
เอกสารและงานวจิยัท ีเ่ก ีย่วขอ้ง

แนวคิดและทฤษฎี

ไวรัสโรตา (rotavirus) เป็นเซือไวรัสที่เป็นสาเหตุสำคัญที่ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงอย่างรุนแรง 

(acute diarrhea) ในเด็ก ซึ่งเป็นสาเหตุการตายที่สำคัญในเด็กเล็กและเด็กทารกทั่วโลก โดยจะพบได้ 

มากในเดก็เล็กที่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี (3, 4) ซึ่งในปัจจุบันสายพันธุเชื่อไวรัสโรตาที่พบทั่งในคนและใน 

สัตว์ต่างๆ มีความหลากหลายทางพันธุกรรมเป็นอย่างมาก และยังคงเกิดสายพันธุใหม่ๆ เพิ่มมากขืน 

ได้เรื่อยๆ เนื่อง1จากเซือ'ใวร้'สมี'วิวัฒนาการ และปรับตัวอยู่ตลอดเวลาตามสภาวะแวดล้อมที่เปลี่ยนไป 

เพื่อความอยู่รอด

ในการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการของโรคอุจจาระร่วงที่เกิดจากเชื่อไวรัสโรตาและเชื่อ 

ไวรัสซนิดอื่นคล้ายคลึงกัน การวิน ิจฉัยทางคลิน ิกไม่อาจสรุปได้ว ่าเก ิดจากเชื่อไวรัสโรตาหรอไม่ 

จำเป็นต้องใช้การตรวจทางห้องปฏิบํตการเพื่อยืนยันลาเหตุของโรค ซึ่งสามารถทำได้หลายวิธี ได้แก่ 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ latex agglutination ซึ่งอาคัยเทคนิคทาง 

Immunoassay ในการตรวจหาแอนติเจนจากเชื่อไวรัลโดยตรง สำหรับการตรวจแยกสายพันธุของเชื่อ 

โรตาไวรัส ด้วยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) และนำไปย้อมด้วย silver stain 

เพือดู genomic RNA pattern (electropherogram) นันก็เป็นที่นิยมเช่นกัน แต่จากรายงานการศึกษา 

ที่ผ่านมาพบว่า วิธีดังกล่าวจะลามารถทำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพ ต่อเมื่อในสิ่งล่งตรวจมีปรมาณ 

RNA แต่ละ segment อย่างน้อย 300-400 pg ขืนไป (23) นอกจากนี้ การตรวจหาเชื่อโรตาไวรัสด้วย 

วิธี enzyme immunoassay (EIA) และ dot blot hybridization ก็ยังมีความไวที่ค่อนข้างตํ่า โดย 

ลามารถตรวจพบเชื่อได้ในสิ่งส่งตรวจที่มีปรมาณไวรัลทั่งแต่ 105 อนุภาคขืนไป ซึ่งเมื่อเปรยบเทียบกับ 

เทคนิคทางอณูชีววิทยา เช่น PCR จากรายงานการศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่า PCR มีความไวในการ 

ตรวจพบเซือโรตา'ไวรัสสูงก1ว่า ELISA 1000 เท่า และสูงกว่า PAGE 10000 เท่า (24)

Polymerase Chain Reaction หรอ PCR เป็นเทคนิคสำหรับเพิ่มปรมาณสารพันธุกรรมใน 

หลอดทดลอง โดยอาคัยหสักการ D N A  Replication ซึ่งเป็นการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จา,า
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ดีเอ็นเอต้นแบบ ใช้เวลาเพียง 2-3 ชั่วโมงและได้ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขืนเป็นล้านเท่า ซึ่งสามารถ 

ตรวจลอบใต้จากการทำ agarose gel electrophoresis เทคนิคนี้พัฒนาขืนเมื่อปี พ.ศ. 2528 โดย 

Kary Mullis และคณะแห่งบ'ริษัท Cetus Corporation (25) จุดเด่นของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิ่ม 

ปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างเฉพาะเจาะจง โดยมีชั่นตอนการทำงานน้อยและใช้เวลาน้อย จนถึงปัจจุบันนี้ 

เทคนิค PCR ได้รับการปรับปรุงและพัฒนาในหลายๆ ด้านเพื่อให้ลามารถนำไปคืกษาค้นคว้าวิจ ัย 

ความรู้ใหม่ๆ ตลอดจนแก้ไขปัญหาที่ไม่อาจทำได้ในอดีต จนได้รับการยอมรับว่าเป็นเทคโนโลยีที่ 

สำคัญมากต่องานด้านอณูชีวโมเลกุล ซึ่งในปัจจุบัน มีเทคนิค1ข้ันสูง (Advanced techniques of PCR) 

ออกมาใหม่ๆ ให้นำมาใช้อยู่มากมาย อันได้แก่ Nested PCR, Reverse transcriptase PCR (RT- 

PCR), Mutiplex PCR, Random Amplified Polymorphism of DNA (RAPD) และ Realtime PCR 

เป ็นต ้น ทำให ้ม ีความหลากหลายในการเล ือกใช ้ให ้เหมาะสมกับงาน และได้ประโยชน์ย ิ่งข ืน 

คังนี้น ในการวิจัยนี้จึงได้นำเทคนิค PCR มาใช้ในการตรวจลอบตัวอย่างอุจจาระที่ส่งตรวจด้วยโดยใช้ 

เทคนิค Reverse transcriptase PCR (RT-PCR) ซึงมีหลักการ ดังต่อไปนี

หลักการของ RT-PCR

ใช้หลักการพืนฐานในการลังเคราะห์ DNA ลายใหม่จากลาย RNA ที่เป็นต้นแบบหนึ่งสาย โดย 

ใช้เอ็นไซม์ Reverse transcriptase และ Reverse primer เปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA จากนั้น1จึง'ใช้ 

เอ็นไซม์ DNA polymerase ในการลังเคราะห์เพิ่มจำนวน cDNA ท่ีได้ โดยใช้ primers 1 คู่ และ 
สารเคมีดังต่อไปนี้

