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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคมือ เท้า ปาก (Hand-Foot-and-Mouth Disease) ท่ีมีสาเหตเุกิดจากเชือ้ Enterovirus 

พบได้บ่อยในเด็กเล็ก โดยเฉพาะเด็กท่ีมีอายุต ่ากว่า 5 ปี[1] เชือ้ท่ีเป็นสาเหตหุลกัของโรคมือ เท้า 

ปากจะแตกตา่งกนัในพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดท่ีตา่งกนั ในประเทศเขตหนาวจะพบช่วงฤดรู้อนและต้น

ฤดใูบไม้ร่วง ประมาณเดือนพฤษภาคมถึงเดือนตลุาคม แต่ช่วงเขตร้อนชืน้รวมทัง้ประเทศไทยพบ

ได้ตลอดทัง้ปี แตจ่ะพบการระบาดมากในช่วงฤดฝูนและชว่งท่ีมีอากาศร้อนชืน้[2] ซึ่งเชือ้ท่ีพบวา่เป็น

สาเหตบุ่อยท่ีสดุโดยทั่วไป คือ coxsackievirus A16 (CV-A16) และ human enterovirus 71 

(HEV-71) แตเ่ชือ้ท่ีพบในการระบาดแล้วผู้ป่วยมกัมีอาการรุนแรง พบผู้ เสียชีวิตและพิการตามมา

ได้บ่อยคือ HEV-71[3] - [6] 

 Coxsackievirus A16 (CV-A16) และ human enterovirus 71 (HEV-71) เข้าสูร่่างกายได้

ทางระบบทางเดินอาหารและทางเดินหายใจส่วนต้นเป็นส่วนใหญ่ โดยเชือ้ไวรัสเจริญเติบโตใน

กระเพาะอาหาร และเนือ้เย่ือของล าไส้ เน่ืองจากเชือ้ไวรัสสามารถคงทนต่อสภาวะความเป็นกรด

และเอนไซม์ย่อยอาหารตา่งๆได้ดี[2]  โดยอาการของโรคมือเท้าปากท่ีพบมากได้แก่ มีอาการไข้  มี

ผื่นเป็นลกัษณะตุ่มน า้ใส หรือเม็ดแดงๆ (papulo-vesicular rash) บริเวณฝ่ามือ ฝ่าเท้า และใน

ช่องปาก โดยทั่วไปมีอาการไม่รุนแรงและหายได้เอง แต่ในบางราย ท่ีมีอาการรุนแรง พบภาวะ 

แทรกซ้อนทางระบบประสาท ได้แก่ เย่ือหุ้มสมองอกัเสบ (aseptic meningitis), กล้ามเนือ้ออ่นแรง

คล้ายโปลิโอ (poliomyelitis like paralysis), ก้านสมองอกัเสบ (brainstem encephalitis), สมอง

น้อยอกัเสบ (cerebellitis), สมองและไขสนัหลงัอกัเสบ (encephalomyelitis) และภาวะปอดบวม

น า้  (pulmonary edema)[7] - [9] จะเห็นได้วา่โรคมือ เท้า ปาก เป็นโรคระบาดท่ีส าคญัเน่ืองจากพบ

ได้บ่อยพอสมควร และมีผู้ป่วยเสียชีวิตและพิการได้ โดยเฉพาะจากเชือ้ HEV-71 ถึงแม้ในประเทศ

ไทยจะยงัไมพ่บการระบาดท่ีรุนแรง แตก่็พบการระบาดในประเทศเพ่ือนบ้าน เช่น ปี ค.ศ. 1997 ใน

                ปี ค.ศ. 1998 แ   ปี ค.ศ. 2000 ในประเทศไต้หวนั, ปี ค.ศ. 2000 ใน       

      นแ  สิงคโปร์ และ ปี ค.ศ. 2008 ในประเทศจีน พบผู้ ป่วยทัง้สิน้มากกว่า 25,000 ราย และ

เสียชีวิตมากกวา่ 30     ส าหรับการรักษาโรคมือเท้าปากจากเชือ้ CV-A16 และ HEV-71 หากไม่

   



 
 

2 

มีภาวะแทรกซ้อนเป็นโรคท่ีสามารถหายได้เอง ปัจจุบันไม่มียารักษาท่ีจ าเพาะการรักษาจึงเป็น

เพียงการประคบัประคองและบรรเทาอาการเท่านัน้ 

 ดงันัน้ โครงการวิจยันีจ้ึงมุง่เน้นท่ีจะศกึษาข้อมลูทางพนัธกุรรมของเชือ้ HEV-71 และ CV-

A16 โดยการท า semi-nested PCR และน าตัวอย่างท่ีให้ผลบวกมาหาล าดบันิวคลีโอไทด์เพ่ือ

วิเคราะห์หาสายพนัธุ์ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ในกลุ่มตวัอย่าง และวิเคราะห์ลกัษณะทาง

พันธุกรรมของ HEV-71 และ CV-A16 แต่ละสายพันธุ์เปรียบเทียบกัน เพ่ือเป็นประโยชน์ในด้าน

แนวทางการรักษาผู้ ป่วยโรคมือเท้าปากและการพัฒนายาต้านไวรัสและวคัซีนท่ีมีประสิทธิภาพ

ตอ่ไป 

 
ค าถามงานวจิัย 

1. ความชกุของเชือ้ท่ีเป็นสาเหตขุองโรคมือเท้าปากในกลุม่ผู้ป่วยเดก็ท่ีพบในประเทศไทยมี

คา่เท่าใด 

2.      น           ท่ีเป็นสาเหตขุองโรคมือเท้าปากท่ีระบาดในประเทศไทยเป็นสายพันธุ์ใด 

และลกัษณะทางพนัธกุรรมมีความใกล้เคียงกบัท่ีระบาดในตา่งประเทศหรือไม ่อย่างไร 

 

วัตถุประสงค์ของการวจิยั 

1. เพ่ือศกึษาความชกุของเชือ้ท่ีเป็นสาเหตขุองโรคมือเท้าปากในกลุ่มผู้ ป่วยเด็กท่ีเข้ารับการ

รักษาท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ และโรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอร์เนชัน่แนล 

2. เพ่ือจ าแนก     น   ระดบัโมเลกุล        ท่ีเป็นสาเหตขุองโรคมือเท้าปากท่ีแยกได้จาก

ผู้ป่วยในประเทศไทย และวิเคราะห์ความเหมือนและความแตกต่างระดบัโมเลกุลระหว่าง

สายพนัธุ์ท่ีพบในประเทศไทย เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์จากตา่งประเทศ 
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ขอบเขตของการวจิัย 

 
ตวัอย่างอจุจาระและตุม่ใสจากผู้ป่วยเดก็โรคมือเท้าปาก 

 (โดยเก็บลง 0.1% PBS 3 ml) 

 
 
 
 

 
 
 

ตรวจสอบผลการสกดั RNA ด้วยวิธี PCR (โดยตรวจสอบผลการ 
แสดงออกของ GAPDH ซึ่งเป็น housekeeping gene) 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

วินิจฉยัการติดเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ด้วยวิธี semi-nested PCR 

Positive Negative 

จ าแนกสายพนัธุ์ระดบัโมเลกลุของ HEV โดย
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 

สุม่คดัเลือกตวัอย่างของแตล่ะสายพนัธุ์มาท า
การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์

ของจีโนม ด้วยวิธี PCR 

วิเคราะห์ข้อมลู 
และสรุปผล 

Reverse Transcription โดยใช้ Random hexamer 
 

สกดั RNA จากอจุจาระและตุม่ใส  
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ข้อตกลงเบือ้งต้น 

ไมม่ ี

ข้อจ ากัดของการวจิัย 

1. เน่ืองจากตัวอย่างท่ีใช้มีปริมาตรของสารตัวอย่างมีจ านวนจ ากัด จึงไม่สามารถท าการ

ทดลองซ า้หรือท าการทดลองเพ่ิมเติมในบางสว่นได้ 

2. เน่ืองจากตวัอย่างท่ีใช้ในการทดลอง เป็นส่วนท่ีเหลือจากงานตรวจบริการเพ่ือหาการติด

เชือ้ HEV-71 และ CV-A16 จึงไม่มีการเก็บตวัอย่างเพ่ือท่ีจะน าข้อมลูมาเปรียบระหว่าง

กลุม่ท่ีควบคมุ(กลุม่คนปกติ) กบั กลุม่คนท่ีติดเชือ้ไวรัส HEV-71 และ CV-A16 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวจิัย 

 Species คือ สายพันธุ์ของเชือ้ HEV ในอดีตจ าแนกด้วยวิธีทาง serology    นวิธีท่ี

                 น      จ า        จงระหว่าง antigen กับ antibody ไวรัสท่ีจัดว่ามีความ

แตกต่างกันจะถูกจ าแนกออกเป็น serotype เชือ้ HEV                    serotypes โดย

ปัจจบุนัการจ าแนกเชือ้ด้วยวิธีเดิมมีข้อจ ากดั จึงนิยมใช้การถอดรหัสทางพันธุกรรมของยีนท่ีสร้าง

โปรตีน capsid (VP1) แล้วน าข้อมลูท่ีได้มาเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ในฐานข้อมลู NCBI เพ่ือใช้ใน

การจ าแนกสายพนัธุ์ ซึ่งให้ผลท่ีสะดวกกวา่การท า serology test 

 Semi-nested PCR คือ เทคนิคท่ีดดัแปลงมาจากเทคนิค nested PCR ซึ่งจะมีการใช้

จ านวนคูไ่พรเมอร์ท่ีน้อยกวา่ ซึ่งวิธีนีจ้ะให้คา่ความจ าเพาะ (specificity) แ          s nsitivit   

             น   PCR        

 Phylogenetic analysis คือ การวิเคราะห์ข้อมลูทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต เพ่ือจัด

จ าแนกสิ่งมี ชี วิตตามล าดับความสัมพันธุ์ เ ชิงวิวัฒนาการ โดยน าข้อมูลมาสร้างแผนภูมิ

ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ phylogenetic relation 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

(1)  ท าให้ทราบถึงข้อมลูทางพันธุกรรมของเชือ้ไวรัส HEV-71 และ CV-A16 โดยเฉพาะ

ไวรัส CV-A16 ซึ่งมีข้อมลูท่ีรายงานในฐานข้อมลูอย่างจ ากดั 
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 (2)  สามารถน าข้อมลูไปใช้ในการวางแผน ป้องกันและรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้  

HEV-71 และ CV-A16 ตอ่ไปได้ 

(3) ผลงานตีพิมพ์ระดบันานาชาติอย่างน้อย 1 เร่ือง โดยตีพิมพ์ในวารสารท่ีเก่ียวกับด้าน

ไวรัสวิทยา หรือโรคอุบัติใหม่ เช่น Virus Research, Infection หรือ Emerging Infectious 

Diseases 

(4)             น                       น       แ   ใน  น         n  nk      ใช้

   นแ            

วธีิด าเนินการวจิัย 

1.                    stool, rectal swab และ vesicle fluid จากผู้ ป่วย ใส่ลงใน 0.1% 

phosphate Buffered Saline (PBS) และเก็บรักษาท่ีตู้แช่แขง็อณุหภมูิ -70ºC 

2. สกัด RNA จากตวัอย่าง stool, rectal swab และ vesicle fluid โดยการใช้ชุดน า้ยา

ส าเร็จรูป Viral Nucleic Acid Extraction ของบริษัท RBC Bioscience 

3. การศกึษาความชกุของเชือ้ไวรัส HEV-71 และ CV-A16 ใน          

3.1            จ านวนสารพันธุกรรมของเชือ้ไวรัส HEV-71 และ CV-A16 ใน   น  น 

               vir l   si  VP           semi-nested PCR 

3.2 หาล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่นของยีน VP1          direct DNA sequencing 

3.3 จดัจ าแนกสายพนัธุ์โดยการท า phylogenetic tree และวิเคราะห์ข้อมลูท่ีได้ 

4. การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16          ใน 

              

4.1 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HEV-71 และ CV-A16 

4.2 ทดสอบหาสภาวะในการท า PCR ท่ีเหมาะสม เพ่ือการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ      

จีโนม 
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ล าดับขัน้ตอนในการเสนอผลการวจิัย 

1. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) ในส่วนยีน VP1 

         HEV-71 และ CV-A16 สายพันธุ์ท่ีพบในประเทศไทยทัง้ล าดบันิวคลีโอไทด์และ

ล าดบักรดอะมิโน เพ่ือน ามาวิเคราะห์ความใกล้เคียงกนัระหวา่งสายพันธุ์ท่ีพบในประเทศ

กบัตา่งประเทศ 

2.       ะห์จีโนมของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยโดยตรง เปรียบเทียบกบั

สายพนัธุ์ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตา่งของแตล่ะสายพนัธุ์ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

แนวคดิและทฤษฎี 

 โรคมือเท้าปาก (Hand-Food-and-Mouth Disease) เป็นหนึ่งในกลุม่อาการท่ีมีสาเหตเุกิด

จากเชือ้ไวรัส Enterovirus มกัพบได้บ่อยในเด็กเล็ก โดยเฉพาะเด็กอายุต ่ากว่า 5 ปี เชือ้ไวรัสท่ี

พบวา่เป็นสาเหตขุองโรคมือเท้า ปากแตกตา่งกนัในแตล่ะพืน้ท่ีและแตล่ะการระบาด ซึ่งเชือ้ไวรัสท่ี

พบว่าเป็นสาเหตหุลกัคือ human enterovirus 71 (HEV-71) และ coxsackievirus A16 (CV-

A16) แต่เชือ้ท่ีพบในการระบาดแล้วผู้ ป่วยมกัมีอาการรุนแรง พบผู้ เสียชีวิตและพิการตามมาได้

บ่อยคือ HEV-71[3] - [6] เชือ้ไวรัสเข้าสู่ร่างกายผ่านทางการหายใจเอาละอองในอากาศท่ีมีเชือ้

ปนเปือ้น หรือจากการสมัผสัโดยตรงกบัสารคดัหลัง่จากจมกู, ล าคอ, น า้จากในตุม่ใส และอจุจาระ

ของผู้ป่วยซึ่งมีเชือ้ไวรัสอยู่ (fecal - oral route) [10]  จากการศกึษาเชือ้ไวรัสจะมีการเพ่ิมจ านวนใน

ตอ่มน า้เหลือง (lymph nodes) ใกล้เคียง ได้แก่ ทางเดินหายใจสว่นบน (tonsils , cervical nodes) 

และ ระบบทางเดินอาหาร (P   r’s p t h s  m s nt ri  no  s  เชือ้ไวรัสสามารถถ

เจริญเติบโตได้ในกระเพาะอาหาร และเนือ้เย่ือของล าไส้ เน่ืองจากสามารถถคงทนตอ่สภาวะความ

เป็นกรดและเอนไซม์ย่อยอาหารตา่งๆได้ดี เมื่อเร่ิมมีเชือ้ไวรัสในกระแสเลือดท าให้ผู้ป่วยมีอาการไข้ 

(fever) จากนัน้จะแพร่กระจายไปยงัเย่ือบุช่องปาก ผิวหนังบริเวณมือและเท้า ท าให้เกิดลกัษณะ

เป็นตุ่มน า้ใส (vesicular lesion) นอกจากนีย้ังพบว่ามีการกระจายไปท่ีหัวใจ (heart) ตบั (liver) 

หรือระบบประสาทสว่นกลาง (CNS system)ได้ โดยทั่วไปผู้ ป่วยมกัมีอาการไม่รุนแรงและหายได้

เอง แตใ่นบางรายท่ีมีอาการรุนแรงจะพบภาวะแทรกซ้อนทางระบบประสาท ได้แก่ เย่ือหุ้มสมอง

อกัเสบท่ีไมใ่ช่การติดเชือ้แบคทีเรีย (aseptic meningitis),กล้ามเนือ้อ่อนแรงคล้ายโปลิโอ (acute 

flaccid paralysis), ก้านสมองอกัเสบ (brainstem encephalitis), สมองน้อยอกัเสบ (cerebellitis) 

และ สมองและเย่ือหุ้มสมองอกัเสบ (meningoencephalitis) ภาวะแทรกซ้อนระบบปอดและหัวใจ 

ได้แก่  ปอดบวมน า้  (pulmonary edema) และ กล้ามเ นือ้หัวใจอักเสบจากเ ชือ้ไวรัส 

(myocarditis)[11]    

 จะเห็นได้วา่โรคมือเท้าปากเป็นโรคระบาดท่ีส าคญั เน่ืองจากพบได้บ่อยพอสมควรและมี

ผู้ ป่วยเสียชีวิตและพิการได้ โดยเฉพาะจากเชือ้ HEV-71 ถึงแม้ในประเทศไทยจะยังไม่พบการ
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ระบาดท่ีรุนแรง แตก่็พบการระบาดในประเทศเพ่ือนบ้าน เช่น ปี ค.ศ. 1997 ใน                ปี 

ค.ศ. 1998 แ   ปี ค.ศ. 2000 ในประเทศไต้หวนั, ปี ค.ศ. 2000 ใน            นแ  สิงคโปร์ และ 

ปี ค.ศ. 2008 ในประเทศจีน พบผู้ ป่วยทัง้สิน้มากกว่า 25,000 ราย และเสียชีวิตมากกว่า 30     

ส าหรับการรักษาหากผู้ป่วยไมม่ีภาวะแทรกซ้อน จะสามารถหายได้เอง ปัจจุบันไม่มียารักษาการ

รักษาจึงเป็นเพียงบรรเทาอาการเท่านัน้ จึงมีความจ าเป็นท่ีจะต้องตรวจวิเคราะห์หาสาเหตขุองการ

ติดเชือ้ เพ่ือใช้เป็นแนวทางการรักษาผู้ ป่วยโรคมือ เท้า ปากและการพัฒนายาต้านไวรัส ท่ีมี

ประสิทธิภาพ 

 การตรวจวินิจฉัยและการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ human enterovirus (HEV) ใน

ตวัอย่างท่ีได้จากผู้ ป่วยนัน้สามารถท าได้หลายวิธี แต่เดิมการจัดจ าแนกสายพันธุ์พิจารณาจาก

พยาธิก าเนิด (pathogenicity) ท่ีเกิดขึน้ในมนุษย์และสัตว์ทดลอง และพิจารณาลักษณะท่ี

เปลี่ยนไปของเซลล์ (cytopathic effect : CPE) ใน tissue culture โดยผลจากการจ าแนกด้วย

วิธีการนีท้ าให้สามารถแบ่ง HEV ออกเป็น 4      [10]       

