
บทfl 4

ผลการทดลอง

4 .1  ผลการสกัด RNA

4 . 1 . 1  ผลการสกัด RNA จากสมองสุนัข รด {ท ร ื AGPC 

(107)  จฯนวน 120 ตั วอย่ างไนัคิ า OD 260/OD 280 ประมาณ 1 . 3 - 2 . 0  

วี ่ เงคิดเป็น RNA ทงหมดประมาณ 100-200 ug รดยฝ ็ ความแม3เนเป ็ น 1-2 

u g / u  1

4 . 1 . 2  ผลการสกัด RNA จาก TCM fl Iป ็ ปจาก CVS-11 

i n f e c t e d  baby h am st e r  k i d n e y  c e l l s

พบว ่ าอ ั ตราสวนของ OD 260 /  OD 280 อยู่

ระหว ่ าง 1 . 8 - 2 . 0  คิดเป็น RNA ของ v i r u s  0 . 1 6  u g / u l

4 . 1 . 3  ผลการสกัด RNA จากสมองรวมก ับ TCM

พบว ่าอ ัตราสวนของ OD 260 /OD 280 เน ัาก ับ 1 .6

ค ิดเป ็น RNA รวม  หรือ t o t a l  RNA ประมาณ 1 .3  u g / u l
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4 . 2  ผลการหา s e n s i t i v i t y  ของ RNA

4 . 2 . 1  ผลการหา s e n s i t i v i t y  ของ t o t a l  RNA จาก 

เน ั ้ อเส ์ อสมอง fl ต ิ ดเแอ

T o t a l  RNA ถ ู ก บ ร ั บ ใ ห ้ ป ี ค ว า ม เ พ น  1 u g / u l  ดั งนั ้ นบf มาณตง 

ดันของ t o t a l  RNA คือ 5 ug และถ ู กเจ ื อจางให ้ป ี บf มาณเป็น 500,  50,  

5, 0 . 5  ng ตามลฯดับ เส ์ อฝานขนตอนการสร ั าง cDNA, f i r s t  s t e p

a m p l i f i c a t i o n  และ second s t e p  a m p l i f i c a t i o n  พบไรา การเพ ั ม 

จฯนวน DNA รดยใ'ร p r i m e r  นนั ้นให้ DNA f r a g m e n t  ป ี ฝ ็ ความเ ‘จืม

( i n t e n s i t y )  สัมพันธ์กั บความเ4เม$นของ RNA ดั งรู บท 5 กส่ าวคือ

ค ว า ม เ 4เมของ DNA f r a g m e n t  จ ะลดลง เ ส ์ อ  d i l u t i o n  เพั ม^น

และ d i l u t i o n  สุดห้ ายคือ l x i o -4 ห้ย ั งคงเป็น band ของ DNA ซึ ๋ งคืด

เป็น t o t a l  RNA 0 . 5  ng



48

p l f l  5 แสตงไ)ริ มาณ t o t a l  RNA ป็น้อยป็สุด$สามารถตรวจได ั  

ดั วยริ !) n e s t e d  PCR, f i r s t  a m p l i c o n  นนอยู ่ ใน p a n e l  A ตงแดั  

l ane  1 - 9 , ใดฆ!! . l ane  6 และ 8 เ Hu n e g a t i v e  c o n t r o l ,  l a ne  7 

เป็น p o s i t i v e  c o n t r o l  และ l ane  9 เป็น DEPC' l ^O c o n t r o l  ตาม 

ลฯดับ สฯหรับ n e s t e d  a m p l i c o n  อยู ่ ใน p a ne l  B ตงแดั  l an e  ü 1-9 

รดย!!  l ane  6 และ 8 เป็น n e g a t i v e  c o n t r o l ,  l ane  7 เป็น 

p o s i t i v e  c o n t r o l ,  และ l ane  9 เป็น D E P C ' ^ O  c o n t r o l  ตามลฯดับ

k b

fô27

.564

2.0
56

หมาย เหฅฺ

l ane 1 -  l ane  5 ฝ็บริมาณ t o t a l  RNA 5,  0 . 5 ,  0 . 0 5 ,  

0 . 0 0 5 ,  0 .0 0 05  ug ตามลฯดับ

n e g a t i v e  c o n t r o l  บ่ งแถี ง b a c k g r o u n d  RNA ป็ไม่ฝ็

t e m p l a t e s
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DEPC’ HoO c o n t r o l  คือ n e g a t i v e  c o n t r o l  w i t h o u t  

n u c l e i c  a c i d  บ่ ง?สื ง c o n t a m i n a t i o n  ของ PCR m i x t u r e

