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Global emergence of coronaviruses causes respiratory infections in 
humans.  This study investigated the prevalence of HCoV infection in Thai patients 
for two year from January 2012 to December 2013.  In total, 5 ,833 clinical 
samples from nasopharyngeal swab/aspirate were collected from Bangkok, Khon 
Kaen and Chon Buri.  Analysis of the rate of infections was performed using PCR 
and sequence analysis of the viral RNA-dependent RNA polymerase gene (RdRp).  
HCoV infection was found in 0.79% (46/5 ,833) of the total samples.  Out of all 
population subsets, HCoV was detected mainly in young patients between the 
ages of 0 –5 years (25/46).  Amongst the positive cases, 56.52% were male and 
43.48% were female (1.08:1).  During for the two-year period this study HCoV 
infection occurred throughout the year, although HCoV infection peaked from May 
to October, which coincided with the rainy season.  Moreover, 46 of HCoV positive 
samples clustered into four genotypes. To assess the relationship among the 
strains identified, phylogenetic trees were constructed based on the alignment 
analysis of the HCoV spike gene sequencesobtained from PCR.  These are HCoV-
229E 10.87% (5/46), HCoV-OC43 6.52% (3/46) , HCoV-NL63 41.30% (19/46) and 
HCoV-HKU1 41.30% (19/46).  This study thus provides the HCoV infection rate in a 
Thai cohort from 2012 to 2013.  These data may also be useful in modeling other 
types of coronavirus infection in the Thai population. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 
 เชื้อไวรัสโคโรนา (Coronavirus, CoV) เป็นไวรัสชนิดหนึ่งที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อได้ในสัตว์
หลายชนิด รวมทั้งในมนุษย์ หากได้รับการติดเชื้อไวรัสโคโรนาอาจก่อให้เกิดอาการในระบบทางเดิน
หายใจส่วนบนได้ถึงร้อยละ 35 [1]โดยมีอาการคล้ายกับการติดเชื้อไข้หวัดทั่วๆ ไป เช่น มีไข้ ไอ เจ็บคอ 
เป็นต้น หากเป็นผู้สูงอายุ เด็กทารก ผู้ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง หรือผู้ที่มีโรคเรื้อรังของปอดและ
โรคหัวใจ อาจก่อให้เกิดอาการในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างได้ ซ่ึงได้แก่หลอดลมฝอยอักเสบ หรือ
ปอดอักเสบ นอกจากนี้แล้ว เชื้ออาจก่อให้เกิดอาการกระเพาะอาหารอักเสบ และล าไส้อักเสบ หรือ
อาจจะมีอาการไตวายร่วมด้วย ในปี ค.ศ. 2012 ได้พบการระบาดของเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ 
(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus, MERS-CoV) ในประเทศแถบตะวันออกกลาง 
โดยทั่วไปจะมีอาการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจค่อนข้างรุนแรงและเฉียบพลัน [2] ท าให้พบอัตรา
การเสียชีวิตที่สูงกว่าร้อยละ 50 ของผู้ที่ติดเชื้อโดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ปุวยสูงอายุหรือผู้มีระบบ
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง [3] จากสาเหตุของการเสียชีวิตที่สูงจึงท าให้หลายหน่วยงานให้ความสนใจที่จะ
ศึกษาถึงเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ กันอย่างกว้างขวาง เพ่ือปูองกันการระบาดของไวรัสไปยัง
ภูมิภาคอ่ืนๆ ทั่วโลก ปัจจุบันยังไม่มียาต้านไวรัสหรือวัคซีนส าหรับรักษาหรือปูองกันการติดเชื้อไวรัสโค

โรนาส าหรับผู้ปุวยเนื่องจากยังอยู่ในขั้นตอนของการพัฒนา [4] 

 เชื้อไวรัสโคโรนาที่ก่อโรคในคน (Human coronavirus, HCoV) แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม โดย
อาศัยข้อมูลความแตกต่างทางด้านการท าปฏิกิริยาข้ามกันระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดี (antigenic 
cross reactivity) [5] ได้แก่ แอลฟา (α) โคโรนาไวรัส ประกอบไปด้วยกลุ่มย่อย (subgroup) HCoV-
229E และ HCoV-NL63 ส่วนกลุ่มที่สองคือ บีตา (β) โคโรนาไวรัส ประกอบไปด้วยกลุ่มย่อย HCoV-
OC43, HCoV-HKU1, SARS-CoV และ MERS-CoV [6] จากข้อมูลทางระบาดวิทยาพบว่า HCoV -
229E, NL63, OC43  และ HKU1 สามารถพบการระบาดได้ในช่วงต้นของฤดูหนาวไปจนถึงฤดูใบไม้ผลิ 
และสามารถพบการติดเชื้อได้ทั่วโลก [7, 8] ส าหรับ Severe acute respiratory syndrome (SARS) 
เกิดจากการติดเชื้อ SARS-CoV เป็นโรคอุบัติใหม่ที่เกิดขึ้นเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ. 2002 ที่ประเทศจีน 
และได้มีการระบาดไปเกือบ 30 ประเทศทั่วโลก พบผู้ปุวยประมาณกว่า 8,000 คน มีผู้เสียชีวิต
ประมาณ 800 คน [9, 10] จนกระทั่งปลายปี ค.ศ. 2003 สามารถควบคุม SARS ได้ในที่สุด จนถึง
ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการระบาดของโรคนี้อีก ส าหรับสถานการณ์ล่าสุดในปี ค.ศ. 2012 ได้พบโรค
อุบัติใหม่ที่เกิดจากเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ ปัจจุบันรู้จักกันในชื่อ MERS-CoV สามารถแยกเชื้อ
สายพันธุ์ใหม่นี้ครั้งเรกได้ที่ห้องปฏิบัติการชื่อ Erasmus Medical Center ในประเทศเนเธอร์แลนด์ [3] 
อาการของผู้ปุวยที่ติดเชื้อ MERS-CoV จะรุนแรงกว่าการติดเชื้อด้วย HCoV สายพันธุ์อ่ืน เนื่องจาก
ไวรัสสายพันธุ์นี้ท าให้เกิดอาการรุนแรงเฉียบพลันของระบบทางเดินหายใจคล้ายกับ SARS [10] แต่

http://haamor.com/th/%E0%B8%9C%E0%B8%B9%E0%B9%89%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B8%B8
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%81
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%94
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B9%83%E0%B8%88
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%88
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%88
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%A1
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
http://haamor.com/th/%E0%B8%A5%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
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ต่างกันที่ MERS-CoV ท าให้เกิดไตวายเฉียบพลันร่วมด้วย แต่ลักษณะหรือรูปแบบทางระบาดวิทยาไม่
เหมือนกับ SARS [11] เพราะมีการระบาดเพียงบางภูมิภาคเท่านั้นยังไม่พบการระบาดทั่วโลกแต่จะมี
อัตราการเสียชีวิตที่สูงเม่ือเทียบกับการติดเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์อ่ืนๆ ส าหรับสถานการณ์การ
ระบาดของ HCoV ในประเทศไทย พบว่ามีการศึกษาอยู่น้อย [12, 13] และพบการระบาดไม่มากนัก 
เม่ือเทียบกับการติดเชื้อไวรัสสายพันธุ์อ่ืนๆ ที่มีการติดเชื้อทางระบบทางเดินหายใจ โดยจะพบการติด
เชื้อได้สูงในผู้ปุวยกลุ่มเด็กอายุไม่เกิน 5 ปี [13] อย่างไรก็ตามระยะเวลาในการศึกษาเก่ียวกับเชื้อไวรัส
โคโรนาในประเทศไทยนั้นได้ศึกษาในช่วงระยะเวลาสั้นๆ และได้ท าการศึกษาไปแล้วในหลายปีที่ผ่านมา 

อีกทั้งยังมีข้อจ ากัดด้านจ านวนของตัวอย่างที่ยังค่อนข้างน้อย 

 งานวิจัยนี้จึงได้มุ่งเน้นไปศึกษาถึงระบาดวิทยาและการจัดจ าแนกเชิงโมเลกุลของเชื้อไวรัสโคโร
นาที่พบในประเทศไทยในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 โดยใช้วิธี semi-nested PCR และ nucleotide 
sequencing บริเวณยีน RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) จากนั้นท าการจัดจ าแนกทาง 
phylogenetic tree บริเวณยีน spike (S gene) โดยผลงานวิจัยนี้อาจเป็นประโยชน์ส าหรับการศึกษา
ด้านระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสชนิดนี้ ซ่ึงอาจท าให้ทราบถึงแนวโน้มเละทิศทางการระบาด ท าให้
สามารถปูองกันการแพร่กระจายของเชื้อและพยากรณ์ความรุนแรงของโรคที่เกิดขึ้นในแต่ละปีได้ 

นอกจากนี้ข้อมูลที่ได้นี้อาจจะเป็นประโยชน์ในการพัฒนายาต้านไวรัสหรือการผลิตวัคซีนได้ในอนาคต 

ค าถามงานวิจัย 
 1. ระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของเชื้อ human coronavirus ในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 ใน

ประเทศไทยเป็นอย่างไร และมีความแตกต่างจากข้อมูลในประเทศอ่ืนๆ หรือไม่ อย่างไร 

2. สายพันธุ์ของเชื้อไวรัสโคโรนาชนิดที่พบในคน (HCoV) จากสารคัดหลั่งในระบบทางเดิน
หายใจของผู้ปุวยไทยในช่วงปี 2012-2013 ที่ท าการศึกษามีสายพันธุ์อะไรบ้าง 

3. มีการระบาดของเชื้อ MERS-CoV ในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 หรือไม่ ในประเทศไทย 

วัตถุประสงค์งานวิจัย 
 1. เพ่ือศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่ติดเชื้อในระบบ
ทางเดินหายใจจากตัวอย่างของผู้ปุวยที่มีอาการคล้ายกับการติดเชื้อไข้หวัดในประเทศไทย 
 2. เพ่ือวิเคราะห์ข้อมูลระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV 
เปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ทั้งในประเทศและต่างประเทศ 
 3. ศึกษาการระบาดเชิงโมเลกุลของเชื้อ MERS-CoV ในประเทศไทยและเปรียบเทียบข้อมูลที่

ได้กับข้อมูลที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ในต่างประเทศ 
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สมมติฐาน 
 1. เม่ือท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน RdRp แล้วพบว่ามีสายพันธุ์ของ HCoV 
ครบทั้ง 5 กลุ่มสายพันธุ์ คือ 229E, OC43, HKU1, NL63 และ MERS-CoV ในผู้ปุวยคนไทย 

2. เม่ือท าการวิเคราะห์ข้อมูลเปรียบเทียบการศึกษาครั้งนี้กับข้อมูลที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ทั้ง
ในประเทศไทย และต่างประเทศพบว่ารูปแบบของระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลมีความแตกต่างกัน 

กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 งานวิจัยนี้ได้แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วนหลัก คือส่วนแรกจะเป็นการทดสอบความไวและ
ความจ าเพาะของไพรเมอร์ (primer) ที่ใช้ในการวิจัยว่ามีความเร็วและมีความจ าเพาะในการตรวจวัด
ต่อ HCoV ส่วนที่สองคือ ท าการศึกษาระบาดวิทยาของ HCoV โดยใช้วิธีการตรวจสอบทาง
ห้องปฏิบัติการซ่ึงเป็นการตรวจสอบโดยอาศัยวิธี semi-nested PCR จากนั้นจึงวิเคราะห์ผลการ

ทดลองที่ได้ 
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- การเตรียม Positive control และการทดสอบ primer 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

แผนภาพท่ี 1: กรอบความคิดของโครงการวิจัย  
(เตรียม Positive Control และทดสอบprimer) 

 
  

Nasopharyngeal swab ที่ให้ผลที่เป็นบวกของ HCoV 

 

RNA extraction 

Reverse transcription โดย Random hexamer 

เพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมที่สนใจด้วยวิธี  

Semi-nested Polymerase Chain Reaction (semi-nested PCR) 

Ligation 

Transformation into E.coli Competent Cells 

Purified Plasmid DNA 

Check colony PCR จากนั้น Picked colony 

 

Sensitivity Specificity 

ค านวณ copy number ของ plasmid 

เจือจาง plasmid แบบ ten fold serial dilution 

ทดสอบ primer ด้วยวิธี PCR 

น า primer มาใช้ทดสอบกับตัวอย่างทีใ่ห้ผลบวก

ต่อไวรัสในระบบทางเดินหายใจด้วยวธีิ PCR 

- Influenza A virus (H1N1, H3N2) 

- Influenza B virus 

- RSV 

- HPIVs 

- HAdV 
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- ศึกษาการระบาดของเชื้อ HCoV ในประเทศไทย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

แผนภาพท่ี 2: กรอบความคิดของโครงการวิจัย  
(ศึกษาการระบาดของเชื้อ HCoV ในประเทศไทย) 

 

Nasopharyngeal swab 

 

RNA extraction 

Reverse transcription โดย Random hexamer 

ตรวจสอบ cDNA โดยวิธี PCR โดยตรวจสอบยีน GAPDH ซึ่งเป็น 

house keeping gene 

 

วินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสโคโรนา ที่ยีน RdRp ด้วยวิธี  
Semi-nested Polymerase Chain Reaction (semi-nested PCR) 

Negative Positive 

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน RdRp  
 

Purification 

จัดจ าแนกสายพันธ์ุ HCoV โดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน spike (s gene)  
 

สรุปและวิเคราะห์ผลการทดลอง 
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ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 
 1. Genotype เป็นการจัดจ าแนก HCoV ออกเป็นกลุ่มย่อยโดยอาศัยข้อมูลทางพันธุกรรม

บริเวณยีน spike (S gene) เปรียบเทียบกับข้อมูลทางพันธุกรรมที่มีอยู่แล้วในฐานข้อมูล NCBI 

2. Clade เป็นการแบ่งกลุ่มย่อยของ HCoV ออกมาจากแต่ละ genotype โดยอาศัยเกณฑ์

การจ าแนกจาก amino acid distance ตามกฎ RdRp-based grouping units (RGU) 

ข้อจ ากัดในการวิจัย 
 ตัวอย่างที่น ามาใช้ศึกษาเป็น nasopharyngeal aspiration และ nasopharyngeal swabs 
ที่มาจากผู้ปุวย ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงต้องผ่านการพิจารณาจริยธรรมการท าวิจัยในคน อีกทั้ ง 
nasopharyngeal aspiration เป็นการเก็บตัวอย่างที่ดีแต่เกิดความเจ็บปวดต่อผู้ปุวยมากกว่าจึงท าให้
ผู้ปุวยบางรายไม่ยินยอมให้เก็บตัวอย่างในรูปแบบนี้ ส่งผลให้ตัวอย่างในรูปแบบ nasopharyngeal 
aspiration มีจ านวนน้อยกว่าตัวอย่างในรูปแบบ nasopharyngeal swabs  

ค าส าคัญ 

 Human Coronavirus (HCoV), MERS-CoV, 229E, NL63, OC43, HKU1 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1. มีความรู้ความเข้าใจเก่ียวกับสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่พบในประเทศไทยและ
สามารถน าข้อมูลนี้มาใช้ประโยชน์ในการปูองกันควบคุมโรค และเฝูาระวังการระบาดของเชื้อไวรัสใน
อนาคตต่อไป 

2. ฝึกกระบวนการคิด การวิเคราะห์ และสามารถแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้นจากการทดลอง 

3. น าข้อมูลมาใช้ประกอบการอธิบายความสัมพันธ์ระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสกับปัจจัย
ต่างๆ ที่ส่งผลต่อการระบาด 

4. มีผลงานตีพิมพ์ระดับนานาชาติ ในวารสารที่เก่ียวข้องกับไวรัส หรือระบาดวิทยาของ
โรคติดเชื้อ เพ่ือเป็นข้อมูลที่เป็นประโยชน์ในการเฝูาระวังการระบาดของเชื้อ HCoV ที่เกิดขึ้นทั่วโลก 

 

 



 
 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

ประวัติความเป็นมา 
 ไวรัสโคโรนา (coronavirus) เป็นเชื้อไวรัสที่ก่อโรคได้ในคนและสัตว์หลายชนิด มีการค้นพบ
ครั้งแรกโดย Beaudette และ Hudson ในปี ค.ศ. 1937 ซ่ึงเป็นไวรัสที่แยกได้จากไก่ซ่ึงขณะนั้นมีชื่อ
ว่า Infectious bronchitis virus (IBV)  ต่อมาในปี ค.ศ. 1949 Clever และคณะก็สามารถแยกไวรัส
โคโรนาได้อีกชนิดหนึ่งที่มีชื่อว่า Murine hepatitis viruses (MHV) เป็นไวรัสที่แยกได้จากหนูที่ปุวย
ด้วยโรคตับอักเสบเนื่องจากการติดเชื้อ [5] หลังจากนั้นก็ได้มีผู้ค้นพบไวรัสโคโรนาอีกหลายชนิด 
จนกระทั่งในปี ค.ศ. 1960 Tyrrell และ Bynee ได้ค้นพบไวรัสโคโรนาที่ท าให้เกิดการติดเชื้อได้ในคน 
(human coronaviruses) เป็นครั้งแรก โดยสามารถแยกเชื้อได้จากเด็กนักเรียนที่ปุวยด้วยอาการ
ไข้หวัด [6] ปัจจุบันไวรัสโคโรนาจัดอยู่ใน family Coronaviridae, genus Coronaviruses [14] 
สมาชิกใน genus นี้มีมากกว่า 10 ชนิดและมีการติดเชื้อได้ในคน สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมต่างๆ รวมถึง
สัตว์ปีกด้วย โดยไวรัสโคโรนาแต่ละชนิดมีความสามารถในการติดเชื้อในโฮสต์ (host) ที่จ าเพาะต่อ 
receptor ของโฮสต์ (species specific receptor) [15] สัตว์แต่ละชนิดที่ติดเชื้อจะมีอาการที่
หลากหลาย เช่น ในวัว ควาย จะท าให้มีอาการท้องเสีย ในแมวอาจท าให้เกิดเยื่อบุช่องท้องอักเสบ 
ส่งผลให้มีอัตราการตายที่สูง ในหนูจะท าให้เกิดตับอักเสบ หรือโรค Multiple sclerosis หรือย่อว่า 
โรค MS (โรคปลอกประสาทเสื่อมแข็ง หรือโรคเอมเอส ) [16] ได้ เป็นต้น 

 ส าหรับเชื้อไวรัสโคโรนาที่ก่อให้เกิดโรคในคนหรือที่เรียกว่า human coronaviruses 
(HCoV) แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มตาม antigenic cross reactivity คือ แอลฟา (α) โคโรนาไวรัสและ
บีตา (β) โคโรนาไวรัส โดยกลุ่มแอลฟา (α) โคโรนาไวรัส ประกอบด้วยสายพันธุ์ HCoV-229E และ 
HCoV -NL63 ส่วนกลุ่มบีตา (β) โคโรนาไวรัส  ประกอบด้วยสายพันธุ์ HCoV-OC43, HCoV-HKU1 
และ SARS-CoV [6] นอกจากนี้ในช่วงเดือนกันยายนปี ค.ศ. 2012 ได้มีการค้นพบเชื้อไวรัสโคโรนาใน
ผู้ปุวยที่ประเทศซาอุดิอาระเบียโดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรัสตัวใหม่นี้มีความคล้ายคลึงกับไวรัส
โคโรนาสายพันธุ์ SARS ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มของบีตา (β) โคโรนาไวรัส มีจีโนมอยู่ที่ประมาณ 30 Kb และ
มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ BtCoV-HKU4 และ BtCoV-HKU5 ที่พบในค้างคาว [17] ไวรัสโคโรนาสาย
พันธุ์ใหม่นี้มีชื่อว่า Human coronavirus EMC (HCoV-EMC) เนื่องจากสถาบันที่สามารถแยกเชื้อ
สายพันธุ์ใหม่นี้ได้มีชื่อว่า Erasmus Medical Center ในประเทศเนเธอร์แลนด์ ต่อมาในช่วงเดือน
พฤษภาคมปี ค.ศ. 2013 กลุ่มของ The Coronavirus Study Group (CSG) ได้เปลี่ยนชื่อของไวรัสโค
โรนาสายพันธุ์ใหม่นี้ว่า "Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus" (MERS-CoV) [3, 18
] ส าหรับสถานการณ์เก่ียวกับการระบาดของเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์นี้ในปัจจุบัน ( 20 ก.พ. 2557) 
พบว่า มีผู้ปุวยทั้งสิ้นจ านวน 186 ราย และมีผู้เสียชีวิตจ านวน 81 ราย ซ่ึงคิดเป็น 43.5 % [19]  แต่
สถานการณ์ที่น่าเป็นห่วงในขณะนี้คืออาจมีการติดต่อจากคนสู่คนได้เพราะพบข้อมูลของคนในบ้านที่
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อยู่ใกล้ชิดกับผู้ปุวยหรือแม้กระทั่งบุคลากรด้านการแพทย์ที่ดูแลผู้ปุวยก็มีรายงานการติดเชื้อแม้จะไม่มี
ประวัติการท่องเที่ยวในแถบตะวันออกกลาง จากเหตุผลดังกล่าวองค์การอนามัยโลกจึงให้ความส าคัญ
ต่อการระบาดของไวรัสโคโรนาสายพันธุ์นี้เป็นอย่างมาก โดยมีหลักฐานที่สามารถยืนยันได้แน่นอนแล้ว
ว่าไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่เป็นเชื้อไวรัสที่เป็นต้นเหตุของโรคที่ท าให้เกิดการเสียชีวิตของผู้คนเป็น
จ านวนมาก [3]  ในขณะที่เชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ด้ังเดิมที่มีการค้นพบมาก่อน เป็นเชื้อไวรัสที่

ก่อให้เกิดโรคไข้หวัดและโรคอุจจาระร่วงที่ไม่รุนแรงนักยกเว้นใน SARS-CoV  

 หากเรียงล าดับตามการค้นพบ HCoV พบว่า การคัดแยกเชื้อ HCoV ครั้งแรกนั้นสามารถคัด
แยกได้ HCoV-229E ต่อมาจึงค้นพบ HCoV-OC43 [20] และในปี 2002 ก็ได้เกิดอุบัติการณ์ของโรค
ขึ้นมาใหม่เนื่องจากมีการค้นพบ HCoV ที่ท าให้เกิดอาการของโรคที่รุนแรงส่งผลให้เกิดโรคทางเดิน
หายใจเฉียบพลันรุนแรงโดยมีชื่อเรียกในขณะนั้นว่า SARS ซ่ึงมีสาเหตุจากการติดเชื้อ SARS-CoV 
ขณะนั้นมีผู้ปุวยที่ติดเชื้อแล้วกว่า 20 ประเทศทั่วโลก จนกระทั่งในเดือนกรกฎาคม 2003 การระบาด
ก็ได้ยุติลง [21]  รวมมีผู้ติดเชื้อทั้งสิ้นกว่า 8,000 คนและเสียชีวิตมากกว่า 800 คน ต่อมาในปี 2004 
มีการค้นพบ HCoV สายพันธุ์ท่ีสี่ นั่นก็คือ HCoV-NL63 [22] จนกระทั่งในปี 2005 กลุ่มนักวิจัยจาก
มหาวิทยาลัยฮ่องกงได้ค้นพบ HCoV สายพันธุ์ใหม่ที่ได้จากผู้ปุวยที่มีอาการปอดบวม จึงต้ังชื่อ HCoV 
สายพันธุ์นี้ว่า HCoV-HKU1 [23] ล่าสุดในปี ค.ศ. 2012 ได้มีการค้นพบ HCoV สายพันธุ์ใหม่ที่
ประเทศซาอุดิอาระเบีย ผู้ปุวยจะมีอาการคล้ายกับติดเชื้อ SARS-CoV แต่จะมีอาการที่รุนแรงกว่า
เพราะจะมีอาการไตวายร่วมด้วยท าให้มีอัตราการเสียชีวิตของผู้ปุวยสูงมากกว่า แต่การแพร่กระจาย
ของโรคยังไม่แพร่กระจายทั่วโลกเหมือนอย่างการระบาดของ SARS-CoV ในปี 2002-2003 โดยไวรัส
สายพันธุ์ใหม่นี้มีชื่อว่า HCoV-EMC [24] แต่ต่อมาได้เปลี่ยนชื่อไวรัสสายพันธุ์ใหม่นี้เป็น MERS-CoV 

