
บทที่ 2

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

2.1 วัสดุ
2.1.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ  แผนยาตานจุลชีพ น้ํายาทดสอบ

                        -  Agar
                        -  Arginine
                        -  Ornithine
                        -  Peptone
                        -  Decarboxylase medium base
                        -  Luria Bertani (LA) agar
                        -  Luria Bertani (LB) broth
                        -  Lysine decarboxylase broth
                        -  Motility test medium
                        -  Mueller Hinton agar (MHA)
                        -  Nutrient broth
                        -  Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar
                        -  Triple sugar iron (TSI) agar
                        -  Tryptic soy broth (TSB)
                        -  Tryptone
                        -  Yeast extract
                        -  Ampicillin (10µg)
                        -  Chloramphenicol (30µg)
                        -  Ciprofloxacin (5µg)
                        -  Co-Trimoxazole (25µg)

Difco
Merck
Merck
BBL
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
Difco
BBL
BBL
Oxoid
Oxoid

                        -  Erythromycin (15µg) Oxoid

43



44

                        -  Gentamicin (10µg)
                        -  Norfloxacin (10µg)
                        -  Tetracycline (30µg)
                        -  Nalidixic acid (30µg)
                        -  Antiserum V. cholerae O1 polyvalent
                        -  Antiserum V. cholerae O139
                        -  Antiserum V. cholerae Ogawa
                        -  Antiserum V. cholerae Inaba

BBL
Oxoid
BBL
Oxoid
Serotest
Serotest
Serotest
Serotest

2.1.2  สารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade)
                        -  Boric acid
                        -  Bromphenol blue
                        -  Chloroform
                        -  Ethanol
                        -  Ethylenediaminetetraacetate (EDTA)
                        -  Phenol
                        -  Sodium acetate
                        -  Sodium chloride
                        -  Sodium dodecyl sulfate (SDS)
                        -  Sodium hydroxide
                        -  Sucrose

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck

2.1.3  สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade)
                        -  Agarose
                        -  10X buffer
                        -  10X buffer Taq
                        -  dNTPs

Gibco
Promega
Takara
Boeheringer  Mannheim
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                        -  Ethidium bromide
                        -  Magnesium chloride
                        -  Primers
                        -  Primers 2 และ 4
                        -  Rnase
                        -  Taq DNA polymerase
                        -  Ex Taq polymerase
                        -  Tris Base

Sigma
Promega
Invitrogen
Pharmacia Biotech
Merck
Promega
Takara
Promega

2.2  เครื่องมือและอุปกรณ
- เครื่องแกวสําหรับใชวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- หลอด PCR ขนาด 0.2 และ 0.5 มิลลิลิตร
- Automatic pipette  ขนาด 1-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร, Gilson,

France
- หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (Autoclave), Tomy Seiko Co. Ltd., Japan
- ตูอบเครื่องแกว (Hot air oven), Venticell
- ตูบมเชื้อ (Incubator), Bergen, Norway
- เครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิได, Labline instrument Inc., USA.
- เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge), Kokusan, Japan
- เครื่องหมุนเหวี่ยงหลอด microcentrifuge (Microcentrifuge), Brinkman 

Instrument Inc., USA.
- เครื่องปน (Blender), National, Japan
- เครื่องชั่ง (Balance), Denver Instrument company, USA.
- เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter), Metrohm, Switzerland
- เครื่องกวนสารละลายพรอมแผนใหความรอน (Strirring heating plate), Fisher 

Scientific, USA.
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- ตูปลอดเชื้อ (Laminar airflow cabinet), ISSCO, USA.
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)Perkin-Elmer, USA.
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath), Sheldon Manufacturing Inc., USA.
- เครื่องเพ่ิมปริมาณ ดี เอน เอ PCR system 2400, Perkin-Elmer, USA.
- เครื่องเพ่ิมปริมาณ ดี เอน เอ Thermal cycler 480, Perkin-Elmer, USA.
- เครื่องจายกระแสไฟฟา (Power supply), Bio-Rad, USA.
- เครื่องแยกสารละลายโดยใชไฟฟา (Electrophoresis unit), Bio-Rad, USA.
- เครื่อง Gel document
- ตูเย็นแชแข็ง –70 องศาเซลเซียส, Sanyo, Japan
- ตูเย็นแชแข็ง –20 องศาเซลเซียส, Sanyo, Japan
- ตูเย็นแชแข็ง  4  องศาเซลเซียส, Sanyo, Japan
- Plankton net
- ถังน้ํา
- เชือก

