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บทคัดย่อภาษ าไทย  

หทัยพันธน์ รวมพรรณพงศ์ : ระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ
ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสในผู้ป่วยเด็กไทยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ
ส่วนล่าง. (MOLECULAR CLASSIFICATION OF HUMAN PARAINFLUENZA 
VIRUSES IN THAI CHILDREN WITH LOWER RESPIRATORY TRACT INFECTION.) 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ. ยง ภู่วรวรรณ, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. 
ดร. สัญชัย พยุงภร, 66 หน้า. 

โรคติดเชื้อไวรัสเป็นโรคติดเชื้อที่พบได้บ่อยในเด็กวัยแรกเกิดจนถึง 6 ปี และส่วนใหญ่
มักพบในเด็กก่อนวัยเรียน บางครั้งเป็นถึงปีละหลายครั้ง โรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจที่เกิดจาก
เชื้อไวรัส อาจมีความรุนแรงแตกต่างกัน ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของไวรัส และภูมิต้านทานของเด็กด้วย 
ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส เป็นไวรัสที่ท าให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจทั้งส่วนบนและ
ส่วนล่างในเด็กที่มีอายุต่ ากว่า 5 ปี เป็นเชื้อที่มีความหลากหลาย สามารถจัดจ าแนกทางชีวโมกุลได้ 
4 สายพันธุ์ คือ HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 และ HPIV-4 ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้  ท าการศึกษา
ระบาดวิทยาเชิงชีวโมเลกุลของเชื้อ HPIV โดยศึกษาจากตัวอย่างในระบบทางเดินหายใจ 
ครอบคลุมในภาคกลางของประเทศไทย ระยะเวลาที่ท าการศึกษาเป็นเวลา 4 ปีกับข้อมู ลของ
การศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV เชิงชีวโมเลกุลทั้ง 4 สายพันธุ์  โดยใช้ตัวอย่างที่ท าการศึกษา
ครั้งนี้ทั้งสิ้น 650 ตัวอย่าง ในระหว่างปี 2010-2013 โดยใช้วิธี multiplex semi-nested PCR ใน
การคัดกรอง ผลการศึกษาพบว่า 4.76% (31/650) ของตัวอย่างให้ผลบวกต่อเชื้อ HPIV และมีการ
ติดเชื้อร่วมของ HPIV กับไวรัสอ่ืนๆ ที่พบเป็นจ านวน 5 ตัวอย่าง ส่วนการจัดจ าแนกสายพันธุ์ใน
ระดับชีวโมเลกุลของเชื้อ HPIV ด้วยการพิจารณาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน HN ที่ควบคุม
การสร้างโปรตีน HN พบว่าข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ HPIV มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการคล้าย
กับ HPIV strain อ่ืนๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล ล าดับสายวิวัฒนาการของ HPIV ถูกแยกออก เป็น
สองกลุ่มหลัก แต่ละกลุ่มได้รับการจ าแนกออกเป็นกิ่งย่อย โดย HPIV ทั้ง 4 สายพันธุ์ ถูกแยกออก
จากกันอย่างชัดเจน ด้วยค่า bootstrap เท่ากับ 100 ซึ่งผลการวิเคราะห์ค่า % sequence 
identity matrix ของล าดับนิวคลีโอไทด์ เมื่อเปรียบเทียบกับ strain อ่ืนๆ ในสายพันธุ์เดียวกัน
ของ HPIV นั้น มีค่าตั้งแต่ 84.4-100% แม้ว่าอัตราการระบาดของเชื้อ HPIV มีอัตราการระบาดที่
ต่ า แต่เป็นภาระทางการเงินของระบบสาธารณสุขของประเทศ นอกจากนี้ความรู้ที่ได้จาก
การศึกษานี้ จะเป็นประโยชน์ส าหรับข้อมูลการเฝ้าระวังและป้องกันการแพร่ระบาดของโรคนี้ ใน
อนาคต 
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Respiratory tract infections (RTIs) affecting the sinus, throat, airways or 
lungs are usually caused by viruses or bacteria. The one of viral contributors to 
childhood RTIs are Human Parainfluenza Viruses (HPIVs). This virus can be 
categorized into 4 types including HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3 and HPIV-4. To classify 
the isolations of human parainfluenza virus (HPIVs) circulating in the central part 
of Thailand, 650 samples were obtained from the lower respiratory tract of 
patients from two pediatric wards during 2010 to 2013. The multiplex semi-nested 
PCR was used to amplify the hemagglutinin-neuraminidase (HN) gene of HPIV. The 
results showed that 4.76% (31/650) of the samples were positive for HPIV. 5 of 31 
samples were co-infected with other respiratory viruses. Phylogenetic analysis of 
HPIV are split into two main groups, each group is divided into four branches. 
When compared with other strain of the same species the value of % nucleotide 
similarity matrix showed 84.4 to 100 %. Although HPIV infections in the central 
part of Thailand are very low, it still poses a financial burden on the healthcare 
system. There is currently no vaccine or effective treatment available to the 
patients. The knowledge gained from this study will provide useful information for 
surveillance and prevent the spread of this disease in the future. 
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บทที่ 1  
บทน า 

ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส เป็นไวรัสที่ส าคัญชนิดหนึ่งที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อในระบบ

ทางเดินหายใจส่วนบนและส่วนล่าง โดยสามารถพบการติดเชื้อได้ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ นอกจากนี้ยังมี

ความสัมพันธ์กับการติดเชื้อในผู้ปุวยที่มีการปลูกถ่ายไขกระดูกอีกด้วย (1) ส าหรับปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อ

การติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ ได้แก่ ภาวะทุพโภชนาการ (Malnutrition) การขาดวิตามินเอ (vitamin A 

deficiency) รวมถึงการอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่เต็มไปด้วยมลพิษ เป็นต้น (2) 

ไวรัสชนิดนี้สามารถติดต่อได้โดยการได้รับละอองไอจามในอากาศ (airborne) เมื่อเชื้อเข้าสู่

ร่างกายจะใช้ระยะเวลาในการฟักตัวประมาณ 1-7 วัน ส าหรับอาการของผู้ปุวยที่ติดเชื้อไวรัสชนิดนี้มี

ดังนี้ คือ อาการเจ็บคอ มีไข้ ซึ่งเป็นลักษณะอาการเบื้องต้น ส าหรับอาการอ่ืนๆ ที่เกิดข้ึนกับทั้งระบบ

ทางเดินหายใจส่วนบนและระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง คือ การอักเสบเฉียบพลันบริเวณกล่องเสียง

และหลอดลมใหญ่ (acute laryngotracheobronchitis or croup) หลอดลมปอดอักเสบ 

(bronchitis) ปอดบวม (pneumonia) หลอดลมคอและหลอดลมปอดอักเสบ (tracheobronchitis) 

ซึ่งอาการเหล่านี้ยังสามารถพบได้ทั่วไปหากเกิดการติดเชื้อของไวรัสในระบบทางเดินหายใจ (3) 

HPIV สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 สายพันธุ์ (3) จ าแนกโดยอาศัยข้อมูลความแตกต่างทาง

พันธุกรรม (genetic) และความแตกต่างของแอนติเจนของเชื้อไวรัส (antigenic variation) (4) โดย

ไวรัสทั้ง 4 สายพันธุ์นี้มีโครงสร้างและคุณสมบัติทางชีวภาพคล้ายคลึงกัน การติดเชื้อ HPIV จะเกิดขึ้น

ในเด็กเป็นส่วนใหญ่ เนื่องจากระบบภูมิคุ้มกันยังท างานได้ไม่เต็มที่ (5) และสามารถเกิดการติดเชื้อซ้ า

ได้ตลอดชีวิต (6) ผู้ปุวยที่ติดเชื้อ HPIV แต่ละสายพันธุ์จะมีอาการที่เเตกต่างกันออกไป ผู้ปุวยที่ติดเชื้อ 

HPIV-1ส่วนใหญ่เป็นเด็กตั้งแต่อายุ 7 เดือนถึง 3 ปี โดยจะพบการระบาดทุกๆ 2 ปี ในช่วงฤดูใบไม้ร่วง 

(3) หลังจากเกิดการระบาดของ HPIV-1 จะพบการระบาดของเชื้อ HPIV-2 ตามมาเสมอ โดยสาเหตุ

ของปรากฏการณ์ดังกล่าวยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด ส าหรับผู้ปุวยที่ติดเชื้อ HPIV-2 ส่วนใหญ่เป็นเด็ก

อายุต่ ากว่า 5 ปี (6) นอกจากนี้จ านวน 2 ใน 3 ของเด็กท่ีติดเชื้อ HPIV จะพบสายพันธุ์ HPIV-3 เป็น

ส่วนมาก โดยการระบาดของ HPIV-3 จะเกิดขึ้นในช่วงฤดูใบไม้ผลิไปจนถึงฤดูร้อนของทุกปี การศึกษา

ที่ผ่านมาพบว่า HPIV-3 เป็นสาเหตุของการเกิดหลอดลมฝอยอักเสบ (bronchiolitis) และปอดบวม 

(pneumonia)  นอกจากนี้ HPIV3 ยังเป็นสาเหตุของปอดอักเสบในผู้ปุวยที่รับการเปลี่ยนปอดและมี



 2 

รายงานว่าสัมพันธ์กับการต่อต้านการปลูกถ่ายอวัยวะแบบเฉียบพลัน (acute allograft rejection) 

และเกิดเป็น bronchiolitis obliterans (7, 8) ส าหรับสายพันธุ์สุดท้ายคือ HPIV-4 สามารถแบ่งออก

ได้เป็น 4A และ 4B (3, 9-11) สายพันธุ์นี้สามารถก่อให้เกิดโรคได้ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ 

 ปัจจุบันการศึกษาเก่ียวกับระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อชนิดนี้

อาศัยข้อมูลทางพันธุกรรมของยีนที่สร้างไกลโคโปรตีนที่ชื่อว่า Hemagglutinin-Neuraminidase 

(HN) โดยวิธีการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมและน าข้อมูลดังกล่าวมาใช้ในการแยกความแตกต่าง

ระหว่างสายพันธุ์ (12-14) สาเหตุที่ใช้ข้อมูลทางพันธุกรรมของ HN gene เนื่องมาจากโปรตีน HN 

เป็นเปูาหมายส าหรับการกระตุ้นให้เกิดการสร้างภูมิคุ้มกันของร่างกายชนิด Humoral immunity 

นอกจากนี้การศึกษาส่วนใหญ่ในปัจจุบัน มีการน าข้อมูลส่วนนี้มาใช้อย่างกว้างขวางในการจ าแนกชนิด

และศึกษาลักษณะการระบาดของเชื้อ HPIV 

ส าหรับการศึกษาเก่ียวกับระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV ที่ผ่านมาพบว่าเชื้อ HPIV type 1 และ 

type 3 แพร่กระจายเป็นส่วนมากในแถบ จีน ญี่ปุุน มาเลเซีย และบราซิล (4, 15, 16) ขณะที่ HPIV 

type 2 และ type 4 มีการระบาดเป็นส่วนมากในแถบอเมริกาเหนือและแคนาดา (17) อย่างไรก็ตาม

ยังไม่สามารถท าการเปรียบเทียบความชุกของ HPIV ชนิดที่ 4 ในประเทศใกล้เคียงได้เนื่องจากมี

การศึกษาน้อยมากรวมไปถึงยังไม่มีการจ าแนก subtype ของ HPIV ชนิดที่ 4 (10, 18, 19) 

เนื่องด้วยการติดเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสจะก่อโรคได้ในอัตราที่ต่ า แต่ก็ส่งผล

กระทบรุนแรงต่อผู้ปุวยที่มีการติดเชื้อ ในขณะเดียวกันความชุกของเชื้อในแต่ละท้องถิ่นก็มีความ

แตกต่างกัน ความชื้นที่ต่ าสามารถเพ่ิมอัตราการแพร่เชื้อไวรัสได้ เนื่องจากอากาศแห้งท าให้ละออง

ไวรัสกระจายไปไกลขึ้นและอยู่ในอากาศนานขึ้น ซึ่งผลกระทบเหล่านี้จะส่งผลถึงขนาดและวีธีการให้

ยาที่แตกต่างกันตามความเหมาะสมของการรักษาผู้ปุวย การติดเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

ไม่มีวิธีการรักษาท่ีจ าเพาะสามารถรักษาได้แต่ยังไม่มียาต้านฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสตัวใดที่

ยืนยันได้ว่ามีประสิทธิภาพต่อการต้านเชื้อไวรัสชนิดนี้แม้จะมีงานวิจัยขั้นต้นบางชิ้นที่ศึกษาพบว่าอาจมี

ประโยชน์ก็ตาม นอกจากนี้ในประเทศที่ก าลังพัฒนาพบว่าผู้ปุวยที่มีการติดเชื้อเอชไอวีมีอัตราการปุวย

และการเสียชีวิตสูงขึ้นหากติดเชื้อ HPIVs ร่วมด้วย (20)  ส าหรับในประเทศไทยจากการศึกษาที่ผ่าน

มาพบว่าการศึกษาไวรัสชนิดนี้ในประเทศไทยยังมีค่อนข้างน้อย 

 ดังนั้นวัตถุประสงค์การวิจัยนี้ คือ เพื่อศึกษาถึงระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและจ าแนกสายพันธุ์

ของเชื้อ Human Parainfluenza virus (HPIV) ตั้งแต่ปี 2010 ถึง ปี 2013 โดยใช้ตัวอย่างสารคัด
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หลั่งจากระบบทางเดินหายใจของเด็กท่ีมีอายุต่ ากว่า 5 ปีด้วยวิธี multiplex semi nested PCR และ 

DNA sequencing ในส่วนของยีน HN โดยคาดหวังว่าความรู้ที่ได้จะช่วยให้มีความรู้ความเข้าใจ

เกี่ยวกบัระบาดวิทยาและสายพันธุ์ของเชื้อ HPIV ในประเทศไทยมากขึ้น นอกจากนี้ความรู้ที่ได้จาก

การศึกษาครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการเฝูาระวังเพ่ือปูองกันการแพร่ระบาดของโรคต่อไปในอนาคต 

 

ค าถามงานวิจัย 

1.ระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสระหว่างปี 2010-2013 ใน

ประเทศไทยเป็นอย่างไร มีความแตกต่างจากข้อมูลของประเทศอ่ืนๆ หรือไม่ อย่างไร 

2. สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส ที่พบในช่วงที่ท าการศึกษามีสายพันธุ์

อะไรบ้าง 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซา

ไวรัสระหว่างปี 2010-2013 ในประเทศไทย 

 2. เพ่ือวิเคราะห์และเปรียบเทียบข้อมูลระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมน

พาราอินฟลูเอนซาไวรัสที่พบในประเทศไทยกับข้อมูลที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ในต่างประเทศ 

สมมติฐานของการวิจัย 

1. ตรวจพบการติดเชื้อของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสและน านิวคลีโอไทด์ในส่วนของ

ยีน HN แล้วน าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI เพ่ือจ าแนกสายพันธุ์ชองเชื้อ 

2. พบการติดเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส ในผู้ปุวยที่ปุวยเป็นโรคระบบทางเดินหายใจ 

เปรียบเทียบข้อมูลของระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสระหว่างปี 

2010-2013 ได ้

3. สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสที่พบในประเทศไทยและสายพันธุ์ที่มี

การศึกษาก่อนหน้านี้ในต่างประเทศ ถ้ามีความแตกต่างกันและข้อมูลที่ได้จะถูกน าไปศึกษาหา

ความสัมพันธ์ของยีน HN 
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ข้อตกลงเบื้องต้น  ไม่มี 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

Type คือ การจัดจ าแนก HPIV ออกเป็นสายพันธุ์โดยอาศัยข้อมูลทาง genetic analysis ซ่ึง

สามารถจ าแนกออกได้เป็น 4 สายพันธุ์ คือ HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3, HPIV-4 ทั้งนี้ในงานวิจัยอื่นๆ 

