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ยาคลาริโธรมัยซิน เป็นยาปฏิชีวนะหลักของการรักษามาตรฐานแบบ Triple  therapy ที่ใช้รักษาการติด
เช้ือ Helicobacter pylori  ซึ่งในปัจจุบันพบว่ามีปัญหาการดื้อยาคลาริโธรมัยซินเพิ่มสูงขึ้นและท าให้การรักษา
ล้มเหลว    กลไกการดื้อยาเกิดจากการกลายพันธุ์ในบริเวณ  peptidyltransferase  ของ domain V  ของ  ยีน 
23S rRNA พบว่าการกลายพันธุ์ท่ีต าแหน่ง A2143G มีความสัมพันธ์กับการดื้อยาอย่างมีนัยส าคัญและเป็นต าแหน่ง
กลายพันธุ์ท่ีมีอุบัติการณ์สูงในหลายประเทศ  งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์เช้ือ H. pylori ที่ดื้อยา
คลาริโธรมัยซิน ที่มีการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ต าแหน่ง A2143G ด้วยเทคนิค Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (LAMP-RFLP) โดยท าการตรวจยืนยันเช้ือ H. pylori 
จากตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค PCR และตรวจการกลายพันธุ์ของ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง 
A2143G ด้วยวิธ ีPCR –RFLP ท าการออกแบบไพรเมอร์ LAMP ของยีน 23S rRNA และ ทดสอบสภาวะที่เหมาะสม 
ผลพบว่าตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวกจ านวน 353 ตัวอย่าง มีเช้ือ H. pylori จ านวน 101 ตัวอย่าง  และมี
ตัวอย่างที่กลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ต าแหน่ง  A2143G คิดเป็น 7.5 เปอร์เซ็นต์ (4/53) ผลวิเคราะห์ล าดับเบสของ
เช้ือ H. pylori 29 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์ของ 23S rRNA ต าแหน่ง  A2142G, A2143G, T2182C และ 
A2143G+T2182C คิดเป็น 3.4, 3.4, 48.3 และ 10.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ สภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา 
LAMP ในการเพิ่มปริมาณยีน 23S rRNA ของเช้ือ H. pylori จะใช้ความเข้มข้นของสารต่างๆ ดังนี้ ไพรเมอร์ FIP/ 
BIP เป็น 1.6 ไมโครโมลาร์ F3/B3 เป็น  0.2 ไมโครโมลาร์ และ LF/LB เป็น 0.8 ไมโครโมลาร์ เบตาอีน
เป็น   0.8    โมลาร์   ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต เป็น 1.4 มิลลิโมลาร์    แมกนีเซียมซัลเฟต 
เป็น  0.6   โมลาร์ บ่มที่อุณหภูมิ  65  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที น าผลผลิต LAMP ตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ BsaI พบว่าสามารถแยกระหว่าง  wild type และ mutant type ได้ส าเร็จ โดย wild type จะเห็น
ลักษณะสเมียร์แบนแบบขั้นบันได ขณะที่ A2143G mutant type จะเห็นแถบดีเอ็นเอ 3 ขนาด คือ 92, 103 และ 
250 bp   ดังนั้นเทคนิค LAMP-RFLP ที่พัฒนาขึ้นน่าจะเป็นวิธีที่ง่ายและรวดเร็วส าหรับตรวจการกลายพันธุ์
ยีน  23S rRNA ต าแหน่ง A2143G  ของเชื้อ H. pylori ซึ่งสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการตรวจคัดกรองการดื้อยา
คลาริโธรมัยซินจากตัวอย่างเช้ือ H. pylori ที่แยกได้จากผู้ป่วยในประเทศที่มีอัตราการดื้อยาสูงเพื่อเลือกใช้ยา
ปฏิชีวนะที่เหมาะสมได้ 
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THANAPORN CHAMPATHAI: DEVELOPMENT OF RAPID CLARITHROMYCIN RESISTANT 
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Clarithromycin is the key antibiotic of standard triple therapy to treat Helicobacter 
pylori infection. The problem of clarithromycin resistance has been dramatically increased 
nowadays which contributed to eradication failure. The mechanism of clarithromycin resistance is 
due to mutation in the peptidyltransferase region of domain V of the 23S rRNA. Mutation at the 
position A2143G significantly correlated to antibiotic resistance and found high prevalence in 
many countries.  In this study, LAMP based assay with restriction enzyme analysis (LAMP-RFLP) 
was developed for determination of A2143G mutations in 23S rRNA associated with 
clarithromycin resistance of H. pylori. PCR amplification was used for the confirmation of H. pylori 
identification in positive urease test samples and PCR-RFLP method was performed to detect an 
A2143G point mutation in 23S rRNA. LAMP primers of 23S rRNA were designed and tested for 
optimal conditions. Of all 353 positive urease test samples, 101 could be amplified for H. pylori 
gene and 7.5% (4/53) were mutated at A2143G of 23S rRNA gene. Sequencing results of 23S rRNA 
among the 29 strains of H. pylori found the mutations at position A2142G 3.4%, A2143G 
3.4%, T2182C 48.3% and A2143G+T2182C 10.3%. The optimal conditions for LAMP amplification 
of H. pylori 23S rRNA contained 0.2 µM each of F3 and B3, 1.6 µM each of FIP and BIP, 0.8 µM 
each of LF and LB, 0.8 M betaine, 1.4 mM of deoxynucleoside triphosphates and 6 mM MgSO4, 
incubated at 65°C for 60 min. The restriction enzyme analysis of LAMP products with BsaI could 
successfully distinguished wild type and mutant type with the ladder like pattern in wild type 
and three different sizes of 92 bp, 103 bp and 250 bp in A2143G mutant type. Therefore, our 
LAMP-RFLP assay should be a rapid and simple method for the detection of A2143G mutation in 
23S rRNA gene of H. pylori which will be useful for primary clarithromycin  resistance screening of 
H. pylori isolated from patients in countries with a high prevalence of clarithromycin resistance 
for appropriate antibiotic treatment.  
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บทที่ 1 
 

บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

Helicobacter pylori เป็นแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคกระเพาะอาหารอักเสบ 
(Gastritis)  แผลเปปติก (Peptic ulcer)  มะเร็งกระเพาะอาหาร (Gastric cancer)  มะเร็งต่อม
น้ าเหลืองชนิด gastric mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphomas และอาการ
แทรกซ้อน เช่น ตกเลือดในกระเพาะอาหารและกระเพาะอาหารทะลุ (1, 2) ในปี ค.ศ. 1994 องค์การ
อนามัยโลก (World Health Organization: WHO) ได้ประกาศให้เชื้อนี้อยู่ในกลุ่มสารก่อมะเร็งกลุ่ม
ที่ 1 (Class I Carcinogen) (3) พบว่าประชากรทั่วโลกประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ มีการติดเชื้อ        
H. pylori ซ่ึงส่วนใหญ่อาจไม่แสดงอาการ ความชุกของโรคแตกต่างกันตามภูมิประเทศ และ
ลักษณะเฉพาะของประชากรนั้นๆ (4) โดยในประเทศที่พัฒนาแล้วจะมีความชุกของโรคที่ต่ ากว่า
ประเทศที่ยังไม่พัฒนา เนื่องจากมีสุขลักษณะนิสัยและสาธารณูปโภคที่ดีกว่า (4) การระบาดในทวีป
เอเชียพบว่าประเทศที่ก าลังพัฒนาจะพบความชุกของโรคมากกว่าประเทศที่พัฒนาแล้ว เช่น ใน
ประเทศบังคลาเทศพบ 92 เปอร์เซ็นต์ ในเอเชียตะวันออกพบความชุกของโรคที่สูง โดยพบว่าใน
ประเทศจีน, ญี่ปุ่น และเกาหลีใต้ มีความชุกของโรค คิดเป็น 58.07, 39.3 และ 59.6 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ส าหรับเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ในประเทศมาเลเซีย , สิงคโปร์ และ ไทย พบความชุกของ
โรค คิดเป็น 35.9, 31 และ 57 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (5) การติดต่อของเชื้อเกิดได้หลายทาง เช่น 
การรับประทานอาหารหรือดื่มน้ าร่วมกับคนที่ติดเชื้อ หรือรับประทานอาหารหรือดื่มน้ าที่มีการ
ปนเปื้อนของเชื้อเข้าไป จะเกิดการติดเชื้อได้ง่ายในเด็กและคนที่อยู่ในครอบครัวเดียวกัน เนื่องจากการ
ใช้ของส่วนตัวร่วมกันหรือภาชนะร่วมกัน (6)  

การรักษาการติดเชื้อ H. pylori ทั่วโลก ปกติจะเริ่มท าการรักษาด้วย Standard triple 

therapy อ้างอิงตามรายงานของ Maastricht IV consensus report โดยจะเริ่มท าการรักษาด้วย 

First line therapy ก่อน ซึ่งจะประกอบไปด้วย ยาลดกรด (Proton Pump Inhibitors, PPIs) 

ร่วมกับยาปฏิชีวนะอีก 2 ชนิด คือ อะม็อกซีซิลลิน (Amoxicillin) และ คลาริโธรมัยซิน 

(Clarithromycin) ส าหรับผู้ป่วยที่แพ้เพนิซิลลิน (Penicillin) ให้ใช้เมโทรนิดาโซล (Metronidazole) 

แทนอะม็อกซีซิลลิน (Amoxicillin) เป็นเวลา 10-14 วัน (7, 8) ในปัจจุบันพบว่าอัตราการดื้อยา

ปฏิชีวนะเพ่ิมขึ้นสูงทั่วโลก ซึ่งจะท าให้การรักษาประสบความล้มเหลว โดยพบว่ามีการดื้อยา          
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เมโทรนิดาโซล, คลาริโธรมัยซิน,  อะม็อกซีซิลลิน, เลโวฟลอกซาซิน (Levofloxacin), เตตราซัยคลิน 

(Tetracyclin), ไรฟาบูติน (Rifabutin) และ ดื้อยาหลายชนิด (Multiple antibiotics) คิดเป็น 26.7, 

17.2, 11.2, 16.2, 5.9, 1.4 และ 9.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (9) ประเทศไทย มีรายงานในปี ค.ศ. 

2013 พบว่ามีการดื้อยา เมโทรนิดาโซล, คลาริโธรมัยซิน, อะม็อกซีซิลลิน, เลโวฟลอกซาซิน, เตตรา

ซัยคลิน,  ซิโพรฟลอกซาซิน และ ดื้อยาหลายชนิด คิดเป็น  36, 3.7, 5.2, 7.2, 1.7, 7.7 และ 4.2 

เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ (10)   

คลาริโธรมัยซิน จัดเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม มาโครไลด์ (Macrolide) มีกลไกการออก

ฤทธิ์ โดยจะไปยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรีย จึงส่งผลให้แบคทีเรียเจริญเติบโตไม่ได้  

(Bacteriostatic activity) การดื้อยาเกิดจากการเปลี่ยนแปลง target site ที่ 23S rRNA โดย

ขบวนการ methylation หรือ  เกิดการกลายพันธุ์ที่ Domain V บริเวณ Peptidyltransferase 

region ของ 23S rRNA (11, 12)  โดยต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์มากที่สุด คือต าแหน่ง A2143G  

(11, 13, 14) เช่น ที่ประเทศญี่ปุ่น ในปี ค.ศ. 2011 พบอัตราการกลายพันธุ์ต าแหน่ง A2143G  สูงถึง 

96.5 เปอร์เซ็นต์ (15) ที่ประเทศอิหร่านในปี ค.ศ. 2011 พบว่าอัตราการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 

A2143G สูงถึง 93.7 เปอร์เซ็นต ์(16) มีรายงานว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2143G จะเกี่ยวข้องกับการ

ท าให้การรักษาเชื้อประสบความล้มเหลวอย่างมีนัยส าคัญมากกว่าที่ต าแหน่ง A2142G หรือ A2142C 

(17) 

การดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori มีความแตกต่างกันไปแต่ละภูมิประเทศ 

เช่น ในยุโรปคิดเป็น 11.1 เปอร์เซ็นต์ ในเอเชียคิดเป็น 18.9 เปอร์เซ็นต์ ในอเมริกา คิดเป็น 29.3 

เปอร์เซ็นต์ ในทวีปเอเชียพบว่า ประเทศจีนและญี่ปุ่นมีอัตราการดื้อยาในระดับที่สูง คิดเป็น 84.9 และ 

40.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบว่าประเทศมาเลเซียมีอัตราการดื้อยาต่ าสุด คิดเป็น 2.1 

เปอร์เซ็นต์ (9, 18) ส าหรับประเทศไทยมีอัตราการดื้อยา คิดเป็น 3.7 เปอร์เซ็นต์ (10) และเมื่อเชื้อ

เกิดการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ก็จะสามารถท าให้ดื้อต่อยา generation ที่สูงกว่าได้ โดยมีรายงานว่าถ้า

เชื้อ H. pylori ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จะท าให้ดื้อยาในกลุ่ม quinolone ได้ (15, 19) ถึงแม้ใน

ปัจจุบันอัตราความส าเร็จในการรักษาด้วยวิธี Standard triple therapy ได้ลดลงในหลายภูมิภาคก็

ตาม แต่ก็ยังเป็นวิธีการรักษาที่ยังแนะน าให้ใช้อยู่ส าหรับในพ้ืนที่ที่มีอัตราการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน 

น้อยกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ตามรายงานของ Maastricht IV (20) ซึ่งประเทศไทยก็ยังคงมีการรักษาด้วย

วิธี Standard triple therapy อยู่  

http://haamor.com/knowledge/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2/article/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99/
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ปัจจุบันการทดสอบการดื้อยาของเชื้อจะใช้วิธีมาตรฐานตาม Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) คือ การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antimicrobial 
Susceptibility Testing) โดยวิธี Agar dilution หรือวิธีของ Epsilometer (E-Test)  ซึ่งเป็นวิธีที่
ยุ่งยากเนื่องจากต้องมีการเพาะเลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นเชื้อที่โตยาก ใช้เวลานาน 10-14 วัน ซึ่งสิ้นเปลืองเวลา
มาก (21) ต่อมาจึงได้น าเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการดื้อยา มีหลายวิธีด้วยกัน เช่น วิธี Hybridization probe และ Fluorescent in-situ 
hybridization (22-24)  แต่มีข้อเสียเนื่องจากต้องใช้เวลานานในการติด probe ต่อมาจึงพัฒนาใช้วิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) และวิธีของ Dual priming oligonucleotide PCR (DPO 
PCR) ซึ่งมีความไวและความจ าเพาะสูง รวดเร็ว ใช้ปริมาณสารตั้งต้นเพียงเล็กน้อย  (25, 26) และ 
Real-Time PCR ซึ่งสามารถวัดเชิงปริมาณได้ (27, 28) อย่างไรก็ตามวิธี PCR เป็นวิธีที่ต้องอาศัย
บุคลากรที่ช านาญ และจ าเป็นต้องมีเครื่อง Thermal cycler จึงไม่เหมาะสมในการน าไปใช้ตรวจใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไปที่ไม่มีเครื่อง Thermal cycler รวมทั้งการตรวจ ณ จุดดูแลผู้ป่วย (point of 
care) และการตรวจภาคสนามในพ้ืนที่ชนบทที่ห่างไกลได้ ขณะที่วิธีการหาล าดับเบส (Sequencing) 
ถึงแม้ว่าจะเป็นวิธีที่มีความแม่นย าสูงและเป็นวิธีที่รวดเร็ว แต่ก็มีข้อเสีย คือ ราคาตรวจวิเคราะห์ที่แพง 
(29, 30)  

เทคนิคของ Loop-mediated isothermal amplification หรือ LAMP (31) เป็น
เทคนิคที่ใช้เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิเดียว จึงไม่จ าเป็นต้องมีเครื่อง Thermal cycler ซึ่งมี
ราคาแพง เป็นวิธีที่สะดวกเพราะสามารถใช้อุปกรณ์ที่มีอยู่ตามห้องปฏิบัติการทั่วไป เช่น กล่องร้อน
ควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) หรืออ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ในการท าปฏิกิริยาได้ ใช้ 
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ 4-6 เส้น จึงมีความไวและความจ าเพาะสูง ใช้ระยะเวลาในการตรวจที่สั้น โดยใช้
สภาวะที่อุณหภูมิเดียวคือ 60-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60 นาที ซึ่งในปัจจุบันเทคนิคนี้ได้ถูก
น ามาใช้ตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อหลายชนิดทั้ง ปรสิต ไวรัส และแบคทีเรีย เช่น  Plasmodium spp., 
Cryptosporidium spp., Giadia lamblia, Cronobacter spp. และ H. pylori เป็นต้น (32-35) 
ซึ่งมีรายงานว่าเทคนิค LAMP มีความไวและความจ าเพาะเทียบเท่าหรือมากกว่าวิธี PCR (32) มีการ
ประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพ่ือวินิจฉัยและจ าแนกชนิดของเชื้อ เช่น มีการ
ใช้เทคนิค Multiplex Loop-mediated isothermal amplification-RFLP (mLAMP-RFLP) ซึ่งจะ
ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ HpaII ในการแยกระหว่าง Salmonella spp. และ Shigella spp. ในตัวอย่าง
นม (36) ใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ AccI เพ่ือแยกระหว่างจีโนไทป์ของ 
Herpesvirus 6 (HHV-6) type A และ B (37) ใช้วิธี Reverse transcription loop-mediated 
isothermal amplification (RT-LAMP) รว่มกับการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ScaI ในการแยกสายพันธุ์
ของวัคซีนป้องกันคางทูม ระหว่าง wild type และสายพันธุ์ Hoshino ได ้(38) 
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ในการศึกษาครั้งนี้จึงต้องการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน       
23S rRNA ต าแหน่ง A2143G ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori (11, 13, 
14) โดยใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ซึ่งสามารถประยุกต์เทคนิค    
LAMP-RFLP ที่พัฒนาขึ้นไปใช้ตรวจการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จากสิ่งตรวจโดยตรง หรือ พัฒนาต่อ
ยอดเป็นชุดทดสอบที่รวดเร็วในการตรวจ ณ จุดดูแลผู้ป่วย และ การศึกษาระบาดวิทยาในพ้ืนที่ต่างๆ
ได้    

 
2. วัตถุประสงค์การวิจัย 

เพ่ือพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ที่มีการ
กลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ต าแหน่ง A2143G ด้วยเทคนิค Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (LAMP-RFLP)   
 

3. ขอบเขตของงานวิจัย  

ท าการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง urease test 2 แบบ คือ ตัวอย่าง Campylobacter-
like organism test (CLO test) จ านวน 210 ตัวอย่าง และ in house urease test จ านวน 143 
ตัวอย่าง  และตัวอย่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ทางคลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จ านวน 5 ตัวอย่าง 
โดยน าตัวอย่างมาสกัดดีเอ็นเอ และท า PCR ยีน 16S rRNA หรือ ยีน glmM เพ่ือตรวจยืนยันว่าเป็น
เชื้อ H. pylori จากนั้นตรวจหาเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ของ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G 
ด้วยวิธี PCR–RFLP และส่งไปวิเคราะห์หาล าดับเบส (Sequencing) เพ่ือวิเคราะห์ต าแหน่งการกลาย
พันธุ์อ่ืนๆ การพัฒนาเทคนิค LAMP ส าหรับตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง 
A2143G เริ่มจากการออกแบบไพรเมอร์ จ านวนทั้งหมด 6 เส้น คือ F3, B3, FIP, BIP, LF และ LB 
และน ามาทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยปฏิกิริยา LAMP โดยหา
ระยะเวลาในการบ่มที่เหมาะสม ความเข้มข้นของ ไพรเมอร์ ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต  
เบตาอีน และ แมกนีเซียมซัลเฟต และน าผลผลิต LAMP มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 เอนไซม์ คือ 
AvaII กับ BsaI โดย AvaII ตัดตรงช่วงห่วง (loop) ทั้งสองข้าง และ BsaI จะตัดแยกระหว่าง      
wild type และ mutant type ตรงต าแหน่ง A2143G  
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4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ   

สามารถน าเทคนิค LAMP-RFLP มาใช้ตรวจหายีนดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ที่เกิดจากการ

กลายพันธุ์ที่ 23S rRNA ต าแหน่ง A2143G ของเชื้อ H. pylori จากตัวอย่างสิ่งตรวจ urease test ได้

โดยตรง ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีในงานประจ า โดยไม่ต้องเสียเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ ท าให้ประหยัดเวลา

และค่าใช้จ่าย  

 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. เชื้อ Helicobacter pylori (H. pylori) 

1.1 ลักษณะท่ัวไปของเชื้อ H. pylori 
เชื้อแบคทีเรีย H. pylori ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1982 โดย Robin Warren และ 

Barry J. Marshall ซึ่งเป็นนายแพทย์ชาวออสเตรเลีย โดยได้ค้นพบเชื้อในเยื่อบุกระเพาะอาหารเป็น
ครั้งแรก และสามารถเพาะเชื้อ H. pylori ได้ส าเร็จในปี ค.ศ.1983 (39) โดยชื่อเดิมคือ 
Campylobacter pyloridis เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเกลียว ไม่สร้างสปอร์ มีแฟลกเจลลา
แบบ Multiple monopolar sheathed flagella เซลล์มีขนาดความกว้าง 0.3 ถึง 1.0 ไมโครเมตร 
และ ยาว 1.5 ถึง 10.0 ไมโครเมตร สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเชื้อที่
ต้องการออกซิเจนในปริมาณน้อย (Microaerophillic) เพ่ือการเจริญเติบโต (มี O2 5-10 เปอร์เซ็นต์, 
มี CO2 5-22 เปอร์เซ็นต์) ซี่งอาจเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเพาะเชื้อ ที่มีสภาวะ Microaerophillic หรือ
เพาะเลี้ยงใน Anaerobic jar ร่วมกับการใช้ Gas Pack การเพาะเลี้ยงเชื้อจากตัวอย่างชิ้นเนื้อเยื่อบุ
กระเพาะอาหาร (gastric biopsy) ควรท าการบดเสียก่อนเพ่ือให้เชื้อที่เกาะหรืออยู่ในเยื่อบุกระเพาะ
อาหารออกมา (39, 40) อาหารเลี้ยงเชื้อมีหลายชนิด เช่น Non selective agar ได้แก่  Brucella 
agar, Columbia agar, Wilkins Chalgren agar, Brain heart infusion หรือ Trypticase soy 
agar ผสม 7-10 เปอร์เซ็นต์ เลือดแกะหรือเลือดม้า นอกจากนี้อาจเติม Supplement คือ 
Cyclodextrin ลงไปด้วยส าหรับ Selective agar ได้แก่ Skirrows selective agar และ Dents 
selective agar (40) การยอ้มสีแกรม (Gram stain) จะเป็นแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนโค้งหรือเกลียว 
(Curve/Spiral-shaped) หรือส่องด้วยกล้อง dark field จะเห็นการเคลื่อนที่แบบหัวสว่าน 
(corkscrew like) ลักษณะทางชีวเคมี ที่แตกต่างจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ และเชื้อ Helicobacter 
สายพันธุ์อ่ืนๆ  มีดังนี้  Catalase (+), Oxidase (+), Nitrate (-), Alkaline phosphatase (+), 
Urease (+), Indoxyl acetate (-), gamma-Glutamyl tranferase (+), ไม่เจริญที่ 42 องศา
เซลเซียส และไม่เจริญใน 1 เปอร์เซ็นต์ของ Glycine ให้ผลดื้อต่อยา Nalidixic acid และไวต่อยา 
Cephalothin (39, 40) 

H. pylori จะมีกลุ่มยีน 2 กลุ่ม คือ Cytotoxin-associated gene pathogenicity 
island (cag PAI) และ Vacuolating cytotoxin (VacA) (39, 40) ท าให้สามารถแบ่ง H. pylori ได้ 
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2 กลุ่ม คือ Type I คือ มี cag PAI และสร้าง VacA ส่วน Type II จะไม่มี cag PAI และไม่สร้าง   
VacA  ส าหรับ cag PAI จะมีขนาด 37 กิโลเบส ประกอบด้วยกลุ่มยีน 29 ยีน ซึ่งจะมี cagA เป็น
โปรตีนขนาด 120 กิโลดาลตัน เป็นโปรตีนแรกและเป็นปัจจัยส าคัญในการสร้าง virulence factor 
ในห้องทดลองพบว่าสายพันธุ์ที่มี cag PAI จะเหนี่ยวน าท าให้เกิดการท าลายกระเพาะและน าไปสู่
สาเหตุของโรคกระเพาะอาหารอักเสบ แผลเปปติก และอาจเป็นสาเหตุของมะเร็งกระเพาะอาหารได้ 
(41, 42) ส่วน VacA เป็น exotoxin มีขนาด 95 กิโลดาลตัน ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับการก่อโรค
เช่นเดียวกัน และเป็นสาเหตุท าให้เกิด epithelial cell vacuolation (43) 

1.2 อาการของโรค (Signs and symptoms) 
เชื้อ H. pylori ท าให้เกิดความผิดปกติในระบบกายวิภาคและสรีรวิทยาของกระเพาะ

อาหาร  ลดการดูดซึมเหล็กและวิตามินบี 12  เพ่ิมโอกาสการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร (Enteric 
infection) เกิดแผลเปปติก ซึ่งจะท าให้เกิดผลแทรกซ้อน เช่น ตกเลือดในกระเพาะอาหารและ
กระเพาะอาหารทะลุ  โรคกระเพาะอาหารที่ไม่มีแผล (Non  ulcer dyspepsia)  เกิดกระเพาะ
อาหารอักเสบ เกิดมะเร็งกระเพาะอาหาร และเกิดมะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด MALT lymphoma (2, 
40) 

อย่างไรก็ตามการติดเชื้อ H. pylori โดยส่วนใหญ่มักไม่แสดงอาการเมื่อได้รับเชื้อเข้าไป
แล้ว (44)  และหลังจากได้รับเชื้ออาจจะพัฒนาไปเป็นกระเพาะอาหารอักเสบแบบเฉียบพลัน  (acute 
gastritis) ภายใน 2 ชั่วโมง หรืออาจเกิดเป็นกระเพาะอาหารอักเสบแบบเรื้อรัง (chronic gastritis) 
ซึ่งมีหลายประเภทได้แก่ atrophic gastrititis, gastrititis ulcer, gastric adenocarcinomas และ 
gastric mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphomas (40, 45) 

จากรายงานการประชุมของ National Institute of Health Consensus 
Development Conference ในปี ค.ศ. 1994 ได้สรุปว่าเชื้อ H. pylori เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิด
แผลเปปติก และผู้ป่วยที่ติดเชื้อควรได้รับการรักษาโดยใช้ยาปฏิชีวนะ (46) และ ในปีเดียวกัน 
องค์การอนามัยโลก ได้จัดให้เชื้อ H. pylori เป็นสารก่อมะเร็งกลุ่มที่ 1 (group I, Carcinogen) ซึ่ง
หมายถึง สารที่ก่อให้เกิดมะเร็งโดยตรงต่อมนุษย์ ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีความรุนแรงที่สุด (3) สารก่อมะเร็ง
กลุ่มที่ 1 มีทั้งหมด 109 ชนิด เช่น  อะฟลาทอกซิน (Aflatoxin), เบนซีน (Benzene) และเชื้อ       
H. pyolri เป็นต้น ซึ่งนิยามของสาเหตุกลุ่มต่างๆ คือ  กลุ่มที่ 1 หมายถึง สารก่อมะเร็งในคน 
(Carcinogenic to humans) คือ มีหลักฐานเพียงพอที่สามารถจะสรุปได้ว่าเป็นสารที่ท าให้เกิดมะเร็ง
ในคนได้ และมีหลักฐานเพียงพอส าหรับการเกิดมะเร็งในสัตว์ทดลอง  กลุ่มที่ 2A หมายถึง น่าจะเป็น
สารก่อมะเร็งในคน (Probably carcinogenic to humans) คือ มีหลักฐานที่สามารถจะสรุปได้ว่า
เป็นสารที่ท าให้เกิดมะเร็งในคนได้แต่หลักฐานอาจมีอย่างจ ากัดหรือน้อยกว่าเมื่อเทียบกลุ่มที่ 1 แต่มี
หลักฐานเพียงพอส าหรับการเกิดมะเร็งในสัตว์ทดลอง  กลุ่มที่ 2B หมายถึง อาจจะเป็นสารก่อมะเร็ง
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ในคน (Possibly carcinogenic to humans) คือหลักฐานเพียงพอว่าท าให้เกิดมะเร็งในสัตว์ทดลอง 
แต่ยังไม่มีหลักฐานเพียงพอในการเกิดมะเร็งในคน กลุ่มที่ 3 หมายถึง ไม่เป็นสารก่อมะเร็งในคน (Not 
classification as to its carcinogenicity to humans) และ กลุ่มที่ 4 หมายถึง ไม่น่าจะเป็นสาร 
ก่อมะเร็งในคน (Probably not carcinogenic to humans) (3)  

1.3 ปัจจัยการก่อโรค (Virulence factors) 

เมื่อเชื้อเข้าสู่ร่างกายจะไปเกาะที่เยื่อบุของกระเพาะโดยการใช้แฟลกเจลลาในการ

เคลื่อนที่ ซึ่งจะเป็นแบบ multiple monopolar sheathed flagella มี 4-6 เส้น อยู่ทางด้านใดด้าน

หนึ่ง จะผ่านเข้าไปโคโลไนซ์ (colonize) ที่เยื่อบุกระเพาะอาหาร (epithelium cell) ซึ่งจะเข้าไปอยู่

ในชั้นเยื่อเมือก (mucous) และจะไปหลบอยู่ในชั้นเยื่อเมือก เนื่องจากหลบระบบภูมิคุ้มกันของ

ร่างกาย การยึดเกาะที่เยื่อบุกระเพาะโดยการสร้างโปรตีน adhesin ในการยึดเกาะกับเยื่อหุ้มเซลล์  

ถึงแม้ว่ากระเพาะอาหารจะมีการหลั่งกรดเพ่ือป้องกันเชื้อโรค แต่เชื้อนี้มีกลไกในการสร้างแอมโมเนีย

ซึ่งเป็นเบสเพ่ือมาลบล้างสภาวะที่เป็นกรดได้ จากนั้นเชื้อจะท าลายเนื่อเยื่อบริเวณกระเพาะอาหาร

และล าไส้เล็กตอนต้นได้หลายขบวนการ ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ต่างๆ เช่น protease ที่จะย่อย

โปรตีน mucinase ที่จะย่อย mucin และ lipase ที่จะย่อยไขมัน เชื้อจะมีการสร้างสารไลโปโพลีแซค

คาไรด์ ซึ่งจะช่วยยึดเกาะกับเยื่อบุผิวได้ดีและท าให้เกิดการอักเสบมากขึ้น เชื้อมีการสร้าง 

Vacuolating cytotoxin A หรือ VacA ซึ่งเป็น Exotoxin ไปท าลายเยื่อบุผิว โดยท าให้การท างาน

ของ tight junctions เสียไปและเป็นสาเหตุท าให้เกิด apoptosis อีกด้วย เชื้อมีระบบที่เรียกว่า type 

IV secretion system ซึ่งจะท าให้เกิดการปล่อยโปรตีน cagA เข้าไปในโฮสต์ ไปกระตุ้นระบบ

ภูมิคุ้มกัน ท าให้มีการหลั่งไซโตไคน์ และเกิดขบวนการอักเสบเกิดขึ้น ซึ่ง cagA จะเป็นโปรตีนแรกใน

การสร้างปัจจัยการก่อโรค และเกี่ยวข้องกับขบวนการ tyrosine kinase (TK) ท าให้เกิดการอักเสบ

รุนแรงมากขึ้น และอาจท าให้มีโอกาสเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารได้ (39, 47, 48) ดังแสดงในตารางที่ 

2.1 และรูปที ่2.1 
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ตารางที่ 2.1 แสดงปัจจัยการก่อโรคของเชื้อ H. pylori (39)  
 

ปัจจัยในการก่อโรค ผลกระทบ  

การยึดเกาะ    

Flagella ช่วยในการเคลื่อนทีผ่่าน Mucin 

Urease ลบลา้งความเป็นกรด 

Adhesins ช่วยในการยึดเกาะเยื่อบผุิว 

การท าลายเน้ือเนื่อ   

Proteolytic enzymes ช่วยในการท างานของ Glucosulfatase ในการย่อย Mucin 

120-K Da Cytotoxin (cagA) 
ท าให้เกิดแผลในกระเพาะ และเป็นกระเพาะอาหารอักเสบรุนแรง
มากข้ึน 

