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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อพัฒนาเทคนิค  Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) 
ซ่ึงเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยา  โดยใช้หลักการเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอภายใต้อุณหภูมิเดียว เพื่อตรวจหาเ ช้ือ 
Ichthyophthirius multifiliis   (I. multifiliis) สาเหตุของโรคจุดขาวในปลาน้ าจืด โดยท าการออกแบบ 4 ชุดไพรเมอร์ของ 
LAMP ที่มีความจ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ส่วน 18S ribosomal RNA ของเช้ือ I. multifiliis ผลการศึกษาพบว่า 
สภาวะที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาคือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที และปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือต่ าที่สุด
ที่สามารถพบปฏิกิริยาได้คือ 5 พิโคกรัม สามารถตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของเทคนิค LAMP ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสของ 
1.5 เปอร์เซ็นต์อะกาโรสเจลที่ย้อมด้วยสารเอธิเดียมโบรไมด์ นอกจากนี้ยังพบว่า การใช้เพียงเครื่องให้ความร้อนแก่
หลอดทดลองก็สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอของเช้ือ I. multifiliis ได้ สรุปได้ว่า เทคนิค LAMP สามารถตรวจหาเช้ือ I. 
multifiliis ได้อย่างรวดเร็ว แม่นย า และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคในภาคสนามได้ 
 
ค ำส ำคัญ: Loop-mediated Isothermal Amplification, LAMP, ปลาน ้าจืด, Ichthyophthirius multifiliis 
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Abstract 
The objective of this study was to develop Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) assay, a 

molecular technique which amplify nucleic acid under isothermal condition, to detect Ichthyophthirius multifiliis (I. 
multifiliis), causative agent of white spot disease in freshwater fish. A set of four specific LAMP primers was 
designed based on the nucleotide sequence of the 18S region of ribosomal RNA of I. multifiliis. The results showed 
that the optimal condition of reaction was incubation at 65 oC for 60 minutes and the lowest LAMP product was 
found at 5 pg of I. multifiliis DNA. Detection of LAMP products were electrophoresed using 1.5% agarose gel, 
stained with ethidium bromide and observed under UV illumination. In addition, heating block can be used in 
LAMP technique to detect I. multifiliis DNA.  In conclusion, LAMP technique can detect I. multifiliis that is rapid, 
specific and can develop to use in the field. 
 
Keywords: Loop-mediated Isothermal Amplification, LAMP, freshwater fish, Ichthyophthirius multifiliis 

 
1. บทน า 

Ichthyophthirius multifiliis (I. multifiliis) 
เป็นโปรโตซัวที่ใช้ซีเลียในการเคลื่อนที่ ก่อให้เกิดโรค
จุดขาวในปลาน้ าจืด (Freshwater white spot disease)  
เกือบทุกชนิด ก่อโรครุนแรงอาจพบอัตราการตายได้ถึง
ร้อยเปอร์เซ็นต์ (Dickerson, 2006) วงจรชีวิตของเช้ือ I. 
multifiliis ประกอบด้วย ระยะก่อโรคเรียกว่า theront ซ่ึง
ว่ายอิสระในน้ า เคลื่อนที่ผ่านเข้าสู่ผิวหนังและ /หรือ
เหงือกของปลา ท าให้เยื่อบุผิวหนังถูกท าลาย และ
น าไปสู่การติดเช้ือแบคทีเรียแทรกซ้อนอื่นๆ ตามมา 
เช่น Aeromonas hydrophila (Xu et al., 2012(a)) และ 
Edwardsiella ictalui (Xu et al., 2012(b)) จากนั้นเชื้อจะ
พัฒนาไปเป็นระยะกินอาหารเรียกว่า trophont มี
ลักษณะเป็นจุดสีขาวบนตัวปลา สามารถเห็นได้ด้วยตา
เปล่า จากนั้นมีการสร้างถุงซีสต์กลายเป็นระยะแบ่งตัว
เรียกว่า tomont โดยภายในถุงซีสต์มีการแบ่งตัวแบบ 
binary fission จนได้ตัวอ่อนจ านวนมากเรียกว่า tomite  
ซ่ึงเมื่อพัฒนาเต็มที่จะเจริญเป็น theront และก่อโรค
ต่อไป (Lom and Dykova, 1992;  Matthews, 2005)  

