
บทที่ 1 

บทนำ

ความเป็นมาและความลัาคัญของปัญหา
ป ัจจ ุบ ัน น ี้โรค อ ุจจาระร ่วงเฉ ียบ พ ล ัน  (a c u te  gastro en te ritis) เป ็น ส าเห ต ุส ำค ัญ ข อ งก ารป ่วย  

แ ล ะก ารต ายใน ว ัยท ารก แล ะเด ็ก เล ็ก ท ั่วโล ก  โด ย เฉ พ าะ ป ระ เท ศ ท ี่ก ำล ังพ ัฒ น า (1) ในบรรดาเช ื้อไวร ัสท ี่ 

ก ่อ ให ้เก ิด โร ค อ ุจ จ าร ะ ร ่ว งท ีเร ีย ก ช ือ ร ว ม ว ่า  g a s tro e n te r it is  v iru se s  ซ ึงได ้แก ่ ro tav irus, en te ric  

ad en o v iru s , a stro -v irus, h u m an  calic iv iru ses, c o ro n av iru se s , to ro v iru ses  และ p icob irn av iru ses
(2) พบว ่าเช ื้อไวร ัสโรตา (ro tav iru s) เป ็น ส าเห ต ุส ำค ัญ ท ี่ล ุด ท ี่ก ่อให ้เก ิด โรค  อ ุจจาระร ่วงอย ่างร ุน แรง 

(a c u te  d ia rrh e a )  ใน ท ารก แล ะเด ็ก เล ็ก  โ ด ย เฉ พ าะ อ ย ่างย ิ่ง ใน เด ็ก ท ี่ม ีอ าย ุ น ้อ ยก ว ่า  5 ป ี (3, 4) ซ ึ่งจาก 

ผลก ารส ำรวจอ ุป ต ิก ารณ ์ข อ งเช ื้อ ไวรัสโรตาโดย WHO S u rv e illan ce  N etw ork ไน แต ่ละป ีม ีเด ็ก เส ียช ีว ิต  
ด ้วยโรคอ ุจจาระร ่วงจาก เช ื้อไวร ัส ช น ิดน ี้ป ระม าณ  5 2 7 ,0 0 0  คน แ ล ะ พ บ ว ่าม าก ก ว ่า  85%  ของเด ็กท ี่ 
เส ีย ช ีว ิต อ ย ู่ใน ป ร ะ เท ศ ท ี่ม ีร าย ไ ด ้น ้อ ย ใน แ ถ บ ท ว ีป แ อ ฝ ร ิก า  แ ล ะ เอ เช ีย  โด ยใน ป ระเท ศ ไ ท ยพ บ

อ ุบ ัต ิการณ ์ข อ งเช ื้อ ไวร ัส ช น ิด น ี้เฉ ล ี่ยอ ย ู่ท ี่ป ระม าณ  44 %  ( 1 ,5 )  ซ ึงจะพ บ ระบ าดม ากใน ช ่วงฤด ูห น าว 
เช ื้อ ม ีค วาม ท น ท าน ต ่อ ส ภ าพ แ วด ล ้อ ม ส ูง  ท ำให ้ม ีช ีว ิต อ ย ู่ใน ล ี่งแวด ล ้อ ม และแพ ร ่ก ระจายได ้ด ี การแพร่ 
เช ีอ ส ่วน ให ญ ่เก ิด จ าก ผ ู้ป ่วยซ ึ่งม ีป ัร ิม าณ เช ีอ ใน อ ุจ จาระ ส ูง  แพ ร ่ก ระจายส ู่ผ ู้อ ื่น ท างก ารก ิน อ าห าร  และ 

น ำท ี่ป น เป ีอน เช ีอ  (feca l-o ra l route) อ ย ่างไ รก ็ต าม ม ีห ล ัก ฐ าน ว ่า เช ีอ อ าจ ต ิด ต ่อ ท างก ารห าย ใจ ไ ด ้ เมื่อ 
เข ้าส ู่ร ่างก าย เช ื้อ จะอ าค ัยแล ะแ บ ่งต ัวใน เย ื่อ บ ุผ ิวท ี่ส ำไล ้เล ็ก  ม ีผล ต ่อ ก ารย ับ ย ิ่งก ารด ูด ซ ึม ข อ งล ำไ ล ้ และ 

ก ระ ต ุ้น ให ้ม ีก ารห ล ั่งน ำแ ล ะ เก ล ือ แ ร ่อ อ ก ส ู่ท าง เด ิน อ าห าร  เด ็ก ท ี่ต ิด เช ื้อ จ ึงถ ่าย เห ล ว เป ็น น า ในรายท ี่ 
รุนแรง อ าจ เก ิด ภ าว ะ ส ูญ เส ียน ำใน ร ่างก ายม าก จ น อ าจ เป ็น อ ัน ต รายต ่อ ช ีว ิต ได ้ (6, 7, 8)

