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บทคัดย่อ 
 

โรคข้อและสมองอักเสบในแพะเป็นโรคที่เกิดจากไวรัสสามารถพบได้แพะทุกช่วงอายุ  แพะที่
ได้รับเชื้ออาจจะไม่แสดงอาการ เป็นตัวแพร่ระบาดของเชื้อไปยังแพะตัวอื่น ๆ และมีผลผลิตลดลง ท า
ให้เกิดความเสียหายต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงแพะ โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาเทคนิค
การตรวจการติดเชื้อไวรัสข้อและสมองอักเสบในแพะสองเทคนิค คือ PCR และ LAMP มียีน CAEV 
gag เป็นเป้าหมาย ให้มีความจ าเพาะต่อเชื้อสายพันธุ์ในประเทศไทย สามารถตรวจการติดเชื้อได้
แม่นย า และสามารถพัฒนาต่อยอดไปเป็นชุดตรวจที่ท างานในภาคสนามได ้

จากผลการทดสอบพบว่าทั้ง PCR และ LAMP มีความจ าเพาะต่อการตรวจค่อนข้างสูง 
เนื่องจากให้ผลลบต่อเชื้อที่เป็นปรสิตในเลือดที่มีการระบาดในประเทศไทย ส าหรับความไวในการ
ตรวจพบว่า PCR มีค่าความไวของเทคนิคที่  0.1  ng/µl ส่วนค่าความไวในการตรวจด้วยเทคนิค 
LAMP โดยทั่วไปจะค่าประมาณ 0.01  ng/µl เทคนิค LAMP ใช้เวลาประมาณ 1.5-2 ชั่วโมงในการ
ท า ใช้เวลาน้อยกว่า PCR ซึ่งต้องใช้เวลาทั้งหมดในการท างานประมาณ 4-6 ชั่วโมง 
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Development of molecular detections for  
Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) 

 
Nijjareeya Sirisriro1, Sopida Puttasupa1, Porntip Thongmanee1 

and Morakot Saengrung1 
 

Abstract 
 

Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) causes persistent disease, which is 
characterized by polyarthritis and mastitis in adult goats and progressive paresis in 
kids. The infection caused economic loss and farm management problems.  The 
objective of this project was focused on the development of molecular detections 
of CAEV gag gene by PCR and a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
assay. The results revealed that both PCR and LAMP provided high specificity against 
the target gene and no cross detection to other blood parasites. For sensitivity test, 
the results showed LAMP had more sensitivity than PCR as the technique can detect 
the target at 0.01 ng/µl, while the sensitivity of PCR was at 0.1 ng/µl. LAMP want 1.5-
2 hours for the entire process and the LAMP result can be detected at 32 minutes 
after reaction started.  
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บทนํา 

 

1. ที่มาและความสําคัญของปัญหา 

พ้ืนที่ภาคใต้มีการเลี้ยงแพะมากเป็นอันดับ 1 ของประเทศ ในปี 2558 มีประชากรแพะคิด

เป็นร้อยละ 50.36 ของประชากรแพะท้ังประเทศ ภาคใต้นอกจากจะมีการเลี้ยงแพะมากแล้วยังเป็น

ตลาดแพะเน้ือท่ีใหญ่ที่สุดในประเทศด้วย จากการศึกษาแนวโน้มการบริโภคเนื้อแพะและแกะในพ้ืนท่ี

จังหวัดชายแดนภาคใต้พบว่าเนื้อแพะเป็นที่นิยมในการบริโภคสงูถงึร้อยละ 63.33 มีอุปสรรคทาง

การตลาด ได้แก่ แหล่งจําหน่ายมีน้อย ราคาสูง และควรเพ่ิมความหลากหลายของผลิตภัณฑ์ 

(ปริญญา, 2558) ภาครัฐภายใต้การดูแลของกรมปศุสัตว์ และกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ได้มี

ยุทธศาสตร์เชิงรุกต้ังแต่ปี 2552 เพ่ือส่งเสรมิให้เกษตรกรเลี้ยงแพะและแกะเชิงพาณิชย์ เพ่ือเพ่ิมการ

ตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคท่ีมีแนวโน้มสูงขึ้นทั้งภายในประเทศและประเทศเพ่ือนบ้าน  

อย่างไรก็ตามการเล้ียงแพะในประเทศไทย ยังไม่ขยายตัวแบบการเลี้ยงเชิงพาณิชย์เพ่ือ

รองรับการเจริญเติบโตของตลาด เน่ืองด้วยปัจจัยหลายประการ เช่น สายพันธ์ุแพะ ชนิดของอาหาร 

วิธีการเลี้ยงและปรับปรุงพันธ์ุ โรคและการควบคุมป้องกัน เป็นต้น นอกจากน้ียังมีรายงานการพบโรค

ระบาดที่สําคญัในแพะเป็นระยะ ๆ เช่น โรคแทง้ติดต่อ โรคข้อและสมองอักเสบในแพะ เป็นต้น (ช้อง

มาศ และคณะ, 2554) ซ่ึงปัญหาโรคระบาดจัดเป็นอุปสรรคสําคัญในการจัดต้ังฟาร์มแพะท่ีได้

มาตรฐานและปลอดโรค เพ่ือจะลดปัญหาการแพร่ระบาดของเช้ือ ควรจะมีวิธีการวินิจฉัยโรคท่ี

รวดเร็ว แม่นยํา จะสามารถช่วยควบคุมและกําจัดโรคระบาดเหล่าน้ีได้เป็นอย่างดี  

 โรคข้อและสมองอักเสบในแพะ เป็นโรคท่ีมีความสําคัญต่อการผลิตแพะ และการซ้ือขาย

แพะมีชีวิต โรคน้ีเกิดจากไวรัส แพะท่ีได้รับเช้ืออาจจะแสดงอาการหรือไม่แสดงอาการ แต่เม่ือได้รับ

เช้ือแล้ว จะเป็นพาหะแพร่เช้ือไวรัสได้ตลอดชีวิต The World Organization for Animal Health 

(OIE) จัดให้โรคข้อและสมองอักเสบในแพะ อยู่ในกลุ่ม List B - OIE-Listed diseases, infections 

and infestations in force in 2016 และกําหนดให้มีการตรวจหาเช้ือไวรัสโรคข้อและสมองอักเสบ

ก่อนที่จะมีการขนย้ายสัตว์เพ่ือการค้า เพ่ือป้องกันการแพร่ของไวรัส ถ้าตรวจพบว่าแพะมีเช้ือน้ีอยู่

