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นพ. ยง ภู่วรวรรณ, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. สัญชัย พยุงภร {, 73 หน้า. 

Human norovirus (HuNoV) เป็นสาเหตุส าคัญ ในการก่อให้เกิดโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน 
พบได้ท่ัวโลก และในทุกวัย ลักษณะอาการท่ีพบคือ ท้องเสีย และอาเจียน ปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนท่ีมี
ประสิทธิภาพเพียงพอในการป้องกันการติดเช้ือ HuNoV เพราะเช้ือมีการเปล่ียนแปลงสายพันธุ์การ
ระบาดอยู่เสมอ โดยเช่ือว่าสายพันธุ์ท่ีระบาดจะเปล่ียนแปลงทุก ๆ 2-4 ปี สายพันธุ์ท่ีระบาดอยู่ใน
ปัจจุบันคือ สายพันธุ์ GII.4 Sydney 2012 งานวิจัยนี้ต้องการศึกษาสายพันธุ์ของ HuNoV ท่ีระบาดใน
ประเทศไทย ช่วงปี พ.ศ.2558-2559 ได้รับตัวอย่างอุจจาระจากผู้ป่วยท่ีมีอาการท้องเสีย และเข้ารับ
การรักษาในโรงพยาบาล ท้ังหมดจ านวน 1,391 ตัวอย่าง ตรวจหาเช้ือ HuNoV ด้วยวิธี RT-PCR และ
ถอดรหัสพันธุกรรม พบตัวอย่างท่ีให้ผลบวกต่อ HuNoV จ านวน 184 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 13.2 
ของตัวอย่างท้ังหมด จ าแนกสายพันธุ์ประกอบด้วย GII.4, GII.17, GII.P12/GII.3, GII.P16/GII.2 และ
สายพันธุ์อื่น ๆ  (GII.7, GII.15, GII.16, GII.P7/GII.6, GII.P7/GII.14 และ GII.P16/GII.4) คิดเป็นร้อยละ 
35, 13, 9, 36 และ 7 ของตัวอย่างท่ีให้ผลบวกต่อ HuNoV ท้ังหมด สายพันธุ์ GII.17 เริ่มพบต้ังแต่
เดือนกันยายน พ.ศ.2558 และพบเรื่อยมาจนถึงเดือนธันวาคม พ.ศ.2559 แต่ไม่ได้มาแทนท่ีสายพันธุ์ 
GII.4 เดิม ขณะท่ีปลายปี พ.ศ. 2559 ประเทศไทยพบการระบาดของ HuNoV สูงขึ้นในช่วงเดือน
พฤศจิกายนถึงธันวาคม พ.ศ.2559 จนกลายเป็นสายพันธุ์หลักในการระบาด สายพันธุ์ดังกล่าวที่พบคือ 
GII.P.16/GII.2  การตรวจสอบเบื้องต้นนี้สามารถสรุปได้ว่า สายพันธุ์ท่ีก าลังระบาดอาจเปล่ียนไปจาก 
GII.4 เดิม เป็นสายพันธุ์ GII.P16/GII.2 และ GII.17 พบการระบาดได้ท่ัวๆไป การติดตามอย่างต่อเนื่อง
เพื่อท านายการระบาด และช่วยวินิจฉัยการติดเช้ือ HuNoV และป้องกันการระบาดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
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THANUNDORN THANUSUWANNASAK:  Detection of human norovirus GII. 17 in 
Thailand.  ADVISOR:  PROF.  YONG POOVORAWAN, M.D. , CO-ADVISOR:  ASSOC. 
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Human norovirus (HuNoV) is a major cause of acute gastroenteritis and affects 
people of all ages worldwide.  Symptoms include vomiting and watery diarrhea. 
Outbreak of HuNoV infection often occurs in schools, hospitals, ships, and in close-
contact settings. There is currently no vaccine or therapy available for HuNoV infection 
because there are multiple circulating strains. Therefore, HuNoV reinfection in the same 
individual is possible over the lifetime.  The predominance of HuNoV has been 
observed to change every 2 – 4 years and the most common strain currently circulating 
is GII.4 Sydney 2012. To assess the HuNoV strains circulating in Thailand between 2015 
and 2016, we screened 1,391 stool samples obtained from hospitalized patients with 
diarrhea.  Stool samples were analyzed for HuNoV by RT-PCR, nucleotide sequencing, 
and phylogenetic analysis.  We found HuNoV among 184 (13.2%) stool samples, which 
consisted of 35% GII.4, 13% GII.17, 9% GII.P12/GII.3, 36% GII.P16/GII.2 and 7% of other 
strains (GII.7, GII.15, GII.16, GII.P7/GII.6, GII.P7/GII.14 and GII.P16/GII.4). GII.17 strain was 
detected from September 2015 to December 2016, but did not replace GII. 4 to 
become the major HuNoV.  In addition, there were major outbreaks of HuNoV at the 
end of 2016 in Thailand in which GII. P16/ GII. 2 was the major outbreak strain.  In 
summary, evidence suggests an epidemiological shift from the previously more 
common GII.4 Sydney 2012 to the GII.P16/GII.2 strain.  Given past HuNoV outbreaks in 
primary schools, it is important to monitor HuNoV strains in circulation to better contain 
potential future outbreaks in the community. 

 

 Department: Biochemistry 
Field of Study: Medical Biochemistry 
Academic Year: 2016 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
   

 

 



 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
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มีประโยชน์และคุณค่าท้ังการศึกษาเล่าเรียนและการใช้ชีวิตแก่ผู้วิจัยเสมอ แนะแนวทางการ
แก้ปัญหาต่างๆช้ีน าไปสู่ความส าเร็จเป็นนักวิจัยท่ีดีให้สถานท่ีในการศึกษาวิจัยในห้องปฏิบัติการท่ีมี
ความพร้อมท้ังทางด้านวัสดุและอุปกรณ์ท่ีมีความทันสมัย ตลอดจนช่วยพิจารณา ตรวจสอบและ
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จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยทุกท่านท่ีได้มอบความรู้ ความช่วยเหลือทางด้านต่างๆ จนบรรลุ
วัตถุประสงค์ในการส าเร็จการศึกษาระดับปริญญามหาบัณฑิต 

ผู้วิจัยขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีในห้องปฏิบัติการศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยา
ทางคลินิกท่ีส่งเสริมและสนับสนุนการท างานวิจัย ให้ค าปรึกษา ปฏิบัติต่อกันด้วยความอบอุ่น และ
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1 ความส าคัญและท่ีมาของปัญหางานวิจัย  

Human Norovirus (HuNoV) เป็นสาเหตุหลักของการติดเช้ือท่ีไม่ได้เกิดจากแบคทีเรีย 

ก่อให้เกิดล าไส้อักเสบเฉียบพลัน พบได้ท่ัวโลก และเกิดขึ้นกับทุกวัย นอกเหนือจาก norovirus ไวรัส

ชนิดอื่นท่ีสามารถก่อให้เกิดล าไส้อักเสบเฉียบพลัน ได้แก่ sapovirus, astrovirus, rotavirus และ 

adenovirus เป็นต้น (1) จากข้อมูลของ CDC (Centers for Disease Control and Prevention) 

ระบุว่า 1 ใน 5 ของผู้ป่วยท่ีมาด้วยล าไส้อักเสบเฉียบพลันซึ่งมีอาการท้องเสีย และอาเจียนร่วมด้วย 

มักเกิดจากการติดเช้ือ HuNoV โดยภายใน 1 ปีท่ัวโลกพบผู้ป่วยด้วยล าไส้อักเสบเฉียบพลันสูงถึง 685 

ล้านคนโดยประมาณ มีผู้เสียชีวิตถึง 50,000 คนต่อปี (2) อาการท่ีพบจากการติดเช้ือ HuNoV ได้แก่ 

ท้องเสีย คล่ืนไส้ และอาเจียน ในบางรายอาจมีไข้ เจ็บท่ีบริเวณท้องเกิดขึ้นร่วมได้ เป็นต้น HuNoV มี

ระยะฟักตัวเป็นเวลา 1-2 วัน หลังจากผู้ป่วยรับเช้ือเข้าสู่ร่างกาย ร่างกายจะสามารถรักษาตัวได้เอง

ภายใน 2-3 วัน (3) การติดเช้ือ HuNoV อาจเป็นอันตรายต่อเด็ก คนชราและผู้ป่วยภาวะภูมิคุ้มกัน

บกพร่อง (4-6) ในประเทศท่ีพัฒนาแล้วได้ให้ความส าคัญต่อการติดเช้ือ HuNoV เนื่องจากสาเหตุการ

เกิดท้องเสียจากปัยจัยอื่นๆ นอกเหนือจากการติดเช้ือไวรัส ได้แก่แบคทีเรีย โปรโตซัว หรือสารเคมีพบ

ได้น้อยลง จากการมีสุขอนามัยท่ีดีมากกว่าในอดีต (7) กลุ่มเด็กในประเทศพัฒนาแล้วได้รับวัคซีน

ป้องกันการติดเช้ือ rotavirus หรือลดความรุนแรงจากการติดเช้ือ ช่วยลดสาเหตุการติดเช้ือ rotavirus 

เป็นสาเหตุอันดับหนึ่งของการเกิดท้องเสียจากการติดเช้ือไวรัสในเด็ก (8) นอกจากนี้การขาดวัคซีนท่ีมี

ประสิทธิเพียงพอส าหรับการป้องกัน หรือลดความรุนแรงของการติดเช้ือ HuNoV ส่งผลให้พบการ

ระบาดของเช้ือนี้เพิ่มสูงขึ้น 

ปัจจัยท่ีส่งผลให้พบการระบาดของ HuNoV เพิ่มสูงขึ้นเนื่องมาจากการขาดวัคซีนหรือยาท่ีมี

ประสิทธิภาพเพียงพอท่ีเป็นผลจากการเพิ่มจ านวนของไวรัสโดยอาศัยวิธี cell culture ท าได้ยาก 

HuNoV ต้องอาศัยปัจจัยบางอย่างนอกเหนือจากการเล้ียงเซลล์แบบปกติท่ัวไปในการช่วยให้เช้ือ 

HuNoV สามารถเข้าไปภายในเซลล์ และเพิ่มจ านวนได้ (9) เมื่อไม่นานมานี้มีงานวิจัยท่ีท าการศึกษา

พัฒนาเพื่อให้ HuNoV สามารถเพิ่มจ านวนใน cell culture ได้ซึ่งจะท าให้มีแนวโน้มในการวิจัย 
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norovirus เพิ่มมากขึ้น และส่งเสริมให้มีการสร้างวัคซีนเพื่อใช้ในการป้องกัน หรือลดความรุนแรงใน

อนาคต นอกจากการเล้ียงใน cell culture ท่ีเป็นปัญหาต่อการวิจัยวัคซีนหรือยาแล้วนักวิจัยยังพบว่า 

HuNoV มีการเปล่ียนแปลงตัวเองอย่างรวดเร็วโดยเฉพาะท่ีต าแหน่งของ antigen บน capsid 

protein ของ HuNoV ท าให้สามารถหลีกหนีจากระบบภูมิคุ้มกันของร่ายกายได้ จึงพบว่าผู้ป่วยหลาย

รายซึ่งเคยติดเช้ือ HuNoV แล้วสามารถกลับมาเป็นซ้ าได้อีก (10) และมีการรายงานในหลายฉบับ

กล่าวว่าทุก 2-4 ปี (11) HuNoV จะมีการเปล่ียนแปลงสายพันธุ์ท่ีระบาดส่งผลให้การผลิตวัคซีนไม่มี

ประสิทธิภาพเพียงพอต่อการป้องกันได้ อาจต้องคอยพัฒนาวัคซีนตามการเปล่ียนแปลงไปของเช้ือ

ไวรัส (12, 13) ซึ่งอาจเป็นผลเสียต่อการลงทุนในการผลิตวัคซีน และเส่ียงต่อการเปล่ียนแปลงสาย

พันธุ์หลักในการระบาดซึ่งนอกเหนือความครอบคลุมของวัคซีน 

HuNoV สายพันธุ์ GII.4 Sydney 2012 เป็นสายพันธุ์ท่ีพบมากท่ีสุดโดยการระบาดของสาย

พันธุ์ดังกล่าวเริ่มต้ังแต่ช่วงปลายปี พ.ศ.2554 จนถึงปัจจุบัน ในอดีตสายพันธุ์ GII.4 เป็นสายพันธุ์ที่พบ

มากท่ีสุดต้ังแต่ก่อนปี พ.ศ.2543 เป็นต้นมา ทว่าภายในช่วงปลายปี พ.ศ.2557 มีการรายงานใน

ประเทศจีนพบการระบาดของ HuNoV GII.17 มากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด (14, 15) และในปี พ.ศ.2558 

มีการรายงานในหลายประเทศ ถึงการระบาดของ GII.17 เพิ่มมากขึ้น ประเทศท่ีมีการรายงาน ได้แก่ 

สหราชอาณาจักร สหรัฐอเมริกา จีน ญี่ปุ่น ฮ่องกงและอีกหลายๆประเทศท่ัวโลก (16-23) แต่ทว่ายัง

ไม่มีการรายงานความชุกในประเทศทางเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ถึงการระบาดของ HuNoV GII.17 แต่

มีการรายงานการพบ GII.17 มาก่อนในสถานเล้ียงเด็กแห่งหนึ่ง ในประเทศไทย (24) จึงเป็นท่ีมาของ

งานวิจัยนี้เพื่อตรวจหาความชุกของ HuNoV และจ าแนกสายพันธุ์ท่ีพบในประเทศไทย ต้ังแต่เดือน

มกราคม พ.ศ.2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ.2559 อีกท้ังบอกถึงความแตกต่างทางชีวโมเลกุลของ 

HuNoV GII.17 ในอดีตกับปัจจุบัน เพื่อน าไปพิจารณาปรับใช้กับวัคซีนหรือยารักษาโร คให้มี

ประสิทธิภาพเพียงพอต่อการป้องกันและควบคุมได้ 
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1.2 ค าถามงานวิจัย 

1. ในประเทศไทยพบการระบาดของ HuNoV GII.17 มากน้อยเพียงใด รวมถึงมีการกระจายของ 

HuNoV สายพันธุ์อื่นๆในช่วงปี พ.ศ.2559 - พ.ศ.2560 อย่างไร 

2. HuNoV GII.17 ท่ีพบในประเทศไทยมีความแตกต่างทางชีวโมเลกุลกับในอดีตหรือแหล่งอื่น

หรือไม่อย่างไร  

3. สายพันธุ์ใดของ HuNoV ท่ีจะเป็นสายพันธุ์หลักในการระบาด ในช่วงปีพ.ศ.2559 - พ.ศ.

