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การพัฒนาวิธีตรวจหาเชื้อ Chicken Anemia Virus ในซีรัมด้วยเทคนิค  

Direct Real Time-Loop Mediated Isothermal Amplification
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บทคัดย่อ

	 ที่มาของการศึกษา: ไวรัสก่อโรคโลหิตจางติดต่อในไก่ (chicken anemia virus, CAV) เป็นสาเหตุของโรคโลหิตจางชนิด

รุนแรงและภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องในไก่  การติดเชื้อ CAV โดยไม่แสดงอาการมักพบในไก่ที่มีอายุมากกว่า 2-3 สัปดาห์ จึงจ�ำเป็น

ต้องอาศยัการตรวจวนิจิฉัยด้วยวธิทีางห้องปฏิบตักิาร วิธ ีPCR เป็นวิธหีนึง่ทีน่ยิมในการตรวจหาเชือ้ CAV แต่ต้องใช้ระยะเวลานาน

และอาศัยหลายขั้นตอนทั้ง DNA extraction และ gel electrophoresis 

	 วิธีการ: การศึกษาครั้งนี้จึงได้พัฒนาการตรวจหาเชื้อ CAV ในซีรัมไก่ด้วยวิธี direct real time-loop mediated                   

isothermal amplification (direct real time–LAMP) โดยประยกุต์ด้วยการต้มตวัอย่างซรีมัเป็นเวลา 10 นาท ีและแยกส่วนใส

ด้วยวิธีปั่นเหวี่ยง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเพิ่มจ�ำนวนดีเอ็นเอไวรัสจากส่วนใสตัวอย่างที่ต้มแล้วด้วยไพรเมอร์ LAMP ที่จ�ำเพาะ

ต่อยีน vp2 และตรวจวัดความขุ่นในปฏิกิริยา LAMP โดยแสดงผลทันทีด้วยเครื่องตรวจวัดความขุ่น (LAMP turbidimeter) ที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 90 นาที  

	 ผล: วิธี direct real time–LAMP ใช้เวลาในการตรวจไม่เกิน 1 ชั่วโมง 45 นาที และปริมาณไวรัสน้อยสุดที่ตรวจพบคือ 

103.2  TCID
50
 ต่อมิลลิลิตร โดยไม่พบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับไวรัสก่อโรคในสัตว์ปีกชนิดอื่น ๆ อีก 4 ชนิด ได้แก่ นิวคาสเซิล                

กัมโบโร หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ และฝีดาษในไก่ นอกจากน้ีวิธีน้ีมีความสอดคล้องกับผลทดสอบของวิธี PCR ที่ระดับการ

สอดคล้องดีมาก (ค่า kappa = 0.823) และมีค่าความไวและค่าความจ�ำเพาะของทดสอบเท่ากับ 100% และ 94.20% ตามล�ำดับ

	 สรุป: ผลการศึกษานี้บ่งชี้ว่าวิธี direct real time–LAMP ที่พัฒนาขึ้นส�ำหรับตรวจหาเชื้อ CAV ในซีรัมไก่เป็นวิธีท่ีมี          

ขั้นตอนง่ายให้ผลเร็ว มีความไวและความจ�ำเพาะสูง สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้เป็นทางเลือกหน่ึงส�ำหรับการตรวจหาเชื้อ CAV             

ในซีรัมไก่ที่ฟาร์มได้
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Abstract

	 Background: Chicken anemia virus (CAV) causes severe infectious anemia and immunodeficiency in 

chicken. Subclinical CAV infection usually appears in the chicken older than 2-3 weeks. Therefore, the laboratory 

testing is necessary for diagnosis. PCR is a common assay for CAV detection but it is time-consuming and requires 

several steps including DNA extraction and gel electrophoresis.

	 Methods: This study, we developed method for CAV detection in chicken serum by direct real time-loop 

mediated isothermal amplification (direct real time–LAMP). This method was applied with sample boiling for 

10 minutes and then separated boiled supernatants by centrifugation for 5 minutes. The supernatants were used 

to amplify viral DNA with vp2 specific LAMP primers. The turbidity in LAMP reaction was measured in real-time 

by LAMP turbidimeter at 65 °C for 90 minutes.

	 Results: The direct real time–LAMP could detect CAV in serum less than 1 hour 45 minutes and showed 

viral detection limit to be 103.2 TCID
50
/mL with no cross-reaction with other 4 poultry viruses including                

Newcastle disease virus, infectious bursal disease virus, infectious bronchitis virus and fowl pox virus.                          

In addition, this method showed the results correlated with PCR test at very good agreement (kappa value 

= 0.823). The diagnostic sensitivity and specificity were 100% and 94.20%, respectively.  

