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บทคัดย่อ
	 หลักการและวัตถุประสงค์: การตรวจวินิจฉัยโรคที่ถูกต้องแม่นย�ำรวดเร็วและมีราคาที่

เข้าถึงได้ มีความส�ำคัญจ�ำเป็นในการจัดการกับโรคติดเชื้อโดยเฉพาะโรคติดเชื้ออุบัติใหม่ เช่น 

โรคโควิด-19 ท่ีเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขของทุกประเทศท่ัวโลกรวมถึงประเทศไทย Loop 

mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นวิธีการตรวจวินิจฉัยแบบรวดเร็วที่ได้รับความ

นยิมเนือ่งจากท�ำได้ง่ายและมคีวามแม่นย�ำ หน่วยชวีโมเลกลุวนิจิฉยั งานห้องปฏบิตักิารเวชศาสตร์

ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์ได้มีการด�ำเนินการเพื่อพัฒนาห้องปฏิบัติการเพื่อตรวจวินิจฉัย 

โรคโควิด-19 จนสามารถผ่านมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และได้รับประกาศเป็น

ห้องปฏิบัติการเครือข่ายตรวจ SARS-CoV-2 ได้ การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้

เทคนิค Loop mediated isothermal amplification เพื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน (real-time 

RT-PCR) เพื่อใช้ในการเตรียมทางเลือกส�ำหรับรับมือการตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 

	 วิธีการศึกษา: ประยุกต์ใช้ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมส�ำหรับการท�ำปฏิกิริยา LAMP โดย

สังเคราะห์ RNA เป้าหมายเพื่อทดลองหาปฏิกิริยาที่เหมาะสมและหา LOD น�ำชุดตรวจ LAMP ที่

ได้ไปทดสอบกับ clinical samples ของโรงพยาบาลเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน
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	 ผลการศึกษา: พบว่า primer ที่เลือกใช้ในการท�ำปฏิกิริยา LAMP เพื่อทดสอบ SARS-

COV-2 มีความไวโดยผลบวกกับ N gene viral RNA synthesis ได้ไปถึง 200 RNA copies 

number และเมื่อน�ำมาตรวจสอบความจ�ำเพาะ (specificity) ในการเกิดปฏิกิริยาพบว่า primer 

LAMP ที่เลือกใช้ให้ผลบวกกับ SARS-COV-2 ได้อย่างจ�ำเพาะ โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อใน

กลุ่ม respiratory tract infection อื่นๆ ได้แก่ Influenza, Parainfluenza, RSV และเชื้อในกลุ่ม 

common coronavirus อื่นๆ รวมถึงเชื้อที่ท�ำให้เกิดไข้ไม่ทราบสาเหตุ เช่น ไวรัสเดงกี่ ชิคุนกุนยา 

หรือ ซิกา เมื่อน�ำมาเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน real-time RT-PCR พบว่าวิธี LAMP ให้ผล

สอดคล้องในแนวทางเดียวกันกับวิธีมาตรฐาน 

	 สรุป: การประยุกต์ใช้ LAMP เพื่อตรวจวินิจฉัยเชื้อ Covid-19 ในงานห้องปฏิบัติการ

เวชศาสตร์ชนัสตูร โรงพยาบาลศรนีครนิทร์มคีวามเป็นไปได้ เน่ืองจากมคีวามสามรถในการตรวจ

ได้อย่างจ�ำเพาะ และตรวจได้ผลสอดคล้องกับวิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ตามเน่ืองจากปริมาณของ

ตัวอย่างส่งตรวจยังมีไม่มากจึงจ�ำเป็นต้องมีการศึกษาต่อไป

 

ค�ำส�ำคัญ: Covid-19, Rapid detection, LAMP

ความสำ�คัญและที่มาของโครงการ 
	 ไวรัสโคโรนา (Coronavirus; CoV) เป็นไวรัสส�ำคัญที่มีความสามารถในการก่อโรคในคน

และสัตว์ได้ในหลายระบบ เชื้อในกลุ่ม coronavirus ที่ก่อโรคในคนมี 7 ชนิด แบ่งเป็น common 

coronavirus 4 ชนิด ได้แก่สายพันธุ์ 229E, NL63, OC43 และ HKU1 (https://www.cdc.gov/

coronavirus/types.html) และเชื้อที่เป็นสาเหตุของโรคอุบัติใหม่ที่รุนแรง ได้แก่ Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV; China, 2003) และ Middle East  

Respiratory Syndrome coronavirus (MERS-CoV; Saudi Arabia, 2012) ซึ่งก่อโรคที่รุนแรง

และมีอัตราการเสียชีวิตสูง ไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ 2019 (Novel coronavirus 2019; 

COVID-19; SARS-CoV2)1 เป็นไวรสัทีก่่อโรคในคนชนิดใหม่ท่ีเกดิขึน้แม้ว่าความรุนแรงและอตัรา

