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 ฉ 
กิตตกิรรมประกาศ 

 ในการศึกษาวิจัยในครัง้นีผู้้ วิจัยขอขอบคุณ ศาสตราจารย์นายแพทย์ ยง ภู่วรวรรณ 
อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ ท่ีให้โอกาสในการศึกษาระดับมหาบัณฑิต ในห้องปฏิบัติการท่ี
ทันสมัยเพียบพร้อม ได้ชีน้ าแนวความคิดของการเป็นนักวิจัยท่ีดี พร้อมทัง้กรุณาให้ค าแนะน า 
ค าปรึกษาอันมีประโยชน์ และคุณค่ายิ่งต่องานวิจัยนีม้าโดยตลอด ตลอดจนให้ความกรุณา
ตรวจสอบแก้ไขข้อบกพร่องในวิทยานิพนธ์ฉบบันี ้

 ผู้วิจัยขอขอบคุณ เจ้าหน้าท่ีทุกคนท่ีให้ความร่วมมือ การเก็บรวบรวมตัวอย่างอุจจาระ 
ส าเร็จได้ด้วยความร่วมมือของเจ้าหน้าท่ีแพทย์ พยาบาล และห้องปฏิบติัการ จากโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ จังหวัดกรุงเทพมหานคร โรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น โรงพยาบาล
นครราชสมีา จงัหวดันครราชสมีา และโรงพยาบาลอุ้มผาง จงัหวดัตาก ผู้วิจยัขอขอบคุณเป็นอย่าง
ยิ่ง 

 ขอขอบพระคุณคณาจารย์ทุกท่านในคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ี
ประสาทวิชาความรู้ให้แก่ผู้วิจยั จนบรรลวุตัถปุระสงค์ในการศึกษาวิจัยระดบัปริญญามหาบณัฑิต
ในครัง้นี ้

 ขอขอบคุณเจ้าหน้า ท่ีในศูนย์เ ช่ียวชาญเฉพาะทางด้านไว รัสวิทยาคลินิก  คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีกรุณาให้ความช่วยเหลอื ความรู้ ค าแนะน า ก าลงัใจ ซึ่ง
มีคา่ และประโยชน์ตอ่ผู้วิจยัเป็นอยา่งมาก 

 ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีบัณฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตร์ทุกท่าน ท่ีกรุณาช่วยเหลือให้
ค าแนะน าด้านทะเบียน และประมวลผลการศกึษาตัง้แตแ่รกเข้าศกึษาจนกระทัง่ส าเร็จการศกึษา 

 สดุท้ายนีผู้้วิจยัขอกราบขอบพระคณุ คณุพอ่ คุณแม่ ท่ีเหน็ดเหน่ือยเพื่อให้โอกาสทางการ
ศกึษาท่ีมีคณุคา่ รวมทัง้สนบัสนนุ ให้ความรัก และก าลงัใจจนส าเร็จการศกึษาครัง้นี ้ 
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1 

บทที่  1 

บทน า 

ความส าคัญและที่มาของปัญหา (Background and Rationale) 

 โรตาไวรัส (Rotavirus) เป็นสาเหตุส าคญัอย่างหนึ่งของการเกิดโรคอุจจาระร่วงอย่าง
รุนแรงในเด็กเลก็ช่วงอายนุ้อยกวา่ 5 ปีทัว่โลก(1) ผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ไวรัสชนิดนีจ้ะมีอาการไข้ อาเจียน 
และถ่ายอุจจาระเป็นน า้ ติดต่อผ่านทางการกิน(fecal-oral route) การติดเชือ้พบบริเวณระบบ
ทางเดินอาหารสว่นล าไส้เล็ก โดยเชือ้ไวรัสจะเข้าไปเจริญแบ่งตวัในไซโตพลาสซึมของเซลล์เยื่อบุ
ผนงัล าไส้(villi) เซลล์ท่ีติดเชือ้จะถูกท าลายและฝ่อไป ท าให้สญูเสียความสามารถในการดูดซึมน า้
และสารอาหาร ดงันัน้ผู้ ป่วยจึงมีภาวะขาดน า้และสารอาหารร่วมด้วย ในผู้ ป่วยท่ีมีอาการรุนแรง 
อาจเกิดภาวะช็อค และเสียชีวิตได้(2) ในแต่ละปีมีเด็กเสียชีวิตด้วยโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้ไวรัส
ชนิดนีป้ระมาณ 527,000 คน และพบวา่มากกว่า 85% ของเด็กท่ีเสียชีวิตอยู่ในประเทศท่ีมีรายได้
น้อยในแถบทวีปแอฟริกา และเอเชีย  จากผลการส ารวจอุบติัการณ์ของเชือ้โรตาไวรัสโดย WHO 
Surveillance Network ตัง้แต่ปี ค.ศ.2001-2008 ชีใ้ห้เห็นว่ากว่า 40% ของผู้ ป่วยเด็กทัว่โลกท่ีเข้า
พกัรักษาตวัในโรงพยาบาลด้วยอาการอุจจาระร่วงมาจากการติดเชือ้ไวรัสชนิดนี ้ซึ่งในประเทศไทย
พบอุบติัการณ์ของเชือ้ไวรัสชนิดนีเ้ฉลี่ยประมาณ 44%(1,3,4) และเน่ืองจากการระบาดพบมาก
ในช่วงฤดหูนาว และมีรายงานการพบเชือ้โรตาไวรัสในสารคดัหลัง่จากระบบทางเดินหายใจท่ีเก็บ
จากผู้ ป่วยเด็กท่ีมาพบแพทย์ด้วยอาการอุจจาระร่วงจากเชือ้ไวรัสชนิดนี(้5) จึงมีผู้สนันิษฐานวา่ เชือ้
ไวรัสชนิดนีอ้าจติดตอ่ผา่นทางการหายใจได้ การรักษาโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสในปัจจุบนั
ไม่มียารักษาท่ีจ าเพาะ เป็นเพียงการรักษาเพื่อบรรเทาภาวะขาดน า้เทา่นัน้ 

 การจ าแนก genotype ของ rotavirus group A จ าแนกตามล าดบัเบสบน outer 
capsid VP7 และ VP4 genes ได้เป็น 20 G-genotypes และ 28 P-genotypes ตามล าดบั(6) 
สายพันธ์ุท่ีพบได้บ่อยในปัจจุบันนี ้คือ G1, G2, G3, G4 และG9 ปัจจุบันได้มีการพัฒนา 
monovalent attenuated human rotavirus vaccine และ pentavalent human-bovine 
reassortant rotavirus vaccine เข้ามาใช้ โดยวัคซีนท่ีได้รับการจดทะเบียนและใช้กันมากใน
ปัจจุบนัสว่นใหญ่มุ่งเน้นไปท่ีการป้องกัน human rotavirus group A G1, G2, G3, G4 และ 
P1A[8](7) ซึ่งเป็น genotype ท่ีพบได้บ่อย  เม่ือมีการน าวคัซีนเข้ามาใช้เพื่อการป้องกันเพิ่มขึน้ 
อาจมีผลให้ genotype ของ human rotavirus group A ท่ีระบาดในปัจจุบนัมีการเปลี่ยนแปลงไป
เป็น genotype ท่ีสามารถหลบหลีกวคัซีนได้เพิ่มขึน้ ดงัเห็นได้จากการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่า มี
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อุบัติการณ์การเพิ่มขึน้ของ G2, G9 และ G12 เพิ่มสูงขึน้(8-11) และมีการค้นพบ human 
rotavirus ท่ีมีรหสัพนัธุกรรมใกล้เคียงกับ animal rotavirus ซึ่งอาจสมัพนัธ์กับการน าวคัซีนเข้ามา
ใช้ในปัจจุบนั(12,13) และจากรายงานการศกึษาด้านระบาดวิทยาของเชือ้โรตาไวรัสในรอบ 10 ปีท่ี
ผา่นมา พบวา่ เชือ้โรตาไวรัสสายพนัธ์ุท่ีพบบ่อยในประเทศไทยในปัจจุบนั ได้แก่ G1P[8], G9P[8] 
และ G2P[4] (8,14-17)  

 ความก้าวหน้าทางด้านวิทยาการและเทคโนโลยีในปัจจุบนั ได้ผลกัดนัให้มีการพฒันา
เทคนิคต่างๆ เพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค รวมถึงการพัฒนาการตรวจหาเชือ้ก่อโรคต่างๆ 
ทางด้านอณูชีววิทยาด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่งมีความไวและ
ความจ าเพาะสงู เทคนิคนีไ้ด้ถกูน าเข้ามาใช้กนัอยา่งกว้างขวาง และเป็นหนึง่ในหลายๆเทคนิคท่ีถูก
ดดัแปลงและพฒันาเพื่อใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยและแยกสายพนัธ์ุของเชือ้ก่อโรคต่างๆ รวมถึง 
เชือ้โรตาไวรัส 

 ดงันัน้ งานวิจัยนีจ้ึงสนใจศึกษาเปรียบเทียบความชุกและชนิดจีโนไทป์ของ Human 
rotavirus group A ในเด็กอุจจาระร่วงท่ีอยู่ในเขตตวัเมือง ซึ่งมีโอกาสได้รับวคัซีนมากกว่าเด็กใน
ชนบท โดยให้เด็กจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จงัหวดักรุงเทพมหานคร และโรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมา จังหวดันครราชสีมา เป็นตัวแทนเด็กในเขตตวัเมือง และเด็กในโรงพยาบาลชุมแพ 
จงัหวดัขอนแก่น และโรงพยาบาลอุ้มผาง จงัหวดัตากเป็นตวัแทนเด็กในเขตชนบท และพฒันาการ
ตรวจจีโนไทป์ชนิด G-type ของเชือ้โรตาไวรัสสายพนัธ์ุท่ีพบบ่อย ได้แก่ G1, G2 และ G9 ด้วยวิธี 
multiplex RT-PCR เพื่อลดระยะเวลา และคา่ใช้จ่ายท่ีใช้ในการแยกจีโนไทป์จากการท า monoplex 
RT-PCR เพื่อตรวจหาเชือ้ทัว่ไป 

ค าถามงานวิจัย (Research questions) 

1. ความชุกของเชื อ้โรตาไวรัสในผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้ามาพักรักษาตัวใน
โรงพยาบาลในเขตตวัเมืองแตกตา่งจากโรงพยาบาลในเขตชนบทหรือไม่ อยา่งไร 

2. จีโนไทป์ของเชือ้โรตาไวรัสท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้ามาพกัรักษาตวัใน
โรงพยาบาลในเขตตวัเมืองแตกตา่งจากโรงพยาบาลในเขตชนบทหรือไม่ อยา่งไร 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Objectives) 

1. เพื่อศึกษาความชุกของเชือ้โรตาไวรัสในผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้าพกัรักษาตวัใน
โรงพยาบาลในเขตตวัเมืองเปรียบเทียบกบัโรงพยาบาลท่ีอยูใ่นเขตชนบท 

2. เพื่อศึกษาจีโนไทป์ของเชือ้โรตาไวรัสในผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้าพักรักษาตัวใน
โรงพยาบาลในเขตตวัเมืองเปรียบเทียบกบัโรงพยาบาลท่ีอยูใ่นเขตชนบท 

3. เพื่อพฒันาการตรวจจีโนไทป์ชนิด G –type ของเชือ้โรตาไวรัสสายพนัธ์ุท่ีพบบ่อยใน
ปัจจุบนัด้วยวิธี Multiplex RT-PCR 

สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 

1. ความชุกของเชือ้โรตาไวรัสในผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงที่เข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลใน
เขตตวัเมืองแตกต่างจากโรงพยาบาลในเขตชนบท โดย ความชุกของเชือ้โรตาไวรัสท่ี
พบในเขตตวัเมืองนา่จะต ่ากวา่ในชนบท 

2. จีโนไทป์ของเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบในเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลใน
เขตตวัเมืองแตกต่างจากโรงพยาบาลในเขตชนบท โดย จีโนไทป์ท่ีพบในเขตตวัเมือง
นา่จะมีอตัราสว่นของ G1P[8] ตอ่จีโนไทป์อ่ืนๆ น้อยกวา่ในชนบท 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

รูปท่ี1 ขอบเขตการวิจยั 



 
 

5 

ข้อตกลงเบือ้งต้น 

ไม่มี 

ข้อจ ากัดของการวิจัย 

เน่ืองจากตวัอยา่งสารละลายอุจจาระท่ีใช้ในการทดสอบเป็นตวัอย่างท่ีเหลือจาก
งานตรวจบริการเพื่อหาการติดเชือ้โรตาไวรัส ดังนัน้ ตัวอย่างท่ีสามารถท าการทดสอบได้บาง
ตวัอยา่งจึงมีปริมาณน้อยและไม่เพียงพอ เม่ือต้องท าการทดสอบซ า้มากกวา่ 2 ครัง้ 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

Genotype คือ การแบง่กลุม่ของเชือ้โรตาไวรัส โดยวิธีการตรวจทางรหสัพนัธุกรรม 

Phylogenetic analysis คือ การจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิตโดยอาศยัรหสัพนัธุกรรมของ
สิง่มีชีวิตสร้างแผนภมิูความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ 

Multiplex PCR คือ การเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมท่ีต้องการตรวจหลายๆ 
เป้าหมายโดยการใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีนท่ีต้องการมากกว่า 1 คู่พร้อมกันในการท าปฏิกิริยา 
PCR เดียวกนั 

ค าส าคัญ 
   Rotavirus 
   Genotype 
   Prevalence 
  VP4 
  VP7 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ท าให้ทราบระบาดวิทยาของเชือ้โรตาไวรัสในประเทศไทย 

2. สามารถน าข้อมูลไปใช้ในการวางแผนเพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงสายพนัธ์ุ 
เฝ้าระวงั และป้องกนัโรคอุจจาระร่วงที่เกิดจากเชือ้โรตาไวรัสได้ 
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3. สามารถน าข้อมลูไปใช้ในการพิจารณาวางแผนเพื่อเลอืกใช้ และพฒันาวคัซีน
ต้านเชือ้โรตาไวรัสตอ่ไปในอนาคต 

4. สามารถน าเทคนิค Multiplex RT-PCR ท่ีพฒันาขึน้ไปใช้ในทางปฏิบติั เพื่อลด
ระยะเวลาและคา่ใช้จ่ายจากการสง่ตรวจ DNA sequencing เพื่อแยกจีโนไทป์ได้ 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การสกัด RNA (RNA extraction) จากตวัอย่างอุจจาระด้วยวิธี Guanidium-
isothiocyanate method 

2. การศกึษาความชุกของ Rotavirus 

    2.1. การเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมของ Rotavirus สว่น VP4 และ VP7 gene 

    2.2. การตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทด์ โดยการท า DNA sequencing 

    2.3. การวิเคราะห์ข้อมลู 

    2.4. เผยแพร่ข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ 

3. พฒันาการตรวจจีโนไทป์ชนิด G-type ท่ีพบบอ่ยด้วย multiplex RT-PCR 

    3.1. เพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมของ Rotavirus ด้วย multiplex RT-PCR  

    3.2. การ Cloning เพื่อใช้เป็น Positive Control ในการพฒันา multiplex RT-
PCR   

    3.3. การท า In vitro transcription เปลี่ยน DNA เป็น RNA เพื่อใช้ในการ
ทดสอบความไว  

    3.4. การทดสอบความไว (Sensitivity)  

    3.5. การทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) 

    3.6. วิเคราะห์ผลการวินิจฉัยด้วย multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับผลใน
ขัน้ตอนการศกึษาความชุก 
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ล าดับขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. การศกึษาความชุกของ Rotavirus 

1.1. วิเคราะห์หาอตัราการตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสในตวัอยา่งอุจจาระท่ีเก็บได้ 

1.2. วิเคราะห์หาจีโนไทป์โดยน าล าดบันิวคลโีอไทด์ในสว่นของ VP4 และ VP7 
มาท าการเปรียบเทียบกบัข้อมลูนิวคลโีอไทด์ท่ีมีรายงานใน GenBank หรือ BLAST search (Basic 
Local Alignment Search Tool) เพื่อหาจีโนไทป์ 

1.3. จดักลุม่โดย Phylogenetic analysis เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดบัเบสท่ีมี
รายงานจีโนไทป์ใน GenBank  

1.4. เปรียบเทียบข้อมลูจีโนไทป์ท่ีพบในแตล่ะโรงพยาบาลแต่ละช่วงเวลา เพื่อ
ดคูวามแตกตา่งของจีโนไทป์ท่ีพบในเขตตวัเมืองและชนบท 

2. พฒันาการตรวจจีโนไทป์ชนิด G-type ท่ีพบบอ่ยด้วย multiplex RT-PCR 

2.1. ผลการทดสอบ primer ด้วย recombinant plasmids 

2.2. ผลการทดสอบ sensitivity 

2.3. ผลการทดสอบ specificity 

2.4. ผลการวินิจฉัยด้วย multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับผลในขัน้ตอน
การศกึษาความชุก 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 

โรตาไวรัส (Rotavirus) เป็นสาเหตสุ าคญัอยา่งหนึง่ของการเกิดโรคอุจจาระร่วงใน
เด็กอายุน้อยกว่า 5 ปี ทัว่โลก ในแต่ละปีมีเด็กเสียชีวิตจากโรคนีเ้ป็นจ านวนมาก โดยเฉพาะใน
ประเทศท่ีก าลงัพัฒนา และจากรายงานการศึกษาในรอบ 10 ปีท่ีผ่านมา พบว่า ในปัจจุบนัสาย
พนัธ์ุท่ีพบก่อโรคอุจจาระร่วงในเด็กมากท่ีสุดทัว่โลก รวมถึงประเทศไทย ได้แก่ G1P[8], G2P[4] 
และ G9P[8] (8,14-17) 

การตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้โรตาไวรัสในผู้ ป่วยอุจจาระร่วงมีด้วยกนัหลายวิธี วิธีท่ี
ใช้ในการตรวจหาการติดเชือ้ตามห้องปฏิบติัการทั่วไป ได้แก่ enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) และ latex agglutination ซึ่งอาศยัเทคนิคทาง Immunoassay ในการตรวจหา
แอนติเจนจากเชือ้ไวรัสโดยตรง ส าหรับการตรวจแยกสายพันธ์ุของเชือ้โรตาไวรัส ด้วยวิธี 
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) และน าไปย้อมด้วย silver stain เพื่อดู genomic 
RNA pattern (electropherogram) นัน้ก็เป็นท่ีนิยมเช่นกัน แต่จากรายงานการศึกษาท่ีผ่านมา
พบวา่ วิธีดงักลา่วจะสามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ ต่อเม่ือในสิ่งสง่ตรวจมีปริมาณ RNA 
แตล่ะ segment อยา่งน้อย 300-400 pg ขึน้ไป(18) นอกจากนี ้การตรวจหาเชือ้โรตาไวรัสด้วยวิธี 
enzyme immunoassay (EIA) และ dot blot hybridization ก็ยงัมีความไวท่ีค่อนข้างต ่า โดย
สามารถตรวจพบเชือ้ได้ในสิง่สง่ตรวจท่ีมีปริมาณไวรัสตัง้แต ่105 อนุภาคขึน้ไป ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบ
กบัเทคนิคทางอณูชีววิทยา เช่น PCR จากรายงานการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่า PCR มีความไวใน
การตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสสงูกวา่ ELISA 1000 เทา่ และสงูกวา่ PAGE 10000 เทา่(19)   