• DNA Polymerase เช่น Taq polymerase

• PCR buffer

• dNTP ได้แก่ dATP dTTP dCTP dGTP

• Forward primer

• Reverse primer

• Distilled water

• DNA ต้นแบบในการเพิ่มจำนวน

การทำปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั้นตอน โดยท่ํง 3 ขั้นตอนทำหมุนเวียนต่อเนื่องกันไปภายใต้สภาวะ

ที่เหมาะสมของแต่ละขั้นตอน
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1. d e n a tu r in g  เป ็น ก ารแ ยก ส ายด ีเอ ็น เอ ท ี่เป ็น ต ้น แ บ บ จ าก ส ภ าพ ท ี่เป ็น เส ้น ค ู่ ให ้เป ็น เส ้น เด ี่ยว

โดยใช้อุณหภูมิสูง 92-95 °c

2. a n n e a l in g  เป ็น ข ั้น ต อ น ท ี่ล ด อ ุณ ห ภ ูม ิล ง  เพ ื่อให ้ p r im e r  ซ ึ่ง เป ็น  DNA ส ายข ั้น ๆ  

(ประกอบด ้วยน ิวคล ีโอไทด ์จำน วน  20 -2 5  เบส) ท ี่ม ีล ำด ับ เบ ส เป ็น ค ู่ส ม ก ับ  DNA ท ี่เป ็น ต ้น แบ บ เข ้าจ ับ ค ู่ 
กัน ซ ึ่งน ิยมใช ้อ ุณ หภ ูม ิในช ่วง 55 -60  ° c  ข ืน อย ู่ก ับ แต ่ละ p rim er

3. e x te n s io n  เป ็น ข ั้น ตอ น การส ังเค ราะห ์ DNA ล ายให ม ่โด ยส ัง เค ราะห ์ต ่อ จ าก ส ่ว น ป ล าย 3 ’ 
ของ p rim er ต าม ล ำด ับ เบ ส บ น  DNA ท ี่เป ็น ต ้น แบ บ  โ ด ย อ าด ัย ก าร ท ำง าน ข อ ง เอ ็น ไ ซ ม ์ DNA 
p o ly m e ra se  ซ ึ่ง เอ ็น ไซม ์น ีลามารถทำงาน ได ้ด ีท ี่ส ุดท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 7 2 -7 5  ° c

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ประวิติการค้นพบเชื้อไวรัสโรตา
ในปี ค .ศ . 1973  B ish o p  แ ล ะค ณ ะ ได ้ค ้น พ บ เช ื้อไวร ัส โรตาเป ็น คร ั้งแรกจากการตรวจช ิน เน ี้อ  

b io p sy  จาก ผ น ังล ำไ ส ้เล ็ก ส ่ว น  d u o d e n u m  ข อ ง เด ็ก ท ี่ป ่ว ย ด ้ว ย โ ร ค อ ุจ จ าร ะ ร ่ว งจ ำน ว น  9 ราย  และ 
สามารถตรวจพบเช ื้อไวร ัลโรตาได ้ 6 ราย ในเซลล ์เย ื่อบ ุผน ังลำไส ้ โดยการใช ้กล ้องจ ุลท รรศน ์อ ิเล ็กตรอน  
พ บ อน ุภาคไวร ัลโรตาม ีข น าด  70  นาโนเมตร (nm ) แ ล ะใน เวล าใก ล ้เค ียง  F lew ett และค ณ ะ ก็ได้ตรวจ 

พบเช ือไวร ัสโรตาใน อ ุจจาระของเด ็กท ี่ป ่วยเป ็น โรคอ ุจจาระร ่วง โดยใช ้กล ้องจ ุลท รรศน ์อ ิเล ็กตรอน  และ 

พ บ อ น ุภ าค ข อ งไวร ัส ม ีข น าด  70  nm  เช ่น เด ียวก ัน  แ ล ะ ต ่อ ม า1ได ้ต ั้ง 'ช ื่อ1ว ่า ro tav iru s  โด ยต ั้งช ื่อ ต าม  
ล ัก ษ ณ ะ ข อ งอ น ุภ าค ไ ว ร ัส เม ื่อ ด ูด ้ว ย ก ล ้อ งจ ุล ท ร ร ศ น ์อ ิเล ็ก ต ร อ น ซ ึ่ง เห ็น ล ัก ษ ณ ะ ค ล ้าย ว งล ้อ  โ ด ย ค ำว ่า  
rota ม าจ าก ภ าษ าล าต ิน ท ี่แ ป ล ว ่า  w h ee l (วงล้อ)

แม ้ว ่าการค ้นพบเช ึ้อไวร ัสโรตาว ่าเป ็นสาเห ต ุของโรคอ ุจจาระร ่วงในคนในป ี ค .ศ . 1973 แต่ไวรัส 
โรต าท ี่ท ำให ้เก ิด โร ค อ ุจ จ าร ะ ร ่ว งใน ส ัต ว ์ใด ้ม ีก าร ค ้น พ บ ม าก ก ่อ น ห น ้าน ี้แ ล ้ว ป ร ะ ม าณ  10 ป ี ค ือ ในปี 

ค.ศ. 1963 A d a m s  และ Kraft ได ้ใช ้กล ้องจ ุลท รรศน ์อ ิเล ็กตรอน ตรวจพ บ อ น ุภาค คล ้ายไวร ัส  (virus-like 

p artic le ) ใน เซ ลล ์ผน ังล ำไล ้ข อ งห น ูท ี่ต ิด เช ื้อ  แ ล ะ ล ัก ษ ณ ะ ข อ งอ น ุภ าค จ ะ ค ล ้าย ก ับ อ น ุภ าค ไ ว ร ัส ท ี่พ บ  

