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Abstract 

Project code : TRG5380005 

Project Title : Development of loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technique for 

                   detection of toxin gene in Clostridium perfringens 

Investigator : Assist. Prof. Dr. Natharin Ngamwongsatit and Prof. Dr. Watanalai Panbangred,   

                    Mahidol University 

E-mail Address : natharin.nga@mahidol.ac.th 

Project Period : May 31st, 2010 – August 31st, 2020 

 The specific and sensitive loop-mediated isothermal amplification (LAMP) and multiplex 

PCR (mPCR) for rapid detection of C. perfringens in swine feces was developed and evaluated. A 

set of specific LAMP and mPCR primers was designed for recognizing four distinct regions on cpa 

gene for LAMP primer and seven specific genes for toxinotyping of C. perfringens including 16s 

specific C. perfringens cpa cpb etx iap cpe and cpb2 for mPCR. The result showed that both primer 

sets was specific to five C. perfringens reference strains but did not amplify other 17 non-             

C. perfringens strains. The target DNA could be amplified under LAMP optimized condition at 63°C 

within 30 to 60 minute in a water bath and visualized turbidity by naked eye. The sensitivity 

between LAMP and mPCR using DNA template extracted from C. perfringens ATCC 13124 strains 

were compared. The detection limit of mPCR was ranging from 100 fg to 10 ng depend on the      

C. perfringens type strains whereas LAMP was able to detect DNA at 10 ng. Moreover the efficacy 

of LAMP and mPCR was compared with reference culture method using fifty swine feces samples. 

It was very high 100% sensitivity and specificity in which 30 samples were positive among three 

methods. The obtained results revealed that LAMP and mPCR methods targeting specific             

C. perfringens toxin genes has a great potential use as a rapid screening molecular method in the 

detection of C. pefringens in animal specimens and identifying up to the toxinotyping level. 

 

Keywords: Clostridium perfringens, LAMP, toxin 
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                 loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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 การพฒันาและประเมนิเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) และ multiplex 

PCR (mPCR) ทีม่คีวามไวและความจาํเพาะเพือ่ตรวจหาเชือ้ C. perfringens ในตวัอยา่งมลูสกุร โดยทาํการ

ออกแบบชุดไพรเมอรท์ีม่คีวามจําเพาะต่อ cpa สาํหรบั LAMP และยนีทีจ่ําเพาะอกี 7 ยนี ประกอบไปดว้ย

16s specific C. perfringens cpa cpb etx iap cpe และ cpb2 เพื่อบง่ชีส้ายพนัธุข์อง C. perfringens ดว้ย

เทคนิค mPCR ซึง่ผลการทดสอบพบวา่ ชุดไพรเมอรท์ัง้สองชดุมคีวามจาํเพาะต่อเชือ้ C. perfringens สาย

พนัธุม์าตรฐานจาํนวน 5 สายพนัธุ ์และไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีทัง้ในกลุม่ Clostridium และ enteric 

อื่นๆทีใ่ชท้ดสอบจาํนวน 17 สายพนัธุ ์การเพิม่ขยายจาํนวนดเีอน็เอโดยเทคนคิ LAMP ในสภาวะทีเ่หมาะสม

ทําได้โดยใชอุ้ณหภูมเิดยีวที ่63 องศาเซลเซยีสเป็นเวลาตัง้แต่ 30-60 นาท ีในอ่างน้ําควบคุมอุณหภูมแิละ

สามารถตรวจสอบผลโดยการสงัเกตความขุน่ไดด้ว้ยตาเปล่า ในการศกึษานี้ไดเ้ปรยีบเทยีบความไวระหว่าง 

LAMP และ mPCR โดยใช ้DNA template ทีส่กดัจากเชือ้ C. perfringens ATCC 13124 พบว่า เทคนิค 

mPCR มคีวามไว ตัง้แต่ 100 เฟมโตกรมั ถงึ 10 นาโนกรมั ขึน้กบัสายพนัธุข์องเชือ้ ในขณะที ่LAMP มี

ความไวในการเพิม่ขยายดเีอน็เอที ่10 นาโนกรมั นอกจากนี้ ไดเ้ปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของ LAMP และ 

mPCR ในการตรวจหาเชือ้ C. perfringens จากมลูสกุรโดยตรงจํานวน 50 ตวัอย่าง เทยีบกบัการเพาะเชือ้

แบบมาตรฐานพบวา่ เทคนิค LAMP และ mPCR ใหผ้ลบวก 30 ตวัอยา่งโดยทีค่วามไวและความจาํเพาะอยู่

ในระดบัทีส่งูมากถงึรอ้ยละ 100 เมื่อเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน จากผลการศกึษาบ่งชีว้่าเทคนิค LAMP และ 

mPCR ทีอ่อกแบบใหต้รวจหายนีสรา้งสารพษิทีจ่ําเพาะต่อ C. perfringens มแีนวโน้มทีจ่ะนําไปใชพ้ฒันาใน

การตรวจหาเชือ้ C. perfringens ในตวัอยา่งจากสตัวไ์ดโ้ดยสามารถระบุไดถ้งึระดบัสายพนัธุ ์

 

คาํหลกั:  คลอสตเิดยีม เพอรฟิ์งเจนส ์LAMP สารพษิ 
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บทท่ี 1  

บทนํา 

 Clostridium perfringens เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก รปูแท่งทีส่ามารถสรา้งสปอรไ์ดแ้ละไม่

ต้องการออกซเิจนในการเจรญิเตบิโต (anaerobic bacteria) แบคทเีรยีจําพวกนี้พบกระจายทัว่ไปใน

สิง่แวดลอ้ม ทัง้ดนิ อากาศ ฝุน่ละออง น้ํา อุจจาระของคน สตัว ์ตลอดจนอาหารชนิดต่างๆ ทัง้อาหารดบิและ

อาหารทีผ่า่นกระบวนการแลว้ซึง่เกดิการปนเป้ือนในภายหลงั หรอือาหารทีอ่ยูใ่นสภาพไรอ้อกซเิจน ซึง่ผา่น

ความร้อนไม่เพียงพอ เช่น อาหารกระป๋อง หน่อไม้บรรจุป๊ีบ ไส้กรอก เป็นต้น ในสภาพแวดล้อมที่ไม่

เหมาะสมเชือ้สามารถสรา้งสปอร ์ซึง่สปอรจ์ะงอกและเจรญิเตบิโตเป็นเซลลเ์มือ่มสีภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสม

และเขา้สูร่ะยะฟกัตวั เพิม่จํานวน และสรา้งสารพษิ เชือ้จะเพิม่จํานวนเป็นสองเท่าทุกๆ 20-30 นาท ีดงันัน้

ถา้อาหารมเีชือ้ปนเป้ือนเพยีง 1 เซลล ์ภายใน 10 ชัว่โมง เชือ้จะมจีาํนวนมากกวา่หนึ่งลา้นเซลล ์นอกจากน้ี

เชื้อนี้ ย ังต้องการสารอาหารเพียงเล็กน้อย ทําให้เจริญเติบโตง่าย สามารถพบการปนเป้ือนเชื้อ                    

C. perfringens แมแ้ต่ในหน่อไมบ้รรจุป๊ีปทีม่แีหล่ง carbon และ nitrogen ทีจ่ํากดั ในระหว่างการ

เจรญิเตบิโต เชือ้ C. perfringens ผลติสารพษิจาํนวนหลายชนิดทีม่คีวามจาํเพาะทัง้ต่อคนและสตัว ์โดยแบง่

เชือ้ C. perfringens เป็น 5 ชนิด ตามคุณสมบตักิารสรา้งสารพษิ พบวา่สารพษิชนิด alpha toxin พบใน     

C. perfringens ทุกสายพนัธุ ์(Hatheway, 1990) และมคีวามสามารถในการทาํใหเ้กดิโรคลาํไสอ้กัเสบในคน

และสตัว ์และยงัเกีย่วขอ้งกบัการเกดิอาหารเป็นพษิดว้ย  

 ขอ้มลูเกีย่วกบัการระบาดของเชือ้ Clostridium ในประเทศไทยมรีายงานน้อยเมือ่เทยีบกบั

เชือ้กอ่โรคชนิดอื่นๆ อาจเนื่องมาจากการตรวจวนิิจฉยัเชือ้ทีย่าก มขีอ้จาํกดัในเรือ่งการเพาะแยกเชือ้ซึง่เป็น

