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บทคัดย่อ 

 การพัฒนาเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เพ่ือตรวจหาเช้ือ 
Mycoplasma gallisepticum โดยการออกแบบชุดไพรเมอร์ (primer) จํานวน 4 สาย (MG_FIP MG_BIP 
MG_LF loop และ MG_LB loop) จากลาํดับนิวคลิโอไทด์ (nucleotide) ของ Mycoplasma 
gallisepticum str. R (high), complete genome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 
CP001872.1?from=334116&to =335620) เมื่อนํา primer ไปทดสอบกับ gDNA ของเช้ือ Mycoplasma 
gallisepticum Mycoplasma synoviae และ Mycoplasma hyorhinis เครื่อง isothermal ที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่าชุด primer มีความจําเพาะต่อเช้ือ Mycoplasma 
gallisepticum และมีความไวแม้จะมีปริมาณ gDNA เพียงเล็กน้อย (1μg/ml) 
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การพัฒนาเทคนคิ Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

เพื่อตรวจหาเชื้อ Mycoplasma gallisepticum  

บทนํา 

ในกระบวนการผลิตวัคซีนสัตว์ปีก ที่ผลิตจากไข่ไก่ฟักจะต้องไม่มีการปนเปื้อนเชื้อมัยโคพลาสมา 
(mycoplasma) โดยเฉพาะ Mycoplasma gallisepticum (M. gallisepticum) ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคติด
เชื้อระบบทางเดินหายใจในสัตว์ปีก สร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ ทําให้
นํ้าหนักลด การวางไข่ลดลง และอัตราการตายของตัวอ่อนสูงขึ้น หากมีการติดเชื้อร่วมกับโรคนิวคาสเซิล 
หรือโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่จะทําให้ความรุนแรงของโรคมากขึ้น เชื้อ mycoplasma สามารถมี
ชีวิตอยู่ได้ 1-14 วันภายนอก host แพร่กระจายโดยการสัมผัส ทางน้ําเชื้อของเพศผู้ และจากแม่ไก่สู่ไข่ 
หรือแม้แต่ในวัคซีนที่ไม่ได้ผลิตจากไข่ปลอดเช้ือเฉพาะ การตรวจวินิจฉัยต้องทําในห้องปฏิบัติการซึ่งมีหลาย
วิธีที่แตกต่างกัน (Stipkovits and Kempf, 1996) 

สํานักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) ตรวจการปนเป้ือนเช้ือ mycoplasma ของวัคซีนโดยใช้วิธีตรวจ
ปฏิกิริยาทางชีวเคมี ซึ่งเป็นการตรวจเอ็นไซม์ที่เกิดจากการเจริญเติบโตของเช้ือ mycoplasma (Lonza, 2011) 
และตรวจยืนยันเช้ือ mycoplasma ด้วยการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ตามวิธีมาตรฐานในการตรวจการ
ปนเป้ือนหรือการติดเช้ือ mycoplasma จากสิ่งส่งตรวจ (OIE, 2008) แต่อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเช้ือต้อง
ใช้เวลานานถึง 3 สัปดาห์ เน่ืองจากเช้ือมีการเจริญเติบโตช้าและหากมีการปนเป้ือนแบคทีเรียชนิดอ่ืนร่วมด้วย 
จะไม่สามารถเพาะเช้ือ mycoplasma ได้ (Kleven, 2008) ในการตรวจยืนยันชนิดของเช้ือต้องเพ่ิมปริมาณ
เช้ือ จึงมีโอกาสท่ีเช้ือจะแพร่กระจายสู่สภาพแวดล้อม ปัจจุบันมีเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่เรียกว่า Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) ที่พัฒนาโดยทีมนักวิจัยชาวญี่ปุ่น (Notomi et al., 2000) 