อาจใช้ค าท่ีแตกต่างกัน เช่น subtype 

Strain คือ HPIV ที่จัดอยู่ในสายพันธุ์เดียวกัน แต่มีความแตกต่างกันในระดับนิวคลีโอไทด์

เพียงเล็กน้อย บนยีน HN ท าให้การวิเคราะห์ Phylogenetic tree มีรูปแบบการจัดกลุ่มที่แตกต่างกัน 

ค าส าคัญ  

Human Parainfluenzavirus (HPIV), Classification, Thailand, Epidemiology 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 

รูปที่ 1 ขอบเขตของการวิจัย 
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ข้อจ ากัดของงานวิจัย 

1. การใช้ตัวอย่างที่เหลือจากโครงการอื่นนั้นสารพันธุกรรมของไวรัสในสารตัวอย่างอาจมีไม่

เพียงพอจึงต้องท าการสกัดใหม่ในบางตัวอย่าง  

2. การเก็บตัวอย่างน้ าล้างโพรงจมูกในเด็ก อาจส่งผลให้เกิดการระคายเคือง (invasive) ต่อ

ผู้ปุวย จึงมีตัวอย่างการศึกษาค่อนข้างจ ากัด 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 

1. มีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับระบาดวิทยาและสายพันธุ์ของ HPIV ที่พบในประเทศไทย และ

สามารถน าข้อมูลนี้มาใช้ประโยชน์ในการปูองกันควบคุมโรค ในอนาคตต่อไปได้ 

2. ฝึกการคิดแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้นจากการทดลองได้ 

3. ผลงานตีพิมพ์ระดับนานาชาติอย่างน้อย 1 เรื่องหรือตีพิมพ์ผลงานในวารสารที่เกี่ยวกับด้าน

ไวรัสวิทยาหรือโรคอุบัติใหม่ 

4. ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากงานวิจัยนี้ จะถูกเผยแพร่ในฐานข้อมูล GenBank  เพ่ือใช้

เป็นแหล่งอ้างอิงต่อไป 

 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. น าตัวอย่าง Respiratory samples ที่เก็บได้จากผู้ปุวย ใส่ลงใน viral transport media 

เก็บรักษาและแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

2. ท าการสกัด RNA ที่ได้จากตัวอย่าง Respiratory samples ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรม

ส าเร็จรูป 

3. ศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสในประเทศไทย 

3.1 ท าการออกแบบ primer ที่จ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน HN ของเชื้อฮิวแมน

พาราอินฟลูเอนซาไวรัส ทั้ง 4 สายพันธุ์ 

3.2 ปรับสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของเชื้อ โดยวิธี multiplex 

semi nested PCR ส าหรับการหานิวคลีโอไทด์บนยีน HN 

3.3 เพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ในส่วนของยีน HN โดยวิธี multiplex semi 

nested PCR 
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3.4 ตรวจสอบหาความไวและความจ าเพาะ (sensitivity and specificity) ของการตรวจ

วิเคราะห์ 

4. ศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส ที่สามารถตรวจ
พบได้ในกลุ่มตัวอย่าง 
4.1 ข้อมูลที่ได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์ ใช้ส าหรับท า Phylogenetic tree เพ่ือวิเคราะห์ต่อไป 
 

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. ศึกษาระบาดวิทยาและอัตราในการก่อโรคของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส ในระหว่าง

ปี 2010-2013 โดยค านวณระบาดวิทยาของเชื้อ เพ่ือหาความสัมพันธ์ในการก่อโรคของเชื้อ

ไวรัส 

2. หาความสัมพันธ์ของวิวัฒนาการบนยีน HN ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส เพื่อ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ใกล้เคียงและแตกต่างกัน 
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บทที่ 2  

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

ไวรัสวิทยาของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

เชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสมีรายงานการพบเชื้อครั้งแรกในปี 1950 โดยสามารถแยก

เชื้อไวรัสได้จากเด็กที่มีการติดเชื้อบริเวณระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง เนื่องจากมีการ shared 

antigenic sites คือ มีส่วนโมเลกุลบนแอนติเจนบางส่วนร่วมกับ Influenza virus  ในปี 1959 จึงมี

การตั้ง เกณฑ์และแยกไวรัสชนิดนี้ เป็น new taxonomic group และตั้งชื่อว่า Parainfluenza 

viruses ซึ่งอาจถูกเรียกชื่อแตกต่างกันออกไปตามสิ่งมีชีวิตที่พบการติดเชื้อ เช่น หากพบการติดเชื้อใน

มนุษย์ เรียกว่า ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส (Human Parainfluenza Virus : HPIV) เป็นต้น เชื้อ

ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสเป็นไวรัสที่มีขนาดของอนุภาคตั้งแต่ 150-300 นาโนเมตร จัดเป็นไวรัส

ขนาดกลาง สารพันธุกรรมของไวรัสชนิดนี้เป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวมีข้ัวเป็นลบ  ฮิวแมนพาราอินฟลู

เอ็นซาไวรัสเป็นไวรัสที่ถูกจัดอยู่ในวงศ์ (family) Paramyxoviridae สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 

genus คือ Respirovirus และ Rubulavirus และสามารถจ าแนกออกได้เป็น 4 สายพันธุ์ โดยในสกุล 

Respirovirus จะมีสมาชิกคือ HPIV-1 และ HPIV-3 ส าหรบั HPIV-2 และ HPIV-4 ซึ่งแบ่งออกได้เป็น 

HPIV-4A และ HPIV-4B ถูกจัดอยู่ในสกุล Rubulavirus จีโนมของไวรัสชนิดนี้มีขนาดประมาณ 

15,000 นิวคลีโอไทด์ โดยมีการเรียงตัวของยีน จากด้าน 3 ไปจนถึงส่วนปลาย 5 ดังนี้ N P M F HN 

และ L ซึ่งสามารถแปลรหัส (translation) เป็นโปรตีนโครงสร้างหลักของไวรัสได้ 6 ชนิด คือ 

Nucleocapsid protein , Phosphoprotein , Membrane protein , Fusion protein , 

Hemagglutinin-Neuraminidase และ Large protein (รูปที่ 1) โดยหน้าที่ของโปรตีนแต่ละชนิดได้

แสดงรายละเอียดไว้ในตารางที่ 1 (3) 



 9 

 

                   รูปที่ 2 แสดงองค์ประกอบของไวรัส (21) 

ตารางท่ี 1 หน้าที่ของโปรตีนของไวรัส HPIV  

Protein Function 

Hemagglutinin-
neuraminidase 

ช่วยในการเกาะกับ Host cell receptors 

Fusion protein ช่วยให้สารพันธุกรรมของไวรัสเข้าสู่ Host cell ได้โดยการรวม 
envelop ของไวรัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ของโฮสต์และเป็นผลให้เกิด
การ Hemolysis ของเซลล์ 

Nucleoprotein ท าหน้าที่เป็น nucleocapsid คอยห่อหุ้มเพ่ือปกปูองสาร
พันธุกรรมของไวรัส  

Phosphoprotein เป็นองค์ประกอบของ Polymerase complex 

Large protein เป็นองค์ประกอบของ Polymerase complex 

Matrix protein ช่วยในการรวมสารพันธุกรรมและโปรตีนต่างๆ ของไวรัสเป็น
อนุภาคไวรัสตัวใหม่ 
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ลักษณะท่ัวไปของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

 เชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสจัดอยู่ใน family Paramyxoviridae เชื้อไวรัสจะมีสาร
พันธุกรรมแบบ single stranded of negative sense RNA ซึ่งจะ envelope ล้อมรอบ capsid 
เรียกว่า นิวคลีโอแคปซิด (nucleocapsid) โดย envelope ของไวรัสจะมีส่วนประกอบเป็น plasma 
membrane derived lipid bilayer ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส ชนิดที่ 1 และ ฮิวแมนพาราอิน
ฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 3 จัด อยู่ใน genus Respirovirus ส่วนฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่  2 
และ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 4 จัดอยู่ใน genus Rubulavirus เชื้อฮิวแมนพาราอินฟลู
เอนซาไวรัสแต่ละชนิดประกอบไปด้วยนิวคลีโอไทด์ประมาณ 15,500 นิวคลีโอไทด์ มีหน้าที่สร้าง
โปรตีนต่างๆ ได้แก่ transmembrane surface proteins (F และ HN), matrix protein (M) และ 
nucleocapsid proteins (N, P และ L)  ส่วน surface fusion (F) และ HN glycoprotein (HN) 
เป็นส่วนของไวรัสที่สามารถกระตุ้นการสร้าง neutralizing antibody และท าให้เกิดปฏิกิริยา 
hemagglutination inhibition (HI) ส่วนประกอบนี้จึงมีความส าคัญต่อการพัฒนาวัคซีน 

ลักษณะจ าเพาะของยีนต่างๆบนจีโนมของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

 N(P) gene เป็นยีนที่อยู่ทางด้านปลาย 3 ของจีโนมไวรัส จัดเป็นยีนที่มีความเสถียร  

(conserved) ระหว่าง ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสในแต่ละสายพันธุ์ โดย N(P) 

gene จะมีขนาด 1,641-1,850 นิวคลีโอไทด์ สามารถแปลรหัสได้เป็น  nucleoprotein 

515 amino acid 

 P gene เป็นยีนที่มีความเป็น multicistronic โดย  P gene จะมีส่วนของยีน (cistron) 

ที่สามารถแบ่งได้เป็น 3 ส่วน คือ ส่วนที่ต่อเนื่อง (continuous), ส่วนไม่ต่อเนื่อง 

(discontinuous) และส่วนที่เหลื่อมล้ ากัน (overlapping) เนื่องจาก P gene เป็นยีนที่

มีความเป็น multicistron ท าให้สามารถแปลรหัสเป็น phosphoprotein และแบ่งเชื้อ

ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสได้เป็น  2 กลุ่ม กลุ่มแรกได้แก่ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซา

ไวรัสสายพันธุ์ที่ 1 และฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสสายพันธุ์ที่ 3 โปรตีนที่ถอดรหัสได้

จาก P gene จะเป็นส่วนของ continuous P cistron สามารถแปลรหัสได้ 500-600 

amino acid จากรูปที่ 3 แสดงจีโนมของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 1 

และ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 3 พบว่า Leaky scanning เป็น

ปรากฏการณ์การควบคุมการแปลรหัสในยูคาริโอตโดยล าดับเบสที่อยู่หน้า start codon 
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(AUG) การที่จะเกิดการแปลรหัสได้นั้น small ribosome จะเข้าจับเกาะและหา start 

codon (AUG) ซึ่งเมื่อพบจะท าการกระตุ้นให้มีการแปลรหัสขึ้น ถ้าบริเวณจดจ าของ 

small ribosome ไม่ดีพอ small ribosome จะเพิกเฉยต่อ AUG แรกท่ีเรียกว่า leaky 

scanning จะท าให้ได้โปรตีนที่ใกล้เคียงกันที่มาจาก mRNA เดียวกัน นอกจากท่ีกล่าว

ข้างต้นแล้ว การควบคุมการแปลรหัสในยูคาริโอตโดยล าดับเบสที่อยู่หน้า start codon 

ยังพบว่าถูกควบคุมโดย open reading frame ที่อยู่ระหว่างปลาย 5 กับ mRNA ซึ่งถ้า 

small ribosome อ่าน open reading frame ผิดไป จะท าให้เบส 3 ตัวแรกแทนที่จะ

อ่านเป็น AUG ก็อ่านเป็นอย่างอ่ืน ซึ่งการที่ small ribosome อ่าน open reading 

frame ไม่ถูกต้อง จะท าให้ไม่เกิดการถอดรหัสขึ้น กลุ่มท่ีสอง ได้แก่ ฮิวแมนพาราอินฟลู

เอนซาไวรัสสายพันธุ์ที่ 2 และ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสสายพันธุ์ที่ 4 โดยการ

ถอดรหัสจาก P gene จะเกิดกระบวนการ mRNA editing โดย P mRNA สามารถท า

ให้เกิดการแปลรหัสของ nonstructural V protein โดย P protein และ V protein 

เป็นโปรตีนที่มีกรดอะมิโนเหลื่อมล้ ากัน 64 amino acid บริเวณต าแหน่ง terminal ซ่ึง

โปรตีนนี้มีความส าคัญทางชีวภาพของไวรัส จากรูปที่ 4 แสดงจีโนมของเชื้อฮิวแมนพารา

อินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 2 และ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 4 RNA editing 

คือ กระบวนการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในโมเลกุล mRNA เช่น การเพ่ิมนิ

วคลีโอไทด์ตัวใหม่เข้าไปในโมเลกุล mRNA หรือการขจัดนิวคลีโอไทด์บางตัวออกไป จาก

โมเลกุล mRNA หรือการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสภายในโมเลกุล mRNA ซึ่งเป็นขั้นตอนที่

เกิดกระบวนการดัดแปลงโมเลกุล mRNA 

 M gene จัดเป็นยีนที่มีความ conserved ระหว่างไวรัสในกลุ่ม  paramyxoviruses 

และเป็นยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการประกอบชิ้นส่วนของไวรัส (assembly) M gene 

สามารถแปลรหัสได้เป็น matrix protein 

 F gene เป็นยีนที่มีขนาดความยาวประมาณ 1,845-1,851 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งสามารถ

ผลิตโปรตีนได้เป็น fusion protein  โดยโปรตีนชนิดนี้จะอยู่บริเวณ envelope ของ

ไวรัส ช่วยให้ไวรัสสามารถบุกรุก (penetrate) เข้าสู่ host cell ได้ 
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 HN gene สามารถแปลรหัสได้เป็น HN glycoprotein มีหน้าที่คือ Hemagglutinin ท า

หน้าที่ในการจับกับ receptor site บนผิวเซลล์ ท าให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ได้ง่าย  และ 

Neuraminidase จะท าหน้าที่ย่อย glycoprotein ซึ่งเป็น receptor site บนผิวเซลล์

ท าให้ไวรัสเป็นอิสระจากเซลล์ โมเลกุลของ glycoprotein นี้พบได้ในเมือกท่ีปกคลุม

ทางเดินหายใจด้วย เมื่อเมือกจับไวรัสไว้ ไวรัสจะใช้ enzyme ย่อยท าให้เมือกใสขึ้น 

ไวรัสจึงหลุดออกไปบุกเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจที่อยู่ลึกลงไป 

 Large gene เป็นยีนที่อยู่ทางด้านปลาย 5 ของจีโนมของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอน

ซาไวรัส จัดเป็นยีนที่มีความยาวมากที่สุด มีขนาดความยาวถึง 5,799 นิวคลีโอไทด์ 

นอกจากนี้ large gene สามารถแปลรหัสได้เป็น  large protein ซ่ึงเป็นส่วนประกอบ

ส าคัญใน polymerase complex 

 

รูปที่ 3 แสดงจีโนมของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 1 และ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซา

ไวรัสชนิดที่ 3 (http://education.expasy.org/images/Respirovirus_genomes.jpg) 

 

รูปที่ 4 แสดงจีโนมของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสชนิดที่ 2 และ ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซา

ไวรัสชนิดที่ 4 (http://education.expasy.org/images/Rubulavirus_genomes.jpg) 

วงจรชีวิตของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

การเพ่ิมจ านวนของฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสเกิดข้ึนในไซโตพลาสซึมของ Host cell 

โดยขั้นแรกอนุภาคของเชื้อไวรัสจะเกาะกับ Host cell receptors กระบวนการนี้เกิดขึ้นผ่าน HN 

glycoprotein จากนั้น envelope ของไวรัสจะเกิดการรวมตัวกับเซลล์เมมเบรนของโฮสต์เซลล์โดย 
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Fusion protein ท าให้สารพันธุกรรมของไวรัสสามารถบุกรุกเข้าสู่โฮสต์เซลล์ได้ แต่เนื่องจากจีโนม

