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ภ า ค ผ น ว ก  ก 

ก า ร เต ร ีย ม ส า ร เค ม ี

ก. 1 การเตรียม 0.5 M EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 250 มีลลิลิตร

ละลาย Disodium ethylenediaminetetra acetate (EDTA) 46.5 กรัม ในนำ 
ปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ค่า pH 8.0 ด้วย 
Sodium hydroxide (pellet) แล้วปรับปริมาตรด้วยนํ้าปราศจากไอออน (deionized water) ให้ได้ 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร

ก. 2  ก า ร เต ร ีย ม  5 0 X  T A E  b u f f e r  (p H  8 .3) ป ร ิม า ต ร  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร

ละลาย Tris base 60.5 กรัม ใบนํ้าปราศจากไอออน (deionize water) 100 
มิลลิลิตร เติม 0.5 M EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และ Glacial acetic acid ปริมาตร 
14.275 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ค่า pH 8.3 ด้วย 1M Sodium hydroxide (NaOH) แล้วปรับ 
ปริมาตรด้วยนํ้าปราศจากไอออน ให้ได้ปริมาตร 250 มิลลิลิตร

ก. 3 ก า ร เต ร ีย ม  1 X  T A E  b u f f e r  (p H  8.3) ป ร ิม า ต ร  1 ,0 00  ม ีล ล ิล ิต ร

ปิเปต 50 X TAE buffer (pH 8.3) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยนํ้า 
ปราศจากไอออน ให้ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

ก. 4  1 0 %  (w /v ) A m m o n iu m  p e r s u lp h a t e  s o lu t io n s

ช่ัง Ammonium persulphate 0.1 กรัม ละลายในนำกล่ัน 1 มิลลิลิตร

ก. 5  อ ะก า โ รส เจ ล  (A g a ro s e  g e l ) ร ้อ ย ล ะ  1.8 (w /v )

ละลายผงอะกาโรส (agarose powder) 1.8 กรัม. ต่อ 1 X TAE buffer (pH8.3) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟจนผงระกาโรสละลายหมด สังเกตสารละลายท่ีได้ 
จะใส รอจนมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จากน้ันเทใส่พิมพ์ท่ีเตรียมไว้ และท้ิงไว้ไห้เย็น
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ต า รา ง ท ี ก .1 พอลิอะคลิลาไมด์เจล (Polyacrylamide gel) ร้อยละ 6.5 (พ/v) ความเข้มข้นของสาร 
dénaturant ร้อยละ 45 และ 70

1/ %J
สารเคมี ความเข้มขันของสาร ความเข้มข้นของสาร

dénaturant ร้อยละ 45 dénaturant ร้อยละ 70

40% acrylamide/bis- 16.25 ml 16.25 ml
acrylamide (37.5:1)

50XTAE buffer 2.00 ml 2.00 ml

Formamide 18.00 ml 28.00 ml

Urea 18.90 ml 29.40 ml

Distilled water too 100.00 ml too 100 ml

ต า รา ง ท ี ก .2 พอลิอะคลิลาไมด์เจล (Polyacrylamide gel) ร้อยละ 8 (w/v) ความเข้มข้นของสาร 
dénaturant ร้อยละ 45 และ 70

สารเคมี ความเข้มข้นของสาร 
dénaturant ร้อยละ 45

ความเข้มข้นของสาร 
dénaturant ร้อยละ 70

40% acrylamide/bis- 20.00 ml 20.00 ml
acrylamide (37.5:1)

50XTAE buffer 2.00 ml 2.00ml

Formamide 18.00 ml 28.00 ml

Urea 18.90 ml 29.40 ml

Distilled water too 100 ml too 100 ml
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ต า รา ง ท ี่ ก .3 พอลิอะคลิลาไมด์เจล (Polyacrylamide gel) ร้อยละ 10 (พ/v) ความเข้มข้นของสาร 
dénaturant ร้อยละ 45 และ 70

ร-' ร-'สารเคม ความเข้มข้นของสาร ความเข้มข้นของสาร
dénaturant ร้อยละ 45 dénaturant ร้อยละ 70

40% acrylamide/bis- 25.00 ml 25.00 ml
acrylamide (37.5:1)