โดย B ish o p  และค ณ ะ และใน ป ีเด ียวก ัน  M alh erb e  และ H arw in ล าม าร ถ ต ร ว จ แ ย ก เช ื่อ 1ไวรัสท ี่ม ีขนาด 
70 nm  จากอ ุจจาระของล ิงโดยการทำ rec ta l sw a b  แล ้วน ำไป ป ล ูก เช ือ ใน เซ ล ล ์เพ าะ เล ียงท ี่ม ีต ้น ก ำเน ิด  
จากไตล ิง แ ล ะส าม ารถ ต รวจ พ บ เช ือ ใน .ช ล ล ์เพ าะ เล ียงน ี้น  และต ั้งช ื่อไวร ัสท ี่ตรวจพ บว ่า S im ian A g en t 
11 (S A 11 ) น อ ก จ าก น ี้ใน ป ี ค.ศ. 1969 M eb u s  และ ค ณ ะได ้ต รวจพ บ อ น ุภ าค ข อ งเช ื้อ ไวร ัล ท ี่ม ีข น าด  
70 nm  ใน อ ุจจาระท ี่ได ้จากว ัวท ี่เป ็น โรค อ ุจจาระร ่วง เม ื่อน ำเช ื้อน ี้ไป ท ดลองให ้ว ัวต ัวอ ื่น ก ิน  ก ็ทำให ้เก ิด
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โรคอุจจาระร่วงอีก ต่อมาในป ี ค .ศ . 1971 Mebus และ ค ณ ะ ล าม ารถเพ าะเล ี้ยง:,ซ อไวร ัส  N e b ra sk a  
caft diarrhea virus (NCDV) ใน เซ ล ล ์เพ าะ เล ีย งท ี่ม ีต ้น ก ำ เน ิด จ าก เซ ล ล ์ข อ งล ูก ว ัว ใน ค ร ร ภ ์ จาก  
ก ารศึกษาต่อม าในก ายห ล ัง  ทำให้ทราบว่าไวรัสท ี่พบในหนู, ลิง และวัว เป ็นไวรัสโรตาท ี่ทำให ้เก ิดโรคใน 

สัตว์ม ี group antigen ท ี่ร ่วมก ันอย ู่ก ับไวร ัลโรตาท ี่พบในคน (6, 26)

รูปที่ 2 ภ าพ ถ ่ายผ ่าน กล ้องจ ุลท รรศน ์อ ิเล ็กตรอน ของอน ุภาค ไวร ัส โรตา ท ี่ม ีขน าด 70  ททา และม ีล ักษ ณ ะ 
ค ล ้าย ล ้อ เก ว ีย น  แถบ ล ีดำแท น ขน าด 100 ทกา (6)

ดูววิทยาของเลี้อไวรัสโรตา

ลักษณะรูปร่างและโครงสร้างของอนุภาคไวรัสโรตา

ไวรัสโรตา จ ัด อยู่'ใน Fam ily R e o v i r i d a e  G e n u s  R o t a v i r u s  ล ัก ษ ณ ะ อ น ุภ าค มีขน าด เล ้น  

ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล าง ป ร ะ ม าณ  70 ทกา เป ็น ไ วรัลทีไ่ม,ม ีเป ล ือ ก ห ุ้ม  ( n o n - e n v e l o p e  v iru s )  ท ี่ม ีการจ ัด  

เร ่ยงต ัวข อ งส ่วน ท ี่ห ่อ ห ุ้ม จ ีโน ม  (c a p s id  pro tein) ข อ ง1ไ ว ร ัส เป ็น ล ัก ษ ณ ะ ท ี่เร ่ย ก 1ว,า ic o sa h e d ra i 
s tru c tu re  หรอเป ็นร ูป เห ล ี่ยม  20  หน้า ซึ่งภาพท ี่เห ็น จ าก ก ล ้อ งจ ุล ท รรศ น ์อ ิเล ็ก ต รอ น จะ ม ีล ัก ษ ณ ะค ล ้าย  
ล ้อ ข อ งเก ว ียน จ ึง เป ็น ท ี่ม าข อ งช ื่อ  R o tav iru s เน ื่อ ง จ าก ค ำว ่า  R ota ใน ภ าษ าล าด ิน น ั้น ห ม าย ถ ึงว งล ้อ  
(6, 27)

ไวรัสโรตาม ี c a p s id  p ro te in s  3 ชัน โดยโปรต ีนท ี่ห ุ้มช ันนอก (o u te r-c a p s id )  ป ระกอบ ด ้วย 

c a p s id  p ro te in s  2 ชน ิด ค ือ VP4 และ VP7 ท ี่ป ล ายข ้างห น ึ่งข อง VP4 จ ะ ย ื่น อ อ ก ม าจ าก พ ืน ผ ิวข อ ง 

อ น ุภ า ค ไวรัส ม ีล ัก ษ ณ ะ ค ล ้า ย ห น า ม  เร ่ย ก ว ่า  s p i k e s  น ั้น ก ัด ม าเป ็น โป รต ีน ท ี่ห ุ้ม ช ั้น ใน  (in n e r-  

c a p s id )  ป ระก อ บ ด ้วยโป รต ีน  VP6 เพ ีย ง อ ย ่าง เด ีย ว  แ ละน ั้น ส ุด ท ้าย เป ็น ส ่วน ข อ งแก น ก ลาง (co re)



11

ประกอบด ้วย c a p s id  p ro te in s  3 ชน ิด ค ือ VP1, VP2 และ VP3 ซ ึ่งบรรจ ุสารพ ันธ ุกรรมของไวรัลโรตาท ี่ 

เป ็น  RNA ส ายค ู่ (d o u b le  s t r a n d e d  RNA) ท ี่ม ีล ัก ษ ณ ะ เป ็น ,ท ่อน  ๆ ( se g m e n ts )  รวมท ั้งหมด 11 ท ่อน 

โ ด ย  R N A  แ ต ่ละท ่อ น จะก ำห น ด การส ร ้างโป รต ีน แต ่ล ะช น ิด อ าจจะเป ็น  s tru c tu ra l p ro te in s  (VP) ซึ่ง 

เป ็นโปรต ีนท ี่เป ็นโครงสร้างอย ู่บนอน ุภาคไวร ัส  หรือ non stru c tu ra l p ro te in s  (N SP) ซ ึ่งเป ็นโปรตีนที่ 

ไม ่ได ้เป ็น อ งค ์ป ระก อ บ โค รงส ร ้างข อ งอ น ุภ าค ไวร ัล  แ ต ่ท ำ ห น ้า ท ี่เก ี่ย ว ข ้อ ง ก ับ ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น ข อ ง  

