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บทที่ 2

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

2.1 วัสดุ
       2.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี
               2.1.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade)

อาหารเลี้ยง/เชื้อสารเคมี บริษัท
Bacto peptone Difco
Beef extract Difco
Soytone Sigma
L- Arabinose Sigma
Maltose Difco
Phenol red broth base Difco
LIM medium Difco
Decarboxylase  broth base Difco
Bacto lysine decarboxylase  broth Difco
Tris(hydroxylmethyl)aminomethane Promega
Tetracycline Sigma
Formamide Merck
Cresol red Merck
EDTA Merck
Sodium citrate Merck
Phenol Merck
Ammonium acetate Merck
Magnesium choride Merck
Tween 20 Merck
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   2.1.1.2 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (molecular biology grade)
อาหารเลี้ยงเชื้อ/สารเคมี บริษัท

Agarose Gibco, USA
Ethidium bromide Sigma
Blocking reagent Boeheringer Mannheim
Anti digoxigenin - AP conjugate Boeheringer Mannheim
NBT/BCTP Boeheringer Mannheim
Hexanucleotide Boeheringer Mannheim
dNTPs Boeheringer Mannheim
Primer Gibthai
Taq DNA polymerase Boeheringer Mannheim
Restriction enzyme(PstI, EcoRV) Bio-lab
Magnesium chloride buffer Boeheringer Mannheim

2.2 อุปกรณเครื่องใชในการทดลอง
- เครื่อง pH  meter (Metrohm Switzerland)
- เครื่อง Ultrasonic cleaner รุน 2200 E3 (Branson Germany)
- เครื่อง Hotplate & Stirrer (Fisher Scientific USA)
- ตู Larminar flow  รุน BVT125 (ISSCO USA)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง(Spectrophotometer)  รุนUV-1201V (SHIMADZU Japan)
- อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ รุน 1235 (Sheldon Manufacturing, Inc USA)
-     Microcentrifuge (eppendorf) รุน 5415 C (Brinkman Instrument, Inc USA)
- เครื่องปน (blender) (National Japan)
- เครื่องผสม (Touch mixer) รุน 232 (Fisher Scientific USA)
- เครื่องชั่ง (Denver Instrument Company USA)
- เครื่องจายกระแสไฟฟา (Power supply) รุน 200/2.0 (Bio-RAD USA)
- เครื่อง UV light transilluminator (UVP) (San Gabriel, Inc USA)
- เครื่องสังเคราะหดีเอนเอ (PCR Gene Amp) PCR system 2400  (Perkin Elmer USA)
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- ตูเย็นแชแข็ง -70 องศาเซลเซียส ( Sanyo Japan)
- ตู Hybridization (Robbins Scientific Corperation USA)
- กลองถายรูปโพลารอยด
- เครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิได (Labline instrument, inc USA)

2.3 เชื้อแบคทีเรีย
 V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน 11 สายพันธุ เปนสายพันธุจากผูปวย 10 สายพันธุ 
จากสิ่งแวดลอม 1 สายพันธุ (ตารางที่ 3.2) V. parahaemolyticus V. vulnificus
V. damsela  V. furnissii  V. alginolyticus  V. mimicus  V. metschnikovii
 V. navarrensis V. cincinatiensis  V. cholerae O1 V. cholerae O139  V. cholerae 
non-O1  V. carchariae  V. harveyi  V. orientalis  V. splendidus V. pelagius
V. mytilii   V. proteolyticus   V. nereis   V. mediterranei  V. ordalii   V. campbellii  
Staphylococcus aureus  Escherichia coli Salmonella enteritidis  Shigella 
dysenteriae และ E. coli HB101 (พลาสมิดมีจีน tdh)  E. coli MC1061 (พลาสมิดมี
จีน bacteriophage Vf33)

2.4 การแยกเชื้อ V. hollisae
      2.4.1 ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญของเชื้อ V. hollisae  
               2.4.1.1 การศึกษาปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญ

เลี้ยงเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน ใน LB broth (ภาคผนวก 2ก) ที่อุณหภูมิ
37 °C 24 ชั่วโมง นํ าเชื้อมาปรับปริมาณโดยเทียบกับ McFarland หมายเลข 0.5 ซึ่งจะได
ปริมาณเชื้อเทากับ 1.5 x 108 CFU/ml นํ าเชื้อปริมาตร 50 µl มาเลี้ยงใน  1% peptone ที่
เติมเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนตั้งแต 1 ถึง 8%  ตามลํ าดับ  บมที่  37 °C 24 ชั่ว
โมง จากนั้นนํ ามาวัดคาความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ OD 600 nm ทํ าการ
ทดลองซํ้ า 3 ครั้ง
               2.4.1.2  การศึกษา pH ท่ีเหมาะสมตอการเจริญ