[1] polioviruses   ประกอบด้วย 3 serotypes 

 [2] coxsackievirus A  ประกอบด้วย 23 serotypes 

 [3] coxsackievirus B   ประกอบด้วย 6 serotypes 

[4] echoviruses  ประกอบด้วย 28 serotypes 

  

ต่อมาในปี ค.ศ. 1970 การจ าแนกสายพันธุ์ ใ ช้ วิ ธีทาง serology ด้วยการท า 

neutralization reaction        น                           antibody ท่ีได้มาจาก homologous 

antiserum ต่อ antigen บนอนุภาคไวรัส และเร่ิม     ใช้        HEV เรียงตามล าดับเลข 

serotype ท่ีพบก่อน      น   แ          ใ  ระบบการตัง้    นีค้ือ HEV-68 ผลการจ าแนกด้วยวิธีนีท้ า

ให้สามารถแบ่ง HEV ได้อย่างน้อยท่ีสดุ 90 serotypes และแบ่งออกเป็น 4 สปีชีส์[12]  ตามตารางท่ี 

1 และ poliovirus           ใน hum n  nt rovirus         C                       น 

              นธกุรรมของไวรัส[13]   

 

รวมทัง้หมด 
60 serotypes 
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ตารางท่ี 1 serotype ตา่งๆท่ีพบใน HEV ทัง้ 4 สปีชีส์[12]  

 Serotype 

A CV-A2-8, CV-A10, CV-A12, CV-A14, CV-A16, EV71, EV76, EV89-92 

B CV-A9,CV-B1-6, E1-7, E9, E11-21, E24-27, E29-33, EV69, EV73, EV74-75, 

EV77-88, EV93, EV97, EV98, EV100, EV101, EV106, EV107 

C CV-A1, CV-A11, CV-A13, CV-A17, CV-A19-22, CV-A24, EV95, EV96, EV99, 

EV102, EV104, EV105, EV109, PV1-3  

D EV68, EV70, EV94 

 

 ในปัจจบุนัวิธีท่ีนิยมใช้โดยทัว่ไป คือ การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสโดยตรงด้วย

เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) เน่ืองจากข้อจ ากัดของระบบการแยกด้วยวิธีทาง 

serology นีต้้องใช้เวลานานและมีขัน้ตอนมาก[12]  ในปี ค.ศ. 1983 Kary Banks Mullis       น  

   น   PCR    น              ใ             น   น DNA ได้จ าเพาะ ง่ายและรวดเร็ว โดยเลียนแบบ

กระบวนการธรรมชาติท่ีเซลล์ใช้ในการเพ่ิมปริมาณ DNA    น   แ         เร่ิมจาก DNA เป้า 

หมายหนึ่งชิน้หรือเซลล์เดียว ด้วยเทคนิค PCR น                น น DNA  ำ        น   

       น ใ     นล้านชิน้ในหลอดทดลองโดยใช้เวลาไมน่าน  

ทฤษฏีการเพิ่มจ านวนชิน้ DNA            PCR 

 ปัจจยัท่ีส าคญัของการท า PCR                                         น องยีนหรือชิน้ 

DNA    น                  น น  พ่ือท่ีจะสามารถสร้างสายนิวคลีโอไทด์สายเดี่ยวขนาดประมาณ 

20-30               น        น         (oligonucleotide primer) จ านวน 2    น โดยไพรเมอร์แต่

ละชนิดจะมีล าดบัเบสเป็นคูส่มกบั DNA ต้นแบบแตล่ะเส้น แตล่ะต าแหน่งการจับคู่จะอยู่ด้านข้าง 

(flanking) ของชิน้ DNA เป้าหมายท่ีต้องการเพ่ิมจ านวน นั่นคือขนาดและต าแหน่งของ DNA 

เป้าหมายสามารถก าหนดได้โดยการก าหนดลกัษณะและต าแหน่งของไพรเมอร์ทัง้สอง นอกจากนี ้

PCR ยงัต้องมีเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งทนต่อความร้อน (thermostable) เป็นตวัช่วยสร้าง

สาย DNA ใหม ่โดยท่ีเอนไซม์ DNA polymerase ท่ีนิยมใช้สกดัได้จากแบคทีเรียท่ีเติบโตได้ในน า้พุ
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ร้อน แบคทีเรียชนิดนีม้ีช่ือเรียกวา่ Thermus aquaticus จึงเรียกเอนไซม์นีว้า่ Taq polymerase ซึ่ง

ต้องการใช้ Mg2+ เป็นปัจจัยร่วม และนอกจากนีก้ารท า PCR ยังต้องการนิวคลีโอไทด์ทัง้ 4 ชนิด 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)    น         น แ               น         ใ           

ใน               

 ปฏิกิริยา PCR    น               น        l      น   DNA      ยีน           
           น น แ                 น                          ใ  ใน          
แ   น    ใน         PCR m  hin                       น  แ                 ใ        
                        ปริมาณชิน้ DNA ท่ีเกิดขึน้ในแต่ละรอบของ PCR จะประมาณเท่ากับ
ตวัเลข 2n เมื่อ n คือ จ านวนรอบของ PCR ซึ่งแ    รอบของ PCR น  น          ขัน้ตอนย่อย 3 
   น  น         น   

1. Denaturation    น  นน     น                               DNA 

   ใ         น    น   ใ            95ºC เพ่ือให้ DNA สายเดี่ยวท่ีเกิดขึน้เป็น

แมแ่บบท่ีสายไพรเมอร์จะเข้ามาเกาะได้ในขัน้ตอนตอ่ไป 

2. Annealing    น   น  น                            DNA แ  แ  ทัง้สองเส้น ซึ่งจะ

เกิดขึน้ได้เมื่อลดอณุหภมูิของระบบลงมาท่ีประมาณ 55 ºC อาจมากหรือน้อยกวา่นีไ้ด้ 

ขึน้อยู่กบัความยาวและจ านวนเบส G และ C (GC content) ของไพรเมอร์ สาย DNA 

แ  แ  ทัง้สองสายก็สามารถกลับเข้ามาจับคู่กันได้ (reanneal) แ   น        

           น                   สาย DNA แ  แ   และมีปริมาณมากกว่ามาก จึง

จบัคูก่บัสาย DNA แ  แ        น                แ น        น        น       ไพร

เมอร์กบั DNA แ  แ   

3. Extension เป็นขัน้ตอนการตอ่เติมนิวคลีโอไทด์ท่ีเข้าคูก่ันกับสาย DNA ต้นแบบ โดย

เร่ิมจากนิวคลีโอไทด์ตวัแรกท่ีอยู่ถดัจากปลาย 3´ ของไพรเมอร์ทัง้สองออกไปขัน้ตอน

นีเ้กิดขึน้โดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งจะท าให้ได้ DNA 

   ใ   สร้างจากทิศ 5´ ไป 3´หลังจากปล่อยให้เอนไซม์ท างานได้ช่วงเวลาหนึ่ง 

ปฏิกิริยา PCR จะวนกลับไปเร่ิมต้นท่ีขัน้ตอนแรกใหม่ และท าซ า้ๆกันไปอย่างนี ้

ประมาณ 30-40 รอบก็จะได้ชิน้ DNA ท่ีต้องการศกึษาในจ านวนท่ีมากพอ 
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ภาพท่ี 1  ขัน้ตอนการท า PCR 

 

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

อนุกรมวิธานของเชือ้ Human Enterovirus  

 เชือ้ Human enterovirus (HEV) จัดอยู่ใน Family Picornaviridae ซึ่งก่อโรค

ส าคญัหลายชนิดทัง้ในคนและสตัว์ ไวรัสใน Family Picornaviridae มีสมาชิกประมาณ 285 ชนิด 

ประกอบด้วย 14 genus[14] -  [15] ดงัตารางแสดงท่ี 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gene of Interest 

3´Genomic Primer 
5´Genomic Primer 

Repeat  
 
cycles Cycle 2 

Cycle 1 
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ตารางท่ี 2 Genus           ใน          Picornaviridae และ natural hosts[14] -  [15]   
 

No.      Genus      Natural host 
1.      Enterovirus      มนษุย์ 

     Macaque 
     Sooty mangabey 
     ลงิ (Yellow baboon) 
     ววั, ควาย (cattle) 
     หม ู(swine) 

2.      Hepatovirus      มนษุย์ 
3.      Parechovirus      มนษุย์ 

     หน ู(rodent) 
4.      Kobuvirus      มนษุย์ 

     ววั, ควาย (cattle) 
     หม ู(swine) 

5.      Cardiovirus      หน ู(rodent) 
     กระรอก (squirrel) 
     มนษุย์ 

6.      Cosavirus      มนษุย์ 
7.      Aphtovirus      ววั, ควาย (cattle) 

     หม ู(swine) 
     แพะ (goat) 
     แกะ (sheep) 

8.      Erbovirus      ม้า (Horse) 
9.      Teschovirus      หม ู(swine) 

10.      Sapelovirus      ลงิ (monkey) 
     เป็ด (duck) 
     หม ู(swine) 

11.      Senecavirus      หน ู(rodent) 
12.      Tremovirus      ไก่ (chicken) 
13.      Avihepatovirus      เป็ด (duck) 
14.      Seal picornavirus      แมวน า้ (seal) 
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 โดย HEV-71 และ CV-A16 จัดเป็นสมาชิกใน genus Enterovirus เป็นกลุ่มไวรัสขนาด

ใหญ่ประมาณ 102 serotypes โดยเชือ้ HEV-71 ถูกเพาะเลีย้งได้ครัง้แรกในปี ค.ศ. 1969 จาก

การศึกษาของ Schmidt แ     โดยการน าตัวอย่างอุจจาระจากผู้ ป่วยเด็กอายุ 9     น 

          น   สมองอักเสบ (encephalitis) ในแคลิฟอร์เนีย (California) จากการวิเคราะห์

ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (phylogenetic analysis) พบวา่ HEV-71 เกิดแยกมาจาก CV-A16 

พบครัง้แรกในปี ค.ศ. 1951[16] 

ลักษณะทั่วไปของเชือ้ Human enterovirus 

 ไวรัส Family Picornaviridae มีขนาดเล็กประมาณ 30 นาโนเมตร อนุภาคของไวรัสเป็น

รูปทรงกลมหลายเหลี่ยม (Icosahedral structure) จากการท่ีเชือ้ไวรัส HEV ไมม่ี envelope พบว่า

ท าให้มีความเสถียร (stability) ท าให้มีบริเวณท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญอยู่ในระบบทางเดินอาหาร 

 น       เจริญได้ดีท่ีอณุหภมูิเฉล่ีย 37ºC และอยู่รอดได้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลาหลายวนั [17] [18] 

เชือ้ไวรัส HEV ทนต่อสารละลายอินทรีย์ (organic solvent) เช่น ether และ chloroform, ทนต่อ

แอลกอฮอล์และทนต่อการถูกแช่แข็ง แต่สามารถถูกท าลายได้ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 56ºC, 

chlorination, formaldehyde และ รังสี UV (ultraviolet irradiation) [19] ภายในอนุภาคบรรจุด้วย

สารพันธุกรรมชนิด RNA เส้นตรงสายเดี่ยว ท่ีมี polarity เป็นบวก (positive single stranded 

RNA) คือ มีคุณสมบัติสามารถท าหน้าท่ีเป็น mRNA ท่ีสร้างโปรตีนได้ สารพันธุกรรมมีขนาด

ประมาณ 7.4 กิโลเบส ลกัษณะจีโนมของ picornavirus มีเพียงหนึ่ง open reading frame (ORF) 

และจะสร้างโปรตีนออกมาขนาดยาวตลอดสารพนัธกุรรมนัน้ได้เพียงเส้นเดียว (polyprotein) โดย

โปรตีนมีขนาดประมาณ 250 kDa โปรตีนเส้นนีต้อ่มาจะถกูเอนไซม์ย่อยให้เป็นโปรตีนขนาดต่างๆ

ทัง้หมด 11 ชนิดตอ่ไป[20] จีโนมของไวรัสแสดงดงัภาพ 

 

 
ภาพท่ี 2 จีโนมของไวรัสมี 1 ORF ประกอบด้วย 5'UTR แ   3'UTR 

 

P1 P2 P3 
NON - STRUCTURAL STRUCTURAL 
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(1.) 5'-Untranslated region (5'UTR) 

มีขนาดประมาณ 750 nt ท่ีบริเวณนีพ้บการจัดรูปร่างของ RNA เป็นโครงสร้างทุติยภูมิ 

(secondary structure) อย่างจ าเพาะเจาะจง ได้มีการศึกษาเพ่ือพิสจูน์โครงสร้างนีโ้ดยอาศัย

ความรู้ทางด้านชีวเคมี มีการส่องดูโครงสร้างโดยใช้ electron microscopy พบว่ารูปร่างแบ่ง

ออกเป็น 2                  น   

1.1) Cloverleaf structure 

มีขนาดประมาณ 100 nt             5'UTR ของ enterovirus และ rhinovirus เป็น

บริเวณท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ  replication และ translation ของไวรัส โดยจับกับโปรตีนไวรัส 

3CD (precursor protein) และจับกับโปรตีนเจ้าบ้าน PCBP (poly(rC)-binding protein) 

ประกอบกนัเป็น ribonucleoprotein complex (RNP)           น        น    RNA r pli  tion 

        และช่วยให้โครงสร้าง cloverleaf เสถียรย่ิงขึน้  นอกจากนีม้ีการศกึษาพบวา่ RNP เป็นตวั

เช่ือมต่อในการเข้าจับบริเวณ 3'UTR ของ RNA โดยจับกับโปรตีนเจ้าบ้าน PABP (poly(A)-

binding protein) ท่ีเกาะอยู่บน polyA tail ของไวรัส[21] 

1.2) Internal ribosome entry site (IRES) 

โดยสว่นมากท่ีปลาย 5' ของ mRNA ของเซลล์จะพบมี 7-methylguanosine (m7G) 

เช่ือมตอ่กบันิวคลีโอไทด์ตวัแรกของสาย RNA ด้วยพนัธะ 5',5' -triphosphate เรียกโครงสร้างนีว้่า 

5' –cap โดยเป็นบริเวณท่ีถกูจดจ าด้วย eIF-4F cap-binding complex เก่ียวข้องกับช่วงแรกของ

กระบวนการ translation  ของเซลล์ แต่ท่ี RNA     pi orn virus                 ในส่วนนี ้

ดงันัน้การเร่ิมกระบวนการ translation ของไวรัสจึงไม่เก่ียวข้องกับ 5' –cap โดยกระบวนการนีจ้ะ

ขึน้กับบริเวณ IRES เป็นบริเวณท่ี ribosome             ส่วนท่ีเป็น IRES น       เร่ิมมีการ

พัฒนาในเซลล์ยูคาริโอตก่อนและต่อมาจึงพบว่ามีในไวรัส เพราะว่ามี host-cell mRNAs 

    น        IRES แ        น    tr nsl tion ไมไ่ด้เก่ียวข้องกบั 5' –cap 

โครงสร้าง IRES     pi orn virus แบ่งออกเป็น 4 ชนิดตาม homology,          

ทตุิยภมูิ และตามคณุสมบตัิอ่ืนๆ ซึ่งไวรัสแตล่ะชนิดก็จะใช้ IRES แ        น  [22] ได้แก่ 

Type I-IRES   : Poliovirus, Rhinovirus, Coxsackievirus และ Enterovirus 

Type II-IRES :  Aphthovirus, Cardivirus, Paraechovirus และ Kobuvirus 
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TypeIII-IRES :  Hepatitis A virus (HAV) 
TypeIV-IRES :  Teschovirus 

 

 
 

 

 

(2.)  Structural region (P1) 

ประกอบด้วยยีนท่ีควบคมุการสร้างโปรตีน capsid 4 ชนิด คือ VP4 (200 nt), VP2 

(800 nt), VP3 (700 nt) และ VP1 (900 nt) ตามล าดบั มีขนาดเฉล่ีย 2600 nt โดยสว่นผิวด้านนอก

ของ capsid        น        น VP  – VP                    น   น น        (protomer) มี

รูปร่างเป็นสามเหลี่ยมด้านเท่า โดยมีโปรตีน VP4 ท่ีมีขนาดเลก็อยู่ด้านในอนภุาคไวรัส จากนัน้เกิด

การเข้ามารวมกนัเป็น 5 protomers เกิดเป็นรูปร่าง pentamer ต่อมา 12 pentamers จึง      

เข้าด้วยกนัเป็น icosahedral capsid[23]  

 

ภาพท่ี 3 โครงสร้างทตุิยภมูิของ IRES ทัง้สี่ชนิดของ picornavirus[22] 
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โปรตีน capsid    น                    VP1 มีหน้าท่ีเป็น neutralization antigenic 

sites และการท า serotyping ของไวรัส จากการศกึษาพบวา่ ท่ีด้าน N-terminal ของ VP1 มีขนาด 

297 กรดอะมิโน จดัเป็น major antigenic sites ของไวรัส ในส่วนนีม้ีการจัดโครงสร้างของโปรตีน

ให้คล้ายร่อง (canyon) บนอนภุาคของไวรัส ซึ่งบริเวณ canyon นีจ้ะถกูจดจ าได้ด้วย neutralizing 

antibody (Ab) ของเจ้าบ้าน และถกูใช้เป็นบริเวณจบักบั receptor เพ่ือเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน[24] 

 

  

 
 

ภาพท่ี 4 ลกัษณะโปรตีน capsid ของ human enterovirus 

 

(A) ลักษณะโครงสร้างของ icosahedral capsid ท่ีมีขนาดประมาณ 30 nm จากรูป 

asymmetry unit เส้นหนาแทนส่วนผิวหน้าของ canyon, เส้นปะรูปวงรีแทนผิวหน้าของ 

binding pocket, รูปวงรีทึบแทนแกนสมมาตร 2-fold axis, รูปสามเหลี่ยมทึบแทนแกน

สมมาตร 3-fold axis และ รูปห้าเหลี่ยมทึบแทนแกนสมมาตร 5-fold axis  

 

(A) 

(B) 
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(B) การจัดเรียงตวัของโปรตีน capsid บนผิวหน้าของอนุภาคไวรัส HEV แต่ละหน่วยย่อย 

(protomer) ของโปรตีน capsid เกิดจากการรวมตวัของส่วนท่ีเป็นโปรตีนโครงสร้างของ

ไวรัส (structural protein) VP1-VP4 โดย VP1-VP3 จะอยู่ด้านผิวหน้าอนุภาค ส่วน VP4 

เป็นโปรตีนท่ีอยู่ภายในอนภุาคไวรัส 

 