ไวร'ล แ ล ะ เก ี่ย ว ข ้อ ง ก ับ ก า ร ป ร ะ ก อ บ ก ัน เป ็น ร ูป ร ่า ง ข อ ง อ น ุภ า ค ไ ว ร ัส  โดยการกำห น ดการส ร ้าง 

โปรต ีนว ่าเป ็นโปรต ีนชน ิดไห นน ั้น  ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ว ่าโป รต ีน น ั้น ๆ  ถ ูกก ำห น ด ก ารส ร ้างโด ย RNA gen om e 

ท่อนไหน โดยแต ่ละท ่อน กำห น ดการส ร ้างโป รต ีน เพ ียง 1 ชนิด ย ก เว ้น ท ่อ น ท ี่ 11 ท ี'กำห น ด การส ร ้าง  

โ ป ร ต ีน 2 ชน ิดค ือ N SP5 และ N S P 6 โดยการแปลรห ัส  (transla tion ) คนละ o p e n  re a d in g  fram e 

(ORF) จ ึงทำให ้ได ้โปรต ีนคนละชน ิดก ัน (27, 28 , 29)

รูปที่ 3 แผนภาพแสดงองค ์ประกอบของอน ุภาคไวร ัลโรตาท ี่ม ีจ ีโนมเป ็น  s e g m e n te d  dsR N A  11 ท่อน 

และ c a p s id  p ro te in  3 ชัน (30)

เม ื่อ น ำค วาม ยาวข อ ง RNA g e n o m e  แต ่ละท ่อนมาน ับรวมก ันทำให ้ RNA g e n o m e  ของไวรัล 

โรตาม ีค วาม ยาวท ั้งส ิ้น  18 ,55 5  b a s e p a i r  (bp ) ดังนี้ (22, 26 -2 9 , 31 -32)

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี่ 1

ม ีค ว าม ย าว  3 ,3 0 2  b p  ท ำห น ้าท ี่ก ำห น ด ก ารส ร ้าง  s tru c tu ra l p ro te in  VP1 ที่ม ี m o lecu la r 

w e ig h t (M.W.) ขน าด 125.0  k ilo da ltons (kDa) VP1 มี e n z y m e  activ ity  เป ็น R N A -d e p e n d e n t
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RNA p o ly m e ra se  ท ี่ท ำห น ้าท ี่เป ็น ท ัง e n z y m e  t ra n s c r ip ta s e  และ r e p lic a s e  ของไวรัสโรตา แต ่การ 

ท ำงาน ของ VP1 'น ั้นต้องมี VP2 ม าช ่ว ยจ ึงจ ะ ม ี r e p lic a s e  activ ity  ได้ น อ ก จาก น ีพ บ ว ่า  VP1 จะจ ับก ับ  

VP3 อย ู่ใน ร ูป  V P1A /P3 h e te ro d im e ric  c o m p le x  แ ล ะ ท ำห น ้าท ี่เป ็น  tra n sc rip tio n  en zy m e  

co m p le x  และ e n z y m e  c o m p le x  น ี่จะเกาะต ิดก ับผน ังด ้าน 'ใน 'ของ VP2 ท ี่เป ล ือกห ุ้มส ่วน  c o re  ของ

อน ุภาคไวร ัลอย ู่

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 2

ม ีค ว า ม ย าว  2 ,6 9 0  b p  ท ำห น ้าท ี่ก ำห น ด การส ร ้าง  s tru c tu ra l p ro te in  VP2 ท ี่ม ี M.W. ขนาด

94 .0  kDa VP2 สามารถจับกับ RNA แบบไม่จำเพาะ และม ีป ฎ ิส ่มพ ัน ธ กั์บ dsR N A  g e n o m e  ท ี่อย ู่

ภายในส ่วน c o re  ซ ึ่งม ี VP2 เป ็น  c a p s id  p ro te in  ท ีหุ้่มอ ย ู่ นอกจากน ี้VP2 ย ังม ีป ฏ ิส ่'มพันธ์กับ 
VP1A/P3 tra n sc r ip tio n  e n z y m e  c o m p le x  และม ีบทบาทใ น การทำห น ้าท ี่เป ็น  e n zy m e

tra n s c r ip ta s e  ของ V P1A/P3 c o m p le x

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 3

ม ีค ว าม ย าว  2 ,591 b p  ท ำห น ้าท ี่ก ำห น ด การส ร ้าง  s tru c tu ra l p ro te in  VP3 ท ี่ม ี M.W. ขนาด

88.0 kDa VP3 มี en zy m e  activity ของ guany ly ltransferase  และย ังท ำห น ้าท ี่เป ็น  m ethyltransferase 

ซ ึ่งแสดงให ้เห ็นว ่าโปรต ีน VP3 เป ็น c a p p in g  en z y m e

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 4

ม ีค ว าม ย าว  2 ,3 6 2  b p  ท ำห น ้าท ี่ก ำห น ด การส ร ้าง  s tru c tu ra l p ro te in  VP4 ท ี่ม ี M.W. ขนาด

88 .0  kD as ซึง VP4 น ีส ามารถถ ูกต ัด  (c leav e ) โดย p ro teo ly tic  e n z y m e  ได ้เป ็นโปรตีนขนาด เล ็ก ค ือ  

VP5 ขน าด 60  kD a และ VP8 ขนาด 28  kD a VP4 เป ็น  c a p s id  p ro te in  ท ี่ไม ่ถ ูก เต ิมคาร ์โบไฮเดรท 

(n o n -g ly c o sy la te d )  ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิเป ็น  h em ag g lu tin in  ท ี่ส าม าร ถ ท ำให ้เม ็ด เล ือ ด แ ด งเก ิด ก าร เก าะ ก ล ุ่ม  

ได้ น อ ก จ า ก น ี้VP4 ย ังเป ็นโปรต ีนท ี่ไวร ัสโรตาใช ้จ ับก ับ เซลล ์โฮสท ์ ใน ข ณ ะท ี่จ ับ ก ับ เซ ลล ์โฮส ท ์ VP4 จะ 

