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บทคัดย่อภาษาไทย 
 สิริพทัธ์ พสิษฐงักูร : การศึกษาระบาดวิทยาและความหลากหลายทางจีโนไทป์ของ

โรตา้ไวรัสสายพนัธุ์เอ ท่ีพบในเด็กทารกและเด็กอายตุ ่ากว่า 15 ปีท่ีมีอาการทอ้งเสีย
เฉียบพลนั ในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562. ( The prevalence and genotype 
diversity of Human Rotavirus A circulating in infants and young children less 
younger 15 years of age with acute gastroenteritis in Thailand from 2016 to 2019) อ.
ท่ีปรึกษาหลกั : ศ. นพ.ยง ภู่วรวรรณ 

  
ฮิวแมนโรต้าไวรัสสายพันธุ์  A (Human Rotavirus A) เป็นสายพันธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรค

อุจจาระร่วงเฉียบพลนัหรือทอ้งเสียในเด็กทารกและเด็กเล็กทัว่โลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเด็กอายุ
นอ้ยกว่า 5 ปี อีกทั้งยงัเป็นปัญหาทางดา้นสาธารณสุขท่ีส าคญัในประเทศไทยอีกดว้ย ในงานวิจยั
คร้ังน้ีจึงมีจุดประสงคท่ี์จะศึกษาระบาดวิทยาของเช้ือโรตา้ไวรัสในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 
ถึง 2562 โดยท าการเก็บตวัอยา่งจากอุจจาระของผูป่้วยเด็กอายุต ่ากวา่  15 ปีท่ีเขา้รับการรักษาดว้ย
อาการท้องเสียระหว่างเดือนมกราคม  ปีพ.ศ. 2559 ถึง เดือนธันวาคม ปีพ.ศ.2562 เป็นจ านวน
ทั้งส้ิน 2,001 ตวัอย่าง การตรวจวินิจฉัยฮิวแมนโรตา้ไวรัสสายพนัธุ์ A ใช้เทคนิค real-time PCR 
ผลการวิจยัพบตวัอย่างท่ีให้ผลบวกต่อเช้ือโรตา้ไวรัสจ านวน 301 ตวัอยา่ง (15.0%) กลุ่มอายผุูป่้วย
ติดเช้ือโรตา้ไวรัสพบมากในช่วงอายุ 0 ถึง 2 ปี โดยอตัราการติดเช้ือโรตา้ไวรัสพบมากในช่วง
เดือนธนัวาคมถึงมีนาคม ซ่ึงเป็นช่วงฤดูหนาวของประเทศไทย จากการจดัจ าแนกสายพนัธุ์พบว่า 
สายพนัธุ์โรตา้ไวรัสท่ีพบมากท่ีสุด คือ สายพนัธุ์ G3P[8] (33.6%, 101/301), รองลงมาคือ G8P[8] 
(10.6%, 32/301), G9P[8] (6.3%, 19/301), G2P[4] (6.0%, 18/301) และ  G1P[6] (5.3%, 16/301) 
ตามล าดบั นอกจากน้ียงัตรวจพบโรตา้ไวรัสสายพนัธุ์ท่ีพบได้น้อยในคน อาทิ G2P[8], G3P[4] 
และ G9P[4] เม่ือท าการวิเคราะห์ในเชิง genetic backbone พบวา่ DS-1-like G3P[8] เป็นสายพนัธุ์
ท่ีพบมากท่ีสุด (28.2%, 85/301) ผลการวิเคราะห์  phylogenetic tree แสดงให้เห็นว่า DS-1-like 
G3P[8] ท่ีพบในประเทศไทยมีความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกลชิ้ดกบั  DS-1-like G3P[8] ท่ีพบ
ในประเทศอ่ืน ๆทั่วโลก ดังนั้ นความเก่ียวข้องกันทางพนัธุกรรมของเช้ือโรต้าไวรัสท่ีพบใน
ประเทศไทยและต่างประเทศควรมีการศึกษาต่อไป  เพื่อเป็นประโยชน์ในการควบคุมการแพร่
ระบาดของโรตา้ไวรัสและการพฒันาวคัซีนเพื่อป้องกนัการระบาดของโรคในอนาคตต่อไป 

 สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย ์ ลายมือช่ือนิสิต ................................................ 
ปีการศึกษา 2563 ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาหลกั .............................. 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
# # 6174081830 : MAJOR MEDICAL SCIENCES 
KEYWORD: Rotavirus, DS-1-like, Thailand 
 Siripat Pasittungkul : The prevalence and genotype diversity of Human Rotavirus A 

circulating in infants and young children less younger 15 years of age with acute 
gastroenteritis in Thailand from 2016 to 2019. Advisor: Yong Poovorawan 

  
Human rotavirus A (RVA) infection is the primary cause of acute gastroenteritis 

(AGE) in infants and young children worldwide, especially in children under 5 years of age and 
is a major public health problem causing severe diarrhea in infants and young children in 
Thailand. This study aimed to investigate the prevalence, genotype diversity, and molecular 
characterization of rotavirus infection circulating in infants and young children diagnosed with 
AGE in Thailand from January 2016 to December 2019. A total of 2001 stool samples were 
collected from children (neonates to children <15 years of age) and tested for RVA by real-
time polymerase chain reaction (RT-PCR). Amplified products were sequenced and submitted 
to an online genotyping tool for analysis. Overall, 301 (15.0%) stool samples were positive for 
RVA. RVA occurred most frequently among children aged 0-24 months. The seasonal 
incidence of rotavirus infection occurred typically in Thailand during the winter months 
(December-March). The G3P[8] genotype was identified as the most prevalent genotype 
(33.2%, 100/301), followed by G8P[8] (10.6%, 32/301), G9P[8] (6.3%, 19/301), G2P[4] 
(6.0%, 18/301), and G1P[6] (5.3%, 16/301). Uncommon G and P combinations such as 
G2P[8], G3P[4], G3P[9] and G9P[4] were also detected at low frequencies. In terms of genetic 
backbone, the unusual DS-1-like G3P[8] was the most frequently detected (28.2%, 85/301), 
and the phylogenetic analysis demonstrated high nucleotide identity with unusual DS-1-like 
G3P[8] detected in Thailand and several countries. Therefore, a genetic association between 
RVA isolates from Thailand and other countries ought to be investigated given the local and 
global dissemination of rotavirus as it is crucial for controlling viral gastroenteritis, and 
implications for the national vaccination programs. 
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บทที ่1  
บทนำ 
 

1.1 ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย (Background & Rationale) 

 โรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันหรือท้องเสีย ถือเป็นหนึ่งในสาเหตุที่สำคัญของการป่วยและการ
เสียชีวิตของคนทั่วโลก โดยเชื้อที่เป็นสาเหตุสำคัญของการเกิดโรคท้องเสีย ได้แก่ โรต้าไวรัส โนโรไวรัส 
เป็นต้น โรต้าไวรัส (Rotavirus) เป็นไวรัสที่มีหลากหลายสายพันธุ์ โดยในปัจจุบันมีการจำแนกสาย
พันธุ์ทั้งหมด 10 สายพันธุ์ ได้แก่ A, B, C, D, E, F, G, H, I และ J [1] โดยสายพันธุ์ที่พบในคน ได้แก่ 
สายพันธุ์ A, B, C และ H แต่อย่างไรก็ตาม  โรต้าไวรัสสายพันธุ์ A เป็นสายพันธุ์ที่เป็นสาเหตุหลักของ
โรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันหรือท้องเสียในคน เนื่องด้วยเหตุที่เชื้อโรต้าไวรัสมีหลายสายพันธุ์จึงทำให้
ผู้ป่วยมีโอกาสติดเชื้อซ้ำได้หลายครั้ง [2] มักพบอาการรุนแรงในเด็กเล็ก โดยเฉพาะเด็กอายุตํ่ากว่า 5 
ปี อาการโดยทั่วไปมีตั้งแต่ ถ่ายเหลว สูญเสียน้ำ อาเจียน หรืออาจรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตได้ ด้วย เหตุนี้
หลายประเทศจึงมีการใช้วัคซีนป้องกันโรต้าไวรัส แต่อย่างไรก็ตามการให้วัคซีนส่วนใหญ่อยู่ในประเทศ
ที่พัฒนาแล้ว ส่วนประเทศกำลังพัฒนาโรต้าไวรัสยังเป็นปัญหาอยู่ [3] การศึกษานี้จึงให้ความสำคัญต่อ
การศึกษาระบาดวิทยา การวิเคราะห์การแพร่กระจาย การจัดจำแนกสายพันธุ์  และ molecular 
characterization ของเชื้อโรต้าไวรัสในช่วงปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 โดยแบ่งแนวทางการศึกษา 
ดังต่อไปนี้ 

1. การพัฒนาวิธีตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสให้รวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยใช้ Real – 
time PCR ที่จำเพาะต่อการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัส ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีที่ประหยัดเวลาและสามารถ
แยกกลุ่มสายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัสที่พบในคนได้ 

2. การศึกษาเชื้อโรต้าไวรัสในระดับโมเลกุลด้วยวิธี bioinformatics analysis การวิเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของเชื้อโรต้าไวรัสเพ่ือศึกษาความหลากหลายของแต่ละสาย
พันธุ์ 
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3. การวิเคราะห์ความรุนแรงของสายพันธุ์เชื้อโรต้าไวรัสที่ตรวจพบ การติดเชื้อโรต้าไวรัสเมื่อ
ติดเชื้อแล้วสามารถติดเชื้อซ้ำได้อีก เนื่องจากโรต้าไวรัสสามารถเกิด reassortment ซึ่งทำให้ไวรัส
มีความหลากหลายทางสายพันธุ์สูง โดยการติดเชื้อในครั้งที่สอง สาม หรือครั้งถัดไป มักจะไม่ใช่
สายพันธุ์เดียวกับที่ติดครั้งแรก ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงมีความจำเป็นที่ต้องศึกษาและแยกแยะสาย
พันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัสเพ่ือเป็นข้อมูลในการเฝ้าระวังการติดเชื้อในอนาคตได้ 

1.2 ค าถามของการวิจัย (Research Questions) 

1. การระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสในเด็กที่อายุต่ำกว่า 15 ปีในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 
2562 มีแนวโน้มเป็นอย่างไร 

2. ความหลากหลายทางจีโนไทป์ของเชื้อโรต้าไวรัสที่พบในเด็กที่อายุต่ำกว่า 15 ปี มีความ
เปลี่ยนแปลงไปอย่างไร 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 

1 ศึกษาความชุกของการติดเชื้อโรต้าไวรัสในเด็กทารกและเด็กอายุต่ำกว่า 15 ปีที่มีอาการ
ท้องเสียเฉียบพลัน ในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 

2 วิเคราะห์ความหลากหลายทางจีโนไทป์ของโรต้าไวรัสที่พบในเด็กทารกและเด็กอายุต่ำกว่า 15 
ในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 

1.4 สมมติฐานของการวิจัย (Research Hypothesis) 

1. ประเทศไทยมีการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสที่เหมือนกับประเทศต่างๆ หรือไม่ 

2. ถ้าพบการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสในเด็กในประเทศไทยแล้ว สายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัสที่
พบอาจจะมีความใกล้เคียงกับที่ระบาดทั่วโลกในระยะเวลาเดียวกัน หรือไม ่
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1.5 กรอบแนวคิดการวิจัย (Conceptual framework) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผู้ป่วยเด็กท่ีเข้ารักษาด้วยอาการท้องเสีย 
ในช่วงปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562     

เก็บตัวอย่างอุจจาระ บันทึกข้อมูลผู้ป่วย 
และสกัด RNA 

ตรวจสอบหาเชื้อโรต้าไวรัส จากยีน VP6 
ด้วยเทคนิค Real-time PCR (qRT-PCR) 

พบเชื้อโรต้าไวรัส 
(Positive Rotavirus Samples) 

 

ไม่พบเชื้อโรต้าไวรัส 
(Negative Rotavirus Samples) 

 

ตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR เพ่ือทราบจีโนไทป์ 
VP4 (P type), VP6 (I type) และ VP7 (G type) 

วิเคราะห์ลำดับเบส 
(Sequencing) 

หาจีโนไทป์ของเชื้อโรต้าไวรัสที่พบ (Genotyping)  
ด้วยโปรแกรม RotaC2.0 automated genotyping tool 

 

วิเคราะห์ความหลากหลายและความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของเชื้อโรต้าไวรัสโดยการสร้าง 
Phylogenetic trees ด้วย MEGA Program 

วิเคราะห์หาความชุก (Prevalence) ของผู้ที่
ติดโรต้าไวรัส และสัดส่วนของสายพันธุ์ที่พบ 
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1.6 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ (Expected Benefit and Applications) 

1. ทราบความชุกของการติดเชื้อโรต้าไวรัสที่พบในทารกและเด็กในประเทศไทย 

2. ทราบแนวโน้มของสายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัส ที่กำลังระบาดในประเทศไทย 

3. ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ ถูกนำไปเผยแพร่ในฐานข้อมูลของ Genbank, NCBI เพ่ือใช้เป็น
แหล่งอ้างอิงแก่งานวิจัยอื่นได้ 

1.7 ข้อพจิารณาด้านจริยธรรมของการวิจัย (Ethical Consideration) 

ใช้หลักจริยธรรมการทาวิจัยในคนทั่วไป ประกอบด้วย 3 หลัก ดังนี้  

หลักความเคารพในบุคคล (Respect of person) 

เคารพในศักดิ์ศรีความเป็นมนุษย์ โดยจะมีการให้ข้อมูลรายละเอียดเกี่ยวกับงานวิจั ยแก่
ผู้เข้าร่วมโครงการโดยไม่ปิดบัง และเคารพการตัดสินใจของการผู้เข้าร่วมโครงการ โดยปราศจากการ
บังคับหรือโน้มน้าว ผู้ที่ เข้าร่วมโครงการวิจัยจะต้องลงลายมือชื่อลงในใบยินยอม ( informed 
consent) ก่อนที่จะเข้าร่วมโครงการวิจัย นอกจากนี้แล้ว จะเคารพความเป็นส่วนตัวของผู้เข้าร่วม
โครงการโดยเก็บรักษาข้อมูลส่วนตัวไว้เป็นความลับอย่างเคร่งครัด สำหรับงานวิจัยในครั้งนี้ จะขอใช้
ตัวอย่างจากอุจจาระของผู้ป่วยที่มีอาการท้องเสียเฉียบพลัน (Stool samples) ซึ่งเป็นตัวอย่างที่เหลือ
จากการตรวจวินิจฉัยในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โรงพยาบาลบางปะกอก 1 โรงพยาบาลบางปะกอก 
9 อินเตอร์เนชั่นแนล โรงพยาบาลชุมแพ และโรงพยาบาลกรุงเทพฯ - พิษณุโลก ที่ถูกส่งมายังศูนย์
เชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

หลักคุณประโยชน์ ไม่ก่ออันตราย (Beneficence) 

จากการประเมินความเสี่ยง/อันตรายที่อาจเกิดจากงานวิจัยในครั้งนี้ พบว่าไม่มีผลเสียที่
อาจจะส่งผลต่อผู้เข้าร่วมโครงการ และถึงแม้ว่าจะไม่มีผลประโยชน์โดยตรงต่อผู้ป่วย แต่งานวิจัยนี้
อาจนำไปต่อยอดสู่การใช้ประโยชน์ในอนาคตได ้
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หลักความยุติธรรม (Justice) 

การให้ความเป็นธรรม จะสามารถประเมินได้จากเกณฑ์การคัดเข้าของผู้เข้าร่วมโครงการมี
ความชัดเจน และไม่มีอคติในการเลือก นอกจากนี้ งานวิจัยนี้ไม่ได้แสวงหาผลประโยชน์เพ่ือบุคคลใด
บุคคลหนึ่งแต่เป็นการศึกษาท่ีมุ่งหวังให้เกิดประโยชน์ทางการแพทย์ในอนาคต 

1.8 ค าส าคัญ (Key words) 

Rotavirus, Acute gastroenteritis, Children, DS-1-like, Thailand 
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บทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

2.1 เช้ือโรต้าไวรัส (Rotaviruses) 

 เชื้อโรต้าไวรัส (Rotavirus) เป็นไวรัสที่เป็นสาเหตุหลักที่ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลัน
หรือท้องเสียในเด็ก โดยเฉพาะในเด็กอายุต่ำกว่า 5 ปี อาการโดยทั่วไปมีตั้งแต่ ถ่ายเหลว สูญเสียน้ำ 
อาเจียน หรืออาจรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตได้ ด้วยเหตุนี้หลายประเทศจึงมีการใช้วัคซีนป้องกันโรต้าไวรัส 
แต่อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าจะมีการประกาศใช้วัคซีนของโรต้าไวรัส แต่ ในปีค.ศ. 2016 ยังคงมีรายงาน
การเสียชีวิตจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสในเด็กอายุต่ำกว่า 5 ปีอยู่ประมาณ 128,500 คนทั่วโลก [1, 4] 
โรต้าไวรัสจัดอยู่ในวงศ์ Reoviridae และอยู่ในสกุล Rotavirus [5] ขนาดจีโนมของโรต้าไวรัส มีขนาด
ประมาณ 18.5 กิโลเบส มีลักษณะเป็น double-stranded RNA และประกอบด้วย 11 segment  
ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนโครงสร้าง 6 ตัว (VP1-VP4, VP6 และ VP7) และไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง 5 ตัว 
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 หรือ NSP6) เนื่องจากความไวของปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน 
(serological reactivity) และการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (genetic variability) ของโปรตีน 
VP6 (intermediate protein) โรต้าไวรัสถูกจัดจำแนกออกเป็น 10 สายพันธุ์ ได้แก่ A, B, C, D, E, F, 
G, H, I และ J [1] โครงสร้างของโรต้าไวรัสประกอบด้วย 3 ชั้น (triple-layered structure) ได้แก่ 
โครงสร้างส่วนที่เป็นแกน โครงสร้างชั้นใน และโครงสร้างชั้นนอก (ภาพที่ 1) โดยโครงสร้างชั้นนอก
ของโรต้าไวรัสประกอบด้วยโปรตีน 2 ตัว คือ VP4 (P type, protease sensitive) และ VP7          
(G type, glycoprotein) ซึ่งถูกนำมาใช้ในการจัดจำแนกจีโนไทป์ของโรต้าไวรัส เนื่องจากโปรตีนสอง
ตัวนี้อยู่บริเวณผิวนอกของโครงสร้าง อีกทั้งยังทำหน้าที่ ในการจับกับโปรตีนเป้าหมายและมี
ความสามารถในการกระตุ้น neutralizing antibodies ในผู้ที่ติดเชื้อได้ [6]  
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รูปภาพ 1 แสดงภาพจำลองโครงสร้างโรต้าไวรัส [7] 
 

 หนึ่งในสาเหตุที่ทำให้โรต้าไวรัสเกิดการระบาดขึ้นได้ในทุกปี อาจเกิดขึ้นจากลักษณะของสาร
พันธุกรรมที่เป็นอาร์เอ็นเอสายคู่และมีลักษณะเป็นท่อน ซึ่งมีทั้งหมด 11 ท่อน ประกอบด้วย VP1 
VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 และ NSP5 หรือ NSP6 (ภาพที่ 2) 

สารพันธุกรรมท่อนที่ 1 และ 3 แปลรหัสให้โปรตีน VP1 (RNA-dependent RNA polymerase) 
และ VP3 (Methyltransferase) มีขนาดประมาณ 3,320 และ 2591 เบส ตามลำดับ โดยทำหน้าที่
เกี่ยวข้องในกระบวนการถอดรหัส (transcription) และการจำลองตัวเอง (replication)  

สารพันธุกรรมท่อนที่  2 แปลรหัสให้โปรตีน VP2 หรือ Core protein เป็นโปรตีนที่สร้างแกน
โครงสร้างของโรต้าไวรัส และมีขนาดประมาณ 2,690 เบส 

สารพันธุกรรมท่ อนที่  4 และ 9 แปลรหั ส ให้ โป รตีน  VP4 (Protease-sensitive) และ VP7 
(Glycosylated) มีขนาดประมาณ 1,000 - 2,500 เบส โดยทั้งสองโปรตีนอยู่บริเวณผิวนอกของ
โครงสร้างโรต้าไวรัส ซึ่งทำหน้าที่จับกับโปรตีนเป้าหมายและมีการกระตุ้น neutralizing antibodies 
ในผู้ที่ติดเชื้อ 
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สารพันธุกรรมท่อนที่ 5, 7, 8, 10 และ 11 แปลรหัสให้โปรตีน NSP1 (Interferon Antagonist), 
NSP2 (NTPase), NSP3 (Translation enhancer), NSP4 (Enterotoxin) แ ล ะ  NSP5 
(phosphoprotein) หรือ NSP6 มีขนาดประมาณ 700 – 1,800 เบส ซึ่งเป็นสารพันธุกรรมที่อยู่ใน
กลุ่ม non-structural proteins ที่ทำหน้าที่ร่วมกันในกระบวนการเพ่ิมจำนวนของโรต้าไวรัส  

สารพันธุกรรมท่อนที่ 6 แปลรหัสให้โปรตีน VP6 หรือ Intermediate protein เป็นโปรตีนที่อยู่
ภายในโครงสร้างโรต้าไวรัส มีความอนุรักษ์มากกว่า โปรตีน VP4 และ VP7 ซึ่งทำให้โปรตีน VP6 ถูก
นำมาใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสด้วยวิธี Real-time PCR อีกท้ังโปรตีน VP6 ยังใช้ในการแยกสาย
พันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัสได้อีกด้วย 

 

 

