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บทคัดยอ 

 วัตถุประสงคของการวิจัยคร้ังน้ีเพ่ือตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ท่ีกอใหเกิดโรค
ดวยวิธีพีซีอาร (PCR) และวิธีการยอมสีแกรม โดยการนํายีน Aeromonas hydrophila cytolytic enterotoxin 
(AHCYTOEN) มาใชในการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบและจําแนกเชื้อ A. hydrophila จากการศึกษา
พบวายีน AHCYTOEN สามารถนํามาใชเปนตัวชี้วัดในการจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียชนิดน้ีได เน่ืองจากผลผลิต
ของพีซีอารมีขนาดโมเลกุล 232 bp ตรงกับแถบโมเลกุลท่ีคาดหมายไว เชนเดียวกับการยอมสีแกรมของเชื้อท่ีพบวา
มีการติดสีแกรมลบในตัวอยางของ A. hydrophila (A.h3) และ A. hydrophila (A.h4) เทาน้ัน 
คําสําคัญ: แอโรโมนาส ไฮโดรฟลลา, ยีน AHCYTOEN ,พีซีอาร,การยอมสีแกรม 
 

Abstract 
The aim of this study was detecting virulent pathogenic bacteria Aeromonas hydrophila 

using PCR amplification and Gram staining method. The Aeromonas hydrophila cytolytic 
enterotoxin (AHCYTOEN) gene was used for identification  the virulent bacteria from those 
sample. The results showed that AHCYTOEN gene could be amplified target DNA with expected 
size of Aeromonas hydrophila (232 bp) and Gram-negative bacteria were represented by A. 
hydrophila (A.h3) and A. hydrophila (A.h4). 
Keyword: Aeromonas hydrophila, AHCYTOEN, PCR,  Gram staining 
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บทนํา 

Aeromonas hydrophila เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะรูปรางเปนทอนสั้น ขนาดความกวาง
ประมาณ 0.7 -0.8 ไมโครเมตร และยาว 1.0 -1.5 ไมโครเมตร ไมสรางสปอร สามารถเคลื่อนท่ีไดดวยแส 
(flagellum) ลักษณะโคโลนีท่ีขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อสวนใหญมีรูปรางกลม ผิวเรียบ ตรงกลางโคงนูน สีขาวนวล จัด
อยูในกลุม facultative anaerobes แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถกอใหเกิดโรคในสัตวนํ้าตางๆ โดยเฉพาะปลา ลักษณะ
การติดเชื้อในปลาสวนใหญมักเกิดอาการตกเลือด มีบาดแผลบนลําตัว และครีบ ทองบวมนํ้า ตาโปน กกหูบวม ชอง
ทองจะมีนํ้าขุนสีเลือด ตับซีดจาง ไตบวม อวัยวะภายในท้ังหมดตกเลือด ปลาวายนํ้าเสียการทรงตัว (ปภาศิริ, 2537 ; 
วิพรพรรณ และคณะ 2555) การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียในปจจุบันมีการนําเทคนิคทางดานอณูชีววิทยามาใช
ในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila สายพันธุท่ีกอใหเกิดโรคไดอยางจําเพาะเจาะจงและรวดเร็วย่ิงขึ้น 
โดยเฉพาะวิธีการตรวจสอบบริเวณของยีนกอโรค cytolytic enterotoxin ของเชื้อแบคทีเรียดวยเทคนิค PCR 
(Sarkar et al., 2013) วิธีการดังกลาวถึงแมจะมีความรวดเร็วและจําเพาะเจาะจง แตยังคงเปนวิธีการท่ีมีคาใชจาย
สูงกวาวิธีการยอมสีแกรมซึ่งยังคงเปนวิธีพ้ืนฐานท่ียังคงมีการใชงานอยูในปจจุบัน ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงตองการ
ตรวจสอบเชื้อ A. hydrophila ดวยวิธี PCR และวิธีการยอมสีแกรมควบคูกันเพ่ือเปนการยืนยัน Aeromonas 
hydrophila วาเปนเชื้อท่ีกอใหเกิดโรค 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพ่ือศึกษาการใชเทคนิค PCR ในตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila ดวยยีน cytolytic 

enterotoxin และวิธีการยอมสีแกรม 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. ตวัอยางเชื้อแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบ 
เชื้อ A. hydrophila ท่ีติดเชื้อในปลาดุกลูกผสม (Clarias batrachus) และปลากด (Hemibagrus 

wyckioides) ไดรับการคัดแยกเชื้อและทําใหบริสุทธ์ิโดยหนวยงานดานวิทยาศาสตรและสุขภาพสัตวน้ําในประเทศ
ไทยสองแหง (ดวยขอจํากัดทางสัญญาบางประการไมสามารถระบุรายละเอียดได) จํานวน 5 ตัวอยาง  

2. การศึกษาดานอณูชวีวิทยาระดับดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
นําเชื้อ A. hydrophila ท่ีไดรับมาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว และรวบรวมเพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอโดย

ใชชุดทดสอบ MasterPure™ DNA Purification Kit ของ epicentre® จากน้ันนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทําการเพ่ิม
ชิ้นสวนของดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) โดยใชไพรเมอรท่ีเปนสวนของตําแหนงยีน 
cytolytic enterotoxin ของเชื้อแบคทีเรียท่ีมีความจําเพาะเจาะจง ตามรายงานของ (Cagatay and Şen, 2014) 
ซ่ึงมีลําดับเบสดังน้ี 

