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บทคัด ย่อ ภาษาไทย 

ปรางวลัย จันทร์แจ่ม : ระบาดวิทยาและการจ าแนกสายพันธ์ุระดับโมเลกุลของเช้ือฮิว
แมนโพลีโอมาไวรัสในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจในประเทศไทย. (EPIDEMIOLOGY 
AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HUMAN POLYOMAVIRUS IN 
PATIENTS WITH RESPIRATORY DISEASES IN THAILAND) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ผศ. ดร. สัญชัย พยุงภร, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. นพ. ยง ภู่วรวรรณ, 59 
หน้า. 

เช้ือฮิวแมนโพลีโอมาไวรัส (Human Polyomaviruses, HPyV) เป็นดีเอ็นเอไวรัสที่มี
ขนาดเล็ก จัดอยู่ใน family Polyomaviridae ซึ่งมีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ขนาด
ประมาณ 5 kb งานวิจัยนี้ศึกษาความชุก และลักษณะทางพันธุกรรมของเช้ือฮิวแมนโพลีโอมา
ไวรัส ได้แก่ WU, KI, MC และ HPyV9 ที่อาจติดเช้ือในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจที่พบในประเทศ
ไทยช่วงปี 2009-2013 โดยตรวจสอบเช้ือฮิวแมนโพลีโอมาไวรัส ด้วยวิธี semi-nested PCR และ
หาล าดับสารพันธุกรรมทั้งจีโนม จากนั้นท าการวิเคราะห์ multiple sequences alignment และ 
Phylogenetic tree จากการศึกษาระบาดวิทยาของ ฮิวแมนโพลีโอมาไวรัสนั้น พบว่ามีการ
ระบาดของ WU polyomavirus (WUPyV) คิดเป็น 0.16% (1/614) เท่าน้ัน แต่ไม่พบการระบาด
ของ KIPyV , HPyV9 และ MCPyV จากการศึกษาสารพันธุกรรมทั้งจีโนมของ WUPyV (isolate 
CU_Chonburi 3) นั้นมีการเปลี่ยนของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding regions หลาย
ต าแหน่งและมีการเปลี่ยนของกรดอะมิโนของโปรตีน VP1 (ต าแหน่ง S347T และ G79T) , VP2 
(ต าแหน่ง L40V, G120R, Y121I, P123R, L137F, Q287R และ A327V),  LTAg (ต าแหน่ง 
Q357P, V369E, E377K, D378V, A381T, R382E, R383G และ D389G) และ STAg (ต าแหน่ง 
R139S, K141E, R148K และ W153C)  นอกจากนี้จาก Phylogenetic tree พบว่า WUPyV 
(isolate CU_Chonburi 3) มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ WUPyV ที่มีรายงานก่อนหน้านี้ (ความ
เหมือน 99%) ได้แก่ WUPyV reference sequence (NC 009539), isolate MN 2726 ใน
ประเทศออสเตรเลีย ปี 2010 และ isolate CU-295 ในประเทศไทย ปี 2008 โดยสรุปข้อมูลที่ได้
จากการศึกษานี้สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานทางด้านระบาดวิทยาและการจ าแนกสายพันธ์ุระดับ
โมเลกุลของเช้ือฮิวแมนโพลีโอมาไวรัสซึ่งอาจมีประโยชน์ต่อไปในอนาคต 

สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย ์

ปีการศึกษา 2556 
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Human polyomavirus (HPyV)  is a small DNA virus belonging to the 
Polyomaviridae family containing a circular double stranded DNA genome 
approximately 5 kb in length. This study focuses on the prevalence and genetic 
characterization of HPyV (such as WU, KI, MC and HPyV9) obtained from patients 
with respiratory diseases in Thailand during 2009-2013. HPyV was detected by 
using semi-nested PCR and then characterized by whole genome sequencing. The 
nucleotides and deduced amino acid sequences were analyzed by multiple 
sequences alignment and phylogenetic tree. The result revealed that 0.16% 
(1/614) was positive for WU polyomavirus (WUPyV) whereas KIPyV, HPyV9 and 
MCPyV were not detected in this study. Whole genome sequence alignment of 
WUPyV (isolate CU_Chonburi 3) shown several nucleotide variations within non-
coding regions and amino acid changes in VP1 (position S347T and G79T), VP2 
(position L40V, G120R, Y121I, P123R, L137F, Q287R and A327V), LTAg (position 
Q357P, V369E, E377K, D378V, A381T, R382E, R383G and D389G) and STAg (position 
R139S, K141E, R148K and W153C).  Moreover, phylogenetic tree demonstrated 
that WUPyV (isolate CU_Chonburi 3) was closely related (99% similarity) to 
previously described WUPyV such as WUPyV reference sequence (NC 009539), 
isolate MN 2726 from Australia in 2010 and isolate CU-295 from Thailand in 2008. 
In conclusion, data obtained from this study might be useful in terms of 
epidemiology and genetic characterization of HPyV in the future. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหา (Background and Rationale) 

ในปัจจุบันโรคติดเช้ือที่เกิดข้ึนในระบบทางเดินหายใจนั้นพบได้เป็นจ านวนมากซึ่งก่อให้เกิด

โรคระบบทางเดินหายใจ และเป็นปัญหาทางด้านสุขภาพที่พบได้ทั่วไปในทุกเพศทุกวัย โดยมักพบได้

บ่อยในช่วงของฤดูฝนหรือในช่วงที่อากาศเปลี่ยนแปลงได้บ่อย ซึ่งในบางปีนั้นอาจพบการระบาดของ

ไข้หวัดใหญ่เป็นอันดับต้นๆของการเกิดโรคอีกด้วย โดยอาการส่วนใหญ่ที่พบได้ในผู้ป่วย ได้แก่ อาการ

ไข้สูง ตัวร้อน หนาว ปวดเมื่อยตามกล้ามเนื้อ ปวดศีรษะ อ่อนเพลีย เบื่ออาหาร ขมในคอ คัดจมูก 

และมีน้ ามูกเป็นต้น สาเหตุหลักส่วนใหญ่ที่พบเกิดจากการติดเช้ือไวรัสที่มีหลายชนิดด้วยกัน เช่น  

Respiratory syncytial viruses, Influenza viruses, Rhinoviruses, Coronaviruses และ 

Adenoviruses (1) เป็นต้น โดยการติดเช้ือเกิดข้ึนบริเวณระบบทางเดินหายใจนั้นพบว่าเช้ือที่เป็น

สาเหตุมักจะอยู่ในน้ าลายและเสมหะของผู้ป่วย ท าให้สามารถแพร่กระจายออกมาเวลาไอ จามได้อีก

ด้วย 

นอกจากเช้ือไวรัสที่กล่าวไปในข้างต้นแล้ว ปัจจุบันยังพบเช้ือ Human Polyomaviruses ซึ่ง

เป็นไวรัสอีกชนิดหนึ่งที่อาจเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคทางระบบทางเดินหายใจได้อีกด้วยโดยสามารถ

จ าแนกเช้ือ Human Polyomaviruses ได้เป็น12 สายพันธ์ุ คือ BK polyomavirus (BKPyV), JC 

polyomavirus (JCPyV), KI (Karolinska Institute) polyomavirus (KIPyV), WU (Washington 

University) polyomavirus (WUPyV), Merkel cell polyomavirus (MCPyV), Human 

polyomavirus 6 (HPyV-6), Human polyomavirus 7 (HPyV-7), Trichodysplasia Spinulosa-

associated polyomavirus (TSPyV), Human polyomavirus 9 (HPyV-9), Human 

polyomavirus 10 (HPyV-10), Saint Louis polyomavirus (STLPyV) และ Human 

polyomavirus 12 (HPyV-12) จากการศึกษาที่ผ่านมาตรวจพบเช้ือ Human Polyomavirus 

จ านวน 4 สายพันธ์ุ ในสิ่งส่งตรวจทางระบบทางเดินหายใจได้แก่  KIPyV , WUPyV, MCPyV และ 

HPyV-9 โดยส่วนใหญ่จะพบมากในวัยเด็ก และช่วงที่พบการก่อโรคจะอยู่ในฤดูฝนและฤดูหนาวเป็น

ต้น 



 2 

ในประเทศไทย มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือ Human Polyomaviruses ในระบบ

ทางเดินหายใจค่อนข้างน้อยมาก จากฐานข้อมูล PubMed พบว่าในปี ค.ศ. 2008 มีรายงานการติด

เช้ือและการจ าแนกสายพันธ์ุของ KIPyV (1.99%) และ WUPyV (6.29%) ในผู้ป่วยเด็กที่มีการอาการ

ป่วยด้านระบบทางเดินหายใจในประเทศไทย (2) ซึ่งหลังจากนั้นก็ไม่มีรายงานเพิ่มเติมอีกเลย 

นอกจากนี้ระบาดวิทยาและการจ าแนกสายพันธ์ุของเช้ือ MCPyV และ HPyV-9 ในประเทศไทย ก็ยัง

ไม่มีการศึกษา ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาการติดเช้ือ Human Polyomaviruses สายพันธ์ุ 

KIPyV, WUPyV, MCPyV และ HPyV-9 ของผู้ป่วยติดเช้ือระบบทางเดินหายใจในประเทศไทย ในช่วง

ปี 2009-2013 พร้อมทั้งจ าแนกสายพนัธ์ุระดับโมเลกุล เพื่อประโยชน์ในการป้องกัน และการเฝ้าระวัง

การแพร่ระบาดของเช้ือไวรัสต่อไป  

ค าถามงานวิจัย (Research question) 

1. ความชุกของเช้ือ Human Polyomaviruses ที่พบในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจใน

ประเทศไทยช่วงปี 2009-2013 เป็นอย่างไร  

2. เช้ือ Human Polyomaviruses ที่พบในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจในประเทศไทยมีสาย

พันธ์ุใดบ้าง และมีลักษณะทางพันธุกรรมอย่างไร 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Objectives) 

1. เพื่อศึกษาความชุกของเช้ือ Human Polyomaviruses ที่ติดเช้ือในผู้ป่วยระบบทางเดิน

หายใจที่พบในประเทศไทยช่วงปี 2009-2013  

2. เ พื่ อ ศึ กษ าจ า แน กส า ยพั น ธ์ุ แ ล ะลั กษณ ะท า งพั น ธุ ก ร ร มขอ ง เ ช้ื อ  Human 

Polyomaviruses ที่พบในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจในประเทศไทย 

สมมติฐาน (Hypothesis) 

1. การติดเช้ือ Human Polyomaviruses ในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจในประเทศไทยมี

อัตราความชุกใกล้เคียงกับที่มีรายงานในประเทศต่าง ๆ 

2. เช้ือ Human Polyomaviruses ที่พบในประเทศไทยมีสายพันธ์ุ และลักษณะทาง

พันธุกรรมใกล้เคียงกับเช้ือไวรัสที่มีรายงานไว้ในประเทศต่าง ๆ 
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ข้อตกลงเบื้องต้น : ไม่มี 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

 Phylogenetic analysis คือ การจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิตเชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยข้อมูลทาง

พันธุกรรมของสิงมีชีวิต 

กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

หมายเหตุ : จะศึกษาแต่ตัวอย่างที่ให้ผลเป็น  Positive  เท่านั้น 

 

ตวัอย่างผู้ ป่วย 

สกดั DNA 

ตรวจสอบหาเชือ้ Human polyomavirusโดยใช้เทคนิค semi-nested 

PCR (โดยใช้ primer ที่จ าเพาะกบัยีน large T Ag) 

 

ตวัอย่างที่ให้ผลบวก ตวัอย่างที่ให้ผลลบ 

ขัน้ตอนเพื่อเตรียมหา positive 

control 

หาล าดบันิวคลโีอไทด์ ด้วยวิธี Nucleotide Sequencing 

ตรวจสอบข้อมูลของล าดบันิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี Sequence analysis และ BLAST 

วิเคราะห์ข้อมูล 

ระบาดวิทยา การจัดจ าแนกสายพนัธุ์  
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบัและการประยุกต์ใช้ (Expected benefit and application) 

1. ท าให้ทราบความชุกของเช้ือ Human Polyomaviruses ในประเทศไทย และสายพันธ์ุที่

พบการระบาดในประเทศไทย 

2. สามารถน าข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการวางแผนเพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงสายพันธ์ุในแต่ละปี

พร้อมทั้งเฝ้าระวังและควบคุมการแพร่กระจายของเช้ือ Human Polyomaviruses ในประเทศ

ไทยต่อไปได ้

3. สามารถน าข้อมูลไปใช้ในการวินิจฉัยผู้ป่วยได้อย่างแม่นย ามากยิ่งข้ึน 

4. ข้อมูล nucleotide sequences ที่ได้จากการศึกษา จะถูกเผยแพร่ใน GenBank 

database เพื่อใช้ในการอ้างอิง และการวิเคราะห์เพิ่มเติมต่อไป 



  

