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เ ชื้ อ  Lumpy skin disease virus (LSDV) แ ล ะ เ ชื้ อ  Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) เป็นเชื้อก่อโรคที่ส่งผลกระทบต่อปศุสัตว์ที่เลี้ยงโคเป็นอย่างมาก 
โดยเชื้อ LSDV เป็นเชื้อก่อโรคลัมปีสกิน ซึ่งเป็นโรคที่ส่งผลให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจ เนื่องจาก
ท าให้โคซูบผอม ท าให้เกิดรอยโรคเป็นตุ่มนูนบริเวณผิวหนัง จึงส่งผลให้มูลค่าของโคต่ าลง เชื้อ MRSA 
เป็นสาเหตุหลักของโรคเต้านมอักเสบในโค ส่งผลให้ปริมาณน้ านมลดลง และคุณภาพของน้ านมต่ าลง 
จึงไม่สามารถส่งนมออกจ าหน่ายได้ ในปัจจุบันนี้เชื้อ LSDV และ MRSA สามารถตรวจวินิจฉัยได้ด้วย
เทคนิค PCR ซึ่งจ าเป็นที่จะต้องท าในห้องปฏิบัติการ และจ าเป็นที่จะต้องใช้บุคลากรที่มีความ
เชี่ยวชาญด้านอณูชีววิทยาในการตรวจวินิจฉัย นอกจากนี้ยังใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่างและการ
วิเคราะห์ค่อนข้างนาน ซึ่งส่งผลให้เกิดความล้าช้าและอาจส่งผลให้รักษาไม่ทันได้  ดังนั้นการเก็บ
ตัวอย่างที่สามารถท าได้ง่าย และน ามาตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA ได้อย่างรวดเร็วจึงเป็นสิ่ง
ส าคัญเพ่ือที่จะป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อก่อโรคอย่างมีประสิทธิภาพ ในการศึกษาครั้งนี้
เพ่ือที่จะพัฒนาต้นแบบการตรวจวินิจฉัยเชื้อ  LSDV และ  MRSA ด้วยเทคนิค Loop-mediated 
Isothermal Amplification (LAMP) ได้อย่างสะดวก รวดเร็ว และแม่นย ายิ่งขึ้น เพ่ือเปรียบเทียบกับ
เทคนิค PCR โดยเก็บตัวอย่างจากโคที่เป็นโรคลัมปีสกินและโรคเต้านมอักเสบ และน ามาตรวจวินิจฉัย
ด้วยเทคนิค LAMP โดยออกแบบไพร์เมอร์ให้จ าเพาะต่อยีน GPCR ในเชื้อ LSDV และยีน mecA ใน
เชื้อ MRSA ซึ่งพบว่าเทคนิค LAMP สามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA ได้ โดยมีความไวใน
การตรวจวินิจฉัยเทียบเท่ากับเทคนิค PCR ซึ่งบ่งชี้ว่าสามารถพัฒนาเทคนิค LAMP เพ่ือน ามาวินิจฉัย
เชื้อ LSDV และ MRSA จากโคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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Lumpy skin disease virus (LSDV) and Methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) are the most economically significant diseases of cattle. LSDV is the 
cause of Lumpy skin disease, resulting in considerable economic losses due to 
emaciation, damage to skin epithelial cells, and lowered of commercial value. MRSA 
is a major cause of mastitis in cattle, resulting in milk production loss and economic 
losses to livestock as well as public health concerns. Currently, normal detection of 
LSDV and MRSA in laboratory is performed using PCR assay, which is time-consuming 
in sample preparation, and requires specialized personnel and equipment. Therefore, 
a simpler method of sample collection and rapid detection of LSDV and MRSA are 
needed to effectively preventing the spread of the pathogens. The aim of the 
present study was to develop a prototype of Loop-mediated Isothermal 
Amplification (LAMP) assay, which can detect LSDV and MRSA more conveniently, 
quickly, and accurately, and to compare this method to the conventional PCR assay. 
The sample was collected from cattle with lumpy skin disease and mastitis. The 
LAMP primers were designed to target GPCR gene in LSDV and mecA gene in MRSA. 
We found that LSDV and MRSA samples can be detected by both PCR and LAMP 
assays. This indicates that the LAMP assay can effectively detects GPCR gene in LSDV 
and with equal sensitivity to PCR assays mecA gene in MRSA from cattle. 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

 ในปัจจุบันนี้เกษตรกรในประเทศไทยได้มีกำรเลี้ยงโคจ ำนวนมำกและคำดว่ำจะมำกขึ้นใน
อนำคต ดังนั้นกำรเกิดโรคในโคจึงเป็นปัญหำที่ส ำคัญและร้ำยแรงต่อเกษตรกร ส่งผลกระทบต่อระบบ
กำรผลิตสัตว์เศรษฐกิจ นอกจำกนี้ยังก่อให้เกิดควำมเสี่ยงต่อกำรแพร่กระจำยของโรคและเกิดเป็นโรค
ระบำดที่ยำกต่อกำรควบคุม หนึ่งในวิธีกำรจัดกำรและควบคุมโรคคือกำรวินิจฉัยโรคที่รวดเร็วและมี
ประสิทธิภำพ เนื่องจำกหำกพบสัตว์ที่ป่วยจะสำมำรถเข้ำควบคุมพ้ืนที่ไม่ให้แพร่เชื้อและจัดกำรวำง
แผนกำรรักษำได้อย่ำงทันท่วงที ซึ่งจะสำมำรถลดกำรสูญเสียได้เป็นอย่ำงมำก ดังนั้นเทคนิคทำงอณูชีว
โมเลกุลจึงเข้ำมำมีบทบำทที่ส ำคัญเนื่องจำกสำมำรถน ำมำใช้วินิจฉัยโรคได้อย่ำงรวดเร็วและมี
ประสิทธิภำพ ในปัจจุบันหลำย ๆ โรคมีกำรใช้เทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุลในกำรวินิจฉัย เช่น เทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR) และเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) เป็นต้น 

โรคลัมปีสกิน (Lumpy skin disease; LSD) มีสำเหตุมำจำกเชื้อ Lumpy skin disease 
virus (LSDV) โรคลัมปีสกินเกิดกำรระบำดครั้งแรกปี ค.ศ. 1929 ที่ประเทศแซมเบีย ทวีปแอฟริกำ 
หลังจำกนั้นเกิดกำรระบำดอย่ำงรวดเร็วสู่ประเทศในทวีปแอฟริกำใต้ ยุโรป และเอเชีย ส่งผลกระทบที่
รุนแรงอย่ำงมำกต่อเกษตรกรที่เลี้ยงโครวมไปถึงเศรษฐกิจ เนื่องจำกท ำให้โคมีไข้สูง ซึม ซูบผอม เบื่อ
อำหำร ต่อมน้ ำเหลืองโต ปริมำณน้ ำนมลดลงอย่ำงรวดเร็ว ไปจนถึงตำยได้ ก่อให้เกิดกำรสูญเสียทำง
เศรษฐกิจเป็นอย่ำงมำก โดยรอยโรคในระยะเริ่มต้นบริเวณผิวหนังจะเป็นตุ่มที่มีลักษณะเป็นก้อนแข็ง 
กลม นูน โรคลัมปีสกินสำมำรถแพร่กระจำยผ่ำนแมลงพำหะ เช่น ยุง แมลงวันดูดเลือด และ เห็บ เป็น
ต้น นอกจำกนี้ยังสำมำรถแพร่เชื้อผ่ำนทำงน้ ำนมและน้ ำเชื้ออีกด้วย ท ำให้มีกำรแพร่กระจำยของโรค
ได้อย่ำงรวดเร็ว หำกโคที่ป่วยได้รับกำรตรวจวินิจฉัยและรักษำที่ช้ำอำจะก่อให้เกิดควำมเสียหำยได้ 

Lumpy skin disease virus (LSDV) เป็นดีเอ็นเอไวรัสชนิดหนึ่งใน Genus: Capripoxvirus 
(CaPVs) (Tulman et al., 2001) เป็นสำเหตุส ำคัญในกำรเกิดโรคลัมปีสกินในโคและกระบือ โดย
ส่วนมำกเชื้อ LSDV จะเข้ำสู่โฮสต์ผ่ำนแมลงพำหะ หลังจำกนั้นจะเข้ำยึดเซลล์เพ่ือจ ำลองและเพ่ิม
จ ำนวนดีเอ็นเอ (Replication) ของไวรัสก่อนที่จะกลำยเป็นไวรัสตัวใหม่ออกจำกเซลล์ ในปัจจุบัน 
LSDV มีกำรเพ่ิมจ ำนวนและแพร่กระจำยอย่ำงรวดเร็ว ก่อให้เกิดกำรระบำดที่ยำกจะควบคุม LSDV มี
ยีน G-protein-coupled chemokine receptor (GPCR) ที่ควบคุมกำรเพ่ิมจ ำนวนเซลล์ของโฮสต์
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ส่งผลให้เกิดรอยโรคในโฮสต์และยังกดภูมิคุ้มกันของโฮสต์เพ่ือให้โฮสต์อ่อนแออีกด้วย (El-Tholoth & 
El-Kenawy, 2016) กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ในปัจจุบันสำมำรถท ำได้หลำกหลำยวิธี แต่ที่นิยมเป็น
อย่ำงมำกคือกำรน ำตัวอย่ำงเลือดและชิ้นเนื้อบริเวณผิวหนังมำวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR ในกำรเก็บ
ตัวอย่ำงนั้นจะต้องมีกำรเจำะเลือดโคและผ่ำตัดชิ้นเนื้อในบริเวณรอยโรคของโค ซึ่งอำจจะท ำให้เกิด
ควำมยำกล ำบำกในกำรเก็บตัวอย่ำงจำกโคในจ ำนวนมำก ๆ และจะท ำให้โคเกิดควำมเจ็บปวดจำกกำร
เจำะเลือดและตัดชิ้นเนื้ออีกด้วย นอกจำกนี้กำรใช้เทคนิค PCR ในกำรตรวจวินิจฉัยยังจ ำเป็นที่จะต้อง
ท ำในห้องปฏิบัติกำรโดยใช้บุคลำกรที่มีควำมเชี่ยวชำญด้ำนอณูชีววิทยำซึ่งมีจ ำนวนน้อย และใช้เวลำ
ในกำรวิเครำะห์ค่อนข้ำงนำน ดังนั้นกำรเก็บตัวอย่ำงที่สำมำรถท ำได้ง่ำย เช่น เก็บจำกน้ ำลำยและ
น้ ำมูกของโคน ำมำตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคที่สะดวกและรวดเร็วจึงเป็นสิ่งส ำคัญ 

โรคเต้ำนมอักเสบในโค (Mastitis) เป็นอีกปัญหำหนึ่งที่ส่งผลกระทบที่รุนแรงต่อเกษตรกร
และเศรษฐกิจ เนื่องจำกจะท ำให้ปริมำณน้ ำนมลดลง และคุณภำพของน้ ำนมต่ ำลง จึงไม่สำมำรถส่งนม
ออกจ ำหน่ำยได้ นอกจำกนี้ยังส่งผลต่อตัวโคท ำให้มีอำกำรอักเสบบริเวณเต้ำนม มีไข้สูง อ่อนแอ ไป
จนถึงตำยในที่สุด โรคเต้ำนมอักเสบในโคเกิดจำกกำรติดเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus (S. 
aureus) และ Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) ภำยในเต้ำนม โดยเฉพำะเชื้อ S. 
aureus จะมีควำมส ำคัญต่อกำรเกิดโรคเต้ำนมอักเสบเป็นอย่ำงมำก (Monistero et al., 2018) ในโค
ที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบในระยะเริ่มต้นนั้นจะยังคงไม่แสดงอำกำรของกำรอักเสบและไม่แสดงอำกำร
ป่วย เมื่อเวลำผ่ำนไปโคจึงแสดงอำกำรขอโรคเต้ำนมอักเสบออกมำ กำรวินิจฉัยอย่ำงรวดเร็วจึงเป็นสิ่ง
ส ำคัญต่อกำรรักษำ หำกสำมำรถตรวจพบว่ำโคเป็นโรคในระยะที่ยังไม่แสดงอำกำร จะส่งผลให้
สำมำรถรักษำได้อย่ำงทันท่วงทีและลดกำรสูญเสียได้เป็นอย่ำงมำก 

S. aureus เป็นเชื้อแบคทีเรียอยู่ในกลุ่ม staphylococci ที่ย้อมติดสีแกรมบวก มีกำรเรียงตัว
เป็นเซลล์เดี่ยวหรือเซลล์คู่สำยสั้น ๆ หรือรวมตัวกันเป็นกลุ่ม ไม่เคลื่อนที่ และไม่สร้ำงสปอร์ แต่สร้ำง
แคปซูลได้ ส่งผลให้เชื้อสำมำรถทนทำนต่อสภำพแวดล้อม รวมไปถึงระบบภูมิคุ้มกันของร่ำงกำยและ
ยำปฏิชีวนะ S. aureus เป็นสำเหตุหลักของโรคเต้ำนมอักเสบเนื่องจำกสำมำรถผลิตสำรต่ำง ๆ เช่น 
enterotoxin, hyaluronidase, hemolysin, leukocidin, coagulase และ ไบโอฟิล์ม (Biofilm) 
เป็นต้น เพ่ือท ำลำยเซลล์เนื้อเยื่อบุผิวของต่อมน้ ำนมและก่อให้เกิดกำรอักเสบขึ้น (Aguilar and 
Iturralde, 2001) ซึ่ง S. aureus จะมียีนที่ควบคุมกำรสร้ำงโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรเมตำ
บอลิซึมของผนั งเซลล์ที่ จะพบได้ ในทุกเซลล์  คือ ยีนในกลุ่มของ  Factor essential for the 
expression of methicittine resistant (fem) (Mehrotra et al., 2000) จะประกอบไปด้วยยีน 
femA, femB และ femD นอกจำกนี้ยังมียีนที่ควบคุมกำรดื้อต่อยำ penicillin คือยีน blaZ ที่ถูก
ควบคุมโดยยีน blaI และ blaR1 โดยยีนเหล่ำนี้จะอยู่ ในทรำนสโพซอน Tn552 (Tn552-like 
transposon) (Rowland & Dyke, 1989)  
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Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) เป็ นสำยพันธุ์หนึ่ งของ S. 
aureus ที่มีกำรพัฒนำให้ดื้อต่อยำปฏิชีวนะในกลุ่ม methicillin โดยจะมียีนที่ควบคุมกำรดื้อต่อยำ 
methicillin คือยีน  mecA อยู่ บน พันธุกรรม เคลื่ อนที่ ที่ เรียกว่ ำ Staphylococcal cassette 
chromosome mec (SCCmec) (International Working Group on the Classification of 
Staphylococcal Cassette Chromosome, 2009) โดยยีน mecA จะสร้ำงโปรตีน Penicillin-
binding protein 2a (PBP2a) ขึ้นมำทดแทน Penicillin-binding protein (PBPs) เดิม (Hartman 
& Tomasz, 1984) จึงท ำให้มีบริเวณ active site เปลี่ยนไป ส่งผลให้ยำปฏิชีวนะ methicillin ไม่
สำมำรถเข้ำจับและท ำลำยกระบวนกำรสร้ำง cross-link peptidoglycan ได้ (Kirmusaolu, 2017) 
จะเห็นได้ว่ำในปัจจุบันเชื้อ S. aureus ได้มีกำรพัฒนำให้ดื้อต่อยำปฏิชีวนะมำกขึ้น ส่งผลให้ยำกต่อ
กำรรักษำและยังเสี่ยงต่อกำรเกิดโรคระบำดที่ยำกต่อกำรควบคุมอีกด้วย ในปัจจุบั นกำรวินิจฉัยเชื้อ 
MRSA ที่ก่อโรคเต้ำนมอักเสบในโคสำมำรถท ำได้หลำกหลำยวิธี กำรวินิจฉัยเบื่องต้นจะใช้กำรตรวจ
ด้วยน้ ำยำซีเอ็มที (California mastitis test; CMT) เพ่ือใช้บอกว่ำโคเป็นโรคเต้ำนมอักเสบ โดยกำร
รีดน้ ำนมลงบนจำนทดสอบและเติมน้ ำยำซีเอ็มที วนเป็นวงกลมอย่ำงรวดเร็วเพ่ือให้น้ ำนมและน้ ำยำซี
เอ็มทีผสมกันและอ่ำนผล ซึ่งผลกำรทดสอบจะมีตั้งแต่ 0 ถึง +3 ตำมระดับกำรเปลี่ยนแปลงของน้ ำนม
โดยจะจับตัวกันเป็นวุ้น แต่กำรตรวจด้วยน้ ำยำซีเอ็มทีนั้นไม่สำมำรถบ่งบอกเชื้อก่อโรคได้ และยังมี
โอกำสผิดพลำดที่สูง จึงต้องน ำไปวินิจฉัยทำงแบคทีเรียวิทยำ อย่ำงไรก็ตำมกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิคทำง
แบคทีเรียวิทยำจะใช้เวลำที่ค่อนข้ำงนำนส่งผลให้เกิดกำรล่ำช้ำในกำรวินิจฉัยและอำจก่อให้เกิดกำร
สูญเสียที่มำกขึ้นได้ กำรใช้เทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุลในกำรวินิจฉัยจึงเป็นสิ่งจ ำเป็นเนื่องจำกมีควำม
สะดวกรวดเร็วและแม่นย ำเป็นอย่ำงมำก 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุลที่
ค่อนข้ำงใหม่ เป็นวิธีที่จะเพ่ิมขยำยปริมำณสำรพันธุกรรมเป้ำหมำยคล้ำยกับเทคนิค PCR แต่จะมีข้อดี
กว่ำเทคนิค PCR เนื่องใช้เวลำในกำรด ำเนินกำรน้อยกว่ำและมีควำมแม่นย ำที่มำกกว่ำ โดยปฏิกิริ ยำ
ของ LAMP เกิดขึ้นได้ในอุณหภูมิคงที่ประมำณ 70 องศำเซลเซียส และเกิดขึ้นอย่ำงรวดเร็ว โดยไม่
จ ำเป็นต้องอำศัยเครื่องควบคุมอุณหภูมิขึ้นลง (Thermocycler) เทคนิค LAMP ยังสำมำรถอ่ำนผลได้
ง่ำยและหลำกหลำยวิธี โดยสำมำรถอ่ำนผลได้ด้วยตำเปล่ำจำกควำมขุ่นในหลอดทดลองและสำมำรถ
อ่ำนได้จำกกำรเรืองแสง fluorescent ผ่ำนหลอด UV นอกจำกนี้ยังสำมำรถอ่ำนผลจำกค่ำกำรเรือง
แสงของสี ย้ อม  green fluorescent dye ในช่องแสง FAM channel จำกเครื่อง Real-time 
fluorescent detector และยืนยันผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟเลสิส (Gel electrophoresis) ได้อีก
ด้วย เนื่องจำกปฏิกิริยำของ LAMP สำมำถเกิดขึ้นได้โดยไม่ต้องใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิและยัง
สำมำรถอ่ำนผลได้อย่ำงง่ำย จึงสะดวกต่อกำรน ำไปใช้ในภำคสนำม ท ำให้สำมำรถวินิจฉัยเชื้อ LSDV 
และ MRSA ได้อย่ำงรวดเร็ว 
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กำรพัฒนำเทคนิค LAMP ในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA ที่ก่อโรคในโคจึงเป็น
ทำงเลือกที่สำมำรถท ำให้กำรวินิจฉัยเป็นไปอย่ำงสะดวก รวดเร็วและแม่นย ำ ท ำให้ง่ำยต่อกำรวำงแผน
รักษำและควบคุมกำรระบำดของโรคได้อย่ำงมีประสิทธิภำพจึงส่งผลให้ช่วยลดอัตรำกำรสูญเสียได้ 
 

1.2 ควำมมุ่งหมำยและวัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ  

 1. เพ่ือพัฒนำเทคนิค LAMP ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Lumpy skin diseases virus (LSDV) 
และ Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) ในโค 

2. เพ่ือเปรียบเทียบกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR และ LAMP เชื้อ Lumpy skin diseases 
virus (LSDV) และ Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) ในโค   

3. เพ่ือพัฒนำต้นแบบชุดตรวจวินิจฉัยเชื้อ Lumpy skin diseases virus (LSDV) และ 
Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) อย่ำงง่ำยด้วยเทคนิค LAMP 
 

1.3 สมมติฐำนของกำรศึกษำ  
1. เทคนิค LAMP มีประสิทธิภำพที่สูงในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Lumpy skin diseases virus 

(LSDV) และ Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) ในโค 
2. กำรใช้ตัวอย่ำงที่สำมำรถเก็บได้ง่ำยและลดควำมเจ็บปวดในสัตว์สำมำรถน ำมำตรวจ

วินิจฉัยทำงอณูชีวโมเลกุลได้  
 

1.4 ขอบเขตกำรศึกษำ  

เป็ นกำรศึกษำวิจั ย เพ่ื อพัฒ นำเทคนิ ค  Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ใน กำรตรวจวินิจฉัย เชื้อ Lumpy skin diseases virus (LSDV) และเชื้อ Methicillin-
resistance Staphylococcus aureus (MRSA) ที่ก่อโรคลัมปีสกินและเต้ำนมอักเสบในโค ในจังหวัด
เพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ โดยสุ่มเก็บตัวอย่ำงน้ ำนมจำกโคที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบ และสุ่มเก็บ
ตัวอย่ำง เลือด อุจจำระ น้ ำลำย และ nasal swab จำกโคที่เป็นโรคลัมปีสกิน จ ำนวน 30 ตัว 
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บทท่ี 2 

วรรณกรรมและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 Lumpy skin disease virus (LSDV)  

 Lumpy skin disease virus (LSDV) เป็นดีเอ็นเอไวรัสชนิดหนึ่งที่จัดอยู่ในกลุ่มของไวรัส
ฝีดำษ กลุ่มเดียวกับ Sheep pox virus (SPPV) และ Goat pox viruses (GTPV) ซึ่งอยู่ใน Genus: 
Capripoxvirus (CaPVs), Subfamily: Chordopoxvirinae และ Family: Poxviridae เป็นสำเหตุ
ส ำคัญในกำรเกิดโรคลัมปีสกิน (Lumpy skin disease; LSD) LSDV มีควำมยำว 294±20 นำโนเมตร 
และกว้ำง 262±22 นำโนเมตร (Kitching & Smale, 1986) ไวรัสจะมีพอลิเปปไทด์มำกกว่ำ 100 
สำย จัดเรียงอยู่ใน core, lateral bodies, outer membrane และ envelope โดยบริเวร core 
ของไวรัสจะมีรูปร่ำงคล้ำยดัมเบล (Dumbbell-shaped) ซึ่งภำยในจะบรรจุสำรพันธุกรรมและ
เอนไซม์ต่ำง ๆ ไว้ จีโนมของไวรัสในกลุ่ม CaPVs มีขนำดประมำณ 151 kilobase (kb) ประกอบด้วย 
156 genes โดยจีโนมของเชื้อในกลุ่ม CaPVs แต่ละตัวจะมีควำมเหมือนกันถึง 97-100% (Tulman 
et al., 2001) แต่ LSDV จะมีโครงสร้ำงเฉพำะตัวในกำรถอดรหัสยีน (Encoding genes) ที่จะส่งผล
กระทบต่อควำมรุนแรงในโฮสต์ที่มำกขึ้น (El-Nahas et al., 2013) ซึ่งเชื้อ LSDV จะมียีน P32 เป็น
ยีนที่เกี่ยวข้องกับโปรตีน envelope ของไวรัส (Tulman et al., 2001) โดยยีน P32 เป็นยีนที่ได้รับ
ควำมนิยมในกำรน ำมำตรวจวินิจฉัยกำรติดเชื้อ LSDV ด้วยวิธีทำงอณูชีวโมเลกุลเป็นอย่ำงมำก (El-
Kholy et al., 2008) นอกจำกนี้ยีน GPCR ยังเป็นอีกหนึ่งยีนที่นิยมน ำมำใช้ตรวจวินิจฉัยกำรติดเชื้อ 
LSDV ด้วยวิธีทำงอณูชีวโมเลกุลเช่นกัน โดยเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกำรกำรกระตุ้นให้เกิดกำรเพ่ิมจ ำนวน
เซลล์ในบริเวณรอยโรคและในกำรติดเชื้อ LSDV ยีนนี้ยังช่วยกดภูมิคุ้มกันของโฮสต์ให้ต่ ำลงอีกด้วย 
(El-Tholoth & El-Kenawy, 2016) 
 

2.2 กลไกกำรติดเชื้อ LSDV ในโฮสต์เซลล์   

เชื้อ LSDV ในระยะ External enveloped viruses (EEV) จะแพร่กระจำยเข้ำสู่โฮสต์ ก่อน
จะเข้ำสู่เซลล์ไวรัสจะมีกำรฟอร์มตัวเข้ำสู่ระยะ Intracellular mature virions (IMV) (ภำพที่ 1) และ
เข้ำสู่เซลล์โฮสต์ด้วยกระบวนกำร micropinocytosis โดยเยื่อหุ้มเซลล์ของโฮสต์จะถูกกระตุ้นโดย 
phosphatidylserine ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่บนเยื่อหุ้มของไวรัส ผ่ำนตัวรับ Glycosaminoglycans 
(GAGs) (Ayelet et al., 2014) และเกิดกำรรวมตัวกันของเยื่อหุ้มชั้นนอกของ IMV กับ เยื่อหุ้มเซลล์