อาจจะมีผลให้เกิดการกีดกันการส่งออกแพะและผลิตภัณฑไ์ปยังพ้ืนที่ หรือประเทศทีป่ลอดจากเช้ือ

ดังกล่าวได้ 
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ตารางท่ี 1 ส่วนประกอบ Caprine arthritis encephalitis virus genome 

 

Name/Gene ID Description Location Aliases 
env 
ID: 1489974 

envelope polyprotein;trans-regulatory 
splicing-like protein   

NC_001463.1 
(6012..8846) 

CaVgp5 

CaVgp4 
ID: 1724701 

protein S   NC_001463.1 
(5688..5951) 

CaVgp4 

CaVgp3  
ID: 1724700 

protein Q   NC_001463.1 
(5006..5695) 

CaVgp3 

pol 
ID: 1489976 

pol protein   NC_001463.1 
(1729..5046) 

CaVgp2 

gag 
ID: 1489975 

gag protein   NC_001463.1 
(512..1858) 

CaVgp1 

 

   

 มีรายงานพบการแพร่กระจายของ CAEV ได้ในฟาร์มแพะหลายประเทศทั่วโลก โดยเฉพาะ

ในฟาร์มแพะนม และฟาร์มท่ีมีการเลี้ยงเชิงอุตสาหกรรม มีจํานวนแพะอยู่อย่างหนาแน่น เช่น 

อเมริกา ออสเตรเลีย แคนาดา เม็กซิโก ซ่ึงพบความชุกของโรคมากกว่า 65% (Kahn and Line, 

2008) CAEV มีหลายสายพันธ์ุและมีความรุนแรงในการก่อโรคแตกต่างกันไป การติดต่อมักจะเกิด

จากสัมผัสแพะตัวที่มีเช้ือ แม่แพะสามารถถ่ายทอดเช้ือให้ลูกได้โดยผ่านทางน้ํานมและน้ํานมเหลือง 

ดังน้ันในฟาร์มท่ีมีการจัดการโดยรวมนํ้านมจากแม่แพะเข้าด้วยกันเพ่ือเลี้ยงลูกแพะหลาย ๆ ตัวพร้อม 

ๆ กัน ก็จะทําให้ลูกแพะเหล่าน้ันได้รับเช้ือไปพร้อมกันหมด  และไวรัสชนิดน้ียังไม่มีวัคซีนที่ให้ผล

กระตุ้นภูมิคุ้มกันที่ดี (Reina et al., 2009) CAEV ก่อโรคได้ในแพะทุกสายพันธ์ุ แต่แพะจะแสดง

อาการแตกต่างกันตามช่วงอายุ แพะอายุน้อย ทีอยู่ในช่วง 2-6 เดือนจะอ่อนแอ เดินขาพับ เป็น

อัมพาต ส่วนอาการในสัตว์ที่โตเต็มท่ี มีอายุมากกว่า 6 เดือนข้ึนไป คือ มีอาการอักเสบท่ีข้อขา เต้านม

อักเสบ มีอาการทางระบบประสาท (Minguijón et al., 2015) 

 ในฟาร์มที่มีการระบาดของ CAEV แล้วมักจะควบคุมการแพร่กระจายเช้ือได้ยาก เนื่องจาก

แพะท่ีได้รับเช้ือจะสามารถแพร่กระจายเช้ือได้ก่อนท่ีจะมีภูมิคุ้มกัน และมักจะไม่แสดงอาการอย่าง

เด่นชัด หรืออาการที่พบคล้ายคลึงกับโรคอ่ืน เช่น ข้ออักเสบ เต้านมอักเสบ และการท่ีแพะอยู่ร่วมกัน
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ในคอกท่ีแออัดก็ย่ิงเพ่ิมโอกาสสัมผัสเช้ือได้มากขึ้น แพะท่ีได้รับเช้ือ จะสร้างแอนติบอด้ีภายใน 3-12 

สัปดาห์ แต่ถ้าไวรัสแฝงตัวอยู่ในเซลล์เม็ดเลือดขาว สัตว์ก็อาจจะไม่สร้างแอนติบอด้ีขึ้นมาต่อต้าน 

(Larruskain and Jugo, et al., 2013)  

 สําหรับการวินิจฉัยโรคข้อและสมองอักเสบในแพะ จะใช้การตรวจร่างกาย การซักประวัติ 

ร่วมกับการตรวจตัวอย่างทางห้องปฏิบัติการ The World Organisation for Animal Health (OIE) 

(2008) ได้แนะนําวิธีการตรวจวินิจฉัยสําหรบัโรคนี้ คือ  

1) การจําแนกแยกเช้ือไวรัส 

 - เพาะแยกเช้ือจากตัวสัตว์ 

 - เพาะแยกเช้ือจากซากสัตว์และตัวอย่างเน้ือเย่ือ 

 - การตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ 

2) การตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยา 

 - AGID-Agar gel immunodiffusion   

 - ELISA-Enzyme-linked immunosorbent assay  ได้แก่ indirect ELISA และ 

Competitive ELISA 

 การตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยาเป็นเทคนิคมาตรฐานที่ใช้ตรวจสัตว์เพ่ือคัดกรองการติดเช้ือ

ไวรัส ใช้ตรวจหาแพะที่เป็นพาหะของเช้ือในฝูง จากการเปรียบเทียบความไวของเทคนิค AGID และ 

ELISA พบว่า ELISA มีความไวมากกว่า AGID (Brinkhof et al., 2007) แต่ความจําเพาะข้ึนอยู่กับ

ชนิดของแอนติเจน หรือสายพันธ์ุไวรัสท่ีใช้ตรวจ เช่น recombinant core protein, p55gag เป็น

แอนติเจนที่ดี เพ่ิมความไวและความจําเพาะให้เทคนิค ELISA (Konishi  et al., 2010) นอกจากท่ี 

OIE ได้ระบุเทคนิคการตรวจวินิจฉัยไว้แล้ว ยังมีรายงานการพัฒนาเทคนิคการตรวจอีกหลายรายงาน

จากกลุ่มนักวิจัยต่าง ๆ ดังสรุปไว้ในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยโรคข้อและสมองอักเสบในแพะ 

เทคนิค เอกสารอ้างอิง 
quantitative real time polymerase chain reaction 
analysis 

Jarczak et al., 2014 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) Balbin et al., 2014 
TaqMan-based qPCR Li et al.,2013 
real-Time polymerase chain reaction Brajon et al.,2012 
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) Huang et al.,2012 
ELISA and polymerase chain reaction Brinkhof et al.,2010 
polymerase chain reaction Gil et al.,2006 
semi-nested polymerase chain reaction using 
degenerate primers 