(3.) Non-structural region (P2 และ P3) 

 

 
 

ภาพท่ี 5 โปรตีนแตล่ะชนิดในจีโนมและหน้าท่ีหลกัของแตล่ะโปรตีน[62] 

 

ประกอบด้วยยีนควบคมุการสร้างโปรตีนส าคญัท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ polyprotein 

processing และ RNA replication ของไวรัส ส่วน P2 มีขนาด 1,700 nt ประกอบด้วยยีน 2A 

(400 nt), 2B (300 nt) และ 2C (1,000 nt) และส่วน P3 มีขนาด 2,200 nt ประกอบด้วยยีน 3A 

(200 nt), 3B (100 nt), 3C (500 nt) และ 3D (1,400 nt) โปรตีนท่ีได้จากการถอดรหัสของทัง้สอง

สว่นนี ้มีบทบาทส าคญัตอ่การเพ่ิมจ านวนของไวรัสหลายประการ[25] ได้แก่ 

เอนไซม์ 2A (2A protease, 2Apro) 

เป็นโปรตีนท่ีเป็น protease มีบทบาทส าคญัในการตดัโปรตีนสายยาวให้กลายเป็นโปรตีน

หน่วยย่อย (polyprotein cleavage) โดย 2Apro จะตัดโปรตีนบนบริเวณตัดจ าเพาะระหว่าง 
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VP1/2A และเก่ียวข้องกับกระบวนการ RNA replication ของไวรัส ใน Enterovirus และ 

Rhinovirus พบวา่ 2Apro มีบทบาทในการไปยบัยัง้การ translation ของเจ้าบ้าน โดยไปย่อยโปรตีน

ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ translation ของเจ้าบ้าน คือ eIF-4G และชิน้ส่วนท่ีได้จากการย่อยนี ้

พบวา่มีหนึ่งชิน้ไปจบักบั RNA ของไวรัส และช่วยผลกัดนัให้เกิดการ translation ของไวรัส[26]  

นอกจากนีเ้ฉพาะในกลุ่ม Enterovirus พบว่า 2Apro ไปย่อย dystrophin protein ซึ่งเป็น

ปัจจยัส าคญัท าให้เกิด cardiomyopathy และยงัมีการศกึษาพบวา่ 2Apro สามารถเหน่ียวน าให้เกิด

การตายของเซลล์ (cell apoptosis) ผ่าน 2 pathways คือ classical pathway และ autophagy 

pathway[27] [28] 

 

โปรตีน 2B 

เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทไปท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ membrane ของเซลล์เจ้าบ้านท่ี 

ติดเชือ้ไวรัส[29] โปรตีน 2B มีบริเวณท่ีเป็น hydrophobic ซึ่งท าให้สามารถแทรกเข้าสู่ membrane 

ของ Golgi และ ER ของเจ้าบ้านได้ และท าให้เกิดเป็น vesicles ขึน้ เรียก viroporin complex[30] 

สดุท้ายแล้ว complex นีเ้ป็นสาเหตท่ีุท าให้เซลล์เจ้าบ้านแตก (cell lysis) นอกจากนีโ้ปรตีน 2B 

สามารถไปยบัยัง้ secretory pathways ของเซลล์เจ้าบ้านได้[31] 

 

โปรตีน 3A 

เป็น membrane binding protein มีบทบาทไปยับยัง้การหลัง่โปรตีนของเซลล์เจ้าบ้าน 

และเป็นตวักลางในการน าเสนอ membrane proteins ในระหวา่งท่ีมีการติดเชือ้ไวรัส[32] 

 

โปรตีน 3B 

โปรตีน 3B (VPg) เป็นโปรตีนท่ีมีขนาดเล็ก มีขนาดประมาณ 21 – 23 กรดอะมิโน ท า
หน้าท่ีเช่ือมกบัสว่นปลาย 5´-UTR ของจีโนมของ Picornavirus โดยเช่ือมกันด้วยพันธะโคเวเลนต์ 
มีบทบาทในการ replication ของไวรัส จะท าหน้าท่ีเป็น primer ในการสร้าง RNA ทัง้สายบวกและ
สายลบ โดยเกิดจากขบวนการ uridylylation เกิดเป็น VPgpUpU        น     3Dpol เอนไซม์นี ้
จะใช้ adenosine ท่ีอยู่บริเวณ 2C มาเป็นแมแ่บบ ในเซลล์เจ้าบ้านไม่พบขบวนการ uridylylation 
ดงันัน้ จึงน่าจะเป็นเป้าหมายในการรักษาโรคท่ีติดจากเชือ้ไวรัสกลุ่ม Enterovirus โดยอาศยัการ
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เกิด point mutation เพ่ือ                กระ  น   น  ท าให้ไวรัสไม่สามารถเพ่ิมจ านวนตวัเอง 
ได้[33] 

 

เอนไซม์ 3C (3C protease, 3Cpro) 

ท าหน้าท่ีในกระบวนการ co-translational cleavage ของไวรัส และสามารถไปยับยัง้การ 

transcription ของเจ้าบ้านได้ โดยไปย่อย transcription factors อย่างจ าเพาะท่ีบริเวณ Gln – Gly 

ของเจ้าบ้าน ปกติวงจรชีวิตของ picornavirus จะอยู่ในไซโตพลาสซึมของเจ้าบ้าน แต่ 3Cpro 

สามารถเข้าไปย่อย transcription factors ในนิวเคลียสของเจ้าบ้านได้ โดยไปในรูปของ 3CD 

precursor ท่ีมีบริเวณท่ีเป็น nuclear localization signal (NLS) เมื่อเข้าสู่นิวเคลียสแล้วจะเกิด 

autocatalytic แยก 3Cpro ออกมา[34] 

 

เอนไซม์ RNA-dependent RNA polymerase (RdRp, 3Dpol)  

เป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัในกระบวนการ replication ของไวรัส[35] 

 

(4.)  3'-Untranslated region (3'UTR) 

มีขนาดเล็กประมาณ 75 – 100 nt ขนาดจะแตกต่างกันไปใน picornavirus แต่ละชนิด 

พบวา่บริเวณนี ้RNA มีการจดัเป็นโครงสร้างทตุิยภมูิขนาดเล็ก ประกอบด้วย 2 stem loops คือ X 

และ Y โดยทัง้สองบริเวณนีจ้ะเป็นสว่นท่ี conserved และมีขนาด 8 nt และ 12 nt ตามล าดบั แต่

อย่างไรก็ตามหน้าท่ีของ stem loops นีย้ังไม่ทราบแน่ชัด เช่ือว่าน่าจะท าหน้าท่ีเป็น recognition 

motif เพ่ือใช้ในการเกิดปฏิสมัพันธ์ระหว่างโครงสร้าง stem loops กับบริเวณอ่ืนๆบนจีโนมของ

ไวรัส[36]  

การมี poly(A) tail คล้ายกบัใน mRNA ของยคูาริโอต โดย poly(A) tail ในจีโนมของไวรัส

นัน้ ถกูก าหนดด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์บนจีโนม และมีต าแหน่งอยู่ท่ีบริเวณ X domain เมื่อมีการ

ถอดรหัสจาก sense RNA เป็น antisense RNA ล าดบั 3'-poly(A) tract จะถูกเปลี่ยนเป็น 5'-

poly(U) tract และในระหว่างการเกิด replication สาย poly(A) ท าหน้าท่ีเป็น reciprocal 

template ให้กบัการสร้าง RNA สายใหม ่บทบาทของ poly(A) tail ในไวรัสยงัไมท่ราบหน้าท่ีแน่ชัด 
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แต่เช่ือว่าหน้าจะมีหน้าท่ีคล้ายคลึงกับหน้าท่ีของ poly(A) tail ใน mRNA ของยูคาริโอต และมี

ความส าคญักับกระบวนการ replication ของไวรัส โดย poly(A) tail ใน mRNA ของยูคาริโอต

ไมไ่ด้ถกูก าหนดด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์บนยีนของเซลล์ยูคาริโอต แต่ได้รับมาจากขัน้ตอน mRNA 

processing เพ่ือป้องกนัไมใ่ห้ปลายสาย mRNA โดนท าลายจากเอนไซม์ endonuclease และช่วย

รักษาข้อมูลพันธุกรรมของเซลล์ต้นแบบ นอกจากนีย้ังท าหน้าท่ีเสมือน cellular signal ช่วย

ล าเลียงสาย mRNA ออกมายงัไซโตพลาสซมึ และยงัมีความเก่ียวข้องกบักระบวนการ translation 

ด้วย[37] - [38] 

 

 

                    
 

ภาพท่ี 6 โครงสร้างของ 3'UTR ของ enterovirus (A) โครงสร้างทตุิยภมูิแสดงแตล่ะ 
domains X, Y และ (B) three-dimensional model ของ 3'UTR ของ coxsackievirus 
B3[63] 

 

วงจรชีวิตและการเพิ่มจ านวนของเชือ้ Human Enterovirus 

 ในการศึกษากระบวนการเพ่ิมจ านวนของไวรัสมีประโยชน์ช่วยให้เข้าใจพืน้ฐานระดับ

โมเลกลุของไวรัสและท าให้เกิดความเข้าใจด้านการพัฒนายารักษาโรค เพ่ือยับยัง้การเจริญเพ่ิม

จ านวนของไวรัส การท่ีไวรัสจะไปสมัผสัและยึดกบัผนงัเซลล์เจ้าบ้านได้นัน้ จะต้องมีตวัจับเกาะซึ่ง

จ าเพาะกบัตวัรับ (receptor) มีการแยกตวัรับในมนุษย์ท่ีจ าเพาะกับ HEV-71 หลายชนิดด้วยกัน 

ได้แก่ 

(A) (B) 
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 [1] Human scavenger receptor class B, member 2 (SCARB2) มีหน้าท่ีเก่ียวข้องกับ

การน า lipoprotein เข้าและ cholesterol ออกจากเซลล์ พบการแสดงออกเป็นจ านวนมากใน

อวยัวะและเซลล์ท่ีแตกตา่งกนั เช่น ตบั, ม้าม, osteoblast, macrophage และท่ีส าคญัคือพบได้ท่ี

สมอง และ SCARB2 พบวา่เป็น receptor ของ HEV-71 ทัง้ 3 genotype (A-C)[39] 

 [2] Human P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1 / CD162] พบมากอยู่บน 

leukocyte รวมทัง้ท่ี dendritic cell และ tissue macrophage (เช่นท่ีพบในตบั, ปอด, ล าไส้ และ 

Langerhans cell ในผิวหนงั) มีรายงานการศึกษา CD162 ท่ีพบบน macrophage ใน lymphoid 

tissue ท่ีอยู่ในระบบทางเดินอาหาร เป็นบริเวณหลกัท่ีไวรัสใช้ในการเพ่ิมจ านวนหลงัจากติดเชือ้ 

และเมื่อเกิดการติดเชือ้จะไปกระตุ้น Langerhans cell ในผิวหนัง จึงท าให้เกิดการอกัเสบของ

ผิวหนงัท่ีบริเวณมือ เท้า และปาก นอกจากนีพ้บว่า ด้าน N´-terminal ของ CD162 เป็นบริเวณท่ี

ส าคญัท่ีเกิด interaction กบั HEV-71[40] 

 [3] dendritic-cell-specific intercellular adhesion-molecule-3-grabbing non-

integrin (DC-SIGN / CD209) พบบน dendritic cell และมีรายงานพบว่าการติดเชือ้ลดลง

มากกวา่ 50% เมื่อมีการยบัยัง้ DC-SIGN ด้วย anti-DC-SIGN antibody[41] 

กระบวนการเพ่ิมจ านวนของไวรัสเกิดขึน้ภายในไซโตพลาสมของเซลล์เจ้าบ้าน ในขัน้ตอน

แรกอนุภาค HEV จะเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านโดยจับเกาะกับตัวรับ  (receptor) ท่ีผิวเซลล์ ซึ่งจะ

เหน่ียวน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน capsid ผ่านกระบวนการ decapsidation 

หรือ uncoating โดยอาศัยสภาวะท่ีเซลล์บริเวณนัน้มีค่า pH ต ่า ซึ่งเป็นผลมาจากการเกิด 

acidification ภายใน endosome เมื่อโปรตีน capsid สลายไปแล้วจึงเกิดการปลอ่ยสารพนัธกุรรม

เข้ามาในไซโตพลาสมของเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งกลไกนีย้งัไมเ่ป็นท่ีทราบแน่ชดั 
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ภาพท่ี 7  กระบวนการ replication ของเชือ้ HEV ในเซลล์เจ้าบ้าน[64] 

 

 เมื่อสารพันธุกรรมถูกปล่อยเข้าสู่ไซโตพลาสมแล้ว โปรตีน VPg (3B) ท่ียึดเกาะท่ีด้าน

ปลาย 5´ ด้วยพันธะโคเวเลนต์จะถูกตัดออกจากจีโนมโดยอาศัยเอนไซม์ของเจ้าบ้าน สาร

พนัธกุรรมจะท าหน้าท่ีเปรียบเสมือน mRNA โดยจะถูกแปลรหัสเพ่ือสร้างโปรตีนต่างๆท่ีเก่ียวข้อง

กับการเพ่ิมจ านวนของไวรัส (polyprotein processing) จะสร้างโปรตีนออกมาขนาดยาวตลอด

สารพนัธกุรรมนัน้ได้เพียงเส้นเดียว (polyprotein) โดยโปรตีนมีขนาดประมาณ 250 kDa โปรตีน

เส้นนีต้อ่มาจะถกูเอนไซม์ protease ท่ีไวรัสสร้างขึน้เองย่อยให้เป็นโปรตีนขนาดตา่งๆ ซึ่งเอนไซม์ท่ี

เก่ียวข้องมี 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ 2Apro จะตดัโปรตีนบนบริเวณตดัจ าเพาะระหว่าง VP1/2A และ 

เอนไซม์ 3Cpro ตดัโปรตีนบนบริเวณตดัจ าเพาะระหวา่ง 2C/3A จากนัน้จึงเกิดการตกแตง่โปรตีนแต่

ละส่วนให้ได้ขนาดตามท่ีต้องการ (proteolytic processing) หลังจากการสร้างโปรตีนเสร็จ

สมบรูณ์ จึงจะเร่ิมมีการสร้าง RNA สายลบเพ่ิมมากขึน้เพ่ือท าหน้าท่ีเป็นแมแ่บบในการสร้าง RNA 

สายบวกซึ่งเป็นสารพนัธกุรรมของไวรัส ในขัน้ตอนการสร้าง RNA ทัง้สายบวกและสายลบนัน้ เร่ิม

จากการรวมตวักันเป็น complex     viral RNA, PCBP (โปรตีนของเจ้าบ้าน) และ 3CD (viral 
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precursor protein)[42]           cloverleaf ของ 5´-UTR โดย complex น  จะ interact    โปรตีน 

PABP1           น                  pol  A    น 3´-UTR ของจีโนมไวรัส และมีโปรตีน VPg 

    น        น prim r       น   สร้าง RNA น  [43] 

เมื่อได้โปรตีนท่ีจะเป็นโครงสร้างของอนภุาคไวรัส และเอนไซม์ต่างๆท่ีสมบูรณ์แล้ว จึงจะ

เร่ิมสร้างสาย anti-genomic RNA ซึ่งจะเป็นต้นแบบในการสร้างสายสารพนัธกุรรมของไวรัสต่อไป 

(genomic RNA) โดยสารพนัธุกรรมจะถูกสร้างจากเอนไซม์ของไวรัส คือ viral RNA-dependent 

RNA polymerase (3D) สารพนัธกุรรมท่ีสร้างใหมนี่ส้ว่นหนึ่งท าหน้าท่ีในการสร้างโปรตีนสายยาว

ต่อไปและส่วนหนึ่งจะถูกรวบรวมบรรจุภายใน  capsid ในการประกอบขึน้เป็น icosahedral 

capsid นัน้เร่ิมจาก 5 หน่วยย่อยของโปรตีน (VP1-VP4) มาประกอบรวมกันเป็น pentamer 

จากนัน้โปรตีน 12 pentamers จึงรวมกันเป็นโครงสร้าง procapsid จากนัน้สารพันธุกรรมของ

ไวรัสจะถกูบรรจเุข้าในโปรตีน procapsid โดยอาศยัการท างานของโปรตีน VPg ท าหน้าท่ียึดปลาย 

5' ของสารพนัธกุรรมกบัผิวด้านในของ procapsid จากนัน้อนุภาคของไวรัสจะถูกปลดปล่อยออก

จากเซลล์โดยการย่อย cell membrane ของเซลล์เจ้าบ้าน ส่งผลท าให้เซลล์เจ้าบ้านแตก (cell 

lysis)[44] 

การท่ีเชือ้ HEV-71 มี mutation และวิวฒันาการอย่างรวดเร็วนัน้ เน่ืองจากเอนไซม์ 3Dpro 

ไมม่ี proofreading activity จึงสง่ผลให้เอนไซม์มีการเติมเบสท่ีผิดเข้าไปในสารพนัธกุรรมประมาณ 

1 หรือ 2 เบสทุกๆ 1 genome copy ในส่วนของ VP1 gene มีการค านวณค่า evolution rate 

เท่ากับ 4.2-4.6x10-3 nucleotide substitutions per site per year และในระหว่างการเกิด

กระบวนการ replication ถ้าหากเซลล์เจ้าบ้านหนึ่งถูกรุกรานด้วย HEV ต่างสายพันธุ์พร้อมกัน 

อาจท าให้เกิดการแลกเปลี่ยนบางส่วนของ RNA ระหว่างกันได้ ท่ีเรียกว่า recombination โดยใน 

HEV-71  พบการเกิด recombination ได้หลายรูปแบบ ได้แก่ intratypic (HEV-71 กับ HEV-71), 

intertypic มีรายงานพบระหวา่ง HEV-71 กบั CV-A16, HEV-71 กบั CA-8 และ point mutation[7] 
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ลักษณะอาการทางคลินิกและการรักษา 

 การติดเชือ้ไวรัสในกลุ่ม Picornavirus    น               ในเด็ก ในอดีตพบการ

ระบาดท่ีส าคญัของไวรัสบางตวัในกลุ่มนีก้่อนท่ีจะมีการผลิตวคัซีน เช่น โรค poliomyelitis ท่ีเกิด

จาก poliovirus ปัจจุบันจัดอยู่ใน Enterovirus การติดเชือ้ Enterovirus ส่วนมากมักไม่แสดง

อาการดงันัน้จึงควบคมุการแพร่กระจายของเชือ้ไวรัสได้ยาก อาการท่ีเกิดจากการติดเชือ้ในกลุ่ม 

