
บทท่ี 3

การดำเน ินงานว ิจ ัย

3.1 ว ัสด ุ เคร ื่องม ือ/อ ุปกรณ ์ อาห ารเล ี้ย งเช ื้อ  แ ล ะส ารเค ม ี

3.1.1 ว ัสด ุอ ุปกรณ ์

1. M ic ro c e n tr ifu g e  1.5 m l, H ygo n , U S A

2. PCR  tu b e  0.2 m l, M

3. P ip e t te  t ip  0.01 m l, C o rn in g  In c o rp o ra te d , U SA

4. P ip e t te  t ip  0 .2 m l, C o rn in g  In c o rp o ra te d , U SA

5. P ip e t te  t ip  1 m l, C o rn in g  In c o rp o ra te d , U SA

6. 15x90 m m . p la s t ic  p é tr i d ish , E u ro tu b o ®  D e lta la b , Spa in

7. VITE K® 2 GN ca rd s , B IO M ER IEU X , F ra n c e

3.1.2 เคร ื่องม ือ/อ ุปกรณ ์

1. A u to c la v e , S S3 20  T o m y , U S A

2. B a la n ce , A B  20 4  M e t t le r  T o d le d o ,  S w itz e r la n d

3. B a la n ce , RP 31 0S  S a to r io u s , G e rm a n y

4. C en tr ifu g e , M ic ro 2 2 R  H e t t ic h , G e rm a n y

5. C o lo n y  c o u n te r , G a lle n k a m p ,  G e rm a n y

6. C ryo  box , S P L  L ife  S c ie n c e s , K o re a

7. DGGE w ith  D c o d e  ™  U n iv e rs a l M u ta t io n  D e te c t io n  S y s te m , B io -R ad , U S A

8. F ree ze r, SF -C95 , S a n yo , J a p a n

9. G e l d o c u m e n ta t io n ,  M o d e l In G e n io u s  L, S ynegne , U n ite d  K in g d o m
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10. H o t-a ir  o v e n , B in d e r, G e rm a n y

11. L a m in a r  f lo w  h o o d , BVT  123 Issco, U S A

12. M ic ro w a v e , R -246 Sha rp , Ja p a n

13. M ic ro w a v e , M S 2 1 2 7 C W  LG, K o re a

14. M ic ro p ip e t te  P10, G ils o n , F ra n c e

15. M ic ro p ip e t te  P200 , G ils o n , F ra n c e

16. M ic ro p ip e t te  P200 , G ils o n , F ra n c e

17. M ic ro p ip e t te  P1000 , G ils o n , F ra n c e

18. PCR  rank, SPL  L ife  S c ie n c e s , K o re a

19. pH  m e te r , C y b e rs ca n  1000, U S A

20. P o w e r  su p p ly , M o d e l EPS  301 , GE H e a lth c a re , fo rm e r ly  A m e rs h a m  

B io s c ie n c e s , U SA

21. R e fr ige ra to r, M R -F33 X -D S  M its u b is h i,  J a p a n

22. S p e c t r o p h o to m e te r ,  V -530 , J a s c o , U S A

23. V o r te x  m ixer, L a b - lin e  In s t ru m e n t  Inc., U S A

24. VITEK® 2 sy s tem , B IO M ER IEU X , F ra n c e

3.1.3 สารเคม ี

1. ช ุด น ำย าส ำห ร ับ ท ำป ฏ ิก ิร ิย า  p o ly m e ra s e  c h a in  re a c t io n  (PCR), F e rm e n ta s , 

U S A

2. ช ุด สก ัด ด ีเอ ็น เอ  (D N A  e x t ra c t io n  kit), H y Y ie ld  T M  G e n o m ic  D N A  M in i Kit, 

Y B G 100 , RBC, T a iw an

3. ช ุด ส ก ัด อ าร ์เอ ็น เอ  (RNA  e x t ra c t io n  kit), T h e rm o  S c ie n tif ic , G e n e JE T  RN A  

P u r if ic a t io n  Kit, U SA

4. ช ุด ส ัง เค รา ะห ์ cD N A  (cD N A  s y n th e s is  kit), T h e rm o  S c ien tif ic , R e ve rtA id  F irs t 

S t ra n d  cD N A  S y n th e s is  Kit, U S A

5. ไพ ร เม อ ร ์ (p rim er), 1st Base , S in g a p o re

6. A ga ro se  p o w d e r, A xyge n , U S A



7. D iso d iu m  e th y le n e d ia m in e te t r a  a c e ta te  (EDTA), A na la®  , E n g la n d

8. D N A  Lad d e r, G e n R u le r  100 b p  p lu s  D N A  L a d d e r , F e rm e n ta s , U S A

9. E th a n o l, a n a ly t ic a l grad, M a l l in c k r o d t  C h e m ic a ls ,  N e th e r la n d s

10. E th id iu m  b ro m id e , B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

11. G la c ia l a c e t ic  a c id T r is  b a se , U lt r a  p u re , M o le c u la r  b io lo g y  g rade, 

R e se a rch  O rgan ics, Inc., U SA

12. U rea , B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

13. F o rm a m id e , B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

14. T EM ED , B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

15. A m m o n iu m  p e rs u lfa te , B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

16. TA E  b u ffe r

17. 40%  a c ry la m id e /b is - a c ry la m id e  (37.5:1), B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

18. L o a d in g  d ye , B io  b a s ic  Inc., C a n a d a

3.1.4 อาหารเล ี้ยงเช ื้อ

1. C H O M ag a r V ib r io  (CV), M e rck , G e rm a n y

2. P e p to n e  B a c te r io lo g ic a l,  H im e d ia , Ind ia

3. T ry p t ic  s o y  agar, M e rck , G e rm a n y

4. T ry p t ic  s o y  b ro th , M e rck , G e rm a n y

5. T h io s u lfa te  C itra te  B ile  S u c ro s e  aga r (TCBS  agar), M e rck , G e rm a n y

6. S o d iu m  ch o r id e
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3.1.5 สายพ ันธ ุจ ุล ินทร ีย ์

1. Vibrio cholerae D M S T  15 778  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

2. Vibrio parahaemolyticus A T C C  1 7 802  (ก รม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์,  ป ร ะ เท ศ  

ไทย)

3. Vibrio fluvia lis  A T C C  3 3 8 0 9  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

4. Vibrio mimicus A T C C  3 3 6 5 3  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

5. Vibrio alginolyticus D M S T  1480  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

6. Vibrio harveyi 639 (ภ าค ว ิช าจ ุล ช ีว ว ิท ย า  จ ุฬ าล งก รณ ์ม ห าว ิท ย าล ัย , ป ระ เท ศ ไท ย)

7. Vibrio furnissii A T C C  3 5 0 1 6  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

8. Vibrio vulnificus A T C C  2 7 5 6 2  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

9. Plesiomonas shigeloides A T C C  14 029  (ก รม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์,  ป ร ะ เท ศ  

ไทย)