Eltahir et al.,2006 

semi-nested polymerase chain reaction Celer et al.,2000 
polymerase chain reaction Wagter et al.,1998 
reverse transcription- polymerase chain reaction Leroux et al.,1997 
in situ hybridization using fluorescein-labelled 
single-stranded RNA probes 

Storset et al.,1996 

polymerase chain reaction -generated single stranded 
nonradiolabelled probe 

Clavijo et al.,1995 

double-nested polymerase chain reaction Barlough et al.,1994 
polymerase chain reaction Reddy et al.,1993 
polymerase chain reaction Zanoni et al.,1990 

 

การระบาดของโรคข้อและสมองอักเสบในแพะในประเทศไทย 

 ในประเทศไทยมีการรายงานสํารวจพบเช้ือ CAEV ในหลายจังหวัดท่ัวประเทศ ในปี 2528 อุ

ราศรีและคณะ ตรวจพบแอนติบอด้ีต่อเช้ือ CAEV ในฝูงแพะนม จ ราชบุรี ที่นําเข้าแพะพันธ์ุชาแนน 

จากประเทศออสเตรเลียและพบ retrovirus เม่ือส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน มีรายงานการ

สํารวจแพะที่มีแอนติบอด้ีต่อ CAEV ด้วยเทคนิค AGID พบว่ามีการระบาดของเช้ือในภาคเหนือ 

(ชัยวัธน์และคณะ 2533) และจงัหวัดราชบุรี (สุพลและมนัสชัย 2547) ในปี 2552 นิอรและคณะ
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พบว่าในพ้ืนที่ภาคกลางและภาคตะวันตก มีความชุกรายฟาร์มของเชื้อ CAEV  สูงถงึ 47% เม่ือทํา

การตรวจด้วย ELISA ช้องมาศและคณะรายงานการตรวจพบ CAEV แอนติบอด้ีด้วยเทคนิค 

competitive ELISA ในพ้ืนที่ 8 จังหวัดภาคใต้ ได้แก่ กระบ่ี นครศรีธรรมราช พังงา สุราษฎร์ธานี 

สงขลา สตูล ตรัง และพัทลงุ ในปี 2553 ตรวจพบแพะในจังหวัดนครปฐม เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ ์

และกาญจนบุรี ให้ผลบวกเช่นกัน (ช้องมาศและคณะ 2554) จังหวัดราชบุรี เพชรบุรี และกาญจนบุรี 

มีรายงานพบเช้ือน้ีในแพะ ในปี 2554 (ลิน และคณะ 2554) 

 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

วิธี loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนิคระดับโมเลกุล 

(molecular technique) ที่มีความไวและความจําเพาะสูง ไม่ต้องการเครื่องมือจําเพาะท่ีมีราคาสูง 

ใช้เวลาตรวจไม่เกิน 60 นาที (Notomi et al., 2000; Fu et al., 2011) เทคนิคน้ีสามารถตรวจหา

สารพันธุกรรมของไวรัส แบคทีเรีย พยาธิ ได้ทั้งในระดับ DNA และ RNA สามารถจําแนกชนิดของ

เช้ือได้ทั้งในระดับ genus และ species สามารถใช้กับตัวอย่างได้หลากหลาย โดยไม่มีปัญหาการ

ยับย้ังปฏิกิริยาของเอนไซม์ (Nagamine et al., 2001) การตรวจสอบผลสามารถทําได้หลายวิธี เช่น 

ดูความขุ่นที่เกิดข้ึนกับตัวอย่างที่ให้ผลบวกอีกทั้งผู้ปฏิบัติไม่จําเป็นต้องมีทักษะสงู (Mori et al., 

2001; Brinkhof et al., 2010)  

เทคนิค LAMP สามารถใช้เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมทั้งชนิด DNA และ RNA โดยใช้เอนไซม์ 

Bst DNA polymerase ทีท่ํางานในอุณหภูมิคงที่ (isothermal enzyme) ระหว่าง 60 – 65 OC 

เอนไซม์น้ีมีคุณสมบัติแยกสายสารพันธุกรรม (strand displacement) และเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมในอุณหภูมิเดียว เทคนิคน้ีจะใช้ไพร์เมอร์ 2 – 3 คู่ที่จําเพาะต่อลําดับเบสท่ีแตกต่างกัน ทาํ

ให้การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเป็นไปอย่างรวดเร็ว และมีความจําเพาะสูง โดยท่ัวไปจะใช้ไพร์เมอร์ 

2 คู่ ได้แก่ forward outer primer (F3), backward out primer (B3), forward internal primer 

(FIP) และ backward internal primer (BIP) การออกแบบไพร์เมอร์ด้วยโปรแกรม 

PrimerExplorer (http://primerexplorer.jp/e/) โปรแกรมจะให้ไพร์เมอร์ประกอบด้วย 4 เส้น

หลัก F3, B3, FIP และ BIP ทั้งน้ีโปรแกรมน้ีสามารถช่วยออกแบบไพร์เมอร์พิเศษ forward loop 

(LoopF) และ backward loop (LoopB) ได้ดังแสดงในรูปที่ 2 โดยไพร์เมอร์ที่เพ่ิมข้ึนมาเพ่ือเพ่ิม
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วิธีการดําเนินงานวิจยั 

  

1. การเก็บตัวอย่างเลือดแพะ 

  พ้ืนที่ในการศึกษาได้แก่ จังหวัดนครศรีธรรมราช ตรัง และกระบี่ แพะท่ีใช้ในการศึกษามี

ทั้งหมด 312 ตัว มีอายุประมาณ 1 ปี - 2 ปี ไม่จํากัดเพศ แพะแสดงอาการข้อขาอักเสบ หรือเต้านม

อักเสบ ระยะเวลาเก็บตัวอย่างในปี 2560 - 2561 การเก็บตัวอย่างจะเก็บในหลอดท่ีมีสารป้องกัน

เลือดแข็งตัวชนิด Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) เจาะเก็บเลือดจากเส้นเลือดใหญ่

บริเวณคอปริมาณ 5 มิลลิลิตร โดยเลือดปริมาณ 200 μl จะนําไปสกัด DNA เลือด 500 μl จะนําไป

ป่ันตกท่ีความเร็ว 3,500 rpm เพ่ือเก็บน้ําเลือดไว้ทําการทดสอบด้วยเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยา ส่วน