เพราะมีการระบาดของโรคในประเทศแถบตะวันออกกลาง   
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สัณฐานวิทยาและโครงสร้างของไวรัสโคโรนา 

 ไวรัสโคโรนาถูกจัดอยู่ในวงศ์ (Family) Coronaviridae สกุล (genus) Coronaviruses มี
ขนาดจีโนมประมาณ 27 – 32 kb ไวรัสโคโรนาเป็นไวรัสที่มีชั้นของไขมัน (envelope) หุ้มสาร
พันธุกรรมต่อจากนิวคลีโอแคพซิด (nucleocapsid) อีกชั้นหนึ่ง เรียกไวรัสที่มีลักษณะแบบนี้ว่า 
enveloped viruses อนุภาคไวรัสมีรูปร่างที่หลากหลาย (pleiomorphism) แต่ส่วนใหญ่จะมี
ลักษณะเป็นทรงกลม ลักษณะเด่นของไวรัสชนิดนี้ก็คือการที่เยื่อหุ้มมีลักษณะเป็น spike ยื่นออกไป
รอบอนุภาคมองดูคล้ายมงกุฎหรือดวงอาทิตย์ทรงกลด (เป็นที่มาของชื่อ family และ genus โดย ค า
ว่า corona เป็นภาษาลาตินที่หมายถึง crown หรือ halo ที่แปลว่า มงกุฎ หรือ ดวงอาทิตย์ทรงกลด 
ตามล าดับ) ดังภาพที่ 1 [14, 25] บริเวณชั้นไขมันของไวรัสโคโรนาประกอบด้วยโปรตีนโครงสร้างที่
ส าคัญ 3 ชนิด คือ 

1. Membrane (M) glycoprotein เป็นส่วนของไกลโคโปรตีนที่ได้มาจาก golgi apparatus มีหน้าที่
ดังนี้คือ 

 ชักน าให้มีการประกอบตัว (assembly) เป็นอนุภาคไวรัส ภายหลังจากมีการสร้าง
ส่วนประกอบต่างๆ ของอนุภาคไวรัสภายในเซลล์ 

 ท าหน้าที่ร่วมกับ Envelope protein ในการ budding ออกจากเซลล์ 

 ชักน าให้เซลล์ในร่างกายสร้าง interferon-alpha ซ่ึงเป็นสารโปรตีนที่ยับยั้งการเพ่ิมจ านวน
ไวรัสภายในเซลล์ 

 

ภาพท่ี 1: แสดงลักษณะของเชื้อไวรัสโคโรนาเมื่อมองผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนภาพ [26] 
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2. Envelope (E) protein  เป็นโปรตีนที่มีหน้าที่ดังนี้ 

 ท าหน้าที่ร่วมกับ Membrane glycoprotein ในการ budding ออกจากเซลล์ 
3. Spike (S) glycoprotein เป็นไกลโคโปรตีนที่มีลักษณะการม้วนพับตัวเป็น spike ยื่นออกไปรอบ

นอกอนุภาคตามที่ได้กล่าวข้างต้น โดยมีหน้าที่ดังนี้คือ 

 เกาะติด (attachment) อย่างจ าเพาะกับตัวรับ (receptor) บนผิวโฮสต์เซลล์ 

 ชักน าให้เกิดการหลอมรวม (fusion) ระหว่างชั้นไขมัน (envelope) ของไวรัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ 
(plasma membrane) ของโฮสต์เซลล์ 

 ชักน าให้เซลล์ท่ีติดเชื้อเกิดการหลอมตัวเข้าด้วยกัน (cell-cell fusion) 

 เป็นส่วนที่กระตุ้นให้ร่างกายสร้าง neutralizing antibody 

 
ภาพท่ี 2: ลักษณะโครงสร้างของ Human coronavirus [27] 

 

 ส่วนโปรตีนอีกตัวท่ีมีความส าคัญคือ Hemagglutinin-esterase glycoprotein (HE 
protein) เป็นไกลโคโปรตีนที่มีเฉพาะในไวรัสโคโรนาบางชนิดเท่านั้น มีการสันนิษฐานว่าเป็นตัวช่วย
ในการ budding ของอนุภาคไวรัสออกจากเซลล์[6, 28] ส่วน nucleocapsid (N) protein เป็น
โปรตีนที่เป็นแหล่งรวมสารพันธุกรรมของไวรัส โดยอยู่ถัดจากเยื่อหุ้มเข้ามา สาเหตุที่เรียกว่า 
nucleocapsid นั้นเนื่องจากประกอบด้วยจีโนมของไวรัสกับโปรตีน ส าหรับโปรตีนในส่วนของ 
nucleocapsid มีชื่อว่า nucleocapsid (N) phosphoprotein ท าหน้าที่ช่วยให้จีโนมของไวรัสมี
ความเสถียรและมีส่วนช่วยในการประกอบเป็นอนุภาคไวรัส นอกจากนั้นยังพบว่าเป็นส่วนส าคัญใน
การกระตุ้นร่างกายให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันชนิดเซลล์ (cell-mediated immunity) ต่อ
ไวรัส [29, 30] ดังภาพที่ 2  
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สารพันธุกรรมและองค์ประกอบของจีโนมไวรัสโคโรนา 
 จีโนมของไวรัสโคโรนา เป็นอาร์เอ็นเอสายเด่ียว และเป็นเส้นตรง (Single-stranded RNA) มี
ขนาดของจีโนมประมาณ 27–32 kb จัดเป็นจีโนมที่มีขนาดยาวท่ีสุดเม่ือเทียบกับไวรัสที่มีจีโนมเป็น
อาร์เอ็นเอ (RNA) นอกจากนี้ RNA ของไวรัสชนิดนี้เป็นจะเป็นชนิดสายบวก (positive sense) ซ่ึง
สามารถท าหน้าที่เป็น messenger RNA และแปลรหัสเป็นโปรตีนได้ โดยประกอบด้วยส่วนที่เป็น 

untranslated region (UTR) อยู่ที่ปลาย 5  และ 3  เป็นบริเวณนอกส่วนการแปลรหัสโปรตีน 
(translation) ในส่วนที่เป็น open reading frame (ORF) ของไวรัสโคโรนาจะเป็นช่วงอนุรักษ์นิยม 
(conserved) จึงนิยมออกแบบไพรเมอร์ในช่วงยีนบริเวณนี้เพ่ือให้สามารถตรวจสอบ HCoV ได้ทุก
สายพันธุ์ ส่วนบริเวณยีน spike (S gene) จะเป็นช่วงที่มีความหลากหลายของ HCoV จึงใช้ยีนบริเวณ
นี้ในการจัดจ าแนกความแตกต่างของ HCoV แต่ละสายพันธุ์ [20, 31, 32] ดังภาพที่ 3 

 ปัจจุบันนี้ได้จัดจ าแนก HCoV ออกเป็นกลุ่มย่อยได้ 2 กลุ่มย่อยตามลักษณะทางแอนติเจน 
คือ กลุ่มที่ 1 แอลฟา (α) โคโรนาไวรัสและกลุ่มที่ 2 บีตา (β) โคโรนาไวรัส ซ่ึง human coronavirus 
NL63 และ 229E จัดอยู่ในกลุ่มแอลฟาโคโรนาไวรัส ส่วน HCoV OC43, HKU1,SARS และ MERS-
CoV จัดอยุ่ในกลุ่มบีตาโคโรนาไวรัส โดยลักษณะการเรียงตัวของโปรตีนต่างๆ จะแตกต่างกันไป 
โปรตีน HE จะพบในกลุ่มบีตา (β) โคโรนาไวรัสบางสายพันธุ์ ยกเว้นใน SARS-CoV และ MERS-CoV  
 

 
ภาพท่ี 3: ลักษณะการจัดเรียงตัวและขนาดของยีนบนจีโนมของ Human coronavirus [33] 
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การเพ่ิมจ านวนของเชื้อไวรัสโคโรนา 
 เชื้อ HCoV เข้าสู่เซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจส่วนบนโดยการเกาะติด (attachment) กับตัวรับ
จ าเพาะ (receptor) [34] บนผิวเซลล์และเกิดการหลอมระหว่างชั้นไขมันของไวรัสกับเยื่อหุ้มเซลล์
ของโฮสต์ (fusion) ท าให้ nucleocapsid ของไวรัสสามารถเข้าสู่ไซโตพลาซึมได้ ต่อมาจึงเกิด
กระบวนการแยกสารพันธุกรรมของไวรัสออก (uncoat) จากส่วนของโปรตีน [35] เม่ือสารพันธุกรรม
ของไวรัสอยู่ภายในไซโตพลาสซึมจะมีการแปลรหัส (translation) เพ่ือสร้างเป็น viral polymerase 
ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่สร้างสาย RNA สายลบหรือ (-) sense RNA ส าหรับท าหน้าที่เป็นแม่พิมพ์
ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของไวรัส และใช้ส าหรับสร้างสาย messenger RNA ซ่ึงจะมีการแปล
รหัสเพ่ือใช้สร้างโปรตีนจากนั้นจึงจะเกิดกระบวนการ post translational modification เพ่ือให้ได้
เป็นโปรตีนที่สมบูรณ์ก่อนทีป่ระกอบเป็นส่วนโปรตีนส่วนต่าง ๆ ของอนุภาคไวรัสต่อไป [36, 37] หลัง
การสร้างส่วนประกอบต่าง ๆ ของไวรัสครบแล้วจะมีการประกอบโปรตีนต่างๆ (assembly) เป็น
อนุภาคไวรัสตัวใหม่และปล่อยออกจากเซลล์โดยการเกิด budding ต่อไป ดังภาพที่ 4 กระบวนการ
เจริญเพ่ิมจ านวนของ coronaviruses จะค่อนข้างช้าเม่ือเปรียบเทียบกับไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Influenza 
virus) โดยใช้เวลาในการเพ่ิมจ านวนประมาณ 24 ชั่วโมง ในขณะที่ไวรัสไข้หวัดใหญ่ใช้เวลาเพียง 6 -8 
ชั่วโมงเท่านั้น [38] 
 

 

ภาพท่ี 4: การเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ของเชื้อ HCoV [39] 
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สายพันธ์ุของเชื้อไวรัสโคโรนา 
 ไวรัสโคโรนาสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มย่อยหลักตามลักษณะของแอนติเจน กลุ่มแรก
เป็นแอลฟา(α) โคโรนาไวรัส กลุ่มที่ 2 บีตา (β) โคโรนาไวรัส และกลุ่มที่ 3 เป็น แกมมา (γ) โคโรนา
ไวรัส เชื้อไวรัสโคโรนาสามารถก่อให้เกิดโรคได้หลายระบบ เช่น ในระบบทางเดินหายใจ ระบบ
ทางเดินอาหาร ระบบประสาท ตับ เป็นต้น [40, 41] นอกจากนี้ไวรัสโคโรนายังสามารถท าให้เกิดการ
ติดเชื้อได้ในสัตว์หลายชนิดและมีการติดเชื้อที่เซลล์เปูาหมายที่แตกต่างกันไปในสัตว์แต่ละชนิด ท าให้
สัตว์แต่ละชนิดที่ติดเชื้อไวรัสโคโรนามีการแสดงอาการที่แตกต่างกันออกไป ดังตารางที่ 1 โดยเป็นที่
น่าสังเกตุว่าไวรัสโคโรนาที่อยู่ในกลุ่มที่ 2 บีตา (β) โคโรนาไวรัสจะท าให้เกิดการติดเชื้อที่รุนแรงหาก
เกิดการติดเชื้อในมนุษย์ ไม่ว่าจะเป็น SARS-CoV หรือ MERS-CoV ที่ได้มีการระบาดในช่วงปี ค.ศ. 
2003 และปี ค.ศ. 2012 ที่ผ่านมาตามล าดับ โดยพบว่าจะมีอาการติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจแบบ
เฉียบพลันรวมถึงอาจเกิดอาการติดเชื้อที่ระบบทางเดินอาหารและไตวายร่วมด้วย [37, 42] 
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ตารางท่ี 1: การแบ่งกลุ่มไวรัสโคโรนาตามลักษณะของแอนติเจนและการติดเชื้อในส่ิงมีชีวิตต่างๆ 
[1, 30, 43, 44] 

Antigenic 
group 

Virus Host Respiratory 
infection 

Enteric 
infection 

Hepatitis Neurologic 
infection 

Other* 

α Human coronavirus 229E คน X     

 
Transmissible gastroenteritis 
virus, Porcine respiratory 
coronavirus 

หมู X X   X 

 Canine coronavirus สุนัข  X    
 Feline enteric coronavirus แมว  X    

 
Feline infectious peritonitis 
virus แมว X X X X X 

 Human coronavirus NL63 คน X     
 Rabbit coronavirus กระต่าย  X   X 
β Human coronavirus OC43 คน X ?  ?  
 Murine hepatitis virus หนู X X X X  
 SARS coronavirus คน X     
 Sialodacryoadenitis หนู     X 

 
Heamagglutinating 
encephalomyelitis virus หมู X X  X  

 Human coronavirus HKU1 คน X     
 Bovine coronavirus วัว  X    
 MERS coronavirus คน X X    
γ Infectious bronchitis virus ไก่ X  X  X 

 

* คือ โรคอ่ืน ๆ ที่เกิดจาก Coronaviruses ประกอบด้วย ความผิดปกติทางระบบภูมิคุ้มกัน, 
peritonitis, runting, nephritis, pancreatitis, parotitis, myocarditis, sialodacryoadenitis. 

[45]  

? = ยังไม่แน่ชัดว่ามีอาการติดเชื้อ [46] 
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พยาธิสภาพของการติดเชื้อไวรัสโคโรนา 
 พยาธิสภาพของการติดเชื้อไวรัสโคโรนานั้นจะมีความแตกต่างกันไปในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด 
รูปแบบการเกิดโรคและความจ าเพาะของตัวรับที่จ าเพาะบนผิวของเซลล์เจ้าบ้าน เช่น spike protein 
ของ MERS-CoV จะจ าเพาะต่อตัวรับที่จ าเพาะ DPP4 (DPP4 receptor) [47] ในเซลล์เยื่อบุ 
(epithelial cell) แม้ว่ากลไกการติดต่อของเชื้อ HCoV จะยังไม่เป็นที่เข้าใจแน่ชัด แต่สันนิษฐานได้ว่า
ส่วนใหญ่จะมีการติดต่อกันทางน้ ามูก น้ าลาย และเสมหะของผู้ปุวย โดยการไอหรือจามโดยตรง 
(droplet transmission) และ/หรือการสัมผัสกับวัตถุสิ่งของที่ปนเปื้อนเชื้อจากน้ ามูก น้ าลายหรือ
เสมหะของผู้ปุวย (contact transmission) เช่น การใช้ของส่วนตัว ผ้าเช็ดตัว ผ้าเช็ดมือ แก้วน้ า 
ช้อนส้อม ลูกบิดประตู ราวบันไดร่วมกัน เป็นต้น ส าหรับการด าเนินโรคเม่ือเกิดการติดเชื้อ HCoV เม่ือ
เชื้อเข้าสู่ร่างกายจะใช้ระยะเวลาในการฟักตัวประมาณ 2-4 วัน ดังภาพที่ 5 หลังจากมีอาการของโรค
แล้วสามารถพบเชื้อไวรัสปนออกมากับสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินหายใจ ต่อมามีการสร้างอินเตอร์-
เฟอรอน (interferon) และแอนติบอดี (antibody) โดยเกิดตามมาหลังจากปริมาณไวรัสเริ่มลดลงซ่ึง
บางครั้งอาจนานถึง 14 วัน เชื้อไวรัสโคโรนา เม่ืออยู่ภายนอกเซลล์ความสามารถในการติดเชื้อ 
(infectivity) จะค่อย ๆ ถูกท าลายไปในสิ่งแวดล้อม จากการศึกษาพบว่าไวรัสสายพันธุ์ต่าง ๆ ที่มีชั้น
ไขมันหุ้มจะอยู่ในสภาพแวดล้อมได้ไม่เกิน 3 ชั่วโมง และความสามารถในการติดเชื้อของไวรัสส่วน
ใหญ่จะถูกท าลายได้ที่อุณหภูมิ 55-60°C ภายในเวลา 2-3 นาที  ดังนั้นการท าให้สิ่งส่งตรวจที่เป็นซีรั่ม
มีอุณหภูมิสูงถึง 56°C เป็นเวลา 30 นาที ถือว่าเพียงพอที่จะท าลายเชื้อไวรัสโดยไม่ท าให้คุณภาพของ
สิ่งส่งตรวจเสียไป แต่ถ้าให้ความร้อนสูงถึง 100°C หรือให้ความร้อนภายใต้สภาวะความดันสูง 
(autoclave) ไวรัสทุกชนิดจะถูกท าลายหมด นอกจากความร้อนแล้วไวรัสยังสามารถถูกท าลายด้วย

แสงแดดและรังสีต่าง ๆ ตลอดจนน้ ายาฆ่าเชื้อต่าง ๆ (disinfectants)[48]  

 ในกรณีของเชื้อ SARS-CoV จากการศึกษาพบว่า SARS-CoV ที่อยู่ในอุจจาระหรือปัสสาวะ
จะมีความคงทนอยู่ประมาณ 1-2 วันที่อุณหภูมิห้องและอาจนานถึง 4 วันในอุจจาระของผู้ปุวยที่มี
อาการท้องร่วง นอกจากนี้น้ ายาฆ่าเชื้อต่าง ๆ (disinfectants) ที่มีใช้ในโรงพยาบาลยังสามารถใช้
ท าลายเชื้อ SARS-CoV ได้ [23] ส าหรับ MERS-CoV สามารถติดต่อได้โดยการหายใจเอาเชื้อไวรัสนี้ที่
กระจายอยู่ในละอองเสมหะ น้ ามูก น้ าลายของผู้ปุวย (Airborne transmission) หรือการสัมผัสกับ
สิ่ง/สารคัดหลั่งเหล่านี้แล้วน ามาสัมผัสกับเยื่อบุ จมูก ตา หรือปาก ซ่ึงเรียกว่าเป็น Droplets 
transmission หรือการอยู่อาศัยและสัมผัสใกล้ชิด (Close person-to-person contact) ก็เป็น
สาเหตุที่ท าให้ติดโรคได้ เช่น การกอด การจูบ การสัมผัสเนื้อตัว การทักทายโดยการจับมือ การกิน
อาหารโดยใช้ภาชนะร่วมกัน การด่ืมน้ าจากแก้วเดียวกัน เป็นต้น นอกจากนี้ สามารถตรวจพบเชื้อ
ไวรัสจากอุจจาระในผู้ปุวยบางรายที่มีอาการถ่ายอุจจาระเหลวได้ ดังนั้นการติดต่ออาจเกิดจากการกิน
อาหารหรือด่ืมน้ าที่ปนเปื้อนอุจจาระของผู้ปุวยได้เช่นกัน ในกรณีการติดเชื้อของ MERS-CoV เม่ือเชื้อ
เข้าสู่ร่างกายจะใช้ระยะเวลาในการฟักตัวประมาณ 10-14 วัน [49] ปัจจุบันยังไม่มีหลักฐานที่แน่ชัดว่า 
MERS-CoV เป็นโรคที่คนติดมาจากสัตว์ (Zoonosis) แต่สันนิษฐานว่า MERS-CoV น่าจะ
แพร่กระจายอยู่ในร่างกายมนุษย์มากกว่า 1 ปี โดยไม่สามารถตรวจพบได้และไม่ทราบว่าติดโรคมา

http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%9D-%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%99-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0-%E0%B8%9D%E0%B9%89%E0%B8%B2-%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81
http://haamor.com/th/%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%94%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%88
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
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จากแหล่งใด ถึงแม้ว่ามีการตรวจพบเชื้อไวรัสที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่ใกล้เคียงกับเชื้อ MERS-CoV 
ในค้างคาว [17] แต่ยังไม่มีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่มากพอในการที่จะชี้ชัดถึงความเชื่อมโยง
ระหว่างเชื้อ MERS-CoV กับค้างคาวหรือสัตว์ชนิดอ่ืน เช่นเดียวกัน แม้จะมีการพบเชื้อไวรัสโคโรนา 
หรือไวรัสที่มีความคล้ายคลึงกันมากกับไวรัสโคโรนาอยู่ในตัวอูฐ ก็ยังมีความจ าเป็นที่จะต้องมี
การศึกษาเพ่ิมเติม เพ่ือให้ทราบว่าไวรัสที่พบนี้เป็นไวรัสสายพันธุ์เดียวกันกับที่พบในมนุษย์หรือไม่ มี
การตีพิมพ์ผลการตรวจพบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ MERS-CoV หรือเชื้อไวรัสที่คล้ายกันในเลือดอูฐ
หลายตัวอย่าง [50, 51] เลือดอูฐที่ตรวจพบในการศึกษาดังกล่าวมาจากการเก็บตัวอย่างในประเทศ
โอมาน ซ่ึงเป็นพ้ืนที่ท่ียังไม่มีรายงานการติดเชื้อ MERS-CoV การค้นพบจากการศึกษานี้บ่งบอกได้ว่า
เชื้อ MERS-CoV หรือเชื้อไวรัสโคโรนาที่มีความใกล้เคียงกันกับเชื้อ MERS-CoV ที่พบในมนุษย์นั้นมี
การแพร่กระจายอยู่ในฝูงของอูฐ แต่การที่จะยืนยันได้ว่าเชื้อ MERS-CoV ที่ตรวจพบในอูฐเป็นสาเหตุ
ของการเกิดโรคในคนนั้น ต้องมีการยืนยันด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเพ่ือแยกเชื้อไวรัสและเปรียบเทียบ
ลักษณะพันธุกรรมของเชื้อที่พบในคนและสัตว์ จนถึงขณะนี้เชื้อ MERS-CoV สามารถพบและแยกเชื้อ
ได้เฉพาะที่พบในคนเท่านั้น การศึกษาตรวจพบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ MERS-CoV ในอูฐที่พบใน
ประเทศโอมานนั้นเป็นหลักฐานการบ่งชี้ถึงขอบเขตการแพร่กระจายของเชื้อ MERS-CoV ซ่ึงเป็น
ปัจจัยทางสถานที่มากกว่าที่จะบ่งบอกว่าสัตว์ใดเป็นแหล่งรังโรค (reservoir) ของเชื้อ MERS-CoV 

[52] 

 

ภาพท่ี 5: การด าเนินของโรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อ HCoV [53] 

จากการศึกษาเก่ียวกับระบาดวิทยาของเชื้อ HCoV ในประเทศไทยที่ผ่านมาพบว่าการระบาด
ของเชื้อไวรัสโคโรนา ในคนจะเกิดในช่วงฤดูหนาวและช่วงต้นของฤดูใบไม้ผลิเป็นเวลาหลายเดือน 
รูปแบบการติดเชื้อส่วนใหญ่ในแต่ละช่วงของการระบาดจะสลับกันไปทุกๆ 2-3 ปีจากกลุ่มไวรัส 229E 
และ OC43  ส าหรับในปีที่พบอัตราการติดเชื้อสูงนั้นพบว่ามีสาเหตุมาจากการระบาดของทั้งกลุ่ม 
229E และ OC43 มีเพียงบางโอกาสเท่านั้นที่พบการระบาด โดยมีสาเหตุจากเชื้อไวรัสโคโรนาสาย
พันธุ์อ่ืนๆ [8] ส าหรับโรคหวัดที่มีสาเหตุมาจากเชื้อจากไวรัสโคโรนานั้นพบประมาณ 10-30 % ของ
ผู้ปุวยที่เป็นไข้หวัด โดยสามารถพบเชื้อได้ในทุกกลุ่มอายุและอัตราการติดเชื้อในทุกกลุ่มอายุมีจ านวน
ใกล้เคียงกัน ซ่ึงแตกต่างจากการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจอันเนื่องมาจากเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน เช่น 
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RSV ที่พบการติดเชื้อมากในกลุ่มผู้ปุวยที่อายุน้อย และพบการติดเชื้อน้อยลงในกลุ่มผู้ปุวยที่อายุมาก
ขึ้น อาการของผู้ปุวยในช่วง 2-4 วันแรกอาจไม่ปรากฏหรือน้อยมาก และมีเพียงส่วนน้อยเท่านั้นที่พบ
อาการติดเชื้ออย่างรุนแรงในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างทั้งในเด็กเล็กและผู้สูงอายุ อย่างไรก็ตามไม่
มีความแตกต่างของพยาธิสภาพจากการติดเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ต่างๆ ส าหรับการติดเชื้อซ้ าอาจ
เกิดขึ้นได้ภายใน 4 เดือน ภายหลังการติดเชื้อครั้งแรก ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าภูมิคุ้มกันที่เกิดจากการติด
เชื้อครั้งแรกสามารถปูองกันการติดเชื้อได้เพียง 4 เดือนเท่านั้น แม้ว่าประชากรบางรายที่มีภูมิคุ้มกันสูง
ภายหลังจากการติดเชื้อครั้งแรกแต่การติดเชื้อซ้ าจากสายพันธุ์เดิมหรือสายพันธุ์อ่ืนสามารถเกิดขึ้นได้
เป็นปกติ นอกจากนี้ภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อไวรัสโคโรนาแต่ละกลุ่มไม่สามารถปูองกันการติดเชื้อจาก