เลี้ยงเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน ใน LB broth ที่อุณหภูมิ 37 °C 24 ชั่ว
โมง นํ าเชื้อมาปรับปริมาณโดยเทียบกับ McFarland หมายเลข 0.5 น ําเชื้อปริมาตร 50 µl
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มาเลี้ยงใน 1 % peptone ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดและปรับ pH เปน 7.0 7.4  7.8  8.2
8.6 9.0 และ 9.4 ตามลํ าดับ บมที่ 37 °C 24 ชั่วโมง จากนั้นนํ ามาวัดคาความขุนดวย
เครื่อง spectrophotometer ที่ OD 600 nm ทํ าการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง
               2.4.1.3 สารยับยั้งตางๆที่มีผลตอการเจริญ

 เลี้ยงเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน ใน LB broth ที่อุณหภูมิ 37 °C
24 ชั่วโมง นํ าเชื้อมาปรับปริมาณโดยเทียบกับ McFarland หมายเลข 0.5 น ําเชื้อปริมาตร
50 µl มาเลี้ยงใน 1% peptone  ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดและเติมสารยับยั้งซึ่งมีราย
งานวาใชใน selective medium หลายชนิดไดแก  taurocholic acid (ความเขมขนสุดทาย
เทากับ 5g/l) potassium tellurite (0.005g/l) deoxycholic acid (0.5g/l) lauryl sulfate
(0.1g/ml) malachite green (0.03g/l) และ sodium azide (0.4g/l) บมไวที่  37 °C 24 ชั่ว
โมง จากนั้นนํ ามาวัดคาความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ OD 600 nm ทํ าการ
ทดลองซํ้ า 3 ครั้ง

      2.4.2 อาหารที่ใชในการแยกเชื้อ V. hollisae
            จากการศึกษาสวนประกอบของอาหาร Sporosarcina halophilla agar (ภาคผนวก
5ก) ที่มีรายงานวาสามารถนํ ามาใชเลี้ยงเชื้อ Halomonas elongata Halomonas
halmophila  Listonella anguillara   Salinicoccus roseus   Sporosarcina halophila   
V. fluvialis   V. furnissii   V. hollisae  V. ordalii  และ V. vulnificus และอาหาร Mannitol
Maltose agar (ภาคผนวก 4ก) ซึ่งมีรายงานวาสามารถนํ ามาใชสํ าหรับแยกเชื้อ Vibrio
species และศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ V. hollisae เทียบกับเชื้อ Vibrio species
อ่ืนๆ อีก 11 สายพันธุที่กอโรคในคน คือ V. cholerae V. mimicus V. metschnikovii
V. cincinatiensis V. damsela V. fluvialis  V. furnissii V. alginolyticus
V. parahaemolyticus V. vulnificus และ V. carchariae พบวามีความแตกตางกันในการ
ใชนํ้ าตาล arabinose และ maltose โดยสามารถแยกเชื้อเปน 2 พวกคือ พวกที่สามารถ
หมักนํ้ าตาล arabinose ไดแก V. cincinatiensis V. hollisae V. fluvialis V. furnissii
V. parahaemolyticus กบัพวกที่เหลืออีก 7 species ที่ไมสามารถหมักนํ้ าตาล arabinose
สํ าหรับนํ้ าตาล maltose พบวา V. hollisae ไมสามารถหมักนํ้ าตาล maltose ขณะที่เชื้อที่
เหลืออีก 10 species สามารถหมักนํ้ าตาล maltose ได จึงไดใชคุณสมบัตินี้พัฒนาอาหาร
แยกเชื้อ 2 ชนิด คือ H agar ซึ่งสามารถบอกความแตกตางระหวางเชื้อที่สามารถหมักนํ้ า
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ตาล arabinose และไมสามารถหมักนํ้ าตาล arabinose (differential medium) กับ Maltose
agar ทีส่ามารถแยก V. hollisae ซึ่งไมสามารถหมักนํ้ าตาล maltose ออกจากเชื้ออ่ืนๆ
สํ าหรับ H agar มีสวนผสมประกอบดวย Peptone Beef extract Yeast extract NaCl
MgCl2.6H2O  Cresol red  Sodium pyruvate  Agar และ นํ ้าตาล arabinose (ภาคผนวก 1
ก) สวน Maltose agar มสีวนผสมประกอบดวย Phenol red broth base  นํ้ าตาล maltose   
และ Agar (ภาคผนวก 3ก)
      2.4.3 เปรียบเทียบการเจริญของ V. hollisae บน H agar กับ Sporosarcina agar
และ Mannitol maltose agar

