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ประภาพร คุณทา : การศึกษาความชุกและจ าแนกสายพันธุ์เชิงชีวโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนไร
โนไวรัสในอุจจาระผู้ป่วยเด็กไทยที่ป่วยด้วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันช่วงปี  พ.ศ. 2553-
2557 (Prevalence and molecular characterization of human rhinovirus in 
stool of Thai children with acute gastroenteritis during 2010-2014) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ. ยง ภู่วรวรรณ, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. สัญชัย พยุง
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เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนบนแบบไม่
รุนแรง งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความชุกและจ าแนกสายพันธุ์เชิงชีวโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใน
ตัวอย่างอุจจาระของคนท่ีเป็นโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันและคนที่ไม่เป็นโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันใน
ประเทศไทย โดยเก็บตัวอย่างอุจจาระจากคนที่เป็นโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันซึ่งส่วนใหญ่เป็นเด็ก 
จากจังหวัดกรุงเทพมหานครและจังหวัดขอนแก่น ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2553 ถึงเดือนตุลาคม 
พ.ศ. 2557 จ านวนทั้งสิ้น 1,294 ตัวอย่าง นอกจากนี้ยังได้เก็บตัวอย่างอุจจาระจากผู้ป่วยโรคมือเท้า
ปากหรือโรค herpangina จ านวนทั้งสิ้น 591 ตัวอย่าง โดยใช้ผู้ป่วยกลุ่มนี้เป็นกลุ่มควบคุม เนื่องจาก
ผู้ป่วยกลุ่มนี้ไม่ได้เป็นโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน การตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใช้วิธี  semi-
nested PCR ในส่วนปลาย 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 การจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโน
ไวรัสและการสร้าง phylogenetic tree ใช้ส่วนของยีน VP4 พบว่าในตัวอย่างอุจจาระของเด็กโรค
ล าไส้อักเสบเฉียบพลันให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 2.3% (30/1,294) โดยพบ HRV-A 47%, 
HRV-B 17% และ HRV-C 37% ในทางตรงกันข้ามพบว่า ตัวอย่างอุจจาระจากกลุ่มควบคุมให้ผลบวก
ต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเพียง 0.9% (5/591) โดยส่วนใหญ่เป็น HRV-C (60%) ในกลุ่มตัวอย่างจาก
โรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันพบว่า เด็กอายุต่ ากว่า 2 ปีมีอัตราการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมากที่สุด 
(87%) และพบการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในเพศชายมากกว่าเพศหญิงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) การติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถพบได้ตลอดทั้งปีโดยไม่มีฤดูกาลที่แน่นอน นอกจากนี้
งานวิจัยนี้ยังพบว่ามีการเกิด recombination ภายใน 5’UTR ของจีโนมเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ซึ่งเป็น
กระบวนการที่ส าคัญต่อวิวัฒนาการของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 
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Human rhinoviruses (HRV) are the most common causes of mild upper 
respiratory tract infection.  This study investigated the prevalence and characterized 
HRV in stool samples from individuals with and without acute gastroenteritis in 
Thailand.  1,294 stool samples were collected mostly from children with acute 
gastroenteritis residing in Bangkok and Khon Kaen province between January 2010 
and October 2014.  In addition, 591 samples from hand-foot-mouth disease or 
herpangina patients who do not have gastroenteritis served as a control 
cohort.  Samples were initially screened by semi-nested PCR for HRV 5'UTR through 
VP2 capsid region.  HRV genotyping and phylogenetic tree construction were 
determined using the VP4/VP2 regions.  Among children with acute gastroenteritis, 
HRV infection was found in 2.3% (30/1,294) of stool samples, which comprised 47% 
HRV-A, 17% HRV-B, and 37% HRV-C.  In contrast, 0.9% (5/591) of the control group 
was HRV-positive in which HRV-C (60%) was the major species found.  Among acute 
gastroenteritis samples, HRV was found mostly in samples from children ≤2 years of 
age (87%), and in more males than females (p<0.05).  HRVs were detected 
throughout the year with no seasonal clustering.  In addition, this study found 
recombination in 5’UTR which play a role in evolutionary genetic diversification of 
HRV.  
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บทที่ 1 
บทน า 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย  

 การติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจแบบเฉียบพลัน (acute respiratory tract infection) 
เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดการเสียชีวิตของเด็กทั่วโลก เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเป็นไวรัสส าคัญที่ท าให้
เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจแบบเฉียบพลัน โดยสามารถก่อโรคได้ทั้งในระบบทางเดิน
หายใจส่วนบนและส่วนล่าง พบว่ามากกว่าร้อยละ 50 ของการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนบน 
มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส (6) อาการที่พบบ่อยที่สุดซึ่งเกิดจากการติดเชื้อฮิวแมนไร
โนไวรัส คือโรคหวัด (common cold) ผู้ป่วยจะมีอาการคัดจมูก น้ ามูกไหล จาม เจ็บคอ ปวดศีรษะ 
และไอ โดยพบว่าร้อยละ 30 ถึง 50 ของโรคหวัดที่เกิดในผู้ใหญ่ และร้อยละ 10 ถึง 25 ของโรคหวัดที่
เกิดในเด็ก มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส แม้ว่าการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจะแสดง
อาการของโรคไม่รุนแรงและสามารถหายได้เอง แต่ส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจอย่างมาก เพราะต้อง
สูญเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาล และต้องขาดงานท าให้สูญเสียรายได้ แต่อย่างไรก็ตามการติด
เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสยังสามารถก่อโรคที่รุนแรงได้ เช่น หูชั้นกลางอักเสบอย่างเฉียบพลัน (acute 
otitis media (AOM)) ในเด็กและไซนัสอักเสบ (sinusitis) ในผู้ใหญ่ (7) นอกจากนี้เชื้อฮิวแมนไรโน
ไวรัสยังสามารถก่อโรคในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างได้ เป็นสาเหตุของการเกิดโรคปอดบวม 
(pneumonia) (8), หายใจมีเสียงหวีดในเด็ก (wheezing) (9), การก าเริบของโรคหอบหืด 
(exacerbations of asthma) และโรคปอดอุดกั้นเรื้อรัง (chronic obstructive pulmonary 
disease (COPD)) ในผู้ใหญ่ (10) 

 การติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเกิดขึ้นได้ตลอดทั้งปี แต่จะมีความชุกมากในฤดูใบไม้ผลิ (เดือน

เมษายน-พฤษภาคม) และฤดูใบไม้ร่วง (ช่วงเดือนกันยายน) (11) เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถเข้าสู่

ร่างกายได้ทางการหายใจ หรือทางการสัมผัสโดยตรงกับเยื่อบุทางเดินหายใจ หลังจากร่างกายได้รับ

เชื้อไวรัสเข้าไป เชื้อไวรัสจะใช้เวลาฟักตัว 1-4 วัน จึงเริ่มแสดงอาการ และอาการจะรุนแรงที่สุดในช่วง 

3-7 วันหลังติดเชื้อ และเนื่องจากอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนของเชื้อไวรัสนี้คือ 33 °C (12) 

ดังนั้นไวรัสจึงมักเพ่ิมจ านวนในเซลล์เยื่อบุจมูก และอาจตรวจพบไวรัสในสารคัดหลั่งของช่องปากและ

ล าคอ แต่จะพบในปริมาณน้อยกว่าไวรัสที่อยู่ในสารคัดหลั่งจากจมูก 
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 เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสถูกจัดอยู่ในวงศ์ (family) Picornaviridae สกุล(genus) Enterovirus 

โดยปัจจุบันมีการแบ่งเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสออกเป็น 3 species คือ species A (HRV-A), species B 

(HRV-B) และ species C (HRV-C) ซึ่งมีสมาชิกอยู่มากกว่า 100 serotypes โดย HRV-A 

ประกอบด้วย 80 serotypes, HRV-B ประกอบด้วย 32 serotypes และ HRV-C มีอย่างน้อย 54 

serotypes (13) 

 แต่เดิมเชื่อว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสไม่สามารถก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้ เพราะเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสไม่ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่เป็นกรด โดยพบว่าที่ pH < 5 และ pH > 9-10 จะท าให้เกิด

การเปลี่ยนแปลง conformation ใน capsid protein ของไวรัส ท าให้ไวรัสสูญเสีย VP4 subunit 

ไป และท าให้ไวรัสสูญเสีย infectivity (14) ดังนั้นไวรัสชนิดนี้จึงไม่สามารถเพ่ิมจ านวนในกระเพาะ

อาหารที่มี pH เป็นกรดได้ จึงมักไม่พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระ แต่เมื่อปี 2009 Blomqvist 

และคณะสามารถตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในสิ่งปฏิกูลได้เป็นครั้งแรก ซึ่งเป็นการตรวจพบเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสได้ในสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ านวนของเชื้อเอนเทอโรไวรัส โดยเชื่อว่า

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบนั้นมาจากการปนเปื้อนสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินหายใจผ่านการใช้

กระดาษ tissue หรือการปนเปื้อนในน้ าเสีย (15) แต่ในปัจจุบันมีหลายงานวิจัยที่มีรายงานการตรวจ

พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระมากขึ้น และในปี 2012 Harvala และคณะสามารถตรวจพบเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัสในผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันได้ในอัตราที่สูง โดยพบประมาณร้อยละ 10 และ

พบว่าม ีviral load มาก โดยมีค่า Ct-values ที่ต่ า ใกล้เคียงกับที่พบในเชื้อเอนเทอโรไวรัส (1) 

แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระยังมีอยู่น้อยมาก และ

ไม่เคยมีการศึกษาในประเทศไทยมาก่อน รวมถึงยังไม่เคยมีการศึกษาในกลุ่มคนที่ไม่มีอาการของโรค

ล าไส้อักเสบเฉียบพลัน ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมุ้งเน้นที่จะศึกษาระบาดวิทยาและจ าแนกสายพันธุ์

เชิงชีวโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระผู้ป่วยเด็กไทยที่ป่วยด้ว ยโรคล าไส้อักเสบ

เฉียบพลันช่วงปี 2010-2014 เปรียบเทียบกับอุจจาระของกลุ่มคนที่ไม่มีอาการของโรคล าไส้อักเสบ

เฉียบพลัน โดยใช้กลุ่มของผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก และโรคเฮอร์แปงไจนา (Herpangina) เป็นกลุ่ม

ควบคุม การตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใช้วิธี semi-nested PCR และ DNA sequencing ใน

บริเวณส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 นอกจากนี้ยังได้น าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสไปวิเคราะห์การเกิดรีคอมบิเนชัน (Recombination) ภายในบริเวณ 5’UTR ของจี
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โนม โดยคาดหวังว่าความรู้ที่ได้จะช่วยให้มีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับระบาดวิทยาและสายพันธุ์ของ

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระในประเทศไทยมากขึ้น  รวมถึงการเกิด recombination 

ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในอุจจาระด้วย และคาดหวังว่าความรู้ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จะเป็น

ประโยชน์ต่อการเฝ้าระวังเพ่ือป้องกันการแพร่ระบาดของโรคและพัฒนาความรู้ไปสู่การผลิตวัคซีนต่อ

เชื้อไวรัสชนิดนี้ต่อไปในอนาคต 

ค าถามงานวิจัย 

1. ความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระผู้ป่วยเด็กไทยที่ป่วยด้วยโรคล าไส้อักเสบ
เฉียบพลันช่วงปี 2010-2014 เป็นอย่างไร มีความแตกต่างจากข้อมูลของประเทศอ่ืนๆ หรือไม่ 
อย่างไร 

2. ความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระผู้ป่วยที่มีอาการของโรคมือเท้าปากหรือโรค 
Herpangina ช่วงปี 2012-2014 เป็นอย่างไร มีความแตกต่างจากความชุกในอุจจาระผู้ป่วย
โรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันหรือไม่ อย่างไร 

3. สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในช่วงที่ท าการศึกษามีสายพันธุ์อะไรบ้าง 
4. สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในอุจจาระมีการเกิด recombination ในบริเวณ 

5’UTR ของจีโนมไวรัสหรือไม่ 
 

วัตถุประสงค์งานวิจัย 
 

1. เพ่ือศึกษาความชุกและการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระผู้ป่วยเด็กไทย
ที่ป่วยด้วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันช่วงปี 2010-2014 และในอุจจาระผู้ป่วยที่มีอาการของ
โรคมือเท้าปากหรือโรค Herpangina ช่วงปี 2012-2014 
 
 

2. เพ่ือวิเคราะห์และเปรียบเทียบข้อมูลความชุก และการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสในตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยเด็กไทยที่ป่วยด้วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน และผู้ป่วยที่

มีอาการของโรคมือเท้าปากหรือโรค Herpangina 

3. เพ่ือวิเคราะห์และเปรียบเทียบข้อมูลความชุก และการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสในตัวอย่างอุจจาระที่พบในประเทศไทยกับข้อมูลที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ในต่างประเทศ 

4. เพ่ือศึกษาการเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในบริเวณ 5’UTR ของจีโนม

ไวรัส 
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สมมติฐานของการวิจัย  

 ข้อมูลการระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรค

ล าไส้อักเสบเฉียบพลันมีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก

และโรค Herpangina  
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กรอบความคิดของโครงการวิจัย 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
 

แผนภาพที่ 1 ขอบเขตของการวิจัย 

Purification 

จ าแนกสายพันธุ์ระดับโมเลกุลของ

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส โดยการ

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

VP4/VP2 

เปรียบเทียบสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรไวรัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน VP4/VP2 กับ 5’UTR ของจีโนม เพื่อวิเคราะห์การเกิด 

recombination ระหว่างบริเวณท้ังสองของจีโนม 

Stool ของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบ
เฉียบพลันจากโรงพยาบาลชุมแพ 

และโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

Stool หรือ rectal swab ของผู้ป่วยโรค

มือเท้าปาก หรือโรค Herpangina จาก

โรงพยาบาลชุมแพ และโรงพยาบาลอ่ืนๆ 

RNA Extraction 

Reverse transcription โดย Random hexamer 

วินิจฉัยการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ด้วยวิธี Semi-Nested Polymerase Chain Reaction 

Negative Positive 

เพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมในบริเวณ 

5’UTR ของจีโนม ด้วยวิธี PCR 

จ าแนกสายพันธุ์ระดับโมเลกุลของเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัส โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

5’UTR ของจีโนม   

สรุปและวิเคราะห์ผลการทดลอง 
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ข้อตกลงเบื้องต้น 

 ไม่มี 

ค าส าคัญ 

 Human rhinovirus (HRV), Prevalence, Children, Gastroenteritis, Stool, Thailand 

การให้ค านิยามเชิงปฏิบัติที่จะใช้ในงานวิจัย  

1. Species คือ สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ซึ่งจ าแนกโดยการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี 

serology test (antigen-antibody specific test) โดยเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถ

จ าแนกได้เป็น 3 สายพันธุ์ คือ HRV-A, HRV-B และ HRV-C ไวรัสแต่ละชนิดที่ถูกจ าแนกว่ามี

ความแตกต่างกันจะถูกแบ่งออกเป็น serotype ส าหรับเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสประกอบด้วย

ไวรัสมากกว่า 100 serotypes 

2. Strain คือ ฮิวแมนไรโนไวรัสซึ่งจัดอยู่ใน species เดียวกัน แต่มีความแตกต่างกันในระดับนิ

วคลีโอไทด์หรือมีล าดับกรดอะมิโนในบางต าแหน่งบนจีโนมต่างกัน เมื่อวิเคราะห์ด้วย 

phylogenetic tree จะแสดงการจัดกลุ่มย่อยที่แตกต่างกัน โดยทั่วไปเกณฑ์ในการจัด

จ าแนกสิ่งมีชีวิตต่าง strain แต่เป็น species เดียวกันนั้น ก าหนดให้มี %nucleotide 

identity ตั้งแต่ 80% ขึ้นไป 

ข้อจ ากัดในการวิจัย  

การใช้ตัวอย่างที่เหลือจากโครงการอ่ืนนั้น สารพันธุกรรมของสารตัวอย่างอาจมีไม่เพียงพอ
หรือสลายไป (degrade) จึงต้องท าการสกัดใหม่ในบางตัวอย่าง 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. มีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในตัวอย่างอุจจาระใน
ประเทศไทย และสามารถน าข้อมูลนี้มาใช้ประโยชน์ในการป้องกันควบคุมโรค และการผลิต
วัคซีนในอนาคตต่อไป 

2. ฝึกกระบวนการคิด การวิเคราะห์ และสามารถแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้นจากการทดลอง 
3. ได้เรียนรู้และฝึกฝนการใช้เครื่องมือต่างๆ ตลอดถึงวิธีการใหม่ในการวิจัยทางอณูชีววิทยา 
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4. ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากงานวิจัยนี้ จะได้รับการเผยแพร่ในฐานข้อมูล NCBI เพ่ือใช้ในการ
อ้างอิงและศึกษาต่อยอดต่อไปในอนาคต 

5. ผลงานวิจัยสามารถเผยแพร่ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

8 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การค้นพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส (Human Rhinovirus, HRVs) ถูกจัดอยู่ในวงศ์ (family) 

Picornaviridae สกุล (genus) Enterovirus เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเป็นกลุ่มไวรัสขนาดใหญ่ที่มี

มากกว่า 100 serotypes ปัจจุบันสามารถแบ่งเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้เป็น 3 species คือ HRV 

species A (HRV-A) ประกอบด้วย 80 serotypes, HRV species B (HRV-B) ประกอบด้วย 32 

serotypes และ HRV species C (HRV-C) ที่มีอย่างน้อย 54 types แต่เดิมเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสถูก

เรียกว่า coryzavirus, ECHO 28-rhinovirus-coryzavirus (ERCs), murivirus, nasal secretion 

agents, Salisbury strains หรือ enterovirus-like virus เนื่องจากมีลักษณะทั่วไปคล้ายกับเชื้อ 

enterovirus  (3, 16-19) เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสถูกแยกได้ครั้งแรกในปี 1953 จากการศึกษาของ 

Andrews และคณะโดยการน าตัวอย่างน้ าล้างโพรงจมูกของผู้ป่วยโรคไข้หวัดมาเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสใน

เซลล์ particular human embryo และถูกตั้งชื่อว่า HRV strain D.C. ซึ่งภายหลังผลการจัดจ าแนก

สายพันธุ์พบว่า HRV strain D.C. คือ HRV serotype 9 (HRV-9) นั่นเอง (17, 20) 

ลักษณะท่ัวไปของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส  

ฮิวแมนไรโนไวรัสเป็นไวรัสไม่มีเปลือกหุ้ม (non-enveloped) ดังรูปที่ 1 มีสารพันธุกรรมเป็น 

RNA สายเดี่ยวชนิดบวกและเป็นเส้นตรง (positive single stranded RNA) มีขนาดจีโนมประมาณ 

7,200 นิวคลีโอไทด์ จัดเป็นไวรัสขนาดเล็กมีขนาดประมาณ 25-30 นาโนเมตร จีโนมของไวรัสจะ

บรรจุอยู่ในโปรตีน capsid ที่ประกอบกันเป็นรูปทรงกลมที่มีสามเหลี่ยมด้านเท่าจ านวน 20 ด้าน

ประกอบกัน (icosahedral structure) และมีการจัดเรียงตัวของจีโนมอย่างต่อเนื่องเพียง 1 open-

reading frame ซึ่งจะถูกแปลรหัสออกมาเป็นโปรตีนสายยาว (polyprotein) 1 สายที่มีขนาด

ประมาณ 250 kDa จากนั้นจะถูกเอนไซม์ protease ตัดออกเป็นโปรตีนหน่วยย่อย 11 โปรตีนต่อไป 