ถ ูกต ัด ด ้วย  e n z y m e  p r o te a s e  ได ้โปรต ีนขนาดเล ็ก  VP5* และ VP8* ม ีผ ล ช ่ว ย เพ ิ่ม ค ว าม ส าม าร ถ ใน  

ก า ร ต ิด เช ือ ข อ ง ไวร ัส โ ร ต าได ้ด ีข ึน  โ ด ย จ ะ 1ไปช ่ว ย ใ น ก า ร เข ้า ส ่เช ล ล ์ใ ด ้ด ีข ึน  แ ต ่ไ ม ่ไ ด ้ช ่ว ย เพ ิ่ม  

ค ว าม ล าม ารถ ใน ก ารจ ับ ก ับ  เซลล ์โฮลท ์ได ้มากฃ ึน และท ี่ส ำค ัญ ก ็ค ือการท ี่พ บว ่าโปรต ีน  VP4 เป็นโปรตีน
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ทีเป็นปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรง (virulence factor) ของเชือไวรัสโรตาในหนูและลูกสุกร และ 

สามารถเหนียวนำให้มีการสร้าง neutralizing antibodies ได้ และ antibodies ต่อ VP4 นี ลามารถ 

ยับยั้ง infectivity ของไวรัลได้ การศึกษาต่อมาพบว่า VP4 ลามารถที่จะเหนี่ยวนำใหเ้กิด protective 

immunity ในสัตว์และในเด็กได้ นอกจากนี่ความแตกต่างของ epitope บน VP4 ยังใช้ในการจัดแบ่ง
serotype ของไวรัสโรตาเป็น P-serotype

proteolytic

high sites con served
se q u e n ce  I hydrophobic

A  j A  A

I II III

รูปที่ 4 ลักษณะโครงสร้างและองค์ประกอบของโปรตีน VP4 ซึ่งเมื่อตัดด้วย trypsin จะได้โปรตีน VPC*

และ VP5* (29)

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 5

มีความยาว 1,611 bp ทำหน้าที่กำหนดการสร้าง non-structural protein NSP1 ที่มี M.W. 

ขนาด 53.0 kDa สัมพันธ์กับส่วนโครงสร้าง สามารถกดการกระตุ้นการสร้าง IFN-a ของ host

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 6

มีความยาว 1,356 bp ทำหน้าที่กำหนดการสร้าง structural protein VP6 ที่มี M.W. ขนาด

41.0 küa VP6 ทำหน้าที่เป็น capsid protein ชั้นกลาง และเป็นองค์ประกอบหลักของอนุภาคไวรัส 

โดย VP6 มีอยู่ประมาณ 51% ของโปรตีนยั้งหมดของอนุภาคไวรัสโรตา โดยปกติแล้ว VP6 จะอยู่ในรูป 

trimeric subunit ที่มีความคงตัวสูงมาก VP6 จะมีปฏิสัมพันธ์กับ VP4 และ VP7 โดย VP4 dimer จะ 

interact กับ 2 โมเลกุลของ VP6 trimer ส่วน VP7 จะ interact กับส่วนปลายยอดของ VP6 trimer ซ่ึง

การมีปฎิสัมพันธ์เช่นนี่เป็นปฏิสัมพันธ์ระหว่าง inner capsid (VP6) และ outer capsid (VP4 และ
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VP7) นั่นเอง ซึ่งจะช่วยให้เกิดการคงรูปของอนุภาคไวรัสได้เป็นอย่างดี โปรตีน VP6 ของไวรัลโรตาจะมี 

group specific epitope ที่มีความจำเพาะลำหรับไวรัสแต่ละ group จึงใช่ในการจัดจำแนกไวรัสโรตา 

ออกเป็น group ต่างๆ และความแตกต่างของโปรตีน VP6 ยังใช่ในการจัดแบ่งไวรัลโรตา group A 

ออกเป็น subgroup ต่างๆ ด้วย

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 7

มีความยาว 1,104 bp ทำหน้าที่กำหนดการสร้าง non-structural protein NSP3 ที่มี M.W. 

ขนาด 34.0 kDa เป็น Homodimer จับที 3' end ของไวรัสโรตา กาRNA, จับกํป elongation factor มี

ความสำคัญในขั้นตอนการ translation

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 8

มีความยาว 1,059 bp ทำหน้าที่กำหนดการลร้าง non-structural protein NSP2 ที่มี M.W. 

ขนาด 35.0 kDa ทำหน้าที่เป็น NTPase และ Helicase, จับกับ NSP5 และ VP1 เป็นส่วนสำคัญใน 

การจังเคราะห์ dsRNA

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 9

มีความยาว 1,062 bp ทำหน้าที่กำหนดการสร้าง structural protein VP7 ที่มี M.W. ขนาด

38.0 kDa VP7 ทำหน้าที่เป็น capsid protein ขั้นนอกสุดของอนุภาคไวรัส เป็นส่วนประกอบประมาณ 

30% ของโปรตีนบนอนุภาคไวรัส ซึ่งมีปรมาณมากรองลงมาจากโปรตีน VP6 และเป็นโปรตีนที่ทนต่อ 

การย่อยด้วย proteolytic enzyme และใช่สำหรับการจัดแบ่ง serotype ของไวรัสโรตาตามความ 

แตกต่างของ epitope บน VP7 antigen เป็น G-serotype นอกจากนี้ยังพบว่า VP7 จะมีปฏิจัมพันธ์ 

กับ VP4 โดย VP4 spike จะฝังตัวอยู่บน VP7 ซึ่งเป็นผิวนอกของอนุภาคไวรัลและในขณะเดียวกัน 

VP7 ก็จะมีปฎิจัมพันธ์กับ VP6 โดย VP7 ไป interact กับส่วนปลายยอดของ VP6 trimer

R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี 1 0

มีความยาว751 bp ทำหน้าที่กำหนดการสร้าง non-structural protein NSP4 ที่มี M.W. ขนาด

28.0 kDa NSP4 ช่วยในการรวมตัวเป็นอนุภาคไวรัล (morphogenesis) และเป็นปัจจัยความรุนแรง 

ของเช้ือ มีคุณสมบัติเป็น enterotoxin และมีบทบาทสำคัญที่ทำให้ระดับแคลเซียมภายในเซลล์เพิ่มขึน
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R N A  g e n o m e  ท ่อ น ท ี่ 11

มีความยาว 667 bp ทำหน้าที่กำหนดการสร้าง non-structural protein NSP5 ที่มี M.W. 