	 Conclusions: These results indicated that the evaluated direct real time-LAMP for CAV detection in 

chicken serum was simple, rapid, high sensitivity and specificity that can be applied as an alternative technique 

to detect the presence of CAV in chicken serum at farm level.
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บทน�ำ

	 โรคโลหิตจางติดต่อในไก่เกิดจากการติดเชื้อ chicken 

anemia virus (CAV) เป็นไวรัสอยู่ในวงศ์ Anelloviridae สกุล 

Gyrovirus (Rosario et al., 2017) ท�ำให้ไก่อายุน้อยกว่า 2-3 

สปัดาห์ แสดงอาการ เช่น ซีด แคระแกรน็ ต่อมไธมสัและเบอร์ซ่า

ฝ่อ มภีาวะโลหิตจางชนดิรนุแรงและตายในทีส่ดุ (Yuasa et al., 

1979) และท�ำให้เกิดภาวะภูมิคุ้มกันท�ำงานบกพร่องในไก่อายุ

มากกว่า 2-3 สัปดาห์ โดยไม่แสดงอาการ ส่งผลให้เกิดการติด

เชือ้แทรกซ้อนได้ง่าย จงึพบอตัราการป่วยและตายสงูเนือ่งจาก

การติดเชื้อชนิดอ่ืน นอกจากน้ียังส่งผลให้ไก่มีน�้ำหนักและให้

ผลผลิตลดลง CAV จึงเป็นไวรัสส�ำคัญที่สร้างความเสียหายต่อ

อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ (de Herdt et al., 2001) ส�ำหรับ

ประเทศไทยมีรายงานการติดเช้ือ CAV ในฟาร์มไก่เนื้อและไก่

พ่อแม่พันธุ์ในปี 2542 และ 2543 โดยพบมีฟาร์มไก่เนื้อที่พบ

การติดเชื้อคิดเป็น 78.38% และ 88.89% ในขณะที่ฟาร์มไก่

พ่อแม่พันธุท์ีพ่บการตดิเชือ้คดิเป็น 70.83% และ 88.71% (น�ำด ี

และคณะ, 2544) 

	 ปัจจุบันการตรวจหาเชื้อ CAV สามารถตรวจได้ด้วยวิธี 

polymerase chain reaction (PCR) โดยตรวจหาสาร

พันธุกรรมของไวรัสจากอวัยวะ เช่น ต่อมไทมัส ม้ามและตับ 

เป็นต้น (Tham and Stanislawek, 1992) โดยมเีซลล์เป้าหมาย

ของไวรัสเป็นเซลล์ hemocytoblast และ T lymphocyte 

precursor (Adair, 2000) อย่างไรกต็ามการเกบ็ตวัอย่างอวยัวะ

เหล่านีจ้�ำเป็นต้องท�ำลายสัตว์ ดงันัน้สตัว์ตดิเชือ้ CAV ทีไ่ม่มกีาร

แสดงออกของโรคจึงยากต่อการช้ีบ่งเพ่ือท�ำลายและเก็บ

ตวัอย่างอวยัวะเพือ่ตรวจหาไวรสั ซรีมัจงึเป็นตัวอย่างทีส่ามารถ

เก็บได้ง่ายจากสัตว์ที่มีชีวิตและยังพบว่ามีงานวิจัยที่สามารถ

ตรวจพบเชื้อ CAV ได้ (Tham and Stanislawek, 1992; 

Oluwayelu and Todd, 2008) รวมถึงไวรัสชนิดอื่น ๆ เช่น 

hepatitis B virus (Kaneko et al., 1990) และ canine 

distemper virus (Frisk et al., 1999) ก็สามารถตรวจพบใน

ซีรัมได้โดยใช้วิธี PCR เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามแม้วิธี PCR 

เป็นวิธีที่มีความไวและความจ�ำเพาะสูงแต่ยังต้องอาศัยเครื่อง

มือจ�ำเพาะที่มีราคาแพง มีข้ันตอนซับซ้อนและต้องอาศัยผู้

ทดสอบที่มีความช�ำนาญ รวมถึงใช้ระยะเวลาตรวจนาน 3-4 

ชั่วโมง (Dhama et al., 2014) จึงเป็นวิธีที่ไม่เหมาะสมส�ำหรับ

น�ำไปใช้ตรวจในภาคสนาม เพื่อให้รู ้ผลเร็วและด�ำเนินการ

ควบคุมโรคได้ทันที 

	 เทคนคิ Loop mediated isothermal amplification 

(LAMP) เป็นเทคนิคการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อที่สนใจ

เช่นเดียวกับวิธี PCR แต่อาศัยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

อย่างรวดเร็วด้วยอุณหภูมิเดียวภายใน 1 ช่ัวโมงและอาศัย               

ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อยนีเป้าหมาย 6-8 บรเิวณ จงึมคีวามจ�ำเพาะ

สูง นอกจากนีย้งัสามารถอ่านผลได้รวดเรว็และใช้เครือ่งมอืตรวจ

อย่างง่ายจึงสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ตรวจโรคในภาคสนามได้ 