กระบวนการตัดสาย polyprotein จะเกิดควบคู่ไปกับกระบวนการแปลรหัส (co-translational 

cleavage) ท าให้ไม่พบสาย polyprotein ที่สมบูรณ์ในไซโทพลาสซึมของเซลล์ การจัดเรียงตัวของ

จีโนมของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเริ่มจาก peptide สายสั้นๆ (VPg) เชื่อมกับ 5’UTR ตามด้วย capsid-
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coding region (P1) ซึ่งถูกแปลรหัสออกมาเป็นโปรตีนที่ประกอบกันเป็นโครงสร้างของไวรัส และ

ตามด้วย P2 และ P3 region ซึ่งถูกแปลรหัสออกมาเป็นโปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้างของไวรัส และส่วน

สุดท้ายของจีโนมไวรัสคือ short 3’non-coding region ที่มี poly-A tail อยู่ (21) ดังรูปที่ 2 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงอนุภาคของฮิวแมนไรโนไวรัส (21) 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แสดงจีโนม การจัดเรียงตัวของยีน และโปรตีนที่ encode จากยีนของฮิวแมนไรโนไวรัส (22) 
 

โปรตีนของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสแบ่งได้ดังนี้ 

 Structural protein: ยีนที่แปลรหัสให้ structural protein อยู่ในส่วนของ structural 

region หรือ P1 region จีโนมบริเวณนี้มีขนาดเฉลี่ย 2,500 นิวคลีโอไทด์ ประกอบด้วยยีนที่สร้าง

โปรตีน 4 ชนิด ซึ่งท าหน้าที่เป็นโครงสร้างของอนุภาคไวรัสหรือโปรตีน capsid ของไวรัส คือ VP4 

(200 nt), VP2 (800 nt), VP3 (700 nt) และ VP1 (800 nt) ซึ่งมีน้ าหนัก 7-8 kDa, 27-30 kDa, 

24-28 kDa และ 34-36 kDa ตามล าดับ (23) โดย VP1-VP3 ประกอบเป็นผิวด้านนอกของโปรตีน 

capsid ในขณะที่ VP4 ซึ่งเป็นโปรตีนขนาดเล็กที่สุดจะอยู่ที่ผิวด้านในของอนุภาคเพ่ือยึด RNA core 

และโปรตีน capsid เข้าด้วยกัน อนุภาคของไวรัสประกอบด้วย 60 หน่วยย่อย (protomer) แต่ละ

หน่วยย่อยประกอบด้วยแต่ละ copy ของ VP1-VP4 ท าให้มีลักษณะคล้ายสามเหลี่ยมด้านเท่า โปรตีน

หน่วยย่อยจะประกอบกันเป็นรูปทรงกลมที่มีสามเหลี่ยมด้านเท่าจ านวน 20 ด้านประกอบกัน 
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(icosahedral structure) การประกอบโครงรูปของ icosahedral capsid เริ่มจาก 5 หน่วยย่อยของ 

protomer ประกอบกันเป็นโปรตีนหน่วยย่อย pentamer  จากนั้นโปรตีน 12 pentamer จึงรวมกัน

เป็นโครงสร้างแบบ icosahedral โปรตีน VP1 เป็นโปรตีนที่มีความส าคัญเนื่องจากเป็นบริเวณที่

ก าหนด antigenicity ของไวรัส โดยในส่วนของ VP1 และ VP3 มีการสร้างโครงสร้างที่มีลักษณะ

คล้ายร่องที่เรียกว่า canyon บริเวณ canyon นี้จะถูกจดจ าด้วย neutralizing antibody (Ab) ของ

เจ้าบ้าน ที่มีความจ าเพาะต่ออนุภาคของไวรัส นอกจากนี้ภายใน canyon ยังมีโครงสร้างที่ส าคัญ คือ 

drug binding pocket (รูปที่ 3) ที่อยู่ลึกลงมาจาก canyon ประมาณ 2.5 nm ซึ่งเป็นบริเวณที่ไวรัส

ใช้จับกับ receptor บนผิวเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้าน โดยเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่วนใหญ่มากกว่าร้อยละ 

90 (major group) จะใช้ intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) เป็น receptor ส่วน

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่วนน้อย (minor group) จะใช้ low-density lipoprotein receptor (LDLR) 

เป็น receptor นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่ใช้ ICAM-1 บางตัวยังสามารถใช้ heparan 

sulfate เป็น receptor ได้อีกด้วย (23) นอกจากนี้พบว่าบริเวณ drug binding pocket เป็นบริเวณ

ที่นิยมออกแบบยาต้านไวรัส โดยยาต้านไวรัสจะเข้าจับกับ drug binding pocket ส่งผลให้โครงสร้าง

บริเวณ canyon บิดเบี้ยวไป ท าให้ไม่สามารถจับ receptor ได้ หรือยาต้านไวรัสท าให้โครงสร้างของ 

capsid เสถียรขึ้น ส่งผลให้ไวรัสไม่สามารถเปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน capsid จึงไม่สามารถ

ปล่อยจีโนมของไวรัสออกมาได้ (24) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงโครงสร้างของโปรตีน icosahedral capsid, บริเวณ canyon และ drug binding 
pocket (24) 
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Nonstructural protein: ยีนที่แปลรหัสให้ nonstructural protein อยู่ในส่วนของ 

nonstructural region หรือ P2 และ P3 region จีโนมบริเวณนี้ประกอบด้วยยีนหลายชนิดที่แปล

รหัสให้โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ replication, co-translational cleavage และการ

ประกอบเป็นอนุภาคของไวรัส P2 region ประกอบด้วยยีน 2A, 2B และ 2C ส่วน P3 region 

ประกอบด้วยยีน 3A, 3B, 3C และ 3D โปรตีนส าคัญที่ได้จากการถอดรหัสของ nonstructural gene 

มีดังนี ้

 เอนไซม์ 2A (2A protease, 2Apro): เป็น virus-specific protease ที่ท าหน้าที ่

ตัด P1 region ออกจาก P2 และ P3 region นอกจากนี้เอนไซม์ 2A ยังท าหน้าที่ยับยั้งการสังเคราะห์

โปรตีนของเซลล์เจ้าบ้าน โดยจะท าลาย P220 ซึ่งเป็น cap-binding protein ของเซลล์เจ้าบ้าน ท า

ให้กระบวนการถอดรหัสของเซลล์เจ้าบ้านถูกยับยั้งและไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ 

 โปรตีน 3B (VPg): เป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็กประมาณ 22 amino acid ท าหน้าที ่

เชื่อมระหว่างโปรตีน capsid กับส่วนปลาย 5’UTR ของจีโนม และท าหน้าที่เป็น primer ให้กับ 

RNA-dependent RNA polymerase (RDRP) ในการสังเคราะห์ RNA 

 เอนไซม์ 3C (3C protease, 3Cpro): เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในกระบวนการ co- 

translational cleavage เกือบทั้งหมดของไวรัส โดยท าหน้าที่ตัดโปรตีนสายยาวออกเป็นโปรตีน 

หน่วยย่อยให้อยู่ในรูปที่ท างานได้ 

 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp หรือ 3Dpol): เป็นเอนไซม์ท่ีมี 

บทบาทส าคัญในกระบวนการ replication (24) 

 นอกจากนี้ยังมีส่วนของ 5’untranslated regions (5’UTR) ซึ่งเป็นส่วนต้นของจีโนม 

บริเวณนี้มีโครงสร้างเป็น secondary structure ลักษณะคล้ายรูปไม้กางเขน ซึ่งมีความส าคัญในการ

จดจ าของ polymerase และกระบวนการ RNA replication (25) โดยปกติแล้วจีโนมของเซลล์เจ้า

บ้านจะมีการเติม cap ที่ปลาย 5’ของสาย mRNA ซึ่งบริเวณ 5’-cap จะถูกจดจ าด้วย cap-binding 

protein จากนั้นจึงเหนี่ยวน าให้เกิด pre-initiation complex โดยมี 80s ribosome เข้ามาเกาะเพ่ือ

หา AUG ที่เป็น initiation codon และเกิดกระบวนการถอดรหัสต่อไป แต่เนื่องจากเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสไม่มี 5’-cap แต่จะมี internal ribosome entry sites (IRESs) หรือ ribosome landing pads 

(RLPs) ที่มีขนาดประมาณ 400 นิวคลีโอไทด์ อยู่ในบริเวณ 5’UTR ที่สามารถจับกับ ribosome ได้ 



 

 

12 

โดยไม่ต้องมี 5’-cap หรือ cap-binding protein ท าให้ไวรัสสามารถเกิดกระบวนการถอดรหัสได้โดย

ไม่ต้องมี 5’-cap เรียกกระบวนการนี้ว่า 5’-cap independent pathway (26-28) 

การเจริญเพิ่มจ านวนของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 กระบวนการ replication จะเกิดขึ้นภายในไซโทพลาสซึมของเซลล์เจ้าบ้าน โดยบริเวณ

ส าคัญของการเกิด replication คือบริเวณ ciliary epithelial cell ในเยื่อบุจมูก (nasal mucosa) 

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเข้าสู่เซลล์เยื่อบุจมูก (nasal epithelial cells) โดยการเกาะติดกับตัวรับ 

(receptor) จ าเพาะบนผิวเซลล์ โดยเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่วนใหญ่ประมาณร้อยละ 90 ใช้ ICAM-1 

เป็น receptor หลักในการเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน และมีเพียงส่วนน้อยที่ใช้ LDLR เป็น receptor (29) 

หลังจากที่ไวรัสจับกับ receptor แล้ว อนุภาคไวรัสจะถูกพาเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านโดยกระบวนการ 

clathrin-dependent endocytosis หรือ clathrin-independent endocytosis หรือ 

macropinocytosis เนื่องจากสภาวะแวดล้อมภายใน endosome ที่มี pH ต่ า ท าให้ไวรัสเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน capsid หรือ uncoating และปล่อยจีโนมเข้าสู่ไซโทพลาสซึม 

จากนั้นจึงเริ่มต้นกระบวนการจ าลองจีโนมและถอดรหัสต่อไป (30) 

เมื่อจีโนมสายบวกเข้าสู่ไซโทพาสซึมแล้ว จะถูก ribosome ของเซลล์เจ้าบ้านท าการแปล

รหัสเพ่ือสร้าง RNA-dependent RNA polymerase (RDRP) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่สร้างสาย 

antisense RNA หรือ จีโนมสายลบเพ่ือใช้เป็นแม่แบบในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของไวรัสและ

ใช้ส าหรับสร้างสาย messenger RNA ซึ่งจะถูกแปลรหัสเป็นโปรตีนสายยาว จากนั้นจะถูกเอนไซม์ 

protease ของไวรัสตัดโปรตีนสายยาวออกเป็นโปรตีนหน่วยย่อยต่อไป ซึ่งโปรตีนเหล่านี้มีความส าคัญ

ที่จะเป็นส่วนประกอบต่างๆ ของอนุภาคไวรัส เช่น structural (capsid) protein และ 

nonstructural protein หลังจากสร้างส่วนประกอบต่างๆ ของไวรัสครบแล้วจึงจะมีการประกอบ 

(assembly) เป็นอนุภาคไวรัสตัวใหม่และปล่อยออกจากเซลล์โดยการย่อยเซลล์เมมเบรนของเซลล์เจ้า

บ้าน (23) ดังรูปที่ 4 
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รูปที่ 4 แสดงการเข้าสู่เซลล์และการเพ่ิมจ านวนของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส (23) 
 

ความแตกต่างของ Human Rhinovirus และ Human Enterovirus 

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสและเชื้อฮิวแมนเอนเทอโรไวรัส เป็นไวรัสที่จัดอยู่ใน family และ 

genus เดียวกัน คือ Picornaviridae และ Enterovirus ตามล าดับ โดยไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้มีลักษณะ

คล้ายกันหลายประการ ได้แก่ สัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัส การจัดเรียงตัวของจีโนม และ

กระบวนการ replication ของไวรัส เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้ยังมีคุณสมบัติบาง

ประการที่แตกต่างกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ านวนของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสโดยเฉลี่ย 

คือ 33 °C (12) ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่พบได้ในระบบทางเดินหายใจโดยเฉพาะในระบบทางเดินหายใจ

ส่วนบน บริเวณท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส คือบริเวณ ciliary epithelial 

cell ในเยื่อบุจมูก (nasal mucosa) (31) นอกจากนี้เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสยังไม่ทนต่อสภาวะแวดล้อม

ที่เป็นกรด โดยพบว่าที่ pH < 6.2 จะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง conformation ใน capsid protein 

ของไวรัส ท าให้ไวรัสสูญเสีย VP4 subunit ไป และท าให้ไวรัสสูญเสีย infectivity (14) ซึ่งแตกต่าง

กับเชื้อเอนเทอโรไวรัสที่สามารถทนสภาวะแวดล้อมที่เป็นกรดได้ โดยพบว่าที่ pH < 3 เชื้อฮิวแมนเอน
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เทอโรไวรัสยังสามารถคงคุณสมบัติ viral infectivity ไว้ได้ และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพ่ิม

จ านวนของเชื้อฮิวแมนเอนเทอโรไวรัส คือ 37 °C ดังนั้นเชื้อฮิวแมนเอนเทอโรไวรัสจะเจริญได้ดีใน

ระบบทางเดินอาหาร 

การจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 การจัดจ าแนกกลุ่มของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถใช้เกณฑ์การพิจารณาได้หลายรูปแบบ 

แต่เดิมการจัดกลุ่มของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใช้วิธี capsid serotyping โดยการพิจารณาความจ าเพาะ

ของ neutralizing antibody ต่อ antigenic site บนอนุภาคไวรัส ซึ่งวิธีนี้สามารถจ าแนกเชื้อฮิวแมน

ไรโนไวรัสได้มากกว่า 100 serotypes หรือใช้เกณฑ์การพิจารณาความจ าเพาะของ receptor ที่เชื้อ

ไวรัสใช้ในการเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน ท าให้สามารถจ าแนกเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสออกเป็น 3 กลุ่ม ดังนี้ 

1. กลุ่มที่ใช้ intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1, CD54) เป็น receptor ใน

การเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน ในกลุ่มนี้ประกอบด้วยสมาชิก 91 serotypes จึงถือว่าเป็น 

receptor หลัก (major receptor) ที่เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่วนใหญ่ใช้ในการเข้าสู่เซลล์

เจ้าบ้าน  

2. กลุ่มที่ใช้ low-density lipoprotein receptor (LDLR) เป็น receptor ในการเข้าสู่

เซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งถือว่าเป็น receptor รอง (minor receptor) ที่ไวรัสใช้ เพราะมีเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสเพียง 10 serotypes ที่ใช้ receptor ชนิดนี้ (32) 

3. กลุ่มที่ใช้ heparan sulfate เป็น receptor ในการเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน โดยพบว่าเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสที่ใช้ ICAM-1 บางตัวสามารถใช้ heparan sulfate เป็น receptor ได้อีก

ด้วย (23) 

 นอกจากนี้ยังสามารถจ าแนกเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส โดยพิจารณาจากการตอบสนองต่อยาต้าน

ไวรัส (anti-viral drug sensitivity) เช่นยา pleconaril ซึ่งสามารถแบ่งเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้เป็น 

2 กลุ่ม คือกลุ่มที่ต้านต่อยามีประมาณร้อยละ 10 เช่น HRV-4, HRV-5, HRV-70, HRV-72, HRV-84 

และ HRV-86 เป็นต้น และกลุ่มที่ไม่ต้านต่อยามีประมาณร้อยละ 90 เช่น HRV-1A, HRV-9, HRV-15, 

HRV-29, HRV-30, HRV-61, HRV-76 และ HRV-88 เป็นต้น (33) 
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 ในปัจจุบันการจ าแนกเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจะใช้ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเป็นหลัก โดย

พิจารณาจากความเหมือนและความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์หรือกรดอะมิโนในส่วนต่างๆของจีโนม 

โดยบริเวณ 5’UTR และ capsid protein ในส่วนของยีน VP4 หรือ VP1 จะสามารถจัดจ าแนกเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัสได้มากกว่า 100 serotypes โดยสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ HRV-A มีสมาชิก 

80 serotypes, HRV-B มีสมาชิก 32 serotypes และ HRV-C ที่มีสมาชิกอย่างน้อย 54 types  

 จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของข้อมูลทางพันธุกรรมของเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัส พบว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส serotype 87 มีลักษณะคล้ายคลึงกับ HEV specie D คือ HEV-68 

มากกว่า HRV จึงมีการจัดกลุ่มแยกออกมา แต่อย่างไรก็ตามพบว่า HRV-87 ยังมีคุณสมบัติที่ส าคัญ

ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส คือไม่ทนต่อสภาวะกรด ซึ่งแตกต่างจาก HEV แสดงให้เห็นว่า HRV-87 มี

ลักษณะร่วมกันระหว่าง HRV และ HEV (34, 35) 

ระบาดวิทยาของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 การระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถเกิดขึ้นได้ทั่วโลกและมักมีการติดเชื้อในเด็กอายุ

ระหว่าง 2 เดือนถึง 2 ปี โดยพบว่ามากกว่าร้อยละ 90 ของเด็กอายุ 2 ปีจะเคยมีประวัติการติดเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสอย่างน้อย 1 ครั้ง (36) การติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเกิดขึ้นได้ตลอดทั้งปี แต่จะมีความ

ชุกมากในฤดูใบไม้ผลิ (เดือนเมษายน-พฤษภาคม) และฤดูใบไม้ร่วง (ช่วงเดือนกันยายน) (11) ส าหรับ

การศึกษาการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในประเทศไทย พบว่า HRV-C และ HRV-A จะมีความ

ชุกมากในฤดูฝนและช่วงต้นฤดูหนาว (37) นับตั้งแต่มีการแยกเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้ครั้งแรกในปี 

1953 จากตัวอย่างน้ าล้างโพรงจมูกของผู้ป่วยโรคไข้หวัด เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้ถูกค้นพบอย่าง

ต่อเนื่องและมีแนวโน้มการระบาดเพ่ิมสูงขึ้นทุกปี ในอดีตสามารถจ าแนกเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้ 2 

สายพันธุ์คือ HRV-A และ HRV-B ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของการก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ จนกระทั่ง

ปี 2006 ได้มีรายงานการค้นพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสายพันธุ์ใหม่คือ HRV-C และพบว่าเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัสสายพันธุ์ใหม่นี้ท าให้อาการของโรครุนแรงมากกว่า HRV-A และ HRV-B โดยพบว่า HRV-C ท า

ให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง, หายใจมีเสียงหวีด และการก าเริบของโรคหอบหืด 

(37-44) แต่อย่างไรก็ตามมีบางรายงานที่พบว่า สามารถพบ HRV-C ได้ในคนปกติที่ไม่มีอาการของ

ระบบทางเดินหายใจ และไม่พบความแตกต่างของอาการผู้ป่วยที่ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสต่างสายพันธุ์

กัน (45) จากการศึกษาการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสทั่วโลกพบว่า ในประเทศจีน , ฮ่องกง,  



 

 

16 

ไทย, อิตาลี และจอร์แดนมักพบเชื้อ HRV-A และ HRV-C เป็นสายพันธุ์หลักที่ระบาดในกลุ่มประชากร

มากกว่า HRV-B (37, 41-43) 