การเสยีชวีติของการตดิเชือ้ COVID-19 ท่ีพบในปัจจบุนัยงัไม่สูงเท่า SARS-CoV และ MERS-CoV 

แต่มีอัตราการแพร่กระจายเชื้อไวรัสท่ีค่อนข้างสูง ซ่ึงสถาณการณ์ ณ วันท่ี 3 กุมภาพันธ์ 2563  

เวลา 16.30 น. พบผู้ติดเชื้อ 17,393 ราย ในพื้นที่ 27 ประเทศทั่วโลก มีรายงานผู้เสียชีวิต  

362 ราย ส่วนประเทศไทยพบผู ้ป่วยที่มีผลการตรวจยืนยัน (confirmed case) 19 ราย  

(https://thewuhanvirus.com/) และยงัมกีารเพิม่ข้ึนของจ�ำนวนผู้ป่วยอย่างต่อเน่ือง ซึง่ยงัไม่มยีา

จ�ำเพาะทีใ่ช้ในการรกัษาและวคัซนีทีใ่ช้ป้องกนัการตดิเชือ้ไวรสั2 ดงันัน้ การพฒันาการตรวจวนิจิฉยั

เพื่อคัดกรองผู ้ติดเชื้อไวรัสโคโรนาท่ีมีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพจึงมีความส�ำคัญ 

เป็นอย่างยิ่ง ในการควบคุมการแพร่กระจายของโรคซึ่งเกิดขึ้นใหม่นี้ การตรวจพบผู้ป่วยในระยะ
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เบ้ืองต้นจะช่วยให้เกดิการจดัการและการรกัษาผูป่้วยได้อย่างทนัท่วงทเีพือ่ลดการระบาดและอตัรา

การเสียชีวิต 

	 การตรวจวินิจฉัยที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการมาตรฐานเพื่อตรวจวินิจฉัยเชื้อ COVID-19 

คือ การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR (rRT- PCR) ใช้เวลาตั้งแต่เก็บตัวอย่างส่ง

ตรวจวิเคราะห์จนทราบผลประมาณ 3-5 ชั่วโมง หากผลการตรวจเป็นบวกจะด�ำเนินการตรวจ

ยืนยันอีกครั้งด้วยการตรวจล�ำดับนิวคลิโอไทด์ (Nucleotide sequencing)ใช้เวลาในการตรวจ

วเิคราะห์ 24 ชัว่โมง ซึง่เป็นเทคนคิทีต้่องใช้ความเชีย่วชาญ ใช้เวลาและค่าใช้จ่ายสูง10 โดยปัจจบุนั 

หน่วยชีวโมเลกุลวินิจฉัย งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์ ได้ผ่าน

มาตรฐานการตรวจ Covid-19 จากกรมวิทย์ให้เป็นห้องปฏิบัติการเครือข่ายตรวจ SARS-CoV-2 

โดยใช้ real-time RT-PCR (Allplex™ 2019-nCoV Assay)จากบรษิทั Seegene ประเทศเกาหลใีต้ 

โดยมีความไวที่ 100 RNA copies/reaction (http://www.seegene.com)

	 การประยุกต์ใช้เทคนคิ LAMP (loop mediated isothermal amplification) ซึง่เป็นเทคนิค

การเพิม่จ�ำนวนยนีท่ีคดิค้นโดยนกัวจิยัชาวญีปุ่น่3 เป็นทางเลอืกหนึง่ในการพฒันาการตรวจวนิจิฉยั

ให้ครอบคลุมความต้องการข้างต้น รวมถึงสามารถพัฒนาไปใช้ในภาคสนามได้เนื่องจากเป็น

เทคนิคท่ีสามารถท�ำได้โดยง่ายและใช้เครื่องมือไม่ซับซ้อน เป็นที่นิยมใช้โดยหลักการการใช้

อุณหภูมเิดยีวท�ำให้ลดความยุง่ยากซับซ้อนในการใช้เครือ่งมอืท�ำให้เหมาะกบัห้องปฏบิตักิารและ

การใช้ออกภาคสนาม สามารถตรวจได้ทั้งจาก DNA และ RNA เป็นตัวตั้งต้น และมีการประยุกต์

ใช้เทคนิคนี้ในการตรวจหาเชื้ออื่น ๆ เช่น Influenza virus, Zika virus4,5 รวมถึงการตรวจวินิจฉัย

เชื้อ Covid-19 ด้วย 

	 งานวิจัยนี้มีความสนใจที่น�ำเทคนิค LAMP (loop mediated isothermal amplification) 

ทีไ่ด้มกีารประยกุต์และปรบัปรงุมาจากการศกึษาก่อนหน้า6 ท่ีได้ออกแบบไพรเมอร์ไว้ 5 คู ่จ�ำเพาะ

ต่อ N gene และ ORF gene ซึ่งจากการศึกษาได้ใช้ตัวอย่างส่งตรวจจากผู้ป่วยในประเทศจีน