Enterovirus              แ   

[1]      แ                : กล้ามเนือ้อ่อนแรง (acute flaccid paralysis), เย่ือ

หุ้มสมองอกัเสบ (aseptic meningitis), สมองและไขสนัหลงัอกัเสบ (meningoencephalitis) 

[2] respiratory infection: มือ เท้า ปาก (HFMD), แผลในปาก (Herpangina) 

[3] eye infection: เย่ือบตุาขาวอกัเสบ (acute haemorrhagic conjunctivitis), 

[4] cardiovascular infection: เย่ือหุ้มหวัใจอกัเสบ (pericarditis), กล้ามเนือ้หวัใจอกัเสบ 

(myocarditis) 

โรคมือ เท้า ปาก (HFMD) เป็นโรคท่ีพบได้บ่อยในเด็กเล็กท่ีมีอายุต ่ากว่า 10    เมื่อไวรัส

เข้าสู่ร่างกายจะมีระยะฟักตัว (incubation period)        3 –     น ผู้ ป่วยจึงแสดงอาการ

เร่ิมต้น คือ มกัมีอาการไข้ จากนัน้ 1 – 2 วนั มีผื่นเป็นลกัษณะตุ่มน า้ใส หรือเม็ดแดงๆ (papulo-

vesicular rash)                      บางครัง้อาจพบได้ตามล าตวั แขน ขา หรือ ก้น แผลท่ีพบใน

ปากจะเป็นแผลเป่ือย กระจายท่ีลิน้ เหงือก กระพุ้ งแก้ม และเพดาน อาการโดยทั่วไปจะไม่รุนแรง

จะหายได้เองใน 5 – 7   น น           HEV-7  แ   CV-A16      น            น  แ              

ไวรัสอ่ืนๆในกลุม่ Enterovirus ได้แก่ CA-4-7, A9, A10, A24, B2-B5 เป็นต้น โดยลกัษณะอาการ

ของผู้ป่วยท่ีเกิดจากการติดเชือ้ไวรัสเหลา่นีไ้มแ่ตกตา่งกนั[45] 

ผู้ป่วยท่ีเป็นโรค HFMD ท่ีมีอาการรุนแรงและเสียชีวิตพบวา่มีสาเหตเุกิดจากเชือ้ HEV-71 

ปัจจยัเสี่ยงตอ่การพบภาวะแทรกซ้อนท่ีรุนแรง คือ ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอายุน้อย โดยเฉพาะท่ีมีอายุ

น้อยกวา่ 5 ปี, มีไข้สงูมากกวา่ 39ºC และนานเกิน 3 วนั และอาเจียนรุนแรงไมส่ามารถรับประทาน

อาหารได้[46] โดยภาวะแทรกซ้อนแบ่งออกเป็นทางระบบประสาท (neurological) และระบบปอด

และหวัใจ (cardiopulmonary) ไมพ่บวา่ความรุนแรงของเชือ้ท่ีเกิดขึน้มีความจ าเพาะกับสายพันธุ์

ของเชือ้ HEV-71 ผู้ ป่วยท่ีมีอาการรุนแรงส่วนมากพบในเด็กท่ีมีอายุต ่ากว่า 5 ปี [47]      แ    
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             ท่ีพบได้บ่อยได้แก่ เย่ือหุ้มสมองอกัเสบ (aseptic meningitis), กล้ามเนือ้อ่อน

แรง (acute flaccid paralysis), ก้านสมองอกัเสบ (brainstem encephalitis) หรือ สมองน้อย

อกัเสบ (cerebellitis)          ๆเหลา่นีจ้ะพบได้แตกตา่งกนัในแตล่ะพืน้ท่ีการระบาด โดยผู้ ป่วย

จะเร่ิมมีอาการรุนแรงเหลา่นี ้2 – 5 วนัหลงัจากเร่ิมมีอาการไข้ ช่วงปี ค.ศ. 1998 – 2005 รวมเป็น

ระยะเวลา 8 ปี พบวา่มีอตัราผู้ปวยท่ีเสียชีวิตเน่ืองจากการติดเชือ้ในกลุ่ม Enterovirus โดยเฉพาะ 

HEV-71 ท่ีเป็นสาเหตหุลกัอยู่ในช่วง 10.0 – 25.7%[48] 

ในรายท่ีพบภาวะแทรกซ้อนระบบปอดและหวัใจพบวา่มีอตัราการเสียชีวิตสงู ส่วนสาเหตุ

ของภาวะนีจ้ากการศกึษาก่อนหน้านี ้คาดวา่ สาเหตมุาจากความผิดปกติของก้านสมอง เน่ืองจาก

เมื่อได้มีการตรวจหาเอนไซม์จากกล้ามเนือ้หวัใจในผู้ป่วยพบวา่ไมส่งูผิดปกติ แต่พบความผิดปกติ

ของก้านสมองและไขสันหลงัในผู้ ป่วย ยังมีข้อมลูสนับสนุนจากผลการตรวจ autophy       

      แ              น    แ      น     แต่ไม่พบการอักเสบหรือมีเม็ดเลือดขาวชนิด 

lymphocyte จ านวนมากผิดปกติในกล้ามเนือ้หัวใจ จึงเช่ือว่าภาวะปอดบวมน า้ (pulmonary 

edema) และการท างานของระบบหวัใจและปอดล้มเหลวไมน่่าจะเกิดจากกล้ามเนือ้หัวใจอกัเสบ 

(viral myocarditis) แตเ่กิดจากระบบประสาทผิดปกติจากการมีการเพ่ิมการไหลออกของน า้จาก

เส้นเลือดปอดและไปเพ่ิมความดนัในเส้นเลือดปอดจากระบบประสาทอตัโนมตัิ sympathetic ถูก

กระตุ้นร่วมกบัการเพ่ิมขึน้ของ catecholamine[49] 

ในปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนและยาต้านไวรัสท่ีมีประสิทธิภาพเพียงพอท่ีจะมาท าลายเชือ้ 

HEV-71 นีไ้ด้ ดงันัน้ การรักษาจึงมีวตัถปุระสงค์เพ่ือท่ีจะบรรเทาอาการของผู้ ป่วยเท่านัน้ ยาต้าน

ไวรัส HEV-71 สว่นมากอยู่ในระหวา่งการพฒันา ได้แก่  

[1] Pleconaril ยาชนิดนีจ้ะไป stabilize      น   psi          และขัดขวาง

กระบวนการ uncoating            ใ            น      เข้า         หลงัจากท่ีมีการระบาดของ 

HEV-71 ท่ี Taiwan ใน   ค.ศ. 1998 มีรายงานการน า Pleconaril มาศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้ง ผลท่ี

ได้คือไมส่ามารถยบัยัง้การเพ่ิมจ านวนของไวรัสได้ เน่ืองจากพบการเกิด cytopathic effect (CPE) 

   นในเซลล์เพาะเลีย้ง[50] 

[2] Rupintrivir ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 3C protease 

[3] Enviroxime ยบัยัง้โปรตีน 3A 
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[4] Ribavirin เป็นยาต้านไวรัสท่ีใช้อย่างกว้างขวางในการรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้

ไวรัส เช่น การติดเชือ้ไวรัส hepatitis C น    ใ          interferon-α และการติดเชือ้ RSV ท่ี

รุนแรง หลายการศึกษารายงานว่า กลไลหลกัของ Ribavirin ท าให้เกิด lethal mutagenesis ใน

ระหวา่งท่ีไวรัสมีการเพ่ิมจ านวน ส าหรับเชือ้ HEV-71 นัน้ พบว่า Ribavirin ยับยัง้เชือ้ไวรัสนีไ้ด้ใน 

RD cell และพบว่าป้องกันการเกิดกล้ามเนือ้อ่อนแรงและการตายได้ในหนูทดลอง [51] เน่ืองจาก

ความรุนแรงของโรคท่ีเกิดขึน้จะพบได้เฉพาะในเด็ก จึงควรมีการพัฒนายาต้านไวรัสท่ีมี

ประสิทธิภาพเพ่ือน ามาป้องกันและลดอตัราการตายเน่ืองจากการติดเชือ้ไวรัสชนิดนีใ้นอนาคต

ตอ่ไป 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจยั 
รูปแบบการวจัิย 

 การวิจัยนีเ้ป็นการวิจัยเชิงพรรณนา (descriptive research) ได้ผ่านการพิจารณาจาก
คณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Faculty of Medicine, 
Chulalongkorn University Ethics Committee) แล้ว 

ประชากร 

ตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษาวิจยันี ้เป็นตวัอย่าง stool, rectal swab และ vesicle fluid ซึ่งมี

การเก็บสิ่งส่งตรวจโดยผู้ เช่ียวชาญ เพ่ือการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรคมือ เท้า ปาก โดยกลุ่ม

ตวัอย่างส าหรับการศึกษาคือ ผู้ ป่วยเด็กซึ่งป่วยเป็นโรคมือ เท้า ปาก และเข้ารับการรักษาจาก

โรงพยาบาลทัง้หมด 2 แห่ง ได้แก่ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และโรงพยาบาลบางปะกอก 9 

อินเตอร์เนชั่นแนล ตัง้แต่ธันวาคม 2009 ถึงธันวาคม 2010  ซึ่งจะต้องได้รับการยินยอมจาก

ผู้ปกครองของผู้ป่วยก่อนแล้ว 

การค านวณขนาดประชากรศึกษา 

 ในการค านวณขนาดตวัอย่างเพ่ือศึกษาระบาดวิทยาของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ใน

ประเทศไทย ได้อาศยัข้อมลูการระบาดของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ในภมูิภาคอ่ืนท่ีรายงานใน

ฐานข้อมลูเป็นข้อมลูเปรียบเทียบ พบวา่ การระบาดในภมูิภาคเอเชียนัน้มีคา่เฉล่ียเท่ากบั 49% 

สตูรการค านวณ ;    n     =  Z2PQ 
 

โดย        คา่ Z ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (confident interval (CI)) ท่ี 95% = 1.96  

คา่ d คือ ความคลาดเคลื่อน ก าหนดให้เท่ากบั 20 % ของอตัราการระบาดของ

เชือ้ HEV-71 และ CV-A16ในกลุม่ประชากรตวัอย่าง   

                    P  =  คา่เฉล่ียของอตัราการตรวจ HEV-71 และ CV-A16ในภมูิภาคเอเชีย = 49% 

  Q  =  1 – P   

 
 แทนคา่ลงในสตูร ;  n     =     (1.96)2 * (0.49) * (1-0.49) =     99.96 
 

 

((20/100) * 0.49)2 

d2 
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ดงันัน้ ต้องท าการศกึษาจากตวัอย่างในประเทศไทยจ านวนอย่างน้อย      100     ตวัอย่าง 
 

 ในการศึกษาวิจัยนีม้ีตวัอย่าง stool, rectal swab และ vesicle fluid ท่ีเก็บได้จากกลุ่ม

ประชากรศกึษาทัง้หมด 50 ตวัอย่าง เน่ืองจากกลุ่มประชากรศึกษานัน้หาได้ยากในประเทศไทย 

และเมื่อน ามาค านวณหาคา่ความชกุแล้วพบวา่ มีคา่ใกล้เคียงกบัผลการศึกษาก่อนหน้านี ้จึงสรุป

ได้ว่าจากจ านวนตวัอย่างท่ีมีนัน้ สามารถใช้เป็นตวัแทนของการศึกษาการระบาดวิทยาของเชือ้ 

HEV-71 แ   CV-A16 ใน                   ใ       ศกึษาท่ีน่าเช่ือถือได้ 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวจิัย 

1. Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 

2. Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1 – 2 µl), P10 (0.5 - 10 µl), P20 (5 – 20 

µl), P100 (20 – 100 µl), P1000 (100 - 1000 µl) (Eppendorf, Germany) 

3. Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 

4. Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 

5. Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 

6. Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

7. Eppendorf Mastercycler personal (Hamberg, Germany) 

8. Freezer -20ºC (Sanyo, Japan) 

9. Freezer -70ºC (Forma Scientific, USA) 

10. Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

11. Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGEN, USA) 

12. Microcentrifuge 0.2 ml (AxyGEN, USA) 

13. Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay,  USA) 

14. Parafilm (American Nation Can, USA) 
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15. Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

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

17. Plastic wrap 

18. Polypropylene conical tube: 15 ml, 50 ml (Elkay, Ireland) 

19. Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

20. Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, USA) 

21. Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 

22. Refrigerator 4 ºC (Misubishi, Japan) 

23. Stirring hot plate (Bamstead/ Thermolyne, USA) 

24. Stirring-magnetic bar 

25. Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

26. Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

 

สารเคมีท่ีใช้ในงานวจิัย 

1. 0.1% Phosphate buffer saline 

2. ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega, USA) 

3. Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) (Promega, USA) 

4. Random hexamer (Promega, USA) 

5. Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega, USA) 

6. ImProm-IITM 5X Reaction Buffer (Promega, USA) 

7. Master mix solution ((Eppendorf, Germany) 

8. Distill water (DW) 

9. PCR primer: forward primer (F) และ reverse primer (R) 
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10. MgCl2 (Promega, USA) 

11. Agarose molecular grade (Promega, USA) 

12. 1x Tris borate buffer (1x TBE) 

13. Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 

14. HiYieldTM Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, Taipei, 

Taiwan) 

15. Isopropanol (Sigma, Singapore) 

 

วธีิด าเนินการวจิัย 

การเกบ็ตัวอย่าง 

1. เก็บตัวอย่าง stool, rectal swab และ vesicle fluid จากผู้ ป่วย โดยเก็บลงใน 0.1% 

Phosphate Buffered Saline (PBS) 3 ml  

2. ผสมให้เข้ากนัด้วยการ vortex 15 วินาที แล้วดดูสารละลายตวัอย่างใส่ในหลอด 1.5 ml  

แบ่งให้ได้ประมาณ 3 หลอด จากนัน้เก็บในตู้แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -70ºC 

 
การสกัด RNA โดยการใช้ชุดน า้ยาส าเร็จรูป Viral Nucleic Acid Extraction ของบริษัท 
RBC Bioscience 
 

- น าสารละลายตวัอย่าง  200 µl 

- เติม 400 µl ของ VB buffer แล้วน าไป Vortex  

- Incubate ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

- Transfer the lysate ลงใน spin column 2 ml 

- เติม 500 µl ของ 95% ethanol แล้วน าไป Vortex 

- Centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 60 วินาที 

- ทิง้สว่นของ filtrate 

- เติม 400 µl ของ W1 buffer 
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- Centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 30 วินาที 

- ทิง้สว่นของ filtrate 

- เติม 600 µl ของ Wash buffer (add ethanol) 

- Centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 30 วินาที 

- ทิง้สว่นของ filtrate 

- Centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 3 นาที 

- เปลี่ยน collection tube 

- เติม 50 µl RNAse-free water 

- ตัง้ทิง้ไว้ 3 นาที 

- Centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 3 นาที 

 

การเปล่ียน RNA เป็น cDNA ด้วยวธีิ Reverse Transcription 

1. เติม RNA 5 µl ลงใน Random hexamer 6 µl ผสมให้เข้ากนั 

2. น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 70 ºC เป็นเวลา 5 นาที 

3. น ามาแช่ในน า้แขง็ เป็นเวลา 5 นาที 

4. เติมสารละลาย Reverse Transcription mix 15  µl ท่ีประกอบด้วย 

  Improm II buffer 4.0 µl 
  Improm II RT  1.0 µl 
  10 uM dNTP  2.5 µl 
  RNase inhibitor  1.0 µl 

5. น ามาตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

6. แล้วน าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 42 ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

7. หยดุปฏิกิริยาของเอนไซม์ reverse transcriptase โดยน าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 70 ºC เป็น

เวลา 15 นาที 
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การตรวจสอบผลการสกัด RNA และผลการท า Reverse Transcription 

- ใช้การตรวจสอบด้วยวิธี PCR โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH ซึ่งใช้เป็น 

universal housekeeping gene โดยใช้ปริมาตรของสารต่างๆ, ชนิดของไพรเมอร์ และ

สภาวะท่ีใช้ส าหรับการท า PCR แสดงดงั ตารางท่ี 3-5 ตามล าดบั 

- วิเคราะห์ผลการท า PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel 

ในการแยกหาขนาดของ PCR product ตามท่ีต้องการ เปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp 

DNA Ladder (marker) น าเจลท่ีได้จากการท า electrophoresis มาแช่ในสารละลาย 

ethidium bromide เพ่ือย้อมดแูถบของผลิตภณัฑ์ท่ีต้องการตรวจสอบภายใต้ UV โดย

ขนาดของผลิตภณัฑ์จากการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออก ของยีน GAPDH มี

ขนาดเท่ากบั 500 nt 

 

การเพิ่มจ านวนยีนท่ีจ าเพาะด้วยวธีิ PCR amplification 
 
ส่วนท่ี 1 เพื่อศึกษาการระบาดวทิยาของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ในประเทศไทย 
1. ออกแบบไพรเมอร์เพื่อคัดเลือกยีน VP1 และน า cDNA ท่ีได้มาท า semi-nested PCR 

ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือคัดเลือกยีนสร้างโปรตีน capsid VP1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมี

ความจ าเพาะระหวา่งสายพนัธุ์ HEV-71 และ CV-A16 เพ่ือใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสในตวัอย่าง 

และเพ่ือการจัดจ าแนกสายพันธุ์ในระดบัโมเลกุลของเชือ้  HEV-71 และ CV-A16 โดยใช้ข้อมูล

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ HEV-71 ในส่วน VP1 ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank เป็นล าดับ

อ้างอิงส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ และตรวจสอบผลด้วยการท า BLAST ผ่านทางเว็บไซด์ของ 

NCBI ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า PCR ในรอบท่ี  1 โดยใช้คูไ่พรเมอร์ HEV_F2760/HEV_R3206 มี

ขนาดเท่ากบั 500 nt และผลิตภณัฑ์จากรอบท่ี 2 โดยใช้คู่ไพรเมอร์ HEV_F3029/ HEV_R3206 มี

ขนาดเท่ากับ 200 nt โดยใช้ปริมาตรของสาร, ชนิดของไพรเมอร์ และสภาวะท่ีใช้ส าหรับการท า 

semi-nested PCR แสดงดงัตารางท่ี 3-5 ตามล าดบั 
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ตารางท่ี 3 แสดงปริมาตรของสารตา่งๆ ท่ีใช้ส าหรับการท า PCR  
 