กลุ่มอ่ืนได้ [30] 

ลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ป่วยท่ีติดเชื้อไวรัสโคโรนา 
 ลักษณะอาการของผู้ปุวยที่ติดเชื้อไวรัสโคโรนาจะท าให้เกิดอาการของระบบทางเดินหายใจ
ส่วนบน (ยกเว้นไวรัสที่ท าให้เกิด SARS และ MERS-CoV) ซ่ึงส่วนใหญ่คืออาการของโรคหวัดทั่วๆไป 
โดยเฉลี่ยแล้ว ผู้ที่ปุวยเป็นโรคหวัดมีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสโคโรนาประมาณ 10-30 % ในผู้ปุวยบาง
รายเชื้ออาจท าให้เกิดอาการของกล่องเสียงและหลอดลมอักเสบได้ หากเป็นผู้สูงอายุ เด็กทารก ผู้ที่มี
ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง หรือผู้ที่มีโรคเรื้อรังของปอดและโรคหัวใจ[54] เชื้อไวรัสอาจท าให้เกิดอาการ
ของระบบทางเดินหายใจส่วนล่างได้ ได้แก่ หลอดลมฝอยอักเสบ หรือปอดอักเสบ นอกจากนี้เชื้ออาจ
ท าให้เกิดกระเพาะอาหารอักเสบ และล าไส้อักเสบร่วมด้วย [1] ส าหรับเชื้อไวรัสโคโรนาที่ท าให้เกิด 
SARS นั้น จะท าให้เกิดอาการของปอดอักเสบที่รุนแรง มีโอกาสเกิดภาวะหายใจล้มเหลวได้มาก ส่วนผู้
ที่ติดเชื้อ MERS-CoV นั้นมีอาการของปอดอักเสบเช่นกัน [24] และมีความรุนแรงเทียบเท่ากับผู้ปุวยที่
เป็น SARS นอกจากนี้ยังมีอาการไตวายร่วมด้วย แต่เนื่องจากไม่มีการระบาดของโรคเป็นวงกว้างแบบ 

SARS แสดงว่าเชื้อสายพันธุ์ใหม่นี้ มีการติดต่อกันยากกว่า SARS แต่มีอัตราการเสียชีวิตที่สูงกว่า 

 เม่ือเชื้อ HCoV เข้าสู่ร่างกายจะใช้ระยะเวลาในการฟักตัวของโรคประมาณ 2-4 วัน เม่ือมี
อาการของโรคจะมีเชื้อไวรัสปะปนออกมากับสารคัดหลั่งของระบบทางเดินหายใจ การสร้างอินเตอร์-
เฟอรอน interferon จะเกิดขึ้นหลังจากการติดเชื้อไวรัส ส่วนแอนติบอดี (antibody) จะเกิดตามมา
หลังจากปริมาณไวรัสเริ่มลดลง [55] บางครั้งอาจนานถึง 14 วัน อาการแสดงของโรคเริ่มจากการมีไข้  
เหนื่อยล้า ปวดหัว ปวดเม่ือยกล้ามเนื้อ ไม่มีอาการจาม หรือน้ ามูกไหล ในบางรายอาจมีอาการ
ท้องเสียถ่ายเป็นน้ าร่วมด้วย [56] หลังจากนั้น 2-7 วัน จะมีอาการไอแห้ง ๆ และอาการปอดบวม
ตามมา ประมาณ 10-20% ของผู้ปุวยจะมีอาการของโรครุนแรงและบางรายอาจถึงแก่ชีวิตได้ โดย
อัตราการตายอยู่ในช่วง 14-15% ของผู้ปุวยทั้งหมด ผู้ปุวยที่มีอายุน้อยกว่า 24 ปีจะมีอัตราการตาย
น้อยกว่า 1% ในขณะที่ผู้ปุวยที่มีอายุมากกว่า 65 ปีอัตราการตายจะมากกว่า 50 % อย่างไรก็ตาม
สาเหตุของปรากฏการณ์ดังกล่าวยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด นอกจากนี้อาการของโรคที่เกิดในเด็กจะ
รุนแรงน้อยกว่าผู้ใหญ่ ตลอดจนปริมาณเชื้อไวรัสและความสามารถในการติดเชื้อ (degree of 
infectivity) ในเด็กจะต่ ากว่าในผู้ใหญ่ แต่ถ้าหากเกิดการติดเชื้อในเด็กที่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี อาจท าให้
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http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%A1
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
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ความรุนแรงของอาการติดเชื้อนั้นมากขึ้นด้วยเนื่องจากเด็กในวัยนี้มีภูมิต้านทานที่ต่ า ส าหรับในผู้ใหญ่
พบว่าปริมาณไวรัสในช่วงแรกจะยังต่ าอยู่และจะขึ้นสูงสุดในสัปดาห์ที่สองของการปุวย นอกจากนี้ยัง
พบว่าปริมาณไวรัสจะแปรผันตามความรุนแรงของอาการ [15, 57] ส่วนอาการของผู้ปุวยที่ติดเชื้อ 
MERS-CoV พบว่าอาการของผู้ปุวยเริ่มต้ังแต่ ไม่มีอาการ มีอาการเพียงเล็กน้อย จนถึงอาการรุนแรง 
ส าหรับผู้ปุวยที่ไม่แสดงอาการ หรือ  มีอาการเพียงเล็กน้อย (Asymptomatic or mild case) พบได้
ร้อยละ 13.5 ผู้ปุวยมักมาด้วยอาการไข้สูงมากกว่า 38 ºC มีอาการไอ หอบและหายใจเร็วมากกว่า 28 
ครั้งต่อนาที Oxygen saturation น้อยกว่าร้อยละ 90 ในรายที่อาการรุนแรง พบว่าผู้ปุวยจะมีอาการ
ทรุดลงอย่างรวดเร็วภายใน 1 สัปดาห์ ผู้ปุวยอาจมีลักษณะของกลุ่มอาการระบบทางเดินหายใจ
ล้มเหลวเฉียบพลันอย่างรุนแรง (Severe Acute Respiratory Distress Syndrome) ตามความ
รุนแรงของภาวะขาดออกซิเจน จากข้อมูลการวิเคราะห์อาการของผู้ปุวยโดย Centers for Diseases 
Control and Prevention ประเทศสหรัฐอเมริกา ในผู้ปุวย 47 ราย พบอาการไข้ร้อยละ 98 ร่วมกับ
อาการไอ หอบ ร้อยละ 72 นอกจากนี้ยังพบผู้ปุวยที่มีอาการของระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงพบได้ร้อยละ 
26 โดยอาการส่วนใหญ่ที่ปรากฏได้แก่ คลื่นไส้ อาเจียน ถ่ายเหลวเป็นต้น ส าหรับลักษณะอาการที่
ส าคัญคือในผู้ปุวยที่มีระบบภูมิคุ้มกันต่ าจะมีอาการไตวายร่วมด้วย [35, 58] จึงท าให้เป็นสาเหตุของ
การเสียชีวิตที่สูง จากการศึกษาในอาสาสมัครและผู้ติดเชื้อ HCoV ตามธรรมชาติ สามารถตรวจพบ
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อได้ทั้งในซีรั่มและสารคัดหลั่งจากจมูก (nasal secretion) แอนติบอดีที่
เกิดขึ้นส่วนใหญ่จะมีความจ าเพาะต่อ S glycoprotein และมีคุณสมบัติเป็นแอนติบอดีที่มี
ความสามารถในการลบลางฤทธิ์ (neutralizing antibodies) สามารถท าลายการติดเชื้อได้ อย่างไรก็
ตามเนื่องจากแอนติบอดีที่เกิดขึ้นจะลดลงตามระยะเวลา รวมถึงไวรัสชนิดนี้มีความหลากหลายของ

สายพันธุ์พอสมควรจึงเป็นเหตุให้สามารถพบการติดเชื้อซ้ า (reinfection) ได้เสมอ [48]  

การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการของเชื้อไวรัสโคโรนา 
 ไวรัสที่ท าให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจมีมากมายหลายชนิด อาการแสดงที่เหมือนหรือ
คล้ายคลึงกันอาจมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสต่างชนิดกันก็ได้ ดังนั้นการที่จะทราบได้ว่าอาการติดเชื้อ
เหล่านั้นเกิดจากการติดเชื้อ HCoV หรือไม่ จึงจ าเป็นต้องอาศัยการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ

เพ่ือทดสอบยืนยัน ซ่ึงมีอยู่หลายวิธีดังนี้ [3, 20, 31] 

1. การตรวจจากส่ิงส่งตรวจโดยตรง (Viral detection) สิ่งส่งตรวจที่ใช้ได้แก่ 
nasopharyngeal swab หรือ aspirate, tracheobronchial aspirate หรือ 
broncheoalveolar lavage อาจจะเป็น tracheal aspiration จากท่อช่วยหายใจซ่ึงจะเก็บ
ลงในน้ ายาเก็บตัวอย่าง (viral transport media, VTM) สิ่งส่งตรวจที่ได้มาจะน ามาท าการ
ปั่นเพ่ือเอาเซลล์ท่ีมีอยู่ในสิ่งส่งตรวจมาปูายลงบนแผ่นสไลด์ แล้วย้อมด้วยแอนติบอดี 
(antibody) ที่จ าเพาะเพ่ือตรวจหาแอนติเจน (antigen) ของเชื้อไวรัสด้วยเทคนิค 

immunofluorescence assay (IFA) วิธีนี้จัดเป็นวิธีที่ให้ผลการตรวจวินิจฉัยได้รวดเร็ว  
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2. การเพาะเล้ียงและพิสูจน์เชื้อ (Viral isolation) สิ่งส่งตรวจสามารถน ามาเพาะเลี้ยงใน
เซลล์เพาะเลี้ยงที่เหมาะสม HCoV ที่ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจค่อนข้างจะเพาะเลี้ยง
ล าบากโดยเฉพาะ สายพันธุ์ OC43 ต้องท าการเพาะเลี้ยงใน organ culture จาก human 
embryonic trachea ซ่ึงจะให้ความไวในการเพาะเลี้ยงมากที่สุด แต่การเตรียม culture 
ดังกล่าวค่อนข้างยุ่งยาก เช่น ในกรณีของ SARS ที่แยกได้จากห้องปฏิบัติการของศูนย์ควบคุม
โรคของสหรัฐอเมริกาซ่ึงเป็นหนึ่งของเครือข่ายห้องปฏิบัติการขององค์การอนามัยโลกใช้ 
Vero และ FRhk-4 cell lines ในการเพาะเลี้ยงหาเชื้อสาเหตุ เชื้อไวรัสที่เพาะเลี้ยงได้จะ

น าไปท าการพิสูจน์ด้วยวิธีการอ่ืน ๆ ต่อไป เช่น การดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน เป็นต้น  

3. การใช้เทคนิค reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) สิ่ง
ส่งตรวจสามารถน ามาสกัดแยก RNA เพ่ือเปลี่ยนสารพันธุกรรมจาก RNA เป็น cDNA โดยใช้
วิธี reverse transcription จากนั้นท าการเพ่ิมจ านวนของสารพันธุกรรมโดยอาศัยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction PCR) วิธีการนี้มีความสะดวก 

ปลอดภัยกว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อ ตลอดจนให้ผลเร็วกว่า และสิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายน้อยกว่ามาก 

4. การตรวจทางน้ าเหลืองวิทยา (Serology) การตรวจหาหรือการตรวจเปรียบเทียบระดับ 
(titer) ของแอนติบอดีจ าเพาะในซีรั่มของผู้ปุวยในช่วง acute และ convalescent ด้วย
เทคนิคทางน้ าเหลืองวิทยาแบบต่างๆ เช่น Immunofluorescence, ELISA, Western blot 
และ neutralization test ปัญหาส าคัญของการใช้การตรวจทางน้ าเหลืองวิทยาส าหรับ 
SARS ก็คือ อาจเกิดปฏิกิริยาข้ามระหว่างเชื้อ HCoV โดยเฉพาะอย่างยิ่งระหว่าง SARS-CoV 
กับ HCoV-229E อย่างไรก็ตามการตรวจทางด้านน้ าเหลืองวิทยาจัดเป็นวิธีการที่มีประโยชน์
ในการช่วยวินิจฉัยเป็นอย่างมาก 

 ดังนั้นในด้านการตรวจสอบ การเฝูาระวังการระบาดของเชื้อ MERS-CoV จึงต้องอาศัยความ
ร่วมมือของเจ้าหน้าที่ด้านการแพทย์และสาธารณสุข เพ่ือตรวจสอบผู้ปุวยที่สงสัยว่ามีการติดเชื้อ 
MERS-CoV นี้ จะช่วยให้สามารถตรวจพบการเข้ามาของเชื้อ MERS-CoV ได้อย่างทันท่วงทีและจ ากัด

วงการแพร่ระบาดได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

อุบัติการณ์ของโรค 
 เชื้อไวรัสโคโรนาที่ก่อโรคในคนสามารถก่อให้เกิดโรคได้ในทุกกลุ่มอายุ แต่กลุ่มอายุที่มีการติด
เชื้อ HCoV มากที่สุดได้แก่เด็กที่มีช่วงอายุต้ังแต่แรกเกิดจนถึง 5 ปี และในผู้สูงอายุที่มีอายุมากกว่า 65 
ปี มีอัตราเสี่ยงสูงที่จะติดเชื้อและมีอาการของโรคที่รุนแรง [59] แต่โดยส่วนมากแล้วการติดเชื้อ 
HCoV อาการของโรคจะสามารถหายได้เองหากสายพันธุ์ท่ีติดเชื้อไม่รุนแรงหรือมีอาการแสดงเพียง
เล็กน้อย ส่วนการระบาดของเชื้อ HCoV นั้นสามารถตรวจพบเชื้อได้ตลอดทั้งปี แต่พบว่ามีความชุก
มากในช่วงฤดูหนาวถึงต้นฤดูใบไม้ผลิ [60] ส าหรับความชุกของเชื้อ HCoV ที่เกิดขึ้นในประเทศต่างๆ 

นั้นได้แสดงรายละเอียดไว้ในตารางที่ 2  
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ตารางท่ี 2: ความชุกของเช้ือ HCoV ในประเทศต่างๆ 

ประเทศ 
Genotype ท่ี

ศึกษา 
วิธีทดสอบ ความชุก (%) 

ปีท่ีทดสอบ 

(ค.ศ.) 
เอกสารอ้างอิง 

ฮ่องกง 

HCoV-HKU1 
HCoV-OC43 
HCoV-229E 
HCoV-NL63 

RT-PCR 

0.3 
1.3 
0.1 
0.4 

2004-2005 [61] 

สหรัฐอเมริกา 

HCoV-HKU1 
HCoV-OC43 
HCoV-229E 
HCoV-NL63 

RT-PCR 

0.1 
2.0 
0.6 
2.2 

2004-2005 [7] 

จีน 

HCoV-HKU1 
HCoV-OC43 
HCoV-229E 
HCoV-NL63 

RT-PCR 

0.2 
0.6 
0.2 
0.1 

2005-2009 [62] 

ฮ่องกง HCoV-HKU1 Real-Time PCR 2.5 2007-2008 [63] 

ญี่ปุุน 
HCoV-OC43 
HCoV-NL63 

RT-PCR 
2.0 
1.4 

2010-2011 [64] 

อังกฤษ 

HCoV-HKU1 
HCoV-OC43 
HCoV-229E 
HCoV-NL63 

Multiplex Real-
Time PCR 

0.5 
0.8 
0.3 
0.6 

2006-2009 [8] 

ไทย 

HCoV-HKU1 
HCoV-OC43 
HCoV-229E 
HCoV-NL63 

RT-PCR 

1.2 
4.6 
1.0 
1.1 

2003-2005 [12] 
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การรักษาและป้องกัน 

 การดูแลตนเองและการป้องกันการติดเชื้อไวรัสโคโรนา [25] 

1. การปูองกันการติดเชื้อไวรัสโคโรนา ใช้หลักการเดียวกันกับการปูองกันการติดเชื้อโรคต่างๆ 
ที่มากับระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ หลีกเลี่ยงการเข้าไปอยู่ในที่แออัด ผู้คนหนาแน่น อากาศ
ถ่ายเทไม่สะดวก หากจ าเป็นต้องเข้าไป ควรสวมหน้ากากอนามัย ปูองกันตนเองจากการ
สัมผัสกับละอองน้ ามูก น้ าลาย จากผู้อ่ืน ล้างมือบ่อยๆ ด้วยสบู่หรือน้ ายาล้างมือโดยเฉพาะ
ก่อนรับประทานอาหาร หรือก่อนปรุงอาหาร รักษาสุขภาพให้แข็งแรงโดยการออกก าลังกาย
สม่ าเสมอ กินอาหารที่มีประโยชน์ 5 หมู่ให้ครบถ้วน พักผ่อนให้เพียงพอ เป็นต้น ซ่ึงทั้งหมดที่

กล่าวมา คือ การรักษาสุขอนามัยพ้ืนฐาน (สุขบัญญัติแห่งชาติ) 

2. ผู้ปุวยที่อาการไม่รุนแรงและไม่ได้เข้ารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลควรพักอยู่กับบ้านและ
ปูองกันการแพร่เชื้อสู่คนใกล้ชิด โดยการใช้ผ้าปิดปากปิดจมูก (หน้ากากอนามัย) ใช้ช้อนกลาง

กินอาหาร แยกของใช้ส่วนตัว และควรแยกห้องนอน จนกระทั่งอาการหายสนิท 

3. ส าหรับโรคติดเชื้อ MERS-CoV คาดว่าการแพร่กระจายของเชื้อเกิดขึ้นได้ยากมาก ทั้งนี้
เนื่องจากมีการพบผู้ปุวยเพียงแค่ประเทศในแถบตะวันออกกลางเท่านั้น แต่บุคลากรทาง
การแพทย์ที่ต้องดูแลรักษาผู้ปุวยต้องมีการปูองกันและดูแลรักษาตัวเองให้ดี เนื่องจากมี

รายงานการติดเชื้อของบุคลากรทางการแพทย์ที่ดูแลผู้ปุวยที่ติดเชื้อ MERS-CoV แล้ว 

4. ปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนส าหรับปูองกันการติดเชื้อไวรัสโคโรนา 

 

 

 

 

 

http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://haamor.com/th/%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81
http://haamor.com/th/%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AA%E0%B8%B8%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%90%E0%B8%B2%E0%B8%99
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%9E%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%A5
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%88
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%9D-%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%99-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0-%E0%B8%9D%E0%B9%89%E0%B8%B2-%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%84%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
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แนวทางการรักษาหากเกิดการติดเชื้อไวรัสโคโรนา [1] 

ปัจจุบันยังไม่มียาส าหรับรักษาผู้ปุวยที่ติดเชื้อไวรัสโคโรนาโดยเฉพาะ ดังนั้นการรักษาจึงท าได้
เพียงแค่ประคับประคองตามอาการ และการรับตัวไว้รักษาในโรงพยาบาลขึ้นอยู่กับความรุนแรงของ
อาการ และสภาพร่างกายของผู้ปุวย การรักษาประคับประคองตามอาการ ได้แก่ การให้ยาลดไข้ ยา
แก้ปวด ยาแก้ไอ ยาบรรเทาอาการเจ็บคอ ยาลดน้ ามูก การให้ออกซิเจนในผู้ปุวยที่หอบเหนื่อย และ
การใส่เครื่องช่วยหายใจในผู้ที่เกิดภาวะหายใจล้มเหลว เป็นต้น นอกจากนี้ผู้ปุวยควรด่ืมน้ าให้มาก 
หากร่างกายผู้ปุวยมีภาวะขาดน้ า แพทย์จะให้สารน้ าและเกลือแร่ทางหลอดเลือด ส าหรับในกรณีของ
ผู้ปุวย SARS หรือผู้ปุวยที่ติดเชื้อ MERS-CoV ไม่ว่าจะมีอาการรุนแรงมากน้อยอย่างไร ผู้ปุวยจะต้อง
ถูกแยกตัวออกจากบุคคลอ่ืนเพ่ือปูองกันการแพร่กระจายของเชื้อและท าการรักษาตามอาการของโรค 
ในส่วนของยาต้านไวรัสส าหรับ MERS-CoV นั้นปัจจุบันยังไม่มีข้อมูลในส่วนนี้ เนื่องจาก MERS-CoV 

เป็นเชื้อที่เพ่ิงอุบัติขึ้นมาใหม่ ยังไม่มีรายงานการใช้ยาเฉพาะในการรักษาที่ชัดเจน 

 

การเพ่ิมจ านวนของสารพันธุกรรมโดยอาศัยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction : PCR) [65] 

Polymerase Chain Reaction (PCR) หรือมีอีกชื่อเรียกว่า In vitro enzymatic gene 
amplification ถูกค้นพบโดย Kary Mullis ในปี 1986 เป็นเทคนิคการเพ่ิมขยายปริมาณชิ้นส่วนของ
ดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ในการเพ่ิมขยายปริมาณดีเอ็นเอ อาศัยคุณสมบัติของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิ
เมอร์เรส (DNA polymerase) ที่มีความสามารถในการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอให้ยาวขึ้น โดย
จ าเป็นต้องอาศัยองค์ประกอบต่างๆ ดังนี้คือ ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ (DNA template), thermostable 
DNA polymerase, deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทั้งสี่ชนิด, 
oligonucleotide primers, บัฟเฟอร์ที่เหมาะสม ปฏิกิริยาการสังเคราะห์จะเกิดต่อเนื่องซ้ ากันเป็น

วงจรลูกโซ่ โดยในแต่ละรอบ (Cycle) ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน (ภาพที่ 6) คือ 

 

 

 

http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA/
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%9E%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%A5
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%82%E0%B9%89/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B9%89%E0%B8%9B%E0%B8%A7%E0%B8%94-%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5
http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B9%89%E0%B8%9B%E0%B8%A7%E0%B8%94-%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%87%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%AD
http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B9%89%E0%B9%81%E0%B8%9E%E0%B9%89/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AB%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%88%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7
http://haamor.com/th/%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0%E0%B8%82%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%98%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B8/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%9D-%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%99-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0-%E0%B8%9D%E0%B9%89%E0%B8%B2-%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%A7/
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1. ขั้นตอน Denaturation เป็นขั้นตอนการแยกเกลียวคู่ของดีเอ็นเอแม่พิมพ์ให้เป็นสายเด่ียว 

โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 90-95 ºC  

2. ขั้นตอน Annealing เป็นขั้นตอนเพ่ือให้ Primer สามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอแม่พิมพ์สาย

เด่ียวตรงบริเวณล าดับนิวคลีโอไทด์คู่สมโดยการลดอุณหภูมิลงมาที่ 50-60 ºC  

3. ขั้นตอน Extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่ต่อออกจาก Primer 