นํ าเชื้อ V. hollisae สายพันธุ 1613 มาเลี้ยงบน LB agar (ภาคผนวก 2ก) 37 °C 24
ชั่วโมง จากนั้นนํ าเชื้อมา suspend ใน 1% peptone ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด ปรับ
ความขุนใหไดเทากับ McFarland หมายเลข 0.5 จากนั้นนํ าเชื้อมา 100 µl ทํ าการเกลี่ยเชื้อ
(spread plate) บนอาหาร H agar  Sporosarcina agar และ Mannitol maltose agar บมเชื้อ
ที่ 37 °C  24 ชัว่โมง ทํ าการทดลองซํ้ า 2 ครั้ง

    2.4.4 การทดสอบ H agar และ Maltose agar กบัเชื้อ Vibrio species และเชื้อ
แบคทีเรียตางๆ
 นํ าเชื้อ Vibrio สายพันธุมาตรฐาน 39 สายพันธุ ไดแก V. hollisae สายพันธุมาตร
ฐาน 11 สายพันธุ V. parahaemolyticus V. vulnificus V. damsela V. furnissii
V. alginolyticus  V. mimicus  V. metschnikovii  V. navarrensis  V. cincinatiensis
V. cholerae O1  V. cholerae O139  V. cholerae non-O1  V. carchariae  V. harveyi
V. orientalis   V. splendidus  V. pelagius  V. mytilii   V. proteolyticus  V. nereis
V. mediterranei  V. ordalii  V. campbellii   S. aureus   E. coli   S. enteritidis
S. dysenteriae  มาเพาะเลี้ยงบน H agar และ Maltose agar บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา
24 ชั่วโมง เปรียบเทียบลักษณะการเจริญเติบโต สีและลักษณะโคโลนีของเชื้อ               
V. hollisae กับเชื้อ Vibrio และแบคทีเรียอ่ืนๆ  
      2.4.5 การเตรียมตัวอยางอาหารทะเลและการแยกเชื้อ V. hollisae

นํ าตัวอยางอาหารทะเลที่ไดจาก ตลาดพลาซา ตลาดคลองเรียน ตลาดกิมหยง และ
ตลาดเกาะหมี  จาก อ. หาดใหญ จ. สงขลา  ตลาดรถไฟ ตลาดทรัพยสิน และ ตลาดเกา
เสง จาก อ. เมือง จ.สงขลา  และจากฟารมหอยนางรม จ. สุราษฏรธานี ตัวอยางทั้งหมด
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ประกอบไปดวย ปลานํ้ าเค็ม เชน ปลาจวด ปลากระบอก ปลาสํ าลี ปลาจาระเม็ดขาว ปลา
จาระเม็ดดํ า ปลาทรายแดง ปลาสุจิน ปลาจวด ปลาโอ หอยทะเล เชน หอยแครง หอย
ตลบั หอยแมลงภู หอยลาย และหอยนางรม รวมทั้ง ปู กั้ง และกุง ปลาจะใชสวนลํ าไส
เล็กตอนปลาย สวนหอยจะแกะเอาเปลือกออกและผาตัดเอาแตเฉพาะระบบยอยอาหาร
(digestive tract) ปูจะใชสวนของนมปู และกระเพาะอาหาร กุงและกั้งจะผาเอาเสนกลาง
หลังซึ่งเปนทางขับถายของเสีย  จากนั้นนํ าตัวอยางอาหารทะเลใสถุงพลาสติก เขาเครื่อง
ตีปนผสมตัวอยาง นํ าเชื้อมาเพาะบนอาหาร H agar สวนตัวอยางที่เหลือนํ าไปบมใน
alkaline peptone water (APW) เปนเวลา 6 ชั่วโมง เมื่อครบกํ าหนด สวนหนึ่งนํ าไปทํ า
PCR เพื่อหาจีน toxR อีกสวนหนึ่งนํ ามาเพาะบน H agar บมที่อุณหภูมิ 35 °C นาน 18-24
ชั่วโมง ใชไมจ้ิมฟนปราศจากเชื้อจ้ิมโคโลนีที่สามารถหมักนํ้ าตาล arabinose ซึ่งมี
ลักษณะโคโลนีสีเหลืองใส ขอบเรียบแบน ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.1-0.3
มลิลิเมตร มีรอยบุมตรงกลาง ไปแตะบน Maltose agar บมที่ 37 °C ทิง้ไว 18-24 ชั่วโมง
เชื้อ V. hollisae ไมสามารถหมักนํ้ าตาล maltoseได จึงใหลักษณะโคโลนีสีชมพู ไป
ทดสอบทางชีวเคมี ไดแก TSI (Triple sugar iron agar) ทดสอบ oxidase การสราง indole
การเปลี่ยน nitrate เปน nitrite การหมักนํ้ าตาล glucose  นํ้ าตาล galactose นํ้ าตาล
mannitol และนํ้ าตาล mannose การไมสรางเอนไซม lysine decarboxylase ornithine
decarboxylase arginine dihydrolase และการเคลื่อนที่ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว (motility)
จากนั้นจึงนํ าเชื้อที่คาดวาจะเปน V. hollisae ไปตรวจยืนยันโดยการทํ า PCR โดยใชจีน
toxR เปนจีนเปาหมาย (แผนภูมิที่ 1)
      2.4.6 การตรวจยืนยัน V. hollisae ดวยวิธี PCR โดยใชจีน toxR เปนจีนเปาหมาย