เชือ้ในกลุ่ม anaerobe การเกบ็สิง่สง่ตรวจทีไ่มด่พีอทําใหเ้ชือ้ตาย เป็นตน้ จากรายงานของโรงพยาบาล      

ศริริาชในชว่งปี พ.ศ. 2541-2542 พบผูป้า่ยทีม่เีชือ้ C. difficile ถงึ 77 ราย โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ชว่งปี 

พ.ศ. 2545-2548 มผีูป้ว่ยตดิเชือ้นี้ถงึ 88 ราย สาํหรบัเชือ้ C. botulinum มรีายงานการเสยีชวีติจาํนวน 1 

รายจากผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้จาํนวน 6 ราย ในโรงพยาบาลแมส่อด จ. ตาก เมือ่ปี พ.ศ. 2540 รายงานการเสยีชวีติ 

2 รายจากผูป้่ายทีต่ดิเชื้อ 13 ราย ในปี พ.ศ. 2541 ทีจ่งัหวดัน่าน และการระบาดครัง้ล่าสุดในจงัหวดัน่าน 

เมื่อปี พ.ศ. 2549 มผีูป้่วยตดิเชือ้จํานวนสงูถงึ 167 ราย จากการรบัประทานหน่อไมป๊ี้ปทีม่กีารปนเป้ือน

สารพษิครอสตเิดยีมชนดิเอ จากเชือ้ C. botulinum ถงึแมว้า่ทางสาํนกังานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 

กระทรวงสาธารณสุขไดก้ําหนดหลกัเกณฑม์าตรฐานทางดา้นจุลนิทรยีส์าํหรบัอาหารแต่ละประเภท แต่กย็งั

พบรายงานการตดิเชือ้จากการรบัประทานอาหารอยูเ่สมอ ดว้ยเหตุนี้การตรวจวนิจิฉยัเชือ้ก่อโรคทีร่วดเรว็จงึ

มคีวามสาํคญัยิง่ทีจ่ะชว่ยลดการระบาด การวนิิจฉยั การควบคมุ และมขีอ้มลูเพือ่ป้องกนัการเกดิโรคซํ้าซอ้น 
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 วธิกีารตรวจและวนิิจฉัยทีใ่ชใ้นหอ้งปฏบิตักิารในการตรวจหาเชือ้คลอสตรเิดยีมในตวัอย่าง

ทางคลนิิกและอาหารคอืการเพาะเชือ้ในอาหารเพาะเชือ้ การหาความเป็นพษิต่อเซลลใ์นเซลลส์ายพนัธุต์่างๆ 

และการหาความเป็นพษิต่อสตัวท์ดลองเชน่ หนูทดลอง เป็นตน้ ปญัหาของวธิกีารวนิิจฉยัดงักล่าวคอืการใช้

เวลานานประมาณ 8-12 วนั กอ่นจะทราบผลการตรวจ อกีทัง้ตอ้งอาศยัความชาํนาญเชีย่วชาญของผูท้าํการ

ทดลอง และยงัมขีอ้จาํกดัในกรณีทีจ่ําเป็นตอ้งวนิิจฉัยหลายๆ ตวัอยา่งพรอ้มกนั ปญัหาเหล่านี้สง่ผลกระทบ

ต่อการรกัษาคนและสตัวท์ีป่ว่ย  นอกจากนี้ยงัส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมอาหารซึง่ตอ้งการการตรวจสอบ

การปนเป้ือนของเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพภายในระยะเวลาอันสัน้ ถึงแม้ว่าในปจัจุบัน นักวิจัย

ต่างประเทศไดพ้ฒันาชุดตรวจทีใ่หผ้ลไดเ้รว็ขึน้ โดยใชห้ลกัการทางอมิมนูวทิยา ซึง่มกีารสรา้งแอนตบิอดทีี่

จําเพาะต่อการจับกับสารพิษที่สร้างมาจากเชื้อคลอสตริเดียม แต่ชุดตรวจเหล่าน้ีมีราคาค่อนข้างสูง 

(ตวัอยา่งเชน่แอนตบิอดตี่อ Toxin A ของเชือ้ C. perfringens ปรมิาตร 10 มลิลลิติร มรีาคาประมาณ 5,000 

บาท) รวมถงึตอ้งมกีารนําเขา้จากต่างประเทศ และผลการตรวจไมแ่มน่ยาํเท่าทีค่วร นํามาซึง่ผลตรวจทีเ่ป็น

ลบ ทัง้ๆทีม่แีบคทเีรยีอยู่ในตวัอยา่ง เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ไดถู้กพฒันาขึน้เพื่อ

ตรวจหายนีทีจ่าํเพาะต่อเชือ้ในกลุ่ม Clostridium วธินีี้มคีวามไวและความแมน่ยาํสงู สามารถตรวจหายนีก่อ

โรคหลายยีนได้ในเวลาพร้อมกนั ช่วยลดต้นทุนในการตรวจ แต่มขี้อจํากดัในด้านเครื่องมอื ซึ่งมรีาคา

คอ่นขา้งสงูและจาํเพาะ ตอ้งการนกัวจิยัทีเ่ชีย่วชาญในการวนิิจฉยั การปนเป้ือนของแบคทเีรยีทีใ่กลเ้คยีงกนั

ในตวัอยา่ง ดว้ยขอ้จาํกดัเหลา่นี้ทาํใหเ้ทคนิค PCR สามารถใชไ้ดเ้ฉพาะบางหอ้งปฏบิตักิารเทา่นัน้ เมือ่เรว็ๆ

นี้ Notomi และคณะ (2000) ไดพ้ฒันาเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึง่เป็น

เทคนิคทีส่ะดวก รวดเรว็ มคีวามแม่นยํา ไมจ่ําเป็นต้องอาศยัเครื่องมอืทีพ่เิศษ โดยการตรวจหายนีก่อโรค

เหมอืนกบัวธิ ีPCR 

 เหน็ไดว้่า การตรวจวนิิจฉัยทางหอ้งปฏบิตักิารเป็นสิง่จําเป็นยิง่ ซึง่ต้องการวธิทีีม่คีวามไว

และความจําเพาะสงู เพื่อนําไปใชใ้นการวนิิจฉัยผูต้ดิเชือ้ทัง้คนและสตัว์ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ซึ่งจะเป็น

ประโยชน์ต่อการรักษา การเฝ้าระวังโรค รวมไปถึงการตรวจในกลุ่มที่ไม่มีอาการ เพื่อป้องการการ

แพรก่ระจายและระบาดของโรค 

วตัถุประสงคข์องโครงการวจิยันี้ 

1. เพื่อพฒันาวธิกีารทีร่วดเรว็สาํหรบัตรวจหา toxin genes ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค 

multiplex PCR และ LAMP 

2. เปรยีบเทยีบวธิกีารตรวจ toxin genes ของเชือ้ C. perfringens จากตวัอยา่งสิง่สง่ตรวจ ดว้ยเทคนิค 

multiplex PCR และ LAMP 
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บทท่ี 2 

เน้ือเร่ือง 

Clostridium perfringens เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก รปูแทง่ทีส่ามารถสรา้งสปอรไ์ดแ้ละไมต่อ้งการ

ออกซเิจนในการเจรญิเตบิโต (anaerobic bacteria) ซึง่พบไดท้ัว่ไปในสิง่แวดลอ้ม เชน่ ดนิและน้ํา พบอาศยั

อยูใ่นลาํไสข้องคนและสตัว ์ จดัเป็นเชือ้กอ่โรคทีส่าํคญัทัง้ในคนและสตัว ์ (Songer, 1996) C. perfringens 

สามารถแยกออกไดเ้ป็น 5 ชนิด คอื ชนิด A B C D และ E โดยอาศยัความสามารถของเชือ้ในการสรา้ง

สารพษิทีจ่าํเพาะในแตล่ะชนิด ทัง้ 4 ชนิด ไดแ้ก ่alpha (; CPA) beta (β; CPB) epsilon (; ETX) และ 

iota (; ITX) (Hatheway, 1990) ดงัแสดงในตารางที ่1 โดย  C. perfringen ชนดิ A และ C จะก่อโรคในคน 

แต่ชนิด B D และ E จดัเป็นเชือ้กอ่โรคทีส่าํคญัเฉพาะในสตัว ์(Joshy et al., 2006) 

ตารางที ่1 แสดงชนิดสารพษิที ่C. perfringens ผลติขึน้ (ทีม่า: Hatheway et al., 1990) 

