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Abstract  
 
Project Code : MRG-5380022 
Project Title : Rapid detection of extended-spectrum β-lactamase gene from Escherichia coli 
and Klebsiella pneumoniae by loop-mediated isothermal amplification 
Investigator : Krit Thirapanmethee Faculty of Pharmacy Mahidol University 
E-mail Address : krit.thi@mahidol.ac.th 
Project Period : 15 June 2010 – 14 June2012 

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. 
Keywords: extended-spectrum β-lactamases, E. coli, K. pneumoniae, ESBLs, loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP)  



ii 

 

บทคัดยอ 
 
รหัสโครงการ: MRG-5380022 
ชื่อโครงการ: การตรวจสอบยีนที่สรางเอนไซมเบตาแลคแตมเมสที่ออกฤทธิ์กวางของเชือ้ 
Escherichia coli และ Klebsiella pneumoniae อยางรวดเร็วโดยวิธี loop-mediated isothermal 
amplification 
ชื่อนักวิจัย: ดร. กฤษณ ถิรพันธุเมธี  คณะเภสชัศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
E-mail Address : krit.thi@mahidol.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ:  15 มิถุนายน 2553 – 14 มิถุนายน 2555 

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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Executive Summary 
 

ปจจุบันปญหาเชื้อจุลชีพทีด้ื่อยาตานจุลชีพโดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรียแกรมลบมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นอยาง
รวดเร็วทั่วโลก กลไกที่สําคัญคือการสรางเอนไซม β-lactamase ขึน้มาทําลายยาในกลุม β-lactam ทําใหยา
ไมสามารถออกฤทธิไ์ด ปจจุบันวิธทีี่ใชในการตรวจหาเชื้อที่สราง ESBL สามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ 
คือ phenotypic detection ซ่ึงจะใชวิธี non-molecular ในการตรวจ โดยจะดูความสามารถของ ESBL ใน
การทําลายยา cephalosporin ชนิดตางๆ วิธีน้ีเปนที่นิยมในการตรวจทางหองปฏิบัติการคลินิกทั่วๆไป 
เน่ืองจากทําไดงาย สะดวก และราคาไมแพง อยางไรก็ตามวิธีน้ีไมสามารถจําแนกชนิดของ ESBL ได อีก
กลุมหน่ึงไดแก genotypic detection ซ่ึงจะใชเทคนิคทางอณูชีววิทยาในการตรวจ โดยจะทําการตรวจหายีน
ที่สราง ESBL วิธีน้ีใชกันมากในงานวิจัยและหองปฏิบัติการมาตรฐานในการจําแนกยีนที่สราง ESBL ชนิด
ตางๆ ซ่ึงสามารถตรวจพบในกรณีที่เชือ้ยังด้ือยาไมมากไมสามารถตรวจดวยวธิี phenotypic ได วิธี Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) เปนการเพ่ิมจํานวนสาย DNA เปาหมายแบบขั้นเดียวทีมี่
ความไวและความจําเพาะสงู งานวิจัยชิ้นนี้มีเปาหมายเพ่ือพัฒนาวิธตีรวจสอบยีนที่สรางเอนไซม β-
lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวาง CTX-M9 ที่สรางจากเชื้อ E. coli และK. pneumoniae โดยใชเทคนิค LAMP 
โดยจะทําการออกแบบชุด primer 4 เสน ที่จําเพาะกบัยีน CTX-M9 ซ่ึงจําเพาะกับ 6 ตําแหนงบน DNA 
เปาหมาย จากน้ันทําการ เพ่ิมจํานวนสาย DNA ที่ อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที พบวาได
ผลิตภัณฑที่มีลักษณะเปน ladder ขนาด226 คูเบส แลวทําการตรวจสอบความจําเพาะโดยการยอยดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ MboI และ TaqI พบวาขนาดของชิ้น DNA ที่ไดมีขนาดตรงกับทีค่าดหมายจาก
โครงสรางที่ 15 ของผลติภัณฑ และเม่ือทดสอบความจําเพาะและความไวของวธิี LAMP เทียบกับ PCR 
พบวามีความจําเพาะตอยีนที่สรางเอนไซม CTX-M9 (blaCTX-M9) และวธิี LAMP มีความไวตอปริมาณของ 
DNA ตั้งตนมากวาวธิี PCR ถึงอยางนอย 10,000 เทา นอกจากนั้นเทคนิคน้ียังสามารถตรวจสอบไดดวยตา
เปลาโดยสังเกตการเปลี่ยนของสี SYBR green I ที่เติมลงไปภายหลังปฏิกิริยา โดยจะเปลี่ยนสีของ SYBR 
green I จากสีสมเปนสีเขยีวเม่ือมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แตจะยังคงเปนสีสมหากไมมีการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอ จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาเทคนิค LAMP เปนเทคนิคที่มีความไว ความจําเพาะสงู 
นอกจากน้ีการที่ปฏิกิริยาสามารถดําเนินไปภายใตอุณหภูมิคงที่ทําใหไมจําเปนตองใชเคร่ือง thermal cycler 
ที่มีราคาแพง ดังน้ันเทคนิคน้ีจึงเปนเทคนิคที่มีความเหมาะสมตอการตรวจหายีนที่สราง ESBL สามารถนํา
วิธีน้ีมาใชในการตรวจหายีนที่สรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวาง ในหองปฏิบัติการคลินิกทัว่ไป
เปนประจําได  
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Introduction 
 

1. Extended-spectrum β-lactamase (ESBL) 
 เอนไซม β-lactamase เปนกลไกท่ีสําคัญในการปองกันตัวเองของเชื้อแบคทีเรีย
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ ตอยาตานจุลชีพกลุม β-lactam คือ penicillins และ 
cephalosporins นับตั้งแตมีการนํายาท้ัง 2 กลุมนี้มาใชในการรักษาทางคลินิก เช้ือจุลชีพท่ีสราง
เอนไซม β-lactamase ก็มีจํานวนเพิ่มมากข้ึนตามไปดวย สวนมากยีนท่ีสรางเอนไซม ESBL น้ี
พบอยูบน plasmid ซ่ึงเปน extrachromosomal DNA ท่ีสามารถถายทอดจากแบคทีเรียเซลล
หน่ึง ไปสูอีกเซลลหน่ึงท้ังใน species เดียวกันหรือตาง species ก็ได มีรายงานการพบเอนไซม 
β-lactamase ท่ีสรางโดยยีนท่ีอยูบน plasmid ครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli 
เม่ือชวงตนทศวรรษท่ี 1960 โดยแยกไดจากผูปวยชาวกรีซชื่อ Temoniera จึงตั้งชื่อเอนไซมท่ี
พบวา TEM-1 (1) จากวันท่ีคนพบครั้งแรกจนถึงปจจุบัน มีรายงานการแพรกระจายของเอนไซม
ชนิดน้ีในแบคทีเรียหลายชนิด และสวนมากเปนแบคทีเรียแกรมลบ เชน แบคทีเรียในตระกูล 
Enterobacteriaceae Pseudomonas aeruginosa Haemophillus influenzae และ Neisseria 
gonorrhoeae (1, 6) นอกจาก TEM แลวยังมีรายงานการพบเอนไซม β-lactamase ชนิดอ่ืนๆอีก 
ไดแก ชนิด SHV ท่ีพบมากในเชื้อ Klebsiella pneumoniae และชนิด CTX-M ท่ีพบมากในเชื้อ E. 
coli  
 ตั้งแตมีรายงานการคนพบ β-lactamase ไดมีความพยายามคิดคนและพัฒนายาในกลุม 
β-lactam ชนิดใหมเพ่ือปองกันกรถูกทําลายโดยเอนไซมน้ี แตยาชนิดใหมๆ น้ีเอง ทําใหเกิด 
selective pressure ในการอยูรอดของเชื้อ ทําใหมีการพัฒนาของเอนไซม β-lactamase ตามมา
อยางรวดเร็ว เกิดเปน β-lactamase ชนิดใหมท่ีออกฤทธิ์กวางกวาเกาซ่ึงมีรายงานครั้งแรก
ในชวงกลางทศวรรษท่ี 1980 การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเพียงไมก่ีตําแหนงใน TEM-1 และ 
SHV-1 ทําใหขอบเขตการออกฤทธิ์ของ β-lactamase เพ่ิมข้ึน โดยสามารถออกฤทธิ์ตอ 
cephalosporins รุนท่ี 3 โดยเฉพาะตอ oxyimino cephalosporin เนื่องจากความสามารถในการ
ทําลายยาไดอยางกวางขวางน่ีเองทําใหมีการตั้งช่ือเอนไซมชนิดน้ีวา extended-spectrum β-
lactamase (ESBL) (1,6) และเชนเดียวกับ β-lactamase ชนิดอ่ืน ๆ ยีนท่ีสราง ESBL น้ี อยูบน 
plasmid ทําใหเกิดการถายทอดยีนนี้ในวงกวาง (1, 2, 4, 6, 7)  
 การจัดจําแนกชนิดของเอนไซม β-lactamase สามารถทําได 2 วิธใีหญๆ คือ Ambler 
molecular classification และ Bush-Jacoby-Medeiros functional classification (ตารางท่ี 1) 
(21) ในวิธีแรกจะแบง β-lactamase ออกเปน 4 กลุม A – D ตามลําดับความเหมือนกันของ
กรดอะมิโน โดยในกลุม A C และ D เปน serine β-lactamase คือจะมีกรดอะมิโน serine อยู
บริเวณ active site สวนกลุม B เปน metallo β-lactamase ท่ีตองอาศัย zinc ในการทํางาน 
ESBL สวนมากจัดอยูในกลุม A สวนระบบ Bush-Jacoby-Mandeiros จะแบงกลุมของ ESBL 
ตามการทํางานซึ่งสามารถแบงไดเปน 4 กลุมใหญ 1-4 และกลุมยอยอีกหลายกลุม (1, 2, 7) 
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ESBL จัดอยูในกลุม 2be (สวนมากเปนชนิด TEM และ SHV) และกลุม 2d (ชนิด OXA) โดยการ
แบงกลุมท้ัง 2 วธิ ีแสดงในตารางที่ 1 
 
 
 ตารางที่ 1 การจําแนกชนิดของเอนไซม β-lactamase (21) 
 
Class/ group Type  Examples  

Ambler 
classification  
Class A  
Class B  
Class C 
Class D 

 
Penicillinases  
Metallo-beta-lactamases 
Cephalosporinases 
Oxacillinases  

 
TEM SHV PC1 CTX-M 
IMP-1 VIM-1 
AmpCs CMY-2 
OXA-1 

Bush-Jacoby-
Mandeiros 
Group 1 
 
 
Group 2 
         2a 
         2b 
         2be 
         2br 
         2c 
         2d 
         2e 
         2f 
Group 3 
 
 
Group 4 

 
 
Cephalosporinases 
Hydrolyze extended spectrum 
cephalosporins; clavulanic resistant 
All clavulanic acid susceptible 
Penicillinases  
Broad-spectrum penicillinases 
ESBLs 
Inhibitor resistant 
Carbenicillin hydrolyzing 
Oxacillin hydrolyzing 
Cephalosporinase inhibited by 
clavulanate 
Carbapenemases  
Metallo-beta-lactamases 
Hydrolyzing imipenem, inhibited by 
EDTA, resistant to clavulanate 
Miscellaneous  

 
 
AmpCs CMY-2 
 
 
 
PC-1 from S.aureus 
TEM-1 SHV-1 
SHV-2 TEM-10 CTC-
Ms 
TEM IRT  
PSE-1 
OXA-10 OXA-1 
FEC-1 
KPC-1 SME-1 
IMP-1 VIM-1 
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 ESBL ถูกจัดกลุมตามจํานวนของกรดอะมิโนท่ีถูกแทนท่ี (1-7) ซ่ึงทําให configuration 
และคุณสมบัติบริเวณ active site เปล่ียนแปลงไป การเปล่ียนแปลงของ active site ทําให
ความสามารถในการทําลายยาเพ่ิมมากข้ึน โดยคํานิยามแลว ESBL ควรมีลักษณะดังนี้  

1. สามารถทําลายยา penicillins และ cephalosporins รุนท่ี 1 2 และ 3 รวมท้ัง aztreonam 
แตไมทําลาย cephamycins หรือ carbapenams  

2. มีกรดอะมิโน serine ท่ี active site  
3. ถูกยับย้ังโดย β-lactamase inhibitors เชน clavulanate sulbactam   และ tazobactam  

ESBL สวนมากมีพัฒนาการมาจาก TEM หรือ SHV แตเม่ือไมนานมาน้ี มีรายงานการ
คนพบESBL กลุมใหมซ่ึงเปน non-TEM non-SHV เชน CTX-M และ PER ซ่ึงมีแนวโนมเพ่ิม
มากข้ึนเรื่อยๆ  

ปจจุบันมีรายงานการคนพบ ESBL มากกวา 700 ชนิดและเปนปญหาทางสาธารณสุขท่ี
สําคัญท่ัวโลก (3) อุบัติการณของ ESBL และชนิดของ ESBL ท่ีพบจะแตกตางกันในแตละ
ประเทศ โดย TEM และ SHV จะพบไดท่ัวโลกแต CTX-M มีรายงานวาพบมากใน 3 พ้ืนท่ีเทานั้น 
คือ อเมริกาใต ประเทศแถบทะเลเมดิเตอเรเนียนรวมยุโรปตะวันออกและเอเชียตะวันออก และ
ลาสุดคือ อเมริกาเหนือ (22, 23) มีรายงานการระบาดของ ESBL ชนิด CTX-M เชน อินเดีย (2) 
จีน (24 – 26) ญี่ปุน (27 – 29) เกาหลี (30 – 32) เวียดนาม (33) และสิงคโปร (34) ทําใหเกิดขอ
สงสัยวา CTX-M จะเปน ESBL ท่ีพบสวนมากในเอเชยี (2) 

