
บทvi 5

ว ิ จารณและสร ุ บผลการทดลอง

การสกัด RNA ตั วยวิธี  AGPC ( 107,  108) $ เนํ ้ อเยี ่ [อสมองจะ

คูกบด'ให้แยกออกจากกัน'ใน d e n a t u r i n g  s o l u t i o n  ห? อ s o l u t i o n  D 

ใดยใ' !  h o m og e n i z e r  ช่ืง s o l u t i o n  D ฝ็ สารเคฝ็คื สำคัญคือ 4 M

g u a n i d i u m  t h i o c y a n a t e  สาร!!ปีคุณสมบัตัทำให้ เซลส์แตก และทฯลาย

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  ของ nue 1 e o p r o t e  i n  พ!อมทงทำให ้ รบรต ันเล ี ย 

สภาพและแยกต ั วออกจากกรดÛวคลีอิก ฮ่ งไบกว่ านั ้ นสาร!เยั งฝ็คุฌสมบัตั เหฝ็อนกับ 

p - m e r c a p t o e t h a n o l  ซึ ๋ งเป็น r e d u c i n g  a gen t  ค ื อสามารถ i n a c t i v a t e  

เอนไซม r i b o n u c l é a s e  ไตั ( 111)  การสก ั ดรบรต ันออกจาก RNA ร ด ย ใ !  

p heno l  และ c h l o r o f o r m  น้น ตั องบรับ pH ให ้ เหมาะสมใ!งกระทำไต ั รดย 

การ เต ั ม  2 M Sodium a c e t a t e  pH 4 . 0  ทำให ้ สารละลาย p h e n o l -  

c h l o r o f o r m  ปี pH เป็นกรดคือ pH บระมาณ 5 . 2  ในสภาวะเช่นนั ้ จะทฯ'ให้  

DNA ตกตะกอน1ใตั ( 112)

p heno l  เป็นสารคืฝ็คุณสมบัตัทำลายร บ รตันให้ เล ี ยสภาพ รวมทั ้ ง

สลายรบรตันคื เล ี ยสภาพแส ื ว ลี วน c h l o r o f o r m  ทำให้ รบรตันเล ี ยสภาพไตั  

เซ่นเตั ยวกับ p heno l  แตัฝ็คูณสมบัตั แยกตั วออกจาก aqueous phase ห!อ 

นคืฝ็ สารละลายกรดนิ วคลี อ ิ กไตัต ั กว ่ า p h en o l  สำหรับ I s o a m y 1 a 1 coho 1 

สามารถฟ ้ องก ันการเก ิ ดพองระหว ่ างขนตอนการสก ั ดไต ั  หลั งสกัดตั วยน้ัน
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p h e n o 1- c h  1o r o f o r m - i s o a m y 1 a 1 coho 1 แสั วนๆไบทั ่ นเหวื ่ ยง RNA จะลสู  

'ใน aqueous phase ส่ วน DNA และรบรส ืนจะอส ู านชั ้ น i n t e r p h a s e  และ 

pheno l  phase ตามล*'ได้น

จะเห ็นได ้ ว ่ าการสก ั ต RNA จากเน ํ ้ อ เส ์ อสมอง  รวมทั ้ งการสกัด

v i r u s  s p e c i f i c  RNA จาก TCM รดยใ3ทธิ  AGPC นนเห็นวิ ธิทั ่ ว่ าย 

สะดวก รวดเว ั ว  และม ิ บระส ิทธ ิ ภาพส ู งสามารถกๆจ ั ดการบนเท ั ้ อนจากเอนไซม

RNAsc ได้

บระส ิทธ ิ ภาพของการสก ั ดรบรส ืนออกจาก RNA พิจารณาจากอัตรา 

ส ่ วนระหว ่ าง OD 260/OD 280 ซึ ๋ งจากการสก ั ดสมอง 120 ตั วอย่ าง ให้ท่า 

บระมาณ 1 . 3 - 2 . 0  ด้ าสกัด v i r u s  RNA จาก TCM จะให้ อ ั ตราส ่ วนสู งถ ึ ง 