Vacuolating cytotoxin 
(VacA) 

ท าลายเยื่อบุผิว 

Urease 
เป็นพิษต่อเยื่อบุผิวและ รบกวนการท างานต่อ Tight junctions 
ของ Cell 

Phopholipase A ย่อย  Phopholipids ในเยื่อหุ้มเซลล์ 

Alcohol dehydrogenase เกิดแผลในเยื่อบุกระเพาะ 

การด ารงชีวิต   

Intracellular surveillance ป้องกันการจับกินของเม็ดเลือดขาว 

Superoxide dismutase ป้องกันการจับกินของเม็ดเลือดขาว 

Catalase ป้องกันการจับกินของเม็ดเลือดขาว 

Coccoid forms รูปร่างเป็นทรงกลมในการหยุดพักตัว 

Urease เป็น Sheathing antigen 

อื่นๆ   

Lipopolysaccharide ท าให้ Biological activity ต่ า 

Lewis X/Y blood- 
มีผลต่อ Autoimmunity group homology 
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รูปที่ 2.1 แสดงปัจจัยการก่อโรค (Virulence factors) ของเชื้อ H. pylori (49) 

1.4 การติดต่อ  

การติดต่อของโรคเกิดได้หลายสาเหตุดังนี้ 

1.4.1 การติดต่อทางปากสู่ปาก (Oral-Oral) เชื้อสามารถติดต่อทางน้ าลาย โดยมี
รายงานว่าเชื้อสามารถเพ่ิมจ านวนในน้ าลายและสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ (50) นอกจากนี้ยังมี
รายงานการตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อในคราบแบคทีเรียบนผิวฟัน (dental plaque) และจากน้ าย่อย
ในกระเพาะอาหารอีกด้วย (51, 52) ดังนั้นการดื่มน้ าร่วมกับผู้ที่ติดเชื้อนี้สามารถติดต่อกันได้ และมี
รายงานการติดต่อของเชื้อจากการดื่มน้ าหรือการรับประทานอาหารร่วมกัน (51, 52) แต่บางรายงาน
พบว่าเชื้อสามารถจะติดต่อเฉพาะการดื่มน้ าร่วมกันเท่านั้น ส าหรับการรับประทานอาหารร่วมกันไม่
สามารถติดต่อได้ (6)  

1.4.2 การติดต่อทางทวารหนักสู่ปาก (Fecal-Oral) เชื้อสามารถแพร่กระจาย
จากน้ าหรืออาหารที่มีการปนเปื้อนของอุจจาระที่มีเชื้อ และเข้าสู่ทางปากโดยการกินหรือดื่มได้ โดยมี
รายงานว่าพบดีเอ็นเอของเชื้อหลังจากการเก็บตัวอย่างอุจจาระมาตรวจด้วยวิธี PCR (51, 52) 
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1.4.3 ติดต่อโดยการรักษาของแพทย์ (Latrogenic) ซึ่งอาจเกิดจากการใช้
อุปกรณ์ทางการแพทย์ที่ไม่สะอาด เช่น หลอดหรืออุปกรณ์ของกล้อง (Gastro endoscopy) ท าให้
เกิดการติดต่อได้ในผู้ป่วย (51, 52) 

1.4.4 การติดต่อจากคนสู่คน (Person to person) การติดเชื้อเกิดได้ง่ายในเด็ก
และคนที่อยู่ในครอบครัวเดียวกัน เนื่องจากการใช้ของส่วนตัวหรือภาชนะร่วมกัน เช่น จาน ช้อน หรือ
ที่นอน เป็นต้น หรือในที่ชุมชนแออัด หรือแหล่งชุมชนที่มีสุขอนามัยที่ไม่ดี (51, 52) 

มีรายงานว่า มักจะพบการติดเชื้อได้ง่ายโดยเฉพาะเด็กที่มีอายุต่ ากว่า 10 ปี (53, 
54) การติดเชื้อ H. pylori ในวัยผู้ใหญ่ (adult acquired disease) มีอัตราน้อย ซึ่งจะพบเพียง 0.3 
ถึง 0.5 เปอร์เซ็นต์ ต่อปี (53, 54) พบว่าอีกปัจจัยหนึ่งที่ท าให้เสี่ยงต่อการติดต่อเชื้อ คือ ปัจจัย
ทางด้านเศรษฐกิจและสังคม (Socioeconomic status) โดยพบว่าในครอบครัวที่ยากจนจะท าให้
โอกาสติดต่อเชื้อกันได้ง่ายกว่า เนื่องจากสุขอนามัยที่ไม่ดีในครอบครัว (53, 54) 

1.5 ระบาดวิทยา 

อุบัติการณ์การติดเชื้อ  

พบว่าประชากรประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ ทั่วโลกมีการติดเชื้อ H. pylori ซึ่งส่วนใหญ่
อาจไม่แสดงอาการ ความชุกของโรคทั่วโลกแตกต่างกันตามภูมิประเทศ และลักษณะเฉพาะของ
ประชากรนั้นๆ  โดยในประเทศที่พัฒนาแล้วพบความชุกของโรคที่ต่ ากว่าประเทศที่ยังไม่พัฒนา 
เนื่องจากมีสุขลักษณะนิสัยและสาธารณูปโภคที่ดีกว่า (4) พบว่าในประเทศที่พัฒนาแล้วหรือประเทศ
อุตสาหกรรมมีความชุกของโรค คิดเป็น 20–50 เปอร์เซ็นต์ และส าหรับประเทศที่ยังไม่พัฒนาพบ
ความชุกของโรคมากถึง 80 เปอร์เซ็นต์ (47) ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบความชุกของโรคสูง ใน
ประชากรที่มีเชื้อชาติแอฟริกัน และ เชื้อชาติฮิสปานิก (Hispanic) (55) ในทวีปยุโรป พบความชุกของ
โรคทางตอนเหนือของทวีปสูง คิดเป็น 1 ใน 3 ของจ านวนประชากรทั้งหมด ทวีปยุโรปตอนใต้และ
ตะวันออก อเมริกาใต้ และเอเชีย พบความชุกของโรคมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต ์(56) 

การระบาดในทวีปเอเชียมีความคล้ายกับ ทวีปอ่ืนๆ พบว่าประเทศที่ก าลังพัฒนาจะพบ
ความชุกของโรคมากกว่าประเทศที่พัฒนาแล้ว เช่น ในบังคลาเทศพบ 92 เปอร์เซ็นต์  อินเดียพบ 79 
เปอร์เซ็นต์ เวียตนามพบ 74.6 เปอร์เซ็นต์ ในเอเชียตะวันออกพบว่า ประเทศจีนมีความชุกของโรค 
คิดเป็น 58.07 เปอร์เซ็นต์  ญี่ปุ่น 39.3 เปอร์เซ็นต์ เกาหลีใต้ 59.6 เปอร์เซ็นต์ และไต้หวัน 54.5 

http://en.wikipedia.org/wiki/Hispanic_and_Latino_Americans
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เปอร์เซ็นต์ ส าหรับเอเชียตะวันออกเฉียงใต้พบว่า ประเทศมาเลเซียพบความชุกของโรค คิดเป็น  35.9 
เปอร์เซ็นต ์ สิงคโปร์ 31 เปอร์เซ็นต ์และประเทศไทยพบ 57 เปอร์เซ็นต์ (5)  

ส าหรับอุบัติการณ์การเกิดมะเร็งทั่วโลก รายงานจาก GLOBOCAN ปี ค.ศ. 2012 
(WHO, GLOBOCAN 2012: Estimated Cancer Incidence, Mortality and Prevalence 
Worldwide in 2012) พบว่าชนิดของมะเร็งที่พบมากที่สุด 5 อันดับ ในเพศชาย คือ มะเร็งปอด, 
มะเร็งต่อมลูกหมาก, มะเร็งล าไส้ใหญ่, มะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งตับ พบอุบัติการณ์การเกิด
โรค คิดเป็น 16.7, 15.0, 10.0, 8.5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับในเพศหญิง พบว่าชนิด
ของมะเร็งที่พบมากที่สุด 5 อันดับ คือ มะเร็งเต้านม, มะเร็งล าไส้ใหญ่, มะเร็งปอด, มะเร็งปากมดลูก 
และมะเร็งกระเพาะอาหาร พบอุบัติการณ์การเกิดโรค คิดเป็น 25.2, 9.2, 8.8, 7.9 และ 4.8 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (57) มีรายงานว่าในทวีปเอเชีย มะเร็งที่พบมากที่สุด 5 อันดับ คือ มะเร็งปอด 
มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งเต้านม มะเร็งตับ และ มะเร็งล าไส้ใหญ่ ซึ่งอัตราการพบมะเร็งแต่ละ
ชนิดแตกต่างกันในแต่ละประเทศ โดยพบว่าเพศชายจะเป็นมะเร็งปอดมากที่สุด เช่น ในประเทศจีน 
อินโดนีเซีย เนปาล และฟิลิปปินส์ มะเร็งกระเพาะอาหารพบมากที่ประเทศอิหร่าน อัฟกานิสถาน 
เกาหลีใต้ และญี่ปุ่น และส าหรับในเพศหญิงพบมะเร็งเต้านมมากที่สุดในเกือบทุกประเทศ (58) และมี
รายงานว่าอัตราการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหาร  พบสูงที่ตอนกลางและตอนใต้ของทวีปอเมริกา และ
ทวีปเอเชีย (59) ส าหรับอุบัติการณ์การเกิดมะเร็งในประเทศไทย รายงานจาก GLOBOCAN ปี ค.ศ. 
2012 พบว่าชนิดของมะเร็งที่พบมากที่สุด 5 อันดับ ในเพศชาย คือ มะเร็งปอด , มะเร็งตับ, มะเร็ง
ล าไส้ใหญ่, มะเร็งต่อมลูกหมาก และมะเร็งเม็ดเลือดขาว พบอุบัติการณ์การเกิดโรคคิดเป็น 23.5, 
20.9, 10.3, 5.1 และ 3.1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งพบว่ามะเร็งกระเพาะอาหารเป็นอันดับที่  10 ซึ่ง
พบอุบัติการณ์การเกิด คิดเป็น 2.6 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับในเพศหญิง พบว่าชนิดของมะเร็งที่พบมาก
ที่สุด 5 อันดับ คือ มะเร็งเต้านม, มะเร็งปากมดลูก, มะเร็งปอด, มะเร็งตับ และมะเร็งล าไส้ใหญ่ พบ
อุบัติการณ์การเกิดโรค คิดเป็น 22.4, 13.4, 10.5, 9.4 และ 8.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งพบว่า
มะเร็งกระเพาะอาหารเป็นอันดับที่ 12 ซึ่งพบอุบัติการณ์การเกิด คิดเป็น 2.0 เปอร์เซ็นต์ (57) 

ความชุกทางจีโนไทป์ (Genotype prevalence) ของเชื้อ H. pylori ทั่วโลก มีความ
แตกต่างกันไปแต่ละพ้ืนที่ (60) โดยยีน cagA พบที่ทวีปยุโรปและอเมริกา คิดเป็น 60-70 เปอร์เซ็นต์ 
และพบมากที่เอเชียตะวันออก มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ และพบยีน VacAs1 มากในประเทศจีน ญี่ปุ่น
และเกาหลีใต้ (60) และพบ sub type iceA1 มากกว่า iceA2 ในชาวจีน ญี่ปุ่น เกาหลีใต้ และ
ชาวดัชต์ แต่พบ sub type iceA2 มากในชาวบราซิล ชาวยุโรป และชาวอเมริกัน (61) พบว่ายีน 
vacA มีแตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ โดยพบ sub type s1c มากในเอเชียกลาง, s1a พบมากที่
ยุโรปตอนเหนือ และ s1b พบมากที่สเปนและยุโรป  รายงานการศึกษาในประเทศตุรกี พบมียีน 
cagA, vacA s1, cagE, iceA1, iceA2 และ babA2 คิดเป็น 61.2, 91.8, 22.4, 28.6, 57.1 และ  
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40.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยจะพบจีโนไทป์ที่เด่น คือ vacA s1m2, cagA และ iceA2 (60) และ
มีรายงานในประเทศไทยว่าพบยีน vacAs1, vacAs2, cagA, cagE, iceA1, iceA2, และ babA2 คิด
เป็น 100, 0, 98.2, 88.4, 45.5, 33.1 และ 92 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยพบ sub type vacAs1m1 
มากกว่า vacAs1m2  ซึ่งจะพบจีโนไทป์ที่เด่น คือ vacAs1m1, cagA, cagE, iceA1 และ babA2  
ซึ่งสอดล้องกับรายงานในเอเชีย ว่ามีลักษณะจีโนไทป์เหมือนกับประเทศจีน ญี่ปุ่น และเกาหลีใต้ (61) 

1.6 การวินิจฉัย 

การวินิจฉัยท าได้หลายวิธี โดยสามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ (62) 

1.6.1 Invasive tests  

เป็นวิธีที่ต้องตัดชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหาร ด้วยการส่องกล้อง แล้วจึงน ามา

ทดสอบหาเชื้อ H. pylori ซึ่งมีหลายวิธีดังนี้ 

1.6.1.1 วิธีจุลกายวิภาคศาสตร์ของเซลล์และเนื้อเยื่อ (histology)  

ตรวจโดยพยาธิแพทย์ สามารถตรวจหาตัวเชื้อได้โดยตรงด้วยการย้อมสี 

Giemsa หรือการย้อมด้วยสี Genta ช่วยให้มองเห็นทั้งตัวเชื้อและเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารที่มีการ

อักเสบ เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก มีความจ าเพาะ 90 เปอร์เซ็นต์ และความไว 53 เปอร์เซ็นต์ แต่มีข้อเสีย

คือ ต้องใช้เวลาในการวินิจฉัยนานถึง 2-3 วัน และ ในกรณีที่ผู้ป่วยได้รับยาปฏิชีวนะมาก่อน จะท าให้

โอกาสในการพบเชื้อลดลง (62, 63) 

1.6.1.2 วิธีการเพาะเลี้ยง (culture)  

เพาะเลี้ยงจากชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหารที่ตัดจาก บริเวณ antrum และ 

corpus ของกระเพาะ โดยการส่องกล้อง ขนาดชิ้นเนื้อประมาณ 0.5 เซนติเมตร หรือขนาดเท่ากับ

เมล็ดข้าว  เชื้อ H. pylori เป็นเชื้อที่ตายได้ง่าย จึงจ าเป็นต้องท าการเพาะเลี้ยงอย่างรวดเร็ว โดยทั่วไป

ไม่เกิน 2 ชั่วโมง  ต้องเลี้ยงในสภาวะ microaerophilic ร่วมกับอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดพิเศษ ที่นิยมใช้

ได้แก่ Brain-heart infusion หรือ Columbia blood agar ร่วมกับการเติมยาปฏิชีวนะ การ

เพาะเลี้ยงเชื้อใช้เวลา 3-5 วัน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โคโลนีมีลักษณะกลมขนาดเล็กสีขาวขุ่น 

จ าแนกชนิดของเชื้อ H. pylori โดยการทดสอบสมบัติทางชีวเคมี วิธีนี้มีความจ าเพาะ 100 เปอร์เซ็นต์ 

แต่ความไวค่อนข้างต่ า และเป็นวิธีที่มีข้ันตอนยุ่งยากและใช้เวลานาน (62, 63) 
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1.6.1.3 Rapid urease test  

โดยการทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม์ยูเรียเอส (urease) ที่เชื้อ H. pylori 
ผลิตขึ้น ซึ่งเปลี่ยนยูเรียเป็นแอมโมเนีย เพ่ือเพ่ิม pH ภายในกระเพาะอาหารให้เหมาะสมต่อการอยู่
ด ารงชีพของเชื้อ สังเกตการเปลี่ยนสีของ phenol red ซึ่งเป็น indicator จากสีเหลืองเป็นสีแดง 
แสดงว่าชิ้นเนื้อนั้นมีเชื้อ H. pylori (62, 64) ปัจจุบันมีการผลิต Rapid urease test ในเชิงการค้า
หลายชนิด เช่น Campylobacter-like organism test (CLO test), CPtest และ PyloriTek เป็น
ต้น (62) นอกจากนี้อาจมีการใช้อาหารยูเรียที่เตรียมใช้เอง ( in house urease test) ซึ่งตัวอย่าง 
CLOtest* ของบริษัท Kimberly-Clark ที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวกดังแสดงในรูปที่ 2.2 มีขั้นตอน
วิธีการทดสอบ คือ ใช้ไม้จิ้มฟันที่ปลอดเชื้อแตะตัวอย่างชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหาร ที่ได้จากการส่อง
กล้อง มาวางลงในเจลที่อยู่ข้างใน ปิดฝาทิ้งไว้ 20 นาที แล้วอ่านผล โดยถ้า CLOtest* เป็นสีแดง คือ
ให้ผลบวก แสดงว่าชิ้นเนื้อนั้นมีเชื้อ H. pylori  ผลลบก็จะเป็นสีเหลืองเหมือนเดิม จากนั้นอ่านผลอีก
ครั้ง ที่ 24 ชั่วโมง และพบว่า ความไวและความจ าเพาะของการตรวจเชื้อ H. pylori ขึ้นอยู่กับวิธี
ทดสอบนั้นๆ  CLOtest* พบว่า มีความไวและความจ าเพาะ 99.0 และ 91.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
in house urease test มีความไวและความจ าเพาะ 100 และ 88.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (65) การ
ทดสอบยูเรียเอสเป็นวิธีที่นิยมมากที่สุดเมื่อต้องท าวิธีตัดชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหารด้วยการส่อง
กล้อง ข้อดี คือ เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็วกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี histology และวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ 
แต่อาจท าให้เกิดผลลบปลอม ได้ในผู้ป่วยที่มีภาวะพร่องกรดเกลือในน้ าย่อย (achlorhydria) ซึ่งส่งผล
ให้เชื้อตายและเกิดผลลบปลอมได้ (62, 66) 

  

 
 

         รูปที่ 2.2 แสดงชุดตรวจ CLOtest* ที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวก (64) 
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หลักการตรวจวิเคราะห์และการรักษาของเชื้อ H. pylori ในโรงพยาบาลทั่วไป  
จะไม่นิยมท าการตรวจทางฟีโนไทป์ โดยสมาคมแพทย์ ระบบทางเดินอาหารแห่งประเทศไทย ได้
ก าหนดแนวทางการวินิจจฉัยและรักษาผู้ป่วย dyspepsia และผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อ H. pylori ใน
ประเทศไทย พ.ศ. 2553 ไว้ (67)  คือ ขั้นแรกจะท าการส่องกล้องและตัดชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหาร 
หลังจากนั้นจะตรวจหาเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี Rapid urease test (RUT) แต่ถ้าผลการตรวจเชื้อด้วย
วิธี RUT เป็นลบ จะต้องส่งตรวจทาง histology เพ่ือท าการตรวจซ้ าอีกครั้ง  ผู้ป่วยที่ตรวจพบว่ามีการ
ติดเชื้อ  ไม่ว่าจากวิธี RUT หรือ การตรวจทาง histology ควรได้รับยาก าจัดเชื้อทุกราย และให้ยา
ปฏิชีวนะสูตร PPI-based triple therapy ซึ่งเป็นสูตรยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อ (67)    

1.6.2 Non-invasive tests 
เป็นวิธีการทดสอบหาเชื้อทางอ้อม โดยไม่ต้องท าการตัดชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะ

อาหารแล้วส่องกล้อง ซึ่งแต่ละวิธีมีความไวและความจ าเพาะแตกต่างกันดังนี้ 
1.6.2.1 เทคนิคทางน้ าเหลืองวิทยา (Serology)  
เทคนิคทางน้ าเหลืองวิทยา นิยมใช้ตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ H. pylori ชนิด 

IgG ในซีรั่ม และ IgA ในน้ าลายของผู้ป่วย เทคนิคที่นิยมคือ enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) และ latex agglutination เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว มีความจ าเพาะ 50-96 
เปอร์เซ็นต ์และ มีความไว 90-97 เปอร์เซ็นต ์แต่มีข้อเสีย คือ ไม่สามารถแยกการติดเชื้อปัจจุบัน ออก
จากการติดเชื้อครั้งก่อนได้ นอกจากนี้ยังมีวิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ H. pylori ที่อาจปะปนมา
กับอุจจาระของผู้ป่วย เทคนิคที่นิยมใช้ เช่น enzymatic immunoassay (EIA) มีประสิทธิภาพใน
ระดับเดียวกันกับวิธี Urea breath test และสามารถท าได้ทั้งตรวจหาเชื้อและตรวจยืนยันถึง
ผลส าเร็จของการรักษาได้ (62, 63) 

1.6.2.2 การทดสอบหายูเรียในระบบทางเดินหายใจ (Urea breath test)  

โดยให้ผู้ป่วยกลืน C13-urea isotope ซึ่งไม่เป็นอันตราย แล้วใช้คุณสมบัติ
ของเอนไซม์ยูเรียเอส ที่เชื้อ H. pylori ผลิตขึ้น และสลายได้แอมโมเนีย และคาร์บอนไดออกไซด์ 
ดังนั้นถ้าผู้ป่วยติดเชื้อ H. pylori จะตรวจหา C13O2 จากลมหายใจได้ วิธีนี้มีความจ าเพาะ 95-97 
เปอร์เซ็นต์ และมีความไว 90-96 เปอร์เซ็นต์ วิธีนี้อาจให้ผลลบปลอม ในผู้ป่วยที่ได้รับยากลุ่ม proton 
pump inhibitors วิธีนี้สามารถท าได้ทั้งการตรวจหาเชื้อและตรวจยืนยันถึงผลส าเร็จของการรักษาได้ 
ในต่างประเทศเป็นวิธีทดสอบมาตรฐานในการทดสอบว่าสามารถก าจัดเชื้อได้ส าเร็จได้หรือไม่  แต่ใน
ประเทศไทยวิธีนี้ยังไม่เป็นที่แพร่หลาย และเครื่องมือที่ใช้มีราคาแพง (62, 63) 

1.6.2.3 เทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular techniques)  
ในปัจจุบันมีการน าเทคนิคนี้ มาใช้ในการตรวจหาเชื้อ H. pylori มากขึ้น

โดยเฉพาะเทคนิค PCR เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูงมาก (62, 68, 69) สามารถ
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ตรวจได้ท้ังตัวอย่างจากชิ้นเนื้อกระเพาะอาหาร น้ าลาย และอุจจาระ โดยการตรวจหายีน ureA, ureC 
หรือ cytotoxin-associated A (cagA) แต่ก็มีข้อเสียคือ ในตัวอย่างอุจจาระและน้ าลายมักมีสาร
รบกวนปฏิกิริยา PCR รวมทั้งเชื้อที่ตรวจพบ ไม่สามารถระบุได้ว่าเป็นเชื้อเป็นหรือเชื้อตาย (62, 63)  
เทคนิคทางอณูชีววิทยามีหลายวิธีดังนี้ 

1.6.2.3.1 วิธี Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
และ Hybridization probe 
วิธี Fluorescence in situ hybridization (FISH) และ 

Hybridization probe พบว่ามีความไวและความจ าเพาะคิดเป็น 84.2 และ 90.9 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ (22-24) มีข้อดี คือ เป็นเครื่องมือที่ราคาไม่แพง ค่าใช้จ่ายไม่สูงมาก มีข้อเสีย คือ มีขั้นตอน
ยุ่งยากและเสียเวลาในการติด probe มีรายงานการตรวจหาเชื้อ H. pylori โดยใช้ยีน 16S rRNA โดย
จะท าการติดฉลากสารเรืองแสงกับ oligonucleotide ด้วย fluorochrome Cy3 ซึ่งให้สีแดง จากนั้น
ท าการ hybridization และส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (22, 24)  

1.6.2.3.2 เทคนิค PCR และ Real-Time PCR  
 เป็นเทคนิคที่นิยมใช้อย่างแพร่หลาย เช่น มีรายงานว่ามีการตรวจหา

เชื้อ H. pylori ในตัวอย่าง CLO test โดยใช้ 4 ยีน คือ hpaA, 16S rRNA, 860-bp DNA fragment 
และ ureC หรือ glmM เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี histology และ urease test มีความจ าเพาะคือ 76, 
76, 80 และ 84.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นว่า ยีน glmM มีจ าเพาะสูงที่สุด (70)  ในปี ค.ศ.
2009 ที่ประเทศญี่ปุ่น มีการตรวจหาเชื้อ H. pylori ในตัวอย่างอุจจาระในคนที่ไม่มีอาการป่วย (71) 
ด้วยวิธีการตรวจแอนติเจน และตรวจยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Real-Time PCR เพ่ือยืนยันผลอีกครั้ง 
และได้ท าการตรวจยีน cagA อีกด้วย พบว่าอัตราการติดเชื้อในคนที่ไม่มีอาการป่วยคิดเป็น 37.5 
เปอร์เซ็นต์ และตรวจพบยีน cagA คิดเป็น 18.8 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็น type ที่มีความรุนแรงในเอเชีย
กลาง ซึ่งเทคนิคอณูชีววิทยานี้ สามารถตรวจสอบระบาดวิทยาในคนที่ไม่มีอาการป่วยได้ (71) มี
รายงานการตรวจหาเชื้อ H. pylori ในตัวอย่าง gastric biopsy ด้วยวิธี PCR  โดยใช้ 3 ยีน คือ    
16S rRNA, glmM และ cagA พบว่าการใช้ยีน glmM เป็นยีนที่มีความน่าเชื่อถือมากที่สุด เนื่องจากมี
ความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก (Positive predictive value, PPV) และ ค่าท านายผลลบ 
(Negative predictive value, NPV) มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี histology คือ 92.9, 78.6, 
68.4 และ 95.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (72)  

1.6.2.3.3 เทคนิค LAMP  
มีรายงานในปี ค.ศ. 2006 เริ่มมีการใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับเทคนิค

การเก็บตัวอย่างด้วยวิธี Brushing ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori โดยการตรวจสอบบริเวณยีน 
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glmM พบว่าวิธี LAMP สามารถตรวจหาเชื้อต่ าสุดที่ 102 CFU/ml มีความไวและความจ าเพาะ
เท่ากับ 100 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (35) 

 
ข้อแนะน าส าหรับกลุ่มผู้ป่วยในการตรวจหาและก าจัดเชื้อ H. pylori มีดังนี้ 

1.6.3 กลุ่มผู้ป่วยที่แนะน าว่าควรตรวจหาเชื้อและก าจัดเชื้อ H. pylori  (2) 
แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 

1.6.3.1 ผู้ป่วยท่ีต้องท าการตรวจหาเชื้อและก าจัดเชื้อ  
คือ บุคคลที่มีคุณสมบัติดังนี้ ได้แก่ ผู้ป่วยโรคแผลแปปติก ผู้ป่วยที่มีการ

อักเสบของกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กส่วนดูโอดีนัมรุนแรง  ผู้ป่วยที่ตรวจพบมีภาวะ atrophic 
gastritis ผู้ป่วยที่มีประวัติครอบครัวเป็นมะเร็งกระเพาะอาหาร ผู้ป่วยหลังผ่าตัดมะเร็งกระเพาะ
อาหารระยะแรก และผู้ป่วยมะเร็งน้ าเหลืองชนิด MALT lymphoma  

1.6.3.2 ผู้ป่วยท่ีควรตรวจหาเชื้อและก าจัดเชื้อ  
คือ บุคคลที่มีคุณสมบัติดังนี้ ได้แก่ ผู้ป่วยที่ได้รับยากลุ่ม NSAIDs หรือ 

aspirin ในระยะยาว ผู้ป่วยที่มีประวัติครอบครัวเป็นแผลในล าไส้เล็กส่วนต้น (duodenal ulcer) 
ผู้ป่วยโรคกระเพาะอาหารที่ไม่มีแผล และผู้ป่วยที่ต้องการตรวจ  

1.7 การรักษา  
การรักษาการติดเชื้อ H. pylori มีหลายวิธี เช่น Standard triple therapy ซึ่งจะ

เริ่มต้นการรักษาด้วยวิธี First line therapy อ้างอิงตามรายงานของ Maastricht IV ประกอบด้วย ยา
ลดกรด ร่วมกับยาปฏิชีวนะอีก 2 ชนิด คือ  อะม็อกซีซิลลิน และ คลาริโธรมัยซิน ส าหรับผู้ป่วยที่แพ้
ยาเพนิซิลลินให้ใช้ เมโทรนิดาโซล  แทน อะม็อกซีซิลลิน เป็นเวลา 10-14 วัน (7) นอกจากนี้ยังมีการ
รักษาด้วยวิธี First line therapy อ่ืนๆ อีก ที่เป็นทางเลือก ได้แก่ Bismuth quadruple therapy 
ประกอบด้วย ยาลดกรด, Bismuth citrate ร่วมกับยาปฏิชีวนะอีก 2 ชนิด คือ เมโทรนิดาโซล  และ 
เตตราซัยคลิน เป็นเวลา 10-14 วัน และวิธี Sequential therapy ซึ่งจะประกอบไปด้วย Dual 
therapy ควบคู่กับ Standard triple therapy ประกอบด้วย ยาลดกรด ร่วมกับ อะม็อกซีซิลลิน เป็น
เวลา 5 วัน และรักษาต่อด้วย ยาลดกรด ร่วมกับยาคลาริโธรมัยซิน และ เมโทรนิดาโซล เป็นเวลา 5 
วัน แต่การรักษาแบบนี้ใช้ไม่ได้ ในผู้ป่วยที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน และดื้อยาคลาริโธรมัยซิน  ร่วมกับ   
เมโทรนิดาโซล (73)  

ถึงแม้ในปัจจุบันอัตราความส าเร็จในการรักษาด้วยวิธี Standard triple therapy ได้
ลดลงในหลายภูมิภาคก็ตาม แต่ก็ยังเป็นวิธีการรักษาที่ยังแนะน าให้ใช้อยู่ส าหรับในพ้ืนที่ที่มีอัตราการ
ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน น้อยกว่า 20 เปอร์เซ็นต ์ตามรายงานของ Maastricht IV (20) มีรายงานว่าการ
รักษาแบบ First line therapy ไม่ได้ผลถึงเกือบ 80 เปอร์เซ็นต์ (74) จึงต้องปรับเปลี่ยนเป็นการ
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รักษาด้วย Second line therapy และ Rescue therapy ต่อไป การให้ยารักษาหลังการติดเชื้อ
อ้างอิงตาม National Medicines Information Centre (8) และอ้างอิงตามรายงานของ 
Maastricht IV (75) ดังตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2 แสดงการให้ยารักษาหลังการติดเชื้อ H. pylori ตามอ้างอิงตาม National Medicines 
Information Centre (8) 

 

2. อุบัติการณ์การดื้อยาของเชื้อ H. pylori  

ในปัจจุบันพบว่าอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะเพ่ิมขึ้นสูงทั่วโลก ท าให้การรักษาประสบความ
ล้มเหลว โดยพบว่ามีการดื้อยา เมโทรนิดาโซล, คลาริโธรมัยซิน, อะม็อกซีซิลลิน, เลโวฟลอกซาซิน,    
เตตราซัยคลิน, ไรฟาบูติน และ ดื้อยาหลายชนิด คิดเป็น 26.7, 17.2, 11.2, 16.2, 5.9, 1.4  และ 9.6 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (9) ประเทศไทยในปี ค.ศ. 2013 พบว่ามีการดื้อยาเมโทรนิดาโซล,  คลาริโธร
มัยซิน, อะม็อกซีซิลลิน, เลโวฟลอกซาซิน, เตตราซัยคลิน, ซิโพรฟลอกซาซิน และ ดื้อยาหลายชนิด 
คิดเป็น  36.0, 3.7, 5.2, 7.2, 1.7, 7.7 และ 4.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (10) อุบัติการณ์การดื้อยา           
คลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori ทั่วโลก มีอัตราที่เพ่ิมสูงมากขึ้น (76, 77)  และพบว่าการดื้อยา

การรักษา การให้ยา ระยะเวลา(วัน) 

1. First line    
therapy 

ยาลดกรด 2 ครั้งต่อวัน + อะม็อกซีซิลลิน 1 กรัม  2 ครั้ง
ต่อวัน + คลาริโธรมัยซิน  500 มิลลิกรัม 2 ครั้งต่อวัน 10-14 

หมายเหตุ: ส าหรับผู้ป่วยที่แพ้ เพนิซิลลิน ให้ใช้  
เมโทรนิดาโซล 400 มิลลิกรัม แทน อะม็อกซีซิลลิน   

 

2. Second 
line therapy  

ยาลดกรด 2 ครั้งต่อวัน + เลโวฟลอกซาซิน 500 มิลลิกรัม  
2 ครั้งต่อวัน + อะม็อกซีซิลลิน 1 กรัม 2 ครั้งต่อวัน  10 

หมายเหตุ: ส าหรับผู้ป่วยที่แพ้ เพนิซิลลิน  ให้ใช้  
คลาริโธรมัยซิน  แทน อะม็อกซีซิลลิน    

 

3. Rescue 
therapy  

ผู้ป่วยควรรักษาด้วยการส่องกล้อง (endoscopy) และการ
รักษาขึ้นอยู่กับการทดสอบความไว ( susceptibility 
testing) 

- 
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คลาริโธรมัยซินท าให้การรักษาแบบ First line therapy มีประสิทธิภาพลดลงในช่วงหลายปีที่ผ่านมา 
(78) และเมื่อเชื้อเกิดการดื้อต่อยาคลาริโธรมัยซิน ก็จะสามารถท าให้ดื้อต่อยา generation ที่สูงกว่า
ได้ โดยมีรายงานว่าถ้าเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จะท าให้ดื้อยาในกลุ่ม quinolone ได้ 
(15, 19)  

การดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori มีความแตกต่างกันไปในแต่ละภูมิประเทศ 

เช่น ในยุโรปคิดเป็น 11.1 เปอร์เซ็นต์ ในเอเชียคิดเป็น 18.9 เปอร์เซ็นต์ ในอเมริกาคิดเป็น 29.3 

เปอร์เซ็นต์ ในยุโรปพบการดื้อยามากที่สุดที่ประเทศสเปน และการดื้อยาต่ าสุดที่ประเทศสวีเดนและ

เนเธอร์แลนด์ และในเอเชียพบว่าประเทศจีนและญี่ปุ่นมีอัตราการดื้อยาในระดับที่สูง คิดเป็น 84.9 

และ 40.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบว่าประเทศมาเลเซียมีอัตราการดื้อยาต่ าสุด คิดเป็น 2.1 

เปอร์เซ็นต์ (9, 18) ส าหรับประเทศไทยมีอัตราการดื้อยาที่ไม่สูงมากนัก จากรายงานวิจัยในปี  ค.ศ. 

