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บทคัดย่อ: โรคอินคลูชันบอดี เฮปำไตติส (inclusion body hepatitis; IBH) เป็นโรคที่ก่อให้เกิดอัตรำกำรตำยสูงใน
ลูกไก่ส่งผลให้เกิดควำมเสียหำยต่ออุตสำหกรรมกำรผลิตสัตว์ปีกทั่วโลก ประเทศไทยพบกำรระบำดของโรค IBH คร้ัง
แรกในปี ค.ศ. 2007 มีสำเหตุเกิดจำกฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 กำรศึกษำคร้ังน้ีจึงได้พัฒนำเทคนิค Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) ในกำรตรวจหำฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 ในกำรศึกษำได้
ออกแบบไพรเมอร์จ ำนวน 4 เส้นที่มีควำมจ ำเพำะต่อยีน hexon ของฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 ผลกำรทดสอบ
พบว่ำอุณหภูมิ 63 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 60 นำที ให้ผลกำรตรวจสอบที่ชัดเจนที่สุด กำรแปลผลสำมำรถอ่ำนผลได้
ด้วยตำเปล่ำจำกกำรเติม SYBR Green I และไม่พบกำรท ำปฏิกิริยำกับสำรพันธุกรรมของไวรัส chicken anemia 
virus (CAV), Newcastle disease virus (NDV), duck plaque virus (DPV), infectious bronchitis virus (IBV) 
และ egg drop syndrome virus (EDSV) เทคนิคที่พัฒนำขึ้นในคร้ังน้ีสำมำรถตรวจพบไวรัสต่ ำสุดที่ 10 copy 
number/µl ซ่ึงมีควำมไวมำกกว่ำเทคนิค PCR ถึง 1000 เท่ำ กำรศึกษำน้ีสรุปได้ว่ำเทคนิค LAMP ที่พัฒนำขึ้นเป็น
เทคนิคที่เหมำะส ำหรับกำรตรวจวินิจฉยัโรค IBH ที่มีสำเหตุมำจำกฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 เน่ืองจำกเป็นเทคนิคที่
ง่ำย สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้องอำศัยเคร่ืองมือรำคำแพงในกำรทดสอบและแปลผล ประกอบกับเป็นเทคนิคที่ มี
ควำมจ ำเพำะและควำมไวสูงจึงเป็นเทคนิคที่เหมำะเป็นอย่ำงยิ่งกับกำรปฏิบัติงำนภำคสนำม 
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Abstract: Inclusion Body Hepatitis (IBH) is a disease with a high mortality rate in chicks, causing 
significant devastation to the poultry production industry worldwide. Thailand first encountered an 
outbreak of IBH in 2007, caused by the fowl adenovirus serotype 2 (FAdV-2). To detect this virus, 
the study developed a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method using four primers 
specific to the hexon gene. The optimal results were obtained at a temperature of 63 degrees 
Celsius for 60 minutes. These results can be interpreted with the naked eye due to the addition of 
SYBR Green I in reaction mixture, and no reactions were detected with the genetic material of 
others viruses such as chicken anemia virus (CAV), Newcastle disease virus (NDV), duck plaque virus 
(DPV), infectious bronchitis virus (IBV), and egg drop syndrome virus (EDSV). The LAMP technique 
could detect virus levels as low as 10 copies/µl, making it 1000 times more sensitive than 
polymerase chain reaction (PCR) techniques. This study concludes that the LAMP technique is 
suitable for diagnosing IBH caused by the FAdV-2 virus. It is a simple, convenient, and fast method 
that does not require expensive equipment for testing and interpreting results. The technique has 
high specificity and sensitivity, making it ideal for fieldwork. 
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บทน า 