50XTAE buffer 2.00 ml 2.00 ml

Formamide 18.00 ml 28.00 ml

Urea 18.90 ml 29.40 ml

Distilled water too 100 ml too 100 ml
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ก า รส ก ัด ด ีเอ ็น เอ แ ล ะ อ า ร ์เอ ็น เอ  (D N A  a n d  R N A  e x t r a c t io n )

ข. 1 ก า ร ส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  (D N A  e x t r a c t io n )  ต า ม ว ิธ ีข อ ง  H y Y ie ld  ™  G e n o m ic  D N A  M in i  k it  

p r o t o c o l  b o o k ,  R B C , T a iw a n

วัสดุอุปกรณ์

1. Centrifuge, Micro22R Hettich, Germany

2. Collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร, RBC, Taiwan

3. GB Column, RBC, Taiwan

4. Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร, Hygon, USA

5. Micropipette P1000, Gilson, France

6. Pipette tip ขนาด 1 มิลลิลิตร, Corning, USA

7. Water bath, GFL, Germany 

สารเคมี

1. Elution buffer, RBC, Taiwan

2. Ethanol ร้อยละ 99 (WA/)

3. GB buffer, RBC, Taiwan

4. GT buffer, RBC, Taiwan

5. Wash buffer, RBC, Taiwan

6. W1 buffer, RBC, Taiwan

ข้ันตอนการสกัด

1. เล้ียงเซลล์แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Nutrient broth (NB) ท่ีผสมเกลือ (NaCl) ร้อย 
ละ 1 (W/V) เลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิห้อง โดยเขย่าแบบ orbital shaking ท่ี 200 rpm เป็น 
เวลา 18 ช่ัวโมง

2. ปิเปตสารละลายของเชื้อ (suspension) ปริมาตร 1 มิลิลิตร ใส่ในหลอด Microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 25 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที

ภ า ค ผ น ว ก  ข
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3. นำตะกอนท ี่ได ้ไปสกัดด ีเอ ็นเอ โดยใช้ขุดสกัด HyYield ™ Genomic DNA Mini kit 
(YBG100, RBC, Taiwan) โดยเติม GT buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นใช้ Vortex 
mixer เพื่อละลายตะกอน และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที

4. เติม GB buffer อีก 200 ไมโครลิตร ลงในตัวอย่าง ผสมให้เช้ากันด้วย Vortex mixer แล้ว 
บ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยเขย่าทุก 3 นาที พร้อมกับนำ 
Elution buffer ไปให้ความร้อนท่ี 70 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในข้ันตอนการซะดีเอ็นเอ (DNA 
elution)

5. เติม Ethanol ร้อยละ 96-100 (w/v) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในตัวอย่างและผสมให้เช้า 
กันทันที ด้วย Vortex mixer เป็นเวลา 10 นาที ในกรณีที่มีตะกอนเกิดขึ้น Micropipette 
เพ่ือทำให้ตะกอนแตกตัว

6. นำ GB column เช ้าประกอบก ับ Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิล ิตร จากนั้นนำ 
สารละลายผสมทั้งหมดในช้างต้นใส่ลงใน GB Column ปิดฝา GB Column แล้วนำไปป่น 
เหว่ียงท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที

7. เปล่ียน Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร อันใหม่ แล้วเติม W1 buffer ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร ลงใน GB Column แล้วนำไปป่นเหว่ียงท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที

8. เทสารที่อยู่ใน Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วเติม Wash buffer (ท่ีเติม 
Ethanol ร้อยละ 99 (w/v) แล้ว) ปริมาตร 600ไมโครลิตร ลงใน GB Column จากนั้น 
นำไปป่นเหว่ียงท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที

9. เทสารที่อยู่ใน Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท้ิง แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ 13,000 
rpm เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือทำให้ Column matrix แห้ง

10. นำ GB Column ประกอบเช้ากับ Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีปลอดเช้ือ เติม 
Elution buffer ท่ีให้ความร้อนแล้ว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยปิเปตให้โดนตรงกลางของ 
Column matrix บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 นาที เพ่ือให้ Column matrix ดูดซับ 
Elution buffer

