d (Macpherson er al., 2001)

dyd a A o A o J I v J
Manaaodtiiniaasalsum iga Tussy ivedaguseasnlunsled sl u
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1 v Aa Ho o S A @ o o Y
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1 A o é 9 1 a = A A = [ @ o
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U < = ' a A A o ] a a
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Hoond tazaamstnaeimssnaunielusianme 1§ iefeuny 1gM uag 1gG (Mestecky ef al.,

=y 3 dy o a J |1a A v 9 v A a 7 a
1999) MIANHIATIU UeanNNIMMT AT IZH T IgA Tuasunar damsunsizisuna
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Y
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11371599%1 Immunoglobulin A 1u@5ulagl¥ pig IgA ELISA quantitation kit
d =
ginsaisazasndl

1. Nunc C bottom Immunoplate 96 well
2. multichalnel pipet

3. microplate reader

4. incubater

5. pig IgA ELISA quantitation kit

6. n3zAMLT s

S <
7. WM
M51A38Y solution 1AL reagents
= . v . A
1. 1384 Coating Buffer 1% 0.05 M Carbonate-Bicarbonate 7 pH 9.6
Y '
2. 19383 Wash Solution 1% 50 mM Tris 1182 0.14 M NaCl azaneluihndu taziay

0.05% Tween 20 AU USVIR 1 pH 8.0

3. 130 Blocking (Postcoat) Solution 14 50 mM Tris 1182 0.14 M NaCl aza1eluii

AU UAZIAY 1% BSA (Bovine Serum Albumin) 91011501714 pH 8.0

4. 19501 Sample/Conjugate Diluent 1% 50 mM Tris 1@ 0.14 M NaCl azansluiinau

A3 1% BSA (Bovine Serum Albumin) HaAy 0.05% Tween 20 30U SU1H 18 pH 8.0

5. 1958 Enzyme Substrate 1% TMB

6. 1ATON Stopping Solution 192 M H,SO,
IBMIINEH

1. MIIAAPUAY Capture Antibody
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- MUUATIUIUYDA well NdBINT 1d standards, samples, blanks %39 control 19

= o :‘ Y
UNMINIEINIY

- (5391AM3199914 1 mcl capture antibody 14 100 mel Coating Buffer 1N01H3 83
naoulu well (5}161“19; 32 well 191@% 34 mel capture antibody Ty 3.4ml Coating Buffer) wa 1

Y o
VN

- Glﬁlsf)ﬂm@]@jﬂ capture antibody solution 511035 100 pl “lﬁ'amﬂwq:u I18g incubate

~ a = I @
Nngaunnu 37 D3RRl a1 GInTlN

o < 4 o
- 1189910 incubate 139 a19 well LWBDVYIA capture antibody solution 89NN well
¥ Y, a ' v 3 Y, Yy o
194 uAA8 wash solution 1A8LALN wash solution a4 1ULARE well IFIAN LAUNDON ANIHUA

3 A4
2. N3 Blocking (Postcoat)

- 1AY Blocking (Postcoat) solution 1311015 200 pul Gldamﬂw’qu 1ag incubate

a = < =
U 37 DIFHALTY e 30 Wi

1% . < 9 A 19 . .
- Y3910 incubate LT59 AN well LNBUIA blocking (postcoat) solution DBNVN

Y v
well 1¥viua Taeld wash solution 19991 UA 3 AT
3. M5AT0Y standard LA sample

- 139974 standard 11 sample diluent A4AITIHUING 1
A 9 = Yy 9 ' 1 [ 1
- 139919 sample 1ABABINANUANTUOE BV standard (BRI 1:100)

Tagdoaalu blocking (postcoat) solution

- 19Thulaga standard 150 sample Y3115 100 pl aslunquitdmuall

a

=i ~ [ ~
- Incubate NYUNNN 37 DKLU Wunan 60 N

G
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[ . <3 4 [
- ¥449910 incubate 1@59 814 well 1WA standard t1az sample 89NN well 1%

Y Y
nua Tagld wash solution A19NINNA 5 AS

$ o v a g .
M19WHINT 1 115199914 standard IMTVAATIZHIN Immunoglobulin A

step ng/ml calibrator Sample diluent
1 1000 5pul 3.25ml
2 500 1 ml 9710 step 1 1 ml
3 250 1 ml 910 step 2 1 ml
4 125 1 ml 910 step 3 1 ml
5 62.5 1 ml 910 step 4 1 ml
6 31.25 1 ml 91 step 5 I ml
7 15.625 1 ml 970 step 6 I ml

4. M5M36Y HRP Detection Antibody

- 199919 HRP Conjugate 11 Conjugate Diluent 1815119991991 1:50,000 H4A750¢

1149929 1:10,000 D4 1:100,000

- 14illaga HRP Conjugate MAD 1A 151105 100 pl aslunquynngu

a =

{ S
Incubate NQUHYN 37 o3rUyaITYe 1 1UIA1 60 LN

U

o . < i o .
- ¥i49910 incubate @39 819 well 1oV HRP Conjugate 809NN well vy

F4 Y
Tag1d wash solution A19919¥NA 5 A5
5. MSATIN Enzyme Substrate Reaction

| 1 1
- 1A38W substrate solution 8114 TMB 111 substrate M3BMWAIMITGANALUEI TR

I¥amueInauuaIN 450 nm
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a S

- l4ilnlaga TMB Usu1as 100 ul aaluvigy Incubate Ngmuiqil 37 veruvaITod

U

3 =}
Wunan 5-30 W

[ . <3 ) a Aaaa . a
- Y9910 incubate LT ﬂ1ﬂ1iﬁ§}ﬂﬂ1ilﬂﬂﬂ§]ﬂim (stop TMB reaction) Taeaay 2

M H,SO, 100 mcl adluuaazvigu
MIAIUIN

81UNAAIY ELISA Reader N1A21M81IAAULEN 450 nm 4az1l1AIN1sgAnauIaue e

AzAee1IMIAIR DY LaIMI AU TgA Taeld program sigma plot
7137529 Immunohistochemistry Vo4 sIgA 1agl¥ LSAB+ Kit, HRP
d =
ginsamazasadl

1. Goat anti-Pig IgA
2. vhndy

3. NIEAINIITY

4. WIWNAVIAN

5. Staining jars

Y 4
6. NAYNYANTIAU
=S
NIAIBN reagent

1. 19383 Wash Solution 19 0.02 mol/L Phosphate Buffered Saline
2. 19301 Primary Antibody 1% Goat anti-Pig IgA
3. 1958 Substrate-Chromogen Solution 19 Buffered Substrate 1 ml 1@ DAB

Chromogen 1 ¥ga wauldnnu Isanedmsy 4-7 alad



76

= ¢ A A
ﬂ1§!ﬂ§€l?~lﬁl‘lﬁﬂ!u®!ﬂﬂ

3 o ll & A 1 . | o = Y o ]
1. 1NUAI081UBIEDLY U 10% buffered formalin 1Jua1 24 ¥ 1u4 5o l¥a20819

Y ] H
iewenielu paraffin block 1an

) Qy 4 { 1 on . < 1 @
2. hFuwilonrmumsugtite 10% buftered formalin L‘lJ‘LJLDﬁTe)EINﬂ@EJ 6 F2Iu9 W1

' . -~ v = A A .
WIUNTZUIUNIT tissue processing %Qﬂﬁzﬂﬂuulﬂﬂwmﬁmumﬂﬂmﬂm’mﬂ@ (dehydration) N3

o w Aq Y= 3’ . o YA o Y . .
MIaa159n l¥asiieen (clearing) azmsm InouaIng paraffin (impregnation)

o Qy 4 LY a Aan Qy < Qy g
3. h¥wiioande 2 uilalu paraffin 3-5 Hadans uanalidu oz ldsuiioluy

Y
paraffin block [38nN52UIUNMIHI embedding

o @ 4 . I ] 1
4. 111 paraffin block ¥1AAABIATEY microtome 1HIDHEUL14 4 TuATOU NIVULRY

s Y A A Y . . .
alasudinindouale 2% 3-aminopropyl triethoxy silane

< s vg Y ~ vy o A =
5. Lﬂﬂﬁllaﬂ‘ﬂllﬂblu@ﬂﬁ 37 DA ALYYE UIUDINUDY 1 IU 1179 60 DIAUBQLTYT

111 30 U

6. e ladiau xylene 3 A339) Az 2 W7 iteazat paraffin 0ONIAITIDIED

7. e ada s ethanol 100% 3 134 95% 3 A3a A%Iaz 2 11T HoFiums rehydration
8. whaladlinaiden wauiu 5 1

0. Wierlasuuthl¥udsdrauiundadoussouniuiietonualaddetnm

1 v v 2 1
hydrophobic marker tioa$1933a0u I3 I¥ienivz veaasuuruiiote lvaseon
aa Y J
Jemsdenalan

1. Peroxide Block

[ 09; Y Il 4 4 qg/, . 1
- I¥AUITOUN dethaiiotaliivua niuven 3% hydrogen peroxide TN

ADE
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{ S
- Incubate NYUHAN 37 0IAUTATo 11 U0A71 5 UIN

U

@ . < . o ' .. .
- Y970 incubate L 59 IN hydrogen peroxide 891 walad luslu Staining jars
Y v

A o A . o o ~
NUUINAUYTD wash solution 3 A3 ATIAL 5 UIN
2. Primary Antibody I16i¥ Negative Control Reagent

Y o ' & A v o . . Y
- IFAUITDUN GI'JE’JEJNLH’E]LEJBTHWNQ MNUUNYA Primary Antibody GL‘Vi‘V]’JlJ

D8

A a ) <3| =
- Incubate NYUNHN 37 oI UsaLF e Wual 30 wn
Y ] o ' .. .
- ¥194910 incubate (@359 IN Primary Antibody 89 wha'lad luglu Staining jars

9y 9

d’d . [ q.l =
NU wash solution 3 AT ATIAL 5 UIN
3. Link

< 3’ % 1 { 4 qaj .. . 1 o 1
- 1Waiseuq daedradioeliviua 91N uMen Biotinylated Link 1n1ud19819
~ a =~ < =
- Incubate NYUNYN 37 DI HaALTY S 1Wuran 15-30 Wi
o . <3 R . o J ] .. . =
- Y970 incubate L 59 IN Biotinylated Link 890 va'lad l1uarlu Staining jars N

Y Y
11 wash solution 3 139 AFIAL 5 UM
4. Streptavidin Peroxidase

< g’ Y 1 g 4 qaj . 1
- 1Wariseun dredraiioeliviua 91nTuMen Streptavidin-HRP 19117u

ADE

A a I~ <3| =

- Incubate NYUNNYU 37 DIAFALIHYA Wuan 15-30 WA
[ . < . g o ! o« . . A
- Y194910 incubate (@39 IN Streptavidin-HRP 99 ha'lad lauglu Staining jars N

9

Y
11 wash solution 3 153 ATIAL 5 UN

5. Substrate-Chromogen Solution
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g o { A 5 . ,
- I¥AUITOU frethaifae 1¥ivua miuvea Substrate-Chromogen Solution i
=) Jq Y 1 @ '
LﬂﬁEJﬂJul’Jclﬁﬂ’JﬂJﬁ’JfJEIN

~ a gy I =\
- Incubate NYUHHUNIDY Wua 5-10 wn

U
9 ' Y

o I 9 .. . A o A o Yy a 1
- vha'lad 1y Staining jars ATy Sidhanadunuldneuasunm

Y 3
Tingal§nsonTaomsii lduslusiingu

6. Counterstain

Ed 1

) J { 4 v . 1@
wha'ladiiiode 11ualy hematoxylin 2-5 w1H YuediuaNuTNIUN 1%

U

)

Y '
ha'laa ldederinau 10 Jun

4
v =

e lad 1uslu 95% ethanol 3 A543 az 1 W1H

e lad 1usglu 100% ethanol 3 A543 az 1 W1H

walad 1uglu xylene 3 A599 az 1 Wi

7. Mounting

- 1ha'laduven mounting medium 1-2 s Yadrenszantlaaladuaz i1y

9 9 4
A399A0NADI9ANTTAN
MINTIVANHULVDUHBIED (histopathology)

o J § 4 1 @ . .
Mmseseualadiledoyu@edrdunisasiom Immunohistochemistry U993 sIgA
Sy A A A Y=y ) . g ¥ Y L4
%Wﬂuuﬂﬂﬂﬁ!uﬂlﬂﬂiﬂﬁﬂ%ﬁ Hematoxylin 8% Eosin 31AUUATIINANIYNADIVANTTAU Iﬂ&l
a @ 1 a 4 o 1
mmqwmaa"la%gmﬂmﬂﬂawﬁnuﬁqmugm uaxmmﬁﬂmmmﬂmmmmmugmmm
a 1 a I'd o Y] 1 Aa o 1 a 4
aa"laﬂuﬁamugmmmmﬂm uazmuamaﬂmumamamqqmamaaﬁmmmﬁﬂmmﬂﬁﬂﬂ
1w Aa o a o a [
(villus height:crypt depth ratio; VCR) Tﬂﬂ%qmﬂmmaaﬁ wazasUnsuIu 10 Jalade 1
s R A o /S U A a2 ¢ A A Y v
ﬁvlﬁﬂlu%ﬂfl’ﬂ A VIaaHaulonIUIY 10 Wadao 1 ﬁqﬁﬂluﬂlﬂﬂiﬂﬂi%ﬂﬁﬂﬂ

do o . .
ANIIAUNAIVYY objective 20X 1AL 40X
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3A 3B

P J A a 3 A g’ s o A d" o Y3
MAHUINN 1 LFAaNFUINHAS [gA ((UATUINA) LAZLEAar AUl N (Qﬂﬁi%) ‘lua']"lﬁlﬁﬂ

daugiiy (1=a151§Fme, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase; A=111n7A9, B=LPS)
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3A 3B

2 ¢ A a ] ad s 4 A g o YA
MWHUINT 2 aawadIninGa IgA (Hafimia) tazaarauiion (@nasd) Tudld@an
k2
dyudidoy (1=a151§Fuz, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase Loz A=11ndo,

B=LPS)
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3A 3B

! s { a < H ¢ o " o \
MWHUINA 3 aawarduinan IgA (Hadiieia) wazaavauion (gnasd) Tud1dng

k2
(1=a151F1z, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase lag A=1unie, B=LPS)
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3A

MNHUINN 4 ﬁa"lammﬁw"lfc’ﬁﬁﬂdmmgﬁu (1=e351FIg, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase 1Az

Y
A=111n@d0, B=LPS)
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meuani 6 asdiivesd 1dIne) (1=a151§Fug, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase 11ag A=

1 unde, B=LPS)

84




52 3amM3anE HazmM I

¥o —UNENA waniaiund neagin
[ A = d’ a [ d‘
T dou ) ne Tui 17 gannw 2526
A0IUNNA TNIAUUNYT
v a d @ a J
Uszianmsany ImaasumNg (INYAIaas)

Nﬁ1%ﬂﬂ?ﬁﬂ£ﬂ‘ﬂ§lﬁﬁ1ﬁﬂg N.F.2548

= AY Yo a v . ~
‘V]uﬂﬁﬁﬂ‘ﬂ'mtlﬂi‘ﬂ UTHYN Aveve Trading Usemmuaoy




PAGE  



[image: image82.jpg]





วิทยานิพนธ์

		ผลของการเสริม Medium Chain Triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิต สุขภาพลำไส้และภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม

EFFECTS OF DIETARY MEDIUM CHAIN TRIGLYCERIDES (MCTS) SUPPLEMENTATION ON PERFORMANCE, GUT-MUCOSAL HEALTH AND IMMUNITY OF WEANED PIGS

นางสาวทัสนันทน์  หงสะพัก







บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์

พ.ศ. 2551

		[image: image1.png]





		



		

		



		ใบรับรองวิทยานิพนธ์



		บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์



		[image: image79.jpg]





		

		



		[image: image80.png]



ปริญญา



		

		

		



		สาขา

		

		ภาควิชา



		

		



		เรื่อง

		ผลของการเสริม Medium Chain Triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิต



		

		สุขภาพลำไส้และภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม



		

		



		

		Effects of Dietary Medium Chain Triglycerides (MCTs) Supplementation on



		

		Performance, Gut-Mucosal Health and Immunity of Weaned Pigs



		

		



		นามผู้วิจัย

		นางสาวทัสนันทน์  หงสะพัก



		ได้พิจารณาเห็นชอบโดย

		



		[image: image81.jpg]



อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลักวิทยา

		



		

		(

		

		)



		อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม

		



		

		(

		

		)



		อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม

		



		

		(

		

		)



		หัวหน้าภาควิชา

		



		

		(

		

		)



		

		



		

		



		

		บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์รับรองแล้ว



		

		



		

		(

		

		)



		

		คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย



		

		วันที่

		

		เดือน

		

		พ.ศ.

		

		





วิทยานิพนธ์

เรื่อง

ผลของการเสริม Medium Chain Triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิต 

สุขภาพลำไส้และภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม
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โดย

นางสาวทัสนันทน์  หงสะพัก

เสนอ


บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์

เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (โภชนศาสตร์และเทคโนโลยีอาหารสัตว์)

พ.ศ. 2551   

		

		ทัสนันทน์  หงสะพัก  2551: ผลของการเสริม Medium Chain Triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิต สุขภาพลำไส้และภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (โภชนศาสตร์และเทคโนโลยีอาหารสัตว์) สาขาโภชนศาสตร์และเทคโนโลยีอาหารสัตว์ ภาควิชา สัตวบาล  อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รองศาสตราจารย์อุทัย  คันโธ, วท.ม.  85 หน้า



		



		



		การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการเสริมไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิต สุขภาพลำไส้และภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม โดยใช้สุกรลูกผสมสามสายพันธุ์ (ลาร์จไวท์xแลนด์เรซxดูรอคเจอร์ซี่) คละเพศ อายุ 5 สัปดาห์ จำนวน 120 ตัว ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ โดยแบ่งลูกสุกรออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 5 ซ้ำๆ ละ 8 ตัว ให้กินอาหารทดลองที่มีปลายข้าวและกากถั่วเหลืองเป็นวัตถุดิบหลัก โดยกลุ่มที่ 1 ให้สารเสริมปฏิชีวนะ กลุ่มที่ 2 เสริม MCTs 0.32 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มที่ 3 เสริม MCTs 0.32 เปอร์เซ็นต์ และเอนไซม์ไลเปส 100 พีพีเอ็ม หลังจาก 35 วันของการทดลองพบว่าสุกรทุกกลุ่มการทดลองมีน้ำหนักเฉลี่ยเมื่อสิ้นสุดการทดลอง น้ำหนักที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโต ปริมาณอาหารที่กิน ปริมาณอาหารที่กินเฉลี่ยต่อวัน และประสิทธิภาพการใช้อาหารแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) วันที่ 21 ของการทดลอง สุ่มสุกรทุกกลุ่มมาซ้ำละ 2 ตัว ฉีดน้ำเกลือ (0.9% NSS) หรือไลโปโพลีแซคคาไรด์ (LPS) (150 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) เข้าเส้นเลือดที่ใบหู และฉีดน้ำเกลือ (0.9% NSS) หรือ LPS (75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ซ้ำอีกครั้งในวันที่ 35 ของการทดลอง พบว่าสุกรที่กินอาหารทดลองเสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA และจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมสูงกว่าอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับสุกรกลุ่มอื่นๆ และสุกรที่กินอาหารทดลองเสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีปริมาณ IgA ในซีรัมสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) จำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียมสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ความลึกของคริปท์ในลำไส้ใหญ่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับสุกรที่กินอาหารกลุ่มอื่นๆ และมีผลทำให้ความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมมีแนวโน้มสูงขึ้น (P=0.057) และจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้ใหญ่มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.079) เมื่อเทียบกับสุกรที่กินอาหารกลุ่มอื่นๆ ส่วนความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วน
อิเลียม สัดส่วนของความสูงของวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม และจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมไม่พบความแตกต่างในสุกรทุกกลุ่มการทดลอง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสามารถเสริม MCTs ทดแทนสารปฏิชีวนะได้โดยไม่มีผลต่อสมรรถภาพการผลิตแต่อย่างใด อีกทั้งยังช่วยให้สุกรหย่านมมีระบบภูมิคุ้มกันและสุขภาพลำไส้ดีขึ้น หากมีการเสริมเอนไซม์ไลเปสลงไปในอาหารด้วย
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		The objective of this study was to determine the effect of dietary medium chain triglycerides (MCTs) supplementation on performance, gut-mucosal health and immunity of weaned pigs. One hundred and twenty, 5-week-old, crossbred pigs were studied by using completely randomized experimental design. The animals were divided into 3 groups of five replications with eight weaned pigs per replication each. Each group of the animal was randomly assigned to a dietary treatment as follows: Diet 1- Broken rice and soybean diet supplemented with antibiotic (T1), Diet 2- Diet 1 but the antibiotic was substituted by MCTs 0.32% (T2) and Diet 3 – Diet 1 but the antibiotic was substituted by MCTs 0.32% + lipase 100 ppm (T3). Results of the study indicated that all group had not significantly different in final body weight, weight gain, average daily gain (ADG), feed intake (FI), average daily feed intake (ADFI) and feed conversion ratio (FCR) (P>0.05). At day 21 of the experiment, 2 pigs per replication were administered with either 0.9% normal saline or lipopolysaccharide (LPS, 150 µg/kg BW) via the ear vein. A booster was given at day 35 with LPS but reduced to 75 µg/kg BW. The results have indicated that the group receiving T2 had significantly higher IgA plasma cell counts and goblet cell count in jejunum than the group receiving T1 and T3 (P<0.01). The group receiving T3 had significantly higher serum IgA level (P<0.05), IgA plasma cell count in ileum and colon (P<0.01), villi height of jejunum and ileum (P<0.01), crypt depth of colon (P<0.05) and ratio of villi height and crypt depth of ileum (P<0.01) than those fed with other diets. Furthermore, the group receiving T3 tended to have the highest crypt depth of jejunum (P=0.057) and the highest goblet cell count in colon (P=0.079) than those fed with other diets. Results of the study have indicated that animals in every group had no significantly different in crypt depth of ileum, ratio of villi height and crypt depth of jejunum, and goblet cell count in ileum (P>0.05). It could be concluded that MCTs can be replaced for antibiotic in weaned pig diet without any adverse effects on the animal performances. In additional, MCTs+lipase supplementation increase immunity and gut-mucosal health of weaned pig too.
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คำอธิบายสัญลักษณ์และคำย่อ

MCTs
=
Medium chain triglycerides


LCTs
=
Long chain triglycerides


MCFAs
=
Medium chain fatty acids

LCFAs
=
Long chain fatty acids

IgA
=
Immunoglobulin A


sIgA
=
Secretory immunoglobulin A 


IL
=
Interleukin


TNF
=
Tumor necrosis factor


INF
=
Interferon


TGF
=
Transforming growth factor


LPS
=
Lipopolysaccharide

ผลของการเสริม Medium Chain Triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อ

สมรรถภาพการผลิต สุขภาพลำไส้และภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม

Effects of Dietary Medium Chain Triglycerides (MCTs) Supplementation on Performance, Gut-Mucosal Health and Immunity of Weaned Pigs

คำนำ

ในปัจจุบันผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสัตว์มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคมากขึ้น เนื่องจากทางสหภาพยุโรป (EU) ได้ประกาศห้ามใช้ยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว์เพื่อเร่งการเจริญเติบโตของสัตว์ทุกชนิด เพื่อป้องกันการตกค้างของยาปฏิชีวนะในผลิตภัณฑ์จากสัตว์อันจะส่งผลกระทบต่อผู้บริโภค จึงทำให้นักโภชนะศาสตร์สัตว์ส่วนใหญ่ให้ความสนใจในการใช้หลักการโภชนะบำบัด โดยการใช้วัตถุดิบอาหารและสารเสริมโภชนะต่างๆ ในการเพิ่มระดับภูมิคุ้มกันในร่างกายสัตว์ เพื่อให้สัตว์มีสุขภาพแข็งแรง และมีสมรรถภาพการผลิตที่ดีขึ้น ไขมันเป็นโภชนะอย่างหนึ่งที่ได้รับความสนใจเพราะเป็นแหล่งพลังงานที่สำคัญและเป็นแหล่งกรดไขมันที่จำเป็นในสูตรอาหารสัตว์ ในทางการแพทย์สูตรอาหารสำหรับผู้ป่วยโรคลำไส้จะประกอบด้วยไขมันที่ประกอบด้วยไตรกลีเซอไรด์สายยาว (Long chain triglycerides, LCTs) ซึ่งได้มาจากน้ำมันพืชทั่วไป และไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง (Medium Chain Triglycerides, MCTs) ซึ่งได้มาจากน้ำมันมะพร้าวและน้ำมันปาล์มเนื้อใน (Linscheer and Vergroesen, 1994) เนื่องจากผู้ป่วยสามารถย่อย ดูดซึม และนำไปใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับร่างกายได้ง่าย (Traul et al., 2000)

ไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง (Medium Chain Triglycerides, MCTs) เป็นไตรกลีเซอไรด์ที่ประกอบด้วยกรดไขมันอิ่มตัวที่มีสายคาร์บอนยาว 6-12 อะตอม (Medium chain fatty acid, MCFA) ผลิตได้โดยวิธีการแยกกลั่นกรดไขมันออกจากน้ำมันมะพร้าวหรือน้ำมันปาล์มเนื้อใน (Marten et al., 2006) MCTs เป็นแหล่งพลังงานที่ใช้ประโยชน์ได้ง่ายกว่า LCTs (Bach and Babayan, 1982) อีกทั้งยังเป็นสารต้านจุลชีพ (Kabara et al., 1972) และช่วยป้องกันความเสียหายต่อเนื้อเยื่อลำไส้เนื่องจากภาวะเลือดเป็นพิษ (endotoxemia) หรือ การรุกรานจากแบคทีเรีย (Kono et al., 2003) โดยการกระตุ้นให้เซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบี เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์พลาสมา และหลั่งอิมมูโนโกลบูลินชนิดแอลฟา (IgA) ออกมาป้องกันการถูกทำลายจากเชื้อโรคได้ (Kono et al., 2004) 

การใช้ MCTs เสริมในอาหารสัตว์ในประเทศไทยนั้นยังไม่เป็นที่รู้จักแพร่หลาย ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาผลของ MCTs ในอาหารสัตว์กันมากขึ้น โดยเฉพาะผลในการป้องกันการถูกทำลายของลำไส้จากเชื้อโรคต่างๆ ป้องกันไม่ให้เกิดการอักเสบ เนื่องจากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายต่อสิ่งแปลกปลอมที่รุกรานเข้ามา ช่วยให้สัตว์มีร่างกายที่แข็งแรงและมีสมรรถภาพการผลิตที่ดีขึ้น อีกทั้งสามารถใช้ทดแทนสารปฏิชีวนะได้ 

การทดลองนี้จึงมุ่งหวังว่าการเสริม MCTs นั้นจะช่วยให้สมรรถภาพการผลิตและระบบภูมิคุ้มกันของสุกรหย่านมดีขึ้น เนื่องจากช่วงหย่านม สุกรได้รับความเครียดจากการหย่านมและการเปลี่ยนอาหาร มีผลให้การทำงานของเอนไซม์ไลเปสในลำไส้ต่ำลง (Hartman et al., 1961) ทำให้ร่างกายใช้สารอาหารได้อย่างไม่มีประสิทธิภาพ มีผลให้การทำงานของระบบภูมิคุ้มกันลดลง การเสริมเอนไซม์ไลเปสจึงอาจช่วยให้สุกรหย่านมมีการใช้ประโยชน์จาก MCTs ได้มากขึ้น และมุ่งหวังว่า MCTs จะเป็นทางเลือกหนึ่งในการทดแทนสารปฏิชีวนะในอาหารสุกร ทั้งยังประยุกต์ใช้กับการเลี้ยงสุกรของเกษตรกรรายย่อย โดยอาจจะนำน้ำมันมะพร้าวหรือน้ำมันปาล์มเนื้อในซึ่งมีองค์ประกอบของ MCTs มาใช้ในสูตรอาหารสัตว์ได้ 

วัตถุประสงค์

1.  ศึกษาผลการเสริม MCTs ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิตของสุกรหย่านม เมื่อเปรียบ เทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะในระดับเร่งการเจริญเติบโต

2.  ศึกษาผลการเสริม MCTs ในอาหารต่อระบบภูมิคุ้มกันของสุกรหย่านม เมื่อเปรียบเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะในระดับเร่งการเจริญเติบโต

3.  ศึกษาผลการเสริม MCTs ในอาหารต่อสุขภาพลำไส้ของสุกรหย่านม เมื่อเปรียบเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะในระดับเร่งการเจริญเติบโต

การตรวจเอกสาร

ไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง (Medium Chain Triglycerides, MCTs)

เป็นไตรกลีเซอไรด์ที่ประกอบด้วยกรดไขมันอิ่มตัวที่มีสายโซ่คาร์บอน 6-12 อะตอม (medium chain fatty acids, MCFAs) เช่น กรดเฮกซาโนอิค (hexanoic acid) หรือกรดคาโปรนิค(capronic acid) (C6:0) กรดออกทาโนอิค (octanoic acid) หรือกรดคาปริลิค (caprylic acid) (C8:0) และกรดเดคาโนอิค (decanoic acid) หรือกรดคาปริค (capric acid) (C10:0) บางครั้งก็มีกรดโดเดคาโนอิค (dodecanoic acid) หรือกรดลอริค (lauric acid) (C12:0) รวมอยู่ด้วย ซึ่ง MCTs จะมีกรดคาปริลิค 50-80 เปอร์เซ็นต์ และกรดคาปริค 20-50 เปอร์เซ็นต์เป็นหลัก มีกรดคาโปรนิค 1-2 เปอร์เซ็นต์ และกรดลอริค 1-2 เปอร์เซ็นต์ (Bach and Babayan, 1982) MCTs ถูกผลิตโดยวิธีการแยกและกลั่นกรดไขมันออกจากน้ำมันมะพร้าวหรือน้ำมันปาล์มเนื้อใน (มี MCFAs 50 เปอร์เซ็นต์ของกรดไขมันทั้งหมด) กรดไขมันที่ได้นี้จะผสมในอัตราส่วนที่เหมาะสมและนำไปรวมกับกลีเซอรอลได้เป็นไตรกลีเซอไรด์ (Marten et al., 2006) เริ่มแรก MCTs ถูกนำมาใช้ในทางการแพทย์เพื่อทดแทน LCTs (long-chain triglycerides) ในการรักษาอาการดูดซึมไขมันผิดปกติ จากนั้น MCTs จึงถูกนำไปใช้ประโยชน์ในด้านโภชนาการและอาหารมากขึ้น ส่วนใหญ่ใช้ MCTs ในรูปของอิมัลซิไฟเออร์ ซึ่งต่อมาในปี 1994 องค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration; FDA) ได้จัด MCTs ไว้ในกลุ่มของ GRAS (Generally Recognized as Safe) ซึ่งยอมรับและอนุญาตให้ใช้ในอาหารได้ (Traul et al., 2000)


MCTs มีขนาดโมเลกุลเล็ก และมีจุดหลอมเหลวต่ำ จึงทำให้ MCTs เป็นของเหลวที่อุณหภูมิห้อง (Marten et al., 2006) MCTs มีค่าพลังงานทั้งหมด (gross energy; GE) ค่าพลังงานที่ย่อยได้ (digestible energy; DE) และค่าพลังงานที่ใช้ประโยชน์ได้ (metabolizable energy; ME) สำหรับสุกรเท่ากับ 8,693 8,279 และ 7,867 กิโลแคลอรี/กิโลกรัม ตามลำดับ (Lee and Chiang, 1994) การที่ MCTs มีขนาดโมเลกุลเล็กจึงทำให้มีการดูดซึมและเกิดกระบวนการเมทาบอลิซึมได้อย่างรวดเร็วและใช้ประโยชน์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Matulka et al., 2006)

เมทาบอลิซึมของไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง


การย่อย MCTs ภายในลำไส้เล็กจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากกว่าการย่อย LCTs เช่นเดียวกับการดูดซึม MCFAs ซึ่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากกว่าการดูดซึมกรดไขมัน


สายยาว (long chain fatty acids, LCFAs) โดยบางส่วนของ MCTs ถูกย่อยโดยเอนไซม์ไลเปสจากน้ำลายภายในกระเพาะอาหาร แล้วถูกย่อยอย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพโดยเอนไซม์ไลเปสจากตับอ่อนและลำไส้เล็กภายในลำไส้เล็ก ได้เป็นกรดไขมันสายปานกลาง 3 โมเลกุล (MCFA) และกลีเซอรอล 1 โมเลกุล ในขณะที่ LCTs ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ชนิดเดียวกัน ได้เป็น LCFAs 2 โมเลกุล และ 2-โมโนเอซิลกลีเซอรอล 1 โมเลกุล (Matulka et al., 2006) ในกรณีที่ร่างกายมีการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากตับอ่อนหรือเกลือน้ำดีไม่เพียงพอ MCTs ก็ยังสามารถดูดซึมเข้าไปในร่างกายได้ ในขณะที่ LCTs ไม่สามารถดูดซึมได้ (Bach and Babayan, 1982) ดังนั้น MCTs จึงใช้อย่างกว้างขวางในอาหารคน เพื่อเป็นแหล่งพลังงานให้กับผู้ป่วยที่มีการดูดซึมไขมันผิดปกติและยังใช้ในอาหารทารกอีกด้วย (Traul et al., 2000)


[image: image2.emf]

ภาพที่ 1  กระบวนการเมทาบอลิซึมของ MCTs และ LCTs ในลำไส้เล็ก ตับ และเนื้อเยื่อไขมัน

ที่มา: Odle (1997)

จากภาพที่ 1 MCFAs ถูกดูดซึมและขนส่งผ่านทางเส้นเลือดดำ (portal vein) ไปยังตับโดยตรง โดยการจับกับโปรตีนอัลบูมิน (albumin) ในกระแสเลือดเพื่อเกิดกระบวนการเมทาบอลิซึมต่อไป หรืออยู่ในรูปไตรกลีเซอไรด์ผสมก็ได้ (Bach and Babayan, 1982) MCTs มีครึ่งชีวิตอยู่ในพลาสมาได้ประมาณ 17 นาที ส่วน LCTs อยู่ในพลาสมาได้ 33 นาที (Ulrich et al., 1996) สัดส่วนของ MCFAs ภายในไคโลไมครอนจะเพิ่มขึ้นเมื่อกรดไขมันมีสายคาร์บอนที่ยาวขึ้น (Lee et al., 1968) MCFAs จะเข้าสู่ขบวนการเมทาบอลิซึมภายในตับได้เป็นคาร์บอน 2 อะตอม ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ หรือใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมันให้มีสายยาวขึ้น MCTs เพียงส่วนน้อยเท่านั้นที่ถูกเก็บไว้ในเนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) ดังนั้น MCTs จึงไม่ถูกสะสมในตับและเนื้อเยื่อไขมัน (Ulrich et al., 1996) ในทางตรงข้าม LCTs ที่ถูกย่อยได้ LCFAs (กรดไขมันที่มีสายคาร์บอนยาว 16-18 อะตอม ซึ่งพบมากในไขมันนม ไขมันในเนื้อ และไขมันในน้ำมันพืช) และโมโนเอซิลกลีเซอรอลในลำไส้เล็ก จะดูดซึมเข้าไปในผนังลำไส้เล็ก LCFAs และโมโนเอซิลกลีเซอรอลจะกลับมารวมกันเป็น LCTs อีกครั้งเพื่อรวมเข้าเป็นไคโลไมครอน และลำเลียงผ่านทางระบบน้ำเหลือง จากนั้นไคโลไมครอนจะเข้าสู่ระบบหมุนเวียนโลหิต และแจกจ่ายไปยังเนื้อเยื่อต่างๆ ที่ไม่ใช่ตับ เพื่อเข้าสู่ขบวนการเมทาบอลิซึมโดยถูกย่อยด้วยเอนไซม์ไลโปโปรตีนไลเปส (lipoprotein lipase) ที่อยู่บริเวณผนังหลอดเลือดของเนื้อเยื่อเป้าหมาย ได้ผลผลิตเป็น LCFAs อิสระ และนำกลับไปยังตับโดยผ่านทางระบบหมุนเวียนโลหิตอีกครั้ง (Traul et al., 2000) 

ในเซลล์ตับ MCFAs ไม่ต้องการเอนไซม์คาร์นิทีนปาลมิโตอิลทรานสเฟอเรส (carnitine palmitoyl transferase, CPT) เพื่อขนส่งเข้าไปภายในไมโตครอนเดรีย ซึ่ง MCFAs สามารถผ่านเยื่อหุ้มไมโตครอนเดรียได้ โดยการทำงานของเอนไซมมีเดียมเชนเอซิลโคเอซินเทส (medium chain acyl CoA synthases) (Ikeda et al., 1985) และผ่านกระบวนการสลายไขมัน ((-oxidation) อย่างรวดเร็วได้เป็นพลังงานให้กับเซลล์ (Babayan, 1987) การออกซิไดซ์กรดไขมันนั้น จำเป็นต้องมีออกซาโลอะซิเตดที่เพียงพอ เพื่อให้อะซิติลโคเอสามารถเข้าสู่วัฏจักร เครบส์ (Kreb’s cycle) ได้มากขึ้น และได้พลังงานเพิ่มขึ้น (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 2  กระบวนการเมทาบอลิซึมของกรดไขมันในตับและไมโตคอนเดรีย (TG = ไตรกลีเซอไรด์PL = ฟอสโฟลิปิด, CE = คอเลสเตอรลเอสเทอริไฟด์) 


ที่มา: Dean and English. (2007)

โดยปกติแล้ว กรดไขมันที่อยู่ในพลาสมาสามารถผ่านเข้าสู่ไมโตคอนเดรีย ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็นแฟตตีเอซิลโคเอ (fatty acyl CoA) โดยเอนไซม์เอซิลโคเอซิลธิเทส (acyl CoA synthetase) ที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย แล้วจึงต้องอาศัยคาร์นิทีนในการพาเข้าภายในเซลล์ไมโตคอนเดรีย ภายในเมตริกซ์ของไมโตคอนเดรีย เอซิลโคเอจะผ่านกระบวนการสลายไขมัน ((-oxidation) ได้ผลิตภัณฑ์เป็น FADH2, NADH และอะซิติลโคเอ อะซิติลโคเอจะเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ (Kreb’s cycle) โดยขึ้นอยู่กับสมดุลของไขมันและคาร์โบไฮเดรต ในวัฏจักรเครบส์ อะซิติลโคเอจะถูกออกซิเดชันอย่างสมบูรณ์ได้คาร์บอนไดออกไซด์ น้ำ และ 12 ATP ถ้ามีการสลายไขมันมาก อะซิติลโคเอในตับจะผ่านกระบวนการที่แตกต่างกัน เริ่มด้วยความเข้มข้นของออกซาโลอะซิเตด ซึ่งเป็นสารตั้งต้นหลักเพื่อให้อะซิติลโคเอสามารถผ่านเข้าไปในวัฏจักรเครบส์ได้ โดยออกซาโลอะซิเตดจะลดลงเมื่อร่างกายขาดแคลนคาร์โบไฮเดรด ในกรณีขาดอาหารหรือเป็นโรคเบาหวาน ออกซาโลอะซิเตดจะถูกเปลี่ยนเป็นกลูโคส ดังนั้นจึงมีปริมาณไม่เพียงพอสำหรับอะซิติลโคเอ ในกรณีนี้อะซิติลโคเอจะเปลี่ยนมาอยู่ในรูปของคีโตนบอดี อะซิโตอะซิเตด และ (-hydroxybutyrate อะซิโตนสามารถเป็นแหล่งพลังงานที่สำคัญได้ และทดแทนความต้องการกลูโคสได้บางส่วน เนื่องจากผลของคีโตน ทำให้ MCTs นำไปใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับผู้ป่วยโรคเบา หวานและผู้ป่วยที่มีภาวะอะซิโดซิส (acidosis) หรือภาวะคีโตซิส (ketosis) เป็นปัญหาหลัก (Ulrich et al., 1996) 


เมื่อให้อาหารที่มี MCTs ปริมาณมากจนเกินความต้องการพลังงานของร่างกาย อาจนำไปสู่การเพิ่มการสังเคราะห์กรดไขมันภายในร่างกาย (de novo fatty acid synthesis) การเพิ่มความยาวสายคาร์บอนของกรดไขมันภายในตับ และการเพิ่มปริมาณของอะซิติลโคเอที่มากเกินไป ซึ่งมีผลให้มีการผลิตคีโตนบอดีเพิ่มขึ้นด้วย (Hill et al., 1990) การบริโภค MCTs จะทำให้มีการผลิตคีโตนบอดี แต่จะไม่มีความเสี่ยงต่อโรคคีโตอะซิโดซิส (ketoacidosis) หรือโรคคีโตนในเลือด (ketonemia) เมื่อระดับของ MCTs ที่บริโภคอยู่ในระดับปกติ เราสามารถให้ MCTs ผ่านทางการฉีดเข้ากล้ามเนื้อได้ ซึ่ง MCTs นี้จะถูกดูดซึมเข้ากระแสเลือดและขนส่งมายังตับเพื่อเข้าสู่กระบวนการเมทาบอลิซึมต่อไป (Traul et al., 2000)


MCTs เป็นแหล่งให้แหล่งพลังงานอย่างมีประสิทธิภาพได้จากการที่ MCTs สามารถผ่านเข้าไปในไมโตคอนเดรียของตับ โดยที่ไม่ต้องอาศัยคาร์นิทีนในการพาเข้าเซลล์ กระบวนการสลายไขมันของ MCTs จะทำให้เกิดอะซิติลโคเอเพิ่มมากขึ้น และเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ เพื่อให้ได้พลังงานออกมา เนื่องจาก MCTs ถูกออกซิไดซ์ได้ง่าย ทำให้มีการผลิตอะซิติลโคเอออกมามาก ทำให้ยังมีบางส่วนเหลืออยู่หลังจากการเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ ซึ่งนำไปสู่การผลิตคีโตนบอดีเพิ่มขึ้น อะซิติลโคเอที่ผลิตได้จำนวนมากจะไปลดการทำงานของเอนไซม์ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนส (pyruvate dehydrogenase) อีกทั้งอะซิติลโคเอที่รวมตัวกับออกซาโลอะซิเตดได้เป็นซิเตรด (citrate) ออกมาจำนวนมากนั้น จะมีผลในการลดการทำงานของเอนไซม์ฟอสโฟฟรุคโตไคเนส (phosphofructokinase) ทำให้ชะลอกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis) และยังคงรักษาระดับไกลโคเจนในตับเอาไว้เพื่อเป็นแหล่งพลังงานให้กับลูกสุกรแรกเกิดได้ (Lin et al., 1995)

ความเป็นพิษของไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง


แม้ว่า MCTs จะถูกย่อยได้อย่างรวดเร็ว แต่ผลด้านลบของ MCTs ก็จะเกิดขึ้นถ้าหากร่างกายได้รับ MCTs ที่มากเกินไป โดยจะไปเพิ่มระดับของ MCFAs และคีโตนบอดีในกระแสเลือด (Odle et al., 1991) ทำให้เกิดการอาเจียน เซื่องซึม และเกิดการตายของลูกสุกรได้ โดยกรดไขมันระดับสูงจะก่อให้เกิดอาการหมดสติและเกิดภาวะสมองทำงานผิดปกติ โดยไปยับยั้งการทำงานของ Na+K+ATPase ของสมองส่วนซีรีบรัม ทำให้เกิดความผิดปกติของเซลล์ประสาทและเนื้อเยื่อเกี่ยวพันในสมองได้ (Wieland et al., 1993) ผู้ป่วยที่เป็นโรคตับแข็ง สามารถใช้ MCTs เป็นแหล่งให้พลังงานได้ แต่โรคตับแข็งจะเหนี่ยวนำให้ตับมีการทำงานบกพร่อง ทำให้เกิดการสลายกรดคาปริลิค (caprylic acid) ในตับลดลง มีผลให้มีระดับของกรดคาปริลิคในซีรัมและน้ำในไขสันหลังเพิ่มขึ้น ซึ่งอาจเกี่ยวกับภาวะตับและสมองทำงานผิดปกติด้วย (Traul et al., 2000)



ในสัตว์ทดลองที่ได้รับกรดคาปริลิคในระดับสูง สามารถมีผลกระทบต่อระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous system) ได้ โดยหนูที่ได้รับกรดคาปริลิคที่ระดับ 15 ไมโครโมลต่อกรัม (2160 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ผ่านทางช่องท้องจะแสดงอาการเซื่องซึมและหมดสติ ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลล์ ทำให้ปริมาณ ATP และฟอสโฟครีเอทีนลดลง และการเพิ่มขึ้นของกลูโคสและไกลโคเจนก็ต่ำลงด้วย (McCandless, 1985) ในหนู สุนัข หนูตะเพา และลิงจะมีผลต่อระบบประสาทส่วนกลางได้ เมื่อมีความเข้มข้นของกรดคาปริลิคในกระแสเลือดประมาณ 3-8 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร (Johnson and Cotter, 1986) ในสุนัขที่ได้รับ MCTs เข้าทางเส้นเลือดดำ สามารถมีผลกระทบต่อระบบประสาทส่วนกลางได้ โดยสุนัขถูกฉีดกรดคาปริลิคเข้าร่างกายที่ระดับ 1.15, 1.55 และ 1.95 กรัมต่อกิโลกรัม หลังจากอดอาหาร 12 ชั่วโมง พบว่าที่ระดับ 1.15 กรัมต่อกิโลกรัม สุนัขมีอาการปกติดี แต่ที่ระดับ 1.55 และ 1.95 กรัมต่อกิโลกรัม พบว่าสุนัขมีอาการง่วงและหมดสติ นอกจากนี้ยังมีการอาเจียนซ้ำอีกในสุนัขบางตัว อีกทั้งยังทำให้มีปริมาณคีโตนบอดีและแลคเตทในพลาสมาเพิ่มสูงขึ้นด้วย ส่งผลถึงการเปลี่ยนแปลงกราฟคลื่นสมองอีกด้วย (Miles et al., 1991)



MCTs ในรูปไตรกลีเซอไรด์ไม่มีความเป็นพิษต่อร่างกาย โดยมีการทดสอบการเกิดอาการระคายเคืองต่อตาและผิวหนัง พบว่าไม่กระตุ้นให้เกิดอาการแพ้ สามารถเติมในอาหารได้สูงถึง 9375 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนักต่อวันในอาหารหนูและอาหารสุกร โดยไม่มีผลกระทบต่อการสืบพันธุ์ และไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษภายแก่ตัวแม่ และตัวอ่อน รวมถึงการพัฒนาของตัวอ่อนด้วย หรือสามารถฉีดเข้าเส้นเลือดดำได้สูงถึง 4.28 กรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนักต่อวันในหนู และสามารถฉีดเข้ากล้ามเนื้อได้สูงถึง 0.5 มิลลิลิตรต่อกิโลกรัมน้ำหนักต่อวันในกระต่าย โดยมีระดับความเป็นพิษต่ำมากเมื่อทดสอบกับมนุษย์และสัตว์ โดยการให้กินซึ่งเสริมในอาหารไม่เกิน 15 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณแคลอรีในอาหาร หรือไม่เกิน 50 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณไขมันในอาหาร (Traul et al., 2000)


สารปฏิชีวนะเพื่อเร่งการเจริญเติบโต (Antibiotic Growth Promoter)