จ�ำนวน 6 ตัวอย่างซึ่งแต่ละไพรเมอร์ให้ผลได้ไม่เท่ากัน โดยไพรเมอร์ NA และ ORF A ได้ถูกสรุป

ว่าให้ผลดีที่สุดในการศึกษาและให้ผลสอดคล้องกับผล real-time RT-PCR อย่างไรก็ตามยังไม่

ทราบว่าไพรเมอร์ดงักล่าวนนีเ้หมาะสมกบัตวัอย่างส่งตรวจของผู้ป่วยจากประเทศไทยหรอืไม่ โดย

วิธี LAMP เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว เพราะสามารถเริ่มจากการใช้ RNA ที่ได้จากตัวอย่างส่ง

ตรวจ และใช้อุณหภูมิเดียวในการท�ำปฏิกิริยาที่ 65 องศาเซลเซียส โดยใช้เวลาไม่เกิน 30 นาทีใน

การอ่านผล ซึง่สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า และมค่ีาใช้จ่ายต่ํากว่าวิธ ีreal-time RT-PCR อย่าง

มาก โดยงานวจิยัชิน้น้ีผูว้จิยัมวีตัถปุระสงค์เพือ่จะตรวจสอบความถกูต้องแม่นย�ำและความรวดเรว็

ของการประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP เพื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค real-time RT-PCR ที่ใช้อยู่ในห้อง

ปฏบิตักิาร โดยได้มกีารปรบัปรงุวธิกีารโดยการเพิม่ปรมิาณ primer ให้เหมาะสมและลดเป้าหมาย

ที่ใช้ในการตรวจ โดยให้มีการจับกับยีน N ของเชื้อเป้าหมาย ซึ่งเทคนิคนี้จะช่วยย่นระยะเวลา ขั้น
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ตอน และนํ้ายาที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัย และสามารถมองเห็นผลได้ด้วยตาเปล่า ผู้วิจัยจึงมีความ

มุ่งหวังว่าจะสามารถน�ำเทคโนโลยีที่มีอยู่มาพัฒนาต่อเพื่อใช้ผลิตชุดตรวจชนิด rapid LAMP ที่มี

ความแม่นย�ำและความไวสูง สามารถตรวจได้ในระยะเวลาอันสั้น และมีขั้นตอนที่ง่ายกว่าเดิม 

สามารถน�ำไปใช้ในจุดคัดกรองผู้ป่วยที่มีการเดินทางเข้า-ออกจ�ำนวนมาก ในโรงพยาบาลหรือใน

ช่วงที่มีการระบาด

วัตถุประสงค์ 
	 1. ประยุกต์ใช้ระบบ LAMP detection ในการตรวจหาเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่

	 2. เปรยีบเทยีบความไวและความจ�ำเพาะในการใช้ LAMP ในการตรวจเทยีบกบั rRT-PCR 

วิธีการศึกษา
การดีไซน์และเลือก primer ส�ำหรับ LAMP และ N gene

	 ในการศึกษาก่อนหน้า6 ได้มีการออกแบบ primer จ�ำนวน 5 คู่ ที่จ�ำเพาะต่อยีน 2 ชนิดคือ 

N gene และ ORF gene ซึ่งนักวิจัยได้ท�ำการเลือก NA เพื่อใช้เป็นเป้าหมายในการประยุกต์ใช้

เน่ืองจากเป็นต�ำแหน่งท่ีเหมาะสมมีความจ�ำเพาะต่อตัวเชื้อในกลุ่มเดียวกันและต่างจากกลุ่มอื่น 

และได้มีการโคลน N gene เป้าหมายซึ่งมีขนาด 419 amino acid ซึ่ง primer ทั้งหมดที่ใช้ในการ

ศึกษานี้ดังตารางที่ 1 

ตารางที่1 ไพรเมอร์ส�ำหรับ N gene synthesis และ ไพรเมอร์ส�ำหรับ LAMP6 

Primer Base Ref.

N gene synthesis1 GGCGGATCCGGATGTCTGATAATGGACCCCAAA Supranee

N gene synthesis2 TGCTGACTCAACTCAGGCCTAAGCGGCCGCCCG Supranee

GeneN-A-F3 TGGCTACTACCGAAGAGCT Zhang

GeneN-A-B3 TGCAGCATTGTTAGCAGGAT Zhang

GeneN-A-FIP TCTGGCCCAGTTCCTAGGTAGTCCAGACGAATTCGTGGTGG Zhang

GeneN-A-BIP AGACGGCATCATATGGGTTGCACGGGTGCCAATGTGATCT Zhang

GeneN-A-LF GGACTGAGATCTTTCATTTTACCGT Zhang

GeneN-A-LB ACTGAGGGAGCCTTGAATACA Zhang
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การท�ำ Covid-19 N gene RNA synthesis 

	 เมื่อเลือกเป้าหมาย N gene จึงท�ำการสร้าง plasmid ที่มี N gene ของ Covid-19 โดยใช้

เทคนิคการโคลนนิ่ง โดยเริ่มจากคัดเลือก vector ที่มีคุณสมบัติในการสร้างสาย RNA ได้ โดยใน