(Notomi et al., 2000) อกีทัง้หลายการศกึษา ยงัพบว่าเทคนคิ 

LAMP มีความไวสูงกว่า PCR (Parida et al., 2004; Huang 

et al., 2010) เทคนิค LAMP จึงได้ถูกน�ำมาพัฒนาวิธีในครั้งนี้

โดยอาศยัการตรวจวดัแบบ real - time ด้วยการตรวจวดัความขุ่น

ในขณะเกดิปฏกิิรยิา LAMP ด้วยเคร่ืองตรวจวดัความขุ่น (turbi-

dimeter) และอ่านผลทันที (Mori et al., 2004) อีกทั้งได้น�ำ

ข้อดีของเทคนิค LAMP ที่สามารถตรวจจากตวัอย่างโดยตรงได้

โดยไม่ต้องสกัดสารพันธุกรรม (Abdullahi et al., 2015) มา

พัฒนาวิธีเป็นวิธี  direct real time - LAMP ขึน้ นอกจากนีย้งัน�ำ

วิธีการต้มตัวอย่างก่อนเติมลงในปฏิกิริยา LAMP โดยตรง             

(Nie et al., 2012) มาประยุกต์ใช้เพื่อเพิ่มความไวของวิธีด้วย 

โดยการพัฒนาวิธีในครั้งน้ีได้ออกแบบไพร์เมอร์ให้จ�ำเพาะกับ 

ยีน vp2 ของเชื้อ CAV ซึ่งเป็นยีนที่ถอดรหัสเป็นโปรตีนที่มี

คณุสมบตัเิป็น dual-specificity protein phosohatase (DSP) 

มบีทบาทในการควบคุมการเพิม่จ�ำนวนและการก่อโรคของไวรัส 

(Peter et al., 2002) อีกทั้งยีน vp2 ยังมีล�ำดับเบสอนุรักษ์สูง

เมือ่เปรยีบเทยีบกับยนี vp1 ซึง่แปลรหสัเป็นแคปซดิโปรตนีของ

เชื้อ CAV (Li et al., 2016) 

	 ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงเป็นการพัฒนาวิธีตรวจหาเชื้อ CAV 

ในซีรัมด้วยเทคนิค direct real time-LAMP เพื่อให้ได้วิธีตรวจ

หาไวรัสที่มีขั้นตอนง่ายและให้ผลเร็ว มีความไวและความ

จ�ำเพาะสูง

อุปกรณ์และวิธีการ
อุปกรณ์

	 ไวรสั: เชือ้ CAV มาจากวคัซนีเชือ้เป็นสายพนัธุ ์Del-Ros 

(Circomune, USA) มีปริมาณเช้ือ CAV จ�ำนวน 1 x 107.2 

TCID
50

/mL ตามที่ผู ้ผลิตระบุ ไวรัส Newcastle (NDV),                 

infectious bronchitis (IBV), infectious bursal disease 

(IBDV) และ fowl pox (FPV) จากวคัซนีเชือ้เป็น (Zoetis, USA) 
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	 ตวัอย่าง: ซรีมัไก่ไข่ เพศเมยี คละพนัธุแ์ละอาย ุเกบ็จาก

ฟาร์มแห่งหน่ึงในจังหวัดปราจีนบุรี ท่ีไม่มีประวัติการท�ำวัคซีน

แต่มีประวัติการพบเชื้อ CAV ส่งมายังศูนย์วิจัยและพัฒนาการ

สัตวแพทย์ภาคตะวันออกเพื่อชันสูตรโรคโลหิตจางติดต่อในไก่

ในระหว่างปี พ.ศ. 2553–2555 รวมจ�ำนวน 161 ตัวอย่าง ซีรัม

ควบคุมลบเป็นซีรัมให้ผลทดสอบลบด้วยวิธี PCR จากฟาร์มไก่

ทีไ่ม่มปีระวตักิารพบเชือ้ไวรสัและการท�ำวคัซีนป้องกนัเชือ้ CAV 

ส�ำหรับซีรัมควบคุมบวกเป็นซีรัมควบคุมลบที่เติมเชื้อ CAV ใน

ปริมาณ 1 x 106.2 TCID
50
/mL

	 สารเคม:ี ไพรเมอร์ LAMP จ�ำนวน 6 เส้น ออกแบบด้วย

ซอฟท์แวร์ primer explorer V4 (http://primerexplorer.

jp/elamp4.0.0/index.html) ให้จ�ำเพาะต่อบริเวณอนุรักษ์

ของยีน vp2 ของเชื้อ CAV จ�ำนวน 57 สายพันธุ์และไพรเมอร์ 

PCR จ�ำนวน 2 เส้น (Iwata et al., 1998) ดงัแสดงในตารางที ่1 

สาร dNTPs (Qiagen, Germany), thermopol buffer, 

MgSO
4
 และ Bst 2.0 warm start DNA Polymerase (New 

England Biolabs, UK), betaine และ mineral oil                       

(Sigma-Aldrich, USA) และชุดสกัด Quick-gDNA Mini Prep 

(Zymo research, USA) 

	 เครื่องมือ: เครื่องตรวจวัดความขุ่นส�ำหรับปฏิกิริยา 

LAMP (Innosence, Thailand) ตั้งอุณหภูมิที่ 65 °C และวัด

ค่าความขุ่นที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตรโดยตรวจวัดทุก ๆ 

