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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

2.1  วัสดุ

2.1.1 เชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis สายพนัธุมาตรฐาน ATCC 14323 และ
E. coli ซึ่งมี IS6110 อยูบนพลาสมิด pCD73 ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.นพ.ประสิทธิ์  ผลิตผล
การพมิพ คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยมหิดล

2.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ                 บริษัทที่ผลิต
LÖwenstein-Jensen medium Difco
Tryptone Difco
Yeast extract Merck

2.1.3  สารเคมี                บริษัทที่ผลิต
Absolute alcohol Merck
Agarose gel Sigma
Ammonium acetate BDH
Anti digoxiginin-AP, Fab fragments            Boehringer Mannheim
Blocking reagent         Boehringer Mannheim
Boric acid Merck
5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (X phosphate)                      Boehringer Mannheim
Carbol fuchsin BDH
Chloroform Merck
CTAB(N-cetyl-N,N,N,-trimethyl ammonium bromide) Merck
Dig DNA labeling mixture         Boehringer Mannheim
Ethidium bromide Sigma
 Ethylenediaminetetraacetate (EDTA) Sigma
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สารเคมี                บริษัทที่ผลิต
Formamide         Boehringer Mannheim
Glacial acetic acid  Merck
Glycerol  Merck
Hexanucleotide mix                     Boehringer Mannheim
Hydrochloric acid Merck
Isoamyl alcohol Merck
Isopropanol Merck
Klenow enzyme         Boehringer Mannheim
Litium chloride BDH
Magnesium chloride BDH
Methylene blue Merck
Methanol Merck
Nitroblue tetrazolium chloride (NBT) solution            Boehringer Mannheim
N-lauroyl sarcosine Sigma
Oxalic acid Merck
Phenol Merck
Potassium acetate Fluka
Sodium chloride Merck
Sodium citrate Merck
Sodium dodecyl sulphate (SDS) Sigma
Sodium hydroxide BDH
Tri-sodium citrate BDH
Tris (hydroxy methylaminomethane) Sigma

2.1.4  เอนไซม                           บริษัทที่ผลิต
BamH Ι Bio labs
Klenow enzyme         Boehringer Mannheim
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                 เอนไซม                             บริษัทที่ผลิต
Lysozyme         Boehringer Mannheim
Proteinase K Sigma
Pst Ι            GIBCO BRL
Restriction endonuclease Pvu ΙΙ                     Boehringer Mannheim
Ribonuclease A Sigma
Sal Ι Bio lab

     2.1.5  Molecular weight marker                            บริษัทผูผลิต
Lamda Hind  ΙΙΙ Promega
PhiX 174 Hae ΙΙΙ Bio labs
Lamda Pst Ι              Gibco BRL

2.1.6  วัสดุอ่ืนๆ              บริษัทที่ผลิต
กระดาษ Whatman 3 MM    Whatman
ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane, positive charged)                     Boehringer Mannheim

2.2 อุปกรณ

- ปเปตอัตโนมัติ (automatic pipette)
- หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ (autoclave)  Tomy Seiko Co.Ltd., Japan
- ตูบมเชื้อ (incubator), Heraeus GmbH, Germany
- ตูบมเชื้อชนิดมีเครื่องเขยาและควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator) Labline instrument

Inc., USA
- เครื่องปนเหวี่ยง (micro-highspeed centrifuge) Eppendorf, Brinkman Instruments Inc.,

USA
- เครือ่งปนเหวี่ยงชนิดควบคุมความเย็น (refrigerated centrifuge) RC 2-B, Ivan Sorvall

Inc., USA
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) Lab-line Instruments Inc., USA
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- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) UV-1601, SHIMADZU cooperation,
Japan

- เครือ่งแยกสารละลายโดยใชไฟฟาเพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอ (horizontal gel electrophoresis)
GNA-100, Pharmacia, Sweden

