
บทท 3

อ ุป ก ร ณ ์แ ล ะ ว ิธ ีก ารท ด ล อ ง

3.1 อุปกรณ์ที่สำคัญ

- เครองปันเหวียงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) ของบ'ริษัท Beckmann, 
Germany

- เครองวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 ของบริษัท Coming, USA
- เครืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 21 ของบริษัท Bausch 

& Lomb, USA
- เครืองผลมสาร (Vortex mixer) รุ่น G650E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., USA
-หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ํา (Autoclave) รุ่น HA-36 ของบริษัท Hirayama

Manufacturing Corporation, Japan
- ตู'บ่มเชือ (Incubator) รุ่น RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany
- เครืองเขย่า (Incubator shaker)
- ชุดเครืองมือทำอะกาโรลเจลอิเล็คโตรโฟเรซีส (agarose gel electrophoresis) ของบริษัท 

Biorad, USA
- เครื่องล่องเจลด้วยแสงอุลตร้าไวโอเลต ของบริษัท Biorad, USA

3.2 เคมีภัณฑ์

- อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแลคโตแบซิลไล เอ็ม อาร์ เอล (Lactobacilli MRS broth) ของบริษัท 
Difco Laboratories, USA

- อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories,
USA

- อาหารเลียงเซือแข็งไทโอซัลเฟตชิเตรทบายซอลท์ (Thiosulfate citrate bile salt agar) 
ของบริษัท Difco Laboratories, USA

- ชุดดัดจำแนกเช้ือสำเร็จรูป API50CH ของบริษัท Biomerieux, France
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- ชุดตรวจลอบสารปฏิชีวนะในอาหาร SAM-Test ของคณะสัตวแพทย์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทาลัย

- Phenol Red Broth Base ของบริษัท Difco Laboratories, USA
- โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) บริษัท Merck, Germany

3.3 สารเคมีสำหรับ Immunohistochemistry

1. เอทิลแอลกอฮอลล์ (Ethyl alcohol) 70%, 80%, 90%, 95% BDH
2. N-butyl alcohol Univar
3. ไซลีน (Xylene) Carlo Erba
4. Formaldehyde Carlo Erba
5. ลารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer saline, PBS ) 0.15 M pH 7.2
(วิธีเตริยมดูภาคผนวก ข)
6. สารละลาย P รี (calf bovine serum:PBS dilution 1:10)(วิธีเตริยมดูภาคผนวกข)
7. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด์ Sigma
(Diaminobenzidine tetrahydrochloride 1 DAB)
8. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์(Hydrogenperoxide ,H20 2) 30 % Sigma
9. อิโอซิน (Eosin Y) 0.02% ใน เอทิลแอลกอฮออล์95 % Harleco 
(วิธีเตริยมดูภาคผนวก ข)
10. ฮีมาทอกไซลีน (Hematoxylin) (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) Harleco
11. พาราพลาล พสัส พาราพิเน ( Paraplast plus paraffin) Sherwood
12. สารละลายเคลือบสไลด์ (Gelatin coat slide solution) Difco 
(วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
13. Davidson ' ร fixative (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
14. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide 1 NaOH) Riedel -  de Haen
15. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid , HCl) Merck
16. Permount Ficther Scientific
17. แอนติบอดี Vibrio harveyi 639 (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
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3.4 สารเคมีสำหรับการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA

1. lysis buffer I (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
2. lysis buffer II (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
3. สารละลายพีเนอล-คลอโรฟอร์ม-ไอโซเอนิลแอลกอฮอล์
4. ไอโซโพพานอล
5. 70% เอธานอล
6. Proteinase K
7. Ribonucléase A
8. 1 kb ladder ของบรีษัท Promega, USA
9. Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA
10. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Promega, USA
11. ชุดลกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรลเจล Geneclean II Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany
12. 6X gel loading buffer

3.5 วิธ ีดำเน ินการทดลอง

1. ดัดเลีอกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำ

น ำแ ม พ่ันธุกุ้งกุลาดำที่จับได้จากชายฝังทะเล จ.ชลบุรี และที่ได้รับความอนุเคราะห์จากฟาร์ม 
เพาะพันธุลูกกุ้งกุลาดำ จ.ตรัง มาตัดทางเดินอาหารโดยวิธีปลอดเชื้อจากนั้นนำทางเดินอาหารที่ได้มา 
ช่ังน้ําหนัก (กรัม) และทำเจือจางด้วย 0.85% (น้ําหนัก/ปริมาตร) โซเดียมคลอไรดํในอัตราส่วน 
ท่ีเหมาะสม เพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA) (ภาคผนวก ก) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชม. เพื่อหาจำนวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็น 
โพรไบโอติกท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค Vibrio harveyi นำอัตราส่วนการ
เจือจางท่ีเหมาะลมไปกระตุ้นการงอกของสปอร์เพื่อหาแบคทีเรียที่ลร้างสปอร์โดยใช้วิธี heat shock 
ท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง TSA นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37องศา
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เซลเซียส นาน 24 ซม. ดูผลการทดลองโดยการนับจำนวนแบคทีเรียรวมและเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย 
ท่ีแยกได้ลงบนอาหารแข็ง TSA อีกครั้งเพื่อให้ได้เชื้อแบคทีเรียท่ีบริสุทธิ้

2. ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่แยกได้ในการยับยื้เงการเจริญของเชื้อทดสอบ 
Vibrio harveyi ที่ก่อโรคเรืองแสงในกุ้งกุลาดำ

2.1 การเตรียมแบคทีเรียที่แยกได้เพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
ทดสอบ V. harveyi

เลี้ยงแบคทีเรียที่แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำในอาหารเหลวทริปติกซอย (TSB)
เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที นาน 24 ชม. จากนั้นนำมาป่นเหวี่ยงเพื่อแยกตัวเซลล์ออกที่ความเร็ว 
7000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสก่อนนำ 
มาใชในการทดลอง

2.2 การเตรียมเช้ือทดสอบ V. harveyi
เล้ียง V. harveyi ในอาหารเหลวทริปติกซอยท่ีเติมโซเดียมคลอไรด์ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 

เขย่าท่ีความเร็ว 100 รอบ/นาที นาน 24 ซม. จากนั้นนำมาเกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง TSA ท่ีเติมวุ้น 1.0 
เปอร์เซ็นต์และโซเดียมคลอไรด์ 2.0 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเจาะหลุมโดยใช้ cock borer ขนาด 
เล์นผ่านศูนย์กลาง 0.8 ซม. หยดส่วนใสท่ี เตรียมได้จากข้อ 2.1 ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
นำจานเพาะเชื้อดังกล่าว ไปไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน4 ซม. แล้วนำออกมาบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 24 ซม. สังเกตและวัดบริเวณยับยั้งที่เกิดขึ้น

3. การผสมแบคทีเรียที่แยกได้จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำ?าบอาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำ

3.1 การเตรียมแบคทีเรียที่แยกได้จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำ
เลี้ยงแบคทีเรียที่แยกได้ในอาหารเหลว TSB เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที นาน 24 ชม. 