บทท่ี 2  

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ทบทวนวรรณกรรม (Review of the Related Literatures) 

Polyomaviruses เป็นไวรัสที่มีขนาดเล็กมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 40-50 นาโนเมตร ไม่

มีเยื่อหุ้ม (non-enveloped) ดังรูปที่ 1 จัดอยู่ใน family Polyomaviridae เป็นดีเอ็นเอไวรัสที่มีสาร

พันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ (2) 

โดยไวรัสนี้สามารถติดเช้ือในนกและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้ โดยเมื่อปีที่ผ่านมาพบว่ามีการ

เพิ่มข้ึนของสายพันธ์ุเช้ือไวรัสชนิดดังกล่าวเป็นจ านวนมาก อีกทั้งยังพบว่าไวรัสนี้สามารถติดเช้ือใน

มนุษย์ได้อีกด้วยโดยไวรัสนี้มีขนาดจีโนมประมาณ 5,000 base pairs ลักษณะของจีโนมเป็นวงกลม 

(circular genome) ซึ่งประกอบด้วย VP1, VP2, VP3, small T antigen และ large T antigen ดัง

รูปที่ 2 ภายในจีโนมสามารถแบ่งออกเป็น 3 ช่วง คือ  

1. Early region ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง regulatory proteins ในกระบวนการ

จ าลองดีเอ็นเอของไวรัส และการแสดงออกของยีน โดยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ

ดังกล่าวจะประกอบไปด้วย (3) 

- Large T antigen : จะเกี่ยวข้องกับกระบวนการส่งสัญญาณภายใน cell cycle  

- Small T antigen  : เกี่ยวข้องกับกระบวนการเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

2. Late region จะท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง capsid proteins ประกอบไปด้วย 

(3) 

- Viral capsid protein 1 (VP1) : จัดเป็น major coat protein อีกทั้งยังเป็น 

target cell receptor  

- Viral capsid protein 2 (VP2) : จัดเป็น minor coat protein 

- Viral capsid protein 3 (VP3)  : จัดเป็น minor coat protein 

3. Non-coding region ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับ origin of replication และการ transcription 

control elements (3) 
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รูปที่ 1 ลักษณะ viral particle ของเช้ือ human polyomavirus (1) 

 

 

รูปที่ 2 ลักษณะสารพันธุกรรมของของเช้ือ human polyomavirus (4) 

 

HPyV 

~5000 bp 



 7 

  ปัจจุบันพบว่าจ านวน Polyomaviruses ที่พบในมนุษย์นั้นมี 12 สายพันธ์ุ คือ BK 

polyomavirus (BKPyV), JC polyomavirus (JCPyV), KI (Karolinska Institute) 

polyomaviruses (KIPyV), WU (Washington University) polyomaviruses (WUPyV), Merkel 

cell polyomavirus (MCPyV), Human polyomavirus 6 (HPyV-6), Human polyomavirus 7 

(HPyV-7), Trichodysplasia Spinulosa-associated virus (TSPyV), Human polyomavirus 9 

(HPyV-9), Human polyomavirus 10 (HPyV-10), Saint Louis polyomavirus (STLPyV) และ 

Human polyomavirus 12 (HPyV-12) ซึ่งแต่ละสายพันธ์ุมีขนาดจีโนมแตกต่างกันดังแสดงในตาราง

ที่ 1 (3) 

ตารางท่ี 1 แสดงการเปรียบเทียบคณุสมบัตขิอง Human Polyomaviruses แต่ละชนิด (3) 

HPyV 
Accession 

number 

Genome 

(bp) 
LT-ag ST-ag VP1 VP2 VP3 

JCV NC_001699 5130 688 172 354 344 225 

BKV NC_001538 5153 695 172 362 351 232 

KI NC_009238 5040 641 191 378 400 257 

WU NC_009539 5229 648 194 369 415 272 

MCPyV NC_010277 5387 817 186 423 241 196 

HPyV6 NC_014406 4926 669 190 387 336 215 

HPyV7 NC_014407 4952 671 193 380 329 209 

TSPyV NC_014361 5232 698/692 199 376 313 195 

HPyV9 NC_015150 5026 680 189 371 352 233 

HPyV10 JX262162 4927 668 199 403 310 200 

STLPyV JX463183 4776 660 195 401 303 195 

HPyV12 JX308829 5033 708 182 380 313 197 

หมายเหตุ : ตัวเลขที่แสดงในตารางนั้นแสดงถึงจ านวนของกรดอะมิโน ยกเว้นในส่วน Genome เป็น

ตัวเลขที่แสดงขนาดของจีโนมในแต่ละสายพันธ์ุ 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/rmv.1711/full#rmv1711-note-0003
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/rmv.1711/full#rmv1711-note-0004
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  Human polyomaviruses ทั้ง 12 สายพันธ์ุ ที่กล่าวไปข้างต้น สามารถก่อให้เกิดอาการของ

โรคแตกต่างกันออกไป ดังตารางที่ 2 ได้แก่ 

- BKPyV ส่วนใหญ่จะพบในผู้ป่วยที่มีปัญหาเกี่ยวกับไตและกระเพาะปัสสาวะ ซึ่งไวรัสนี้
สามารถตรวจพบได้จากปัสสาวะของผู้ป่วย (5) 

- JCPyV พบในผู้ป่วย Progressive multifocal leukoencephalopathy (PML) (6) 

- KIPyV และ WUPyV สามารถตรวจพบได้ทางระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วยซึ่งไวรัสทั้ง  2 
สายพันธ์ุส่วนใหญ่พบในวัยเด็กที่เป็นไข้หวัด (7) 

- MCPyV จะพบในกลุ่มผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งชนิด Merkel cell carcinoma (8) 

- HPyV-6 ,HPyV-7 และ TSPyV สามารถพบในกลุ่มผู้ป่วยโรคผิวหนัง (3) 

-  HPyV-9 พบในผู้ป่วยที่มีภาวะโรคไตหรือมีการเปลี่ยนไต (9) 

- HPyV-10 และ Saint Louis polyomavirus (STLPyV) พบในตัวอย่างอุจจาระ (10) 

- HPyV-12 พบในระบบทางเดินอาหาร (11) 

 นอกจากนี้โดยปัจจุบัน Human Polyomaviruses ที่พบในระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ KI 

(Karolinska Institute) และ polyomaviruses, WU (Washington University) polyomaviruses 

อีกทั้งยังเป็นที่น่าสนใจ ว่า Merkel cell polyomavirus (MCPyV) และ HPyV-9 นั้นสามารถตรวจ

พบใน specimen ในทางเดินหายใจอีกด้วยจึงท าให้ไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้อาจเป็นสาเหตุในการก่อโรคทาง

ระบบทางเดินหายใจเพิ่มข้ึนอีกด้วย 
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ตารางท่ี 2 แสดงอาการของโรคท่ีเกิดจากเชื้อ Human Polyomaviruses ท้ัง 12 สายพันธุ ์(12) 

Human 

polyomavirus 

Source 

BKPyV Kidney transplant recipient (5) 

JCPyV PML patient (6) 

KIPyV Respiratory Tract (7) 

WUPyV Respiratory Tract (4) 

MCPyV Merkel Cell Carcinoma (8) 

HPyV6 Normal skin (13) 

HPyV7 Normal skin (13) 

TSPyV Trichody splasia Spinulosa (14) 

HPyV9 Kidney transplant recipient (15) 

HPyV10 Healthy Stool form Malawi WHM patient (16, 17) 

STLPyV Clinical stool specimens (10) 

HPyV12 Gastrointestinal Tract (11) 

 

  จากการศึกษาตัวอย่าง respiratory tract ในผู้ป่วยเพื่อตรวจหาเช้ือ KIPyV, WUPyV และ 

MCPyV โดยใช้เทคนิค PCR พบว่า WUPyV ให้ผลที่เป็นเปอร์เซ็นต์ positive มากกว่า KIPyV และ 

MCPyV (18) อีกทั้งยังพบว่าจากการศึกษาการติดเช้ือของ KIPyV, WUPyV และ MCPyV ที่รวบรวม

ได้จากตัวอย่างเลือด , อุจจาระ และสารคัดหลั่งทางระบบทางเดินหายใจ ในผู้ป่วยทั่วโลกไม่ว่าจะเป็น



 10 

ประเทศสวีเดน อิตาลี ออสเตรเลีย ฝรั่งเศส ไทย เกาหลีเหนือ  จีน อเมริกา แคนนาดา เป็นต้น ยัง

พบว่า WUPyV และ KIPyV พบในอัตราที่ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับสายพันธ์ุอื่นๆที่มีการติดทางระบบ

ทางเดินหายใจ (19) อาจสรุปได้ตามตารางที่ 3 ดังนี้ 

ตารางท่ี 3 แสดงความชุกของการพบเชื้อ Human polyomavirus บริเวณระบบทางเดินหายใจ 

(19) 

Polyomavirus Sample type prevalence Country 
KIPyV RST 1.99% Thailand (2) 
KIPyV RST 0.94% Sweden (7) 
KIPyV RST 2.6% United Kingdom (20) 
KIPyV RST 0.48% China (21) 
KIPyV RST 0.55% France (22) 
KIPyV RST 1.03% South Korea (23) 
KIPyV RST 2.52% Australia (24) 
KIPyV RST 0.45% Italy (19) 

WUPyV RST 6.29% Thailand (2) 
WUPyV RST 1.02% United Kingdom (25) 
WUPyV RST 2.97% Australia (4) 
WUPyV RST 2.42% France (22) 
WUPyV RST 2.41% China (21) 
WUPyV RST 6.41% Canada (26) 
WUPyV RST 6.99% South Korea (23) 
MCPyV RST 4.25% Sweden (27) 
MCPyV RST 1.33% Australia (28) 
MCPyV RST 17.2% Italy (19) 
HPyV9 RST 2.0% Hungary (29) 

 หมายเหตุ : RST คือ respiratory tract secretion 
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การศึกษาในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบเช้ือ WUPyV และ KIPyV ที่ก่อโรคในผู้ป่วย
เด็กที่มีอายุที่ 3 เดือน ถึง 9 ปีโดยการตรวจพบทางระบบทางเดินหายใจ (2) พบว่ามีการติดเช้ือ 
WUPyV ในเด็กไทยถึง 6.29% ซึ่งมีอัตราที่สูงกว่าเมื่อเทียบกับประเทศออสเตรเลีย (4.5%) (24) 
และสหราชอาณาจักร (1%) (25) และพบเช้ือ KIPyV ในเด็กไทย 1.99% ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ ประเทศ
สวีเดน (1%) (7), ออสเตรเลีย (2.6%) (24) และสหราชอาณาจักร (1.4%) (20) นอกจากนี้มี
การศึกษาในผู้ป่วยที่ติดเช้ือ AIDS พบว่ามีการตรวจพบเช้ือ WUPyV และ KIPyV โดยให้ผลอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติอีกด้วย (9) 

ส าหรับการศึกษา HPyV-9 ในผู้หญิงตั้งครรภ์โดยศึกษาใน 3 ตัวอย่างด้วยกันคือเลือด 

ปัสสาวะ และทางระบบทางเดินหายใจ พบว่าสามารถตรวจพบเช้ือไวรัสดังกล่าวในผู้หญิงที่ตั้งครรภ์

แต่ขณะเดียวกันไม่สามารถตรวจพบ WUPyV และ KIPyV จากทั้ง 3 ตัวอย่างในผู้หญิงที่ตั้งครรภ์ (29) 

โดยพบว่าจากการศึกษาส่วนใหญ่นั้นห้องปฏิบัติการทั่วไปนั้นเทคนิคที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัย 

คือ เทคนิค polymerase chain reaction หรือ PCR ซึ่งเป็นเทคนิคที่นิยมใช้โดยมีจุดประสงค์เพื่อ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเออาศัยหลักการ DNA replication เทคนิคดังกล่าวสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้

อย่างเฉพาะเจาะจง โดยใช้เวลาประมาณ 2-3 ช่ัวโมงเท่านั้นโดยเทคนิคนี้พัฒนาข้ึนเมื่อปี 1983 โดย 

Kary Mullis และคณะแห่งบริษัท Cetus Corporation ซึ่งด้วยเทคนิคดังกล่าวนี้มีความไวและ

จ าเพาะเจาะจงจึงเป็นที่นิยมและใช้ในการตรวจวินิจฉัยจนถึงปัจจุบัน โดยแบ่งเป็น 3 ข้ันตอนหลักๆ