11. นำไปป่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที เพื่อเป็นการซะดีเอ็นเอที่ติดอยู่บน 
Column matrix ให้ลงมาอยู่ในหลอด MicroCentrifuge

12. เก็บจีโนมิก (genomics) ท่ีสกัดได้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำไปวิเคราะห์ 
ต่อไป
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ข. 2  ก า ร ส ก ัด อ า ร ีเอ ็น เอ  (R N A  e x t r a c t io n )  ต า ม ว ิธ ีข อ ง  T h e r m o  S c ie n t i f i c  G e n e J E T  R N A  

P u r i f ic a t io n  K it ,  U S A  แ ล ะ  ส ัง เ ค ร า ะ ห ์ c D N A  (c D N A  s y n th e s is  k it)  ต า ม ว ิธ ีข อ ง  T h e r m o  

S c ie n t i f ic ,  R e v e r t A id  F ir s t  s t r a n d  c D N A  S y n th e s is  K it

วัสดุอุปกรณ์

1. Centrifuge, Micro22R Hettich, Germany

2. Collection tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร,

3. Collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร,

4. RNA Purification Column,

5. Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร, Hygon, USA

6. Micropipette P1000, Gilson, France

7. Pipette tip ขนาด 1 มิลลิลิตร, Corning, USA

8. Water bath, GFL, Germany 

สารเคมี

1. Lysis buffer, GeneJet, USA

2. Proteinase K, GeneJet, USA

3. Wash buffer 1, GeneJet, USA

4. Wash buffer 2, GeneJet, USA

5. Water, nuclease-free, GeneJet, USA

ข้ันตอนการสกัด

1. เล้ียงเซลล์แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Nutrient broth (NB) ท่ีผสมเกลือ (NaCl) ร้อย 
ละ 1 (W/V) เลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิห้อง โดยเขย่าแบบ orbital shaking ท่ี 200 rpm เป็น 
เวลา 18 ช่ัวโมง

2. ป ิ เปตสารละลายของ เช ื ้ อ  (suspension) ป ร ิม าต ร  1.5 ม ิล ิล ิตร ใส ่ในหลอด 
Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำไปป่นเหวี ่ยงที ่ความเร็วรอบ 13,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที

3. นำตะกอนที่ได้ไปสกัดอารีเอ็นเอ โดยใซ้ชุดสกัด GeneJET RNA Purification Kit (YBG100 
RBC Taiwan) โดยเติม TE buffer (เติม lysozyme ให้มิความเข้มข้นสุดท้าย 0.4 mg/ml) 
ปริมาตร 100ไมโครลิตร จากนั้นใช้ vortex mixer เพ่ือผสมให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิ 
15-25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
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4. เติม Lysis buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร (เติม DTT) ลงในตัวอย่าง ผสมให้เข้ากันด้วย 
Votex mixer เป็นเวลา 15 วินาที

5. เติม Ethanol ร้อยละ 96-100 (พ/v) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงในตัวอย่างและผสมให้เข้า 
กันทันที ด้วย Micropipette

6. นำสารละลายผสมท้ังหมดในข้างด้นใส่ลงใน GeneJET RNA Purification Column ท่ีใส่อยู่ 
ใน Collection tube นำ แล้วนำไปป ีน เหว่ียงท่ี 12,000 rpmolนเวลา 1 นาที จากนั้นเท 
สารออกและนำ Purification Column ใส่กลับไปใน Collection tube อันเดิม ทำชำอีก 
คร้ัง

7. ย้าย GeneJET RNA Purification Column ใส่ลงใน Collection tube อันใหม่ปริมาตร 2 
แล้วเติม Wash buffer 1 (ท่ีเติม Ethanol ร้อยละ 99 (พ/v) แล้ว) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 
นำไปปีนเหว่ียงท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 1นาที

8. เทสารท่ีอยู่ใบ Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท้ิง แล้วเติม Wash buffer 2 (ท่ีเติม 
Ethanol ร้อยละ 99 (w/v) แล ้ว)ปร ิมาตร 600 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปปีนเหวี่ยงที่
12.000 rpm เป็นเวลา 1 นาที

