
เทคโนโลยี PigXY-AMP 
กับการตรวจวินิจฉัย ASFV

วรรณสิกา เกียรติปฐมชัย
นักวิจัยอาวุโส
หัวหน้าทีมวิจัยเทคโนโลยีวิศวกรรมชีวภาพและการตรวจวดั
ไบโอเทค สวทช. 29 มีนาคม 2566



ชุดตรวจหาสารพันธุกรรมเช้ือไวรัสก่อโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร
ด้วยเทคนิคแลมป์เปล่ียนสีในขั้นตอนเดียว
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
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• LAMP is a nucleic acid amplification under isothermal condition

(Notomi et al., 2000)

• Uses a Bst DNA polymerase with high strand

displacement activity

• 4 different primers 6 distinct regions on the target

Source: https://www.milenia-biotec.com/en/isothermal-amplification-lateral-flow/
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ASFV detection by colorimetric LAMP-XO assay
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ปี พ.ศ. 2563 (2020)

โครงการระยะที่ 1 (ก.พ.-
ก.ค 63)
• ได้ต้นแบบชุดตรวจ

LAMP-ASF
• ประเมินประสิทธิภาพ
ของชุดตรวจกับตัวอย่าง
สารพันธุกรรมสังเคราะห์
ชนิด พลาสมิดเท่านั้น

โครงการระยะที่ 2 (ม.ีค.-พ.ค. 65) 
• ได้พนัธมิตรเอกชนในการจัดส่ง
ตัวอย่างจริง

• พฒันาวิธกีารสกัดตัวอยา่งแบบเร็ว
(rapid extraction) เพื่อตอบโจทย์การ
ใช้ในฟาร์ม

• พฒันาสูตรนา้ยาแลมปท่ี์มีความไวดี
ขึ้น และสามารถใชร้่วมกับ rapid 
extract

• ได้ชุดตรวจท่ีผ่านการทดสอบความ
ใช้ได้ของวิธี (assay validation) กับ
ตัวอย่างจริง

ปี พ.ศ. 2565 (2022)
→ ไม่พบการระบาดในไทย
→ ไม่มีตัวอย่างจรงิให้

ทดสอบ
→ คิดค้นชุดตรวจเพื่อพร้อม

รับมือหากมีการระบาด

→ เดือน ม.ค. 65 พบการระบาดในไทย
→ มีตัวอย่างจริงใหท้ดสอบ
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Target

B646L gene* encoding p72

*highly conserved in all strains of ASFV
Gene 

cloning

Plasmid 

purification

PCR-based method, references:
• Aguerro et al. 2003. J. Clin. Micro. 41:4431
• King et al. 2003. J. Virol. Methods, 107:53
• Fernández-Pinero et al. 2013. Trans. Emerg. Dis. 60:48

เป็นยีนหลักของการตรวจโรค ASF ที่แนะน าโดย
องค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่างประเทศ (OIE) 
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Target gene: B646L

GenBank: MN172368.1
(ASFV/pig/China/CAS19-01/2019)

(Jia et al., 2019)
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Source: 

https://www.labicons.net/

• Primers
• dNTPs
• Enzyme
• Buffer
• XO dye
• Additives 

63 OC

1 hour

ทดสอบความจ าเพาะ

ทดสอบความไว

• เช้ือไวรัสโรคท้องร่วงในสกุร (Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)
• เช้ือเซอร์โคไวรัส ชนิดท่ี 2 (Porcine circovirus type 2, PCV-2) 
• เช้ือไวรัสโรคแท้งในสกุร (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus, PRRSV) 

• ตรวจได้เฉพาะเช้ือ ASFV เท่านั้น (ผลบวกสีเหลือง) 

• 1-10 copies of plasmid per reaction (Ct 36.24-37.84)

NOTE
• ขอบเขตการตรวจต ่าสุดของ LAMP-XO อยู่ในช่วง Ct 35-37                      
• ขอบเขตการตรวจต ่าสุดของ Real-time PCR อยู่ในช่วง Ct 36-38 

(ข้ึนอยู่กับชนิดและย่ีห้อน ้ายา) ถ้า Ct>38 ให้พิจารณากราฟเพ่ิมเติม
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S1 S2 S3 S4 S5 S6

บวก
19.527

บวก
32.363

บวก
25.628

บวก
29.968

บวก
23.813

ลบ
>45

ควบ

คมุ

ลบควบคุ

มบวก

สีตัวอย่างหลังสกัดแบบเร็ว

สีน ้ายาก่อนทดสอบแลมป์

สีน ้ายาหลังทดสอบแลมป์

ค่า Ct จาก Real-time PCR

+      +       +       +      +        -

Rapid extraction
(ตัวอย่างส่งตรวจ: Dry blood swab)