นำไปป่นเหว่ียงเพื่อแยกตัวเซลล์ที่ความเร็ว 7000 รอบ/นาที เก็บเซลล์สดที่ได้ที่อุณหภูมิ 0 องศา 
เซลเซียส ก่อนนำมาใช้ในการทดลอง

3.2 ผสมเซลล์แบคทีเรียที,ได้จากข้อ 3.1 กับอาหารเล้ียงกุ้งกุลาดำ
ผสมเซลล์สดที่เตรียมได้จากข้อ3.1 กับอาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำในอัตราส่วน1 :3, 1:4 และ 1:5
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เพื่อให้ได้ปริมาณเซลล์แบคทีเรียประมาณ 1010 CFU/g โดยการผสมคลุกเคล้ากันในบึกเกอร์ที่ปลอด 
เชือ แล้วนำไปทำให้อาหารแห้งในตู้ปลอดเชื้อเพื่อให้อาหาร กระจายตัวสมํ่าเสมอ

3.3 ตรวจนับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตและสปอร์ของแบคทีเรียที่ผสมในอาหารกุ้ง 
นำอาหารเลี้ยงกุ้ง 1.0 กรัมมาแขวนลอยในนํ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 9.0 มล. 

เจือจางตามลำดับนำค่าการเจือจางที่เหมาะสมมากระจายเชื้อบนอาหารแข็ง TSA บ่มท่ี อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 24 ซม. เพ่ือตรวจนับเซลล์ท่ีมีชีวิต จากนั้นนำอัตราส่วนการเจือจางที่เหมาะสม 
ไปกระตุ้นการงอกของสปอร์ เพ่ือหาแบคทีเรียท่ีสร้างสปอร์โดยใซวิธี h e a t  s h o c k  ที,อุณหภูมิ 80 องศา 
เซลเซียส นาน 15 นาที เพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง TSA นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชม. ดูผลการทดลองโดยการนับ จำนวนแบคทีเรียรวม

4. การเพาะเลี้ยงกุ้งก ุลาดำในระดับตู้กระจก

เลี้ยงกุ้งกุลาดำอายุ PL25 ในตู้กระจกท่ีบรรจุน้ํา 20 ลิตร ความเค็ม 20 ส่วนในพันส่วน 
ปล่อยกุ้งกุลาดำตู้ละ 20 ตัว จำนวน 2 ตู้ต่อกลุ่มการทดลอง การทดลองแบ่งเป็น 5 กลุ่ม ดังน้ี

- กลุ่มควบคุมเลี้ยงโดยให้อาหารปกติที่ไม่มีการผสมแบคทีเรีย
- กลุ่มทดลอง 1 เล้ียงโดยอาหาร'ท่ีผสมด้วยแบคทีเรีย Bacillus P11

ที่แยกได้จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำที่ผ่านการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ V. harveyi
-  กลุ่มทดลอง 2 เล้ียงโดยอาหารที่ผสมด้วยแบคทีเรีย Bacillus P1

ที่แยกได้จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำที่ผ่านการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ I/, harveyi
-  กลุ่มทดลอง 3 เล้ียงโดยอาหารที่ผสมด้วยแบคทีเรีย Bacillus P2

ที่แยกได้จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำที่ผ่านการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ V. harveyi
-  กลุ่มทดลอง 4 เล้ียงโดยอาหารที่ผสมด้วยแบคทีเรีย Bacillus ร11 

บันทึกผลการทดลองทุก 15 วัน โดยติดตามปัจจัยดังต่อไปนี้คือ
- น้ําหนักกุ้งกุลาดำ
- ความยาวกุ้งกุลาดำ
- ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด Bacillus P11, Bacillus P11 Bacillus P2, Bacillus 

S11 และ v/br/o spp-ในนํ้าเลี้ยงกุ้งและตะกอนอุจาระกุ้ง โดยวิธี Total plate counts (CFU/ml, 
CFU/g)
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- เปรียบเทียบนํ้าหนักและความยาวของก ุ้งกุลาดำทุกกลุ่มทดลอง โดยใช้การ 
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way ANOVA) ที่ความเชื่อมัน9 5 เปอร์เซ็นต์

ตรวจลอบคุณภาพนํ้าระหว่างการเลี้ยงกุ้งทุก 15 วัน ดังน้ี
- พีเอช (pH paper)
- อุณหภูมิ (Thermometer)
- ความเค็ม (Salinometer
- แอมโมเนียม (Ammonium test Kit)
- ไนไตรท์ (Nitrite test Kit)
- ไนเตรท (Nitrate test Kit)
-  ฟอตเฟต (Phosphate test Kit)

5. การทดสอบความสามารถของกุ้งก ุลาดำในการต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคจาก 
เชื้อก่อโรค Vibrio harveyi สายพันธุ 1526

5.1 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรค V. h a ท/e y i ลายพันธุ 1526 เพ่ือใช้ในการทดสอบ 
ความต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เกิดโรค (Challenge test)

เลี้ยงเชื้อ V. harveyi สายพันธุ 1526 ในอาหารเหลว TSB ที่เติมโรเดียมคลอไรด์ 2% 
(น้ําหนักต่อปริมาตร) บ่มท่ี 28 เองศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
นำมาทดสอบความต้านทานต่อการเกิดโรคโดยวิธีการแซ่ (Immersion Challenge) ปริมาณ V. 
harveyi ลายพันธุ 1526 ที่ใช้ประมาณ 106 CFU/ml ลงในบ่อเลี้ยงกุ้งทั้ง 2 กลุ่มการทดลอง กุ้งท่ีใช้ 
ทดสอบได้จากการรวบรวมกุ้งที่รอดชีวิตจากการ เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน จากการทดลองข้อที่ 4 
จำนวนกุ้งที่ใช้การทดลองกลุ่มละ 30 ตัว ทดสอบเป็นระยะเวลานาน 10 วัน ติดตามดูผลทุก 2 วันของ 
ปัจจัยดังต่อไปนี้

