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 บทคัดย่อ 
โรคลัมปี สกิน (LSD) เกิดจากเชื้อไวรัสในสกุล Capripoxviruses (CaPVs) เป็นโรคที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจและส่งผล

กระทบด้านสุขภาพในอุตสาหกรรมการเลี้ยงโคและกระบือ สามารถแพร่กระจายของเชื้อไวรัสโดยมีแมลงดูดเลือดเป็นพาหะนำโรค 
นอกจากนี้ยังสามารถติดต่อได้ผ่านการสัมผัสสัตว์ป่วยโดยตรง ผ่านทางน้ำเช้ือของพ่อพันธุ์ท่ีเป็นโรคหรือผ่านทางรกได้ ลักษณะอาการ
ของโรค มีไข้ ต่อมน้ำเหลืองบวมโต พบตุ่มนูนแข็ง และเป็นแผลตามผิวหนัง อาจมีแผลบริเวณเนื้อเยื่อที่ปาก การตรวจวินิจฉัยด้วย
วิธีการที่รวดเร็วจึงมีความสำคัญในการควบคุมการระบาดของโรค เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
เป็นวิธีการตรวจท่ีพัฒนาข้ึนให้มีง่าย และรวดเร็ว เนื่องจากเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือโรคด้วยอุณหภูมิคงท่ีและเหมาะสำหรับ
การใช้ในภาคสนาม วัตถุประสงค์ในการวิจัยในคร้ังนี้เพื่อพัฒนาเทคนิค LAMP ตรวจหาเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน (LSDV) จากตัวอย่าง
โคท่ีแสดงอาการป่วยเป็นโรคลัมปี สกิน (LSD) โดยการเปรียบเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิค PCR จากผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง (เลือด
ในหลอด EDTA จำนวน 100 ตัวอย่าง และเนื้อเยื่อผิวหนัง จำนวน 86 ตัวอย่าง) พบว่าตัวอย่างร้อยละ 56.98 (106/186) ให้ผลบวก
ต่อการตรวจด้วยเทคนิค PCR และตัวอย่างร้อยละ 63.97 (119/186) ให้ผลบวกต่อการตรวจด้วยเทคนิค LAMP จากผลการวิจัยทำให้
สรุปได้ว่าเทคนิค LAMP มีประสิทธิภาพสูงกว่าเทคนิค PCR นอกจากนี้ยังพบว่ามีความไวสูงที่ระดับการเจือจาง 10-5 ng/µl และมี
ความจำเพาะต่อเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน (LSDV) โดยไม่ทำปฏิกิริยากับเช้ือจุลินทรีย์ชนิดอื่นท่ีใช้ทดสอบ การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์
ทางด้านสายพันธุ์มีคล้ายคลึงกับเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน (LSDV) ท่ีเคยพบในประเทศจีน ฮ่องกง และเวียดนาม ทำให้สรุปได้ว่าเทคนิค 
LAMP มีความไวและความจำเพาะสูง เหมาะสำหรับการตรวจหาเชื้อไวรัสโรคลัมปี สกิน ในพื้นที่ภาคสนาม ที่ไม่ต้องใช้อุปกรณ์และ
เคร่ืองมือท่ีทันสมัย 

คำสำคัญ 
โรคลัมปี สกิน  
เทคนิคแลมป์  
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
ความจำเพาะ  
ความไว 

 

บทนำ 
โรคลัมปี สกิน (Lumpy skin disease: LSD) เป็นโรคท่ี

องค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่างประเทศ (Office International des 
Epizooties, OIE) ได้บันทึกไว้เป็นโรคระบาดที่เกิดจากการมีพาหะนำ
โรคไปยังในโค และกระบือ ก่อให้เกิดผลกระทบต่อสุขภาพสัตว์และ
ผลกระทบทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมากในช่วงระยะเวลาท่ีผ่านมา เน่ืองจาก
สามารถแพร่กระจายเชื้อระบาดไปยังพื้นที่อื่นได้เริ่มต้นที่ทวีปแอฟริกาไป
ยังพื ้นที ่ทั ่วโลก พบอัตราการเกิดโรคสูงถึงแม้จะมีอัตราการตายต่ำ 
(Abutarbush et al., 2015) การสูญเสียที ่เกิดขึ ้นในสัตว์ได้แก่ สภาพ
ร่างกายสัตว์ซูบผอม ผิวหนังถูกทำลาย ประสิทธิภาพของระบบสืบพันธุ์
ต่ำลงทั้งเพศผู้และเพศเมีย การเกิดโรคเต้านมอักเสบส่งผลให้ผลิตน้ำนม
น้อยลง และเกิดภาวะการแท้งลูก (Tuppurainen & Oura 2012) การ
ส่งออกท้ังสัตว์มีชีวิตและผลิตภัณฑ์ลดลงทำให้สูญเสียเงินจำนวนมหาศาล
ในภาคอุตสาหกรรมผลิตเนื้อสัตว์ อุตสาหกรรมการผลิตนม อุตสาหกรรม
เครื่องหนังและอุตสาหกรรมอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องกับสัตว์และผลิตภัณฑ์ ไม่
เฉพาะในอุตสาหกรรมเท่านั้นพบว่าเกษตรกรต้องสูญเสียรายได้ จากการ
เลี้ยงสัตว์ที่ผลผลิตลดลง และค่าบริการด้านรักษาสัตว์ป่วย (Gari et al., 
2010) พบการระบาดครั้งแรกในประเทศแซมเบีย เมื่อปี ค.ศ. 1929 และได้
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แพร่กระจายไปทั่วทั้งทวีปแอฟริกา ตะวันออกกลาง ยุโรปตะวันออกเฉียง
ใต้ ภาคกลางของเอเชียและล่าสุดระบาดไปยังแถบเอเชียใต้และประเทศจีน 
ปัจจุบันโรคนี้เป็นโรคประจำถิ ่นในหลายพื้นที ่ ในปีค.ศ. 2019 พบการ
ระบาดครั้งแรกในพื้นที่ทวีปเอเชียใต้ โดยพบที่ประเทศบังคลาเทศ ในปี 
ค.ศ. 2019 พบโรคนี้พบในประเทศอินเดีย (Sudhakar et al., 2020) และ
ภาคตะวันตกของประเทศจีน ที่มีพรมแดนติดกับประเทศคาซัคสถาน ใต้
หวัน ฮ่องกง และประเทศภูฏาน (Lu et al., 2021) หลังจากนั้นพบใน
ประเทศเมียนมาร์ และประเทศเวียดนาม (Tran et al., 2021) 

สำหรับประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรค LSD เป็นครั้งแรกใน
โคเนื้อพบแสดงอาการป่วยคล้ายโรค LSD ได้แก่ พบตุ่มนูนท่ีผิวหนัง มี
ไข้สูง ไม่ค่อยกินอาหาร และพบเส้นเลือดที่ขาและต่อมน้ำเหลืองขยาย
ใหญ่ ได้รับการตรวจยืนยันการติดเชื้อไวรัส โรคลัมปี สกิน (Lumpy 
skin disease virus, LSDV) โดยเทคนิค Real-time PCR จากตัวอย่าง
เลือด (Blood EDTA) และสะเก็ดแผลของผิวหนัง (Scabs and skin 
lesion) เชื้อไวรัสได้รับแยกชนิดและการจัดลำดับนิวคลีโอไทด์จาก
ต ัวอย ่างท ี ่ย ืนย ันการต ิดเช ื ้อ  (Arjkumpa et al., 2021)  ผลการ
วิเคราะห์วิวัฒนาการของสายพันธุ์ (Phylogenetic tree) พบว่าเชื้อ
ไวรัส LSDV มีความคล้ายกับเชื้อไวรัส LSDV ที่แพร่ระบาดในประเทศ
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รัสเซีย ประเทศอินเดีย และประเทศเคนยา ในปี ค.ศ. 2019 ประมาณ
ร้อยละ 99.80 - 100 การวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV 

ในปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยยืนยันเชื้อไวรัส LSDV ทางอณูชีววิทยา
นิยมใช้เทคนิค PCR มากที่สุด เนื่องจากมีความไวและแม่นยำสูง แต่การใช้
เทคนิค PCR ในการตรวจวินิจฉัยจำเป็นท่ีจะต้องทำในห้องปฏิบัติการโดยใช้
บุคลากรท่ีมีความเชี่ยวชาญด้านอณูชีววิทยาซ่ึงมีจำนวนน้อย และใช้เวลาใน
การวิเคราะห์ค่อนข้างนาน (Ochwo et al., 2020) สำหรับเทคนิค Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) เป ็นเทคนิคทางอณูชีว
โมเลกุล เพิ่มขยายปริมาณสารพันธุกรรมคล้ายกับเทคนิค PCR แต่จะมีข้อดี
กว่าเนื่องใช้เวลาในการดำเนินการน้อยกว่าและมีความแม่นยำที่มากกว่า 
โดยปฏิกิริยาของ LAMP เกิดขึ ้นได้ในอุณหภูมิคงที ่ประมาณ 70 องศา
เซลเซียส ใช้ระยะเวลาประมาณ 45 - 60 นาที โดยไม่จำเป็นต้องอาศัยเครือ่ง
ควบคุมอุณหภูมิขึ้นลง (Thermocycler) เทคนิค LAMP ยังสามารถอ่าน
ผลได้ง่ายและหลากหลายวิธี โดยสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าจากความ
ขุ่นและยืนยันผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟเลสิส (Gel electrophoresis) 
สะดวกต่อการนำไปใช้ในภาคสนาม ทำให้สามารถวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV ได้
อย่างรวดเร็ว (Notomi et al., 2000) วัตถุประสงค์ของการวิจัยครั้งนี้เพื่อ
พัฒนาเทคนิค LAMP ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV เปรียบเทียบกับ
การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR จากตัวอย่างโคที่มีการระบาดของโรค 
LSD ในพื้นท่ีศึกษา 
 
อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
การเก็บตัวอย่าง 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้จะแบ่งออกเป็น 1) ตัวอย่างเลือด
ที่ดูดเก็บจากเส้นเลือดดำที่คอหรือโคนหาง (3 มิลลิลิตร) ในหลอดเก็บ
เลือด EDTA 2) ตัวอย่างจากก้อนเนื้อผิวหนังที่ได้จากการขูดแบบปลอด
เชื ้อ (Skin scabs) วิธีการเก็บตัวอย่างปฏิบัติตามคำแนะนำของ OIE  
ตัวอย่างเชื้อไวรัส LSDV ถูกเก็บจากฟาร์มโคท่ีแสดงอาการของโรค LSD ใน
จังหวัดเพชรบุรี (Figure 1) ซึ่งตัวอย่างเชื้อไวรัส LSDV จะถูกเก็บจากโค 
จำนวน 100 ตัว โดยในการเก็บตัวอย่างได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างจาก
สำนักงาน    ปศุสัตว์จังหวัดเพชรบุรี กรมปศุสัตว์ ทั้งนี้การเก็บตัวอย่าง
จากสัตว์ดำเนินการตามขั ้นตอนการปฏิบัติงานมาตรฐาน (Standard 
operating procedures, SOP) ของหน่วยงานราชการแต่ละหน่วยงาน 
โดยในการเก็บตัวอย่างเชื ้อไวรัส LSDV ได้รับการได้รับการอนุมัติจาก
คณะกรรมการกำกับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยศิลปากร (Project ID: 05/2565 

 
Figure 1 Clinical signs of lumpy skin disease in cattle in the study area. 
Generalized indigenous Ulceratic Nodular skin lesion  
covering whole body. 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง 
การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด 
ใช้ชุด gSYNC™ DNA extraction kit (Geneaid, Taiwan) 

โดยการดูดต ัวอย ่าง เล ือด  200 ไมโครล ิตร  ใส ่  1.5 ม ิลล ิล ิตร 
Microcentrifuge tube ปรับปริมาตร ที ่ 200 ไมโครลิตร กับ PBS 
แล้วเติม Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จากนั้นเติม GSB Buffer 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 5 
นาที จ ับพลิกหลอดทุก ๆ 2 นาที เต ิม Absolute ethanol 200 
ไมโครลิตร ลงในหลอดตัวอย่างทันที และเขย่าเป็นเวลา 10 วินาที 
หากเกิดตะกอน ให้ใช้ปิเปตดูดส่วนใสใส่ใน GS column ที่รองด้วย 
2.0 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube ปั่นท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งหลอดตัวอย่าง แล้วย้าย GS column ไปยัง 
2.0 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube ใหม่ เติม W1A Buffer 400 
ไมโครลิตร ใน GS column ท่ีรองด้วย 2.0 มิลลิลิตร Microcentrifuge 
tube ปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ย้าย 
GS column ไปยัง 2.0 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube ใหม่ เติม 
Wash buffer 600 ไมโครลิตร ในหลอด GS column ปั่นที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ย้าย GS column ไปยัง 2.0 
มิลลิลิตร Microcentrifuge tube ใหม่ ปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ย้าย GS column ที ่แห้งไปยังหลอด 1.5 
มิลลิลิตร Microcentrifuge tube เติม pre-heated Elution buffer 
100 ไมโครลิตร ใส่ TE buffer หรือ Water ในตรงกลาง Column 
matrix ตั้งท้ิงไว้อย่างน้อย 3 นาที เมื่อ TE buffer หรือ Water ละลาย
สมบูรณ์แล้ว นำไปปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 
วินาที จะได้ DNA ที ่บริสุทธิ์ เก็บ Genomic DNA ที ่อ ุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส (Zhang et al., 2006) 