Polymerase Chain Reaction หรือ PCR เป็นเทคนิคส าหรับเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรมในหลอดทดลอง โดยอาศยัหลกัการ DNA Replication ซึ่งเป็นการสงัเคราะห์สายดีเอ็น
เอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบ ใช้เวลาเพียง 2-3 ชัว่โมงและได้ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึน้เป็นล้านเท่า 
ซึง่สามารถตรวจสอบได้จากการท า agarose gel electrophoresis เทคนิคนีพ้ฒันาขึน้เม่ือปี พ.ศ. 
2528 โดย Kary Mullis และคณะแหง่บริษัท Cetus Corporation (20) จุดเดน่ของเทคนิค PCR คือ 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อยา่งจ าเพาะเจาะจง โดยการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับดีเอ็น
เอท่ีต้องการเพิ่มจ านวน และใช้เวลาน้อยจนถึงปัจจุบนันีเ้ทคนิค PCR ได้ถูกใช้อย่างแพร่หลายใน
ห้องปฏิบติัการทางอณูชีววิทยาในเกือบทกุแหง่   และได้รับการปรับปรุงและพฒันาเพื่อใช้ในการ 
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ตรวจหาการติดเชือ้ก่อโรคในผู้ ป่วย โดยการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อสารพนัธุกรรม
ของเชือ้ท่ีต้องการตรวจ ในขณะท่ีการตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ก่อโรคในผู้ ป่วยท่ีต้องการแยกว่าเป็น
สายพันธ์ุใด ต้องใช้ไพรเมอร์หลายคู่ท่ีจ าเพาะกับแต่ละสายพันธ์ุ จึงมีการน าเทคนิค Multiplex 
PCR มาใช้ โดยการใสไ่พรเมอร์หลายคูใ่น PCR หลอดเดียวกนั เพื่อลดระยะเวลาและคา่ใช้จ่าย 

ดงันัน้ เพื่อลดระยะเวลา และค่าใช้จ่ายในการวินิจฉัยแยกจีโนไทป์ชนิด G-type 
ของเชือ้โรตาไวรัส การศึกษาในครัง้นีจ้ึงเป็นการพฒันาการตรวจหาเชือ้ human rotavirus group 
A สายพนัธ์ุท่ีพบบอ่ยในปัจจุบนัด้วยวิธี Multiplex RT-PCR  

หลักการของ RT-PCR  

ใช้หลกัการพืน้ฐานในการสงัเคราะห์ DNA สายใหม่จากสาย RNA ท่ีเป็นต้นแบบ
หนึ่งสาย โดย ใช้เอ็นไซม์ Reverse transcriptase และ Reverse primer เปลี่ยน RNA ให้เป็น 
cDNA จากนัน้จึงใช้เอ็นไซม์ DNA polymerase ในการสงัเคราะห์เพิ่มจ านวน cDNA ท่ีได้ โดยใช้ 
primers 1 คู ่และสารเคมีดงัตอ่ไปนี ้

 DNA Polymerase เช่น Taq polymerase 

 PCR buffer 

 dNTP ได้แก่ dATP dTTP dCTP dGTP 

 Forward primer 

 Reverse primer 

 Distilled water 

 DNA ต้นแบบในการเพิ่มจ านวน 

การท าปฏิกิริยา PCR มี 3 ขัน้ตอน โดยทัง้ 3 ขัน้ตอนท าหมุนเวียนต่อเน่ืองกันไป 
ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมของแตล่ะขัน้ตอน  

1. denaturing เป็นการแยกสายดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบจากสภาพท่ีเป็นเส้นคู่  ให้
เป็นเส้นเด่ียวโดยใช้อุณหภมิูสงู 92-95o C  

2. annealing เป็นขัน้ตอนท่ีลดอุณหภูมิลง เพื่อให้ primer ซึ่งเป็น DNA สายสัน้ 
ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 20-25 เบส) ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกับ DNA ท่ีเป็นต้นแบบ
เข้าจบัคูก่นั ซึง่นิยมใช้อุณหภมิูในช่วง 55-60o C ขึน้อยูก่บัแตล่ะ primer  
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3. extension เป็นขัน้ตอนการสงัเคราะห์ DNA สายใหม่โดยสงัเคราะห์ต่อจาก
สว่นปลาย 3’ ของ primer ตามล าดบัเบสบน DNA ท่ีเป็นต้นแบบ โดยอาศยัการท างานของเอ็นไซม์ 
DNA polymerase ซึง่เอ็นไซม์นีส้ามารถท างานได้ดีท่ีสดุท่ีอุณหภมิู 72-75o C  

หลักการของ Multiplex PCR 

  การใช้ primer ท่ีจ าเพาะในแต่ละยีนท่ีต้องการพร้อมกันหลายๆ คู่ ในการท า
ปฏิกิริยา PCR เดียวกนั โดยมีข้อจ ากดั ดงันี ้

1.  primer ท่ีใช้ใน Multiplex PCR ระบบเดียวกัน ต้องไม่มีล าดบัเบสท่ีเป็นคู่สม
กับ primer ตัวอ่ืนๆ โดยเฉพาะด้านปลาย 3’ ซึ่งจะท าให้ primer จับกันเอง ท าให้ความไว 
(sensitivity) หรือความสามารถในการจบัของ primer กบั DNA ต้นแบบลดลง  

2. primer ทกุตวัควรมีอุณหภมิูส าหรับขัน้ annealing ใกล้เคียงกนั  

3. PCR product ของ primer แต่ละคู่ต้องมีขนาดท่ีสามารถแยกออกจากกันได้
อยา่งชดัเจน เม่ือท า agarose gel electrophoresis โดยควรมีขนาดต่างกันอย่างน้อย 50 bp หรือ
มากกวา่ 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

การค้นพบ 

  ในสมยัท่ีเร่ิมมีการน าเทคโนโลยีการเพาะเลีย้งเซลล์เข้ามาใช้ การศึกษาเก่ียวกับ
เชือ้ก่อโรคหลายชนิดรวมถึงเชือ้ก่อโรคอุจจาระร่วงตา่งๆจึงได้รับการสนใจ และถูกน ามาศึกษามาก
ขึน้ แต่ในจ านวนนัน้ พบว่า มีเชือ้ไวรัสก่อโรคในระบบทางเดินอาหารบางชนิดท่ีไม่สามารถน ามา
เพาะเลีย้งได้(21) จนกระทัง่กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนได้ถูกพฒันาขึน้ มีรายงานการพบเชือ้โรตา
ไวรัสครัง้แรกในปี พ.ศ.2506 จากการสงัเกตผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนพบอนุภาคขนาด 75 
nm ในตวัอยา่งอุจจาระท่ีเก็บจากลงิและหน ูโดยการค้นพบครัง้นัน้ได้อธิบายลกัษณะของเชือ้ไวรัส
ท่ีมีลกัษณะคล้ายล้อเกวียน ซึ่งเป็นท่ีมาของช่ือ โรตาไวรัส (Lat. rota = wheel) หลงัจากนัน้ ในปี 
พ.ศ.2516 ได้มีรายงานการพบเชือ้โรตาไวรัสในมนุษย์เป็นครัง้แรก โดย Bishop และคณะได้พบ
อนภุาคลกัษณะเดียวกนัในอุจจาระของผู้ ป่วยเด็กท่ีมีอาการอุจจาระร่วงผ่านการสงัเกตจากกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอน หลงัจากนัน้ ได้มีรายงานการศกึษาอีกหลายรายงานท่ีสนบัสนุนว่า เชือ้ไวรัส
ดงักลา่วเป็นสาเหตสุ าคญัของการเกิดโรคอุจจาระร่วงในเด็ก (2,21) 



 
 

11 

 

รูปท่ี 2 อนภุาคโรตาไวรัสในตวัอยา่งสารละลายอุจจาระท่ีเก็บจากผู้ ป่วยมีลกัษณะคล้ายล้อเกวียน
เม่ือมองผา่นกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน, calibration bar = 100 nm (21) 

อนุกรมวิธาน 

  โรตาไวรัส ถกูจดัอยู่ใน Family Reoviridae, Genus Rotavirus ไวรัสก่อโรคในคน
ในแฟมิลเีดียวกนั ได้แก่ reovirus, bluetongue virus, Colorado tick fever virus (CTFV) 

ลกัษณะโดยทัว่ไปของไวรัสในแฟมิลนีี ้คือ อนภุาคไวรัสมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
60-80 นาโนเมตร มีสารพันธุกรรมเป็น double stranded RNA (dsRNA) จ านวน 10-12 
segments ในแต่ละ segment มี polarity ทัง้บวกและลบ มี icosahedral nucleocapsid ซึ่งมี
ลกัษณะเฉพาะคือ มีแคปซิด 3 ชัน้ ไม่มี envelope (2,21) 

โรตาไวรัส 

  โรตาไวรัสเป็นสาเหตสุ าคญัอย่างหนึ่งของการเกิดโรคอุจจาระร่วงอย่างรุนแรงใน
เด็กอายุน้อยกว่า 5 ปีทั่วโลก ซึ่งสามารถน าไปสู่การเสียชีวิตจากภาวะร่างกายขาดน า้ 
(dehydration) ในแต่ละปีมีเด็กเสียชีวิตจากการติดเชือ้นีป้ระมาณ 527,000 คน โดยผู้ ป่วยท่ี
เสยีชีวิตสว่นใหญ่อยูใ่นประเทศท่ีก าลงัพฒันา 

ลักษณะทางชีวโมเลกุลและโครงสร้างของโรตาไวรัส 

โรตาไวรัสมีอนุภาคขนาด 65-75 nm ลกัษณะโครงสร้างเป็นแบบ Icosahedral 
ไม่มีเปลอืกหุ้ม (non-envelope) ประกอบด้วย capsid 3 ชัน้ หุ้มรอบสารพนัธุกรรมซึ่งเป็น dsRNA 
ทัง้หมด 11 segments โดยแต่ละ segment สามารถถอดรหสัได้เป็นโปรตีน 2 กลุม่ใหญ่ๆ คือ 
โปรตีนท่ีประกอบเป็นสว่นโครงสร้างของตวัไวรัส หรือ Viral Protein (VP) และโปรตีนท่ีท าหน้าท่ี
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เป็นเอนไซม์ และมีความส าคัญในกระบวนการ replication ของไวรัส หรือ Non-Structural 
Protein (NSP)(22) 

 

รูปท่ี 3 ภาพแสดงจีโนมของโรตาไวรัสและผลผลติโปรตีนท่ีได้ ปลาย 5’ ของอาร์เอ็นเอสายบวกของ
แตล่ะยีนทัง้ 11 segments จะถูกแคปเอาไว้ โดยแต่ละยีนจะมีหนึ่ง Open reading frame (ORF) 
ยกเว้น ยีน segment ท่ี 11 จะมีสอง ORF ซึ่งจะถูกอ่านในเฟรมท่ีต่างกันได้เป็นโปรตีนสองชนิด 
ได้แก่ NSP5 และ NSP6 จากภาพเป็น pattern ของ dsRNA segments ทัง้ 11 segments ท่ีถูก
แยกตามขนาดของแต่ละยีนด้วยวิธี Polyacrylamide gel electrophoresis และผลผลิตโปรตีนท่ี
ได้จากการถอดรหสัของแตล่ะ segment (23) 
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ตารางท่ี 1 สรุปคณุสมบติัและหน้าที่ของโรตาไวรัสโปรตีน (7,23) 
  
โปรตีน หน้าที่ 
VP1 RNA-dependent RNA polymerase; การจับกันของ ssRNA; รวมเป็นเอ็นไซม์

คอมเพลก็ซ์กบั VP3 
VP2 สว่นโครงสร้างภายในของแคปซิด (core); มีความส าคญัในการกระตุ้น replicase 

activity ของ VP1  
VP3 Guanylyltransferase และ methyltransferase; เป็นสว่นหนึ่งในการรวมตวัเป็น 

transcription complex กบั VP1 
VP4 spike โปรตีนอยู่ในส่วนแคปซิดชัน้นอก; P-type-specific neutralization 

antigen; haemagglutinin;  มีความส าคญัในขัน้ตอน cell attachment; ถูกตดั
โดยเอ็นไซม์ trypsin เป็น VP8* และ VP5* ช่วยเพิ่มความสามารถในการติดเชือ้ 

NSP1 สมัพนัธ์กบัสว่นโครงสร้าง; สามารถกดการกระตุ้น INF- ของ host  
VP6 ไวรัสโปรตีนหลกั; เป็นโครงสร้างแคปซิดสว่นกลาง; ใช้ในการแบ่ง subgroup; 

จ าเป็นในขัน้ตอน transcription   
NSP3 Homodimer; จับท่ี 3’ end ของโรตาไวรัส mRNA;จับกับ elongation factor; มี

ความส าคญัในขัน้ตอนการ translation 
NSP2 NTPase และ Helicase; จับกับ NSP5 และ VP1; เป็นส่วนส าคัญในการ

สงัเคราะห์ dsRNA 
VP7 ไกลโคโปรตีนในแคปซิดส่วนนอก; G-type neutralization antigen; จับกับ

แคลเซียมใน RER transmembrane 
NSP4 Viral enterotoxin; receptor ส าหรับการ budding ของ double layer particle 

ผ่าน ER membrane; ไกลโคโปรตีน; รักษาระดับแคลเซียมในเซลล์ และใน
ขัน้ตอน RNA replication; เป็นผลติผลท่ีถกูปลอ่ยออกมานอกเซลล์ท่ีติดเชือ้ 

NSP5 ท างานร่วมกับ NSP2  และ NSP6; รวมตัวเป็น homomultimer; O-linked 
glycosylation; hyperphosphorelated; จับกับ ssRNA; เป็นสว่นประกอบของ 
viroplasm; มีความส าคญัในกระบวนการ replication   

NSP6 เป็นผลิตผลของ second open reading frame ท างานร่วมกับ NSP5 พบอยู่
ภายใน viroplasm 
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วงชีวิตของโรตาไวรัส (Replication cycle)(23) 

 Replication cycle ของเชือ้โรตาไวรัสเกิดขึน้ภายในไซโตพลาสซึมของ Intestinal 
epithelial cells (villi) ภายในล าไส้เล็ก โดย เม่ือ Triple layer particles ของโรตาไวรัสเข้าสู่
ร่างกายในระบบทางเดินอาหาร ส่วน spike protein(VP4)ของไวรัสจะถูกย่อยด้วยเอ็นไซม์ย่อย
โปรตีน (protease) เช่น trypsin ได้เป็น VP5* และ VP8* ซึ่งกระตุ้นให้เกิดการติดเชือ้ โดย VP5* 
และ VP7 (outer capsid glycoprotein) จะไปจับกับ integrin ท่ีอยู่บนผิวของเซลล์เป้าหมาย คือ 
intestinal epithelial cells (villi) ท าให้เกิด endocytosis น าไวรัสเข้าสูเ่ซลล์ นอกจากนี ้เชือ้ไวรัส
สามารถ penetrate เข้าสูเ่ซลล์ได้โดยตรง โดยอาศยัสว่น hydrophobic region ของ VP5* และ
จากการศึกษาท่ีผ่านมา พบว่า หาก VP4 ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอ็นไซม์ย่อยโปรตีนเป็น VP5* และ 
VP8* เชือ้ไวรัสจะไม่สามารถเข้าสูเ่ซลล์ได้ ซึง่เป็นผลให้ไม่มีการติดเชือ้  

 ในขณะท่ีเชือ้ไวรัสเข้าสู่เซลล์สว่นเยื่อหุ้มชัน้นอกจะหลุดออก กลายเป็น double 
layer particles ซึง่เป็นผลให้เอ็นไซม์ท่ีอยู่ภายในอนุภาคของไวรัสเร่ิมท างาน กระตุ้นให้เกิด early 
transcription โดย VP1 (RNA-dependent RNA polymerase) ท าหน้าท่ีสงัเคราะห์ (+)RNA จาก
ยีนทัง้ 11 segments หลงัจากนัน้ VP3 จะเข้ามาเติม cap ให้กับ RNA สายใหม่ท่ีถูกสร้างขึน้ โดย 
นิวคลโีอไทด์ส าหรับการสงัเคราะห์ RNA สายใหม่จะถกูสง่เข้าสูอ่นภุาคไวรัสผา่นทาง channels ใน
สว่นชัน้โปรตีนของ double layer particles และ (+)RNA ท่ีได้จากการ transcription จะถูก
สง่ออกจากอนภุาคไวรัสเข้าสูไ่ซโตพลาสซึมของเซลล์ผ่านทาง channels เดียวกัน โดย (+)RNA ท่ี
ได้นีไ้ม่มีสาย poly A ติดอยู่ จากนัน้ VP2, VP3 และ NSP5 จะเข้ามาท าหน้าท่ีในส่วน post-
translation โปรตีนท่ีได้จากการ translation จะถกูสะสมอยูใ่นไซโตพลาสซมึ บริเวณท่ีมีโปรตีนของ
ไวรัสสะสมอยู่นี ้เรียกว่า Viroplasm ซึ่งการเกิด viroplasm formation จ าเป็นต้องอาศยั NSP2 
และ NSP5 เป็นสว่นประกอบส าคญั 

 ใน Viroplasm โปรตีน VP1, VP2 และ VP3 จะเข้ามาประกอบกันเป็นสว่น core 
ของอนุภาคไวรัส (single layer particles) และ (+)RNA สายใหม่จะเข้าสูส่ว่น core ในขัน้ตอนนี ้
โรตาไวรัสมีกระบวนการในการคดัเลือก และตรวจสอบว่า แต่ละ core ได้รับ (+)RNA ของยีนทัง้ 
11 segments ครบหรือไม่ เม่ือ (+)RNA เข้ามาสูส่ว่น core การสงัเคราะห์ (-)RNA จะเร่ิมขึน้ทนัที 
โดย VP1 ท าหน้าท่ีเป็นเอ็นไซม์ RNA polymerase อีกครัง้ เพื่อให้ได้เป็น dsRNA segments 

จากนัน้ VP6 จะถกูเติมเข้าไปยงัผิวด้านนอกของ core โดย ประกอบกันเป็นสว่นแคปซิดชัน้ท่ีสอง 
ท าให้อนภุาคของไวรัสเป็น double layer particles  
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 การ transcription ท่ีเกิดขึน้ภายใน double layer particles ท่ีถูกสร้างขึน้ใหม่นี ้
เรียกว่า late transcription ซึ่งแตกต่างจาก early transcription ตรงท่ี (+)RNA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้
ใหม่จาก double layer particles ตวัใหม่นีจ้ะไม่ถูก cap ซึ่งในเซลล์ท่ีติดเชือ้โรตาไวรัส พบว่า 
กลไกการ translation ปกติของเซลล์ท่ีติดเชือ้เปลี่ยนแปลงไป โดย เซลล์เปลี่ยนไปเลือก translate 
โปรตีนจาก mRNA ท่ีถกู cap มากกวา่ mRNA ท่ีไม่มีการติด cap เป็นผลให้การสงัเคราะห์โปรตีน
ของเซลล์หยุดชะงกั ในขณะท่ีการสงัเคราะห์โปรตีนของไวรัสในสว่นของ early transcription ยงั
ด าเนินตอ่ไป 

 ในระยะสุดท้ายของการรวมตัวเป็นอนุภาคไวรัสเป็นการเติมโปรตีนส่วนแคปซิด
ชัน้นอก และ spike โปรตีน โดย VP7 และ NSP4 ถูกสงัเคราะห์ และ N-glycosylated อยู่บน 
membrane ของ rough endoplasmic reticulum (RER) ซึง่ NSP4 จะมีสว่น binding sites ตอ่ทัง้ 
VP4 และ double-layers particles หลงัการจับกันของส่วนประกอบทัง้สาม อนุภาคไวรัสจะ 
budding ผ่าน membrane เข้าสู่ vesicle ภายใน endoplasmic reticulum โดย vesicle 
membrane ท่ีมี VP7 ฝังอยูจ่ะประกอบเป็น envelope ชัว่คราวของอนุภาคไวรัส หลงัจากนัน้ VP7 
โมเลกุลจะแตกออก และปล่อยออกมาจาก membrane เพื่อประกอบเป็นส่วนชัน้นอกสุดของ
อนุภาคไวรัส และ VP4 จะถูกเติมเข้าไปหลงัจากนัน้ เพื่อประกอบเป็นสว่น spikes ได้เป็น triple 
layer particles จากนัน้ อนุภาคไวรัสจะถูกปลอ่ยออกจากเซลล์ผ่าน cell lysis หรือ exocytosis 
ดงัสรุปในรูปท่ี 4 