ของไวรัสเป็นอาร์เอ็นเอสายลบ ดังนั้นจึงต้องท าการสังเคราะห์ viral mRNAs ผ่านกระบวนการ 

transcription ในไซโตพลาสซึมโดยใช้ virus-specific RNA dependent RNA polymerase 

หลังจากนั้นไรโบโซมจะถอดรหัส viral mRNAs ไปสู่ viral proteins ชนิดต่างๆ หลังจากเกิด

กระบวนการ transcription เชื้อไวรัสจะท าการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมด้วยกระบวนการ 

replication โดยโปรตีนที่ส าคัญในกระบวนการดังกล่าวได้แก่ nucleoprotein ซึ่งจ าเป็นต่อการ 

replication full-length ของจีโนมไวรัส ส าหรับกระบวนการ replication จะเกิดขึ้นใน 2 ขั้นตอน  

ขั้นแรกไวรัสจะเปลี่ยนจีโนมซึ่งเป็น negative strand ให้กลายเป็น complementary positive 

RNA strand ซึ่งจะถูกใช้เป็นแม่แบบส าหรับการสังเคราะห์จีโนม จากนั้นโปรตีนต่างๆ และจีโนมของ

ไวรัสจะไปรวมตัวกันบริเวณเซลล์เมมเบรนของโฮสต์เพ่ือประกอบเป็นอนุภาคของไวรัสตัวใหม่แล้วจึง

ออกจากเซลล์โดยวิธีการ budding เพ่ือแพร่ไปยังเซลล์ข้างเคียงต่อไป (รูปที่ 5) (21) 

 

รูปที่ 5 แสดงการเข้าสู่เซลล์และการเพ่ิมจ านวนของเชื้อ Human parainfluenza virus 

(http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/2) 
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พยาธิก าเนิดของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

 พยาธิก าเนิดของการติดเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด แต่น่าจะ

คล้ายกับการติดเชื้อ Respiratory Syncytial Virus (RSV) พยาธิสภาพที่ทางเดินหายใจและปอดใน

ผู้ปุวย ที่เป็นหลอดลมฝอยอักเสบและปอดอักเสบน่าจะเป็นผลจากการติดเชื้อไวรัสโดยตรงต่อเซลล์

เยื่อบุร่วมกับการตอบสนองของภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ ท าให้เกิดเซลล์ตาย เกิดการบวมและการหลั่ง

ของเอนไซม์ตามมา (22) การเกิด croup พบว่ามีการเพ่ิมของ mononuclear cells หลังการติดเชื้อ

ฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสร่างกายจะหลั่งแอนติบอดีชนิดต่างๆ เช่น IgG และ IgA เมื่อเวลาผ่าน

ไประดับของแอนติบอดีจะลดต่ าลง (23) นอกจากนี้ยังพบว่า IgE  ในสารคัดหลั่งของผู้ปุวยโรค

หลอดลมฝอยอักเสบมีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ (24) การเกิด croup 

จากการติดเชื้อของฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสมักมีความรุนแรงน้อยกว่าเชื้อ RSV และจะไม่ค่อย

เกิดภาวะการหายใจล้มเหลว ผู้ปุวยที่มีปัญหาภูมิคุ้มกันบกพร่องแต่ก าเนิด ส าหรับผู้ปุวยที่ได้รับการ

ปลูกถ่ายอวัยวะ หากติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ อาจมีอาการที่รุนแรงมากหรือเสียชีวิตได้ (24-28) 

 

การแพร่กระจายของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

เชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสพบเฉพาะในมนุษย์เท่านั้น การแพร่กระจายของเชื้อฮิว

แมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสสามารถแพร่กระจายโดยการสัมผัสโดยตรงกับน้ ามูกที่ปนเปื้อนเชื้อหรือ

สัมผัสทางอ้อมกับสิ่งของเครื่องใช้ที่ปนเปื้อนเชื้อ ไวรัสชนิดนี้สามารถอยู่บนพ้ืนผิวที่ปนเปื้อนได้นาน

หลายชั่วโมง จึงเป็นสาเหตุให้พบการแพร่กระจายของเชื้อ ในโรงพยาบาลโดยเฉพาะในหอผู้ปุวยเด็ก

ได้ (29) เชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสพบว่าสามารถท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อใน

โรงพยาบาลเช่นเดียวกัน โดยเฉพาะในผู้ปุวยที่มีปัญหาภูมิคุ้มกันบกพร่อง (29-32) ผู้ที่เคยติดเชื้อไวรัส

ชนิดนี้มาแล้วอาจจะติดเชื้อซ้ าอีกได้ แต่ส่วนมากในเด็กโตหรือผู้ใหญ่ที่ไม่มีโรคประจ าตัวมักจะไม่มี

อาการหรือมีอาการไม่รุนแรง (33) รูปที่ 6 
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รูปที่ 6 แสดงธรรมชาติของการติดเชื้อ HPIV (3) 

การเจริญเติบโตในเซลล์เพาะเลี้ยง 

 Primary cell line และ secondary cell line ที่ช่วยให้เชื้อ HPIV เจริญเติบโตมีหลายชนิด 
โดยส่วนใหญ่ที่ใช้จะเป็น LLC-MK2, VERO, CV-I, Primary Cymonologous และ Rhesus 
monkey kidney นอกจากนี้เชื้อ HPIV ยังสามารถเพ่ิมจ านวนใน organ culture จากสัตว์ได้ เช่น 
หน,ู guinea pig, ferret (รูปที ่7) และ human fetal respiratory epithelium (34) 

 
รูปที่ 7 แสดงภาพของ guinea pig และ ferret 

(http://netmarketing-123.com/wp-content/uploads/2013/11/Guinea-pig.jpg) 
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/32/Ferret_2008.png 
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 ส าหรับ primary monkey kidney tissue culture นั้น มีความไวต่อเชื้อ HPIV มาก เหมาะ

ส าหรับการเพาะเลี้ยงและแยกเชื้อเป็นอย่างยิ่งโดยเชื้อ HPIV สามารถแยกได้โดยง่ายจาก epithelial 

cell lines ได้ดีกว่า fibroblast cell lines นอกจากนี้ปัจจัยที่ส าคัญส าหรับการ culture HPIV คือ 

exogenous protease (trypsin) เนื่องจาก trypsin ท าให้เชื้อ HPIV สามารถปรับสภาพภายใน cell 

culture ได้ (34) 

การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเชื้อ HPIV 

 ส าหรับกลไกการปูองกันเชื้อ HPIV โดยส่วนใหญ่ภูมิคุ้มกันของร่างกาย จะตอบสนองต่อ 

ไกลโคโปรตีนสองตัวบนผิวไวรัส (surface glycoprotein) คือ โปรตีน HN และโปรตีน F (35, 36) 

เด็กส่วนใหญ่จะสร้าง neutralizing แอนติบอดีต่อ HPIV ทั้งสี่สายพันธุ์ โดยระดับแอนติบดอีเกิดขึ้นได้

อย่างรวดเร็ว ในระหว่างการติดเชื้อครั้งแรก และลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 6 เดือน  HPIV-3 ติดเชื้อ

ประมาณสองในสามของ เด็กในช่วงขวบปีแรกท่ีมีการติดเชื้อ ในความเป็นจริงแล้วเด็กทุกคนเมื่ออายุ 

3 ปีจะแสดงให้เห็นถึงการเคยติดเชื้อ HPIV มาก่อน จากการศึกษาในสัตว์ทดลอง แสดงให้เห็นว่า

แอนติบอดีต่อทั้ง โปรตีน HN หรือ โปรตีน F สามารถปูองกันการติดเชื้อ HPIV-3 ได้ (36) นอกจากนี้

การปูองกันการติดเชื้อ HPIV โดยแอนติบอดีเพียงอย่างเดียวอาจไม่ได้ปูองกันทารกอย่างเต็มที่ จาก 

Lower respiratory infection (35) การติดเชื้อซ้ ามักจะเกิดก่อนที่จะมีการจดจ าได้ของระบบ

ภูมิคุ้มกัน  

ส่วนใหญ่การตอบสนองของแอนติบอดีจะเป็น IgG1 แต่ 30% ของผู้ใหญ่ มีการเพ่ิมข้ึนอย่าง

มีนัยส าคัญของ IgG3, IgG4, IgA และ IgM (37) ในระหว่างหรือหลังจากการติดเชื้อ HPIV เฉียบพลัน 

พบว่าเด็กก่อนวัยเรียนส่วนใหญ่แสดงให้เห็นถึงการผลิตแอนติบอดี IgM (38) นอกจากนี้ภูมิคุ้มกันต่อ 

HPIV สายพันธุ์ที่ 1และ 2 มีแนวโน้มของการพัฒนาช้ากว่า ภูมิคุ้มกันต่อ HPIV สายพันธุ์ที่ 3  โดย

ภูมิคุ้มกันต่อ HPIV-3 เพิ่มมากข้ึนอย่างรวดเร็วในช่วงปีที่สอง และปีที่สามของชีวิต  

IgA มีบทบาทส าคัญ ในการปูองกันการติดเชื้อ HPIV หลังจากท่ีมีการติดเชื้อ HPIV เด็กส่วน

ใหญ่ และผู้ใหญ่ จะมีพัฒนาของแอนติบอดีชนิดนี้ (24, 39-41) ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการปูองกันโรค 

ในผู้ใหญ่ (40, 42) อย่างไรก็ตามในทารกระดับ IgA ไม่ได้ มีความสัมพันธ์กับความสามารถในการต้าน

การติดเชื้อ HPIV (41) การตอบสนองของ เซลล์ T-lymphocyte ดูเหมือนจะเป็น สิ่งส าคัญในการ

ต้านการติดเชื้อของ ไวรัสจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง ในระหว่างการติดเชื้อด้วย HPIV -3 และ 
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mouse PIV -1 (43-45) ปรากฏว่า Alpha beta T cell มีบทบาทส าคัญ ในการตอบสนองด้านเซลล์ 

(cell-mediated) ที่มีฤทธิ์ก าจัดไวรัสมากกว่า gamma  delta T cell  หรือ natural killer cell  

 

วงจรชีวิตของไวรัสที่เป็นเป้าหมายส าหรับยาต้านเชื้อไวรัส 

 
 

รูปที่ 8 แสดงภาพของวงจรชีวิตของไวรัสที่เป็นเปูาหมายส าหรับยาต้านเชื้อไวรัส 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1159152/bin/JCI0525669.f5.jpg 
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(A) Agents ที่สามารถของยับยั้ง โปรตีน HN โดยจะกระตุ้น inflammatory cells ที่ปอดและ

กระตุ้นการหลั่ง ไซโตไคน์ตามมา อาจจะลดการตอบสนองต่อการอักเสบต่อโปรตีน HN และ
บรรเทาอาการของโรค  

(B) Agents ที่สามารถจับได้อย่างพอดีกับ HN globular head อาจยับยั้ง HN-receptor 
binding และ F โปรตีน  เมื่อโปรตีน HN ถูกยับยั้งจึงไม่สามารถกระตุ้น F โปรตีน ได้ จึงเป็น
การลดการจับกันระหว่างไวรัสและโฮสต์เซลล์ 

(C) Agents ที่ออกแบบมาให้คล้ายกับ F โปรตีน มาใช้ เพื่อปูองกันไม่ให้เกิดการ refolding ที่
จ าเป็นในการ fusion ในระหว่างที่ไวรัสเข้าไปในโฮสต์เซลล์ นอกจากนี้ Agents ที่ออกแบบ
มาให้คล้ายกับ F โปรตีน สามารถกลายเป็น โปรตีน F ที่ไร้ความสามารถ ก่อนที่จะถึงเยื่อหุ้ม
เซลล์ โฮสต์เปูาหมาย เพื่อปูองกันการ fusion ในระหว่างที่ไวรัสเข้าไปในโฮสต์เซลล์ 

(D) โปรตีน HN มี NA activity การยับยั้งที่เฉพาะเจาะจง ของ NA activity อาจปูองกัน virion 
เข้าสู่เซลล์ ท าให้ไม่ติดเชื้อเพ่ิมเติม 

 
การป้องกันและการรักษา 

 ในเด็กท่ีมีการติดเชื้อ HPIV ส่วนใหญ่แล้ว จะมีการพัฒนาของแอนติบอดี แต่ในปริมาณท่ีน้อย 

จึงสามารถเกิดการติดเชื้อซ้ าได้ตลอดชีวิต (46) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเพ่ิมเติมอีกว่าแอนติบอดีบาง

ชนิดสามารถต้านการติดเชื้อได้ (47) ส าหรับการพัฒนาวัคซีนของไวรัสชนิดนี้ โดยให้ทาง intranasal 

เป็น live attenuated ที่เป็นส่วนประกอบของ bovine PIV-3 กับ Human PIV บริเวณยีน HN และ

ยีน F พบว่าสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตอบสนองของแอนติบอดีต่อไวรัสชนิดนี้สูงขึ้น ในแฮมสเตอร์

และลิงรีซัส (47, 48) แต่การพัฒนาวัคชีนในการปูองกันไวรัสชนิดนี้ยังอยู่ในขั้นทดลอง   นอกจากนี้ยัง

มีการทดสอบสารที่ใช้ปูองกัน ไวรัสในกลุ่มของ Paramyxoviruses เช่น neuraminidase inhibitors 

(zanamivir) , protein synthesis inhibitors (puromycin), nucleic acid synthesis inhibitors, 

ascorbic acid, calcium elenolate (49, 50) แต่ในปัจจุบันยังไม่มียาต้านเชื้อตัวใดที่ให้ผลอย่างมี

ประสิทธิภาพส าหรับไวรัสชนิดนี้ 

ความแตกต่างระหว่าง Influenza virus และ Parainfluenza virus 

 เชื้อ HPIV มีลักษณะอาการทางคลินิกท่ัวไปคล้ายกับ Influenza virus หลายประการ 

(Influenza-like) เนื่องจากอนุภาคของไวรัส (virus particle) ของ HPIV นั้นมีลักษณะคล้าย 
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Influenza virus โดยมี Hemagglutination และ Neuraminidase activities อย่างไรก็ตามเชื้อ 

HPIV ยังมีคุณสมบัติหลายประการที่แตกต่างจากเชื้อ Influenza virus เช่น 

1. บริเวณท่ีพบการติดเชื้อ HPIV  มีบริเวณท่ีเหมาะสมอยู่บริเวณระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง 

ซึ่งแตกต่างจาก Influenza virus ทีม่ีบริเวณที่เหมาะสมอยู่บริเวณระบบทางเดินหายใจ

ส่วนบนเป็นส่วนใหญ่ เนื่องจากระบบทางเดินหายใจส่วนบนนั้นจะมีอุณหภูมิที่ต่ ากว่าระบบ

ทางเดินหายใจส่วนล่าง ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของ Influenza virus 

2. HPIV ถูกจัดอยู่ใน family Paramyxoviridae เป็น RNA virus ที่มีการ replicate บริเวณ 

cytoplasm ซึ่งแตกต่างจาก Influenza virus ถูกจัดอยู่ใน family Orthomyxoviridae 

จัดเป็นไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเป็น RNA เพียงชนิดเดียว ที่มีการ replicate บริเวณ nucleus 

นอกจากนี้ลักษณะทางชีวโมเลกุลของ Influenza virus ไม่มีส่วนของ nucleotide 

sequence หรือ amino acid sequence ที่มีความสัมพันธ์กับ HPIV ยกเว้นบริเวณ motif 

sequence ของ Polymerase protein 

หลักการและเทคนิคการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม 

 หลักการพื้นฐานของการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมหรือที่เรียกกันว่า Polymerase Chain 

Reaction เป็นเทคนิคการเพ่ิมขยายปริมาณชิ้นส่วนของดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ในการเพ่ิมขยาย