สารปฏิชีวนะเพื่อเร่งการเจริญเติบโต คือยาใดๆ ที่สามารถทำลายหรือยับยั้งแบคทีเรียและใช้ในปริมาณต่ำในระดับรักษาโรค (Hughes and Heritage, 2008) โดยทั่วไปการใช้สารปฏิชีวนะเพื่อการรักษาโรคจะใช้ในช่วงสั้นๆโดยใส่ในอาหารหรือน้ำ แต่ถ้าใช้เพื่อเป็นสารเร่งการเจริญเติบโตแล้ว จะใช้ในระดับต่ำและใช้เป็นระยะเวลานาน เพื่อป้องกันการติดเชื้อในร่างกายสัตว์ สามารถเพิ่มการใช้ประโยชน์ได้ของอาหารและเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตได้ (Barton, 2000) สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กล่าวว่าสารปฏิชีวนะช่วยลดการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรียภายในลำไส้ มีผลให้สัตว์ใช้ประโยชน์จากสารอาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพและช่วยให้สัตว์มีสุขภาพดีขึ้น (National Office of Animal Health, 2001) Jensen (1998) พบว่าอย่างน้อยร้อยละ 6 ของพลังงานที่ได้รับจากอาหารของสุกรนั้นจะสูญเสียไปเนื่องจากการเกิดกระบวนการหมักของจุลินทรีย์ภายในลำไส้ แต่ถ้าสามารถควบคุมการเพิ่มประชากรของจุลินทรีย์ได้ พลังงานส่วนนี้ที่สูญเสียไปจะสามารถนำมาใช้เพื่อการเจริญเติบโตของร่างกายได้Thomke and Elwinger (1998) ให้ข้อสมมติฐานว่าไซโตไคน์ที่ถูกปลดปล่อยระหว่างที่มีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันจะไปกระตุ้นฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการสลาย (catabolic hormones) ซึ่งมีผลให้ร่างกายเกิดการย่อยสลายโปรตีนที่สะสมในกล้ามเนื้อเพิ่มขึ้น ทำให้มีมวลกล้ามเนื้อลดลง ถ้าลดการติดเชื้อภายในระบบทางเดินอาหารได้ ระบบภูมิคุ้มกันก็จะไม่ถูกกระตุ้นและร่างกายไม่ต้องนำสารอาหารมาใช้ในการสร้างภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรค ร่างกายจึงสามารถนำสารอาหารไปใช้ในการสร้างผลผลิตได้โดยตรง (Gauthier,  2002) ส่งผลให้มีโปรตีนในกล้ามเนื้อเพิ่มขึ้น ดังนั้นการใช้สารเร่งการเจริญเติบโตจึงสามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต และทำให้คุณภาพเนื้อดีขึ้น โดยมีไขมันต่ำลงและมีโปรตีนเพิ่มขึ้น 


การใช้สารปฏิชีวนะเพื่อเร่งการเจริญเติบโตในอาหารสุกรสามารถเพิ่มน้ำหนักสุกรได้ 3.3-8.8 เปอร์เซ็นต์ และเพิ่มประสิทธิภาพการใช้อาหารได้ 2.5-7.0 เปอร์เซ็นต์ โดยสามารถลดการเกิดโรคบิดมูกเลือด โรคจุดเลือดออกในลำไส้ การติดเชื้อ Clostridium perfringens, Staphylococcus sp. และ Streptococcus sp. (Gauthier, 2002) ผลจากการลดเชื้อโรคของสารปฏิชีวนะทำให้สัตว์มีการเจริญ เติบโตเพิ่มขึ้น อีกทั้งยังลดจำนวนจุลินทรีย์ภายในลำไส้ ทำให้เพิ่มประสิทธิภาพการใช้ประโยชน์ของสารอาหารในร่างกายได้ การใช้สารปฏิชีวนะสามารถเปลี่ยนแปลงการทำงานของจุลินทรีย์โดยป้องกันการใช้สารอาหารเพื่อกระบวนการหมักของจุลินทรีย์ เนื่องจากแบคทีเรียในลำไส้จะใช้โปรตีนจากอาหารมาผลิตเป็นแอมโมเนียและเอมีน เช่น cadaverine สารปฏิชีวนะจะยับยั้งการทำงานของแบคทีเรีย ทำให้แบคทีเรียไม่สามารถใช้สารอาหารที่อยู่ในร่างกายมาผลิตเป็นโปรตีนจุลินทรีย์ได้ สารปฏิชีวนะยังเพิ่มความสามารถในการย่อยได้ของโปรตีนภายในร่างกายสัตว์ เพิ่มการดูดซึมสารอา หารในชั้นของเยื่อบุผิวลำไส้และป้องกันการระคายเคืองของผนังลำไส้ นอกจากนี้สารปฏิชีวนะยังช่วยลดการขับออกของไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ manure จากมูลสุกรด้วย (Anderson et al., 1999) 


กลไกการทำงานของสารปฏิชีวนะเพื่อเร่งการเจริญเติบโตส่วนใหญ่จะต่อต้านจุลินทรีย์ที่เป็นแกรมบวก และใช้ความเข้มข้นต่ำกว่าการใช้สารปฏิชีวนะในระดับรักษาโรค โดยมีผลให้เชื้อโรคถูกทำลายและตาย ลดการผลิตสารพิษของแบคทีเรีย ลดการใช้ประโยชน์ของสารอาหารของแบคทีเรีย เพิ่มการสังเคราะห์วิตามินและปัจจัยที่เกี่ยวกับการเจริญเติบโตอื่นๆ เพิ่มการดูดซึมสารอาหารโดยลดความหนาของเยื่อบุผิวลำไส้ ลดการหลุดลอกของเซลล์เยื่อบุผิวและการตายของเซลล์เยื่อบุผิวลำไส้ แสดงให้เห็นว่าการเสริมสารเร่งการเจริญเติบโตในอาหารสามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะภายในลำไส้ได้ (Prescott and Baggot, 1993) โดยทำลายแบคทีเรียที่ใช้ประโยชน์จากโปรตีนในทางเดินอาหารสัตว์ ซึ่งช่วยให้ร่างกายมีการดูดซึมกรดอะมิโน กรดไขมัน และโภชนะอื่น ๆ เพิ่มขึ้น ทั้งยังช่วยทำลายหรือยับยั้งแบคทีเรียที่ทำลายไวตามิน และช่วยสนับสนุนแบคทีเรียบางชนิดที่ช่วยสร้างไวตามินให้กับสัตว์ (Gaskins et al., 2002) โดยผลของสารเร่งการเจริญเติบโตจะให้ผลการตอบสนองที่ดีในสัตว์อายุน้อยมากกว่าสัตว์อายุมาก (Barton, 2000)

ระบบภูมิคุ้มกัน


ระบบภูมิคุ้มกัน เป็นกลไกการป้องกันของโฮสต์ที่จะต่อต้านสิ่งแปลกปลอมทั้งภายนอก (แบคทีเรีย ไวรัส และปรสิต) และภายในร่างกาย (เนื้องอกและเซลล์ที่ต่อต้านตัวเอง) (Schley and Field., 2002) การตอบสนองของภูมิคุ้มกันแบ่งได้เป็น 2 ชนิด (Abbas, 1997) คือ

1.  ภูมิคุ้มกันชนิดไม่จำเพาะ (Non-specific immunity หรือ Innate immunity) เป็นภูมิคุ้มกันของร่างกายโดยทั่วไป ไม่จำเพาะเจาะจงต่อเชื้อหรือสิ่งแปลกปลอมชนิดใดชนิดหนึ่ง เกิดเมื่อร่างกายได้รับสิ่งแปลกปลอมเป็นครั้งแรก และเมื่อได้รับครั้งต่อไป ร่างกายจะใช้ในการกำจัดสิ่งแปลกปลอมโดยทำงานร่วมกับระบบการตอบสนองแบบจำเพาะ (specific immune system) การตอบสนองแบบไม่จำเพาะนี้มีวิธีการต่างๆ ได้แก่

 1.1  ภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์ของร่างกายแบบไม่จำเพาะ (Cellular non-specific immunity) ได้แก่สิ่งกีดขวางทางธรรมชาติ (Anatomical barrier) เช่น ผิวหนัง เซลล์เยื่อบุผิวต่างๆ รวมทั้งเซลล์ที่มีซิเลีย (cilliated epithelium cells) ในระบบทางเดินหายใจ และเชื้อจุลินทรีย์บางชนิดที่ไม่ทำให้เกิดโรค (normal microbial flora) ซึ่งอาศัยอยู่ในร่างกาย (Abbas, 1997) ในระบบทางเดินอาหารมีเอนไซม์ชนิดต่างๆ ที่ทำหน้าที่ย่อยอาหาร และยังทำหน้าที่ทำลายเชื้อจุลชีพที่เข้าไปในระบบทางเดินอาหารด้วย (Gershwin et al., 1995) นอกจากนี้ร่างกายมีกลไกการอักเสบ (inflammatory response) เกิดขึ้นเพื่อกำจัดสิ่งแปลกปลอม โดยเซลล์ลิมโฟซัยท์และเซลล์โมโนซัยท์เคลื่อนที่มายังบริเวณที่มีสิ่งแปลกปลอม แล้วเกิดฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) ของเซลล์ลิมโฟซัยท์และเซลล์โมโนซัยท์ทำให้มีอาการปวด บวม แดง ร้อน เนื่องจากหลอดเลือดขยายตัว ทำให้มีเลือดมาหล่อเลี้ยงบริเวณนั้นมาก และการขยายตัวของหลอดเลือดไปกดหรือเบียดตัวรับความเจ็บปวดจึงเกิดอาการปวด (Abbas, 1997)


1.2  ภูมิคุ้มกันที่อาศัยสารน้ำของร่างกายแบบไม่จำเพาะ (humoral non-specific immunity) เป็นภูมิคุ้มกันทั่วไปที่อาศัยปัจจัยอื่นที่ไม่ใช่เซลล์ เช่น ไลโซไซม์ (lysozyme) สารคัดหลั่งต่างๆ เช่น น้ำมูก น้ำลาย สารคัดหลั่งในกระเพาะอาหารและลำไส้เล็ก ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการป้องกันการติดเชื้อในบริเวณเยื่อเมือก และคอมพลีเมนท์ ซึ่งเป็นสารโปรตีนที่มีอยู่ทั่วร่างกายสามารถกำจัดสิ่งแปลกปลอมได้อย่างไม่จำเพาะ (Gershwin et al., 1995)

ภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ สามารถตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อสิ่งแปลกปลอมโดยไม่ต้องมีการแสดงของแอนติเจนก่อน การตอบสนองภูมิคุ้มกันชนิดนี้เป็นขั้นตอนแรกที่ป้องกันโฮสต์ภายใน 4-5 วันแรกหลังการติดเชื้อเพื่อกระตุ้นให้เซลล์ลิมโฟไซท์ทำงานได้ แมโครฟาจ โมโนไซท์ (monocytes) และนิวโทรฟิลล์ (neutrophils) เป็นองค์ประกอบหลักของภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ โดยแมโครฟาจไม่เพียงแต่ทำลายเซลล์โดยตรง แต่ยังสามารถแสดงแอนติเจนให้กับเซลล์ลิมโฟไซท์ ชนิดทีเฮลพ์เปอร์ (T helper cell, Th) เพื่อกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบจำเพาะ เช่น Natural Killer cells (NK cells) โดย NK cells เป็นเซลล์ที่มีผลทำลายตัวเองเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสหรือถูกทำลายดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นกุญแจหลักของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ (Schley and Field., 2002)


2.  ภูมิคุ้มกันแบบจำเพาะ (specific immunity หรือ acquired immunity) เป็นภูมิคุ้มกันที่ร่างกายสร้างขึ้นมาหลังจากที่เคยได้รับการกระตุ้นมาก่อน มีปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงต่อเชื้อที่เคยกระตุ้นมาก่อน กลไกการป้องกันตนเองต่อสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนที่เข้าสู่ร่างกาย จะมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ซึ่งมีลักษณะจำเพาะคือ สามารถจำแนกว่าสิ่งใดเป็นสิ่งแปลกปลอมและสิ่งใดเป็นของตัวเอง (differentiation of self from non-self) การตอบสนองที่เกิดขึ้นจะจำเพาะต่อสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนที่เข้ามาในร่างกายเท่านั้น และเมื่อร่างกายได้รับแอนติเจนชนิดเดียวกันเป็นครั้งที่ 2 หรือต่อๆ มา จะมีการตอบสนองที่รวดเร็ว และมีปริมาณมากกว่าการตอบสนองที่เกิดขึ้นในครั้งแรก ภูมิคุ้มกันแบบจำเพาะแบ่งได้เป็น 2 ส่วน (Abbas, 1997) คือ

2.1  ภูมิคุ้มกันที่อาศัยสารน้ำ (humoral immune response, HIR) เป็นภูมิคุ้มกันที่อาศัยแอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งสร้างมาจากเซลล์ลิมโฟไซท์ ชนิดบี (B-lymphocyte) และ เซลล์พลาสมา (plasma cell) เพื่อทำลายจุลินทรีย์ที่เข้ามาในร่างกาย บางครั้งการทำลายจุลินทรีย์ต้องอาศัยคอมพลีเมนท์ร่วมด้วย ซึ่งอยู่ในส่วนของน้ำเลือด (พลาสมาหรือซีรัม) หรือของเหลวในร่างกาย ภูมิคุ้มกันชนิดนี้เกิดจากการกระตุ้นโดยธรรมชาติหรือเกิดจากการที่เราทำให้เกิดขึ้น และสามารถถ่ายทอดจากคนหนึ่งไปยังอีกคนหนึ่งได้ทางซีรัม

2.2  ภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์ (cell-mediated immune response, CMIR) เป็นภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งพวกเซลล์ลิมโฟไซท์ ชนิดที (T-lymphocyte) ในการทำลายสิ่งแปลกปลอมโดยตรง หรือทำงานร่วมกับสารน้ำ และภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ ภูมิคุ้มกันชนิดนี้สามารถถ่ายทอดจากคนหนึ่งไปยังอีกคนหนึ่งได้โดยใช้ลิมโฟไซท์ แต่ไม่สามารถถ่ายทอดทางซีรัม และเป็นภูมิคุ้มกันที่สำคัญของร่างกายในการทำลายจุลินทรีย์ที่อาศัยภายในเซลล์ ซึ่งแอนติบอดีไม่สามารถทำลายได้ (Tizard, 2004)

ภูมิคุ้มกันแบบจำเพาะ เกิดขึ้นหลังจากระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ โดยจำเพาะต่อแอนติเจน และมีประสิทธิภาพมากขึ้นเมื่อเชื้อโรคเข้ามาในครั้งที่ 2 เซลล์ที่สำคัญในระบบภูมิคุ้มกันส่วนนี้คือลิมโฟไซท์ โดยจะปรับปรุงการทำงานของเซลล์ภูมิคุ้มกันตัวอื่นๆ หรือทำลายเซลล์ที่ติดเชื้อโดยตรง ในต่อมน้ำเหลือง จะมีการพัฒนาของเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบี และจดจำสิ่งแปลกปลอมโดยผ่านทางแอนติบอดีที่อยู่บนผิวเซลล์ หรืออิมมูโนโกลบูลิน และเมื่อถูกกระตุ้นจะเปลี่ยนเป็นเซลล์พลาสมา และหลั่งแอนติบอดีออกมาเพื่อจับกับแอนติเจนหรือแบคทีเรีย แอนติบอดีจะอยู่ในกระแสเลือดและจับสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัยเซลล์ฟาโกไซท์ ส่วนเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบี สามารถที่จะแสดงแอนติเจน และมีผลต่อการทำงานของเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดทีด้วย (Schley and Field., 2002)


ระบบภูมิคุ้มกันของเยื่อเมือก


ระบบภูมิคุ้มกันของเยื่อเมือก เป็นภูมิคุ้มกันทั้งแบบไม่จำเพาะ และแบบจำเพาะ เป็นบริเวณแรกที่สัมผัสกับเชื้อโรคจากภายนอก สิ่งแปลกปลอมที่เข้าร่างกายส่วนใหญ่จะเข้าทางเยื่อเมือก (mucosal surface) ที่บุอยู่ตามระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร ชั้นผิวของเยื่อเมือกในระบบทางเดินอาหาร (อาจมีในระบบทางเดินหายใจด้วย) มีเซลล์พิเศษชนิดหนึ่ง เรียกว่าเอ็มเซลล์(microfold หรือ membranous cell) แทรกอยู่ระหว่างเซลล์เยื่อบุผิว (epithelial cell) ของลำไส้ ทำหน้าที่เป็นทางผ่านของแอนติเจนจากโพรงลำไส้ส่งไปให้กับเซลล์ลิมโฟไซท์ และเป็นทางผ่านของเซลล์ลิมโฟไซท์จากเนื้อเยื่อไปสู่โพรงลำไส้ด้วย (Jepson and Clask., 1998) (ภาพที่ 3)
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ภาพที่ 3  หน้าที่ของเอ็มเซลล์ในผนังเซลล์ของลำไส้

ที่มา: Tizard (2004)

เมื่อแอนติเจนเข้าสู่ระบบทางเดินอาหารจะถูกย่อยโดยน้ำย่อย ทำให้แอนติเจนส่วนใหญ่ไม่ได้สัมผัสกับเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกัน เพราะถูกกั้นด้วยเมือก (mucous) ดังนั้นจึงมีแอนติเจนบางส่วนเท่านั้นที่มีโอกาสได้เข้าไปสัมผัสกับเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกัน ในระบบทางเดินอาหาร เมื่อแอนติบอดีพบกับแอนติเจน เช่น จุลชีพหรือสารพิษจากแบคทีเรีย จะทำปฏิกิริยากันทันทีที่ผิวของ เซลล์เยื่อบุผิว โดยแอนติบอดีไปจับกับตัวรับของแอนติเจนที่อยู่บนผนังเซลล์ของจุลชีพหรือสารพิษ เพื่อป้องกันไม่ให้แอนติเจนดังกล่าวจับกับเซลล์เยื่อบุผิว ทำให้ไม่สามารถผ่านเข้าไปในเซลล์ลำไส้ได้ สารประกอบเชิงซ้อนแอนติเจน-แอนติบอดีที่เกิดขึ้นบนผิวของเซลล์เยื่อบุผิวของลำไส้จะถูกกำจัดออกไปนอกร่างกาย โดยจะกระตุ้นเซลล์หลั่งเมือก (goblet cells) ของเยื่อเมือก ให้ปล่อยเมือก (mucous) ออกมา เพื่อล้างให้สารประกอบเชิงซ้อนนั้นหลุดออกจากผิวของลำไส้ได้ แต่ถ้าแอนติเจนเข้าไปในเซลล์ลำไส้เล็ก มันจะถูกนำเข้าไปอยู่ในเอ็มเซลล์ แล้วส่งต่อไปให้ลิมโฟไซท์ที่อยู่ระหว่างเซลล์เยื่อบุผิว และชั้นลามินาโพรเพรีย (lamina propria) จากนั้นแอนติเจนจะทำปฏิกิริยาโดยตรงกับเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบี ที่อยู่ในต่อมน้ำเหลือง (peyer’s patches) ซึ่งอยู่ในชั้นลามินาโพรเพรียของลำไส้ โดยความช่วยเหลือของเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดทีเฮลพ์เปอร์ จากนั้นเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีจะเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์พลาสมา ซึ่งสร้างแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลิน A (IgA) ออกสู่สารคัดหลั่งของอวัยวะต่างๆ เช่นต่อมน้ำลาย ต่อมน้ำตา ระบบสืบพันธุ์ ทางเดินหายใจ เต้านม และทางเดินปัสสาวะ เพื่อทำหน้าที่เป็นด่านแรกในการกำจัดจุลชีพ (Wold et al., 1989) (ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 4  การสร้างแอนติบอดีส่งออกสู่สารคัดหลั่งของอวัยวะต่างๆ

ที่มา: Tizard (2004)


The Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT)


Mucosa associated lymphoid tissue (MALT) เป็นเนื้อเยื่อน้ำเหลืองส่วนหนึ่งที่พบในตำแหน่งต่างๆ ของร่างกาย เช่นในทางเดินอาหาร ต่อมไทรอยด์ เต้านม ปอด ต่อมน้ำลาย ตา และผิวหนัง MALT เป็นบริเวณที่พบกับแอนติเจนซึ่งผ่านเข้ามาทางเซลล์ของลำไส้ โดยภายใน MALT จะประกอบด้วยเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบี เซลล์พลาสมา เซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดทีเฮลพ์เปอร์ และแมโครฟาจ ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมระบบภูมิคุ้มกันของเยื่อเมือก (Anonymous, 2007a)


MALT แบ่งได้ตามชนิดของเนื้อเยื่อต่างๆ ดังนี้

1.  GALT (gut-associated lymphoid tissue) ภายในเยื่อบุของลำไส้จะพบ Peyer's patches ซึ่งเป็นองค์ประกอบของ GALT 

2.  BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) พบในหลอดลม

3.  NALT (nose-associated lymphoid tissue) พบในจมูก

4.  LALT (larynx-associated lymphoid tissue) พบในกล่องเสียง

5.  SALT (skin-associated lymphoid tissue) พบที่ผิวหนัง

6.  VALT (vascular-associated lymphoid tissue) พบที่หลอดเลือด

7.  CALT (conjunctiva-associated lymphoid tissue) พบในตาของคน

The Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT)

ระบบภูมิคุ้มกันของทางเดินอาหาร ประกอบด้วย gut-associated lymphoid tissue (GALT) ซึ่งทำหน้าที่ป้องกันร่างกายจากการรุกล้ำของสิ่งแปลกปลอม GALT เป็นส่วนหนึ่งของ mucosa-associated lymphoid tissue (MALT)

ระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์จะถูกพบในส่วนของทางเดินอาหาร GALT ประกอบด้วยเนื้อเยื่อน้ำเหลืองหลายชนิด ซึ่งจะผลิตและเก็บเซลล์ภูมิคุ้มกัน แล้วส่งออกไปทำลายและป้องกันสิ่งแปลกปลอมที่เข้ามาในส่วนของทางเดินอาหาร GALT ประกอบด้วย ต่อมทอนซิล (tonsils) ต่อมน้ำเหลืองภายในลำไส้เล็ก ไส้ติ่งและลำไส้ใหญ่ เนื้อเยื่อน้ำเหลืองในกระเพาะอาหาร และเซลล์พลาสมาในลามินาโพรเพรียของลำไส้ (Anonymous, 2007b) รวมถึงต่อมน้ำเหลืองบริเวณเยื่อยึดลำไส้ด้วย (Schley and Field., 2002)


โครงสร้างของเยื่อบุผิวลำไส้และการผลิตเยื่อเมือก


ภายในช่องว่างของลำไส้ปกคลุมด้วยเยื่อเมือก โดยผิวของเซลล์ประกอบด้วยเซลล์รูปแท่งที่เรียงตัวกัน เรียกว่าเอนเทอโรไซท์ (enterocytes) และมีเซลล์หลั่งเมือกกระจายอยู่ภายในซึ่งสังเคราะห์และขับเมือกออกมา เมือกจะทำงานเป็นตัวหล่อลื่นและป้องกันอันตรายที่อาจเกิดขึ้นต่อเอนเทอโรไซท์ เมือกประกอบด้วยน้ำเป็นหลัก (95%) และไกลโคโปรตีน (5% มิวซิน) ซึ่งทำให้เมือกมีลักษณะที่เหนียวหนืด และยังพบไขมัน อิมมูโนโกลบูลิน และเกลือน้ำเมือกอีกด้วย (Neutra and Forstner, 1987) มิวซินเป็นเปปไทด์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ซึ่งเชื่อมกับสายของโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยพันธะโอ-ไกลโคซิดิค (O-glycosidic) โอลิโกแซคคาไรด์ประกอบด้วย N-acetyl หรือ N-glycolyl neuramine acids, ฟูโคส (fucose), กาแลคโตส (galactose), N-acetyl glucosamine และ N-acetyl galactosamine องค์ประกอบของน้ำตาลในมิวซินจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์ หมู่เลือด และตำแหน่งที่คัดหลั่งในร่างกาย (Xu and Gordon, 2003)


อิมมูโนโกลบูลิน ชนิดแอลฟา (Immunoglobulin A, IgA)

อิมมูโนโกลบูลิน ชนิดแอลฟา (immunoglobulin A, IgA) หลั่งจากเซลล์พลาสมาที่อยู่ภายใต้เยื่อบุผิวของร่างกาย โดย IgA ถูกผลิตขึ้นที่ผนังลำไส้ ทางเดินหายใจ ระบบขับถ่าย ผิวหนัง และ ต่อมน้ำนม IgA ที่ถูกผลิตในเยื่อบุผิวของร่างกายจะผ่านทางเซลล์เยื่อบุผิวมายังสารคัดหลั่งภายนอก เช่น IgA สร้างจากผนังลำไส้ และถูกส่งมายังของเหลวในลำไส้ โดยส่งผ่านทางเซลล์ของลำไส้ โดยจับกับโปรตีนที่มีน้ำหนัก 71 กิโลดัลตัน (kDa) เรียกว่า polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) หรือ secretory component ซึ่งจับกับ IgA 2 ตัว (IgA dimers) เปลี่ยนรูปเป็นโมเลกุลคอมเพล็กซ์ที่เรียกว่า secretory IgA (sIgA) (ภาพที่ 5) ซึ่งช่วยป้องกันไม่ให้ IgA ถูกย่อยโดยเอนไซม์โปรตีเอส (protease) ในลำไส้ (Tizard, 2004)
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ภาพที่ 5  การผลิต sIgA โดยเซลล์พลาสมา

ที่มา: Tizard (2004)