1 . 8 - 2 . 0  ด ้ าผลการสกัด RNA ฝ็ความบวัสูทธิ สู ง จะให้ อ ั ตราส ่ วนของ OD 

260/OD 280 เท่ ากับ 2 . 0  แต ั อย ่ างไรกิ ตาม รดยทั ่ วไบแสั วความบร ิ ส ูทธ ิ ใน 

การสกัด RNA จากเท ั ้ อ เส ์ อต ั างๆ  จะให้ อ ั ตราส ่ วนของ OD 260/OD 280 เกิน 

1 . 2

การถ ึ กบาใใเห ็ นการบระเม ินเทคนิค n e s t e d  PCR ในการวินิ จฉัย 

รรคพิษสูนัฃบ้ 1จากต ั วอย ่ างท ั ่ ส ่ งตรวจบระจฯว ัน และตั วอย่ างทั ่ ตงทั ้ งไวัทั ่ ลุณหเามิ  

ห้อง ( 2 8 - 3 3 ° C )  ทั ่ เวลาต ั าง ๆ กัน รดยเบว ั ยบเถ ึ ยบก ั บ FAT และ MIT 

ฃึ ๋ งเห็นว ิ ธ ิ มาตรฐาน

เมึ ่ เอแรกเริ ่ มเทคนิค PCR นๆมาใช้ เพอขยายตั วอย ่ างทั ่ เห ็ น DNA 

เท่ านน ต ั อมาได ้นๆมาใ^ตรวจ r h i n o v i r u s  ท่ัฝ็ genome เห็น s i n g l e 

s t r a n d  RNA ( 112)  และ R o t a v i r u s  ชึ๋ งมิ genome เห็น d o u b l e 

s t r a n d  RNA ( 113)  รดยอาก ั ยบâกิ ริ ยา r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  

เบลํ ่ ยน RNA ให้ เห็น cDNA กิอนทั ่ จะนฯไบเพิ ่ มขยาย gene ด้ วยเทคนิค PCR
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ซึ ่ งรดยหลักการแสื วเทคนิ .ฅใ! จะสความไวส ู งมากฟ้ ส ุ ค เฟ้ องจากแน้ฝ็  DNA

เพียง copy เสื ยว ก ิ สามารถเพิ ่ มจำนวนเป ็นหลายฟันล ั านรมเลก ุ ล ( 101)  

แฟ ้ อย ่ างไรก ิ ตามในทางบเ )บ ั ต ั แล ั วประส ืทเผลของปแก ิ เยาจะไม ่ ถ ึ ง  100% เฟ้อง 

จากเก ิ ดปรากฎการณฟ ้ แยกว ่ า  p l a t e u a  e f f e c t  กส่ าวคือ ในรอบหลั ง ๆ 

ประส ื ทเภาพของเอนไชม ่  Taq DNA p o l y m e r a s e  นั ้ นลดลง ขณะเสืยวกันกิปี  

สภาวะของ s u b s t r a t e  excess  และ p r o d u c t  r e a s s o c i a t i o n  อีกตั วย 

(100)

จากผลการส ื กบา s e n s i t i v i t y  ของ f i r s t  s t e p  

a m p l i f i c a t i o n  รดยการส ่ าน p r o d u c t  ขนาด 1 ,354  bp จาก g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  พบว่ าฝ็ความไว เพ ี ยง เอยละ  37 ทงน ั ้ เฟ ้ องจากปเมาณ 

DNA ฝ็น้ อยเกินกว่ าจะ d e t e c t  ไตัตั วยการ r un  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

ซึ ่ งยั อมตั วย e t h i d i u m  b r o mi d e  นอกจากนิการเปล ี ่ ยน RNA ใน้ เป็น CDNA 

ในขนตอนของ r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  ย ั งฝ ็ ส ่ วนกำหนดความไว 