ปริมาณดีเอ็นเอจ าเป็น ต้องอาศัยส่วนประกอบดังนี้คือ ดีเอ็นเอแม่แบบ, thermostable DNA 

polymerase, deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทั้งสี่ชนิด, oligonucleotide 

primers, buffer ปฏิกิริยาการสังเคราะห์จะด าเนินไปเป็นล าดับ 3 ขั้นตอน (รูปที่ 9) ซ้ ากันเป็น

จ านวน 20-40 รอบ ท าให้ได้ PCR Product หรือ amplified product เป็นดีเอ็นเอสายใหม่เพ่ิมข้ึน

เป็นจ านวนมาก  
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 (http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/dna/chapter/images/editable/pcr3.gif) 

1. ขั้นตอน Denaturation เป็นขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอสายคู่ของดีเอ็นเอแม่แบบให้กลายเป็น

สายเดี่ยว โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 

2. ขั้นตอน Annealing เป็นขั้นตอนการลดอุณหภูมิลงมาที่ 45-65 องศาเซลเซียสโดยประมาณ 

เพ่ือให้ไพรเมอร์สามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอแม่แบบสายเดี่ยวบริเวณล าดับนิวคลีโอไทด์คู่สม 

3. ขั้นตอน Extension เป็นขั้นตอนการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ต่อออกจากสายไพรเมอร์ ใน

ทิศทางจากทางด้าน 5 ไปทางด้าน 3 อุณหภูมิในช่วงนี้จะอยู่ประมาณ 70-75 องศา

เซลเซียส 

รูปที่ 9 แสดงขั้นตอนการท าปฏิกิริยา PCR 
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องค์ประกอบพื้นฐานและสภาวะต่างๆที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม 

 ประสิทธิผล (Efficacy) ของการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม สามารถวัดได้จากปัจจัยต่างๆ คือ 

ความจ าเพาะ (specificity), ความไว (sensitivity),  ผลผลติที่ได้ (yield) และความถูกต้อง (fidelity) 

การเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมที่มีความจ าเพาะสูงมาก จะท าให้ PCR product เกิดข้ึนจากส่วนของ

แม่พิมพ์ที่มีความจ าเพาะเท่านั้น ในขณะที่การเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมที่มีประสิทธิภาพสูง ท าให้ได้ 

PCR product ในปริมาณท่ีสูงกว่า โดยใช้จ านวนรอบในการท าน้อยกว่า ส่วนการเพ่ิมจ านวนสาร

พันธุกรรมที่มีความถูกต้องแม่นย าสูง ก็จะท าให้ได้ PCR product ที่มีความถูกต้องในล าดับเบสสูง 

หรือมีความผิดพลาดน้อยมาก นอกจากนี้ยังมีองค์ประกอบและสภาวะต่างๆ ที่ส่งผลต่อปัจจัยดังกล่าว

โดยทั่วไปพบว่า การปรับองค์ประกอบและสภาวะต่างๆของการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม เพื่อให้ได้

ความจ าเพาะและความแม่นย าสูงสุด  

1. ดีเอ็นเอแม่แบบ  

คุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอแม่แบบมีอิทธิพลอย่างมากต่อประสิทธิภาพของการเพ่ิม

จ านวนสารพันธุกรรม ด้วยเหตุนี้การเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบจากตัวอย่างจึงเป็นสิ่งส าคัญสิ่ง

แรกท่ีต้องพิจารณา ส าหรับปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบที่เหมาะสมส าหรับการเพ่ิมจ านวนสาร

พันธุกรรมจะอยู่ในช่วง 102-105 copies  

2. ไพรเมอร์ 

ไพรเมอร์จัดเป็นองค์ประกอบส าคัญในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ซึ่งขึ้นกับการเลือกและ

ออกแบบไพรเมอร์ให้เหมาะสม มีหลักเกณฑ์ดังนี้  

 ไพรเมอร์มีขนาดยาวประมาณ 18-24 เบส 

 ประกอบด้วย G+C ประมาณ 40-60% 

 ไม่มีโครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) เกิดข้ึนในสายของไพรเมอร์ 

 การเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณปลาย 3 ของไพรเมอร์ไม่ควรมีเบสคู่สมกัน 

(complementary) เพ่ือปูองกันการเกิด ไพรเมอร์-ไดเมอร์ (primer-dimers) 

 มีค่า Tm อยู่ในช่วง 55-65 องศาเซลเซียส และค่า Tm ของไพรเมอร์ทั้งคู่ควรมีค่า

ใกล้เคียงกัน 
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3. Thermostable DNA polymerases  

เป็นเอนไซมท่ีมีความเหมาะสมในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ด้วยเหตุผล 2 ประการ คือ 

เอนไซม์มี activity สูงสุดที่อุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส และมีคุณสมบัติทนความร้อนสูง 

95 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน ในปัจจุบัน มี thermostable DNA polymerases หลาย

ชนิดที่ถูกค้นพบและน ามาใช้ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม ซึ่งจะขอกล่าวถึงเอนไซม์บาง

ตัว ดังนี้ 

 Taq DNA polymerase เป็น thermostable DNA polymerase ตัวแรกท่ีถูก

น ามาใช้ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม PCR และใช้กันอย่างแพร่หลาย เอนไซม์ชนิดนี้

แยกได้จาก thermophilic eubacterium มีชื่อว่า Thermus aquaticus ส าหรับ Taq 

DNA polymerase ประกอบด้วยกรดอะมิโน 832 ตัว มีน้ าหนัก 95 KD มี 5′-3′ 

exonuclease แต่ไม่มี 3′-5′ exonuclease ซ่ึงเป็น proof reading activity 

 Stoffel fragment เป็น truncated form ของ Taq DNA polymerase ที่ได้จาก

การตัดยีนส่วนต้นออกไป 867 basepairs ท าให้ประกอบด้วยกรดอะมิโนเพียง 544 ตัว 

และมีน้ าหนัก 62 KD Stoffel fragment จะต่างจาก Taq DNA polymerase โดย 

o ไม่มี 5′-3′ exonuclease 

o processitivity ต่ ากว่า แต่ fidelity สูงกว่า Taq DNA polymerase  

o ทนความร้อนกว่า  

o ช่วงความเข้มข้น Mg
2+ 

ที่เหมาะส าหรับการท างานกว้างกว่า 

 Pfu และ Pwo DNA polymerases เป็นเอนไซม์ขนาด ประมาณ 90 KD ที่แยกได้

จาก hyper thermophilic archae bacteria ชื่อ  Pyrococcus furiosus และ 

Pyrococcus wossei ตามล าดับ ซึ่งเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส ส าหรับ

ตัวเอนไซม์มีคุณสมบัติทนความร้อนสูงมาก เหมาะส าหรับงาน PCR ที่ต้องการความ

ถูกต้องของล าดับเบสใน amplified product สูง เช่น การท า genomic cloning, 

การศึกษา polymorphism, การศึกษาการกลายพันธุ์ เป็นต้น 

4. บัฟเฟอร์ส าหรับการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม 

บัฟเฟอร์มาตรฐานส าหรับงาน PCR ที่ใช้ Taq DNA polymerase ประกอบด้วย 50 mM 
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KCl, 10 mM Tris-HCl (pH8.3 ที่อุณหภูมิห้อง) และ 1.5 mM MgCl2  

5. ความเข้มข้นของ MgCl2  

Mg
2+ 

เป็น cofactor ที่จ าเป็นส าหรับการท างานและ fidelity ของ polymerase รวมถึงมี

ผลต่อ primer annealing, ความจ าเพาะของการท า PCR และการเกิด primer-dimer 

ดังนั้นในการท า PCR เพ่ือให้ได้ผลที่ดีที่สุดจึงต้องหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ MgCl2 

โดยทั่วไปความเข้มข้นที่เหมาะสมของ MgCl2 ที่ใช้ในการท า PCR จะเท่ากับ 1.5 mM แต่ 

ความเข้มข้นที่เหมาะสมในแต่ละการทดลอง อาจแปรเปลี่ยนขึ้นกับปริมาณของ dNTPs และ

ปริมาณของ primers และดีเอ็นเเม่แบบ 

6. Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) 

ความเข้มข้น ของ dNTPs ทั้งสี่ชนิดในการท า PCR อยู่ในช่วง 20-200 µM โดย ความเข้มข้น
ที่นิยมใช้กันมากท่ีสุด คือ 200 µM ซึ่งเพียงพอส าหรับการสังเคราะห์ amplified product 

เทคนิคของการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม 

 Hot start PCR 

ในการท า hot start PCR จะมีความแตกต่างจาก PCR ธรรมดา โดยอุณหภูมิขั้นแรก

ของการท าปฏิกิริยาจะสูงมากประมาณ 96-98 องศาเซลเซียส เพื่อให้ส่วนประกอบต่างๆ 

แยกออกจากกัน เกินอุณหภูมิในขั้น annealing การดัดแปลงนี้จะช่วยปูองกันการเกิด 

PCR product แบบไม่จ าเพาะเจาะจงซึ่งเกิดจากการเกาะของ primer เข้ากับดีเอ็นเอ

แม่แบบไม่จ าเพาะในช่วงเริ่มต้นของปฏิกิริยา ด้วยเหตุนี้ hot start PCR จึงช่วยท าให้

ความจ าเพาะและประสิทธิภาพของการท า PCR ดีขึ้น 

 RT-PCR  

Reverse transcriptase polymerase chain reaction หรอื RNA–PCR เป็นเทคนิค

การเพ่ิมขยายปริมาณ RNA ที่ประกอบด้วยสองปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยา reverse 

transcription เป็นการสร้างสายดีเอ็นเอคู่สม (complementary DNA-cDNA) จาก

แม่พิมพ์อาร์เอ็นเอ โดยอาศัยเอนไซม์ reverse transcriptase (RT) และปฏิกิริยา PCR 

โดยใช้ cDNA ที่สร้างขึ้นเป็นแม่พิมพ์ 
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 Multiplex PCR 

เทคนิค PCR นี้ถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ยีนหลายชนิดในการท า PCR เพียง

ขั้นตอนเดียวและแยกวิเคราะห์สารโดยดูจากขนาดของ PCR product ที่แตกต่างกัน 

ลักษณะเด่นของเทคนิค multiplex PCR คือ  ความจ าเพาะของ ไพรเมอร์ต่อล าดับนิ

วคลีโอไทด์ของสิ่งที่ต้องการ ตรวจวิเคราะห์ เช่น ในการตรวจแยกไวรัสก่อโรคในระบบ

ทางเดินหายใจ โดย ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไวรัสแต่ละชนิด และผสมเข้าด้วยกัน 

เพ่ือให้สามารถตรวจวิเคราะห์พร้อมๆ กันได้โดยการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมภายในครั้ง

เดียว 

 Nested PCR  

เทคนิคการท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 คูเ่พ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ในบริเวณท่ี

ต้องการ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ส าหรับการท า PCR แบ่งออกเป็น 2 คู่ไพรเมอร์ โดยใช้ไพร

เมอร์คู่แรก (F1, R1) เพ่ือคัดเลือกยีนบริเวณท่ีสนใจ จากนั้น น า PCR product ที่ได้ มา

ใช้เป็น DNA template สาหรับการท า PCR รอบท่ีสอง และใช้ ไพรเมอร์คู่ท่ีสอง (F2, 

R2) ซึ่งจะคัดเลือกยีนบริเวณเดิมเพ่ือเพ่ิมความจ าเพาะ (specificity) และความไว 

(sensitivity) ของการตรวจวิเคราะห์ให้สูงขึ้น ดังรูปที่ 10 เทคนิคนี้มีความไวโดยเฉลี่ย 

1-1x10-2 copies/µl 

 Semi nested PCR  

เทคนิคการท า PCR ที่ประยุกต์จาก nested PCR โดยใช้จ านวนไพรเมอร์น้อยกว่าการ

ท า nested PCR โดยใช้การท า PCR เพ่ือคัดเลือกยีนที่ต้องการก่อนในการท า PCR ครั้ง

แรกจากนั้นจึงน า PCR product ไปท า PCR รอบท่ีสอง โดยใช้ ไพรเมอร์ใหม่ร่วมกับไพร

เมอร์เดิม การเลือกใช้ ไพรเมอร์สามารถเลือกใช้ได้ทั้งสองทิศทาง โดยอาจออกแบบ ไพร

เมอร์ ใหม่ในทิศทาง 5′-3′ (forward primer) หรือ 3′-5′ (reverse primer) ก็ได้ ขึ้นกับ

ความเหมาะสมของบริเวณท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์หรือตามวัตถุประสงค์ 

 
 

 



 25 

 

 

รูปที่ 10 แสดงหลักการท า nested PCR 

(http://www.ivpresearch.org/images/Nested%20PCR%20Figure%20Power%20Point.gif) 
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 

รูปแบบการวิจัยที่ใช้ในการศึกษาแบบ  Descriptive cross-sectional study 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

โครงการวิจัยได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย์ของคณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB No.378/56) 

กลุ่มตัวอย่างท่ีน ามาศึกษา  

ตัวอย่างที่น ามาใช้ในการศึกษานี้ คือ ตัวอย่างที่เก็บจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง เป็น

ตัวอย่างแช่แข็งที่เหลือเก็บจากงานตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ใหม่ 2009 หรือ 

Influenza pH1N1 ซึ่งเป็นงานบริการประจ าวันของทางศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิก 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยกลุ่มตัวอย่างเป็นผู้ปุวยเด็ก ซึ่งมีอายุต่ ากว่า 5 ปี โดย

เกณฑ์ในการคัดเลือกผู้ปุวยเข้าร่วมในการศึกษาวิจัยมีดังนี้ 

1. มีไข้มากกว่า 37.8 องศาเซลเซียส ร่วมกับมีการหายใจเร็ว (ตามช่วงอายุ) ดังนี้ 

 อายุน้อยกว่า 2 เดือน   มีอัตราการหายใจ >= 60 ครั้ง/นาที 

 อายุ 2 เดือนถึง 1 ปี      มีอัตราการหายใจ >= 50 ครั้ง/นาที 

 อายุ 1ถึง 5 ปี       มีอัตราการหายใจ >= 40 ครั้ง/นาที 

 อายุ > 5 ปี       มีอัตราการหายใจ >= 30 ครั้ง/นาที 

2. ตรวจร่างกายพบความผิดปกติของระบบทางเดินหายใจ ที่เข้าได้กับโรคปอดอักเสบ 

3. ตรวจเอกซเรย์ปอดพบความผิดปกติท่ีเข้าได้กับโรคปอดอักเสบ ที่อ่านผลโดยแพทย์รังสี

วินิจฉัย 

และกลุ่มตัวอย่างดังนี้ 
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1. ตัวอย่างที่เก็บจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง เป็นตัวอย่างที่เหลือจากโครงการ

จ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนเรสไพราทอรีซินไซเทียลไวรัสจากแผนกกุมารเวช

ศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  

2. ตัวอย่างที่เก็บจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง ที่เหลือจากโครงการการศึกษาการ

ติดเชื้อไวรัสในผู้ปุวยโรคปอดอักเสบ ที่เข้ารับการรักษาในหอผู้ปุวยหนักกุมารเวช

กรรมของโรงพยาบาลชลบุรีซึ่งเป็นงานบริการประจ าวันของทางศูนย์เชี่ยวชาญ

เฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิก  

จ านวนประชากร  
 

 
 

โดยที่   n คือ จ านวนตัวอย่าง 
Z คือ ค่า ค่า Z score ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% มีค่าเท่ากับ 1.96   

p คือ อัตราความชุกของ HPIV ของตัวอย่างที่มาจากระบบทางเดินหายใจจาก

การศึกษาก่อนหน้านี้ซึ่งมีค่าเท่ากับ 9.36% โดยเฉลี่ย (Morgan W. et al.,2012) 

q คือ 1-p         

d คือ ค่าความคลาดเคลื่อน เท่ากับ 0.05  

n    =    (1.96)2 (0.093) (1 – 0.093)       = 129.61 
    (5/100)2 

เมื่อแทนค่าต่างๆ ในสมการแล้วจะได้จ านวนตัวอย่างที่มาจากระบบทางเดินหายใจเท่ากับ 130
ตัวอย่าง ซึ่งเป็นจ านวนตัวอย่างที่น้อยที่สุดที่จะเป็นตัวแทนที่เหมาะสมในการศึกษาครั้งนี้โดยมีความผิดพลาด
ไม่เกินร้อยละ 5 