 

รูปท่ี 4 วงชีวิตของโรตาไวรัส (23) 
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พยาธิก าเนิดและภมูิคุ้มกัน(7)  

กลไกการเกิดโรคจากเชือ้โรตาไวรัสในมนุษย์ยงัไม่สามารถเข้าใจได้อย่างแน่ชัด 
เน่ืองจากกลไกการเกิดโรคมีความแปรผนัไปตาม species ของสตัว์ท่ีใช้ในการทดลอง ซึ่งผลการ
ทดลองสว่นใหญ่เป็นผลท่ีได้จากการศกึษาพยาธิก าเนิดของโรคในสตัว์ฟันแทะ(rodent) โดยพบว่า 
เม่ือเชือ้โรตาไวรัสเข้าสูร่่างกาย neutralizing antibodies ต่อ VP4 และ VP7 ของเชือ้ไวรัสจะถูก
สร้างขึน้เพื่อป้องกนัการติดเชือ้ โดย antibodies นีจ้ะไปยบัยัง้การเข้าสูเ่ซลล์ของไวรัส หากเชือ้ไวรัส
สามารถหลบหลีกภูมิคุ้มกันและเข้าสูเ่ซลล์ได้ การ replication ของไวรัสภายในเซลล์จะสง่ผลให้
ความสามารถในการดูดซึมน า้และสารอาหารของเซลล์เสียไป ผู้ ป่วยจึงมีภาวะข าดน า้และ
สารอาหารร่วมด้วย ยิ่งไปกว่านัน้ การเพิ่มขึน้ของ Ca2+ ในเซลล์ท่ีติดเชือ้ยงัมีผลท าลายโครงสร้าง
ของเซลล์และ tight junction สง่ผลให้ paracellular permeability ของเซลล์เพิ่มสงูขึน้ ในขัน้ตอน 
intracellular replication ของเชือ้ไวรัสนี ้พบว่า sIgA ต่อ VP6 และ cytokine ท่ีสร้างจาก 
rotavirus-specific T cells สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปเพื่อยบัยัง้ขัน้ตอนนี ้หากไม่สามารถ
ยบัยัง้ intracellular replication ของไวรัสได้ NSP4 ซึ่งมีคุณสมบติัเป็น enterotoxin ท่ีถูกสร้างขึน้ 
จะหลัง่ออกมาจากเซลล์ท่ีติดเชือ้ และไปจับกับ receptor บนผิวเซลล์ปกติท่ีอยู่ข้างเคียงเกิด 
cascade signals ชกัน าให้เกิดการหลัง่ Cl- ออกจากเซลล์จ านวนมหาศาลเป็นผลให้เกิด diarrhea  
ตามมา ยิ่งไปกว่านัน้พบว่า โรตาไวรัสยงัสามารถชักน าให้เกิด diarrhea ผ่านการกระตุ้น enteric 
nerveous system (ENS) ซึง่รายละเอียดของการเหน่ียวน ายงัไม่เป็นท่ีทราบแนช่ดั  

 
รูปท่ี 5 กลไกทางพยาธิก าเนิดของเชือ้โรตาไวรัส (7) 
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โรตาไวรัสจีโนไทป์ 

  โรตาไวรัสแบ่งตามโปรตีนในส่วนของ middle capsid หรือ VP6 ซึ่งเป็น 
serogroup antigen ได้ทัง้หมด 7 กลุม่ (A-G) กลุม่ท่ีพบมีการติดต่อสูค่น ได้แก่ A, B และ C โดย
พบเป็น Group A rotavirus มากท่ีสดุ รองลงมา คือ Group B rotavirus ซึ่งพบว่าสามารถก่อโรค
ได้ในผู้ ใหญ่(22,24) และเน่ืองจากโปรตีนในสว่น outer capsid ของโรตาไวรัสมีคุณสมบติัเป็น 
neutralization antigens การจ าแนก serotype ของไวรัสชนิดนีจ้ึงจ าแนกตามโปรตีนในสว่นของ 
outer capsid ประกอบด้วย VP7 (G-type antigen) ซึ่งเป็น glycoprotein และ VP4 (P-type 
antigen) ซึ่งเป็น spike protein และมีคุณสมบติัไวต่อเอ็นไซม์ protease การจ าแนกชนิดของ 
rotavirus นัน้ ใช้หลกั binary system เช่นเดียวกันกับ influenza virus คือ ควบคู่กันไปทัง้ VP7 
และ VP4 เน่ืองจาก serotype และ genotype ของ G-type antigen ตามปกติมีลกัษณะท่ีตรงกัน
จึงใช้สญัลกัษณ์แสดง serotype เพียงอย่างเดียว เช่น G1, G2, G3 แตกต่างจาก P-type antigen 
ท่ี genotype มีความหลากหลายมากกว่า serotype จึงใช้สญัลกัษณ์แสดง genotype ซึ่งมี
เคร่ืองหมาย [-] เป็นหลกั เช่น P[4], P[6], P[8] (25) ซึ่งในปัจจุบนั จีโนไทป์ของโรตาไวรัสสามารถ
จ าแนกตามล าดบัเบสบน outer capsid VP7 และ VP4 genes ได้เป็น 20 G-genotypes และ 28 
P-genotypes ตามล าดบั(6) ดงัรูปท่ี 6-7 
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  รูปท่ี 6 Phylogenetic tree ของโรตาไวรัส P-genotype P[1]-P[28](6) 
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รูปท่ี 7 Phylogenetic tree ของโรตาไวรัส G-genotype G1-G20(6) 

  คณุสมบติัตามธรรมชาติของโรตาไวรัสท่ีส าคญัอย่างหนึ่ง คือ โรตาไวรัสต่างสาย
พนัธ์ุกันสามารถแลกเปลี่ยนสารพนัธุกรรมระหว่างกัน(gene reassortment) เม่ือมีการติดเชือ้
ภายในเซลล์เดียวกัน(co-infection )ได้(26) จากการศึกษาในอดีตจีโนไทป์ของโรตาไวรัสท่ีแยกได้
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จากผู้ ป่วย ได้แก่ G1P[8], G2P[4], G3P[8] และG4P[8] แต่ในปัจจุบนัจีโนไทป์ท่ีแยกได้จาก
ผู้ ป่วยมีความหลากหลายเพิ่มขึน้ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 แสดงความหลากหลายของ G/P combination ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยติดเชือ้โรตาไวรัส 
 

Rotavirus genotype Possible derivation of human rotavirus strains 
G1P[8] 
G2P[4] 
G3P[8] 
G4P[8] 

Common human genotypes 

G1P[4] 
G2P[8] 
G4P[4] 

Reassortment among common human 
genotypes 

G1P[9] 
G4P[6] 
G9P[8] 
G12P[8] 

Reassortment between animal and human 
genotypes 

G9P[6] 
G9P[11] 
G10P[11] 
G12P[6] 

Possible Zoonotic introduction 

 
 
  นอกจากนี ้คุณสมบัตินีถู้กน าไปใช้ในการพัฒนาและผลิต human-animal 
reassortant rotavirus vaccine เพื่อน ามาใช้ในการป้องกัน และลดความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจาก
การติดเชือ้ไวรัสชนิดนี ้ซึ่งวัคซีนท่ีน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันมีด้วยกัน 2 ชนิด คือ 
monovalent attenuated human rotavirus vaccine เป็น human rotavirus genotype G1P[8] ท่ี
ถูกท าให้อ่อนฤทธ์ิและ pentavalent human-bovine reassortant rotavirus vaccine ซึ่งใช้
หลกัการ gene reassortment โดยใช้ bovine rotavirus strain WC3 เป็นโครงสร้างและใช้สว่น 
neutralization VP4 หรือ VP7 antigens เป็นของ human rotavirus (G1, G2, G3, G4 และ P[8])  
จากการศกึษาการระบาดของเชือ้โรตาไวรัสในประเทศบราซิลภายหลงัน าวัคซีนชนิด monovalent 
เข้ามาใช้ พบวา่ ผู้ ป่วยอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสมีอตัราลดลง แตมี่อตัราการพบเชือ้ genotype 
G2P[4] ซึ่ง P และ G-genotype ไม่ตรงกับสายพนัธ์ุวัคซีน (G1P[8]) เพิ่มสงูขึน้ซึ่งเป็นไปได้ว่า
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ภายหลงัการน าวัคซีนเข้ามาใช้ อาจส่งผลให้ genotype ของเชือ้โรตาไวรัสท่ีระบาดในปัจจุบัน
เปลีย่นแปลงไปเป็นสายพนัธ์ุท่ีหลบหลกีวคัซีนได้เพิ่มขึน้(27) 
 

การติดต่อ 
  เชือ้โรตาไวรัสกลุม่เอ เป็นเชือ้ท่ีพบการติดต่อในคนมากท่ีสดุ สามารถพบการติด
เชือ้ไวรัสชนิดนีไ้ด้ในทกุประเทศทัว่โลกทัง้ในประเทศท่ีพฒันาแล้ว และประเทศท่ีก าลังพฒันา โดย 
การติดเชือ้โรตาไวรัสมีอุบติัการณ์สงูขึน้ในฤดูหนาว การติดต่อผ่านทาง fecal-oral route โดย เชือ้
โรตาไวรัสจะถูกขับถ่ายออกมากับอุจจาระของผู้ ป่วย และถ่ายทอดโรคไปยังผู้ อ่ืนโดยการ
รับประทานเอาเชือ้ท่ีปนเปือ้นในอาหาร หรือน า้ด่ืม เข้าสูร่่างกาย และเน่ืองจาก มีรายงานการพบ
เชือ้ไวรัสในสารคัดหลัง่จากระบบทางเดินหายใจของผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงจากการติดเชือ้ไวรัส
ชนิดนี ้จึงมีผู้สนันิษฐานวา่ การติดเชือ้อาจสามารถติดตอ่ผา่นทางการหายใจ (airborne)ได้ (5) 
  การติดเชือ้โรตาไวรัสนัน้สามารถพบได้ในทุกช่วงอายุ แต่มักจะไม่แสดงอาการใน
ผู้ ใหญ่ ซึ่งอาการติดเชือ้อย่างรุนแรงพบได้ในเด็กอายุ 6 เดือน ถึง 2 ปี และในผู้สงูอายุเน่ืองจาก
ระบบภมิูคุ้มกนัท างานได้ไม่สมบูรณ์  
 

ลักษณะอาการทางคลินิก 

  ระยะฟักตวัของโรคอุจจาระร่วงจากการติดเชือ้โรตาไวรัสใช้เวลาประมาณ 1-2 วนั
หลงัได้รับเชือ้ ผู้ ป่วยอาจมีไข้ และอาการทางระบบทางเดินหายใจน ามาก่อน และสว่นมากอาการ
ของผู้ ป่วยคลืน่ไส้ อาเจียน ตามมาด้วยการถ่ายเหลว หรือถ่ายเป็นน า้ ผู้ ป่วยสว่นมากจะมีอาการ
ขาดน า้ร่วมด้วยซึง่เป็นผลให้เด็กเสยีชีวิตในท่ีสดุ โดยทัว่ไป อาการของโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตา
ไวรัสสามารถหายได้เองภายใน 4-7 วนั 
 
การตรวจเพื่อวินิจฉัยเชือ้โรตาไวรัส 
 โรคอุจจาระร่วงจากการติดเชือ้โรตาไวรัส มีอาการทางคลินิกท่ีคล้ายกันกับโรค
อุจจาระร่วงจากเชือ้ไวรัส และแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนๆ จึงไม่สามารถวินิจฉัยโรคจากอาการทาง
คลนิิกเพียงอยา่งเดียวได้ ดงันัน้ จึงต้องมีวิธีการตรวจอ่ืนๆร่วมด้วย ได้แก่ 

1. การตรวจหาเชือ้หรือแอนติเจนในอุจจาระโดยตรง เป็นวิธีวินิจฉัยโรคท่ีได้ผล
รวดเร็ว เพราะเชือ้โรตาไวรัสจะถูกขบัออกมากับอุจจาระเป็นจ านวนมากใน 2-3 วนัแรก สามารถ
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ตรวจหาเชือ้ในอุจจาระได้ โดย ตรวจดูจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ซึ่งจากลกัษณะรูปร่างท่ี
เป็นเอกลกัษณ์ของเชือ้นีส้ามารถให้การวินิจฉัยได้อย่างชัดเจน แต่เน่ืองจากวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีค่อนข้าง
ยุง่ยาก และต้องใช้อุปกรณ์ท่ีมีราคาแพง จึงไม่เป็นท่ีนิยม วิธีท่ีนิยมใช้ในการตรวจหาเชือ้โรตาไวรัส
ในปัจจุบัน เป็นการตรวจหาแอนติเจนด้วยปฏิกิ ริยาทางภูมิคุ้ มกัน ได้แก่ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), reverse passive hemagglutination(RPHA) และ latex 
agglutination นอกจากนี ้การตรวจลงลกึในระดบัอณูชีววิทยาเพื่อหาจีโนมของเชือ้ไวรัสด้วยวิธี 
polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE), dot hybridization และ reverse transcription-
polymerase chain reaction(RT-PCR) สามารถใช้ในการจ าแนกสายพนัธ์ุของเชือ้ไวรัสได้ 

2. การตรวจหาแอนติบอดีในซีรัม โดยเจาะเลือด 2 ครัง้ ห่างกัน 2-4 สปัดาห์ 
โดย ตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ไวรัสชนิด sIgA, ในสารคดัหลัง่ และในอุจจาระ ด้วยวิธี 
ELISA และ complement fixation test 

3. การเพาะเลีย้งเชือ้ เน่ืองจาก เชือ้โรตาไวรัสท่ีพบในคนเพาะเลีย้งได้ยาก จึงไม่
นิยมใช้วิธีนีใ้นการเพาะเลีย้งแยกเชือ้จากสิง่สง่ตรวจ  

การรักษา 

  การรักษาโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสไม่มียารักษาท่ีเฉพาะเจาะจง เป็น
เพียงการรักษาตามอาการเพื่อบรรเทาผลกระทบท่ีเกิดจากภาวะขาดน า้และขาดสารอาหาร โดย
การให้ผู้ ป่วยด่ืมสารละลายเกลอืแร่ทดแทน 

การป้องกัน 

  การป้องกนัท าได้โดย รักษาสขุอนามยัสว่นบุคคลเพื่อลดอตัราเสีย่งของการติดเชือ้ 
และการให้ oral active immunization เพื่อเสริมสร้างภูมิคุ้มกันให้แก่เด็กในช่วงอายุ 2-6 เดือน 
โดย วคัซีนท่ีน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบนัมีด้วยกัน 2 ชนิด คือ monovalent attenuated 
human rotavirus vaccine(Rotarix®, GlaxoSmithKline) และ pentavalent human-bovine 
reassortant rotavirus vaccine(RotaTeq®, Merck) 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวจัิย 
 

รูปแบบการวิจัย 
การวิจัยนีเ้ป็นการวิจัยเชิงพรรณนา (Cross-sectional, descriptive research) 

ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  (Chulalongkorn 
University Ethics Committee) แล้ว 
ประชากร 
  การศึกษานี ้เป็นการศึกษาจากตวัอย่างสารละลายอุจจาระท่ีเก็บจากประชากร
เด็กไทยอายุตัง้แต่ 1 เดือน จนถึง 10 ปี ท่ีเข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลด้วยอาการอุจจาระร่วง 
จากโรงพยาบาลทัง้หมด 4 แห่ง โรงพยาบาลตัวแทนเขตเมือง 2 แห่ง ได้แก่ โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ จงัหวดักรุงเทพมหานคร และโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา จังหวดันครราชสีมา 
และโรงพยาบาลตวัแทนชนบท 2 แหง่ ได้แก่ โรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่น และ โรงพยาบาล
อุ้มผาง จงัหวดัตาก ซึง่ตวัอยา่งอุจจาระท่ีทางโรงพยาบาลสง่มาเพื่อตรวจบริการหาการติดเชือ้โรตา
ไวรัสในเด็กถูกเก็บในรูปของสารละลายบัฟเฟอร์ โดยตัวอย่างดังกล่าวถูกน ามาละลายใน
สารละลายบฟัเฟอร์ ป่ันแยกตะกอน และเก็บสารละลายบฟัเฟอร์สว่นบนมาใช้ในการตรวจหาเชือ้
ไวรัส ซึ่งตวัอย่างสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหลือจากการตรวจวินิจฉัยในช่วงเดือนกรกฎาคม 2550 – 
พฤษภาคม 2552 ได้ถกูเก็บไว้ท่ีศนูย์เช่ียวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลนิิก 
   
การค านวณขนาดตัวอย่าง 
  ค านวณขนาดตัวอย่างโดยใช้อัตราการตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสในอุจจาระของ
ผู้ ป่วยเด็กท่ีมาเข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลด้วยอาการอุจจาระร่วง ดงัแสดงในสตูรการค านวณนี ้ 

สตูรการค านวณขนาดตวัอยา่ง 
n       =     Z2PQ 

                 d2 
  โดย   :  Z ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  =  1.96 
  :  อตัราการตรวจพบเชือ้ Rotavirus ในประเทศไทย (P) = 0.44 
  :  Q  =  1 – P  = 0.56 

  :  คา่ความคลาดเคลือ่น (d) =  5% ของอตัราการตรวจพบเชือ้ Rotavirus ใน
เด็กท่ีมาพกัรักษาตวัอยูใ่นโรงพยาบาลด้วยอาการอุจจาระร่วง 
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      n  =    (1.96)2(0.44)(1-0.015)     =     379  คน  
                          (0.05*0.015) 2 
สามารถเก็บตวัอยา่งได้ทัง้หมดเป็นจ านวน 

- โรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่น    จ านวน    269 ตวัอยา่ง 

- โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จงัหวดักรุงเทพมหานคร     จ านวน    236 ตวัอยา่ง 
- โรงพยาบาลมหาราชนครราชสมีา จงัหวดันครราชสมีา จ านวน      40 ตวัอยา่ง 
- โรงพยาบาลอุ้มผาง จงัหวดัตาก    จ านวน      12 ตวัอยา่ง 
รวมทัง้สิน้ 557 ตวัอยา่ง 

  ตวัอย่างอุจจาระทัง้หมดละลายอยู่ในสารละลาย 0.1% Phosphate buffered 
saline (PBS) ซึ่งถูกน ามาป่ันแยก และเก็บรักษาสารละลายสว่นบนไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียส จนกระทัง่ถกูน ามาใช้ในการตรวจแยกจีโนไทป์ของเชือ้โรตาไวรัส โดยพิจารณาจาก
ล าดบัเบสในสว่นของ VP4 และ VP7 gene 
 
เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

1 .เคร่ืองมือ 
   1.1 Pipet tip: 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (Elkay, Ireland) 
   1.2 Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGEN, 

USA) 
1.3 Polypropylene conical tube:15 ml และ 50 ml (Elkay, 

Ireland) 
1.4 Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500ml, 1000 ml (Pyrex 

,USA) 
   1.5 Flask: 250 ml, 500 ml , 1000ml (Pyrex,USA)  
   1.6 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml 