( l i m i t i n g  s t e p )  ของ f i r s t  s t e p  a m p l i f i c a t i o n  ประกอบกับ 

ปเมาณ v i r u s  RNA เร ํ ่ มตันของแฟ้ละตั วอย่ างนั ้ นฝ ็ป เมาณมากน้อยแตกฟ้ างกัน 

ตัวย

เทคนิค n e s t e d  PCR ไม่ เพี ยงแฟ้ ใข้ เป็นว ิ ! )ตรวจยันยัน p r o d u c t  

ฟ้ ไต ั จากการเพิ ่ มจำนวน DNA ในครงแรก แฟ้ยัง เพิ ่ มความไวของว ิ ! )อ ี กตั วย 

จากการทดลองพบว ่ า n e s t e d  PCR ฝ ็ ความไวเพ ี ยบเม ่ าว ิ ! )มาตรฐานค ื อ MIT 

ในการตรวจสิ งส ่ งตรวจประจฯ'ว ันและฟ้สฯคัญวิ !?นั ้ ไม ่ เก ิ ด f a l s e  p o s i t i v e  

กับ RNA ของสมองสุนัข ซ ึ ่ งทราบไต ั จากต ั วอย ่ างลบจำนวน 276 ตั วอย่ าง ซ่ึง 

ว ิ เมาตรฐานกิ ๆน้ผลลนเซ่ นก ัน

จากข้อดี ด ั งกล ่ าวของ n e s t e d  PCR ซึ ่ งนอกจากจะเป ็ นการย ันย ัน 

ความจำเพาะและ เพ ิ ่ มความไวแล ั ว  ยั งไม่ตั องใข้  i s o t o p e  ในการทฯ



61l'

สฯหร ั บบเมาณ t o t a l  R N A  พี{เอยพีสุดพีวิ !) n e s t e d  P C R

สามารถตรวจได ัค ื อ 0 . 5  n g  ชง t o t a l  R N A  หมายคื ง R N A  ของสมองพีฝ็  

บเมาณมากรวมก ับ R N A  ของไวร ั สพี ฝ ็ บ เ มาณ{เอยกว่ า แด ั อย ่ างไรก ั ตามเราไม ่  

ทราบว่ าฝ็  R N A  ของสมองบะบนอยู ่ ก ั น v i r u s  R N A  ทนบ เมาณมาก{ เอยเพ ี ยงใด 

เฟ ้ อหาบเมาณ RNA ของไวรั สพี {เอยฟ้ ^ตพี ว ิ เใใสามารถ d e t e c t  ได ั จ เ ง  ดังทั ้น 

การทดลองด ี อไปจ ี งนฯ TCM ชึ ๋ งเก ั บจาก c v s - l l  i n f e c t e d  b a b y  h a m s t e r  

k i d n e y  c e l l s  0 . 5  m l  รวมก ันเฟ้ อสมองบกดี  0 . 5  g  แส ั วสก ั ดออกมาเป ็น 

t o t a l  R N A  เ บ เ ย บเพียบกับ v i r u s  R N A  พีสกัดจาก TCM 0 . 5  m l  แดี เพี ยง 

อย ่ างเด ี ยว พบว ่ าบเมาณ v i r u s  RN A  พีสกัดไดัทั ้ งหมดจาก TCM คือ 6 . 4  

u g  ( 0 . 1 6  u g / u l )  และบเมาณ t o t a l  R N A  พีสกัดไดัทั ้ งหมดเป็น 1 0 3 . 6 8  

u g  ( 1 . 2 9 6  u g / u l )  นั่นคือ ฝ็ บเมาณ R N A  ของสมองบนอยู ่ ก ั บ v i r u s  R N A  

ถึง 15 เม่ า จากการทดลองพบว ่ า  เทคนัค n e s t e d  P C R  ฟ้สามารถตรวจสอบ 

ไวร ั สไดัพี ระดับ t i t e r  เดี ยวกัน กส ่ าวค ื อระด ั บพี ฝ ็ บเมาณ v i r u s  R N A  เพียง 

