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การเปรียบเทียบวิธีการเตรียมดีเอ็นเอเพ่ือตรวจหายีน hemolysin ของแบคทีเรีย 

Aeromonas hydrophila ที่ก่อโรคในปลานิล 
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บทคัดย่อ 

 โรคติดเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ที่พบในปลานิล ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิต

สัตว์น้้า เนื่องจากการตรวจวินิจฉัยโรคใช้เวลานาน ท้าให้ไม่สามารถควบคุมโรคได้ทัน การศึกษาวิธีการ

เปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ที่ก่อโรคในปลานิล โดยใช้ชุดสกัด

ส้าเร็จและวิธีการต้มด้วยความร้อน มาใช้ในการตรวจหายีน hemolysin (hlyA) ของเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas 

hydrophila เพื่อให้มีความสะดวกและรวดเร็วนั้น ผลการตรวจหายีน hlyA ของเช้ือแบคทีเรีย A. hydrophila 

โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ พบว่า คุณภาพดีเอ็นเอของเช้ือที่ได้จากการสกัดจากการใช้ชุดสกัดส้าเร็จและวิธีต้มด้วย

ความร้อน สามารถตรวจหายีน hlyA ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 592 คู่เบส และไม่พบ ผลผลิตพีซีอาร์จากดีเอ็นเอ

ในเช้ืออื่น ๆ โดยความเข้มของเช้ือน้อยที่สุด (106 CFU/mL) ที่น้าไปสกัดดีเอ็นเอและสามารถตรวจหายีน hlyA 

โดยวิธีพีซีอาร์ พบว่า มีความเข้มข้นเท่ากับ 18.8 ng/µL และมีความบริสุทธ์ิ 1.84 จากการสกัดโดยชุดสกัดสา้เรจ็ 

และความเข้มข้นเท่ากับ 17.7 ng/µL และมีความบริสุทธ์ิ 1.66 จากการสกัดโดยการต้มด้วยน้้าร้อน ดังนั้น ดีเอ็น

เอที่ได้จากการสกัดทั้ง 2 วิธี และการใช้ยีน hlyA เป็นยีนเป้าหมาย จึงมีประสิทธิภาพต่อการน้ามาใช้ในการ

ตรวจหาเช้ือ A. hydrophila ได้ ทั้งนี้ สามารถน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ไปหาล้าดับเบส และยืนยันชนิดของยีน

ส้าหรับใช้เป็นแม่แบบในการออกแบบไพรเมอร์ เพื่อรองรับเทคนิควิเคราะห์อย่างง่ายในอนาคตต่อไป 

ค าส าคัญ:  การสกัดดเีอ็นเอ  แบคทีเรีย Aeromonas hydrophila  ปลานิล  พีซีอาร์  ยีน hlyA 
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Boontarika Thongdonphum1*  Kittima Vanichkul2  Adun Bunchaleamchai3  

Somphon Phraephan4 

 

Abstract 

 Aeromonas hydrophila, a bacterial pathogen found in tilapia, negatively affects aquatic 

animal production yields due to the challenges in controlling disease outbreaks caused by the 

lengthy diagnosis process. This study compared two DNA extraction methods for A. hydrophila, 

a causative agent of disease in tilapia:  an extraction kit and the heat boiling method.  

The objective was to simplify and efficiently detect A.  hydrophila carrying the hemolysin gene 

(hlyA) .  PCR assay results showed that both DNA extraction methods successfully detected the 

592 bp amplicon of the hlyA gene without additional PCR products.  The minimum bacterial 

concentration for effective DNA extraction and hlyA gene detection was 10⁶ CFU/mL. The DNA 

concentrations obtained were 18. 8 ng/ µL and 17. 7 ng/ µL, with purity values of 1. 84 and 1. 66 

for the extraction kit and heat boiling methods, respectively.  These results demonstrated that 

both DNA extraction methods effectively detected A.  hydrophila via the hlyA gene, indicating 

reliable identification. Furthermore, the PCR results can potentially be used for DNA sequencing 

and gene- specific primer verification, facilitating the future application of these simplified 

analytical techniques. 
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บทน า 