ส าหรับการตรวจวินิจฉัยขั้นพื้นฐานของเช้ือ 
I. multifiliis คือการขูดตรวจเยื่อเมือกบริเวณผิวหนัง
หรือเหงือกของปลาที่พบลักษณะจุดขาว น าไปส่อง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง จะพบเช้ือระยะ 
trophont มีลักษณะกลม มีซีเลียโดยรอบ และพบแมโคร
นิวเคลียสเป็นรูปเกือกม้า  (horse-shoe shape) 
นอกจากนี้ยังสามารถใช้วิธีการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา
ได้อีกด้วย (Noga, 2010) ซ่ึงการพบเช้ือระยะนี้แสดงว่า 
ปลามีการด าเนินของโรคเป็นระยะเวลาพอสมควรแล้ว 
ท าให้ประสิทธิภาพของการรักษาไม่ได้ผลดีเท่าที่ควร 
ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยโรคตั้งแต่ระยะเริ่มต้นอาจช่วย
ลดปัญหา และความรุนแรงของโรคได้  การพัฒนา
เทคนิคเพื่อช่วยในการตรวจวินิจฉัยโรคในกรณีที่มี
ปริมาณของเช้ือที่น้อย ท าให้สามารถทราบการเกิดโรค
ก่อนพบอาการทางคลินิกจึงมีความจ าเป็น จากรายงาน
การศึกษาพบว่า ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางอณู
ชีววิทยา ซ่ึงเป็นเทคนิคที่มีความไว และความจ าเพาะ
สูง มาใช้ในการตรวจหาเช้ือ I. multifiliis โดยใช้เทคนิค 
real-time PCR ร่วมกับ SYBR GreenTM ในการตรวจหา
เช้ือ I. multifiliis ระยะ theront (Jousson et al., 2005) 
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อย่างไรก็ตามวิธีการดังกล่าวมีค่าใช้จ่ ายสูง  และ
ค่อนข้างยุ่งยาก เทคนิค Loop-mediated Isothermal 
Amplification (LAMP) เป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่
ถูกพัฒนา และน ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค โดย
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้เพยีงอุณหภูมิเดียว โดยทั่วไป
คือ 65 องศาเซลเซียส โดยใช้เอนไซม์ Bst DNA 
polymerase ที่มีคุณสมบัติเป็น strand displacement 
(แยก DNA สายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว) ซ่ึงมีข้อดีคือ ไม่
จ าเป็นต้องใช้เครื่อง thermocycler ที่มีราคาแพง 
สามารถตรวจโรคในภาคสนามได้ดี  ใช้เวลาในการ
ปฏิบัติการส้ัน โดยปฏิกิริยาทั้งหมดเกิดจากการท างาน
ร่วมกันของไพรเมอร์ 4 ตัว คือ Forward Inner Primer 
(FIP), Forward Outer Primer (F3), Backward Inner 
Primer (BIP), Backward Outer Primer (B3) ซ่ึง
ตรวจสอบยีนที่มีความจ าเพาะ 6 ต าแหน่ง จึงมี
ความจ าเพาะสูง โดยกลไกการเพิ่มขยายดีเอ็นเอของ
เทคนิค LAMP ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ Starting 
structure producing step และ Cycle amplification step 
(Notomi et al., 2000) ซ่ึงจากรายงานการศึกษาพบว่า 
เทคนิค LAMP ให้ผลการตรวจที่มีความไวกว่าเทคนิค 
PCR และ nested PCR (Kono et al., 2004; Nimitphak 
et al., 2010) อีกด้วย  

ดังนั้นคณะผู้ วิจัยจึงสนใจพัฒนาเทคนิค 
LAMP ซ่ึงเป็นเทคนิคที่ให้ความแม่นย าสูงแต่มี
ค่าใช้จ่ายน้อย เพื่อมาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือ I. 
multifiliis ที่ก่อโรคส าคัญในปลาน้ าจืด  
 
2. วัตถุประสงค์ 
 เพื่อพัฒนาเทคนิค Loop-mediated Isothermal 
Amplification ในการตรวจหาเช้ือ I. multifiliis ที่ก่อ
โรคจุดขาวในปลาน้ าจืด   
 

