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Abstract  
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The objective of this study was to develop a rapid, sensitive, specific and inexpensive 
technique for detecting the extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) gene in Escherichia coli and 
Klebsiella pneumoniae. ESBLs are a group of β-lactamase enzyme which is produced by 
Enterobacteriaceae. ESBLs are one of the important mechanisms causing multiple-resistance to 
most of beta-lactam antibiotics. The detection of ESBL-producing bacteria is necessary for 
identification, protection and treatment. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a novel 
nucleic acid amplification method which can amplifies DNA at an isothermal condition. The ESBLs-
producing E. coli and K. pneumoniae was isolated from Ramathibodi Hospital and confirmed by 
double-disk synergy test (DDST). Then, a set of specific oligonucleotide primers of LAMP for 
detection of blaCTX-M9 gene were designed based on blaCTX-M9 from E. coli (GenBank accession 
number AJ416345). The reaction was performed under isothermal temperature at 63°C for 60 mins. 
The amplicon showed ladder-like pattern of band sizes from 226bp of blaCTX-M9 DNA target. The 
LAMP was more sensitive than the PCR by 10,000 fold. The specificity of LAMP primers for blaCTX-

M9 detection was observed. The LAMP product was confirmed by restriction digestion with 
appropriate restriction enzymes. The sizes of the DNA fragments generated were 168, 177 and 
250 bp for MboI digestion and 165, 193, 229, 281 and 314 bp for TaqI digestion in good 
agreement with the predicted size. Moreover, amplification can be visualized by addition of SYBR 
Green I. The solution mixture turned green in the presence of LAMP amplicon. On the other hand, 
the solution still remained orange when LAMP amplicon was absent. 
 In conclusion, the LAMP technique is a rapid procedure with high sensitivity and specificity 
for detecting ESBLs. 
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การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาเทคนิคที่มีความรวดเร็ว ความไว ความจําเพาะสูง และประหยัด
เพ่ือใชตรวจสอบยีนที่สรางเอนไซม extended-spectrum β-lactamase (ESBL)ใน Escherichia coli และ 
Klebsiella pneumoniae เอนไซมชนิดน้ีเปนสาเหตุสําคัญของการด้ือยาปฏิชีวนะกลุมเบตาแลคแตมซึง่เปน
ปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญทั่วโลก การพัฒนาวิธีทีใ่ชในการตรวจสอบเอนไซมน้ีจึงมีความสําคัญในการ
จําแนก ปองกัน และรักษา วิธี Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เปนเทคนิคการเพ่ิมจํานวน
สารพันธุกรรมภายใตอุณหภูมิคงที่ ที่รวดเร็ว มีความไว และความจําเพาะสูง เทคนิคน้ีถูกนํามาพัฒนาเพื่อใช
ในการตรวจสอบยีนที่สรางเอนไซม ESBLs งานวิจัยน้ีไดแยกเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ที่สราง 
ESBLs จากโรงพยาบาลรามาธิบดีและยนืยันการสราง ESBLs ดวยวิธี double disk synergy test (DDST) 
จากน้ันจึงทําการออกแบบไพรเมอรของ LAMP ที่จําเพาะกับยีน blaCTX-M9 โดยใชลําดับเบสของยีน blaCTX-M9 
จากเชื้อ E. coli (GenBank accession number AJ416345) เปนตนแบบ ผลติภัณฑของ LAMP ที่ได ภายใต
อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที มีลักษณะเปน ladder ขนาด 226 คูเบส เทคนิค LAMP มี
ความไวสูงกวาเทคนิค PCR ถึง 10,000 เทา ไพรเมอรของ LAMP มีความจําเพาะในการตรวจหายีนทีส่ราง 
CTX-M9 ไดดี ผลิตภัณฑของ LAMP ถูกยืนยันดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะซึ่งมีขนาด 168 177 และ 
250 คูเบส สาํหรับ MboI และ 165 193 229 281 และ 381 คูเบส สําหรับ TaqI นอกจากนั้นเทคนิคน้ียัง
สามารถตรวจสอบไดดวยตาเปลาโดยสังเกตการเปลี่ยนของสี SYBR green I ที่เติมลงไปภายหลังปฏิกิริยา 
โดยจะเปลี่ยนสีของ SYBR green I จากสีสมเปนสีเขียวเม่ือมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แตจะยังคงเปนสีสมหาก
ไมมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาเทคนิค LAMP เปนเทคนิคที่มีความไว 
ความจําเพาะสูงราคาไมแพงและสามารถพัฒนาเพื่อใชในการตรวจสอบยีนที่สรางเอนไซมไดภายในเวลา
รวดเร็ว ดังน้ันเทคนิคน้ีจึงเปนเทคนิคที่มีความเหมาะสมตอการตรวจหายีนที่สราง ESBL 
คําหลัก: extended-spectrum β-lactamases, E. coli, K. pneumoniae, ESBLs, loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) 
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