9. เทสารท่ีอยู่ใบ Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท้ิง แล้วเติม Wash buffer 2 (ท่ีเติม 
Ethanol ร้อยละ 99 (w/v) แล้ว) ปร ิมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปปีนเหวี่ยงที่
12.000 rpm เป็นเวลา 2 นาที

10. เทสารท่ีอยู่ใน Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท้ิง นำ GeneJET RNA Purification 
Column ประกอบเข้ากับ Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีปลอดเช้ือ เติม Water, 
nuclease-free ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยปิเปตให้โดนตรงกลางของ GeneJET RNA 
Purification Column

11. นำไป'ปีนเหวี่ยงที่ 12,000 rpmtâนเวลา 1 นาที เพื่อเป็นการชะอาร์เอ็นเอที่ติดอยู่บน 
Column ให้ลงมาอยู่ในหลอด MicroCentrifuge

12. เก็บจีโนมิก (genomics) ที่สกัดได้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำไปวิเคราะห์ 
ต่อไป

การกำจัดดีเอ็นเอจากอาร์เอ็นเอ

1. เติม อาร์เอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร (1ไมโครกรัม), 1 Ox reaction buffer with MgCl2 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, DNase I (RNase-free) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ DEPC-treated 
Water ปริมาตร 7 ไมโครลิตร

2. บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที

3. เติม EDTA เข้มข้น 50 มิลลิโมแลล ปริมาตร 1 ไมโครลิตร

4. บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที
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5. เก็บจีโนมิก (genomics) ท่ีสกัดได้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำไปวิเคราะห์ 
ต่อไป

ข. 3 ก า รส ัง เค ร า ะ ห ์ c D N A  ส ำ ห ร ับ  R T -P C R

1. ละลายสารละลายต่างๆและเก็บไวิในนํ้าแข็ง

2. เติมสารละลายต่อไปนี้ลงในหลอดทดลอง (MicroCentrifuge) total RNA ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร (0.1 ng-5pg), random hexamer primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ water 
(nucleases-free) ปริมาตร 9 ไมโศรลิตร

3. ควรทำ Positive control cDNA โดยเติม Control GAPDH RNA (50 ng/pl) ปริมาตร 2 
pi แทน Total RNA

4. ผสมให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และทำให้เย็นลงทันที 
โดยวางในน้ําแข็ง

5. จากน้ันเติมสารต่อไปน้ี

6. 5 X reaction buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร

7. RiboLock RNase Inhibitor (20u/pl) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร

8. 10 mM dNTP Mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร

9. RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200u/pl) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร

10. ผสมให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นำไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที

11. บ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส อีกเป็นเวลา 5 นาที

12. เก็บจีโนมิก (genomics) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไม1เกิน 1 สัปดาห์ หรือเก็บที่ 
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ไม่เกิน 2 เดือน
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3. วางฟองน้ําลงบน casting stand แล้วล็อคกระจกเข้ากับฐาน1ของ casting stand

4. นำสารละลายเจล (gel solution) ความเข้มข้นของสาร dénaturant ร้อยละ 45 และ 70 
ความเข้มข้นละ 16มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลอง เติม TEMED ปริมาตร 14.4ไมโครลิตร และ 
10% ammonium persulfate ปริมาตร 144 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และ'ใช้ไซ'รีงค์ดูดสารละลาย 
ท่ีเตรียมไว้ และประกอบเข้ากับชุด gradient delivery system

5. จากนั้นค่อยๆปล่อยสารละลายเจลลงในชุดกระจกที่ประกอบไว้ เสียบ comb ลงตรงกลาง 
ท้ิงเจลให้แข็งตัวประมาณ 1 ช่ัวโมง

ภ า พ ท ี ่  ค .4 การสร้างเจลพอลีอะคลิลาไมด์ (casing gel)
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5. เม่ือเจลแข็งตัวให้ดึง comb ออก และนำชุดกระจกท่ีมีเจลอยู่ประกอบเข้ากับ sandwich 
core