1 วินาที เป็นเวลา 90 นาที และเครื่อง UV transilluminator 

(Syngene, UK)

การพฒันาและทดสอบหาความเหมาะสมของวธิ ีdirect real 

time–LAMP

	 ทดสอบหาระยะเวลาในการสกัดสารพันธุกรรมด้วย

เทคนคิการต้มทีเ่หมาะสมโดยน�ำซรีมัควบคมุบวกซ่ึงเตรยีมจาก

ซีรัมลบที่เติมเชื้อ CAV ซึ่งเก็บจากต่างพื้นที่ จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง 

(P1, P2 และ P3) และซีรัมควบคุมลบ จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง                 

ปิเปตใส่ลงในหลอดทดสอบ ปริมาตรละ 200 µL จ�ำนวน 7 

หลอด/ตัวอย่าง แล้วน�ำไปต้มในน�้ำเดือดที่เวลา 0 (ไม่ได้ท�ำการ

ต้ม), 1, 5, 10, 15, 20 และ 30 นาที จากนั้นน�ำไปปั่นแยกส่วน

ใสที ่12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แล้วน�ำส่วนใสปรมิาตร 2  µL 

ทดสอบในปฏิกิริยา LAMP

	 ทดสอบหาปรมิาตรตวัอย่างทีเ่หมาะสมหลงัผ่านการต้ม 

โดยน�ำซีรัมควบคุมบวกซึ่งเตรียมจากซีรัมลบที่เติมเชื้อ CAV ที่

เก็บจากต่างพื้นที่  จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง (P1, P2 และ P3) และ

ซรีมัควบคมุลบ จ�ำนวน 1 ตวัอย่าง ปิเปตใส่ลงในหลอดทดสอบ 

ปรมิาตรละ 200 µL แล้วน�ำไปต้มในน�ำ้เดอืดตามระยะเวลาการ

ต้มที่เหมาะสมท่ีได้จากการทดสอบ จากนั้นน�ำไปปั่นแยกส่วน

ใสที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที น�ำเฉพาะส่วนใสทดสอบ

ปฏิกิริยา LAMP ในปริมาตรที่แตกต่างกันดังนี้คือ 1, 2, 3, 4 

และ 5 µL

	 ปฏกิริยิา LAMP ทีใ่ช้ส�ำหรบัทดสอบมปีรมิาตรรวม 25 µL 

ประกอบด้วย ไพรเมอร์ FIP และ BIP ความเข้มข้นละ 0.8 µM, 

ไพรเมอร์ F3, B3, Loop F และ Loop B ความเข้มข้นละ 0.1 µM, 

1x thermopol buffer, Betaine ความเข้มข้น 0.8 M, dNTPs 

ความเข้มข้น 1 mM, MgSO
4 
ความเข้มข้น 8 mM, Bst 2.0 

warm start DNA polymerase ปริมาณ 8 U และส่วนใสของ

ตัวอย่างหลังผ่านการต้ม ตัวอย่างทดสอบ ผสมให้เข้ากันแล้ว 

ปิดทับด้วย mineral oil ปริมาตร 30 µL จากนั้นท�ำการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมและตรวจวัดด้วยเครื่องวัดความขุ่น 

(LAMP turbidimeter) ซึ่งแสดงผลในรูปกราฟ โดยแกน x คือ 

เวลา และแกน y คือ ค่าความขุ่น ผลบวกจะปรากฏเส้นกราฟ

โค้งชันและแสดงค่า threshold time (Tt) ซึ่งเป็นเวลาเริ่มต้น

ที่ให้ค่าความขุ่น เท่ากับ 0.005 การตรวจสอบยืนยันผลผลิต 

DNA จากปฏิกิริยา LAMP โดยน�ำผลผลิต DNA ไปวิเคราะห์

ด้วย gel electrophoresis โดยใช้ 1% agarose gel และอ่าน

ผลด้วยเครื่อง UV transilluminator ผลบวกจะปรากฏเป็น

แถบ DNA คล้ายขั้นบันได (ladder band)

การทดสอบความไวและความจ�ำเพาะของวิธี direct real 

time–LAMP

	 ความไวของวธิทีดสอบโดยเจอืจางซรีมัควบคมุบวกด้วย

ซีรัมควบคุมลบในรูปแบบ ten-fold serial dilution จ�ำนวน 

ตารางที่ 1 แสดงไพรเมอร์ทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษา

ชื่อไพรเมอร์ Sequence 5′-3′ ขนาด 
(เบส)

CAV_F3_LAMP TCC GAG TAC AGG GTA AGC 18

CAV_B3_LAMP AGC TCG TCT ACR ATA CCG 18

CAV_FIP_LAMP GCT CGT CTT GCC ATC TTA CAG TTT 

ACC ACT ACT CCC AGC C

40

CAV_BIP_LAMP GCC TTC AGA AGA GGA CGG TGT 

GTC TCC TCC GAT GTC G

37

CAV_Loop F_LAMP ACC TTC TTG CGG TTC GG 17

CAV_Loop B_LAMP CAC CAS CTC AAG CGA CTT 18

VP2.1-For_PCR GGG TGG ATG CAC GGG AAC GG 20

VP2.1_Rev_PCR GCC TTA CAC TAT ACG TAC CG 20
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7 ระดับความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้นดังนี้ คือ 106.2, 105.2, 

