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บทคดัย่อ 

การศกึษางานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ด้วยเทคนิค

ลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน (แลมป์) แบบวัดค่าสี เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดย

เก็บตัวอย่างเนื้อไก่จากตลาดสดในอำเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี ประเทศไทย จำนวน 30 ตัวอย่าง 

พบว่า ในตัวอย่างเนื้อไก่ 13 ตัวอย่าง มีการปนเปื้อนเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน และตัวอย่าง 

เนื้อไก่ 17 ตัวอย่าง ไม่พบการปนเปื้อนเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน จากการตรวจสอบค่าความไว

ของปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ พบว่า ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ได้ต่ำสุดท่ี 364 เฟมโตกรัมต่อไมโครลิตร 

จากการตรวจสอบค่าความจำเพาะต่อเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นท่ีนำมาทดสอบ พบว่า มีความจำเพาะ

ต่อดีเอ็นเอของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ โดยไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดสอบไม่จับกับเชื้อแบคทีเรียก่อ

โรคในระบบทางเดินอาหารชนิดอื่น จากการเปรียบเทียบวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อในห้องปฏิบัติการ

กับวิธีการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอของเชื้อด้วยเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน  

แบบวัดค่าสี พบว่า ท้ัง 2 วิธี มีค่าความไว ความจำเพาะและความแม่นยำ เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์  

ชุดทดสอบท่ีได้รับการพัฒนาจึงสามารถใช้งานได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และแม่นยำในการตรวจ
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วิเคราะห์เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ได้ดีกว่า นอกจากนี้ยังสามารถใช้ตรวจสอบเชื้อใน

ภาคสนามได้ ทัง้นี้เพื่อเป็นแนวทางในการเฝ้าระวังเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ในผลิตภัณฑ์สัตว์ปีก  
 

คำสำคัญ: แคมไพโลแบคเตอร์ ลูปเมดเิอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี 

 

Abstract 

The objectives of this research were detecting the Campylobacter jejuni using colorimetric 

of loop-mediated Isothermal amplification (LAMP) compared with the standard method. 

Thirty chicken samples were collected from markets in Muang district, Chanthaburi province, 

Thailand. The results showed 13 samples of chicken meat were contaminated with C. jejuni. 

However, 17 samples were not found the contamination of C. jejuni and the lowest sensitivity of 

DNA detection was 364 fg µl-1. The detection of specificity for other bacteria was found that 

the primers did not show any cross-reactivity with other pathogenic bacteria. The standard 

method was compared with the LAMP DNA method, it was shown that both methods had 

the sensitivity, specificity and 100 percent accuracy. The detection kit has been developed 

for easy to use, comfortable, rapid and accuracy in the diagnosis of C. jejuni. Moreover, this 

test kit can be used for detection in the field for surveillance of Campylobactor spp. in poultry 

products. 

 

Keywords: Campylobacter spp., Loop-mediated isothermal amplification, Colorimetric 

 

 บทนำ 

เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ (Campylobacter spp.) เป็นเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร

ของมนุษย์ท่ัวโลก (Hiroshi et al., 2014) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเชื้อเป็นรูปท่อนหรือโค้งงอคล้ายปีกนก เคลื่อนท่ีด้วยแฟลกเจลลา 

ลักษณะการเคลื่อนท่ีคล้ายเกลียวสว่าน (Frirdich et al., 2017) สามารถเจริญเติบโตได้ท่ีความเข้มข้น

ของออกซิเจนประมาณ 5% ระยะเวลาในการเจริญเติบโต 24-48 ชั่วโมง และเจริญได้ดีท่ีสุดท่ี

อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส (Silva et al., 2011) การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแคมไพโล

แ บ ค เ ต อ ร์   

เจจูไน (Campylobacter jejuni) โดยการทดสอบเอนไซม์คะตะเลส (Catalase test) การทดสอบการลด

ออกซิเจนของไนเตรต (Nitrate reduction test) และการทดสอบฮปิพูเรตไฮโดรไลซิส (Hippurate hydrolysis 
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test) จะให้ผลบวก การทดสอบเอนไซม์ยูรีเอส (Urease test) จะให้ผลลบ เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน 