ในประเทศไทยมีรายงานการแพระกระจายของแบคทีเรียท่ีสราง  ESBL หลายรายงาน
ดังนี ้ Lulitanond และคณะทําการแยกเช้ือ Enterobacteriaceae 200 ตัวอยางและ 
Pseudomonadaceae 100 ตวัอยางจาก ร.พ.  ศรีนครินทร ระหวางป 1994 – 1996 พบวารอย
ละ 26 ของ Enterobacteriaceae สราง ESBL เช้ือสวนใหญท่ีพบวาสรางคือ  K. pneumoniae 
และ Enterobacter spp. รอยละ 28 ของ Pseudomonadaceae สราง ESBL สวนมากคือเช้ือ P. 
aeruginosa และ Stenotrophomonas maltophilia (8) 

Biedenbach และคณะไดแยกเช้ือจากผูปวยจากโรงพยาบาล 8 แหงเม่ือป 1998 พบวา 
E.coli รอยละ 15.7 และ K. pneumoniae รอยละ 45.6 สราง ESBL (9) Girlich และคณะศึกษา
อุบัติการณและ subtype ของ ESBL จากเช้ือ Enterobacteriaceae และ P. aeruginosa ท่ีแยก
จาก ร.พ. ศิรริาช 2 ชวง ชวงแรกระหวาง เดือนมิถุนายน ถึง สิงหาคม 1999 พบวา E. coli รอย
ละ 4.5 K. pneumoniae รอยละ 9.6 และ Enterobacter spp. รอยละ 26 สราง ESBL (10) ชวงท่ี 
2 ระหวางมิถนุายน ถึง ตุลาคม 1999 พบวา รอยละ 24 ของเช้ือ P. aeruginosa สราง ESBL 
(11) 

Chanawong และคณะทําการแยกเชื้อท่ีสราง ESBL 61 สายพันธุ แลวทําการศึกษาชนิด
ของESBLท่ีเช้ือสรางโดยแบงเปน Enterobacteriaceae 43 สายพันธุ และ Pseudomonadaceae 
18 สายพันธุ ท่ีแยกจาก ร.พ. ศรีนครินทร ระหวางป 1994 – 1996 พบวา Enterobacteriaceae 
สราง ESBL ชนิด SHV มากท่ีสุด (รอยละ 95.4) ขณะท่ี Pseudomonadaceae พบชนิด VEB 
มากท่ีสุด (รอยละ 94.4) (12) Ingviya และคณะแยกเชื้อ K. pneumoniae และ E. coli อยางละ 
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400 และ 500 ตัวอยางตามลําดับจาก ร.พ. สงขลานครินทร เม่ือป 2002 พบวา K. pneumonia 
รอยละ 32 และ E. coli รอยละ 19 สราง ESBL (13) Kiratisin และคณะไดทําการศึกษา E. coli 
และ K. pneumoniae ท่ีสราง ESBL แยกจากผูปวยท่ี ร.พ. มหาวิทยาลัย 2 แหง 362 ราย
ระหวาง ธันวาคม 2004 ถงึ พฤษภาคม 2005 พบวารอยละ 99.6 ของ ESBL ท่ีพบจาก E. coli 
เปนชนิด CTX-M และรอยละ 87.4 ของ ESBL ท่ี K. pneumoniae สรางเปนชนิด SHV (35) 
Niumsup และคณะแยกเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae จากผูปวยท่ีดื้อตอ cephalosporin รุน
ท่ี 3 พบวาทุกตัวอยางสราง ESBL และเปนชนิด CTX-M และ SHV มากท่ีสุดใน E. coli และ K. 
pneumoniae ตามลําดับ(15) 

Nathisuwan และคณะไดทําการแยกเชื้อ E. coli 27 สายพันธุและ K. pneumoniae 9 
สายพันธุจากผูปวยท่ีเขารับการรักษา ณ โรงพยาบาลรามาธิบดีในระหวางเดือนเมษายน ถึง
มิถุนายน 2005 และเดอืนมีนาคม 2006พบวาเช้ือทุกสายพันธุท่ีแยกไดสรางเอนไซม β-
lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวางและชนิดของเอนไซมท่ีพบมากท่ีสุดคอื CTX-M รอยละ 86 ตาม
ดวย VEB และ SHV พบรอยละ 58 และ 14 ตามลําดับ (ขอมูลยังไมไดเผยแพร) 

ในประเทศไทยการติดเชื้อท่ีสราง ESBL มีอัตราเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วในทุกๆภาคของ
ประเทศ การตดิเช้ือเหลาน้ีมีความสัมพันธกับอัตราการตายที่สูงข้ึน ระยะเลาท่ีตองอยู
โรงพยาบาลนานขึ้น รวมถงึคาใชจายท่ีเพ่ิมมากข้ึนดวย (36) นอกจากน้ียาท่ีใชในการรักษาก็มี
จํากัดเนื่องจากการตอบสนองตอ cephalosporins รุนท่ี 3 ก็ไดผลไมดี โดยมีโอกาสลมเหลวสูงถึง
รอยละ 54 (37) ปจจุบันใช carbepenam เปน drug of choice ในการรักษาผูติดเช้ือตระกลู 
Enterobacteriaceae ท่ีสราง ESBL (38 – 41) 

เนื่องจากความเสียงตอความลมเหลวในการรักษาดวย cephalosporin รุนท่ี 3 หรือ 
aztreonam (42) การตรวจสอบวาเชื้อสรางเอนไซม ESBL หรือไมจึงมีความสําคัญในการ
เลือกใชยาตานจุลชีพ การตรวจหาเชื้อท่ีสราง ESBL ในปจจุบันแบงออกไดเปน 2 วิธใีหญๆ คือ 
phenotypic detection และ genotypic detection การตรวจในวิธีแรกเริ่มมีการพัฒนาข้ึนใน
ทศวรรษที่ 1980 และใชวธิี non-molecular เปนหลักซ่ึง Clinical and Laboratory Standard 
Institute (CLSI) ของสหรัฐอเมริกาและ Health Protection Agency (HPA) ของสหราช
อาณาจักรไดเผยแพรแนวทางในการตรวจหา ESBL ใน Enterobacteriaceae เนน E. coli 
Klebsiella sp. และ Proteus sp เปนหลัก (43) โดยจะดคูวามสามารถของเชื้อท่ีดื้อตอยา 

cephalosporin รุนท่ี 3 เชน cefotaxime และ ceftriaxone รวมกับการใช β-lactamase 
inhibitors คือ clavulanate การแปรผลจะดูจากคา MIC ของยาท่ีลดลงหลังจากให clavulanate 
ตัวอยางของวิธี phenotypic detection เชน double-disk synergy test ESBL Etest 
combination disk method ซ่ึงการตรวจในหองปฏิบัติการท่ัวไปสวนมากนิยมใชวิธีน้ีเน่ืองจากทํา
ไดงาย และราคาไมแพง รวมท้ังยังสามารถใชรวมกับเครื่องมืออัตโนมัติได เชน VITEK 2 ESBL 
test หรือ Phoenix ESBL test อยางไรก็ตามวิธตีรวจแบบ phenotypic detection น้ี ไมสามารถ
บอกชนิดท่ีแนนอนของ ESBL (SHV TEM หรือ CTX-M) ได 
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สวนการตรวจแบบ genotypic detection จะใชวธิทีางอนูชีววิทยาตรวจหายีนท่ีสราง 
ESBL ซ่ึงจะสามารถระบุชนิดของ ESBL ท่ีแนนอนได วธิีท่ีนิยมใชกันคือการเพ่ิมจํานวนยีนท่ี
สรางเอนไซม ESBL ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) จากนั้นนํายีนท่ีไดไปทําการหา
ลําดับเบสเพ่ือยืนยันผลและจําแนกชนิดของเอนไซม (1) วธิีน้ีสามารถตรวจพบยีนไดแมมีปริมาณ
นอยซึ่งอาจตรวจไมพบโดยวิธี phenotypic (16) และยังสามารถตรวจจากส่ิงสงตรวจไดโดยตรง
ไมจําเปนตองแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ซ่ึงเปนการประหยัดเวลา (1) ไดมีการพัฒนาวธิีตรวจทาง 
genotypic เพ่ือไมตองนํายีนท่ีไดไปหาลําดับเบสเพ่ือลดเวลาในการแปรผล วธิีเหลาน้ันไดแก 
PCR with RFLP PCR with single-strand conformation polymorphism Ligase chain 
reaction Restriction site insertion PCR และ real-time PCR ซ่ึงวิธตีางๆเหลาน้ีตองใช
เครื่องมือท่ีทันสมัยและมีราคาแพงทําใหไมสามารถนํามาใชในการตรวจเปนประจําได สวนมาก
จะใชในงานวจิัยหรือในหองปฏิบัติการอางอิง (reference laboratory) เทาน้ัน 

จะเห็นไดวาการตรวจวิเคราะหในหองปฏิบัติการมีความสําคัญในการคนหาและรายงาน
ผลเม่ือพบเช้ือท่ีสราง ESBL ทําใหการเลือกใชยาเปนไปอยางเหมาะสมเพ่ือปองกันความลมเหลว
ในการรักษาและยังสามารถยับย้ังการแพรกระจายของเชื้อดื้อยาไดดวย (2) 

 
2. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
 LAMP เปนวธิีเพิ่มจํานวน DNA แบบหนึ่งท่ีถูกพัฒนาข้ึนโดย Notomi และคณะ ในป 
2000 (18) มีขอดีคือมีความรวดเรว็ แมนยํา ถูกตอง และราคาไมแพง ในอดตีการตรวจและ
จําแนกเช้ือกอโรค จะใชการแยกเช้ือจากผูปวยแลวทําใหเหลือเช้ือกอโรคเพียงชนิดเดียวเปนหลัก 
วิธีน้ีจะใหขอมูลเกี่ยวกับตัวเช้ือกอโรคและความไวตอยาตานจุลชีพท่ีใชในการรักษา (44) แตเชื้อ
บางชนิดโตชาในหลอดทดลองและเชื้อบางชนิดไมสามารถทําการเพาะเล้ียงได เปนขอจํากัดท่ี
สําคัญของวิธน้ีี (45) ใน 2 ถึง 3 ทศวรรษท่ีผานมาไดมีการพัฒนาวธิีทางอนุชีววทิยาเพ่ือนํามาใช
แทนวิธีดั้งเดมิโดยเฉพาะวธิีเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมของเชื้อกอโรคในหลอดทดลอง (46) วิธีน้ี
ทําใหการตรวจสอบเช้ือกอโรคเปนไปดวยความรวดเรว็รวมท้ังมีความไวและความจําเพาะสูงเมื่อ
เทียบกับวิธีเดมิ วธิีท่ีใชในการเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมหลายวิธีไดแก polymerase chain 
reaction (PCR) Ligase chain reaction Nucleic acid sequence based amplification และ 
Strand displacement amplification ไดถกูพัฒนาข้ึนเปนชุดตรวจสอบสําเร็จรูปและมีวาง
จําหนายท่ัวไป (20, 47) นอกจากความรวดเรว็แลว การเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมยังมีขอดีอ่ืนๆ 
อีก เชน สามารถ standardized และบอกถึง species ของเช้ือรวมท้ังการดื้อยาไดดวย (48) แต
วิธตีางๆ เหลาน้ีตองใชเครื่องมือท่ีมีความแมนยําสูงและมีราคาแพงทําใหไมสามารถนํามาใชเปน
วิธีใจการตรวจทางหองปฏิบัติการคลินิกท่ัวไปได LAMP จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการ
ตรวจในหองปฏิบัติการท่ีมีทรัพยากรดานเครื่องมือท่ีจํากัดโดยเฉพาะในประเทศกําลังพัฒนาซึ่ง
เปนแหลงระบาดของโรคติดเช้ือท่ีสําคัญหลายชนิด 
 LAMP เปนปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน DNA แบบข้ันเดียวท่ีมีความไวและความจําเพาะสูง 
ใชอุณหภูมิคงท่ีในการเกิดปฏิกิริยา กลไกของปฏิกิริยา สามารถแบงไดเปน 3 ข้ันตอนยอย คือ 
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DNA DNA สายสั้นๆ ความยาวตางๆกัน และ DNA ท่ีมีรูปรางคลายดอกไม (cauliflower DNA) 
ท่ีมีการฟอรม loop หลายๆ loop ใน DNA สายเดียวกัน (รูปท่ี 2 structure 16-18) 

การเพิ่มจํานวน DNA โดย LAMP มีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมในการตรวจหา DNA ท่ีอาจ
ปะปนอยูในตัวอยางสงตรวจหลายขอ ไดแก 

- Loop primer สามารถเรงปฏิกิริยาและเพ่ิมความไวของปฏิกิริยาได (รูปท่ี 1) 
- สามารถวดัปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนไดแบบ real time โดยดูจากความขุนท่ีเกิด เนื่องจาก

ระหวางเกิดปฏิกิริยาจะมีการสราง magnesium pyrophosphate ซ่ึงไมละลายน้ํา
สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา และมีรายงานวาความขุนท่ีเกิด สามารถนํามาใชหา
ปริมาณ DNA เริ่มตนในตัวอยางได (49) 

-  เม่ือไมนานมานี้ไดมีการพัฒนาการหา end point อยางมีประสิทธิภาพโดย Tomita 
และคณะ โดยการใชสารเรืองแสงทําใหสามารถสังเกตการเกิดปฏิกิริยาไดดีข้ึน (50) 

