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เท ีอการตรวจไท  C h la m y d ia  t r a c h o m a t i s  อ ย า งรวค เร ็ว  ควยวิธ P o ly m e ra s e  c h a in  
r e a c t i o n  (1 PCR ) ไค ใช  o l i g o n u c l e o t i d e  p r im e r s  เท ีมจานวนริ!นสวนขนาค 6 2 1 -b p
ของ pC H L2 ป ึงเฟ ้น  p la s m id  DNA ท ีทบไคใน c .  t r a c h o m a t i s  ท ุกสายท ํนธ ุปองกนการเกคผลบวก  
ปลอมเนองจาก a m p l ic o n  c a r r y o v e r  โค ย ใข  dUTP แหน dTTP และเฅม  u r a c i l  DNA g ly c o s y -  
l a s e  ( UDG ) ลงในสวนผสมของปฎกร ึยา ตรวจหา a m p l i f i e d  p r o d u c t  บน a g a ro s e  g e l
ปงม e t h i d i u m  b r o m id e  ผสมอยู และทีสูจนยนย‘นควย d o t  b l o t  h y b r i d i z a t i o n  โคบ ใข  4 7 3 -b p  
b i o t i n - l a b e l l e d  p r o b e  เฟ้นต'วฅคตาม จากผลการว ิจ ้ยทบวาสามารถตรวจหา pCHL2 DNA ไค  
นอยท ีส ุคเหากบ 2 f g  ป ึงเท ียบ เหากบ  243 c o p ie s  ของ pCHL2 DNA ทีทบใน c .  t r a c h o m a t i s  
จานวน 24 e le m e n t a r y  b o d y

• I I  Vf I I

กลุมฅ ํวอยางท ีใฟ ิทคส ์อบประส ิหธภาพของ PCR 1ในการตรวจหา c .  t r a c h o m a t i s  จากส ิงสง  
ตรวจของผปวยค ืฝ ็ e n d o c e r v i c a l  sw ab  ของผ ูปวยหญงหมารบการตรวจท ีคส ินกโรคฅคฅอหางเพสปมพนธ์ 
จานวน 100 ราย นามาตรวจหา c . t r a c h o m a t i s  โค ย ฺใข ว ิธ  PCK และ c e l l  c u l t u r e  กอนหาการ 
ห ุคสอบควยวิธ PCR นาส ิงตรวจท ีไครบมาปนตกตะกอน นาสวนของตะกอนมาละลายใน l y s i s  b u f f e r  1 
ป ึงประกอบควย n o n id e t  P - 4 0 ,  tw e e n  120^ และ p r o t e in a s e  K หอุพหภูม 60 ป า ขวโม ง ตอ
จากน ั้นนาไปตม ุนาน 10 นาที แบงต 'ว ุอยางท ีไคจานวน 5 น1 มาหา PCR และเฅม PCHL2 DNA ลงในฅ ้ว  
อยางอกสวนหนง เฟ้น c o n t r o l  เหอตรวจหา a m p l i f i c a t i o n  i n h i b i t o r  ใน ส ิงส งต รวจ  เมือ 
เปรยบเหยบผลการตรวจหา c . t r a c h o m a t i s  จาก e n d o c e r v i c a l  s p e c im e n  จาน ุวน 100 ฅวอยาง  
โ ค ย วิธ PCR กบ c e l l  c u l t u r e  ทบวา PCR ใหผลบวกกบส ิงสงตรวจ1หง 12 ต 'วอยางท ีใหผลน ุวกโคยว ิธ  
c e l l  c u l t u r e  และสามารถฅ ุรวจห ฺา c . t r a c h o m a t i s  ได ุจ ากส ิงส งต รวจ  2 1ใน  88 ต'วอยางหใหผล 
ลบ'โกย วิธ c e l l  c u l t u r e  เม ือนาส ิงสงตรวจหงสองค‘ วอยางท ี PCR ใหผลบวกแฅ c e l l  c u l t u r e  ให  
ผลลบ มาตรวจหา c . t r a c h o m a t i s  โ ค ย ใ îi G e n -P ro b e  P ace  2 s y s te m  ( G e n -P ro b e ,  I n c .  
1S an D ie g o ,  CA) พบวาหงสองต‘ วอยาง1ใหผลบวก ผ ุลการทดลองคงกลาวแสค ุงให เห ็นวา
PCR เฟ ้น วิธการตรวจหา c. t r a c h o m a t i s  จากส ิงสงตรวจของผ ูป วยแบ บ รวด เร ็ว วิธหฟ ้งท ีมกวามไวและ  

