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5. บทคัดย่อ 
การทดสอบใช้เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ในการตรวจสอบเชื้อ 

Ralstonia solanacearum ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2556 – กันยายน 2558 พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใน
หลอดทดลองภายใต้สภาวะที่มีอุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย วิธี
เจลอิเลคโตรโฟริซิสพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีลักษณะคล้ายขั้นบันได การทดสอบความจ าเพาะในการตรวจ พบว่าเทคนิค 
LAMP มีความจ าเพาะเจาะจงสามารถตรวจสอบเชื้อ R. solanacearum ที่พบในประเทศไทยได้ถูกต้องทุกสาย
พันธุ์และไม่เกิดผลบวกกับเชื้อแบคทีเรียที่มีโอกาสพบได้ในดิน โดยมีความไวในการตรวจ 10 4 CFU/ml และ
สามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นวิธีการตรวจสอบเชื้อในหัวพันธุ์ปทุมมาได้อย่างถูกต้องและแม่นย า พัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบผลผลิตที่ได้ด้วยตาเปล่าเพ่ือให้สะดวกต่อการปฏิบัติงาน โดยใช้สารเรืองแสง SYBR Green I ในการ
ตรวจ พบว่าเมื่อเติมสารเรืองแสงในตัวอย่างที่มีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเกิดขึ้น สารมีการเปลี่ยนแปลงโดยปรากฎ



การเรืองแสงของสารเป็นสีเขียว ส่วนตัวอย่างที่ไม่มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไม่พบการเปลี่ยนแปลงของสารดังกล่าว 
ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจสอบด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส 

Abstract 
 Loop-mediated amplification (LAMP) was conducted to detect Ralstonia solanacearum, 
the causal agent of bacterial wilt of curcuma during October 2013 – September 2015. Reaction 
condition was optimized to complete in 30 min at 65°C and showed a typical ladder-like 
pattern after electrophoresis in an agarose gel. The specificity of LAMP was determined using R. 
solanacearum from Bacterial Culture Collection. The LAMP reaction could be detected all R. 
solanacearum strains and discriminated them from other bacteria. The sensitivity of this 
technique was at 104 CFU/ml. Visual inspection using SYBR Green I was developed and 
evaluated to detect the presence of R. solanacearum in curcuma. The samples giving positive 
reaction showed a green color with the addition of SYBR Green I, while the negative control 
remained orange. Detection of amplification products could be accomplished by visual 
inspection using SYBR Green I as well as agarose gel electrophoresis. It could be indicated that 
the LAMP technique is a potential, easy and rapid tool to detect R. solanacearum in curcuma.  
6. ค าน า 

ปทุมมาเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย สามารถส่งออกท ารายได้เข้าสู่ประเทศถึง 15-
30 ล้านบาทต่อปี ซึ่งส่วนมากจะท าการปลูกปทุมมาเพ่ือการส่งออกไปจ าหน่ายยังต่างประเทศในรูปของหัวพันธุ์  
โดยผลิตหัวพันธุ์เพ่ือการจ าหน่ายปีละไม่ต่ ากว่า 2 ล้านหัวต่อปี (อรวรรณ, 2548) แต่ปัญหาส าคัญในการส่งออกหัว
พันธุ์ปทุมมาคือ โรคเหี่ยวที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ระบาดท าความเสียหายให้กับ
เกษตรกรและผู้ส่งออก เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้สามารถติดไปกับหัวพันธุ์ปทุมมาได้และเป็นเชื้อโรคที่ส าคัญทางกักกัน
พืช ถ้าพบเชื้อนี้ติดไปกับหัวพันธุ์ที่ส่งออก หัวพันธุ์เหล่านั้นจะถูกเผาท าลายทันที ท าให้ไม่สามารถส่งออกได้ จึงต้อง
หาวิธีการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคที่เฉพาะเจาะจง รวดเร็ว และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณน้อยได้ การ
ใช้วิธีทางเซรุ่มวิทยามีข้อจ ากัดในการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อซาโปรไฟต์ชนิดอื่นๆ ท าให้เกิดผิดพลาดในการ
ตรวจสอบ นอกจากนี้วิธีทางเซรุ่มวิทยายังมีความไวในการตรวจสอบต่ ากว่าวิธีทางอณูชีววิทยา  เทคนิค PCR 
เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่เฉพาะเจาะจง ตรวจสอบได้อย่างรวดเร็ว และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณน้อยใน
ตัวอย่างพืชได้ โดยจะใช้เวลาในการตรวจสอบนานประมาณ 3-4 ชั่วโมงขึ้นไป แต่ต้องใช้เครื่องมือเฉพาะที่มีความ
แม่นย าสูง เช่น เครื่อง PCR เครื่อง real time PCR ซึ่งมีราคาแพง และยังมีขั้นตอนการตรวจสอบยีนที่เพ่ิมได้โดย
ใช้เครื่องมือเฉพาะ ท าให้ไม่สามารถน าเทคโนโลยีนี้ไปใช้ในห้องปฏิบัติการขนาดเล็กหรือใช้ในภาคสนามได้ ในปี 
ค.ศ. 2000 ได้มีรายงานการพัฒนาวิธีเพ่ิมขยายยีนด้วยเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ขึ้นมาโดยนักวิจัยชาวญี่ปุ่นชื่อ Tsugunori Notomi และคณะ ซึ่งได้ช่วยแก้ปัญหาที่ส าคัญของเทคนิค 
PCR คือไม่ต้องใช้เครื่อง PCR เนื่องจากปฏิกิริยาการเพ่ิมขยายยีน สามารถเกิดที่อุณหภูมิเดียวคือประมาณ 60-65 
องศาเซลเซียส และตรวจสอบยีนที่เพ่ิมจ านวนได้ในขั้นตอนเดียวกัน (Natomi et al., 2000) เทคนิคนี้จึงเหมาะกับ