ดังนี ้ 

ขั้นที่ 1 : Denaturing เป็นการแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบจากสภาพที่เป็นสายคู่ ให้เป็นดีเอ็น

เอสายเดี่ยวโดยใช้อุณหภูมิสูง 92-95° C 

ขั้นที่ 2 : Annealing เป็นข้ันตอนที่ท าให้ไพรเมอร์ ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายสั้นๆ (ประกอบด้วย   

นิวคลีโอไทด์จ านวน 10-14 เบส) ที่มีล าดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบจับคู่กัน ซึ่งนิยมใช้

อุณหภูมิในช่วง 37-60° C 

ขั้นที่ 3 : Extension เป็นข้ันตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ โดยสังเคราะห์ต่อจากส่วน

ปลาย 5’ ของไพรเมอร์ โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส ซึ่งเอนไซม์นี้ สามารถ

ท างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 72-75° C 

ข ัน้แรก  
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สอง  
 

 
รูปที่ 3  แสดงข้ันตอนของ PCR (30) 

Nested PCR 

คือการท า PCR โดยใช้ primer 2 คู่ เพื่อเพิ่มปริมาณของ DNA ที่ต้องการ โดยการท า PCR 

ครั้งแรกจะใช้ไพร์เมอร์คู่แรก (F1, R1) จากนั้นจะใช้ผลิตภัณฑ์ของ PCR ที่ได้จากรอบแรกมาเป็น 

DNA template ในการท า PCR รอบที่ 2 โดยใช้ไพร์เมอร์คู่ที่ 2 (F2, R2) (รูปที่ 4) ทั้งนี้วิธีดังกล่าว

นั้นมีวัตถุประสงค์พื่อเพิ่มค่า sensitivity ของการตรวจวิเคราะห์ให้สูงข้ึนกว่าการท า PCR ทั่วไป  

ข้ันที่ 1 

ข้ันที่ 3 

ข้ันที่ 2 



 13 

 

รูปที่ 4 แสดงข้ันตอนของ Nested PCR (30)  

Semi-nested PCR 

คือการท า PCR ที่ประยุกต์มาจากเทคนิค Semi-nested PCR ซึ่งวิธีนี้จะใช้ไพร์เมอร์น้อยกว่า

วิธี nested PCR กล่าวคือจะประกอบไปด้วยการท า PCR 2 รอบด้วยกัน โดยจะใช้ผลิตภัณฑ์ของ 

PCR รอบที่ 1 เป็น DNA template ในการท า PCR รอบที่ 2 โดยจะใช้ไพร์เมอร์ใหม่ร่วมกับไพร์เมอร์

เดิมทั้งนี้วิธีดังกล่าวนั้นมีวัตถุประสงค์พื่อเพิ่มค่า sensitivity ของการตรวจวิเคราะห์ให้สูงข้ึนกว่าการ

ท า PCR ทั่วไปเช่นเดียวกับเทคนิค nested PCR 

 

 

 

 

 



  

บทท่ี 3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย (Descriptive Study) 

รูปแบบการวิจัยครั้งนี้นี้เป็นการวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive Cross-sectional study) 

โดยโครงการวิจัยน้ีได้ผ่านคณะกรรมการจริยธรรมในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิยาลัย

แล้ว IRB No. 457/56 

วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคม ี

1. สารเคมีส าหรับสกัดดีเอ็น 

- ชุดสกัดสารพันธุกรรมส าเรจ็รปู HiYieldTM Viral Nucleic Acid Extraction kit 

(Real Genomics, USA) 

2. สารเคมีที่ใช้เพิ่มปริมาณ DNA ด้วย PCR 

- DNA template 

- dNTPs ได้แก่ dATP, dTTP, dCTP และ dGTP (Thermo Scientific, USA; 

Cat No. R0181) 

- Specific primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

- Taq DNA polymerase, Recombination (Invitrogen, USA; Cat No. 

11615-010 

3. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction) 

- RBC HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (RBC 

Bioscience, Taiwan; Cat No. YDF300) 

4. สารเคมีที่ใช้ในการเช่ือมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector 

- RBC TA cloning vector kit (RBC Bioscience, Taiwan; Cat No. RC013) 
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5. สารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนพลาสมิดโดยอาศัยเทคนิค Transformation 

- Agar (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. RC013) 

- Ampicillin (General Drugs House, Thailand) 

-  Distill water (DW) 

- Glucose (Ajax Finechem, NZ; Cat No. 783) 

- Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (AMRESCO, USA; Cat 
No. 0487) 

- Potassium chloride (KCl) 

- Sodium chloride (NaCl) (Merck, Germany; Cat No. 567440) 

- Tryptone (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. 
223000) 

- X-gal (AMRESCO, USA; Cat No. 0428) 

- Yeast extract (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. 
210934) 

6. สารเคมีที่ใช้ส าหรับสกัดพลาสมิด (Plasmid extraction) 

- RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, 
Taiwan; Cat No. YPD300) 

7. สารเคมีที่ใช้ในการ Agarose gel electrophoresis 

- 100 bp DNA ladder H3 RTU (Ready-to-Use) (GeneDireX, Taiwan; Cat 
No. DM003-R500) 

- Agarose (Invitrogen, USA; Cat No. 75510-019) 

- Boric acid (Fisher Scientific, UK) 

- Ethidium bromide (AMRESCO, USA; Cat No. 0.492) 

- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma, Singapore, Cat No. 
E9884) 

- Tris base (Promega, USA) 
8. วัสดุ และอุปกรณ์ทั่วไปส าหรับงานวิจัย 

- Heat block (Bioer Technology) 

- Mini Centrifuge (Eppendorf)  
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- ตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียส (Biosan) 

- MicroCentrifuge Tube ขนาด 0.2 และ 1.5 ml (Axygen) 

- Tip ขนาด 10, 200 และ 1,000 µl (Neptune) 

- Autopipette ขนาด 3, 10, 20, 100, 200 และ 1,000 µl (Biohit) 

9. โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

- Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)  

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) 

- BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.4.1) 

(bioedit.software.informer.com) 

- Oligos Primer Design Software (Version 9.1) (www.oligo.net) 

- Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) (version 5.05) 

(http://www.megasoftware.net) 

- Simplot (http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot) 

วิธีด าเนินงานวิจัย   

โครงการวิจัยนี้ผู้วิจัยไม่ได้เป็นผู้ด าเนินการข้ันตอนการเก็บตัวอย่างและการสกัด DNA 
ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัยในครั้งนี้ทั้งหมดเป็นตัวอย่างที่เหลือเก็บจากงานตรวจวินิจฉัย  ในงานบริการ
ประจ าวันของทางศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยาคลินิก เพื่อการตรวจหาเช้ือไวรัสชนิดต่างๆ ใน
ระบบทางเดินหายใจ ซึ่งจะมีทั้งตัวอย่างเก่าที่เคยเก็บมาแล้วและตรวจวินิจฉัยในงานบริการของทาง
ศูนย์เรียบร้อยแล้ว อีกทั้งตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัยนี้เป็นตัวอย่างเดียวกันกับที่ใช้ในโครงการวิจัย IRB 
No. 386/53 และ IRB No. 378/56 ซึ่งเป็นโครงการวิจัยที่ได้รับการรับรองจากคณะกรรมการการท า
วิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ตัวอย่างของผู้ป่วย 

 ตัวอย่างที่ท าการศึกษาในครั้งนี้ประกอบไปด้วย 641 ตัวอย่างจากผู้ป่วยเด็กที่เข้ารับการ

รักษากับโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และโรงพยาบาลชลบุรี ประกอบด้วย 

- Nasopharyngeal aspirate (NP suction) จ านวน 607 ตัวอย่าง 

- Tracheal suction จ านวน 28 ตัวอย่าง 

- endotracheal suction (ET suction) จ านวน 6 ตัวอย่าง 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://www.oligo.net/
http://www.megasoftware.net/
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การสกัด DNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรม HiYieldTM Viral Nucleic Acid Extraction kit  

ตัวอย่างที่ได้จะน ามาสกัด DNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรม ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

- แบ่งตัวอย่างปริมาตร 200 µl ใส่ microcentrifuge tube จากนั้นเติม VB buffer 
ลงไป จากนั้นน าไป vortex  

- incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 

- เติม 95% ethanol ลงไป น าไป vortex 

- น าตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน VB column ที่เตรียมไว้ให้จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียง 
(centrifuge) ที่ 4 oC 13,000 rpm เป็นเวลาประมาณ1 นาทีแล้วเทส่วนที่เป็น
ของเหลวทิ้ง 

- เติม W1 buffer ลงไป น าไปปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลาประมาณ 1 นาที 
แล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง 

- เติม R-Wash buffer ลงไป น าไปปั่นเหว่ียงที่ 4 oC 13,000 rpm เป็นเวลาประมาณ 
1 นาที แล้วเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง จากนั้นน าไปปั่นต่ออีก 5 นาทีเพื่อให้สารที่
เหลือใน column หายไปจนหมด 

- ย้าย column ใส่ลงใน microcentrifuge tube จากนั้นเติม RNAse free water 
50 µl แล้วน าไปปั่นเหว่ียง เพื่อชะล้าง RNA จาก column ลงไปใน 
microcentrifuge tube 

หมายเหตุ :  การจัดเก็บตัวอย่าง DNA ที่เหลือจากโครงการวิจัยในครั้งนี้ทั้งหมดจะถูกเก็บใส่ไว้ใน 
microcentrifuge tube ที่ อุณหภูมิ -70 oC ในศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางไวรัสวิทยา
คลินิกช้ัน 9 อาคาร ส.ก. คณะแพทยศาสตร์ จุฬาฯ 

 

การตรวจสอบผลการสกัด DNA  

 ตรวจสอบผลด้วยการท า PCR เพื่อตรวจสอบยีน glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) ซึ่งใช้เป็น universal housekeeping gene โดยใช้ไพรเมอร์ดังต่อไปนี้ 
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ตารางท่ี 4 แสดงล าดับนิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ส าหรบัการตรวจหายีน GAPDH 

Primer’s 
name 

Sequence (5’  3’) Position Product size 
(bp) 

GAPDH_F404 CTTCACCACCATGGAGAAGG 404-424 
199 

GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC 603-583 
 

ตารางท่ี 5 แสดงส่วนผสมสารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR ของยีน GAPDH 

 

ตารางท่ี 6 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการท า PCR ของยีน GAPDH 

 
 
 
 
 
  

 

สารเคม ี ปริมาตร (µl) Final conc. 
10X Dream Taq Green Buffer 1.25 1X 
Forward primer (10 mM) 0.25 0.2 mM 
Reverse primer (10 mM) 0.25 0.2 mM 
dNTP 0.25 0.2 mM 
Dream Taq DNA Polymerase 0.06 1.25 U 
DNA template   1 - 
Distilled  water 9.44 - 
Total 12.5 µl  

PCR reaction อุณหภูมิ / เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94oC เป็นเวลา 3 นาที 1 
Denaturation Step 94oC เป็นเวลา 30 วินาที  

40 รอบ Annealing Step 55oC เป็นเวลา 30 วินาที 
Extension Step 72oC เป็นเวลา 30 วินาที 
Final extension 72oC เป็นเวลา 7 นาที 1 
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 วิเคราะห์ผลการท า PCR ด้วยการท า Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ 2% Agarose 
gel  โดยมีค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที ในการแยกหาขนาดของ PCR 
Product ตามที่ต้องการและเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder (marker) และย้อมดูแถบ 
PCR Product ที่ต้องการด้วย Ethidium bromide ซึ่งขนาดของผลิตภัณฑ์ที่คาดการณ์ไว้ คือ 199 
bp 

การเพ่ิมจ านวนยีนท่ีจ าเพาะต่อ human polyomavirus ด้วยวิธี Semi-nested PCR  

 น าตัวตัวอย่างที่ได้มาเพิ่มจ านวน DNA ในส่วนของยีน large T Ag ซึ่งยีนบริเวณดังกล่าวนี้

เป็นช่วงที่มี conserve regions มากที่สุดเมื่อเทียบกับยีนบริเวณอื่นๆของเช้ือ Human 

Polyomaviruses ในทุกๆสายพันธ์ุ โดยการเปรียบเทียบข้อมูลนั้นจะใช้โปรแกรม Bioedit ในการ

วิเคราะห์เพื่อหาช่วงยีนที่เหมาะสมในการออกแบบไพร์เมอร์ 

หลักการที่ใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์นั้นอาศัยหลักการดังต่อไปนี้ 

- ความยาวของไพร์เมอร์ควรมีขนาดประมาณ 18-22 bp 

- ไพร์เมอร์ที่ออกแบบควรมีความจ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมายบนสาย DNA 