2.3 เชื้อแบคทีเรีย
        2.3.1  Vibrio cholerae สายพันธุมาตรฐาน ไดแก V. cholerae O1 biotype Classical 
NIH, V. cholerae O1 biotyper El Tor, V. cholerae O139 M045, V. cholerae non-O1/non-
O139 AM2

2.3.2 Vibrio spp. สายพันธุมาตรฐาน ไดแก  V. alginolyticus 219, V. mimicus
RIMD 22180002, V. vulnificus RIMD 2219022, V. fluvialis RIMD 2220002, V. furnisii
RIMD 2223001, V. metchnikovii RIMD 2208006, V. campbellii ATCC 25920, V. 
splendidus ATCC 33125, V. aestuarianus ATCC 35048, V. proteolyticus NCMB 1326, 
V. cincinnatiensis ATCC 35912, V. mytili ATCC 51288, V. ichthyoenteri IFO 15847, V. 
penaeicidal IFO 15640, V. anguillarum  PF 87050, V. damsela RIMD 2222001, V. 
carchariae ATCC 35084, V. harveyi ATCC 14126, V. diazotrophicus ATCC 33466, V. 
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hollisae, V. parahaemolyticus, V. orientalis, Escherichia.coli O157:H7 253, Shigella 
flexneri KX-H287, S. boydii KX-H259 และ Aeromonas hydrophila KX-A428

2.3.3 V. cholerae non-O1/non-O139  12 isolates  ที่แยกไดจากน้ํา 30 ตัวอยางใน
คลองอูตะเภา โดยนักศึกษาภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร

2.4  วิธีการ
        2.4.1  การแยกเชื้อ V. cholerae (แผนภูมิ 2.1)
                  2.4.1.1  ตัวอยางแพลงกตอนจากแหลงน้ํา
                               เก็บตัวอยางแพลงกตอนจากแหลงน้ําบริเวณคลองอูตะเภา เขตอ.หาด
ใหญ จ.สงขลา  ไดแก จุดวัดระดับน้ําสถานีสํารวจอุทกวิทยา  ทาน้ําวัดหาดใหญใน  
สะพานแขวนวัดทาแซ  สะพานบานคตยาง  วัดคูเตา  และสะพานชุมชนคูเตา   บริเวณรอบ
เกาะยอ  อ.เมือง จ.สงขลา  ไดแก  ทาน้ําวัดแหลมพอ  ทาน้ําวัดทายยอ  ชุมชนบานสวนใหม  
ชุมชนบานอาวทรายจุดที่ 1 ชุมชนบานอาวทรายจุดที่ 2 และชุมชนบานนอก เก็บโดยใช  
plankton net  ขนาดตาความถี่ 60 ไมครอน บริเวณน้ําลึกใชวิธีเหวี่ยงไปในระยะไกล  และ
ลากเขาสูฝง  บริเวณน้ําตื้นใชถังตักน้ํา  กรองผาน plankton net   ทุกตัวอยางเก็บซ้ํา  5 ครั้ง  
นํามากรองใหไดแพลงกตอนในปริมาตรน้ําสุดทาย 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดขนาด 250 
มิลลิลิตร  แชน้ําแข็งจนกระทั่งถึงหองปฏิบัติการ  จากนั้นนําตัวอยางกรองผานผาขาวบาง
ไรเชื้อ เพื่อขจัดเศษขยะที่ไมตองการ   แลวนําแพลงกตอนในน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร เทลง
ในขวดซึ่งมี Alkaline peptone water (APW) pH 8.5  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 250  
มิลลิลิตร   บมที่อุณหภูมิ  42 องศาเซลเซียส  นาน 6-8 ชั่วโมง  เมื่อครบกําหนด ใช loop  
ถายเชื้อลงบน Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar (ภาคผนวก ก) ใหไดโคโล
นี เดี่ยวๆ   บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18-24 ชั่วโมง  เลือกโคโลนีขนาดโต
ปานกลาง  สีเหลือง  กลม  ขอบเรียบ ตรงกลางทึบสวนรอบนอกใส  มาทดสอบทางชีวเคมี  
ไดแก  TSI  ทดสอบ oxidase  การสราง Indole การสรางเอนไซม Lysine decarboxylase,
Arginine dihydrolase และ Ornithine decarboxylase การเจริญใน 0% NaCl และ 8% NaCl 
(ภาคผนวก ก) และการเคลื่อนที่ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว (motility medium)  จากนั้นนําไป
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ทดสอบหา serogroup กับ antiserum V. cholerae O1 และ O139  และนําเชื้อ V. cholerae ที่
แยกได มาสกัดดีเอนเอ สําหรับ PCR