-  อัตราการรอดชีวิตของกุ้งกุลาดำทัง 2 กลุ่มทดลอง
-  ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด, Bacillus PU และ V. harveyi สายพันธ์1526 

ในนํ้าเลี้ยงกุ้งและในทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำ โดยวิธี Total plate counts (CFU/ml) และอาหาร 
เฉพาะอย่าง TCBS ลำหรับการเพาะเลียง V. h arveyi 1526
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6. การเพาะเลี้ยงกุ้งก ุลาดำเป ็นระยะเวลา 100 วันในระดับบ่อปูนด้วยอาหารผสมโพรไบโอดิก
Bacillus P11

เพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดำวัย PL25 ท่ีได้จากบ่อฟัก จ. ฉะเชิงเทรา ในบ่อปูนขนาดซีเมนต์ขนาด 
80x74x87 ลูกบาศก์เซนติเมตร บรรจุนํ้าได้ประมาณ 400 ลิตร โดยปล่อยกุ้งบ่อละ 70 ตัว' 
ให้อากาศตลอดเวลา การทดลองแบ่งเป็น 2 ชุด ดังน้ี

- กลุ่มควบคุม เลี้ยงกุ้งกุลาดำโดยให้อาหารปกติที่ไม่มีการผสมแบคทีเรียโพรไบโอดิก
- กลุ่มทดลองเลี้ยงกุ้งกุลาดำโดยให้อาหารที่ผสมแบคทีเรียโพรไบโอดิก Bacillus P11 

อาหารที่ใช้เลี้ยงกุ้งกุลาดำตลอดการทดลอง เป็นอาหารเม็ดสำเร็จรูป ให้อาหาร 10% ของน้ําหนักตัว 
โดยให้อาหารวันละ 3 ม้ือ คือเวลา 09.00 น. 12.00 น. และ 18.00 น. ระบบการเลี้ยงเป็นแบบระบบ 
ปิด (Closed recirculating water system) ที่ประกอบด้วยระบบกรองชีวภาพแยกกับระบบเลี้ยง 
(Menasaveta และคณะ, 1989) บันทึกผลการทดลองทุก 15 วัน โดยติดตามปัจจัยดังต่อไปนี้คือ

- น้ําหนักกุ้งกุลาดำ
- ความยาวกุ้งกุลาดำ
- ปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด Bacillus P11 และ Vibrio spp.

ในนํ้าเลี้ยงกุ้งและตะกอนอุจาระกุ้ง โดยวิธี Total plate counts (CFU/ml, CFU/g) และอาหาร 
TCBS สำหรับการเพาะเลี้ยง Vibrio spp.

- เปรียบเทียบนํ้าหนักและความยาวของกุ้งกุลาดำทั้ง 2 กลุ่มทดลองโดยใช้กา 
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way ANOVA) ที่ความเชื่อมั่น9 5 เปอร์เซ็นต์ 
ตรวจสอบคุณภาพน ํ้าระหว่างการเลี้ยงกุ้งทุก 15 วัน ดังน้ี

- พีเอซ (pH paper)
- อุณหภูมิ (Thermometer)

ความเค็ม (Salinometer)
- ค่าออกซิเจนที่ละลายในนํ้า (DO Meter)

แอมโมเนียม (Ammonium test Kit)
- ไนไตรท์ (Nitrite test Kit)
- ไนเตรท (Nitrate test Kit)
- ฟอตเฟต (Phosphate test Kit)
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7. การทดสอบความสามารถของกุ้งกุลาดำในการต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้*ทิดโรคเรือง 
แสงจาก V. han/eyi สายพันธุ 639

7.1 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรค I/, harveyi สายพันธุ 639 เพ่ือใช้โนการทดสอบ 
ความต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เกิดโรค (Challenge test)

เลียงเซือ V. han /eyi ลายพันธุ 639 ในอาหารเลว TSB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด์ 2%
(น้ําหนักต่อปริ:มาตร) บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
นำมาทดสอบความต้านทานต่อการติดโรคโดยวิธีการแช่ (Immersion Challenge) จำนวน Vibrio 
han/eyi สายพันธุ 639 ที่ใช้ประมาณ 106 CFU/ml ลงในบ่อเลี้ยงกุ้งทั้ง 2 กลุ่มการทดลองโดยใช้กุ้ง 
ที่รอดชีวิตจากการ เลียงเป็นระยะเวลา 100 วัน จำนวนการทดลองละ 30 ตัว ทดสอบเป็นระยะ 
เวลานาน 10 วัน บันทึกผลทุก 2 วัน โดยการติดตามปัจจัยดังต่อไปนี้คือ

- อัตราการรอดชีวิตของกุ้งกุลาดำทั้ง 2 กลุ่มทดลอง
- จำนวนแบคทีเรียท้ังหมด Bacillus P11 และ V. h an /eyi สายพันธุ 639

ในนํ้าเลี้ยงกุ้งและในทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำ โดยวิธี Total plate counts (CFU/ml) และอาหาร 
TCBS สำหรับการเพาะเลี้ยง Vibrio spp.