2560 

 
1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อตรวจหาความชุกของการระบาดของ HuNoV GII.17 ในประเทศไทย ภายในช่วงเดือน 

เดือนมกราคม พ.ศ.2558 ถึงธันวาคม พ.ศ.2559 

2. เพื่อหาความสัมพันธ์ทางชีวโมเลกุลท่ีแตกต่างกันของ HuNoV GII.17 ท่ีพบในประเทศไทยใน

ระยะเวลาเดือนมกราคม พ.ศ.2558 ถึงธันวาคม พ.ศ.2559 เมื่อเทียบกับแหล่งอื่นและในอดีต

ท่ีมีการค้นพบมาก่อน 

3. เพื่อตรวจสอบสายพันธุ์หลักในการระบาดของ HuNoV ท่ีอาจมาแทนท่ีสายพันธุ์ GII.4 จาก

การศึกษาทางระบาดวิทยา 

 
1.4 สมมติฐาน 

1. ถ้าการระบาดของ HuNoV GII.17 ถูกพบได้ในหลายประเทศแล้วประเทศไทยอาจมีการ

ระบาดเช่นเดียวกัน 

2. ถ้าพบการระบาดของ HuNoV GII.17 ในประเทศไทยแล้วสายพันธุกรรมของสายพันธุ์ท่ีพบ

อาจจะมีการเปล่ียนแปลงไปจากอดีต และใกล้เคียงกับสายพันธุ์ท่ีระบาดท่ัวโลกในระยะเวลา

เดียวกัน 

3. ถ้า HuNoV GII.17 พบมากกว่าสายพันธุ์ GII.4 เช่นเดียวกับในประเทศอื่นอาจแสดงถึงการ

เปล่ียนแปลงสายพันธุ์หลักในการระบาดได้ 
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1.5 ขอบเขตของการวิจัย 

 

 

 

  

   

      

   

  

ผู้ป่วยท่ีเข้ารักษาด้วยอาการท้องเสีย 
 

เก็บตัวอย่างอุจจาระ บันทึกข้อมูลผู้ป่วย  
และสกัด RNA 

 

ท าการตรวจสอบหาเช้ือ HuNoV ด้วยการเพิ่ม 
สายพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง RdRp gene 

 

Positive HuNoV Negative HuNoV 

เพิ่มสายพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง VP1 gene  
และถอดรหัสนิวคลีโอไทด์ 

HuNoV GII.17 HuNoV สายพันธุ์อื่นๆ HuNoV สายพันธุ์ 
recombination 

ถอดรหัสนิวคลีโอไทด์ของ 
complete VP1 gene 

วิเคราะห์หาความชุก (Prevalence) ของผู้ติดเช้ือ 
norovirus และสัดส่วนของสายพันธุ์ที่พบ  

เผยแพร่รหัสพันธุกรรมสู่ GenBank, NCBI และหาความสัมพันธ์ด้วยซอฟต์แวร์ 
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1.6 ข้อตกลงเบ้ืองต้น 

ไม่มี 

 
1.7 ข้อจ ากัดงานวิจัย 

1. เนื่องจากบางตัวอย่างท่ีใช้มีปริมาณตัวอย่างจ ากัดจึงไม่สามารถท าการทดลองซ้ า หรือท าการ

ทดลองเพิ่มเติม 

2. ไม่สามารถเข้าไปซักประวัติผู้ป่วยท่ีติดเช้ือเป็นรายบุคคลเพื่อสอบถามปัจจัยการก่อโรค หรือ

ติดตามอาการได้อย่างใกล้ชิดจึงไม่มีข้อมูลในส่วนแหล่งก่อโรคและความรุนแรงของการติด

เช้ือ HuNoV 

3. ตัวอย่างท่ีได้รับเป็นตัวอย่างท่ีได้จากผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลด้วยตนเอง จึงไม่

สามารถแสดงถึงการระบาดท่ีชัดเจนท่ัวทั้งประเทศไทยได้ 

 

1.8 นิยามเชิงปฏิบัติการ 

Genogroup คือ การจัดกลุ่มโดยอาศัยข้อมูลของสารพันธุกรรม ใน norovirus อาศัยการ

แบ่งกลุ่มจาก VP1 และ RdRp gene เป็นหลัก ความใกล้เคียงกัน หรือค่า identity 55-85% 

Genotype คือ การจัดกลุ่มโดยอาศัยข้อมูลของสารพันธุกรรมโดยใน norovirus อาศัยการ

แบ่งกลุ่มย่อยจาก genogroup ความใกล้เคียงกัน หรือค่า identity มากกว่า 85% 

Polymerase chain reaction (PCR) คือ ปฏิกิริยาท่ีจ าลองการเพิ่มจ านวน DNA ภายใน

เซลล์ของส่ิงมีชีวิตน ามาใช้ในการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมให้มีจ านวนมากพอในการตรวจสอบซึ่งมี

ความจ าเพาะ และแม่นย าสูง 

Recombination คือ กระบวนการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมของไวรัสชนิดเดียวกันแต่

ต่างสายพันธุ์กันส่งผลให้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมเพิ่มมากขึ้น 
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 GenBank คือ ฐานข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ โปรตีน และอื่นๆทางด้านชีวโมเลกุลซึ่ง

รวบรวมไว้บน website คือ www.ncbi.nlm.nih.gov นอกเหนือจากของ ncbi แล้วยังมีฐานข้อมูล

อื่นเช่น DDBJ EMBL เป็นต้น 

 

1.9 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1. ท าให้ทราบถึงบทบาทของ HuNoV ซึ่งเป็นสาเหตุในผู้ป่วยท่ีมีอาการท้องเสียในประเทศไทย

และแนวโน้มการระบาดของของสายพันธุ์ HuNoV ท่ีระบาดในประเทศไทยในช่วงปี พ.ศ.

2558 - พ.ศ.2559 และพัฒนาชุดตรวจในการคัดกรองโรคได้อย่างแม่นย า จากการวิเคราะห์

ลักษณะของโปรตีนที่มีความไว และความจ าเพาะมากขึ้น 

2. ทราบความชุกหรือความถ่ีของการติดเช้ือ HuNoV ในแต่ละช่วงเดือนท าให้สามารถท านายถึง

โอกาสในการเกิดโรค และช่วยในการวินิจฉัยโรค 

3. ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ ถูกน าไปเผยแพร่ในฐานข้อมูลของ GenBank, NCBI เพื่อใช้เป็น

แหล่งอ้างอิงแก่งานวิจัยอื่นในอนาคต 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 ประวัติความเป็นมา 

การรายงานการก่อโรคครั้งแรกของ HuNoV ถูกบันทึกไว้ในปีพ.ศ.2472 โดย Dr. John 

Zahorsky ได้เรียกโรคท่ีเกิดจากเช้ือนี้ว่า Hyperemesis hiemis หรือ winter vomiting disease ซึ่ง

ในขณะนั้นยังไม่สามารถระบุได้ว่าเกิดจากสาเหตุอะไร โดยอาการท่ีพบมีท้องเสีย เจ็บช่องท้องเกิดขึ้น

และหายอย่างรวดเร็ว (25) ต่อมาในปี พ.ศ.2512 เกิดการระบาดของเช้ือ norovirus ขึ้นลักษณะ

อาการคล้ายกับท่ีกล่าวมา ในโรงเรียนประถมแห่งหนึ่ง ท่ีเมือง Norwalk รัฐ Ohio ประเทศ

สหรัฐอเมริกา ผลการตรวจตัวอย่างอุจจาระท่ีผ่านการกรอง จนปราศจากแบคทีเรีย (bacteria-free 

stool filtrates) ด้วยเทคนิค immune electron microscopy (IEM) พบอนุภาคไวรัสท่ีมีขนาดเล็ก

ประมาณ 27 nm3 ไม่มีผนังหุ้มลักษณะเป็น icosahedral และไวรัสตัวนี้ต่อมาถูกเรียกว่า “Norwalk 

virus” ตามช่ือเมืองของโรงเรียนประถมท่ีพบการระบาด (26, 27) Norwalk virus เป็นเพียงสายพันธุ์

เ ดี ย ว ในสกุ ล  Norwalk- like virus ในปี  พ . ศ . 2545 อ ง ค์ก ร  International Committee on 

Taxonomy of Viruses ( ICTV) ได้เปล่ียนช่ือสกุลเป็น Norovirus จึงเรียกเช้ือไวรัสดังกล่าวว่า 

norovirus ตามช่ือสกุลกันอย่างแพร่หลายและ Norwalk virus เป็นช่ือท่ีใช้เรียกสายพันธุ์ของ 

norovirus GI.1 หรือ prototype strain ตามข้อมูลของ ICTV ช่ือ “noro-” ถึงแม้มีความใกล้เคียง

กับภาษาญี่ปุ่น แต่ไม่ได้มีความเกี่ยวข้องแต่อย่างใด เกิดจากการน าช่ือเมืองมาย่อเท่านั้น (Norwalk; 

Nor- + -ovirus) 

 
2.2 ไวรัสวิทยา 

Norovirus จัดอยู่ในวงศ์ Caliciviridae ในสกุล Norovirus เมื่อแบ่งตามการจัดกลุ่มของฺ 

Baltimore ถูกจัดอยู่ในกลุ่มท่ี 4 มีลักษณะสายพันธุกรรมเป็น RNA สายเด่ียว สายบวก ไม่มีผนังหุ้ม 

ลักษณะรูปร่างเป็น icosahedral ขนาดประมาณ 27 nm3 สายพันธุกรรมมีล าดับนิวคลีโอไทด์ยาว

ประมาณ 7400–7700 nt HuNoV ประกอบด้วย 3 ORF ดังรูปท่ี 1 (28, 29) ได้แก่ 
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รูปท่ี 1 แสดงองค์ประกอบของโปรตีนที่ได้จากการถอดรหัสบน genome ของ HuNoV 

 ORF 1 ความยาวของกรดอะมิโนประมาณ 1700 ตัว น้ าหนักประมาณ 200 kDa สามารถ

สังเคราะห์เป็นโปรตีน 6 ชนิดท่ีไม่ใช่โครงสร้างของไวรัส (non-structural protein) โปรตีน

ท่ีได้จากการถอดรหัสมีหน้าท่ีในการเพิ่มจ านวนสายพันธุกรรมของ HuNoV (30, 31) ได้แก่ 

1. p48 

2. NTPase 

3. p22 

4. VPg 

5. Protease 

6. Polymerase 

 ORF 2 หรือ VP1 ความยาวของกรดอะมิโนประมาณ 530–555 ตัว น้ าหนักประมาณ 58–

60 kDa สามารถสังเคราะห์เป็นโปรตีนโครงสร้างหลักของไวรัส อยู่ภายนอกหุ้มตัวสาร

พันธุกรรมท่ีอยู่ภายในแบ่งย่อยออกด้วย 90 dimers มีส่วนประกอบ 2 domain (32) คือ  

1. shell domain เป็นส่วนของผิวเปลือกหุ้มไวรัส 

2. P (Protruding) domain ส่วนท่ียื่นออกมาจากผิวเพื่อจับกับ receptor 

แยกไ ด้ เป็น  P1 และ P2 domain ส่วนของ P2 domain จะมีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมมากท่ีสุดบนสายพันธุกรรม 
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รูปท่ี 2 แสดงโครงสร้างของ ORF2 ด้านซ้ายแสดงจีโนม และด้านขวาแสดง VP1 monomer โดยสี
เขียวแสดง N-terminal ท่ีต าแหน่งกรดอะมิโนประมาณ 10–49 อยู่ด้านในของผิวไวรัส สีเหลืองแสดง
ส่วนของ Shell domain ท่ีต าแหน่งกรดอะมิโนประมาณ 50–225 สีแดงแสดง P1 domain ท่ี
ต าแหน่ง 226–278 และ 406–520 สีฟ้าแสดง P2 domain ท่ีต าแหน่ง 279-405 (32) 
 

 ORF 3 หรือ VP2 มีความยาวของกรดอะมิโนประมาณ 208-268 ตัว มีน้ าหนักประมาณ 22-

29 kDa (32) สามารถสังเคราะห์เป็นโปรตีนโครงสร้างรองของไวรัส โปรตีนจะอยู่ภายในของ

capsid protein ปัจจุบันไม่ทราบหน้าท่ีท่ีแท้จริง แต่มีการศึกษาในไวรัสอื่นท่ีอยู่ในวงศ์

เดียวกันของ Caliciviridae  คือ Rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) และ Feline 

caliciviridae (FCV) เช่ือว่า ท าหน้าท่ีช่วยในการจับกับ receptor ของโฮสต์ และอาจช่วย 

RNA genome packaging แต่ยังไม่ทราบถึงกระบวนการดังกล่าว (33, 34)   

บริเวณ 5’UTR และ 3’UTR ของสายพันธุกรรม norovirus ประกอบด้วย VPg และ poly-A 

tail ตามล าดับ สายพันธุกรรมของ norovirus GV. หรือ MNoV มี ORF4 เพิ่มขึ้นมา เมื่อถอดรหัส

ออกมาเป็น antagonist ของ virulence factor 1 (VF1) เป็นส่วนหนึ่งของ innate immune (31)  

 

2.3 การแบ่งกลุ่มของ norovirus 

ในปัจจุบัน norovirus สามารถจัดกลุ่มเป็น genogroup ท้ังหมด 6 genogroups โดย 

genogroup 1 (GI.) และ 4 (GIV.) พบในคน genogroup 2 (GII.) พบในคน และสุกร genogroup 3 

(GIII.) พบในโคและกระบือ genogroup 5 (GV.) พบในหนู และ genogroup 6 (GVI.) พบในสุนัข 
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และแมว กลุ่มท่ีก่อโรคในคน เรียกว่า Human Norovirus (HuNoV) นอกจากนี้ยังสามารถแบ่งย่อย

เป็น genotype ได้อีกมากมาย ปัจจุบันพบมากกว่า 30 genotypes (35, 36) ซึ่งการจัดกลุ่มของ 

norovirus ดังรูปท่ี 3 จะอาศัยค่า identity ของล าดับนิวคลิโอไทด์ ต าแหน่ง VP1 และ RdRp โดย

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มของ genogroup มีค่า amino acid identity อยู่ในช่วง 45.0–61.4% 

เมื่อค่า identity มากกว่านั้น จะถูกจัดอยู่ใน genogroup เดียวกันแต่มี genotype ท่ีแตกต่างกัน 

หากมีความแตกต่างกัน 0–14.1% อาจอยู่ใน genotype เดียวกันแต่มี strain ท่ีต่างกันได้ (37) จาก

การศึกษาพบว่าในบางครั้งอาจพบการเกิด recombination หรือการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมท่ี

ต าแหน่งรอยต่อระหว่าง ORF1 และ ORF2  เป็นต าแหน่งท่ีมีการเกิด overlap  กันของสารพันธุกรรม

ของ norovirus การเกิด recombination พบได้ท้ังต่าง genotype กับและต่าง strain กันโดยสาย

พันธุ์ที่พบการเกิด recombination ระหว่าง strain ได้บ่อยคือ GII.4 โดยต้ังแต่ปี 2000 เป็นต้นมาพบ

การเกิดขึ้นเรื่อยมาและมีการเปล่ียนแปลงการระบาดอยู่ตลอดเวลาเป็นลักษณะของเช้ือท่ีจะช่วย

เพื่อให้หลบหลีกจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายหรือคงอยู่ในส่ิงแวดล้อมได้ดีขึ้น เราจะไม่สามารถ

พิจารณาแยกความแตกต่างได้จากค่า cut-off ท่ีได้กล่าวไว้ (38) ในปัจจุบันการระบุสายพันธุ์ท่ีได้รับ

ความน่าเช่ือถือโดยการอาศัยเว็บไซต์ http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool 
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.   
รูปท่ี 3 แสดง phylogenetic tree แบ่งกลุ่ม genogroup และ genotype ของ norovirus ท่ี
ต าแหน่ง RdRp และ VP1 และโฮสต์ท่ีมีความสัมพันธ์กัน (36) 
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2.4 ลักษณะอาการและความส าคัญ 

การติดเช้ือ norovirus มีระยะการฟักตัวหลังจากได้รับเช้ือประมาณ 1-2 วัน อาการท่ีแสดง

ออกมาได้แก่ ท้องเสีย คล่ืนไส้ อาเจียน ในบางรายมีอาการเจ็บท้อง เป็นไข้ และร่างกายสามารถรักษา

อาการได้เองใช้เวลา 2-3 วัน เว้นในกลุ่มของเด็กทารก คนชรา และผู้ท่ีมีความบกพร่องทางระบบ

ภูมิคุ้มกัน อาจมีอาการรุนแรงและหายได้ช้ากว่า  (39) โดยปกติการติดเช้ือ norovirus ไม่ท าให้ถึงตาย

แต่อาจเกิดขึ้นได้เป็นบางรายโดยมักมีอาการแทรกซ้อนสัมพันธ์กับโรคปอดบวม และโรคท่ีพบได้อีก

เช่น ล าไส้อักเสบ โรคหัวใจ ไตวาย ขาดสารอาหาร ขาดน้ า ติดเช้ือ (sepsis) ภาวะล าไส้เน่าในทารก

เกิดก่อนก าหนด(necrotizing enterocolitis) ล าไส้กลืนกัน (acute gastrointestinal bleeding 

and colon perforation) (40) ความส าคัญของ norovirus คือเป็นสาเหตุส าคัญตัวหนึ่งท่ีก่อให้เกิด

โรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันซึ่งในประเทศท่ีพัฒนาแล้วมีความใส่ใจกับโรคนี้มาก 

Sandmann FG, 2017 รายงานในประเทศอังกฤษโดย National Health Service (NHS) ท า

การส ารวจผู้ป่วยท่ีเข้าโรงพยาบาลด้วยล าไส้อักเสบเฉียบพลันต้ังแต่ปีพ.ศ.2553/54 – 2558/59 พบ

ผู้ป่วยท่ีต้องรักษาตัวในโรงพยาบาลถึง 88,000–113,000 ราย ค่าใช้จ่ายโดยรวมสูงถึง 5.7-7.5 ล้าน

ปอนด์ โดยช่วงท่ีมีผู้ป่วยมากมักจะอยู่ในฤดูหนาว (41) 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ท าการศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกา 

โรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันและการติดเช้ือ norovirus มีความส าคัญเนื่องจากนอกจากติดต่อทาง

อาหาร ยังสามารถติดต่อจากคนสู่คน ในปี พ.ศ.2552-2556 พบการระบาดของล าไส้อักเสบถึง 

10,756 ครั้ง ผู้ป่วยกว่า 356,532 คน มีผู้เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลถึง 5,394 คน และเสียชีวิต 

