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2 วสัดุอุปกรณและวิธีการ

2.1 วัสดุ

2.1.1  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี
                  2.1.1.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิด บริษัท
 Agar      Difco
Luria Bertini (LB) broth Difco
Luria Bertini (LB) agar Difco
Decarboxylase broth base                Difco
Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar Difco
Triple sugar iron (TSI) agar                                   Difco
Peptone   Difco
Motility Test medium Difco
Urease agar  base  BBL

2.1.1.2 สารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade)
ชนิด บริษัท

Absolute ethanol   Merck
Boric acid  Merck
Chloroform    Merck
EDTA  Merck
Ethidium bromide Sigma
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ชนิด บริษัท
Phenol Sigma
Sodium acetate trihydrous Merck
Sodium chloride Merck
Sodium dodecyl sulfate Sigma
Tris base Promega
Urea Sigma

2.1.1.3  สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (molecular biology grade)
 ชนิด บริษัท

Agarose Gibco USA
Pulse field gel certified agarose BIO-RAD
Low melting agar             BRL USA
dNTPs Boeheringer  Mannheim
Primers Invitrogen
Restriction enzyme (Not I) MBI Fermentas
Magnesium chloride Promega
Magnesium chloride free buffer Promega
Taq DNA polymerase Promega
Proteinase K Sigma
RNase Merck
Ex taq DNApolymerase Takara Japan
10x Ex Taq buffer Takara Japan
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2.2 อุปกรณและเครื่องมือ
− เครื่องแกวและอุปกรณสํ าหรับงานวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
− หลอด microcentrifuge   (Eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
− หลอด PCR ขนาด 0.2 และ 0.5 มิลลิลิตร
− หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอนํ้ า (Autoclave) (Tomy, Japan)
− ตูอบรอน (Hot air oven)(Venticell)
− ตูบมเชื้อ (Incubator) (Heraeus, Germany)
− เครื่อง pH meter (Metrohm, Switzerland)
− เครือ่ง Ultrasonic cleaner รุน 2200 E3 (Branson, Germany)
− เครื่อง Hot plate & Stirrer (Fisher Scientific, USA)
− ตูปลอดเชื้อ (Laminar airflow cabinet) รุน BVT 125 (ISSCO, USA)
− เครือ่งวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน UV-1201V (SHIMADZU, Japan)
− อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ รุน 1235 (Sheldon Manufacturing, Inc USA)
− Microcentrifuge (Eppendorf) รุน 5415 C (Brinkman Instrument Inc. Germany)
− Autopipette ขนาด 1-20, 20-200  และ 100-1000 ไมโครลิตร (Gilson France)
− เครื่องปน (Blender)(National Japan)
− เครือ่งผสม (Touch mixer) รุน 232 (Fisher Scientific, USA)
− เครื่องชั่ง (Denver Instrument Company USA)
− เครื่องจายกระแสไฟฟา (Power supply) รุน 200/2.0 (BIO-RAD USA)
− Contour-clamped homogeneous electric field-DRIII system (BIO-RAD)
− Plug mold ( BIO-RAD)
− เครื่อง UV light transilluminator (UVP) (San Gabriel Inc. USA)
− เครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ (PCR Gene Amp) PCR system 2400 (Perkin Elmer USA)
− ตูเย็นแชแข็ง-70 องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan)
− ตูเย็นแชแข็ง-20 องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan)
− ตูเย็น 4  องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan)
− กลองถายรูปโพลารอยด
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− เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิได (Labline Instrument Inc. USA)
− Magnetic concentrator (Dynal A.S. Norway)

2.3  เชื้อแบคทีเรีย
    2.3.1 V. parahaemolyticus สายพันธุมาตรฐานจํ านวน 2 สายพันธุ คือ                      

V. parahaemolyticus สายพันธุ 2019 ซึ่งมียีน toxR และ tdh  และใหผลGS-PCR เปนบวก 
และ V. parahaemolyticus สายพันธุ 2480 ซึ่งมียีน toxR  และ trh  และใหผล GS-PCR เปน
ลบ

2.3.2  V.  cholerae  สายพันธุมาตรฐานจํ านวน 1 สายพันธุ  คือ V. cholerae
สายพันธุ   O1 NIH

2.3.3  V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกไดจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญ
ป พ.ศ. 2543-2544 ซึ่งใหผลบวกในการทดสอบทางชีวเคมี จํ านวน 198 สายพันธุ
2.4  แอนติบอดี