ในทิศทางจาก 5ไป 3 อุณหภูมิในขั้นนี้จะขึ้นอยู่กับชนิดของเอนไซม์ที่น ามาใช้ในการท าปฏิกิริยา 

เช่น หากใช้ Taq DNA polymerase อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 70-75 ºC 

การสังเคราะห์จะด าเนินตามล าดับ 3 ขั้นตอน ซ้ ากันเป็นจ านวน 30-40 รอบ ท าให้ได้

ผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) เป็นดีเอ็นเอสายใหม่เพ่ิมขึ้นเป็นจ านวนมาก 

 

  
ภาพท่ี 6: ขั้นตอนการเพ่ิมสารพันธุกรรมโดยวิธี PCR [66] 
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Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

RT-PCR หรือ RNA–PCR เป็นเทคนิคการเพ่ิมขยายปริมาณ RNA ที่ประกอบด้วยสอง
ปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยา reverse transcription เป็นการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอคู่สม 
(complementary DNA, cDNA) จากแม่พิมพ์อาร์เอ็นเอโดยอาศัยเอนไซม์ reverse transcriptase 
(RT) และปฏิกิริยา PCR โดยใช้ cDNA ที่สร้างขึ้นเป็นแม่พิมพ์ (ภาพที่ 7)  

 

ภาพท่ี 7: ขั้นตอนการเพ่ิมสารพันธุกรรมโดยวิธี RT-PCR [67] 
 

รูปแบบการท า RT-PCR  

ในการท า RT-PCR สามารถท าได้ 2 รูปแบบ คือ   

 1. แบบสองขั้นตอน (Two-step RT-PCR) ในขั้นตอนแรกเป็นขั้นตอนท า reverse 
transcription เพ่ือสังเคราะห์สาย cDNA ในขั้นตอนที่สอง cDNA ที่ได้จากหลอดทดลองในปฏิกิริยา
แรกทีท่ า reverse transcription จะถูกน ามาใช้ในการท า PCR ต่อในหลอดทดลองที่สอง  

2. แบบขั้นตอนเดียว (One-step RT-PCR) RT-PCR แบบนี้ทั้งปฏิกิริยา reverse 
transcription และ PCR จะเกิดต่อเนื่องภายในหลอดทดลองเดียวกัน primers ที่ใช้ในปฏิกิริยา 

reverse transcription จะต้องใช้ gene-specific primers เท่านั้น  



 
 

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 
 การวิจัยในครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงพรรณนา ณ จุดเวลาใดเวลาหนึ่งแบบตัดขวาง (Descriptive 
Cross-sectional study) โดยการวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาและอนุมัติโดยคณะกรรมการจริยธรรม 
จากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Ethics Committee of the hospital and 

Faculty of Medicine, Chulalongkorn University) หมายเลข IRB 388/56 

ประชากรศึกษา 
 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษานี้เป็น nasopharyngeal aspirate, (NPA) ,nasopharyngeal 
swab, (NPS) และ nasal swab จากผู้ปุวยซึ่งปุวยด้วยโรคเก่ียวกับระบบทางเดินหายใจ โดยตัวอย่าง

ทั้งหมดถูกส่งมาตรวจเพ่ือวินิจฉัยโรคที่เก่ียวกับทางเดินหายใจซ่ึงมาจากสถานที่ต่างๆ คือ 

- ผู้ปุวยแผนกกุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โรงพยาบาลสิรินธร และ
โรงพยาบาลชลบุรี ซ่ึงอยู่ในรูปแบบของตัวอย่าง nasopharyngeal aspirate จ านวน 
637 ตัวอย่าง โดยท าการเก็บตัวอย่างต้ังแต่เดือนมกราคมปี ค.ศ. 2012 ถึงเดือนธันวาคม
ปี ค.ศ. 2013 แบ่งได้เป็น 

ตัวอย่างจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และโรงพยาบาลสิรินธร จ านวน 505 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างจากโรงพยาบาลชลบุรี จ านวน 132 ตัวอย่าง 

- โรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น และโรงพยาบาลในเครือบางปะกอกซ่ึงอยู่ในรูปแบบ
ของตัวอย่าง nasal swab ที่มีการเก็บตัวอย่างต้ังแต่เดือนมกราคมปี ค.ศ. 2012 ถึงเดือน
ธันวาคมปี ค.ศ. 2013 จ านวน 4,621 ตัวอย่างโดยเป็นตัวอย่างที่เหลือเก็บจากงานตรวจ
วินิจฉัยเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ใหม่ 2009 (Influenza pH1N1) ซ่ึงเป็นงานบริการ
ตรวจประจ าวันของทางศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย แบ่งได้เป็น 

ตัวอย่างจากโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น จ านวน 1,833 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างจากโรงพยาบาลในเครือบางปะกอก จ านวน 2,788 ตัวอย่าง 

- โรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น ซ่ึงอยู่ในรูปแบบของตัวอย่าง nasopharyngeal 
swab ที่มีการเก็บตัวอย่างต้ังแต่เดือนพฤษภาคมถึงเดือนธันวาคมปี ค.ศ. 2013 จ านวน 
575 ตัวอย่าง 
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 โดยตัวอย่างทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษานี้รวมทั้งสิ้น 5,833 ตัวอย่าง ถูกเก็บในรูปแบบนิรนาม
เพ่ือปูองกันไม่ให้เกิดความเสื่อมเสียและเพ่ือปกปูองสิทธิของผู้ปุวย 
 
ขนาดของประชากรตัวอย่าง  

จ านวนตัวอย่างค านวณจากสมการ Cochran’s samples size formula 
 
 
โดยที่   n คือ จ านวนตัวอย่าง 

Z คือ ค่า alpha ที่ระดับความเชื่อถือที่ 95 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นเท่ากับ 1.96  
p คือ อัตราความชุกของ HCoV ในการศึกษาก่อนหน้านี้ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 0.40 [12] 

q คือ 1-p 

d คือ ค่าความผิดพลาด เท่ากับ 0.05×0.40 
เม่ือแทนค่าต่างๆ ในสมการแล้วจะได้จ านวนตัวอย่างเท่ากับ 2,305 ตัวอย่างซ่ึงเป็นจ านวน

ตัวอย่างที่น้อยที่สุดที่จะเป็นตัวแทนที่เหมาะสมในการศึกษานี้ จึงจะประมาณค่าร้อยละโดยมีความ
ผิดพลาดไม่เกินร้อยละ 5 อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้สามารถเก็บตัวอย่างได้ทั้งสิ้นรวม 5,833 
ตัวอย่าง และจะท าการศึกษาจากตัวอย่างทั้งหมด 

 
เครื่องมือและวัสดุท่ีใช้ในงานวิจัย    
 1. เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1.1 Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Pyrex, USA) 
1.2 Cuvett: 5 µl, 10 µl (MiralBio, Japan) 
1.3 Cylinder: 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Pyrex, USA)  
1.4 Flask: 250 ml (Pyrex, USA) 
1.5 Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml และ 1.5 ml (Axygen, USA) 
1.6 Parafilm (American Nation Can, USA) 
1.7 Pipette tip: 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (Axygen, USA) 
1.8 Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 
1.9 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Duran, USA) 
1.10 Stirring-magnetic bar 

Z2pq 
d2 

n = 
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2. อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
2.1 Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 
2.2 Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl), P20 (5-

20 µl),    P100 (20-100 µl) และ P1000 (100-1,000 µl) (Eppendorf, 
Germany) 

2.3 Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 
2.4 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
2.5 Combs (Bio-RAD, Hercules, California) 
2.6 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 
2.7 Freezer -20 °C (Sanyo, Japan) 
2.8 Freezer -70 °C (Forma Scientific, USA) 
2.9 Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 
2.10 Incubator (Memmert, Germany) 
2.12 Microcentrifuge 0.2 ml (Sprout, USA) 
2.13 Microcentrifuge 1.5 ml (Eppendorf, Germany) 
2.14 Microwave oven (Sanyo, Japan) 
2.15 Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
2.16 PCR Mastercycle personal (Eppendorf, Germany) 
2.17 pH meter (Mettler Toledo, Switzerland) 
2.18 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
2.19 Refrigerate microcentrifuge (Eppendorf, Germany) 
2.20 Refrigerator 4 °C (Mitsubishi, Japan) 
2.21 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 
2.22 UV transilluminator (Fotodyne, USA) 
2.23 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 
2.24 Water Purification equipment (Water pro PS, USA) 
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3. สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
3.1 สารเคมีส าหรับเก็บตัวอย่าง 

3.1.1 Dry cotton or polyester swab 
3.1.2 Polypropylene conical tube: 15 ml (AxyGen® Scientific) 
3.1.3 Phosphate Buffer Saline (BIO BASIC INC., NY, USA) 
3.1.4 Penicillin-Strepomycin (10,000 units/mL) (GIBCO., CA, USA) 

3.2 วัสดุและสารเคมีส าหรับการสกัด RNA 
3.2.1 HiYield TM Viral Nucleic Acid Extraction kit (RBC Bioscience Corp., 
Taiwan) 

3.3 สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการ Reverse Transcription หรือการเปลี่ยน RNA เป็น 
cDNA 
3.3.1 Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Sigma, Singapore) 
3.3.2 Improm-IITM Reverse transcriptase (Promega, USA) 
3.3.3 Random hexamer primer (Promega, USA) 
3.3.4 Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Promega, USA) 
3.3.5 RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, USA) 

3.4 สารเคมีส าหรับกระบวนการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมในบริเวณยีนที่จ าเพาะด้วยวิธี 
PCR 
3.4.1 5Prime Perfect TaqPlus Master Mix kit (5 prime GmbH, Germany) 

3.5 สารเคมีส าหรับการตรวจสอบผลการท า PCR ด้วยวิธี Agarose gel 
electrophoresis 
3.5.1 Agarose molecular grade (Promega, USA) 
3.5.2 Boric acid (USB, Hongkong) 
3.5.3 EDTA Tetrasodium Dihydrate (USB, Hongkong) 
3.5.4 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 
3.5.5 GeneRuler 100 base pair DNA ladder (Fermentas, MD, USA) 
3.5.6 Tris base Biotechnology Grade (USB, Hongkong) 

3.6 วัสดุและสารเคมีส าหรับการท าผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธ์ิ 
3.6.1 Agarose Gel Extract mini kit (5 prime GmbH, Germany) 

3.7 สารเคมีการท า DNA cloning และ Transformation ใน E.Coli  
3.7.1 Agar Bacteriological (GIBCO, NY, USA) 
3.7.2 FastPlasmid Mini (Eppendorf, Germany) 
3.7.3 IPTG (isopropylthio-β-galactoside) (Eppendorf, Germany) 
3.7.4 One Shot TOP10 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen, NY, 

USA) 
3.7.5 pGEM®-T Easy Vector System (Promega, CA, USA) 
3.7.6 Tryptone powder (BIO BASIC INC., NY, USA) 
3.7.7 X-Gal (Promega, CA, USA) 
3.7.8 Yeast Extract (GIBCO, NY, USA) 
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4. โปรแกรมส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลทาง Bioinformatic 
4.1 BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.1.3.0) 
4.2 Chromas Lite (version 2.1.1) 
4.3 EditSeq (DNA STAR, Madison, WI)  
4.4 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 6.05) 
4.5 Oligos primer design software (version 9.1) 
4.6 SeqMan TM II (version 6.0) 
4.7 Sequin (version 12.3) 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเก็บตัวอย่างท่ีใช้ในการวิจัย 
1.1. Nasopharyngeal aspirate (NPA)  
ส าหรับการเก็บ nasopharyngeal aspiration จะใช้อุปกรณ์ดังต่อไปนี้ คือ กระบอกส าหรับเก็บ

น้ าล้างโพรงจมูก หลอดยางส าหรับสอดเข้าโพรงจมูก และหลอดยางส าหรับต่อเข้ากับอุปกรณ์ที่ใช้ใน
การดูดโดยมีขั้นตอนการเก็บดังนี้ (ภาพที่ 8) 

 
ภาพท่ี 8: วิธีการเก็บ nasopharyngeal aspirate (NPA) [68] 

 

 ในขั้นแรกแพทย์หรือพยาบาลจะท าการฉีดน้ าเกลือประมาณ 3-4 มิลลิลิตรเข้าไปในโพรงจมูก 
จากนั้นจะท าการสอดอุปกรณ์ดังภาพที่ 8 แล้วท าการดูดน้ าล้างโพรงจมูกเข้าสู่กระบอกเก็บ จากนั้น
ตัวอย่างจะถูกเก็บใน viral transport media (VTM) ที่ประกอบด้วยสารละลาย PBS ที่มียาปฏิชีวนะ 
(Penicillin G (2×106 U/L), Streptomycin 200 mg/liter) หลังจากได้รับตัวอย่างแล้วจะท าการ
แบ่งตัวอย่างลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ด้วย pasteur pipette แล้วท าการเก็บ
ตัวอย่างที่ -70 °C เพ่ือรอการน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
 

1.2  Nasopharyngeal swab (NS) 
การท า nasopharyngeal swab อุปกรณ์ที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างคือไม้พันส าลี (cotton swab) 

โดยมีขั้นตอนพอสังเขปดังนี้ คือ (ภาพที่ 9) วัดระยะความลึกให้พอดี วัดไม้สวอบ (Nasopharyngeal 
swab) จากปลายจมูกถึงต่ิงหูของผู้ปุวย แล้วหักครึ่งให้ไม้พันส าลีท ามุม 90 องศา ให้ผู้ปุวยหายใจเข้า
ยาว 1 ครั้ง และหายใจออกเต็มที่ หลังจากนั้นกลั้นหายใจ สอดไม้พันส าลีเข้าไปในบริเวณโพรงจมูกของ
ผู้ปุวย ให้พยายามขยับทิศทางของไม้เล็กน้อยจนสอดเข้าได้ การสอดไม้พันส าลีควรสอดในทิศทางต้ัง
ฉากกับใบหน้าของผู้ปุวย จะท าให้สามารถสอดไม้พันส าลีเข้าจนสุดได้จากนั้นหมุนไม้ประมาณ 2-3 
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วินาที แล้วดึงไม้ออก จุ่มปลายไม้ลงใน viral transport media (VTM) ปิดหลอดเก็บตัวอย่างให้สนิท 
หลังจากนั้นจึงแบ่งตัวอย่างใส่ใน microcentrifuge tube เพ่ือน าไปสกัด RNA ส าหรับตัวอย่างที่เหลือ
จะถูกเก็บที่อุณหภูมิ -70 °C   

 

ภาพท่ี 9: วิธีการเก็บ nasopharyngeal swab (NPS) [69] 
 

 1.3 Nasal swab 
 การเก็บตัวอย่างในรูปแบบนี้จะต้องให้ผู้ปุวยแหงนหน้าขึ้นประมาณ 45 องศา วัดไม้ nasal 
swab จากปลายจมูกถึงบริเวณโพรงจมูกดังรูปที่ 10 สอดไม้ nasal swab เข้าจนถึงบริเวณโพรงจมูก
หมุนไม้ nasal swab โดยรอบประมาณ 3 วินาที แล้วดึงออก จุ่มปลายไม้ nasal swab ลงใน viral 
transport media (VTM) หลังจากนั้นจึงแบ่งตัวอย่างใส่ใน microcentrifuge tube เพ่ือน าไปสกัด 
RNA ส าหรับตัวอย่างที่เหลือจะถูกเก็บที่อุณหภูมิ -70 °C   

 
ภาพท่ี 10: วิธีการเก็บ nasal swab, (NS) [70] 
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2. การสกัดสารพันธุกรรมของไวรัส (RNA) 

 ตัวอย่างที่ได้จะน ามาท าการสกัด RNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรมส าเร็จรูป HiYield TM Viral 
Nucleic Acid Extraction kit (RBC Bioscience Corp., Taiwan) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

2.1 แบ่งตัวอย่างปริมาตร 200 µl ใส่ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml จากนั้นเติม VB lysis 
buffer 400 µl น าไป vortex แล้วท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นาที  

2.2 เติม 95% ethanol ปริมาตร 500 µl แล้วน าไป vortex  
2.3 แบ่งสารละลายที่ได้ใส่ลงใน VB column 600 µl จากนั้นน าไป centrifuge ที ่13,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวท้ิง  
2.4 ดูดสารละลายที่เหลือลงใน VB column ท าซ้ าขั้นตอนข้างต้นอีกครั้ง  
2.5 เติม W1 ปริมาตร 400 µl ลงใน VB column น าไป centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1  

นาที จากนั้นเทส่วนที่เป็นของเหลวท้ิง  
2.6 เติม Wash buffer ปริมาตร 600 µl ลงใน VB column น าไป centrifuge ที่ 13,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนที่เป็นของเหลวท้ิง  
2.7 น า VB column ไป centrifuge อีกครั้งเป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือให้สารละลายที่ตกค้างบน filter 

ตกลงใน collection tube ให้หมด 
2.8 น า VB column ใส่ลงใน microcentrifuge 1.5 ml อันใหม่ จากนั้นเติม RNase-free water 

หรือ DEPC ต้ังทิ้งไว้ 3 นาที แล้วจึงน าไป centrifuge  
2.9 เก็บ RNA ที่ได้ที่อุณหภูมิ -70 °C เพ่ือรอน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
 

3. การเปล่ียน RNA เป็น cDNA 
3.1. เตรียม microcentrifuge tube 1.5 ml จากนั้นเติม RNA 5 µl, DEPC 5 µl และ 

Random hexamer primer 1 µl ผสมให้เข้ากัน     
3.2. น าไป heat ที่ 70 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่ตัวอย่างในน้ าแข็งอีก 5 นาที แล้ว

น าไป spin down  
3.3. เติมสารละลาย Improm II mixture จานวน 12.5 µl ส าหรับเปลี่ยน RNA เป็น 

cDNA โดย Improm II mixture ประกอบด้วย  
 -  Distilled water (DW)      2.5 µl  
 -  3 mM MgCl2         2.5 µl  
 -  0.5 mM dNTPs        2.5 µl  
 -  1 µg/µl RNase inhibitor      0.5 µl  
 -  Reverse transcription buffer    3.5 µl  
 -  Reverse transcriptase         1 µl  
4. ต้ังทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (25 °C) 5 นาที เพ่ือให้ random hexamer primer เข้าไป

จับกับสาย RNA ของไวรัส (Annealing)  
5. น าไป Incubate ที่ 42 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมงเพ่ือให้มีการสังเคราะห์สาย cDNA 
(Extension)  
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6. น า cDNA ที่ได้ไป Heat ที่ 70 °C เป็นเวลา 15 นาทีเพ่ือ inactivate การท างานของ
เอนไซม์ reverse transcriptase แล้วน า cDNA ที่ได้ไปเก็บที่ -20 °C เพ่ือรอน าไปใช้
ในการทดลองต่อไป 

 

4. การตรวจสอบผลการสกัด RNA  
 การตรวจสอบผลการสกัดโดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH ซ่ึงเป็น house-
keeping gene ของมนุษย์ ด้วยวิธี PCR นั้นเพ่ือเป็นการตรวจสอบกระบวนการสกัด RNA ว่ามี
ประสิทธิภาพดีพอและสามารถสกัดสารพันธุกรรมได้หรือไม่ กระบวนการดังกล่าวเพ่ือปูองกันไม่ให้เกิด 
false negative หรือการเกิดผลลบปลอมขึ้น ส าหรับปริมาณสาร ไพรเมอร์ รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่
เหมาะสมในการท า PCR แสดงอยู่ในตารางที่ 3-5 จากนั้นตรวจสอบผลการท า PCR ด้วยวิธี agarose 
gel electrophoresis โดยปริมาณ agarose ในที่นี้จะใช้ 2% โดยมวลต่อปริมาตร จากนั้นน า
ผลิตภัณฑ์ PCR มาผ่านกระแสไฟฟูาโดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟูา 100 V เป็นเวลาประมาณ 40 นาที 
แล้วน าไปย้อมด้วย ethidium bromide แล้วท าการเทียบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้กับ 100-
1,000 base pair DNA ladder (DNA marker) ผ่านเครื่องฉายรังสีอัลตราไวโอเล็ต (UV-
Transluminator)  
 
ตารางท่ี 3: แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในท า PCR เพ่ือตรวจสอบ GAPDH 

Primer Sequence (5  to 3 ) Product size 

GAPDH_F112 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 
499 bp 

GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC 
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ตารางท่ี 4: แสดงปริมาณสารท่ีใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH 

สารเคมีท่ีใช้ ปริมาตร(µl) 
Nuclease free water 6 
2.5 X Master Mix (5 primes) 5 
GAPDH_F112 (10 µM) 0.25 
GAPDH_R603 (10 µM) 0.25 
cDNA template 1 
Total volume 12.5 

 
ตารางท่ี 5: แสดงสภาวะท่ีใช้ท า PCR เพ่ือดูการแสดงออกของ GAPDH  

PCR reaction อุณหภูมิ (ºC) เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94 3 นาที 1 
Denaturation 94 30 วินาที  

35 Annealing 55 30 วินาที 
Extension 72 40 วินาที 
Final extension 72 7 นาที 1 

 

5. การออกแบบไพรเมอร์ (Primer design) 
ในการศึกษานี้ได้ท าการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการตรวจหาเชื้อ HCoV จากสิ่งส่งตรวจ

ชนิดต่างๆ รวมถึงใช้ในการจ าแนกกลุ่มของเชื้อออกเป็น HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 
และ HCoV-HKU1 โดยจะท าการออกแบบไพรเมอร์ ส าหรับตรวจสอบยีน ดังนี้ 

 ยีน RdRp ซ่ึงเป็นส่วนหนึ่งใน ORF1b ในส่วน non-structural protein ของเชื้อ 
HCoV เนื่องจากบริเวณดังกล่าวมีความอนุรักษ์ (conserved region) ระหว่างสาย
พันธุ์ จึงถูกน ามาใช้ในการตรวจสอบเชื้อ HCoV ได้ทุกสายพันธุ์ [71, 72] 

 ยีน spike (S gene) เป็นช่วงที่มีความจ าเพาะของเชื้อ HCoV แต่ละสายพันธุ์ จึงนิยม
ใช้ในการระบุสายพันธุ์หรือจีโนไทป์ของเชื้อ HCoV  

ส าหรับวิธีการออกแบบขั้นแรกน าล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) ทั้งหมดของเชื้อ HCoV ทุก
สายพันธุ์ ได้แก่ NL63, 229E, OC43, HKU1, SARS และ MERS จากฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม 
(GenBank database) มาท าการจัดเรียง (alignment) ด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence 
Alignment Editor (version 7.1.3.0) เพ่ือจ าแนกเป็นบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) และ
บริเวณที่มีความหลากหลาย (variable region) จากนั้นเลือกบริเวณอนุรักษ์, (conserve region) มา
ท าการออกแบบไพรเมอร์ ส าหรับไพรเมอร์ที่มีคุณสมบัติที่ดีนั้นขนาดของนิวคลีโอไทด์ควรอยู่ที่
ประมาณ 17-28 นิวคลีโอไทด์ โดยจะต้องมีปริมาณ GC content ประมาณ 50-60% เพ่ือให้จับกับ 
DNA template ได้อย่างเสถียร นอกจากนี้บริเวณปลาย 3 ของไพรเมอร์ควรเป็น G หรอ C เพ่ือที่การ
สังเคราะห์ DNA สายใหม่เป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ ส าหรับค่า Tm หรือค่า melting temperature 
ของไพรเมอร์แต่ละคู่ (forward-reverse) ควรที่จะเท่ากันหรือใกล้เคียงกัน เพ่ือให้มีประสิทธิภาพของ
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การท า PCR ที่ดี โดยค่า Tm ที่เหมาะสมจะอยู่ที่ประมาณ 55-70 °C ส าหรับค่า Tm สามารถค านวณได้
ดังสมการนี้ 

Tm = 2 × (A+T) + 4 × (G+C) 

โดย annealing temperature ที่เหมาะสมจะอยู่ที่ค่า Tm -5 ºC 

 
ภาพท่ี 11: บริเวณของไพรเมอร์ท่ีออกแบบเพ่ือใช้ในงานวิจัย (ดัดแปลงมาจาก [71]) 