ในประเทศไทยการเพาะเลี้ยงปลาเป็นอาชีพที่ส้าคัญ เนื่องจากปลาเป็นสัตว์น้้าที่คนไทยส่วนใหญ่นิยม

บริโภค เพาะเลี้ยงไม่ยาก และสามารถส่งออกไปยังต่างประเทศ สร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรผู้เลี้ยงปลาเป็น 

อย่างมาก ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลาน้้าจืดที่ได้รับความนิยมเลี้ยงกันมากชนิดหนึ่ง ทั้งในแบบ

การค้าและเลี้ยงไว้บริโภคภายในครัวเรือน เนื่องจากเป็นปลาที่อดทนและปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี 

สามารถทนต่อความเค็มได้ถึง 20 ส่วนในพันส่วน ทนต่อค่าความเป็นกรดเป็นด่างได้ดีในช่วง 6.5-8.5 ทนต่อ

อุณหภูมิได้ถึง 40 องศาเซลเซียส กินอาหารได้แทบทุกชนิด เนื้อมีรสชาติดี ตลาดมีความต้องการสูง  

(ส้านักวิจัยและพัฒนาประมงน้้าจืด, 2553) แต่เกษตรกรผู้เลี้ยงปลามักประสบปัญหาปลาเป็นโรค ซึ่งโรคที่เกิดขึ้น

ในสัตว์น้้าสามารถแพร่ระบาดไปตามแหล่งน้้าหรือแหล่งเพาะเลี้ยงปลาอื่น ๆ ได้ ส่งผลกระทบต่อคุณภาพ 

ปริมาณผลผลิต และรายได้ของเกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์น้้า  

โรคติดเช้ือแบคทีเรียนับเป็นโรคติดเ ช้ือในปลาที่ส้าคัญ และพบมีการระบาดเป็นอย่างมาก  

เชื้อแบคทีเรียที่ส้าคัญ ได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila เป็นเชื้อแบคทีเรียทีท่้าใหเ้กิดโรค Motile 

Aeromonas septicemia  (MAS) ในปลาน้้ าจืด  ปลาที่ติ ด เ ช้ือมักพบภาวะเลือดออก โลหิต เป็นพิษ 

(Hemorrhagic septicemia) และอาจท้าให้เกิดแผลเน่าเปื่อยตามผิวหนัง (Ulcer) ท้าให้ปลาสามารถติดเช้ือได้

ง่าย หากเลี้ยงในสภาวะแวดล้อมที่ผิดปกติ เช่น อุณหภูมิต่้า หรือปริมาณออกซิเจนในน้้าต่้ากว่าปกติ ส่งผลท้าให้

ปลามีความเครียด หรืออ่อนแอลง ในประเทศไทยมีรายงานว่า โรคที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย A. hydrophila  

สร้างความเสียหายให้แก่ผู้ที่ เลี้ยงปลามากที่สุด ทั้งในบ่อเพาะเลี้ยง และการเพาะเลี้ยงตามธรรมชาติ  

(จิราพร เกษรจันทร์, ม.ป.ป.) และยังพบการแพร่ระบาดไปสู่สัตว์น้้าชนิดอื่น ๆ ได้ นอกจากนี้ มีการรายงานการ

ระบาดไปทั่วโลก โดยมีการรายงานการแพร่ระบาดของเช้ือ A. hydrophila สายพันธุ์ที่รุนแรงในประเทศจีน 

(Nielsen et al., 2001) ต่อมามีการรายงานพบการแพร่ระบาดเช้ือ A. hydrophila สายพันธุ์ที่รุนแรงใน

ประเทศสหรัฐอเมริกา อันเป็นสาเหตุท้าให้ปลา Catfish ตายเป็นจ้านวนมาก (Hossain et al., 2014)  

การตรวจหาปลาที่ติดเช้ือ A. hydrophila จึงมีความจ้าเป็นอย่างยิ่ง เพื่อทราบถึงการระบาดของเช้ือ

และควบคุมโรค วิธีการตรวจวินิจฉัยสามารถท้าได้โดยสังเกตอาการและรอยโรค หรือท้าการตรวจหาตัวเช้ือ  