10. Aeromonas hydrophila  A T C C  3 5 6 5 4  (ก ร ม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า ร แ พ ท ย ์,  ป ร ะ เท ศ  

ไทย)

11. Escherichia co li A T C C  2 5 9 2 2  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

12. Staphylococcus aureus A T C C  2 5 9 2 3  (ก ร ม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า ร แ พ ท ย ์,  ป ร ะ เท ศ  

ไทย)

13. Bacillus cereus A T C C  6 6 33  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ระเท ศไท ย)

14. Salm onella  T y p h im u r iu m  A T C C  13311  ก รม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์,  ป ร ะ เท ศ  

ไทย)

15. Pseudomonas aeruginosa A T C C  2 7 8 5 3  (ก รม ว ิท ย าศ าส ต ร ์ก า รแ พ ท ย ์, ป ร ะ เท ศ  

ไทย)
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3.2 ข ั้น ต อน ก ารด ำเน ิน งาน ว ิจ ัย

3.2.1 ด ีก ษ าสภ าวะข อง PCR-DGGE ท ี่เห ม าะส ม ส ำห ร ับ ก ารต รวจ  V ibrio  spp.

3.2.1.1 เต ร ีย ม เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ม าต รฐาน

น ำ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ม า ต ร ฐ า น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ  เล ี้ย ง ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  T ry p t ic  s o y  b ro th  

ท ี่ผ ส ม เก ล ือ  (N aC l) ใ ห ้ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 ส ่ว น เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ก ่อ โ ร ค ก ล ุ่ม อ ื่น ท ี่เ ล ี้ย ง ใ น  

อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ T ry p t ic  so y  b ro th  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป บ ่ม ไ ว ้ท ี่อ ุฌ ห ภ ูม ิ 35±1 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  โด ย เข ย ่า  

แ บ บ  o rb ita l shak ing  ที 200  rp m  เป ็น เว ล า  2 4  ข ัว โม ง  (แ ร  F o o d  a n d  Drug A d m in is t ra t io n ,

2004 )

3.2.1.2 ก ารสก ัด ด ีเอ ็น เอ/อาร ีเอ ็น เอ  (DNA/RNA extraction)

•  ก า รส ก ัด ด ีเอ ็น เอ

ด ูด เช ื้อ ท ี่เต ร ีย ม ต าม ข ้อ  3.21 ป ร ิม า ต ร  1 ม ิลล ิล ิต รใส ่ใบ ห ลอด  MiCTOcentrifuge 

ข น าด  1.5 ม ิล ล ิล ิต ร  น ำ ไ ป ป ีน เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  13 ,000  rp m  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 อ งศา เซ ล เซ ียส  เป ็น  

เวล า  10 น าท ี จ า ก น ั้น เท ส ่วน ใส ท ิ้ง แ ล ะน ำ ต ะก อ น เซ ล ล ์ท ี่ไ ด ้ไ ป ส ก ัด ด ีเอ ็น เอ เพ ื่อ ใช ้ใ น ก า รท ำ  PCR - 

D G G E  โดยใช ้ช ุด สก ัด  H y Y ie ld  ™  G e n o m ic  D N A  M in i K it ต าม ว ิธ ีใช ้ท ี่ร ะบ ุไ ว ้ใน ค ู่ม ีอ ก า ร ใช ้ (แสดง 

ร า ย ล ะ เอ ีย ด ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ข .1) เก ็บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้ใ ว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  อ งศ า เซ ล เซ ียส  จ น ก ว ่า จ ะ น ำ ไ ป  

ว ิเค ราะห ้ใน ข ั้น ต อ น ต ่อ ไป ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E

•  ก า รส ก ัด อ า ร ีเอ ็น เอ

ด ูด เช ื้อท ี่เต ร ียมตามข ้อ  3.2.1 ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร ใส ่,ใน'หลอด MiCTOcentrifuge 

ข น า ด  1.5 ม ิล ล ิล ิต ร  น ำ ไ ป ป ีน เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  13 ,000  rp m  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 อ งศา เซ ล เซ ียส  เป ็น  

เวล า 10 นาท ี จ าก น ั้น เท ส ารล ะล าย ท ี่อ ย ู่ด ้า น บ น ท ิ้ง แ ล ะน ำต ะก อ น เซ ล ล ์ท ี่ไ ด ้ไ ป ส ก ัด อ า ร ีเอ ็น เอ  โดยใช ้ 

ช ุด ส ก ัด  T h e rm o  S c ie n t if ic  G e n e JE T  R N A  P u r if ic a t io n  K it จ า ก น ั้น เ ป ล ี่ย น อ า ร ีเ อ ็น เ อ ใ ห ้เ ป ็น  

c o m p le m e n ta r y  D N A  (cDNA) โด ย ใช ้ช ุด ส ัง เค รา ะห ์ T h e rm o  S c ie n t if ic  R e ve rtA id  F irs t s t r a n d  

c D N A  S y n th e s is  K it ต าม ว ิธ ีใช ้ท ี่ร ะบ ุไ ว ้ใน ค ู1ม ือ ก า ร ใช ้ (แ ส ด งราย ล ะ เอ ีย ด ใน ภ าค ผ น วก  ข .2) เก ็บ ไว ้ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  องศาเซลเซ ียส จ น ก ว ่า จ ะน ำไ ป ว ิเค รา ะห ์ใน ข ั้น ต อ น ต ่อ ไ ป



3853500410

35

3.2.1.3 ก ารเพ ิ่ม จ ำน วน ด ีเอ ็น เฮ  ด ้วยว ิธ ี P o ly m e ra se  ch a in  rea ctio n  (PCR)

อ ้า งอ ิง จ าก ราย งาน ข อ ง  T h o m p s o n  e t a l. (2004) แ ล ะ  E ile r  a n d  B e rt ils s o n

(2006) ป ฏ ิก ิร ิย า จ ะ ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ร ีเอ เจ น ท ํด ัง น ี้

1. l x  t a q  b u f fe r  w ith  KC l

2. 0 .2  m M  d N T P s

3. 1 p M  G C 5 6 7 F  (fo rw a rd  p r im e r) (5'CGCCCGCCGCGCCCCGCGC 

CCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGGCGTAAAGCGCATGCAGGT3’)

4. 1 p M  680R  (reverse primer) (5'GAATTCTACCCCCCTCTACA G3')