 จากข้อมูลดังกล่าวท าให้งานวิจัยนี้ได้ไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบ (screening) เชื้อ HCoV 
และไพรเมอร์ส าหรับจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ดังแสดงในตารางที่ 6 
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ตารางท่ี 6: แสดงรายชื่อและล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ในการศึกษา 

* RdRp gene primer ที่สอดคล้องกับต าแหน่งจาก GenBank accession number NC_002645 
* Primers ของ S gene genotype 229E: ที่สอดคล้องกับต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_002645 
* Primers ของ S gene genotype HKU1: ที่สอดคล้องกับต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_006577 
* Primers ของ S gene genotype NL63: ที่สอดคล้องกับต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_005831 
* Primers ของ S gene genotype OC43: ที่สอดคล้องกับต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_005147 
**SP6 ล าดับนิวคลีโอไทด์คือ ATTTAGGTGACACTATAG 
Universal degenerate code: Y=(C/T), R=(A/G), B=(C/G/T) และ N=(A/G/C/G) 

Gene Primer Genotype Sequence (5 to 3) Position* 
Size of PCR 

product 

RdRp 

SP6_CoV_16053_F** 

All 

ATTTAGGTGACACTATAGGGTTGG 
GAYTAYCCTAARTGTGA 

16053-16076 
454 bp 

CoV_16594_R TAYTATCARAAYAATGTCTTTATGTC 16568-16594 
CoV_Pan_16510_R TGATGATGGNGTTGTBTGYTATAA 16486-16510 

Spike 

HCoV_S229E_F1 

HCoV-229E 

GTGGGTGCACTACCTAAGAC 21116-21135 
1,057 bp HCoV_S229E_R1 CGTGGTTGAACAGCAATTATAGAACC 22244-22269 

HCoV_S229E_F2 GAGTTTGTTATTTCACGCACAGGAC 21143-21167 
HCoV_S229E_R2 CCATCTGCACAAACGCCAAAAC 22224-22245 

Spike 

HCoV_SHKU1_F1 

HCoV-HKU1 

TCACCTCTTAATTGGGAACGTA 21925-21904 
505 bp HCoV_SHKU1_R1 CATTAGAACAAGTGGTGCCAC 21141-21121 

HCoV_SHKU1_F2 GATTTGCAGTTGGGCAGTTCTGG 21745-21723 
HCoV_SHKU1_R2 AAAGGCATCAGGACTACAAA 21240-21221 

Spike 

HCoV_SNL63_F1 

HCoV-NL63 

GACACCACAATACCTTTTGG 19464-19445 
830 bp HCoV_SNL63_R1 CTGGTTGGTTACATGGTGTCAC 18450-18429 

HCoV_SNL63_F2 CATGTTAGCACTTTTGTGGGT 19392-19372 
HCoV_SNL63_R2 CCACCAGCAAGTGACTGGTTTG 18542-18521 

Spike 

HCoV_SOC43_F1 

HCoV-OC43 

GTCGGTGCCCTCTCCATTAAATT 22595-22573 
965 bp HCoV_SOC43_R1 GGCCGCAGAAACACGAC 21591-21575 

HCoV_SOC43_F2 AATATGAGCAGCCTGATGTC 22540-22521 
HCoV_SOC43_R2 CCGAAATAGCAATGCTGGTTC 21556-21536 
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6. การตรวจหาเชื้อ HCoV ด้วยวิธี semi-nested PCR 
น า cDNA ที่ได้ไปตรวจหาเชื้อ HCoV โดยท าการเพ่ิมปริมาณ cDNA ในบริเวณยีน RdRp ของ 

ORF1b ของไวรัสด้วย่วิธี semi-nested PCR ซ่ึงเป็นการท า PCR 2 รอบ โดยการท า PCR รอบแรกจะ
ใช้ไพรเมอร์ SP6_CoV_16053_F และ CoV_16594_R ส าหรับการตรวจสอบ HCoV ทุกสายพันธุ์
รวมทั้ง MERS-CoV ส่วนในการท า PCR รอบที่ 2 จะเปลี่ยนเฉพาะ reverse primer เป็น 

CoV_Pan_16510_R ส าหรับตรวจสอบ 

HCoV ทั้งห้าสายพันธุ์รวมทั้งการตรวจสอบกับสายพันธุ์ MERS-CoV โดยรายละเอียดของปริมาณ
สาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงในตารางที่ 7 และ 8 

ตารางท่ี 7: แสดงปริมาณสารต่างๆ ท่ีใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อ HCoV  

สารเคมีท่ีใช้ 
ปริมาตร (µl) PCR 1st PCR 2nd 

Rnase free water Rnase free water 6 
2.5 X Master Mix (5 primes) 2.5 X Master Mix (5 primes) 5 
SP6_CoV_16053_F (10 µM) SP6_CoV_16053_F (10 µM) 0.25 
CoV_16594_R (10 µM) CoV_Pan_16510_R (10 µM) 0.25 
cDNA template 1st round PCR product 1 
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ตารางท่ี 8: แสดงสภาวะท า Semi-nested PCR เพ่ือ Screen หาเชื้อ HCoV  

PCR 1st PCR 2nd 

PCR reaction อุณหภูมิ
(ºC) 

เวลา จ านวน
รอบ 

อุณหภูมิ
(ºC) 

เวลา จ านวนรอบ 

Initial 
denaturation 

94 3 นาที 1 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 30 วินาที  
40 

94 30 วินาที  
40 Annealing 50 30 วินาที 58 30 วินาที 

Extension 72 40 วินาที 72 40 วินาที 
Final extension 72 7 นาที 1 72 7 นาที 1 
 

7. การจัดจ าแนกสายพันธ์ุของเชื้อ HCoV ด้วยวิธี nested PCR 
เม่ือตรวจหาเชื้อ HCoV โดยการเพ่ิมจ านวนยีนในส่วน RdRp แล้ววิเคราะห์ผลเบื้องต้น โดย

การน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
เพ่ือเทียบผลกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ใน ฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database) จะได้
ข้อมูลเบื้องต้นว่าตัวอย่างที่ให้ผลที่เป็นบวก (positive) เป็น HCoV หรือไม่ และเป็น HCoV นั้นเป็น
สายพันธุ์ใด จากนั้นจึงน า cDNA ของตัวอย่างที่ให้ผลที่เป็นบวก (positive) นั้นมาท าการจัดจ าแนก
สายพันธุ์อีกครั้งโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน spike ในแต่ละสายพันธุ์ โดยท าการเพ่ิมปริมาณ 
cDNA ในบริเวณยีน spike ของไวรัสด้วยวิธี nested PCR ดังแสดงในตารางที่ 6 ส่วนรายละเอียดของ

ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงในตารางที่ 9 และ 1o 
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ตารางท่ี 9: แสดงปริมาณสารต่างๆ ท่ีใช้ในการท า PCR เพ่ือจัดจ าแนกเชื้อ HCoV  

สารเคมีท่ีใช้ 
ปริมาตร (µl) PCR 1st PCR 2nd 

Rnase free water Rnase free water 6 
2.5 X Master Mix (5 primes) 2.5 X Master Mix (5 primes) 5 
Forward primer (10 µM) Forward primer (10 µM) 0.25 
Reward primer (10 µM)  Reward primer (10 µM)  0.25 
cDNA template 1st round PCR product 1 
Total volume 12.5 

 

ตารางท่ี 10:  แสดงสภาวะท่ีใช้ท า Nested PCR เพ่ือจัดจ าแนกเชื้อ HCoV  

PCR 1st PCR 2nd 

PCR reaction อุณหภูมิ
(ºC) 

เวลา จ านวน
รอบ 

อุณหภูมิ
(ºC) 

เวลา จ านวนรอบ 

Initial 
denaturation 

94 3 นาที 1 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 30 วินาที  
40 

94 30 วินาที  
40 Annealing 50 30 วินาที 55 30 วินาที 

Extension 72 40 วินาที 72 40 วินาที 
Final extension 72 7 นาที 1 72 7 นาที 1 
 

8. Agarose gel electrophoresis และ PCR product purification 
 หลังจากท า PCR แล้วน า PCR product ที่ได้มาท าการตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis โดยปริมาณ agarose ในที่นี้จะใช้ 2% โดยมวลต่อปริมาตร โดยใช้ความต่าง
ศักย์ไฟฟูา 100 V เป็นเวลาประมาณ 40 นาที จากนั้นจึงน า gel ไปย้อมด้วยสารละลาย ethidium 
bromide ประมาณ 10-15 นาที แล้วจึงท าการตรวจหาแถบของ DNA ที่ต้องการโดยเทียบกับ 100 
bp DNA ladder โดยตรวจสอบผ่านเครื่องฉายรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-Transluminator) ขนาดของ

ผลิตภัณฑ์PCR ที่ได้ เป็นดังนี้ 
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 ยีน RdRp ของเชื้อ HCoV คือ 454 bp 

 ยีน spike ของ HCoV-229E คือ 1,057 bp  

 ยีน spike ของ HCoV-HKU1 คือ 505 bp  

 ยีน spike ของ HCoV-NL63 คือ 830 bp  

 ยีน spike ของ HCoV-OC43 คือ 965 bp 

เม่ือพบแถบของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ต้องการแล้วจึงท าการตัด gel บริเวณนั้นออกมาเพ่ือน าไป
ท าให้บริสุทธ์ิด้วย Agarose Gel Extract mini kit (5 prime GmbH, Germany) ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้  

8.1 เติม buffer PS ลงไปใน gel ที่อย่ใน 1.5 ml collection tube จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ  

50 °C ประมาณ 10-15 นาที จนกระทั่ง gel ละลายเป็นเนื้อเดียวกันจนหมด  

8.2 ระหว่างรอเวลาให้เตรียม PCRExtract Mini Column CB2 ที่มากับชุด kit ส าเร็จรูป 
จากนั้นเติม buffer BL 500 µl แล้ว จึงน าไป centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 
1 นาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง ขนตอนนี้เพ่ือชะล้าง filter ของ 

column ให้พร้อมส าหรับขั้นตอนต่อไป 

8.3 ดูด gel ที่ละลายหมดแล้วในข้อ 8.1 ลงใน PCRExtract Mini Column CB2 จากนั้น
จึงน าไป centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทสารละลายใน 

collection tube ทิ้ง  

8.4  เติม buffer PW 600 µl น าไป centrifuge เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทสารละลายใน 
collection tube ทิ้ง 

8.5 ท าซ้ าขั้นตอนข้างต้นอีกครั้งโดยใช้ buffer PW 500 µl จากนั้นเทสารละลายใน 

collection tube ทิง้ 

8.6 ท าการ centrifuge เพ่ิมอีก 2 นาที เพ่ือเป็นการ dry column จากนั้นย้าย 

PCRExtract Mini Column CB2 ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml ใหม่ 

8.7 เพ่ือเป็นการชะ DNA เติม buffer PEB ปริมาตร 50 µl แล้วต้ังทิ้งไว้ 2 นาที จากนั้น
น าไป centrifuge 1 นาที จะได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่บริสุทธ์ิอยู่ใน microcentrifuge 
tube 1.5 ml 
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 น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการท าให้บริสุทธ์ิปริมาตร 5 µl มาตรวจสอบการท าให้บริสุทธ์ิอีก
ครั้งว่าได้ DNA ขนาดที่ต้องการหรือไม่ และมีความเข้มข้นเพียงพอหรือไม่ ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis จากนั้นจึงส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) ที่บริษัท First base 

laboratories ประเทศมาเลเซีย โดยวิธีของ Sanger 

 

9. การเตรียม Positive Control โดยวิธี DNA Cloning  

 9.1 Ligation 

น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากขั้นตอนข้างต้นมาท าการ ligation ระหว่าง PCR product กับ 
pGEM® T-easy Vector (Promega, Madison, WI) มีการเตรียม mixture ส าหรับการ ligation ดัง

ตารางที่ 11 ดังนี้ 

ตารางท่ี 11: แสดงปริมาณสารท่ีใช้ในการท า ligation 

สารเคมีท่ีใช้ ปริมาตร(µl) 
2x Rapid Ligation buffer  5.0 
T4 DNA ligase 1.0 
pGEM® T-easy Vector 1.0 
PCR product 3.0 
Total volume 10.0 

  

แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4ºC ข้ามคืน หลังจากนั้นน า recombinant plasmid ที่ได้มาท าการ 

transformation เข้าใน competent cells (E. Coli) เพ่ือเพ่ิมจ านวน recombinant plasmid  
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9.2 Transformation 

ขั้นตอนของการ transformation โดยใช้วิธี heat shock เป็นดังนี้ 

9.2.1 เตรียม competent cells ปริมาตร 50 µl ใน tube 1.5 ml จากนั้นเติม 

ligation mixture ปริมาตร 3 µl  

9.2.2 น า tube ที่มีส่วนผสมของ competent cells และ ligation mixture ไป

แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที 

9.2.3 จากนั้นน า tube ไป heat shock ที่อุณหภูมิ 42 ºC เป็นเวลา 50 วินาที 
แล้วน ากลับไปแช่ในน้ าแข็งอีกครั้งเป็นเวลา 2 นาที  

9.2.4 เติม SOC medium ปริมาตร 950 µl ที่มี 2M Mg2+ 10 µl และ 2M 

Glucose 10 µl 

9.2.5 หลังจากนั้นน ามาเขย่าที่อุณหภูมิ 37๐C ด้วยความเร็ว 200 rpm ประมาณ 
1 ชั่วโมง 30 นาที แล้วจึงน ามา centrifuge ที่ความเร็ว 4,000 rpm เป็น

เวลา 5 นาที 

9.2.6 เทส่วน supernatant ทิ้ง ให้เหลือส่วนที่เป็น pellet ปริมาตรประมาณ 50 
µl 

9.2.7 จากนั้น spread ลงใน LB agar plate ที่มี Ampicillin, 200 mg/ml, IPTG 
4 µl และ X-gal 15 µl เคลือบอยู่ แล้วจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็น

เวลา 16-18 ชั่วโมง 

9.3 Colony selection 

สังเกตุดูโคโลนีที่ขึ้นมาบน Agar plate โดยจะเลือกโคโลนีที่มีสีขาวมาตรวจสอบด้วยวิธี 
colony PCR ซ่ึงมีรายละเอียดของไพรเมอร์ ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการ

ท า PCR ดังแสดงในตารางที่ 12-14 เพ่ือจ าแนกโคโลนีที่มี vector ตามเง่ือนไขต่างๆ ดังนี้  

 Blue colony มี empty vector ซ่ึงไม่มี inserted DNA จะได้ PCR product 
ขนาด 250 bp 

 White colony มี Recombinant vector ซ่ึงมี inserted DNA จะได้ PCR 
product ขนาด 730 bp  

โดยจะเลือกโคโลนีที่มีสีขาวมาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ปริมาตร 2 ml ที่มี 

Ampicillin ,  200 mg/ml จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  
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ตารางท่ี 12: แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า colony PCR  

Primer Sequence (5  to 3 ) 
M13F (-20) primer GTAAAACGACGGCCAGT 
M13R (-20) primer GCGGATAACAATTTCACACAGG 

 

ตารางท่ี 13: แสดงปริมาณสารต่างๆ ท่ีใช้ในการท า colony PCR 

สารเคมีท่ีใช้ ปริมาตร(µl) 
Rnase free water 6.0 
2.5 X Master Mix (5 primes) 5.0 
M13F (-20) primer (10 µM) 0.5 
M13R (-20) primer (10 µM) 0.5 
Total volume 12.0 

 
ตารางท่ี 14: แสดงสภาวะท่ีใช้ท า colony PCR 

PCR reaction อุณหภูมิ (ºC) เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94 3 นาที 1 
Denaturation 94 30 วินาที  

35 Annealing 55 30 วินาที 
Extension 72 40 วินาที 
Final extension 72 7 นาที 1 
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9.4 Plasmid extraction  

การสกัด plasmid ที่ได้จะใช้ FastPlasmid Mini kit (Eppendorf, Germany) ที่

เป็นชุดสกัดส าเร็จรูป โดยมีขั้นตอนการสกัด ดังนี้ 

9.4.1 น าโคโลนี E. coli ทีเ่ลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ปริมาตร 2 ml ที่มี 
Ampicillin 200 mg/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง มา
ถ่ายลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml แล้วน ามา centrifuge 

13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วท้ิงสารละลาย ส่วน supernatant  

9.4.2 ส่วน pellet ที่เหลือ จะเติม PD1 buffer (แช่เย็น) ที่เติม RNase A 

ปริมาตร 200 µl และน ามาเขย่าด้วยเครื่อง vortex 30 วินาที 

9.4.3 เติม PD2 buffer ปริมาตร 200 µl และกลับ microcentrifuge tube ไป

มา จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที 

9.4.4 เติม PD3 buffer ปริมาตร 300 µl และกลับ microcentrifuge tube ไป
มา จากนั้นน าสารละลาย lysate ลงใน spin column แล้ว centrifuge 

13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

9.4.5 ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน Collection tube แล้วใส่ PD column กลับเข้าไปใน 
collection tube อีกครั้ง เติม W1 buffer ปริมาตร 400 µl ลงใน PD 

column 

9.4.6 จากนั้น centrifuge 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งสารละลายที่อยู่
ใน collection tubeแล้วใส่ PD column กลับเข้าไปใน Collection tube 

อีกครั้ง แล้ว centrifuge 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที 

9.4.7 จากนั้นใส่ PD column ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อัน
ใหม่ เติม Elution buffer ปริมาตร 50 µl ต้ังทิ้งไว้ 2 นาที แล้ว centrifuge 

13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที  

9.4.8 จะได้สารละลาย positive control ปริมาตร 50 µl เก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 
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10. การทดสอบ sensitivity 
 น า stock plasmid มาวัดความเข้มข้น (ng/ul) ด้วย spectrometer แล้วค านวณ copy 
number ตามสูตรค านวณดังนี้ 

   

 M.W. = plasmid length+ pcr product size (bp)) × 660 

เม่ือได้จ านวน copy number แล้วจะท า10-fold serial dilution เพ่ือให้ได้ copy number 
ต่างๆ ได้แก่ 106, 105 ,……….., 101 แล้วน ามาเป็น template ในการท า PCR โดยรายละเอียดของไพร
เมอร์ ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงในตารางที่ 6, 7 และ 8 
จากนั้นน า PCR product ที่ได้มาท าการตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดย
ปริมาณ agarose ในที่นี้จะใช้ 2% โดยมวลต่อปริมาตร จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ PCR มาผ่านกระแสไฟฟูา
โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟูา 100 V เป็นเวลาประมาณ 40 นาที จากนั้นจึงน า gel ไปย้อมด้วย
สารละลาย ethidium bromide ประมาณ 10-15 นาที แล้วจึงท าการตรวจหาแถบของ DNA ที่
ต้องการโดยเทียบกับ 100 bp DNA ladder โดยดูผ่านเครื่องฉายรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-
Transluminator) ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการตรวจสอบ คือ 454 bp 

Sensitivity ของเทคนิคสามารถแปลผลได้จากปริมาณ copy ของ template ที่น้อยที่สุด ที่

ยังสามารถให้ผลบวก (positive) ด้วยเทคนิค nested PCR  

11. การทดสอบ specificity 
สกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสอ่ืนๆที่ก่อโรคเก่ียวกับระบบทางเดินหายใจในคน ได้แก่ 

influenza A virus subtype H1N1 (pandemic 2009), influenza A virus subtype H3N2, 
influenza B virus, Respiratory Syncytial Virus (RSV), Human Parainfluenza (HPIVs) และ 
human adenovirus (HAdV) โดยคัดเลือกจากตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อไวรัสสายพันธุ์นั้นๆ 
จากนั้นน าตัวอย่างดังกล่าวมาทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์โดยวิธี PCR โดยรายละเอียดของไพร

เมอร์ ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงใน ตารางที่ 6, 7 และ 8  

 Specificity ของเทคนิคนี้สามารถแปลผลได้จากไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบ HCoV จะให้ผลบวก
ต่อตัวอย่างที่เป็น HCoV เท่านั้น ส่วนตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อไวรัสสายพันธุ์อ่ืนๆ ไพรเมอร์จะไม่สามารถ

ตรวจสอบได้จึงให้ผลที่เป็นลบเม่ือทดสอบกับไวรัสสายพันธุ์ อ่ืนๆ 

 

 

  

g × 10-9 × 6.02 ×1023 

M.W. 
N = 
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12. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  

โดยใช้โปรแกรม  

• Chromas Lite (version 2.1.1) เป็นโปรแกรมที่ใช้ส าหรับตรวจสอบล าดับนิวคลีโอ

ไทด์และกราฟของล าดับนิวคลีโอไทด์ (chromatogram) 

• BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.1.3.0) ใช้ส าหรับการจัดเรียง 
(alignment) ล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการวิจัยนี้กับล าดับนิวคลี

โอไทด์อ้างอิงซ่ึงมีอยู่ในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database)   

• Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 6.05) เป็น

โปรแกรมที่ใช้ในการสร้าง phylogenetic tree  

• SeqMan เป็นโปรแกรมที่ใช้ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ก่อนการเผยแพร่ข้อมูลที่ได้

จากการศึกษาในรูปแบบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

• EditSeq เป็นโปรแกรมที่ใช้ในการ export นิวคลีโอไทด์ที่ประกอบแล้วจาก 
SeqMan  

13. การวิเคราะห์ข้อมูล 

การตรวจสอบข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ 

• น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม Chromas Lite 
(version 2.1.1) จากนั้นน าไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม 
(GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือยืนยันใน
ขั้นต้นว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้เป็นของเชื้อ HCoV หรือไม่ และจัดอยู่ในจีโนไทป์ใด 

• น าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดที่ได้จากการศึกษานี้และล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ 
HCoV ที่ทราบจีโนไทป์แล้วมาท าการจัดเรียง (alignment) ด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence 
Alignment Editor (version 7.1.3.0) เพ่ือท าการเปรียบเทียบความเหมือน หรือต่างกันของล าดับนิ
วคลีโอไทด์ จากนั้นน าข้อมูลดังกล่าวมาสร้าง phylogenetic tree เพ่ือจ าแนกว่าจีโนไทป์ใดบ้างที่
สามารถพบในการศึกษานี้ และพบมากหรือน้อยเท่าไร โดยการศึกษานี้ใช้ค่าพารามิเตอร์คือ Neighbor-
joining method โดยรูปแบบที่ใช้ คือ Kimura มีค่า bootstrapping เท่ากับ 1,000 รูปแบบที่ใช้เป็น

รูปแบบทดแทน (substitution model) คือ K80 model (Kimura, 1980) 

• วิเคราะห์ข้อมูลในส่วนของตัวอย่างที่ให้ผล positive ไม่ว่าจะเป็นข้อมูลในด้าน เพศ 
อายุ จังหวัด และช่วงเวลาที่พบตัวอย่างที่ positive เพ่ือจัดจ าแนกข้อมูลต่างๆ ในด้านการระบาดของ
เชื้อ HCoV



 
 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

1. ผลการตรวจสอบการสกัด RNA  

หลังจากสกัด RNA ของไวรัสจากตัวอย่างของผู้ปุวยแล้วจึงท าการเปลี่ยน RNA ไปเป็น cDNA 
จากนั้นท าการตรวจสอบ cDNA ด้วยการตรวจสอบการแสดงออกของ Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) ซ่ึงเป็น housekeeping gene และถูกน ามาใช้เป็น 
internal control ในการทดลองนี้ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 3 ซ่ึงมีผลิตภัณฑ์ 

PCR ขนาด 499 base pair (bp) ดังตัวอย่างที่แสดงในภาพที่ 12 

 

 

ภาพท่ี 12: แสดงตัวอย่างผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH ด้วยวิธี PCR ขนาด
ของผลิตภัณฑ์ PCR คือ 499 bp โดย M แทน 100-1,000 base pair DNA ladder, S1-S9 คือ 
ตัวอย่างท่ี 1 ถึง 9 ตามล าดับ, P คือ positive control และ N คือ negative control 