การศึกษานี้เลือกใช้ pCDNA6 ที่มี T7 promoter และท�ำการสร้างสาย cDNA จาก RNA ของเชื้อ 

Covid-19 ที่ถูกท�ำให้หมดสภาพการติดเชื้อแล้ว สาย cDNA ถูกน�ำมาเป็นต้นแบบในการผลิต N 

gene PCR product ขนาด 1257 base pair (419 amino acid) โดย PCR product จะมีปลายข

อง restriction enzyme ที่ดีไซน์ไว้ใน primer ที่ใช้ส�ำหรับ amplification หลังจากนั้นจะท�ำการตัด 

PCR product และ เวคเตอร์ด้วย Bam HI และ Not I ก่อนที่จะท�ำให้บริสุทธิ์โดยการน�ำมาแยก

ขนาดใน gel electrophoresis โดยขนาดของ vector 5.1 Kb และ PCR product ประมาณ 1250 

base pair เทียบกับ 1 Kb DNA marker (Accuris, USA) ดังรูปที่ 1 เมื่อตัดเอาแบนที่ต้องการเพื่อ

สกัดเอา vector และ PCR product ออกมาเพื่อท�ำการเชื่อมต่อกันโดยใช้ T4 DNA ligase หลัง

จากนัน้ท�ำการ transform เข้าสู ่E.coli และท�ำการคดัเลือกโคลนท่ีถกูต้องโดยการตดัเพือ่คดัเลือก

ก่อนน�ำไปเป็นตัวตั้งต้นในการสังเคราะห์ RNA

การท�ำปฏิกิริยา LAMP และการทดสอบหา Limit of detection

	 เมื่อได้ RNA ของ N gene ได้น�ำมาปรับความเข้มข้นให้เป็น 1 ug/ul ซึ่งเมื่อค�ำนวณค่าให้

เป็น RNA copy number แล้วเท่ากบั 1012 RNA copy number หลงัจากน้ันท�ำการลดปริมาณ ให้

เป็น 109, 106, 103, 102 และ 101 เพื่อน�ำมาทดสอบความไวของปฏิกิริยา LAMP โดยในปฎิกิริยา

ประกอบด้วย 2X master mix WarmStart Colorimetric Lamp, 20 uM ของ Forward Inner 

Primer (FIP), Backward Inner Primer (BIP), F3 และ B3 primers และ 40 µM ของ Forward 

Loop (LF) และ Backward Loop (LB) หลังจากนั้นเติม RNA 2 ul และเติมนํ้ากลั่นให้ถึง 10 ul 

หลังจากนั้น น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน�ำมาดูผล
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Vector Insert

รูปที่ 1 gel electrophoresis โดยขนาดของ vector ด้านซ้ายของ DNA marker ขนาด 5.1 Kb 

และ PCR product ด้านขวาของ DNA marker ประมาณ 1250 base pair เทียบกับ 1 Kb DNA 

marker (ปกหน้า)

การเตรียมส่วนประกอบ LAMP reaction

ตารางที่ 2 สารและปริมาณที่ใช้ในปฏิกิริยา LAMP

Reaction mixture ปริมาณ (ul)

2X Master mix 5

FIP 0.2

BIP 0.2

F3 0.2

B3 0.2

LF 0.4

LB 0.4

RNA 2

Dw 1.4
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การเตรียมตัวอย่าง RNA ของไวรัสจากห้องปฎิบัติการและการเตรียม RNA จากตัวอย่าง

ส่งตรวจเพื่อทดสอบความจ�ำเพาะของ LAMP กับไวรัส Covid-19 และไวรัสอื่นๆ

	 หน่วยชีวโมเลกุลวินิจฉัย งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์ 

ได้มีการตรวจไวรัสที่ก่อโรค Covid-19 และ respiratory tract virus วิธี Real-time PCR โดยมี 

วิธีการเตรียม RNA จากตัวอย่างส่งตรวจผู้ป่วย โดยใช้เคร่ืองสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ 

magLEAD12gc (บริษัท PSS, ประเทศญี่ปุ ่น) โดยคร่าว ตัวอย่างส่งตรวจของผู ้ป ่วย  

(nasopharyngeal swab in UTM) เมือ่ส่งถงึห้องปฏบิตักิารเวชศาสตร์ชนัสตูร จะมีการเตรยีมโดย 

เติม internal control 10 uL ในตัวอย่าง 400 uLก่อนจะน�ำเข้าเครื่อง magLEAD12gc และใช้ชุด

นํ้ายาสกัดสารพันธุกรรม MagDEA DxSV (PSS) เมื่อเริ่มการท�ำงานจะใช้เวลา 30 นาที และ ได้

ปริมาณสารพันธุกรรม 50 uL (total nucleic acid) จนเสร็จสิ้นกระบวนการ ก่อนน�ำไปตรวจด้วย