รูปภาพ 2 แสดงภาพอาร์เอ็นเอทั้งหมด 11 ท่อนของโรต้าไวรัส [7] 
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โดย RCWG (Rotavirus Classification Working Group) ได้จำแนกการเรียกสายพันธุ์ตาม
สารพันธุกรรมทั้ง 11 ท่อน คือ VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4- NSP5/6 
โดยเรียกเป็น Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx ซึ่งในปัจจุบันมีสายพันธุ์หลัก 2 สายพันธุ์คือ 
I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 เรียกว่าสายพันธุ์ Wa-like ซึ่งมีพันธุกรรมใกล้ชิดกับคนและหมู และ
สายพันธุ์ I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 เรียกว่า DS-1-like ซึ่งมีพันธุกรรมใกล้ชิดกับวัวและใน
ปัจจุบันยังมีอีก 1 สายพันธุ์ที่เรียกว่า AU-1-like ที่มีสายพันธุ์เป็น I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 
ซึ่งมีพันธุ์กรรมใกล้ชิดกับแมว [8] [9] ในปัจจุบันมี 36 G, 51 P, 26 I, 22 R, 20 C, 20 M, 31 A,     
22 N, 22 T, 27 E, และ 22 H genotypes ในคนและสัตว์ทั่วโลก โดย G1P[8], G2P[4], G3P[8], 
G4P[8], G9P[8], และ G12P[8] เป็น G-P genotype ของโรต้าไวรัสที่พบในคนเป็นส่วนใหญ่ [1, 10] 

ความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของโรต้าไวรัสเกิดจากการแลกเปลี่ยน
ท่อนรหัสพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์  หรือที่ เรียกว่า Gene reassortment โดยโรต้าไวรัสมี             
สารพันธุกรรมที่มีลักษณะเป็นท่อน จำนวน 11 ท่อนที่เป็นอิสระต่อกัน ดังนั้นเมื่อมีการติดเชื้ อจาก
ไวรัส 2 สายพันธุ์ ในเซลล์เจ้าบ้านเดียวกัน ก็จะทำให้ไวรัสสามารถแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของสาร
พันธุกรรม (Genetic reassortment) กลายเป็นไวรัสสายพันธุ์ลูกผสม (Reassortment virus)       
ซึ่งมีสารพันธุกรรมแบบผสมผสาน ทำให้มีคุณสมบัติแตกต่างไปจากเชื้อไวรัสตั้งต้น (ภาพที่ 3) ซึ่งใน
ร่างกายจะไม่มีระบบภูมิคุ้มกันที่จำเพาะกับตัวไวรัสลูกผสมสายพันธุ์ใหม่ เป็นผลทำให้อาจมีการ
ระบาดของเชื้อไวรัสอย่างกว้างขวาง (Epidemic outbreak) [11] 

 

รูปภาพ 3 การแลกเปลี่ยนท่อนรหัสพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์ (Gene reassortment) [11] 
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2.2 การแพร่กระจายและวงจรชีวิตของเช้ือโรต้าไวรัส 

การแพร่กระจายของเชื้อโรต้าไวรัส เกิดขึ้นได้ทั้งจากคนสู่คน สัตว์สู่คน (zoonosis) และจาก
คนสู่สัตว์ได้ในบางสายพันธุ์  (reverse zoonosis) โดยเชื้อโรต้าไวรัสมีวิธีการแพร่ระบาดผ่าน        
การปนเปื้อนเชื้อไวรัสในอาหาร น้ำดื่ม การสัมผัส ผ่านเข้าทางช่องปาก โดยเชื้อจะไปเจริญอยู่ที่     
ผนังลำไส้ ก่อให้เกิดการอักเสบของเยื่อบุผนังลำไส้ ทำให้ไม่สามารถดูดซึมน้ำหรือสารอาหารได้     
เกิดเป็นอาการท้องเสียเฉียบพลัน และสามารถแพร่ กระจายเชื้อสู่ผู้อ่ืนได้ทางอุจจาระ หรือที่เรียกว่า 
fecal-oral route [12] 

ในขั้นแรกเชื้อไวรัสจะจับกับเซลล์ของเจ้าบ้าน โดยอาศัยหลักการจับกันของโปรตีน VP4 
(Protease-sensitive) บ น เป ลื อกผิ วของไวรั ส  กั บ  sialo-glycans หรือ  histo-blood group 
antigens (HBGAs) บนผิวเซลล์ของเจ้าบ้าน ซึ่งการจับกันระหว่าง VP4 และ sialo-glycans หรือ 
HBGAs นั้น จะเหนี่ยวนำให้เกิดการนำไวรัสเข้าสู่เซลล์ด้วยกระบวนการ endocytosis กลายเป็น 
endosome อยู่ภายในเซลล์ ซึ่งระดับความเข้มข้นของแคลเซียมที่ต่ำใน endosome เป็นตัวกระตุ้น
ให้เกิดการสลายตัวของโปรตีนโครงสร้างชั้นนอกของโรต้าไวรัส (VP4 และ VP7) เหลือเป็นโครงสร้าง
สองชั้นคือ ส่วนที่เป็นแกน และส่วนที่เป็นโปรตีนชั้นใน (double-layered particle (DLP) เข้าสู่
กระบวนการ transcription เพ่ือสร้าง viral mRNA และการจำลองตัวเอง (replication) โดย viral 
mRNA จะถูกนำไปใช้ในการสร้าง viral protein ผ่านกระบวนการ translation หรือถูกนำไปใช้เป็น
แม่แบบสำหรับการสร้างสารพันธุกรรมสายลบในกระบวนการจำลองตัวเองของไวรัส (genome 
replication) และเมื่อองค์ประกอบพร้อมที่จะสร้างไวรัสอนุภาคใหม่ ไวรัสจะเกิดกระบวนการ
ประกอบอนุภาค DLP ขึ้นมาใหม่ภายใน viroplasm ต่อมา DLP ที่ถูกสร้างขึ้นมาใหม่จะจับกับโปรตีน 
NSP4 เพ่ือทำหน้าที่เป็น intracellular receptor และแบ่งตัวเข้าไปยัง endoplasmic reticulum 
(ER) และเกิด transient enveloped particle ขึ้นรอบ ๆ DLP-NSP4 complex ต่อมาเกิดการ
สลายตัวของ transient enveloped particle และโปรตีน NSP4 เหนี่ยวนำให้  VP4 และ VP7     
มาประกอบรวมกับ DLP เกิดเป็น Triple-layered particle (TLP) ที่โตเต็มวัย หลังจากนั้นไวรัส
สามารถแพร่กระจายไวรัสออกสู่สิ่งแวดล้อมภายนอกได้โดยกระบวนการ Cell lysis หรือกระบวนการ 
Golgi-independent non-classical และกระบวนการ vesicular transport mechanism สำหรับ
เซลล์ชนิด polarized epithelial cells (ภาพที่ 4) [1, 13] 
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รูปภาพ 4 วงจรชีวิตของเชื้อโรต้าไวรัส [1] 
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2.3 ระบาดวิทยาและความหลากหลายทางสายพนัธ์ุของเช้ือโรต้าไวรัส 

 โรต้าไวรัสเป็นเชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันหรือท้องเสีย ซึ่งเป็นหนึ่งใน
สาเหตุสำคัญของการป่วยและการเสียชีวิตของคนทั่วโลก การติดเชื้อโรต้าไวรัสมักเกิดในเด็ก 
โดยเฉพาะเด็กอายุต่ำกว่า 5 ปี โดยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2543 ถึง 2556 มีการรายงานการเสียชีวิตจากการติด
เชื้อโรต้าไวรัสในเด็กอายุต่ำกว่า 5 ปี ประมาณ 528,000 คนทั่วโลก (42.5%) ในปีพ.ศ. 2543 และ
ค่อยๆลดลงจนในปีพ.ศ.2556 พบจำนวนผู้เสียชีวิตจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสอยู่ที่  215,000 คน 
(37.3%) นอกจากนี้อัตราการเสียชีวิตจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสพบมากที่สุดในแอฟริกาใต้สะฮารา 
โดยมีจำนวนผู้เสียชีวิตอยู่ในช่วง 250,000 คน ในปีพ.ศ. 2543 ถึง 121,000 คน ในปีพ.ศ. 2556 [14] 
(ภาพที่ 5)  

 

 

รูปภาพ 5 แนวโน้มจำนวนผู้เสียชีวิตจากการติดเชื้อโรต้าไวรัส [14] 
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 ต่อมาในปีพ.ศ. 2558 และ 2559  มีรายงานการเสียชีวิตจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสในเด็กอายุ
ต่ำกว่า 5 ปี ประมาณ 146,500 คน และ 128,500 คน ตามลำดับ อีกทั้งพบอัตราการเสียชีวิตจาก
การติดเชื้อโรต้าไวรัสพบมากที่สุดใน แอฟริกาใต้สะฮารา, เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และเอเชียใต้      
แต่ต่ำมากในแถบยุโรป (ภาพที่ 6) [4] ซึ่งในงานวิจัยก่อนหน้าได้รายงานว่าเด็กที่เสียชีวิตจากการติด
เชื้อโรต้าไวรัสมากกว่า 90% มักอาศัยอยู่ ในประเทศที่รายได้น้อย อาจเป็นเพราะปัจจัยต่าง ๆ อาทิ 
ขาดการเข้าถึงทางด้านสาธารณสุข ขาดการรักษาอันเนื่องจากการสูญเสียน้ำในร่างกาย  หรือ ขาด
สารอาหารซึ่งทำให้ร่างกายอ่อนแอ ภูมิต้านทานต่ำ เป็นผลให้ร่างกายสามารถติดเชื้อได้ง่าย [1] 

 

 

รูปภาพ 6 การศึกษาในปีพ.ศ. 2559 แสดงอัตราการเสียชีวิตในเด็กที่มีอายุต่ำกว่า 5 ปี ที่มีสาเหตุจาก
การติดเชื้อโรต้าไวรัสทั่วโลก [4] 
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ในการศึกษาสายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัส พบว่า G-Genotypes ที่พบมากในคนคือ G1, G2, 

G3, G4, G9 และ G12 ส่วน P-genotypes คือ P[4], P[6] และ P[8] โดยโรต้าไวรัสสายพันธุ์ G1P[8] 
เป็นสายพันธุ์ที่พบมากท่ีสุดทั่วโลก ในขณะที่ G9P[6] และ G12P[6], G2P[6] และ G8P[6] พบมากใน
เอเชียใต้และแอฟริกาใต้สะฮารา ตามลำดับ [15] ในปีพ.ศ. 2561 องค์กรอนามัยโลก (WHO) ได้
รายงานความหลากหลายทางสายพันธุ์ของโรต้าไวรัส ตั้งแต่ปีพ.ศ.2553 ถึง 2559 พบว่า G1P[8] เป็น
สายพันธุ์ที่พบมากที่สุด รองลงมาคือ G2P[4] และ G3P[8] ตามลำดับ [16] (ภาพท่ี 7) 

 

 