7.2 สังเกตลักษณะทางกายภาพของกุ้งที่ติดโรคโดย V. Alarveyi สายพันธุ 639 
โดยสังเกตลักษณะภายนอกของลำตัวกุ้งที่ติดโรค ลักษณะของตับและตับอ่อน

7.3 ติดตาม V. harveyi ลายพันธุ 639 ในเนื้อเยื่อและทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำที่ติดโรค 
จาก V. han/eyi ลายพันธุ 639 โดยใช้แอนติบอดีที่จำเพาะต่อ V. ha/vey/'สายพันธุ 639

8. การตรวจ V. han/eyi 639 ด้วย immunohistochemistry (ดัดแปลงมาจากวิธีของ Paisarn 
Sithigomgul et al. (2000))

8.1 การเตรียมเน ื้อเย ื่อทาง histology

นำตัวอย่างกุ้งที่เก็บจากการทดลองหลังจาก challenge ด้วย V. harveyi 639 นำมาตัดหัว 
และแยกลำ'โลัออก แช่นํ้ายา Davidson's fixative ให้คงรูป ล้างออกโดยให้นํ้าประปาไหลผ่านเป็นเวลา 
3 ช่ัวโมง
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ขันตอนการดึงนำออกจากเนือเยือ (dehydrate) ด้วยแอลกอฮอลล์เปอร์เซ็นต์ต่างๆ ดังนีคือ 
แซ่ในเอทิลแอลกอฮอลล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง, เอทิลแอลกอฮอลล์ 90 เปอร์เซ็นต์ เป็น 
เวลา 1 ซัวโมง, เอทิลแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมงเปลี่ยนมาแซ่ในเอทิลแอล 
กอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ข้ามคืน แช่'ในเอทิลแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ท่ีผสมกับนอร์มลบิวทีลแอล 
กอฮอลล์ปริมาณ 1:1 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง, นอร์มัลบิวทิลแอลกอฮอลล์ เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง, ในนอร์มัล 
บิวทิลแอลกอฮอลล์ที่ผลมกับไซลีนปริมาณ 1:1 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง

ขั้นตอนนำสารใหม่เข้ามาแทนท่ี (clearing) นำออกไปแซ่ไซสิน จำนวน 2 คร้ัง ครั้งละ1 ช่ัวโมง

ขันตอนการแซ่ให้แข็งตัว (impregnation) ในพาราพลาสต์ แช่ในไซสินท่ีผสมกับพาราพลาสต ์
หลอมเหลวปริมาณ 1:1 เก็บในตู้อบอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แซ่ในพาราพลาสต ์
หลอมเหลว จำนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 45 นาที

ขั้นตอนการฝังพาราพลาสต์ (embedding) นำส่วนหัวของกุ้งและลำได้แต่ละตัวจัดเรียงในก้น 
พิมพ์ลี่เหลี่ยม จัดให้อวัยวะอยู่ตรงกลาง จากนั้นเทพาราพลาสต์หลอมเหลวลงไปให้เต็มพิมพ์ ปิดด้วย 
กรอบพลาสติกด้านบนที่ต้องนำใปใชในการตัดเนื้อเยื่อด้วยเครื่องไมโครโตม รอจนแข็งตัวจึงแกะพิมพ์ 
ออก

ข้ันตอนการตัดเน้ือเย่ือ (sectioning) ตัดเนื้อเยื่อจากอวัยวะที่ฝังในพาราพลาสต์ด้วยเครื่องไม 
โครโตมแบบใช้มือหมุน (rotary microtome) ให้แต่ละชิ้นมืความหนา 0.8 ไมครอนเรียงต่อกัน นำแผ่น 
เนื้อเยื่อที่ได้มาติดบนสไลด์แก้วที่ผ่านการเคลือบด้วยสารละลายเจลาติน โดยหยดนํ้ากลั่นละอาดลง
บนสไลด์ 1 แผ่น ให้พอดีกับขนาดเนื้อเยื่อ 3 ช้ิน จากนั้นนำเนื้อเยื่อลงวางบนหยดนํ้า แล้วนำไปวางบน 
แท่นอุ่นสไลด์ท่ีต้ังอุณหภูมิไว้ 50 องศาเซลเซียสเพื่อให้เนื้อเยื่อแผ่ขยายจนตึงเรียบ จากน้ันดูดนํ้าออก 
ขับให้แห้ง จะได้เน้ือเยื่อที่ติดตรึงบนสไลด์ แล้วนำไปอบในตู้อบ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง

8.2 กระบวนการย้อมโดยวิธ ี Indirect peroxidase immunohistochemistry

ขั้นตอนการเอาพาราพลาลต์ออก (deparaffination) นำสไลด์ที่ได้จากขั้นตอนข้างต้น วางบน 
ตะกร้า (slide basket) แซ่ในไซสิน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 ,5 และ 5 นาที ตามลำดับ

ขั้นตอนการดึงนํ้าเข้าสู่เนื้อเยื่อ (hydration) ด้วยแอลกอฮอลล์เปอร์เซ็นต์ต่างๆ ดังน้ืคือ แซ่ใน 
ไซสินท่ีผสมนอร์มัลบิวทิลแอลกอฮอลล์ ปริมาณ 1:1 เป็นเวลา 5 นาที,นอร์มัลบิวทิลแอลกอฮอลล์ เป็น
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เวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 90 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 80 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 70 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, น้ืากล่ัน เป็นเวลา 5 นาที, สารละลายฟอร์มาลิน ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 0 นาทีล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จำนวน3 ครั้งครั้งละ1 5 นาที

ข้ันตอนการใส่แอนติบอดีท่ี 1 นำสไลด์แต่ละแผ่นมาดูดของเหลวส่วนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดย 
ให้ปัมสูญญากาศ (vacuum pump) หยดสารละลาย p /  คลุมแต่ละเนื้อเยื่อด้วย1ไมโครปิเปต บ่มเป็น 
เวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือป้องกันการจับกันของโปรตีนแบบไม่จำเพาะ โดยวางสไลด์ในกล่องที่ 
ปิดฝาภายในบุด้วยกระดาษทิชชูที่เปียกชื้นเพื่อรักษาความชื้นตลอดเวลาดูดสารละลาย p,+ ในแต่ละ 
เน้ือเยื่อออก ยกเว้นเนื้อเยื่อที่ 2 ให้เป็นเนื้อเยื่อควบคุมหยดแอนติบอดีที่ 1 ให้คลุมแต่ละเนื้อเยื่อที่ 1 
และ3 โดยแอนติบอดีที่ใช้มี 2 ชนิด ได้แก่ โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3-3H และ โพลีโคลนอล
แอนติบอดี pAb639 โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองชนิดเจือจางด้วยสารละลาย P,'ปริมาณ 1:5 
เก็บในกล่องป้องกันความชื้น นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงหรือ อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง

ขั้นตอนการใส่แอนติบอดีท่ี 2 โดยการล้างแอนติบอดีที่ 1 ออกจากเนื้อเยื่อด้วยนื้ากลั่นอย่าง 
รวดเร็วแช่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จำนวน3 ครั้งครั้งละ1 5 นาทีนำสไลด์แต่ละแผ่นมาดูดของ 
เหลวส่วนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดยใช้ปัมสูญญากาศ (vacuum pump) หยดแอนติบอดีท่ี 2 ได้แก่ 
Goat antimouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) ที 
เจือจางในสารละลาย P,+ ปริมาณ 1ะ1000 ในทุกเนื้อเยื่อเก็บในกล่องป้องกันความชื้น นำไปบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หรือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง

ข้ันตอนการใส่ซับสเตรต โดยการล้างแอนติบอดีที่ 2 ออกจากเนื้อเยื่อด้วยนํ้ากลั่นอย่างรวดเร็ว 
แช่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จำนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นำเนื้อเยื่อแต่ละสไลด์มาทำปฏิกิริยา 
กับ 3,3’ ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด์ (DAB) 0.03 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ15 มิลลิกรัม และ 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.006 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณใ0 ไมโครลิตร ที่ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟ 
เพ่อร์ 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ถึงขั้นนื้เม่ือสังเกตจากกล้องจุลทรรศน์ บริเวณที่ให้ผลบวกจะ 
ลามารถเห็นเป็นสี'นาตาล ล้างเนื้อเยื่อด้วยนํ้ากลั่น 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที

ขั้นตอนการย้อมลีฮีมาทอกไชลีน (hematoxylin) โดยนำเนือเยื่อ 3 แผ่นแรก หรือ 1 ชุด มา 
ย้อมลีฮีมาทอกไซลีน แต่ในอีก 1 ชุดย้อมสีอิโอชินเพียงอย่างเดียวทำได้โดยไม่ต้องผ่านขันตอนนีนำ
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เนือเยือย้อมสีฮีมาทอกไซลีน เป็นเวลา 10 นาที แซ่เนื้อเยื่อในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้ม 
ข้น0 .0 5 เปอร์เซ็นต์เพื่อล้างสีส่วนเกินออกอย่างรวดเร็วแซ่เนื้อเยื่อในนํ้ากลั่นเป็นเวลา 1 นาทีแซ ่
เนือเยื่อในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ให้เน้ือเยื่อท่ีได้เป็นสีนํ้าเงินจาง 
แซ่เนื้อเยื่อในนํ้ากลั่นเป็นเวลา 1 นาที

ขันตอนการดึงนำออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ด้วยแอลกอฮอลล์เปอร์เซ็นต์ต่างๆ โดยแซ่ใน 
เอทิลแอลกอฮอลล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์80 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา รนาที 
เอทิลแอลกอฮอลล์ 90 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 
นาที ย้อมลีทับ (counterstain) ในเน้ือเย่ือปูด้วยสีอิโอซิน 0.02 เปอร์เซ็นต์ในเอทิลแอลกอฮอลล์ 95 
เปอร์เซ็นต์ ล้างสีส่วนเกินออกด้วยเอทิลแอลกอออลล์ 95 เปอร์เซ็นต์แซ่ในนอร์มัลบิวทิลแอลกอฮอลล ์
เป็นเวลา 5 นาที, นอร์ม์ลบิวทิลแอลกอฮอลล์ที่ผลมกับไซลีน ปริมาณ 1:1 เป็นเวลา 5 นาที และไซสีน 
จำนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที

8.3 ข ั้นตอนการทำเป ็นสไลด ์ถาวร

ทำโดยการผนึกสไลด์ (mount) โดยหยดเปอร์เม้าท์ (permount) ประมาณ 3 หยด บนสไลด ์
นำกระจกสไลด์มาปิดโดยแตะขอบด้านหนึ่งเอียงทำมุม 45 องศาเซลเซียสแล้วค่อยๆวางลง โดยไม่ให้มี 
ฟองอากาศเกิดขึ้น จากนั้นจึงนำสไลด์เนื้อเยื่อที่ได้มาตรวจหาตำแหน่งการติดเชื้อ V. harveyi 639 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยสังเกตจากการติดสีนํ้าตาลจากปฏิกิริยาของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดล ใน
บริเวณต่างๆของเนื้อเยื่อกุ้ง

9. การตรวจหาสารปฏิช ีวนะโดยวิธ ี Disk assay

การตรวจหาสารปฏิชีวนะโดยวิธี Simple Detection Method ประกอบด้วยข้ันตอนต่อไปน้ี
1. การเตรียมจุลินทริย์ท่ีใช้ทดสอบ
2. การเตรียมนํ้าเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus P11 ท่ีต้องการทดสอบ
3. การเตรียม test plate เพ่ือตรวจลอบยาปฏิชีวนะโดยวิธี Disk assay
4. การอ่าน Inhibition zone

J  *24 4  3 4  <34 >4
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9.1 การเตรียมจุลินทรีย์ท่ีใช้ทดสอบ

จุลินทรีย์ท๋ัใช้'ทดสอบตาม'วิธีน้ีมี 2 ชนิด คือ 
1 .M icrococcus lu teu s  (M. luteus)
2 .Bacillus subtilis  1163(6. subtilis 1163)

การเตรียม M icro co ccu s lu teu s  (/Vf. luteus)
เลียงแบคทีเรีย M. lu teus  ลงบนอาหารแข็ง TSA หรืออาหารแข็งนิวเตรียนท์ (Nutrient agar 

slant)(NA) เป็นเวลา 3 วัน ติดต่อกัน โดยบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 ซม.ถ่ายเช้ือ 
แบคทีเรียทีได้จากข้อ 9.1.1 ลงใน sensitivity test broth ปริมาตร 20 มล.บ่มทีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 18 ซม. ถ่ายแบคทีเรียที่ได้จากข้อ 9.2.2 ลงใน sensitivity test broth ปริมาตร 20 
มล.บ่มทีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 ชม. ติดต่อกันนาน 2 วัน ได้เช้ือทดสอบ (Test 
organism)

การเตรียม Bacillus subtilis 1163 (6. subtilis 1163)
เน่ืองจากแบคทีเรีย Bacillus เป็นแบคทีเรียที่ลามารถสร้างสปอร์ได้ การเตรียมเช้ือในรูป 

