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บทคัดย่อ 
ไวรัสซาร์สโควี 2 (SARS-CoV-2) ก่อให้เกิดโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) ซึ่งเป็นโรคอุบัติใหม่ที่

ทำให้มีผู้ติดเชื้อและเสียชีวิตเป็นจำนวนมากท่ัวโลก การตรวจหาสารพันธุกรรมโดยเทคนิค real time RT-PCR ในสิ่ง
ส ่งตรวจจากระบบทางเดินหายใจ เป็นวิธ ีมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการเพื ่อวินิจฉัยโรค ซึ ่งต ้องใช้เครื ่อง 
thermocycler ที่ซับซ้อนและมีราคาสูง ทำให้เป็นข้อจำกัดในการใช้งานในห้องปฏิบัติการทั่วไป LAMP เป็นเทคนิค
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การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิเดียว วิธีการง่าย ใช้ระยะเวลาสั้น และอ่านผลได้ง่ายด้วยตาเปล่า โดยสังเกต
จากการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยา การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิค RT-LAMP สำหรับการตรวจหาไวรัส 
SARS-CoV-2 โดยออกแบบไพรเมอร์และทดสอบความจำเพาะกับลำดับสารพันธุกรรมของไวรัส รวมทั้งปฏิกิริยาข้าม
ต่อจุลินทรีย์อื่นในฐานข้อมูล GISAID และ NCBI จากนั้นทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา และหาปริมาณขั้น
ต่ำสุดของไวรัสที่ตรวจพบได้ ผลการศึกษาได้ไพรเมอร์ในตำแหน่ง ORF8 ที่มีความจำเพาะกับลำดับสารพันธุกรรม
ของไวรัส SARS-CoV-2 ในฐานข้อมูลมากกว่าร้อยละ 98 และเมื่อเปรียบเทียบกับจุลนิทรีย์อื่นมคีวามเหมือนน้อยกวา่
ร้อยละ 80 สภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิรยิา คือ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรสั
ที่ตรวจพบได้ คือ 25 copies ต่อปฏิกิริยา ดังนั้นเทคนิค RT-LAMP ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาไวรัส SARS-CoV-2 
ซึ่งจะต้องมีการประเมินกับสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วยเพื่อพิจารณาการนำไปใช้ประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 
ต่อไป   
 

คำสำคัญ : อาร์ทีแลมป์; ซาร์สโควี 2; โควิด 19 
 

Abstract 
SARS-CoV-2 virus is the causative agent of COVID-19, which is an emerging infectious disease. 

The disease has affected a number of infected cases and death worldwide.  The current detection 
standard is real time RT-PCR, a nucleic acid amplification test (NAAT)  used to detect the viral RNA 
in respiratory specimens.  However, the method requires the thermocycler machine, which is 
complicated and costly and causes the limitation of its use in general laboratories.  LAMP, an 
isothermal amplification, is a simple NAAT.  It provides the results in a short time, which can be 
visualized the color change by naked eyes.  This study aimed to develop RT-LAMP for SARS-CoV-2 
detection by designing primers and evaluating the in silico inclusivity and cross- reactivity analyses 
based on microbial sequences in GISAID and NCBI databases. The reaction was optimized, and the 
limit of detection was determined. The results showed that the primer set targeting ORF8 exhibited 
> 98 % homologous to the sequence of SARS-CoV-2 and < 80 % to those of other microbes.  The 
optimum condition of the reaction was 60 ºC for an hour, and the limit of detection for SARS-CoV-
2 was 25 copies/reaction. Overall, the developed RT-LAMP was able to detect SARS-CoV-2.  It 
requires further evaluation using clinical specimens for the determination of its applicability in 
COVID-19 diagnosis. 
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1. บทนำ 

ไวรัสซาร์สโควี 2 (SARS-CoV-2, severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2) เป็นไวรัสก่อ

โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (coronavirus disease 
2019, COVID-19) ซึ่งเป็นโรคติดเชื้อในระบบทางเดิน
หายใจ และเป็นโรคอุบัติใหม่ในมนุษย์ พบการระบาด
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ครั้งแรกที่เมืองอู่ฮั่น มณฑลหูเป่ย์ สาธารณรัฐประชาชน
จีน เมื่อช่วงปลายเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 [1] ไวรัสนี้
จ ัดอย ู ่ ใน family Coronaviridae genera Betaco-
ronavirus และ subgenera Sarbecovirus เช่นเดียว 
กับไวรัส SARS-CoV ที่เคยเกิดการระบาดในมนุษย์ ณ 
มณฑลกวางตุ้ง สาธารณรัฐประชาชนจีน เมื่อปี พ.ศ. 
2546 [2] อย่างไรก็ตาม ไวรัส SARS-CoV-2 มีลำดับ
สารพันธุกรรมที่ใกล้เคียงกับไวรัส SARS-CoV เพียง
ร้อยละ 79 เท่านั้น [3] สำหรับลักษณะทั่วไปของไวรัส
โคโรนา 2019 นั้น มีรูปร่างเป็นทรงกลม มี envelope 
ห่อหุ้ม ม ีspike ยื่นออกมารอบ ๆ อนุภาคของไวรัส ซึ่ง
เมื ่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนจะมีลักษณะ
คล้ายมงกุฎ และมีสารพันธ ุกรรมเป็น (+) ssRNA 
(positive-sense single strand RNA)  