ขนาด 26.0 kDa และ NSP6 ที่มีฃนาด 12.0 kDa NSP5 ทำงานร่วมกับ NSP2 และ NSP6 รวมตัว 

เป็น homomultimer, O-linked glycosylation, hyperphosphorelated, จับกับ ssRNA เป็น 

ส ่วนประกอบของ viroplasm มีความสำคัญ'ในกระบวนการ replication ส่วน NSP6 เป็นผลิตผล 

ของ second open reading frame ทำงานร่วมกับ NSP5 พบอยู่ภายใน viroplasm

RN A hands 
ill a fter

sep aration  by G en e
electrop h oresis  prod u ct(s) F unction

5'
3 ' «

RNAs 1-10 -
( + )  , ,  

O R F " ใ -  3

( J RNA 11

S ' M__ n ^ ii- NSP5 I- 3<

๏

RNA polymerase

inner capsid layer

guanylyl transferase; 
methyl transferase

spikes

middle capsid layer

core assembly 

outer capsid layer

outer capsid assembly 
core assembly

K ey : ORF o p e n  read in g  fram e
V P viru s p ro tein  (structural p ro te in )

I N S P n on -stru ctu ra l protein

รูปที่ 5 ภาพแสดงจีโนมของไวรัลโรตาและผลผลิตโปรตีนที่ได้ ปลาย 5’ ของอาร์เอ็นเอสายบวกของ 

แต ่ละย ีนท ั้ง11 segments จะถูกแคปเอาไว้ โดยแต่ละยีนจะมีหนึ่ง Open reading frame (ORF) 

ยกเว้นยีน segment ท่ี 11 จะมีสอง ORF ซึ่งจะถูกอ่านในเฟรมที่ต่างกันได้เป็นโปรตีนสองชนิดได้แก่ 

NSP5 และ NSP6 จากภาพเป็น pattern ของ dsRNA segments ทัง 11 segments ทีถูกแยกตาม 

ขนาดของแต่ละยีนด้วยวิธี Polyacrylamide gel electrophoresis และผลผลิตโปรตีนทีได้จากการ 

ถอดรหัสของแต่ละ segment (32)
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การจัดจำแนกเชีโอไวรัสโรตา
ไวรัลโรตาถูกจ ัดแบ่งเป็น group ต่างๆ ได้เป็น 7 groups คือ Group A 1 ธ, C.D 1E, F และ G 

โดยอาคัยความแตกต่างของ antigenic determinants ของ middle capsid หไร่อโปรตีน VP6 ซึงเป็น 

serogroup antigen และเป็นโปรตีนที่ม ีมากถึง 51% บนอนุภาคของไวรัสโรตา โดยไวรัสที่อยู่ใน 

group เดียวกันจะมี antigenic determinant บน antigen ของโปรตีน VP6 ทีเหมือนกันคือมี group 

specific common antigen ร่วมกันนั่นเอง ในปัจจุบัน group ที่สำคัญและก่อให้เกิดโรคในคนและใน 

สัตว์ได้แก่ group A, ธ และ C สํวน group อ, E, F และ G พบเฉพาะในสัตว์เท่านั่น แต่ group ที่พบ 

ในเด็กมากที่สุด คือ ไวรัสโรตา group A นอกจากนี้โปรตีน VP6 ยังมี antigen ที่จำเพาะต่อ 

subgroup ทำให้สามารถจำแนกไวรัสโรตา group A ออกเป็น subgroup (SG) I, II, l+ll และ non- 

(l+ll) โดยอาคัยการทำปฏิกิริยาหรอไม่ทำปฏิกิริยาของไวรัสกับ MAb ที่จำเพาะต่อ SG I หไร่อ SG II (6, 

27, 28)

ไวรัลโรตา group A เป็นไวรัลที่มีความสำคัญทางระบาดวิทยาที่ทำให้เกิดโรคในคนและใน 

สัตว์ และมีการระบาดอย่างกว้างขวางไปทั่วโลก ทำให้ไวรัสโรตา group A ได้รับความสนใจ และมีผู้ 

ศึกษาวิจัยกันมาก และมีข้อมูลที่ลมบูรณ์'ที่ลุด ส่วนไวรัสโรตา group ธ พบรายงานการระบาดทำให้ 

เกิดอาการอุจจาระร่วงรุนแรงในผู้ใหญ่ในประเทศจีน และประเทศอินเดีย ส่วนไวรัสโรตา group C พบ 

มีรายงานการระบาดเป็นครั้งคราว ทำให้เกิดโรคอุจจาระร่วงในเด็ก แต่ก็ไม่มีความสำคัญในแง่ระบาด 

วิทยามากนัก (33, 34)

ไวรัสโรตา group A สามารถแยกย่อยลงไปอีกเป็น serotype และ genotype โดยจำแนกตาม 

โปรตีนในส่วนของ outer capsid เนื่องจากโปรตีนในส่วนนี้มีคุณสมบัติเป็น neutralization antigens 

การจำแนก serotype ของไวรัสชนิดนี้จึงจำแนกตามโปรตีนในส่วนของ outer capsid ซึงประกอบด้วย 

VP7 (G-type antigen) ซึงเป็น glycoprotein และ VP4 (P-type antigen) ซึงเป็น spike protein และ 

มีคุณสมบัติไวต่อเอ็นไซม์ protease การจำแนกชนิดของไวรัสโรตานั่น ใช้หลัก binary system คือ 

ควบคู่กันไปทัง VP7 และ VP4 เนืองจาก serotype และ genotype ของ G-type antigen ตามปกติมี 

ลักษณะที่ตรงกันจึงใช้สัญลักษณ์แสดง serotype เพียงอย่างเดียว เช่น G1, G2, G3 แตกต่างจาก P- 

type antigen ที genotype มีความหลากหลายมากกว่า serotype จึงใช้สัญลักษณ์แสดง genotype
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ซึ่งมีเครองหมาย [-] เป็นหลัก เช่น P[4], P[6], P[8] (25)ซึ่งในปัจจุบัน จีโนไทป็ของไวรัสโรตาสามารถ 

