
การจาํแนกสายพนัธ์ุเชิงชีวโมเลกลุของเช้ือฮิวแมนเรสไพราทอรีซินไซเทียลไวรัสกลุ่ม A และ B ใน

ประเทศไทย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นายวิชธวชั อกัษรกิตต์ิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 

สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย ์

คณะแพทศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ปีการศึกษา 2555 

ลิขสิทธ์ิของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

บทคัดย่อและแฟ้มข้อมูลฉบับเต็มของวิทยานิพนธ์ตั้งแต่ปีการศึกษา 2554 ที่ให้บริการในคลังปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 
เป็นแฟ้มข้อมูลของนิสิตเจ้าของวิทยานิพนธ์ที่ส่งผ่านทางบัณฑิตวิทยาลัย 

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 
are the thesis authors' files submitted through the Graduate School.



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HUMAN RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS 

GROUP A AND B IN THAILAND 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mr. Vichtavat Auksornkitti 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Medical Science 

Faculty of Medicine 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2012 

Copyright of Chulalongkorn University 



หวัขอ้วทิยานิพนธ์   การจาํแนกสายพนัธ์ุเชิงชีวโมเลกลุของเช้ือฮิวแมน 
เรสไพราทอรีซินไซเทียลไวรัสกลุ่ม A และ B  
ในประเทศไทย 

โดย     นายวิชธวชั อกัษรกิตต์ิ 
สาขาวิชา     วิทยาศาสตร์การแพทย ์
อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั   ศาสตราจารย ์นายแพทย ์ยง ภู่วรวรรณ 
อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม   รองศาสตราจารย ์นายแพทย ์รุจิภตัต ์สาํราญสาํรวจกิจ 
 

 

 คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อนุมติัใหน้บัวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีเป็นส่วน
หน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญามหาบณัฑิต 
 

  ………………………………………….. คณบดีคณะแพทยศาสตร์ 
  (รองศาสตราจารย ์นายแพทย ์โศภณ นภาธร) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
 
  …………………………………………… ประธานกรรมการ 
  (ศาสตราจารย ์ดร.นายแพทย ์สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก) 
 
  …………………………………………...  อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 
  (ศาสตราจารย ์นายแพทย ์ยง ภู่วรวรรณ) 
 
  …………………………………………… อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  
  (รองศาสตราจารย ์นายแพทย ์รุจิภตัต ์สาํราญสาํรวจกิจ) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (รองศาสตราจารย ์ดร.พลูลาภ ชีพสุนทร) 
 
  …………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลยั 
  (รองศาสตราจารย ์ดร.ธีรพร ชินชยั) 



 ง 

วิชธวชั อกัษรกิตต์ิ: การจาํแนกสายพนัธ์ุเชิงชีวโมเลกลุของเช้ือฮิวแมนเรสไพราทอรี
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 ในการศึกษาน้ีไดร้ายงานถึงระบาดวทิยาเชิงโมเลกลุและลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
เช้ือฮิวแมนเรสไพราทอรีซินไซเทียลไวรัส (RSV) ท่ีพบในประเทศไทยตั้งแต่เดือนกรกฎาคม ปี 
2009 ถึงเดือนธนัวาคม 2011 จากตวัอยา่งทั้งหมดจาํนวน 1,481 ตวัอยา่งซ่ึงทาํการเกบ็จาก
โรงพยาบาลในกรุงเทพและขอนแก่น พบวา่มีจาํนวนตวัอยา่ง 148 ตวัอยา่ง คิดเป็น 10% ท่ี
ใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV เม่ือทาํการตรวจโดยวิธี semi-nested PCR โดยไดท้าํการอ่านลาํดบันิ
วคลีโอไทดข์องเช้ือจาํนวน 124 ตวัอยา่ง และเม่ือนาํมาสร้าง phylogenetic tree พบวา่ 101 
ตวัอยา่งของ RSV-A สามารถจาํแนกไดเ้ป็น 2 จีโนไทป์คือ NA1 และ ON1 โดย ON1 นั้นเป็นจี
โนไทป์ใหม่ท่ีเพิ่งถูกคน้พบเม่ือไม่นานน้ี ลกัษณะเด่นของจีโนไทป์น้ีคือมีการจาํลองตวัเองของ
นิวคลีโอไทดเ์พิ่มเขา้ไปถึง 72 คู่เบสในบริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีน 
นอกจากน้ีเม่ือนาํตวัอยา่งท่ีผา่นการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง RSV-B จาํนวน 23 ตวัอยา่งมา
ทาํการสร้าง phylogenetic tree พบวา่สามารถจาํแนกไดเ้ป็น 4 จีโนไทป์ คือ BA4, BA9, BA10 
และ THB โดย THB นั้นเป็นถือเป็นจีโนไทป์ใหม่ท่ีถูกอธิบายถึงรายละเอียดในการศึกษาน้ีเป็น
คร้ังแรก จีโนไทป์ NA1 นั้นถูกพบตลอดช่วง 3 ปีท่ีทาํการศึกษา โดยในปี 2009 นั้นพบใน
จาํนวนใกลเ้คียงกบั BA9 ก่อนจะกลายเป็นจีโนไทป์ท่ีพบมากท่ีสุดในปี 2010 และ 2011 
สาํหรับ ON1 ในการศึกษาน้ีพบคร้ังแรกในปี 2011 อยา่งไรกต็ามลกัษณะทางพนัธุกรรมของ 
ON1 ท่ีพบในประเทศไทยนั้นไม่ไดมี้ความแตกต่างจากท่ีพบในประเทศอ่ืนมากนกั สาํหรับ 
THB ในการศึกษาน้ีพบคร้ังแรกในปี 2010 โดยมีลกัษณะทางพนัธุกรรมใกลเ้คียงกบัจีโนไทป์ 
GB2 โดยสรุปแลว้การศึกษาน้ีไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงความสาํคญัของระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุและ
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของเช้ือ RSV ซ่ึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการพฒันายาหรือวคัซีนใน
อนาคตได ้  
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 This study reports the molecular epidemiology and genetic characterization of human 
respiratory syncytial virus (RSV) samples collected in Thailand from July 2009 to December 
2011. In total, 1,481 clinical samples were collected from Bangkok and Khon kean provinces 
and were screened by semi-nested PCR for RSV infection. We found 148 samples (10%) to be 
RSV positive and sequenced 124 of these samples. Phylogenetic analysis revealed that 101 of 
the RSV-A positive samples clustered into either genotype NA1 or the recently discovered 
genotype ON1 strain, which has a 72-nucleotide duplication in the second variable region of 
its G protein. Moreover, 23 of RSV-B positive samples clustered into four genotypes; BA4, 
BA9, BA10 and the novel genotype THB, first described here. The NA1 genotype was found 
during all three years of the study: In 2009, it was as common as BA9, while it was found to 
be the predominant strain in 2010 and 2011. The ON1 strain detected in this study first 
emerged in 2011 and is genetically similar to ON1 strains characterized in other countries. We 
also describe the novel genotype THB which first emerged in 2010 and is genetically similar 
to the GB2 genotype. In conclusion, this study indicates the importance of molecular 
epidemiology and characterization of RSV in Thailand in order to better understand this virus. 
Further studies should be conducted to bolster the development of anti-viral agents and a 
vaccine. 
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บทที ่1 

บทนํา 

ความสําคญัและทีม่าของปัญหาการวจัิย  

 เรสไพราทอรีซินไซเทียลไวรัส (Respiratory syncytial virus, RSV) เป็นไวรัสชนิดหน่ึงท่ี

ก่อใหเ้กิดการติดเช้ืออยา่งรุนแรงในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างในเดก็ทารก และเดก็เลก็ [1, 2] 

ผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีจะเร่ิมมีอาการในระบบทางเดินหายใจส่วนตน้ เช่น มีไข ้ไอ และเยือ่

โพรงจมูกอกัเสบ (rhinitis) เป็นตน้ จากนั้นประมาณ 2-5 วนัจะมีอาการท่ีทางเดินหายใจส่วนล่าง

ร่วมดว้ย เช่น มีอาการหายใจเร็ว (tachypnea) หนา้อกยบุขณะหายใจ (chest retraction)  หรือหายใจ

ลาํบากและมีเสียงดงั (wheezing) ตลอดจนถึงอาการปอดบวม (pneumonia) และหลอดลมฝอย

อกัเสบ (bronchiolitis) [1, 3-5] ซ่ึงอาการปอดบวมและหลอดลมฝอยอกัเสบน้ีเป็นสาเหตุสาํคญัของ

การเสียชีวิตในเดก็ทัว่โลก แมแ้ต่ในประเทศท่ีเจริญกา้วหนา้อยา่งสหรัฐอเมริกาพบวา่มีเดก็ท่ีป่วย

ดว้ยอาการปอดบวม และหลอดลมฝอยอกัเสบเน่ืองจากการติดเช้ือชนิดน้ีถึง 70,000-126,000 รายต่อ

ปี [1] เน่ืองจากการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัต่อเช้ือ RSV น้ียงัไม่สมบูรณ์มากนกัทาํใหผู้ป่้วย

สามารถติดเช้ือซํ้าไดต้ลอดชีวิต โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูป่้วยท่ีมีภาวะภูมิคุม้กนับกพร่อง [6, 7] และ

ผูสู้งอาย ุ[8-10]  ถึงแมจ้ะมีการศึกษาเก่ียวกบัไวรัสชนิดน้ีกนัอยา่งกวา้งขวางแต่ในปัจจุบนัยงัไม่มี

วคัซีน หรือการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพดีพอเพ่ือใชใ้นการป้องกนัและรักษาผูป่้วยท่ีติดเช้ือชนิดน้ีได ้

[11]  

RSV แบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม (Subgroup) คือ RSV-A และ RSV-B โดยอาศยัการทาํ

ปฏิกิริยาระหวา่งโมโนโคลนอนแอนติบอดี (monoclonal antibody) กบั G โปรตีน (attachment G 

glycoprotein) [12, 13] นอกจากน้ียงัสามารถอาศยัขอ้มูลทางพนัธุกรรมในการจาํแนกไดอี้กดว้ย 

[14] จากขอ้มูลของ G โปรตีนท่ีมีการศึกษาก่อนหนา้น้ีในหลายประเทศไดแ้สดงขอ้มูลเก่ียวกบั

วิวฒันาการ และระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุซ่ึงมีลกัษณะพอสงัเขปดงัน้ีคือ ในแต่ละปีจะมีการระบาด

ของเช้ือ RSV ทั้งสองกลุ่ม และในแต่ละกลุ่มพบหลายๆจีโนไทป์ (genotype) ระบาดร่วมกนัแต่อาจ

พบจีโนไทป์ใดจีโนไทป์หน่ึงในจาํนวนท่ีมากกวา่ และในปีถดัมากอ็าจจะแทนท่ีดว้ยจีโนไทป์อ่ืนได ้

[15, 16] นอกจากน้ีในกลุ่มจีโนไทป์เดียวกนัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง G โปรตีนมีแนวโนม้ท่ีจะ

เปล่ียนแปลงไปตามกาลเวลาโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในบริเวณ hypervariable region ทั้ง 2 ของ G 
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โปรตีน  วิวฒันาการดงักล่าวท่ีเกิดข้ึนนั้นอาจเน่ืองมาจากแรงกดดนัจากภูมิคุม้กนัของเจา้บา้นทาํให้

เกิดการคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีสามารถอยูร่อดต่อไปได ้[17, 18] ซ่ึงคลา้ยคลึงกบัวิวฒันาการของ 

Influenza virus type B [19, 20] สาํหรับประเทศไทยจะพบการระบาดของเช้ือ RSV มากในหนา้ฝน

ตั้งแต่เดือนกรกฎาคมถึงเดือนตุลาคมโดยจะพบมากในเดือนสิงหาคมหรือกนัยายนของทุกปี [21, 

22] ผูป่้วยส่วนใหญ่จะเป็นเดก็อายตุ ํ่ากวา่ 5 ปี และพบในผูสู้งอายเุป็นส่วนนอ้ย [23] การศึกษา

เก่ียวกบัระบาดวิทยาในประเทศไทยท่ีผา่นมาโดยอาศยัการทาํปฏิกิริยาระหวา่งโมโนโคลนอน

แอนติบอดีกบั G โปรตีนแสดงใหเ้ห็นวา่กลุ่มของเช้ือท่ีพบมากสามารถถูกแทนท่ีดว้ยอีกกลุ่มหน่ึง

ไดใ้นปีถดัไป [22, 24] สาํหรับการศึกษาเก่ียวกบัระบาดวทิยาเชิงโมเลกลุพบวา่มีเพยีงการศึกษาเดียว

เท่านั้นโดย Boonyasuppayakorn และคณะ ซ่ึงทาํการศึกษาในตวัอยา่งผูป่้วยตั้งแต่เดือนมิถุนายนถึง

เดือนธนัวาคมปี 2007 [25]  ขอ้มูลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่จีโนไทป์ท่ีพบมากในประเทศไทยขณะนั้น

คือ GA2 ของ RSV-A และ BA4 ของ RSV-B อยา่งไรกต็ามการศึกษาดงักล่าวทาํการศึกษาในช่วง

ระยะเวลาสั้นๆ และจาํนวนตวัอยา่งท่ีใชค่้อนขา้งนอ้ยทาํใหย้งัขาดความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัเช้ือ

ชนิดน้ีในประเทศไทยอีกมาก 

ดงันั้นการศึกษาน้ีจึงมีเป้าหมายเพื่อศึกษาถึงระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุของเช้ือ RSV ท่ีพบใน

ประเทศไทยตั้งแต่เดือนกรกฏาคม 2009 ถึงเดือนธนัวาคม 2011 โดยวธีิ semi-nested PCR และ 

nucleotide sequencing บริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีนโดยหวงัวา่ความรู้ท่ีได้

จากการศึกษาน้ีจะช่วยใหมี้ความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุของเช้ือ RSV ใน

ประเทศไทยมากข้ึน และขอ้มูลดงักล่าวอาจมีประโยชน์ต่อการนาํไปผลิตวคัซีนสาํหรับเช้ือชนิดน้ี

ต่อไปในอนาคต  

   

คาํถามงานวจัิย  

1. ระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุของเช้ือ RSV ในช่วงปี 2009-2011 ในประเทศไทยเป็น

อยา่งไร และเม่ือเปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีมีการศึกษาในประเทศอ่ืนๆ เป็นอยา่งไร 

2. จีโนไทป์ของเช้ือ RSV ท่ีพบในช่วงท่ีทาํการศึกษามีอะไรบา้ง และมีความเหมือนหรือ

แตกต่างจากท่ีพบในปี 2007 หรือไม่ อยา่งไร 
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วตัถุประสงค์งานวจัิย  

เพื่อศึกษาถึงระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุและจีโนไทป์ของเช้ือ RSV ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีมี

อาการเก่ียวกบัระบบทางเดินหายใจในประเทศไทย และวเิคราะขอ้มูลเปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีมี

การศึกษาก่อนหนา้น้ีทั้งใน และต่างประเทศ  

 

สมมติฐาน  

1. เม่ือทาํการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ second hypervariable region ของ G 

โปรตีนแลว้พบวา่จีโนไทป์ของเช้ือ RSV ท่ีพบในช่วงท่ีทาํการศึกษาต่างจากท่ีพบในปี 

2007 

2. เม่ือทาํการวิเคราะห์เปรียบเทียบขอ้มูลในการศึกษาคร้ังน้ีกบัขอ้มูลท่ีมีการศึกษาก่อน

หนา้น้ีพบวา่รูปแบบของระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุมีความแตกต่างกนั 

 

กรอบแนวความคดิของโครงการวจัิย  

 

การจําแนกจีโนไทป์และการวเิคราะห์ถึงรูปแบบของระบาดวทิยาเชิงโมเลกลุของเช้ือ RSV 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เกบ็ตวัอยา่ง Nasopharyngeal Aspiration, Nasal swab และ Throat swab ท่ีถูกส่งมายงัศูนยเ์ช่ียวชาญดา้น

ไวรัสวิทยาคลินิกโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

สกดั RNA จากนั้นเปล่ียนเป็น complementary DNA (cDNA) ดว้ย Random hexamer primer และ 
ImProm-IITM Reverse Transcriptase 

ตรวจสอบผลการสกดั RNA โดยวิธี PCR  โดยตรวจสอบการแสดงออกของยนี GAPDH ซ่ึงเป็น house 

keeping gene 

วินิจฉยัการติดเช้ือ RSV ดว้ยวิธี Semi-nested Polymerase Chain Reaction (semi-nested PCR) 
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คาํจํากดัความทีใ่ช้ในงานวจัิย  

1. Subgroup คือ การแบ่งกลุ่มของ RSV โดยอาศยัการทาํปฏิกิริยาระหวา่งโมโนโคลนอน

แอนติบอดีกบั G โปรตีนซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ RSV กลุ่ม A (RSV-A) และ RSV 

กลุ่ม B (RSV-B)  

2. Genotype คือ การแบ่งกลุ่มของ RSV ต่อจาก subgroupโดยอาศยัขอ้มูลทางพนัธุกรรม

บริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีน   

   

ข้อจํากดัในการวจัิย  

 ในการเกบ็ตวัอยา่งท่ีเป็น nasopharyngeal aspiration นั้นอาจก่อใหเ้กิดความเจบ็ปวดแก่ผูป่้วย

มากกวา่การเกบ็ตวัอยา่งโดยวิธี nasal swab หรือ throat swab ซ่ึงผูป้กครองของผูป่้วยบางรายอาจไม่ยนิยอม

ใหมี้การเกบ็ตวัอยา่งดว้ยวิธีดงักล่าว ดงันั้นจึงอาจส่งผลใหต้วัอยา่งท่ีเป็น nasopharyngeal aspiration มี

จาํนวนนอ้ยกวา่ตวัอยา่งท่ีเป็น nasal swab หรือ throat swab ได ้

 

คาํสําคญั  

  RSV, Genotype, Attachment G glycoprotein, Phylogenetic tree, Amino acid, Nucleotide  

 

 

นาํ PCR product ท่ีใหผ้ลบวกต่อ RSV มาทาํการ Purification และ sequencing   

วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีนและจาํแนกจีโนไทป์ของ
เช้ือ RSV  

นาํขอ้มูลจีโนไทป์มาวิเคราะห์ถึงรูปแบบของระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุของเช้ือ RSV ในช่วงปี 2009-2011   
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. มีความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุและจีโนไทป์ของเช้ือ RSV ท่ีพบใน

ประเทศไทยเพิ่มมากข้ึนและสามารถนาํขอ้มูลน้ีมาใชป้ระโยชน์ในการป้องกนั ควบคุมโรค

และการผลิตวคัซีนในอนาคตต่อไปได ้

2. ฝึกกระบวนการคิด การวิเคราะห์ และสามารถแกไ้ขปัญหาท่ีเกิดข้ึนจากการทดลอง 

3. ไดเ้รียนรู้และฝึกฝนการใชเ้คร่ืองมือต่าง ๆ ตลอดถึงวิธีการใหม่ในการวิจยัทางอณูชีววิทยา 