Toxinotype of     

C. perfringens 

Major toxin produced 

Alpha Beta Epsilon Iota 

A 

B 

C 

D 

E 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

 

สารพษิเหลา่นี้เป็นอนัตรายต่อคนและสตัว ์สารพษิชนิด alpha เป็นสาเหตุหลกัในการทาํใหเ้กดิ gas 

gangrene ในคน โรคลําไสอ้กัเสบทีม่กีารตายของเนื้อลาํไส ้(necrotic enteritis) และ ลําไสอ้กัเสบอย่าง

รุนแรง (enterotoxaemia) มภีาวะเลอืดออกในลําไสข้องสตัว ์(Katayama et al., 1993) และพบในเชือ้      

C. perfringens ทุกสายพนัธุ ์สารพษิชนิด beta เป็นสาเหตุของโรคลําไสอ้กัเสบในคนและสตัวเ์คีย้วเอื้อง 

(Smith, 1979; Uzal and Songer, 2008) สารพษิชนิด epsilon เป็นสารพษิทีก่่อใหเ้กดิ acute 
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enterotoxaemia ในสตัว ์ (Petit, 1999) และยงัจดัเป็นสารพษิอนัตราย หรอื Bioterrorism (Clarke, 2005) 

สําหรบัสารพษิชนิด iota เป็นสารพษิทีก่่อโรคเฉพาะในสตัว์โดยเฉพาะลูกววัและแกะโดยทําใหเ้กดิ 

enterotoxaemia (Petit, 1999). 

C. perfringens ยงัจดัเป็นแบคทเีรยีตวัหลกัทีก่อ่โรคเกีย่วกบัอาหารเป็นพษิในคน (Food-poisoning) 

เนื่องจากเชือ้ในกลุ่มนี้สามารถสรา้งสปอร ์ซึง่อาจมกีารปนเป้ือนไปกบัอาหาร เมือ่บรโิภคอาหารทีป่นเป้ือน

เชื้อหรอืสปอร ์C. perfringens ทีบ่รโิภคเขา้ไปหรอืสปอรอ์ยู่ในสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรบัการงอกและ

เจรญิเตบิโต จะมกีารปล่อยสารพษิออกมาในลาํไสเ้ลก็ ทาํใหม้อีาการทอ้งเดนิอยา่งแรง เกดิตะครวิทีท่อ้งแต่

จะไมค่อ่ยพบอาการคลืน่ไสอ้าเจยีน ดว้ยคณุสมบตัขิองสปอรท์ีท่นต่อความรอ้นสงู และทนต่อสารเคมทีีใ่ชใ้น

การระงบัเชือ้จงึยากทีจ่ะกาํจดั เน่ืองจาก C. perfringens เป็นเชือ้ทีก่่อโรคไดท้ัง้ในคนและสตัว ์และมคีวาม

สามรถในการสรา้งสารพษิหลายชนิดทีเ่ป็นอนัตราย ดงันัน้การตรวจวนิิจฉยัเชือ้ C. perfringens จงึเป็นสิง่

สาํคญัยิง่ 

 การวนิิจฉัยเชือ้ในกลุ่ม Clostridium spp. ดว้ยการเพาะเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้นัน้ทาํไดย้ากและมี

ขอ้จํากดัหลายอย่าง อาทเิช่น การเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะไร้ออกซเิจน เครื่องมอือุปกรณ์ที่เฉพาะ ความ

ชาํนาญเชีย่วชาญของผูป้ฏบิตังิาน เป็นตน้ สว่นวธิกีารหาความเป็นพษิต่อเซลลห์รอืสตัวท์ดลองนัน้ใชต้น้ทุน

สงู ระยะเวลานานประมาณ 8-12 วนั (Lindstrom and Korkeala, 2006) ทัง้สองวธิทีีก่ล่าวมานี้ใชเ้วลานาน

ในการทราบผลการวนิิจฉัย ซึง่อาจสง่ผลกระทบต่อการรกัษาของผูป้่วย ต่ออุตสาหกรรมอาหาร จงึไดม้กีาร

พฒันาการตรวจดว้ยวธิทีางอมิมนูวทิยาโดยการตรวจหาสารพษิทีจ่ําเพาะต่อเชือ้ ถงึแมว้่าวธินีี้จะทราบผล

เรว็ขึน้ (Peterson et al, 1996) แต่ผลการตรวจไมแ่มน่ยาํเท่าทีค่วร ซํ้ายงัตอ้งนําเขา้ชุดตรวจจาก

ต่างประเทศซึง่มรีาคาค่อนขา้งสงู เพื่อใหท้ราบผลการตรวจวนิิจฉัยทีร่วดเรว็และแมน่ยาํ การพฒันาวธิกีาร

ตรวจวนิิจฉยัจงึจาํเป็นอยา่งยิง่ เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคทีไ่ดร้บัความนิยม

แพรห่ลายในการพฒันาวธิตีรวจวนิิจฉยั เนื่องจากมคีวามรวดเรว็ แมน่ยาํสงู โดยตรวจหายนีทีจ่าํเพาะต่อเชือ้

ต่างๆ อาทเิช่น การตรวจหา enterotoxin genes ในเชือ้ Bacillus cereus ดว้ย multiplex PCR 

(Ngamwongsatit et al., 2008) การตรวจหา toxin gene ในเชือ้กลุ่ม Clostridium และการแยกชนิดเชือ้    

C. perfrigens (Persson et al., 2008; Gurjar et al., 2008; Heikinheimo et al., 2005; Yoo et al., 1997) 

ดว้ยเทคนิค multiplex PCR หรอื real time PCR เทคนิคเหล่านี้อาศยัความจาํเพาะระหวา่ง primer กบัยนี

ของเชือ้ ทําใหผ้ลทีไ่ดม้คีวามแมน่ยํา ความถูกตอ้งค่อนขา้งสงู และสามารถตรวจหายนีก่อโรคหลายๆชนิด 

ในเวลาเดยีวกนัได ้อย่างไรกต็ามขอ้กําจดัในเรื่องเครื่องมอื thermocycler ทีม่คีวามเฉพาะและราคาแพง 
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ความชาํนาญเชีย่วชาญของนกัวจิยั ทาํให ้PCR สามารถใชใ้นบางหอ้งปฏบิตักิารเท่านัน้ จากปญัหาดงักล่าว  

Notomi และคณะ (2000) ไดพ้ฒันาเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึง่วธินีี้

สามารถเพิม่ปรมิาณ DNA ไดอ้ยา่งรวดเรว็ (น้อยกวา่ 1 ชัว่โมง) ทีอุ่ณหภูมเิดยีว โดยใช ้primer ทีอ่อกแบบ

พเิศษและมคีุณสมบตัทิีแ่ตกต่างจาก primer ทัว่ไปทีใ่ชใ้น PCR ดว้ยคุณสมบตัขิอง primer และคุณสมบตัิ

ของเอนไซมใ์นปฏกิริยิา ทาํให ้ LAMP สามารถทาํปฏกิริยิาโดยใช ้ water bath เป็นเครือ่งมอืในการชว่ย

ควบคุมอุณหภูมใินการเกดิปฏกิริยิา ซึง่เครือ่งมอืดงักล่าวเป็นเครือ่งมอืพืน้ฐานในหอ้งปฏบิตักิาร มรีาคาถูก

กวา่ thermocycler ในการวเิคราะห ์LAMP product สามารถอ่านผลการทดสอบโดยดคูวามขุน่ทีเ่กดิขึน้จาก

ปฏกิริยิาระหว่าง LAMP product และmagnesium pyrophosphate ในสารละลาย หรอืดกูารเรอืงแสงที่

เกดิขึน้ โดยไมจ่ําเป็นตอ้งอาศยัเครือ่งมอืทีซ่บัซอ้น ซึง่ช่วยลดความยุ่งยากในการอ่านผล ลดอตัราเสีย่งต่อ

การสมัผสัสารก่อมะเรง็ (ethidium bromide) (Parida et al., 2008) ดว้ยเหตุนี้ นักวจิยัในหลายแขนง

โดยเฉพาะการตรวจวนิิจฉยัเชือ้ก่อโรค ไดนํ้าเทคนิค LAMP มาใชใ้นการตรวจวนิิจฉยัเชือ้ก่อโรคต่างๆ ทัง้