- เครื่องจายกระแสไฟฟา (power supply)  LKB, Phamarcia , Sweden
- เครือ่งดูแถบ ดี เอ็น เอ ภายใตแสงอัลตาไวโอเล็ต (UV light transilluminator) San Gabriel

Inc., USA
- ตูปลอดเชื้อ (bio-safety flow cabinet) class II, Forma Scientific Inc.,USA
- ตูอบชนิด Hybridization incubator Model 400, Robbin Science Cooperation, USA
- กลองถายรูปโพลารอยด (polaroid camera) DS34, Spectonics Coorperation, USA

2.3 วธิีการ

2.3.1 เรือนจํ าที่ทํ าการศึกษา
ในการศกึษานีไ้ดเลือกเรือนจํ าจากภาคใต 4 แหงคือ เรือนจํ ากลางจังหวัดสงขลา เรือนจํ า

จงัหวดัสงขลา ทณัฑสถานหญิงจังหวัดสงขลา และเรือนจํ ากลางจังหวัดนครศรีธรรมราช
เรือนจ ํากลางสงขลา เปนเรือนจํ าที่ขังผูตองหาที่ไดพิจารณาโทษแลว แตไมเกิน 30 ป  มีการ

แยกผูตองขงัตามคดีที่ตองโทษ  แยกเปนแดนตางๆ   เชนแดนคดีอุกฉกรรจ แดนยาเสพติด เปนตน
เรือนจํ าจังหวัดสงขลา  เปนเรอืนจ ําทีขั่งผูตองหาที่อยูระหวางการพิพากษาคดี รวมทั้งพิพากษา
โทษจากศาลจงัหวดัสงขลา และพิพากษาคดีแลวแตตองโทษไมนาน  ทัณฑสถานหญิงสงขลา
สํ าหรบัผูตองหาหญิงทั้งหมดที่ตองโทษ   สวนเรือนจํ ากลางนครศรีธรรมราช  ไมไดแยกผูตองขัง
ตามลกัษณะการตองโทษ เรือนนอนของผูตองขังโดยทั่วไปพบวา มีเรือนนอนขนาดใหญ พื้นที่
ประมาณ 8 เมตร x 16 เมตร จผูุตองขังประมาณ 100 - 130 คน สวนเรือนนอนขนาดเล็ก พื้นที่
ประมาณ 8 เมตร x 8 เมตร จผูุตองขังประมาณ 60 - 70 คน เรือนนอนบางแหง จะแบงเปนหอง มี
พืน้ที่ประมาณ 2.5 เมตร x 7 เมตร  บางแหงใชเปนหองแยกโทษ จุผูตองขังประมาณ 6-20 คน  กิจ
กรรมโดยทัว่ไปในเรือนจํ า ตอนเชามีการออกกํ าลังกาย รับประทานอาหารรวมกัน การฝกวิชาชีพ
ตางๆ เปนตน

2.3.2 การเก็บตัวอยาง
สํ ารวจผูตองขังที่มีอาการไอ และ ไข มากกวา 2 สัปดาห (ครอฟตัน และ คณะ,2537) ภาพ