ประเทศที่ก าลังพัฒนาหรือห้องปฏิบัติการเล็กๆ หรือส าหรับปฏิบัติการในภาคสนามได้ดี และสามารถน าไปปรับใช้
ในงานกักกันพืชต่อไปในอนาคตได้ 
7. วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ เช่น หลอดแก้ว จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ลูป ตะเกียงแอลกอฮอล์ ปิเปต    
 2. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ เช่น เครื่องชั่ง ตู้ควบคุมอุณหภูมิ หม้อนึ่งความดันไอ เครื่องเขย่าชนิดควบคุม
อุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven) เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermalcycler) 
เครื่องถ่ายภาพเจล (gel documentation) 
 3. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและท าปฏิกิริยา LAMP 
 4. เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 
 5. หัวพันธุ์ปทุมมา 

- วิธีการ 
1. เตรียมเชื้อแบคทีเรียเพ่ือใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ  

 น าเชื้อ R. solanacearum ที่มีเก็บรวบรวมไว้ใน culture collection ของกลุ่มงานบักเตรีวิทยา และ
แบคทีเรียสาเหตุโรคอ่ืนๆ มาเลี้ยงบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

2. การสกัดดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรีย 
ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยน าเชื้อแบคทีเรียที่

เตรียมไว้ 1 ลูป ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติมด้วย absolute 
ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp Spin Column ที่
สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection 
tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยง
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin 
Column ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp Spin Column ใส่ในหลอด 
microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

3. ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP  
ท าการทดสอบหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดได้เป็น     

ดีเอ็นเอต้นแบบ บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใช้ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร เติมในปฏิกิริยา 
LAMP 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2.0 µM FIP และ BIP, 0.4 µM F3 และ B3, 2.0 µM F loop และ B loop, 
0.4 µ M dNTPs, 1.0 M Betaine, 20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 6 mM 
MgSO4 , 0.1% Triton X-100 และ 8U Bst DNA polymerase แล้วทดสอบบ่มที่อุณหภูมิ 60 และ 65 องศา



เซลเซียส และทดสอบเวลาที่ใช้นาน 30 และ 60 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาท ี

4. ตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากเทคนิค LAMP  
ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิสเพ่ือดูผลของปฏิกิริยา โดยใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 2% ใน 

0.5X TBE (88.9 mM Tris, 8.9 mM boric acid, 2.5 mM EDTA) และใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 25 นาที จากนั้นย้อมสีเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

5. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum 
น าดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบ บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใช้   

ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร เติมในปฏิกิริยา LAMP 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2.0 µM FIP และ BIP, 0.4 µM F3 
และ B3, 2.0 µM F loop และ B loop, 0.4 µM dNTPs, 1.0 M Betaine, 20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 10 mM 
KCl, 10 mM (NH4)2SO4 , 6 mM MgSO4 , 0.1% Triton X-100 และ 8U Bst DNA polymerase ท าปฎิกิริยา
ที่สภาวะที่เหมาะสม แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส 

6. ทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum 
เลี้ยงเชื้อ R. solanacearum ที่แยกได้จากปทุมมาบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.2 ด้วยน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าให้เจือจางโดยวิธี tenfold serial dilution ตั้งแต่ 
10-1-10-8 เท่า จากนั้นเกลี่ยเชื้อให้กระจายบนอาหารด้วยวิธี spread plate บนอาหาร Triphenyltetrazolium 
chloride (TZC) ความเข้มข้นละ 4 ซ้ า บ่มเชื้อที่ อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง นับจ านวน
โคโลนีที่เกิดขึ้น และใช้ suspension ที่เหลือแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 50 ไมโครลิตร ส าหรับเตรียมดีเอ็นเอ
ต้นแบบ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใช้ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ส าหรับท าปฏิกิริยา 
LAMP ส่วนที่เหลือเก็บไว้ท าซ้ า 3 ซ้ า ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส  

7. ทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจหาเชื้อ R. solanacearum จากตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมา 
เตรียมตัวอย่างส าหรับท าปฏิกิริยา LAMP โดยน าหัวพันธุ์ปทุมมามาตัดแช่น ้านึ่งฆ่าเชื้อให้ท่วม ตั้งทิ้งไว้

นาน 15 นาที ผสมกับเชื้อ R. solanacearum ที่แยกได้จากปทุมมาความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml 
ท าให้เจือจางโดยวิธี tenfold serial dilution ตั้งแต่ 10-1-10-8 เท่า ใช้ส่วนน้ าใสส าหรับเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ 
ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส และเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมาที่ต้องการตรวจตัดแช่น ้านึ่งฆ่าเชื้อให้
ท่วม ตั้งทิ้งไว้นาน 15 นาที น าส่วนน้ าใสมาแยกเชื้อ R. solanacearum โดยเลี้ยงบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และใช้ส่วนน้ าใสส าหรับเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
บ่มที่ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ส าหรับท าปฏิกิริยา LAMP 
ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิสและตรวจด้วยตาเปล่า (visual detection) โดยใช้สารเรืองแสง SYBR 
Green I (Invitrogen) ที่ความเข้มข้น 1:10 เติมลงไปในหลอดหลังท าปฏิกิริยาเสร็จ สังเกตการเรืองแสงของสาร  

- เวลาและสถานที่ 



ต.ค. 56 – ก.ย. 58 ทีห่้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขา
พืช กรมวิชาการเกษตร  
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมและตรวจสอบผลของปฏิกิริยา LAMP  
 สภาวะที่ เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum เริ่มจากเตรียม         
ดีเอ็นเอต้นแบบของแบคทีเรียที่ต้องการตรวจสอบที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม    
ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยา LAMP 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2.0 µM FIP และ BIP, 0.4 µM F3 และ 
B3, 2.0 µM F loop และ B loop (ตารางที่ 1), 0.4 µM dNTPs, 1.0 M Betaine, 20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 
10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 6 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100 และ 8U Bst DNA polymerase บ่มที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบแถบดีเอ็นเอที่มี
ลักษณะคล้ายขั้นบันไดซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา LAMP (Natomi et al., 2000) ในการ
ทดสอบหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP พบว่าสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส ในเวลา 30 และ 60 นาที ไม่สอดคล้องกับรายงานของ Lenarčič et al. (2014)  ซึ่งใช้ชุดน้ ายา
ส าเร็จรูป Isothermal Master Mix (Optigene Ltd., Horsham, UK) และเกิดปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส อย่างไรก็ตาม เอนไซม์ Bst DNA polymerase (New England Biolab, USA) ที่ใช้ในการทดลองมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตคือ 65 องศาเซลเซียส เทคนิค LAMP 
สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้อุณหภูมิเดียว (isothermal) ในช่วงอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส และ
ไม่ต้องอาศัยกระบวนการแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบก่อน เนื่องจากเอนไซม์ Bst DNA polymerase มีคุณสมบัติแยก
ดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวได้ (strand displacement) อย่างไรก็ตาม การแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบก่อนและ
การเติม loop primer จะช่วยย่นระยะเวลาในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมท าให้ปฏิกิริยาเกิดได้เร็วยิ่งขึ้น 
(Nagamine et al., 2002)   

2. การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ 
R. solanacearum 
 การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum โดยน าเชื้อ R. 
solanacearum ที่มีอยู่ใน culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชที่แยกได้จากหลายพืชอาศัยได้แก่ มันฝรั่ง 
ยาสูบ พริก มะเขือเทศ มะเขือยาว มะเขือเปราะ ยูคาลิปตัส ถั่วลิสง ขิง บัวสวรรค์ และปทุมมา (ตารางที่ 2) มา
ทดสอบ พบว่าสามารถตรวจเชื้อ R. solanacearum ได้ถูกต้องทุกสายพันธุ์และให้ผลการทดสอบเป็นลบกับเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและซาโปรไฟต์ที ่ม ีโอกาสพบได้ในดินหรือผิวพืช ได้แก่ เชื ้อแบคทีเรีย Erwinia 
carotovora subsp. carotovora, E. chrysanthemi และ Pantoea sp. (รูปที่  1) โดยมี ความไวในการ
ตรวจสอบเชื้อ 104 CFU/ml (รูปที่ 2) สอดคล้องกับรายงานของ Kubota et al. (2008) และ Lenarčič et al. 
(2014) ที่ใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum เช่นเดียวกัน 

3. การทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจหาเชื้อ R. solanacearum จากตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมา 



การทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum จากตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมาที่ผสมกับ
เชื้อ R. solanacearum ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบว่าให้ผลสอดคล้องกับการทดสอบความไว
สามารถตรวจพบเชื้อที่ 104 CFU/ml และผลการตรวจหาเชื้อจากตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมาที่ต้องการตรวจตัดแช่น ้า
นึ่งฆ่าเชื้อ ใช้ส่วนน้ าใสส าหรับท าปฏิกิริยา LAMP ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบแถบดีเอ็นเอที่มี
ลักษณะคล้ายขั้นบันไดในทุกตัวอย่างที่แยกได้เชื้อ R. solanacearum บนอาหาร PSA ส่วนการตรวจสอบผลด้วย
ตาเปล่า โดยเติมสารเรืองแสง SYBR Green I อัตราตามรายงานของ Iwamoto et al. (2003) ลงไปในหลอดหลัง
ท าปฏิกิริยาเสร็จ พบว่าสารเรืองแสง SYBR Green I เปลี่ยนจากสีส้มเป็นเรืองแสงสีเขียวในทุกตัวอย่างที่แยกได้
เชื้อ R. solanacearum บนอาหาร PSA สอดคล้องกับการตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส (รูปที่ 3)  