8 p g  ฃึ ๋ งจะเป็นไดั ว ่ า แม้ }ใบเมาณ R N A  ของสมองปะบนอยู ่ ก ั ไม ่ฝ ็ ผลด ี อความไว 

ของวิ !) n e s t e d  PCR

เฟ้ องจากระยะเวลาพี ^ส ั มผ ั สรรคพิ ษส ุน ั ขม ้ า หเ อ คาดว ่ าส ั มผ ั สโรคนฯ 

สมองสัตว ์ ส ่ งตรวจหน่ วยชันสุตรโรคพิษสุนัขบ้ ามั กจะอยู ่ ทนช่ วงเวลา 6 - 24  ชม.  

ช ึ ๋ งโดยเฉลยแส ั วบระมาณ 9 ชม.  ด ั ง }ทเการทดลองฟ้ จ ึ งพ ิ จารณาถ ึ งระยะเวลา 

นานพีสุดพีวิ เ n e s t e d  PCR จ ะ ย ั ง ส ามารถ ตร วจไ วร ั สใ นส มอ ง3 นัขชึ ่ งพิสุจน่ 

แ ก ั ว ว ่ า ฝ ็ แ อ จ เ ง จาก f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  t e s t  โดยตงทั ้ งไวิพี อุณหฐมิ  

บ้ องชงฝ็สุณหฎฝ็บระมาณ 28-33  ๐C เป ็ นเวลา 2,  6,  12, 24,  48

hybr  i d  i z a t  i o n  ฃ่ึง เ ป็นการใJระนยั ดเวลาและม่ าทช่ ช ่ ายทั ้ งย ั ง}]ความบลอดภั ย
ดัอ$ บฎิบัดีอีกดัวย

และ 72 ชม.
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จากการทดลองพบ' ! าว ิ Î) n e s t e d  PCR ป ี สามารถตรวจสมองบวก 

ไ#ครบท ุกช ่ วงเวลา แม้ จะปี งไว ันานถึ ง 72 ชม.ก ิ ตาม ซึ ่ งการทดลองปี สอด 

คล ั องก ั บการทดลองของ Er mi ne  ป ี สามารถตรวจ v i r u s  RNA จากสมองหy 

mice  ซึ ่ งวางไวัปี อุณหฎมีม้ อง ( ป ร ะ เ ท ศ ศ ร ั ่ ง เ ศ ส )  ไ#ถึ ง 168 ชม.  หลั งจาก 

หy ตาย (23)

จากต ั วอย ่ างสงตรวจป ี เป ็ นบวก 224 ตั วอย่ าง ไนจำนวนตั วอย ่ างต ั ง 

กสาวปีมี  49 ต ั วอย ่ างป ี ไ ' ! ( เวลานำสง 20-24 ชม.  หลั งสัต' ! ตาฆ ทงปี เซึ ่ อง 

จากสถาน,ไม้บ เ  การชันสูตรรรคพิษสุนัขม้ าอยู ่ ไกล หเอ เวลาป ี ค ู กล ั ต 'i  กั ดเป็น

เวลาย ่ ำทำไม ้ การเต ั นทางจากชนบทเซ ั าส ุ กร ุ ง เทพนนลำบาก จ ึ งรอนำสงไนว ัน 

ตัอมา

จาก!J0yลด ั งกสาวจะเป ็ นว ่ า  n e s t e d  PCR อ าจสามารถตรวจสมอง  

ปีมี ไวร ั สพิษสุนัขบ้ าไ#หลั งจากลัตวั ตายแลั วถึ ง 90 - 95  ชม.