รูปภาพ 7 แนวโน้มสายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัสทั่วโลกในปีพ.ศ.2553 ถึง 2559 [16] 
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 การศึกษาระบาดวิทยาของการติดเชื้อโรต้าไวรัสในประเทศไทย พบว่าตั้งแต่เดือนมิถุนายน  
ปีพ.ศ. 2552 ถึง เดือนพฤษภาคม ปีพ.ศ. 2554 มีเด็กอายุต่ำกว่า 5 ปีติดเชื้อโรต้าไวรัส มากถึงร้อยละ 
44.5 และการศึกษานี้พบว่าเด็กที่มีอายุช่วง  6 – 12 เดือนเกิดการติดเชื้อโรต้าไวรัสมากที่สุด         
โดยสายพันธุ์ที่พบมากคือ G3P[8], G1P[8] และ G2P[4] ตามลำดับ  [17] ต่อมาในช่วงเดือน
พฤษภาคม ปีพ.ศ.2554 ถึง เดือนสิงหาคม ปีพ.ศ. 2557 พบการติดเชื้อโรต้าไวรัส ร้อยละ 30 ซึ่ง
ลดลงกว่าในปีก่อนหน้า การติดเชื้อโรต้าไวรัสพบมากในเด็กอายุ 6 เดือน ถึง 5 ปี และสายพันธุ์ที่พบ
มากคือ G1P[8], G2P[4] และ G3P[8] ตามลำดับ [18] โดยปกติแล้วจะพบการระบาดของเชื้อโรต้า
ไวรัสในฤดูหนาว [2] และการศึกษาก่อนหน้าในประเทศไทย พบการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสมาก
ที่สุดในช่วงเดือนพฤศจิกายน ถึงเดือนกุมภาพันธ์ และค่อยๆ ลดลงจนถึงเดือนพฤษภาคม (ภาพที่ 8 
และ ภาพที่ 9)   ซึ่งเป็นเดือนที่ประเทศไทยมีอากาศเย็น อีกทั้งการที่พบเชื้อโรต้าไวรัสมากในเด็กอายุ 
6 เดือนถึง 5 ปี เป็นเพราะเด็กมีภูมิต้านทานต่อการติดเชื้อต่ำ 

 

 

รูปภาพ 8 แสดงอุบัติการณ์การติดเชื้อโรต้าไวรัสในประเทศไทย ตั้งแต่เดือนมิถุนายน 
ปีพ.ศ. 2552 ถึง เดือนพฤษภาคม ปีพ.ศ. 2554 [17] 
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รูปภาพ 9 แสดงอุบัติการณ์การติดเชื้อโรต้าไวรัสในประเทศไทย ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม ปี
พ.ศ. 2554 ถึง เดือนสิงหาคม ปีพ.ศ. 2557 [18] 
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2.4 วัคซีนป้องกนัเช้ือโรต้าไวรัส 

วัคซีนป้องกันเชื้อโรต้าไวรัสเป็นวัคซีนที่ให้ทางรับประทาน (oral vaccine) โดยในอดีตเคยได้
มีการนําวัคซีน Tetravalent Rhesus Rotavirus Vaccine หรือมีชื่อการค้าว่า RotashieldsTM มาใช้ 
ซึ่งผลิตจากเชื้อโรต้าไวรัสของลิง มีคุณสมบัติ เหมือนโรต้าไวรัสสายพันธุ์  G3 ในมนุษย์  แล้ว 
reassorted กับโรต้าไวรัสของมนุษย์สายพันธุ์ G1, G2 และ G4 วัคซีนให้โดยการรับประทาน 3 ครั้ง
ในเด็กอายุ 2, 4 และ 6 เดือน มีประสิทธิภาพในการป้องกันโรคอุจจาระร่วงจากเชื้อโรต้าไวรัสได้ 
โดยรวมร้อยละ 46-68 และสามารถป้องกันการเกิดโรคอุจจาระร่วงจากเชื้อโรต้าไวรัสชนิดรุนแรงได้
ถึงร้อยละ 70-100 [19, 20] วัคซีนนี้ได้รับการขึ้นทะเบียนและถูกบรรจุเข้าโปรแกรมการให้วัคซีนใน
เด็กของประเทศสหรัฐอเมริกาเมื่อเดือนสิงหาคม ปีพ.ศ. 2541 และหลังจากที่มีการให้วัคซีนในเด็ก
กว่า 9 แสนราย พบอุบัติการณ์ของโรคลําไส้กลืนกันเพ่ิมขึ้นในเด็กที่ได้วัคซีนนี้ โดยส่วนใหญ่เกิดลําไส้
กลืนกันภายใน 2 สัปดาห์หลังได้วัคซีนโดสแรก ดังนั้นจึงได้มีการหยุดใช้วัคซีนชนิดนี้ไปเมื่อเดือน
ตุลาคม ปีพ.ศ. 2542 [21, 22]  ต่อมาได้มีการพัฒนาวัคซีนให้มีความปลอดภัยมากขึ้น วัคซีนป้องกัน
โรต้าไวรัสที่มีใช้ในปัจจุบัน [23, 24] ได้แก่ 

1) RotarixTM หรือ Monovalent vaccine เป็นวัคซีนที่ประกอบด้วยเชื้อโรต้าไวรัส G1P[8] 
ชนิดจำเพาะหนึ่งสายพันธุ์ ซึ่งเป็นสายพันธ์เดี่ยวแบบมีชีวิตชนิดอ่อนกำลังที่ได้จากมนุษย์ 
วัคซีนชนิดนี้ใช้สำหรับป้องกันภาวะอุจจาระร่วงที่เกิดจากไวรัสทั้งชนิด G1 และไม่ใช่ G1 (G3, 
G4 และ G9) โดยวัคซีนชนิดนี้ได้รับอนุญาตให้ใช้ครั้งแรกเมื่อเดือนมิถุนายน ปีพ.ศ. 2549 ที่
ประเทศเม็กซิโก และมีการใช้วัคซีนนี้อย่างแพร่หลายในประเทศแถบลาตินอเมริกา ทวีป
แอฟริกา เอเชีย และบางประเทศในแถบยุโรป 

2) RotateqTM หรือ Pentavalent vaccine เป็นวัคซีนที่ได้จากการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนยีน
ของเชื้อโรต้าไวรัสที่ก่อโรคในคนและวัว (human-bovine reassortants) ซึ่งประกอบด้วย
เชื้อโรต้าไวรัส serotype G1, G2, G3, G4 และ P[8]  

 
โดยในปัจจุบัน Rotarix® และ RotaTeq® ได้รับการจดทะเบียนและนำมาใช้อย่างแพร่หลายใน

หลายประเทศทั่วโลก อีกทั้งยังถูกจัดอยู่ในโปรแกรมการให้วัคซีนตามแบบแผนเสริมสร้างภูมิคุ้มกัน
แห่งชาติ หรือที่เรียกว่า national immunization program (NIP) เพ่ือป้องกันการเกิดโรคอุจจาระ
ร่วงเฉียบพลันจากการติดเชื้อโรต้าไวรัส ในประเทศท่ีพัฒนาแล้วอีกด้วย [25]  

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 18 

ตาราง 1 ขนาดของวัคซีนทั้ง 2 ชนิดที่ใช้สำหรับป้องกันเชื้อโรต้าไวรัส [23, 24] 
ชื่อวัคซีน จำนวนโดสที่ให้ อายุที่ควรให ้ อายุที่แนะนำแต่ละโดส 

โดสแรก โดสต่อไป 

RotarixTM 2 อายุ 6-15 สัปดาห์ ห่ า งกั น แ ต่ ล ะ โด๊ ส   
ไม่น้อยกว่า 4 สัปดาห์ 
โด๊ ส สุ ดท้ าย ไม่ เกิ น
อายุ 8 เดือน 

2, 4 เดือน 

RotateqTM 3 2, 4, 6 เดือน 

*วัคซีนทั้ง 2 ชนิดให้โดยวิธีรับประทานเท่านั้น ห้ามนำไปฉีดเด็ดขาด 

 

2.5 การวินิจฉัยโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลนัท่ีเกดิจากการติดเช้ือโรต้าไวรัส 

เนื่องจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสนั้น ก่อให้เกิดอาการ ถ่ายเหลว สูญเสียน้ำ อาเจียน หรืออาจ
รุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตได้ และสามารถแพร่กระจายเชื้อสู่ผู้อ่ืนได้ทางอุจจาระ หรือที่เรียกว่า fecal-oral 
route ดังนั้นการวินิจฉัยโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันที่เกิดจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสจึงเป็นกระบวนการ
ที่สำคัญที่สามารถช่วยควบคุมโรค ช่วยลดโอกาสการแพร่กระจายของเชื้อไวรัสและอาจลดอัตราการ
เสียชีวิตลงได้หากตรวจพบโดยเร็ว วิธีการวินิจฉัยโรคที่เกิดจากการติดเชื้อโรต้าไวรัสในปั จจุบัน 
ประกอบด้วย 2 วิธีหลัก ได้แก่ Real-time PCR (qRT-PCR) และเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 
(Polymerase chain reaction; PCR) 

Real-time PCR หรือที่ รู้จักกันในชื่อ Quantitative PCR (qRT-PCR) เป็น เทคนิคที่ ถูก
พัฒนามาจากการทำ PCR แบบดั้งเดิม (conventional PCR) โดยใช้การติดฉลากด้วยสารเรืองแสง
ประเภท fluorochrome ทำให้สามารถวัดปริมาณของดีเอ็นเอเป้าหมายตั้งต้นจากสิ่งต้องการ
ตรวจวัดได้ และสามารถวัดปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นมาได้ทันที โดยไม่จำเป็นต้องรอให้กระบวนการ
เสร็จสิ้นก่อน วิธีการ real-time PCR เป็นวิธีการหาปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นในปฎิกิริยา PCR ในแต่
ละรอบทำให้ได้ค่าปริมาณดีเอ็นเอจำนวนจริงที่เพ่ิมจากค่าของ exponential phase ที่ได้จากการ
เริ่มต้นของดีเอ็นเอเป้าหมาย [26] โดยในงานวิจัยนี้เลือกใช้ SYBR-Green I fluorescence ซึ่งเป็นสี
ฟลูออเรสเซนต์ที่สามารถเข้าจับกับบริเวณ minor groove ของดีเอ็นเอสายคู่แบบไม่จำเพาะ เมื่อสาร
นี้ถูกกระตุ้นด้วยแสงอัตราไวโอเลต จะมีการคายพลังงานออกมาเป็นแสงของฟลูออเรสเซนต์ ซึ่งในช่วง
การ denature เพ่ือคลายสายดีเอ็นเอจากเส้นคู่ให้กลายเป็นเส้นเดี่ยวนั้น SYBR Green I  จะยังไม่
สามารถเข้าจับกับเส้นดีเอ็นเอเส้นเดี่ยวได้ แต่เมื่อเริ่มมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเส้นใหม่ SYBR Green I 
จะเริ่มแทรกตัวเข้าไปในดีเอ็นเอเส้นคู่ และเรืองแสงเมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสงอัลตราไวโอเลต ดังนั้นเมื่อ
เกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอด้วย real-time PCR สัญญาณของสารเรืองแสง SYBR Green I 
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ก็จะเพ่ิมข้ึนตามปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมข้ึน โดยโมเลกุลของสีจะจับได้มากน้อยข้ึนกับความยาวของ PCR 
product [27, 28] 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR)  เป็นการตรวจหา
สารพันธุกรรมของไวรัสด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก ได้แก่ การทำให้
สายดีเอ็นเอคลายเกลียวโดยใช้อุณหภูมิสูง (Denaturation) การเข้าคู่กันระหว่างไพร์เมอร์และดีเอ็น
เอเป้าหมาย (Annealing) และสุดท้ายการต่อสายดีเอ็นเอ (Extension) โดยปฏิกิริยาทั้ง 3 ขั้นตอน 
จะเกิดขึ้นเป็นวงรอบและซ้ำต่อเนื่องกันไป ทำให้เกิดการเพ่ิมจำนวนขึ้นของดีเอ็นเอแบบทวีคูณ 
(Exponential) ซึ่งการใช้เทคนิคพีซีอาร์ตรวจหาสารพันธุกรรมแบบอาร์เอ็นเอ เรียกว่าเทคนิค 
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) คือมีการเปลี่ยนจากอาร์เอ็นเอ 
(RNA) ให้เป็นซีดีเอ็นเอ (cDNA) ก่อนที่จะเพ่ิมจำนวน cDNA ที่สนใจนั้นโดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่เหมาะสม 
จากนั้นจะตรวจหาการเพิ่มจำนวนของชิ้นดีเอ็นเอ ด้วย Gel electrophoresis [18, 29, 30] 
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    บทที่ 3 วิธีดำเนินงานวิจัย 