 มีการพัฒนาเทคนิค Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) ในการทดสอบหาเช้ือ
หลายชนิด เช่น การทดสอบหาเช้ือวัณโรค หาเช้ือ Mycoplasma synoviae การตรวจหาเช้ือไวรัสในพืช 
(ธงชัยและคณะ 2013 Panno et.al., 2020 Kursa et.al., 2015 Zhang et.al., 2023) โดยเทคนิค LAMP 
เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ DNA หรือ RNA ที่ทํางานที่ อุณหภูมิคงที่ (isothermal) 60 – 65 ºC ซึง่ต่างจาก 
PCR ที่ต้องใช้การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ (thermocycling) หลักการสําคัญคือการใช้ เอนไซม์ DNA 
polymerase ที่มีคุณสมบัติ strand displacement และ primer หลายสายที่จําเพาะต่อเป้าหมาย โดยมี
องค์ประกอบของปฏิกิริยาประกอบด้วย DNA template (หรือ RNA ถ้าเป็น RT-LAMP) primer 4–6 สาย (2 
primer ภายใน (FIP และ BIP) 2 primer ภายนอก (F3 และ B3) บางระบบใช้ loop primers (LF, LB) เพ่ือ
เพ่ิมความเร็ว) DNA polymerase ที่มี strand displacement activity (เช่น Bst polymerase) dNTPs 
buffer Mg2+, และบางคร้ังอาจมี dye หรือสารฟลูออเรสเซนต์ (Notomi et.al., 2000) 

 การเกิดปฏิกิริยาของ LAMP เริ่มต้น (Initial priming) โดย primer FIP (Forward Inner Primer) 
จับกับตําแหน่ง F2 บนดีเอ็นเอเป้าหมาย และเริ่มการจําลองดีเอ็นเอใหม่ primer F3 จับบริเวณ F3 (อยู่ถัดไป
ทาง 5’) และสงัเคราะห์ดีเอ็นเอใหม่ ดันสายดีเอ็นเอที่สังเคราะห์โดย FIP ออก (strand displacement) สายดี
เอ็นเอที่หลุดออกมาจะมีโครงสร้างปลายเป็น “ห่วง (loop)” เพราะส่วนปลายของ primer FIP มีลําดับ F1c ที่



สามารถจับกับลําดับ F1 จะได้โครงสร้าง “stem-loop DNA” ที่สามารถทําหน้าที่เป็น template สาํหรับ
ปฏิกิริยารอบถัดไป ส่วนการจําลองดีเอ็นเอทางฝั่งตรงข้าม (ทางด้าน 3’) กระบวนการเหมือนกันกับฝั่ง 5’  โดย
ใช้ primer BIP (Backward Inner primer) และ primer B3 จะได้สายดีเอ็นเอที่มีปลายทั้งสองด้านเป็น 
“loop” เพ่ือใช้ในการจําลองดีเอ็นเอแบบต่อเน่ือง (Cycling Amplification) โดยสายที่มีปลายเป็น loop จะ
ใช้เป็น template ให ้primer FIP/BIP จับและขยายต่อ เมื่อใช้ loop primers (LF, LB) จะย่ิงเร่งให้ปฏิกิริยา
เร็วขึ้น เพราะเพ่ิมจุดเริ่มต้นให้การจําลอง (Notomi et. al., 2000) ทุกๆ รอบของปฏิกิริยาจะสร้างสายดีเอ็นเอ
ใหม่ทีม่ีปลายเป็น loop เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ เกิด DNA หลายขนาด (ladder-like pattern) และจํานวนมาก ภายใน
เวลาสั้น (30–60 นาที) และทําให้เกิดmagnesium pyrophosphate ทําให้สารละลายขุ่นจนสามารถสังเกต
ด้วยตาเปล่าได้ (Mori et.al., 2001) 