104.2, 103.2, 102.2, 101.2 และ 100.2 TCID
50
/mL แล้วน�ำแต่ละ

ตัวอย่างมาทดสอบด้วยวิธี direct real time-LAMP โดยใช้

ปริมาตรตัวอย่างละ 200 µL มาต้มในน�้ำเดือด เป็นเวลา 10 

นาที ปั่นแยกส่วนใสที่ความเร็ว 12,000 rpm 5 นาที แล้วน�ำ

ส่วนใสปริมาตร 2 µL ทดสอบในปฏิกิริยา LAMP จากนั้น              

น�ำตัวอย่างชุดเดียวกัน ปริมาตรละ 200 µL ไปสกัด DNA ด้วย

ชุดสกัด Quick-gDNA Mini Prep ตามวิธีการของผู้ผลิต แล้ว

น�ำ DNA ที่สกัดได้ ปริมาตร 2 µL ทดสอบด้วยวิธี PCR ตามวิธี

การของ Iwata  et al. (1998) ผลบวกจะปรากฏแถบ DNA 

ของ PCR product ซึ่งมีขนาด 660 bp ส่วนความจ�ำเพาะของ

วิธีทดสอบโดยน�ำซีรัมควบคุมลบท่ีเติมเชื้อ NDV, IBDV, IBV, 

FPV และ CAV มาทดสอบด้วยวิธี direct real time-LAMP 

โดยน�ำแต่ละตัวอย่าง ปริมาตรละ 200 µL มาต้มในน�้ำเดือด 

เป็นเวลา 10 นาที ปั่นแยกส่วนใสที่ความเร็ว 12,000 rpm 5 

นาที  แล้วน�ำส่วนใสปริมาตร 2 µL ทดสอบในปฏิกิริยา LAMP

การทดสอบหาเชื้อ CAV จากตัวอย่างซีรัมด้วยวิธี direct 
real time–LAMP และเปรียบเทียบความสอดคล้องของผล

การทดสอบกับวิธี PCR

	 ทดสอบตัวอย่างซีรัมท่ีให้ผลบวกและลบจากวิธี PCR 

จ�ำนวน 161 ตัวอย่างด้วยวธิ ีdirect real time-LAMP ค�ำนวณ

หาค่า % diagnostic sensitivity และ % diagnostic specificity 

ด้วยโปรแกรม MedCalc (Belgium) แล้วค�ำนวณค่า kappa (k) 

ด้วยโปรแกรม GraphPad (USA) เพื่อประเมินระดับความ

สอดคล้องระหว่างผลทดสอบของวธิ ีdirect real time-LAMP 

กบั PCR ตามเกณฑ์ของ Landis and Koch (1997)

ผลและวิจารณ์
การพฒันาและทดสอบหาความเหมาะสมของวธิ ีdirect real 

time–LAMP

	 ผลการพัฒนาและทดสอบหาความเหมาะสมของวิธี 

direct real time–LAMP เพือ่ตรวจหาเชือ้ CAV ในซีรมัโดยต้ม

ตวัอย่างซรัีมซึง่ประยกุต์วธิกีารมาจากการศกึษาของ Nie et al. 

(2012) แล้วน�ำเฉพาะส่วนใสตัวอย่างหลังผ ่านการต้ม                   

มาทดสอบในปฏิกิริยา LAMP พบว่า การต้มตัวอย่างซีรัมก่อน

น�ำตัวอย่างไปทดสอบในปฏิกิริยา LAMP โดยตรงที่เวลาตั้งแต่ 

10 นาที ขึ้นไปให้ค่า Tt น้อยกว่า แสดงถึงปฏิกิริยา LAMP 

สามารถเกดิได้ดกีว่า เมือ่เปรียบเทียบกบัระยะเวลาที ่5, 1 และ 0 

(ไม่ได้ท�ำการต้ม) นาท ีจึงเลอืกระยะเวลาการต้มที ่10 นาทเีป็น

ระยะเวลาการต้มตวัอย่างทีเ่หมาะสม (ตารางที ่2) ซึง่วธิกีารต้ม

ตารางที่ 2 แสดงผลการทดสอบหาระยะเวลาในการต้มตัวอย่างซีรัม
 

เวลาในการต้ม 

(นาที)

Threshold time (Tt) (นาที)