นํ าเชื้อที่ใหผลทดสอบทางชีวเคมีวาเปน V. hollisae มาเลี้ยงใน LB broth ที่
อุณหภูมิ 37 °C  24 ชั่วโมง จากนั้นนํ าเชื้อไปตมที่อุณหภูมิ 100 °C 10 นาที เพื่อทํ าให
เซลลแตก ทํ าการแยกดีเอนเอโดยปนเหวี่ยงที่ ความเร็ว 4000 x g เปนเวลา 6 นาที ดูดสาร
ละลายสวนบนมาเจือจาง 1:10 ดวยนํ้ ากลั่นจะไดดีเอนเอตนแบบเพื่อนํ าไปทํ า PCR หา
จีน toxR เพื่อยืนยันวาเปน V. hollisae (รูปที่ 2.1)
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ในการทํ า PCR มีสวนผสมดังตอไปนี้
สวนผสม ปริมาตร (µl)

นํ้ ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 2.7
10 x Buffer Ampli Taq 2
25 mM MgCl2 1.6
2.5µM dNTP 1.6
2 µM primer 1-(vh-F3) 4
2 µM primer 2-(vh-R2) 4
เอนไซม Taq polymerase 0.1
ดีเอนเอ 4

ปริมาตรรวม 20

สภาวะที่ทํ าปฏิกิริยา PCR ไดแก
ข้ันตอน อุณหภูมิ(°C) เวลา (นาที) จํ านวนรอบ

1. Hot start 96 5 1
2. Denature 95 1
3. Annealing 62 1.5 35
4. Extension 72 1.5
5. Final extension 72 7 1

เมื่อครบกํ าหนดทํ าการตรวจหาจีน toxR โดยการทํ า electrophoresis โดยใช สาร
ละลายบัฟเฟอร Tris Borate EDTA (TBE) (ภาคผนวก 1.1ข)
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รูปท่ี 2.1  จีน toxR ของเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน 11 สายพันธุ เทียบกับ     
V. parahaemolyticus และ V. cholerae

1,078

bp
1     2     3    4     5     6     7     8     9    10    11   12   13  14

1,353

   872
603

310 จีน toxR 306 bp
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แผนภูมิท่ี1 แสดงขั้นตอนการแยกเชื้อ V. hollisae จากอาหารทะเล
อาหารทะเล 25 กรัม

     เพาะเชื้อบนอาหาร H agar                     บมในใน APW  นาน 6 ช.ม.

                                                                           เพาะเชื้อบน H agar         ทํ า PCR

                      arabinose fermenter colony    (โคโลนีสีเหลือง)

                                  เพาะเชื้อบน Maltose agar

maltose non-fermenter colony    (โคโลนีสีชมพู)

                                             ทดสอบทางชีวเคมี
TSI K/A oxidase +
indole + nitrite +
glucose + galactose +
mannitol - mannose +
LDC - ODC -
ADC - motile -