 การตรวจวัดผลของปฏิกิริยา LAMP การตรวจวัดผลทําได้หลายวิธี โดยแต่ละวิธีมีความเหมาะสม
แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ เช่น การตรวจในห้องปฏิบัติการ หรือการตรวจภาคสนาม (point-of-care 
testing) โดยการสังเกตความขุ่น (Turbidity detection) การเรืองแสง (Fluorescence detection) เกิดจาก 
dye ที่จับกับ DNA และตรวจดูภายใต้แสง UV การตรวจด้วยเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (Gel electrophoresis) จะ
พบแถบดีเอ็นเอหลายขนาด เป็นต้น (อมรรัตน์ 2554) 

 

รูปที่ 1 ปฏิกิรยิา Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) ที่มา Notomi et.al., 2000 

 

 

 



อุปกรณ์และวิธีการ 

ออกแบบ primer  

 ออกแบบ primer ที่จําเพาะต่อเช้ือ MG จากลําดับ nucleotide ของ Mycoplasma gallisepticum 
str. R(high), complete genome 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATTAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGATCGGATGTAGCA 

ATACATTAGAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCCAATCTGCCTTATAGTGGGGGATAACTAGTCGAAA 

GATTAGCTAATACCGCATAACAAGTTAACTATCGCATGAGAATAACTTTAAAGAAGCAACTGCTTCGCTA 

TAAGATGAGGGTGCGGCATATCAGCTAGTTGGTGAGGATAATGGCCCACCAAGGCGATGACGTGTAGTTA 

TGCTGAGAGGTAGAATAACCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG 

AATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTTTTAGATTGTA 

AAGTTCTTTTATTTGGGAAGAACAGTTAATAGAGTGGAAAGCTATTAATTTGACTGTACCATTTGAATAA 

GTAACGACTAACTATGTGCCAGCAGTCGCGGTAATACATAGGTTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGC 

GTAAAACAAGCGCAGGCGGATTAGAAAGTCTGGTGTTAAAAGCAATTGCTTAACGATTGTATGCATTGGA 

AACTTCTAGTCTAGAGTTTGGTAGAGAGTCCTGGAACTCCATGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG 

GAAGAACACCAGAGGCGAAGGCGAGGACTTGGGCCAATACTGACGCTTAGGCTTGAAAGTGTGGGGAGCA 

AATAGGATTAGATACCCTAGTAGTCCACACTGTAAACGATGGATGTTAAGTGTCGGAGCGAATACTTCGG 

TGCTGCAGTTAACACATTAAACATCCTGCCTGAGTAGTACATTCGCAAGAATGAAACTCAAACGGAATTG 

ACGGGGACCCGCACAAGTGGTGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGGTACACGAAAAACCTTACCTAGACTT 

GACATCTTGGGCGAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTCAACCCAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC 

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCGTTAGTTACTTTGTCTA 

ACGAGACTGCCAACGTAAGTTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGG 

CTGCAAACGTGCTACAATGGCCAATACAATCAGTTGCAAATCCGTAAGGTGGAGCTAATCTGTAAAGTTG 

GTCTCAGTTCGGATTGAGGGCTGCAATTCGCCCTCATGAAGTCGGAATCACTAGTAATCGCGAATCAGCC 

ATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAAACTATGAGAGCTGGTAATATCTA 

AAACCGTGTTGCTAACCGCAAGGAAGCGCATGTCTAGGGTAGGGCCGGTGATTGGAGTTAAGTCGTAACA 

AGGTACCCCTACGAGAACGTGGGGGTGGATTACCT 

ที่มา :https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001872.1?from=334116&to=335620 

 

gDNA 

 gDNA (M. gallisepticum Mycoplasma synoviae  (M. synoviae) และ Mycoplasma 
hyorhinis (M. hyorhinis)) ได้รับอนุเคราะห์จากสถาบันสขุภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสตัว์ 

 

 



ปฏิกิริยา LAMP 

 1. เตรียมปฏิกิริยาโดยมีส่วนประกอบ ดังน้ี 

Components Volume for     
1 rxn (μl) 

10X Bsm buffer 2.5 
25 mM MgCl2 
10 mM dNTP mix 
40 μM FIP primer 
40 μM BIP primer 
10 μM F3 primer 
10 μM B3 primer 
10 μM Loop F primer 
10 μM Loop B primer 
Nuclease-free water 
8 U/μl Bsm DNA polymerase, large fragment 
DNA template 