(C. jejuni) และแคมไพโลแบคเตอร์ คอไล (Campylobacter coli) พบได้ท่ัวไปในสัตว์เลี้ยง สัตว์ป่า 

สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และนก (Kaakoush et al., 2015; Silva et al., 2011) สายพันธ์ุท่ีก่อโรคท่ีสำคัญ 

คือ แคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน และแคมไพโลแบคเตอร์ คอไล ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรค 

Campylobacteriosis (Lawson et al., 1999) และโรคลำไส้อักเสบ (Gastrointestinal illness) ในระบบ

ทางเดินอาหารของมนุษย์ อาการของโรคส่วนใหญ่มีอาการคล้ายกับโรคท้องร่วงท่ัวไป คือ 

อาการท้องเสีย ปวดท้อง มีไข้ คลื่นไส้ และอาเจียน เป็นต้น ความรุนแรงของโรคในคนไข้แต่ละคนอาจ

ไม่เท่ากัน บางคนมอีาการเล็กน้อยสามารถหายได้เอง บางคนมีอาการรุนแรงของ Guillain-Barré 

syndrome หรืออาจมอีาการอัมพาตร่วมด้วย (Szczepanska et al., 2017) เชื้อแคมไพโรแบคเตอร์ เจจูไน 

ท่ี ตรวจพบส่ วนใหญ่ ดื้ อต่ อยาปฏิ ชี วนะ เช่น Fluoroquinolones ciprofloxacin และ Tetracycline 

(Szczepanska et al., 2017)  

การตรวจวิเคราะห์เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์สามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ 

ในห้องปฏิบัติการและเทคนิคทางดีเอ็นเอไบโอเซนเซอร์ (DNA biosensor) ซึ่งปัจจุบันเทคนิคนี้

ได้ รับความนิยมอย่างมาก การวิจัยและพัฒนาในด้านไบโอเซนเซอร์มีความสำคัญมากขึ้น  

(Hajihosseini et al., 2016) เพื่อใช้สำหรับการตรวจสอบทางชีวภาพในด้านการวิเคราะห์อาหาร 

สิ่งแวดล้อม และการวินิจฉัยโรคในมนุษย์ เป็นต้น (Romero et al., 2016) วิธีลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์

มอล แอมพลิฟิเคชัน หรือแลมป์  (Loop-mediated isothermal amplification; LAMP) เป็นเทคนิค

ทางดีเอ็นเอไบโอเซนเซอร์ท่ีนิยมใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อในปัจจุบัน (Sabike et al., 2016) เทคนิค

ลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายภายใต้

อุณหภูมิคงท่ีอยู่ในช่วง 60–65 องศาเซลเซียส สามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อได้อย่างรวดเร็ว ใช้งาน 

ได้ง่าย ด้วยเคร่ืองมอืราคาไม่แพง มคีวามไวและความจำเพาะสูง (Quyen et al., 2019) สามารถตรวจสอบได้

ด้วยตาเปล่าโดยใชเ้ทคนิคการย้อมสดีีเอ็นเอ (Xie et al., 2014) 

เนื่องจากเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์เป็นเชื้อท่ีต้องการสภาวะในการเจริญเติบโตอย่างมี

ข้อจำกัด มีการเจริญเติบโตช้าและต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโตเพียงเล็กน้อย จึงทำให้

ยากต่อการเพาะเลี้ยงเชื้อและใช้เวลานานในการตรวจวิเคราะห์เชื้อในห้องปฏิบัติการ ดังนั้น 

งานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาวิธีลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี เพื่อตรวจวัด 

ดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ ด้วยยนี 16S rDNA โดย

ใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจำเพาะต่อดีเอ็นเอของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน เทคนิคลูปมีดิเอเตด 

ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี อาศัยปฏิกิริยาของสี Hydroxynaphthol blue; HNB  

ท่ีเป็นตัวบ่งชี้ในการติดตามการเปลี่ยนแปลงของแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) ในปฏิกิริยาของ

กระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งสามารถตรวจวิเคราะห์ผลผลิตท่ีได้ด้วยตาเปล่า (Kaygusuz 
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et al., 2019) วิธีนี้เป็นวิธีท่ีสะดวก รวดเร็ว ง่ายต่อการวิเคราะห์ และราคาไม่แพง (Pham et al., 2015) 

