
บทที� 3 

ระเบียบวธีิวจิัย 

 

1. วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

1.1 อาหารเลี ยงเชื อและชุดทดสอบทางชีวเคมี 

- Thiosulfate citrate bile salt (TCBS) agar 

- Tryptic soy agar (TSA) + 2% NaCl 

- Tryptic soy broth (TSB) + 2% NaCl 

- Mueller-Hinton agar (MHA) + 2% NaCl 

- Triple sugar iron (TSI) agar 

- Motile-Indole-Lysine medium (MIL) + 1% NaCl 

- Urea agar 

- Methyl red (MR)-Voges-Proskauer (VP) broth + 1% NaCl 

- Ornithine decarboxylase medium (OD) + 1% NaCl 

- Arginine decarboxylase medium (AD) + 1% NaCl 

- Lysine decarboxylase medium (LD) + 1% NaCl 

- Nutrient broth + 0% NaCl 

- Nutrient broth + 1% NaCl 

- Nutrient broth + 8% NaCl 

- Nutrient broth + 10% NaCl 

- Citrate utilization test  

- Oxidase test 

- 0.5 Mc Farland No. 1 

- 0.85% Normal saline 

1.2 แผ่นยา (antimicrobial disc) 

- Ampicillin (10 µg) 

- Ceftriaxone (30 µg) 
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- Cephalothin (30 µg) 

- Chloramphenicol (30 µg) 

- Ciprofloxacin (5 µg) 

- Gentamicin (10 µg) 

- Nitrofurantoin (300 µg) 

- Norfloxacin (10 µg) 

- Oxytetracycline (30 µg) 

- Sulfisoxazole (250 µg) 

- Tetracycline (30 µg) 

- Trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25/23.75 µg) 

1.3 สารเคมี 

- GF-1 Bacterial DNA extraction kit (Vivantis) 

- 1 X Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 

- Absolute ethanol 

- 70% Ethanol 

- Sterile UltraPure water (GIBCO BRL) 

- 10 mg/ml Ethidium bromide (Vivantis) 

- Agarose gel (Vivantis) 

- 100-1,500 base pair ladder DNA marker (Vivantis) 

- 6 X Gel loading dye (Vivantis) 

- 10 mM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (Vivantis) 

- 5 units/µl Taq DNA polymerase (Vivantis) 

- ERIC-PCR primers (ERIC 1R/ERIC 2) 

- AP-PCR primer (random primer2) 

1.4 วสัดุอุปกรณ์และเครื�องมืออื�นๆ 

- Microcentrifuge tube ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร 

- Automatic pipette tip 

- Thermal cycler machine (Perkin Elmer GeneAmp PCR system 2400) 
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- Refrigerated-microcentrifuge (Hettich Mikro 22R) 

- Horizontal gel electrophoresis set (Mupid EX-U) 

- Gel Documentation System (Viber Lourmat Doc-Print-1000/2)   

2. ตัวอย่าง  

  V. parahaemolyticus ทีLแยกไดจ้ากผูป่้วยโรคอุจจาระร่วง ทีLเขา้รับการรักษาทีLโรงพยาบาล

นครปฐม จงัหวดันครปฐม ระหวา่งเดือนมิถุนายน 2551 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2552 จาํนวนทัiงสิiน 70 

ไอโซเลท  

3. วธีิการวจัิย 

3.1 การทดสอบยืนยนั V. parahaemolyticus  

ทดสอบยนืยนั V.  parahaemolyticus โดยทาํการยอ้มสีแกรม ทดสอบ oxidase  
และพิสูจน์เชืiอโดยชุดทดสอบชีวเคมี TSI, MIL + 1% NaCl,  Simmon’s Citrate agar, Urea agar,  
MR - VP broth + 1% NaCl, OD + 1% NaCl, AD + 1% NaCl, LD + 1% NaCl, Nutrient broth + 
0% NaCl,  Nutrient broth + 1% NaCl, Nutrient broth + 8% NaCl, Nutrient broth + 10% NaCl 

3.2 การจําแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ทางฟีโนทยัป์ โดยการศึกษาแบบ

แผนการดื อยาของเชื อ (antibiotyping) ด้วยวธีิ disc diffusion (CLSI. 2009 ; Quintoil et al. 2007 ; 

Tjaniadi et al. 2003 : 666–667) 

นาํเชืiอทีLเพาะเลีiยงบน Tryptic soy agar (TSA) + 2% NaCl มาปรับความขุ่นใน 

0.85% normal saline ใหเ้ชืiอมีความขุ่นเทียบเท่ากบั 0.5 McFarland ซึL งจะมีเชืiอประมาณ 1.5 X 108 

colony forming unit/ml (CFU/ml) ใช ้ sterile swab จุ่มเชืiอแลว้นาํไปป้ายใหท้ัLวผวิหนา้อาหารเลีiยง