M หเอ m o l e c u l a r  w e i g h t  m ar k er  คือ X ü N A / H i n d  I I I



5 0

4 . 2 . 2  ผลการหา s e n s i t i v i t y  ของ v i r u s  s p e c i f i c  

RNA และ v i r u s  s p e c i f i c  RNA รว มก ั บ เแ อ สมองบกตั

RNA ของไวร ั ส 0 . 8  ug หเอ 800 ng ศ่ สกัดทดัจาก TCM 4ง 

เก ั บจาก c v s - l l  i n f e c t e d  BHK-21 c e l l s  และ TCM ไ น บ เ ม า ต ร เ Vit 

ก ั นก ั บครงแรกรวมก ับIแอสมองปกด ั  เมอน'ฯไยเ ส ิ อจางไห ้ฝ ็ ความเ^ม'รนเป ็ น 80 

8,  0 . 8 ,  0 . 0 8 ,  0 . 0 0 8 ,  0 . 0 0 0 8  ng ตามลฯดับ แก ั วฝานขนตอนการสเาง  

cDNA, f i r s t  s t e p  a m p l i f i c a t i o n ,  n e s t e d  a m p l i f i c a t i o n  

พบว่า RNA ของาวร ั สแด ั เพ ี ยงอย ่ าง เด ี ยว และ RNA ของไวร ้ สรวมก ับ RNA 

ของเแอสมองบกต ันน สามารถตรวจได ั พ ี ความเ1รมแนเพี ากันคื อ 8 pg ดัง 

รูปพี 6

4 . 3  ผลการทดส อบค วามจ ำเ พา ะแล ะคว ามไว ขอ ง เ ทคฉค  n e s t e d

PCR

จากการตรวจสมอง  500 ตั วอย่ างดั วยวิ ?! n e s t e d  PCR

พบสมองพี ไห้ผลบวก 224 ตั วอย่ าง และสมองพี ไห้ผลลบ 276 ตั วอย่ าง

ไดยสมองพี เป ็ นบวกจะไห ้  DNA f r a g m e n t  ขนาด 524 bp ดังรู !!พี 7

สำหร ั บผลการตรวจด ั วย FAT นนไห้ผลบวก 223 ตั วอย่ าง และไห้  

ผลลบ 277 ตั วอย่ าง รดยมี  1 ตั วอย่ างทื ่  FAT ไห้ผลลบแตั  n e s t e d  PCR 

และ MIT ไห้ผลบวก
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6 แสดงปf มาณ v i r u s  s p e c i f i c  RNA และ v i r u s

s p e c i f i c  RNA รวมกับเนํ ้ อสมองบกติทื ่ น ้ อยrเสุดvlส า ม า ร ถ ต ร ว จ ,ใ ว t n §

n e s t e d  PCR

l a n e  1-8 แ ส ด ง  d i l u t i o n  ของ v i r u s  RNA รวมก ับเป ี อ 

สมองบกส ิ โดยฝ็ บเมาณ v i r u s  s p e c i f i c  RNA 800,  80,  8,  0 . 8 ,

0 . 0 8 ,  0 . 0 0 8 ,  0 . 0 0 0 8 ,  ก . 00008 ng ตามลฯดับ l ane  9 - 1 6  แสดง 

d i l u t i o n  ของ v i r u s  s p e c i f i c  RNA flสกั ดจาก TCM ซ ึ๋งฝ ็บรมาณ RNA 

800,  80,  8,  0 . 8 ,  0 . 0 8 ,  0 . 0 0 8 ,  0 . 0 0 0 8 ,  0 . 0 0 0 0 8  ng ตามลฯดับ
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l ane  17 สือ p o s i t i v e  c o n t r o l ,  l ane  18 

c o n t r o l  ด่ ไม่ฝ็ กรด n u c l e i c  (DEPC‘ H20 c o n t r o l ) ,  

m o l e c u l a r  w e i g h t  ma rke r  คอ X D N A / H i n d  I I I

n e g a t i v e  

M หเอ
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ๅเแฟิ 7 แสดงผลการตรวจต ั วย n e s t e d  PCR ซึ ่ งตั วอย่ างป็  

เป็นบวกาห้  DNA f r a g m e n t  ขนาด 524 bp

524
b p
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ตาราง  vl 2 แสตงผลการตรวจสมองต ั วยว ิ ส ิ  ตัา ง ๆ ไตัแ ri MIT,

FAT และ n e s t e d  PCR จากสมอง 500 ตั วอย่ าง

Tes t

No. o f  samples

MIT FAT N es t ed  PCR

pos i t i v e  

samp 1 es

224 223 224

n ega t  i ve 

samp 1 es

276 277 276

T o t a l 500 500 500
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4 . 4  ผ ล ก าร เ แ? ย บเ  vin น s t a b i l i t y  ฃฝ ื งส ื งส ่ งตรวจเป ็ อนฯมา 

ว ิ เคราะป ็ ผลต ั วยว ิ ? n e s t e d  PCR, FAT และ MIT

ผลการเบร ั ยบเป ็ ยบ s t a b i 1 i t y  ของส ื งส ่ งตรวจค ื อสมองส ุน ั ข 20 

ตัว ช ึ ๋ ง เป ็ นสมองบวกและสมองลบต ั วย FAT อย ่ างละ 10 ตั วอย่ าง รดยตงนั ้ ง 

ไวิ  fl อุณหฎรี เป็ องเป็นเวลา 2, 6,  12, 24,  48 และ 72 ชม.