สปอร์จะทำให้สะดวกในการปฏิบัติงานมากกว่าการใช้เซลล์ที่มีชีวิต ท้ังน้ีสปอร์ท่ีเตรียมได้ 
ในแต่ละรุ่นลามารถเก็บไว้ใช้ได้นานประมาณ 6 เดือน โดยเก็บที่อุณหภูมิ 2 - 1 0  องศาเซลเซียสและ 
ช้อดีอีกประการหน่ึงของการใช้สปอร์คือ ในการเตรียม test plate แต่ละครั้งจะได้ปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ที ่
ใกล้เคียงกัน

ข้ันตอนการเตรียมสปอร์
เลี้ยงแบคทีเรีย 6. subtilis 1163 ลงบนอาหารแข็ง TSA หรือ อาหารแข็งนิวเตรียนท์ NA เป็น 

เวลา 3 วัน ติดต่อกัน โดยบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 ซม. ล้างแบคทีเรียบนผิวหน้า slant 
ด้วยนํ้าเกลือ 0.85% ที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 3 มล.ถ่ายเชื้อจากข้อ 2 ลงในอาหาร Antibiotic medium 
no. 1 slant (Roux bottle) และเกลี่ยเชื้อให้ทั่วผิวหน้า slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 5-7 
วัน ล้างแบคทีเรียบนผิวหน้า slant ด้วยนํ้าเกลือ 0.85% ที,ปราศจากเชื้อปริมาตร 25 มล. นำไปต้มใน 
อ่างนํ้า (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นำไปป่นเหว่ียงที่ความเร็ว 3,000-
5,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เทส่วนใสท้ิง และล้างสปอร์ด้วยนํ้าเกลือ 0.85% ที่ปราศจากเชื้อและ
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ปันเหวียง ทำชำเช ่นน ี 2-3 ครัง เต ิมนำเกล ือ 0 .85%  ท ี่ปราศจากเช ื้อลงในสปอร์ และนำไปต้มอีกครั้งใน
อ่างนำ (w ater bath) ท ี่อ ุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซ ียส นาน 15 นาที เก ็บสปอร์ในนํ้าเกลือ 0 .85%  ท่ี
ปราศจากเช ื้อ

9.2 การเต'รียมส่วน'ใสที,'ได้'จากการเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus P11 (BP11)
เลี้ยงแบคทีเรีย BP11 ลงบนอาหารแข็ง TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ซม. 

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 50 มล. เขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส น าน 4 8 ชม. นำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 1 0 นาที เก็บส่วนในที่ได้มากรองผ่าน0 .45ไมครอน filter membrane เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส

9.3 การเตรียม Test plate
เตรียม test plate โดยใช้อาหาร Antibiotic medium no. 5 ปริมาตร 10 มล. สำหรับ ร. 

subtilis และ M. luteus โดย'วิธี pour plate เพ่ือใช้ตรวจหาสารปฏิชีวนะ จุ่ม disk ขนาดเสํ'นผ่านศูนย์ 
กลาง 10 มม. ที่ปราศจากเชื้อลงในส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยงแบคทีเรีย BP11 ด้วย capillary action 
และนำไปวางบน test plate ท่ีเตรียมไว้จากข้อ 1 พร้อมวาง antibiotic disk ลงบน plate เดียวกันเพ่ือ 
ใช้เป็น positive control โดยใช้ Ampicillin 0.025 JLlg/ml สำหรับ M. lu teus ยา Kanamycin 0.5 
JLlg/ml สำหรับ ร. subtills 1163 เก็บ plate ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน2 ชม. และนำออกมาบ่มที่อุณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส นาน 18 ชม.

9.4 การอ่านผลบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) และการแปลผล
วัดขนาดเส์นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งที่เกิดขึ้นโดยต้องมีขนาดเส์นผ่านศูนย์กลางของ 

บริเวณยับยั้ง 12 มม. ข้ึนไป โดยในแต่ละครั้งขนาดเสํ'นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งของ positive 
control ต้องมีขนาด 14 มม.

10. การตรวจส'อบหาสารปฏิช ีวนะ (antibiotic) เบี้'องต้นใน'นาเลี้ยง Bacillus P11 โดยช ุดตรวจ  
ส'อบยาต้านจุลช ีพตกค้าง CM-Test

ตัดจำนวนหลอดทดสอบเท่ากับจำนวนตัวอย่างที่จะทดสอบและตัดเพิ่มอีก 1 หลอดสำหรับ 
ใช้เป็นหลอดควบคุม (Negative control) นำนํ้าเลี้ยงเชื้อ Bacillus P11 ที่ทำให้ปลอดเชื้อโดยการ
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กรองผ่านแผ่นกรอง (membrane filter) ขนาด 0.45 ไมครอน ใช้ปากคีบปลอดเชื้อ (Forceps) คีบ 
กระดาษกรองวงกลมเล้นผ่านศูนย์กลาง 6 มม. ทีปลอดเชื้อจุ่มในนํ้าเลี้ยงเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 7.2 
และใส่ลงในหลอดชุดทดสอบ โดยให้กระดาษกรองสัมผัสกับผิวด้านบนอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดชุด
ทดสอบ ปิดฝาหลอดด้วยเทปกาว และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส อ่านผลหสังจากบ่ม 
ชุดตรวจลอบนานประมาณ 2 ช่ัวโมงคร่ึง โดยนำหลอดควบคุมมาดูก่อน ถ้าลีของหลอดควบคุม 
เปลี่ยนเป็นลีเหลืองทังหลอด ให้อ่านผลการทดสอบทั้งหมดได้ การแปลผลดังนี้คือหลอดทดสอบ
เปล่ียนเป็นลีเหลือง แสดงว่าไม่มีสารต้านจุลชีพหลอดทดสอบเป็นลีม่วง แสดงว่ามียาต้านจุลชีพ

11. วิเคราะห์ลำด ับน ิวคล ีโ'อไทด์ 16 เอส'ไร่โบ'โซมลดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA)