ไวร ัส โรตาถ ูกจ ัดแบ ่ง เป ็น กล ุ่ม ต ่างๆ  ไ ด ้7 ก ล ุ่ม ค ือ  A, B, C, อ , E, F และ G แต ่กล ุ่มท ี่ม ี 
ค ว าม ส ำค ัญ ท างร ะ บ าด ว ิท ย าท ี่พ บ ใน เด ็ก ม าก ท ี่ล ุด  ค ือ ไวร ัลกล ุ่ม  A น อกจากจะจำแน กไวร ัส โรตา 
ออกเป ็น กล ุ่มต ่างๆ  แล้ว ย ัง ส าม าร ถ แ ย ก ย ่อ ยลงไปอีกเป ็นจ ีโนไทป็ (g e n o ty p e )  โดยจำแน กตาม โป รต ีน  

ท ี่ห ุ้มด ้าน น อก (o u te r  c a p s id )  ของอน ุภาคไวร ัส  ซ่ึงป ระกอบ ด ้วยโป รต ีน  VP4 และ VP7 โด ยถ ้าจ ัด  
ตาม  VP4 เร ีย ก ว ่า เป ็น ก าร จ ัด ต าม  P -typ e  แ ล ะ ถ ้าจ ัด ต าม  VP7 จ ะ เร ีย ก ว ่า เป ็น ก าร จ ัด ต าม  G -ty p e  (6) 
ซ ึ่งใน ป ัจจ ุบ ัน ส ายพันธเุช ื้อไวร ัสโรตาท ี่พบท ั่งในคนและในลัตว์ต ่างๆ พ บ ว ่าม ีท ั่งห ม ด  27  G -g e n o ty p e s  
และ 35 P -g e n o ty p e s  (9 ,10) จะ เห ็น ได ้ว ่าไวร ัส โรต าม ีค วาม ห ลาก ห ลายท างพ ัน ธ ุก รรม เป ็น อ ย ่างม าก  
และย ังคงเก ิดส ายพ ัน ธ ุ!ห ม ่ๆ  เพ ิ่มมากข ึนได ้เช ื้อยๆ เน ื่อ งจาก เช ีอ ไวร ัส ม ีก ารว ิว ัฒ น าก าร และปร ับต ัวอย ู่
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ตลอดเวลาตามสภาวะแวดล้อมที่เปล ี่ยนไปเพ ื่อความอยู่รอด โดยอาจจะผ่านกระบวนการ point 

mutation, genetic reassortment หรอ genetic rearrangement แล้วส่งผลให้จีโนมของไวรัส 

เปลี่ยนแปลงเป็นอย่างมากจนเกิดเป็นไวรัสโรตา genotype ใหม่เกิดขึ้นได้ (11,12) การเกิด genetic 

variation เหล่าน ี้ อาจจะมีผลก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความจำเพาะของไวรัสต่อเซลล์เจ้าบ้าน 

(host) ได้ นั่นคือไวรัสอาจมีการติดเชื้อในเซลล์ชนิดใหม่ หรอ host ชนิดใหม่ได้ ผลท่ีเกิดขึนก็คือทำ 

ให้เกิด emergence ของไวรัสก่อโรค (pathogenic viruses) ใหม่ๆ ขึน และมีการติดเชือข้าม host 

species (interspecies transmission) โดยอาจจะติดเชือข้าม species ในระหว่างสัตว์ชนิดต่างๆ 

หรือติดเชื้อข้าม species จากสัตว์มาส่คนก็ได้ (13,14,15) ซ่ึง genotypes หลักๆ ของไวรัสโรตาที่พบ 

ได้บ่อยในคนนั่นมี G-genotypes เป็น G1, G2, G3, G4 และ G9 และ P-genotypes เป็น P[8] และ 

P[4] (ในบ้จจุบันมีการตรวจพบ G-genotype ชนิด G12 มากขืน แสดงให้เห็นว่า genotype นี้อาจจะ 

มาเป็น genotype หลักนอกเหนือจากที่กล่าวในข้างต้น) (16,17) ส่วนสายพันธุหลักที่มีการระบาด 

ทั่วโลกอยู่ในขณะนี้นั่น ได้แก่ G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], และ G9P[8] แต่ในปัจจุบันมีการ 

