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����������� 
 
 

        ��������	���
����	��
����	��	������
����� 2 	�������������������	������������� �����!�����
����������!��
� "��#�	��� ���$������ ��
�� (proportion) �%�$&�����$�	��"'��
(��� 
��
����"�� 

�����	������������������
��������� 

 

� =
�Z��2P �Q �  +   Z��PcQc + PtQt �

2

 ( Pc� Pt )2
 

 

 Z �

 Z

 = "���Z ���� ���	���������)��������	'�*� "
���&������� 95% = 1.96 
�

 P

= "�� Z ���� ���	���������)��������	'�*�  power of the test 90% = 1.28

t

 P

= �� ��
�	���	� �*��	��(+�����$�$�	����,%	-� = 0.88 

c

 Q

= �� ��
�	���	� �*��	��(+�����$�$�	����"
�"�� = 0

c = 1- P c = 1 , Q t

 P� = (Pc+Pt) / 2 = 0.44 
= 1- P t = 0.12

 Q� = 1-P� = 0.56
  

��� ��
�������	����   =           
�1.96�(0.44)(0.56) +  1.28�(0)(1)+(0.88)(0.12) �

2

 ( 0�0.88)2

 

� = 4.2 ~ 5
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         ����.�������$&���� ��
�������	�����	�������5 "������������ 
        #��� ����%��'�	���	/���
����$*�� ���	����� $�&�
����	'�*� ����
��	��,%	-��
��0��-���
2552 – ��-���25531�2 ����	��
��������*���������� $�	��� ��� 
��������$�	��� �����.$&�	������
����$�	��,%	-�� 2 	����"����  	�����������,3���� ����	��
����4�
��
����		�����.'��'��
��12 ,3�!���	�����������,3���� ����	��
����4�
������	���*�������'��
��
24 ,3�!����,3�'�	���	/���
��������������� ��	*�
$�2 ��"��"���,��	�&�.��!����
�����������
	����'����5�����
( ���$����*�� �� 
 

 
��������������  

��������������� ����	  
� 
��������6$&���
�������� ����	/���	*�
$� 
�������6�	/���
�������� 2 ��"��"���,��	�&�.��2 �	/���
�������� $��*�� $���	-(�������� ���
!�/���
�3����'�����
�*����3��7�	�������&�.��������89���� �!	��Streptococcus salivarius  
 
��������������� �!�"
����#��	!�$%��	�&  
�
�$&�	����'������:���&�.�!��
�5�����
( ���$�*�� �����,3���������$�*�� ������.'���� 
�&�.��3����'����	� ���3��7�	�������&�.�!�"������� �!	���Streptococcus salivarius
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���"��	"��'��(���& 

�����������"��	"��'��(���&)� ���*�+��������$����	 
 
������������	�+$&�
�7�����Standard Operation Procedure �����
�
��"���*+ ���/����'�*������
�����
&����;�"
�&������
&,����+�"(�!3�,����+��*�
������&��$*���2 ����.���� ����. 
1. �<=�!	���� ����"
����/
�4,000 ���������������5�������3���$*���/ ���� ! �!���,-�>��+
 �	��	�����	��*��  
2.  � !	�.'��*���������� �������	$��*�� $*���'��
��500 µl ��
�����$*�����/ ���� ! �
 *����,-�>��+�� �� �
 