สาร ปริมาตร (µl) 
H2O 6.0 

Master mix 5.0 
Forward primer 0.5 
Reverse primer 0.5 
cDNA Template 2 

 
ตารางท่ี 4 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ส าหรับการท า PCR เพ่ือตรวจหาการแสดงออก
ของยีน GAPDH และการตรวจการติดเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 (VP1) 
 

Prim r’s n m  Sequence (5'         3') Region Position 
GAPDH_F112 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG GAPDH 112 - 131 
GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC GAPDH 603 - 583 

HEV_F2760 ATGGKTATGYWAAYTGGGACAT VP1 2760 - 2782 
HEV_F3029 TTCATGTCRCCWGCSAGTGC VP1 3029 - 3049 
HEV_R3206 CCTGACRTGYTTMATCCTCAT VP1 3185 - 3206 

 

ตารางท่ี 5 แสดงสภาวะท่ีใช้ส าหรบัการท า PCR ของ GAPDH และ semi-nested PCR ในการ
ตรวจหาเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 
 

PCR reaction Temperature 
Time 

Cycle 
GAPDH 

HEV-71 (VP1) 
1st PCR 2nd PCR 

Initial 
denaturation 

95ºC 2 min 2 min 2 min 1 

Denaturation 95ºC 0.45 min 0.45 min 0.45 min 
40 Annealing 55ºC 0.45 min 0.45 min 0.45 min 

Extention 72ºC 1.30 min 1.30 min 1.30 min 
Final Extention 72ºC 7 min 7 min 7 min 1 
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 25ºC 5 min 5 min 5 min 1 

 

 

2. ตรวจสอบผลการท า semi-nested PCR ด้วยวธีิ Agarose Gel Electrophoresis และหา

ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวธีิ direct nucleotide sequencing 

 

 PCR product ท่ีได้น ามาแยกใน 2% agarose gel electrophoresis โดยใช้ 100 

bp 

  DNA ladder เป็น marker เพ่ือตรวจสอบขนาด DNA ท่ีต้องการ ย้อมดแูถบ DNA 

ด้วย สารละลาย ethidium bromide 

 ตดั gel ท่ีมีแถบ DNA ท่ีต้องการ ท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ HiYieldTM Gel/PCR DNA 

Fragments Extraction kit (Bioscience) 

   - แช่ใน DF buffer 500 µl ท่ี 50ºC จนเจลละลาย 

- ดดูใส ่column filter 

- Centrifuge 12,000 g 30 วินาที 

- เทสารละลายทิง้ แล้วเติม wash buffer 600 µl 

- Centrifuge 12,000 g 30 วินาที 

- เทสารละลายทิง้ แล้ว Centrifuge 12,000 g 2 นาที 

    - เติม Elution buffer 30 µl แล้ว Centrifuge 12,000 g 2 นาที 

 น า DNA ท่ีได้จากการท าให้บริสทุธ์ิไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์โดยการท า Direct 

Nucleotide Sequencing (First base laboratories SDN BHD) 

 

ส่วนท่ี 2 เพื่อศกึษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ท่ีตรวจ
พบในกลุ่มตัวอย่าง 

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า genome sequencing ของ HEV-71 และ 

CV-A16 แสดงข้อมลูดงัตารางท่ี 6-7 และสภาวะท่ีเหมาะส าหรับการท า PCR เพ่ือการหาล าดบั    

นิวคลีโอไทด์ของจีโนม แสดงผลสรุปดังตารางท่ี 8 ตรวจสอบผลด้วยวิธี Agarose Gel 
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Electrophoresis และหาล าดบั นิวคลีโอไทด์ด้วยการท า direct nucleotide sequencing โดยส่ง

ตรวจกบับริษัท First base laboratories SDN BHD 

 
ตารางท่ี 6 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับ HEV-71 
   
  
 
 

       
pair Primer’s name Sequence (5'      3') Position region 

1 
HEV71_F1 CTC GGT ACC TTT GTG CGC CTG 62-82 5'UTR -

VP4 HEV71_R1 GGG CGC GTT GGT TTA TCC ACT 1102-1122 

2 
HEV71_ F2 TCC AGA CAA GTT TGC AAA TCC TGT 895-918 

VP2 
HEV71_R2 GGA TCC AGT AAA CAT RAA GGT G 2068-2089 

3 
HEV71_ F3 GGT CTC AGC ACA AGC AGG GA 1933-1953 

VP3 
HEV71_R3 CCG CTA RTG CTA TTA TAT AGG C 2351-2372 

4 
HEV71_ F4 GTC ACC CTT GTV ATA CCA TGG AT 2210-2232 

VP1 
HEV71_R4 AGT CGC GRG AGC TRT CYT CCC 3432-3456 

5 
HEV71_ F5 CCA AAT TAT GCT GGC AAC TCC A 3272-3293 

2A 
HEV71_R5 ACT  ATT TTC TCC TTA AGC CAA TC 4169-4191 

6 
HEV71_ F6 TGC AAY TGY CAR ACA GGR GTG TA 3500-3522 

2B 
HEV71_R6 CGG TGT TTG CTC TTG AAC TGC A 4416-4437 

7 
HEV71_ F7 ATC TTA GGT ATC CCT ATC GCT C 4052-4073 

2C 
HEV71_R7 GAG ATC GCT AAT AGC GTC TGG 5120-5140 

8 
HEV71_ F8 TGT GAC ATT GAA GTG ACA GAC TC 4817-4839 

3ABC 
HEV71_R8 CTA GTR TGA AGA TCA ATA GCC TC 6263-6285 

9 
HEV71_ F9 CAA CAA ARG CDG GRC ART GTG G 5811-5833 

3D 
HEV71_R9 CCT GAR CAV CCW GAG GGC AT 6800-6820 

10 
HEV71_ F10 GCC TTY GAC TAC TCA GGT TAT G 6632-6654 

3'UTR 
HEV71_R10 TTT TTT GCT ATT CTG GTT ATA ACA A 7388-7413 

 
 
 

VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 
5´-UTR 3´-UTR 

F1 

R1 

F2 

R2 

F3 

R3 

F4 

R4 

F5 

R5 

F6 

R6 

F7 

R7 

F8 

R8 

F9 

R9 

F10 

R10 
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ตารางท่ี 7 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับ CV-A16 
 
  
 
 
     

 
pair Primer’s name Sequence (5'      3') Position region 

1 
CA16F1_35 GCC CAC TGG GCG CTA GCA C 35 - 53 5'UTR -

VP4 CA16R1_1200 GGG AAT TTC CAR TAC CAT CCC TT 1178 - 1200 

2 
CA16F2_1381 GTG TGY CCR CAT CAG TGG ATT A 1481 - 1502 

VP2-VP3 
CA16R2_2470 CTG GTC AAT CAT GTC TGC AAT 2450 - 2470 

3 
CA16F3_2270 TTT GAY TAT TAC ACC ACT GGC A 2270 - 2291 

VP1 
CA16R3_3605 CTG GGT ART ACT CAC TAG CTT C 3584 - 3605 

4 
CA16F4_3305 ACW AGT AGR GAC AAR ATA ACA ACA 3305 - 3328 

2A 
CA16R4_4191 ACT  ATT TTC TCC TTA AGC CAA TC 4169 - 4191 

5 
CA16F5_4150 AAT YAG YAA GTT CAT TGA TTG GC 4150 - 4172 

2B-2C 
CA16R5_5127 ATG GCA TCT GGG GCT GGC TT 5108 - 5127 

6 
CA16F6_4697 GAA GAR AAA GGA GTK TCT TTC AC 4697 - 4719 

3ABC 
CA16R6_5720 AGG GCA TGT GCT CWG TGT TGA T 5699 - 5720 

7 
CA16F7_5450 GAC CAA GGM CAY TTC ACT ATG 5450 - 5470 

3D 
CA16R7_6645 CCT GAR TAA TCA AAT GCA AAG AG 6623 - 6645 

8 
CA16F8_6437 AAG ATT AAG AAA GGR AAA TCC CG 6437 - 6459 

3'UTR 
CA16R8_7413 TTT TTT GCT ATT CTG GTT ATA ACA A 7388-7413 

 

 
 
 
 
 
 
 

VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 
5´-UTR 3´-UTR 

F1 

R1 

F2 

R2 

F3 

R3 

F4 

R4 

F5 

R5 

F6 

R6 

F7 

R7 

F8 

R8 
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ตารางท่ี 8 แสดงสภาวะท่ีใช้ส าหรบัการท า PCR  
 

PCR reaction Temperature 
PCR 

Cycle 
1st PCR 2nd PCR 

Initial denaturation 95ºC 2 min 2 min 1 
Denaturation 95ºC 0.45 min 0.45 min 

40 Annealing 50-55ºC 0.45 min 0.45 min 
Extention 72ºC 1.30 min 1.30 min 

Final Extention 72ºC 7 min 7 min 1 
 25ºC 5 min 5 min 1 

 

การเกบ็รวบรวมข้อมูล 

รวบรวมและเก็บบนัทกึข้อมลูบน data sheet เพ่ือน ามาวิเคราะห์ตอ่ไป 

การวเิคราะห์ข้อมูล 
 ในการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการท า PCR และ genome sequencing ทัง้หมดนัน้ใช้

โปรแกรมในการออกแบบและตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ดงัตอ่ไปนี ้

 

 Bioedit เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการคัดเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ เพ่ือการ

ออกแบบไพรเมอร์ โดยการพิจารณาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมาะสมจากการเปรียบเทียบกับล าดบั 

นิวคลีโอไทด์ต้นแบบ โดยใช้โปรแกรมรุ่น 7.0.4.1 

 Oligos เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการกลบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (reverse 

complement) เพ่ือเตรียม reverse primer และค านวณคา่ Tm ของไพรเมอร์ท่ีออกแบบ พร้อมทัง้

ใช้ตรวจสอบโอกาสในการเกิด primer dimer ในเบือ้งต้น 

โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดท่ีได้จากการท า DNA sequencing จะถูกตรวจสอบ

ความถกูต้อง และแก้ไขโดยใช้โปรแกรม ดงัตอ่ไปนี ้
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 Basic local alignment search tool (BLAST) ท าการเปรียบเทียบข้อมลูของ

ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับล าดบันิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล GenBank โดย

ด าเนินการ ผา่นเวบ็ไซด์ของ NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

  Chromas เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการวิเคราะห์ความถูกต้องและความ

น่าเช่ือถือของข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการท า DNA sequencing โดยพิจารณาจากผล

กราฟ chromatogram 

  Molecular Evolution Genetics Analysis version 4.0 หรือ MEGA4 เป็น

โปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการสร้าง phylogenetic tree เพ่ือการจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ HEV-71 และ 

CV-A16 หรือเพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของชดุข้อมลูท่ีท าการตรวจวิเคราะห์ โดยใน

การศึกษานี ้ก าหนดให้ใช้ค่าพารามิเตอร์ดงัต่อไปนี ้Neighbor-joining m tho   Kimur ’s 2-

parameter และคา่ bootstrapping เท่ากบั 1,000 

   ClustalW เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของชดุข้อมลู

ท่ีคดัเลือก (multiple alignment) และเพ่ือการสร้าง phylogenetic tree สามารถท าการวิเคราะห์

ผา่นเวบ็ไซด์ DDBJ (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html) 

ส าหรับโปรแกรมท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการท า genome 

sequencing 

   DNASTAR’s S qm n   nom  Ass mbl  เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการต่อ

ข้อมลูล าดบั      นิวคลีโอไทด์มากกว่า 2 ข้อมลูเข้าด้วยกัน (nucleotide conting assembly) โดย

การพิจารณา ล าดบัเบสและผล chromatogram ท่ีได้ประกอบเพ่ือวิเคราะห์ความน่าเช่ือถือของ

ข้อมลูร่วมด้วย  

   โปรแกรมส าหรับการค านวณค่า %GC content ของข้อมลู coding sequence 

เลือกใช้จากโปรแกรมใน Bioedit หรือผ่านเว็บไซด์ http://www.sciencebuddies.org/science-

fair-projects/project_ideas/ Genom_GC_Calculator.html ค่าท่ีได้จากทัง้สองโปรแกรมนี ้เป็น

คา่ผลรวมของ %GC content และแสดงจ านวนนิวคลีโอไทด์องค์ประกอบทัง้ 4 ชนิด ของข้อมลูท่ี

วิเคราะห์ด้วย ในการพิจารณาความสมัพันธ์ของค่า %GC content ในบริเวณต่างๆบน coding 
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sequence ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ท่ีท าการศึกษานัน้ ก าหนดให้ใช้ค่า window size 

เท่ากบั 600 และ window step เท่ากบั 10 

   Simplot เป็นโปรแกรมท่ีใช้เพ่ือการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงของล าดบันิวคลีโอ

ไทด์ ผลของการวิเคราะห์ท่ีได้แสดงในรูปของกราฟ %similarity ของคู่นิวคลีโอไทด์ท่ีท าการ

เปรียบเทียบสมัพนัธ์กบัต าแหน่งของล าดบันิวคลีโอไทด์นัน้  

 

การวเิคราะห์ข้อมูล 

 

1. วิเคราะห์ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการ (phylogenetic analysis) ในส่วนยีน VP1 ของ

เชือ้ HEV-71 และ CV-A16 สายพนัธุ์ท่ีพบในประเทศไทยทัง้ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบั

กรดอะมิโน เพ่ือน ามาวิเคราะห์ความใกล้เคียงกันระหว่างสายพันธุ์ ท่ีพบในประเทศกับ

ตา่งประเทศ 

2. วิเคราะห์จีโนมของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยโดยตรง เปรียบเทียบกบั

สายพนัธุ์ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตา่งของแตล่ะสายพนัธุ์ 

 

การเผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 

 ท าการเผยแพร่ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดท่ีได้จากการศึกษาวิจัยนี ้ทัง้ส่วนของยีน

สร้างโปรตีน capsid VP1 และข้อมลูของ coding sequence ทัง้ 5 strain โดยใช้โปรแกรม Sequin 

7.25 (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/sequin) ไปยงัฐานข้อมลู GenBank 

 



 
 

40 

บทที่  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ส่วนท่ี 1 ผลศึกษาระบาดวทิยาและการจัดจ าแนกสายพันธ์ุระดับชีวโมเลกุลของเชือ้ HEV-
71 และ CV-A16ในประเทศไทย 
 
 ในการจัดจ าแนกสายพันธุ์ ของเชื อ้ HEV-71 และ CV-A16ตามข้อก าหนดของ

คณะกรรมการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของไวรัส หรือ International Committee on Taxonomy of 

Virus (ICTV) วา่ด้วยการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการของเชือ้ไวรัสนัน้ระบุให้ใช้ข้อมลู

ของล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่น capsid sequence เป็นเกณฑ์ในการจดัจ าแนก ซึ่งบริเวณท่ีนิยมใช้

ในการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ได้แก่ ส่วนของยีน VP1 และ VP4 ผลท่ีได้

จากการวิเคราะห์ในแต่ละส่วนจะให้ผลการจัดจ าแนกสายพันธุ์ ท่ีสอดคล้องกัน  โดยมีค่าเฉลี่ย 

%nucleotide divergence ระหว่าง genotype และ subgenotype เท่ากับ 16-20% และ 12% 

ตามล าดบั สว่น non-structural เป็นบริเวณท่ีพบวา่มีความถ่ีในการเกิด recombination บ่อยครัง้ 

และสว่น 5´UTR เป็นสว่น non-coding sequence ท่ีมีความอนุรักษ์มากและมีลกัษณะคล้ายกัน

ในกลุม่ Enterovirus จึงอาจท าให้การจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของไวรัสด้วยข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ใน

ทัง้สองสว่นนีไ้มน่่าเช่ือถือ[14] ในสว่น 5´UTR มกันิยมใช้ในการตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ Enterovirus 

แบบไม่ระบุสายพันธุ์  (Pan-Enterovirus screening) ในงานวิจัยนีจ้ึง ได้ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือ

คดัเลือกยีนควบคมุการสร้างโปรตีน capsid VP1 บางสว่น เพ่ือใช้ในการตรวจวิเคราะห์การติดเชือ้ 

HEV-71 และ CV-A16 ในตวัอย่างสิ่งส่งตรวจได้อย่างถูกต้อง และเพ่ือให้สามารถใช้จ าแนกสาย

พนัธุ์ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ให้ได้ผลเป็นท่ีน่าเช่ือถือ 

 
1.1 เทคนิคการตรวจวนิิจฉัยเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ด้วยวธีิ Semi-nested PCR 

 ในการตรวจวิเคราะห์เชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ในตวัอย่าง stool, rectal swab และ 

vesicle fluid ซึ่งเก็บตวัอย่างจากผู้ป่วยเดก็ซึ่งป่วยเป็นโรคมือ เท้า ปาก และเข้ารับการรักษาจาก

โรงพยาบาลทัง้หมด 2 แห่ง ได้แก่ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และโรงพยาบาลบางปะกอก 9 
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อินเตอร์เนชัน่แนล ด้วยวิธี semi-nested PCR ทัง้สองรอบอยู่ในบริเวณยีน VP1 โดยมีขนาดของ

ผลิตภณัฑ์ PCR รอบท่ี 1 และ รอบท่ี 2 เท่ากบั 468 bp และ 198 bp ตาม ล าดบั  

 ผลการตรวจวิเคราะห์เชือ้ HEV-71 และ CV-A16ในตวัอย่าง stool, rectal swab และ 

vesicle fluid จ านวน 50 ตวัอย่าง จากผู้ป่วยเดก็ท่ีมีอาการป่วยเป็นโรคมือ เท้า ปาก ด้วยวิธี semi-

nested PCR พบตวัอย่างท่ีให้ผลบวกทัง้สิน้ 28 ตวัอย่าง จากผู้ ป่วยทัง้หมด 28 ราย แบ่งออกเป็น

ผู้ป่วยติดเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 เท่ากับ 3 ราย และ 25 ราย ตามล าดบั สามารถค านวณหา

อตัราการระบาดของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ในประชากรไทยได้เท่ากับ 6% (3/50) และ 50% 

(25/50) ตามล าดบั แบ่งออกเป็นผู้ป่วยชายและหญิงเท่ากบั 17 ราย และ 11 ราย ตามล าดบั หรือ

มีอตัราสว่นเพศชายตอ่เพศหญิงประมาณ 1.5:1 ผู้ป่วยสว่นใหญ่เป็นเดก็อายตุ ่ากวา่ 5 ปี จึงสรุปได้

ว่าเชือ้ CV-A16 เป็นเชือ้ไวรัสท่ีเป็นสาเหตท่ีุท าให้เกิดการระบาดของโรคมือ เท้า ปากมากท่ีสุด