49

แผนภูมิ 2.1 ข้ันตอนการแยกเชื้อ V. cholerae จากแพลงกตอน และอาหารทะเล

แพลงกตอนในน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร ัม

บมใน APW pH 8.5 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 6-8 ชั่วโมง

บมใน AP
อุณหภูมิ 4

TSI
Oxidase
Indole
LDC
ADC
ODC
0% NaC
8% NaC
Motile

ทดสอบ  antiserum ตอ serogroup O
อาหารทะเล 25  กร
W pH 8.5 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร
2 องศาเซลเซียส นาน 6-8 ชั่วโมง
แยกเชื้อบน TCBS
(โคโลนีสีเหลือง)
ทดสอบทางชีวเคมี
K/A, A/A, -
+
+
+
-
+

l +
l -

+

1 และ O139
PCR
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                  2.4.1.2  ตัวอยางอาหารทะเล
                               นําตัวอยางอาหารทะเลที่ไดจาก ตลาดคลองเรียน   ตลาดพลาซา  ตลาด
กิมหยง  และตลาดเกาะหมี  ในเขต อ.หาดใหญ จ.สงขลา   ตลาดเกาเสง  อ.เมือง  จ.สงขลา  
ตัวอยางทั้งหมด  ประกอบดวย  หอย  เชน หอยแครง  หอยแมลงภู หอยตลับ และ หอยลาย  
รวมทั้ง ปลา ปู และกุง  หอยจะแกะเปลือกออก  เอาสวนเนื้อ  ปลาใชสวนเหงือก ครีบ และ
น้ําลางปลา  ปูใชสวนของนมปู  และกุงใชทั้งตัว  ชั่งวอยางอาหารทะเล 25 กรัม ใสถุง
พลาสติก  เขาเครื่องตีปนผสมตัวอยาง  จากนั้นนําไปใสใน APW เขยาใหเขากัน  กรองผาน
ผาขาวบางไรเชื้อ  เพื่อนําสวนน้ําไปบมที่อุณหภูมิ  42 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 6-8 ชั่วโมง  
เมื่อครบกําหนด นํามาแยกเชื้อบน  TCBS  และบมที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส  นาน 18-
24  ชั่วโมง เลือกโคโลนี และทดสอบทางชีวเคมี  ตามขอ 2.4.1.1

2.4.1.3 เชื้อ V. cholerae จากตัวอยางผูปวย
นําเชื้อ V. cholerae ที่แยกโดยหองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาของ

โรงพยาบาลไดแก หาดใหญ วชิระภูเก็ต มหาราชนครศรีธรรมราช  ปตตานี สุรินทร  ศูนย
วิทยาศาสตรการแพทย สงขลา ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย สมุทรสาคร และศูนยวิทยา
ศาสตรการแพทย เชียงใหม มาทดสอบทางชีวเคมีและทดสอบหา serogroup  ตามขอ
2.4.1.1