3. �'���
��.'��*�������!	��	���<=����"
����/
� 14,000 ��������������� 10 ������3���$*�
 !�"��������������	���	��*��  
��������         $�	�(�����*/���	������
������	��*�� �$*� � �.'��*������
�����.��*�	��������?
 ����*/� ��	�����	��*�� � ��$*� � �.'��*������
�����	��*�����
������
���/	��� 
4. �<=�������	�� �
�.'�	�����1 ml���	�2�"��.�� � �.'�&�.�����.���*���!����	��������	��*�� � 
5. �����proteinase K ( 10 mg/ml ) �����2 µl ����$*�����	�� 
6. ������/ �chelex ����$*���
���	���!�������10 mM Tris pH 8.5 �'��
� 200 µl ����
 ���@$*�����	�� 
7. !&��������(;���� 55ºc ���� 1 &�A��'�������
�� 5-10 
�������<=�!	���"
����/
� 14,000 
 ������ ���������10 
����� 
8. !&��������(*;����75ºc ����60 ���� 
9. �'�������
��10 
�������<=�!	���"
����/
�14,000 ��������������10 
����� 
10. $&��.'���
�������!��!���'�*�����
�	���PCR ��
��������*����	/��
�����2-8ºc *���!&�
 !�/�����������	���'���$&�$*���$*� '�����	�������.��������9 !���10 ������	���
��!��
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���"��	"��'��(���&)� ���*�+��������$�!�"
����#�������,	!�$%��	�& 
 
������������	�+$&�
�7�����Standard Operation Procedure �����
�
��"���*+ ���/����'�*������
�����
&����;�"
�&������
&,����+�"(�!3�,����+��*�
������&��$*���2 ����.���� ����. 
1. !&�	����'����
�$��.'���� �&�.���������1 ml ����30 �������	��.��'�	����'�����	��� �
 �.'������ ��	����	 ���$�*�� ������5��� 
2.  � �.'��������	����	������� 1�$��*�� �'��
�� 500 µl �'����<=�!	����"
����/
� 14,000 
 ��� ������������10�������3���$*���	�����������	���	��*��  
3. $�	�(�����*/���	������
������	��*�� �$*� � �.'���
�����.��*�����	���
��*�	���
 �����? ����*/���	�����	��*�� � ��$*� � �.'���
�����	��*�����
������
���/	��� 
4. �<=�������	�� �
�.'�	����� 1 ml���	� 2�"��.�� � �.'���
�����.���*���!����	��������	��
 *�� � 
5. �����proteinase K ( 10 mg/ml ) �����2 µl ����$*�����	�� 
6. ������/ �chelex ����$*���
���	���!������10 mM Tris pH 8.5 �'��
� 200 µl ����
����@$*�����	��  
7. !&��������(;���� 55ºc ���� 1 &�A��'�������
�� 5-10 
�������<=�!	���"
����/
� 14,000 
 ���������������10 
����� 
8. !&��������(*;����75ºc ����60 ���� 
9. �'�������
��10 
�������<=�!	���"
����/
�14,000 ��������������10 
����� 
10. $&��.'���
�������!��!���'�*�����
�	���PCR ��
��������*����	/��
�����2-8ºc *���!&�
 !�/�����������	���'���$&�$*���$*� '�����	�������.��������9 !���10 ������	���
��!��
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����������
"
�"��#��
	 � ���		���'�2"2�������&�.��Streptococcus salivarius ���	� �2 �5�
2"2����&�.�������$��.'���� �&�.��������� 1 ml �<=������	������&�.����	� ���
�7�	���	� ��	
���� 

��������&�������(&-����.positive control) +���������(&-����(negative control)

����������
"
�"��#��� (mock control) ��
��������������� $&��.'����� ���"��	������������2�"*���
�� �&�.����
���
�����������	����'����$&�	����'�����������	� ���
�7�	���	� �����
�����������	���
�'����5�����
( ���$�*�� ��
�
����'��&���&�, DNA /	����� Polymerase Chain Reaction (PCR)

        ����	�+$&�
�7�����Suto et al.  , 2009 2 �'�	���3��������(�DNA 2 $&��primer ����'��3��
����&�.�$���
����� fructosyltransferase (ftf) gene and uracil phosphoribosyltransferase 

and ATP-dependent protease proteolytic subunit genes >%������.���� ����.�
$&� Forward primer�: 5’-ccagcggtaccaaaggtaaa-3’

Reverse primer :  5’-gcactcatccaattgtcacg-3’

�B�	�����	� $���
�#�������������� 15 µl >%�����	�� �
 �.'��7.5 µl,  , 10X taq buffer 1.5  