ระหวา่งปี ค.ศ. 2009 - 2010    

                                                    Samples                                     Control 

                       M      1      2     3      4      5      6      7      8      9     (+)     (-) 

 
 

 ภาพท่ี 8 ตวัอย่างผลการท า agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจหาเชือ้ HEV-71  

   และ CV-A16 ด้วยวิธี semi-nested PCR 

 
1.2 การวเิคราะห์ข้อมูลเชงิพันธุกรรมของยีน VP1 ด้วยวธีิ Phylogenetic analysis 

 เมื่อน าข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 บางส่วนขนาดเฉลี่ย 200 nt ซึ่งได้จากตวัอย่างท่ี

ให้ผลบวกตอ่เชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ทัง้ 3 ตวัอย่าง และ 25 ตวัอย่าง ตามล าดบั มาท าการจัด

จ าแนกสายพันธุ์ โดยวิเคราะห์ เทียบกับข้อมูลท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล GenBank และท า 

468 bp 

198 bp 
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phylogenetic analysis พบว่ามีตัวอย่าง HEV-71 ท่ีถูกจ าแนกเป็น genotype B เท่ากับ 1 

ตวัอย่าง, genotype C เท่ากับ 2 ตวัอย่าง และ CV-A16ทัง้หมด 25 ตัวอย่างถูกจ าแนกเป็น 

genotype C จึงสามารถสรุปได้วา่ในกลุม่ประชากรไทยในปี ค.ศ. 2009 - 2010 นัน้ เชือ้ CV-A16 

genotype C มีอตัราการระบาดสูงท่ีสดุ ซึ่งสอดคล้องกับท่ีพบได้ในต่างประเทศ เช่น ประเทศ  

ญ่ีปุ่ น[6] และประเทศจีน[8] เป็นต้น  

 
 จากลักษณะความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ท่ีตรวจ

วิเคราะห์ได้จากงานวิจยันีเ้ปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์อ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู พบวา่ มีลกัษณะ

สอดคล้องกนั แสดงให้เห็นวา่การระบาดของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 มีลกัษณะกระจายทัว่แถบ

ภมูิภาคเอเชียแปซิฟิก ไม่พบความจ าเพาะของสายพันธุ์กับประเทศท่ีเกิดการระบาด ผลการ

วิเคราะห์ความสมัพันธ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 ท่ีสมบูรณ์ของเชือ้ HEV-71 จากการ

ศกึษาวิจยันี ้น าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HEV71-B ท าการเปรียบเทียบระหว่างสายพันธุ์ โดย

มีคา่ %sequence identity ระหวา่ง 80-82% และ 81-85% เมื่อเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์

ของ HEV71-A และ HEV71-C หรือมีค่า %sequence identity ระหว่าง 93-94% และ 95-98% 

เมื่อเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ HEV71-A และ HEV71-C ตามล าดบั ส าหรับความสมัพันธ์

ของค่า identity ภายในสายพันธุ์  HEV71-B นัน้มีค่าของ %sequence identity ของล าดับ           

นิวคลีโอไทด์ระหว่าง 88-99% และล าดับกรดอะมิโนระหว่าง 98-100% เมื่อน าข้อมูลล าดับ         

นิวคลีโอไทด์ของ HEV71-C ท าการเปรียบเทียบระหวา่งสายพนัธุ์ โดยมีค่า %sequence identity 

ระหวา่ง 81-83% และ 94-95% เมื่อเปรียบเทียบกับล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนของ 

HEV71-A ความสมัพันธ์ของค่า identity ภายในสายพันธุ์ HEV71-C นัน้มีค่าของ %sequence 

identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่ง 88-99% และล าดบักรดอะมิโนระหวา่ง 97-100% 

 ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 บางส่วนของเชือ้ CV-

A16ทัง้ 25 ตวัอย่าง พบว่า มีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 85 – 100% และ 88 - 100% 

เมื่อเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนภายในสายพันธุ์ CV-A16-C จากการ

ศึกษาวิจัยนีเ้ปรียบเทียบ prototype strain (G-10) หรือ CV-A16-A ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล 

GenBank พบวา่มีคา่ %sequence identity ระหว่าง 72 - 80% และ 84 – 93% เมื่อเปรียบเทียบ

กบัล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนตามล าดบั นอกจากนีเ้มื่อน าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์
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ของ CV-A16-C ท าการเปรียบเทียบระหวา่งสายพนัธุ์ โดยมีคา่ %sequence identity ระหว่าง 80-

92% และ 88-100% เมื่อเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนของ CV-A16-B 

 และเมื่อน าข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 ท่ีสมบูรณ์ขนาด 891 nt หรือ 297 aa ของเชือ้ 

HEV-71 ทัง้ 3 สายพนัธุ์ มาท าการจัดจ าแนกสายพันธุ์เป็น subgenotype โดยวิเคราะห์เทียบกับ

ข้อมลูท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank และท า phylogenetic analysis พบวา่ THA-EV71-019 

ถกูจ าแนกเป็นสายพนัธุ์ B5 สว่นสายพนัธุ์ THA-EV71-002 ถกูจ าแนกเป็นสายพันธุ์ C1 และ สาย

พนัธุ์ THA-EV71-044 ถกูจ าแนกเป็นสายพนัธุ์ C4 

 
ภาพท่ี 9 Phylogenetic tree แสดงผลการจ าแนกสายพนัธุ์ของ HEV-71 และ CV-A16 

 

CA-16 

HEV-71 

B 

C 
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โดยใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนควบคมุการสร้างโปรตีนบางส่วน capsid VP1(200 nt)  
จากตวัอย่างทัง้ 28 ตวัอย่างท่ีให้ ผลบวก ในการวิเคราะห์ phylogenetic analysis ด้วยโปรแกรม 
Molecular Evolution Genetics Analysis version 4.0 (MEGA4) (www.megasoftware.net) นัน้ 
เลือกใช้ค่าพารามิเตอร์ Kimur ’s two-parameter และ ค่า bootstrap replicate เท่ากับ 1,000 
ก าหนดให้เส้นตรงใต้ภาพแทนจ านวน nucleotide substitution ต่อต าแหน่ง และ prototype 
strain ของสายพันธุ์ซึ่งใช้ในการวิเคราะห์ค่า %nucleotide identity และ deduced amino acid 
identity แทน BrCr คือสายพันธุ์ท่ีเป็น prototype strain ของ HEV-71, G-10 คือสายพันธุ์ท่ีเป็น 
prototype strain ของ CV-A16 
 

 
ภาพท่ี 10 Phylogenetic tree แสดงผลการจ าแนกสายพนัธุ์ของ HEV-71 
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โดยใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนควบคมุการสร้างโปรตีนสมบูรณ์ capsid VP1 (891 nt) 
จากตวัอย่างท่ีคดัเลือกมา 3 ตวัอย่าง ในการวิเคราะห์ phylogenetic analysis ด้วยโปรแกรม 
Molecular Evolution Genetics Analysis version 4.0 (MEGA4) (www.megasoftware.net) นัน้ 
เลือกใช้ค่าพารามิเตอร์ Kimur ’s two-parameter และ ค่า bootstrap replicate เท่ากับ 1,000 
ก าหนดให้เส้นตรงใต้ภาพแทนจ านวน nucleotide substitution ต่อต าแหน่ง และ prototype 
strain ของสายพันธุ์ซึ่งใช้ในการวิเคราะห์ค่า %nucleotide identity และ deduced amino acid 
identity แทน BrCr คือตวัแทนของ genotype A, CV-A16/G-10 คือตวัอย่างไวรัสสายพันธุ์อ่ืน 
(outgroup) เพ่ือใช้เป็นเกณฑ์การเปรียบเทียบ, (   ) คือ ตวัอย่างท่ีคดัเลือกไปศึกษาข้อมลูทาง     
ชีวโมเลกลุ 
 
1.3 การระบาดของเชือ้ HEV-71 และ CA-16 

 ในการศึกษาการระบาดของเชือ้ HEV-71 แ   CV-A16ในระยะเวลาท่ีท าการศึกษานี ้

ระหว่างเดือนธันวาคม2009 – ธันวาคม 2010 เปรียบเทียบกับท่ีมีรายงานการศึกษาก่อนหน้านี ้

ระหว่างเดือนมิถุนายน2008 – พฤศจิกายน2009 พบว่ารูปแบบของเชือ้ท่ีเป็นสาเหตขุองการ

ระบาดของโรคมือเท้าปากแตกตา่งกนัในแตล่ะปี โดยเดือนมิถนุายน2008 – พฤศจิกายน2009 พบ

เชือ้ HEV-71 มีอตัราการระบาดมากท่ีสดุ ค่าความชุกเท่ากับ 47.9% รองลงมาคือ CV-A16ค่า

ความชุกเท่ากับ 8.3% น     น             CA-10 มีค่าความชุกเท่ากับ 2.1% ส่วนในระหว่าง

เดือนธนัวาคม2009 – ธนัวาคม2010 พบวา่ เชือ้ CV-A16มีอตัราการระบาดมากท่ีสดุ ค่าความชุก

เท่ากับ 50% แ  เชือ้ HEV-71 มีค่าความชุกเท่ากับ 6%            CA-10 ในระยะเวลาท่ี

ท าการศึกษานี ้นอกจากนีพ้บว่าเดือนท่ีมีอตัราการระบาดของเชือ้  CV-A16มากท่ีสุด คือเดือน

กุมภาพันธ์2010 คิดเป็น 48% (12/25)               ใ               และไม่ตรวจพบเชือ้ทัง้

สองชนิดระหวา่งเดือนกนัยายน – พฤศจิกายน2010  
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ภาพท่ี 11 แสดงการระบาดของเชือ้ HEV-71 แ   CV-A16 ในช่วงระยะเวลาก่อนท าการศกึษาและ
ท่ีเร่ิมท าการศกึษาจ านวนตวัอย่างท่ีเก็บได้ในแตล่ะเดือนก ากบัด้วยตวัเลขด้านบนแผนภมูิ 
 
ส่วนท่ี 2 ผลการศึกษาข้อมูล coding sequence ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 

 ในการศึกษาข้อมูลทางชีวโมเลกุลของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 โดยการวิเคราะห์

ลกัษณะทัว่ไป ความคล้ายคลงึของไวรัสในสายพนัธุ์เดียวกนั หรือลกัษณะทางพนัธกุรรมท่ีจ าเพาะ

ของไวรัสแตล่ะสายพนัธุ์เปรียบเทียบกนันัน้ ผู้ วิจยัได้ท าการถอดรหสัล าดบันิวคลีโอไทด์รวมทัง้หมด 

5 strains แบ่งเป็นเชือ้ HEV-71 ทัง้ 2 จีโนไทป์ เป็นจ านวน 3 สายพันธุ์ และ CV-A16 1 จีโนไทป์ 

เป็นจ านวน 2 สายพนัธุ์ ด้วยเทคนิค PCR ซึ่งท าการคดัเลือกตวัอย่างเพ่ือเป็นตวัแทนในการศึกษา 

โดยอ้างอิงจากผลการจัดจ าแนกสายพันธุ์ด้วยการท า phylogenetic analysis ของข้อมลูล าดบั    

นิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 และค่า %identity เป็นเกณฑ์ ส าหรับข้อมลูล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 

HEV-71 และ CV-A16 ท่ีได้นัน้ พบว่าแต่ละตัวอย่างท่ีได้ท าการศึกษานัน้ มีค่า %pairwise 

nucleotide identity เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ต้นแบบ (prototype strain) ท่ีมีรายงานอยู่ใน

ฐานข้อมลู GenBank มีคา่ใกล้เคียงกนั จึงท าการสุม่คดัเลือกตวัอย่างท่ีให้ผลบวกต่อเชือ้ HEV-71 

genotype B  มา 1 ตวัอย่าง และ genotype C มา 2 ตวัอย่าง และเชือ้ CV-A16 genotype C มา 

2 ตวัอย่าง ซึ่งเป็นตวัอย่างท่ีเก็บจากช่วงระยะเวลาท่ีแตกต่างกันและมีปริมาณไวรัสมาก เพ่ือใช้
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เป็นตวัแทนในการศึกษาข้อมลู coding sequence ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ท่ีถอดรหัส

พันธุกรรมของเชือ้ท่ีตรวจพบในผู้ ป่วยโดยตรง โดยตวัแทนของ HEV-71 genotype B คือ THA-

EV71-019 (JF738001), ตวัแทนของ HEV-71 genotype C ได้แก่ THA-EV71-002 (JF738000) 

และ THA-EV71-044 (JF738002), ตวัแทนของ CV-A16genotype C ได้แก่ THA-CV-A16-090 

(JF738003) และ THA-CV-A16-069 (JF738004) ข้อมลูล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้และลักษณะ

ทัว่ไปของ coding sequence สามารถสรุปได้ดงันี ้

 

2.1 การจัดจ าแนกสายพันธ์ุด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลและวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
ววิัฒนาการของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ด้วยวธีิ Phylogenetic analysis  

  ผลการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วยวิธีทางอณชีูวโมเลกุลของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ทัง้ 5 

strains พบวา่เมื่อท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ coding sequence ท่ี

ถอดรหสัได้ หรือล าดบักรดอะมิโนในส่วน polyprotein ท่ีแปลรหัสได้ในการศึกษานี ้กับข้อมลูท่ีมี

รายงานในฐานข้อมลู GenBank นัน้ ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลให้ผลท่ีสอดคล้องกับการ

จ าแนกสายพนัธุ์ด้วยการพิจารณาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนสร้างโปรตีน capsid VP1 ดงัตอ่ไปนี ้

 สายพนัธุ์ HEV71-B คือ THA-EV71-019 

 โดยพบว่า THA-EV71-019 เป็นตวัอย่างท่ีได้จากผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ท่ีเข้ารับการรักษาใน

เดือนธันวาคม ปี ค.ศ. 2009 เก็บตวัอย่างจาก vesicle fluid, rectal swap และ stool พบว่า

ตวัอย่างนี ้จัดเป็นสายพันธุ์ ท่ีมีความคล้ายคลึงกับ FJ461781 มากท่ีสดุ เป็นสายพันธุ์ท่ีพบใน

ประเทศ สิงคโปร์ ปี ค.ศ. 2008 เก็บตวัอย่างจาก throat swap มีค่า %pairwise identity ของ

ล าดบันิวคลีโอไทด์ และล าดบักรดอะมิโนเท่ากบั 98% และ 100% ตามล าดบั 

 สายพนัธุ์ HEV71-C คือ THA-EV71-002 และ THA-EV71-044 

ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ HEV-71 ได้มาจากการถอดรหสัสารพนัธกุรรมของตวัอย่าง 

THA-EV71-002 และ THA-EV71-044 ซึ่งได้มาจากตวัอย่าง stool ท่ีได้จากผู้ป่วยท่ีติดเชือ้ท่ีเข้ารับ

การรักษาในเดือนธนัวาคม ปี ค.ศ. 2009 และเดือนสิงหาคม ปี ค.ศ. 2010 ตามล าดบั  โดย THA-

EV71-002 มีความคล้ายคลงึกบั DQ341361 มากท่ีสดุ เป็นสายพันธุ์ท่ีพบในประเทศออสเตรเลีย 

ปี ค.ศ. 2000 โดยมีคา่ %pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์ และล าดบักรดอะมิโนเท่ากับ 
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96% และ 99% ตามล าดบั ส าหรับ THA-EV71-044 มีความคล้ายคลึงกับ FJ158601 มากท่ีสดุ 

เป็นสายพันธุ์ท่ีพบในประเทศจีน ปี ค.ศ. 2008 โดยมีค่า %pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอ

ไทด์และล าดบักรดอะมิโนเท่ากบั 91% และ 98% ตามล าดบั  

 สายพนัธุ์ CV-A16-C     THA-CVA16-090 แ   THA-CVA16-069 

 ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของ THA-CVA16-090 แ   THA-CVA16-069 ซึ่งได้มาจากตวัอยา่ง 

stool ท่ีได้จากผู้ป่วยท่ีติดเชือ้ท่ีเข้ารับการรักษาในเดือนกรกฎาคม ปี ค.ศ. 2010 และ กมุภาพนัธ์ ปี 

ค.ศ. 2010 ตามล าดบั พบว่าทัง้ 2 strains จัดเป็นสายพันธุ์ท่ีมีความคล้ายคลึงกับ GQ279368 

เป็น   สายพันธุ์ ท่ีพบในประเทศจีน ปี ค.ศ. 2008 โดย THA-CV-A16-090 มีค่า %pairwise 

identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนเท่ากับ 96% และ 99% ตามล าดบั และ 

THA-CVA16-069 มีคา่ %pairwise identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนเท่ากับ 

97% และ 99% ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 12 ผลการท า phylogenetic analysis เพ่ือจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ HEV-71 และ CV-
A16โดยใช้ข้อมลูล าดบักรดอะมิโนในสว่นของ polyprotein ซึ่งได้มาจากการถอดรหสัพนัธกุรรม
ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ในตวัอย่างทัง้ 5 ตวัอย่าง แสดงด้วยสญัลกัษณ์ (      ) ในการ
วิเคราะห์ phylogenetic analysis ด้วยโปรแกรม MEGA 4 เลือกใช้คา่ พารามิเตอร์ Neighbor-
joining m tho   Kimur ’s 2-parameter และคา่ bootstrap replicate เท่ากบั 1,000 
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2.2 ลักษณะท่ัวไปของ complete coding sequence ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 

 ORF ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ครอบคลมุขนาดกวา่ 90% ของความยาวจีโนม และ

ยีนต่างๆ มีการจัดเรียงตัวเหมือนกับไวรัสสายพันธุ์ อ่ืนๆ ในตระกูล Picornaviridae ผลการ

วิเคราะห์ลกัษณะ ORF ของ HEV-71 และ CV-A16พบว่ามีขนาดเท่ากัน โดยมีขนาด 6,582 nt 

หรือ 2,193 aa องค์ประกอบของนิวคลีโอไทด์ต่างๆใน coding sequence ของ HEV-71 และ CV-

A16 พบว่า ประกอบด้วยเบส adenine (A) เป็นส่วนประกอบหลกั คิดเป็น 28% รองลงมาคือ 

uridine (U) 25%, guanine (G) 24% และ cytosine (C) 23% ตามล าดบั  สรุปได้ว่าค่าเฉลี่ยของ