3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1 สัตว์ทดลอง 

คัดเลือกปลาป่วยจากร้านขายปลาสวยงามใน
เขตอ าเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม่ ที่แสดงอาการทาง
คลิ นิ ก  โ ด ยพบจุ ดข าวต ามล า ตั ว  แล ะค รี บ  มี
วัตถุประสงค์เพื่อเก็บเช้ือ I. multifiliis จากตัวปลา โดย
การใช้สัตว์ทดลองได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการ
จรรยาบรรณสัตว์ทดลองของคณะสัตวแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
 
3.2 การเก็บเช้ือจุดขาว 

เก็บโปรโตซัว I. multifiliis ในระยะ trophont 
จ านวน 100 trophont (ท าการศึกษา 3 replication) จาก
ปลาโดยวิธีการขูดตรวจเยื่อเมือก และท าการยืนยันเช้ือ
โดยน าไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่
ก าลังขยาย 40-100 เท่า จะพบเช้ือมีลักษณะกลม มีซีเลีย 
และเคลื่อนที่ รอบตัวตลอดเวลา  และพบแมโคร
นิวเคลียสรูปเกือกม้า ซ่ึงเป็นการตรวจวินิจฉัยเพื่อยืนยัน
เช่ือก่อโรคจุดขาวในทางคลินิก (Noga, 2010) จากนั้น
เก็บตัวอย่างเช้ือใส่หลอดเก็บตัวอย่างที่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะท า
การสกัดสารพันธุกรรม  

 
3.3 สกัดสารพันธุกรรม 

ท าการสกัดสารพันธุกรรมโดยใช้ชุดสกัด 
Qiamp DNA minikit (Fermentus@) ตามค าแนะน าของ
ผู้ผลิต และท าการเก็บตัวอย่าง Genomic DNA ของเช้ือ
ระยะ trophont ไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
จากนั้นตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอด้วย
เครื่องตรวจวัดสารด้วยการดูดกลืนแสง ที่ความยาว
คลื่นแสง 260 และ 280 นาโนเมตร 
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3.4 การออกแบบไพรเมอร์ 
ท าการเลือกล าดับเบสจาก 18S ของ 

ribosomal RNA (rRNA) (Jousson et al., 2005) ซ่ึงมี
ความจ าเพาะสูงต่อเช้ือ I. multifiliis โดยใช้ฐานข้อมูล
จากเว็บไซต์PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/pubmed/) จากนั้นท าการออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ใน
การวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP โดยใช้โปรแกรม 
Primer Explorer program version3 (http:// 
primerexplorer.jp/lamp3.0.0/index.html) ร ว ม ทั้ ง
การศึกษาความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วย
โปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi) 

 
3.5 การพัฒนาเทคนิค LAMP 

ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค 
LAMP โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์ ชุ ด  ICM242 
(http://primerexplorer.jp/ lamp3.0.0/index.html) ตาราง
ที่1) ท าการเลือกล าดับเบสจาก 18S ของ ribosomal 
RNA (rRNA) (Jousson et al., 2005) โดยสารเคมีใน
การท าปฏิกิริยา LAMP ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย 10mM MgSO4 (ทดสอบความเข้มข้น
หลากหลายของสารตั้งแต่ 2-10 mM), 1M Betaine 
(ทดสอบความเข้มข้นหลากหลายของสารตั้งแต่ 0.2-10 M), 
0.6mM dNTPs (ทดสอบความเข้มข้นหลากหลายของ
สารตั้งแต่ 0.2-0.6 mM), 1.6µM Inner primer (FIP, 
BIP) (ทดสอบความเข้มข้นหลากหลายของสารตั้งแต่ 
0.8-0.6 µM), 0.2µM Outer primer (F3, B3), 1X 
thermopol buffer (20mM Tris-HCl (pH 8.8), 10mM 
KCl, 10mM (NH4)2SO4, 0.1% Triton X-100), 8U Bst 
DNA polymerase (Lucigen@) และGenomic DNA 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม) โดยท าปฏิกิริยา
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (ปรับอุณหภูมิตั้งแต่ 56-65  