459 คน ทราบสาเหตุของการระบาดจ านวน 7,430 ครั้ง และพบว่าสาเหตุจาก norovirus ก่อให้เกิด

การระบาดถึง 6,223 (84%) ครั้ง และสาเหตุรองลงมาเกิดจากแบคทีเรียจ าพวก Shigella และ 

Salmonella การระบาดพบมากในช่วงของหน้าหนาว (ธันวาคม – กุมภาพันธ์) จ านวน 5,716 (53%) 

ครั้ง (42) 
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2.5 การติดต่อ 

 HuNoV สามารถติดต่อได้จากคนสู่คน ผ่านทางการรับประทานอาหาร หรือน้ าท่ีปนเปื้อน 

อุจจาระของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ norovirus มากับวัตถุดิบประกอบอาหาร เช่น ผัก ผลไม้ หอย และมือ

ของผู้ประกอบอาหาร เนื่องจากเช้ือมีขนาดเล็ก สามารถลอยอยู่ในอากาศได้จากการอาเจียน การติด

เช้ือ HuNoV สามารถแสดงอาการของโรคได้ แม้ได้รับอนุภาคไวรัสน้อยกว่า 20 อนุภาค (43) สถานท่ี

ท่ีพบการระบาดของ norovirus บ่อยมักเป็นสถานท่ีปิด และมีคนอาศัยอยู่มาก ได้แก่ บ้านพักคนชรา 

ร้านอาหาร โรงเรียน เรือส าราญ โรงพยาบาล และสถานรับเล้ียงเด็กเป็นต้น (44) เนื่องจากลักษณะ

ของเช้ือ norovirus ไม่มีเยื่อหุ้มท าให้ทนทานต่อสภาพแวดล้อม ไม่ถูกท าลายด้วยแอลกอฮอล์ ต้อง

อาศัยสาร disinfectant ในการก าจัดเช้ือ (45) สามารถพบในอุจจาระของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ norovirus 

ได้นานหลายสัปดาห์ (46) ตามแหล่งน้ า พบการปนเปื้อนได้โดยเช้ือ norovirus มักลอยอยู่บนผิวน้ า 

เกิดจากการท้ิงส่ิงปฏิกูลลงแหล่งน้ า หรืออาจเกิดจากภัยพิบัติ เช่น น้ าท่วมขัง ท าให้มีความเส่ียงในการ

ติดเช้ือ HuNoV (47, 48) ปัจจุบันยังไม่มีการรายงานถึงความสามารถของ norovirus ในการติดต่อ

จากสัตว์สู่คน หรือจากคนสู่สัตว์ แต่มีรายงานกล่าวถึงการพบ antibody ต่อ HuNoV ในสัตว์ที่ใกล้ชิด

กับคน เช่น โค สุกรหรือสุนัข และพบ antibody ต่อ norovirus สายพันธุ์ในสัตว์ พบในคนท่ีมีความ

ใกล้ชิดกับสัตว์เหล่านั้น (49, 50) มีรายงานหลายแห่งกล่าวถึงการตรวจหาเช้ือ norovirus ในสัตว์กลุ่ม

หอยฝาเดียว และหอยสองฝา ซึ่งสายพันธุ์มีความใกล้เคียงกับท่ีพบในมนุษย์ ได้แก่ GI (GI.2, GI.3, GI.4 

GI.5 และ GI.9), GII (GII.1, GII.2, GII.3 และ GII.4) (51) โดยปกติการตรวจสอบทางสุขลักษณะของ

อาหารในหอย ส่ิง ท่ีบ่งบอกการปนเปื้อนอุจจาระ  ได้แก่  Escherichia coli และ  intestinal 

enterococcus (ข้อมูลจาก European Commission. (2008) Commission regulation (EC) No 

1021/2008 of 17 October 2008) แต่ยังคงมีความเส่ียงจากไวรัสท่ีก่อโรคในมนุษย์ เช่น norovirus 

(52) นอกจากนี้เช่ือว่า เช้ือ norovirus ในหอยเหล่านี้เป็นสาเหตุท่ีท าให้สายพันธุ์ที่ระบาดกระจายไป

ท่ัวโลก จากปัจจัย คือ wastewater treatment works (WWTWs) , storm overflows (SOs) , 

combined sewage overflows (CSOs), septic tanks or boats (53) แต่ยังไม่มีงานวิจัยท่ีออกมา

บอกถึงการกินหอยท่ีปนเป้ือนแล้วติดเช้ือ HuNoV ออกมา (46, 52) 
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รูปท่ี 4 แสดงสาเหตุการก่อให้เกิดโรคซึ่งมีความสัมพันธ์กับ genogroup ของ norovirus (54) 

 
2.6 การเข้าสู่เซลล์โฮสต์ 

 การเข้าไปในเซลล์ของไวรัสส่วนมากต้องการ receptor ท่ีจ าเพาะบนผิวเซลล์เป้าหมาย เพื่อ

พาเข้าไปในเซลล์ท่ีอยู่บนผิวของเซลล์ และ receptor บนผิวเซลล์ส าหรับ HuNoV ส่วนมากคือ 

Human Blood Group Antigen (HBGA)  เป็นคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนท่ีมีไขมัน หรือโปรตีนเช่ือมกับ

ไกลแคน (complex carbohydrates of lipid- or protein-linked glycan chains) พบได้ในเซลล์

หลายชนิด เช่น เซลล์เย่ือบุล าไส้ และสารคัดหล่ังในร่างกาย (น้ าลาย) HuNoV จะอาศัย P dimer บน

เปลือกจับท่ีแกนคาร์โบไฮเดรต ของ HBGA บริเวณ α(1,2) fucosyltransferase (FUT2) enzyme 

(55) ซึ่งพบในกลุ่มท่ีเรียกว่า secretors จึงบอกได้ว่าในกลุ่มนี้จะเกิดการติดเช้ือ norovirus ได้ไวกว่า

กลุ่ม non-secretor (56) แต่ใน MNV จะเข้าไปจับในต าแหน่งท่ีแตกต่าง โดย receptor อยู่บน 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1879625716301882#gr1
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murine macrophage ท่ีบริเวณส่วนปลาย sialic acid of GD1a (57) ในการเข้าภายในเซลล์นั้น

ยังคงอยู่ในระหว่างการศึกษาภายหลังจากประสบความส าเร็จในการเพิ่มจ านวน  HuNoV ในเซลล์ท่ี

เพาะเล้ียงเองได้ (58) มีการศึกษาใน MNoV พบว่าเกิด endocytosis โดยขึ้นกับ dynamin II, 

ceramide และ cholesterol (59) หลังจากเข้าไปในเซลล์โฮสต์กระบวนการท้ังหมดเกิด ท่ี  

cytoplasm เกิดการเอา casid protein ออกเพื่อให้สายพันธุกรรม หรือ RNA สายบวกสังเคราะห์

โปรตีนตามสายพันธุกรรม เพื่อใช้ในการสร้างเอนไซม์ท่ีบริเวณใกล้กับ endoplasmic reticulum 

และเอนไซม์ Polymerase ของ norovirus จะแปลง RNA สายบวกเป็น RNA สายลบเพื่อเพิ่มจ านวน

สายพันธุกรรม สุดท้ายท้ัง 2 เกิดการรวมกันใหม่หรือเรียกกันว่า packaging และออกจากเซลล์โฮสต์ 

ดังในรูปท่ี 3 (36) สาเหตุท่ีเช้ือ HuNoV กระตุ้นให้เกิดอาการท้องเสียนั้นมีการศึกษาโดยดูจากการ

เปล่ียนแปลงของช้ินเนื้อบริเวณของล าไส้เล็ก พบว่าเช้ือจะเข้าบริเวณ villi ท าให้เซลล์บริเวณ villi นั้น

ถูกท าลาย และทู่ลงส่งผลให้เกิดการดูดซึมผิดปกติและเกิดท้องเสียตามมา และพบเช้ือ HuNoV อยู่ใน 

enterocyte ของล าไส้ จากการเล้ียงเซลล์ด้วย Human Intestinal Enteroid (HIE) cultures (60) 

นอกจากนี้ยังมีปัจจัยสภาพแวดล้อมภายในล าไส้ท่ียังมีการศึกษาว่าเป็นปัจจัยร่วมในการติดเช้ืออยู่รึไม่ 

เ ช่น  bile, intestinal microbiome, Ceramide เป็น ต้น  (61 )  intestinal microbiome หรื อ

แบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ในสภาวะแวดล้อมต่างๆในร่างกาย จากการทดลองเช่ือว่าสกุลของแบคทีเรียท่ีมี

บทบาทส าคัญในการติดเช้ือ  HuNoV คือ Lactobacillus พบว่าเมื่อติดเ ช้ือ HuNoV จะมีการ

เปล่ียนแปลงโดยการลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบสภาวะปกติ (62) 
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รูปท่ี 5 แสดงวงจรชีวิตการเข้าไปในเซลล์ของเจ้าบ้านและเพิ่มจ านวนของ HuNoV (36) 
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2.7 การวิวัฒนาการ 

 norovirus GII.4 Sydney 2012 พบการระบาดมากท่ีสุดต้ังแต่ปลายปี พ.ศ.2554 จนถึง

ปัจจุบัน ซึ่งนักวิจัยท่ีท าการศึกษาใน norovirus เช่ือว่า norovirus สามารถเปล่ียนแปลงตัวเองได้

อย่างรวดเร็ว โดยทุกๆ 2-4 ปี (63) จะมีการเปล่ียนสายพันธุ์ของ norovirus ท่ีเกิดการระบาดขึ้นมา

โดยท่ีผ่านมาพบการระบาดหนักของ HuNoV ท่ีส าคัญอยู่ 6 ครั้งในปีพ.ศ. 2539-2540, 2545, 2547, 

2549, 2552 และ 2555 (52) สายพันธุ์ท่ีพบการระบาดใหญ่ในแต่ละครั้งได้แก่ GII.4-US 1995/96, 

GII.4-Farmington Hills 2002 , GII.4-Hunter 2004 , GII.4-Yerseke 2006a, GII.4-Den Haag 

2006b, GII.4-Osaka 2007 , GII.4-Apeldoorn 2008 , GII.4-New Orleans 2009 และ GII.4-

Sydney 2012 ท่ียังพบได้อยู่ในปัจจุบัน ซึ่งการเปล่ียนแปลงอาจเกิดได้จากหลบเล่ียงภูมิคุ้มกันของ

โฮสต์ การต้านทานต่อยารักษา หรือเพื่อเพิ่มความสามารถในการเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์ เป็นต้น (11, 64

) มีการรายงานว่าการวิวัฒนาการของเช้ือมักเกิดการเปล่ียนแปลงสารพันธุกรรมในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ 

norovirus แบบเรื้อรังท าให้เป็นแหล่งรวมของเช้ือรวมถึงมีการเปล่ียนแปลงอย่างช้าๆ หรือเกิดการ

แลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมข้ึนได้ (47, 51) 

 
2.8 Recombination 

Viral recombination คือกระบวนการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมของไวรัสชนิดเดียวกัน

แต่ต่างสายพันธุ์กันส่งผลให้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมเพิ่มมากขึ้นการเปล่ียนแปลงถูกคัดเลือก

โดยธรรมชาติจนได้สายพันธุ์ที่มีความทนทานเหมาะสมต่อสภาพแวดล้อมและเซลล์ของเจ้าบ้าน โดย

การจะเกิดขึ้นได้นั้นเซลล์เจ้าบ้านต้องมีการได้รับเช้ือมากกว่า 1 สายพันธุ์เข้าไป (co-infection) การ

เกิดการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมพบได้มากใน RNA ไวรัสส่งผลให้เกิดการวิวัฒนาการ และการ

อุบัติใหม่ การแลกเปล่ียนพันธุกรรมนั้นไม่ขึ้นกับลักษณะของ genome เช่น segment หรือ non-

segment โดย norovirus เป็น ssRNA non-segment genome มีการพบการเกิด Recombination 

ได้บ่อยบริเวณระหว่าง ORF1 และ ORF2 หรือ RdRp และ VP1 เนื่องจากเป็นต าแหน่งท่ีมีความ

ใกล้เคียงกันของสายพันธุกรรมใน genogroup เดียวกัน และมีการเกิด overlap หรือการซ้อนทับกัน

ระหว่าง ORF1 และ ORF2 จ านวน 20 nt ใน genogroup 2 และ 17 nt ใน genogroup 1 (65) 



 

 

18 

สายพันธุ์ของ norovirus ท่ีมีการพบในประเทศไทยและมีการรายงานมาก่อนได้แก่ GII.P12/GII.1 

GII.P12/GII.3 และ GII.P21/GII.3 เป็นต้น (66) การแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมบางครั้งอาจ

ก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคมากขึ้น เพิ่มการติดต่อ เช่น จากสัตว์สู่คน หรือสามารถทนต่อ

สภาพแวดล้อมส่งผลให้แพร่ได้อย่างรวดเร็ว (53) 

 

 

รูปท่ี 6 รูปแบบการเกิด recombination ของ RNA ไวรัสในลักษณะ genome ท่ีแตกต่างกันซึ่งเกิด

จาก co-infection ในเซลล์เดียวกัน 

 
2.9 การศึกษาวิจัย 

การผลิตวัคซีนในปัจจุบันยังไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการป้องกันเช้ือ norovirus 

เนื่องจากในปัจจุบันยังขาดการพัฒนาวิธีการเล้ียงเช้ือในเซลล์ (in vitro) รวมถึงการเล้ียงในสัตว์ทดลอง 
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(in vivo) (12) ในอดีตมีความพยายามพัฒนาสภาพแวดล้อมในเซลล์ต่างๆมากมายเพื่อให้เ ช้ือ 

norovirus สามารถเจริญเติบโต เพิ่มจ านวนขึ้นในเซลล์ (58) เช่น  

Wobus CE, 2004 ประสบความส าเร็จในการเล้ียง MNoV ใน STAT1 cell ซึ่งเป็น murine 

macrophages และ dendritic cells (67) 

Lay MK, 2010 และJones MK, 2015 ได้พยายามเล้ียงเช้ือ HuNoV ใน blood-derived 

macrophages และ dendritic cells แต่ไม่ประสบความส าเร็จ ต่อมาได้ท าการเปล่ียนเซลล์ท่ีใช้เป็น 

human B cell lines หรือ BJAB system ซึ่งสามารถเล้ียงได้ในบางสายพันธุ์ เ ท่านั้นคือ GII.4 

Sydney 2012 แต่จัดเป็นครั้งแรกที่ประสบความส าเร็จในการเล้ียงเช้ือ HuNoV (68, 69) 

Ettayebi K, 2016 ประสบความส า เร็จในการเ ล้ียง  HuNoV ใน stem-cell-derived 

intestinal enteroids ซึ่งน าเซลล์มาจาก intestinal crypts ซึ่งเซลล์ท่ีได้มีลักษณะเป็นเซลล์หลาย

ชนิดรวมกัน หรือ multicellular สามารถท าให้มีการเพิ่มจ านวน และแสดง cytopathic effects 

(CPE) ออกมาได้ และไม่จ าเพาะสายพันธุ์ท่ีสามารถโตได้ จัดว่าเป็นส่วนส าคัญในการพัฒนาการเล้ียง

เซลล์ของเช้ือ norovirus (61) 

ถึงแม้จะสามารถเล้ียง norovirus ในเซลล์ได้แล้ว แต่ก็ยังมีการศึกษาเพื่อให้สามารถเล้ียงใน

เซลล์ท่ีดูแลได้ง่ายและมีประสิทธิภาพมากกว่าเดิมเพื่อศึกษา norovirus ให้ละเอียดยิ่งขึ้น 

 
2.10 วัคซีน 

อุปสรรคในการผลิตวัคซีนนอกเหนือจากการขาดวิธีการเล้ียงเช้ือ HuNoV ในเซลล์ (in vitro) 

รวมถึงการเล้ียงในสัตว์ทดลอง (in vivo) ในการท า virus neutralization เพื่อหาปริมาตรท่ีเหมาะสม 

แล้วยังมีข้อจ ากัดถึงระยะเวลากระตุ้นภูมิคุ้มกันให้อยู่ได้เป็นเวลานานหลังจากให้วัคซีนหรือได้รับเช้ือ 

norovirus เนื่องจากปกติหลังการติดเช้ือร่างกายกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ไม่นานจึงท าให้มีโอกาสเกิดซ้ าได้ 