สำหรับประเทศไทยพบผู้ป่วยยืนยันรายแรก ซึ่ง
นอกจากเป็นรายแรกของประเทศไทยแล้ว ยังเป็น
ผู้ป่วยยืนยันรายแรกท่ีพบนอกสาธารณรัฐประชาชนจีน 
มีการแถลงข่าวเมื่อวันที่ 13 มกราคม พ.ศ. 2563 โดย
เป็นชาวจีนที ่เดินทางมาจากเมืองอู ่ฮั ่น  [4] สำหรับ
ข้อมูลเมื่อวันที่ 9 มกราคม พ.ศ. 2564 นั้น ประเทศ
ไทยมีผู้ป่วยยืนยันสะสม 10,053 ราย มีผู้เสียชีวิต 67 
ราย และมีการระบาดระลอกใหม่ ภายหลังจากสิ้นสุด
การระบาดระลอกแรกเมื่อช่วงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 
2563 ไปแล้ว [5] สำหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อก่อโรค
ติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 ทางห้องปฏิบัติการนั้น วิธี
มาตรฐานที่องค์การอนามัยโลกแนะนำให้ใช้ คือ การ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
โ ดย ใ ช้ เทคน ิ ค  real time reverse transcription-
polymerase chain reaction (real time RT- PCR) 
ในสิ่งส่งตรวจจากระบบทางเดินหายใจของผู้สงสัยปว่ย 
เป็นวิธีที่มีความไวและความจำเพาะสูงและใช้กันอย่าง
แพร่หลายในห้องปฏิบัติการ แต่มีจำกัด คือ ใช้ระยะ 
เวลาการทดสอบนาน 2-3 ชั่วโมง และต้องใช้เครื่อง 

thermal cycler ที ่ม ีว ิธ ีการใช้งานยุ ่งยากซับซ้อน 
รวมถึงมีราคาสูง ทำให้ไม่เหมาะสำหรับการใช้งานใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป หรือ ณ จุดให้บริการผู้ป่วย (point-
of-care diagnosis)  

เทคน ิค  RT-LAMP (reverse transcription-
loop-mediated isothermal amplification)  เ ป็ น
เทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง
เช่นเดียวกับเทคนิค PCR  [6] มีข ้อดีกว่า คือ เพิ่ม
ปร ิมาณสารพ ันธ ุกรรมได ้ท ี ่อ ุณหภ ูม ิ เด ียวคงที่  
(isothermal) โดยไม่ต้องมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ
ขึ้น-ลงระหว่างการทำปฏิกิริยา ทำให้ใช้เพียงเครื่องมือ
พื ้นฐานในห้องปฏิบัติการ เช่น อ่างน้ำร้อน (water 
bath) หรือกล่องให้ความร้อน (heat block) สำหรับ
การตรวจวิเคราะห์ได้ เกิดผลผลิตของปฏิกิร ิยาสูง
ภายในระยะเวลาอันสั ้น นอกจากนี ้ยังสามารถเติม
สารเคมีบางชนิดเพื่อให้อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า โดยดู
จากการเปลี่ยนสีของสารละลายปฏิกิริยา ทำให้การ
อ่านและแปลผลการทดสอบทำได้ง่าย ด้วยเหตุนี้ทำให้
เทคนิค LAMP มีขั ้นตอนการตรวจที ่ง ่าย ไม่ต้องใช้
เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ยุ่งยากซับซ้อนและมีราคาสูง 
เหมาะสมกับการใช้งานทั ้งในห้องปฏิบัติการระดับ   
ต่าง ๆ และภาคสนาม และเป็นเทคนิคท่ีสามารถรองรบั
ก ับสถานการณ์ท ี ่ เปล ี ่ยนแปลงไปท ี ่อาจเก ิดขึ้น 
เนื่องจากเพียงเปลี่ยนชุดไพรเมอร์ที่ใช้ให้เหมาะสมกับ
ไวรัสที่ต้องการตรวจก็ทดสอบได้ทันที สำหรับการตรวจ
วินิจฉัยไวรัส SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค RT-LAMP นั้น 
มีรายงานการศึกษาอยู ่จำนวนหนึ ่ง ซึ ่งมีการเลือก
เป้าหมายที่จำเพาะกับไวรัส SARS-CoV-2 ในตำแหน่ง
ต่าง ๆ ของจีโนม ได้แก่ ORF1ab ช้ินส่วนของยีน S, N 
ชิ้นส่วนที่อยู่ระหว่าง ORF3a กับยีน E เป็นต้น ซึ่งรหัส
พันธุกรรมมีความแตกต่างจากไวรัสอื่นสูง และปรมิาณ
ขั้นต่ำสุดของเชื้อที่สามารถตรวจพบต่างกันไป โดยมี
ค ่าประมาณ 80-62,000 copies/ปฏิก ิร ิยา [7-13] 
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เนื ่องจากส่วนประกอบของน้ำยาและวิธีการเตรียม
ตัวอย่างที่มีความแตกต่างกัน สำหรับการศึกษานี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิค RT-LAMP สำหรับการ
ตรวจหาไวรัส SARS-CoV-2 โดยการออกแบบไพรเมอร์ 
วิเคราะห์เปรียบเทียบกับข้อมูลรหัสสารพันธุกรรมใน
ฐานข้อมูล ประเมินความไวและความจำเพาะเบื้องต้น
ก่อนการประเมินกับตัวอย่างส่งตรวจจากผู้ป่วย  
 

2. วิธีการวิจัย 
พัฒนาเทคนิค RT-LAMP ให้ม ีความไวและ

ความจำเพาะ ตามข้อกำหนดของสำนักงานคณะ 
กรรมการอาหารและยา โดยการวิจัยพัฒนาได้รับการ
สนับสนุนจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