สมองลัตวัปี ตั ้ ง viงไวัปี สุณหเามิม้ องนานเกิน 48 ชม.  จะฝ็ผลตัอ

การตรวจ#วย FAT ด ั งตารางป ี  3 เฟ ้ องจากเฟ ้ อ เส ์ อสมองเละแล ั วม ี ผลต ั อ  

การทำ i m p r e s s i o n  smear ชงจะไม ้  smear ปีหนาเถึนไบ เวลาม ้ อมจะทำ  

ไม้ เถ ึ ดการดูดซับ ( a b s o r b )  ของ c o n j u g a t e  ป ี ไม ่ สามารถส ั างออกไ#หมด 

และ เมอด ู #วยกล ั องจ ุ ลทรรศน ์ แองแสงจะทำ ' ไม ้ เป ็ น  n o n - s p e c i f i c  มาก

เป ็ นการรบกวนการย ่ านผล และทำไม ้ เก ิ ดการฝ ็ ดพลาดไนการย ่ านไ#

สำหร ั บสมองล ัตว ์ ป ี ตงป ี งไว ั ป ี อ ุณหฎมีม ้ องเป ็นเวลานาน 24 ชม.

(ตารางป ี  3) จะม ีผลต ั อการตรวจ#วย MIT เน ํ ่ องจากม ี การบนเฟ้ อนของ 

แ บ ค ป ี แ ย  และเก ิ ดม ี  v i r a l  i n h i b i t o r s  ทำไม ้ ไวร ั สตาย ซึ ่ งจะทำไม ้ เก ิ ด 

ผลลบ เ ปี ยมไ#
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N es te d  PCR สามารถตรวจไวร'สจากสมองสุนัขส ื ต ั ้ งทํ ้ งไว ิ 'นานถึ ง 

72 ชม.ไฟ ้ โดยความจฯ เพาะและความไวไม ่ แตกฟ ้ างจาก ' i b ง เ ว ล า ส ื น  กส่ าวคือ 

สามารถ d e t e c t  ไฟ้ ในบเมาณ 0 . 5  ng (ดั งรู บสื  8)  4งแส'ดงว ิ า RNA

ไม่ถ ู กทฯลายไบทงหมดโดย RNAse ไนเส ื อสมอง ทงส ื เส ื องจาก p o s i t i v e  

และ n e g a t i v e  t e m p l a t e  ฝื N p r o t e i n  ห่อบ้ม อย่ างไร(ไตาม RNA 

คงฟ้องถู กท0ไลายไบบ้ าง แฟ ้ เส ื องจาก n e s t e d  PCR เป็นการทดสอบสืฝ็คุณ 

สมบัตั เฟ้น คือ ป ี ความไวส ู งมาก และนอกจากสื ไนขั ้ นตอนการสกัด RNA ขั้นไสํ 

g u a n i d i u i n  t h i o c y a n a t e  ขั ้ งฝ็คุณสมบัดั เป็น RNAse i n h i b i t o r  ดังขั ้น 

จ ึ งสามารถคงสภาพ RNA ม่ อนทื ่ จะนฯไบทฯการทคลองขั ้ นอี ๋ น ๆ ฟ้อไบ

p r o d u c t  จากการทฯ PCR ครงแรก ย ั งป ี บระโยชนสามารถนฯมา 

ค ื กษาระบาดว ิทยาของไวร'สไฟ ้ โดยอาส ั ยเอนไชม ่ต ั ดจฯเพาะ ช๋ึง เ อนไซม่สื จั ม

และตัด d o u b l e - s t r a n d  DNA อ ย ่ า ง จฯ เ พา ะแ ล ะไ ฟ ้ เ น  DNA สืฝ็ฃนาด 

แน่นอน บ้า DNA ขั ้ นแตกฟ้ างกันจะใบ้ แบบแผน ( p a t t e r n )  การตัดสืฟ้ างกัน 

ไป ( 114)  ข ึ ๋ งสามารถนฯมาว ิ เคราะห ์ สายพันธ ุฟ ้ าง ๆ ของ s t r e e t  v i r u s  