เลือดท่ีเหลือจะนําไปป่ันแยกเซลล์เม็ดเลือดขาว และนําไปสกัด DNA ต่อไป  

 

2. การสกัดสารพันธุกรรม 

 การสกัดสารพันธุกรรมจากเลือดและเม็ดเลือดขาวจะใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป Invitrogen™ 

PureLink™ Genomic DNA Kit (ThermoFisher, USA) โดยข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรมจะ

ปฏิบัติตามคู่มือของบริษัท หลังจากสกัดแล้วจะทําการวัดปริมาณสารพันธุกรรมท่ีได้ในแต่ละตัวอย่าง 

DNA ที่สกัดได้จะทําการเก็บรกัษาที่ -20OC จนกว่าจะนํามาใช้ 

 

3. เทคนิค PCR   

3.1 การออกแบบไพร์เมอร์สําหรับ PCR (PCR primer)  

ในการออกแบบไพร์เมอร์ (forward และ backward primer) จะใช้โปรแกรม PrimerBlast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) โดยมีเป้าหมายคือยีน gag จาก CAE 

proviral genome (ACCESSION M33677.1, Saltarelli et al.,1990)  ในการออกแบบจะคัดเลือก

ไพร์เมอร์ 2 – 3 คู่มาใช้สําหรับทดสอบและประเมินกับกลุ่มควบคุมบวก จากนั้นเลือก 1 – 2 คู่เพ่ือใช้

ทดสอบกับตัวอย่างจริงต่อไป  

 

 

 



9 
 

3.2 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย PCR  

 การทํา PCR จะใช้ชุดเอนไซม์และบัฟเฟอร์ TopTaq Master Mix Kit (Qiagen, USA) 

ส่วนผสมสําหรบัปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 μl ประกอบด้วย  

 

Component   Volume/reaction  Final concentration 

10x TopTaq PCR Buffer*  5 μl 1X 
dNTP mix (10 mM of each)  1 μl 200 μM of each dNTP 
Primer A  Variable 0.1–0.5 μM 
Primer B  Variable 0.1–0.5 μM 
TopTaq DNA Polymerase  0.25 μl 1.25 units/reaction 
DNA Template DNA  Variable 50 ng/ reaction 
RNase-free water Template  Add to 50 μl  

 

ในการทําปฏิกริิยาเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมจะมีรอบการทํางานดังน้ี 

Initial denaturation  3 min  94OC  

3 step cycling : 35 cycles 

Denaturation  30 sec  94OC 

Annealing  30 sec 63OC 

Extension  1 min  72OC 

Final extention  10 min 72OC 

 

ในการอ่านผล PCR จะนําผลผลิตท่ีได้จากปฏิกิริยาไปทดสอบหาน้ําหนักโมเลกุลของผลผลิต

ที่ได้ด้วยเทคนิคการแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ที่ 1% 

agarose gel ใน Tris-Boric acid-EDTA buffer (TBE) ตรวจหานํ้าหนักโมเลกุลของผลผลิตด้วยการ

ย้อม SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, USA) และสอ่งดูด้วยแสงสฟ้ีา (Blue-light 

transilluminator) 
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4. เทคนิค LAMP 

4.1 การออกแบบไพร์เมอร์สําหรับ LAMP (LAMP primer)  

เทคนิค LAMP จะใช้ไพร์เมอร์ 4 สาย การออกแบบไพร์เมอร์จะใช้ PrimerExplorer V5 

(http://  http://primerexplorer.jp/e/) ในการออกแบบจะคัดเลือกไพร์เมอร์ 5 ชุด มาใช้สําหรับ

ทดสอบและประเมินกับกลุ่มควบคุมบวก จากนั้นเลือก 1 – 2 ชุดเพ่ือใช้ทดสอบกับตัวอย่างจริงต่อไป  

  

4.2 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย LAMP 

 การทํา LAMP จะใช้ชุดเอนไซม์และบัฟเฟอร์ Bst 2.0 WarmStart® DNA Polymerase 

(NEB, USA) ส่วนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 μl ประกอบด้วย  

 

Component   Volume/reaction  Final concentration 
10X Isothermal 
Amplification Buffer  

2.5 μl  1X (contains 2 mM MgSO4) 

MgSO4 (100 mM)  1.5 μl  6 mM (8 mM total) 
dNTP Mix (10 mM)  3.5 μl  1.4 mM each 
FIP/BIP Primers (25X)  1 μl  1.6 μM 
F3/B3 Primers (25X)  1 μl  0.2 μM 
LoopF/B Primers (25X)  1 μl  0.4 μM 
Bst 2.0 DNA Polymerase 
(8,000 U/ml)  

1 μl  320 U/ml 

DNA Sample  variable  > 10 copies or more 
Nuclease-free Water  to 25 μl    

 

ในการทําปฏิกริิยาจะทําท่ีอุณหภูมิ 60-65°C เป็นเวลา 30–60 นาที จากน้ันจะแช่ทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือหยุดการทํางานของเอนไซม์ ในการอ่านผล LAMP จะทํา 2 วิธี 

คือ Agarose gel electrophoresis และ SYBR Green dye    

1) Agarose gel electrophoresis นําผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยาไปทดสอบหานํ้าหนักโมเลกุลของ

ผลผลิตที่ได้ด้วยเทคนิคการแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้าที่ 1% agarose gel ใน Tris-Boric 

acid-EDTA buffer (TBE) ตรวจหานํ้าหนักโมเลกุลของผลผลิตด้วยการย้อม SYBR Gold Nucleic 
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Acid Gel Stain (Invitrogen, USA) และส่องดูด้วยแสงสฟ้ีา (Blue-light transilluminator) หลอด

ที่ทดสอบให้ผลบวกจะแสดงผลเป็นแถบยาวไม่สามารถระบุนํ้าหนักโมเลกุลได้ชัดเจน (ladder-like 

band patterns) 

2) SYBR Green dye เติม 10× SYBR Green dye (Invitrogen, USA) ปริมาตร 0.5 μl ลงใน

ปฏิกิริยาที่เสรจ็แล้ว และนําไปส่องดูด้วยแสงสีฟ้า ถ้าหลอดท่ีทดสอบให้ผลบวกจะเรอืงแสง  ในขณะ

ที่หลอดที่ให้ผลทดสอบลบจะยังคงสีส้มอยู่ ไม่มีการเรืองแสง 

 

4.3 การทดสอบหาสภาวะปฏกิิริยาที่เหมาะสมสําหรับเทคนิค LAMP 

 ปฏิกิริยาจะถูกทดสอบที่แตกต่างกัน 5 อุณหภูมิ คือ 61 °C, 62 °C, 63 °C, 64 °C, และ 65 

°C และตรวจวัดการเกิดผลผลิตที่ช่วงเวลาต่างกัน 3 ช่วง คือ 15, 30, และ 45 min. 