ค ว าม จ า เท าะ ส ูง
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A p o ly m e ra s e  c h a in  r e a c t i o n  (PCR) f o r  t h e  r a p i d  d e t e c t i o n  o f  
■ Chlamydia t r a c h o m a t i s  w as d e v e lo p e d  b y  u s in g  o l i g o n u c l e o t i d e  p r im e r s  
t o  a m p l i f y  a 6 2 1 -b p  f r a g m e n t  o f  pCHL2 , a common p la s m id  o f  c .  t r a c h o m a t i s  
F a ls e  p o s i t i v e  d u e  t o  a m p l ic o n  c a r r y o v e r  w as p r e v e n t e d  b y  u s in g  dUTP in s t e a d  
o f  dTTP and  u r a c i l  DNA g l y c o s y la s e  (UDG) i n  t h e  PCR r e a c t i o n .  T he  a m p l i f i e d  
p r o d u c t  w as d e t e c t e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
e t h id iu m  b r o m id e  and  d o t  b l o t  h y b r i d i z a t i o n  b y  u s in g  a 4 7 3 _ b p  b i o t i n - l a b e l e d  
p r o b e .  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  was 2 f g  o f  p u r i f i e d  pCHL2 DNA w h ic h  
c o r r e s p o n d s  t o  24 3  c o p ie s  o f  p la s m id  fo u n d  i n  24 e le m e n t a r y  b o d ie s  o f  
£ .  t r a c h o m a t i s .

One h u n d re d  e n d o c e r v i c a l  s p e c im e n s  o b t a in e d  f r o m  women a t t e n d in g  a 
c l i n i c  f o r  s e x u a l l y  t r a n s m i t t e d  d is e a s e s  w e re  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  
c .  t r a c h o m a t i s  b y  PCR and  c e l l  c u l t u r e .  P e l l e t  o b t a in e d  f r o m  e n d o c e r v ic a l  
s p e c im e n  i n  t r a n s p o r t  m ed ium  w as re s u s p e n d e d  i n  a l y s i s  b u f f e r  c o n t a i n i n g  
n o n id e t  P - 4 0 ,  tw e e n  20 and  p r o t e in a s e  K ,  in c u b a t e d  a t  6o c f o r  1 h r  and  was  
b o i l e d  f o r  10 m in  p r i o r  t o  a m p l i f i c a t i o n .  P a r t  o f  e a c h  s a m p le  was s p ik e d  
w i t h  pCHL2 DNA as  a c o n t r o l  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  a m p l i f i c a t i o n  i n h i b i t o r  
i n  c l i n i c a l  s p e c im e n .  PCR r e s u l t s  w e re  c o m p a re d  w i t h  r e s u l t s  f r o m  c e l l  
c u l t u r e  m e th o d  f o r  d e t e c t i o n  o f  £_ t r a c h o m a t i s  i n  100 e n d o c e r v i c a l  s p e c im e n s .  
PCR was p o s i t i v e  f o r  a l l  12 c u l t u r e - p o s i t i v e  s a m p le s  and  d e t e c t e d  c .  t r a c h o 
m a t is  i n  2 o f  88  c u l t u r e - n e g a t i v e  s a m p le s .  T h e s e  P C R - p o s i t i v e , c u l t u r e - n a g a -  
t i v e  s a m p le s  w e re  t e s t e d  w i t h  G e n -P ro b e  P ace  2 s y s te m  (G e n -P ro b e  , I n c .  , San  
D ie g o  ,CA ) and  fo u n d  t h a t  b o t h  s a m p le s  w e re  p o s i t i v e  b y  t h i s  t e s t .  T h e se  
r e s u l t s  d e m o n s t r a te d  t h a t  PCR a s s a y  i s  a s e n s i t i v e  an d  s p e c i f i c  t e s t  f o r  
r a p i d  d e t e c t i o n  o f  c *  t r a c h o m a t  i s i n  c l i n i c a l  s p e c im e n .
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ATP