2.1 วัสดุมาตรฐานของไวรัส SARS-CoV-2 
วัสดุมาตรฐานของไวรัส SARS-CoV-2 คือ 

AccuPlex™ SARS-CoV-2 Reference Material Kit 
(material no.0505-0126, SeraCare, Milford, MA) 
ซึ่งเป็น recombinant alphavirus ที ่ไม่สามารถเพิ่ม
จำนวน จ ึงไม ่ก ่อให ้เก ิดการต ิดเช ื ้อ ม ีลำด ับสาร
พันธุกรรมที่จำเพาะกับไวรัส SARS-CoV-2 เฉพาะที่
ตำแหน่ง ORF1a (open reading frame 1a; ลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่ 417-1,899 และ 3,094-3,360) RdRp 
(RNA-dependent RNA polymerase; ลำดับนิวคลี
โ อ ไ ท ด ์ ท ี ่  13,291-13,560, 14,700-15,950 แ ล ะ 
18,577-19,051) E (envelope; ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 
25,801-28,200) และ N (nucleocapsid; ลำดับนิวคลี
โอไทด์ที่ 27,952-29,873) โดยอ้างอิงจากลำดับสาร
พันธ ุกรรมของไวร ัส SARS-CoV-2 จากฐานข้อมูล 
GenBank หมายเลข NC_045512.2 วัสดุมาตรฐาน
ดังกล่าวมีปริมาณไวรัส 5,203 copies/mL และบรรจุ
อยู่ใน VTM (viral transport media) 

2.2 การสกัดสารพันธุกรรมจากวัสดุมาตรฐาน 

สกัดสารพันธุกรรมจากวัสดุมาตรฐานด้วย
ช ุ ด ท ด ส อ บ  RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany) ตามวิธีการของผู้ผลิต โดยใช้วัสดุมาตรฐาน
ปริมาณ 100 µL ผสมกับ buffer RLT ปริมาณ 350 
µL จากนั ้นเต ิม 70 % ethanol ลงไป 1 เท่าของ
ปริมาณรวมทั้งหมด ผสมให้เข้ากันโดยการไปเปตขึ้น-
ลง แล้วดูดสารละลายผสม (วัสดุมาตรฐาน + buffer 
RLT + 70 % ethanol) ปริมาณสูงสุด 700 µL ไปใส่
ย ั ง  RNeasy spin column ท ี ่ บรรจ ุ อย ู ่ ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 2 mL นำไปหมุนเหวี ่ยงที่
ความเร็วอย่างน้อย 8,000 × g เป็นเวลา 15 วินาที เท
สารส่วนเกินในหลอด microcentrifuge ขนาด 2 mL 
ทิ้ง ทำซ้ำอีกครั้งจนกว่าสารละลายผสมจะหมดจากนั้น
เติม buffer RW1 ปริมาณ 700 µL ลงไปยัง RNeasy 
spin column นำไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วอย่างน้อย 
8,000 × g เป็นเวลา 15 วินาที เทสารส่วนเกินในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 2 mL ทิ้งจากนั้นเติม buffer 
RPE ปริมาณ 500 µL ลงไปยัง RNeasy spin column 
นำไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วอย่างน้อย 8,000  × g เป็น
เวลา 15 วินาที เทสารส่วนเกินในหลอด microcentri-
fuge ขนาด 2 mL ทิ้งจากนั้นเติม buffer RPE ปริมาณ 
500 µL ลงไปยัง RNeasy spin column นำไปหมุน
เหวี ่ยงที ่ความเร็วอย่างน้อย 8,000  × g เป็นเวลา 2 
นาที เทสารส่วนเกินในหลอด microcentrifuge ขนาด 
2 mL ทิ ้งเปลี ่ยนหลอด microcentrifuge ขนาด 2 
mL ที่บรรจุ RNeasy spin column อยู่แล้วนำไปหมนุ
เหวี่ยงที่ความเร็วอย่างน้อย 15,000  × g เป็นเวลา 1 
นาที จากนั้นย้าย RNeasy spin column ไปยังหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 mL เติมน้ำ RNase-free 
ลงไป 30 µL แล้วนำไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วอย่าง
น้อย 8 ,000  × g เป ็นเวลา 1นาที เพื ่อ elute สาร
พันธุกรรม จากนั้นทำซ้ำอีกครั้งโดยใช้ eluate เดิมจาก
ขั ้นตอนก่อนหน้า เพื ่อให้ได้ความเข้มข้นของสาร
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พันธุกรรมมากขึ้น เก็บสารพันธุกรรมที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดสอบต่อไป 