 

4.4 การทดสอบความจําเพาะและความไวของเทคนิค LAMP 

 ในการทดสอบความสามารถของเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นมาว่าสามารถตรวจหา CAEV ได้อย่าง

ถูกต้อง แม่นยําเพียงใด จะทําโดยการเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีเป็นเช้ือในกระแสเลือดแพะที่มี

รายงานในประเทศไทย ซ่ึงได้แก่ แบคทีเรีย Anaplasma 16s ribosomal RNA gene, โปรโตซัว 

Theileria 18s ribosomal RNA gene และนํ้ากลั่น  

การหาความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) โดยจะมีค่าที่เกี่ยวข้องคอื 

 ผลบวกจริง (true positive) มีการปนเป้ือนและตรวจพบได้ 

 ผลบวกเท็จ (false positive) ไม่มีการปนเป้ือนแต่ตรวจพบ 

 ผลลบจริง (true negative) ไม่มีการปนเป้ือนและตรวจไม่พบ 

 ผลลบเท็จ (false negative) มีการปนเป้ือนแต่ตรวจไม่พบ 

นําค่าเหล่าน้ีมาคํานวณหาความไวและความจําเพาะตามสูตรดังน้ี 

ความไว=จํานวนผลบวกจริง/(จํานวนผลบวกจริง+จํานวนผลลบเท็จ)×100 

ความจําเพาะ=จํานวนผลลบจริง/(จํานวนผลลบจรงิ+จํานวนผลบวกเท็จ)×100 
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5. การหาลําดับเบส (nucleotide sequencing) 

 ตัวอย่างท่ีให้ผล PCR ของยีนเป้าหมายเป็นบวก จะนํามาใช้หาลําดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งผล

ผลิต PCR ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing ผลลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะ

นํามาวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gag จาก CAE proviral genome 

(ACCESSION M33677.1, Saltarelli et al.,1990)   และลําดับนิวคลีโอไทด์อ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล 

NCBI Nucleotide (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) เพ่ือศึกษาความเหมือนและ 

ความต่างด้วย NCBI Basic Local Alignment Search Tool  
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

1. การพัฒนาเทคนิค PCR ทีมี่ความจําเพาะต่อยีน CAEV gag   

คณะผู้วิจัยได้ทําการออกแบบ คัดเลือกและหาความไวเชิงวิเคราะห์ของไพร์เมอร์สําหรับ

เทคนิค PCR ใหม่แทนการเลือกใช้ชุดไพร์เมอร์ที่ได้ตีพิมพ์แล้ว (Eltahir et al.,2006; Gil et 

al.,2006; Brinkhof et al.,2010) เน่ืองจาก 1) ชุดไพร์เมอร์ไม่ได้มีเป้าหมายที่ยีน gag 2) สถาวะของ

ปฏิกิริยาและเอนไซม์ที่ใช้มีความแตกต่างกัน และ 3) ลําดับของนิวคลีไทด์ของ CAEV สายพันธ์ุใน

ประเทศไทยมีความแตกต่างจากที่เคยรายงานในประเทศต่าง ๆ ทําให้ความจําเพาะแตกต่างจากที่ได้

รายงานไป  ดังน้ันเพ่ือให้ผลการวิเคราะห์ความไวและความจําเพาะของเทคนิคมีความเป็นจริงตาม

ลักษณะของเช้ือท่ีมีการระบาดในประเทศไทย ทางคณะผู้วิจัยได้ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่จํานวน 5 คู่ 

(ตารางท่ี 3) และได้ทําการทดสอบเพ่ือคัดเลือกไพร์เมอร์ที่ได้ให้ผลมีความน่าเช่ือถือมากท่ีสุด โดยไพร์

เมอร์ที่ออกแบบมาใหม่มีเป้าหมายอยู่ที่ยีน gag ที่มีลําดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 512-1858 bp ของ

ทั้ง CAEV proviral DNA (Accession NO M33677.1) และ CAEV complete genome 

(Accession NO NC_001463.1)  

 

2. การทดสอบไพร์เมอร์และการหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับตรวจการติดเช้ือ CAEV 

ปฏิกิริยาจะถูกทดสอบที ่Annealing temperature แตกต่างกัน 3 อุณหภูมิ คือ 61 °C,  63 

°C, และ 65 °C โดยจะทําปฏิกิริยา 35 รอบ เอนไซม์ที่ใช้คือ TopTaq Master Mix Kit (Qiagen, 

USA) พบว่าอุณหภูมิที่แตกต่างกันท้ัง 3 อุณหภูมิให้ผลการเกิดผลผลิตพีซีอาร์ไม่แตกต่างกัน นํ้าหนัก

โมเลกุลของผลผลิตเป็นไปตามท่ีคํานวน และลําดับนิวคลีโอไทด์มีความถูกต้องเม่ือเทียบกับ DNA 

ต้นแบบ ยกเว้นการใช้ไพร์เมอร์ CAEV_1_F TTCGACTCAGAGGGGAGCAC และ CAEV_1_R 

AGCTTCTCCCTCCTGCTGCT ที่ได้ผลผลิตน้อยท่ีสุดในทุกอุณหภูมิทีท่ําการทดสอบ  จากการ

ทดสอบเทคนิค PCR จะใช้ Annealing temperature ที่อุณหภูมิ 63 °C และไพร์เมอร์  CAEV_5_F 

GGCCATGATGCCTGGAAATA และ CAEV_5_R CCTGGCCTTAATGCTTGTGC ได้ถูกเลือกมาใช้

ในการทดสอบขั้นต่อไป เนื่องจากมีเป้าหมายในบริเวณเดียวกับเทคนิค LAMP 
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3. การทดสอบความจําเพาะ (specificity test) ของเทคนคิ PCR 

 การทดสอบความจําเพาะของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR ทําโดยการ

ทดสอบกับตัวอย่าง DNA จากเลือดของแพะท่ีมีการตรวจพบเช้ือชนิดอ่ืน ๆ ที่มีการระบาดในประเทศ

ไทย ได้แก่ Anaplasma spp และ Theileria spp ผลการทดสอบพบว่าไพร์เมอร์และสภาวะของ 

PCR ที่ใช้ใหผ้ลบวกเฉพาะยีน CAEV gag เท่านั้น 

 