        2.4.2  การบงชี้ V. cholerae  โดยวิธี  PCR
                  2.4.2.1  การสกัดดีเอนเอโดยวิธีตมทําลายผนังเซลล
                                เลี้ยงเชื้อ V. cholerae  ที่แยกไดจากอาหารทะเล  แพลงกตอน น้ํา และ
จากผูปวย  รวมทั้ง Vibrio สายพันธุมาตรฐานอื่นๆในหลอด microcentrifuge  ซึ่งมี LB 
broth (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  นาน 16-18 
ชั่วโมง  นําไปตมในน้ําเดือดเพื่อทําลายผนังเซลล  แยกดีเอนเอ โดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
2,500xg เปนเวลา 6 นาที  ดูดสารละลายสวนบนมาเจือจางในอัตราสวน  1:10 ดวยน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ จะไดดีเอนเอตนแบบสําหรับทํา PCR
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     2.4.2.2  การบงชี้ V. cholerae  ดวยวิธี PCR โดยใชจีน ompW เปนจีนเปาหมาย
(ดัดแปลงจากวิธีของ Nandi et al., 2000)
                                  นําเชื้อที่สกัดดีเอนเอ มาตรวจหาจีน ompW โดยมีสวนผสม ดังนี้

สวนผสม                                                         ปริมาตร(ไมโครลิตร)
น้ํากลั่น 5.5
10X buffer 2.0
25 mMMgCl2 1.6
2.5 mM dNTPs 1.0
1.2 µM primer ompW  forward และ reverse 8.3
Taq polymerase 0.1
ดีเอนเอ 1.5

ปริมาตรรวม 20.0

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR
ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ

1. Hot start
2. Denature
3. Annealing
4. Extension
5. Final extension

96
94
55
72
72

5
1
1
1
7

1

30

1

           ตรวจสอบผลผลิต PCR ของจีน ompW  ขนาด 588 bp โดยการทํา 
electrophoresis ดวยวุน agarose 1.5 เปอรเซ็นต  ในสารละลายบัฟเฟอร  Tris Borate 
EDTA (TBE) (ภาคผนวก ข)  โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต  นาน 30 นาที  นําไปยอม
ดวย ethidium bromide (ภาคผนวก ข) และดูลักษณะของแถบดีเอนเอภายใตแสงยูวี เทียบ
กับเชื้อมาตรฐาน
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        2.4.3  การทดสอบหาจีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค
2.4.3.1 การตรวจหาจีน  tcpA-C, tcpA-E และ ctxA  โดยวิธี multiplex PCR

(ดัดแปลงจากวิธีของ Keasler et al., 1993)

สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR
สวนผสม                                                         ปริมาตร(ไมโครลิตร)

น้ํากลั่น 11.4
10X buffer 2.5
25 mMMgCl2 3.0
2.5 mM dNTPs 1.25
2.0 µM primer tcpA-C forward และ reverse 1.88
2.0 µM primer tcpA-E forward และ reverse 1.88
2.5 µM primer ctxA forward และ reverse 1.5
Taq polymerase 0.05
ดีเอนเอ 1.5

ปริมาตรรวม 25.0
สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR

ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ
1.  Hot start
2.  Denature
3.  Annealing
4.  Extension
5.  Final extension

96
94
60
72
72

5
1
1
1
7

1

30

1
          ตรวจสอบผลผลิต PCR ของจีน tcpA-C    tcpA-E  และ ctxA   

ขนาด 617   471 และ 301  bp  ตามลําดับ โดยการทํา electrophoresis  ในวุน agarose 1.5 
เปอรเซ็นต   เหมือนขอ 2.4.2.2
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                  2.4.3.2  การตรวจหาจีน  toxR  และ  zot   โดยวิธี multiplex PCR
(ดัดแปลงจากวิธีของ Singh et al., 2001)

สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR
สวนผสม                                                         ปริมาตร(ไมโครลิตร)

น้ํากลั่น 12.9
10X buffer 2.5
25 mMMgCl2 2.5
2.5 mM dNTPs 0.5
2.0 µM primer toxR forward และ reverse 2.5
2.0 µM primer zot forward และ reverse 2.5
Taq polymerase 0.1
ดีเอนเอ 1.5

ปริมาตรรวม 25.0

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR
ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ

1.  Hot start
2.  Denature
3.  Annealing
4.  Extension
5.  Final extension

95
94
60
72
72

5
2
1
1

10

1

30

1
        ตรวจสอบผลผลิต PCR ของจีน toxR  และ zot  ขนาด 779 และ 947   

bp ตามลําดับ โดยการทํา electrophoresis ในวุน agarose 1.5 เปอรเซ็นต เหมือนขอ 2.4.2.2



