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ภาคผนวก ก

อาหารเล ียงเช ื้อและสารท ี่ใช ้ในการทดสอบคุณสมบ ัต ิของเช ื้อม ัยโคพลาสมา

1. Modified Friis medium (Armstrong, 1994)

1.1 Broth
Hanks balanced stock solution A 
Hanks balanced stock solution B 
BHI (D ifco ®  )
PPLO broth w/o cv (D ifco ® )
DDW
1 % phenol red

ละลายส่วนผสมทังหมดให ้เข ้าก ัน  
25% fresh yeast extract 
Swine serum (inactivated)
Horse serum 
Methicillin (100 mg/ml)

40 มล.
40 มล.

O'5 กรัม
5.2 กรัม
1170 มล.

ง่าเช้ือท่ี 121°c 5 นาที ทิ้งให้เย็น แล้วเติม 
60 มล.
165 มล.
165 มล.
2.5 มล.

ปรับ pH ใหได 7.5-7.6 ดวย 5% Na:CO, แลวกรองด้วย 0.45 jj. membrane filter 
เก็บรักษาท่ี 4 °c  ได้นาน 1 -1 1 /2  เดือน

1.2 Agar
สำหรับ agar เติม 1% noble agar ลงในส ่วนผสมก่อนท ี่จะนำไปน ึ่งฆ ่าเช ื้อ ไม ่ต ้องใส ่ 

phenol red หล ังจากน ั้นทำให ้เย ็นลงประมาณ 6 0 ° c  จึงเต ิมส่วนผสมที่เหล ือ ผสมให ้เข ้าก ัน เท 
ลงในจานเลียงเช ือขนาด 6 ซม. จานละ 6 มล. ใส ่กล ่องป ิดฝา เก็บที่ 4 °c  ได้นาน 1 - 1 1 / 2  
เดือน
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2. Hanks balanced stock solution (Armstrong, 1984)

Solution A
NaCl 80 กรัม
KC1 4 กรัม
M gS04.7H ,0 1 กรัม
MgCl,.6H20 1 กรัม

ส่วนผสมทังหมดละลายใน DDW 400 มล. เติม CaCl, 1.4 กรัม จากนันเติมนำให้ใด้ 
500 มล. เก็บรักษาท่ี 4°c

Solution B
Na2H P04.12H20  1.5 กรัม
DDW 400 มล.
KH2PO4 0.6 กรัม

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันดี แล้วจึงเติมน้ําให้ได้เป็น 500 มล. เก็บรักษาท่ี 4 °c

3. 25% Fresh yeast extract

Yeast 500 กรัม
DDW 1500 มล.

ละลายยีสต ์ ลงใน DDW ให ้เข ้าก ันดี โดยค ่อยๆ ใส ่ย ีส ต ์ แล ้วด ีให ้เข ้าก ันเป ็นเน ื้อเด ียว  
นำไปต้มบนหม้อน ื้าเด ือด เขย่าทุก 5 นาที นาน 20 นาที ท ิ้งให ้เย ็น นำไปป ่นท ี่ 6000 รอบ 30 
นาที เก ็บส ่วน น ื้าใส  ปรับ pH เป็น 7.6 ด้วย 1 N NaOH นำไปต้มอ ีกครั้งนาน 10 นาที ป่นทิง 
ตะกอนเช่นเด ิม แล ้วนำไปทำให ้ปราศจากเช ือ โดยการกรองด้วย 0.45jj, sterile membrane filter 
โดยแบ ่งใส ่ขวดขวดละ 100 มล. เก็บที่ -20° c  ได้นาน 6 เดือน
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4. 1% Gucose Friis broth

4.1 50% Glucose solution
กลูโคส 50 กรัม ละลายใน DDW 100 มล. นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110°c

นาน 15 นาที เก ็บรักษาที่ -20°c

4.2 Complete 1% glucose Friis broth
เตรยม modified Friis broth 98 มล. เตม 50% glucose solution 2 มล. แจกใส ่ 

หลอดเกลียวขนาด 13x100 หลอดละ 1.8 มล. เก็บที่ 4 ° c  ใช ้สำหร ับการทดสอบการหม ักน ํ้า 
ตาลกล ูโคสของเช ือม ัยโคพลาสมา

5. 0.2% Arginine Friis broth

5.1 10% Arginine hydrochloride solution
L-arginine hydrochloride 10 กรัม ละลายใน DDW 100 มล. นงฆ่าเชอที

110°c นาน 15 นาที เก ็บ ร ัก ษ าท ี่-20°c

5.2 Complete 0.2% arginine Friis broth
modified Friis broth 98 มล. เติม 10% arginine hydrochloride solution 2 มล. 

ปรับ pH เปีน 7.0 ด้วย 5 N HCl แจกใส ่หลอดเกลียวขนาด 13x 100 หลอดละ 1.8 มล. เก็บที่ 
4 °c  ใช ้สำหร ับทดสอบการสลายอาร์จ ีน ีนของเช ือม ัยโคพลาสมา