ต้นแบบเพื่อหลีกเลี่ยงการเกิด non-specific product  

- ไพร์เมอร์ที่ออกแบบความไม่ควรมีล าดับเบสที่ซ้ าๆกันอยู่ติดกัน 

- หลีกเลี่ยงล าดับนิวคลีโอไทด์บนไพร์เมอร์ที่เป็นคู่สมกันเอง (primer dimer) 

- ค่า GC content ควรมีค่า 50-60% 

- ค่า Tm (melting temperature) ในแต่ละคู่ไพร์เมอร์ควรมีค่าใกล้เคียงกัน ซึ่งหาได้จากสูตร  

Tm = 2×(A+T) + 4×(G+C) 

 จากนั้นจะท ามาทดสอบหาเช้ือ Human Polyomaviruses ด้วยวิธี semi-nested PCR โดยใช้ 

primers ดังแสดงในตารางที่ 7 
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ตารางท่ี 7 แสดงล าดับเบสของ Primer ท่ีใช้ในการท า PCR 

Primer Name Sequence (5’3’ ) # Position* 

KI/WU_4337F CATTATTAACWCCTTTACARAATAA 4337-4361 

KI/WU_4390F AAGTTATTAAYAGCACTAACTCTATG 4390-4415 
SP6 KI/WU_4585R GATTTAGGTGACACTATAGTGTCWCAWGCTGTATTTAGTAATA 4565-4585 
HPyV9_4180F GTTTAATAACAGCTTTACAATGAAT 4180-4204 
HpyV9_4233F AAATGTTTTACAGCAGAAACTCTA 4233-4256 
SP6_HpyV9_4443R GATTTAGGTGACACTATAGTAAGTCATGCTATCTATAGTAATA 4420-4443 
MCPyV _4180F CAAATCTAAGAGATTCCCTGGA 4180-4201 
MCPyV _4231F AAGAATTCTTCAAAGTGGAACCA 4231-4253 
SP6_ MCPyV_4443R GATTTAGGTGACACTATAGCCTCAATAAGAATATTGAGCAG 4422-4443 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ขีดเส้นใต้แสดงถึง primer ของ SP6 

# Degenerate nucleotide: W = A or T, R = A or G, Y = C or T 

* Position ของ KIPyV / WUPyV เทียบกับ genome sequence (Accession no. NC_009539.1) 

* Position ของ HPyV9 เทียบกับ genome sequence (Accession no. NC_015150.1) 

* Position ของ MCPyV เทียบกับ genome sequence (Accession no. NC_010277.1) 

ตารางท่ี 8 แสดงการเข้าคูข่อง primer ในการตรวจสอบ human polyomavirus 

Virus First PCR Size 
(bp) 

Second PCR Size 
(bp) 

KIPyV & WUPyV KI/WU_4337F /  
SP6_KI/WU_4585R 

268 KI/WU_4390F /  
SP6 KI/WU_4585R 

215 

HPyV9 HPyV9_4180F /  
SP6_HpyV9_4443R 

283 HPyV9_4233F/ 
SP6_HpyV9_4443R 

230 

MCPyV MCPyV_4180F /  
SP6_MCPyV_4443R 

283 MCPyV_4231F/ 
SP6_MCPyV_4443R 

232 
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ตารางท่ี 9 แสดงส่วนผสมสารเคมีท่ีใช้ในการเพ่ิมจ านวน DNA ของเชื้อ HPyV 

สารเคมี (ใช้ทั้ง1st และ 2nd PCR) ปริมาตร (µl) Final conc. 
10X PCR buffer minus Mg 1.25 1X 
10 mM dNTP 0.25 0.2 mM 
50 mM MgCl2 0.375 1.5 mM 
Forward primer (10 mM) 0.25 0.2 mM 
Reverse primer (10 mM) 0.25 0.2 mM 
Taq DNA Polymerase 0.1 1.25 U 
DNA template   1 µl - 
Distilled  water 9.025 - 
Total  12.5 µl  

 

จากนั้นน า PCR tube ที่ใส่ส่วนผสมของสารเคมีทั้งหมดใส่ในเครื่อง Thermal cycler 

(Eppendorf  Master cycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดังแสดงในตารางที่ 10 

 

ตารางท่ี 10 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการท า PCR ของเชื้อ HumanPolyomaviruses 

 

 

 

 

 

 

PCR reaction อุณหภูมิ / เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94oC เป็นเวลา 3 นาที 1 
Denaturation Step 94oC เป็นเวลา 30 วินาที  

40 รอบ Annealing Step 55oC เป็นเวลา 30 วินาที 
Extension Step 72oC เป็นเวลา 30 วินาที 
Final extension 72oC เป็นเวลา 7 นาที 1 



 22 

ตรวจสอบผลการท า PCR ด้วยการด้วยวิธี Agarose Gel Electrophoresis 

1. น า PCR product ของ 2nd PCR ที่ได้มาท าการแยกด้วย 2% Agarose gel electrophoresis 

โดยมีค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที โดยใช้ 100 bp DNA ladder เป็น 

markerแล้วย้อมดูแถบ DNA ด้วย Ethidium bromide เพื่อตรวจสอบขนาด DNAที่ต้องการ 

2. ตัด gel บริเวณที่มีแถบ DNA ตามขนาดที่ต้องการมาท าให้บริสุทธ์ิด้วย Gel Extraction ด้วย 

HiYield TM Gel Extraction  

- ตัด agarose gel ที่มี DNA ที่สนใจ  

- ใส่ช้ิน agrose gel ที่ได้ลงใน microcentrifuge tube  

- เติม DF Buffer 500 µl ลงใน microcentrifuge tube ดังกล่าวผสมให้เข้ากันด้วยการ 

vortex  

- บ่มที่อุณหภูมิ 55 ºC 10-15 นาที หรือจนกระทั่ง agarose gel ละลายหมด โดยระหว่างบ่ม

นั้นควรกลับ microcentrifuge tube ทุกๆ 2-3 นาที 

- น าสารละลายที่ได้ข้อด้านบนเติมลงใน DF column ที่วางอยู่ใน collection tube  

- Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 rpm 30 วินาที 

- ถ่ายของเหลวใน collection tube ออก แล้วใส่ DF column กลับไปใน collection tube 

อีกครั้ง 

- เติม Wash Buffer 600 µl ลงใน DF column  

- Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 rpm 30 วินาที 

- ถ่ายของเหลวใน collection tube ออก แล้วใส่ DF column กลับไปใน collection tube 

อีกครั้ง 

- Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 rpm 2 นาที 

- ถ่าย DF column ไปยัง microcentrifuge อันใหม่ 

- เติม Elution Buffer 20-50 µl ลงไปใน column  

- บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้ Elution Buffer ถูกดูดซึมบนเยื่อใน DF column 

- Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 rpm 2 นาที 

- จะได้ DNA ที่บริสุทธ์ิ โดยจะน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ อุณหภูมิ -20 ºC 
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การเตรียม Positive control ด้วยวิธี Cloning 

 เมื่อได้ผลของยีนในส่วนที่ต้องการแล้วจะน ามาท าการโคลนเพื่อเก็บเป็น Positive control 
และเพื่อใช้ในการค่า specificity และ sensitivity ของไพรเมอร์ต่อไป โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1. Ligation  

เตรียมสารละลายส าหรับหารท า Ligation ระหว่าง PCR product กับพลาสมิด T/A vector 
(RBC) 

- 2x buffer 5.0 µl - T4 DNA ligase 1.0 µl 
- T/A vector (RBC) 1.0 µl - purified DNA  3.0 µl 

จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง  
2. Transformation ด้วยวิธี heat shock 

1. เตรียม competent cell E.coli สายพันธ์ุ JM109 ปริมาตร 50 µl ในหลอด     
1.5 ml จากนั้นเติมสารละลาย ligation 2 µl 

2. น าหลอดไปแช่น้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที 
3. เพิ่มอุณหภูมิข้ึนอย่างรวดเร็ว โดยการน าหลอดไปใส่ใน heat block ที่อุณหภูมิ 

42°C เป็นเวลา  90 วินาที จากนั้นลดอุณหภูมิทันทีด้วยการบ่มบนน้ าแข็ง 2นาที  
4. เติม SOC medium (รายละเอียดดังภาคผนวก) ปริมาตร 950 µl ลงในหลอด 
5. น าไปเขย่าที่ความเร็วประมาณ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1.5 ช่ัวโมง 
6. จากนั้นน าไปปั่นที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
7. เทสารละลายทิ้ง จะเหลือตะกอนของเซลล์ที่ก้นหลอดประมาณ 45 µl 
8. เติม X-gal ปริมาตร 15 µl และ IPTG ปริมาตร5 µl ผสมให้เข้ากันจากนั้น spread 

บน LB agar plate ที่ผสมด้วย amplicilin (100 mg/ml) 
9. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37oC ข้ามคืน เพื่อคัดเลือกเซลล์ที่ได้รับ recombinant 

plasmid ด้วยวิธี White/Blue Selection 
10.  คัดเลือกโคโลนีสีขาวบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB agar มาใส่ลงใน LB broth ที่ผสม

ด้วย amplicilin (100 mg/ml) 
11.  น าไปเขย่าที่ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 370C เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์

ที่มีพลาสมิด 
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3. Plasmid extraction 
1. น าอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทรีเรียที่ต้องการสกัด plasmid ปริมาตร 1.5 ml มาใส่ลงใน

หลอด 2 ml 
2. น าไปปั่นที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาทีเทสารละลายส่วนใสทิ้งเก็บตะกอนเซลล์

ไว้ 
3. น าเซลล์ที่ได้มาละลายในสารละลายส าหรับ lysis ปริมาตร 400 µl บ่มที่

อุณหภูมิห้อง 3 นาที 
4. น าสารละลายเซลล์จากข้อ 3. ใส่ลงใน spin column และปั่นที่ความเร็วสูงสุดเป็น

เวลา 1 นาที 
5. เติม diluted wash buffer ปริมาตร 400 µl 
6. น า spin column ไปปั่นที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาที 
7. เทสารละลายที่ผ่าน spin column ทิ้ง และน าไปปั่นที่ความเร็วเป็นเวลา 1 นาที

เพื่อชะเอาสารละลายที่ หลงเหลือใน column ออกให้หมด 
8. จากนั้นน า spin column ใส่ลงใน collection tube ใหม่และเติม elution buffer 

ปริมาตร 50 µl 
9. น าไปปั่นที่ความเร็วสูงสุด 1 นาทีได้สารละลายของพลาสมิดที่บริสุทธ์ิแล้วปริมาตร 

50 µl 

 

การวัดปริมาณพลาสมิด 

วัดค่าการดูดกลืนแสงของพลาสมิดที่สกัดได้ที่ความยาวคลื่น 260 nm (A260) เพื่อค านวณหา
ความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิด ความบริสุทธ์ิของสารละลายพลาสมิด (DNA purity) ค านวณ
โดยอาศัยความสัมพันธ์ของอัตราส่วนระหว่าง A260/A280โดยความบริสุทธ์ิที่ค านวณได้ควรมีค่าอยู่
ระหว่าง 1.7-2.0 (31) 

 

ค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย µg/ml 

[DNA] µg/ml=(A260- A320) x dilution factor x 50 

ก าหนดให้ 1 หน่วยของ A260 = 50 µg/ml ของสารละลาย DNA บริสุทธ์ิ 
dilution factor = จ านวนเท่าของการเจือจาง 
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ค านวณความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย Copy/ µl 
 

[DNA] Copy/ µl =   [DNA](g/ µl) x 6.02 x 1023 

 

การค านวณคา่ sensitivity ของไพรเมอร์ด้วยการท า 10-fold serial dilution 

  เมื่อทราบค่าความเข้มข้นของพลาสมิดส าหรับใช้ Positive control แล้ว จึงน ามาท า serial 
dilution โดยก าหนดให้ dilution factorเท่ากับ 10 (10-fold serial dilution) และให้มีค่าความ
เข้มข้นของ พลาสมิดอยู่ระหว่าง 1010- 100Copies/ µl ต่อ PCR reaction ค่า sensitivity คือค่า
ความเข้มข้นต่ าที่สุดที่สามารถให้ PCR product ขนาดตรงตามต้องการได้ ซึ่งค่าความเข้มข้นที่
ยอมรับได้ส าหรับการท า PCR คือประมาณ 10- 103Copies/ µl  

 

หาล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยการท า Direct Nucleotide Sequencing 

น า DNA ที่ท าให้บริสุทธ์ิแล้วส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยส่งไปตรวจกับบริษัท First base 

laboratories Sdn Bhd จากนั้นน าผล sequencing ที่ได้ไปวิเคราะห์ต่อไปโดยการ BLAST เทียบกับ

ฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) จาก 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast เพื่อยืนยันในข้ันต้นว่ารหัสพันธุกรรมที่ได้เป็นเช้ือ HPyV หรือไม่ 

และจัดจ าแนกอยู่ในกลุ่มใด รวมถึงท าการเปรียบเทียบความเหมือนหรือความต่างของล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ที่ได้จากการศึกษากับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ HPyV สายพันธ์ุต่างๆ ที่มีอยู่ในธนาคารรหัส

พันธุกรรม (GenBank) 

 

Whole genome  

 หลังจากทราบสายพันธ์ุของเช้ือ HPyV แล้วจะน ามาศึกษา Whole genome ต่อไป โดยใช้

ไพรเมอร์ (2) ดังแสดงในตารางที่ 11 ในการท า PCR โดยอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท า PCR จะใช้

ดังตารางที่ 6 

 

  Length of recombinant plasmid (nt) x 660 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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ตารางท่ี 11 แสดงไพรเมอร์ของ WUPyV ในการท า PCR (2) 

Primer Name Sequence (5’ 3’) # Position* Size (bp) 

WU/KI_4969F TTGCAGTTTTAAATATAAAGAATTAAG 4969-4995 

1395 WU/KI_761R ACAGTAGYAGCTGCTTCAGATAT 761-739 

WU/KI_1134R GGCAATTCTATTGAACACGTCCT 1134-1112 

WU/KI_989F CCCCCTACYCAGGAATGGCA 989-1008 

1560 WU/KI_1990R ATTWGGWATATCAGGGGGAGCAA 1990-1968 

WU/KI_2548R CCTTCTTTGTCTAAARTGTAGCCTA 2548-2524 

WU/KI_2407F ACTRTTGGATGAAAATGGCATTGG 2407-2430 

1695 WU/KI_2870F GCAAAYTCAGTAAGGCCTATATA 2870-2892 

WU/KI_4101R CATAGAGTTAGTGCTRTTAATAACTT 4101-4076 

WU/KI_3780F TACTAYTGCATTTTTCACACTCTTC 3780-3804 

1389 WU/KI_4703R TGTGGATAGAGTGYTACTGCTA 4703-4682 

WU/KI_5168R AAGAAGGCAAAATGGATAAAACTTT 5168-5144 

หมายเหตุ  

# Degenerate nucleotide: W = A or T, R = A or G, Y = C or T 

* Position ของ WUPyV เทียบกับ genome sequence (Accession no. NC_009539.1) 

 

การท า Multiple Sequence Alignment และ Phylogenetic analysis 

 ท าการวิเคราะห์ Multiple Sequence Alignment และท า whole genome assembly

โดยใช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.4.1) นอกจากนี้ 

Phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) 

(version 5.05) โดยใช้วิธี Neighbor-joining method และตั้งค่า Boost strapping เท่ากับ 1000 

replicates 
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บทท่ี 4  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการท า Positive control 

การค านวณคา่ sensitivity ของไพรเมอร์ด้วยการท า 10 fold serial dilution 

วัดค่าการดูดกลืนแสงของพลาสมิดที่สกัดได้ที่ความยาวคลื่น 260 nm (A260) เพื่อค านวณหา
ความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิด ความบริสุทธ์ิของสารละลายพลาสมิด (DNA purity) ค านวณ
โดยอาศัยความสัมพันธ์ของอัตราส่วนระหว่าง A260/A280 

DNA purity = A260/A280 
     = 0.0476/0.0240   = 1.98 

โดยความบริสุทธ์ิที่ค านวณได้จากการทดลองนั้นมีค่า 1.98 จึงถือเป็นค่าที่ยอมรับได้เนื่องจากอยู่
ระหว่าง 1.7-2.0 (31) 

ค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิด 

[DNA]   = (A260- A320) x dilution factor x 50 

= 0.0476 x 10 x 50 

= 23.8 ng/µl 

ก าหนดให้ 1 หน่วยของ A260 = 50 µg/ml ของสารละลาย DNA บริสุทธ์ิ 
dilution factor = จ านวนเท่าของการเจือจาง 

ค านวณความเข้มข้นของสารละลายพลาสมิดในหน่วย Copy/ µl 
                         [DNA] Copy/µl   =   [DNA](g/ µl) x 6.02 x 1023 

      =   23.8×10-9×6.02×1023 

       =    7.26×109  Copies/µl    

เมื่อทราบค่าความเข้มข้นของพลาสมิดส าหรับใช้ Positive control แล้ว จึงน ามาท า serial 

dilution โดยก าหนดให้ dilution factor เท่ากับ 10 (10 fold serial dilution) และให้มีค่าความ

เข้มข้นของ พลาสมิดอยู่ระหว่าง 1010- 100 Copies/ µl ต่อ PCR reaction ค่า sensitivity คือค่า

         Length of recombinant plasmid (nt) x 660 

(2723+248+18) × 660 
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ความเข้มข้นต่ าที่สุดที่สามารถให้ PCR product ขนาดตรงตามต้องการได้ โดยพบว่า ค่า sensitivity 

ที่ได้จาก PCR1 มีค่า 102  Copies/ µl ดังแสดงในรูปที่ 5 และค่า sensitivity ที่ได้จาก PCR2 มีค่า 10  

Copies/ µl ดังแสดงในรูปที่ 6  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 ผลการวิเคราะห์ sensitivity (PCR1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 ผลการวิเคราะห์ sensitivity (PCR2) 

M       103        102          101          N                                                                                  

  PCR1 : 283 bp 

  PCR2 : 230 bp 

283 bp 

M      106    105      104     103     102    101      N                                                                                  
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ผลการศึกษาระบาดวิทยาและการจ าแนกสายพันธุ์ระดบัโมเลกุลของเชื้อ Human 

Polyomaviruses ในผู้ป่วยระบบทางเดินหายใจในประเทศไทย 

ผลการตรวจสอบผลการสกัด DNA ด้วยการท า PCR 

 เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) ซึ่งใช้เป็น universal housekeeping gene ซึ่งขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ได ้คือ 199 bp 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 ตัวอย่างตรวจสอบยีน glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

 จากการศึกษาการตรวจสอบยีน glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) ซึ่งใช้เป็น universal housekeeping gene จากตัวอย่าง NP suction, Tracheal 

suction และ ET suction โดยใช้ตัวอย่างที่เหลือเก็บจากงานตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สาย

พันธ์ุใหม่ 2009 หรือ Influenza H1N1 ซึ่งเป็นงานบริการประจ าวันของทางศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทาง

ไวรัสวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย นอกจากนี้ยังเป็นตัวอย่างที่เหลือจาก

โครงการจ าแนกสายพันธ์ุของเช้ือฮิวแมนเรสไพราทอรีซินไซเทียลไวรัสจากแผนกกุมารเวชศาสตร์ 

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และจากโครงการการศึกษาการติดเช้ือไวรัสในผู้ปว่ยโรคปอดอักเสบ ที่เข้ารับ

การรักษาในหอผู้ป่วยหนักกุมารเวชกรรมของโรงพยาบาลชลบุรีจ านวน 641 ตัวอย่างนั้นพบว่ามี 614 

ตัวอย่างนั้นพบยีน GAPDH และ อีก 27 ตัวอย่างไม่พบยีน GAPDH โดยการตรวจสอบดังกล่าวนี้เป็น

การตรวจสอบว่าคุณภาพของตัวอย่างผู้ป่วยหลังจากการสกัดว่ามี DNA อยู่หรือไม่ ซึ่งจากที่กล่าว

ข้างต้นนั้นพบว่ามี 27 ตัวอย่างที่ให้ผลลบกับยีน GAPDH ซึ่งผู้วิจัยจึงตัด 27 ตัวอย่างดังกล่าวทิ้งและ

จะน าตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับยีน GAPDH ซึ่งมีทั้งหมด 614 ตัวอย่างไปท าการตรวจวินิจฉัยเช้ือ 

Human polyomavirus ต่อไป 

199 bp 199 bp 

    199 bp 

                                             Samples 
M     P     1        2      3      4      5      6      7       8      9     N 
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การตรวจวินิจฉัยเชื้อ Human Polyomaviruses โดยใชเ้ทคนิค semi-nested PCR  

 วินิจฉัยเช้ือ Human Polyomaviruses โดยใช้เทคนิค semi-nested PCR ของยีน LTAg 

โดยขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR 2 มีค่าเท่ากับ (KIPyV / WUPyV = 215 pb, HPyV9 = 230 bp และ 

MCPyV = 232 bp) จากการศึกษาพบว่ามี 1 ตัวอย่าง (CU_Chonburi 3) ที่ให้ผลบวกกับเช้ือ 

Human Polyomaviruses 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 ตัวอย่างผลการตรวจหาเช้ือ Human Polyomaviruses ด้วยวิธี semi-nested PCR 

 

ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยการท า Direct Nucleotide Sequencing 

 จากการศึกษาตัวอย่าง ในผู้ป่วยจ านวน 614 ราย พบว่ามี 1 ตัวอย่าง (CU_Chonburi 3)  ที่
ให้ผลเป็นบวกกับเช้ือ Human Polyomaviruses จึงน า DNA ที่ปรากฎ band ตามขนาดที่ต้องการมา
ท าให้บริสุทธ์ิแล้วส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยส่งไปตรวจกับบริษัท  First base laboratories Sdn 
Bhd ซึ่งได้ผล sequencing ดังแสดงในรูปที่ 9 

 

รูปที่ 9 ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด ์

  M      P        1        2       3       4       5       6        7       8      9       10       N 
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การตรวจสอบข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด ์

 เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์แล้วจึงน าข้อมูลมาท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับนิ

วคลีโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล Gen Bank โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  ซึ่งจากการศึกษาพบว่าผู้ป่วยที่ให้ผลบวกกับเช้ือ 

Human Polyomaviruses นั้นมีการความคล้ายคลึงกับ WUPyV สายพันธ์ุ HN111 โดยมีค่า Query 

cover ถึง 100 % และมีค่า Identity ถึง 100 %  ดังแสดงในรูปที่ 10 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า 

CU_Chonburi 3 จัดเป็น WUPyV 

 

 รูปที่ 10 ผลการ BLAST ของตัวอย่างที่ตรวจพบ Human Polyomavireses  

Whole genome assembly 

 จากการตวจสอบพบว่าผู้ป่วยที่ให้ผลเป็นบวกกับ WUPyV นั้นน ามาศึกษา Whole genome 

โดยใช้ไพร์เมอร์ต่างๆ (2) ดังแสดงในรูปที่ 11 โดยการท า PCR และตรวจสอบผลล าดับนิวคลีโอไทด ์

 

การท า Multiple Sequence Alignment  

 จากการศึกษา Whole genome ของตัวอย่าง CU_Chonburi 3  นั้นได้ท าการศึกษาโดย

เปรียบเทียบกบัข้อมูลของ WUPyV ที่เคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ที่พบในประเทศต่างๆ ไม่ว่าจะเป็น

ไทย จีน อเมริกา เยอรมัน ออสเตรเลีย ในช่วงปี 2007-2011 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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รูปที่ 11 แสดงไพร์เมอร์ whole genome ของ WUPyV 

การวิเคราะห์ Multiple Sequence Alignment จะใช้โปรแกรม BioEdit Sequence 

Alignment Editor (version 7.0.4.1) ซึ่งผลในส่วนของ Whole genome ของตัวอย่าง 

CU_Chonburi 3 นี้ได้ท าการเปรียบเทียบค่า identity matrix ของตัวอย่าง CU_Chonburi 3 กับ 

WUPyV ที่เคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ที่พบในประเทศต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นไทย จีน อเมริกา เยอรมัน 

ออสเตรเลีย ในช่วงปี 2007-2011 พบว่ามีค่า identity matrix อยู่ที่ประมาณ 97.5 – 99.0 %  ซึ่ง

จากค่าที่ได้นั้นอาจสรุปได้ว่า ตัวอย่าง CU_Chonburi 3 นั้นมีความเหมือนกับ WUPyV reference 

sequence (NC 009539) , WUPyV_CU-295 (Thailand,2008) , WUPyV_CLFF (China,2008) 

และ WUPyV_MN2726 (Australia,2010) สูงถึง 99% ดังแสดงในตารางที่ 12  
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 อีกทั้ งยังได้น าตัวอย่าง CU_Chonburi 3 ไปเปรียบเทียบกับ WUPyV reference 

sequence (NC 009539) , WUPyV_CU-295 (Thailand,2008) และ WUPyV_MN2726 

(Australia,2010) โดยใช้โปรแกรม Simplot เพื่อ 1 % ที่แตกต่างในแต่ละ isolate ว่ามีบริเวณ