องศาเซลซียส) เป็นเวลา 60 นาที (ปรับเวลาตั้งแต่ 10-
60  นาที)  และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ด้วยเครื่อง thermocycle 
(LongGene®) จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของ LAMP 
ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 
3.6 การทดสอบปริมาณเช้ือต่ าที่สุดที่เทคนิค LAMP 
สามารถตรวจพบได้ 

เตรียม Genomic DNA ที่ 50 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร จากนั้นท าการเจือจาง 10 เท่า จนได้ปริมาณ
ดีเอ็นเอสุดท้ายเท่ากับ 0.5 อัตโตกรัมต่อไมโครลิตร 
เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการท าปฏิกิริยา LAMP  

 
3.7 การตรวจสอบความจ าเพาะผลิตภัณฑ์ของ LAMP 
โดยการใช้ตัดเอนไซม์จ าเพาะ 

ตรวจสอบความจ าเพาะของผลิตภัณฑ์ LAMP 
ที่ได้ต่อเช้ือ I. multifiliis ด้วย restriction enzyme AluI 
(New England BioLabs® Inc.) ตามค าแนะน าของ
บริษัท ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
หากผลิตภัณฑ์ LAMP ที่ได้มีความจ าเพาะต่อเช้ือ I. 
multifiliis จะพบแถบดีเอ็นเอประมาณ 95 คู่เบส ด้วย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส เมื่อตัดด้วย restriction enzyme 
AluI เท่านั้น 

 
3.8 การศึกษาปฏิกิริยา LAMP ด้วยเครื่องให้ความร้อน แก่
หลอดทดลอง (Heating block) ท าการศึกษาปฏิกิริยา 
LAMP ด้วยเครื่อง Heating block (Major Science®) 
โดยสารเคมีในการท าปฏิกิริยา LAMP ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10mM MgSO4,  1M Betaine, 
0.6mM dNTPs, 1.6µM Inner primer (FIP, BIP), 
0.2µM Outer primer (F3, B3), 1X thermopol buffer 
(20mM Tris-HCl (pH 8.8), 10mM KCl, 10mM 
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(NH4)2SO4, 0.1% Triton X-100), 8U Bst DNA 
polymerase (Lucigen@) และGenomic DNA ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม) โดยท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และหยุดปฏิกิริยา
ด้วยน้ าแข็ง  เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์ของ LAMP ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 
ตารางที่1 ไพรเมอร์ ICM242 ใช้ในการท าปฏิกิริยา LAMP ใน
การตรวจสอบเชื้อ I. multifiliis  

Primer Sequence (5’      3’) 
F3 AACAGCACACCAGAAGTG 
B3 GGTTAAGGTCTCGTTCGTTAA 
FIP (F1c-F2) AATCCCTTCTCTGTCTTGCGCTTTT 

ACCTGCGGCTTAATTTGAC 
BIP (B1c-B2) TGAGAGCTCTTTCTTGATTCTTTGG 

TTTTGAATTAACCAGACAAATCACT
CC 

 
3.9 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของ LAMP และเอนไซม์
จ าเพาะด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส 

น าผลิตภัณฑ์ของ LAMP และเอนไซม์
จ าเพาะจ านวน 5 ไมโครลิตรผสมกับ loading dye 
จากนั้นวิเคราะห์โดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยใช้ 1.5 
เปอร์เซ็นต์อะกาโรสเจลย้อมด้วยสารเอธิเดียมโบรไมด์ 
(150 โวลต์, 20 นาที) ภายใต้ UV illumination โดย
ผลิตภัณฑ์ของ LAMP จะพบลักษณะคล้ายขั้นบันได 
เทียบกับ 100 bp ladder 

 
4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 
4.1 ผลการพัฒนาเทคนิค LAMP 
 ผลที่ได้จากการทดลองพบว่า อุณหภูมิที่ 56, 
58, 60, 63 และ 65 องศาเซลเซียส สามารถท าปฏิกิริยา
ได้ทุกอุณหภูมิ โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด คือ 65 
องศาเซลเซียส (รูปที่ 1) ส าหรับเวลาที่เริ่มเกิดปฏิกิริยา