2008 ประเทศไทยพบการดื้อยา คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ (79) และในปี ค.ศ. 2013 พบการดื้อยา     

คิดเป็น 3.7 เปอร์เซ็นต์ (10)  

3.   ยาปฏิชีวนะคลาริโธรมัยซิน (Clarithromycin)  

3.1 โครงสร้างยา   

ยาคลาริโธรมัยซิน มีสูตรโมเลกุล คือ C38H69O13 จัดเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม มาโครไลด์ 

มีสรรพคุณใช้รักษาโรคต่อมทอลซิลอักเสบ กล่องเสียงอักเสบ หลอดลม อักเสบ ปอดบวม และการติด

เชื้อ H. pylori ของกระเพาะอาหาร มีกลไกการออกฤทธิ์ โดยจะไปยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของ

แบคทีเรีย ส่งผลให้แบคทีเรียเจริญเติบโตไม่ได้ (Bacteriostatic activity) (14) ซึ่งโครงสร้างของยา

คลาริโธรมัยซิน ดังแสดงในรูปที่ 2.3 

 

รูปที่ 2.3 แสดงโครงสร้างของยาคลาริโธรมัยซิน (80) 

http://haamor.com/knowledge/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2/article/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87/
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%A5%E0%B8%A1/
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%A1
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
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3.2 กลไกการดื้อยา  

ยาคลาริโธรมัยซิน มีกลไกการออกฤทธิ์ โดยไปยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรีย 
ส่งผลให้แบคทีเรียเจริญเติบโตไม่ได้ การดื้อยาเกิดจากการเปลี่ยนแปลง target site ที่ 23S rRNA 
โดยขบวนการ methylation หรือเกิดการกลายพันธุ์ที่ Domain V บริเวณ Peptidyltransferase 
region ของ 23S rRNA (11, 12) มีรายงานที่ประเทศสเปน ในปี 2011 พบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 
A2142G, A2143G, T2182C, A2143G+T2182C และ A2142G+T2182C คิดเป็น 5.8, 76.5, 5.8, 
8.8 และ 2.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (14) นอกจากนี้ยังพบต าแหน่งการกลายพันธุ์ของ 23S rRNA 
ต าแหน่งอ่ืนๆ ได้แก่ A2115G, G2141A, C2147G, T2190C, C2195T, A2223G และ C2694A (81, 
82) 

จากการศึกษาในหลายๆ ประเทศพบว่า ต าแหน่ง A2143G เป็นต าแหน่งที่มีการกลาย
พันธุ์มากที่สุด พบได้ตั้งแต่ 76.5-96.5 เปอร์เซ็นต์ (13-16, 83, 84) โดยมีรายงานว่าการตรวจหาเชื้อ 
H. pylori ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction-restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP) ในชาวสเปน พบว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2143G พบมาก
ที่สุดคิดเป็น 85.3 เปอร์เซ็นต์ (14) การตรวจหาเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา quinolone และ          
คลาริโธรมัยซิน ในประเทศญี่ปุ่น พบว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่  A2143G พบมากที่สุด คิดเป็น 96.5 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่พบต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2142G เพียง 3.5 เปอร์เซ็นต์ (15) การตรวจหาเชื้อ 
H. pylori ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ในผู้ป่วยที่เป็น Dyspeptic ในประเทศอิหร่าน พบว่าต าแหน่งกลาย
พันธุ์ที่ A2143G พบมากที่สุด คิดเป็น 93.7 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่พบต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2144G 
เพียง 3.1 เปอร์เซ็นต์ (16) การศึกษาการกลายพันธุ์ที่บริเวณ 23S rRNA ซึ่งเกี่ยวข้องกับการดื้อยา
คลาริโธรมัยซิน ในประเทศเกาหลีใต้ พบว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่  A2143G พบมากที่สุด จ านวน 8 
สายพันธุ์ ในขณะทีพ่บต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ T2182C เพียง 4 สายพันธุ์ (83) 

มีรายงานว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2143G มีมากกว่าต าแหน่ง A2142G หรือ A2142C  
ซึ่งเกี่ยวข้องกับการท าให้การรักษาประสบความล้มเหลวอย่างมีนัยส าคัญ (17) โดยพบว่าอัตรารวม
หลังจากการรักษาด้วยวิธี Standard triple therapy และ วิธี Sequential therapy พบการกลาย
พันธุ์ที่ A2143G ประสบความส าเร็จในการรักษา คิดเป็น 48 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ต าแหน่ง A2142G 
หรือ A2142C ประสบความส าเร็จในการรักษา คิดเป็น 93 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าในการรักษาแบบ Sequential therapy 
เมื่อเทียบกับวิธี Standard triple therapy พบว่ากลายพันธุ์ที่ A2143G ประสบความล้มเหลวอย่างมี
นัยส าคัญ เมื่อเทียบกับต าแหน่ง A2142G หรือ A2142C (17)  
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3.3 เทคนิคการตรวจวิเคราะห์การดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori 
ปัจจุบันการทดสอบการดื้อยาของเชื้อมีหลายวิธี ได้แก่ วิธี Agar dilution หรือวิธีของ 

Epsilometer (E-Test)  เป็นวิธีที่ยุ่งยาก สิ้นเปลืองเวลามาก และมีความไวต่ า ต่อมาจึงได้น าเทคนิค
ทางอณูชีววิทยามาใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา โดยมีหลายวิธี
ด้วยกัน เช่น วิธี Hybridization probe, Fluorescent in-situ hybridization, วิธี fluorescence 
resonance energy transfer (FRET), Polymerase Chain Reaction (PCR) และ วิธีการหาล าดับ
เบส (Sequencing) (22, 84, 85) ท าให้การตรวจวิเคราะห์รวดเร็วขึ้น ซึ่งมีรายละเอียดของแต่ละวิธี
ดังนี้  

3.3.1 วิธี Agar dilution หรือ วิธี Epsilometer (E-Test) 

วิธีมาตรฐานในการทดสอบความไว (Antimicrobial Susceptibility Testing) 
ต่อยาคลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori ตามมาตรฐานของ CLSI ปี ค.ศ. 2010, CLSI document 
M45-A2, Volume 30, No. 18 จะใช้วิธี Agar dilution หรือ วิธี Epsilometer (E-Test) มีเกณฑ์
การแปลผล คือ ถ้ามีค่า MIC มากกว่าหรือเท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ถือว่าเชื้อดื้อยา (21) วิธี 
Agar dilution หรือ วิธี E-Test มีข้อดีคือ มีความจ าเพาะสูง 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ความไวค่อนข้างต่ า 
(62, 63) มีข้อเสียคือ เป็นวิธีที่มีข้ันตอนยุ่งยาก ใช้เวลานาน 10-14 วัน (21, 86) 

3.3.2 วิธี Fluorescence in situ hybridisation (FISH) และ 
Hybridization probe 

วิธี Fluorescence in situ hybridisation (FISH) และ Hybridization probe
พบว่ามีความไวและความจ าเพาะคิดเป็น 84.2 และ 90.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (22-24) มีข้อดีคือ 
เป็นเครื่องมือที่ราคาไม่แพง ค่าใช้จ่ายไม่สูงมาก มีข้อเสียคือมีขั้นตอนยุ่งยากและเสียเวลาในการติด 
probe มีรายงานการตรวจหาต าแหน่ง 16S rRNA และ 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori โดยจะท าการ
ติดฉลากสารเรืองแสงกับ oligonucleotide โดยต าแหน่ง 16S rRNA จะติดฉลากด้วย 
fluorochrome Cy3 ซึ่งให้สีแดง และต าแหน่ง 23S rRNA จะติดฉลากด้วย fluorescein ซึ่งให้สี
เขียวจากนั้นท าการ hybridization และส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (22, 24) วิธีการ
ตรวจโดยใช้หลักการ Hybridization probe เป็นอีกวิธีหนึ่ง จากการศึกษาพบว่าสามารถใช้วิธี 
excimer-forming DNA probe ในตรวจสอบ SNP ที่บริเวณ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2144G และ 
A2143G ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซินได้ (23) 
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3.3.3 วิธี Fluorescence resonance energy transfer (FRET)  
พบว่าวิธี Real-Time FRET-PCR มีความไวและความจ าเพาะเมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 100 และ 80.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (26) มีข้อดีคือ มีความไวและ
ความจ าเพาะสูงแต่มีข้อเสีย คือ มีค่าใช้จ่ายสูง วิธีนี้มีหลักการคือ ใช้ probe 2 ตัว ซึ่งเป็นสาร 
fluorchrome ที่เปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์แตกต่างกัน ติดที่ DNA ที่ต้องการตรวจสอบ เมื่อ probe 
ตัวแรก (Quencher) ถูกกระตุ้นด้วยแสงพลังงานสูง จะดูดพลังงานเอาไว้ และถ่ายทอดพลังงานให้ 
probe ตัวที่สอง (reporter dye) และจะตรวจสอบปริมาณแสงที่เปล่งออกมา มีรายงานวิจัยการ
ตรวจสอบต าแหน่งกลายพันธุ์ของ H. pylori ที่ต าแหน่ง A2143C และ A2143G โดยการติด probe 
2 ตัว โดยที่ใช้ SYBR Green I เป็น probe ตัวที่ 1 และ probe ตัวที่ 2 จะติด fluor dye Cy5 
ทางด้านปลาย 5’ และติดด้วย biotin ทางด้านปลาย 3’ จากนั้นเมื่อเกิดขบวนการ Hybridization    
probe ตัวที่ 2 จะมีการเปล่งแสงออกมา และตรวจวัดได้ ซึ่งจะท าให้มี melting point (Tm) ที่
แตกต่างกัน โดย wild type จะมี melting peak ที่สูงกว่า mutant type และส าหรับ mutant 
type แต่ละต าแหน่งจะมี melting peak ที่แตกต่างกันด้วย (87) มีการศึกษาต าแหน่งกลายพันธุ์ของ 
H. pylori บริเวณ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G และ A2144G โดยใช้ probe 2 ตัว คือ ใช้  
fluorescein เป็น probe ตัวที่ 1 และ probe ตัวที่ 2 จะติดสาร LC-Red 640 ทางด้านปลาย 5’ 
และติด phosphate ทางด้านปลาย 3’ จากนั้นเมื่อเกิดขบวนการ Hybridization    probe ตัวที่ 2 
ถูกกระตุ้น จะปลดปล่อยพลังงานออกมา ท าให้มี melting point (Tm) ของ wild type และ 
mutant type แตกต่างกัน โดย wild type จะมี melting peak ที่สูงกว่า mutant type และ
ส าหรับ mutant type แต่ละต าแหน่งจะมี melting peak ที่แตกต่างกันด้วย (88, 89) ดังแสดงในรูป
ที่ 2.4 และ 2.5 
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รูปที่ 2.4 แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์และ probe ของหลักการ FRET (88) 
 
 

 
 
รูปที่ 2.5 แสดง Melting curve ของ Wild  type, A2144G และ A2143G ของหลักการ FRET (88) 

 
3.3.4 วิธีของ Dual priming oligonucleotide PCR (DPO PCR) 
วิธีของ Dual priming oligonucleotide PCR (DPO PCR) ซึ่งเป็นชุดทดสอบ

ทางการค้าชื่อ Seeplex® ClaR-H. pylori เป็นเทคนิค multiplex PCR โดยใช้ DPO primer ที่
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ความยาวประมาณ 35 bp ประกอบด้วยไพรเมอร์ 2 ขนาด คือ 5'-end stabilizer ที่มีความยาว 20 
bp  และ 3'-end determiner ที่มีความยาว 10 bp และมี polydeoxyinosine linker ที่มีความ
ยาว 5 bp  เชื่อมระหว่างไพรเมอร์ทั้ง 2 ขนาด ดังแสดงดังรูปที่ 2.6 ซึ่งสามารถตรวจต าแหน่งกลาย
พันธุ์ได้ 2 ต าแหน่ง คือ A2142G และ A2143G สามารถตรวจวิเคราะห์จากตัวอย่าง gastric biopsy 
โดยตรงโดยไม่จ าเป็นต้องท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ วิธีการตรวจสอบผลผลิตเป็นแบบ Auto-capillary 
Electrophoresis โดยมีการแปลผล ดังนี้ ถ้าเป็นเชื้อ H. pylori, H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ที่
ต าแหน่ง A2143G และ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2142G รูปแบบของการแสดงผลอยู่
ในช่องที่ 1, 2 และ 5 ตามล าดับ ดังแสดงดังรูปที่  2.7  มีข้อดี คือเป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะ
สูง  ไม่มี non specific band มีความรวดเร็ว ใช้ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นน้อย โดยพบว่า วิธี DPO PCR  
มีความไวและความจ าเพาะเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 97.7 และ 83.1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ แต่มีข้อเสีย คือ ชุดทดสอบมีราคาแพง (26)   

 
 

 
 
รูปที่ 2.6 แสดงลักษณะของไพรเมอร์ของหลักการ DPO PCR (90) 
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รูปที่ 2.7 แสดงการแปลผลของของ DPO PCR (90) 

3.3.5 วิธี Polymerase Chain Reaction-restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) 

เป็นเทคนิคที่ใช้หลักการของการท า PCR ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
(Restriction enzyme) วิธี PCR-RFLP มีข้อดีคือ มีความไวและความจ าเพาะสูง คิดเป็น 89 และ 
100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (91) เป็นวิธีที่รวดเร็วเนื่องจากไม่จ าเป็นต้องอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ และ
ใช้ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นน้อย ซึ่งในปัจจุบันเป็นวิธีที่นิยมน ามาตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา
คลาริโธรมัยซิน (85) แต่มีข้อเสีย คือ เป็นวิธีที่จ าเป็นต้องอาศัยบุคลากรที่ช านาญ และจ าเป็นต้องมี
เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler) จึงไม่เหมาะสมในการน าไปใช้ตรวจใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไปที่ไม่มีเครื่อง Thermal cycler มีรายงานการตรวจหา H. pylori ที่ดื้อยา      
คลาริโธรมัยซิน ที่ต าแหน่ง A2143G และ A2144G โดยการใช้เอนไซม์ BsaI และ MboII ตามล าดับ 
(92)  วิธี PCR-RFLP สามารถใช้ตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori จากตัวอย่างน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร 
และ gastric biopsy ได้โดยตรง โดยไม่ต้องท าการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร (93) และมีการพัฒนาให้
วิธีมีความเร็วและความจ าเพาะมากขึ้นโดยใช้หลักการ 3’ Mismatched PCR ในการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2142C (94)  
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3.3.6 วิธี PCR และ Real time PCR  

วิธี PCR และ Real-Time PCR เป็นวิธีที่มีข้อดี คือ มีความไวและความจ าเพาะ
สูง รวดเร็วเนื่องจากไม่จ าเป็นต้องอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ และใช้ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นน้อย (27, 28) 
มีรายงานว่า มีการใช้เทคนิค PCR  ในการตรวจเชื้อ H. pylori ในตัวอย่าง gastric biopsy ที่ดื้อยา
คลาริโธรมัยซิน และ เตตราซัยคลิน ซึ่งการศึกษานี้พบว่าวิธี PCR สามารถตรวจหาเชื้อดื้อยาได้ โดยไม่
จ าเป็นต้องเพาะเลี้ยงเชื้อ (25) นอกจากนี้มีรายงานว่า การใช้วิธี PCR ในการตรวจหาเชื้อ H. pylori 
ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ในตัวอย่าง gastric biopsy ซึ่งเป็นวิธีที่ลดอัตราความล้มเหลวในการรักษาได้ 
(95) ส าหรับวิธี Real-Time PCR ใช้หลักการเช่นเดียวกับวิธี PCR แต่สามารถวัดเชิงปริมาณได้ มี
รายงานว่าวิธี Hybridization Real-Time PCR เป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจ
ยีนดื้อยาที่บริเวณ 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori โดยพบว่ามีความไวและความจ าเพาะคิดเป็น 95.6 
และ 94.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (96) วิธี PCR มีข้อเสีย คือใช้เวลานาน ขั้นตอนการวิเคราะห์ยุ่งยาก 
เกิดการปนเปื้อนได้ง่ายเนื่องจากมีขั้นตอนหลัง PCR ไม่สามารถวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ และไม่
สามารถแยกผลผลิตที่มีขนาดเท่ากันได้ (25) ส าหรับวิธี Real-Time PCR มีข้อดี คือ วัดปริมาณ
ผลผลิต PCR ได้โดยตรง สามารถท าการเพ่ิมปริมาณและการตรวจวัดในขั้นตอนเดียว  มีความรวดเร็ว
กว่าวิธี PCR มีความไวและความจ าเพาะสูงกว่าวิธี PCR และสามารถแยกความแตกต่างเพียง 1 เบส
ได้ แต่มีข้อเสีย คือ เครื่องมือราคาแพงและจ าเป็นต้องมีบุคลากรที่มีความช านาญมากกว่าวิธี PCR 
(27, 28) 

3.3.7 วิธีการหาล าดับเบส (Sequencing)  
วิธีการหาล าดับเบส ข้อดี คือเป็นวิธีที่มีความแม่นย าสูงและเป็นวิธีที่รวดเร็ว มี

รายงานการตรวจเชื้อ H. pylori  ที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ด้วยวิธี pyrosequencing มีความไวและ
ความจ าเพาะคิดเป็น 75 และ 98.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเทียบกับวิธี E-test ซึ่งเป็น gold 
standard แต่ก็มีข้อเสียคือ ขั้นตอนยุ่งยาก ราคาตรวจวิเคราะห์แพง (30) ในปี ค.ศ. 2014 ที่ประเทศ
สหรัฐอเมริกา มีรายงานการตรวจวิเคราะห์หาการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori ในเด็ก 
โดยการหาล าดับเบสจากตัวอย่าง Gastric biopsy จ านวน 38 ตัวอย่าง พบว่ามีการกลายพันธุ์      
คิดเป็น 50 เปอร์เซ็นต์ ของจ านวนเชื้อทั้งหมด ซึ่งเป็นต าแหน่งที่ A2142G หรือ A2143G โดยพบที่
ต าแหน่ง A2143G มากกว่า A2142G และพบว่าอัตราการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน คิดเป็น 50 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นอัตราการดื้อยาที่สูงขึ้น ซึ่งรายงานก่อนหน้านี้พบว่าอัตราการดื้อยาน้อยกว่า 15 
เปอร์เซ็นต์ (97) ในปี ค.ศ. 2011 ที่ประเทศญี่ปุ่น มีรายงานการตรวจวิเคราะห์หาการกลายพันธุ์ยีน 
23S rRNA ของเชื้อ H. pylori โดยการหาล าดับเบส ซึ่งใช้ตัวอย่าง Gastric biopsy และน้ าล้าง
กระเพาะ (Gastric wash) จ านวน 35 ตัวอย่าง พบว่ามีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2144G คิดเป็น 
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34.3 เปอร์เซ็นต์ ไม่พบต าแหน่ง A2142G หรือ A2143G และพบเป็น wild type คิดเป็น 65.7 
เปอร์เซ็นต์ (98)  

 
4.   Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

4.1 หลักการของ LAMP  

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนิคในการเพ่ิมจ านวน
ของดีเอ็นเอ คิดค้นโดย Notomi และคณะ (31) ซึ่งเป็นเทคนิคในการเพ่ิมจ านวนของ ดีเอ็นเอ และ 
อาร์เอ็นเอ ภายใต้อุณหภูมิเดียว คือ ที่ 60-65  องศาเซลเซียส ใช้เวลา 30-60 นาที โดยใช้เอนไซม์ 
Bst DNA Polymerase ที่มีคุณสมบัติ 5,--->3, Polymerase และคุณสมบัติการแทนที่ (Strand 
Displacement) แต่จะขาดคุณสมบัติ 3,--->5, Exonuclease (99) ซึ่งแตกต่างจากการท างานของ
เอนไซม์ Taq DNA polymerase ที่ไม่มีคุณสมบัติการแทนที่ ไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่อง Thermo cycle 
เหมือนกับการท าด้วยเทคนิค PCR เป็นวิธีที่สะดวกเพราะสามารถใช้อุปกรณ์ที่มีอยู่ตามห้องปฏิบัติการ
ทั่วไป เช่น กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) หรืออ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
สามารถอ่านผลการทดสอบได้ด้วยตาเปล่าโดยดูจากความขุ่นหรือใช้สารเรืองแสง เช่น SYBR Green I 
เป็นต้น สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ถึง 109 copies เป็นเทคนิคที่มีความจ าเพาะสูง เนื่องจากใช้
ไพรเมอร์ 4-6 เส้น ได้แก่ Forword Inner Primer (FIP), Backword inner primer (BIP), Outer 
Forward Primer (F3) และ Outer Backward Primer (B3)  นอกจากนี้อาจมี Loop Primer เพ่ิม
อีก ซึ่งประกอบไปด้วย Loop Primer Forward (LF) และ Loop Primer Backward (LB) เพ่ือให้
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอได้ปริมาณมากขึ้น วิธี LAMP มีข้อดี คือ เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว ราคาถูก  มี
ความไวและความจ าเพาะสูง (100) แต่มีข้อเสีย คือ การออกแบบไพรเมอร์มีขั้นตอนยุ่งยาก เนื่องจาก
มีไพรเมอร์ 4-6 เส้น และส าหรับไพรเมอร์ที่มีความยาวมากๆ ได้แก่ FIP และ BIP ควรใช้ความบริสุทธิ์
ชนิด HPLC ซึ่งมีราคาแพงกว่าประเภทอ่ืนๆ (101) ขั้นตอนของปฏิกิริยา LAMP มีดังนี้  

ขั้นตอนที่ 1 เมื่อเข้าสู่สภาวะที่เหมาะสม คือท่ีอุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส การ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอโดยการท างานของเอนไซม์ Bst DNA polymerase และคุณสมบัติการแทนที่ 
ไพรเมอร์ FIP ซึ่งประกอบด้วยบริเวณ F1c และ F2 จะเข้าจับที่บริเวณต าแหน่ง F2c ดังรูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8 แสดงขั้นตอนที่ 1 ของปฏิกิริยา LAMP ในการเข้าจับของไพรเมอร์ (102) 

ขั้นตอนที่ 2 เกิดการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอแม่แบบ โดยอาศัยคุณสมบัติของ
การแทนที่ของเอนไซม์ Bst  DNA polymerase จาก F2 ถึง B3c ดังรูปที่ 2.9 

 

รูปที่ 2.9 แสดงขั้นตอนที่ 2 ของปฏิกิริยา LAMP ในการจับของไพรเมอร์ FIP ที่บริเวณ F2 (102) 

ขั้นตอนที่ 3 ไพรเมอร์ F3 จะเข้าไปจับกับดีเอ็นเอแม่แบบที่บริเวณ F3c ซึ่งจะอยู่ด้าน
นอกของไพรเมอร์ FIP จากนั้นเริ่มการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอเส้นใหม่ แทนที่เส้นเดิมแล้วปล่อยเส้นที่
เป็นคู่สมกับเส้นที่ไพรเมอร์ FIP สังเคราะห์เส้นแรกออกมา ดังรูปที่ 2.10 

 

รูปที่ 2.10 แสดงขั้นตอนที่ 3 ของปฏิกิริยา LAMP ในการเข้าจับของไพรเมอร์ F3 (102) 

 
ขั้นตอนที่ 4 จะเกิดเป็นดีเอ็นเอสายคู่ จากการสังเคราะห์ของไพรเมอร์ F3 ดังรูปที่ 2.11 

 

รูปที่ 2.11 แสดงขั้นตอนที่ 4 ของปฏิกิริยา LAMP ในการเข้าคู่ของดีเอ็นเอหลังการท างานของ 

ไพรเมอร์ F3 (102) 
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ขั้นตอนที่ 5 เส้นดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่ถูกปล่อยออก จากสายที่เป็นคู่สมกับเส้นที่
สังเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ FIP จะเข้าจับกันเป็นห่วง ที่ปลาย 5’ เนื่องจากเป็นเบสคู่สมกันระหว่าง F1 
และ F1c ดังรูปที่ 2.12 

 

 

รูปที่ 2.12 แสดงบริเวณของผลผลิต LAMP ที่สามารถจับกันเป็นห่วง (stem-loop) ที่ปลาย 5’(102) 

ขั้นตอนที่ 6 ดีเอ็นเอสายเดี่ยวจากข้ันตอนที่ 5 จะเป็นดีเอ็นเอแม่แบบส าหรับการท างาน
ของไพรเมอร์ BIP โดยจะเข้าจับที่ปลาย 3’ จากนั้นสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ที่มีล าดับเบสคู่สมกันไปจนถึง
บริเวณท่ีจับกันเป็นห่วง ซึ่งจะท าให้กลับคืนเป็นเส้นตรง ไพรเมอร์ B3 จะเข้ามาจับบริเวณ B3c ซึ่งอยู่
ด้านนอกของไพรเมอร์ BIP แล้วสร้างสายดีเอ็นเอเส้นใหม่ แทนที่เส้นที่สร้างจาก ไพรเมอร์ BIP ก่อน
หน้านี้ จากนั้นปล่อยดีเอ็นเอสายเดี่ยวหลุดออกมาดังรูปที่ 2.13 

 

รูปที่ 2.13 แสดงขั้นตอนที่ 6 ของปฏิกิริยา LAMP ในการเข้าจับของไพรเมอร์ BIP และ B3 (102) 

ขั้นตอนที่ 7 จะได้ดีเอ็นเอสายคู่หลังจากเกิดการสังเคราะห์ในขั้นตอนที่ 6 ดังรูปที่ 2.14 

 

รูปที่ 2.14 แสดงขั้นตอนที่ 7 ของปฏิกิริยา LAMP ในการเข้าคู่ของดีเอ็นเอ (102) 

ขั้นตอนที่ 8 สายดีเอ็นเอที่เป็นคู่สมจากการสร้างด้วยไพรเมอร์ BIP ที่ถูกปล่อยออก โดย
การแทนที่ในขั้นตอนที่ 6 จะจับกันเป็นห่วง ที่ปลายทั้งสองข้างของสายดีเอ็นเอ ซึ่งจะมีลักษณะคล้าย
กับดัมเบล (dumbbell) โครงสร้างนี้จะเป็นจุดเริ่มต้นของการเพ่ิมปริมาณของปฏิกิริยา LAMP เป็น
รอบๆ (LAMP cycling) ดังรูปที่ 2.15 
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รูปที่ 2.15 แสดงขั้นที่ 8 ของปฏิกิริยา LAMP ของโครงสร้างหลักท่ีเป็นจุดเริ่มต้นของการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอเป็นรอบๆ (102) 

ขั้นตอนที่ 8-11 ดังรูปที่ 2.16 ในขั้นตอนที่ 8 จะเริ่มการสร้างจากโครงสร้างดัมเบล คือ 
3'-F1-F2c-F1c---B1-B2-B1c-5' การสร้างจะเริ่มที่ปลาย 3' โดยใช้สายดีเอ็นเอของตัวมันเองเป็น 
template และเริ่มการสร้างต่อจากด้าน F1 ส่วนสีแดง-B1-B2-B1c-5'  คือ template ในการสร้าง
ในขั้นตอนที่ 8  ส่วนสีชมพู-B1c-B2c-B1-3' คือส่วนที่สร้างได้ใหม่  ขั้นตอนนี้จะได้ดีเอ็นเอ 1 เส้น     
ดีเอ็นเอส่วนที่เป็น template และส่วนที่สร้างใหม่ยังเป็นเส้นเดียวกัน คือ 5 '-B1c-B2-B1-ส่วนสีแดง-
F1c-F2c-F1-ส่วนสีชมพู-B1c-B2c-B1-3' เรียกว่าเส้นที่ 1 ขณะเดียวกันขั้นตอนที่ 9 ไพรเมอร์ FIP จะ
จับที่บริเวณ F2c และมีการสังเคราะห์ พร้อมกับการแทนที่เส้นเดิมที่สังเคราะห์ก่อนให้หลุดออกมา
พร้อมกัน ได้ดีเอ็นเอเพ่ิมอีก 1 เส้น คือ 5'-F1c-F2-F1-ส่วนสีชมพู-B1c-B2c-B1-3'  เรียกว่าเส้นที่ 2 มี
ความยาวสั้นกว่าเส้นที่ 1  เมื่อเส้นที่ 2 สร้างจนสุดปลายที่ปลาย 3' เส้นที่ 1 จะถูกแทนที่และหลุด
ออกเป็นสายเดี่ยว ท าให้ B1 วนกลับมาจับกับ B1c เป็นห่วง และเริ่มการสังเคราะห์ในขั้นตอนที่ 10 
โดยใช้ template เป็น B1c-F1-F2c-F1c---B1-B2-B1c ได้เป็นเส้นที่มีความยาวกว่าเดิม 4 เท่า 
ในขณะที่สร้างเกิดการแทนที่ท าให้เส้นที่ 2 หลุดออกมา ดังขั้นตอนที่ 11 ต่อมาในขั้นตอนที่ 11 เส้นที่ 
2 จะเริ่มเป็นโครงสร้างดัมเบลเหมือนกับขั้นตอนที่ 8 แต่ต่างกันที่เป็นเส้นคู่สมกัน และจะเริ่มการ
สังเคราะห์ที่ปลาย 3' โดยมี B1 เป็นไพรเมอร์ และสร้างโดยใช้ template คือ B1c---F1, F2, F1c ได้
เป็นดีเอ็นเอที่มีความยาวเป็น 2 เท่าของขั้นตอนที่ 8 ขณะเดียวกันก็จะมีไพรเมอร์ BIP มาจับที่
ต าแหน่ง B2c และเริ่มการสังเคราะห์ พร้อมกับเกิดการแทนที่ ท าให้เส้นเดิมหลุดออก ท าให้ได้         
ดีเอ็นเอเส้นที่ 3 ซึ่งจะเหมือนกับขั้นตอนที่ 8 และที่ปลาย 3' จะมีการสังเคราะห์ต่อไปเรื่อยๆ (102) 
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รูปที่ 2.16 แสดงขั้นตอนที่ 8-11 ของปฏิกิริยา LAMP ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป็นรอบๆ (102) 

4.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา LAMP  
การออกแบบไพรเมอร์ LAMP แบ่งเป็น 2 แบบ คือ 

4.2.1 การออกแบบไพรเมอร์ LAMP แบบมาตรฐาน [Standard primer 
design (Easy mode)]  
การออกแบบไพรเมอร์ LAMP จะใช้โปรแกรม PrimerExplorer v4 Software 