                                                     ทํ า PCR
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2.5 การตรวจหาจีน tdh บนโครโมโซมอลดีเอนเอและพลาสมิดของ V. hollisae
      2.5.1 การเตรียม tdh probe (โดยวิธี ของ QIAGEN, Germany)
         เลี้ยงเชื้อ E.coli HB101 ที่มีพลาสมิด pCVD 518 (รูปที่ 2.2) ซึ่งมีจีน tdh สอดแทรก
อยู บนอาหาร LB agar (ภาคผนวก 2ก) ที่ผสมยา tetracycline 0.01 g/ml บมเชื้อที่ 37 °C
24    ชั่วโมง ถายเชื้อบน LB agar ลงใน LB broth ที่ผสมยา tetracycline 0.01 g/ml นํ าไป
เขยาที่ 37 °C 24 ชั่วโมง แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
300 x g 10 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง นํ าเซลลมาเติมสารละลาย P1 ที่เติมเอนไซม
RNase ไวแลว 250 µl ผสมใหเขากันเบาๆ ดวยการดูดขึ้นดูดลง เติมสารละลาย P2 (lysis
buffer) ลงไป 250 µl ผสมใหเขากัน โดยการกลับหลอดไปมาเบาๆ เติมสารละลาย N3
(neutralization buffer) 350 µl ผสมใหเขากัน นํ าไปปนเหวี่ยง 10 นาที พลาสมิดจะอยูใน
สวนใส นํ าสวนใสไปผานคอลัมน เพื่อดูดจับพลาสมิด นํ าคอลัมนไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วสูงสุด 30-60 วินาที เทสารละลายที่กนหลอดทิ้ง ลางคอลัมนดวยสารละลาย
buffer PB 500 µl นํ าคอลัมนไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุด 30-60 วินาที เทสารละลายที่
กนหลอดทิ้ง เติมสารละลายบัฟเฟอร PE ลงไป 750 µl ตั้งทิ้งไว 5 นาที จากนั้นนํ าไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุด 30-60 วินาที เทสารละลายกนหลอดทิ้ง นํ าคอลัมนไปวางบน
หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 50 µl ลงใน
คอลัมน ตั้งทิ้งไว 1 นาที จากนั้นนํ าไปปนเหวี่ยงที่ระดับความเร็วสูงสุด 1 นาที จะไดพ
ลาสมิดซึ่งมีลักษณะของเหลวใสที่กนหลอด นํ าพลาสมิดมาตรวจสอบวาบริสุทธิ์โดยการ
ทํ า electrophoresis และนํ าไปวัดปริมาณดวยเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง ที่ระดับ 260 nm
จากนั้นนํ าพลาสมิดมาตัดดวยเอนไซม PstI  โดยใชความเขมขนของเอนไซม 1 unit ตอ 1
µg ของพลาสมิด บมที่ 37 °C 2 ชัว่โมง เมื่อครบกํ าหนดเวลานํ ามาทํ า electrophoresis
โดยใชวุนที่มี ความเขมขน 1% จากนั้นตัดวุนตรงตํ าแหนงของแถบดีเอนเอที่มีลํ าดับเบส
415 คูสม (รูปที่ 2.3) จะไดจีน tdh สะกัดจีน tdh จากวุนโดยการบีบเนื้อวุน จะไดสาร
ละลาย tdh probe นํ าไปวัดปริมาณความเขมขน แลวนํ ามาติดฉลากดวย digoxigenin
(DIG)
      2.5.2 การติดฉลาก probe ดวย digoxigenin (DIG)

นํ าจีน tdh ที่สกัดไดปริมาณ 10 ng-3 µg ใสลงในหลอด microcentrifuge tube
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตมที่ 100 °C นาน 10 นาที จากนั้นทํ าใหเย็นจัดทันที เติมสารละลาย
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รูปท่ี 2.2  พลาสมิด pCVD 518 ที่ใชในการโคลนจีน tdh เพื่อใชเปน probe ใน
การทํ า hybridization
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รูปท่ี 2.3 การตัดพลาสมิด pCVD 518 ที่มีจีน tdh

แถวที่ 1 Marker (λ HindIII)
แถวที่ 2 Marker (φ X HaeIII)
แถวที่ 3 พลาสมิด pCVD 518 + จีน tdh กอนตัด
แถวที่ 4 พลาสมิด pCVD 518 และจีน tdh ภายห
             PstI