ตรวจพบ genotypes ใหม่ๆ ที่ติดเขึ้อในคนเพิ่มขืนเป็นอย่างมาก โดยพบว่าไวรัลโรตาที่ติดเชื้อในคนมี 

อย่างน้อย 11 G-genotypes และ 12 P-genotypes ซึ่งเมื่อตรวจดู G และ P ร่วมกัน (G-P 

combination) เพื่อบอกสายพันธุ พบว่ามีอย่างน้อย 45 สายพันธุ ที่ติดเชื้อในคน (18,19,20) โดย 

แนวทางการควบคุมโรคที่เกิดจากการติดเชือไวรัสโรตาแนวทางหนึ่งที่พบว่ามีประสิทธิภาพ ได้แก่ การ 

ใช้วัคซีนควบคุมการติดเชื้อไวรัสโรตา ซึ่งในปัจจุบันนั่นวัคซีนไวรัสโรตาที่ได้รับการขืนทะเบียน และมี 

การใช้กันอย่างแพร่หลายมี 2 ชนิดด้วยกัน คือ monovalent human rotavirus vaccine ชนิด G1P[8] 

และ multivalent human-bovine rotavirus réassortants vaccine เป็นวัคซีนที่มีไวรัสที่เข้าชุดใหม่ 

(réassortant virus) 5 ชนิด โดยใช้แกนกลาง (Core antigen: VP6) ที่เป็นเชื้อไวรัสของวัว และเอา 

เฉพาะแอนติเจนส่วนผิวนอก คือ VP7 และ VP4 ของเชื้อไวรัสโรตาของคนมาทำวัคซีน เลือกมา ช 

serotypes ที่พบบ่อย ได้แก่ สายพันธุ G1, G2, G3, G4 และ P[8] (21,22) แม้ว่าในระยะแรกๆ ของ 

การคืกษาระบาดวิทยาของเช ื้อไวรัสโรตามีความจำเพาะต่อชนิดของสัตว์ค ่อนข้างสูง เนื่องจากมี 

species barrier ที่ขว้างกันการติดเชื้อข้ามชนิดของสัตว์ ทำให้ไวรัสโรตาบาง genotype พบเฉพาะใน 

คน และบาง genotype พบเฉพาะในสัตว์บางชนิดเท่านั่น เช่น genotype ที่พบบ่อยในคนได้แก่ G1- 

G4 และ P[4], P[8] ในขณะที่ genotype G6, G8 ,G10 และ P[1], P[5], P[11] พบได้บ่อยในวัว ส่วน 

genotype ที่พบบ่อยในหมูได้แก่ G3, G4, G5, G11 และ P[6], P[7] แต่ในปัจจุบันนั่น เมื่อมีการคืกษ'า 
การระบาดและคืกษาคุณลักษณะของเชื้อในภูมิภาคต่างๆ ของโลกมากขืน ก็จะพบว่าความจำเพาะ 

ของ genotype ในสัตว์ชนิดต่างๆ และในคนมีน้อยลง genotype ที่เคยพบเฉพาะในสัตว์ก็สามารถ
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แยกได้จากผู้ป่วยมากขืนเรื่อยๆ ฟน G5 ที่เคยพบบ่อยในหมู ก็พบในเด็กที่มีอาการอุจจาระร่วง ส่วน 

G6, G8 และ G10 ที่พบบ่อยในวัวก็พบในผู้ป่วยด้วยโรคอุจจาระร่วงได้เช่นกัน เป็นต้น (28) 

เพราะฉะนั้นจึงควรมีการดืกษา และติดตามการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมในเชิงโมเลกุลของ 

ไวรัสโรตาอยู่ตลอดเวลา เพราะจะช่วยทำให้ทราบถึงแนวโน้มการเปลี่ยนแปลง และลักษณะทาง 

วิวัฒนาการ1ของเชื้อ'ไวรัสโรตาที่มีการแพร่ระบาดอยู่'ได้ และเป็นประโยชน์ในการหาแนวทางใหม่ๆ ใน 

การควบคุมโรคห้รือเป็นประโยชน์ในการพัฒนาวัคซีนที่จะนำมาใช้เพื่อป็องกัน และควบคุมการระบาด 

ของเช้ือไวรัสโรตาได้ในอนาคต

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงสนใจสืกษาถึงความชุก ลักษณะทางพันธุกรรม และความลัมพันธ์ทาง 

วิว ัฒนาการ ของเชื้อไวรัสโรตากลุ่ม A ในประเทศไทย โดยได้ดืกษาในช่วงเดือนมิถุนายน 2552 -  

พฤษภาคม 2554 เพื่อเป็นข้อมูลพืนฐานในการตรวจวินิจฉัยและเป็าระวังการระบาดของโรครวมถึง 