5. 2  m M  M g C l2

6. 1.25 บ  t a q  D N A  p o ly m e ra s e

7. D N A  t e m p la t e  20  ng

8. W a te r , n u c le a s e - f re e  

ส ภ าว ะท ี่ใช ้โ น ก า รท ำป ฏ ิก ิร ิย า  ค ือ

1. In it ia l d é n a tu ra t io n  อ ุณ ห ภ ูม ิ 95 องศาเซลเซ ียส 8 นาท ี

2. D é n a tu ra t io n อ ุณ ห ภ ูม ิ 95 องศาเซลเซ ียส 1 นาท ี

3. A n n e a lin g อ ุณ ห ภ ูม ิ 64  องศาเซลเซ ียส 3 นาท ี

4. E x te n s io n อ ุณ ห ภ ูม ิ 72 องศาเซลเซ ียส 1 นาท ี

5. F in a l e x te n s io n อ ุณ ห ภ ูม ิ 72  องศาเซลเซ ียส 4 นาท ี

ท ำข ้อ  2) ถ ึงข ้อ  4) ซ ํ้า ฟ ้น จ ำ น ว น  35 รอ บ

3.2.1.4 ก ารต รวจสอ บ ค วาม บ ร ิส ุท ธฃ อ งผ ล ิต ผ ลท ี่ได ้จาก ก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย า  PCR 

(PCR a m p lico n )  ด ้วยอะก าโรสเจลอ ิเล ็ค โตโฟ ร ิซ ีส  (agarose gel e le c tro p h o re s is)

เต ร ีย ม แ ผ ่น เ จ ล อ ะ ก า โ ร ส  (agarose ge l) ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1.8 (W /V) (แสด ง 

ร า ย ล ะ เอ ีย ด ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ก.) แ ย ก ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ PCR  ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  H o r iz o n ta l e le c t r o p h o r e s is  (Sci- 

p la s , M o d e l H U 1 3 L , U n ite d  K in g d o m ) โด ย น ำแ ผ ่น เจ ล อ ะก า โ รส ว า ง ใน  e le c t r o p h o r e s is  ta n k  

ท ี่บ ร ร จ ุ 1XTAE  b u ffe r  (pH  8.0) น ำ ผ ล ิต ผ ล  PCR  ซ ึ่ง ผ ส ม ก ับ ส า ร ล ะ ล า ย ส ี ( lo a d in g  d ye ) ใบ  

อ ัต ร า ส ่ว น ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ PC R  2 ไ ม โ ค รล ิต รต ่อ  lo a d in g  d y e  1 ไ ม โ ค ร ล ิต ร ใ ส ่ล ง ใ น ห ล ุม  แ ล ้ว แ ย ก ด ้ว ย
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ก ระแส ไฟ ฟ ้าภ าย ใต ้ส ภ าวะค วาม ต ่างศ ัก ด ิ"ไฟ ฟ ้าค งท ี่ 5 โ วล ต ์ต ่อ เซ น ต ิเม ต ร  เป ็น เวล า  1 ช ั่วโมง น ำแ ผ ่น  

เจ ล อ ะก าโ รส ไ ป แ ซ ่ใน  E th id iu m  b ro m id e  ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น  10 ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  น า น  30  น าท ี 

จ าก น ั้น ล ้า ง  E th id iu m  b ro m id e  อ อ ก โด ย ก ารแ ซ ่แ ผ ่น อ ะก าโ รส ใน น ั้า ก ล ั่น น าน  30  นาท ี ต รวจ ด ูแ ถ บ ด ี 

เอ ็น เอ  (D N A  b a n d )  ท ี่ป ร า ก ฏ บ น อ ะ ก า โ ร ส เจ ล ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  G e l D o c u m e n ta t io n  เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  

D N A  m a rk e r

3.2.1.5 ก ารแยกความแตกต ่างของผ ล ิตผลท ี่ได ้จากการทำปฏ ิก ิร ิยา PCR (PCR 

a m p lico n ) ด ้วย เท คน ิค  D en aturing  G rad ient G e l E le ctro p h o re sis

เต ร ีย ม พ อ ล ีอ ะค ร ิล าไ ม ด ์เจ ล โด ย แ ป รค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง เจ ล เป ็น ร ้อ ย ล ะ  6.5, 8 แล ะ 10 

โด ย ใช ้เก ร เด ีย น ต ์ (g ra d ie n t)  ข อ งย ูเร ีย แ ล ะฟ อ ร ์ม าไ ม ด ์ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น จ าก ร ้อ ย ล ะ  4 5 -7 0  ต าม ราย งาน  

ของT h o m p s o n  e t  a l. (2004 ) แล ะ E ile r  a n d  B e rt ils so n  (2006) ผสมสารเคม ีส ำห ร ับ ใช ้ท ำ  DGGE 

แ ล ะ บ ร ร จ ุใ น ก ร ะ จ ก ต า ม ว ิธ ีก า ร บ ร ร จ ุเจ ล ส ำ ห ร ับ ก า ร ท ำ  DGGE (แ ส ด ง ร า ย ล ะ เอ ีย ด ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ก. 

และ ค . ) ว ิเ ค ร า ะ ห ้๒ ย น ำผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ PCR  ป ร ิม า ต ร  2 ไ ม โ ค รล ิต รผ ส ม ก ับ ส า รล ะล าย ส ี (L o ad in g  Dye) 

ป ร ิม า ต ร  1 ไ ม โ ค รล ิต ร  แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ บ น เจ ล ภ า ย ใ ต ้ส ภ า ว ะ ค ว า ม ต ่า ง ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  8 0 โ ว ล ต ์400 

ม ิล ล ิแ อ ม แ ป ร ์ อ ุณ ห ภ ูม ิ 61 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  18 ช ั่ว โ ม ง ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  D C o d e  U n iv e rs a l 

M u ta t io n  D e te c t io n  S y s te m  น ำ แ ผ ่น เ จ ล ไ ป แ ซ ่ใ น  E th id iu m  b ro m id e  ท ี่ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  10 

ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  น า น  30  น าท ี จ าก น ั้น ล ้า ง  E th id iu m  b ro m id e  อ อ ก โด ย ก า รแ ซ ่แ ผ ่น อ ะก าโ รส  

ใ น น ั้า ก ล ั่น น า น  30  น า ท ี ต ร ว จ ด ูแ ถ บ ด ีเ อ ็น เ อ  (DNA b a n d )  ท ี่ป ร า ก ฏ บ น เ จ ล ด ้ว ย เ ค ร ื่อ ง  G e l 

D o c u m e n ta t io n  เป ร ีย บ เท ีย บ ร ูป แ บ บ ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ม า ต ร ฐ า น  

บ น อ ะ ค ร ิล า ไ ม ต ์เ จ ล ท ี่แ ป ร ค ว า ม เข ้ม ข ้น เป ็น ร ้อ ย ล ะ  6.5, 8 แ ล ะ  10 ค ัด เล ือ ก ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง พ อ  

ล ิอ ะ ค ร ิล า ไ ม ต ์เจ ล ท ี่ท ำ ใ ห ้เห ็น ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ม า ต รฐ า น ท ี่ซ ัด เจ น ท ี,ส ุด แ ล ะ  

น ำม าใช ้ต ล อ ด ก ารท ด ล อ ง

3.2.2 ป ระเม ิน ค ่าต ํ่าส ุด ท ี่ว ิเค ราะห ็ได ้ (detection  lim it) ข องว ิธ ี PCR-DGGE ท ี่พ ัฒ นา 

ส ำห ร ับ ก ารต รวจ  V ibrio  spp .