แบคทเีรยี ไวรสั ปรสติ ในคนและสตัวอ์าทเิชน่เชือ้ Salmonella (Okamura et al., 2008) Brucella (Ohtsuki  

et al., 2008) Trypanosoma brucei (Njiru et al., 2008)  Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus (Rovira et al., 2009) Clostridium botulinum (Sakuma et al., 2009) เป็นตน้ วธินีี้เหมาะ

อย่างยิ่งในการนํามาใช้ทางวิทยาศาสตร์วินิจฉัย เพราะเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และไม่จําเป็นต้องใช้

เครื่องมอืทีจ่ําเพาะในหอ้งปฏบิตักิาร โดยเป็นวธิกีารทีม่คีวามรวดเรว็และแมน่ยาํสงู ใชง้านงา่ย ไมต่อ้งการ

ผูป้ฏบิตังิานทีม่คีวามเชีย่วชาญเป็นพเิศษในการตรวจสอบ 
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

1. การเพาะแยกเชือ้ C. perfringens จากลกูสกุรและเกบ็รวบรวมเชือ้ 

การเพาะแยกเชือ้ C. perfringens จากลูกสุกรทอ้งเสยีในฟารม์เลี้ยงสุกรในเขตจงัหวดันครปฐม 

กาญจนบุรแีละราชบุร ีไดร้บัการอนุมตัจิากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใชส้ตัว์ คณะสตัวแพทยศาสตร ์

มหาวทิยาลยัมหดิล เลขที ่ MUVS-2011-06 ซึง่ไดท้าํการเกบ็ตวัอยา่งมลูสกุร จากลกูสกุรดดูนม จาํนวน 60 

ตวัอยา่ง โดยสุม่ตวัอยา่งจากฟารม์สกุรทัง้สิน้ 6 ฟารม์ จาํนวนละ 10 ตวัอยา่ง โดยเกบ็มลูลกูสกุรดว้ยวธิป้ีาย

รทูวารดว้ยไมพ้นัสาํลปีราศจากเชือ้ โดยเกบ็ใสใ่น Carry-Blair transport medium เพือ่ทาํการเพาะแยกเชือ้

โดยใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ tryptose-sulfite-cycloserine (TSC) agar บ่มที ่37ºC ภายใตส้ภาวะไรอ้อกซเิจน 

นาน 48 ชัว่โมง เลอืกลกัษณะโคโลนีสดีําจําเพาะ อย่างน้อย 3-6 โคโลนี เพื่อยอ้มสแีกรม ยอ้มสปอร ์และ

ทดสอบทางชวีเคม ีประกอบไปดว้ย ทดสอบการเคลื่อนที ่(motility test) การใชไ้นเตรท (nitrate reduction) 

การหมกัน้ําตาลแลคโทส (lactose fermentation) การย่อยสลายเจลลาตนิ (gelatinase production) การ

ยอ่ยสลายนม (stormy fermentation in litmus milk) เชือ้ C. perfrigens ทุกตวัทีเ่พาะแยกไดจ้ะถูกเลีย้งใน 

cooked meat เพือ่เกบ็รกัษาเชือ้ไว ้

สาํหรบั C. perfringens สายพนัธุม์าตรฐาน จํานวน 4 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ NCTC 10239 (type A) 

NCTC 8084 (type E) ATCC 3626 (type B) และ Ue2130/06 (type C) ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก Prof. 

Dr. Joachim Frey, University of Bern, Switzerland  

2. การศกึษาเปรยีบเทยีบขอ้มลูและลาํดบันวิคลโีอไทดข์องยนีและออกแบบ primer ทีจ่าํเพาะตอ่การ

ตรวจหา toxin gene ของเชือ้ C. perfringens 

ดาํเนินการรวบรวมขอ้มลูยนีสรา้งสารพษิจํานวน 6 ยนีประกอบไปดว้ย cpa cpb etx iap cpb2 และ 

cpe ของเชือ้ C. perfringens ในฐานขอ้มลู NCBI งานวจิยัน้ีไดด้าํเนินการออกแบบไพรเ์มอรท์ีจ่ําเพาะต่อยนี 

cpa cpb etx cpb2 และ cpe โดยใชล้าํดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลูจาํนวน 8 7 12 32 และ 12 สายพนัธุ ์

ตามลาํดบั รายละเอยีดไพรเมอรส์รปุในตารางที ่2  

สาํหรบัการตรวจหายนี cpa ดว้ยเทคนิค LAMP ไดด้าํเนินการออกแบบไพรเ์มอรโ์ดยใชโ้ปรแกรม 

PrimerExplorer V4 รายละเอยีดไพรเมอรส์รปุในตารางที ่2 
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ตารางที ่2 ไพรเมอรส์าํหรบัปฏกิริยิา multiplex PCR และ LAMP  

 

3. ทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจหา toxin gene ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค 

multiplex PCR 

ในการหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจ toxin gene ทัง้ 6 ชนิด ไดส้กดั DNA จากเชือ้               

C. perfringens สายพนัธุม์าตรฐาน จาํนวนรวม 7 ตวั โดยการเพาะเลีย้งเชือ้ใน 10 ml cooked meat 

medium บ่มที ่ 37ºC นาน 24 ชัว่โมง เตรยีม template DNA โดยป ัน่ตกตะกอน culture broth ทีไ่ด ้

ปรมิาตร 1.5 ml ที ่8000 rpm เป็นเวลา 3 นาท ีลา้งตะกอนเซลลด์ว้ย TE buffer และนําตะกอนเหลวทีไ่ดไ้ป

ตม้ในน้ําเดอืดนาน 10 นาท ีเกบ็สว่นใสทีม่ ีDNA โดยการป ัน่ที ่10,000 rpm นาน 2 นาท ีเกบ็ DNA ทีส่กดั

ไดท้ี ่-20°C และนํามาทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัปฏกิริยิา โดยปรบัความเขม้ขน้ของสารต่างๆใน

Reaction Target 
genes 

Primer 
name 

5’ – 3’ sequence Product 
size (bp) 

References 

mPCR 16s rRNA CIPER-F AGATGGCATCATCATTCAAC  793 Kikuchi  
et al., 2002 CIPER-R GCAAGGGATGTCAAGTGT  

cpa F1Cpa GATGGAACAGGAACTCATGCTATG  661 This study 
R1Cpa CTAAAGTTACCTTTGCTGCATAATCC  

etx F1Etx GGAAAAATATTATCCTAATGCTATGGC  516 
R1Etx GCTAAATAACTAGGTATCTCTCCCCATT  

cpe F1Cpe GGAGATGGTTGGATATTAGGGGA  410 
R1Cpe CCAGTTTCAATTAATGAACCTTGATC  

cpb2 CPBeta2F AAATATGATCCTAACCAAMAA 301 
CPBeta2R CCAAATACTYTAATYGATGC 

iap CPIotaF2 AATGGTCCTTTAAATAATCC  272 van Asten  
et al., 2009 CPIotaR TTAGCAAATGCACTCATATT  

cpb CPBetaF3 GCGAATATGCTGAATCATCTA 195 
CPBetaR3 GCAGGAACATTAGTATATCTTC 

LAMP cpa F3 TTTCTCAAAGGATAATAGTTGGT   This study 
B3 ATGTCCTGCGCTATCAAC  
FIP TTGCCATTCATATCTAGCTAATGCTCTATACCTGAC

ACAGGGGA  
BIP CAAGCTACATTCTATCTTGGAGAGGATTAGCAGGA

TGATATGGAGTA  
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ปฏกิริยิา PCR ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ PCR buffer primer ทีใ่ชใ้นแต่ละคู ่dNTP และ Taq DNA 

polymerase นอกจากนี้ มกีารทดสอบสภาวะ PCR condition โดยปรบัอุณหภมูใินการจบัของ primer ตัง้แต่ 

52-60°C และทดสอบความไวของชดุตรวจ ดว้ย DNA ของ C. perfringens สายพนัธุม์าตรฐาน 

ทดสอบความจําเพาะของ primer โดยการทดสอบกบัเชือ้ก่อโรคทีเ่จอไดใ้นระบบทางเดนิอาหาร 

จาํนวน 17 สายพนัธุ ์ไดแ้ก ่Citrobacter diversus Citrobacter frundii Clostridium difficile Escherichia coli 

Enterobacter cloacae Enterococcus faecium Enterococcus fecalis Klebsiella pneumonia Morganella 

morganii Proteus mirabilis Proteus vulgaris Salmonella Cholerasuis Salmonella Typhimurium 

Salmonella Enteritidis Shigella boydii Shigella flexneri และ Shigella sonnei  

4. ทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจหา cpa gene ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนคิ 