2.3 การออกแบบและทดสอบความจำเพาะ
ของไพรเมอร์แบบ in silico 

วิเคราะห์หาลำดับนิวคลิโอไทด์ในส่วนของ
จีโนมของไวรัส SARS-CoV-2 ที่มีความแตกต่างจาก
ของไวรัส SARS-CoV สูง เลือกตำแหน่งที่จำเพาะ โดย
เลือกออกแบบไพร์เมอร์ในช่วงตำแหน่งระหว่าง ORF8 
กับ N (ลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ 27,993-28,299) ของ
ไ ว ร ั ส  SARS-CoV-2 จ า ก ฐ า น ข ้ อ ม ู ล  GenBank 
หมายเลข NC_045512.2 ออกแบบไพร์เมอร์โดยใช้
เครื่องมือ PrimerExplorer V5 (http://primerexplo 
rer.jp/lampv5e/index.html) ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์
ของไพรเมอร์ที ่ 28,026-28,245 ในตำแหน่ง ORF8 
เท่านั้น ชุดไพรเมอร์แสดงดังตารางท่ี 1 จากนั้นทดสอบ
ความจำเพาะของไพรเมอร์แบบ in silico โดยเป็นการ
ทดสอบความจำเพาะเฉพาะต่อไวรัส SARS-CoV-2 
(inclusivity) ด้วยเครื่องมือ GESS (Global Evaluation 
of SARS-CoV-2 /hCoV-19 Sequences; https:// 
wan-bioinfo.shinyapps.io/GESS) [14] เมื ่อวันที่ 2 
กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2564 กับลำดับสารพันธุกรรมของ
ไวรัส SARS-CoV-2 จำนวน 344,680 จีโนม โดยไม่พบ
ปฏิกิริยาข้ามต่อจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ (cross-reactivity) 
กับฐานข้อมูล NCBI (National Center for Biotech-
nology Information)  nucleotide collection (nt) 
[15,16] ด้วยเครื่องมือ BLASTN (https://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) 
โดยตั้งค่าพารามิเตอร์เป็น default 

2.4 การทดสอบปฏิกิริยา RT-LAMP 
ทดสอบปฏิก ิร ิยา RT-LAMP ประกอบด้วย 

น้ำยา WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master 
Mix (DNA & RNA) (NEB, Ipswich, MA) ไพรเมอร์ F3 
และ B3 ความเข้มข้น 0.2 µM FIP และ BIP ความ

เข ้มข ้น 1.6 µM และ LoopF และ LoopB ความ
เข ้มข ้น 0.4 µM สารพันธ ุกรรมที ่สก ัดจากว ัสดุ
มาตรฐาน 5 µL และปรับปริมาณด้วยน้ำ RNase-free 
ปฏิกิริยาปริมาณ 25 µL ซึ่งในการทดสอบปฏิกิริยา 
LAMP การเปลี่ยนสีเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ pH 
ในปฏ ิก ิร ิยาของต ัวช ี ้ ว ัด phenol red เม ื ่อม ีการ
สังเคราะห์สารพันธุกรรมเกิดขึ้น สำหรับองค์ประกอบ
ของปฏิก ิร ิยาปร ิมาณ 25 µL ประกอบด้วยน้ำยา 
WarmStart® Colorimetric LAMP 2 X Master Mix 
(DNA & RNA) ไพรเมอร์ F3 และ B3 ความเข้มข้น 0.2 
µM FIP และ BIP ความเข้มข้น 1.6 µM และ LoopF 
และ LoopB ความเข้มข้น 0.4 µM สารพันธุกรรมที่
สกัดจากวัสดุมาตรฐาน 5 µL และปรับปริมาณด้วยน้ำ 
RNase-free จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 60, 63 และ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั ่วโมง 15 นาที เพื่อ
ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการเกิดปฏิกิริยาด้วย
เ ค ร ื ่ อ ง  thermal cycler (Axygen® MaxyGene II 
Thermal Cycler, Corning, Corning, NY)  อ ่ า นผล
จากการเปลี ่ยนสี และยืนย ันผลการทดสอบด ้วย 
agarose gel electrophoresis 

2.5 การหาปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรัส SARS-
CoV-2 ที่ตรวจพบได้ 

เม ื ่อได ้สภาวะที ่ เหมาะสมสำหรับการ
ทดสอบปฏิกิริยา RT-LAMP แล้วหาปริมาณขั้นต่ำสุด
ของไวรัส SARS-CoV-2 ที่ตรวจพบได้ โดยเจือจางวสัดุ
มาตรฐานจากปริมาณเชื้อตั ้งต้น 5 ,000 copies/mL 
ด้วยน้ำที่ไม่มีเอนไซม์ที่ย่อย RNA (RNase-free water) 
มีปริมาณไวรัสลดลงตามลำดับดังนี ้ 4,000, 3,000, 
2,500 และ 1,000 copies/mL จากนั้นนำไปสกัดสาร
พันธุกรรมตามวิธีการข้างต้น แล้วจึงนำมาทดสอบกับ
ปฏิกิริยา RT-LAMP โดยทดสอบที่ความเข้มข้นละ 3 
ซ้ำ 

http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html
http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html
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Table 1 Research report on the development of diagnosis of SARS-CoV-2 by RT-LAMP technique 
with WarmStart® Colorimetric LAMP Master Mix reagent kit 

 

Publication date Principal researcher Journal Specific site 
Minimum concentration that 
can be detected (copies/mL) 

April 25, 2020 Huang, W.E. Microb. Biotechnol. N 80 

July 1, 2020 Yu, L. Clin. Chem. ORF1ab 10,000 

July 29, 2020 Chow, F.W. Int. J. Mol. Sci. ORF3a-E intergenic spacer region 8,400 