4. ไดผ้ลงานตีพมิพร์ะดบันานาชาติอยา่งนอ้ย 1 เร่ือง ในวารสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัไวรัส หรือ

ระบาดวิทยาของโรค 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

ประวตัิความเป็นมา 

 เช้ือ respiratory syncytial virus (RSV) ถูกพบคร้ังแรกในปี 1955 โดยพบระบาดอยูใ่นลิง

ชิมแปนซี ไวรัสชนิดน้ีจึงไดช่ื้อวา่ chimpanzee coryza ต่อมาเม่ือมีการแยกเช้ือชนิดน้ีไดจ้ากเดก็ท่ี

ป่วยดว้ยโรคเก่ียวกบัระบบทางเดินหายใจ จึงเช่ือวา่ไวรัสชนิดน้ีเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดโรคใน

มนุษย ์[26-29] และเม่ือมีการนาํเช้ือมาเพาะเล้ียง แลว้ทาํการสงัเกตลกัษณะของเซลลพ์บวา่เช้ือ RSV 

น้ีทาํใหเ้ยือ่หุม้เซลลข์องเซลลท่ี์อยูเ่คียงขา้งกนัเกิดการรวมกนั (fusion) ทาํใหม้องเห็นเป็น 1 เซลลแ์ต่

มีหลายนิวเคลียส (ภาพท่ี 1) เรียกลกัษณะของเซลลแ์บบน้ีวา่ syncytia จากคุณสมบติั และ

ความสามารถดงักล่าวของไวรัสทาํใหภ้ายหลงัไดถู้กเปล่ียนช่ือใหม่เป็น respiratory syncytial virus 

[30] 

 

ภาพท่ี 1: แสดงลกัษณะ syncytia ของเซลล ์หรือลกัษณะท่ีเยือ่หุม้เซลลข์องเซลลข์า้งเคียงเกิดการ

รวมกนั [31] 
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ไวรัสวทิยาของเช้ือ RSV 

 Human respiratory syncytial virus หรือ RSV เป็นไวรัสท่ีถูกจดัอยูใ่นลาํดบั (order) 

Mononegavirales, วงศ ์(family) Paramyxoviridae สกลุ (genus) Pneumovirus จดัเป็น envelope 

ไวรัสหรือเป็นไวรัสท่ีมีชั้นของไขมนัหุม้สารพนัธุกรรมอีกชั้นหน่ึงโดยมีขนาดของอนุภาคประมาณ 

200 นาโนเมตร [32, 33] ไวรัสชนิดน้ีนอกจากสายพนัธ์ุท่ีก่อใหเ้กิดโรคในคนแลว้ยงัมีสายพนัธ์ุท่ี

ก่อใหเ้กิดโรคในสตัวบ์างชนิดไดอี้กดว้ย เช่น ววั (bovine RSV หรือ BRSV) หรือ หนู (pneumonia 

virus of mice หรือ PVM) ไวรัสอ่ืนๆ ในวงศเ์ดียวกนัน้ีนอกจาก RSV แลว้ ไดแ้ก่ human 

metapneumovirus (HMPV), Sendai virus, human parainfluenza virus (HPIVs) และ measles virus 

เป็นตน้ [34, 35] (ภาพท่ี 2)  

 

ภาพท่ี 2: แสดงลกัษณะและโครงสร้างของเช้ือ RSV [36] 

 

 สารพนัธุกรรมของไวรัสชนิดน้ีเป็น RNA สายเด่ียว มี polarity เป็นลบ และมีขนาด 15,222 

นิวคลีโอไทด ์ซ่ึงมียนีท่ีสามารถถอดรหสัเป็น mRNA ไดถึ้ง 10 ยนี เรียงตามลาํดบัดงัน้ี NS1-NS2-

N-P-M-SH-F-G-M2-L ซ่ึงสามารถถอดรหสั (transcription) เป็น mRNA ได ้10 ตวั โดย mRNA แต่

ละตวัจะมีกระบวนการเติม cap และเกิด polyadenylated ของตวัเอง ยกเวน้ยนี M2 สามารถ

ถอดรหสัไดเ้ป็น M2-1 และ M2-2 เน่ืองจาก mRNA ดงักล่าวมีจุดเร่ิมตน้ของการแปลรหสั (open 

reading frame หรือ ORF) อยู ่2 ตาํแหน่งซอ้นทบักนัอยู ่(overlap) (ภาพท่ี 3) [33, 37, 38]  
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ภาพท่ี 3: แสดงลกัษณะการเรียงตวัและขนาดของยนีบนจีโนมของเช้ือ RSV [34] 

 

สาํหรับรายละเอียดและหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีกล่าวมาขา้งตน้มีดงัน้ีคือ 

 NS1 เป็น Non-structural protein มีขนาดประมาณ 532 คู่เบส (bp) แปลรหสัเป็นกรดอะมิ

โนได ้139 ตวั ทาํหนา้ท่ีในการยบัย ั้งไม่ใหมี้การทาํงานของ interferon-alpha และ 

Interferon-beta [33, 35]  

 NS2 เป็น Non-structural protein อีกชนิดหน่ึง มีขนาดประมาณ 503 bp แปลรหสัเป็น

กรดอะมิโนได ้124 ตวั ทาํหนา้ท่ีในการยบัย ั้งไม่ใหมี้การทาํงานของ interferon-alpha และ 

Interferon-beta เช่นเดียวกบั NS1 [33, 35] 

 N หรือ nucleocapsid N protein มีขนาดประมาณ 1203 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้391 

ตวั โปรตีนตวัน้ีจะจบักบัจีโนมของไวรัสอยา่งแน่นหนาเพ่ือเป็นการป้องกนัการเส่ือมสภาพ

ของ RNA (degradation) และเพิ่มความยดืหยุน่ใหแ้ก่จีโนมของไวรัส นอกจากน้ียงัช่วยลด

การตรวจจบัของ viral RNA โดย toll-like receptors cell (TLRs) ของ host และยงัลดการ

ตรวจจบัของเอนไซม ์RNA recognition helicases เพื่อไม่ใหเ้กิดการกระตุน้ใหมี้การ

ตอบสนองโดยระบบภูมคุม้กนัแต่กาํเนิด (innate immunity) อีกดว้ย [35, 39, 40]  

  P หรือ P phosphoprotein มีขนาดประมาณ 914 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้241 ตวั 

ทาํหนา้ท่ีเป็น co-factor ในกระบวนการสงัเคราะห์ RNA (transcription) [35, 41] 

 M หรือ matrix M protein มีขนาดประมาณ 958 bp แปลรหสัเป็นอะมิโนได ้256 ตวั 

โปรตีนตวัน้ีทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการรวมตวักนัเป็นอนุภาคไวรัส (viral assembly) โดย

เป็นเยือ่บุอยูภ่ายในชั้น envelop อีกทอดหน่ึง [33, 35, 42] 

 SH หรือ small hydrophobic protein มีขนาดประมาณ 410 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้

64 ตวั ปัจจุบนัยงัไม่ทราบหนา้ท่ีแน่ชดั [33, 35]      
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 G หรือ attachment G glycoprotein มีขนาดประมาณ 923 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้

298 ตวั หนา้ท่ีหลกัของโปรตีนตวัน้ีคือช่วยใหอ้นุภาคของไวรัสสามารถเกาะกบัเซลลข์อง

เจา้บา้นได ้[33, 35]     

 F หรือ fusion F protein มีขนาดประมาณ 1903 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้574 ตวั 

หนา้ท่ีหลกัของโปรตีนตวัน้ีคือช่วยใหส้ารพนัธุกรรมของไวรัสสามารถเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น

ไดโ้ดยการรวม (fusion) ชั้นไขมนั (envelop) ของไวรัสกบัเยือ่หุม้เซลลข์องเจา้บา้น 

(plasma membrane) นอกจากน้ียงัส่งผลใหเ้กิดการรวมกนัของเซลลข์า้งเคียงเกิดเป็น

ลกัษณะท่ีเรียกวา่ syncytia คือลกัษณะท่ี 1 เซลลมี์หลายนิวเคลียสอีกดว้ย [33, 35]  

 M2 มีขนาดประมาณ 961 bp สามารถถอดรหสัเป็น mRNA ได ้2 แบบคือ M2-1 และ M2-2 

ซ่ึงเม่ือแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนจะได ้194 ตวัสาํหรับ M2-1 และ 90 ตวัสาํหรับ M2-2 

โปรตีนตวัน้ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบักระบวนการถอดรหสั (transcription) เป็น mRNA และยงัมี

ส่วนช่วยในการปรับสมดุลระหวา่งกระบวนการ transcription และ RNA replication ของ

ไวรัส [35, 43, 44]  

 L หรือ large L protein มีขนาดประมาณ 6578 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้2165 ตวั ทาํ

หนา้ท่ีเป็น RNA polymerase ในกระบวนการสงัเคราะห์ RNA สายใหม่ นอกจากน้ียงัมี

ส่วนช่วยในการ capping และ polyadenylation ของ mRNA [35, 45] 

 

วงจรชีวติของเช้ือ RSV  

 เซลลท่ี์พบวา่มีการติดเช้ือ RSV ส่วนใหญ่เป็นเซลลเ์ยือ่บุทางเดินหายใจตั้งแต่จมูกรวมถึง

เซลลเ์ยือ่บุท่อลมต่างๆ สาํหรับวงจรชีวิตของเช้ือ RSV นั้นในขั้นแรกอนุภาคของไวรัสจะเขา้เกาะ

กบัเซลลข์องเจา้บา้นผา่นทาง G โปรตีนจากนั้น envelope ของเช้ือไวรัสและเยือ่หุม้เซลล ์(cell 

membrane) ของเซลลเ์จา้บา้นจะเกิดการรวมกนั (fusion) ผา่น F โปรตีนทาํใหส้ารพนัธุกรรมของ

เช้ือไวรัสสามารถเขา้สู่เซลลข์องเจา้บา้นได ้เม่ือสารพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสเขา้สู่เซลลข์องเจา้บา้น

แลว้จะเกิดกระบวนการถอดรหสั (transcription) ไปเป็น mRNA เพื่อผลิตโปรตีนต่างๆ หลงัจากเกิด

กระบวนการ transcription ประมาณ 15 ชัว่โมง อตัราการเกิด transcription จะค่อยๆ คงท่ี จากนั้นจะ

เกิดการเพิ่มจาํนวนของสารพนัธุกรรมโดยการจาํลองตวัเอง (replication) ซ่ึงการเปล่ียนแปลงจาก
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กระบวนการ transcription ไปเป็นกระบวนการ replication จะถูกควบคุมโดยโปรตีน M2-2 เม่ือ

สร้างโปรตีนต่างๆ เรียบร้อยแลว้ โปรตีนเหล่าน้ีจะรวมเขา้กบัสารพนัธุกรรมบริเวณเยือ่หุม้เซลลข์อง

เจา้บา้น จากนั้นจึงออกจากเซลลข์องเจา้บา้นโดยการ budding เป็นอนุภาคของไวรัสตวัใหม่ต่อไป 

โดยกระบวนการดงักล่าวอาจทาํใหเ้ซลลข์องเจา้บา้นเกิดการฉีกขาด หรือออาจทาํใหเ้กิดลกัษณะ

ของ syncytia ข้ึนมาได ้ [33, 46] (ภาพท่ี 4 และภาพท่ี 5) 

 

ภาพท่ี 4: แสดงการออกจากเซลลข์องเช้ือ RSV โดยการ budding ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน 

[34] 
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ภาพท่ี 5: แสดงวงจรชีวิตของเช้ือ RSV ในเซลลข์องเจา้บา้น [33] 

 

Attachment G glycoprotein 

 Attachment G glycoprotein หรือ G โปรตีน เป็นโปรตีนท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน

ประมาณ 298 ตวั อยา่งไรกต็ามจาํนวนดงักล่าวอาจเปล่ียนแปลงไดข้ึ้นอยูก่บัจีโนไทป์ [32] หนา้ท่ี

ของโปรตีนชนิดน้ีนอกจากจะมีส่วนช่วยใหไ้วรัสสามารถเกาะกบัเซลลข์องเจา้บา้นดงัไดก้ล่าวไว้

ขา้งตน้แลว้ยงัมีคุณสมบติัเป็นแอนติเจนกระตุน้ใหเ้กิดการสร้างภูมิคุม้กนัต่อตวัไวรัสอีกดว้ย [47] 

การศึกษาต่างๆ ท่ีผา่นมาเก่ียวกบั G โปรตีน แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนตวัน้ีจดัเป็นโปรตีนท่ีแทรกทะลุ

ผา่นเยือ่หุม้เซลล ์(transmembrane protein) ชนิดหน่ึงซ่ึงประกอบดว้ย 3 ส่วนหลกั คือ cytoplasmic 

domain, transmembrane domain และ extracellular domain (ภาพท่ี 6) โดยในส่วน extracellular 

domain นั้นประกอบดว้ยบริเวณ hypervariable region 2 บริเวณซ่ึงถูกคัน่ดว้ยกรดอะมิโนอนุรักษ ์

(conserved amino acid) จาํนวน 13 ตวั [48, 49] โดยบริเวณ hypervariable น้ียงัมีการเติมหมู่นํ้าตาล

ท่ีไนโตรเจนอะตอมของหมู่ฟังกช์นั amine group ของกรดอะมิโน asparagines ซ่ึงตอ้งมีลาํดบัเป็น 

Asn-X-Ser/Thr โดย X เป็นกรดอะมิโนตวัใดกไ็ดย้กเวน้ proline (N-glycosylation) การศึกษาท่ีผา่น

มาพบวา่กระบวนการดงักล่าวจะช่วยในการปกปิด epitope บน G โปรตีนของไวรัสทาํให้
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แอนติบอดีไม่สามารถจบักบัไวรัสได ้[50] สาํหรับการศึกษาเก่ียวกบัระบาดวิทยาเชิงโมกลุท่ีผา่นมา

จะอาศยัขอ้มูลทางพนัธุกรรมจากบริเวณ second hypervariable region เป็นหลกั [15, 49]   

 
ภาพท่ี 6: แสดงแผนภาพและส่วนประกอบต่างๆ ของ G โปรตีน [51] 

 

จีโนไทป์ (genotype) ของเช้ือ RSV 

 เช้ือ RSV น้ีสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม (subgroup) ใหญ่ๆ คือ RSV-A และ RSV-B 

โดยอาศยัการทาํปฏิกิริยาระหวา่ง monoclonal antibody กบั G โปรตีน [12, 13, 52, 53] นอกจากน้ี

การศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง G โปรตีนยงัสามารถใชจ้ดัจาํแนกไวรัสในแต่ละ

กลุ่มทั้ง RSV-A และ B ออกเป็นจีโนไทป์ (genotype) ต่างๆ ได ้[48]  โดย RSV-A สามารถจาํแนก

ไดเ้ป็นจีโนไทป์ GA1-GA7, [15, 54] SAA1 (South Africa A1) [16], NA1, NA2 (Niigata) [55] 

และ ON1 (Ontario) ซ่ึงเป็นจีโนไทป์ใหม่ท่ีเพิ่งถูกคน้พบเม่ือไม่นานมาน้ีท่ีประเทศแคนาดา ท่ี

น่าสนใจคือจีโนไทป์น้ีมีการจาํลองตวัเองของลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พิ่มเขา้ไปถึง 72 bp นบัเป็นการ

เปล่ียนแปลงคร้ังใหญ่ท่ีเกิดข้ึนกบั G โปรตีนโดยเฉพาะกบั RSV-A [56] ปัจจุบนัมีเพยีงไม่ก่ีประเทศ

เท่านั้นท่ีพบจีโนไทป์น้ี ไดแ้ก่ ญ่ีปุ่น (GenBank data base) เกาหลีใต ้[57] และแอฟริกาใต ้[58] 

สาํหรับ RSV-B นั้นสามารถจาํแนกไดเ้ป็น GB1-GB4, [15] SAB1-SAB4, [16, 59], URU1-URU2 

(Uruguay) [60] BA1-BA10 (Buenos Aires) โดยจีโนไทป์ BA น้ีพบวา่มีการจาํลองตวัเองของนิวคลี

โอไทดเ์พิ่มเขา้มาถึง 60 bp [61-63] ปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานอยา่งเป็นทางการเก่ียวกบัเกณฑใ์นการจดั

จาํแนกเป็นจีโนไทป์ใหม่ของเช้ือ RSV จะมีกแ็ต่เกณฑข์อง Venter และคณะ ท่ีกล่าวไวว้า่การจะ

เป็นจีโนไทป์ใหม่ไดน้ั้นจะตอ้งมีการจบักลุ่มกนัใน phylogenetic tree ดว้ยค่า bootstrap ซ่ึงเป็นค่าท่ี

แสดงความเช่ือมัน่ในการจดักลุ่มตั้งแต่ 70% ข้ึนไป และสมาชิกในกลุ่มจะต่างกนัไดไ้ม่เกิน 7% 

หรือมีค่า pair-wise nucleotide distance (p-distance) นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 0.07 ซ่ึงกฏเกณฑด์งักล่าว

กย็งัมีการถูกกล่าวถึงและถูกใชม้าจนถึงปัจจุบนัน้ี [16] 
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พยาธิกาํเนิดของเช้ือ RSV  

 เช้ือ RSV สามารถติดต่อไดโ้ดยการสมัผสัโดยตรงกบัสารคดัหลัง่ของผูป่้วยท่ีติดเช้ือ 

(droplet transmission) หรือติดต่อทางอากาศ (airborne transmission) อยา่งไรกต็ามการสมัผสัสาร

คดัหลัง่โดยตรงจะทาํใหมี้โอกาสติดเช้ือไดม้ากกวา่ สาํหรับอวยัวะท่ีไวต่อการติดเช้ือ ไดแ้ก่ ตา และ

จมูก ดงันั้นการลา้งมือท่ีถูกวิธี หรือไม่สมัผสักบับริเวณท่ีมีการติดเช้ือจะสามารถช่วยลดการติดเช้ือ

ไดใ้นระดบัหน่ึง เช้ือ RSV สามารถมีชีวิตอยูไ่ดบ้น stethoscope ถึง 6 ชัว่โมง บนพื้นผวิท่ีไม่มีรูพรุน

ประมาณ 12 ชัว่โมง และสามารถมีชีวิตอยูบ่นมือไดม้ากกวา่ 30 นาที เม่ือเช้ือเขา้สู่ร่างกายแลว้จะใช้

เวลาในการฟักตวัประมาณ 3-5 วนั และสามารถแพร่กระจายอยูใ่นตวัผูป่้วยไดน้านถึง 3-8 วนั แต่

อาจนานถึง 3 สปัดาห์ในเดก็เลก็และผูท่ี้มีภูมิคุม้กนับกพร่อง ส่วนในผูใ้หญ่จะอยูไ่ดเ้พยีงแค่ 1-6 วนั

เท่านั้น [64, 65]     

 เช้ือ RSV จะทาํการเพ่ิมจาํนวนในโพรงจมูกใกลก้บัส่วนคอหอย (nasopharynx) (ภาพท่ี 7) 