โดยเทคนิคทางจุลชีววิทยาด้วยเทคนิคดั้งเดิม (Conventional method) โดยการเพาะเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยง

เช้ือพิเศษ และการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อจ้าแนกชนิดของเช้ือ (Mamnur Rashid et al., 2013) เป็นวิธีที่มี

ความจ้าเพาะและความไวสูง แต่ใช้เวลานานและมีความยุ่งยาก ซึ่งความล่าช้าในการตรวจหาอาจท้าให้ไม่

สามารถควบคุมโรคได้ทัน ปัจจุบัน มีการน้าเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งเป็นเทคนิคทาง 

อณูชีววิทยาที่ท้าการเพิ่มขยายยีนเป้าหมาย มาช่วยในการตรวจหาตัวเช้ือได้อย่างรวดเร็ว (Porteen et al., 

2007) ยีนเป้าหมายที่ส้าคัญ ได้แก่ Aero และ hlyA มีบทบาทส้าคัญในการผลิตสารพิษ aerolysin และ 
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hemolysin ในเช้ือ Aeromonas ซึ่งยีนทั้งสองยีนเป็นตัวบ่งช้ีความรุนแรงของเชื้อ A. hydrophila ที่มีผลท้าให้

อัตราการตายของปลาสูงน้ามาสู่ความสูญเสียของการเลี้ยงปลา 

 ดังนั้น การเตรียมดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบภาวะการติดเช้ือก่อโรคในสัตว์น้้าจึงมีความส้าคัญ  

ซึ่งปัจจุบันมีการใช้ชุดสกัดส้าเร็จซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อต้นทุนการผลิตของเกษตรกร การศึกษาวิธีสกัดแบบง่าย

เพื่อช่วยลดต้นทุนและช่วยให้เกษตรกรสามารถคัดกรองการติดเช้ือของสัตว์น้้า จึงเป็นแนวทางหนึ่งที่ช่วยลด

ต้นทุนการผลิตให้เกษตรกรและรองรับการพัฒนาการใช้เทคนิคการตรวจสอบภาวะการติดเช้ืออื่น นอกจากการ

ใช้เทคนิค PCR  เช่น เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึ่งเป็นเทคนิคเพิ่มจ้านวน

สารพันธุกรรมโดยไม่ต้องใช้เครื่อง Thermal cycler แต่ใช้อุณหภูมิประมาณ 60-65 °C ในการเพิ่มจ้านวนสาร

พันธุกรรม ที่สามารถท้าได้ในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ ซึ่งเป็นเครื่องมือราคาไม่แพง มีใช้ในห้องปฏิบัติทั่วไป และ

สามารถอ่านผลได้ทันที จึงสามารถน้าไปปรับใช้ในภาคสนามได้ (Notomi et al., 2000) เป็นต้น ซึ่งขั้นตอนการ

เตรียมยีนที่พบจ้าเพาะในโรคที่เกิดจากการติดเช้ือ A. hydrophila จะช่วยในการป้องกันโรคหรือลดระยะเวลาใน

การตรวจสอบโรคที่มีจ้ากัด เพิ่มโอกาสให้เกษตรกรสามารถตรวจสอบโรคได้ด้วยตนเอง โดยใช้เครื่องมือที่หาซื้อ

ได้ง่าย ราคาไม่แพง และประหยัดเวลา อีกทั้ง ยีนดังกล่าวสามารถใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาเพื่อการประเมิน

ประสิทธิภาพของวิธีการตรวจเช้ือที่พบในปัจจุบัน เช่น การใช้เทคนิค PCR การใช้เทคนิค LAMP เพื่อตรวจหา

ระดับของเช้ือ A. hydrophila ที่เหมาะสมทั้งในด้านความไวและความจ้าเพาะเจาะจงของเช้ือในการใช้งานได้

อย่างมีประสิทธิผล ในสภาวะที่เหมาะสมของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และปริมาณดีเอ็นเอ  เพื่อสามารถต่อยอดไปสู่

การจัดท้าชุดทดสอบอย่างง่ายให้กับเกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงสัตว์น้้า ลดขั้นตอนการตรวจโรคโดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์