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเป็นสาเหตุหลักที่ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ ดังนั้นจึงสามารถตรวจ

พบเชื้อไวรัสนี้ได้ในตัวอย่างน้ าล้างโพรงจมูกและสารคัดหลั่งจากโพรงจมูก ซึ่งแต่เดิมเชื่อว่าเชื้อฮิวแมน

ไรโนไวรัสไม่สามารถก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้ เนื่องจากเชื้อไวรัสนี้ไม่ทนกรดและจะสูญเสีย 

infectivity ในสิ่งแวดล้อมท่ีเป็นกรดของกระเพาะอาหาร (15) ดังนั้นจึงไม่สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสนี้

ได้ในตัวอย่างอุจจาระ แต่ในปัจจุบันมีรายงานการตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระ 

โดยมีความชุกประมาณร้อยละ 10 จึงเชื่อว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถเพ่ิมจ านวนและก่อโรคใน

ระบบทางเดินอาหารได้  
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การติดต่อ และอาการแสดงทางคลินิก 

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถแพร่กระจายได้จากการสัมผัสโดยตรงกับละอองของเหลว 

(aerosol transmission) เช่น น้ ามูก น้ าลาย และเสมหะของผู้ป่วย ที่มาจากการไอ การจาม การ

พูดคุย และการหายใจของผู้ป่วย (46) นอกจากนี้เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสยังสามารถแพร่กระจายได้โดย

ทางอ้อมจากการสัมผัสกับวัตถุที่ เป็นพาหะน าเชื้อที่มีการปนเปื้อนของเชื้อไวรัส (contact 

transmission) เช่น ลูกบิด ที่จับประตูตู้เย็น และรีโมตทีวี เป็นต้น เนื่องจากเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส

สามารถมีชีวิตอยู่บนพื้นผิวของวัตถุที่เป็นพาหะน าเชื้อเหล่านี้ได้นานหลายชั่วโมง จึงสามารถท าให้เชื้อ

ไวรัสเข้าสู่ร่างกายได้ โดยเชื้อไวรัสจะเข้าสู่ร่างกายทางจมูก เยื่อบุตา และปาก (47) 

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถก่อโรคได้ทั้งในระบบทางเดินหายใจส่วนบนและระบบทางเดิน

หายใจส่วนล่างในเด็กทารกและเด็กเล็ก ในผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจะมีอาการแสดงที่

หลากหลาย ตั้งแต่ไม่แสดงอาการจนถึงมีอาการของโรคอย่างรุนแรงที่ต้องเข้ารักษาในโรงพยาบาล 

เช่น โรคปอดอักเสบ (pneumonia) และโรคหลอดลมฝอยอักเสบ (bronchiolitis) เป็นต้น (48) ส่วน

อาการที่พบได้บ่อยที่สุดซึ่งเกิดจากการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส คือโรคหวัดทั่วไป (common cold 

หรือ coryza) โดยพบในทุกกลุ่มอายุ ซึ่งอาการของโรคหวัดที่เกิดจากการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจะ

ไม่สามารถแยกได้จากโรคหวัดที่มาจากการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืน หลังจากร่างกายได้รับเชื้อไวรัสเข้าไป 

เชื้อไวรัสจะใช้เวลาฟักตัว 1-4 วัน จึงเริ่มแสดงอาการ และมีอาการรุนแรงที่สุดในช่วง 3-7 วันหลังติด

เชื้อ (21) ผู้ป่วยมีอาการคัดจมูก น้ ามูกไหล จาม เจ็บคอ ปวดศีรษะ ไอ หายใจไม่ออก มีไข้ หนาวสั่น 

เสียงแหบ สูญเสียการรับรสและการได้กลิ่น ปวดเมื่อยเนื้อตัว (49, 50) แสบตาเล็กน้อย นอกจากนี้ยัง

มีอาการหูอ้ือจากไซนัสอักเสบ (sinuses) เนื่องจากมีการบวมของเยื่อบุ ระยะเวลาในการรักษาจะ

แตกต่างกันไปในแต่ละบุคคล แต่โดยเฉลี่ยคือ 2 สัปดาห์ นอกจากนี้การติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใน

เด็กมักก่อให้เกิดภาวะหูชั้นกลางอักเสบอย่างรุนแรง หรือ Acute otitis media (AOM) มีงานวิจัยที่

ระบุว่าสามารถตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้ 40% จาก nasopharyngeal sample ซึ่งเป็น

ตัวอย่างที่ได้จากผู้ป่วย AOM  ในเด็กอายุ 2 เดือนถึง 2 ปี (36) นอกจากนี้การติดเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสยังก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจส่วนล่างได้อีกด้วย เช่น อาการไอและหายใจล าบาก 

(croup) โรคหลอดลมฝอยอักเสบ (bronchiolitis) โรคปอดอักเสบ (pneumonia) โรคหอบหืด 

(asthma) และหายใจมีเสียงหวีดอย่างเฉียบพลัน (acute wheezing) (51) 
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การป้องกันและการรักษา 

 เนื่องจาก antigenic diversity ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ท าให้ยากต่อการพัฒนาวัคซีนใน

การรักษาการติดเชื้อของไวรัสชนิดนี้ ทางที่ดีที่สุดในการลดการติดเชื้อของไวรัสชนิดนี้ คือการป้องกัน

การแพร่กระจายของเชื้อ โดยการปฏิบัติตามสุขอนามัยที่ดี เช่น ล้างมือด้วยน้ าและสบู่ให้สะอาด 

หลีกเลี่ยงการใช้มือสัมผัสกับจมูก ตา และปาก และหลีกเลี่ยงการอยู่ใกล้ชิดกับผู้ป่วยโรคหวัดหรือ

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนบน (52) 

 แต่อย่างไรก็ตามนักวิจัยหลายกลุ่มได้พยายามพัฒนายาต้านเชื้อไวรัสหลายชนิดเพ่ือใช้รักษา

อาการท่ีเกิดจากการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส โดยสามารถแบ่งยาต้านไวรัสได้เป็น 3 กลุ่มดังนี ้

 1. กลุ่มยาที่จับบนโปรตีน capsid ของไวรัส: กลุ่มยาเหล่านี้จะจับที่ hydrophobic 

pocket ซึ่งอยู่ภายใต้ canyon ของ viral capsid และป้องกัน infection ของไวรัส เนื่องจากการจับ

ของยากับ hydrophobic pocket ท าให้ capsid structure ของไวรัสมีความเสถียรมากขึ้น ป้องกัน

การเปลี่ยนแปลง conformation ของ capsid structure ซึ่งจ าเป็นส าหรับกระบวนการแยกสาร

พันธุกรรมของไวรัสออก (uncoating) จากส่วนของโปรตีน และการปล่อย genomic RNA ของไวรัส

เข้าสู่ไซโตพลาสซึมของเซลล์เจ้าบ้าน นอกจากนี้ยาที่จับกับ hydrophobic pocket บางตัวยัง

ขัดขวางการ interaction กันระหว่างไวรัสและ cellular receptor อีกด้วย (53) ดังนั้นยากลุ่มนี้จึง

สามารถยับยั้งกระบวนการ replication ของไวรัสได้ ยาในกลุ่มนี้ที่ใช้อย่างแพร่หลาย ได้แก่ 

pleconaril ซึ่งเป็นยาที่ใช้ต้านการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจของไวรัสในกลุ่ม picornavirus แต่

ยาชนิดนี้ไม่ได้รับการอนุมัติจากองค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and Drug 

Administration, FDA) เนื่องจากพบว่าเกิดการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ cytochrome P450 

3A (21) นอกจากนี้ยังมียาชนิดอ่ืนที่อยู่ในกลุ่มนี้ด้วย ได้แก่ vapendavir และ Pirodavir (23) 

 2. กลุ่มยาที่ยับยั้งเอนไซม์ protease ของไวรัส: ยาในกลุ่มนี้ที่ส าคัญและมีประสิทธิภาพ

มากคือ rupintrivir เป็นยาที่ยับยั้งเอนไซม์ 3C protease ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญที่ใช้ตัดโปรตีนสาย

ยาว (polyprotein) ออกเป็นโปรตีนหน่วยย่อย และเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในกระบวนการ replication 

ของไวรัส รวมทั้งการประกอบกันเป็นอนุภาคของไวรัส (assembly) ยา rupintrivir สามารถลด
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ปริมาณของไวรัส และอาการในระบบทางเดินหายใจได้ (54) ส่วนยาชนิดอ่ืนที่อยู่ในกลุ่มนี้ ได้แก่ 

alpha-2 interferon, echinacea, zinc และ antihistamines (23) 

 3. กลุ่มยาที่จับกับ ICAM-1: เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่วนใหญ่จะใช้ ICAM-1 เป็น receptor 

ซึ่งอยู่บนโฮสต์เซลล์ในการเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน ยาในกลุ่มนี้ได้แก่ tremacamra แต่ยังไม่ทราบกลไก

การท างานที่แน่ชัด (23)  

การเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสถูกจัดอยู่ในวงศ์ Picornaviridae สกุล Enterovirus ซึ่งเชื้อไวรัสในวงศ์

นี้มีการเปลี่ยนแปลงวิวัฒนาการท าให้เกิดความหลากหลายในสายพันธุ์ของเชื้อ ฮิวแมนไรโนไวรัสโดย

ผ่านการกระบวนการเกิด recombination บริเวณที่พบว่ามีการเกิด recombination ของเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัส คือบริเวณรอยต่อระหว่าง 5’UTR และ structural gene (P1 region), บริเวณ

รอยต่อระหว่าง P1 และ P2 region และ บริเวณรอยต่อระหว่าง P2 และ P3 region (55-58) แต่

ส่วนใหญ่การเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมักพบได้มากที่สุดในบริเวณรอยต่อ

ระหว่าง 5’UTR และ structural gene บริเวณ 5’UTR ของจีโนมมีขนาดประมาณ 650 นิวคลีโอ

ไทด์ ประกอบด้วย 2 โครงสร้างหลัก คือ 5’Terminal clover leaf like motif หรือ OriL มีหน้าที่

เกี่ยวข้องกับกระบวนการ replication ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส โดยไปยับยั้งกระบวนการ 

translation ของไวรัสเพ่ือน า RNA ของไวรัสมาใช้เป็นแม่แบบในการสร้างสาย antisense RNA ส่วน

อีกโครงสร้างหนึ่งคือ Internal ribosome entry site (IRES) มีหน้าที่ในกระบวนการ translation 

ของไวรัส โดยจะมี ribosome หรือ initiation complex ของโฮสต์เซลล์เข้ามาจับเพ่ือเริ่มหา start 

codon และเริ่มกระบวนการ translation ต่อไป โครงสร้าง IRES จะประกอบด้วย 5 stem-loop 

(SL) ต้ังแต่ stem-loops ที่ 2 ถึง stem-loop ที่ 6 นอกจากนี้ยังมีส่วนของ polypyrimidine tract 

(PPT) ที่อยู่ระหว่าง SL5 และ SL6 ซึ่งบริเวณ SL5 และ PPT จะมี polypyrimidine tract binding 

protein (PTB) ซึ่งเป็น cellular translation initiation protein เข้ามาจับเพ่ือเริ่มกระบวนการ 

translation  (59) 

 การเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจะพบได้มากที่สุดในบริเวณรอยต่อ

ระหว่าง 5’UTR ของจีโนมและยีน VP4 จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าต าแหน่งของการเกิด 
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recombination ส่วนใหญ่มักอยู่ในบริเวณ SL5 ของ IRES ซึ่งเป็นบริเวณที่มีความ conserve ของ

ล าดับนิวคลีโอไทด์สูง (60) และอีกบริเวณหนึ่งที่พบการเกิด recombination ได้บ่อยคือ PPT ถึง 

SL6 (56) 

 การเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่งผลให้เกิดความหลากหลายในสาย

พันธุ์ของเชื้อไวรัส เช่นการเกิด recombination ของ HRV-C และ HRV-A ท าให้เกิดความ

หลากหลายในสายพันธุ์ของ HRV-C ซึ่งสามารถแบ่ง HRV-C ออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ HRV-Ca และ 

HRV-Cc HRV-C ที่มีส่วนของ 5’UTR คล้ายกับ 5’UTR ของ HRV-A จะถูกเรียกว่า HRV-Ca โดยเกิด

จาก recombination ระหว่าง HRV-C และ HRV-A ในส่วนของ 5’UTR ของจีโนม ในขณะที่ HRV-

Cc มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 5’UTR แตกต่างไปจาก HRV-A และ HRV-B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงบริเวณภายใน 5’UTR ของจีโนมที่พบการเกิด recombination มากที่สุด (60) 
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ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) 

 PCR เป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนาขึ้นในปี 1986 โดย Kary Mullis และคณะแห่งบริษัท Cetus 

Corporation เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ในระยะเวลาอันสั้นและรวดเร็ว ได้ DNA สาย

ใหม่เกิดขึ้นเป็นล้านเท่า โดยอาศัยหลักการของ DNA replication เพ่ือสังเคราะห์สาย DNA สายใหม่

จาก DNA ต้นแบบ โดยอาศัยเอนไซม์ DNA polymerase เพ่ือช่วยขยายสาย DNA ที่สังเคราะห์ขึ้น

ใหม่ให้ยาวขึ้น โดยเลือกจับเบสตัวใดตัวหนึ่ง ได้แก่ dATP, dTTP, dGTP และ dCTP เข้ามาต่อเป็น

เบสคู่สม เอนไซม์ที่ใช้ในการต่อสาย DNA นั้นจะต้องสามารถทนต่อความร้อนสูงได้กว่า 90 °C ใน

ปฏิกิริยาของ PCR ที่มีการใช้อุณหภูมิสูง-ต่ าแตกต่างกันมาก 

 ส่วนประกอบต่างๆ ที่ต้องมีในการท า PCR 

  1. DNA แม่แบบ (DNA template) ที่ต้องการเพิ่มจ านวน 

  2. Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) ทั้ง 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, 

dGTP และ dCTP 

  3. Oligonucleotide primer ที่มีล าดับเบสคู่สมกับ DNA แม่แบบอย่างน้อย 1 คู ่

  4. เอนไซม์ DNA polymerase  

  5. Co-factor ของเอนไซม์ DNA polymerase ต่างๆ เช่น Mg2+ 

หลักการ PCR 

 เทคนิค PCR จะสามารถสังเคราะห์สาย DNA ได้เพ่ิมข้ึนครั้งละ 2 สาย โดยปฏิกิริยา PCR จะ

มี 3 ขั้นตอน วนซ้ าๆ กันภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของแต่ละขั้นตอนดังนี้ 

  1. Denaturation เป็นขั้นตอนการแยกสาย DNA จากสายคู่ให้กลายเป็นสายเดี่ยว 

โดยใช้ความร้อนที่อุณหภูมิประมาณ 90-95 °C  

  2. Annealing เป็นขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆ เพ่ือให้เกิดการเข้าคู่กันของ 

primer และ DNA template โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 37-60 °C 

  3. Extension เป็นขั้นตอนการต่อสายยาวของ DNA สายใหม่โดยสังเคราะห์ต่อจาก

ส่วนปลาย 5’ ของ primer อาศัยเอนไซม์ DNA polymerase อุณหภูมิที่ใช้ในขั้นตอนนี้ประมาณ 72-

75 °C 

 

 



 

 

23 

  

  

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 6 แสดงขั้นตอนในการเพ่ิมสารพันธุกรรมโดยเทคนิค PCR 
แหล่งที่มา: (http://www.paulvanouse.com/dwpcr.html) สืบค้น ณ วันที่ 14 มิถุนายน 2558 
 

Semi-nested polymerase chain reaction (Semi-nested PCR) 

เป็นการพัฒนาเทคนิคการท า PCR เพ่ือเพ่ิมความถูกต้องแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์ผลจาก

การเพ่ิมปริมาณ DNA โดยการท า PCR 2 ครั้ง ซึ่งการท า PCR ครั้งที่ 1 ใช้ primer คู่แรกคัดเลือก

บริเวณยีนที่สนใจ จากนั้นจึงน าผลิตภัณฑ์ PCR จากการท า PCR ครั้งที่ 1 มาท า PCR ครั้งที่ 2 โดยใช้ 

primer ใหม่ร่วมกับ primer เดิม ซึ่งอาจจะเป็น forward primer หรือ reverse primer เดิมก็ได้ 

เพ่ือคัดเลือกยีนบริเวณเดิม ท าให้มีความถูกต้องและแม่นย าสูงขึ้นกว่าเทคนิค PCR ทั่วไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.paulvanouse.com/dwpcr.html)%20สืบค้น
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย  

 การวิจัยครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive Cross-sectional study) ได้ผ่านการ

พิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University 

Ethics Committee) IRB No. 491/57 

ประชากรทีศ่ึกษา  
 

1. กลุ่มประชากรเป้าหมาย 
 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มาจาก 2 กลุ่มตัวอย่าง คือ 

1.1 อุจจาระ (stool) จากผู้ป่วยเด็กซึ่งป่วยด้วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน อายุเฉลี่ยของ

ผู้ป่วยคือ 4.8 ปี โดยเป็นตัวอย่างอุจจาระแช่แข็งที่เหลือจากโครงการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อโรตา

ไวรัส กลุ่มตัวอย่างมาจากโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น จ านวน 1,003 ตัวอย่าง และ

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จังหวัดกรุงเทพมหานคร จ านวน 291 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 1,294 ตัวอย่าง 

ตั้งแต่เดือนมกราคม ปี 2010 ถึงเดือนตุลาคม ปี 2014 โดยตัวอย่างทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษานี้ถูกเก็บ

ในรูปแบบนิรนามเพ่ือปกป้องสิทธิของผู้ป่วย  

ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันเป็นผู้ป่วยที่มีอาการ

ท้องเสีย ปวดท้อง ถ่ายอุจจาระเป็นน้ า อาเจียน และอาจมีไข้ร่วมด้วย 
 

1.2 อุจจาระ (stool) หรือ rectal swab ของกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก และโรค 

Herpangina ซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุม เนื่องจากผู้ป่วยกลุ่มนี้ไม่มีอาการในระบบทางเดินอาหาร อายุ

เฉลี่ยของผู้ป่วยคือ 3.4 ปี โดยเป็นตัวอย่างที่เข้ามารับการบริการในโรงพยาบาลเพ่ือตรวจหาเชื้อเอน

เทอโรไวรัส ตัวอย่างถูกเก็บตั้งแต่เดือนมกราคม ปี 2012 จนถึงเดือนตุลาคม ปี 2014 เป็น stool 

จ านวน 145 ตัวอย่าง และ rectal swab จ านวน 446 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 591 ตัวอย่าง ซึ่ง

ตัวอย่างที่เก็บนั้นมาจากโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น จ านวน 158 ตัวอย่าง และโรงพยาบาล

ต่างๆ ในจังหวัดกรุงเทพมหานคร เช่น โรงพยาบาลบีเอ็นเอช กรุงเทพ  โรงพยาบาลหัวเฉียว 
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โรงพยาบาลบางปะกอก 9 โรงพยาบาลธนบุรี 2 โรงพยาบาลพระราม 9 โรงพยาบาลสมิติเวชศรี

นครินทร์ โรงพยาบาลสมิติเวช สุขุมวิท โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โรงพยาบาลเวชธานี และ

โรงพยาบาลบ ารุงราษฎร์ รวม 433 ตัวอย่าง 

  ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมือเท้าปากเป็นผู้ป่วยที่มีอาการไข้ เป็นแผลใน