- มีรายงานวา LAMP มีความไวตอตัวยับย้ังปฏิกิริยาท่ีอาจปนเปอนในตัวอยางสง
ตรวจจากส่ิงมีชีวตินอยกวา PCR (19) และ LAMP มีความไวมากกวา PCR (~2.2 
cfu/test) (51) 
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รูป 1.2. กลไกการเกิด LAMP การเกิด LAMP แบงออกเปน 3 ข้ันตอนยอยคือ initiation step 
cycling amplification step และ elongation step (18)  

 
จากคุณสมบัติดังกลาวของ LAMP ทําใหมีการพัฒนาวิธีน้ีเพ่ือใชในการตรวจหาเชื้อชนิด

ตางๆ ท่ีอาจปนเปอนในอาหาร (52) โดยไดมีการผลิตชุดตรวจสอบเชื้อ Salmonella Legionella 
Listeria verotoxin-produced E. coli และ Campylobacter sp. ออกจําหนายแลว ไมเฉพาะเชือ้
แบคทีเรียเทาน้ันไดมีการผลิตชุดตรวจสอบเชื้อไวรัสออกวางจําหนายเชนกัน ไดแก ชดุตรวจ 
Norovirus SARS CoV  และ Influenza virus นอกจากน้ีปจจุบันยังมีการพัฒนา LAMP เพ่ือใช
ในการตรวจเชื้อชนิดตางๆ มากมาย เชน Measles virus Mumps virus human papilloma virus 
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Vibro cholerae Mycobacterium tuberculosis Plasmodium falciparum และ Human 
immunodeficiency virus (20)  

จะเห็นไดวาวธิี LAMP มีขอดีกวาวิธกีารเพิ่มจํานวนยีนแบบเดิมคือ มีความจําเพาะ

เจาะจงสูง มีความไวในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเร็วกวาเน่ืองจาก loop primer สามารถเพิ่มความไว

ของปฏิกิริยาได และสามารถสังเกตปฏกิิริยาท่ีเกิดไดดวยตาเปลา ไมตองใชเครื่องมือพิเศษหรือ

เสียเวลาแยกผลิตภัณฑดวยวิธี agarose gel electrophoresis นอกจากน้ีการท่ีปฏิกิริยาสามารถ

ดําเนินไปภายใตอุณหภูมิคงท่ีทําใหไมจําเปนตองใชเครื่อง thermal cycler ท่ีมีราคาแพง ทําให

สามารถนําวิธน้ีีมาใชในการตรวจหายีนท่ีสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวาง ใน

หองปฏิบัติการคลินิกท่ัวไปเปนประจําได  

 งานวิจัยชิ้นนี้มีเปาหมายเพ่ือพัฒนาวิธตีรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซม β-lactamase ชนิด

ออกฤทธิ์กวาง CTX-M9 ท่ีสรางจากเช้ือ E. coli และK. pneumoniae โดยใชเทคนิค LAMP โดย

ทําการออกแบบชุด primer 4 เสน ท่ีจําเพาะกับยีน CTX-M9 ซ่ึงจําเพาะกับ 6 ตาํแหนงบน DNA 

เปาหมาย จากน้ันทําการ เพ่ิมจํานวนสาย DNA ท่ี อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 

นาที พบวาไดผลิตภัณฑท่ีมีลักษณะเปน ladder ขนาด 226 คูเบส แลวทําการตรวจสอบ

ความจําเพาะโดยการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MboI และ TaqI พบวาขนาดของช้ิน DNA ท่ี

ไดมีขนาดตรงกับท่ีคาดหมายจากโครงสรางท่ี 15 ของผลิตภัณฑ และเมื่อทดสอบความจําเพาะ

และความไวของวิธี LAMP เทียบกับ PCR พบวามีความจําเพาะตอยีนท่ีสรางเอนไซม CTX-M9 

(blaCTX-M9) และวธิี LAMP มีความไวตอปริมาณของ DNA ตั้งตนมากวาวิธ ีPCR ถึงอยางนอย 

10,000 เทา นอกจากนั้นเทคนิคน้ียังสามารถตรวจสอบไดดวยตาเปลาโดยสังเกตการเปล่ียนของ

สี SYBR green I ท่ีเติมลงไปภายหลังปฏิกิริยา โดยจะเปล่ียนสีของ SYBR green I จากสีสม

เปนสีเขียวเม่ือมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แตจะยังคงเปนสีสมหากไมมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาเทคนิค LAMP เปนเทคนิคท่ีมีความไว ความจําเพาะสูง 

นอกจากน้ีการท่ีปฏิกิริยาสามารถดําเนินไปภายใตอุณหภูมิคงท่ีทําใหไมจําเปนตองใชเครื่อง 

thermal cycler ท่ีมีราคาแพง ดังน้ันเทคนิคน้ีจึงเปนเทคนิคท่ีมีความเหมาะสมตอการตรวจหายีน

ท่ีสราง ESBL สามารถนําวิธีน้ีมาใชในการตรวจหายีนท่ีสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออก

ฤทธิ์กวาง ในหองปฏิบัติการคลินิกท่ัวไปเปนประจําได 
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Objective 
 

 
เพื่อพัฒนาวธิตีรวจหายีนท่ีสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวางอยาง

เฉพาะเจาะจงและรวดเรว็โดยใชเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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Materials and Methods 
 

3.1. สารเคม ี

3.1.1DNA amplification  

- Deoxyribonucleotide triphosphates( dNTPs) Roche, Germany 

- 50 mMMagnesium chloride  Finnzymes, Finland 

- 10x amplification buffer, Magnesium chloride-free Finnzymes, Finland 

- 10x Thermolpol® buffer  NEB, England 

- 1M Magnesium sulfate  Sigma-Aldrich, Germany 

- 5M Betaine   Sigma-Aldrich, Germany 

   

3.1.2 Culture media and antibiotics 

 - Agar agar   ScharlauChemie S.A., EU 

 - Mueller-Hinton agar (MHA) Difco Laboratories, USA 

 - Mueller-Hinton broth (MHB) Difco Laboratories, USA 

 - Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 

 - Tryptone (casein tryptic peptone)  ScharlauChemie S.A., EU 

 - Yeast extract  ScharlauChemie S.A., EU 

 - Ampicillin    USB Corporation, USA 

 

3.1.3 Antimicrobial disk for double disk synergy tests 

 - Amoxycillin/calvulanic acid(20 μg/ 10 μg) Oxoid, England 

 - Cefotaxime(30 μg)  Oxoid, England 

 - Ceftazidime(30 μg)  Oxoid, England 
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3.1.4 Enzymes 

 - Ribonuclease A  Amresco, USA 

 - Bst DNA polymerase  NEB, England 

 - MboI   Fermentas, USA 

 - TaqI   Fermentas, USA  

 - Taq DNA polymerase  Finnzymes, Finland 

 

3.1.5 Synthetic Oligonucleotides 

 Oligonucleotides primers สําหรับ PCR and LAMP ในงานวิจัยนี้สั่งสังเคราะหจาก

บริษัท Bio Basic Inc. (Canada). 

 

3.1.6 Bacterial strains 

 เช้ือ E. coli และ K. pneumoniae รวม 35 สายพันธุ ท่ีสรางเอนไซมเบตาแลคแตม

เมสชนิดออกฤทธิ์กวาง ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ. ดร. สุรกิจ นาทีสุวรรณ ภาควิชาเภสชั

กรรม คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เชื้อท้ัง 35 สายพันธุแยกไดจากผูปวยท่ีเขารับการ

รักษา ณ โรงพยาบาลรามาธิบด ี ระหวางเดือนเมษายน ถึง มิถุนายน 2548 และเดือน มีนาคม 

2549 โดยผานการพิจารณาของ Committee on Human Rights Related to Researches 

Involving Human Subjects ของคณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 

เม่ือวันท่ี 15 กรกฎาคม 2549 เลขท่ี 0609/2005 โดยแบงเปนเชื้อ E. coli 27 สายพันธุ และ  K. 

pneumoniae 8 สายพันธุ (ตารางท่ี 3.1) 

 นอกจากน้ีในงานวิจัยนี้ยังใช E. coli สายพันธุ K12 ท่ีมีพลาสมิดท่ีดื้อตอ nalidixic 

acid(nalA), Salmonella krefeld ท่ีมีพลาสมิดท่ีดื้อ amplicillin (ampR), pGEM® T Easy vector 
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ท่ีมีพลาสมิดท่ีดื้อ amplicillin (ampR), และ pBluescript® SK vector ท่ีมีพลาสมิดท่ีดื้อ 

amplicillin (ampR)  

 

ตาราง 3.1 แบคทีเรียท่ีใชในงานวิจัยน้ี 

No. Organism Date collected Ward Specimen 

1 E.coli June, 05 Surgery Wound 

2 E. coli June, 05 Emergency Urine 

3 E. coli June, 05 Pediatric Urine 

4 E. coli June, 05 Medicine Urine 

5 E. coli June, 05 Emergency Urine 

6 E. coli June, 05 Pediatric Urine 

7 E. coli June, 05 OPDaMedicine Urine 

8 K. pneumoniae June, 05 Medicine Urine 

10 E. coli June, 05 Obstetrics Vagina 

    11 E. coli June, 05 OPDaMedicine Urine 

    12 K. pneumoniae June, 05 Emergency Urine 

    13 E. coli June, 05 Surgery Urine 

    14 E. coli June, 05 Medicine Urine 

    15 E. coli June, 05 OPDaSurgery Bile 

    16 E. coli June, 05 Orthopedics Urine 

    17 E. coli June, 05 Critical care Sputum 
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ตาราง 3.1 แบคทีเรียท่ีใชในงานวิจัยนี้ (ตอ.) 

No. Organism Date collected Ward Specimen 

    18 E. coli June, 05 Observational 

Medicine 

Wound 

    19 E. coli June, 05 Emergency Urine 

    20 K. pneumoniae June, 05 Surgery Bile 

    21 E. coli June, 05 OPDaMedicine Urine 

    22 K. pneumoniae June, 05 SICUb Urine 

    23 K. pneumoniae June, 05 Critical care Gastostomy 

    24 E. coli June, 05 Medicine Urine  

    25 E. coli June, 05 OPDaMedicine NAf 

    26 K. pneumoniae June, 05 ENTc Wound 

    27 K. pneumoniae April, 05 Medicine Tracheal 

    28 K. pneumoniae April, 05 ICUd Leg 

    29 E. coli April, 05 Surgery Wound 

    30 E. coli March, 06 Emergency Urine 

    31 E. coli March, 06 Emergency Urine 

    32 E. coli March, 06 PICUe Urine 

    33 E. coli March, 06 Medicine Urine 

    34 E. coli March, 06 Medicine Urine 

    35 E. coli March, 06 OPDaMedicine Urine 
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a Outpatient department,  b Surgical intensive care unit, c Ear-nose-throat, d Intensive 

care unit, e Pediatric intensive care unit, f Not available. 

3.2. Methods 

 3.2.1 Double-disk synergy method 

 นําช้ือท่ีแยกไดมา swab ลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ MH agar แลววางแผนยา cefotaxime 

(30 μg) ceftazidime (30 μg) และแผนยาท่ีมีสวนผสมของ amoxicillin/clavulanic acid 

(20μg/10 μg) ลงบนเชื้อโดยใหจุดศูนยกลางของแผนยาท้ังสามหางกัน 20 มิลลิเมตร. นําจาน

อาหารเล้ียงเช้ือไปบมท่ี 37°C 24 ช่ัวโมง ทําการสังเกตโซนใสท่ีเกิดข้ึน.  

 

 3.3.2 การสกัดพลาสมิด 

 ทําการเล้ียงเช้ือในอาหาร LB ท่ีมี ampicillin100 μg/ml ท่ี 37°C พรอมกับเขยา 150 

รอบตอนาที เปนเวลา 16 – 18 ช่ัวโมง แลวจึงทําการสกัดพลาสมิดโดยวิธี alkaline lysis ดังนี ้

 ทําการแยกเชื้อออกจากอาหารโดยการปน 10000xg 1 นาที ทําการ resuspend pelletท่ี

ไดใน solutionI (50 mM glucose, 25 mMTris-HCl pH 8.0 and 10 mM EDTA pH 8.0) 100 μl 

เติม solutionII (0.2 N NaOH and 1% w/v SDS) 200 μl แลวเขยาเบาๆโดยการกลับหลอด เตมิ 

solutionIII (potassium acetate solution) 150 μl ตกตะกอนโปรตนีดวย phenol/chloroform 

แลวนําไปปนท่ี 10000xg 10 นาที ตกตะกอน DNA ท่ีอยูในสวนใสดวย absolute ethanol แลว

จึงลางตะกอน DNA ดวย 70% ethanol 2 ครั้ง ละลายพลาสมิดดวย TE buffer ท่ีผสม RNaseA. 

1 mg/ml แลวนําพลาสมิดท่ีไดไปตรวจสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis  
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 3.3.3 Polymerase chain reaction (PCR) 

 การออกแบบ Primer 

 ออกแบบ primer สหรับ PCR โดยทําการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนท่ีสราง

เอนไซม CTX-M9 (blaCTX-M9) โดยใชโปรแกรม DNAsis for Windows v. 2.1 และ โปรแกรม 

GeneFisher (ตารางท่ี 3.2) 

 

ตาราง 3.2 Oligonucleotide primers ท่ีใชในการตรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซม CTX-M9 (blaCTX-

M9) โดยวิธ ีPCR 

 

Primer 

Annealing 

temperature 

(๐C) 

 

Nucleotide sequence (5’→3’) 

Expected 

Amplicon 

size (bp) 

Reference 

(GenBank 

accession 

No.) 