จ้านวนมาก และไม่จ้าเป็นต้องซื้อชุดทดสอบที่มีราคาแพงได้ในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอเพื่อการตรวจหายีน hlyA ที่พบจ้าเพาะเจาะจงในเช้ือก่อโรค 

Aeromonas hydrophila ในปลานิล เพื่อประโยชน์ในการเตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอ ที่ใช้ในการเตรียมสิ่งส่งตรวจ

และยืนยันการติดเช้ือก่อโรค 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 

การตรวจยืนยันตัวเชื้อที่ใช้ในการทดสอบ 

 ท้าการตรวจยืนยันตัวเช้ือท่ีใช้ในการทดสอบ โดยน้าเชื้อมาตรฐานที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ Aeromonas 

hydrophila ATCC@35654 (AH) เป็นเช้ือควบคุม  Streptococcus agalactiae ATCC 28056 (STA) และ 

Aeromonas veronii biogroup sobria ATCC 9071 (AS) ส้าหรับเชื้อ Aeromonas น้ามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
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เลี้ยงเช้ือ Brain heart infusion (BHI) agar และเพาะเลี้ยง STA บนอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI ผสมเลือด น้าไปบ่ม

เช้ือที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น น้าโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเช้ือไปทดสอบการย้อมแกรม 

(gram staining) และทางชีวเคมี ท้าการเก็บเชื้อในหลอด freezing vials ที่อุณหภูมิ -20 °C 
 

 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อควบคุม 

 ท้าการสกัดดีเอ็นเอเช้ือ A. hydrophila โดยท้าการเพาะเลี้ยง BHI Broth ปริมาตร 5 mL น้าไปบ่ม

เช้ือที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท้าการละลายเช้ือในน้้ากลั่นปลอดเช้ือให้มีความขุ่นเท่ากับ 

McFarland Standard No. 0.5 เทียบเท่าเช้ือที่ละลายมีความเข้มข้น 108 CFU/mL น้าเช้ือที่ละลาย 1 mL  

ปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที และดูดส่วนใสทิ้ง น้าตะกอนเช้ือไปสกัดดีเอ็นเอ

โดยใช้ชุดสกัดส้าเร็จ QIAamp DNA Mini Kit  (Qiagen, Germany) ท้าตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต โดย 

ชะดีเอ็นเอ 50 µL และสกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธีต้มด้วยความร้อน (boiling heat) น้าตะกอนของเช้ือเติมน้้ากลั่น

ปลอดเช้ือ ปริมาตร 50 µL แช่ในน้้าเดือดอุณหภูมิ 95-100 °C เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น น้าไปปั่นตกตะกอนท่ี

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที และดูดเก็บส่วนใส (ดีเอ็นเอ) เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ  

-20 °C วัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่อัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ A260/A280 

โดยเครื่อง micro-spectrophotometer (nano-400A)  
 

การทดสอบตรวจหายีน hlyA โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) และยืนยันผล 

โดยวิธี DNA sequencing 

สารละลายที่ใช้ในวิธีพีซีอาร์ ปริมาตร 25 µL ประกอบด้วย 1 x buffer with NH2SO4  1.5 mM 

Mg2Cl  0.2 mM dNTP  0.1 µM primer forward (hlyA_F 5’ GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG 3’) และ 

primer reverse (hlyA_R 5’GGCGGCGCCGGACGAGACGGGG 3’)  1 U taq DNA polymerase และดีเอ็น

เอ 1 µL ทดสอบปฏิกิริยาโดยใช้เครื่อง thermal cycler (BIO-RAD, T100) สภาวะพีซีอาร์ ประกอบด้วย initial 

denaturation ณ อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 นาที denature ณ อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 30 วินาที 

annealing ณ อุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 30 วินาที extension 72 °C 30 วินาที จ้านวน 30 รอบ และ final 

extension 72 °C เป็นเวลา 5 นาที ในการท้าปฏิกิริยาใช้ดีเอ็นเอของ AH เป็น positive control และดีเอ็นเอ

ของ STA  AS และน้้ากลั่น เป็น negative control น้าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มาทดสอบ 1.5% agarose gel 

electrophoresis จากนั้น น้าผลผลิตพีซีอาร์ส่งหาล้าดับเบส (sanger DNA sequencing) และน้าไปวิเคราะห์