 V. parahaemolyticus   K6  K12  K25  K48  และ K68 antisera ของกระตาย (Denka
Seiken Co. Japan)
        
2.5  วธิีการ

2.5.1 การเตรียมตัวอยางอาหารทะเล
                   เก็บตัวอยางอาหารทะเลจาก ตลาดกิมหยง   ตลาดพลาซา  ตลาดคลองเรียน  
และตลาดเกาะหมี  อ.หาดใหญ จ. สงขลา และ ตลาดเกาเสง   อ. เมือง จ. สงขลา  ตัวอยาง
ทัง้หมดประกอบดวยปลา เชน ปลาจวด  ปลาทู   ปลาขี้ตัง  ปลาแดง ปลาโฮก และปลาแปน   
หอย เชน  หอยแครง  หอยตลับ  หอยแมลงภู  หอยนางรม  และหอยลาย  รวมทั้งปูและกุง  
เตรียมตัวอยางโดย  ปลาใชนํ้ าลางตัวปลา  ครีบ และเหงือก  หอยแกะเอาเปลือกออก  ปูใช
สวนของนมปู  สวนกุงจะเอาทั้งตัว  จากนั้นปนตัวอยางอาหารทะเลโดยใช blender 
ประมาณ 1 นาที เพื่อทํ าใหเนื้อตัวอยางละเอียด  แลวจึงแบงตัวอยางมา 25 กรัม เติม 
alkaline peptone water (APW) pH 8.6 (ภาคผนวก 1ก)  จํ านวน 225 มิลลิลิตร คนใหเขากัน
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กรองเอาสวนนํ้ าโดยใชผาขาวบางปราศจากเชื้อ จากนั้นนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 6 - 8 ชั่วโมง

2.5.2  การแยกเชื้อ V. parahaemolyticus  โดยวิธี  Immunomagnetic
technique (ดัดแปลงวิธีจาก  Tomoyasu, 1992)
 นํ าตัวอยาง 1 มิลลิลิตรที่ไดจากการบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เวลา 6-8 
ชัว่โมง ใสในหลอด microcentrifuge tube (eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม anti K6  
anti K12  anti K25  anti K48  และanti K68  อยางละ 10 ไมโครลิตร  ลงในหลอด จากนั้น
บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที โดยหมุนหลอดเบาๆ ทุก 5 นาที แลวนํ าไปหมุนเหวี่ยง
ทีค่วามเร็ว 900xg  นาน 10 นาที   ดูดสวนใสทิ้งแลวเติมสารละลาย phosphate buffer 
solution (PBS) pH 7.4 (ภาคผนวก 5ข)  1 มิลลิลิตร  เพื่อลางตะกอนเซลล  แลวนํ าไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 900xg  นาน 10 นาที  ทํ าซํ้ าสองครั้ง  จากนั้นจึงเติม PBS 200 ไมโครลิตร  
และ magnetic bead ที่เคลือบดวย sheep anti rabbit IgG (Dynal A.S. Norway) (ภาคผนวก
1ข) 20 ไมโครลิตร  อบหลอดที่อุณหภูมิหอง นาน 20 นาที หมุนหลอดเบาๆ ทุก 5 นาที  
จากนั้นนํ าหลอดวางใน magnetic concentrator  ดูดนํ้ าสวนใสทิ้ง  ทํ าซํ้ าอีกครั้ง  สุดทายจึง
เตมิ PBS 10 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน  จากนั้นดูดมา 10 ไมโครลิตร  นํ าไป streak บน  
TCBS  agar  บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  เลือกโคโลนี                      
V. parahaemolyticus ที่มีลักษณะสีเขียวกลม มีจุดเขมตรงกลาง หนืด ขนาดเสนผานศูนย
กลาง 2-3 มิลลิเมตรไปทดสอบ TSI หลอดที่ใหผล K/A-  ไมมี H2S นํ าไปทดสอบ oxidase 
ถาไดผลบวก จะนํ าไปทดสอบ lysine decarboxylase  1%peptone และ  motility medium 
เชื้อที่ใหผลบวกกับการทดสอบทั้งหมด  คาดวาจะเปน V. parahaemolyticus  ท ําการตรวจ
ยืนยันโดยการทํ า PCR โดยใช  tox R gene เปนยีนเปาหมาย (แผนภูมิที่ 2.1)
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แผนภูมิท่ี 2.1 ข้ันตอนการแยกเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี immunomagnetic
technique