(Duran,USA) 
   1.7 Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml  

(Pyrex, USA) 
   1.8 Pipette rack (Eppendorf, Germany) 
   1.9 Thermometer (Precision, Germany) 
   1.10 Parafilm (American Nation Can,USA) 
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   1.11 Plastic wrap 
   1.12 Stirring-magnetic bar 
   1.13 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

 
2. อุปกรณ์  

2.1  Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1-2 µl), P10  
(0.5-10 µl), P20 (5-20 µl), P100 (20-100 µl), P1000  
(100-1,000 µl) (Eppendorf, Germany) 

2.2  Vortex mixer (Scientific industry, USA) 
2.3  Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 
2.4  Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
2.5  Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 
2.6  Microcentrifuge 0.2 ml (Axygen, USA) 
2.7  Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 
2.8  Eppendorf Mastercycler personal (Hamburg, Germany) 
2.9  Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
2.10  Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
2.11  Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 
2.12  Refrigerator 4°C (Misubishi, Japan) 
2.13  Freezer-20°C (Sanyo, Japan) 
2.14  Freezer–70°C (Forma Scientific, USA) 
2.15  Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 
2.16  Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 
2.17  Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 

 
สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

1.สารเคมีทัว่ไป 
1.1 Agarose molecular grade (Promega, USA) 
1.2 Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 
1.3 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 
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1.4 Sucrose (USB, Hongkong) 
1.5 100 base pair DNA ladder (Biolab, USA) 

2.สารเคมีส าหรับการสกดั RNA (RNA EXTRACTION) 
2.1 Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 
2.2 Guadinine thiocyanate  
2.3 Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 
2.4 Glycogen (USB, Ohio) 
2.5 Isopropanal (Sigma, Singapore)  
2.6 Sodium acetate (Sigma, Singapore)  
2.7 Phenol (Pierce, USA)  
2.8 Chloroform (Sigma, Singapore)  

3.สารเคมีส าหรับการท า PCR 
3.1  SuperscriptTM III platinum One-Step Quantitative RT-PCR 

System (Invitrogen, CA, USA) 
4.สารเคมีส าหรับการท าผลผลติ PCR ให้บริสทุธ์ิ 

4.1  HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC 
Bioscience, Taipei, Taiwan) 

4.2  Isopropanal (Sigma, Singapore) 
5.สารเคมีส าหรับการท าโคลนน่ิง 

5.1 Amplicillin (Phamacia, Hong kong) 

5.2 Isopropyl-1-thio--D-galactopyranoside: IPTG (Bio Basic, 
Germany) 

5.3  Magnesium sulfate (Sigma, Singapore) 
5.4  Sodium chloride (Sigma, Singapore) 
5.5 Tryptone (Giboco BRL, USA) 
5.6  Yeast extract (Giboco BRL, USA) 

5.7  5-bromo-4-chloro-3-inodlyl--D-galactopyranoside:X-gal 
(Bio Basic,   Germany) 

5.8  pGEM-T Easy Vector System I (Promega, USA) 
5.9  Glucose (Giboco BRL, USA) 
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 6.สารเคมีส าหรับการสกดัพลาสมิด 
6.1         HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taipei, 

Taiwan) 
  7.สารเคมีส าหรับท า In vitro transcription 
             7.1 RQ1 RNase-Free DNase (Promega, USA) 
 7.2 RNA polymerase T7 (Roche, USA) 
             7.3 RNA polymerase SP6 (Roche, USA) 
 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
1. การสกัด RNA (RNA extraction) จากตัวอย่างอุจจาระด้วยวิธี Guanidium-

isothiocyanate method 
Positive control 
ได้ตวัอยา่งจากสารละลายอุจจาระของผู้ ป่วย และได้รับการตรวจด้วยวิธี PCR พบ

เชือ้โรตาไวรัส 
Negative control 
ในการศกึษาครัง้นี ้คือ distilled water ท่ีมีปริมาตรเทา่กบัสารละลายตวัอย่างท่ีใช้

ในการทดลอง  
 
             ตวัอยา่งสารละลายอุจจาระ 150 µl 

 
เติม Guadinine thiocyanate (GTC+2 ME) 500µl/ Tube 

(GTC 9000 µl: 2 ME 70 µl) 
 

Mix โดยการ invert นาน 15 วินาที แล้วน าไป vortex นาน 15 วินาท ี
 

เติม 2M Sodium Acetate 50 µl 
Phenol 500 µl, CHCl3: IAA (49:1) 100 µl 

 
Mix โดย invert 10 วินาท,ี vortex นาน 15 วินาที 
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บม่ทิง้ไว้ท่ี -20 ๐C, 15 นาที 
 

Centrifuge 13,500 rpm, อุณหภมิู 4๐C 30 นาที 
 

เตรียม tube ใหม่ ขนาด 1.5 ml ใส ่Glycogen 4 µl 
 

แล้วน าสว่นใสด้านบนท่ีได้จากการ centrifuge มาใส ่Tube ท่ีเตรียมไว้ 
 

เติม Isopropanol 600 µl 
 

Mix โดยการ invert, incubate over night -20 ๐C 
หรือ ท่ี -70 ๐C, 1 ชัว่โมง 

 
Centrifuge 13,500 rpm, อุณหภมิู 4๐C 30 นาที 

 
เทสารละลายออกให้เหลอืเฉพาะ pellet 

 
ล้าง pellet ด้วย 70% ethanol 500 µl 

Mix โดยการ invert 
 

Centrifuge 13,500 rpm , 2 นาท ี
 

เทสารละลายใสสว่นบนทิง้ และดดู 70% EtOH ออกเหลอืแต ่pellet 
 

ท าให้ pellet แห้ง ด้วยระบบสญุญากาศนาน 5 นาที 
 

เติมน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ 12 µl (DEPC) 
 

เก็บท่ีอุณหภมิู -70๐C 
เพื่อน าไปใช้ในการศกึษาความชุก และการพฒันา multiplex RT-PCR ตอ่ไป 
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2. การศึกษาความชุกของ Rotavirus 
Positive control 
ได้ตวัอยา่งจากสารละลายอุจจาระของผู้ ป่วย และได้รับการตรวจด้วยวิธี PCR พบ

เชือ้โรตาไวรัส 
Negative control 
ในการศกึษาครัง้นี ้คือ distilled water ท่ีมีปริมาตรเทา่กบัสารละลายตวัอย่างท่ีใช้

ในการทดลอง  
 
     2.1 เพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมของ Rotavirus ส่วน VP4 และ VP7 gene ด้วยวิธี 1 step 
Reverse Transcription – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)(17) 
 
ตารางท่ี 3 แสดงล าดบัเบสของ Primer ท่ีใช้ในการท า RT-PCR  

Gene Primers Type Sequence (5’---> 3’) 
Product 

size 

VP4 
CON3_F 
CON2_R 

Forward 
Reverse 

TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 
ATTTCGGACCATTTATAACC 

876 bp 

VP7 
BEG9_F 
END9_R 

Forward 
Reverse 

GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 
GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 

1062 bp 

 
ปิเปตสารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมสว่นผสมส าหรับท า RT-PCR ดงันี ้
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ตารางท่ี 4 แสดงสว่นผสมสารเคมีในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจ านวน VP4 และ VP7 gene ของ
Rotavirus 

สารเคมี ปริมาตร(volume/tube) 
Distilled water 
2x Reaction Mix buffer 
Enzyme mix (SuperScriptTM + Taq) 
Forward primer 
Reverse primer 
RNA template 

  12 µl 
  10 µl 
  0.3 µl 
  0.5 µl 
  0.5 µl 
    1 µl 

Total volume 24.3 µl 
 
  จากนัน้น า microtube ท่ีใสส่ว่นผสมสารเคมีทัง้หมดใสใ่นเคร่ือง Eppendorf 

Mastercycler personal (Hamburg, Germany) ในสภาวะอุณหภมิูและเวลา ดงัตารางที่ 5 
 

ตารางท่ี 5 แสดงอุณหภมิูและเวลาที่ใช้ในการท า RT-PCR ของ Rotavirus ในสว่น VP4 และ VP7 
gene 

PCR cycle 
อุณหภมิู (๐C) 

เวลา (นาที) 
VP4 gene VP7 gene 

Reverse transcription 50 50 30 
Pre-denaturation 95 95 2 
Denaturation 
Annealing 
Extention 

94 
50 
72 

94 
55 
72 

1 
1 

1.30 
Post extention 72 72 10 

  
2.2 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 
 หาขนาด PCR Product ท่ีต้องการด้วยวิธี Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ 2% 

Agarose gel ในการแยกขนาดของ PCR Product ท่ีกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง และใช้ 100 bp DNA Ladder เป็นตวัมาตรฐานเปรียบเทียบ เพื่อตรวจสอบ

ท ำซ ้ ำ 
40 รอบ 
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ขนาดของ cDNA ท่ีต้องการ และย้อมดูแถบ cDNA ท่ีต้องการด้วยสารละลาย 
Ethidium bromide นาน 15 นาที  

 ตดั gel โดยเลอืกตดัในต าแหนง่ท่ีมีแถบ PCR Product ขนาดท่ีต้องการ ดงันี ้
 VP4 gene ได้ PCR Product ขนาด      876  bp 
 VP7 gene ได้ PCR Product ขนาด     1062  bp 

 สกัด PCR Product จาก gel ท่ีตดัออกมาให้บริสทุธ์ิด้วย HiYieldTM Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction Kit 

   หาล าดบัเบสโดยสง่ตรวจกบับริษัท First base laboratories SDN BHD (Malaysia) 
ท าการอ่านผลท่ีได้โดยใช้โปรแกรม Chromas Lite 2.0 เพื่อวิเคราะห์ Chromatogram 

ของล าดบันิวคลโีอไทด์ และท าการวิเคราะห์ผลตอ่ไป 
 

2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 
ท าการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์โดยใช้โปรแกรม 

 Clustal X เพื่อท าการเปรียบเทียบ sequence ท่ีเราได้มาจากการท า DNA 
sequencing กบั sequence ท่ีเป็นตวัอ้างอิง (references) 

 Chromas เป็นโปรแกรมท่ีใช้ด ูchromagram ท่ีได้จากการท า sequencing 

 Oligos เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการเปลีย่นล าดบั sequence ท่ีเกิดจากการใช้  
reverse primer 

 Bioedit เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการออกแบบ primers 

 MEGA เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการสร้าง phylogenetic tree 

 Seqman เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการประกอบสายของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมี
มากกวา่ 1 สายเข้าด้วยกนั 

 
    ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ VP4 และ VP7 

  -   ท าการเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้กบันิวคลโีอไทด์ของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ท่ีมี
อยู่ ใ น ธ นาคา ร รหัสพัน ธุ ก ร รม  (GenBank) โ ดย ใ ช้ โ ป ร แก รม  BLAST จ า ก 
www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ท าการจ าแนก genotype โดยการ เปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับนิวคลีโอ
ไทด์ของโรตาไวรัสแตล่ะ genotype ท่ีมีอยู่ในธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) และ โปรแกรม MEGA version 4.0 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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- ท าการเปรียบเทียบความเหมือน หรือ ความต่างของ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
และ 

กรดอะมิโน ด้วยวิธี Cluster Analysis โดยใช้โปรแกรม Clustal X Version 1.83 และ BioEdit 
version 7.0.4.1 เพื่อเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้จากการศกึษา กบั ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ
โรตาไวรัสท่ีมีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) 
  -  สร้างรูปของโครงสร้างความสมัพนัธ์ (Phylogenetic tree) จากล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ท่ีได้จากการศึกษา กับ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของโรตาไวรัสท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัสพันธุกรรม 
(GenBank) 

 
2.4 เผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ท าการเผยแพร่ล าดบันิวคลโีอไทด์ทัง้หมดท่ีได้จากการศกึษา โดยใช้ Program 
Sequin version 7.25 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin) ไปยงัฐานข้อมูล ธนาคารรหัส
พนัธุกรรม (GenBank) ท่ี http://www.ncbi.nlm.nih.gov  

 
3. พัฒนาการตรวจ common G-genotype ด้วย 1 step multiplex RT-PCR 
  Positive control 
  ในการศกึษาครัง้นี ้คือ พลาสมิด จากการ cloning ชิน้สว่นของยีน VP4 และ VP7 
ท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณ cDNA ของเชือ้ไวรัสจากผู้ ป่วยเด็กท่ีตรวจพบว่า ติดเชือ้โรตาไวรัส G–
genotype สายพนัธ์ุ G1 G2 และ G9 

Negative control 
ในการศึกษาครัง้นี ้ คือ distilled water ท่ีมีปริมาตรเท่ากับ RNA ท่ีใช้ในการ

ทดลอง  
     การออกแบบ primer 

 ท าการดาวน์โหลดล าดบันิวคลโีอไทด์ของโรตาไวรัส VP7 gene จีโนไทป์ G1 – 
G15 ท่ีมีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) จากนัน้ใช้โปรแกรม Clustal X Version 1.83 ใน
การเปรียบเทียบหาสว่นเหมือนของล าดบัเบส (conserve region) เพื่อเลอืกใช้ในการออกแบบ 
primer โดย primer ท่ีใช้ในระบบเดียวกนั ต้องให้ PCR product ท่ีมีขนาดตา่งกนัมากกวา่ 50 bp 
เพื่อให้สามารถวิเคราะห์ผลได้อยา่งชดัเจน เม่ือท า agarose gel electrophoresis 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.1 เพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ Rotavirus ด้วย multiplex RT-PCR 
 

ตารางท่ี 6 แสดงล าดบัเบสของ Primer ท่ีใช้ในการท า Multiplex RT-PCR 

Gene Primers Type Sequence (5’---> 3’) 

Above 
G1 
G2 
G9 

VP7F1_1-23 
VP7G1R2_620-597 
VP7G2R1_340-317 
VP7G9R1 _480-457 

Forward 
Reverse 
Reverse 
Reverse 

GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCG  
GATATCCACTTATTTGATTCTCCC  
TGCGATAGAGTATTTTCCCATTC  
CTAGCTCTAACGTTGAATCATAC 

VP4 
CON3_F 
CON2_R 

Forward 
Reverse 

TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 
ATTTCGGACCATTTATAACC 

 
ตารางท่ี 7 แสดงสว่นผสมสารเคมีในปฏิกิริยา Multiplex RT-PCR ในสว่น Rotavirus VP7 gene 

สารเคมี ปริมาตร(volume/tube) 
Distilled water 
2x Reaction Mix buffer 
Enzyme mix (SuperScriptTM + Taq) 
Mg2+ 
dNTP 

10 µl 
10 µl 
0.3 µl 

0.25 µl 
0.25 µl 

Primers 
VP7F1_1-23 
VP7G1R2_620-597 
VP7G2R1_340-317 
VP7G9R1_480-457 
CON3_F 
CON2_R 

 
1.0 µl 
0.5 µl  
0.5 µl 
0.5 µl 
0.5 µl 
0.5 µl 

RNA template   2 µl 

Total volume 26.8 µl 
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ตารางท่ี 8 แสดงอุณหภมิูและเวลาที่ใช้ในการท า Multiplex RT-PCR ของ Rotavirus ในสว่น 
VP7 gene 

PCR cycle อุณหภมิู (องศาเซลเซียส) เวลา (นาท)ี 
Reverse transcription 50 30 
Pre-denaturation 95 2 
Denaturation 
Annealing 
Extention 

94 
52 
72 

1 
1 

1.30 
Post-extention 72 10 

 
3.2 การ Cloning เพื่อใช้เป็น Positive Control ในการพัฒนา multiplex RT-PCR 

 น า PCR product ท่ีท าให้บริสทุธ์ิ และทราบ G genotype จากการศึกษาความชุกแล้ว 
มาท าการเช่ือมต่อกับ vector โดยใช้ pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) โดยผสมสาร
ดงัตารางท่ี 9 
ตารางท่ี 9 แสดงสว่นผสมของสารท่ีใช้ในการเช่ือมต่อกับ vector โดยใช้ pGEM®-T Easy Vector 
System I 

สารเคมี ปริมาตร(volume/tube) 
pGEM®-T Easy Vector 1 µl 
T4 DNA Ligase 1 µl 
2x Rapid Ligation Buffer, 5 µl  
Purified PCR Product 3 µl 
total 10 µl 
  
 น าสว่นผสมท่ีได้เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง หรือท่ี 4๐C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนัน้น ามาท า

การ transform เข้าสู ่competent cell (E.coli strain DH5-) และท าการคดัเลอืก clone ดงันี ้ 
 

น า competent cell 50 µl ผสมกบั vector ท่ีผา่นการ ligate แล้ว 5 µl 
 

Incubate ในน า้แข็ง 20 นาท ีจากนัน้น ามา incubate ท่ีอุณหภมิู 42๐C 40-50 วินาที 
แล้วน ามาแช่ในน า้แข็งอีก 2 นาที 

 

ท ำซ ้ ำ 
45 รอบ 
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เติม soc media 950 µl น าไป incubate ท่ี 37๐C 1 ชัว่โมง 30 นาที 

 
น ามา spread ลงใน LB/ampicillin/IPTG/X-Gal plate โดยใช้ปริมาณ 100 µl 

 
Incubate ท่ีอุณหภมิู 37๐C เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

 
หลงัจาก Incubate ท่ีอุณหภมิู 37๐C ครบเวลาจะพบโคโลนีสขีาว และ สฟ้ีา เลอืกโคโลนีสี

ขาวไปเลีย้งตอ่ใน LB broth/ampicillin จากนัน้ Incubate ท่ีอุณหภมิู 37๐C เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
ท าการสกดั plasmid ด้วย HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience) จากนัน้น าไปเพิ่ม
จ านวน DNA ด้วย PCR และสง่ไปตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทด์ตอ่ไป (DNA sequencing) 
 

3.3 การท า In vitro transcription เปล่ียน DNA เป็น RNA เพื่อใช้ในการทดสอบความ
ไว  
 น า plasmid ท่ีได้จากการ cloning มาเพิ่มจ านวน DNA ด้วย primer M13 จากนัน้ท าการ
สกัด PCR Product จาก gel ท่ีตดัออกมาให้บริสทุธ์ิด้วย HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit (RBC Bioscience) จากนัน้น ามาท า In vitro transcription เปลี่ยน DNA เป็น 
RNA โดย แยกเป็น 2 ชุด ใช้ RNA polymerase T7 (Roche) ในการสร้าง RNA สายลบ และ RNA 
polymerase SP6 (Roche) ในการสร้าง RNA สายบวก ดงัตารางท่ี 10 
ตารางท่ี 10 แสดงสว่นผสมของสารที่ใช้ในการท า In vitro transcription 

สารเคมี ปริมาตร(volume/tube) 
5x transcription buffer   4 µl 
    ATP 
   GTP 
   CTP 
   UTP 

1.5 µl 
1.5 µl 
1.5 µl 
1.5 µl 

Enzyme Mix T7 or SP6   2 µl  
Nuclease Free water   7 µl 
PCR-M13 product   1 µl 
total 20 µl 
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 น าสว่นผสมท่ีได้ incubate ท่ี 37๐C เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง จากนัน้น ามาท าการยอ่ย 
DNA จาก PCR product ท่ีเหลอื ด้วย RQ1 RNase-Free DNase (Promega) จากนัน้ incubate 
ตอ่ท่ี 37๐C เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ตรวจการยอ่ย DNA วา่สมบูรณ์หรือไม ่โดยท า PCR ด้วย primer 
M13 จากนัน้สกดั RNA ท่ีได้ ด้วยวิธี Guanidium-isothiocyanate method 
 
การทดสอบความไว (Sensitivity) 

1. น า RNA ท่ีสกดัได้จากการท า In vitro transcription มาท าการวดัปริมาณด้วย
เคร่ือง Spectrophotometer  