 ดังนั้นในการศึกษางานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์  

เจจูไน ท่ีปนเปื้อนจากเนื้อไก่ ในอำเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี ด้วยเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล  

แอมพลิฟิเคชัน ท่ีมีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อโดยใช้อุณหภูมิเดียวในการตรวจสอบเชื้อ  

ซึ่งสามารถทำได้สะดวก รวดเร็ว แม้มีเชื้อในปริมาณน้อย เพื่อนำมาใช้ประโยชน์สำหรับเฝ้าระวัง

และป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ในผู้บริโภคเนื้อไก่ หรือใช้ในการตรวจสอบ

เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ชนดิอื่นๆ นอกจากนี้ยังสามารถศกึษาในด้าน 

การระบาดวทิยาของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ได้อีกแนวทางหนึ่ง  

 

วิธีดำเนินการวิจัย 

1. เครื่องมอืและสารเคมี 

 เครื่องมอืท่ีใช้ในงานวิจัย ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์ (Light microscope) ECLIPSE E 200  

บริษัท Nikon ประเทศญี่ปุ่น เคร่ืองป่ันเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) รุ่น Legend Mach 1.6 R บริษัท 

Thermo Sciencetific ประเทศสหรัฐอเมริกา ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow) บริษัท Bosstech 

เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR Thermal Cycler) รุ่น T100 Thermal Cycler บริษัท Bio RAD 

เจลอเิล็กโตรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) รุ่น MINIE-135 บริษัท Miulab ประเทศจีน  

สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย ได้แก่ Campylobacter Enrichment Broth Base บริษัท HiMedia 

Laboratories ประเทศอินเดีย Bovine Serum Albumin (BSA) บริษัท Sigma-Aldrich ประเทศอังกฤษ 

ไพรเมอร์บริษัท Bio Basic Inc ประเทศแคนาดา Betaine บริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Bst2 DNA polymerase บริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. การเก็บตัวอย่างและการเพาะเลี้ยงเชื้อในห้องปฏิบัตกิาร 

2.1   สุ่มเก็บตัวอย่างเนื้อไก่จากตลาดสด 5 แห่งๆ ละ 6 ตัวอย่าง ในอำเภอเมือง จังหวัด

จันทบุรี จำนวนท้ังหมด 30 ตัวอย่าง 

2.2 ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อในห้องปฏิบัติการ โดยนำตัวอย่างเนื้อไก่มาหั่นเป็นชิ้น 

ขนาดเล็ก 25 กรัม ใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Campylobacter Enrichment Broth Base 100 มิลลิลิตร เขย่า

ให้เข้ากัน และนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะ Microaerophilic จากนั้น

นำสารละลายของเชื้อมาหยดบนกระดาษกรองบนอาหาร Bovine Serum Albumin (BSA) 4-8 หยด 

ตัง้ทิง้ไว ้20-30 นาที นำกระดาษกรองออกแล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียส เวลา 48 ชั่วโมง 

ในสภาวะ Microaerophilic แล้วตรวจยืนยันเชื้อด้วยการทดสอบทางชีวเคมี ได้แก่ การย้อมสีแบบแกรม 

การทดสอบ Catalase test Nitrate reduction test  Hippurate test และ Urease test  
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 3. การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธกีารต้ม  

 นำเชื้อบริสุทธ์ิใส่ลงใน Sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.001% 1 มิลลิลิตร และนำไป 

ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วท้ิงส่วนใส จากนั้นเติม SDS 

0.001% ลงไป 1 มิลลิลิตร และนำไปต้มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วนำไป 

ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที เวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นเก็บดเีอ็นเอท่ีสกัดได้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Mohran et al., 1998) 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน  

แบบวัดค่าสี 

 4.1 ปฏิกิริยาลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี (ปริมาตร  

25 ไมโครลิตร) 10 pmol primer F3, B3, F, B, FIP และ BIF (Bio Basic Inc.) ปริมาตรอย่างละ 

0.5 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 5 M Betaine (Sigma-Aldrich) ปริมาตร 

2.5 ไมโครลิตร 10X ThermoPol reaction buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร MgSO4 0.6 ไมโครลิตร 