LAMP 

ทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัปฏกิริยิาของ LAMP จะใช ้DNA template ชุดเดยีวกบัการ

ทดสอบ mPCR โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารแตล่ะตวัตามมาตรฐาน ดงันี้ 1.6 μM ของ FIP และ BIP 0.2 μM 

ของ F3 และ B3 primer 1X LAMP buffer 1M Betaine 1.6 mM dNTPs 6 mM of MgSO4 8U Bst DNA 

polymerase และ DNA template 5 μl ทดสอบภายใตส้ภาวะของปฏกิริยิาตัง้แต่ 60-65°C ทดสอบความไว

และความจาํเพาะของ LAMP primer เชน่เดยีวกบั mPCR primer 

5. เปรยีบเทยีบวธิกีารตรวจ toxin genes ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค multiplex PCR และ 

LAMP โดยตรงจากสิง่สง่ตรวจกบัวธิเีพาะเชือ้แบบมาตรฐาน 

ทาํการเกบ็ตวัอยา่งมลูสกุรหรอื rectal swab จาํนวนทัง้สิน้ 50 ตวั โดยสุม่เลอืกสกุรทีม่อีาการ

ทอ้งรว่งจากฟารม์สกุรในเขตจงัหวดันครปฐม ราชบุร ี และกาญจนบรุ ี การเกบ็ตวัอยา่งจะดาํเนนิการภายใต้

การดแูลและคาํแนะนําจากสตัวแพทย ์ นําอุจจาระทีไ่ดม้าเพาะหาเชือ้ทนัท ี (ภายใน 24 ชัว่โมง) โดยนํา

อุจจาระไปตม้ที ่80ºC นาน 20 นาทเีพือ่ทาํการฆา่เชือ้ทีป่นเป้ือนอยูใ่นอุจจาระ หลงัจากนัน้แบง่อุจจาระเป็น 

2 สว่น สว่นแรก นําไปเพาะแยกหาเชือ้ C. perfringens โดยวธิมีาตรฐานตามขอ้ ที ่1  สว่นที ่2 นําไป pre 

enrichment ใน TSC broth บม่ที ่ 37ºC ภายใตส้ภาวะไรอ้อกซเิจน นาน 4 ชัว่โมง นํา pre enrichment 

broth มาสกดัแยก DNA ดว้ยชดุสกดัสาํเรจ็รปู (Puregene Qiagen, Germany) เพือ่ตรวจหา toxin genes 

ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค mPCR และ LAMP เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหท์ีไ่ดจ้ากการเพาะเชือ้ 

วธิ ีmultiplex PCR และ LAMP 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การเพาะแยกเชือ้ C. perfringens จากฟารม์สกุร  

 ตวัอยา่งมลูสุกรหรอื rectal swab จาํนวน 60 ตวัอยา่ง จากฟารม์สกุร 6 แหง่ ทาํการแยกเพาะ

หาเชือ้ C. perfringens บน TSC plate จะใหโ้คโลนีสดีาํทีม่ขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 2 – 4 

มลิลเิมตร (รปูที ่1) ผลการทดสอบทางชวีเคม ีจะให ้Gram positive rod ไมเ่คลื่อนที ่(non-motile, รปูที ่2A) 

สามารถย่อยน้ําตาลแลค็โตส ย่อยเจลาตนิ ย่อย nitrate (รูปที ่2B) และเกดิปรากฏการณ์ stormy 

fermentation (รปูที ่2C-2D) จากตวัอยา่ง rectal swabทีเ่กบ็จากลกูสกุรทีแ่สดงอาการถ่ายเหลว จํานวน 60 

ตวัอยา่ง พบเชือ้ C. perfringens จาํนวน 48 ตวัอยา่ง คดิเป็น 80 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                       

 

รปูที ่1 ลกัษณะเชือ้ C. perfringens บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSC agar  
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                                 2A              2B                                  2C           2D                               

รปูที ่2 ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองเชือ้ C. perfringens ใน Motility nitrate medium (2A-2B) และ Iron 

milk medium (2C-2D) มรีายละเอยีดดงันี้ 

          2A คอื non-motile ของเชือ้ C. perfringens ใน Motility nitrate medium  

          2B คอื Nitrate reduction positive ของเชือ้ C. perfringens ใน Motility nitrate medium  

          2C คอื uninoculum iron milk medium 

          2D คอื stormy fermentation ของเชือ้ C. perfringens ใน iron milk medium 
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4.2 สภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจหา toxin gene ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค 

multiplex PCR 

จากการทดลอง พบวา่ ปฏกิริยิาจะเกดิไดด้ทีีส่ดุภายใตส้ภาวะที ่denaturing 94°C นาน 3 นาท ี

จาํนวน 1 รอบ denaturing 94°C นาน 30 วนิาท ีannealing 54°C นาน 30 วนิาท ี และ extension 72°C 

นาน 50 วนิาท ีโดยทาํปฏกิริยิาซํ้า 30 รอบ และ 72°C นาน 5 นาท ีจาํนวน 1 รอบ โดยมคีวามเขม้ขน้ของ 

PCR reagent ดงัน้ี 1X PCR buffer 2.5 mM MgCl2 0.4 mM dNTPs 0.3 μM 16s และ CPA primer 0.2 

μM CPB ETX IAP CPE Primer 0.1 μM CPB2 primer และ 1U Taq DNA polymerase วเิคราะห ์PCR 

product ทีไ่ดด้ว้ย 2% agarose gel electrophoresis ยอ้มดว้ย GelRed และอ่านผลภายใต้ UV 

transluminator (รปูที ่3) 

เมือ่นําไปทดสอบกบัเชือ้ C. perfringens ทีแ่ยกจากตวัอย่างในฟารม์ ในขอ้ 4.1 พบว่า เชือ้    

C. perfringens ทัง้หมด เป็นสายพนัธุ ์A ทีม่ยีนี cpa และ cpb2 (รปูที ่4) เมือ่นํามาทดสอบความไวของชุด

ตรวจ โดยการใช ้DNA ทีส่กดัจาก C. perfringens type ต่างๆ เป็นDNA template ซึง่ไดท้าํการเจอืจาง

ความเขม้ขน้ของ DNA template แบบ 10-fold dilution ตัง้แต่ 10 ng ถงึ 0.1 pg มาทาํปฏกิริยิา พบวา่ 

ความเขม้ขน้ของ DNA template ในการตรวจแยก type A และ B จะมคีวามเขม้ขน้น้อยสดุที ่100 pg (รปูที ่

5A, AE และ B) สว่น type E และ C จะมคีวามเขม้ขน้น้อยสดุที ่1 ng (รปู 5E) และ 10 ng (รปู 5C) 

ตามลาํดบั นอกจากนี้ ไดท้ดสอบความจาํเพาะของปฏกิริยิา multiplex PCR ทีไ่ดพ้ฒันาขึน้กบั DNA ทีส่กดั

จากเชือ้ชนิดต่างๆ จาํนวน 17 สายพนัธุ ์จากการทดสอบพบว่า ไมม่ปีฏกิริยิาขา้มของปฏกิริยิาทีจ่าํเพาะต่อ 

C. perfringens กบัเชือ้ชนิดอื่นๆ (รปูที ่6) 
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รปูท่ี 3  2% agarose gel electrophoresis ของผลติผลจาก multiplex PCR ทีใ่ชต้รวจแยกเชือ้  

            C. perfringens  

 Lane M: 100 bp DNA ladder 

  Lane 1: C. perfringens ATCC 13124 (type A; 16s RNA+ cpa+ cpb2+) 

   Lane 2: C. perfringens ATCC 3626 (type B; 16s RNA+ cpa+ etx+ cpb+) 

   Lane 3: C. perfringens Ue2130/06 (type C; 16s RNA+ cpa+ cpb2+ cpb+) 

   Lane 4: C. perfringens NCTC 8084 (type E; 16s RNA+ cpa+ iap+) 

   Lane 5: C. perfringens NCTC 10239 (type A;16s RNA+ cpa+ cpe+) 

   Lane 6: C. perfringens S1 (type C; 16s RNA+ cpa+ cpb2+ cpb+) 

             Lane 7: C. perfringens SF1 (type E; 16s RNA+ cpa+ iap+ cpb2+) 

   Lane P: Mixed DNA template 

           Lane N: Negative control 
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รปูที ่4 ผลการตรวจหายนีสรา้งสารพษิจากเชือ้ C. perfringens ทีเ่พาะแยกจากตวัอยา่งสุกรในฟารม์ของ