จากนั้นจะแพร่กระจายไปตามเซลลเ์ยือ่บุท่อลมเป็นผลใหเ้กิดการตายของเซลล ์(necrosis) ท่ีติดเช้ือ 

นอกจากน้ียงัก่อใหเ้กิดการหลัง่ของเมือกและเซลลพ์วกลิมโฟไซต ์(lymphocyte) จาํนวนมากส่งผล

ใหเ้กิดอาการบวมนํ้า (edema) ของเน้ือเยือ่ในชั้น submucosa ทาํใหเ้กิดการตีบของท่อลมภายใน

ปอด (airways obstruction) (ภาพท่ี 8) นอกจากน้ีการหลัง่ของสารจาํพวก interleukins, chemokines 

หรือ leukotrienes อนัเน่ืองมาจากการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัส่งผลใหเ้กิดการอกัเสบและเกิด

ความเสียหายกบัเซลลเ์ยือ่บุทางเดินหายใจซ่ึงจะใชเ้วลาในการฟ้ืนตวัค่อนขา้งนานหลายสปัดาห์

โดยเฉพาะ ciliated cell [66]  
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ภาพท่ี 7: แสดงบริเวณของ nasopharynx [67] 

 

ภาพท่ี 8: แสดงลกัษณะของ airway obstruction [68] 
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อาการแสดงของผู้ป่วยทีต่ดิเช้ือ RSV 

 ลกัษณะอาการท่ีแสดงออกของผูป่้วยท่ีติดเช้ือ RSV นั้นค่อนขา้งหลากหลายข้ึนอยูก่บัอายุ

ของผูป่้วย โดยปกติแลว้เดก็ทารกและเดก็เลก็ท่ีติดเช้ือคร้ังแรกจะมีอาการท่ีระบบทางเดินหายใจ

ส่วนล่างซ่ึงไดแ้ก่หลอดลมฝอยอกัเสบ (bronchiolitis) และอาการปอดบวม (pneumonia) อาการ

อ่ืนๆ ท่ีพบ ไดแ้ก่ ไอ (cough) 98% มีไข ้(fever) 75% มีนํ้ ามูก (rhinorrhea) และหายใจมีเสียงดงั

เน่ืองจากการตีบของหลอดลม (wheezing) 65-78% และหายใจลาํบาก (labored respirations) 73% 

เดก็ท่ีมีอาการป่วยรุนแรงจะแสดงลกัษณะอาการดงัต่อไปน้ี คือ เบ่ืออาหาร และมีปัญหาเก่ียวกบัการ

หายใจ เช่น หายใจเร็ว ถ่ี (tachypnea) รูจมูกเปิดกวา้ง (nasal flaring) (ภาพท่ี 9) และมีภาวะขาด

ออกซิเจน (hypoxia) [69, 70]   สาํหรับในเดก็โต หรือ ผูใ้หญ่ จะมีอาการคลา้ยไขห้วดัทัว่ไป คือ ไอ 

มีไข ้และอาจมีการคัง่ของของเหลวในถุงลม (congestion) [66]  

 อาการของผูติ้ดเช้ือ RSV จะค่อนขา้งหนกัในช่วงวนัท่ี 5 ของการป่วย และจะค่อยๆ ดีข้ึน

ในช่วงวนัท่ี 7-10 อยา่งไรกต็ามอาการไออาจจะยงัหลงเหลืออยูซ่ึ่งอาจนานถึง 4 สปัดาห์เน่ืองจาก 

ciliated cell ใชเ้วลาค่อนขา้งนานในการฟ้ืนตวั นอกจากน้ี 50% ของผูป่้วยอาจจะยงัคงมีอาการ 

wheezing อยูช่ัว่ระยะหน่ึงหลงัจากหายป่วยแลว้ [64, 65] โดยปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งของการเกิด 

wheezing นั้นสนันิษฐานวา่อาจเกิดจากปริมาณ IgE ท่ีเพิ่มมากข้ึนระหวา่งการติดเช้ือ [71]      

 
ภาพท่ี 9: แสดงลกัษณะของ nasal flaring [72] 

 

ปัจจัยเส่ียงต่างๆ ทีก่่อให้เกดิการติดเช้ืออย่างรุนแรง  

 สาํหรับปัจจยัต่างๆ ท่ีก่อใหเ้กิดการติดเช้ือ RSV อยา่งรุนแรงนั้นมีดงัน้ี [73, 74] 
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 โรคปอดเร้ือรัง (chronic lung diseases) เช่น bronchopulmonary dysplasia หรือภาวะท่ี

เน้ือเยือ่ปอดมีการเจริญผดิปกติ 

 เดก็ท่ีมีนํ้ าหนกัแรกเกิดนอ้ยกวา่ 2.5 กิโลกรัม 

 เดก็ท่ีเป็นโรคหวัใจแต่กาํเนิด (cyanotic congenital heart disease) 

 ผูป่้วยท่ีมีภาวะภูมิคุม้กนับกพร่อง (immune compromise) 

 เดก็ในครรภท่ี์ไดรั้บควนับุหร่ีผา่นทางมารดา (in utero exposure to tobacco smoke) 

 บุคคลท่ีมีสถานะทางเศรษฐกิจและสงัคมค่อนขา้งตํ่า (low socioeconomic status) 

 บุคคลท่ีมีภาวะกลา้มเน้ืออ่อนแรง (neuromuscular disease) 

 เดก็ท่ีคลอดก่อนกาํหนด (คลอดก่อนกาํหนด 35 สปัดาห์) (premature birth) 

 

การตรวจวนิิจฉัยการตดิเช้ือ RSV ทางห้องปฏิบัติการ 

 ในการตรวจเพื่อวินิจฉยัการติดเช้ือ RSV ทางหอ้งปฏิบติัการนั้นสามารถทาํไดโ้ดยการ

ตรวจหาเช้ือไวรัสหรือแอนติเจนของไวรัสไดโ้ดยตรง หรือตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรัสจาก

สารคดัหลัง่ท่ีไดจ้ากระบบทางเดินหายใจ โดยชนิดและคุณภาพของสารคดัหลัง่ท่ีดีนั้นข้ึนอยูก่บั

ความไวและความจาํเพาะในการตรวจหาเช้ือไวรัส สาํหรับตวัอยา่งสารคดัหลัง่ท่ีดีท่ีสุดในการ

นาํมาใชต้รวจหาเช้ือ RSV คือ nasopharyngeal aspirate โดยมีความไวในการตรวจหาเช้ือมากกวา่

ตวัอยา่งท่ีเป็น nasal swab มาก [75, 76] อยา่งไรกต็ามการเกบ็ตวัอยา่งโดยวิธี nasal swab ไม่

จาํเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์มากนกั นอกจากน้ียงัช่วยลดความไม่พงึพอใจท่ีอาจเกิดข้ึนกบัผูป่้วยขณะเกบ็

ตวัอยา่งอีกดว้ย ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาอุปกรณ์สาํหรับการเกบ็ตวัอยา่งโดยวิธี nasal swab เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพใหก้บัการเกบ็ตวัอยา่งดว้ยวธีิการดงักล่าว อุปกรณ์ท่ีพฒันาข้ึนมาน้ีคือ flocked-

nasopharyngeal swab [77] (ภาพท่ี 10) 
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ภาพท่ี 10: แสดงลกัษณะของ flocked-nasopharyngeal swab [78] 

วิธีการวินิจฉยัทางหอ้งปฏิบติัการท่ีใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั ไดแ้ก่  

 การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่เพือ่ดูการเปลีย่นแปลงของเซลล์เน่ืองจากเช้ือไวรัส (virus isolate in 

tissue culture) 

 วิธีน้ีจดัเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ในการตรวจหาเช้ือ RSV โดยการนาํ ตวัอยา่งสาร

คดัหลัง่ของผูป่้วยท่ีสงสยัมาทาํการเพาะเล้ียงใน cell line ท่ีเหมาะสมซ่ึงนิยมใช ้HEp-2 จากนั้นจึง

ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของเซลลท่ี์เกิดข้ึน หากตวัอยา่งของผูป่้วยรายใดมีเช้ือ RSV อยูเ่ซลลจ์ะ

เกิดการเปล่ียนแปลงโดยแสดงลกัษณะของ syncytia เม่ือตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ การ

เปล่ียนแปลงดงักล่าวอาจใชร้ะยะเวลาเฉล่ีย 3-6 วนั  อยา่งไรกต็ามวิธีการดงักล่าวใชเ้วลาในการ

ตรวจสอบค่อนขา้งนาน ทาํใหมี้การนาํเทคนิคดงักล่าวมาประยกุตเ์พื่อลดระยะเวลาในการตรวจหา

เช้ือ ซ่ึงภายหลงัถูกเรียกวา่ shell vial centrifugation culture ซ่ึงเม่ือใชร่้วมกบัการตรวจสอบโดย

วิธีการตรวจหาแอนติเจนของเช้ือแลว้จะสามารถรายงานผลไดภ้ายในเวลาไม่นาน [79-81]    

 การตรวจหาแอนติเจนของเช้ือไวรัส 

 การตรวจหาแอนติเจนของเช้ือไวรัสมีอยูม่ากมายหลายวิธีแต่วิธีท่ีนิยมใชส่้วนใหญ่ ไดแ้ก่ 

direct immunofluorescent assays (DFA) และ enzyme immunosorbent assays (EIA) โดยวิธี DFA 

นั้นใชแ้อนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อแอนติเจนของเช้ือ RSV และติดฉลากดว้ย fluorescein เขา้จบักบั

แอนติเจนของเช้ือ RSV ท่ีอยูใ่นเซลลซ่ึ์งปะปนอยูใ่นสารคดัหลัง่ท่ีทาํ การเกบ็มา แลว้จึงทาํการ

ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ สาํหรับวิธี EIA นั้นแอนติเจนหรือแอนติบอดีจะถูกติดฉลากดว้ย

เอนไซมซ่ึ์งจะไปทาํปฏิกิริยากบั substrate ท่ีเติมลงไปแลว้จึง ทาํการอ่านผลโดยหลกัการของ EIA มี
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ดงัน้ีคือ แอนติเจนของเช้ือ RSV จะถูกจบัโดยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อเช้ือ RSV จากนั้นแอนติบอดี

ตวัท่ีสองซ่ึงถูกติดฉลากดว้ยเอนไซมจ์ะเขา้มาจบักบัแอนติเจนซ่ึงจะทาํการยอ่ย substrate ท่ีเติมลง

ไป แลว้จึงนาํไปทาํการอ่านผล (ภาพท่ี 11) ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาชุดตรวจหาแอนติเจนของเช้ือ 

RSV สาํเร็จรูปข้ึนมา ซ่ึงใชง่้ายและใชเ้วลาในการทาํไม่นานกส็ามารถอ่านผลได ้โดยมีความไว

ตั้งแต่ 72-94% และมีความจาํเพาะถึง 95-100% เม่ือเทียบกบัวิธีเพาะเล้ียงเซลล ์อยา่งไรกต็ามความ

ไวของการตรวจวินิจฉยัดว้ยวิธี EIA ในเดก็โตและผูใ้หญ่จะลดลงโดยจะมีค่าตั้งแต่ 0-20% สาเหตุท่ี

เป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองมาจากปริมาณไวรัสท่ีนอ้ยและระยะเวลาในการดาํรงอยูค่่อนขา้งสั้นเน่ืองจาก

ผูป่้วยในกลุ่มดงักล่าวอาจมีภูมิคุม้กนัต่อการติดเช้ือ RSV มาก่อนแลว้ [82-86] 

 

ภาพท่ี 11: แสดงตวัอยา่งการตรวจหาแอนติเจนของเช้ือ RSV ดว้ยวิธี EIA [87]  
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 การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเช้ือไวรัส  

 จากวิธีการตรวจหาเช้ือ RSV ท่ีกล่าวมาขา้งตน้นั้นจะเห็นวา่ในเดก็โตหรือในผูใ้หญ่นั้นการ

ตรวจหาเช้ือดว้ยวิธีการตรวจหาแอนติเจนอาจก่อใหเ้กิดผลลบปลอมข้ึนไดเ้น่ืองจากปริมาณไวรัสท่ี

นอ้ยและระยะเวลาในการดาํรงอยูข่องไวรัสค่อนขา้งสั้น ทาํใหว้ิธีการดงักล่าวยงัมีประสิทธิภาพไม่ดี

พอในการนาํมาใชท้างหอ้งปฏิบติัการ นอกจากน้ีการตรวจโดยวิธีเพาะเล้ียงเช้ือเพื่อดู cytophatic 

effect ของเซลลน์ั้นใชเ้วลามากเกินไป จากเหตุผลดงักล่าวจึงไดมี้การคิดคน้การตรวจวินิจฉยัโดย

การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเช้ือ RSV โดยวิธีท่ีใชใ้นช่วงแรกและยงัคงใชก้นัโดยทัว่ไปใน

ปัจจุบนัคือ reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) [88-90]   

 RT-PCR เป็นวิธีการเพิ่มจาํนวนสารพนัธุกรรมท่ีเป็น RNA เช่น RNA ของไวรัสโดยการ

เปล่ียน RNA เป็น complimentary DNA หรือ cDNA ก่อนดว้ยเอนไซม ์reverse transcriptase 

จากนั้นจึงค่อยทาํการเพ่ิมจาํนวน cDNA โดยกระบวนการต่างๆ ของ PCR ตามปกติ [91] ซ่ึงมี

ขั้นตอนต่างๆ ดงัต่อไปน้ี [92] (ภาพท่ี 12) 

1. Denaturation ขั้นตอนน้ีเป็นขั้นตอนท่ีแยก DNA สายคู่ออกจากกนัโดยการให้

ความร้อนประมาณ 90°C - 95°C  

2. Annealing เป็นขั้นตอนท่ีนิวคลีโอไทดไ์พรเมอร์ท่ีจาํเพาะต่อบริเวณของ DNA ท่ี

สนใจศึกษาเขา้ไปเกาะกบัสาย DNA แม่แบบ 

3. Extension เป็นขั้นตอนสร้าง DNA สายใหม่ต่อจากนิวคลีโอไทดไ์พรเมอร์โดย

อาศยัการทาํงานของ DNA polymerase ซ่ึงปัจจุบนัใช ้DNA polymerase ท่ีแยกได้

จาก Thermus aquaticus เน่ืองจากสามารถทนความร้อนและทาํงานไดใ้นอุณหภูมิ

ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 75°C - 80°C  
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ภาพท่ี 12: แสดงขั้นตอนของ PCR ซ่ึงประกอบดว้ย Denaturation, Annealing และ Extension [93] 

 

 สาํหรับลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ถูกนาํมาใชใ้นการเพ่ิมปริมาณดว้ยวิธี RT-PCR เพื่อใชใ้นการ

ตรวจวนิิจฉยัการติดเช้ือ คือ ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณยนี N หรือ nucleocapsid gene [94-96] 

ต่อมาไดมี้การพฒันาเทคนิค PCR ใหมี้ประสิทธิภาพในการตรวจวนิิจฉยัมากข้ึนโดยนอกจากจะ

สามารถวินิจฉยัการติดเช้ือ RSV ไดร้วดเร็วแลว้ยงัสามารถตรวจสอบปริมาณของไวรัสไดอี้กดว้ย 

เทคนิคดงักล่าว ไดแ้ก่ real-time RT-PCR [97] ซ่ึงมีขั้นตอนต่างๆ เหมือน PCR ปกติทุกประการ แต่ 

real-time PCR นั้นสามารถตรวจสอบผลขณะท่ีปฏิกิริยากาํลงัดาํเนินอยูไ่ดโ้ดยการตรวจจบัการเรือง

แสงของสารเคมีท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาในการทาํ PCR [98]  

 

การรักษา 

 ปัจจุบนัมียาท่ีผา่นการรับรองโดยองคก์รอาหารและยา (Food and Drug Administration) 

สาํหรับใชก้บัผูป่้วยท่ีติดเช้ือ RSV อยู ่2 ชนิด คือ Palivizumab และ Ribavirin  
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 Palivizumab เป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody หรือ mAb) ชนิดหน่ึง

ท่ีสามารถจบักบั F โปรตีนของเช้ือ RSV เพื่อป้องกนัไม่ใหเ้ช้ือเขา้สู่เซลลข์องเจา้บา้นได ้อยา่งไรก็

ตามยาชนิดน้ีไม่ไดมี้ผลต่อการรักษาอาการทางคลินิกของผูป่้วย สาํหรับกลุ่มเป้าหมายท่ีสามารถให้

ยาชนิดน้ีได ้คือ ทารกในกลุ่มเส่ียง (high risk infant) ซ่ึงมีอาการของโรคปอดเร้ือรัง โรคหวัใจแต่

กาํเนิด และเดก็ท่ีคลอดก่อนกาํหนด สาํหรับผลขา้งเคียงท่ีอาจเกิดข้ึนกบัผูใ้ชย้า ไดแ้ก่ เกิดผืน่ข้ึน

บริเวณรอยแผลท่ีเกิดจากการฉีดยา ตบัทาํงานหนกั ในบางรายอาจเกิดภาวะเกลด็เลือดตํ่าร่วมดว้ย     

[99-101]  

 Ribavirin เป็นยาท่ีสามารถยบัย ั้งการจาํลองตวัเองของ DNA และ RNA ไวรัสได ้โดยจะ

ใหก้บัผูป่้วยท่ีอยูใ่นกลุ่มท่ีเส่ียงต่อการติดเช้ืออยา่งรุนแรงเท่านั้น เช่น ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีภาวะ

ภูมิคุม้กนับกพร่อง หรือผูป่้วยท่ีมีอาการของโรคหวัใจร่วมดว้ย เน่ืองจากยาดงักล่าวมีราคาค่อนขา้ง

แพงและในกรณีท่ีใชย้าชนิด aerosolized อาจส่งผลกระทบต่อผูท่ี้อยูใ่นบริเวณใกลเ้คียงหรือ

เจา้หนา้ท่ีๆ ทาํหนา้ท่ีใหก้ารรักษาได ้เช่น ทาํใหเ้กิดอาการคล่ืนไสห้รือปวดหวั [66]          
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บทที ่3 

วธีิดาํเนินการวจิยั 

รูปแบบการวจัิย 

 การวิจยัในคร้ังน้ีเป็นการวิจยัเชิงพรรณนา ณ จุดเวลาใดเวลาหน่ึงแบบตดัขวาง (Descriptive 

Cross-sectional study) โดยการวิจยัน้ีไดผ้า่นการพิจารณาและอนุมติัโดยคณะกรรมการจริยธรรม

จากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั (Ethics Committee of the hospital and Faculty of 

Medicine, Chulalongkorn University) หมายเลข IRB 386/53 

 

ประชากรศึกษา 

 ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีเป็น nasopharyngeal aspiration, nasal swab และ Throat 

swab โดยจะทาํการเกบ็จากผูป่้วยท่ีมีอาการเก่ียวกบัระบบทางเดินหายใจ ตวัอยา่ง nasopharyngeal 

aspiration และ nasal swab ทาํการเกบ็จากผูป่้วยแผนกกมุารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

โรงพยาบาลสิรินธร และโรงพยาบาลต่างๆ ในกรุงเทพและปริมณฑล ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม 2010 