ประกอบ 2.1  แสดงขั้นตอนการเก็บตัวอยางในเรือนจํ าโดยพยาบาลประจํ าเรือนจํ าแตละแหง
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เรือนจ ํากลางจงัหวัดสงขลาสํ ารวจชวงเดือนกันยายน 2540 เรือนจํ าจังหวัดสงขลา และทัณฑ
สถานหญงิจงัหวดัสงขลาสํ ารวจชวงเดือนตุลาคม 2540 เรือนจํ ากลางจังหวัดนครศรีธรรมราช
สํ ารวจชวงเดือนมีนาคม 2541 จากนั้นทํ าการ  ถายภาพรังสีทรวงอก (chest X-ray: CXR) แบบ
ฟลมขนาดเล็ก (mini chest X-ray)  โดยรถถายภาพรังสีทรวงอกเคลื่อนที่  จากโรงพยาบาลราษฎร
ยินดี อํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา  อานผลโดยรังสีแพทย  แลวเก็บเสมหะ จากผูตองขังรายที่ผล
ภาพถายรงัสทีรวงอกสงสัยเปนวัณโรค หลังตื่นนอนเชา 3 วันติดตอกัน โดยเก็บในภาชนะที่สะอาด
และปราศจากเชื้อ ตรวจรางกายผูตองขัง โดยไดรับความอนุเคราะหจาก ผูชวยศาสตราจารยนาย
แพทยขจรศักดิ์ ศิลปโภชากุล ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา
นครนิทร และพยาบาลประจํ าเรือนจํ าชวยบันทึกขอมูล (ภาคผนวก ง) เชน อายุ ระยะเวลาที่ตองขัง
ภูมลํิ าเนา อาชพี รวมทั้งประวัติเกี่ยวกับการเปนวัณโรค เชน เคยเปนวัณโรคหรือไม ถาเคยเปน
เปนทีใ่ด เคยรกัษาหรือไม ถาเคยรักษา  รักษาที่สถานพยาบาลใด   กินยาตานวัณโรคมาแลวนาน
เทาไร ตองโทษคดีอะไร เคยฉีดยาเขาเสนหรือไม ตองขังมานานเทาไร ตองอยูในหองขังอีกนานเทา
ไร รวมเวลาที่ตองโทษ ครอบครัวมีใครเคยเปนวัณโรค ถามีเกี่ยวของเปนอะไรกัน และในการตอง
โทษ พกัหองพักรวมกับใครในกลุมที่ตองเก็บเสมหะนี้

2.3.3 การบงชี้วัณโรค
น ําตวัอยางเสมหะที่เก็บจากผูตองขังทุกราย ยอมสีทนกรด (Acid fastness Baclli : AFB)

ดวยวิธี Kinyoun  โดยปายเสมหะบนสไลดแกว     แลวนํ าสไลดผานเปลวไฟประมาณ 2-3 คร้ังเพื่อ
ตรึงเชื้อ ยอมดวยนํ้ ายา Kinyoun carbon fuchsin (ภาคผนวก ข.1) แลวน ํามาอานผลดวยกลอง
จุลทรรศน  รายงานผลดวยวิธีของ CDC (Center for Disease Control, US public health
service) (ภาคผนวก ค)

ตัวอยางเสมหะทกุตัวอยาง นํ ามาเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคโดยใชไมพันสํ าลีที่ปราศจากเชื้อ
(steriled swab) ปายเสมหะ ควรเลือกบริเวณที่ขนๆ หรือมีเลือดปน แชไมพันสํ าลีใน 5% oxalic
acid 10 มิลลิลิตร นาน 25 นาที เมื่อครบเวลายายไมพันสํ าลีแชลงใน 5% sodium citrate 10
มลิลิลิตร นาน 10 นาที ครบเวลา นํ าไมพันสํ าลีไปปายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Löwenstein -
Jensen (L-J) น ําไปบมที่ 35 - 37 องศาเซลเซียส  การอานผล คอยตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อ
คร้ังแรก 5 - 7 วัน ตอมาอานทุกสัปดาห เปนเวลา 8 สัปดาห ถาเพาะเชื้อข้ึน นํ าไปพิสูจนชนิดของ
เชือ้ โดยดู สี ลักษณะรูปแบบของเชื้อ และทดสอบทางชีวเคมีเพื่อแยกชนิดของเชื้อวัณโรค โดยได
รับความอนเุคราะหการทดสอบ จากสมาคมปราบวัณโรคแหงประเทศไทยในพระบรมราชูปถัมภ
กรุงเทพฯ
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ภาพประกอบ 2.1  ข้ันตอนการเก็บตัวอยางในเรือนจํ า