เชืiอ Mueller-Hinton agar (MHA) + 2% NaCl จากนัiนวางแผน่ยาทีLตอ้งการทดสอบทัiง 12 ชนิด 

ไดแ้ก่ ampicillin (10 µg), ceftriaxone (30 µg), cephalothin (30 µg), chloramphenicol (30 µg), 

ciprofloxacin (5 µg), gentamicin (10 µg), nitrofurantoin (300 µg), norfloxacin (10 µg), oxytetracycline 

(30 µg), sulfisoxazole (250 µg), tetracycline (30 µg) และ trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25/23.75 

µg) บนเชืiอทีLเตรียมไว ้ นาํไปบ่มทีLอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชัLวโมง ทาํการวดั

เส้นผา่ศูนยก์ลางของโซนใส (inhibition zone) ทีLไดเ้ปรียบเทียบกบัเส้นผา่ศูนยก์ลางของโซนใส

มาตรฐาน แปลผลเป็นไวต่อยา (susceptible) ไวต่อยาปานกลาง (intermediate) หรือ ดืiอต่อยา 
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(resistant) และทาํการจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus เป็นสายพนัธ์ุต่างๆ ตามแบบ

แผนการดืiอยา ทัiง 12 ชนิด  

3.3 การจําแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ทางจีโนทัยป์ โดยวธีิ arbitrarily- 

primed polymerase chain reaction (AP-PCR) และ enterobacterial repetitive intergenic 

consensus sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) 

1. การสกดัดีเอน็เอจาก V. parahaemolyticus  

เพาะเลีiยงเชืiอแบคทีเรียบริสุทธิ{ ในอาหารเลีiยงเชืiอ Tryptic soy broth 

(TSB) + 2% NaCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทีLอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชัLวโมง จากนัiนปัLน

ตกตะกอนเซลลเ์พืLอนาํไปสกดัดีเอน็เอดว้ยชุดสกดั (GF-1 Bacterial DNA extraction kit, Vivantis) 

ตามวธีิมาตรฐานของบริษทัผูผ้ลิต ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ย Tris-EDTA (TE) buffer pH 8.0 

ปริมาตร 50 µl วดัปริมาณความเขม้ขน้ และคุณภาพของดีเอ็นเอดว้ยเครืLอง spectrophotometer ทีL

ความยาวคลืLน 260 และ 280 nm เจือจางดีเอน็เอของเชืiอทีLไดใ้หมี้ความเขม้ขน้ 25 ng/µl และเก็บ

รักษาทีLอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาใชท้ดสอบ 

2. การเพิ�มปริมาณดีเอน็เอของเชื อในหลอดทดลองโดยวธีิ arbitrarily-primed 

polymerase chain reaction (AP-PCR) (Matsumoto et al. 2000 : 578-585 ; Okura et al. 2003 : 
4676-4682 ; Okura et al. 2004 : 787-790) 

   นาํดีเอน็เอทีLสกดัไดข้องเชืiอแต่ละตวัอยา่งตรวจมาเพิLมจาํนวนโดยวธีิ AP-

PCR ดว้ย random primer2 (5’-GTT TCG CTC C-3’) โดยทาํปฏิกิริยาทีLปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 

20 µl ประกอบดว้ย 1 X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 

1 µM random primer2, 0.5 units Taq DNA polymerase และ 25 ng template DNA (ตารางทีL 3.1) 

โดยใชส้ภาวะในการทาํ PCR ดงันีi  

1. Denaturation ทีLอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที 

2. Annealing   ทีLอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

3. Extension       ทีLอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

ทาํปฏิกิริยาทัiงสิiน 45 รอบ โดยรอบแรกทาํการ denaturation ทีLอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส                 

นาน 4 นาที เพืLอทาํให้เกิดการแยกสายดีเอน็เอสายคู่ใหเ้ป็นสายเดีLยวอยา่งสมบูรณ์ และรอบสุดทา้ย 
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(รอบทีL 45) ทาํการ extension ทีLอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที     เพืLอทาํใหเ้กิดการต่อสาย

ดีเอ็นเอเส้นใหม่อยา่งสมบูรณ์ 

 

ตารางที� 3.1 ส่วนประกอบในการทาํ AP-PCR  

 

สารละลาย ปริมาตร (µµµµl) 

1. 10 X PCR buffer (Vivantis) 2 

2. 50 mM MgCl2  (Vivantis) 0.6 

3. 10 mM dNTPs (Vivantis) 0.4 

4. 10 µM random primer2 2 

5. 5 units/µl Taq DNA polymerase (Vivantis) 0.1 

6. 25 ng/µl template DNA 1 

7. Sterile UltraPure water (GIBGO BRL) 13.9 

ปริมาตรรวม 20 

 

3. การเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของเชื อในหลอดทดลองโดยวธีิ enterobacterial  

repetitive intergenic consensus sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) 