(70) และการวิวัฒนาการของตัวเช้ือท่ีมีการเปล่ียนแปลงในส่วนของ antigenic ระหว่างภายใน 

genogroup และ genotype (71) โดยทุกๆ 2-4 ปีมักพบการเปล่ียนแปลงของสายพันธุ์ที่ก าลังระบาด
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อยู่เรื่อยๆดังท่ีได้กล่าวไว้ในหัวข้อการวิวัฒนาการ ต าแหน่ง antigenic ท่ีมีความส าคัญต่อการผลิต

วัคซีนป้องกัน norovirus นั้นอยู่ท่ีบริเวณ P2 domain (hypervariable domain) เป็นส่วนหนึ่งของ

โปรตีนผิวของเช้ือ (72, 73) มีรายงานในอดีตหลายฉบับได้ท าการพยายามพัฒนาวัคซีนขึ้นมาเพื่อให้มี

ประสิทธิภาพในการป้องกันจากเช้ือ HuNoV ได้แก่ 

Harrington PR., 2002 จากสาเหตุท่ีไม่สามารถท า virus neutralization ได้จากการท่ีไม่
สามารถเล้ียงเช้ือขึ้นมาได้แต่ทว่ายังสามารถสร้าง virus-like particle (VLP) จากโปรตีนผิวของเช้ือ 
norovirus (ORF2) จึงได้พัฒนาวิธีการ the virus-like particle (VLP)-HBGA blockade assay ซึ่ง
จะ จับตัว receptor ของไวรัสแทนการจับกับตัว  antigen ของเ ช้ือไวรัสใ ช้ในการทดสอบ 
monoclonal antibodies และ sera เพื่อหาค่า titre ท่ีเหมาะสม (72) 

 มีการสร้างวัคซีนในการป้องกันสายพันธุ์ GI.1 หรือ Norwalk virus เพียงสายพันธุ์เดียว เป็น 

monovalent vaccine โดยให้ทาง nasal route ซึ่งมีการรายงานถึงประสิทธิภาพว่าป้องกันการติด

เช้ือได้ถึง 47% (95% CI, 15%–67%) และลดความรุนแรงจากการติดเช้ือได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

โดยดูจาก modified Vesikari score ต้ังแต่ 5.5 ถึง 3.6 (P = .009) ต่อมามีการศึกษาวัคซีนท่ีป้องกัน

ได้ 2 สายพันธุ์  (bivalent vaccine) คือสามารถป้องกันได้ ท้ังสายพันธุ์  GI.1 และ GII.4 ซึ่ งมี

ความส าคัญเป็นอย่างมาก โดยให้ทางการฉีดเข้ากล้ามเนื้อ (intramuscular) ตัววัคซีนมาจากกรดอะมิ

โน 19 ตัวใน P2 domain หรือ hypervariable domain บน ORF2 และวัคซีนดังกล่าวครอบคลุม 

GII.4 สายพันธุ์ต่างๆรวมถึง GII.4 Sydney 2012 strain (5, 74) 

มีรายงานออกมาบอกถึงความส าเร็จในการสร้างวัคซีน แต่อย่างท่ีกล่าวไปข้างต้นส่วนมากอยู่

ระหว่างการศึกษา ข้อมูลยังไม่มีเพียงพอต่อการน ามาใช้จริง อีกท้ังเมื่อมีการเปล่ียนแปลงสายพันธุ์ใน

การระบาดวัคซีนท่ีผลิตมาอาจลดประสิทธิภาพลงไปอีก ดังนั้นการเลือกสายพันธุ์ท่ีเหมาะสมกับการ

ระบาดก็เป็นข้อมูลท่ีส าคัญต่อการปลิตวัคซีนเช่นกัน (5) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 ระเบียบวิธีวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาแบบ case-control study ซึ่งได้รับการพิจาราณาและการอนุมั ติ

จริยธรรมจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

( Institutional Review Board, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University)  หมาย เลข 

IRB 638/59 

 

3.2 กลุ่มตัวอย่าง 

ตัวอย่างท่ีน ามาใช้ในการศึกษานี้คือ อุจจาระของผู้ป่วยท่ีเหลือจากการเข้ารับการรักษาด้วยอาการ

ล าไส้อักเสบเฉียบพลัน มีอาการท้องเสีย และน ามารวบรวมหรือส่งตรวจเพื่อวินิจฉัยสาเหตุท่ีก่อให้เกิด

อาการดังกล่าว ตัวอย่างเหล่านี้ได้รับความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ กรุงเทพมหานคร 

โรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น และโรงพยาบาลในเครือบางปะกอก กรุงเทพมหานคร ต้ังแต่

เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559 โดยข้อมูลของผู้ป่วยท้ังหมดท่ีใช้ในการศึกษา

นี้จะถูกปกปิดในรูปนิรนาม เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดความเส่ือมเสียต่อผู้ป่วย 

 

3.3 จ านวนประชากร 

จ านวนตัวอย่างท้ังหมดท่ีใช้ในการศึกษานี้ถูกค านวณจากสมการ Cochran’s samples size 

formular  

จากสูตร      n =   
Z2pq

d2  

โดยท่ี n คือ จ านวนตัวอย่างขั้นต่ าท่ีใช้ในการศึกษา 
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 Z คือ ค่า Z score ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% มีค่าเท่ากับ 1.96 

 p คือ อัตราการติดเช้ือ HuNoV จากการศึกษาในประเทศไทยก่อนหน้ามีค่าเท่ากับร้อยละ 

15.9 (75) 

 q คือ 1-p 

 d คือ ค่าความคลาดเคล่ือนมีค่าเท่ากับ 2% 

แทนค่า     n =   
(1.960)2(0.159) (1−0.159)

(
2

100
)

2  = 1284.237 

ดังนั้นจ านวนตัวอย่างท่ีต้องใช้ในการศึกษานี้น้อยท่ีสุดและเหมาะสม โดยมีความผิดพลาดไม่เกิน

ร้อยละ 2 จ านวนเท่ากับ 1285 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นจ านวนขั้นต่ าท่ีสุดของตัวอย่างอุจจาระท่ีใช้ในการ

ตรวจหาการติดเช้ือของ HuNoV ในผู้ป่วยท่ีมีอาการล าไส้อักเสบเฉียบพลันในประเทศไทย  

 
3.4 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 

3.4.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 

1. Autoclave (Harvey, USA) 

2. Automatic adjustable micropipette 2.5, 10, 20, 200, 1000 µl (Eppendorf, 

Germany) 

3. Biological Safety Cabinets Class II (Esco Labculture, Singapore) 

4. Block heater (Lab Line instrument, USA) 

5. Centrifuge (Eppendorf, Germany) 

6. Electrophoresis chamber (BioRAD, USA) 

7. Freezer 4°C (Misubishi, Japan) 

8. Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 

9. Gel Documentation System (BioRAD, USA) 
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10. Laboratory bottle 1000 ml (Duran, Germany) 

11. Magnetic stirrer (Thermolyne, USA) 

12. Microcentrifuge tube 0.5, 1.5, 2.0 µl (Axygen, USA) 

13. NanoDrop UV-Vis spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) 

14. PCR Mastercycler personal; Veritii™ (Applied Biosystems, USA) 

15. PCR Tubes (Axygen, USA)) 

16. Polypropylene conical tube 15 ml (SPL lifesciences, Korea) 

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

18. Votex mixer (Scientific industry, USA) 

 
3.4.2 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

3.4.2.1 สารเคมีท่ีใช้ในการสกัด RNA (RNA extraction) 

1. Ethanol (Emsure, Germany)  

2. Phosphate buffered saline: PBS Tablets (EMD, Germany) 

3. Ribospin vRD™ II kit (Geneall, Korea) 

 
3.4.2.2 สารเคมีท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณ cDNA 

1. AmpMaster™ HS-Taq MasterMix (GeneAL, Korea) 

2. DEPC (Diethylpyrocarbonate) 

3. ImProm-II™ Reverse Transcriptase (Promega, USA) 

4. 2X MasterMix (AmpMaster™ HS-Taq, GeneAll®) 

5. Nuclease-free water 

6. Random Primers (Promega, USA) 

7. Specific primer (BioDesign, Thailand; 1st BASE CUSTOM OLIGOS, Singapore)  
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3.4.2.3 สารเคมีท่ีใช้ในการท า gel electrophoresis และ สกัด cDNA ออกจาก gel 

1. Agarose (EMD, Germany) 

2. Boric acid (Emsure, Germany) 

3. Ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (USB, Hong Kong) 

4. FluoroDye DNA Fluorescent Loading Dye (SMOBIO, Taiwan) 

5. Tris (hydroxymethyl) aminomethane (EMD, Germany) 

6. GeneAll Expin Combo GP - Gel and PCR kit (GeneAL, Korea) 

 
3.5 โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ข้อมูล 

3.5.1 การวิเคราะห์ข้อมูล sequencing 

1. BioEdit version 7.2.5 (Hall T.A., 1999) 

2. MEGA version 7.0.14 (Kumar, Stecher, and Tamura 2015) 

3. Seqman version 6.00 (DNASTAR Inc.) 

4. Simplot version 3.5.1 (Stuart C.R.) 

5. PopART (Population Analysis with Reticulate Trees) (แถบelt H, Forster P, Röhl A 

(1999).) 

 
3.5.2 การจัดเก็บข้อมูล และข้อมูลทางสถิติ 

1. Microsoft Office of Computer Services  

2. SPSS 
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3.6 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.6.1 การเตรียมตัวอย่าง 

การรับตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยท่ีมีอาการล าไส้อักเสบเฉียบพลัน หรือมีอาการท้องเสีย ถูก

ขนส่งโดยรักษาอุณหภูมิไว้ ท่ี 4˚C จากโรงพยาบาล 3 แห่ง ได้แก่ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

(กรุง เทพมหานคร) โรงพยาบาลชุมแพ (ขอนแก่น) และโรงพยาบาลในเครือบางปะกอก 

(กรุงเทพมหานคร) ในช่วงเดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559 ตัวอย่างท้ังหมดถูก

เก็บในรูปนิรนาม และน ามาก าหนดเป็นรหัส ข้อมูลของผู้ป่วยท่ีถูกบันทึกได้แก่ เพศ อายุ และวันท่ีเก็บ

ตัวอย่างจากผู้ป่วย ตัวอย่างอุจจาระจะถูกน ามาเจือจางด้วย 0.1% PBS (Phosphate Buffer Saline) 

ในอัตราส่วน 9 ต่อตัวอย่างอุจจาระ 1 ส่วน ในหลอดทดลอง น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000 rpm (round 

per minute) เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นดูดเก็บส่วนท่ีเป็นของเหลว (supernatant) ไว้ใน 

microcentrifuge tube ขนาด 2 ml และน า supernatant ของตัวอย่างไปเก็บรักษาภายในตู้แช่แข็ง

อุณหภูมิ – 70˚C 

 

3.6.2 การสกัดสารพันธุกรรม 

การสกัดสารพันธุกรรมโดยสารพันธุกรรมของ norovirus เป็น RNA (Ribonucleic acid) 

การศึกษานี้เลือกใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป Ribospin™ vRDII kit(GeneAll, Seoul, Korea) ปฎิบัติตาม

คู่มือการใช้ซึ่งมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. เติม buffer NVL 300 µl ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ผสมกับ 1 µM 

carrier RNA 7 µl (carrier RNA 370 µg ละลายด้วย nuclease-free water 370 µl เก็บ

รักษาท่ี -20˚C)  

2. เติม supernatant ท่ีได้จากตัวอย่าง 100 µl น าไปเขย่าอย่างแรงด้วย vortex mixer และ

วางท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

3. เติม buffer RB1 350 µl และน าไปเขย่าอย่างแรงด้วย vortex mixer 

4. ย้ายสารท้ังหมด 750 µl ลงใน spin column 
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5. ปั่นเหวี่ยงท่ี ≥10,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube 

6. เติม buffer RBW 500 µl ลงใน spin column 

7. ปั่นเหวี่ยงท่ี ≥10,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube 

8. เติม buffer RNW 500 µl ลงใน spin column 

9. ปั่นเหวี่ยงท่ี ≥10,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube 

10. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาที ท้ิง collection tube 

11. ย้าย spin column มาใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

12. เติม nuclease-free water 40 µl และต้ังท้ิงท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที 

13. ปั่นเหวี่ยงท่ี ≥10,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ท้ิง spin column 

14. เก็บ RNA ท่ีได้จากตัวอย่างในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -70˚C 

 

3.6.3 การแปลงสารพันธุกรรมจาก RNA เป็น cDNA 

การเปล่ียนสายพันธุกรรมจาก RNA ให้เกิดเป็น cDNA (complementary eoxyribonucleic 

acid)  โดยการศึกษานี้ อาศัยเอนไซม์  Reverse transcriptase จาก Improm II™ (Promega, 

Madison, WI, USA) ซึ่งเป็น RNA dependent DNA polymerase enzyme จาก virus ในกลุ่ม

ของ retrovirus ประกอบด้วย avian myeloblastosis virus (AMV) และ murine leukemia virus 

(MLV) มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. เติม 10 nM Random hexamer 1 µl ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

เจือจางด้วย DEPC (Diethylpyrocarbonate) ปริมาตร 5 µl  

2. เติม RNA ท่ีได้จากการสกัดตัวอย่างอุจจาระผู้ป่วยก่อนหน้าปริมาตร 5 µl 

3. บ่มโดยวางลงบน heat box อุณหภูมิ 70˚C เป็นเวลา 5 นาที  

4. น าไปบ่มต่อท่ีความเย็นโดยวางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปป่ันตก 

5. เติม Improm II™ ปริมาณ 15 µl ผสมให้เข้ากันและบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

6. น าไปบ่มโดยวางลงบน heat box อุณหภูมิ 42˚C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 

7. ย้ายไปบ่มบน heat box ท่ีอุณหภูมิ 70˚C เป็นเวลา 15 นาที และน าไปป่ันตก 



 

 

27 

8. เก็บรักษา cDNA ท่ี -20˚C รอน าไปการทดลองต่อไป 

 

3.6.4 การตรวจหาตัวอย่างท่ีมีการติดเช้ือ HuNoV ท่ีต าแหน่ง RdRp gene 

น า cDNA ตัวอย่างมาเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมท่ีต าแหน่งบางส่วนของ RdRp gene มีความ

ยาวประมาณ 500 nt (nucleotide) ด้วยวิธี  semi-nested PCR เป็นการท า PCR 2 รอบ ซึ่ง

อัตราส่วนในการเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR ต่อ 1 ตัวอย่างแสดงไว้ในตารางท่ี 1 บรรจุภายใน 

PCR tube ใช้ Forward primer ตัวเดียวกันท้ัง 2 รอบ แต่ Reverse primer ในแต่ละรอบมีความ

แตกต่างกัน primer ท่ีจ าเพาะท้ัง 3 ตัว ช่ือและล าดับนิวคลิโอไทด์แสดงในตารางท่ี 2 ในรอบแรกของ

การท า PCR ใช้ Reverse primer ท่ีมีช่ือว่า “HNoV-R5591” และรอบท่ี 2 ใช้ Reverse primer ท่ีมี

ช่ือว่า “HNoV-R5393” หลังจากเตรียมสารเคมีลงใน PCR tube ปั่นตกและน าไปใส่ในเครื่อง PCR 

Mastercycler personal; Veritii™ สภาวะท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาของ PCR แสดงไว้ในตารางท่ี 3 ใน

ทุกครั้งจะมีการยืนยันโดยการท า positive control และ negative control ควบคู่ไปด้วย 

 

ตารางท่ี 1 สารเคมี ปริมาตร และความเข้มข้นที่ใช้ในปฏิกิริยาของ PCR ต่อ 1 ตัวอย่าง 

สารเคมี ปริมาตร (µl/ tube) Final concentration 

2X MasterMix  6 1X 

10 µM Forward primer(s) 0.3 0.24 µM 

10 µM Reverse primer(s) 0.3 0.24 µM 

DEPC treated water 4  

cDNA 2  

Total volume 12.6  
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ตารางท่ี 2 แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของ primer ท่ีจ าเพาะต่อ HuNoV ในต าแหน่งบางส่วนของ 

RdRp gene  

Type Name Sequence 5' - 3' round 

Forward primer HNoV-F4895 YDS TTY TCH TTY TAY GGK GAY GAT GA 1st, 2nd 

Reverse primer HNoV-R5591 AWT CGG GCA RGA GAT YGC GAT C 1st 

Reverse primer HNoV-R5393 GCC TGY ACA AAR TTA TTS ATT ATC CA 2nd 

หมายเหตุ: N = A/G/T/C, D = A/G/T, H = A/C/T, S = C/G, Y = C/T, K = G/T, W = A/T 

 

ตารางท่ี 3 สภาวะของปฏิกิริยา PCR ท่ีใช้เพิ่มจ านวนในต าแหน่งบางส่วนของ RdRp gene 

กระบวนการ อุณหภูมิ (˚C) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 94 3 นาที  