ใดบ้างที่แตกต่างกัน โดยจากกราฟเป็นการแสดงผลระหว่าง similarity score กับ positon ของ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าในส่วนของ whole genome นั้นจะประกอบไปด้วยบริเวณ non-coding 

regions , บริเวณยีน VP1, VP2, LTAg และ STAg ซึ่งบริเวณดังกล่าวนั้นมีความแตกต่างกันดังแสดง

ในรูปที่ 14 

นอกจากนี้ได้ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ CU_Chonburi 3 เทียบกับ WUPyV reference 

sequence (NC 009539) บริเวณ non-coding regions โดยบริเวณนี้จะประกอบด้วย 4 ช่วง

ด้วยกันคือต าแหน่งที่ 1-573, 2780-2811, 4507-4572 และ5158-5229 ซึ่งจากผลการศึกษาบริเวณ

ดังกล่าวพบการเปลี่ยนของนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง 37, 63, 73, 95, 130. 152, 173, 177, 180, 181, 

206, 275, 293, 294, 350, 451, 499, 4522, 4558 และ 5211  

ในส่วนของ Whole genome ของตัวอย่าง CU_Chonburi 3 เทียบกับประเทศไทย 

(CU_295 และ CU_302) เมื่อปี 2008 ซึ่งพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 

non-coding regions ที่ต าแหน่ง 37, 63, 73, 95, 130. 152, 173, 177, 180, 181, 206, 275, 

286, 293, 294, 350, 451, 499, 4522, 4558, 4559 และ 5211 โดยสรุปการเปลี่ยนแปลงของ

ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding regions ไว้ในตารางที่ 13 

 นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนภายในโปรตีนของไวรัส (VP1 , VP2, LTAg 

และ STAg) ในตัวอย่าง CU_Chonburi 3  เทียบกับ WUPyV reference sequence (NC 009539) 

โดยเมื่อท าการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ใน Bioedit พบว่าในส่วนของ VP1 พบการเปลี่ยนแปลง

ของกรดอะมิโนคือ S347T (ตารางที่ 14) ในขณะเดียวกันพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนใน

โปรตีน VP2 ดังนี้ L40V, G120R, Y121I, P123R, L137F, Q287R และ A327V (ตารางที่ 15 ) ใน

โปรตีน LTAg พบการเปลี่ยนของกรดอะมิโนดังนี้ Q357P, V369E, E377K, D378V, A381T, R382E, 

R383G และ D389G (ตารางที่ 16)ในโปรตีน STAg พบว่ามีการเปลี่ยนดังนี้ R139S, K141E, R148K 

และ W153C (ตารางที่ 17) 
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การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนภายในโปรตีนของไวรัส (VP1 , VP2, LTAg และ STAg) ใน

ตัวอย่าง CU_Chonburi 3  เทียบกับประเทศไทย (CU_295 และ CU_302) พบว่า VP1 พบการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนใน CU_295 ประเทศไทย ปี 2008 คือ G79T (ตารางที่ 14)  ใน

ขณะเดียวกันพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในโปรตีน VP2 เหมือนกับใน WUPyV reference 

sequence (NC 009539) แต่ที่เพิ่มเติมข้ึนมาอีก 1 ต าแหน่งเมื่อเทียบกับ CU_302 คือ Q239E 

(ตารางที่ 15) ส าหรับโปรตีน LTAg (ตารางที่ 16) และ STAg (ตารางที่ 17) นั้นพบว่ามีการเปลี่ยน

ของกรดอะมิโนเหมือนกับการเปรียบเทียบใน WUPyV reference sequence (NC 009539) 

รูปที่ 12 แสดงผลล าดับนิวคลโีอไทด์ของตัวอย่าง CU_Chonburi 3 กับ 17 isolate ของ WUPyV 

 

รูปที่ 13 แสดงผลล าดับกรดอะมิโนของตัวอย่าง CU_Chonburi 3 กับ 17 isolate ของ WUPyV 



  

ตารางท่ี 12 แสดงค่า identity matrix ของ WUPyV 
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NC_009539|WUPyV ID 99.7 99.9 99.7 99.9 99.7 0.983 0.988 0.988 0.998 0.998 0.998 0.998 0.998 0.993 0.998 0.996 0.99 

EF444554|WUPyV_S5 (USA,2007) 99.7 ID 99.7 99.6 99.6 99.6 0.984 0.987 0.987 0.997 0.998 0.998 0.998 0.997 0.992 0.997 0.995 0.989 

EU358768|WUPyV_CU-295 (Thailand,2008) 99.9 99.7 ID 99.7 99.8 99.6 98.3 98.8 98.8 99.7 99.7 99.7 99.7 99.8 99.3 99.7 99.5 99 

EU358769|WUPyV_CU-302 (Thailand,2008) 99.7 99.6 99.7 ID 99.7 99.5 98.2 98.8 98.8 99.6 99.6 99.6 99.7 99.7 99.3 99.6 99.5 98.9 

EU296475|WUPyV_CLFF (China,2008) 99.9 99.6 99.8 99.7 ID 99.6 98.3 98.8 98.8 99.7 99.7 99.7 99.7 99.8 99.3 99.7 99.5 99 

GQ926980|WUPyV_GD-WU709 (China,2009) 99.7 99.6 99.6 99.5 99.6 ID 98.2 98.6 98.7 99.6 99.7 99.6 99.7 99.7 99.1 99.6 99.5 98.8 

FJ794068|WUPyV_Rochester-7029 (USA,2009) 98.3 98.4 98.3 98.2 98.3 98.4 ID 97.3 97.4 98.3 98.5 98.5 98.5 98.3 97.8 98.3 98.1 97.5 

EU711058|WUPyV_Wuerzburg (Germany,2009) 98.8 98.7 98.8 98.8 98.8 98.6 97.3 ID 99.6 98.7 98.7 98.7 98.7 98.8 99 98.8 98.7 98 

GU296363|WUPyV_O91 (Australia,2010) 98.8 98.7 98.8 98.8 98.8 98.7 97.4 99.6 ID 98.7 98.8 98.8 98.8 98.8 98.9 98.8 98.6 98.1 

GU296395|WUPyV_v367 (Australia,2010) 99.8 99.7 99.7 99.6 99.7 99.6 98.3 98.7 98.7 ID 99.8 99.8 99.8 99.8 99.2 99.8 99.6 98.9 

GU296396|WUPyV_C40 (Australia,2010) 99.8 99.8 99.7 99.6 99.7 99.7 98.5 98.7 98.8 99.8 ID 99.9 99.9 99.7 99.2 99.7 99.5 98.9 

GU296398|WUPyV_T9 (Australia,2010) 99.8 99.8 99.7 99.6 99.7 99.6 98.5 98.7 98.8 99.8 99.9 ID 99.9 99.7 99.2 99.7 99.5 98.9 

GU296402|WUPyV_NP360 (Australia,2010) 99.8 99.8 99.7 99.7 99.7 99.7 98.5 98.7 98.8 99.8 99.9 99.9 ID 99.8 99.3 99.7 99.5 98.9 

GU296405|WUPyV_MN2726 (Australia,2010) 99.8 99.7 99.8 99.7 99.8 99.7 98.3 98.8 98.8 99.8 99.7 99.7 99.8 ID 99.3 99.8 99.6 99 

GU296408|WUPyV_O3 (Australia,2010) 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.1 97.8 99 98.9 99.2 99.2 99.2 99.3 99.3 ID 99.3 99.1 98.5 

HQ218321|WUPyV_BJF5276 (China,2010) 99.8 99.7 99.7 99.6 99.7 99.6 98.3 98.8 98.8 99.8 99.7 99.7 99.7 99.8 99.3 ID 99.7 98.9 

FJ890981|WUPyV_FZ18 (China,2011) 99.6 99.5 99.5 99.5 99.5 99.5 98.2 98.7 98.6 99.6 99.5 99.5 99.5 99.6 99.1 99.7 ID 98.7 

CU_Chonburi 3 (Thailand,2013) 99 98.9 99 98.9 99 98.8 97.5 98 98.1 98.9 98.9 98.9 98.9 99 98.5 98.9 98.7 ID 
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รูปที่ 14 แสดงภาพการเปรียบเทียบจากโปรแกรม Simplot 
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ตารางท่ี 13 แสดงการเปรยีบเทียบล าดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ non coding regions 

Isolate name country year 
Nucleotide variations in non-coding regions* 

Accession 
no. 

   4 22 33 37 67 73 95 107 130 152 173 177 179 180 181 191 198 206 213 219 244  

WU Ref strain Australia 2007 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g NC_009539 
S5 USA 2007 c a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g EF444554 

CU-295 Thailand 2008 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g EU358768 
CU-302 Thailand 2008 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g EU358769 
CLFF China 2008 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g EU296475 

GD-WU709 China 2009 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c c g GQ926980 
Rochester-7029 USA 2009 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g FJ794068 
WU/Wuerzburg Germany 2009 t g g g g g g t c g c c a g g c t a g t g EU711058 

O91 Australia 2010 t g g g g g g a c g c c a g g c c a c t g GU296363 
v367 Australia 2010 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g GU296395 
C40 Australia 2010 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t a GU296396 
T9 Australia 2010 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g GU296398 

NP360 Australia 2010 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g GU296402 
MN2726 Australia 2010 t a c g g g g t c g c c c a g c c a c t g GU296405 

O3 Australia 2010 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g GU296408 
BJF5276 China 2010 t a c g g g g t c g c c c g g c c a c t g HQ218321 

FZ18 China 2011 t a c g g g g t c g c c c g g t c a c t g FJ890981 
CU_Chonburi 3 Thailand 2013 t a c c c a c t a t a a c t a c c c c t g KJ725828 

“ * ” ต าเหนง่นิวคลีโอไทด์ยึดตาม position ของ  NC_009539, หมายเหตุ : ส่วนที่คาดด้วยสีเทาแสดงถึงล าดับนิวคลโิอไทด์ที่เปลี่ยนไป  

37 

 



 38 

ตารางท่ี 13 แสดงการเปรยีบเทียบล าดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ non coding regions (ต่อ)  

Isolate name 
 

country year 
Nucleotide variations in non-coding regions * Accession no. 

 247 274 275 286 293 294 350 451 499 4522 4529 4558 4559 5209 5211 5216 

WU Ref strain Australia 2007 g t a c t a c c c a a a t c g t NC_009539 
S5 USA 2007 g t a c t a c c c g a a t c a g EF444554 

CU-295 Thailand 2008 g t a c t a c c c g a a t c a t EU358768 
CU-302 Thailand 2008 g t a g t a c c c g a a a c g t EU358769 
CLFF China 2008 g t a c t a c c c a a g t c g t EU296475 

GD-WU709 China 2009 g t a c t a c c c g g a t t a g GQ926980 
Rochester-7029 USA 2009 g t a c t a c c c g a a t c a g FJ794068 
WU/Wuerzburg Germany 2009 g a a g t a c c c g a a t g a t EU711058 

O91 Australia 2010 g g a g t a c c c g a a t c a g GU296363 
v367 Australia 2010 g t a c t a c c c g a a t g a t GU296395 
C40 Australia 2010 g t a c t a c c c g a a t c a g GU296396 
T9 Australia 2010 a t a c t a c c c g a a t c a g GU296398 

NP360 Australia 2010 g t a c t a c c c g a a t c a g GU296402 
MN2726 Australia 2010 g t a c t a c c c g a a t g a t GU296405 

O3 Australia 2010 g t a c t a c c c g a a t c a t GU296408 
BJF5276 China 2010 g t a c t a c c c g a a t g a t HQ218321 

FZ18 China 2011 g t a c t a c c c g a a t g a t FJ890981 
CU_Chonburi 3 Thailand 2013 g t g c g g a t t g a c t c t t KJ725828 

“ * ” ต าเหนง่นิวคลีโอไทด์ยึดตาม position ของ  NC_009539, หมายเหตุ : สว่นที่คาดด้วยสีเทาแสดงถึงล าดับนิวคลโิอไทด์ที่เปลี่ยนไป 
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ตารางท่ี 14 แสดงการเปรยีบเทียบกรดอะมิโนบริเวณยนี VP1 

   Amino acid changes*  

Isolate name country year VP1 
Accession 

no. 