ของเทคนิค LAMP พบว่า เริ่มเกิดปฏิกิริยาตั้งแต่นาทีที่ 
40 โดยเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการท าปฏิกิริยาคือ 60 
นาที (รูปที่ 2)  
 
                       M       1        2        3       4        5 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ผลการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP 
ในการตรวจเชื้อ I. multifiliis (50 นาโนกรัม) โดยตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
: lane M, DNA marker; lane 1, 56 oC; lane 2, 58 oC; lane 3, 60 
oC; lane 4, 63 oC; lane 5, 65 oC 

 
                    M      1       2      3       4      5       6       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 ผลการทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP ใน
การตรวจเชื้อ I. multifiliis (50 นาโนกรัม) โดยตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส: lane M, DNA 
marker; lane 1, 10 นาที; lane 2, 20 นาที; lane 3, 30 นาที; lane 4, 
40 นาที; lane 5, 50 นาที; lane 6, 60 นาท ี
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4.2 ผลการทดสอบปริมาณเช้ือต่ าที่สุดที่เทคนิค LAMP 
สามารถตรวจพบได้ 

ในสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP ใน
การตรวจหาเช้ือ I. multifiliis คือท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
65 องศาเวลเซียส เป็นเวลา 60 นาที พบว่า สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ตั้งแต่ 5 พิโคกรัม ซ่ึงให้ผลไปในทิศทาง
เดียวกันทั้ง 3 ซ้ า (รูปที่ 3) 

 
4.3 ผลการตรวจสอบโดยการใช้ตัดเอนไซม์จ าเพาะ 

การตร วจสอบความจ า เ พ าะข องก า ร
เกิดปฏิกิริยาของเช้ือ I. multifiliis ของเทคนิค LAMP 
โดยการใช้ AluI restriction enzyme ในการย่อย
ผลิตภัณฑ์ของเทคนิค LAMP พบว่า สามารถย่อย
ผลิตภัณฑ์โดยเห็นแถบดี เอ็นเอที่  95 คู่ เบส ใน
ขณะเดียวกัน ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่ ย่อยด้วย ApaI 
restriction enzyme และ BanI restriction enzyme ซ่ึงไม่
มีต าแหน่งตัดจ าเพาะกับเช้ือ I. multifiliis ยังคงพบเป็น
แถบขั้นบันได (รูปที่ 4) 
 
                       M    1     2     3    4     5     6    7     8     9    10   11   12 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 ผลการทดสอบปริมาณเชื อ I. multifiliis ต่ าที่สุดที่เทคนิค 
LAMP สามารถตรวจพบได้ โดยตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีอะ
กาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส: lane M, DNA marker; lane 1, 50 
ng/µl; lane 2, 5 ng/µl ; lane 3, 0.5 ng/µl; lane 4, 50 pg/µl; lane 
5, 5 pg/µl; lane 6, 0.5 pg/µl; lane 7, 50 fg/µl; lane 8, 5 fg/µl; 
lane 9, 0.5 fg/µl; lane 10, 50 ag/µl; lane 11, 5 ag/µl; lane 12, 
Negative control 

 

4.4 ผลการศึกษาปฏิกิริยา LAMP ด้วยเครื่องให้ความร้อน
แก่หลอดทดลอง 

ผลที่ได้จากการทดลองโดยการท าปฏิกิริยา
เทคนิค LAMP โดยใช้เครื่อง Heating block พบว่า 
สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ ซ่ึงให้ผลบวกเช่นเดียวกับการ
ท าปฏิกิริยาด้วยเครื่อง Thermocycler ในการท าการ
ทดลองทั้ง 3 ซ้ า (รูปที่ 5) 
 
                                                  1         2         3 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 ผลการทดสอบเทคนิค LAMP โดยวิธีการใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ โดยตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยวิธี อะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส: lane 1, AluI; lane 2, ApaI; lane 3, BanI 
 