3.2.2.1 เต ร ียม เซ ล ส ์จ ุล ิน ท ร ีย ์แล ะก ารส ร ้างช ุม ช น ข อ งว ิบ ร ิโอ แบ บ ท ี่ 1

ช ุม ข น ข อ ง  Vibrio sp p . แบบท ี่ 1 ค ือ ช ุมซ นท ี่ม ีซ น ิด ของ  Vibrio sp p . แตกต ่างก ัน แต ่ 

ม ีจ ำน วน เซ ล ล ์เท ่าก ัน  โด ย น ำ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ม าต รฐ าน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ  จ ำ น ว น  10 ส ป ีข ีส ์ เล ี้ย งในอาห ารเล ี้ย ง  

เช ื้อ T ry p t ic  s o y  b ro th  ท ี่ผ สม เกล ือ  (N aC l) ให ้ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ
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35±1 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  โ ด ย เข ย ่า แ บ บ  o rb ita l shak ing  ที่ 2 0 0  rp m  เป ็น เว ล า  2 4  ช ั่ว โม ง  น ำม า เจ ือ  

จ า ง เป ็น ล ำด ับ  10 เท ่า ด ้วย  P e p to n e  w a te r  ร ้อ ย ล ะ  K W /V )  จ น ไ ด ้จ ำ น ว น เช ื้อ อ ย ู่ใ น ร ะด ับ  ÎO ^ IO 5 

C F U / m l ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย  V o r te x  m ixe r โ ด ย ท ำ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ จ ำ น ว น เช ื้อ ท ี่เ ต ิม ล ง ใ น ต ัว อ ย ่า ง  

อ า ห า ร โ ด ย ก า ร  S p re a d  p la t e  โ ด ย ใช ้อ า ห า รว ุ้น  T ry p t ic  s o y  agar ท ี่ผ ส ม เก ล ือ  (NaCO ให ้ม ีค ว า ม  

เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซลเซ ียส  โด ย ท ำก า รศ ึก ษ าท ั้ง ใน ระบ บ ท ี่ใข ้ 

ด ีเอ ็น เอ  (ส ำห ร ับ ก า รต รว จ ด ้ว ย เท ค น ิค  PCR-DGGE) แ ล ะอ า ร ์เอ ็น เอ  (ส ำห ร ับ ก า รต รว จ ด ้ว ย เท ค น ิค  RT- 

PCR -DGGE)

•  ก า รส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  (ส ำห ร ับ ก า รต รวจ ด ้ว ย เท ค น ิค  PCR -D G G E)

ส ร ้า งช ุม ข น ข อ ง เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น เด ีย ว ก ัน  โด ย ด ูด เช ื้อ ท ี่เต ร ีย ม  

ไว ้ข ้า งต ้น  (ม ีจ ำน วน เช ื้อ เท ่า ก ัน )  ผ ส ม ต าม ค อ ล ัม น ์ A-E ต าม ต ารางท ี่ 3.1 ท ำก าร เต ร ีย ม ช ุม ซ น ข อ ง เช ื้อ ท ี่ 

ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น เช ื้อ ล ะ  1 0 1 C F U / m l (ต าม ค อ ล ัม น ์ A) โ ด ย ด ูด เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ล ำ ด ับ ท ี่ 1 ป ร ิม า ต ร  1 

ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ่ใน ห ล อ ด  M ic ro c e n t r ifu g e  ขนาด 1.5 ม ิล ล ิล ิต ร  น ำ ไ ป ป ีน เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  13,000 

rp m  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เวล า  10 นาท ี จ าก น ั้น เท ส า รล ะล าย ท ี่อ ย ู่ด ้า น บ น ท ิ้ง  จ าก น ั้น ด ูด  

เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ล ำด ับ ท ี่ 2  ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น เด ีย วก ัน  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ่ใน ห ล อ ด  M ic ro c e n tr ifu g e  

เด ิม น ำ ไ ป ป ีน เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ  13,000 rpm  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  10 น าท ี 

จ า ก น ั้น เท ส า รล ะ ล า ย ท ี่อ ย ู่ด ้า น บ น ท ิ้ง  ท ำ เซ ่น เด ิม โด ย ด ูด เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ ล ำด ับ ท ี่ 3 -1 G เม ื่อ ค รบ ท ั้ง  10 

ล ำด ับ แ ล ้วน ำต ะก อ น เซ ล ล ์ท ี่ไ ต ้ไ ป ส ก ัด  D N A  เพ ื่อใข ้ในการทำ PC R -D G G E  โด ย ใช ้ช ุด ส ก ัด  F lyY ie ld  ™  

G e n o m ic  D N A  M in i K it  โ ด ย ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง  3 ซ ํ้า เก ็บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่'ไ ด ้ไ ว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -2 0  อ งศ า เซ ล  

เซลเซ ียส จ น ก ว ่า จ ะ น ำ ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ใ น ข ั้น ต อ บ ต ่อ ไ ป ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  จ าก น ั้น ท ำ เซ ่น เด ีย ว ก ับ  

ว ิธ ีก า รข ้า งต ้น แ ต ่เต ร ีย ม เช ื้อ ท ี่ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น เช ื้อ ล ะ  102 ถ ึง !O5 C F U / m l (ต าม ค อ ล ัม น ์ B-E) ต ามตาราง  

ที่ 3.1

•  ก า รส ก ัด อ าร ีเอ ็น เอ  (ส ำห ร ับ ก า รต รวจ ด ้ว ย เท ค น ิค  RT -PCR -D G G E)

ส ร ้า ง ช ุม ซ น ข อ ง เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ เซ ่น เด ี่ย ว ก ับ ก า ร เต ร ีย ม  ส ำ ห ร ับ ก า ร ต ร ว จ  

ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  โ ด ย ผ ส ม เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ต าม ค อ ล ัม น ์ A -E  ต า ม ต า ร า ง ท ี่ 3.1 แ ต ่เป ล ี่ย น จ าก  

ก า รส ก ัด ด ีเอ ็น เอ เป ็น ก า รส ก ัด อ า ร ีเอ ็น เอ โ ด ย ใช ้ช ุด ส ก ัด า า า e rm o  Scientific  G eneJET  RNA Purification 