2.3.4 การทดสอบเชื้อตอยาตานวัณโรค
เชือ้ที่ไดรับการบงชี้วาเปน M. tuberculosis น ํามาทดสอบกับยาตานวัณโรค  isoniazid

streptomycin kanamycin ethambutol rifampicin และ pyrazinamide โดยไดรับความ
อนเุคราะหการทดสอบเชื้อตอยาตานวัณโรค จากสมาคมปราบวัณโรคแหงประเทศไทยในพระบรม
ราชปูถมัภ กรุงเทพฯ ในการทดสอบนี้ใชวิธี  resistance ratio short test  (Canetti et al., 1963)

2.3.5 การตรวจการติดเชื้อเอชไอวี
เจาะเลือดเพื่อตรวจ เอชไอว ีแอนติบอดี จากผูตองขังรายที่ตองเก็บเสมหะ เฉพาะที่ยินยอม

ใหเจาะเลือดเทานั้น โดยไดลงชื่อยินยอมใหเจาะเลือดเพื่อตรวจเอชไอวี แอนติบอดี และตรวจ
รักษาวัณโรค การตรวจ เอชไอวี แอนติบอดี (anti-HIV Ι) วิธี Gel Particle Agglutination (GPA)
ดวยชุดตรวจการติดเชื้อเอชไอวี ซีโรเดีย-เอชไอวี ชนิดตรวจกรองแอนติบอดีตอเอชไอวี ผลิตโดย
บริษัทฟูจเิรบโิอ จ ํากดั ประเทศญี่ปุน  รายที่ใหผลบวก จะทํ าการตรวจซํ้ าเพื่อหา เอชไอวี
แอนติบอดี (anti-HIV Ι/ΙΙ)  วิธี Enzyme linked immunosorbent assay  (ELISA) ดวยชุดตรวจ
การติดเชื้อเอชไอวีเพื่อวินิจฉัยโรคชนิดตรวจกรอง เอ็นซิกโนสท แอนติ-เอชไอวี ½พลสั ผลิตโดย
บริษัท เดด แบร่ิง ในตรวจเอชไอวี แอนติบอดี ท ําตามวิธีมาตรฐาน (Standard Operation
Procedure (SOP)) ของหนวยภมูคุิมกันวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา โรงพยาบาลสงขลานครินทร
พ.ศ. 2540

สํ ารวจผูตองขังที่มีอาการ
ไอ  และ ไข มากกวา 2 สัปดาห

ถายภาพรังสีทรวงอก

ผลปกติ (ไมบงชี้วาเปนวัณโรค) ผลบงชี้วาเปนวัณโรค

1. เก็บเสมหะ 2. เจาะเลือด
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2.3.6 เชื้อควบคุม
เกบ็เชือ้วัณโรค จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร  ซึง่เพาะเลีย้งจากตัวอยางตรวจของผูปวย

เพือ่เปนกลุมเปรียบเทียบกับตัวอยางของผูตองขัง และใชเชื้อวัณโรค จากกองวัณโรค กรมควบคุม
โรคตดิตอ กรุงเทพฯ เปนกลุมตัวอยางจากภาคใตที่ด้ือตอยาหลายขนาน

2.3.7 การทดสอบลายพิมพ ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) โดยวิธี Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)
2.3.7.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis

เชือ้ทีเ่พาะขึน้จากตัวอยางเสมหะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Löwenstein -Jensen  น ํามาสกัดดี
เอน็เอตามวิธีของ  Soolingen และ คณะ (1991b) โดยขดูเชื้อประมาณเทาหัวไมขีด ใสลงในหลอด
microcentrifuge ทีม่ี 500 ไมโครลิตรของบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข. 2.21) ผสมใหเขากันนํ าไป
ตมที่อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นเติม lysozyme จํ านวน 50
ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข. 2.6.1) ผสมใหเขากัน บมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง แลวเติม SDS
70 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข. 2.15) และ proteinase K 6 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข. 2.6.2) ผสมให
เขากัน บมที่ 65 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที แลวเติม 5 โมลาร โซเดียมคลอไรด 100 ไมโครลิตร
ผสมใหเขากันเติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข. 2.9) ผสมใหเขากันดี สารละลายจะมี
ลักษณะสีขาวขุนขนคลายนม แลวนํ าไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส 10 นาท ี สกัดดีเอ็นเอดวย
chloroform/isoamyl alcohol (ภาคผนวก ข. 2.8) ในจ ํานวนทีเ่ทากับสารละลายทั้งหมดที่มีใน
หลอด microcentrifuge (ประมาณ 0.7-0.8 ml) โดยผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร (vortex
mixer) ประมาณ 10 วินาที จากนั้นนํ าไปปนที่ความเร็ว 12,000 g 5 นาท ีดูดสารละลายที่ไดซึ่งอยู
ชัน้บน ถายสูหลอด microcentrifuge หลอดใหม เติม isopropanol 0.6 เทาของปริมาณเดิม เพื่อ
ตกตะกอน ดีเอ็นเอ ต้ังไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 30 นาที แลวปนดวยความเร็ว 12,000 g
15 นาท ีจากนั้นลางดีเอ็นเอดวย 70% แอลกอฮอล 5 นาที เพื่อเอา CTAB ทีเ่หลอือยูออก ปนลาง
2 คร้ัง เท 70% แอลกอฮอลทิ้ง ไดดีเอ็นเอที่กนหลอด ต้ังใหแหง แลวละลายดีเอ็นเอดวย TE
สามารถเก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํ ามาทํ าการทดสอบ

2.3.7.2  การเตรียมตัวตรวจจับ IS6110 (IS6110 probe)
นํ า E. coli ที่มี IS6110 บนพลาสมิด  pDC73 มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อ Terrific Broth

250 มลิลิลิตร (ภาคผนวก ก1) บมที่ 37 องศาเซลเซียส 10-15 ชั่วโมง แยกเซลลออกจากอาหาร
เลีย้งเชื้อ โดยการปนในเครื่องปน (Sorvall centrifuge, หวัปน GSA) ดวยความเร็ว 2,500 g เปน
เวลานาน 5-10 นาที เทสวนใสทิ้งแลวเติม solution 1 (ภาคผนวก ข 2.16) 8 ml ท ําใหเซลล
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กระจายในสารละลายแลวแชในนํ้ าแข็ง 20 นาที  แลวเติม solution 2 (ภาคผนวก ข 2.17) 16 ml
ผสมใหเขากนัดี จะไดสารละลายที่มีความหนืด เนื่องจากดีเอ็นเอหลุดออกมาจากเซลล แชในนํ้ า
แขง็ 10 นาที จากนั้นเติม solution 3 (ภาคผนวก ข 2.18) 12 ml เพือ่ตกตะกอนโปรตีน แลวผสมให
เขากนั แชในนํ้ าแข็ง 10 นาที นํ าไปปนในเครื่องปนดวยความเร็ว 7,500 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  ประมาณ 10 นาที ถายสวนใสลงในหลอดใหมขนาด 50 ml ระวงัไมใหตะกอนติดมา
แลวเติมไอโซโปรปานอล 0.6 เทาของปริมาณเดิม (21.6 มิลลิลิตร) เพือ่ตกตะกอนดีเอ็นเอ ปนที่
7,500 g ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 -10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ตะกอนในหลอดคือสวน
ผสมของดีเอ็นเอ และอารเอ็นเอ   ละลายตะกอนใน TE 10 ml   จากนั้นเติม 7.5 โมลาร
แอมโมเนียมอะซิเตท 0.5 เทาของปริมาณเดิม (5 ml) ผสมใหเขากันปน 7,500 g ที่อุณหภูมิ 4
องศาเซลเซยีส 10 นาที ดีเอ็นเออยูในสวนใส อารเอ็นเอเกือบทั้งหมดจะตกตะกอนอยูกนหลอด
แลวถายสวนใสลงในหลอดใหมเติม RNase A ใหไดความเขมขน 50 -100 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร
บมที ่37 องศาเซลเซียส  20 นาที  เติมสารละลายฟนอลอิม่ตัว 7.5 ml และคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (24 :1) 7.5 ml น ําไปปน 2,500 g  5 นาท ีดีเอน็เอจะอยูในชั้นบน ถายลงสูหลอดใหม
เติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมีลแอลกอฮอล (24 :1) 15 ml ผสมใหเขากันปนอีก 5 นาที  ถายสาร
ละลายชั้นบนใสหลอดใหม เตมิ 2 สวนของเอทธานอลสมบรูณ เก็บที่ –20 องศาเซลเซียส
ประมาณ 30 นาที หรืออาจทิ้งไวคางคืน  ปนเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ (8,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียส
นาน 5 นาที)  เทสวนใสทิ้งลางดีเอ็นเอดวยเอทธานอล 70% จากนัน้ท ําใหแหงแลวละลายใน TE 1-
2 ml ท ําอิเล็กโทรโฟลีซิสเพือ่ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพลาสมิด

นํ าพลาสมิด pDC73 มาตดัดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ BamH Ι และ  Sal Ι   โดยใชความเขม
ขนของเอนไซม 1 ยูนติ   ตอ 1 ไมโครกรัมของ พลาสมิดบมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง   จากนั้น
น ํามาทํ าอีเล็กโทรโฟรซีสิ โดยใชวุนที่มีความเขมขน 0.7% จากนัน้ตดัวุนตรงตํ าแหนงของแถบดีเอ็น
เอ ซึ่งมีลํ าดับเบสประมาณ 400 bp. จะได IS6110 จากนั้นสกัด IS6110 จากวุนโดยบีบเนื้อวุน จะ
ไดสารละลายของดีเอ็นเอตรวจจับ IS6110 น ําไปวัดหาปริมาณความเขมขนดวยเครื่อง
spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (1 O.D. เทากับดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัม)
แลวแบงเก็บใสตูเย็น -20 องศาเซลเซียส

2.3.7.3  การติดสลากตัวตรวจจับ IS6110
ท ําการติดสลากดีเอ็นเอแบบสุม (random primed labeling)  ดวย digoxigenin (DIG)

dUTP โดยนํ าดีเอ็นเอตรวจจับ IS6110 ตมในนํ ้าเดือดนาน 10 นาที แลวแชในนํ้ าแข็งทันที ผสม
สารละลายดังนี้  ปริมาณ ดีเอ็นเอตรวจจับ IS6110 ทีต่องการติดสลาก 1 ไมโครกรัม เติม
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hexanucleotide mixture 2 ไมโครลิตร  dNTP labeling mixture 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย
นํ ้ากลัน่ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 19 ไมโครลิตร แลวเติมเอนไซม klenow 1 ไมโครลิตร  ผสมให
เขากันนํ าไปบมที่ 37 องศาเซลเซยีส นานอยางนอย 2 ชั่วโมง   เมื่อครบเวลาเติม 0.2 โมลาร EDTA
2 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาแลวเติม ลิเทียมคลอไรด (LiCl2) 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นตกตะกอน
ดีเอ็นเอดวย เอทธานอลสมบูรณ 75 ไมโครลิตร ที่ –20 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แลวนํ าไปปน
ที่ 12,000 g  5 นาที ลางดีเอ็นเอดวย 70% เอทธานอล แลวท ําใหแหง จากนั้นละลายดวยนํ้ ากลั่น
50 ไมโครลิตร เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํ าไปใชตอไป

2.7.3.4  การยอยดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรค
น ําดเีอ็นเอ เติมเอนไซมตัดจํ าเพาะ PvuΙΙ โดยใชความเขมขนของเอนไซม 10 ยูนิต/