CTX-M-9-F 

CTX-M-9-R 

50 CGT ATT GGG AGT TTG AGA TG 

GGT ATT CAG CGT AGG TTC 

539 AJ416345 

(E.coli) 

 

 PCR amplification 

 นําพลาสมิด DNA ท่ีสกัดไดมาเพิมจํานวนโดยวิธ ี PCR ในปฏิกิริยา PCR 

ประกอบดวย 20mM Tris-HCl (pH 8.4); 50mM KCl; 0.2mM each of deoxnucleoside 

triphosphate; 2mM MgCl2; 0.4μM primers of each forward and reward;  4U of Taq DNA 

polymerase และ DNA template ทําการเพ่ิมจํานวน DNA โดยใชเครื่อง GeneAmp® PCR 

system 2700 (Applied Biosystems, CA, USA) ในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยข้ันตอนตางๆ 

คือ pre-heat at 94°C for 1 min, แลวตามดวย denaturation at 94°C 1 min, primer annealing 

at 50°C 30 sec, extension at 72°C 1 min จํานวน 30 รอบ และ final extension at 72°C 5 
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min ทําการตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช 100-bp DNA 

ladder plus™ เปน DNA มาตรฐาน (marker) 

 3.3.4 การหาลําดับ DNA และการวิเคราะหลําดับ nucleotide 

 นําผลิตภัณฑท่ีไดจาก PCR มาทําใหบริสุทธิ์โดยใช NucleoSpin Extract II® kit 

(Macherey-Nagel, Germany) ตามวิธีท่ีผูผลิตระบุแลวจึงหาลําดับ DNA โดยบริษัท Bio Basic 

Inc, Pacific Science, Thailand นําลําดับ nucleotide ท่ีไดมาทําการวิเคราะหโดยโปรแกรม 

Bioedit version 7.0.5 (Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA) และเปรียบเทียบ

ความเหมือนของลําดับท่ีไดกับลําดับ nucleotide ท่ีมีรายงานใน GenBank และ EMBL โดย

โปรแกรม BLAST บน website ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

 3.3.5 การเพิ่มจํานวน DNA โดยวิธี Loop-mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) 

 วิธ ี Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ใช primer 4 เสนท่ีมี

ความจําเพาะกับตําแหนงบน DNA เปาหมาย 6 ตําแหนง (FIP, BIP, F3 and B3) forward inner 

primer (FIP) ประกอบดวย F1C sequence, TTTT spacer และ F2 sequence สวน backward 

inner primer (BIP) ประกอบดวย B1C sequence, TTTT spacer และ B2 sequence ใน

งานวิจัยนี้ทําการออกแบบ primer โดยใชโปรแกรม Primer Explorer V4 software program 

(http://primerexplorer.jp/e/) primer ท่ีไดแสดงในตารางท่ี 3.3 

 ปฏิกิริยา LAMP ประกอบดวย 0.8 μM each FIP and BIP, 0.2 μM each F3 and 

B3, 200 μM each dNTPs, 0.8 M betaine, 1X thermopol buffer, 2 mM MgSO4, 4U Bst 

DNA polymerase.ทําการบมปฏิกิริยาท่ี 60-65°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวหยุดปฏิกิริยาโดยการ

ใหความรอนท่ี 80°C เปนเวลา 2 นาที แลวทําการตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวย agarose gel 

electrophoresis 
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 3.3.6 การตรวจสอบผลิตภัณฑจาก LAMP 

 3.3.6.1 ตรวจสอบโดย agarose gel electrophoresis 

 นําผลิตภัณฑท่ีได 5 μl มาทําการตรวจสอบดวยวิธ ี agarose gel electrophoresis 

โดยใชความเขมขนของ agarose 1.5% ท่ีความตางศักย 100 volt 35 นาที ใน Tris-borate 

buffer แลวยอมเจลดวย ethidium bromide แลวตรวจสอบภายใตแสง UV 

 3.3.6.2 ตรวจสอบโดยการสังเกตดวยตาเปลา (naked-eye visualization) 

 หลังจากปฏิกิริยาสิ้นสุดทําการเติม SYBR Green I (Cambrex Bio Science, USA) 

1.0 μl ลงในหลอดท่ีทําปฏิกิริยาแลวสังเกตการเปล่ียนสีท่ีเกิดข้ึน ถามีการเพ่ิมจํานวน DNA 

สารละลายจะเหล่ียนเปนสีเขียวภายใน 1 นาที แตถาไมมีการเพ่ิมจํานวน DNA สารละลายจะ

ยังคงเปนสีสมเหมือนเดิม 

 3.3.7 การเปรียบเทียบความไวและความจําเพาะระหวางวิธี LAMP และ PCR  

 ทําการเปรียบเทียบความจําเพาะของปฏิกิริยาโดยการใชเชื้อ 4 สายพันธุท่ีดื้อตอยา

ชนิดตางๆ แตไมมีเอนไซม CTX-M9 เปรียบเทียบกับเชื้อท่ีใชในงานวิจัย 2 สายพันธุ คือ E. coli 

(No.10) และ E. coli (No.12) เช้ือท้ัง 4 สายพันธุมี ดงันี้ E. coli (K12), Salmonella krefeld, E. 

coli (pGEM), E. coli (pBluescriptSK). 

 เปรียบเทียบความไวของปฏิกิยาโดยการทํา serial 10-fold dilutions ของ DNA 

template โดยใชความเขมขนเริ่มตน 3.185 μg/μl แลวเปรยีบเทียบผลิตภัณฑท่ีไดโดยวิธี 

agarose gel electrophoresis 

 3.3.8 การวิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดจาก LAMP  

 3.3.8.1 Restriction Digestion Analysis 

 ทําการยอยผลิตภัณฑท่ีไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MboI และ TaqI ขนาดของ DNA 

ท่ีถูกตัดท่ีคํานวนจากโครงสรางท่ี 15 แสดงในตารางท่ี 3.4 
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ตาราง 3.5 ขนาด DNA ท่ีคํานวนไดหลังจากทําการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะของ blaCTX-M9 

LAMP amplification 

Target Gene Restriction Enzyme Prediction Size of digested 

products (bp) 

blaCTX-M9 MboI 168, 177 and 250 

 TaqI 165, 193, 229, 281 and 314 

 

 3.3.8.2 Southern blot DNA-DNA hybridization 

 3.3.8.2.1 การเตรียม DNAs 

 นํา DNA ท่ีไดจาก LAMP มาทําการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะทีเ่หมาะสมแลวทํา

การตรวจสอบโดย agarose gel electrophoresis โดยใช 50 bp DNA ladder plus™ เปน 

markers 

 3.3.8.2.2 Southern transfer to nylon membrane 

 ทําการกําจัด purine บนสาย DNA ในเจลโดยลางดวย 0.25 N HCl 15 นาที แลว 

denatured โดยการแชใน0.5 N NaOH 30 นาที ทําการยาย DNAจากเจลสูไนลอนเมมเบรนดวย

เครื่อง vacuum blotter (Bio-Rad) 90 min ลางไนลอนเมมเบรนดวย SSC buffer (0.15 M NaCl, 

0.015 M Sodium citrate pH 7) ท้ิงไวใหแหง แลวทําการตรึง DNA ใหอยูบนเมมเบรนดวย UV-

crosslink โดย GS-linker (Bio-Rad, CA, USA). 

 3.3.8.2.3 การเตรียม digoxigenin-11-dUTP-labelled DNA probe 

 ทําการ labeled ชิ้นสวนของ PCR product ท่ีทราบลําดับ nucleotide ของ blaCTX-

M9 ดวย digoxigenin-11-dUTP โดยวธิ ี random primer method (BoehringerMannhaeim, 

Germany) ตามวิธีการของผูผลิต ตกตะกอน labeled DNA ดวย 2 volumes of absolute 

ethanol และ redissolved ใน 20μl TE buffer 
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 3.3.8.2.4 Prehybridization and hybridization with the digoxigenin-11-

dUTP DNA probe 

 นําไนลอนเมมเบรนท่ีมี DNA อยูมาแชใน prehybridization solution ท่ี

ประกอบดวย 5X SSC, 50% (w/v) formamide, 0.1% (w/v) N-lauroylsarcosine, 0.02% (w/v) 

SDS and 2% (w/v) blocking reagent นําไปบมใน prehybridization solutions 37°C 30 นาที 

แลวเติม DIG labeled probe hybridization mixture ผสมใหเขากันโดยระวังไมใหเกิดฟอง แลว

ทําการบมคางคืน 

 3.3.8.2.5 Detection by colorimetric method 

 ลางเมมเบรนดวย 2X SSC, 0.1% (w/v) SDS ท่ีอุณหภูมิหองสองคร้ัง ตามดวย

0.1X SSC, 0.1% (w/v) SDS 15 นาที ท่ี 68°C พรอมเขยา แลวลางอีกรอบดวย washing buffer 

(0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl pH 7.5 plus 0.3% (w/v) tween 20) 15 นาทีแลวบมเปน

เวลา 30 นาทีใน1X blockin g solution เตมิ diluted antibody conjugate solution (anti-DIG) 

20 ml บมท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที ลางเมมเบรนดวย washing buffer สองครั้ง แลวทําการ 

equilibrated ใน detection buffer 20 ml (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, 50mM MgCl2 pH 9.5) 

เติมสารกอสีท่ีเตรียมใหมๆ (45 μl of nitrobluetetrazoliumsalt (NBT) and 35 μl of 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl phosphate (X-phosphate) solution in 10 ml of detection buffer) แลวทําการ

บมในท่ีมืด 2 ช่ัวโมงเพ่ือใหเกิดส ีหยุดปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนดดยการแชในน้ํา 50 ml 

 

    

 

 
  



23 

 

Results 
 

4.1. ยืนยันการสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวางของ เชื้อ E. coli และ K. 

pneumoniae ท่ีแยกไดจากผูปวยโดยวิธี double disc synergy test 

 นําเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae รวม 35 สายพันธุ ท่ีใชในงานวิจัยน้ีมาทําการ

ตรวจสอบเบ้ืองตนวามีการสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวางจริงดวยวิธ ี double 

disc synergy test ซ่ึงทําโดยการใช disc ท่ีมียา cefotaxime หรือ ceftazidime ปริมาณ 30 

ไมโครกรัม วางหางจาก disc ท่ีมียา amoxicillin 30 ไมโครกรัมและclavulanic acid 20 

ไมโครกรัม โดยใหมีระยะหางวัดจากศูนยกลางแผนยาท้ังสอง 20 มิลลิเมตรแลวสังเกตดูขนาด 

inhibition zone ท่ีเกิดข้ึน โดย inhibition zone รอบๆแผนยา cefotaxime (CTX) หรือ 

ceftazidime (CAZ) จะมีขนาดลดลง แตรอบแผนยาท่ีมี clavulanate จะมีขนาดใหญข้ึน และมี

รูปรางคลาย champagne cork หรือ keyhole ดังแสดงในรปูท่ี 4.1 จากผลการทดสอบพบวาเชื้อ

ท้ัง 35 สายพันธุใหผลบวกตอการทดสอบนี้แสดงวามีการสราง ESBLs จริง 

 

      

 

      
 

รูป 4.1 A positive double-disk synergy test as described in chapter II. Synergy between 

cefotaxime (CTX) or ceftazidime (CAZ) and amoxicillin-clavulanate (AMC) is indicated by 

arrows. (A) E. coli (No.11) CTX-M1. (B) E. coli (No.13) TEM. (C) E. coli (No.14) TEM. (D) 

E. coli (No.21) CTX-M1. (E) E. coli (33) CTX-M9. (F) S. enterica serovar Typhimurium 

CTX-M1 (Positive control). 

A B C

D E F
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  จากผลการทดลองนี้แสดงวาวธิี double disk synergy test สามารถใช

ทดสอบเบ้ือตนไดวาเชื้อท่ีแยกไดมีการสรางเอนไซม ESBLs หรือไม แตไมสามารถบอกชนิดของ 

ESBLs ท่ีเช้ือสรางข้ึนได 

 
4.2. ยืนยันการสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวางของ เชื้อ E. coli และ K. 

pneumoniae ท่ีแยกไดจากผูปวยโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

 นําเชื้อท่ีแยกไดทุกสายพันธุมาทําการตรวจหายีนท่ีสรางเอนไซม ESBLs ชนิด 

CTX-M9 (blaCTX-M9) เนื่องจากยีนท่ีสรางเอนไซมชนิดน้ีในเช้ือ E. coli และ K. pneumoniae จะ

อยูบนพลาสมิด จึงทําการสกัดพลาสมิดโดยวิธี alkaline lysis กอน แลวนําพลาสมิดท่ีสกัดไดมา

ตรวจหายีน blaCTX-M9 ดวยวิธี polymerase chain reaction โดยผลิตภัณฑท่ีไดจากวธิีน้ีจะมี

ขนาดช้ิน DNA ยาว539 คูเบส จากการตรวจสอบโดยใช primer ท่ีจําเพาะกับยีน blaCTX-M9 

พบวาเช้ือ 16 จาก 35 สายพันธุมียีน blaCTX-M9 ไดแกเช้ือ หมายเลข 1 2 6 10 12 15 16 17 19 

20 23 26 32 33 34 และ 35 โดยพบใน E. coli รอยละ 44.44 (12 จาก 27 สายพันธุ) และพบใน 

K. pneumoniae รอยละ 62.5 (5 จาก 8 สายพันธุ) ผลของวิธี PCR ในการตรวจสอบยีน blaCTX-

M9 แสดงในรปูท่ี 4.2 และ ตารางท่ี 4.1 
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รูป 4.2 The PCR amplification result of blaCTX-M9 group gene.  