September 1, 2020 Rohaim, M.A. Viruses RdRp 40,000 

November 9, 2020 Nawattanapaiboon, K. Analyst RdRp 5,000 

December 6, 2020 Baek, Y.H. Emerg. Microb. Infect N 50,000 

January 5, 2021 González-González, E. Anal Methods N 62,000 

 
2.6 การวิเคราะห์ความจำเพาะกับไวรัส 

SARS-COV-2 เบ้ืองต้น 
ทดสอบความจำเพาะของว ิธ ีก ับ ไวรัส 

SARS-Co-V2 โดยทดสอบเบื้องต้นกับไวรัสอื่นที่ก่อโรค
ที่สำคัญ ซึ่งพบในทางเดินหายใจและมีความใกล้เคียง
กับไวรัส SARS-Co-V2 ทดสอบโดยใช้สารพันธุกรรม 
RNA จากไวรัสอื่น ได้แก่ ไวรัส influenza A subtype 
H1 และ  H5 , influenza B, ไ ว ร ั ส โ ค โ รนา  MERS 
(MERS-CoV) และไวรัส respiratory syncytial virus 
(RSV) ทำปฏิกิร ิยา RT-LAMP และตรวจสอบสีของ
ปฏิกิริยา เช่นเดียวกับการทดสอบเพื่อตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัส SARS-CoV-2 
   

3. ผลการวิจัย 
3.1 รายงานการศึกษาท่ีผ่านมาของการตรวจ

วินิจฉัยไวรัส SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค RT-LAMP 
รายงานการศึกษาที่ผ่านมา  [7-13] พบว่า

การพัฒนาและประเมินการตรวจวินิจฉัยไวรัส SARS-
CoV-2 ด ้ วยเทคน ิค RT-LAMP โดยใ ช้ช ุดน ้ ำยา 
WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix 
[DNA & RNA] แสดงดังตารางที่ 1 

3.2 ความจำเพาะของไพรเมอร์ด ้วยการ
ทดสอบแบบแบบ in silico 

ชุดไพรเมอร์สำหรับการทดสอบปฏิกิริยา 
RT-LAMP ในการตรวจหาไวรัส SARS-CoV-2 แสดงดัง
ตารางที่ 2 ผลการศึกษาความจำเพาะของไพรเมอร์
ด้วยการทดสอบแบบแบบ in silico แสดงดังตารางที่ 3 
และ 4 ซึ ่งเป็นความจำเพาะเฉพาะต่อไวรัส SARS-
CoV-2 ( inclusivity)  โดยไม ่พบปฏ ิก ิร ิยาข ้ามต่อ
จ ุล ินทร ีย ์ชน ิดอ ื ่น (cross- reactivity)  ตามลำดับ 
สำหรับความจำเพาะเฉพาะต่อไวรัส SARS-CoV-2 นั้น 
วิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ GESS เมื่อวันที่ 19 ธันวาคม 
พ.ศ. 2563 กับลำดับสารพันธุกรรมของไวรัส SARS-
CoV-2 จำนวน 284,739 จีโนม พบว่าในไพรเมอร์     
แต่ละชุดมีความจำเพาะต่อไวรัสมากกว่าร้อยละ 98 
ของจีโนมทั้งหมดที่นำมาทดสอบ (ตารางที่ 3) สำหรับ
ความเหมือน (homology) ของชุดไพรเมอร์ทั้งหมด มี
ค่าน้อยกว่าร้อยละ 80 เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์
ชนิดอื่น ยกเว้น H. influenzae และ L. pneumophila 
แต่พบเพียงในไพรเมอร์เดียว ซึ ่งไม่สามารถทำให้
เกิดปฏิกิริยา (ตารางที่ 4) จึงสรุปเบื้องต้นว่าไม่พบ
ปฏิกิริยาข้ามต่อจุลินทรีย์และไวรัสโคโรนาชนิดอื่น 

3.3 สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทดสอบ
ปฏิกิริยา RT-LAMP 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการ
ทดสอบปฏิกิริยา RT-LAMP (รูปที่ 1ก และ 1ข) ภาย 
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หลังการบ่มที่อุณหภูมิ 60, 63 และ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 15 นาที สังเกตการเปลี่ยนสี โดย
ผลบวกมีสีเหลืองและผลลบมีสีชมพู พบว่าที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เกิดปฏิกิริยาได้เร็วสุดที่ 45 นาที 
ในขณะที่การบ่มที่อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เกิด 
ปฏิกิริยาที่ 1 ชั่วโมง และที่ 65 องศาเซลเซียสนั้น เกิด 
ปฏิกิริยาที่ 1 ชั ่วโมง 15 นาที โดยยืนยันผลการเกิด 
ปฏ ิก ิร ิยาด ้วย agarose gel electrophoresis สรุป
สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทดสอบปฏิกิริยา RT-
LAMP คือ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง 

3.4 ปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรัส SARS-CoV-2 
ที่สามารถตรวจพบได้ 

การศึกษาปริมาณต่ำสุดของไวรัส SARS-
CoV-2 ที่ตรวจพบได้จากวัสดุมาตรฐาน แสดงดังตาราง
ที่ 5 พบว่าที่ความเข้มข้นตั้งต้นของวัสดุมาตรฐาน คือ 

มี ไวร ัส  SARS-CoV-2 ปร ิมาณ 3 ,000 copies/mL 
ให้ผลการทดสอบตรงกันท้ัง 3 ซ้ำ ขณะที่การเจือจางลง 
2 และ 5 เท่า (มีปริมาณไวรัส 2,500 และ 1,000 
copies/mL ตามลำดับ) ไม่สามารถตรวจพบ สรุป
ปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรัส SARS-CoV-2 ที่สามารถ
ตรวจพบ คือ 3,000 copies/ml หรือเทียบเท่ากับ 25 
copies/reaction 