  19 

ของโฮสต์  จำกนั้ นไวรัสจะปล่อย core เข้ำสู่ ไซโตพลำสซึมของเซลล์ โฮสต์  (Moss, 2006 ; 
Tuppurainen et al., 2015) หลังจำก core เข้ำสู่เซลล์โฮสต์แล้วจะเกิดกระบวนกำรติดเชื้อขึ้น โดย 
core ของไวรัสที่ประกอบด้วย โปรตีนต่ำง ๆ ดีเอ็นเอสำยคู่ และ เอนไซม์ ฯลฯ จะเคลื่อนเข้ำสู่ไมโคร
ทูบูล (Microtubules) ผ่ำนไซโตพลำสซึม (Cytoplasm) (Carter et al., 2003) และก่อตัวเป็น viral 
factories เพ่ือจ ำลองและเพ่ิมจ ำนวนดีเอ็นเอ (Replication) ของไวรัส หลังจำกกำรติดเชื้อประมำณ 
2 ชั่วโมงจะเริ่มมีกำรแสดงออกของยีนของไวรัส (Gene expression) เริ่มต้นกำรแสดงออกของยีน
ของไวรัสซึ่งจะเป็นพวก non-structural protein จะมีหน้ำที่ในกำรปรับเปลี่ยนสภำวะของเซลล์
โฮสต์เพ่ือให้ช่วยในกำรหลบกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันของโฮสต์แลช่วยในกำรจ ำลองเพ่ิมจ ำนวนดี
เอ็นเอของไวรัส (Carroll & Moss, 1997) หลังจำกนั้นจะเริ่มมีแสดงออกของยีนพวก structural 
protein เพ่ือสร้ำงเยื่อหุ้มและองค์ประกอบต่ำง ๆ ของไวรัสที่ประกอบด้วย single layer lipid 
membrane และ viral proteins และฟอร์มตัวเป็น  Immature virion (IV) และ IVM ตำมล ำดับ 
ก่อนที่จะออกจำก viral factories (Rosel et al., 1986) หลังจำกเคลื่อนที่ออกมำแล้ว IVM จะถูก
ห่อหุ้มด้วยเยื้อหุ้ม trans-golgi apparatus และฟอร์มตัวเข้ำสู่ระยะ Intracellular enveloped 
virions (IEV) และเคลื่อนที่ออกนอกเซลล์ผ่ำนกระบวนกำร exocytosis โดยเยื้อหุ้มชั้นนอกสุดของ
ไวรัสจะรวมตัวเข้ำกับเยื่อหุ้มเซลล์และปล่อยไวรัสระยะ cell-associated enveloped virus (CEV) 
ออกมำ ในระยะนี้จะมีกำรสร้ำง actin tails และกลำยเป็นระยะ EEV ในที่สุด (MacLachlan & 
Dubovi, 2011) (ภำพท่ี 2) 
 
 

 
ภาพที่ 1: องค์ประกอบของ LSDV 
ที่มำ: Swiss institute of bioinformatics., 2008  
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ภาพที่ 2: กระบวนการติดเชื้อ LSDV ในโฮสต์เซลล์ 
หมายเหตุ: IV; immature virion, IMC; intracellular mature virus, IEV; intracellular 
enveloped virus, EEV; extracellular enveloped virus, CEV; cell-associated enveloped 
virus 
ดัดแปลงจำก: Swiss institute of bioinformatics., 2008 

2.3 อำกำรและรอยโรคของโรคลัมปีสกินในโค 
เมื่อเชื้อ LSDV แพร่กระจำยเข้ำสู่เซลล์ของโคและเกิดกำรติดเชื้อ จะส่งผลให้โคมีอำกำรไข้สูง 

ซึม ซูบผอม เบื่ออำหำร ต่อมน้ ำเหลืองโต มีน้ ำมูกและน้ ำลำยมำกกว่ำปกติ ปริมำณน้ ำนมลดลงอย่ำง
รวดเร็ว มีกำรอักเสบในบริเวณเยื่อบุจมูกและตำ อำจส่งผลให้เป็นหมันชั่วครำว และสัตว์ที่ตั้งท้องอำจ
เกิดกำรแท้งได้ รอยโรคในระยะเริ่มต้นบริเวณผิวหนังจะเป็นตุ่มที่มีลักษณะเป็นก้อนแข็ง กลม นูน 
หรือตุ่มน้ ำ ในบริเวณหัว คอ ขำ เต้ำนม และ อวัยวะเพศ ตุ่มมีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงประมำณ 10 -
50 มิลลิเมตร และหลังจำกนั้นตุ่มจะเริ่มมีขนำดใหญ่ขึ้นเริ่มตกสะเก็ดและอำจกลำยเป็นเนื้อตำย 
นอกจำกนี้อำจะส่งผลให้เกิดกำรติดเชื้อแบคทีเรียต่ำง ๆ ในบริเวณตุ่มแผลนั้น ๆ ด้วย (OIE, 2017) 
(ภำพที่ 3) โดยควำมรุนแรงของโรคนั้นจะขึ้นอยู่กับ อำยุ ระบบภูมิคุ้มกัน และสำยพันธุ์ของโฮสต์ ซึ่ง
โคเขตหนำว (Bos taurus) จะมีควำมไวโรคมำกกว่ำโคเขตร้อน (Bos indicus) โดยโคที่อยู่ในช่วงให้
นมลูกจะมีควำมเสี่ยงต่อโรคมำกที่สุด แต่อย่ำงไรก็ตำมมีรำยงำนว่ำในกลุ่มโคพันธุ์เดียวกันที่ เลี้ยงไว้
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ด้วยกันภำยในสภำพแวดล้อมเดียวกัน แต่มีกำรแสดงออกของอำกำรที่แตกต่ำงกันอย่ำงมำก ตั้งแต่
กำรติดเชื้อแบบไม่แสดงอำกำรไปจนถึงจนถึงป่วยและตำย (Carn & Kitching, 1995)  

 

 

 
 

ภาพที่ 3: อาการและรอยโรคของโรคลัมปีสกินในโค 
ที่มำ: Tuppurainen et al. (2017) 
 
 

2.4 กำรแพร่ของเชื้อ LSDV 

กำรแพร่กระจำยของ LSDV ส่วนมำกจะแพร่เชื้อผ่ำนทำงแมลงดูดเลือดที่เป็นพำหะ เช่น เห็บ 
(Rhipicephalus และ  Amblyomma spp.), แม ล งวั น คอกสั ต ว์  (Stomoxys spp.), เห ลื อ บ 
(Tabanus spp.) และยุง (Aedes aegypti) (ภำพที่ 4) ไวรัสยังอำจสำมำรถแพร่กระจำยเชื้อผ่ำน
ทำงกำรสัมผัสสัตว์ที่ป่วยแต่อำจจะมีอัตรำกำรแพร่ที่ต่ ำ (Virusforschung & Einzeldarstellungen, 
1968) นอกจำกนี้ยังสำมำรถแพร่เชื้อผ่ำนทำงน้ ำเชื้อของพ่อพันธุ์ที่เป็นโรค หรือผ่ำนทำงรก และไวรัส
อำจแพร่ไปยังลูกโคที่ดูดนมผ่ำนทำงน้ ำนมที่ติดเชื้อ หรือจำกแผลที่ผิวหนังในจุกนมได้อีกด้วย 
(Tuppurainen et al., 2017)  
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ภาพที่ 4: การแพร่กระจายของ LSDV 
ที่มำ: Tuppurainen et al. (2017) 
 

2.5 กำรระบำดของโรคลัมปีสกิน 

มีกำรรำยงำนกำรพบโรคลัมปีสกินครั้งแรกในปี ค.ศ. 1929 ที่ประเทศแซมเบีย ทวีปแอฟริกำ 
และในปี ค.ศ. 1947 เชื้อไวรัสได้แพร่กระจำยเข้ำสู่ประเทศบอตสวำนำ ต่อมำได้แพร่กระจำยไปยัง
ทวีปแอฟริกำใต้ หลังจำกนั้นในปี ค.ศ. 1970 มีรำยงำนกำรระบำดของโรคลัมปีสกินทำงเหนือของ
ประเทศซูดำน (Khalafalla et al., 1993) ในปี ค.ศ. 1974 ได้แพร่กระจำยไปทำงตะวันตกของซูดำน
ไปจนถึงไนจีเรีย (Nawathe et al., 1982) และในปี ค.ศ. 1977 มีรำยงำนกำรระบำดที่ประเทศ
มอริเตเนีย มำลี กำนำ และไลบีเรีย ถัดมำในช่วงปี ค.ศ. 1988-1989 ได้มีรำยงำนกำรแพร่กระจำย
ของไวรัสออกมำนอกทวีปแอฟริกำ โดยเริ่มจำกประเทศอียิปต์ และอิสรำเอล (Brenner et al., 
2006) หลังจำกปี ค.ศ. 1989 เป็นต้นมำได้มีรำยงำนกำรพบเชื้อไวรัสที่ประเทศบำห์เรน คูเวต โอมำน 
เยเมน เลบำนอน และจอร์แดน (Awad et al., 2010; Gari et al., 2012) จนกระทั่งในช่วงปี ค.ศ. 
2014-2015 ได้มีรำยงำนกำรระบำดของไวรัสที่ประเทศตุรกี (Sevik & Dogan, 2017) และในปี ค.ศ. 
2015-2016 ที่ประเทศกรีซ บอลข่ำน และรัสเซีย (Agianniotaki et al., 2017; Mercier et al., 
2018; Sprygin et al., 2018) ในช่วงปี ค.ศ. 2017-2018 มีรำยงำนกำรระบำดที่ประเทศยูกันดำ 
(Ochwo et al., 2020) และได้มีกำรกลับมำระบำดอีกครั้งที่ประเทศอียิปต์ (Allam et al., 2020) 
จนกระทั่งปี ค.ศ. 2019 เป็นต้นมำเชื้อไวรัสได้ระบำดกระจำยไปในหลำยประเทศทั่วทวีปเอเชีย เช่น 
จีน อินเดีย เนปำล ภูฏำน ไต้หวัน ลำว และไทย เป็นต้น (Hasib et al., 2021; Lu et al., 2021; 
Roche et al., 2020)  
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2.6 กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV 

กำรตรวจวินิจฉัยโรคลัมปีสกินที่ เป็นวิธีมำตรฐำนในปัจจุบันได้แก่วิธี virus isolation, 
electron microscopy, PCR, virus neutralization และ indirect fluorescent antibody test 
โดยเฉพำะเทคนิค PCR เป็นวิธีที่นิยมใช้มำกในปัจจุบันเนื่องจำกสำมำรถท ำได้ง่ำยในห้องปฏิบัติกำรที่
มีเครื่องมือ และมีควำมแม่นย ำที่สูงในกำรตรวจหำยีนในจีโนมของ LSDV ซึ่งสำมำรถวินิจฉัยจำก
ตัวอย่ำงที่หลำกหลำย เช่น เลือด ตัวอย่ำงกำรเพำะเลี้ยงไวรัส เนื้อเยื่อ และน้ ำเชื้อ เป็นต้น (Heine et 
al., 1999; Ireland & Binepal, 1998; Tuppurainen et al., 2005) นอกจำกนี้ยังมีกำรพัฒนำกำร
วินิจฉัยโดยใช้เทคนิค quantitative real-time PCR ซึ่งมีรำยงำนว่ำสำมำรถวินิจฉัยได้เร็วกว่ำและยัง
มีควำมไวสูงกว่ำ (Bowden et al., 2008) นอกจำกนี้ยังมีกำรรำยงำนกำรใช้เทคนิค quantitative 
real-time PCR ในกำรแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำง LSDV SPPV และ GTPV อีกด้วย (Lamien et 
al., 2011)   

 

2.7 Staphylococcus aureus (S. aureus) 

S. aureus เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ย้อมติดสีแกรมบวก อยู่ในกลุ่ม staphylococci มีขนำดเส้น
ผ่ำนศูนย์กลำงของเซลล์ประมำณ 0.5-1.5 ไมโครเมตร มีกำรเรียงตัวเป็นเซลล์เดี่ยวหรือเซลล์คู่สำยสั้น 
ๆ หรือรวมตัวกันเป็นกลุ่ม ไม่เคลื่อนที่ และไม่สร้ำงสปอร์ แต่สร้ำงแคปซูลได้ ส่งผลให้เชื้อสำมำรถ
ทนทำนต่อสภำพแวดล้อม รวมไปถึงระบบภูมิคุ้มกันของร่ำงกำยและยำปฏิชีวนะและยังสำมำรถเพ่ิม
ควำมรุนแรงในกำรก่อโรคอีกด้วย สำมำรถพบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป เจริญได้ทั้งในสภำวะที่มี
ออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobe) โคโลนีมีลักษณะกลม นูน และมีสีเหลืองทอง
นวล เนื่องจำกมีรงควัตถุประเภทแคโรทีนอยด์ (Carotenoid) ที่เรียกว่ำ staphyloxanthin ขนำด
เส้นผ่ำศูนย์กลำง 1-4 มิลลิเมตร S. aureus จัดเป็นแบคทีเรียก่อโรคที่ส ำคัญ สำมำรถก่อโรคได้หลำย
รูปแบบ เช่น ปอดอักเสบ (Pneumonia) กำรติดเชื้อในกระแสเลือด (Septicemia) และกำรติดเชื้อใน
แผลผ่ำตัด (Surgical-wound infections) เป็นต้น (Carrel et al., 2015; Carroll et al., 2017; 
Turner et al., 2019) ซึ่ง S. aureus จะมียีนที่ควบคุมกำรสร้ำงโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรเม
ตำบอลิซึมของผนังเซลล์ที่จะพบได้ในทุกเซลล์ คือ ยีนในกลุ่มของ Factor essential for the 
expression of methicittine resistant (fem) (Mehrotra et al., 2000) จะประกอบไปด้วยยีน 
femA, femB และ femD ซึ่ง S. aureus ยังเป็นสำเหตุที่ส ำคัญในกำรก่อโรคเต้ำนมอักเสบในโคอีก
ด้วย โดยส่วนใหญ่เชื้อแบคทีเรียจะเกิดจำกกำรแพร่กระจำยของเชื้อในขณะรีดนม โดยเชื้อ S. aureus 
ที่อยู่ที่บริเวณเต้ำนม ปลำยหัวนม หรือในสิ่งแวดล้อมต่ำง ๆ จะสำมำรถเข้ำสู่ภำยในเต้ำนมโคได้ผ่ำน
ทำงรูของหัวนมในขณะรีดนม ส่งผลให้โคติดเชื้อในบริเวณเต้ำนมเกิดกำรอักเสบ เรื้อรัง และยำกต่อ
กำรรักษำ (Monistero et al., 2018)   
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2.8 กลไกกำรติดเชื้อ S. aureus 

เมื่อรูหัวนมเปิดออก S. aureus จ ำนวนมำกจะเข้ำสู่ภำยในเต้ำนมผ่ำนทำงรูหัวนม และหลั่ง
โปรตีนที่ท ำหน้ำที่ยึดเกำะ  (Adhesion protein) เพ่ือเกำะติดกับเนื้อเยื่อบุผิวของต่อมน้ ำนม 
(Mammary gland epithelium) (Lowy et al., 1988) นอกจำกนี้ยังมีส่วนประกอบของผนังเซลล์
แบคทีเรีย เช่น กรดเทโชอิก (Teichoic acid) ที่ช่วยในกำรยึดเกำะอีกด้วย (Tuchscherr et al., 
2015) ซึ่งแบคทีเรียจะสำมำรถอำศัยอยู่ในเซลล์ non-professional phagocytic ได้เป็นเวลำนำน 
(Gunther et al., 2017; Zaatout et al., 2019) หลังจำกนั้น S. aureus จะผลิตสำรต่ำง ๆ เช่น 
enterotoxin, hyaluronidase, hemolysin, leukocidin, coagulase และ ไบโอฟิล์ม (Biofilm) 
เป็นต้น เพ่ือปกป้องเซลล์แบคทีเรียและท ำลำยเซลล์เนื้อเยื่อบุผิวของต่อมน้ ำนม (Aguilar & 
Iturralde, 2001) ส่งผลให้ร่ำงกำยโคมีกำรกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันเพ่ือตอบสนองต่อกำรติดเชื้อในเต้ำ
นม ท ำให้เซลล์เม็ดเลือดขำว (Leucocytes) เคลื่อนที่มำในบริเวณที่ติดเชื้อและก ำจัดแบคทีเรียหรือสิ่ง
แปลกปลอมต่ำง ๆ ที่อยู่ภำยในเต้ำนมส่งผลให้ในน้ ำนมมีปริมำณ somatic cell ที่สูง 

 

2.9 Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) 

 MRSA เป็นสำยพันธุ์หนึ่ งของ S. aureus ที่มีกำรพัฒนำให้ดื้อต่อยำปฏิชีวนะในกลุ่ม 
methicillin นอกจำกนี้ MRSA ยังสำมำรถดื้อต่อยำปฏิชีวนะชนิดอ่ืน เช่น ampicillin, nafcillin 
cephalosporins, sulfonamide, aminoglycoside และ tetracycline เป็นต้น (Taj et al., 2010) 
จะเห็นได้ว่ำในปัจจุบันเชื้อ S. aureus ได้มีกำรพัฒนำให้ดื้อต่อยำปฏิชีวนะมำกข้ึนและส่งผลให้ยำกต่อ
กำรรักษำ (ภำพท่ี 5) 
 

 
 

ภาพที่ 5: Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) 
ที่มำ: CDC, (2019)  
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2.10 กลไกกำรดื้อยำปฏิชีวนะของ S. aureus 

 โดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรีย S. aureus สำมำรถถูกก ำจัดได้โดยยำปฏิชีวนะในกลุ่ม β-lactam 
โดยยำปฏิชีวนะที่ถูกใช้ในกำรรักษำโรคท่ีเกิดจำก S. aureus มำกที่สุดในช่วงแรกคือยำ penicillin มี

โครงสร้ำงประกอบด้วย β-lactam ring เชื่อมติดกับ thiazolidine ring โดยตัวยำจะเข้ำจับกับ
บ ริ เว ณ  active site ข อ ง  Penicillin-binding proteins (PBP) เ พ่ื อ เข้ ำ ท ำ ล ำ ย  cross-link 
peptidoglycan ซึ่งเป็นสิ่งที่จ ำเป็นในกำรสร้ำงผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ส่งผลให้แบคทีเรียหยุดกำร
สร้ำงผนังเซลล์และตำย 

 เนื่องจำกมีกำรใช้ยำในกลุ่ม β-lactam กันอย่ำงแพร่หลำยส่งผลให้แบคทีเรียเกิดกำรกลำย

พันธุ์ โดยจะมีกำรสร้ำงเอนไซม์ penicillinase (β-lactamase) เพ่ือเข้ำไปแยกพันธะเพปไทด์ 

(Peptide bond) ของ β–lactams ring ท ำให้ไม่สำมำรถเข้ำจับและท ำลำยบริเวณ active site ของ 

PBP ได้ ส่งผลให้แบคทีเรียทนทำนต่อยำในกลุ่ม  β-lactam โดยเฉพำะ penicillin (Rayner & 

Munckhof, 2005) เอนไซม์ β-lactamase จะถูกสร้ำงโดยยีน blaZ ที่ถูกควบคุมโดยยีน blaI และ 
blaR1 โดยยีนเหล่ำนี้จะอยู่ในทรำนสโพซอน Tn552 (Tn552-like transposon) (Rowland & 
Dyke, 1989)  
 หลังจำกที่เชื้อเกิดกำรดื้อยำ penicillin จึงได้มีกำรเปลี่ยนมำรักษำโรคที่เกิดจำก S. aureus 
โดยใช้ยำ methicillin แทน ซึ่งเป็นยำกลุ่มเพนิซิลินกึ่งสังเครำะห์ (Semisynthetic penicillin) ที่มี

โครงสร้ำง β–lactams ring เหมือนกับยำ penicillin แต่สำมำรถทนต่อกำรถูกท ำลำยโดยเอนไซม์ 

β-lactamase จึงยังคงมีประสิทธิภำพในกำรก ำจัดเชื้อ S. aureus ที่ดื้อต่อยำ penicillin หลังจำกยำ
ปฏิชีวนะ methicillin ถูกน ำเข้ำมำใช้มำกขึ้น จึงส่งผลให้เชื้อ S. aureus เกิดกำรกลำยพันธุ์อีกครั้งให้
มีควำมทนทำนต่อยำ methicillin ซึ่งจะเรียกเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อต่อยำ methicillin ว่ำ Methicillin-
resistance Staphylococcus aureus (MRSA) โดยจะมียีน mecA อยู่บนพันธุกรรมเคลื่อนที่ที่
เรี ย กว่ ำ  Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) (International Working 
Group on the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome, 2009) โด ย ยี น 
mecA จะสร้ ำ งโป รตี น  Penicillin-binding protein 2a (PBP2a) ขึ้ น ม ำท ดแท น  PBPs เดิ ม 
(Hartman & Tomasz, 1984) จึงท ำให้มีบริเวณ active site เปลี่ยนไป ส่งผลให้ยำปฏิชีวนะ 
methicillin ไม่สำมำรถเข้ำจับและท ำลำยกระบวนกำรสร้ำง cross-link peptidoglycan ได้ (ภำพที่ 
6) และแบคทีเรียยังสำมำรถด ำรงชีวิตอยู่ได้ซึ่งยีน mecA จะถูกควบคุมกำรสร้ำง PBP2a โดยยีน 
mecR1และ mecl (Kirmusaolu, 2017)  
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ภาพที่ 6: การดื้อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม β–lactams ของ MRSA 
 

2.11 กำรวินิจฉัยโรคเต้ำนมอักเสบ 

ในปัจจุบันกำรวินิจฉัยโรคเต้ำนมอักเสบในโคสำมำรถท ำได้หลำกหลำยวิธี เช่น กำรตรวจนับ
จ ำนวนเซลล์เม็ดเลือดขำว กำรตรวจด้วยน้ ำยำซีเอ็มที (California mastitis test; CMT) กำรเพำะ
เชื้อจำกน้ ำนม เป็นต้น โดยกำรวินิจฉัยเบื่องต้นจะใช้กำรตรวจด้วยน้ ำยำซีเอ็มที เพ่ือใช้บ่งบอกว่ำโค
เป็นโรคเต้ำนมอักเสบ แต่ไม่สำมำรถบ่งบอกถึงเชื้อก่อโรคได้ จึงต้องน ำมำวินิจฉัยด้วยเทคนิคทำง
แบคทีเรียวิทยำ หรือเทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุล 

 

2.12 เทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุลที่
ค่อนข้ำงใหม่ ถูกพัฒนำขึ้นในปี ค.ศ. 2000 (Notomi et al., 2000) เป็นวิธีที่จะเพ่ิมขยำยปริมำณสำร
พันธุกรรมเป้ำหมำย ในสภำวะอุณหภูมิที่คงที่ คล้ำยกับเทคนิค PCR แต่จะมีข้อดีกว่ำเทคนิค PCR คือ
ใช้เวลำในกำรด ำเนินกำรน้อยกว่ำ และมีควำมแม่นย ำที่มำกกว่ำ เนื่องจำกมีกำรใช้ไพร์เมอร์จ ำนวน 4-
6 สำย ซึ่งท ำให้มีควำมจ ำเพำะและแม่นย ำมำกกว่ำ PCR ที่ใช้ไพร์เมอร์เพียงแค่ 2 สำย โดยไพร์เมอร์
ของ LAMP ทั้ง 6 สำย จะประกอบไปด้วย ไพร์เมอร์ที่ท ำให้เกิด loop 2 สำย ประกอบด้วย outer 
primer และ internal primer จะสังเครำะห์ดีเอ็นเอโดยจับกันเป็น loop วนไปเรื่อย ๆ เกิดโมเลกุล
ที่เชื่อมต่อกันยำวคล้ำยลูกโซ่ (ภำพที่  7) เทคนิคนี้ยังสำมำรถอ่ำนผลได้ง่ำยและหลำกหลำยวิธี โดย
สำมำรถอ่ำนผลด้วยตำเปล่ำจำกควำมขุ่นของตะกอน magnesium pyrophosphate สีขำว ที่เกิด
จำกกำรท ำปฏิกิริยำและสำมำรถอ่ำนได้จำกกำรเรืองแสง fluorescent ผ่ำนหลอด UV ซึ่งเกิดจำก
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สำรที่เติมไว้ก่อนเริ่มปฏิกิริยำ นอกจำกนี้ยังสำมำรถอ่ำนผลจำกค่ำกำรเรืองแสงของสีย้อม green 
fluorescent dye ในช่องแสง FAM channel จำกเครื่อง Real-time fluorescent detector และ
ยืนยันผลด้วยวิธี gel electrophoresis ได้อีกด้วย ซึ่งปฏิกิริยำของ LAMP เกิดขึ้นได้ที่อุณหภูมิคงที่ 
70 องศำเซลเซียส และเกิดขึ้นอย่ำง รวดเร็ว ไม่จ ำเป็นต้องอำศัยเครื่องควบคุมอุณหภูมิขึ้นลง 
(Thermocycler) จึงสะดวกต่อกำรน ำไปใช้ในภำคสนำมได้ ท ำให้สำมำรถวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ 
MRSA ได้อย่ำงรวดเร็ว 

 

 
 

ภาพที่ 7: การเกิดปฏิกิริยา LAMP 
ที่มำ: Notomi et al. (2000) 
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2.13 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

El-Tholoth and El-Kenawy (2016) ได้ศึกษำควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของ CaPVs ใน
โคและกระบือในประเทศอียิปต์ โดยใช้ยีน G-protein-coupled chemokine receptor (GPCR) 
ของไวรัสในกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ และมีกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมกับ
งำนวิจัยอ่ืน ๆ เมื่อดูจำกล ำดับของนิวคลีโอไทด์แล้วจะเห็นว่ำ LSDV ในโคและกระบือมีควำมแตกต่ำง
ของล ำดับนิวคลีโอไทด์อยู่ 4 ต ำแหน่ง และ LSDV ทั้ง 2 สำยพันธุ์แสดงให้เห็นว่ำมีกำรเปลี่ยนแปลง
ของนิวคลีโอไทด์อยู่ 9 ต ำแหน่งเมื่อเทียบกับสำยพันธุ์ LSDV/Ismailyia88 ซึ่งเป็นสำยพันธุ์อ้ำงอิง 
(Reference strain) และเมื่อน ำไปเปรียบเทียบกับ SPPV และ GTPV ในงำนวิจัยอื่น ๆ พบว่ำล ำดับนิ
วคลีโอไทด์ของยีน GPCR มีกำรแทรกของนิวคลีโอไทด์ 21 ต ำแหน่ง และมีกำรลบของนิวคลีโอไทด์ 
12 ต ำแหน่ง กำรวิเครำะห์สำยวิวัฒนำกำร (Phylogenetic) แสดงให้เห็นว่ำยีน GPCR ของ LSDV ใน
โคและกระบือมีควำมใกล้เคียงทำงพันธุกรรมเป็นอย่ำงมำก ซึ่งเป็นข้อบ่งชี้ว่ำอำจมีแพร่กระจำยของ
เชื้อ LSDV จำกโคสู่กระบือและจำกกระบือสู่โคได้ 