ภาพท่ี ค.5 การประกอบเจลเข้ากับ sandwich core

6. นำ sandwich core ที ่ประกอบไว้  ใส่ลงใน electrophoresis tank ที่บรรจุ running 
buffer (1XTAE buffer) ซ่ึงให้ความร้อนไว้ล่วงหน้าแล้วท่ีอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส

7. นำผลิตภัณฑ์ PCR ผสมกับสารละลายสี (Loading Dye) อัตราส่วน 2:1 ใส่ลงในหลุมบน 
เจล และวิเคราะห์ผลิตผลพีซีอาร์ภายใต้สภาวะความต่างศักย์ไฟฟ้า 80โวลต์ 400มิลลิแอมแปร์ 
อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมงด้วยเครื่องเครื่อง DCode Universal Mutation 
Detection System

ภาพที่ ค.6 แสดงการประกอบครื่อง Dcode ™ ท่ีพร้อมใช้งาน
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8. แกะแผ่นเจลออกจากกระจก จากนั้นนำแผ่นเจลไปแช่ใน Ethidium bromide ที่ความ 
เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 30 นาที จากนั้นล้าง Ethidium bromide ออกโดยการแช่ 
แผ่นอะกาโรสในนั้ากลั่นนาน 30 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ (DNA band) ที่ปรากฏบนเจลด้วยเครื่อง 
Gel Documentation
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ภ า ค ผ น ว ก  ง

วิธีการตรวจวิเคราะห์ Vibrio spp. ในอาหาร (FDA-BAM Chepter 5)

AFW (pH 8.6)a

4

อุฒหภูม 35°c 18-24 hr

4

ตรวจผล

ภาพท่ี ง.1 วิธีการตรวจวิเคราะห์ Vibrio spp. ในอาหาร (FDA-BAM Chepter 5)

ทีมา : ดัดแปลงจาก Bacteriological Analytical Manual Online (BAM online); U5FDA, 2004
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ภ า ค ผ น ว ก  จ

ว ิธ ีก า รท ด ส อ บ ท า ง ช ีว เค ม ีข อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  V IT E K  ®2 s y s te m

ภ าพ ท ี่ จ .1 เค ร ื่อ ง V ITEK  2 ๑ s y s te m

1. ต ร ว จ ส อ บ ค ว าม บ ร ิส ุท ธ ิ้ข อ ง เช ื้อ ท ี่ไ ด ้โ ด ย ก า รย ้อ ม แ ก รม  เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ต ้อ งก า รท ด ส อ บ จ ะต ้อ ง  

เป ็น แ บ ค ท ีเร ีย แ ก รม ล บ  (g ram  n e g a tiv e )  ร ูป ร ่า งท ่อ น ต รงห ร ือ โค ้ง  ( c u rv e d  ro d ) ไ ม ่ส ร ้า ง ส ป อ ร ์

2. ไซ ้น ํ้า เกล ือ  0 .45  % ท ี่ป ราศ จ าก เช ื้อ  ป ร ิม าต ร  3 ม ิลล ืล ิต ร  ใส ่ล งใน ห ล อด

3. เข ี่ย โค โล น ีเด ี่ย ว ๆ ข อ ง เช ื้อ ท ี่แ ย ก ให ้ไ ต ้เช ื้อ ท ี่บ ร ิส ุท ธ ึ๋แ ล ้ว  ใ ส ่ล ง ใ บ ห ล อ ด น ํ้า เก ล ือ ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ว ้ 

ผส ม ให ้เข ้าก ัน ด ้วย เค ร ื่อ ง  v o r te x

4. ว ัด ค ่า ค ว า ม ข ุ่น ข อ ง ส า ร ล ะล า ย เช ื้อ ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  M c F a r la n d  ใ ห ้ม ีค ่า ค ว า ม ข ุ่น ป ร ะ ม า ณ  0.5-

0.63 M c F a r la n d

5. น ำ ส า ร ล ะ ล า ย เช ื้อ ท ี่ไ ต ้แ ล ะ ก า ร ์ด ส ำ ห ร ับ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์แ ก ร ม ล บ  (G N ) ใส ่ล ง ใน ซ ่อ งข อ งถ าด  