การพัฒนาวัคซีนต่อไป

วัตถุประสงค์ของการวิจัย

1. เพ ื่อดืกษ'าความชุก และจำแนกสายพันธุของเช ื้อไวรัสโรตาในผู้ป ่วยเด็กอ ุจจาระร่วง 

ในประเทศไทย ช่วง พ.ศ. 2552-2554

2. เพื่อดืกษาลักษณะทางพันธุกรรมทั้ง complete genome (11ยีน) ของไวรัสโรตากลุ่ม A ท่ี 

พบได้บ่อยในประเทศไทยช่วง พ.ศ. 2552-2554 เปรียบเทียบกับข้อมูลในธนาคารพันธุกรรม



ขอบเขตของการวจย

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

1  J T ' I I  1  1  1
ทำ Phylogenetic analysis (11 ยีน)

วิเคราะห์ และสรุปผล

รุปท 1 ขอบเขตการวิจัย
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ข้อตกลงเบื่องต้น

ไม่มี

ข้อจำกัดของการวิจัย

เน ื่องจากต ัวอย ่างสารละลายอ ุจจาระท ี่ใช ้ในการทดสอบเป ็นต ัวอย ่างท ี่เหล ือจากงาน 

ตรวจบรการเพื่อหาการติดเซือไวรัสโรตา ตัวอย่างที่สามารถทำการทดสอบได้จํงมีปริมาณน้อยและไม่ 

เพียงพอ เมื่อต้องทำการทดสอบมากกว่า 2 คร้ัง

คำจำกัดความที่ใข้ในการวิจัย

Genotype คือ การแบ่งกลุ่มของเชื่อไวรัสโรตา โดยวิธีการตรวจสอบรหัสพันธุกรรม 

Phylogenetic analysis คือ การจัดจำแนกสิงมีชีวิต โดยอาพัยรหัสพันธุกรรมของสิงมีชีวิต 

สร้างแผนภูมิความจัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

ประโยชน์ที่คาดว่าจะไต้รับ

1. เป็นข้อมูลพีนฐานในการพิจารณาวางแผนเพื่อเลือกใช้ และพัฒนาวัคซีนต้านเช่ือไวรัสโรตา

ต่อไปในอนาคต

2. สามารถนำข้อมูลไปใช้ในการวางแผนเพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงสายพันธุ เข้h ระวัง และ

ปองกันโรคอุจจาระร่วงที่เกิดจากเชีอไวรัสโรตาได้

วิธีดำเนินการวิจัย

1. เก็บอุจจาระ ลง 0.1% Phosphate Buffered Saline (PBS) และเก็บรักษาในตู้แช่แข็ง 

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส

2. สกัด Viral R N A  จาก sample โดยในการวิจัยครั้งนี้จะใช้ชุดนายาสำเร็จรูป Viral Nucleic 

Acid Extraction ของบริษัท RBC Bioscience

3. ศึกษาความชุกของเชอไวรัสโรตาในประเทศไทย
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- ระบุลายพันธุจีโนไทปี โดยทำการเพิ่มจำนวนยีน VP7 และ VP4 ด้วยวิธี One step Reverse 

Transcription -  Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

- หาลำดับนิวคลีโอไทดัในส่วนของยีน VP7 และ VP4 ด้วยวิธี direct DNA sequencing

- ว ิเคราะห ์ลำด ับเบสโดยว ิธ ี BLAST search (Basic Local Alignment Search Tool) 

จากฐานข้อมูลใน NCBI (National Center for Biotechnology Information) เพ่ือหา genotype

4. คัดเลือกตัวอย่างที Positive มาทำการสืกษา complete genome

5. ออกแบบ Primer ทัง 11 ยีน โดยใช้ nucleotide sequences จากฐานข้อมูลใน NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) เป็นต้นแบบในการออกแบบ primer

6. ทดลอบหาสภาวะในการเพิมจำนวนชิน DNA ที่เหมาะสม

7. หาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 11 ยีน

8. จัดจำแนกสายพันธุโดยการทำ phylogenetic tree

9. วิเคราะห์ และสรุปผล 

ลำดับชิ้นตอนในการเสนอผลการวิจัย

1. วิเคราะห์ความชุก (prevalence) และการจำแนกสายพันธุของเชือไวรัสโรตาในประเทศ

ไทย ในช่วงปี 2552-2554 เป็นอย่างไร

2. วิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมทั้งตัว (complete genome) ของไวรัสโรตาที่ตรวจพบใน 

ประทศไทยว่าเป็นอย่างไร
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