วิธีทางห้องปฏิบัติการและเก็บส่วนที่เหลือไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

	 RNA ทีส่กดัได้จะถกูน�ำไปตรวจหาเชือ้ Covid-19; SARS-nCoV-2 ด้วยวธิ ีreal-time RT-

PCR โดย Allplex 2019-nCoV Assay (Seegene; REF. RP102443X) และเชื้อก่อโรคใน respi-

ratory tract ด้วยวิธี real-time RT-PCR โดย Allplex Respiratory pathogens (Seegene) ซึ่ง

สามารถตรวจหาเชื้อไวรัสก่อโรคทางเดินหายใจได้ 19 สายพันธุ์ และแบคทีเรียก่อโรคทางเดิน

หายใจได้ 7 สายพันธุ์8 การเตรียมส่วนประกอบ master mix ของชุดนํ้ายาตรวจ Covid-19 และ

เชื้อก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ (2019-nCoV MOM, RP1 – RP4) ดังตารางที่ 3 และ การท�ำ

ปฏิกิริยาตรวจสอบด้วยเทคนิค real-time RT-PCR ดังแสดงในตารางที่ 4 และ 5

ตารางที่ 3 ส่วนประกอบของ master mix ส�ำหรับตรวจหาเชื้อก่อโรคทางเดินหายใจ (Allplex 

2019-nCoV Assay และ Allplex Respiratory assays )

ส่วนประกอบ (Mastermix) ปริมาตรของสาร (µL/ reaction)

5X 2019-nCoV MOM or P1-RP4 5

RNase-free water 5

5x Real-time One-step Buffer 5

Real-time One-step Enzyme 2

RNA sample 8

Total 25
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ตารางที่ 4 ปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและการตรวจวัดหาเชื้อก่อโรคทางเดินหายใจ 

Covid-19 (Allplex 2019-nCoV Assay)

Procedure Temp (°C ) Time Repeat

RT step 50 20 min

Pre-Denature 95 15 min

Denature 94 15 sec
44 cycles

Anneal (Plate read at these step) 58 30 sec

Keep cool 4   

ตารางที่ 5 ปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและการตรวจวัดหาเชื้อก่อโรคทางเดินหายใจ 

(Allplex Respiratory assays)

Procedure Temp (°C ) Time Repeat

RT step 50 20 min

Pre-Denature 95 15 min

Denature 95 10 sec

44 cycles
Anneal (Plate read at these step) 60 60 sec

Extension (Plate read at these step) 72 10 sec

	 ซึ่งเมื่อเสร็จสิ้นการท�ำ Real-time RT-PCR แล้ว จะท�ำการ export เข้าโปรแกรมการอ่าน

ผลอตัโนมตั ิ(Seegene viewer; Seegene) โดยการศกึษาน้ีได้คดัเลือก RNA ของตวัอย่างส่งตรวจ

ทีใ่ห้ผลบวกกบัไวรสั Covid-19, influenza, parainfluenza, RSV และเชือ้ในกลุม่ common coro-

navirus 

	 นอกจากนั้นตัวอย่าง RNA ที่สกัดจากเชื้อท่ีเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการภาควิชาจุล

ชีววิทยา เดงกี่ ชิคุนกุนยา และซิกา ได้ถูกน�ำมาทดสอบกับเทคนิค LAMP โดย RNA ของเชื้อจาก

ห้องปฏิบัติการภาควิชาจุลชีววิทยา ถูกสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไวรัสเดงกี่ ชิคุนกุนยา หรือ ซิ

กา ปริมาณ 105 copy/ml โดยใช้ QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, USA) ตามวิธีท�ำของ

บริษัท โดยคร่าวคือ เติม AVL (with carrier RNA) 560 µL ลงในหลอดที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

ไวรัส 140 µL ผสมให้เข้ากัน แบบ pulse vortex mixing นาน 15 วินาที แล้ว spin down และตั้ง

ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองนาน 10 นาที จากนัน้เตมิ Absolute ethanol 560 µL ผสมแบบ pulse vortex 

mixing นาน 15 วินาที แล้ว transfer solution ไปใส่ใน column tube ปริมาตรประมาณ 700 µL 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เปลี่ยน collection tube แล้วเติม mixture 
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solution ที่เหลือทั้งหมดลงใน column tube แล้วน�ำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วเท่าเดิมซํ้าอีกรอบ 

แล้วเปลี่ยน collection tube ใหม่เ ติม AW1 washing buffer 500 µL ลงไปใน column tube ปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm เติม AW2 washing buffer 500 µL ลงไปใน column tube ปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที จากนั้น Dry column และเติม AVE buffer 

ปริมาตร 60 µL ลงไปใน column โดยวาง tip ลงตรงกลางของ column tube จากน้ันตั้งไว้ท่ี

อุณหภูมิห้องนาน 2-5 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงเพื่อเก็บ RNA ที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm 1 นาที และ

เกบ็ RNA ที ่-80 องศาเซลเซยีสก่อนจะใช้งาน โดย viral RNA จากห้องปฏิบตักิารได้ถกูตรวจสอบ