IgA ในกระแสเลือด

IgA ในซีรัมจะมีปริมาณต่ำ เมื่อเทียบกับ IgG อื่นๆที่พบมีในซีรัมของสัตว์ทุกชนิด IgA ในซีรัมมีบทบาทน้อยในการกำจัดแอนติเจนในกระแสเลือด แต่ที่พบมากคือบริเวณเยื่อเมือก ดังนั้นบริเวณเยื่อเมือกจึงเป็นแหล่งสำคัญของ IgA โดย IgA ในซีรัมมีโครงสร้างแบบ polymeric (ยกเว้นในคนและไก่) ซึ่งจะมีส่วนของ Fc ที่จะไปจับกับ FcR ของเซลล์ฟาโกไซติค สามารถทำให้เกิดกระบวนการฟาโกไซโตซิสได้ เส้นเลือดและท่อน้ำเหลืองที่มาจากลำไส้จะไปยังตับก่อน และที่ตับจะมีเซลล์แมโครฟาจ (Kupffer cell) ที่ทำหน้าที่จับกินสิ่งแปลกปลอมได้พอสมควร ดังนั้นเชื้อโรคที่เข้ามาทางลำไส้จะถูก IgA จับและส่งไปให้เซลล์แมโครฟาจจับผ่าน FcR เป็นกรณีที่ร่างกายใช้ในการกำจัดเชื้อที่หลุดผ่านผนังเยื่อเมือกเข้ามาได้ และป้องกันความเป็นพิษในกระแสเลือด (septicemia) ได้ (สันนิภา, 2549)


IgA ในเยื่อเมือก

IgA เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีความสำคัญมากในเยื่อบุผิว ซึ่งส่วนใหญ่จะอยู่ในรูป secretory  IgA (sIgA) ซึ่งผลิตจากเซลล์ลิมโฟไซท์ในเยื่อเมือก และขนส่งไปปล่อยบนผิวของเยื่อบุลำไส้ sIgA มีบทบาทในการป้องกันสิ่งแปลกปลอมในลำไส้ โดยลดการเจริญเติบโตและการเกาะยึดของแบคทีเรีย สารพิษ ไวรัส และสิ่งแปลกปลอมภายในร่างกายได้ เมื่อเทียบกับอิมมูโนโกลบูลินตัวอื่นๆ แล้ว sIgA ทนต่อเอนไซม์ที่ย่อยสลายโปรตีนและไม่ทำให้เกิดการอักเสบ  IgA เป็นตัวยับยั้งการอักเสบและควบคุมการทำงานของระบบภูมิคุ้มกัน (Isolauri et al., 2001) โดย IgA จะไม่จับกับคอมพลีเมนท์ จึงไม่เหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบ (สันนิภา, 2545) ถ้าขาด IgA จะทำให้ลำไส้ไวต่อการเกิดโรค เช่น โรคลำไส้อักเสบ (inflammatory bowel disease; IBD) (German et al., 1998) การผลิต IgA ของเซลล์พลาสมาวิเคราะห์ ได้โดยวิธี immunohistochemistry (Kono et al., 2003)

ในสารคัดหลั่งของร่างกายพบ sIgA ปริมาณมากที่สุด เช่น น้ำนม น้ำนมเหลือง น้ำลาย น้ำตา และสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินอาหาร ส่วนใหญ่อยู่ในรูปโพลีเมอร์ sIgA นี้พบมากที่สุดใน น้ำนมเหลืองของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ำนม ซึ่งเป็นกลไกของธรรมชาติที่ถ่ายทอดภูมิคุ้มกันจากมารดาไปสู่ทารกหลังคลอด เพื่อป้องกันการติดเชื้อจุลชีพ sIgA ช่วยป้องกันการติดเชื้อบนผิวของเยื่อเมือกที่บุระบบทางเดินอาหาร ระบบหายใจ โดยเฉพาะการติดเชื้อไวรัส จึงกล่าวได้ว่า sIgA เป็นภูมิคุ้มกันที่ร่างกายใช้ป้องกันตนเองในด่านแรก

sIgA ถูกสังเคราะห์ขึ้นภายในลามินาโพรเพรีย มีหน้าที่สำคัญในการป้องกันการติดเชื้อในระบบภูมิคุ้มกันในลำไส้ (Mayer, 1997) โดยปฏิกิริยาร่วมระหว่างเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีและที และถูกขนส่งไปยังเยื่อบุผิวของเซลล์เยื่อบุผิว ซึ่ง sIgA สามารถจับกับแอนติเจนที่จำเพาะบนผิวของแบคทีเรีย ไวรัสและโมเลกุลที่เป็นพิษอื่นๆ และป้องกันการจับยึดบริเวณผิวหน้าของเยื่อบุผิว โดยมีบทบาทในการทำลายสิ่งที่เป็นสาเหตุให้ติดเชื้อที่แทรกซึมเข้าไปในชั้นของเซลล์ ปริมาณของ sIgA ในลำไส้จะสัมพันธ์ในทางตรงข้ามกับการเติบโตของแบคทีเรียที่มากขึ้น การเคลื่อนย้ายของแบคทีเรีย และการเลือกผ่านของลำไส้ในสัตว์ (Deitch et al., 1993)

นอกจาก sIgA แล้วยังมีสารต้านแบคทีเรียอื่นๆ ที่พบในลำไส้และเยื่อเมือก เช่นน้ำดีและเอนไซม์จากตับอ่อนทำหน้าที่เป็นตัวป้องกันอวัยวะต่างๆ จากแบคทีเรีย (Schiffrin and Blum, 2002) และสารอื่นๆ ที่เป็นภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ เช่น lysozyme, lactoferrin, defensins, antibacterial peptides และ secretory phospholipase A ซึ่งพบอยู่ในช่องว่างของลำไส้ (Pitman and Blumberg, 2000)


ปริมาณของ IgA ในซีรัมและ secretory IgA ในตัวคนมักจะมีความสัมพันธ์กันคือถ้าขาดก็มักจะขาดทั้ง 2 อย่าง เพราะต่างก็สร้างจากเซลล์พลาสมาในบริเวณเยื่อเมือกเช่นกัน มีส่วนน้อยที่พบว่า IgA ในซีรัมสร้างจากต่อมน้ำเหลืองและม้าม ผู้ที่ขาด IgA จะมีกระบวนการของแอนติบอดีต่อแอนติเจนหลายอย่างเกิดขึ้นในร่างกาย โดย IgA อาจทำหน้าที่รวมกับแอนติเจนในเนื้อเยื่อที่สลายออกมาหรือโปรตีนแอนติเจนอื่นๆ ในลำไส้ เป็นผลให้ถูกขับออกจากร่างกายไป ทำให้แอนติเจนเหล่านั้นไม่สามารถกระตุ้นให้ร่างกายสร้างแอนติบอดีชนิดอื่นๆ เช่น IgE หรือ IgG ซึ่งอาจทำให้คนนั้นเป็นโรคภูมิแพ้ (allergy) ต่อแอนติเจนตัวนั้นได้ ฉะนั้น IgA จึงทำหน้าที่เสมือน แอนติบอดีที่สามารถกดการทำงานของภูมิคุ้มกันได้ ถ้าผู้ป่วยขาด IgA แล้ว แอนติเจนจะเข้าสู่ร่างกายได้ง่ายและไปกระตุ้นให้เกิดแอนติบอดีหรืออาการแพ้ต่างๆ ขึ้นได้ (วิน, 2548) 

ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต IgA


ผลผลิตของ sIgA ถูกควบคุมโดยไซโตไคน์ที่ผลิตขึ้นจากเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดทีที่อยู่ภายใน GALT (gut associated lymphoid tissue) และที่ถูกปล่อยจากเยื่อเมือก โดยเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดที เป็นแหล่งผลิตไซโตไคน์ได้ 2 ชนิด คือ Th1 และ Th2 ซึ่งหลั่งไซโตไคน์ออกมาในรูปแบบต่างๆ ไซโตไคน์ของ Th1 เช่น IFN-( และ TNF-( จะลดการผลิต IgA ขณะที่ไซโตไคน์ของ Th2 เช่น IL-4, IL-5, IL-6 และ IL-10 เพิ่มการผลิต IgA (Kramer et al., 1995)

การพัฒนาจากเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีไปเป็น IgA เกิดจากหลายปัจจัยตั้งแต่บริเวณ mucosal inductive site ไปยัง mucosal effective site รวมถึงปริมาณของไซโตไคน์ชนิด TGF-( (Transforming growth factor) ซึ่งมีหน้าที่สำคัญในการควบคุมการเปลี่ยนไอโซเมอร์จาก IgM ไปเป็น IgA โดยสร้างเป็นจำนวนมากที่บริเวณเยื่อเมือก (สันนิภา, 2549)

Medium chain triglycerides  (MCTs) กับระบบภูมิคุ้มกัน

MCTs มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ ในการควบคุมระบบเซลล์เนื้อเยื่อน้ำเหลือง (reticuloendothelial system, RES) ซึ่งประกอบด้วยแมโครฟาจเป็นหลัก โดย MCTs จะสนับสนุนความสามารถในการทำลายแบคทีเรียของโฮสต์ และเพิ่มการทำงานของ RES อีกทั้งยังควบคุมการสังเคราะห์อิโคซานอยด์ (prostaglandins, thromboxanes และ leukotrienes) และ TNF-( ให้มีปริมาณลดลง ซึ่งทั้ง 2 ตัวนี้เป็นไซโตไคน์ชนิดที่ทำให้อักเสบซึ่งสังเคราะห์โดยเซลล์โมโนนิวเคลียร์ (mononuclear cells) และเซลล์ภูมิคุ้มกันอื่นๆ ในระหว่างที่มีการติดเชื้อและเกิดบาดแผล และเป็นต้นตอของการผลิตอนุมูลอิสระ ส่งผลให้โฮสต์มีการอักเสบลดลง (Ulrich et al., 1996) เช่นเดียวกับ Tsujikawa et al. (1999) รายงานว่า MCTs มีผลทำให้ปริมาณสารอิโคซานอยด์ชนิด leukotriene B4 ซึ่งเป็นสารที่เหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบลดลง และปริมาณ TNF-( มีแนวโน้มต่ำลงในหนูที่ได้รับ trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) เป็นสารเหนี่ยวนำ และมีผลให้ความเสียหาย (damage score) ของลำไส้ลดลงด้วย นอกจากนี้ MCTs สามารถปรับการตอบสนองของแมโครฟาจ โดยลดความสามารถของแมโครฟาจในการหลั่งไซโตไคน์ ช่วยป้องกันลำไส้และเพิ่มความสามารถในการทำลายเชื้อโรค มีผลให้การทำลายของเยื่อบุลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมลดลงและความสูงของวิลไลเพิ่มขึ้น อีกทั้ง MCTs ยังสามารถถูกเมทาบอลิซึมเพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานสำหรับลำไส้ และช่วยปรับปรุงโครงสร้างของลำไส้และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันอีกด้วย (Hinton et al., 1998) นอกจากมีผลป้องกันลำไส้แล้ว MCTs ยังมีผลป้องกันความเสียหายของตับอันเนื่องมาจากแอลกอฮอล์ โดยการยับยั้งการผลิตอนุมูลอิสระและการผลิต TNF-( ที่มีสาเหตุจากสารพิษไปกระตุ้นเซลล์แมโครฟาจในตับ ผลของ MCTs ต่อลำไส้และโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์แมโครฟาจในตับ นำไปสู่การลดลงของระดับสารพิษในพลาสมา ลดการตอบสนองของเซลล์แมโครฟาจในตับและลดการอักเสบของลำไส้ที่ได้รับสารพิษ (Kono et al., 2000)


ในกรณีที่ร่างกายได้รับสารพิษจากแบคทีเรีย MCTs สามารถป้องกันการเหนี่ยวนำของไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide, LPS) ที่มีผลให้เกิดความเสียหายในตับได้ โดยยับยั้งการทำงานของเซลล์แมโครฟาจในตับ และลดการตอบสนองต่อสารพิษ เนื่องจากสามารถยับยั้งการแสดงออกของ CD14 (endotoxin receptor) ที่อยู่บนผิวเซลล์แมโครฟาจ และยับยั้งการผลิต TNF-( จากเซลล์แมโครฟาจที่ถูกกระตุ้นด้วยสารพิษผ่านทาง CD14 รวมถึงเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของผนังเซลล์ของแมโครฟาจ ซึ่งนำไปสู่การตอบสนองต่อสารพิษที่ลดลง MCTs เป็นแหล่งพลังงานให้กับตับในช่วงที่ร่างกายผิดปกติ เช่น ภาวะเลือดเป็นพิษ (endotoxemia) และ sepsis และมีผลในการป้องกันระบบภูมิคุ้มกันลำไส้ระหว่างการเกิดภาวะเลือดเป็นพิษอีกด้วย (Kono et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบว่า MCTs มีผลให้ IgA ในซีรัมและในลำไส้มีปริมาณเพิ่มมากขึ้น เนื่องจาก MCTs ควบคุมการแสดงออกของ mRNA-ของไซโตไคน์ที่ทำให้เกิดการอักเสบ (TNF-(, IL-18, IFN-(, MCP-1 และ MIP-2) และเพิ่มการแสดงออกของ mRNA-ของไซโตไคน์ที่ยับยั้งการอักเสบ (IL-6 และ IL-10) ซึ่ง IL-6 และ IL-10 จะกระตุ้นการผลิต sIgA จากเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีที่มีอยู่ในต่อมน้ำเหลือง (Peyer’s patch) ซึ่งเป็นส่วนหลักที่มีการตอบสนองของ sIgA และ sIgA ที่อยู่ในเนื้อเยื่อในร่างกายจะทำงานยับยั้งกระบวนการอักเสบ และลดการถูกทำลายของเนื้อเยื่อ อีกทั้งยังทำให้ความสูงของวิลไล และจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เพิ่มขึ้นด้วย (Kono et al., 2004)

อุปกรณ์และวิธีการ

อุปกรณ์

สัตว์ทดลอง



การทดลองใช้สุกรลูกผสมสามสายพันธุ์ (ลาร์จไวท์(แลนด์เรซ(ดูรอคเจอร์ซี่) หลังหย่านม คละเพศ อายุ 5 สัปดาห์ จำนวน 120 ตัว แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ซ้ำ ซ้ำละ 8 ตัว เลี้ยงในโรงเรือนเปิด อากาศถ่ายเทได้สะดวก คอกพื้นสแลตขนาด 2x2 ตารางเมตร สุกรได้กินอาหารและน้ำเต็มที่ (ad libitum) 

อาหารทดลอง 

สุกรได้รับอาหารที่ประกอบด้วยปลายข้าวและกากถั่วเหลืองเป็นหลัก โดยสุ่มให้ได้รับอาหารทดลองที่แตกต่างกันในรูปของอาหารผง 3 สูตร ดังนี้

สูตรที่ 1 อาหารพื้นฐาน และเสริมสารปฏิชีวนะ (Quixalud 60)1 200 กรัมต่อตัน (ppm) 


สูตรที่ 2 อาหารพื้นฐาน และทดแทนสารปฏิชีวนะด้วย MCTs 0.32 เปอร์เซ็นต์

สูตรที่ 3 อาหารพื้นฐาน และทดแทนสารปฏิชีวนะด้วย MCTs 0.32 เปอร์เซ็นต์ + เอนไซม์ไลเปส2 100 กรัมต่อตัน (ppm)


โดย MCTs ที่ใช้ในการทดลองมีชื่อทางการค้าว่า AveMix3 ซึ่งอยู่ในรูปไตรกลีเซอไรด์สายปานกลาง (C6/8) 55 เปอร์เซ็นต์ และซิลิกา 45 เปอร์เซ็นต์ ทำการคำนวณอาหารทดลองทุกสูตรให้มีองค์ประกอบทางโภชนะครบตามความต้องการของลูกสุกรหย่านม ดังแสดงไว้ในตารางที่ 1

__________________________________________________________


1 Quixalud 60® เป็นชื่อทางการค้าของบริษัท Novartis ประกอบด้วย Halquinal 60 เปอร์เซ็นต์

2 เอนไซม์ไลเปส ของบริษัท Aveve Trading  ประเทศเบลเยียม

3AveMix® เป็นชื่อทางการค้าของบริษัท Aveve Trading  ประเทศเบลเยียม


ตารางที่ 1  องค์ประกอบวัตถุดิบอาหารและองค์ประกอบโภชนะของสูตรอาหารทดลองในสุกร  

     ระยะหย่านม

		วัตถุดิบอาหาร

		% ในอาหาร



		

		สูตร1

		สูตร 2

		สูตร 3



		ปลายข้าว

		52

		51.68

		51.68



		กากถั่วเหลือง (48% โปรตีน)

		15

		15

		15



		ถั่วเหลืองไขมันเต็ม

		21.85

		21.85

		21.85



		ปลาป่น (60% โปรตีน)

		5

		5

		5



		น้ำมันรำ

		2

		2

		2



		ไดแคลเซียมฟอสเฟต (18% ฟอสฟอรัส)

		3

		3

		3



		แอล-ไลซีน

		0.15

		0.15

		0.15



		ดีแอล-เมทไธโอนีน

		0.15

		0.15

		0.15



		เกลือ

		0.35

		0.35

		0.35



		พรีมิกซ์

		0.5

		0.5

		0.5



		MCTs (AveMix®)

		-

		0.32

		0.32



		สารปฏิชีวนะ (Quixalud®)

		200 พีพีเอ็ม

		-

		-



		เอนไซม์ไลเปส

		-

		-

		100 พีพีเอ็ม



		รวม

		100.00

		100.00

		100.00



		องค์ประกอบทางโภชนะโดยการคำนวณ



		โปรตีน (%)

		22.73

		22.70

		22.70



		พลังงานใช้ประโยชน์ได้ (กิโลแคลอรี/กิโลกรัม)

		3370.66

		3373.92

		3373.92



		ไขมัน (%)

		6.94

		7.11

		7.11



		เยื่อใย (%)

		2.19

		2.18

		2.18



		แคลเซียม (%)

		1.14

		1.14

		1.14



		ฟอสฟอรัสที่ใช้ประโยชน์ได้ (%)

		0.80

		0.8

		0.8



		ไลซีน (%)

		1.46

		1.46

		1.46



		เมทไธโอนีน + ซีสตีน (%)

		0.87

		0.87

		0.87



		ทริปโตเฟน (%)

		0.30

		0.30

		0.30



		ทรีโอนีน (%)

		0.96

		0.96

		0.96





ตารางที่ 2  ส่วนประกอบใน 1 กิโลกรัมของพรีมิกซ์วิตามิน-แร่ธาตุสำหรับสุกร

		วิตามินและแร่ธาตุ

		ปริมาณ*



		วิตามินเอ

		3,200,000 IU (หน่วยสากล)



		วิตามินดี 3

		640,000 IU (หน่วยสากล)



		วิตามินอี

		4,400 IU (หน่วยสากล)



		วิตามินเค 3

		0.4 ก.



		วิตามินบี 1

		0.48 ก.



		วิตามินบี 2

		1 ก.



		วิตามินบี 6

		0.6 ก.



		วิตามินบี 12

		0.004 ก.



		ไบโอติน 

		0.02 ก.



		ไนอาซิน

		4 ก.



		กรดโฟลิค

		0.12 ก.



		กรดแพนโทเธนิก

		3.68 ก.



		โคลีน

		120 ก.



		เหล็ก 

		40 ก.



		ไอโอดีน 

		0.16 ก



		แมงกานีส

		20 ก.



		ทองแดง 

		48 ก.



		สังกะสี

		46 ก.



		ซิลีเนียม 

		0.06 ก.



		โคบอลต์

		0.16 ก.





อุปกรณ์และสารเคมี

1.  อุปกรณ์ และสารเคมี สำหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี และโภชนะของอาหารทดลอง

2.  อุปกรณ์ และสารเคมี สำหรับการเตรียมไลโปโพลีแซคคาไรด์

     2.1  0.9% Normal saline solution


     2.2  LPS (Escherichia coli serotype 0111:B4 Sigma, St. Louis, MO)


     2.3  น้ำแข็ง

3.  เครื่องมือ และอุปกรณ์สำหรับเก็บตัวอย่างเลือด

     3.1  กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร

     3.2  เข็มฉีดยาขนาด 1 นิ้ว เบอร์ 18


     3.3  เครื่องปั่นเหวี่ยง

     3.4  Microtube ขนาด 1 มิลลิลิตร

4.  อุปกรณ์ และสารเคมี สำหรับการตรวจหาปริมาณ sIgA (Secretory Immunoglobulin A) ในซีรัม โดยใช้ pig IgA ELISA quantitation kit


5.  อุปกรณ์ และสารเคมี สำหรับเก็บตัวอย่างลำไส้ 

     5.1  Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4


     5.2  10% buffer formalin


     5.3  กล่องพลาสติก

     5.4  เข็มหมุด

     5.5  แผ่มโฟม

6.  อุปกรณ์ และสารเคมี สำหรับการตรวจพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อ (histopathology)

     6.1  เครื่อง microtome 

     6.2  แผ่นสไลด์และกระจกปิดสไลด์


     6.3  สีย้อม hematoxylin และ eosin


     6.4  กล้องจุลทรรศน์

7.  อุปกรณ์ และสารเคมี สำหรับการตรวจ Immunohistochemistry ของ sIgA ในลำไส้ โดยใช้ LSAB+ Kit, HRP

8.  อุปกรณ์อื่นๆ  เช่น เครื่องผสมอาหาร เครื่องชั่งน้ำหนักสุกร เป็นต้น

วิธีการ

การทดลองที่ 1  ผลของการเสริม Medium chain triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิตของลูกสุกรหย่านม


แผนการทดลอง


ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, CRD) โดยใช้ลูกสุกรคละเพศอายุ 5 สัปดาห์ จำนวน 120 ตัว แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ซ้ำ ซ้ำละ 8 ตัว เลี้ยงเป็นเวลา 35 วัน

การบันทึกผลการทดลอง

การบันทึกผลการทดลองแบ่งเป็น 2 ช่วง คือ ช่วงวันที่ 1-21 ของการทดลอง และช่วงวันที่ 21-35 ของการทดลอง โดยในแต่ละช่วงมีการบันทึกข้อมูลดังนี้

1.  บันทึกน้ำหนักลูกสุกรหย่านมก่อนเริ่มการทดลอง จากนั้นวันที่ 21 ของการทดลอง สุ่มลูกสุกรทุกกลุ่ม ซ้ำละ 2 ตัว ชั่งน้ำหนักออกและบันทึก เพื่อนำไปศึกษาการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน จากนั้นวันที่ 35 ของการทดลอง บันทึกน้ำหนักสุกรสิ้นสุดการทดลอง (ซ้ำละ 6 ตัว) และนำมาคำนวณหาน้ำหนักตัวที่เพิ่มขึ้น

2.  บันทึกปริมาณอาหารที่กินในแต่ละช่วงอายุของแต่ละกลุ่มการทดลอง และนำมาคำนวณหาปริมาณอาหารที่กินต่อตัว

3.  สุ่มเก็บอาหารทดลองของทุกสูตรเพื่อนำไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะ

นำข้อมูลต่างๆ ที่บันทึกมาคำนวณหาอัตราการเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการใช้อาหารซึ่งมีสูตรการคำนวณ ดังนี้


น้ำหนักที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ย
        =        น้ำหนักสุกรสุดท้าย – น้ำหนักสุกรเริ่มต้นการทดลอง
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การทดลองที่ 2  ผลการเสริม Medium chain triglycerides (MCTs) ต่อระบบของภูมิคุ้มกันและสุขภาพลำไส้ของลูกสุกรหย่านม

แผนการทดลอง


ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, CRD) โดยใช้ลูกสุกรคละเพศอายุ 5 สัปดาห์ จำนวน 120 ตัว แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ซ้ำ ซ้ำละ 8 ตัว

การฉีดสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้กับสุกร


วันที่ 21 ของการทดลอง สุ่มลูกสุกรทุกกลุ่ม จำนวนซ้ำละ 2 ตัว ฉีดน้ำเกลือ (0.9% normal saline solution, NSS) 1 ตัว และ Lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli serotype 0111:B4 Sigma, St. Louis, MO) 150 ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ำหนัก (Eicher et al., 2006) 1 ตัว ผ่านทางเส้นเลือดดำบริเวณหู (ear vein) จากนั้นแยกสุกรออกจากกลุ่ม โดยยังเลี้ยงด้วยอาหารทดลองตามเดิม 


วันที่ 35 ของการทดลอง ฉีดน้ำเกลือหรือ LPS (75 ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ำหนัก) ซ้ำอีกครั้งในลูกสุกรที่ถูกแยกเลี้ยงไว้แล้ว 