ไมโครลิตร  1 ไมโครลิตรตอความเขมขนของดีเอ็นเอ 2 ไมโครกรัม อบที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1
ชัว่โมง  นํ าไปทํ าอีเล็กโทรโฟรซีสิ โดยใชความเขมขนวุน 1% ใน Tris-borate Buffer (TBE) ผาน
กระแสไฟฟาไปในวุนประมาณ 100 โวลท นาน 1 ชัว่โมง แลวเปลี่ยนเปนประมาณ 25 โวลท ขาม
คืน

2.3.7.5  การถายโอนดีเอ็นเอดวยวิธี Southern Blotting และ การทํ าHybridization
แชแผนวุนใน 0.2 N กรดไฮโดรคลอริก เขยาเบา ๆ 10 นาที ลางแผนวุนดวยนํ้ ากลั่น 2-3 คร้ัง

แลวแชใน denaturation solution (ภาคผนวก ข 2.10) เขยาเบา ๆ 30-60 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่น
แลวเติม  neutralization solution (ภาคผนวก ข 2.12) เขยาเบา ๆ 30-60 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่น
แลววางบนแผนกระจกที่มีกระดาษกรอง Whatman 3 MM วางเปนสะพานโดยมีปลายทั้งสองขาง
จุมอยูในสารละลาย SSC ความเขมขน 20 เทา (20X SSC) (ภาคผนวก 2.19) น ําแผนไนลอนที่มี
ขนาดเลก็กวาแผนวุนเล็กนอย แชในนํ้ ากลั่น 1 นาที แลวแชใน 20X SCC 5-10 นาท ี วางทับบน
แผนวุน วางกระดาษกรอง Whatman 3 MM ทบับนแผนไนลอน 3-5 แผน จากนั้นวางกระดาษซับ
ทบับนกระดาษกรอง Whatman 3 MM ใหมคีวามสงูประมาณ 5 เซนติเมตรวางแผนกระจกทับ
จากนัน้วางของหนักประมาณ 1 กิโลกรัม  ทับบนกระจก ต้ังทิง้ไว 12 ชั่วโมงหรือขามคืน ดีเอ็นเอจะ
ถกูถายลงแผนไนลอน ภาพประกอบ 2.2 จากนั้นนํ าแผนไนลอนมาลางดวย SSC ความเขมขน 2
เทา (2X SSC) ทิง้ใหแหง แลวนํ าไปอบที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แผนที่ผานการอบแลว
สามารถนํ าไปทํ า hybridization ตอไดทนัทหีรืออาจเก็บไวในที่แหงไดนานเปนป (กอนนํ าไปใชควร
อบอีกครั้ง)
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ภาพประกอบ 2.2 การถายโอนดีเอ็นเอ  (Southern blot)  แบบ capillary จากวุนไปสูแผนไนลอน

การทํ า hybridization เตมิสารละลาย prehybridization (ภาคผนวก ข 2.13)ลงในขวดที่มี
แผนไนลอน (ใหสวนของสารละลายตอขนาดพื้นที่ของแผนไนลอน 20 มิลลิลิตรตอ 100 ตาราง
เซนตเิมตร) น ําขวดไปบมที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแทนที่สารละลาย
prehybridization ดวย hybridization solution (ภาคผนวก ข 2.11) ที่มี IS6110 ติดฉลากดวย
DIG (ในสดัสวน 2.5 มิลลิลิตรตอแผนไนลอน 100 ตารางเซนติเมตร) นํ าไปบมที่ 42 องศาเซลเซียส
นาน 6-12 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานํ าแผนไนลอนเมมเบรนมาลางดวย 0.1% SDS ใน 2X SSC ที่
อุณหภมูหิอง 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลวลางดวย 0.1% SDS ใน 0.1 X SSC  ทีอุ่ณหภูมิ 68 องศา
เซลเซยีส 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที ปลอยใหแผนไนลอนแหงที่อุณหภูมิหอง นํ าไปตรวจสอบผลการ
hybridized ไดทนัทหีรือเก็บไวในที่แหงไดนาน 1 สัปดาห