ยืนยันผลแล้วด้วยเทคนิค real-time RT-PCR โดยใช้ primer D1-Fw และ D2-Rv primer10 

ตารางที ่6 ส่วนประกอบของ SYBrGreen mixture ส�ำหรบัตรวจหา DENV ด้วยไพรเมอร์ D1 และ 

D2 ที่ให้ขนาด 511 bp

ส่วนประกอบ (Mastermix) ปริมาตรของสาร (µL/ reaction)

SYBR green 5

10 µM D1-Fw primer 0.25

10 µM D2-Rv primer 0.25

DW 2.5

cDNA 2

Total 10

ตารางที่ 7 Real-time PCR conditionส�ำหรับตรวจหา DENV ด้วยไพรเมอร์ D1 และ D2 ที่ให้

ขนาด 511 bp

Procedure Temp (°C ) Time 

Pre-Denature 95 2 min

Denature 95 15 sec

Anneal 55 30 sec

Extension 72 45 sec
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ผลการศึกษา
Limit of detection ของ LAMP N gene 

	 ผลการศึกษา LAMP กับ RNA สังเคราะห์ของ N gene เมื่อได้ RNA ของ N gene ได้น�ำ

มาปรับความเข้มข้นให้เป็น 1 ug/uL ซึ่งเมื่อค�ำนวณค่าให้เป็น RNA copy number แล้วเท่ากับ 

1012 RNA copy number หลังจากนั้นท�ำการลดปริมาณ ให้เป็น 103, 102, 10 และ 1 RNA copy 

number เพือ่น�ำมาทดสอบความไวของปฏกิริยิา LAMP พบว่าสามารถเกดิปฏกิริยิาให้ผลบวกคอื

สีเหลือง กบั RNA สงัเคราะห์ทีม่คีวามเข้มข้นท่ีลดปริมาณลงได้ถงึ 100 RNA copy number และ

ไม่เกิดปฏิกริยิา หรอืทีเ่หน็เป็นสแีดงกบัความเข้มข้นตัง้แต่ 10 RNA copy number และ negative 

control ดังรูปที่ 2 

ตารางที่ 7 Real-time PCR conditionส าหรับตรวจหา DENV ดว้ยไพรเมอร์ D1 และ D2 ที่ใหข้นาด 511 bp 
 

Procedure Temp (°C ) Time  

Pre-Denature 95 2 min 

Denature 95 15 sec 

Anneal  55 30 sec 

Extension 72 45 sec 

 
ผลการศึกษา 
Limit of detection ของ LAMP N gene  
ผลการศึกษา LAMP กบั RNA สงัเคราะห์ของ N gene เม่ือได ้ RNA ของ N gene ไดน้ ามาปรับความเขม้ขน้ใหเ้ป็น 1 
ug/uL ซ่ึงเม่ือค  านวณค่าใหเ้ป็น RNA copy number แลว้เท่ากบั 1012 RNA copy number หลงัจากนั้นท าการลดปริมาณ 
ใหเ้ป็น 103, 102, 10 และ 1 RNA copy number เพือ่น ามาทดสอบความไวของปฏิกิริยา LAMP พบวา่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาให้ผลบวกคือสีเหลือง กบั RNA สงัเคราะห์ที่มีความเขม้ขน้ทีล่ดปริมาณลงไดถึ้ง 100 RNA copy number 
และไม่เกิดปฏกิิริยา หรือที่เห็นเป็นสีแดงกบัความเขม้ขน้ตั้งแต่ 10 RNA copy number และ negative control  ดงัรูปที่ 
2  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 limit of detection ของ LAMP N gene กบั RNA N gene ที่สงัเคราะห์ขึ้น ขนาด 103, 102, 10 และ 1 RNA copy 
number เทียบกบั negative control (-ve) 

103                     102                101                           1               -ve 

 

 

     

35 cycles 

รูปที่ 2 Limit of detection ของ LAMP N gene กับ RNA N gene ที่สังเคราะห์ขึ้น ขนาด 103, 

102, 10 และ 1 RNA copy number เทียบกับ negative control (-ve) (ปกหน้า)

ความจ�ำเพาะเมื่อทดสอบกับไวรัสที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 

	 ความจ�ำเพาะของ LAMP N gene ถูกทดสอบใน 2 กลุ่มเชื้อได้แก่กลุ่มเชื้อในห้องปฏิบัติ

การ และกลุ่มเชื้อจากตัวอย่างส่งตรวจ ส�ำหรับ กลุ่มเชื้อก่อโรคไข้ไม่ทราบสาเหตุอื่น ๆ ได้แก่ ไวรัส

เดงกี่ ชิคุนกุนยา และซิกา ที่เป็นเชื้อที่ถูกเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ โดยใช้ RNA ที่สกัดมาจาก

เชื้อปริมาณ 105 FFU/mL ตามวิธีดังกล่าวข้างต้น ซึ่งพบว่า LAMP N gene ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม

กลุ่มกับเชื้อดังกล่าว ท�ำให้ยังคงเป็นสีแดงอยู่ เมื่อเปรียบเทียบกับ N gene RNA synthesis pos-

itive control ดังรูปที่ 3
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ความจ าเพาะเม่ือทดสอบกับไวรัสที่เพาะเลีย้งในห้องปฏิบัติการ  
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รูปที่ 3 การทดสอบความจ�ำเพาะของปฏิกิริยา LAMP N gene กับเชื้อที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติ

การ ได้แก่ เดงกี่ซีโรไทป์ 2 (DV2), ชิคุนกุนยา (Chikungunya), ซิกา (Zika), คอนโทรลผลบวก 

(+ve, N gene RNA) และ คอนโทรลผลลบ (-ve) (ปกหน้า)

การเปรยีบเทียบผลการทดสอบ LAMP กบัตวัอย่างส่งตรวจจริงท่ีตรวจสอบด้วย real-time 

RT-PCR

	 ความจ�ำเพาะของ LAMP N gene ที่ถูกทดสอบกับกลุ่มตัวอย่างจากผู้ป่วยจริงซึ่งได้รับ

การตรวจยนืยนัผลจากทางงานห้องปฏบัิตกิารเวชศาสตร์ชนัสตูรแล้วว่าเป็นเชือ้ก่อโรคทีต่ดิต่อทาง

ทางเดินหายใจได้แก่ influenza, parainfluenza, Rhinovirus, Adenovirus, human Bocavirus, 

RSV และเป็นกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยที่ไม่ได้มีการติดเชื้อ โดย RNA ที่ทราบผลตรวจที่เหลือจากการ

ตรวจสอบจากห้องปฏิบัติการจะถูกน�ำมาใช้ในการทดสอบครั้งนี้ดังตารางที่ 5 และให้ผลดังรูปที่ 

4 โดยจากผลการทดสอบความจ�ำเพาะของ LAMP กับไวรัสในสิ่งส่งตรวจไม่พบการเกิดปฏิกิริยา

ข้ามกลุ่ม โดยให้ผลบวกสีเหลืองกับเฉพาะตัวอย่างท่ีเป็นเชื้อ Covid-19 ทั้งตัวอย่างที่เป็นสิ่งส่ง

ตรวจควบคมุจากกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ และตวัอย่างส่งตรวจของผู้ป่วย Covid-19 ท่ีเข้ารับ

การตรวจในโรงพยาบาลศรีนครินทร์ และให้ผลบวกกับ N gene RNA synthesis เท่านั้น ส�ำหรับ

ผลของปฏิกิริยา LAMP กับตัวอย่างส่งตรวจท่ีเป็นเชื้อในระบบทางเดินหายใจตัวอื่น ๆ และเชื้อ

กลุ่ม common coronavirus พบว่าให้ผลลบสีแดง
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รูปที่ 4 ผลปฏิกิริยา LAMP กบั ตวัอยา่ง RNA ที่สกดัจากส่ิงส่งตรวจในหอ้งปฏิบติัการ 1: hMPV, 2: FluAH1N12009, 
3: FluAH1N12009 and Adenovirus, 4: Corona229E, 5: FluAH1N12009, 6: Adenovirus and Rhinovirus, 7: 
Adenovirus, Enterovirus and Rhinovirus, 8: Metapneumovirus, 9: Metapneumovirus, Enterovirus and Rhinovirus, 
10: Parainfluenza virus type 4, 11: Rhinovirus, 12: Parainfluenza virus type 1, 13: H. influenza, 14: H. influenza, 
15: Adenovirus, Enterovirus, Rhinovirus and Bocavirus, 16: H. influenza, 17: H. influenza, 18: Adenovirus and S. 
pneumonia, 19: Coronavirus OC43 and S. pneumonia, 20: Parainfluenza virus type3, H. influenza and S. 
pneumoniae, 21: Parainfluenza virus type 3, Bocavirus, Enterovirus, Rhinovirus and H. influenza, 22: 
Parainfluenza type 1, 23: Human bocavirus, 24: Adenovirus, Rhinovirus, S. pneumoniae and H. influenza, 25: 
Dengue virus type 2, 26: Chikungunya virus, 27: Zika virus, 28: Chikungunya virus, 29: negative sample,  30-31: 
SARS-CoV-2 positive sample 32: positive control, -ve: negative control (DW) 
 
 
 
 
 

1         2        3        4       5        6         7         8   

9         10       11      12      13     14      15       16 

17       18        19       20       21      22       23      24 

25       26       27       28        29       30       31      32 

-ve    

รูปที่ 4 ผลปฏิกิริยา LAMP กับ ตัวอย่าง RNA ที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจในห้องปฏิบัติการ 1: hMPV, 