 (A) The sample number 1-10, lane 1 is negative control, lane 2-11 are the 

sample number 1-10, respectively, lane M is 100 bp DNA ladder plus.  

 (B) The sample number 11-21, lane M is 100 bp DNA ladder plus, lane 1-11 

are the sample number 11-21, respectively.  

 (C) The sample number 22-35, lane M is 100 bp DNA ladder plus, lane 1 is 

negative control, lane 2-15 are the sample number 22-35, respectively. 

  

(A) 

(C) 

(B) 

539 bp 

539 bp 

N     1     2    3    4    5     6     7    8    9   10  M  M   11   12   13   14   15   16   17   18  19  20   21   

M    N   22   23   24  25  26   27   28   29  30   31  32  33   34   35   
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ตาราง 4.1 ผลการตรวจหายีน blaCTX-M9  ดวยวิธ ีPCR 

No. Organisms blaCTX-M9  No. Organisms blaCTX-M9 

1 E. coli + 19 E. coli + 

2 E. coli + 20 K. pneumoniae + 

3 E. coli - 21 E. coli - 

4 E. coli - 22 K. pneumoniae - 

5 E. coli - 23 K. pneumoniae + 

6 E. coli + 24 E. coli - 

7 E. coli - 25 E. coli - 

8 K. pneumoniae - 26 K. pneumoniae + 

9 E. coli - 27 K. pneumoniae - 

10 E. coli + 28 K. pneumoniae - 

11 E. coli - 29 E. coli - 

12 K. pneumoniae + 30 E. coli - 

13 E. coli - 31 E. coli - 

14 E. coli - 32 E. coli + 

15 E. coli + 33 E. coli + 

16 E. coli + 34 E. coli + 

17 E. coli + 35 E. coli + 

18 E. coli -    

+ = product of blaCTX-M9; - = no product of blaCTX-M9 
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4.3. การวิเคราะหลําดับ nucleotide  

 นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการตรวจสอบโดยวิธี PCR มาทําการเหรียบเทียบกับยีนทีสราง 

ESBLs ท่ีมีอยูในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม basic local alignment search tool 

(BLAST) พบวาผลิตภัณฑท่ีไดจาก PCR มีความเหมือนกับยีนท่ีสรางเอนไซมกลุม CTX-M9 ถงึ

รอยละ 99ผลการเปรียบเทียบบางตัวอยางแสดงในตารางท่ี 4.2 

ตาราง 4.2 ผลการเปรียบเทียบลําดับ nucleotide ของเชื้อตัวอยางหมายเลข 6  

GenBank 
accession No. 

 
Source 

 
Length 

 
Score 

 
Identity% 

 
E0 

KC121029.1 Proteus mirabillis strain A12 
beta-lactamase CTX-M-14 
(blaCTX-M-14) gene, complete 
cds 

875 854 99 0.0 

JX896165.1 Escherichia coli strain 226588X 
beta-lactamase CTX-M-134 
(blaCTX-M-134) gene, complete 
cds 

876 854 99 0.0 

JX268672.1 Escherichia coli strain AKH11/14 
beta-lactamase CTX-M-27 (CTX-
M-27) gene, partial cds 

852 854 99 0.0 

JX268671.1 Klebsiella pneumoniae strain 
AKH11/7 beta-lactamase CTX-M-
38 (CTX-M-38) gene, partial cds 

852 854 99 0.0 

EU418918.1 Escherichia coli isolate JIE 216 
CTX-M-24 extended-spectrum 
beta-lactamase (blaCTX-M-24e) 
gene, complete cds 

875 854 99 0.0 

FJ214367.1 Salmonella enterica subsp. 
Enterica serovar Derby strain 
s1266 extended spectrum CTX-
M-84 beta-lactamase gene, 
complete cds 

876 854 99 0.0 
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4.4 การตรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซม β-lactamase โดยวิธ ีloop-mediated isothermal 
amplification (LAMP)  
 4.4.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบ 

 ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือใชในการตรวจสอบโดยวิธี LAMP ผูวิจัยไดทําการ

เปล่ียนแปลงพารามิเตอรในปฏิกิริยา ดังนี้ 

 

 4.4.1.1 ผลของความเขมขนของ Mg2+ 

 ความเขมขนของ Mg2+ อิสระในปฏิกรริยามีผลตอการจับของ primer และการ

ทํางานของเอนไซม DNA polymerase ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาผลของความเขมขนของ 

Mg2+ ท่ีความเขมขน 0.5 mM ถึง 6 mM โดยใหทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 63°C 60 นาที พบวา

ผลิตภัณฑของปฏิกิริยา LAMP ท่ีมีลักษณะเปน ladder เกิดข้ึนท่ีความเขมขน0.5 mM โดยแถบ

ของผลิตภัณฑจะมีความเขมท่ีสุดท่ีความเขมขน 1 mM แตเม่ือเพิ่มความเขมขน Mg2+ ถึง 2 mM 

พบวาผลิตภัณฑมีปริมาณลดลงจนถึงไมสามารถตรวจพบผลิตภัณฑไดท่ีความเขมขนสูงสุดท่ีทํา

การทดลอง คือ 6 mM ดังนัน้ความเขมขนของ Mg2+ ท่ี 1 mM จึงจัดเปนความเขมขนท่ีเหมาะสม

ท่ีสุด ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 และความเขมขนนี้ถูกใชในการหาสภาะวะที่เหมาะสมอ่ืนๆ ตอไป 

 

 4.4.1.2 ผลของอุณหภูมิ 

 ถึงแมวาเอนไซม Bst DNA polymerase จะมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานอยูท่ี 

65°C แตมรีายงานวาสามารถทํางานท่ีอุณหภูมิต่ํากวาน้ันได ผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาผลของ

อุณหภูมิตั้งแต 60°C ถึง 65°C โดยใชความเขมขนของ Mg2+1 mM เปนเวลา 60 นาที พบวา

อุณหภูมิต่ําสุดท่ีทดสอบคือ 60°C ก็สามารถพบการเพิ่มจํานวนของ DNA ไดโดยความเขมของ

แถบ DNA จะเพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิจนถึง 61°C หลังจากนั้น ความเขมของผลิตภัณฑจะไม

สามารถสังเกตความแตกตางไดดวยตาเปลา แตท่ีอุณหภูมิ 63°C พบวามีการเพ่ิมจํานวนบอง 

DNA แบบไมเฉพาะเจาะจงนอยท่ีสุด ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 ดังนัน้ผูวิจัยจึงเลือกอุณหภูมิ 63°C 

เปนอุณหภูมิท่ีใชในการทดลองตอไป  

   
 4.4.1.3 ผลของเวลา 

 โดยท่ัวๆไปการเกิดปฏิกิริยา LAMP สามารถสังเกตเห็นไดใน 30 – 60 นาที ใน

งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาตั้งแต 30 – 60 นาที โดยใชความเขมขน 

Mg2+ 1 mM ท่ีอุณหภูมิ 63°C จากผลการทดลองพบวา ท่ีเวลา 30 และ 40 นาที ไมพบการเพ่ิม
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จํานวนของ DNA เปาหมาย แตจะสามารถพบแถบ DNA ไดเม่ือใหปฏิกิริยาดําเนินไปเปนเวลา 

60 นาที ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 

 
 จากผลของพารามิเตอรท้ัง 3 ตอการเกิดปฏิกิริยา LAMP พบวาสภาวะท่ีเหมาะสม

ท่ีสุดสําหรับงานวิจัยนี้คือ Mg2+ ท่ี 1 mM อุณหภูมิ 63°C เปนเวลา 60 นาทีและไดใชสภาวะนีใ้น

การตรวจหายีน blaCTX-M9 จากเช้ือตัวอยางทุกสายพันธุ โดยผลิตภัณฑท่ีไดจะมีลักษณะเปน 

ladder ขนาด 226 คูเบส ผลการตรวจหายีน blaCTX-M9 ดวยวธิี LAMP แสดงในรูปท่ี 4.6 และ

ตารางท่ี 3 
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รูป 4.3 DNA patterns of the LAMP products for detection of blaCTX-M9 gene from E. coli, 
presents blaCTX-M9 gene in PCR, amplified at various Mg2+ concentrations. Negative 
control is nuclease free water.                                                                                                       
Lane M: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder plus marker                                                                
Lane 1  : Negative control  amplified at 0.5 mM Mg2+ concentration                               
Lane 2  : E. coli amplified at 0.5 mM Mg2+ concentration                                                                     
Lane 3  : Negative control amplified at 1.0 mM Mg2+ concentration                        
Lane 4  : E. coli amplified at 1.0 mM Mg2+ concentration                                                                     
Lane 5  : Negative control amplified at 2.0 mM Mg2+ concentration                          
Lane 6  : E. coli amplified at 2.0 mM Mg2+ concentration                                                                     
Lane 7  : Negative control amplified at 4.0 mM Mg2+ concentration                                          
Lane 8  : E. coli amplified at 4.0 mM Mg2+ concentration                                                                     
Lane 9  : Negative control amplified at 6.0 mM Mg2+ concentration                                   
Lane 10: E. coli amplified at 6.0 mM Mg2+ concentration  

 

 

 

  

M    1    2    3     4     5     6    7     8     9   10 

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

0.5 mM 1 mM 2 mM 4 mM 6 mM 
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รูป 4.4 DNA patterns of the LAMP products for detection of blaCTX-M9 gene from E. coli, 
presents blaCTX-M9 gene in PCR, amplified at various temperatures. Negative control is 
nuclease free water.                                                                                     
Lane M: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder plus marker                                                                
Lane 1 : Negative control amplified at 60°C                                                        
Lane 2 : E. coli amplified at 60°C                                                                                                   
Lane 3 : Negative control amplified at 61°C                                                               
Lane 4 : E. coli amplified at 61°C                                                                                                   
Lane 5 : Negative control amplified at 62°C                                                                         
Lane 6 : E. coli amplified at 62°C                                                                                                   
Lane 7 : Negative control amplified at 63°C                                                                          
Lane 8 : E. coli amplified at 63°C                                                                                                   
Lane 9 : Negative control amplified at 64°C                                                                              
Lane 10: E. coli amplified at 64°C                                                                                                  
Lane 11: Negative control amplified at 65°C                                                                              
Lane 12: E. coli amplified at 65°C 

 

  

M   1    2    3   4    5    6    7    8   9   10   11   12 

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

60°C 61°C 63°C 62°C 64°C 65°C 
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รูป 4.5 DNA patterns of the LAMP products for detection of blaCTX-M9 gene from E. coli, 
presents blaCTX-M9 gene in PCR, amplified at various times. Negative control is nuclease 
free water.                                                                                                               
Lane M: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder plus marker   
Lane 1: Negative control amplified at 30 min                                                                     
Lane 2: E. coli amplified at 30 min                                                                                                  
Lane 3: Negative control amplified at 40 min                                                            
Lane 4: E. coli amplified at 40 min                                                                                                  
Lane 5: Negative control amplified at 60 min                                                                            
Lane 6: E. coli amplified at 60 min  

 

 

 

 

 

 

 

  

 M    1    2    3    4     5    6     

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

30 min 40 min 60 min 
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รูป 4.6 The result of LAMP amplification of blaCTX-M9 gene. The LAMP reaction was 
carried out at optimal condition obtained from previous experiment, 1 mM Mg2+, 63°C for 
60 min. 
 (A) The sample number 1-15, lane M is 100 bp DNA ladder plus, lane 1 is 
negative control, lane 2-16 are the sample 1-15, respectively.  
 (B) The sample number 16-29, lane M is 100 bp DNA ladder plus, lane 1 is 
negative control, lane 2-15 are the sample number 16-29, respectively.  
 (C) The sample number 30-35, lane M is 100 bp DNA ladder plus, lane 1 is 
negative control, lane 2-7 are the sample number 30-35, respectively. 
 

 

 

 

 

 

  

(A) (B) 

(C) 

    1000 bp 
      500 bp 

      200 bp 

    1000 bp 
      500 bp 

      200 bp 

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

M  N   1   2   3   4    5   6    7   8   9  10  11 12 13 14 15  M  N  16   17 18  19  20  21 22  23  24 25 26 27  28  29  

M   N    30   31   32   33   34   35  
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ตาราง 4.3 ผลการตรวจสอบยีน blaCTX-M9 โดยวิธ ีLAMP 

No. Organisms blaCTX-M9  No. Organisms blaCTX-M9 

1 E. coli + 19 E. coli + 

2 E. coli + 20 K. pneumoniae + 

3 E. coli - 21 E. coli - 

4 E. coli - 22 K. pneumoniae - 

5 E. coli - 23 K. pneumoniae + 

6 E. coli + 24 E. coli - 

7 E. coli - 25 E. coli - 

8 K. pneumoniae -  26 K. pneumoniae + 

9 E. coli -  27 K. pneumoniae - 

10 E. coli +  28 K. pneumoniae - 

11 E. coli -  29 E. coli - 

12 K. pneumoniae +  30 E. coli - 

13 E. coli -  31 E. coli - 

14 E. coli -  32 E. coli + 

15 E. coli +  33 E. coli + 

16 E. coli +  34 E. coli + 

17 E. coli +  35 E. coli + 

18 E. coli -     

+ = product of blaCTX-M9; - = no product of blaCTX-M9  
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 4.4.2 การตรวจหายีน blaCTX-M9 gene ดวยวิธี LAMP โดยใช thermal cycling 

equipment เปรียบเทียบกับ conventional water bath  

 วิธ ิ LAMP ไดถูกพัฒนาข้ึนมาโดยมีจุดมุงหมายท่ีจะนําไปใชงานในประเทศกําลัง

พัฒนาเนื่องจากการใชเพียงแค conventional water bath ก็สามารถเพิ่มจํานวน DNA เปาหมาย

ได (Mori et al., 2001; Notomi et a l., 2000; Tomita et al., 2008) งานวิจัยนี้จึงไดทําการ

เปรียบเทียบผลของการเพิ่มจํานวน DNA เปาหมายดวย thermal cycling equipment กับ 

conventional water bath ในการศึกษานี้ใช E. coli No.6 และ No.10 ซ่ึงมียีน blaCTX-M9 อยู 

(จากการตรวจสอบโดย PCR) เปนตวัเปรียบเทียบโดยใชสภาสะในกรเกิดปฏิกริิยาเหมือนกัน คือ 

Mg2+ 1 mM 63°C เปนเวลา 60 นาที พบวาการใช conventional water bath ใหผลเชนเดียวกับ 

thermal cycling equipment ดังรูป 4.7 

 
   
 

 
 

รูป 4.7 The result of LAMP amplification of blaCTX-M9 gene using conventional water bath 
and thermal cycling equipment.  
 (A) The LAMP amplification using conventional water bath, lane 1 is 
negative control, lane 2 and 3 are the sample of number 6 and 10, respectively which 
produced blaCTX-M9. Lane M is 100 bp DNA ladder plus. 
  (B) The LAMP amplification using thermal cycling equipment, lane 4 and 5 
are the sample of number 6 and 10, respectively which produced blaCTX-M9, lane 6 is 
negative control. 
 