   7 24 40 49 50 51 79 82 101 131 136 138 165 175 179 195 227 273 276 307 341 347 357  
WU Ref strain Australia 2007 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T NC_009539 

S5 USA 2007 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T EF444554 
CU-295 Thailand 2008 P V A E F K G A A V I T L A V E M N R V V S T EU358768 
CU-302 Thailand 2008 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T EU358769 
CLFF China 2008 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T EU296475 

GD-WU709 China 2009 P V A E F K T A A V I T L A V E V N G A V S T GQ926980 
Rochester-7029 USA 2009 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T FJ794068 
WU/Wuerzburg Germany 2009 A L S E F Q A A A F V N L A V D M N R V I T T EU711058 

O91 Australia 2010 A L S E F K A A A F V N I A V D M N R V I T T GU296363 
v367 Australia 2010 P V A Q F K T T A V I T L A V E M N R V V S T GU296395 
C40 Australia 2010 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T GU296396 
T9 Australia 2010 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T GU296398 

NP360 Australia 2010 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T GU296402 
MN2726 Australia 2010 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V S T GU296405 

O3 Australia 2010 P L A E F Q A A A V I N L T V E M N R V I T T GU296408 
BJF5276 China 2010 P V A E F K T T A V I T L A V E M S R V V S T HQ218321 

FZ18 China 2011 P V A E S K T T V V I T L A I E M N R V V T S FJ890981 
CU_Chonburi 3 Thailand 2013 P V A E F K T A A V I T L A V E M N R V V T T KJ725828 

“ * ” ต าเหน่งกรดอะมิโนยึดตาม position ของ  NC_009539 , หมายเหตุ : ส่วนที่คาดด้วยสีเทาแสดงถึงกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไป 
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ตารางท่ี 15 แสดงการเปรยีบเทียบกรดอะมิโนบริเวณยนี VP2 

   Amino acid changes*  

Isolate name country year VP2 
Accession 

no. 

   40 120 121 123 127 137 239 250 270 272 280 284 286 287 324 327 356 372 389 393 402 405 414  

WU Ref strain Australia 2007 L G Y P G L E E R T E D T Q M A T A S S R G R NC_009539 
S5 USA 2007 L G Y P G L E Q R T E H T Q M A T A S S R G R EF444554 

CU-295 Thailand 2008 L G Y P G L E E R T E D T Q M A T A S S R G R EU358768 
CU-302 Thailand 2008 L G Y P G L Q E R T E D T Q M A I A S S R G R EU358769 
CLFF China 2008 L G Y P G L E E R T E D T Q M A T A S S R G R EU296475 

GD-WU709 China 2009 L G Y P G L E E R T E D T Q M A T A S S R G R GQ926980 
Rochester-7029 USA 2009 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G R FJ794068 
WU/Wuerzburg Germany 2009 L G Y P G L E E T R Q D T E M A I G T S R V R EU711058 

O91 Australia 2010 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G R GU296363 
v367 Australia 2010 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G T GU296395 
C40 Australia 2010 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G R GU296396 
T9 Australia 2010 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G R GU296398 

NP360 Australia 2010 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G R GU296402 
MN2726 Australia 2010 L G Y P G L E Q R T E D T Q M A T A S S R G R GU296405 

O3 Australia 2010 L G Y P G L Q E R T Q D S Q M A I A T S G G R GU296408 
BJF5276 China 2010 L G Y P G L E E R T E D T Q M A T A S S R G R HQ218321 

FZ18 China 2011 L G Y P G L E E R T E D T Q I A T A S P R G R FJ890981 
CU_Chonburi 3 Thailand 2013 V R I R S F E E R T E D T R M V T A S S R G R KJ725828 

“ * ” ต าเหน่งกรดอะมิโนยึดตาม position ของ  NC_009539 ,  หมายเหตุ : ส่วนที่คาดด้วยสีเทาแสดงถึงกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไป 
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ตารางท่ี 16 แสดงการเปรยีบเทียบกรดอะมิโนบริเวณยนี Large T antigen  (LTAg) 

   Amino acid changes*  

Isolate name country year LTAg 
Accession 

no. 

   70 92 134 182 357 369 375 377 378 381 382 383 389 397 419 440 452 536 560 594  

WU Ref strain Australia 2007 H D Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K I NC_009539 
S5 USA 2007 H D Q K Q V S E G A R R D G D I V Q K L EF444554 

CU-295 Thailand 2008 H D Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K I EU358768 
CU-302 Thailand 2008 H D Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K I EU358769 
CLFF China 2008 H D Q K Q V S E D A R R D G G V V R K I EU296475 

GD-WU709 China 2009 H D Q K Q V P E D A R R D G G V V Q K L GQ926980 
Rochester-7029 USA 2009 H D E K Q V S E D A R R D G D V V Q K L FJ794068 
WU/Wuerzburg Germany 2009 H D Q K Q V S E D A R R D G D V L Q K I EU711058 

O91 Australia 2010 H D Q K Q V S E D A R R D G D V L Q K I GU296363 
v367 Australia 2010 H D Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K L GU296395 
C40 Australia 2010 H D E K Q V S E D A R R D G D V V Q K L GU296396 
T9 Australia 2010 H D E K Q V S E D A T R D G D V V Q K L GU296398 

NP360 Australia 2010 H N Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K L GU296402 
MN2726 Australia 2010 H D Q K Q V S E D A R R D S D V V Q R I GU296405 

O3 Australia 2010 H D Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K I GU296408 
BJF5276 China 2010 H D Q K Q V S E D A R R D G D V V Q K L HQ218321 

FZ18 China 2011 R D Q E Q V S E D A R R D G D V V Q K L FJ890981 
CU_Chonburi 3 Thailand 2013 H D Q K P E S K V T E G G G D V V Q K I KJ725828 

“ * ” ต าเหน่งกรดอะมิโนยึดตาม position ของ  NC_009539 ,  หมายเหตุ : ส่วนที่คาดด้วยสีเทาแสดงถึงกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไป 

 

41 



  

ตารางท่ี 17 แสดงการเปรยีบเทียบกรดอะมิโนบริเวณยนี Small T antigen (STAg) 

“ * ” ต าเหน่งกรดอะมิโนยึดตาม position ของ  NC_009539 

หมายเหตุ : ส่วนที่คาดด้วยสีเทาแสดงถึงกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไป 

   Amino acid changes*  

Isolate name country year STAg Accession no. 

   70 97 127 133 139 141 148 153  

WU Ref strain Australia 2007 H R Y Y R K R W NC_009539 
S5 USA 2007 H R Y Y R K R W EF444554 

CU-295 Thailand 2008 H R Y Y R K R W EU358768 
CU-302 Thailand 2008 H R Y Y R K R W EU358769 
CLFF China 2008 H R Y Y R K R W EU296475 

GD-WU709 China 2009 H R Y Y R K R W GQ926980 
Rochester-7029 USA 2009 H R Y Y R K R W FJ794068 
WU/Wuerzburg Germany 2009 H K H H R K K W EU711058 

O91 Australia 2010 H K Y H R K K W GU296363 
v367 Australia 2010 H R Y Y R K R W GU296395 
C40 Australia 2010 H R Y Y R K R W GU296396 
T9 Australia 2010 H R Y Y R K R W GU296398 

NP360 Australia 2010 H R Y Y R K R W GU296402 
MN2726 Australia 2010 H R Y Y R K R W GU296405 

O3 Australia 2010 H R Y Y R K R W GU296408 
BJF5276 China 2010 H R Y Y R K R W HQ218321 

FZ18 China 2011 R R Y Y R K R W FJ890981 
CU_Chonburi 3 Thailand 2013 H R Y Y S E K C KJ725828 
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การวิเคราะห์ผลทาง Phylogenetic tree 

จากผลการศึกษาทาง Phylogenetic tree โดยโดยใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary 

Genetic Analysis (MEGA) (version 5.05) โดยใช้วิธี Neighbor-joining method และตั้งค่า 

Boost straping เท่ากับ 1000 replicates นั้นพบว่า ตัวอย่างผู้ป่วย CU_Chonburi 3 ในกรณี

เปรียบเทียบความสัมพันธ์ของ whole genome นั้นมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับกลุ่มของ 

WUPyV_MN 2726 ในประเทศออสเตรเลีย ปี 2010 WUPyV reference sequence (NC 009539) 

, WUPyV_CU-295 ในประเทศไทย ปี2008 และ WUPyV_CLFF ในประเทศจีน ปี 2008 อีกด้วย ดัง

แสดงในรูป 16 

นอกจากนี้หากดูความสัมพันธ์ของยีนนั้น พบว่า กรณีที่เปรียบเทียบในยีน VP2/VP3 ตัวอย่าง

ผู้ป่วย CU_Chonburi 3 นั้นให้ผลแตกต่างจากยีนอื่นๆ เนื่องจากบริเวณยีนนี้เกิดการเปลี่ยนของ

กรดอะมิโนค่อนข้างมาก (รูปที่ 17) หากเปรียบเทียบในยีน VP1 นั้นพบว่า ตัวอย่างผู้ป่วย 

CU_Chonburi 3 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ WUPyV reference sequence (NC 009539) มาก

ที่สุด (รูปที่ 18)  นอกจากนี้หากเปรียบเทียบในยีน LTAg พบมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับกลุ่มของ 

WUPyV_MN 2726 ในประเทศออสเตรเลีย ปี 2010 WUPyV reference sequence (NC 009539) 

, WUPyV_CU-295 และ WUPyV_CU-302  ที่พบในประเทศไทย ปี2008 (รูปที่ 19)  และหาก

เปรียบเทียบในยีน STAg พบว่ามีความแตกต่างจากยีนอื่นๆ เนื่องจากบริเวณยีนนี้เกิดการเปลี่ยนของ

กรดอะมิโนค่อนข้างมากเช่นเดียวกับยีน VP2/VP3 เมื่อเทียบกับในทุกๆ isolate ตั้งแต่ปี 2007-2011 

(รูปที่ 20) 
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รูปที่ 15 แสดงผลการ BLAST ของตัวอย่างผูป้่วย CU_Chonburi 3
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รูปที่ 16 แสดง Phylogenetic tree โดยวิเคราะหจ์าก whole genome ของ HPyV
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รูปที่ 17 แสดง Phylogenetic tree โดยวิเคราะหจ์ากยีน VP2/VP3 ของ WUPyV 

CU_295 

MN2726 
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รูปที่ 18 แสดง Phylogenetic tree โดยวิเคราะหจ์ากยีน VP1 ของ WUPyV
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รูปที่ 19 แสดง Phylogenetic tree โดยวิเคราะหจ์ากยีน LTAg ของ WUPyV
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รูปที่ 20 แสดง Phylogenetic tree โดยวิเคราะหจ์ากยีน STAg ของ WUPyV
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บทท่ี 5  

สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

การศึกษาของเช้ือ Polyomavirus นั้นเริ่มต้นต้ังแต่ช่วงปี 1971 ในกลุ่มผู้ป่วย progressive 

multifocal leukoencephalopathy (PML) ซึ่งพบภาวะนี้ได้ในผู้ป่วยที่มีปัญหาทางระบบภูมิคุ้มกับ

ในผู้ป่วยที่ติดเช้ือเอดส์ (AIDS/HIV) โดยสายพันธ์ุที่พบก็คือ JCPyV ซึ่งจัดว่าเป็นสายพันธ์ุต้นๆของ

ไวรัสชนิดดังกล่าว 

ปัจจุบันน้ันพบว่า Polyomavirus นั้นประกอบไปด้วย ที่พบในมนุษย์นั้นมี 12สายพันธ์ุ คือ 

BK polyomavirus (BKPyV), JC polyomavirus (JCPyV), KI (Karolinska Institute) 

polyomaviruses (KIPyV), WU (Washington University) polyomaviruses (WUPyV), Merkel 

cell polyomavirus (MCPyV), Human polyomavirus 6 (HPyV-6), Human polyomavirus 7 

(HPyV-7), Trichodysplasia Spinulosa-associated virus (TSPyV), Human polyomavirus 9 

(HPyV-9),Human polyomavirus 10 (HPyV-10), Saint Louis polyomavirus (STLPyV) และ 

Human polyomavirus 12 (HPyV-12)  

โดยพบว่าปัจจุบัน Human Polyomaviruses ที่พบในระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ KI 

(Karolinska Institute) และ polyomaviruses, WU (Washington University) polyomaviruses 

, Merkel cell polyomavirus (MCPyV) และ HPyV-9 โดยส่วนใหญ่จะพบในกลุ่มผู้ป่วยเด็กที่มี

อาการไข้หวัด 

ในช่วงปี 2007 ได้พบการระบาดของเช้ือ  WUPyV สามารถตรวจพบได้จากตัวอย่าง 

Respiratory Tract ทางระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วยในประเทศออสเตรเลีย [18] โดยใช้เทคนิค 

PCR พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การระบาดของเช้ืออยู่ที่ 2.97% อีกทั้งในช่วงปีเดียวกันนั้นก็ได้มีการศึกษาการ