µl,  1 mM dNTPs 1.5 µl, 0.25 �/µl Taq DNA polymerase 1.5 µl, 10µM primer mix 

1.5 µl !�� template 1.5 µl �!�����PCR condition  ����. 
 - denaturation ����94ºc 10 ���� 
 - denaturation ��� 94ºc 30�
����� , annealing ����53ºc 30�
����� , extension ����72ºc 30�

����� 38 ��� 
 - final extension ����72ºc 10����� 
(Suto et al., 2009)

        $�	��� ����������'���
"
�"����.�#��
	�!��#�����	"��.���3����5��	��#��
	�������
�	� ��		������89������&�.�$���
�#������@���$&�$�	���'��B�	�����!��#��������������	� 
��	"
��#� 3�� $���
�����.'��!����.����	���'�
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�������"��-�)� "��'��(���&���0	! 

���������'�	����
����
����� amplified PCR products �	� �%.�*������� �
	���'��
polyacrylamide gel electrophoresis  
        	����
����#�����$����
����"���100 bp ladder�  �
��	"��.���3������������� ���!?� �
��/���������	B�
�����������"� 	��(+�
��!�����	��!?� ���/�����	��
����"
�"��#��
	
*�������>%��?��� �#��
		/�����	C!?� ���/������ �����(�223 bp ��
�#��������3�!?� �
��/���
 

 
����
�1*
�$��,�0&�'�+2�	������ 

��������	�����3�!?� ���/����������� �$�*��	�(��&���	�����������&�.����$��.'��	� *����������	� 
"
��#� 3�� $�
�7�	���'��*�������	3����$���
�����.'��!������"���	���'�>.'�$�	�(���.�%���
"
���'�����������	��3���&�
����#�������� 
��������	��� �����.��	���'�>.'��2 "��.���������3�!?� ���/��������	���'�>.'��2 ��	-(��� �!	� 

1. �'�>.'�$���	-(�� ����	"��.��2 �'���
"
�"����.�#��
	!��#����*�	���������	3����
$���
�������	�(+��.'�������"���!��
�7�	������ �#����?�	����$���
������
"
�"�� 

2. �'�>.'�2 �3����.'��	� � (template) �3���$�	���	� !����"��.������(�&�.����� �������
����	����%��'�	���3����.'��	� ��	�1.5 µl �����2 µl !���'���
"
�"��#��
	!��#��� �
 

��������*�	�'�>.'�!��
���3�!?� ���/����	/"��	��������&�.��*�������#������� 
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1  2  3  4  5  6  7  8

 
 

;�3 1  !� ���
����	����
� ���/�������&�.�!�"������Streptococcus salivarius�2 ��"��"�
PCR !���polyacrylamide gel electrophoresis 

��������&�������1 "�����
�����100 bp ladder�!?������� "����
���������	��� �100 bp !?�������
?� �%.���"��!?���� �200 bp !?�����3 !�������@?� �%.����"��!?������	��� � 300 bp !��
��	�%.���������100 bp ����'� ��
��������&�������2 "����
"
�"��#��
	�(positive control, P) �������	C!?���	"��.�
��������&�������3 "����
"
�"��#����(mock control, N) ����������	C!?���	"��.��
��������&�������4 5 6 !���8 "���#��
	�(3� ���/�������&�.��Streptococcus salivarius)

��������&�������7 "���#����(���3� ���/�������&�.��Streptococcus salivarius)

	��3�!?� ���/������������ "����	����� �"��� 223 bp �3�������
�������&�.��Streptococcus 

salivarius�

223 bp

300 bp

200 bp

100 bp

P  N
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����������%3-� 

���������'�#�	����
�3����3��7�	�������&�.��Streptococcus salivarius $����� �!���	����'���
�5�*�� �����	,3�������		�����.'��!��,3�������	���*������������������	��
��!�	����
	�����������'�"�D*�������$&�	��� ��������)���2 �Chi-square test  
 