6. 0.01% Phenolphthalein Friis agar

6.1 1% Phenolphthalein diphosphate
ละลาย phenolphthalein diphosphate 0.1 กรัม ลงใน DDW 10 มล. ท ำให ้ 

ปราศจากเช ื้อโดยการกรอง เก ็บรักษาที่ -20° c
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6.2 Complete 0.01% phenolphthalein Friis agar
เตรียม modified Friis agar 100 มล. โดยซีรั่ม และย ีสต ์ท ี่ใช ้ในการเตรียมจะต ้อง 

นำไปอุ่นท ี่ 60° c  นาน 1 ชม. ก ่อนท ี่จะนำมาใช ้เพ ื่อกำจ ัดเอนไซม์ฟอสฟาเตสท ี่อาจจะม ีอย ู่ให ้ 
หมดไป เติม 1% phenolphthalein diphosphate 1 มล. ลงไป เทเพลทเล็ก ใช ้สำหร ับทดสอบการ  
สร้างเอนไซม์ฟอสฟาเตสของเช ื้อม ัยโคพลาสมา

7. 5% Sheep blood agar (D ifco ® )

Bacto tryptose 10 กรัม
Bacto beef extract 3 กรัม
NaCl 5 กรัม
Bacto agar 15 กรัม
DW 950 มล.

ละลายส่วนผสมทังหมดลงในนำกล่ัน น่ึงท่ี 121°c นาน 15 นาที ทังให้เย็นลง 
ประมาณ 50°c เติม sterile defibrinated sheep blood 50 มล. เทเพลท ใส่กระปอง เก็บไว ้ท่ี 4 °c  
ใช ้สำหรับเพาะเชือแบคทีเรียท่ีนำมาทดสอบความจำเพาะของ primers
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ภาคผนวก ข

สารเคมีท่ีใช้สำหรับการเตรียมดีเอ็นเอและพีซีอาร์

1. 2x Lysis buffer

220 mM Tris-HCl pH 8.5
1.5 mM MgCÇ
80 mM K.C1
0.1% NaCl
0.05% BSA
0.1% Triton-X 100
0.45% Tween 20
400 Mg/ml Proteinase K
0.5 % CHAPS

เตรียมส่วนผสมทังหมดใน DDW แบ่งใส่หลอดพลาสติก เก็บท่ี -20°c เวลา
ใช้ผสมนาเท่าตัว

3. TBE buffer, 5x

สำหรับเตรียม 1 ลิตร :
Tris base 54.0 กรัม
Boric acid 27.5 กรัม
pH to 8.0
0.5 M EDTA 20 มล.
DW ให ้เป ็น 1 ลิตร

ฆ่าเช้ือด้วยการน่ึงท่ีอุณหภูมิ 121°c 15 นาที เก็บไว้ใช้ได้นานในอุณหภูมิห้อง
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4. Gel loading buffer

Glycerol 30 มล.
Bromphenol blue 0.25 กรัม
Xylene cyanol FF 0.25 กรัม
DW 70 มล.

แบ ่งเก ็บ ใส ่ห ลอด เล ็กๆ  หลอดละ 1.5 มล. เก ็บท ี่ 4 ° c

5. 10mg/ml Ethidium bromide

Ethidium bromide 1 กรัม
DW 100 มล.

ผส ม ให ้เข ้าก ัน ด ีโด ย ใช ้เค ร ื่อ ง  magnetic stirrer น านเป ็น เวลาห ลายช ั่ว โม ง ป ้อง 
ก ัน ไม ่ให ้โด น แ ส งโด ย ก า รห ่อ ข ว ด ไว ้ด ้วย  aluminum foil เก ็บร ักษาท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 4 ° c

6. 1.5% Agarose gel

Agarose ultrapure 1.5 กรัม
lx TBE 100 มล.

ใส ่ agarose ลงใน TBE เอาเข ้าต ู้อบไมโครเวฟ 1 นาท จงเติม 10 mg/ml 
ethidium bromide 1 |Jl เทลงในแบบพิมพ ์แล ้ววาง comb ให ้เก ิดเป ็นช ่องสำหรับใส ่ต ัวอย ่าง
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ประวัติผู้เขียน

นางพัชรี ทองคำคูณ เกิดวันที่ 8 สิงหาคม พ.ศ. 2505 ท ี่โรงพยาบาลหญิง
เขตพญาไท กรุงเทพมหานคร สำเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีส ัตวแพทยศาสตรบัณฑิต  
จากคณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ป ีการศ ึกษา 2529 และเข ้าศ ึกษาในหลัก  
สูตร ว ิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สหสาขาวิชา จ ุลช ีวว ิทยาทางการแพทย์ ท ี่จ ุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เมื่อพ.ศ. 2540 ป ็จธุบ ันรับราชการในตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ 7 กล ุ่มงานแบคทีเร ียและเช ือรา 
สถาบันส ุขภาพสัตว ์แห ่งชาต ิ กรมปศุส ัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ ์
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