วันที่ 42 ของการทดลอง นำสุกรที่แยกเลี้ยงมาชั่งน้ำหนักสิ้นสุดการทดลอง และเก็บตัวอย่างเลือด ลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียม และลำไส้ใหญ่ 

การบันทึกผลการทดลอง


1.  เก็บตัวอย่างเลือดที่เส้นเลือดดำบริเวณคอ (jugular vein) จากนั้นนำตัวอย่างเลือดมาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5000 รอบ เป็นเวลา 5 นาที ซีรัมที่ได้นำมาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนกระทั่งวิเคราะห์ IgA โดยใช้ pig IgA ELISA quantitation kit


2.  เก็บตัวอย่างลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียม และลำไส้ใหญ่ เพื่อตรวจ immunohistochemistry ของ sIgA 



3.  เก็บตัวอย่างลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียม ลำไส้ใหญ่ เพื่อตรวจลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ


วิเคราะห์ความแปรปรวน และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ในโปรแกรมสำเร็จรูป 

(ij = ( + (i + (ij



โดยที่     i = 1, 2, 3     j = 1, 2, 3, 4, 5

 
เมื่อ
(ij
= 
ค่าสังเกตที่ได้จากหน่วยทดลองที่ j ทรีทเมนต์ที่ i




(
=  
ค่าเฉลี่ยของประชากรทั้งหมด 



(i
=  
อิทธิพลเนื่องจากทรีทเมนต์ที่ i

 

(ij
=  
ความคลาดเคลื่อนของการทดลอง

การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง


วิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะต่างๆ ในอาหารทดลอง คือ ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถ้า แคลเซียม และฟอสฟอรัส โดยวิธี Proximate analysis ตามวิธีของ A. O. A. C. (1990) และวิเคราะห์พลังงานโดยใช้ Bomb calorimeter ตามวิธีของอังคณา และดวงสมร (2532)

สถานที่ทำการทดลอง

1.  ฟาร์มสุกรของคุณบุญส่ง แซ่ลิ้ม อำเภอเมือง จังหวัดนครปฐม


2.  ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการ ภาควิชาสัตวบาล มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม

3.  ศูนย์ค้นคว้าและพัฒนาวิชาการอาหารสัตว์ สถาบันสุวรรณวาจกกสิกิจฯ มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม

4.  ห้องปฏิบัติการซีรัมวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม

5.  ฝ่ายชันสูตรโรคสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม

ระยะเวลาในการทดลอง

เริ่มต้นทดลองเดือน กรกฎาคม พ.ศ. 2550 

สิ้นสุดการทดลองเดือน ธันวาคม พ.ศ. 2550


แหล่งทุนสนับสนุน

MCTs เอนไซม์ไลเปส และเงินทุนสนับสนุนจากบริษัท Aveve Trading ประเทศเบลเยียม


ผลและวิจารณ์

การทดลองที่ 1  ผลการเสริม Medium chain triglycerides (MCTs) ต่อสมรรถภาพการผลิตของลูกสุกรหย่านม

1.  การศึกษาองค์ประกอบทางโภชนะของอาหารทดลอง

 ส่วนประกอบทางโภชนะของอาหารทดลองทั้งหมดที่ได้จากการวิเคราะห์ทางเคมีด้วยวิธี AOAC (1990) โดยพบว่าเปอร์เซ็นต์โปรตีนและค่าพลังงานรวมของอาหารทุกสูตรมีค่าใกล้เคียงกับค่าที่คำนวณไว้ ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3  องค์ประกอบของโภชนะโดยการวิเคราะห์ทางเคมี


		โภชนะ

		สูตร 1

		สูตร 2

		สูตร 3

		MCTs



		ความชื้น (%)

		10.08

		9.92

		9.90

		2.70



		วัตถุแห้ง (%)

		89.92

		90.08

		90.10

		97.30



		พลังงานทั้งหมด 


(กิโลแคลอรี/กิโลกรัม)

		4412.90

		4407.53

		4442.66

		4180.25



		เถ้า (%)

		6.46

		6.60

		6.88

		-



		โปรตีน (%)

		22.68

		22.63

		22.61

		-



		ไขมัน (%)

		6.38

		6.84

		6.73

		48.52



		เยื่อใย (%)

		2.44

		2.54

		2.58

		-



		แคลเซียม (%)

		1.22

		1.20

		1.24

		-



		ฟอสฟอรัส (%)

		0.84

		0.82

		0.88

		-





จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะของอาหารทดลอง พบว่า MCTs มีพลังงานทั้งหมดเท่ากับ 4180.25 กิโลแคลอรีต่อกิโลกรัม เนื่องจากผลิตภัณฑ์ MCTs ที่ใช้มีส่วนผสมของ MCTs อยู่เพียง 55 เปอร์เซ็นต์ และซิลิกาอีก 45 เปอร์เซ็นต์ เพื่อใช้เป็นสื่อในการผสมให้เข้ากัน โดยปกติ MCTs มีค่าพลังงานทั้งหมด (gross energy) สำหรับสุกรเท่ากับ 8,693 กิโลแคลอรีต่อกิโลกรัม (Lee and Chiang, 1994) ส่วนเปอร์เซ็นต์ไขมันในอาหารทดลองพบว่าในสูตรที่ 2 และ 3 


ซึ่งเสริม MCTs มีเปอร์เซ็นต์ไขมันสูงกว่ากลุ่มที่ 1 เนื่องจาก MCTs มีเปอร์เซ็นต์ไขมันสูงคือ 48.52 เปอร์เซ็นต์ ส่วนองค์ประกอบทางโภชนะอื่นๆ ไม่แตกต่างกันในทุกสูตรอาหารทดลอง

การทดลองนี้ไม่มีการให้อาหารสูตรควบคุม (negative control) คืออาหารพื้นฐานอย่างเดียว ไม่เสริมสารปฏิชีวนะ หรือ MCTs ในอาหารลูกสุกรหย่านม เนื่องจากในการเลี้ยงลูกสุกรหย่านมในปัจจุบันนั้นมีการเสริมสารปฏิชีวนะในอาหารอยู่แล้ว เพราะลูกสุกรหลังหย่านมมีความเครียดจากการหย่านมและการเปลี่ยนอาหารอย่างรวดเร็ว จึงอาจทำให้ร่างกายอ่อนแอและมีเชื้อโรคแทรกซ้อนได้ ในการทดลองนี้จึงใช้อาหารพื้นฐานที่เสริมสารปฏิชีวนะเป็นกลุ่มเปรียบเทียบกับการเสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส เพื่อหาทางเลือกในการทดแทนการใช้สารปฏิชีวนะในอาหารสุกรหย่านม 

สารปฏิชีวนะที่ใช้ในการทดลองนี้ คือ Halquinol เป็นสาร Chlorohydroxyquinoline ประกอบด้วย Chlorine และ 8-Hydroxquinoline โดยเติมในอาหารสัตว์เพื่อป้องกันการติดเชื้อ E. coli และ Salmonella ตัวยานี้ประกอบด้วย 5, 7-Dichloro-8-quinolinol 57-74 เปอร์เซ็นต์, 5-Chloro-8-quinolinol 23-40 เปอร์เซ็นต์ และ Chloro-8-quinolinol 3-7 เปอร์เซ็นต์ Halquinol มีฤทธิ์ต่อกล้ามเนื้อเรียบบริเวณระบบทางเดินอาหารโดยตรง โดยทำให้มีการเคลื่อนที่ของอาหารในลำไส้ช้าลง จึงมีการดูดซึมสารอาหารเพิ่มมากขึ้น และลดอาการท้องเสียลงได้ จึงทำให้สัตว์มีสมรรถภาพการผลิตเพิ่มขึ้น Halquinol มีความสามารถเป็นสารต้านจุลินทรีย์ เนื่องจากเป็นสารประกอบของคีเลทกับโลหะ โดยเฉพาะเหล็ก ทองแดง และสังกะสี เมื่อตัวแบคทีเรีย เชื้อรา และโปรโตซัวเจอกับ halquinol แล้ว แร่ธาตุที่จำเป็นในตัวจุลินทรีย์จะถูกเคลื่อนย้ายออกมา และเอนไซม์ภายในตัวจุลิน ทรีย์จะหยุดทำงาน มีผลให้จุลินทรีย์ตายได้ Halquinol ดูดซึมในลำไส้ได้เล็กน้อย ไม่ตกค้างในเนื้อเยื่อ จึงนำมาใช้เป็นสารเร่งการเจริญเติบโตในอาหารทดลองครั้งนี้

2.  การศึกษาสมรรถภาพการเจริญเติบโตของลูกสุกรหย่านม

     2.1  อัตราการเจริญเติบโตของลูกสุกรหย่านม

 ผลของการเสริม MCTs ในอาหารต่ออัตราการเจริญเติบโตของลูกสุกรหย่านม พบว่าน้ำหนักสิ้นสุดเฉลี่ย น้ำหนักที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ย และอัตราการเจริญเติบโตของสุกรทุกกลุ่มการทดลองมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4  ผลของการเสริม MCTs ต่ออัตราการเจริญเติบโตของสุกรหย่านม

		สูตรอาหาร

		น้ำหนักเริ่มต้นเฉลี่ย 


(กิโลกรัม/ตัว)

		น้ำหนักสิ้นสุดเฉลี่ย 


(กิโลกรัม/ตัว)

		น้ำหนักที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ย 


(กิโลกรัม/ตัว)

		อัตราการเจริญเติบโต 


(กรัม/ตัว/วัน)



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		8.14±0.01

		20.83±0.34

		12.69±0.34

		362.67± 9.65



		2. MCTs 0.32%

		8.14±0.01

		21.48±0.55

		13.34±0.55

		381.19±15.81



		3. MCTs 0.32% 

+ ไลเปส 100 ppm

		8.14±0.01

		22.23±0.43

		14.09±0.43

		402.69±12.16



		P-value

		0.9273

		0.1285

		0.1281

		0.1281





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean
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 standard error)



โดยปกติแล้ว การเสริมสารปฏิชีวนะเพื่อเร่งการเจริญเติบโตในอาหารสุกร ทำให้สุกรมีน้ำหนักเพิ่มขึ้น 3-9 เปอร์เซ็นต์ และประสิทธิภาพการใช้อาหารเพิ่มขึ้น 2-7 เปอร์เซ็นต์ (Thomke and Elwinger, 1998) เนื่องจากผลของสารปฏิชีวนะที่สามารถลดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อโรคได้ (Vervaeke et al., 1979) แต่จากผลการทดลองนี้ พบว่าสุกรทุกกลุ่มมีอัตราการเจริญเติบโตแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) อีกทั้งการเสริม MCTs และ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส สามารถทำให้ลูกสุกรมีน้ำหนักเพิ่มขึ้น 5 และ 11 เปอร์เซ็นต์ (จาก 12.69 เป็น 13.34 และ 14.09 กิโลกรัมต่อตัว) ตามลำดับ เมื่อเทียบกับการใช้สารปฏิชีวนะ แสดงให้เห็นว่า MCTs ก็สามารถเพิ่มการเจริญเติบโตของสุกรได้เช่นเดียวกับสารปฏิชีวนะ

MCTs มีคุณสมบัติเป็นสารต้านจุลชีพ และนำมาใช้เป็นส่วนประกอบของยารักษาโรคได้ (Kabara et al., 1972) โดย MCFAs สามารถทำลายเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และมีฤทธิ์มากกว่า SCFAs (Nakai and Siebert, 2002) โดย MCTs ที่ถูกย่อยได้ MCFAs โดยเอนไซม์ไลเปสในลำไส้นั้น สามารถแทรกซึมผ่านเปปทิโดไกลแคน หรือฟอสโฟลิปิด (เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและลบตามลำดับ) ไปยังไซโทพลาสซึมของแบคทีเรียโดยกระบวนการแพร่ เนื่องจากภายในไซโทพลาสซึมของแบคทีเรียจะมี pH สูง เมื่อ MCFAs ซึ่งมีฤทธิ์เป็นกรดอ่อนเข้าไป ทำให้เกิดสภาวะความเป็นกรดสูงขึ้น ทำให้เอนไซม์ ระบบขนส่งอาหาร และการผลิต ATP ถูกยับยั้งเป็นสาเหตุให้เซลล์ตาย (Hsiao and Siebert, 1999) MCFAs จะมีความสามารถเป็นสารต้านจุลชีพได้ดีในสภาวะที่สภาพแวดล้อมมี pH น้อยกว่า 6 ซึ่งทำให้ลดความเสี่ยงจากการติดเชื้อแบคทีเรียได้ ถ้ามีการเสริม MCFAs หรือน้ำมันที่ประกอบด้วย MCFAs ในอาหาร (Skrivanova and Marourek, 2007) อีกทั้ง MCFAs ยังเป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์ลำไส้ด้วย (Decuypere and Dierick, 2003) จึงทำให้ลูกสุกรมีสุขภาพร่างกายที่แข็งแรงและมีสมรรถภาพการผลิตดีขึ้นเทียบเท่ากับการใช้สารปฏิชีวนะในอาหาร จึงแสดงให้เห็นว่า MCTs สามารถใช้ทดแทนการใช้สารปฏิชีวนะเพื่อเร่งการเจริญเติบโตในอาหารสุกรได้

     2.2 ประสิทธิภาพการใช้อาหารของลูกสุกรหย่านม

 ผลของการเสริม MCTs ในอาหารต่อประสิทธิภาพการใช้อาหารของลูกสุกรหย่านม พบว่าสุกรทุกกลุ่มการทดลองมีปริมาณอาหารที่กินเฉลี่ย ปริมาณอาหารที่กินเฉลี่ยต่อตัวต่อวัน และประสิทธิภาพการใช้อาหารแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5  ผลของการเสริม MCTs ต่อประสิทธิภาพการใช้อาหารของสุกรหย่านม

		สูตรอาหาร

		อาหารที่กินเฉลี่ย (กิโลกรัม/ตัว)

		อาหารที่กินเฉลี่ยต่อวัน 

(กิโลกรัม/ตัว/วัน)

		ประสิทธิภาพ

การใช้อาหาร



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		18.17±0.62

		1.07±0.04

		1.43±0.03



		2. MCTs 0.32%

		17.84±0.51

		1.04±0.03

		1.34±0.04



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		18.88±0.40

		1.09±0.02

		1.34±0.02



		P-value

		0.3754

		0.3993

		0.1350





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image14.wmf]±


 standard error)

 สารปฏิชีวนะสามารถยับยั้งการทำงานของแบคทีเรีย และเพิ่มความสามารถในการย่อยได้ของโปรตีน อีกทั้งยังป้องกันการระคายเคืองของผนังลำไส้ และเพิ่มการดูดซึมสารอาหารในชั้นของเยื่อบุผิวลำไส้ด้วย (Anderson et al., 1999) ทำให้กลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะมีประสิทธิภาพการใช้อาหารที่ดี แต่เมื่อพิจารณาในสูตรอาหารพบว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะมีการใช้ไขมันจากพืช (น้ำมันรำ) เพียงอย่างเดียว ซึ่งต่างจากกลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส ซึ่งมีการเสริม MCTs ร่วมกับไขมันจากพืช ทำให้กลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสนั้นมีประสิทธิภาพการใช้อาหารมีแนวโน้มดีกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ (P=0.1350) เนื่องจาก MCTs เป็นแหล่งพลังงานที่ใช้ประโยชน์ได้ง่ายกว่าไขมันพืชทั่วไป เพราะเป็นไขมันที่ประกอบด้วยกรดไขมันที่มีสายปานกลาง (คาร์บอน 6-12 อะตอม, MCFAs) ซึ่งถูกย่อยและดูดซึมอย่างรวดเร็วเข้าสู่เส้นเลือดดำ (portal vein) ไปยังตับเพื่อเกิดกระบวนการเมทาบอลิซึมโดยตรง (Bach and Babayan, 1982) ทำให้ร่างกายได้รับพลังงานเพื่อใช้ในการเจริญเติบโตได้รวดเร็วกว่าไขมันชนิดอื่นๆ อีกทั้งสุกรสามารถย่อยและดูดซึมไขมันที่มีกรดไขมันสายสั้นและปานกลางได้สูงถึง 85-90 เปอร์เซ็นต์ด้วย (Frobish et al., 1970)


จากผลการทดลองพบว่าการเสริมเอนไซม์ไลเปสในอาหารทำให้สุกรมีประสิทธิภาพการใช้อาหารไม่แตกต่างจากกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 5) เนื่องจากในร่างกายสุกรมีปริมาณเอนไซม์ไลเปสที่เพียงพอและมีประสิทธิภาพดีอยู่แล้ว Hartman et al. (1961) กล่าวว่าการทำงานของเอนไซม์ไลเปสของสุกรหย่านมจะลดลงชั่วคราว เนื่องจากการหย่านมและการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่กินอย่างรวดเร็ว ซึ่งการทำงานของเอนไซม์ไลเปสในลำไส้จะต่ำลงในช่วงหย่านมระยะแรกๆ และจะเพิ่มขึ้นในช่วงหลังหย่านม (Cera et al., 1990) การทำงานของเอนไซม์ไลเปสจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จนลูกสุกรอายุ 6 สัปดาห์ ซึ่งเป็นไปได้ว่าการเพิ่มขึ้นของอัตราการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใช้อาหารในช่วง 3 –5 สัปดาห์หลังหย่านมอาจมาจากการทำงานของเอนไซม์ไลเปสที่เพิ่มขึ้น (Lindemann et al., 1986) ส่วนด้านอัตราการเจริญเติบโตพบว่าสุกรกลุ่มที่เสริมเอนไซม์ไลเปสร่วมกับ MCTs มีอัตราการเจริญเติบโตมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.1281) คือ 381.19 เป็น 402.69 กรัมต่อตัวต่อวัน เมื่อเทียบกับการเสริม MCTs เพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 4) เนื่องจากการเสริมเอนไซม์ไลเปสร่วมกับ MCTs ในอาหาร ทำให้ MCTs ถูกย่อยเป็น MCFAs มากขึ้น สุกรจึงสามารถใช้ MCFAs เป็นแหล่งพลังงานในร่างกาย และมีอัตราการเจริญเติบโตสูงกว่ากลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียว  แต่ไม่มีผลต่อการเพิ่มประสิทธิภาพการใช้อาหารของลูกสุกร การที่กลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีอัตราการเจริญเติบโตที่ต่ำกว่ากลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสนั้น เพราะว่าเอนไซม์ไลเปสที่มีอยู่ทั้งในวัตถุดิบจากพืช จุลินทรีย์ในอาหาร และลำไส้เล็กส่วนต้นของลูกสุกรหย่านมนั้น ยังมีปริมาณต่ำเกินไปและไม่เพียงพอ ที่จะปลดปล่อย MCFAs ในปริมาณที่เพียงพอเพื่อใช้เป็นสารต้านจุลชีพในกระเพาะอาหารและลำไส้ส่วนต้นของลูกสุกร (Decuypere and Dierick, 2003) จึงทำให้กลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีอัตราการเจริญเติบโตต่ำกว่ากลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส แสดงว่าการเสริมเอนไซม์ไลเปสลงไปในอาหารที่เสริม MCTs สามารถช่วยให้สมรรถภาพการผลิตของลูกสุกรดีขึ้นได้ โดยความสามารถในการย่อยอาหาร อัตราการเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการใช้อาหารจะขึ้นอยู่กับอายุที่สุกรหย่านมด้วย

การทดลองที่ 2  ผลการเสริม Medium chain triglycerides (MCTs) ต่อระบบของภูมิคุ้มกัน และ

สุขภาพลำไส้ของลูกสุกรหย่านม


1.  การศึกษาระบบภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านม

 ในการศึกษาผลของ MCTs ในอาหารต่อระบบภูมิคุ้มกันของลูกสุกรหย่านมในการทดลองนี้ มีการเปรียบเทียบระหว่างภาวะที่ร่างกายปกติ คือไม่มีแอนติเจน (การฉีดน้ำเกลือให้กับสุกร) และภาวะที่ร่างกายติดเชื้อโรค คือมีแอนติเจน (การฉีด LPS ให้กับสุกร) เพื่อศึกษาถึงผลของการปรับการตอบสนองของภูมิคุ้มกันของสารปฏิชีวนะและ MCTs ในลูกสุกรหย่านม โดยการทดลองนี้เน้นเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันเยื่อเมือก (Mucosal immunity) ของระบบทางเดินอาหารโดยเฉพาะ เนื่องจาก MCTs ให้ผลทางด้านระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการอักเสบภายในระบบทางเดินอาหาร และมีผลต่อสุขภาพลำไส้โดยตรง อีกทั้งแอนติเจนที่ฉีดเข้าไปในลูกสุกรนั้นเป็นไลโปโพลีแซคคาไรด์ซึ่งเป็นผนังเซลล์ของแบคทีเรียจำพวกแกรมลบ ที่มีผลโดยตรงต่อการติดเชื้อในกระแสเลือด จึงต้องทำตรวจหาภูมิคุ้มกันทั้งในเลือดและในระบบทางเดินอาหาร ซึ่งให้ผลดังนี้

      1.1  ผลของการเสริม MCTs ต่อปริมาณ Immunoglobulin A (IgA) ในซีรัม

 ผลของการเสริม MCTs ต่อปริมาณ IgA ในซีรัม พบว่าปริมาณ IgA ในซีรัมของสุกรที่ฉีดน้ำเกลือทุกกลุ่มการทดลองมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่พบว่าสุกรกลุ่มที่ฉีด LPS มีปริมาณ IgA ในซีรัมแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs และ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีปริมาณ IgA ในซีรัมสูงกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่าสุกรที่ฉีด LPS ทุกกลุ่มการทดลอง มีปริมาณ IgA ในซีรัมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ (ตารางที่ 6)

เนื่องจาก LPS เป็นผนังเซลล์ของแบคทีเรียที่สามารถทำให้เกิดสารพิษภายในร่างกาย (endotoxin) ซึ่งมีผลทำให้ร่างกายมีการติดเชื้อในกระแสเลือด อวัยวะต่างๆ มีการทำงานผิดปกติ มีอาการไข้ มีการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อต่างๆ ในร่างกาย มีการผลิตไซโตไคน์ที่ทำให้เกิดการอักเสบซึ่งแสดงถึงภาวะการติดเชื้อในกระแสเลือด และร่างกายอาจเกิดการช็อกได้ (Sadeghi et al., 1999) ในการทดลองนี้จึงพบความผิดปกติของลูกสุกรหลังจากที่มีการฉีด LPS (150 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนัก) โดยพบว่าลูกสุกรทุกกลุ่มการทดลองมีอาการอาเจียน ตัวแดง หูบวม หายใจลำบาก และถ่ายท้อง หลังจากนั้นประมาณ 9 ชั่วโมง สุกรกลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะตาย 2 ตัว และกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวตาย 2 ตัว หลังจากฉีด LPS ประมาณ 24 ชั่วโมง และ 36 ชั่งโมงตามลำดับ แต่ไม่พบสุกรตายเลยในกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าการฉีด LPS ที่ปริมาณ 150 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนักนั้น เป็นปริมาณที่มากเกินกว่าที่ร่างกายจะรับได้และทำให้เกิดอาการแพ้อย่างรุนแรง ทำให้เกิดอาการช็อกที่เรียกว่า anaphylactic shock หรืออาจเกิดอาการช็อกอันเนื่องมาจากพิษของแบคทีเรียโดยเฉพาะ E. coli ก็ได้ (endotoxic shock) แต่หลังจากฉีด LPS ครั้งที่ 2 (75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนัก) พบว่าสุกรทุกกลุ่มการทดลองมีอาการอาเจียนและตัวแดงเล็กน้อย และไม่พบการตายของลูกสุกร 


ตารางที่ 6  ผลของการเสริม MCTs ต่อปริมาณ IgA ในซีรัมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		ปริมาณ IgA ในซีรัม (นาโนกรัม/มิลลิลิตร)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		385.91±13.11ค

		465.46±4.58ก,ง

		0.0042



		2. MCTs 0.32%

		413.64±10.52ค

		497.59±5.45ข,ง

		0.0012



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		424.81±14.62ค

		504.04±9.55ข,ง

		0.0019



		P-value

		0.1305

		0.0313

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean
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 standard error)

ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  (P<0.05)