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/) (103) โดยไพรเมอร์ในปฏิกิริยา LAMP มีทั้งหมด 4-6 
เส้น คือ F3, B3, Forward Inner primer (FIP) ประกอบไปด้วยบริเวณ F1c และ F2,  Backward 
Inner Primer (BIP) ประกอบไปด้วยบริเวณ  B1c และ B2 ดังแสดงในรูปที่ 2.17 ซึ่งจะจ าเพาะกับ 6 
ต าแหน่ง คือ F3, F2, F1, B1, B2 และ B3 และอาจมี Loop Primer Forward (LF) และ Loop 
Primer Backward (LB) อีก 2 เส้น ดังแสดงในรูปที่ 2.18 ซึ่ง Loop Primer จะท าให้การสังเคราะห์
ดีเอ็นเอได้ปริมาณมากข้ึน โดย Loop Primer จะอยู่ต าแหน่งระหว่าง  B1 และ B2 และ  F1 และ F2  
ซึ่งอยู่ทางปลาย 5' ของโครงสร้างดัมเบล จะท าให้เพ่ิมจุดเริ่มต้นของการเกิดปฏิกิริยา LAMP เพ่ิมมาก
ขึ้น ท าให้การสังเคราะห์มีคุณภาพดีกว่าแบบใช้ 4 เส้น (102) ดังรูปที่ 2.19 ซึ่งการออกแบบไพรเมอร์
แบบมาตรฐานตามโปรแกรม จะได้ไพรเมอร์ไม่เกิน 5 คู่ และเลือกคู่ที่ดีที่สุดมาใช้งาน  
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รูปที่ 2.17 แสดงไพรเมอร์ 4 เส้น ของปฏิกิริยา LAMP (102) 
 
 

 
 

 
 

รูปที่ 2.18 แสดงไพรเมอร์ 6 เส้น ของปฏิกิริยา LAMP (103)  
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รูปที่ 2.19 แสดงไพรเมอร์ของปฏิกิริยา LAMP กรณีท่ีมี Loop primer (102) 
 
ปัจจัยท่ีต้องค านึงถึงในการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา LAMP (103) มีดังนี้ 
1. ความยาวและระยะห่างที่เหมาะสมส าหรับไพรเมอร์แต่ละเส้น แสดงดังรูปที่ 2.20

ระยะห่างระหว่างปลาย 5’ ของ F2 และปลาย 5’ ของ B2 ต้องอยู่ระหว่าง 120-160 bp ระยะห่าง
ระหว่างปลาย 5’ ของ F2 ถึงปลาย 5’ ของ F1 ต้องอยู่ระหว่าง 40-60 bp ระยะห่างระหว่างปลาย 
3’ ของ F3 และปลาย 5’ ของ F2 อยู่ระหว่าง 0-60 bp  

2. การค านวณค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Melting temperature, Tm) จะมีผลต่อ
สภาวะของปฏิกิริยา ดังนั้นค่า Tm ในแต่ละบริเวณของไพรเมอร์ได้แก่ F1c, B1c ต้องมีค่าประมาณ 
65 องศาเซลเซียส (64-66 องศาเซลเซียส) ส่วนบริเวณของไพรเมอร์ F2, B2, F3 และ B3 ต้องมี
ค่าประมาณ 60 องศาเซลเซียส (59-61 องศาเซลเซียส)  

3. ความเสถียรที่บริเวณปลายของไพรเมอร์ (stability of primer end) ซึ่งจะเป็น
จุดเริ่มต้นในการสังเคราะห์ของดีเอ็นเอ โดยที่ปลาย 3’ ของบริเวณ F2/B2, F3/B3 และท่ีปลาย 5’ 
ของบริเวณ F1c/ B1c จะต้องมีค่าพลังงานอิสระ (Delta G) เท่ากับหรือน้อยกว่า –4 กิโลแคลลอรี่/
โมล 

4. ค่า GC รวม (GC contents) จะอยู่ที่ 40-65 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับค่า GC รวมที่อยู่ที่ 
50-60 เปอร์เซ็นต์ ถือว่าเป็นลักษณะของไพรเมอร์ที่ดี 

5.  โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary structure) มีความส าคัญส าหรับ Inner primer 
คือต้องไม่เกิดโครงสร้างทุติยภูมิ เพ่ือป้องกันการเกิดไดเมอร์ โดยต้องแน่ใจว่าไม่มีล าดับเบสคู่สมกันกับ
ไพรเมอร์อ่ืนที่ปลาย 3’  

6. อ่ืนๆ ถ้าทราบต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่สามารถตัดได้ (restriction enzyme 
sites) ยกเว้นว่าเป็นต าแหน่งอยู่บนไพรเมอร์ เราสามารถตรวจสอบโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ
ได้  
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รูปที่ 2.20 แสดงระยะห่างของไพรเมอร์ที่เหมาะสมของปฎิกิริยา LAMP (103) 
 

 
4.2.2 การออกแบบไพรเมอร์ LAMP เพื่อหาการกลายพันธุ์ (LAMP-based 
SNPs typing) ตามหลักการการออกแบบแบบขั้นพัฒนา (Advance primer 
design)  
การออกแบบไพรเมอร์ LAMP ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนที่ต าแหน่ง

เดียว (point mutation) และประยุกต์ใช้ในการศึกษา single nucleotide polymorphism (SNP)  
ตามหลักการ การออกแบบแบบขั้นพัฒนา (Advance primer design) ในการออกแบบ Specific 
primer ไพรเมอร์ที่ออกแบบลักษณะนี้จะสามารถแยกความแตกต่างระหว่าง wild type และ 
mutant type ได้ ซึ่งถ้าต้องการให้ไพรเมอร์สามารถ amplify ส าหรับ mutant type แต่ไม่สามารถ 
amplify ส าหรับ wild type จะต้องเลือกไพรเมอร์ที่มีต าแหน่งของ SNP อยู่ที่ต าแหน่งใดต าแหน่ง
หนึ่งดังนี้ (103) 

a) ที่ปลายด้าน 5’ ของ F1c หรือ B1c  
b) ที่ปลายด้าน 3’ ของ F2 หรือ B2  
c) ที่ปลายด้าน 3’ ของ F3 หรือ B3 

 
จากตัวอย่างดังรูปที่ 2.21 จะออกแบบให้เป็น Specific primer ส าหรับ wild 

type โดยออกแบบให้เบส C อยู่ที่ปลายด้าน 5’ ของ F1c เพ่ือที่จะจับกับ wild type allele (WT)  
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ที่มีเบส G และจับกับ mutant allele ที่มีเบส A โดยที่ WT primer จับกับ wild type allele จะ
เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอขึ้น ซึ่งจะเริ่มจากโครงสร้างดัมเบล และจะสังเคราะห์แบบสมบูรณ์  ท าให้
เกิดผลผลิต LAMP ขึ้น แต่ถ้ายีนเป้าหมาย เป็น mutant allele (MUT) จะไม่มีการสังเคราะห์ดีเอ็น
เอต่อจากโครงสร้างดัมเบล ถึงแม้ว่าจะมีการผิดพลาดเพียงแค่ 1 เบส  (Miscopy) แต่ท าให้หยุด
ขบวนการสังเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป ท าให้ไม่มีผลผลิต LAMP เกิดข้ึน  

 

  

 
  
รูปที่ 2.21 แสดงหลักการปฏิกิริยา LAMP ของ specific primer เพ่ือตรวจวิเคราะห์ wild type และ 

mutant type allele (104) 
 

4.3 วิธีการตรวจสอบผลผลิตของ LAMP 

ท าได้หลายวิธี ได้แก่  

4.3.1 วิธีการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส (Agarose gel 
electrophoresis)  
โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส จากนั้นน าวุ้นมาย้อมด้วย         

เอทิเดียมโบรไมด์ และดูผลบนเครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเล็ต (UV transilluminator) จะเห็น
ลักษณะของผลผลิต LAMP เป็นแถบคล้ายกับขั้นบันได (ladder) ซึ่งเกิดจากมีดีเอ็นเอ หลายๆ ขนาด 
จากขนาดเล็กไปถึงขนาดใหญ่ ความยาวตั้งแต่ F3 ถึง B3 จนถึงดีเอ็นเอขนาดใหญ่มากถึง 100     
กิโลเบส (32, 35) ดังรูปที่ 2.22  
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รูปที่ 2.22 แสดงผลผลิตจากปฏิกิริยา LAMP ที่แยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส  โดยเลนส์ M 

คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder), + คือ ผลบวก, - คือ ผลลบ (32) 
 

4.3.2 การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา LAMP โดยใช้ SYBR Green I 
SYBR Green I ซึ่งเป็นสีฟลูออเรสเซนต์ มีสูตรโมเลกุลคือ C32H37N4S เป็นสาร

ประเภท ฟลูออโรโคม (Fluorochrome) การเติมสี SYBR Green I ลงไปในปฏิกิริยา LAMP สีจะเข้า
จับกับดีเอ็นเอตรงต าแหน่ง minor groove ของดีเอ็นเอสายคู่ ท าให้ได้สารประกอบเชิงซ้อน ( DNA-
dye-complex) เมื่อสารนี้ถูกกระตุ้น (excite) ที่ความยาวคลื่น 497 นาโนเมตร ด้วยแสงอัตราไวโอ
เลต จะมีการคายพลังงาน (emission) เป็นแสงของฟลูออเรสเซนต์สีเขียวออกมาที่ความยาวคลื่น 
520 นาโนเมตร ดังรูปที่ 2.23 แต่ถ้าไม่มีการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอ SYBR-Green I จะอยู่ในรูป
อิสระ และคายพลังงานในช่วงความยาวคลื่นเดิมที่ 590 นาโนเมตร จึงเห็นเป็นสีส้มเหมือนเดิม (105, 
106) ดังรูปที ่2.24 
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รูปที่ 2.23 แสดงกราฟของ SYBR Green I เข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง
อัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 497 นาโนเมตร และคายพลังงานที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 
(105) 
 

 
รูปที่ 2.24 แสดงผลผลิตของปฏิกิริยา LAMP ด้วยสี SYBR Green I (A) คือผลบวกและผลลบภายใต้

แสงไฟธรรมดา, (B) คือผลบวกและผลลบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (107) 

4.3.3 การดูความขุ่นจากการเกิดแมกนีเซียมไพโรฟอสเฟต (Turbidity 
derived from magnesium pyrophosphate formation) 

ในขบวนการ LAMP จะเกิดการรวมกันของไพโรฟอสเฟตจาก dNTPs กับ
แมกนีเซียมไอออน ที่เป็นส่วนประกอบบัฟเฟอร์ของเอนไซม์ Bst DNA polymerase ท าให้ได้ 
ผลผลิตเป็น แมกนีเซียมไพโรฟอสเฟต (magnesium pyrophosphate, Mg2P2O7) เห็นเป็นตะกอน
ขุ่นขาว และสามารถวัดค่าดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร การเกิดปฏิกิริยาดังสมการ
ด้านล่าง ค่าการดูดกลืนแสงนี้ สามารถน ามาค านวณเป็นความเข้มข้นของดีเอ็นเอได้ (32, 108) 

 

A B 
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(DNA)n-1 + dNTP  ==>  (DNA)n + P2O7
-4

           [1] 

P2O7
-4

   + 2Mg2+      ==>   Mg2P2O7                      [2] 

4.3.4 การตรวจวัดล าดับเบสที่จ าเพาะของปฏิกิริยา LAMP โดยการเติม 
cationic polymers 

เตรียม Oligo DNA Probe โดยการติดฉลากด้วยสารเรืองแสง ส าหรับการ
ตรวจจับ multiplex nucleic acid template โดยการเติมสาร polyethylenimine (PEI) ลงไป
หลังสิ้นสุดปฏิกิริยา LAMP ท าให้เกิดการตกตะกอนของ LAMP amplicon-PEI complex โดย 
Oligo DNA Probe เกิดขบวนการ hybridization กับผลผลิต LAMP ซึ่งจะท าให้เกิดการตกตะกอน
ขึ้น และเกิดการเปล่งแสงฟลูออเรสเซ็นต์ออกมาภายใต้เครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต ซึ่งสามารถ
มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (109) ดังรูปที่ 2.25 

 

รูปที่ 2.25 แสดงปฏิกิริยาการตกตะกอนของ LAMP amplicon-PEI complex (109) 
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4.3.5 การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP โดยการเติมอนุภาคทองนาโน (LAMP-
goldnanoparticle) 

ในปัจจุบันได้มีวิธีการน าเอาอนุภาคทองค า (AuNPs) มาตรวจสอบผลผลิต LAMP 
ทองค าที่อยู่ในรูปทั่วไป จะมองเห็นเป็นสีเหลือง เนื่องจากทองค าอยู่เป็นก้อนขนาดใหญ่ จะดูดกลืน
แสงสีน้ าเงิน ท าให้มองเห็นเป็นสีเหลือง แต่ถ้าท าให้ทองค ามีขนาดเล็กลงจนมีหน่วยเป็นนาโนเมตร จะ
ท าให้ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเปลี่ยนไป อนุภาคทองค าสามารถเตรียมใช้เอง หรือ ซื้อแบบ
ส าเร็จรูปได้ หลักการ คือ เริ่มต้นด้วยการเตรียม Oligonucleotide probe โดยใช้เป็นชนิด thiol ซึ่ง
จะจับกับอนุภาคนาโนทองค า จากนั้นเติมผลผลิต LAMP ลงไป แล้วเติมเกลือ ถ้าในสภาวะที่มีดีเอ็นเอ
เป้าหมาย Oligonucleotide probe จะจับกับดีเอ็นเอเป้าหมายจับกันเป็นสายคู่ ท าให้สามารถ
ดูดกลืนแสงสีเขียว ที่ความยาวคลื่นประมาณ 500 นาโนเมตร ท าให้เห็นอนุภาคทองนาโนเป็นสีแดง
เหมือนเดิม  แต่ถ้าในสภาวะที่ไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย Oligonucleotide probe จะไม่สามารถจับกับ 
ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ และภายหลังการเติมเกลือ จะท าให้ดีเอ็นเอมีขนาดใหญ่ขึ้นและเกิดการ
ตกตะกอน โดยจะดูดกลืนความยาวคลื่นแสงในช่วงที่ยาวขึ้น ท าให้สีเปลี่ยนเป็นสีม่วง  สามารถ
ตรวจสอบผลด้วยตาเปล่าได้ ผลบวกจะเป็นสีแดง ผลลบจะเป็นสีม่วงดังแสดงในรูปที่  2.26 
นอกจากนั้นยังสามารถวัดผลโดยการใช้เครื่อง spectrophotometer ได้ (110, 111) 

 

  

 

 

รูปที่ 2.26 แสดงการตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยา LAMP ด้วยอนุภาคทองนาโน โดยที่ A คือ ผลลบ,   
B คือ ผลบวก (111) 

4.4 การประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP  

มีการน าเทคนิค LAMP มาใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อก่อโรคได้หลากหลาย เช่น ไวรัส , 
แบคทีเรีย และปรสิต เป็นต้น ส าหรับการตรวจวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค LAMP นั้นพบว่ามี
การใช้กับเชื้อที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ หรือ เพาะเลี้ยงได้ยาก เช่น  มีการใช้เทคนิค LAMP ในการ

A B 
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ตรวจหาเชื้อ Mycoplasma pneumonia พบว่าเป็นวิธีที่รวดเร็วในการตรวจวินิจฉัย และเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการทดสอบแอนติบอดี ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานพบว่ามีความไว, ความจ าเพาะ, ค่า
ท านายผลบวก และ ค่าท านายผลลบ เท่ากับ 94.8, 91.9, 91.1 และ 95.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
(112) มีการใช้เทคนิค LAMP ตรวจเชื้อ Cronobacter spp. ที่ปนเปื้อนในนมผงเด็กแรกเกิดพบว่ามี
ความจ าเพาะสูง และมีความไวในการตรวจมากกว่าวิธี PCR และ Real-Time PCR โดยตรวจได้ที่ 9.1 
fg/ul ในขณะที่วิธี Real-Time PCR มีความไวเท่ากับ 91 และ 9.1 pg/ul ตามล าดับ (32) การตรวจ
เชื้อ H. pylori ด้วยวิธี LAMP ร่วมด้วยเทคนิคการเก็บตัวอย่างด้วยวิธี Brushing พบว่าสามารถ
ตรวจหาเชื้อต่ าสุดที่ 102 CFU/ml มีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100 และ 100 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ (35) มีการศึกษาวิธี LAMP เทียบกับ Real-Time PCR ในการตรวจเชื้อ 
Mycobacterium tuberculosis complex พบว่ามีความไวเท่ากับวิธี Real-Time PCR เท่ากับ 100 
fg/ul  และมีความจ าเพาะเทียบกับวิธี Real-Time PCR คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ (113) ใช้เทคนิค 
LAMP ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อ Yersinia enterocolitica พบว่าวิธี LAMP มีความแม่นย าสูงกว่า
วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานตาม ISO 10273  (114) เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่มีการตรวจ
วิเคราะห์ด้วยวิธี LAMP ในปัจจุบันมีหลากหลายได้แก่ Salmonella spp., Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Vibrio vulnificus, Campylobacter jejuni และ Campylobacter 
coli เป็นต้น (36, 115-118) 

ส าหรับการตรวจวิเคราะห์เชื้อไวรัสด้วยวิธี LAMP เช่น Herpesvirus, SARS, H5 Avian 
influenza และ Adenoviruses เป็นต้น (37, 38, 116, 119) การใช้เทคนิค multiplex RT-
LAMP ในการตรวจวิเคราะห์โรคปากและเท้าเปื่อย เปรียบเทียบกับวิธี Real-Time RT-PCR พบว่ามี
ความไวและความจ าเพาะ 98 และ 98.1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (120) การตรวจ Human 
Adenoviruses (hAdVs) ซีโรไทป์ 40 และ 41 ในตัวอย่างเชื้อ Adenoviruses สายพันธุ์คลินิก โดย
พบว่า มีความไวอยู่ในช่วง 50–100 copies/reaction และมีความจ าเพาะเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 
(119) 

ส าหรับการใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อปรสิต ตัวอย่างเช่น 
Plasmodium spp., Cryptosporidium spp. และ Giadia lamblia เป็นต้น (33, 34, 116) การใช้
เทคนิค LAMP ส าหรับการตรวจจ าแนกสปีชีส์เชื้อมาลาเรีย พบว่ามีความไวและความจ าเพาะในการ
ตรวจเชื้อ P. falciparum เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เป็น 95 และ 93.3 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบว่าสามารถตรวจหาเชื้อปริมาณต่ าสุดเท่ากับ 10 และ 40 copies 
ส าหรับเชื้อ P. vivax และ P. falciparum ตามล าดับ (33) มีรายงานว่าใช้เทคนิค LAMP ในการ
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ตรวจเชื้อมาลาเรีย ซึ่งมีความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก และ ค่าท านายผลลบ เท่ากับ 
95.7, 100, 100 และ 98 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเทียบกับวิธี malaria rapid diagnostic tests 
(RDTs) และพบว่า มีความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก, ค่าท านายผลลบ และ ค่าความถูก
ต้อง เท่ากับ 88.9, 96.9, 92.2, 95.5 และ 94.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเทียบกับวิธีส่องกล้องซึ่ง
เป็นวิธีมาตรฐาน (121) 

นอกจากนี้เทคนิค LAMP ยังสามารถประยุกต์ใช้ในงานอ่ืนๆ ด้วย เช่น โรคมะเร็ง 
การเกษตร พืช และ สัตว์ มีรายงานวิจัยของ Hayama M. และคณะ ได้ใช้ one-step nucleic acid 
amplification (OSNA) assay ซึ่งเปน็ชุดทดสอบทางการค้าท่ีใช้หลักการของ LAMP ในการตรวจหา
การเกิด metastasis ของต่อมน้ าเหลือง (lymph node) ในผู้ป่วยมะเร็งปอด โดยวิธีนี้มีความไวและ
ความจ าเพาะ คิดเป็น 100 และ 91.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบว่าวิธีนี้สามารถประยุกต์ใช้ใน
การตรวจหาการเกิด metastasis ของต่อมน้ าเหลืองในผู้ป่วยมะเร็งปอดได้ (122) รายงานวิจัยของ 
Feng J. และคณะ ได้ใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจพืชดัดแปลงพันธุกรรม (GMOs) ซึ่งให้ผล
เทียบเท่ากับวิธี Real-Time PCR และพบว่าเทคนิค LAMP เป็นวิธีที่ง่าย สะดวกและรวดเร็วในการ
ตรวจคัดกรองพืชดัดแปลงพันธุกรรมได้ (123)  

มีการใช้เทคนิค Multiplex Loop-mediated isothermal amplification-RFLP 
(mLAMP-RFLP) เพ่ือตรวจวิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp. และ Shigella spp. ในตัวอย่างนม ซึ่ง
จะใช้ไพรเมอร์ของเชื้อแต่ละชุดร่วมกับการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  HpaII สามารถแยกระหว่าง 
Salmonella spp. และ Shigella spp. ได้ และพบว่ามีความไวในการตรวจเชื้อทั้งสองเท่ากับ 
100 fg DNA/tube ซึ่งมีความไวมากกว่าวิธี multiplex PCR ซึ่งมีความไวเท่ากับ 1 pg DNA/tube 
(36) การหาจีโนไทป์ของ Herpesvirus 6 (HHV-6) โดยใช้วิธีของ LAMP ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ 
AccI สามารถแยกระหว่าง type A และ B ได้ (37) การแยกสายพันธุ์ของวัคซีนป้องกันคางทูม ด้วย
วิธี Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) ร่วมกับการ
ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ScaI  สามารถแยกระหว่าง wild type และสายพันธุ์ Hoshino ได้ (38) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยการตรวจโรค Bursal Diseases ในสายพันธุ์ที่มีความรุนแรง (vvIBDVs) 
ออกจากสายพันธุ์ที่ไม่รุนแรง (non-vvIBDVs) ในตัวอย่างสัตว์ปีก ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกับการใช้
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Tfi I (124)  

 



บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมีและน้ ายา 

1.1 2-propanol, Ethanol, Boric acid, Trytic soy broth (TSB) [บริษัท Merck 

     ประเทศเยอรมัน]  

1.2 Lb broth, miller (Luria bertani) [บริษัท BD ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

1.3 Brain heart infusion agar [บริษัท Oxoid ประเทศอังกฤษ] 

                1.4 Betaine (N,N,N-trimethylglycine), Ethylenediaminetetraacetic acid 

                     (EDTA), 5 - bromo -4 - chloro -3- inodlyl --D- galactopyranoside 
                     (X-Gal), Dimethylformamide (DMF) [บริษัท Sigma ประเทศเยอรมัน] 

1.5 ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTPs), 6X Gel Loading Dye (Blue), 
Taq DNA polymerase, Bst DNA polymerase, 1X Standard Tag Reaction 
Buffer, 1X ThermoPol Reaction Buffer, BsaI, AvaII, 1X CutSmart buffer, 
1X NEBuffer 4 [บริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

1.6 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 bp ladder , 100 bp ladder [บริษัท Thermo scienctific  
ประเทศสหรัฐอเมริกา]  

1.7 Tris Base [บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

1.8 Ethidium bromide (EtBr) [บริษัท plusOneTM ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

1.9 StrataClone PCR Cloning Kit [บริษัท Agilent ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

1.10 Gas Pack [AnaeroPack-MicroAero, บริษัท MGC ประเทศญี่ปุ่น] 

1.11 ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
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       [บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา]  

1.12 Agarose [บริษัท Genemate ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

2. เครื่องมือ 

2.1 เครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูง (Micro high speed refrigerate centrifuge)  

                      [บริษัท Vision ประเทศเกาหลีใต้] 

2.2 กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) [บริษัท Wealtec ประเทศไต้หวัน] 

2.3 เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) [บริษัท Genie2 ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

2.4 เครื่องปั่นแห้งสูญญากาศ ( DNA Speed Vacuum) [บริษัท Thermo  

     Savant ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

2.5 เครื่องอิเล็กโตรโฟริซีส (Gel electrophoresis)  [บริษัท Myrun ประเทศญี่ปุ่น]  

2.6 เครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและกล้อง (UV transilluminator)  

     G: BOX, Chemi SD [บริษัท SynGene ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

2.7 เครื่องนาโนดรอป (Nanodrop) [บริษัท Thermo Scientific  

     ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

2.8 เครื่อง Thermo cycler [บริษัท Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา] 

3. วิธีการทดลอง 

3.1 ตัวอย่าง 
3.1.1 เชื้อ H. pylori และการเพาะเลี้ยง 
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 (สั่งซื้อจาก American Type 

Culture Collection, ATCC) และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ทางคลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จ านวน 
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5 สายพันธุ์ ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.นพ.รัฐกรณ์ วิไลชนม์ คณะแพทย์ศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ น ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain heart infusion agar ที่ผสม
เลือดแกะ 7 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่สภาวะ Microaerophillic (มี O2 5-10 
เปอร์เซ็นต,์ มี CO2 5-22 เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลา 3-5 วัน โดยใช้ Gas Pack  

3.1.2 ตัวอย่าง urease test  
ตัวอย่าง urease test ที่ทดสอบจากชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผู้ป่วย ที่ให้ผล

บวก ในเดือนมีนาคม ปี พ.ศ. 2555 ถึง เดือนมกราคม ปี พ.ศ. 2557 (ได้รับความอนุเคราะห์จาก
หน่วยทางเดินอาหาร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์) จ านวน 353 ตัวอย่าง  เป็น Campylobacter-like 
organism tests (CLOtest*)  (Kimberly Clark ประเทศสหรัฐอเมริกา) จ านวน 210 ตัวอย่าง และ 
อาหารยูเรียที่เตรียมเอง (in-house urease test) จ านวน 143 ตัวอย่าง เก็บรักษาไว้ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส  

3.2 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori   
3.2.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐานและเชื้อ  
H. pylori สายพันธุ์ทางคลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน  
ท าการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และ

เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ทางคลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit เริ่มจากใช้ห่วงเพาะเชื้อ (Sterile loop) เขี่ยเชื้อ H. pylori ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหาร Brain heart infusion agar ที่ผสมเลือดแกะ 7 เปอร์เซ็นต์ โดยระวังไม่ให้ขูดวุ้น
มาด้วย ประมาณ 1 loopfull ใส่ลงไปใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อ 1 มิลลิลิตร ผสมเชื้อให้แตกกระจาย จากนั้นน าไปปั่น ที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
2 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้งไป แล้วเติม Nuclei Lysis Solution 600 ไมโครลิตร จากนั้น 
Resuspend ด้วยการดูดขึ้นลงเบาๆ ด้วยปิเปต น าไปบ่มที่กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ ที่ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติม Protein Precipitation Solution 200 
ไมโครลิตร ผสมสารด้วยเครื่องเขย่าผสมสาร 20 วินาที น าไปบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาท ีน าไปปั่นที่ 
14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสใส่ในหลอดใหม่ เติม Isopropanol 600 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมา 3-5 ครั้ง ปั่นที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
เทส่วนใสทิ้ง ล้างดีเอ็นเอด้วย ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปั่นที่ 14,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ตากให้แห้งในอากาศหรือใช้เครื่องปั่นแห้งสูญญากาศ ที่ความเร็วปานกลาง
เป็นเวลา 15 นาที สุดท้ายละลายดีเอ็นเอด้วย DNA Rehydration Solution ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง หรือที่ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืน น าดีเอ็นเอไป
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แยกขนาดด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ ดูด้วยเครื่องก าเนิดแสง
อัลตราไวโอเลต และบันทึกผลโดยการใช้กล้อง วัดความเข้มข้นด้วยเครื่องนาโนดรอป หลังจากนั้น
น าไปเก็บรักษาไว้ที่ตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปท าปฏิกิริยา PCR และ LAMP ต่อไป 

3.2.2 การสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่าง Urease test 
น าวุ้นในตัวอย่าง CLOtest* หรือ in house urease test ใส่ในหลอด 

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 300 ไมโครลิตร ใช้แท่งบด
ปลอดเชื้อ (pestle) บดตัวอย่างให้แตกกระจาย จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที น าไป
ปั่นที่ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสด้านบน ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใส่ในหลอด
ใหม ่เติม Absolute ethanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปแช่ที่ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย ethanol 70 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วดูด ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ออกให้หมด ตากให้แห้งใน
อากาศหรือใช้เครื่องปั่นแห้งสูญญากาศ โดยปั่นที่ความเร็วปานกลางเป็นเวลา 15 นาที สุดท้ายละลาย
ดีเอ็นเอด้วย TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร วัดความเข้มข้นด้วยเครื่องนาโนดรอป เก็บรักษาไว้ที่
ตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปท าปฏิกิริยา PCR และ LAMP ต่อไป 

3.3 การวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องนาโนดรอป 
การวัดปริมาณดีเอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องนาโนดรอป 

ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) โดยมีเกณฑ์พิจารณาดังนี้ 
อัตราส่วน A260/ A280 อยู่ในช่วงระหว่าง 1.80-2.00 แสดงว่าดีเอ็นเอสายคู่บริสุทธิ์ แต่

ถ้ามีค่าน้อยกว่า 1.80 แสดงว่ามีโปรตีนหรือฟีนอลปนเปื้อนสูง และถ้ามีค่ามากกว่า 2.00 แสดงว่ามี
อาร์เอ็นเอปนเปื้อนสูง 

3.4 วิธีการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส (Agarose gel 
electrophoresis)  
การตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยวิธีการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส โดยเตรียม

วุ้นในบัฟเฟอร์ 0.5X TBE (รายละเอียดในภาคผนวก) น าวุ้นที่เตรียมไว้ไปวางลงในเครื่องอิเล็กโตร   
โฟริซีส เติมบัฟเฟอร์ 0.5X TBE ลงไปให้ท่วมวุ้น ผสมดีเอ็นเอกับสีย้อมให้เข้ากันดี โดยการปิเปตขึ้นลง 
ใช้ปิเปตหยอดลงไปในแต่ละหลุม จากนั้นผ่านกระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 50 นาที 
ดูด้วยเครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต และท าการบันทึกผลโดยการใช้กล้อง  
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3.5 การตรวจยืนยันเชื้อ H. pylori จากตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวก และ 
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์ทางคลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ด้วยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) บริเวณยีน 16S rRNA หรือ ยีน glmM  

3.5.1 การตรวจเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี PCR บริเวณยีน 16S rRNA  
ท าปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X Standard buffer 

[ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.8) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์, โพแทสเซียสคลอไรด์ (KCl) 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ และแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2 , pH 8.3) ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโม
ลาร์], ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์,  Forward primer (5’-
GGG TGC ACA AAG AGA AGC A-3’),  Backward primer (5’-GGG CAC TAG CCA ATT TAG 
CA-3’) ความเข้มข้นอย่างละ 0.5 ไมโครโมลาร์ โดยสั่งสังเคราะห์ไพรเมอร์ที่บริษัท Biodesign 
ประเทศไทย, DNA template ความเข้มข้น 10-300 นาโนกรัม และ 1.25 Unit ของ Taq DNA 
polymerase  สภาวะปฏิกิริยาดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที, 35 รอบของ 95 องศา
เซลเซียส 1 นาที อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส  45 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
และ 72 องศาเซลเซียส  5 นาที ส าหรับ Negative Control จะใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และใช้เชื้อ 
H. pylori ATCC 43504 เป็น Positive Control น าผลผลิต PCR ที่ได้ไปตรวจสอบโดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที จากนั้นเทียบกับ        
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกผลโดยการใช้กล้อง 
ขนาดผลผลิต PCR เท่ากับ 219 bp 

3.5.2 การตรวจเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี PCR บริเวณยีน glmM  
ท าปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X Standard buffer 

[ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.8) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์, โพแทสเซียสคลอไรด์ (KCl) 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ และแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2, pH 8.3) ความเข้มข้น 1.5           
มิลลิโมลาร์], ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์, Forward primer 
(5’AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’), Backward primer (5’-
AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’) (125) ความเข้มข้นอย่างละ 0.5 ไมโครโมลาร์  โดยสั่ง
สังเคราะห์ไพรเมอร์ที่บริษัท Biodesign ประเทศไทย, DNA template ความเข้มข้น 10-300       
นาโนกรัม และ 1.25 Unit ของ Taq DNA polymerase  สภาวะปฏิกิริยาดังนี้ อุณหภูมิ 93 องศา
เซลเซียส 5 นาที, 35 รอบของ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  1 นาที และ
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  1 นาที และ  72  องศาเซลเซียส  10 นาที ส าหรับ Negative Control 
จะใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และใช้เชื้อ H. pylori ATCC 43504 เป็น Positive Control น าผลผลิต 
PCR ที่ได้ไปตรวจสอบโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 
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50 นาที จากนั้นเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่องก าเนิดอัลตราไวโอเลตและบันทึกผล
โดยการใช้กล้อง ขนาดผลผลิต PCR เท่ากับ 294 bp  