ฟำล์วอะดีโนไวรัส (Fowl adenovirus; FAdV) 
จัดอยู่ในสกุล Aviadenovirus วงศ์ Adenoviridae มี
รูป ร่ ำ ง แบบ  icosahedral ไ ม่ มี เ ยื่ อ หุ้ม  (non-
enveloped) ขนำด 70-90 นำโนเมตร จีโนมของไวรัส
เป็นชนิดดีเอ็นเอสำยคู่ (double-stranded DNA) ยำว 
43-45 กิโลเบส (Lai et al., 2021) จีโนมถูกห่อหุ้มด้วย
โปรตีนที่ส ำคัญอย่ำงน้อย 3 ชนิดประกอบด้วย โปรตีน 
hexon โปรตีน penton และโปรตีน fiber (Sohaimi 
et al., 2018; Zhang et al., 2018) ไวรัสชนิดน้ี
สำมำรถจ ำแนกโดยอำศัยเอมไซม์ตัดจ ำเพำะแล้วสังเกต
รูปแบบกำรตัดที่ เ กิดขึ้ น  (restriction enzyme 
digestion patterns) ออกเป็น 5 สปีชีส์ประกอบด้วย 
FAdV-A ถึ ง  FAdV-E และเ ม่ือ ใ ช้เทคนิค cross-
neutralization และ phylogenetic analysis สำมำรถ
จ ำแนกได้เป็น 12 ซีโรไทป์ (serotype) ประกอบด้วย 
FAdV-1 ถึง 8a และ FAdV-8b ถึง 11 (Meulemans et 
al., 2001; Mase et al., 2020) ไวรัสฟำล์วอะดีโนแต่
ละซีโรไทป์ก่อให้เกิดอำกำรทำงคลินิกที่แตกตำ่งกันขึ้นอยู่
กับสำยพันธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรค อำทิเช่น FAdV-4 เป็นสำเหตุ
ที่ ก่ อ ใ ห้ เ กิดกลุ่ มอ ำกำร น้ ำ สะสมในถุ ง หุ้ม หัว ใ จ 
(hydropericardium syndrome; HPS) (Kim et al., 
2014; Toroghi et al., 2022) ในขณะที่ FAdV-1, 
FAdV-11 และ FAdV-8a ถูกระบุว่ำเก่ียวข้องกับกำรเกิด
กระเพำะบดกร่อน (adenoviral gizzard erosion; 
AGE) (Ono et al., 2003; Manarolla et al., 2009; 
Domanska-Blicharz et al., 2011; Garmyn et al., 
2018; Mirzazadeh et al., 2019) และโรคอินคลูชันบอ
ดี เฮปำไตติส (inclusion body hepatitis; IBH) พบว่ำ
เกิดจำกกำรติดเช้ือ FAdV-2, 3, 9 และ 11 (สปีชีส์ D) 
และ FAdV-6, 7, 8a และ 8b (สปีชีส์ E) (Abghour et 
al., 2019; Mase et al., 2020; Chitradevi et al., 
2021;; Schachner et al., 2018, 2021).   

โรค IBH ก่อให้เกิดอัตรำกำรตำยประมำณ 5-
10 เปอร์เซ็นต์ แต่ในกรณีที่ติดเช้ือแบบรุนแรงหรือลูก
สัตว์ปีกไม่มีภูมิคุ้มกันที่ได้รับถ่ำยทอดมำจำกแม่จะพบ
อัตรำกำรตำยที่สูงถึงร้อยละ 30 ภำยใน 2-3 วันหลังจำก
ที่พบกำรระบำด (Schachner et al., 2018) นอกจำกน้ี 
ไวรัสยังส่งกระทบต่อไก่พ่อแม่พันธุ์ โดยท ำให้เปอร์เซ็นต์
ไข่ฟักลดลงและลูกไก่ที่เกิดมำอ่อนแอ ลูกไก่ที่ได้รับกำร
ถ่ำยทอดเช้ือผ่ำนทำงไข่ฟักถ้ำไม่ตำยก็มักจะตำมมำด้วย
อำกำรแคระแกร็น นอกจำกน้ันยังมีรำยงำนระบุว่ำไวรัสน้ี
ยังเป็นไวรัสกดภูมิคุ้มกันได้อีกด้วย ส่งผลให้ไก่ที่ติดเช้ือ
ตอบสนองต่อวัคซีนไม่ดีและมีควำมไวต่อกำรติดเช้ือก่อ
โรคชนิดอื่นก่อให้เกิดควำมสูญเสียทำงเศรษฐกิจตำมมำ 
(Songserm, 2007) จำกที่กล่ำวมำข้ำงต้นจึงระบุได้ว่ำ
โรค IBH ถือเป็นโรคระบำดที่ส ำคัญต่ออุตสำหกรรมกำร
ผลิตสัตว์ปีกเป็นอย่ำงมำก ปัจจุบันมีรำยงำนกำรระบำด
ของโรคน้ีในหลำยประเทศทั่วโลกได้แก่ สหรัฐอเมริกำ 
แคนำดำ อินเดีย จีน ญี่ปุ่น อินโดนีเซียรวมทั้งประเทศ
ไทย (Junnu et al., 2015; Schachner et al., 2018) 