3.5 ความจำเพาะของปฏิกิริยา RT-LAMP 
การศ ึกษาความจำเพาะของปฏิก ิร ิยา    

RT-LAMP ต่อไวรัส SARS-CoV-2 เมื่อทดสอบกับสาร
พันธุกรรมของไวรัส SARS-CoV-2 และไวรัสที่ก่อโรค
ทางเดินหายใจซึ ่งพบบ่อย ผลการทดสอบเบื ้องต้น
พบว่าปฏิกิริยา RT-LAMP ให้ผลบวก โดยมีการเปลี่ยน
สีของปฏิกิริยาจากสีชมพูเป็นสีเหลืองเฉพาะในหลอด
ทดสอบที่มีสารพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 

 
Table 2 Primer Kit for RT-LAMP Reaction Test for SARS-CoV-2 Detection 
 

Primer Nucleotide sequence Specific site* 
F3-SARS-Cov-2-ORF8 TGGTATATTAGAGTAGGAGCTAGA 28,026-28,049 
B3-SARS-Cov-2-ORF8 AAACAACACGAACGTCATG 28,227-28,245 
FIP-SARS-Cov-2-ORF8 (F2+F1c) TCGATGTACTGAATGGGTGATTTAG-TCAGCACCTTTAATTGAATTGTG 28,093-28,117, 28,053-28,075 
BIP-SARS-Cov-2-ORF8 (B1c+B2) AATTGCCAGGAACCTAAATTGGG-CTCTAAAAAGTCTTCATAGAACGA 28,158-28,180, 28,200-28,223 
LoopF-SARS-Cov-2-ORF8 AACCAGCCTCATCCACG 28,076-28,092 
LoopB-SARS-Cov-2-ORF8 AGTCTTGTAGTGCGTTGT 28,182-28,199 

*GenBank accession number NC_045512.2 

 
Table 3 The results of the primer and SARS-CoV-2 specificity (inclusivity) were analyzed with the 

GSAID database. 
 

Primer F3 B3 
FIP BIP 

Loop F Loop B 
F2 F1c B2 B1c 

Primer length (nucleotides) 24 19 25 23 24 23 17 18 
Homology (%) > 98.0 
Mutation site 765 246 1,143 373 658 4,075 5,195 360 
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Table 4 Percentage of cross-reactivity against other microorganisms (cross-reactivity) when analyzed 
with the NCBI database 

 

Microorganisms/Primers 
Accession number 

of sequence 
F3 B3 

FIP BIP 
LoopF LoopB 

F2 F1c B2 B1c 
Human coronavirus 229E NC_002645.1 < 80.0 
Human coronavirus OC43 NC_006213.1 < 80.0 
Human coronavirus HKU1 NC_006577.2 < 80.0 
Human coronavirus NL63 NC_005831.2 < 80.0 
SARS-coronavirus NC_004718.3 < 80.0 
MERS-coronavirus NC_019843.3 < 80.0 
Adenovirus type 1 MH183293.1 < 80.0 
Adenovirus type 2 J01917.1 < 80.0 
Adenovirus type 3 AY599836.1 < 80.0 
Human Metapneumovirus NC_039199.1 < 80.0 
Parainfluenza virus 1 AF457102.1 < 80.0 
Parainfluenza virus 2 AF533012.1 < 80.0 
Parainfluenza virus 3 NC_001796.2 < 80.0 
Parainfluenza virus 4 NC_021928.1 < 80.0 
Influenza A (H1N1) FJ966079.1 < 80.0 
Influenza A (H3N2) KT002533.1 < 80.0 
Influenza B (Victoria) MN230203.1 < 80.0 
Influenza B (Yamagata) MK715533.1 < 80.0 
Enterovirus NC_001472.1 < 80.0 
Respiratory syncytial virus NC_001803.1 < 80.0 
Rhinovirus NC_009996.1 < 80.0 
Chlamydia pneumoniae NC_005043.1 < 80.0 
Haemophilus influenzae NZ_LN831035.1 < 80.0   82.35 < 80.0 
Legionella pneumophila NZ_LR134380.1 < 80.0 88.24 < 80.0 
Mycobacterium tuberculosis NC_000962.3 < 80.0 
Streptococcus pneumoniae NZ_LN831051.1 < 80.0 
Streptococcus pyogenes NZ_LN831034.1 < 80.0 
Bordetella pertussis NC_018518.1 < 80.0 
Mycoplasma pneumoniae NZ_CP010546.1 < 80.0 
Pneumocystis jirovecii CAKM01000281.1 < 80.0 
Pseudomonas aeruginosa NC_002516.2 < 80.0 
Staphylococcus epidermis NZ_CP035288.1 < 80.0 
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Table 5 The minimum concentration of SARS-
CoV-2 that can be detected from 
standard materials  

 

SARS-CoV-2 
concentration 
(copies/mL) 

Number of times 
detected/Number  
of times tested 

5,000 3/3 
4,000 3/3 
3,000 3/3 
2,500 0/3 
1,000 0/3 

  