3.6 การตรวจการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G ของเชื้อ H.pylori 
ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction- restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP)  

3.6.1 การท า PCR ยีน 23S rRNA  
ท า PCR ที่บริเวณ 23S rRNA จากตัวอย่างที่ให้ผลบวกจากการท า PCR ยีน   

16S rRNA หรือ ยีน glmM  ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X Standard buffer 
[ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.8) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์, โพแทสเซียสคลอไรด์ (KCl) 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ และแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2, pH 8.3) ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโม
ลาร์], ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์, K1 primer ความเข้มข้น 
0.5 ไมโครโมลาร์ (5’-CCA CAG CGA TGT GGT CTC AG-3’), K2 primer ความเข้มข้น 0.5 ไมโคร    
โมลาร์ (5’-CTC CAT AAG AGC CAA AGC CC-3’) อ้างอิงจาก Kang และคณะ (83) โดยสั่ง
สังเคราะห์ไพรเมอร์ที่บริษัท Biodesign ประเทศไทย, DNA template ความเข้มข้น 10-300       
นาโนกรัม และ 1.25 Unit ของ Taq DNA polymerase สภาวะปฏิกิริยาดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที, 35 รอบของ 95 องศาเซลเซียส  1 นาที อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 1 นาที และ
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ส าหรับ Negative Control จะ
ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และใช้เชื้อ H. pylori ATCC 43504 เป็น Positive Control น าผลผลิต 
PCR ที่ได้ไปตรวจสอบโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 
50 นาที จากนั้นเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและ
บันทึกผลโดยการใช้กล้อง ขนาดผลผลิต PCR เท่ากับ 425 bp  

3.6.2 การตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
ตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ BsaI โดยเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ดังนี้  1X CutSmart buffer 
ประกอบด้วย [โพแทสเซียมอะซีเตท (C2H3KO2) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์, ทริส-อะซีเตท 
(C6H15NO5) ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมอะซีเตท (Mg(CH3COO)2 . 4H2O) ความ
เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และ Bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร], BsaI 0.5 ไมโครลิตร และผลผลิต PCR  5 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หรือข้ามคืน ตรวจสอบโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่ 
100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่องก าเนิดแสง
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อัลตราไวโอเลตและบันทึกผลโดยการใช้กล้อง หากมีการกลายพันธุ์  (mutant) ที่ A2143G จะได้     
ดีเอ็นเอ 2 ชิ้น คือ ขนาด 324 และ 101 bp  ถ้าไม่มีการกลายพันธุ์ (wild type) จะไม่ถูกตัดด้วย 
BsaI ท าให้ได้ดีเอ็นเอขนาดเท่าเดิมคือ 425 bp  ต าแหน่งการตัดของเอนไซม์ BsaI แสดงดังรูปที่ 3.1 

 

รูปที่ 3.1 ต าแหน่งการตัดของเอนไซม์ BsaI (14) 

3.7 การหาล าดับเบส (Sequencing) 
เพ่ือหาอุบัติการณ์การกลายพันธุ์ต าแหน่งอ่ืนๆ ของ 23S rRNA ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา

คลาริโธรมัยซิน จึงท าการหาล าดับเบส ของผลผลิต PCR โดยส่งวิเคราะห์ที่บริษัท Wardmedic จ ากัด 
และ บริษัท U2Bio (Thailand) จ ากัด ใช้ผลผลิต PCR ความเข้มข้น 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
ปริมาตรอย่างน้อย 20 ไมโครลิตร และไพรเมอร์ K1 ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร น าข้อมูลล าดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสในธนาคารยีน  (Genbank) โดย
โปรแกรม Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (126) 

3.8 การโคลนนิ่ง (Cloning)  
เพ่ือโคลนยีน 23S rRNA ที่มีการกลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง A2143G ไว้ใช้เป็นดีเอ็นเอ

แม่แบบในการพัฒนาเทคนิค LAMP ในการตรวจการกลายพันธุ์ดังกล่าว จึงได้น าตัวอย่าง urease 
test ที่ได้ท าการตรวจยืนยันล าดับเบสว่ามีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G มาโคลนเข้ากับพาหะ 
(StrataClone PCR Cloning vector pSC-A- amp/Kan) (127) และถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ 
คอมพลีเทนต์ (competent cells) E. coli โดยมีขั้นตอนและวิธีการดังนี้ เตรียมผลผลิต PCR จาก
ตัวอย่าง urease test ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G ดังในขั้นตอนที่ 3.6.1 จากนั้นเตรียม
ปฏิกิริยา Ligation ดังนี้ น าผลผลิต PCR จ านวน 2 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 5–50  นาโนกรัม) ผสม
กับ StrataClone Cloning Buffer 3 ไมโครลิตร StrataClone Vector (pSC-A-amp/Kan)          
1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปวางบนน้ าแข็ง เพ่ือน าไปถ่ายโอนเข้าสู่
เซลล์คอมพลีเทนต์ โดยน า StrataClone SoloPack competent cells ที่เก็บรักษาไว้ที่ -80 องศา
เซลเซียส มาละลายบนน้ าแข็ง เติมส่วนผสม ligation ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ลงไปผสมให้เข้ากันบ่มใน
น้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที ท าการ Heat-shock โดยบ่มที่ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที แล้ว
เติม LB medium ที่ท าการอุ่นไว้ก่อนหน้า ที่ 42 องศาเซลเซียส จ านวน 250 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง จากนั้นใช้ปิเปตดูด เซลล์คอมพลีเทนต์ จ านวน 100 ไมโครลิตร  
หยดลงบน LB agar ที่มียาแอมพิซิลลินความเข้มข้น  100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  และ 2 เปอร์เซ็นต์ 
ของ X-gal จ านวน 40 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ท าการคัดกรอง
โคลน โดยน าโคโลนีที่มีสีขาวเพาะเลี้ยงในอาหาร LB broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ใส่ยา       
แอมพิซิลลิน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง ท าการสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นท าการตรวจสอบว่ามีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ (insert DNA) ที่ต้องการ
หรือไม่ โดยการท า PCR และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BsaI ดังขั้นตอนในข้อ 3.6.1และ 3.6.2 ท า
การเก็บรักษาเชื้อใน TSB ที่ผสม 15 เปอร์เซ็นต์ของกลีเซอรอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ -80 องศา
เซลเซียส รูป pSC-A-amp/Kan Vector และแผนที่ของ Vector ดังแสดงในรูปที่ 3.2 

 

 
 

รูปที่ 3.2 แสดงรูปของ Vector และแผนที่ของ Vector pSC-A-amp/Kan (127) 
 

3.9 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธี  Loop-mediated isothermal 
amplification  

3.9.1 การออกแบบไพรเมอร์ LAMP ที่จ าเพาะกับยีน 23S rRNA 
ท าการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori โดยใช้

ข้อมูลล าดับเบสจากธนาคารยีน (GenBank, Accession no. U27270) บริเวณ 2281-2640 ได้
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ทั้งหมด 6 เส้นคือ F3, B3, Forward Inner primer (FIP) ประกอบไปด้วยบริเวณ F1c และ F2, 
Backward Inner Primer (BIP) ประกอบไปด้วยบริเวณ B1c และ B2, Loop Primer Forward (LF) 
และ Loop Primer Backward (LB) โดยใช้โปรแกรม PrimerExplorer v4 Software 
(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/) (128) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ใช้โปรแกรมออกแบบ     
ไพรเมอร์ คือแบบมาตรฐาน [Standard primer design window (Easy mode)]  
 
 

การออกแบบไพรเมอร์แบบมาตรฐาน [Standard primer design window 
(Easy mode)] มีขั้นตอนดังนี้ 
อัปโหลดไฟล์ล าดับเบสเป้าหมาย (target sequence) โดยล าดับเบสที่ใส่ต้องมี

ความยาวน้อยกว่า 2,000 bp  และล าดับเบสต้องมีรูปแบบใดรูปแบบหนึ่ง คือ plain text format, 
FASTA format และ GenBank format คลิกที่ปุ่ม Browse และอัปโหลดไฟล์ที่ต้องการ เลือก
พารามิเตอร์ และคลิกปุ่ม Primer design ดังแสดงในรูปที่ 3.3 
 

 
 

รูปที่ 3.3 แสดงหน้าต่างเริ่มต้นของโปรแกรม PrimerExplorer V4 (103) 
คลิกปุ่ม Generate  โปรแกรมจะออกแบบไพรเมอร์คู่ที่ดีที่สุดมาไม่เกิน 5 คู่

จากนั้นคลิกปุ่ม Display ดังแสดงในรูปที่ 3.4 จะแสดงผลของชุดไพรเมอร์ ดังรูปที่ 3.5 และ save 
ข้อมูลนี้ ส าหรับการออกแบบ loop primer ต่อไป  
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จากการออกแบบไพรเมอร์ทั้งหมดที่ได้ จะเลือกไพรเมอร์คู่ที่ดีที่สุด โดยใช้เกณฑ์
ในการเลือกคือ จะต้องเลือกชุดไพรเมอร์ที่มีค่า dimer (minimum) Delta G น้อยที่สุด 

 

 
 

รูปที่ 3.4 แสดงหน้าต่างของโปรแกรมในการออกแบบไพรเมอร์แบบมาตรฐาน [Standard primer 
design window (Easy mode)] (103) 
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รูปที่ 3.5 แสดงหน้าต่างของโปรแกรมท่ีแสดงรายละเอียดของชุดไพรเมอร์แบบมาตรฐาน [Standard 

primer design window (Easy mode)] ที่ออกแบบได้ (103) 
 

สั่งสังเคราะห์ไพรเมอร์ทั้งหมดจากบริษัท Biodesign ประเทศไทย โดยคุณภาพของ   
ไพรเมอร์เป็นชนิด Desalt ละลายไพรเมอร์ในบัฟเฟอร์ TE [1 M Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM 
EDTA (pH 8.0)] ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 100 ไมโครโมลาร์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เพ่ือใช้ในปฏิกิริยา LAMP ต่อไป 

 
3.9.2 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP ในการตรวจ
วิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G ของเชื้อ        
H. pylori  
สารตั้งต้นในปฎิกิริยา LAMP ประกอบด้วยไพรเมอร์ FIP, BIP, F3, B3, LF และ 

LB ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์, เบตาอีนความเข้มข้น 5 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตร
ฟอสเฟตความเข้มข้น  20 มิลลิโมลาร์, 10X บัฟเฟอร์ ประกอบด้วย [ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, 
pH 8.8) ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์, โพแทสเซียสคลอไรด์ (KCI) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์, 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ความเข้มข้น100 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 .7H2O) 
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ความเข้มข้น 60 มิลลิโมลาร์ และ Triton X-100 ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์], Bst DNA 
Polymerase ความเข้มข้น 8000 ยูนิต/มิลลิลิตร และดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ความเข้มข้น     
10-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับ Negative Control ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ  

3.9.2.1 การทดสอบหาระยะเวลาของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
เตรียมปฏิกิริยา LAMP ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 

FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ LF/LB ความ
เข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์, เบตาอีนความเข้มข้น 0.8 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต  
ความเข้มข้น 1.4 มิลลิโมลาร์, 1X บัฟเฟอร์ ประกอบด้วย [ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.8) 
ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์, โพแทสเซียสคลอไรด์ (KCI) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์, แอมโมเนียม
ซัลเฟต ((NH4)2SO4) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 .7H2O) ความเข้มข้น 
6 มิลลิโมลาร์และ Triton X-100 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์],  Bst DNA Polymerase ความ
เข้มข้น 8 ยูนิต/มิลลิลิตร และดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori 10-100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับ 
Negative Control ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างกันตั้งแต่ 35, 
45, 55 และ 60 นาที ตามล าดับ จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ตรวจสอบผลผลิตโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยผลผลิต LAMP จะ
เห็นเป็นสเมียร์แบน  

3.9.2.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ของปฏิกิริยา LAMP 
ที่เหมาะสม 
เตรียมปฏิกิริยา LAMP เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.9.2.1 ยกเว้นความ

เข้มข้นของไพรเมอร์ต่างๆ กัน ดังตารางที่ 3.1 บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่เหมาะสม
ที่สุดที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.1 จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ตรวจสอบผลผลิตโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยผลผลิต LAMP จะ
เห็นเป็นสเมียร์แบน 

 
 
 
 
 
 
 

 



 54 

ตารางที่ 3.1 แสดงปริมาณความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สภาวะ 1-4 
 

สภาวะ 
ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

FIP(µM) BIP(µM) F3(µM) B3(µM) LF(µM) LB(µM) 

สภาวะท่ี 1  0.8 0.8 0.2 0.2 0.8 0.8 

สภาวะท่ี 2 1.2 1.2 0.2 0.2 0.8 0.8 

สภาวะท่ี 3 1.6 1.6 0.2 0.2 0.8 0.8 

สภาวะท่ี 4 1.8 1.8 0.2 0.2 0.8 0.8 

 
3.9.2.3 การทดสอบหาความเข้มข้นของเบตาอีนของปฏิกิริยา LAMP 
ที่เหมาะสม 
เตรียมปฏิกิริยา LAMP เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.9.2.1 ยกเว้นความ

เข้มข้นของเบตาอีนแตกต่างกันตั้งแต่  0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ โดยใช้ระยะเวลาที่
เหมาะสมที่สุดที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.1 และ ใช้ความความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมที่ได้
จากการทดลอง 3.9.2.2 จากนั้นตรวจสอบผลผลิตโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 
เปอร์เซ็นต์ โดยผลผลิต LAMP จะเห็นเป็นสเมียร์แบน 

3.9.2.4 การทดสอบหาความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตร
ฟอสเฟตของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
เตรียมปฏิกิริยา LAMP เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.9.2.1 ยกเว้นความ

เข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตแตกต่างกัน ตั้งแต่ 0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิ    
โมลาร์ ตามล าดับ โดยใช้ระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.1, ใช้ความความเข้มข้น
ของไพรเมอร์ที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.2 และใช้ความความเข้มข้นของเบตาอีนที่
เหมาะสมที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.3 จากนั้นตรวจสอบผลผลิตโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยผลผลิต LAMP จะเห็นเป็นสเมียร์แบน 

3.9.2.5 การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตของ
ปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
เตรียมปฏิกิริยา LAMP เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.9.2.1 ยกเว้นความ

เข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟต ให้แตกต่างกัน ตั้งแต่ 2, 4, 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ โดยใช้
ระยะเวลาที่เหมาะสมท่ีสุดที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.1, ใช้ความความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม
ที่ได้จากการทดลอง 3.9.2.2, ใช้ความความเข้มข้นของเบตาอีนที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลอง 
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3.9.2.3 และใช้ความความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต  ที่เหมาะสมที่ได้จากการ
ทดลอง 3.9.2.4 จากนั้นตรวจสอบผลผลิตโดยผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดย
ผลผลิต LAMP จะเห็นเป็นสเมียร์แบน 

3.10 การตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G ของเชื้อ 
H. pylori ด้วยวิธี LAMP ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ [Loop-mediated 
isothermal amplification - restriction fragment length polymorphism (LAMP-
RFLP)] 

วิเคราะห์ชนิดและต าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะบริเวณยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori 
จากต าแหน่ ง  F3 ถึง  B3 (2412 -2606)ด้วยโปรแกรม NEB cutter 
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) ซึ่งจะเลือกเอนไซม์ 2 ชนิด คือ เอนไซม์ชนิดที่ 1 จะตัด
บริเวณห่วง (loop) จาก F3 ถึง B3 ทั้งสองข้างได้เอนไซม์ AvaII  และเอนไซม์ชนิดที่ 2 ใช้เอนไซม์ 
BsaI ในการแยกการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G ซึ่งจะสามารถแยกระหว่าง wild type และ 
mutant type ได้ โดยน าผลผลิตของปฏิกิริยา LAMP มาท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้ง 2 ชนิด
ดังกล่าวดังนี้ 

3.10.1 ตัดผลผลิต LAMP ด้วย BsaI 

เตรียมปฏิกิริยาการตัดเอนไซม์ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาดังนี้ 
1X CutSmart buffer ประกอบด้วย [โพแทสเซียมอะซีเตท (C2H3KO2) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์, 
ทริส-อะซีเตท (C6H15NO5)  ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมอะซีเตท        
(Mg(CH3COO)2 . 4H2O)  ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และ BSA ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร], BsaI 0.5 ไมโครลิตร และผลผลิต LAMP 5 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หรือข้ามคืน ตรวจสอบผลผลิตโดย
ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่อง
ก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและบันทึกผลโดยการใช้กล้อง  

3.10.2 ตัดผลผลิต LAMP ด้วย AvaII 

เตรียมปฏิกิริยาการตัดเอนไซม์ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาดังนี้  
1X NEB buffer 4  ประกอบด้วย [โพแทสเซียมอะซีเตท (C2H3KO2) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์, 
ทริส-อะซีเตท (C6H15NO5) ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมอะซีเตท         

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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(Mg(CH3COO)2 . 4H2O)  ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และ DDT ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์], AvaII 
0.5 ไมโครลิตร และผลผลิต LAMP 5 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หรือข้ามคืน ตรวจสอบผลผลิตโดยผ่านกระแสไฟฟ้าที่ 
100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่องก าเนิดแสง
อัลตราไวโอเลตและบันทึกผลโดยการใช้กล้อง  

3.10.3 ตัดผลผลิต LAMP ด้วย AvaII และ BsaI 
เตรียมปฏิกิริยาการตัดเอนไซม์ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาดังนี้  

1X CutSmart buffer  ประกอบด้วย [โพแทสเซียมอะซีเตท (C2H3KO2) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์
, ทริส-อะซีเตท (C6H15NO5) ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมอะซี (Mg(CH3COO)2 . 4H2O) 
ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และ BSA ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร], BsaI 0.5 ไมโครลิตร
, AvaII 0.5 ไมโครลิตร และผลผลิต LAMP 5 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หรือข้ามคืน ตรวจสอบผลผลิตโดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ดูด้วยเครื่องก าเนิด
แสงอัลตราไวโอเลตและบันทึกผลโดยการใช้กล้อง 
  



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง  

1. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง urease test เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน และเชื้อ       
H. pylori สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน 

ท าการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori  ATCC 43504 และเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ทาง
คลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Wizard® Genomic DNA Purification 
Kit จากนั้นตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยการแยกขนาดด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส ความ
เข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ และวัดความเข้มข้นดีเอ็นเอและความบริสุทธิ์ด้วยเครื่องนาโนดรอป ผลที่ได้ดัง
แสดงในรูปที่ 4.1 ส าหรับเชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน พบว่าดีเอ็นเอส่วนใหญ่มีขนาดใหญ่ ซึ่งจะ
เห็นเป็นแถบเข้ม และมีดีเอ็นเอบางส่วนเสมียร์จากขนาดใหญ่จนถึงขนาดเล็ก และส าหรับ H. pylori 
สายพันธุ์คลินิก พบดีเอ็นเอขนาดใหญ่แถบเข้ม 2 ขนาด และมีดีเอ็นเอบางส่วนเสมียร์จากขนาดใหญ่
จนถึงขนาดเล็ก เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐาน และสายพันธุ์คลินิกมีความเข้มข้นจากการวัดด้วย
เครื่องนาโนดรอปประมาณ 10-300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร, มีอัตราส่วน A260/ A280 อยู่ในช่วง
ระหว่าง 1.80-2.00 สรุปว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีปริมาณและความบริสุทธิ์เพียงพอที่จะน าไปท า  PCR 
และ LAMP ต่อไป  

นอกจากตัวอย่างเชื้อที่เพาะเลี้ยง ในงานวิจัยยังใช้ตัวอย่างเชื้อ  H. pylori ที่มาจาก
ตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวก เนื่องจากในงานประจ าวันการตรวจคัดกรองผู้ป่วยว่ามีการติดเชื้อ 
H. pylori หรือไม่ แพทย์จะใช้วิธีการตัดชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารบริเวณ antrum และ corpus ด้วย
การส่องกล้อง จากนั้นจะน าชิ้นเนื้อมาท าการทดสอบ urease test ซ่ึงผลการทดสอบที่บวก แสดงว่า 
น่าจะมีการติดเชื้อ H. pylori ในขณะที่การเพาะเลี้ยงเชื้อจะไม่เป็นที่นิยมท า เนื่องจากมีความยุ่งยาก
และเสียเวลานาน ดังนั้นในการตรวจยืนยันเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี PCR จึงได้ท าการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวก ด้วยวิธีการต้มและตกตะกอนด้วย ethanol และท าการวัดความ
เข้มข้นของดีเอ็นด้วยเครื่องนาโนดรอป โดยตัวอย่าง urease test  จ านวนทั้งหมด 353 ตัวอย่าง 
แบ่งเป็น urease test ส าเร็จรูปที่เรียกว่า CLOtest* จ านวน 210 ตัวอย่าง และ urease test ที่
เตรียมเอง (in house urease test) จ านวน 143 ตัวอย่าง ตรวจสอบโดยการแยกขนาดด้วย
กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส ความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบว่าตัวอย่าง 
CLOtest* และตัวอย่าง in house urease test ให้ผลเหมือนกันคือ ดีเอ็นเอส่วนใหญ่มีขนาดใหญ่ 
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ซึ่งจะเห็นเป็นแถบเข้ม แต่ความเข้มจะน้อยกว่าของ เชื้อ H. pylori สายพันธุ์มาตรฐานและสายพันธุ์
คลินิก และมีดีเอ็นเอบางส่วนเสมียร์จากขนาดใหญ่จนถึงขนาดเล็ก และมีความเข้มข้นจากการวัดด้วย
เครื่องนาโนดรอปประมาณ 10-300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีอัตราส่วน A260/ A280 อยู่ในช่วง
ระหว่าง 1.80-2.00 สรุปว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีปริมาณและความบริสุทธิ์เพียงพอที่จะน าไปท า  PCR 
และ LAMP ต่อไป 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 0.7 เปอร์เซ็นต์ของดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอย่างเชื้อ      
H. pylori แถวที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2 เชื้อ H. pylori ATCC 43504, แถวที่ 3 เชื้อ 
H. pylori  สายพันธุ์ทางคลินิกที่ดื้อยา คลาริโธรมัยซิน, แถวที่ 4 ตัวอย่าง CLOtest* และแถวที่ 5 
ตัวอย่าง in house urease test  
 
2. การตรวจยืนยันเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี  PCR บริเวณยีน 16S rRNA หรือ บริเวณยีน glmM  

เพ่ือตรวจยืนยันว่าตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวกนั้นมีเชื้อ H. pylori จริง จึงท าการ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR โดยยีนที่ท าการตรวจวิเคราะห์ มี 2 ยีน คือ ยีน 16S rRNA มีขนาด
ผลผลิต เท่ากับ 219 bp ดังรูปที่ 4.2 หรือ ยีน glmM มีขนาดผลผลิต เท่ากับ 294 bp ดังรูปที่ 4.3 
ซ่ึงแต่ละตัวอย่างจะตรวจวิเคราะห์เพียงยีนใดยีนหน่ึงเท่าน้ัน ผลการท า PCR ที่บริเวณยีน 16S rRNA 
จากตัวอย่าง in house urease test ทั้งหมด 52 ตัวอย่าง ให้ผลบวกจ านวน 19 ตัวอย่าง และ 
ตัวอย่าง CLOtest* ทั้งหมด 46 ตัวอย่าง ให้ผลบวกจ านวน 23 ตัวอย่าง ดังนั้นตัวอย่าง urease test 
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ที่ให้ผลบวกกับยีน 16S rRNA มีทั้งสิ้น 42 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 4.1 และผลการท า PCR บริเวณยีน 
glmM จากตัวอย่าง in house urease test ทั้งหมด 91 ตัวอย่าง ให้ผลบวกจ านวน 16 ตัวอย่าง 
จากตัวอย่าง CLOtest* ทั้งหมด 164 ตัวอย่าง ให้ผลบวกจ านวน 43 ตัวอย่าง ดังนั้นตัวอย่าง urease 
test ที่ให้ผลบวกกับยีน glmM มีทั้งสิ้น 59 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 4.1 สรุปตัวอย่าง urease test 
ทั้งหมด 353 ตัวอย่าง มีเชื้อ H. pylori ทั้งสิ้น 101 ตัวอย่าง คิดเป็น 28.6 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง urease test ที่ท า PCR ยีน
16S rRNA; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 bp, แถวที่ 2 Negative Control (น้ ากลั่นปราศจาก
เชื้อ), แถวที่ 3  Positive control (ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504), แถวที่ 4-8 ตัวอย่าง 
urease test รหัส 021212-1, 021212-3, 021212-1, 021212-5 และ 021212-9 ตามล าดับ  
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รูปที่ 4.3 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง urease test ที่ท า PCR ยีน 
glmM; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2  Negative Control  (น้ ากลั่นปราศจาก
เชื้อ), แถวที่ 3  Positive control (ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504), แถวที่ 4 และ 5 
ตัวอย่าง urease test รหัส 240713-7 และ 240713-7 ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 4.1 การตรวจวิเคราะห์ยีน 16S rRNA และยีน glmM จากตัวอย่าง urease test ด้วยวิธี 
PCR 

ชนิดของ 
Urease test 

จ านวนตัวอย่าง 
ที่ทดสอบท้ังหมด 

ผลบวกกับ PCR 
16S rRNA (n)  

ผลบวกกับ 
PCR glmM (n) 

in house 143 19 (52) 16 (91) 

CLOtest* 210 23 (46) 43 (164) 

รวม 353 42 59 
   

หมายเหตุ 
(n) คือ จ านวนตัวอย่างทั้งหมด 
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3. การตรวจสอบหาเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ที่บริเวณ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G 
ด้วยวิธี PCR-RFLP 

การตรวจสอบหาเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์ที่บริเวณ 23S rRNA ที่ต าแหน่ง 
A2143G ด้วยวิธี PCR-RFLP เริ่มจากการเพ่ิมจ านวนยีน 23S rRNA ด้วยวิธี PCR ได้ขนาดของผลผลิต
เท่ากับ 425 bp ผลดังรูปที่ 4.4 และตัดด้วยเอนไซม์ BsaI จะได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ ขนาด 324 และ 
101 bp ผลดังรูปที่ 4.5 สรุปตัวอย่าง urease test ที่ตรวจยืนยันว่ามีเชื้อ H. pylori จ านวนทั้งหมด 
101 ตัวอย่าง พบให้ผลผลิตกับ PCR 23S rRNA ทั้งสิ้น 53 ตัวอย่าง และสามารถตัดด้วย BsaI 
ทั้งหมด 4 ตัวอย่าง คิดเป็น 7.5 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวกกับ PCR 
ยีน 16S rRNA จ านวน 42 ตัวอย่าง ให้ผลบวกกับ PCR 23S rRNA จ านวน 23 ตัวอย่าง และสามารถ
ตัดด้วย BsaI จ านวน 3 ตัวอย่าง ส าหรับตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวกกับ PCR ยีน glmM 
จ านวน 59 ตัวอย่าง ให้ผลบวกกับ PCR 23S rRNA จ านวน 30 ตัวอย่าง และสามารถตัดด้วย BsaI 
จ านวน 1 ตัวอย่าง และจากตัวอย่างเชื้อ H. pylori สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จ านวน
ทั้งหมด 5 ตัวอย่าง พบให้ผลผลิตกับ 23S rRNA ทั้งสิ้น 5 ตัวอย่าง และสามารถตัดด้วย BsaI ทั้งหมด 
1 ตัวอย่าง ดังสรุปในตารางที่ 4.2  
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รูปที่ 4.4 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง urease test ที่ท า PCR ยีน
23S rRNA; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 bp, แถวที่ 2 Negative Control  (น้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อ), แถวที่ 3  Positive control (ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504), แถวที่ 4  
ตัวอย่าง urease test รหัส 140912-1 
 

  

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง urease test ที่ท า     
PCR-RFLP; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2-8 ตัวอย่าง urease test รหัส 
281013-24, 221113-23, 221113-16, 221113-15, 290912-1, 191113-9  และ 041113-14 
ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.2 การตรวจวิเคราะห์ PCR-RFLP ยีน 23S rRNA และตัดด้วยเอนไซม์ BsaI จากตัวอย่าง 
urease test และ H. pylori สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน  
 

ประเภทตัวอย่าง จ านวนที่ให้ผลบวก 
จ านวนที่ให้ผล จ านวนที่สามารถ 

บวกกับ PCR 23S rRNA ตัดด้วย BsaI 

Urease test ที่ให้ผลบวก 
42 23 3 

กับ PCR 16S rRNA  

Urease test ที่ให้ผลบวก 
59 30 1 

กับ PCR glmM 

รวม 101 53 4 

H. pylori สายพันธุ์คลินิก N/A 5 1 

 
หมายเหตุ 
N/A : ไม่ได้ท า PCR 16S rRNA/glmM 

4. การโคลนนิ่ง (Cloning)  

เนื่องจากตัวอย่าง urease test ที่ตรวจยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ที่
ต าแหน่ง A2143G นั้นเป็นตัวอย่างที่มาจากชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผู้ป่วย ซึ่งมีดีเอ็นเอของเชื้อ 
H. pylori  ในปริมาณที่น้อยมาก ไม่เพียงพอในการน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุมบวก (Positive 
Control) ตลอดการวิจัย จึงท าการโคลนยีน 23S rRNA ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G ใน 
StrataClone PCR Cloning vector pSC-A- amp/Kan และถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli ท าการ
คัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาวมาท าตรวจยืนยันว่ามียีน 23S rRNA ที่การกลายพันธุ์ที่ A2143G หรือไม่ 
โดยวิธี PCR-RFLP ได้ผลดังรูปที่ 4.6 ซึ่งจะเห็นว่าโคลนที่มียีนกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G จะ
สามารถตัดด้วยเอนไซม์ BsaI ได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 324 และ101 bp ส่วนโคลนที่ไม่มียีนที่
ต้องการจะมีขนาดเท่าเดิม คือ 425 bp  และจากผลการส่งหาล าดับเบสของโคลนที่คัดเลือก 
ยืนยันได้ว่าเป็นยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori และมีการกลายพันธุ์ A2143G จริง  
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รูปที่ 4.6 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง urease test ที่ท าการ
โคลนนิ่ง; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2-5 ตัวอย่าง urease test ที่ท าการโคลน
นิ่ง โคโลนีที่ 1-4 ตามล าดับ 

5. การหาล าดับเบส (Sequencing)  

เนื่องจากการตรวจวิเคราะห์ยีน 23S rRNA ด้วยเทคนิค PCR-RFLP นั้น เป็นการตรวจ
การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G เท่านั้น ในงานวิจัยนี้จึงต้องการตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 
23S rRNA จากต าแหน่ง 2191 ถึง 2615 ทั้งหมด เพ่ือศึกษาการกลายพันธุ์ต าแหน่งอ่ืนๆ โดยน า
ตัวอย่าง urease test ที่ให้ผลบวก จากการท า PCR 23S rRNA จ านวน 29 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
เชื้อ H. pylori สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ทั้งหมด 5 ตัวอย่าง ส่งวิเคราะห์ล าดับเบส และ
เปรียบเทียบข้อมูลล าดับเบสกับล าดับเบสในธนาคารยีน (Genbank) โดยโปรแกรม Blast ผลการ
วิเคราะห์ล าดับเบสทั้งหมด ดังรูปที่ 4.7 พบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง  A2142G, T2182C,  A2143G 
และ A2143G + T2182C ตามล าดับ 
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รูปที่ 4.7 แสดงการท า Multiple Alignment โดย Sequence ล าดับที่ 1 U27270 (สายพันธุ์
อ้างอิง), Sequence ล าดับที่ 2-5 ตัวอย่าง urease test รหัส 8-star-K1, 10-star-K1, 9-star-K1 
และ B_1_K1 ตามล าดับ 
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รูปที่ 4.7 (ต่อ) แสดงการท า Multiple Alignment โดย Sequence ล าดับที่ 1 U27270 (สายพันธุ์
อ้างอิง),  Sequence ล าดับที่ 2-5 ตัวอย่าง urease test รหัส 8-star-K1, 10-star-K1, 9-star-K1 
และ B_1_K1 ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.3 แสดงต าแหน่งและเปอร์เซ็นต์ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ และสาย
พันธุ์ที่ไม่มีการกลายพันธุ์บริเวณยีน 23S rRNA จากตัวอย่าง urease test 29 ตัวอย่าง 
 

