
บทfl 3

วั สดุ และว ิ ! !การ

3. 1 สถานfitวักบา

3 . 1 . 1  สถานเสาวภา  กองวทยาศาสตร สภากาชาดไทย

3. 1 . 1. 1 หน่ วยวินั จฉัยรรคพิษสุนัขบ้ า ะ เป ็ นสถานfl 

เป ็ บสมองส ุน ั ขและตรวจสมองflวย f a t  

และ MIT

3 .  1 . 1 . 2  หน่วยวิ จั ยและพ้ฒนา ะ เป ็ นสถานflสกัด 

RNA จากเ  ^อสมอง และจาก t i s s u e  

c u l t u r e  medium (TCM) พิ ่ เป็ บจาก 

r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  baby  

h a m st e r  k i d n e y  c e l l s  

(BHK-21 c e l l s )  และ เป ็ นสถาน fl

ส ั ง เคราะห ์  cDNA เพิ ่ มจฯนวน DNA 

โดยวิจั  PCR และตรวจสอบ DNA พิ ่ ไfl 

โดยวินั  n e s t e d  PCR
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3 . 1 . 2  ภาคว ิชาปี วเคฝ ็  คณะแพทยศาสตวิ  จุฬาลงกรวิ เ

มหาวิทยาลั ย ะ

เป ็นสถาน?เส ั งเคราะนั  CDNA เฉ่ มจำนวน DNA

รดยวิ ธี  PCR และตรวจสอบ DNA ป็ ไตั รดยวิ ธี

N es te d  PCR

3 . 2  วัสดุ

3 . 2 . 1  T i s s u e  c u l t u r e  medium ป็ เป ็ บจาก CVS-11 

i n f e c t e d  baby h a m s t e r  k i d n e y  c e l l s  

t i t e r  ท ,ทกับ 104

3 . 2 . 2  เครึ ่ 'องฝ็อ, นั ำยา และสาร เคฝ ื  

(ฐรายละ  เรยด'ในภาคผนวก)

3 . 2 . 3  สัตวิทดลอง

ห ÿ'ขาวพันธุ  S w i s s  a l b i n o  ไน่ จฯกัคเพศ อายุ  

บระมาณ 21-31 วัน ขนาด 9 - 15  กรัม จฯนวน 

1,188 ตัว

3 . 2 . 4  ส ่ งสงตรวจ

สมองสุนัข จำนวน 520 ตั วอย่ าง
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3 . 3  วิ gการ

3.3.1 วิแเ ป็บตัว9ข่าง

'ไซ้ป็ดกวิดแยกฝ็วหนั ง และเส ์ อยเป ็ ดกระไหลกส ั ตว ์  

พื ่ ต ั องการตรวจ เป ็ บสมองไสภาชนะพื ่ สะอาด เช่น p e t r i d i s h  ทำ

i m p r e s s i o n  smear จากสมองบว ิ เวณ c e r e b e l l u m ,  b r a i n s t e m  และ 

h ippocampus  เพื ่ อทดสอบตั วย PAT

3 . 3 . 1 . 1  เป็บสมองสุนัข 20 ตั วอย่ าง ซื ่ งมาจาก 

ต ั วอย ่ างทเป ็นบวกและลบต ั วย FAT อย ่ างละ 10 ตั วอย่ าง

สมองจากทั ้ ง 3 บว ิ เวณ ไตัแย่  c e r e b e l l u m ,  

b r a i n s t e m  และ h ippocampus  จะค ู กแบ ่ งออกบร ิ เวณละ 6 สวนเบ ่ า ๆ กัน 