 ผลการท า PCR ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH พบว่าให้ผลบวกกับทุกตัวอย่าง 
แต่ส าหรับตัวอย่างใดที่ให้ผลลบจะต้องท าการสกัด RNA ใหม่ ซ่ึงเม่ือท าการสกัด RNA และเปลี่ยนเป็น 
cDNA แล้วท าการตรวจสอบการแสดงออกของ GAPDH อีกครั้งแล้วพบว่าให้ผลบวกกับทุกตัวอย่างที่

ท าการสกัด RNAใหม่ 

 

 

N P S9
 

S8
 

S7
 

S6
 

S5
 

S4
 

S3
 

S2
 

S1
 

M 

499 bp 

1,000 bp 

500 bp 



47 
 

2. ผลการเตรียม Positive Control โดยวิธี DNA Cloning 

ผลจากการเตรียม positive control จากตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อ HCoV ที่เคยมีการศึกษา
ก่อนหน้านี้ หลังจากท าการสกัดพลาสมิดได้แล้วจึงน าพลาสมิดที่ได้มาท าการเจือจาง 100 เท่า จากนั้น
จึงท าการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี PCR โดยขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการทดลอง 
คือ 454 bp ดังแสดงในภาพที่ 13 แล้วจึงท าการยืนยันว่า positive control ที่ได้ว่าเป็น HCoV รวม
ถึงป็นสายพันธุ์ท่ีต้องการศึกษาหรือไม่ โดยการส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) ที่บริษัท 
First base laboratories ประเทศมาเลเซีย โดยวิธีของ Sanger ซ่ึงผลท่ีได้จากการอ่านล าดับนิวคลี
โอไทด์ตามภาพที่ 14 ท าให้ทราบว่าพลาสมิดที่ได้จากการ cloning เป็น HCoV และเป็นสายพันธุ์ท่ี
ศึกษาอยู่จริง และจะถูกน ามาใช้เป็น positive control ในการทดลองต่อไป  

 

 

ภาพท่ี 13: ผลการตรวจสอบการเตรียม Positive control ด้วยวิธี PCR ขนาดของผลิตภัณฑ์ 
PCR คือ 454 bp โดย M แทน 100-1,000 base pair DNA ladder, lane ท่ี 2-6 แสดง 
Positive control ของ HCoV แต่ละสายพันธ์ุ และ N คือ negative control 

 

 

ภาพท่ี 14: ตัวอย่างของกราฟ chromatogram และล าดับนิวคลีโอไทด์จากการสกัดพลาสมิด 
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3. ผลการทดสอบ sensitivity  

Sensitivity ของ primer ที่ใช้ท า nested-PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อ HCoV 

ตารางท่ี 15: แสดงความเข้มข้นและจ านวน copy number ของพลาสมิดท่ี positive ต่อ 
HCoV 

พลาสมิด ความเข้มข้น (ng/µl) Copy number × 109 
HCoV-HKU1 6.02 1.54 

HCoV-OC43 24.4 6.26 

HCoV-229E 20.3 5.21 

HCoV-NL63 11.1 2.85 

MERS-CoV 6.92 1.78 

 

ผลการค านวณ copy number ของพลาสมิดที่ให้ผลบวกต่อ HCoV สายพันธุ์ต่างๆ จากสมการ 

 
 
เม่ือขนาดของ insert DNA = 539 bp 

ดังนั้น M.W. = length×660 = (plasmid+insert)×660 = (3015 + 539)×660 = 2,345,640  

# plasmid = pGEM Teasy vector 

ยกตัวอย่างการค านวณ copy number ของ plasmid MERS-CoV 

MERS-CoV  

  N = 1.78 × 109  

เม่ือได้จ านวน copy number แล้วจะท า10-fold serial dilution เพ่ือให้ได้ copy 
number ต่างๆ ได้แก่ 106, 105 ,……….., 101 แล้วน ามาเป็น template ในการท า PCR โดย
รายละเอียดของไพรเมอร์ ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงใน
ตารางที่ 6, 7 และ 8 โดยใช้ไพรเมอร์ในส่วนยีน RdRp ส่วนผลการท า sensitivity โดยวิธี PCR แสดง

ในภาพที่ 15  

g × 10-9 × 6.02 ×1023 

M.W. 
N = 

6.92× 10-9 × 6.02 ×1023 

2,345,640 N = 
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ภาพท่ี 15: ผลการท า PCR ทดสอบ sensitivity ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบ HCoV 

เม่ือ M แทน 100-1,000 base pair DNA ladder, lane ที่ 1-4 แสดง Copy number ที่
เจือจางความเข้มข้นต้ังแต่ 1×104 µg DNA/µl จนถึง1×101µg DNA/µl ของ MERS-HCoV และ N 

คือ negative control 

Sensitivity ของเทคนิคสามารถแปลผลได้จากปริมาณ copy ของ template ที่น้อยที่สุด ที่
ยังสามารถให้ผลบวก (positive) ด้วยเทคนิค nested PCR ซ่ึงจากผลการศึกษาพบว่าไพรเมอร์ที่ใช้นี้

มีความไวในการศึกษาต่อปริมาณ copy ของ template ที่น้อยที่สุดถึง 10 copy/l ในทุกสายพันธุ์

ของเชื้อ HCoV จึงกล่าวได้ว่าไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษานี้มีความไวสูงต่อการตรวจหาเชื้อ HCoV  

4. ผลการทดสอบ specificity Viral RNA 

เม่ือท าการทดสอบกับตัวอย่างที่ positive ต่อเชื้อไวรัสอ่ืนๆที่ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดิน
หายใจในคนด้วยวิธี PCR โดยรายละเอียดของไพรเมอร์ ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่
เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงในตารางที่ 6, 7 และ 8 พบว่าไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัยในครั้งนี้ มี

ความจ าเพาะต่อเชื้อ HCoV เท่านั้น ดังแสดงในภาพที่ 16 A และ 16 B  

 

 

 

 

 

454 bp 

1,000 bp 

500 bp 
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A  

 

B   

ภาพท่ี 16: ผลการท า PCR ทดสอบ specificity ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจวัดเชื้อ HCoV 

A) ทดสอบ specificity ของไพรเมอร์โดยตรวจกับตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อเชื้อไวรัสอ่ืนๆ ที ่
ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจ คือ Influenza A virus subtype H1N1, H3N2, Influenza B 
virus, Respiratory Syncytial Virus (RSV), Human Parainfluenza (HPIVs) และ human 
adenovirus (HAdV) ตามล าดับ  

B) ทดสอบ specificity ของไพรเมอร์โดยตรวจกับตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อเชื้อ HCoV เม่ือ 
M แทน 100-1,000 base pair DNA ladder, M แทน positive control และ N คือ negative 

control 

 

  

Flu A, H3N2 
M 

 

HPIVs 

 

Flu A, H1N1 

 

Flu B 

 

 

RSV 

 

 

HAdV 

 
N P 

1,000 bp 

500 bp 454 bp 

N P M 

 

HCoV 

    

1,000 bp 

500 bp 454 bp 
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5. ผลการตรวจหาเชื้อ HCoV 

จากการตรวจคัดกรองเชื้อ HCoV โดยใช้วิธี semi-nested PCR ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ที่
บริเวณยีน RdRp ในส่วน ORF1b ของไวรัส ซ่ึงรายละเอียดของไพรเมอร์ปริมาณสาร รวมถึงอุณหภูมิ
และเวลาที่เหมาะสมในการท า PCR ได้แสดงในตารางที่ 6, 7 และ 8 โดยจะได้ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 

454 bp ดังตัวอย่างที่แสดงในภาพที่ 17 

 

ภาพท่ี 17: แสดงตัวอย่างผลการตรวจหาเชื้อ HCoV ด้วยวิธี semi-nested PCR ซ่ึงขนาดของ
ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้คือ 454 bp โดย M แทน 100-1,000 base pair DNA ladder, S คือ
ตัวอย่างท่ีให้ผล positive ต่อ HCoV ตามล าดับ ส่วนตัวอย่างท่ีเหลือให้ผล negative ต่อเชื้อ 
HCoV, P คือ positive control และ N คือ negative control 

 เม่ือท าการวิเคราะห์ผลที่ได้จากการท า PCR พบว่าในจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 5,833 ตัวอย่าง 
โดยมาจาก ตัวอย่างที่เป็น nasal swab (NS) จ านวน 4,621 ตัวอย่าง nasopharyngeal swab 
(NPS) จ านวน 575 ตัวอย่าง และ nasopharyngeal aspirate (NPA) จ านวน 637 ตัวอย่าง พบว่ามี 
46 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ HCoV คิดเป็น 0.79 % จากตัวอย่างทั้งหมด เม่ือเปรียบเทียบตาม
จ านวนของตัวอย่างในแต่ละกลุ่มพบว่าตัวอย่างที่ให้ผล positive นั้นมาจาก nasal swab จ านวน 
30/4,621 (0.65%) nasopharyngeal swab จ านวน 7/575 (1.22%) ส่วนตัวอย่างที่เป็น 
nasopharyngeal aspirate ให้ผลที่เป็น positive ต่อ HCoV จ านวน 9/637 (1.41%) ดังแสดงใน
ตารางที่ 16 อย่างไรก็ตามเม่ือพิจารณาถึงร้อยละของผู้ปุวยที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ HCoV แยกตาม
โรงพยาบาลในแต่ละจังหวัด พบว่าโรงพยาบาลในกรุงเทพมีผู้ปุวยที่มีอาการคล้ายไข้หวัดใหญ่ที่ให้ผล
บวกต่อเชื้อ HCoV จ านวน 18 ตัวอย่างคิดเป็น 0.55 % จากตัวอย่างทั้งหมดของโรงพยาบาลในเขต
กรุงเทพฯ (3,293 ราย) โรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น มีผู้ปุวยที่มีอาการคล้ายไข้หวัดใหญ่ที่
ให้ผลบวกต่อเชื้อ HCoV จ านวน 27 ตัวอย่างคิดเป็น 1.12 % จากตัวอย่างทั้งหมดของโรงพยาบาลชุม
แพ (2,408 ราย) ส่วนโรงพยาบาลชลบุรี จังหวัดชลบุรี มีผู้ปุวยที่มีอาการคล้ายไข้หวัดใหญ่ที่ให้ผลบวก
ต่อเชื้อ HCoV จ านวน 1 ตัวอย่างคิดเป็น 0.76 % จากตัวอย่างทั้งหมดของโรงพยาบาลชลบุรี (132 
ราย) ดังแสดงในตารางที่ 16 แต่จากการตรวจเชื้อ HCoV จากตัวอย่างที่น ามาศึกษาทั้งหมดไม่พบ

ตัวอย่างใดที่ให้ผล positive ต่อ MERS-CoV  

M P N S 

1,000 bp 

500 bp 454 bp 



 
 

ตารางท่ี 16: ลักษณะของกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา เมื่อจ าแนกตามชนิดของตัวอย่าง 

จังหวัด 

Nasopharyngeal swab Nasopharyngeal aspirate Nasal swab 
รวมตัวอย่างท่ี 

ให้ผลบวก/จ านวน
ตัวอย่างท้ังหมดใน

แต่ละจังหวัด (%) 

จ านวน
ตัวอย่าง
ท้ังหมด 

(n=575) 

ตัวอย่างท่ี
ให้ผลบวก
ต่อ HCoV 

(n=7) 
(%) 

จ านวน
ตัวอย่าง
ท้ังหมด 

(n=637) 

ตัวอย่างท่ี
ให้ผลบวก
ต่อ HCoV 
(n=9) (%) 

จ านวน
ตัวอย่าง
ท้ังหมด 

(n=4,621) 

ตัวอย่างท่ี
ให้ผลบวก
ต่อ HCoV 
(n=30) 

(%) 

กรุงเทพฯ 
n (%) - - 505 8 (1.58) 2,788 10 (0.36) 18/3,293 (0.55) 

ขอนแก่น
n (%) 575 7 (1.22) -  - 1,833 20 (1.09) 27/2,408 (1.12) 

ชลบุรี,  
n (%) - - 132 1 (0.76) - - 1/132 (0.76) 

รวม 575 7 (1.22) 637 9 (1.41) 4,621 30 (0.65) 46/5,833 (0.79) 
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6. ผลการวิเคราะห์อายุและเพศของผู้ป่วยท่ีตรวจพบเชื้อ HCoV 

ตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อเชื้อ HCoV นั้นคิดเป็น 0.79 % (46/5,833) พบว่าเป็นผู้หญิง 
43.48% (20/46) และผู้ชาย 56.52% (26/46) โดยอัตราส่วนของเพศหญิงต่อเพศชายเท่ากับ 1:1.08 
ในการศึกษาครั้งนี้พบกลุ่มของผู้ปุวยที่มีการติดเชื้อ HCoV มากที่สุดในช่วงอายุ 0-5 ปี คือ 25/46 
(54.35%) รองลงมาคือกลุ่มของผู้ปุวยในช่วงอายุมากกว่า 60 ปี คือ 7/46 (15.22%) เม่ือเทียบกับ
จ านวนผู้ที่ติดเชื้อ HCoV ทั้งหมด (46 ราย) แต่เม่ือเทียบตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อจ านวนตัวอย่างในแต่
ละกลุ่มอายุจะพบว่าช่วงอายุที่มีการติดเชื้อ HCoV ได้มากที่สุดคือช่วงอายุที่มากกว่า 60 ปี คือ 7/398 
(1.76%) รองลงมาคือในเด็กอายุต่ ากว่า 5 ปี คือ 25/2,197 (1.14%) จะสังเกตได้ว่าเชื้อ HCoV จะ
สามารถตรวจพบได้ในผู้ปุวยทุกช่วงอายุ ดังแสดงในตารางที่ 17 แต่ช่วงอายุที่มีความเสี่ยงสูงที่จะได้รับ
การติดเชื้อนั้นจะอยู่ในเด็กที่มีอายุในช่วงแรกเกิดจนถึง 5 ปี เด็กอายุ 11-15 ปี และในผู้สูงอายุที่มีอายุ
มากกว่า 60 ปี ก็มีโอกาสพบการติดเชื้อได้สูงเช่นกัน โดยอายุเฉลี่ยของผู้ที่ติดเชื้อจะเป็น 21.37 ปี 
(อายุต่ าสุด 4 เดือน อายุสูงสุด 93 ปี SD = 27.04, mode = 1, median = 8.5) ดังแสดงในตารางที่ 
16  

ตารางท่ี 17: ลักษณะของกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 

ลักษณะท่ีใช้ศึกษา 

ตัวอย่าง ตัวอย่างท่ีให้ผลบวก/
จ านวนตัวอย่างท้ังหมด
ในแต่ละกลุ่มอายุ (%) 

จ านวนตัวอย่าง
ท้ังหมด (n=5,833) 

ตัวอย่างท่ีให้ผลบวก
ต่อ HCoV (n=46) 

(%) 
เพศ    
ผู้ชาย, จ านวน (%) 2,934 (50.31) 26 (56.52)  
ผู้หญิง, จ านวน (%) 2,898 (49.69) 20 (43.48)  
อายุ(ปี)    
Median 11 8.5  
Mode 1 1  
Mean (SD) 19.57 (19.93) 21.37 (27.04)  
กลุ่มอายุ (ปี)    
0-5 (%) 2,197 (37.67) 25 (54.35) 25/2,197 (1.14) 
6-10 (%) 732 (12.55) 2 (4.35) 2/732 (0.27) 
11-15 (%) 538 (9.22) 6 (13.04) 6/538 (1.11) 
16-30 (%) 866 (14.85) 3 (6.25) 3/866 (0.35) 
31-60 (%) 1,102 (18.89) 3 (6.25) 3/1,102 (0.27) 
>60 (%) 398 (6.82) 7 (15.22) 7/398 (1.76) 
 



 
 

ตารางท่ี 18: ลักษณะของกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาแบ่งตามช่วงอายุ 

อายุ (ปี) 

จ านวน
ตัวอย่างท่ี 
positive 

Nasal swab Nasopharyngeal aspirate Nasopharyngeal swab 

จ านวนตัวอย่างท่ี 
positive (N=30) 

อัตรา 
positive (%) 

จ านวนตัวอย่าง
ท่ี positive 

(N=9) 

อัตรา positive 
(%) 

จ านวนตัวอย่าง
ท่ี positive 

(N=7) 

อัตรา positive 
(%) 

0-5 25 17 56.67 8 88.89 - - 

6-10 2 1 3.33 1 11.11 - - 
11-15 6 4 13.33 - - 2 28.57 
16-30 3 2 6.67 - - 1 14.29 
31-60 3 3 10.00 - - - - 

    >60 7 3 10.00 - - 4 57.14 
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เม่ือพิจารณาถึงประเภทของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าตัวอย่างในรูปแบบ 
nasopharyngeal aspirate และ nasopharyngeal swab จะพบผลท่ี positive ต่อ HCoV มากว่า
ตัวอย่างในรูปแบบ nasal swab เม่ือเทียบเป็นอัตราการพบผล positive ต่อ HCoV ดังแสดงใน
ตารางที่ 18 และภาพที่ 18 

 
ภาพท่ี 18: การกระจายตัวของช่วงอายุผู้ป่วยท่ีติดเชื้อ HCoV 

 

7. ผลการวิเคราะห์ฤดูกาลและปีท่ีตรวจพบเชื้อ HCoV 

การติดเชื้อ HCoV ในผู้ปุวยระบบทางเดินหายใจในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 พบว่าอัตราการติด
เชื้อยังคงมีอัตราการกระจายตัวท่ีคงที่ สามารถพบการติดเชื้อของไวรัสชนิดนี้ได้ตลอดทั้งปี โดยทั้ง 2 
ปีนี้ยังไม่พบการระบาดที่รุนแรงเพราะยังพบความชุกของเชื้อในช่วงฤดูฝนจนถึงต้นฤดูหนาว โดยในปี 
ค.ศ. 2012 จะพบความชุกของเชื้อ HCoV ในเดือนมีนาคม พฤษภาคม และสิงหาคม ส่วนในปี ค.ศ. 
2013 จะพบความชุกของเชื้อ HCoV ในเดือนพฤษภาคมจนถึงเดือนตุลาคม ดังแสดงในภาพที่ 19 
อย่างไรก็ตามในช่วงฤดูร้อน เช่น เดือนเมษายนนั้นจะไม่พบการระบาดของเชื้อ HCoV ในช่วงปี 
2012-2013 ส าหรับอัตราความชุกในแต่ละปีได้แสดงไว้ในตารางที่ 19 
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ภาพท่ี 19: ความชุกของเชื้อ HCoV ในแต่ละเดือนต้ังแต่ปี ค.ศ. 2012-2013 

 

ตารางท่ี 19: ความชุกของเชื้อ HCoV ในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 

ปี ค.ศ

.. 

NPS specimens NPA specimens 

จ านวน
ตัวอย่าง
ทั้งหมด 

จ านวนตัวอย่าง
ที่ให้ผลบวก 

ความชุกต่อปี
ของเชื้อ 

HCoV (%) 

จ านวน
ตัวอย่าง
ทั้งหมด 

จ านวนตัวอย่าง
ที่ให้ผลบวก 

ความชุกต่อปี
ของเชื้อ 

HCoV (%) 

2012 2,362 15 0.64 505 8 1.58 

2013 2,834 22 0.78 132 1 0.76 
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8. ลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ท่ีติดเชื้อ HCoV 

จากการศึกษาในงานวิจัยนี้พบว่าผู้ปุวยที่มีอาการจากการติดเชื้อ HCoV มักเกิดการติดเชื้อใน
ระบบทางเดินหายใจส่วนบน (upper respiratory tract infection, URTI) ส่วนใหญ่จะมีอาการ
คล้ายไข้หวัดทั่วไป คือ มีไข้ ไอ เจ็บคอ แต่จะมีบางรายที่มีอาการของการติดเชื้อในระบบทางเดิน
หายใจส่วนล่าง (lower respiratory tract infection, LRTI) ที่มีอาการหลอดลมฝอยอักเสบ
เฉียบพลัน หรือปอดอักเสบ หายใจล าบาก ซ่ึงจะพบได้น้อย ดังแสดงรายละเอียดด้าน เพศ อายุ และ
กลุ่มอาการของโรคเม่ือเกิดการติดเชื้อ HCoV สายพันธุ์ต่างๆ ในตารางที่ 20 และ 21 

ตารางท่ี 20: รายละเอียดด้าน เพศ อายุ วันท่ีเก็บตัวอย่าง สายพันธ์ุท่ีติดเชื้อ HCoV ในผู้ป่วย 

ล าดับ Code อายุ วันที่เก็บตัวอย่าง 
HCoV 

genotype 
1 C 2715 12 ปี 10 มี.ค. 55 NL63 
2 C 2728 11 ปี 29 มี.ค. 55 NL63 
3 C 2734 1 ปี 29 มี.ค. 55 NL63 
4 C 2735 3 ปี 29 มี.ค. 55 NL63 
5 C 2824 12 ปี 10 พ.ค. 55 NL63 
6 C 2826 12 ปี 10 พ.ค. 55 NL63 
7 C 2994 1 ปี 10 ก.ค. 55 NL63 
8 C 3130 10 เดือน 22 ส.ค. 55 NL63 
9 C 3131 1 ปี 22 ส.ค. 55 NL63 
10 C 3132 6 เดือน 22 ส.ค. 55 NL63 
11 C 3275 3 ปี 17 ต.ค. 55 HKU1 
12 C 3432 10 ปี 14 ธ.ค. 55 NL63 
13 C 3446 2 ปี 18 ธ.ค. 55 NL63 
14 C 3483 3 ปี 08 ม.ค. 56 HKU1 
15 C 3487 2 ปี 08 ม.ค. 56 HKU1 
16 -C 3810 4 ปี 15 พ.ค. 56 OC43 
17 C 3880 4 ปี 21 มิ.ย. 56 HKU1 
18 C 3966 3 ปี 18 ก.ค. 56 HKU1 
19 C 3983 3 ปี 31 ก.ค. 56 HKU1 
20 C 4091 5 ปี 3 ก.ย. 56 HKU1 
21 C 4371 1 ปี 18 ธ.ค. 56 OC43 
22 A 31 64 ปี 7 พ.ค. 56 HKU1 
23 A 54 81 ปี 15 พ.ค. 56 229E 
24 A 154 14 ปี 4 ก.ค. 56 HKU1 

http://www.ped.si.mahidol.ac.th/mdbtemplate/mytemplate/template.php?component=view_article&qid=491
http://www.ped.si.mahidol.ac.th/mdbtemplate/mytemplate/template.php?component=view_article&qid=491
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ล าดับ Code อายุ วันที่เก็บตัวอย่าง 
HCoV 

genotype 
25 A 210 29 ปี 25 ก.ค. 56 HKU1 
26 A 250 15 ปี 7 ส.ค. 56 HKU1 
27 A 396 71 ปี 9 ต.ค. 56 HKU1 
28 A 431 72 ปี 17 ต.ค. 56 NL63 
29 B 6163 32 ปี 28 มี.ค. 55 NL63 
30 B 6637 2 ปี 12 ส.ค. 55 HKU1 
31 B 7479 70 ปี 17 ม.ค. 56 NL63 
32 B 7625 40 ปี 07 ก.พ. 56 HKU1 
33 B 7963 72 ปี 01 มิ.ย. 56 HKU1 
34 B 8003 30 ปี 12 มิ.ย. 56 229E 
35 B 8244 23 ปี 24 ส.ค. 56 HKU1 
36 B 8462 93 ปี 28 ก.ย. 56 NL63 
37 B 8568 42 ปี 12 ต.ค. 56 HKU1 
38 CU 124 7 ปี 26 ส.ค. 55 HKU1 
39 CU 148 10 เดือน 7 ก.ย. 55 NL63 
40 CU 198 10 เดือน 10 ธ.ค. 55 NL63 
41 CU 284 4 เดือน 08 ก.พ. 55 OC43 
42 CU 328 1 ปี 29 มี.ค. 55 HKU1 
43 CU 331 1 ปี 4 ก.พ. 55 229E 
44 CU 334 1 ปี 4 ก.พ. 55 229E 
45 CU 359 2 ปี 22 พ.ค. 55 229E 
46 CB 39 2 ปี 12 ส.ค. 56 NL63 
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ตารางท่ี 21: อาการทางคลินิกของผู้ท่ีติดเชื้อ HCoV สายพันธ์ุต่างๆ 

 

9. ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน RdRp  

เม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลรหัส
พันธุกรรม(GenBank) ผ่านโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการศึกษานี้เป็นของ HCoV ดังแสดงไว้ในภาพที่ 20-22 

 

ภาพท่ี 20: ตัวอย่างของกราฟ chromatogram และล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน RdRp 

ลักษณะอาการ 
จ านวนท่ีให้ผลบวก (%) 

229E OC43 NL63 HKU1 
จ านวนตัวอย่างท้ังหมดท่ีให้ผลบวก 5 3 19 19 
URTI 2 (40.00) 2 (66.67) 16 (100) 15 (78.95) 
LRTI 3 (60.00) 1 (33.33) - 4 (21.05) 
อาการทางคลินิก 
ไข้ 5 (100) 3 (100) 18 (94.74) 16 (84.21) 
ไอ 2 (40) 2 (66.67) 11 (57.89) 10 (52.63) 
เสมหะ - 1 (33.33) 5 (26.32) 2 (10.53) 
น้ ามูก 4 (80) 2 (66.67) 16 (84.21) 17 (89.47) 
อาเจียน 3 (60) - 10 (52.63) 12 (63.16) 
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ภาพท่ี 21: ตัวอย่างผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน RdRp ของเชื้อ HCoV ผ่าน
โปรแกรม BLAST 

 

ภาพท่ี 22: ตัวอย่างผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน RdRp ของเชื้อ HCoV ผ่าน
โปรแกรม BLAST 
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10. ผลการจัดจ าแนกเชื้อ HCoV 

เม่ือทราบจ านวนตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อเชื้อ HCoV แล้ว จากนั้นน าผล sequence ที่ได้
จากตัวอย่างเหล่านั้นไปท าการ BLAST เพ่ือเปรียบเทียบผลกับ HCoV ในฐานข้อมูลของ GenBank 
จะได้ข้อมูลเบื้องต้นว่าตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อ HCoV นั้นเป็นสายพันธุ์ใด แล้วจึงน า cDNA ที่
ให้ผลที่ positive นั้นมาท าการจัดจ าแนกสายพันธุ์อีกครั้งด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะในแต่ละสายพันธุ์
ของ HCoV โดยท าการเพ่ิมปริมาณ cDNA ในบริเวณยีน spike ของไวรัสด้วยวิธี nested PCR โดยจะ
ได้ผลิตภัณฑ์ PCR แตกต่างกันออกไป ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ เชื้อ HCoV-229E มีขนาด 1,057 bp เชื้อ 
HCoV-HKU1 มีขนาด 505 bp เชื้อ HCoV-NL63 มีขนาด 830 bp และเชื้อ HCoV-OC43 มีขนาด 
965 bp ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ 23 

 

 

ภาพท่ี 23: แสดงผลการจัดจ าแนกเชื้อ HCoV ด้วยวิธี nested PCR ซ่ึงให้ขนาดของผลิตภัณฑ์ 
PCR ขนาดต่างๆ ดังน้ี เชื้อ HCoV-HKU1 มีขนาด 505 bp เชื้อ HCoV-229E มีขนาด 1,057 bp 
เชื้อ HCoV-NL63 มีขนาด 830 bp และเชื้อ HCoV-OC43 มีขนาด 965 bp โดย M แทน 100-
1,000 base pair ladder, lane ท่ี 2-5 แทนตัวอย่างท่ีให้ผล positive ต่อ HCoV, lane ท่ี 6-9 
แทนตัวอย่างท่ีเป็น negative control ของแต่ละสายพันธ์ุของ HCoV 
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11. ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน spike 

เม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการยืนยันโดยการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
ฐานข้อมูลของ GenBank database ผ่านโปรแกรม
BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการศึกษานี้เป็น

ยีนในส่วน spike ของ HCoV ในแต่ละสายพันธุ์ ดังแสดงตัวอย่างไว้ในภาพที่ 24-26 

 

ภาพท่ี 24: ตัวอย่างของกราฟ chromatogram และล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน spike ของ 
HCoV-OC43 

 

ภาพท่ี 25: ตัวอย่างผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน spike ของเชื้อ HCoV ผ่าน
โปรแกรม BLAST 
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ภาพท่ี 26: ตัวอย่างผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน spike ของเชื้อ HCoV 

ผ่านโปรแกรม BLAST 

 

12. ผลการวิเคราะห์ Phylogenetic tree ของเชื้อ HCoV 

การวิเคราะห์ phylogenetic tree ของเชื้อ HCoV นี้จะวิเคราะห์โดยใช้ข้อมูลทางพันธุกรรมของ
ยีน spike โดยเริ่มจากการน าตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อ HCoV ที่ได้จากการ screening ที่บริเวณ
ยีน RdRp มาท า nested-PCR ที่บริเวณยีน spike อีกครั้งเพ่ือจัดจ าแนกสายพันธุ์ของไวรัสออกมาได้
อย่างจ าเพาะในแต่ละสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV จากนั้นท าการ direct sequencing แล้วจึงน าข้อมูล
มาวิเคราะห์ด้วยวิธี Phylogenetic analysis โดยใช้โปรแกรม MEGA (version 6.05) ด้วยวิธี 
Neighbor-Joining Method โดยรูปแบบที่ใช้ คือ Kimura ก าหนดค่า bootstap ไว้ท่ี 1,000 สร้าง 
Phylogenetic tree โดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน spike ท าให้สามารถที่จะจัดจ าแนก
สายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่พบในการศึกษาในครั้งนี้ได้ โดยเปรียบเทียบข้อมูลกับ reference strains 
ที่ได้เก็บข้อมูลไว้ในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database) ซ่ึงผลท่ีได้ดังแสดงในภาพที่ 26 
โดย HCoV-229E จะอยู่ในต าแหน่ง 21,206 -22,229 nt ที่อ้างอิงจากต าแหน่งจาก GenBank 
accession number NC_002645 มีความยาวของนิวคลีโอไทด์ที่ 1,023 bp, identity matrix 96% 
HCoV-NL63 จะอยู่ในต าแหน่ง 21,587-22,417 nt ที่อ้างอิงจากต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_005831 มีความยาวของนิวคลีโอไทด์ที่ 830 bp, identity matrix 95% HCoV-
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OC43 จะอยู่ในต าแหน่ง 24,787-25,714 nt ที่อ้างอิงจากต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_005831 มีความยาวของนิวคลีโอไทด์ที่ 927 bp, identity matrix 99% HCoV-
HKU1 จะอยู่ในต าแหน่ง 24,205-24,655 nt ที่อ้างอิงจากต าแหน่งจาก GenBank accession 
number NC_006577 มีความยาวของนิวคลีโอไทด์ที่ 450 bp, identity matrix 98% จาก 
Phylogenetic tree จะพบว่าตัวอย่างที่เป็น HCoV-OC43 จะมีความสัมพันธุ์ใกล้ชิดกันกับตัวอย่าง
อ้างอิงที่อยู่ใน clade B และ clade C ส่วน HCoV-229E จะมีความสัมพันธุ์ใกล้ชิดกันกับตัวอย่าง
อ้างอิงที่อยู่ในปี 2008-2013 HCoV-HKU1 จะมีความสัมพันธุ์ใกล้ชิดกันกับตัวอย่างอ้างอิงที่อยู่ใน 
clade A และ clade B ส่วน HCoV-NL63 จะมีความสัมพันธุ์ใกล้ชิดกันกับตัวอย่างอ้างอิงที่อยู่ใน 
clade B ทั้งหมด 
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ภาพท่ี 27: Phylogenetic tree แสดงผลการจัดจ าแนกสายพันธ์ุของเชื้อ HCoV-229E โดย
อาศัยข้อมูลในส่วนของยีน spike ของตัวอย่างท่ีพบในการศึกษาน้ีเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ท่ีเก็บในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database) โดยท่ี  แทนตัวอย่าง HCoV-
229E ท่ีตรวจพบจากการศึกษาน้ี 
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ภาพท่ี 28: Phylogenetic tree แสดงผลการจัดจ าแนกสายพันธ์ุของเชื้อ HCoV-OC43 โดย
อาศัยข้อมูลในส่วนของยีน spike ของตัวอย่างท่ีพบในการศึกษาน้ีเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ท่ีเก็บในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database) โดยท่ี  แทนตัวอย่าง HCoV-
OC43 ท่ีตรวจพบจากการศึกษาน้ี 
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ภาพท่ี 29: Phylogenetic tree แสดงผลการจัดจ าแนกสายพันธ์ุของเชื้อ HCoV-HKU1 โดย
อาศัยข้อมูลในส่วนของยีน spike ของตัวอย่างท่ีพบในการศึกษาน้ีเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ท่ีเก็บในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database) โดยท่ี  แทนตัวอย่าง HCoV-
HKU1 ท่ีตรวจพบจากการศึกษาน้ี 
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ภาพท่ี 30: Phylogenetic tree แสดงผลการจัดจ าแนกสายพันธ์ุของเชื้อ HCoV-NL63 โดย
อาศัยข้อมูลในส่วนของยีน spike ของตัวอย่างท่ีพบในการศึกษาน้ีเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ท่ีเก็บในฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank database) โดยท่ี  แทนตัวอย่าง HCoV-
NL63 ท่ีตรวจพบจากการศึกษาน้ี
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13. ผลการวิเคราะห์การกระจายของเชื้อ HCoV แยกตามสายพันธ์ุ 

จากการศึกษาความชุกของเชื้อ HCoV ในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 แล้วจัดจ าแนกสายพันธุ์ของ
เชื้อไวรัสนี้พบว่าในแต่ละปีการกระจายตัวของแต่สายพันธุ์ของไวรัสแตกต่างกันออกไป โดยสามารถ
จัดจ าแนก HCoV ที่ศึกษาในครั้งนี้ออกได้เป็น 4 สายพันธุ์ คือ HCoV-229E 10.87% (5/46), HCoV-
OC43 6.52% (3/46), HCoV-NL63 41.30 (19/46) และ HCoV-HKU1 41.30 (19/46) โดยจะ
พบว่าในปี ค.ศ. 2012 จะพบการกระจายตัวของสายพันธุ์ HCoV-NL63 มากที่สุด ส่วนในปี ค.ศ. 
2013 จะพบการกระจายตัวของสายพันธุ์ HCoV-HKU1 มากที่สุด ส่วนการกระจายของสายพันธุ์อ่ืนๆ 
เช่นสายพันธุ์ HCoV-OC43 จะสามารถพบได้ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ของปี ค.ศ. 2012 และสามารถ
พบได้ในช่วงเดือนพฤษภาคมและธันวาคมของปี ค.ศ. 2013 ส่วนสายพันธุ์ HCoV-229E จะสามารถ
พบได้ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์และพฤษภาคมปี ค.ศ. 2012 และสามารถพบได้ในช่วงเดือนพฤษภาคม
และมิถุนายนปี ค.ศ. 2013 ดังแสดงในภาพที่ 31 

 

ภาพท่ี 31: การกระจายตัวของเชื้อ HCoV สายพันธ์ุต่างๆ ต้ังแต่เดือนมกราคมปี ค.ศ. 2012-
ธันวาคมปี ค.ศ. 2013 
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14. ผลการวิเคราะห์ล าดับของกรดอะมิโนในบริเวณโปรตีน Spike 

เม่ือน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อสายพันธุ์ HCoV-229E จ านวน 5 ตัวอย่างจากการศึกษาในครั้งนี้มา
วิเคราะห์ถึงล าดับของกรดอะมิโนในบริเวณโปรตีน Spikeโดยการจัดเรียง (alignment) ด้วยโปรแกรม 
BioEdit พบวา่ขนาดของกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-229E คือ 990 อะมิโน โดยเปอรเซ็นความ
คล้ายคลึงกัน (homology) ของล าดับกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-229E เป็น 96–100%  

เม่ือวเิคราะหถ์งึการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับล าดับกรดอะมิโนเทียบกับสายพันธุ ์ HCoV-229E 
อ่ืนๆที่มีการศึกษามาก่อนหน้า พบวา่เกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนดังนี้ Y92H, G193D, 
D144A และมีการเพ่ิมเติมเข้ามาของ Asparagine (N) ในต าแหน่งที่ 140 ดังแสดงในภาพที่ 32  

 

ภาพท่ี 32: แสดงผลการจัดเรียง (alignment) ล าดับกรดอะมิโนของสายพันธ์ุ HCoV-229E 

เม่ือน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อสายพันธุ์ HCoV-OC43 จ านวน 3 ตัวอย่างจากการศึกษาในครั้งนี้
มาวิเคราะห์ถงึล าดับของกรดอะมิโนในบริเวณโปรตีน Spikeโดยการจดัเรียง (alignment) ด้วย
โปรแกรม BioEdit พบวา่ขนาดของกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-OC43 คือ 292 อะมิโน โดยเปอร
เซ็นความคล้ายคลึงกัน (homology) ของล าดับกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-OC43 เป็น 99–
100%  

เม่ือวเิคราะหถ์งึการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับล าดับกรดอะมิโนเทียบกับสายพันธุ ์ HCoV-OC43 
อ่ืนๆ ที่มีการศึกษามาก่อนหน้า พบวา่เกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนดังนี้ Y145H และ 
G163D และมีตัวอย่าง CU-C4317 ที่มีล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายคลึงกับสายพันธุ์ HCoV-OC43 ที่จัด
อยู่ใน clade B ดังแสดงในภาพที่ 33 
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ภาพท่ี 33: แสดงผลการจัดเรียง (alignment) ล าดับกรดอะมิโนของสายพันธ์ุ HCoV-OC43 

เม่ือน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อสายพันธุ์ HCoV-HKU1 จ านวน 19 ตัวอย่างจากการศึกษาในครั้งนี้
มาวิเคราะห์ถงึล าดับของกรดอะมิโนในบริเวณโปรตีน Spikeโดยการจัดเรียง (alignment) ด้วย
โปรแกรม BioEdit พบวา่ขนาดของกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-HKU1 คือ 133 อะมิโน โดยเปอร
เซ็นความคล้ายคลึงกัน (homology) ของล าดับกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-HKU1 เป็น 98–
100%  

เม่ือวเิคราะหถ์งึการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับล าดับกรดอะมิโนเทียบกับสายพันธุ ์ HCoV-HKU1 
อ่ืนๆ ที่มีการศึกษามาก่อนหน้า พบวา่เกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนดังนี้ S1L, V11L, L34V, 
P70L และ A76T ดังแสดงในภาพที่ 34 

 

ภาพท่ี 34: แสดงผลการจัดเรียง (alignment) ล าดับกรดอะมิโนของสายพันธ์ุ HCoV-HKU1 

  



 
 

72 

เม่ือน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อสายพันธุ์ HCoV-NL63 จ านวน 19 ตัวอย่างจากการศึกษาในครั้งนี้
มาวิเคราะห์ถงึล าดับของกรดอะมิโนในบริเวณโปรตีน Spikeโดยการจัดเรียง (alignment) ด้วย
โปรแกรม BioEdit พบวา่ขนาดของกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-NL63 คือ 257 อะมิโน โดยเปอร
เซ็นความคล้ายคลึงกัน (homology) ของล าดับกรดอะมิโนในสายพันธุ์ HCoV-NL63 เป็น 95–100%  

เม่ือวเิคราะหถ์งึการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับล าดับกรดอะมิโนเทียบกับสายพันธุ ์ HCoV-NL63 
อ่ืนๆ ที่มีการศึกษามาก่อนหน้า พบวา่เกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนดังนี้ I103V, G159V, 
และ P161A ดังแสดงในภาพที่ 35 

 

ภาพท่ี 35: แสดงผลการจัดเรียง (alignment) ล าดับกรดอะมิโนของสายพันธ์ุ HCoV-NL63 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี 5 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 ผู้ปุวยที่ติดเชื้อ HCoV มักเกิดจากการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนบน โดยมีการแสดง
อาการของโรค เช่น โรคหวัดและหูชั้นกลางอักเสบเฉียบพลัน เชื้อ HCoV-NL63 พบว่าสัมพันธ์กับการ
เกิด croup (โรคที่มีการอักเสบของระบบทางเดินหายใจส่วนต้น (จมูกและล าคอ) ลงไปถึงทางเดิน
หายใจส่วนกลาง (กล่องเสียง ท่อลม และหลอดลม) ท าให้มีอาการไอเสียงแหบห้าว และหายใจ
ล าบาก) ในเด็ก [73] เชื้อ HCoV 229E, OC43 และ HKU1 อาจท าให้เกิดอาการหลอดลมฝอยอักเสบ
เฉียบพลัน หรือปอดอักเสบได้แต่พบได้ไม่บ่อย [74, 75] ซ่ึงผู้ที่ติดเชื้อ HCoV ส่วนใหญ่ในงานวิจัยนี้ก็
มีอาการทางคลินิกที่คล้ายกับรายงานก่อนหน้า คือ มีอาการของการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ
ส่วนบน เช่น ไข้ ไอ มีเสมหะ มีน้ ามูก แต่จะมีส่วนน้อยที่เป็นอาการการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ
ส่วนล่าง เช่น มีอาการหายใจล าบาก หรือมีความผิดปกติของเสียงหายใจ อาการปอดบวม เป็นต้น 
ส่วนในผู้ปุวยที่ติดเชื้อ SARS-CoV จะมีอาการของกลุ่มอาการทางเดินหายใจเฉียบพลันรุนแรง ปอด
บวมติดเชื้อซ่ึงท าให้เกิดการเสียชีวิตได้สูง [36] ส าหรับ HCoV อีกสายพันธุ์ท่ีพบการระบาดเม่ือไม่นาน
มานี้ในปี ค.ศ. 2012 นี้คือ MERS-CoV เม่ือเข้าสู่ร่างกายจะท าให้ผู้ปุวยมีลักษณะของกลุ่มอาการ
ระบบทางเดินหายใจล้มเหลวเฉียบพลัน(Acute Respiratory Distress Syndrome: ARDS) อย่าง
รุนแรง ตามความรุนแรงของภาวะขาดออกซิเจน นอกจากนี้ยังมีอาการไตวายร่วมด้วย [19] จะเห็นได้
ว่าผู้ปุวยที่ติดเชื้อ HCoV นั้นสามารถเกิดอาการของโรคได้ต้ังแต่ลักษณะอาการไข้หวัดธรรมดาจนไป
ถึงอาการของกลุ่มระบบทางเดินหายใจเฉียบพลันจนอาจท าให้เสียชีวิตได้ขึ้นอยู่กับว่าการติดเชื้อ 
HCoV นั้นเป็นสายพันธุ์ใด การศึกษาในครั้งนี้จึงมุ่งเน้นไปที่การศึกษาถึงระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล
เพ่ือให้ทราบถึงรูปแบบการระบาดรวมทั้งสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่มีการติดเชื้อในผู้ปุวยไทย รวมทั้ง

เป็นการเฝูาระวังการระบาดของเชื้อ MERS-CoV ในประเทศไทยอีกด้วย 

งานวิจัยในครั้งนี้ได้ศึกษาการติดเชื้อ HCoV โดยการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี PCR 
ซ่ึงเป็นเทคนิคการตรวจระดับโมเลกุลในตัวอย่างจากประชากรไทยในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 โดยใช้
สิ่งส่งตรวจที่เป็น nasopharyngeal aspirate, nasal swab และ nasopharyngeal swab ซ่ึงเป็น
ตัวอย่างที่ส่งมาตรวจจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โรงพยาบาลสิรินธร โรงพยาบาลชลบุรี โรงพยาบาล
ในเครือบางปะกอก และโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น  โดยเริ่มจากการเตรียม positive 
control ด้วยวิธี DNA cloning แล้วน าพลาสมิดที่ให้ผล positive ต่อ HCoV นั้นมาทดสอบความไว 
(sensitivity) ของ primer ที่ใช้ในการศึกษา โดยค่า sensitivity ช่วยบอกเราว่าการทดสอบนี้มี
ความสามารถในการค้นหาผู้ปุวยที่ติดเชื้อได้ดีเพียงใด ยิ่งมีค่า sensitivity มากก็ยิ่งมีความสามารถใน
การค้นหาผู้ปุวยที่ติดเชื้อได้ดี ผลการทดลองพบว่าไพรเมอร์ที่ใช้นี้มีความไวในการศึกษาต่อความ

http://www.ped.si.mahidol.ac.th/mdbtemplate/mytemplate/template.php?component=view_article&qid=491
http://www.ped.si.mahidol.ac.th/mdbtemplate/mytemplate/template.php?component=view_article&qid=491
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B8%E0%B9%88%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3/
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เข้มข้นของพลาสมิดถึง 1×101µg DNA/µl ต่อทุกสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV นั่นหมายความว่าหาก
ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาปริมาตร 1 µl  มีปริมาณไวรัส (viral load) เพียงแค่ 1×101µg ไพรเมอร์ที่
ใช้ในการศึกษานี้ก็สามารถที่จะตรวจสอบเชื้อไวรัสได้ ซ่ึงการทดลองในส่วนนี้เป็นเพียงการยืนยันว่า
ไพรเมอร์ที่ใช้นั้นมีความไวในการตรวจสอบเชื้อไวรัสมากหรือน้อยเท่าไรเม่ือใช้วิธี semi-nested PCR 
ต่อมาเม่ือทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของ primer ที่ใช้ในการศึกษา พบว่าไพรเมอร์ที่ใช้นั้นมี
ความจ าเพาะในการตรวจสอบเฉพาะเชื้อ HCoV เท่านั้นเนื่องจากเม่ือน ามาใช้ทดสอบกับตัวอย่างที่
ให้ผล positive ต่อไวรัสตัวอ่ืนๆ ที่ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจในคน พบว่าตัวอย่างเหล่านั้น
ให้ผลที่เป็นลบ (negative)  จึงสามารถสรุปได้เบื้องต้นว่าไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองนี้มีความไวและ

ความจ าเพาะต่อการตรวจหาเชื้อ HCoV เท่านั้น 

ผลการตรวจหาเชื้อ HCoV ในตัวอย่างโดยวิธี PCR นั้น พบว่ามี 46 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อ
เชื้อ HCoV คิดเป็น 0.79 % จากตัวอย่างทั้งหมดทั้ง 5,833 ตัวอย่าง ซ่ึงนับว่ามีความใกล้เคียงกับ
การศึกษาก่อนหน้านี้ เช่น ในประเทศจีน [62] พบความชุก 1% ประเทศอังกฤษ [8] พบความชุก 
0.85% อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่ามีการพบความชุกของเชื้อในอัตราที่ต่ าเม่ือเทียบกับการศึกษาก่อน
หน้านี้ เช่น ในประเทศสหรัฐอเมริกา [7] พบความชุก 5%  ประเทศสโลวีเนีย [76] พบความชุก 6% 
ในขณะที่การศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศไทย [12] พบความชุก 5.9% ซ่ึงอัตราความชุกของเชื้อไวรัส
ที่พบมากกว่านี้อาจเป็นเนื่องมาจากประเภทของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาและกฎเกณฑ์ที่ใช้ในการ
คัดเลือกตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาไม่ว่าจะเป็น อายุ อาการของโรค นอกจากนี้มีบางการศึกษาก่อน
หน้านี้ได้ท าการคัดเลือกใช้ตัวอย่างของผู้ปุวยที่มีอาการปอดบวมร่วมด้วยมาใช้ในการวิเคราะห์ท า
ให้ผลการศึกษาความชุกของเชื้อ HCoV มีอัตราที่สูงขึ้น ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาในครั้งนี้ที่ได้ศึกษา
จากตัวอย่างในผู้ปุวยที่มีอาการคล้ายไข้หวัดใหญ่ (Influenza-like illness) เท่านั้นจึงอาจเป็นเหตุผล
ที่ท าให้อัตราความชุกของเชื้อ HCoV จากงานวิจัยในครั้งนี้น้อยกว่าที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ใน
ประเทศไทย อีกทั้งการศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศไทยยังได้มีการคัดเลือกผู้ปุวยที่มีอายุไม่เกิน 5 ปีซ่ึง
เป็นช่วงอายุที่พบการติดเชื้อ HCoV ได้มากที่สุดมาใช้เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือกตัวอย่างที่ใช้ศึกษาจึง