Zeedan et al. (2019) ได้ศึกษำเทคนิคกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค Indirect 
fluorescent antibody technique (IFAT), Indirect enzyme-linked immunosorbent assay 
(iELISA), Polymerase chain reaction (PCR), Real-time PCR (RT-PCR) แ ล ะ  Fluorescent 
antibody technique (FAT) จำกตัวอย่ำงเลือดและชิ้นเนื้อบริเวณผิวหนังของโคที่แสดงอำกำรของ
โรคลัมปีสกินและซีรัมของโคท่ีไม่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินในประเทศอียิปต์ ในเทคนิคทำงอณูชีว
โมเลกุลได้ใช้ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน P32 ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกกำรทดลองพบว่ำกำร
ใช้เทคนิคทำงอณูชีวโมเลกุลในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกตัวอย่ำงเลือดและชิ้นเนื้อบริเวณผิวหนังของ
โคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินและให้ผลเป็นบวก มี อัตรำส่วนคิดเป็นร้อยละดังนี้ 36.95 และ 
39.13 โดยใช้เทคนิค RT-PCR, 28.26 และ 34.78 โดยใช้เทคนิค PCR, 26.8 และ 32.6 โดยใช้เทคนิค 
FAT ตำมล ำดับ กำรวินิจฉัยด้วยเทคนิคทำงซีรัมวิทยำจำกตัวอย่ำงซีรัมของโคที่ไม่แสดงอำกำรของ
โรคลัมปีสกินและให้ผลเป็นบวก มีอัตรำส่วนคิดเป็นร้อยละดังนี้ 17.93 และ 14.48 โดยเทคนิค ELISA 
และ IFAT ตำมล ำดับ กำรวินิจฉัยโรคลัมปีสกินจำกตัวอย่ำงโคที่แสดงอำกำรของโรค จะเห็นได้ว่ำ
เทคนิค RT-PCR สำมำรถวินิจฉัยได้อย่ำงแม่นย ำที่สุด นอกจำกนี้เทคนิค RT-PCR ยังสำมำรถท ำได้ง่ำย 
สะดวก และรวดเร็วกว่ำอีกด้วย  

Awad et al. (2010) ได้ศึกษำกำรวินิจฉัยโรคลัมปีสกินโดยใช้เทคนิค Viral isolation (VI), 
PCR, Dot blot hybridization (DBH) และ iELISA โดยแบ่ งกลุ่มโคออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที่  1 
ประกอบด้วยโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกิน 25 ตัว กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยโคท่ีไม่แสดงอำกำรอ่ืน
นอกจำกมีไข้ 9 ตัว กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วยโคปกติท่ีไม่แสดงอำกำรและไม่มีไข้แต่อยู่ร่วมฝูงกับโคท่ีป่วย 
21 ตัว เก็บตัวอย่ำงชิ้นเนื้อบริเวณผิวหนัง (จำกโคกลุ่มแรก) เลือด และซีรัม (จำกโคทุกกลุ่ม) ชิ้นเนื้อ
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บริเวณผิวหนังและเลือดจะถูกน ำไปวินิจฉัยด้วยเทคนิค  VI, PCR และ DBH ส่วนซีรัมจะถูกน ำไป
วินิจฉัยด้วยเทคนิค iELISA จำกกำรทดลองพบว่ำ กำรวินิจฉัยเชื้อด้วยเทคนิค VI จำกชิ้นเนื้อบริเวณ
ผิวหนังและเลือดในโคกลุ่มแรก ให้ผลเป็นบวกร้อยละ 72 และ 20 ตำมล ำดับ และจำกเลือดของโคใน
กลุ่ม 2 พบว่ำให้ผลเป็นบวกร้อยละ 33.3 ส่วนกำรวินิจฉัยเชื้อด้วยเทคนิค PCR และ DBH จำกชิ้นเนื้อ
บริเวณผิวหนังของโคกลุ่มแรกพบผลเป็นบวกร้อยละ 100 จำกทั้งสองเทคนิค และจำกตัวอย่ำงเลือด
โค ในกลุ่มแรกพบผลเป็นบวกร้อยละ 100 และ 84 ตำมล ำดับ ในกลุ่มที่ 2 พบผลเป็นบวกร้อยละ 
77.8 และ 66.6 ตำมล ำดับ ในกลุ่มที่ 3 พบผลเป็นบวกจำกทั้งสองเทคนิคร้อยละ 19.1  (ตำรำงที่ 1) 
กำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค iELISA ในตัวอย่ำงซีรัมของโคกลุ่ม 1 และ 2 พบผลบวกร้อยละ 56 และ 11.1 
ตำมล ำดับ ส่วนในกลุ่มที่  3 ไม่พบแอนติบอดีต่อไวรัส จะเห็นได้ว่ำกำรใช้เทคนิค PCR ในกำร
วินิจฉัยโรคลัมปีสกินมีควำมแม่นย ำที่สูงที่สุด 
 
ตารางท่ี 1: การวินิจฉัยโรคลัมปีสกินจากชิ้นเนื้อบริเวณผิวหนังและเลือดที่จากโคโดยใช้ PCR และ 
DBH 
No. of cows Skin biopsies Blood in EDTA 

PCR DBH PCR DBH 
Positive % Positive % Positive % Positive % 

Group 1 (25) 25 100 25 100 25 100 21 84 
Group 2 (9) -    7 77.8 6 66.6 
Group 3 (21) -    4 19.1 4 19.1 
ดัดแปลงจำก: Awad et al. (2010)  
 

Murray et al. (2013) ได้ พัฒนำเทคนิ ค  Loop-mediated isothermal Amplification 
(LAMP) ในกำรวินิจฉัยเชื้อในกลุ่ม CaPVs (SPPV, GTPV และ LSDV) จำกตัวอย่ำงเลือดและชิ้นเนื้อ
บริเวณผิวหนังของโคที่เป็นโรคลัมปีสกินโดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน P32 พบว่ำเทคนิค LAMP มี
ควำมจ ำเพำะ (Specificity) ต่อเชื้อในกลุ่ม CaPVs ที่สูง โดยจะไม่ท ำปฏิกิริยำกับเชื้อในกลุ่ม 
Poxviruses ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดอ่ืนนอกจำก CaPVs และยังมีควำมไว (Sensitivity) ในกำร
ทดสอบที่สูง โดยจะต้องใช้ดีเอ็นเอของเชื้ออย่ำงน้อย 163 สำยต่อไมโครลิตร ซึ่งมีประสิทธิภำพ
เทียบเท่ำกับเทคนิค RT-PCR นอกจำกนี้ยังมีกำรน ำไปทดสอบด้วยเทคนิค Lateral flow devices 
(LFD) เพ่ือให้ง่ำยและสะดวกต่อกำรน ำไปวินิจฉัยในภำคสนำมพบว่ำสำมำรถวินิจฉัยได้อย่ำงแม่นย ำ
อีกด้วย (ภำพท่ี 8) 
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ภาพที่ 8: การวินิจฉัยโดยเทคนิค LAMP และ LAMP-LFD  
หมายเหตุ: (A) แสดงการเปลี่ยนสีของ LAMP product จากตัวอย่างที่ให้ผลการติดเชื้อเป็นบวกและ
ลบหลังจากเติมสารเรืองแสง picogreen (B) แสดงการวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP-LFD จากตัวอย่าง 
LAMP product (C=Control line, T=Test line) 
ที่มำ: Murray et al. (2013) 
 

Mwanandota et al. (2018) ได้ศึกษำเปรียบเทียบอัตรำกำรตรวจพบ (Detection rate) 
ของเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน P32 และเทคนิค LAMP ที่ใช้ไพร์เมอร์ 2 ชุด โดย 
LAMP ชุดที่ 1 จะใช้ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน Poly(A) polymerase small subunit (VP39) และ 
LAMP ชุดที่ 2 จะใช้ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน  P32 ในกำรวินิจฉัยเชื้อในกลุ่ม CaPVs จำกตัวอย่ำง
เลือดและชิ้นเนื้อบริเวณผิวหนังจำกสัตว์ 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่ไม่มีกำรติดเชื้อ CaPVs และ กลุ่มที่ติดเชื้อ 
CaPVs จำกกำรทดลองพบว่ำในกลุ่มที่ติดเชื้อ CaPVs มีอัตรำกำรตรวจพบของเทคนิค PCR, LAMP1 
และ LAMP2 คิดเป็นร้อยละ 13.56, 38.98 และ 23.73 ตำมล ำดับ และในกลุ่มที่ไม่ติดเชื้อ CaPVs มี
อัตรำกำรตรวจพบของเทคนิค  PCR, LAMP1 และ LAMP2 คิดเป็นร้อยละ 0, 14.3 และ 1.9 
ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 2) นอกจำกนี้เทคนิค LAMP ยังมีควำมไวและควำมจ ำเพำะที่สูง โดยจะไม่ท ำ
ปฏิกิริยำกับเชื้ออ่ืนนอกจำกเชื้อในกลุ่ม CaPVs และสำมำรถใช้ดีเอ็นเอของเชื้อได้น้อยที่สุดเพียง 8 
สำยต่อไมโครลิตร ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำเทคนิค LAMP สำมำรถใช้วินิจฉัยเชื้อในกลุ่ม CaPVs ได้อย่ำง
รวดเร็วและแม่นย ำ 
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ตารางท่ี 2: การเปรียบเทียบการวินิจฉัยเชื้อในกลุ่ม CaPVs โดยใช้เทคนิค PCR และ LAMP (LAMP1 
และ LAMP2) 
Assay กลุ่มที่ไม่ติดเชื้อ (%) กลุ่มที่ติดเชื้อ CaPVs (%) 
LAMP1 14.28 (15 of 105) 38.98 (23 of 59) 
PCR 0 (0 of 105) 13.56 (8 of 59) 
LAMP2 1.9 (2 of 105) 23.73 (14 of59) 
ดัดแปลงจำก: Mwanandota et al. (2018) 
 

Trakulsomboon et al. (2001) ได้ศึกษำและรำยงำนเชื้อ MRSA ที่มีกำรดื้อต่อยำปฏิชีวนะ 
vancomycin ที่มำกขึ้นในประเทศไทย โดยกำรน ำตัวอย่ำงเชื้อ MRSA 3 สำยพันธุ์ ประกอบด้วย 
MR135 และ MR187 148 ไอโซเลท และ MR209 7 ไอโซเลท ที่แยกได้จำกผู้ป่วยในโรงพยำบำล มำ
ทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ 2 ชนิด คือ vancomycin และ teicoplanin โดยใช้เทคนิค Minimal 
inhibitory concentration (MIC) พบว่ำโดยส่วนใหญ่เชื้อมีควำมไวต่อยำ vancomycin โดยมีค่ำ 
MIC 0.5-1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และยำ teicoplanin โดยมีค่ำ MIC 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ก็ยัง
มีเชื้อบำงส่วนของสำยพันธุ์ MR135, MR187 และ MR209 ที่สำมำรถเจริญเติบโตได้จนถึงในควำม
เข้มข้นของยำ vancomycin 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งบ่งบอกว่ำสำยพันธุ์เหล่ำนี้เริ่มมีควำมทนทำน
ต่อยำ vancomycin ที่มำกข้ึน 

Davoodi et al. (2015) ได้ศึกษำกำรใช้เทคนิค Multiplex PCR ในกำรตรวจหำยีน femA, 
mecA และ lukS ของเชื้อในกลุ่ม methicillin-resistant staphylococci จำกตัวอย่ำงที่แยกได้จำก
โรงพยำบำล 130 แห่ง เพำะแยกเชื้อในอำหำรเลี้ยงเชื้อ blood-MacConkey agar เพ่ือแยกเชื้อ S. 
aureus และ coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) หลังจำกนั้นจึงน ำมำน ำมำสกัดดีเอ็น
เอและตรวจหำยีน femA, mecA และ lukS โดยเทคนิค Multiplex PCR พบว่ำทุกไอโซเลทของ S. 
aureus พบยีน femA ส่วนยีน mecA ที่บ่งบอกว่ำเป็นเชื้อ MRSA พบใน S. aureus และ CoNS 
ร้อยละ 56 และ 70 ตำมล ำดับ และร้อยละ 9 ของ S. aureus ที่พบยีน lukS (ตำรำงที่ 3) กำรใช้
เทคนิค Multiplex PCR แสดงให้เห็นถึงวิธีกำรที่ง่ำย รวดเร็ว และมีควำมแม่นย ำ ส ำหรับกำรตรวจหำ
ยีนของเชื้อในกลุ่ม methicillin-resistant staphylococci 
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ตารางท่ี 3: การใช้เทคนิค Multiplex PCR ในการตรวจหายีน femA, mecA และ lukS ของเชื้อใน
กลุ่ม methicillin-resistant staphylococci 
Staphylococci femA mecA lukS 
S. aureus 100/100 (100%) 56/100 (56%) 9/100 (9%) 
CoNS 0/30 (0%) 21/30 (70%) 0/30 (0%) 
Total 100/130 (76.9%) 77/130 (59.2%) 9/130 (6%) 
ดัดแปลงจำก: Davoodi et al. (2015) 
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บทท่ี 3 

ขั้นตอนกำรศึกษำ 

 

 ในกำรวิจัยเริ่มจำกขั้นตอนกำรเก็บตัวอย่ำงเลือด อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย ของโค
ที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกิน รวมถึงแมลงพำหะของโรคลัมปีสกินที่พบในบริเวณคอกสัตว์ที่ป่วย 
และเก็บตัวอย่ำงน้ ำนมจำกโคที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบ จำกฟำร์มในจังหวัดเพชรบุรีและจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ โดยในกำรเก็บตัวอย่ำงเชื้อ LSDV ได้รับกำรอนุมัติจำกคณะกรรมกำรก ำกับดูแลกำร
เลี้ยงและใช้สัตว์เพ่ืองำนทำงวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยศิลปำกร (Project ID: 17/2564) และกำรเก็บ
ตัวอย่ำงเชื้อ MRSA ได้รับกำรอนุมัติจำกคณะกรรมกำรก ำกับดูแลกำรเลี้ยงและใช้สัตว์เพ่ืองำนทำง
วิทยำศำสตร์มหำวิทยำลัยศิลปำกร (Project ID: 07/2562) หลังจำกนั้นน ำตัวอย่ำงมำสกัดดีเอ็นเอ
และตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA ด้วยเทคนิค PCR และ LAMP โดยเชื้อ LSDV ใช้ไพร์เมอร์ที่
มีควำมจ ำเพำะต่อยีน P32 และ GPCR และเชื้อ MRSA ใช้ไพร์เมอร์ที่มีควำมจ ำเพำะต่อยีน femA, 
blaZ และ mecA หลังจำกนั้นน ำมำวิเครำะห์และเปรียบเทียบควำมไว (Sensitivity) ในกำรตรวจ
วินิจฉัย เพ่ือน ำไปพัฒนำต้นแบบกำรวินิจฉัยอย่ำงรวดเร็วในภำคสนำมโดยใช้เทคนิค LAMP 
นอกจำกนี้ยังวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือน ำมำศึกษำข้อมูลทำงพันธุกรรมของ LSDV เพ่ือ
เปรียบเทียบกับสำยพันธุ์ที่พบก่อนหน้ำนี้ (ภำพท่ี 9) 
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ภาพที่ 9: แผนภาพแสดงการด าเนินการทดลอง 
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3.1 กำรเก็บตัวอย่ำง 

ตัวอย่ำง LSDV และ MRSA ถูกเก็บจำกฟำร์มโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินและเต้ำนม
อักเสบในจังหวัดเพชรบุรีและจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ซึ่งตัวอย่ำง LSDV ในโคแต่ละตัวจะถูกเก็บจำก
เลือด อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย จำกโคเนื้อและโคนมจ ำนวน 30 ตัว นอกจำกนี้ยังเก็บ
ตัวอย่ำงแมลงพำหะของโรคลัมปีสกินที่พบในบริเวณคอกสัตว์ที่ป่วย และตัวอย่ำง MRSA เก็บจำก
น้ ำนมของโคที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบ โดยในกำรเก็บตัวอย่ำงได้รับควำมอนุเครำะห์ตัวอย่ำงจำก
ส ำนักงำนปศุสัตว์จังหวัดเพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ กรมปศุสัตว์ และวิทยำลัยเกษตรและเทคโนโลยี
เพชรบุรี (นำยสัตวแพทย์ ธีระยุทธ ชำวุฒิ) ทั้งนี้กำรเก็บตัวอย่ำงจำกสัตว์ด ำเนินกำรตำมขั้นตอนกำร
ปฏิบัติงำนมำตรฐำน (standard operating procedures: SOP) ของหน่วยงำนรำชกำรแต่ละ
หน่วยงำน 

ก) กำรเก็บตัวอย่ำง LSDV จำกเลือด อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย ของโคที่แสดง
อำกำรของโรคลัมปีสกิน นอกจำกนี้ยังเก็บตัวอย่ำงแมลงพำหะของโรคลัมปีสกินที่พบในบริเวณคอก
สัตว์ที่ป่วย กำรเก็บตัวอย่ำงเลือดโคโดยกำรเจำะเลือดบริเวณเส้นเลือดด ำที่คอ (Jugular vein) หรือ 
เส้นเลือดด ำที่โคนหำง (Coccygeal vein) ปริมำณ 3 มิลลิลิตร และเก็บลงในหลอดที่มีสำรป้องกัน
เลือดแข็งตัว (Ethylenediaminetetraacetic acid; EDTA) กำรเก็บตัวอย่ำงอุจจำระโคจะล้วงเก็บ
อุจจำระจำกทวำรหนักของโคโดยใช้ถุงมือผสมเทียม น ำตัวอย่ำงใส่ถุงพลำสติกท่ีฆ่ำเชื้อแล้ว แยกตัวละ
ถุง ปิดปำกถุงเพ่ือป้องกันกำรปนเปื้อน กำรเก็บตัวอย่ำง nasal swab จะใช้ไม้พันส ำลีที่ฆ่ำเชื้อแล้ว
สอดเข้ำไปในรูจมูกของโค แล้วถูเข้ำ-ออกให้ปลำยส ำลีสัมผัสผนังของรูจมูกด้ำนใน และกำรเก็บ
ตัวอย่ำงน้ ำลำยโดยใช้ไม้พันส ำลีที่ฆ่ำเชื้อแล้วป้ำยในบริเวณในช่องปำกในบริเวณกระพุ้งแก้ม ผนังช่อง
ปำกด้ำนบน และ ลิ้น ของโค หลังจำกนั้นน ำไม้พันส ำลีที่เก็บตัวอย่ำงแล้วใส่ลงในหลอดเก็บตัวอย่ ำง
และปิดฝำให้สนิท กำรเก็บตัวอย่ำงแมลงพำหะของโรคลัมปีสกินโดยกำรดักจับแมลงพำหะของโรคลัม
ปีสกินในบริเวณคอกสัตว์ ได้แก่ ยุง (Aedes aegypti), แมลงวันบ้ำน (Musca domestica) แมลงวัน
ค อก  (Stomoxys calcitrans) เห ลื อ บ  (Tabanidae spp) แ ล ะ  เห็ บ  (Rhipicephalus แ ล ะ 
Amblyomma spp.) ชนิดละ 30 ตัว โดยใช้สวิงและเครื่องดักจับแมลงในกำรจับ ตัวอย่ำงแมลงในแต่
ละฟำร์มจะถูกแยกใส่หลอดทดลอง ตัวอย่ำงทุกชนิดจะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 
จนกว่ำจะน ำมำใช้ในขั้นตอนต่อไป 

ข) กำรเก็บตัวอย่ำง MRSA จำกน้ ำนมของโค เริ่มจำกกำรท ำควำมสะอำดบริเวณเต้ำนมด้วย
แอลกอฮอล์ 70% รอให้แห้ง และรีดนมเพ่ือน ำมำตรวจหำโคที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบเบื่องต้นด้วย
น้ ำยำซีเอ็มที (California Mastitis test; C.M.T.) โดยจะเก็บตัวอย่ำงน้ ำนมของโคที่ให้ผลของน้ ำยำซี
เอ็มทีเป็นบวก รีดน้ ำนมทิ้ง 2-3 ครั้งก่อนรีดน้ ำนมใส่ลงในขวดที่ฆ่ำเชื้อแล้วเพ่ือเก็บตัวอย่ำง ปิดฝำให้
สนิท ตัวอย่ำงน้ ำนมจะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส จนกว่ำจะน ำมำใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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3.2 กำรแยกเชื้อ S. aureus จำกน้ ำนมโค 

ดูดตัวอย่ำงน้ ำนม 100 ไมโครลิตร ลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อแข็ง mannitol salt agar และ 
spread plate หลังจำกนั้นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 20-24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว 
(single colony) น ำมำเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อเหลว nutrient broth และ streak plate บนอำหำร
แข็ง mannitol salt agar และ น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 20-24 ชั่วโมง และน ำไป
ทดสอบในขั้นต่อไป 

ก) กำรย้อมสีแกรม (Gram staining) 
น ำโคโลนีเดี่ยวจำกอำหำรแข็ง mannitol salt agar มำป้ำยและสเมียร์ลงบนแผ่นสไลด์ที่

สะอำดและทิ้งให้แห้ง หลังจำกนั้นน ำแผ่นสไลด์ผ่ำนเปลวไฟเพ่ือตรึงเซลล์แบคทีเรียเพ่ือให้แบคทีเรีย
แห้ งติดกับแผ่นสไลด์  หยด ammonium oxalate crystal violet ลงบนแผ่นสไลด์ที่ตรึงเชื้อ
แบคทีเรียแล้ว ทิ้งไว้ประมำณ 1 นำที และเทสีทิ้ง หยดสำรละลำย  iodine ลงบนแผ่นสไลด์ ทิ้งไว้
ประมำณ 1 นำที และเทสำรละลำยทิ้ง หลังจำกนั้นล้ำงด้วย 95% ethanol เป็นเวลำ 15 วินำที และ
ล้ำงออกด้วยน้ ำกลั่น หยด safranin ลงบนแผ่นสไลด์ทิ้งไว้ประมำณ 30 วินำที หลังจำกนั้นล้ำงออก
ด้วยน้ ำกลั่นและน ำไปส่องดูกำรย้อมติดสีแกรมภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ (Olympus CX23, Germany) 
ที่ก ำลังขยำย 40X (Smith & Hussey, 2005) 

ข) Coagulase test 
เตรียมหลอดทดลองที่ฆ่ำเชื้อแล้ว เติม coagulase plasma ที่มีส่วนผสมของ EDTA ลงใน

หลอดทดลอง ปริมำณ 0.5 มิลลิลิตร ดูดเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ในอำหำรเลี้ยงเชื้อเหลว nutrient 
broth ปริมำณ 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มี coagulase plasma และเขย่ำหลอดทดลองให้
เข้ำกัน หลังจำกนั้นน ำไปบ่มที่ 37 องศำเซลเซียส และสังเกตกำรจับตัวเป็นก้อนทุกชั่วโมงจนครบ 4 
ชั่วโมงแรก หำกยังไม่เกิดกำรจับตัวเป็นก้อน ให้บ่มต่อที่ 37 องศำเซลเซียส จนครบเวลำ 24 ชั่วโมง 
จึงน ำมำอ่ำนผล (SenGupta & Sengupta, 2016) 

ค) Catalase test 
เตรียมแผ่นสไลด์ที่สะอำดหยด 3% hydrogen peroxide (H2O2) 1 หยด ลงบนแผ่นสไลด์ 

น ำโคโลนีเดี่ยวจำกอำหำรแข็ง mannitol salt agar มำป้ำยลงใน hydrogen peroxide บนแผ่น
สไลด์และสังเกตกำรเกิดฟองทันที (Reiner, 2013) 
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3.3 กำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ (Antimicrobial susceptibility test) 

น ำโคโลนีเดี่ยวจำกอำหำรแข็ง mannitol salt agar มำละลำยลงในสำรละลำย 0.85% 
sodium chloride (NaCl) ปรับควำมขุ่นที่ 0.5 McFarland (108 CFU/ml) โดยน ำมำเปรียบเทียบ
ควำมขุ่นกับหลอด 0.5 McFarland turbidity standard ซึ่งเป็นหลอดควำมขุ่นมำตรฐำนที่ใช้
เปรียบเทียบกับควำมขุ่นของเชื้อแบคทีเรีย หลังจำกนั้นใช้ไม้พันส ำลีที่ฆ่ำเชื้อแล้วจุ่มและป้ำยให้ทั่ว
หน้ำอำหำรเลี้ยงเชื้อแข็ง Mueller-Hinton agar ที่ผสมกับ 2 % NaCl ทิ้งไวให้แห้งและวำงแผ่นยำ
ปฏิชีวนะ oxacillin 1 ไมโครกรัม และ cefoxitin 30 ไมโครกรัม บนผิวหน้ำอำหำร และน ำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20-24 ชั่วโมง อ่ำนผลจำกกำรวัดเส้นผ่ำศูนย์กลำง (Inhibition 
zone) ซึ่งจะเป็นวงใส ไม่เห็นโคโลนีของแบคทีเรียรอบแผ่นยำ โดยอำศัยเกณฑ์วินิจฉัยกำรดื้อต่อยำ 
methicillin ตำมข้อก ำหนดของ Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) โดยเชื้อที่ดื้อยำ
ในกลุ่มยำ methicillin จะมี inhibition zone ของยำ oxacillin และ cefoxitin น้อยกว่ำหรือ
เท่ำกับ 10 มิลลิเมตร และ 21 มิลลิเมตร ตำมล ำดับ โดยระดับควำมเข้มข้นของยำปฏิชีวนะในแต่ละ
ชนิดที่ใช้ในกำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะด้วยเทคนิค Antimicrobial susceptibility test จะ
ถูกก ำหนดเป็นมำตรฐำนโดย Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (Brown et al., 
2005; institute, 2015) 