ไวรัสที่เป็นสำเหตุของโรคจะแตกต่ำงกันไปขึ้นอยู่
กับสำยพันธุ์หลักของไวรัสที่ มีอยู่ในประเทศน้ัน ใน
ประเทศไทยพบกำรระบำดของโรคน้ีเป็นคร้ังแรกในปี 
ค.ศ. 2007 จำกรำยงำนของ Songserm (2007)ระบุว่ำ
ไวรัสที่ เป็นสำเหตุของโรค IBH ในประเทศไทยคือ 
ฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 (FAdV-2) ในกำรตรวจหำ
เช้ือที่เป็นสำเหตุในกำรก่อโรคสำมำรถตรวจทำงจุลพยำธิ
วิทยำ ซ่ึ ง เป็นกำรตรวจหำ  eosinophilic หรือ 
basophilic intranuclear inclusion body ในเซลล์ตับ
และเซลล์ตับอ่อน (Songserm, 2007; Junnu et al., 
2015) เทคนิค Immunohistochemistry และเทคนิค 
in situ hybridization เพื่อใช้ในกำรตรวจหำไวรัส
แอนติเจนหรือตรวจหำสำรพันธุกรรมของเช้ือในเน้ือเยื่อ 
(Saifuddin & Wilks, 1991; Kasantikul et al., 2011) 
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กำรเพิ่มจ ำนวนไวรัสและท ำไวรัสให้บริสุทธิ์ในเซลล์
เพำะเลี้ยงตับชนิดปฐมภูมิ (primary chicken liver 
cells) โดยสังเกตกำรเกิด cytopathic effect (CPE) 
(Sohaimi et al., 2018) ปัจจุบันเทคนิคทำงอณู
ชีววิทยำเร่ิมเข้ำมำมีบทบำทมำกขึ้นในกำรวินิจฉัยหำ
สำเหตุของโรคโดยเฉพำะเทคนิค PCR เน่ืองจำกเป็น
เทคนิคที่มีควำมไวและควำมจ ำเพำะสูง อย่ำงไรก็ตำม
เทคนิคน้ียังต้องอำศัยห้องปฏิบัติกำรที่มีควำมพร้อมและ
เค ร่ือง มือที่ มี รำคำแพง  เทคนิค Loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนิคที่มีกำร
พัฒนำส ำหรับกำรตรวจสอบโรคอย่ำงแพร่หลำย เม่ือ
เปรียบเทียบเทคนิคน้ีกับเทคนิคทำงอณูชีววินิจฉัยอื่นซ่ึง
ได้แก่ PCR และ Real-time PCR พบว่ำเทคนิค LAMP 
เป็นเทคนิคที่มีควำมไวควำมจ ำเพำะสูงและรวดเร็ว 
(Notomi et al., 2000; Mori et al., 2006) 
นอกจำกน้ันเทคนิค LAMP ไม่จ ำเป็นต้องใช้เคร่ืองมือ
เฉพำะที่มีรำคำแพงในกำรเพิ่มช้ินดีเอ็นเอเป้ำหมำย
เน่ืองจำกกำรเกิดปฏิกิริยำอำศัยเพียงอุณหภูมิเดียวและ
เทคนิคน้ียังสำมำรถตรวจสอบผลได้ด้วยตำเปล่ำ (visual 
detection) ด้วยเหตุน้ีเทคนิคน้ีจึงถือเปน็เทคนิคที่เหมำะ
ต่ อ ก ำ รน ำ ไ ป ใ ช้ ง ำ นภ ำ ค ส นำ มแ ล ะ เ หม ำ ะ กั บ
ห้องปฏิบัติกำรที่ยังไม่มีควำมพร้อมในเร่ืองของเคร่ืองมือ
หรืออุปกรณ์ งำนวิจัยฉบับน้ีจึงได้พัฒนำเทคนิค LAMP 
เพื่อใช้ในกำรตรวจหำไวรัส FAdV-2 ที่เป็นสำเหตุก่อโรค 
IBH 
 

อุปกรณ์และวธิีการ 
การแยกและเพ่ิมจ านวนไวรัส 

น ำเน้ือเยื่อของไก่ที่ติดเช้ือ FAdV-2 ที่พบใน
ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2550 (Songserm, 2007) มำ
เพำะแยกเช้ือและเพิ่มจ ำนวนในเซลล์ตับชนิดปฐมภูมิที่
แ ยก ได้ จ ำกตั วอ่ อนลู ก ไ ก่  (primary chicken 
embryonic fibroblast; CEF) ซ่ึงด ำเนินกำรตำมวิธีของ 

(Junnu et al., 2015) โดยกำรด ำเนินกำรเก่ียวกับสัตว์
ปีกป่ วย ในง ำนวิ จั ย ฉบั บ น้ี ได้ รั บกำร รับรอ งจ ำก
คณะอนุกรรมกำรก ำกับกำรดูแลกำรด ำเนินกำรต่อสัตว์
เพื่องำนทำงวิทยำศำสตร์ คณะสัตวแพทยศำสตร์ 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ (ACKU66-VET-021) 
การสกัดดีเอ็นเอ และ PCR 

น ำเช้ือฟำล์วอะดีโนไวรัสที่ผ่ำนกำรเพิ่มจ ำนวน
ใน CEF มำสกัดดี เอ็นเอด้ วย ชุดสกัดดี เอ็นเ อ 
FavorPrepTM Viral Nucleic Acid ExtractionkitI  
(Flavogen®) โดยปฏิบัติตำมคู่มือของชุดสกัด ดีเอ็นเอที่
สกัดได้น ำมำท ำ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบใน
กำรศึกษำน้ีซ่ึงรำยละเอียดกำรออกแบบไพร์เมอร์ระบุใน
หัวข้อถัดไป ปฏิกิริยำประกอบด้วยเอมไซม์ Thermo 
Scientific Phusion Hot start II High-Fidelity DNA 
polymerase (ThermoScientific, USA) ท ำ Pre-
denaturation ที่อุณหภูมิ 98 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
ต่อด้วยกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอเป้ำหมำยจ ำนวน 35 รอบ
โดยปฏิกิริยำประกอบด้วย denaturation อุณหภูมิ 98 
องศำเซลเซียส 10 วินำที primer annealing อุณหภูมิ 
53 องศำเซลเซียส 30 วินำที และ Extension อุณหภูมิ 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที เม่ือครบจ ำนวนรอบที่
ก ำหนดปฏิกิริยำเข้ำสู่ขบวนกำรของ Final extension 
อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 5 นำที ผลผลิตที่ได้จำกกำร
ท ำ PCR จะถูกน ำมำตรวจสอบด้วย 1.5 % agarose gel 
electrophoresis  
การออกแบบไพร์เมอร ์