Kit จ า ก น ั้น เป ล ี่ย น อ า ร ีเอ ็น เอ ใ ห ้เป ็น  c o m p le m e n ta ry  D N A  (cD N A ) โ ด ย ใช ้ช ุด ส ัง เค รา ะห ์ T h e rm o  

S c ie n t if ic  R e v e r tA id  F irs t s t r a n d  cD N A  S yn th e s is  K it โ ด ย ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง  3 ซ ํ้า  เ ก ็บ  

c o m p le m e n ta r y  D N A  (cD N A ) ท ี่ไต ้ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  องศาเซ ล เซ ล เซ ียส  จ น ก ว ่า จ ะ น ำ ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ใน ข ั้น ต อ น ต ่อ ไป ด ้วย เท ค น ิค  PCR -D G G E
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ต ารางท ี่ 3 .1  ก า รส ร ้า งช ุม ซ น ข อ ง เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ โด ย ก ารผ ส ม เช ื้อ ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น เด ีย วก ับ  (แบบท ี่ 1 

เพ ื่อ ป ร ะ เม ิน  d e te c t io n  l im it  ของว ิธ ี PCR -DGGE

ลำด ับท ี่ Vibrio s p e c ie s
A

P o p u la t io n

B

m ix tu re s  (C F U /m l)  

c  D E

1 Vibrio chole lae 101 102 103 104 105

2 Vibrio porohoem olyticus 101 102 103 104 10s

3 Vibrio flu v ia lis 101 102 103 104 105

4 Vibrio mimicus 101 102 103 104 10s

5 Vibrio o lfno ly ticu s 101 102 103 104 105

6 Vibrio harveyi 101 102 103 104 105

7 Vibrio furnissii 101 102 103 104 10s

8 Vibrio vulnificus 101 102 103 104 10s

9 Plesiomonos shigelloides 101 102 103 104 10s

10 Aeromonos hydrophila 101 102 103 104 105

น ำ ด ีเ อ ็น เอ  แ ล ะ  cD N A  ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ด ้ม า เพ ิ่ม จ ำ น ว น  ด ้ว ย ว ิธ ี P o ly m e ra s e  ch a in  

re a c t io n  (PCR) ต า ม ข ้อ  3 .2 .1 .3  แ ล ะ ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ี้ฃ อ ง ผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  

PCR  (PCR  a m p lic o n )  ด ้ว ย อ ะก าโ รส เจ ล อ ิเล ็ค โต โฟ ร ิซ ีส  ( e le c t ro p h o re s is )  จ า ก น ั้น แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น  

เ อ ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  PC R  (PCR a m p lic o n )  โ ด ย ใ ช ้เท ค น ิค  D e n a tu r in g  G ra d ie n t  G e l 

E le c t ro p h o re s is  ท ี่ค ัด เล ือก ได ้จ าก ข ้อ  3.2.1.5

3 .2 .2 .2  เต ร ีย ม เซ ล ส ์จ ุล ิน ท ร ีย ์แ ล ะ ก า ร ส ร ้า ง ช ุม ช น ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ แ บ บ ท ี่ 2

ช ุมฃ นฃ อง Vibrio spp . แบบท ี่ 2 ค ือ ช ุม ช น ท ี่ม ีท ั้งช น ิด ข อ ง  Vibrio sp p . แ ล ะจ ำ น ว น  

เซ ล ล ์แ ต ก ต ่า งก ัน  โ ด ย ผ ส ม เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ต ร ว จ พ บ จ า ก ก า รส ร ้า ง ช ุม ซ น ช อ ง  V ib r io  sp p . แบ บ ท ี่ 1 

ต าม ค อ ล ัม น ์ F-J ต าม ต า รา งท ี่ 3 .2  โ ด ย น ำ เช ื้อ จ ุล ิบ ท ร ีย ์ม า ต รฐ า น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ต ร ว จ พ บ จ า ก ก า รส ร ้า ง  

ช ุม ช น ข อ ง  Vibrio sp p . แ บ บ ท ี่ 1 เล ี้ย ง ใน อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  T ry p t ic  s o y  b ro th  ท ี่ผ ส ม เก ล ือ  (N aC l) 

ให ้ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35+1 องศาเซ ล เซ ียส  โด ย เข ย ่าแ บ บ  o rb ita l 

shak ing  ที่ 2 0 0  rp m  เป ็น เว ล า  24  ช ั่วโมง น ำ ม า เจ ือ จ า ง เป ็น ล ำ ด ับ  10 เท ่า ด ้ว ย  P e p to n e  w a te r
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ร ้อ ย ล ะ  K W /V )  จ น ไ ด ้จ ำ น ว น เช ื้อ อ ย ู่ใ น ร ะ ด ับ  102-1 0 5 C F U / m l ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย  V o r te x  m ixe r 

โ ด ย ท ำ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ จ ำ น ว น เช ื้อ ท ี่เ ต ิม ล ง ใ น ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร โ ด ย ก า ร เก ล ี่ย ส า ร ล ะ ล า ย เช ื้อ  (S p re ad  

p la te )  โ ด ย ใ ช ้อ า ห า ร ว ุ้น  T ry p t ic  s o y  agar ท ี่ผ ส ม เก ล ือ  (N aC l) ใ ห ้ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 

น ำ ไ ป บ ่ม ไ ว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซ ล เซ ียส  โ ด ย ท ำ ก า รศ ึก ษ า ท ั้ง ใ น ร ะ บ บ ท ี่ใ ข ้ด ีเอ ็น เอ  (ส ำห ร ับ ก า ร  

ต รว จ ด ้ว ย เท ค น ิค  PCR -D G G E) แ ล ะอ า ร ์เอ ็น เอ  (ส ำห ร ับ ก า รต รว จ ด ้ว ย เท ค น ิค  RT -PCR-DGGE) และทำ 

ก า รส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  อ า ร ์เอ ็น เอ  เพ ิ่ม จ ำน วน ด ีเอ ็น เอ  แ ล ะ  C Ü N A  ต รวจ ส อ บ ค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ้ฃ อ งผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ด ้ 

แ ล ะ แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้เห ม ือ น ก ับ ก า ร เต ร ีย ม เซ ล ล ์จ ุล ิน ท ร ีย ์แ ล ะ ก า รส ร ้า ง ช ุม ช น ข อ ง  Vibrio sp p . 