ปาก มีตุ่มน้ าใสตามฝ่ามือ ฝ่าเท้า และล าตัว ส่วนผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค Herpangina มัก

มีไข้สูง มีผื่นขึ้น เป็นแผลตื้นๆ ในช่องปากเท่านั้น และไม่พบผื่นบริเวณฝ่ามือและฝ่าเท้า 

2. ขนาดของประชากรตัวอย่าง  

จ านวนตัวอย่างค านวณจากสมการ Cochran’a samples size formula 

 

 

โดยที่   n  คือ จ านวนตัวอย่าง 

Z  คือ ค่า alpha ที่ระดับความเชื่อถือที่ 95 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นเท่ากับ      

    1.96  

p  คือ อัตราความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสของตัวอย่างอุจจาระใน  

    การศึกษาก่อนหน้านี้ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 10 โดยเฉลี่ย (1)  

q  คือ 1-p        

d  คือ ค่าความผิดพลาด เท่ากับ 0.05  

เมื่อแทนค่าต่างๆ ในสมการแล้วจะได้จ านวนตัวอย่างอุจจาระเท่ากับ 139 
ตัวอย่าง ซึ่งเป็นจ านวนตัวอย่างที่น้อยที่สุดที่เป็นตัวแทนที่เหมาะสมกับการศึกษาครั้งนี้  
 

เครื่องมือและวัสดุที่ใช้ในงานวิจัย 

 

1. เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1.1 Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGen, USA) 
1.2 Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml (Pyrex, USA) 
1.3 Flask: 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
1.4 Cuvett: 5 µl, 10 µl (MiralBio, Japan) 

Z2pq 
d2 

n = 
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1.5 Parafilm (American Nation Can, USA) 
1.6 Cylinder: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
1.7 Pipet tip: 10 µl, 200 µl, 1,000 µl (AxyGen, USA) 
1.8 Stirring-magnetic bar 
1.9 Plastic wrap 
1.10 Pipette rack (Eppendorf, Germany) 
1.11 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 
1.12 Polypropylene conical tube: 15 ml, 50 ml (Elkay, Ireland) 

  

2. อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

2.1 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 
2.2 Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 
2.3 Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 
2.4 Freezer -20 °C (Sanyo, Japan) 
2.5 pH meter (Mettler Toledo, Switzerland) 
2.6 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
2.7 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 
2.8 PCR Mastercycler personal (Eppendorf, Germany) 
2.9 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
2.10 UV transilluminator (Fotodyne, USA) 
2.11 Autoclave (Sanyo Japan) 
2.12 Combs (Bio-RAD, Hercules, California) 
2.13 Incubator (Memmert, Germany) 
2.14 Water purification equipment (Water pro Ps, USA) 
2.15 Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 
2.16 Refrigerate microcentrifuge (Eppendorf, Germany) 
2.17 LightCycler® 480 (Roche, Germany) 
2.18 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 
2.19 Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
2.20 Automatic adjustable micropipette: P10 (0.5-10 µl), P20 (5-20 µl), 

P200 (20-200 µl), P1000 (100-1,000 µl) (Eppendorf, Germany) 
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2.21 Refrigerator 4 °C (Mitsubishi, Japan) 
2.22 Freezer -70 °C (Forma Scientific, USA) 

 

3. สารเคมีที่ใช้ส าหรับเก็บตัวอย่าง 

3.1 Polypropylene conical tube: 15 ml (AxyGen® Scientific) 
3.2 Phosphate buffer saline (BIO BASIC INC., NY, USA) 
3.3 Dry cotton or polyester swab 
3.4 Antibiotic: Penicillin-Strepomycin 10,000 units/ml (GIBCO., CA, 

USA) 
 

4. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการสกัด RNA (RNA extraction) 

4.1 Chloroform (Sigma, MO, USA) 
4.2 Sodium acetate (Sigma, Singapore) 
4.3 Phenol (Amresco, OH, USA) 
4.4 Glycogen (USB, Ohio, USA) 
4.5 Absolute ethanol (Merck, Germany) 
4.6 Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Pharmacia biotech, Sweden) 
4.7 Isoamyl alcohol (BDH, UK) 
4.8 Proteinase K (5PRIME, Germany) 
4.9 Isopropanal (Sigma, Singapore) 
4.10 Viral Nucleic Acid Extraction Kit (RibospinTM vRD II, Korea) 

 

5. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการเตรียม cDNA template โดยการท า Reverse 

transcription 

5.1 RNase inhibit (Promega, USA) 
5.2 Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega, 

USA) 
5.3 5x MMLV buffer (Promega, USA) 
5.4 Random hexamer (Promega, USA) 
5.5 Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) 
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6. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการเพิ่มจ านวนยีนที่จ าเพาะด้วยวิธี PCR 

6.1 cDNA template 
6.2 Distill water (DW) 
6.3 5Prime PerfectTaq Plus MasterMix Kit (5PRIME, Germany) 
6.4 MgCl2   
6.5 Forward primer (F) 
6.6 Reverse primer (R) 

 

7. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการท า Agarose gel electrophoresis 

7.1 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 
7.2 Agarose molecular grade (Reserch Organics, OH, USA) 
7.3 GeneRuler 100 base pair DNA ladder (Fermentas, MD, USA) 
7.4 1xTris borate buffer (1xTBE) 

 
8. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการท าผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์  

HiYieldTM Gel/PCR DNA fragment extraction kit (RBC Bioscience, 
Taiwan) 

 

9. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการท า cloning   

9.1 Yeast Extract (GIBCO, NY, USA) 
9.2 Agar Bacteriological (GIBCO, NY, USA) 
9.3 IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside) (Eppendorf, 

Germany) 
9.4 FastPlasmid Mini (Eppendorf, Germany) 
9.5 pGEM-T Easy Vector System (Promega, CA, USA) 
9.6 X-Gal (Promega, CA, USA) 
9.7 Tryptone powder (BIO BASIC INC., NY, USA) 
9.8 One Shot TOP10 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen, NY, 

USA) 
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10. สารเคมีที่ใช้ส าหรับการสกัดพลาสมิด 

HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taiwan) 
 

11. โปรแกรมท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

11.1 Chromas Lite (version 2.01) 
11.2 SeqmanTMII (version 6.0)  
11.3 BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.4.1) 
11.4 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 5.05) 
11.5 OLIGOS primer design software (version 9.1) 
11.6 IBM SPSS Statistics (version 22) 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

1. การเก็บตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 

 Stool sample 

 อุจจาระของผู้ป่วยถูกเก็บใส่ภาชนะมีฝาปิดที่สะอาดปราศจากเชื้อ หลังจากนั้นแบ่งตัวอย่าง

ใส่ใน microcentrifuge tube ที่มีสารละลาย PBS เพ่ือท าการสกัดสารพันธุกรรมต่อไป ส่วนที่เหลือ

เก็บรักษาไว้ที่ -70 °C 
 

2. การสกัดสารพันธุกรรมของไวรัส  

 ตัวอย่างที่ได้ถูกน ามาท าการสกัด DNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรมส าเร็จรูป Viral Nucleic 

Acid Extraction Kit (RibospinTM vRD II, Korea) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
2.1 เติม NVL buffer 300 µl และ carrier RNA 7 µl ใส่ใน 1.5 microcentrifuge tube  

2.2 แบ่งตัวอย่าง (Stool sample) ปริมาตร 100 µl ใส่ลงไป แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ 

vortex จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาท ี

2.3 ใส่ RB1 buffer 350 µl แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

2.4 แบ่งส่วนผสมปริมาตร 750 µl ใส่ลงไปใน spin column จากนั้นปั่นเหวี่ยง 

(centrifuge) ที่ 11,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที แล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง  
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2.5 เติม RBW buffer 500 µl จากนั้นปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 11,000 rpm เป็นเวลา 30 

วินาที แล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง  

2.6 เติม RNW buffer 500 µl จากนั้นปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 11,000 rpm เป็นเวลา 

30 วินาที แล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง  

2.7 ปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 12,500 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้ column แห้ง 

2.8 ย้าย column ใส่ลงใน 1.5 microcentrifuge tube อันใหม่จากนั้นเติม nuclease-

free water ปริมาตร25-50 µl แล้วบ่มไว้ 1 นาท ี

2.9 ปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 12,500 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือชะล้าง RNA จาก 

column ลงไปใน microcentrifuge tube 
 

3. การท า Reverse transcription 
 

 น า RNA ที่ได้มาเปลี่ยนเป็น complementary DNA (cDNA) โดยวิธี Reverse 

transcription ด้วย Improm II (Promega, Madison, WI, USA) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ คือ 

3.1 เติม Random mix 6 µl แล้วเติม RNA ที่สกัดได้ 5 µl 

3.2 น าไป heat ที่ 70 °C เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไป chill ice อีกเป็นเวลา 5 นาท ี

3.3 เติม Improm II 15 µl แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาท ี

3.4 บ่มที่อุณหภูมิ 42 °C ประมาณ 2 ชั่วโมง แล้วจึงน าไป heat activate ที่ 70 °C เป็น

เวลา 15 นาท ี

3.5 น า cDNA ที่ได้ไปใช้ในการทดลองต่อไป 
 

4. การตรวจหาและจ าแนกกลุ่มของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสด้วยวิธี Semi-Nested PCR ใน

บริเวณยีน VP4/VP2   

 น า cDNA ที่ได้ไปเพ่ิมจ านวนด้วยวิธี semi-nested Polymerase Chain Reaction (semi-

nested PCR) ซึ่งเป็นการท า PCR 2 รอบ โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จ าเพาะกับบริเวณส่วนปลาย

ของ 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 โดยใช้ไพรเมอร์ HRV_F484 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 451-470) 

และ HRV_R1126 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 1061-1081) ในการท า PCR รอบที่ 1 และไพรเมอร์ 

HRV_F587 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 544-565) และ HRV_R1126 ในการท า PCR รอบที่ 2 ดังแสดง
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ในตารางที่ 4 โดยต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์อ้างอิงจาก HRV-35 (accession number FJ445187) 

ส าหรับขนาดโดยประมาณของผลิตภัณฑ์ PCR ของ PCR1 มีขนาดประมาณ 631         นิวคลีโอไทด์ 

และขนาดโดยประมาณของผลิตภัณฑ์ PCR ของ PCR2 มีขนาดประมาณ 538           นิวคลีโอไทด์ 

จากนั้นน า PCR product ที่ได้มาเข้ากระบวนการหาล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือจ าแนกสายพันธุ์ต่างๆ 

ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสต่อไป ส าหรับรายละเอียดของปริมาณสาร และ Thermal profile ส าหรับ

การท า PCR มีรายละเอียดดังตารางที่ 2,3 และ 5 

 

 

 

 

รูปที่ 7 แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ส าหรับการท า semi-nested PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม
ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ในส่วน 5’UTR และส่วนต้นของยีน VP2 

 

ตารางที่ 2 แสดงปริมาณสารต่างๆ ที่ใช้ในการท า PCR รอบท่ี 1 และรอบที่ 2 เพ่ือตรวจหาเชื้อฮิวแมน
ไรโนไวรัสจากตัวอย่าง 
 

สารเคมีที่ใช้ 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 

Primer forward 10 µM (HRV_F484) Primer forward 10 µM (HRV_F587) 0.25 

Primer reverse 10 µM (HRV_R1126) Primer reverse 10 µM (HRV_R1126) 0.25 

cDNA template 1st round PCR product 2 

Total 13.5 
 

 
 

HRV_F484 
HRV_F587 HRV_R1126 
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ตารางที่ 3 แสดงปริมาณสารต่างๆ ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือส่งวิเคราะห์ผล sequencing 
 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร (µl) 

RNase free water 12 

2.5 X Master Mix (5 primes) 10 

Primer forward 10 µM (HRV_F587) 0.5 

Primer reverse 10 µM (HRV_R1126) 0.5 

1st round PCR product 2 

Total 25 

 
ตารางที่ 4 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโน
ไวรัส 

Primer name Sequence (5’         3’) 

HRV_F484 CGG CCC CTG AAT GYG GCT AA 

HRV_F587 CTA CTT TGG GTG TCC GTG TTT C 

HRV_R1126 ATC HGG HAR YTT CCA MCA CCA 
  

 หมายเหตุ: Primer ที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในงานวิจัยครั้งนี้เป็น Primer ที่

ออกแบบโดย ดร. ปิยดา หลินศุวนนท์ ที่ใช้ตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในผู้ป่วยเด็กไทยที่มีการติด

เชื้อระบบทางเดินหายใจส่วนล่างเมื่อปี 2009 (37)  

      Y=C/T, H= A/C/T, R=A/G, M=A/C 
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ตารางที่ 5 แสดง Thermal profile ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 
 

 

PCR Cycle 
PCR รอบที่ 1 PCR รอบที่ 2 

อุณหภูมิ 

(C°) 

เวลา จ านวน

รอบ 

อุณหภูมิ 

(C°) 

เวลา จ านวน

รอบ 

Initial 

denaturation 

94 3 นาที 1 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 30 วินาที  

40  

94 30 วินาที  

40  Annealing 55 30 วินาที 55 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 72 1 นาที 

Final extension 72 7 นาที 1 72 7 นาที 1 

Hold 25 5 นาที 1 25 5 นาที 1 
  

5. การเพิ่มจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสด้วยวิธี PCR ในบริเวณ 

5’UTR ของจีโนม  

 น าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสไปเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ 

5’UTR ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จ าเพาะกับบริเวณส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วน

ปลายของ 5’UTR ซ่ึงใช้ไพรเมอร์ RV-OL 26 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 177-192) ที่จ าเพาะกับส่วนต้น

ของ 5’UTR และ RV-OL 27 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 545-559) ที่จ าเพาะกับส่วนปลายของ 5’UTR 

ในการท า PCR ดังแสดงในตารางที่ 7 ส าหรับผลิตภัณฑ์ PCR มีขนาดประมาณ 383 นิวคลีโอไทด์ 

จากนั้นน า PCR product ที่ได้มาเข้ากระบวนการหาล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือจ าแนกสายพันธุ์ต่างๆ 

ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสต่อไป ส าหรับรายละเอียดของปริมาณสาร และ Thermal profile ส าหรับ

การท า PCR มีรายละเอียดดังตารางที่ 6 และ 8 
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รูปที่ 8 แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ส าหรับการท า PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ 
ฮิวแมนไรโนไวรัสในส่วน 5’UTR ของจีโนม 

 

ตารางที่ 6 แสดงปริมาณสารต่างๆ ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 
5’UTR ของจีโนม 
 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร (µl) 

RNase free water 

2.5 X Master Mix (5 primes) 

Primer forward 10 µM (RV-OL 26) 

Primer reverse 10 µM (RV-OL 27) 

cDNA template 

12 

10 

0.5 

0.5 

2 

Total 25 

 
ตารางที่ 7 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในบริเวณ 5’UTR ของจีโนม 
 

Primer name Sequence (5’         3’) 

RV-OL 26 GCACTTCTGTTTCCCC 

RV-OL 27 AGGACACCCAAAGTA 
  

 หมายเหตุ: Primer ที่ใช้ในการเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 5’UTR ในงานวิจัย

ครั้งนี้เป็น Primer ที่ออกแบบโดย Kim และคณะเมื่อปี 2013 (60) 

F177 R559 
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ตารางที่ 8 แสดง Thermal profile ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 
5’UTR ของจีโนม 
 

PCR cycle อุณหภูมิ (°C) เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 20 วินาที  

40  Annealing 52 40 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final extension 72 7 นาที 1 

Hold 25 5 นาที 1 
 

6. การเพิ่มจ านวนล าดับนิวคลี โอไทด์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ในตัวอย่างที่ เกิด 

recombination ด้วยวิธี semi-nested PCR ในบริเวณส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วนต้น

ของยีน VP2  

 น าตัวอย่างที่มีการจัดกลุ่มแตกต่างกันใน phylogenetic tree ระหว่าง 5’UTR ของจีโนม 

และยีน VP4/VP2 ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส เพ่ือดูการเกิด recombination ระหว่างบริเวณทั้ง 2 มา

เพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 ด้วยวิธี semi- 

nested PCR ซึ่งเป็นการท า PCR 2 รอบ โดยใช้ไพรเมอร์ที่ครอบคลุมบริเวณส่วนต้นของ 5’UTR ถึง

ส่วนต้นของยีน VP2 ใช้ไพรเมอร์ PanEV_5'_F10 และ HRV_R1126  ในการท า PCR รอบที่ 1 และ

ไพรเมอร์ RV-OL 26 และ HRV_R1126 ในการท า PCR รอบที่ 2 ดังแสดงในตารางที่ 10 ส าหรับ

ขนาดโดยประมาณของผลิตภัณฑ์ PCR สุดท้าย มีขนาดประมาณ 905 นิวคลีโอไทด์ จากนั้นน า PCR 

product ที่ได้มาเข้ากระบวนการหาล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือน าไปวิเคราะห์การเกิด recombination 

ต่อไป ส าหรับรายละเอียดของปริมาณสาร และ Thermal profile ส าหรับการท า PCR มีรายละเอียด

ดังตารางที่ 9 และ 11 
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ตารางที่ 9 แสดงปริมาณสารต่างๆ ที่ใช้ในการท า semi-nested PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ครอบคลุมส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 ของจีโนม 
 

                สารเคมีที่ใช้ 

PCR 1st ปริมาตร (µl)  PCR 2nd ปริมาตร 

(µl) 

RNase free water 6  RNase free water 12 

2.5 X Master Mix  

(5 primes) 

5 2.5 X Master Mix  

(5 primes) 

10 

Primer forward 10 µM 

(PanEV_5’_F10) 

0.25 Primer forward 10 µM 

(RV-OL 26) 

0.5 

Primer reverse 10 µM 

(HRV_R1126) 

0.25 Primer reverse 10 µM 

(HRV_R1126) 

0.5 

cDNA template 2 1st round PCR product 2 

Total 13.5  Total 25 
 

ตารางที่ 10 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ทีค่รอบคลุมส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 ของจีโนม 
 

Primer name Sequence (5’       3’) 

PanEV_5'_F10 CAGCYYKTGGGTTGTACC 

RV-OL 26 GCACTTCTGTTTCCCC 

HRV_R1126 ATCHGGHARYTTCCAMCACCA 
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ตารางที่ 11 แสดง Thermal profile ที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ครอบคลุมส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 ของจีโนม 
 

 

PCR Cycle 

PCR รอบที่ 1 PCR รอบที่ 2 

อุณหภูมิ 

(C°) 

เวลา จ านวน

รอบ 

อุณหภูมิ 

(C°) 

เวลา จ านวน

รอบ 

Initial 

denaturation 

94 3 นาที 1 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 45 วินาที  

45  

94 45 วินาที  

45  Annealing 52 45 วินาที 55 45 วินาที 

Extension 72 1 นาที 72 1 นาที 

Final extension 72 7 นาที 1 72 7 นาที 1 

Hold 25 5 นาที 1 25 5 นาที 1 
 

 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR ถูกน ามาแยกผ่านกระแสไฟฟ้าโดยวิธี gel electrophoresis 

ใน 2% agarose gel เป็นเวลาประมาณ 40 นาที จากนั้นจึงน าไปย้อมด้วย ethidium bromide 

ประมาณ 15 นาที แล้วจึงน าไปตรวจหาแถบของ DNA ที่ต้องการโดยเปรียบเทียบกับ 100 bp 

ladder DNA (DNA marker) ผ่านเครื่องฉายรังสีอัลตราไวโอเล็ต (UV-Transluminator) ต่อไป  

7. การสกัดแยก PCR product ให้บริสุทธิ์ 

 หลังจากท าการตรวจสอบ PCR product ที่ได้โดยดูผ่านแสง UV จากนั้นตัด gel ในส่วนที่มี