2.3.7.6  การตรวจสอบผลของ   hybridization  กบัแอนติบอดีตอ DIG
ลางแผนไนลอนในบฟัเฟอร 1 (ภาคผนวก ข 2.1) ประมาณ 1 นาที แลวเปลี่ยนเปนบัฟเฟอร

2 (ภาคผนวก ข 2.2) นาน 30 นาที เตรียมสารละลายแอนติบอดีตอ DIG ทีจ่ับกับ alkaline
phosphatase โดยเจือจางในสัดสวน 1:2500 ในสารละลายบฟัเฟอร 2 บมแผนไนลอนในสาร
ละลายแอนตบิอดีนาน 30 นาที จากนั้นลางดวยบัฟเฟอร 1 ประมาณ 100 มิลลิลิตร นาน 15 นาที
แลวลางซํ้ าอีกครั้ง จากนั้นลางดวยบฟัเฟอร 3 ประมาณ 20 มิลลิลิตร นาน 2 นาที เททิ้ง แลวแช
แผนไนลอนใน color solution (Nitroblue tetrasodium : NBT 45 ไมโครลิตร และ X-phosphate
solution 35 ไมโครลิตรใน 10 มิลลิลิตรของบัฟเฟอร 3 (ภาคผนวก ข 2.3))วางในที่มืด ปฏิกิริยาจะ
เกดิเหน็สภีายใน 2-3 นาที ถายังไมเกิดอาจทิ้งไว 30-60 นาที หรือ 24 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดย

น.น. ~500 กรัม

แทนกระจก
กระดาษกรอง Whatman 3 MM

แผนวุนที่ทํ า อิเล็กโทรโฟรีซิส แลว
แผนไนลอน

กระดาษกรอง Whatman 3 MM

20X SSC

กระดาษซับ
แผนกระจก
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ลางในบัฟเฟอร 4 (ภาคผนวก ข 2.4) 50 มลิลิลิตร นํ าไปอบแหงที่ 37 องศาเซลเซียส สามารถเก็บ
แผนไนลอนเมมเบรนที่เห็นผลไดเปนระยะเวลานาน
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ภาพประกอบ 2.3  ข้ันตอนการทดสอบตัวอยางตรวจเสมหะ และเลือด

2. เลอืดของผูตองขังที่ไดรับความยินยอมใหเจาะเลือด

ผล non reactive

ปนแยกซีร่ัม

ทดสอบ เอชไอวี แอนติบอดี
โดยวิธี Gel Particle Agglutination (GPA)

ผล reactive

ทดสอบเอชไอวี แอนติบอดี ซํ้ าดวยวิธี ELISA

ผล positive ผล indeterminate

+ -

1.ตัวอยางตรวจเสมหะ

ยอมสีทนกรด เพาะเชื้อวัณโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด L-J

เชื้อข้ึน เชื้อไมข้ึนพบเชื้อ
ติดสีทนกรด

ไมพบเชื้อ
ติดสีทนกรด

พสูิจนแยกชนิดของเชื้อวัณโรค

ทดสอบยาตานวัณโรค ทดสอบลายพิมพ ดีเอ็นเอ
(DNA fingerprinting)
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ภาพประกอบ 2.4  ข้ันตอนการ ทดสอบ ลายพิมพดีเอ็นเอ ของเชื้อวัณโรค

ทดสอบลายพิมพ ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ของเชื้อ M. tuberculosis
วิธี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

ทํ า Southern blotting และ Hybridization
- ถายโอน ดีเอ็นเอ ลงในแผนไนลอน
- hybridization ดวย DIG labelled IS6110 probe
- ตรวจสอบผลของ hybridization ดวยแอนติบอดีตอ DIG

สกัดดีเอ็นเอ ของเชื้อวัณโรค

ยอยดีเอ็นเอ ดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ Pvu II

น ํา ดีเอน็เอ ไปเคลื่อนที่ในวุน ดวยวิธี อีเล็กโทรโฟรีซิส

วเิคราะหผลลายพิมพ ดีเอ็นเอ