อาจจะท าให้ความชุกในการศึกษาเชื้อ HCoV นั้นสูงกว่างานวิจัยในครั้งนี้ได้ 

ส าหรับประเภทของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาก็มีความส าคัญในแง่ของปริมาณไวรัสเนื่องจาก
ตัวอย่างที่เป็น nasopharyngeal aspirate นั้นเป็นตัวอย่างที่มีคุณภาพดีส าหรับการตรวจหาเชื้อไวรัส 
เพราะมีปริมาณของเชื้อไวรัสที่สูงในตัวอย่างตรวจ อย่างไรก็ตามวิธีการเก็บตัวอย่างประเภทนี้ผู้ปุวยจะ
ได้รับความเจ็บปวดมากกว่าการเก็บตัวอย่างประเภท nasopharyngeal swab และ nasal swab จึง
ท าให้ตัวอย่างประเภท nasopharyngeal aspirate 10.92% (637/5,833) มีจ านวนน้อยกว่าตัวอย่าง
ประเภท nasopharyngeal swab 89.08% (5,196/5,833) โดยจากผลการศึกษาขั้นต้นพบว่า
ตัวอย่างประเภท nasopharyngeal aspirate มีอัตราความชุกของเชื้อ HCoV 1.41% ส่วนตัวอย่าง
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ประเภท nasopharyngeal swab มีอัตราความชุกของเชื้อ HCoV 0.71% เนื่องจากการเก็บตัวอย่าง
ในรูปแบบ nasopharyngeal aspirate ผู้เก็บตัวอย่างจะต้องมีความช านาญและมีทักษะในการเก็บจึง
จะท าให้เก็บตัวอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นถึงแม้จะมีจ านวนตัวอย่าง nasopharyngeal 
aspirate ที่น้อยกว่าตัวอย่างประเภท nasopharyngeal swab  แต่ก็มีอัตราความชุกของเชื้อใน

ตัวอย่าง nasopharyngeal aspirateที่มากกว่า  

จากผลการวิเคราะห์เพศและอายุของผู้ปุวยที่ตรวจพบเชื้อ HCoV พบว่าผู้ปุวยที่ติดเชื้อส่วน
ใหญ่จะเป็นผู้ชายมากกว่าผู้หญิงโดยคิดเป็นอัตราส่วน 1.08:1 (26:20) อย่างไรก็ตามอัตราส่วนที่พบ
นั้นยังแตกต่างกันไม่มากนัก ซ่ึงจากรายงานก่อนหน้านี้ไม่ว่าจะเป็นผู้ปุวยที่ติดเชื้อ MERS-CoV [77] ก็
มีอัตราส่วนการติดเชื้อในผู้ชายสูงกว่าในผู้หญิงเช่นกัน แต่ในปัจจุบันก็ยังไม่มีการอธิบายหรือรายงาน
ใดที่อธิบายถึงเหตุผลว่าเพราะเหตุใดในเพศชายจึงมีอัตราส่วนในการติดเชื้อ HCoV ได้มากกว่าในเพศ
หญิง ส าหรับช่วงอายุที่พบการติดเชื้อ HCoV ในจ านวนที่สูงนั้นเม่ือเทียบอัตราส่วนของจ านวน
ตัวอย่างในช่วงอายุนั้นๆ ต่อจ านวนตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อเชื้อ HCoV นั้นพบว่าผู้ปุวยที่มีอายุ
มากกว่า 60 ปี พบการติดเชื้อ HCoV สูงที่สุด (1.76%) รองลงมาคือ ช่วงอายุน้อยกว่า 5 ปี (1.14%) 
แต่เม่ือดูจ านวนที่พบตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อ HCoV เพียงอย่างเดียวโดยไม่น ามาเทียบกับ
จ านวนตัวอย่างในช่วงอายุนั้นๆ กลับพบว่าตัวอย่างในช่วงอายุน้อยกว่า 5 ปี ให้ผล positive ต่อเชื้อ 
HCoV มากที่สุดโดยมีจ านวน 25/46 (54.35%) รองลงมาคือตัวอย่างในช่วงอายุมากกว่า 60 ปี ให้ผล 
positive จ านวน 7/46 (15.22%) อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าช่วงอายุดังกล่าวมีโอกาสเสี่ยงสูงที่จะติด
เชื้อ HCoV ได้อาจเนื่องมาจากในเด็กอายุน้อยกว่า 5 ปีนั้นไม่มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อจึงท าให้ติดเชื้อได้ง่าย
กว่า หรือระบบภูมิคุ้มกันของผู้สูงอายุอาจจะมีประสิทธิภาพลดลงท าให้ติดเชื้อได้ง่ายขึ้น [78] หรือ
อาจเป็นเพราะเชื้อ HCoV นั้นก็มีหลายสายพันธุ์เกิดการกลายพันธุ์ (mutation) ท าให้แม้จะมี 
neutralizing antibody ทีเ่กิดขึ้นหลังการติดเชื้อตามธรรมชาติของสายพันธุ์ใดสายพันธุ์หนึ่งก็ไม่มีผล
ปูองกันการเกิดโรคข้ามไปยังสายพันธุ์ใหม่ๆ ของเชื้อ HCoV ดังเช่นในงานวิจัยนี้ พบว่าผู้ปุวยที่มีอายุ
มากกว่า 60 ปี ส่วนใหญ่จะมีการติดเชื้อ HCoV-NL63 ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ใหม่ที่เพ่ิงมีรายงานมาเร็วๆ นี้ 

จึงอาจเป็นไปได้ว่าผู้ปุวยที่มีอายุสูงนี้จะเกิดการติดเชื้อ HCoV ได้ง่ายเพราะเหตุผลดังกล่าวข้างต้น 

จากการศึกษาการติดเชื้อ HCoV ในช่วงเวลาสองปีที่ผ่านมาในประเทศไทย พบว่าเชื้อ HCoV 
มีการระบาดหรือมีความชุกของการติดเชื้อมากในช่วงฤดูฝนถึงต้นฤดูหนาว และจะพบความชุกของ
เชื้อได้น้อยในช่วงฤดูร้อนซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่าความชุกของการติดเชื้อ HCoV 
จะอยู่ในช่วงฤดูฝนและฤดูหนาว [8, 54, 61, 62] ในปี ค.ศ. 2012 ประเทศไทยพบความชุกของเชื้อ 
HCoV ในเดือนมีนาคม พฤษภาคม และสิงหาคมหรือช่วงฤดูฝนและต้นฤดูร้อน แต่เนื่องจา ก
สิ่งแวดล้อมในปัจจุบันมีความเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาโดยจะเห็นได้จากช่วงเดือนมีนาคมได้เกิด
ปรากฏการณ์อากาศหนาวกลางฤดูร้อนท าให้อากาศเปลี่ยนแปลงอย่างฉับพลัน อุณหภูมิลดลงอย่าง
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รวดเร็วอาจเป็นสาเหตุให้ในช่วงเดือนมีนาคมมีการพบความชุกของเชื้อ HCoV ได้ค่อนข้างมาก [79] 
ส่วนในปี ค.ศ. 2013 ประเทศไทยจะพบความชุกของเชื้อ HCoV ในเดือนพฤษภาคมจนถึงเดือน
ตุลาคม ซ่ึงก็คือช่วงฤดูฝนที่มีความชื้นสัมพัทธ์ในอากาศสูง การเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศลักษณะ
นี้เป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้เชื้อไวรัสหลายชนิดสามารถแพร่ระบาดได้ง่ายและรวดเร็วขึ้น [80] จึงอาจ
กล่าวได้ว่าทั้งสภาพภูมิอากาศและสภาพภูมิประเทศมีความสัมพันธ์กับการระบาดของเชื้อไวรัสได้ โดย
สภาพภูมิประเทศก็อาจมีผลต่อสัดส่ วนของสายพันธุ์ข องเชื้อ HCoV ที่พบในแต่ละประเทศไ ด้ 
เนื่องจากในแต่ละประเทศมีอัตราการระบาดของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ท่ีแตกต่างกัน 

ปัจจัยที่ส าคัญส าหรับการจัดจ าแนก HCoV ออกเป็นกลุ่มของแอลฟา (α) โคโรนาไวรัสและ
กลุ่มที่ 2 บีตา (β) โคโรนาไวรัส นั้นอาศัยข้อมูลจากการเปรียบ เทียบล าดับของกรดอะมิโนในยีน 
RdRp ที่มีชิ้นส่วนของยีนประมาณ 816 bp โดยยึดตามหลักของ RdRp-based grouping units 
(RGU) ที่ก าหนดไว้ว่าถ้าหาก amino acid distance >4.8-6.3% จะจัดเป็น HCoV ที่อยู่ในกลุ่ม 
แอลฟา (α) โคโรนาไวรัส แต่ถ้า amino acid distance > 6.3% จะจัดเป็น HCoV ที่อยู่ในกลุ่ม บีตา 
(β) โคโรนาไวรัส [81] ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้นั้นได้ท าการศึกษาถึงความชุกของเชื้อโดยจ าแนกออกเป็น
กลุ่มและสายพันธุ์ต่างๆ พบว่าในแต่ละปี การกระจายตัวของแต่ละสายพันธุ์ของไวรัสแตกต่างกัน
ออกไป โดยจะพบว่าในปี ค.ศ. 2012 พบการกระจายตัวของสายพันธุ์ HCoV-NL63 มากที่สุด ส่วนใน
ปี ค.ศ. 2013 พบการกระจายตัวของสายพันธุ์ HCoV-HKU1 มากที่สุด ส าหรับการกระจายของสาย
พันธุ์อ่ืนๆ เช่นสายพันธุ์ HCoV-OC43 สามารถพบได้ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ของปี ค.ศ. 2012 และ
สามารถพบได้ในช่วงเดือนพฤษภาคมและธันวาคมของปี ค.ศ. 2013 ส่วนสายพันธุ์ HCoV-229E จะ
สามารถพบได้ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์และพฤษภาคมปี ค.ศ. 2012 และสามารถพบได้ในช่วงเดือน
พฤษภาคมและมิถุนายนปี ค.ศ. 2013 ซ่ึงอาจกล่าวได้ว่าในการศึกษาครั้งนี้พบความชุกของเชื้อ  HCoV 
สายพันธุ์ HCoV-NL63 และ HCoV-HKU1 มากที่สุด รองลงมาคือ HCoV-229E และ HCoV-OC43 
ตามล าดับ ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่ศึกษาในประเทศฝรั่งเศสที่พบความชุกของสายพันธุ์ 
HCoV-HKU1 มากที่สุด และการศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศสหรัฐอเมริกาที่พบความชุกของสายพันธุ์ 
HCoV-NL63 มากที่สุด [82] อย่างไรก็ตามการศึกษาของ Ren, L. และคณะ [62] ได้ศึกษาใน
ประชากรจีนพบว่ามีความชุกของสายพันธุ์ HCoV-OC43 มากที่สุด Dare, R.และคณะ [12] ได้ศึกษา
ในประชากรไทยในช่วงปี 2003-2005 พบว่ามีความชุกของสายพันธุ์  HCoV-OC43 มากที่สุด ซ่ึง
สาเหตุของความชุกในแต่ละสายพันธุ์ท่ีแตกต่างกันอาจมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย  อาจเป็นเพราะ
สภาพภูมิประเทศและสภาพภูมิอากาศของแต่ละประเทศที่แตกต่าง กันท าให้ไวรัสแต่ละสายพันธุ์ มี
ความสามารถในการแพร่ระบาดได้แตกต่างกัน หรือความชุกในแต่ละสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่พบ
นั้นมีปัจจัยทางด้านปริมาณของ receptor ที่แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ อาจเป็นไปได้ว่าในปี 
2012-2013 ที่ผ่านมาผู้ปุวยที่เป็นประชากรไทยที่ท าการศึกษามีปริมาณของ receptor ACE2 ที่
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จ าเพาะต่อโปรตีน spike ในสายพันธุ์ HCoV-NL63 และปริมาณของ receptor Neu5,9Ac2-
containing moiety ที่จ าเพาะต่อโปรตีน spike ในสายพันธุ์ HCoV-HKU1 จึงท าให้พบการติดเชื้อ
ด้วยสายพันธุ์ HCoV-NL63 และ HCoV-HKU1 มีอัตราที่สูง เม่ือจัดจ าแนกสายพันธ์ของ HCoV ที่
ศึกษาได้แล้วจึงน าข้อมูลดังกล่าวมาวิเคราะห์ทาง phylogenetic tree เพ่ือตรวจสอบความสัมพันธ์
ระหว่างสายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่ศึกษาในครั้งนี้เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูลว่ามีความสัมพันธ์
กันอย่างไร ซ่ึงศึกษาโดยอาศัยข้อมูลจากยีน spike ที่ มีความแตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ของเชื้อ 
HCoV ผลปรากฏว่าในกลุ่มสายพันธุ์ HCoV-OC43 ตัวอย่างที่ ศึกษาจัดอยู่ใน clade C จ านวน 2 
ตัวอย่าง และ clade B จ านวน 1 ตัวอย่าง แต่ยังไม่พบรายงานของข้อมูลในฐานข้อมูลมากนัก HCoV-
OC43 มีสองตัวอย่างที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์ที่ ศึกษาในประเทศญี่ปุุนส่วนในสายพันธุ์ 
HCoV-229E นั้นได้มีการจัดจ าแนกกลุ่มของสายพันธุ์ตามปีที่ มีการค้นพบเนื่องจากข้อมูลทางด้าน
พันธุกรรมมีการเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอด [83] และตัวอย่างที่ศึกษาในครั้งนี้จ านวน 5 ตัวอย่างพบว่ามี
ความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกันกับ HCoV-229E ที่มีการศึกษาในช่วงปี ค.ศ. 2008-2013 ส าหรับสายพันธุ์ 
HCoV-HKU1จัดออกเป็น 3 clade คือ clade A, B และ C โดยตัวอย่างที่ ศึกษาในครั้งนี้ มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ clade A จ านวน 13 ตัวอย่างและ clade B จ านวน 6 ตัวอย่าง สุดท้ายใน
สายพันธุ์ HCoV-NL63 ถูกจัดความสัมพันธ์ออกเป็น 3 clade เช่นกันนั่นคือ clade A, B และ C และ
อาจมีการเพ่ิมเติมของ clade R ซ่ึงเกิดจากการรวมกลุ่มกันของ clade A และ C โดยตัวอย่างที่ ศึกษา

ในครั้งนี้มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ clade B ทั้งหมด 19 ตัวอย่าง  

เม่ือเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของสายพันธุ์ HCoV-229E ที่ได้จากการศึกษาพบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโนไปบางต าแหน่งแต่ก็ยังคงจัดอยู่ในกลุ่มที่มีการศึกษาในช่วงปี 2008-
2013 และมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์ที่ศึกษาในประเทศญี่ปุุนและในประเทศไทยก่อนหน้านี้ 
นอกจากนี้ยังพบการเพ่ิมเข้ามา (insert) ของกรดอะมิโน Asparagine ที่ต าแหน่ง 140 ที่มีความ
เหมือนกับตัวอย่างที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศไทยในช่วงปี 2009-2011 ส่วนการเปรียบเทียบ
ล าดับกรดอะมิโนของสายพันธุ์ HCoV-OC43 พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลบวกมีล าดับกรดอะมิโนคล้ายกัน
กับตัวอย่างที่เคยศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศที่จัดอยู่ใน clade A แต่มีเพียงหนึ่งตัวอย่างที่ มีล า ดับของ
กรดอะมิโนที่คล้ายกับตัวอย่างที่เคยศึกษาก่อนหน้านี้ในประเทศแถบทวีปยุโรป ซ่ึงอาจจะเป็นไปได้ว่า
ตัวอย่างนี้อาจจะได้รับการติดเชื้อจากประเทศในแถบทวีปยุโรป ส่วนสายพันธุ์ HCoV-HKU1 มีการ
เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนแล้วพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโนไปบ้างบางต าแหน่ง
แต่ส่วนใหญ่แล้วจะคล้ายกับล าดับกรดอะมิโนที่จัดอยู่ใน clade A และ clade B ส่วนสายพันธุ์ 
HCoV-NL63 จะมีการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนกับตัวอย่างที่มีการศึกษาก่อนหน้าก็ไม่พบความ
แตกต่างของล าดับกรดอะมิโนมากนัก ซ่ึงก็สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า HCoV ที่จัดอยู่ใน

กลุ่มแอลฟา (α) โคโรนาไวรัสจะมีการกลายพันธุ์ท่ีน้อยกว่ากลุ่มบีตา (β) โคโรนาไวรัส  
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โดยสรุปแล้วการศึกษานี้ได้รายงานถึงระบาดวิทยาของเชื้อ HCoV ในรูปแบบของการ
วิเคราะห์ด้าน อายุ เพศ ฤดูกาลในการติดเชื้อ สายพันธุ์ของเชื้อ HCoV ที่พบในการศึกษาและแนวโน้ม
การระบาดของเชื้อในปีที่ศึกษา และที่ส าคัญในช่วงปี ค.ศ. 2012-2013 ที่ผ่านมาพบการระบาดของ
เชื้อ MERS-CoV ในประเทศแถบตะวันออกกลาง งานวิจัยนี้จึงด าเนินการเพ่ือศึกษาถึงการระบาดของ 
MERS-CoV ในประเทศไทยด้วย แต่จากผลการศึกษาจากกลุ่มตัวอย่างทั้งหมดไม่พบว่าตัวอย่างใด
ให้ผล positive ต่อ MERS-CoV ดังนั้นสถานการณ์การระบาดของเชื้อ MERS-CoV ในประเทศไทยจึง
ยังไม่ได้รับรายงาน จากข้อมูลการศึกษาในครั้งนี้จึงคาดหวังว่าจะช่วยให้ผู้ที่สนใจที่จะศึกษาเชื้อ HCoV 
มีความรู้ความเข้าใจเก่ียวกับเชื้อไวรัสสายพันธุ์นี้ในประเทศไทยได้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ปัจจุบันยังไม่มียา
รักษาผู้ปุวยหรือวัคซีนที่มีประสิทธิภาพดีพอในการปูองกันการติดเชื้อ HCoV ดังนั้นข้อมูลที่ได้จาก
การศึกษาจึงเป็นประโยชน์ในแง่ของการเฝูาระวังการระบาดของโรคและปูองกันการติดเชื้อ HCoV ใน
เด็กอายุน้อยกว่า 5 ปี และในผู้สูงอายุ อย่างไรก็ตามในอนาคตข้อมูลนี้อาจเป็นประโยชน์ต่อการ

พัฒนายาต้านไวรัสและผลิตวัคซีนส าหรับเชื้อ HCoV ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 

การเตรียมสารเคมีส าหรับเก็บตัวอย่าง 

 1. Phosphate buffered saline (PBS) ตวง phosphate buffer saline ส าเร็จรูป
ชนิดผงจ านวน 9.88 g จากนั้นเติมน้ ากลั่น (distilled  water) จนมีปริมาตร 1,000 ml แล้ว
จึงน าไปผ่านการฆ่าเชื้อโดยการ autoclave แล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง 

2. Viral transport medium (VTM) ส าหรับ 500 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 

1. Minimum Essential Medium Eagle (MEM)  5.35 g 

2. Lactalbumin hydrolysate 1.25 g 
3. 10% Glycerol 5 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 1 15.625 ml 

 

 เม่ือเตรียมสารต่างๆ ได้ตามปริมาตรที่ต้องการแล้วจึงเติมน้ ากลั่นลงไปให้ได้ปริมาตร 500 ml 
 จากนั้นจึงน าไปกรองผ่าน filter ขนาด 0.2 µm ก่อนน าไปใช้ 

การเตรียมสารเคมีส าหรับการสกัด RNA 

1. DEPC เป็นน้ าที่ไม่มีเอนไซม์ RNase เตรียมได้โดยเติม 0.1% DEPC ในน้ ากลั่น 
จากนั้นจึงน าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วยวิธี autoclave 

 2. 95% Ethanol เตรียมโดยตวง absolute ethanol มา 95 ml แล้วเติมน้ ากลั่นให้

ได้ปริมาตรสุทธิ 100 ml 

 3. Wash buffer ส าหรับพร้อมใช้งาน เตรียมโดยเติม absolute ethanol ปริมาตร 

200 ml ลงใน wash buffer ที่เตรียมมาให้ จากนั้นผสมให้เข้ากัน 
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การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 

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

ดังนี้ 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
1. Tris-base 54 g 
2. Boric acid 27.5 g 
3. 0.5 M EDTA 20  ml 

 เม่ือเตรียมสารต่างๆ ได้ตามปริมาตรที่ต้องการแล้วจึงเติมน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร 1,000 ml 
แล้ว ผสมให้เข้ากัน เม่ือจะใช้งานจะเตรียมเป็น 1x Tris borate buffer (1x TBE) โดยตวง 5x 

TBE ปริมาตร  200 ml จากนั้นเติมน้ ากลั่นลงไป 800 ml แล้วผสมให้เข้ากัน  

 2. 2% โดยมวลต่อปริมาตร (w/v) agarose gel 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
1. Agarose 2 g 
2. 1x TBE buffer 100 ml 

 จากนั้นผสมให้เข้ากันแล้วจึงน าไปเข้าไมโครเวฟจนกว่า agarose จะละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

เม่ือละลายแล้วปล่อยให้เย็นลงสักระยะเวลาหนึ่งก่อนน าไปใช้ 

 3. 10% ethidium bromide 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร 
1. Ethidium bromide    30 µl 
2. น้ ากลั่น 300 µl 

5. Loading dye 0.25% Bromphenol blue และ 40% (w/v) sucrose in water จากนั้น

เติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตร 50 ml แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC 

การเตรียมสารเคมีในการท า DNA cloning 

1. LB agar 100 ml 

สารเคมีที่ใช้ น้ าหนัก (g) 
1. Agar 1.5  
2. Yeast extract 0.5  
3. Peptone 1  
4. NaCl 0.5 
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 เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml แล้วน าไปผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อ
ด้วย วิธีการ autoclave จากนั้นรอให้อุณหภูมิลดลง แล้วจึงเติม ampicilin 100 µg/ml แล้วจึงเทใส่ 
plate ปริมาตร 35 ml/plate 

2. LB broth 50 ml 

สารเคมีที่ใช้ น้ าหนัก (g) 
1. Yeast extract 0.25  
2. Peptone 0.5 
3. NaCl 0.25 

 เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 50 ml แล้วน าไปผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อ

ด้วย วิธีการ autoclave 

3. SOC medium 100 ml 

สารเคมีที่ใช้ น้ าหนัก  
1. Yeast extract 0.5 g 
2. Peptone 2 g 
3. NaCl 1 mg 
4. KCl 0.25 mg 

 เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml จากนั้นเติมกลูโคส และ Mg2+ อย่าง

ละ 100 µl 
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ภาคผนวก ข 

แสดงรายงานการตีพิมพ์ิบางส่วนของวิทยานิพนธ์ในวารสาร 

วารสารกุมารเวชศาสตร์ (Thai Journal of Pediatrics) 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

ชื่อ-นามสกุล รพีพรรณ สูณรงค์ เพศ หญิง 

อายุ   24 ปี   เกิดวันที่ 17 มกราคม 2533 

สัญชาติ ไทย  เชื้อชาติ ไทย  ศาสนา พุทธ 

สถานที่เกิด โรงพยาบาลร้อยเอ็ด จังหวัดร้อยเอ็ด 

ที่อยู่ปัจจุบัน ห้อง 422 พีเอสเฮ้าส์สี่พระยา อพาร์ทเม้นท์ 439 ซ.แก้วฟูา ถ.สี่พระยา 
แขวงมหาพฤฒาราม เขตบางรัก กรุงเทพมหานคร 10500 

ประวัติการศึกษา 

 ระดับปริญญาตรี  ส าเร็จการศึกษาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (วท.บ.)  สาขาชีวเคมี   
คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เม่ือปีการศึกษา 2554  

 ระดับปริญญาโท  เข้าศึกษาต่อระดับวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต  สาขาชีวเคมี
ทางการแพทย์  คณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เม่ือปีการศึกษา 2555 
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