   1       2      3       4
bp

23,130
671

27
3
8

  พลาสมิด pCVD 518 + จีน tdh

  พลาสมิด pCVD 518 ขนาด 6.8 kb
  9,41  6,55
  4,36
 2,32
 2,02

 1,35

 1,07
872
603
 ดวยเอนไซม PstI

ดวยเอนไซม PstI
ลังการตัดดวยเอนไซม

จีน tdh ขนาด 415 bp
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hexanucleotide 2µl เอนไซม Klenow polymerase (2unit/µl) 1µl dNTP labelling
mixture (ประกอบดวย 1 mM dATP  1 mM dCTP 1 mM dGTP 1 mM dTTP และ 0.35
mM DIG - dUTP pH 7.5)  2 µl ผสมใหเขากันและปนเหวี่ยงเบาๆจากนั้นนํ าไปบมที่
37 °C นาน 1 ชั่วโมงนํ ามาหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 0.2 M EDTA  pH 8.0 จํ านวน 2 µl ทํ า
การตกตะกอนดีเอนเอโดยเติม 4M LiCl 2.5 µl และ 95% ethanol (-20 °C) ผสมใหเขา
กัน นํ าไปเก็บไวที่ -70 °C นาน 30 นาที แลวนํ าไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 800 x g 15นาที
จากนั้นดูดสารละลายสวนบนทิ้ง ลางดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลวดวย 70% ethanol (-20 °C)
50 µl นํ าไปปนที่ระดับความเร็วสูงสุด 10 นาที แลวดูดสารละลายสวนบนทิ้ง จากนั้นทํ า
ตะกอนใหแหง ละลายตะกอนดวยสารละลายบัฟเฟอร Tris EDTA (TE) (ภาคผนวก 1.2
ข) 50 µl
      2.5.3 การสกัดโครโมโซมอลดีเอนเอ ของ V. hollisae โดยวิธี phenol-chloroform
extraction (Birnboim, 1979)

เลี้ยงเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน 11 สายพันธุ ใน LB broth 5 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 37 °C 24 ชั่วโมง แยกเซลลออกจากอาหารโดยปนเหวี่ยงที่ระดับ 300 g 10 นาที
เทสวนใสทิ้ง เติม PBS 1 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวดูดใส microcentrifuge tube
(eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นํ าไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง microcentrifuge ความเร็วสูง
สุด 3 นาทีเทสวนใสทิ้ง ผสมตะกอนเซลลกับ 300 µl PBS-EDTA (PBS 270 µl ผสมกับ
1M EDTA 30 µl) จากนั้นเติม 10% SDS 150 µl ผสมใหเขากันอีกครั้งแลวบมที่อุณหภูมิ
หอง 10 นาที เมื่อครบกํ าหนดเวลา เติมสารละลาย phenol–chloroform (1:1) 450 µl ผสม
ใหเขากันดวยเครื่องผสม (mixer) และนํ าไปปนเหวี่ยง 2 นาทีดูดสวนบนใสในหลอด
ใหม เติม 3M NaOAc 40 µl และ 95% ethanol 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันเพื่อสกัดดีเอน
เอ จากนั้นนํ าไปปนแลวเทสวนใสทิ้ง ลางดีเอนเอดวย 70% ethanol และ 95% ethanol
ตามลํ าดับ จากนั้นจึงทํ าใหดีเอ็นเอแหง ละลายดีเอนเอดวยนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อประมาณ
0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม RNase (ความเขมขน 10 ng/µl) 5 µl บมที่อุณหภูมิ 37 °C 30
นาที เมื่อครบกํ าหนดเวลา ทํ าการสะกัดดีเอนเอซํ้ าอีกครั้งดวย phenol–chloroform แลว
ละลายดีเอนเอ ในสารละลายบัฟเฟอร TE วัดปริมาณดีเอนเอดวยเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง
ที่ระดับ 260 nm
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       2.5.4 การสกัดพลาสมิดของ V. hollisae   (โดยวิธีของ QIAGEN, Germany)
เลี้ยงเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐานทั้ง 4 สายพันธุ บนอาหาร LB agar บม

เชื้อที่ 37 °C  24 ชั่วโมง ถายเชื้อบน LB agar มาลงใน LB broth นํ ามาเขยาที่ 37 °C  24
ชั่วโมง จากนั้นนํ ามาสกัดพลาสมิด โดยวิธีของ QIAGEN (เหมือนขอ 2.5.1) วัดปริมาณ
พลาสมิดที่ไดดวยเครื่องวัดคาดูดกลืนแสงที่ระดับ 260 nm
      2.5.5 Southern blot hybridization ดวย tdh probe