การสกัด DNA จากเน้ือเยื่อผิวหนัง (Tissue Genomic DNA) 
ใช้ชุด gSYNC™ DNA extraction kit (Geneaid, Taiwan) 

โดยนำเนื ้อเยื ่อผิวหนังอย่างน้อย  25 มิลลิกรัม ใส่ 1.5 มิลลิลิตร 
Microcentrifuge tube ถ้าตัวอย่างมีปริมาณเซลล์มาก ให้ลดปริมาตร
ลงเหลือ 10 mg เติม GST buffer 200 ไมโครลิตร และ เติม 20 
ไมโครลิตร ของ Proteinase K หมุนวนให้ทั่ว บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ใช้เวลาข้ามคืน  นำมาปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที ย้ายส่วนที่เป็นของเหลวมาไว้ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
Microcentrifuge tube เติม GSB buffer 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้า
กันเป็นเวลา 10 วินาที เติม Absolute ethanol 200 ไมโครลิตร ลง
ในหลอดตัวอย่างทันที และเขย่าเป็นเวลา 10 วินาที หากเกิดตะกอน 
ให้ใช้ปิเปตดูดส่วนใสใส่ใน GS column ที ่รองด้วย 2.0 มิลลิลิตร 
Microcentrifuge tube ปั่นท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที ทิ้งหลอดตัวอย่าง แล้วย้าย GS column ไปยัง 2.0 มิลลิลิตร 
Microcentrifuge tube ใหม่ เติม W1A buffer 400 ไมโครลิตร ใน 
GS column ที่รองด้วย 2.0 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube ปั่นท่ี
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ย้าย GS Column 
ไปยัง 2.0 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube ใหม่ เติม Wash buffer 
600 ไมโครลิตร ในหลอด GS column ปั่นท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 30 ว ินาที ย ้าย GS column ไปยัง 2.0 มิลลิล ิตร 
Microcentrifuge tube ใหม่ ปั่นท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น
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เวลา 3 นาที ย ้าย GS column ที ่แห้งไปยังหลอด 1.5 มิลลิล ิตร 
Microcentrifuge tube เ ต ิ ม  pre- heated Elution buffer 10 0 
ไมโครลิตร ใส่ TE buffer หรือ Water ในตรงกลาง Column matrix 
ตั้งท้ิงไว้อย่างน้อย 3 นาที เมื่อ TE Buffer หรือ Water ละลายสมบูรณ์
แล้ว นำไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที จะ
ได้ DNA ท่ีบริสุทธิ ์เก็บ Genomic DNA ท่ีอุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

การ เพ ิ ่ มปร ิมาณด ี เอ ็น เอด ้ วยว ิ ธ ี  Polymerase chain 
reaction (PCR) 

นำดีเอ็นเอที ่สกัดได้จากเลือดและเนื ้อ เยื ่อผิวหนังมาเพิ่ม
ปริมาณยีน GPCR ด้วยเทคนิค PCR โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มี
ความจำเพาะต่อยีนที ่จำเพาะต่อเชื ้อไวรัส LSDV (GPCR) โดยใช้
โปรแกรม Primer3 (You et al., 2008) เมื่อได้ไพร์เมอร์ที่เหมาะสม
แล ้ ว  ในปฏ ิก ิ ร ิ ย าจะม ีการ เตร ี ยม PCR reaction mixture 25 
ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย Standard Taq reaction buffer 2.5 
ไมโครลิตร , dNTPs 0.5 ไมโครลิตร  และ Forward primer และ 
Reverse primer อย ่างละ 0.5 ไมโครล ิตร , Template DNA 1.0 
ไมโครลิตร, Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร และ Nuclease 
free water 19.8 ไมโครลิตร หลังจากนั้นจะนำหลอด PCR ใส่ลงใน
เครื่องควบคุมอุณหภูมิและตั้งค่าอุณหภูมิเครื่องควบคุมอุณหภูมิ โดย
เริ่มจากขั้นตอน Initial denaturation สายดีเอ็นเอให้เกิดการแยกสาย
ออกจากกันเป็นสายเดี่ยวท่ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จากน้ันจึงเข้าสู่
ขั ้นตอนของการเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอเป้าหมาย ทั้งหมด 35 รอบ 
Denaturation ที ่ 94 องศาเซลเซียส 60 วินาที Annealing ที ่ 50 
องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 
หลังจากจบขั้นตอนน้ีจะวนกลับไปสังเคราะห์ท่ีขั้นตอน Denaturation 
จนครบ 35 รอบ จะทำการสังเคราะห์ต่อไปท่ี 72 องศาเซลเซียส อีก 5 
นาที และคงรักษาอุณหภูมิไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนำ PCR 
product ที ่ ได ้ไปผสมกับ Loading dye และอ่านผลโดยว ิธ ี  Gel 
electrophoresis ผ่านร้อยละ 2 (w/v) Agarose gel และย้อม DNA 
ด้วย Ethidium bromide เปรียบเทียบขนาดของ DNA ที่ได้กับ 100 bp 
DNA ladder ตรวจสอบการเรืองแสงของ DNA โดย UV transilluminator 
เพื่อยืนยันการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอเป้าหมาย 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) 

นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเนื ้อเยื ่อผิวหนังมาเพิ ่มปริมาณยีน
สำหรับวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค LAMP โดยออกแบบไพร
เมอร์ให้มีความจำเพาะต่อยีนที ่จำเพาะต่อเชื ้อไวรัส LSDV จาก
โปรแกรม PrimerExplorer (Tomita et al., 2008) เตร ียม LAMP 
reaction mixture 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 12.5 ไมโครลิตร ของ 
DNA master mix ( LavaLAMP kit) , target-specific primer mix 
ประกอบไปด้วย 0.5 ไมโครลิตร ของ F3 และ B3, 2.0 ไมโครลิตร ของ 
FIP และ BIP, 1.0 ไมโครลิตร ของ FLP และ BLP, 1.0 ไมโครลิตร ของ 
green fluorescent dye, 1.0 ไมโครลิตร ของ template DNA และ 
3.5 ไมโครลิตร ของ Nuclease free water หลังจากนั ้นใส่หลอด
ทดลองลงในเครื ่อง Real-time fluorescent detector (Analytik 
Jena instruments) และตั้งอุณหภูมิเครื่องควบคุมอุณหภูมิ โดยเริ่มท่ี
การ amplification ที ่ 70 องศาเซลเซียส 60 นาที และคงรักษา
อุณหภูมิไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส โดย LAMP product สามารถนำมา