                          M    1    2    3    4     M   1    2    3    4   

   
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค LAMP ใน
การตรวจเชื้อ I. multifiliis (50 นาโนกรัม)ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
65oC เป็นเวลา 60 นาที โดยใช้เครื่องThermocycler (A) และ
เครื่อง Heating block (B)โดยตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส: lane M, DNA marker; lane 1, เชื้อ I. 
multifiliis ตัวอย่างที่1; lane 2, เชื้อ I. multifiliis ตัวอย่างที่ 2; lane 
3, เชื้อ I. multifiliis ตัวอย่างที่ 3; lane 4, negative control 
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5. การอภิปรายผล 
 โรคจุดขาวในปลาน้ าจืดก่อความเสียหายต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าอย่างมาก โดยสาเหตุ
เกิดจากเช้ือโปรโตซัว I. multifiliis การด าเนินของโรค
ในระยะหนึ่ง ส่งผลให้ผลการรักษาไม่ดีเท่าที่ควร การ
ตรวจวินิจฉัยโรคในระยะเริ่มแรกของการติดเช้ือจึงมี
ความส าคัญมาก จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า เทคนิค 
LAMP สามารถตรวจหาเช้ือ I. multifiliis ได้ 

การออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาของ
เทคนิค LAMP เป็นขั้นตอนที่มีความส าคัญมาก 
เนื่องจากใช้ไพรเมอร์ถึง 4 ตัว ซ่ึงจ าเพาะกับ 6 ต าแหน่ง
ของดีเอ็นเอเป้าหมาย (Notomi et al., 2000) โดยไพร
เมอร์ที่ ใ ช้ในการศึกษาในครั้ งนี้คือไพรเมอร์ ชุด 
ICM242 โดยวางตัวในส่วนของ 18S ของ ribosomal 
RNA (rRNA) (Jousson et al., 2005)  ซ่ึงมีความจ าเพาะ
สูงต่อเช้ือ I. multifiliis  โดยสภาวะที่เหมาะสมในการ
เกิดปฏิกิริยาคือ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ซ่ึง
สอดคล้ อ งกั บก าร ตรวจสอบเ ช้ื อพยาธิตั วกลม 
Angiostrongylus cantonensis  ที่ก่อโรคเยื่อหุ้มสมอง
อั ก เ ส บ อี โ อ ซิ โ น ฟิ ลิ ก  ( Eosinophilic 
meningoencephalitis) ในคน (Chen et al.,2011) และ
เช้ือโปรโตซัว Toxoplasma gondii ที่ก่อโรคบิดในคน 
(Kong et al., 2012) ซ่ึงใช้อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 นาที ในการเกิดเช่นเดียวกัน นอกจากนี้
พบว่า สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ตั้งแต่นาทีที่ 40 โดยเห็น
ผลเป็น smear band และผลจะค่อยๆ เข้มขึ้นเป็นแถบ
ขั้นบันไดเมื่อเวลาเพิ่มขึ้น  โดยปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ
ที่น้อยที่สุดที่สามารถพบปฏิกิริยาได้คือ 5 พิโคกรัม 
อย่างไรก็ตามการศึกษาอื่นพบว่า การตรวจสอบเช้ือ
โปรโตซัว Trypanosoma brucei rhodesiense ซ่ึง
ก่อให้เกิดโรคเหงาหลับในคน โดยใช้จ านวนเช้ือเพียง 1 
พิโคกรัม ก็สามารถตรวจสอบเช้ือได้  (Njiru et al., 

2008) เมื่อท าการยืนยันผลการเกิดปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ AluI ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อการเกิดปฏิกิริยา
ของเช้ือ I. multifiliis พบว่า ให้ผลที่ 95 คู่เบส ซ่ึงให้ผล
แตกต่างจากตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่ท าการย่อยด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ApaI และ BanI โดยเห็นผลเป็น
ลักษณะของแบบขั้นบันได้ เนื่องจากเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
ApaI และ BanI มีความจ าเพาะต่อการเกิดปฏิกิริยาของเช้ือ 
Mycobacterium spp. จึงไม่สามารถย่อยผลิตภัณฑ์ได้ 