5 U Bst2 DNA polymerase (New England Biolabs) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Hydroxynaphthol 

blue (HNB) 1 ไมโครลิตร น้ำกลั่น 9.4 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอแม่แบบ 1 ไมโครลิตร จากนั้นนำเข้า

เคร่ือง Dry block heating thermostat (Thermo block TDB-120. Biosan) ท่ีอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 60 นาที  

 4.2 สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี hydroxynaphthol blue (ผลของปฏิกิริยาลูปมีดิเอเตด 

ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีม่วงเป็น 

สีน้ำเงินให้ผลเป็นบวก หากไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของสีให้ผลเป็นลบ  

 4.3 ตรวจสอบผลผลิตท่ีได้ดว้ยวธีิ Gel electrophoresis ใน 2% agarose gel 

5. การทดสอบความไว (Sensitivity) 

 ทดสอบความไวของปฏิกิริยาลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน โดยนำ 

ดีเอ็นเอมาเจือจางแบบลำดับส่วน 10 เท่า (10 Fold serial dilution) ตั้งแต่ 100 – 10-9 จากปริมาณ

ดีเอ็นเอตัง้ตน้เท่ากับ 36.4 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร นำมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิลูปมีดิเอเตด 

ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี จากนั้นสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี Hydroxynaphthol 

blue และนำไปตรวจสอบด้วยวิธี Gel electrophoresis 

6. การทดสอบความจำเพาะ (Specificity) 

 ทดสอบความจำเพาะ เชื้อทดสอบได้รับความอนุเคราะห์จากคณะแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (ประสานมิตร) โดยสกัดดีเอ็นเอของเชื้อทดสอบ จำนวน 10 ชนดิ ได้แก่ 

Escherichia coli  Salmonella typhi Listeria monocytogenes  Pseudomonas aeruginosa  Bacillus megaterium  



PSRU Journal of Science and Technology 6(1): 87-98, 2021 

92 
 

Staphylococcus aureus  Enterobacter aerogenes  Klebsiella oxytoca Serratia marcescens และ

Citrobacter diversus จากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นด้วยด้วยวธีิลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอม

พลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี Hydroxynaphthol blue และตรวจสอบด้วยวิธี  

Gel electrophoresis 

  

ผลการวิจัย 

1. การเก็บตัวอย่างและการเพาะเลีย้งเชื้อในห้องปฏิบัตกิาร 

 จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน จำนวน 30 

ตัวอย่าง พบว่า เป็นเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน จำนวน 13 ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อแคมไพโลแบค

เตอร์ จำนวน 17 ตัวอย่าง โดยเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ที่ตรวจพบสามารถเจริญเติบโตได้ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การย้อมสีแบบแกรมพบว่าเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อน  การทดสอบทางชีวเคมี คือ Catalase test Nitrate test และ 

Hippurate test เป็นบวก และผลการทดสอบ Urease test เป็นลบ  

2. การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธกีารต้ม  

 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ ได้ปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับ 36.4 นาโนกรัม

ต่อไมโครลิตร 

3. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 

แบบวัดค่าสี 

 จากการศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ ด้วยวธีิลูปมดีิเอเตด 

ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี และตรวจสอบด้วยวธีิ Gel electrophoresis จากตัวอย่าง 

30 ตัวอย่าง พบว่า เป็นเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ 13 ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์  

17 ตัวอย่าง ดังภาพท่ี 1 

    (A) 
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(B) 

ภาพที่ 1  (A) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 

แบบวัดค่าสี 30 ตัวอย่าง (B) การตรวจสอบดีเอ็นเอด้วย 2% agarose gel electrophoresis 

P: positive control M: 100 bp DNA ladder 1-30 : ตัวอย่าง และ N: negative control 

 

 4. การทดสอบความไว (Sensitivity)  

  การทดสอบความไวของปฏิกิริยาลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน  

แบบวัดค่าสี โดยวิธีการเจือจางแบบลำดับส่วน (10 fold serial dilution) 100 – 10-9 ใช้ปริมาณ 

ดีเอ็นเอตั้งต้นเท่ากับ 36.4 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร พบว่าค่าความไวในการตรวจวิเคราะห์ คือ 