นํ าดีเอนเอและพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐานที่สกัดได
จากขอ 2.5.3 และ 2.5.4 มาตัดดวยเอนไซม EcoRV (สํ าหรับดีเอนเอจะบมที่อุณหภูมิ
37 °C ขามคืน สวนพลาสมิดจะบมที่อุณหภูมิเดียวกัน แตใชเวลา 2 ชั่วโมง) จากนั้นนํ าดี
เอนเอที่ไดมาทํ า electrophoresis โดยใช 1% agarose gel ยอมดวย ethidium bromide
แลวลางดวยนํ้ ากลั่น บันทึกแผนภาพดีเอนเอไว (รูปที่ 2.4) จากนั้นทํ าการถายโอนดีเอน
ลงบนแผนไนโตรเซลูโลส โดยแชแผน gel ในสารละลาย denaturation (ภาคผนวก 1.3
ข) เพื่อใหดีเอนเอคลายเกลียวเปนสายเดี่ยว นาน 25 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้งและแช
แผน gel ในสารละลาย neutralization (ภาคผนวก 1.4ข) นาน 25 นาที จากนั้นทํ าการถาย
ดีเอนเอจาก gel ลงบนแผนไนโตรเซลูโลสตามวิธีการของ Sambrook และคณะ
(Sambrook, 1989) โดยวางแผน gel ลงบนกระดาษ Whatman 3M ทีชุ่มดวยสารละลาย
20 x SSC  (ภาคผนวก 1.5ข) เปนสะพานเชื่อมไอออน จากนั้นวางแผนไนโตรเซลูโลสลง
บนแผน gel แลววางแผนกระดาษ Whatman 3M ซึ่งชุมดวยสารละลาย 20 x SSC วางทิช
ชูลงบนกระดาษ Whatman 3M สูงประมาณ 10 เซนติเมตร ตามลํ าดับ วางของหนักทับ
บนกระดาษทิชชูอีกครั้ง ทิ้งไวขามคืน จากนั้นลางแผนไนโตรเซลูโล ดวยสารละลาย 2 x
SSC นํ าไปอบที่อุณหภูมิ 80 °C นาน 2 ชั่วโมง และนํ าไปทํ า hybridization กับ tdh probe
ที่ติดฉลากดวย DIG
      2.5.6 การทํ า hybridization โครโมโซมอลดีเอนเอและพลาสมิดของ V. hollisae ดวย
tdh probe  (ตามวิธีของบริษัท Boehringer Mannheim, Germany)
 นํ าแผนไนโตรเซลูโลสไปบมในสารละลาย hybridization (ภาคผนวก 1.8ข) ที่
อุณหภูมิ 42 °C เปนเวลา 60 นาที เมื่อครบกํ าหนดเวลา เทสารละลาย hybridization ทิ้ง
ไปแลวเติมสารละลาย hybridization ที่มี tdh probe ผสมอยู นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 42 °C
เปนเวลาอยางนอย 6 ชั่วโมง เพื่อให probe เขาไปจับคูกับดีเอนเอเปาหมาย เมื่อครบเวลา
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รูปท่ี 2.4  การตัดดีเอนเอและพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน

   1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 1112 131415 16
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นํ าแผนไนโตรเซลูโลสมาลาง 2 ครั้ง ดวยสารละลาย 2 x SSC กบั 0.1% (w/v) SDS ที่
อุณหภูมิหอง และลางอีก 2 ครั้งดวย 0.1 x SSC กับ 0.1% (w/v) ที่อุณหภูมิ 68 °C  จาก
นั้นนํ าไปตรวจสอบผลการ hybridization หรือนํ าไปอบใหแหง เก็บไวเพื่อทํ าการตรวจ
สอบผลการ hybridization ในภายหลัง
      2.5.7 การตรวจสอบผล hybridized ดวย antibody ตอ digoxigenin (DIG) (ตามวิธี
ของบริษัท Boehringer Mannheim, Germany)
  นํ าแผนไนโตรเซลูโลส มาลางในสารละลายบัฟเฟอร 1 (ภาคผนวก 1.6ข) นาน 1
นาที จากนั้นนํ ามาบมในสารละลายบัฟเฟอร 2 (ภาคผนวก 1.9ข) ที่อุณหภูมิหอง นาน 30
นาที เมื่อครบเวลานํ ามาบมในสารละลายบัฟเฟอร 2 ที่เติม anti-DIG ที่ติดฉลากดวย
alkaline phosphatase เปนเวลา 45 นาที เมื่อครบเวลา นํ าแผนไนโตรเซลูโลสมาลาง
แอนติบอดีที่ไมเกาะติดออกดวยสารละลายบัฟเฟอร 1 สองครั้ง ครั้งละ 15 นาที จากนั้น
นํ าไปแชใน สารละลายบัฟเฟอร 3 (ภาคผนวก 1.10ข) นาน 2 นาที เมื่อครบกํ าหนดนํ า
แผนไนโตรเซลูโลส มาแชในสารละลาย nitroblue tetrazolium salt กับ 5-bromo-4
chloro-3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) วางทิ้งไวในที่มืด ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นภายในไม
กี่นาที และปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณภายหลังจาก 18 ชั่วโมง เมื่อเกิดสีชัดเจนแลวใหหยุด
ปฏิกิริยาโดยแชแผนไนโตรเซลูโลส ในสารละลายบัฟเฟอร 4  (ภาคผนวก 1.11ข)