ซีรัมควบคุมบวก ซีรัมควบคุมลบ

P1 P2 P3

0 (ไม่ได้ทำ�การต้ม) 40.88 44.18 39.84 ตรวจไม่พบเชื้อ

1 37.18 40.53 35.57 ตรวจไม่พบเชื้อ

5 36.37 37.15 33.32 ตรวจไม่พบเชื้อ

10 30.52 29.29 26.38 ตรวจไม่พบเชื้อ

15 30.03 29.67 27.37 ตรวจไม่พบเชื้อ

20 29.82 30.09 27.04 ตรวจไม่พบเชื้อ

30 29.53 30.64 27.82 ตรวจไม่พบเชื้อ

ตารางที ่3 แสดงผลการทดสอบหาปรมิาตรส่วนใสตวัอย่างหลงัผ่าน

การต้มเป็นเวลา 10 นาทีส�ำหรับใช้เติมในปฏิกิริยา LAMP โดยตรง

ปริมาตรส่วนใส
ตัวอย่างหลังผ่าน

การต้ม (µL)

Threshold time (Tt) (นาที)

ซีรัมควบคุมบวก ซีรัมควบคุมลบ

P1 P2 P3

1 40.98 38.33 39.67 ตรวจไม่พบเชื้อ

2 26.95 26.87 28.01 ตรวจไม่พบเชื้อ

3 27.67 28.65 31.17 ตรวจไม่พบเชื้อ

4 57.38 55.28 49.21 ตรวจไม่พบเชื้อ

5 57.48 58.01 53.15 ตรวจไม่พบเชื้อ

ในระยะเวลาดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ Urlings et al. 

(1993) ที่พบว่าอุณหภูมิ 100°C ระยะเวลา 10 นาที สามารถ

ท�ำลายอนภุาคเชือ้ CAV ท�ำให้เกดิการปลดปล่อยสารพนัธกุรรม

ของไวรัส เมื่อน�ำมาทดสอบในปฏิกิริยา LAMP โดยตรงจึงเกิด

ปฏิกิริยาได้ดี 

	 ส่วนปรมิาตรส่วนใสซรัีมหลงัผ่านการต้มในเวลา 10 นาที

ส�ำหรบัใช้ทดสอบในปฏกิิรยิา LAMP โดยตรงนัน้พบว่า 2 µL เป็น

ปรมิาตรทีเ่หมาะสม โดยผลทดสอบให้ค่า Tt น้อยทีส่ดุ แสดงว่า

ปฏกิริยิา LAMP เกดิได้ดทีีส่ดุ เมือ่เปรียบเทยีบกับปรมิาตรอ่ืน ๆ  

(ตารางที ่3) นอกจากนีผ้ลทดสอบยงัแสดงให้เหน็ว่าปรมิาณส่วนใส

ของตัวอย่างหลังผ่านการต้มมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยา LAMP 

เมื่อใช้ปริมาณน้อยเกินไปโอกาสตรวจพบสารพันธุกรรมของ

ไวรสัจะลดลงหรอืใช้ปรมิาณมากเกนิไป เกลือต่าง ๆ  ทีอ่ยูใ่นส่วนใส

ของตัวอย่างอาจไปรบกวนการท�ำงานของเอนไซม์ Bst DNA 

polymerase แม้ว่าเอนไซม์ชนดิน้ีจะมคุีณสมบตัทินทานต่อสาร

หรือตัวยับยั้งต่าง ๆ ในตัวอย่างชีวภาพได้ดีก็ตาม (Nie et al., 

2012) จึงท�ำให้ปฏิกิริยา LAMP เกิดขึ้นได้ไม่ดีเท่าที่ควร  
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	 จากการพัฒนาวิธี direct real time-LAMP ครั้งนี้             

จงึท�ำให้ได้วธิทีีไ่ม่จ�ำเป็นต้องใช้ชดุสกดัหรอืสารเคมที�ำให้ช่วยลด

ต้นทุนในการสกัดสารพันธุกรรม อีกท้ังช่วยลดระยะเวลาและ

ความยุ่งยากในการตรวจหาเชื้อ CAV ในซีรัมโดยอาศัยขั้นตอน

การเตรียมตัวอย่างซีรัมด้วยวิธีต้มใช้ระยะเวลารวม 15 นาที 

และขั้นตอนการตรวจวัดความขุ่นในปฏิกิริยา LAMP ใช้ระยะ

เวลาภายใน 15-90 นาที ทั้งนี้ความเร็วในการอ่านผลขึ้นอยู่กับ

ปริมาณของไวรัส วิธีนี้จึงใช้เวลาการตรวจไม่เกิน 1 ชั่วโมง 45 

นาที เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี PCR ซึ่งจ�ำเป็นต้องสกัดสาร