4. การทดสอบความไว (Sensitivity test) ของเทคนิค PCR 

 การทดสอบความไวของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR ทาํโดยการ

ทดสอบกับตัวอย่าง DNA มาตรฐานท่ีทราบความเข้มข้นแน่นอน จากน้ันทํา 10-fold serial 

dilution ให้ได้ความเข้มข้น 100 ng/μl, 10 ng/μl, 1 ng/μl, 0.1 ng/μl, 0.01 ng/μl, และ 0.001 

ng/μl นํา DNA แต่ละความเข้มข้นมาใช้เป็นต้นแบบ (DNA template) ในการทํา PCR เพ่ือหาความ

เข้มข้นตํ่าสุดที่สภาวะและไพร์เมอร์ที่ใช้สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมยีนเป้าหมายได้ ผลจาก

การทดสอบพบว่าค่าความไวสูงสุดของเทคนิค PCR อยู่ที่ 0.1 ng/μl 

 

 



 

 

รูปที

ที่ใช้ในเทคนิ

 

ที่ 3 ลําดับนวิ

ค PCR  และ 

วคลีโอไทด์ของ

 LAMP 

งยีน CAEV ggag ลูกศรแสดดงทิศทางและะตําแหน่งของ

15 

 

งไพร์เมอร์



 

ตารางท่ี 3 ไพ

 

Primer 

CAEV_1_F
CAEV_1_R
CAEV_2_F
CAEV_2_R
CAEV_3_F
CAEV_3_R
CAEV_4_F
CAEV_4_R
CAEV_5_F
CAEV_5_R

 

 

 

 

รูปที

ต่อยีน CAEV

พร์เมอร์ที่ออก

F TTCGACTC
R AGCTTCTC
F TTCGACTC
R TCTCATCC
F GTTCGACT
R TCTCATCC
F GGCCATGA
R TGTGGCTG
F GGCCATGA
R CCTGGCCT

ที่ 4 ผลผลติพี

V gag  

กแบบสําหรับ

CAGAGGGGA
CCCTCCTGC
CAGAGGGGA
CCCATTTGG
TCAGAGGGG
CCCATTTGG
ATGCCTGGA
GTCCATTCC
ATGCCTGGA
TTAATGCTT

พีซีอาร์จากกา

ทดสอบเทคนิ

Le
(b

AGCAC 20
CTGCT 20
AGCAC 20
CAAC 20

GAGCA 20
CAAC 20

AAATA 20
CCTTT 20
AAATA 20
TGTGC 20

 

ารทดสอบไพร์

M 

1 :

2 :

3 :

4 :

5 :

นิค PCR 

ength 
bp) 

Tm

0  62
0  63
0  62
0  63
0  62
0  63
0  63
0  62
0  63
0  62

รเ์มอร์จํานวน 

 :  100 bp D

    CAEV_1_F

    CAEV_2_F

    CAEV_3_F

    CAEV_4_F

    CAEV_5_F

m (OC) GC
(%

.9  60

.0  60

.9  60

.1  50

.9  60

.1  50

.0  50

.8  50

.0  50

.9  55

 5 คู่ที่ใช้ในเท
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F และ CAEV_

F และ CAEV_

F และ CAEV_

F และ CAEV_

F และ CAEV_

C 
%)   

Prod
Size 

0.0   
0.0  363 
0.0   
0.0  324 
0.0   
0.0  325 
0.0   
0.0  558 
0.0   
5.0  531 
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5. การพัฒนาเทคนิค LAMP ที่มีความจําเพาะต่อยีน CAEV gag   

คณะผู้วิจัยได้ทําการออกแบบ ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับปฏกิิริยาและหาความไว 

ความจําเพาะของไพร์เมอร์สําหรับเทคนิค LAMP เพ่ือนําไปใช้ในการทดสอบภาคสนามและนําไป

ให้บริการแก่เจ้าของสัตว์ทั้งรายย่อยและรายฟาร์ม เพ่ือให้ผลการวิเคราะห์ความไวและความจําเพาะ

ของเทคนิค LAMP มีความเป็นจริงตามลักษณะของเช้ือทีมี่การระบาดในประเทศไทย ทางคณะผู้วิจัย

ได้ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่จํานวน 5 คู่ (ตารางที่ 4) เพ่ือทดสอบคัดเลือกไพร์เมอร์ที่ให้ผลน่าเช่ือถือ

มากที่สุด โดยยีนเป้าหมายคือ CAEV gag มีลําดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 512-1858 bp ของทั้ง 

CAEV proviral DNA (Accession NO M33677.1) และ CAEV complete genome (Accession 

NO NC_001463.1) เช่นเดียวกับที่ได้พัฒนาในเทคนิค PCR  

 

6. การทดสอบไพร์เมอร์และการหาสภาวะที่เหมาะสมสาํหรับตรวจการติดเช้ือ CAEV ด้วยเทคนิค 

LAMP 

ปฏิกิริยาจะถูกทดสอบที่ Annealing temperature แตกต่างกัน 3 อุณหภูมิ คือ 61 °C,  

63 °C, และ 65 °C โดยจะทําปฏิกิริยา 60 นาท ี เอนไซม์ที่ใช้คือ Bst 2.0 WarmStart® DNA 

Polymerase (NEB, USA)  พบว่าอุณหภูมิที่แตกต่างกันท้ัง 3 อุณหภูมิให้ผลการเกิดผลผลิตแตกต่าง

กันเม่ือทําการอ่านผลปฏิกิริยาจะพบว่าที่อุณหภูมิ 65°C จะเกิดผลเร็วท่ีสุด รองลงมาคือ 63°C และ 

61°C ตามลําดับ และเวลาที่สามารถเร่ิมอ่านผลได้ชัดเจนคือ 32 นาที  

 

7. การทดสอบความจําเพาะ (specificity test) ของเทคนคิ LAMP 

 การทดสอบความจําเพาะของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค LAMP ทําโดย

การทดสอบกับตัวอย่าง DNA จากเลือดของแพะท่ีมีการตรวจพบเช้ือชนิดอ่ืน ๆ ที่มีการระบาดใน

ประเทศไทย ได้แก่ Anaplasma spp และ Theileria spp ผลการทดสอบพบว่าไพร์เมอร์และ

สภาวะของ LAMP ที่ใช้ให้ผลบวกเฉพาะยีน CAEV gag เท่าน้ัน 
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8. การทดสอบความไว (Sensitivity test) ของเทคนิค LAMP 

 การทดสอบความไวของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค  LAMP ทําโดยการ

ทดสอบกับตัวอย่าง DNA มาตรฐานท่ีทราบความเข้มข้นแน่นอน จากน้ันทํา 10-fold serial 

dilution ให้ได้ความเข้มข้น 100 ng/μl, 10 ng/μl, 1 ng/μl, 0.1 ng/μl, 0.01 ng/μl, และ 0.001 

ng/μl นํา DNA แต่ละความเข้มข้นมาใช้เป็นต้นแบบ (DNA template) ในการทํา LAMP เพ่ือหา

ความเข้มข้นตํ่าสุดท่ีสภาวะและไพร์เมอร์ที่ใช้สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมยีนเป้าหมายได้ ผล

จากการทดสอบพบว่าค่าความไวสูงสุดของเทคนิค LAMP อยู่ที่ 0.01 ng/μl ส่วนความเข้มข้น 0.001 

ng/μl ให้ผลทดสอบไม่ชัดเจนเม่ือทําการอ่านผลด้วย SYBR dye และ Agarose gel 

electrophoresis 

 

9. การทดสอบกับตัวอย่างทางคลินิก (Evaluation of the assay) 

 การทดสอบความน่าเช่ือถือของเทคนิค PCR และ LAMP ที่ได้พัฒนาขึ้นมาในโครงการน้ีเพ่ือ

ใช้ในการตรวจการติดเช้ือ CAEV ในแพะ ทําได้โดยการทดสอบกับตัวอย่างเลือดของแพะที่แสดง

อาการข้ออักเสบหรือเต้านมอักเสบจํานวน 312 ตัวอย่าง เม่ือได้ผลแลว้ได้ทําการยืนยันความถูกต้อง

ด้วยเทคนิค nucleotide sequencing สรุปผลดังแสดงในตารางที่ 5 จะเห็นได้ว่าความสามารถใน

การตรวจการติดเช้ือท้ังสองเทคนิคมีค่าใกลเ้คียงกันโดยเทคนิค PCR มีความแตกต่างจาก LAMP 

เพียง 1 ตัวอย่าง จากการตรวจสอบความถูกต้องของลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gag พบว่า ทั้ง 

LAMP และ PCR สามารถตรวจการติดเช้ือได้อย่างถูกต้องแม่นยํา 
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ตารางท่ี 4 ไพร์เมอร์ที่ออกแบบสําหรับทดสอบเทคนิค LAMP 

 

Label 5'pos 3'pos Length 
(bp) 

Tm 
(OC) 

Sequence 

F3 968 991 24 55.15 CACTATCTTATACAAATGCATCAG 
B3 1166 1183 18 56.95 CCGGTTTTCCACAGTTGT 
FIP     48   ACATCTCTACATGCTTGCATTTTTT-

GATAGAACACTAGGACAAAGAGT 
BIP     43   ATCAGAAGGGTTCAAAATGCAATTG-

AACACCTTTGTGGCTGTC 
F2 1012 1034 23 56.86 GATAGAACACTAGGACAAAGAGT 
F1c 1055 1079 25 60.03 ACATCTCTACATGCTTGCATTTTTT 
B2 1148 1165 18 56.97 AACACCTTTGTGGCTGTC 
B1c 1083 1107 25 60.77 ATCAGAAGGGTTCAAAATGCAATTG 

Label 5'pos 3'pos Length 
(bp) 

Tm 
(OC) 

Sequence 

F3 267 285 19 55.8 CTTTATGTCTTTGCAGGCC 
B3 451 468 18 57.6 TTTCCAGCTTCTCCCTCC 
FIP     43   GCCATTGCATCTTGCAATGTCTC-

CATTAGCGGGTCTAATGTGT 
BIP     45   CATGAAAGATGGGTTACTGGAACA-

CTACTATTGGGAAGACACTCT 
F2 287 306 20 56.82 CATTAGCGGGTCTAATGTGT 
F1c 328 350 23 62.81 GCCATTGCATCTTGCAATGTCTC 
B2 419 439 21 55.53 CTACTATTGGGAAGACACTCT 
B1c 360 383 24 60.77 CATGAAAGATGGGTTACTGGAACA 

Label 5'pos 3'pos Length 
(bp) 

Tm 
(OC) 

Sequence 

F3 370 388 19 56.42 GGGTTACTGGAACAAGAGG 
B3 545 563 19 56.03 GCATAATATGCCAACTGCC 
FIP     44   GCTTTCCAGCTTCTCCCTCC-
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GAAGACAAAAGAGAAAAGGAAGAG 
BIP     45   AGTAGATTCTGTAATGTTCCAGCAA-

TTTCAAAGTCCTCAGACACG 
F2 397 420 24 57.43 GAAGACAAAAGAGAAAAGGAAGAG 
F1c 451 470 20 62.14 GCTTTCCAGCTTCTCCCTCC 
B2 525 544 20 57.14 TTTCAAAGTCCTCAGACACG 
B1c 471 495 25 60.11 AGTAGATTCTGTAATGTTCCAGCAA 

Label 5'pos 3'pos Length 
(bp) 

Tm 
(OC) 

Sequence 

F3 1020 1041 22 56.45 ACTAGGACAAAGAGTACAACAA 
B3 1228 1248 21 56.44 CATATGTCCTCTCTTTCCACA 
FIP     45   GGCCTTAATGCTTGTGCTAACAATT-

AATGCAAGCATGTAGAGATG 
BIP     43   GGACAGCCACAAAGGTGTTAC-

GTTGTGACATATGATTCCTTGT 
F2 1059 1078 20 55.27 AATGCAAGCATGTAGAGATG 
F1c 1103 1127 25 62.56 GGCCTTAATGCTTGTGCTAACAATT 
B2 1206 1227 22 56.05 GTTGTGACATATGATTCCTTGT 
B1c 1147 1167 21 60.98 GGACAGCCACAAAGGTGTTAC 

Label 5'pos 3'pos Length 
(bp) 

Tm 
(OC) 

Sequence 

F3 273 290 18 57.46 GTCTTTGCAGGCCACATT 
B3 490 508 19 55.97 CTACTGTTTGCAGTTGCTG 
FIP     43   CCATCTTTCATGATTACTGTAGCCA-

TGTTGCCAAATGGGGATG 
BIP     44   AGAGAAAAGGAAGAGAGTGTCTTCC-

AATCTACTGCTTTCCAGCT 
F2 304 321 18 57.22 TGTTGCCAAATGGGGATG 
F1c 347 371 25 60.7 CCATCTTTCATGATTACTGTAGCCA 
B2 460 478 19 55.47 AATCTACTGCTTTCCAGCT 
B1c 406 430 25 61.81 AGAGAAAAGGAAGAGAGTGTCTTCC 
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สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 

คณะผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาวิธีการวินิจฉัยโรคข้อและสมองอักเสบในแพะให้มี

ความจําเพาะต่อเช้ือสายพันธ์ุในประเทศไทย สามารถตรวจการติดเช้ือได้แม่นยํา สะดวก และทํางาน

ในภาคสนามได้ โครงการวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพ่ือนํามาใช้ตรวจการติด

เช้ือไวรัสโรคข้อและสมองอักเสบในแพะ  

เทคนิคการตรวจการติดเช้ือไวรัสที่ได้พัฒนาขึ้นมีอยู่ด้วยกัน 2 เทคนิค คือ PCR และ LAMP 

โดยท่ีเทคนิคทั้งสองมียีนเป้าหมายเดียวกันคือ CAEV gag ที่สามารถตรวจ CAEV proviral DNA 

และ CAEV complete genome ได้ นอกจากนี้ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นเป้าหมายยังเป็นส่วนท่ีคง

ลําดับ ไม่ค่อยมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด์ และเป็นลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ซํ้าหรือใกล้เคียง

กับเช้ือชนิดอ่ืนที่มีการระบาดในประเทศไทย อย่างไรก็ตามทั้งสองเทคนิคที่ได้พัฒนาขึ้นมามีความ

แตกต่างกันในความสามารถของการตรวจการติดเช้ือ ความไว ความจําเพาะ เวลาที่ใช้ในการตรวจ

และความต้องการเครื่องมือใช้ในการตรวจ 

1. ไพร์เมอร์และสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจการติดเช้ือ CAEV มีดังน้ี 

PCR : ทํา 35 รอบ โดยกําหนดสภาวะ Initial denaturation  3 min  94OC, Denaturation 30 

sec 94 OC, Annealing 30 sec 63 OC, Extension  1 min 72 OC, Final extention 10 min OC 

ไพร์เมอร์ที่ใช้  CAEV_5_F GGCCATGATGCCTGGAAATA และ CAEV_5_R 

CCTGGCCTTAATGCTTGTGC 

LAMP : กําหนดอุณหภูมิ 65OC 60 min เริ่มอ่านผลได้ในนาทีที่ 32  

ไพร์เมอร์ที่ใช้   F3 GTCTTTGCAGGCCACATT 

B3 CTACTGTTTGCAGTTGCTG 

FIP CCATCTTTCATGATTACTGTAGCCA-TGTTGCCAAATGGGGATG 

BIP  AGAGAAAAGGAAGAGAGTGTCTTCC-AATCTACTGCTTTCCAGCT 

F2  TGTTGCCAAATGGGGATG 

B2  AATCTACTGCTTTCCAGCT 
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2. ความจําเพาะของการตรวจการติดเช้ือ 

การตรวจการติดเช้ือด้วยเทคนิค PCR และ LAMP มีความจําเพาะต่อการตรวจค่อนข้างสูง 

เน่ืองจากให้ผลลบต่อการทดสอบด้วยเช้ืออ่ืน ๆ ที่มีการระบาดอยู่ในแพะในพ้ืนที่เดียวกันคือ 

Anaplasma spp. และ Theileria spp.  

 

3. ความไวของการตรวจการติดเช้ือ 

โดยท่ัวไปค่าความไวในการเพ่ิมปริมาณ DNA เป้าหมายของเทคนิค PCR จะมีค่าประมาณ 

0.1-100 ng/μl หรือ 102-106 copy/μl ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ เช่น ประสิทธิภาพของเอนไซม์ที่ใช้

เพ่ิมปริมาณ ความสามารถในการจับกับเป้าหมายของไพร์เมอร์ ความยาวของผลผลิต PCR คุณภาพ

ของ DNA เป็นต้น ในการพัฒนาเทคนิค PCR ตรวจการติดเช้ือ CAEV ได้ค่าความไวของเทคนิคท่ี  

0.1  ng/μl นับว่าเป็นเทคนิคที่มีความไวสูง 

ส่วนค่าความไวในการตรวจด้วยเทคนิค LAMP โดยท่ัวไปจะค่าประมาณ 10 fg/μl – 10 

ng/μl ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ เช่น ความซับซ้อนและความบริสุทธ์ิของ DNA เป้าหมาย โครงสร้าง

ผลผลิต LAMP ในโครงการน้ีค่าความไวของการตรวจการติดเช้ือ CAEV ด้วย LAMP มีค่า 0.01 

ng/μl ส่วนความเข้มข้น 0.001 ng/μl ให้ผลทดสอบไม่ชัดเจนเม่ือทําการอ่านผลด้วย SYBR dye 

และ agarose gel electrophoresis และสามารถเร่ิมอ่านผลการทดสอบได้ต้ังแต่นาทีที่ 32 

 

4 ระยะเวลาท่ีใช้ในการตรวจ  

 เทคนิค LAMP ใช้เวลาประมาณ 1.5-2 ช่ัวโมงในการทําเริ่มต้ังแต่การสกัด DNA เตรียม

ปฏิกิริยาจนถึงการอ่านผล ซ่ึง LAMP สามารถเริ่มอ่านผลการทดสอบได้เร็วกว่าเทคนิค PCR อย่าง

เห็นได้ชัดเจน และในการทํางานท้ังหมด LAMP ใช้เวลาน้อยกว่า PCR ซ่ึงต้องใช้เวลาท้ังหมดในการ

ทํางานประมาณ 4-6 ช่ัวโมง  

 โครงการวิจัยการพัฒนาวิธีวินิจฉัยโรคข้อและสมองอักเสบในแพะด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล ได้

พัฒนาเทคนิค PCR และ LAMP ขึ้นมาให้มีความจําเพาะต่อเช้ือไวรัสสายพันธ์ุที่มีการระบาดใน

ประเทศไทย โดยเทคนิคท้ังสองท่ีได้พัฒนาข้ึนมาสามารถนําไปใช้ในการตรวจการติดเช้ือในแพะ และ

ให้บริการแก่เกษตรกรเจ้าของสัตว์ได้ นอกจากน้ีข้อมูลของสายพันธ์ุไวรัสท่ีได้ และข้อมูลเชิงระบาด

วิทยาจะเป็นองค์ความรู้ที่สําคัญในการวางแผนและควบคุมป้องกันโรคต่อไป 
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