แถบของ DNA ที่ต้องการ และท าให้บริสุทธิ์โดยชุด GeneAll Gel/PCR DNA fragment extraction 

kit (GeneAll Biotechnology, Korea) โดยมีขั้นตอนพอสังเขปดังนี้ 

7.1. เติมสารละลาย GB buffer 500 µl ลงใน microcentrifuge tube ที่มี gel อยู่ 

จากนั้น incubate ที่ 50 °C จนกว่า gel ละลาย 

7.2. ดูด gel ที่ละลายทั้งหมดลงใน column filter แล้ว centrifuge ที่ 13,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาท ี
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7.3. เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง จากนั้นเติม NW buffer (wash buffer) 700 µl แล้ว 

centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี

7.4. เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง จากนั้น centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

เพ่ือท าให้ column แห้ง 

7.5. เปลี่ยน column filter ใส่ microcentrifuge tube จากนั้นเติม EB buffer 

(elution buffer) ประมาณ 40 µl แล้วทิ้งไว้ประมาณ 2 นาท ี

7.6. Centrifuge ที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่บริสุทธิ์แล้ว

ตกลงไปใน microcentrifuge tube จะได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่บริสุทธิ์ 
 

8. การอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการท าให้บริสุทธิ์ โดยน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จ านวน 5 

µl มาท าการวิ่งผ่านกระแสไฟฟ้า โดยวิธี gel electrophoresis อีกครั้งเพ่ือตรวจดูว่าได้ชิ้นส่วน DNA 

ที่ต้องการ เมื่อตรวจสอบเรียบร้อยแล้วจึงส่งไปท าการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ยังบริษัท First Base 

laboratories ประเทศมาเลเซีย ด้วยวิธีของ Sanger โดยใช้ไพรเมอร์ HRV_F587 และ HRV_R1126 

เป็น sequencing primer แล้วจึงท าการอ่านผลที่ได้ด้วยโปรแกรม Chromas Lite เพ่ือท าการ

ตรวจสอบและแก้ไขผลที่ได้ต่อไป 

9. การวิเคราะห์ข้อมูล  

9.1 การตรวจสอบข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการท า DNA sequencing ถูกน ามาวิเคราะห์รูปแบบของยีน 

(genotype) โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 

โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) แล้วจึงท าการอ่านผลที่ได้ด้วย

โปรแกรม Chromas Lite (version 2.01) เพ่ือแปลผล chromatogram ของล าดับนิวคลีโอไทด์แล้ว

จึงน าไปวิเคราะห์ผลต่อไป โดยใช้ SeqmanTMII (version 6.0) ในการตรวจสอบและแก้ไขผลของ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ ทั้งนี้ยังใช้เชื่อมข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น Forward และ Reverse ของเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัสให้เข้าด้วยกัน 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast%20แล้ว
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รูปที่ 9 แสดงผลการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม Chromas Lite 
 

  

 

 

 

รูปที่ 10 แสดงผลการใช้โปรแกรม SeqmanTMII ในการตรวจสอบและแก้ไขผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  
 

9.2 การท า phylogenetic analysis ในบริเวณยีน VP4/VP2 และ 5’UTR ของเชื้อ   

ฮิวแมนไรโนไวรัส 

 เป็นการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.4.1) และ Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 5.05) โดยการน าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ
ยีน VP4/VP2 และ 5’UTR ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจากตัวอย่างท่ีให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสทุกสายพันธุ์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล 
GenBank database เพ่ือจ าแนกว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่ท าการศึกษาจัดอยู่ในสายพันธุ์ใด และมี
รูปแบบของวิวัฒนาการเป็นอย่างไร โดยการศึกษานี้ก าหนดให้ใช้ค่าพารามิเตอร์คือ Neighbor-
joining method มีค่า bootstrapping เท่ากับ 1,000 
 

 
 



 

 

40 

9.3 การวิเคราะห์แนวโน้มในการเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

ในการวิเคราะห์โอกาสในการเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในการศึกษา

ครั้งนี้ใช้ 2 โปรแกรม คือ 

9.3.1 Recombination Detection Program 4 (RDP4) version 4.46 เป็น

โปรแกรมที่ใช้ท านายการเกิด recombination ของข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สนใจ รวมถึง

บอกค่า p-value ในการเกิด recombination ของแต่ละโปรแกรมย่อยใน RDP4 ด้วย 

โปรแกรม RDP4 ประกอบด้วย 6 โปรแกรมย่อย ได้แก่ RDP, Bootscan, Maximum X2, 

Chimaera, SiScan และ 3Seq ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกใช้โปรแกรม Bootscan โดย

ก าหนดให้ parameter ของโปรแกรม Bootscan มีค่าดังนี้ window size เท่ากับ 200, 

step size เท่ากับ 20, bootstrap replicate เท่ากับ 100 และใช้ pairwise distance 

9.3.2 Similarity plot เป็นโปรแกรมที่ใช้วิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดับ        

นิวคลีโอไทด์ที่สนใจเปรียบเทียบกับ reference strain โดยแสดงผลออกมาในรูปของกราฟ 

และแสดงค่า %similarity โปรแกรมนี้สามารถใช้ท านายการเกิด recombination ได้

เช่นเดียวกัน 
 

10. การรวบรวมข้อมูล 

 ส าหรับการรวบรวมข้อมูลผลการวิจัยทั้งหมด ผู้วิจัยได้บันทึกข้อมูลของผู้ป่วย ขั้นตอนการท า

วิจัยทุกข้ันตอน และผลการท าวิจัย โดยบันทึกข้อมูลลง Data sheet เพ่ือน ามาวิเคราะห์ต่อไปและท า

การเก็บรวบรวมข้อมูลทางพันธุรรมของไวรัสที่จ าแนกได้ลงในคอมพิวเตอร์ โดยเก็บเป็น file ซึ่งมีผล

จากการวิเคราะห์ sequencing 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

- ส่วนที่ 1 ผลการศึกษาระบาดวิทยาและการจัดจ าแนกสายพันธุ์เชิงชีวโมเลกุลของเชื้อฮิวแมน
ไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระในประเทศไทย 

1. ผลการวิเคราะห์การตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสด้วยวิธี semi-nested PCR ในส่วนของ

ยีน VP4/VP2 

 ในงานวิจัยนี้ได้ท าการตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของผู้ป่วย 2 กลุ่ม กลุ่มแรก

เป็นอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน ตั้งแต่ปี  2010-2014 โดยตัวอย่างมาจาก

โรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น และโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จังหวัดกรุงเทพมหานคร จ านวน

ทั้งสิ้น 1,294 ตัวอย่าง กลุ่มที่สองเป็นอุจจาระและ rectal swab ของผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก หรือโรค 

Herpangina ซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุม เนื่องจากผู้ป่วยกลุ่มนี้ไม่มีอาการในระบบทางเดินอาหาร ตั้งแต่ปี 

2012-2014 จ านวนทั้งสิ้น 591 ตัวอย่าง กลุ่มตัวอย่างมาจากโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น 

และโรงพยาบาลต่างๆ ในจังหวัดกรุงเทพมหานคร การตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรั สใช้วิธี semi-

nested PCR ในบริเวณส่วนปลายของ 5’UTR จนถึงส่วนต้นของยีน VP2 ของจีโนม ท าให้ได้ล าดับ  

นิวคลีโอไทด์ของยีน VP4 ที่สมบูรณ์ การท า PCR รอบท่ี 1 ให้ผลิตภัณฑ์ PCR ประมาณ 631 bp และ

ในการท า PCR รอบท่ี 2 ให้ผลิตภัณฑ์ PCR ประมาณ 538 bp 

 พบว่าในกลุ่มตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัสจ านวน 30 ตัวอย่าง จากท้ังหมด 1,294 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 2.32 โดยจ าแนกออกไปตาม

จังหวัด ได้แก่ จังหวัดกรุงเทพมหานคร 4 ตัวอย่าง (ร้อยละ 1.4) และจังหวัดขอนแก่น 26 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 2.6) ในขณะที่กลุ่มตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค Herpangina ให้

ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจ านวน 5 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 591 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 0.85 ซึ่ง

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสทั้ง 5 ตัวอย่างในกลุ่มนี้มาจากจังหวังกรุงเทพมหานคร 

(ร้อยละ 1.2) 
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รูปที่ 11 แสดงผลิตภัณฑ์ขนาด 538 bp ที่ได้จากการท า semi-nested PCR ในการตรวจหา 
เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส โดยที่ M แทน marker, S1, S2 และ S3 แทนตัวอย่างท่ีให้ 
ผลบวก, P แทน Positive control และ N แทน Negative control 
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ตารางที่ 13 แสดงลักษณะของกลุ่มตัวอย่างอุจจาระที่ใช้ในการศึกษา (ต่อ) 
 

 

Characteristic 

Acute gastroenteritis 
(n=1,294) 

Hand-foot-mouth disease 
and herpangina (n=591) 

No. 
specimens 

Positive HRV 
(%) 

No. 
specimens 

Positive HRV 
(%) 

จังหวัด 
กรุงเทพมหานคร, n (%) 
ขอนแก่น, n (%) 

 
291 (22.5) 
1003 (77.5) 

 
4 (1.4) 
26 (2.6) 

 
433 (73.3) 

158 6.7) 

 
5 (1.2) 

0 
 

2. ผลการวิเคราะห์อายุและเพศของผู้ป่วยท่ีตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

   ตัวอย่างอุจจาระที่มาจากกลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันมีอายุตั้งแต่ 1 วันถึง 97 ปี 

อายุเฉลี่ยของผู้ป่วยคือ 4.8 ปี (median=1, SD=13.5) อัตราส่วนของเพศชายต่อเพศหญิงในกลุ่ม

ตัวอย่างนี้เท่ากับ 1.5:1 ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสพบมาก

ที่สุดในผู้ป่วยช่วงอายุ 0-2 ปี คือร้อยละ 87 (26/30) รองลงมาคือ ช่วงอายุ 2-5 ปี ร้อยละ 6.7 (2/30) 

และอายุมากกว่า 15 ปี ร้อยละ 3.3 (1/30) ตามล าดับ โดยอายุเฉลี่ยของผู้ติดเชื้อไวรัสชนิดนี้คือ 3.1 

ปี (min=11 วัน, max=63 ปี, SD=12, mode=1.3, median=0.8) ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัส พบว่าเป็นเพศชายร้อยละ 83 (25/30) และเพศหญิงร้อยละ 17 (5/30) คิดเป็น

อัตราส่วนของเพศชายต่อเพศหญิงเท่ากับ 5:1 จากการค านวณทางสถิติพบว่าการติดเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสในผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันพบในเพศชายมากกว่าเพศหญิงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05)  

  ตัวอย่างอุจจาระที่มาจากกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค Herpangina มีอายุตั้งแต่ 1 วัน

ถึง 39 ปี อายุเฉลี่ยของผู้ป่วยคือ 3.4 ปี (median=2.4, SD=4.1) อัตราส่วนของเพศชายต่อเพศหญิง

ในกลุ่มตัวอย่างนี้เท่ากับ 1.2:1 ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส

พบมากที่สุดในผู้ป่วยช่วงอายุ 0-2 ปี คล้ายกับในกลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน โดยพบร้อยละ 

60 (3/5) รองลงมาคือ ช่วงอายุ 2-5 ปี ร้อยละ 20 (1/5) อายุเฉลี่ยของผู้ติดเชื้อไวรัสชนิดนี้คือ 1.4 ปี 

(min=1 ปี, max=2 ปี, SD=0.5, mode=1, median=1.3) ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโน
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ไวรัส พบว่าเป็นเพศชายร้อยละ 40 (2/5) และเพศหญิงร้อยละ 60 (3/5) คิดเป็นอัตราส่วนของเพศ

ชายต่อเพศหญิงเท่ากับ 1:1.5 

ตารางที่ 14 แสดงความชุกและช่วงอายุของผู้ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 
 

 Total 

samples (n) 

HRV positive 

samples (n) 

HRV positive 

rate (%) 

Acute gastroenteritis 1294 30 2.32 

Hand-foot-mouth disease or 

herpangina 

591 5 0.85 

ช่วงอายุ (ปี) 

0-<2  1086 29 2.67 

2-<5  428 3 0.7 

5-<15  114 0 0 

≥15  95 1 1.05 

NA 162 2 1.23 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 12 กราฟแท่งแสดงช่วงอายุของผู้ป่วยที่ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระ 

 

 หมายเหตุ: AGE=Acute gastroenteritis, HFMD=Hand-foot-mouth disease 
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3. ผลการวิเคราะห์การระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสและความสัมพันธ์กับฤดูกาลรวมถึงปีที่

ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 ฤดูกาลของประเทศไทยแบ่งออกเป็น 3 ฤดู คือ ฤดูร้อน (เดือนกุมภาพันธ์-เมษายน), ฤดูฝน 

(เดือนพฤษภาคม-ตุลาคม) และฤดูหนาว (เดือนพฤศจิกายน-มกราคม) จากการศึกษาพบว่าเชื้อ ฮิว

แมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันพบได้มากที่สุดในฤดูร้อนร้อย

ละ 43 (13/30) รองลงมาคือ ฤดูหนาวร้อยละ 30 (9/30) และ ฤดูฝนร้อยละ 27 (8/30) เมื่อพิจารณา

การระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสแต่ละสายพันธุ์ พบว่า HRV-A เป็นสายพันธุ์ที่พบการระบาดมาก

ที่สุดในผู้ป่วยกลุ่มนี้ โดยสามารถพบการระบาดได้ตลอดทั้งปี ยกเว้นเดือนสิงหาคมและตุลาคม 

ในขณะที่ HRV-C สามารถพบการระบาดได้ในเดือนมกราคม, กุมภาพันธ์, มีนาคม, พฤษภาคม และ

ธันวาคม ส่วน HRV-B เป็นสายพันธุ์ที่พบการระบาดน้อยที่สุด โดยพบเพียง 3 เดือน คือเดือน

กุมภาพันธ์, เมษายน และธันวาคม นอกจากนี้ยังสังเกตได้ว่าตั้งแต่ช่วงเดือนมิถุนายนถึงพฤศจิกายนไม่

พบการระบาดของ HRV-C และ HRV-B พบแต่เพียง HRV-A เท่านั้น ดังรูปที่ 13 เมื่อพิจารณาความ

ชุกในแต่ละเดือน พบว่าเดือนธันวาคมมีความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมากที่สุด คือร้อยละ 6.2 

(5/81) ดังตารางที ่15 

 ส่วนในกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค herpangina พบว่าตัวอย่างอุจจาระที่ให้ผลบวกต่อ

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสส่วนใหญ่พบในฤดูฝน ร้อยละ 80 (4/5) รองลงมาคือฤดูร้อน ร้อยละ 20 (1/5) 

ส่วนฤดูหนาวไม่พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในกลุ่มนี้พบได้

ใน 4 เดือนเท่านั้น คือเดือนเมษายน, มิถุนายน, กรกฎาคม และสิงหาคม เมื่อพิจารณาความชุกในแต่

ละเดือน พบว่าเดือนเมษายนพบความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมากที่สุด คือร้อยละ 12.5 (1/8) 

แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องจากตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในกลุ่มนี้มีน้อยมาก จึงไม่

สามารถน ามาศึกษาการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได ้
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รูปที่ 13 กราฟแท่งแสดงความสัมพันธ์ของการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสต่อฤดูกาลในกลุ่ม   
           ผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน ตั้งแต่ปี 2010-2014 (จ านวนตัวอย่างอุจจาระที่เก็บได้    

           ในแต่ละเดือนก ากับด้วยตัวเลขด้านบนของกราฟ) 
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ตารางที่ 15 แสดงความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในแต่ละเดือน 
 

 

 

เดือน 

กลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบ

เฉียบพลัน 

กลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค 

herpangina 

จ านวน

ตัวอย่าง

ทั้งหมด 

จ านวน

ตัวอย่างที่

ให้ผลบวก 

ความชุก

ของ 

HRV  

จ านวน

ตัวอย่าง

ทั้งหมด 

จ านวน

ตัวอย่างที่

ให้ผลบวก 

ความชุก

ของ HRV  

มกราคม 200 3 1.5% 42 0 0% 

กุมภาพันธ์ 153 5 3.3% 15 0 0% 

มีนาคม 178 5 2.8% 15 0 0% 

เมษายน 120 3 2.5% 8 1 12.5% 

พฤษภาคม 103 4 3.9% 7 0 0% 

มิถุนายน 76 1 1.3% 75 1 1.3% 

กรกฎาคม 101 1 1% 285 2 0.7% 

สิงหาคม 102 0 0% 81 1 1.2% 

กันยายน 63 2 3.2% 23 0 0% 

ตุลาคม 47 0 0% 13 0 0% 

พฤศจิกายน 70 1 1.4% 12 0 0% 

ธันวาคม 81 5 6.2% 15 0 0% 
 

  

 อัตราการตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเพ่ิมขึ้น 3.9 เท่า

จากปี 2010 จนถึงปี 2013 และอัตราการตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสลดลงประมาณ 3 เท่าในปี 

2014 ความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสคิดเป็นร้อยละในแต่ละปีตั้งแต่ช่วงปี 2010-2014 คือ ร้อยละ 

1.1, 2.2, 2.7, 4.3 และ 1.4 ตามล าดับ  
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 ในขณะที่อัตราการตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและ

โรค Herpangina เพ่ิมสูงขึ้นทุกปีจากปี 2012 จนถึงปี 2014 โดยความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส

คิดเป็นร้อยละในแต่ละปีตั้งแต่ช่วงปี 2012-2014 คือ ร้อยละ 0.7, 1.1 และ 1.5 ตามล าดับ 

ตารางที่ 16 แสดงความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในแต่ละปีที่ท าการศึกษา 
 

 

 

ปี 

กลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน กลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค 

herpangina 

จ านวน

ตัวอย่าง

ทั้งหมด 

จ านวน

ตัวอย่างที่

ให้ผลบวก 

ความชุก

ของ HRV 
จ านวน

ตัวอย่าง

ทั้งหมด 

จ านวน

ตัวอย่างที่

ให้ผลบวก 

ความชุก

ของ HRV 

2010 268 3 1.1% - - - 

2011 315 7 2.2% - - - 

2012 403 11 2.7% 433 3 0.7% 

2013 161 7 4.3% 93 1 1.1%  

2014 147 2 1.4% 65 1 1.5% 

 

4. ผลการวิเคราะห์ Phylogenetic tree และการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

จากการน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสไปท า Direct sequencing แล้วน า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี Phylogenetic tree analysis โดยใช้โปรแกรม 
MEGA version 5.05 วิธี Neighbor-Joining Method และใช้ค่า Bootstrap เท่ากับ 1000 ใน
การศึกษาครั้งนี้ได้ท าการสร้าง Phylogenetic tree ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน VP4/VP2 
ซึ่งเป็นยีนที่นิยมใช้ในการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส เปรียบเทียบกับ reference 
strains ที่ได้จาก GenBank ท าให้สามารถจัดกลุ่มของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้เป็น 3 สายพันธุ์ คือ  
HRV-A, HRV-B และ HRV-C ดังรูปที ่14 
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รูปที่ 14   Phylogenetic tree แสดงผลการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในส่วนของยีน 

  VP4/VP2 ของตวัอย่างที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้เปรียบเทียบกับ reference strains 