ABBREVIATIONS

î f j j n f
a d e n o s in e  t r i p h o s p h a t e  \ \

bp b a s e  p a i r  < ^ : - y
° c d e g re e  C e ls iu s
Da d a l to n
dATP d e o x y a d e n o s in e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e
dCTP d e o x y c y t id in e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e
DDW d o u b le  d i s t i l l e d  w a te r
D E A E -dextran d ie th y la m in o e th y l - d e x t r a n
DFA d i r e c t  f lu o r e s c e n c e  a n t ib o d y
dCTP d e o x y g u a n o s in e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e
DNA d e o x y r ib o n u c le ic  a c id
dNTP d e o x y r ib o n u c le o t id e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e
dTTP d e o x y th y m id in e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e
dUTP d e o x y u r id in e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e
EB e le m e n ta ry  body
EDTA e th y le n e d ia m in e  t e t r a a c e t i c  a c id
eg ex am p li g r a t i a
EIA enzyme im m unoassay
e t  a l e l  a l i i
e t c e t  c e t e r a

fg fem togram

g gram
X g g r a v i t y  ( r o t a t e  c e n t r i f u g a l  f o r c e )
G+C g u a n in e  p lu s  c y to s in e
GTP g u a n o s in e  t r i p h o s p h a te
HC1 h y d r o c h lo r ic  a c id



X

h r h o u r
h r s h o u rs
ICN i n c l u s i o n  c o n j u n c t i v i t i s  o f  th e  new born
IgC im m unog lobu lin  G
IgM im m unog lobu lin  M
IuDR 5 - io d o - 2 - d e o x y u r id in e
Kb k i lo b a s e
KC1 p o ta s s iu m  c h lo r id e
KDa k i l o d a l t o n
LGV lym phogranulom a venereum
LPS l ip o p o ly s a c c h a r id e
M M o la r i ty
nig m il l ig ra m
MgClz m agnesium  c h lo r id e
min m in u te
ml m i l l i l i t e r
mM m il l im o la r
MOMP m ajo r o u te r  membrane p r o t e i n
NaCl sodium  c h lo r id e
NGU n o n g o n o co cca l u r e t h r i t i s

ng nanogram
OM o u t e r  membrane
pCHL2 p la sm id  o f  c h la m y d ia  t r a c h o m a t is  s e r o ty p e  L2
PCR p o ly m e ra se  c h a in  r e a c t i o n
PID p e l v i c  in f la m m a to ry  d i s e a s e
PGU p o s tg o n o c o c c a l u r e t h r i t i s
RB r e t i c u l a t e  body
RNA r i b o n u c l e i c  a c id



x i

SA-AP s t r e p t a v i d i n - a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  c o n ju g a te d
SDS sodium  d o d e c y l s u l f a t e
2SP 0 .2  M s u c r o s e  p h o s p h a te  b u f f e r
4SP 0 .4  M s u c r o s e  p h o s p h a te  b u f f e r
TE tris-E D T A  b u f f e r
T r i s t r i s - ( h y d ro x y m e th y l) -a m in o e th a n e
ug m icrogram
u l m i c r o l i t e r
uM m ic ro m o la r
w/v w e ig h t/v o lu ra e
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