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	 เทคนิิค Recombinase Polymerase Amplification (RPA) เป็็นหนึ่่�งในเทคนิิคการเพิ่่�มจำำ�นวนสารพัันธุุกรรม (nucleic acid) 

โดยใช้้อุุณหภููมิิคงที่่�ตลอดการเกิิดปฏิิกิิริิยา (isothermal amplification) ซึ่่�งเทคนิิค RPA นั้้�น สามารถเกิิดปฏิิกิิริิยาในช่่วงอุุณหภููมิิ 37 – 42 

องศาเซลเซีียส โดยไม่่จำำ�เป็็นต้้องใช้้เครื่่�อง thermal cycler ในการเพิ่่�มหรืือลดอุุณหภููมิิ และใช้้เวลาเพีียงประมาณ 5-20 นาทีี อีีกทั้้�งสามารถ

ตรวจจัับ nucleic acid ได้้หลายประเภท ได้้แก่่ RNA, microRNA, single strand DNA (ssDNA) และ double strand DNA (dsDNA) 

จากสิ่่�งมีีชีีวิิตหลายชนิิด และจากตััวอย่่างหลายประเภท (Tan et al., 2022)

	ปั ัจจุุบัันมีีการประยุุกต์์เทคนิิค RPA ในการตรวจเชื้้�อก่่อโรคหลายกลุ่่�ม ได้้แก่่ ไวรััส แบคทีีเรีียและยีีนดื้้�อยา และปรสิิต เนื่่�องจาก

สามารถตรวจได้้ง่่ายและรวดเร็็ว มีีความไวและความจำำ�เพาะสููง สามารถเกิิดปฏิิกิิริิยาได้้ดีีถึึงแม้้ตััวอย่่างจะมีี inhibitor ต่่อปฏิิกิิริิยาสููง และไม่่

จำำ�เป็็นต้้องใช้้เครื่่�องมืือราคาสููงในห้้องปฏิิบััติิการ สามารถทำำ�ได้้ในภาคสนาม ลดขั้้�นตอนการในการเก็็บรัักษาและขนส่่งตััวอย่่างไปยัังห้้องปฏิิบััติิ

การ ซึ่่�งจะช่่วยให้้เกษตรกรหรืือเจ้้าหน้้าที่่�ที่่�เกี่่�ยวข้้องสามารถตรวจคััดกรองโรคเบื้้�องต้้นได้้รวดเร็็วขึ้้�น ช่่วยให้้การควบคุุมป้้องกัันโรคติิดเชื้้�อมีี

ประสิิทธิิภาพมากขึ้้�น (Feng et al., 2023)

ตััวอย่่างการประยุุกต์์ใช้้เทคนิิค RPA  
ตรวจเชื้้�อก่่อโรคในสััตว์์ 
Virus
Monkeypox virus (Li et al., 2023)

African swine fever virus (ASFV) (Ceruti et al., 2021)

Porcine epidemic diarrhea virus (Ma et al., 2022)

Bacteria
Pasteurella multocida (Zhao et al., 2019)

pathogenic Leptospira (Ahmed et al., 2014)

Klebsiella pneumoniae (N. Li et al., 2022)

Antimicrobial resistance gene
Carbapenem-resistance genes blaoxa-23 of Acinetobacter 
baumannii. (Liu et al., 2020)
Methicillin-resistant Staphylococci (MRS) (Srisrattakarn  
et al., 2020)
Vancomycin resistant Enterococci (Panpru et al., 2021)

นางสาวสุุรััตนา บุุญใส นัักวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ปฏิิบััติิการ

กลุ่่�มแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ

รูปที่ 2 แสดงพื้นที่ที่พบไวรัสบลูทังก์ (จุดสีเหลือง)

(Samy & Peterson, 2016)

Parasite
Plasmodium malariae (Liu et al., 2013)

Babesia species (Onchan et al., 2022)

หลัักการทำำ�งาน
	 เทคนิิค RPA นั้้�น สามารถตรวจจัับ  

nucleic acid เป้้าหมายได้้ โดยอาศััยการทำำ�งานของ

เอนไซม์์ 3 ชนิิดหลััก ประกอบด้้วย recombinase 

UvsX ที่่�ได้้จาก T4 phage, Single-strand binding 

protein (SSB) และ DNA polymerase และเกิิด

ปฏิิกิิริิยาดัังภาพที่่� 1
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ภาพที่ 1 การเกิดปฏิกิริยา Recombinase Polymerase Amplification 

(ที่มา: ดัดแปลงจาก Bhat et al., 2022)

ภาพที่ 2 การอ่านผลปฏิกิริยา Recombinase Polymerase Amplification จากสี fluorescence

(ที่มา: ดัดแปลงจาก Bhat et al., 2022 และ Li et al., 2022)

1) เอนไซม์์ recombinase จัับกัับ RPA primer แต่่ละเส้้น เกิิดเป็็น nucleoprotein filament complex 

2) ซึ่่�งช่่วยให้้ primers สามารถ anneal กัับ dsDNA template บริิเวณ homologous sequence ได้้ จากนั้้�น dsDNA template จะถููก	