 
วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 

อุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับการทดลอง 

1. Microcentrifuge tube 0.5 µl ,1.5 µl (Axygen, USA) 

2. Pipette tip 10 µl, 200 µl ,1000 µl (Axygen, USA) 

Z2pq 
d2 

n = 
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3. Centrifuge (Eppendorf, Germany) 

4. Magnetic stirrer (Thermolyne, USA) 

5. Parafilm (American nation, USA) 

6. Electrophoresis chamber (BioRAD, USA) 

7. Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

8. Master cycler (Eppendorf, Germany) 

9. Block heater (Lab Line instrument, USA) 

10. Freezer  -20º C (Sanyo, Japan) 

11. Autoclave (Harvey, USA) 

12. Gel Doc (BioRAD, USA) 

13. Reagent  Bottle 100 mL (Duran, USA) 

14. Freezer 4 º C (Misubishi, Japan) 

สารเคมีที่ใช้ส าหรับการทดลอง 

 สารเคมีส าหรับ Viral transport media 

1. สารละลาย PBS (phosphate buffer saline) ปริมาณ 2 mL 

2. ยาปฏิชีวนะ (Penicillin G (2x106 U/L), Streptomycin 200 mg/liter) 

สารเคมีส าหรับสกัด RNA โดยชุดสกัดสารพันธุกรรมส าเร็จรูป HiYieldTM Viral Nucleic 

Acid Extraction kit (RBC Bioscience, Taipei, Taiwan) 

1. 95% ethanol 

2. RNAse-free water 

สารเคมีส าหรับการเปลี่ยน RNA ให้กลายเป็น complementary DNA 

1. Random hexamer (Promega, USA) 

2. dNTP (deoxynucleotide triphosphate) (Promega, USA) 

3. MMLV Reverse transcriptase (Promega, USA) 
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4. RNase Inhibitor (Promega, USA) 

 

สารเคมีส าหรับการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม 

1. Master mix (5PRIME, Germany) 

2. Distilled water 

3. Magnesium Chloride  

4. PCR Primers  

5. DNA Template  

สารเคมีส าหรับการท า electrophoresis 

1. DNA Marker (Promega, USA) 

2. Agarose Gel (Promega, USA) 

3. Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

4. 1X TBE Buffer  

สารเคมีส าหรับการ Purify DNA  

1. Expin™ Gene ALL purified DNA kit (GeneAll Biotechnology, Korea) 

2. Isopropanol (Sigma, Singapore) 

3. Ethanol 

สารเคมีส าหรับการโคลนนิ่ง 

1. p-GEM T Easy vector (Promega, USA) 

2. X-gal (Promega, USA) 

3. Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside (IPTG) (Eppendorf, Germany) 
4. Tryptone powder (Giboco BRL, USA) 

5. Yeast Extract (GIBCO, Singapore) 

6. Sodium chloride (Sigma, Singapore) 

7. Magnesium sulfate (Sigma, Singapore) 

8. Glucose (Giboco BRL, USA) 
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9. Agar (GIBCO, Singapore)  

สารเคมีส าหรับการสกัดพลาสมิด 

1. Fast Plasmid Mini (Eppendorf, Germany) 
2. Isopropanol (Sigma, Singapore) 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

การเก็บตัวอย่างในระบบทางเดินหายใจ 

1. Nasopharyngeal aspirate 

วิธีการเก็บตัวอย่างให้ใช้น้ าเกลือปราศจากเชื้อฉีดเข้าในโพรงจมูก และดูดเก็บตัวอย่างใส่

กระบอกเก็บตัวอย่างแล้วปิดฝาให้สนิท (รูปที่ 11) ตัวอย่างจะถูกเก็บใน Viral transport 

media (VTM) ที่ประกอบด้วยสารละลาย PBS ที่มียาปฏิชีวนะ (Penicillin G (2x106 U/L), 

Streptomycin 200 mg/liter) หลังจากได้รับตัวอย่างแล้วจะท าการแบ่งตัวอย่างใส่ใน 

microcentrifuge tube เพ่ือท าการสกัดสารพันธุกรรมแล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ -70 oC 

 
 

รูปที่ 11 แสดงวิธีการเก็บน้ าล้างโพรงจมูก 

(http://portal.mah.harvard.edu/departments/pathology/lab_manual/images/n

aso.gif) 



 31 

2. Tracheal suction และ Endotracheal suction 

การท า Endotracheal suction คือ การส่งสิ่งตรวจผ่านทางท่อช่วยหายใจ ช่วยให้สามารถ

ดูดสิ่งส่งตรวจที่อยู่ในทางเดินหายใจส่วนล่างออกมาได้ง่าย โดยเฉพาะในกรณีท่ีผู้ปุวยไม่

รู้สึกตัว ไม่สามารถไอขับเสมหะออกได้ การใส่ Endotracheal tube เข้าทางปาก 

(orotracheal) หรือทางจมูก (nasotracheal) โดยผ่าน epiglottis vocal cord เข้าสู่ 

trachea (รูปที่ 12) 

 
รูปที่ 12 แสดงวิธีการเก็บ tracheal & endotracheal suction 

(http://img.tfd.com/mk/E/X2604-E-34.png) 
 

การสกัดสารพันธุกรรมของไวรัส (RNA extraction) 
 

ตัวอย่างที่ได้จะน ามาสกัด RNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรมส าเร็จรูป ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 
- แบ่งตัวอย่างปริมาตร 200 µl ใส่ microcentrifuge tube จากนั้นเติม VB buffer ลงไป 
จากนั้นน าไป vortex   
- incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาท ี
- เติม 95% ethanol ลงไป น าไป vortex 
- น าตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน VB column ที่เตรียมไว้ให้จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 
13,000 rpm เป็นเวลาประมาณ 1 นาทีแล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง 
- เติม W1 buffer ลงไป น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลาประมาณ 1 นาที แล้วเทส่วน
ที่เป็นของเหลวทิ้ง 
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- เติม R-Wash buffer ลงไป น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลาประมาณ 1 นาที แล้วเท
ส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง จากนั้นน าไปปั่นต่ออีก 5 นาทีเพ่ือให้สารที่เหลือใน column หายไปจน
หมด 
- ย้าย column ใส่ลงใน microcentrifuge tube จากนั้นเติม RNAse free water 50 µl แล้ว
น าไปปั่นเหวี่ยง เพื่อชะล้าง RNA จาก column ลงไปใน microcentrifuge tube 
 

การท า Reverse transcription 
น า RNA ที่ได้มาเปลี่ยนเป็น complementary DNA (cDNA) โดยวิธี Reverse Transcription 
ด้วย Improm II (Promega) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้คือ  
 น า RNA 5 ul มาผสมกับ Dep C  5 ul และ Random hexamer 1 ul ให้เข้ากัน 
 Incubate ที่อุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงน าไป incubate ในน้ าแข็ง

เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงปั่นตก 
 เติมสารละลาย Improm II ปริมาตร 15 ul ผสมให้เข้ากัน 
 Incubate ที่อุณหภูมิห้อง 25 oC เป็นเวลา 5 นาที 
 Incubate ที่อุณหภูมิ 42 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วจึงปั่นตก 
 Incubate ที่อุณหภูมิ 70 oC อีก 15 นาที  
 น า cDNA ที่ได้เก็บท่ี -20 oC เพ่ือน าไปใช้ต่อไป 
 

การตรวจสอบ cDNA 
1. ท าการตรวจสอบ cDNA ด้วยการตรวจสอบยีน GAPDH ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
ปริมาณสารต่างๆ และสภาวะส าหรับท า PCR ดังตารางที่ 2-4 
2. ตรวจสอบผลการท า PCR โดยน าผลิตภัณฑ์ PCR มาผ่านกระแสไฟฟูา 110 โวลต์ ด้วยวิธี gel 
electrophoresis โดยใช้ 2% gel agarose จากนั้นจึงน าไปย้อมด้วย ethidium bromide 
แล้วเปรียบเทียบ PCR product ที่ได้กับ 100 bp DNA ladder ผ่านเครื่องฉาย UV ซึ่งคาดว่า
จะได้ PCR product ขนาด 499 bp โดยประมาณ 
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ตารางท่ี 2 ปริมาณสารที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH 

สารละลาย ปริมาตร (volume/tube) 

Distilled water 4.5  µl 
Master Mix 7.5  µl 
Forward primer  0.25  µl 
Reverse primer  0.25  µl 
DNA template 1      µl 

Total volume 13.5  µl 

 
ตารางท่ี 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออก

ของยีน GAPDH 

 

Primer Sequence (5’3’) PCR product 

GAPDH_F112   GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 491 bp 
 

GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC 

 

ตารางท่ี 4 สภาวะที่ใช้ท า PCR เพ่ือดูการแสดงออกของยีน GAPDH  

 

PCR reaction อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94 ºC 3 นาที 1 

Denaturation 94 ºC 18 วินาที  
40 Annealing 50 ºC 21 วินาที 

Extension 72 ºC 1: 30 นาท ี

Final extension 72 ºC 10 นาที 1 

Hold 25 ºC 5 นาที 1 
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การตรวจหาเชื้อ HPIV ด้วยวิธี Multiplex Semi-Nested PCR 

 วิธีการออกแบบไพรเมอร์ 
ออกแบบไพรเมอร์โดยการเพ่ิมจ านวนยีนในบริเวณ HN gene ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมี
ความจ าเพาะระหว่างสายพันธุ์ของ HPIV เพ่ือใช้ในการตรวจหาเชื้อไวรัส ในตัวอย่างส่งตรวจ 
และเพ่ือจัดจ าแนกสายพันธุ์ ในระดับโมเลกุลของเชื้อ HPIV โดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ HPIV ที่มีในฐานข้อมูล GenBank เป็นแหล่งอ้างอิงส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ 

 น า cDNA ที่ได้ไปท าการเพ่ิมจ านวนด้วยวิธี PCR ในบริเวณ HN gene โดยวิธ ี
multiplex semi nested PCR เพ่ือคัดเลือกตัวอย่างที่มีเชื้อ HPIV โดยใช ้primer 
และปริมาตรของ mixture และ condition ของ PCR ดังตารางที่ 5 – 9 

 
ตารางท่ี 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อ HPIV 

 

Primer Sequence (5’3’) Application 

F_PIV 1 ATTTAGGTGCACTATAGACACCAGCAGGAAGGACACA  

First & second 

round PCR 

F_PIV 2 ATTTAGGTGACACTATAGAAATCAATTCCTAAAAGGACATGT 
F_PIV 3 ATTTAGGTGACACTATAGCTCACCAACAAGATAACATATAT 
F_PIV 4 ATTTAGGTGACACTATAGATTCAATGGTGAAAAGAACATGG 

R1_PIV1&3 TAAWACYTGATATGAYTTCCCTATA First round PCR 
R1_PIV2&4 ATTAYATTGTGRGTRTAACACCAAT 
R2_PIV 1 CCTACGGGACATCTCCAGA  

Second round 

PCR 

R2_PIV 2 TTAGGCGTCCCATTGTATGATT 
R2_PIV 3 CCAGACGTGCATCTCCAGA 
R2_PIV 4 GAGGAGTTGTAGCAGTTGGAA 

หมายเหตุ – ส่วนที่ขีดเส้นใต้เป็นบริเวณ SP6 promoter ส าหรับใช้ในการท า nucleotide 
sequencing และ Degenerate nucleotides are W = A or T; Y = C or T; R = A or G 
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ตารางท่ี 6 ปริมาณสารที่ใช้ในการท า multiplex semi nested PCR เพ่ือ screening เชื้อ 

HPIV รอบท่ี 1  

สารละลาย ปริมาตร (Volume/tube) 

Distilled water 8 µl 

Master Mix 12.5 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV1) 0.25 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV2) 0.25 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV3) 0.25 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV4) 0.25 µl 

Reverse primer 10 uM (R1_PIV1&3) 0.5 µl 

Reverse primer 10 uM (R1_PIV2&4) 0.5 µl 

DNA template  1 µl 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl 

Total volume 25 µl 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 36 

ตารางท่ี 7 ปริมาณสารที่ใช้ในการท า multiplex semi nested PCR เพ่ือ screening เชื้อ 

HPIV รอบท่ี 2 

สารละลาย ปริมาตร (Volume/tube) 

Distilled water 8 µl 

Master Mix 12.5 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV1) 0.25 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV2) 0.25 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV3) 0.25 µl 

Forward primer 10 uM (F_PIV4) 0.25 µl 

Reverse primer 10 uM (R2_PIV1) 0.25 µl 

Reverse primer 10 uM (R2_PIV2) 0.25 µl 

Reverse primer 10 uM (R2_PIV3) 0.25 µl 

Reverse primer 10 uM (R2_PIV4) 0.25 µl 

DNA template (จาก PCR รอบท่ี1) 1 µl 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl 

Total volume 25 µl 

 

ตารางท่ี 8 สภาวะที่ใช้ท า multiplex Semi-Nested PCR เพ่ือ screening เชื้อ HPIV ด้วย 

PCR รอบท่ี 1 

PCR reaction อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94 ºC 4 นาที 1 

Denaturation 94 ºC 45 วินาที  
40 Annealing 55 ºC 45 วินาที 

Extension 72 ºC 45 วินาที 

Final extension 72 ºC 7 นาที 1 

Hold 25 ºC 5 นาที 1 
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ตารางท่ี 9 สภาวะที่ใช้ท า multiplex Semi-Nested PCR เพ่ือ screening เชื้อ HPIV ด้วย 

PCR รอบท่ี 2 

PCR reaction อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 ºC 4 นาที 1 
Denaturation 94 ºC 45 วินาที  

40 Annealing 53 ºC 45 วินาที 

Extension 72 ºC 45 วินาที 
Final extension 72 ºC 7 นาที 1 

Hold 25 ºC 5 นาที 1 
 
ตรวจสอบ PCR product ที่ต้องการด้วยวิธี Gel Electrophoresis โดยผ่าน 

กระแสไฟฟูา 100 โวลต์ 2% Agarose gel และใช้  100 bp DNA Ladder เป็น marker 
เพ่ือตรวจสอบขนาดของ DNA และย้อมดูแถบ DNA ที่ต้องการด้วยสารละลาย Ethidium 
Bromide  น าไปส่องดูแถบ  DNA  ภายใต้แสง  UV โดยผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้คือ 428, 428, 
422, 486 นิวคลีโอไทด์ ส าหรับ HPIV type 1 ถึง HPIV type 4 ตามล าดับ (ตารางที่ 10) 
ในการแปลผล ตัวอย่างที่ขึ้นแถบที่จ าเพาะกับ HPIV จะถูกน าส่งไปท าการ sequencing และ
จากนั้นน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลต่อไป 

 

ตารางท่ี 10 ขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า multiplex semi nested PCR  

สายพันธุ์ของเชื้อ HPIV ขนาดของ PCR Product 
1 428 

2 428 

3 422 
4 486 

 
 
 
 
 