2. น าคา่ OD ท่ีได้ มาค านวณหาปริมาณ RNA เป็น copies/µl 
ตามสตูรดงันี ้

 
Copies number (copies/µl) =        X g/µl DNA × 6.02 × 1023 
                       RNA length (bp) × 340 
 
 X = ปริมาณ RNA ท่ีอ่านได้จากการวดัด้วยเคร่ือง Spectrophotometer (g/µl) 

3. ท าการจ าลองรูปแบบ dsRNA โดยน า RNA สายบวก และ RNA สายลบท่ีได้จาก
การท า In vitro transcription ท่ี dilute ให้มีความเข้มข้นจ านวน copies/µl เทา่กนัแล้ว มาใส่
รวมกนัใน microtube จากนัน้ incubate ท่ี 4 ๐C เป็นเวลา 30 นาที (annealing) 

4. ท าการ dilute dsRNA ให้มีความเข้มข้นเป็น 1010 copies/µl 
ตามสตูรดงันี ้

C1V1 = C2V2 
 
  C1 = ความเข้มข้นของ RNA เร่ิมต้น (µg/µl) 
  V1 = ปริมาตรของ RNA เร่ิมต้น (µl) 
  C2 = ความเข้มข้นของ RNA ท่ีต้องการ (µg/µl) 
  V2 = ปริมาตรของ RNA ท่ีต้องการ (µl) 

 
5. จากนัน้ท า serial dilution จากปริมาณ RNA เป็น 1010 copies/µl จนถึง 

101copies/µl 
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6. น า RNA ทกุๆ ความเข้มข้นตัง้แต ่ 1010 copies/µl จนถึง 101 copies/µl มาท า 
multiplex PCR โดยใสเ่ป็น RNA template ในการท า multiplex PCR ปริมาณ 1 µl แล้วท าการ
เปรียบเทียบวา่ความเข้มข้นของ RNA ท่ีน้อยท่ีสดุท่ี PCR สามารถเพิ่มจ านวนได้มีคา่เทา่ใด 

 

3.4 การทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) 

 หลงัจากได้ระบบ multiplex PCR ท่ีมีความสามารถในการเพิ่มจ านวน RNA ทุกยีนแล้ว 
จากนัน้จึงน ามาทดสอบว่ามีความจ าเพาะกับยีนท่ีต้องการเท่านัน้ โดยสกัด DNA/RNA ของเชือ้
ไวรัสก่อโรคในระบบทางเดินอาหารในเด็กท่ีพบในห้องปฏิบัติการศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้าน
ไวรัสวิทยาคลนิิก ได้แก่ Adenovirus, Human Bocavirus และ  Astrovirus 

 
3.5 วิเคราะห์ผลการวินิจฉัยด้วย multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับผลในขัน้ตอน

การศึกษาความชุก 
 เลอืกตวัอยา่งที่พบเชือ้โรตาไวรัสท่ีทราบ G-genotype จากขัน้ตอนการศกึษาความชุกมา
ท าการทดสอบ หาขนาด PCR Product ท่ีต้องการด้วยวิธี Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ 
2% Agarose gel ในการแยกขนาดของ PCR Product และใช้ 100 bp DNA Ladder เป็น marker 
เพื่อตรวจสอบขนาดของ cDNA ท่ีต้องการ และย้อมดูแถบ cDNA ท่ีต้องการด้วย Ethidium 
bromide  แปลผล G-genotype ตามขนาดของ PCR Product ดงัตารางท่ี 11 
 
ตารางท่ี 11 แสดงการแปลผล G-genotype ในการท า Multiplex RT-PCR ของ Rotavirus VP7 
gene 

Product size Rotavirus  G1 G2 G9 Negative 

876 bp + + + +  
620 bp  +    
480 bp    +  
340 bp   +   

  
ในกรณีท่ี Rotavirus VP7 gene ให้ผลบวก แต่ไม่สามารถแยก G-genotype ได้จะท าการ

ทดสอบ ด้วยวิธี RT-PCR ในขัน้ตอนการศกึษาความชุกเพื่อศกึษาในระดบัอณูชีวโมเลกลุตอ่ไป 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ข้อมลู 

1. การศึกษาความชุกของ Rotavirus 

 จากการเก็บตัวอย่างอุจจาระจากผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้าพักรักษาตัวใน
โรงพยาบาลทัง้ 4 แหง่ ทัง้หมด 557 ตวัอยา่ง โดยเป็นตวัอยา่งจาก 

- โรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่น 269 ตวัอยา่ง 
- โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 236 ตวัอยา่ง 
- โรงพยาบาลมหาราชนครราชสมีา จงัหวดันครราชสมีา    40 ตวัอยา่ง 

- โรงพยาบาลอุ้มผาง จงัหวดัตาก    12 ตวัอยา่ง 

 โดยตวัอยา่งทัง้หมดได้ถกูน ามาตรวจสอบและวิเคราะห์ผลดงัตอ่ไปนี ้

1.1. ผลการตรวจเชือ้โรตาไวรัสในอุจจาระที่เก็บได้จากผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงที่เข้า
พักรักษาตัวในโรงพยาบาลรวมส่ีจังหวัด  

  จากการท า PCR ในสว่นของ VP4 และ VP7 gene ด้วย วิธี 1 step RT-PCR โดย
ใช้ primer Con2, Con3 ในการเพิ่มจ านวน VP4 gene และ primer Beg9, End9 ในการเพิ่ม
จ านวน VP7 gene เพื่อหาการติดเชือ้โรตาไวรัสได้ผลผลิตจากการท า PCR ขนาด 1062 bp และ 
876 bp ตามล าดบั 

  

รูปท่ี 8 แสดงขนาดของผลผลติจากการเพิ่มจ านวนอาร์เอ็นเอ (RNA amplification) ของโรตาไวรัส
ในสว่นของ VP7 และ VP4 gene, N คือ negative control 

 

 

1062 bp 
 876 bp 
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       จากการตรวจสอบด้วยวิธี 1 step RT-PCR เพิ่มจ านวน VP4 และ VP7 gene จาก
ตวัอยา่งอุจจาระท่ีใช้ในการศกึษาทัง้หมด ได้ผลบวกตอ่เชือ้โรตาไวรัส 158 ตวัอยา่ง คิดเป็น 
28.37% ดงัตารางท่ี 12 

ตารางท่ี 12 แสดงผลการตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสจากตวัอย่างอุจจาระท่ีเก็บจากผู้ ป่วยเด็กท่ีเข้าพกั
รักษาตวัด้วยอาการอุจจาระร่วงในโรงพยาบาลแตล่ะจงัหวดั 

จังหวดั จ านวนส่ิงส่งตรวจ 
จ านวนที่ให้ผลบวกต่อ 

PCR  
% 

กรุงเทพมหานคร 236 52 22.03 
ขอนแก่น 269 81 30.11 
นครราชสมีา 40 15 37.50 
ตาก 12 10 83.33 
รวม 557 158 28.37 

  จากตารางท่ี 12 จ านวนตวัอยา่งที่ใช้ในการศึกษานีมี้จ านวน 158 ตวัอย่าง แต่ละ
ตวัอยา่งได้ท าการใส ่Code ด้วย รหสัตวัอยา่ง ตามด้วย รหสัจงัหวดัและปี ค.ศ.ท่ีเก็บตวัอยา่ง ซึง่ได้
แสดงรายละเอียดไว้ในภาคผนวก ข 

  จากการวิเคราะห์ข้อมลูการตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสแยกตามระยะเวลาในการเก็บ
ตวัอย่างรวมทัง้สี่โรงพยาบาลตัง้แต่เดือนกรกฎาคม 2550 ถึง พฤษภาคม 2552 พบว่า มีการพบ
เชือ้โรตาไวรัสเพิ่มสงูขึน้ระหวา่งเดือนมกราคม ถึง มีนาคม ซึง่เป็นช่วงฤดหูนาวของประเทศไทย ดงั
รูปท่ี 9 
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รูปท่ี 9 กราฟแทง่แสดงจ านวนเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบในแตล่ะเดือนรวมสีจ่งัหวดัตัง้แต่เดือน กรกฎาคม 
2550 ถึง พฤษภาคม 2552  

  จากการวิเคราะห์ข้อมูลการตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสในแต่ละช่วงอายุของผู้ ป่วยท่ี
เข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลทัง้สี่แห่งตัง้แต่แรกเกิดจนถึง 10 ปี ในการศึกษานี ้พบว่า อายุน้อย
ท่ีสดุท่ีตรวจพบเชือ้ คือ 1 เดือน และอายุมากท่ีสดุ คือ 8 ปี โดยช่วงอายุระหว่าง 12-17 เดือน เป็น
ช่วงอายท่ีุมีการตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสมากท่ีสดุ คิดเป็น 34.81% (55/158) ดงัรูปท่ี 10 

 

รูปท่ี 10 กราฟแทง่แสดงจ านวนการพบเชือ้โรตาไวรัสในแต่ละช่วงอายุของผู้ ป่วยท่ีเข้าพกัรักษาตวั
ในโรงพยาบาลรวมสีจ่งัหวดั 



 
 

41 

1.2. ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์เพื่อแยกจีโนไทป์  

  จากการน านิวคลีโอไทด์ในส่วนของ VP4 และ VP7 gene ท่ีได้มาท าการ
เปรียบเทียบกับข้อมูลนิวคลีโอไทด์ท่ีมีรายงานในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้
โปรแกรม BLAST พบวา่ มีความเหมือนกบัล าดบันิวคลโีอไทด์ของโรตาไวรัสกลุม่เอทุกตวัอย่าง ดงั
รูปท่ี 11-12 

 
รูปท่ี 11 แสดงตวัอยา่งผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ของ VP4 gene ท่ีได้กบันิวคลโีอไทด์
ของสิง่มีชีวิตอ่ืนท่ีมีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST จากรูป
พบวา่ ล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้จากการศกึษามีความเหมือนกบัล าดบันิวคลโีอไทด์ของ Human 
rotavirus A สว่น VP4 gene 

 
รูปท่ี 12 แสดงตวัอยา่งผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ของ VP7 gene ท่ีได้กบันิวคลโีอไทด์
ของสิง่มีชีวิตอ่ืนท่ีมีอยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST จากรูป
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พบวา่ ล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้จากการศกึษามีความเหมือนกบัล าดบันิวคลโีอไทด์ของ Human 
rotavirus A สว่น VP7 gene 

 
 
รูปท่ี 13 แสดงตวัอยา่งการเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้กบันิวคลโีอไทด์ท่ีมีอยูใ่นธนาคาร
รหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST จากรูปจะพบวา่ล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้จาก
การศกึษาเม่ือเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลโีอไทด์อ้างอิง พบวา่มีความแตกตา่งกนัเลก็น้อย 
 

 
 

รูปท่ี 14 แสดงตวัอยา่ง Chromatogram ของ VP7 gene ด้วยโปรแกรม Chromas 
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  จากการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์เพื่อแยกจีโนไทป์พบว่า สามารถแยกจีโน
ไทป์ชนิด P-type (VP4 gene) ได้เป็น P[4], P[6], P[8] และ P[9] และชนิด G-type (VP7 gene) 
ได้เป็น G1, G2, G3, G9 และ G12 ดงัตารางท่ี 13 
 
ตารางท่ี 13 แสดงผลจากการจ าแนกจีโนไทป์ด้วยล าดบันิวคลโีอไทด์ในบริเวณ VP4 และ VP7 
gene 

genotypes 
จ านวนสายพันธ์ุของเชือ้โรตาไวรัสที่พบ (%) 

รวม 
P[4] P[6] P[8] P[9] 

G1 - - 78 (49.4) -  78 (49.4) 
G2 32 (20.3) - - -  32 (20.3) 
G3 - -  1 (0.6) 1 (0.6)  2 (1.3) 
G9 - -   35 (22.2) -  35 (22.2) 
G12 - 1 (0.6) 10 (6.3) - 11 (6.7) 
รวม 32 (20.3) 1 (0.6) 124 (78.5) 1 (0.6) 158 (100.0) 

 

1.3. เปรียบเทียบข้อมูลจีโนไทป์ที่พบในแต่ละโรงพยาบาลเพื่อดูความแตกต่างของ
แต่ละจีโนไทป์ที่พบในโรงพยาบาลในเขตตัวเมือง กับ โรงพยาบาลในเขตชนบท 

   จากผลการแยกจีโนไทป์ในจากผู้ ป่วยในโรงพยาบาลแต่ละจังหวัด พบว่า G-
genotype G1, G3, G9 และ G12 สว่นใหญ่จับคู่กับ P-genotype P[8]  ในขณะท่ี G2 จับคู่กับ 
P[4] เท่านัน้ โดยพบ Uncommon strain 10 ตวัอย่าง เป็นสายพนัธ์ุ G3P[9], G12P[6] และ 
G12P[8] ดงัตารางท่ี 14 
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ตารางท่ี 14 แสดงผลการจ าแนกสายพนัธ์ุของเชือ้โรตาไวรัสท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในโรงพยาบาล
แตล่ะจงัหวดั 

  จากตารางท่ี 14 พบว่า จีโนไทป์ท่ีพบในโรงพยาบาลท่ีเป็นตวัแทนเขตตวัเมืองทัง้
สองแหง่ ได้แก่ โรงพยาบาลในจงัหวดักรุงเทพมหานคร และโรงพยาบาลในจงัหวดันครราชสมีา พบ
เป็น G1P[8] 34.33%(23/67), G9P[8] 32.88%(22/67), G2P[4] 29.85%(20/67), G12P[6] 
1.49%(1/67) และ G12P[8] 1.49%(1/67) ในขณะท่ีจีโนไทป์ท่ีพบในโรงพยาบาลตัวแทนเขต
ชนบท ได้แก่ โรงพยาบาลในจังหวัดขอนแก่น และโรงพยาบาลในจังหวัดตาก พบเป็น G1P[8] 
60.44%(55/91), G9P[8] 14.29%(13/91), G2P[4] 13.19%(12/91), G12P[8] 9.89%(9/91), 
G3P[8] 1.10%(1/91) และ G3P[9] 1.10%(1/91) 

  จากผลท่ีได้ พบว่า อัตราสว่นจีโนไทป์ G1P[8] ในโรงพยาบาลในเขตตวัเมือง มี
อตัราสว่นท่ีต ่ากวา่โรงพยาบาลในเขตชนบท 

1.4. ผลการจัดกลุ่มโดย Phylogenetic analysis เปรียบเทียบกับข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่
มีรายงานจีโนไทป์ใน GenBank  

  จากการถอดรหสัพนัธุกรรมของเชือ้โรตาไวรัสในสว่นของ VP4 และ VP7 gene 
ทัง้หมด 158 ตวัอยา่ง เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการถอดรหสัพนัธุกรรมในสว่น 5’ และ 3’ 
มาประกอบเข้าด้วยกันด้วยโปรแกรม Seqman เพื่อให้ได้ gene ครบเส้น พบว่า มีจ านวน 103 
ตวัอยา่ง ท่ีสามารถรวมสายรหสัพนัธุกรรมในสว่นของ VP4 และ VP7 gene ได้ยาวตัง้แต่ 800 bp 
และ 900 bp ขึน้ไป ตามล าดบั  

จังหวัด 
จ านวนสายพันธ์ุของเชือ้โรตาไวรัสที่พบ (%) จ านวนที่

พบเชือ้
ทัง้หมด G1P[8] G2P[4] G3P[8] G3P[9] G9P[8] G12P[6] G12P[8] 

กรุงเทพมหานคร 
20  

(38.46) 
19 

(36.54) 
- - 

12 
(23.08) 

- 
1 

(1.92) 
52 

ขอนแก่น  
53  

(65.43) 
12  

(14.81) 
1 

(1.23) 
1 

(1.23) 
13 

(16.05) 
- 

1 
(1.23) 

81 

นครราชสีมา 
3  

(20.00) 
1 

(6.67) 
- - 

10 
(66.67) 

1 
(6.67) 

- 15 

ตาก 
2  

(20.00) 
- - - - - 

8  
(80.00) 

10  
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  เพื่อให้ได้ผลในการจดักลุม่ทาง Phylogenetic analysis ท่ีชดัเจนท่ีสดุ จึงคดัเลือก 
103 ตวัอยา่ง ท่ีได้กลา่วข้างต้น มาใช้ในการศกึษา โดย สุม่ล าดบันิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมี
อยูใ่นธนาคารรหสัพนัธุกรรมเพื่อน ามาเปรียบเทียบ ได้แก่  

VP7 gene 

 Genotype G1:  AB018697, AF260952, DQ377599, AF480293, DQ512969, 
DQ512974, DQ512968, DQ512979, DQ207389, DQ512981, 
AY631049, AY098670, DQ512980, DQ512982, DQ236055, 
DQ674881, DQ674873, DQ674883, DQ377567, DQ377593, 
DQ377574, DQ377587, DQ377573, DQ377570, DQ377571, 
AF183859, AF043678, U26377, U26364, D16326, K02033, 
D16344, D16320, D16328, M64666, D16325, M92651, L24164, 
L24165 

 Genotype G2: A01028, AF401754, AJ293722, AY653300, AY653298, 
AY653299, AF480275, AY707784, AF106299, EU839924, 
AY261350, AY787646, AF106283, AF106281, AB118023, 
AY261338, AF044338, AF106280, AY261347, AY261341, 
AF450292, U73955, U37956, AY766085, DQ534015,  D50124, 
D50125, D50114, D50117, X95371, X95370 X95273 

 Genotype G3: DQ904504, EU708578, DQ440622, DQ955490, EU708575, 
EU708586, EU708580, DQ904501, AY707794, AY707790, 
AY707793, AY870661, AY165009, AF386915, AB081594, 
AY603153, EF672602, AB180974, EU708961, AJ311739, 
EU708588, AY707792, DQ923801, DQ923797, D86278, 
D86271, D86281, D86183,  D86279, D86276, D86272, K02028 

 Genotype G9: DQ236060, AF501580, AY184813, AY307087, DQ490173, 
DQ236067, DQ236068, DQ236065, DQ236058, AY487856, 
AB091747, AY699304, AY879296, AB091752, AB091750, 
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DQ056300, AY699290, AY699302, AF438228, DQ647423, 
AY866503, AY866505, AJ250543, AJ250277, AF060487, 
AJ250275, EF197980, EU153554, AB091778, AB180970, 
D38053, D38055, L14072, AB180969 

 Genotype G12: DQ099754, DQ099747, DQ146654, DQ017649, DQ146687, 
DQ490550, DQ146643, AB269689, DQ062125, AF508734, 
DQ062129, DQ099749, DQ146665, AB436818, EU496257, 
AB071404, AB125852, DQ204743, EF672595 

VP4 gene 

 Genotype P[4]: AB118025, GQ117018, EU839950, EF077354, M32559, 
EF672591, AJ278256, X82323, AF401755 

 Genotype P[6]: AF079356, EF033340, EU839948, AJ311737, AJ278253, 
EF554085, AB271687, AJ621506, AF529876, DQ146663, 
EU839953, EU839952, FJ183356, DQ070470, M88480, 
L20877, EF077348, EF672612, U16299 

 Genotype P[8]: L34161,  AJ605315, AJ540229, AB039943, AB039942, 
AJ302146, AJ3021524, AB008285, AJ302143, AJ302151, 
AB008273, DQ235955, AB039944, AB008278, AY509910, 
AF052449, DQ235978, AY856445, DQ146652, DQ235978, 
AY856444, EU045229, EU839960, DQ675004, DQ146641 

 Genotype P[9]: D90260, DQ923802, DQ923798, D10970, AB008289, 
EU708574, EU708959, AJ488138, EU513176, EF672605, 
AB077766, EU513175 