เบสทัง้ 4 ชนิดของ HEV-71และ CV-A16มีคา่ไมแ่ตกตา่งกนั 

 ผลการพิจารณา identity matrix ของ polyprotein ของ HEV-71 แต่ละสายพันธุ์ พบว่า

เมื่อเปรียบเทียบภายในสายพันธุ์ HEV71-B มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 98.3% (96.7-99.8%) และใน 

HEV71-C มีคา่เฉล่ียเท่ากบั 95.3% (90.7-99.9%) แสดงให้เห็นวา่ HEV71-C มีความหลากหลาย

ภายในสายพนัธุ์มากกว่า HEV71-B ในปัจจุบันข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ coding sequence 

ของ CV-A16 ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูลมีอยู่อย่างจ ากัด ท าให้ไม่สามารถพิจารณาความ

หลากหลายภายในสายพนัธุ์ได้ 

 ลกัษณะของ ORF terminator ของ HEV-71 และ CV-A16ประกอบด้วย stop codon ทัง้ 

3 รูปแบบ ได้แก่ UAA, UAG และ UGA ผลการพิจารณาข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ HEV71-B 

พบว่าส่วนมากใช้ UAA เป็น stop codon โดย THA-EV71-019 ใช้ UAA ส่วน HEV71-C พบว่า

สว่นมากใช้ UAA เป็น stop codon เช่นเดียวกนั และพบวา่มีการใช้ UGA เป็นสว่นน้อย โดย THA-

EV71-002 ใช้ UGA และ THA-EV71-044 ใช้ UAG สรุปได้ว่า HEV-71 ทัง้สองสายพันธุ์น่าจะมี

การเลือกใช้ UAA เป็น stop codon หลกัเช่นเดียวกับใน BrCr หรือ HEV71-A  ส่วน stop codon 

ท่ีพบใน CV-A16-C ทัง้ 2 ตวัอย่าง ใช้ UAA และ coding sequence ของ CV-A16ท่ีมีรายงานใน

ฐานข้อมลูมีอยู่ทัง้หมด 10 strain โดย 8 strain ใช้ UAA และอีก 2 strain รวมทัง้ prototype strain 

(genotype A, G-10) ใช้ UAG ไม่สามารถสรุปการเลือกใช้ stop codon ของ CV-A16 ได้

เน่ืองจากข้อมลูท่ีมีอยู่อย่างจ ากดั  
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ตารางท่ี 9 ลกัษณะทัว่ไปของ coding sequence และขนาด viral protein ของเชือ้ HEV-71 และ 
CV-A16 
 

Strain 
ORF 

viral protein (aa) 
P1 P2 P3 

length %G + C 
content 

VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 
(nt) (aa) 

EV71-002 6,582 2,193 47.8% 69 254 242 297 150 99 329 86 22 183 462 
EV71-019 6,582 2,193 47.8% 69 254 242 297 150 99 329 86 22 183 462 
EV71-044 6,582 2,193 47.9% 69 254 242 297 150 99 329 86 22 183 462 

CV-A16-090 6,582 2,193 47.1% 69 254 242 297 150 99 329 86 22 183 462 
CV-A16-069 6,582 2,193 47.4% 69 254 242 297 150 99 329 86 22 183 462 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 13 ผลการเปรียบเทียบคา่ % sequence identity ของล าดบักรดอะมิโนท่ีได้จากการแปล
รหสัพนัธกุรรม ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ในการศกึษาวิจยันีเ้ปรียบเทียบกบั prototype ท่ีมี
รายงานในฐานข้อมลู GenBank  
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 ในการวิเคราะห์ลักษณะของโปรตีนท่ีไวรัสสร้างขึน้มานัน้ อ้างอิงจากกระบวนการ 

translation ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ซึ่งจะแปลรหสัสารพนัธกุรรมเป็น polyprotein สายยาว

ท่ีประกอบด้วยโปรตีนหน่วยย่อยเรียงตอ่เน่ืองกนัตามล าดบัของยีนบนจีโนม และโปรตีนเหล่านีจ้ะ

ถกูตดัออกด้วยเอนไซม์ viral protease เป็นโปรตีนหน่วยย่อย 11 ชนิด ผลจากการวิเคราะห์ขนาด

ของโปรตีนแต่ละส่วนของ HEV-71 และ CV-A16เปรียบเทียบกัน พบว่าโปรตีนหน่วยย่อยทัง้ 11 

ชนิด มีขนาดเท่ากนั ซึ่งการรักษาขนาดของโปรตีนเหลา่นีน้่าจะมีความส าคญัในการก าหนดขนาด

ของอนภุาคไวรัส 

 ลกัษณะส าคญัของกระบวนการ viral protease-dependent cascade โปรตีนสายยาว

จะถูกตัดออกเป็นโปรตีนหน่วยย่อยได้อย่างถูกต้องได้นัน้ จะถูกก าหนดด้วยบริเวณตดัจ าเพาะ

ระหว่างรอยต่อของโปรตีนแต่ละชนิด ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนท่ีส าคัญซึ่งอยู่ระหว่าง

รอยตอ่ของโปรตีนหน่วยย่อยของ HEV-71 และ CV-A16แตล่ะสายพนัธุ์ แสดงดงัตารางท่ี 10 และ

สามารถสรุปได้วา่ บริเวณตดัจ าเพาะแสดงลกัษณะอนรุักษ์ร่วมกนัระหว่าง HEV-71 และ CV-A16

โดยส่วนมากจะมีล าดบักรดอะมิโนเป็น Glutamine/ Glycine (Q/G) เหมือนกันในทุกสายพันธุ์ 

ยกเว้นในบริเวณตดัจ าเพาะระหวา่ง 2B/2C ของ HEV71-B บาง strain ท่ีแสดงล าดบักรดอะมิโนท่ี

จ าเพาะแตกตา่งไป โดยมีล าดบัเป็น Glutamine/ Serine หรือ Glycine (Q/S,G) 
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ตารางท่ี 10 ล าดบักรดอะมิโนในบริเวณตดัจ าเพาะระหวา่งโปรตีนแตล่ะชนิดของเชือ้ HEV-71 และ 
CV-A16 
 

 
 

2.3 ผลการวเิคราะห์เม่ือเปรียบเทียบกับ HEV-71 สายพันธ์ุรุนแรงบนโปรตีน capsid 

 ในบริเวณโปรตีน capsid (VP1-VP4) มีความเก่ียวข้องกับความรุนแรง   เชือ้ในกลุ่ม 

Enterovirus จึงท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนใน

บริเวณโปรตีน capsid โดยเปรียบเทียบสายพันธุ์    HEV-71 ท่ีไม่รุนแรงในประเทศไทย คือ 

THA-EV71-002, THA-EV71-019 และ THA-EV71-044 จากผู้ป่วยท่ีป่วยเป็นโรคมือ เท้า ปากกับ

สายพนัธุ์ท่ีรุนแรงท่ีมีรายงานในตา่งประเทศ คือ EV71/7423/MS/87 ท่ีมีการแยกเชือ้ครัง้แรกในปี 

ค.ศ. 1987 จากเดก็ผู้ชายท่ีป่วยเป็นโรค paralysis[52] 

  ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีจะถอดรหัสไปเป็นโปรตีน 

capsid ของเชือ้ HEV-71 ทัง้ 3 สายพนัธุ์ในประเทศไทย พบว่า ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์และ

ล าดบักรดอะมิโนมีค่า %sequence identity อยู่ระหว่าง 84 – 88% และ 98 – 99% ตามล าดบั 

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสายพันธุ์ และข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนมีค่า 

%sequence identity อยู่ระหว่าง 83 – 88% และ 97 – 99% ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกับ 
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7423/MS นอกจากนีพ้บวา่ %sequence identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์มีค่าน้อยกว่า 83% เมื่อ

เปรียบเทียบกบั protype strain (BrCr) 

 โปรตีน VP4 : จากการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบักรดอะมิโนในส่วนของโปรตีน VP4 ระหว่าง

เชือ้ HEV-71 ทัง้ 3 สายพนัธุ์, 7423/MS และ BrCr พบวา่ มี %sequence identity เท่ากบั 100% 

 โปรตีน VP2 : พบการเปลี่ยนแปลงล าดบักรดอะมิโนลกัษณะท่ีแตกต่างกัน 8    แ น   

ได้แก่ ต าแหน่ง 114                         แ น     น ใน   น                  น   ต าแหน่ง 

195 พบสายพนัธุ์ EV71-019 และ 7423/MS เปลี่ยนแปลงจาก V195    น I195 ต าแหน่ง 146 และ 

293 พบสายพันธุ์  EV71-044 เปลี่ยนแปลงจาก G146 เป็น S146 และ F293 เป็น Y293 

ตามล าดบั ต าแหน่ง 214 พบสายพันธุ์ EV71-002 เปลี่ยนแปลงจาก H214 เป็น Y214 ต าแหน่ง 

246 พบสายพนัธุ์ EV71-019 เปลี่ยนแปลงจาก V246 เป็น I246 ต าแหน่ง 267 และ 269 พบสาย

พันธุ์ EV71-002 และ EV71-044 เปลี่ยนแปลงจาก M267 เป็น I267 และ T269 เป็น A269 

ตามล าดบั นอกจากนี ้ต าแหน่ง 315 พบสายพันธุ์ 7423/MS เปลี่ยนแปลงจาก A315    น G315 

และพบกรดอะมิโนของ BrCr ท่ีแตกตา่งจากสายพนัธุ์อ่ืน 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ต าแหน่ง 163 แ   212 

 โปรตีน VP3 : พบการเปลี่ยนแปลงล าดบักรดอะมิโนลกัษณะท่ีแตกตา่งกนั 8     แ น   

ได้แก่ ต าแหน่ง 329 แ   392 พบสายพนัธุ์ EV71-019 เปลี่ยนแปลงจาก L329    น P 2  แ   

L392    น I  2           ต าแหน่ง 416 แ   423        3      น   ใน         เปลี่ยนแปลง

จาก D416    น N4 6 แ   M42     น L42     ล า    ต าแหน่ง 555 และ 562 พบสายพนัธุ์ 

EV71-002 และ EV71-044 เปลีย่นแปลงจาก T555    น A    แ   A 62    น   62           

ต าแหน่ง 557 และ 563 พบสายพนัธุ์ EV71-019 และ 7423/MS เปลี่ยนแปลงจาก D557 เป็น 

H557 และ T563 เป็น S563 ตามล าดบั นอกจากนี ้ ต าแหน่ง 538 พบสายพนัธุ์ 7423/MS 

เปลี่ยนแปลงจาก I538    น L538 และ ต าแหน่ง 560 ของ BrCr ท่ีแตกตา่งจากสายพนัธุ์อ่ืน 

 โปรตีน VP1 : เมื่อเปรียบเทียบข้อมลูล าดบักรดอะมิโนในสว่นของ VP1 ของทัง้ 3 สายพนัธุ์

ในประเทศไทย 7423/MS และ BrCr พบการเปลี่ยนแปลงของล าดบักรดอะมิโน               

       โปรตีนส่วนอ่ืนมากท่ีสดุ โดยพบการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้ทัง้หมด 21 ต าแหน่ง ได้แก่

ต าแหน่ง 583, 587, 595, 596, 608, 623, 663, 710, 729, 732, 737, 748, 749, 805, 809, 811, 

814, 840, 847, 854 และ 857 
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 จากผลการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีจะถอดรหัสไปเป็น

โปรตีน capsid ของเชือ้ HEV-71 ทัง้ 3 สายพนัธุ์ในประเทศไทย 7423/MS และ BrCr สามารถสรุป

ได้ว่า โปรตีน VP4 เป็นบริเวณท่ีมีความอนุรักษ์มากท่ีสดุ โปรตีน VP2 แ   VP    ต าแหน่งของ

        mutations ท่ีใกล้เคียงกัน และพบความหลากหลายในการเกิด mutations มากท่ีสดุใน

สว่นของโปรตีน VP1  
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ตารางท่ี 11  ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนในบริเวณโปรตีน capsid (VP2, VP3 แ   VP1  

 
 BrCr : prototype strain ของ HEV-71, MS/7423/87 : สายพนัธุ์ของเชือ้ HEV-71 ท่ีมีความรุนแรง

Strains 

Gene 
VP1 

583 
(18) 

587 
(22) 

595 
(30) 

596 
(31) 

608 
(43) 

623 
(58) 

663 
(98) 

710 
(145) 

729 
(164) 

732 
(167) 

737 
(172) 

748 
(183) 

749 
(184) 

805 
(240) 

809 
(244) 

811 
(246) 

814 
(249) 

840 
(275) 

847 
(282) 

854 
(289) 

857 
(292) 

BrCr K P P D K A K R D D P S S S E S I S D T T 
MS/7423/87 R Q Q N E T E E E E Q L T . K P V A N . N 
THA-EV71-019[B5] R R Q N E T E E . E Q L T . K P V A N . . 
THA-EV71-002[C1] R Q Q N . . E E . E Q L . T K P . A N A . 
THA-EV71-044[C4] R Q Q N . . E Q . E Q L . T K P V A N . . 

Strains 
Genes 

VP2 VP3 
114 146 163 195 212 214 246 267 269 293 315 329 392 416 423 538 555 557 560 562 563 

BrCr N G P V N H V M T F A L L D M I T D E A T 
MS/7423/87 D . Q I D . . . . . G . . . . L . H Q . S 
THA-EV71-019[B5] D . Q I D . I . . . . P I N L . . H Q . S 
THA-EV71-002[C1] S . Q . D Y . I A . . . . N L . A . Q G . 
THA-EV71-044[C4] S S Q . D . . I A Y . . . N L . A . Q G . 
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2.4 ผลการวเิคราะห์บนโปรตีน VP1 

ลกัษณะทัว่ไปของ viral capsid protein 1 (VP1)    น     น   psi        น  ใ          

      น                           i os h  r l   psi      น               น น   

น         ท่ี      หลายประการ เช่น ใน   ก าหนด antigenicity    ไวรัส เน่ืองจากเป็นส่วน

หนึ่งของ epitope                         neutralizing antibody ใช้ในการแยกสายพันธุ์ของ

ไวรัส (genotyping) และท าหน้าท่ีเป็น receptor attachment site ของไวรัสในการเข้าจับกับ 

receptor เพ่ือเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้านได้  

ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VP1 ท่ีสมบรูณ์ (891 nt) ของ

เชือ้ CV-A16พบว่า % ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหว่างสายพันธุ์ B กับสายพันธุ์ C 

อยู่ในช่วง 2 – 12% และ % ความแตกต่างของล าดับกรดอะมิโนระหว่าง genotype หรือ 

subgenotype อยู่ในช่วง 0 – 1% และผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 

VP1 ท่ีสมบูรณ์ของเชือ้ HEV-71 พบว่า % ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง 

genotype หรือ subgenotype อยู่ในช่วง 8 – 19% และ % ความแตกต่างของล าดบักรดอะมิโน

ระหวา่ง genotype หรือ subgenotype อยู่ในช่วง 0.4 – 5%   

ผลการวิเคราะห์รูปแบบความหลากหลายของล าดบักรดอะมิโนในโปรตีน VP1 ท่ีสมบูรณ์ 

(297 aa) ในกลุ่มของเชือ้ CV-A16     HEV- 1 แ             13 พบว่า การเปลี่ยนแปลงของ

ล าดับกรดอะมิโนใน CV-A16มีน้อยกว่าเมื่อเทียบกับใน HEV-71 จ านวนกรดอะมิโนท่ีมีการ

เปลี่ยนแปลงระหวา่งสายพนัธุ์ของ CV-A16มีคา่เท่ากบั 6 ซึ่งการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนพบได้ทัง้

ใน CV-A16สายพนัธุ์ B และสายพนัธุ์ C ในขณะท่ีจ านวนกรดอะมิโนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงระหว่าง

สายพันธุ์ของ HEV-71 มีค่าเท่ากับ 8 และพบว่ามีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนข้าม       

สายพนัธุ์ B และสายพนัธุ์ C ในต าแหน่งท่ี 43, 58, 184 และ 240 
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ภาพท่ี 14 ความหลากหลายของล าดบักรดอะมิโนบนโปรตีน capsid VP1 ต าแหน่งกรดอะมิโนท่ีมี
ความหลากหลายแสดงด้วยสญัลกัษณ์ (     ) และ * คือสายพนัธุ์ในประเทศไทย 
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2.5 ผลการวเิคราะห์ในส่วน 5´-UTR  

 ลกัษณะจีโนมของ Enterovirus และ Rhinovirus              น   เป็น 5´-UTR ท่ีมี

ขนาดยาว และ 3´-UTR ท่ีมีขนาดสัน้ๆ ในสว่นของ 5´-UTR แบ่งตามหน้าท่ีออกเป็น 2    น ได้แก่ 

สว่นท่ีเป็น cloverleaf (nts 1 ถึง 89 - 101) และ IRES (nts 123 - 126 ถึง 602 - 605) โดยมีหน้าท่ี

เก่ียวข้องกับกระบวนการ translation ของไวรัส IRES ของ poliovirus มีขนาดประมาณ 450 nt 

และโครงสร้างทุติยภมูิในบริเวณนีป้ระกอบด้วย 5 stem-loop ได้แก่ domain II - VI[53] จากผล

การศกึษาของ Svitkin แ     [54] พบว่า poliovirus สายพันธุ์ท่ีน ามาผลิตวคัซีนท่ีช่ือว่า “S bin 

vaccine str in” มีการเกิด point mutation ในสว่นของ domain V IRES   

 เมื่อน าล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่นของ domain V IRES ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ทัง้ 

5      น   ใน  น     น                            สายพันธุ์ของ poliovirus type 1 (J02281) 

พบวา่ ล าดบันิวคลีโอไทด์ของทัง้ 5 สายพนัธุ์มีความหลากหลายในบริเวณนี ้โดยมีความแตกต่าง

ของล าดบันิวคลีโอไทด์เกิดขึน้ 14 ต าแหน่ง มีสองบริเวณท่ีมีความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์

มากกวา่ 1      น       แ      แ น   495 แ   500 เมื่อท าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ

นีโ้ดยภาพรวม พบว่า มีการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์เกิดขึน้ในลักษณะเป็นกลุ่ม 

(cluster) โดยเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ prototype strain BrCr การ

เปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วงต าแหน่ง 480 – 510 ซึ่งในช่วงต าแหน่งนีอ้ยู่ในส่วนท่ีมีรายงานการเกิด 

mutation ของ Sabin vaccine strain คือ ต าแหน่ง 472       น    A    น U ต าแหน่ง 480 

      น    A    น G และ ต าแหน่ง 481       น    G    น A[54] 
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ภาพท่ี 15  ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ IRES domain V (A),    ท าน            
             IRES domain V (B) โดยอาศยัข้อมลูของ BrCr  
 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 