อ่านผลได้หลากหลายวิธี โดยสามารถอ่านได้จากค่าการเรืองแสงของสี
ย้อม Green fluorescent dye ในช่องแสง FAM channel จากเครื่อง 
Real-time fluorescent detector และสามารถอ่านด้วยตาเปล่าจาก
ความขุ่นของตะกอน Magnesium pyrophosphate สีขาวที่เกิดจาก
การทำปฏิกิริยา และสามารถอ่านผลได้จากการเรืองแสง Fluorescent 
ผ่านหลอด UV ด้วยตาเปล่า นอกจากนี ้ LAMP product สามารถ
นำมายืนยันผลผ่าน Gel ท่ีร้อยละ 2 ของ Agarose gel electrophoresis  

ศึกษาความจำเพาะ (Specificity) ของเทคนิค LAMP 
นำ DNA ของเชื้อชนิดอื่น ได้แก่เชื้อ E.coli, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus และ Salmonella spp. มาใช้ในการทำ 
LAMP reaction เพื่อหาความจำเพาะ โดยได้รับความอนุเคราะห์เชื้อ
บริสุทธิ์จากกลุ่มงานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา  คณะสัตวศาสตร์และ
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร 

ศึกษาความไว (Sensitivity) ของเทคนิค PCR และเทคนิค LAMP 
ศึกษาความไวในการวินิจฉัยเชื ้อไวรัส LSDV ของเทคนิค 

LAMP และ PCR โดยการนำดีเอ็นเอที่สกัดได้ในแต่ละตัวอย่างมาเจือ
จางให้มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีลดลงในแต่ละหลอดทดลอง โดยยีน 
GPCR จะมีระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมด ที่ 44.5, 4.45, 
0 . 4 4, 0.04, 0.004, 0.0004, 0.00004 แ ล ะ  0.000004 ng/ µl 
ตามลำดับ และใช้ดีเอ็นเอในแต่ละระดับการเจือจางมาเป็น Template 
ในการวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP และ PCR  เมื ่อได้ผลการทดสอบ
ความไวของแต่ละเทคนิคแล้ว นำผลมาวิเคราะห์และเปรียบเทียบเพื่อ
นำไปใช้ตรวจในภาคสนามได ้

การวิเคราะห์และหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
ศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GPCR โดยนำข้อมูลของ

ลำดับนิวคลีโอไทด์มาวิเคราะห์เปรียบเทียบความเหมือนและต่างกัน 
(Nucleotide alignment) กับข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานใน 
GenBank ตำแหน่งและเปรียบเทียบกับสายพันธ ุ ์  LSDV โดยใช้ 
Geneious Prime (Kearse et al., 2012) และ โปรแกรม BioEdit 
(Hall, 1999) 

การวิเคราะห์ของสายพันธุ์เชื้อไวรัส LSDV 
วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 2021) 

ใช้สำหรับวิเคราะห์วิวัฒนาสายพันธุ์เชื้อไวรัส LSDV ของยีน GPCR ใน
ประเทศที่มีการระบาดของโรคลัมปี สกิน เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลี
โอไทด์ของเชื ้อไวรัส LSDV, SPPT และ GTPV อื่น ๆ ใน GenBank 
(Benson et al., 2013) 
การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ทำการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนา (Descriptive 
statistics) เป็นค่าจำนวนนับ ร้อยละ ค่าเฉลี่ย และแสดงลักษณะทาง
พันธุกรรมของเชื ้อไวรัส LSDV เป็น Phylogenetic tree โดยใน
การศึกษาครั้งน้ีทำการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม 
ไมโครซอฟท์ เอ็กซ์เซล และโปรแกรม R (Table 1) 
 
ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย  
การวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค LAMP  

นำดีเอ็นเอตัวอย่างที่มีผลการวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR เป็น
บวก มาเพิ่มปริมาณยีนสำหรับวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค 
LAMP โดยใช้เครื่อง Real-time fluorescent detector จากช่วงแสง 



T. Chawut et al. / (PRAWARUN AGRICULTURAL JOURNAL 2024) 21(2): 43 -52 46 

FAM พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของกราฟจากหลอดทดลอง (Figure 2) และ
เมื่อนำมาอ่านผลจากความขุ่นของการทำปฏิกิริยาในหลอดทดลองด้วย
ตาเปล่า และอ่านผลจากการเรืองแสง Fluorescent ภายใต้หลอด UV 
พบว่าความขุ่น ในแต่ละหลอดทดลองมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย
เท่านั้น โดยหลอดที่มีการเพิ่มขึ้นของกราฟจากการอ่านผลที่ช่องแสง 
FAM ด้วยเครื ่อง Real-time fluorescent detector จะมีความขุ่น 
และเมื่อนำมาวัดค่าดูดกลืนแสง (Optical density, OD) ที่ความยาว
คลื่น 600 nm ด้วยเครื่อง Spectrophotometer พบว่าหลอดทดลอง 
Positive control และ PCR+ มีค่า OD ท่ีสูงกว่าหลอดทดลองควบคุม 
(no-Template control) และหลอดท่ีให้ผล PCR เป็นลบ อ่านผลโดย
ร้อยละ 2 ของ Agarose gel electrophoresis (Figure 3) 

 

 
Figure 2 Analysis of LAMP technique by fluorescent assay in real- time 
fluorescent detector in the FAM channel. 
 

 
Figure 3 Analysis of the LAMP technique by running on a 2 %  agarose gel 
electrophoresis showing the amplification products  Lane 1: negative, lane 2: 
positive, lane 3: negative, lane 4: negative, lane 5: negative, lane 6: positive, 
lane 7: positive, lane 8: positive. 