ต าแหน่งการกลายพันธุ์ จ านวน อัตราการกลายพันธุ์ (เปอร์เซ็นต์) 

A2142G 1 3.4 

A2143G 1 3.4 

T2182C 14 48.3 

A2143G+T2182C 3 10.3 

wild type  10 0 

รวม 29 
  

จากตัวอย่าง urease test ทั้งสิ้น 29 ตัวอย่าง ผลการวิเคราะห์ล าดับเบส พบการกลาย
พันธุ์ ดังสรุปในตาราง 4.3 จากตารางจะเห็นว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2142G, A2143G, T2182C 
และ A2143G+T2182C คิดเป็นเปอร์เซ็นต์เท่ากับ 3.4, 3.4, 48.3 และ 10.3 ตามล าดับ โดยพบว่า
ต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ T2182C พบมากที่สุด คิดเป็น 48.3 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาพบการกลายพันธุ์สอง
ต าแหน่งคือ A2143G+T2182C คิดเป็น 10.3 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่การกลายพันธุ์ที่ A2142G และ 
A2143G พบเพียง 3.4 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น อย่างไรก็ตามเนื่องจากการทดลองนี้ ไม่สามารถส่งหา
ล าดับเบสของตัวอย่างที่ PCR 23S rRNA ให้ผลบวกทั้งหมดได้เนื่องจาก ตัวอย่าง urease test มี
ข้อจ ากัด คือ มีปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori น้อย ท าให้ได้ผลผลิต PCR ไม่เพียงพอส าหรับการ
ส่งหาล าดับเบส  

นอกจากนั้นยังได้ท าการหาล าดับเบสของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยา       
คลาริโธรมัยซิน ทั้งหมด 5 ตัวอย่าง ผลพบว่ามีต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2142G จ านวน 1 เชื้อ, 
A2143G จ านวน 1 เชื้อ และ T2182C จ านวน 3 เชื้อ   
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6. การออกแบบไพรเมอร์ LAMP ที่จ าเพาะกับยีนบริเวณ 23S rRNA 

 ท าการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori โดยใช้
โปรแกรม PrimerExplorer v4 Software ซึ่งใช้ข้อมูลล าดับเบสจากธนาคารยีน (GenBank, 
Accession no. U27270) บริเวณ 2281-2640 ดังรูปที่ 4.8 ได้ไพรเมอร์ทั้งหมด 4 เส้น คือ F3, B3, 
Forward Inner primer (FIP) ประกอบไปด้วยบริเวณ F1c และ F2 และ Backward Inner Primer 
(BIP) ประกอบไปด้วยบริเวณ B1c และ B2 การออกแบบไพรเมอร์ครั้งที่ 1 จะเป็นแบบมาตรฐาน 
[Standard primer design window (Easy mode)] ซึ่งจะได้ไพรเมอร์ทั้งหมดจ านวน 2 ชุด ดัง
แสดงในรูปที่ 4.9 เลือกไพรเมอร์ที่ดีที่สุด คือ ID 1 โดยใช้เกณฑ์ในการเลือกคือ มีค่า dimer 
(minimum) Delta G น้อยที่สุดจากที่โปรแกรมค านวณให้ ล าดับเบสและคุณสมบัติของไพรเมอร์ดัง
แสดงในตารางที่ 4.4 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.8 แสดงล าดับเบสบริเวณ 2281 – 2640 จากธนาคารยีน (GenBank, 
Accession no. U27270) 

 

 
     2281 tgacgcctgc ccggtgctcg aaggttaaga ggatgcgtca gtcgcaagat gaagcgttga (60) 
 
     2341 attgaagccc gagtaaacgg cggccgtaac tataacggtc ctaaggtagc gaaattcctt  (120) 
 
     2401 gtcggttaaa taccgacctg catgaatggc gtaacgagat gggagctgtc tcaaccagag (180) 
 
     2461 attcagtgaa attgtagtgg aggtgaaaat tcctcctacc cgcggcaaga cggaaagacc (240) 
 
     2521 ccgtggacct ttactacaac ttagcactgc taatgggaat atcatgcgca ggataggtgg    (300) 
 
     2581 gaggctttga agtaagggct ttggctctta tggagtcatc cttgagatac cacccttgat   (360) 
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รูปที่ 4.9 แสดงชุดของไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ทั้งหมดในครั้งที่ 1 โดยใช้โปรแกรม [Standard primer 
design (Easy mode)] 

 
จากนั้นท าการออกแบบ Loop Primer คือ  Loop Primer Forward (LF) และ Loop 

Primer Backward (LB) ได้จ านวนทั้งหมด 11 ชุด และได้เลือก Loop Primer ชุดที่ดีที่สุด 1 ชุด โดย
ใช้เกณฑ์ในการเลือกคือ มีค่า dimer (minimum) Delta G น้อยที่สุดจากที่โปรแกรมค านวณให้ 
รายละเอียดล าดับเบสและคุณสมบัติของไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และแสดงต าแหน่งของ  
ไพรเมอร์ทั้ง 6 เส้นบนล าดับเบสดังรูปที่ 4.10 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
            



 70 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.10 แสดงล าดับเบสและต าแหน่งของไพรเมอร์ทั้ง 6 เส้น จากการออกแบบโดยใช้โปรแกรม 
PrimerExplorer v4 Software แบบมาตรฐาน (Easy mode) 

 
เนื่องด้วยการออกแบบไพรเมอร์ LAMP แบบมาตรฐาน ไม่สามารถแยกระหว่าง wild 

type  และ mutant type  ได้ เนื่องจากเป็น Common primer  คือ amplify ได้ทั้ง wild type  
และ mutant type ซึ่งเกิดจากล าดับเบสของไพรเมอร์ BIP_WT (CGGAAAGACCCCGTGGACCT-
AGCCTCCCACCTATCCTG) บริเวณ B1c ที่ไปทับส่วนการกลายพันธุ์ (SNP) จึงท าการออกไพรเมอร์ 
BIP ในครั้งที่ 2 โดยตั้งชื่อว่า BIP_MT (GAGACCCCGTGGACCTTT-AGCCTCCCACCTATCCTG) 
โดยการเลื่อนไพรเมอร์ BIP ออกไป ซึ่งจะให้ต าแหน่งการกลายพันธุ์อยู่ที่ปลาย 5’ ของ B1C และเพ่ิม
ความยาวทางด้านปลาย 3’ อีก 2 bp  คือเบส TT ตามหลักการการออกแบบขั้นพัฒนา ( Advance 
primer design) แบบ Highly specific primer ซึ่งตามหลักการกล่าวไว้ว่า ถ้าก าหนดต าแหน่งการ
กลายพันธุ์อยู่ที่ปลาย 5’ ของ B1c จะสามารถ amplify ได้เฉพาะ mutant type เท่านั้น แต่ส าหรับ 
wild type ไม่สามารถ amplify ได ้รายละเอียดของล าดับเบสและคุณสมบัติของไพรเมอร์ BIP_MT 
ดังแสดงในตารางที่ 4.4 แต่อย่างไรก็ตามไพรเมอร์ชุดนี้ยังไม่สามารถแยกระหว่าง  wild type  และ 
mutant type  ได้ จึงได้ออกแบบไพรเมอร์ใหม่ในครั้งท่ี 3 ได้เป็น BIP_MT-2 
(ACCCCGTGGACCTTTAC-AGCCTCCCACCTATCCTG)   โดยจะท าการเลื่อนไพรเมอร์ BIP ออกไป 

 
   2401 gtcggttaaa taccgacctg catgaatggc gtaacgagat gggagctgtc tcaaccagag 
 
      
   2461 attcagtgaa attgtagtgg aggtgaaaat tcctcctacc cgcggcaaga cggaAagacc 
 
      
   2521 ccgtggacct ttactacaac ttagcactgc taatgggaat atcatgcgca ggataggtgg 
 
      
   2581 gaggctttga agtaagggct ttggctctta tggagtcatc cttgagatac cacccttgat 
 
 

F3 F2 

F1c LF 

B3 

B2 LB 

SNP= A2143G 

B1c 
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ให้ห่างจาก SNP 3 bp ทางด้านปลาย 5’ และเพ่ิมความยาวทางด้านปลาย 3’ อีก 4 bp  คือเบส 
TTAC เนื่องจากล าดับเบสของ  BIP_MT-2  ทางด้านปลาย 3’  ทับส่วนของไพรเมอร์  LB ท าให้ต้องมี
การออกแบบไพรเมอร์  LB ใหม่ จากเดิมล าดับเบส คือ  ACTACAACTTAGCACTGCTAATGGG เป็น 
ACAACTTAGCACTGCTAATGGGAAT โดยการเลื่อนล าดับของไพรเมอร์ให้ห่างออกไปจากต าแหน่ง
เดิมจ านวน 3 bp ทางด้านปลาย 5’ และเพ่ิมความยาวด้านปลาย 3’ อีก 3 bp  คือเบส AAT ตั้งชื่อ
ไพรเมอร์ใหม่ว่า LB+2 รายละเอียดของล าดับเบสและคุณสมบัติของไพรเมอร์ BIP_MT-2 และ LB+2 
ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ทั้งหมดดังสรุปในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.4 แสดงชื่อของไพรเมอร์, ล าดับเบสที่ปลาย 5’ และ 3’, ความยาว, ค่า Tm, ค่า Delta G 
และ อัตรา GC ของไพรเมอร์ LAMP  

ไพรเมอร์ 
ต าแหน่ง
ปลาย 5' 

ต าแหน่ง
ปลาย 3' 

ความ
ยาว 
(bp) 

ค่า 
Tm 

5'dG 3'dG 
อัตรา 
GC 

ล าดับเบส 

F3 132 149 18 59.01 -6.18 -4.51 0.56 ACCGACCTGCATGAATGG 

B3 307 326 20 59.22 -5.75 -4.02 0.45 AGCCAAAGCCCTTACTTCAA 

FIP - -  42 - - - - 
GCCGCGGGTAGGAGGAATTTTC
-GTAACGAGATGGGAGCTGTC 

BIP_WT  -  - 38 - - - - 
CGGAAAGACCCCGTGGACCT-
AGCCTCCCACCTATCCTG 

 F2 151 170 20 59.27 -4.67 -5.75 0.55 GTAACGAGATGGGAGCTGTC 

F1c 205 226 22 65.46 -8.70 -3.17 0.59 GCCGCGGGTAGGAGGAATTTTC 

 B2 289 306 18 59.26 -5.93 -4.74 0.61 AGCCTCCCACCTATCCTG 

B1c_WT 231 250 20 65.88 -5.30 -5.69 0.65 CGGAAAGACCCCGTGGACCT 

LF 179 203 25 60.60 -5.70 -3.75 0.40 CCTCCACTACAATTTCACTGAA
TCT 

 LB 253 277 25 62.63 -4.13 -5.00 0.44 ACTACAACTTAGCACTGCTAAT
GGG 

BIP_MT  - -  35 - - - - 
GAGACCCCGTGGACCTTT-
AGCCTCCCACCTATCCTG 

B1c_MT 235 252 18 58.4 - - 0.61 GAGACCCCGTGGACCTTT 

BIP_MT-
2  - -  35 - - - - 

ACCCCGTGGACCTTTAC-
AGCCTCCCACCTATCCTG    

B1c_MT-
2 238 254 17 54.9 - - 0.59 ACCCCGTGGACCTTTAC 

LB+2 256 280 25 62.5 - - 0.40 ACAACTTAGCACTGCTAATGGG
AAT   
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ตารางที่ 4.5  แสดงไพรเมอร์ที่ออกแบบครั้งที่ 1-3, ล าดับเบสและความยาวของชุดไพรเมอร์ LAMP 
บริเวณ 23S rRNA ที่ออกแบบทั้งหมดในการศึกษานี้ 

คร้ังที่ในการ
ออกแบบ 

ไพรเมอร์ ล าดับเบส ความยาว (bp) 

1 F3 5’-ACCGACCTG CATGAATGG-3’ 18 

1 B3 5’-AGCCAAAGCCCTTACTTCAA-3’ 20 

1 LF 5’-CCTCCACTACAATTTCACTGAATCT-3’ 25 

1 LB 5’-ACTACAACTTAGCACTGCTAATGGG-3’ 25 

1 FIP 
5’-GCCGCGGGTAGGAGGAATTTTC-
GTAACGAGATGGGAGCTGTC-3’ 

42 

1 BIP_WT 
5’-CGGAAAGACCCCGTGGACCT-
AGCCTCCCACCTATCCTG-3’    

38 

(B1C: 20, B2:18) 

2 
BIP_MT 

5’-GAGACCCCGTGGACCTTT-
AGCCTCCCACCTATCCTG-3’    

35 

  (B1C: 18, B2:18) 

3 
BIP_MT-2 

5’-ACCCCGTGGACCTTTAC-
AGCCTCCCACCTATCCTG-3’    

35 

  (B1C:17, B2:18) 

3 LB+2 5’-ACAACTTAGCACTGCTAATGGGAAT-3’    25 

 

7. การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณยีน 23S rRNA ด้วยวิธี LAMP 

7.1 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของไพรเมอร์ LAMP ในการเพิ่มปริมาณยีน    
23S rRNA 
เพ่ือหาสภาวะต่างๆ ที่เหมาะสมกับการท าปฏิกิริยา LAMP บริเวณยีน 23S rRNA โดย

ใช้ไพรเมอร์ 6 เส้น คือ F3, B3, FIP, BIP_WT, LF และ LB ดังแสดงในตารางที่ 4.4 ประกอบด้วย 
FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ LF/LB ความ
เข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์, เบตาอีนความเข้มข้น 0.8 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต  
ความเข้มข้น 1.4 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟต ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ น าไปบ่มที่ 65      
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องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที ท าการทดสอบกับเชื้อ wild type ซ่ึงใช้เชื้อ H. pylori ATCC 43504 และ A2143G 
mutant type ผลการท า LAMP พบผลผลิตเป็นขั้นบันได (ladder like pattern) มีขนาดตั้งแต่ 195 
bp จนถึงช่องที่ใส่ตัวอย่าง ทั้งจากตัวอย่าง wild type และ  A2143G mutant type ดังแสดงในรูป
ที่ 4.11 แสดงว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบนี้สามารถเกิดปฏิกิริยา LAMP ได้ส าเร็จ แต่อย่างไรก็ตามเพ่ือ
ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของปฏิกิริยา LAMP จึงได้ทดสอบหา ระยะเวลา ความเข้มข้นของ
ไพรเมอร์ ความเข้มข้นของเบตาอีน ความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต  และ
ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสมดังต่อไปนี้ 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_WT; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ, แถวที่ 
3 wild type (H. pylori ATCC 43504), แถวที่ 4  ตัวอย่าง urease test ที่เป็น A2143G mutant 
type รหัส 290912-1 

7.1.1 การทดสอบหาระยะเวลาของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาระยะเวลาบ่มของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม ในการเพ่ิม

ปริมาณยีน 23S rRNA ของ H. pylori โดยการทดสอบปฏิกิริยา LAMP ที่ระยะเวลาต่างกันคือ 35, 
45, 55 และ 60 นาที ตามล าดับ จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์  พบว่า เวลาที่ 
35, 45, 55 และ  60 นาที เกิดผลผลิต LAMP ทั้งหมด ดังรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4.12 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_WT ที่ระยะเวลาต่างๆ กัน;  แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 3, 5, 7 
และ 9 ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ในเวลา 35, 45, 55 และ  60 นาที ตามล าดับ, แถว
ที่ 2, 4, 6 และ 8 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อในเวลา 35, 45, 55 และ  60 นาที ตามล าดับ 
 

7.1.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ของปฏิกิริยา  LAMP ที่
เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม จะทดสอบที่ความ

เข้มข้น 4 สภาวะ คือสภาวะที่ 1 ความเข้มข้นเป็น 0.8, 0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์  สภาวะที่ 2 ความ
เข้มข้นเป็น 1.2 ,0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์ สภาวะที่ 3 ความเข้มข้นเป็น 1.6, 0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์ และ
สภาวะที่ 4 ความเข้มข้นเป็น 1.8 ,0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์ ส าหรับไพรเมอร์ FIP/BIP, F3/B3 และ 
LF/LB  ตามล าดับ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลาในการบ่มนาน 60 นาที จากนั้นหยุด
ปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยก
ด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1 มี
ผลผลิต LAMP น้อยมาก ท าให้มีแบนจางมาก ส่วนความเข้มข้นของไพรเมอร์สภาวะที่ 2 มีผลผลิต
มากขึ้นกว่าสภาวะที่ 1 แต่ความเข้มแบนยังไม่ชัดเจนมาก และพบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่
สภาวะที่ 3 และ 4 มีผลผลิตมากที่สุดและให้แบนที่ชัดเจนที่สุดดังรูปที่ 4.13 
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รูปที่ 4.13 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_WT  ที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, 
แถวที่ 3, 5, 7 และ 9 ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่ใช้ปริมาณความเข้มข้นของ      
ไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับ, แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อใช้ปริมาณ
ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับ 

7.1.3 การทดสอบหาความเข้มข้นของเบตาอีนของปฏิกิริยา LAMP ที่
เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของเบตาอีนที่เหมาะสม โดยทดสอบที่ความ

เข้มข้นต่างๆ กัน คือ 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ และใช้ความความเข้มข้นของ      
ไพรเมอร์ที่เหมาะสม ดังนี้ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2         
ไมโครโมลาร์และ LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี
แยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าความเข้มข้นของเบตาอีน ที่ 0.4 และ 0.6 
โมลาร์ มีผลผลิต LAMP มากขึ้นเป็นล าดับ และพบว่าความเข้มข้นของเบตาอีนที่ 0.8 และ 1.0 โมลาร์ 
มีผลผลิตมากที่สุดและให้แบนที่ชัดเจนที่สุดดังรูปที่ 4.14 
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รูปที่ 4.14 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_WT  ที่ความเข้มข้นของเบตาอีนต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, 
แถวที่ 3, 5, 7 และ 9 ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่ใช้เบตาอีนความเข้มข้นที่ 0.4, 0.6, 
0.8 และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อที่ใช้เบตาอีน ความ
เข้มข้นที ่0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ 

7.1.4 การทดสอบหาความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต 
ของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตที่

เหมาะสม โดยทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน คือ 0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ใช้
ความความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม ดังนี้ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 
ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์ และใช้เบตาอีนความ
เข้มข้น 0.8 โมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์  พบผลผลิต LAMP เกิดขึ้นที่ทุกความเข้มข้น และพบว่าที่ความเข้มข้น 1.4 มิลลิโม
ลาร์ มีผลผลิตมากที่สุดและให้แบนเข้มมากที่สุดดังรูปที่ 4.15 
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รูปที่ 4.15 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_WT ที่ความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดง
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 3, 5, 7 และ 9 ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่ใช้    
ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้นที่ 0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ, 
แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อที่ใช้ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้นที่ 
0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
 

7.1.5 การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตของปฏิกิริยา LAMP 
ที่เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสม  โดย

ทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน คือ 2, 4, 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ใช้ความความเข้มข้นของ
ไพรเมอร์ที่เหมาะสมที่ ดังนี้ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโคร
โมลาร์และ LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์, ใช้เบตาอีนที่ความเข้มข้น 0.8 โมลาร์ และใช้      
ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟความเข้มข้นที่ 1.4 มิลลิโมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาที นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ตรวจสอบ
ผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าความเข้มข้นของ 
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แมกนีเซียมซัลเฟตที่ 2 และ 4 มิลลิโมลาร์ ไม่พบผลผลิต ขณะที่ความเข้มข้น 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ มี
ผลผลิตมากใกล้เคียงกัน ดังรูปที่ 4.16 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.16 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_WT ที่ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp, แถวที่ 3, 5, 7 และ 9 ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่ใช้แมกนีเซียมซัลเฟต
ความเข้มข้นที่ 2, 4, 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อที่
ใช้แมกนีเซียมซัลเฟตความเข้มข้นที่ 2, 4, 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
 

สรุปได้ว่าสภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณยีน 23S rRNA ด้วยวิธี LAMP 
ประกอบด้วย FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์ และ 
LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์, เบตาอีนความเข้มข้น 0.8 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์
ไตรฟอสเฟต  ความเข้มข้น 1.4 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟต ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์, Bst DNA 
Polymerase ความเข้มข้น 8 ยูนิต/มิลลิลิตร และดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori 10-100 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร  บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที ตามล าดับ จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย
การบ่มท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตโดยการแยกขนาดด้วยกระแสไฟฟ้า
บนวุ้นอะกาโรส ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยผลผลิต LAMP จะเห็นเป็นสเมียร์แบน  
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แต่อย่างไรก็ตามไพรเมอร์ชุดนี้ไม่สามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant type  
ได้ เนื่องจาก บริเวณการกลายพันธุ์ (SNP) อยู่ในบริเวณของไพรเมอร์ BIP_WT  ท าให้ amplify ได้ทั้ง
wild type และ mutant type จึงได้ออกแบบไพรเมอร์ BIP ใหม ่

7.2 การทดสอบสภาวะ LAMP ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ BIP_MT 
ในการทดลองนี้จะใช้ไพรเมอร์ BIP_MT แทน BIP_WT ส าหรับไพรเมอร์ FIP, F3, B3, 

LF และ LB จะใช้เส้นเดิมเหมือนการทดลองในหัวข้อ 7.1 ซึ่ง BIP_MT จะแตกต่างจาก BIP_WT คือ 
มีล าดับเบสที่แตกต่างดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5  โดยออกแบบให้ต าแหน่งการกลายพันธุ์อยู่ที่
ปลาย 5’ ของ B1C และเพ่ิมความยาวทางด้านปลาย 3’ อีก 2 bp คือเบส TT โดยตามหลักเกณฑ์
ดังกล่าวของการออกแบบขั้นพัฒนา (Advance primer design) แบบ Highly specific primer ดี
เอ็นเอ wild type จะไม่เกิดผลผลิต ขณะที่ mutant type จะเกิดผลผลิต ปฏิกิริยา LAMP 
ประกอบด้วย FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ 
LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์, เบตาอีนความเข้มข้น 0.8 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์
ไตรฟอสเฟต  ความเข้มข้น  1.4 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟต ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ บ่มที่ 65 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบ
ผลผลิต LAMP ลักษณะสเมียร์แบนเป็นขั้นบันไดทั้งกับเชื้อ wild type ซึ่งใช้เชื้อ H. pylori ATCC 
43504 และ A2143G mutant type  ดังแสดงในรูปที่ 4.17 จึงได้ท าการทดสอบหาสภาวะที่
เหมาะสมต่างๆ  เพื่อที่จะแยกระหว่าง wild type และ mutant type ดังต่อไปนี้ 
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รูปที่ 4.17 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ, แถวที่ 
3  wild type (H. pylori ATCC 43504), แถวที่ 4  ตัวอย่าง urease test ที่เป็น A2143G mutant 
type รหัส 290912-1 

7.2.1 การทดสอบหาระยะเวลาของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
 โดยการทดสอบปฏิกิริยา LAMP ที่ระยะเวลาต่างกันคือ 35, 45, 55 และ 60 

นาที ตามล าดับ จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  และ
ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าทั้ง wild type 
และ mutant type ให้ผลเหมือนกัน คือ ที่เวลา 35, 45, 55 และ 60 นาที มีผลผลิต LAMP เกิดขึ้น
ทั้งหมด ดังรูปที่ 4.18 สรุปว่าไพรเมอร์ BIP_MT ไม่สามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant 
type ที่เวลาการท าปฏิกิริยาระหว่าง 35-60 นาที ได้ จึงได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมอื่นๆ ต่อไป 
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รูปที่ 4.18 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT ที่ระยะเวลาต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2, 5, 8 
และ 11 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อในเวลา 35, 45, 55 และ  60 นาที ตามล าดับ, แถวที่ 3, 6, 9 และ 12 
ดีเอ็นเอของ wild type ในเวลา 35, 45, 55 และ  60 นาที ตามล าดับ, แถวที่ 4, 7, 10 และ 13     
ดีเอ็นเอของ A2143G mutant type รหัส 290912-1 ในเวลา 35, 45, 55 และ  60 นาที ตามล าดับ 
 

7.2.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ของปฏิกิริยา LAMP ที่
เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม จะทดสอบที่ความ

เข้มข้น 4 สภาวะ คือสภาวะที่ 1 ความเข้มข้นเป็น 0.8, 0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์  สภาวะที่ 2 ความ
เข้มข้นเป็น 1.2, 0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์ สภาวะที่ 3 ความเข้มข้นเป็น 1.6, 0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์ และ
สภาวะที่ 4 ความเข้มข้นเป็น 1.8, 0.2, 0.8 ไมโครโมลาร์ ส าหรับไพรเมอร์ FIP/BIP, F3/B3 และ 
LF/LB ตามล าดับ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลาในการบ่มนาน 60 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา
ด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบน
วุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าทั้ง wild type และ mutant type ให้ผลเหมือนกันคือ พบว่า
เกิดผลผลิต LAMP ทั้ง 4 สภาวะ โดยความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1 พบผลผลิตน้อยที่สุดเมื่อ
เทียบกับสภาวะที่ 2-4 แต่อย่างไรก็ตามจะเห็นว่าในสภาวะที่ 3 และ 4 จะมีแบนที่ชัดที่สุดเมื่อเทียบ
กับสภาวะที่ 2 ดังรูปที่ 4.19 

สรุปว่าไพรเมอร์ BIP_MT ที่ความเข้มข้นทั้ง 4 สภาวะ ไม่สามารถแยกระหว่าง wild 
type และ mutant type ได้ จึงได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมอื่นๆ ต่อไป 
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รูปที่ 4.19 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT ที่ไพรเมอร์ความเข้มข้นต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถว
ที่ 2, 5, 8 และ 11 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อใช้ปริมาณความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1 , 2, 3 และ 
4 ตามล าดับ, แถวที่ 3, 6, 9 และ 12 ดีเอ็นเอของ wild type ที่ใช้ปริมาณความเข้มข้นของ        
ไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับ, แถวที่ 4, 7, 10 และ 13 ดีเอ็นเอของ A2143G 
mutant type รหัส 290912-1 ที่ใช้ปริมาณความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สภาวะที่ 1 , 2, 3 และ 4 
ตามล าดับ 

7.2.3 การทดสอบหาความเข้มข้นของเบตาอีนของปฏิกิริยา LAMP ที่ 
เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของเบตาอีนที่เหมาะสม โดยทดสอบที่ความ

เข้มข้นต่างๆ กัน คือ 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ และใช้ความความเข้มข้นของ      
ไพรเมอร์ ดังนี้ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ     
LF/ LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที นาที จากนั้นหยุด
ปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าทั้ง wild type และ mutant type ให้ผลผลิต 
LAMP ที่ทุกความเข้มข้น โดยพบว่าความเข้มข้นของเบตาอีนที่ 0.8 และ 1.0 โมลาร์ มีผลผลิตมาก
ที่สุดดังรูปที่ 4.20  

สรุปว่า เบตาอีนที่ความเข้มข้น 0.4-1.0 โมลาร์ ไม่สามารถแยกระหว่าง wild type
และ mutant type ได้ จึงได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมอื่นๆ ต่อไป 
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รูปที่ 4.20 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT ที่ความเข้มข้นของเบตาอีนต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, 
แถวที่ 2, 5, 8 และ 11 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อใช้เบตาอีนความเข้มข้นที่ 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 โมลาร์ 
ตามล าดับ, แถวที่ 3, 6, 9 และ 12 ดีเอ็นเอของ wild type ที่ใช้เบตาอีนความเข้มข้นที่ 0.4, 0.6, 0.8 
และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 4, 7, 10 และ 13 ดีเอ็นเอของ A2143G mutant type รหัส 
290912-1 ที่ใช้เบตาอีนความเข้มข้นที่ 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 โมลาร์ ตามล าดับ 
 

7.2.4 การทดสอบหาความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต 
ของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม 
 ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ที่

เหมาะสม โดยทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน คือ 0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ใช้
ความความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมที่ ดังนี้ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 
ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์ และใช้เบตาอีนที่ความ
เข้มข้น 0.8 โมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่ม
ที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้น       
อะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าทั้ง wild type และ mutant type ให้ผลผลิต LAMP ที่ทุกความ
เข้มข้น ดังรูปที่ 4.21 
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สรุปว่า ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ที่ความเข้มข้น 0.2-1.4 มิลลิโมลาร์ 
ไม่สามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant type ได้ จึงได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมอ่ืนๆ 
ต่อไป  
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.21 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT ที่ความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดง
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2, 5, 8 และ 11 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อที่ใช้ดีออกซีไรโบนิวคลีโอ
ไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้นที่ 0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 3, 6, 9 และ 
12 ดีเอ็นเอของ wild type ที่ใช้ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้นที่ 0.2, 0.6, 1.0 
และ 1.4 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 4, 7, 10 และ 13 ดีเอ็นเอของ A2143G mutant type รหัส 
290912-1  ที่ใช้ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้นที่ 0.2, 0.6, 1.0 และ 1.4 มิลลิโม
ลาร์ ตามล าดับ 
 

7.2.5 การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตของปฏิกิริยา LAMP 
ที่เหมาะสม 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตที่เหมาะสม  โดย

ทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน คือ 2, 4, 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ใช้ความเข้มข้นของ     
ไพรเมอร์ ดังนี้ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ 
LF/LB   ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์,   ใช้เบตาอีนที่ความเข้มข้น  0.8 โมลาร์      และใช้ดีออกซี 
ไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟความเข้มข้นที่ 1.4 มิลลิโมลาร์ บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60  
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นาท ีจากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วย
วิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าทั้ง wild type และ mutant type 
ให้ผลเหมือนกันคือ พบผลผลิต LAMP ที่ความเข้มข้นแมกนีเซียมซัลเฟต 6 และ 8 มิลลิโมลาร์  
เท่านั้น ขณะทีค่วามเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตที่ 2 และ 4 มิลลิโมลาร์ ไม่มีผลผลิตเกิดขึ้น ดังรูปที่ 
4.22 สรุปว่าแมกนีเซียมซัลเฟตที่ความเข้มข้น 2-8 มิลลิโมลาร์ ไม่สามารถแยกระหว่าง wild type
และ mutant type ได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.22 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT  ที่ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตต่างๆ กัน; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp, แถวที่ 2, 5, 8 และ 11 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อที่ใช้แมกนีเซียมซัลเฟตความเข้มข้นที่ 2, 4, 6 
และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 3, 6, 9 และ 12 ดีเอ็นเอของ wild type ที่ใช้แมกนีเซียม
ซัลเฟตความเข้มข้นที่ 2, 4, 6 และ 8 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ, แถวที่ 4, 7, 10 และ 13 ดีเอ็นเอของ 
A2143G mutant type รหัส 290912-1 ที่ใช้แมกนีเซียมซัลเฟตความเข้มข้นที่ 2, 4, 6 และ 8   
มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 

ดังนั้นไพรเมอร์ BIP_MT ที่มีต าแหน่งการกลายพันธุ์อยู่ที่ปลาย 5’ ของ B1C ไม่
สามารถใช้แยกระหว่าง wild type และ mutant type ได้ เนื่องจากให้ผลผลิต LAMP กับดีเอ็นเอทั้ง 
2 แบบ ท าให้ต้องมีการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ 

 
7.3 การทดสอบปฏิกิริยา LAMP ของไพรเมอร์ BIP_MT-2 และ LB+2 
ในการออกแบบไพรเมอร์ BIP ครั้งที่ 3 จะปรับปรุงจากไพรเมอร์ BIP_MT เดิม โดยจะ

ท าการเลื่อนไพรเมอร์ BIP ออกไป ให้ห่างจาก SNP 3 bp ทางด้านปลาย 5’ และเพ่ิมความยาว
ทางด้านปลาย 3’ อีก 4 bp คือเบส TTAC ได้เป็น BIP_MT-2 เพ่ือไม่ให้บริเวณ SNP อยู่ในล าดับเบส
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ของไพรเมอร์ เนื่องจากล าดับเบสของ BIP_MT-2  ทางด้านปลาย 3’ ทับส่วนของไพรเมอร์ LB ท าให้
ต้องมีการออกแบบ LB ใหม่ จากเดิม โดยการเลื่อนล าดับของไพรเมอร์ให้ห่างออกไปจากต าแหน่งเดิม
จ านวน 3 bp ทางด้านปลาย 5’ และเพ่ิมความยาวด้านปลาย 3’ อีก 3 bp คือเบส AAT ตั้งชื่อ    
ไพรเมอร์ใหม่ว่า LB+2 และสามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant type โดยการตัดเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ BsaI เช่นเดียวกับ PCR-RFLP ได้  