รดยแตัละสวนตงทั ้ งไวิพื ่ อ ุฌหเามิป็ องบระมาณ 28-33  °c พื ่ เวลาตั าง ๆ กัน

6 ช ่ วง เวลา  กส่ าวคือ 2,  6,  12, 24,  48 และ 72 ชม.  รดยเพื ่ อครบ 

เว ลาได  ๆ แส ั วจะ เป ็ มสมองแต ั ละสวนไสขวดแก ั วพ ื ่ บราศจากแอ นำ'ใบแช่แซ้ง 

พ่ือุณหเาป็ - 20  °c เพื ่ อรอการสกัด RNA และทดสอบตั วย MIT ตั อไบ

3 . 3 . 1 . 2  เป็บสมองสุนัข 500 ตั วอย่ าง

เป็ บสมองจากทั้ง 3 บริเวณดังกสาวซ้างตัน ไส 

ขวดแกัวพื่บ่ราศจากแอ นำ'ไปแช่แข็งพ่ื - 2 0 °c
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3 . 3 . 2  ก า ร ตรวจหาไวร ั สพิษ g(นัขป้ าดั วย FAT ( 84 )

FAT เป็นวิทีที กองวิทยาศาสตรื  สภากาชาดไทยไ#  

ชันสูตรรรคพิษสุนัขบ้ า รดยนฯสมองท ี ด ั องการตรวจมาละ เลงหร ื อ  smear

ลงมนสไลดั  แส ่ อยไบ้ แบ ้ ง?เอุณหฎมีบ้อง แบ้ว f i x  ด ั วยอะซ ิ รตนเป ็ นเวลา 10 

นาที หลั งจากนนบ้อมดั วย f l u o r e s c e n t - r a b i e s  a n t i b o d y  c o n j u g a t e  

แบ้ วไส ํ ลงไน humid chamber นาน 10 นาที เพ ื ่ อบ ้ องก ันการระเหยและ  

ตกตะกอนของ c o n j u g a t e  เพื ่ อครบเวลาบ้ างด ั วยบ้ ฯกล ั ่ น 2 -3  ครง ทีงทบ้  

แบ้ งแบ้ วหยด m o u n t i n g  medium (90% g l y c e r i n e  b u f f e r e d  s a l i n e  

s o l u t i o n ,  pH 7 . 5 - 8 . 0 )  ปิดดัวฆ c o v e r  s l i p  แบ้ วดูดั วยกบ้อง 

ธ ุ ลทรรศน ั เร ื องแสงไช ั  e x c i t a t i o n  l i g h t  HBO 200 m e r c u r y  v a p ou r  

lamp ชึ ๋ งจะไบ้ แสงทีม ี ความยาวคลั ่ น 7600 ๐A หล ั งจากฝาน f i l t e r  UG2

สมองที ไห้ผลบวกและบ้ อมไดั ส ื  จะ เบ ้นแอนด ั เจนของ  

ไวร ั สด ั ดส ื เป ี ยวอมเหล ื องท ี ขนาดแระมาณ 1-10 uni. ร ู บร ่ างกลมร ื และอาจ  

พบลักษณะเป็นเม ็ ดเส ื ก ๆ คบ ้ ายเม ็ ดทรายอยู ่ ไนซัฆรตบลาสม บางครั ้ งพบอยู ่

นอกเซลส ่ ได ั เพ ื ่ องจากเซลส ่ แตท

การอ ่ านผล อ่ านไดั  4 ระด ับตั ้ ง แ ri +1 ถึง +3 

สฯหร ั บการแบรผลนน ม็ 2 แบบคือ ผลลบและผลบวก

3 . 3 . 3  การพรวจหาไวรั สพิษสุนัขบ้ าดั ว ย MIT (87)

MIT เป็นวิที ตรวจไวรั สพิษสุนัขบ้ ารดยถึคเ ชั าสมอง 

หy ขาวพันธุ  Swiss  a l b i n o  ท ี แบ ้ งแรงสมV รณ์ ม ี อาย ุ บระมาณ 21-31 วัน
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ขนาดนั'ำาทโก 9-15  กรัม การฉ ี ดเฟ ้ าสมองหy ขาวกระทฯไต ั รดยบดสมองม ี ต ั อง  

การทดสอบแป ้ วทฯเป ็น 10% s u s p e n s i o n  เติ มยาบปัฟ้ วนะ 2 ชนัด ไตั แri 

s t r e p t o m y c i n  และ p e n i c i l l i n  เฟ ้ อป ้ องก ั นการปนเฟ ้ อนจากแบคม ี แย  