AHCYTOEN -f 5’-GAGAAGGTGACCACCAAGAACAA-3’   
AHCYTOEN -r 5’-AACTGACATCGGCCTTGAACTC-3’ 
สวนประกอบของการทําปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 100 ng/µL DNA template จํานวน 1 ไมโครลิตร, 

10 µM dNTP mix จํานวน 400 ไมโครโมล, 25 mM MgCl2 จํานวน 2 มิลลิโมล, ไพรเมอร Forward และ 
Reverse อยางละ 0.4 ไมโครโมลและ 5 U/µL Taq DNA polymerase จํานวน 0.1 ยูนิตในปริมาตรรวมสุทธิ 25 
ไมโครลิตร โดยต้ังอุณหภูมิและเวลาแตละขั้นตอนตามรายงานของ (Cagatay and Şen, 2014) ดังน้ี  Initial 
denaturation 94 °C เวลา 1 นาที  Denaturation 94 °C เวลา 2 นาที, Annealing 56 °C เวลา 2 นาทีและ 
Extention 72 °C เวลา 1 นาทีจํานวน 30 รอบ และขั้นตอนสุดทาย Final extention 72 °C เวลา 5 นาที ทําการ
แยกขนาดดีเอ็นเอท่ีไดจากปฏิกิริยา PCR บนเจลอะกาโรส 1% ยอมดวยสี ethidium bromide จากน้ันนํามา
ตรวจสอบแถบและขนาดของดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีดวยเคร่ืองเจลดอคคิวเมนเทชัน (Gel documentation)  
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3. การยอมสีแกรม (Gram’s staining) 
ใชการยอมสีแกรมเพ่ือจําแนกแบคทีเรียแกรมบวก และมีแกรมลบ ดวยสีคริสตัลไวโอเลต และสีซาฟรานิน 

ตามวิธีการของ จุรียรัตน (2552) 
 

ผลและอภิปรายผลการวิจัย 
 การเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนของดีเอ็นเอ 

การเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก A. hydrophila ในตําแหนงจําเพาะบริเวณยีน 
cytolytic enterotoxin โดยใชลําดับไพรเมอร AHCYTOEN -f และ AHCYTOEN -r พบวาสามารถเพ่ิมปริมาณ
ชิ้นสวนของดีเอ็นเอในตัวอยางท่ี A.h3 และ A.h4 ไดโดยมีความยาวประมาณ 230 bp (ภาพท่ี 1) ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Sarkar et al. (2013) ท่ีไดขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดจากยีน cytolytic enterotoxin มีขนาดความยาวท่ี 
232 bp  โดยผลท่ีไดจากการนํา A. hydrophila จํานวน 5 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนของดี
เอ็นเอในสวนของยีน cytolytic enterotoxin พบวามีเพียง 2 ตัวอยางท่ีมีขนาดของดีเอ็นเอตรงตามท่ีตองการไดแก
ตัวอยางเชื้อ A.h3 และ A.h4 ในขณะท่ี 3 ตัวอยางไดแก  A.h1, A.h2 และ A.h5 ไมสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนของ
ดีเอ็นเอในยีน cytolytic enterotoxin ได  
 

 
ภาพท่ี 1 ผลการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส : Lane M- ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder 
plus), Lane A.h1- A. hydrophila ตัวอยางท่ี 1, Lane A.h2- A. hydrophila ตัวอยางท่ี 2, Lane A.h3- A. 
hydrophila ตัวอยางท่ี 3, Lane A.h4- A. hydrophila ตัวอยางท่ี 4, Lane A.h5- A. hydrophila ตัวอยางท่ี 5,  
N- Negative Control (นํ้า) 
 

การยอมสีแกรม 
 การยอมสีแบบแกรมเพ่ือจําแนกแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ พบวาตัวอยางของแบคทีเรียท่ี A.h3 
และ A.h4 เปนแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีรูปรางเปนทอนสั้น ซ่ึงเปนลักษณะของแบคทีเรีย A. hydrophila ในขณะท่ี
ตัวอยางของแบคทีเรียท่ี A.h1, A.h2 และ A.h5 เปนแบคทีเรียแกรมบวกมีรูปรางลักษณะท่ีแตกตางกันออกไป 
(ตารางท่ี 1 และภาพท่ี 2) 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila 
หมายเลข การติดสีแกรม รูปราง 

A.h1 แกรมบวก ทอนยาว 
A.h2 แกรมบวก ทอนยาว 
A.h3 แกรมลบ ทอนสั้น 
A.h4 แกรมลบ ทอนสั้น 
A.h5 แกรมบวก ทอนสั้น 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงลักษณะและการติดสีแกรมเชื้อแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนภายใตกําลังขยาย 100x 

 
สรุปผลการวิจัย 
 ตําแหนงยีน cytolytic enterotoxin สามารถนํามาใชในการตรวจสอบยืนยันเชื้อ A. hydrophila ได 
อยางจําเพาะเจาะจงเชนเดียวกับผลจากการยอมสีแกรม ซึ่งตัวอยางท่ีนํามาทดสอบเปนแบคทีเรีย A. hydrophila 
เพียงสองตัวอยางคือหมายเลข A.h3 และ A.h4 เทาน้ัน 

ขอเสนอแนะและการนําผลการวิจัยไปใชประโยชน 
 วีธีการยอมสีแกรมสามารถนํามาใชเปนวิธีการตรวจสอบเบ้ืองตนของเชื้อ A. hydrophila กอโรคได แต
หากตองการยืนยันผลการตรวจสอบท่ีจําเพาะเจาะจงควรใชวิธีการทําพีซีอาร 
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