 อาหารทะเล

ปนดวย blender เปนเวลา 1 นาที

แบงอาหารทะเลมา  25 g
                                   เติม APW pH 8.6  225  ml

กรองเอาสวนใส
                   บม 35 oC เวลา 6-8 ชม.
ดดูตัวอยาง 1 มล. ใสหลอด microcentrifuge

เติม anti K6, anti K12,  anti K25
anti K48  และ anti K 68 อยางละ 10 µl

บมที่อุณหภูมิหอง 30 นาที (หมุนหลอดเบาๆ ทุก 5 นาที)

ปนเหวี่ยงที่ 900xg นาน 10 นาที

เทนํ้ าสวนใสทิ้ง

ลาง magnetic bead ดวย PBS pH 7.4  1 ml  2 ครั้ง

เติม PBS pH 7.4 200 µl

เติม magnetic bead 20 µl

วางที่อุณหภูมิหอง 20 นาที (หมุนหลอดเบาๆ ทุก 5 นาที)
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วางหลอดใน magnetic concentrator 1 นาที

ดูดนํ้ าสวนใสทิ้ง

ลาง magnetic bead ดวย PBS pH 7.4   1 ml 2 ครั้ง

เติม PBS pH 7.4    10 µl

ผสมใหเขากัน

ดูดตัวอยาง 10 µl streak บน TCBS agar
               บม 35 oC    18-24 ชม.

เลือกโคโลนีสีเขียวกลม มีจุดเขมตรงกลาง หนืด
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2-3 mm

 TSI ใหผล K/A- , H2S-

            บม35 oC   18-24 ชม.
ทดสอบ oxidase ใหผลบวก

ทดสอบ
Lysine decarboxylase, Peptone, Motility medium ใหผล +++

   ทดสอบยืนยันโดยวิธี PCR ตรวจหายีน toxR
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2.5.3  การตรวจยืนยัน V. parahaemolyticus โดยวิธี PCR โดยใชยีน toxR เปน
ยีนเปาหมาย (Kim et al., 1999)
                   นํ าเชื้อที่ใหผลทดสอบทางชีวเคมีที่คาดวาเปน V. parahaemolyticus ที่แยกได
จากอาหารทะเลและผูปวยมาเลี้ยงใน LB broth  เขยา 150 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิ 35 oC  
ประมาณ 18 ชั่วโมง  จากนั้นนํ าเชื้อไปตมที่อุณหภูมิ 100 oC นาน 10 นาที เพื่อทํ าใหเซลล
แตกและดีเอ็นเอหลุดออกจากเซลล เมื่อครบเวลานํ าไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,500xg 6 
นาที  ดูดสารละลายสวนใสเจือจางอัตราสวน 1:10 ดวยนํ้ ากลั่น  จะไดดีเอ็นเอตนแบบใน
การทํ า PCR หายีน toxR  เพื่อยืนยันวาเปน V. parahaemolyticus   

สวนผสมในการทํ า PCR ไดแก
สวนผสม                                                                             ปรมิาตร(ไมโครลิตร)
นํ้ ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 3.2
10xbuffer             2.0
25 mM  MgCl2 1.6
2.5 mM  dNTPs 1.6
2    µM  primer -T4 Forward 2.0
2    µM  primer -T7 Reverse 2.0
5 U/µl Taq DNApolymerase  0.1
DNA 1.5
ปริมาตรรวม 20.0
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สภาวะการทํ าปฏิกิริยา PCR คือ
ข้ันตอน         อุณหภูมิ ( oC)                   เวลา (นาที)                         จํ านวนรอบ
1.  Hot start     96 5 1
2.  Denature 94 1
3.  Annealing 63 1.5 35
4.  Extension 72 1.5
5.  Final extension 72 7 1
หมายเหตุ  ลํ าดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิตจากการทํ า PCR  ดังตารางที่ 2.1

เมื่อสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด  ทํ า electrophoresis เพื่อตรวจหายีน toxR โดยใชวุน 
agarose 2% ในสารละลายบัฟเฟอร Tris Borate EDTA (TBE) (ภาคผนวก 8ข) ในการทํ า 
electrophoresis ผสมผลิตภัณฑจากการทํ า PCR  8 ไมโครลิตร กับ loading dye 1 
ไมโครลิตร  หยอดใสแผนวุน แลวจึงเปดเครื่องกํ าเนิดไฟฟาใหมีความตางศักย 100 โวลต 
เมื่อสิ้นสุดการทํ า electrophoresis นํ า gel ไปยอมดวย ethidium bromide แลวดูลักษณะการ
เกิดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลท

2.5.4  การตรวจหายีน tdh โดยวิธี PCR (Tada et al., 1992)
เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ เชนเดียวกับขอ 2.5.3 จากนั้นนํ ามาตรวจหายีน tdhโดย

ใช  PCR โดยมีสวนผสมดังนี้
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สวนผสม                                                                             ปรมิาตร(ไมโครลิตร)
นํ้ ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 3.2
10xbuffer 2.0
25 mM  MgCl2 1.6
2.5 mM  dNTPs 1.6
2    µM  primer -D1 Forward 2.0
2    µM  primer -D2 Reverse 2.0
5 U/µl Taq DNApolymerase 0.1
DNA 1.5
ปริมาตรรวม 20.0

สภาวะการทํ าปฏิกิริยา PCR คือ
ข้ันตอน         อุณหภูมิ ( oC)                   เวลา (นาที)                         จํ านวนรอบ
1.  Hot start     96 5 1
2.  Denature 94 1
3.  Annealing 55 1 35
4.  Extension 72 1
5.  Final extension 72 7 1
หมายเหตุ  ลํ าดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิตจากการทํ า PCR  ดังตารางที่ 2.1

เมื่อสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด  ทํ าการตรวจหายีน tdh โดยการทํ า electrophoresis  
เชนเดียวกับในขอ 2.5.3

2.5.5  การตรวจหายีน trh โดยวิธี PCR (Tada et. al., 1992)
เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ เชนเดียวกับขอ 2.5.3 จากนั้นนํ ามาตรวจหายีน trhโดย

ใช  PCR โดยมีสวนผสมดังนี้
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สวนผสม                                                                             ปรมิาตร(ไมโครลิตร)
นํ้ ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 3.2
10xbuffer 2.0
25 mM  MgCl2 1.6
2.5 mM  dNTPs 1.6
2    µM  primer -R2 Forward 2.0
2    µM  primer -R6 Reverse 2.0
5 U/µl Taq DNApolymerase 0.1
DNA 1.5
ปริมาตรรวม 20.0

สภาวะการทํ าปฏิกิริยา PCR คือ
ข้ันตอน         อุณหภูมิ ( oC)                   เวลา (นาที)                         จํ านวนรอบ
1.  Hot start     96 5 1
2.  Denature 94 1
3.  Annealing 55 1 35
4.  Extension 72 1
5.  Final extension 72 7 1
หมายเหตุ  ลํ าดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิตจากการทํ า PCR ดังตารางที่ 2.1

เมื่อสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด ทํ าการตรวจหายีน trh โดยการทํ าelectrophoresis
เชนเดียวกับขอ 2.5.3

2.5.6  การทํ า Group Specific-PCR (GS-PCR) (Matsumoto et al., 2000)
เลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus ทีม่ียีนสรางสารพิษ tdh และ/หรือ trh ใน LB 

broth เขยา 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 35 oC ประมาณ 18 ชั่วโมง  แลวนํ าไปปนเหวี่ยงที่ 
900xg เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นเทสวนใสทิ้ง  ลางตะกอนดวยนํ้ าเกลือ 0.85 % จํ านวน 2 
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ครั้ง แลวจึงนํ าไปตมที่อุณหภูมิ 100 oC นาน 10 นาที  เมื่อครบกํ าหนดนํ าไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 2,500xg 6 นาที  ดูดสารละลายสวนใสเจือจางอัตราสวน 1:10 ดวยนํ้ ากลั่น  จะได
ดีเอ็นเอตนแบบในการทํ า GS-PCR

สวนผสมในการทํ า PCR ไดแก
สวนผสม                                                                             ปรมิาตร(ไมโครลิตร)
นํ้ ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 9.2
10xbuffer 2.0
25 mM  MgCl2 1.2
2.5 mM  dNTPs 1.0
2    µM  primer -GS-VP1 Forward 2.0
2    µM  primer -GS-VP2 Reverse 2.0
5 U/µl Taq DNApolymerase 0.1
DNA 2.5
ปริมาตรรวม 20.0