4. สรุปและอภิปราย 
การศึกษานี้เป็นการพัฒนาเทคนิค RT-LAMP 

สำหรับการตรวจหาไวรัสซาร์สโควี 2 ที่ก่อโรคติดเช้ือ
ไวรัสโคโรนา 2019 ซึ่งเทคนิคนีม้ีข้อด ีคือ เป็นการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิเดียวตลอดการทำ
ปฏิกิริยา สามารถใช้เพียงอ่างน้ำร้อนหรือกล่องให้ความ
ร้อนในการตรวจวิเคราะห์ เกิดผลผลิตของปฏิกิริยาสูง
ภายในระยะเวลาอันสั้น และสามารถอ่านผลโดยดูจาก
การเปลี่ยนสีด้วยตาเปล่า ทำให้แปลผลการทดสอบง่าย 
ผลการศึกษาพบว่าเม ื ่อใช้ช ุดน ้ำยา WarmStart® 
Colorimetric LAMP 2X Master Mix [DNA & RNA] 
ร่วมกับชุดไพรเมอร์ที่ออกแบบขึ้นทดสอบปฏิกิริยาที่
อ ุณหภ ูม ิ 60 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 1 ชั ่วโมง 
สามารถตรวจพบไวรัส SARS-CoV-2 ที ่ปร ิมาณขั้น
ต่ำสุด คือ 3,000 copies/mL หรือเทียบเท่ากับ 25 
copies/reaction โดยเมื ่อเปรียบเทียบกับรายงาน
การศึกษาก่อนหน้าที ่ใช้ชุดน้ำยาเดียวกัน พบว่ามี
ปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรัสที่สามารถตรวจพบได้ต่ำกว่า
วิธีที่พัฒนานี้ 5 รายงาน (8,400-62,000 copies/mL) 
[8-10,12,13] ใกล้เคียงกับวิธ ีน ี ้ 1 รายงาน (5,000 
copies/mL) [11] และสูงกว ่าว ิธ ีน ี ้ 1 รายงาน (80 

copies/mL) [7] ขณะที่เทคนิค RT-LAMP ที่ได้รับการ
รับรองแบบ emergency use authorization (EUA) 
จากองค์การอาหารและยาสหรัฐ (U.S. Food and 
Drug Administration, FDA) [17] มีค่า 750 copies/ 
mL อย่างไรก็ตาม เมื ่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
real time RT-PCR ของศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค 
(Centers for Disease Control and Prevention, 
CDC) ประเทศสหรัฐอเมริกา [18] ที่ได้รับการรับรอง
แบบ EUA เช่นกัน พบว่าเทคนิค RT-LAMP ที่พัฒนา 
ขึ้นจากรายงานการศึกษาเกือบทั้งหมด มีค่าปริมาณ
ไวรัสขั้นต่ำสุดที่ตรวจได้สูงกว่า 1,000-3,000 copies/ 
mL ขณะที่วิธีมาตรฐาน RT-PCR ที่ประเมินโดยห้อง 
ปฏิบัติการอ้างอิงของประเทศไทย คือ สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

[19] กำหนดให้ค่าปริมาณไวรัสขั้นต่ำสุดที่ตรวจได้ดว้ย
ว ิธ ี RT-PCR ไม ่มากกว่า 1,000 copies/mL สำนัก
คณะกรรมการอาหารและยาของประเทศไทย
กำหนดให้ค่าปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรัส SARS-CoV-2 
ที่ตรวจด้วยวิธี RT-LAMP ไม่มากกว่า 4,000 copies/ 
mL สำหรับการเลือกตำแหน่งท่ีจำเพาะกับไวรสั SARS-
CoV-2 นั้น แต่ละรายงานการศึกษามีการเลือกต่างกัน 
โดยส่วนใหญ่เลือกที ่ตำแหน่ง N ของไวรัส สำหรับ
การศึกษานี้เลือกตำแหน่งจำเพาะ คือ ORF8 เนื่องจาก
เป็นตำแหน่งที่มีความแตกต่างจากไวรัส SARS-CoV 
มากที่สุด คือ มีความเหมือนกันเพียงร้อยละ 30.16 
[20,21] อย่างไรก็ตาม รายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบ 
ว่าท่ีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 28,144 ของตำแหน่งดังกล่าว
มีการกลาย (mutation) มากกว่าร้อยละ 0.1 (hotspot 
mutation) [22] ถึงแม้ว่านิวคลีโอไทด์ดังกล่าวอยู่ใน
ส ่วนผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา RT-LAMP ที่ตำแหน่ง 
28,026-28,245 แต่เป็นลำดับที ่อยู ่นอกเหนือจาก
ตำแหน่งที่จำเพาะกับชุดไพรเมอร์ จึงไม่ส่งผลต่อการ
เกิดปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังพบว่ามีการขาดหายไปของ
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ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 27,848-28,229 ของไวรัสที่พบใน
บางประเทศ [23] อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์ลำดับ
สารพันธุกรรมของไวรัสจากฐานข้อมูล 344,680 จีโนม 
แสดงให้เห็นว่าการกลายในตำแหน่ง ORF8 ของไวรัส 
SARS-CoV-2 ในลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่จำเพาะกับชุด
ไพรเมอร์จะพบไม่เกินร้อยละ 2 เท่าน้ัน  