ป ั นเอาส ์ วนใส แป ้ วทฟ้ กระบอกฉีดเาเบอรคู ส ิ นและเฟ้ มหมายเลข 27 ฉีดเฟ้ า 

สมองต ั วละ 0 . 0 2  มล .  จฯนวน 3 ตัว หล ั งจากน ั ้ นเป ้ าด ู อาการของหy ขาว 

ชึ ๋ งส ํ วนใหญ่จะปรากฎอาการให้ เป ้นๆนว ันม ี  7 - 20  หลั งฉีด แตัมี มี บ้ างทื ่ ใช้ เวลา 

นานถี ง 28 วัน จ ึ งปรากฎอาการ หล ั งจากมีหy ตายตั องตรวจสมองย ันย ั นส ื กครง
\
ใดยไฟ้  FAT

3 . 3 . 4  การสกัด RNA

การสกัด RNA จากสมองส ุน ั ข,  TCM และสมองสุนัข 

ผสมกับ TCM ใดยไฟ้ ว ิ § a c i d  g u a n i d i n i u m  t h i o c y a n a t e  p h en o l  

c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  หรัอ AGPC ( 10 7,  108) ใดยสก ัดจากสมอง  

ประมาณ 0 . 5  กรัม หรัอ TCM 0 . 5  ม ล . ใ น  d e n a t u r i n g  s o l u t i o n  1 มล 

หเอสมอง 0 . 5  กรัม ผสมกับ TCM 0 . 5  ม ล . ใ น  d e n a t u r i n g  s o l u t i o n  2 

ม ล . ,  homogenize ต ั วยความเร ็ ว  13 ,500  g หล ั งจากนนเต ิ ม 2 M sod ium  

a c e t a t e  pH 4 . 0 ,  p h e n o l ,  ch 1o r o f o r m : i soamy1 a 1 coho 1 4 9 :1

บ เ ม าต ร  0 . 1 ,  1 . 0 ,  0 . 2  มล .  ตามลฯตับ สฯหร ับสมองผสมกับ TCM นั ้นจะ 

ต ั องเต ิ มสารฟ ้ างต ันม ี ม ี ปเมาตรเม ีน 2 เป ้ าของสารม ี เต ิ มลงในสมองหเอ  TCM 

เฟ ิ ยงอย ่ าง เด ี ยว ,  v o r t e x  ประมาณ 20- 60  ว ินามี ,  ตงมี งไว ั ๆนน้ ฯแฟ้ ง 20-  

30 นามี  แป ้ วนฯไปปั นต ั วยความเร ็ ว 14 ,000  g เม ี นเวลา  20 นามี  

มี 4 ° c  เฟ้ อแยกชนนัฯ (aqeous p hase)  ออกจาก o r g a n i c  phase แป้ว 

ตกตะกอนสํ วนใสตั วย i s o p r o p a n o l  มี - 2 0 ° c  เป ็ นเวลา 1 ชม.  ปัน 

10 นามีมี  4 ° c  ต ั วยความเร ็ ว  14,000 g เฟ้ อใตั  RNA p e l l e t  แป้ วป้ าง 

ตัวย 70% e t h a n o l  500 u l  1 ครง ทฯให้แห้ ง ย ่ อนใฟ้ทดสอบควรละลาย 

ใน 0.1% d i e t h y 1P i r o c a r b o n a t e  w a t e r  (DEPC'H2 0 ) 20 u l
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3 . 3 . 5  การทฯ RNA d i l u t i o n

ผสม RNA $สกั ดได ั จากสมอง 10 น1 กับ 990 น1

0.1% DEPC-H20 หเอ ผสม 10 u l  RNA f lสกั ดไดั จาก TCM รี ่ !งเกับจาก 

CVS-11 i n f e c t e d  baby h a m s t e r  k i d n e y  c e l l s  กับ 990 u l  0 .1  % 

DEPC-H20 แสั วนำรบว ัด OD260 ดัวย s p e c t r o p h o t o m e t e r  เฟ้อหา

บเมาณของ RNA แ ม ส ั น  สำหร้บ RNA ฟ้สก ั ดจากสมองนั ้ นบร ั บความเ^มฟ้นเป ็ น 

1 u g / u l  แล ี ว เจ ึ อจางลง  10 เก ั าหเอ  t en  f o l d  d i l u t i o n l ช่นเสืยวกับ 