11.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Bacillus P11

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Bacillus P11 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดย 
เข่ียโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย Bacillus P11 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มล. แล้วนำไป 
เขย่าที่อุณหภูมิห้องนาน 20 ซม. ถ่ายเช้ือลงในหลอดไมโครทิเวจ์ นำไปปันเหว่ียงเพื่อแยกเซลล์ด้วย 
เคร่ึองปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 0 นาทีแขวนลอยเซลล์ด้วย 
lysis buffer I (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ช่ัวโมง จากน้ันนำไปปันเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
ละลายตะกอนที่ได้ด้วย lysis buffer II (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 56 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันนำไปปันเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที นำส่วนใสท่ีได้มาเติมไอโซโพพานอล ปริมาตร 0.6 เท่า ของปริมาตรส่วนใลท่ีได้ กสับหลอดไปมา 
จนเกิดตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ท่ีเย็น ปริมาตร 1 มิลลิลิตรนำไปปันเหว่ียงท่ี 
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทำให้ดีเอ็นเอแห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนดี 
เอ็นเอแห้งสนิท ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยนํ้ากลั่นปริมาตร 50 ไมโครลิตร พร้อมท้ังเติมเอนไซม์ไรโบ 
นิวคลีเอลเข้มข้น 1 0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร2 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

11.2 การวิเคราะห์ความบริลุทธี้และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ

นำสารละลายดีเอ็นเอไปกัดค่าการดูดกลืนแลง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร
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(A260 และ A280) คำนวณค่า A260 ต่อ A280 โดยหากอัตราส่วนที่ได้มีค่าน้อยกว่า 1.8 แลดงว่ามี 
โปรตีนปนเปีอนสูง แต่ถ้าค่าสูงกว่า 2.0 แสดงว่ามีอา?เอ็นเอปนเปีอนสูง

11.3 คำนวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากสมการ

ดีเอ็นเอสายคู่ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor

11 .4 การเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิเยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction,
PCR)

นำดีเอ็นเอ ท่ีสกัดได้ไปทำปฏิกรยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกริยา และ 
โอลิโกนิวคลีโอไทด็ไพรเมอร์ท่ีออกแบบตามวิธีของ Blackall (1999) โดยที่ความเข้มข้นสุดท้ายใน 
ปฏิกริยาของสารแต่ละชนิดเป็นดังนี้

สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCI2) ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลา? สารละลาย dNTP 
ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลา? 1X Taq DNA polymerase buffer Taq DNA polymerase ปริมาณ 1.5 
หน่วย สารละลายไพรเมอ?ที่จำเพาะกับปริเวณปลายทั้ง 2 ด้านของลายดีเอ็นเอแม่แบบ forward 
primer 10F 5’ -AGTTTGATCCTGGCTC- 3’ และ reverse primer 1540R 5’ -
AAGGAGGTGATCCAGCC- 3' ความเข้มข้น 200 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ของแต่ละตัว) ดีเอ็นเอแม่ 
แบบ ที่เตริยมได้ปริมาณ 1 พิโคกรัม -  1 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวม 
ส่วนผสมท้ังหมดมีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศและควรเก็บ 
ส่วนผสมท้ังหมดในท่ีเย็น หลังจากนั้นดำเนินปฎิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
(DNA Thermal Cycler) (Perkin Elmer, USA) โดยตังโปรแกรมดังนี

Hot start 
Dénaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension

ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
ท่ีอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส 
ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 5 นาที 
เป็นเวลา 1 นาที 
เป็นเวลา 1 นาที 
เป็นเวลา 1 นาที 
เป็นเวลา 7 นาที

>  35 รอบ
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ตรวจลอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึ้นโดยวิธีอะกาโรลเจลอีเล็คโทรโฟเรซิส ในข้ันต่อไป

11.5 การแยกดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรลเจลอีเล็คโทรโฟเรซีส

นำผลิตภัณฑ์ปฎิกริยาลูกโซ่มาตรวจลอบความบริลุทธิ้ฃองลายดีเอ็นเอ ด้วยวิธีอะกาโรลเจลอี 
เล็กโทรโฟเรซีล โดยเตรียมอะกาโรลเจลเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ที่หลอมในบัฟเฟอร์TAE (ภาคผนวก ข) 
เทลงในแม่พิมพ์ซ่ึงมีหวีเสียบอยู่ ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ ปล่อยให้อะกาโรสแข็งตัวประมาณ 20 
นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแซมเบอร์ เทบัฟเฟอร์ TAE ให้ท่วมเหนือผิวหน้าของอะกาโรสเจล 
ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผลมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม นำมาหยอดลงในช่องวิ่ง โดยช่องว่ิง 
แรกจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานที่ผสมกับสีติดตาม จากน้ันทำอีเลคโทรโฟเรซิล โดยใช้ซุดทำอะกาโรล 
เจลอีเล็กโทรโฟเรซีลรุ่น Mini sub cell GT ใช้ความต่างศักย์ 75 โวลต์ จนกระท่ังสีน้ําเงินของบรอมพีเ 
นอลบลูเคลื่อนที่ลงมาเกือบถึงขอบเจลด้านล่าง ปิดเครอง นำอะกาโรสเจลไปย้อมด้วยลารละลายเอธ ิ
เดียมโบรไมด์เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในบัฟเฟอร์ TAE เป็นเวลานาน 10 นาที ตรวจดูแถบดี 
เอ็นเอด้วยแลงอุลตร้า1ไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร

11.6 การแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากะกาโรสเจลด้วยชุดแยกดีเอ็นเอสำเร็จรูป(gel extraction kit)

ตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการใส่ลงในหลอด appendroff พร้อมช่ัง 
น้ําหนัก เติมบัฟเฟอร์ QG ในปริมาตร 3 เท่าของน้ําหนักเจล นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลานาน 10 นาที จนเจลหลอมหมด ย้ายสารละลายทั้งหมดลงใน QIAquick spin column ท่ีต่อ 
กับหลอดเก็บตัวอย่างปริมาตร 2 มิลลิลิตร นำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที เทส่วนใสท้ิง แล้วเติมบัฟเฟอร์ QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นำไปปันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท้ิง ล้าง 2 คร้ังด้วยบัฟเฟอร์ PE ที่มีเอธานอลเป็นส่วนผสม นำ 
ไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท้ิง ย้าย column ไปต่อกับ 
หลอดสำหรับเก็บตัวอย่างใหม่ เติมนํ้ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร นำไปปันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที นำส่วนใลที่ได้กลับมาเติมใน column เดิมอีกคร้ังเพ่ือ 
ชะดีเอ็นเอออกจาก column จนหมด นำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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11.7 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16 เอลไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S rDNA)