 KR922046_CU34/B1838/2013

 GQ476669_HRV-C30

 KF958311_HRV-C41

 GU219984_HRV-C15

 EU752424_HRV-C23

 EU752426_HRV-C24

 KR922045_CU06/A1320/2014

 JF317013_HRV-C25

 EU697850_HRV-C19

 JF436925_HRV-C35

 GQ466482_HRV-C47

 EU081802_HRV-C40

 KR054542_CU23/B1497/2012

 EF077280_HRV-C2

 KF688606_HRV-C50

 KR054522_C01/A529/2012

 JF317017_HRV-C12

 EU081805_HRV-C42

 EU590061_HRV-C44

 KR054550_CU31/B1784/2013

 EU081808_HRV-C16

 EU081809_HRV-C17

 GU294380_HRV-C31

 GQ223227_HRV-C8

 EU590074_HRV-C18

 GQ223134_HRV-C28

 EF582385 HRV-C4

 JF946737_HRV-C49

 GU294480_HRV-C33

 EU081796_HRV-C14

 KR054548_CU29/B1748/2013

 JF519763_HRV-C48

 KR054528_CU09/B934/2010

 EU590064_HRV-C45

 KR054531_CU12/B1013/2011

 FJ615699_HRV-C29

 EU697851_HRV-C20

 JF519759_HRV-C34

 KR054547_CU28/B1746/2013

 GQ223122_HRV-C27

 KR054537_CU18/B1346/2012

 EF582386_HRV-C5

 EU081791_HRV-C38

 EU840952_HRV-C11

 KR054541_CU22/B1447/2012

 KR054546_CU27/B1681/2012

 EU081795_HRV-C13

 JN205461_HRV-C39

 GU294466_HRV-C32

 KR054525_CU05/A1089/2013

 EU081807_HRV-C43

 EU752377_HRV-C21

 KR054538_CU19/B1365/2012

 DQ875932_HRV-C7

HRV-C

 FJ445183_HRV-A78

 KR054530_CU11/B1008/2011

 FJ445132_HRV-A45

 FJ445113_HRV-A8

 FJ445170_HRV-A95

 KR054544_CU25/B1533/2012

 DQ473507_HRV-A53

 DQ473508_HRV-A28

 FJ445120_HRV-A20

 KR054554_CU36/B1953/2014

 FJ445150_HRV-A68

 KR054529_CU10/B977/2011

 GQ415052_HRV-A101

 KR054523_CU02/A667/2012

 EF173415_HRV-A12

 KR054533_CU14/B1080/2011

 DQ473504_HRV-A88

 KR054532_CU13/B1055/2011

 FJ445176_HRV-A7

 KR054549_CU30/B1768/2013

 FJ445129_HRV-A40

 FJ445163_HRV-A85

 DQ473500_HRV-A59

 FJ445146_HRV-A63

 FJ445111_HRV-A1

 FJ445173_HRV-A98

 KR054543_CU24/B1515/2012

 FJ445138_HRV-A54

 KR054553_CU35/B1938/2014

 AY751783_HRV-A39

 KR054527_CU08/B929/2010

 FJ445116_HRV-A13

 DQ473491_HRV-A41

 DQ473492_HRV-A73

 DQ473511_HRV-A55

 FJ445121_HRV-A21

 KR054551_CU32/B1811/2013

 FJ445141_HRV-A57

 KR054552_CU33/B1816/2013

 FJ445185_HRV-A94

 FJ445122_HRV-A22

 FJ445181_HRV-A64

 KR054539_CU20/B1380/2012

 FJ445119_HRV-A19

 DQ473494_HRV-A74

 KR054535_CU16/B1266/2011

 DQ473493_HRV-A15

HRV-A

 EF173420_HRV-B17

 FJ445168_HRV-B91

 DQ473489_HRV-B70

 KR054524_CU03/A799/2012

 FJ445151_HRV-B69

 FJ445188_HRV-B52

 DQ473488_HRV-B48

 KR054526_CU07/B801/2010

 KR054534_CU15/B1084/2011

 FJ445162_HRV-B84

 FJ445172_HRV-B97

 FJ445186_HRV-B27

 EF173425_HRV-B93

 KR054545_CU26/B1672/2012

 FJ445155_HRV-B79

 FJ445161_HRV-B83

 FJ445169_HRV-B92

 FJ445187_HRV-B35

 FJ445164_HRV-B86

 L05355_HRV-B14

 FJ445153_HRV-B72

 DQ473485_HRV-B3

 KR054536_CU17/B1331/2012

 EF173423_HRV-B37

 KR054540_CU21/B1400/2012

 DQ473486_HRV-B6

HRV-B
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     ตัวอย่างอุจจาระจากผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบ     
     เฉียบพลัน 
     ตัวอย่างอุจจาระจากผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก    
     หรือโรค Herpangina 
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        ในตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันพบว่า การติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสาย
พันธุ์ที่พบมากที่สุดคือ HRV-A ร้อยละ 47 (14/30) รองลงมาคือ HRV-C ร้อยละ 37 (11/30) และ
สายพันธุ์ที่มีการติดเชื้อน้อยที่สุดคือ HRV-B ร้อยละ 17 (5/30) ในขณะที่กลุ่มตัวอย่างอุจจาระของ
ผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก และโรค Herpangina พบว่า สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบมากที่สุด
คือ HRV-C ร้อยละ 60 (3/5) ส่วน HRV-A และ HRV-B พบเพียงสายพันธุ์ละ 1 ตัวอย่าง คิดเป็น ร้อย
ละ 20 เท่ากัน ดังรูปที่ 15A และรูปที่ 15B 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 A แสดงสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในตัวอย่างอุจจาระจากกลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้   
             อักเสบเฉียบพลัน  

B แสดงสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในตัวอย่างอุจจาระจากกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้า    

   ปาก และโรค Herpangina 
 

จากการวิเคราะห์ด้วย phylogenetic tree พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสจากการศึกษาครั้งนี้มีการกระจายอยู่ในแต่ละ type ที่ไม่ซ้ ากัน โดยพบทั้งหมด 31 types ที่

แตกต่างกันใน 35 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส HRV-A พบ 14 types คือ A12, 

A13, A15, A19, A39, A40, A45, A53, A54, A57, A68, A88, A94 และ A101, HRV-B พบ 5 

types คือ B6, B37, B69, B79 และ B84 ในขณะที่ HRV-C พบ 12 types คือ C2, C5, C7, C11, 

C12, C16, C25, C27, C30, C43, C45 และ C48 เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส A88, B84, C11 และ C45 

พบ type ละ 2 ตัวอย่าง นอกนั้นพบ type ละ 1 ตัวอย่างเท่ากัน ดังแสดงในตารางที ่17 

A 

47% 
37% 

17% 

60% 

20% 

20% 

B 
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ตารางที่ 17 แสดงสายพันธุ์และ strain ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในอุจจาระของกลุ่มผู้ป่วยโรค
ล าไส้อักเสบเฉียบพลันและอุจจาระของกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากหรือโรค Herpangina 

หมายเหตุ: (+) แทนจ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 

 

 

ผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน 
(n=30)  

ผู้ป่วยโรคมือเท้าปาก หรือโรค Herpangina  
(n=5) 

HRV-A HRV-B HRV-C HRV-A HRV-B HRV-C 
  Strain   no. (+) Strain  no. (+) Strain  no. (+)   Strain   no. (+)  Strain     no. (+)     Strain  no. (+)       

HRV-A13        1 
HRV-A15        1 
HRV-A19        1 
HRV-A39        1 
HRV-A40        1 
HRV-A45        1 
HRV-A53        1 
HRV-A54        1 
HRV-A57        1 
HRV-A68        1 
HRV-A88        2 
HRV-A94        1 
HRV-A101      1 

Total        14 

HRV-B6        1 
HRV-B37      1 
HRV-B79      1 
HRV-B84      2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                  5 

HRV-C2       1 
HRV-C5       1 
HRV-C7       1 
HRV-C11     2 
HRV-C16     1 
HRV-C27     1 
HRV-C30     1 
HRV-C45     2 
HRV-C48     1 
 
 
 
 

               11 
 

HRV-A12       1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                  1 

HRV-B69        1 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                    1 

HRV-C12      1 
HRV-C25      1 
HRV-C43      1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                  3 
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5. ผลการวิเคราะห์การกระจายของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้

อักเสบเฉียบพลันช่วงปี 2010-2014 

 สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบมีการกระจายในแต่ละปีไม่เท่ากัน โดยพบว่าสายพันธุ์
ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบได้ทุกปีที่ท าการศึกษาคือ HRV-A เมื่อพิจารณาแยกแต่ละปีพบว่า ในปี 
2010 พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสทั้ง 3 สายพันธุ์ในอัตราความชุกเท่ากันคือร้อยละ 33.3 ส่วนในปี 2011  
พบ HRV-A (ร้อยละ 71.4) เด่นขึ้นมา โดยพบมากที่สุดเกินครึ่งหนึ่งของสายพันธุ์ทั้งหมด ในขณะที่ 
HRV-B และ HRV-C พบได้เท่ากัน คือร้อยละ 14.3 ส่วนในปี 2012 พบ HRV-C (ร้อยละ 45.5) เด่น
ขึ้นมามากที่สุด ในขณะที่พบ HRV-A ลดลงเกินครึ่งหนึ่งจากปีที่ผ่านมา และพบได้เท่าๆ กับ HRV-B 
คือร้อยละ 27.3 ปี 2013 พบว่า HRV-B หายไป และพบ HRV-C (ร้อยละ 57.1) ได้มากกว่า HRV-A  
(ร้อยละ 42.9) และในปี 2014 ไม่พบ HRV-B และ HRV-C เลย พบเพียงแต่ HRV-A เท่านั้น 
 

 

รูปที่ 16 แสดงการกระจายตัวของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบ  
           เฉียบพลันในช่วงปี 2010-2014 
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ตารางที่ 18 แสดงการกระจายตัวของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของผู้ป่วยในแต่ละปี 

 

6. ผลการการวิเคราะห์การตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสร่วมกับเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนในตัวอย่าง

อุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน  

 เมื่อน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้

อักเสบเฉียบพลันทั้ง 30 ตัวอย่างมาวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลการตรวจหาเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนๆ ที่ก่อโรคใน

ระบบทางเดินอาหารซึ่งได้มีการรายงานมาก่อนหน้านี้ ได้แก่ HRoV, HPeV, HBoV, HNoV และ 

HAdV พบว่าจากทั้งหมด 30 ตัวอย่าง มี 15 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 50 ที่มีการตรวจพบเชื้อฮิวแมน

ไรโนไวรัสร่วม (co-infection) กับการตรวจพบเชื้อไวรัสก่อโรคในระบบทางเดินอาหารชนิดอ่ืน จาก

การวิเคราะห์พบว่า 6 ตัวอย่างมีการตรวจพบเชื้อ HRV ร่วมกับไวรัสอ่ืนอีก 1 ชนิด, 8 ตัวอย่างมีการ

ตรวจพบเชื้อ HRV ร่วมกับไวรัสอ่ืนอีก 2 ชนิด และ 1 ตัวอย่างมีการตรวจพบเชื้อ HRV ร่วมกับไวรัส

อ่ืนอีก 3 ชนิด เชื้อ HRoV มีอัตราการติดเชื้อร่วมกับ HRV มากที่สุด คือร้อยละ 93 (14/15) แต่ไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) รองลงมาคือ HPeV พบอัตราการติดเชื้อร่วมกับ HRV ร้อยละ 33 (5/15) 

ส่วน HBoV, HNoV และ HAdV พบอัตราการติดเชื้อร่วมกับ HRV เท่ากัน คือร้อยละ 13 (2/15) ดัง

ตารางที่ 19 

 

 

 

 

HRV 
specie 

Positive of acute gastroenteritis 
(n=30) 

Positive of hand-foot-mouth 
disease or herpangina (n=5) 

2010 2011 2012 2013 2014 Total 2012 2013 2014 Total 

HRV-A 1 5 3 3 2 14 1 0 0 1 

HRV-B 1 1 3 0 0 5 1 0 0 1 

HRV-C 1 1 5 4 0 11 1 1 1 3 
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ตารางที่ 19 แสดงอัตราการตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่มีการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นร่วมด้วย 
 

 

 

7. ผลการวิเคราะห์ลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันที่ตรวจพบเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัส 

 จากการวิเคราะห์ลักษณะอาการของผู้ป่วยที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ซึ่งสามารถหา

ข้อมูลลักษณะอาการของผู้ป่วยได้ 20 คนจากผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสทั้งหมด 30 คน 

พบว่าผู้ป่วยมีไข้เป็นส่วนใหญ่โดยพบร้อยละ 75 (15/20) นอกจากนี้ยังเป็นที่น่าสนใจว่าผู้ป่วยโรค

ล าไส้อักเสบเฉียบพลันที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจ านวน 13 คนใน 20 คน คิดเป็นร้อยละ 65 มี

อาการในระบบทางเดินหายใจ และผู้ป่วย 7 คนที่เหลือมีการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารอย่างเดียว 

พบว่าผู้ป่วย 12 คนใน 20 คน คิดเป็นร้อยละ 60 มีการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารร่วมกับการติด

เชื้อในระบบทางเดินหายใจ ในขณะที่มีผู้ป่วยเพียง 1 คนที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจเพียง

อย่างเดียว ผู้ป่วยที่มีอาการในระบบทางเดินหายใจ พบว่าร้อยละ 30 (6/20) เป็นปอดอักเสบ 

(Pneumonia), ร้อยละ 25 (5/20) มีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนบน (URTI symptoms) 

และร้อยละ 10 (2/10) เป็นหลอดลมอักเสบเฉียบพลัน (Acute bronchiolitis)  

 อุณหภูมิร่างกายของผู้ป่วยที่ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส HRV-A, HRV-B และ HRV-C ไม่มีความ

แตกต่างกันคือ 37.9 ± 0.6, 37.5 ± 0.9 และ 37.5 ± 0.9 ตามล าดับ ระยะเวลาเฉลี่ยที่ผู้ป่วยเข้ารับ

การรักษาในโรงพยาบาลคือ 3.8 ± 3.3 วัน แต่สังเกตเห็นได้ว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HRV-B มีระยะเวลาใน

 HRV-A 
(n=14) 

HRV-B 
(n=5) 

HRV-C 
(n=11) 

ผลรวม 
(n=30), no. (%) 

ติดเชื้อ HRV เพียงชนิดเดียว 7 3 5 15 (50) 

ติดเชื้อ HRV ร่วมกับไวรัสชนิดอื่น 

Human Rotavirus                                  
Human Parechovirus                              
Human Bocavirus                                   
Human Norovirus                                          
Human Adenovirus                             

 
6 
4  
1  
2  
0  

 
2 
0  
0  
0  
0  

 
6 
1  
1  
0  
2  

 
14 (93) 
5 (33) 
2 (13) 
2 (13) 
2 (13) 
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การเข้ารักษาในโรงพยาบาลนานกว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสายพันธุ์อ่ืน ดังตารางที่ 20 

นอกจากนี้ยังเป็นที่น่าสนใจอีกอย่างหนึ่งว่า ผู้ป่วย 9 คนที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสและไม่มีการ

ติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนร่วมด้วยมีอาการท้องเสียร่วมกับอาการในระบบทางเดินหายใจ ในขณะที่ 2 คนมี

อาการท้องเสียเพียงอย่างเดียว 

ตารางที่ 20 ลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโน
ไวรัสในอุจจาระ 
 

อาการทางคลินิก 
HRV-A 
(n=7) 

HRV-B 
(n=5) 

HRV-C 
(n=8) 

Total 
(n=20) 

อุณหภูมิร่างกาย (°C) 37.9 ± 0.6 37.5 ± 0.9 37.5 ± 0.9 37.7 ± 0.8 

ผลการวินิจฉัยโรค , no. (%) 
    Fever 6 (85.7) 4 (80) 5 (62.5) 15 (75) 

URTI symptoms   0 (0) 2 (40) 3 (37.5) 5 (25) 
Acute bronchiolitis 1 (14.3)    0 (0) 1 (12.5) 2 (10) 
Pneumonia 3 (42.9) 1 (20)   2 (25) 6 (30) 
Acute gastroenteritis  6 (85.7)   5 (100) 8 (100) 19 (95) 

ระยะเวลาการเข้ารับการรักษา 

ในโรงพยาบาล 

2.9 ± 1.8 6.8 ± 5 3.3 ± 3 3.8 ± 3.3 
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- ส่วนที่ 2 ผลการศึกษาการเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในบริเวณ 
5’UTR ของจีโนม 

1. ผลการวิเคราะห์และเปรียบเทียบ phylogenetic tree บริเวณ 5’UTR และยีน VP4/VP2 

  

 

  

  

 

รูปที่ 17 แสดงจีโนมบริเวณ 5’UTR และยีน VP4/VP2 (23) 
  

 จากการน าตัวอย่างทั้งหมด 35 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมาท าการเพ่ิม

จ านวนด้วยวิธี PCR ในบริเวณส่วนต้นจนถึงส่วนปลายของ 5’UTR ของจีโนม โดยให้ผลิตภัณฑ์ PCR 

ประมาณ 383 bp พบว่ามี 31 ตัวอย่างที่สามารถเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 5’UTR ได้ 

จากนั้นจึงน าไปท า Direct sequencing แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี 

phylogenetic tree analysis โดยใช้โปรแกรม MEGA version 5.05 วิธี Neighbor-Joining 

Method และใช้ค่า Bootstrap เท่ากับ 1000  

 จากการน า phylogenetic tree ในส่วนของยีน VP4/VP2 มาเปรียบเทียบกับ 

phylogenetic tree ในส่วนของ 5’UTR พบว่า phylogenetic tree ของ 5’UTR มีรูปแบบการจัด

กลุ่มของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสแตกต่างจาก phylogenetic tree ของยีน VP4/VP2 ในสายพันธุ์ของ 

HRV-C phylogenetic tree ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 5’UTR แบ่ง HRV-C ออกเป็น 2 กลุ่ม 

คือ HRV-Ca และ HRV-Cc โดย HRV-Ca มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 5’UTR คล้ายกับ HRV-A และ 

HRV-Ca บางส่วนถูกจัดกลุ่มอยู่กับ HRV-A ใน phylogenetic tree ส่วน HRV-Cc มีล าดับ            

นิวคลีโอไทด์ของ 5’UTR แยกออกไป 
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 จากการเปรียบเทียบ phylogenetic tree ในส่วนของยีน VP4/VP2 และ 5’UTR ของจีโนม 

พบว่ามี 3 ตัวอย่างที่มาจากผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน คิดเป็นร้อยละ 9.7 (3/31) ที่มีการจัด

กลุ่มใน phylogenetic tree ของยีน VP4/VP2 และ 5’UTR ไม่สอดคล้องกัน โดยพบว่าตัวอย่าง 

B934 และ B1013 มีการเกิด recombination ภายใน HRV-C (intraspecies recombination of 

HRV-C) เนื่องจากทั้งสองตัวอย่างถูกจัดกลุ่มอยู่ใน HRV-C แต่มี type ต่างกันระหว่างยีน VP4/VP2 

และ 5’UTR เมื่อจัดกลุ่มโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP4/VP2 พบว่าเป็น HRV-C11 แต่เมื่อจัด

กลุ่มโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 5’UTR พบว่าเป็น HRV-C35 นอกจากนี้ยังพบว่ามี 1 ตัวอย่างคือ 

B1672 มีการเกิด recombination ภายใน HRV-B (intraspecies recombination of HRV-B) 