 

3.4 กำรสกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำง 

ก) กำรสกัดดีเอ็นเอจำกเลือดโดยใช้ชุด gSYNC™ DNA extraction kit (Geneaid, Taiwan) 
ตำมวิธีกำรของบริษัท โดยน ำเลือด 200 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube เติม 
Proteinase K ควำมเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 20 ไมโครลิตร และน ำไปบ่มที่ 60 องศำ
เซลเซียส 5 นำที เติม GSB Buffer 200 ไมโครลิตร และน ำไปบ่มที่ 60 องศำเซลเซียส 5 นำที ตั้งทิ้ง
ไว้ในอุณหภูมิห้อง 5 นำที เพ่ือก ำจัด RNA เติม 100% Ethanol 200 ไมโครลิตร และเขย่ำ จำกนั้น
ดูดสำรละลำยใส่ใน column ที่อยู่บน collecting tube จนหมด น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อ
นำที 1 นำที หลังจำกนั้นเปลี่ยน collecting tube ใหม่ เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน 
column น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที เทส่วนที่เป็นของเหลวใน collecting tube 
ทิ้ง เติม wash buffer 600 ไมโครลิตร ลงใน column น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 
วินำที เทส่วนที่เป็นของเหลวใน collecting tube ทิ้งและปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ 15,000 รอบต่อนำที 30 
วิน ำที  ย้ ำย  column ลงใน  microtube เติ ม  elution buffer 100 ไม โค รลิ ต ร  ตั้ งทิ้ ง ไว้ ใน
อุณหภูมิห้อง 3 นำที และน ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที จำกนั้นจะน ำส่วนที่เป็น
ของเหลวไปใช้ในขั้นตอนต่อไป  
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ข) กำรสกัดดีเอ็นเอจำกอุจจำระตำมวิธีกำรของ Zhang et al. (2006) น ำตัวอย่ำงอุจจำระ 
1-1.5 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง 15 มิลลิลิตร เติม 100% Ethanol 5 มิลลิลิตร และน ำไปปั่นเหวี่ยง 
4,000 รอบต่อนำที 2 นำที เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง จำกนั้นเติม TE 5 มิลลิลิตร (ประกอบด้วย Tris 
10 มิลลิโมลำร์, EDTA 1 มิลลิโมลำร์ ที่ pH 8) เติม TNE 5 มิลลิลิตร (ประกอบด้วย Tris-Cl 10 โมล
ต่อลิตร, 0.5% SDS, CaCl2 1 โมลต่อลิตร) และเติม Proteinase K ควำมเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศำเซลเซียส 1 -2 ชั่วโมง หลังจำกนั้นน ำไปปั่น
เหวี่ยง 4,000 รอบต่อนำที 1 นำที ดูดของเหลวด้ำนบนใส่หลอดทดลองใหม่ที่มีแป้งมันฝรั่ง 3 กรัม 
จำกนั้นน ำไปเขย่ำด้ำยเครื่อง vortex mixer 1 นำที จนสำรในหลอดเข้ำกัน ตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง 1 
นำที และน ำไปปั่นเหวี่ยง 8 ,000 รอบต่อนำที 3 นำที หลังจำกนั้นดูดของเหลวด้ำนบน 600 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอด microtube และเติมสำรละลำย NaCl 150 ไมโครลิตร (3.5 โมลต่อลิตร) 
สำรละลำย Cetyl trimethyl-ammonium bromide (CTAB) 250 ไมโครลิตร (ประกอบด้วย NaCl 
0.7 โมลำร์, 10% CTAB) และน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียส 10 นำที ดูดของเหลวด้ำนบนใส่
ในหลอด microtube ใหม่ เติม binding buffer (ประกอบด้วย guanidine hydrochloride 4 โม
ลำร์, potassium acetate 1 โมลำร์ ที่ pH 5.5) ในปริมำณเท่ำกับของเหลวในหลอด จำกนั้นดูด
สำรละลำยใส่ใน column ที่อยู่บน microtube จนหมด น ำไปปั่นเหวี่ยง 6,000 รอบต่อนำที 30 
วินำที เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้งเติม 75% ethanol 750 ไมโครลิตร ลงใน column น ำไปปั่นเหวี่ยง 
8,000 รอบต่อนำที 1 นำที เปลี่ยน microtube ใหม่ เติม TE 200 ไมโครลิตรและ RNase 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลงใน column น ำไปปั่นเหวี่ยง 8,000 รอบต่อนำที 1 นำที จำกนั้นจะน ำส่วน
ที่เป็นของเหลวไปใช้ในขั้นตอนต่อไป  

ค) กำรสกัดดีเอ็นเอจำกน้ ำลำยและ nasal swab โดยใช้ชุด gSYNC™ DNA extraction kit 
(Geneaid, Taiwan) ตำมวิธีกำรของบริษัท โดยน ำตัวอย่ำงน้ ำลำยและ nasal swab ปรับปริมำตรให้
ได้ 200 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microtube เติม Proteinase K 20 ไมโครลิตร และน ำไปบ่มที่ 60 
องศำเซลเซียส 5 นำที เติม GSB Buffer 200 ไมโครลิตร และน ำไปบ่มที่ 60 องศำเซลเซียส 5 นำที 
หลังจำกนั้นเติม RNase A 5 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง 5 นำที เพ่ือก ำจัด RNA เติม 100% 
Ethanol 200 ไมโครลิตร และเขย่ำ จำกนั้นดูดสำรละลำยใส่ใน column ที่อยู่บน collecting tube 
จนหมด น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 1 นำที หลังจำกนั้นเปลี่ยน collecting tube ใหม่ เติม 
W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน column น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที เทส่วนที่
เป็นของเหลวใน collecting tube ทิ้ง เติม wash buffer 600 ไมโครลิตร ลงใน column น ำไปปั่น
เหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที เทส่วนที่เป็นของเหลวใน collecting tube ทิ้งและปั่นเหวี่ยง
อีกครั้งที่ 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที ย้ำย column ลงใน microtube เติม elution buffer 100 
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ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง 3 นำที และน ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที 
จำกนั้นจะน ำส่วนที่เป็นของเหลวไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

ง) กำรสกัดดีเอ็นเอจำกแมลงตำมวิธีกำรของ Georg Dietzl (2012) โดยเตรียม squishing 
buffer (SB) (ประกอบด้วย Proteinase K ควำมเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร, Tris 10 มิลลิโมลำร์, EDTA 1 มิลลิโมลำร์ และ NaCl 25 มิลลิโมลำร์ ที่ pH 8.2) ดูด SB 
50 ไมโครลิตร เข้ำมำไว้ใน tip จำกนั้นน ำตัวอย่ำงแมลงมำบดในหลอดทดลอง และใช้ปลำย tip ที่มี 
SB ค่อย ๆ บดแมลงโดยไม่ต้องปล่อย SB ออก เมื่อบดเสร็จแล้วจึงปล่อย SB ที่เหลือใน tip ออกและ
ผสมให้เข้ำกัน น ำไปบ่มที่ 37 องศำเซลเซียส 30 นำที และเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 95 องศำเซลเซียส 3 
นำที หลังจำกนั้นน ำหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงให้ตกตะกอนและดูดส่วนที่เป็นของเหลวไปใช้ใน
ขัน้ตอนต่อไป 

จ) กำรสกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงแบคทีเรียโดยใช้ชุด Presto™ mini bacteria kit (Geneaid, 
Taiwan) ตำมวิธีกำรของบริษัท โดยดูดแบคทีเรียที่เลี้ยงใน nutrient broth ใส่หลอด microtube ไป
ปั่นเหวี่ยงให้ตกตะกอนแลเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง เตรียม lysozyme 0.8 มิลลิกรัม และ gram+ 
buffer 200 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองใหม่ ผสมให้เข้ำกันจำกนั้นดูดไปใส่ในหลอดแบคทีเรีย น ำไป
บ่มที่ 37 องศำเซลเซียส 30 นำที หลังจำกนั้นเติม Proteinase K 20 ไมโครลิตร และน ำไปบ่มที่ 60 
องศำเซลเซียส 10 นำที เติม GB buffer 200 ไมโครลิตร และน ำไปบ่มที่ 70 องศำเซลเซียส 10 นำที 
เติม 100% Ethanol 200 ไมโครลิตร และเขย่ำ จำกนั้นดูดสำรละลำยใส่ใน  column ที่อยู่บน 
collecting tube จนหมด น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที  2 นำที  หลังจำกนั้นเปลี่ยน 
collecting tube ใหม่ เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน column น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 
รอบต่อนำที 30 วินำที เทส่วนที่ เป็นของเหลวใน collecting tube ทิ้ง เติม wash buffer 600 
ไมโครลิตร ลงใน column น ำไปปั่นเหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที เทส่วนที่เป็นของเหลวใน 
collecting tube ทิ้งและปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที ย้ำย column ลงใน 
microtube เติม elution buffer 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง 3 นำที และน ำไปปั่น
เหวี่ยง 15,000 รอบต่อนำที 30 วินำที จำกนั้นจะน ำส่วนที่เป็นของเหลวไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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3.5 กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) 

น ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกเลือด อุจจำระ nasal swab น้ ำลำย และ แมลง มำเพ่ิมปริมำณ
ยีน P32 และ GPCR ส ำหรับวินิจฉัยเชื้อ LSDV และดีเอ็นเอจำกแบคทีเรียมำเพ่ิมปริมำณยีน femA, 
blaZ และ mecA ส ำหรับวินิจฉัยเชื้ อ MRSA ด้วยเทคนิค PCR โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มี
ควำมจ ำเพำะต่อยีนที่จ ำเพำะต่อเชื้อ LSDV (GPCR  และ P32) (ตำรำงที่ 4) และเชื้อ MRSA (femA, 
blaZ และ mecA) (ตำรำงท่ี 5) โดยใช้โปรแกรม Primer3 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0)  

 
ตารางท่ี 4: แสดงล าดับเบสไพร์เมอร์ของยีน GPCR และ P32 ของเชื้อ LSDV ส าหรับ PCR 
Gene  Primer sequence Amplicon (bp) 
GPCR F 5’-CCAATGCTAATACTACCAGCACTAC-3’ 1,130 

 R 5’-CTTAGTACAGTTAGTAGCGCAACC-3’  
P32 F 5’-ACAAACTCTCATTGGTGTTCGG-3’ 975 

 R 5’-TGGTCGCGAAATTTCAGATGT-3’  
หมำยเหตุ: F: Forward primer, R: Reverse primer 
 

ตารางท่ี 5: แสดงล าดับเบสไพร์เมอร์ของยีน femA, blaZ และ mecA ของเชื้อ MRSA ส าหรับ PCR 
Gene  Primer sequence Amplicon (bp) Ref. 
femA F 5’-CGATCCATATTTACCATATCA-3’ 450 (Davoodi et al., 2015) 

 R 5’-ATCACGCTCTTCGTTTAGTT-3’  
blaZ F 5’-TACAACTGTAATATCGGAGGG-3’ 774 Wilailuckana (2005) 

 R 5’-AGGTTCAGATTGGCCCTTAGG-3’  
mecA F 5’-TGTCCGTAACCTGAATCAGC-3’ 519 Wilailuckana (2005) 

 R 5’-TGCTATCCACCCTCAAACAG-3’  
หมำยเหตุ: F: Forward primer, R: Reverse primer 
 

 เมื่อได้ไพร์เมอร์ที่เหมำะสมแล้ว ในปฏิกิริยำจะมีกำรเตรียม PCR reaction mixture 25 
ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย OneTaq Hot Start master mix buffer (New England Biolabs, 
USA) 12.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลำร์ forward primer 0.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลำร์ reverse 
primer 0.5 ไมโครลิตร, template DNA ที่สกัดได้จำกตัวอย่ำง 1 ไมโครลิตร และน้ ำกลั่น 10.5 
ไมโครลิตร หลังจำกนั้นจะน ำหลอด PCR ใส่ลงในเครื่องควบคุมอุณหภูมิและตั้งค่ำอุณหภูมิเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิ โดยเริ่มจำกขั้นตอน initial denaturation สำยดีเอ็นเอให้เกิดกำรแยกสำยออกจำก
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กันเป็นสำยเดี่ยวที่ 94 องศำเซลเซียส 5 นำที จำกนั้นจึงเข้ำสู่ขั้นตอนของกำรเพ่ิมปริมำณสำยดีเอ็นเอ
เป้ำหมำย ทั้งหมด 40 รอบ โดยเริ่มที่กำร denaturation ที่ 94 องศำเซลเซียส 45 วินำที ตำมด้วย
ขั้นตอน annealing ที่ 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที และขั้นตอน extension ที่ 72 องศำเซลเซียส 
60 วินำที หลังจำกจบขั้นตอนนี้จะวนกลับไปสังเครำะห์ที่ขั้นตอน denaturation จนครบ 40 รอบ 
จะท ำกำรสังเครำะห์ต่อไปที่ 72 องศำเซลเซียสอีก 10 นำที และคงรักษำอุณหภูมิไว้ที่  4 องศำ
เซลเซียส หลังจำกนั้นน ำ PCR product ที่ได้ไปผสมกับ loading dye และอ่ำนผลโดยวิธี gel 
electrophoresis ผ่ ำ น  1 %  (w/v) agarose gel แ ล ะ ย้ อ ม  DNA ด้ ว ย  ethidium bromide 
เปรียบเทียบขนำดของ DNA ที่ได้กับ 100 bp DNA ladder ตรวจสอบกำรเรืองแสงของ DNA โดย 
UV transilluminator เพ่ือยืนยันกำรเพ่ิมปริมำณของดีเอ็นเอเป้ำหมำย 
 

3.6 กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธี Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

น ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกเลือด อุจจำระ nasal swab น้ ำลำย และแมลง มำเพ่ิมปริมำณยีน 
GPCR ส ำหรับวินิจฉัยเชื้อ LSDV และดีเอ็นเอจำกแบคทีเรียมำเพ่ิมปริมำณยีน mecA ส ำหรับวินิจฉัย
เชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค LAMP เนื่องจำกยีน GPCR เป็นยีนที่มีควำมส ำคัญต่อ LSDV ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
กำรกระตุ้นให้เกิดกำรเพิ่มจ ำนวนเซลล์ในบริเวณรอยโรคและกดภูมิคุ้มกันของโฮสต์ให้ต่ ำลงในขณะติด
เชื้อ และยีน mecA เป็นยีนที่ใช้ระบุเชื้อที่เป็น MRSA โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มีควำมจ ำเพำะต่อยีน
ที่จ ำเพำะต่อเชื้อ LSDV (GPCR) (ตำรำงที่ 6) และเชื้อ MRSA (mecA) (ตำรำงที่ 7) จำกโปรแกรม 
PrimerExplorer (https://primerexplorer.jp) 

 
ตำรำงท่ี 6: แสดงล าดับเบสไพร์เมอร์ของยีน GPCR ของเชื้อ LSDV ส าหรับ LAMP 
Primer Primer sequence 

F3 5’-TGCTACGCAATCGTAAAAGC-3’ 
B3 5’-TCAGTATTGTTTTTACTCCCATT-3’ 
FIP 5’-AGCTGAAATTGTGTCTCTATGTCATTAGTAAATTCTCTACTACAAAACGC-3’ 
BIP 5’-GAACTGCAAGGTTGACAAATCTTAAAGTGTAACTGTATTTGTTTCATCGT-3’ 
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ตำรำงท่ี 7: แสดงล าดับเบสไพร์เมอร์ของยีน mecA ของเชื้อ MRSA ส าหรับ LAMP 
Primer Primer sequence 

F3 5’-GCGACTTCACATCTATTAGGTT-3’ 
B3 5’-GCCATCTTTTTTCTTTTTCTCT-3’ 
FIP 5’-GTCCCTTTTTACCAATAACTGCATCATGTTGGTCCCATTAACTCTG-3’ 
BIP 5’-AAGCTCCAACATGAAGATGGCCGATTGTATTGCTATTATCGTCAA-3’ 

 
 
เมื่อได้ไพร์เมอร์ที่เหมำะสมแล้ว ในปฏิกิริยำจะมีกำรเตรียม LAMP reaction mixture 25 

ไมโครลิตร ซึ่งจะถูกแบ่งเป็น 3 ประเภท คือ 1) หลอด positive control ประกอบด้วย DNA 
master mix (2X) 12 .5  ไม โครลิ ตร , green fluorescent dye 1 ไม โครลิ ต ร , DNA positive 
control LAMP primer mix 2.5 ไมโครลิตร, positive control DNA 1 ไมโครลิตร และน้ ำกลั่น 8 
ไม โครลิ ต ร  2 ) หลอด  no-template control ประกอบด้ วย  DNA master mix (2X) 12 .5 
ไมโครลิตร, target-specific primer mix (10X) ประกอบไปด้วย 2 ไมโครโมลำร์ F3 และ B3, 16 ไม
โครโมลำร์ FIP และ BIP 2.5 ไมโครลิตร, green fluorescent dye 1 ไมโครลิตร และน้ ำกลั่น 9 
ไมโครลิตร 3) หลอดตัวอย่ำง ประกอบด้วย DNA master mix (2X) 12.5 ไมโครลิตร , target-
specific primer mix (10X) ประกอบไปด้วย 2 ไมโครโมลำร ์F3 และ B3, 16 ไมโครโมลำร์ FIP และ 
BIP 2.5 ไมโครลิตร, green fluorescent dye 1 ไมโครลิตร, template DNA 1 ไมโครลิตร และน้ ำ
กลั่น 8 ไมโครลิตร หลังจำกนั้นใส่หลอดทดลองลงในเครื่อง real-time fluorescent detector และ
ตั้งอุณหภูมิเครื่องควบคุมอุณหภูมิ โดยเริ่มที่กำร amplification ที่ 72 องศำเซลเซียส 20-60 นำที 
และคงรักษำอุณหภูมิไว้ที่  4 องศำเซลเซียส  โดย LAMP product สำมำรถน ำมำอ่ำนผลได้
หลำกหลำยวิธี โดยสำมำรถอ่ำนได้จำกค่ำกำรเรืองแสงของสีย้อม green fluorescent dye ในช่อง
แสง FAM channel จำกเครื่อง real-time fluorescent detector และสำมำรถอ่ำนด้วยตำเปล่ำ
จำกควำมขุ่นของตะกอน magnesium pyrophosphate สีขำวที่เกิดจำกกำรท ำปฏิกิริยำ และ
สำมำรถอ่ำนผลได้จำกกำรเรืองแสง fluorescent ผ่ำนหลอด UV ด้วยตำเปล่ำ นอกจำกนี้ LAMP 
product สำมำรถน ำมำยืนยันผลผ่ำน gel electrophoresis ที่ 1% (w/v) agarose gel ไดอี้กด้วย 
  



  43 

3.7 ศึกษำควำมไว (Sensitivity) ของเทคนิค LAMP และ PCR 

ศึกษำควำมไวในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA ของเทคนิค LAMP และ PCR โดยกำร
น ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ในแต่ละตัวอย่ำงมำเจือจำงให้มีควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ลดลงในแต่ละหลอด
ทดลอง โดยยีน P32 จะมีระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมด (total DNA) ที่  48.5, 26.25, 
12.13, 6.06, 3.03, 1.52, 0.76, 0.38, 0.19, 0.09. 0.04, 0.02, 0.01 และ  0.005 นำโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร ตำมล ำดับ ยีน GPCR จะมีระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมด ที่ 48.5 , 4.85, 0.49, 
0.04, 0.004, 0.0004, 0.00004 และ 0.000004 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ ยีน mecA จะมี
ระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมด ที่ 33.6 , 3.36, 0.33, 0.03, 0.003, 0.0003, 0.00003 และ 
0.000003 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ และใช้ดีเอ็นเอในแต่ละระดับกำรเจือจำงมำเป็น 
template ในกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP และ PCR เพ่ือหำระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอที่น้อย
ที่สุดที่สำมำรถใช้ตรวจวินิจฉัยได้  

เมื่อได้ผลกำรทดสอบควำมไวของแต่ละเทคนิคแล้ว น ำผลมำวิเครำะห์และเปรียบเทียบเพ่ือ
น ำไปศึกษำและพัฒนำเป็นชุดตรวจที่สำมำรถใช้ตรวจในภำคสนำมได้ 

 

3.8 วิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ LSDV 

 ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน P32 และ GPCR โดยน าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์มา
วิเคราะห์เปรียบเทียบความเหมือนและต่างกัน (nucleotide alignment) กับข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่มีรายงานใน GenBank โดยใช้โปรแกรม Geneious Prime โดยการ BLAST เพ่ือหาล าดับนิ
วคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน และหลังจากนั้นจึงคัดเลือกมาเปรียบเทียบความเหมือนและต่างกันของล าดับ
นิวคลีโอไทด์ โดยตั้งค่า Cost Matrix ที่ 93% similarity และสร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic 
tree) เพ่ือแสดงถึงการวิวัฒนาการของเชื้อ LSDV โดยใช้โปรแกรม MEGA ด้วยวิธี neighbor joining 
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บทท่ี 4 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

4.1 กำรเก็บตัวอย่ำง LSDV 

 ผลกำรเก็บตัวอย่ำงจำกสัตว์เพ่ือตรวจหำเชื้อ LSDV จำกฟำร์มโคท่ีแสดงอำกำรของโรคลัมปีส
กินในจังหวัดเพชรบุรีและจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ โดยเชื้อ LSDV ถูกเก็บจำกตัวอย่ำง เลือด อุจจำระ 
nasal swab และ น้ ำลำย จำกโคจ ำนวน 30 ตัว ทุกเพศและทุกช่วงอำยุ โดยโคจะแสดงอำกำรซึม 
ซูบผอม มีไข้ มีรอยโรคเป็นตุ่มนูนบริเวณล ำตัว รวมตัวอย่ำงประเภทละ 30 ตัวอย่ำง นอกจำกนี้ยังเก็บ
ตัวอย่ำงแมลงพำหะของโรคลัมปีสกินในบริเวณคอกสัตว์ ได้แก่ ยุง (Aedes aegypti), แมลงวันบ้ำน 
(Musca domestica) แมลงวันคอก (Stomoxys calcitrans) เหลือบ (Tabanidae spp.) และ 
เห็บ (Rhipicephalus และ Amblyomma spp.) ในกำรเก็บตัวอย่ำงจำกสัตว์เพ่ือตรวจหำเชื้อ LSDV 
ได้รับกำรอนุมัติจำกคณะกรรมกำรก ำกับดูแลกำรเลี้ยงและใช้สัตว์เพ่ืองำนทำงวิทยำศำสตร์ 
มหำวิทยำลัยศิลปำกร (Project ID: 17/2564) 

 

4.2 กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค PCR 

 ผลกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกตัวอย่ำงเลือด อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย จำกโค
จ ำนวน 30 ตัว (C1-C30) และตัวอย่ำงแมลง (F1-F7) พบว่ำเมื่อน ำดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงต่ำง ๆ มำเพ่ิม
ปริมำณยีน P32 และ GPCR ด้วยเทคนิค PCR และน ำมำอ่ำนผลด้วยวิธี gel electrophoresis บน 
1% (w/v) agarose gel พบว่ำตัวอย่ำงจำกโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกิน 30 ตัว มีกำรตรวจพบ
ยีน P32 และ GPCR ทั้งหมด 5 ตัว (16.67%) ได้แก่ C1, C4, C5, C19 และ C22 โดยพบว่ำตัวอย่ำง 
nasal swab มีกำรตรวจพบยีน P32 และ GPCR ทั้งหมด 5 ตัวอย่ำง ได้แก่ C1, C4, C5, C19 และ 
C22 ส่วนตัวอย่ำงน้ ำลำยมีกำรตรวจพบยีน P32 และ GPCR ทั้งหมด 1 ตัวอย่ำง ได้แก่ C22 แต่ไม่พบ
ยีน P32 และ GPCR ในกำรวินิจฉัยจำกตัวอย่ำงเลือดและอุจจำระ (ตำรำงที่ 8) นอกจำกนี้ยังไม่พบยีน 
P32 และ GPCR ของเชื้อ LSDV ในแมลง (0%) อีกด้วย  
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ตำรำงท่ี 8: ผลกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกยีน P32 และ GPCR จำกตัวอย่ำงเลือด อุจจำระ น้ ำลำย 
และ nasal swab ของโค ด้วยเทคนิค PCR 

ตัวอย่ำง 
เทคนิค PCR 

ยีน P32 ยีน GPCR 
เลือด อุจจำระ Nasal swab น้ ำลำย เลือด อุจจำระ Nasal swab น้ ำลำย 

C1 - - + - - - + - 
C2 - - - - - - - - 
C3 - - - - - - - - 
C4 - - + - - - + - 
C5 - - + - - - + - 
C6 - - - - - - - - 
C7 - - - - - - - - 
C8 - - - - - - - - 
C9 - - - - - - - - 
C10 - - - - - - - - 
C11 - - - - - - - - 
C12 - - - - - - - - 
C13 - - - - - - - - 
C14 - - - - - - - - 
C15 - - - - - - - - 
C16 - - - - - - - - 
C17 - - - - - - - - 
C18 - - - - - - - - 
C19 - - + - - - + - 
C20 - - - - - - - - 
C21 - - - - - - - - 
C22 - - + + - - + + 
C23 - - - - - - - - 
C24 - - - - - - - - 
C25 - - - - - - - - 
C26 - - - - - - - - 
C27 - - - - - - - - 
C28 - - - - - - - - 
C29 - - - - - - - - 
C30 - - - - - - - - 
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4.3 กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP 