Denaturation 94 30 วินาที 

   40 รอบ Annealing 55 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final extension 72 10 นาที  

 

 หลังจากกระบวนการ PCR เสร็จส้ิน ผลผลิตจาก PCR แยกตามความยาวของนิวคลีโอไทด์ 

ด้วยกระแสไฟฟ้าผ่านวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช้ความต่างศักย์ (Voltage) ในช่วง 

100 V และคงค่าความต้านทานไฟฟ้า (Current) ไว้ท่ี 300 mA เคล่ือนท่ีผ่าน TBE (Tris-borate-

EDTA) buffer ใน Electrophoresis chamber โดยก่อนน าผลของ PCR ใส่ลงในหลุม 2% Agarose 

gel ใส่สีย้อม FluoroDye DNA Fluorescent Loading Dye ประมาณ 3-4 µl และเติม 100 bp 

ladder DNA (DNA marker) ลงไปอย่างน้อย 1 หลุม หลังจากปล่อยให้กระแสไฟฟ้าผ่านแล้วเป็น
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ระยะเวลาหนึ่งจนนิวคลีโอไทด์แยกตัวได้ชัดเจน แต่ไม่หลุดออกจากแผ่นเจล น าแผ่นเจลออกมาจาก 

Electrophoresis chamber และส่องภายใต้แสง UV โดยอาศัยเครื่องถ่ายภาพเจล (Gel docu-

menttation system) ซึ่งผลท่ีได้จะเทียบกับ DNA marker ผลของ PCR ในการเพิ่มจ านวนท่ี

บางส่วนของต าแหน่ง RdRp gene จะอยู่ท่ีประมาณ 500 bp 

 
3.6.5 การจ าแนกสายพันธุ์ของเช้ือ HuNoV โดยอาศัยบางส่วนของต าแหน่ง VP1 gene 

น าตัวอย่าง cDNA ซึ่งให้ผลว่าติดเช้ือ HuNoV (+ve HuNoV) มาเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม

ในบางส่วนของต าแหน่ง VP1 gene ด้วยวิธี nested PCR อัตราส่วนในการเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในการ

ท า PCR ต่อ 1 ตัวอย่างแสดงไว้ในตารางท่ี 1 โดยท่ีใช้ Forward primer และ Reverse primer 

แตกต่างกันในแต่ละรอบโดยแต่ละรอบมี primer ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์แสดงไว้ในตารางท่ี 4 และ 6 

หลังจากเตรียมสารเคมีลงใน PCR tube น าไปปั่นตกและน าไปใส่ในเครื่อง PCR Mastercycler 

personal; Veritii™ สภาวะท่ีใช้ในการท า PCR ท้ัง 2 รอบนั้นมีความแตกต่างกันท่ีอุณหภูมิใน

กระบวนการ Anealing ซึ่งแสดงไว้ในตารางท่ี 5 และ7 ในทุกครั้งจะมีการควบคุมโดยการท า positive 

control และ negative control ควบคู่ไปด้วย 

 

ตารางท่ี 4 แสดงช่ือและล าดับนิวคลิโอไทด์ของ primer ท่ีจ าเพาะในต าแหน่งบางส่วนของ VP1 gene 
ของ HuNoV ในรอบท่ี 1 

Type Name Sequence 5' - 3' 

Forward primer HNoV-NV2oF2 GGA GGG CGA TCG CAA TC 

Reverse primer HNoV-NV2oR GTR AAC GCR TTY CCM GC 
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ตารางท่ี 5 สภาวะของปฏิกิริยา PCR ท่ีใช้เพิ่มจ านวนในต าแหน่งบางส่วนของ VP1 gene รอบท่ี 1 

กระบวนการ อุณหภูมิ (˚C) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 94 3 นาที  

Denaturation 94 30 วินาที 

     40 cycles Annealing 50 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final extension 72 10 นาที  

  

ตารางท่ี 6 แสดงช่ือและล าดับนิวคลิโอไทด์ของ primer ท่ีจ าเพาะในต าแหน่งบางส่วนของ VP1 gene 
ของ HuNoV รอบท่ี 2 

Type Name Sequence 5' - 3' 

Forward primer HNoV-G2F3 TTG TGA ATG AAG ATG GCG TCG A 

Reverse primer HNoV-G2SKR CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT 
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ตารางท่ี 7 สภาวะของปฏิกิริยา PCR ท่ีใช้เพิ่มจ านวนในต าแหน่งบางส่วนของ VP1 gene รอบท่ี 2 

กระบวนการ อุณหภูมิ (˚C) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 94 3 นาที  

Denaturation 94 30 วินาที 

      40 cycles Annealing 60 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final extension 72 10 นาที  

 
 หลังจาก PCR เสร็จส้ิน น าผลจาก PCR มาแยกความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

กระแสไฟฟ้าผ่านวิธี Agarose gel electrophoresis เช่นเดียวกับท่ีได้กล่าวไปในส่วนของการเพิ่ม

จ านวนสายพันธุกรรมบางส่วนของ RdRp gene โดยผลของ PCR ในการเพิ่มจ านวนท่ีต าแหน่ง

บางส่วนของ VP1 gene จะอยู่ท่ีประมาณ 320 bp 

 
3.6.6 การสกัดผลของ PCR ให้บริสุทธิ์ 

 หลังจากการท า Gel electrophoresis และตรวจด้วย gel documentation ภายใต้แสง 

UV จากนั้นตัดเจลในแถบท่ีมีขนาดตรงกับ positive control หรือแถบท่ีเท่ากับขนาดท่ีต้องการเมื่อ

เทียบกับ DNA marker ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml และน าไปสกัดให้ได้นิวคลีโอไทด์

บริสุทธิ์ ด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป GeneAll Expin Combo GP - Gel and PCR kit โดยมีขั้นตอน

ดังต่อไปนี้ 

1. เติมสารละลาย GB buffer 500 µl เพื่อละลายเจล  

2. บ่มใน heat box ท่ีอุณหภูมิ 50˚C เป็นเวลา 10 นาที หรือเจลละลายหมด 

3. ดูดสารละลายท้ังหมดย้ายลงใน SV column (column filter)  

4. ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube 

5. เติม NW buffer 700 µl ลงใน SV column 
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6. ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิงสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube 

7. ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 xg ซ้ าเป็นเวลา 1 นาที  

8. ย้าย SV column ลงใน microcentrifuge tube 

9. เติม elution buffer ประมาณ 40-50 µl ท้ิงไว้อุณหภูมิห้อง 5 นาที 

10. ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 xg ซ้ าเป็นเวลา 2 นาที เก็บนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ท่ี 4˚C 

 
3.6.7 การถอดรหัสนิวคลีโอไทด์ 

น านิวคลีโอไทด์ไปวัดความเข้มข้นโดยใช้ NanoDrop UV-Vis spectrophotometers วัดค่า

การดูดกลืนแสง DNA/RNA ในช่วงของ UV ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 260 nm และค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ได้จะถูกแปลงเป็นความเข้มข้นของ DNA โดยอาศัยสมการ DNA concentration (µg/ml) = (A260 

reading – A320 reading) × dilution factor × 50 µg/ml เพื่อดูว่าความเข้มข้นเหมาะสมเพียงพอ

ต่อการส่งไปถอดรหัสนิวคลีโอไทด์โดยควรมีความเข้มข้นมากกว่าหรือเท่ากับ 10 µg/µl การอ่าน

ล าดับนิวคลีโอไทด์จะท าการจัดส่งไปท่ีบริษัท First Base laboratory ประเทศมาเลเซีย ด้วยเทคนิค 

Sanger sequencing โดยใช้ primer ท่ีจ าเพาะต่อตัวอย่างท่ีส่งหรือ gene ท่ีต้องการตรวจ ผลของ

ล าดับนิวคลีโอไทด์จะถูกอ่านด้วยซอฟต์แวร์ BioEdit เพื่อตรวจสอบในล าดับถัดไป 

 
3.6.8 ระบุ genotype จากตัวอย่างที่ติดเชื้อ HuNoV 

 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จาก First Base laboratory ไปเทียบในฐานข้อมูล GenBank โดย

เปรียบเทียบกับ nucleotide Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=

blastSearch) เพื่อระบุ genogroup genotype และสายพันธุ์  ของ HuNoV โดยระบุได้จากค่า 

Identity ท่ีสูงท่ีสุดโดยตรวจท้ัง RdRp gene และ VP1 gene หากตัวอย่างเดียวกันแต่ระบุ genotype 

ต่างกันใน 2 ยีนจัดว่าเป็น recombination จากนั้นท าการยืนยันโดยการท า phylogenetic tree 

จากซอฟต์แวร์ MEGA version 7 และหาสายพันธุ์อ้างอิงจากฐานข้อมูลของ GenBank โดยเลือก 

genogroup genotype ท่ีแตกต่างกันรวมถึง Recombination ท่ีเคยพบมาก่อนจากท่ัวโลกและได้

ท าการเผยแพร่ในรูปของ complete genome ค าท่ีเลือกใช้ในการค้นคือ “norovirus and 
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complete genome” เก็บข้อมูล accession number รหัสตัวอย่าง สายพันธุ์ ปีท่ีพบและประเทศ 

สายพันธุ์ที่พบในประเทศไทยจากตัวอย่างผู้ป่วยจะเลือกในทุกๆ genogroup และ genotype และท า

การสุ่มตัวอย่างท่ีจะใส่ลงไปใน phylogenetic tree 

 
3.6.9 การเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ HuNoV GII.17 ต าแหน่ง complete VP1 gene 

 เลือกตัวอย่างท่ีถูกระบุแล้วว่าเป็น HuNoV GII.17 มาเพิ่มจ านวนด้วยวิธี semi-nested PCR 

โดย primer ท่ีใช้ออกแบบจากการน าล าดับนิวคลิโอไทด์ของ GII.17 ท่ีเผยแพร่ไว้ในฐานข้อมูล 

GenBank มาอ้างอิง ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ท่ีออกแบบขึ้นมาใหม่นี้แสดงในตารางท่ี 8 

การท า semi-nested PCR รอบแรกอาศัย primer F_RdRp_5021-5043 คู่กับ R_VP2_6893-6918 

และในรอบท่ี 2 จะท าการแยกเป็น 2 ชุด (a และ b) ชุด a อาศัย primer F_RdRp_5021-5043 คู่กับ 

R_VP1_6033-6052 ชุด b อาศัย primer F_VP1_5901-5922 คู่กับ R_VP2_6893-6918 สภาวะใน

เครื่อง PCR Mastercycler personal; Veritii™ ทุกปฏิกิริยาท้ัง 2 รอบใช้สภาวะเดียวกันซึ่งแสดงใน

ตารางท่ี 9 จากนั้นน าไปท าให้บริสุทธิ์ และอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์โดยขนาดของ VP1 gene ชุด a 

และ b จะมีค่าประมาณ 1032 และ 1018 bp 

 
ตารางท่ี 8 แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของ primer ท่ีจ าเพาะต่อ HuNoV ในต าแหน่ง complete VP1 

gene 

Type Name Sequence 5' - 3' Round 

Forward primer F_RdRp_5021-5043 ATGTTCAGATGGATGAGRTTCTC 1, a 

Reverse primer R_VP1_6033-6052 CCAACTGATGATGTGCCAGC a 

Forward primer F_VP1_5901-5922 GGTGAGTTACAAGGCACAACCC b 

Reverse primer R_VP2_6893-6918 CCTTTCAGCATGATAAAGAGATG 1, b 
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ตารางท่ี 9 แสดงสภาวะของ PCR ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนในต าแหน่ง complete VP1 gene 

กระบวนการ อุณหภูมิ (˚C) เวลา หมายเหตุ 

Initial denaturation 94 3 นาที  

Denaturation 94 30 วินาที 

      40 cycles Annealing 58 30 วินาที 

Extension 72 1.5 นาที 

Final extension 72 10 นาที  

  

3.6.10 เรียบเรียงข้อมูลและเผยแพร่ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ท้ังหมดของ HuNoV ท่ีพบในตัวอย่างอุจจาระผู้ป่วยจากต าแหน่ง

บางส่วนของ RdRp, VP1 gene และ complete VP1 gene ท่ีได้จากการทดลองนี้จะถูกเผยแพร่บน

ฐานข้อมูลของ Genbank, NCBI  

 

3.6.11 การตรวจประสิทธิภาพของชุดทดสอบแบบรวดเร็วเปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR 

 รวบรวมข้อมูลของผู้ป่วยท่ีเข้ารับการตรวจด้วยชุดทดสอบแบบรวดเร็วในการตรวจสอบ 

HuNoV ด้วย QuickNavi™-Norovirus2 (Denka Seiken Co., Ltd.) จากโรงพยาบาลในเครือบางปะ

กอกแล้วน าตัวอย่างท่ีผ่านการตรวจสอบแล้วมาท าการตรวจสอบซ้ าด้วยวิธี RT-PCR ตามท่ีได้กล่าวไป

ก่อนหน้าในการตรวจ RdRp และ VP1 gene 

 



 

 

35 

3.6.12 การรวบรวมข้อมูล (Data Collection) 

- ข้อมูลประวัติของผู้ป่วยท่ีได้ให้ตัวอย่างมาจากแหล่งต่างๆถูกระบุไว้พร้อมกับตัวอย่างท่ีส่งมาสู่

ห้องปฏิบัติการของศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาทางคลินิค ผู้ท าการเก็บรวบรวม

ข้อมูลและบันทึกข้อมูลคือ เจ้าหน้าท่ีในห้องปฏิบัติการ 

- ผู้ตรวจหาตัวอย่างท่ีมีการติดเช้ือ HuNoV คือ ผู้ด าเนินการวิจัย 

- ผู้รวบรวมข้อมูลทางชีวโมเลกุลคือ ผู้ด าเนินการวิจัย 

 

3.6.13 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

หลังจากทราบ genotype ของ HuNoV จาก RdRp และ VP1 gene ผ่าน nucleotide 

Blast แล้วและยืนยันผ่านการท า phylogenetic tree กับสายพันธุ์อ้างอิงท่ีพบจากท่ีต่างๆท่ีเคย

เผยแพร่มาก่อนในฐานข้อมูลของ GenBank ข้อมูลของผู้ป่วยและผลท่ีได้ท้ังหมดถูกรวบรวมโดยอาศัย

ซอฟต์แวร์ microsoft excel และ SPSS น าไปวิเคราะห์เพื่อหาความชุกของ genotype ภายในแต่

ละเดือนในระยะเวลาต้ังแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559 รวมถึง

ความสัมพันธ์ต่างๆระหว่างสายพันธุ์กับกลุ่มอายุของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ HuNoV  

 ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ complete VP1 gene ของ HuNoV GII.17 ท่ีจะถูกน าไปหาความ

แตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนโดยการเทียบความแตกต่างกับฐานข้อมูลของ 

complete VP1 gene ของ GII.17 ท้ังในอดีตและปัจจุบันท่ีมีการตีพิมพ์จากท่ีต่างๆ เพื่อน ามาอ้างอิง 

ซอฟต์แวร์ท่ีเลือกใช้ได้แก่ BioEdit, Seqman และ MEGA 7.0  

BioEdit ช่วยในการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จาก First Base Laboratory สามารถตัดแต่ง 

แก้ไขและจัดเรียงเทียบความใกล้เคียงกับล าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิงท่ีหามา ค่าท่ีได้คือ Identity และดู

ความแตกต่างของกรดอะมิโนในกลุ่มของตัวอย่างอุจจาระผู้ป่วยท้ังหมดท่ีพบในประเทศไทยระหว่าง

เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559  
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Seqman ช่วยในการเช่ือมล าดับนิวคลีโอไทด์ (contig sequence) ท่ีเกิดจากการแยกเป็น 2 ชุด

ในการเพิ่มจ านวน complete VP1 gene ของ HuNoV GII.17 รอบท่ี (a, b) ท่ีได้กล่าวไปก่อนหน้าให้

เช่ือมเป็นเส้นเดียวเกิด VP1 gene ของ HuNoV GII.17 ท่ีสมบูรณ์ 

MEGA 7.0 ช่วยในการสร้าง phylogenetic tree ท่ีแสดงความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์

ของ HuNoV GII.17 ต าแหน่ง VP1 gene กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ HuNoV GII.17 อ้างอิงจาก

ฐานข้อมูลของ GenBank เพื่อหาสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกัน 

A r tPop เป็นการท า phy logenet ic t ree  ลักษณะหนึ่งเพื่อดูการเปล่ียนแปลงของด าลับ 

nucleotide เพื่อหาต้นก าเนิดและท านายแนวโน้มของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจะเปล่ียนแปลงในอนาคต 