ส ำห ร ับ ใส ่ก าร ์ด  (c a s s e t te )  แ ล ะน ำ เข ้า เค ร ื่อ ง

îw * !  m . m' m

ภ าพ ท ี่ จ .2  ก า ร ์ด ส ำ ห ร ับ ว ิเค รา ะห ์เช ื้อ จ ุล ืน ท ร ีย ์แ ก รม ล บ  (GN ca rd )

6. จ า ก น ั้น เค ร ื่อ ง จ ะท ำก า รบ ่ม ส า รล ะล าย เช ื้อ แ ล ะอ ่า น ผ ล  เท ีย บ ก ับ ฐ าน ข ้อ ม ูล เพ ื่อ แ ป รผ ล ว ่า  

เป ็น เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ้ช น ิด ใด
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ก า รว ิเค ร า ะ ห ์ท า ง จ ุล ช ีว ว ิท ย า

ภ า ค ผ น ว ก  ฉ

ต ารางท ี่ ฉ .1 จ ำน วน เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้ง ห ม ด ใน ต ัวอ ย ่า งป ล าห ม ึก แ ซ ่แ ข ็งท ี่ผ ่าน ก า รท ำให ้ป ราศ จ าก เช ื้อ

R e p lic a t io n D ilu t io n

10_1 10 '2 10 '3 10 '4

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

ส ร ุป  พ บ จ ำน วน เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้งห ม ด  น ้อ ย ก ว ่า  100 C F U / m l
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ต ารางท ี่ ฉ .2  ผ ล ก า รต รวจ ว ิบ ร ิโ อ ใน ต ัวอ ย ่า งอ าห ารโด ย ว ิธ ีม าต รฐ าน

ตัวอย่างอาหาร
ตัวแทบ

ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการทดสอบทางชีวเคมีด้วย 

เครื่อง VITEK ® 2
ไอโ6ชเลท TCBS agar CHOMagar

Vibrio

1. ปลาหมึก (สด) S1-1 สีเขียวใส Not detect -

S1-2 ใส ตรงกลางดำ Not detect -

51-3 สีเหลืองขุ่น สีซมพูอ่อน Aeromonas salmonicida (95%)

S1-4 สีเขียวขุ่น สีซมพู Vibrio parahaemolyticus (95%)

2. เบื้อปลากะพงแส่ 52-1 สีเขียวใส Not detect -

(แซ่แข็ง) S2-2 สีเหลืองใส Not detect -

3. เบ้ือปลาเกาแล่ S3-1 สีเขียวใส สีชมพูอ่อน Morganella morganii ssp

(แซ่แข็ง)
S3-2 สีเหลืองใส สีครีม

morganii (95%) 

Morganella morganii ssp

S3-3 ใส ตรงกลางดำ Not detect

morganii (93%)

4. ปลาหมึก (แซ่แข็ง) S5-1 สีเหลืองขุ่น สีน้ําเงิน Vibrio cholerae (96%)

S5-2

(เล็ก)

สีเหลืองขุ่น สีบ้ืาเงิน Vibrio cholerae (97%)

5. หนวดปลาหมึก 56-1

(ใหญ่)

สีเขียวขุ่น สีชมพู Vibrio parahaemolyticus (90%)
(สด)

S6-2 สีเหลืองใส Not detect -

6. ปลาหมึกกล้วย 57-1 สีเขียวขุ่น (ใหญ่) สีชมพู Vibrio parahaemolyticus (94%)
(สด)

S7-2 สีเขียวขุ่น (เล็ก) สฺน้ําเงิน Vibrio mimicus (99%)

7. กุ้งขาว (สด) S8-1 สีเขียวขุ่น สีชมพู Vibrio parahaemolyticus (99%)

S8-2 สีเขียวใส Not detect -
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ต ารางท ี่ ฉ .2  ผ ล ก า รต รวจ ว ิบ ร ิโ อ ใน ต ัวอ ย ่า งอ าห ารโด ย ว ิธ ีม าต รฐ าน  (ต ่อ)

ตัวแทน
ลักษณะโคโลบีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการทดสอบทางชีวเคมีด้วย

ตัวอย่างอาหาร
ไอโซเลท

TCBS agar CHOMagar

Vibrio

เครื่อง VITEK ๏ 2

8. ปลาทู (สด) S9-1 สีเหลืองใส Not detect -

S9-2 สีเขียวขุ่น สีชมพูอ่อน Morganella กาorgan 'll ssp 

morganii (99%)

9. กุ้งแม่,นา (สด) S10-1 สีเหลืองขุ่น สีน้ําเงิน Vibrio cholerae (98%)

ร10-2 สีเหลืองใส Not detect

10. เน้ือปลาดอสร่ีแล่ S11-1 สีเหลืองขุ่น สีครีม Vibrio metschnikovii (88%)

(แช่แข็ง)
S11-2 สีเขียวใส Not detect -

11. หอยแครง (สด) ร12-1 สีเขียวขุ่น สีชมพู Vibrio parahaemolyticus (91%)

S12-2 สีเหลืองขุ่น สีชมพู Vibrio fluvialis (96%)

12. หอยนางรม (สด) S13-1 สีใส Not detect -

ร13-2 เขียวตรงกลาง Not detect -

ดำ

13. ปลาแซลมอนแล่ S14-1 สีเขียวขุ่น สีชมพู Vibrio fluvialis (94%)
(สด)

ร14-2 สีเหลืองใส Not detect

14. ปลาอินทรีย์แล่ S15-1 สีเขียวใส Not detect _

(สด)
ร15-2 สีเหลืองใส Not detect
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ป ร ะ ว ัต ิผ ู้เ ข ีย น ว ิท ย า น ิพ บ ธ

น าง ส า วก าญ จ น า  ซ าห อ ม  เก ิด เม ื่อ ว ัน ท ี่ 14 ธ ัน ว าค ม  พ.ศ. 2 5 2 7  ท ี่จ ังห ว ัด ช ัย น าท  ส ำ เร ็จ  

ก า ร ศ ึก ษ า ร ะ ด ับ ป ร ิญ ญ า ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์บ ัณ ฑ ิต  ส า ข า ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์แ ล ะ เท ค โ น โ ล ย ีท า ง อ า ห า ร  ค ณ ะ  

ว ิศ ว ก ร ร ม ศ า ส ต ร ์ ม ห า ว ิท ย า ล ัย แ ม ่โ จ ้ เม ื่อ ป ีก า รศ ึก ษ า  2 5 5 0  เข ้า ศ ึก ษ า ต ่อ ใน ห ล ัก ส ูต ร ว ิท ย า ศ า ส ต ร  

ม ห า บ ัณ ฑ ิต  ส า ข า เท ค โ น โ ล ย ีท า ง อ า ห า ร  ภ า ค ว ิซ า เท ค โ น โ ล ย ีท า ง อ า ห า ร  ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ 

จ ุฬ าล งก รณ ์มห าว ิท ย าล ัย  เม ื่อ ป ีก า รศ ึก ษ า  2 5 54

ก ารน ำ เส น อ ผ ล งาน ท างว ิซ าก าร

C h a h o rm , K. a n d  P ra k itc h a iw a tta n a , c. 2013. D e te c t io n  o f  V ib r io  sp p . u s ing  

PC R  - D ena tu ring  G ra d ie n t  G e l E le c t ro p h o re s is .  เท 5 th  In te rn a t io n a l C o n fe r e n c e  o n  

F e rm e n ta t io n  T e c h n o lo g y  fo r  V a lu e  A d d e d  A g r ic u ltu ra l P ro d u c t s  (p o s te r  

p re sen ta t io n ), 21-23 A u g u s t  2013 a t t h e  C e n ta ra  H o te l an d  C o n v e n t io n  C e n t r e  K h o n  

K ean  T h a ila n d .


	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ภาคผนวก ก การเตรียมสารเคมี
	ภาคผนวก ข การสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ (DNA and RNA e xtraction)
	ภาคผนวก ค การประกอบเจลพอลิอะคลิลาไมด์
	ภาคผนวก ง วิธีการตรวจวิเคราะห์ Vibrio spp. ในอาหาร (FDA-BAM Chepter 5)
	 ภาคผนวก จ วิธีการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อวิบริโอด้วยเครื่อง VITEK®2 system
	ภาคผนวก ฉ การวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา

	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