   แยกออกเป็็น 2 สาย แล้้ว SSB จะเข้้ามาจัับ ssDNA สายที่่�ไม่่ถููก hybridize 

3-4) ทำำ�ให้้ DNA polymerase สามารถนำำ� deoxynucleotide triphosphate (dNTP) มาสร้้าง polynucleotide สายใหม่่ได้้ และเมื่่�อสิ้้�นสุุด        

   ปฏิิกิิริิยา 1 รอบ จะมีี loading factor ช่่วยให้้ recombinase สามารถจัับกัับ primer และเกิิดปฏิิกิิริิยา RPA ได้้อีีก แล้้วเกิิดปฏิิกิิริิยาต่่อ   

   เนื่่�องหลายซ้ำำ��ทำำ�ให้้ได้้เป็็น DNA สายใหม่่จำำ�นวนมาก 

การอ่่านผล RPA 
	ปั ัจจุุบัันสามารถอ่่านผลปฏิิกิิริิยา RPA ได้้หลายวิิธีี โดยวิิธีีที่่�ได้้รัับความนิิยม ได้้แก่่

1. อ่่านผลจากสีี fluorescence
	 การอ่่านผลของปฏิิกิิริิยา RPA จากสีี fluorescence จะมีีการใช้้เอนไซม์์ exonuclease และมีีการใช้้ exo probe ซึ่่�งเป็็นสายดีีเอ็็นเอ

ความยาว 46-52 คู่่�เบส ซึ่่�งติิดฉลากด้้วย quencher ที่่�ปลาย 5’ และติิด fluorophore ที่่�ปลาย 3’ นอกจากนี้้�แล้้ว exo probe จะมีี tetrahy-

drofuran (THF) หรืือเรีียกว่่า dSpacer ซึ่่�งเมื่่�อ probe ตรวจพบสารพัันธุุกรรมเป้้าหมาย จะไป hybridize กัับสารพัันธุุกรรมเป้้าหมาย แล้้ว

จะถููกตััดด้้วยเอนไซม์์ exonuclease จะทำำ�ให้้ fluorophore แยกออกจาก quencher เกิิดการเรืืองแสงเกิิดขึ้้�น ซึ่่�งเป็็นบ่่งชี้้�การตรวจสอบสาร

พัันธุุกรรมเป้้าหมาย สามารถตรวจวััดได้้แบบ real time ด้้วยเครื่่�อง real time PCR และแบบ end point ซึ่่�งสามารถสัังเกตได้้ด้้วยตาเปล่่า

เมื่่�อฉายแสงสีีฟ้้า ดัังภาพที่่� 2
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ภาพที่ 3 การอ่านผลปฏิกิริยา Recombinase Polymerase Amplification ด้วย lateral flow strips

(ที่มา: ดัดแปลงจาก Bhat et al., 2022 และ Li et al., 2022)
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2. อ่่านผลด้้วย lateral flow strips
	 การอ่่านผลของปฏิิกิิริิยา RPA ด้้วย lateral flow strips จะมีีการใช้้เอนไซม์์ endonuclease ร่่วมกัับ probe ซึ่่�งเป็็นสายดีีเอ็็นเอ

ความยาว 46-52 คู่่�เบส ที่่�ติิดฉลากด้้วยสีี fluorescence เช่่น FAM สำำ�หรัับจัับกัับสารพัันธุุกรรมเป้้าหมาย ซึ่่�งเมื่่�อ probe ตรวจพบสาร

พัันธุุกรรมเป้้าหมาย จะเกิิด hybridization กัับสารพัันธุุกรรมเป้้าหมาย แล้้ว probe จะถููกเอนไซม์์ nfo ตััด ทำำ�ให้้ปลาย 3’ ว่่าง และถููกใช้้เป็็น 

primer ในปฏิิกิิริิยาขั้้�นตอนถััดไป ทำำ�ให้้เกิิดเป็็น amplicon ที่่�ติิดสีี FAM และ Biotin ที่่� reverse primer เรีียก double labelled amplicon 

ซึ่่�งสามารถตรวจวััดด้้วย lateral flow strips ได้้ ดัังภาพที่่� 3

ข้้อได้้เปรีียบของเทคนิิค RPA
- ใช้้เวลาในการเกิิดปฏิิกิิริิยาสั้้�น

- มีีความไว (sensitivity) และความจำำ�เพาะ (selectivity) สููง

- สามารถตรวจหาสารพัันธุุกรรมหลายเป้้าหมายในครั้้�งเดีียว (multiplex) ได้้

- สามารถทำำ�ได้้โดยไม่่ต้้องใช้้เครื่่�องมืือราคาแพง ช่่วยประหยััดค่่าใช้้จ่่าย

- สามารถเก็็บสารเคมีีไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้องและนำำ�ไปประยุุกต์์ใช้้ในภาคสนามได้้

ข้้อด้้อยของเทคนิิค RPA
- ยัังไม่่มีีโปรแกรมสำำ�หรัับออกแบบ primer
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