(Versalovic, Koeuth and Lupski. 1999 : 6823-6831 ; Marshall et al. 1999 : 2473-2478 ; Khan et 

al. 2002 : 209-214 ; Maluping et al. 2005 : 383-391 ; Wilson and  Sharp. 2006 : 1156-1168)   

   นาํดีเอน็เอทีLสกดัไดข้องเชืiอแต่ละตวัอยา่งตรวจมาเพิLมจาํนวนโดยวธีิ

ERIC-PCR โดยใช ้ERIC 1R และ ERIC 2 primer ทีLมีลาํดบัเบสดงันีi  

ERIC 1R primer: 5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’ 

ERIC 2 primer:   5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G -3’  

โดยทาํปฏิกิริยาทีLปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 20 µl ประกอบดว้ย 1 X PCR 

buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0.5 µM ERIC 1R primer, 
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0.5 µM ERIC 2 primer, 0.5 units Taq DNA polymerase และ 25 ng template DNA  (ตารางทีL 3.2) 

โดยใชส้ภาวะในการทาํ PCR ดงันีi  

1. Denaturation ทีLอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

2. Annealing ทีLอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 45 วนิาที 

3. Extension ทีLอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

ทาํปฏิกิริยาทัiงสิiน 30 รอบ โดยรอบแรกทาํการ denaturation ทีLอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส               

นาน 4 นาที เพืLอทาํให้เกิดการแยกสายดีเอน็เอสายคู่ใหเ้ป็นสายเดีLยวอยา่งสมบูรณ์ และรอบสุดทา้ย 

(รอบทีL 30) ทาํการ extension ทีLอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที     เพืLอทาํใหเ้กิดการต่อสาย

ดีเอ็นเอเส้นใหม่อยา่งสมบูรณ์ 

 

ตารางที� 3.2 ส่วนประกอบในการทาํ ERIC-PCR  

 

สารละลาย ปริมาตร (µµµµl) 

1. 10 X PCR buffer (Vivantis) 2 

2. 50 mM MgCl2  (Vivantis) 0.6 

3. 10 mM dNTPs (Vivantis) 0.4 

4. 10 µM ERIC 1R primer 1 

5. 10 µM ERIC 2 primer 1 

6. 5 units/µl Taq DNA polymerase (Vivantis) 0.1 

7. 25 ng/µl template DNA 1 

8. Sterile UltraPure water (GIBGO BRL) 13.9 

ปริมาตรรวม 20 
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4. การตรวจวเิคราะห์ขนาดของสายดีเอน็เอที�เพิ�มปริมาณได้ โดยวธีิ agarose gel 

electrophoresis  

 นาํ PCR product ปริมาตร 10 µl ผสมกบั 6 X gel loading dye ปริมาตร 2 µl 

มาแยกขนาดของสายดีเอน็เอบน 1.5% agarose gel ใน 1 X Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 

ภายใตก้ระแสไฟฟ้า ความต่างศกัยค์งทีL 100 โวลต ์นาน 45-60 นาที        เปรียบเทียบขนาดของสาย

ดีเอ็นเอกบั 100-1,500 base pair ladder DNA marker จากนัiนนาํ 1.5% agarose gel ไปยอ้มสี 

ethidium bromide ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ และบนัทึกภาพภายใตเ้ครืLอง UV-transilluminator  

ทาํการจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ทางจีโนทยัป์ เป็นสายพนัธ์ุ

ต่างๆ โดยการวิเคราะห์ผลของขนาดและจาํนวนของแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 

ทีLเพิLมจาํนวนไดด้ว้ยเทคนิค AP-PCR (AP-PCR genotyping) และเทคนิค ERIC-PCR (ERIC-PCR 

genotyping)  

3.3 การประเมินความสามารถในการจําแนกสายพนัธ์ุของเชื อ (discriminatory power) 

ของแต่ละวธีิ 

   การประเมินความสามารถในการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชืiอ (discriminatory power) ทาํโดย

การคาํนวณหาค่าดชันีของความหลากหลาย (diversity index) ตามวธีิของ Hunter and Gaston 

(Hunter and Gaston. 1988 : 1903-1905 ; Hunter. 1990 : 2465-2466) ซึL งคาํนวณค่า Simpson’s 

index of diversity ตามสูตร ดงันีi  

 

 

เมืLอ  D =  index of discriminatory power 

N = จาํนวนเชืiอทัiงหมดทีLใชท้ดสอบ 

S =  จาํนวนสายพนัธ์ุ (types) ทีLจาํแนกไดท้ัiงหมด 

xj = จาํนวนไอโซเลททีLพบในสายพนัธ์ุ (types) นัiนๆ (jth type) 

 ในงานวจิยันีiคาํนวณค่า discriminatory power (D) โดยใชเ้ครืLองมือคาํนวณ discriminatory 

power calculator ออนไลน์ http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory_power/?show=formula 

 
 
 
 

 
 