ถึงเดือนธนัวาคม 2011 สาํหรับตวัอยา่ง throat swab จะใชต้วัอยา่งท่ีเหลือจากการตรวจไขห้วดัใหญ่

จากโรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่นตั้งแต่เดือนกรกฎาคม 2009 ถึงเดือนตุลาคม 2011  

 สาํหรับจาํนวนประชากรท่ีจะใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีจะทาํการคาํนวณโดยใชส้มการ 

Cochran’s sample size formula ซ่ึงมีรูปแบบดงัน้ี 

 

 

 โดยท่ี 

   n คือ จาํนวนตวัอยา่ง 

  Z คือ ค่า alpha ท่ีระดบัความเช่ือถือท่ี 95 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเท่ากบั 1.96 

  p คือ อตัราความชุกของ RSV ในการศึกษาก่อนหนา้น้ีมีค่าเท่ากบั 16.3% โดย 

          เฉล่ีย [102]  

  q คือ 1-p 

  d คือ ค่าความผดิพลาด ซ่ึงในท่ีน้ีเท่ากบั 0.05 

n =  Z2pq 
d2 
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 เม่ือแทนค่าต่างๆ ลงในสมการแลว้จะไดจ้าํนวนตวัอยา่งเท่ากบั 210 ตวัอยา่ง ซ่ึงเป็นจาํนวน

ตวัอยา่งท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีจะเป็นตวัแทนท่ีเหมาะสมในการศึกษาน้ี อยา่งไรกต็ามในการศึกษาน้ีสามารถ

เกบ็ตวัอยา่งไดท้ั้งส้ินรวม 1,481 ตวัอยา่ง สาํหรับตวัอยา่ง nasopharyngeal aspiration นั้นไดร้วม

ตวัอยา่งจากผูป่้วยอายมุากกวา่ 5 ปีเขา้ไปดว้ยเพื่อไม่ใหจ้าํนวนตวัอยา่งในกลุ่มน้ีมีจาํนวนนอ้ย

เกินไป ตวัอยา่งทั้งหมดท่ีไดจ้ะถูกเกบ็ในรูปแบบนิรนามเพ่ือป้องกนัไม่ใหเ้กิดความเส่ือมเสียแก่ตวั

ผูป่้วย 

 

วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมีต่างๆ ทีใ่ช้ในการวจัิย 

1. วสัดุทัว่ไปทีใ่ช้ในการวจัิย 

• Pipette tip: 10 μl, 200 μl และ 1,000 μl (Elkay, Ireland)   

• Microcentrifuge tube: 0.2 ml และ 1.5 ml (Axygen, USA) 

• Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 

• Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Pyrex, USA) 

• Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Pyrex, 

USA) 

• Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Duran, USA) 

• Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

• Parafilm (American Nation Can, USA) 

• Pasteur pipette (Hycon Plastics Inc., USA) 

• Plastic wrap 

• Stirring-magnetic bar 

• Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

• Combs (Bio-RAD, Hercules, California) 

 

 

 



24 

2. อุปกรณ์ทัว่ไปทีใ่ช้ในการวจัิย 

• Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1-2 μl), P10 (0.5-10 μl), P20 

(5-20 μl), P100 (20-100 μl) และ P1,000 (100-1,000 μl) (Eppendorf, 

Germany) 

• Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

• Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 

• Refrigerate microcentrifuge (Sigma, Germany) 

• Microcentrifuge 0.2 ml (Sprout, USA) 

• Microcentrifuge 1.5 ml (Eppendorf, Germany) 

• Eppendorf Mastercycle personal (Eppendorf, Germany) 

• Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

• Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 

• Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

• Mitsubishi Video copy processor (Bio-RAD, USA) 

• Refrigerator 4 °C (Mitsubishi, Japan) 

• Freezer -20 °C (Sanyo, Japan) 

• Freezer -70 °C (Forma Scientific, USA) 

• PCR Cabinet (Augusta) 

• Microwave oven (Sanyo, Japan) 

• Water Purification equipment (Water pro PS, USA) 

• Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 

3. วสัดุและสารเคมีสําหรับการสกดั RNA  

• HiYieldTM Viral Nucleic Acid Extraction kit (RBC Bioscience Corp., 

Taiwan) 
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4. สารเคมีทีใ่ช้ในกระบวนการ Reverse Transcription หรือการเปลีย่น RNA เป็น 

cDNA 

• Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Sigma, Singapore) 

• Improm-IITM Reverse transcriptase (Promega, USA) 

• Random hexamer primer (Promega, USA) 

• dNTP (Promega, USA) 

• RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, USA) 

5. สารเคมีสําหรับกระบวนการเพิม่จํานวนสารพนัธุกรรมในบริเวณเฉพาะด้วยวธีิ 

PCR  

• Perfect TaqPlus Master Mix kit (5 prime GmbH, Germany) 

6. สารเคมีสําหรับการตรวจสอบผลการทาํ PCR ด้วยวธีิ Agarose gel 

electrophoresis 

• Tris base Biotechnology Grade (USB, Hongkong) 

• Boric acid (USB, Hongkong) 

• EDTA Tetrasodium Dihydrate (USB, Hongkong) 

• Agarose molecular grade (Promega, USA) 

• 100 base pair DNA ladder (Biolab, USA) 

• Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

7. วสัดุและสารเคมีสําหรับการทาํผลติภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธ์ิ 

• Agarose Gel Extract mini kit (5 prime GmbH, Germany) 

8. สารเคมีทัว่ไปทีใ่ช้ในการวจัิย 

• Phosphate buffered saline (PBS) (Bio Basic Inc.) 

• Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 

9. โปรแกรมสําหรับการวเิคราะห์ข้อมูลทาง Bioinformatic 

• BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) 
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• Chromas Lite (version 2.01) 

• SeqMan (DNA STAR, Madison, WI) 

• EditSeq (DNA STAR, Madison, WI) 

• Oligos primer design software (version 9.1) 

• Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 4.0.2) 

 

วธีิดําเนินการวจัิย 

1. การเกบ็ตัวอย่าง 

  Nasopharyngeal aspiration 

  สาํหรับการเกบ็ nasopharyngeal aspiration จะใชอุ้ปกรณ์ดงัต่อไปน้ี คือ กระบอกสาํหรับ

เกบ็นํ้าลา้งโพรงจมูก หลอดยางสาํหรับสอดเขา้โพรงจมูก และหลอดยางสาํหรับต่อเขา้กบัอุปกรณ์ท่ี

ใชใ้นการดูด โดยมีขั้นตอนการเกบ็ดงัน้ี (ภาพท่ี 13) 

 

ภาพท่ี 13: แสดงวิธีการเกบ็นํ้าลา้งโพรงจมูก [103] 

ในขั้นแรกแพทยห์รือพยาบาลจะทาํการฉีดนํ้าเกลือประมาณ 3-4 มิลลิลิตรเขา้ไปในโพรงจมูก

จากนั้นจะทาํการสอดอุปกรณ์ดงัรูป แลว้ทาํการดูดนํ้าลา้งโพรงจมูกเขา้สู่กระบอกเกบ็ จากนั้น

ตวัอยา่งจะถูกเกบ็ใน viral transport media หลงัจากไดรั้บตวัอยา่งแลว้จะทาํการแบ่งตวัอยา่งลงใน 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ดว้ย pasteur pipette แลว้ทาํการเกบ็ท่ี -70°C เพื่อรอนาํไปใชใ้น

การทดลองต่อไป 
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 Nasal swab 

  ในการทาํ nasal swab นั้นมีอุปกรณ์ท่ีสาํคญัคือไมพ้นัสาํลี (cotton swab) โดยมีขั้นตอนพอ

สงัเขปดงัน้ี คือ สอดไมพ้นัสาํลีเขา้ไปในบริเวณโพรงจมูกของผูป่้วย จากนั้นหมุนไมป้ระมาณ 2-3 

วินาที แลว้ดึงไมอ้อกจุ่มปลายไมล้งไปใน viral transport media หกัไมส่้วนท่ีเกินออก ปิดฝาให้

สนิท หลงัจากนั้นจึงทาํการแบ่งตวัอยา่งใส่ใน microcentrifuge tube แลว้เกบ็ท่ี -70°C เพื่อรอ

นาํไปใชใ้นการทดลอง 

 Throat swab 

  หลกัการคลา้ยกบัการทาํ nasal swab คือสอดไมพ้นัสาํลีเขา้ไปในลาํคอแลว้ใชไ้มพ้นัสาํลี

ป้ายโดยรอบ จุ่มไมล้งใน viral transport media หกัไมส่้วนเกินออก ปิดฝาใหส้นิท หลงัจากนั้นจึง

ทาํการแบ่งตวัอยา่งใส่ใน microcentrifuge tube แลว้เกบ็ท่ี -70°C เพื่อรอนาํไปใชใ้นการทดลอง  

 

2. การสกดัสารพนัธุกรรมของไวรัสด้วย HiYieldTM Viral Nucleic Acid Extraction kit  

(RNA extraction) 

1. แบ่งตวัอยา่งปริมาตร 200 μl ใส่ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml จากนั้น

เติม VB lysis buffer 400 μl นาํไป vortex แลว้ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 15 นาที 

2. เติม 95% ethanol ปริมาตร 500 μl แลว้นาํไป vortex 

3. แบ่งสารละลายท่ีไดใ้ส่ลงใน VB column 600 μl จากนั้นนาํไป centrifuge ท่ี 

13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีเป็นของเหลวท้ิง  

4. ดูดสารละลายท่ีเหลือลงใน VB column ทาํซํ้าขั้นตอนขา้งตน้อีกคร้ัง 

5. เติม W1 ปริมาตร 400 μl ลงใน VB column นาํไป centrifuge ท่ี 13,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีเป็นของเหลวท้ิง 

6. เติม Wash buffer ปริมาตร 600 μl ลงใน VB column นาํไป centrifuge ท่ี 

13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีเป็นของเหลวท้ิง 

7. นาํ VB column ไป centrifuge อีกคร้ังเป็นเวลา 5 นาทีเพือ่ใหส้ารละลายท่ีคา้ง

บน filter ตกลงใน collection tube ใหห้มด 
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8. นาํ VB column ใส่ลงใน microcentrifuge 1.5 ml อนัใหม่ จากนั้นเติม RNase-

free water หรือ DEPC ตั้งท้ิงไว ้3 นาที แลว้จึงนาํไป centrifuge 

9. เกบ็ RNA ท่ีไดไ้วท่ี้ -70 °C เพื่อรอนาํไปใชต่้อไป 

 

3. การเปลีย่น RNA เป็น cDNA ด้วย random hexamer primer และ Improm-IITM Reverse 

transcriptase    

1. เตรียม microcentrifuge tube 1.5 ml จากนั้นเติม RNA 5 μl, DEPC 5 μl และ 

Random hexamer primer 1 μl ผสมใหเ้ขา้กนั 

2. นาํไป heat ท่ี 70 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่ตวัอยา่งในนํ้าแขง็อีก 5 นาที 

แลว้นาํไป spin down 

3. เติมสารละลาย Improm II mixture จาํนวน 12.5 μl สาํหรับเปล่ียน RNA เป็น 

cDNA โดย Improm II mixture ประกอบดว้ย 

- Distilled water (DW)    2.5 μl 

- 3 mM MgCl2      2.5 μl 

- 0.5 mM dNTP     2.5 μl 

- 1 μg/μl RNase inhibitor    0.5 μl 

- Reverse transcription buffer   3.5 μl 

- Reverse transcriptase    1 μl 

4. ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (25 °C)  5 นาที เพื่อให ้random hexamer primer เขา้

ไปจบักบัสาย RNA ของไวรัส (Annealing) 

5. นาํไป Incubate ท่ี 42 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมงเพื่อใหมี้การสงัเคราะห์สาย cDNA 

(Extension) 

6. นาํไป Heat ท่ี 70 °C เป็นเวลา 15 นาทีเพื่อ inactivate การทาํงานของเอนไซม ์

reverse transcriptase แลว้นาํ cDNA ไปเกบ็ท่ี -20 °C เพื่อรอนาํไปใชต่้อไป 
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4. การตรวจสอบผลการสกดั RNA โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยนี GAPDH ด้วยวธีิ 

PCR 

  ก่อนทาํการเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมของเช้ือ RSV ควรทาํการตรวจสอบการแสดงออก

ของ house keeping gene ก่อนซ่ึงในการวิจยัน้ี คือ GAPDH เพื่อเป็นการตรวจสอบกระบวนการ

สกดั RNA วา่มีประสิทธิภาพดีพอและสามารถสกดัสารพนัธุกรรมไดห้รือไม่ดว้ยวิธี PCR 

กระบวนการดงักล่าวมีเพื่อป้องกนัไม่ใหเ้กิด false negative หรือผลลบปลอมข้ึน สาํหรับปริมาณ

สาร ไพรเมอร์ รวมถึงอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมในการทาํ PCR แสดงอยใูนตารางท่ี 1-3 

 

ตารางท่ี 1: แสดงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออก

ของยนี GAPDH    

Primer name Sequence (5ʹ           3ʹ) Product size 
GAPDH_F112 (Forward)   GTG AAG GTC GGA GTC AAC GG 491 bp 
GAPDH_R603 (Reverse) GTT GTC ATG GAT GAC CTT GGC  

  

ตารางท่ี 2: แสดงปริมาณสารท่ีใชใ้นการทาํ PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยนี GAPDH 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาตร (μl) 
Distilled water (DW) 4.5 
Perfect TaqPlus Master Mix (5 prime GmbH, Germany) 7.5 
10 μM Forward primer 0.25 
10 μM Reverse primer 0.25 
cDNA template 1 
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ตารางท่ี 3: แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยนี 

GAPDH 

PCR reaction อุณหภูมิ เวลา 
Initial denaturation 94 ºC 3 นาที 

Denaturation 94 ºC 18 วินาที 
Annealing 50 ºC 21 วินาที 
Extension 72 ºC 1: 30 นาที 

Final extension 72 ºC 10 นาที 
Cool down 25 ºC 5 นาที 

ตรวจสอบผลการทาํ PCR ดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis แลว้ทาํการเทียบขนาดของ

ผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีไดก้บั 100 base pair DNA ladder 

 

5. การออกแบบไพรเมอร์สําหรับ RSV (Primer design) 

 ในการศึกษาน้ีไดท้าํการออกแบบไพรเมอร์เพื่อใชใ้นการตรวจหาเช้ือ RSV จากส่ิงส่งตรวจ

ชนิดต่างๆ รวมถึงใชใ้นการจาํแนกกลุ่มของเช้ือออกเป็น RSV-A และ RSV-B โดยจะทาํการ

ออกแบบเพื่อใหค้รอบคลุมบริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีน เน่ืองจากบริเวณ

ดงักล่าวถูกนาํมาใชใ้นการระบุจีโนไทป์ของเช้ือชนิดน้ีอยา่งกวา้งขวางทั้งในและต่างประเทศ 

 สาํหรับวิธีการออกแบบขั้นแรกนาํลาํดบันิวคลีโอไทด ์(sequence) ของ G โปรตีนทั้งหมด

เท่าท่ีสามารถหาไดข้องทั้ง RSV-A และ RSV-B จากธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) มาทาํการ

จดัเรียง (alignment) ดว้ยโปรแกรม BioEdit เพื่อใหบ้ริเวณท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนัหรือ

คลา้ยคลึงกนัของ sequence แต่ละเสน้อยูต่รงกนั จากนั้นเลือกบริเวณท่ีลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

sequence แต่ละเสน้ท่ีมีการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุดมาทาํการออกแบบไพรเมอร์ สาํหรับไพรเมอร์ท่ีดี

นั้นขนาดของนิวคลีโอไทดค์วรอยูท่ี่ประมาณ 17-28 นิวคลีโอไทด ์โดยจะตอ้งมีปริมาณ GC content 

ประมาณ 50-60% เพื่อใหก้ารเกาะกนัของไพรเมอร์กบั cDNA template มีความมัน่คงมากข้ึน 

นอกจากน้ีบริเวณปลาย 3ʹ ของไพรเมอร์ควรเป็น G หรือ C เพื่อท่ีการสงัเคราะห์ DNA สายใหม่

เป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพ สาํหรับค่า Tm หรือค่า melting temperature ของไพรเมอร์แต่ละคู่ 

ทาํซํ้า40 รอบ 
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(forward-reverse) ควรท่ีจะเท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั ซ่ึงหากค่าดงักล่าวไม่เท่ากนักจ็ะทาํให้

ประสิทธิภาพของการทาํ PCR ลดลง หรือทาํใหไ้ม่สามารถท่ีจะเพิ่มจาํนวนของ DNA บริเวณ

ดงักล่าวได ้โดยค่า Tm ท่ีเหมาะสมจะอยูท่ี่ประมาณ 55-60 °C สาํหรับค่า Tm สามารถคาํนวณได้

จากสมการ 

Tm = 2 x (A+T) + 4 x (G+C) 

 การออกแบบไพรเมอร์ในการวิจยัคร้ังน้ีไพรเมอร์ดงักล่าวจะตอ้งไม่มีการจบัขา้มระหวา่ง

กลุ่ม (subgroup) หมายความวา่ไพรเมอร์ท่ีใชส้าํหรับ RSV-A ตอ้งไม่จบักบั RSV-B และในทาง

กลบักนัไพรเมอร์ของ RSV-B ตอ้งไม่จบักบั RSV-A ซ่ึงจากการออกแบบทาํใหไ้ดไ้พรเมอร์และ

ตาํแหน่งของไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 4 

 

ตารางท่ี 4: ตารางแสดงรายช่ือ และลาํดบันิวคลีโอไทของไพรเมอร์ ในการศึกษาน้ี สาํหรับตาํแหน่ง

ของไพรเมอร์ดงัแสดงในตารางอา้งอิงจาก reference strain A2 สาํหรับ RSV-A และ reference 

strain 9320 สาํหรับ RSV-B  

Subgroup Primer name Sequence (5ʹ         3ʹ) Position 
RSV-A RSVA_227F1 5ʹ-TACAAGATGCAACAARCCAGATCA-3ʹ 227-250 of G gene 

 RSVA_1072R 5ʹ-CTAACTGCACTGCATGTTGATTGA-3ʹ 122-99 of F gene 
 RSVA_234F2 5ʹ-TGCAACAARCCAGATCAAGAACAC-3ʹ 234-257 of G gene 
    

RSV-B RSVB_225F1 5ʹ-AGTTCAAACAATAAAAAACCACACTG-3ʹ 225-250 of G gene 
 RSVB_1009R 5ʹ-TGCATTAATAGCAAGAGTTAGGAAG-3ʹ 57-33 of F gene 
 RSVB_269F2 5ʹ-ACCTTACTCAAGTCYCACCAGAAA-3ʹ 269-292 of G gene 

 

6. การตรวจหาและจําแนกกลุ่มของเช้ือ RSV ด้วยวธีิ semi-nested PCR 

  นาํ cDNA ท่ีไดไ้ปตรวจหาเช้ือ RSV โดยทาํการเพ่ิมปริมาณ cDNA ในบริเวณ second 

hypervariable region ของ G โปรตีน ของไวรัสดว้ยวิธี semi-nested PCR ซ่ึงเป็นการทาํ PCR 2 รอบ 