ไฟ้

จากการทดลองด ั ด DNA p r o d u c t  3 ตั วอย่ าง ฟ้ วยเอนไซม่  2 

ชน่ดคือ H i n f  I และ Dde I พบวิ า 2 ตั วอย่ างปี แบบแผนการตัดส ื เหฝ็ อนกัน 

และใบ้ชน DNA สืปีฃนาดเน่ ากัน ส่ วนอีก 1 ตั วอย่ างขั ้ น'ใบ้ แบบแผนการตัดสืฟ้ าง 

ออกไบ แฟ้อย ่ างไรถ ึ ตามคงฟ้ องทฯการคื กษาฟ้ อไบ ทงในเ ฝของจฯนวน

ตั วอย่ าง และชน่ตของ h o s t  สืนฯมาคืกษา
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นอกจากปี  p r o d u c t  จาก f i r s t  a m p l i f i c a t i o n  ซึ ่ งเป็น 

sequence ของ N gene ทงหมดย ั งป ี บระโยชน่ ไนการนำไย c l o n e  ฟ้อไน 

v e c t o r  ป ี เหมาะสมเพอป ี จะนฯ 'ไปไ,รบระรยชปีฟ้ อไป

สำห'ร ั บการตรวจไวรั สพิษสุนัขบ้ าฟ้ วยเทคปีค n e s t e d  PCR ปีปีฟ้อ 

ควรระวั งปี สำคัญคื อ ก า ร บ น เ $ อนจากเอนไซม ์  RNAse จากเคร ึ ่ ' องไฟ้  เช่น 

พลาสตักและ เฅซ ึ ่ องแห ้ วรวมทงจากป ี อฃอง$ ทำการทดสอบ

เอนไซม์  RNAse ป ีความทนทานสู งมาก การทำลายเอนไซม ์น ็ ้ จะ  

ฟ้ องอบปีอุณหฎมิสู งถึ ง 250 ° c  เป ็ นเวลานาน 4 ชม.  หเอ  t r e a t  เครี ่ 'อง 

แห้วพื ่ ไฟ้ฟ้วย 0.1% DEPC ซึ ่ งฝ็คุฌสมบัตั เป็น RNASÔ i n h i b i t o r  แห้ วนำ

ไบ a u t o c l a v e

$ ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ จ ะ ฟ ้อ ง ส ว ม ถ ุ ง } ไ อ ท ุก ค ร ง  แ ห ้แ ฟ ้ข น ต อ น ก า ร เ ต เ ย ม

ว ัสด ุฟ ้ า ง  ๆ เช ่น  t i p  ห เ อ  e p p e n d o r f  แ ล ะ ข ้น ต อ น ก า ร เ ต เ ย ม ห ้ ำ ย า ฟ ้ า ง  ๆ 

ฟ้วย

จากคุณสมบัตัของ n e s t e d  PCR ซ่ึง เป็นว ิ ! )ป ี ฝ ็ ความไวและ ความ 

จ ำ เ พาะ ส ู ง  สามารถตรวจไนต ั วอย ่ างป ี เน ่ า เส ื ย  หเอตั วอย ่ างป ี เถ ึ บไว ัหล ั งล ั ตว ิ  

ตาย 72 ชวรมงไฟ้  จ ึ งเป ็นว ิ เป ี ดปี ส ุ ดปี จะไฟ้ เป ็นเคร ี ่ ’องช่ วยแพทย่ตั ดคืนไจไน 

การไห้ การร ั กษา รดยนำมาไฟ้ตรวจยันยันตั วอย่ างปี  FAT ไห้ผลลบ นอกจาก 

นน ไนอนาคตอาจนำมาไฟ้ ไนการตรวจห้ ำลายไนลัตว ิ ป ี ย ั งฝืฟ้ ว ิ ตอยู ่  และไฟ้กั ดคน 

ไบแคั ว เพื ่ อเป็นเ คเองช่ วยต ั ดค ืนไจไนการไห้ การร ั กษาฟ้ อไบ
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