 

ผลการจ าแนกจีโนไทป์ในบริเวณ VP7 และ VP4 gene ด้วยการสร้าง phylogenetic 
tree แสดงไว้ดงัรูป ท่ี 15-23 
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VP7 gene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รู ป ท่ี  15 
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รูปท่ี 15 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP7 gene ของ Genotype G1 ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  จากรูป พบว่า G1 ท่ีพบในการศึกษานีส้ว่นใหญ่จ าแนกอยู่ในอยู่ใน Lineage I, 
sublineage Ic ซึ่งสายพนัธ์ุท่ีอยู่ใน Lineage นีส้ว่นใหญ่เป็นสายพันธ์ุท่ีพบในประเทศแถบทวีป
เอเชีย โดยมีค่า % nucleotide similarity เม่ือเทียบกับสายพันธ์ุอ่ืนๆ ใน Lineage I มากกว่า 
96.0% และมี 4 ตวัอย่าง (กรุงเทพมหานคร 3 ตวัอย่าง และขอนแก่น 1 ตวัอย่าง) จ าแนกอยู่ใน 
Lineage II โดยทัง้ 4 ตวัอยา่ง มีความคล้ายกันกับ PA11/89 และ PA33/89 ท่ีพบในอิตาลีด้วยค่า 
% nucleotide similarity เทา่กบั 97.0-97.1% 

 

รูปท่ี 16 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP7 gene ของ Genotype G2 ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
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พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  จากรูปท่ี 16 พบว่า G2 ท่ีพบในการศึกษานีทุ้กตวัอย่างจ าแนกอยู่ใน Lineage II 
โดยมี 10 ตวัอย่าง (กรุงเทพมหานคร 6 ตวัอย่าง และขอนแก่น 4 ตวัอย่าง) จ าแนกอยู่ในกลุ่ม
เดียวกนักบั KO-2 ท่ีพบในประเทศญ่ีปุ่ นด้วย % nucleotide similarity สงูถึง 99.5-99.8% และมี 1 
ตวัอยา่งจากกรุงเทพมหานคร พ.ศ.2551 อยูใ่นกลุม่เดียวกนักบัสายพนัธ์ุท่ีพบในประเทศไทย พ.ศ. 
2547 นอกจากนีพ้บวา่ มี 3 ตวัอยา่งที่พบในปี พ.ศ.2551 (กรุงเทพมหานคร 1 ตวัอย่าง, ขอนแก่น 
1 ตวัอยา่ง และนครราชสมีา 1 ตวัอยา่ง) ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนักบั MMC84 ท่ีพบในบงัคลาเทศ
ปี พ.ศ.2548 

 

รูปท่ี 17 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP7 gene ของ Genotype G3 ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 
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  จากรูปท่ี 17 พบวา่ G3 ท่ีพบในการศกึษานีท้กุตวัอยา่งจ าแนกอยูใ่น Lineage I 
และตวัอย่างทัง้หมด 2 ตวัอย่าง เป็นตวัอย่างท่ีเก็บจากผู้ ป่วยท่ีเข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลใน
จังหวัดขอนแก่น โดยพบว่า CU365-KK/08 ท่ีพบในปี พ.ศ.2551 เป็นสายพันธ์ุท่ีคล้ายกันกับ 
CMH134-04 และ CHM120-92 ท่ีพบในจังหวดัเชียงใหม่ในปี พ.ศ.2547 ในขณะท่ี CU444-
KK/09 ท่ีพบในปี พ.ศ.2552 มีความคล้ายกันกับ E885 ท่ีพบในประเทศจีน โดยมีค่า % 
nucleotide similarity เทา่กบั 96.8% และ 97.9% ตามล าดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 18 
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รูปท่ี 18 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP7 gene ของ Genotype G9 ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  จากรูปท่ี 18 พบวา่ G9 ท่ีพบในการศึกษานีทุ้กตวัอย่างจ าแนกอยู่ใน Lineage III 
โดยอยูใ่นกลุม่เดียวกันกับสายพนัธ์ุ CU33G9 ท่ีพบประเทศไทย ด้วยค่า % nucleotide similarity 
เทา่กบั 98.8-99.3% 

 

รูปท่ี 19 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP7 gene ของ Genotype G12 ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  จากรูปท่ี 19 พบว่า G12 ท่ีพบในการศึกษานีทุ้กตวัอย่างจัดอยู่ใน Lineage III 
โดยตวัอยา่งที่พบในโรงพยาบาลในจังหวดัตาก 8 ตวัอย่างและโรงพยาบาลในกรุงเทพมหานคร 1 
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ตวัอยา่งถกูจ าแนกอยูใ่นกลุม่เดียวกนักบัสายพนัธ์ุท่ีพบในประเทศอินเดียด้วยค่า % nucleotide 
similarity สงูถึง 99.0-99.6% ในขณะท่ี G12 ท่ีพบในจังหวดัขอนแก่นและนครราชสีมาจ านวน 2 
ตวัอย่างถูกจ าแนกอยู่ในกลุม่เดียวกันกับ MS041-07 ท่ีพบในประเทศไทย พ.ศ.2550 ด้วยค่า % 
nucleotide similarity เทา่กบั 99.6-99.8% 
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VP4 gene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 20  
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รูปท่ี 20 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP4 gene ของ Genotype P[8] ท่ี
พบจากโรงพยาบาลในสีจ่งัหวดัเปรียบเทียบกบันิวคลโีอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยูใ่นธนาคารรหสั
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตัวอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  พบวา่ P[8] ท่ีใช้ในการศึกษา Phylogenetic analysis ทัง้หมด 87 ตวัอย่าง มี 86 
ตวัอย่าง จัดอยู่ใน Lineage II  โดย มีหนึ่งตวัอย่างซึ่งเป็นตวัอย่างท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยท่ีเข้ามาพกั
รักษาตวัในโรงพยาบาลในกรุงเทพมหานคร พ.ศ.2552 ถูกจ าแนกอยู่ใน Lineage IV และมีความ
คล้ายกนักบัสายพนัธ์ุท่ีพบในประเทศมาลาวี โดยมีคา่ % nucleotide similarity เทา่กบั 98.4% 

 

รูปท่ี 21 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP4 gene ของ Genotype P[6] ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตัวอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 
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  จากการจัดกลุม่ด้วย Phylogenetic tree พบว่า P[6] ท่ีพบในการศึกษานีถู้ก
จ าแนกอยู่ใน Lineage I  และมีความเหมือนกันกับสายพนัธ์ุท่ีพบในบงัคลาเทศ โดยมีค่า % 
nucleotide similarity สงูถึง 99.7% 

  จากการศึกษาข้อมูลการจ าแนก Lineage ของ Genotype P[4] และ P[9] จาก
รายงานการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่า ทัง้ 2 P-genotypes มีข้อมูลท่ีไม่ชัดเจน  ดงันัน้การวิเคราะห์
ข้อมูล Phylogenetic tree ในการศึกษา 2 P-genotypes นี ้จึงท าโดยจัดกลุ่มและหาค่า % 
nucleotide similarity เทา่นัน้  

 

รูปท่ี 22 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP4 gene ของ Genotype P[4] ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  จากรูปท่ี 22 พบวา่ P[4] ท่ีพบในการศึกษานีจ้ านวน 7 ตวัอย่างซึ่งเป็นตวัอย่างท่ี
แยกได้จากผู้ ป่วยในจังหวัดกรุงเทพมหานคร ถูกจ าแนกในกลุม่เดียวกันกับ KMR029 ท่ีพบใน
ประเทศเกาหล ีโดยมีคา่ % nucleotide similarity เทา่กบั 99.6-99.9% และอีก 4 ตวัอย่างโดยเป็น
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ตวัอยา่งที่พบใน กรุงเทพมหานคร 2 ตวัอยา่ง นครราชสมีา 1 ตวัอย่าง และขอนแก่น 1 ตวัอย่าง 
พบว่า ทัง้ 4 ตวัอย่างมีความคล้ายกันกับ MMC6 ท่ีพบในบงัคลาเทศและ H676 ท่ีพบในรัสเซีย 
โดยมีคา่ % nucleotide similarity เทา่กบั 99.2-99.9% 

 

รูปท่ี 23 Phylogenetic tree แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์สว่น VP4 gene ของ Genotype P[9] ท่ีพบ
จากโรงพยาบาลในสี่จังหวดัเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จากประเทศอ่ืนๆท่ีมีอยู่ในธนาคารรหัส
พนัธุกรรม, สญัลกัษณ์  แสดง ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษานี,้ กรอบสี่เหลี่ยม แสดง prototype 
strain 

  เม่ือท าการจัดกลุม่ด้วย Phylogenetic tree พบว่า P[9] ท่ีพบในการศึกษานีถู้ก
จ าแนกในกลุม่เดียวกันกับ CMH134/04 และ CMH120/04 ซึ่งเป็นสายพนัธ์ุ G3P[9] ท่ีพบใน
ประเทศไทยเม่ือปี พ.ศ.2547 โดยมีคา่ % nucleotide similarity เทา่กบั 98.0-98.2% 
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2. พัฒนาการตรวจจีโนไทป์ชนิด G-type ที่พบบ่อยด้วย multiplex RT-PCR 
 การศกึษานีเ้ป็นการพฒันาการตรวจแยกจีโนไทป์ชนิด G-type ของเชือ้ Human rotavirus 
group A ท่ีพบบอ่ย ได้แก่ G1 G2 และ G9 ด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR โดยการใช้ primer ท่ี
จ าเพาะตอ่ VP7 gene แตล่ะจีโนไทป์ ร่วมกบัการตรวจหา VP4 gene ซึง่ใช้เป็นตวับง่บอกการพบ
เชือ้โรตาไวรัสภายในระบบเดียวกนั แล้วทดสอบ primer ด้วย recombinant plasmids ท่ีได้จาก
การ cloning สารพนัธุกรรมของเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบในตวัอยา่งอุจจาระผู้ ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉยัวา่
เป็น VP4 gene และ VP7 gene จีโนไทป์ G1 G2 G9 

2.1. ผลการทดสอบ primer ด้วย recombinant plasmids 

 

รูปท่ี 24 ผลการทดสอบ primer ในการเพิ่มจ านวน recombinant plasmid โดยการท า multiplex 
RT-PCR G1 G2 G9 Rotavirus, M คือ 100 bp DNA Marker, G1 G2 G9 และ VP4 คือ 
recombinant plasmids ของยีน G1 G2 G9 และ VP4 gene ตามล าดบั, N คือ Negative 
control(DW) 

2.2. ผลการทดสอบ sensitivity 

ผลการทดสอบความไวโดยใช้ dsRNA ท่ีจ าลองจาก RNA ท่ีได้จากการท า In vitro 
transcription ของ  VP4 gene, G1, G2 และ G9 พบว่า multiplex RT-PCR มีความไวในการเพิ่ม
จ านวน dsRNA เป็น 103, 103, 102  และ 102  copies/µl ตามล าดบั ดงัรูปท่ี 25  

 

 

 

876 bp 
620 bp  
480 bp 
340 bp 
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a)  

b)  

c)  

d)  

รูปท่ี 25 ผลการทดสอบความไวของ multiplex RT-PCR G1 G2 G9 Rotavirus ของ a) Rotavirus 
(VP4 gene), b) G1, c) G2, และ d) G9 โดยใช้ dsRNA จาก In vitro transcription ท่ีมีความ
เข้มข้นตัง้แต่ 1010 จนถึง 101 copies/µl, M คือ 100 bp DNA Marker, N คือ Negative 
control(DW) 
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2.3. ผลการทดสอบ specificity 

ทดสอบด้วยเชือ้ไวรัสก่อโรคในระบบทางเดินอาหารในเด็กท่ีพบในห้องปฏิบติัการ
ศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก โดยสกัด DNA/RNA ของเชือ้ไวรัส ได้แก่ 
Adenovirus, Human Bocavirus และ Astrovirus จากตวัอยา่งอุจจาระของผู้ ป่วย โดยสุม่ตวัอยา่ง
อุจจาระท่ีตรวจพบเชือ้โรตาไวรัสจากการศกึษาความชุกมาสกดัพร้อมกนัเพื่อเป็น positive control 
พบวา่ ไม่มีการเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมของไวรัสดงักลา่ว ดงัรูปท่ี 26 

 

รูปท่ี 26 ตวัอยา่งผลการทดสอบความจ าเพาะของ multiplex RT-PCR G1 G2 G9 Rotavirus โดย
ใช้ DNA/RNA จากเชือ้ไวรัสก่อโรคระบบทางเดินอาหารในเด็ก, M คือ 100 bp DNA Marker, 
Ad1-Ad2 คือ Adenovirus, As1 คือ Astrovirus, Bo1 คือ Human Bocavirus, +Mix คือ dsRNA 
จาก In vitro transcription ของ G1 G2 G9 และ VP4 gene ผสมกนั, +S คือ Positive control 
(dsRNA ของเชือ้โรตาไวรัสจากตวัอยา่งอุจจาระของผู้ ป่วย), G1 G2 G9 และ RV คือ positive 
control plasmids ของ G1 G2 G9 และ VP4 gene ตามล าดบั, N คือ Negative control (DW) 
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2.4. ผลการวินิจฉัยด้วย multiplex RT-PCR เปรียบเทียบกับผลในขั้นตอน
การศึกษาความชุก 

ท าการทดสอบ multiplex RT-PCR G1 G2 G9 Rotavirus กบั dsRNA ของเชือ้โร
ตาไวรัสท่ีสกดัจากตวัอยา่งสารละลายอุจจาระท่ีพบเชือ้โรตาไวรัสและทราบจีโนไทป์จากการศกึษา
ความชุก จ านวน 158 ตวัอยา่ง ได้ผลดงัตารางท่ี 15  

ตารางท่ี 15 เปรียบเทียบผลการวินิจฉัยด้วย multiplex RT-PCR กับผลในขัน้ตอนการศึกษาความ
ชุก 

จีโนไทป์ 
ผล

การศกึษา
ความชุก 

ผล multiplex RT-PCR G1 G2 G9 Rotavirus (%) 

G1 G2 G9 Rotavirus Negative 
Unidentifi

ed 

G1 78 
74 

(94.87) 
- - - 

1 
(1.28) 

3 
(3.85) 

G2 32 - 
27 

(84.37) 
- - 

1 
(3.12) 

4 
(12.5) 

G3 2 - - - 
2 

(100.00) 
- - 

G9 35 - - 
32 

(91.43) 
- 

1 
(2.86) 

2 
(5.71) 

G12 11 - - - 
11 

(100.00) 
- - 

จากผลการทดสอบ พบวา่ ผลการตรวจแยกจีโนไทป์ด้วย multiplex RT-PCR ตอ่ 
G1 G2 G9 ให้การแปลผลตรงกบัการศกึษาความชุกจ านวน 146 ตวัอยา่ง คิดเป็น 92.04% โดย 
ให้ผลเป็น false negative 3 ตวัอยา่ง (1.90%) และไม่สามารถแปลผลได้ 9 ตวัอยา่ง (5.69%) 
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บทที่  5 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการวจัิย 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการศึกษาความชุก 

  ในประเทศไทย พบวา่ เชือ้โรตาไวรัสมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคอุจจาระร่วงใน
เด็กเลก็มานานกวา่ 30 ปี จากรายงานการศึกษาอุบติัการณ์การพบเชือ้โรตาไวรัสด้วยเทคนิคทาง
อณูชีววิทยาในรอบ 10 ปีท่ีผ่านมา โดย ในระหว่างปี พ.ศ.2541-2542, 2544-2545, 2545-2547 
และ 2547-2549 พบอุบติัการณ์การเกิดโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสเป็น 50.6%, 43.0%, 
33.3% และ 42.3% ตามล าดบั (15-17,28) ซึง่จากผลการศึกษาในผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงท่ีเข้าพกั
รักษาตวัในโรงพยาบาลทัง้สีแ่หง่ของการศกึษานีท้ัง้หมด 557 ตวัอยา่ง ด้วยวิธีทาง RT-PCR พบให้
ผลบวกต่อเชือ้โรตาไวรัส 158 ตัวอย่าง คิดเป็น 28.4% โดย พบในโรงพยาบาลในจังหวัด
กรุงเทพมหานคร 22.0% โรงพยาบาลในจังหวดัขอนแก่น 30.1% และโรงพยาบาลในจังหวัด
นครราชสีมา 37.5% สว่นผลการพบเชือ้ท่ีได้จากจังหวดัตากนัน้ พบสงูถึง 83.3% ซึ่งผลท่ีได้จาก
โรงพยาบาลในจงัหวดันีไ้ม่สามารถเช่ือถือได้ เน่ืองจากตวัอยา่งที่เก็บได้มีจ านวนน้อยเกินไป 

  อุบติัการณ์ของเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบ เม่ือน ามาวิเคราะห์แยกตามเดือนท่ีท าการเก็บ
ตวัอยา่งตัง้แตเ่ดือนกรกฎาคม 2550 – พฤษภาคม 2552 พบวา่ ช่วงเดือนธันวาคม-มีนาคมซึ่งเป็น
ช่วงฤดหูนาวของประเทศไทย มีผู้ ป่วยเด็กท่ีเข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลด้วยอาการอุจจาระร่วง
เพิ่มสงูขึน้ โดย พบอาการอุจจาระร่วงสาเหตจุากเชือ้โรตาไวรัสเฉลี่ยในช่วงเดือนมกราคม-มีนาคม
ปี พ.ศ.2551 และ 2552 เป็น 41.3% ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาในหลายประเทศท่ีพบว่า 
อุบติัการณ์ของโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสสมัพนัธ์กบัอุณหภมิู โดยจะพบอุบติัการณ์ของเชือ้
เพิ่มสงูขึน้ในช่วงท่ีมีอากาศหนาวเย็น (15,29-31)  

  จากการวิเคราะห์ผลการตรวจพบเชือ้แยกตามอายุของผู้ ป่วย พบว่า ช่วงอายุท่ีมี
การติดเชือ้โรตาไวรัสมากท่ีสุด คือ 12-17 เดือน (34.8%) รองลงมา คือ 6-11 เดือน (22.8%) 
ในขณะท่ีช่วงอายตุัง้แต ่0-5 เดือน พบการติดเชือ้เพียง 7.6% ซึง่อาจเป็นผลมาจากเด็กในช่วงอายุ
นีส้ว่นใหญ่ได้รับภูมิคุ้มกันจากมารดา ทัง้จากภูมิคุ้มกันท่ีได้รับตอนอยู่ในครรภ์ และภูมิคุ้มกันท่ี
ได้รับจากการด่ืมนมมารดา 