นอกจากนี้ในการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิต่างๆ พบว่า สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ตั้งแต่
อุณหภูมิที่ 56 – 65 องศาเซลเซียส  จึงสามารถเลือกใช้
เครื่อง Heating block ได้ เนื่องจากเป็นอุปกรณ์ที่มี
ความแกว่งของอุณหภูมิค่อนข้างสูง (± 2 องศา
เซลเซียส)  โดยจากการศึกษาพบว่า ผลของการ
เกิดปฏิกิริยาของเทคนิค LAMP ในการตรวจสอบเช้ือ I. 
multifiliis โดยใช้เครื่อง Thermocycler เปรียบเทียบกับ
เครื่อง Heating block พบว่า สามารถเกิดปฏิกิริยาได้
เ ช่น เดี ยวกัน  โดยให้ผลบวกเป็นแถบขั้นบันได
เหมือนกันทั้ง 3 ซ้ า ดังนั้นการประยุกต์ใช้เครื่อง 
Heating block จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจ
วินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP ซ่ึงสามารถลดค่าใช้จ่ายใน
การวินิจฉัยได้ เนื่องจากใช้อุปกรณ์ที่ราราคาไม่สูงใน
การท าปฏิกิริยา นอกจากนี้การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของ
เทคนิค LAMP ยังสามารถตรวจสอบได้หลายวิธี เช่น
การดูความขุ่นของผลิตภัณฑ์ ซ่ึงเกิดจากการตกตะกอน
ของสาร magnesium pyrophosphate และยังสามารถ
ตรวจสอบโดยการย้อมสีผลิตภัณฑ์โดยใช้สารกลุ่ม 
intercalacting dye เช่น SYBR Green I stain ซ่ึงมี
คุณสมบัติ high binding affinity กับดีเอ็นเอโดยตัวอย่าง
ที่ให้ผลบวกจะเห็นเป็นสีเขียวสะท้อนแสง ด้วยตาเปล่า 
(Mori et al., 2001) นอกจากนี้การย้อมด้วยสารHydroxy 
naphthol blue (HNB) ก่อนการเกิดปฏิกิริยา เป็นอีกวิธี
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หนึ่งที่สามารถตรวจสอบผลิตภัณฑ์ได้ ซ่ึงสาร HNB มี
คุณสมบัติเป็น indicator ส าหรับสารพวกแคลเซียม 
และเป็น colorimetric reagent ส าหรับสารประกอบ
แอลคาไลน์ โดยตัวอย่างที่ให้ผลบวกจะเปลี่ยนจากสี
ม่วงเป็นสีฟ้า (Goto et al., 2009)  ทั้งนี้ข้อจ ากัดของ
เทคนิค LAMP คือเป็นเทคนิคที่ค่อนข้างไวต่อการ
ปนเปื้อนจึงมักพบผลบวกปลอม (Savan et al., 2005) 
และการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อเช้ือ
ค่อนข้างยากเนื่องจากต้องใช้ไพรเมอร์ถึง 4 สาย ในการ
ท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยการศึกษาในครั้งนี้
มุ่งพัฒนาเทคนิคที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคที่มีความ
รวดเร็ว แม่นย า สะดวก และค่าใช้จ่ายไม่สูง ดังนั้น
เทคนิค LAMP จึงเป็นเทคนิคที่สามารถใช้ตรวจวินิจฉัย
เช้ือ I. multifiliis ได้ แต่อย่างไรก็ตามในอนาคตควรมี
การศึกษาในเช้ือ I. multifiliis ระยะ theront และ ระยะ 
tomont  ด้วย และควรมีการศึกษาเปรียบเทียบกับเช้ือ
โปรโตซัวชนิดอื่นที่พบบ่อยในการก่อโรคทางคลนิกิใน
สัตว์น้ า เช่น Cryptocaryon irritans, Chilodonella spp. 
และ Tetrahymena spp. เป็นต้น  
  
6. บทสรุป 

เทคนิค LAMP ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหา
เช้ือ I. multifiis ที่ก่อโรคจุดขาวในปลาน้ าจืดได้อย่าง
รวดเร็ว ใชป้ริมาณดีเอ็นเอของเช้ือน้อย และใช้อุปกรณ์
ไม่ยุ่งยาก อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาถึงความจ าเพาะ
ของเทคนิคนี้ โดยเปรียบเทียบกับเช้ือโปรโตซัวก่อโรค
ตัวอื่นที่พบบ่อยในปลาน้ าจืด และเช้ือ I. multifiis จาก
ปลาชนิดอื่น เพื่อเพิ่มความแม่นย าของเทคนิค และ
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในทางคลินิกและการตรวจ
วินิจฉัยภาคสนามต่อไป 
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