เมื ่อวิเคราะห์ความไวของวิธีการ กรณี false 
negative ที่ตัวอย่างมีไวรัสน้อยกว่า 3,000 copies/ 
mL ซึ่งเป็น limit of detection ของวิธีการที่พัฒนาขึ้น  
แนวทางในการดำเนินการที ่เสนอ คือ หากผู ้ป่วยมี
อาการควรตรวจวิธี RT-PCR เพิ ่มเติม เนื ่องจากวิธี   
RT-PCR มีความไวสูงกว่า แต่หากไม่มีอาการควรเฝ้า
ระวัง 14 วัน เนื ่องจากไวรัสมีจำนวนน้อยมาก ส่วน
ใหญ่แล้วทำให้เกิดการติดเชื้อแบบไม่แสดงอาการและ
ไวรัสมีความสามารถในการแพร่เช้ือต่ำ สำหรับข้อจำกัด
ของการศึกษาครั้งนี้ คือ ยังไม่มีการประเมินเทคนิคที่
พัฒนาขึ ้นเปรียบเทียบกับวิธ ีมาตรฐาน real time   
RT-PCR โดยใช้สิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัส 
โคโรนา 2019 และการประเม ินความจำเพาะกับ
ตัวอย่างจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ จำนวนมาก นอกจากนี้ยัง
ไม่มีข้อมูลปัญหาการเกิดผลลบปลอม เนื่องจากไวรัส
ชนิดอาร์เอ็นเอนั้นเกิดการกลายได้ง่าย และโดยเทคนิค 
RT-LAMP ที ่พัฒนาขึ ้นเป็นการตรวจสารพันธุกรรม
เพียงหนึ ่งตำแหน่งที ่จำเพาะกับไวรัส SARS-CoV-2 
หากเกิดการเปลี่ยนแปลงในตำแหน่งที่จำเพาะกับชุด
ไพรเมอร์ อาจส่งผลให้ไม่เกิดปฏิกิริยาแม้จะมีไวรัสใน
ตัวอย่างที่ตรวจ อีกประการหนึ่ง คือ ไม่มีการตรวจสอบ
ในข ั ้นตอนการสก ัดสารพ ันธ ุกรรม ซ ึ ่ งสามารถ
ตรวจสอบได้โดยการตรวจยีนอื่นที่จำเพาะต่อสิ ่งส่ง
ตรวจผู้ป่วย เช่น ตรวจวิเคราะห์ RNaseP [24] หากมี
ข้อผิดพลาดในขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอจะระบุไม่ได้ 
นอกจากนี้ถึงแม้เทคนิค RT-LAMP จะมีขั้นตอนในการ
ตรวจท่ีง่าย และไม่ต้องใช้เครื่องมือท่ียุ่งยากซับซ้อน แต่

การนำไปใช้งานในห้องปฏิบัติการทั่วไปอาจมีข้อจำกัด 
เนื ่องจากการตรวจวิเคราะห์ยังต้องผ่านขั้นตอนการ
สกัดสารพันธุกรรมที่ต้องใช้เครื่องมือเฉพาะ ได้แก่ ตู้
ชีวนิรภัย เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง เป็นต้น หากมี
วิธีการสกัดสารพันธุกรรมที่ง่าย หรือวิธีท่ีตรวจได้โดยไม่
ต ้องผ ่านการสกัดสารพันธ ุกรรมจะไม่เป ็นปัญหา 
รวมทั้งอาจเกิดปัญหาผลบวกปลอม ซึ่งพบได้จากการ
ปฏิบัติงานด้วยเทคนิคทางอณูวิทยา  [25] เนื ่องจาก
เทคนิค LAMP ให้ผลผลิตจากปฏิกิร ิยาสูง อาจเกิด 
carry-over contamination จากการทดสอบปฏิกิรยิา
ก่อนหน้า หรือระหว่างทำปฏิกิริยาทดสอบ การปฏิบัติ 
งานจึงต้องมีความระมัดระวังสูง รวมทั้งควรมีการแยก
พื ้นที ่ห ้องปฏิบัต ิการและอุปกรณ์ เช่น ไปเปต ใน
ขั้นตอนการเตรียมและการทดสอบปฏิกิริยาออกจาก
กัน นอกจากน้ีการแปลผลการทดสอบด้วยการเปลี่ยนสี 
โดยใช้การเปลี่ยนแปลงของ pH ในปฏิกิริยาของตัวช้ีวดั 
phenol red นั ้น [26] มีข้อควรระวังในการป้องกัน
ผลกระทบเกี่ยวกับ pH ในตัวอย่างที่จะเกิดขึ้นในการ
ทดสอบ และระมัดระวังในขั ้นตอนการเตรียมสาร
พันธุกรรมซึ ่งควรใช้น้ำที ่ไม่มีเอนไซม์ที ่ย ่อย RNA 
(RNase-free water) โดยสรุปเทคนิค RT-LAMP ที่
พัฒนาขึ้นมีความเป็นไปได้ในการนำไปใช้งาน เนื่องจาก
มีปริมาณขั้นต่ำสุดของไวรัส SARS-CoV-2 ที่ตรวจพบ
ได้ต่ำกว่าข้อมูลปริมาณไวรัสในสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วย 
[27,28] และเป็นไปตามเกณฑ์ของประสิทธิภาพของ
ชุดทดสอบ RT-LAMP ซึ่งระดับต่ำสุดของ RNA ที่ตรวจ
ได้ไม่น้อยกว่า 4,000 copies/mL และการประเมิน
ประสิทธิภาพในตัวอย่างผู้ป่วยเปรียบเทียบกับกับวิธี
มาตรฐาน รวมถึงการทดสอบกับ human DNA เพื่อ
ทดสอบ cross-reactivity เป็นส่วนที่จะมีการศึกษา
วิจ ัยต่อไป เพื ่อให้ได้ข ้อมูลประกอบการพิจารณา
นำไปใช้ประโยชน์สำหรับตรวจติดเชื ้อไวรัสโคโรนา 
2019 ต่อไป 
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5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบค ุณสถาบ ั น ว ิ จ ั ย ว ิ ทยาศาสตร์

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที ่ให้การ
สนับสนุนการศึกษาวิจัย และขอขอบคุณ นายแพทย์
บัลลังก์ อุปพงษ์ ผู้อำนวยการสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์
สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ให้ข้อคิดเห็น
เกี่ยวกับการวิจัยและพัฒนาชุดทดสอบแลมป์ 
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