พันธุกรรมและตรวจวัดสารพันธุกรรมที่ถูกเพิ่มปริมาณด้วยวิธี 

gel electrophoresis จึงใช้ระยะเวลาในการตรวจนาน 3-4 

ชัว่โมง (Dhama et al., 2014) ดงันัน้วธิ ีdirect real time-LAMP 

ทีพ่ฒันาขึน้นีจึ้งมข้ัีนตอนง่ายและให้ผลเรว็กว่าวธิ ีPCR   อย่างไร

กต็ามวธิ ีdirect real time-LAMP และวธีิ PCR ต่างสามารถให้

ผลบวกต่อไวรัสจากธรรมชาตแิละไวรัสจากวคัซีนเช้ือเป็น ดงันัน้

วิธีดังกล่าวจึงเหมาะกับฟาร์มท่ีไม่มีประวัติการท�ำวัคซีน CAV 

เท่านั้นและควรซักประวัติการใช้วัคซีนก่อนน�ำวิธีดังกล่าวไป

ประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค

A

B C

660 bp

ความไวและความจ�ำเพาะของวธิ ีdirect real time–LAMP

	 ผลทดสอบความไวของวิธี direct real time-LAMP ที่

พัฒนาขึ้นในครั้งนี้ พบว่าปริมาณเช้ือ CAV น้อยสุดที่สามารถ

ตรวจพบอยู่ที่ 103.2 TCID
50
/mL (รูปที่ 1A และ 1B) กรณีถ้า

ไวรสัในซรีมัมปีรมิาณน้อยกว่า limit of detection ดงักล่าวจะ

ไม่สามารถตรวจพบได้ อย่างไรก็ตามเมือ่เปรยีบเทยีบความไวของ

วิธี direct real time-LAMP กับวิธี PCR ซึ่งสามารถตรวจพบ

เชื้อ CAV น้อยสุดที่ 104.2 TCID
50
/mL โดยเกิดแถบ PCR prod-

uct มีขนาด 660 bp (รูปที่ 1C) พบว่าวิธี direct real time-

LAMP มีความไวสูงกว่าวิธี PCR 10 เท่า  ส่วนผลทดสอบความ

จ�ำเพาะของวธิ ีdirect real time-LAMP พบว่า ให้ผลบวกต่อเชือ้ 

CAV เท่านั้น ส่วนผลการทดสอบด้วยไวรัสในสัตว์ปีกชนิดอื่น ๆ 

อีก 4 ชนิด ได้แก่ NDV, IBDV, IBV และ FPV ให้ผลลบทั้งหมด 

(รูปที่ 2A และ 2B) แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ LAMP ที่ออกแบบ

เพื่อใช้ในการศึกษานี้มีความจ�ำเพาะต่อยีน vp2 ของเชือ้ CAV 

สูงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับไวรัสในสัตว์ปีกชนิดอื่นๆ ท้ังเช้ือ 

NDV, IBDV, IBV และ FPV

การทดสอบหาเชือ้ CAV จากตวัอย่างซรีมัด้วยวธิ ีdirect real 

time–LAMP และเปรียบเทียบความสอดคล้องของผลการ

ทดสอบกับวิธี PCR

	 จากการน�ำวธิ ีdirect real time-LAMP ไปทดสอบหาเชือ้ 

CAV ในตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลบวกและลบด้วยวิธี PCR ซึ่งเป็นวิธี

อ้างอิงส�ำหรับการศึกษานี้ จ�ำนวน 161 ตัวอย่าง พบวิธี direct 

real time-LAMP ให้ผลบวกจ�ำนวน 31 ตัวอย่าง และผลลบ

จ�ำนวน 130 ตัวอย่าง ในขณะที่วิธี PCR ให้ผลบวกจ�ำนวน 23 

ตัวอย่าง และผลลบจ�ำนวน 138 ตัวอย่าง โดยพบวิธี direct 

real time-LAMP ให้ผลบวกสูงกว่าวิธี PCR จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง 

ซึง่อาจเป็นผลจากความไวของวธิ ีdirect real time-LAMP ทีส่งู

กว่าวิธี PCR จึงท�ำให้สามารถตรวจพบไวรัสในปริมาณต�่ำได้ดี

กว่าวธิ ีPCR และจากผลการทดสอบสามารถแสดงค่า diagnostic 

sensitivity และ diagnostic specificity ของวิธี direct real 

time-LAMP ได้เท่ากับ 100% และ 94.20% ตามล�ำดับ 

นอกจากนี้ยังแสดงความสอดคล้องระหว่างผลทดสอบกับผล

ทดสอบของวิธี PCR อยู่ในระดับดีมาก โดยพิจารณาจากค่า k 

ซึ่งให้ค่าเท่ากับ 0.823 ดังแสดงในตารางที่ 4 จึงแสดงให้เห็นว่า

วธิ ีdirect real time-LAMP มคีวามไวและความจ�ำเพาะสงูรวม

ทั้งให้ผลทดสอบสอดคล้องกับวิธี PCR

รูปที่ 1 ผลการทดสอบหาความไวของวิธี direct real time–LAMP และ
วิธี PCR โดยรูป A และ B แสดงผลการทดสอบหาความไวของวิธี direct 
real time–LAMP ด้วยเครื่องตรวจวัดความขุ่น และตรวจสอบยืนยัน
ผลผลิต DNA จากปฏิกิริยา LAMP ด้วยวิธี gel electrophoresis ตาม
ล�ำดับ ส่วนรูป C แสดงผลการทดสอบหาความไวของวิธี PCR โดยเส้นที่ 
1–8 (A) และเลนที่ 2-9 (B และ C) แสดงถึง 106.2, 105.2, 104.2, 103.2, 
102.2, 101.2, 100.2 CAV TCID