ในการทาํ PCR รอบแรกจะใชไ้พรเมอร์ RSVA_227F1 และ RSVA_1072R สาํหรับ RSV-A และใช้

ไพรเมอร์ RSVB_225F1 และ RSVB_1009R สาํหรับ RSV-B  ในการทาํ PCR รอบท่ี 2 จะเปล่ียน
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เฉพาะ forward primer เท่านั้น โดย RSV-A จะใช ้RSVA_234F2 และ RSV-B จะใช ้RSVB_269F2 

รายละเอียดของปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมในการทาํ PCR ไดแ้สดงในตาราง

ท่ี 5 และ 6 

 
ตารางท่ี 5: แสดงปริมาณสารต่างๆ ท่ีใชใ้นการทาํ PCR รอบท่ี 1 และรอบท่ี 2 ในการตรวจหาเช้ือ 

RSV-A และ RSV-B  

  

ตารางท่ี 6: ตารางแสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมในการทาํ PCR เพื่อตรวจหาเช้ือ RSV-A และ 

RSV-B 

PCR reaction อุณหภูมิ เวลา 
Initial denaturation 94 ºC 3 นาที 

Denaturation 94 ºC 18 วินาที 
Annealing 55 ºC 21 วินาที 
Extension 72 ºC 1.30 นาที 

Final extension 72 ºC 10 นาที 
Cool down 25 ºC 5 นาที 

 

 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาตร (μl/tube) 

1st PCR 2nd PCR 

Distilled water (DW) 4.5 4.5 

Perfect TaqPlus Master Mix (5 prime GmbH, Germany) 7.5 7.5 

10 μM Forward primer 0.25 0.25 

10 μM Reverse primer 0.25 0.25 

cDNA template 2 0.5 

ทาํซํ้า 40 รอบ (PCR1) 

ทาํซํ้า 35 รอบ (PCR2) 
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7. การตรวจสอบผลการทาํ PCR โดยวธีิ Agarose gel electrophoresis และการทาํ PCR 

product ให้บริสุทธ์ิด้วย Agarose Gel Extract mini kit   

 หลงัจากทาํ PCR แลว้นาํ PCR product ท่ีไดม้าทาํการตรวจสอบดว้ยวธีิ agarose gel 

electrophoresis โดยปริมาณ agarose ในท่ีน้ีจะใช ้2% โดยมวลต่อปริมาตร เม่ือผา่นกระบวนการ

ดงักล่าวแลว้จึงนาํ gel ไปแช่ในสารละลาย ethidium bromide จากนั้นจึงทาํการตรวจหาแถบของ 

DNA ท่ีตอ้งการโดยเทียบกบั 100 bp DNA ladder ภายใตแ้สง UV ขนาดของ PCR product 

โดยประมาณคือ 862 bp สาํหรับ RSV-A และ 765 bp สาํหรับ RSV-B เม่ือพบแถบของ PCR 

product ท่ีตอ้งการแลว้จึงทาํการตดั gel บริเวณนั้นออกมาเพ่ือนาํไปทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย Agarose Gel 

Extract mini kit ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 

1. เติม buffer PS ลงไปจากนั้นนาํไป heat ท่ี 50 °C จนกระทัง่ gel ละลายเป็น

เน้ือเดียวกนัจนหมด 

2. ระหวา่งรอเวลาใหเ้ตรียม CB2 column ท่ีจดัไวใ้หจ้ากนั้นเติม buffer BL 500 

μl แลว้จึงนาํไป centrifuge ท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน 

collection tube ท้ิง ขั้นตอนน้ีทาํเพื่อชะลา้ง filter ใหพ้ร้อมสาํหรับขั้นตอน

ต่อไป 

3. ดูด gel ท่ีละลายแลว้ลงใน CB2 column จากนั้นจึงนาํไป centrifuge ท่ี 

13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทสารละลายใน collection tube ท้ิง  

4. เติม buffer PW 600 μl นาํไป centrifuge เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทสารละลาย

ใน collection tube ท้ิง 

5. ทาํซํ้าขั้นตอนขา้งตน้อีกคร้ังโดยใช ้buffer PW 500 μl จากนั้นเทสารละลาย

ใน collection tube ท้ิง 

6. ทาํการ centrifuge เพิ่มอีก 2 นาที จากนั้นยา้ย CB2 column ลงใน 

microcentrifuge tube 1.5 ml ใหม่ 

7. เติม buffer PEB ปริมาณ 50 μl แลว้ตั้งท้ิงไว ้2 นาที จากนั้นนาํไป centrifuge 

1 นาที จะได ้PRC product ท่ีบริสุทธ์ิตามตอ้งการ 
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 นาํ PCR product ท่ีไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธ์ิปริมาณ 5μl มาตรวจอีกคร้ังดว้ยวิธี agarose gel 

electrophoresis เพื่อตรวจสอบวา่หลงัจากทาํใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ยงัมีแถบของ DNA ท่ีตอ้งการหรือไม่ 

จากนั้นจึงส่งไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์(sequencing) ท่ีบริษทั First base laboratories SDN BHD 

ประเทศมาเลเซีย 

 เม่ือไดผ้ลแลว้จึงทาํการอ่านผลดว้ยโปรแกรม Chromas Lite (version 2.0.1) เพื่อตรวจสอบ

ผลเบ้ืองตน้วา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดมี้ความสมัพนัธ์กบักราฟ chromatogram หรือไม่ แลว้จึงทาํ

การวิเคราะห์ผลต่อไป 

 

8.  การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ (DNA analysis) 

 โดยใชโ้ปรแกรม 

• Chromas Lite (version 2.0.1) เป็นโปรแกรมท่ีใชส้าํหรับตรวจสอบลาํดบันิ

วคลีโอไทดแ์ละกราฟของลาํดบันิวคลีโอไทด ์

• BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) ใชส้าํหรับการจดัเรียง 

(alignment) ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พื่อเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้าก

การวิจยัน้ีกบัลาํดบันิวคลีโอไทดอ์า้งอิงซ่ึงมีอยูใ่นฐานขอ้มูลของธนาคารรหสั

พนัธุกรรม (GenBank) 

• Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 4.0.2) เป็น

โปรแกรมท่ีใชใ้นการสร้าง phylogenetic tree 

• SeqMan เป็นโปรแกรมท่ีใชใ้นการประกอบสาย forward และ reverse ของ

ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ขา้ดว้ยกนั 

• EditSeq เป็นโปรแกรมท่ีใชใ้นการ export นิวคลีโอไทดท่ี์ประกอบแลว้จาก 

SeqMan  

 

9. การวเิคราะห์ข้อมูล (Data analysis)  

• นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าทาํการตรวจสอบโดยใชโ้ปรแกรม Chromas 

Lite (version 2.0.1) จากนั้นนาํไปเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น
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ฐานขอ้มูลของธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพื่อยนืยนัในขั้นตน้วา่ลาํดบันิวคลีโอ

ไทดท่ี์ไดเ้ป็นของเช้ือ RSV หรือไม่ และอยูใ่นกลุ่มใด  

• นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีและลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของเช้ือ RSV-A และ RSV-B ท่ีทราบจีโนไทป์แลว้มาทาํการจดัเรียง 

(alignment) ดว้ยโปรแกรม BioEdit (version 7.0.9) เพื่อทาํการเปรียบเทียบ

ความเหมือน หรือต่างกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด ์จากนั้นนาํขอ้มูลดงักล่าวมา

สร้าง phylogenetic tree เพื่อจาํแนกวา่จีโนไทป์ใดบา้งท่ีสามารถพบใน

การศึกษาน้ีและพบมากหรือนอ้ยเท่าไร 

• ทาํการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีกบั

สายพนัธ์ุตน้แบบ (prototype strain) เพื่อเปรียบเทียบความเหมือน และความ

ต่าง นอกจากน้ียงัทาํการเปรียบเทียบเพ่ือตรวจหาตาํแหน่งท่ีเกิดการแทนท่ี 

(substitution) การหายไป (deletion) และการเพ่ิมเขา้มา (insertion) รวมไปถึง

ตาํแหน่งของ N glycosylation site ดว้ยโปรแกรม BioEdit (version 7.0.9)  

 

10. การเผยแพร่ข้อมูลลาํดับนิวคลโีอไทด์   

 ทาํการเผยแพร่ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีไปยงัฐานขอ้มูลของธนาคาร

รหสัพนัธุกรรม (GenBank) โดยใชโ้ปรแกรม Sequin (version 12.3) โดยนิวคลีโอไทดข์องแต่ละ

ตวัอยา่งจะไดห้มายเลขอา้งอิง (accession number) เพื่อใชใ้นการอา้งอิงและสืบคน้ คือ KC342349-

449 สาํหรับ RSV-A และ KC342326-348 สาํหรับ RSV-B 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

 

1. ผลการตรวจสอบการสกดั RNA โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยนี GAPDH ด้วยวธีิ PCR 

 หลงัจากทาํการสกดั RNA และเปล่ียน RNA ไปเป็น cDNA แลว้จึงทาํการตรวจสอบผลการ

สกดั RNA โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยนี GAPDH ดว้ยวิธี PCR โดยใชคู่้ไพรเมอร์ 

GAPDH_F112 และ GAPDH_R603 จะได ้PCR product ขนาด 491 bp ดงัแสดงในภาพท่ี 14 

 

ภาพท่ี 14: แสดงผลการตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH ดว้ยวิธี PCR ขนาดของ PCR 

product ท่ีไดคื้อ 491 bp โดย M คือ 100 base pair DNA ladder, S1-S4 คือ ตวัอยา่งท่ี 1 ถึง 4 

ตามลาํดบั, P คือ positive control และ N คือ negative control  

 

 ผลการทาํ PCR สาํหรับตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH พบวา่ใหผ้ลบวกกบัทุก

ตวัอยา่ง แต่สาํหรับตวัอยา่งท่ีใหผ้ลลบจะตอ้งทาํการสกดั RNA ใหม่ซ่ึงเม่ือทาํการสกดั RNA และ

เปล่ียนเป็น cDNA แลว้ทาํการตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH แลว้พบวา่ใหผ้ลบวกกบัทุก

ตวัอยา่งท่ีทาํการสกดั RNA ใหม่   

 

 

M S1 S3 N 

491 bp 

P S4 S2 

500 bp 

100 bp 

1000 bp 
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2. ผลการตรวจหาและจําแนกกลุ่มของเช้ือ RSV ด้วยวธีิ semi-nested PCR  

 จากการเพิ่มปริมาณ DNA ในบริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีน ดว้ยวิธี 

semi-nested PCR เพื่อตรวจหาและจาํแนกกลุ่มของเช้ือ RSV จะได ้PCR product ขนาดประมาณ 

862 bp สาํหรับ RSV-A และ 765 สาํหรับ RSV-B ดงัแสดงในภาพท่ี 15 และภาพท่ี 16 

 
ภาพท่ี 15: แสดงผลการตรวจหาเช้ือ RSV-A ดว้ยวิธี semi-nested PCR ไดข้นาดของ PCR product ท่ี

ประมาณ 862 bp โดย M คือ 100 base pair DNA ladder, S1-S6 คือตวัอยา่งท่ี 1 ถึง 6 ตามลาํดบั ใน

ท่ีน้ี S1, S4, S5 และ S6 ใหผ้ลลบต่อเช้ือ RSV-A ขณะท่ี S2 และ S3 ใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV-A, P คือ 

positive control และ N คือ negative control 

 

 
ภาพท่ี 16: แสดงผลการตรวจหาเช้ือ RSV-B ดว้ยวิธี semi-nested PCR ไดข้นาดของ PCR product ท่ี

ประมาณ 765 bp โดย M คือ 100 base pair DNA ladder, S1-S7 คือตวัอยา่งท่ี 1 ถึง 7 ตามลาํดบั ใน

ท่ีน้ี S1, S2, S3, S4 และ S5 ใหผ้ลลบต่อเช้ือ RSV-B ขณะท่ี S6 และ S7 ใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV-B, P 

คือ positive control และ N คือ negative control  

 

M S1 S2 S3 S4 S5 S6 P N 

862 bp 

100 bp

500 bp

1000 bp

765 bp 

100 bp 

500 bp 

1000 bp 

M P N S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 
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 เม่ือทาํการวิเคราะผลท่ีไดจ้ากการทาํ PCR พบวา่ในจาํนวนตวัอยา่งทั้งหมด 1,481 ตวัอยา่ง 

(ร.พ.จุฬาลงกรณ์ รวมถึง ร.พ.ในกรุงเทพและปริมลฑล 267 ตวัอยา่ง ร.พ.ชุมแพ จ.ขอนแก่น 1,214 

ตวัอยา่ง) มี 148 ตวัอยา่งท่ีใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV คิดเป็น 10% จากตวัอยา่งทั้งหมด อยา่งไรกต็าม

เม่ือพิจารณาถึงร้อยละของผูป่้วยท่ีใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV แยกตามโรงพยาบาล พบวา่โรงพยาบาล

ในกรุงเทพมีผูป่้วยท่ีใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV คิดเป็น 27.34% และโรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดั

ขอนแก่นมีผูป่้วยท่ีใหผ้ลบวกต่อเช้ือ RSV คิดเป็น 6.1% สาํหรับอายเุฉล่ียของผูป่้วยท่ีติดเช้ือ RSV 

นั้น เท่ากบั 2.0 ± 1.7, 1.7 ± 1.8, 1.6 ± 1.3 ปี ในปี 2009, 2010 และ 2011 ตามลาํดบั โดยผูป่้วยส่วน

ใหญ่เป็นเดก็อายนุอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 2 ปี รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 7 ในตวัอยา่งจาํนวน 148 

ตวัอยา่งน้ีจาํแนกเป็น RSV-A จาํนวน 120 ตวัอยา่ง คิดเป็น 81.1%  และ RSV-B จาํนวน 28 ตวัอยา่ง 

คิดเป็น 18.9%  อยา่งไรกต็ามการศึกษาน้ีสามารถอ่านลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ดเ้พยีง 101 ตวัอยา่ง

สาํหรับ RSV-A และ 23 ตวัอยา่งสาํหรับ RSV-B เน่ืองจากตวัอยา่งท่ีเหลือมีความเขม้ขน้ไม่เพยีงพอ

ต่อการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์

 

3. ผลการตรวจสอบลาํดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีน 

   เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าทาํการเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล

ของธนาคารรหสัพนัธุกรรม (GenBank) ผา่นโปรแกรม BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการศึกษาน้ีเป็นของ 

RSV-A และ RSV-B ตามท่ีคาดการณ์ไว ้ดงัแสดงตวัอยา่งไวใ้นภาพท่ี 17 ถึงภาพท่ี 19 

 

ภาพท่ี 17: แสดงตวัอยา่งของกราฟ chromatogram และลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ secondary 

hypervariable region ของ G โปรตีน 
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ภาพท่ี 18: แสดงตวัอยา่งผลการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ RSV ผา่นโปรแกรม BLAST 

 

 

ภาพท่ี 19: แสดงตวัอยา่งผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ RSV ผา่นโปรแกรม 

BLAST 
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4. ผลการทาํ Phylogenetic tree  

 หลงัจากตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม BLAST แลว้จึงนาํลาํดบั 

นิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าทาํการเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ทราบจีโนไทป์แลว้จากธนาคาร

รหสัพนัธุกรรม (GenBank) เพื่อท่ีจะไดท้ราบวา่ในการศึกษาน้ีพบการระบาดของเช้ือ RSV จีโน

ไทป์ใดบา้ง โดยลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์นาํมาเปรียบเทียบไดแ้ก่ 

RSV-A 

 จีโนไทป์ GA1: AF233917, AF233902 

 จีโนไทป์ GA2: AF233900, AF233915, AF233923 

 จีโนไทป์ GA3: AF233920, AF233913 

 จีโนไทป์ GA4: AF065254 

 จีโนไทป์ GA5: AF233909, AF233916 

 จีโนไทป์ GA6: AF233901, AF233918 

  จีโนไทป์ GA7: AF233910, AF233904, AF348804 

 จีโนไทป์ SAA1: AF348807, AF348808 

 จีโนไทป์ NA1: JN257703, AB603449, AB603451, AB470478 

 จีโนไทป์ NA2: AB470479, AB603444, AB603443 

 จีโนไทป์ ON1: JX627336, JN257693, JN257694, AB761610, AB761609,  

   AB754590 

RSV-B 

 จีโนไทป์ GB1: AF065250, M73542 

 จีโนไทป์ GB2: AF065251 

 จีโนไทป์ GB3: AF233929, AF233933 

 จีโนไทป์ GB4: AF233928, AF233931 

 จีโนไทป์ SAB1: AF348826, AF348825 

 จีโนไทป์ SAB2: AF348821, AF348822 
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 จีโนไทป์ SAB3: AF348813, AB175822 

 จีโนไทป์ SAB4: JN119987, JN119979 

 จีโนไทป์ URU1: AY488805, AY488804 

 จีโนไทป์ URU2: AY333361, M17213 

 จีโนไทป์ BA1: DQ227364, AY751131, DQ227379 

 จีโนไทป์ BA2: JQ582844, DQ227377, DQ227389 

 จีโนไทป์ BA3: DQ227388, DQ227375, DQ227376 

 จีโนไทป์ BA4: DQ227408, DQ227396, DQ227407 

 จีโนไทป์ BA5: AB175820, AB175819 

 จีโนไทป์ BA6: AY751110, AY751117 

 จีโนไทป์ BA7: DQ227406, HM459864, HM459870, AY751087 

 จีโนไทป์ BA8: HM459871, HM459873 

 จีโนไทป์ BA9: DQ227395, HM459880, HM459876 

 จีโนไทป์ BA10: HM459891, HM459884, HM459886 

 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องการศึกษาน้ีกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ทราบจีโนไทป์

แลว้จะดาํเนินการโดยการใช ้phylogenetic tree โดยนาํลาํดบันิวคลีโอไทดม์าทาํการจดัเรียง 

(alignment) ดว้ย Cluster W Multiple Alignment ผา่นโปรแกรม BioEdit จากนั้นนาํผลท่ีไดม้าทาํ

การสร้าง phylogenetic tree ดว้ยโปรแกรม MEGA 4.0.2 ดว้ยวิธี Neighbor-Joining method ซ่ึงผลท่ี

ไดแ้สดงดงัในภาพท่ี 20 สาํหรับ RSV-A และภาพท่ี 21 สาํหรับ RSV-B  
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ภาพท่ี 20: แสดงการวิเคราะห์ phylogenetic tree ของ RSV-A โดยตวัเลขขา้งหลงัช่ือตวัอยา่งแสดง

จาํนวนตวัอยา่งท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนั 
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ภาพท่ี 21: แสดงการวิเคราะห์ phylogenetic tree ของเช้ือ RSV-B 
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5. ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องตวัอยา่งท่ีใหผ้ลบวกต่อ RSV-A จาํนวน 101 ตวัอยา่งมาทาํ