จำแนกตามลำดับเบสบน outer capsid VP7 และ VP4 genes ได้เป็น 27 G-genotypes และ 35 P- 

genotypes ตามลำดับ ส่วนในการบ่งบอกซือทัง complete genome บันคือ ทัง 11 ยีน: VP7-VP4- 

VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 genes ได้อาดัยดัวอักษรที่แทนคุณสมบัติ 

ของยีนใf นๆ เป็นชื่อเรยกของจีโนไทป็เหมือนกับยีน VP4 และ VP7: GX - P[x]-1X - Rx-Cx-Mx-Ax-N X -  

Tx-Ex-Hx โดย X คือ จีโนไทป็ทีจำแนกได้ ซึงในปัจจุบันทาง Rotavirus Classification Working 

Group (RCWG) ได้จำแนกจีโนไทป็ทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยจะอาลัยค่า Percentage 

identity cut-off ซึ่งเชื่อไวรัสโรตาที่อยู่ในจีโนไทป็เดียวกันจะต้องมีลำดับกรดอะมิโนเหมือนกันอย่าง 

น้อยตามเปอร์เซนต์ identity cut-off ที่กำหนดในตาราง (9, 35, 36)

ตารางท่ี 1 ค่า Percentage identity cut-off ที่กำหนดจีโนไทป็ของทั้ง 11 ยีน

Gene product Cutt-off value (%) Genotype (ท)3 Description of gene product
VP7 80 G (27) Glycolylated

VP4 80 P (35) Protease sensitive

VP6 85 1(16) Intermediate capsid Shell

VP1 83 R(9) RNA-dependent RNA polymerase

VP2 84 C(9) Core shell protein

VP3 81 M (8) Methyltransferase

NSP1 79 A (16) Interferon antagonist

NSP2 85 N (9) NTPase

NSP3 85 T (12) Translation enhancer

NSP4 85 E (14) Enterotoxin

NSP5/6 91 H (11) Phosphoprotein

a จำนวนจีโนไทปน์ที่จำแนกได้ในปัจจุบัน

ในการคืกษาระบาดวิทยาของเซือไวรัสโรตา group A ในระยะแรกๆ ในช่วงปีประมาณปี ค.ศ. 

1980 บัน การแยกสายพันธุ้ไวรัสโรตาใช้ polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) เพื่อคืกษา 

pattern การเคลื่อนตัวของ RNA genome ท้ัง 11 ท่อนของไวรัสโรตา ซึ่งเรยกลักษณะการเคลื่อนตัว
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ของ RNA genome นี้ว่า “electropherotype" โดยแยกเป็น (26, 27, 37)

1) short pattern ลักษณะที่ไวรัสของคนเคลื่อนตัวของ RNA segment 11 ช้ากว่าปกติ ทำให้ 

เคลื่อนตัวอยู่ระหว่าง segments ท่ี 9 และ 10 ซึ่งลักษณะการเคลื่อนตัวแบบนี๋จะพบในไวรัสโรตาของ 

คนที่เป็น SG I

2) long pattern เป็นลักษณะที่ไวรัสของคนมีการเคลื่อนตัวของ RNA segment ท่ี 10 และ 11 

ได้เร็วกว่าปกติ ซึ่ง'จะพบ'ใน'โวรัสโรตาของคนเกือบทํ่งหมดที่เป็น SG II และ

3) super-short pattern ลักษณะการเคลื่อนตัวของ RNA segment ท่ี 11 ช้ามากๆ และช้า 

กว่า strain ที่เป็น short pattern ซึ่งพบได้ในไวรัสโรตาของคน, วัว, หมู และกระต่าย ซึ่งมักจะเกิดจาก 

การที่มี rearrangement ของ gene segment ท่ี 11 แล้วทำให้มีขนาดใหญ่ขึนจึงทำให้การเคลื่อนตัว 

ช้าเป็นพิเศษ และไวรัสโรตาเหล่านี้มักเป็น strain ที่เป็น SG I

จากการศึกษา pattern การเคลือนตัวของ RNA genome พบว่า ไวรัสโรตา group A เกือบ 

ทังหมดจะมีลักษณะของ electropherotype, subgroup และ genotype แบ่งได้เป็น 3 กลุ่มพันธุกรรม 

ใหญ่ๆ และเรยกชื่อตาม prototype ของกลุ่มนั้นๆ คือ ลายพันธุ Wa, DS-1 และ AU-1 ซึ่งจะพบว่า 

“กลุ่มพันธุกรรม DS-1 like” จะมีลักษณะเป็น short electropherotype, SG I และมี genotype G2 

ซึ่งจะเข้าคู่วับ P[4] เป็นสายพันธุ G2P[4] มีการจำแนกจีโนไทป็นั้ง 11 ยีนเป็น G2-P[4]-I2-R2-C2- 

M2-A2-N2-T2-E2-H2 ส่วน “กลุ่มพันธุกรรม Wa-like" จะมีลักษณะเป็น long electropherotype, SG II 

และมี genotypes เป็น G1, G3, และ G4 ซ่ึงจะเข้าคู่วับ P[8] เป็นสายพันธุ G1P[8], G3P[8] และ 

G4P[8] และมีการจำแนกจีโนไทป็ของยีนที่เหลือเป็น I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 และ “กลุ่ม 

พันธุกรรม AU-า" มี G-genotype เป็น G3 ซึ่งจะเข้าคู่วับ P[9] มีล ักษณะเป็น super-short 

electropherotype, SG I มีการจำแนกจีโนไทป็ของยีนเป็น G3-P[9]-I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 

ไวรัสสายพันธุ AU-1 นี้จะพบได้น้อยกว่าสองสายพันธุดังกล่าว เนื่องจาก AU-1 จะมีลักษณะเหมือน 