โดยโปรแกรม nucleotide blast ที ่https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 
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การทดสอบหาความไววิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

น้าเช้ือ A. hydrophila ที่เตรียม น้ามาเจือจางโดยวิธี ten-fold serial dilution ด้วยน้้ากลั่นปลอด

เช้ือให้มีความเข้มข้นของเช้ือ 107–104 CFU/mL และสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดส้าเร็จและวิธีต้มด้วยความร้อน  

วัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ จากนั้น น้าดีเอ็นเอที่ได้จากทั้งสองวิธีทดสอบตรวจหายีน 

hlyA ของเชื้อโดยวิธีพีซีอาร์ตามข้างต้น 
 

การทดสอบประสิทธผิลวิธีการสกัดดีเอ็นจากตัวอย่างเลือดปลานลิ 

น้าตะกอนเช้ือ A. hydrophila ที่มีความเข้มข้น 108 CFU/mL ผสมกับเลือดปลานิล 1 mL (EDTA-

blood) น้าเลือดปลานิลที่ผสมเช้ือและเลือดปลานิลไม่ผสมเชื้อ ปริมาตร 200 µL สกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดส้าเร็จ 

QIAamp DNA Blood and tissue Kits (Qiagen, Germany) ท้าตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต ท้าการชะดีเอ็นเอ 

50 µL และสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการต้มด้วยความร้อน โดยน้าเลือดปลานิลที่ผสมเช้ือ ปริมาตร 200 µL ท้าให้เม็ด

เลือดแดงแตกด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือ ปริมาตร 200 µL ท้าการปั่นที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที  

นาน 1 นาที ดูดของเหลวส่วนด้านบนทิ้ง (ฮีโมโกลบิน) ท้าซ้้า 2 ครั้ง จนได้ตะกอนสีขาวและน้าไปสกัดดีเอ็นเอ

โดยวิธีการต้มด้วยความร้อน จากนั้น น้าดีเอ็นเอที่ได้จากทั้งสองวิธีไปท้าการทดสอบตรวจหายีน hlyA ของเช้ือ

โดยวิธีพีซีอาร์ 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 การตรวจยืนยันตัวเชื้อที่ใช้ในการทดสอบ 

 ผลการตรวจยืนยันตัวเช้ือที่ใช้ในการทดสอบจากเช้ือมาตรฐานที่ใช้เป็น positive control คือ 

Aeromonas hydrophila ATCC@35654 (AH) เป็นสายพันธุ์ที่มียีน hylA หรือสร้างสารพิษ hemolysin  

ซึ่งเป็นสารพิษส้าคัญที่เป็นสาเหตุการตายของปลาที่ติดเชื้อ (Yousr et al., 2007) โดยใช้ S. agalactiae ATCC 

28056 (STA) เป็นเ ช้ือก่อโรคในปลานิล และ Aeromonas veronii biogroup sobria ATCC 9071 (AS)  

เป็นเช้ือที่พบได้ในแหล่งน้้าและเป็นเช้ือกลุ่มเดียวกันกับเช้ือ A. hydrophila (AH) ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้เช้ือ 

ทั้งสองเป็น negative control และความจ้าเพาะของการตรวจหายนี hlyA ในเชื้อ AH น้าเชื้อทั้งหมดมาทดสอบ

ยืนยัน โดยท้าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลีย้งเชื้อและทดสอบทางชีวเคมี (Convention method) ผลทดสอบให้ผล

ยืนยันตัวเชื้อถูกต้องดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ผลการตรวจยืนยันตัวเช้ือมาตรฐานท่ีน้ามาใช้ทดสอบ 
 

สาย
พันธุ์ 

Hemolysis 
on BA 

Catalase 
 

Oxidase TSI Motile LIA OD AD VP 0% 
NaCl 

6.5%
NaCl 

BE 

AH β + + K/Ag + -/- - + + G NG + 

AS β + + K/Ag + -/- - + + G NG - 

STA β - PPRA + - - 

หมายเหตุ  β: เมด็เลือดแดงแตกโดยสมบูรณ์  G: growth  NG: no growth  K/Ag: glucose ferment และ 
               สร้าง gas  
 

การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อควบคุม 

ผลจากการสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือ  A. hydrophila ปริมาตร 1 mL ที่มีความเข้มข้น 108 CFU/mL 

พบว่า ดีเอ็นเอจากชุดสกัดส้าเร็จ มีความเข้มข้นเท่ากับ 64.9 ng/µL และความบริสุทธิ์ 1.86 ในขณะที่ดีเอ็นเอ

จากวิธีการต้มด้วยความร้อน มีความเข้มข้นเท่ากับ 70.8 ng/µL และความบริสุทธิ์ 1.74 แสดงว่า การสกัดดีเอ็นเอ

ทั้งสองวิธีให้ความเข้มข้นใกล้เคียงกัน ค่าอัตราส่วนของ A260/A280 อยู่ในช่วง 1.7-1.9 แสดงถึง ดีเอ็นเอ 

มีความบริสุทธ์ิ ไม่มีการปนเปื้อนของโปรตีนทีอ่าจไปรบกวนปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ และมีความเข้มข้นดีเอ็นเอที่สกัด

ได้เพียงพอส้าหรับตรวจหายีน hlyA โดยวิธีพีซีอาร์ 
 

การตรวจหายีน hlyA โดยวิธีพีซีอาร์ และยืนยันผลโดยวิธี DNA sequencing 

ผลการทดสอบตรวจหายีน hlyA โดยวิธีพีซีอาร์จากดีเอ็นเอที่สกัดได้ทั้งสองวิธีข้างต้น พบว่า ให้ผลผลติ

พีซีอาร์ ขนาด 592 คู่เบส (bp) ทั้งสองวิธี และไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ในดีเอ็นเอของเช้ือ S. agalactiae และ  

A. sobria ที่เป็น Negative control (ภาพที่ 1) ช้ีให้เห็นว่า ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธีดังกล่าวน้าไปใช้ตรวจหายีน 

hlyA ของเชื้อ A. hydrophila และมีความจ้าเพาะ เมื่อน้าผลผลิตพีซีอาร์จากดีเอ็นเอไปหาล้าดับเบสดังภาพที่ 2

และน้าไปวิเคราะห์โดยโปรแกรม nucleotide blast พบว่า ผลผลิตพีซีอาร์มีล้าดับเหมือนกับยีน hemolysin  

ใน A. hydrophila strain AH085 และ A. hydrophila strain JNC1007 ร้อยละ 97 และ 95 ตามล้าดับ 

สอดคล้องกับ Rozi & Daruti (2018) ดังนั้น ไพรเมอร์ที่ศึกษาในครั้งนี้ มีความจ้าเพาะต่อยีน hlyA ของเช้ือ  
A. hydrophila จึงสามารถน้ามาใช้แยกวินิจฉัย A. hydrophila และบ่งช้ีถึงสายพันธ์ุที่ท้าให้เกิดโรครุนแรงได้  
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ภาพที่ 1 ผลผลติพีซีอาร์บน 1.5 % agarose gel electrophoresis จากการทดสอบตรวจหายีน 

hlyA โดยวิธีพีซีอาร์ : M คือ 100 bp marker  1) ดีเอ็นเอจากการสกัดโดยชุดสกัดส้าเร็จ 2) ดีเอ็นเอจากการ

สกัดโดยการต้มด้วยความร้อน 3) ดีเอ็นเอของเชื้อ S. agalactiae 4) ดีเอ็นเอของเชื้อ A. sobria และ  

N: no template control 
 

 

ภาพที่ 2 ล้าดับเบสของผลผลิตพซีีอาร์ขนาด 592 คู่เบส จากการทดสอบตรวจหายีน hlyA  
ในเชื้อ A. hydrophila โดยวิธีพีซอีาร์จากดีเอ็นเอทีส่กัดโดยชุดส้าเรจ็ 

 

การตรวจหาความไวของวิธีการสกัดดีเอ็นเอส าหรับตรวจหายีน hlyA โดยวิธีพีซีอาร์ 

จากการทดสอบหาความไวของวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือ A. hydrophila ส้าหรับตรวจหายีน hlyA 