วิธีดำเนินงานวิจัย 

 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

Case control study 

3.2 ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology) 

3.2.1 การเก็บตวัอยา่งส าหรับการตรวจวินิจฉยัเช้ือโรตา้ไวรัส 

เก็บตัวอย่างจากอุจจาระของผู้ป่วยเด็กทารกและเด็กที่มีอายุต่ำกว่า 15 ปี (Stool 
samples) ที่มีอาการอุจจาระร่วงเฉียบพลันที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
โรงพยาบาลบางปะกอก 1 โรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอร์เนชั่นแนล โรงพยาบาลชุมแพ 
และโรงพยาบาลกรุงเทพฯ – พิษณุโลก ตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 จำนวน 2,001 ตัวอย่าง 
ซึ่งขนส่งในอุณหภูมิเย็นมายังศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.2.2 การเตรียมตวัอยา่งจากอุจจาระของผูป่้วยเพื่อการตรวจวินิจฉยัเช้ือโรตา้ไวรัส 

ตัวอย่างอุจจาระผู้ป่วยถูกนำมาสกัด RNA ด้วยเครื่อง Maglead 12gc โดยดำเนิน
ขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

- เจือจางตัวอย่างอุจจาระผู้ป่วยด้วยสารละลาย 0.1% Phosphate Buffered Saline 
(PBS) ในอัตรา 1:9 ในหลอดแก้วทดลอง และทำการ vortex เพ่ือให้สารละลายรวมเป็น
เนื้อเดียวกัน 

- ปั่นเหวี่ยงที่ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี
- ดู ด เก็บส่ วนที่ เป็ นสารละลาย  ใส่  microtube ขนาด  2.0 ml จำนวน  2 tube 

(Supernatant) 
- ดูดแบ่งสารละลายตัวอย่างอุจจาระผู้ป่วยมา 200 μl ลงใน microtube ขนาด 1.5 ml 

ของชุดสกัดสำหรับนำเข้าเครื่อง Maglead 12gc ส่วน Supernatant ที่เหลือเก็บที่
อุณหภูมิ -20 ˚C 
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- เตรียม Reagent Catridge, Samples, Tip sets และ Elution Tube ตามคู่มือการใช้
งานของเครื่อง Maglead 12gc หลังจากนั้นทำการกด Start ที่ เครื่องเพ่ือ Run 
Protocol 

- เมื่อเครื่องทำงานเสร็จสมบูรณ์ ให้เก็บตัวอย่างสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอ (RNA) ที่สกัดได้
ที่อุณหภูมิ -80 ˚C 

3.2.3 การออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับการเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรม 

การออกแบบไพร์เมอร์ สามารถใช้โปรแกรม BioEdit เวอร์ชั่น 7.0.5.3 โดยต้อง
เลือกส่ วนที่ อนุ รักษ์  (conserve) ในยีน  VP4, VP6 และ VP7 ของเชื้อ โรต้ าไวรัส  ซึ่ ง
ข้อกำหนดลักษณะของไพร์เมอร์ที่จะออกแบบได้แก่ 

- มีขนาดประมาณ 18-25 base pairs  

- %CG อยู่ในช่วง 40-60%  

- Melting temperature (Tm) อยู่ที่ประมาณ 55-66°C และห่างกันไม่เกิน 2°C  

- มีเบสซ้ำติดกันไม่เกิน 4 เบส  

- หลีกเลี่ยงการเกิดโครงสร้างแบบทุติยภูมิ 

3.2.4 การตรวจวินิจฉยัเช้ือโรตา้ไวรัส ดว้ยเทคนิค Real – Time PCR (qRT-PCR) 

 1. ไพร์เมอร์สำหรับ VP6 ที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้เทคนิค qRT-PCR 

ตาราง 2 แสดงไพร์เมอร์สำหรับ VP6 ที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้
เทคนิค qRT-PCR 

 

ยีนเป้าหมาย ไพร์เมอร์ ลำดับเบส 5’→3’ 

VP6 ROTA_VP6_F1 GGCTTTAAAACGAAGTCTTC 

ROTA_VP6_R1357 GGTCACATCCTCTCACTA 
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2. ผสมสารเคมีที่ใช้สำหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรต้าไวรัส ด้วยเทคนิค Real-Time PCR    
(qRT - PCR) ดังตารางที่ 3 โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จำเพาะกับเชื้อโรต้าไวรัสตามตารางที่ 2 

 ตาราง 3 แสดงสารเคมีที่ใช้สำหรับเทคนิค Real-Time PCR 

สารเคมี ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (μl) 
2X QuantiTect SYBR 
Green RT-PCR Master 
Mix 

1X 12.5 

10 µM Forward Primer 0.5 µM 1.25 
10 µM Reverse Primer 0.5 µM 1.25 
Reverse Transcriptase 
Enzyme Mix (100X) 

1X 0.25 

Nuclease-free Water - 7.75 
RNA template - 2 
Total  25 

 

3. ตั้งสภาวะอุณหภูมิที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสด้วยเทคนิค qRT-PCR ในเครื่อง 
ViiA™ 7 Real-Time PCR System ดังตารางที่ 4  

ตาราง 4 แสดงสภาวะที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้เทคนิค qRT-PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จำนวนรอบ 
Reverse transcription 50 ºC 30 นาที 1 
PCR initial activation 
steps 

95 ºC 15 นาที 1 

Denaturation 94 ºC 15 วินาที 45 

Annealing 50 ºC 30 วินาที 

Extension 72 ºC 45 วินาที 

 

4. นำสารเคมีท่ีเตรียมในข้อ 2 ลงเครื่อง ViiA™ 7 Real-Time PCR System 

5. สังเกตและบันทึกผลค่า Cycle threshold (Ct) เพ่ือคัดกรองผู้ป่วยที่ติดเชื้อโรต้าไวรัส 
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3.2.5 การตรวจวินิจฉยัเช้ือโรตา้ไวรัส ดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) 

1. ไพร์เมอร์สำหรับ VP4 และ VP7 ที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR  

ตาราง 5 แสดงไพร์เมอร์สำหรับ VP4 และ VP7 ที่ใช้ตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้
เทคนิค PCR 

 

ยีนเป้าหมาย ไพร์เมอร์ ลำดับเบส 5’→ 3’ 
VP4 CON3 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 

CON2 ATTTCGGACCATTTACC 
VP6 VP6F GGCTTTTAAACGAAGTCTTC 

VP6R GGTCACATCCTCTCACTA 
VP7 BEG9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 

END9 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 
 

2. ผสมสารเคมีที่ใช้สำหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อโรต้าไวรัส ด้วยเทคนิค PCR ดังตารางที่ 6 
โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จำเพาะกับเชื้อโรต้าไวรัส ดังตารางที่ 5  

ตาราง 6 แสดงสารเคมีที่ใช้สำหรับเทคนิค PCR 
 

สารเคมี ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (µl) 
2X SensiFAST Probe 
No-ROX One-Step Mix 

1X 10 

10 µM Forward Primer 0.4 µM 0.8 
10 µM Reverse Primer 0.4 µM 0.8 
Reverse transcriptase - 0.2 

10 U/µl RNase Inhibitor 0.1 U 0.4 

5 mM Magnesium 
Sulfate 

0.1 mM 0.5 

distilled water - 3.3 
RNA template - 4 
Total  20 
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3. ตั้ งสภาวะอุณหภูมิที่ ใช้ ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสด้วยเทคนิค PCR ในเครื่อง
Mastercycler® (Eppendorf, Germany) ให้สอดคล้องกับคู่ไพร์เมอร์และเอนไซม์ที่ใช้ดัง
ตารางที ่7, 8 และ 9 

ตาราง 7 แสดงสภาวะที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR สำหรับ
ยีน VP4 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จำนวนรอบ 

Pre-denaturation 95 5 นาที 1 

Denaturation 94 45 วินาที 

40 Annealing 46 30 วินาที 

Extension 68 1 นาที 

Final-extension 68 5 นาที 1 

 

ตาราง 8 แสดงสภาวะที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR สำหรับ
ยีน VP6 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จำนวนรอบ 

Pre-denaturation 94 3 นาที 1 

Denaturation 94 1 นาที 

35 Annealing 45 1 นาที 

Extension 72 1.30 นาที 

Final-extension 72 10 นาที 1 
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ตาราง 9 แสดงสภาวะที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อโรต้าไวรัสโดยใช้เทคนิค PCR สำหรับ
ยีน VP7 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา จำนวนรอบ 

Pre-denaturation 95 5 นาที 1 

Denaturation 94 45 วินาที 

40 Annealing 48 30 วินาที 

Extension 68 1 นาที 

Final-extension 68 5 นาที 1 

 

4. นำสารเคมีท่ีเตรียมไว้ในข้อ 2 ลงเครื่อง Mastercycler® 

5. เมื่อเครื่องดำเนินการเรียบร้อยแล้ว สามารถเก็บ PCR product ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ       
-20°C จนกว่าจะนำมาใช้ 