4 
3.5 
1 
1 

0.5 
0.5 
1 
1 
8 
1 
1 

total 25 
  

 2. นําหลอดที่เตรียมปฏิกิริยาแล้ว ไปใส่เคร่ือง isothermal1 ต้ังอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาท ีเมื่อครบเวลาให้หยุดปฏิกิริยา (inactivate) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 

การตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาด้วยแสง UV-vis 

 เติม 1X SYBR Safe ปริมาตร 1 μl ลงในหลอดปฏิกิริยา แล้วนําไปตรวจสอบด้วยการดูสีฟลูออเรส
เซนต์ ด้วยเครื่อง Chemiluminescence2 ถ้ามี product เกิดขึ้นจะเปลี่ยนสีต้ังต้นจากสีส้ม ให้กลายเป็นสี
เขียว เมื่อดูภายใต้แสง UV (302 nm) ดังรูปที่ 2 และจะเรืองแสงเมื่อดูภายใต้แสง UV (365 nm) ดังรูปที่ 3 

 

รูปที่ 2 ตรวจสอบด้วยการดูสีฟลูออเรสเซนต์เมื่อดูภายใต้แสง UV (302 nm) 

 
1 Flex Cycler 2, Germany 

2 Omega Lum G, USA 



 

รูปที่ 3 ตรวจสอบด้วยการดูสีฟลูออเรสเซนต์เมื่อดูภายใต้แสง UV (365 nm) 

 

ทดสอบความจําเพาะ (specificity) 

 ทดสอบ specificity ของ primer ที่จําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum โดยนําชุด primer ที่จําเพาะ
ต่อเช้ือ M. gallisepticum ไปทําปฏิกิริยากับ gDNA ของเช้ือ M. gallisepticum  M. synoviae และ M. 
hyorhinis ที่ความเข้มข้นชนิดละ 5 μg/mlโดยมี Nuclease-free water เป็นตัวควบคุมลบ (negative 
control) แล้วนําไปตรวจสอบผลของปฏิกิริยาด้วยแสง UV-vis 365 nm 

 

การทดสอบความไว (sensitivity) 

 ทดสอบ sensitivity ของ primer ที่จําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum โดยนําชุด primer ที่จําเพาะ
ต่อเช้ือ M. gallisepticum ไปทําปฏิกิริยากับ gDNA ของเช้ือ M. gallisepticum ที่ความเข้มข้น 4, 3, 2 และ 
1μg/ml โดยมี Nuclease-free water เป็นตัวควบคุมลบ (negative control) แล้วนําไปตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาด้วยแสง UV-vis 365 nm 

ผล 

การออกแบบ primer ที่จําเพาะต่อเชื้อ M. gallisepticum 

ตารางที่ 1 ลําดับเบสของ primer จําเพาะต่อเชื้อ M. gallisepticum 

Primer sequence 
MG_F3a TGACATCTTGGGCGAAGC 
MG_B3a GCCCTAGACATAAGGGGCAT 
MG_FIP CCAACATCTCACGACACGAGCT-AGTGGAGGTCAACCCAATGA 
MG_BIP CAACGAGCGCAACCCTTATCGT-ACGTCATCCCCACCTTCC 
MG_LF loop GACAACCATGCACCACCTG 
MG_LB loop TAGTTACTTTGTCTAACGAGACTGC 

ที่มา: aที่มา: OIE, 2008 

 

Test      ng



การทดสอบความจําเพาะ (specificity) 

 ผลการทดสอบ specificity ของ primer ทีจ่ําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum โดยนําชุด primer ที่
จําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum ไปทําปฏิกิริยากับ gDNA ของเช้ือ M. gallisepticum  M. synoviae และ 
M. hyorhinis ที่ความเข้มข้นชนิดละ 5 μg/ml พบว่าชุด primer ทําปฏิกิริยาได้เฉพาะ gDNA ของเช้ือ M. 
gallisepticum เท่าน้ัน แสดงว่าชุด primer มีความจําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum ดังแสดงผลในรูปที่ 4 