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


อาการช็อกแบบ anaphylactic shock นั้นมาจากการเกิดภาวะภูมิไวเกิน type I (hypersensitivity) ซึ่งจะเกิดขึ้นหลังจากร่างกายได้รับแอนติเจนชนิดเดิมจากภายนอกเป็นครั้งที่ 2 หรือครั้งต่อๆ ไป หรือเกิดขึ้นเมื่อระบบภูมิคุ้มกันถูกกระตุ้นซ้ำๆ อยู่ตลอดเวลาจากแอนติเจนชนิดเดิมที่ถูกกำจัดออกไปไม่หมด โดยอาการของโรคเกิดภายหลังจากได้รับแอนติเจนนานเป็นเวลานาทีถึงชั่วโมง กลไกการเกิดภาวะภูมิไวเกินชนิดนี้ เกิดจากการที่แอนติเจนไปกระตุ้นให้ร่างกายสร้าง IgE จากนั้น IgE จะไปจับบนผิวของเซลล์มาสท์หรือเบโซฟิล เมื่อร่างกายได้รับแอนติเจนชนิดเดิมซ้ำอีก แอนติเจนจะจับกับ IgE ที่จำเพาะซึ่งจับอยู่กับเซลล์มาสท์หรือเบโซฟิลอยู่ก่อนแล้ว ทำให้ผิวเซลล์มาสท์เกิดการเปลี่ยนแปลงที่ผนังเซลล์ โดยปลดปล่อยสารสื่อกลางภายในออกมา ได้แก่ histamine, serotonin, kinin, heparin, leucotriene, prostaglandin และ thromboxane ฤทธิ์ส่วนใหญ่ของสารเหล่านี้ทำให้มีการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ ซึ่งทำให้เกิดการหดเกร็งของหลอดลม ท้องเสีย อาเจียน มีการขยายตัวของหลอดเลือดฝอย และมี permeability ของหลอดเลือดเพิ่มขึ้น ทำให้เกิดการบวม เนื่องจากสารน้ำภายในหลอดเลือดออกมาอยู่ในเนื้อเยื่อ และเซลล์เม็ดเลือดขาวก็ออกมาสู่เนื้อเยื่อด้วย ทำให้เกิดการอักเสบในบริเวณนั้น (Tizard, 2004)

การฉีด LPS ให้กับสุกร เป็นการให้แอนติเจนเข้าไปในร่างกาย ผลของ LPS จะทำปฏิกิริยากับเซลล์ภูมิคุ้มกันในร่างกาย ทำให้เซลล์ต่างๆ ถูกกระตุ้นและมีการทำงาน เช่นเกิดการแบ่งเซลล์ของเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบี เกิดการสร้างและหลั่งไซโตไคน์ของเซลล์โมโนไซท์ เซลล์แมโครฟาจ และเซลล์หลอดเลือด (Raetz, 1993) เช่น IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-( (tumor necrosis factor-(), IFN-( (interferon-() และไนตริกออกไซด์ เป็นต้น ไซโตไคน์เหล่านี้มีหน้าที่สำคัญในระบบภูมิคุ้มกัน ทำให้เกิดการอักเสบและเหนี่ยวนำให้เกิดอาการช็อกได้ ดังนั้นการยับยั้งการผลิตไซโตไคน์เหล่านี้จะช่วยป้องกันอาการช็อกเนื่องมาจากการเกิดสารพิษภายในร่างกายได้ (Sadeghi et al., 1999) นอกจากนี้ LPS สามารถควบคุมการผลิตอิมมูโนโกลบูลิน โดยกระตุ้นให้เซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์พลาสมา และสร้างแอนติบอดีชนิด IgA ภายในลำไส้ได้ จากผลการทดลองพบว่าสุกรกลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ มีการตอบสนองต่อ LPS ปริมาณมาก ซึ่งพิจารณาได้จากปริมาณ IgA ในซีรัมที่เพิ่มขึ้น (จาก 385.91 เป็น 465.46 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) เนื่องจากผลของ LPS ไปกระตุ้นเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีให้เปลี่ยนเป็นเซลล์พลาสมาและผลิต IgA ภายในลำไส้ และส่งออกมายังซีรัมเพิ่มขึ้น (Sadeghi, 1999) การที่กลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะมีการตอบสนองต่อ LPS มากเพราะว่าการเสริมสารปฏิชีวนะไม่สามารถป้องกันการปลดปล่อย LPS เข้าในกระแสเลือดได้ (Rodriguez et al., 2005) จึงทำให้ LPS ทำปฏิกิริยากับเซลล์ภูมิคุ้มกันได้ง่ายขึ้น อีกทั้งยังกระตุ้นให้มีการปลดปล่อย LPS ออกมาจากเซลล์แบคทีเรียแกรมลบมากขึ้นด้วย โดยการทำให้เซลล์แตก และปลดปล่อยองค์ประกอบภายในผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบออกมา มีผลให้คนป่วยบางรายมีอาการช็อกอันเนื่องมาจากการมีสารพิษภายในร่างกายมากเกินไป (Lepper et al., 2002) การทดลองนี้จึงพบว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะมีลูกสุกรตายจากสาเหตุอาการช็อกอันเนื่องมาจากสารพิษที่ฉีดเข้าไปในร่างกาย ส่วนสุกรกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบการตายของลูกสุกรเลย อาจเกิดจากการที่ร่างกายมีปริมาณของ MCFAs เพิ่มขึ้นจากการย่อย MCTs ด้วยเอนไซม์ไลเปสที่เสริมเข้าไป เพราะ MCTs มีฤทธิ์ในการปรับการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน (Hinton et al., 1998) โดย MCTs จะควบคุมการสังเคราะห์สารอิโคซานอยด์ (prostaglandins, thromboxanes และ leukotrienes) ให้มีปริมาณลดลง (Ulrich et al., 1996) จึงทำให้สุกรกลุ่มนี้มีอาการแพ้ที่ไม่รุนแรงถึงกับช็อคและตายได้

การเสริม MCTs ในอาหารสุกร มีผลให้สุกรมีปริมาณ IgA ในซีรัมเพิ่มขึ้นเนื่องจาก MCTs มีผลทำให้ยีนที่ควบคุมการผลิต IL-6 และ IL-10 ที่อยู่ในชั้นมิวโคซาของลำไส้เล็กมีการแสดง ออกเพิ่มขึ้น IL-6 เป็นไซโตไคน์ที่สำคัญ ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งในการตอบสนองต่อการอักเสบเมื่อเกิด
ภาวะเป็นพิษในกระแสเลือด (endotoxemia) โดยอาจเป็นสารที่ก่อให้เกิดการอักเสบ (proinflammatory) หรือสารต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) ก็ได้ ส่วน IL-10 เป็นไซโตไคน์ที่มีฤทธิ์เป็นสารต้านการอักเสบและสามารถกระตุ้นให้เซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีมีการผลิต IgA ได้ โดยทั้ง IL-6 และ IL-10 นี้เป็นไซโตไคน์ที่ผลิตจากเซลล์ลิมโฟไซท์ ชนิดทีเฮลพ์เปอร์ 2 (Th2) ซึ่งเป็นส่วนสำคัญในการควบคุมการผลิต IgA ของเซลล์ลิมโฟไซท์ ชนิดบี จึงทำให้ร่างกายมีปริมาณ IgA เพิ่มมากขึ้น การเพิ่มขึ้นของ IgA ในซีรัมมีผลให้สารพิษภายในร่างกาย (endotoxin) มีการทำงานช้าลง และป้องกันการอักเสบของอวัยวะต่างๆ ภายในร่างกายได้ (Kono et al., 2004) IgA ในซีรัม มีปริมาณน้อยกว่า IgM และ IgG ภายในซีรัม โดยอิมมูโนโกลบูลินทุกชนิดถูกผลิตมาจากเซลล์พลาสมา ซึ่งชนิดที่มีมากที่สุดในสารคัดหลั่งของลำไส้เล็ก คือ IgA เซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA จะมีปริมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ของเซลล์โมโนนิวเคลียร์ในชั้นลามินาโพรเพรียภายในลำไส้ (Macdonald, 2003) แหล่งของ IgA ที่พบภายในเซลล์ลำไส้อยู่บริเวณ peyer’s patch ซึ่งหลังจากเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีถูกกระตุ้นด้วยแอนติเจน เซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีจะเคลื่อนมายังต่อมน้ำเหลืองบริเวณเยื่อยึดลำไส้และเข้าสู่ระบบหมุนเวียนโลหิตผ่านทางระบบน้ำเหลืองเข้าไปยังเส้นเลือด thoracic บริเวณช่องอก หลังจากนั้นจะกลับมายังบริเวณเยื่อเมือกอีกครั้ง (เช่น ลามินาโพรเพรียในลำไส้) ผ่านทางเส้นเลือดแดง และเปลี่ยน แปลงไปเป็นเซลล์พลาสมา เพื่อผลิต IgA ภายในลำไส้ (Macpherson et al., 2001) 

การทดลองนี้มีการตรวจปริมาณ IgA ในซีรัม เพื่อวัตถุประสงค์ในการใช้ซีรัมเป็นตัวบ่งชี้ปริมาณ IgA ที่อยู่ภายในลำไส้ โดย Batt et al. (1991) พบว่า dimeric IgA ในซีรัมส่วนใหญ่สังเคราะห์จาก gut-associated lymphoid tissue (GALT) ซึ่งเชื่อว่า IgA ในซีรัมจะสะท้อนให้เห็นการผลิต IgA ของเซลล์พลาสมาใต้ชั้นเยื่อเมือก ถ้าเซลล์พลาสมามีการผลิต IgA ลดลง จะมีผลให้ปริมาณของ IgA ทั้งในซีรัมและบริเวณผิวของชั้นเยื่อเมือกลดต่ำลงไปด้วย (Rinkinen, 2004) สอดคล้องกับ German et al. (1998) พบว่าในสุนัขที่มี IgA ในซีรัมต่ำจะมีปริมาณของ IgA ในสารคัดหลั่งของลำไส้ส่วนดูโอดีนัมต่ำลงด้วย แสดงว่าปริมาณ IgAในซีรัมและ sIgA ในเยื่อเมือกมีความสัมพันธ์กัน อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าปริมาณของ IgA ที่พบในซีรัมจะไม่สามารถประเมินปริมาณของ IgA ในลำไส้ได้ (Rinkinin et al., 2003) ในกรณีที่สัตว์มีอาการขาด IgA พบว่าปริมาณ IgA ในซีรัมและปริมาณ sIgA จากน้ำลาย น้ำตา น้ำดี และสารคัดหลั่งในลำไส้ส่วนดูโอดีนัมมีความสัมพันธ์กันน้อยมาก (Norris and Gershwin, 2003) จากการที่ IgA ในซีรัมและ sIgA ไม่มีความสัมพันธ์กัน อาจเนื่องจาก IgA ในซีรัมจะมีหน้าที่ในการกำจัดสิ่งแปลกปลอมที่มาจากระบบหมุนเวียนโลหิตและเนื้อเยื่อต่างๆ ของร่างกาย ในกรณีที่ sIgA ไม่ทำงานและมีแอนติเจนรุกล้ำเข้ามาในชั้นเยื่อบุผิวเท่านั้น การที่ IgA ในซีรัมมีการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันที่ไม่รุนแรง จึงทำให้เนื้อเยื่อภายในร่างกายถูกทำลายน้อยลง และลดการเกิดอาการอักเสบภายในร่างกายได้ เมื่อเทียบกับ IgM และ IgG (Mestecky et al., 1999) การศึกษาครั้งนี้ นอกจากทำการวิเคราะห์ปริมาณ IgA ในซีรัมแล้ว ยังมีการวิเคราะห์ปริมาณ IgA ในลำไส้เพื่อยืนยันผลด้วย

1.2  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต Immunoglobulin A (IgA) ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียม และลำไส้ใหญ่

ตารางที่ 7  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วน

เจจูนัมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		จำนวนพลาสมาเซลล์ที่ผลิต IgA ใน

ลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม (เซลล์/1 ฟิลล์*)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		42.12 ±0.96ค,จ

		49.90±2.10ข,ง

		0.0003



		2. MCTs 0.32%

		75.58±4.13ก

		81.43±5.43ก

		0.3922



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		56.50±1.82ข

		57.18±1.60ข

		0.7803



		P-value

		<.0001

		<.0001

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean
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 standard error)


ก ข ค อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


ง จ อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


* 10 ฟิลล์ต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 400 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม (ตารางที่ 7) พบว่าจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เช่นเดียวกับกลุ่มที่ฉีด LPS ซึ่งพบว่าจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวจะมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มากที่สุด ทั้งในกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือและกลุ่มที่ฉีด LPS และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่าสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มควบคุม มีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือและกลุ่มที่ฉีด LPS 

ตารางที่ 8  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วน

อิเลียมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		จำนวนพลาสมาเซลล์ที่ผลิต IgA ใน

ลำไส้เล็กส่วนอิเลียม (เซลล์/1 ฟิลล์*)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		42.24±0.71ข

		40.72±1.20ข

		0.2484



		2. MCTs 0.32%

		52.88±1.29ก,ค  

		44.86±2.03ข,ง  

		0.0008



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		43.70±1.25ข,ง

		63.20±1.83ก,ค

		<.0001



		P-value

		<.0001

		<.0001

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image20.wmf]±


 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)

* 10 ฟิลล์ต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 400 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วนอิเลียม (ตารางที่ 8) พบว่าจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้เล็กส่วนอิเลียมของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวจะมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มากที่สุด ส่วนกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่าจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มากที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มที่เสริม MCTs มีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ต่ำกว่ากลุ่มที่ฉีดน้ำเกลืออย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) แต่กลุ่มสุกรที่ฉีดLPS ในกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA สูงกว่ากลุ่มที่ฉีดน้ำเกลืออย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 

ตารางที่ 9  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้ใหญ่ของ

สุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		จำนวนพลาสมาเซลล์ที่ผลิต IgA ใน

ลำไส้ใหญ่ (เซลล์/1 ฟิลล์*)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		28.00±1.28

		27.37±1.50ข

		0.7484



		2. MCTs 0.32%

		25.34±0.80

		26.63±1.19ข

		0.3532



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		27.12±0.93ง

		31.44±0.76ก,ค

		0.0005



		P-value

		0.1520

		0.0025

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image22.wmf]±


 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)

* 10 ฟิลล์ต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 400 เท่า

 ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้ใหญ่ (ตารางที่ 9) พบว่าจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในเนื้อเยื่อลำไส้ใหญ่ของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) ส่วนกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่าจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มากที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส มีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA สูงกว่ากลุ่มที่ฉีดน้ำเกลืออย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ส่วนกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวไม่พบความแตกต่างระหว่างการฉีดน้ำเกลือและการฉีด LPS 

เซลล์พลาสมาทั้งหมดในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมมีเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ IgM 18 เปอร์เซ็นต์ และมีเพียง 3 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นที่ผลิต IgG ซึ่งสัดส่วนดังกล่าวจะพบได้คล้ายกันในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่ แม้ว่าจำนวนของเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgM จะมีจำนวนน้อยกว่าในลำไส้เล็กส่วนต้นก็ตาม ส่วนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgG หรือ IgE นั้นจะพบได้ยากมาก ส่วนใหญ่ IgA ที่ผลิตจากเซลล์พลาสมาในลำไส้จะอยู่ในรูป dimeric IgA ซึ่งมันจะจับกันด้วยปฏิกิริยาร่วมของ J-chain-secretory component ที่ฐานของคริปท์บริเวณเซลล์เยื่อบุผิว และจะถูกขนส่งเข้ามายังช่องของลำไส้ ส่วนใหญ่จะพบเซลล์พลาสมาในส่วนของคริปท์ และในทุกวันๆ จะมีปริมาณของ IgA ที่ถูกหลั่งออกมาจากลำไส้ประมาณ 3 กรัม (Macdonald, 2003)

จากการทดลองพบว่าสุกรกลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะมีจำนวนของเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ต่ำกว่ากลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส เนื่องจากสารปฏิชีวนะ (Quixalud) มีการตอบสนองต่อ LPS สูง โดยสารปฏิชีวนะไม่สามารถป้องกันการปลดปล่อย LPS เข้าในกระแสเลือดได้ (Rodriguez et al., 2005) จึงทำให้ LPS เข้าสู่กระแสเลือดได้ง่าย จึงไปทำปฏิกิริยากับเซลล์ภูมิคุ้มกันในร่างกาย ทำให้เซลล์ต่างๆ ถูกกระตุ้นและมีการทำงาน (Raetz, 1993) และมีผลให้มีการผลิต IgA เพิ่มขึ้น แต่สารปฏิชีวนะไม่มีฤทธิ์ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้านอื่นๆ ซึ่งตรงข้ามกับกลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส พบว่าการฉีด LPS มีผลกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันในร่างกาย (Raetz, 1993) และ MCTs ก็มีผลในการกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันอื่นๆ ด้วยโดยกระตุ้นให้ Th2 มีการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-6 และ IL-10 เพิ่มขึ้น ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์พลาสมาและผลิต IgA (Kono et al., 2004) ทำให้กลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส มีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA สูงกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ ซึ่งสามารถป้องกันลำไส้จากการบุกรุกของเชื้อโรคและสารพิษต่างๆ ได้

ในภาวะที่ร่างกายปกติ (กลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ) พบว่าการเสริม MCTs เพียงอย่างเดียวก็สามารถเพิ่มจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ภายในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียมได้ ส่วนในภาวะที่ติดเชื้อ (กลุ่มที่ฉีด LPS) พบว่าสุกรกลุ่มที่เสริม MCTs มีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมสูงสุด แต่ไม่แตกต่างกับภาวะปกติ (ตารางที่ 7) อาจเนื่องจากในภาวะปกติ MCTs มีความสามารถในการกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันมากอยู่แล้ว เมื่ออยู่ในภาวะติดเชื้อ MCTs จึงไม่กระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันอีก จึงทำให้ในภาวะปกติและภาวะติดเชื้อมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ที่ใกล้เคียงกัน ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่ พบว่ามีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ต่ำกว่าในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม เนื่องจากลำไส้ส่วนดูโอดีนัมมีปริมาณเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตมาจากตับอ่อนมากที่สุด แต่มีการย่อยและดูดซึม MCTs มากที่สุดในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม จึงทำให้ลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมมีจำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA มากกว่าลำไส้ส่วนอื่นๆ ส่วนในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่อาจอาศัยเอนไซม์ไลเปสที่เสริมในอาหารมาช่วยย่อย MCTs ที่หลงเหลืออยู่ในลำไส้ส่วนปลายภายหลังจากมีการดูดซึมที่ลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมแล้ว ทำให้สามารถผลิต IgA ภายในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่ได้เพิ่มขึ้น (ตารางที่ 8 และ 9) MCTs มีฤทธิ์ในการปรับการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน (Hinton et al., 1998) โดยการเพิ่มการทำงานของยีนที่ควบคุมการผลิต IL-6 และ IL-10 ของ Th2 และลดการทำงานของยีนควบคุมการที่ผลิต TNF-( และ IFN-( ของเซลล์แมโครฟาจภายในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม และควบคุมยีนที่เกี่ยวข้องกับ chemoattractant factors เช่น macrophage inflammatory protein (MIP-2) และ monocyte chemoattractant protein (MCP-1) ซึ่งเป็นตัวควบคุมเซลล์ที่เกี่ยวกับการอักเสบให้เคลื่อนที่ไปยังบริเวณที่มีการอักเสบและเหนี่ยวนำให้อวัยวะเกิดความเสียหาย (Kono et al., 2004) MCTs จึงยับยั้งการแทรกตัวและการทำงานของเซลล์ที่เกี่ยวกับการอักเสบภายในลำไส้ ซึ่งจะนำไปสู่การลดลงของไซโตไคน์ที่ทำให้เกิดการอักเสบระหว่างการเกิดสารพิษภายในกระแสเลือดอันเนื่องมาจาก LPS ได้

MCTs สามารถเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการผลิตไซโตไคน์ชนิดที่ทำให้เกิดการอักเสบ โดยการยับยั้งการทำงานของ transcription factor เช่น NF-kB ซึ่งควบคุมการทำงานของยีนที่ผลิต TNF-(, IL-1( และ IL-6 โดย NF-kB ถูกกระตุ้นการทำงานโดยกระบวนการฟอสโฟริเลชันของ protein kinase C และทำให้เกิดการแยกตัวของ inhibitory subunit ทำให้ NF-kB สามารถทำงานได้ (Sadeghi et al., 1999) MCTs สามารถยับยั้งการทำงานของ NF-kB โดยการเพิ่มปริมาณของ IkB-( ทำให้ NF-kB ไม่สามารถทำงานได้ และส่งผลให้ปริมาณ TNF-( และ Cox-2 (cyclooxygenase-2) ที่ตอบสนองต่อสารพิษภายในร่างกาย (endotoxin) ลดลงด้วย (Nanji et al., 2001)

ในร่างกายมีไซโตไคน์หลายชนิดที่มีส่วนในการกระตุ้นการผลิต IgA เช่น TGF-( (transforming growth factor-() และ IL-4 กระตุ้นให้ IgM เปลี่ยนเป็น IgA ส่วน IL-5 และ IL-6 ช่วยในการเพิ่มการคัดหลั่ง IgA และ IL-10 ช่วย TGF-( ในการเพิ่มประสิทธิภาพการเปลี่ยน IgM เป็น IgA ด้วย (Macpherson et al., 2001) เมื่อเกิดการอักเสบ ไซโตไคน์จะถูกผลิตขึ้นในชั้นเยื่อเมือกของลำไส้ IL-6 เป็นไซโตไคน์ที่สำคัญที่มีผลต่อเนื้อเยื่อลำไส้และอวัยวะอื่นๆ เพราะเป็นไซโตไคน์ที่ตอบสนองต่อการอักเสบในกรณีที่ร่างกายมีสารพิษหรือเชื้อโรคในกระแสเลือด IL-6 อาจเป็นได้ทั้งไซโตไคน์ที่ทำให้เกิดการอักเสบหรือยับยั้งการอักเสบได้ เมื่ออยู่ในสภาวะที่แตกต่างกัน ในกรณีที่การอักเสบไม่ถูกควบคุม ระดับของ IL-6 ที่สูงจะทำให้เกิดการป่วยและตายได้ (Damas et al., 1992) นอกจากนี้ IL-6 ในเยื่อบุผิวยังควบคุมการสังเคราะห์ acute phase protein ของเซลล์ลำไส้ การสังเคราะห์โปรตีนในเยื่อเมือก และการผลิต sIgA ภายในลำไส้ (Beagley et al., 1989) และเป็นตัวควบคุมการผลิต sIgA ของเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดบีใน Peyer’s patches ดังนั้นการเพิ่มขึ้นของ IL-6 ในลำไส้จึงทำให้เพิ่มจำนวนของ sIgA ในลำไส้ด้วย ส่วน IL-10 เป็นไซโตไคน์ที่ผลิตได้ทั้ง Th1 และ Th2 ซึ่งเป็นตัวควบคุมซึ่งกันและกัน ซึ่งถ้า Th1 มีการผลิต IL-10 จำนวนมาก จะไปยับยั้งการทำงานของ Th2 ทำให้ Th1 มีการผลิตไซโตไคน์ชนิดที่ทำให้เกิดการอักเสบเพิ่มขึ้น แต่ถ้า Th2 มีการผลิต IL-10 ออกมามาก ก็จะยับยั้งการทำงานของ Th1 ทำให้ Th2 มีการผลิตไซโตไคน์ชนิดยับยั้งการอักเสบเพิ่มขึ้น Kono et al. (2004) พบว่าหลังจากฉีด LPS ในหนูที่ได้รับ MCTs จะมีการทำงานของยีนที่ควบคุมการผลิต IL-10 เพิ่มขึ้นทั้งใน Peyer’s patches และในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม ดังนั้น MCTs จึงมีผลให้มีการผลิต IgA เพิ่มมากขึ้น ซึ่งอาจช่วยลดการตอบสนองต่อการอักเสบและป้องกันการเกิดสารพิษภายในลำไส้ได้ 


2.  การศึกษาผลทางด้านสุขภาพลำไส้ของลูกสุกรหย่านม 

 ในการศึกษาผลทางด้านสุขภาพลำไส้ของลูกสุกรหย่านมในการทดลองนี้ เน้นในส่วนของความสูงของวิลไล ความลึกของคริปท์ สัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ และจำนวนเซลล์หลั่งเมือกที่อยู่ในเนื้อเยื่อของลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียม และลำไส้ใหญ่ ซึ่งให้ผลดังนี้

2.1  ผลของการเสริม MCTs ต่อความสูงวิลไลในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียม

 ผลของการเสริม MCTs ต่อความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม พบว่าความสูงของวิลไลของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่สุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ามีความสูงของวิลไลแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความสูงของวิลไลสูงที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มควบคุมมีความสูงของวิลไลลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และกลุ่มที่เสริม MCTs ความสูงของวิลไลมีแนวโน้มลดลง (P=0.0633) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบความแตกต่างระหว่างการฉีดน้ำเกลือและ LPS (ตารางที่ 10)

ตารางที่ 10  ผลของการเสริม MCTs ต่อความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมของสุกรหย่านม

ที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		ความสูงของวิลไลในเจจูนัม (ไมโครเมตร)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		
429.77±36.76ค


		330.29±19.67ข,ง

		0.0137



		2. MCTs 0.32%

		382.78±16.54

		328.82±22.28ข

		0.0633



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		433.27±23.00

		402.57±15.94ก

		0.3495



		P-value

		0.2458

		0.0071

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image24.wmf]±


 standard error)

ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ(P<0.01)

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05)


*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม พบว่าสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือทุกกลุ่มการทดลองมีความสูงของวิลไลแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่สุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ามีความสูงของวิลไลแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีความสูงของวิลไลลดลงอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความสูงของวิลไลลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับการฉีดน้ำเกลือ (ตารางที่ 11)


ตารางที่ 11  ผลของการเสริม MCTs ต่อความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS

		สูตรอาหาร

		ความสูงของวิลไลในอิเลียม (ไมโครเมตร)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		387.09±19.01ค

		246.91±7.15ข,ง

		<.0001



		2. MCTs 0.32%

		388.73±10.52ค

		319.45±12.08ก,ง

		<.0001



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		375.10±22.92ค

		324.70±8.89ก,ง

		0.0332



		P-value

		0.8435

		<.0001

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean
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 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05)


*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า

การเสริมสารปฏิชีวนะในอาหารสุกรหย่านม ส่งผลให้ทั้งลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียมมีความสูงของวิลไลเพิ่มขึ้น เนื่องจากการใช้สารปฏิชีวนะมีผลในการลดการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรียทั้งที่เป็นประโยชน์และเป็นโทษ สามารถเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของเยื่อบุผิวของลำไส้เล็ก เช่น เพิ่มความสูงของวิลไล และลดความลึกของคริปท์ ซึ่งทำให้เพิ่มการใช้ประโยชน์ได้ของสารอาหารและเพิ่มการทำงานของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น ลดจำนวนเซลล์ลิมโฟไซท์ภายในเยื่อบุผิวของลำไส้ จุลินทรีย์ในลำไส้เล็กถูกยับยั้งการเจริญเติบโต เนื่องจากมีสารอาหารพวกกลูโคสและกรดอะมิโนไม่เพียงพอในกระบวนการเมทาบอลิสมภายในตัวจุลินทรีย์เอง ลำไส้จึงดูดซึมสารอาหารได้มากขึ้น ทำให้มีการเกิดใหม่ของเยื่อบุผิวภายในลำไส้มากขึ้นและทำให้วิลไลสูงขึ้น (Gaskins et al., 2002)


จากผลการทดลองพบว่าในภาวะติดเชื้อ (กลุ่มที่ฉีด LPS) สุกรทุกกลุ่มการทดลองมีความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียมลดลง เนื่องจาก LPS มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะภายในลำไส้ โดยทำให้วิลไลฝ่อลีบและความสูงลดลง มีการหลุดลอกออกของชั้นเยื่อบุผิวเพิ่มขึ้น แต่ไม่มีการแยกตัวของเซลล์เยื่อบุผิวของวิลไลจากฐานของลำไส้ (Iba et al., 1998) การที่ลำไส้ได้รับสารพิษจากแบคทีเรียอันเนื่องมาจากการติดเชื้อรุนแรง และการมีสารพิษในกระแสเลือดนั้น อาจทำให้เยื่อบุผิวของลำไส้เกิดบาดแผลและถูกทำลายได้ สารพิษจากแบคทีเรียสามารถเข้าสุ่ลำไส้ได้ง่ายขึ้น ทำให้เยื่อบุผิวภายในลำไส้ถูกทำลาย และทำให้สารพิษสามารถเข้าไปในกระแสเลือดได้ ส่งผลให้แบคทีเรียมีการกระจายสารพิษภายในร่างกายและเกิดการช็อคจากสารพิษได้ (O’Dwyer et al., 1988) เมื่อร่างกายได้รับสารพิษ จะเกิดการหดตัวของหลอดเลือด ทำให้การไหลเวียนโลหิตลดลง โดยการลดลงนี้จะขึ้นอยู่กับปริมาณของเชื้อและเวลาภายหลังจากการได้รับเชื้อ การลดลงของการไหลเวียนโลหิตในผนังลำไส้ก่อให้เกิดการขาดเลือดไปหล่อเลี้ยงเยื่อบุลำไส้ มีผลให้เกิดการลดลงของการไหลเวียนโลหิตภายในวิลไล ขาดออกซิเจนมาเลี้ยงบริเวณปลายของวิลไล ทำให้วิลไลฝ่อลีบและไม่เจริญเติบโต ดังนั้นการป้องกันการหดตัวของหลอดเลือดภายในวิลไล และการรักษาระดับการไหลเวียนของเลือดในวิลไล อาจมีผลดีในภาวะที่ร่างกายเกิดโลหิตเป็นพิษได้ (Schmidt et al., 1996)


หลังจากที่ฉีด LPS พบว่ากลุ่มที่เสริม MCTs และ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความสูงของวิลไลมากกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ แม้ว่าทุกกลุ่มการทดลองมีความสูงวิลไลลดลงเมื่อเทียบกับการฉีดน้ำเกลือก็ตาม ซึ่งสอดคล้องกับ Iba et al. (1998) พบว่าหลังการฉีด LPS หนูที่กินอาหารเสริม MCTs ไม่มีการถูกทำลายของลำไส้ แต่มีความสูงของวิลไลลดลงเล็กน้อย และสอดคล้องกับ Hinton et al. (1998) พบว่าการเสริม MCTs ทำให้ความสูงของวิลไลเพิ่มขึ้น เนื่องจาก MCTs สามารถป้องกันการแคระแกร็นและการฝ่อลีบของวิลไล รวมถึงป้องกันการทำงานที่ผิดปกติของภูมิคุ้มกันได้ MCTs ถูกออกซิไดซ์ได้อย่างรวดเร็วได้เป็นอะซิติลโคเอจำนวนมาก ร่างกายจึงเปลี่ยนอะซิติลโคเอเป็น (-hydroxybutyrate ซึ่งเป็นคีโตนบอดีที่สามารถใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์ลำไส้ และป้องกันการฝ่อลีบของวิลไลได้ Decuypere and Dierick (2003) พบว่าการเสริม MCTs ทำให้เพิ่มการเกิดใหม่ของเซลล์เยื่อบุผิวของลำไส้ส่วนต้นในหนู เนื่องจากผลของ MCFAs ต่อโครงสร้างของลำไส้ที่สามารถเพิ่มโครงสร้างและหน้าที่ของเซลล์ลำไส้ เพิ่มการกระตุ้นการทำงานของเซลล์คริปท์และเอนไซม์บริเวณ brush bordor เพิ่มความสามารถในการดูดซึม และเป็นแหล่งของอะซิเตดที่เป็นพลังงานให้กับเซลล์ลำไส้ โดยเป็นแหล่งพลังงานที่เหมาะสมมากกว่า LCFA สำหรับเซลล์เยื่อบุผิวในการรักษาผู้ป่วยโรคลำไส้อักเสบเรื้อรัง (Crohn’s disease) (Guillot et al., 1993) 

การเสริม MCTs ในอาหาร สามารถช่วยรักษาสมดุลไนโตรเจนในร่างกาย ช่วยเพิ่มปริมาณกรดไขมันอิสระ และคีโตนบอดีในกระแสเลือด เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานในช่วงที่ร่างกายมีความต้องการพลังงานเพิ่มมากขึ้น ซึ่งคีโตนบอดีเป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์ลำไส้ได้ดี (Iba et al., 1998) MCTs ยังมีประสิทธิภาพในการช่วยการดูดซึมของกรดอะมิโนภายในเจจูนัม และอาจสนับสนุนให้มีการสังเคราะห์โปรตีนภายในเซลล์เพิ่มขึ้น แต่ MCTs มีผลเฉพาะในส่วนของลำไส้เล็กส่วนต้นเท่านั้น เพราะ MCTs มีความสามารถในการดูดซึมได้ดี ถูกย่อยโดยเอนไซม์ไลเปส และดูดซึมโดยเยื่อบุลำไส้อย่างรวดเร็ว มีผลให้มีปริมาณกรดไขมันอิสระในเยื่อบุลำไส้มากขึ้น ซึ่งสามารถถูกออกซิไดส์และกลายเป็นพลังงานได้ทันที (Czemichow et al., 1996) จากการทดลองจึงพบว่าในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมมีความสูงของวิลไลสูงกว่าในส่วนของอิเลียม การที่ MCTs มีผลต่ออิเลียมเพียงเล็กน้อย อาจสัมพันธ์กับการดูดซึมที่รวดเร็วของ MCTs ในส่วนของลำไส้ส่วนเจจูนัม จึงทำให้อิเลียมมีความสูงของวิลไลต่ำกว่าในเจจูนัม ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อบุผิวลำไส้ที่มีขนาดลดลง จึงมีผลมาจากปริมาณสิ่งย่อยในทางเดินอาหารที่ลดลงนั่นเอง

2.2  ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียมและลำไส้ใหญ่

 ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม พบว่าความลึกของคริปท์ของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มควบคุมมีความลึกของคริปท์ต่ำที่สุด ส่วนสุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่าความลึกของคริปท์มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P=0.0577) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความลึกของคริปท์สูงที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีความลึกของคริปท์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และกลุ่มควบคุมมีความลึกของคริปท์มีแนวโน้มลดลง (P=0.0973) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบความแตกต่างระหว่างการฉีดน้ำเกลือและการฉีด LPS (ตารางที่ 12)

ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม พบว่าความลึกของคริปท์ของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่สุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ามีความลึกของคริปท์มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.1281) และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่าทุกกลุ่มการทดลองมีความลึกของคริปท์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ (ตารางที่ 13)


ตารางที่ 12  ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		ความลึกของคริปท์ในเจจูนัม (ไมโครเมตร)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		160.93±12.36ข

		134.75±9.32

		0.0973



		2. MCTs 0.32%

		202.84±10.09ก,ค

		153.19±23.69ง

		0.0303



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		187.62±11.04กข

		171.99±9.33

		0.4048



		P-value

		0.0331

		0.0577

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

[image: image27.wmf]±


 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image28.wmf]±


 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05)


*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า

ตารางที่ 13  ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		ความลึกของคริปท์ในอิเลียม (ไมโครเมตร)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		
213.34±13.56ค


		139.04±7.02ง

		<.0001



		2. MCTs 0.32%

		187.54±8.31ค

		130.57±5.54ง

		<.0001



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		198.76±15.05ค

		147.82±5.31ง

		0.0012



		P-value

		0.3290

		0.1281

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image30.wmf]±


 standard error)


ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า


ตารางที่ 14  ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้ใหญ่ของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		ความลึกของคริปท์ในลำไส้ใหญ่ (ไมโครเมตร)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		220.07±9.81ข

		203.23±14.47ข

		0.4082



		2. MCTs 0.32%

		264.27±8.92ก

		239.09±9.70ก

		0.0986



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		246.12±7.38ก

		244.72±6.98ก

		0.8908



		P-value

		0.0021

		0.0215

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

[image: image31.wmf]±


 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image32.wmf]±


 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ(P<0.05) 

*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้ใหญ่ (ตารางที่ 14) พบว่าความลึกของคริปท์ของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.01) เช่นเดียวกับสุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ามีความลึกของคริปท์แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มเสริม MCTs และกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความลึกของคริปท์สูงที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่าทุกกลุ่มการทดลองมีความลึกของคริปท์แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ 


ในภาวะร่างกายปกติ (กลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ) พบว่ากลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีความลึกของคริปท์ในเจจูนัมสูงที่สุด แต่ในภาวะร่างกายติดเชื้อ (กลุ่มที่ฉีด LPS) กลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความลึกของคริปท์มีแนวโน้มสูงกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะหรือ MCTs เพียงอย่างเดียว แต่ไม่แตกต่างจากภาวะปกติ อาจเนื่องจากในภาวะร่างกายปกติ MCTs มีการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ภายในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมอยู่ก่อนแล้ว อีกทั้งส่วนเจจูนัมยังเป็นส่วนที่มีการย่อยและดูดซึม MCTs มากที่สุด ทำให้เมื่ออยู่ภาวะติดเชื้อ เซลล์ลำไส้จึงสามารถเกิดการแบ่งเซลล์ได้ตามปกติ แต่สำหรับในกลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ พบว่าความลึกของคริปท์มีแนวโน้มลดลง เมื่อเทียบกับภาวะที่ร่างกายปกติ แสดงว่าสารปฏิชีวนะไม่สามารถกระตุ้นให้ลำไส้มีการแบ่งเซลล์ได้ ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมพบว่าในภาวะปกติ สุกรทุกกลุ่มการทดลองมีความลึกของคริปท์ไม่แตกต่างกัน อาจเนื่องจากลำไส้ส่วนอิเลียมมีการดูดซึม MCTs ลดลง เซลล์จึงไม่มีพลังงานเพิ่มเติมเพื่อใช้ในการแบ่งเซลล์ ส่วนในภาวะติดเชื้อพบว่าสุกรทุกกลุ่มการทดลองมีความลึกของคริปท์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับภาวะร่างกายปกติ เนื่องจาก LPS มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะภายในลำไส้ ทำให้มีการหลุดลอกของชั้นเยื่อบุผิวเพิ่มขึ้น (Iba et al., 1998) และเกิดการบีบตัวของหลอดเลือด ทำให้การไหลเวียนโลหิตภายในวิลไลลดลง ขาดเลือดไปหล่อเลี้ยงเซลล์ลำไส้ (Schmidt et al., 1996) ทำให้ลำไส้มีการแบ่งเซลล์ลดลง จึงมีความลึกของคริปท์ลดลงด้วย ส่วนลำไส้ใหญ่ในภาวะติดเชื้อ พบว่า LPS ไม่มีผลต่อการแบ่งตัวของเซลล์ลำไส้ โดยทุกกลุ่มการทดลองมีความลึกของคริปท์ไม่แตกต่างจากภาวะร่างกายปกติ เนื่องจากลำไส้ใหญ่นั้นอาจมีการหมักส่วนของเยื่อใยบางชนิดได้เป็นกรดไขมันระเหยง่าย (volatile fatty acids) ซึ่งสามารถใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์ลำไส้เช่นเดียวกับ MCTs มีผลให้เซลล์ลำไส้มีพลังงานเพียงพอที่จะสร้างเซลล์ใหม่เพิ่มขึ้น ทำให้ทั้งในภาวะปกติและภาวะติดเชื้อพบว่ากลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสยังคงมีความลึกของคริปท์ในลำไส้ใหญ่มากกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ

จากผลการทดลองพบว่ากลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและลำไส้ใหญ่มากกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ เนื่องจาก MCTs สามารถดูดซึมได้ดีในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม จึงเป็นแหล่งพลังงานที่ดีให้กับเซลล์ลำไส้ ทำให้เซลล์ลำไส้มีการเจริญเติบโต และมีการสร้างเซลล์ใหม่ขึ้นอยู่ตลอดเวลา สอดคล้องกับ Czemichow et al. (1996) พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับ MCTs มีความลึกของคริปท์ในเจจูนัมเพิ่มขึ้น มีการเกิดใหม่ของเซลล์เพิ่มขึ้น มีอัตราการเคลื่อนย้ายของเซลล์จากส่วนของคริปท์มายังส่วนของปลายวิลไลมากขึ้น ทำให้มีความสูงของวิลไลมากขึ้น ผลจากการที่ MCTs และกรดไขมันระเหยง่ายสามารถดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดของลำไส้ใหญ่ จึงทำให้มีการลำเลียงกรดไขมันไปยังลำไส้เล็กได้ ทั้งลำไส้เล็กและลำไส้ใหญ่จึงมีการแบ่งเซลล์และเจริญเติบโต และมีความสูงของวิลไลและความลึกของคริปท์เพิ่มขึ้น (Sakata, 1987) Jørgensen et al. (2001) พบว่าลำไส้ใหญ่ของสัตว์และมนุษย์มีความสามารถในการดูดซึม MCFAs ได้ดี เยื่อบุผิวของลำไส้ใหญ่สามารถเกิดกระบวนการเมทาบอลิซึมและขนส่ง MCFAs ได้ โดยออกทาโนเอด (C8) และเดคาโนเอด (C10) ถูกออกซิไดส์ได้เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งจะนำไปผลิตเป็นบิวทีเรท และใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์ลำไส้ใหญ่ได้ การดูดซึม MCFAs ของเซลล์ลำไส้ใหญ่ สามารถใช้เป็นแหล่งพลังงานได้ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ของพลังงานทั้งหมดที่ร่างกายสัตว์ต้องการ โดย MCFAs มีการดูดซึม และมีกระบวนการเมทาบอลิซึมในลำไส้ใหญ่ได้มีประสิทธิภาพมากกว่า SCFAs หรือ LCFAs หลายเท่า ดังนั้นการให้ MCTs ทดแทน LCTs ในผู้ป่วยจึงช่วยลดการทำงานของลำไส้เล็กลงได้ และใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์เยื่อบุผิวลำไส้ และเป็นสารอาหารเพื่อใช้บำรุงรักษาเนื้อเยื่อให้มีสุขภาพดีและเพื่อซ่อมแซมเนื้อเยื่อที่ถูกทำลายได้ (Jørgensen et al., 2002)

คริปท์เป็นตำแหน่งที่มีการสร้างเซลล์ใหม่ในเยื่อบุผิวลำไส้ เมื่อมีการสร้างเซลล์ใหม่ ก็จะมีการผลัดเซลล์เก่า (turn-over) ของเยื่อบุผิวของลำไส้บริเวณวิลไลออกไป การผลัดเซลล์อย่างรวดเร็วของเยื่อบุผิวมิวโคซาของลำไส้นั้น เป็นกลไกควบคุมการคงสภาพ (homeostatic mechanism) ของเยื่อบุผิวให้เป็นปกติ และเพิ่มเซลล์ดูดซึม จึงมีผลให้การดูดซึมสารอาหารเพิ่มขึ้น โดยไม่มีผลกระทบต่อโครงสร้างของเยื่อบุผิวลำไส้ (Potten, 1977) ดังนั้นการเสริม MCTs ในอาหารสามารถเพิ่มความลึกของคริปท์ได้ จึงมีผลให้เซลล์ลำไส้สามารถเจริญเติบโตและดูดซึมสารอาหารเพื่อใช้ในการเจริญเติบโตของร่างกายได้

2.3  ผลของการเสริม MCTs ต่อสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียม

 ผลของการเสริม MCTs ต่อสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม พบว่าสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs มีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ต่ำที่สุด แต่สุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ามีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มที่เสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบความแตกต่างของสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ระหว่างการฉีดน้ำเกลือและการฉีด LPS (ตารางที่ 15)

ตารางที่ 15  ผลของการเสริม MCTs ต่อสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS

		สูตรอาหาร

		สัดส่วนวิลไล:คริปท์ในเจจูนัม 

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		2.83±0.27ก

		2.55±0.14

		0.3261



		2. MCTs 0.32%

		 2.01±0.15ข,ง

		2.70±0.35ค

		0.0432



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		2.42±0.24กข

		2.52±0.13

		0.7378



		P-value

		0.0212

		0.8178

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image34.wmf]±


 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05)


*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม พบว่าสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่สุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ามีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มควบคุมมีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ต่ำที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในทุกกลุ่มการทดลองมีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ (ตารางที่ 16)


ตารางที่ 16  ผลของการเสริม MCTs ต่อสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมของสุกรหย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS

		สูตรอาหาร

		สัดส่วนวิลไล:คริปท์ในอิเลียม

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		2.05±0.11

		1.94±0.10ข

		0.4629



		2. MCTs 0.32%

		2.36±0.11

		2.58±0.12ก

		0.1705



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		2.12±0.13

		2.33±0.15ก

		0.2897



		P-value

		0.1315

		0.0029

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean
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 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


*  10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ กำลังขยาย 200 เท่า

จากผลการทดลองพบว่าสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมและอิเลียมมีค่าใกล้เคียงกัน แสดงว่าการเจริญของเยื่อบุผิวของวิลไลและคริปท์เป็นไปในอัตราส่วนที่สัมพันธ์กัน เนื่องจากผลของ LPS ที่ทำให้การไหลเวียนโลหิตภายในลำไส้ลดลง จึงทำให้ทั้งวิลไลและคริปท์มีการฝ่อลีบพร้อมกัน ภาวะติดเชื้อ LPS จึงไม่มีผลต่อสัดส่วนความสูงของวิลไลต่อความลึกของคริปท์ แต่กลุ่มที่เสริม MCTs และ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสยังคงมีสัดส่วนของความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์สูงกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ ซึ่งสอดคล้องกับ Decuypere and Dierick (2003) พบว่าการเสริม MCTs สามารถเพิ่มสัดส่วนระหว่างความสูงวิลไลต่อความลึกของคริปท์ และลดจำนวนของเซลล์ลิมโฟไซท์ภายในชั้นเยื่อบุผิวได้ จึงชี้ให้เห็นถึงสุขภาพของเยื่อเมือกที่ดี เนื่องจาก MCTs สามารถลดการระคายเคืองและการเกิดสารพิษภายในเนื้อเยื่อที่เกิดจากเชื้อโรคโดยเฉพาะแบคทีเรีย นอกจากนี้ MCFAs ยังไม่มีผลต่อการดื้อยาของเชื้อโรค หรือมีผลต่ำมากเมื่อเทียบกับการใช้สารปฏิชีวนะ โดย MCFAs สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการเพิ่มจำนวนของเชื้อโรค เช่น E. coli, Salmonella, Serpulina, Clostridium เป็นต้น 


2.4  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือก (goblet cell) ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม อิเลียม และลำไส้ใหญ่

ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม พบว่าจำนวนเซลล์หลั่งเมือกของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มที่เสริม MCTs มีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกสูงที่สุด เช่นเดียวกับสุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่าจำนวนเซลล์หลั่งเมือกแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มควบคุมมีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มที่เสริม MCTs และกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบความแตกต่างของจำนวนเซลล์หลั่งเมือกระหว่างการฉีดน้ำเกลือและการฉีด LPS (ตารางที่ 17)

ตารางที่ 17  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมของสุกร

หย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		 สูตรอาหาร

		เซลล์หลั่งเมือกในเจจูนัม (เซลล์/1 ฟิลล์*)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		28.28±1.05ค,จ

		44.86±1.23ข,ง

		<.0001



		2. MCTs 0.32%

		46.58±1.81ก

		49.86±2.03ก

		0.2486



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		40.02±1.43ข

		37.50±1.10ค

		0.1668



		P-value

		<.0001

		<.0001

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean
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 standard error)

ก ข ค อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 

ง จ อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


* 1 ฟิลล์ของกล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม พบว่าจำนวนเซลล์หลั่งเมือกของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) เช่นเดียวกับสุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่าจำนวนเซลล์หลั่งเมือกแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในทุกกลุ่มการทดลองมีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ (ตารางที่ 18)

ตารางที่ 18  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมของสุกร

หย่านมที่ได้รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		เซลล์หลั่งเมือกในอิเลียม (เซลล์/1 ฟิลล์*)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		46.39±2.18

		43.52±3.81

		0.4894



		2. MCTs 0.32%

		46.63±2.48

		51.00±6.26

		0.4463



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		51.13±2.52

		54.09±1.95

		0.3664



		P-value

		0.3026

		0.1605

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
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 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image40.wmf]±


 standard error)

* 1 ฟิลล์ของกล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า

ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้ใหญ่ (ตารางที่ 19) พบว่าจำนวนเซลล์หลั่งเมือกของสุกรกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่สุกรกลุ่มที่ฉีด LPS พบว่ากลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีแนวโน้มในจำนวนเซลล์หลั่งเมือกเพิ่มขึ้น (P=0.0793) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และเมื่อเปรียบเทียบผลของการฉีดน้ำเกลือและ LPS พบว่ากลุ่มสุกรที่ฉีด LPS ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เสริม MCTs มีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ ส่วนกลุ่มที่เสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสไม่พบความแตกต่างของจำนวนเซลล์หลั่งเมือกระหว่างการฉีดน้ำเกลือและการฉีด LPS 