การเปรียบเทียบกบันิวคลีโอไทดท่ี์ทราบจีโนไทป์แลว้ดว้ย phylogenetic tree พบวา่สามารถจาํแนก

จีโนไทป์ได ้2 จีโนไทป์ คือ NA1 จาํนวน 91 ตวัอยา่ง คิดเป็น 90.1% และจีโนไทป์ ON1 จาํนวน 10 

ตวัอยา่ง คิดเป็น 9.9% นอกจากน้ีเม่ือทดลองนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องจีโนไทป์ GA2 บางส่วนจาก

การศึกษาในประเทศไทยก่อนหนา้น้ี [25] มาทาํการเปรียบเทียบดว้ย phylogenetic tree ในการศึกษา

น้ีพบวา่จีโนไทป์ดงักล่าวถูกจดักลุ่มใหม่โดยจดัไปอยูใ่นจีโนไทป์ NA1  

 ขอ้มูลจาก phylogenetic tree ไดแ้สดงค่า bootstrap ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงความเช่ือมัน่ในการจดั

กลุ่มตวัอยา่งเขา้ดว้ยกนัของ NA1 จากการศึกษาน้ีไวซ่ึ้งมีค่าเท่ากบั 83% สาํหรับความแตกต่างกนั

ของนิวคลีโอไทดข์องตวัอยา่งในกลุ่มน้ีไดถู้กแสดงดว้ยค่า pair-wise nucleotide distance (p-

distance) ซ่ึงมีค่าตั้งแต่ 0.000 - 0.064 หรือถา้คิดเป็นร้อยละกจ็ะแตกต่างกนัตั้งแต่ 0 – 6.4% เท่านั้น 

สาํหรับจีโนไทป์ ON1 เป็นจีโนไทป์ใหม่ท่ีเพิ่งพบเม่ือไม่นานน้ี ในการศึกษาน้ีจบักลุ่มกนัโดยมีค่า 

bootstrap สนบัสนุนถึง 85% โดยมีความแตกต่างของตวัอยา่งในกลุ่มน้ีตั้งแต่ 0 – 2.9% หรือมีค่า p-

distance เท่ากบั 0.000 – 0.029 ตวัอยา่งตารางท่ีแสดงค่า p-distance ไดแ้สดงไวใ้นภาพท่ี 22 

 

ภาพท่ี 22: แสดงตวัอยา่งตารางแสดงค่า p-distance สาํหรับเปรียบเทียบความแตกต่างของนิวคลีโอ

ไทดแ์ต่ละเสน้ 
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 และเม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องตวัอยา่งท่ีใหผ้ลบวกต่อ RSV-B จาํนวน 23 ตวัอยา่งมา

ทาํการเปรียบเทียบดว้ย phylogenetic tree พบวา่สามารถจาํแนกจีโนไทป์ไดเ้ป็น 4 จีโนไทป์ คือ 

BA9 จาํนวน 14 ตวัอยา่ง คิดเป็น 60.9%, BA10 จาํนวน 6 ตวัอยา่ง คิดเป็น 26.1%, BA4 จาํนวน 1 

ตวัอยา่ง คิดเป็น 4.3% และจีโนไทป์ใหม่ท่ีรายงานคร้ังแรกในการศึกษาน้ี คือ THB (Thailand strain 

B) จาํนวน 2 ตวัอยา่ง คิดเป็น 8.7%  

 จากขอ้มูลของ phylogenetic tree จะเห็นวา่ค่า bootstrap ท่ีสนบัสนุนการจบักลุ่มกนัของ 

BA4, BA9 และ BA10 นั้นมีค่าตํ่ากวา่ 50% สาํหรับค่า p-distance ของ BA9 มีค่าตั้งแต่ 0.000- 0.041 

และค่า p-distance ของ BA10 มีต่าตั้งแต่ 0.000-0.069 นอกจากน้ีเม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องจีโน

ไทป์ BA4 บางส่วนจากการศึกษาในประเทศไทยก่อนหนา้น้ี [25] มาทาํการเปรียบเทียบดว้ย 

phylogenetic tree ในการศึกษาน้ีพบวา่จีโนไทป์ดงักล่าวถูกจดักลุ่มใหม่อยูใ่นจีโนไทป์ BA10  

 สาํหรับจีโนไทป์ THB นั้นเดิมทีพบคร้ังแรกท่ีกรุงปักก่ิง ประเทศจีนจาํนวน 2 ตวัอยา่ง

เท่านั้น (H5598 และ H5601) [104] แต่ในขณะนั้นยงัไม่ไดมี้การระบุจีโนไทป์ใหก้บัลาํดบันิวคลีโอ

ไทดด์งักล่าว ต่อมาเม่ือทาํการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม BLAST และ 

phylogenetic tree สาํหรับตวัอยา่ง CU2010/5 และ CU2011/81 ในการศึกษาน้ีพบวา่มีความ

คลา้ยคลึงและถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบั H5598 และ H5601 จากประเทศจีน และเม่ือนาํมา

พิจารณาเกณฑก์ารเป็นจีโนไทป์ใหม่ตามหลกัของ Venter และคณะ ท่ีกล่าววา่การจะเป็นจีโนไทป์

ใหม่นั้นตอ้งมีค่า bootstrap สนบัสนุนใน phylogenetic tree ตั้งแต่ 70% ข้ึนไป และสมาชิกในกลุ่ม

นั้นตอ้งมีค่า pair-wise nucleotide distance (p-distance) หรือค่าท่ีแสดงความแตกต่าง นอ้ยกวา่หรือ

เท่ากบั 0.07 ซ่ึงการศึกษาน้ีใหค่้า bootstrap ของกลุ่มน้ีเท่ากบั 99% และค่า p-distance ของสมาชิก

แต่ละตวัมีความต่างกนัไม่เกิน 0.07 ดงัแสดงในตารางท่ี 8 ดงันั้นการศึกษาน้ีจึงจดัตวัอยา่งกลุ่มน้ีเป็น

จีโนไทป์ใหม่ เม่ือวิเคราะห์ผลต่อมาพบวา่จีโนไทป์ THB น้ีมีความคลา้ยคลึงกบัจีโนไทป์ GB2 

(CH93-9b) โดยมีค่า p-distance ระหวา่ง CU2010/5 และ GB2 (CH93-9b) เท่ากบั 0.077 หรือมีความ

คลา้ยกนัถึง 92.3% และระหวา่ง CU2011/81 กบั GB2 เท่ากบั 0.082 หรือมีความคลา้ยกนั 91.8%    
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ตารางท่ี 8: แสดงค่า pair-wise nucleotide distance (p-distance) ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์     

ของจีโนไทป์ THB      

  CU2010/5 CU2011/81 H5598 H5601 

CU2010/5         

CU2011/81 0.004       

H5598 0.020 0.024     

H5601 0.037 0.041 0.024   
  

6. ผลของระบาดวทิยาเชิงโมเลกลุ  

 การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่มีการตรวจพบเช้ือ RSV ตั้งแต่ เดือนพฤศจิกายนปี 2009 ซ่ึง

ต่อมาอตัราการติดเช้ือลดลงจนหายไปจนกระทัง่พบอีกคร้ังใน เดือนกรกฎาคมปี 2010 และพบ

เร่ือยมากระทัง่ถึง เดือนพฤศจิกายน 2011 โดยเดือนท่ีตรวจพบ RSV มากท่ีสุดคือ เดือนกนัยายนใน

ปี 2010 และตุลาคมในปี 2011 ท่ีน่าสนใจคือใน เดือนมีนาคมปี 2011 มีการตรวจพบเช้ือ RSV ใน

จาํนวนท่ีค่อนขา้งสูงทั้งๆ ท่ีเดือนดงักล่าวอยูใ่นช่วงหนา้ร้อน สาํหรับกลุ่ม (subgroup) ท่ีพบมากใน

การศึกษาน้ี (predominant subgroup) คือ RSV-A  ดงัแสดงในภาพท่ี 23 และภาพท่ี 24  

 

ภาพท่ี 23: แสดงระบาดวิทยาของเช้ือ RSV ในปี 2009 - 2011  
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ภาพท่ี 24: แสดงระบาดวิทยาของเช้ือ RSV ในปี 2009 – 2011 โดยแบ่งตามกลุ่ม (subgroup) ของ

เช้ือ 

 

 เม่ือวิเคราะห์ถึงระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุพบวา่ในปี 2009 จีโนไทป์ NA1 ของ RSV-A และ 

BA9 ของ RSV-B ถูกพบในจาํนวนท่ีเท่ากนั ต่อมาในปี 2010 จีโนไทป์ท่ีพบมากท่ีสุดคือ NA1 

(68.9%) รองลงมาคือ BA9 (15.6%), BA10 (13.3%) และ THB (2.2%) ตามลาํดบั และในปีท่ี

ทาํการศึกษาสุดทา้ย (ปี 2011) จีโนไทป์ NA1 ยงัคงถูกพบในจาํนวนท่ีมากกวา่จีโนไทป์อ่ืนและมี

แนวโนม้ท่ีจะเพิ่มข้ึนจากปีท่ีผา่นมา (76.6%) ส่วนจีโนไทป์ท่ีพบรองลงมาคือ ON1 (13%), BA9 

(7.8%), BA4 และ THB พบในจาํนวนท่ีเท่ากนั (1.3%) รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 9   
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ตารางท่ี 9: แสดงจาํนวนจีโนไทป์ของ RSV ตั้งแต่ เดือนกรกฎาคมปี 2009 ถึงเดือน      

ธนัวาคมปี 2011    

 
จีโนไทป์  

2009   2010   2011 

nA/totalB (%)   n/total (%)   n/total (%) 

RSV-A       

NA1 1/2 (50.0)   31/45 (68.9)C   59/77 (76.6) 

ON1 0/2 (0.0)   0/45 (0.0)   10/77 (13.0) 

RSV-B     

BA4 0/2 (0.0)   0/45 (0.0)   1/77 (1.3) 

BA9 1/2 (50.0)   7/45 (15.6)   6/77 (7.8) 
BA10 0/2 (0.0)   6/45 (13.3)   0/77 (0.0) 

THB 0/2 (0.0)   1/45 (2.2)   1/77 (1.3) 

A คือ จาํนวนจีโนไทป์ของ RSV ท่ีพบในแต่ละปี 

B คือ จาํนวนตวัอยา่งทั้งหมดท่ีใหผ้ลบวกต่อ RSV และสามารถอ่านลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ด ้              

         ในแต่ละปี   

C คือ ตวัเลขท่ีหนาแสดงถึงจีโนไทป์ท่ีพบมากท่ีสุดในแต่ละปีท่ีศึกษา 

 

7. ผลแสดงลกัษณะของกรดอะมิโนและตาํแหน่งของ N-glycosylation  

 เม่ือนาํตวัอยา่งทั้งหมดจากการศึกษาน้ีมาวิเคราะห์ถึงลาํดบัของกรดอะมิโนในบริเวณ 

second hypervariable region โดยการจดัเรียง (alignment) ดว้ยโปรแกรม BioEdit พบวา่ ขนาดของ

กรดอะมิโนในกลุ่ม RSV-A คือ 298 อะมิโนสาํหรับ NA1 และ 322 อะมิโนสาํหรับ ON1 โดย

เปอร์เซ็นความคลา้ยคลึงกนั (homology) ของลาํดบักรดอะมิโนในกลุ่ม NA1 เป็น 85 – 100% และ

ในกลุ่ม ON1 เป็น 93 – 100%  

 เม่ือวิเคราะถึงการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนกบัลาํดบักรดอะมิโนเทียบกบัสายพนัธ์ุตน้แบบ 

(prototype strain) สายพนัธ์ุ A2 พบวา่มีการแทนท่ีของลาํดบักรดอะมิโนสาํหรับจีโนไทป์ NA1 และ 

ON1 ในการศึกษาน้ีเทียบกบัสายพนัธ์ุ A2 ดงัน้ี คือ S222P/L, P226L, E233K/R, I244R/G, L258H, 
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M262E/K, F265L, S269T, S280Y/H, P286L (310 สาํหรับ ON1), P289S/Y (313 สาํหรับ ON1), 

S290P/L (314 สาํหรับ ON1), P292S (316 สาํหรับ ON1), P293S (317 สาํหรับ ON1), P296T/I (320 

สาํหรับ ON1) และ R297K/E (321 สาํหรับ ON1) ในกลุ่มจีโนไทป์ ON1 มีการแทนท่ีของกรดอะมิ

โนท่ีจาํเพาะกบักลุ่มน้ีและไม่พบในจีโนไทป์ NA1 ดงัน้ีคือ E232G, T253K และ S314L  

   ลาํดบักรดอะมิโนในบริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีนสาํหรับ RSV-A 

จากการศึกษาน้ีไดแ้สดงถึงตาํแหน่งของ N-glycosylation ซ่ึงมีอยู ่4 ตาํแหน่งหลกั ดงัน้ี  

1. แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 237 ณ ตาํแหน่งน้ีมีความเหมือนกนัในกลุ่มของ ON1 

แต่พบในกลุ่ม NA1 จาํนวนเลก็นอ้ย 

2. แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 251 ตาํแหน่งน้ีพบเฉพาะในกลุ่ม NA1 เป็นส่วนใหญ่ 

แต่ไม่พบในกลุ่ม ON1 

3.  แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 273 ตาํแหน่งน้ีพบเฉพาะในกลุ่ม NA1 เป็นส่วนใหญ่ 

แต่ไม่พบในกลุ่ม ON1 เช่นเดียวกบัตาํแหน่ง 251 

4.  แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 294 ตาํแหน่งน้ีพบในกลุ่ม ON1 ทั้งหมด และพบ

ส่วนใหญ่ในกลุ่ม NA1 

 รายละเอียดเก่ียวกบัการแทนท่ีของกรดอะมิโนและตาํแหน่ง N-glycosylation ของ RSV-A 

จากการศึกษาน้ีแสดงในภาพท่ี 25 นอกจากน้ีเม่ือทาํการเปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนของจีโน

ไทป์ ON1 จากการศึกษาน้ีกบัลาํดบักรดอะมิโน ON1 ท่ีมีการศึกษาก่อนหนา้น้ีจากแคนาดา ญ่ีปุ่น 

เกาหลีใต ้และแอฟริกาใต ้พบวา่ไม่ค่อยมีความแตกต่างกนัยกเวน้ ON1 จากแอฟริกาใตท่ี้พบการ

แทนท่ีของ E308K และไม่พบใน ON1 จากประเทศอ่ืนรวมถึงของประเทศไทยเอง (ภาพท่ี 26)  
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 ต่อมาเม่ือวิเคราะห์ถึงขนาดของกรดอะมิโนในกลุ่ม RSV-B พบวา่มีขนาด 296 อะมิโน

สาํหรับ THB และ 313 อะมิโนสาํหรับจีโนไทป์ BA ยกเวน้ตวัอยา่ง CU2011/205 มีขนาดกรดอะมิ

โนเท่ากบั 320 อะมิโน โดยเปอร์เซ็นความคลา้ยคลึงกนั (homology) ของลาํดบักรดอะมิโนในกลุ่มจี

โนไทป์ BA9 เป็น 92 – 100% จีโนไทป์ BA10 เป็น 90 – 100% และในจีโนไทป์ THB เป็น 99% 

 เม่ือทาํการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนในบริเวณ second hypervariable region ของ G 

โปรตีนของ RSV-B ในการศึกษาน้ีกบัสายพนัธ์ุตน้แบบ (prototype) สายพนัธ์ุ CH18537 

(เปรียบเทียบกบัจีโนไทป์ท่ีไม่ใช่ BA) และสายพนัธ์ุ BA4128/99B (สาํหรับจีโนไทป์ BA) พบวา่ใน 

BA ทุกจีโนไทป์มีการแทนท่ี S247P เม่ือพิจารณาถึงการแทนท่ีของกรดอะมิโนท่ีจาํเพาะต่อจีโน

ไทป์แลว้ พบวา่ ในจีโนไทป์ BA9 มีการแทนท่ี V271A ในจีโนไทป์ BA10 มีการแทนท่ีจาํเพาะต่อจี

โนไทป์น้ี 3 ตาํแหน่งคือ K213R, E226D และ E292G สาํหรับ BA4 ในการศึกษาน้ีพบเพียงตวัอยา่ง

เดียวเท่านั้นดงันั้นจึงไม่สามารถท่ีจะพิจารณาถึงการแทนท่ีๆ จาํเพาะต่อจีโนไทป์น้ีในการศึกษาน้ีได ้

สาํหรับในกลุ่มจีโนไทป์ท่ีไม่ใช่ BA ในการศึกษาน้ีมีเพียงจีโนไทป์ THB เท่านั้น และเม่ือพิจารณา

ถึงการแทนท่ีๆ จาํเพาะต่อจีโนไทป์ THB พบวา่มีอยู ่7 ตาํแหน่งคือ R214I, T239I, R242K, V251M, 

K258N, E272D และ T295V    

 ลาํดบักรดอะมิโนในบริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีนของ RSV-B จาก

การศึกษาน้ีไดแ้สดงถึงตาํแหน่งของ N-glycosylation ไว ้3 ตาํแหน่งหลกัดงัน้ี 

1. แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 258 ตาํแหน่งน้ีพบเฉพาะในกลุ่มของ THB เท่านั้น 

2. แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 296 หรือ 276 (สาํหรับ THB) ตาํแหน่งน้ีพบทั้งใน THB และ 

BA ทุกจีโนไทป์ 

3. แอสพาราจีนตาํแหน่งท่ี 310 หรือ 290 (สาํหรับ THB) ตาํแหน่งน้ีพบใน THB, BA9 

และ BA10 ทุกตวัอยา่ง แต่ไม่พบใน BA4 

 สาํหรับตาํแหน่ง N-glycosylation ตาํแหน่ง 230 และตาํแหน่ง 253 นั้นถูกพบเพียงแค่

ตวัอยา่ง H5598 ของ THB และ CU2011/195 ของ BA9 ตามลาํดบั รายละเอียดเก่ียวกบัการแทนท่ี

ของกรดอะมิโนและตาํแหน่ง N-glycosylation ของ RSV-B ไดแ้สดงไวใ้นภาพท่ี 27 นอกจากน้ีเม่ือ

ลองทาํการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของ THB กบัลาํดบักรดอะมิโนท่ีเป็นตวัแทนของจีโน
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ไทป์ทั้งหมดท่ีมีการคน้พบ พบวา่กรดอะมิโนท่ีจาํเพาะต่อจีโนไทป์ THB มีความคลา้ยคลึงกนักบัผล

ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุตน้แบบ รายละเอียดแสดงในภาพท่ี 28 
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บทที ่5 

สรุปผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

 การศึกษาเก่ียวกบัระบาดวิทยาของเช้ือ RSV ในประเทศไทยก่อนหนา้น้ีศึกษาโดยใชโ้มโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) โดยสามารถแยกเช้ือออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ RSV-A 

และ RSV-B [21, 22] ต่อมาเม่ือมีการนาํเทคนิคทางอณูชีววิทยาเขา้มาใชใ้นการศึกษาทางดา้น

ระบาดวิทยาเชิงโมเลกลุของเช้ือ RSV ในประเทศไทยพบวา่นอกจากจะพบเช้ือทั้งสองกลุ่มระบาด