 38 

การท าผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธิ์ และการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ 
หลังจากท าการตรวจสอบ PCR product ผ่านแสง UV จากนั้นตัด gel ในส่วนที่มีแถบของ DNA ที่
ต้องการ ท าให้บริสุทธิ์โดยชุด ExpinTM for purify DNA fragment kit (GeneAll, Korea) ซึ่งมี
ขั้นตอนดังนี้ 
- เติมสารละลาย GB buffer 500 ul ลงใน microcentrifuge tube ที่มี gel อยู่ จากนั้น incubate  
ที่  50ºC เป็นเวลา 10 นาท ี
- ดูดสารละลายทั้งหมดลงใน SV column แล้ว centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็น เวลา 1 นาที 
- เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง จากนั้นเติม NW buffer 700 ul แล้ว centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็น
เวลา 30 วินาที 
- เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง แล้ว centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี
- น า column filter ใส่ microcentrifuge tube จากนั้นเติม elution buffer ประมาณ 50 ul แล้ว
ทิ้ง ไว้ประมาณ 5 นาที เพื่อท าให้ column แห้ง 
- จากนั้น centrifuge ที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 2 นาทผีลิตภัณฑ์ PCR ที่บริสุทธิ์แล้วตกลงไปใน 
microcentrifuge Tube  

ตรวจสอบ PCR product ที่ได้จากการท าให้บริสุทธิ์ โดยน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จ านวน 5 ul มา
ท าการวิ่งผ่านกระแสไฟฟูา 100 โวลต์ โดยวธิี gel electrophoresis ใน 2% gel agarose อีกครั้ง
เพ่ือตรวจดูว่าได้ชิ้นส่วน DNA ที่ต้องการ เมื่อตรวจสอบเรียบร้อยแล้วจึงส่งไปท าการอ่านล าดับนิวคลี
โอไทด์ยัง บริษัท First Base laboratories SDN BHD โดยใช้ไพรเมอร์ SP6 เป็น sequencing 
primer เมื่อได้ผลแล้วจึงน ามาวิเคราะห์ผลต่อไป 

 
การตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ 

 ส าหรับการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ HPIV ในตัวอย่าง ควรตรวจสอบโดยน าไพรเมอร์ที่ได้

ออกแบบไว้มาท าการทดสอบกับตัวอย่างที่ให้ผลบวกในไวรัสที่ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ เพ่ือ

ให้ผลการตรวจวิเคราะห์มีความน่าเชื่อถือ โดยไวรัสที่ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจสามารถแบ่งออก

ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ ไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอ ได้แก่ Influenza virus (H3N2) , RSV 

(RSV-A, RSV-B) , Corona virus (OC43, HKU-1), Metapneumovirus, Rhinovirus (HRV-A, 

HRV-C)  และไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอ ได้แก่ Adenovirus 
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การเตรียม Positive Control ด้วยวิธีการ Cloning 

 ส าหรับการเตรียม Positive control ด้วยวิธีการ Cloning จะสามารถน าไปตรวจวิเคราะห์

เพ่ือหาความไว (sensitivity) ของไพรเมอร์ต่อไป  

1. ขั้นตอนการ Ligation โดย p-GEM T Easy vector กับ PCR product โดยเตรียม mixture 

ดังนี้ 

 2X ligation buffer    5 µl 

 50 ng/µl p-GEM T Easy vector  1 µl 

 T4 DNA ligase    1 µl 

 PCR Product    3-5 µl 

จากนั้นเขย่าให้เข้ากัน บ่มไว้ที่ 4 oC ทิ้งไว้ข้ามคืน  

2. ขั้นตอน Transformation 

 น า competent cell (E.coli DH5 ∝) 50 µl เติมสารละลายที่ ligate 5 µl 

 จากนั้นเขย่าให้เข้ากัน น าไป chill ice 20 นาท ี

 Heat shock ที่อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 42 วินาที 

 Chill ice 2 นาที 

 เติม SOC medium 950 µl  

 น าไป shake ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1.30 นาท ี

 จากนั้นน าไปปั่นที่ 4,000 rpm 5 นาที แล้วเท supernatant ทิ้ง 

 เติม X-gal 15 µl และ IPTG 5 µl 

 Spread plate แล้วน าไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง 

3. ขั้นตอนการเลือก colony 

 เลือก colony ที่มีสีขาว ที่ขึ้นบน plate  

 Colony ที่เลือกได้ ใส่ลงใน LB Broth ปริมาตร 1000 µl 

 น าไปใส่ในตู้ shaking incubator ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 18 ชั่งโมง 
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4. ขั้นตอนการสกัด Plasmid 

 น าเซลล์แบคทีเรียที่เลี้ยงไว้มาใส่ลงใน tube ปริมาตร 2 µl 

 Centrifuge ที่ความเร็ว 13,500 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี

 เท supernatant ทิ้ง จากนั้นเติม lysis buffer 400 µl 

 Vortex ให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 3 นาท ี

 น า Lysate เปลี่ยนใส่ลงใน column  แล้ว Centrifuge ที่ความเร็ว 13,500 rpm 

เป็นเวลา 1 นาท ี

 เทส่วนล่างทิ้ง จากนั้นเติม Wash buffer 600 µl แล้ว Centrifuge ที่ความเร็ว 

13,500 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี

 เทส่วนล่างทิ้ง จากนั้น ปั่น Dry 1 นาที แล้วจึงย้าย column ใส่ลงใน tube ใหม ่

 เติม elution buffer ปริมาตร 50 µl แล้ว Centrifuge ที่ความเร็ว 13,500 rpm 

เป็นเวลา 1 นาท ี

 วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Plasmid ที่ความยาวคลื่น 260 nm แล้ว

ค านวณหาความเข้มข้นของสารละลาย จากความสัมพันธ์ระหว่าง A260/A280 

DNA purity  

โดย A260 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่สูงสุดของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 

260 นาโนเมตร 

A280 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่สูงสุดของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 

280 นาโนเมตร 

การค านวณหาค่าความเข้มข้นของ Plasmid (copy/ ) 

[DNA]  

โดย ขนาดความยาวของ recombinant plasmid มีขนาดเท่ากับ 3,015 นิวคลีโอไทด์ 

(pGEM T Easy vector) รวมกับขนาดของ insert product (bp) 
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การค านวณค่าความไวของเทคนิค PCR ด้วยวิธี 10 fold-serial dilution 

 เป็นวิธีการที่ใช้เพ่ือเตรียมความพร้อมส าหรับการวิเคราะห์ดีเอ็นเอ โดยปริมาณเชื้อของไวรัส 

(viral load) จะมีผลต่อความไวของเทคนิค PCR โดยน า plasmid ที่จะใช้เป็น positive control มา

ท า serial dilution โดยก าหนดให้ค่า dilution factor เท่ากับ 10 และมีค่าความเข้มข้นของ 

plasmid อยู่ระหว่าง 1012-100 copies/µl โดยค่าที่ยอมรับได้ของการทดสอบด้วยเทคนิค PCR มีค่า

ระหว่าง 104-102 copies/µl 

การเก็บรวบรวมข้อมูล 

 เก็บรวบรวมข้อมูล โดยวิธีการบันทึกลงบน data sheet เพ่ือเตรียมวิเคราะห์ข้อมูลต่อไป 

โปรแกรมท่ีใช้ในงานวิจัย 

 โปรแกรมท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 Bioedit   

เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับออกแบบไพรเมอร์ โดยการรวบรวม reference 

sequence จากฐานข้อมูลเพ่ือให้การออกแบบไพรเมอร์มีประสิทธิภาพที่ครอบคลุม

มากขึ้น 

 Oligos 

เป็นโปรแกรมท่ีใช้ตรวจสอบโอกาสในการเกิด primer-dimer ของเส้นไพรเมอร์ที่

ออกแบบ และค านวณค่า Tm เส้นไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง นอกจากนี้ยังใช้ใน

การ reverse complement ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ เพ่ือเตรียมออกแบบ 

reverse primer  

โปรแกรมท่ีใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องและแก้ไขหลังการท า nucleotide sequencing 

 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)  

เป็นอัลกอริทึมที่ใช้ส าหรับเปรียบเทียบ ข้อมูล sequence เช่น ล าดับกรดอะมิโน

ของโปรตีนที่แตกต่างกันหรือนิวคลีโอของล าดับดีเอ็นเอ  BLAST ช่วยให้นักวิจัย
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เปรียบเทียบล าดับข้อมูล sequence กับฐานข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์และระบุ

ล าดับของข้อมูลที่คล้ายคลึงกับล าดับข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่ต้องการค้นหาดังกล่าว

ข้างต้น   

 Chromas Sequence Chromatogram Viewer  

เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการ 

sequencing โดยดูผลจาก chromatogram 

 DNASTAR’s seqman 

เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับตรวจสอบความถูกต้องของล าดับนิวคลีไทด์โดยพิจารณา

จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล และข้อมูลจาก 

chromatogram นอกจากนี้ยังเชื่อมต่อข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีมากกว่า 2 

ข้อมลูเข้าด้วยกัน (assembly) 

โปรแกรมท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลนิวคลีโอไทด์เพ่ือท า Phylogenetic tree 

- Clustal X2  

เป็นโปรแกรมท่ีช่วยในการจัดเรียงข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ และเปรียบเทียบล าดับ 

นิวคลีโอไทด์ของชุดข้อมูล (multiple alignment) เพ่ือเตรียมข้อมูลในการสร้าง 

phylogenetic tree ต่อไป 

- MEGA 6.05 

เป็นซอฟต์แวร์ที่ใช้วิเคราะห์วิวัฒนาการพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล ถูกพัฒนาขึ้นมา

ส าหรับการวิเคราะห์เปรียบเทียบของดีเอ็นเอและโปรตีน ล าดับที่มีจุดมุ่งหมายเพ่ือ

ศึกษา รูปแบบวิวัฒนาการของยีน จีโนมและความสัมพันธ์เชิงเวลา (Kumar et al, 

1994; Tamura et al, 2011) เลือกใช้ค่าพารามิเตอร์ p-distance method และ

ค่า bootstrap ในการท าซ้ าเท่ากับ 1000 ในการสร้าง phylogenetic tree 
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การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 

 วิเคราะห์ข้อมูลสัดส่วนความชุก แนวโน้มตามฤดูกาลและลักษณะของการติดเชื้อ HPIV 

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้ซอฟต์แวร์ส าเร็จรูป SPSS version 17  เปรียบเทียบข้อมูลโดยใช้การ

ทดสอบ chi square (p <0.05) 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

- น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการเปรียบเทียบเพ่ือจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ HPIV 
เพ่ือวิเคราะห์ระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV จาก respiratory samples ในกลุ่มตัวอย่างที่ศึกษา
ในระหว่างปี 2010-2013 และศึกษาอัตราการก่อโรค ลักษณะอาการและความสัมพันธ์ของ
สายพันธุ์กับการท าให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจ 

- เปรียบเทียบและวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree analysis) ด้วย
ยีน HN ของเชื้อ HPIV สายพันธุ์ที่พบในประเทศไทย และสายพันธุ์ที่พบในต่างประเทศ เพ่ือ
ศึกษาท านายแนวโน้มการระบาดของเชื้อ HPIV  

 
การเผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 เผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ทั้งหมดที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ ในส่วนของยีน HN โดยใช้

โปรแกรม sequin  
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บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

1. ผลการทดสอบ Positive control ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส 

คัดเลือกตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสทั้งสี่สายพันธุ์ จากนั้น

น าไป clone เลือก white colony ท าการสกัดพลาสมิด แล้วส่ง sequencing ต่อไป ผลที่ได้จากการ 

blast พบว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบจับได้กับเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสทั้งสี่สายพันธุ์ 

 

รูปที่ 13 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม Chromas Lite 
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รูปที่ 14 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม BLAST 

2. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค multiplex semi-nested PCR 

เมื่อได้ positive control แล้ว ท าการตรวจวินิจฉัยเชื้อ HPIV ด้วยวิธี multiplex semi-
nested PCR ในตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง ได้แก่ nasopharyngeal aspirate, 
endotracheal suction, tracheal suction ซึ่งเก็บจากผู้ปุวยเด็กท่ีมีอายุต่ ากว่า 5 ปี เข้ารับการ
รักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และโรงพยาบาลชลบุรี ระหว่างปี 2010-2013  โดย PCR product 
ที่ได้จากการท า PCR ทั้งสองรอบนั้นมีขนาด 428, 428, 422 และ 486 bp ส าหรับ HPIV สายพันธุ์ที่ 
1 2 3 และ 4 ตามล าดับ  

 
- ความจ าเพาะของการตรวจวิเคราะห์ (specificity) ของไพรเมอร์ที่ออกแบบ ถูก

ตรวจสอบโดยการทดสอบกับไวรัสที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจชนิดอื่นๆ 
ทั้งท่ีมีสารพันธุกรรมเป็น DNA และ RNA โดยไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเป็น DNA 
ได้แก่ Adenovirus และไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเป็น RNA ได้แก่ Influenza virus 
(H3N2) , RSV (RSV-A, RSV-B) , Corona virus (OC43, HKU-1), 
Metapneumovirus, Rhinovirus (HRV-A, HRV-C)  จากผลการตรวจสอบพบว่า 
วิธีการตรวจวิเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบมีความจ าเพาะต่อเชื้อ HPIV และไม่
สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของไวรัสชนิดอื่นๆได้ (รูปที่ 15) 
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รูปที่ 15 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะ (specificity) ของไพรเมอร์ที่ออกแบบ 

 
- ความไวของการตรวจวิเคราะห์ (sensitivity) สามารถดูได้จากการท า serial 

dilution ของ positive control ซึ่งเตรียมได้จากวิธี cloning แล้วน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลาย plasmid แล้วค านวณหาค่าความเข้มข้นของสารละลาย 
โดยการค านวณหาค่าความเข้มข้นของสารละลาย plasmid ในหน่วย copy/µl 

 

[DNA]  

 

จากนั้น dilute สารละลาย plasmid ส าหรับใช้เป็น positive control ให้มีความเข้มข้น 
1x1012 ถึง 1x100 copy/µl และใช้เป็น DNA ตั้งต้นส าหรับการท า Multiplex semi-nested PCR 
ในรอบท่ี 1 ส าหรับ PCR รอบท่ี 2 พบว่าเทคนิคนี้มีความไวเท่ากับ 101 copy/µl โดยจะใช้ PCR 
product ในรอบแรกที่ได้จากการท า serial dilution มาเป็น template ตั้งต้นในรอบที่ 2 โดยใน
รอบท่ี 2 จะได้ PCR Product มีขนาด 428, 428, 422 และ 486 bp ส าหรับ HPIV สายพันธุ์ที่ 1 2 
3 และ 4 ตามล าดับ ดังรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 ผลการตรวจวิเคราะห์ความไวของเทคนิค multiplex semi-nested PCR 

(A) แสดงค่าความไวของการตรวจวิเคราะห์เชื้อ HPIV-1 

(B) แสดงค่าความไวของการตรวจวิเคราะห์เชื้อ HPIV-2 

(C) แสดงค่าความไวของการตรวจวิเคราะห์เชื้อ HPIV-3 

(D) แสดงค่าความไวของการตรวจวิเคราะห์เชื้อ HPIV-4 

 

3. ผลการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอน

ซาไวรัสในผู้ป่วยเด็กไทยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง 

3.1 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH  

ท าการตรวจสอบยีน GAPDH ที่ก าหนดการสร้าง glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกระบวนการสลายกลูโคส (glycolysis 

pathway) โดยยีน GAPDH นี้เป็น House Keeping Gene ซึ่งจะมีระดับการแสดงออกที่

เท่าๆ กันในแต่ละเซลล์ พบว่า 650 ตัวอย่างที่น ามาทดสอบ มีการแสดงออกของยีน GAPDH 
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แสดงว่า วิธีการเก็บตัวอย่าง การสกัดสารพันธุกรรม และขั้นตอนการเปลี่ยนสารพันธุกรรม 

(reverse transcription) มีความถูกต้อง สามารถน าไปทดลองในขั้นต่อไปได้ 

 
 
 

 
 

 
 
 

    
   