RNA ทสกัดไดั จาก TCM

3 . 3 . 6  การคำนวณบเมาณ RNA ฟ้ สก ั ดรด ั จากต ั วอย ่ าง( 109)

หาบเมาณ RNA ฟ้สกั ดไดั จากตั วอย่ าง รดยวัด

ความสา มารถ ด ู ดแ สง อ ั ล ตราไ วรอ เลตviความยาวคลน 260 nm. เ ฟ้อ งจากกรด  

นิ วคล ี อกสามารถด ูดแสงรนช่ วงด ั งกส ่ าว

รดยฟ้  1 0 จ 260 ฝื กั าเกั ากับ RNA 40 u g / m l

ดังนั ้น Z ODo60 " --------------------" 4 0 Z x d i l u t i o n  f a c t o r

4 0 Z x l 0 0  u g / m l  หเอ

4 Z u g / u l

3 . 3 . 7  กา ร สรั าง c o m p l e m e n t a r y  DNA หเอ cDNA

การสร ั าง  cDNA จฺ าก RNA กระทำรนหลอด

e p p e n d o r f  ฟ ้ บ ร า ศ จ า ก แ อ  ขนาด 600 น1 รดยาส ์  RNA 5 ug,  

p r i m e r  T i l l  และ p r i m e r  TH2 อย ่ างละ 1 uM นำ ร บ  i n c u b a t e  5 นาป็  

ฟ้ 6 5° c  จากนนาส ํ ลงๆนÜเำแเงท ัน vi เตัม r e a c t i o n  m i x t u r e ของ
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dNTP 0 . 8  mM, RNAse i n h i b i t o r  20 u n i t ,  เอนไช}J r e v e r s e  

t r a n s c r i p t a s e  จาก a v i a n  m y e l o b l a s t o s i s  v i r u s  5 u n i t  

และ 5xRT b u f f e r  2 .5  u l  น0า t o t a l  r e a c t i o n  m i x t u r e  12 .5  u l  

ฉ้ไบ i n c u b a t e  พ่ิ 4 2° c  เป ็ นเวลา 1 ชม่ .

3 . 3 . 8  F i r s t  s t e p  PCR a m p l i f i c a t i o n

หล ั งจากส?าง cDNA จาก RNA แลัว สามารถเพ ํ ่ ม  

ป?มาณ DNA ไน r e a c t i o n  m i x t u r e  50 u l  คืฝ็ สํ วนผสมของ 10x b u f f e r  

ชึ ๋ งบระกอบสั วย 10 mM T r i s - H C l  pH 9 . 0  (พ่ิ ' 2 5 ° c ) ,  50 mM KC1,

1.5 mM MgC12 » 0.1% T r i t o n  X - 1 0 0 ,  0.01% g e l a t i n  และ Taq 

DNA p o l y m e r a s e  1 .25 u n i t ,  dNTP 6 2 . 5  uM หลั งผสมไ{น กันสืแลัว 

ป ้ องก ั นการระ เหย$วยการ เส ิ ม  m i n e r a l  o i l  50 u l  นฯเ  4j าเคร ี ่ 1อง DNA 

t h e r m a l  c y c l e r  ไป้ความ?อนพิ ่  94 ° c  , 2 นาคื  และเร ่ เมบ?มาณ DNA 

อีก 30 รอบ ฃ ึ ๋ งแฟ ้ ละรอบบระกอบflวย 3 ฃั ้นตอนคือ d e n a t u r e  vl 9 4° c  

1 นาคื  แลัว a nne a l  พ่ิ 45 ° c  2 นาคื  และ e x t e n s i o n  พ่ิ 72 ° c  2 . 3 0  

