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การดีกษานัฝ็จุดบุ่งหมายเฟ้อหระเป้นวิ!! nested PCR ทนการตรวจวินัจฉัยรรคพิษสุนัขป้า 

ทั้งในแร่ความไวและความจฯเพาะของวิ!!รดยนฯตัวอย่างฟ้ตัองการตรวจมาสกัด RNA และเหลื่ยน RNA 

ไฟ้เป้น cDNA โดยอาสัยหแคืรัยา reverse tra n s c rip tio n  4a cDNA คืถูกสรัางข้ันนัจะให้เป้น 

แม่พิมพิสฯหรับการเฟ้มปรัมา{น DNA รดยเทคนัค PCR 2 ข้ันตอนม่อไห4a เป็นการเพมความไวมากกร่า 

PCR เพิยงข้ันตอนเดียว และเป็นการยันยันความจฯเพาะโดยไม่อาดัย h yb rid iza tio n

สิงสิงตรวจคืให้ในการดีกษานัไดัแม่ สมองสุนัข ฟ้นฯมาตรวจหาไวรัสพิษสุนัขป้าฟ้สถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย จฯนวน 500 ตัวอย่าง และสมองสุนัขจฯนวน 20 ตัวอย่าง,&ง เป็นสมองบวก 10 และลบ 

10 ตัวอย่าง แ ส ืวต้ังท้ังไวัฟ้อุผหฎป้ห้อง (28-33°C) ฟ้เวลาม่าง  ๆ กันในระยะต้ังแม่ 2, 6, 12, 24, 

48 และ 72 ชม.โดยเหรัยบเนัยบผลการตรวจของ nested PCR กับวิ!?คืให้ตรวจหระจฯวันคือ F lr -  

orescent Antibody Test (FAT) และ Mouse Inocula tion Test (MIT)

จากผลการตรวจสมอง 500 ตัวอย่าง พบร่า nested PCR ฝ็ความไวและความ 

จฯเพาะ เคืยบเม่ากับ MIT 4a เป็นวิ!!มาตรฐานในการตรวจยันยันการวินัจฉัยโรคพิษสุนัขป้าทางห้อง 

หฎิบัดีการ โดยคื FAT ให้ผลลบหลอม 1 ตัวอย่าง นอกจากท้ั nested PCR ยังสามารถตรวจไวรัส 

ในสมองสุนัขแป้ร่าจะท้ังไวันานคืง 72 ชม. ป็ตาม 4aการตรวจดีวย FAT และ MIT จะเรัมให้ผลลบ 

หลอมตั้งแม่ห้วงเวลา 24 และ 48 ชม. ตามล'ฯดับ

สฯหรับหรัมาพ v iru s  s p e c ific  RNA และ to ta l RNA (bra in  RNA และ 

s p e c ific  v iru s  RNA) ฟ้น้อยฟ้สุดฟ้วิร nested PCR สามารถตรวจไดีคือ 8 pg และ 0.5 ng ตาม 

ลฯดับ

วิ!! nested PCR สามารถนฯมาให้เป็นวินัตรวจยันยันในกรฟ! FAT ให้ผลลบไดั
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The ob jec tive  o f th is  study was to evaluate the s e n s it iv ity  and spe­

c i f i c i t y  o f nested PCR technique fo r rabies diagnosis. RNA was extracted

from animal b ra in  samples and then am plified  in  a two-step PCR a fte r  reverse 

tra n s c rip tio n  step. The used o f the second a m p lifica tio n  increases the sen­

s i t i v i t y  and avoids the confirm atory h yb rid iza tio n  step.

Dog bra in  tissue was co llec ted  from samples submitted to  rabies

diagnostic u n it at Queen Saovabha Memorial In s t itu te .  Ten rab ies -pos itive  

and 10 rabies-negative samples were le f t  at room temperature (28-33°C) fo r 

d if fe re n t in te rva ls  ( 2,6,12,24,48 and 72 h rs ). These were examinated fo r 

the presence o f rabies by FAT, MIT and nested PCR.

Of 500 consecutive dog bra in  samples, nested PCR was po s itive  fo r

a l l  MIT proven rabies samples. One FAT-negative M IT-positive b ra in  sample 

was p o s itive  by nested PCR. Rabies v ir a l  genome could s t i l l  be detected in 

a l l  samples le f t  at room temperature fo r d if fe re n t in te rva ls  to 72 hrs.

As l i t t l e  as 8 pg o f rabies v iru s  s p e c ific  RNA and 0.5 ng o f to ta l

RNA ( b ra in  RNA and rabies v iru s  s p e c ific  RNA ) could be detected. This 

technique can replace MIT as a confirm atory tes t fo r FAT-negative samples.
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คำย่อ 'ในวิทยาฉพนธ์

N es te d PCR = N es te d  P o lym e ra se  C h a in  R e a c t i o n

FAT = F l u o r e s c e n t  A n t i b o d y  T e s t

MIT = Mouse I n o c u l a t i o n  T e s t

TCM = T i s s u e  C u l t u r e  Medium

°c = อ ง ศ า เ ซ ล เ ^ ย ส

ซ .ม . r  เซนส ิ เมตร

g = กรัม

m 1 = มิลลิลิตร

u l ะ= ไมใครล ิตร

ug = ไมใครกร ัม

ng = นาในกรัม

pg = พิใครกรัม

r . P . ni. = รอบส ิอนาfl

% = ร ัอยละ

OD = o p t i c a l  dens i t y

nm = นาในม ิ เตอร ั

u g /u  1 = ไมใครกร ัม สิอ ไมใครล ิตร
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