 ในการวิเคราะห์ประสิทธิภาพของชุดทดสอบแบบรวดเร็วท าการวิเคราะห์โดยข้อมูลท่ีต้องการ

ได้แก่ 

- True positive (TP): ตรวจพบเช้ือ HuNoV ท้ังในชุดทดสอบแบบรวดเร็วและวิธี RT-PCR 

- False positive (FP): ตรวจพบเช้ือ HuNoV ในชุดทดสอบแบบรวดเร็ว แต่ไม่พบในวิธี RT-

PCR 

- True negative (TN): ตรวจไม่พบเช้ือ HuNoV ท้ังในชุดทดสอบแบบรวดเร็วและวิธี RT-PCR 

- Flase negative (FN): ตรวจไม่พบเช้ือ HuNoV ในชุดทดสอบแบบรวดเร็ว แต่พบในวิธี RT-

PCR 

ข้อมูลท่ีได้จะน ามาวิเคราะห์เพื่อหาค่าท่ีต้องการ ได้แก่ 
- ความแม่นย า (accuracy) = TP+TN/(TP+FP+TN+FN) 

- ความไว (sensitivity) = TP/(TP+FN) 

- ความจ าเพาะ (specificity) = TN/(TN+FP) 

- ค่าท านายผลบวก (positive predictive value (PPV)) = TP/(TP+FP) 

- ค่าท านายผลลบ (negative predictive value (PPN)) = TN/(TN+FN) 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

4.1 การจัดการตัวอย่างอุจจาระ 

ตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วย มีอาการท้องเสีย และเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลท่ีสามารถ

จัดหาได้ท้ังหมดจ านวน 1391 ตัวอย่าง ได้รับจากโรงพยาบาล 3 แห่งคือ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

โรงพยาบบาลในเครือบางประกอกอินเตอร์เนช่ันแนล กรุงเทพมหานคร และโรงพยาบาลชุมแพ 

จังหวัดขอนแก่น ตัวอย่างได้ส่งมายังท่ีศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก โดยส่งมาเป็น

รหัสนิรนาม ตัวอย่างท้ังหมดได้รับการยินยอมเป็นลายลักษณ์อักษรจากผู้อ านวยการโรงพยาบาล และ

ได้รับการอนุมัติอยู่ภายใต้การควบคุมของคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิ จัย คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB 634/59) 

 
4.2 การตรวจหาความชุกของ norovirus ในเดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ.2559 
โดยเทคนิค nested RT-PCR 

จากตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยด้วยโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันจ านวน 1391 ตัวอย่าง (พ.ศ. 

2558 ตัวอย่างจ านวน 448 ตัวอย่าง และในปี พ.ศ. 2559 ตัวอย่างจ านวน 943 ตัวอย่าง) ท่ีผ่านการ

สกัดเอาสารพันธุกรรมน ามาตรวจสอบการปนเปื้อนของ norovirus ด้วยเทคนิค nested RT-PCR ท่ี

ต าแหน่งบน RdRp และ VP1 gene เมื่อน ามาแยกด้วย agarose gel electrophoresis จะได้ขนาด

ผลิตภัณฑ์ท่ี 500 และ 320 bp ตามล าดับ แสดงในรูปท่ี 7 และ 8 พบตัวอย่างปนเปื้อน HuNoV 

จ านวน 184 ตัวอย่าง หรือคิดเป็นร้อยละ 13.2 ของจ านวนตัวอย่างท้ังหมด โดยในปี พ.ศ. 2558 พบ

ตัวอย่างท่ีปนเปื้อน norovirus จ านวน 50 ตัวอย่างหรือร้อยละ 11.16 ส่วนในปี พ.ศ.2559 พบ

ตัวอย่างท่ีปนเป้ือน norovirus จ านวน 134 ตัวอย่างหรือร้อยละ 14.21 ซึ่งท้ัง 2 ปีพบการระบาดมาก

ในช่วงของต้นฤดูหนาวหรือเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคม 
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รูปท่ี 7 ตัวอย่างผลของผลิตภัณฑ์จาก RT-PCR บน 2% gel agarose ในต าแหน่งของยีนบน ORF1 

หรือ RdRp โดยแถวท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder แถวท่ี 2-10 คือ ผลการตรวจหา norovirus ใน

กลุ่มตัวอย่างซึ่งพบว่ามีการติดเช้ือ norovirus ในตัวอย่างท่ี 10 และแถวท่ี 11 และ 12 คือ Positive 

control และ Negative control ตามล าดับ 

 

 
 
รูปท่ี 8 ตัวอย่างผลของผลิตภัณฑ์จาก RT-PCR บน 2% gel agarose ในต าแหน่งของยีนบน ORF2 

หรือ VP1 โดยแถวท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder แถวท่ี 2-10 คือ ผลการตรวจหายีน VP1 ของ 

norovirus ในกลุ่มตัวอย่างท่ีพบว่ามีการติดเช้ือ norovirus จากการตรวจหายีน RdRp  และแถวท่ี 

11 คือ Negative control ตามล าดับ 
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4.3 การตรวจสอบสายพันธุ์ของ norovirus ท่ีพบในประเทศไทย 

จากการตรวจล าดับนิวคลิโอไทด์ โดยอาศัยเทคนิค Sanger sequencing ของตัวอย่างท่ี

ปนเปื้อน norovirus จ านวน 184 ตัวอย่าง ผลท่ีได้เมื่อเปรียบเทียบข้อมูล (nucleotide blast) กับ

ฐานข้อมูลภายใน GenBank พบสายพันธุ์ของ norovirus ท่ีระบาดในผู้ป่วยด้วยล าไส้อักเสบ

เฉียบพลันในประเทศไทยอยู่ใน genogroup 2 เท่านั้นแบ่งเป็น 10 genotypes ประกอบไปด้วย GII.4 

จ านวน 64 ตัวอย่าง (34.78%) GII.17 จ านวน 23 ตัวอย่าง (12.50%) GII.P12/GII.3 จ านวน 17 

ตัวอย่าง (9.24%) GII.P16/GII.2 จ านวน 67 ตัวอย่าง (36.41%) GII.7 จ านวน 1 ตัวอย่าง (0.54%) 

GII.15 จ านวน 2 ตัวอย่าง (1.09%) GII.16 จ านวน 3 ตัวอย่าง (1.63) GII.P7/GII.6 จ านวน 2 ตัวอย่าง 

(1.09%) GII.P7/GII.14 จ านวน 4 ตัวอย่าง (2.17%) และGII.P16/GII.4 จ านวน 1 ตัวอย่าง (0.54%) 

แสดงเป็นสัดส่วนได้ในรูปท่ี 9 การระบาดของสายพันธุ์ GII.17 พบครั้งแรกในเดือนกันยายน พ.ศ.

2558 พบสูงสุดในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ.2558 และพบเรื่อยมา การระบาดของ HuNoV พบสูงท่ีสุด

ในเดือนธันวาคม พ.ศ.2559 ร้อยละ 36.5 ของตัวอย่างท้ังหมดท่ีได้รับในเดือนธันวาคม พ.ศ.2559  

สายพันธุ์ ท่ีพบมากท่ีสุดคือ GII.P16/GII.2 ร้อยละ 91.38 ของผลบวก HuNoV ท้ังหมดในเดือน

ธันวาคม พ.ศ.2559  
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รูปท่ี 9 Pie chart แสดงอัตราส่วนของตัวอย่างท่ีพบการปนเปื้อนของ norovirus โดยแยกเป็น 

genotype ต่างๆท่ีพบ A.) แสดงสายพันธุ์ของ norovirus ท่ีพบในช่วงปี พ.ศ. 2558 - พ.ศ. 2559 B.) 

แสดงสายพันธุ์ที่พบในปี พ.ศ. 2558 และ C.) แสดงสายพันธุ์ที่พบในปี พ.ศ. 2559 
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4.4 เปรียบเทียบกลุ่มอายุในแต่สายพันธุ์ของ norovirus 

จากข้อมูลตัวอย่างท้ังหมด เพศของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ HuNoV แบ่งออกเป็นผู้ชาย 87 คน และ

ผู้หญิง 96 คน อายุของผู้ป่วยติดเช้ือ HuNoV อยู่ในช่วงต้ังแต่ต่ ากว่า 1 ปี ถึง 87 ปี และพบว่าอายุ

เฉล่ียอยู่ท่ีประมาณ 19 ปี เมื่อแบ่งอายุของผู้ป่วยออกเป็น 4 กลุ่มได้แก่ 1.) น้อยกว่า 2 ปี 2.) 2 ปีถึง 5 

ปี 3.) 6 ปีถึง 12 ปี 4.) 12 ปีถึง 18 ปี 5.) มากกว่า 18 ปี แต่ละสายพันธุ์จะมีกลุ่มอายุท่ีแตกต่างกัน

โดยจะกล่าวถึง 4 สายพันธุ์ท่ีพบการระบาดมาก ได้แก่ สายพันธุ์ GII.4, GII.17, GII.P12/GII.3 และ 

GII.P16/GII.2 แสดงในตารางท่ี 10 โดยในสายพันธุ์ GII.4 พบกระจายไปในกลุ่มอายุต่าง ๆ โดยเฉพาะ

กลุ่ม 2-5 ปี สายพันธุ์ GII.17 พบมากในกลุ่ม >18 ปี สายพันธุ์ GII.P16/GII.2 พบกระจายท้ังในกลุ่ม 

2-5 ปี และ 6-12ปี เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติโดย one-way ANOVA วิธี Post Hoc tests – Bonferroni 

พบว่ากลุ่มอายุของสายพันธุ์ GII.17 มีความแตกต่างจากสายพันธุ์อื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P 

value > 0.01) 

 
ตารางท่ี 10 แสดงกลุ่มอายุของผู้ป่วยด้วยล าไส้อักเสบเฉียบพลับจาก norovirus ในสายพันธุ์ที่

แตกต่างกัน 

Genotype (n=171) 
N  

<2 ปี 2-5 ปี 6-12 ปี 12-18 ปี >18 ปี 

GII.4 (n=64) 16 24 6 - 16 

GII.17 (n=23) 1 2 2 - 17 

GII.P12/GII.3 (n=17) 4 4 1 1 5 

GII.P16/GII.2 (n=67) 9 20 20 - 16 
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4.5 การจ าแนกสายพันธุ์โดยอาศัยกระบวนการทาง Bioinformatic  

phylogenetic tree สร้างจากล าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิง น ามาจากฐานข้อมูลของ GenBank 

โดยเลือกจากสายพันธุ์ท่ีแตกต่างกัน รวมถึงสายพันธุ์ท่ีพบการเกิด recombination มาก่อนและมี

ล าดับนิวคลิโอไทด์อย่างสมบูรณ์ (complete genome) หรือในกรณี บางสายพันธุ์ไม่มีการเผยแพร่

ล าดับนิวคลิโอไทด์อย่างสมบูรณ์มาก่อน จึงท าการเลือกล าดับนิวคลิโอไทด์ในต าแหน่งท้ัง 2 ยีน 

ครอบคลุมกับล าดับนิวคลิโอไทด์ของงานวิจัยนี้ท่ีได้จาก specific primer ล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีใช้

อ้างอิงท้ังหมดจ านวน 52 ตัว แบ่งออกเป็น 6 genogroups และ 31 genotypes เมื่อน าข้อมูลล าดับ

นิวคลิโอไทด์จากตัวอย่างในงานวิจัยนี้ จากการสุ่มทุกสายพันธุ์ ท่ีพบแบบ randomization สร้าง 

phylogenetic trees 2 รูป จากยีน RdRp บน ORF1 และ VP1 บน ORF2 โดย model ท่ีใช้ในการ

ทดลองจากซอฟแวร์ MEGA version 7 คือ neighbor joining method – 1000 bootstrap แสดง

ในรูปท่ี 11 และ 12 ผลท่ีได้เป็นไปตามการทดลองก่อนหน้าท่ีเปรียบเทียบโดย nucleotide blast กับ

ฐานข้อมูลใน GenBank พบการเกิด recombination ในบางตัวอย่างเช่น B28857 พบว่าใน 

phylogenetic tree ของ RdRp ถูกจัดรวมอยู่กับ GII.16 (LC175468.1 GII.P.16/4 แต่อยู่ในกิ่ง

เ ดียวกับ GII.16 KY357460.1)  แต่ใน phylogenetic tree ของ VP1 กลับถูก จัดอยู่ ใน  GII.4 

(LC175468.1 GII.P.16/4 แต่อยู่ในกิ่งเดียวกับ GII.4 KT202795.1)  
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รูปท่ี 11 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ระหว่างล าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิงและตัวอย่างบน

ยีนของ RdRp ความยาว 435 nt โดยตัวเลขแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกว่า 70% ในตัวอ้างอิงจะถูก

เขียนด้วย accession number/strain (code)/สายพันธุ์/ปีท่ีพบ/ประเทศท่ีพบ ส่วนในตัวอย่างจะ

ถูกแสดงโดยน าหน้าด้วย “•” 
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รูปท่ี 12  phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ระหว่างล าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิงและตัวอย่างบน

ยีนของ VP1 ความยาว 206 nt ตัวเลขแสดงค่า bootstrap ท่ีมากกว่า 70%โดยตัวเลขแสดงค่า 

bootstrap ท่ีมากกว่า 70% ในตัวอ้างอิงจะถูกเขียนด้วย accession number/strain (code)/สาย

พันธุ์/ปีท่ีพบ/ประเทศท่ีพบ ส่วนในตัวอย่างจะถูกแสดงโดยน าหน้าด้วย “•” 
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4.6 ยืนยันการเกิด recombination 

ตรวจสอบต าแหน่งในการเกิด recombination โดยอาศัยซอฟต์แวร์ SimPlot ล าดับสาย

พันธุกรรมของตัวอย่าง ถูกน าไปเช่ือมกันระหว่าง RdRp และ VP1 gene มีความยาว 688 nt ซึ่ง

ต าแหน่งในการเกิด recombination ของสายพันธุ์ GII.P16/GII.2 ถูกแสดงโดยตัวอย่างรหัส B3344 

พบว่า จุดท่ีเกิดการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมต้ังอยู่ท่ีต าแหน่ง 5071 nt เมื่อเทียบกับล าดับนิวคลิ

โอไทด์อ้างอิง (KY771081.1) แสดงในรูปท่ี 13 และสายพันธุ์ GII.P12/GII.3 จะถูกแสดงโดยตัวอย่าง

รหัส B2886 พบว่ามีจุดท่ีเกิดการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมต้ังอยู่ท่ีต าแหน่ง 5068 nt เมื่อเทียบ

กับล าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิง (KU529182.1) แสดงในรูปท่ี 14 

 

 
 
รูปท่ี 13 ผลท่ีได้จากซอฟต์แวร์ SimPlot โดยท่ีแกน Y แสดงค่าความเหมือน (similarity) และแกน X 

แสดงต าแหน่งของนิวคลิโอไทด์ ตัวอย่าง B3344 ถูกต้ังค่าเป็น Query โดยเส้นก าหนดเป็นสายพันธุ์

อ้างอิงสีแดงแทนสายพันธุ์ GII.P16/GII.2 (KY771081.1) สีฟ้าแทน GII.16 (AY772730.1) และสีเขียว

แทน GII.2 (X81879.1) พบการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมท่ี 5071  
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รูปท่ี 14 ผลท่ีได้จากซอฟต์แวร์ SimPlot โดยท่ีแกน Y แสดงค่าความเหมือน (similarity) และแกน X 

แสดงต าแหน่งของนิวคลิโอไทด์ ตัวอย่าง B2886 ถูกต้ังค่าเป็น Query โดยเส้นก าหนดเป็นสายพันธุ์

อ้างอิงสีแดงแทนสายพันธุ์ GII.P12/GII.3 (KU529182.1) สีฟ้าแทน GII.12 (KJ196299.1) และสีเขียว

แทน GII.3 (AB039782.1) พบการแลกเปล่ียนชิ้นส่วนพันธุกรรมท่ี 5068  

 

4.7 วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ GII.17 ท่ีพบในประเทศไทย 

จากการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมบริเวณต าแหน่งของยีน 

ORF2 หรือ VP1 ท้ังหมดของ HuNoV GII.17 ในการท า RT-PCR พบว่าสามารถเพิ่มจ านวนและน าไป

ถอดรหัสพันธุกรรม โดยผลิตภัณฑ์ของ PCR ท่ีพบมีขนาดท่ี 1032 bp และ 1018 bp น ามาเช่ือมต่อ

กันโดย Seqman (DNASTAR-Lasergene v6) จะได้ขนาดท้ังหมด 1898 bp และน าไปตัดแต่งเพื่อ

เลือกเอาเฉพาะส่วนท่ีเป็น complete VP1 gene มีความยาว 1623 bp 
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รูปท่ี 15 ตัวอย่างผลของผลิตภัณฑ์จาก Nested RT-PCR บน 2% gel agarose ในต าแหน่งของยีน 

VP1 โดยแถวท่ี 1a และ 1b คือ 100 bp DNA ladder แถวท่ี 2a-5a และ 2b-5b คือ ผลการเพิ่ม

จ านวนของยีน VP1 ครึ่งแรกและครึ่งหลัง และ แถวที่ 6a และ 6b คือ Negative control 

 

จากตัวอย่าง HuNoV GII.17 ท่ีพบในช่วงเดือนมกราคม พ.ศ.2558 - เดือนธันวาคม พ.ศ.