 
การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรัส LSDV 

วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GPCR จากตัวอย่างโดยใช้
วิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์แบบ BTseq  และเมื ่อนำไปทำ 
Sequence alignment เพื ่อดูความเหมือนและต่างกันของลำดับนิ

วคลีโอไทด์ และนำมาวิเคราะห์ในเชิงวิวัฒนาการของยีน GPCR ของ
เชื้อ LSDV, SPPV และ GTPV จากฐานข้อมูลใน GenBank พบว่ายีน 
GPCR ของตัวอย่างมีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับเชื้อ LSDV/MW355944/ 
China/2020 (Lu et al., 2021), LSDV/MW732649/Hong Kong/2020 
(Flannery et al., 2022), LSDV/MN598005/Xinjiang/2019 (Zan et al., 
2022) และ LSDV/MZ577073/Vietnam/2021 (Trinh et al., 2022) 
มากที่สุด โดยมีความเหมือนกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ร้อยละ 100  มี
ความเหมือนกันกับสายพันธุ์อ้างอิง AF325528/Africa/Neethling/2490 
(Chibssa et al., 2021) อยู่ร้อยละ 99.40 และเมื่อนำไปเปรียบเทียบกับ
เชื้อที่อยู่ในจีนัสเดียวกัน ได้แก่ KF661977/SPPV/China/2013 (Ma 
et al., 2022) และ JN596275/GTPV/China/2012 (Su et al., 2015)  
พบว่ามีความเหมือนกันอยู่ที่ร้อยละ 98 โดยมีความเหมือนกันของ
ลำดับนิวคลีโอไทด์ร้อยละ 100  และมีความเหมือนของลำดับนิวคลี
ไทด์กับ LSDV/MN508357/China/2019 (Wang et al., 2022) และ 
LSDV/MN598006/Xinjiang/2019 (Zan et al., 2022) อยู่ท่ีร้อยละ 
99.90 และมีความเหมือนกันกับสายพันธุ ์อ ้างอิ ง LSDV/AF325528/ 
Africa/Neethling/2490 (Chibssa et al., 2021) อย ู ่ร ้อยละ 99.20 
นอกจากนี้เมื่อนำไปเปรียบเทียบกับเชื้อที่อยู่ในจีนัสเดียวกัน ได้แก่ 
SPPV/KF661979/China/2013 (Yang et al., 2017) และ GTPV/ 
KF495252/ India/2015 (Kumar  et al., 2021)  พบว ่ าม ี ค วาม
เหมือนกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ร้อยละ 95.60 และร้อยละ 96.40 
ตามลำดับ (Figure 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4 The neighbor- joining phylogenetic analyses of GPCR gene in cattle 
tissue sample with the GPCR gene sequences of LSDV, GTPV, and SPPV 
available in the GenBank. 

 
การตรวจวินิจฉัยการติดเชื ้อไวรัสโรคลัมปี สกิน (LSDV) ในโคด้วย
เทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

การศึกษาความจำเพาะ (Specificity) ของเทคนิค LAMP ใน
การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDVจากการตรวจความจำเพาะในตรวจ
เชื ้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค LAMP พบว่าสามารถตรวจเชื ้อไวรัส 
LSDV ได้ทุกตัวอย่างที่ทดสอบโดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อ E.coli, 
Staphylococcus aureus และ Bacillus cereus (Figure 5) 
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Figure 5 Specificity of LAMP assay to goat lumpy skin disease virus ( LSDV) , 
E.coli, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus. Lane M: 100 bp DNA ladder, 
lanes 1-4: positive, lane 5: E.coli, lane 6: Staphylococcus aureus and lane 7: 
Bacillus cereus. 

เปรียบเทียบความไว (Sensitivity) ของเทคนิค PCR และ LAMP ใน
การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV 

นำตัวอย่างของโคที่แสดงอาการของโรค LSD มาสกัดดีเอ็น
เอ และวัดปริมาณของดีเอ็นเอด้วย Nanodrop spectrophotometer 
(Eppendorf BioSpectrometer® basic, Germany) ก่อนท่ีจะนำไป
หาค่าความไวในการตรวจวินิจฉัยของแต่ละเทคนิค โดยดีเอ็นเอที่สกัด
ได้มีปริมาณ 44.5 ng/µl หลังจากนั้นนำดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาเจือจางยีน 
GPCR ครั้งละ 10 เท่า (Ten-fold dilution series) โดยมีระดับความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอท้ังหมดในแต่ละหลอด ท่ี 44.50, 4.45, 0.44, 0.04, 
0.004, 0.0004 และ 0.00004 ng/µl ตามลำดับ และนำดีเอ็นเอที่สกัด
ได้และดีเอ็นเอที่เจือจางแล้วในแต่ละระดับไปทดสอบความไวในการ
ตรวจวินิจฉัยเชื ้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค LAMP 
พบว่าเมื่อนำมาตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR และนำมาอ่านผลด้วย
ร้อยละ 2 ของ Agarose gel electrophoresis มีอัตราการตรวจพบดี
เอ็นเอของยีน GPCR ที่มีความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ 0.04 ng/µl (10-4 
dilution) (Figure 6) เมื่อนำมาตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP พบว่า
มีอัตราการตรวจพบดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดท่ี
สามารถตรวจพบได้อยู ่ที ่ 0.004 ng/µl (10-5 dilution) ซึ ่งสูงกว่า
เทคนิค PCR (Figure 7)  

 

 
Figure 6 Sensitivity test of PCR assay in GPCR gene on 2 %  agarose gel 
electrophoresis.  Lane M:  100 bp DNA ladder, Lane 1: original DNA 
concentration 44.50 ng/µl, Lanes 2-6: ten- fold serially- diluted DNA at 4.45, 
0.44, 0.04, 0.004, 0.0004 and 0.00004 ng/µl. 

 
Figure 7 Sensitivity test of LAMP assay on 2 %  agarose gel electrophoresis. 
Lane M:  100 bp DNA ladder, Lane 1: original DNA concentration 44.50 ng/µl, 
Lanes 2-6: ten-fold serially-diluted DNA at 4.45, 0.44, 0.04, 0.004, 0.0004 and 
0.00004 ng/µl. 

การเปรียบเทียบวิธีการตรวจวินิจฉัยโรค LSD ในตัวอย่างด้วยเทคนิค 
PCR กับ เทคนิค LAMP ในพื้นท่ีศึกษา 

ผลการตรวจวินิจฉ ัยเชื ้อไวร ัส LSDV จากตัวอย่างเลือด 
(จำนวน 100 ตัวอย่าง) และตัวอย่างเนื ้อเยื ่อผิวหนัง (จำนวน 86 
ตัวอย่าง) ด้วยเทคนิค LAMP และเทคนิค PCR อ่านผลโดยร้อยละ 2 
ของ Agarose gel electrophoresis พบว่าเทคนิค PCR จากตัวอย่าง
เลือดให้ผลบวก 26 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 26 ตัวอย่างเนื ้อเยื่อ
ผิวหนังให้ผลบวก 80 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 93 เมื่อนำดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างต่าง ๆ มาเพิ่มปริมาณยีนด้วยเทคนิค LAMP และนำมาอ่านผล
ด้วยร้อยละ 2 ของ Agarose gel electrophoresis พบว่าตัวอย่าง
เลือดให้ผลบวก 36 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 36 ตัวอย่างเนื ้อเยื่อ
ผิวหนังให้ผลบวก 83 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 96.51 แสดงให้เห็นว่า
เทคนิค LAMP สามารถตรวจวินิจฉัยหาเชื ้อไวรัส LSDV ได้สูงกว่า
เทคนิค PCR (Table 2) 