 

 

รูปที่ 4 การทดสอบ specificity ของ primer ที่จําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum M. synoviae และ  

 M. hyorhinis ที่ความเข้มข้นชนิดละ 5 μg/ml 

 

การทดสอบความไว (sensitivity) 

 ผลการทดสอบ sensitivity ของ primer ทีจ่ําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum โดยนําชุด primer ที่
จําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum ไปทําปฏิกิริยากับ gDNA ของเช้ือ M. gallisepticum ที่ความเข้มข้น 4, 3, 
2 และ 1μg/ml พบว่าชุด primer ทําปฏิกิริยาได้แม้ความเข้มข้นของ gDNA จะมีปรมิาณน้อยเพียง 1μg/ml 
แสดงว่าชุด primer มีความไวแม้จะมีปริมาณ gDNA เพียงเล็กน้อย 

 

รูปที่ 5  การทดสอบ sensitivity ของ primer ที่จําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum ที่ความเข้มข้น  

 4 3 2 และ 1μg/ml 

 

 

 

  MG         MS          MHr     ng 

    4        3     2       1          ng 



สรุปและวิจารณ์ 

 ชุด primer ที่ใช้ในการทดลองนี้มีจําเพาะต่อเช้ือ M. gallisepticum และมีความไวสูง แต่ควรจะมี
การทดสอบต่อเช้ือมัยโคพลาสมาชนิดอ่ืนๆเพ่ิมเติมให้มากกว่าน้ีเพ่ือเพ่ิมความมั่นใจว่าชุดไพรเมอร์ที่ได้จะ
สามารถตรวจสอบแยกเช้ือ M. gallisepticum ออกจากเช้ือ Mycoplasma ชนิดอ่ืนๆได้อย่างถูกต้อง และการ
ทดสอบความไวควรทดสอบปริมาณเช้ือที่น้อยกว่า 1 μg/ml เพ่ือให้สามารถหาปริมาณที่น้อยที่สุดที่ชุด 
primer น้ีจะสามารถตรวจพบได้ และควรมีการทดสอบกับกลุ่มตัวอย่างจริงเช่น ใน allantoic fluid ตัวอย่าง
จากไก่ปลอดเช้ือเฉพาะ เพ่ือให้สามารถตรวจการปนเป้ือนของเช้ือ Mycoplasma gallisepticum ในเบ้ืองต้น
ก่อนการนําไปใช้ในการผลิตวัคซีนต่อไป 

 การทดสอบทางชีวโมเลกุลมีหลายเทคนิค แม้การทดสอบโดยเทคนิค LAMP จะมีข้อดีคอืสามารถ
ทดสอบได้ด้วยอุณหภูมิเดียว ไม่ต้องใช้เครื่อง thermocycler ใช้เวลาน้อยเพียง 30–60 นาที และมีความไวสูง 
แต่ก็มีข้อเสียคอืออกแบบ primer ยากกว่าการปฏิกิริยา PCR ทั่วไป ดีเอ็นเอมีขนาดหลากหลายทําให้ไม่
สามารถใช้ gel electrophoresis วัดขนาดเฉพาะได้ง่าย ดังน้ันการเลือกเทคนิคเพ่ือใช้ในการทดสอบควร
คํานึงถึงหลายๆปัจจัยและความเหมาะสมเพ่ือให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
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 ขอขอบคุณ สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ที่อนุเคราะห์ gDNA เพ่ือใช้ในการทดลอง ขอขอบคุณ
เจ้าหน้าที่กลุ่มวิจัยและพัฒนา สํานักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ทุกท่านที่อํานวยความสะดวกและสนับสนุน
โครงการวิจัยน้ี ให้สําเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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