ไพร์เมอร์ที่ใช้ในกำรศึกษำน้ีประกอบด้วยไพร์
เมอร์ Ade2F3 และ Ade2B3 ซ่ึงเป็นไพรเมอร์ที่
คณะผู้วจิัยออกแบบให้มีควำมจ ำเพำะตอ่ส่วนของยีน 
hexon ของเช้ือ FAdV-2 ด้วยกำรวิเครำะห์ multiple 
alignment โดยอำศัยโปรแกรม Bioedit version 
7.0.5.3 จำกล ำดับเบสที่มีรำยงำนในฐำนขอ้มูล 
GenBank รำยละเอียดของไพร์เมอร์ระบุในตำรำงที่ 1 
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การโคลนยีน และการสกัดพลาสมิด 
 วัตถุประสงค์ในกำรโคลนยีนเพือ่น ำโคลนที่ได้ไป
ใช้ในกำรทดสอบหำอุณหภูมิ เวลำและ the limit of 
detection (LOD) ในกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP ซ่ึงขั้นตอน
ในกำรท ำโดยสังเขปเร่ิมจำกกำรน ำยีนซ่ึงเป็นช้ินดีเอ็นเอ
ที่ไดจ้ำกกำรท ำ PCR โคลนลง T&A cloning vector 
ด้วยชุด T&A cloning vector kit (Real Biotech 
Corp., Taiwan) จำกน้ันน ำพลำสมิดที่ได้ transform 
เข้ำสู ่Escherichia coli สำยพันธุ ์ JM109 (Sambrook 
et al., 1989) ตรวจสอบโคลนด้วยเทคนิค PCR น ำโคลน
ที่ตรวจสอบแล้วมำเขี่ยลง LB broth เขย่ำข้ำมคืนที ่ 37 
องศำเซลเซียส ท ำกำรสกัดพลำสมิดใช้ชุดสกัด 
FavorPrepTM Plasmid  DNA  Extraction  Mini  kit 
(Favorgen, Taiwan) โดยปฏิบตัติำมวิธีกำรของชุดสกัด 
น ำพลำสมิดทีส่กัดได้ไปตรวจสอบด้วย 1.5 % agarose 
gel electrophoresis และส่งยืนยันควำมถูกตอ้งของยีน
ด้วยกำรวเิครำะห์ล ำดับเบสที่ 1st base Pte Ltd 
ประเทศมำเลเซีย (FirstBASE Laboratories, Malaysia) 
พลำสมิดทีส่กัดได้น ำมำวัดควำมเข้มข้นด้วยเคร่ือง 
NANODROP 2000 spectrophotometer (Thermo 
scientific, Delaware, USA) และน ำคำ่ที่ได้มำ
ค ำนวณหำ number of copies 
(https://www.technologynetworks.com/tn/tools
/copynumbercalculator) 
ตารางที่ 1 รำยละเอยีดของไพร์เมอร์ในกำรท ำปฏิกิริยำ 
LAMP 
Prime

r 
name 

Sequence (5’-3’) 