2: FluAH1N12009, 3: FluAH1N12009 and Adenovirus, 4: Corona229E, 5: FluAH1N12009, 

6: Adenovirus and Rhinovirus, 7: Adenovirus, Enterovirus and Rhinovirus, 8: Metapneu-

movirus, 9: Metapneumovirus, Enterovirus and Rhinovirus, 10: Parainfluenza virus type 

4, 11: Rhinovirus, 12: Parainfluenza virus type 1, 13: H. influenza, 14: H. influenza, 15: 

Adenovirus, Enterovirus, Rhinovirus and Bocavirus, 16: H. influenza, 17: H. influenza, 18: 

Adenovirus and S. pncumoniae, 19: Coronavirus OC43 and S. pncumoniae, 20: Parain-

fluenza virus type3, H. influenza and S. pneumoniae, 21: Parainfluenza virus type 3, 

Bocavirus, Enterovirus, Rhinovirus and H. influenza, 22: Parainfluenza type 1, 23: Human 

bocavirus, 24: Adenovirus, Rhinovirus, S. pneumoniae and H. influenza, 25: Dengue 

virus type 2, 26: Chikungunya virus, 27: Zika virus, 28: Chikungunya virus, 29: negative 

sample, 30-31: SARS-CoV-2 positive sample 32: positive control, -ve: negative control 

(DW) (ปกหน้า)
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สรุปและอภิปราย
	 วิธีการตรวจเชื้อ Covid-19 ที่มีความถูกต้อง แม่นย�ำ รวดเร็วและมีราคาไม่สูง เพื่อลด

ภาระค่าใช้จ่ายของภาครัฐและประชาชน ยังคงเป็นที่ต้องการในการพัฒนาและศึกษาเพื่อน�ำมา

ใช้ในห้องปฏิบัตกิารในโรงพยาบาล เนือ่งจากในระบบบรกิารสขุภาพของภาครฐั สามารถเบกิจ่าย

ได้ในกรณีท่ีมีอาการของโรคหรืออยู่ในกลุ่มที่มีความเสี่ยงตามที่ก�ำหนดเท่านั้น การประยุกต์ใช้

เทคนคิ LAMP (loop mediated isothermal amplification) จงึเป็นทางเลอืกหนึง่ในการพัฒนาการ

ตรวจวนิจิฉยัให้ครอบคลมุความต้องการข้างต้น ในปัจจบุนัมกีารพฒันาเทคนคิน้ีโดยนกัวจิยัหลาย

กลุ่ม โดยเป้าหมายส่วนมากจะเป็น N gene ของไวรัสซึง่มคีวามจ�ำเพาะเจาะจงกบัไวรัสในกลุ่มน้ี 

จากการทดสอบครัง้นีโ้ดยใช้ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อ N gene พบว่ามคีวามสามารถในการตรวจจบั 

N gene RNA ที่สังเคราะห์ขึ้นได้ และสามารถใช้ตรวจวินิจฉัยกับตัวอย่าง RNA จากตัวอย่างส่ง

ตรวจจริงจากผู้ป่วยติดเชื้อ Covid-19 และตัวอย่างท่ีใช้เป็นตัวควบคุมชนิดบวกจากการประกัน

คุณภาพจากองค์กรภายนอก (EQA; external quality assurance) โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามหรือ 

false positive กับแบคทีเรียหรือไวรัสตัวอื่น ๆ  ที่เป็นเชื้อก่อโรคทางเดินหายใจ (รูปที่ 4) และไวรัส

กลุม่ทีก่่อให้เกดิไข้ไม่ทราบสาเหตุท่ีเพาะเลีย้งในห้องปฏิบตักิาร (รูปท่ี 3) ดังน้ันจงึเป็นอกีทางเลือก

หน่ึงในการพจิารณาน�ำมาใช้ในการตรวจเชือ้ก่อโรค Covid-19 ในโรงพยาบาล เนือ่งจากมรีาคาตํา่

กว่าเทคนิค real-time RT-PCR ที่ใช้กันอยู่ ใช้เวลาในการตรวจไม่นาน ประมาณ 30 นาที และไม่

ต้องใช้เคร่ืองมอืราคาแพง กล่าวคอืสามารถใช้ water bath ที ่65 องศาเซลเซยีส กส็ามารถท�ำการ

ตรวจวัดได้ หรือสามารถน�ำไปใช้กับเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR) ที่มีอยู่แล้วได้ และ

สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า ซ่ึงเหมาะกับการตรวจในกรณีที่ต้องการเวลาที่รวดเร็ว มีงบ

ประมาณจ�ำกัดและมีปริมาณตัวอย่างที่ต้องการตรวจปริมาณมาก

อย่างไรก็ตามการจะน�ำวิธีการตรวจที่พัฒนาขึ้นมาใช้ในการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยในงานประจ�ำ 

จ�ำเป็นต้องมกีารทวนสอบผลการตรวจกบัตวัอย่างจรงิในจ�ำนวนท่ีมากพอ เพือ่ให้สอดคล้องกบัข้อ

ก�ำหนดตามมาตรฐานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ต่อไป
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