จากการทดลองพนว ิ า n e s t e d  PCR ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ส ม อ ง fแป ็นบวก 

ไตัครบทง 6 ช ่ วง เวลา  ถ ี งแfiจะตงน ั ้ งไว ิ fl 72 ชม.  fl ตาม สฯหรับ FAT น้ัน 

สามารถตรวจสมองป ็ เป ็ นบวก'ใต ั ครบvl 2,  6,  12, 24 ชม.  แตัฝ็ f a l s e  

n e g a t i v e  ป็ 48 และ 72 ชม.  กส่ าวคีอ ตรวจสมองบวกไต ั  8 และ 3 ตัว 

อย ่ างตามลฯดับ ส่ วน MIT สามารถตรวจสมอง?เป ็ นบวกไต ั ครมป ็  2, 6,  12 

ซม.  แตัฝ็ f a l s e  n e g a t i v e  ก ั บสมองriตงนั ้ งไวิ ' fl 24,  48 และ 72 ชม.  

กส่ าวฅือ ตรวจสมองไต ั เฟ ้ ยง  7,  3 และ 2 ตั วอย่ าง ตามลำดั บ ด ั งแสดง 

ต า ม ต า ร า ง fl 3 สำหรับสมองลบนั ้ นทง 3 ว ิ ?ตรวจไ fi ผลลบเช ่ นเส ื ยวก ัน



ตาราง?!  3 แสด งผล การตรว จส มeวงบวก 10 ตั วอย่ าง ทง 6 ช่วง 

เวลา 2, 6,  12, 24,  48 และ 72 ชม.  ตัวยวิ !) n e s t e d  PCR, FAT

และ MIT

T i m e s  ( h r s  ) 2 6 12 24 48 72

' ^ ' \ T e s t s  

S a m p l e s ' " - \ F A T M IT
N

PC R F A T M IT
N

PCR F A T M IT
N

PCR F A T M IT
N

PCR F A T M IT
N

PC R F A T M IT
N

PCR

1 4 4 4 4 - 4 - 4 - 4 - - ว ิ- - 4 4 4 4 4 4 -4 - — — 4

2 4 4 - 4 - - h 4 - 4 - 4 - 4 - 4 - ว ิ- 4 4 4 — 4 — — 4

3 “4 " - h 4 - 4 - 4 - 4 - 4 - ว ิ- 4 - ว ิ- — 4 — — 4 - — - — 4 -

4 -1- 4 - 4 - 4 - 4 - 4 ว ิ- - I - 4 - ว ิ- - h 4 - 4 — 4 - เ - — 4

5 4 “ 4 4 - - I - 4 ว ิ- ว ิ- 4 - 4 — 4 4 — ว ิ- - 4 — _เ_

6 - h 4 - - f - I - 4 - 4 - 4 - 4 - ว ิ- - 4 — + 4 — 4 - ว ิ- — 4

7 4 4 - 4 " 4 - f ว ิ- 4 - ว ิ- 4 - ว ิ- 4 4 - ว ิ- — 4 — — 4

8 4 4 4 4 4 - ว ิ- ว ิ- 4 -เ- 4 ว ิ- 4 4 4 - I - 4

9 1
4 - 4 - - f 4 - 4 - 4 4 - ว ิ- 4 - ว ิ- - I . 4

I -1 - 4 41 I I 1

10 4 - 4 4 + 4 - 4 - 4 - ว ิ- 4 - I - ว ิ- 4 — — ■1 — — ว ิ-

T o t a l
p o s i t i v e

t e s t s
10 10 10 .10 10 10 10 1 0 10 10 7 10 8 3 10 3 2 1 0

หมา ยเ หต 

MIT เป็น หมายสื ง หนู ไม่ตายภายๆ.น 1 เตื อน
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4 . 5  ผลการหาu f  มาณ RNA fl {เอยตั ้ สุ ดจากสมองสัต' {ตั ้  ตงตั ้ งท สุ’ 

ค ื เวลาฟ้ าง ๆ กันตั ้ งแฟ้ 2,  6,  12, 24,  48 และ 72 ชม.  ส ั วยร$  

n e s t e d  P C R

รูบคื  8 แสดงการหาบf มาณ RNA คื {เอ๗ สุดจากสมองสุ {เขตั ้ ตั ้ งตั ้ ง 

ไสุ 'คื อุพห{เมิ {{องตั ้ งแฟ้ เวลา 2,  6,  12 ชม.  ( p a n e l  A) และ 24,  48,  72 

ช ม . ( p a n e l  B) m หเอ m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  คือ 123 bp DNA

1 adder
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