364 เฟมโตกรัมต่อไมโครลิตร ดังภาพท่ี 2  
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  (A)                                                                                                                                          

  (B)                            
                                                  

ภาพที่ 2  (A) การทดสอบค่าความไวด้วยเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 

แบบวัดค่าสี (B) ตรวจสอบด้วยวิธี 2% agarose gel electrophoresis P: positive control 

M: 100 bp DNA ladder 1: 36.4 ng/µl  2: 3.64 ng/µl 3: 364 pg/µl 4: 36.4 pg/µl  

5: 3.64 pg/µl, 6: 364 fg/µl, 7: 36.4 fg/µl, 8: 3.64 fg/µl, 9: 364 ag/µl แ ล ะ  

N: negative control 
 

 5. การทดสอบความจำเพาะ (Specificity)  

  การทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์กับเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์และแบคทีเรีย 

ชนิดอื่นๆ 10 สายพันธ์ุ ท่ีนำมาทดสอบด้วยเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 

แบบวัดค่าสี และตรวจสอบด้วยวิธี 2% agarose gel electrophoresis พบว่า การทดสอบความจำเพาะ 

เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ท่ีใช้มีความจำเพาะเจาะจงต่อเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ 

และไพรเมอร์ไมสามารถจับกับดีเอ็นเอของเชื้อชนิดอ่ืนๆ ท่ีนำมาทดสอบ ดังภาพท่ี 3 
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  (A) 
  

  (B) 
 

ภาพที่ 3  (A) การทดสอบความจำเพาะด้วยเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 

แบบวัดค่าสี (B) ตรวจสอบด้วยวิธี 2% agarose gel electrophoresis M: 100 bp DNA ladder 

1: Campylobacter jejuni 2: Escherichia coli 3: Salmonella typhi 4: Listeria 

monocytogenes 5: Pseudomonas aeruginosa 6: Bacillus megaterium 7: Staphylococcus 

aureus 8: Enterobacter aerogenes 9: Klebsiella oxytoca 10: Serratia marcescens  

11: Citrobacter diversus และ N: negative control 

 

อภปิรายผล 

เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์เป็นเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารสามารถเจริญเติบโต 

ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนเพียง 3 ถึง 5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเจริญ 24-48 ชั่วโมง จึงเพาะเลี้ยง 

ได้ยากในห้องปฏิบัติการ การเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการใช้เวลานาน 3 ถึง 4 วัน 

จึงจะทราบผล การศึกษางานวิจัยน้ีเป็นการนำเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 

แบบวัดค่าสี มาตรวจวิเคราะห์เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ซึ่งสามารถตรวจวเิคราะห์ได้ดีและ

รวดเร็วกว่าวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อในห้องปฏิบัติการ (Yamazaki et al., 2009) โดยสามารถตรวจหา 

เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ได้จากปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อเพียงเล็กน้อย มีความแม่นยำสูง สะดวก 

รวดเร็ว สามารถตรวจสอบได้ด้วยตาเปล่า ใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์เพียง 1 ชั่วโมง 30 นาที 

(Yamazaki, 2013) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yamazaki et al. (2009) ท่ีศึกษาการเปรียบเทียบ 

การตรวจเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ ระหว่างเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน 
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และวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อในห้องปฏิบัติการ พบว่า การคัดแยกเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ในเนื้อไก่

ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ จากตัวอย่าง 144 ตัวอย่าง สามารถแยกเชื้อได้ 68 ตัวอย่าง และตรวจ 

ไม่พบเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ 76 ตัวอย่าง และตรวจวิเคราะห์เชื้อโดยใช้เวลาไม่เกิน 90 นาที จาก

จุดเร่ิมต้นของการสกัดดีเอ็นเอไปจนถึงขั้นตอนสุดท้าย ซึ่งให้ผลในการตรวจได้อย่างรวดเร็ว 

(Yamazaki et al., 2009) การศึกษาเปรียบเทียบวิธีมาตรฐานกับเทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล 

แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี พบว่าท้ัง 2 วิธี มีค่าความไว (Sensitivity)  และความจำเพาะ (Specificity) 

เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yamazaki et al. (2009) ท่ีเปรียบเทียบ 