จากผลการจ าแนกจีโนไทป์ของเชือ้โรตาไวรัสในการศึกษานีใ้นภาพรวม พบว่า จี
โนไทป์ท่ีพบในการศกึษานีส้ว่นใหญ่เป็นจีโนไทป์เดียวกับท่ีพบในประเทศอ่ืนทัว่โลก(G1, G2 และ 
G9) โดย จีโนไทป์ชนิด G-type ท่ีพบเป็น G1 มากท่ีสดุ คิดเป็น 49.4% รองลงมา คือ G9, G2, 
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G12 และ G3 คิดเป็น 22.2%, 20.3%, 6.7% และ 1.3% ตามล าดบั โดย P-type ท่ีพบมากท่ีสดุ 
คือ P[8] คิดเป็น 78.5% รองลงมา คือ P[4], P[6] และ P[9] คิดเป็น 20.3%, 0.6% และ 0.6% 
ตามล าดบั โดย G1 และ G9 มีการจับคู่กับ P[8], G2 จับคู่กับ P[4], G3 จับคู่กับ P[8] และ P[9], 
G12 จบัคูก่บั P[6] และ P[8] ซึง่เม่ือน าผลท่ีได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับการศึกษาในรอบ 10 ปี
ท่ีผา่นมา พบวา่ จีโนไทป์ชนิด G-type ของเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบมีการเปลีย่นแปลงตลอดเวลา โดยใน
ปี พ.ศ.2541-2542 พบอุบติัการณ์ของ G1 สงูท่ีสดุ(28) ต่อมาในปี พ.ศ.2545-2547 อุบติัการณ์
ของ G1 ลดลง ในขณะท่ี G2 กลายเป็นจีโนไทป์ท่ีพบก่อโรคมากท่ีสดุในช่วงปีนัน้(16) และจาก
การศึกษาต่อมาในปี พ.ศ.2547-2549 (17) พบอุบติัการณ์ของ G1 เพิ่มสงูขึน้อีกครัง้ ในขณะท่ี
อุบัติการณ์ของ G2 กลบัลดลงและหายไปในช่วงปี พ.ศ.2548-2549 และจากผลการศึกษานี ้
พบว่า ในช่วงปี พ.ศ. 2550-2551 มีการระบาดร่วมกันของ G1 และ G9 ซึ่งต่อมาในช่วงปี พ.ศ.
2551-2552 G9 กลบัหายไป และกลายเป็น G2 ท่ีเพิ่มสงูขึน้ โดย มีการระบาดร่วมกันกับ G1 ดงั
สรุปในรูปท่ี 27 

 

รูปท่ี 27 กราฟเปรียบเทียบจีโนไทป์ชนิด G-type ท่ีพบในช่วงปี พ.ศ.2541-2542(28), 2545-
2547(16), 2547-2549(17) และผลจีโนไทป์ท่ีได้จากการศกึษานีใ้นช่วง 2550-2552 

  จากข้อมลูการศกึษาในรอบ 10 ปีท่ีผา่นมา รวมถึงข้อมลูท่ีได้จากการศกึษาในครัง้
นีส้ามารถสรุปได้วา่ ในประเทศไทย G1 เป็นจีโนไทป์หลกัท่ีพบเป็นสาเหตุของการเกิดโรคอุจจาระ
ร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสมากท่ีสดุ  

  ในปัจจุบนั ได้มีการพัฒนาวัคซีนเพื่อต้านเชือ้โรตาไวรัสเข้ามาใช้ โดย วัคซีนท่ี
ได้รับการจดทะเบียนและใช้กันในหลายประเทศทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย ได้แก่ Rotarix 
(GlaxoSmithKline, Belgium) ซึ่งเป็นวคัซีนชนิด monovalent attenuated human G1P[8] 
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rotavirus vaccine และ RotaTeq (Merck, USA) ซึ่งเป็น pentavalent human-bovine(WC3) 
reassortant rotavirus vaccine วัคซีนทัง้สองชนิดถูกน าเข้ามาใช้ในประเทศไทยตัง้แต่ปี พ.ศ.
2549 โดย Rotarix ได้รับความนิยมและถูกน าเข้ามาใช้ด้านการค้าในทวีปเอเชียและอเมริกาใต้ 
รวมถึง ประเทศไทย(32) เน่ืองจาก Rotarix มีการให้เพียง 2 dose ก็สามารถกระตุ้นการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกันได้อย่างสมบูรณ์ เม่ือเทียบกับ RotaTeq ท่ีต้องให้ถึง 3 dose และ เน่ืองจากสาย
พนัธ์ุท่ีใช้ในการผลิตวคัซีน Rotarix เป็นสายพนัธ์ุ  RIX4414 ซึ่งพฒันามาจากสายพนัธ์ุ 89-12 ท่ี
พบในผู้ ป่วยเด็กอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสในอเมริกาปี พ.ศ. 2532 โดยพบวา่ ภูมิคุ้มกันท่ีสร้าง
ขึน้ต่อเชือ้สายพันธ์ุนีมี้คุณสมบัติในการต้านเชือ้ข้ามสายพันธ์ุ (cross-reaction)(7,33) และมี
ประสทิธิภาพสงูในการต้านเชือ้สายพนัธ์ุท่ีพบบ่อยในปัจจุบนั เช่น G1P[8], G2P[4] และ G9P[8] 
ได้ แตจ่ากรายงานการศกึษาในประเทศบราซิล กลบัพบว่า ภายหลงัการน าวคัซีนชนิดนีเ้ข้ามาใช้ 
วคัซีนมีประสิทธิภาพในการลดอุบัติการณ์ของโรคอุจจาระร่วงจากเชือ้โรตาไวรัสได้จริง แต่ใน
ขณะเดียวกัน สายพนัธ์ุท่ีพบเป็นสาเหตุของโรคกลบัมีการเปลี่ยนแปลงไปเป็น G2P[4] ซึ่ง G/P 
combination ไม่ตรงกับสายพนัธ์ุของวคัซีนเพิ่มสงูขึน้(11) ดังนัน้ จึงเกิดการตัง้ค าถามของการ
เลอืกสายพนัธ์ุวคัซีนให้ตรงกบัสายพนัธ์ุท่ีระบาดในแตล่ะท้องถ่ินขึน้ 

  จากการน าข้อมลูจีโนไทป์ท่ีได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบชนิดจีโนไทป์ของโรตาไวรัส
ในเด็กอุจจาระร่วงที่อยูใ่นเขตตวัเมือง ซึง่มีโอกาสได้รับวคัซีนมากกวา่เด็กในชนบท โดยให้เด็กจาก
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จังหวัดกรุงเทพมหานคร เป็นตัวแทนเด็กในเขตตัวเมือง และเด็กใน
โรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่นเป็นตวัแทนเด็กในเขตชนบท จากผลการศกึษา พบว่า จีโนไทป์
ท่ีพบในโรงพยาบาลตวัแทนเขตตวัเมือง กบัโรงพยาบาลตวัแทนเขตชนบทมีความแตกต่างกัน โดย 
อตัราสว่นจีโนไทป์ G1P[8] ในโรงพยาบาลในเขตตวัเมือง มีอัตราสว่นท่ีต ่ากว่าโรงพยาบาลในเขต
ชนบท ซึ่งอาจเป็นผลจากการท่ี G1P[8] เป็นสายพันธ์ุท่ีไวต่อวัคซีนจึงท าให้มีอัตราการพบเชือ้ 
G1P[8] ในเขตตัวเมืองต ่า ซึ่งผลท่ีได้จากการศึกษาในโรงพยาบาลในจังหวัดกรุงเทพมหานคร 
พบวา่ มีอุบติัการณ์ของจีโนไทป์ G1P[8](38.5%) และ G2P[4](36.5%) ใกล้เคียงกนั นอกจากนีย้งั
พบวา่ สายพนัธ์ุของเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบในเขตชนบทมีความหลากหลายทางสายพนัธ์ุมากกว่าใน
เขตตัวเมือง โดย ในตัวอย่างท่ีแยกได้จากโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่นนัน้ มีการพบ 
uncommon strains G3P[9] ซึง่เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความใกล้เคียงกันกับโรตาไวรัสสายพนัธ์ุท่ีพบใน
แมวด้วย 

  จากการท า phylogenetic analysis พบวา่ จีโนไทป์ G1 ท่ีพบในประเทศไทย มี 2 
Lineage ด้วยกัน โดยสว่นใหญ่ท่ีพบถูกจัดอยู่ใน Lineage I, sublineage Ic ซึ่งพบได้ในประเทศ
แถบเอเชีย และ Lineage II ซึ่งใน lineage II นี ้เป็น G1 ท่ีพบในโรงพยาบาลในจังหวัด
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กรุงเทพมหานคร 3 ตวัอย่าง และโรงพยาบาลในจังหวดัขอนแก่น 1 ตวัอย่าง โดยทัง้ 4 ตวัอย่าง
พบวา่ความคล้ายกนักบั G1 ท่ีพบในประเทศอิตาล ีส าหรับ G2 พบวา่ เป็น lineage II ทัง้หมด โดย
พบวา่ สว่นใหญ่มีความคล้ายกนักบั G2 ในประเทศญ่ีปุ่ น และมี 3 ตวัอยา่งซึง่พบจากโรงพยาบาล
ในจงัหวดักรุงเทพมหานคร ขอนแก่น และ นครราชสมีา ในปี 2551 โดย พบว่ามีความคล้ายกันกับ 
G2 ท่ีพบในบงัคลาเทศ ในการศกึษานี ้พบอุบติัการณ์ของ G3 ในอัตราท่ีต ่า โดย G3 ท่ีพบทัง้หมด
จัดอยู่ใน Lineage I ซึ่งทัง้ 2 ตวัอย่าง เป็นตัวอย่างท่ีเก็บจากผู้ ป่วยในโรงพยาบาลในจังหวัด
ขอนแก่น โดยพบว่า CU365-KK/08 ท่ีพบในปี พ.ศ.2551 เป็นสายพนัธ์ุท่ีคล้ายกันกับ CMH134-
04 และ CHM120-92 ท่ีพบในจังหวดัเชียงใหม่ ในขณะท่ี CU444-KK/09 ท่ีพบในปี พ.ศ.2552 มี
ความเหมือนกนักบั E885 ท่ีพบในประเทศจีน 

  G9 ถกูพบครัง้แรกในประเทศอินเดีย ซึง่ตอ่มาภายหลงัได้มีการแพร่ระบาดไปยงั
หลายประเทศทัว่โลก และในปัจจุบนั G9 ถกูจดัให้เป็น common strain จีโนไทป์ท่ี 5 ของโลก จาก
การศกึษานี ้ พบอุบติัการณ์ของ G9 ในโรงพยาบาลท่ีเป็นตวัแทนเขตตวัเมือง (33.9%) สงูกวา่
โรงพยาบาลตวัแทนเขตชนบท (14.3%) ซึง่จากผลการท า phylogenetic analysis พบวา่ G9 ท่ีพบ
จดัอยูใ่น Lineage III โดยมีความเหมือนกนักบั G9 ท่ีมีรายงานในประเทศไทยทกุตวัอยา่ง 

  G12 ถกูพบครัง้แรกในประเทศฟิลปิปินส์ในปี พ.ศ.2523 และมีรายงานการพบ จี
โนไทป์นีใ้นประเทศไทยเป็นครัง้แรกในปี พ.ศ.2543 โดยพบเป็น G12P[9] ในปัจจุบนั โรตาไวรัส 
G12P[6] และ G12P[8] ได้ถกูจดัให้เป็นสายพนัธ์ุของเชือ้โรตาไวรัสอีกสายพนัธ์ุหนึง่ท่ีพบได้บอ่ย 
(common strain) ในประเทศอินเดีย และจากรายงานการศกึษาทางด้านระบาดวิทยาของเชือ้โร
ตาไวรัสในหลายประเทศทัว่โลก พบอุบติัการณ์ของจีโนไทป์ G12 เพิ่มสงูขึน้ โดยเฉพาะในประเทศ
อินเดีย เนปาล และบงัคลาเทศ ซึง่ตอ่ไปในอนาคตจีโนไทป์ G12 อาจถกูจดัให้เป็น common 
strain จีโนไทป์ท่ี 6 ของโลกเช่นเดียวกนักบั G9 จากการศกึษานี ้G12 สว่นใหญ่ถกูพบในตวัอย่าง
ท่ีเก็บจากโรงพยาบาลอุ้มผางซึง่เป็นโรงพยาบาลชุมชนในจงัหวดัตาก และจากผลทาง 
phylogenetic analysis พบวา่จีโนไทป์ G12 ท่ีพบทัง้หมดจดัอยูใ่น Lineage III โดย G12 ท่ีพบใน
จงัหวดัตากนัน้ มีความเหมือนกนักบั G12 ท่ีพบในประเทศอินเดียถึง 99.0-99.6% นอกจากนี ้ ยงั
พบวา่ P[8] ท่ีพบในจงัหวดัตากมีความเหมือนกนักบัจีโนไทป์ท่ีพบในบงัคลาเทศ ซึง่ผลท่ีได้นี ้
สนบัสนนุความคิดท่ีวา่ G12 ท่ีพบในประเทศไทยอาจเป็น G12 ท่ีได้รับมาจากสายพนัธ์ุของ
ประเทศในแถบอินเดีย และบงัคลาเทศ เน่ืองจากประเทศในแถบนัน้มีอุบติัการณ์ของจีโนไทป์ G12 
ท่ีสงู จึงมีความเป็นไปได้วา่ อาจมีการถ่ายทอดเชือ้โรตาไวรัสสายพนัธ์ุนีส้ง่ตอ่กนัมา และอาจถกู
น าเข้าสูป่ระเทศไทยผา่นทางประเทศพม่า เน่ืองจากจงัหวดัตากเป็นจงัหวดัท่ีอยูติ่ดกบัชายแดน
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ไทย-พม่า ดงันัน้ การอพยพย้ายถ่ินของแรงงานตา่งด้าว จึงอาจมีความสมัพนัธ์กบัอบุติัการณ์ของ
การพบเชือ้โรตาไวรัสจีโนไทป์ G12 ในจงัหวดันี ้

  P[8] เป็น P-genotype ท่ีพบมากท่ีสดุทัว่โลก รวมถึง ประเทศไทย จากการศกึษา
นีพ้บ P[8] 78.5% และผลจาก phylogenetic analysis พบวา่ P[8] ท่ีพบในโรงพยาบาลทัง้สี่
จงัหวดัถกูจดัอยูใ่น Lineage II โดยมี 1 ตวัอยา่ง ซึง่พบในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จงัหวดั
กรุงเทพมหานคร ปี พ.ศ.2552 จดัอยูใ่น Lineage IV โดยมีความคล้ายกนักบัจีโนไทป์ท่ีพบในทวีป
แอฟริกาใต้ ส าหรับ P[6] ท่ีพบในการศกึษานี ้ พบวา่จดัอยูใ่น Lineage I โดยมีความคล้ายกนักบั 
P[6] ท่ีพบในประเทศบงัคลาเทศ จีโนไทป์ P[4] และ P[9] นัน้ ไม่สามารถแยก Lineage เน่ืองจาก
รายงานการศกึษาในระดบัอณูชีววิทยาของทัง้ 2 จีโนไทป์นีมี้น้อย ไม่สามารถระบุ Lineage ท่ี
ชดัเจนได้ ดงันัน้ การวิเคราะห์ข้อมลูทาง phylogenetic analysis จึงเป็นการวิเคราะห์ โดย จดั
กลุม่ และเปรียบเทียบหาเปอร์เซ็นต์ความเหมือน โดยพบวา่ P[4] ท่ีพบสามารถแบง่ได้เป็น 2 กลุม่
ด้วยกนั โดย กลุม่ท่ีพบในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ กรุงเทพมหานครช่วงปี พ.ศ.2551-2552 มี
ความเหมือนกนักบัจีโนไทป์ท่ีพบในประเทศเกาหล ี ในขณะท่ีอีกกลุม่หนึง่มีความเหมือนกนักบั 
P[4] ท่ีพบในประเทศบงัคลาเทศและรัสเซีย ส าหรับ P[9] ท่ีพบในการศกึษานี ้ พบวา่ มีความ
เหมือนกนักบัสายพนัธ์ุ CMH134-04 และ CHM120-04 ท่ีพบในจงัหวดัเชียงใหม่ ปี พ.ศ. 2547 ซึง่
สมัพนัธ์กบัผลของ G-genotype 

  จากการน าผลทาง phylogenetic analysis ของทัง้สองยีนมาวิเคราะห์ร่วมกนั 
พบวา่ ในตวัอยา่งเดียวกนัพบ VP4 และ VP7 ท่ีไม่สอดคล้องกนั ตวัอยา่งเช่น CU581-BK/09 ซึง่
เป็นตวัอยา่งที่เก็บได้จากผู้ ป่วยโรคอุจจาระร่วงทีเ่ข้าพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
กรุงเทพมหานคร ปี พ.ศ.2552 มีล าดบันิวคลโีอไทด์ของ VP7 gene เหมือนกนักบัสายพนัธ์ุท่ีพบใน
ประเทศบงัคลาเทศ ในขณะท่ี VP4 gene เหมือนกนักบัสายพนัธ์ุท่ีพบในทวีปแอฟริกาใต้ ซึง่อาจ
เป็นผลจากการแลกเปลีย่นยีน (reassortment) ระหวา่งโรตาไวรัสสองสายพนัธ์ุท่ีพบในตา่งพืน้ท่ี
กนั 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการพัฒนา Multiplex RT-PCR  

ในปัจจุบนั มีวิธีการท่ีใช้ในการตรวจหาเชือ้โรตาไวรัสด้วยกนัหลายวิธี ซึง่การ
ตรวจหาเชือ้ทางด้านอณชีูววิทยาด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) พบวา่ เป็นวิธี
ท่ีมีความไวและความจ าเพาะสงู และ เน่ืองจากการศกึษาความชุกของเชือ้โรตาไวรัสเพื่อแยกจีโน
ไทป์ด้วย monoplex RT-PCR ท่ีใช้อยูใ่นห้องปฏิบติัการปัจจบุนั พบวา่ คา่ใช้จา่ย และเวลาสว่น
หนึง่ต้องสญูเสยีไปกบัการท า sequenc ing และจากผลการศกึษาในปี พ.ศ.2551 ในช่วงของ
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การศกึษานี ้ พบวา่ จีโนไทป์ชนิด G-type ของเชือ้โรตาไวรัสท่ีพบเป็น G1P[8], G2P[4] และ 
G9P[ 8 ]  ซึง่สอดคล้องกบัรายงาน commo n geno t y pe  ท่ีพบในประเทศอ่ืนๆ ดงันัน้ เพื่อ
ประหยดัเวลาและคา่ใช้จ่าย การศกึษานีจ้ึงได้พฒันา 1 step multiplex RT-PCR ตอ่ common G-
genotype ได้แก่ G1 G2 และ G9 ขึน้ โดยใช้ primer ตอ่ VP4 gene เป็นตวับง่ชีผ้ลบวกตอ่ 
R o t a v i r u s  โดยอาศยัผลท่ีได้จากการศกึษาความชุกเป็นพืน้ฐาน เน่ืองจากโรตาไวรัสมีสาร
พนัธุกรรมเป็น dsRNA ดงันัน้ การทดสอบ sensitivity และ specitivity ของ 1 step multiplex RT-
P C R  จึงเป็นวิธีท่ีคอ่นข้างยุง่ยาก โดยผู้วิจยัได้สงัเคราะห์ R N A  สายบวก และสายลบ โดยใช้
เอ็นไซม์ T7 RNA polymerase และ SP6 RNA polymerase ตามล าดบั เพื่อใช้ในการจ าลอง 
dsRNA ของเชือ้โรตาไวรัส จากผลการทดสอบ sensitivity พบวา่ multiplex RT-PCR นีมี้คา่ 
sensitivity ตอ่การเพิ่มจ านวน dsRNA ของ VP4 , G1, G2 และ G9 เป็น 103, 103, 102  และ 102  
copies/µl ตามล าดบั และจากผลการทดสอบ specif icity ตอ่เชือ้ไวรัสท่ีพบในระบบทางเดิน
อาหารท่ีมีเก็บอยูใ่นศนูย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลนิิก ได้แก่ A s t r o v i r u s , 
Adenoverus และ Human Bocavi rus  ไม่พบการเกิด c ross  react i on  แตอ่ยา่งใด 