ระบาดของเช้ือ KIPyV ในตัวอย่าง Respiratory Tract ทางระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วยในประเทศ

สวีเดน พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การระบาดของเช้ืออยู่ที่ 0.94% (7) และในปี 2009 ได้พบการระบาดของ

เช้ือ  MCPyV ในประเทศสวีเดนโดยพบเปอร์เซ็นต์การระบาดอยู่ที่ 4.25% (27) และเมื่อปี 2012 ได้
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พบการระบาดของเช้ือ HPyV9 ในประเทศฮังการีพบเปอร์เซ็นต์การระบาดอยู่ที่ 2.0% (29) ซึ่งการ

ระบาดดังกล่าวนั้นได้มีการศึกษาไปในอีกหลายประเทศไม่ว่าจะเป็นเยอรมัน เกาหลี จีน เป็นต้น 

รวมถึงในประเทศไทยเมื่อปี 2008 ก็ได้ท าการศึกษาเช้ือ WUPyV และ KIPyV อีกด้วย 

ผลการศึกษาระบาดวิทยาของ 4 สายพันธ์ุที่พบการติดเช้ือในผู้ป่วยในระบบทางเดินหายใจใน
ประเทศไทยนั้นในช่วงปี 2009-2013 ด้วยวิธี semi-nested PCR พบว่า จากตัวอย่างของผู้ป่วย
ทั้งหมดนั้น มีความชุกของเช้ือ WUPyV เพียง 0.16%  ซึ่งน้อยกว่าในประเทศไทยปี 2008 ที่พบความ
ชุกของเช้ือ WUPyV (6.29%) (2) ในขณะที่อีก 3 สายพันธ์ุซึ่งประกอบด้วย KIPyV , MCPyV  และ 
HPyV 9 นั้นไม่พบการระบาดของเช้ือประเทศไทย โดยอัตราการระบาดของ WUPyV นี้พบว่ามีค่า
ลดลงเมื่อเทียบกับประเทศอื่นๆที่เคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ ทั้งนี้หากเปรียบเทียบกับประเทศไทย
ที่เคยมีการศึกษามาก่อนน้ันพบค่าความชุกที่สูงกว่าที่พบในปัจจุบัน หากวิเคราะห์ทางด้านปัจจัยต่างๆ
นั้นไม่ว่าจะเป็นตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา เมื่อเทียบระหว่างปี 2008 กับปัจจุบัน นั้นพบว่าตัวอย่างที่
น ามาศึกษาน้ันก็มาจาก NP suction เช่นเดียวกัน รวามไปถึงเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบนั้นก็เป็น
เทคนิค semi-nested PCR เช่นเดียวกันจึงอาจกล่าวได้ว่าทั้ง 2 ปัจจัยน้ีไม่น่าจะมีผลท าใหก้ารพบเช้ือ
ดังกล่าวลดน้อยลง แต่หากเปรียบเทยีบข้อแตกต่างทางวิธีการศึกษาน้ันพบว่า ข้ันตอนการสกัดนั้นในปี 
2008 วิธีที่ใช้คือ Phenol chloroform แต่การศึกษาปัจจุบันนั้นการสกัด DNA จะใช้ชุดสกัดสาร
พันธุกรรมส าเร็จรูป HiYieldTM Viral Nucleic Acid Extraction kit ซึ่งอาจท าให้ปริมาณของดีเอ็นเอ
ลดลงแต่อย่างไรก็ตามการวิจัยน้ีได้ท าการตรวจสอบยีน GAPDH ซึ่งให้ผลค่อนข้างดีรวมถึงการศึกษา
ทางด้าน sensitivity นั้นก็ให้ผลดีเช่นเดียวกันจึงท าให้ปัจจัยต่างๆที่กล่าวไปข้างต้นไม่น่าจะส่งผลต่อ
ความชุกของเช้ือ WUPyV ที่ลดลงในปัจจุบัน  

ทั้งนี้การพบการระบาดของเช้ือ WUPyV ที่ลดลงในประเทศไทยนั้นอาจเนื่องมาจากการที่ใน
ปี 2008 เคยพบการระบาดแล้วอาจท าให้คนไทยนั้นมีภูมิคุ้มกันต่อเช้ือดังกล่าวเพิ่มมากข้ึนอีกทั้ง
ตัวอย่างที่น ามาศึกษาเมื่อปี 2008 นั้นเป็นตัวอย่างที่เก็บจากผู้ป่วยในปี 2003 ซึ่งพบว่าระยะเวลานั้น
ต่างกันประมาณ 10 ปี อีกทั้งพบว่า WUPyV_CU-295 และ WUPyV_CU-302  ที่พบในประเทศไทย 
ในป ี2008 นั้นเมื่อเปรียบเทียบดูความเหมือนกับ CU_chonburi 3 ที่พบในปี 2013 นั้นมีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนถึง 99% เมื่อเปรียบเทียบ amino acid variation ที่เกิดข้ึนบริเวณโปรตีน VP1 นั้น
พบว่ามีกรดอะมิโนเปลี่ยนไปเพียง 1 ต าแหน่งเท่านั้นเนื่องจากไวรัสชนิดนี้มีสารพันธุกรรมเป็น DNA 
ซึ่งพบ mutation ได้น้อย โดยโปรตีน VP1 นี้จัดเป็น target cell receptor อีกทั้งยังเป็น major 
coat protein ซึ่งกระตุ้นการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกัน ดังนั้นจากการศึกษาพบว่าบริเวณนี้เกิด 
amino acid variation น้อยจึงท าให้ไวรัสไม่สามารถหลบเลี่ยงระบบภูมิคุ้มกันได้ จึงอาจกล่าวได้ว่า
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เมื่อเคยพบการติดเช้ือเมื่อปี 2008 ท าให้ร่างกายของมนุษย์มีภูมิ คุ้มกันต่อไวรัสชนิดนี้  ท าให้ 
antibody ในร่างกายคนเราน้ันสามารถไป block ไวรัสขนิดนี้ได้ซึ่งอาจจะเป็นอีกเหตุผลหนึ่งที่ท าให้
พบการระบาดของไวรัสนี้น้อยลงในช่วงปี 2009-2013 เมื่อเทียบกับปี 2008 ที่เคยมีการศึกษาใน
ประเทศไทย อีกทั้งตัวอย่างผู้ป่วยน้ันได้มาจากเด็กซึ่งยังรับประทานนมแม่อยู่จึงท าให้พบการติดเช้ือ
ลดลงเนื่องจากเด็กจะมีภูมิคุ้มกันที่ได้จากน้ านมแม่ส่วนใหญ่เป็น IgA 

นอกจากนีย้ังพบว่าตัวอย่างผู้ป่วย CU_Chonburi 3 ที่พบในปี 2013 ซึ่งได้จาก NP suction  
นั้นเป็นผู้ป่วยเด็กเพศชาย โดยผู้ป่วยน้ันมีอาการของโรค severe pneumonia กล่าวคือมีภาวะปอด
อักเสบเช้ือที่เปน็สาเหตุมักจะอยู่ในน้ าลายและเสมหะของผู้ป่วยและสามารถแพร่กระจายออกมาเวลา
ไอ จาม ซึ่ ง เ ข้ารับการรักษาในช่วงเดือนมิถุนายน ปี 2013 อีกทั้ งยังมีการตรวจพบเช้ือ 
Adenovirus  เป็นไวรัสที่ก่อให้เกิดอาการคล้ายหวัดจนถึงท้องร่วง หรือปอดบวมร่วมด้วย 

จากการศึกษานั้นพบว่าผู้ป่วยรายนี้ให้ผลเป็นบวกกับเช้ือ WUPyV และพบการเกิด 

mutation ที่ต าแหน่ง non-coding regions ที่ต าแหน่ง 37, 63, 73, 95, 130. 152, 173, 177, 

180, 181, 206, 275, 286, 293, 294, 350, 451, 499, 4522, 4558, 4559 และ 5211  ซึ่งการเกิด 

mutation บริเวณ Non-coding region อาจส่งผลกับ origin of replication และการ 

transcription control elements  

นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนของกรดอะมิโนที่บริเวณยีน VP1 (S347T และ G79T) , VP2 

(L40V, G120R, Y121I, P123R, L137F, Q287R และ A327V), LTAg (Q357P, V369E, E377K, 

D378V, A381T, R382E, R383G และ D389G) และ STAg (R139S, K141E, R148K และ W153C) 

โดยยีนต่างๆนี้จะท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง  regulatory proteins ในกระบวนการ

จ าลองดีเอ็นเอของไวรัส และการแสดงออกของยีน ดังนั้นเมื่อเกิดการเปลี่ยนของกรดอะมิโนจึง

สามารถส่งผลต่อหน้าที่การท างานต่างๆของโปรตีน อาทิเช่น  ring structure , กระบวนการเกิด 

glycosylation และ disulfide linkage  เป็นต้น 

นอกจากการศึกษาทางด้าน Phylogenetic tree นั้นพบว่าตัวอย่างผู้ป่วย CU_Chonburi 3 

ที่พบในปี 2013 นั้นมีความสัมพันธ์ตัวอย่างผู้ป่วย CU_Chonburi 3 ในกรณีเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ของ whole genome นั้นมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับกลุ่มของ WUPyV_MN 2726 ใน

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=IgA&action=edit&redlink=1
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ประเทศออสเตรเลีย ปี 2010 WUPyV reference sequence (NC 009539) , WUPyV_CU-295 

ในประเทศไทย ปี2008 และ WUPyV_CLFF ในประเทศจีน ปี 2008 อีกด้วย  

นอกจากนี้หากดูความสัมพันธ์ของยีน VP1, VP2/VP3, LTAg และ STAg  ในตัวอย่างผู้ป่วย 

CU_Chonburi 3 กับกลุ่มประเทศอเมริกา ออสเตรเลีย จีน เยอรมันและไทยที่เคยศึกษามาก่อนหน้า

นี้ในช่วงปี  2007-2011 นั้นพบว่าความสัมพันธ์นั้นก็ไม่แตกต่างจากการเปรียบเทียบในกลุ่มของ 

Whole genome มากนัก หากจะมีความแตกต่างจาก Whole genome เล็กน้อยนั้นก็จะพบได้ใน

ยีน VP2/VP3 และ STAg เนื่องจากทั้ง 2 ยีนนี้พบการเปลี่ยนของกรดอะมิโนที่ค่อนข้างแตกต่างจาก 

isolate อื่นๆที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล อาจตั้งข้อสันนิษฐานได้ว่าผู้ป่วยนั้นอาจได้รับเช้ือมาจาก

ประเทศอื่นๆรวมถึงอาจเกิดการกลายพันธ์ุของเช้ือดังกล่าวเนื่องจากเป็นที่สนใจว่าเมื่อเปรียบเทียบ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของผู้ป่วยรายนี้กับผู้ป่วยที่มีการติดเช้ือสายพันธ์ุดังกล่าวที่มีการศึกษาในประเทศ

ไทยนั้นพบว่าในระยะเวลา 5 ปีนั้นพบการกลายพันธ์ุที่เพิ่มมากข้ึนจึงเป็นที่น่าสนใจและควรเฝ้าระวัง

เช้ือดังกล่าวเพื่อใช้เป็นข้อมูลในการวางแผนป้องกันการระบาด อีกทั้งข้อมูลที่ได้จากการศึกษานี้

สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานทางด้านระบาดวิทยาและการจ าแนกสายพันธ์ุระดับโมเลกุลของเช้ือฮิว

แมนโพลีโอมาไวรัสซึ่งอาจมีประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคม ี

1. การเตรียม Annealing Buffer 

 - 10 มิลลิโมลาร์ Tris 
 - 50 มิลลิโมลาร์ NaCl 
 - 1 มิลลิโมลาร์ EDTA 
 ปรับ pH ให้เท่ากับ 8 และเติมน้ ากลั่นที่ฆ่าเช้ือแล้วให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

2. การเตรียมสารส าหรับ Cloning 

 2.1 LB Agar 

  - Agar  3.75 กรัม 
  - Yeast Extract 1.25 กรัม 
  - Tryptone 2.5 กรัม 
  - NaCl  1.25 กรัม 
  - น้ ากลั่น 250 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 2.2 LB Broth 

  - Yeast Extract 0.5 กรัม 
  - Tryptone 1.0 กรัม 
  - NaCl  0.5 กรัม 
  - น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 2.3 SOC Medium 

- Yeast Extract 0.5 กรัม 
  - Tryptone 1.0 กรัม 
  - NaCl  0.5 กรัม 
  - น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121.5 oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาทีและใส่ 
2 โมลาร์ของ Mg2+, 2 โมลาร์ Glucose และ 1 โมลาร์ KCl 
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