3.2.6 การตรวจสอบ PCR product ดว้ยเทคนิค gel electrophoresis 

1. ละลาย 2% agarose gel ในบัฟเฟอร์ TBE และเทลงในถาดที่เสียบหวีไว้ 

2. เมื่อเจลแข็ง นำหวีเสียบออก แล้วแช่เจลลงในแทงค์  

3. นำ PCR product ผสมกับ 6x loading dye ในอัตราส่วน 1:5 และปิเปตลงในหลุม
เจล  

4. ปิ เปต DNA Marker ขนาด 100-3,000 base pairs (GeneDirex, Taiwan) ลงใน
หลุมแรก และเปิดใช้กระแสไฟฟ้าที่ 100-volt เป็นเวลา 40 นาที  

5. เมื่อครบเวลา นำไปส่องภายใต้แสงยูวี เพ่ือสังเกตแถบแบน PCR ที่คาดไว้ 
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3.2.7 การท าให ้PCR product บริสุทธ์ิ (PCR Purification) 

1. นำ PCR product จากกระบวนการ gel electrophoresis ผสมกับ GB buffer     
400 μl 

2. บ่ม 50°C ประมาณ 15 นาที (จนเจลละลาย) และดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน          
SV column 

3. ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

4. เทสารละลายทิ้ง และใส่ NW buffer 700 μl 

5. ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

6. เทสารละลายทิ้ง และปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที อีกครั้ง 

7. ย้าย filter ใส่ลงใน Tube 1.5 ml ที่เตรียมไว้ใหม ่

8. ใส่ EB buffer 30 μl  

9. ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที และทำการปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาท ี

10. ทิ้ง filter และเก็บ PCR product ที่ผ่านการ purification ไว้ที่ อุณหภูมิ -20°C 
จนกว่าจะนำมาใช้ 

3.2.8 การหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 

นำนิ วคลี โอ ไท ด์ ที่ ได้ จ ากข้ อ  3.2.7 ไป วัดความ เข้ มข้ น โดย ใช้  nanodrop      
(Thermo Scientific NanoDrop™) วัดค่าการดูดกลืนแสง DNA / RNA ในช่วงของ UV     
ที่ช่วงความยาวคลื่น 260 nm เพ่ือดูว่าความเข้มข้นเหมาะสมเพียงพอต่อการส่งไปอ่านลำดับ
นิวคลีโอไทด์โดยควรมีความเข้มข้นมากกว่า 10 μg/μl  ซึ่งการอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์จะทำ
การจัดส่งไปที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ โดยใช้ primer ที่จำเพาะต่อยีนที่
ต้องการตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ และผลของลำดับนิวคลีโอไทด์จะถูกอ่านด้วย Chromas 
Lite Software เพ่ือตรวจสอบในลำดับถัดไป 
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3.2.9 ระบุจีโนไทป์ของเช้ือโรตา้ไวรัส (GxP[x]) 

น ำล ำดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ ที่ ได้ จ าก ข้ อ  3.2.8 ไป เข้ า  RotaC2.0 automated 
genotyping tool (http://rotac.regatools.be) เพ่ือระบุจีโนไทป์ของเชื้อโรต้าไวรัสที่พบ  

 3.2.10 การรวบรวมขอ้มูล (Data Collection) 

ผลการทดลองทั้งหมดจะถูกบันทึกทั้งในสมุดจดบันทึกและในไฟล์คอมพิวเตอร์ 
รวมถึงบันทึกเป็นชุดภาพถ่ายเจลภายใต้แสง UV จากนั้นข้อมูลทั้งหมดจะถูกนำมารวบรวม
และวิเคราะห์ข้อมูลต่อไป 

3.2.11 การวิเคราะห์ขอ้มูล (Data Analysis) 

เมื่อทราบจีโนไทป์ของเชื้อโรต้าไวรัส จาก RotaC2.0 automated genotyping 
tool แล้วจะรวบรวมข้อมูลต่าง ๆ ได้แก่ รหัสของตัวอย่างที่พบเชื้อโรต้าไวรัส เพศ อายุ และ
สายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัส มาสร้างกราฟเพ่ือดูความชุกของการติดเชื้อโรต้าไวรัสในทารก
และเด็กในประเทศไทย ตั้งแต่เดือนมกราคม ปีพ .ศ. 2559 ถึง เดือนธันวาคม ปีพ.ศ. 2562 
ด้วยโปรแกรม Microsoft office excel   

ลำดับนิวคลิโอไทด์ของยีน VP4, VP6 และ VP7 จะถูกนำไปวิเคราะห์ดูความ
แตกต่างของนิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโน โดยการเทียบความแตกต่างกันกับฐานข้อมูลใน
งานวิจัยอ่ืน (Reference sequences) ซอฟต์แวร์ที่เลือกใช้ได้แก่ BioEdit, Seqman และ 
MEGA 6.0 

Bioedit เป็นโปรแกรมที่ช่วยในการอ่าน ตัดแต่งและแก้ไขลำดับนิวคลีโอไทด์ 
นอกจากนี้ยังช่วยจัดเรียงความใกล้เคียงกับกลุ่มตัวอย่าง (Reference sequences) 

Seqman เป็นโปรแกรมที่ช่วยในการ contig หรือรวมลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิดจาก
การแยกเป็น 2 ชุด ให้เป็นเส้นเดียว  

MEGA 6.0 เป็นโปรแกรมท่ีใช้สำหรับสร้าง Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์
ของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP4, VP6 และ VP7 

http://rotac.regatools.be/
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บทที่ 4 ผลการทดลอง 

ผลการทดลอง 

4.1 ระบาดวิทยาและความหลากหลายทางสายพนัธ์ุของเช้ือโรต้าไวรัสสายพนัธ์ุ A ในประเทศไทย 

ในงานวิจัยนี้ได้ทำการตรวจวิเคราะห์เชื้อโรต้าไวรัสในตัวอย่างอุจจาระเด็กที่มีอายุต่ำกว่า 15 
ปี ที่ได้รับการวินิจฉัยว่ามีอาการอุจจาระร่วงเฉียบพลันในปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 ด้วยวิธี real-time 
RT-PCR จำนวน 2,001 ตัวอย่าง แบ่งออกเป็น 438, 411, 857 และ 295 ตัวอย่าง ในปีพ.ศ. 2559, 
2560, 2561 และ 2562 ตามลำดับ จากการศึกษาพบผู้ป่วยเด็กทารกและเด็กเล็กติดเชื้อโรต้าไวรัส
ทั้งหมด 301 ราย (15.0%, 301/2,001) อีกทั้งพบการระบาดใหญ่ของเชื้อโรต้าไวรัสในเดือนมกราคม
ปีพ.ศ. 2561 ถึง เดือนธันวาคมปีพ.ศ. 2561 โดยเกิดการติดเชื้อโรต้าไวรัสในผู้ป่วยเด็กทารกและเด็ก
เล็กจำนวน 172 ราย จากจำนวนตัวอย่าง 857 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 20.1 และจากการศึกษา
พบว่าผู้ติดเชื้อโรต้าไวรัสส่วนใหญ่เป็นเด็กที่มีช่วงอายุอยู่ระหว่าง 0 ถึง 24 เดือน (48.2%, 145/301) 
(ภาพท่ี 10) 

 

 

รูปภาพ 10 การกระจายอายุของกลุ่มประชากรที่ติดเชื้อโรต้าไวรัสสายพันธุ์ A ใน
ประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 
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 อัตราการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสถูกพบมากในช่วงเดือนธันวาคมถึงมีนาคม ซึ่งเป็นช่วงฤดู
หนาวของประเทศไทย และเมื่อทำการศึกษาความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อโรต้าไวรัส      
สายพันธุ์ A ที่พบในผู้ป่วยเด็กทารกและผู้ป่วยเด็กเล็กในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 
พบว่า G3P[8] เป็ นสายพันธุ์ที่ พบมากที่ สุ ด  (33.6%, 101/301), รองลงมา G8P[8] (10.6%, 
32/301), G9P[8] (6.3%, 19/301), G2P[4] (6.0%, 18/301) แ ล ะ  G1P[6] (5.3%, 16/301) 
ตามลำดับ อีกทั้งยังตรวจพบโรต้าไวรัสสายพันธุ์ที่พบยากในคน อาทิ G2P[8], G3P[4], G3P[9] และ 
G9P[4] (ภาพที่ 11) นอกจากนี้เมื่อทำการวิเคราะห์ยีน VP6 เพ่ือจำแนกสายพันธุ์ของ I genotype 
(Wa, DS-1, and Au genogroups) พบว่า unusual DS-1-like strain (G3/8/9-P[4/6/8]-I2) เป็น
ชนิดสายพันธุ์ที่พบมากที่สุด (42.2%, 127/301), รองลงมา Wa-like strain (G1/3/9-P[4/8]-I1) 
(13.0% , 39/301), DS-1-like strain (G2-P[4]-I2) (6.6% , 20/301), Au-like strain (0.3% , 
1/301), และ unclassified types (38.2%, 115/301) ตามลำดับ 

 

 

รูปภาพ 11 แสดงอุบัติการณ์การติดเชื้อโรต้าไวรัสในประเทศไทย ตั้งแต่เดือน
มกราคม ปีพ.ศ. 2559 ถึง เดือนธันวาคม ปีพ.ศ. 2562 
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4.2 การวิเคราะห์ข้อมูลเชิงพันธุกรรมของเช้ือโรต้าไวรัส ด้วยวิธี Phylogenetic analysis 

 ในงานวิจัยนี้ได้ทำการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงพันธุกรรมของเชื้อโรต้าไวรัส จากยีน VP6, VP7 
และ VP4 ด้วยวิธี Phylogenetic analysis เพ่ือจัดจำแนกสิ่งมีชีวิตตามลำดับความสัมพันธ์ เชิง
วิวัฒนาการ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP6 (I genotype) บางส่วน   
ที่มีขนาดความยาว 361 nt จำนวน 65 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อโรต้าไวรัส มาทำการจัดจำแนก
สายพันธุ์โดยการเทียบกับข้อมูลที่มีรายงานในฐานข้อมูล Genbank และทำการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
การสร้าง phylogenetic tree พบว่าตัวอย่างโรต้าไวรัส ถูกจำแนกเป็น 3 กลุ่ม คือ I1 (Wa-like), I2 
(DS-1-like) และ I3 (Au-like) จากการศึกษานี้ได้ทำการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของค่า %sequence 
identity ของลำดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าในกลุ่มของ I1 มีค่า %sequence identity ของลำดับนิวคลี
โอไทด์ภายในสายพันธุ์ระหว่าง 96.3-98.4% และมีค่า %sequence identity ระหว่าง 96.9-99.6% 
เมื่อเทียบกับ KX638609 และ LC477423 ซึ่งเป็น RVA strains ที่มีในรายงานก่อนหน้าในประเทศ
อินเดียปีพ.ศ.2560 และประเทศญี่ปุ่นปีพ.ศ.2560 ในกลุ่ม I2 มีค่า %sequence identity ของลำดับ
นิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ระหว่าง 96.3-100% และมีค่า %sequence identity ระหว่าง 96.6-
99.3% เมื่อเทียบกับ MH060092, LC169955 และ LC477424 ซึ่งเป็น RVA strains ที่มีในรายงาน
ก่อนหน้าในประเทศไทยปีพ.ศ.2556 และปีพ.ศ.2557 และในประเทศญี่ปุ่นปีพ.ศ.2560 ตามลำดับ 
ส่วนสายพันธุ์ I3 พบว่ามีความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมใกล้เคียงกับ KJ412535 ซึ่งเป็น RVA strains ที่มี
ในรายงานก่อนหน้าในประเทศสาธารณรัฐปารากวัย ซึ่งมีค่า %sequence identity อยู่ที่ 98.7% 
(ภาพที่ 12) 
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รูปภาพ 12 Phylogenetic tree แสดงผลการจำแนกสายพันธุ์ของ I  genotype ของเชื้อโรต้าไวรัส 
โดยใช้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP6 บางส่วน (361 nt) จำนวน 65 ตัวอย่างที่ให้ผลบวก     
ใน ก ารวิ เค ราะห์  phylogenetic analysis ด้ วย โป รแกรม  Molecular Evolution Genetics 
Analysis version 6.0 (MEGA6) (www.megasoftware.net) โดยเลือกใช้ค่าพารามิเตอร์ Tamura 
3-parameter model และ ค่า bootstrap replicate เทา่กับ 1,000 
 