 
 

1    2     3     M    4      5    6    

A B 
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 4.4.3 การตรวจผลของ LAMP โดยการสังเกตดวยตาเปลา 

 สี SYBR Green I ซ่ึงเปนสีท่ีเขาไปแทรกระวางสาย DNA ทําใหเกิด DNA-dye-

complex สามารถดดูซับแสงสีนํ้าเงินและปลอยแสงสีเขียวออกมา เปนสีท่ีใชในการตรวจการเพิ่ม

จํานวนของ DNA กันอยาแพรหลาย ในงานวิจัยนี้ไดใช SYBR Green I เพ่ือยืยันการเพ่ิมจํานวน

ของ DNA เปาหมายโดย LAMP โดยการเติมสารละลาย SYBR Green I ลงในปฏิกิริยาหลังหยุด

ปฏิกิริยาแลว พบวาถามีการเพ่ิมจํานวน DNA สารละลายจะเปลี่ยนจากสีสมเปนสีเขียวและเรือง

แสงภายใตรังสีอุลตราไวโอเลท แตถาไมมีการเพ่ิมจํานวน DNA สารละลายยังคงมีสีสม

เหมือนเดิม ผลของการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.8 

 
 

  
 

 
รูป 4.8 Visual inspection of LAMP products detected using SYBR Green I. The CTX-M9 
primers were used for this assay. 

(1) Negative control (nuclease free water) is orange color  
(2) E. coli (No.6) is green color as a positive 
(3) E. coli (No.10) is green color as a positive 

 

 4.4.4 การเปรียบเทียบความจําเพาะ (specificity) และ ความไว (sensitivity) 

ระหวาง LAMP กับ PCR  

 E. coli No.6 ซึงใหผลบวกในการตรวจท้ัง 2 วธิ ี ไดถูกนํามาใชเปนตนแบบในการ

เปรียบเทียบความไวและความจําเพาะของวิธตีรวจสอบท้ัง 2 วธิี 

 

 

         1                        2                          3 
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 4.4.4.1 เปรียบเทียบความไวในการตรวจสอบยีน blaCTX-M9 gene ใน ESBL 

producing E. coli (No.6) โดย LAMP และPCR detection  

 ทําการเปรียบเทียบความไวของวิธีตรวจสอบโดยการเตรียม serial 10-fold dilution 

ของพลาสมิด DNA โดยใชความเขมขน 10-5ng/μl ถึง 103ng/μl แลวนําไปทําปฏิกิริยา พบวาวธิ ี

PCR สามารถตรวจพบแถบ DNA ขนาด 539 คูเบสของยีน blaCTX-M9 ไดท่ีความเขมขน 

103ng/μl ถึง 10-1ng/μl (รูปท่ี 4.9A) ขณะท่ีแถบ DNA ลักษณะเปน ladder ความยาว 226 คูเบส

สามารถพบไดในทุกความเขมขนท่ีทดสอบ (103ng/μl to 10-5ng/μl) ดังรูปท่ี 4.9B จากการ

ทดลองน้ีสามารถสรุปไดวาวิธ ี LAMP มีความไวในการตรวจสอบยีน blaCTX-M9  มากกวา PCR 

อยางนอย 10000 เทา (ตาราง 4.4) 

 

 

ตาราง 4.4 Comparison the sensitivity of LAMP and PCR for blaCTX-M9 gene detection of 

E. coli (No.6) 

 
 
 

Plasmid concentration (ng/μl) 

blaCTX-M9 

LAMP 10-5 
PCR 10-1 

 
  

Amplification method 
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a       
 
 

 
 
 

Figure 4.9 Comparison of sensitivity between PCR method (A) and LAMP method (B) 
for detection blaCTX-M9 gene of E. coli (No.6). The color change (orange color: negative 
control; green color: positive) after addition of SYBR Green I (C). 
Lane M   : 100 bp DNA Ladder plus marker,  
Lane 1     : Negative control (nuclease free water)  
Lane 2-10: E. coli (No.6), serial dilutions at 103ng/μl to 10-5ng/μl, respectively.  
  

M   1   2   3    4    5   6    7   8    9   10 M   1   2   3  4   5   6   7    8   9   10 

(A) (B) 

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

(C) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

N   103  102  101  1   10-1  10-2 10-3 10-4  10-5 N   103  102 101   1  10-1  10-2 10-3 10-4  10-5 Plasmid  
concentration 

Plasmid  
concentration 
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 4.4.4.2 เปรียบเทียบความจําเพาะในการตรวจสอบยีน blaCTX-M9 gene ใน 

ESBL producing E. coli (No.6) โดย LAMP และPCR detection   

 ในการเปรียบเทียบความจําเพาะทําโดยการใช prime ของปฏิกิริยา LAMP และ 

PCR ไปใชเพ่ิมจํานวนยีนอ่ืนๆ ท่ีไมใช blaCTX-M9 ไดแก E. coli (No.10 represent positive 

strain), E. coli (No.12 represent positive strain), E. coli strain K12 มีพลาสมิดท่ีดื้อตอ 

nalidixic, Salmonella krefeld มีพลาสมิดท่ีดื้อตอ amplicillin, pGEM® T Easy vector มีพ

ลาสมิดท่ีดื้อตอ amplicillin, และ pBluescript® SK vector มีพลาสมิดท่ีดื้อตอ amplicillin พบวา

การทดสอบโดยใช primer สําหรับ LAMP สามารถเพ่ิมจํานวน DNA ไดเฉพาะ E. coli (No.10) 

และ E. coli (No.12) แตไมเพ่ิมจํานวนยีนอ่ืนๆ (รูป 4.10B) สวน primer สําหรับ PCR ก็ใหผล

เชนเดียวกัน แตในตวัอยาง S. Krefeld ซ่ึงมียีนท่ีดื้อตอ ampicillin พบการจับกันแบบไม

เฉพาะเจาะจงซึ่งเปนปญหาท่ีพบบอยใน PCR (รูป 4.10A) สามารถสรุปไดวา prime สําหรับ 

LAMP มีความจําเพาะตอ DNA เปาหมายมากกวา PCR 

. 
 

  
 
รูป 4.10 Comparison of specificity between PCR method (A) and LAMP method (B) for 
detection blaCTX-M9 gene  
Lane M: 100 bp DNA Ladder plus marker   
Lane 1: Negative control (nuclease free water) 
Lane 2: E. coli (No.10 represent positive strain) 
Lane 3: E. coli (No.12 represent positive strain) 
Lane 4: E. coli strain K12 plasmid containing nalidixic resistance gene 
Lane 5: Salmonella Krefeld plasmid containing amplicillin resistance gene 
Lane 6: pGEM® T Easy vector containing amplicillin resistance gene 
Lane 7: pBluescript® SK vector containing amplicillin resistance gene 
 

M   1   2    3    4    5     6    7     M   1   2    3    4    5     6    7     

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

1000 bp 

  500 bp 

  200 bp 

A B 
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 4.4.5 การวิเคราะห LAMP products 
 
 4.4.5.1. การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 เพ่ือยืนยันผลิตภัณท่ีไดจากปฏิกิริยาวาเปนผลผลิตจาก DNA ท่ีตองการจริง จึงทํา

การยอยผลิตภัณฑทีไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเหมาะสม แลวทําการดูผลดวย agarose gel 

electrophoresis โดยคํานวนขนาดของเสน DNA ท่ีถูกยอยจากโครงสรางท่ี 15 ซ่ึงเปนโครงสราง

ท่ีใหญท่ีสุดของปฏิกิริยา พบวาผลิตภัณฑท่ีไดหลังจากยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ 

MboI และ TaqI มีขนาดใกลเคียงกับท่ีคํานวนได ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11 โดยจะพบแถบ DNA 

ขนาด 168 177 และ 250 คูเบส เม่ือยอยดวย MboI และขนาด 165 193 229 281 และ 314 เม่ือ

ยอยดวย TaqI. (รูปท่ี 4.12) 

 

 
 
 
             F3                       F2  TaqI MboI 
251 5’- TTAAGCAGAG TGAAACGCAA AAGCAGCTGC TTAATCAGCC TGTCGAGATC AAGCCTGCCG ATCTGGTTAA CTACAATCCG -3’ 
    3’- aattcgtctc actttgcgtt ttcgtcgacg aattagtcgg acagctctag ttcggacggc tagaccaatt gatgttaggc -5’ 
       TaqI 
                                    

                                            B1C 
331 5’- ATTGCCGAAA AACACGTCAA CGGCACAATG ACGCTGGCAG AGCTGAGCGC GGCCGCGTTG CAGTACAGCG ACAATACCGC -3’ 
    3’- taacggcttt ttgtgcagtt gccgtgttac tgcgaccgtc tcgactcgcg ccggcgcaac gtcatgtcgc tgttatggcg -5’ 
                      F1C                           TaqI 

                     MboI 
 
411 5’- CATGAACAAA TTGATTGCCC AGCTCGGTGG CCCGGGAGGC GTGACGGCTT TTGCCCGCGC GATCGGCGAT GAGACGTTTC -3’ 
    3’- gtacttgttt aactaacggg tcgagccacc gggccctccg cactgccgaa aacgggcgcg ctagccgcta ctctgcaaag 
                              TaqI B2   B3 
 
 
491 5’- GTCTGGATCG -3’ 
    3’- cagacctagc -5’  

 

 
รูป 4.11 The nucleotide sequence of the sense and anti-sense strand of blaCTX-M9 gene 
was shown. DNA sequences used for primer design are shown by black boxes. The 
restriction site for MboI and TaqI are indicated by blue box and red box, respectively. 
 
 
  



41 

 

 
 

   
   M= MboI; U= Uncut; T= TaqI    
 
รูป 4.12 Restriction digestion analysis of the LAMP product, the digestion product was 
electrophoresed in 2% agarose gel.  
Lane 1: MboI digestion of E. coli (No 1.) LAMP product 
Lane 2: E. coli (No 1.) LAMP product 
Lane 3: TaqI digestion of E. coli (No 1.) LAMP product 
Lane 4: MboI digestion of E. coli (No 2.) LAMP product 
Lane 5: E. coli (No 2.) LAMP product 
Lane 6: TaqI digestion of E. coli (No 2.) LAMP product 
Lane 7: MboI digestion of E. coli (No 6.) LAMP product 
Lane 8:  E. coli (No 6.)  LAMP product 
Lane 9: TaqI digestion of E. coli (No 6.) LAMP product 
Lane M: 50-bp DNA ladder marker 
Lane 10: MboI digestion of E. coli (No 10.) LAMP product 
Lane 11: E. coli (No 10.) LAMP product 
Lane 12: TaqI digestion of E. coli (No 10.) LAMP product 
Lane 13: E. coli (No 12.) LAMP product  
Lane 14: MboI digestion of E. coli (No 12.) LAMP product 
Lane 15: TaqI digestion of E. coli (No 12.) LAMP product 
Lane M: 50-bp DNA ladder marker 
 
 
 
 
 

 1    2    3   4   5    6   7    8   9   M 10 11  12  13  14 15 M 

314 bp 

229 bp 
281 bp     250 bp 

  177 bp 
  168 bp 193 bp 

165 bp 

M     U      T    M    U     T    M      U    T            M    U     T      U      M   T   

No.1 No.2 No.6 No.10 No.11 
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 4.4.5.2 Southern blot DNA-DNA hybridization 

 เพ่ือยืนยันผลท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะวาตรงกับยีนท่ีตองการ

ตรวจสอบจริง ผูวิจัยจึงทําการยืนยันดวยวิธ ีSouthern blot hybridization โดยใช PCR product 

ของ E. coli (No.11) ท่ีมียีน blaCTX-M9 เปน hybridization DNA probe (รูปท่ี 4.13) ผลิตภัณฑ