3.2 ผลการตรวจวิเคราะห์การติดเชื้อ HPIV  

ในตัวอย่างที่มาจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง จ านวน 650 ตัวอย่าง จากผู้ปุวยเด็กท่ี
มีอายุต่ ากว่า 5 ปีด้วยวิธี Multiplex semi-nested PCR พบตัวอย่างที่ให้ผลบวกทั้งสิ้น 31
ตัวอย่าง คิดเป็น 4.76% (รูปที่ 18) และสามารถแบ่งผลการวิเคราะห์ ได้เป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 
จ านวนตัวอย่างที่ติดเชื้อในแต่ละสายพันธุ์, ความสัมพันธ์ของการติดเชื้อ HPIV ตามช่วงอายุ
ของผู้ปุวย, ระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV ตามฤดูกาล และลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ปุวย
ที่ติดเชื้อ HPIV 

รูปที่ 17 ตัวอย่างผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH 
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โดย  
  เลนที่ 1 แสดงแถบวัดขนาด DNA (DNA Marker) 

เลนที่ 2 และ 3 แสดงตัวอย่างให้ผลบอกกับเชื้อ HPIV 
เลนที่ 4 แสดง Positive control ของเชื้อ HPIV สายพันธุ์ที่ 1, 2 และ 3 
เลนที่ 5 แสดง Positive control ของเชื้อ HPIV สายพันธุ์ที่ 4 
เลนที่ 6 แสดง Negative control ของการท า PCR 

- ผลการวิเคราะห์การติดเชื้อ HPIV ในแต่ละสายพันธุ์  

เมื่อน าข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของยีน HN ที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี multiplex 
semi-nested PCR พบว่า ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ HPIV ทั้งสิ้น 31 ตัวอย่าง มี
ตัวอย่างที่ถูกจ าแนกเป็น HPIV- 1 จ านวน 5 ตัวอย่าง HPIV- 3 จ านวน 15 ตัวอย่าง และ 
HPIV-4 จ านวน 11ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 16, 48 และ 36 ตามล าดับของจ านวน
ตัวอย่างที่ให้ผลบวก จากผลการตรวจวิเคราะห์ สามารถบอกได้ว่าระบาดวิทยาของเชื้อ 
HPIV ในผู้ปุวยเด็กไทยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างระหว่างปี 2010-

รูปที่ 18 ตัวอย่างผลการตรวจวิเคราะห์เชื้อ HPIV 
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2013 นั้น เชื้อ HPIV-3 มีการระบาดสูงที่สุด รองลงมา คือ HPIV-4 และ HPIV-1
ตามล าดับ ส าหรับเชื้อ HPIV-2 ไม่พบในการศึกษาครั้งนี้ 

- ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของการติดเชื้อ HPIV วิเคราะห์ตามช่วงอายุของ

ผู้ป่วย  

เพ่ือดูแนวโน้มการติดเชื้อชนิดนี้ ในเด็กท่ีมีช่วงอายุแตกต่างกัน พบว่าผู้ปุวยที่มีการ

ติดเชื้อ HPIV มีตั้งแต่อายุ 1 เดือนถึง 5 ขวบ สามารถแบ่งกลุ่ม การศึกษาออกเป็น 5 

ช่วง ดังนี้ 

  กลุ่มท่ี 1 ในช่วงอายุตั้งแต่  0-3  เดือน 
กลุ่มท่ี 2 ในช่วงอายุตั้งแต่  4-6  เดือน 
กลุ่มท่ี 3 ในช่วงอายุตั้งแต่  7-12  เดือน 
กลุ่มท่ี 4 ในช่วงอายุตั้งแต่  13 -24  เดือน 
กลุ่มท่ี 5 ในช่วงอายุตั้งแต่  3-5  ปี 
 
จากผลการวิเคราะห์พบว่า ช่วงอายุที่มีการติดเชื้อ HPIV มาก คือ ช่วงอายุ 13 -24 

เดือน และช่วงอายุที่มีการติดเชื้อน้อยที่สุดคือ ช่วงอายุ 0-3 เดือน เนื่องจากระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบสารน้ ามีความส าคัญในการปูองกันโรคมากกว่าภูมิต้านทานชนิดเซลล์และ
อินเตอรเ์ฟอรอน ซึ่งแอนติบอดีที่ช่วยปูองกันโรคได้ดีที่สุดคือ secretory lgA โดยเด็กวัย
นี้จะได้รับจากมารดาผ่านทางการดื่มนม 

ตารางท่ี 11 ผลการตรวจวิเคราะห์เชื้อในกลุ่มประชากรที่ท าการศึกษาแบ่งตามช่วง

อายุ 

ช่วงอายุ HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 

0-3 เดือน 0 0 0 1 
4-6 เดือน 2 0 1 1 
7-12 เดือน 1 0 1 2 

13-24 เดือน 2 0 9 7 
3-5 ปี 0 0 4 0 
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- ผลการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV ตามฤดูกาล 

ในการศึกษาความสัมพันธ์ของการระบาดของเชื้อ HPIV ในระหว่างปี 2010-2013 

พบว่ามีการแพร่ระบาดของเชื้อ HPIV แต่ละสายพันธุ์มีรูปแบบการแพร่กระจายที่

แตกต่างกัน ฤดูกาลส าหรับการวิเคราะห์สามารถแยกออกเป็น 3 ช่วงเวลา ดังต่อไปนี้ 

ช่วงฤดูร้อน (เดือนกุมภาพันธ์ถึงเมษายน) ฤดูฝน (เดือนพฤษภาคมถึงเดือนตุลาคม) และ

ฤดูหนาว (เดือนพฤศจิกายนถึงมกราคม) จากการศึกษาครั้งนี้พบความชุกตามฤดูกาล

ของเชื้อ HPIV เกือบทุกสายพันธุ์ สามารถตรวจพบได้ทุกปี รูปแบบการกระจายตาม

ฤดูกาลของ HPIV ไม่แน่นอน (รูปที่ 19) HPIV-1 สามารถพบการติดเชื้อได้ในช่วงฤดูร้อน 

HPIV-3 สามารถพบการระบาดได้เกือบตลอดทั้งปี  ส่วน HPIV-4 นั้น ไวรัสสายพันธุ์นี้พบ

ในฤดูฝน และจะพบการติดเชื้อได้ระหว่างปลายฤดูฝนและต้นฤดูหนาว ส าหรับ HPIV-2 

ไม่ได้ถูกตรวจพบในช่วงเวลาของการศึกษา 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 19 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการระบาดของเชื้อ HPIVs กับฤดูกาลในช่วงระยะเวลา

ที่ท าการศึกษา 
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- ลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ป่วยท่ีติดเชื้อ HPIV  

เมื่อดูความสัมพันธ์ทางคลินิกของการติดเชื้อ HPIV ส่วนใหญ่พบว่า ผู้ปุวยมีอาการรุนแรง 
เช่น ปอดบวม (pneumomia), ปอดบอมรุนแรง (severe pneumonia), หลอดลมฝอย
อักเสบ (bronchiolitis) ซึ่งอาการเหล่านี้สามารถพบได้ไม่แตกต่างจากการติดเชื้อไวรัสชนิด
อ่ืนๆ ในระบบทางเดินหายใจ (ตารางที่ 12) 
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ตารางท่ี 12 แสดงลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ปุวยที่ติดเชื้อ HPIV 

Code Sex Types of sample 
Types of HPIVs 

infection  Co-infected virus 
Signs and 

Sympstoms Accession number 

CU23 F NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187002 

CU39 M NP suction HPIV 3 Rhinovirus Pneumonia KJ187003 

CU44 M NP suction HPIV 3 Rhinovirus Pneumonia KJ187004 

CU53 M NP suction HPIV 4a - Pneumonia KJ187005 

CU108 F NP suction HPIV 3 Rhinovirus  Pneumonia KJ187006 

CU130 F NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187007 

CU282 F NP suction HPIV 1 - Pneumonia KJ187008 

CU284 M NP suction HPIV 1 - Pneumonia KJ187009 

CU285 F NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187010 

CU311 F NP suction HPIV 1 - Pneumonia KJ187011 

CU316 F NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187012 

CU317 F NP suction HPIV 1 - Pneumonia KJ187013 

CU327 M NP suction HPIV 4b - Pneumonia KJ187014 

CU333 M NP suction HPIV 3 Metapneumo Virus Pneumonia KJ187015 

CU380 M NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187016 
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ตารางท่ี 13 แสดงลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ปุวยที่ติดเชื้อ HPIV (ต่อ) 

Code Sex Types of sample 
Types of HPIVs 

infection  
Co-infected 

virus Signs and Sympstoms Accession number 

CU398 F NP suction HPIV 4a RSV Pneumonia KJ187017 

CU409 M NP suction HPIV 4b - Pneumonia KJ187018 

CU422 M NP suction HPIV 4a - Pneumonia KJ187019 

CU439 M NP suction HPIV 4a - Pneumonia KJ187020 

CU475 M NP suction HPIV 3 - Bronchiolitis KJ187021 

CU478 F NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187022 

CU479 M NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187023 

CU489 M NP suction HPIV 4a - Pneumonia KJ187024 

CU501 M NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187025 

CU503 M NP suction HPIV 3 - Pneumonia KJ187026 

cb26-2 M tracheal suction HPIV 3 - Severe pneumonia KJ187027 

27 M NP suction HPIV 4b - Severe pneumonia KJ187028 

36 M NP suction HPIV 1 - Severe pneumonia KJ187029 

62-1 M tracheal suction HPIV 4b - Severe pneumonia KJ187030 

83 M NP suction HPIV 4a - Severe pneumonia KJ187031 

113 M ET suction HPIV 4a - Severe pneumonia KJ187032 
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3.3 ผลการติดเชื้อร่วมระหว่าง HPIVs และไวรัสชนิดอื่นในระบบทางเดินหายใจ 

ไวรัสในระบบทางเดินหายใจอ่ืนๆที่มีการติดเชื้อร่วมกับ HPIV ได้แก่ HRV, MPV และ 

RSV โดยไวรัสที่มีการติดเชื้อร่วมกับ HPIV มากที่สุด คือ HRV 

ตารางท่ี 14 ผลการติดเชื้อร่วมระหว่าง HPIVs และไวรัสชนิดอื่นในระบบทางเดินหายใจอ่ืน 

ลักษณะการติดเชื้อ   HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 

ติดเชื้อเดี่ยว 5 0 11 10 
ติดเชื้อร่วมกับ Rhinovirus 0 0 3 0 
ติดเชื้อร่วมกับ Metapneumovirus 0 0 1 0 
ติดเชื้อร่วมกับ Respiratory syncytial virus 0 0 0 1 

ติดเชื้อร่วมกับ Influenza virus 0 0 0 0 
  

นอกจากนี้จากตัวอย่างในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ HPIV ทั้ง 31 
ตัวอย่าง น าผลที่ได้มาวิเคราะห์ร่วมกับการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ ได้แก่ HRV, RSV, MPV และ 
Influenza virus พบว่ามีท้ังสิ้น 5 ตัวอย่าง ที่มีการติดเชื้อ HPIV ร่วมด้วย และไม่พบการติดเชื้อร่วม
ระหว่าง HPIV กับ Influenza virus ส าหรับการติดเชื้อไวรัสในระบบทางเดินหายใจอ่ืนๆร่วมกับ 
HPIV นั้นพบว่าไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  ( p >0.05 ) จากการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบการติดเชื้อ HPIV 
เพียงอย่างเดียวทั้งหมด 26 ตัวอย่าง คิดเป็น 83.9% ของตัวอย่างทั้งหมดที่มีการติดเชื้อ HPIV  

4.ผลการจ าแนกสายพันธุ์เชิงชีวโมเลกุลและการหาความสัมพันธ์ของวิวัฒนาการบนยีน HN ด้วย

วิธี Phylogenetic analysis 

ในการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ HPIV ที่นิยมใช้ส่วนของยีน HN ในการจัดจ าแนกสายพันธุ์ 
เนื่องจากยีน HN เป็นส่วนที่มี immune pressure โดยบริเวณนี้จะเป็นส่วนที่ไวรัสใช้เกาะกับ host 
cell receptors และผลที่ได้จากการวิเคราะห์การติดเชื้อ HPIV ในสิ่งส่งตรวจและการจัดจ าแนกสาย
พันธุ์ของเชื้อ HPIV เป็นที่น่าเชื่อถือ เมื่อน าข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของยีน HN ที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์
ด้วยวิธี multiplex semi-nested PCR พบว่า ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ HPIV ทั้งสิ้น 31ตัวอย่าง 
ซึ่งมี accession number KJ187002 - KJ187032 รายละเอียดดังตารางที่ 12 มาท าการจัดจ าแนก
สายพันธุ์ โดยวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับข้อมูล HPIV ที่มีการรายงานในฐานข้อมูล GenBank และ
สร้าง Phylogenetic tree พบว่า ผลการจัดจ าแนกสายพันธุ์ในระดับชีวโมเลกุลของเชื้อ HPIV ด้วย
การพิจารณาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน HN มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการคล้ายกับ HPIV 



 57 

strain อ่ืนๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล ซึ่งผลการวิเคราะห์ค่า % sequence identity matrix ของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ เมื่อเปรียบเทียบกับ strain อ่ืนๆ ในสายพันธุ์เดียวกัน นั้น มีค่า % sequence 
identity matrix ตั้งแต่ 84.4 - 100 % (ตารางที่ 14) นอกจากนี้เม่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของเชื้อ HPIV เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ่ืนๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank แสดงให้
เห็นว่าการระบาดของเชื้อ HPIV มีการกระจายไปทั่วโลก ส าหรับการวิเคราะห์ Phylogenetic 
analysis ด้วยโปรแกรม MEGA6 (www.megasoftware.net) นั้น เลือกใช้ค่าพารามิเตอร์ p-
distance method และค่า bootstrap ในการท าซ้ าเท่ากับ 1000 ดังรูปที่ 20  แสดงให้เห็นว่า 
ล าดับสายวิวัฒนาการของ HPIV ถูกแยกออก เป็นสองกลุ่มหลัก แต่ละกลุ่มจะได้รับการจ าแนก
ออกเป็นก่ิงย่อย โดย HPIV ทั้งสี่สายพันธุ์ ถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจน ด้วยค่า bootstrap เท่ากับ 
100 โดยตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อ HPIV-1 ทั้ง 5 ตัวอย่าง มีความสัมพันธ์คล้ายคลึงกับ HPIV ที่พบที่
ประเทศ สหรัฐอเมริกา ญี่ปุุน ฝรั่งเศส ออสเตรเลีย และ แอฟริกาใต้  ส าหรับ 15 ตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ต่อเชื้อ HPIV-3 พบว่ามีเพียง 2 ตัวอย่าง ที่มีความคล้ายคลีงกับที่ระบาดในประเทศอินเดีย (strain 
DEL/139/05) และประเทศซาอุดิอาระเบีย (strain Riyadh 45/2008) ด้วยค่า bootstrap เท่ากับ 
99  และอีก 13 ตัวอย่างมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ HPIV ที่พบในประเทศเม็กซิโก จีน และญี่ปุุน  จาก
การศึกษานี้ HPIV -4 ส่วนใหญ่มีความคล้ายคลึงกับกับสายพันธุ์ Yamagata ที่มีรายงานจากประเทศ
ญี่ปุุน ตั้งแต่ปี 2010 ไปจนถึงปี 2012 ดังรูปที่ 20   

 
ตารางท่ี 15 ผลการเปรียบเทียบค่า % sequence identity matrix ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

HN ของเชื้อ HPIV ในประเทศไทย เปรียบเทียบกับ HPIV สายพันธุ์อ่ืนๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล 

GenBank 

 HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4a HPIV-4b 

HPIV-1 84.4 - 97.1 37.2 - 39 46.2 - 47.2 38.1 - 39 36.7- 38.5 

HPIV-2 37.2 - 39 93.6 - 100 31.8 - 34 41.4 - 44.1 40 - 43.2 
HPIV-3 46.2 - 47.2 31.8 - 34 97.2 - 100 33.6 - 34.9 33.1 - 35.8 