 น ำดีเอ็นเอตัวอย่ำงที่มีผลกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR เป็นบวก (PCR+) และลบ (PCR-) มำ
เพ่ิมปริมำณยีน GPCR ส ำหรับวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกับ positive control และ 
no-template control ด้วยเครื่อง real-time fluorescent detector จำกช่วงแสง FAM พบว่ำมี
กำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟจำกหลอดทดลอง positive control และ PCR+ โดยมีค่ำ Tp (Time to 
positive) เท่ำกับ 16.62 นำที แต่ไม่พบกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟในหลอดทดลอง no-template 
control และ PCR- (ภำพที่ 10) และเมื่อน ำมำอ่ำนผลจำกควำมขุ่นของกำรท ำปฏิกิริยำในหลอด
ทดลองด้วยตำเปล่ำ และอ่ำนผลจำกกำรเรืองแสง fluorescent ภำยใต้หลอด UV พบว่ำควำมขุ่นและ
ควำมเข้มของกำรเรืองแสง fluorescent ในแต่ละหลอดทดลองมีควำมแตกต่ำงกันเพียงเล็กน้อย
เท่ำนั้น โดยหลอดที่มีกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟจำกกำรอ่ำนผลที่ช่องแสง FAM ด้วยเครื่อง real-time 
fluorescent detector จะมีควำมขุ่นและมีควำมเข้มของกำรเรืองแสงมำกกว่ำเล็กน้อยเมื่อเทียบกับ
หลอดที่ไม่มีกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟ และเมื่อน ำมำวัดค่ำดูดกลืนแสง (optical density: OD) ที่ควำม
ยำวคลื่น 600 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotometer พบว่ำหลอดทดลอง positive control 
และ PCR+ มีค่ำ OD ที่สูงกว่ำหลอดทดลอง no-template control และ PCR- หลังจำกนั้นน ำมำ
ยืนยันผลด้ วยวิธี  gel electrophoresis บน 1%  (w/v) agarose gel และย้อมดี เอ็น เอด้ วย 
ethidium bromide พบว่ำปรำกฏแถบกำรแยกตัวของดีเอ็นเอของตัวอย่ำง PCR+ แสดงให้เห็นว่ำมี
กำรเพ่ิมปริมำณยีน GPCR ในตัวอย่ำง PCR+ โดยแถบที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเป็นแบบ ladder smear 
(ภำพที่ 11) จำกกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP แสดงให้เห็นว่ำเทคนิค LAMP สำมำรถ
วินิจฉัยเชื้อ LSDV ได้เช่นเดียวกับเทคนิค PCR 
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ภาพที่ 10: กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกดีเอ็นเอตัวอย่ำง PCR+ และ PCR- ร่วมกัน positive control 
และ no-template control ด้วยเทคนิค LAMP 
หมายเหตุ: เส้นสีแดง: positive control, เส้นสีนน้ ำเงิน: no-template control, เส้นสีเขียว: PCR+ 
และ เส้นสีเหลือง: PCR- 

 

 

ภาพที่ 11: กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกดีเอ็นเอตัวอย่ำง PCR+ และ PCR- ร่วมกับ positive control 
และ no-template control ด้วยเทคนิค LAMP และอ่ำนผลโดย 1.0% agarose gel 
electrophoresis 
หมายเหตุ: lane 1: 100 bp DNA ladder, lane 2: no-template control, lane 3: positive 
control, lane 4: PCR- และ lane 5: PCR+  
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เมื่อน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกตัวอย่ำง nasal swab จำกโคที่มีผลกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR 
เป็นบวกและลบทั้งหมด 30 ตัว (C1-C30) และตัวอย่ำงแมลง (F1-F7) มำเพ่ิมปริมำณยีน GPCR 
ส ำหรับวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกัน positive control และ no-template 
control ด้วยเครื่องเครื่อง real-time fluorescent detector จำกช่วงแสง FAM แสดงผลผ่ำน
โปรแกรม qPCRsoft (Jena, Germany) โดยให้โปรแกรมค ำนวณจุดแบ่งผลกำรทดสอบเป็นบวกและ
ลบ โดยก ำหนดตัวอย่ำงที่เป็น no-template control หลังจำกนั้นโปรแกรมจะค ำนวณจุดตัดที่
เหมำะสมเพ่ือแบ่งผลกำรทดสอบเป็นบวกและลบ พบว่ำมีกำรตรวจพบยีน GPCR ทั้งหมด 11 
ตัวอย่ำง (36.67%) ได้แก่ C1, C4, C5, C6, C7, C9, C11, C13, C19, C22 และ C26 (ตำรำงที่ 9) 
แต่ไม่พบยีน GPCR ในกำรวินิจฉัยในตัวอย่ำงแมลง (0%) 
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ตำรำงที่ 9: ผลกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกยีน GPCR จำก nasal swab ของโค ด้วยเทคนิค LAMP 
ร่วมกับ positive control และ no-template control 

ตัวอย่ำง 
เทคนิค LAMP 

ผลกำรวินิจฉยั Tp value (นำที) 
Positive Control  15.18 
No-template control  No Tp 
C1 + 26.56 
C2 - No Tp 
C3 - 31.80 
C4 + 27.99 
C5 + 25.68 
C6 + 25.24 
C7 + 20.83 
C8 - 34.26 
C9 + 24.67 
C10 - No Tp 
C11 + 26.37 
C12 - No Tp 
C13 + 23.68 
C14 - 43.60 
C15 - No Tp 
C16 - 43.83 
C17 - No Tp 
C18 - 39.88 
C19 + 29.13 
C20 - No Tp 
C21 - 43.13 
C22 + 23.98 
C23 - 40.30 
C24 - 34.56 
C25 - 37.74 
C26 + 23.60 
C27 - 39.25 
C28 - No Tp 
C29 - 38.09 
C30 - 38.21 

หมำยเหตุ: Tp: Time to positive  
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4.4 ควำมแตกต่ำงของตัวอย่ำงในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV 

ควำมแตกต่ำงของตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีส
กินด้วยเทคนิค PCR โดยในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ในประเภทตัวอย่ำงที่แตกต่ำงกัน ได้แก่ เลือด 
อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย ประเภทละ 30 ตัวอย่ำง พบว่ำมีอัตรำกำรตรวจพบเชื้อ LSDV สูง
ที่สุดจำกตัวอย่ำง nasal swab โดยมีอัตรำกำรตรวจพบ 16.67% ของตัวอย่ำงทั้งหมด และตัวอย่ำง
น้ ำลำยมีอัตรำกำรตรวจพบ 3.33% ของตัวอย่ำงทั้งหมด ส่วนตัวอย่ำงเลือดและอุจจำระไม่สำมำรถ
ตรวจพบเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค PCR (ตำรำงที่ 10) เมื่อน ำตัวอย่ำงในแต่ละประเภทที่แตกต่ำงกัน 
ได้แก่ เลือด อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย จำกโคตัวเดียวกัน (C22) ประเภทละ 1 ตัวอย่ำง มำ
ตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP พบว่ำสำมำรถวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกตัวอย่ำง nasal 
swab ชนิดเดียวเท่ำนั้น ไม่สำมำรถตรวจพบเชื้อ LSDV จำกตัวอย่ำงประเภทอ่ืน ๆ ด้วยวิธี LAMP 
(ภำพท่ี 12) 

 

 

ตำรำงที่ 10: กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินด้วยเทคนิค PCR จำก
ประเภทตัวอย่ำงที่แตกต่ำงกัน ได้แก่ เลือด อุจจำระ nasal swab และ น้ ำลำย ประเภทละ 30 
ตัวอย่ำง 

ตัวอย่ำง คิดเป็นร้อยละ 
เลือด 0 
อุจจำระ 0 
Nasal swab 16.67 
น้ ำลำย 3.33 
รวม 100 
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ภำพที่ 12: กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินด้วยเทคนิค LAMP จำก
ประเภทตัวอย่ำงที่แตกต่ำงกัน 
หมายเหตุ: เส้นด้ำนบน: ตัวอย่ำงจำก nasal swab, เส้นด้ำนล่ำง: ตัวอย่ำงจำก เลือด น้ ำลำย และ
อุจจำระ 
 

4.5 เปรียบเทียบควำมไว (Sensitivity) ของเทคนิค PCR และ LAMP ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ 

LSDV 

 น ำตัวอย่ำงของโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินมำสกัดดีเอ็นเอ และวัดปริมำณของดีเอ็นเอ
ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  nanodrop spectrophotometer (Eppendorf BioSpectrometer® basic, 
Germany) ก่อนที่จะน ำไปหำค่ำควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยของแต่ละเทคนิค โดยดีเอ็นเอที่สกัดได้มี
ปริมำณ 48.5 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร  หลังจำกนั้นน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มำเจือจำง ยีน P32 จะถูก
น ำมำเจือจำงครั้งละ 2 เท่ำ (2-fold dilution series) โดยมีระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมดใน
แต่ละหลอด ที่ 48.50, 26.25, 12.13, 6.06, 3.03, 1.52, 0.76, 0.38, 0.19, 0.09. 0.04, 0.02, 0.01 
และ 0.005 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ ยีน GPCR จะน ำมำเจือจำงครั้งละ 10 เท่ำ (Ten-fold 
dilution series) โดยมีระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมดในแต่ละหลอด ที่ 48.50 , 4.85, 0.49, 
0.04, 0.004, 0.0004, 0.00004 และ 0.000004 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ และน ำดีเอ็นเอ
ที่สกัดได้และดีเอ็นเอที่เจือจำงแล้วในแต่ละระดับไปทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV 
ด้วยเทคนิค PCR และ LAMP พบว่ำเมื่อน ำมำวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR และน ำมำอ่ำนผลด้วยวิธี gel 
electrophoresis บน 1% (w/v) agarose gel มีอัตรำกำรตรวจพบดีเอ็นเอของยีน P32 และ GPCR 
ที่มีควำมเข้มข้นน้อยที่สุดที่ 0.01 และ 0.04 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ (ภำพที่ 13) เมื่อ
น ำมำวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP พบว่ำมีอัตรำกำรตรวจพบดีเอ็นเอของยีน GPCR โดยมีควำมเข้มข้น
ของดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่สำมำรถตรวจพบได้อยู่ที่  0.04 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร (ภำพที่  14) 
เช่นเดียวกับเทคนิค PCR 
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ภำพที่ 13: ผลกำรทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค PCR ของยีน P32 และ 
GPCR และอ่ำนผลโดย 1.0% agarose gel electrophoresis 
หมายเหตุ: (A) ยีน P32; lane 1: 100 bp DNA ladder, lane 2: ดีเอ็นเอต้นฉบับที่สกัดได้ ควำม
เข้มข้น 48.50 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร , lanes 3-15: ดีเอ็นเอที่ถูกเจือจำงลงทีละ 2 เท่ำ (2-fold 
dilution series) โดยมีควำมเข้มข้น 26.25, 12.13, 6.06, 3.03, 1.52, 0.76, 0.38, 0.19, 0.09. 
0.04, 0.02, 0.01 และ 0.005 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ (B) ยีน GPCR; lane 1: 100 bp 
DNA ladder, lane 2: ดีเอ็นเอต้นฉบับที่สกัดได้ ควำมเข้มข้น 48.50 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร, lanes 
3-9: ดีเอ็นเอที่ถูกเจือจำงลงทีละ 10 เท่ำ (Ten-fold dilution series) โดยมีควำมเข้มข้น 4.85 , 
0.49, 0.04, 0.004, 0.0004, 0.00004 และ 0.000004 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ 
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ภำพที่ 14: ผลกำรทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP ของยีน GPCR 
และอ่ำนผลโดย 1.0% agarose gel electrophoresis 
หมายเหตุ : lane 1: 100  bp DNA ladder, lane 2: no-template control, lane 3: positive 
control, lane 4: ดีเอ็นเอต้นฉบับที่สกัดได้ ควำมเข้มข้น 48.50 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร , lanes 5-
11: ดีเอ็นเอที่ถูกเจือจำงลงทีละ 10 เท่ำ โดยมีควำมเข้มข้น 4.85 , 0.49, 0.04, 0.004, 0.0004, 
0.00004 และ 0.000004 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ 
 

4.6 กำรศึกษำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ LSDV 

 ส่งวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน P32 และ GPCR จำก nasal swab ของตัวอย่ำง C22 
โดยใช้วิธีกำรวิ เครำะห์ล ำดับนิวคลี โอไทด์แบบ BTseq (U2Bio, Thailand) มีควำมยำวของ 
amplicon อยู่ที่  964 และ 1 ,066 bp ตำมล ำดับ (ตำรำงที่  11 และ 12) และเมื่อน ำไปท ำ 
sequence alignment เพ่ือดูควำมเหมือนและต่ำงกันของล ำดับนิวคลีโอไทด์ (ภำพที่ 17 และ 18) 
และน ำมำวิเครำะห์ในเชิงวิวัฒนำกำร ร่วมกับยีน P32 และ GPCR ของเชื้อ LSDV, SPPV และ GTPV 
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จำกฐำนข้อมูลใน GenBank (ภำพที่ 15 และ 16) พบว่ำยีน P32 ของตัวอย่ำง C22 มีล ำดับนิวคลีโอ
ไท ด์ เห มื อ น กั บ เชื้ อ  LSDV MW355944 (China, 2020), MW732649 (Hong Kong, 2020), 
MN598005 (Xinjiang, 2019) และ MZ577073 (Vietnam, 2021) มำกที่สุด โดยมีควำมเหมือนกัน
ของล ำดับนิวคลีโอไทด์ 100% มีควำมเหมือนกันกับสำยพันธุ์อ้ำงอิง AF325528 (Neethling 2490, 
Africa) อยู่ 99.4% และเมื่อน ำไปเปรียบเทียบกับเชื้อที่อยู่ในจีนัสเดียวกัน ได้แก่ KF661977 (SPPV, 
China, 2013) และ JN596275 (GTPV, China, 2012) พบว่ำมีควำมเหมือนกันของล ำดับนิวคลีโอ
ไทด์กับท้ัง 2 ตัว อยู่ที่ 98.0% (ตำรำงที่ 13) ในส่วนของยีน GPCR ของตัวอย่ำง C22 มีล ำดับนิวคลีโอ
ไทด์เหมือนกับเชื้อ LSDV MW251475 (China, 2021), MW355944 (China, 2020), MW732649 
(Hong Kong, 2020), MZ577073 (Vietnam, 2021), MZ577074 (Vietnam, 2021) แ ล ะ 
MZ577075 (Vietnam, 2021) มำกที่สุด โดยมีควำมเหมือนกันของล ำดับนิวคลีโอไทด์ 100% และมี
ควำมเหมือนของล ำดับนิวคลีไทด์กับ MN508357 (China, 2019) และ MN598006 (Xinjiang, 
2019) อยู่ที่ 99.9% และมีควำมเหมือนกันกับสำยพันธุ์อ้ำงอิง AF325528 (Neethling 2490, Africa) 
อยู่ 99.2% นอกจำกนี้เมื่อน ำไปเปรียบเทียบกับเชื้อที่อยู่ในจีนัสเดียวกัน ได้แก่ KF661979 (SPPV, 
China,2013) และ KF495252 (GTPV, India, 2015) พบว่ำ มีควำมเหมือนกันของล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
95.6% และ 96.4% ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 14)  
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ตำรำงท่ี 11: ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน P32 จำก nasal swab ของตัวอย่ำง C22 

 

1 CGAAATTTCAGATGTAGTTCCAGAATTAAAAAGTGATAATGATATATTTTATAAAAAAGTCGACACAGTAAAAGATTTTAAAAATTCAGATGTAAATTTT 
 

100 

101 TTTTTTAAAGATAAAAAAGATATTAGTTTATCATATAAGTTCCTTATATGGGAAAAGGTAGAAAAATCAGGAGGTGTTGAAAATTTTACAGAATATTTTT 
 

200 

201 CTGGATTATGTAATGCTCTTTGTACAAAAGAGGCAAAAAGTTCTATTGTTAAACACTTTAGTTTATGGAAATCGTATGCCGATGCGGATATAAAAAATTC 
 

300 

301 TGAGAATAAGTTTATTGTTGTTATAGAAGATGATAACACGTTAAAAGATTTAATAACAATACATAACATTATAATTGAAATGCAAGAAAAAAATATAGAC 
 

400 

401 ATTTTCCAATTACGTGAAACTTTTCATAATAGTAATTCTAGAATATTGTTCAATCAAGAAAATAATAATTTTATGTATTCGTACACAGGGGGATATGATT 
 

500 

501 TTACCTTATCCGCATATGTAATTAGATTATCGTCTGCCATAAAAATAATAAACGAAATTATAAAAAATAAAGGTATTTCTACCAGTTTAAGTTTTGAAAT 
 

600 

601 GTATAAGTTGGAAAAAGAATTAAAACTCAATAGACAAGTTTTAAATGACTCATCTAAGTATATACTTCACAATACTAAGTATTTGTCAAAAAAAAGAGCT 
 

700 

701 AACGAAATGAAAAACGGTATATGGAATAGAGTTGGAAAATGGATGGCTCATAGATTTCCTGATTTTTCTTACTATGTATCCCATCCATTGGTTTCATTTT 
 

800 

801 TTGGTATATTTGATATTAGTATAATAGGAGCACTTATTATTTTATTTATTATAATAATGATAATTTTTGATTTGAATTCTAAATTACTATGGTTTTTAGC 
 

900 

901 AGGTATGTTATTTACGTATATAATTTAGTTTAAAAGATTATGAAAATCCGAACACCAATGAGAG 964 

 

  

  



  56 

ตำรำงท่ี 12: ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GPCR จำก nasal swab ของตัวอย่ำง C22  

 

1 ACTACAATTATTAGCACAATTCTCAGTACAATTTCAACAAATCAAAATAATGTTACAACGCCTTCAACTTATGAAAATACAACAACGATATCTAATTATA 
 

100 

101 CAACCGCATATAATACAACTTATTATAGCGATGATTATGATGATTATGAAGTGAGCATAGTCGATATCCCACATTGTGATGATGGTGTGGATACTACAAG 
 

200 

201 TTTTGGACTGATTACTTTATATTCGACTATATTCTTTCTTGGATTATTTGGAAATATAATTGTGTTAACTGTTCTTCGTAAATATAAGATAAAAACAATA 
 

300 

301 CAGGATATGTTTTTGCTTAATTTGACACTGTCTGATTTAATTTTCGTGTTGGTGTTTCCTTTTAATTTATACGATAGTATCGCTAAACAATGGAGTTTAG 
 

400 

401 GAGATTGTTTGTGTAAATTTAAAGCTATGTTTTACTTTGTTGGTTTTTACAATAGCATGTCATTTATAACATTGATGAGTATTGATAGATACCTAGCTGT 
 

500 

501 AGTTCACCCAGTAAAATCAATGCCGATAAGGACAAAACGATATGGAATTGTACTTAGTATGGTGGTTTGGATTGTCTCAACTATTGAATCCTTTCCAATA 
 

600 

601 ATGTTATTTTATGAAACAAAAAAAGTATATGGAATAACGTATTGTCATGTATTTTATAACGATAATGCAAAAATTTGGAAATTATTTATAAATTTTGAAA 
 

700 

701 TAAACATATTTGGAATGATTATACCGCTAACTATTTTGCTATATTGTTATTATAAAATCTTAAATACTTTAAAAACCTCGCAAACAAAGAATAAGAAAGC 
 

800 

801 CATAAAGATGGTGTTTTTGATTGTTATCTGTTCAGTATTGTTTTTACTCCCATTTAGTGTAACTGTATTTGTTTCATCGTTGTATTTGTTAAATGTTTTT 
 

900 

901 AGTGGATGTACGGCATTACGATTTGTCAACCTTGCAGTTCATGTAGCTGAAATTGTGTCTCTATGTCATTGTTTTATTAATCCACTAATTTATGCGTTTT 
 

1,000 

1,001 GTAGTAGAGAATTTACTAAAAAGCTTTTACGATTGCGTAGCACTAGTAGTGCTGGTAGTATTAGCA 1,066 
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ภำพที่ 17: ผลวิเครำะห์ในเชิงวิวัฒนำกำรของยีน P32 จำก nasal swab ของตัวอย่ำง C22 ร่วมกับ
ยีน P32 ของ LSDV, SPPV และ GTPV จำกฐำนข้อมูลใน GenBank 
 

 
ภำพที่ 18: ผลวิเครำะห์ในเชิงวิวัฒนำกำรของยีน GPCR จำก nasal swab ของตัวอย่ำง C22 ร่วมกับ
ยีน GPCR ของ LSDV, SPPV และ GTPV จำกฐำนข้อมูลใน GenBank 
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4.7 กำรเก็บตัวอย่ำง MRSA 

ผลกำรเก็บตัวอย่ำงเชื้อ MRSA จำกฟำร์มโคที่แสดงอำกำรของโรคเต้ำนมอักเสบในจังหวัด
เพชรบุรีและจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ตัวอย่ำงเชื้อ MRSA ถูกเก็บน้ ำนมจำกโคที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบ
โดยตรวจวินิจฉัยเบื้องต้นด้วยน้ ำยำ CMT (ผล +1 ขึ้นไป) รวมทั้งหมด 145 ตัวอย่ำง กำรเก็บตัวอย่ำง
จำกสัตว์เพ่ือตรวจหำเชื้อ MRSA ได้รับกำรอนุมัติจำกคณะกรรมกำรก ำกับดูแลกำรเลี้ยงและใช้สัตว์
เพ่ืองำนทำงวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยศิลปำกร (Project ID: 07/2562) 

 

4.8 กำรจ ำแนกเชื้อ S. aureus จำกน้ ำนมโค 

 กำรเพำะแยกเชื้อ S. aureus จำกน้ ำนมโค จ ำนวนทั้งหมด 145 ตัวอย่ำง เมื่อน ำตัวอย่ำง
น้ ำนมมำเพำะแยกเชื้อในอำหำรเลี้ยงเชื้อแข็ง mannitol salt agar พบว่ำสำมำรถแยกเชื้อแบคทีเรีย
ได้ทั้งหมด 153 ไอโซเลท และหลังจำกน ำมำทดสอบด้วย catalase test, coagulase test และย้อม
สีแกรม พบว่ำเชื้อที่แสดงลักษณะของ S. aureus คือ ให้ผลกำรทดสอบ catalase test และ 
coagulase test เป็นบวก และย้อมแกรมติดสีแกรมบวก มีจ ำนวน 10 ไอโซเลท (6.54%) และเชื้อใน
กลุ่มของ Coagulase Negative Staphylococcus (CNS) มีจ ำนวน 17 ไอโซเลท (11.11%) ส่วน
เชื้อแบคทีเรียที่เหลือเป็นเชื้อที่ไม่แสดงลักษณะของเชื้อในกลุ่ม Staphylococcus มีจ ำนวน 126 ไอ
โซเลท (82.35%) โดยอำจเป็ น เชื้ อ ในกลุ่ มของ  Escherichia coli (E. coli) และ Klebsiella 
pneumoniae (K. pneumoniae) (ตำรำงที่ 15) 

 

ตำรำงที่ 15: ควำมชุกของเชื้อ S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโคในจังหวัดเพชรบุรีและจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ 

แบคทีเรีย จ ำนวน (ไอโซเลท) คิดเป็นร้อยละ 
S. aureus 10 6.54 
CNS 17 11.11 
อ่ืน ๆ  126 82.35 
รวม 153 100 
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4.9 กำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค PCR 

 เมื่อน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกตัวอย่ำงแบคทีเรียที่แสดงลักษณะของเชื้อ S. aureus ที่แยกได้
จำกน้ ำนม จ ำนวน 10 ไอโซเลท (I1-I10) และดีเอ็นเออ้ำงอิงของเชื้อ MRSA (Reference strain; RI) 
มำเพ่ิมบริมำณยีน femA, blaZ และ mecA ส ำหรับวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค PCR และน ำมำ
อ่ำนผลด้วยวิธี gel electrophoresis บน 1% (w/v) agarose gel พบว่ำแบคทีเรียทุกไอโซเลทพบ
ยีน femA และ blaZ (100%) แต่ยีน mecA พบเพียงแค่ในสำยพันธุ์อ้ำงอิง RI และในตัวอย่ำง 3 ไอ
โซเลท ได้แก่ I2, I8 และ I9 (30%) เท่ำนั้น (ตำรำงที่ 16) (ภำพที่ 19) จำกผลกำรวินิจฉัยเชื้อด้วย
เทคนิค PCR พบว่ำ เชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทเป็นเชื้อ S. aureus ที่มียีนดื้อต่อยำ penicillin และ
เชื้อไอโซเลท I2, I8 และ I9 เป็นเชื้อที่มียนีดื้อต่อยำ methicillin ซึ่งระบุว่ำเป็นเชื้อ MRSA 

 

ตำรำงท่ี 16: ผลกำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA จำกตัวอย่ำง S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโค ด้วยเทคนิค 
PCR 

S. aureus 
เทคนิค PCR 

femA blaZ mecA 
RI + + + 
I1 + + - 
I2 + + + 
I3 + + - 
I4 + + - 
I5 + + - 
I6 + + - 
I7 + + - 
I8 + + + 
I9 + + + 
I10 + + - 
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ภำพที่ 19: ผลกำรตรวจหำยีน femA, blaZ และ mecA จำกเชื้อ S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโค 
ด้วยเทคนิค PCR และอ่ำนผลโดย 1.0% agarose gel electrophoresis 
หมายเหตุ: (A) ยีน femA ขนำด 450 bp, (B) ยีน blaZ ขนำด 774 bp และ (C) ยีน mecA ขนำด 
519 bp; lane 1 : 100  bp DNA ladder, lane 2 : MRSA reference strain (RI), lanes 3 -12 : 
ตัวอย่ำง S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโค (I1-I10 ตำมล ำดับ) 
 