หาลำดับนิวคลโอ’ไทด์'ของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอดีเอ็นเอ (16S rDNA) ท่ีเตรียมได้จากข้อ
10.6 โดยใช้บริการจากหน่วยบริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, BSU) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาลร์ 
และเทคโนโลยีแห่งชาติ (ลวทช.) ในการหาลำดับนัวคลีโอไทด์ของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ 
แบคทีเรย Bacillus P11 ได้ใช้โอลิโกนัวคลีโอไทดํใพเมอร์ forward และ reverse ดังแลดงในตาราง 
เพืออ่านลำดับนัวคลีโอไทด์ของ 16 เอลไรโบโซมัลดีเอ็นเอจนครบ 1,500 นัวคลีโอไทด์ รวบรวมข้อมูล 
และวิเคราะห์ลำดับนัวคลีโอไทด์ทีได้ด้วยโปรแกรม Bioedit และนำไปเปรียบเทียบกับข้อมูลลำดับนัว 
คลีโอไทด์ท่ีมีรายงานไว้ใน GenBank โดยใช้โปรแกรม Blast

ตารางท่ี 3.1 แสดงนัวคลีโอไทดไ,พรเมอร์ท่ีใช้ลำหรับหาลำดับนัวคลีโอใทด์ของ 16 เอลไรโบโซมัลดีเอ็น 
เอของแบคทีเรีย Bacillus P11

Primer จำจ ับนวคล ีโอไทด ์ (5’-3’ )
10F Forward AGTTT GAT CCTGGCT C
350F Forward TACGGGAGGCAGCAG
1240R Reverse CCATT GTAGCACGT GT
1540R Reverse AAGGAGGT GAT CCAGCC

12. การจัดจำแนกแบคทีเร ีย Bacillus P11 โดยช ุดจำเร ็จร ูป API50CH ของบริษ ัท Biomerieux, 
France

เลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus P11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลานาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาปันเหวี่ยงเพื่อแยกตัวเซลล์ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อ 
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ล้างเชลล์ 2 ครั้งด้วยนํ้ากลั่นปลอดเชื้อ จากน้ัน 
แขวนลอยเซลล์ท่ีได้ในสารละลายทีเนอลเรด ปรับค่าการดูดกลืนแลงเป็น 1.0 ที่ความยาวคลื่น 660 นา 
โนเมตร แล้วหยดลงในชุดทดลอบของ API50CH จนครบ 50 ซ่อง นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเชียล อ่านผลในเวลา 18-24 ช่ัวโมง นำผลที่ได้มาแปลผลด้วยโปรแกรมการจัดจำแนกแบคทีเรีย
ของ API50CH
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ขนดอนุที่ 1

ขั้น ุดอนุที่ 2

สรุปขั้นตอนุการทดลองในงานวิจัยน้ี

ระดับห้องปฎิบัติการ

ทางเดินอาหารของแม่พันธุกุ้งกุลาดำ

- ดัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอดิก
- ทดลอบความลามารถในการ
ยับยั้งการเจรีญของของ V. harveyi

i  r
BP1 BP2I i BP11

แต่ละสายพันธุผสมกับอาหารกุ้งในอ ัตราส่วนที่เหมาะสม  
(นาหนักเซลล์เป ียก ะ'นาหนักอาหารกุ้ง)

เลี้ยงกุ้งกุลาดำ PL25 ในด ู้กระจกขนาด 20 ลิตร

- สังเกตการเจริญเติบโต (นํ้าหนักและความยาว)
- คุณภาพนํ้า
- ใ]ริมาณแบคทีเรียรวมและ!]!'มาณ Bacillus

ซักนำให้เก ิดโรคเรืองแสงด้วย V. harvey i 1526

- สังเกตเปอร์เซ็นต์การตายละลมในแต่ละกลุ่ม 
การทดลอง

^  - ได้ BP11 เป็นแบคทีเรียโพรไบโอดิก และใช้
เลี้ยงกุ้งในระดับ 400 ลิตร
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ขนด‘อนุท่ี 3

ขนดอนุท ี่ 4 

ชั้นดอนุท ี่ 5 

ชั้นตอนที่ 6 

ชั้นดอนที่ 7 

ชั้นดอนที่ 8

เล ี้ยงกุ้งก ุลาดำในบ่อระดับ 400 ลิตร ( 2 ครั้ง)
- ลังเกตการเจริญเติบโต (นํ้าหนักและความยาว)
- ตรวจคุณภาพน้ํา
- หาปริมาณแบคทีเรียรวม, ปริมาณ Bacillus 

v  sp. และ Vibrio spp. ในนำและในตะกอน

ซักนำให้เก ิดโรคเรืองแสงด ้วย V. harvey i 639

- สังเกตเปอร์เซ็นต์การตายละลมในแต่ละกลุ่ม 
การทดลอง

- หาปริมาณแบคทีเรียรวม, ปริมาณ Bacillus 
sp. และ Vibrio spp. ในนำ

t
ตรวจหาปริมาณแบคทีเร ียรวม, Bacillus P11 และ 

Vibrio spp. ในทางเด ินอาหารกุ้งท ี่ตาย

โ

ตรวจหาปริมาณแบคทีเร ียรวม, Bacillus P11 และ Vibrio sp. 
ในทางเด ินอาหารก ุ้งหล ังเล ี้ยงนาน 100 วัน

V
ตรวจหาปริมาณ Vibrio spp. ในด ับของกุ้งท ี่ตาย

ยีนลันการติดเช ื้อ V. harvey i 639 ในอกุ้ยวะของกุ้งท ี่ตายด ้วยเทคนิค  
Immunohistochemistry
จัดจำแนก Bacillus P11 ด้วยชุดจัดจำแนกแบคทีเรียสำเร็จรูป API50CHB  
และ 16S rDNA
ตรวจหาสารปฏิช ีวนะในส่วนใสที่ได ้จากการเล ี้ยง BP11 เป ็นเวลานาน 36 ชั้ว 
โมงด ้วยวิธ ึ Disk assay, CM-test และ HPLC
ตรวจหาสารปฏิช ีวนะในเน ื้อก ุ้งกลาดำที่เล ี้ยงด ้วยอาหารผสม BP11 เป็นเวลา 
100 วันด ้วยวิธ ี CM-test
ตรวจหาปริมาณ BP11 และสปอร์ท ี่ผสมในอาหารเลี้ยงกุ้งก ุลาดำที่เก ็บท ี่
อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเช ียสและอุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลานาน 6 เดือน
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