หลงัจากการทดสอบ sensitivity และ specificity ของ Multiplex RT-PCR ตอ่ 
common G-genotype นี ้ ผู้วิจยัได้ท าการทดสอบกบั dsRNA ของตวัอยา่งที่ให้ผลบวกตอ่โรตา
ไวรัสในขัน้ตอนศกึษาความชุกทัง้หมด 158 ตวัอยา่ง ซึง่ผลท่ีได้จากการทดสอบเม่ือน ามาเปรียบ
กบัผลท่ีได้ในขัน้ตอนการศกึษาความชุกพบวา่ ให้ผลตรงกนัคิดเป็น 92.04% , false negative 
1.90% และไม่สามารถแปลผลได้ 5.69% โดย ในตวัอยา่งที่ให้ผลเป็น false negative นัน้อาจเกิด
จาก dsRNA ในตวัอยา่งมีปริมาณน้อย หรือ การสกดั RNA ไม่ดีพอ เน่ืองจากตวัอยา่งที่ใช้ในการ
ตรวจหาเชือ้โรตาไวรัสเป็นตวัอยา่งสารละลายอจุจาระท่ีป่ันเอาตะกอนออกแล้ว ท าให้ไม่สามารถ
ท าการทดสอบเพื่อหา House keeping gene เพื่อใช้เป็น internal control ของตวัอยา่งนัน้ๆได้ 
ส าหรับตวัอยา่งที่ไม่สามารถแปลผลได้นัน้ เน่ืองจากพบ band ท่ีใช้ในการบอก genotype G1 G2 
G9 อยา่งใดอยา่งหนึง่เพียงอยา่งเดียว ไม่พบ band ท่ีต าแหนง่ของ VP4 gene ซึง่ใช้ในการบง่ชี ้
ผลบวกตอ่เชือ้โรตาไวรัส แตเ่ม่ือผู้วิจยัท าการตดัเจลท่ีมีขนาดผลติผลท่ีต้องการไปตรวจสอบล าดบั
นิวคลโีอไทด์ พบวา่ ให้ผลจีโนไทป์ท่ีตรงกนักบัการศกึษาความชุก ซึ่งความผิดพลาดท่ีเกิดขึน้อาจมี
สาเหตมุาจากการทดสอบ sensitivity ของ VP4 gene มีความไวท่ี 103 ในขณะท่ี G1 G2 และ G9 
มีความไวท่ีสงูกวา่ ซึง่จ าเป็นต้องปรับปรุงและพฒันาให้การตรวจแตล่ะจีโนไทป์มีความไวท่ีเทา่กนั
ตอ่ไปในอนาคต 

จากการเพิ่มขึน้ของเชือ้โรตาไวรัสจีโนไทป์ G12 และ uncommon genotypes 
ตา่งๆ ท่ีพบในขัน้ตอนการศกึษาความชุก แสดงให้เห็นวา่ การพฒันา multiplex RT-PCR ตอ่จีโน
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ไทป์ของเชือ้โรตาไวรัสสายพนัธ์ุท่ีพบบอ่ย เช่น G1, G2 และ G9 นัน้อาจไม่เพียงพอ ดงันัน้ การ
พฒันาการตรวจวินิจฉยัจีโนไทป์ท่ีหลากหลายจึงเป็นสิง่จ าเป็น และควรค านงึถึง ไม่เพียงแตก่าร
พฒันาการตรวจด้วยวิธีทาง multiplex RT-PCR เทา่นัน้ นอกจากนี ้ การพฒันาวคัซีนเพื่อต้านเชือ้
โรตาไวรัสอาจจ าเป็นต้องค านงึถึงความหลากหลายทางสายพนัธ์ุ และการเกิดโรตาไวรัสสายพนัธ์ุ
ใหม่ท่ีดือ้ตอ่วคัซีน ซึง่จ าเป็นต้องมีการเฝ้าระวงั และศึกษาตอ่ไปในอนาคต  
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ภาคผนวก ก 

 
การเตรียมสารเคมี 

 

1. 5xTris borate buffer (5 x TBE) 
Tris–base      54   กรัม 
Boric acid               27.5    กรัม 
EDTA (pH 8.0)     20    มิลลลิติร 

 จากนัน้เติมน า้กลัน่จนมีปริมาตร 1,000 มิลลลิติร แล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภมิูห้อง 
 

2. 2% (w/v) agarose gel 
Agarose gel       4   กรัม 
1 x TBE                200    มิลลลิติร 

 เขยา่แล้วน าเข้าไมโครเวฟจนกวา่ agarose gel จะละลายหมด 
 

3. 10% Ethidium bromide 
Ethidium bromide      30    ไมโครลติร 
น า้กลัน่                 300    มิลลลิติร 

 
4. Loading dye 

0.25% Bromphenol blue 
40% (w/v) sucrose in water 

 จากนัน้เติมน า้กลัน่จนมีปริมาตร 50 มิลลลิติร แล้วเก็บท่ี 4.0 c 
 

5. DEPC water 
DEPC       0.1    มิลลลิติร 
น า้กลัน่     100    มิลลลิติร  

 เขยา่แล้วน าไป incubate ท่ี 37 c นาน 12 ชัว่โมง แล้ว น าไป autoclave 
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6. LB/ampicillin/IPTG/X-Gal plate 
Agar       1.5   กรัม 
Tryptone       1.0   กรัม 
Yeast Extract      0.5   กรัม 
NaCl       0.5   กรัม 
น า้กลัน่                  100   มิลลลิติร 

 น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 lb/inch2, 121๐C เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้จนอุ่น จากนัน้
เติม ampicillin 100 mg/ml 100 µl เทใส ่plate ละ 30 มิลลลิติร ทิง้ไว้จน media แข็ง เติม IPTG 250 
mg/ml 4 µl และ X-Gal 50 mg/ml 15 µl spread ให้ทัว่ plate จนแห้ง 
 

7. LB broth/ampicillin 
Tryptone       1.0   กรัม 
Yeast Extract      0.5   กรัม 
NaCl       0.5   กรัม 
น า้กลัน่                  100   มิลลลิติร 

 น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 lb/inch2, 121๐C เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้จนอุ่น จากนัน้
เติม ampicillin 100 mg/ml 100 µl 
 

8. Soc medium 
Tryptone       2.0   กรัม 
Yeast Extract      0.5   กรัม 
1 M NaCl       1.0   กรัม 
1 M KCl       0.25   กรัม 
น า้กลัน่                  100   มิลลลิติร 

 น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 lb/inch2, 121๐C เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้จนเย็น จากนัน้
เติม 2M Mg2+ 1 มิลลลิติร และ 2M glucose 1 มิลลลิติร 
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ภาคผนวก ข 
 

รายละเอียดตัวอย่างที่ใช้ในการศกึษา 

No. Code Gender 
Collection 

Date 
Age 

Genotype 
G P 

1 CU030-BK/07 M Oct-07 1 ปี G9 P[8] 
2 CU095-BK/07 M Nov-07 1 ปี G9 P[8] 
3 CU098-BK/07 F Dec-07 1 ปี G9 P[8] 
4 CU103-BK/08 F Jan-08 1 ปี G1 P[8] 
5 CU108-BK/08 M Jan-08 7 เดือน G9 P[8] 
6 CU109-BK/08 M Jan-08 4 เดือน G9 P[8] 
7 CU110-BK/08 M Jan-08 5 ปี G2 P[4] 
8 CU112-BK/08 M Jan-08 2 ปี G1 P[8] 
9 CU121-BK/08 M Jan-08 7 เดือน G9 P[8] 
10 CU128-BK/08 M Jan-08 1 ปี G2 P[4] 
11 CU133-BK/08 F Jan-08 1 ปี G9 P[8] 
12 CU140-BK/08 M Jan-08 6 เดือน G9 P[8] 
13 CU159-KK/07 F Dec-07 8 เดือน G1 P[8] 
14 CU161-KK/07 F Dec-07 3 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
15 CU163-KK/07 M Dec-07 1 ปี 1 เดือน G1 P[8] 
16 CU164-KK/07 M Dec-07 2 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
17 CU169-KK/07 M Dec-07 7 เดือน G1 P[8] 
18 CU175-KK/08 M Jan-08 3 ปี 5 เดือน G1 P[8] 
19 CU182-KK/08 F Jan-08 1 ปี 5 เดือน G1 P[8] 
20 CU183-KK/08 F Jan-08 9 เดือน G1 P[8] 
21 CU185-KK/08 F Jan-08 2 ปี G1 P[8] 
22 CU188-KK/08 F Jan-08 1 ปี G1 P[8] 
23 CU190-KK/08 F Jan-08 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
24 CU192-KK/08 M Jan-08 1 ปี 4 เดือน G1 P[8] 
25 CU194-KK/08 M Jan-08 1 ปี G1 P[8] 
26 CU195-KK/08 M Jan-08 1 ปี 6 เดือน G1 P[8] 
27 CU197-KK/08 M Jan-08 1 ปี G1 P[8] 
28 CU198-KK/08 M Feb-08 1 ปี G1 P[8] 
29 CU199-BK/08 M Feb-08 3 ปี G9 P[8] 
30 CU200-BK/08 F Feb-08 1 ปี G9 P[8] 
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31 CU201-BK/08 M Feb-08 3 ปี G9 P[8] 
32 CU205-KK/08 F Feb-08 4 ปี G1 P[8] 
33 CU206-KK/08 F Feb-08 7 เดือน G9 P[8] 
34 CU208-KK/08 M Feb-08 10 เดือน G1 P[8] 
35 CU209-KK/08 F Mar-08 5 ปี G2 P[4] 
36 CU210-KK/08 M Feb-08 1 ปี G9 P[8] 
37 CU211-KK/08 M Feb-08 5 เดือน G1 P[8] 
38 CU212-KK/08 F Feb-08 8 เดือน G2 P[4] 
39 CU213-KK/08 F Feb-08 5 เดือน G1 P[8] 
40 CU215-KK/08 M Feb-08 1 ปี G2 P[4] 
41 CU217-KK/08 M Feb-08 1 ปี 8 เดือน G9 P[8] 
42 CU218-KK/08 M Feb-08 7 ปี G1 P[8] 
43 CU231-KK/08 M Feb-08 5 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
44 CU234-KK/08 M Feb-08 1 ปี 1 เดือน G9 P[8] 
45 CU235-KK/08 F Mar-08 2 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
46 CU236-KK/08 M Mar-08 11 เดือน G9 P[8] 
47 CU237-KK/08 F Mar-08 3 ปี 6 เดือน G1 P[8] 
48 CU238-KK/08 F Mar-08 2 ปี 4 เดือน G9 P[8] 
49 CU240-KK/08 F Mar-08 1 ปี 4 เดือน G1 P[8] 
50 CU241-KK/08 M Mar-08 1 ปี 11 เดือน G1 P[8] 
51 CU242-KK/08 F Mar-08 1 ปี 11 เดือน G9 P[8] 
52 CU243-KK/08 F Mar-08 1 ปี G2 P[4] 
53 CU244-KK/08 M Mar-08 4 เดือน G9 P[8] 
54 CU246-KK/08 M Mar-08 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
55 CU247-KK/08 M Mar-08 8 เดือน G1 P[8] 
56 CU248-KK/08 M Mar-08 9 เดือน G9 P[8] 
57 CU249-KK/08 M Mar-08 1 ปี 3 เดือน G9 P[8] 
58 CU250-KK/08 F Mar-08 1 ปี 5 เดือน G9 P[8] 
59 CU255-KK/08 F Mar-08 8 เดือน G9 P[8] 
60 CU257-KK/08 M Mar-08 1 ปี 2 เดือน G9 P[8] 
61 CU270-KK/08 M Apr-08 6 เดือน G1 P[8] 
62 CU272-KK/08 F Apr-08 1 ปี 6 เดือน G1 P[8] 
63 CU302-NR/08 M Jan-08 7 เดือน G9 P[8] 
64 CU303-NR/08 F Feb-08 4 เดือน G1 P[8] 
65 CU304-NR/08 M Feb-08 1 ปี 4 เดือน G2 P[4] 
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66 CU305-NR/08 M Mar-08 11 เดือน G9 P[8] 
67 CU306-NR/08 M Mar-08 1 ปี 5 เดือน G1 P[8] 
68 CU308-NR/08 F Mar-08 1 ปี 4 เดือน G1 P[8] 
69 CU310-NR/08 M Mar-08 1 ปี 7 เดือน G9 P[8] 
70 CU312-NR/08 M Apr-08 1 ปี 5 เดือน G9 P[8] 
71 CU314-NR/08 M Apr-08 2 ปี 6 เดือน G9 P[8] 
72 CU319-NR/08 F Apr-08 6 เดือน G9 P[8] 
73 CU325-NR/08 M May-08 6 เดือน G9 P[8] 
74 CU326-NR/08 F May-08 1 ปี G9 P[8] 
75 CU328-NR/08 M May-08 11 เดือน G9 P[8] 
76 CU329-NR/08 F May-08 3 เดือน G9 P[8] 
77 CU331-NR/08 M Jul-08 1 ปี 6 เดือน G12 P[6] 
78 CU365-KK/08 M Nov-08 1 ปี 2 เดือน G3 P[9] 
79 CU373-BK/08 M Dec-08 2 ปี G1 P[8] 
80 CU374-BK/08 M Dec-08 8 ปี G1 P[8] 
81 CU375-BK/08 M Dec-08 1 ปี G9 P[8] 
82 CU379-BK/08 M Dec-08 6 ปี G2 P[4] 
83 CU382-BK/08 F Jan-09 1 ปี G2 P[4] 
84 CU383-BK/08 M Dec-08 10 เดือน G1 P[8] 
85 CU389-BK/09 M Jan-09 1 ปี G2 P[4] 
86 CU393-BK/09 M Jan-09 2 ปี G2 P[4] 
87 CU398-BK/09 F Jan-09 1 ปี G1 P[8] 
88 CU399-BK/09 M Jan-09 1 ปี G1 P[8] 
89 CU403-BK/09 M Jan-09 1 ปี G1 P[8] 
90 CU404-BK/09 F Jan-09 1 ปี G1 P[8] 
91 CU406-BK/09 F Jan-09 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
92 CU409-BK/09 M Jan-09 1 ปี G2 P[4] 
93 CU411-BK/09 M Jan-09 6 ปี G1 P[8] 
94 CU413-BK/09 F Jan-09 7 เดือน G1 P[8] 
95 CU415-BK/09 M Jan-09 3 เดือน G1 P[8] 
96 CU416-BK/09 M Jan-09 8 เดือน G2 P[4] 
97 CU419-BK/09 F Feb-09 1 ปี G2 P[4] 
98 CU420-BK/09 M Feb-09 1 ปี G1 P[8] 
99 CU421-BK/09 M Feb-09 3 ปี G2 P[4] 

100 CU424-BK/09 F Feb-09 1 ปี G2 P[4] 
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101 CU426-KK/08 F Dec-08 10 เดือน G1 P[8] 
102 CU430-KK/08 F Dec-08 1 ปี 8 เดือน G2 P[4] 
103 CU434-KK/09 M Jan-09 9 เดือน G2 P[4] 
104 CU435-KK/09 M Jan-09 1 ปี 2 เดือน G1 P[8] 
105 CU436-KK/09 F Jan-09 1 ปี 9 เดือน G2 P[4] 
106 CU438-KK/09 M Jan-09 1 ปี 9 เดือน G2 P[4] 
107 CU440-KK/09 F Jan-09 4 เดือน G1 P[8] 
108 CU441-KK/09 F Jan-09 1 ปี 2 เดือน G1 P[8] 
109 CU442-KK/09 F Jan-09 7 เดือน G2 P[4] 
110 CU444-KK/09 F Jan-09 1 ปี 9 เดือน G3 P[8] 
111 CU446-KK/09 F Jan-09 10 เดือน G2 P[4] 
112 CU447-KK/09 M Jan-09 2 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
113 CU449-KK/09 F Feb-09 7 เดือน G1 P[8] 
114 CU450-KK/09 M Feb-09 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
115 CU453-KK/09 M Feb-09 1 ปี 2 เดือน G1 P[8] 
116 CU454-KK/09 M Feb-09 11 เดือน G1 P[8] 
117 CU455-KK/09 M Feb-09 4 ปี G1 P[8] 
118 CU456-KK/09 M Feb-09 1 ปี 3 เดือน G2 P[4] 
119 CU457-KK/09 M Feb-09 4 เดือน G1 P[8] 
120 CU459-KK/09 M Feb-09 1 ปี G1 P[8] 
121 CU460-KK/09 F Feb-09 1 ปี 4 เดือน G12 P[8] 
122 CU463-KK/09 M Feb-09 5 เดือน G1 P[8] 
123 CU466-KK/09 M Feb-09 2 ปี 7 เดือน G2 P[4] 
124 CU468-KK/09 M Feb-09 11 เดือน G1 P[8] 
125 CU470-KK/09 F Feb-09 8 เดือน G1 P[8] 
126 CU473-BK/09 M Feb-09 1 ปี 8 เดือน G2 P[4] 
127 CU474-BK/09 M Feb-09 1 ปี G1 P[8] 
128 CU476-BK/09 M Feb-09 1 ปี G2 P[4] 
129 CU481-BK/09 M Feb-09 1 ปี G12 P[8] 
130 CU482-BK/09 F Feb-09 6 เดือน G2 P[4] 
131 CU483-BK/09 M Feb-09 6 เดือน G2 P[4] 
132 CU485-BK/09 M Feb-09 3 ปี G1 P[8] 
133 CU487-BK/09 M Mar-09 2 ปี G2 P[4] 
134 CU492-BK/09 F Mar-09 1 ปี G1 P[8] 
135 CU497-BK/09 F Mar-09 10 เดือน G2 P[4] 
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136 CU505-KK/09 F Feb-09 1 ปี 4 เดือน G1 P[8] 
137 CU508-KK/09 M Feb-09 1 ปี 3 เดือน G1 P[8] 
138 CU509-KK/09 M Feb-09 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
139 CU510-KK/09 F Feb-09 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
140 CU512-KK/09 M Feb-09 1 ปี 8 เดือน G1 P[8] 
141 CU517-KK/09 M Feb-09 3 ปี 2 เดือน G1 P[8] 
142 CU519-KK/09 M Feb-09 7 เดือน G1 P[8] 
143 CU533-KK/09 M Mar-09 2 ปี 10 เดือน G1 P[8] 
144 CU537-KK/09 M Mar-09 1 ปี 4 เดือน G1 P[8] 
145 CU574-BK/09 M Apr-09 9 เดือน G2 P[4] 
146 CU575-BK/09 M Apr-09 9 เดือน G2 P[4] 
147 CU579-BK/09 F May-09 2 เดือน G1 P[8] 
148 CU581-BK/09 M May-09 1 เดือน G1 P[8] 
149 CU606-TK/09 M Jan-09 2 ปี 2 เดือน G12 P[8] 
150 CU607-TK/09 F Jan-09 1 ปี 2 เดือน G12 P[8] 
151 CU608-TK/09 M Jan-09 2 ปี 5 เดือน G12 P[8] 
152 CU609-TK/09 F Jan-09 2 ปี 2 เดือน G12 P[8] 
153 CU610-TK/09 M Jan-09 1 ปี 1 เดือน G12 P[8] 
154 CU611-TK/09 F Jan-09 1 ปี 10 เดือน G1 P[8] 
155 CU613-TK/09 F Jan-09 2 ปี 5 เดือน G12 P[8] 
156 CU615-TK/09 M Jan-09 1 ปี 4 เดือน G12 P[8] 
157 CU616-TK/09 M Jan-09 2 ปี 5 เดือน G12 P[8] 
158 CU617-TK/09 F Mar-09 2 ปี 2 เดือน G1 P[8] 
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ภาคผนวก ค 
 

แสดงรายงานการ submitted ล าดับนิวคลีโอไทด์ของโรตาไวรัสท่ีใช้ในการวิเคราะห์ทาง 
Phylogenetic tree ทัง้หมดของการศึกษาครัง้นีล้งใน GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)  โดย
ได้รับ accession number GQ996730-GQ996935 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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