2559 รวมกับตัวอย่างท่ีเคยมีการรายงานมาก่อนในประเทศไทยช่วงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2557 

(Phumpholsup T, 2015) ท้ังหมด 24 ตัวอย่าง สามารถหายีน VP1 อย่างสมบูรณ์ได้ 23 ตัวอย่าง

น าไปสร้าง phylogenetic tree เพื่อดูความแตกต่างของสายพันธุ์ที่พบในประเทศไทยและท่ีต่างๆท่ัว

โลกในช่วงเวลาท่ีต่างกัน โดยสายพันธุ์ GII.17 ท่ีใช้ในการอ้างอิงจ านวน 37 สายพันธุ์ แสดงในรูปท่ี 16 

และ 18 พบว่าตัวอย่างท้ังหมดท่ีพบต้ังแต่ในปี พ.ศ.2558 มีการเปล่ียนแปลงไปจากในอดีตต้ังแต่ปี 

พ.ศ.2557 GII.17 ท่ีพบในปี พ.ศ.2559 พบว่าถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 3 และ 4 เป็นส่วนมาก และค่า 
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identity ระหว่างตัวอย่างท่ีพบในงานวิจัยนี้มีความใกล้เคียงต่ าสุดท่ี 0.97% และการเปล่ียนแปลงมี

การกระจายตัวกันมากในกลุ่มของปีพ.ศ.2558 ท่ีพบได้ท้ัง 4 กลุ่ม ส่วน เมื่อท าการเปรียบเทียบ

ระหว่างกรดอะมิโนของตัวอย่างท้ังหมดท่ีได้ complete VP1 gene ในประเทศไทยด้วยซอฟต์แวร์ 

BioEdit พบว่า ช่วงพ.ศ. 2557 - 2558 กรดอะมิโนท่ียีน VP1 ของ GII.17 มีจ านวน 541 ตัวมีความ

ใกล้เคียงกันมากกว่าท่ีพบในปี พ.ศ.2559 ท่ีกรดอะมิโนมีการเปล่ียนแปลงหลายต าแหน่ง ได้แก่ 

N3 4 2 S ( Asparagine -  Serine) , V3 6 9 I ( Valine -  Isoleusine) , D3 7 7 N ( Aspartic acid - 

Asparagine) และ N407S (Arginine - Serine) แสดงในรูปท่ี 17 นอกจากนี้ตัวอย่างถูกน าไปเผยแพร่

ผ่านทาง GenBank โดยรหัสท่ีได้คือ KX346699 - KX346705, MF073239 - MF073254 
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รูปท่ี 16 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ระหว่างล าดับนิวคลิโอไทด์อ้างอิงและตัวอย่าง 

norovirus GII.17 ท่ีต าแหน่งยีน VP1 ความยาว 1623 nt ท่ีพบต้ังแต่ปี พ.ศ. 2557 – 2559 ตัวอย่าง

ของงานวิจัยนี้จะถูกแสดงโดยน าหน้าด้วย “•” 
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รูปท่ี 17 การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีพบระหว่างตัวอย่างท่ีพบในประเทศไทยต้ังแต่ปี พ.ศ.2557 

– 2558 ถูกแสดงโดยซอฟต์แวร BioEdit 
 

 

รูปท่ี 18 แสดง phylogenetic tree จาก PopArt โดยการจ าแนกตามปีแสดงสัญลักษณ์เป็นจุดสี

เขียวแทนปีพ.ศ.2556 จุดสีน้ าเงินแทนปีพ.ศ.2557 จุดสีแดงแทนปีพ.ศ.2558 และจุดสีฟ้าแทนปีพ.ศ.

2559 จากรูปแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่มใหญ่ และขีดขวางตามกิ่งแสดงความแตกต่างของล าดับนิวคลิโอ

ไทด์ และจุดสีด าคือ node หรือจุดแยก 
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4.8 วิเคราะห์คุณภาพชุดตรวจแบบรวดเร็วเทียบกับวิธีทางโมเลกุล 

หลังจากทราบถึงการระบาดของ norovirus ในช่วงปลายปีพ.ศ. 2559 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ใหม่ท่ี

เกิดจากการแลกเปล่ียนช้ินส่วนทางพันธุกรรมเป็นส่วนมาก ได้ท าการวิเคราะห์ประสิทธิภาพของชุด

ตรวจแบบรวดเร็ว QuickNavi™-Norovirus2 (Denka Seiken Co., Ltd.) โดยผลการตรวจด้วยชุด

ตรวจส าเร็จรูปจ านวน 62 ตัวอย่าง น ามาเปรียบเทียบกับการตรวจทางโมเลกุลด้วยวิธี RT- PCR ซึ่ง

ผลท่ีได้พบว่า ชุดตรวจสอบมีความแม่นย า (accuracy) อยู่ร้อยละ 62.90 ความไว (sensitivity) ร้อย

ละ 32.26 และความจ าเพาะ (specificity) ร้อยละ 93.55 ค่าท านายผลบวกหรือค่าพยากรณ์ผลบวก 

(PPV) ของชุดตรวจส าเร็จรูปมีค่าร้อยละ 83.33 ส่วนค่าท านายผลลบหรือค่าพยากรณ์ผลลบ (NPV) มี

ค่าร้อยละ 58.00 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างชุดตรวจแบบรวดเร็วกับวิธี RT-PCR 

 
ตารางท่ี 11 เปรียบเทียบผลท่ีได้ระหว่างวิธีการตรวจสอบด้วยชุดตรวจส าเร็จรูปและวิธี RT-PCR 
   

RT-PCR 
 

  
Positive Negative Total 

Rapid test Positive 10 2 12 
 

Negative 21 29 50 
 

Total 31 31 62 

 
สายพันธุ์ของ HuNoV ท่ีตรวจพบจากการท า nested RT-PCR จ านวน 31 ตัวอย่าง ได้แก่ 

GII.4, GII,17 และ GII.P12/GII.3 อย่างละ 1 ตัวอย่าง และ GII.P16/GII.2 28 ตัวอย่าง สายพันธุ์ท่ีชุด

ตรวจสอบสามารถตรวจพบคือ GII.17 และ GII.P16/GII.2 (9 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 32 ของจ านวน

ตัวอย่างท่ีพบ GII.P16/GII.2)  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผลการทดลอง 

HuNoV ก่อให้เกิดโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันซึ่งในผู้ท่ีร่างกายปกติสามารถหายเองได้ภายใน 

1-2 วัน แต่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อการด าเนินชีวิตและทรัพย์สินเนื่องจากมีอาการท้องเสียและ

อาเจียนท าให้การท างานมีอุปสรรคและค่าใช้จ่ายในการรักษา และอาจเป็นอันตรายในผู้ท่ีร่างกาย

อ่อนแอ เช่น ในเด็กทารก ผู้สูงอายุ และผู้ท่ีมีความบกพร่องทางภูมิคุ้มกัน ซึ่งการท้องเสียและอาเจียน

อย่างรุนแรงท าให้ร่างกายขาดน้ าและถึงแก่ชีวิตได้ ดังนั้นการรักษาให้มีประสิทธิภาพควรเริ่มจากการ

วินิจฉัยสาเหตุของโรคได้ถูก การส ารวจความชุกจะช่วยในการเป็นตัวเลือกในการวินิจฉัยโรคได้ดีขึ้น 

รวมถึงช่วยป้องกันให้ห่างไกลจากแหล่งท่ีจะก่อให้เกิดโรคท่ีอาจจะมีโอกาสในการเกิดได้มากขึ้น โดย

จากงานวิจัยนี้ท่ีศึกษาความชุกของ HuNoV ในผู้ป่วยทุกเพศทุกวัยท่ีเข้าโรงพยาบาลมาด้วยอาการของ

โรคล าไส้อักเสบเฉียบพลันโดยมีอาการท้องเสีย ซึ่งไม่ได้มีการยกเว้นสาเหตุของการเกิดด้วยปัจจัย

ต่างๆ พบความชุกของการติดเช้ือ HuNoV คิดเป็นร้อยละ 13.2 (11.16-14.21) ของตัวอย่างท้ังหมด 

และจัดอยู่ใน genogroup 2 ท้ังหมด ซึ่งข้อมูลท่ีได้ดังกล่าวสอดคล้องเมื่อกับการศึกษาการระบาดใน

ประเทศไทยท่ีเคยมีการรายงานมาก่อนของ 

Pongsuwanna Y, 2017 กล่าวว่าจากตัวอย่าง 4 จังหวัดในประเทศไทยได้แก่ สงขลา 
กาญจนบุรี ตาก และหนองคาย ตัวอย่างผ่านการตรวจแล้วไม่พบ rotavirus มาท าการตรวจหา 
norovirus ในปีพ.ศ. 2546 – พ.ศ.2548 จ านวน 1,141 ตัวอย่าง พบ HuNoV ท้ังหมด 303 ตัวอย่าง 
คิดเป็นร้อยละ 26.6% แบ่งเป็น genogroup 1 จ านวน 34 ตัวอย่าง และ genogroup 2 จ านวน 269 
ตัวอย่าง (76) 

Supadej K, 2017 กล่าวว่าจากตัวอย่างในประเทศไทยท่ีจังหวัดเชียงใหม่ต้ังแต่ปีพ.ศ.2548 
ถึงพ.ศ.2558 จ านวน 1938 ตัวอย่าง พบ HuNoV จ านวน 301 ตัวอย่าง ความชุกอยู่ในช่วงร้อยละ 
8.6 - 23.8 สายพันธุ์ ท่ีพบเป็น genogroup 1 จ านวน 3 ตัวอย่างคิดเป็นร้อยละ 0.15 และ 
genogroup 2 จ านวน 298 ตัวอย่างคิดเป็นร้อยละ 15.38 ของตัวอย่างท้ังหมด (77) 
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จากรายงานในอดีตพบว่า genogroup 1 (GI.) มีโอกาสพบในมนุษย์ได้น้อยเมื่อเทียบกับ 

genogroup 2 (GII.) ถึงแม้ในส่ิงแวดล้อมเช่นแหล่งน้ า หรือหอยสองฝา มีโอกาสพบ GI. สูง (78, 79) 

และเป็นสายพันธุ์ท่ีสามารถก่อโรคในคนได้แต่การติดเช้ือในคนกลับพบการระบาดของ GII. มากกว่า 

ในปัจจุบันยังไม่ทราบถึงสาเหตุดังกล่าวยังคงรอการวิจัยต่อในอนาคต ซึ่งคาดว่าอาจเกิดจากการท่ีมี 

receptor ท่ีแตกต่างกันหรือความสามารถในการก่อโรคของ GI. น้อยกว่าใน GII. ความชุกของการติด

เช้ือ norovirus ในประเทศไทยเมื่อเปรียบเทียบกับในประเทศเพื่อนบ้านจากการรายงานท่ีได้เผยแพร่ 

My PV, 2013 ท าการศึกษาในเมืองโฮจิมิน ประเทศเวียดนาม จากการเก็บตัวอย่างในเด็กท่ี

เกิดอาการท้องเสียฉับพลันท้ังหมดจ านวน 1,419 ตัวอย่าง พบตัวอย่างท่ีปนเปื้อน HuNoV จ านวน 

293 ตัวอย่างคิดเป็นร้อยละ 20.6 พบ rotavirus จ านวน 661 ตัวอย่าง (46.6%) และจากแบคทีเรีย

หรือปรสิต 14.5% (80) 

Lim KL, 2013 ท าการศึกษาในประเทศสิงคโปร์ จากตัวอย่างท้ังหมด 1,060 ตัวอย่าง พบ 

HuNoV จ านวน 312 ตัวอย่าง (29.4%) (81) 

พบว่าการระบาดของ HuNoV ในประเทศไทยมีน้อยกว่าในประเทศเพื่อนบ้านถึงแม้ประเทศ

สิงคโปร์จะเป็นประเทศท่ีพัฒนาแล้วต่างกับประเทศไทยซึ่งเป็นประเทศท่ีก าลังพัฒนา อาจเกิดจาก

กลุ่มของประเทศท่ีพัฒนาแล้ว มีการดูแลและเอาใจใส่เรื่องสุขอนามัยมากกว่าประเทศท่ีก าลังพัฒนา 

หรือประเทศท่ีด้อยการพัฒนาจึงท าให้สาเหตุท่ีก่อให้เกิดโรคล าไส้อักเสบเฉียบพลัน เช่น แบคทีเรีย 

สารเคมี และโปรโตซัว ลดลงในขณะท่ีการควบคุมหรือป้องกันไวรัสนั้นยากกว่าสาเหตุท่ีได้กล่าวมา 

รวมถึงการแพร่กระจายอย่างรวดเร็วของไวรัส เป็นสาเหตุให้การก่อโรคจากไวรัสนั้นเด่นชัดกว่าสาเหตุ

อื่นรวมถึง norovirus ในแต่ละช่วงเดือนพบว่า ในช่วงฤดูหนาวของท้ังปีพ.ศ. 2558 และพ.ศ. 2559 

พบการระบาดของ HuNoV สูงกว่าในช่วงเดือนอื่นๆ สอดคล้องกับการรายงานของท้ังในและนอก

ประเทศโดยประเทศไทยพบในช่วงของเดือนพฤศจิกายนและธันวาคมมากท่ีสุด (76) 
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สายพันธุ์ของ HuNoV ท่ีระบาดในประเทศไทยจากการรายงานในอดีตของ Hoa, 2013 มี

การบ่งบอกว่าต้ังแต่ในช่วงปีพ.ศ. 2543 เป็นต้นมาสายพันธุ์ที่พบมากคือ GII.4 ประมาณร้อยละ 60-70 

และรองลงมาคือ GII.3 ประมาณร้อยละ16 (82) ในส่วนของสายพันธุ์ ท่ีพบของ norovirus ท่ีพบ

ในช่วงของปีพ.ศ. 2559 ได้แก่ GII.4, GII.7, GII.15, GII.17, GII.P7/GII.6 และ GII.P12/GII.3 ซึ่งสาย

พันธุ์ท่ีพบมากท่ีสุดในรอบปีนี้คือ GII.4 และรองลงมาคือ GII.17 ซึ่ง HuNoV GII.17 เริ่มมีความส าคัญ

ต้ังแต่ในพ.ศ.2557 โดยมีการรายงานครั้งแรกในไทยเป็นการรายงานของ Phumpholsup T., 2015 

พบการระบาดของ HuNoV GII.17 ในช่วงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2557 ท่ีสถานเล้ียงเด็กของโรงพยาบาล

แห่งหนึ่งในกรุงเทพมหานคร (24) ในช่วงเวลาใกล้เคียงกันนอกจากท่ีพบ GII.17 ในประเทศไทยแล้ว

ยังมีการรายงานการระบาดในประเทศต่างๆท่ัวโลกโดยรายงานท่ีมีการระบุไว้ เช่น 

Shi C, 2016 และ Jing Lu, 2015 พบการระบาดของ HuNoV GII.17 ในประเทศจีนท้ังใน

จังหวัด Jiangsu และ Guangdong ท่ีเริ่มพบต้ังแต่ในช่วงของเดือนกันยายน พ.ศ. 2557 และการ

ระบาดของ GII.17 นั้นเพิ่มขึ้นสูงจนมากกว่า GII.4 และพบต่อเนื่องจนถึงเดือนมีนาคม (16, 83) 

Matsushima Y, 2015 ส ารวจการกระบาดของ norovirus ในประเทศญี่ปุ่นพบการระบาด

ของ GII.17 เริ่มต้นในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2557 และมีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อยๆจนถึงเดือนมีนาคม พ.ศ.