ประเทศไทย  

            lane R คอื DNA ตน้แบบจาก C. perfringens ATCC 13124  

            lane 1-11 คอื DNA ตน้แบบ ทีส่กดัจากเชือ้ C. perfringens ทีแ่ยกจากตวัอยา่งสกุร 
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รปูที ่5 ความไวของชุด mPCR primer ในการตรวจระบุยนีสรา้งสารพษิของ C. perfringens โดยใช ้DNA ที่

สกดัจาก C. perfringens ATCC 13142 (A1) NCTC 10239 (AE1) ATCC 3626 (B1) Ue2130/06 

(C1) และ NCTC 8084 (E1) ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ของ DNA ตัง้แต่ 10 ng จนถงึ 0.1 pg โดยม ี

sterile distilled water เป็น negative control (-) 
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รปูที ่6 ความจําเพาะของชุด mPCR primer ในการตรวจระบุยนีสรา้งสารพษิของ C. perfringens จาก

ตวัอยา่ง DNA ตน้แบบจากเชือ้แบคทเีรยีกอ่โรคสายพนัธุอ์ื่นๆ 

Lane M: 100 bp DNA ladder 

Lane 1: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens ATCC 13124  

Lane 2: DNA ตน้แบบจาก C. difficle 

Lane 3: DNA ตน้แบบจาก E. coli 

Lane 4: DNA ตน้แบบจาก Salmonella Typhimurium 

Lane 5: DNA ตน้แบบจาก Shigella flexneri 

Lane 6: DNA ตน้แบบจาก E. fecalis 

Lane 7: negative control โดยใชน้ํ้ากลัน่ 
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4.3 สภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจหา cpa gene ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค LAMP 

ทาํการทดสอบความจาํเพาะของ primer F3 และ B3 กบั DNA ของ C. perfringens ATCC 

13124 ความเขม้ขน้ 20 ng ภายใตส้ภาวะ initial denaturing 94°C นาน 3 นาท ีจํานวน 1 รอบ denaturing 

94°C นาน 30 วนิาท ีannealing ตัง้แต่ 59 - 66°C นาน 30 วนิาท ี และ extension 72°C นาน 50 วนิาท ี

โดยทาํปฏกิริยิาซํ้า 30 รอบ และ 72°C นาน 5 นาท ีจาํนวน 1 รอบ ผลการทดสอบ พบวา่ primer F3/B3 

สามารถใหผ้ลผลติทีจ่าํเพาะ ที ่annealing temperature ตัง้แต่ 59-65°C (รปูที ่7) 

เมือ่ทดสอบชุด LAMP primer (F3/B3 และ FIP/BIP) จากตารางที ่2 โดยมคีวามเขม้ขน้ของ

สาร 1.6 μM ของ FIP และ BIP 0.2 μM ของ F3 และ B3 primer 1X LAMP buffer 1M Betaine 1.6 mM 

dNTPs 6 mM of MgSO4 8U Bst DNA polymerase และ DNA ของ C. perfringens ATCC 13124 

ปรมิาณ 20 ng ทีอุ่ณหภูมติัง้แต่ 60-65°C ระยะเวลา 1 ชัว่โมง ตามมาตรฐาน ผลการทดสอบ พบว่า ม ี

LAMP product เกดิขึน้ทีทุ่กอุณหภมูขิองการทดสอบ ดงัแสดงในรปูที ่8 เมือ่ดผูลการทดสอบดว้ย agarose 

gel electrophoresis จะพบผลเป็น ladder LAMP product (รปูที ่8A) หากดดูว้ยตาเปล่าของหลอดทดสอบ 

จะเหน็ว่ามคีวามขุน่เกดิขึน้ เมือ่นําหลอดไปป ัน่ตกตะกอน จะพบเหน็กอ้นตะกอนของ LAMP product ดงั

แสดงในรปูที ่8B  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่7 ผลการทดสอบความจาํเพาะของ LAMP F3/B3 primer ตอ่ DNA ของเชือ้ C. perfringens  

         ATCC 13124 ทีอุ่ณหภมูติัง้แต่ 59 ถงึ 66°C M คอื 100 bp DNA marker N คอื negative 

         control  

Annealing temperature (°C) 

M     N     59    60   61    62    63    64    65    66  
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รปูที ่8 ผลการทดสอบปฏกิริยิา LAMP ต่อ DNA ของเชือ้ C. perfringens ATCC 13124 โดย 8A) gel  

        electrophoresis 8B) ดตูะกอนความขุน่ ทีอุ่ณหภมูติัง้แต ่60 ถงึ 65°C  

        M คอื 100 bp DNA marker   N คอื negative control  

 

Annealing temperature (°C) 

M         N      60      61      62       63     64      65 

Annealing temperature (°C) 
   N      60     61      62      63      64       65 
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  ทาํการทดสอบระยะเวลาในการทาํปฏกิริยิาของ LAMP กบั DNA ของเชือ้ C. perfringens 

ATCC 13124 โดยการทดสอบทีเ่วลา 20 30 40 50 และ 60 นาท ีผลการทดสอบ พบวา่ หลงัจาก 30 นาท ี

ปฏกิริยิาสามารถเกดิได ้โดยไมพ่บความแตกต่างของ LAMP product ระหวา่ง 40 50 หรอื 60 นาท ีดงั

แสดงในรปูที ่9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่9 ผลการทดสอบระยะเวลาการทาํปฏกิริยิาของ LAMP ในการตรวจหา cpa ของ C. perfringens  

         ณ เวลาต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

 

  M      N     20     30     40     50     60 

Reaction time (min) 
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  เมือ่ทดสอบความไวของ LAMP primer โดยใช ้DNA ตน้แบบจาก C. perfringens ATCC 

13124 ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ng ถงึ 1 fg ผลการทดสอบ พบวา่ LAMP มคีวามไวในการทดสอบอยูท่ ี ่1 ng ดงั

แสดงในภาพที ่10 และ ทดสอบความจาํเพาะของ LAMP กบั C. perfringens สายพนัธต์่างๆ และเชือ้

แบคทเีรยีชนิดต่างๆ จํานวน 17 สายพนัธุ ์จากการทดสอบพบว่า ไม่มปีฏกิริยิาขา้มของปฏกิริยิาทีจ่ําเพาะ 

กบัเชือ้ชนิดอื่นๆ (รปูที ่11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         รปูที ่10 ความไวของ LAMP primer ในการตรวจหายนี cpa ของเชือ้ C. perfringens 

 

 

 

 

    N     100     10       1         100      10      1         100      10      1 

ng                   pg                    fg 

LAMP                

PCR (F3/B3)       
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 รปูที ่11 ความจาํเพาะของ LAMP ในการตรวจระบุยนีสรา้งสารพษิ cpa ของ C. perfringens 

                       จากตวัอยา่ง DNA ตน้แบบจากเชือ้แบคทเีรยีกอ่โรคสายพนัธุอ์ื่นๆ  

Lane M: 100 bp DNA ladder 

Lane 1: DNA ตน้แบบจาก C. difficile  

Lane 2: DNA ตน้แบบจาก E. coli 

Lane 3: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens type A 

Lane 4: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens type Ae 

Lane 5: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens type B 

Lane 6: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens type C 

Lane 7: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens type E 

Lane 8: DNA ตน้แบบจาก C. perfringens S1 

Lane 9: DNA ตน้แบบจาก Salmonella Typhimurium 

Lane 10: DNA ตน้แบบจาก Proteus mirabilis 

Lane N: negative control โดยใชน้ํ้ากลัน่ 

 

 M        1      2      3      4      5      6      7      8      9     10     N         
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4.4 การเปรยีบเทยีบวธิกีารตรวจ toxin genes ของเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนคิ multiplex PCR 

และ LAMP โดยตรงจากสิง่สง่ตรวจกบัวธิเีพาะเชือ้แบบมาตรฐาน 

     ตวัอย่างมูลสุกรที่เกบ็จากฟาร์มสุกรในเครอืข่ายจํานวน 5 ฟาร์ม รวมทัง้สิ้น 50 ตวัอย่าง พบ

ตวัอย่างทีใ่หผ้ลการเพาะเชือ้ C. perfringens จํานวน 30 ตวัอย่าง ซึง่เมือ่ทาํตวัอยา่งเดยีวกนัไปสกดั DNA 