ร่วมกนัแลว้ แต่ละกลุ่มยงัสามารถจดัจาํแนกไดเ้ป็นจีโนไทป์ท่ีหลากหลายอีกดว้ย [25] อยา่งไรก็

ตามการศึกษาดงักล่าวทาํในระยะเวลาสั้นๆ และใชจ้าํนวนตวัอยา่งในการศึกษาค่อนขา้งนอ้ยทาํให้

ยงัขาดความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัรูปแบบการระบาดและจีโนไทป์ท่ีพบในแต่ละปี ดงันั้นการศึกษา

น้ีจึงมีจุดประสงคเ์พื่อใหค้วามกระจ่างชดัเก่ียวกบัปัญหาดงักล่าวขา้งตน้ 

 ในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้าํการศึกษาถึงความชุก จีโนไทป์ รวมถึงลกัษณะทางพนัธุกรรมหรือ

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องจีโนไทป์ท่ีพบ ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีไดน้าํขอ้มูลลกัษณะทางพนัธุกรรมหรือ

ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีน มาทาํการศึกษาเน่ืองจาก

บริเวณดงักล่าวไดถู้กนาํมาใชใ้นการศึกษาเพื่อจาํแนกจีโนไทป์ของเช้ือชนิดน้ีเป็นหลกั [15, 16, 54-

56, 59-63] นอกจากน้ีบริเวณดงักล่าวยงัเป็น strain specific epitope [51] ดงันั้นขอ้มูลทางพนัธุกรรม

จากบริเวณน้ีอาจมีประโยชนต่์อการนาํไปผลิตวคัซีนท่ีจาํเพาะต่อจีโนไทป์ของเช้ือ RSV ท่ีพบมาก

ในแต่ละประเทศหรือภูมิภาค สาํหรับชนิดของตวัอยา่งท่ีนาํมาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีไดแ้ก่ 

nasopharyngeal aspiration, nasal swab และ throat swab อยา่งไรกต็ามตวัอยา่งท่ีมีคุณภาพและ

เหมาะสมในการตรวจหาเช้ือ RSV คือ nasopharyngeal aspiration [75, 76] แต่เน่ืองจากชนิดของ

ตวัอยา่งดงักล่าวมีวิธีการเกบ็ท่ีค่อนขา้งลาํบากและอาจก่อใหเ้กิดความเจบ็ปวดแก่ตวัผูป่้วย รวมถึง

ผูป้กครองของผูป่้วยบางรายอาจไม่ยนิยอมใหมี้การเกบ็ตวัอยา่งโดยวิธีดงักล่าว จากปัญหาต่างๆ 

เหล่าน้ีอาจส่งผลใหจ้าํนวนตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษามีจาํนวนนอ้ยเกินไปดงันั้นจึงไดน้าํตวัอยา่งสาร

คดัหลัง่ชนิดอ่ืนเขา้มาใชใ้นการศึกษาเพิ่มเติม ซ่ึงในท่ีน้ีไดใ้ชต้วัอยา่งท่ีเป็น throat swab จาก

โรงพยาบาลชุมแพเน่ืองจากตวัอยา่งจากโรงพยาบาลดงักล่าวมีการเกบ็อยา่งต่อเน่ือง สมํ่าเสมอ เป็น

ระบบ และมีจาํนวนมากซ่ึงอาจช่วยใหก้ารศึกษาในคร้ังน้ีมีคุณค่าและความน่าเช่ือถือมากยิง่ข้ึน 
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 ผลการศึกษาพบวา่ จากจาํนวนผูป่้วยทั้งหมด 1,481 คน มีผูป่้วยจาํนวน 148 คน ท่ีใหผ้ล

บวกต่อเช้ือ RSV คิดเป็น 10% ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการศึกษาในประเทศไทยก่อนหนา้น้ีในช่วงปี 2003-

2007 โดยการศึกษาดงักล่าวมีค่าความชุก เท่ากบั 8.9% อยา่งไรกต็ามค่าความชุกท่ีไดจ้ากการศึกษา

คร้ังน้ีมีความแตกต่างจากท่ีพบในประเทศอ่ืนๆ ค่อนขา้งมาก เช่น ในประเทศญ่ีปุ่น (37.1%) [105] 

หรือเวยีดนาม (23%) [106] ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากชนิดของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษา เน่ืองจาก

การศึกษาในญ่ีปุ่นหรือเวยีดนามใชต้วัอยา่งสารคดัหลัง่จากบริเวณ nasopharyngeal เช่น 

nasopharyngeal aspiration ทาํใหมี้โอกาสตรวจพบเช้ือค่อนขา้งสูง ในขณะท่ีการศึกษาน้ีมีการใช ้

throat swab ซ่ึงเป็นไปไดว้า่โอกาสท่ีตรวจพบเช้ือ RSV จะลดตํ่าลงและส่งผลต่อความชุกท่ีได ้ซ่ึง

เม่ือทดลองแยกพิจารณาตามชนิดตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี พบวา่ ความชุกของตวัอยา่งท่ีชนิด 

nasopharyngeal aspiration จากโรงพยาบาลในกรุงเทพมีค่ามากกวา่ความชุกจากตวัอยา่งท่ีเป็น 

throat swab จากโรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่น ทั้งๆ ท่ีตวัอยา่งจากโรงพยาบาลในกรุงเทพมี

จาํนวนนอ้ยกวา่โรงพยาบาลชุมแพมาก จากผลการวิเคราะห์พบวา่มีความสอดคลอ้งกบัขอ้

สนันิษฐานขา้งตน้ ดงันั้นอาจสรุปไดว้า่ตวัอยา่งชนิด throat swab ไม่เหมาะสมต่อการนาํมาใชศึ้กษา

เก่ียวกบัความชุกของเช้ือ RSV 

 นอกจากความชุกของการพบเช้ือ RSV แลว้ การศึกษาคร้ังน้ียงัพบวา่ผูป่้วยส่วนใหญ่เป็น

เดก็อายนุอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 2 ปี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ี [23, 25] สาเหตุท่ีพบเจอการ

ติดเช้ือของเดก็ในช่วงอายน้ีุอาจเน่ืองมาจากเดก็ในช่วงอายน้ีุเป็นเดก็ทารกแรกคลอดซ่ึงไม่มี

ภูมิคุม้กนัต่อเช้ือ RSV ทาํใหเ้ดก็กลุ่มน้ีติดเช้ือไดง่้ายมากกวา่เดก็โตหรือผูใ้หญ่ท่ีมีภูมิคุม้กนัต่อเช้ือ

ชนิดน้ีจากการติดเช้ือคร้ังแรกอยูแ่ลว้ [75] นอกจากน้ีเม่ือนาํผลการตรวจ Influenza virus ของผูป่้วย

บางรายมาพิจารณา พบวา่ ผูป่้วยท่ีใหผ้ลบวกต่อ Influenza มีจาํนวนนอ้ยมาก สนันิษฐานไดว้า่ผูป่้วย

ท่ีสามารถตรวจพบเช้ือ RSV กบั Influenza virus อยูค่นละช่วงอายกุนั 

 ผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ในประเทศไทยเช้ือ RSV ระบาดมากในช่วงหนา้ฝนตั้งแต่

เดือนกรกฎาคมถึงเดือนพฤศจิกายนโดยเดือนท่ีพบการระบาดของเช้ือมากท่ีสุดคือเดือนกนัยายน

หรือเดือนตุลาคม ซ่ึงผลท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบัการศึกษาในประเทศไทยก่อนหนา้น้ี [21, 22] 

นอกจากน้ียงัมีความคลา้ยคลึงกนักบัประเทศเพ่ือนบา้น เช่น ประเทศเวียดนาม หรือกมัพชูาดว้ย

เช่นกนั [59, 106] ส่ิงท่ีน่าสนใจคือในเดือนมีนาคม ปี 2011 นั้นพบอตัราการระบาดของเช้ือค่อนขา้ง
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สูงซ่ึงใกลเ้คียงกบัเดือนสิงหาคมในปีเดียวกนั ทั้งท่ีเดือนดงักล่าวอยูใ่นช่วงฤดูร้อน ปรากฎการณ์

ดงักล่าวอาจเน่ืองมาจากความกดอากาศสูงท่ีเคล่ือนท่ีจากประเทศจีนส่งผลใหมี้ฝนตกมากและ

อุณหภูมิค่อนขา้งตํ่าทาํใหเ้ช้ือเจริญไดค่้อนขา้งดี [107]    

 ในการศึกษาคร้ังน้ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่เช้ือ RSV-A นั้นมีอตัราการระบาดมากกวา่เช้ือ RSV-

B โดยสามารถจดัจาํแนกออกไดเ้ป็นจีโนไทป์ NA1 และ ON1 โดยผลท่ีไดแ้ตกต่างจากการศึกษา

ก่อนหนา้น้ีในปี 2007 ซ่ึงขณะนั้นพบจีโนไทป์ GA2 และ GA5 [25] อยา่งไรกต็ามเม่ือทดลองนาํ

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง GA2 จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีมาลองสร้าง phylogenetic tree พบวา่จีโน

ไทป์ GA2 ดงักล่าวถูกจดักลุ่มใหม่ โดยถูกจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่มเดียวกบัจีโนไทป์ NA1 ดงันั้นเป็นไปได้

วา่จีโนไทป์ NA1 นั้นอาจระบาดอยูใ่นประเทศไทยมาตั้งแต่ปี 2007 จนถึงปัจจุบนัน้ี สาํหรับสาเหตุท่ี

เกิดการจดักลุ่มใหม่ของจีโนไทป์นั้นเน่ืองมาจากจีโนไทป์ NA1 ไม่ไดถู้กรวมใน phylogenetic tree 

ของการศึกษาก่อนหนา้น้ี สาํหรับจีโนไทป์ ON1 ท่ีพบในการศึกษาน้ีเป็นจีโนไทป์ใหม่ท่ีเพิ่งถูก

คน้พบไม่นานน้ีท่ีประเทศแคนาดาในช่วงปี 2010-2011 โดยลาํดบันิวคลีโอไทดข์องจีโนไทป์น้ีใน

บริเวณ second hypervariable region ของ G โปรตีนมีความคลา้ยคลึงกบัจีโนไทป์ NA1 นอกจากน้ี

ลกัษณะเด่นของจีโนไทป์น้ีคือมีการเพิ่มของนิวคลีโอไทดเ์ขา้ไปถึง 72 bp ในบริเวณ second 

hypervariable region ของ G โปรตีนซ่ึงถือเป็นการเปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรมคร้ังใหญ่ท่ีเกิด

ข้ึนกบั RSV-A หลงัจากท่ีเคยเกิดข้ึนกบัจีโนไทป์ BA ของ RSV-B มาแลว้ในปี 1999 [56, 61] 

อยา่งไรกต็ามยงัไม่อาจทราบไดแ้น่ชดัวา่เม่ือเกิดกระบวนการ duplication หรือ insertion ของลาํดบั

นิวคลีโอไทดจ์าํนวนมากแลว้ antibody ยงัคงสามารถทาํปฏิกิริยากบั epitope ในบริเวณน้ีไดห้รือไม่ 

ซ่ึงหากมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงประเดน็ดงัท่ีกล่าวไวน้ี้อาจจะทาํใหมี้ความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัจีโน

ไทป์ ON1 มากข้ึนกเ็ป็นได ้ปัจจุบนัมีการพบจีโนไทป์ ON1 เพียง 5 ประเทศ จาก 3 ทวีปเท่านั้น คือ 

ประเทศแคนาดา จากทวีปอเมริกาเหนือ แอฟริกาใต ้จากทวีปแอฟริกา ประเทศญ่ีปุ่น ประเทศเกาหลี

ใต ้และประเทศไทย จากทวปีเอเชีย [56-58]  

 เม่ือทาํการเปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนของจีโนไทป์ NA1 และ ON1 จากการศึกษาน้ี

กบั RSV-A สายพนัธ์ุตน้แบบ strain A2 พบวา่ จีโนไทป์ NA1 มีขนาดของกรดอะมิโน 298 อะมิโน 

ขณะท่ี strain A2 มีขนาด 299 อะมิโน ท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองมาจากในกลุ่มจีโนไทป์ NA1 เกิดการ 

mutation จากกรดอะมิโนกลูตามีน (Q) ณ ตาํแหน่ง 298 ไปเป็น stop codon สาํหรับจีโนไทป์ ON1 
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มีขนาดของกรดอะมิโนถึง 322 เม่ือเทียบกบั strain A2 เน่ืองมาจากมีการเพิ่มเขา้มาของนิวคลีโอ

ไทดถึ์ง 72 bp นัน่เอง นอกจากน้ีการแทนท่ีของกรดอะมิโนและตาํแหน่งของ N-glycosylation ของ

จีโนไทป์ NA1 และ ON1 ท่ีเกิดข้ึนในการศึกษาน้ียงัมีความคลา้ยคลึงกบัการศึกษาในประเทศญ่ีปุ่น

และแคนาดาอีกดว้ย [55, 56] และเม่ือเปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนของ ON1 ในการศึกษาน้ี

กบัประเทศอ่ืนๆ พบวา่ไม่ไดมี้ความแตกต่างกนัมากนกั ยกเวน้กรดอะมิโนไลซีน (K) ท่ีตาํแหน่ง 

308 ท่ีพบเฉพาะตวัอยา่งจากประเทศแอฟริกาใตเ้ท่านั้น จนถึงปัจจุบนัน้ีกย็งัไม่สามารถทราบไดแ้น่

ชดัวา่จีโนไทป์ ON1 นั้นเคล่ือนยา้ยจากอเมริกาเหนือมายงัแอฟริกาหรือเอเชียไดอ้ยา่งไร แต่ใน

อนาคตหากมีการศึกษาเก่ียวกบัววิฒันาการของจีโนไทป์น้ีในหลายประเทศกอ็าจจะช่วยใหเ้กิด

ความกระจ่างต่อคาํถามดงักล่าวกเ็ป็นได ้   

  การศึกษาเก่ียวกบัจีโนไทป์ท่ีระบาดในปี 2007 ของ RSV-B พบวา่มีเพียงจีโนไทป์ BA4 

เท่านั้นท่ีระบาดในช่วงระยะเวลาดงักล่าว [25] จีโนไทป์ BA หรือ Buenos Aires strain พบคร้ังแรก

ในปี 1999 ลกัษณะเด่นของจีโนไทป์น้ี คือ มีการเพ่ิมเขา้มาของนิวคลีโอไทดถึ์ง 60 bp ในบริเวณ 

second hypervariable region ของ G โปรตีน [61, 62] อยา่งไรกต็ามในการศึกษาคร้ังน้ียงัคงมีการ

พบจีโนไทป์ BA4 อยู ่แต่พบเพียงแค่ตวัอยา่งเดียวเท่านั้นในปี 2011 นอกจาก BA4 แลว้ในการศึกษา

น้ียงัพบ BA จีโนไทป์ใหม่ท่ีเพิ่งถูกคน้พบเม่ือไม่นานน้ีท่ีประเทศญ่ีปุ่น คือ BA9 และ BA10 อีกดว้ย 

อยา่งไรกต็ามค่า bootstrap ท่ีสนบัสนุนการจดักลุ่มกนัของ BA9 และ BA10 มีค่าตํ่ามาก สาเหตุอาจ

เน่ืองมาจากเกณฑท่ี์ใชใ้นการจดักลุ่มของจีโนไทป์ BA7-BA10 ซ่ึงเป็นจีโนไทป์ใหม่ของการศึกษา

ก่อนหนา้น้ีสามารถรวมกลุ่มอยูด่ว้ยกนัไดโ้ดยไม่จาํเป็นตอ้งมีค่า bootstrap ท่ีสูง [63] จากเหตุผล

ดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่มีความสอดคลอ้งกนักบัการศึกษาน้ี โดยจีโนไทป์ BA9 และ BA10 จดักลุ่ม

กนัโดยมีค่า bootstrap ไม่สูงเช่นกนั อยา่งไรกต็ามเกณฑก์ารจดักลุ่มเป็นจีโนไทป์ดงักล่าว [63] มี

ความแตกต่างจากเกณฑท่ี์ใชโ้ดย Venter [16] ดงันั้นจึงควรมีการจดัประชุมเพ่ือหารือถึงเกณฑใ์น

การจดัจาํแนกจีโนไทป์ของเช้ือ RSV เพื่อใหก้ารศึกษาถึงสายพนัธ์ุของเช้ือชนิดน้ีเป็นไปในทิศทาง

เดียวกนัและมีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน ต่อมาเม่ือไดท้ดลองนาํจีโนไทป์ BA4 จากการศึกษาใน

ประเทศไทยก่อนหนา้น้ีมาลองสร้าง phylogenetic tree พบวา่จีโนไทป์ดงักล่าวถูกจดักลุ่มใหม่ โดย

จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบัจีโนไทป์ BA10 ดงันั้นเป็นไปไดว้า่จีโนไทป์ BA10 นั้นอาจจะเร่ิมระบาด

อยูใ่นประเทศไทยตั้งแต่ปี 2007 ซ่ึงเป็นช่วงเวลาเดียวกนักบัท่ีพบจีโนไทป์น้ีในประเทศญ่ีปุ่น [63] 
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สาํหรับสาเหตุท่ีเกิดการจดักลุ่มใหม่ของจีโนไทป์นั้นเน่ืองจากวา่ BA จีโนไทป์ใหม่ (BA7-BA10) 

ไม่ไดถู้กรวมเขา้ไปใน phylogenetic tree ของการศึกษาก่อนหนา้น้ี [25] ส่ิงท่ีน่าสนใจอีกอยา่งหน่ึง

ในการศึกษาน้ีคือการพบจีโนไทป์ใหม่ Thailand B strain หรือ THB (CU2010/5 และ CU2011/81) 

ซ่ึงมีความคลา้ยคลึงกบั strain H5598 และ H5601 ท่ีพบในประเทศจีนในช่วงปี 2000-2004 [104] 

เม่ือตรวจสอบโดย BLAST analysis แต่ตวัอยา่งดงักล่าวยงัไม่ไดมี้การระบุจีโนไทป์ ในการศึกษาน้ี

ทั้ง strains CU2010/5, CU2011/81, H5598, และ H5601 ถูกจดักลุ่มอยูด่ว้ยกนัเป็นจีโนไทป์ใหม่ 

เน่ืองจากมีค่า bootstrap และค่า p-distance ตรงตามเกณฑก์ารเป็นจีโนไทป์ใหม่ของ Venter และ

คณะซ่ึงเกณฑด์งักล่าวยงัคงถูกใชอ้ยูจ่นถึงปัจจุบนัน้ี [16] อยา่งไรกต็ามการศึกษาต่อยอด เช่น การ

ทาํ whole genome ของ CU2010/5 และ CU2011/81 อาจจะช่วยสนบัสนุนการคน้พบในคร้ังน้ี 

 เม่ือเปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนของจีโนไทป์ THB กบัสายพนัธ์ุตน้แบบ strain 

