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แนะน�าโครงการ

โรคพิษสุนัขบ้าเกิดจากเชื้อไวรัสในตระกูลแรปโดไวริดี 
(Rhabdoviridae) พบได้ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ทั้งสัตว์บก
และสัตว์ปีก สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมติดเชื้อได้ง่าย โดยสุนัขและ
แมวเป็นสัตว์ที่มีความไวต่อการติดเชื้อและเป็นสัตว์ท่ีน�าโรค 
มาสูค่นบ่อยทีส่ดุ โรคพษิสนุขับ้าเป็นสาเหตทุ�าให้เกดิการเสยีชวีติ
ของคนนับแสนทั่วโลกในแต่ละปี เนื่องจากโรคนี้ติดเช้ือทาง
ระบบประสาทจากสัตว์สู่คน (zoonosis) โดยเมื่อเช้ือไวรัส 
เข้าสูค่น จะเข้าไปท�าลายระบบการท�างานของประสาทส่วนกลาง 
เป็นสาเหตุท�าให้เกิดการอักเสบในสมองและถึงแก่ชีวิตได้ 
ปัจจบุนัโรคพิษสุนัขบ้าเป็นสาเหตขุองการตดิเชือ้สมองอกัเสบ 
(encephalitis) ทีส่�าคัญในประเทศก�าลงัพัฒนา และพบได้บ่อย
ในประเทศทีไ่ม่สามารถควบคมุสนุขัจรจดั หรอืไม่ประสบผลส�าเรจ็
ในการให้วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์ ส�าหรับใน
ประเทศไทย พบว่าปัญหาส�าคญัของโรคพษิสนุขับ้านีเ้กดิจาก
การที่ยังไม่สามารถฉีดวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าในสุนัขให้
ครอบคลุมทุกตัวได้ 

แม้ว่าปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรคพิษสุนัขบ้าทาง
ห้องปฏิบัติการสามารถท�าได้หลากหลายรูปแบบ แต่วิธีการ
ตรวจวนิจิฉยัทีม่อียูก่ลบัมข้ีอจ�ากดั ยุง่ยาก ซบัซ้อน และบางวธิี
ให้ผลลัพธ์ทีไ่ม่แม่นย�า ดังนัน้ เพือ่เป็นการป้องกนัและตรวจหา
เชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าให้ได้อย่างรวดเร็ว Chula Unisearch 
จึงได้รับการประสานงานจากบริษัท โปร เทส คิท จ�ากัด ให้
ด�าเนินโครงการศึกษาวิจัยพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเอเซ็นเซอร์
ส�าหรับโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยง เพื่อพัฒนาชุดตรวจที่
สามารถใช้ในการควบคุม ป้องกัน ตรวจติดตามโรคได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและใช้งานได้ง่าย

การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเอเซ็นเซอร์ส�าหรับเชื้อไวรัส
พิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยงท่ีคณะผู้วิจัยท�าการศึกษานี้มีขั้นตอน 
การด�าเนินงานวิจัยโดยเริ่มต้นจากการวางแผนงานวิจัยและ 
จดัเตรยีมอปุกรณ์ ก่อนท่ีจะท�าการออกแบบวธิกีารสกัดตวัอย่าง 
และระบบการวิเคราะห์ผลด้วยไบโอเซ็นเซอร์ (biosensor) 
จากนัน้จงึท�าการศกึษาในห้องปฏบิตักิาร ด้วยการเกบ็ตวัอย่าง
จากสถานเสาวภา เริม่พฒันาวธิกีารสกดัตวัอย่างและวเิคราะห์ผล 
ก่อนท่ีจะท�าการทดสอบตัวอย่างในภาคสนาม เพื่อวิเคราะห์ 
แปรผล และสรุปผลน�าไปเขียนรายงานและเผยแพร ่
ผลการศึกษาต่อไป 

ทั้งนี้ จากการเปรยีบเทียบเทคโนโลยีในการเพิม่ปรมิาณ
สารพันธุกรรมของไวรัสพบว่า การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม
โดยหลักการชักน�าให้เกิดการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอแบบห่วง
ด้วยอุณหภูมิระนาบเดียว ที่เรียกว่า Reverse Transcription 
loop mediated isothermal amplification หรอื RT-LAMP 
มข้ีอเด่นเหนอืกว่าเทคนคิอืน่ รวมถงึวธิกีารเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
แบบลกูโซ่พอลเิมอร์เลส (polymerase chain reaction) หรอื 
PCR ที่เป็นที่นิยม โดยเฉพาะในเรื่องของการใช้อุณหภูมิคงที่
ประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส ซ่ึงอุณหภูมิท่ีใช้ในการเพิ่ม
ปรมิาณนีย้งัสอดคล้องกบัอณุหภมูขิณะสกดัสารพนัธกุรรมของ
ไวรัส และเมื่อพิจารณาถึงความเฉพาะเจาะจงของคู่ไพรเมอร์ 
(primer) พบว่ามีการใช้ไพรเมอร์สัมพันธ์กับยีนเป้าหมายถึง 
6 บริเวณ ท�าให้ปฏิกิริยามีความจ�าเพาะสูงกว่าของวิธี PCR 
ถึง 1000 เท่า และมีประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณ
สารพนัธกุรรมจากแหล่งท่ีมสีารพนัธกุรรมหลากหลายชนดิปนกนั 
ท�าให้สัดส ่วนของระยะเวลาที่ใช ้ในปฏิกิริยาลดลงจาก 

การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเอเซ็นเซอร์
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ภาวะปกติมาก (จากประมาณ 3 ชั่วโมงในภาวะปกติเป็น  
25-40 นาที) และผลจากการที่ใช้อุณหภูมิคงที่ท�าให้ลด 
ความจ�าเป็นในการพ่ึงพาเครือ่งควบคุมอณุหภมูต่ิางระดบัลงได้ 
จึงเหมาะสมกับการน�าไปประยุกต์ใช้ในภาคสนาม

ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ผล เนื่องจากผลิตภัณฑ์
ดีเอน็เอทีไ่ด้หลงัการเพิม่ปริมาณมโีครงสร้างเป็นรปูซกิแซกยาว
ต่อเนื่องกัน การพัฒนาเทคนิคส�าหรับการตรวจวิเคราะห์
ดีเอน็เอเป้าหมายจงึมคีวามจ�าเพาะ โครงการวจิยันีเ้น้นพฒันา
รูปแบบการตรวจสอบโดยน�าหลักการทางฟิสิกส์โดยเฉพาะ 
ไบโอเซ็นเซอร์มาประยุกต์ใช้ เพ่ือให้การตรวจวิเคราะห์ผล
สามารถท�าได้แม่นย�า ง่ายและรวดเร็วขึ้น 

ส�าหรบัไบโอเซน็เซอร์นัน้คอื อปุกรณ์หรอืวธิกีารทีพ่ฒันาขึน้
จากการน�าหลักการทางฟ ิสิกส ์มาประยุกต ์ ใช ้ ในการ 
ตรวจสอบสัญญาณ โดยอาศัยการท�างานร่วมกนัระหว่างตวัจบั
สัญญาณหรือรีเซ็บเตอร์ (receptor) ซึ่งจะคอยจับสัญญาณที่
จ�าเพาะ (specific recognition) และตัวแปลงสัญญาเหล่านี้ 
ให ้อยู ่ในรูปสัญญาณที่จับต้องได้ในรูปตัวเลข หรือการ

เปลี่ยนแปลงที่ เชื่อมโยงกับตัวเลขโดยใช้ทรานสดูเซอร์ 
(transducer) เป็นหลกั  การน�าหลกัการการตรวจวเิคราะห์ด้วย
ไบโอเซ็นเซอร์มาใช้จะช่วยให้การตรวจสัญญาณดีเอ็นเอมี 
ความจ�าเพาะสงูขึน้ และเป็นไปตามหลกัคูส่ม (complementary) 
ผ่านปฏิกิริยาจับตัวระหว่างโพรบ (probe) ที่เป็นตัวตรวจจับ
กับสารพันธุกรรมเป้าหมาย แล้วแปลงให้เป็นสัญญาณทาง
กายภาพ ท่ีจะสอดคล้องกบัปรมิาณของดเีอน็เอท่ีมอียูใ่นระบบ 

การแปลงสัญญาณอาจเป็นได้ท้ังการแปลงในรูปไฟฟ้า 
โดยวัดค่าการเหนี่ยวน�าทางไฟฟ้า วัดกระแส หรือการ
เปลีย่นแปลงคณุสมบัตทิางแสง เช่น การเรอืงแสง ท่ีเกิดพร้อมกบั
การจับตัวของดีเอ็นเอ การเปลี่ยนแปลงของสีทางแสง เหล่านี้
ช่วยให้ข้ันตอนการตรวจท�าได้ง่ายและรวดเร็ว สามารถปรับ
ให้การตรวจวดัอยูใ่นรปูตวัเลข สอดคล้องกับปรมิาณสญัญาณจรงิ 
(ตามปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอ) และในหลายกรณี 
ยังสามารถตรวจวัดอย่างต่อเนื่องได้

ในการศึกษาวิจัยนี้ คณะผู ้วิจัยได้มุ ่งเน้นการพัฒนา
เทคนิคและวิธีการในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของไวรัส 
โดยเปรียบเทียบรูปแบบพันธุกรรมของไวรัสสายพันธุ์ไทยกับ
สายพันธุ์อ้างอิงของต่างประเทศ บนพื้นฐานของยีน N และ
การใช้ข้อมูลล�าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิง เพื่อออกแบบไพรเมอร์
ท่ีเหมาะสมในการท�า RT-LAMP และพฒันาวธิตีรวจวเิคราะห์ผล
โดยใช้การจับตัวของโมเลกุลสีกับโพรบที่เรืองแสง ท�าให้ 
ค่าท่ีอ่านได้มีความถูกต้องแม่นย�า และช่วยให้สามารถตรวจ
ดีเอ็นเอจากการเรืองแสงได้ง่าย รวดเร็วกว่าวิธีที่ใช้ในปัจจุบัน 
ท่ีส�าคัญ ตอบสนองหลักการ point of care ที่สนอง 
ความต้องการตรวจให้ท�าได้ทุกท่ี ทุกเวลาท่ีต้องการ สามารถน�าไป
ประยกุต์เพือ่การตรวจในภาคสนามได้เป็นอย่างด ีการอ่านสญัญาณ
สามารถต่อยอดด้วยการอ่านสัญญาณผ่านโทรศัพท์มือถือ  
ช่วยให้ใช้งานได้ง่าย ซึ่งเป็นประโยชน์ในการควบคุม ป้องกนั 
ตรวจติดตามโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ และผลงานวิจัย 
ยังพัฒนาต่อยอดเป็นสินค้าออกสู่ท้องตลาดได้ในอนาคต
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