ผลการทดสอบปฏิกิริยา LAMP โดยใช้ไพรเมอร์ BIP_MT-2  และ LB+2 ร่วมกับ      
ไพรเมอร์ FIP, F3, B3 และ LF เส้นเดิมดังในหัวข้อ 7.1 โดยใช้สภาวะคือ FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 
ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์และ LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์,    
เบตาอีนความเข้มข้น 0.8 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 1.4 มิลลิโมลาร์, 
แมกนีเซียมซัลเฟตความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที 
จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี
แยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบผลผลิต LAMP ลักษณะสเมียร์แบนเป็น
ขั้นบันไดทั้งกับเชื้อ wild type ซึ่งใช้เชื้อ H. pylori ATCC 43504 และ A2143G mutant type   
ดังแสดงในรูปที ่4.23 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.23 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA ที่ใช้
ไพรเมอร์ BIP_MT-2; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที่ 2 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ, แถว
ที่ 3 wild type (H. pylori ATCC 43504), แถวที่ 4  ตัวอย่าง urease test ที่เป็น A2143G 
mutant type รหัส 290912-1 
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7.4 การตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G ของเชื้อ 
H. pylori ด้วยเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification - restriction 
fragment length polymorphism (LAMP-RFLP) 

จากผลส าเร็จในการท าปฏิกิริยา LAMP ด้วยไพรเมอร์ BIP_MT-2 และ LB+2 ซึ่ง
ผลผลิตบริเวณ SNP จะเป็นคู่สมตามดีเอ็นเอต้นแบบ หากเป็น wild type ที่ต าแหน่ง 2143 จะเป็น
เบส A และ mutant จะเป็นเบสอ่ืนๆ ซึ่งถ้ากลายพันธุ์ไปเป็น G จะสามารถตัดด้วยเอนไซม์ BsaI ที่
ต าแหน่งดังกล่าวได ้และ เพ่ือยืนยันว่าผลผลิต LAMP ดังกล่าว เป็นยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori 
จริง จึงได้เลือกเอนไซม์ AvaII ที่สามารถตัดยีน 23S rRNA บริเวณห่วง มาใช้ในการวิเคราะห์รูปแบบ 
LAMP-RFLP ด้วย ดังรูปที่ 4.24 จากนั้นตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกา
โรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
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รูปที่ 4.24 แสดง Restriction map ของ ผลผลิต LAMP และแผนที่ ต าแหน่งที่ BsaI และ AvaII ตัด
บนล าดับเบสจาก F3-B3 
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ผลการตัดผลผลิต LAMP- BIP_MT-2 และ LB+2 ด้วย BsaI พบลักษณะแบนของ      
ดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน โดย wild type จะไม่ถูกตัดด้วย BsaI ท าให้แบนมีลักษณะเป็นขั้นบันได
เหมือนเดิม  และ A2143G mutant type จะถูกตัดด้วย BsaI ท าให้แบนมีลักษณะแตกต่างไปจาก
เดิม คือ จะได้  ดีเอ็นเอ 3 ขนาด คือ 92, 103 และ 250 bp แต่จากรูปการท าอะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟรีซีสจริงๆ จะเห็น แค่ 2 ขนาด คือ 103 และ 250 bp เนื่องจากที่ 92 และ 103 bp มีขนาดใกล้กัน
มาก ดังรูปที่ 4.25 และเมื่อตัดด้วย AvaII และ BsaI+AvaII ได้ผลดังรูป 4.26 ดังนี้ คือ wild type 
เมื่อถูกตัดด้วย AvaII และ BsaI+AvaII เอนไซม์ AvaII จะตัดบริเวณห่วง จาก F3 ถึง B3 ขณะที่ BsaI 
ไม่สามารถตัด wild type ได้ จึงท าให้มีลักษณะของแบนที่เหมือนกัน คือ จะได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 
81 และ 170 bp ขณะที่ A2143G mutant type เอนไซม์ AvaII จะตัดบริเวณห่วง จาก F3 ถึง B3 
ท าให้ได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 81 และ 170 bp แต่เมื่อตัดด้วย BsaI+AvaII เอนไซม์ BsaI สามารถที่
จะตัดตรงต าแหน่งกลายพันธุ์ A2143G ได้ จะได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 81 และ 160 bp ซึ่งเป็นขนาด
ตามท่ีคาดหวัง  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA 
ที่ใช้ไพรเมอร์ BIP_MT-2 และ LB+2 ที่ถูกตัดด้วย BsaI; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, 
แถวที่ 2 A2143G mutant type รหัส 290912-1, แถวที่ 3  A2143G mutant type รหัส 
290912-1 ที่ถูกตัดด้วย BsaI, แถวที่ 4 H. pylori ATCC 43504 และ แถวที่ 5 H. pylori  ATCC 
43504 ที่ถูกตัดด้วย BsaI 
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รูปที่ 4.26 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 1.5 เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตปฏิกิริยา LAMP 23S rRNA 
ที่ใช้ไพรเมอร์ BIP_MT-2 และ LB+2 ที่ถูกตัดด้วย BsaI และ AvaII; แถวที่ 1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp, แถวที่ 2  A2143G mutant type รหัส 290912-1, แถวที่ 3  A2143G mutant type 
รหัส 290912-1 ที่ถูกตัดด้วย AvaII, แถวที่ 4  A2143G mutant type รหัส 290912-1 ที่ถูกตัดด้วย 
BsaI และ AvaII, แถวที่ 5 H. pylori ATCC 43504, แถวที่ 6  H. pylori ATCC 43504 ที่ถูกตัดด้วย 
AvaII และ แถวที่ 7 H. pylori  ATCC 43504 ที่ถูกตัดด้วย BsaI และ AvaII 
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บทที่ 5 

 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง  

เชื้อ Helicobacter pylori เป็นแบคทีเรียที่มีความส าคัญทางด้านการแพทย์ โดยเป็น
สาเหตุของอาการหลายอย่าง เช่น โรคกระเพาะอาหารอักเสบ  แผลในกระเพาะอาหาร มะเร็ง
กระเพาะอาหาร  มะเร็งชนิด gastric adenocarcinomas และ มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด gastric 
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphomas (40, 45) ซึ่งปี ค.ศ.1994 องค์การ
อนามัยโลก ได้ประกาศให้เชื้อนี้อยู่ในกลุ่มสารก่อมะเร็งกลุ่มที่ 1 (3) การรักษาการติดเชื้อ H. pylori 
แบบมาตรฐานที่เป็นที่ยอมรับตามคู่มือการรักษานานาชาติ ปี ค.ศ. 1996 คือ การรักษาแบบ 
Standard first-line therapy ประกอบด้วย ยาลดกรด ร่วมกับยาปฏิชีวนะอีก 2 ชนิด คือ อะม็อกซี
ซิลลิน และ คลาริโธรมัยซิน ส าหรับผู้ป่วยที่แพ้เพนิซิลลิน ให้ใช้เมโทรนิดาโซล แทน อะม็อกซีซิลลิน 
เป็นเวลา 10-14 วัน (129) ประสิทธิภาพของการรักษานี้ขึ้นกับการดื้อต่อยาคลาริโธรมัยซิน ซึ่ง
ความส าเร็จของการรักษามีอัตราลดลงอย่างมากในระยะเวลา 10 ปี ที่ผ่านมา ทั้งในสหรัฐอเมริกาและ
ยุโรป (129)  ตามรายงานของ Maastricht IV ระบุไว้ว่า ถ้าพ้ืนที่นั้นมีเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา       
คลาริโธรมัยซิน มากกว่า 20 เปอร์เซ็นต ์จะท าให้การรักษาแบบ First line therapy ไม่ได้ผล (7) การ
ดื้อยาคลาริโธรมัยซิน ของเชื้อ H. pylori มีความแตกต่างกันไปในแต่ละภูมิประเทศ เช่น ยุโรปคิดเป็น 
11.1 เปอร์เซ็นต์ เอเชียคิดเป็น 18.9 เปอร์เซ็นต์ อเมริกาคิดเป็น 29.3 เปอร์เซ็นต์ (9) ถึงแม้ใน
ปัจจุบันการรักษาแบบ Standard triple therapy ได้ลดลงในหลายภูมิประเทศ แต่ยังเป็นวิธีการ
รักษาที่ยังแนะน าให้ใช้อยู่ในปัจจุบัน (20) การตรวจเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยาคลาริโธรมัยซิน จึงเป็น
ประโยชน์ต่อการเริ่มการรักษาด้วยวิธี First line therapy   

กลไกการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน เกิดจากการเปลี่ยนแปลง target site ที่ 23S rRNA โดย
ขบวนการ methylation หรือ เกิดการกลายพันธุ์ที่ Domain V บริเวณ Peptidyltransferase 
region ของ 23S rRNA (11, 12) โดยอาจมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งต่างๆคือ A2142G, A2143G, 
T2182C, A2143G+T2182C, A2142G+T2182C, A2115G, G2141A, C2147G, T2190C, 
C2195T, A2223G และ C2694A (14, 81, 82) จากการศึกษาต าแหน่งกลายพันธุ์บริเวณ 23S rRNA 
ที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน พบว่าในหลายประเทศ เช่น สเปน สหรัฐอเมริกา แคนาดา 
และญี่ปุ่น ต าแหน่งที่ 2143 เป็นต าแหน่งที่มีอุบัติการณ์สูงสุด โดยเปลี่ยนจากเบส  A เป็น G (11, 13-
15) และพบว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2143G เกี่ยวข้องกับการท าให้การรักษาเชื้อประสบความ
ล้มเหลวอย่างมีนัยส าคัญมากกว่าที่ต าแหน่ง A2142G หรือ A2142C (17) งานวิจัยนี้จึงมุ่งท่ีจะพัฒนา
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เทคนิคการตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยาคลาริโธรมัยซินที่มีการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA 
ต าแหน่ง A2143G ด้วยเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ร่วมกับการ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ หรือ LAMP-RFLP จากตัวอย่าง urease test   

การทดสอบ urease test  เป็นวิธีการทดสอบเพ่ือตรวจคัดกรองการติดเชื้อ H. pylori 
จากตัวอย่าง gastric biopsy ของผู้ป่วยในงานประจ าวันของโรงพยาบาล ตัวอย่างที่ให้ผลการทดสอบ
บวก แสดงว่าน่าจะมีการติดเชื้อ H. pylori อย่างไรก็ตามการทดสอบ urease test  เป็นวิธีที่มีทั้งข้อดี
และข้อเสีย ข้อดี คือเป็นวิธีสะดวก รวดเร็วกว่าวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อและวิธี histology แต่มีข้อเสีย คือ ท า
ให้เกิดผลบวกปลอมได้ (62, 64, 66) จากการเปรียบเทียบความไวและความจ าเพาะในการตรวจ
วิเคราะห์เชื้อ H. pylori ด้วยวิธีต่างๆ พบว่า การเพาะเลี้ยงเชื้อ การย้อมแกรม การศึกษากายวิภาค
ศาสตร์ของเซลล์และเนื้อเยื่อ (histology) การทดสอบทางน้ าเหลืองวิทยา การทดสอบด้วย CLO test  
และ in house urease test มีความไว 55.9, 89.3, 93.5, 96.8, 99.0 และ 100 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ และมีความจ าเพาะ 100, 93.5, 90.4, 96.8, 91.9 และ 88.9 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ (65) 
จะเห็นได้ว่าตัวอย่าง urease test ทั้ง CLO test และ in-house urease test อาจเกิดผลบวกปลอม
ได้ประมาณ 8.1 และ 11.1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (65, 130, 131) ดังนั้นจึงท าการตรวจยืนยันเชื้อ     
H. pylori ด้วยการท า PCR ยีน 16S rRNA หรือ PCR ยีน glmM โดยน าตัวอย่าง urease test ที่
ให้ผลการทดสอบบวก มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีการต้มและตกตะกอนด้วย  ethanol ซึ่งเป็น วิธีที่ง่าย 
สะดวก รวดเร็ว และประหยัดค่าใช้จ่าย อีกท้ังไม่ต้องตัดชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารผู้ป่วยเพ่ิมเติม  

การตรวจยืนยันการติดเชื้อ H. pylori ด้วยวิธี PCR มีการพัฒนาในหลายยีน ดังนี้     
16S rRNA, glmM, cagA, hpaA, 860-bp DNA และ ureA (62, 63, 70, 72) แต่ยีนที่พบว่ามีความ
ไวและความจ าเพาะสูง คือ 16S rRNA และ glmM ซึ่งผลการศึกษาความไวและความจ าเพาะของทั้ง 
2 ยีน มีความแตกต่างกันไปในแต่ละงานวิจัย จากการศึกษาการตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori จาก
ตัวอย่าง gastric biopsy ด้วยวิธี Real-Time PCR โดยเปรียบเทียบระหว่างยีน 16S rRNA และ 
glmM พบว่ายีน 16S rRNA เป็นยีนที่มีความเหมาะสมมากที่สุด เนื่องจากมีความไวสูงที่สุด คือ       
0.1 pg และความจ าเพาะอยู่ในเกณฑ์ที่สูงคือ 88.9 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ยีน glmM มีความจ าเพาะสูง 
100 เปอร์เซนต์ แต่มีความไวเพียง 100 pg (132) การตรวจหาเชื้อ H. pylori จากตัวอย่าง gastric 
biopsy โดยเปรียบเทียบวิธี PCR กับ 4 ยีน คือ hpaA, 16S rRNA, 860-bp DNA และ glmM พบว่า
ยีน glmM มีความไวและความจ าเพาะคิดเป็น 61.5 และ 84 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนยีน       
16S rRNA มีความไวและความจ าเพาะคิดเป็น 100 และ 76 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (70)  และมีการ
เปรียบเทียบยีน 16S rRNA, glmM และ cagA ในการตรวจหาเชื้อ H. pylori ในตัวอย่าง gastric 
biopsy ด้วยวิธี PCR พบว่ายีน glmM มีความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก และ ค่าท านายผล
ลบ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี histology คือ 92.9, 78.6, 68.4 และ 95.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และ
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ยีน 16S rRNA มีความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก และ ค่าท านายผลลบ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธี histology คือ 100, 68, 59.1 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (72) จะเห็นว่ายีน glmM มี
ความจ าเพาะมากกว่ายีน 16S rRNA ขณะที่ยีน 16S rRNA มีความไวมากกว่ายีน glmM 

ในการศึกษานี้จึงได้ท าการตรวจยืนยันการติดเชื้อ H. pylori จากจ านวนตัวอย่าง 
urease test ที่ให้ผลบวกท้ังหมด 353 ตัวอย่าง น ามาตรวจวิเคราะห์ว่าเป็นเชื้อ H. pylori จริง โดย
การท า PCR ยีน 16S rRNA หรือ PCR ยีน glmM พบว่าให้ผลบวก  42 ตวัอย่าง และ 59 ตัวอย่าง 
ตามล าดับ ดังนั้นตัวอย่าง urease test ที่ยืนยันว่ามีเชื้อ H. pylori รวมทั้งสิ้น 101 ตัวอย่าง คิดเป็น 
28.6 เปอร์เซ็นต์ (101/353) เท่านั้น จากนั้นได้น าดีเอ็นเอจ านวน 101 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวธิ ี
PCR มาท าการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ในต าแหน่ง A2143G ด้วยวธิี PCR-RFLP 
พบว่ามีเพียง 53 ตัวอย่าง คิดเป็น 52.3 เปอร์เซ็นต์ (53/101) เท่านั้น ที่สามารถให้ผลผลิต PCR กับ
ยีน 23S rRNA และ มี 4 ตัวอย่าง ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G คิดเป็น 7.5 เปอร์เซ็นต์ (4/53) 
จะเห็นได้ว่าตัวอย่าง urease test นั้น ให้ผลบวกในการท า PCR น้อย สาเหตุอาจเนื่องมาจากใน
ตัวอย่าง urease test มีดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori น้อยผสมอยู่กับดีเอ็นเอปริมาณมากที่มาจาก 
gastric biopsy ของคน ซึ่งรบกวนปฏิกิริยา PCR ของเชื้อได้ นอกจากนั้นตัวอย่าง urease test มี
ความเป็นด่างสูง ดังนั้นในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ต้องตกตะกอน ล้าง และ ละลายดีเอ็นเอในน้ ากลั่น
หรือบฟัเฟอร์ก่อนน าไปใช้ในขั้นตอน PCR เพ่ือปรับ pH ของสารละลายดีเอ็นเอให้เป็นกลาง ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงไม่สามารถหาอัตราการติดเชื้อ H. pylori และการกลายพันธุ์ของยีน 23S rRNA โดยการ
ตรวจวิเคราะห์จากตัวอย่าง urease test ด้วยวธิ ีPCR ได้ เนื่องจากมีปัจจัยที่มีผลท าให้ผลบวกต่ ากว่า
ที่ควรจะเป็น อย่างไรก็ตามสามารถน าดีเอ็นเอจากตัวอย่างที่กลายพันธุ์ในต าแหน่ง A2143G มาใช้ใน
การพัฒนาการตรวจการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค LAMP ได ้

ในงานวิจัยนี้ยังได้ท าการศึกษาล าดับเบสของยีน 23S rRNA ที่กลายพันธุ์ พบว่ามีการ
กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2142G, A2143G, T2182C และ A2143G+T2182C คิดเป็น 3.4, 3.4, 48.3 
และ 10.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ จะเห็นว่าเปอร์เซ็นต์การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G ที่ได้จากการ
วิเคราะห์ล าดับเบสต่ ากว่าวิธี PCR-RFLP เนื่องจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมดไม่เท่ากัน ในการวิเคราะห์
ล าดับเบสต้องใช้ปริมาณดีเอ็นเออย่างน้อย 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ปริมาตรอย่างน้อย 20 
ไมโครลิตร ดังนั้นจึงมีจ านวนตัวอย่างที่มีดีเอ็นเอเพียงพอส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบสเพียง 29 
ตัวอย่างเท่านั้น ขณะที่ในการวิเคราะห์การกลายพันธุ์ต าแหน่ง A2143G ด้วยวธิี PCR-RFLP มี
ตัวอย่างทั้งสิ้น 53 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตามข้อมูลการกลายพันธุ์เบื้องต้นที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้
สอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมา โดยในปี ค.ศ. 2011 ในประเทศไทย ได้ตรวจหาเชื้อ H. pylori สาย
พันธุ์ที่ดื้อยาและไวต่อยาคลาริโธรมัยซิน ในการรักษาด้วยวิธี Sequential therapy ด้วยวิธี PCR โดย
พบต าแหน่งกลายพันธุ์ 2 ต าแหน่งที่ A2143G และ A2142G รวมกันคิดเป็น 11.3 เปอร์เซ็นต์ (133) 
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ซึ่งเป็นอุบัติการณ์การดื้อยาคลาริโธรมัยซินที่ต่ ากว่าเกณฑ์รายงานของ Maastricht IV ระบุไว้ 
เช่นเดียวกับในหลายๆ ประเทศที่ยังพบความชุกของการดื้อยาคลาริโธรมัยซินที่ต่ า เช่น ในปี ค.ศ. 
2013 ที่เกาะเชจู ประเทศเกาหลีใต้ อัตราการกลายพันธุ์ที่ A2142G และ A2143G คิดเป็น 7.9 และ 
18.1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (134) ที่ประเทศตุรกี พบอัตราการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง  A2144G คิด
เป็น 29.7 เปอร์เซ็นต์ และ A2143G คิดเป็น 10.8 เปอร์เซ็นต์ (135) ขณะที่ประเทศที่พบว่ามีความ
ชุกของการกลายพันธุ์ที่สูง ได้แก่ ประเทศญี่ปุ่น ในปี ค.ศ. 2011 พบอัตราการกลายพันธุ์ต าแหน่ง  
A2143G  สูงถึง 96.5 เปอร์เซ็นต ์(15) ประเทศอิหร่าน ในปี ค.ศ. 2011 พบว่าอัตราการกลายพันธุ์ที่
ต าแหน่ง A2143G สูงถึง 93.7 เปอร์เซ็นต์ (16) ประเทศโคลัมเบียมีรายงานว่า พบการกลายพันธุ์ของ
เชื้อ H. pylori ที่ต าแหน่ง A2143G คิดเป็น 90.5 เปอร์เซ็นต์ (136)  ประเทศตูนิเซีย ปี ค.ศ. 2010 
พบอัตราการกลายพันธุ์ต าแหน่ง  A2143G สูงถึง 88.1 เปอร์เซ็นต์ (137) ประเทศสเปน พบกลาย
พันธุ์ที่  A2143G มากที่สุดคิดเป็น 85.3 เปอร์เซ็นต์ (14) ประเทศอิตาลี พบว่าต าแหน่ง A2143G 
เป็นต าแหน่งที่พบมากท่ีสุด คิดเป็น 64.0 เปอร์เซ็นต์ (138) 

มีรายงานว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2143G จะเก่ียวข้องกับการท าให้การรักษาเชื้อ
ประสบความล้มเหลวอย่างมีนัยส าคัญ (17) ที่ประเทศเกาหลีใต้พบว่าที่ต าแหน่ง A2143G มีผลท าให้
การรักษาเกิดความล้มเหลวในอัตราสูงถึง 58.3 เปอร์เซ็นต์ (14/24) (134) และมีรายงานว่าต าแหนง่
กลายพันธุ์ที่  A2143G จะเก่ียวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน โดยพบว่าค่าเฉลี่ยของค่า MIC มีค่า
สูง เท่ากับ 13.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่า MIC ของเชื้อที่กลายพันธุ์ต าแหน่ง 2182  คือ 5.3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (81) นอกจากการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 2143 จากเบส A เป็น G แล้ว ยังพบ
เป็นเบสอ่ืนอีกเช่น C หรือ T โดยในปี ค.ศ. 1998 ที่ประเทศฝรั่งเศส พบต าแหน่ง A2143C คิดเป็น 
4.3 เปอร์เซ็นต์ (1/23) (139) และในปี ค.ศ. 2013 ที่ประเทศจีน พบที่ต าแหน่ง A2143T คิดเป็น 
19.2 เปอร์เซ็นต ์(5/26) (140) 

นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ A2142G เกี่ยวข้องกับการดื้อยา      
คลาริโธรมัยซิน เช่นเดียวกันกับต าแหน่ง A2143G (141) โดยที่ต าแหน่ง 2142 จากเบส A พบมีการ
กลายพันธุ์เป็นเบส G, C หรือ T (141, 142) ส าหรับการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2142G ในการศึกษา
นี้มีอัตรา คิดเป็น 3.4 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ของความชุกที่ไม่สูงมากเช่นเดียวกันกับการกลาย
พันธุ์ที่ต าแหน่ง A2143G ในประเทศโคลัมเบียพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง A2142G คิดเป็น 7.1 
เปอร์เซ็นต ์ (3/42) (136) ในประเทศญี่ปุ่นพบว่าต าแหน่งกลายพันธุ์ที่  A2142G คิดเป็น 3.5 
เปอร์เซ็นต์ (3/85) (15)  

ในการศึกษาครั้งนี้พบการกลายพันธุ์สูงสุดที่ต าแหน่ง T2182C คิดเป็น 48.3 เปอร์เซ็นต์ 
และพบต าแหน่ง A2143G+T2182C คิดเป็น 10.3 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นว่าต าแหน่ง T2182C นี้พบ
มากกว่าต าแหน่ง  A2142G และ A2143G เช่นเดียวกับรายงานในบางประเทศ เช่น ทางตอนเหนือ
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ของบราซิล (แถบแม่น้ าอเมซอน) พบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง T2182C มากกว่า ที่ A2143G 
เช่นเดียวกัน โดยพบที่ต าแหน่ง T2182C คิดเป็น 12.9 เปอร์เซ็นต ์ส่วนที่ต าแหน่ง  A2143G พบเพียง 
3.3 เปอร์เซ็นต์ (143) และท่ีประเทศมาเลเซีย ในปี ค.ศ. 2009 พบว่าเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ดื้อยา  
คลาริโธรมัยซิน มีการกลายพันธุ์ต าแหน่ง A2142G คิดเป็น 25 เปอร์เซ็นต์ (1/4), A2143G คิดเป็น 
25 เปอร์เซ็นต์ (1/4), T2182C+A2142G คิดเป็น 25 เปอร์เซ็นต์ (1/4) และต าแหน่ง T2182C 
+A2143G คิดเป็น 25 เปอร์เซ็นต์ (1/4) และในเชื้อ H. pylori สายพันธุ์ที่ไวต่อยาคลาริโธรมัยซินพบ
มีการกลายพันธุ์ต าแหน่ง T2182C คิดเป็น 92.8 เปอร์เซ็นต์ (13/14) (144) อย่างไรก็ตามยังไม่
สามารถสรุปได้ว่าการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง T2182C จะเก่ียวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซินหรือไม่ 
เนื่องจากมีรายงานทั้งท่ีสนับสนุนและคัดค้าน  รายงานที่สนับสนุน เช่น ที่ประเทศเกาหลีใต้ในปี ค.ศ. 
2002 รายงานว่าการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง T2182C เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาคลาริโธรมัยซิน 
เนื่องจากมีค่า MIC มากกว่า 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (83) ที่ประเทศเกาหลี ในปี ค.ศ. 2008 พบว่า
ต าแหน่ง T2182C เกี่ยวกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซินเช่นเดียวกับต าแหน่ง A2143G เนื่องจากมีผล
สอดคล้องกันคือมีค่า MIC มากกว่าหรือเท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (81) ที่ประเทศสเปน ปี ค.ศ. 
2010 ได้ทดสอบหาความไวต่อยาด้วยวิธี E-test ในเชื้อ H. pylori พบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 
T2182C โดยมีค่า MIC มากกว่าหรือเท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (145) อย่างไรก็ตามมีบาง
รายงานที่คัดค้านว่าต าแหน่ง T2182C นี้ ไม่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาคลาริโธรมัยซิน เช่น ที่ประเทศ
มาเลเซีย ในปี ค.ศ. 2009 ได้พบต าแหน่ง T2182C คิดเป็น 92.8 เปอร์เซ็นต์ (13/14) ในเชื้อ H. 
pylori สายพันธุ์ที่ไวต่อยา และถึงแม้จะพบต าแหน่งนี้ในสายพันธุ์ที่ดื้อยาแต่ก็พบต าแหน่ง A2142G 
หรือ A2143G ร่วมด้วย โดยพบต าแหน่ง T2182C+A2142G และ T2182C+A2143G คิดเป็นอย่าง
ละ 25 เปอร์เซ็นต ์(1/4) และสรุปว่าต าแหน่งนี้ไม่มีความเกี่ยวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน (144) 
ที่ประเทศเยอรมัน ในปี ค.ศ. 2007 พบว่าต าแหน่ง T2182C พบในสายพันธุ์ที่ไวต่อยาจ านวน 6 สาย
พันธุ์ และพบเพียง 1 สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาแต่เป็นการกลายพันธุ์ร่วมกับต าแหน่ง A2142G (30) และท่ี
ประเทศจีน ในปี ค.ศ. 2013 พบต าแหน่ง T2182C ในสายพันธุ์ที่ดื้อยาในครั้งแรก (primary 
claritromycin resistant) คิดเป็น 72.2 เปอร์เซ็นต์ ในสายพันธุ์ที่ดื้อยาในครั้งที่ 2 (secondary 
claritromycin resistant) คิดเป็น 87.5 เปอร์เซ็นต์ และพบในสายพันธุ์ที่ไวต่อยา คิดเป็น 86.7 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบว่าทั้ง 3 กลุ่มไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จึงสรุปว่าต าแหน่ง T2182C ไม่
มีความเก่ียวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซิน (140)     อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสนใจในการพิสูจน์ความ 
สัมพันธ์ของการดื้อยาคลาริโธรมัยซินกับการกลายพันธุ์ในต าแหน่ง T2182C โดยวิธีมาตรฐานในการ
ทดสอบความไว คือ วิธี Agar dilution หรือ วิธ ีE-Test (21) ในอนาคตต่อไป ซึ่งจะทราบว่าต าแหน่ง
นี้มีความเก่ียวข้องกับการดื้อยาคลาริโธรมัยซินหรือไม่ และจะเป็นประโยชน์ในการรักษาได้  
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งานวิจัยนี้ไม่ได้ตรวจการดื้อยาคลาริโธรมัยซินของเชื้อ H. pylori ในระดับฟีโนไทป์ 
เนื่องจากไม่สามารถเพาะเลี้ยงเชื้อจากตัวอย่าง urease test ของผู้ป่วยได้ สาเหตุจากตัวอย่าง 
CLOtest* มีปริมาณเชื้อน้อยมากและเชื้อน่าจะตาย เพราะในการทดสอบ Urease test หรือ 
CLOtest* ไม่ได้ท าในสภาวะ Microaerophillic แต่ทดสอบโดยบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที
(64) แต่การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ต้องรีบน าตัวอย่างชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหาร ที่ได้จากการ
ส่องกล้อง มาเพาะเลี้ยงภายในเวลาไม่เกิน 2 ชั่วโมง เนื่องจากเป็นเชื้อที่ตายง่าย (146) ดังนั้นจึงตรวจ
วิเคราะห์การดื้อยาคลาริโธรมัยซินจากตัวอย่าง CLOtest* ในระดับจีโนไทป์โดยการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ของยีน 23S rRNA ของเชื้อ H . pylori เท่านั้น ซึ่งในงานประจ าวันส าหรับการตรวจ  
คัดกรองการติดเชื้อ H . pylori จะท าการทดสอบ rapid urease test เพียงอย่างเดียวเช่นกัน การ
เพาะเลี้ยงเชื้อและการตรวจการดื้อยาในระดับฟีโนไทป์ จะท าเฉพาะในงานวิจัย  ส าหรับข้อจ ากัดใน
การตรวจวิเคราะห์จีโนไทป์เพียงอย่างเดียว คือ ไม่ทราบว่าเชื้อดื้อหรือไวต่อยา ไม่สามารถอ่านค่าของ 
ความเข้มข้นของยาต่ าสุดที่เชื้อไม่สามารถเจริญได้ (Minimum inhibitory concentration, MIC) แต่
มีข้อดี คือ สะดวกและรวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะสูง ขณะที่การตรวจทางฟีโนไทป์ ทั้งวิธี 
Agar dilution หรือ วิธี E-Test มีความไวค่อนข้างต่ า ขั้นตอนยุ่งยาก ใช้เวลานาน 10-14 วัน (21, 
86)   