50
/mL และตัวอย่างซีรัมควบคุมลบ (-VE) 

ตามล�ำดับ ส่วนเลนที่ 1 (B และ C) แสดงถึง 1kb และ 100 bp DNA 
ladder ตามล�ำดับ
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รปูที ่2  ผลการทดสอบหาความจ�ำเพาะของวิธ ีdirect real time–LAMP 
ต่อเชื้อ CAV และไวรัสในสัตว์ปีกชนิดอื่น ๆ ด้วยเครื่องตรวจวัดความขุ่น 
(A) และตรวจสอบยืนยันผลผลิต DNA จากปฏิกิริยา LAMP ด้วยวิธี gel 
electrophoresis (B) โดยเส้นที่ 1–6 (A) และเลนที่ 2-7 (B) แสดงถึง
แสดงถึงสารพันธุกรรมของเชื้อ NDV, IBDV, IBV, FPV, CAV และตัวอย่าง
ซีรัมควบคุมลบ (-VE) ตามล�ำดับส่วนเลนที่ 1 (B) แสดงถึง 1 kb DNA 

ladder

	 การศึกษาน้ีจึงเป็นการศึกษาหน่ึงท่ีพบว่าเชื้อ CAV 

สามารถตรวจพบได้ในซีรัมด้วยวิธี direct real time-LAMP  

นอกเหนอืจากการศกึษาของ Tham and Stanislawek (1992) 

ที่ตรวจพบเชื้อ CAV ด้วยวิธี PCR จากซีรัมไก่ที่ให้ผลลบเมื่อ

ตรวจด้วยวิธีทางซีรัมวิทยา โดยการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบเชื้อ 

CAV คิดเป็น 19.25% (31/161) ในฟาร์มไก่ไข่ที่ไม่พบประวัติ 

การท�ำวัคซีนแสดงถึงสัตว์มีการติดเช้ือโดยธรรมชาติและมีการ

แพร่กระจายเชื้อ CAV ภายในฝูงสัตว์ การตรวจพบเชื้อ CAV ใน

คร้ังนีจ้งึช่วยบ่งช้ีสตัว์ทีเ่ป็นพาหะท�ำให้สามารถคดัแยกสัตว์ตดิเช้ือ 

ออกจากฝงูได้ นอกจากนีห้ากมกีารตรวจเช้ือ CAV ในซรีมัควบคู่

กบัการตรวจวดัระดบัภมูคิุม้กนัต่อเชือ้ CAV จะสามารถบอกถงึ

การติดเชื้อไวรัสที่อยู่ในระยะ persistent viremia เพิ่มเติมได้ 

ในกรณทีีต่รวจพบทัง้เชือ้ CAV และภมิูคุม้กันต่อเชือ้ CAV พร้อม

กันจากตัวอย่างซีรัม (Oluwayelu and Todd, 2008) 

A

B

ตารางที่ 4 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ CAV ในซีรัมด้วยวิธี direct 

real time-LAMP เปรียบเทียบกับผลทดสอบของวิธี PCR 

วิธี
PCR

รวม
ผลบวก ผลลบ

direct 
real time 
- LAMP

ผลบวก 23 8 31

ผลลบ 0 130 130

รวม 23 138 161

diagnostic sensitivity: 100% (23/23); 95%CI, 85.18%-100% 

diagnostic specificity: 94.20% (130/138); 95%CI, 88.90%-97.46%

kappa value (k): 0.823 “very good agreement”

poor (k<0.20), fair (k: 0.21–0.40), moderate (k:0.41–0.60), good                                     

(k: 0.61–0.80), very good (k: 0.81-1.00) (Landis and Koch,1977) 

สรุปและข้อเสนอแนะ

	 การพัฒนาเทคนิค direct real time-LAMP ในครั้งนี้

ท�ำให้ได้วิธีตรวจหาเชื้อ CAV ในซีรัมไก่ที่ง่ายและไม่สิ้นเปลือง 

ให้ผลเรว็ไม่เกนิ 1 ชัว่โมง 45 นาท ี มคีวามไวสูงกว่าวธิ ีPCR 10 เท่า

และมีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ CAV สูง จึงเป็นวิธีทางเลือกหน่ึง

ส�ำหรับตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ CAV ในภาคสนามที่ฟาร์มหรือ

พื้นที่เกิดโรคช่วยให้รู้โรคเร็วท�ำให้การควบคุมโรคเป็นไปอย่าง

ทันท่วงที อย่างไรก็ตามวิธี direct real time-LAMP ยังมี                

ข้อจ�ำกัดที่สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้กับฟาร์มท่ีไม่มีประวัติการ

ท�ำวัคซีน CAV ได้เท่านั้น ส�ำหรับการศึกษาในอนาคตผู้วิจัยอาจ

น�ำเทคนิค direct real time-LAMP ไปประยุกต์ใช้พัฒนาวิธี

ตรวจหาเชื้อก่อโรคในสัตว์ที่ส�ำคัญชนิดอื่น ๆ ต่อไป
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