การตรวจวิเคราะห์เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน และแคมไพโลแบคเตอร์ คอไร ด้วยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเชื้อในหอ้งปฏบัิตกิารกับวธีิลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน พบว่า ความไว

และความจำเพาะ เท่ากับ 98.5% และ 97.4% ตามลำดับ ท้ังนี้เทคนิคลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล 

แอมพลิฟิเคชันให้ผลในการตรวจเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ได้รวดเร็วกว่าวิธีการเพาะเลี้ยง

เชื้อในห้องปฏิบัติการ ความถูกต้องแม่นยำเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งค่าความแม่นยำเป็นค่าท่ี 

บ่งบอกถึงความสามารถของเคร่ืองมือวัดว่าเคร่ืองมือท่ีใช้มีความถูกต้องมีความเท่ียงตรงและ

ให้ผลท่ีเป็นจริงอย่างด ีปฏกิิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อมขีั้นตอนการทำงานของปฏกิิริยา

เพียงอุณหภูมิเดียว คือ 63 องศาเซลเซียส โดยใช้ Bst2 DNA polymerase ซึ่งเป็นองค์ประกอบ 

ในปฏิกิริยาที่มีคุณสมบัติในการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวได้ (Strand displacement) ด้วย

เคร่ือง Dry block heating thermostat และใช้ไพรเมอร์ 6 ไพรเมอร์ ท่ีจำเพาะกับตำแหน่งบนยีน

เป้าหมาย จึงสะดวกและรวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์เชื้อ นอกจากนี้ยังสามารถดูผลของ 

การตรวจวิเคราะห์ได้ด้วยตาเปล่า โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี Hydroxynaphthol blue 

เทคนิคนี้สามารถนำไปใช้ตรวจวิเคราะห์เชื้อในภาคสนามได้โดยไม่ต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีความจำเพาะ

และราคาแพง จากการตรวจวิเคราะห์เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน จากเนื้อไก่ในอำเภอเมือง 

จังหวัดจันทบุรี เป็นการตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ในเนื้อไก่ เพื่อ 

เฝ้าระวังและป้องกันการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารเพื่อสุขอนามัยท่ีดขีองผู้บริโภค 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากการตรวจเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน จากเนื้อไก่ในอำเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี 

ด้วยวิธีลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี เปรียบเทียบกับวิธีการ 

เพาะเลี้ยงเชื้อในห้องปฏิบัติการ พบว่า ท้ังสองวิธีสามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ 

เจจูไน ได้จำนวน 13 ตัวอย่าง และตรวจไม่พบเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน จำนวน 17 ตัวอย่าง 

จากจำนวนท้ังหมด 30 ตัวอย่าง แต่วิธีลูปมีดิเอเตด ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี 

สามารถตรวจวเิคราะห์เชื้อได้รวดเร็ว ภายในระยะเวลา 90 นาที การทดสอบความไว พบว่าปริมาณ
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ดีเอ็นเอของเชื้อท่ีตรวจวเิคราะห์ได้ต่ำสุด คือ 364 เฟมโตกรัมต่อไมโครลิตร การทดสอบความจำเพาะ 

พบว่า ไพรเมอร์ท่ีใช้ตรวจวิเคราะห์มีความจำเพาะต่อเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน และไม่เกิด

การจับกันกับดีเอ็นเอของเชื้อชนิดอื่นๆ ท่ีนำมาทดสอบ การคำนวณหาค่าความไว ความจำเพาะ และ

ความถูกต้องแม่นยำ เพื่อประเมินประสิทธิภาพของการทดสอบ พบว่า ท้ัง 2 วิธี มีค่าความไว

ความจำเพาะและความถูกต้องแม่นยำ เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ท้ังนี้ ข้อดีของเทคนิคลูปมีดิเอเตด 

ไอโซเทอร์มอล แอมพลิฟิเคชัน แบบวัดค่าสี คือ เป็นเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพสำหรับการตรวจหาเชื้อ

แคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ได้อย่างรวดเร็วและใช้งานได้จริงซึ่งอาจช่วยในการเฝ้าระวังและควบคุม

การปนเปือ้นของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ในเนื้อไก่ได้  
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