แบ บ ท ี่ 1

ต า รา ง ท ี่ 3 .2  ก ารส ร ้า งช ุม ซ น ข อ ง เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ โด ย ก ารผ ส ม เช ื้อ ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น เด ีย วก ัน  (แบบท ี่ 2 

เพ ื่อ ป ร ะ เม ิน  d e te c t io n  l im it  ของว ิธ ี PCR -DGGE

ลำด ับท ี่ Vibrio sp e c ie s
F

P o p u la t io n

G

m ix tu re s  (C F U /m l)  

H 1 J

1 ชน ิดท ี่ 1 ท ี่พบ 10s 105 104 105 103

2 ชน ิดท ี่ 2 ท ี่พบ 104 105 104 104 103

3 ชน ิดท ี่ 3 ท ี่พบ 103 104 103 104 103

4 ชน ิดท ี่ 4 ท ี่พบ 102 104 103 103 102

5 ขน ิดท ี่ 5 ท ี่พบ 102 103 102 103 102

3.2.3 ศ ึก ษ าผ ล ข อ งส ภ าวะข อ งเซ ล ล ์ข อ งเช ื้อ ว ิบ ร ิโอ ต ่อ ก ารต รวจสอ บ โด ย ว ิธ ี RT-PCR-

DGGE

3.2.3.1 เต ร ีย ม เซ ล ล ์จ ุล ิน ท ร ีย ์ โ ด ย น ำ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ม า ต ร ฐ า น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ  เล ี้ย งใน  

อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  T r y p t ic  s o y  b ro th  ท ี่ผ สม เกล ือ  (N aC l) ใ ห ้ม ีค ว า ม เข ้ม 1ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 จ าก ท ั้น  

น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซลเซ ียส โด ย เข ย ่าแ บ บ  o r b it a l  sh a k in g  ที่ 200  rp m tป ็น เ'วลา 24  

ช ั่วโมง โด ย แ ป รส ภ าว ะข อ ง เช ื้อ เป ็น  3 ส ภ าวะท ำก ารท ด ล อ ง  3 ซํ้า ค ือ

1. เซ ล ล ์ส ม บ ูรณ ์ (V ia b le  c e l l  (VC)) ะ เก ็บ เซ ล ล ์โ ด ย ด ูด ค ัล เจ อ ร ์ป ร ิม า ต ร  1 

ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ใน ห ล อ ด  M ic ro c e n t r ifu g e  ขนาด  1.5 ม ืล ล ิล ิต ร  น ำไป ส ก ัด อ าร ์เอ ็น เอ ท ัน ท ี
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2. เซ ล ล ์บ าด เจ ็บ  (In ju red  c e l l  (IVC)) : เก ็บ เซ ล ล ์โด ย ด ูด ค ัล เจ อ ร ์ป ร ิม าต ร  1 

ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ่ใ น ห ล อ ด  M ic ro c e n t r ifu g e  ข น า ด  1.5 ม ิล ล ิล ิต ร  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป แ ซ ่แ ข ็ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  

องศาเซลเซ ียส เป ็น เวล า  6 ช ั่วโมง แ ล ้วจ ึงน ำไป ส ก ัด อ าร ์เอ ็น เอ

3. เ ซ ล ล ์ บ า ด  เ จ ็ บ ท ี ่ ผ ่ า น ก า ร  p re -e n r ic h m e n t  (In ju red , c e l l  + p re ­

e n r ic h m e n t  (PIVC)) : เก ็บ เซ ล ล ์โ ด ย ด ูด ค ัล เจ อ ร ์ป ร ิม าต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ่'ใน 'หลอด M ic ro c e n t r ifu g e  

ข น าด  1.5 ม ิล ล ิล ิต ร  น ำ ไ ป แ ซ ่แ ข ็งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เว ล า  6 ช ั่ว โม ง  จ า ก น ั้น น ำ ม า  

เล ี้ย ง ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  T r y p t ic  s o y  b ro th  ท ี่ผ ส ม เกล ือ  (NaC l) ใ ห ้ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 

ป ร ิม าต ร  90 ม ิล ล ิล ิต ร  น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซลเซ ียส โด ย เข ย ่าแ บ บ  o rb ita l sh a k in g  ที่ 

200  rp rruป ็น เวล า  12 ช ั่วโมง ด ูด ค ัล เจ อ ร ์ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ใน ห ล อ ด  M ic ro c e n t r ifu g e  ข น าด

1.5 ม ิลล ิล ิต ร แ ล ้วน ำไป ส ก ัด อ า ร ์เอ ็น เอ ท ัน ท ี

3 .2 .3 .2  ส ก ัด อ า ร ์เอ ็น เอ แ ล ะท ำก าร เป ล ี่ย น อ าร ์เอ ็น เอ เป ็น  com p lem enta ry  D N A (cDNA) 

ตามข ้อ  3.2.1.2 นำc o m p le m e n ta ry  D N A  (cDNA) ท ี่เต ร ีย ม ได ้ม า เพ ิ่ม จ ำน วน  c o m p le m e n ta ry  D N A  

(cDNA) ด ้วย ว ิธ ี P o ly m e ra s e  c h a in  re a c t io n  (PCR) ตามข ้อ  3.2.1.3

3.2 .3 .3  ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิ้ฃ อ ง ผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  P C R  (PCR  

a m p lic o n )  ด ้ว ย เจ ล อ ิเล ็ค โ ต โ ฟ ร ิซ ีส  (e le c t ro p h o re s is )  ข ้อ  3 .2 .1 .4  จ า ก น ั้น แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้ 

จ า ก ก า รท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีอ า ร ์ (PCR a m p lic o n )โดยใช ้เท คน ิค  Denaturing G rad ien t G e l E le ctropho res is  

ต าม ส ภ าวะท ี่เล ือ ก จาก ข ้อ  3.2 .1 .5

3.2.4 ป ร ะ เม ิน ว ิธ ี PCR-DGGE ท ี่พ ัฒ น าส ำห ร ับ ก ารต รวจ ส อ บ ว ิบ ร ิโอ ใน ต ัวอ ย ่างอ าห าร

3.2.4.1 เต ร ียม เซ ลล ์จ ุล ิน ท ร ีย ่

เตร ียม Vibrio parahaemolyticus ลงในต ัวอย ่างอาหารโดยเล ี้ยงเช ื้อ  Vibrio parahaemolyticus 
ใน อ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ  T ry p t ic  s o y  b ro th  ท ี่ผ ส ม เก ล ือ  (NaC l) ใ ห ้ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ร ้อ ย ล ะ  1 นำไป  

บ ่ม ไ ว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  โ ด ย เข ย ่า แ บ บ  o rb ita l sh ak ing  ที่ 2 0 0  rp m  เป ็น เว ล า  24  

ซ ัวโมง น ำ เซ ือ  Vibrio parahaem olyticus ม า เจ ือ จ า ง เป ็น ล ำ ด ับ  10 เท ่า  ด ้ว ย  P e p to n e  w a te r  

ร ้อ ย ล ะ  K W /V ) จ บ ไ ด ้จ ำ น ว น เช ื้อ อ ย ู่ใ น ร ะ ด ับ  102-109 C F U / m l ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย  V o r te x  m ix e r  

