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การศึกษานี้มีจุดมุงหมายในการพัฒนาเครื่องหมายชีวภาพ เพื่อการตรวจสอบยอนกลับ

ปลานิลจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (มทส) ดวยเทคนิค denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) ตัวอยางปลานิลจาํนวน 5 ตัวตอคร้ังถูกเก็บมาจากบอเล้ียงจากฟารมมทส 
และแหลงอื่น พบประชากรแบคทีเรียจากตัวอยางปลาจากฟารมมทส ในฤดูฝนมีคาแปรผันอยู
ระหวาง 1.6 x 106 ถึง 5.1 x 107 cfu g-1 ฤดูหนาว 8.9 x 105 ถึง 1.3 x 107 cfu g-1 และฤดูรอน 6.8 x 
106 ถึง 7.5 x 107 cfu g-1 ดวยการเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สวนประชากรแบคทีเรียจากแหลงอื่นๆมี
ปริมาณที่นอยกวาปริมาณแบคทีเรียจากฟารมมทส โดย 73% ของประชากรแบคทีเรียทั้งหมดเปน
แบคทีเรียแกรมลบ ตัวอยางสารพันธุกรรมจากบริเวณเหงือกและลําไสปลาถูกสกัดและใชเปนแม- 
แบบในการเพิ่มจํานวน 16S rDNA ของจุลินทรีย โดยใชไพรเมอรที่มี GC clamp ไดทําการศึกษา
เปอรเซ็นตโพลีอะคริลาไมดเจล denaturant ระยะเวลา และคาความตางศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่
สามารถแยกความแตกตางของสารพันธุกรรมของจุลินทรียจากปลานิล ใหไดประสิทธิภาพที่ดีที่ 
สุด สภาวะที่เหมาะสมของ DGGE สําหรับการศึกษาประชากรจุลินทรียในปลา พบวาที่สภาวะเจล
โพลีอะคริลาไมด 8% ความเขมขน denaturant 30-60% ความตางศักย 120 โวลต และเวลา 12 
ช่ัวโมง เปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการศึกษาในครั้งนี้ แตไดปรับเปลี่ยนสภาวะ DGGE อีก
เล็กนอย คือ ลดความตางศักยที่ใชเปน 100 โวลต และเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบเปน 18 ช่ัวโมง 
ซ่ึงทําใหไดผลการทดลองที่คมชัดขึ้น และพบวามีแถบดีเอนเอ 3 แถบที่พบเฉพาะในตัวอยางปลา
จากฟารมมทส ในทุกฤดูแตไมพบจากแหลงอื่น เมื่อนาํแถบดีเอนเอทั้ง 3 แถบไปหาลําดับนิวคลี-
โอไทดและเปรียบเทียบขอมูลจาก NCBI พบวาทั้ง 3 แถบมาจากแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (uncultured bacteria) ได และเปนคนละชนิดกัน และเมื่อออกแบบไพรเมอร
จากลําดับนิวคลีโอไทดของทั้ง 3 ตัวอยางนี้แลว ใชในการเพิ่มชิ้นดีเอนเอจากตัวอยางทั้งจากฟารม
มทส และแหลงอื่น พบวามีเพียงชุดไพรเมอร D2 เทานั้นที่สามารถเพิ่มชิ้นดีเอนเอจากเฉพาะ
ตัวอยางฟารมมทส ซ่ึงมีขนาด 120 bp ได แตตัวอยางจากแหลงอื่นรวมทั้งเชื้อบริสุทธิ์ไมสามารถ
ใช 
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ใชไพเมอรคูนี้ในการเพิ่มจาํนวนดีเอนเอตามขนาดที่ถูกตองได ดังนั้นชุดไพเมอร D2 จึงนาจะใช
เปนตัวบงชี้ตัวอยางจากฟารมมทส ได 
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The bacterial community of Suranaree University of Technology (SUT) tilapia 

was studied with the aim to develop biological markers for traceability using 

denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE).  Five fish per treatment were 

sampled from SUT farm and other sources.  Total viable count (TVC) of bacteria from 

SUT farm varied between 1.6 x 106 and 5.1 x 107 colony forming units (cfu) g-1 in 

rainy season, 8.9 x 105 and 1.3 x 107 cfu g-1 in cool season and 6.8 x 106 and 7.5 x 107 

cfu  g-1 in hot season.  The other sources found bacterial load less than sample from 

SUT farm.  Seventy three percent of the bacteria was Gram-negative.  Total DNA was 

extracted from the fish gills and intestine and then used as template to amplify 

bacterial 16S rDNA using GC clamp primer.  Different bacteria have different DNA 

sequences that will be denatured at different percentage of polyacrylamide gel, 

denaturant, run time and voltage.  The conditions of DGGE were optimized to screen 

the fish’s bacterial community.  The results indicated that 8% of polyacrylamide gel, 

30-60% of denaturant concentration, running time of 12hr and voltage of 120V gave 

the best condition for this screening.  However, the DGGE condition was modified by 

decreasing the voltage to 100V and increasing the running time to 18hr to obtain 
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better results.  The results showed 3 DNA bands on DGGE gel being specific only to 

bacterial DNA of SUT tilapia when compared to the other sources. All of the 3 DNA 

bands were sequenced and aligned.  The results indicated that they were uncultured 

bacteria of different species.  Primers were designed from the 3 specific sequences 

and used to amplify DNA samples from four sources and pure cultured bacteria.  The 

results indicate that only primer pair D2 can amplify DNA samples from SUT farm 

and give a specific band of about 120 bp, but it can not amplify other samples.  

Therefore, primer D2 can be used to specify samples from SUT farm. 
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