โรค LSD เป็นโรคติดเชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจในด้านการเลี ้ยงปศุสัตว์ และการระบาดทำให้เกิดความ
สูญเสียทางเศรษฐกิจอย่างมากสำหรับปศุสัตว์และอุตสาหกรรมการ
ผลิตโคทั่วโลก (Bamouh et al., 2021) มีการแพร่ระบาดของโรค
อย่างรวดเร ็วระหว่างสัตว์ผ ่านแมลงที ่ เป็นพาหะเช่น ยุง (Culex 
mirificens และ Aedes natriionus) เห็บ (Riphicephalus appendiculatus 
และ Amblyomma hebraeum) และแมลงวันกัด (Stomoxys calcitrans 
และ Biomyia fasciata) นอกจากนี้ โรค LSD สามารถแพร่เชื้อได้ทาง
น้ำเชื ้อ นม และรกในแม่โคที่ติดเชื ้อ (Tuppurainen et al., 2005) 
อย่างไรก็ตามการสัมผัสโดยตรงในโคอาจเป็นสาเหตุของการแพร่เชื้อ 
LSD เพียงเล็กน้อย (Elhaig et al., 2017) ดังน้ันวิธีการตรวจวินิจฉัยท่ี
รวดเร ็วและแม่นยำจ ึงเป ็นเป ้าหมายสำคัญในการป้องก ันการ
แพร่กระจายของ โรค LSD ในปัจจุบันใช้วิธีการตรวจวินิจฉัยและยืนยัน
ผลด้วยเทคนิค PCR อย่างไรก็ตามการวินิจฉัยโรคด้วยเทคนิคนี้จะใช้
เวลาที ่ค่อนข้างนาน และต้องส่งตัวอย่างเข ้าห้องปฏิบัติการที ่มี
เครื่องมือและบุคลากรท่ีมีความเชี่ยวชาญ ส่งผลให้เกิดการล่าช้าในการ
วินิจฉัยโรคและอาจก่อให้เกิดการสูญเสียที่มากขึ้นได้ สอดคล้องกับ
ผลการวิจัย การเปรียบเทียบความไวของเทคนิค LAMP พบว่ามากกว่า
เทคนิค PCR อยู่ 10 เท่า เมื ่อเทียบกับระยะเวลาการอ่านผลพบว่า 
เทคนิค LAMP ใช้ระยะเวลาประมาณ 30-45 นาที ซึ่งเทคนิค PCR ใช้
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ระยะเวลาประมาณ 3-5 ชั่วโมง และต้องใช้วิธีการที่ยุ่งยากในการอ่าน
ผล ซ่ึงแตกต่างจากเทคนิค LAMP ใช้การอ่านผลจากความขุ่นหรือการ
เปลี่ยนสีของปฏิกิริยาในหลอดทดลอง ทำให้มีความจำเป็นที่จะต้องมี
การพัฒนาเทคนิคการตรวจวินิจฉัยโรค LSD ที่รวดเร็วและแม่นยำ ซ่ึง
จะสามารถช่วยลดระยะเวลาในการวินิจฉัยและยังสามารถลดการ
สูญเสียได้อีกด้วย การวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค PCR ในการ
ตรวจหายีน GPCR จากตัวอย่าง โดยพบว่าย ีน  GPCR เป็นย ีนท่ี
เกี่ยวข้องการการกระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจำนวนเซลล์ในบริเวณรอยโรค
และกดภูมิคุ้มกันของโฮสต์ให้ต่ำลงในขณะติดเชื้อ (El-Tholoth & El-
Kenawy, 2016) ในปัจจุบันจึงเป็นยีนที ่นิยมนำมาใช้ในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเพื ่อวินิจฉัยหาเชื ้อไวรัส LSDV (El-Kholy et al., 
2008) 

ปัจจุบันนี้ยีน GPCR นิยมนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายในการ
ตรวจหาระดับโมเลกุลของของเชื ้อไวร ัส LSDV ในโคและกระบือ 
(Cêtre-Sossah et al., 2017) ตัวอย่างที่นำมาตรวจมีรายงานพบว่ามี
อัตราการตรวจพบเชื้อไวรัส LSDV สูงในตัวอย่างเนื้อเยื่อผิวหนังที่พบ
รอยโรค (Awad et al., 2010) ซึ่งสูงกว่าตัวอย่างจากเลือดสอดคล้อง
กับรายงานวิจัยท่ีมีการศึกษามาพบว่าเน้ือเยื่อผิวหนังท่ีพบในโคท่ีแสดง
อาการป่วยของโรค LSD เชื้อไวรัสสามารถที่มีชีวิตอยู่ได้นานถึง 35 วัน 
และการตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสพบได้นานถึง 3 เดือน ทำให้สรุป
ได้ว่าการเก็บตัวอย่างเพื่อการวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV จากตัวอย่าง
เลือดนั้นจะต้องเก็บในระยะการติดเชื้อในกระแสเลือดโดยปกติแล้วมี
ระยะเวลาสั้น ๆ ประมาณ 4-11 วัน หลังการติดเชื้อไวรัส LSDV จะ
เพิ่มปริมาณของเชื ้อไวรัสที ่เนื ้อเยื ่อผิวหนัง (Tuppurainen et al., 
2005) ดังน้ันเนื้อเยื่อบริเวณผิวหนังจึงเป็นตัวอย่างท่ีดีสำหรับการตรวจ
วินิจฉัยหาเชื้อไวรัส LSDV มากกว่าตัวอย่างจากเลือด 

ในการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรัส LSDV จากยีน 
GPCR พบว่ามีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับเชื้อไวรัส LSDV ที่พบ
ในประเทศจีน ประเทศเวียดนาม และฮ่องกง โดยอาจเป็นไปได้ว่าการ
ระบาดในประเทศไทยเกิดจากการนำเข้าโคที่ติดเชื้อมาจากประเทศ
ดังกล่าวหรือเกิดจากการนำเข้าโคติดเชื้อไวรัส LSDV มาจากแหล่งท่ีมา
เดียวกับประเทศดังกล่าว จึงส่งผลให้เชื้อไวรัส LSDV ที่พบในจังหวัด
เพชรบุรีมีพันธุกรรมเหมือนกับเชื้อไวรัส LSDV ที่พบในประเทศจีน 
ประเทศเวียดนาม และฮ่องกง นอกจากนี้ในลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ
ไวรัส LSDV ที่ศึกษายังมีความแตกต่างกันกับสายพันธุ ์อ้างอิงจาก
ประเทศแอฟริกา (Neethling strain) เล็กน้อย ซึ่งเป็นประเทศที่ได้มี
การเริ่มระบาดของโรค LSD ในช่วงแรกใน ปีค.ศ. 1929-1988 คาดว่า
เกิดจากในการระบาดของโรค LSD นั้นมีการแพร่กระจายออกไปใน
หลายประเทศเป็นระยะเวลานาน ซึ่งจะเกิดการกลายพันธุ ์ของเชื้อ
ไวรัส LSDV มาโดยตลอดระยะเวลาการระบาด จนกระทั้งเมื่อมีการ
เข้ามาระบาดในทวีปเอเชียรวมถึงประเทศไทยจึงทำให้เชื้อไวรัส LSDV 
ที่พบในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์มีการกลายพันธุ ์จนมี
พันธุกรรมที่แตกต่างจากเชื้อ LSDV สายพันธุ์อ้างอิงและคาดว่าเชื้อ
ไวรัส LSDV ที่ระบาดในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ไม่ได้เกิด
จากการติดเชื้อจากวัคซีนป้องกันโรค LSD ที่เป็นวัคซีนประเภทเชื้อ
เป็นอ่อนฤทธ์ิ (Live attenuated virus vaccine) เนื่องจากวัคซีนท่ีใช้
ในจังหวัดเพชรบุรีและจังหวัดประจวบคีรีขันธ์เป็นวัคซีนสายพันธุ์ 
Neethling-type (MSD Animal Health) หากการระบาดในจังหวัด

เพชรบุรีและจังหวัดประจวบคีรีขันธ์เกิดจากวัคซีนที่ใช้พันธุกรรมของ
เชื้อไวรัส LSDV ควรจะเหมือนกันกับ Neethling strain จากประเทศ
แอฟริกามากท่ีสุด 

การหาความจำเพาะของการตรวจเชื้อไวรัส LSDV ด้วยเทคนิค 
LAMP ในงานว ิจ ัยคร ั ้งน ี ้  พบว ่าม ีความจำเพาะสูงเน ื ่องจากไม่
เกิดปฏิกิริยาข้าม (Cross reaction) กับเชื้อชนิดอื่น ๆ ที่ใช้ทดสอบ 
(Chu et al., 2011) การเปรียบเทียบความไวในการตรวจวินิจฉัยของ
เทคนิค PCR และเทคนิค LAMP พบว่าเทคนิค LAMP มีความไวในการ
ตรวจวินิจฉัยสูงกว่าเทคนิค PCR ทั้งนี้อาจจะขึ้นกับการออกแบบไพร
เมอร์ในเทคนิค LAMP ให้มีความจำเพาะที่สูงต่อยีนท่ีเป็นเป้าหมาย จึง
ทำให้สามารถวินิจฉัยเชื้อไวรัสได้ในตัวอย่างที่มีปริมาณของดีเอ็นเอ
น้อย เนื่องจากผลการทดสอบความไวในการตรวจวินิจฉัยบ่งบอกว่า
เทคนิค LAMP มีความไวสูง ซึ่งส่งผลให้สามารถพัฒนเทคนิค LAMP 
เพื่อที่จะนำไปวินิจฉัยโรคลัมปี สกิน ในภาคสนามได้ การอ่านผลจาก
ความขุ่นของการทำปฏิกิริยาในหลอดทดลองด้วยตาเปล่าของเทคนิค 
LAMP พบว่าในทุกหลอดทดลองมีความขุ่นที่ใกล้เคียงกันแต่เมื่อนำมา
วัดค่าดูดกลืนแสง (Optical density, OD) ที่ความยาวคลื่น 600 nm 
ด้วยเครื ่อง Spectrophotometer พบว่าหลอดที่มีการเพิ ่มขึ ้นของ
กราฟจากการอ่านผลที ่ช ่องแสง FAM ด้วยเครื ่อง Real-time 
fluorescent detector จะมีค่า OD ที ่ส ู งกว่าหลอดที ่ ไม ่ม ีการ
เพิ่มขึ้นของกราฟ ซึ่งผลการอ่านค่าความขุ่นจากค่าการดูดกลือน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 nm สอดคล้องกับการอ่านผลจากกราฟ
ด้วยเครื่อง Real-time fluorescent detector เมื่อนำมาอ่านผล
โดยร้อยละ 2 ของ Agarose gel electrophoresis พบว่าสามารถ
แยกผลการทดสอบได้ชัดเจน สอดคล้องกับงานวิจัยที่มีรายงานไว้
พบว่าเทคนิค LAMP มีความไวที ่ ระดับ 10-5 ng/µl และไม่ทำ
ปฏิกิริยากับเชื้อชนิดอื่น ๆ (Mwanandota et al., 2018) 

การศึกษาตัวอย่างที่มีการระบาดของโรคลัมปี สกิน ในพื้นท่ี
ศึกษา เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและยืนยันการติดเชื้อไวรัส LSDV 
ด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค LAMP โดยใช้ตัวอย่างจากเนื ้อเยื่อ
ผิวหนังและตัวอย่างเลือดที่เก็บในโคเนื้อที่แสดงอาการป่วยโรค LSD 
พบว่าการตรวจด้วยเทคนิค LAMP ให้ผลบวกทั้งในตัวอย่างเลือดและ
ตัวอย่างจากเนื้อเยื่อผิวหนังสูงกว่าเทคนิค PCR สอดคล้องกับรายงาน
ที่มีตรวจพบในประเทศรัสเซีย (Sprygin et al., 2018) และประเทศ
อาเซอร ์ไบจาน  (Zeynalova et al., 2016) ข ้อส ังเกตที ่ ได ้จาก
การศึกษาในครั ้งนี ้พบว่าการตรวจตัวอย่างเลือดให้ผลบวกต่ำกว่า
ตัวอย่างเนื ้อเยื ่อผิวหนังมากเมื ่อตรวจด้วยทั้งเทคนิค LAMP และ
เทคนิค PCR สอดคล้องกับรายงานวิจัยที่มีการศึกษามาพบว่าเนื้อเยื่อ
ผิวหนังที่พบในโคที่แสดงอาการป่วยโรค LSD เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิต
อยู่ได้นานถึง 35 วัน และสามารถตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสได้นาน
ถึง 3 เดือน ทำให้สรุปได้ว่าการเก็บตัวอย่างเพื่อการวินิจฉัยเชื้อไวรัส 
LSDV จากตัวอย่างเลือดน้ันจะต้องเก็บในระยะการติดเชื้อในกระเลือด
โดยปกติแล้วจะมีระยะเวลาสั้น ๆ ประมาณ 4-11 วัน หลังการติดเชื้อ
ไวรัส LSDV หลังจากนั้นปริมาณของเชื้อไวรัสจะเพิ่มปริมาณที่เนื้อเยื่อ
ผิวหนัง (Tuppurainen et al., 2005) ดังนั้นเนื้อเยื่อบริเวณผิวหนังท่ี
เกิดจากรอยโรคจึงเป็นตัวอย่างที่ดีสำหรับการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อไวรัส 
LSDV ด้วยเทคนิค LAMP มากกว่าตัวอย่างจากเลือด 
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สรุปผลการวิจัย  
การพัฒนาเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification 