โดยวิธีพีซีอาร์ที่มีความเข้มของเช้ือ 107-104 CFU/mL พบว่า ดีเอ็นเอท่ีสกัดทั้งจากการใช้ชุดสกัดส้าเร็จและการ

ต้มด้วยความร้อนให้ผลผลิตพีซีอาร์ ขนาด 592 bp ที่ความความเข้มของเช้ือ 107 และ 106 CFU/mL ทั้งสองวิธี 

ในขณะที่ความเข้มของเช้ือ 105 และ 104 CFU/mL ไม่พบผลผลิตพีซีอาร์ (ภาพที่ 3) ดังนั้น ความเข้มของเช้ือ 

106 CFU/mL เป็นความเข้มของเช้ือน้อยที่สุดที่น้าไปสกัดดีเอ็นเอและสามารถตรวจหายีน hlyA โดยวิธีพีซีอาร์

ได้ โดยมีความเข้มข้นเท่ากับ 18.8 ng/µL และมีความบริสุทธิ์ 1.84 จากการสกัดโดยชุดสกัดส้าเร็จ และ 

ความเข้มข้นเท่ากับ 17.7 ng/µL และมีความบริสุทธิ์ 1.66 จากการสกัดโดยการต้มด้วยน้้าร้อน สอดคล้องกับ

งานวิจัยของ Wang et al. (2003) ท้าการตรวจหายีน hemolysin ใน A. hydrophila และ A. sobria โดยวิธี

>PCR product 592 bp : Hly_A_gene  

GGAGCAGGGTCGTCGCTCACATTCTGCGGATTGCCGTTCTCGTCGTAGAGCCCCAGCGTCCCGCTCTGCTTGT

CATGACCCAGCAGCTGATGGGCACTCAGGTTGCTGAGCGCATCGCTGTCCGCTTTCCACTCCCAGCGCTGACC

CAAGCTCAGGCTGCAGCTCTGCAGCTGGCCGAGGTTGTTGCCGTCCAGGCAGCGGCGGGTATCCTGCGCGCTG

ACATAGCGGCCGTACTGGTCATAGATGAAGGACTGGGCGGCCGAGGTCTCGTCACAGGTCACCGCGCTCAGGC

CATGGTTGGCATCCGCGCTCAGGCAGCGGTTGTCAAAGCCCCCCAGCTGCAGGTTGACCGGGCGGCCACCGGT

AAACACCGGGTGGTTCCAGTCCACCTTGAAGCTGGTGGACGCCGTCACCCGTCTGCGCTTGTCGGTATCTTCG

AAGCCCTGGAAGGAGACATGGGCCCCCACCACGTAGTAGTGCTTGTAGATGCCGGTATAGATGGGGCGGATGT

TGACCGAGGAGTCGATCTTGAACTCGGTGCTCCCCGTCTCGTCCGGGGGCCGCCAAA 
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มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ โดยใช้ดีเอ็นเอความเข้มข้น 5 ng/µL อย่างไรก็ตาม งานวิจัยของ Latif-Eugenín et al. 

(2016) สามารถตรวจหายีน glycerophospholopid-cholesterol acyltransferase (gcat) โดยวิธีพีซีอาร์  

โดยใช้ความเข้มข้นของเชื้อ A. hydrophila 2.5-25 CFU/mL  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 ผลผลติพีซีอาร์ บน 1.5% agarose gel electrophoresis จากการตรวจหายีน hlyA 
จากดีเอ็นเอที่สกดัจากเช้ือท่ีมีความเข้มข้นต่างกัน การสกัดด้วยชุดสกัดส้าเร็จ : M คือ 100 bp marker   

1) 108 CFU/mL  2) 107 CFU/mL  3) 106 CFU/mL  4) 105 CFU/mL  5) 104 CFU/mL การสกัดด้วย
การต้มด้วยความร้อน 6) 108 CFU/mL  7) 107 CFU/mL  8) 106 CFU/mL  9) 105 CFU/mL   