Ade2
F3 

GGGTTGAGACAGAGGCGA 

Ade2
B3 

CCAATCCGACTTGGTCTGC 

Ade2
FIP 

CGCGGCAGTCTTGTCTTTAGCGAGACAGT
CATCACGGGTCAG 

Ade2
BIP 

CGCCGCTCTTTCAGGGGTTTTCTGGTCTA
AGGCACCCATC 

การศึกษาหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมส าหรับใช้ใน
การท าปฏกิิริยา LAMP 
 องค์ประกอบในกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP ได้ท ำ
กำรทดสอบหำควำมเข้มข้นที่เหมำะสมของสำรส ำหรับใช้
ในปฏิกิริยำ LAMP โดยในปริมำณ 25 ไมโครลิตร
ประกอบด้วย  2x Thermopol buffer (New England 
Biolabs, USA) 1.6mM dNTP, 40pMol Ade2BIP, 
40pMol Ade2FIP, 5pMol Ade2B3, 5pMol 
Ade2F3, 8mM MgSO4, 0.8M Betaine (Sigma, USA) 
8 Units of Bst DNA Polymerase large fragment  
(New England Biolabs, USA) และดีเอ็นเอ 2.5  
ไมโครลิตร ทดสอบหำอุณหภูมิที่เหมำะสมโดยน ำมำบ่มท่ี
อุณหภูมิ 57, 59, 61, 63, 65 และ 67 องศำเซลเซียส 
กำรทดสอบหำเวลำที่เหมำะสมในกำรเกิดปฏิกิริยำโดย
น ำองค์ประกอบทั้ งหมดมำบ่มที่ อุณหภู มิที่ ได้จำก
กำรศึกษำข้ำงต้นที่ช่วงเวลำต่ำงกันดังน้ีประกอบด้วย 10, 
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 นำที หยุด
ปฏิกิริยำที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที 
ด้ ว ย เ ค ร่ือ ง  gradient PCR thermocycle 

(Biometra,USA) ตรวจสอบผลที่ได้ด้วย 1.5 % 
agarose gel electrophoresis และเติม  SYBR Green 

I (Biotium, USA) 
การเปรียบเทียบความไวของปฏกิิริยา  LAMP กับ
เทคนิค PCR 

กำรทดสอบควำมไวในกำรตรวจสอบโดยเจือ
จำงพลำสมิดที่มียีน hexon ของ FAdv-2 ให้มีควำม
เข้มข้นตั้งแต่ 108 จนถึง 100 copy number ซ่ึงน ำไปใช้
เป็นต้นแบบในกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP ที่อุณหภูมิ 63  
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที ตรวจสอบผลที่ได้ด้วย 

https://www.technologynetworks.com/tn/tools/copynumbercalculator
https://www.technologynetworks.com/tn/tools/copynumbercalculator
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1.5 % agarose gel electrophoresis และเติม  SYBR 

Green I (Biotium, USA) และควำมเข้มข้นเดียวกันน้ี
ไปตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยอุณหภูมิในกำรท ำ
ปฏิกิริยำประกอบด้วย pre-denature 94 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 5 นำที denature 94 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 30 วินำที annealing 53 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 30 วินำที extension 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
30 วินำที ด ำเ นินกำรทั้งหมด 35 รอบและ final 
extension ที่ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที 
ตรวจสอบผลที่ ได้ด้วย 1.5 % agarose gel 
electrophoresis  
การทดสอบความจ าเพาะของปฏิกริิยา  LAMP 

ตรวจสอบควำมจ ำเพำะของปฏิกิริยำ LAMP 
โดยใช้สำรพันธุกรรมที่สกัดจำกตัวอยำ่งทีต่รวจสอบพบ
ไวรัสที่ก่อโรคในสตัว์ปีกชนิดอื่นประกอบด้วย chicken 
anemia virus (CAV) Newcastle disease virus 
(NDV) Duck plaque virus (DPV) Infectious 
bronchitis virus (IBV) และ egg drop syndrome 
virus (EDSV) ในกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP ตรวจสอบผลที่
ได้ด้วย 1.5 % agarose gel electrophoresis  

 
ผลการศึกษา 

การศึกษาหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมส าหรับใช้ใน
การท าปฏิกิริยา LAMP 

จำกกำรทดสอบหำอุณหภูมิที่เหมำะสมส ำหรับ
กำรท ำปฏิกิริยำ LAMP โดยทดสอบที่อุณหภูมิ 57, 59, 
61, 63, 65 และ 67 องศำเซลเซียส โดยพบปฏิกิริยำเกิด
ที่อุณหภูมิ 59, 61, 63 และ 65 องศำเซลเซียสแต่ที่
อุณหภูมิ 63 องศำเซลเซียสให้ผลที่ชัดเจนกว่ำอุณหภูมิ
อื่นๆ (ภำพที่ 1) ดังน้ันจึงใช้อุณหภูมิ 63 องศำเซลเซียส
ในกำรทดสอบในขั้นตอนต่อไป กำรทดสอบหำเวลำที่
เหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP พบแถบดีเอ็นเอ
ตั้งแต่ 30 นำที และแถบดีเอ็นเอชัดเจนขึ้นเม่ือเพิ่มเวลำ

ในกำรท ำปฏิกิริยำ  จำกกำรทดลองพบแถบดีเอ็นเอ
ชัดเจนตั้งแต่ 60 นำที (ภำพที่ 2A) ดังน้ันทำงผู้วิจัยจึงใช้
เวลำที่ 60 นำทีในกำรทดสอบอื่นต่อไปและเม่ือเติม 
SYBR Green I แล้วตรวจสอบผลภำยใต้แสงยูวีพบกำร
เรืองแสงตั้งแต่ 30 นำที (ภำพที่ 2B)  
การเปรียบเทียบความไวของปฏิกิริยา LAMP กับ
เทคนิค PCR 