NOTE: การตรวจด้วยตัวอย่างที่สกัดแบบเร็วให้ผลสอดคล้องกับการตรวจด้วยวิธีมาตรฐาน
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Blind test (n=113)

กลุ่ม
ตัวอย่าง

ช่วงค่า
Ct

Real-time 
PCR

LAMP-XO 
(standard extraction)

LAMP-XO 
(rapid extraction)

(n) (n)

% positive 
agreement 
with real-
time PCR

(n)

% positive 
agreement 
with real-
time PCR

ผลบวก

<24 46 46 100 46 100

24-30 15 15 100 15 100

30-34 11 11 100 11 100

34-45 10 8† 80 10 100

ผลลบ >45 31 31 - 31 -

รวม 113 111 - 113 -

ผลการทดสอบความใชไ้ด้ (Validation) 
ของวิธี LAMP-XO เทียบกับวิธี real-time PCR 

ประสิทธิภาพ
การทดสอบ

สกัดด้วยวิธีมาตรฐาน
(standard extraction) 

สกัดแบบเร็ว
(rapid extraction) 

ความไว
(sensitivity)

97.33% 100%

ความจ าเพาะ
(specificity)

100% 100%

ความถูกต้อง
(Accuracy)

98.23% 100%NOTE: † ตัวอย่างท่ีสกัดด้วยวิธีมาตรฐาน พบว่า LAMP-XO ตรวจไม่ได้ 2 ตัวอย่าง ท่ี
Ct 34.82 และ 35.99 แต่ เม่ือน าไปสกัดแบบเร็ว พบว่า LAMP-XO ตรวจได้ คาดว่า การ
สกัดแบบเร็วซ่ึงมีข้ันตอนน้อยกว่า ท าให้ได้ total DNA (ท้ังของหมูและไวรัส) เข้มข้นสูงข้ึน
ดังน้ัน วิธีสกัดแบบเร็ว จึงเพ่ิมโอกาสและขอบเขตการตรวจพบไวรัสได้มากข้ึน
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อนุสิทธิบัตร 1 เรื่อง เกี่ยวกับชุดไพรเมอร์ และน ้ายาสกัด เลขท่ีค าขอ 2203001721

มีเอกชนรับถ่ายทอดเทคโนโลยีแล้ว คือ บ. MG pharma 

การต่อยอด/การน าไปใช้ประโยชน์
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จุดเด่นของ PigXY-AMP

กระเปา๋ตรวจแลมปแ์บบพกพา
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Potential applications of PigXY-AMP 

On-site diagnosis: 

ตรวจได้ในฟาร์มสุกร

Early detection: 
ตรวจในพ้ืนท่ีเสี่ยงสูงตั้งแต่เน่ินๆ เพ่ือเฝ้า
ระวังโรคและป้องกันการแพรร่ะบาดต่อไป

Pre-import screening: 
ตรวจผลิตภัณฑ์สุกรน าเข้าเพ่ือ

ป้องกันการน าไวรัสเข้าสู่ภูมิภาคใหม่

Emergency response: 
ใช้เป็นส่วนหน่ึงของแผนรับมือเหตุฉุกเฉิน
เพ่ือป้องกันการแพรก่ระจายของไวรัส
และลดผลกระทบทางเศรษฐกิจ

Pre-farm screening: 
ใช้ตรวจคัดกรองสุกรใหม่ก่อนเข้าฟาร์ม
ป้องกันการน าสุกรท่ีติดเช้ือเข้ามา ท าให้

ฝงูสัตว์มีสุขภาพดี

Peace of mind: 
ใช้ตรวจคัดกรองเบ้ืองต้น เพ่ือให้ความ
ม่ันใจแก่เกษตรกร ในการดูแลสุขภาพ

และสวัสดิภาพสัตว์
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END-USER

RESEARCHER
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ทีมงานวิจัยพัฒนา
• วรรณสิกา เกียรติปฐมชัย (หัวหน้าทีม)
• ระพีพัฒน์ สุวรรณกาศ
• ศิรินทิพย์ แดงติ๊บ
• ณรงค์ อรัญรุตม์
• จันทนา ค าภีระ
• เบญญทิพย์ ตนดี
• สิทธิโชค ตั้งภัสสรเรือง
• ณัฐพล ณรงค์
• อนันต์ จงแก้ววัฒนา

ผู้สนับสนุนทุนวิจัย

บริษัท เอ็ม จี ฟาร์มา จ ากัด
ผู้ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างทดสอบ
และรับถ่ายทอดเทคโนโลยี Licensing ได้รับรางวัลผลงานประดิษฐ์คิดค้น ระดับดี จาก วช. ปี 2566



THANK YOU
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sbst@biotec.or.th

"Keeping your pig 

farm ASF-free 

is not a matter of luck 

but of our kit"
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