เพือ่ตรวจหา C. perfringens ดว้ยเทคนิค mPCR และ LAMP พบวา่ ใหผ้ลการทดสอบเชน่เดยีวกบัการเพาะ

เชื้อ คอื พบผลบวก C. perfringens type A จํานวน 30 ตวัอย่าง คดิเป็น ร้อยละ 60 หากทําการ

เปรยีบเทยีบผลการทดสอบทัง้ 3 วธิ ีจะมคี่า diagnostic sensitivity diagnostic specificity positive 

predictive value และ negative predictive value คอื 100% ซึง่บ่งใหเ้หน็ว่า วธิ ีmultiplex PCR และ 

LAMP สามารถตรวจหาเชือ้ C. perfringens ไดอ้ยา่งถกูตอ้งแมน่ยาํเทยีบเทา่วธิกีารเพาะเชือ้ 

 

ตารางที ่3 เปรยีบเทยีบผลการทดสอบการเพาะแยกหาเชือ้ C. perfringens จากวธิมีาตรฐานกบัการ 

              ตรวจหาเชือ้ C. perfringens ดว้ยเทคนิค multiplex PCR และ LAMP 

Culture 
method 

Multiplex PCR LAMP Total 
Positive Negative Positive Negative 

Positive 30 0 30 0 30 
Negative 0 20 0 20 20 
Total 30 20 30 20 50 
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บทท่ี 5 

วิจารณ์และสรปุข้อเสนอแนะ 

 จากการสาํรวจเพาะแยกเชือ้ C. perfringens ทีอ่าจเป็นสาเหตุของการเกดิอาการทอ้งเสยีในลกูสกุร

มคีวามชกุอยูท่ีร่อ้ยละ 60-80 โดยการเพาะแยกเชือ้แบบมาตรฐานทีต่อ้งอาศยัอุปกรณ์พเิศษในการเพาะแยก

เชือ้ และตอ้งมคีวามชาํนาญในการคดัเลอืกลกัษณะโคโลนี การระบุชนิดของ C. perfringens ทีเ่พาะแยกเชือ้

ได ้มคีวามสาํคญัต่อความรุนแรงของโรคและการประเมนิสุขภาพของสตัวป์ว่ย พบว่า C. perfringens ที่

เพาะแยกได้ ส่วนใหญ่เป็น สายพนัธุ์ A ซึ่งมยีนีสร้างสารพษิ cpa ซึ่งในโครงการวจิยันี้ พฒันาวธิตีรวจที่

รวดเรว็โดยอาศยัหลกัการการเพิม่จํานวนสารพนัธุกรรมที่จําเพาะ โดยใชเ้ทคนิค multiplex PCR และ 

LAMP ซึง่สามารถทาํใหก้ารบ่งชีช้นิดของ C. perfringens ทาํไดอ้ยา่งรวดเรว็ จากการตรวจโดยตรงจากสิง่

ส่งตรวจหลงัจากการ pre-enrichment อย่างน้อย 4 ชัว่โมง โดยเทคนิค multiplex PCR สามารถแยก       

C. perfringens ไดท้ัง้ 4 ชนิดในคราวเดยีว และยงัสามารถระบุสายพนัธุท์ีส่รา้งสารพษิ enterotoxin (cpe) 

ซึง่สมัพนัธ์กบัการเหนี่ยวนําใหเ้กดิการทอ้งเสยีไดด้ว้ย ซึง่ความไวของ multiplex PCR จะสามารถตรวจ

ระดบั DNA ทีค่วามเขม้ขน้น้อยสุดที ่100 pg โดยขึน้อยู่กบัชนิดของสายพนัธุท์ีพ่บ ในขณะที ่LAMP จะใช้

เวลาในการตรวจทีส่ ัน้กว่า พบว่า LAMP สามารถเพิม่จํานวนยนี cpa ภายใน 30 นาท ีสามารถตรวจสอบ

ปฏกิิรยิาได้ด้วยตาเปล่าโดยสงัเกตดูตะกอนความขุ่นที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา แต่ความไวของ LAMP เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบั multiplex PCR พบว่า มคีวามไวในการตรวจหา DNA ทีค่วามเขม้ขน้ 10 ng ซึง่ควรมกีาร

พฒันาโดยสามารถปรบัเปลีย่นชดุไพรเมอรห์รอืวธิกีารอ่านผลใหม้คีวามไวเพิม่ขึน้เทยีบเทา่ multiplex PCR 
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Abstract—The cost-effectiveness of the LAMP (Loop-

mediated isothermal amplification) assay can be improved by 

developing a more affordable incubator. The purpose of this 

study was to develop an affordable incubator and test its 

efficiency compared to a commercial one. A thermoelectric 

module or peltier was used in the incubator that simplified the 

design, making it a more affordable incubator, was developed. 

The efficiency of the developed heater was evaluated by 

comparing the obtained LAMP products with those from a 

commercial laboratory incubator. The LAMP assay was the 

amplification of cpa gene of Clostridium perfringens and 

incubated at 63°C for 60 minutes in the developed dry block 

heater and a commercial one. The reaction products were 

analyzed by turbidity and gel electrophoresis. The amplification 

products of cpa gene were similar when incubated in both the 

developed dry block heater and the commercial one. It was then 

concluded that the developed peltier-based dry block heater was 

able to be used equivalently to the commercial one with more 

affordable price.  

Keywords—DNA amplification, Clostridium perfringens, 

thermoelectric module, dry-block heater  

I. INTRODUCTION

Food-borne pathogenic bacteria contaminating food and 
causing food-borne illness is one of the major issue in the 
public health sector all over the world [1]. Due to the high 
economic cost of these food-borne pathogen [2], the study on 
these pathogen themselves and their detection is of a very 
high interest. One of such food-borne pathogen that is being 
studied is the Clostridium perfringens. 

Clostridium perfringens is a Gram-positive, anaerobic 
rod-shaped and spore-forming pathogens, found in various 
microbiota including intestinal tracts of humans and 
domestic animals, as well as in the environments including 
soil, marine sediment, and in decaying vegetation [3]. It can 
cause foodborne gastrointestinal diseases in human and also 
other illnesses, including non-foodborne gastrointestinal 
illness, antibiotic associated diarrhea, gas gangrene, 
septicemia and enteric diseases in animal [4, 5]. The species 
is classified into five toxinotypes (A to E) according to the 
production of four major toxins, alpha (α), beta (β), epsilon 
(ε) and iota (ι) [6]. Furthermore, different biotypes of     
C. perfringens can cause different diseases in human and
animals, but all C. perfringens toxinotype produce a cpa
gene as a common virulence factor. As such, the detection of
cpa gene in C. perfringens is valuable to rapid identification
of C. perfringens in food stuff and for human and animal
diagnose with C. perfringens infection. The underlying

detection mechanism is to specifically amplify the amount of 
targeted gene. One of the most well-known amplification 
techniques is polymerase chain reaction (PCR) method 
which requires a thermocycler to complete the reaction with 
different temperatures. Additionally, since detection of the 
food-borne pathogen is better done on-site, developing a 
method that is affordable and portable is a highly important 
aspect for a timely and efficient detection of this pathogen. 

One of such method is loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP). LAMP is a popular DNA isothermal 
amplification technique, often developed for the cost-
effective purpose [7, 8]. Although the LAMP method is not 
as reliable as polymerases chain reaction (PCR) method, it is 
more cost effective as the heater is much more convenient 
and available in comparison to a thermocycler. A key 
element to facilitate the LAMP reaction is to maintain the 
constant temperature (60-65°C, depending on the reaction) 
for approximately 30 minutes. Stability of the temperature is 
also a critical factor for a successful LAMP reaction since an 
enzyme can work optimally in a particular temperature.  

The cost-effectiveness of the assay can be improved 
further by developing a more affordable incubator. This is 
because most of the incubators, either the dry block heater or 
water bath incubator, utilize the metal sheet or coils as the 
heating element which could make the thermal design more 
complicated with more components in the device, causing it 
to also be more expensive. Hence, the thermoelectric or 
peltier module could be an alternative heating element that 
makes the design much simpler, leading to a more affordable 
and portable incubator. This method of detection should also 
be rather reliable because similar experiment has been done 
[9] in which cpa gene in lamb fecal sample was detected
using LAMP. The sensitivity was reported to be equivalent
to PCR, even though they used a water bath incubator
instead of a dry block heater. This is also further supported
by another study which reports similar sensitivity between
LAMP and PCR in bone marrow assay [10].