10) 104 CFU/mL และ N: no template control 
 

การทดสอบประสิทธผิลวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดปลานิล 

ผลการทดสอบประสิทธิผลวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดปลานิลผสมเช้ือ A. hydrophila โดยชุดสกัด 

ดีเอ็นเอแบบส้าเร็จและการต้มด้วยความร้อนร่วมกับการสลายเม็ดเลือดแดงด้วยน้้ากลั่น พบว่า ดีเอ็นเอที่สกัด 

ทั้งสองวิธีสามารถให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 592 คู่เบส (ภาพที่ 4) ดังนั้น วิธีการสกัดทั้งสองวิธีสามารถน้ามาใช้

สกัดดีเอ็นจากสิ่งส่งตรวจ เพื่อตรวจแยกวินิจฉัยเช้ือ A. hydrophila โดยวิธีพีซีอาร์ได้ การศึกษาในครั้งนี้  

ช้ีให้เห็นว่า ดีเอ็นเอที่สกัดโดยชุดสกัดส้าเร็จและการต้มด้วยความร้อน สามารถน้าไปตรวจหายีน hlyA ด้วยวิธี 

พีซีอาร์ได้ โดยให้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอและความบริสุทธิ์ที่ใกล้เคียง เมื่อสกัดจากเช้ือความเข้มข้นของเช้ือ

เท่ากัน และสามารถสกัดดีเอ็นจากเช้ือจากสิ่งส่งตรวจได้ อย่างไรก็ตาม  การสกัดดีเอ็นเอโดยการต้มด้วย 

ความร้อน เป็นวิธีที่ท้าได้ง่าย ไม่ยุ่งยาก และราคาไม่แพง สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปหรือ

นอกสถานที่ได้ โดยมีความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้เพียงพอต่อการตรวจหายีนด้วยวิธีอณู

ชีววิทยาอื่น ๆ เช่น LAMP และสามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับการสกัดสิ่งส่งตรวจอื่นเพื่อวินิจฉัยโรคติดเช้ือในปลาได้ 
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ภาพที่ 4 ผลผลติพีซีอาร์ บน 1.5 % agarose gel electrophoresis จากดีเอ็นเอที่สกดัจาก

ตัวอย่างเลือดผสมเช้ือ : M คือ 100 bp marker  1) ดีเอ็นจากชุดสกัดดีเอ็นเอแบบส้าเร็จ   

2) ดีเอ็นจากการต้มด้วยความร้อน และ 3) ดีเอ็นเอจากเลือดที่ไม่ผสมเช้ือ 
 

สรุป 

การสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือก่อโรค A. hydrophila @ATCC 35654TM  โดยชุดสกัดดีเอ็นเอแบบส้าเร็จ

และวิธีต้มด้วยความร้อน สามารถน้าไปตรวจหายีน hlyA โดยวิธีพีซีอาร์ ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายที่สามารถวินิจฉัย 

หรือจ้าแนก A. hydrophila ออกจากเช้ือก่อโรคในปลาชนิดอื่นและเช้ือในกลุ่มเดียวกันได้ สามารถน้าไป

ประยุกต์ใช้กับการสกัดดีเอ็นจากสิ่งส่งตรวจเลือดโดยความเข้มข้นเชื้อไม่น้อยกว่า 106 CFU/mL และเลือกใช้วิธี

สกัดที่เหมาะกับเครื่องมือในห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้ ล้าดับเบสจากผลผลิตพีซีอาร์ สามารถน้าไปใช้เป็น

แม่แบบในการออกแบบไพรเมอร์โดยเทคนิคอณูชีวิทยาอื่น ๆ ได้ 
 

ข้อเสนอแนะ 

 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเตรียมดีเอ็นเอเพื่อตรวจหายีน hemolysin เป็นการศึกษาเบื้องต้น  

เพื่อน้าไปพัฒนาวิธีสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งตรวจชนิดอื่น ๆ ในการวินิจฉัยเชื้อก่อโรคในปลาให้มีความง่ายและสะดวก 

และสามารถน้าไปใช้กับการตรวจหายีนต่าง ๆ โดยเทคนิคอณูอณูชีวิทยาอื่น ๆ นอกเหนือจากวิธีพีซีอาร์ 
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