เนื่องจากตัวอย่างนี้ถูกจัดกลุ่มอยู่ใน HRV-B แต่มี type ต่างกันระหว่างยีน VP4/VP2 และ 5’UTR 

เมื่อจัดกลุ่มโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP4/VP2 พบว่าเป็น HRV-B79 แต่เมื่อจัดกลุ่มโดยใช้

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 5’UTR พบว่าเป็น HRV-B37 ดังรูปที่ 18 
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รูปที่ 18 Phylogenetic tree แสดงผลการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในส่วนของ 
           ยีน VP4/VP2 (A) และ 5’UTR (B) 

A B 
 DQ473486_HRV-B6

 KR054540_CU21/B1400/2012

 EF173423_HRV-B37

 KR054536_CU17/B1331/2012

 DQ473485_HRV-B3

 FJ445164_HRV-B86

 FJ445187_HRV-B35

 FJ445155_HRV-B79

 KR054545_CU26/B1672/2012

 FJ445162_HRV-B84

 KR054534_CU15/B1084/2011

 KR054526_CU07/B801/2010

HRV-B

 EF173415_HRV-A12

 KR054523_CU02/A667/2012

 FJ445183_HRV-A78

 FJ445150_HRV-A68

 KR054554_CU36/B1953/2014

 FJ445120_HRV-A20

 DQ473508_HRV-A28

 DQ473507_HRV-A53

 KR054544_CU25/B1533/2012

 GQ415052_HRV-A101

 KR054529_CU10/B977/2011

 DQ473504_HRV-A88

 KR054532_CU13/B1055/2011

 FJ445176_HRV-A7

 FJ445132_HRV-A45

 KR054530_CU11/B1008/2011

 FJ445138_HRV-A54 

 KR054543_CU24/B1515/2012

 FJ445173_HRV-A98

 FJ445111_HRV-A1 

 FJ445163_HRV-A85

 FJ445129_HRV-A40

 KR054549_CU30/B1768/2013

 AY751783_HRV-A39
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 KR054535_CU16/B1266/2011

 DQ473494_HRV-A74

 FJ445119_HRV-A19

 KR054539_CU20/B1380/2012

 FJ445185_HRV-A94

 KR054552_CU33/B1816/2013

 FJ445141_HRV-A57

 KR054551_CU32/B1811/2013

 FJ445121_HRV-A21

 DQ473511_HRV-A55

 DQ473492_HRV-A73

 DQ473491_HRV-A41

 FJ445116_HRV-A13

 KR054527_CU08/B929/2010

HRV-A

 KR054538_CU19/B1365/2012

 DQ875932_HRV-C7

 KR054525_CU05/A1089/2013

 JN205461_HRV-C39

 KR054537_CU18/B1346/2012

 EF582386_HRV-C5

 KR054547_CU28/B1746/2013

 EU840952_HRV-C11

 KR054541_CU22/B1447/2012

 KR054546_CU27/B1681/2012

 KR054528_CU09/B934/2010

 KR054531_CU12/B1013/2011

 GQ223228_HRV-C9

 KR054522_CU01/A529/2012

 JF317017_HRV-C12

 JF317015_HRV-C51

 EF582385_HRV-C4

 JF436925_HRV-C35

 KR054548_CU29/B1748/2013

 KR054542_CU23/B1497/2012

 EF077280_HRV-C2

 JF317013_HRV-C25

 KF688606_HRV-C50

 KR054550_CU31/B1784/2013

 GQ223227_HRV-C8

 GU219984_HRV-C15

 KF958311_HRV-C41

HRV-C
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 FJ445138_HRV-A54 

 FJ445173_HRV-A98

 KR054574_CU24/B1515/2012

 FJ445180_HRV-A38

 FJ445163_HRV-A85

 KR054580_CU30/B1768/2013
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 KR054559_CU08/B929/2010

 FJ445116_HRV-A13

 DQ473491_HRV-A41

 DQ473492_HRV-A73
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 KR054562_CU11/B1008/2011

 FJ445132_HRV-A45
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 KR054556_CU02/A667/2012

 EF173415_HRV-A12

 KR054561_CU10/B977/2011
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 KR054557_CU05/A1089/2013

 KR054569_CU19/B1365/2012
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 JF317013_HRV-C25
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 KR054573_CU23/B1497/2012
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 KR054568_CU18/B1346/2012
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 KR054578_CU28/B1746/2013

 EU840952_HRV-C11

 KR054572_CU22/B1447/2012

 KR054577_CU27/B1681/2012

 KR054555_CU01/A529/2012

 JF317017_HRV-C12

 KR054581_CU31/B1784/2013

 GQ223227_HRV-C8

 EF582385_HRV-C4

 KF688606_HRV-C50

 JF317015_HRV-C51

 KR054579_CU29/B1748/2013

 JF436925_HRV-C35

 KR054560_CU09/B934/2010

 KR054563_CU12/B1013/2011

 GQ223228_HRV-C9

 KR054558_CU07/B801/2010

 KR054565_CU15/B1084/2011

 FJ445162_HRV-B84
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2. ผลการวิเคราะห์การเกิด recombination ภายใน 5’UTR ของจีโนมเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 
  

เพ่ือยืนยันการเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสภายใน 5’UTR ของจีโนม จึง

ได้น าทั้ง 3 ตัวอย่างมาท าการเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ให้ครอบคลุมส่วนต้นของ 5’UTR ถึงส่วน

ต้นของยีน VP2 ของจีโนม โดยใช้วิธี semi-nested PCR ให้ผลิตภัณฑ์ PCR สุดท้ายประมาณ 905 

bp จากนั้นน าไปท า Direct sequencing แล้วจึงน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ครอบคลุมตั้งแต่ส่วนต้นของ 

5’UTR ถึงส่วนต้นของยีน VP2 ของจีโนมไปวิเคราะห์การเกิด recombination โดยใช้โปรแกรม 

Bootscan และ Similarity plot เพ่ือหาจุดตัดของ recombination  

 จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Bootscan และ Similarity plot พบว่ามีการเกิด 

recombination ภายในบริเวณ 5’UTR ของจีโนม โดยพบว่าตัวอย่าง B934 และ B1013 มีการเกิด 

recombination ภายใน HRV-C ระหว่าง HRV-C11 และ HRV-C35 มีจุดตัดของ recombination 

อยู่ที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ 573 และ 570 ตามล าดับ ซึ่งพบว่าอยู่ในบริเวณ polypyrimidine tract ของ 

IRES ส่วนตัวอย่าง B1672 พบว่ามีการเกิด recombination ภายใน HRV-B ระหว่าง HRV-B79 และ 

HRV-C37 มีจุดตัดของ recombination อยู่ที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ 606 โดยต าแหน่งล าดับ             

นิวคลีโอไทด์นี้เป็นต าแหน่งที่ถูกน าไปเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ HRV-B35 ซึ่งใช้เป็นล าดับ       

นิวคลีโอไทด์อ้างอิง (accession number FJ445187) ดังรูปที ่19 
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รูปที่ 19 แสดงผลการวิเคราะห์การเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่าง B934   
           (A), B1013 (B) และ B1672 (C) โดยใช้โปรแกรม Bootscan (ซ้าย) และ โปรแกรม   
           Similarity plot (ขวา) 

A 

B 

C 
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รูปที่ 20 แสดงการ alignment ของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างตัวอย่าง (A) B934, (B) B1013 และ  
           (C) B1672 ที่มีการเกิด recombination กับ reference strain (บริเวณจุดตัดของ   
           recombination ถูกระบุด้วยลูกศรสีด า) 
 

จากการวิเคราะห์การเกิด recombination ภายใน 5’UTR ของจีโนม โดยใช้ 6 วิธี ใน

โปรแกรม Recombination Detection Program ได้แก่ RDP, Geneconv, BootScan, MaxChi, 

Chimaera และ 3Seq พบว่ามีอย่างน้อย 5 วิธีที่ให้ค่า p-values น้อยกว่า 0.05 ดังตารางที่ 21 ซึ่ง

โดยทั่วไปแล้วต้องมีอย่างน้อย 3 วิธีที่ให้ค่า p-values น้อยกว่า 0.05 จึงยอมรับว่ามีการเกิด 

recombination  

 

 

 

 

(A) 

(B) 

(C) 
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเป็นไวรัสส าคัญที่ท าให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนบน

แบบไม่รุนแรง หรือโรคไข้หวัดทั่วไป นอกจากนี้ยังเป็นสาเหตุของการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ

ส่วนล่างด้วย ท าให้เกิดโรคปอดอักเสบ หายใจแล้วมีเสียงวี๊ดในเด็ก การก าเริบของโรคหอบหืด และ

โรคปอดอุดกั้นเรื้อรังในผู้ใหญ่ และเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสยังเกี่ยวข้องกับโรคที่รุนแรงด้วย เช่น โรคหูชั้น

กลางอักเสบในเด็ก และไซนัสอักเสบในผู้ใหญ่ (21) ดังนั้นจึงเป็นที่รู้จักกันดีว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส

เป็นไวรัสที่ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ และไม่เชื่อว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถก่อโรคในระบบ

ทางเดินอาหารได้ เนื่องจากไวรัสชนิดนี้ไม่ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่เป็นกรดของกระเพาะอาหาร 

สภาวะแวดล้อมที่เป็นกรดท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง conformation ในส่วนของ capsid protein 

ของไวรัสและเป็นสาเหตุให้ไวรัสสูญเสีย infectivity และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ านวนของ

เชื้อไวรัสคือ 33-34 °C ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่พบได้ในระบบทางเดินหายใจ จนกระทั่งในปี 2009 ได้มี

รายงานการตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในสิ่งปฏิกูลได้เป็นครั้งแรก (15) ซึ่งสภาวะแวดล้อมที่ตรวจ

พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสนั้นเป็นสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ านวนของเชื้อเอนเทอโรไวรัส 

จึงท าให้มีหลายงานวิจัยสนใจที่จะศึกษาการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในตัวอย่างจากอุจจาระ

มากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระยังมีอยู่น้อยมาก และ

ไม่เคยมีการศึกษาในประเทศไทยมาก่อน รวมถึงไม่มีการศึกษาในผู้ป่วยกลุ่มควบคุมที่ไม่มีอาการใน

ระบบทางเดินอาหาร 

 งานวิจัยครั้งนี้ได้ศึกษาความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของผู้ป่วยไทย 2 กลุ่ม 

คือกลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน ตั้งแต่ปี 2010-2014 และกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค 

herpangina ตั้งแต่ปี 2012-2014 ซึ่งผู้ป่วยกลุ่มโรคมือเท้าปากและโรค herpangina ไม่มีอาการใน

ระบบทางเดินอาหาร จึงใช้ผู้ป่วยกลุ่มนี้เป็นกลุ่มควบคุม ตัวอย่างทั้ง 2 กลุ่มนี้มาจากจังหวัด

กรุงเทพมหานครและจังหวัดขอนแก่น การตรวจหาเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใช้วิธี semi-nested PCR ใน

ส่วนของยีน VP4/VP2 พบว่าตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันให้ผลบวกต่อเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัสมากกว่าตัวอย่างอุจจาระจากผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค herpangina ประมาณ 
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2.7 เท่า โดยความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของกลุ่มผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน

และกลุ่มผู้ป่วยโรคมือเท้าปากหรือโรค herpangina คือร้อยละ 2.32 และ 0.85 ตามล าดับ ความชุก

ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสจากตัวอย่างอุจจาระในผู้ป่วยไทยค่อนข้างต่ าเมื่อเปรียบเทียบกับความชุก

ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระที่เคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ในต่างประเทศ ได้แก่ ประเทศ

อังกฤษ ร้อยละ 10 (1) ฮ่องกง ร้อยละ 7.9 (2) อิตาลี ร้อยละ 5.2 (3) และในประเทศฟินแลนด์ที่เคย

มีการศึกษา 2 ครั้ง โดยมีความชุกร้อยละ 10.5 (4) และร้อยละ 35.1 (5) ความชุกของเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัสที่ต่ าในการศึกษาครั้งนี้อาจเกิดจากข้อจ ากัดหลายอย่าง เช่น ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้

เป็นตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันที่เหลือจากโครงการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ

โรตาไวรัส ดังนั้นผู้วิจัยคิดว่าถ้าน าตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยที่มีอาการในระบบทางเดินหายใจมา

ท าการศึกษาอาจพบความชุกของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมากกว่านี้ หรืออาจเกิดจากความแตกต่างของ

กลุ่มอายุผู้ป่วยที่น ามาศึกษา โดยส่วนใหญ่แล้วการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมักพบในเด็กเล็กมากกว่า

ผู้ใหญ่ ข้อจ ากัดอีกอย่างหนึ่งที่ท าให้ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสน้อย คือวิธีที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัสที่แตกต่างกัน ท าให้ความไวในการตรวจหาเชื้อไวรัสแตกต่างกันได้ การศึกษาครั้งนี้

ใช้วิธี semi-nested PCR ซ่ึงมีความไวในการตรวจหาเชื้อไวรัสน้อยกว่าวิธี real-time PCR ที่งานวิจัย

อ่ืนๆ ใช้ทั้งในประเทศอิตาลี (3) และฟินแลนด์ (5) แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้เป็นอีกงานวิจัยหนึ่งที่

แสดงให้เห็นว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถพบได้ในอุจจาระ แม้แต่อุจจาระของกลุ่มคนทั่วไปที่ไม่มี

การติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารก็สามารถพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้เช่นกัน คล้ายกับงานวิจัยของ 

Honkanen ในประเทศฟินแลนด์ที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของกลุ่มเด็กปกติที่ไม่มี

อาการในระบบทางเดินอาหาร (4) 

 ในการศึกษาครั้งนี้พบทุกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระของผู้ป่วยโรคล าไส้

อักเสบเฉียบพลัน ซึ่งส่วนใหญ่เป็น HRV-A รองลงมาคือ HRV-C ส่วน HRV-B พบน้อยที่สุด (ร้อยละ 

46.7, 36.7 และ 16.7 ตามล าดับ) สัดส่วนของแต่ละสายพันธุ์ที่พบในงานวิจัยนี้คล้ายกับงานวิจัยใน

ประเทศอังกฤษและฟินแลนด์ที่พบความชุกของ HRV-A มากที่สุดในอุจจาระ โดยการศึกษาใน

ประเทศอังกฤษพบสัดส่วนของ HRV-A, HRV-B และ HRV-C ร้อยละ 46, 13 และ 41 ตามล าดับ (1) 

ในขณะที่งานวิจัยในประเทศฟินด์แลนด์ซึ่งมี 2 งานวิจัย คืองานวิจัยของ Honkanen และคณะพบ

สัดส่วนของ HRV-A, HRV-B และ HRV-C ร้อยละ 79, 8 และ 41 ตามล าดับ (4) ในขณะที่งานวิจัย
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ของ Savoainen-Kopra และคณะพบ HRV-A ร้อยละ 54, HRV-B ร้อยละ 23 และ HRV-C ร้อยละ 

15 นอกจากนี้ยังพบว่าสัดส่วนของ HRV-A, HRV-B และ HRV-C ที่พบในตัวอย่างอุจจาระและ

ตัวอย่างที่มาจากระบบทางเดินหายใจไม่มีความแตกต่างกัน เช่นในงานวิจัยที่ศึกษาการระบาดของเชื้อ

ฮิวแมนไรโนไวรัสโดยใช้ตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจในประเทศมองโกเลีย (ร้อยละ 47.1, 8.2 

และ  44.7 ตามล าดับ) (61) และในประเทศจีน (ร้อยละ 50, 10.4 and 39.6 ตามล าดับ) (62) จึง

สรุปได้ว่าทุกสายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถพบได้ทั้งในตัวอย่างจากอุจจาระและตัวอย่าง

จากระบบทางเดินหายใจโดยสัดส่วนของแต่ละสายพันธุ์มีความคล้ายกันในตัวอย่างทั้ง 2 ชนิด และ

สรุปได้ว่า HRV-A และ HRV-C เป็นสายพันธุ์หลักที่พบในตัวอย่างทั้ง 2 ชนิด 

 ในการศึกษาครั้งนี้พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 31 types ที่แตกต่างกันใน 35 ตัวอย่างที่ให้ผล

บวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไม่มี type ที่จ าเพาะในตัวอย่างอุจจาระ คล้ายกับ

งานวิจัยของ Harvala (1) และ Honkanen (4) นอกจากนี้ยังพบว่าหลายๆ type ของเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัสที่พบในงานวิจัยนี้เป็น type เดียวกับที่พบในตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจของประเทศ

อิตาลี (63) และประเทศญี่ปุ่น (64) เช่น HRV-A12, HRV-A39, HRV-A40, HRV-A88, HRV-A68, 

HRV-A54, HRV-B79, HRV-B84, HRV-C2, HRV-C43, HRV-C25 และ HRV-C12 เป็นต้น 

 งานวิจัยนี้พบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันได้เกือบทุก

เดือนยกเว้นเดือนสิงหาคมและตุลาคม โดยพบมากที่สุดในฤดูร้อนร้อยละ 40 รองลงมาคือฤดูหนาว 

และฤดูฝนร้อยละ 30 และ 27 ตามล าดับ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาความชุกในแต่ละเดือน พบว่า

เดือนธันวาคมมีความชุกมากที่สุด งานวิจัยนี้คล้ายกับงานวิจัยที่ท าการศึกษาในประเทศญี่ปุ่นซึ่ง

สามารถพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสได้ตลอดทั้งปี ไม่มีฤดูกาลที่แน่นอน แต่เป็นการศึกษาจากตัวอย่าง

ระบบทางเดินหายใจ (64) ส่วนงานวิจัยในประเทศฟินแลนด์และอังกฤษพบความชุกของเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัสในอุจจาระได้มากที่สุดในเดือนสิงหาคมถึงตุลาคม (1, 4, 5) ในการศึกษาการระบาดของเชื้อ 

ฮิวแมนไรโนไวรัสในประเทศไทยที่มีมาก่อนหน้านี้พบว่า HRV-C และ HRV-A มีความชุกมากในฤดูฝน 

(เดือนพฤษภาคม-ตุลาคม) และช่วงต้นฤดูหนาว (พฤศจิกายน-มกราคม) แต่เป็นการศึกษาในตัวอย่าง

จากระบบทางเดินหายใจ (37) การระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่แตกต่างกันนี้อาจเนื่องมาจาก

ความแตกต่างของตัวอย่างที่ใช้ศึกษาซึ่งมาจากความแตกต่างของอาการผู้ป่วย การแบ่งฤดูกาลและ
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ลักษณะภูมิอากาศของแต่ละประเทศแตกต่างกัน และเมื่อพิจารณาการระบาดของแต่ละสายพันธุ์ไม่

พบว่ามีความแตกต่างกันระหว่าง HRV-A, HRV-B และ HRV-C 

 งานวิจัยนี้พบว่าการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมีความสัมพันธ์กับเพศของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบ

เฉียบพลัน เนื่องจากการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในผู้ป่วยกลุ่มนี้มักพบในเพศชายมากกว่าเพศหญิงถึง 

5 เท่าและมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่งานวิจัยในประเทศฟินแลนด์พบอัตราส่วนของการ

ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในเพศชายและเพศหญิงไม่แตกต่างกัน คือมีอัตราส่วนของชาย:หญิงในการติด

เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเป็น 1:1 (4) แต่อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังไม่มีงานวิจัยใดที่สามารถอธิบายว่า

เพศมีความเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าพฤติกรรมของเด็กผู้ชายที่ซน

กว่าเด็กผู้หญิงอาจเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เด็กผู้ชายติดเชื้อไวรัสได้ง่ายกว่าเด็กผู้หญิง เนื่องจากว่าไวรัส