นาคื

3 . 3 . 9  Second s t e p  PCR

ไสํ DNA คื ไflจากการเพิ ่ มบ?มาณไนขั ้ นตอนแรก 2 

u l  ลงไน r e a c t i o n  m i x t u r e  พิ ่ ฝ็บ?มาตร 23 น1 ซ ึ ๋ งบระกลบflวย 

p r i m e r  TT3 และ p r i m e r  TT5 อฝ่ างละ 0 . 8  uM, dNTP 250 uM, 

Taq DNA p o l y m e r a s e  1 u n i t ,  MgCl 2 1 .5  mM และ lOx b u f f e r

2 .5  u l  10๒ m i n e r a l  o i l  บระมาณ 50 u l  ไป้ความ?อนพิ ่  9 4 ° c  2

นาคื  ฝ ่ อนพิ ่ จะเ^าขั ้ นตอนการเพิ ่ มม?มาณ DNA เหฝ็อนกับ f i r s t  s t e p  PCR

a m p l i f i c a t i o n
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. ใ . . ไ .  1 0 AKHi ' o s e  Ke 1 e l e c t r o p h o r e s i s

ผสม PCR p r o d u c t  10 u l  กับ 6x g e l  

l o a d i n g  b u f f e r  t y p e  I 2 u l  จากนั ้ นหยอดหเอ l oa d  ลงช่ องของ  

1.2% a g a r o se  g e l  vSfl e t h i d i u m  b r o mi d e  50 u g / m l  จากน้น$ อขั้ว 

อ ิ เลครทรดเช ่ าก ั บ power  s u p p l y  ภายใตั แรงเคลื ่ อนไฟฟ้ าคง?เสื อ 120 mA, 

g e l  ขนาด 20x25 ชม.  น ั ้ จะใช่ เวลา r un  บระมาณ 2 . 3 0  ชม. ใน 

l xTAE b u f f e r  เฟ ้ อครบเวลานฯ  g e l  ไบส ์ องด ู ภายใต ั แสงอ ั ลตราไวรอเลต  

ตฯแหน่ งของ DNA f r a g m e n t  น้ัน ทราบไต ั รดยเตยบก ั บ À / H i n d  I I I  s i z e  

m ar k er  ซ่ึง p r o d u c t  จาก f i r s t  s t e p  PCR และ n e s t e d  PCR ฝ็ขนาด 

1,354 bp และ 524 bp ตามลฯดับ

3 . 3 . 1 1  การว ิ เคราะห ้ ช ่ อ^ล ( 110)

ลั กษณะของการตรวจเฟ้ อการวินั จฉั ยนั ้ นตั องพิ จารณา 

น่าตั าง ๆ เหลัานั ้คือ ความไว ( s e n s i t i v i t y ) ,  ค ว าม จ ฯ เ พ าะ  

( s p e c i f i c i t y ) ,  ความสามารถในการทฯนายใรค ( p r e d i c t i v e  v a l u e )

ความไว หมายถึ ง รอกาสต ่ การทดสอบจะให ้ผลบวก  

จากตั วอย่ างต่ฝ ็ แอไวร ั สพิษส ุน ัขฟ้ า

ค ว าม จ ฯ เ พ าะ  หมายถึ ง รอกาสต ่ การทดสอบจะให ้  

ผลลบ จากตั วอย่ างต่ ไม ่ฝ ็ แอไวร ั สพิษส ุนัขฟ้ า

ตารางตั งนั ้

คฯจฯก ั ดความต่ กสำวช่ างต ั น สามารถแสดง เป็น
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รดยกฯหนด'ใ fl

a =  ผลการทดสอบเป ็นบวก จากต ั วอ fjางป ็ ฝ ็แ อไวร ั ส 

๖ = ผลการทดสอบเป ็นบวก จากตั วอย่ างบกส ิ  

C = ผลการทดสอบเป ็นลบ จากต ั วอย ่ าง ป ็ฝ ็แ อไวร ั ส  

d = ผลการทดสอบเป ็นลบ จากตั วอย ่ างบกส ิ

การทดสอบ ผลการทดสอบ

ว ิ ?มาตรฐาน (MIT)

+ - รวม

FAT 

หเอ

+ a ๖ a + b

PCR C d c + d

รวบ a+c b+d a+b+c+d

P e r c e n t a g e  s e n s i t i v i t y

= a X 100

a+c

P e r c e n t a g e  s p e c i f i c i t y

= d X  100

b + d
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