54

                  2.4.3.3  การตรวจหาจีน ace โดยวิธี PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Singh et al.,
2001)

สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR
สวนผสม                                                         ปริมาตร(ไมโครลิตร)

น้ํากลั่น 12.4
10X buffer 2.0
25 mMMgCl2 1.6
2.5 mM dNTPs 0.4
2.0 µM primer ace forward และ reverse 2.0
Taq polymerase 0.1
ดีเอนเอ 1.5

ปริมาตรรวม 20.0

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR
ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ

1.  Hot start
2.  Denature
3.  Annealing
4.  Extension
5.  Final extension

95
94
60
72
72

5
0.5
0.5
0.5
7

1

30

1

            ตรวจสอบผลผลิต PCR ของจีน ace ขนาด 289 bp โดยการทํา 
electrophoresis ในวุน agarose 1.5 เปอรเซ็นต เหมือนขอ 2.4.2.2
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                  2.4.3.4  การตรวจหาจีน  stn/sto  โดยวิธี  PCR  (ดัดแปลงจากวิธีของ Rivera et 
al., 1993)

สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR
สวนผสม                                                         ปริมาตร(ไมโครลิตร)

น้ํากลั่น 10.0
10X buffer 2.5
25 mMMgCl2 1.5
2.5 µM dNTPs 0.5
2.0 µM primer forward และ reverse 9.4
Taq polymerase 0.1
ดีเอนเอ 1.0

ปริมาตรรวม 25.0

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR
ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ

1.  Hot start
2.  Denature
3.  Annealing
4.  Extension
5.  Final extension

94
94
55
72
72

5
2
1
1

10

1

30

1

                                ตรวจสอบผลผลิต PCR ของจีน stn/sto   ขนาด 172 bp โดยการทํา 
electrophoresis ในวุน agarose 1.5 เปอรเซ็นต เหมือนขอ 2.2.4.2
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        2.4.4  การศึกษาความแตกตางของ  V. cholerae  ในระดับโมเลกุล
                  2.4.4.1  การสกัดดีเอนเอ โดยวิธี phenol-chloroform extraction  (ดัดแปลง
จากวิธีของ Sambrook et al., 1989)
                                ไดทําการสุมตัวอยาง V. cholerae non-O1/non-O139 จากผูปวย 6 
isolates แพลงกตอน 7 isolates อาหารทะเล 3 isolates และจากน้ํา 2 isolates รวมทั้ง V. 
cholerae O1 ที่แยกไดจากผูปวยในพื้นที่ตางๆ จํานวน 58 isolates (ตารางที่ 2.1) เลี้ยงเชื้อ 
V. cholerae ใน  LB broth  5  มิลลิลิตร  เขยา 150 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส 
16-18 ชั่วโมง  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,000xg  นาน 10 นาที   เทสวนใสทิ้ง  เติม 
phosphate buffer solution (PBS) (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  ดูดใสหลอด 
microcentrifuge   ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg นาน 3 นาที  
เทสวนใสทิ้ง  เติม PBS-EDTA (PBS 270 ไมโครลิตร ผสมกับ 1 M EDTA 30 ไมโครลิตร) 
300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  เติม  10 % SDS (ภาคผนวก ข)  150 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันอีกครั้ง  วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เขยาเบาๆ ทุก  2 นาที เมื่อครบเวลา
เติมสารละลาย phenol-chloroform (1:1) (ภาคผนวก ข)  450 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน
ดวยเครื่องผสม  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg 3 นาที  ดูดสารละลายสวนใสดาน
บน ใสในหลอด microcentrifuge  หลอดใหม  หลังจากนั้นเติม 3 M sodium acetate (ภาค
ผนวก ข) 40 ไมโครลิตร  และ 95 % ethanol ที่เย็นจัด ผสมใหเขากัน  จากนั้นนําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอนเอดวย 70% ethanol และ 95 % 
ethanol ที่เย็นจัด  ตามลําดับ  จากนั้นทําใหดีเอนเอแหง  แลวละลายดีเอนเอดวยน้ํากลั่น 
500 ไมโครลิตร เติม RNase  (ความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร) (ภาคผนวก ข)  5 
ไมโครลิตร บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  สกัดดีเอนเอ
ซ้ําอีกครั้งดวย phenol-chloroform  แลวละลายดีเอนเอดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (ภาค
ผนวก ข) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร
เพื่อใชในการคํานวณหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพดีเอนเอ
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ตารางที่ 2.1  V. cholerae O1  ที่สุมเลือกศึกษาความแตกตางของสายพันธุ โดยวิธี AP-PCR  
                    จากแตละจังหวัดในภูมิภาคของประเทศไทย