กำรศึกษำเปรียบเทียบควำมไวจำกกำรท ำ 
LAMP และ PCR โดยใช้พลำสมิดที่มีจ ำนวน copy 
number ตั้งแต่ 108  เจือจำงเป็น 10 เท่ำโดยเร่ิมตั้งแต่ 
108 จนถึง 100 เป็นต้นแบบในกำรท ำปฏิกิริยำ ในกำรท ำ
ปฏิกิริยำ LAMP พบแถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 108 จนถึง 102 
(ภำพที่ 3A) แต่เม่ือเติม SYBR Green I แล้วตรวจสอบ
ผลภำยใต้แสงยูวีพบกำรเรืองแสงตั้งแต่ 108 จนถึง 101 
(ภำพที่ 3B) ส่วนกำรท ำปฏิกิริยำ PCR พบแถบดีเอ็นเอ
ตั้งแต่ 108 จนถึง 105 (ภำพที่ 3C) จำกกำรทดลองน้ี
พบว่ำ LAMP มีควำมไวในกำรตรวจหำ FAdV-2 
มำกกว่ำ PCR ถึง  1000 เท่ ำ ผลกำรตรวจสอบ
ควำมจ ำเพำะของปฏิกิริยำ LAMP กับสำรพันธุกรรมของ
ไวรัส CAV, NDV, DPV, IBV และ EDSV พบว่ำไม่มีแถบ
ดีเอ็นเอปรำกฎขึ้น (ภำพที่ 4) แสดงให้เห็นว่ำวิธีกำรท ำ
ปฏิกิริยำ LAMP น้ีมีควำมจ ำเพำะต่อ FAdV-2 
 

 
ภาพที่ 1 กำรทดสอบหำอุณหภูมิที่เหมำะสมส ำหรับกำร
ท ำปฏิกริยำ LAMP ในกำรตรวจหำ Fowl adenovirus 
serotype 2 ด้ วย  1.5% agarose gel 
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electrophoresis โดย Lane M: 100 bp DNA marker 
(GeneRulerTM100 bp DNA Ladder, Fermentas®); 
Lane 1-6: ณ อุณหภูมิที่ 57, 59, 61, 63, 65, and 
67°C ตำมล ำดับ; NTC: Non template control 

 

 
ภาพที่ 2 เวลำที่เหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำ LAMP ใน
กำรตรวจหำ Fowl adenovirus serotype 2 
detection แสดงผลกำรตรวจสอบด้วย 1.5% agarose 
gel electrophoresis (A) และผลที่ได้จำกกำร
ตรวจสอบด้วยตำเปลำ่เม่ือย้อมด้วย SYBR Green I dye 
(B) โดย Lane M: 100 bp DNA marker 
(GeneRulerTM100 bp DNA Ladder, Fermentas®); 
Lane 1-10: ณ เวลำ 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 
80, 90 นำที ตำมล ำดับ; NTC: Non template 
control 

 

 
ภาพที่ 3 ควำมไวของปฏิกิริยำ LAMP และ PCR ในกำร
ตรวจหำ Fowl adenovirus serotype 2 detection 
แสดงผลกำรตรวจสอบปฏิกิริยำ LAMP ด้วย 1.5 % 
agarose gel (A) and PCR products (C) และแสดงผล
กำรตรวจสอบปฏิกิริยำ LAMP ที่ได้ด้วยตำเปล่ำเม่ือย้อม
ด้วย SYBR Green I dye (B); Lane M: 100 bp DNA 
marker (GeneRulerTM100 bp plus DNA Ladder, 
Fermentas®); Lane 1-9: Plasmid concentration 
108 to 100 copy number; NTC: Non template 
control 

 

 
ภาพที่ 4 ควำมจ ำเพำะของปฏิกิริยำ LAMP ในกำร
ตรวจหำ Fowl adenovirus serotype 2 detection 
แสดงผลกำรตรวจสอบด้วย 1.5 % agarose gel 
electrophoresis; Lane M: 100 bp DNA marker 
(GeneRulerTM100bp DNA Ladder, Fermentas®); 
Lane1: DNA ของ Fowl adenovirus serotype 2; 
Lane 2-6: nucleic acid ของ chicken anemia virus, 
Newcastle disease virus, duck plaque virus, 
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infectious bronchitis virus และ egg drop 
syndrome virus ตำมล ำดับ; NTC: Non template 
control 