CH18537 พบวา่จีโนไทป์ THB มีขนาดของกรดอะมิโนเท่ากบั 296 อะมิโน ในขณะท่ีสายพนัธ์ุ

ตน้แบบมีขนาด 293 อะมิโน ท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากเกิดการ mutation ท่ีกรดอะมิโน ณ ตาํแหน่ง 293 

ของจีโนไทป์ THB จาก stop codon ไปเป็นกรดอะมิโนกลูตามีน (Q) ทาํใหข้นาดอะมิโนยาวกวา่

สายพนัธ์ุตน้แบบเลก็นอ้ย นอกจากน้ียงัมีกรดอะมิโนท่ีจาํเพาะต่อจีโนไทป์ THB อยูถึ่ง 7 ตวั คือ   

Ile214, Ile239, Lys242, Met251, Asn258, Asp272 และ Val295 เม่ือเปรียบเทียบกบัลาํดบักรดอะมิโนของ

ตวัอยา่งในการศึกษาน้ี และลาํดบักรดอะมิโนของจีโนไทป์ทั้งหมด ในส่วนของจาํนวนและ

ตาํแหน่งของ N-glycosylation ของจีโนไทป์ THB นั้นมีความเหมือนกนักบัจีโนไทป์ GB2 (strain 

CH93-9b) ประกอบกบัจีโนไทป์ THB น้ีมีพนัธุกรรมหรือลาํดบันิวคลีโอไทดใ์กลเ้คียงกบัจีโนไทป์ 

GB2 อีก จึงสนันิษฐานไดว้า่จีโนไทป์ THB น่าจะมีวิวฒันาการมาจากจีโนไทป์ GB2  

 สาํหรับจีโนไทป์ BA ทั้งหมดในการศึกษาน้ียกเวน้ตวัอยา่ง CU2011/205 มีความยาวของ

กรดอะมิโน 313 อะมิโน ขณะท่ีสายพนัธ์ุตน้แบบ BA4128/99B มีความยาวกวา่เลก็นอ้ยคือ 316 อะ

มิโน ท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากเกิด mutation ของกรดอะมิโนกลูตามีนกลายเป็น stop codon ท่ีตาํแหน่ง 

313 ของจีโนไทป์ BA ของการศึกษาน้ี ในทางตรงกนัขา้มตวัอยา่ง CU2011/205 ซ่ึงจดัอยูใ่นจีโน

ไทป์ BA9 มีขนาดของกรดอะมิโนมากกวา่ตวัอยา่งอ่ืนๆ ในจีโนไทป์เดียวกนัและสายพนัธ์ุตน้แบบ

เลก็นอ้ยเน่ืองจากมี mutation ในตาํแหน่งท่ีต่างจากสายพนัธ์ุตน้แบบและตวัอยา่งอ่ืนๆ ในกลุ่ม BA จี

โนไทป์ สาํหรับกรดอะมิโนท่ีจาํเพาะและตาํแหน่งของ N-glycosylation ของจีโนไทป์ BA9 และ 
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BA10 ในการศึกษาน้ีมีความคลา้ยคลึงกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ีในประเทศญ่ีปุ่น [63] และเวียดนาม 

[59] ยกเวน้กรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง 213 ของจีโนไทป์ BA10 มีการแทนท่ีจากไลซีน (K) ไปเป็นอา

จินีน (R) ซ่ึงไม่พบในประเทศญ่ีปุ่นหรือเวียดนาม 

 โดยสรุปแลว้การศึกษาน้ีไดร้ายงานถึงระบาดวิทยาของเช้ือ RSV และการพบจีโนไทป์ใหม่

ของ RSV-A คือ ON1 รวมถึงจีโนไทป์ใหม่ของ RSV-B คือ THB นอกจากน้ียงัไดร้ายงานเก่ียวกบั

ลกัษณะทางพนัธุกรรมของจีโนไทป์ต่างๆ ท่ีพบในการศึกษาน้ีโดยหวงัวา่ความรู้เหล่าน้ีจะช่วยใหมี้

ความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัเช้ือ RSV ในประเทศไทยไดดี้ขึ้น นอกจากน้ีปัจจุบนัยงัไม่มียารักษา

ผูป่้วยหรือวคัซีนท่ีมีประสิทธิภาพดีพอในการป้องกนัการติดเช้ือ RSV ดงันั้นขอ้มูลทางพนัธุกรรม

ของเช้ือ RSV เช่น ลาํดบันิวคลีโอไทด ์จากการศึกษาคร้ังน้ีอาจเป็นประโยชน์ต่อการพฒันายาตา้น

ไวรัสและวคัซีน เช่น DNA วคัซีน สาํหรับเช้ือชนิดน้ีต่อไปในอนาคต            
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การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียม phosphate buffered saline (PBS) 

 ตวง phosphate buffer saline สาํเร็จรูปชนิดผงจาํนวน 9.88 g จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ (distilled 

water)จนมีปริมาตร 1,000 ml แลว้จึงนาํไปผา่นการฆ่าเช้ือโดยการ autoclave 

 

2. การเตรียม viral transport medium (VTM) สําหรับ 500 ml 

สารเคมีทีใ่ช้ ปริมาตร 
1. Minimum Essential Medium Eagle (MEM) 5.35 g 
2. Lactalbumin hydrolysate 1.25 g 
3. 10% Glycerol 50 ml 
4. 200 U/ml Penicilin + 200 mg/ml Streptomycin 10 ml 
5. Polymycin B sulfate (1,000 U) 500 μl 
6. Nystacin (5,000 U) 25 μl 
7. 40 mg/ml Gentamycin 15.625 ml 

 เม่ือเตรียมสารต่างๆ ไดต้ามปริมาณท่ีตอ้งการแลว้จึงเติมนํ้ากลัน่ลงไปใหไ้ดป้ริมาตร 500 

ml จากนั้นจึงนาํไปกรองผา่น filter ขนาด 0.2 μm ก่อนนาํไปใช ้ 

 

3. การเตรียมสารเคมีสําหรับการสกดั RNA  

 DEPC เป็นนํ้าท่ีไม่มีเอนไซม ์RNase เตรียมไดโ้ดยเติม 0.1% DEPC ในนํ้ากลัน่ จากนั้ จึง

นาํไปทาํใหป้ราศจากเช้ือดว้ยวิธี autoclave 

 95% Ethanol เตรียมโดยตวง absolute ethanol มา 95 ml จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ลงไปใหไ้ด้

ปริมาตรสุทธิ 100 ml 

 Wash buffer สาํหรับพร้อมใชง้าน เตรียมโดยเติม absolute ethanol ปริมาตร 200 ml ลงใน 

wash buffer ท่ีเตรียมมาให ้จากนั้นผสมใหเ้ขา้กนั 
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4. การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ตรวจสอบผลติภัณฑ์ PCR ด้วยวธีิ agarose gel electrophoresis 

1. การเตรียม 5x Tris borate buffer (5x TBE) ปริมาตร 1,000 ml เตรียมโดยตวงสารต่างๆ 

ดงัน้ี 

 Tris-base  54 g 

 Boric acid  27.5 g 

 0.5 M EDTA  20  ml 

 จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 1,000 ml แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

2. การเตรียม 1x Tris borate buffer (1x TBE) ปริมาตร 1,000 ml เตรียมโดยตวง 5x TBE 

ปริมาตร 200 ml จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ลงไป 800 ml แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

3. การเตรียม 2% โดยมวลต่อปริมาตร (w/v) agarose gel เตรียมโดยตวงผง agarose ปริมาตร 

4 g นาํมาละลายใน 1x TBE buffer ปริมาตร 200 ml จากนั้นเขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้จึงนาํไปเขา้

ไมโครเวฟจนกวา่ agarose จะละลายเป็นเน้ือเดียวกนั เม่ือละลายแลว้ปล่อยใหเ้ยน็ลงครู่

หน่ึงก่อนนาํไปใช ้

4. การเตรียม 10% ethidium bromide เตรียมโดยละลาย ethidium bromide 30 μl ในนํ้ากลัน่ 

300 ml    
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ตารางแสดงรายละเอยีดของลาํดับนิวคลโีอไทด์ของเช้ือ RSV-A 

Sample code Age Collection date Genotype Accession number 

CU_C438 4 ปี 25-พ.ย.-09 NA1 KC342349 
CU_C1109 2 ปี 1-ก.ย.-10 NA1 KC342350 

CU_C1122 2 เดือน 1-ก.ย.-10 NA1 KC342351 
CU_C1129 7 เดือน 1-ก.ย.-10 NA1 KC342352 
CU_C1141 1 ปี 7-ก.ย.-10 NA1 KC342353 
CU_C1158 1 ปี 7-ก.ย.-10 NA1 KC342354 

CU_C1166 1 ปี 7-ก.ย.-10 NA1 KC342355 
CU_C1170 3 ปี 15-ก.ย.-10 NA1 KC342356 
CU_C1180 9 เดือน 15-ก.ย.-10 NA1 KC342357 
CU_C1191 10 เดือน 15-ก.ย.-10 NA1 KC342358 
CU_C1193 2 ปี 15-ก.ย.-10 NA1 KC342359 
CU_C1199 6 เดือน 15-ก.ย.-10 NA1 KC342360 

CU_C1204 3 ปี 21-ก.ย.-10 NA1 KC342361 

CU_C1210 1 ปี 21-ก.ย.-10 NA1 KC342362 

CU_C1227 1 ปี 28-ก.ย.-10 NA1 KC342363 
CU_C1252 3 ปี 5-ต.ค.-10 NA1 KC342364 

CU_C1258 2 ปี 5-ต.ค.-10 NA1 KC342365 

CU_C1266 10 เดือน 5-ต.ค.-10 NA1 KC342366 
CU_C1274 2 ปี 13-ต.ค.-10 NA1 KC342367 
CU_C1284 1 ปี 13-ต.ค.-10 NA1 KC342368 
CU_C1295 1 ปี 13-ต.ค.-10 NA1 KC342369 
CU_C1338 1 ปี 28-ต.ค.-10 NA1 KC342370 
CU_C1378 3 ปี 9-พ.ย.-10 NA1 KC342371 
CU_C1403 7 เดือน 16-พ.ย.-10 NA1 KC342372 
CU_C1486 5 เดือน 23-ธ.ค.-10 NA1 KC342373 

CU_C1710 3 ปี 9-มี.ค.-11 NA1 KC342374 

CU_C1712 2 ปี 9-มี.ค.-11 NA1 KC342375 
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Sample code Age Collection date Genotype Accession number 

CU_C1713 1 ปี 9-มี.ค.-11 NA1 KC342376 

CU_C1714 7 เดือน 9-มี.ค.-11 NA1 KC342377 

CU_C1715 3 เดือน 9-มี.ค.-11 NA1 KC342378 

CU_C1719 4 ปี 9-มี.ค.-11 NA1 KC342379 

CU_C1720 3 ปี 9-มี.ค.-11 NA1 KC342380 

CU_C1723 4 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342381 

CU_C1724 5 เดือน 15-มี.ค.-11 NA1 KC342382 

CU_C1725 1 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342383 

CU_C1726 3 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342384 

CU_C1727 2 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342385 

CU_C1728 2 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342386 

CU_C1729 3 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342387 

CU_C1730 2 ปี 15-มี.ค.-11 NA1 KC342388 

CU_C1909 2 เดือน 8-มิ.ย.-11 NA1 KC342389 

CU_C1926 5 ปี 8-มิ.ย.-11 NA1 KC342390 

CU_C2277 3 ปี 11-ต.ค.-11 NA1 KC342391 

CU_C2286 1 ปี 20-ต.ค.-11 NA1 KC342392 

CU_C2290 11 เดือน 20-ต.ค.-11 NA1 KC342393 

CU2010/2 1 ปี 22-ก.ค.-10 NA1 KC342394 

CU2010/7 12 ปี 28-ก.ค.-10 NA1 KC342395 

CU2010/17 6 ปี 9-ส.ค.-10 NA1 KC342396 

CU2010/21 5 ปี 11-ส.ค.-10 NA1 KC342397 

CU2010/27 1 ปี 27-ส.ค.-10 NA1 KC342398 

CU2010/28 8 เดือน 27-ส.ค.-10 NA1 KC342399 

CU2010/30 2 เดือน 13-ก.ย.-10 NA1 KC342400 

CU2011/64 2 เดือน 20-ก.ค.-11 NA1 KC342401 

CU2011/67 1 ปี 21-ก.ค.-11 NA1 KC342402 
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Sample code Age Collection date Genotype Accession number 

CU2011/69 5 ปี 25-ก.ค.-11 NA1 KC342403 

CU2011/75 3 ปี 29-ก.ค.-11 NA1 KC342404 

CU2011/89 10 เดือน 8-ส.ค.-11 NA1 KC342405 

CU2011/91 2 ปี 11-ส.ค.-11 ON1 KC342406 

CU2011/92 3 เดือน 11-ส.ค.-11 NA1 KC342407 

CU2011/94 3 เดือน 11-ส.ค.-11 NA1 KC342408 

CU2011/95 1 ปี 11-ส.ค.-11 NA1 KC342409 

CU2011/107 16 วนั 17-ส.ค.-11 NA1 KC342410 

CU2011/110 2 ปี 18-ส.ค.-11 NA1 KC342411 

CU2011/111 3 เดือน 22-ส.ค.-11 NA1 KC342412 

CU2011/112 4 เดือน 22-ส.ค.-11 ON1 KC342413 

CU2011/116 1 ปี 22-ส.ค.-11 NA1 KC342414 

CU2011/118 3 ปี 23-ส.ค.-11 ON1 KC342415 

CU2011/119 1 เดือน 24-ส.ค.-11 NA1 KC342416 

CU2011/126 1 ปี 29-ส.ค.-11 NA1 KC342417 

CU2011/133 1 ปี 31-ส.ค.-11 NA1 KC342418 

CU2011/140 3 ปี 5-ก.ย.-11 ON1 KC342419 

CU2011/142 10 เดือน 6-ก.ย.-11 NA1 KC342420 

CU2011/155 9 เดือน 14-ก.ย.-11 NA1 KC342421 

CU2011/158 1 ปี 14-ก.ย.-11 NA1 KC342422 

CU2011/160 1 ปี 14-ก.ย.-11 NA1 KC342423 

CU2011/166 2 ปี 21-ก.ย.-11 NA1 KC342424 

CU2011/170 2 ปี 23-ก.ย.-11 NA1 KC342425 

CU2011/172 1 ปี 23-ก.ย.-11 NA1 KC342426 

CU2011/174 2 ปี 26-ก.ย.-11 NA1 KC342427 

CU2011/176 5 ปี 26-ก.ย.-11 NA1 KC342428 

CU2011/178 2 ปี 26-ก.ย.-11 NA1 KC342429 
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Sample code Age Collection date Genotype Accession number 

CU2011/179 2 ปี 27-ก.ย.-11 NA1 KC342430 

CU2011/181 1 เดือน 3-ต.ค.-11 ON1 KC342431 

CU2011/182 1 ปี 3-ต.ค.-11 NA1 KC342432 

CU2011/187 1 ปี 4-ต.ค.-11 NA1 KC342433 

CU2011/192 2 เดือน 7-ต.ค.-11 ON1 KC342434 

CU2011/196 2 ปี 7-ต.ค.-11 NA1 KC342435 

CU2011/200 2 ปี 13-ต.ค.-11 NA1 KC342436 

CU2011/202 7 เดือน 13-ต.ค.-11 NA1 KC342437 

CU2011/204 2 ปี 18-ต.ค.-11 NA1 KC342438 

CU2011/206 1 ปี 20-ต.ค.-11 NA1 KC342439 

CU2011/207 1 ปี 20-ต.ค.-11 ON1 KC342440 

CU2011/208 2 ปี 20-ต.ค.-11 ON1 KC342441 

CU2011/209 3 เดือน 20-ต.ค.-11 NA1 KC342442 

CU2011/210 2 เดือน 20-ต.ค.-11 NA1 KC342443 

CU2011/211 7 เดือน 21-ต.ค.-11 ON1 KC342444 

CU2011/212 1 ปี 21-ต.ค.-11 NA1 KC342445 

CU2011/216 1 ปี 26-ต.ค.-11 ON1 KC342446 

CU2011/226 9 เดือน 9-พ.ย.-11 NA1 KC342447 

CU2011/230 4 ปี 14-พ.ย.-11 NA1 KC342448 

CU2011/232 3 ปี 17-พ.ย.-11 NA1 KC342449 
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ตารางแสดงรายละเอยีดของลาํดับนิวคลโีอไทด์ของเช้ือ RSV-B 

Sample code Age Collection date Genotype Accession number 
CU_C423 1 ปี 18-พ.ย.-09  BA9 KC342326 
CU_C694 1 ปี 24-ก.พ.-10  BA10 KC342327 
CU_C767 6 เดือน 24-มี.ค.-10 BA10  KC342328 
CU_C1101 1 ปี 25-ส.ค.-10 BA10  KC342329 
CU_C1123 3 ปี 1-ก.ย.-10 BA10  KC342330 
CU_C1156 1 ปี 7-ก.ย.-10  BA10 KC342331 
CU_C1182 1 ปี 15-ก.ย.-10  BA10 KC342332 
CU_C1279 8 เดือน 13-ต.ค.-10 BA9  KC342333 
CU2010/1 9 เดือน 22-ก.ค.-10  BA9 KC342334 
CU2010/3 2 ปี 23-ก.ค.-10  BA9 KC342335 
CU2010/5 2 ปี 28-ก.ค.-10 THB  KC342336 
CU2010/13 1 ปี 3-ส.ค.-10  BA9 KC342337 
CU2010/18 22 วนั 9-ส.ค.-10  BA9 KC342338 
CU2010/29 1 ปี 13-ก.ย.-10  BA9 KC342339 
CU2010/31 3 เดือน 19-ต.ค.-10  BA9 KC342340 

CU2011/59 1 ปี 15-ก.ค.-11  BA9 KC342341 
CU2011/60 3 ปี 15-ก.ค.-11 BA9  KC342342 
CU2011/81 2 ปี 4-ส.ค.-11 THB  KC342343 
CU2011/99 4 เดือน 15-ส.ค.-11  BA9 KC342344 
CU2011/161 4 เดือน 16-ก.ย.-11 BA9  KC342345 
CU2011/195 6 เดือน 7-ต.ค.-11  BA9 KC342346 
CU2011/205 1 ปี 18-ต.ค.-11 BA9  KC342347 
CU2011/215 1 เดือน 26-ต.ค.-11  BA4 KC342348 
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แสดงรายงานการตีพมิพ์บางส่วนของวทิยานิพนธ์ในวารสาร 

 คาดวา่จะไดตี้พิมพใ์นวารสาร Archives of Virology โดยมีช่ือหวัขอ้เร่ืองคือ Molecular 

Characterization of Human Respiratory Syncytial Virus, 2009-2011: Emergence of Subtype ON1 

and Subgroup B Genotype in Thailand. 
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การตีพมิพ์ในวารสารต่างประเทศ 

ไดส่้งผลงานเพ่ือพิจารณาการตีพิมพใ์นหวัขอ้เร่ือง: Molecular Characterization of Human 

Respiratory Syncytial Virus, 2009-2011: Emergence of Subtype ON1 and Subgroup B Genotype 

in Thailand.  
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