BrCr THA-EV71-044 
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2.6 ผลการวเิคราะห์ในส่วน 3Dpol 

 3Dpol มีคณุสมบตัิเป็นเอนไซม์ RNA-dependent RNA polymerase มีบาทส าคญัในการ 

replication ของไวรัส สร้างได้ทัง้ sense RNA ((+) RNA) และ antisense RNA ((-) RNA) 

รายงานการศกึษาก่อนหน้านี ้พบว่า การเกิด mutation ใน 3Dpol บริเวณ finger domain มีความ

เก่ียวข้องกับความรุนแรงของ poliovirus ในส่วน finger domain นีจ้ะมีความ flexible     

                    การปรับเปลี่ยนโครงสร้าง (modulating) และการ oligomerization 

     น     polymerase ในการเข้าจบักบันิวคลีโอไทด์[55] [56]   

 ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนใน 3Dpol บริเวณ finger domain ของทัง้ 5      น    

ใน  น     น   เปรียบเทียบกบั poliovirus พบวา่ มีความหลากหลายของกรดอะมิโนทัง้ 5      น    

16    แ น              1     แ น   โดยในกลุ่ม HEV-71      น    C แ          น       

      น น      แ น       K2127 ในขณะท่ีกลุ่ม CV-A16     น    C จะแสดง       น       

      นภายในกลุ่มเพียงต าแหน่งเดียวเช่นกัน คือ S2073 ในขณะท่ีลกัษณะของการเกิด amino 

acid substitution เพียง 1 ต าแหน่งพบได้กระจัดกระจายในบริเวณ finger domain นี ้และพบว่า

กรดอะมิโนในต าแหน่ง 1982, 2159 และ 2182 มีความหลากหลายมากกวา่ต าแหน่งอ่ืนๆในส่วนท่ี

ท าการวิเคราะห์นี ้ผลการศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่มีการเกิดลกัษณะ mutation hot-spot อยู่ในช่วง 

1990 – 1994 และต าแหน่ง 1994 แสดงลกัษณะอนรุักษ์ร่วมกนัในกลุม่ของเชือ้ HEV-71 สายพันธุ์

ท่ีมีความรุนแรงมีกรดอะมิโนเป็น V1994 แ  ในกลุ่มของเชือ้ HEV-71 สายพันธุ์ท่ีไม่รุนแรงมีกรด  

อะมิโนเป็น I1994[55] [56]   

 ผลการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ของล าดบักรดอะมิโนของ 3Dpol ของเชือ้ HEV-71 และ    

CV-A16ทัง้ 5 สายพันธุ์ในประเทศไทย พบว่า มีค่า %sequence identity เท่ากับ 94% เมื่อ

เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนในกลุ่มของเชือ้ HEV-71 และเท่ากับ 99% เมื่อเปรียบเทียบล าดบั

กรดอะมิโนในกลุม่ของเชือ้ CV-A16และเมื่อเปรียบเทียบ HEV-71 กับ prototype strain (BrCr) ท่ี

มีรายงานในฐานข้อมลู GenBank พบว่ามีค่า %sequence identity ระหว่าง 92 – 94% เมื่อ

เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน นอกจากนี ้เมื่อเปรียบเทียบ CV-A16กับ prototype strain (G-10) 

พบวา่มีคา่ %sequence identity เฉล่ียเท่ากบั 93%   
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ภาพท่ี 16 ล าดบักรดอะมิโนบริเวณ finger domain ของ 3Dpol ของทัง้ 5      น    เปรียบเทียบกบั 
poliovirus type 1 (Mahoney)(PVM) accession number คือ J02281 และ BrCr   
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

 เร่ิมมีการแยกวิเคราะห์เชือ้ HEV-71 ได้ครัง้แรกในปี ค.ศ. 1969 ท่ีแคลิฟอร์เนีย ประเทศ

สหรัฐอเมริกาจากตัวอย่างอุจจาระของผู้ ป่วยเด็กอายุ 9 เดือนท่ีป่วยเป็นโรคสมองอักเสบ 

(encephalitis)[22] และการแยกวิเคราะห์เชือ้ HEV-71 ท่ีเป็นสาเหตทุ าให้เกิดการระบาดของโรคมือ 

เท้า ปาก ครัง้แรกในปี ค.ศ. 1973 ท่ีประเทศญ่ีปุ่ น[23] - [24] หลงัจากนัน้มีรายงานการระบาดจาก

ประเทศต่างๆ ทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างย่ิงในแถบเอเชียแปซิฟิก ได้แก่ ประเทศญ่ีปุ่ น, มาเลเซีย, 

สิงคโปร์, ไต้หวนั และเวียดนาม  

 ผลจากการศึกษาการระบาดของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 ในประชากรไทยระหว่างปี 

ค.ศ. 2009 - 2010 ด้วยวิธี semi-nested PCR พบวา่ มีคา่ความชกุของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16

เท่ากับ 6% และ 50% ตามล าดบั ดงันัน้เชือ้ CV-A16 เป็นเชือ้ไวรัสท่ีเป็นสาเหตท่ีุท าให้เกิดการ

ระบาดของโรคมือ เท้า ปากมากท่ีสดุระหว่างปี ค.ศ. 2009 – 2010 พบว่ามีความแตกต่างจาก

ระหว่างปี ค.ศ. 2008 - 2009 พบเชือ้ HEV-71 เป็นสาเหตท่ีุท าให้เกิดการระบาดของโรคมือ เท้า 

ปากมากท่ีสดุ นอกจากนีย้งัมีรายงานการพบเชือ้ CA-10 ในการระบาดในปีเดียวกนั [3] ผลจากการ

จัดจ าแนกสายพันธุ์ในระดบัชีวโมเลกุลของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16ด้วยการพิจารณาข้อมูล

ล าดบันิวคลีโอไทด์ยีนควบคมุการสร้างโปรตีน capsid VP1 และกรดอะมิโนซึ่งแปลรหัสได้จากยีน

ส่วนนี ้พบว่าเชือ้ CV-A16genotype C เป็นสายพันธุ์ ท่ีมีค่าความชุกของเชือ้สงูท่ีสดุ โดยมีค่า

เท่ากับ 67% ในขณะท่ี HEV71-C และ HEV71-B มีค่าเท่ากับ 25% และ 8% ตามล าดบั และ

พบวา่ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ไวรัสซึ่งได้จากการถอดรหัสสารพันธุกรรมในงานศึกษาวิจัยนี ้มี

ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการคล้ายกับเชือ้ HEV-71 strain อ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล 

GenBank ผลการวิเคราะห์ค่า %identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์เมื่อเปรียบเทียบกับ HEV-71 

ระหว่างสายพันธุ์  HEV71-C และ HEV71-B มีค่าเท่ากับ 81-85% แสดงให้เห็นว่าความ

หลากหลายระหวา่งสายพนัธุ์ของเชือ้ HEV-71 มีคา่ต ่า และค่า %identity ของล าดบันิวคลีโอไทด์

เมื่อเปรียบเทียบกบั CV-A16 ระหวา่งสายพันธุ์ CV-A16-C และ CV-A16-B มีค่าเท่ากับ 80-92% 

แสดงให้เห็นวา่มีความหลากหลายภายในสายพนัธุ์ของ CV-A16มากกว่า HEV-71 อตัราความชุก
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ท่ีพบในกลุม่ประชากรไทยนี ้มีค่าแตกต่างไปจากผลการศึกษาของประเทศอ่ืนๆในภมูิภาคเอเชีย 

ซึ่งโดยทัว่ไปมกัพบวา่มี HEV71-B เป็นสายพนัธุ์หลกัท่ีระบาดในกลุม่ประชากร 

 ในการศกึษาข้อมลูทางชีวโมเลกลุของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16 พบว่าทัง้ HEV-71 และ 

CV-A16ทุกสายพันธุ์มีค่าเฉลี่ยของนิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นส่วนประกอบในจีโนมไม่แตกต่างกัน 

ลกัษณะจีโนมซึ่งเป็น RNA สายเดี่ยวขัว้บวกนัน้ ประกอบด้วยเบส adenine (A) เป็นหลกั คิดเป็น 

28% ขององค์ประกอบทัง้หมด รองลงมาคือ uridine (U) 25%, guanine (G) 24% และ cytosine 

(C) 23% ตามล าดบั   

 ผลจากการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้  HEV-71 ทัง้ 3 strains ท่ีได้จากการศึกษานี ้

สามารถสรุปได้วา่ THA-EV71-019 ถกูจดัเป็นสมาชิกของสายพนัธุ์ B, THA-EV71-002 และ THA-

EV71-044 ถกูจดัเป็นสมาชิกของสายพันธุ์ C ส่วนการจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชือ้ CV-A16ทัง้ 2 

strain สามารถสรุปได้ว่า THA-CV-A16-090 และ THA-CV-A16-069 ถูกจัดเป็นสมาชิกของสาย

พนัธุ์ C โดยผลท่ีได้จากการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ด้วยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนควบคมุ

การสร้าง capsid VP1 นัน้ให้ผลท่ีสอดคล้องกับการจัดจ าแนก สายพันธุ์ด้วยข้อมลูของ coding 

sequence จึงสามารถสรุปได้ว่าการใช้ข้อมลูของโปรตีน capsid ในการตรวจหาการติดเชือ้และ

การจ าแนกสายพนัธุ์ของ HEV-71 นัน้ ให้ข้อมลูท่ีถกูต้องและเป็นท่ีเช่ือถือได้    

 ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมลูล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนในบริเวณ

โปรตีน capsid ของเชือ้ HEV-71      3      นธุ์ในประเทศไทยเปรียบเทียบกบัสายพันธุ์ท่ีมีความ

รุนแรงท่ีพบในตา่งประเทศ พบว่า ลกัษณะความหลากหลายเกิดขึน้ส่วนมากจะพบได้ในโปรตีน 

capsid ท่ีอยู่ด้านนอกอนภุาคไวรัส (VP1, VP2 และ VP3) แสดงว่า วิวฒันาการส่วนใหญ่ของเชือ้ 

HEV-71 น่าจะเกิดขึน้ท่ีบริเวณดงักล่าวนี ้ในการศึกษา molecular basis ท่ีเก่ียวกับความรุนแรง

ของเชือ้ HEV-71 น่าจะมีการสร้าง recombinant chimeric virus ขึน้จากสายพันธุ์ท่ีรุนแรงและ

สายพนัธุ์ท่ีไมรุ่นแรง เพ่ือมาช่วยอธิบายในบริเวณท่ีเกิด amino acid substitution ท่ีเก่ียวข้องกับ

ความรุนแรงของไวรัส  นอกจากนีค้วรมีการสร้างเป็น mapping ของยีนในบริเวณดงักล่าว[57] เชือ้ 

rhinovirus และ poliovirus ท่ีจดัอยู่ในกลุม่ Enterovirus มีบริเวณร่องบนผิวหน้าของอนุภาคไวรัส

ท่ีเรียกว่า canyon การสร้างบริเวณนีอ้าศยัล าดบักรดอะมิโนของ VP1 ร่วมกับ VP3 และจะถูก

จดจ าได้ด้วย neutralizing antibody ของเจ้าบ้าน ท าให้โครงสร้างนีม้ีความอนุรักษ์มากกว่า
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บริเวณอ่ืนๆบนผิวหน้าของอนภุาคไวรัส[58] จากรายงานผลการศกึษาของ Wien และคณะ[59] พบวา่ 

มีการเกิด mutation มากมายในบริเวณท่ีเป็น receptor ของ poliovirus ได้แก่ โปรตีน VP2 

ต าแหน่ง 142 และ โปรตีน VP1 ต าแหน่ง 95, 158, 160, 166, 226, 228, 239 และ 241 ซึ่งจาก

ต าแหน่งของกรดอะมิโนดงักลา่วนี ้พบวา่ เป็นต าแหน่งท่ีมีการอนรุักษ์ทัง้ 5 สายพนัธุ์ของเชือ้ HEV-

71 คือ THA-EV71-002, THA-EV71-019, THA-EV71-044, 7423/MS และ BrCr ดงันัน้ ใน

ต าแหน่งท่ีเกิด mutation (เฉพาะบางต าแหน่งท่ีอยู่ในบริเวณ hydrophobic)         5 สายพันธุ์

ของเชือ้ HEV-71 นีจ้ึงน่าจะเก่ียวข้องกับโครงสร้าง canyon และน่าจะเป็นบริเวณท่ีเข้าจับกับ 

receptor ของเจ้าบ้าน  

 ในการวิเคราะห์ข้อมูลล าดับกรดอะมิโนส่วนโปรตีน VP1 พบว่าเป็นบริเวณท่ีมีความ

หลากหลายของกรดอะมิโนน้อย ซึ่งมีความสอดคล้องกับ serotype ของ Enterovirus โดยเชือ้ 

HEV-71 และ CV-A16จัดอยู่ใน human enterovirus สปีชีส์ A (HEV-A) พบต าแหน่ง 164 ของ 

HEV-71 เพียงต าแหน่งเดียวท่ีมีความหลากหลายของกรดอะมิโนอยู่ในบริเวณท่ีเป็นส่วนหนึ่งของ 

neutralization epitope          คือ กรดอะมิโนต าแหน่ง 162 – 167 และ 208 – 222 [60] โดย

สายพันธุ์  B ส่วนมากมีกรดอะมิโนเป็น E และในสายพันธุ์ C ทัง้หมดมีกรดอะมิโนเป็น D 

นอกจากนีไ้มพ่บความหลากหลายของกรดอะมิโนในบริเวณ BC loop คือ กรดอะมิโนต าแหน่ง 92 

– 107 เป็นบริเวณท่ีก าหนด antigenicity    ไวรัส[61] จากผลท่ีได้แสดงว่าในการเปลี่ยนแปลง

โปรตีน VP1 ตรงบริเวณท่ีก าหนด antigenicity ของไวรัสเพ่ือหลบหลีกภมูิคุ้มกันของเจ้าบ้านนัน้

เกิดขึน้ได้ยาก ปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาท่ีรายงาน antigenic epitope หลกั    CV-A16 และยัง

ไมม่ีรายงาน antigenic epitope ในบริเวณโปรตีน VP2 หรือ VP3 ท่ีมีอยู่ในเชือ้ HEV-71 และ CV-

A16  

 ในการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ domain V IRES และล าดบักรดอะมิโนใน 3Dpol 

บริเวณ finger domain ของเชือ้ HEV-71 และ CV-A16แต่ละ     น   ท่ีไม่มีความรุนแรง 

              สายพันธุ์ของ poliovirus  (neurovirulent) พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบั

กรดอะมิโนของทัง้ 5 สายพนัธุ์มีความหลากหลายในทัง้สองบริเวณนี ้และในการประกอบขึน้เป็น

โครงสร้างทุติยภมูิ (secondary structure) ของ RNA ไวรัสในส่วน domain V IRES นี ้มีบทบาท

ส าคญัท่ีช่วยรักษาความเสถียรของ domain V ใน poliovirus ดงันัน้ รูปแบบความแตกต่างของ 

mutation ท่ีเกิดขึน้ใน domain V และบริเวณ finger domain ของ 3Dpol ของเชือ้ HEV-71 แ   
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CV-A16 น  น      ประสิทธิภาพในขัน้ตอนของ     นการ translation     RNA       หรือไป

ลดความสามารถในกระบวนการเพ่ิมจ านวนของไวรัส (replication) ท าให้ไวรัสมีการแพร่กระจาย

ได้อย่างจ ากดัในเจ้าบ้าน ซึ่งเป็นข้อดีในการเข้ามาก าจดัเชือ้ของระบบภมูิคุ้มกนัของเจ้าบ้าน ดงันัน้

จึงส่งผลให้เกิดการติดเชือ้ท่ีมีอาการไม่รุนแรง (mild) ในเจ้าบ้าน อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีรายงาน

ความสอดคล้องกนัระหวา่งรูปแบบการเกิด mutation และอาการท่ีรุนแรงของโรคท่ีเกิดจาก HEV-

71 

 ผลท่ีได้จากการศึกษาวิจัยในครัง้นีท้ าให้ทราบความชุกของเชือ้ HEV-71 แ   CV-A16 

      น                                         HEV-71 สายพนัธุ์ท่ีมีความรุนแรง อาจส่งผลให้

เกิดอาการท่ีรุนแรงทางระบบประสาทและเป็นเหตใุห้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ ข้อมลูท่ีเก่ียวกบัตวัไวรัสท่ีได้

นี ้เป็นข้อมลูท่ีมีความส าคญัท าให้เกิดประโยชน์ในการวางแผนป้องกันและการแพร่กระจายของ

เชือ้ HEV-71 แ   CV-A16 ปัจจบุนัยงัไมม่ีวคัซีนท่ีมปีระสิทธิภาพในการป้องกนัการติดเชือ้ไวรัสทัง้

สองชนิดนี ้ดงันัน้ข้อมลูท่ีได้จากการวิเคราะห์เชิงโมเลกุลของเชือ้ HEV-71 แ   CV-A16 แต่ละ   

สายพนัธุ์เปรียบเทียบกนั สามารถถกูน ามาใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการผลิตวคัซีนเพ่ือป้องกันโรค

และยาต้านไวรัสตอ่ไป 
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การเตรียมสารเคมี 

1. 5xTris borate buffer (5 x TBE) 

Tris-base    54 g 
Boric acid    27.5 g 
EDTA (pH 8.0)    20 ml 
จากนัน้เติมน า้กลัน่จนมปีริมาตร 1,000 ml แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

2. 2% (w/v) agarose gel 

Agarose gel    2 g 
1 x TBE    100 ml 
เขย่าแล้วน าเข้าไมโครเวฟจนกวา่ agarose gel จะละลายหมด 

3. 10% Ethidium bromide 

Ethidium bromide   10 µl 
น า้กลัน่     100 µl 

4. Loading dye 

0.25% Bromphenol blue 
40% (w/v) sucrose in water 
จากนัน้เติมน า้กลัน่จนมปีริมาตร 50 ml แล้วท่ี 4ºC 

5. DEPC water 

DEPC     0.1  ml 
น า้กลัน่     100 ml 
เขย่าให้เข้ากนัแล้วน าไปบ่มท่ี 37 ºC นาน 12 ชัว่โมงแล้วน าไป autoclave 

6. Reverse Transcription mix  

 Improm II buffer 4.0 µl 
 Improm II RT  1.0 µl 
 10 uM dNTP  2.5 µl 

  RNase inhibitor  1.0 µl 
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