การออกแบบไพรเมอร์ LAMP ที่จ าเพาะกับยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori โดย
โปรแกรมมี 2 รูปแบบ คือ แบบมาตรฐาน [Standard primer design (Easy mode)] ได้ไพรเมอร์
ทั้งหมด 6 เส้น คือ F3, B3, FIP, BIP, LF และ LB ซึ่งสามารถเกิดปฏิกริยา LAMP กับยีน 23S rRNA 
ได้ส าเร็จ แต่เนื่องจากมีต าแหน่งของเบสที่กลายพันธุ์ (SNP) อยู่ภายในไพรเมอร์ของ BIP (BIP_WT) 
จึงไม่สามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant type  ได้ ขณะที่การออกแบบขั้นพัฒนา 
(Advance primer design) คือใช้ไพรเมอร์ 5 เส้นเดิม ที่ได้จากแบบมาตรฐาน คือ F3, B3, FIP, BIP, 
LF, LB และ BIP ที่ออกแบบใหม่ในครั้งที่ 2 คือ BIP_MT ที่ออกแบบให้ต าแหน่งการกลายพันธุ์อยู่ที่
ปลาย 5’ ของ B1c ซ่ึงตามทฤษฎีจะสามารถ amplify ได้เฉพาะ mutant type เท่านั้น เนื่องจากจะ
ออกแบบให้เป็น Specific primer ส าหรับจับกับ mutant type allele ได้เท่านั้น ส าหรับ wild 
type allele เอนไซม์ DNA polymerase จะจับกับดีเอ็นเอช่วงดังกล่าวได้ยาก จึงยับยั้งการเพ่ิม
ปริมาณยีน (128) อย่างไรก็ตามพบว่าไพรเมอร์ BIP_MT ที่ออกแบบใหม่นั้นสามารถเกิดปฏิกริยา 
LAMP ได้ส าเร็จ แต่ไม่สามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant type ได้ ซึ่งไม่เป็นไปตาม
หลักการ  จึงต้องออกแบบไพรเมอร์ใหม่ในครั้งที่ 3 คือ BIP_MT-2 โดยจะท าการเลื่อนล าดับของ   
ไพรเมอร์ BIP ออกไป 3 bp จากต าแหน่งกลายพันธุ์ A2143G และออกแบบ LB ใหม่ โดยตั้งชื่อว่า 
LB+2 ซ่ึงไพรเมอร์ชุดนี้ สามารถแยกระหว่าง wild type และ mutant type  ไดส้ าเร็จ  
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การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค LAMP จะซับซ้อนและยากกว่าการออกแบบ   
ไพรเมอร์ส าหรับ PCR เนื่องจากวิธี PCR มีไพรเมอร์เพียง 2 เส้น ส่วนความยาวของไพรเมอร์ประมาณ 
18-22 bp  (147) ขนาดของผลผลิตมีเพียง  1 ขนาด (25) แต่ส าหรับ LAMP มีไพรเมอร์ 4-6 เส้น ท า
ให้วิธี LAMP มีความจ าเพาะมากกว่าวิธี PCR ขนาดของผลผลิตมีหลายขนาดเป็นสเมียร์แบน ซึ่งมี
ขนาดของผลผลิตชิ้นเล็กสุด คือ จาก F3 ถึง B3 ขนาดประมาณ 200 bp ไปจนถึงขนาดใหญ่เป็น  
กิโลเบส ความยาวและระยะห่างของไพรเมอร์ LAMP แต่ละเส้นมีความแตกต่างกันอ้างอิงตามคู่มือ
โปรแกรม PrimerExplorer v4 Software โดยเฉพาะ FIP ประกอบด้วยบริเวณ F1c และ F2 และ 
BIP ประกอบด้วยบริเวณ B1c และ B2 มีความยาวอยู่ในช่วง 36-45 bp จงึมีความยาวมาก ซึง่
เกณฑ์ความยาวของไพรเมอร์แต่ละเส้น คือ ไพรเมอร์ F1c/B1c เท่ากับ 18–23 bp, ไพรเมอร์ F2/B2, 
F3/B3 เท่ากับ 18–22 bp และไพรเมอร์ LF/LB เท่ากับ 15-25 bp (103, 148) การออกแบบ     
ไพรเมอร์ LAMP จึงมีความยุ่งยากมากกว่า เนื่องจากไพรเมอร์มีหลายเส้น คือ FIP, BIP, F3 และ B3 
อาจมี loop primer LF และ LB หรือไม่ก็ได้ แต่การมี loop primer จะช่วยในการสังเคราะห์       
ดีเอ็นเอให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น (102) และส าหรับไพรเมอร์ที่มีความยาวมากๆ ได้แก่ FIP และ BIP 
ควรใช้ความบริสุทธิ์เป็นชนิด HPLC (101) แตม่ีราคาแพง ส่วนไพรเมอร์ LAMP เส้นอ่ืนๆ ใช้ชนิด 
Desalted grade ได้ (149)  มีรายงานว่าไพรเมอร์ชนิด FIP และ BIP หากใช้เป็นชนิด HPLC จะ
ดีกว่าชนิด Desalted grade (101)  ซึ่งแตกต่างกับไพรเมอร์ของวิธี PCR ที่สามารถเลือกใช้ชนิด 
Desalted grade ได ้ซึ่งราคาจะถูกกว่า 

สภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา LAMP ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ระยะเวลา ความ
เข้มข้นของไพรเมอร์ ความเข้มข้นของเบตาอีน ความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต  
และความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟต ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณยีน    
23S rRNA ด้วยวิธี LAMP กับไพรเมอร์ 2 ชุด ชุดที่ 1 ประกอบด้วย  FIP, BIP_WT, F3, B3, LF และ 
LB ทดสอบกับดีเอ็นเอของ  wild type อย่างเดียว เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
LAMP ของ Common  primer ส่วนชุดที่ 2 ประกอบด้วย  FIP, BIP_MT, F3, B3, LF และ LB 
ทดสอบกับดีเอ็นเอของ  wild type และ mutant type เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการจ าแนก
ระหว่าง wild type และ mutant type ซึ่งตามหลักเกณฑ์ wild type จะไม่เกิดผลผลิต ขณะที่ 
mutant type จะเกิดผลผลิต ซึ่งผลการทดสอบสภาวะทั้งหมดกับไพรเมอร์ทั้งสองชุดให้ผลเหมือนกัน
ดังนี้ 

การทดสอบระยะเวลาของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม พบว่า ที่ 60 นาที เป็น
ระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด งานวิจัยที่ผ่านมาที่ใช้เวลาเท่ากับงานวิจัยนี้ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ   
H. pylori ด้วยวิธี LAMP ร่วมด้วยเทคนิคการเก็บตัวอย่างด้วยวิธี  Brushing  และการตรวจวิเคราะห์
เชื้อ Campylobacter jejuni และ Campylobacter coli ด้วยวิธี LAMP  ที่ใช้เวลา 60 นาที (35, 
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118) มีรายงานการตรวจวิเคราะห์เชื้อ Cronobacter spp. ด้วยวิธี LAMP โดยท าการทดสอบหา
ระยะเวลาของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสมตั้งแต่ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 นาที 
พบว่า เริ่มมีผลผลิตเกิดข้ึนที่เวลา 40 นาที และพบว่ามีผลผลิตชัดเจนที่ระยะเวลาไม่น้อยกว่า 60 นาที 
(32) อย่างไรก็ตาม มีรายงานการใช้ระยะเวลาน้อยกว่า 60 นาที เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ           
C. jejuni ด้วยวิธี LAMP ที่เลือกใช้ระยะเวลาในการทดสอบนาน 50 นาที (150) และมีรายงานการใช้
ระยะเวลามากกว่า 60 นาที โดยใช้ตรวจหา Salmonella serogroup D ใช้เวลา 75 นาทีที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส (151) ดังนั้นระยะเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา LAMP อยู่ระหว่าง 45-60 
นาที  (32, 152) 

การทดสอบความเข้มข้นไพรเมอร์ของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม พบว่าความเข้มข้น
ไพรเมอร์ FIP/BIP, F3/B3 และ LF/LB ที่เหมาะสม เป็น 1.6, 0.2 และ 0.8 ไมโคร โมลาร์ ตามล าดับ 
พบว่ามีหลายงานวิจัยที่ใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ในปริมาณและสัดส่วนเช่นเดียวกับงานวิจัยนี้ เช่น การ
ตรวจวิเคราะห์เชื้อ C. jejuni และ C. coli และ การตรวจวิเคราะห์เชื้อไวรัสที่ท าให้เกิดโรคปากและ
เท้าเปื่อยด้วยวิธี LAMP (118, 120) การตรวจวิเคราะห์เชื้อ Edwardsiella ictaluri ที่ก่อโรคใน
ปลากดอเมริกัน (Lctalurus punctatus) โดยทดสอบความเข้มข้นของไพรเมอร์ LAMP ที่เหมาะสม 
จากอัตราส่วนของไพรเมอร์ FIP/BIP ต่อ F3/B3 จาก 1:1 ถึง 1:10 พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่
เหมาะสมที่สุด คือ1:8 (153) นอกจากนี้ยังพบอัตราส่วนที่เหมาะสมอ่ืนๆ อีก เช่น ในการตรวจ
วิเคราะห์เชื้อ Cronobacter spp. ด้วยวิธี LAMP พบว่าอัตราส่วนความเข้มข้นของไพรเมอร์ FIP/BIP 
ต่อ F3/B3  ที่เหมาะสมที่สุด คือ 1:4 (32) ดังนั้นความเข้มข้นของ FIP/BIP ที่เหมาะสมประมาณ 0.8-
2.4 ไมโครโมลาร์ ความเข้มข้นของ F3/B3 ที่เหมาะสมประมาณ 0.05-0.2 ไมโครโมลาร์ ความเข้มข้น
ของ LF/LB  ที่เหมาะสมประมาณ 0.8-1 ไมโครโมลาร์ และความเข้มข้นของ FIP/BIP จะมากกว่า 
F3/B3 ประมาณ 4-8 เท่า (32, 117, 153) 

การทดสอบความเข้มข้นเบตาอีนของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม พบว่าความเข้มข้น
ของเบตาอีนที่ 0.8 โมลาร์ เหมาะสมมากที่สุด เบตาอีนเป็นสารที่มีคุณสมบัติเช่นเดียวกับ DMSO คือ 
ช่วยเพิ่มปริมาณผลผลิตและเพ่ิมความจ าเพาะให้สูงขึ้น (153-155) เบตาอีนจะช่วย 2 กลไก คือ ท าให้ 
Bst DNA polymerase สามารถที่จะเข้าจับกับดีเอ็นเอได้ดีขึ้น และ ท าให้ล าดับเบสที่มี GC-rich เกิด
ความสเถียรน้อยลง (153) งานวิจัยที่ผ่านมาที่ใช้ความเข้มข้นเบตาอีนในปริมาณเท่ากับงานวิจัยนี้ เช่น 
การตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ E. ictaluri ที่ก่อโรคในปลากดอเมริกัน (153) การตรวจวิเคราะห์เชื้อ 
Vibrio vulnificus ด้วยวิธี LAMP และ การตรวจวิเคราะห์เชื้อ Bean pod mottle virus ในเมล็ดถั่ว
เหลือง ด้วยวิธี RT-LAMP  ที่เลือกใช้ความเข้มข้นของเบตาอีนที่ 0.8 โมลาร์ (117, 156) นอกจากนี้ยัง
มีบางรายงานที่ใช้ความเข้มข้นที่มากกว่า 0.8 โมลาร์ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori ด้วยวิธี 
LAMP ร่วมด้วยเทคนิคการเก็บตัวอย่างด้วยวิธี Brushing ที่ใช้ความเข้มข้นของเบตาอีนที่ 2.0 โมลาร์ 
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(35) มีรายงานการใช้ความเข้มข้นน้อยกว่า  0.8 โมลาร์ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ Muscovy duck 
parvovirus ในเป็ด ด้วยวิธี LAMP พบว่าความเข้มข้นของเบตาอีนที่เหมาะสมที่สุด คือ 0.6 โมลาร์ 
(157) 

การทดสอบความเข้มข้นดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตของปฏิกิริยา LAMP ที่
เหมาะสม พบว่าที่ความเข้มข้น 1.4 มิลลิโมลาร์ เหมาะสมมากที่สุด มีรายงานว่าความเข้มข้นของ     
ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต มีผลต่อความจ าเพาะของเอนไซม์ DNA polymerase (153, 
158)  งานวิจัยที่ผ่านมาที่ใช้ความเข้มข้นดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตในปริมาณเท่ากับ
งานวิจัยนี้ เช่น ในการตรวจวิเคราะห์การแยกสายพันธุ์ของวัคซีนป้องกันคางทูม ระหว่าง wild type 
และสายพันธุ์ Hoshino และ การตรวจวิเคราะห์หาเชื้อไวรัสที่ท าให้เกิดโรคปากและเท้าเปื่อย ที่
เลือกใช้ความเข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต เป็น 1.4 มิลลิโมลาร์ (38, 120)  แต่
อย่างไรก็ตามมีบางรายงานที่ใช้ความเข้มข้นมากกว่า 1.4 มิลลิโมลาร์ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ 
Cronobacter spp. ด้วยวิธี LAMP ที่เลือกใช้ที่ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ (32) มีรายงานการใช้
ความเข้มข้นน้อยกว่า 1.4 มิลลิโมลาร์ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ Muscovy duck parvovirus ใน
เป็ด ด้วยวิธี LAMP พบว่าความเข้มข้นของเข้มข้นดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ที่เหมาะสม
ที่สุด คือ 1.2 มิลลิโมลาร์ (157)  และรายงานการตรวจวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย E. ictaluri ที่ก่อโรคใน
ปลากดอเมริกัน ที่เลือกใช้ความเข้มข้นที่ 1.0 มิลลิโมลาร์ (153) 

การทดสอบความเข้มข้นแมกนีเซียมซัลเฟตของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสม พบว่า
ความเข้มข้นที่เหมาะสมมากที่สุดคือ ที่ 6 มิลลิโมลาร์ แมกนีเซียมซัลเฟตจะมีผลท าให้การจับของ   
ไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบดีขึ้น และท าให้การท างานของ DNA Polymerase ดีขึ้น (159) งานวิจัย
ที่ผ่านมาที่ใช้ความเข้มข้นแมกนีเซียมซัลเฟตในปริมาณเท่ากับงานวิจัยนี้ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ  
V. vulnificus และ การตรวจหาเชื้อ Salmonella serogroup D ด้วยวิธี LAMP ที่เลือกใช้ความ
เข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตที่ 6 มิลลิโมลาร์ (117, 151) การตรวจเชื้อแบคทีเรีย E. ictaluri  ที่ก่อ
โรคในปลากดอเมริกัน ด้วยวิธี LAMP โดยท าการทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตของ
ปฏิกิริยา LAMP ที่เหมาะสมตั้งแต่  0-10 มิลลิโมลาร์ พบว่าความเข้มข้นที่ 6 มิลลิโมลาร์ เหมาะสม
ที่สุด (153) แต่อย่างไรก็ตามมีบางรายงานที่ใช้ความเข้มข้นมากกว่า 6 มิลลิโมลาร์ เช่น การตรวจ
วิเคราะห์หาเชื้อไวรัสที่ท าให้เกิดโรคปากและเท้าเปื่อยด้วยวิธี LAMP ที่ใช้ความเข้มข้นที่ 8 มิลลิโมลาร์ 
(120) และมีรายงานที่ใช้ความเข้มข้นที่น้อยกว่า 6 มิลลิโมลาร์ เช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อ 
Cronobacter spp. ด้วยวิธี LAMP ที่เลือกใช้ที่ความเข้มข้นที่ 4 มิลลิโมลาร์ (32) และการตรวจ
วิเคราะห์เชื้อ Muscovy duck parvovirus ในเป็ด ด้วยวิธี LAMP พบว่าความเข้มข้นของแมกนีเซียม
ซัลเฟตที่เหมาะสมที่สุด คือ 5 มิลลิโมลาร์ (157) 
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การตรวจวิเคราะห์ยีน 23S rRNA ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค LAMP-RFLP กับ  
ไพรเมอร์ BIP_MT-2  และ LB+2 ร่วมกับ ไพรเมอร์ FIP, F3, B3 และ LF เส้นเดิม โดยใช้สภาวะที่
เหมาะสมที่ได้  พบว่าสามารถแยกระหว่าง wild type และ A2143G mutant type ได้ส าเร็จ โดย  
wild type จะไม่ถูกตัดด้วย BsaI ท าให้แบนมีลักษณะเป็นขั้นบันไดเหมือนเดิม ขณะที่ตัด A2143G 
mutant type ได้ดีเอ็นเอ 3 ขนาด คือ 92, 103 และ 250 bp เช่นเดียวกับ BsaI+AvaII จะให้
รูปแบบของขนาดดีเอ็นเอระหว่าง wild type และ mutant type ที่แตกต่างกัน ดังนี้ wild type ได้
ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 81 และ 170 bp ส่วน A2143G mutant type ได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 81 
และ 160 bp เทคนิค LAMP-RFLP มีข้อดีกว่าเทคนิค PCR-RFLP คือ สามารถเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมที่อุณหภูมิเดียว ใช้ไพรเมอร์ 4-6 เส้น จึงมีความจ าเพาะสูง  สะดวกและรวดเร็ว สามารถใช้
อุปกรณ์ที่มีอยู่ตามห้องปฏิบัติการทั่วไป เช่น กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ หรือ อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
ส าหรับท าการทดสอบได้ ใช้เวลาเพียง 30-60 นาที อ่านผลการทดสอบได้ง่าย วิธีการตรวจสอบ
ผลผลิตปฏิกิริยา LAMP มีหลายวิธี เช่น แยกด้วยกระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส ซึ่งมีข้อเสีย คือ ขั้นตอน
การเตรียมยุ่งยาก ใช้เวลานาน และอาจเสี่ยงกับการสัมผัสสารเอทิเดียมโบรไมด์ ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง 
(Carcinogen) ได้ การดูผลด้วยตาเปล่าจากการเติมสี SYBR Green I  ซึ่งถ้ามีผลผลิตจะให้เห็นเป็นสี
เขียวและถ้าไม่มีผลผลิตจะให้แสงสีส้ม (105, 106, 160, 161)  การตรวจดูความขุ่นด้วยตาเปล่าจาก
การเกิดแมกนีเซียมไพโรฟอสเฟต หรือวัดเชิงปริมาณโดยวัดค่าดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 400  
นาโนเมตร (32, 108) มีการเปรียบเทียบเทคนิค LAMP กับเทคนิค PCR ในหลายงานวิจัย เช่น การ
แยกสายพันธุ์ของวัคซีนป้องกันคางทูม ระหว่าง wild type และสายพันธุ์ Hoshino พบว่าวิธี      
RT-PCR และ RFLP ใช้เวลานานหลายชั่วโมง แต่เทคนิค  RT-LAMP และ RFLP ใช้เวลาเพียง 1 
ชั่วโมง (38) การตรวจโรค Bursal Diseases ในสายพันธุ์ที่มีความรุนแรง (vvIBDVs) ออกจากสาย
พันธุ์ที่ไม่รุนแรง (non-vvIBDVs) ในตัวอย่างสัตว์ปีก ด้วยเทคนิค LAMP-RFLP พบว่า เปอร์เซ็นต์ของ
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยวิธี conventional RT-PCR, Real-Time RT-PCR และ RT-LAMP คิดเป็น 
79.2, 95.8 และ 95.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบว่าวิธี RT-LAMP เทียบกับวิธี Real-Time RT-
PCR และ conventional RT-PCR มีเปอร์เซ็นต์ของ correlate คิดเป็น 100 และ 83.3 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ (124) การตรวจวิเคราะห์เชื้อ Mycobacterium tuberculosis complex พบว่าวิธี 
LAMP มีความไวและความจ าเพาะเท่ากับวิธี Real-Time PCR โดยมีค่าเท่ากับ 100 fg/ul และ 100 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (113)  ตัวอย่างการประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP-RFLP ในการตรวจวิเคราะห์
ต่างๆ เช่น เทคนิค Multiplex Loop-mediated isothermal amplification ร่วมกับการตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ HpaII (mLAMP-RFLP) สามารถแยกระหว่างเชื้อ Salmonella spp. และ 
Shigella spp. ในตัวอย่างนมได้ (36) การตรวจหาจีโนไทป์ของ Herpesvirus 6 (HHV-6) โดยใช้วิธี
ของ LAMP method ร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์ AccI สามารถแยกระหว่าง type A และ B ได้ (37) 
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วิธี Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) ร่วมกับการ
ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ScaI ใช้แยกสายพันธุ์ของวัคซีนป้องกันคางทูม ระหว่าง wild type และสาย
พันธุ์ Hoshino ได้ (38) นอกจากนี้ยังมีรายงานการตรวจโรค Bursal Diseases ในสายพันธุ์ที่มีความ
รุนแรง (vvIBDVs) ออกจากสายพันธุ์ที่ไม่รุนแรง (non-vvIBDVs) ในตัวอย่างสัตว์ปีก ด้วยเทคนิค 
LAMP ร่วมกับการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Tfi I (124) 

เทคนิค LAMP มีข้อควรระวัง คือ เกิดการปนเปื้อนได้ง่าย ท าให้เกิดผลบวกปลอมได้ ซึ่ง
งานวิจัยนี้พบปัญหาการเกิดผลบวกปลอมในบางการทดลองเช่นกัน  วิธีป้องกันการปนเปื้อน เช่น แยก
พ้ืนที่ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ การเตรียมน้ ายา และ การตรวจสอบผลผลิตของ LAMP ออกจากกัน 
ท าความสะอาดอุปกรณ์และพ้ืนที่ปฏิบัติงานด้วยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ ทุกครั้งก่อนและหลังใช้
งาน เปิดแสงอัลตราไวโอเลตในตู้ปลอดเชื้อประมาณ 15 นาที ก่อนและหลังใช้งาน และควรเปิดแสง
อัลตราไวโอเลตในห้องทดลองทิ้งไว้ข้ามคืน อย่างน้อยสัปดาห์ละ 1 ครั้ง (162) พบปัญหาการปนเปื้อน
ในงานวิจัยอื่นๆ ที่ผ่านมาเช่นเดียวกัน ตัวอย่างเช่น การตรวจวิเคราะห์เชื้อปรสิต Toxoplasma 
gondii ในตัวอย่างเลือด ด้วยวิธี LAMP พบว่ามีผลบวกปลอมเกิดขึ้น ซึ่งสามารถแก้ไขปัญหานี้ด้วย
การเปลี่ยนถุงมือและการเปลี่ยนใช้ปิเปตในแต่ละพ้ืนที่การทดลอง (162) 

การใช้เทคนิค  Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ร่วมกับการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  BsaI หรือวิธี LAMP-RFLP สามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา       
คลาริโธรมัยซิน ที่มีการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ต าแหน่ง A2143G ได้ ซึ่งการตรวจวิเคราะห์นี้จะ
เป็นประโยชน์ต่อการรักษาเป็นอย่างมากในการน าไปใช้ตรวจการดื้อยาคลาริโธรมัยซินในพ้ืนที่ที่พบ
อุบัติการณ์การดื้อยานี้มากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือช่วยคัดกรองเชื้อดื้อยา ถ้าตรวจวิเคราะห์ LAMP-
RFLP ได้บวก แสดงว่ามีการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ที่ต าแหน่ง A2143G ดังนั้นเชื้อจะดื้อยา     
คลาริโธรมัยซิน ซึ่งอาจตรวจยืนยันด้วย วิธี Agar dilution หรือ วิธี E-Test เพ่ือประโยชน์ในการ
ปรับเปลี่ยนยาที่เหมาะสมในการรักษา นอกจากนี้วิธี LAMP-RFLP ที่พัฒนาขึ้นยังสามารถตรวจ
วิเคราะห์จากตัวอย่าง urease test ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีในงานประจ า โดยไม่ต้องเสียเวลาในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ ท าให้ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย และสามารถน าความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้ไปพัฒนา
ต่อยอดเป็นชุดทดสอบที่รวดเร็ว ในการตรวจ ณ จุดดูแลผู้ป่วย และการศึกษาระบาดวิทยาในพ้ืนที่
ต่างๆ ได้  อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้ไม่ได้ทดสอบหาความไว และความจ าเพาะ ซึ่งควรจะท าการ
ทดสอบหาความไวและความจ าเพาะและเปรียบเทียบกับเทคนิคทางอณูชีววิทยาอ่ืนๆ ในอนาคตต่อไป 
หากมีความไวและความจ าเพาะเทียบเท่าหรือดีกว่าจะเป็นประโยชน์ในการน าเทคนิค LAMP-RFLP 
ไปใช้ตรวจวิเคราะห์ในงานประจ าได้ต่อไป  
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สรุปผลการทดลอง  

การศึกษาครั้งนี้ พบการติดเชื้อ H. pylori ทั้งหมด 101 ตัวอย่าง จากตัวอย่าง urease 
test ทั้งหมด 353 ตัวอย่าง ซี่งพบการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA ที่ต าแหน่ง T2182C มากที่สุด คิด
เป็น 48.3 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ต าแหน่ง A2143G พบประมาณ 3.4 เปอร์เซ็นต ์ด้วยวิธีการหาล าดับเบส
และคิดเป็น 7.5 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี PCR-RFLP และจากการพัฒนาเทคนิค LAMP–RFLP เพ่ือใช้
ตรวจการกลายพันธุ์ยีน 23S rRNA พบว่ามีสภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณยีน 23S rRNA 
ประกอบด้วย FIP/BIP ความเข้มข้น 1.6 ไมโครโมลาร์, F3/B3 ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์ และ 
LF/LB ความเข้มข้น 0.8 ไมโครโมลาร์, เบตาอีนความเข้มข้น 0.8 โมลาร์, ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์
ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 1.4 มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟตความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ บ่มที่ 65 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที ตามล าดับ จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการบ่มที่ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และเอนไซม์ BsaI สามารถแยกความแตกต่างระหว่างผลผลิต LAMP 
ของ wild type และ A2143G mutant type ได้ แต่อย่างไรก็ตาม ในอนาคตควรทดสอบหาความไว
และความจ าเพาะของวิธี LAMP–RFLP และศึกษาในระดับฟีโนไทป์ควบคู่กันไปด้วย รวมทั้งศึกษา
ความสัมพันธ์ของการดื้อยาคลาริโธรมัยซินที่ต าแหน่งการกลายพันธุ์ T2182C ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบ
มากที่สุดในการศึกษาครั้งนี้ การศึกษานี้สามารถน าไปใช้เป็นประโยชน์ต่อการเริ่มการรักษาด้วยวิธี 
First line therapy โดยตรวจวิเคราะห์การดื้อยาคลาริโธรมัยซิน จากตัวอย่าง urease test ได้
โดยตรง ไม่ต้องเสียเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ และยังสามารถน าความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้ไปพัฒนา
ต่อยอดเป็นชุดทดสอบที่รวดเร็วในอนาคตได้ต่อไป 
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ภาคผนวก 
การเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดลอง 

1.  บัฟเฟอร์ TE (10 มิลลิโมลาร์ Tris – HCl, 0.1 มิลลิโมลาร์ EDTA, pH 8.8) 
 ท าการละลายทริสเบส (Tris base) จ านวน 1.21 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร  600 มิลลิลิตร  

ปรับค่า pH โดยการใช้กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นจนได้  pH  เท่ากับ 8.8  จากนั้นเติม EDTA ที่มี pH 
เท่ากับ 8  มีความเข้มข้น 0.5 โมลาร์  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร   และน าไปฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ 
(Autoclave) 

 
2.  อีดีทีเอ EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 
 ท าการละลาย Na2EDTA.2H2O จ านวน 136.1 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากันดีโดยการใช้แท่งแม่เหล็ก (Magnetic Stirrer) แล้วปรับค่า pH ด้วยการเติมเกล็ดโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ (NaOH) ลงไป จนกระทั่งได้  pH เท่ากับ 8.0 ซึ่งเป็นค่า pH ที่ EDTA จะละลายหมด  
หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น  1000 มิลลิลิตร และน าไปฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) 
 
3.  บัฟเฟอร์ TBE ความเข้มข้น 10 เท่า (10X TBE buffer) 
 ท าการละลายทริสเบส (Tris base) จ านวน 108 กรัม, กรดบอริก (Boric acid) จ านวน 55 
กรัม และ EDTA ที่มีค่า pH เท่ากับ 8 ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ า
กลั่นให้ครบตามจ านวน 1000 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันดี และน าไปฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ 
(Autoclave) จากนั้นท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งก่อนใช้งานสามารถน าไปเจือจางด้วยน้ า
กลั่นให้มีความเข้มข้นเป็น 0.5 เท่า   เพ่ือใช้ส าหรับการเตรียมวุ้นอะกาโรส และใช้ในวิธีการเคลื่อนที่
ผ่านกระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 
 
4.   เอทิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide)  
 ท าการละลายเอทิเดียมโบรไมด์จ านวน 1 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร  เก็บให้พ้น
แสงด้วยเก็บใส่ขวดสีชาหรือการห่อด้วยกระดาษฟอยด์ น าไปเก็บที่อุณหภูมิห้อง   
 
5.    ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris – HCl) ความเข้มข้น 10 โมลาร์ 
 ท าการละลายทริสเบส (Tris base) 121.14 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร  800 มิลลิลิตร  ปรับ 
pH โดยการใช้กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นจนได้  pH   ที่ต้องการ  คือ ประมาณ 7 – 8 แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น  1000 มิลลิลิตร  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave)  
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6.    อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI Agar จ านวน 1 ลิตร มีส่วนประกอบดังนี้ 
- Brain infusion solids 12.5 กรัม 
- Beef heart infusion solids 5 กรัม 
- Proteose peptone 10 กรัม 
- Sodium chloride 5 กรัม 
- Glucose 5 กรัม 
- Disodium phosphate 2.5 กรัม 
- Agar 20 กรัม 

ท าการชั่งผงอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI Agar จ านวน 47 กรัม ลงในขวด และเติมน้ ากลั่น  1 ลิตร 
ท าการปรับ pH ให้ได้ 7.0  จากนั้นท าการ  Autoclave แล้วท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 55 
องศาเซลเซียส ผสมเลือดแกะ 7 เปอร์เซ็นต์ให้เข้ากันดี จากนั้นเทอาหารลงจานอาหาร จานละ 25 
มิลลิลิตร  

 
7.    อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ผสม glycerol 15 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการเก็บรักษาเชื้อ  
อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB จ านวน 1 ลิตร มีส่วนประกอบดังนี้ 
- Pancreatic Digest of Casein 17 กรัม 

- Sodium Chloride 5 กรัม 

- Papaic Digest of Soybean Meal 3 กรัม 

- Dextrose 2.5 กรัม 

- Dipotassium Phosphate 2.5 กรัม 

ท าการชั่งผงอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB จ านวน 2.55 กรัม ลงในขวด เติมน้ ากลั่น  85 มิลลิลิตร 
และเติม glycerol  15 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันดี ท าการปรับ pH ให้ได้ 7.0  จากนั้นท าการ  
Autoclave แล้วท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส ปิเปตอาหารเลี้ยงเชื้อลงใน  
Cryo vial หลอดละ 1 มิลลิลิตร  

 
8.   อาหารเลี้ยงเชื้อ LB Agar จ านวน 1 ลิตร มีส่วนประกอบดังนี้ 

- NaCl 10 กรัม 
- Tryptone 10 กรัม 
- Yeast extract  5 กรัม  
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-  Agar 20 กรัม 
ท าการชั่งผงอาหารเลี้ยงเชื้อ LB Broth จ านวน 25 กรัม, Agar จ านวน 20 กรัม ลงในขวด 

และเติมน้ ากลั่น  1 ลิตร ท าการปรับ pH ให้ได้ 7.0  จากนั้นท าการ  Autoclave แล้วท าให้เย็นลงที่
อุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นเทอาหารลงจานอาหาร จานละ 25 มิลลิลิตร  

ในกรณีเติมยาแอมพิซิลลิน ให้เติมยาแอมพิซิลลินความเข้มข้น  10  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
จ านวน 10 มิลลิลิตร ลงในอาหาร LB Agar จ านวน 1 ลิตร โดยเติมขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้ออุณหภูมิ
ประมาณ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นเทอาหารลงจานอาหาร จานละ 25 มิลลิลิตร 

 
9.    อาหารเลี้ยงเชื้อ LB Broth จ านวน 1 ลิตร มีส่วนประกอบดังนี้ 

- NaCl 10 กรัม 
- Tryptone 10 กรัม 
- Yeast extract  5 กรัม 

ท าการชั่งผงอาหารเลี้ยงเชื้อ LB Broth จ านวน 25 กรัม ลงในขวด และเติมน้ ากลั่น  1 ลิตร 
ท าการปรับ pH ให้ได้ 7.0  จากนั้นท าการ  Autoclave 

 
10.    X –Gal ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 10 มิลลิลิตร  

ท าการชั่งสาร 5 - bromo -4 - chloro -3- inodlyl --D- galactopyranoside (X-Gal) 
จ านวน 0.2 กรัม ลงในขวด จากนั้นท าให้ละลายด้วยการเติม dimethylformamide (DMF) จ านวน 
10 มิลลิลิตร หลังจากการเตรียมเสร็จ เก็บรักษาไว้ -20  องศาเซลเซียส เวลาใช้งานน ามา Spread 
บนอาหารแข็ง LB จ านวน 40 ไมโครลิตร ให้ทั่วก่อนใช้งาน 

 
11. วุ้นอะกาโรส (Agarose gel) 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

โดยการชั่งวุ้นอะกาโรส จ านวน 1.5 กรัม ละลายในบัฟเฟอร์ 0.5X TBE  ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร น าไปต้มให้เดือดจนวุ้นละลายหมด ทิ้งไว้ให้อุ่นประมาณ 5 นาที หรือพอที่จะจับด้วยมือแบบ
อุ่นๆ จากนั้นเติมเอทิเดียมโบรไมด์ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 1 ไมโครลิตร เทลงในถาดพิมพ์ที่มี
หวีเสียบอยู่ รอจนวุ้นแข็งตัวแล้วค่อยดึงหวีออก  
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