 
วิจารณผ์ลการศึกษา 

โรคอินคลู ชันบอดี  เฮปำไตติส เป็นโรคที่
ก่อให้เกิดอัตรำกำรป่วยและตำยที่สูงอย่ำงเฉียบพลัน
โดยเฉพำะในไก่อำยุน้อยนอกจำกน้ันยังสง่ผลเสียต่อฝูงไก่
พ่อแม่พันธุ์โดยท ำให้เกิดปัญหำไข่ลด ลูกไก่อ่อนแอและ
แคระแกร็น (Saifuddin & Wilks, 1991) ไวรัสน้ีสำมำรถ
ถ่ำยทอดเช้ือผ่ำนทำงไข่ฟัก (vertical transmission) 
(Grafl et al., 2012) จึงก่อให้เกิดกำรตำยของลูกไก่แรก
เกิดอย่ำงรวดเร็วซ่ึงลูกไก่ที่ได้รับไวรัสมำจำกไข่ฟักจะเป็น
แหล่งแพร่กระจำยเช้ือในฝูงต่อไปก่อให้เกิดกำรตำยของ
ลูกไก่เป็นคร้ังที่ 2 ด้วยเหตุน้ีเม่ือพบกำรระบำดของโรคน้ี
และไม่สำมำรถวิ นิจฉัยและควบคุมโรคได้อย่ ำง มี
ประสิทธิภำพกำรระบำดของโรคจะเกิดขึ้นอย่ำงต่อเน่ือง
ส่งผลเสียต่ออุตสำหกรรมกำรผลิตสัตว์ปีกเป็นวงกว้ำง 
ดั ง น้ันก ำรควบ คุ ม แล ะป้ อ ง กั น โ ร ค น้ี ไ ด้ อ ย่ ำ ง มี
ประสิทธิภำพมำกที่สุดคือกำรวินิจฉัยและระบุสำยพันธุ์
ของเ ช้ือก่อโรคน้ีให้ได้อย่ำงรวดเ ร็ว ซ่ึงกำรตรวจ
วินิจฉัยโรคจ ำเป็นต้องอำศัยกำรตรวจสอบยืนยันใน
ห้องปฏิบัติกำร โดยเทคนิค PCR ที่ใช้ในกำรตรวจหำเช้ือ
ยังมีข้อจ ำกัดในเร่ืองของระยะเวลำในกำรตรวจสอบที่
นำน  ต้อ งใช้เค ร่ืองมือและสำรเค มีที่ มี รำคำแพง 
จ ำเป็นต้องมีห้องปฏิบัตกิำรที่มีควำมพร้อม (Mori et al., 
2006) เทคนิค LAMP เป็นเทคนิคที่ได้รับควำมสนใจ
เน่ืองจำกปฏิกิริยำเกิดได้โดยใช้อุณหภูมิที่คงที่เพียง
อุณหภูมิเดียวในกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอเป้ำหมำยจึงไม่
จ ำเป็นต้องใช้เคร่ืองมือที่มีซับซ้อนและรำคำแพงจึง
เหมำะกับกำรน ำไปใช้ในภำคสนำม นอกจำกน้ันเทคนิคน้ี
ใช้ไพรเมอร์ 4 เส้นจับกับสำยดเีอน็เอต้นแบบ 6 ต ำแหน่ง
ในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอจึงท ำให้มีควำมจ ำเพำะและ

ควำมไวในกำรตรวจสอบสูง (Notomi et al., 2000) 
ส ำหรับกำรศึกษำคร้ังน้ีได้พัฒนำเทคนิค LAMP เพื่อหำ
เช้ือฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 โดยออกแบบไพร์เมอร์
ในส่วนของยีน hexon ที่มีควำมส ำคัญในกำรติดเช้ือใน
เซลล์ของโฮสต์และควำมรุนแรงของเช้ือ (Sohaimi & 
Hair-Bejo, 2021) โดยยีน hexon มีกำรรำยงำนถึง
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมระหว่ำงซีโรไทป์ มีกำร
น ำมำใช้เพื่อกำรจ ำแนกชนิดของเช้ือและใช้ศึกษำ
ควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรของเช้ือในพื้นที่ต่ำงๆ 
(Sohaimi et al., 2018; Mase et al., 2020) ซ่ึงควำม
แตกต่ำงของล ำดับเบสของยีนส่วนน้ีพบมีควำมเหมำะสม
ส ำหรับกำรน ำมำออกแบบไพรเมอร์ในกำรพัฒนำเทคนิค 
LAMP ในกำรตรวจสอบเช้ือฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์ 2 
ในกำรศึกษำคร้ังน้ี โดยไม่พบปฏิกิริยำข้ำมกับไวรัสชนิด
อื่นที่น ำมำทดสอบ 