โด ย ท ำก า รต รวจ ส อ บ จ ำน วน เช ื้อ ท ี่เต ิม ล ง ใน ต ัว อ ย ่า ง อ าห า รโด ย ก า ร เก ล ี่ย (S p re a d  p la te )  ส า รล ะ ล า ย  

เช ื้อ  Vibrio parahaem olyticus บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  T ry p t ic  s o y  agar ท ี่ผ ส ม เก ล ือ  (N aC l) ให ้ม ี 

ค วาม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้าย ร ้อ ยล ะ  1 น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซลเซ ียส
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3 .2 A 2  ก ารเต ร ีย ม ต ัวอย ่างอาห ารท ี่ป ราศ จาก เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์

น ำ ป ล า ห ม ึก แ ซ ่แ ข ็ง ซ ื้อ จ า ก ซ ุป เป อ ร ์ม า เก ็ต  จ ำ น ว น  1,000 ก ร ัม  ล ด ก า ร ป น เป ้อ น ข อ ง  

เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์โด ย แ ซ ่ใน ส ารล ะล าย โซ เด ีย ม ไฮ โป ค ล อ ไรห ์ 200  p p m  เป ็น เวล า  15 น าท ี ส ะ เด ็ด น ํ้า อ อ ก  

ให ้ห ม ด  แ ซ ่ใ น น ํ้า ก ล ั่น ป ร า ศ จ า ก เช ื้อ ป ร ิม า ต ร  2 ,000  ม ิล ล ิล ิต ร น า น  5 น าท ี ส ะ เด ็ด น ํ้า อ อ ก ใ ห ้ห ม ด  

(ว ร า ภ า  ม ห าก าญ จ น ก ุล  e t  a l., 2 5 4 4 )  จ า ก น ั้น ต ร ว จ ส อ บ จ ำ น ว น เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้ง ห ม ด โ ด ย  แ บ ่งม า  

ท ด ส อ บ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้ง ห ม ด โ ด ย ช ั่ง ต ัว อ ย ่า ง  50±1 ก ร ัม  เต ิม  P e p to n e  w a te r  ร ้อ ย ล ะ !  (พ /V )  

ป ร ิม า ต ร  450  ม ิล ล ิล ิต ร  ต ีต ัว อ ย ่า ง ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ต บ อ า ห า ร  (S to m ach e r)  ที่ 2 0 0  rp m  1 น าท ี แ ล ะ เจ ือ  

จ าง เป ็น ล ำด ับ  10 เท ่า ด ้วย  P e p to n e  w a te r  ป ร ิม า ต ร  9 ม ิลล ิล ิต ร จ าก น ั้น ป ็เป ต ส า รล ะล าย เช ื้อ แ ต ่ล ะ  

d i lu t io n  ป ร ิม า ต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ล ง บ น อ า ห า ร ว ุ้น  T ry p t ic  so y  agar เก ล ี่ย ส า ร ล ะล า ย ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง  

(S p re ad  p la te )  น ำไป บ ่ม ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซ ล เซ ียส  น ับ จ ำน วน เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้ง ห ม ด  ท ำก า ร  

ท ดลอง 3 ซํ้า

3.2.4.3 ก ารเต ร ีย ม ต ัวอ ย ่างอ าห ารป น เป ้อ น เช ื้อ ท ี่ร ะต ับ ต ่างๆ

ช ั่ง ต ัว อ ย ่า ง ป ล า ห ม ึก ท ี่เ ต ร ีย ม จ า ก ข ้อ  3 .2 .4 .2  จ ำ น ว น  25±1 ก ร ัม  ใ ส ่ใ น ถ ุง ใ ส ่ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ 

ป ร า ศ จ า ก เซ ือ  ( s to m a c h e r  bag) เต ิม เซ ือ  Vibrio parahaemoiyticus จ า ก ท ีเต ร ีย ม ใน ข ้อ  3.2.4.1 

แ ต ่ล ะ ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต รล ง ใน ต ัว อ ย ่า ง  ใ ห ้ม ีร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เช ื้อ ส ุด ท ้า ย  

1 0 เ-1 0 5 C F U /  ก ร ัม  ท ิ้ง ต ัวอ ย ่า ง ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เป ็น เวล า  30 นาท ี (ว ราภ า  ม ห าก าญ จ น ก ุล  e t  a l., 

2 5 4 4 )  จ า ก น ั้น เต ิม  A lk a l in e  p e p t o n e  w a te r  (APW ) ป ร ิม า ต ร  225 ม ิล ล ิล ิต ร  ต ีต ัว ต ัว อ ย ่า ง 'ด ้ว ย  

เค ร ื่อ ง  S to m a c h e r  ที่ 200  rp m  1 นาท ี ท ำก ารท ด ล อ ง  3 ซํ้า

•  ก า รต รวจ โด ย ว ิธ ี R T -PCR -D G G E

นำต ัวอย ่างท ี่เต ร ียมจากข ้อ  3.2.43 ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตรใส ่'ใน'หลอด Microcentlifuge 

น ำไ ป ป ่น เห ว ี่ย งท ี่ค ว าม เร ็ว รอ บ  13 ,000  rp m  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวล า  10 น าท ี จ า ก น ั้น  

เท ส ่วนใสท ิ้ง  น ำ ต ะก อ น ท ี่ไ ด ้ไ ป ส ก ัด อ า ร ีเอ ็น เอ ส ก ัด อ า ร ์เอ ็น เอ แ ล ะท ำ ก า ร เป ล ี่ย น อ า ร ีเอ ็น เอ เป ็น  cD N A  

ต ามข ้อ  3.2.1.2 นำ cD N A  ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้ม า เพ ิ่ม จ ำ น วน ด ี cD N A  ด ้วย ว ิธ ี P o ly m e ra s e  cha in , r e a c t io n  

(PCR) ตามข ้อ  3.2.1.3 แ ล ะต ร ว จ ว ิเค รา ะห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  RT-PCR-DGGE

•  ก า ร ต ร ว จ โ ด ย ว ิ ธ ี ม า ต ร ฐ า น  B a c te r io lo g ic a l a n a ly t ic a l m a n u a l 

C h a p te r  5 (BAM; U SFD A , 2004: o n l in e )

น ำ ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร ใ น  A lk a l in e  p e p to n e  w a te r  (APW ) บ ่ม ต ่อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

35±1 องศาเซลเซ ียส  เป ็น เวล า  2 4  ช ั่ว โมง ใ ช ้ล ูป น ำ ต ัว อ ย ่า ง ท ี่บ ่ม ไ ว ้ม าข ีด บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  T C B S
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aga r บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35±1 องศาเซลเซ ียส  เป ็น เวล า  2 4  ช ั่วโมง ต รวจส อบ ผ ล โด ยด ูล ักษ ณ ะข องโค โล น ี 