4.10 กำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค LAMP  

 เมื่อน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกตัวอย่ำงแบคทีเรียที่ทดสอบด้วยเทคนิค PCR และให้ผลที่แสดง
ลักษณะของเชื้อ MRSA (ยีน mecA เป็นผลบวก) จ ำนวน 3 ไอโซเลท (I2, I8 และ I9) ร่วมกับดีเอ็นเอ
อ้ำงอิงของเชื้อ MRSA (RI) มำเพ่ิมปริมำณยีน mecA ส ำหรับวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค LAMP 
ร่วมกัน positive control และ no-template control ด้วยเครื่องเครื่อง real-time fluorescent 
detector โดยอ่ำนผลจำก fluorescent dye ที่เติมลงในหลอดทดลอง จำกช่องแสง FAM พบว่ำมี
กำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟในหลอดทดลอง positive control, I2 และ RI โดยมีค่ำ Tp ของ I2 และ RI 
เท่ำกับ 14.62 และ 27.72 ตำมล ำดับ ส่วนหลอดทดลอง no-template control, I8 และ I9 ไม่พบ
กำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟ (ภำพที่ 20) เมื่อน ำมำอ่ำนผลจำกควำมขุ่นของกำรท ำปฏิกิริยำในหลอดทดลอง
ด้วยตำเปล่ำ และอ่ำนผลจำกกำรเรืองแสง fluorescent ภำยใต้หลอด UV พบว่ำควำมขุ่นและกำร
เรืองแสง fluorescent ในแต่ละหลอดทดลองมีควำมแตกต่ำงกันเพียงเล็กน้อยเท่ำนั้น โดยหลอดที่มี
กำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟจำกกำรอ่ำนผลที่ช่องแสง FAM ด้วยเครื่อง real-time fluorescent detector 
จะมีควำมขุ่นและมีควำมเข้มของกำรเรืองแสงมำกกว่ำเล็กน้อยเมื่อเทียบกับหลอดที่ไม่มีกำรเพ่ิมขึ้น
ของกรำฟ และเมื่อน ำมำวัดค่ำดูดกลืนแสง (optical density: OD) ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร 
ด้วยเครื่อง spectrophotometer พบว่ำหลอดทดลอง positive control, I2 และ RI ที่ จะมีค่ำ OD 
ที่สูงกว่ำหลอดทดลอง no-template control, I8 และ I9 อีกด้วย หลังจำกนั้นน ำมำยืนยันผลด้วยวิธี 
gel electrophoresis บน 1% (w/v) agarose gel และย้อมดีเอ็นเอด้วย ethidium พบว่ำปรำกฏ
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แถบกำรแยกของดีเอ็นเอของหลอด positive control, RI และ I2 โดยแถบที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเป็น
แบบ ladder smear (ภำพท่ี 21) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงกำรเพิ่มปริมำณยีน mecA ในตัวอย่ำง RI และ I2  

 

 
ภำพที่ 20: ผลกำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA จำกยีน mecA ของเชื้อ S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโค ด้วย
เทคนิค LAMP 
หมายเหตุ: เส้นสีแดง: positive control, เส้นสีฟ้ำ: I2, เส้นสีเขียว: RI, เส้นสีเทำด้ำนล่ำง: ประกอบ
ไปด้วย no-template control, I8 และ I9 
 

 
ภำพที่ 21: ผลกำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA จำกยีน mecA ของเชื้อ S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโค ด้วย
เทคนิค LAMP และอ่ำนผลโดย 1.0% agarose gel electrophoresis 
หมายเหตุ: lane 1:100 bp DNA ladder, lane 2-4: ตัวอย่ำง S. aureus ที่แยกได้จำกน้ ำนมโค (I2, 
I8 และ I9 ตำมล ำดับ ), lane 5: MRSA reference strain (RI), lane 6: positive control และ 
lane 7: no-template control 
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4.11 เปรียบเทียบควำมไว (Sensitivity) ของเทคนิค PCR และ LAMP ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ 

MRSA 

เมื่อน ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอของเชื้อ MRSA reference strain (RI) มำวัดปริมำณของดีเอ็นเอด้วย
เค รื่ อ ง  nanodrop spectrophotometer (Eppendorf BioSpectrometer® basic, Germany) 
ก่อนที่จะน ำไปหำค่ำควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยของแต่ละเทคนิค โดยดีเอ็นเอที่สกัดได้ทั้งหมดมี
ปริมำณ 33.6 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร  หลังจำกนั้นน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มำเจือจำงทีละ 10 เท่ำ โดยมี
ระดับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมดในแต่ละหลอด ที่ 33.60, 3.36, 0.33, 0.03, 0.003, 0.0003, 
0.00003 และ 0.000003 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ  และน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้และดีเอ็นเอที่
เจือจำงแล้วไปทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MRSA จำกยีน mecA พบว่ำเมื่อน ำมำวินิจฉัย
ด้วยเทคนิค PCR และน ำมำอ่ำนผลด้วยวิธี gel electrophoresis บน 1% (w/v) agarose gel มี
อัตรำกำรตรวจพบดีเอ็นเอของยีน mecA ที่มีควำมเข้มข้นน้อยที่สุดที่ 0.003 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร 
(ภำพที่  22) เมื่อน ำมำวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP ด้วยเครื่องเครื่อง real-time fluorescent 
detector จำกช่วงแสง FAM แสดงผลผ่ำนโปรแกรม qPCRsoft (Jena, Germany) โดยให้โปรแกรม
ค ำนวณจุดแบ่งผลกำรทดสอบเป็นบวกและลบ โดยก ำหนดตัวอย่ำงที่เป็น no-template control 
หลังจำกนั้นโปรแกรมจะค ำนวณจุดตัดที่เหมำะสมเพ่ือแบ่งผลกำรทดสอบเป็นบวกและลบ พบว่ำมี
อัตรำกำรตรวจพบดีเอ็นเอของยีน mecA โดยมีควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่สำมำรถตรวจ
พบได้อยู่ที่ 0.003 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร (ตำรำงท่ี 17) เช่นเดียวกับเทคนิค PCR 

 

ตำรำงท่ี 17: ผลกำรทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MRSA จำกยีน mecA ด้วยเทคนิค 
LAMP  

ตัวอย่ำง ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ (ng/ml) ผลกำรวินิจฉัย Tp value (นำที) 
RI 33.6 + 25.51 
Dilute 1 3.36 + 24.55 
Dilute 2 0.33 + 23.51 
Dilute 3 0.03 + 25.30 
Dilute 4 0.003 + 27.07 
Dilute 5 0.0003 - 35.18 
Dilute 6 0.00003 - 38.08 
Dilute 7 0.000003 - 41.80 

หมำยเหตุ: Tp: Time to positive 
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ภำพที่ 22: ผลกำรทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค PCR จำกยีน mecA 
และอ่ำนผลโดย 1.0% agarose gel electrophoresis 
หมายเหตุ: lane 1: 100 bp DNA ladder, lane 2: ดีเอ็นเอต้นฉบับที่สกัดได้ ควำมเข้มข้น 33.60 
นำโนกรัมต่อไมโครลิตร, lane 3-10: ดีเอ็นเอที่ถูกเจือจำงลงทีละ 10 เท่ำ โดยมีควำมเข้มข้น 3.36, 
0.33, 0.03, 0.003, 0.0003, 0.00003 และ 0.000003 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร ตำมล ำดับ 
 

4.12 กำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ (Antimicrobial susceptibility test) 

ตัวอย่ำงเชื้อ S. aureus ทั้ง 10 ไอโซเลท และเชื้อ MRSA อ้ำงอิงที่ถูกเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อ
แข็ง mannitol salt agar เมื่ อน ำมำทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ ด้วยวิธี  antimicrobial 
susceptibility test พบว่ำเชื้อที่แสดงลักษณะของกำรดื้อยำ oxacillin และ cefoxitin มีเพียงแค่เชื้อ 
MRSA สำยพันธุ์อ้ำงอิง RI และในตัวอย่ำง 1 ไอโซเลท ได้แก่ I2 (10%) เท่ำนั้น โดยมี inhibition 
zone ซึ่งจะเป็นวงเคลียใส ไม่เห็นโคโลนีของแบคทีเรียรอบแผ่นยำ น้อยกว่ำหรือเท่ำกับ 10 มิลลิเมตร 
ใน oxacillin และ 21 มิลลิเมตร ใน cefoxitin (ตำรำงท่ี 18) (ภำพท่ี 23) 
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ตำรำงที่ 18: กำรดื้อต่อยำปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรีย 10 ไอโซเลท (I1-I10) และเชื้อ MRSA สำย
พันธุ์อ้ำงอิง (RI)  

หมำยเหตุ: S: ไวต่อยำปฏิชีวนะ, R: ดื้อต่อยำปฏิชีวนะ 

 

 
ภำพที่ 23: ผลกำรทดสอบกำรดื้อยำปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่ำงด้วยวิธี antimicrobial 
susceptibility test  
หมายเหตุ: วัดจำก inhibition zone ซึ่งจะเป็นวงเคลียใส ไม่เห็นโคโลนีของแบคทีเรียรอบแผ่นยำ 
ต้องน้อยกว่ำหรือเท่ำกับ 10 มิลลิเมตร ใน oxacillin และ 21 มิลลิเมตร ใน cefoxitin ถึงระบุได้ว่ำ
เชื้อมีกำรดื้อต่อยำ (A-J) ตัวอย่ำงเชื้อ S. aureus 10 ไอโซเลท I1-I10 ตำมล ำดับ (K) เชื้อแบคทีเรีย 
MRSA สำยพันธุ์อ้ำงอิง RI; OX: oxacillin และ FOX: cefoxitin  

Isolate 
Antimicrobial susceptibility test 

Oxacillin 1 µg Cefoxitin 30 µg 
Inhibition zone (mm) Drug sensitivity Inhibition zone (mm) Drug sensitivity 

RI 0 R 6.5 R 
I1 15.5 S 26.5 S 
I2 0 R 0 R 
I3 20.5 S 30.5 S 
I4 18.0 S 28.5 S 
I5 20.0 S 30.0 S 
I6 17.5 S 25.5 S 
I7 17.0 S 28.0 S 
I8 17.0 S 29.0 S 
I9 17.5 S 29.5 S 
I10 19.0 S 28.5 S 
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 4.13 วิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

โรคลัมปีสกินและโรคเต้ำนมอักเสบเป็นโรคที่ก่อให้เกิดปัญหำที่รุนแรงต่อเกษตรกรที่เลี้ยงโค
เป็นอย่ำงมำก โดยจะส่งผลกระทบต่อระบบกำรผลิตสัตว์เศรษฐกิจ นอกจำกนี้ยังก่อให้เกิดควำมเสี่ยง
ต่อกำรแพร่กระจำยของโรคและเกิดเป็นโรคระบำดที่ยำกต่อกำรควบคุม ซึ่งทั้ง 2 โรคนี้เกิดจำกเชื้อก่อ
โรคต่ำงชนิดกัน ได้แก่ เชื้อ LSDV ที่ก่อโรคลัมปีกิน และเชื้อ S. aureus ที่ก่อโรคเต้ำนมอักเสบ โดย
ทั้ง 2 โรคในปัจจุบันจะนิยมตรวจวินิจฉัยและยืนยันผลด้วยเทคนิค PCR อย่ำงไรก็ตำมกำรวินิจฉัยโรค
ด้วยเทคนิคนี้จะใช้เวลำที่ค่อนข้ำงนำน และต้องส่งตัวอย่ำงเข้ำห้องปฏิบัติกำรที่มีเครื่องมือและ
บุคลำกรที่เชี่ยวชำญ ส่งผลให้เกิดกำรล่ำช้ำในกำรวินิจฉัยและอำจก่อให้เกิดกำรสูญเสียที่มำกขึ้นได้ จึง
มีควำมจ ำเป็นที่จะพัฒนำเทคนิค LAMP เพ่ือให้เข้ำมำมีบทบำทในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ 
MRSA อย่ำงรวดเร็วและแม่นย ำ ซึ่งจะสำมำรถช่วยลดระยะเวลำในกำรวินิจฉัยได้และยังสำมำรถลด
กำรสูญเสียได้อีกด้วย 

กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค PCR ในกำรตรวจหำยีน P32 และ GPCR จำกตัวอย่ำง
จำกโคและตัวอย่ำงแมลงพำหะของโรคลัมปีสกิน โดยยีน P32 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงโปรตีน 
envelope ของไวรัสซึ่งเป็นเปลือกหุ้มด้ำนนอกรอบตัวของไวรัส เป็นส่วนที่จ ำเป็นที่ใช้ในกำรเข้ำสู่
เซลล์ของโฮสต์และกำรรวมตัวกันของเยื่อหุ้มของไวรัสกับโฮสต์ (Tulman et al., 2001) และยีน 
GPCR เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกำรกำรกระตุ้นให้เกิดกำรเพ่ิมจ ำนวนเซลล์ในบริเวณรอยโรคและกด
ภูมิคุ้มกันของโฮสต์ให้ต่ ำลงในขณะติดเชื้ออีกด้วย (El-Tholoth & El-Kenawy, 2016) ในปัจจุบันทั้ง 
2 ยีนนี้เป็นยีนที่นิยมน ำมำวินิจฉัยเชื้อ LSDV (El-Kholy et al., 2008) ในกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ใน
งำนวิทยำนิพนธ์นี้พบว่ำมีกำรพบยีน P32 และ GPCR ในโค 5 ตัว คิดเป็น 16.67% โดยในทั้ง 2 ยีนนี้
มีอัตรำกำรตรวจพบจำกตัวอย่ำง nasal swab มำกที่สุดคิดเป็น 16.67% รองลงมำคือจำกตัวอย่ำง
น้ ำลำยคิดเป็น 3.33% ในกำรวินิจฉัยสำมำรถบ่งบอกได้ว่ำมีกำรติดเชื้อ LSDV ในโคแค่บำงตัวเท่ำนั้น 
แต่ตัวอย่ำงจำกโคทั้งหมดที่น ำมำวินิจฉัยถูกเก็บมำจำกโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกิน ซึ่งสำมำรถ
บ่งบอกได้ว่ำตัวอย่ำง nasal swab สำมำรถน ำมำตรวจวินิจฉัยโรคลัมปีสกินได้โดยไม่ท ำให้โคเจ็บปวด
จำกกำรเก็บตัวอย่ำง แต่มีอัตรำกำรตรวจพบเชื้อที่ค่อนข้ำงต่ ำ จำกกำรศึกษำก่อนหน้ำนี้ ได้มีกำร
รำยงำนว่ำกำรตรวจวินิจฉัยโรคลัมปีสกินจำกตัวอย่ำงผิวหนังในบริเวณรอยโรค จะมีอัตรำกำรตรวจ
พบสูงที่สุด (Awad et al., 2010)  
 จำกกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค LAMP พบว่ำมีกำรเพ่ิมจ ำนวนของยีน GPCR ใน
ตัวอย่ำง nasal swab ของโค คิดเป็น 36.37% ซึ่งไม่สอดคล้องกับกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR ที่
สำมำรถตรวจพบได้เพียง 16.67% โดยในตัวอย่ำงจำกโคที่เทคนิค PCR วินิจฉัยวินิจฉัยว่ำติดเชื้อ 
LSDV ในเทคนิค LAMP สำมำรถวินิจฉัยว่ำติดเชื้อได้ เช่นกัน แต่มีบำงตัวอย่ำงที่ เทคนิค LAMP 
วินิจฉัยว่ำติดเชื้อ LSDV แต่ไม่สำมำรถวินิจฉัยได้ในเทคนิค PCR ซึ่งสำมำรถบ่งบอกได้ว่ำเทคนิค 
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LAMP มีควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV มำกกว่ำเทคนิค PCR โดยคำดว่ำเกิดจำกกำร
ออกแบบไพรเมอร์ LAMP 4 สำยที่มีควำมจ ำเพำะต่อเชื้อ LSDV ที่ค่อนข้ำงสูงจึงท ำให้มีอัตรำกำร
ตรวจพบที่สูงกว่ำ และกำรอ่ำนผล PCR อ่ำนจำกเจลซึ่งให้ผลเป็นบวกหรือลบ ส่วน LAMP อ่ำนจำก
เครื่อง real-time ซึ่งให้ค่ำเป็นควำมเข้มของแสงที่เกิดขึ้นจริง ท ำให้สำมำรถตรวจจับได้ในระดับ 
threshold ที่ต่ ำกว่ำ  

ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกประเภทของตัวอย่ำงที่แตกต่ำงกัน ได้แก่ เลือด nasal 
swab น้ ำลำย และ อุจจำระ ส่งผลให้มีอัตรำกำรตรวจพบเชื้อ LSDV ในแต่ละประเภทของตัวอย่ำงที่
ต่ำงกัน เมื่อน ำมำเปรียบเทียบจำกวิธีกำรสกัดดีเอ็นเอในแต่ละประเภทของตัวอย่ำงแล้ว ตัวอย่ำง 
เลือด nasal swab และ น้ ำลำย จะถูกสกัดโดยวิธีกำรและชุดสกัดที่เหมือนกัน โดยใช้ชุด gSYNC™ 
DNA extraction kit (Geneaid, Taiwan) และท ำตำมวิธีกำรของบริษัท ซึ่งผลกำรวินิจฉัยพบเชื้อ 
LSDV เพียงแค่ในตัวอย่ำง nasal swab 5 ตัวอย่ำง และตัวอย่ำงน้ ำลำย 1 ตัวอย่ำง แต่ไม่พบเชื้อ 
LSDV ในตัวอย่ำงเลือด จึงสำมำรถระบุได้ว่ำ วิธีกำรสกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงเลือด nasal swab และ 
น้ ำลำย ไม่มีผลต่ออัตรำกำรตรวจพบเชื้อ LSDV แต่ในตัวอย่ำงอุจจำระจะถูกสกัดตำมวิธีกำรของ 
Zhang et al. (2006) ซึ่งในอุจจำระจะประกอบไปด้วยแบคทีเรีย ผนังล ำไส้ที่หลุดลอก สำรอำหำร
และเยื่อใยต่ำง ๆ รวมไปถึงโปรตีน ไขมัน และสำรอนินทรีย์อื่น ๆ (Lukas et al., 2005) ในกำรสกัดดี
เอ็นเอจำกอุจจำระนั้นไม่ได้มีกำรกรองด้วย column หรือก ำจัดองค์ประกอบอ่ืน ๆ ที่ไม่เกี่ยวข้องกับ
สำรพันธุกรรมออกก่อน ซึ่งองค์ประกอบเหล่ำนี้อำจส่งผลให้เกิดกำรรบกวนหรือขัดขวำงกระบวนกำร
เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของเชื้อ LSDV ในเทคนิค PCR และ LAMP ได ้
 กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกโคที่แสดงอำกำรของโรคลัมปีสกินจ ำนวน 30 ตัว โดยมีอัตรำกำร
ตรวจพบเชื้อ LSDV ด้วยเทคนิค PCR 16.67% (5/30) และมีอัตรำกำรตรวจพบเชื้อ LSDV ด้วย
เทคนิค LAMP 36.67% (11/30) ซึ่งในตัวอย่ำงของเชื้อ LSDV ที่น ำมำวินิจฉัยจะถูกเก็บจำกโคที่แสดง
อำกำรของโรคลัมปีสกินทั้งหมด ได้แก่ ซึม ซูบผอม มีไข้ และมีรอยโรคเป็นตุ่มนูนบริเวณล ำตัว จะเห็น
ได้ว่ำจำกตัวอย่ำงที่น ำมำวินิจฉัยมีอัตรำกำรตรวจพบเชื้อ LSDV ที่ค่อนข้ำงต่ ำ คำดว่ำเนื่องมำจำกโคที่
ถูกเก็บตัวอย่ำงเป็นโคของเกษตรกรในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ ซึ่งในขณะเกิดโรคลัมปีส
กินนั้นไม่ได้มีกำรบันทึกอำกำรของโคในฟำร์มและระยะเวลำของกำรติดเชื้อที่ชัดเจน โดยโคบำงตัว
อำจอยู่ในระยะท้ำยของโรคจึงส่งผลให้เชื้อ LSDV จะไปอยู่บริเวณเซลล์เยื่อบุต่ำง ๆ โดยส่วนมำกจะ
เป็นบริเวณตุ่มบริเวณรอยโรคซึ่งเป็นเซลล์เป้ำหมำย (Target cell) จึงส่งผลให้พบเชื้อในตัวอย่ำงที่เก็บ
มำค่อนข้ำงต่ ำ และโคบำงตัวอยู่ในระยะที่ใกล้หำยจำกโรค จึงส่งผลให้กำรตรวจวินิจฉัยไม่พบเชื้อ 
LSDV เนื่องจำกโรคลัมปีสกินมีอัตรำกำรตำย (Mortality) ที่ค่อนข้ำงต่ ำเพียง 1-2% (MacLachlan & 
Dubovi, 2011) ดังนั้นโคส่วนใหญ่ที่ติดเชื้อจึงสำมำรถฟ้ืนตัวและหำยจำกโรคได้ ซึ่งโคที่อยู่ในระยะฟ้ืน
ตัวและหำยจำกโรคหรือไม่มีกำรติดเชื้อ LSDV แล้ว ในช่วงแรกจะพบเพียงรอยโรคที่เป็นตุ่มนูนบริเวณ
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ล ำตัวที่เหลือไว้เท่ำนั้น ในบำงอำกำรของโคที่ถูกเก็บตัวอย่ำงเพ่ือมำวินิจฉัยเชื้อ LSDV ในวิทยำนิพนธ์
นี้ เช่น มีไข้ ซึม ซูบผอม อำจเป็นผลมำจำกกำรติดเชื้ออ่ืน ๆ หลังจำกกำรติดเชื้อโรคลัมปีสกิน เช่น 
กำรติดเชื้อแบคทีเรียในตุ่มบริเวณผิวหนังที่เกิดกำรแตกออกจนเป็นแผลติดเชื้อ กำรเกิดโรคปอดบวม
หรือปอดอักเสบ (Pneumonia) และโรคเต้ำนมอักเสบ (Mastitis) เป็นต้น (Tuppurainen et al., 
2017) จึงส่งผลให้ไม่พบเชื้อ LSDV ในกำรวินิจฉัยเช่นกัน 

 ในกำรศึกษำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ LSDV จำกยีน P32 และ GPCR พบว่ำทั้ง 2 ยีนมี
ล ำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับเชื้อ LSDV ที่พบในประเทศ จีน เวียดนำม และฮ่องกง โดยอำจเป็นไป
ได้ว่ำกำรระบำดในประเทศไทยเกิดจำกกำรน ำเข้ำโคที่ติดเชื้อมำจำกประเทศดังกล่ำวหรือเกิดจำกกำร
น ำเข้ำโคติดเชื้อมำจำกแหล่งที่มำเดียวกับประเทศดังกล่ำว จึงส่งผลให้เชื้อ LSDV ที่พบในจังหวัด
เพชรบุรีและประจวบคีรีขันมีพันธุกรรมเหมือนกับเชื้อ LSDV ที่พบในประเทศ จีน เวียดนำม และ
ฮ่องกง นอกจำกนี้ในล ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ LSDV ที่ศึกษำยังมีควำมแตกต่ำงกันกับสำยพันธุ์
อ้ำงอิงจำกประเทศแอฟริกำ (Neethling strain) เล็กน้อย ซึ่งเป็นประเทศที่ได้มีกำรเริ่มระบำดของ
โรคลัมปีสกินในช่วงแรกในปี ค.ศ. 1929-1988 คำดว่ำเกิดจำกในกำรระบำดของโรคลัมปีสกินนั้นมี
กำรแพร่กระจำยออกไปในหลำยประเทศเป็นระยะเวลำนำน ซึ่งจะเกิดกำรกลำยพันธุ์ของเชื้อ LSDV 
มำโดยตลอดระยะเวลำกำรระบำด จนกระทั้งเมื่อมีกำรเข้ำมำระบำดในทวีปเอเชียรวมถึงประเทศไทย
จึงท ำให้เชื้อ LSDV ที่พบในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์มีกำรกลำยพันธุ์จนมีพันธุกรรมที่
แตกต่ำงจำกเชื้อ LSDV สำยพันธุ์อ้ำงอิง และคำดว่ำเชื้อ LSDV ที่ระบำดในจังหวัดเพชรบุรีและ
ประจวบคีรีขันธ์ไม่ได้เกิดจำกกำรติดเชื้อจำกวัคซีนป้องกันโรคลัมปีสกินที่เป็นวัคซีนประเภทเชื้อเป็น
อ่อนฤทธิ์  (Live qttenuated virus vaccine) เนื่ อ งจำกวัคซี นที่ ใช้ ในจั งห วัด เพชรบุ รีและ
ประจวบคีรีขันธ์ เป็นวัคซีนสำยพันธุ์ Neethling-type (MSD Animal Health) หำกกำรระบำดใน
จงัหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์เกิดจำกวัคซีนที่ใช้ พันธุกรรมของเชื้อ LSDV ควรจะเหมือนกันกับ 
Neethling strain จำกประเทศแอฟริกำมำกท่ีสุด 

กำรวินิจฉัยโรคเต้ำนมอักเสบโดยวินิจฉัยจำกเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคเต้ำนมอักเสบในน้ ำนมโค 
จำกตัวอย่ำงน้ ำนมดิบที่มีผลกำรตรวจด้วยน้ ำยำซีเอ็มทีเป็นบวกทั้งหมด 145 ตัวอย่ำง โดยผลกำร
เพำะแยกเชื้อแบคทีเรียจำกตัวอย่ำงน้ ำนมดิบของเกษตรกรในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขัน 
พบว่ำสำมำรถเพำะแยกเชื้อแบคทีเรียในอำหำรเลี้ยงเชื้อได้ 153 ไอโซเลท หลังจำกน ำมำทดสอบด้วย 
catalase test, coagulase test และย้อมสีแกรม พบว่ำมีควำมชุกของเชื้อ S. aureus คิดเป็น 
6.54% ซึ่งผลลัพธ์แตกต่ำงจำกกับกำรศึกษำควำมชุกของเชื้อ S. aureus ในประเทศเนปำลและ
เอธิโอเปีย ซึ่งมีควำมชุกของเชื้อ S. aureus คิดเป็น 15.2% และ 17.2% ตำมล ำดับ นอกจำกนี้จำก
กำรศึกษำควำมชุกของเชื้อในกลุ่ม Coagulase Negative Staphylococcus (CNS) คิดเป็น 11.11% 
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เมื่อเปรียบเทียบกับกำรศึกษำควำมชุกของเชื้อในกลุ่ม CNS ในประเทศเนปำลและเอธิโอเปีย โดยมี
ควำมชุกคิดเป็น 15.7% และ 39.1% ตำมล ำดับ (Balemi et al., 2021; Shrestha et al., 2021) 
จำกกำรศึกษำควำมชุกของเชื้อแบคทีเรียจำกน้ ำนมของโคที่เป็นโรคเต้ำนมอักเสบ จะเห็นได้ว่ำควำม
ชุกของเชื้อ S. aureus และเชื้อในกลุ่ม CNS ในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันมีควำมชุกของเชื้อ
แบคทีเรียค่อนข้ำงต่ ำกว่ำในประเทศเนปำลและเอธิโอเปียเล็กน้อย ซึ่งแสดงให้เห็นว่ ำฟำร์มของ
เกษตรกรโคนมในจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์มีกำรจัดกำรทำงด้ำนสุขศำสตร์กำรรีดนมและ
กำรจัดกำรทำงด้ำนสภำพแวดล้อมและกำรป้องกันโรคที่ดีกว่ำประเทศเนปำลและเอธิโอเปีย แต่จำก
ผลกำรศึกษำควำมชุกยังคงแสดงให้เห็นว่ำกำรจัดกำรทำงด้ำนต่ำง ๆ ข้ำงต้นของฟำร์มโคนมในจังหวัด
เพชรบุรีและประจวบคีรีขันยังดีไม่เพียงพอที่จะสำมำรถป้องกันกำรเกิดโรคเต้ำนมอักเสบในโคได้ 
เนื่องจำกยังพบโคท่ีติดโรคเต้ำนมอักเสบและพบเชื้อที่ก่อโรคเต้ำนมอักเสบอยู่ 

 กำรวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จำกน้ ำนม 10 ไอโซเลท ด้วยเทคนิค PCR ในกำรตรวจหำ
ยีน famA พบว่ำให้ผลที่สอดคล้องกับกำรทดสอบทำงจุลชีววิทยำ เนื่องจำกทุกไอโซเลทพบยีน famA 
สำมำรถบ่งบอกได้ว่ำเชื้อทุกไอโซเลทเป็นเชื้อ S. aureus ซึ่งยีน famA เป็นยีนที่ใช้จ ำแนกเชื้อ S. 
aureus เนื่องจำกสำมำรถพบได้ในจีโนมของเชื้อ S. aureus ทุกสำยพันธุ์ (Maidhof et al., 1991; 
Mehrotra et al., 2000) นอกจำกนี้เชื้อทุกไอโซเลทยังพบยีน blaZ ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกำร

สร้ำงเอนไซม์ penicillinase (β-lactamase) ที่ส่งผลให้เชื้อแบคทีเรียเกิดกำรดื้อต่อยำ penicillin 
(Takayama et al., 2018) ซึ่งสำมำรถบ่งบอกได้ว่ำเชื้อทุกไอโซเลทดื้อต่อยำ penicillin ส ำหรับยีน 
mecA ที่อยู่บนพันธุกรรมเคลื่อนที่ที่ เรียกว่ำ Staphylococcal cassette chromosome mec 
(SCCmec) (International Working Group on the Classification of Staphylococcal 
Cassette Chromosome, 2009) โดยยีน mecA จะสร้ำงโปรตีน Penicillin-binding protein 2a 
(PBP2a) ขึ้นมำทดแทน PBPs เดิม (Hartman & Tomasz, 1984) จึงท ำให้มีบริเวณ active site 
เปลี่ยนไป ส่งผลให้ยำปฏิชีวนะ methicillin ไม่สำมำรถเข้ำจับและท ำลำยกระบวนกำรสร้ำง cross-
link peptidoglycan ได้จึงส่งผลให้เชื้อแบคทีเรียดื้อต่อยำปฏิชีวนะในกลุ่มของ methicillin หรือบ่ง
บอกว่ำเป็นเชื้อ MRSA  

จำกกำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA  โดยใช้ยีน mecA ด้วยเทคนิค PCR พบเพียงแค่ 3 ไอโซเลท 
ได้แก่ I2, I8 และ I9 เมื่ออ่ำนผลด้วยวิธี gel electrophoresis บน 1% (w/v) agarose gel จะพบว่ำ 
แถบดีเอ็นเอของยีน mecA ที่ปรำกฏขึ้นของตัวอย่ำง I2 มีควำมสว่ำงและชัดเจนเป็นอย่ำงมำก แต่
แถบดีเอ็นเอของยีน mecA ที่ปรำกฏขึ้นของตัวอย่ำง I8 และ I9 มีควำมสว่ำงที่น้อยกว่ำ เมื่อน ำมำ
ทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะด้วยวิธี antimicrobial susceptibility test โดยใช้ยำในกลุ่มเดียวกับ 
methicillin ได้แก่ oxacillin 1 ไมโครกรัม และ cefoxitin 30 ไมโครกรัม พบว่ำเชื้อแบคทีเรีย I8 
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และ I9 ไม่แสดงกำรดื้อต่อยำทั้ง 2 ชนิด ซึ่งผลกำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะขัดแย้งกับผลกำร
วินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR โดยคำดว่ำเกิดจำกทั้ง 2 ไอโซเลท (I8 และ I9) มีจ ำนวนพลำสมิด SCCmec 
ที่น้อย จึงส่งผลให้มีจ ำนวนยีน mecA ที่อยู่บนพลำสมิด SCCmec น้อยเช่นกัน ท ำให้กำรดื้อต่อยำ
ปฏิชีวนะในกลุ่มของ methicillin ของเชื้อ 2 ไอโซเลทนี้อยู่ในระดับที่ต่ ำ แต่ยังสำมำรถพบยีน mecA 
ได้ด้วยเทคนิค PCR ในอีกกรณีหนึ่งคือ ยีน mecA ของ I8 และ I9 เกิดกำรหยุดกำรท ำงำนของยีน 
(Gene silencing) จึงส่งผลให้พบยีน mecA ด้วยเทคนิค PCR แต่ไม่ส่งผลให้เชื้อเกิดกำรดื้อยำ
ปฏิชีวนะ เนื่องจำกยีน mecA เกิดกำรหยุดกำรท ำงำน ซึ่งเคยปรำกฏในงำนวิจัยที่มีมำก่อนหน้ำในเชื้อ
แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) โดยตัวอย่ำงแบคทีเรียที่ใช้ทดลองมีกำรตรวจพบยีนที่ดื้อต่อยำ
ปฏิชีวนะในจีโนมของแบคทีเรีย แต่แบคทีเรียจะไม่แสดงลักษณะดื้อต่อยำ ซึ่งสันนิษฐำนว่ำยีนที่ท ำให้
ดื้อยำปฏิชีวนะถูกท ำให้หยุดกำรท ำงำนโดยกลไกบำงอย่ำงที่ยังไม่ทรำบ (Enne et al., 2006) เมื่อ
เปรียบเทียบกำรตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR กับกำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ สำมำรถบ่ง
บอกได้ว่ำเทคนิค PCR มีควำมไวและควำมแม่นย ำในกำรตรวจหำยีนที่ดื้อยำมำกกว่ำกำรทดสอบควำม
ไวต่อยำปฏิชีวนะ 

 ในปัจจุบันนี้ได้มีกำรน ำยีน femA, blaZ และ mecA มำใช้ในกำรตรวจหำเชื้อ S. aureus ที่
ดื้อต่อยำปฏิชีวนะในโฮสต์ชนิดอ่ืนเช่นกัน (Badua et al., 2020; Davoodi et al., 2015; Mehrotra 
et al., 2000; Wang et al., 2018) จำกผลกำรวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR พบยีน femA และ blaZ ใน
เชื้อ S. aureus ทุกไอโซเลท แสดงให้เห็นว่ำ ไม่มีควำมจ ำเป็นที่จะต้องตรวจหำทั้ง 2 ยีนในเทคนิค 
LAMP ดังนั้นผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นในกำรตรวจหำยีน mecA ซึ่งสัมพันธ์กับกำรดื้อยำ methicillin ในกำร
วินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค LAMP  

 จำกกำรวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วยเทคนิค LAMP พบว่ำมีกำรเพิ่มจ ำนวนของยีน mecA ในเชื้อ 
RI และ I2 แต่ไม่มีกำรเพ่ิมจ ำนวนของยีนนี้ในเชื้อ I8 และ I9 ซึ่งไม่สอดคล้องกับกำรวินิจฉัยด้วย
เทคนิค PCR แต่สอดคล้องกับกำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะที่แสดงให้เห็นว่ำเชื้อ I8 และ I9 ไม่
แสดงออกถึงลักษณะกำรดื้อยำ ในกรณีนี้คำดว่ำควำมไวของกำรทดสอบ PCR นั้นสูงกว่ำกำรทดสอบ
แบบ LAMP อำจเกิดจำกกำรออกแบบไพรเมอร์ของ PCR ที่จ ำเพำะมำกกว่ำ ท ำให้สำมำรถตรวจพบ
ยีน mecA บนพลำสมิด SCCmec ที่มีจ ำนวนน้อยได้ เนื่องจำกมีจ ำนวนยีน mecA ที่ต่ ำมำกจึงส่งผล
ให้เชื้อไม่แสดงลักษณะของกำรดื้อยำออกมำ แต่ในเทคนิค LAMP ที่มีควำมไวต่ ำกว่ำเทคนิค PCR 
เล็กน้อย ไม่สำมำรถตรวจพบยีน mecA ในเชื้อที่ไม่มีกำรแสดงลักษณะของกำรดื้อยำได้ซึ่งถือว่ำ
ถูกต้องตำมข้อเท็จจริง 

 กำรเปรียบเทียบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยของเทคนิค PCR และ LAMP ในกำรตรวจ
วินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA พบว่ำทั้ง 2 เทคนิคนั้นมีควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยที่เท่ำกันหรือ
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ใกล้เคียงกันมำก ทั้งนี้ขึ้นกับกำรออกแบบไพรเมอร์ในเทคนิคต่ำง ๆ ให้มีควำมจ ำเพำะที่สูงต่อยีนที่เป็น
เป้ำหมำย จึงท ำให้ทั้ง 2 เทคนิคสำมำรถวินิจฉัยเชื้อได้ในตัวอย่ำงนี่มีปริมำณของดีเอ็นเอที่น้อย 
เนื่องจำกผลกำรทดสอบควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยบ่งบอกว่ำเทคนิค LAMP มีควำมไวเทียบเท่ำกับ
เทคนิค PCR ซึ่งส่งผลให้สำมำรถพัฒนำเทคนิค LAMP เพ่ือที่จะน ำไปวินิจฉัยโรคภำคสนำมได้ใน
อนำคต 

จำกผลกำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ MRSA ด้วยเทคนิค LAMP ในกำรอ่ำนผลจำกควำมขุ่น
ของกำรท ำปฏิกิริยำในหลอดทดลองด้วยตำเปล่ำ พบว่ำในทุกหลอดทดลองมีควำมขุ่นที่ใกล้เคียงกั น 
แต่เมื่อน ำมำวัดค่ำดูดกลืนแสง (optical density: OD) ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer พบว่ำหลอดที่มีกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟจำกกำรอ่ำนผลที่ช่องแสง FAM ด้วย
เครื่อง real-time fluorescent detector จะมีค่ำ OD ที่สูงกว่ำหลอดที่ไม่มีกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟ ซึ่ง
ผลกำรอ่ำนค่ำควำมขุ่นจำกค่ำกำรดูดกลือนแสงที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร สอดคล้องกับกำร
อ่ำนผลจำกกรำฟด้วยเครื่อง real-time fluorescent detector เพียงแค่กำรอ่ำนผลควำมขุ่นด้วยตำ
เปล่ำจะสำมำรถแยกออกได้ค่อนข้ำงยำก ในกำรอ่ำนผลจำกกำรเรืองแสง fluorescent ภำยใต้หลอด 
UV ด้วยตำเปล่ำ พบว่ำในทุกหลอดทดลองมีกำรเรืองแสง fluorescent แตกต่ำงกันเพียงเล็กน้อย
เท่ำนั้นโดยหลอดที่มีกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟจำกกำรอ่ำนผลที่ช่องแสง FAM ด้วยเครื่อง real-time 
fluorescent detector จะมีควำมเข้มของกำรเรืองแสงมำกกว่ำเล็กน้อยเมื่อเทียบกับหลอดที่ไม่มีกำร
เพ่ิมขึ้นของกรำฟ คำดว่ำเกิดจำกกำรที่ green fluorescent dye ที่ใส่ในหลอดทดลองเพ่ืออ่ำนผล
จำกช่องแสง FAM ด้วยเครื่อง real-time fluorescent detector มีประสิทธิภำพที่สูง โดยเมื่อมีกำร
จับกันเพียงเล็กน้อยของล ำดับนิวคลีโอไทด์ในหลอดทดลองจะส่งผลให้เมื่อน ำไปส่องภำยใต้หลอด UV 
จะเกิดกำรเรืองแสง fluorescent ทันที แม้ว่ำจะไม่มีกำรเพ่ิมขึ้นของกรำฟในเครื่อง real-time 
fluorescent detector ก็ตำม 

แนวทำงกำรพัฒนำชุดตรวจที่สำมำรถใช้วินิจฉัยในภำคสนำมได้ โดยพัฒนำจำกกำรสกัดสำร
พันธุกรรมจำกตัวอย่ำงโดยตรง ด้วยวิธีที่ง่ำยที่สำมำรถท ำได้ในภำคสนำม เช่น กำรทดสอบกำรสกัดดี
เอ็นเอจำกน้ ำนมดิบของโคหรือนมที่ผสมเชื้อ MRSA เพ่ือทดสอบกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MRSA ด้วย
เทคนิค LAMP ในภำคสนำม และพัฒนำเทคนิค LAMP เพ่ือใช้วินิจฉัย เนื่องจำกเทคนิค LAMP 
สำมำรถวิเครำะได้อย่ำงรวดเร็ว แม่นย ำ และสำมำรถเกิดปฏิกิริยำได้ในอุณหภูมิประมำณ 70 องศำ
เซลเซียส นอกจำกนี้ยังสำมำรถอ่ำนผลได้ง่ำยด้วยตำเปล่ำ จึงเหมำะแก่กำรน ำไปพัฒนำเป็นชุดตรวจ
วินิจฉัยในภำคสนำม โดยจ ำเป็นต้องมีกำรพัฒนำเครื่องมือและอุปกรณ์ต่ำง ๆ ให้มีควำมสะดวกในกำร
เคลื่อนย้ำย มีต้นทุนที่ต่ ำ และยังสำมำรถพัฒนำเทคนิค LAMP ไปใช้ร่วมกับเทคนิค Lateral flow 
dipstick (LFD) (ภำพที่ 24) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ทดสอบบนแผ่นกระดำษ สำมำรถอ่ำนผลได้อย่ำงง่ำย
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จำก test line และ control line บนแผ่นทดสอบ โดยในบริเวณ test line จะถูกตรึงไปด้วยไพร
เมอร์ที่ถูกออกแบบให้จับจ ำเพำะต่อยีนของเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ และ control line ถูกตรึงไปด้วย
ไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบให้จับจ ำเพำะต่อโพรบต่ำง ๆ เช่น gold nanoparticles, SYBR-Green เป็น
ต้น ในกำรตรวจวินิจฉัยเริ่มจำกกำรเตรียมดีเอ็นเอตัวอย่ำงที่ผ่ำนกำรเ พ่ิมปริมำณยีนด้วยเทคนิค 
LAMP ในสำรละลำยเพ่ือปรับสภำวะให้เหมำะสมกับปฏิกิริยำก่อนจะน ำไปวินิจฉัย ซึ่งจะผสมให้ดีเอ็น
เอติดกับสีย้อมหรือโพรบก่อน หลังจำกนั้นน ำดีเอ็นเอตัวอย่ำงหยดลงบนแผ่น LFD ซึ่งจะมีกำร
เคลื่อนที่ของตัวอย่ำงไปสู่ปลำยอีกด้ำนหนึ่ง โดยจะผ่ำน test line ที่มีไพรเมอร์ที่จะจับจ ำเพำะต่อยีน
ที่ต้องกำรทดสอบและแสดงกำรเรืองแสงจำกสีย้อมหรือโพรบที่ติดลงไป และผ่ำน control line ซึ่งจะ
จับกับโพรบที่เหลืออยู่และแสดงกำรเรืองแสงขึ้นเพ่ือตรวจสอบคุณภำพและองค์ประกอบต่ำง ๆ ของ
ชุดตรวจ หลังจำกนั้นอ่ำนผลจำกเส้นกำรเรืองแสงที่เกิดขึ้น โดยหำกเกิดเส้นบริเวณ test line และ 
control line ระบุว่ำผลเป็นบวก หำกเกิดเส้นบริเวณ control line เพียงอย่ำงเดียวระบุว่ำผลเป็นลบ 
หำกเกิดเส้นอ่ืน ๆ นอกเหนือจำกนี้หรือไม่เกิดเส้นขึ้นเลยให้ระบุว่ำชุดตรวจอำจมีปัญหำ (Jauset-
Rubio et al., 2016) Jauset-Rubio et al. (2016)โดยชุดตรวจ LFD สำมำรถอ่ำนผลได้ด้วยตำเปล่ำ
ได้อย่ำงรวดเร็วและแม่นย ำ นอกจำกนี้ชุดตรวจ LFD ยังมีขนำดเล็กจึงสำมำรถน ำไปใช้ได้ง่ำยใน
ภำคสนำม เพียงแค่หยดตัวอย่ำงที่ต้องกำรทดสอบลงบนชุดตรวจ และรออ่ำนผลกำรทดสอบ 
เช่นเดียวกับชุดทดสอบกำรตั้งครรภ์ และชุดตรวจ Antigen Test Kit (ATK) ซึ่งจะเพ่ิมควำมสะดวกใน
กำรใช้งำนและกำรอ่ำนผลที่มำกข้ึน 

 
ภำพที่ 24: ชุดทดสอบ Lateral flow dipstick (LFD)  
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรทดลอง 

 

ใน ก ำ ร ศึ ก ษ ำ ท ด ล อ งแ ล ะ พั ฒ น ำ ก ำ ร ใช้ เท ค นิ ค  Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อก่อโรคในโค ได้แก่ เชื้อ Lumpy skin disease virus 

(LSDV) ที่ก่อโรคลัมปีสกิน และเชื้อ Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) ซึ่ง

เป็นเชื้อ Staphylococcus aureus (S. aureus) ที่ก่อโรคเต้ำนมอักเสบและดื้อต่อยำปฏิชีวนะ 

methicillin จำกผลกำรทดลองสรุปได้ว่ำ สำมำรถน ำเทคนิค LAMP มำตรวจวินิจฉัยเชื้อ LSDV และ 

MRSA ได้ โดยเทคนิค LAMP ยังมีควำมไวในกำรตรวจวินิจฉัยเทียบเท่ำกับเทคนิค PCR อีกด้วย ใน

กำรวินิจฉัยเชื้อ LSDV จำกตัวอย่ำง nasal swab มีอัตรำกำรตรวจวินิจฉัยที่สูงที่สุดเมื่อเทียบกับ

ตัวอย่ำงเลือด อุจจำระ และน้ ำลำย ส่วนในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MRSA ที่แยกได้จำกน้ ำนมดิบของโค 

เชื้อแบคทีเรียจะต้องมีจ ำนวนของพลำสมิด SCCmec ที่ค่อนข้ำงสูง เพ่ือที่จะได้ตรวจวินิจฉัยอย่ำง

แม่นย ำ ในกำรพัฒนำเทคนิค LAMP เพ่ือใช้ในกำรตรวจวินิจฉัยโรค จ ำเป็นที่จะต้องค ำนึงถึงเรื่องกำร

ปนเปื้อนเป็นอย่ำงมำก เนื่องจำกเทคนิค LAMP มีควำมไวที่ค่อนข้ำงสูง ซึ่งอำจก่อให้เกิดผลบวกปลอม 

(False positive) ได้ นอกจำกนี้ยังต้องค ำนึงถึงกำรออกแบบไพรเมอร์ 4-6 สำยให้มีควำมจ ำเพำะต่อ

ยีนเป้ำหมำยที่สูง ซึ่งหำกเริ่มปฏิกิริยำแล้วไพรเมอร์มีกำรจับกันเอง (Primer dimer) ก็จะส่งผลให้

เกิดผลบวกปลอมได้เช่นกัน ทั้งนี้กำรพัฒนำเทคนิค LAMP ในกำรวินิจฉัยโรคจำกงำนวิจัยชิ้นนี้เป็น

เพียงต้นแบบเท่ำนั้น ในกำรน ำไปใช้จริงในภำคสนำมจะต้องมีกำรพัฒนำเพ่ิมเติมในด้ำนของกำรลด

ต้นทุนกำรวินิจฉัย และกำรเพิ่มควำมสะดวกและรวดเร็วในกำรวินิจฉัยอีกด้วย 
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1. กำรเตรียม stock 10X Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 ปริมำตร 1 ลิตร 

 ส่วนประกอบ 

NaCl 80 กรัม 
KCl 2 กรัม 
Na2HPO4 14.4 กรัม 
KH2PO4 2.4 กรัม 
น้ ำกลั่น 1 ลิตร 

 

ผสมส่วนประกอบทั้งหมดลงในน้ ำกลั่น 800 มิลลิลิตร และปรับ pH ด้วย HCl ให้มีค่ำ pH 

7.4 และปรับปริมำตรด้วยน้ ำกลั่นจนถึง 1,000 มิลลิลิตร หลังจำกนั้นน ำไปฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่ำเชื้อ

ด้วยแรงดัน (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว 15 นำที 

ก่อนน ำมำใช้ ท ำกำรเจือจำง 10X PBS ให้เป็น 1X PBS โดยมีอัตรำส่วน 10X PBS 100 มิลลิลิตร ต่อ 

น้ ำกลั่นฆ่ำเชื้อ 900 มิลลิลิตร 

 

2. กำรเตรียม Squishing Buffer (SB) ปริมำตร 1 มิลลิลิตร 

ส่วนประกอบ 

1M Tris-Cl pH 8.0 10 ไมโครลิตร 
100 mM EDTA 10 ไมโครลิตร 
5M NaCl  5 ไมโครลิตร 
20mg/ml proteinase K 10 ไมโครลิตร 
น้ ำกลั่น 965 ไมโครลิตร 

  

ในกำรเตรียม SB จะต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ เริ่มจำกผสมส่วนประกอบทั้งหมดลงในน้ ำ

กลั่นกันโดยเรียงล ำดับกำรใส่สำรจำกสำรที่ใส่ปริมำณมำกไปน้อย หลังจำกนั้นจึงผสมให้เข้ำกัน 
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3. กำรเตรียมสำรเคมีในกระบวนกำร gel electrophoresis 

3.1 กำรเตรียม stock 10X TBE ปริมำตร 1 ลิตร 

ส่วนประกอบ 

Tris base 108 กรัม 
Boric acid 55 กรัม 
0.5 M EDTA 40 มิลลิลิตร 
น้ ำกลั่น 1 ลิตร 
   
ผสมส่วนประกอบทั้งหมดลงในน้ ำกลั่น 800 มิลลิลิตร และปรับปริมำตรด้วยน้ ำกลั่น

จนถึง 1,000 มิลลิลิตร หลังจำกนั้นน ำไปฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยแรงดัน (Autoclave) 

ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว 15 นำที ก่อนน ำมำใช้ ท ำ

กำรเจือจำง 10X TBE ให้เป็น 1X TBE โดยมีอัตรำส่วน 10X TBE 100 มิลลิลิตร ต่อ น้ ำกลั่น

ฆ่ำเชื้อ 900 มิลลิลิตร 

3.2 กำรเตรียม 1% agarose gel ปริมำตร 50 มิลลิลิตร 

ส่วนประกอบ 

ผง agarose 0.5 กรัม 
1X TBE 50 มิลลิลิตร 

 

ผสมผง agarose ลงใน 1X TBE ท ำให้ละลำยโดยใช้ควำมร้อน เมื่อละลำยหมดทิ้งไว้

ในอุณหภูมิห้อง จนเริ่มอุ่นจึงน ำไปเทลงชุดเซ็ตเจล 
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3.3 กำรเตรียม loading dye 6X (Bromophenol blue) ปริมำตร 10 มิลลิลิตร 

ส่วนประกอบ 

Bromophenol blue 25 มิลลิกรัม 
Xylene cyanol FF 25 มิลลิกรัม 
Glycerol 3.3 มิลลิลิตร 
น้ ำกลั่น 6.7 มิลลิลิตร 
   
ผสม bromophenol blue ลงในน้ ำกลั่น ผสมให้เข้ำกันและเติม xylene cyanol 

FF หลังจำกนั้นจึงเติม glycerol ผสมให้เข้ำกันและเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 
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1. LSDV 

 1.1 ล ำดับเบสของของยีน P32 จำกตัวอย่ำง nasal swab ของ C22  

1 CGAAATTTCAGATGTAGTTCCAGAATTAAAAAGTGATAATGATATATTTTATAAAAAAGTCGACACAGTAAAAGATTTTAAAAATTCAGATGTAAATTTT 
 

100 

101 TTTTTTAAAGATAAAAAAGATATTAGTTTATCATATAAGTTCCTTATATGGGAAAAGGTAGAAAAATCAGGAGGTGTTGAAAATTTTACAGAATATTTTT 
 

200 

201 CTGGATTATGTAATGCTCTTTGTACAAAAGAGGCAAAAAGTTCTATTGTTAAACACTTTAGTTTATGGAAATCGTATGCCGATGCGGATATAAAAAATTC 
 

300 

301 TGAGAATAAGTTTATTGTTGTTATAGAAGATGATAACACGTTAAAAGATTTAATAACAATACATAACATTATAATTGAAATGCAAGAAAAAAATATAGAC 
 

400 

401 ATTTTCCAATTACGTGAAACTTTTCATAATAGTAATTCTAGAATATTGTTCAATCAAGAAAATAATAATTTTATGTATTCGTACACAGGGGGATATGATT 
 

500 

501 TTACCTTATCCGCATATGTAATTAGATTATCGTCTGCCATAAAAATAATAAACGAAATTATAAAAAATAAAGGTATTTCTACCAGTTTAAGTTTTGAAAT 
 

600 

601 GTATAAGTTGGAAAAAGAATTAAAACTCAATAGACAAGTTTTAAATGACTCATCTAAGTATATACTTCACAATACTAAGTATTTGTCAAAAAAAAGAGCT 
 

700 

701 AACGAAATGAAAAACGGTATATGGAATAGAGTTGGAAAATGGATGGCTCATAGATTTCCTGATTTTTCTTACTATGTATCCCATCCATTGGTTTCATTTT 
 

800 

801 TTGGTATATTTGATATTAGTATAATAGGAGCACTTATTATTTTATTTATTATAATAATGATAATTTTTGATTTGAATTCTAAATTACTATGGTTTTTAGC 
 

900 

901 AGGTATGTTATTTACGTATATAATTTAGTTTAAAAGATTATGAAAATCCGAACACCAATGAGAG 964 

 