ปัจจุบันมีการน าเทคนิค LAMP มาประยุกต์ใช้ในการตรวจเชื้อสาเหตุโรคในคน สัตว์ และเชื้อสาเหตุโรค
พืชหลายชนิด ความไวในการตรวจสอบขึ้นอยู่กับตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ คุณภาพของดีเอ็นเอต้นแบบ และวิธีที่ใช้ใน
การตรวจสอบผล ส าหรับเชื้อสาเหตุโรคพืชได้มีการน าเทคนิค LAMP มาใช้ในตรวจเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas 
syringae pv. phaseolica พบว่าสามารถตรวจเชื้อได้ถูกต้อง ไม่เกิดผลบวกกับแบคทีเรียในกลุ่ม fluorescent 
pseudomonads ชนิดอ่ืนๆ โดยมีความไวในการตรวจ 6.9x103 CFU/ml (Li et al., 2009) Rigano et al. 
(2010) ใช้เทคนิค LAMP ตรวจเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ได้ดีเช่นกัน 
สามารถตรวจดีเอ็นเอของเชื้อได้ที่ความเข้มข้น 10 fg และจากตัวอย่างพืชความเข้มข้นเชื้อ 18 CFU รายงานของ 
Yasuhara-Bell et al. (2013) ซึ่งใช้ LAMP ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย  Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis สาเหตุโรคแผลสะเก็ด (bacterial canker) ของมะเขือเทศโดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากส่วน
ของยีน micA พบว่ามีความจ าเพาะสูงสามารถตรวจเชื้อได้ถูกต้องทั้ง 351 สายพันธุ์ และการตรวจเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคข้าวที่ส าคัญได้แก่ Xanthomonas oryzae pv. oryzae  และ X. oryzae pv. oryzicola  โดยใช้ 
LAMP พบว่าสามารถตรวจดีเอ็นเอของเชื้อได้ที่ 1 pg-10 fg และที่ 104-105 CFU/ml เมื่อตรวจจากตัวอย่างใบ
และเมล็ด (Lang et al., 2014)  จากข้อดีในด้านความรวดเร็ว มีประสิทธิภาพ และไม่ต้องใช้เครื่องมือราคาแพง 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในอุณหภูมิเดียวโดยใช้อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิหรือ heat block ได้ LAMP จึงเป็น
เทคนิคทางอณูชีววิทยาที่น่าจะเข้ามามีบทบาทและใช้กันอย่างแพร่หลายส าหรับการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืช
แบบรู้ผลเร็วโดยเฉพาะอย่างยิ่งในห้องปฏิบัติการที่มีทรัพยากรจ ากัด                                                                                             
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การศึกษาในครั้งนี้ได้สภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP เพ่ือใช้ตรวจสอบเชื้อ R. solanacearum 
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที การทดสอบความจ าเพาะในการตรวจ พบว่าเทคนิค LAMP มี
ความจ าเพาะเจาะจงสามารถตรวจสอบเชื้อ R. solanacearum ที่พบในประเทศไทยได้ถูกต้องทุกสายพันธุ์และไม่
เกิดผลบวกกับเชื้อแบคทีเรียที่มีโอกาสพบได้ในดิน โดยมีความไวในการตรวจ 104 CFU/ml สามารถน ามา
ประยุกต์ใช้เป็นวิธีการตรวจสอบเชื้อในหัวพันธุ์ปทุมมาได้อย่างถูกต้องและแม่นย า และตรวจสอบผลผลิตจากการ
ท าปฏิกิริยาได้ทั้งวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิสและตรวจด้วยตาเปล่า 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 



น าเทคนิค LAMP ไปพัฒนาต่อเพ่ือใช้ ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum จากตัวอย่างพืชอ่ืนๆ 
นอกเหนือจากหัวพันธุ์ปทุมมา 
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13. ภาคผนวก 
- 

 
ตารางที่ 1  ชุดไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum ด้วยเทคนิค LAMP 
 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์  อ้างอิง 

F3_RS_egl 5'-GAGCAACTACATCTATCCGTC-3' Lenarčič et al. 

B3_RS_egl 5'-CATCAGCCCGAAGATGAC-3' (2014) 

FIP_RS_egl 5'-ACAGCTCGTTCGCGTCGACGACAGCGCGACCTACTA-3'  

FIP_RS_egl 5'-GGTTCGTCAACGCCGTGAGATCACGTTGCCGTAGTAG-3'  

FLoop_RS_egl 5'-GTTCATGCCCTTGTTCTTG-3'  

BLoop_RS_egl 5'-GCTCGATCCGCACAACTA-3'  

 
ตารางที่ 2  เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค LAMP 

เชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ์ พืชอาศัย แหล่งที่มา 
Ralstonia solanacearum RS402 มันฝรั่ง เชียงใหม่ 
 RS555 มันฝรั่ง เชียงใหม่ 
 RS556 มันฝรั่ง เชียงใหม่ 
 RS1162 มันฝรั่ง เชียงใหม่ 
 RS1251 มันฝรั่ง เชียงใหม่ 
 RS1254 มันฝรั่ง ล าพูน 
 RS1257 มันฝรั่ง ตาก 
 RS1262 มันฝรั่ง เชียงใหม่ 
 RS1277 มันฝรั่ง เลย 
 RS2338 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2339 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2581 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2583 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2584 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2585 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2586 มันฝรั่ง ตาก 
 RS2587 มันฝรั่ง ตาก 



ตารางที ่2  (ต่อ) 

เชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ์ พืชอาศัย แหล่งที่มา 
R. solanacearum RS264 มะเขือเทศ นครปฐม 
 RS1289 มะเขือเทศ ล าปาง 
 RS1391 มะเขือเทศ ขอนแก่น 
 RS1398 มะเขือเทศ สกลนคร 
 RS1406 มะเขือเทศ นครพนม 