จาก LAMP ของ E. coli No.1, 2 and 6 หลังจากยอยดวย MboI and TaqI ทําการ probe กับ 

probe ท่ี label ดวย digoxigenin-11-dUTP ผลท่ีไดพบวาผลิตภัณฑท่ีไดเปนผลผลิตจากยีน 

blaCTX-M9 ซ่ึงเปน DNA เปาหมายจริงๆ (รูปท่ี 4.14) 
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รูป 4.13 The PCR product sequencing result of E. coli (No.10) and the alignment of 
nucleotide sequence of E. coli (No.10) was compared with the other strain of bacteria. (1) 
The PCR product of E. coli (No.10) has been presented the blaCTX-M9 gene by PCR 
sequencing; (2) E. coli which was obtained GenBank database has been presented the 
blaCTX-M14 gene; (3) E. coli which was obtained GenBank database has been presented 
the blaCTX-M9 gene. 
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    M= MboI; U= Uncut; T= TaqI    
 
รูป 4.14 The Southern blot analysis of restriction digestion of the LAMP product, the 
digestion product was electrophoresed in 2% agarose gel.  
A: Agarose gel electrophoresis patterns of restriction enzyme digestion 
Lane M: 50-bp DNA ladder marker 
Lane 1: MboI digestion of E. coli (No 1.) LAMP product 
Lane 2: E. coli (No 1.) LAMP product 
Lane 3: TaqI digestion of E. coli (No 1.) LAMP product 
Lane 4: MboI digestion of E. coli (No 2.) LAMP product 
Lane 5: E. coli (No 2.) LAMP product 
Lane 6: TaqI digestion of E. coli (No 2.) LAMP product 
Lane 7: MboI digestion of E. coli (No 6.) LAMP product 
Lane 8:  E. coli (No 6.)  LAMP product 
Lane 9: TaqI digestion of E. coli (No 6.) LAMP product 
B: Southern hybridization resulting from the transfer of the DNAs in the gel from A to 
nylon membrane and hybridized with PCR product of E. coli (No.11) as probe  
 

 

 

 

 

  

 M    1    2     3    4    5     6    7    8    9   M    1    2   3    4   5    6   7   8    9    

A B 

 500 bp   

150 bp 
250 bp 

M     U       T     M     U       T     M      U     T             M     U    T     M    U    T     M   U     T              

No.1 No.2 No.6 No.1 No.2 No.6 
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Discussion 

 การตรวจสอบเช้ือในตระกูล Enterobacteriaceae ท่ีสราง ESBLs มีความสําคัญ

อยางมากเนื่องจากเอนไซมน้ีทําใหเช้ือดื้อตอยาปฏิชีวนะท่ีใชในการรกัษา ทําใหมีความเสี่ยงสูงท่ี

จะไมสามารถรักษาไดซ่ึงเปนปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญของประเทศ ดังนั้นการตรวจสอบ

เช้ือท่ีสราง ESBLs จึงควรทํากอนท่ีจะเร่ิมการรักษาเพ่ือใหสามารถเลือกใชยาไดอยางเหมาะสม 

 วิธ ีDouble disk synergy test (DDST) เปนหนึ่งในวิธ ีphenotypic ท่ีนิยมใชในการ

ตรวจสอบวาเช้ือมีการสราง ESBLs หรือไม เนื่องจากมีราคาถูก มีความไวสูง และทําไดงายใน

หองปฏิบัติการท่ัวไป (53) วธิีน้ีชตรวจสอบความสามารถของเชื้อในการทําลายยาในกลุม 3rd 

generation cephalosporins (cefotaxime, ceftazidime and cefepime) รวมกับการใช β-

lactamase inhibitor (clavulanic acid) (43) ลักษณะของ inhibition zone ท่ีเกิดจะมี

ลักษณะเฉพาะคือจะมีวงกวางในดานท่ีใกลกับแผนยาท่ีมี clavulanic acid รูปรางของ inhibition 

ท่ีเกิดจะเหมือนกับ champagne-cork หรือพวงกุญแจ อยางไรก็ตามวิธีน้ีไมสามารถบอกไดวา

เช้ือสราง ESBLs ชนิดใด (SHV, TEM and CTX-M type) ในงานวิจยัน้ีไดใชวธิี DDST เปนวธิดื

สอบเบ้ืองตนเพื่อยืนยันวาเช้ือ Escherichia coli และ Klebsiella pneumoniae ท่ีแยกไดจาก

ผูปวยมีการสราง ESBLs จริง จากผลการทดลองพบวา inhibition zone รอบๆ แผนยา 

cefotaxime (CTX) หรือ ceftazidime (CAZ) จะมีขนาดเล็ก แตจะใหญข้ึนในบริเวณท่ีใกลกับ

แผนยา clavulanic acid ซึงวิธี DDST น้ีมีความฉพาะเจาะจงสูงและใหผลใกลเคียงรอยละ 100 

ในการตรวจสอบเช้ือท่ีสราง ESBLs อยางไรก็ตามวิธีน้ีไมสามารถบอกไดวา ESBLs ท่ีเชื้อสราง

ข้ึนเปนชนิดใด ดังนั้นการตรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซมชนิดน้ันๆ จึงมีความจําเปน 

 หนึงในวิธีท่ีนิยมใชตรวจสอบหาสารพันธุกรรมคือ polymerase chain reaction 

(PCR) ซ่ึงมีความจําเพาะคอนขางสูงและสามารถตรวจการเกิด point mutation ในยีนท่ีสราง 

ESBLs ไดดวย (43, 54) หน่ึงในเช้ือท่ีสราง ESBLs ท่ีสําคัญคือเชื้อในตระกลู 

Enterobacteriaceae มีรายงานหลายชิ้นท่ีรายงานการพัฒนาวิธี PCR เพ่ือใชในการตรวจสอบหา

เช้ือในตระกูล Enterobactericeae ท่ีสราง ESBLs ในงานวิจัยนี้ไดทําการทดลองใช PCR ในการ

ตรวจสอบยีนท่ีสราง ESBL ชนิด CTX-M9 (blaCTX-M9) พบวามี 16 จาก 35 สายพันธุท่ีมียีน 

blaCTX-M9 ขอดีของวธี PCR คือทําไดงายและมีความถูกตอง อยางไรก็ตาม วิธีน้ีมีขอดอยหลาย

ประการ คือ การตองใชเครื่องมือท่ีมีราคาสูง ซ่ึงไมสามารถจัดหาไดทุกหองปฏิบัติการ และตอง

เสียเวลาตรวจผลดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis ดังน้ันจึงมีความจําเปนท่ีจะตองพัฒนาวธิี

ท่ีรวดเรว็ ถูกตอง แมนยํา และทําไดโดยใชอุปกรณท่ัวไป 
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 งานวิจัยนี้จึงไดพัฒนาวธิี Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซ่ึง

เปนวธิีท่ีถูกตองและรวดเร็วเพื่อใชตรวจสอบเชื้อท่ีสราง ESBLs มีงานวิจัยหลายชิ้นท่ีใชวิธน้ีีใน

การตรวจเชื้อกอโรค เชน Xanthomonas citri subsp. citri (55), Infectious spleen and kidney 

necrosis virus (56), Haemophilus parasuis (57) and Mycobacterium bovis (58) โดยใน

งานวิจัยนี้จะเนนไปท่ีการพัฒนาวธิี LAMP เพ่ือตรวจสอบยีน blaCTX-M9 

 ข้ันแรกผูวิจัยไดทําการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา พบวา 1 mM 

Mg2+ concentration ท่ี 63°C เปนเวลา 60 นาทีเปนสภาวะท่ีเหมาะสมที่สุดสําหรับยีนนี้ (รูป 4.4 

และ 4.5) หลังจากไดสภาวะท่ีเหมาะสมแลว จึงใชสภาะวะของปฏิกิริยานั้นทําการทดสอบกับเชื้อ

ตัวอยางท้ังหมด พบวาใหผลตรงกับวิธ ี PCR แตใชเวลามนการทดสอบนอยกวาเน่ืองจากการท่ี

วิธีน้ีสามารถเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมเปาหมายไดท่ีอุณหภูมิคงท่ีทําใหไมตองเสียเวลาในการ

เปล่ียนอุณหภูมิในแตละข้ันตอนเหมือนวิธี PCR หลังจากน้ันจึงทําการทดสอบวาถาเปล่ียนจาก

เครื่อง thermal cycle ท่ีมีราคาแพง ไมมีในหองปฏิบัติการท่ัวๆไป ไปใช water bath จะใหผล

อยางไร พบวาผลท่ีไดไมมีความแตกตางกันดังแสดงในรูป 4.7 ดังนั้นวธิี LAMP สามารถใช

ตรวจสอบไดรวดเร็ว ถูกตอง และใชอุปการณท่ีมีราคาถูกกวาวิธี PCR 

 เพ่ือเปนการยืนยันวาผลิตภัณฑท่ีไดจาก LAMP เกิดจากยีนท่ีเปนเปาหมายจริงๆ 

ผูวิจัยจึงไดทําการยืนยันผลิตภัณฑโดยการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเหมาะสม จากรายงาน

ของ Notomi และคณะพบวาในปฏิกิริยา LAMP จะเกิดโครงสรางตางๆข้ึนมากมายทั้งท่ีเปนแบบ 

stem loop และรูปรางคลายดอกไมซ่ึงเกิดจากการท่ีมี loop อยูในโครงสรางหลาย loop และ

โครงสรางท่ี 15 ซงเปนโครงสรางท่ีมีรูปรางคลายดอกไมและเปนโครงสรางท่ีใหญท่ีสุดท่ีเกิดใน

ปฏิกิริยาไดถกูนํามาใชเปนตนแบบในการวิเคราะหหาตําแหนงท่ีจําเพาะกับเอนไซมตัดจําเพาะ

ตางๆ พบวาเม่ือตัดดวยเอนไซม MboI จะไดช้ิน DNA ความยาว 168 177 และ 250 คูเบส และ

เม่ือตัดดวย TaqI จะไดช้ิน DNA ท่ีมีความยาว 165 193 229 281 และ 314 คูเบส ตามลําดับ 

หลังจากท่ีทําการยอยผลิตภัณฑดวยเอนไซมท้ังสองชนิด พบวาขนาดของ DNA ท่ีไดมีขนาดตรง

กับท่ีคาดการไว นอกจากการวิเคราะหผลิตภัณฑจาก LAMP โดยวิธ ี agarose gel 

electrophoresis แลว ยังสามารถสังเกตผลไดดวยตาเปลาอีกดวยโดยการเติม SYBR Green I 

ลงไปในปฏิกิริยาหลังจากทําการหยุดปฏิกิริยาแลวถามีการเพ่ิมจํานวน DNA จะไดสีเขียวเรือง

แสงแตถาไมมีการเพ่ิมจํานวน DNA ก็จะไมเปล่ียนสี ซ่ึงการสังเกตดวยตาเปลาน้ีชวยลดเวลาใน

การทํา electrophoresis ทําใหรายงานผลไดเร็วข้ึน 

 ความไวในการตรวจสอบก็เปนปจจัยสําคัญในการบอกวาวธิีน้ันเหมาะสมท่ีจะนํามา 

ใชในหองปฏบัิติการท่ัวไปหรือไม ทางผูวิจัยจึงทําการเปรียบเทียบความไวของวธิี LAMP เทียบ
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กับ PCR โดยการลดปริมาณ DNA ตั้งตนลงแบบอนุกรมแลวดูผลท่ีเกิดข้ึน พบวาวธิี LAMP มี

ความไวมากกวา PCR อยางนอย 10000 เทา ซ่ึงสอดคลองกับรายงานอื่นๆ ท่ีใชวิธีน้ีในการ

ตรวจเชื้อกอโรคเชน Xanthomonas citri subsp. citri (55), Ralstonia solanacearum (59) and 

Porphyromonas gingivalis (60). 

 สุดทายทางผูวิจัยไดทําการทดสอบความจําเพาะของวิธี LAMP เน่ืองจากในการ

ตรวจสอบสารพันธุกรรมตางๆ การเกิดผลบวกปลอมสามารถพบไดบอยและเปนปญหาของวิธ ี

PCR ทําโดยการใช ยีนดื้อยาอ่ืนๆท่ีไมจําเพาะกับ primer ของยีน blaCTX-M9 พบวาวธิี LAMP มี

ความจําเพาะเทากับหรือมากกวาวธิ ี PCR เนื่องจากในบางตัวอยางวิธ ี PCR จะสังเกตเห็นแถบ 

DNA ท่ีเกิดข้ึนอยางไมเฉพาะเจาะจงได ท้ังนี้เน่ืองจากวิธี LAMP ใช primer 4 คูท่ีจําเพาะกับ 6 

ตําแหนงบนสาย DNA เปาหมาย ทําใหโอกาสเกิดผลบวกปลอมนอยลง 

 จากผลการทดลองท้ังหมดสามารถสรุปไดวา วธิี LAMP เปนวธิีท่ีเหมาะสมที่จะ

นํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซม β-lactamase ชนิดออกฤทธิ์กวางของเชื้อ E. 

coli และ K. pneumoniae เนื่องจากมีความรวดเรว็ ความไวสูงและจําเพาะเจาะจง นอกจากน้ียัง

ไมตองใชเครือ่งมือราคาแพงทําใหสามารถนําไปใชในหองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาท่ัวไปได 
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Conclusion 

งานวิจัยนี้ไดพัฒนาวธิีตรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซม CTX-M9 ในเชื้อ E. coli และ K. 

pneumoniae โดยใชเทคนิค LAMP จากผลการทดลองพบวาเทคนิคน้ีสามารถพัฒนาเพื่อใชใน

การตรวจสอบได และเทคนคิน้ีมีขอดี คือ สามารถทราบผลในเวลารวดเร็ว มีความจําเพาะและ

ความไวสูง สามารถสังเกตผลไดดวยตาเปลาและไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือท่ีทันสมัยและมีราคา

แพง เม่ือทําการตรวจสอบในสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับยีน blaCTX-M9 คืออุณหภูมิ 63°C 60 

นาที พบวาผลิตภัณฑท่ีไดมีลักษณะเปน ladder ความยาว 226 คูเบส และมีความจําเพาะตอ 

blaCTX-M9 คอนขางสูง เม่ือนําผลิตภัณฑท่ีไดมาทําการยืนยันดวยการยอยดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ ไดผลผลิตขนาด 168 177 และ 250 เมื่อยอยดวย MboI และขนาด 165 193 229 281 

และ 314 เม่ือยอยดวย TaqI นอกจากน้ี LAMP ยังมีความไวกวาวิธ ีPCR ถึง 10000 เทา 

จากผลการทดลองท้ังหมดน้ีสามารถสรุปไดวาวธิ ี LAMP เปนวิธีท่ีมีความจําเพาะ ความ

ไวสูง ถูกตอง รวดเร็ว และสามารถท่ีจะนําไปใชตรวจสอบยีนท่ีสรางเอนไซม ESBL ในแบคทีเรีย

ชนิดตางๆได และจากการที่วิธีน้ีใชเพียง water bath ในการเพ่ิมจํานวน DNA เปาหมายจึง

เหมาะสมที่จะนําไปใชตรวจสอบตามหองปฏิบัติการตางๆได การดูผลก็สามารถตรวจสอบไดดวย

ตาเปลาโดยการเติม SYBR Green I ลงไปในปฏิกิริยาหลังจากหยุดปฏิกิริยาแลว ซ่ึงจะมีสีเขียว

ถามีการเพ่ิมจํานวน DNA เปาหมาย (ผลบวก) แตจะไมเปล่ียนสีถาไมมีการเพ่ิมจํานวน 

ดังนั้น สามารถสรุปไดวา LAMP เปนวิธีท่ีจําเพาะและมีความไวสูง ใหผลรวดเรว็และ

ประหยัดจึงเหมาะสมท่ีจะพัฒนาใหใชเปนวิธตีรวจสอบเชื้อท่ีสราง ESBL ในโรงพยาบาลหรือ

หองปฏิบัติการตางๆ ในประเทศกําลังพัฒนาหรือบริเวณท่ีมีการระบาดของเช้ือเหลาน้ัน 
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INTRODUCTION 
Extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) are a group of enzyme β-lactamases that is able to hydrolyze 
most of the β-lactam antibiotics. ESBLs are usually encoded by genes located on large plasmids found 
in Gram-negative bacteria including Enterobacteriaceae (1). ESBLs have become a concern in both 
antimicrobial treatment and infection control. The detection method of those ESBLs-producing bacteria 
is necessary for identification, prevention and treatment. The methods for detection of ESBLs can be 
divided into two groups; phenotypic method using non-molecular techniques and genotypic method 
using molecular techniques. 
The phenotypic detection can differentiate between ESBLs and over productions of cephalosporinase 
while genotypic method is used to identify the ESBLs encoded genes. At present, the genotypic 
methods widely used for detection of those enzymes are polymerase chain reaction (PCR). However, 
this method is expensive and time-consuming for routine laboratory in developing countries. Therefore, 
the rapid, cost-effective and accurate diagnoses are important to be considered.  
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a novel isothermal amplification technique. LAMP 
can be performed by a set of 4 specially designed oligonucleotide primers consisting of forward inner 
primer (FIP), backward inner primer (BIP), B3 and F3. This method is faster, more sensitive and 
specific than conventional PCR, as well as no requirement for specialized laboratory equipments. 
Moreover, this method can be visualized by real-time turbidity caused by precipitation of magnesium 
pyrophosphate, a by-product of reaction.  
The aim of this study is to develop the LAMP method in order to detect CTX-M1 type ESBL-producing 
Escherchia coli and Klebsiella pneumoniae. For this purpose, E. coli (27 strains) and K. pneumoniae (8 
strains) were isolated from patients in infectious unit at Ramathibodi Hospital. The ESBLs production 
was confirmed by double-disk synergy test (DDST) and PCR. Then, a set of specific oligonucleotide 
primers was designed and used to perform the LAMP reaction. The LAMP condition will be further 
optimized and tested for specificity and sensitivity.  
 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains: This study was an experimental study to identify β-lactamase genes in ESBL-
producing E.coli and K.pneumoniae clinical isolates obtained from Ramathibodi Hospital followed by 
an evaluation of activities of antimicrobial agents alone or in combination against these isolates using 
time-kill method. The study protocol was approved by Committee on Human Right Related to 
Researches Involving Human Subjects of Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital, Mahidol 
University on July 15, 2005 with approval number 0609/2005.  
Preparation of plasmid DNA from bacterial cells: A single colony of E.coli and K.pneumoniae was 
cultured in 5 ml of LB broth containing 100 µg/ml ampicillin at 37ºC for 12-16 hr with continuous 
shaking at 150 rpm. Then, bacterial DNA was extracted by plasmid extraction kit (Real biotech 
corporation, Taiwan).  
Double-disk synergy test (DDST): Bacteria were suspended equivalent to McFarland 0.5 turbidity 
standard in Mueller-Hinton broth and inoculated onto Mueller-Hinton agar plate. Then, disks containing 
cefotaxime (CTX 30 µg), ceftazidime (CAZ 30 µg) were placed 20 mm (center to center) from 
amoxicillin-clavulanic acid disk (30 and 10 µg respectively). These plates were incubated at 37ºC 
overnight. 
Polymerase chain reaction (PCR): PCR was performed at a final volume of 25 µl in 1.5 ml tubes. The 
primers used for PCR amplification are listed in Table 1. Each reaction contained 20 mM Tris-HCl (pH 
8.4); 50 mM KCl; 0.2 mM each of deoxynucleoside triphosphate; 2 mM MgCl2; 0.4 µM primers of 
Forward and Reward; and 4U of Taq DNA polymerase. Template DNA (1 µl) was added to 24 µl of 
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master mixture. The PCR program was performed with pre-heat at 94ºC for 1 min, followed by 30 
cycles of DNA denaturation at 94ºC for 1 min, primer annealing at 52ºC for 30 sec, extension at 72ºC 
for 1 min and final extension at 72ºC for 5 min. The PCR products were analyzed by agarose gel 
electrophoresis. Gels were stained with ethidium bromide at 0.5 µg/ml and visualized by UV 
transillumination. A 100-bp DNA ladder was used as a marker. Negative control was PCR mixture with 
the addition of water in place of template DNA. 
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP): A set of four primers specific to the ESBL gene was 
designed by Eiken explorer V4 (http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html). The forward inner 
primer (FIP) consisted of the F1C sequence, TTTT and the F2 sequence. The backward inner primer 
(BIP) consisted of the B1C sequence, TTTT and B2 sequence. LAMP was performed at a final volume 
of 25 µl in 1.5 ml tubes. The primers used for LAMP amplification are listed in Table 2. Each reaction 
contained 0.8 µM each FIP and BIP, 0.2 µM each F3 and B3, 200 µM each dNTP, 1 M betaine, 1X 
thermopol buffer, 2 mM MgSO4, 4U Bst DNA polymerase. After incubation at 60-65ºC for 1 h, the 
reaction was stopped by heating at 80ºC for 2 min. Then, the LAMP products were analyzed on 2% 
agarose gel electrophoresis and visualized under UV light. The specificity of reaction was confirmed by 
digestion with restriction enzymes, MboI and PvuII. After digestion, the digested products (10 µl) were 
analyzed by electrophoresis on 3% agarose gels electrophoresis and visualized under UV light. 
 
Table 1. Oligonucleotide primers of PCR for detection of β-lactamase genes. 
  

 

Primer 

Annealing 

temperature 

(ºC ) 

 

Nucleotide sequence (5’→ 3’) 

Expected 

Amplicon 

size (bp) 

Reference 

(GenBank 

accession No.) 

CTX-M-1-F 

CTX-M-1-R 

52 CGG TGC TGA AGA AAA GTG 

TGT CAC CCA ATG CTT TAC C 

369 X92506 

(E.coli) 

 
Table 2. Oligonucleotide primers of LAMP for detection of β-lactamase genes. 
 
Primer 
 

Sequence (5’ →  3’) 

CTX-M1F3 GCGATAACGTGGCGATGA 
CTX-M1B3 TCAGATTCCGCAGAGTTTGC 
CTX-M1FIP TTCGTCTCCCAGCTGTCGGGTTTTTGATTGCTCACGTTGGCG 
CTX-M1BIP GTTCCGTCTCGACCGTACCGATTTTGCCCGAGGTGAAGTGGTAT 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
Double-disk synergy test (DDST): The test result was considered as positive when decreased 
susceptibility to cefotaxime and ceftazidime were combined with a clear-cut enhancement of the 
inhibition zone of those antibiotics in front of the clavulanate-containing disk (Figure 1). The results 
showed that 20 out of 27 strains E.coli carried CTX-M1 gene whereas for K.pneumoniae, CTX-M1 
gene was detected in 6 out of 8 strains. 

  
Fig 1. A positive result of double-disk synergy test. 
Cefotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ) and amoxicillin-
clavulanate (AMC) disks were placed at a distance of 20 
mm from others. The inhibition zone was enhanced 
between CTX, CAZ and AMC disks, indicating synergy 
between CTX, CAZ and AMC. 
 
 
 
 
 
 

 



59 

 
Polymerase chain reaction (PCR): PCR results indicated that CTX-M1 gene was detected in 20 out of 
27 E.coli strains whereas for K.pneumoniae, CTX-M1 gene was detected in 6 out of 8 strains as shown 
in Table 3 and Figure 2.   
 
Table 3. PCR results 
 

No. Organisms CTX-M1 No. Organisms CTX-M1
1 E.coli -  19 E.coli + 
2 E.coli +  20 K.pneumoniae + 
3 E.coli +  21 E.coli + 
4 E.coli +  22 K.pneumoniae + 
5 E.coli +  23 K.pneumoniae + 
6 E.coli + 24 E.coli +
7 E.coli +  25 E.coli - 
8 K.pneumoniae +  26 K.pneumoniae - 
9 E.coli -  27 K.pneumoniae + 
10 E.coli -  28 K.pneumoniae - 
11 E.coli +  29 E.coli + 
12 K.pneumoniae + 30 E.coli -
13 E.coli +  31 E.coli + 
14 E.coli +  32 E.coli - 
15 E.coli +  33 E.coli + 
16 E.coli +  34 E.coli + 
17 E.coli +  35 E.coli - 
18 E.coli +  

 
 
  NC  1    2    3     4    5   M    6    7   8     9   10 

Fig 2. Positive of PCR products were separated in a 
2% agarose gel. A single amplicon of 369 bp was 
generated.  
Lane NC, Negative control (The addition of water in 
place of template DNA)    
Lane  1,     E.coli (No.2) 
Lane  2,     K.pneumoniae (No.8) 
Lane  3,     E.coli (No.14) 
Lane  4,     E.coli (No.15) 
Lane  5,     E.coli (No.16) 
Lane M,   Marker = 100-bp DNA ladder plus marker 
Lane  6,     E.coli (No.17) 
Lane  7,     E.coli (No.18) 
Lane  8,     K.pneumoniae (No.22) 
Lane  9,     K.pneumoniae (No.23) 
Lane10,     E.coli (No.24) 

    
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP): To determine the optimal temperature and time of 
the LAMP reaction, the result showed that the best condition was observed at 63ºC for 60 min. After 
separated by 2% agarose gel electrophoresis, the typical ladder pattern of amplified products could be 
seen under UV light. The amplified products were confirmed by digesting with restriction 
endonucleases, MboI and PvuII. The fragments were analyzed by gel electrophoresis (Figure 3). This 
ladder pattern was characteristic of the LAMP amplification and indicated that stem-loop DNA with 
inverted repeats of the target sequence was produced.  
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Fig 3. Restriction analysis of the LAMP product. The 
digestion product was electrophoresed in 3% agarose gel.  
 
Lane1, PvuII digestion of E.coli  LAMP product;  
Lane 2, E.coli  LAMP product;  
Lane 3, MboI digestion of  E.coli  LAMP product;  
Lane M, 100-bp DNA ladder plus marker;  
Lane 4, PvuII digestion of Reference M1;  
Lane 5, Reference M1 LAMP product;  
Lane 6, MboI digestion of Reference M1 LAMP product. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
CONCLUSION 
A set of four specific oligonucleotide primers was designed based on the sequence of CTX-M1 type 
ESBL gene. The optimum condition for amplification was at 63ºC for 60 min. The results from LAMP 
were comparable to PCR method but it was more rapid and easier to perform. However, a condition for 
the LAMP technique should be further developed in order to optimize sensitivity and specificity. 
 
ACKNOWLEDGEMENT 
This work was financially supported by the Thailand Research Fund (MRG5380022) 
 
REFERENCES 
1. Pitout JDD. Infections with Extended-Spectrum β-lactamase-Producing Enterobacteriaceae. Adls 
Data information BV, All rights reserved, 2010; 70 (3); 313-333. 

2. Drieux L, Brossier F, Sougakoff W and Jarlier V. Phenotypic detection of extended-spectrum β-
lactamase production in Enterobacteriaceae: review and bench guide. European Society of Clinical 
Microbiology and Infectious Diseases, 2008; 14 (Suppl.1); 90-103. 

3. Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa T, Watanabe K, Amino N, et al. Loop-mediated 
isothermal amplification of DNA. Nucleic Acids Research, 2000; 28:12; 1-7. 

 
 

 

 

 

 

  

        1     2     3    M    4    5   6 



61 

 

 


	1
	2
	3