 1.2 ล ำดับเบสของของยีน GPCR จำกตัวอย่ำง nasal swab ของ C22 

1 ACTACAATTATTAGCACAATTCTCAGTACAATTTCAACAAATCAAAATAATGTTACAACGCCTTCAACTTATGAAAATACAACAACGATATCTAATTATA 
 

100 

101 CAACCGCATATAATACAACTTATTATAGCGATGATTATGATGATTATGAAGTGAGCATAGTCGATATCCCACATTGTGATGATGGTGTGGATACTACAAG 
 

200 

201 TTTTGGACTGATTACTTTATATTCGACTATATTCTTTCTTGGATTATTTGGAAATATAATTGTGTTAACTGTTCTTCGTAAATATAAGATAAAAACAATA 
 

300 

301 CAGGATATGTTTTTGCTTAATTTGACACTGTCTGATTTAATTTTCGTGTTGGTGTTTCCTTTTAATTTATACGATAGTATCGCTAAACAATGGAGTTTAG 
 

400 

401 GAGATTGTTTGTGTAAATTTAAAGCTATGTTTTACTTTGTTGGTTTTTACAATAGCATGTCATTTATAACATTGATGAGTATTGATAGATACCTAGCTGT 
 

500 

501 AGTTCACCCAGTAAAATCAATGCCGATAAGGACAAAACGATATGGAATTGTACTTAGTATGGTGGTTTGGATTGTCTCAACTATTGAATCCTTTCCAATA 
 

600 

601 ATGTTATTTTATGAAACAAAAAAAGTATATGGAATAACGTATTGTCATGTATTTTATAACGATAATGCAAAAATTTGGAAATTATTTATAAATTTTGAAA 
 

700 

701 TAAACATATTTGGAATGATTATACCGCTAACTATTTTGCTATATTGTTATTATAAAATCTTAAATACTTTAAAAACCTCGCAAACAAAGAATAAGAAAGC 
 

800 

801 CATAAAGATGGTGTTTTTGATTGTTATCTGTTCAGTATTGTTTTTACTCCCATTTAGTGTAACTGTATTTGTTTCATCGTTGTATTTGTTAAATGTTTTT 
 

900 

901 AGTGGATGTACGGCATTACGATTTGTCAACCTTGCAGTTCATGTAGCTGAAATTGTGTCTCTATGTCATTGTTTTATTAATCCACTAATTTATGCGTTTT 
 

1,000 

1,001 GTAGTAGAGAATTTACTAAAAAGCTTTTACGATTGCGTAGCACTAGTAGTGCTGGTAGTATTAGCA 1,066 
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2. MRSA 

 2.1 ล ำดับเบสของของยีน femA จำกตัวอย่ำง GenBank: ABD21750.1 

1 ATGAAATTAATTAACGAGAGACAAATAGGAGTAATGATAATGAAGTTTACAAATTTAACAGCTAAAGAGTTTGGTGCCTTTACAGATAGCATGCCATACA 
 

100 

101 GTCATTTCACGCAAACTGTTGGCCACTATGAGTTAAAGCTTGCTGAAGGTTATGAAACACATTTAGTGGGAATAAAAAACAATAATAACGAGGTCATTGC 
 

200 

201 AGCTTGCTTACTTACTGCTGTACCTGTTATGAAAGTGTTCAAGTATTTTTATTCAAATCGCGGTCCAGTGATTGATTATGAAAATCAAGAACTCGTACAC 
 

300 

301 TTTTTCTTTAATGAATTATCAAAATATGTTAAAAAACATCGTTGTCTATACCTACATATCGATCCATATTTACCATATCAATACTTGAATCATGATGGCG 
 

400 

401 AGATTACAGGTAATGCTGGTAATGATTGGTTCTTTGATAAAATGAGTAACTTAGGATTTGAACATACTGGATTCCATAAAGGATTTGATCCTGTGCTACA 
 

500 

501 AATTCGTTATCACTCAGTGTTAGATTTAAAAGATAAAACAGCAGATGACATCATTAAAAATATGGATGGACTTAGAAAAAGAAACACGAAAAAAGTTAAA 
 

600 

601 AAGAATGGTGTTAAAGTAAGATTTTTATCTGAAGAAGAACTACCAATTTTTAGATCATTTATGGAAGATACGTCAGAATCAAAAGCTTTTGCTGATCGTG 
 

700 

701 ATGACAAATTTTACTACAATCGCTTAAAATATTACAAAGACCGTGTGTTAGTACCTTTAGCGTATATCAACTTTGATGAATATATTAAAGAACTAAACGA 
 

800 

801 AGAGCGTGATATTTTAAATAAAGATTTAAATAAAGCGTTAAAGGATATTGAAAAACGTCCTGAAAATAAAAAAGCACATAACAAGCGAGATAACTTACAA 
 

900 

901 CAACAACTTGATGCAAATGAGCAAAAGATTGAAGAAGGTAAACGTCTACAAGAAGAACATGGTAATGAATTACCTATCTCTGCTGGTTTCTTCTTTATCA 
 

1,000 

1,001 ATCCATTTGAAGTTGTTTATTATGCTGGTGGTACATCAAATGCATTCCGTCATTTTGCCGGAAGTTATGCAGTGCAATGGGAAATGATTAATTATGCATT 
 

1,100 

1,101 AAATCATGGCATTGACCGTTATAATTTCTATGGTGTTAGTGGTAAATTTACAGAAGATGCTGAAGATGCTGGTGTAGTTAAATTCAAAAAAGGTTACAAT 
 

1,200 

1,201 GCTGAAATTATTGAATATGTTGGTGACTTTATTAAACCAATTAATAAACCTGTTTACGCAGCATATACCGCACTTAAAAAAGTTAAAGACAGAATTTTTTAG 
 

1,302 
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 2.2 ล ำดับเบสของของยีน blaZ จำกตัวอย่ำง GenBank: BX571856.1 

1 AAATTACAACTGTAATATCGGAGGGTTTATTTTGAAAAAGTTAATATTTTTAATTGTAATTGCTTTAGTTTTAAGTGCATGTAATTCAAACAGTTCACAT 
 

100 

101 GCCAAAGAGTTAAATGATTTAGAAAAAAAATATAATGCTCATATTGGTGTTTATGCTTTAGATACTAAAAGTGGTAAGGAAGTAAAATTTAATTCAGATA 
 

200 

201 AGAGATTTGCCTATGCTTCAACTTCAAAAGCGATAAATAGTGCTATTTTGTTAGAACAAGTACCTTATAATAAGTTAAATAAAAAAGTACATATTAACAA 
 

300 

301 AGATGATATAGTTGCTTATTCTCCTATTTTAGAAAAATATGTAGGAAAAGATATCACTTTAAAAGCACTTATTGAGGCTTCAATGACATATAGTGATAAT 
 

400 

401 ACAGCAAACAATAAAATTATAAAAGAAATCGGTGGAATCAAAAAAGTTAAACAACGTCTAAAAGAACTAGGAGATAAAGTAACAAATCCAGTTAGATATG 
 

500 

501 AGATAGAATTAAATTACTATTCACCAAAGAGCAAAAAAGATACTTCAACACCTGCTGCTTTCGGTAAGACTTTAAATAAACTTATCGCAAATGGAAAATT 
 

600 

601 AAGCAAAGAAAACAAAAAATTCTTACTTGATTTAATGTTAAATAATAAAAGCGGAGATACTTTAATTAAAGACGGTGTTCCAAAAGACTATAAGGTTGCT 
 

700 

701 GATAAAAGTGGTCAAGCAATAACATATGCTTCTAGAAATGATGTTGCTTTTGTTTATCCTAAGGGCCAATCTGAACCTATTGTTTTAGTCATTTTTACGA 
 

800 

801 ATAAAGACAATAAAAGTGATAAGCCAAATGATAAGTTGATAAGTGAAACCGCCAAGAGTGTAATGAAGGAATTTTAAT 878 
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 2.3 ล ำดับเบสของของยีน mecA จำกตัวอย่ำง GenBank: KC243783.1 

1 ATGAAAAAGATAAAAATTGTTCCACTTATTTTAATAGTTGTAGTTGTCGGGTTTGGTATATATTTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTA 
 

100 

101 TTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGAT 
 

200 

201 AAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAA 
 

300 

301 ATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTC 
 

400 

401 CAGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAAC 
 

500 

501 AGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAA 
 

600 

601 ATGGATCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATTTCATCTTA 
 

700 

701 CAACTAATGAAACAAAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAA 
 

800 

801 AGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACA 
 

900 

901 ATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAA 
 

1,000 

1,001 AGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGA 
 

1,100 

1,101 CGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCA 
 

1,200 

1,201 CCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAA 
 

1,300 

1,301 AAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTT 
 

1,400 

1,401 TGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAAT 
 

1,500 

1,501 GCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAA 
 

1,600 

1,601 TCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAA 
 

1,700 

1,701 TATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACT 
 

1,800 

1,801 GCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTA 
 

1,900 

1,901 AAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGA 
 

2,000 

2,001 TGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTC 
 

2,100 

2,101 TTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACA 
 
 

2,129 
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1. PCR primers 

1.1 LSDV 

กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน P32 GenBank: AF325528 

1 GGCTATTTTACAAACTCTCATTGGTGTTCGGATTTTCATAATCTTTTAAACTAAATTATATACGTAAATAACATACCTGCTAAAAACCATAGTAATTTAG 
 

100 

101 AATTCAAATCAAAAATTATCATTATTATAATAAATAAAATAATAAGTGCTCCTATTATACTAATATCAAATATACCAAAAAATGAAACCAATGGATGGGA 
 

200 

201 TACATAGTAAGAAAAATCAGGAAATCTATGAGCCATCCATTTTCCAACTCTATTCCATATACCGTTTTTCATTTCGTTAGCTCTTTTTTTTGACAAATAC 
 

300 

301 TTAGTATTGTGAAGTATATACTTAGATGAGTCATTTAAAACTTGTCTATTGAGTTTTAATTCTTTTTCCAACTTATACATTTCAAAACTTAAACTGGTAG 
 

400 

401 AAATACCTTTATTTTTTATAATTTCGTTTATTATTTTTATGGCAGACGATAATCTAATTACATATGCGGATAAGGTAAAATCATATCCCCCTGTGTACGA 
 

500 

501 ATACATAAAATTATTATTTTCTTGATTGAACAATATTCTAGAATTACTATTATGAAAAGTTTCACGTAATTGGAAAATGTCTATATTTTTTTCTTGCATT 
 

600 

601 TCAATTATAATGTTATGTATTGTTATTAAATCTTTTAATGTGTTATCATCTTCTATAACAACAATAAACTTATTCTCAGAATTTTTTATATCCGCATCGG 
 

700 

701 CATACGATTTCCATAAACTAAAGTGTTTCGCAATAGAACTTTTTGCCTCTTTTGTACAAAGAGCATTACATAATCCAGAAAAATATTCTGTAAAATTTTC 
 

800 

801 AACACCTCCTGATTTTTCTACCTTTTCCCATATAAGGAACTTATATGATAAACTGATATCTTTTTTATCTTTAAAAAAAAAATTTACATCTGAATTTTTA  900 
901 AAATCTTTTACTGTGTCAACTTTTTTATAAAATATATCATTGTCACTTTTTAATTCTGGAACTACATCTGAAATTTCGCGACCAACGATTGGTATAACAT 

 
1,000 

1,001 ATAATGGGATATCTGCCATTTTTGATA 1,027 

 

  

Reverse 

Forward 
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กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน GPCR GenBank: AF325528 

1 TTATCCAATGCTAATACTACCAGCACTACTGGTGCTACGCAATCGTAAAAGCTTTTTAGTAAATTCTCTACTACAAAACGCATAAATTAGTGGATTGATA 
 

100 

101 AAACAATGACATAGAGACACAATTTCAGCTACATGAACTGCAAGGTTGACAAATCTTAACGCCATACATCCACTAAAAACATTTAACAAATACAACGATG 
 

200 

201 AAACAAATACAGTTACACTAAATGGGAGTAAAAACAATACTGAACAGATAACAATCAAAAACACCATCTTTATGGCTTTCTTATTCTTTGTTTGTGATGT 
 

300 

301 CAGGATATGTTTTTGCTTAATTTGACACTGTCTGATTTAATTTTCGTGTTGGTGTTTCCTTTTAATTTATACGATAGTATCGCTAAACAATGGAGTTTAG 
 

400 

401 ATTTTTGCATTATCGTTATAAAATACATGACAATACGTTATTCCATATACTTTTTTTGTTTCATAAAATAACATTATTGGAAAGGATTCAATAGTTGAGA 
 

500 

501 CAATCCAAACCACCATACTAAGTACAATTCCATATCGTTTTGTCCTTATCGGCATTGATTTTACTGGGTGAACTACAGCTAGGTATCTATCAATACTCAT 
 

600 

601 CAATGTTATAAATGACATGCTATTGTAAAAACCAACAAAGTAAAACATAGCTTTAAATTTACACAAACAATCTCCTAAACTCCATTGTTTAGCGATACTA 
 

700 

701 TCGTATAAATTAAAAGGAAACACCAACACGAAAATTAAATCAGACAGTGTCAAATTAAGCAAAAACATATCCTGTATTGTTTTTATCTTATATTTACGAA 
 

800 

801 GAACAGTTAACACAATTATATTTCCAAATAATCCAAGAAAGAATATAGTCGAATATAAAGTAATCAGTCCAAAACTTGTAGTATCCACACCATCATCACA 
 

900 

901 ATGTGGGATATCGACTATGCTCACTTCATAATCATCATAATCATCGCTATAATAAGTTGTATTATATGCGGTTGTATAATTAGATATCGTTGTTGTATTT 
 

1,000 

1,001 TCATAAGTTGAAGGCGTTGTAACATTATTTTGATTTGTTGAAATTGTACTGAGAATTGTACTAATAATTGTAGTAGCTATAGTGGTAATATTACTGCTAC  1,100 
1,101 TATTATACATGGTTGCGCTACTAACTGTACTAAGAGTATAATTCAT 1,146 

 

  

Forward 

Reverse 
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1.2 MRSA 

กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน femA GenBank: ABD21750.1 

1 ATGAAATTAATTAACGAGAGACAAATAGGAGTAATGATAATGAAGTTTACAAATTTAACAGCTAAAGAGTTTGGTGCCTTTACAGATAGCATGCCATACA 
 

100 

101 GTCATTTCACGCAAACTGTTGGCCACTATGAGTTAAAGCTTGCTGAAGGTTATGAAACACATTTAGTGGGAATAAAAAACAATAATAACGAGGTCATTGC 
 

200 

201 AGCTTGCTTACTTACTGCTGTACCTGTTATGAAAGTGTTCAAGTATTTTTATTCAAATCGCGGTCCAGTGATTGATTATGAAAATCAAGAACTCGTACAC  300 
301 TTTTTCTTTAATGAATTATCAAAATATGTTAAAAAACATCGTTGTCTATACCTACATATCGATCCATATTTACCATATCAATACTTGAATCATGATGGCG 

 
400 

401 AGATTACAGGTAATGCTGGTAATGATTGGTTCTTTGATAAAATGAGTAACTTAGGATTTGAACATACTGGATTCCATAAAGGATTTGATCCTGTGCTACA 
 

500 

501 AATTCGTTATCACTCAGTGTTAGATTTAAAAGATAAAACAGCAGATGACATCATTAAAAATATGGATGGACTTAGAAAAAGAAACACGAAAAAAGTTAAA 
 

600 

601 AAGAATGGTGTTAAAGTAAGATTTTTATCTGAAGAAGAACTACCAATTTTTAGATCATTTATGGAAGATACGTCAGAATCAAAAGCTTTTGCTGATCGTG  700 
701 ATGACAAATTTTACTACAATCGCTTAAAATATTACAAAGACCGTGTGTTAGTACCTTTAGCGTATATCAACTTTGATGAATATATTAAAGAACTAAACGA  800 
801 AGAGCGTGATATTTTAAATAAAGATTTAAATAAAGCGTTAAAGGATATTGAAAAACGTCCTGAAAATAAAAAAGCACATAACAAGCGAGATAACTTACAA 

 
900 

901 CAACAACTTGATGCAAATGAGCAAAAGATTGAAGAAGGTAAACGTCTACAAGAAGAACATGGTAATGAATTACCTATCTCTGCTGGTTTCTTCTTTATCA 
 

1,000 

1,001 ATCCATTTGAAGTTGTTTATTATGCTGGTGGTACATCAAATGCATTCCGTCATTTTGCCGGAAGTTATGCAGTGCAATGGGAAATGATTAATTATGCATT 
 

1,100 

1,101 AAATCATGGCATTGACCGTTATAATTTCTATGGTGTTAGTGGTAAATTTACAGAAGATGCTGAAGATGCTGGTGTAGTTAAATTCAAAAAAGGTTACAAT 
 

1,200 

1,201 GCTGAAATTATTGAATATGTTGGTGACTTTATTAAACCAATTAATAAACCTGTTTACGCAGCATATACCGCACTTAAAAAAGTTAAAGACAGAATTTTTTAG 
 

1,302 

 

  

Forward 

Reverse 
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กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน blaZ GenBank: BX571856.1 

1 AAATTACAACTGTAATATCGGAGGGTTTATTTTGAAAAAGTTAATATTTTTAATTGTAATTGCTTTAGTTTTAAGTGCATGTAATTCAAACAGTTCACAT 
 

100 

101 GCCAAAGAGTTAAATGATTTAGAAAAAAAATATAATGCTCATATTGGTGTTTATGCTTTAGATACTAAAAGTGGTAAGGAAGTAAAATTTAATTCAGATA 
 

200 

201 AGAGATTTGCCTATGCTTCAACTTCAAAAGCGATAAATAGTGCTATTTTGTTAGAACAAGTACCTTATAATAAGTTAAATAAAAAAGTACATATTAACAA 
 

300 

301 AGATGATATAGTTGCTTATTCTCCTATTTTAGAAAAATATGTAGGAAAAGATATCACTTTAAAAGCACTTATTGAGGCTTCAATGACATATAGTGATAAT 
 

400 

401 ACAGCAAACAATAAAATTATAAAAGAAATCGGTGGAATCAAAAAAGTTAAACAACGTCTAAAAGAACTAGGAGATAAAGTAACAAATCCAGTTAGATATG 
 

500 

501 AGATAGAATTAAATTACTATTCACCAAAGAGCAAAAAAGATACTTCAACACCTGCTGCTTTCGGTAAGACTTTAAATAAACTTATCGCAAATGGAAAATT 
 

600 

601 AAGCAAAGAAAACAAAAAATTCTTACTTGATTTAATGTTAAATAATAAAAGCGGAGATACTTTAATTAAAGACGGTGTTCCAAAAGACTATAAGGTTGCT  700 
701 GATAAAAGTGGTCAAGCAATAACATATGCTTCTAGAAATGATGTTGCTTTTGTTTATCCTAAGGGCCAATCTGAACCTATTGTTTTAGTCATTTTTACGA 

 
800 

801 ATAAAGACAATAAAAGTGATAAGCCAAATGATAAGTTGATAAGTGAAACCGCCAAGAGTGTAATGAAGGAATTTTAAT 878 

 

  

Forward 

Reverse 
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กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน mecA GenBank: KC243783.1 

1 ATGAAAAAGATAAAAATTGTTCCACTTATTTTAATAGTTGTAGTTGTCGGGTTTGGTATATATTTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTA 
 

100 

101 TTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGAT 
 

200 

201 AAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAA 
 

300 

301 ATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTC 
 

400 

401 CAGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAAC 
 

500 

501 AGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAA 
 

600 

601 ATGGATCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATTTCATCTTA 
 

700 

701 CAACTAATGAAACAAAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAA 
 

800 

801 AGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACA 
 

900 

901 ATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAA  1,000 
1,001 AGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGA 

 
1,100 

1,101 CGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCA 
 

1,200 

1,201 CCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAA 
 

1,300 

1,301 AAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTT 
 

1,400 

1,401 TGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAAT  1,500 
1,501 GCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAA 

 
1,600 

1,601 TCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAA 
 

1,700 

1,701 TATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACT 
 

1,800 

1,801 GCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTA 
 

1,900 

1,901 AAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGA 
 

2,000 

2,001 TGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTC 
 

2,100 

2,101 TTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACA 
 
 

2,129 

 

  

Forward 

Reverse 
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2. LAMP primers 

2.1 LSDV 

กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน GPCR GenBank: AF325528 

1 TTATCCAATGCTAATACTACCAGCACTACTGGTGCTACGCAATCGTAAAAGCTTTTTAGTAAATTCTCTACTACAAAACGCATAAATTAGTGGATTGATA  100 
101 AAACAATGACATAGAGACACAATTTCAGCTACATGAACTGCAAGGTTGACAAATCTTAACGCCATACATCCACTAAAAACATTTAACAAATACAACGATG  200 
201 AAACAAATACAGTTACACTAAATGGGAGTAAAAACAATACTGAACAGATAACAATCAAAAACACCATCTTTATGGCTTTCTTATTCTTTGTTTGTGATGT 

 
300 

301 CAGGATATGTTTTTGCTTAATTTGACACTGTCTGATTTAATTTTCGTGTTGGTGTTTCCTTTTAATTTATACGATAGTATCGCTAAACAATGGAGTTTAG 
 

400 

401 ATTTTTGCATTATCGTTATAAAATACATGACAATACGTTATTCCATATACTTTTTTTGTTTCATAAAATAACATTATTGGAAAGGATTCAATAGTTGAGA 
 

500 

501 CAATCCAAACCACCATACTAAGTACAATTCCATATCGTTTTGTCCTTATCGGCATTGATTTTACTGGGTGAACTACAGCTAGGTATCTATCAATACTCAT 
 

600 

601 CAATGTTATAAATGACATGCTATTGTAAAAACCAACAAAGTAAAACATAGCTTTAAATTTACACAAACAATCTCCTAAACTCCATTGTTTAGCGATACTA 
 

700 

701 TCGTATAAATTAAAAGGAAACACCAACACGAAAATTAAATCAGACAGTGTCAAATTAAGCAAAAACATATCCTGTATTGTTTTTATCTTATATTTACGAA 
 

800 

801 GAACAGTTAACACAATTATATTTCCAAATAATCCAAGAAAGAATATAGTCGAATATAAAGTAATCAGTCCAAAACTTGTAGTATCCACACCATCATCACA 
 

900 

901 ATGTGGGATATCGACTATGCTCACTTCATAATCATCATAATCATCGCTATAATAAGTTGTATTATATGCGGTTGTATAATTAGATATCGTTGTTGTATTT 
 

1,000 

1,001 TCATAAGTTGAAGGCGTTGTAACATTATTTTGATTTGTTGAAATTGTACTGAGAATTGTACTAATAATTGTAGTAGCTATAGTGGTAATATTACTGCTAC 
 

1,100 

1,101 TATTATACATGGTTGCGCTACTAACTGTACTAAGAGTATAATTCAT 1,146 

 

  

F3 F2 

F1c B1c 

B2 B3 
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2.2 MRSA 

กำรดีไซน์ไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะต่อยีน mecA GenBank: KC243783.1 

1 ATGAAAAAGATAAAAATTGTTCCACTTATTTTAATAGTTGTAGTTGTCGGGTTTGGTATATATTTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTA 
 

100 

101 TTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGAT 
 

200 

201 AAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAA 
 

300 

301 ATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTC 
 

400 

401 CAGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAAC 
 

500 

501 AGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAA 
 

600 

601 ATGGATCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATTTCATCTTA  700 
701 CAACTAATGAAACAAAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAA  800 
801 AGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACA  900 
901 ATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAA 

 
1,000 

1,001 AGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGA 
 

1,100 

1,101 CGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCA 
 

1,200 

1,201 CCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAA 
 

1,300 

1,301 AAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTT 
 

1,400 

1,401 TGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAAT 
 

1,500 

1,501 GCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAA 
 

1,600 

1,601 TCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAA 
 

1,700 

1,701 TATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACT 
 

1,800 

1,801 GCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTA 
 

1,900 

1,901 AAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGA 
 

2,000 

2,001 TGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTC 
 

2,100 

2,101 TTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACA 2,129 

 

  

F3 

B3 

F2 

F1c 

B2 

B1c 



  

ประวัติผู้เขียน  

 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ธีรเจต เลาหเสถียร 
วัน เดือน ปี เกิด 16 กรกฎาคม 2540 
สถานที่เกิด กรุงเทพมหานคร อมรรัตนโกสินทร์ มหินทรายุธยา มหาดิลกภพ นพรัตน์

ราชธานีบุรีรมย์ อุดมราชนิเวศมหาสถาน อมรพิมานอวตารสถิต สักกทัตติยะ
วิษณุกรรมประสิทธิ์ 

วุฒิการศึกษา วท.บ. (สัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร) เกียรตินิยมอันดับ 2 
มหาวิทยาลัยศิลปากร (2562) 

ที่อยู่ปัจจุบัน 999/95 หมู่บ้านเศรษฐกิจ31-11 แขวงบางแคเหนือ เขตบางแค กทม. 
10160 

ผลงานตีพิมพ์ -ธีรเจต เลาหเสถียร, ภวัต เสรีตระกูล, กนกอร นนท์ศิริ และ ศิริชัย เอียด
มุสิก. (2565). ความชุกของเชื้อ Staphylococcus aureus และ 
Methicillin-resistance Staphylococcus aureus (MRSA) ที่แยกได้จาก
โคนมท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบในจังหวัดเพชรบุรี. แก่นเกษตร 50(2): 409-
418.  
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