ชนิดนี้สามารถแพร่เชื้อได้ทั้งทางการหายใจและแพร่เชื้อแบบ fecal-oral route  

 การติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในงานวิจัยนี้พบได้มากที่สุดในเด็กอายุต่ ากว่า 2 ปี แต่ไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) ซึ่งคล้ายกับงานวิจัยที่มีมาก่อนหน้า (1, 2, 37, 62) อาจเป็นเพราะในเด็ก

เล็กยังไม่มีภูมิต้านทานต่อการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส นอกจากนี้ยังเป็นที่น่าสนใจว่าการที่เชื้อฮิวแมน

ไรโนไวรัสที่พบในตัวอย่างอุจจาระส่วนใหญ่มักพบในกลุ่มเด็กเล็กอายุต่ ากว่า 2 ปี อาจเนื่องมาจาก pH 

ในกระเพาะอาหารของเด็กเล็กไม่ต่ าเท่ากับ pH ในกระเพาะอาหารของผู้ใหญ่ (65-67) ซึ่งอาจเป็น

เหตุผลที่ท าให้เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถผ่านกระเพาะอาหารที่มี pH เป็นกรดได้โดยจีโนมของ

ไวรัสไม่ถูกท าลายไป และสามารถตรวจพบได้ในอุจจาระ 

 ในปัจจุบันยังไม่ทราบเหตุผลและกลไกที่แน่ชัดว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่ไม่ทนต่อสภาวะ

แวดล้อมที่เป็นกรดสามารถเพ่ิมจ านวนในระบบทางเดินอาหารและตรวจพบได้ในอุจจาระ แต่อย่างไร

ก็ตามมีงานวิจัยของ Skern และคณะที่แสดงให้เห็นว่าการเกิด mutation ของกรดอะมิโนในส่วนของ 

capsid protein VP1 เพียง 1 ต าแหน่ง ท าให้เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถทนต่อกรดได้ที่ pH 4.5 

(68) นอกจากนี้อาจเป็นไปได้ว่า MgCl2 ในร่างกายอาจเป็นตัวกระตุ้นการเพ่ิมจ านวนของเชื้อฮิวแมน

ไรโนไวรัส ท าให้สามารถรักษาอนุภาคของไวรัสได้โดยไม่ถูกท าลายไป (69) เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมัก

เพ่ิมจ านวนได้ดีท่ีอุณหภูมิ 34 °C แตอ่ย่างไรก็ตามมีงานวิจัยในอดีตที่ท าการทดลองเลี้ยงเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัสที่อุณหภูมิ 37 °C และพบว่าประสิทธิภาพในการเพ่ิมจ านวนของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมีความ
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แตกต่างกันน้อยมากระหว่างการเลี้ยงเชื้อไวรัสที่อุณหภูมิ 33 °C และ 37 °C และเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสบางตัวยังมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจ านวนสูงขึ้นเมื่อ incubate ที่อุณหภูมิสูงขึ้น (12) เหตุผล

เหล่านี้อาจเป็นสาเหตุที่ท าให้เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถเพ่ิมจ านวนในระบบทางเดินอาหารและ

ตรวจพบได้ในอุจจาระ 

 เชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสถูกตรวจพบในอุจจาระได้ครั้งแรกในปี 2009 จากงานวิจัยที่ต้องการ

ตรวจหาเชื้อเอนเทอโรไวรัสของ Blomqvist และคณะ โดยพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในสิ่งปฎิกูลซึ่ง

เป็นสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ านวนของเชื้อเอนเทอโรไวรัส และให้เหตุผลว่าเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสที่พบนั้นมาจากการปนเปื้อนสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินหายใจ  จากการใช้กระดาษ 

tissue และการปนเปื้อนในน้ าเสีย (15) ต่อมาในปี 2012 Harvala และคณะสามารถตรวจพบเชื้อฮิว

แมนไรโนไวรัสในอัตราที่สูง โดยพบประมาณร้อยละ 10 และมี viral load มาก ซึ่งมีค่า Ct-values ที่

ต่ า ใกล้เคียงกับที่พบในเชื้อเอนเทอโรไวรัส และมีการให้เหตุผลที่แย้งกับงานวิจัยของ Blomqvist โดย

ไม่เชื่อว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบนั้นมาจากการปนเปื้อนสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินหายใจ 

เนื่องจากเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสไม่ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่เป็นกรด ดังนั้นเมื่อมีการกลืนสารคัดหลั่ง

จากระบบทางเดินหายใจลงไปผ่านกระเพาะอาหาร capsid ของไวรัสจะถูกท าลาย ท าให้ RNA ของ

ไวรัสสลายไป ท าให้ไวรัสสูญเสีย infectivity อีกเหตุผลหนึ่งคือสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินหายใจที่

กลืนลงไปถูกเจือจางด้วยสารต่างๆ ที่มีอยู่ในล าไส้ ท าให้ viral load ของไวรัสไม่มากพอที่สามารถ

ตรวจพบในอุจจาระได้  จึงสรุปได้ว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสสามารถเพ่ิมจ านวนในระบบทางเดินอาหาร

ได้ (1) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Savolainen-Kopra และงานวิจัยของ Honkanen ที่แสดงให้เห็น

ว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่แยกได้จากอุจจาระสามารถเพาะเลี้ยงในเซลล์ HeLa ได้ และแสดง 

Cytopathic effect (CPE) จึงสรุปได้ว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในอุจจาระนั้นไม่ใช่แค่เพียง RNA 

ของไวรัสแต่เป็นเชื้อไวรัสทั้งตัวที่มีชีวิตอยู่ (4, 5) 

 จากการดูลักษณะอาการของผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันที่ติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส ใน

งานวิจัยนี้พบว่าร้อยละ 60 ของผู้ป่วยมีอาการของโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันร่วมกับการติดเชื้อใน

ระบบทางเดินหายใจ นอกจากนี้ยังพบว่ามีผู้ป่วย 9 คน ที่มีการติดเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสเพียงอย่าง

เดียวโดยไม่มีการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนร่วมด้วย ในจ านวนนี้ผู้ป่วย 7 คนมีอาการท้องเสียร่วมกับอาการ

ในระบบทางเดินหายใจ ในขณะที่ผู้ป่วย 2 คนมีอาการท้องเสียอย่างเดียว ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าเชื้อ
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ฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบในอุจจาระนี้อาจมาจากการกลืนสารคัดหลั่งจากระบบทางเดินหายใจ แต่

อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไม่ได้เก็บตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วยที่ตรวจพบเชื้อ ฮิว

แมนไรโนไวรัสในอุจจาระมาท าการศึกษา จึงท าให้ไม่ทราบว่าผู้ป่วยที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใน

อุจจาระมีการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจมาก่อนหรือไม่ ซึ่งงานวิจัยนี้แตกต่างจากงานวิจัยของ 

Harvala และงานวิจัยของ Lau ที่พบว่าประมาณร้อยละ 70 ของผู้ป่วยที่ตรวจพบเชื้อฮิวแมนไรโน

ไวรัสในอุจจาระมีอาการท้องเสียโดยไม่พบอาการในระบบทางเดินหายใจร่วมด้วย (1, 2) แต่อย่างไรก็

ตามงานวิจัยของ Savolainen-Kopra และคณะพบว่าประมาณร้อยละ 94 ของตัวอย่างอุจจาระและ

ตัวอย่างในระบบทางเดินหายใจที่ได้จากผู้ป่วยคนเดียวกัน ให้ผลบวกต่อเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสใน

ตัวอย่างทั้ง 2 ชนิด (5) 

 ถึงแม้ว่าในการศึกษาครั้งนี้พบเชื้อ ฮิวแมนไรโนไวรัสในผู้ป่วยโรคมือเท้าปากและโรค 

Herpangina แต่พบในความชุกท่ีต่ ามากเพียงร้อยละ 0.85 จึงสรุปได้ว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสไม่ได้เป็น

สาเหตุของโรคนี้ ในประเทศไทยเคยมีการศึกษาในผู้ป่วยกลุ่มนี้พบว่า coxsackievirus A16 และ 

enterovirus 71 เป็นสาเหตุหลักของโรคมือเท้าปาก ในขณะที่ coxsackievirus A8 เป็นสาเหตุหลัก

ของโรค herpangina (70) 

 นอกจากการศึกษาการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระแล้ว งานวิจัยนี้ยังได้ศึกษา

การเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในบริเวณ 5’UTR ด้วย เนื่องจากการเกิด 

recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมีการศึกษาอย่างแพร่หลายในตัวอย่างจากระบบทางเดิน

หายใจ แต่ไม่เคยมีการศึกษาในตัวอย่างอุจจาระ การเกิด recombination มีความส าคัญต่อ

วิวัฒนาการของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสและท าให้เกิดความหลากหลายในสายพันธุ์ของเชื้อไวรัส ดังเช่น 

HRV-Ca ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 5’UTR คล้ายกับ HRV-A ซึ่งคาดกันว่า HRV-Ca เกิดจาก 

recombination ระหว่าง HRV-A และ HRV-C และท าให้เกิดความหลากหลายของ HRV-C (56, 58) 

โดยทั่วไปแล้วการเกิด recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสมักพบในส่วนของ nonstructural 

gene หรือบริเวณรอยต่อระหว่าง 5’UTR  กับ structural gene และพบการเกิด recombination 

ในส่วนของ structural gene ได้น้อย (71) งานวิจัยนี้เป็นอีกงานวิจัยหนึ่งที่ยืนยันว่าพบการเกิด 

recombination ในบริเวณ 5’UTR โดยพบว่ามี 2 ตัวอย่างที่เกิด recombination ภายใน HRV-C 

และอีก 1 ตัวอย่างมีการเกิด recombination ภายใน HRV-B ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของจุดที่เกิด 
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recombination อยู่ในช่วงบริเวณ polypyrimidine tract (PPT) ของ IRES ภายใน 5’UTR ของจี

โนม ต าแหน่งของการเกิด recombination ที่พบในงานวิจัยนี้มีความใกล้เคียงกับงานวิจัยที่เคยศึกษา

ก่อนหน้านี้ (56, 60) ซึ่งบริเวณ 5’UTR ที่มักมีการเกิด recombination เป็นส่วนที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้อง

กับกระบวนการ replication, transcription และ translaion ของไวรัส จากการศึกษาของ 

Schibler และคณะพบว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่มีการเกิด recombination บริเวณ 5’UTR มี

ประสิทธิภาพในการ replication และ translation น้อยกว่าเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่ไม่มีการเกิด 

recombination (72) แต่อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัดของการเกิด 

recombination ในบริเวณดังกล่าว อาจเป็นเพราะบริเวณนี้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ค่อนข้างคล้ายกัน

ระหว่าง HRV-A และ HRV-C ท าให้สามารถเข้าคู่กันได้ระหว่างกระบวนการ replication และสังเกต

ได้ว่าการเกิด recombination ถูกจ ากัดอยู่แค่บางบริเวณ อาจเนื่องจากการเกิด recombination ใน

บริเวณดังกล่าวท าให้ไวรัสสามารถอยู่รอดได้ และความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่เท่ากัน

ภายในจีโนมของไวรัสท าให้การเกิด recombination ถูกจ ากัดอยู่แค่บางบริเวณ ในงานวิจัยนี้ยังได้ดู

ความเกี่ยวข้องของการเกิด recombination กับความรุนแรงของโรคด้วย แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้

ไม่พบความแตกต่างของลักษณะอาการของผู้ป่วยระหว่าง strain ที่มีการเกิด recombination และ 

strain ที่ไม่มีการเกิด recombination ซึ่งอาจเป็นเพียงแค่การเกิด recombination โดยธรรมชาติ

ของไวรัสเท่านั้น และส่งผลให้เกิดความหลากหลายของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส 

 ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบการระบาดของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระจาก

ผู้ป่วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันเปรียบเทียบกับกลุ่มคนที่ไม่มีอาการของโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน 

รวมถึงการวิเคราะห์อายุ เพศ การติดเชื้อร่วมกับไวรัสชนิดอื่น สายพันธุ์ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสที่พบ

ในอุจจาระ ฤดูกาลในการติดเชื้อไวรัส ลักษณะอาการของผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ รวมถึงการ

พบ  recombination ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสในอุจจาระด้วย ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จะเป็น

ประโยชน์ในการเฝ้าระวังโรคที่เกิดจากการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารซึ่งอาจเกิดจากเชื้อฮิวแมนไร

โนไวรัส รวมทั้งใช้ในการวางแผนการรักษาผู้ป่วยได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 

การเตรียมสารเคมีส าหรับเก็บตัวอย่าง 
1. Phosphate Buffer Saline (PBS) 

   PBS   9.88  กรัม 
จากนั้นเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป autoclave 
แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

การเตรียมสารเคมีส าหรับหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 1. 5xTris borate buffer (5 x TBE) 
   Tris-base  54  กรัม 
   Boric acid  27.5  กรัม 
   EDTA (pH 8.0)  20  มิลลิลิตร 

   จากนั้นเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
2. 2% (w/v) agarose gel 
  Agarose gel  2   กรัม 
  1 x TBE   100  มิลลิลิตร 
   เขย่าให้เข้ากันแล้วน าเข้าไมโครเวฟจนกว่า agarose gel ละลายหมด 
3. 10% Ethidium bromide 
  Ethidium bromide 30  ไมโครลิตร 
  น้ ากลั่น   300  มิลลิลิตร 
4. Loading dye 
  0.25% Bromphenol blue 
  40% (w/v) sucrose in water 

    จากนั้นเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 50 มิลลิลิตร แล้วเก็บท่ี 4 °C  
 5. DEPC water 
   DEPC   0.1  มิลลิลิตร 
   น้ ากลั่น   100  มิลลิลิตร 
    เขย่าแล้วน าไป incubate ที่ 37 °C นาน 12 ชั่วโมง แลว้น าไป autoclave 
การเตรียมสารเคมีส าหรับการ cloning 
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 1. LB agar/ampicillin 
   Yeast extract  0.5  กรัม 
   Agar   1.5  กรัม 
   Peptone  1  กรัม 
   NaCl   0.5  กรัม    

เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร แล้วน าไป autoclave ที่
ความดัน 15 lb/inch2, 121 °C เป็นเวลา 15 นาที แล้วตั้งทิ้งไว้ให้อุณหภูมิลดลง จากนั้น
เติม ampicillin 100 µg/ml แล้วเตรียมเทใส่ plate ปริมาณ 35 มิลลิลิตร 

2. LB broth 
  Yeast extract  0.25  กรัม 
  NaCl   0.25  กรัม 
  Peptone  0.5  กรัม 
เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อจนมีปริมาตรรวมเป็น 50 มิลลิลิตร แล้วน าไป autoclave 
3. SOC medium  
  Yeast extract  0.5  กรัม 
  Peptone  2  กรัม 
  NaCl   1  มิลลิลิตร 
  KCl   0.25  มิลลิลิตร 
เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรรวมเป็น 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกลูโคส 100 µl 
และ Mg2+ 100 µl 
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลของตัวอย่างท่ีมีเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัสพร้อมรหัสล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 (GenBank Accession Number) 

ล าดับ Code อายุ วันที่เก็บ

ตัวอย่าง 

HRV 

specie 

HRV 

serotype 

Accession 

number 

1 A529 1 ปี 8 เดือน 13 ก.ค. 55 C 12 KR054522 

2 A667 N/A 24 ก.ค. 55 A 12 KR054523 

3 A799 2 ปี 6 ส.ค. 55 B 69 KR054524 

4 A1089 1 ปี 18 เม.ย. 56 C 43 KR054525 

5 A1320 1 ปี 11 มิ.ย. 57 C 25 KR922045 

6 B801 6 เดือน 11 เม.ย. 53 B 84 KR054526 

7 B929 1 ปี 4 เดือน 1 ธ.ค. 53 A 13 KR054527 

8 B934 3 ปี 6 เดือน 7 ธ.ค. 53 C 45 KR054528 

9 B977 8 เดือน 5 ม.ค. 54 A 101 KR054529 

10 B1008 1 ปี 1 เดือน 16 ม.ค. 54 A 45 KR054530 

11 B1013 9 เดือน 17 ม.ค. 54 C 45 KR054531 

12 B1055 9 เดือน 2 ก.พ. 54 A 88 KR054532 

13 B1080 1 ปี 14 ก.พ. 54 A 88 KR054533 

14 B1084 1 ปี 11 เดือน 14 ก.พ. 54 B 84 KR054534 

15 B1266 1 ปี 4 เดือน 22 ธ.ค. 54 A 15 KR054535 

16 B1331 11 เดือน 2 ก.พ. 55 B 37 KR054536 

17 B1346 1 ปี 11 เดือน 23 ก.พ. 55 C 5 KR054537 

18 B1365 8 เดือน 13 มี.ค. 55 C 7 KR054538 

19 B1380 1 ปี 23 มี.ค. 55 A 19 KR054539 

20 B1400 1 ปี 4 เดือน 5 เม.ย. 55 B 6 KR054540 

21 B1447 10 เดือน 5 พ.ค. 55 C 11 KR054541 
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ล าดับ Code อายุ วันที่เก็บ

ตัวอย่าง 

HRV 

specie 

HRV 

serotype 

Accession 

number 

22 B1497 2 ปี 7 เดือน 26 พ.ค. 55 C 2 KR054542 

23 B1515 63 ปี 23 มิ.ย. 55 A 54 KR054543 

24 B1533 N/A 6 ก.ค. 55 A 53 KR054544 

25 B1672 9 เดือน 4 ธ.ค. 55 B 79 KR054545 

26 B1681 26 วัน 19 ธ.ค. 55 C 11 KR054546 

27 B1746  1 เดือน 15 มี.ค. 56 C 27 KR054547 

28 B1748 7 เดือน 16 มี.ค. 56 C 48 KR054548 

29 B1768 8 เดือน 27 เม.ย. 56 A 40 KR054549 

30 B1784 5 เดือน 30 พ.ค. 56 C 16 KR054550 

31 B1811 1 ปี 2 ก.ย. 56 A 57 KR054551 

32 B1816 1 ปี 24 ก.ย. 56 A 94 KR054552 

33 B1838 1 ปี 4 เดือน 3 ธ.ค. 56 C 30 KR922046 

34 B1938 5 เดือน 28 มี.ค. 57 A 39 KR054553 

35 B1953 5 เดือน 31 พ.ค. 57 A 68 KR054554 
 

หมายเหตุ: N/A = Not Available 
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ข้อมูลของตัวอย่างท่ีมีการเกิด recombination ในบริเวณ 5’UTR ของเชื้อฮิวแมนไรโนไวรัส

พร้อมรหัสล าดับนิวคลีโอไทด์ (GenBank Accession Number) 

อันดับ 

 

Code อายุ วันที่เก็บ

ตัวอย่าง 

HRV 

specie 

Accession 

number 

1 B934 3 ปี 6 เดือน 7 ธ.ค. 53 C KR922047 

2 B1013 9 เดือน 17 ม.ค. 54 C KR922048 

3 B1672 9 เดือน 4 ธ.ค. 55 B KR922049 
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ภาคผนวก ค 

แสดงรายงานการตีพิมพ์บางส่วนของวิทยานิพนธ์ในวารสาร 

 1. คาดว่าจะได้ตีพิมพ์ในวารสาร PLOS ONE หัวข้อเรื่อง Prevalence and molecular 

characterization of human rhinovirus in stool samples of individuals with and without 

acute gastroenteritis. 
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