2.6 การตรวจหาจีนของ bacteriophage (Vf33) บนโครโมโซมอลดีเอนเอและพลาสมิด
ของ V. hollisae
      2.6.1 การเตรียม probe จาก bacteriophage (Vf33)

เชื้อ E. coli ซึ่งมี recombinant plasmid pUC119 (รูปที่ 2.5) และจีนของ
bacteriophage Vf33 ที่ลํ าดับนิวคลีโอไทดตํ าแหนงที่ 1,103-3,737 ใหชื่อวา Vf1 ซึ่งเปน
บริเวณ conserve region ขนาด 2,634 คูสม  และ E. coli ซึ่งมี recombinant plasmid
pUC119 และจีนของ bacteriophage Vf33 ที่ลํ าดับนิวคลีโอไทด 5,762-6,281 ใชชื่อวา
Vf2 ซึ่งเปนตํ าแหนง distinctive region ขนาด 579 คูสม (Chang 1998) ไดรับความ
อนุเคราะหจาก ศาสตราจารย Bin Chang (ภาควิชาจุลชีววิทยา University of
occupational and environmental of health Kitatyushu ประเทศญี่ปุน) นํ าเชื้อ E. coli ทั้ง
สองชนิดมาเลี้ยงใหไดปริมาณมาก จากนั้นนํ ามาสกัดพลาสมิด ตามวิธีในขอ 2.5.1 จาก
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รูปท่ี 2.5  พลาสมิด pUC 119
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นั้นนํ า recombinant plasmid pUC119-Vf1 มาตัดดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ BamHI และ
PstI และ recombinant plasmid pUC119-Vf2  ตัดดวยเอนไซม XbaI และ SmaI ที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํ ามาทํ า electrophoresis (รปูที่ 2.6 2.7 และ
2.8) ตัดวุนสวนที่มี conserve region Vf1 และ distinctive region Vf2 ขนาด 2,634 คูสม
และ 579 คูสม และทํ าการสกัดดีเอนเอออกจากวุน โดยการบีบจากนั้นนํ าไปติดฉลาก
ดวย DIG
      2.6.2 Southern blot hybridization ดวย Vf1 และ Vf2 probe

นํ าเชื้อ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน 11 สายพันธุ มาตรวจหาจีนของ
bacteriophage สวนที่เปน conserve region (Vf1) และ distinctive region (Vf2) บน
โครโมโซมอลดีเอนเอและพลาสมิด ตามวิธีเดียวกันกับขอ 2.5.5  2.5.6 และ 2.5.7 แต
probe ที่ใชคือ Vf1 และ Vf2 ที่ติดฉลากดวย DIG
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ท่ี 2.6  การตัดพลาสมิด pUC 119 ที่มีจีนของ phage Vf1 แ

วที่ 1 Marker (λ HindIII)
วที่ 2 Marker (φ X HaeIII)
วที่ 3 พลาสมิด pUC 119 + จีน Vf1
วที่ 4 พลาสมิด pUC 119 + จีน Vf2

p
Vf2  ขนาด 579 b
 พลาสมิด pUC119 ขนาด3.2 kb

 Vf1 ขนาด 2.6 kb
ละ Vf2
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รูปท่ี 2.7 การเตรียม Vf1 probe
                  M = λ HindIII

b
b

M

รูปท่ี 2.8  การเตรียม Vf2 probe
M = φ x HaeIII
พลาสมิด pUC 119 ขนาด 3.2 k

Vf1 ขนาด 2.6 k
M

พลาสมิด pUC 119 ขนาด 3.2 kb

Vf2  ขนาด 579 bp
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แผนภูมิท่ี 2 แสดงขั้นตอนการตรวจหา จีน tdh และจีนของ bacteriophage บน
โครโมโซมและพลาสมิดของ V. hollisae 11 สายพันธุ

V. hollisae

                          สกัดพลาสมิด                                              สกัดโครโมโซมอลดีเอนเอ

ตัดดวยเอนไซม EcoRV

ทํ า electrophoresis

ทํ า Southern blot

ทํ า  hybridization  ดวย
tdh probe
Vf1 probe

 Vf2 probe
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