The primary aim of this study was therefore to develop a 
portable and affordable dry block heater that can specifically 
be used for DNA isothermal amplification using 
thermoelectric or peltier module as the heating element. This 
was further done to test with an already developed LAMP 
platform that can detect Clostridium perfringens outside the 
laboratory or in the resource-limited setting. The efficiency 
of the developed heater was evaluated to see if the obtained 
LAMP products were similar to those obtained from a 
commercial laboratory incubator.  



II. METHODS 

A. Development of the dry block heater 

The thermoelectric or peltier module was used as a 
heating element. The temperature control module consisted 
of a microcontroller (Arduino Mega 2560), connected to a 
digital temperature sensor (model DS18B20) via pin 4 
(digital input), and a peltier module (TEC1-12706) through a 
peltier driving circuit (Fig.1) via pin 5 (the PWM output with 
a duty cycle of 50%). A high power MOSFET (IRFP450, 
Vishay Siliconix) in the driving circuit was used as the 
switch for a simple ON/OFF control to the 12V peltier 
module supply voltage. 

 

Fig. 1. Peltier driving circuit 

 The temperature sensor was inserted in the central hole 
the Aluminum alloy heat block (Fig. 2) of size 40x40x40 
mm (Thermal conductivity = 121 W/m∙K) which was 
insulated with Aeroflex® No. M09010 (thermal conductivity 
= 0.04 W/m∙K). The heat block was designed to hold nine 
1.5-ml Eppendorf tubes in the 3 by 3 arrangement, with the 
peltier module heating underneath. Temperature 
characteristics of the dry block heater were tested including 
rising time and stability over the period of 30 minutes, which 
is a typical incubation time for LAMP reaction, in order to 
determine the acceptable heat load of the system. The tested 
temperatures were 60 °C and 65 °C at the ambient room 
temperature of approximately 25 °C. 

 

Fig. 2. The Alluminium alloy heat block designed to hold nine 1.5-ml 
Eppendorf tubes which are the typical test tube for LAMP reaction. 

B. Bacterial strains and DNA preparation 

C. perfringens ATCC13124 was used as reference DNA 
template for the LAMP reaction and extracted with simple 
boiling method. A loopful of cultured cells was suspended in 
0.2 ml of 10mM Tris-EDTA buffer (pH 8.0) and boiled for 
10 minutes. The cell debris was centrifuged at 8,000 x g for 2 
minutes and the supernatant containing DNA was collected 
and used for LAMP assay. 

C. LAMP oligonucleotide primer 

The oligonucleotide primers used for the LAMP assay 
were designed using the conserve cpa genes of C. 
perfringens. A set of four primers consisting of two outer 
primers (F3 and B3) and two inner primers (FIP and BIP) 
were designed with the PrimerExplorer V4 software [11]. 

D. LAMP assay 

The LAMP reaction was carried out using the following 
reaction compositions: 2 μl of C. perfringens DNA, 1X of 
LAMP reaction buffer mixture, 1.6 μM each of FIP and BIP, 
0.2 μM F3 and B3, 1.4 mM each dNTPs, 0.8 M betaine, 8 U 
of Bst DNA polymerase large fragment (NEB, England). The 
mixture in the reaction tube was incubated isothermally at 63 
°C for 60 minutes in the developed peltier-based dry block 
heater and a commercial one (C1000 thermal cycler: 
BioRAD). The reaction products were analyzed by turbidity 
and gel electrophoresis. Distilled water was used in the 
negative control. 

III. RESULTS 

A. Temperature characteristics at selected set temperatures 

of the developed dry-block heater 

The overall thermal characteristics of the developed dry-
block heater are shown in Table 1. The measured 
temperature error was approximately within ±0.5 °C, 
suggesting its reliability for using in LAMP reaction. 

TABLE I.  TEMPERATURE CHARACTERISTICS OF THE DEVELOPED  

DRY-BLOCK HEATER 

 
Temperatures 

60 °C 65 ºC 

Rising time (seconds) 552 630 

Stability (max/min) 59.5/60.4 64.3/65.3 

Average temperature (°C) 59.9 64.9 

 

 The temperature after reaching the set temperatures of 60 
°C and 65 °C were quite stable over the period of 
approximately 30 minutes (Fig. 2). There was no sign of heat 
accumulation or heat loss as there was no trend of either 
increasing or decreasing temperature. The overall 
characteristics were considered sufficient for a LAMP 
reaction. 

 

 

Fig. 3. Temperature profile for the set temperature of 60 °C and 65 °C 

 



B. LAMP products comparison 

Detection of LAMP amplification products can be either 
quickly determined by naked eye or strongly confirmed by 
gel electrophoresis. For naked eye observation, the positive 
LAMP result is showed as turbid solution in the reaction 
tube. This phenomenon occurs during the amplification by 
pyrophosphate ion was released from the amplification 
reaction and bound to the magnesium ion in the mixture to 
form the magnesium pyrophosphate complex. This complex 
is the insoluble white precipitate LAMP product which can 
be observed as turbidity in the reaction tube (tube 1 and 2 in 
Fig. 4C and 4D). The turbid solution from magnesium 
pyrophosphate complex thus indicates the presence of the 
targeted gene, which was the cpa genes of C. perfringens, 
being multiplied. The more concentration of magnesium 
pyrophosphate complex, the more turbid was observed. The 
turbidity was increased as the amplification process was 
progressing at the stable set temperature of 63°C. The 
reaction was limited by the amount of oligonucleotide primer 
added. LAMP reaction products from both the developed 
heater and commercial heater were similar by naked eye 
observation of turbidity (Fig. 4). The most left tube was the 
LAMP product of C. perfringens ATCC 13124 which was 
the DNA template, the middle tube was LAMP product of 
animal isolate C. perfringens and the right tube was negative 
control (distilled water). 

 

 

Fig. 4. LAMP products for detection of C. perfringens cpa gene. Visual 

inspection prior LAMP reaction (A-B) shows clear solution in all tubes 

whereas after LAMP reaction (C-D) shows turbidity in tube 1 and 2. Tube 
3 is negative control. 

 The LAMP product results were also confirmed with the 

gel electrophoresis (Fig. 5). The agarose gel electrophoresis 

was used to confirm the positive turbid tube of LAMP. The 

four specific LAMP primers and Bst polymerase activity 

produced the various size of LAMP product via the auto-

cycling strand displacement DNA synthesis. The stem-loop 

DNA product with various stem lengths and cauliflower-like 

structure with multiple loops formed showed as the ladder 

pattern in gel electrophoresis. The specific characteristic of 

positive gel electrophoresis LAMP result was shown as 

ladder pattern of multiple bands (Fig. 5). The most left lane, 

Lane M, was the 100bp molecular weight marker. Next to 

Lane M, Lane 1, was the result of LAMP product of C. 

perfringens ATCC 13124, the positive control, and next to 

that was Lane 2 which was the LAMP product of animal 

isolate C. perfringens. These two lanes presented similar 

bands patterns, while Lane 3, which was the negative 

control, had shown no bands as there was no LAMP 

product. 

 

Fig. 5. A 1.5%  agarose  gel  electrophoresis  of  LAMP products  for  

detection  of C. perfringens cpa gene using commercial (A) and developed 
(B) incubators. Lane M indicated 100 bp molecular weight marker; Lane 1 

was LAMP product of C. perfringens ATCC 13124; Lane 2 was LAMP 

product of animal isolate C. perfringens; Lane 3 was negative control. 

IV. CONCLUSION 

From the result, the dry block heater had shown a stable 
and accurate temperature over the testing period, acceptable 
for LAMP reaction. Furthermore, the LAMP product from 
the developed dry block heater was similar to the one from 
commercial incubator; in both the visually observed turbidity 
and in the bands pattern present in the agarose gel 
electrophoresis. 

The result suggested that it was possible to use the 
developed dry block heater as an affordable and more 
portable alternative to commercial incubator for the detection 
of C. perfringens in the field. Also, there is a possibility that 
we can use this affordable dry block heater for detection of 
other pathogenic bacteria with LAMP method as well 
especially the more well-known and more wide spread one 
such as Salmonella enterica, Campylobacter spp., and 
Listeria monocytogenes [2]. This made it possible for the 
future outside-laboratory diagnostic products.  

We have demonstrated that the developed dry block 
heater can be used equivalently to the commercial one with 
more affordable price in the detection of C. perfringens. 
However, further experiment may be needed to test their 
effectiveness in the detection of other pathogenic bacteria. 
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