ภาค/จังหวัด     จํานวนตัวอยางที่ทดสอบ
ใต
    -  ภูเก็ต
    -  ปตตานี
    -  นครศรีธรรมราช
    -  สงขลา (จะนะ (6) หาดใหญ (5) นาทวี(5)
                    สะบายอย (1) เทพา (10))

4
1
4

27
กลาง
    -  กาญจนบุรี
    -  ราชบุรี
    -  สมุทรสงคราม

2
1
7

ตะวันออกเฉียงเหนือ
    -  สุรินทร 3
เหนือ
    -  เชียงใหม 9

รวม 58

                  2.4.4.2  การคํานวณหาปริมาณ และตรวจสอบคุณภาพของ ดีเอนเอ
                               คํานวณหาปริมาณดีเอนเอโดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดี
เอนเอที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260 nm) เปรียบเทียบกับดีเอนเอมาตรฐาน ถามีคา
OD260 nm  เทากับ 1.0 จะมีปริมาณความเขมขนของดีเอนเอ 50ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และ
คุณภาพของดีเอนเอสามารถตรวจสอบไดโดยการหาอัตราสวนของ OD260 nm /OD280 nm ถา
ไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอนเอที่บริสุทธิ์  ถาไดคามากกวา 1.85 แสดงวาใน
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การเตรียมดีเอนเอมีอารเอนเอปนเปอน และถานอยกวา1.85 แสดงวามีโปรตีนหรือฟนอล
ปะปน
                  2.4.4.3  การศึกษาความแตกตางในระดับโมเลกุลของ V. cholerae โดยวิธี AP-
PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ  Williams  et al., 1990)
                                  นําดีเอนเอจากขอ 2.4.4.1 มาเจือจางใหไดความเขมขน 10 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร  ดวยน้ํากลั่นเพื่อใชเปนดีเอนเอตนแบบในการทํา AP-PCR ซึ่งมีสวนผสม
สําหรับปฏิกิริยา ดังนี้

สวนผสม                                                         ปริมาตร(ไมโครลิตร)
ดีเอนเอ 2.5
10X buffer  Taq 3.0
2.5 µM dNTPs  4.0
5.0 µM primer 2 (หรือ primer 4) 5.0
Ex Taq polymerase 0.5
น้ํากลั่น เติมใหครบปริมาตร 30.0

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR
ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ

1.  Hot start
2.  Denature
3.  Annealing
4.  Extension
5.  Final extension

95
95
36
72
72

4
1
1
2
7

1

45

1
                                  ตรวจสอบรูปแบบดีเอนเอ โดยนําผลผลิต PCR มาทํา electrophoresis 
ดวยวุน agarose  1.5 เปอรเซ็นต   ในสารละลายบัฟเฟอร  TBE โดยใชกระแสไฟฟา  15  
มิลลิแอมป  นาน 15 ชั่วโมง นําไปยอมดวย ethidium bromide และดูลักษณะของแถบดีเอน
เอภายใตแสงยูวี การศึกษาความแตกตางและเปรียบเทียบเชื้อในแตละการทดสอบตองทํา
ในสภาวะเดียวกันทุกครั้ง
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2.4.5 การทดสอบความไวของ V. cholerae ตอยาตานจุลชีพ โดยวิธี disc diffusion 
(NCCLS, 1997)

2.4.5.1 การเตรียมเชื้อท่ีใชทดสอบ
เพาะเลี้ยง  V. cholerae บนอาหาร Luria Bertani (LA) agar

(ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส  นาน 18-24 ชั่วโมง  ใช  loop แตะเชื้อที่เปน
โคโลนีเดี่ยว  จํานวน 3-5 โคโลนี  นํามาใสในหลอดทดลองซึ่งมี  Mueller Hinton broth 
(MHB) (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร  4  มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  นาน  3-5  
ชั่วโมง เพื่อใหไดเชื้อที่กําลังเจริญในระยะ  log phase  ปรับปริมาตรเชื้อดวย  0.85 % NaCl 
ที่ปราศจากเชื้อ  ใหได  1.5 x 108  CFU/ml  โดยเทียบความขุนกับ McFarland  standard 
No. 0.5 (ภาคผนวก ข)

2.4.5.2 วิธีการทดสอบ
ใชไมพันสําลีจุมเชื้อจากขอ 2.4.5.1 มาพอหมาดๆ   streak ใหทั่ว

ผิวหนา Mueller Hinton agar (MHA)  ทิ้งไว  3-5  นาที เพื่อใหผิวหนาอาหารแหง  ใช 
forcep ลนไฟปลอยใหเย็น  คีบแผนยามาตรฐาน  ไดแก  ampicillin,   chloramphenicol   
ciprofloxacin,   co-trimoxazole,   erythromycin,  gentamicin,  norfloxacin,  tetracycline 
และ nalidixic acid วางบนผิวหนาอาหาร  โดยที่แตละแผนวางหางกันประมาณ 15-20  
มิลลิเมตร  และหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ประมาณ 15 มิลลิเมตร  นําจานเพาะเชื้อ
บมที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส  นาน  16-18 ชั่วโมง

2.4.5.3 การอานผล
สังเกตวงใสรอบแผนยา (clear zone) และวัดขนาดเสนผานศูนย

กลางของวงใสดวย  vernier  caliper  นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับตารางมาตรฐาน (Lorian, 
1996) ซึ่งแสดงผลได  3 ลักษณะ  คือ  susceptible (S) เมื่อเชื้อมีความไวตอยาตานจุลชีพ  
intermediate (I) เมื่อเชื้อมีความไวปานกลาง และ resistant (R) เมื่อเชื้อดื้อตอยาที่ใช
ทดสอบ
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ตารางที่ 2.2  ลําดับเบสและขนาดผลผลิต PCR  ของ primer     

Gene(s) Primers and sequences (5’ to 3’) Amplicon
size(bp)

reference

ompW 1 ‘CAC CAA GAA GGT GAC TTT ATT GTG’
2 ‘GAA CTT ATA ACC ACC CGC G’

588 Nandi et al.,
2000

tcpA-C 1 ‘CAC GAT AAG AAA ACC GGT CAA GAG’
2 ‘ACC AAA TGC AAC GCC GAA TGG AGC’

617 Keasler et al.,
1993

tcpA-E 1 ‘GAA GAA GTT TGT AAA AGA AGA ACA C’
2 ‘GAA AGG ACC TTC TTT CAC GTT G’

471 Keasler et al.,
1993

ctxA 1 ‘CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG’
2 ‘TCT ATC TCT GTA GCC CCT ATT ACG’

301 Keasler et al.,
1993

toxR 1 ‘CCT TCG ATC CCC TAA GCA ATA C’
2 ‘AGG GTT AGC AAC GAT GCG TAA G’

779 Singh et al.,
2001

zot 1 ‘TCG CTT AAC GAT GGC GCG TTT T’
2 ‘AAC CCC GTT TCA CTT CTA CCC A’

947 Singh et al.,
2001

ace 1 ‘TAA GGA TGT GCT TAT GAT GGA CAC CC’
2 ‘CGT GAT GAA TAA AGA TAC TCA TAG G’

289 Singh et al.,
2001

stn/sto 1 ‘TCG CAT TTA GCC AAA CAG TAG AAA’
2 ‘GCT GGA TTG CAA CAT ATT TCG C’

172 Rivera et al.,
1993

primer 2 ‘GTT TCG CTC C’ - Pharmacia
Biotech

primer 4 ‘AAG AGC CCG T’ - Pharmacia
Biotech
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