ผลจำกกำรศึกษำพบว่ำ เทคนิค LAMP มีควำม
ไวกว่ำเทคนิค PCR ถึง 1000 เท่ำ ซ่ึงสอดคล้องกับ
รำยงำนของ Yinur et al. (2023) เม่ือเจือจำงดีเอ็นเอ
ของเช้ือ 1000 เท่ำ พบว่ำเทคนิค LAMP สำมำรถตรวจ
ได้ แต่เทคนิค PCR ไม่สำมำรถตรวจสอบได้ (Yinur et 
al., 2023) และจำกรำยงำนของ Parthiban et al. 
(2004) พบว่ำเทคนิค PCR น้ันสำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอ
ของเช้ือฟำล์วอะดีโนไวรัสในเน้ือเยื่อตับได้หลังติดเช้ือ 12 
- 24 ช่ัวโมง แต่หลังติดเช้ือไปแล้ว 60 ช่ัวโมง ไม่สำมำรถ
ตรวจพบได้เน่ืองจำกปริมำณเช้ือน้อยลง (Parthiban et 
al., 2004) ดังน้ันเทคนิค LAMP จึงเป็นเทคนิคที่
เหมำะสมในกำรตรวจหำเช้ือเม่ือมีกำรติดเช้ือเป็นระยะ
เวลำนำนหรือมีปริมำณของเช้ือน้อย นอกจำกเทคนิค 
LAMP จะมีควำมไวมำกกว่ำเทคนิค PCR แล้วน้ันเทคนิค
น้ียังสำมำรถอ่ำนผลได้ดว้ยตำเปล่ำ โดยตรวจสอบผลจำก
ควำมขุ่นที่ เกิดจำกกำรที่ pyrophosphate จับกับ 
magnesium หรือกำรใช้สำรเ รืองแสงท ำให้กำร
ตรวจสอบผลท ำได้ง่ำยขึ้น (Iwamoto et al., 2003; 
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Mori et al., 2004) ในกำรศึกษำคร้ังน้ีได้ใช้ SYBR 
Green I dye เติมลงในหลอดหลังเสร็จปฏิกิริยำส ำหรับ
กำรช่วยแปลผล ซ่ึงสะดวก และมีควำมไวในกำร
ตร วจ สอ บมำกกว่ ำ ก ำ รตร วจ สอ บด้ วย เท ค นิ ค 
electrophoresis ซ่ึงในกำรศึกษำคร้ังน้ีพบว่ำกำรอ่ำน
ผลด้วย SYBR Green I dye  มีควำมไวมำกกว่ำกำร
ตรวจสอบด้วย electrophoresis ถึง 10 เท่ำ แต่อย่ำงไร
ก็ตำมกำรเติม SYBR Green I dye ยังต้องมีกำรเปิด
หลอดหลังท ำปฏิกิริยำท ำให้มีโอกำสเกิดกำรฟุ้งกระจำย
ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่ถูกเพิ่มจ ำนวน และท ำให้เกิด
ควำมเสี่ยงในกำรปนเปื้อนในกำรตรวจสอบคร้ังต่อไป 
ปัจจุบันมีกำรพัฒนำสำรที่เป็น indicator เช่น calcein 
และ hydroxynaphthol blue ซ่ึงสำมำรถเติมใน
ส่วนผสมก่อนท ำปฏิกิริยำและจะเปลี่ยนสีถ้ำมีกำรเพิ่มขึ้น
ของดีเอ็นเอเป้ำหมำย (Goto et al., 2009) ท ำให้
สำมำรถอ่ำนผลได้อยำ่งชัดเจนและรวดเร็วโดยไม่ต้องเปิด
หลอดหลัง เสร็จปฏิกิ ริยำและช่วยลดกำรปนเปื้อน
ภำยหลังเกิดปฏิกิริยำ นอกจำกน้ันอ้ำงอิงข้อมูลที่ยังไม่ได้
ตีพิมพ์ของศูนย์ชันสูตรโรคสัตว์ก ำแพงแสน คณะสัตว
แพทยศำสตร์ มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ วิทยำเขต
ก ำแพงแสนระบุว่ำมีกำรตรวจพบเช้ือฟำล์วอะดีโนไวรัสซี
โรไทป์อื่นที่ก่อให้เกิดโรค IBH ได้อีกด้วยอำทิเช่น ซีโร
ไทป์ 8 เป็นต้น ดังน้ันในอนำคตคณะผู้วิจัยมีควำมตั้งใจ
ในกำรพัฒนำเทคนิคน้ีเพิ่มเติมเพื่อให้สำมำรถใช้ในกำร
ตรวจสอบฟำล์วอะดีโนไวรัสซีโรไทป์อื่นๆ ที่เป็นสำเหตุ
ก่อโรคน้ีในประเทศไทยได้ครอบคลุมมำกยิ่งขึ้น 

 
สรุปผลการศึกษา 

จำกกำรศึกษำน้ีจึงสรุปได้ว่ำเทคนิค LAMP ที่
ถู ก พัฒ นำขึ้ น ใ น ง ำ นวิ จั ย ฉ บั บ น้ี เ ป็ น เท ค นิค ที่ มี
ควำมจ ำเพำะและควำมไวสูงในกำรตรวจหำเช้ือ FAdV-2 
ได้อย่ ำงสะดวกและจ ำ เพำะ เหมำะส ำหรับน ำไป
ประยุกต์ใช้เป็นชุดตรวจสอบในพื้นที่ เน่ืองจำกขั้นตอน

กำรตรวจและกำรอ่ำนผลไม่ ซับ ซ้อน รวดเ ร็ว  ไ ม่
จ ำเป็นต้องขนส่งตัวอย่ำงเพื่อตรวจในห้องปฏิบัติกำร ซ่ึง
เทคนิคที่ได้พัฒนำน้ีสำมำรถช่วยให้กำรควบคุมและ
ป้องกันโรคน้ีเป็นไปอย่ำงรวดเร็วและมีประสิทธิภำพ  
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