 RS1421 มะเขือเทศ ตาก 
 RS1494 มะเขือเทศ เชียงราย 
 RS1607 มะเขือเทศ หนองคาย 
 RS21 มะเขือเทศ ขอนแก่น 
 RS1011 มะเขือยาว ตรัง 
 RS1506 มะเขือยาว สุราษฎร์ธานี 
 RS1341 มะเขือเปราะ น่าน 
 RS1355 มะเขือเปราะ ปทุมธานี 
 RS2327 มะเขือเปราะ จันทบุรี 
 RS525 ยาสูบ สงขลา 
 RS1401 ยาสูบ นครพนม 
 RS2204 ยาสูบ เพชรบูรณ์ 
 RS1105 พริกข้ีหนู ประจวบคีรีขันธ์ 
 RS1382 พริกหยวก กรุงเทพฯ 
 RS1431 พริกชี้ฟ้า เชียงราย 
 RS1473 พริกหยวก เชียงราย 
 RS1496 พริกหนุ่ม เชียงราย 
 RS1563 พริกข้ีหนู ศรีสะเกษ 
 RS1602 พริก สกลนคร 
 RS2323 พริก สระแก้ว 
 RS2577 พริก แพร่ 
 RSS พริก เชียงใหม่ 
 RS1205 ถั่วลิสง นครสวรรค์ 
 RS1461 ถั่วลิสง นครสวรรค์ 
 RS1372 ยูคาลิปตัส ฉะเชิงเทรา 
 RS1374 ยูคาลิปตัส ฉะเชิงเทรา 
 RS1387 ดาวเรือง กรุงเทพฯ 



ตารางที่ 2  (ต่อ) 

เชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ์ พืชอาศัย แหล่งที่มา 
R. solanacearum RS1350 ขิง เชียงราย 
 RS1380 ขิง เลย 
 RS2156 ขิง เพชรบูรณ์ 
 RS1217 บัวสวรรค ์ เชียงใหม่ 
 RS1352 บัวสวรรค ์ เชียงใหม่ 
 RS1438 ปทุมมา เชียงราย 
 RS1439 ปทุมมา ล าพูน 
 RS1476 ปทุมมา เชียงราย 
 RS1481 ปทุมมา เชียงใหม่ 
 RS1512 ปทุมมา เชียงราย 
 RS2423 ปทุมมา กาญจนบุรี 
Erwinia carotovora subsp. carotovora E681 หน่อไม้ฝรั่ง เพชรบูรณ์ 
E. chrysanthemi Ech ว่านหางจระเข้ กาญจนบุรี 
Pantoea sp. Pan ดิน นครปฐม 

1/   เครื่องหมาย + คือ เกิดปฏิกิริยาเป็นบวก โดยพบแถบดีเอ็นเอแบบขั้นบันไดซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของผลผลิตที่

ได้จากปฏิกิริยา LAMP เครื่องหมาย - คือ เกิดปฏิกิริยาเป็นลบ 

 



 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1  ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum โดย M คือ 

Gel Pilot 100 bp plus ladder, lane 1 -1 1 คื อ  เชื้ อ  R. solanacearum, lane 12 คื อ  เชื้ อ  E. 

carotovora subsp. carotovora, lane 13 คือ เชื้อ E. chrysanthemi, lane 14 คือ เชื้อ Pantoae 

sp. และ lane 15 คือ dH2O (negative control) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2  ทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ R. solanacearum ความเข้มข้น 108 

ถึง 10 CFU/ml ตามล าดับ โดย M คือ Gel Pilot 100 bp plus ladder  

500 bp 

 
300 bp 

 

500 bp 

 
300 bp 
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รูปที่  3  ทดสอบเทคนิค LAMP ในการตรวจหาเชื้อ R. solanacearum จากตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมา (ก) 

ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส (ข) ตรวจด้วยตาเปล่าหลังเติมสาร SYBR Green I โดย M คือ 

Bio-100 bp DNA Ladder, lane 1-10 คือ หัวพันธุ์ปทุมมาที่มีเชื้อ R. solanacearum, lane 11-12 

คือ หัวพันธุ์ปทุมมาปลอดเชื้อ และ lane 13 คือ dH2O (negative control) 

500 bp 

 
300 bp 

 