 
 

http://www.megasoftware.net/
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ผลวิเคราะห์ phylogenetic analysis ของยีน VP7 (G genotype) บางส่วน ที่มีขนาดความ
ยาว 561 nt จำนวน 113 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อโรต้าไวรัส พบว่า G genotype ของเชื้อโรต้า
ไวรัสในการศึกษานี้ถูกจัดจำแนกออกเป็น 5 สายพันธุ์ ได้แก่ G1, G2, G3, G8 และ G9 โดยใน
การศึกษานี้พบว่า G1 เป็นสายพันธุ์ที่มีอัตราการระบาดสูงที่สุด และข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของ   
G1 ส่วนใหญ่ มีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 92.8-100% เมื่อเทียบกับ JX027828 และ 
MH182444 ซึ่งเป็น RVA strain ที่มีในรายงานก่อนหน้าในประเทศออสเตรเลียปีพ .ศ.2551 และ
ประเทศปากีสถานปีพ .ศ.2559 นอกจากนี้พบว่ามี G1 จำนวน 1 ตัวอย่าง (THA/B6681/2019 
G1P[x]) มีความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมใกล้ชิดกับ RotaTeq® vaccine strain (GU565057) ด้วยค่า 
%sequence identity 100% และในกลุ่มสายพันธุ์ G2 พบว่าข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสาย
พัน ธุ์ มี ค่ า  % sequence identity อยู่ ระห ว่ าง  95.7-100% และมี ค่ า  % sequence identity           
อยู่ระหว่าง 96.2-99.6% เมื่อเทียบกับ MN577192 และ LC477357 ซึ่งเป็น RVA strain ที่มีใน
รายงานก่อนหน้าในปีพ.ศ.2560 ทั้งของประเทศรัสเซียและประเทศญี่ปุ่น เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลลำดับ  
นิวคลีโอไทด์ของ G3 พบว่ามีการจัดจำแนกสายพันธุ์ G3 ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Wa-like G3 และ 
unusual DS-1-like G3 และมีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 80.7-100% นอกจากนี้จาก
การวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ของ G8 พบว่ามีค่า %sequence identity  
อยู่ ร ะห ว่ า ง  98.7-100% แ ล ะมี ค่ า  % sequence identity ม ากกว่ า  98.9% เมื่ อ เที ย บ กั บ 
LC477353, KY986434 และ MN166824 ซึ่งเป็น RVA strain ที่มีในรายงานก่อนหน้าในประเทศ
ญี่ปุ่น, ไต้หวัน และสาธารณรัฐเช็ก ตามลำดับ ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่มสายพันธุ์ G9 
พบว่ามีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 92.3-100% และเมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลลำดับนิ
วคลีโอไทด์ของ MH182443 และ MN552103 ซึ่งเป็น RVA strain ที่พบในรายงานก่อนหน้าใน
ประเทศรัสเซียและประเทศปากีสถาน ตามลำดับ พบว่ามีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 
92.6-99.8%  (ภาพท่ี 13) 
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รูปภาพ 13 Phylogenetic tree แสดงผลการจำแนกสายพันธุ์ของ G genotype ของเชื้อโรต้าไวรัส  
โดยใช้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP7 บางส่วน (561 nt) จำนวน 113 ตัวอย่างที่ให้ผลบวก ใน
การวิเคราะห์ phylogenetic analysis ด้วยโปรแกรม Molecular Evolution Genetics Analysis 
version 6.0 (MEGA6) (www.megasoftware.net) โดย เลื อก ใช้ ค่ าพ ารามิ เตอ ร์  Tamura 3-
parameter model และ ค่า bootstrap replicate เท่ากับ 1,000 

 

 

http://www.megasoftware.net/
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ในส่วนของผลการวิเคราะห์ phylogenetic analysis ของยีน VP4 (P genotype) บางส่วน 
ขนาดความยาว 438 nt จำนวน 106 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อโรต้าไวรัส พบว่า P genotype ของ
เชื้อโรต้าไวรัสในการศึกษานี้ถูกจัดจำแนกออกเป็น 4 สายพันธุ์ ได้แก่ P[4], P[6] P[8] และ P[9]    
โดยสายพันธุ์ P[8] เป็นสายพันธุ์ที่อัตราการระบาดมากที่สุดในการศึกษานี้  รองลงมาคือ P[4], P[6] 
และ P[9] ตามลำดับ โดยเมื่อนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของ P[8] มาวิเคราะห์  พบว่ามีค่า 
%sequence identity อยู่ระหว่าง 96.3-100% และมีค่า %sequence identity มากกว่า 95.8% 
เมื่อเทียบกับ MN577176, KU550281 และ LC514484 ซึ่งเป็น RVA strain ที่มีในรายงานก่อนหน้า
ในประเทศรัสเซีย, สเปน และ ไทย ตามลำดับ นอกจากนี้พบว่า ข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของ P[4] มีค่า 
%sequence identity อยู่ระหว่าง 96.3-100% และมีค่า %sequence identity มากกว่า 96.0% 
เมื่อเทียบกับ MN577206, MH182442 และ LC514528 ซึ่งเป็น RVA strain ที่พบในรายงานก่อน
หน้าในประเทศรัสเซีย , ปากีสถาน และ ไทย ตามลำดับ ส่วนข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของ P[6] มีค่า 
%sequence identity อยู่ระหว่าง 92.6-100% และมีค่า %sequence identity มากกว่า 93.6% 
เมื่ อ เที ยบกับ  MN106124 ซึ่ ง เป็ น  RVA strain ที่ พบ ในรายงานก่ อนหน้ าในประเทศจี น                 
และเมื่อวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของ P[9]  พบว่า มีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 
98.0-99.1% เมื่อเทียบกับ JX946171, KX931956 และ KR262152 ซึ่งเป็น RVA strain ที่พบใน
รายงานก่อนหน้าในประเทศจีน, ญี่ปุ่น และ เกาหลี ตามลำดับ (ภาพท่ี 14) 
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รูปภาพ 14 Phylogenetic tree แสดงผลการจำแนกสายพันธุ์ของ P genotype ของเชื้อโรต้าไวรัส 
โดยใช้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP4 บางส่วน (438 nt) จำนวน 106 ตัวอย่างที่ให้ผลบวก    
ใน ก ารวิ เค ราะห์  phylogenetic analysis ด้ วย โป รแกรม  Molecular Evolution Genetics 
Analysis version 6.0 (MEGA6) (www.megasoftware.net) โดยเลือกใช้ค่าพารามิเตอร์ Tamura 
3-parameter model และ ค่า bootstrap replicate เท่ากับ 1,000   

http://www.megasoftware.net/
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           บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

   สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

เชื้อโรต้าไวรัส เป็นไวรัสที่เป็นสาเหตุหลักในการก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันหรือ
ท้องเสียรุนแรงในเด็ก โดยเฉพาะเด็กที่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี และจากการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ
โรต้าไวรัสในประเทศไทย พบว่าตั้งแต่ปีพ.ศ. 2550 ถึง 2557 มีอัตราการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสอยู่
ระหว่าง 28.4-44.5% คิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 34.3% [17, 18, 31]  

 ผลจากการศึกษาการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัส ในเด็กทารกและเด็กที่มีอายุต่ำกว่า 15 ปี     
ที่ได้รับการวินิจฉัยว่ามีอาการอุจจาระร่วงเฉียบพลัน ในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ.  2559 ถึง 2562    
ด้วยวิธี real-time RT-PCR พบว่ามีค่าความชุกของการติดเชื้อโรต้าไวรัสเท่ากับ 15.0% โดยปกติแล้ว
การระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสมักระบาดในช่วงฤดูหนาว และจากการศึกษานี้พบว่า การระบาดใหญ่
ของเชื้อโรต้าไวรัสอยู่ในช่วงเดือนธันวาคม ปีพ.ศ. 2560 ถึง เดือนมีนาคม ปีพ.ศ. 2561 ซึ่งสอดคล้อง
กับงานวิจัยก่อนหน้าที่พบการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสในผู้ใหญ่ในช่วงเดือนพฤศจิกายน ปีพ.ศ.2560 
ถึง เดือนมีนาคม ปีพ.ศ. 2561 [32] ซึ่งเป็นช่วงที่ประเทศไทยมีอากาศหนาวเย็น กลุ่มอายุผู้ป่วยติด
เชื้อโรต้าไวรัสในการศึกษานี้พบมากในช่วงอายุ 0 ถึง 2 ปี โดยกลุ่มอายุผู้ป่วยติดเชื้อโรต้าไวรัสใน
การศึกษานี้พบมากในช่วงอายุ 0 ถึง 2 ปี ซึ่งการศึกษาก่อนหน้าในเม็กซิโก พบว่าภายใน 2 ขวบแรก 
เด็กจะติดเชื้อโรต้าไวรัสอย่างน้อย 1 ครั้ง และ จำนวน 2 ใน 3 ของเด็กที่ติดเชื้อ จะติดเชื้อมากกว่า 2 
ครั้ง นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า ประมาณร้อยละ 10 ของเด็กที่ติดเชื้อ มีการติดเชื้อโรต้าไวรัส ถึง 5 
ครั้ง โดยในการติดเชื้อโรต้าไวรัสครั้งหลังๆจะมีอาการรุนแรงน้อยกว่าการติดเชื้อในครั้งแรก และการ
ติดเชื้อโรต้าไวรัสในครั้งที่สอง หรือครั้งถัดไป สายพันธุ์ที่พบมักจะไม่ใช่สายพันธุ์เดียวกับที่ติดเชื้อใน
ครั้งแรก [33] อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าจำนวนผู้ติดเชื้อโรต้าไวรัสลดลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเด็กมีอายุ
มากขึ้น เนื่องจากเด็กอาจมี protective immunity ซึ่งทำให้ร่างกายสามารถยับยั้งการติดเชื้อซ้ำใน
ครั้งถัดไปได ้[34]  