2558 และท าการบันทึกช่ือสายพันธุ์ GII.17 ท่ีพบว่า “Kawasaki323” (AB983218) ในเดือนมิถุนา

คม พ.ศ.2558 ลงในNoroNet ซึ่งเป็นเว็บไซต์ส าหรับนักวิจัยท่ีศึกษาเรื่องของ norovirus (84) 

แต่ในประเทศไทยแตกต่างจากประเทศอื่นๆ โดยจากการวิจัยในปีพ.ศ.2558 เริ่มพบ GII.17 

ครั้งแรกของปีในเดือนกันยายน และมากท่ีสุดในเดือนพฤศจิกายนโดยมีการพบควบคู่ไปกับสายพันธุ์ 

GII.4 ในอัตราส่วนท่ีใกล้เคียงกันเมื่อเทียบกับในต่างประเทศจะพบ GII.17 สูงกว่าสายพันธุ์อื่นๆ แต่ส่ิง

ท่ีสอดคล้องกับในต่างประเทศคือ GII.17 สายพันธุ์ที่พบมีล าดับนิวคลิโอไทด์ท่ีใกล้เคียงกับท่ัวโลกท่ีพบ

ต้ั งแ ต่ ในปีพ .ศ .2557 หรื อ ท่ี เ รี ยกว่ า  norovirus GII.17 Kawasaki strain ซึ่ ง สายพันธุ์ มี ก าร

เปล่ียนแปลงไปจากปีก่อนหน้า (ต้ังแต่ปี พ.ศ.2558) ดังท่ีแสดงใน phylogenetic tree ค่า identity 

ต่ าสุดท่ี 0.97% ช่วยในการยืนยันว่าตัวอย่างงานวิจัยนี้และสายพันธุ์ท่ีพบระหว่างช่วงปีพ.ศ.2557-

2556 ไม่ได้มีการเปล่ียนแปลงจนเปล่ียนแปลงสายพันธุ์ไปจาก GII.17 มีเพียงกรดอมิโนบางส่วน

เปล่ียนแปลงไป เช่นเดียวกับการรายงานของ 
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Parra GI, 2015 ท่ีตรวจสอบ norovirus GII.17 9 สายพันธุ์ท่ีอยู่ในประเทศต่างๆรวมถึงสาย
พันธุ์ท่ีพบในเมือง Gaithersburg ประเทศสหรัฐอเมริกา เทียบกับ GII.17 ในอดีตก่อนปีพ.ศ.2552 
พบว่ามีกรดอะมิโนเปล่ียนแปลงไปอย่างน้อย 36 ตัว ในต าแหน่งของ capsid protein หรือ VP1 ซึ่ง
การเปล่ียนแปลงท่ีส าคัญคาดว่าอยู่ ท่ีบริเวณ 2 deletions (295–296) ของสายพันธุ์ใหม่ ซึ่งเป็น
กรดอะมิโนบน epitope A อาจเป็นผลต่อลักษณะ antigenic หรือ biological ซึ่งมีผลต่อการติดเช้ือ
กระจายตัวอย่างรวดเร็ว (19) 

ต่อมาในปีพ.ศ.  2560 สายพันธุ์ของ HuNoV ท่ีพบได้แก่  GII.4, GII.15, GII.16, GII.17, 

GII.P7/GII.6, GII.P7/GII.14, GII.P12/GII.3, GII.P16/GII.2 และ GII.P16/GII.4 โดยสายพันธุ์ที่พบมาก

ท่ีสุดในช่วงปีนี้คือ GII.P16/GII.2 ซึ่งมีการระบาดอย่างรวดเร็วหลังจากพบครั้งแรกในช่วงเดือนตุลาคม

และสูงท่ีสุดในช่วงเดือนธันวาคม โดยท่ีสายพันธุ์ GII.17 เราพบเป็นอันดับ 3 รองลงมาจากสายพันธุ์ 

GII.P16/GII.2 และ GII.4 ตามล าดับ สายพันธุ์ GII.17 นั้นพบกระจายไปโดยมากสุดอยู่ในช่วงเดือน

กรกฎาคม ผลท่ีได้แสดงให้เห็นว่า GII.17 ยังอาจไม่ใช่สายพันธุ์ท่ีจะระบาดแทนท่ี GII.4 แต่พบการ

ระบาดควบคู่ไปกับสายพันธุ์อื่นๆ ผลดังกล่าวไม่ใช่แค่เพียงในประเทศไทยแต่ก็มีรายงานจากท่ีอื่นกล่าว

ในท านองเดียวกัน  

Choi YS, 2017 รายงานการเกิดการระบาดของ norovirus GII.17 ประเทศเกาหลีใต้ในช่วง
ระหว่างเดือนมีนาคม พ.ศ.2558 ถึงเดือนพฤษภาคม พ.ศ.2559 ในช่วงต้นเดือนมีนาคมถึงกันยายน 
พ.ศ.2558 พบ GII.17 มากกว่า GII.4 แต่หลังจากนั้นในเดือนธันวาคมพบ GII.4 สูงขึ้นตลอดหน้าหนาว
ของปี (85) 

รวมถึงการพบการระบาดของสายพันธุ์ GII.P16/GII.2 ขึ้นมาแทนท่ี GII.17 โดยสายพันธุ์ 

GII.P16/GII.2 ท่ีเกิดการแลกเปล่ียนช้ินส่วนพันธุกรรมนี้มีการรายงานการระบาดในท่ีต่างๆท่ัวโลกซึ่ง

เริ่มพบต้ังแต่เดือนตุลาคมและสูงขึ้นในช่วงพฤศจิกายน พ.ศ.2559 การเปล่ียนแปลงสายพันธุ์นี้

นอกจากจะส่งผลให้พบตัวอย่างท่ีติดเช้ือ norovirus สูงขึ้นแล้วยังพบผู้ป่วยด้วยอาการท้องเสียสูงขึ้น

เมื่อเทียบกับปีพ.ศ.2558 และเช่นเดียวกับการระบาดของ norovirus สายพันธุ์ต่างๆท่ีพบในอดีตท่ี

เมื่อเกิดการระบาดแล้วจะแพร่กระจายไปท่ัวโลกอย่างรวดเร็วในสายพันธุ์เดียวกันนี้ในเวลาใกล้เคียง

กัน เช่น สายพันธุ์ GII.17 ท่ีระบาดในพ.ศ.2557-2558 มีรายงานจากประเทศต่างๆท่ีพบสายพันธุ์ 

GII.16/GII.2 ได้แก่  
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Niendorf S, 2017 รายงานในประเทศเยอรมันในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ.2559 national 
public health authority มีตัวอย่างผู้ป่วยด้วยอาการท้องเสียถึง 14,872 ตัวอย่างสูงกว่าค่าเฉล่ียซึ่ง
อยู่ท่ี 7,810 ในเดือนเดียวกัน และช่วงเดือนกันยายน - ธันวาคม พ.ศ.2559 พบผู้ติดเช้ือ norovirus 
240 รายสายพันธุ์ที่พบมากสุดคือ GII.16/GII.2 (86) 

Liu LT, 2017 รายงานในประเทศไต้หวัน ช่วงเดือนมกราคม พ.ศ.2558 – ธันวาคม พ.ศ.
2559 พบ GII.2 ท่ีต าแหน่ง ORF2 ต้ังแต่เดือนกันยายน พ.ศ.2559 สูงถึงร้อยละ 60 และสูงถึงร้อยละ 
86 ในเดือนธันวาคม พ.ศ.2559 เมื่อดูจากอดีตโอกาสพบเพียงร้อยละ 1.2 เมื่อดูจากสถิติในปี พ.ศ.
2547 – พ.ศ.2555(82) เมื่อตรวจสอบ ORF1 พบว่ามีสายพันธุ์ GII.16 จึงท าให้ระบุสายพันธุ์เป็น 
recombination GII.P16/GII.2 (87) 

Lu J, 2017 พบการระบาดของ norovirus สายพันธุ์ recombination GII.P16/GII.2 ในช่วง
เดือนพฤศจิกายน - เดือนธันวาคม พ.ศ. 2559 พบ norovirus 17 จาก 21 outbreaks (81%) ใน 10 
แห่ง ผู้ป่วย 760 ราย (88) 

จากการรายงานหลายๆแห่งรวมถึงจากผลการศึกษานี้ในประเทศไทยท าให้ทราบว่าการ

ระบาดของ norovirus สายพันธุ์  recombination GII.P16/GII.2 เป็นการระบาดท่ีรุนแรงและ

แพร่กระจายอย่างรวดเร็วแตกต่างจากสายพันธุ์ GII.17 ท่ีระบาดก่อนหน้าท่ีถึงแม้จะระบาดอย่าง

รุนแรงในประเทศจีนเป็นส่วนมากแต่ในประเทศไทยและประเทศอื่นๆพบการระบาดไม่มากเท่ากับ

สายพันธุ์ GII.P16/GII.2 นี้  

จากการตรวจสอบต าแหน่งท่ีมีการแลกเปล่ียนช้ินส่วนทางพันธุกรรมซึ่งโดยท่ัวไปจะอยู่ท่ี

บริเวณรอยต่อของ ORF1/ORF2 ในสายพันธุ์ GII.P12/GII.3 และ GII.P16/GII.2 ท่ีพบในการศึกษานี้

พบว่าต าแหน่งอยู่ท่ี 5068 และ 5071 nt ตามล าดับ ซึ่งบริเวณดังกล่าวอยู่บนส่วนปลาย ORF1 ซึ่ง

บริ เวณดังกล่าวมีความ conserve กันมาก ต าแหน่ง  มีความสอดคล้องกับสายพันธุ์ ท่ี เกิ ด 

recombination ในอดีตท่ีเคยพบเห็นมาก่อนมีต าแหน่งอยู่ในช่วง 5018-5123 nt (66, 77) นอกจาก 

2 สายพันธุ์นี้สายพันธุ์ ท่ีพบอีกได้แก่ GII.P7/GII.6, GII.7/GII.14 ได้มีการรายงานมาก่อนโดยพบท่ี

ต าแหน่ง 5029 และ 5112 nt (77, 89) ท้ังนี้ต าแหน่งอาจมีความคลาดเคล่ือนเนื่องจากล าดับนิวคลิโอ

ไทด์ท่ีใช้อ้างอิงแตกต่างกันได้ ในส่วนการเกิด recombination ในต าแหน่งรอยต่อของ ORF2/ORF3 

ยังไม่มีการรายงานมาก่อน 
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กลุ่มอายท้ัุง 5 กลุ่มแสดงถึง เด็กทารก (<2 ปี) เด็กอนุบาล (2-5 ปี) เด็กประถมศึกษา (6-12 

ปี) เด็กมัธยมศึกษา (13-18 ปี) และผู้ใหญ่ (>18 ปี) ในกลุ่มของผู้ติดเช้ือ GII.17 พบว่าผู้ป่วยอยู่ในกลุ่ม

ของผู้ใหญ่ มากกว่าในสายพันธุ์อื่นอีก 4 สายพันธุ์สอดคล้องกับการรายงานของ Wang X., 2016 ท่ี

พบสายพันธุ์ GII.17 ในกลุ่มผู้ใหญ่เช่นกัน (90) ขณะท่ีสายพันธุ์ GII.4 ซึ่งพบได้มากท่ีสุดต้ังแต่ในช่วงปี 

1996 จนถึงปัจจุบัน พบกระจายกันท้ังทารก เด็กประถมศึกษา และผู้ใหญ่ เช่นเดียวกับสายพันธุ์ 

GII.P12/GII.3 ส่วนในสายพันธุ์ GII.P16/GII.2 พบการระบาดมาในกลุ่มของเด็กอนุบาลและเด็ก

ประถมศึกษา มากกว่าในกลุ่มอื่นๆ ซึ่งสายพันธุ์นี้ยังไม่มีการรายงานถึงเรื่องกลุ่มอายุในผู้ติดเช้ือมา

ก่อน การท่ีพบผู้ติดเช้ือ HuNoV ในกลุ่มเด็กมัธยมศึกษาน้อยนั้นอาจเนื่องจากกลุ่มนี้พบผู้ป่วยท่ีเข้ามา

รับการรักษาตัวน้อยท่ีสุดเมื่อเทียบกับอีกท้ัง 4 กลุ่ม รวมถึง HuNoV สามารถหายได้ด้วยตนเอง และ

วัยนี้มีสุขภาพท่ีแข็งแรงและทนกว่าในกลุ่มอื่น จึงอาจเป็นปัจจัยให้ไม่พบผู้ติดเช้ือ HuNoV ในกลุ่มนี้

มากนัก 

ในการทดสอบชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วของ QuickNavi™-Norovirus2 (Denka Seiken 

Co., Ltd.) เป็นการตรวจสอบโดยอาศัยหลักการ immunochromatography มีการระบุค่าทดสอบ

เปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR ท่ีได้ท าการทดลองมาก่อนจากจ านวนตัวอย่าง 172 ตัวอย่าง พบว่าความ

แม่นย า (accuracy) อยู่ท่ีร้อยละ 94.2 ความจ าเพาะ (specificity) อยู่ท่ีร้อยละ 98.3 และความไว

(sensitivity) ท่ีร้อยละ 92.0 (91) แต่จากการทดลองในการศึกษานี้หลังจากการตรวจสอบพบว่าความ

แม่นย าอยู่ร้อยละ 62.90 ความไวร้อยละ 32.26 และความจ าเพาะร้อยละ 93.55 จะพบว่าค่าท่ีได้

แตกต่างไปจากเดิมซึ่งส่วนมากของตัวอย่างท่ีได้จากการศึกษานี้เป็นสายพันธุ์ GII.P16/GII.2 ซึ่งเป็น

สายพันธุ์ที่เริ่มระบาดในปีพ.ศ.2559 อีกท้ังสายพันธุ์ GII.2 ในอดีตพบได้น้อยมาก (92) จึงเป็นไปได้ว่า

ค่าท่ีได้จึงออกมาต่ า และเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ผลิตรายอื่น R-Biopharm RIDA®QUICK Norovirus 

IC assay ท าการทดสอบเปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR พบว่าสายพันธุ์ที่ตรวจสอบและได้ท าการทดลอง

มี GII.3, GII.4, GII.6, GII.7, GII.14, GII.15, GII.21 และ GII.17 โดยไม่มีการทดสอบในสายพันธุ์ GII.16 

หรือ GII.2 มาก่อนจึงอาจเป็นไปได้ว่าเมื่อพบการระบาดประสิทธิภาพในการตรวจสอบของสายพันธุ์ 

recombination นี้จะไม่เพียงพอ นอกจากนี้สายพันธุ์ท่ีใช้ในการทดสอบยังมี GII.4, GII.P12/GII.3 

และ GII.17 พบว่า QuickNavi™-Norovirus2 สามารถตรวจพบสายพันธุ์ GII.17 ได้แต่ไม่สามารถ

ตรวจสอบ GII.4 และ GII.P12/GII.3 แต่เนื่องจากตัวอย่างท่ีได้รับมีน้อยเกินไปในการตรวจสอบถึง
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ความสามารถในการตรวจจับแต่ละสายพันธุ์ จึงยังไม่สามารถยืนยันว่าการท่ีชุดตวจสอบแบบรวดเร็ว

ด้อยประสิทธิภาพเกิดจากสายพันธุ์ของ norovirus 

การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความส าคัญของการติดเช้ือ norovirus ท่ีก่อให้เกิดโรคล าไส้

อักเสบเฉียบพลันในประเทศไทยเพื่อให้ตระหนักในการป้องกันการติดเช้ือ หลีกเล่ียงให้อยู่ห่างไกลจาก

สาเหตุของการติดเช้ือ ช่วยวินิจฉัยสาเหตุของโรคโดยอาศัยความชุกในแต่ละช่วงเดือนประกอบการ

วินิจฉัยร่วมกับอาการของโรคท่ีเกิดขึ้นเพื่อการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและน าไปพัฒนาชุดทดสอบแบบ

รวดเร็วให้มีประสิทธิภาพเพียงพอในการคัดกรองโรคของผู้ป่วย อีกท้ังการส ารวจความชุกช่วยน าไป

พิจารณาถึงการท าวัคซีนให้ครอบคลุมสายพันธุ์ที่ก าลังระบาดได้  
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมี 

1.) 5X Tris Borate Buffer (TBE) 

สารเคมีท่ีใช้   ปริมาณ 

Tris base     54 g 

Boric acid     27.5 g 

0.5 M EDTA     20 ml 

เติม Distilled water ให้ได้ปริมาตร 1 L 

 

2.) 1X  Tris Borate Buffer (TBE) 

สารเคมีท่ีใช้   ปริมาณ 

5X TBE    200 ml 

Distilled water   800 ml 

 

3.) 2% (w/v) agarose gel 

สารเคมีท่ีใช้   ปริมาณ 

Agarose     2 g 

1X TBE    100 ml 

 

4.) 10 µM primer 

สารเคมีท่ีใช้   ปริมาณ 

100 µM primer   1 µl 

Nuclease free water  9 µl 
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