(LAMP) สำหรับตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส LSDV ที่ก่อโรคลัมปี สกินในโค 
จากผลการทดลองสรุปได้ว่าสามารถนำเทคนิค LAMP มาตรวจวินิจฉัย
เชื ้อไวรัส LSDV ได้โดยเทคนิค LAMP มีความจำเพาะสูงโดยไม่ทำ
ปฏิกิริยาข้ามกับเชื้ออื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบความไวในการตรวจวินิจฉัย
สูงกว่าเทคนิค PCR อีกด้วย การพัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อใช้ในการ
ตรวจวินิจฉัยโรค LSD จำเป็นที่จะต้องคำนึงถึงเรื่องการปนเปื้อนเป็น
อย่างมาก เนื ่องจากเทคนิค LAMP มีความจำเพาะและความไวท่ี
ค ่อนข ้างส ูง อาจก ่อให ้ เก ิดผลบวกปลอม (False positive)  ได้
นอกจากนี ้ย ังต้องคำนึงถึงการออกแบบไพรเมอร์  4-6 สาย ให้มี
ความจำเพาะต่อยีนเป้าหมาย ซึ่งหากเริ่มปฏิกิริยาแล้วไพรเมอร์มีการ
จับกันเอง (Primer dimer) ก็จะส่งผลให้เกิดผลบวกปลอมได้เช่นกัน 
ทั้งนี้การพัฒนาเทคนิค LAMP ในการวินิจฉัยโรคจากงานวิจัยนี ้เป็น
เพียงต้นแบบเท่านั ้น ในการนำไปใช้จริงในภาคสนามจะต้องมีการ

พัฒนาเพิ่มเติมในด้านของการลดต้นทุนของชุดตรวจ และการเพิ่ม
ความสะดวกและรวดเร็วในการวินิจฉัยโรคอีกด้วย 
 
กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยเรื่อง การพัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อตรวจหา
เชื้อไวรัส โรค ลัมปี สกิน ในโค ขอขอบคุณ สำนักวิจัยและพัฒนาการ
อาชีวศึกษา สำนักงานคณะกรรมการการอาชีวศึกษา ท่ีสนับสนุนทุนการ
วิจัยด้านวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม ทำให้โครงการวิจัยในครั ้งน้ี
สำเร็จลุล่วงตามวัตถุประสงค์และให้โอกาสได้เรียนรู้สิ่งใหม่ ๆ แนวทาง
ในการแก้ไขปัญหาต่าง ๆ รวมถึงให้ความเชื่อมั่นในการทำงาน จนทำให้
สามารถดำเนินงานวิจัยไปได้อย่างราบรื่น 

ขอขอบคุณ คณะสัตวศาสตร ์และเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี สำหรับการ
อนุเคราะห์ห้องปฏิบัติการ วัสดุและอุปกรณ์สำหรับงานวิจัยในครั้งน้ี 

 
Table 1 Target genes for primers and their sequences 

Target gene Primer Length Sequence (5’-3’) 
LAMP FIP 44 ACAAAGAGCATTACATAATCCAGAATAGAAAAATCAGGAGGTGT 

 BIP 47 ACAAAAGAGGCAAAAAGTTCTATTGCAGAATTTTTATATCCGCATCG 

 F3 22 AAGTTACTTATATGCGAAAAGG 
 B3 23 GTGTTATCATCTTCTATAACAAC 

 FLP 14 CTGTAAAATTTTCA 
 BLP 15 AACACTTTAGTTTAT 

GPCR Forward 25 CCAATGCTAATACTACCAGCACTAC 
 Reverse 22 CTTAGTACAGTTAGTAGCAACC 

 
Table 2 The results of LAMP and PCR assays for LSDV for samples from study area 

   Tissue detected positive Blood detected positive 

Sites Tissue Blood PCR LAMP PCR % LAMP % PCR LAMP PCR % LAMP % 
Ban Lat 38 38 35 36 92.10 94.73 11 15 28.94 39.47 

Tha Yang 18 22 16 17 88.88 94.44 5 7 22.72 31.81 
Kaeng Krachan 15 20 14 15 93.33 100.00 4 6 25.00 30.00 
Nong Ya Pong 15 20 15 15 100.00 100.00 6 8 30.00 40.00 

Total 86 100 80 86 93.00 96.51 26 36 26.00 36.00 
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A B S T R A C T  

Lumpy skin disease (LSD), caused by a virus of the genus Capripoxvirus (CaPVs), 

represents a significant economic concern in cattle livestock management. LSD has the 

potential for rapid transmission, facilitated by blood-sucking insects that serve as 

vectors for the virus (LSDV). Additionally, transmission can occur through direct 

contact with infected animals, via the semen of an infected breeder, or transplacentally. 

The disease is characterized by fever, enlarged lymph nodes, firm and circumscribed 

nodules on the skin, and ulcerative lesions, particularly on the mucous membranes of 

the mouth. A key to preventing the spread of LSDV in cattle is rapid and accurate 

detection. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay is a novel technique 

that works by amplifying the specific target nucleic acid at a constant temperature, 

which is simple, fast, and easy to use in the field. The objective of this study was to 

develop a prototype LAMP assay to detect LSDV from various cattle samples and 

compare it to the conventional PCR assay. The results indicated that, of the 186 samples 

collected (comprising 100 EDTA blood samples and 86 skin scab samples) from cattle 

exhibiting clinical signs of lumpy skin disease (LSD), 56.98 % (106/186) tested positive 

for LSDV using the PCR assay. In contrast, 63.97 % (119/186) tested positive for LSDV 

using the LAMP assay, suggesting that the LAMP assay demonstrates higher sensitivity 

compared to the conventional PCR assay. Moreover, sensitivity analysis showed a 

detection limit of 10-5 ng/µL. The specificity analysis test showed no cross-detection 

with other infectious agents. Additionally, the nucleotide alignment was 100 % identical 

to the LSDV strains from China, Hong Kong, and Vietnam. The LAMP assay detailed 

in this report is simple, cost-effective, highly sensitive, and particularly well-suited for 

the diagnosis of LSDV in laboratories with limited equipment and in resource-

constrained rural settings. 
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