จากการศึกษาสายพันธุ์ของโรต้าไวรัสในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ.2543 ถึง 2559 พบว่าสาย
พันธุ์ก่อโรคที่พบบ่อยในคน ได้แก่ G1P[8], G2P[4], G3P[8] และ G9P[8] และสายพันธุ์ที่พบน้อยใน
คน ได้แก่ G2P[8], G3P[3], G3P[9], G3P[10], G3P[19], G12P[6] และ G12P[8] นอกจากนี้มีการ
เปลี่ยนแปลงสายพันธุ์ของไวรัสโรต้าในแต่ละช่วงปี โดยพบสายพันธุ์ G9P[8] มากในปีพ.ศ. 2543 ถึง 
2547, G1P[8] ในปีพ.ศ. 2548 ถึง 2552, G3P[8] ในปีพ.ศ. 2552 ถึง 2554, G1P[8] ในปีพ.ศ. 2555 
ถึง 2557 และ G9P[8] ในปีพ.ศ. 2558 ถึง 2559 [35-39] และจากการจำแนกสายพันธุ์ของโรต้าไวรัส
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ในการศึกษานี้พบว่า G3P[8] เป็นสายพันธุ์ที่พบมากที่สุด, รองลงมาคือ G8P[8] (10.6%, 32/301), 
G9P[8] (6.3%, 19/301), G2P[4] (6.0%, 18/301) และ G1P[6] (5.3%, 16/301) ตามลำดับ และ
เมื่อทำการวิเคราะห์ในเชิง genetic backbone พบสายพันธุ์ที่เป็น DS-1-like strain มากถึง 147 
ตัวอย่างจาก 301 ตัวอย่าง (48.8%) และ DS-1-like G3P[8] เป็นสายพันธุ์ที่พบมากที่สุด (57.8%, 
85/147) รองลงมาคือ unusual DS-1-like G8P[8]I2 (21.1%, 31/147) และ G2P[4]I2 (12.2%, 
18/147)  

ในปีพ.ศ. 2555 unusual DS-1-like G1P[8] ถูกตรวจพบครั้งแรกในเด็กอายุน้อยกว่า 15 ปี
ที่มีอาการท้องเสียเฉียบพลันที่ประเทศญี่ปุ่น [36, 40, 41] ต่อมาถูกตรวจพบที่ประเทศไทย , 
ฟิลิปปินส์, เวียดนาม และบราซิล ในระหว่างปีพ.ศ. 2555 ถึง 2556 [25, 42-44] หลังจากนั้น ในปี
พ.ศ. 2556 มีการตรวจพบ unusual DS-1-like G3P[8] ที่ประเทศไทยและออสเตรเลีย [45, 46] 
และต่อมา unusual DS-1-like G3P[8] ถูกตรวจพบในประเทศอ่ืน ๆ ทั่วโลก อาทิ ประเทศฮังการี, 
เยอรมัน, อินโดนิเซีย. ญี่ปุ่น, สเปน, สหรัฐอเมริกา, บราซิล และอิตาลี เป็นต้น [46-53] นอกจากนี้ใน
การศึกษานี้ตรวจพบ unusual DS-1-like G3P[8] มากที่สุดในเด็กทารกและเด็กอายุต่ำกว่า 15 ปีใน
ประเทศไทยระหว่างปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 และผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree ของยีน VP7 
ของกลุ่มสายพันธุ์ unusual DS-1-like G3P[8] มีความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมใกล้ชิดกับ MK161359 
ซึ่งเป็น RVA strain ที่พบในรายงานก่อนหน้าที่ประเทศไทยในปีพ.ศ. 2559 โดยมีค่า %nucleotide 
identity เท่ากับ 98.0-99.8% นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree ของ VP4 และ VP6 
แสดงให้เห็นว่า กลุ่มสายพันธุ์ unusual DS-1-like G3P[8] ที่พบมีความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมใกล้ชิด
กับ unusual DS-1-like backbone ที่พบที่ประเทศสเปน, รัสเซีย, ญี่ปุ่น และ ไทย ดังนั้น unusual 
DS-1-like G3P[8] strain ที่ตรวจพบในการศึกษานี้  อาจเป็นสายพันธุ์ที่ เกิดจากการติดเชื้อ
ภายในประเทศไทย หรือจากต่างประเทศเข้าสู่ประเทศไทยก็เป็นได้ แต่อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันข้อมูล
จีโนมของโรต้าไวรัสยังคงเป็นที่ต้องการเพ่ิมเติมเพ่ือทำให้เราสามารถเข้าใจวิวัฒนาการของ DS-1-like 
G3P[8] strains มากขึ้นอีกด้วย  

ช่วงก่อนมีการประกาศใช้วัคซีนเพื่อป้องกันโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันหรือท้องเสียรุนแรงจาก
การติดเชื้อโรต้าไวรัส ได้มีการศึกษาการระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสตั้งแต่ปีพ.ศ. 2532 ถึง 2547 พบว่ามี
การระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสสายพันธุ์ G1P[8] มากถึง 70% ในแถบอเมริกาเหนือ , ยุโรป และ
ประเทศออสเตรเลีย อีกทั้งยังพบมากในแถบอเมริกาใต้และเอเชียมากถึง 30% และในแอฟริกา 23% 
นอกจากนี้ยังพบโรต้าไวรัสสายพันธุ์อ่ืนด้วย อาทิ G3P[8], G2P[4] และ G4P[8] [54] และหลังจากที่มี
การประกาศใช้วัคซีน RotaTeq® ในปีพ.ศ. 2549 พบว่าจำนวนผู้ติดเชื้อโรต้าไวรัสลดลงอย่างมี
นัยสำคัญ [1] และโดยปกติแล้วในวัคซีน Rotarix® ประกอบด้วยเชื้อโรต้าไวรัส G1P[8] ซึ่งเป็นสาย
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พันธุ์ที่มีลักษณะเป็น Wa-like genetic backbone ในขณะที่ G2P[4] เป็นสายพันธุ์ที่มีลักษณะเป็น 
DS-1-like genetic backbone [55] และจากการติดตามสถานการณ์การระบาดของเชื้อโรต้าไวรัส
หลังมีการประกาศใช้วัคซีน RotaTeq® พบว่ามีโรต้าไวรัสสายพันธุ์ G3P[8] มากขึ้นในอเมริกาและ
บางเมืองของประเทศออสเตรเลีย [45, 56, 57] อีกทั้งพบโรต้าไวรัสสายพันธุ์ G2P[4] มากขึ้นใน
ประเทศบราซิล, เบลเยียม และบางเมืองของประเทศออสเตรเลีย หลังจากที่มีการประกาศใช้วัคซีน 
Rotarix® [58] แต่อย่างไรก็ตาม ภายหลังได้มีรายงานว่า วัคซีน Rotarix® มีความสามารถในการ
ป้องกันเชื้อโรต้าไวรัสสายพันธุ์ G2P[4] ได้อย่างมีนัยสำคัญ [25, 59] ดังนั้นรายงานข้อมูลเหล่านี้ยังคง
เป็นหลักฐานสนับสนุนการใช้วัคซีนเพ่ือป้องกันโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันหรือท้องเสียรุนแรงจากการ
ติดเชื้อโรต้าไวรัสทั้งสายพันธุ์ที่เป็น Wa-like หรือ DS-1-like genetic backbone ได้ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

 

การคำนวณขนาดตัวอย่าง : สามารถคำนวณได้จากสูตร 

n = 
(𝑍)2𝑃𝑄

𝑒2  

    เมื่อ  n แทน จำนวนตัวอย่างที่ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อโรต้าไวรัส 

Z แทน ระดับความเชื่อม่ันที่ 95% เท่ากับ 1.96 

P แทน การระบาดของเชื้อโรต้าไวรัสในประเทศไทยจากการศึกษาก่อนหน้า เท่ากับ 
30% 

Q แทน 1-P 

e แทน acceptable error เท่ากับ 5% 

     จะได้  n = 
(1.96)2(0.30)(0.70)

(0.05)2  

   n = 322.69 

    ดังนั้น จากการคำนวณดังที่กล่าวมาจึงสามารถสรุปได้ว่า จะต้องใช้ตัวอย่างในการศึกษานี้
อย่างน้อย 323 ตัวอย่าง จึงจะสามารถดำเนินการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อโรต้าไวรัสที่พบในทารก
และเด็กในประเทศไทยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2559 ถึง 2562 ได้อย่างน่าเชื่อถือ 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. 5x Tris borate buffer (5xTBEs) 

Tris-base 54 กรัม 

Boric acid 27.5 กรัม 

EDTA (pH 8.0) 20 มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมน้ำกลั่นจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 

2. 1x Tris borate buffer (1xTBE) 

5x TBE 200 มิลลิลิตร 

น้ำกลั่น 800 มิลลิลิตร 

 

3. 2% (w/v) agarose gel 

Agarose gel 4 กรัม 

1x TBE 200 มิลลิลิตร 

เขย่าแล้วนำเข้าไมโครเวฟจนกว่า agarose gel จะละลายหมด 

 

4. 10% Ethidium bromide 

Ethidium bromide 30 ไมโครลิตร 

น้ำกลั่น 300 มิลลิลิตร 

 

5. Loading dye 

0.25% Bromophenol blue 

40% (w/v) sucrose in water 

จากนั้นเติมน้ำกลั่นจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วเก็บท่ี 4 °C 
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ภาคผนวก ค 
 

แสดงรายงานการตีพิมพ์บางส่วนของวิทยานิพนธ์ในวารสาร 

1. ผลงานวิจัยได้รับการตอบรับเพ่ือตีพิมพ์ในวารสาร Peer J ซึ่งเป็นวารสารระดับนานาชาติ ที่อยู่ใน
ฐานข้อมูล ISI หัวข้อเรื่อง High prevalence of circulating DS-1-like Human Rotavirus A 
and genotype diversity in infants and children with acute gastroenteritis in 
Thailand from 2016 to 2019 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ช่ือ-สกุล นางสาว สิริพทัธ์ พสิษฐงักูร 
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วุฒิการศึกษา ส าเร็จการศึกษาในระดบั วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิชาชีวเคมี คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีพุทธศกัราช 2560  
และก าลงัศึกษาอยูใ่นระดบั วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิทยาศาสตร์
การแพทย ์แขนงวิชาชีวเคมีประยกุตแ์ละอณูชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ท่ีอยู่ปัจจุบัน 339/8 หมู่ท่ี 6 ซอย 1 ถนน พหลโยธิน ต าบล ชมพู อ าเภอ เมือง จงัหวดั 
ล าปาง รหสัไปรษณีย ์52100 
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Human Rotavirus A and genotype diversity in infants and children with 
acute gastroenteritis in Thailand from 2016 to 2019  
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