ท ี่เจ ร ิญ บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่เป ็น ล ัก ษ ณ ะข อ ง เช ื้อ  Vibrio parahaemolyticus แ ล ะ ร า ย ง า น ผ ล เป ็น  

พ บ /ใม ่พ บ  ใน ต ัวอ ย ่าง  25 กร ัม

3.2.5 การประย ุกต ์ใช ้ RT-PCR-DGGE ใน ก ารต รวจ ส อ บ ก ารป น เป ีอ น ข อ งเช ื้อ ว ิบ ร ิโอ ใน  

ต ัวอ ย ่างอ าห าร

น ำ ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร จ ำ น ว น  14 ต ัว อ ย ่า ง จ า ก แ ห ล ่ง ต ่า ง ๆ ต า ม รา ย ล ะ เอ ีย ด ด ัง ต า ร า ง ท ี่

3 .3  ช ั่ง ต ัว อ ย ่า งอ าห า รจ ำน วน  25±1 ก ร ัม  ใส ่ใน ล ุง ใส ่ต ัว อ ย ่า งท ี่ป ราศ จ าก เช ื้อ  ( s to m a c h e r  bag) เต ิม  

A lk a l in e  p e p to n e  w a te r  (APW ) ป ร ิม า ต ร  225  ม ิล ล ิล ิต ร  เข ย ่าต ัวอ ย ่า งด ้ว ย เค ร ื่อ ง  s t o m a c h e r  ที่ 

2 0 0  rp m  1 นาท ี

•  ก า รต รวจ โด ย ว ิธ ี RT -PC R -D G G E

น ำ ต ัว อ ย ่า ง ห ล ัง ต บ ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ต บ อ า ห า ร  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร เก ็บ ,ใน ห ล อ ด  

M ic ro c e n t r ifu g e  ส ก ัด อ า ร ์เ อ ็น เอ แ ล ะ เป ล ี่ย น อ า ร ์เอ ็น เอ ใ ห ้เป ็น  cD N A  ต าม ข ้อ  3.2.1.2 เพ ิ่ม จ ำ น ว น  

c D N A  ต า ม ข ้อ  3.2.1.3 ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ี้ข อ ง ผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  PC R  (PC R  

a m p lic o n )  ด ้ว ย อ ะก าโรส เจล อ ิเล ็ค โต โฟ ร ิซ ีส  ( e le c t ro p h o re s is )  ข ้อ 3.2.1.4 จ า ก น ั้น แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น  

เ อ ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  PCR  (PCR  a m p lic o n )  โ ด ย ใ ช ้เท ค น ิค  D ena tu rin g  G ra d ie n t  G e l 

E le c t r o p h o re s is  ตามข ้อ  3.2.1.5

•  ก า ร ต ร ว จ โ ด ย ว ิ ธ ี ม า ต ร ฐ า น  B a c te r io lo g ic a l a n a ly t ic a l m a n u a l 

C h a p te r  5 (BAM ; U SFD A , 2004: o n lin e )

น ำต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร ใน  A lk a l in e  p e p to n e  w a te r  (APW ) บ ่ม ต ่อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

35±1 องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เวล า  24  ช ั่วโมง ใช ้ล ูป น ำ เช ื้อ ท ี่บ ่ม ไ ว ้ม าข ีด บ น อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  T C B S  agar 

ต รวจ ส อ บ ผ ล โด ย ด ูล ัก ษ ณ ะข อ งโค โล น ีท ี่เจ ร ิญ บ น อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ล ะส ุ่ม โค โล น ีท ี่ม ีล ัก ษ ณ ะแ ต ก ต ่า งก ัน  

แ ล ้วน ำม า เล ี้ย งบ น อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  C H O M a g a r  V ib r io  (CV) จ าก น ั้น ส ุ่ม โค โล น ีท ี่ม ีล ัก ษ ณ ะแ ต ก ต ่า งก ัน  

เพ ื่อ น ำ ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ค ุณ ส ม บ ัต ิท า ง ช ีว เค ม ี ( b io c h e m is t r y )  โ ด ย ใ ช ้ร ะ บ บ  VITEK®2 s y s te m  ซ ึ่ง ป ร ะ  

ก อ บ ด ้ว ย ก า รย ้อ ม แ ก รม เพ ื่อ เล ือ ก ก า ร ์ด ท ี่เห ม า ะส ม  แ ล ะท ด ส อ บ ป ฏ ิก ิร ิย า ท า งช ีว เค ม ีด ้ว ย ก า ร ์ด ส ำห ร ับ  

เช ื้อ แ บ ค ท ีเ ร ีย แ ก ร ม ล บ  (GN ca rd ) แ ล ้ว ว ิเ ค ร า ะ ห ์ผ ล ด ้ว ย ใ ช ้เค ร ื่อ ง  VITEK®2 sy s te m  (ว ิธ ีก า ร ต า ม  

ภ าค ผ น วก  จ.) แ ล ะราย งาน ผ ล เป ็น พ บ /ไม ่พ บ  ใน ต ัว อ ย ่า ง  25  ก ร ัม
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ต ารางท ี่ 3.3 ต ัวอ ย ่างอ าห ารแล ะแห ล ่งท ี่ซ ื้อ

ต ัวอย ่างอาห าร แหล ่งท ี่ซ ื้อ

1. ป ล าห ม ึก  (สด) ซ ุป ฟ อ ร ์ม า เก ็ต

2. เน ื้อ ป ล าก ะพ งแ ล ่ (แซ่แข็ง) ซ ุป ฟ อ ร ์ม า เก ็ต

3. เน ื้อ ป ล า เก ๋าแ ล ่ (แซ่แข็ง) ซ ุป ฟ อ ร ์ม า เก ็ต

4. ป ล าห ม ึก  (แซ ่แข ็ง) ซ ุป ฟ อ ร ์ม า เก ็ต

5. ห น วด ป ล าห ม ึก  (สด) ตลาดสด

6. ป ล าห ม ึก ก ล ้ว ย  (สด) ตลาดสด

7. ก ุ้งข าว  (สด) ตลาดสด

8. ป ล าท ู (สด) ตลาดสด

9. ก ุ้ง แ ม ่น ํ้า  (สด) ตลาดสด

10. เน ื้อ ป ล าด อ ล ร ี่แ ล ่ (แซ่แข็ง) ตลาดสด

11. ห อ ย แ ค รง  (สด) ตลาดสด

12. ห อ ย น า ง รม  (สด) ตลาดสด

13. ป ล าแ ซ ล ม อ น แ ล ่ (สด) ตลาดสด

14. ป ล าอ ิน ท ร ีย ์แ ล ่ (สด) ตลาดสด
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