HPIV-4a 38.1 - 39 41.4 - 44.1 33.6 - 34.9 97.3 - 100 86 - 88.2 

HPIV-4b 36.7 - 38.5 40 - 43.2 33.1 - 35.8 86 - 88.2 96.8 - 100 
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รูปที่ 20 Phylogenetic analysis แสดงการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ HPIVs โดยเส้นตรงแสดง

ใต้ภาพแทนจ านวน nucleotide substitution per site 
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บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผลการทดลอง 

โรคติดเชื้อไวรัสเป็นโรคติดเชื้อที่พบได้บ่อยในเด็กวัยแรกเกิดจนถึง 6 ปี และส่วนใหญ่มักพบ

ในเด็กก่อนวัยเรียน บางครั้งเป็นถึงปีละหลายครั้ง โรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจที่เกิดจากเชื้อไวรัส 

อาจมีความรุนแรงแตกต่างกัน ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของไวรัส และภูมิต้านทานของเด็กด้วย ฮิวแมนพารา

อินฟลูเอนซาไวรัส เป็นไวรัสที่ส าคัญชนิดหนึ่งที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจทั้งระบบ

ทางเดินหายใจส่วนบนและระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง โดยสามารถพบการติดเชื้อได้ทั้งในเด็กและ

ผู้ใหญ่ ซึ่งการติดเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัสได้มีการศึกษาทั่วโลก แต่ ในส่วนของประเทศไทย

นั้นยังมีการศึกษาเกี่ยวกับไวรัสชนิดนี้น้อยมาก 

ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้  ท าการศึกษาระบาดวิทยาเชิงชีวโมเลกุลของเชื้อ HPIV โดยศึกษา

จากตัวอย่างตรวจในระบบทางเดินหายใจ ครอบคลุมประชากรในภาคกลางของประเทศไทย 

ระยะเวลาที่ท าการศึกษาเป็นเวลา 4 ปีกับข้อมูลของการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV เชิงชีว

โมเลกุลทั้งสี่สายพันธุ์  โดยใช้ตัวอย่างที่ท าการศึกษาครั้งนี้ทั้งสิ้น 650 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างตรวจนี้ ถูก

เก็บรวบรวมจากวอร์ดผู้ปุวยเด็กในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และโรงพยาบาลชลบุรี พบการติดเชื้อ 

HPIVs ประมาณ 4.76 % ( 31/650 ) เป็นที่สังเกตได้ว่าความชุกของเชื้อ HPIV ในประเทศไทย มี

ความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันกับการศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศอ่ืน ๆ เช่น ประเทศจีน 3.74% (63) 

มาเลเซีย 3.38% (15) บราซิล 3.81% (68) สเปน 5.02% (51) โดยการติดเชื้อ HPIV ส่วนใหญ่

สามารถพบได้ประมาณ 3 - 30 % ของเด็กในโรงพยาบาลที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ทั้งนี้

ขึ้นอยู่กับปีที่ท าการศึกษา เทคนิคท่ีใช้ในการวินิจฉัย การเก็บรวบรวมตัวอย่าง และฤดูกาล (53-55) 

เทคนิคที่ใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อ HPIV มีหลายประเภทด้วยกัน ได้แก่ viral isolation, 

serologic diagnosis, genomic detection ซ่ึงแต่ละวธิน้ัีนมีความไวแตกต่างกัน โดยวธิี viral 

isolation จะให้ผลที่แม่นย า แต่ผลลัพธ์ที่ได้จะใช้เวลานาน ส่วนวิธวีินิจฉัยทาง serology นั้น ให้ผลที่

รวดเร็ว แต่สามารถเกิดผลบวกปลอมได้ นอกจากนี้การตรวจวินิจฉัยในบางส่วนของจีโนมไวรัส จะ

ให้ผลที่ถูกต้อง และรวดเร็ว แต่เนื่องจากมีค่าใช้จ่ายสูง จึงไม่เป็นที่นิยมนักในการตรวจประจ าวัน (3) 
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จากการศึกษาการติดเชื้อไวรัสผู้ปุวยส่วนใหญ่ในประเทศไทยที่มีการติดเชื้อ HPIV -3 พบได้

ประมาณ (15/ 31) , HPIV -4 (11/ 31) และ HPIV-1 (5/31) ซึ่งผลที่ได้มีความคล้ายคลึงกับข้อมูล

ระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV จากประเทศสเปนในปี 2011 (51) ที่พบการระบาดของเชื้อ HPIV-3 สูง

ที่สุด  HPIV-4  มีการติดเชื้อรองลงมา และพบ HPIV-1, HPIV-2 ได้น้อยกว่าตามล าดับ ซึ่งแตกต่าง

จากข้อมูลระบาดวิทยาประเทศอ่ืน เช่น สหรัฐอเมริกา ญี่ปุุน และจีน ที่ท าการศึกษาในปี 2006, 

2011 และ 2012  (4, 16, 52)  พบการระบาดของ HPIV สายพันธุ์ที่ 3 สูงที่สุด รองลงมา คือ HPIV 

สายพันธุ์ที่ 1 และพบการติดเชื้อ HPIV สายพันธุ์ที่ 4 และ 2 ได้น้อยกว่าตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบ

อัตราการระบาดของเชื้อ HPIV -4 สูงกว่า HPIV -1 อาจเป็นเพราะการระบาดของเชื้อ HPIV -4 ยังไม่

เป็นที่ทราบแน่ชัดและการศึกษาอัตราการระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV -4 นี้ ยังแตกต่างกันมากในกลุ่ม

ที่ท าการศึกษา (58-61) แต่สามารถอธิบายได้ว่าวิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการที่แตกต่างกันอาจให้

ผลลัพธ์ที่แตกต่างกันด้วย โดยเฉพาะอย่างยิ่งเทคนิคท่ีใช้ ส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อ HPIV และเทคนิค 

Antigen Detection สามารถให้ผลที่แน่นอนกว่า (58) ส าหรับเชื้อ HPIV-2 ที่ไม่พบในการศึกษาครั้ง

นี้ เมื่อวิเคราะห์ถึงอัตราการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ พบว่า HPIV-2 มีอัตราการระบาดที่ต่ ามาก จาก

การศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศ จีน (63) มาเลเซีย (15) บราซิล (68) และสเปน (51) พบอัตราการ

ระบาดของเชื้อไวรัสชนิดนี้ประมาณ 0.2 - 0.8% ของจ านวนตัวอย่างทั้งหมด   

อัตราการระบาดของเชื้อ HPIV ยังคล้ายกับการระบาดของไวรัสในระบบทางเดินหายใจอ่ืน ๆ  

ในประเทศไทยพบการติดเชื้อของ HPIV อยู่ในระดับต่ าตลอดทั้งปี (62) ทั้งนี้แนวโน้มของการติดเชื้อ 

HPIV ตามฤดูกาลในประเทศไทยก็คล้ายคลึงกับประเทศจีน (63) และยังมีความสอดคล้องกับข้อมูล

การติดเชื้อในประเทศต่าง ๆ ที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้  โดยประเทศสิงคโปร์พบการติดเชื้อตามฤดูกาล

สูงสุด ในเดือนกุมภาพันธ์ไปจนถึงเดือนพฤษภาคม (64) และการศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศไทยพบ

การติดเชื้อตามฤดูกาลสูงสุด ในเดือนกุมภาพันธ์ ไปจนถึงเดือนมีนาคม (65) ในสหรัฐอเมริกาพบการ

ติดเชื้อของ HPIV -3 เกิดข้ึนเป็นประจ าทุกปี ในระหว่างเมษายนถึงมิถุนายน (52) ในช่วงระยะเวลาที่

ท าการศึกษาพบว่าในภาคกลางของประเทศไทยส่วนใหญ่ พบการติดเชื้อ HPIV -3 ได้ตลอดทั้งปีและ

HPIV -4 พบการติดเชื้อได้ในระหว่างช่วงปลายฤดูฝนและต้นฤดูหนาว ส าหรับ HPIV -2 นั้นมีการ

ระบาดสลับกับ HPIV -1 เป็นประจ าทุกปี (14, 53, 57) ส าหรับข้อมูลดังกล่าวข้างต้น การศึกษา
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ระบาดวิทยาของเชื้อ HPIV ยังมีข้อจ ากัดอยู่มาก ทั้งนี้สามารถอธิบายได้ว่าที่ตั้งทางภูมิศาสตร์ที่

แตกต่างกัน อาจน าไปสู่การกระจายของเชื้อตามฤดูกาลที่แตกต่างกัน ของ HPIV (63)  

ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการติดเชื้อ HPIV เป็นสาเหตุส าคัญของการติดเชื้อในระบบ

ทางเดินหายใจส่วนล่าง ซึ่งส่วนใหญ่พบได้ในเด็กเล็ก และพบการติดเชื้อได้บ่อยในช่วง13-24 เดือน 

เพราะระบบภูมิคุ้มกันที่ไม่สมบูรณ์ ดังนั้นการติดเชื้อ HPIV สามารถเกิดขึ้นได้ตลอดชีวิต (3) การติด

เชื้อ HPIVs สามารถพบได้ในเด็กมากกว่าผู้ใหญ่ (63) ส่วนใหญ่ของการติดเชื้อเกิดขึ้นในผู้ปุวยที่อายุต่ า

กว่า 5 ปี (63) นอกจากนี้การติดเชื้อ HPIV ยังแตกต่างกันในแต่ละช่วงของอายุ โดย HPIV -1 สามารถ

ตรวจพบในผู้ปุวยที่มีอายุต่ ากว่า 3 ปี ในขณะที่ HPIV -3 แยกได้จากผู้ปุวยที่มีอายุมากกว่าผู้ปุวยที่มี

การติดเชื้อ HPIV -1 ( ตารางที่ 10 ) ในเด็กทารกที่มีอายุต่ ากว่าหนึ่งเดือน ไม่พบการติดเชื้อ HPIV ซ่ึง

ผลเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าทารกแรกเกิดมีระดับของแอนติบอดีจากแม่ในปริมาณที่สูง และระดับ

แอนติบอดีเหล่านี้จะลดลงอย่างมากในช่วง 7-12 เดือน (3)  

เมื่อเปรียบเทียบการติดเชื้อร่วมของ HPIV กับไวรัสอ่ืน ๆ ในระบบทางเดินหายใจ จาก

การศึกษาของ Henrickson, 2003 (3) และ Drews et al., 1997 (69) พบว่า การติดเชื้อร่วมของ 

HPIV กับไวรัสอ่ืน ๆ ในระบบทางเดินหายใจนั้นสามารถพบได้ทั่วไป (3, 69) และจะพบในเด็ก

โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ในเด็กที่อายุต่ ากว่า 5 ปี (63)  การติดเชื้อร่วมของ HPIV กับไวรัสอ่ืน ๆ ในระบบ

ทางเดินหายใจนั้น พบว่า ในประเทศจีน RSV, MPV, EV และ HCoV-OC43 เป็นไวรัสที่สามารถพบได้

บ่อยในการติดเชื้อร่วมกับ HPIV แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (63) ส าหรับการศึกษานี้การติดเชื้อร่วม

ของ HPIV กับไวรัสอ่ืนๆ ที่พบ คือ HRV, RSV และ MPV การติดเชื้อร่วมของเชื้อ HPIV กับไวรัสใน

ระบบทางเดินหายใจอ่ืนๆนั้น แสดงให้เห็นว่าระบบภูมิคุ้มกันของเด็กยังไม่สามารถพัฒนาได้เต็มที่นัก  

การติดเชื้อร่วมของเชื้อ HPIV กับไวรัสในระบบทางเดินหายใจอ่ืนๆ นั้นอาจเกิดขึ้นได้ แต่ไม่มีนัยส าคัญ

ทางสถิติ  ( p > 0.05)  

ผลการจัดจ าแนกสายพันธุ์ในระดับชีวโมเลกุลของเชื้อ HPIV ด้วยการพิจารณาข้อมูลล าดับนิ

วคลีโอไทด์ของยีน HN ที่ควบคุมการสร้างโปรตีน HN พบว่าข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ HPIV มี

ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการคล้ายกับ HPIV strain อ่ืนๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล ซึ่งผลการวิเคราะห์

ค่า % sequence identity matrix ของล าดับนิวคลีโอไทด์ เมื่อเปรียบเทียบกับ strain อ่ืนๆ ในสาย
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พันธุ์เดียวกันของ HPIV นั้น มีค่าตั้งแต่ 84.4-100% แสดงให้เห็นว่า มีความหลากหลายน้อยในสาย

พันธุ์ของเชื้อฮิวแมนพาราอินฟลูเอนซาไวรัส ซึ่งแสดงให้เห็นว่าบริเวณยีน HN นั้นมีความ conserved 

สูง จากผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ HPIV-1 และ HPIV-3 สามารถ

อธิบายได้ว่าลักษณะทางภูมิศาสตร์ที่แตกต่างกัน  เป็นตัวก าหนดเชื้อสายทางพันธุกรรมที่ได้รับสืบ

ทอดต่อกันมา (66, 67) ดังแสดงใน  phylogenetic tree  พบว่าสายพันธุ์ที่แยกได้จากประเทศไทย 

มีการแตกก่ิงเป็นสาขาท่ีไม่ซ้ ากัน ผลการศึกษานี้ ชี้ให้เห็นว่า การเปลี่ยนแปลงภายในยีน HN ของ 

HPIV -3 มีความสัมพันธ์กับแหล่งก าเนิดทางภูมิศาสตร์ของสายพันธุ์ (4) ส่วนสายพันธุ์ของ HPIV -4 

เทียบกับประเทศอ่ืนๆ ในปีที่ผ่านมา ได้รับการจัดกลุ่มในสายตระกูลเดียวกัน  

แม้ว่าการติดเชื้อ HPIV ในภาคกลางของประเทศไทย ในระหว่างช่วงเวลาที่ท าการศึกษา มี

อัตราการระบาดที่ต่ า แต่เป็นภาระทางการเงินของระบบการดูแลสุขภาพของประเทศ นอกจากนี้

ความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้ จะเป็นประโยชน์ส าหรับข้อมูลการเฝูาระวังและ ปูองกันการแพร่ระบาด 

ของโรคนี้ ในอนาคต 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมี 

1. 5X Tris Borate Buffer (5x TBE) 

 Tris base  54  g 

 Boric acid  27.5 g 

 EDTA (pH8.0)  20 ml 

จากนั้นเติม Distilled water ปริมาตร 1000 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

2. Dep C water 

 Dep C   0.1 ml 

 Distilled water  100 ml 

เขย่าให้เข้ากันแล้วน าไป incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส 12 ชั่วโมงแล้วน าไป 

autoclave 

3. Reverse Transcription Mixture 

 Improm II buffer 4.0 µl 

 Improm II RT  1.0 µl 

 10 µM dNTP  2.5 µl 

 Rnase Inhibitor  1.0 µl 

4. LB agar   

 Agar   1.5 g 

 Peptone  1 g 

 Yeast   0.5 g 

 NaCl   0.5 g 

จากนั้นเติม Distilled water ปริมาตร 100 ml น าไป autoclave แล้วใส่ 

Ampicilin (10mg/ml) ปริมาตร 10 µl 

5. LB Broth 
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 Peptone  1 g 

 Yeast   0.5 g 

 NaCl   0.5 g 

จากนั้นเติม Distilled water ปริมาตร 100 ml น าไป autoclave แล้วใส่ 

Ampicilin (10mg/ml) ปริมาตร 10 µl 

6. Ampicilin 

 Ampicilin   0.01g/100ml 

7. SOC media 

 Tryptone  2.0 g 

 Yeast   0.5 g 

 1M NaCl  1 ml 

 1M KCL  0.25 ml 

จากนั้นเติม Distilled water ปริมาตร 100 ml น าไป autoclave แล้วใส่ 2M 

Mg2+ ปริมาตร  1ml และ 2 M glucose ปริมาตร  1ml 
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