สภาวะการทํ าปฏิกิริยา PCR คือ
ข้ันตอน         อุณหภูมิ ( oC)                   เวลา (นาที)                         จํ านวนรอบ
1.  Hot start     96 5 1
2.  Denature 94 1
3.  Annealing 45 2 25
4.  Extension 72 3
5.  Final extension 72 7 1
หมายเหตุ  ลํ าดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิตจากการทํ า PCR  ดังตารางที่ 2.1

เมื่อสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด  ทํ า electrophoresis เพื่อตรวจหาผลิตภัณฑจากการ
ท ํา PCR โดยใช agarose 1%
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2.5.7  การทดสอบ urease
เชื้อ V. parahaemolyticus ทีใ่หผลบวกกับการทดสอบหายีน trh นํ ามาตรวจ

การสราง urease เพื่อหาความสัมพันธระหวางการสราง urease และการมียีน trh โดยเลี้ยง
เชือ้ในอาหาร urea base agar (ภาคผนวก 9ก) อบที่ 37 องศาเซลเซียส  18-24 ชั่วโมง

2.5.8    การทํ า serotyping
เลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus ใน LB agar เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  จากนั้นเขี่ย

เชื้อใสในสารละลาย NaCl 3%  แลนํ าไป autoclave อุณหภูมิ 121 oC  เวลา 30 นาที  เพื่อใช
ในการหา O Ag  การหา K Ag มีข้ันตอนการเตรียมเชื้อเหมือนกับการหา O Ag  แตไมตอง
ผานการ autoclave  หลังจากเตรียมเชื้อแลว จึงนํ าไปทดสอบ slide agglitination  โดยใช O
และ K antisera

2.5.7 การศึกษาความแตกตางของ V. parahaemolyticus  แตละสายพันธุ
คัดเลือก V. parahaemolyticus มาศึกษาความแตกตางโดยวิธีการสุม มีทั้ง

สายพันธุที่แยกไดจากอาหารทะเลและผูปวยซึ่งมาจากระยะเวลาการแยกเชื้อที่ใกลเคียงกัน  
และเปนสายพันธุที่ใหผล GS-PCR เปนบวก สวนเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุที่ให
ผล    GS-PCR เปนลบใชเปนตัวควบคุมลบ จากนั้นจึงนํ าไปศึกษาความแตกตางของเชื้อ 
แตละสายพันธุ
  2.5.9.1   การสกัดดีเอ็นเอของโครโมโซมจากโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ  
V. parahaemolyticus  โดยวิธี phenol-chloroform extraction (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Sambrook et al., 1989)

เลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus ใน LB broth  5  มิลลิลิตร  เขยา 150 รอบ/
นาที  ที่อุณหภูมิ 35 oC ประมาณ 18 ชั่วโมง  แลวนํ าไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,000xg เปน
เวลา 10 นาที   เทสวนใสทิ้ง  จากนั้นเติม PBS 1 มิลลิลิตร  แลวดูดเชื้อใสหลอด eppendorf  
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นํ าไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg นาน 3 นาที  เทสวนใสทิ้ง  แลว
จึงเติม PBS-EDTA (PBS 270 µl ผสมกับ 1 M EDTA 30 µl) 300 µl ผสมใหเขากัน จากนั้น
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จึงเติม  10 % SDS 150 µl ผสมใหเขากันอีกครั้ง  แลววางไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
เมื่อครบเวลาเติมสารละลาย phenol-chloroform (1:1; ปริมาตร:ปริมาตร) (ภาคผนวก 4ข) 
450 µl  ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม  แลวนํ าไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg 3 นาที  
ดูดสารละลายสวนใสดานบนใสในหลอด eppendorf หลอดใหม  จากนั้นเติม 3 M NaOAc 
(ภาคผนวก 7ข) 40 µl   และ 95 % ethanol ที่เย็นจัด ผสมใหเขากัน  จากนั้นนํ าไปปนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 10,000xg  เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol และ 95 % 
ethanol ที่เย็นจัด  ตามลํ าดับ  จากนั้นทํ าใหดีเอ็นเอแหง  แลวละลายดีเอ็นเอดวยนํ้ ากลั่น 
500 µl จากนั้นจึงเติม RNase  (ความเขมขน 10 ng/µl) (ภาคผนวก 12ข) 5 µl นํ าไปบมใน
อางนํ้ ารอนควบคุมอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 30 นาที   เมื่อครบกํ าหนดเวลา  ทํ าการสกัดดี
เอ็นเอ  ซํ้ าอีกครั้งดวย phenol-chloroform แลวละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายบัฟเฟอร TE  
จากนั้นนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร
เพื่อหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ

2.5.9.2   การคํ านวณหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ
คํ านวณปริมาณดีเอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของสาร

ละลายดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260 nm) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
ซึ่งมีคา OD260 nm  เทากับ 1 จะมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 50ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
และคุณภาพของดีเอ็นเอสามารถตรวจสอบไดโดยการหาอัตราสวนของ OD260 nm /OD280 nm 

ถาไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอบริสุทธิ์  แตหากไดคามากกวา 1.85 แสดงวา
ในการเตรียมดีเอ็นเอมีการปนเปอนของอารเอนเอ  ถานอยกวา1.85 แสดงวามีโปรตีนหรือ
ฟนอลปะปนอยู

2.5.9.3  การทํ า AP-PCR (ดัดแปลงวิธีจาก William et al., 1990)
 เมื่อไดความเขมขนของดีเอ็นเอแลวจึงเจือจางใหไดความเขมขน 10 

ng/µl ดวยนํ้ ากลั่นเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํ า AP-PCR ตอไปโดยใช primer 2  
ชนดิ  คือ primer 2 และ primer 4  ซึ่งการทํ า AP-PCR  มีสวนผสมดังตอไปนี้
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สวนผสม                                                                             ปรมิาตร(ไมโครลิตร)
นํ้ ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 15.0
10xEx Taq buffer 3.0
2.5 mM  dNTPs 4.0
5    mM  primer 2 หรือ primer 4 5.0
Ex Taq DNApolymerase 0.5
DNA 2.5
ปริมาตรรวม 30.0

สภาวะการทํ าปฏิกิริยา PCR คือ
ข้ันตอน         อุณหภูมิ ( oC)                   เวลา (นาที)                         จํ านวนรอบ
1.  Hot start     95 4 1
2.  Denature 95 1
3.  Annealing 36 1 45
4.  Extension 72 1
5.  Final extension 72 7 1
หมายเหตุ  ล ําดับเบสของ primer ดังตารางที่ 2.1

เมื่อสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด  ทํ าการตรวจหา PCR product โดยการทํ า 
electrophoresis  โดยใช agarose 1.5% ในสารละลายบัฟเฟอร TBE ในการทํ า 
electrophoresis ผสมผลิตภัณฑจากการทํ า PCR  15  ไมโครลิตร กับ loading dye 2 
ไมโครลิตร  หยอดใสแผนวุน แลวจึงเปดเครื่องกํ าเนิดไฟฟาใหมีความตางศักย 16โวลต 
เมื่อสิ้นสุดการทํ า electrophoresis นํ า gel ไปยอมดวย ethidium bromide แลวดูลักษณะการ
เกิดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต
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2.5.9.4  การทํ า  Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) (ดัดแปลงวิธีจาก
Bag  et al, 1999)

เลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus  ใน 1% NaCl LB broth เขยา 150 รอบ/นาที  
ที่อุณหภูมิ 35 oC ประมาณ 18 ชั่วโมง  แลวถายเชื้อ 100 ไมโครลิตร ลงใน LB broth หลอด
ใหม เขยา 150 รอบ/นาทีที่อุณหภูมิ 35 oC จนกระทั่งวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ได 0.9 จึงดูดเชื้อ 1,000 ไมโครลิตร ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,500xg เปน
เวลา 10 นาที   เทสวนใสทิ้งแลวเติม lysis buffer (ภาคผนวก 2ข) 500 ไมโครลิตร  จากนั้น
เตรียม agarose plug โดยผสมเชื้อกับ 2% low melting agarในนํ้ ากลั่น  ดวยปริมาตรที่เทา
กัน จากนั้นเติม lysis solution (ภาคผนวก 10ข) เพื่อยอยเซลลใน plug  โดยบมไวที่อุณหภูมิ 
37 oC ในอางนํ้ ารอน  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เมื่อครบกํ าหนดเวลาเติม proteinase K 500 
ไมโครลิตร(ความเขมขน 0.5 mg/ml) (ภาคผนวก 11ข) แลวบมไวที่อุณหภูมิ 50 oCในอาง
นํ ้ารอน  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้นจึงลาง plug ดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (pH 8.0)  
แลวปรับสมดุลของ plug โดยเติมสารละลาย enzyme buffer วางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
1 ชั่วโมง จากนั้นจึงเติม 300 ไมโครลิตรของสารละลายบัฟเฟอรที่มีเอนไซม  Not I  เขมขน
50 U  จํ านวน 300ไมโครลิตร  บมไวที่อุณหภูมิ 37 oCในอางนํ้ ารอน  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
เมือ่ครบกํ าหนดเวลาตัด plug เปนชิ้นเล็กๆ แลวใสใน 1 % PFGE agarose gel (ภาคผนวก 3
ข) เติมสวนที่เปนชองอากาศในหลุม gel ใหเต็มดวย 1% low melting agar แลวจึงทํ า 
electrophoresis ในสารละลายบัฟเฟอร 0.5xTBE ที่ระดับ 6 โวลต /เซนติเมตร และควบคุม
อุณหภูมิ ของสารละลายบัฟเฟอรที่ 14 oC  ใชกระแสไฟฟา 2 ระดับคือ กระแสไฟฟาสลับ  
1-18วินาที  12 ชั่วโมง และ กระแสไฟฟาสลับ  3-80วินาที  12 ชั่วโมง  เมื่อครบเวลานํ า gel 
ไปยอมดวย ethidium bromide และดูลักษณะของแถบดีเอ็นเอภายใตแสงยูวี (แผนภูมิที่ 
2.2)
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แผนภูมิท่ี 2.2  การศึกษาความแตกตางของ V. parahaemolyticus โดยวิธี Pulse Field Gel
Electrophoresis (PFGE)

เลี้ยง V. parahaemolyticus ใน 1% NaCl LB broth
 เขยา 150 รอบ/นาที  อุณหภูมิ 35 oC

OD600nm = 0.9

นํ ามา 1000 µl
ปน 2,500xg  เวลา 10 นาที

ตะกอนเซลล

เติม lysis buffer 500 µl

เตรียม agarose plug โดยผสมสารแขวนลอยของเชื้อ
กบั 2 % low melting agar ดวยปริมาตรที่เทากัน

ทิ้งให plug แข็ง

ดัน plug ใสหลอดmicrocentrifuge

เติม lysis solution 500 µl
  บม 37 oC ใน water bath เวลา 24 ชม.

เติม proteinase K ความเขมขน ( 0.5 mg/ml) 500 µl
บม 50 oC ใน water bath เวลา 48 ชม.

ลาง plug ดวย สารละลายบัฟเฟอร TE pH 8.0
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เติม enzyme buffer

บมอุณหภูมิหอง เวลา 1 ชม.
เติม300 µl ของสารละลายบัฟเฟอรที่มีเอนไซม  Not I เขมขน 50 U

บม 37 oC เวลา 24 ชม.
ตัด plug เปนชิ้นเล็กๆ

ใสในหลุมของ 1 % PFGE agarose gel

เตมิ 1 % low melting agar ใหเต็มหลุม

 ทํ า electrophoresis ทีร่ะดับ 6 volts/cm
ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายบัฟเฟอร 14 oC

ใชกระแสไฟฟา 2 ระดับ ; 1-18s  12 ชม. และ3-80s  12 ชม.

ยอมดวย ethidium bromide

ดูผลภายใตแสงยูวี
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ตารางที่ 2.1 ลํ าดับเบสและขนาดผลผลิต PCR ของ primer

Gene(s) Primers and seqences(5’ to 3’) Amplicon
Size(bp)

references

toxR T4 ‘GTC TTC TGA CGC AAT CGT TG’
T7 ‘ATA CGA GTG GTT GCT GTC ATG’

367 Kim et al.,
1999

tdh D1 ‘GGT ACT AAA TGG CTG ACA TC’
D2 ‘CCA CTA CCA CTC TCA TAT GC’

251 Tada et al.,
1992

trh R2 ‘GGC  TCA  AAA TGG TTA  AGC G’
R6 ‘CAT TTC CGC TCT TCA TAT GC’

250 Tada et al.,
1992

GS-VP GS-VP1 ‘TAA TGA GGT AGA AAC A’
GS-VP2 ‘ACG TAA CGG GCC TAC A’

651 Matsumoto
et al., 2000

Primer 2 ‘GTT TCG CTC C’ - Pharmacia
Biotech

Primer 4 ‘AAG AGC CCG T’ - Pharmacia
Biotech
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