ตารางที่ 19  ผลของการเสริม MCTs ต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้ใหญ่ของสุกรหย่านมที่ได้ รับน้ำเกลือและ LPS


		สูตรอาหาร

		เซลล์หลั่งเมือกในลำไส้ใหญ่ (เซลล์/1 ฟิลล์*)

		P-value



		

		น้ำเกลือ

		LPS

		



		1. สารปฏิชีวนะ (Quixalud 200 ppm)

		37.70±2.03ก,ค

		29.79±2.20ง

		0.0110



		2. MCTs 0.32%

		33.90±1.49กข,ค

		26.67±1.68ง

		0.0032



		3. MCTs 0.32% + ไลเปส 100 ppm

		30.28±1.60 ข

		32.64±1.70

		0.3176



		P-value

		0.0141

		0.0793

		





หมายเหตุ  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

[image: image41.wmf]±


 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean

[image: image42.wmf]±


 standard error)


ก ข อักษรที่ต่างกันในแนวตั้งเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.05) 

ค ง อักษรที่ต่างกันในแนวนอนเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)


* 1 ฟิลล์ของกล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า

ในภาวะร่างกายปกติ (กลุ่มที่ฉีดน้ำเกลือ) พบว่ากลุ่มที่เสริม MCTs และ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมสูงกว่ากลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะ แต่ในภาวะติดเชื้อ (กลุ่มที่ฉีด LPS) กลุ่มที่เสริมสารปฏิชีวนะมีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับในภาวะปกติ เนื่องจากผลของ LPS ที่ไปกระตุ้นให้มีการสร้างเซลล์หลั่งเมือกเพิ่มขึ้น แต่ผลของ LPS นี้ไม่มีผลกับกลุ่มที่เสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส อาจเพราะในภาวะปกติ การเสริม MCTs มีผลไปกระตุ้นการสร้างเซลล์หลั่งเมือกให้มีจำนวนมากอยู่แล้ว เมื่อมีการติดเชื้อจึงไม่พบการเพิ่มของเซลล์หลั่งเมือกอีก ส่วนลำไส้เล็กส่วนอิเลียมไม่พบความแตกต่างระหว่างภาวะปกติและภาวะติดเชื้อ และพบว่าทุกกลุ่มการทดลองมีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกใกล้เคียงกัน ในลำไส้ใหญ่พบว่าการเสริม MCTs ไม่มีผลต่อจำนวนเซลล์หลั่งเมือกทั้งในภาวะปกติและภาวะติดเชื้อ การที่ MCTs ไม่มีผลต่อการเพิ่มจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่นั้น อาจเนื่องจากความสามารถในการดูดซึม MCTs ไม่เท่ากัน โดยลำไส้ส่วนต้นมีความสามารถในการดูดซึม MCTs ได้ดีที่สุด 

จากการทดลองพบว่า MCTs สามารถเพิ่มจำนวนของเซลล์หลั่งเมือกภายในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมเท่านั้น สอดคล้องกับ Kono et al. (2003) พบว่า MCTs สามารถเพิ่มจำนวนของเซลล์หลั่งเมือกและความยืดยาวของเซลล์เยื่อบุลำไส้ในลำไส้เล็ก เนื่องจาก MCTs ถูกดูดซึมจากลำไส้เล็กส่วนดูโอดีนัมและเจจูนัมได้ดี โดยไม่ต้องอยู่ในรูปไมเซลล์ และถูกย่อยได้อย่างรวดเร็วโดยเอนไซม์ไลโปโปรตีนไลเปสในพลาสมา ทำให้เซลล์ลำไส้สามารถใช้ MCTs เป็นแหล่งพลังงาน และอาจมีผลต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์หลั่งเมือกได้ ซึ่งก็ยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัด 

เซลล์หลั่งเมือกทำหน้าที่สังเคราะห์และหลั่งเมือก (mucus) ซึ่งประกอบด้วยไกลโคโปรตีนที่เรียกว่ามิวซิน (mucin) (Neutra and Forstner, 1987) เพื่อใช้ในการปกคลุมเซลล์เยื่อบุผิว สิ่งแปลกปลอม แบคทีเรีย และไวรัสจะถูกจับไว้ที่ชั้นเยื่อเมือก และถูกขับออกโดยการหดตัวของกล้ามเนื้อของลำไส้ ในชั้นเยื่อเมือกนี้สามารถพบ sIgA โดยจับกับจุลินทรีย์เพื่อป้องกันไม่ให้จุลิน ทรีย์เกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผิวของลำไส้ (Mayer, 2003) และมีหน้าที่จับกับแอนติเจนและแสดงแอนติเจนต่อเซลล์ลิมโฟไซท์เพื่อนำไปทำลายและสามารถกระตุ้นการผลิตแอนติบอดีได้ด้วย จำนวนของเซลล์หลั่งเมือกเป็นปัจจัยหนึ่งที่สามารถเปลี่ยนแปลงความสูงของวิลไลและความลึกของคริปท์ในลำไส้เล็ก ซึ่งมีผลโดยตรงกับการเจริญเติบโตของเซลล์หลั่งเมือกด้วย เซลล์เยื่อเมือกถูกเปลี่ยนแปลงมาจากเซลล์ต้นกำเนิดที่อยู่ชั้นลึกสุดของคริปท์ในลำไส้ เมื่อเจริญเต็มที่จะเคลื่อนย้ายมายังส่วนของปลายวิลไล และหลุดลอกออกไปในที่สุด (Dunsford et al., 1991) ระหว่างที่เซลล์เคลื่อนจากคริปท์ไปตามแนวของวิลไล จะมีการเปลี่ยนพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่ทำหน้าที่จำเพาะแต่ละด้าน ซึ่งเซลล์หลั่งเมือกเป็นเซลล์ชนิดหนึ่งที่พัฒนาขึ้นมาเพื่อทำหน้าที่ในการคัดหลั่งมิวซินซึ่งมีผลในการยับยั้งการเกาะยึดของจุลินทรีย์ ปัจจัยที่สามารถกระตุ้นการหลั่งเมือกออกจากเซลล์หลั่งเมือก ได้แก่ การติดเชื้อของแบคทีเรีย ชนิดของจุลินทรีย์ที่อาศัยในทางเดินอาหาร สารพิษ และการรบกวนของปรสิต เป็นต้น (Brown et al., 2006) รวมถึงการเปลี่ยนแปลงจำนวนจุลินทรีย์ด้วย ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของวิลไลต่อคริปท์ หรือการตอบสนองต่ออาหารของสัตว์ สามารถมีผลต่อจำนวนและปริมาณของมิวซินที่อยู่ภายในเซลล์ของลำไส้เล็กและลำไส้ใหญ่ได้ (Sharma et al., 1995) 

สรุปและข้อเสนอแนะ

สรุป


ผลของการเสริม Medium Chain Triglycerides (MCTs) ในอาหารต่อสมรรถภาพการผลิตของลูกสุกรหย่านม พบว่าการเสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีผลให้ลูกสุกรหย่านมมีอัตราการเจริญเติบโตมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.1281) และมีประสิทธิภาพการใช้อาหารมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.1350) เมื่อเปรียบเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะ 

การเสริม MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสในอาหารลูกสุกรหย่านมภายหลังจากการฉีด LPS มีผลทำให้ปริมาณของ IgA ในซีรัมของลูกสุกรเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะในอาหารลูกสุกรหย่านม การเสริม MCTs เพียงอย่างเดียวมีผลให้จำนวนเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในลำไส้ส่วนเล็กส่วนเจจูนัมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางยิ่งทางสถิติ (P<0.01) และการเสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสยังมีผลให้ปริมาณเซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม และลำไส้ใหญ่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะอีกด้วย



การเสริม MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสในอาหารลูกสุกรหย่านมในภาวะติดเชื้อ มีผลให้ความสูงของวิลไลในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) และความลึกของคริปท์มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.0577) เมื่อเทียบกับการเสริม MCTs เพียงอย่างเดียว หรือการเสริมสารปฏิชีวนะ ส่วนลำไส้เล็กส่วนอิเลียมพบว่าการเสริมทั้ง MCTs หรือ MCTs ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสมีผลให้ความสูงของวิลไลเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ความลึกของคริปท์มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น (P=0.1281) สัดส่วนของความสูงของวิลไลต่อความลึกของคริปท์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) และความลึกของคริปท์ของลำไส้ใหญ่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะ การเสริม MCTs มีผลให้ลำไส้เล็กส่วนเจจูนัมมีจำนวนเซลล์หลั่งเมือกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเทียบกับการเสริมสารปฏิชีวนะ แต่ไม่มีผลในการเพิ่มจำนวนเซลล์หลั่งเมือกในลำไส้เล็กส่วนอิเลียมและลำไส้ใหญ่


ดังนั้นการเสริม MCTs ในอาหารจึงสามารถทดแทนการเสริมสารปฏิชีวนะในอาหารสุกรหย่านมได้ และในการเสริม MCTs ควรเสริมเอนไซม์ไลเปสลงไปด้วย เพื่อให้ลูกสุกรมีระบบภูมิคุ้มกันและสุขภาพลำไส้ที่ดีขึ้น

ข้อเสนอแนะ


1.  เนื่องจาก LPS มีผลทำให้ร่างกายเกิดสารพิษในกระแสเลือด และกระตุ้นให้เกิดการอักเสบในร่างกายได้ ดังนั้นการฉีด LPS ให้ลูกสุกรหย่านม จึงควรใช้ปริมาณที่เหมาะสม โดยการทดลองครั้งนี้แนะนำให้ใช้ปริมาณ 75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมน้ำหนัก เพื่อไม่ให้เกิดอาการแพ้หรืออาการช็อคต่อสารพิษที่รับเข้าไปได้ 

2.  MCTs สามารถเพิ่มภูมิคุ้มกันและสุขภาพลำไส้ของลูกสุกรหย่านมได้ และเป็นสารต้านจุลชีพอีกด้วย เนื่องจากสัตว์แต่ละชนิดมีกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในร่างกายที่แตกต่างกัน ดังนั้นหากมีการศึกษาผลของการเสริม MCTs ในอาหารสัตว์ชนิดอื่นๆ ก็น่าจะเป็นผลดีต่อสัตว์เหล่านั้นด้วย 

3.  MCTs มีผลในการเพิ่มภูมิคุ้มกันและสุขภาพลำไส้ของลูกสุกรหย่านม เนื่องจากลูกสุกรหย่านมอยู่ในภาวะเครียดจากการเปลี่ยนอาหารและการแยกจากแม่ ทำให้ร่างกายอ่อนแอ ดังนั้นการเสริม MCTs ในลูกสุกรหย่านมจึงให้ประสิทธิภาพที่ดี แต่หากเสริม MCTs ในสุกรช่วงอายุอื่นๆ ที่ไม่มีภาวะเสี่ยงต่อการติดเชื้อโรค อาจทำให้ร่างกายมีการใช้สารอาหารเพื่อนำมาตอบสนองภูมิคุ้มกัน ทำให้ร่างกายได้รับสารอาหารลดลง เนื่องจาก MCTs มีฤทธิ์ในการปรับการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันนั่นเอง
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การตรวจหา Immunoglobulin A ในซีรัมโดยใช้ pig IgA ELISA quantitation kit


อุปกรณ์และสารเคมี

1.  Nunc C bottom Immunoplate 96 well


2.  multichalnel pipet


3.  microplate reader


4.  incubater


5.  pig IgA ELISA quantitation kit

6.  กระติกน้ำแข็ง

7.  น้ำแข็ง

การเตรียม solution และ reagents


1.  เตรียม Coating Buffer ใช้ 0.05 M Carbonate-Bicarbonate ที่ pH 9.6

2.  เตรียม Wash Solution ใช้ 50 mM Tris และ 0.14 M NaCl ละลายในน้ำกลั่น และเติม 0.05% Tween 20 จากนั้นปรับให้ได้ pH 8.0

3.  เตรียม Blocking (Postcoat) Solution ใช้ 50 mM Tris และ 0.14 M NaCl ละลายในน้ำกลั่น และเติม 1% BSA (Bovine Serum Albumin) จากนั้นปรับให้ได้ pH 8.0

4.  เตรียม Sample/Conjugate Diluent ใช้ 50 mM Tris และ 0.14 M NaCl ละลายในน้ำกลั่นเติม 1% BSA (Bovine Serum Albumin) และเติม 0.05% Tween 20 จากนั้นปรับให้ได้ pH 8.0

5.  เตรียม Enzyme Substrate ใช้ TMB


6.  เตรียม Stopping Solution ใช้ 2 M H2SO4 


วิธีการวิเคราะห์

1.  การเคลือบด้วย Capture Antibody

-  กำหนดจำนวนของ well ที่ต้องการใส่ standards, samples, blanks หรือ control โดยมีการทำซ้ำด้วย 

-  เริ่มจากการเจือจาง 1 mcl capture antibody ใน 100 mcl Coating Buffer เพื่อเตรียมเคลือบใน well (ถ้าใช้ 32 well ให้เติม 34 mcl capture antibody ใน 3.4 ml Coating Buffer) ผสมให้เข้ากัน

-  ใช้ปิเปตดูด capture antibody solution ปริมาตร 100 µl ใส่ลงทุกหลุม และ incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

-  หลังจาก incubate เสร็จ ล้าง well เพื่อขจัด capture antibody solution ออกจาก well ให้หมดด้วย wash solution โดยเติม wash solution ลงในแต่ละ well ให้เต็ม แล้วเทออก ล้างทั้งหมด 3 ครั้ง

2.  การ Blocking (Postcoat)


-  เติม Blocking (Postcoat) solution ปริมาตร 200 µl ใส่ลงทุกหลุม และ incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที\

-  หลังจาก incubate เสร็จ ล้าง well เพื่อขจัด blocking (postcoat) solution ออกจาก well ให้หมด โดยใช้ wash solution ล้างทั้งหมด 3 ครั้ง

3.  การเตรียม standard และ sample


-  เจือจาง standard ใน sample diluent ดังตารางผนวกที่ 1 

-  เจือจาง sample โดยต้องมีความเข้มข้นอยู่ในช่วงของ standard (อัตราส่วน 1:100) โดยเจือจางใน blocking (postcoat) solution 


-  ใช้ปิเปตดูด standard หรือ sample ปริมาตร 100 µl ลงในหลุมที่กำหนดไว้

-  Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ ล้าง well เพื่อขจัด standard และ sample ออกจาก well ให้หมด โดยใช้ wash solution ล้างทั้งหมด 5 ครั้ง

ตารางผนวกที่ 1  การเจือจาง standard สำหรับวิเคราะห์หา Immunoglobulin A


		step

		ng/ml

		calibrator

		Sample diluent



		1

		1000

		5 µl

		3.25 ml



		2

		500

		1 ml จาก step 1

		1 ml



		3

		250

		1 ml จาก step 2

		1 ml



		4

		125

		1 ml จาก step 3

		1 ml



		5

		62.5

		1 ml จาก step 4

		1 ml



		6

		31.25

		1 ml จาก step 5

		1 ml



		7

		15.625

		1 ml จาก step 6

		1 ml





4.  การเตรียม HRP Detection Antibody

-  เจือจาง HRP Conjugate ใน Conjugate Diluent โดยเริ่มเจือจางที่ 1:50,000 ซึ่งควรอยู่ในช่วง 1:10,000 ถึง 1:100,000

-  ใช้ปิเปตดูด HRP Conjugate ที่เจือจางแล้ว ปริมาตร 100 µl ลงในหลุมทุกหลุมIncubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ ล้าง well เพื่อขจัด HRP Conjugate ออกจาก well ให้หมด โดยใช้ wash solution ล้างทั้งหมด 5 ครั้ง

5.  การเตรียม Enzyme Substrate Reaction

-  เตรียม substrate solution ถ้าใช้ TMB เป็น substrate การอ่านค่าการดูดกลืนแสงให้ใช้ความยาวคลื่นแสงที่ 450 nm

-  ใช้ปิเปตดูด TMB ปริมาตร 100 µl ลงในหลุม Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-30 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ ทำการหยุดการเกิดปฏิกิริยา (stop TMB reaction) โดยเติม 2 M H2SO4 100 mcl ลงในแต่ละหลุม

การคำนวณ

อ่านผลด้วย ELISA Reader ที่ความยาวคลื่นแสง 450 nm และนำค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละตัวอย่างมาหาค่าเฉลี่ย แล้วทำการคำนวณหาปริมาณ IgA โดยใช้ program sigma plot 

การตรวจหา Immunohistochemistry ของ sIgA โดยใช้ LSAB+ Kit, HRP

อุปกรณ์และสารเคมี

1.  Goat anti-Pig IgA

2.  น้ำกลั่น

3.  กระดาษชำระ

4.  นาฬิกาจับเวลา

5.  Staining jars


6.  กล้องจุลทรรศน์

การเตรียม reagent


1.  เตรียม Wash Solution ใช้ 0.02 mol/L Phosphate Buffered Saline

2.  เตรียม Primary Antibody ใช้ Goat anti-Pig IgA 


3.  เตรียม Substrate-Chromogen Solution ใช้ Buffered Substrate 1 ml และ DAB Chromogen 1 หยด ผสมให้เข้ากัน ใช้เพียงพอสำหรับ 4-7 สไลด์ 

การเตรียมสไลด์เนื้อเยื่อ

1.  เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อแช่ใน 10% buffered formalin เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือใช้ตัวอย่างเนื้อเยื่อที่ฝังใน paraffin block แล้ว

2.  นำชิ้นเนื้อที่ผ่านการแช่น้ำยา 10% buffered formalin เป็นเวลาอย่างน้อย 6 ชั่วโมง มาผ่านกระบวนการ tissue processing ซึ่งประกอบไปด้วยการดึงน้ำออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) การกำจัดสารที่ใช้ดึงน้ำออก (clearing) และการทำให้อิ่มตัวด้วย paraffin (impregnation)

3.  นำชิ้นเนื้อจากข้อ 2 มาฝังใน paraffin 3-5 มิลลิลิตร แล้วทิ้งให้เย็น จะได้ชิ้นเนื้อใน paraffin block เรียกกระบวนการนี้ว่า embedding

4.  นำ paraffin block มาตัดด้วยเครื่อง microtome ให้เป็นแผ่นบาง 4 ไมครอน วางบนแผ่นสไลด์แก้วที่เคลือบด้วย 2% 3-aminopropyl triethoxy silane

5.  เก็บสไลด์ที่ได้ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส นานอย่างน้อย 1 วัน หรือ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที

6.  นำสไลด์แช่ใน xylene 3 ครั้งๆ ละ 2 นาที เพื่อละลาย paraffin ออกจากเนื้อเยื่อ

7.  นำสไลด์แช่ใน ethanol 100% 3 ครั้ง 95% 3 ครั้ง ครั้งละ 2 นาที เพื่อเป็นการ rehydration

8.  นำสไลด์ไปผ่านน้ำก๊อกไหลนาน 5 นาที

9.  นำสไลด์มาเป่าให้แห้งด้วยลมเย็นแล้วเขียนวงรอบแผ่นเนื้อเยื่อบนสไลด์ด้วยปากกา hydrophobic marker เพื่อสร้างวงกันไม่ให้น้ำยาที่จะหยดลงบนแผ่นเนื้อเยื่อไหลออก

วิธีการย้อมสไลด์

1.  Peroxide Block 

-  เช็ดน้ำรอบๆ ตัวอย่างเนื้อเยื่อให้หมด จากนั้นหยด 3% hydrogen peroxide ให้ท่วมตัวอย่าง

-  Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ เท hydrogen peroxide ออก นำสไลด์ไปแช่ใน Staining jars ที่มีน้ำกลั่นหรือ wash solution 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที

2.  Primary Antibody และ Negative Control Reagent

-  เช็ดน้ำรอบๆ ตัวอย่างเนื้อเยื่อให้หมด จากนั้นหยด Primary Antibody ให้ท่วมตัวอย่าง

-  Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ เท Primary Antibody ออก นำสไลด์ไปแช่ใน Staining jars ที่มี wash solution 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที

3.  Link


-  เช็ดน้ำรอบๆ ตัวอย่างเนื้อเยื่อให้หมด จากนั้นหยด Biotinylated Link ให้ท่วมตัวอย่าง

-  Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-30 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ เท Biotinylated Link ออก นำสไลด์ไปแช่ใน Staining jars ที่มี wash solution 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที

4.  Streptavidin Peroxidase


-  เช็ดน้ำรอบๆ ตัวอย่างเนื้อเยื่อให้หมด จากนั้นหยด Streptavidin-HRP ให้ท่วมตัวอย่าง

-  Incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-30 นาที

-  หลังจาก incubate เสร็จ เท Streptavidin-HRP ออก นำสไลด์ไปแช่ใน Staining jars ที่มี wash solution 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที

5.  Substrate-Chromogen Solution

-  เช็ดน้ำรอบๆ ตัวอย่างเนื้อเยื่อให้หมด จากนั้นหยด Substrate-Chromogen Solution ที่เตรียมไว้ให้ท่วมตัวอย่าง

-  Incubate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5-10 นาที 

-  นำสไลด์ไปล้างใน Staining jars ที่มีน้ำกลั่น ถ้ามีสีน้ำตาลเข้มเกินไปก่อนครบเวลาให้หยุดปฏิกิริยาโดยการนำไปแช่ในน้ำกลั่น 

6.  Counterstain


-  นำสไลด์เนื้อเยื่อไปแช่ใน hematoxylin 2-5 นาที ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นที่ใช้

-  นำสไลด์ไปล้างด้วยน้ำกลั่น 10 วินาที

-  นำสไลด์ไปแช่ใน 95% ethanol 3 ครั้งๆ ละ 1 นาที

-  นำสไลด์ไปแช่ใน 100% ethanol 3 ครั้งๆ ละ 1 นาที

-  นำสไลด์ไปแช่ใน xylene 3 ครั้งๆ ละ 1 นาที

7.  Mounting


-  นำสไลด์มาหยด mounting medium 1-2 หยด ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์และนำไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

การตรวจลักษณะของเนื้อเยื่อ (histopathology)


ทำการเตรียมสไลด์เนื้อเยื่อเช่นเดียวกับการตรวจหา Immunohistochemistry ของ sIgA จากนั้นย้อมสีเนื้อเยื่อโดยใช้สี Hematoxylin และ Eosin จากนั้นตรวจผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยความสูงของวิลไลจะถูกวัดจากปลายจนถึงส่วนฐาน และความลึกของคริปท์จะวัดจากส่วนฐานของวิลไลจนถึงส่วนฐานของคริปท์ และคำนวณสัดส่วนของความสูงของวิลลัสต่อความลึกของคริปท์ (villus height:crypt depth ratio; VCR) โดยจะสุ่มวัดจากวิลลัส และคริปท์จำนวน 10 วิลไลต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อ และตรวจนับเซลล์หลั่งเมือกจำนวน 10 ฟิลล์ต่อ 1 สไลด์เนื้อเยื่อโดยใช้กล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย objective 20X และ 40X
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ภาพผนวกที่ 1  เซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA (เม็ดสีน้ำตาล) และเซลล์หลั่งเมือก (ลูกศรชี้) ในลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม (1=สารปฏิชีวนะ, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase; A=น้ำเกลือ, B=LPS)
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ภาพผนวกที่ 2  เซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA (เม็ดสีน้ำตาล) และเซลล์หลั่งเมือก (ลูกศรชี้) ในลำไส้เล็กส่วนอิเลียม (1=สารปฏิชีวนะ, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase และ A=น้ำเกลือ, B=LPS)
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ภาพผนวกที่ 3  เซลล์พลาสมาที่ผลิต IgA (เม็ดสีน้ำตาล) และเซลล์หลั่งเมือก (ลูกศรชี้) ในลำไส้ใหญ่ (1=สารปฏิชีวนะ, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase และ A=น้ำเกลือ, B=LPS)
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ภาพผนวกที่ 4  วิลไลของลำไส้เล็กส่วนเจจูนัม (1=สารปฏิชีวนะ, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase และ A=น้ำเกลือ, B=LPS)
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ภาพผนวกที่ 5  วิลไลของลำไส้เล็กส่วนอิเลียม (1=สารปฏิชีวนะ, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase และ A=น้ำเกลือ, B=LPS)
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ภาพผนวกที่ 6  คริปท์ของลำไส้ใหญ่ (1=สารปฏิชีวนะ, 2=MCTs, 3=MCTs+Lipase และ A=น้ำเกลือ, B=LPS)
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