ไวรัลโรตาของแมว เชื่อว่าเป็นไวรัสของแมวที่ติดต่อมาล่คน (26, 38-40)
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เมื่อมีการติดเชื้อไวรัลโรตา เชื้อจะเข้าไปเจริญเพิ่มจำนวนภายในเซลล์ enterocytes ซึ่งจะอยู่ 

ที่ปลายยอดของ villi ของผนังลำไล้ การเพิ่มจำนวนของไวรัสในเซลล์จะทำให้เชลล์ enterocytes ถูก 

ทำลาย มีผลให้การย่อยอาหารและการดูดซึมสารอาหารของเซลล์enterocytes มีความบกพร่อง หริอ 

สูญเสียไป จ ึงทำให้เก ิดอาการอ ุจจาระร่วงข ึ้น เมื่อ enterocytes ถ ูกทำลายมากๆ ร ่างกายก็จะ 

ตอบลนองโดยมีการเคลื่อนตัวของ crypt cells จากบริเวณฐานของ villi ของผนังลำไล้เล็กขึ้นมาที่ 

ปลายยอดของ villi เพื่อทดแทนเชลล์ enterocytes ที่ถูกทำลาย แต่เนื่องจาก crypt cells เป็นเซลล์ที่ 

ทำหน้าที่หลั่งพวก electrolytes และนํ้า และย ังเปล ี่ยนแปลงต ัวเอง (differentiate) ไปเป็น

enterocytes ได้ไม่เต็มที่ เนื่องจากร่างกายต้องการตอบสนองอย่างรวดเร็ว ทำให้เปลี่ยนแปลงตัวเอง 

ไม่ทันจึงทำหน้าที่ในการดูดซึมได้ไม่ดี ซึ่งจะต่างจากการทดแทนเซลล์ enterocyte โดย crypt cells ใน 

สภาวะปกติซึ่งจะต้องใช้เวลาในการเปลี่ยนแปลง ในระหว่างที่มีอาการอุจจาระร่วงจะพบว่า villi ของ 

ผนังลำไล้เล ็กจะมีการฝ่อ และหด ส้ันลงและเซลล์ท ี่ปลายยอดของ villi จะพบเซลล์อ ่อนที่ย ัง

เจริญเติบโตไม่เต็มที่ อย่างไรก็ตามการหดสั้นลงของ villi สามารถมีการฟืนตัวและงอกกลับมาใหม่ได้ 

( 22)

Tight junction-É  I  (2) V
พไญ^พT

Lamina propria

รูปท่ี 6 กลไกทางพยาธิกำเนิดของเช้ือไวรัลโรตา (22)
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วงชีวิตการเพิ่มจำนวนของไวรัสโรตา

วงชีวิตการเพิมจำนวนของเชื้อใวรัสโรตา เรมจากการที่อนุภาคไวรัลโรตาที่เป็น triple-layered 

particle จับกับ receptor ที่จำเพาะสำหรับไวรัสโรตาบนผิวเชลล์ หลังจากนั้นอนุภาคไวรัสโรตาจะ 

เข้าสู่ภายในเซลล์ (penetration) การเข้าสู่เชลล์นี้อาจจะเข้าโดยวิธีการ endocytosis หากเข้าโดยวิธีนี้ 

อนุภาคไวรัสก็จะอยู่ภายใน endosome หรอ lysosome ห่รือไวรัสโรตาอาจจะเข้าเซลล์โดยแทรกตัว 

ผ่านผนังเซลล์โดยตรง (direct penetration) ก็ได้ หลังจากนั้นก็จะเข้าสู่ขันตอนของ uncoating โดยท่ี 

capsid proteins ชื้นนอกสุดซึ่งประกอบด้วย VP4 และ VP7 จะถูกกำจัดออกจากอนุภาคไวรัล ทำให้ 

ได้ subviral particle ชี'ยกว่า double-layered particle (DLP) ซึงการกำจัด VP4 และ VP7 ออกจา! I 

อนุภาคนีจะส่งลัญญาณไปกระตุ้นให้ transcriptase enzyme complex เรมทำงาน จึงเกิดการ 

transcription ของ RNA genome แต่ละ segment ซ ึงม ีท ังหมด11 segments แล้วปล่อย mRNA 

ออกมาใน cytoplasm ของเซลล์ ลักษณะของ mRNA ของไวรัสโรตาคือ ที่ปลาย 5’ จะถูก capped 

(7MG) โดย ทาethylase activity ของ VP3 ส่วนที่ปลาย 3’ จะไม่มี poly A แต่จะมี consensus 

sequence ทีจะถูก recognized โดยโปรตีน NSP3 โดยที NSP3 ใช้ N-terminus จับกับ consensus 

sequence ที่ปลาย 3’ ของ mRNA ส่วน C-terminus ของ NSP3 ลามารถจับกับ elF4G ซึ่งเป็น factor 

ที่จำเป็นลำหรับการ translation จึงช่วยทำให้เกิดการ translation ของ mRNA ของไวรัสโรตาได้เป็น 

อย่างดี mRNA นี้เป็น RNA สายบวก (positive stranded RNA) ที่เป็น full-length ตามขนาดของ 

RNA genome แต่ละ segment โดย mRNA นี้จะทำหน้าที่ 2 อย่าง อย่างที่หนึ่งคือ กำหนดการสร้าง 

โปรตีนของไวรัสโรตา เมือถูก translated ก็จะได้ structural proteins และพวก non-structural 

proteins ของไวรัล โปรตีนของไวรัลเกือบนั้งหมดถูกสร้างบน free ribosomes ยกเว้น VP7 และ 

NSP4 ที่สร้างบน ribosome ที่เกาะอยู่ก ับ ER หน้าที่อีกประการหนึ่งของ กาRNAคือ หน้าที่เป็น 

template ในการสร้าง RNA ลายลบ ทำให้ได้เป็น dsRNA ที่จะเป็น RNA genome ของไวรัลโรต เ 

ต่อไป พวก non-structural proteins ของไวรัสโรตา ซ่ึงได้แก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP5 และ NSP6 

ที่สร้างขืนมา จะมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการรวมตัวกันเป็น DLP ที่บรเวณ viroplasm ของเซลล์ที่ติดเชื้อ 

ส่วน NSP4 จะเกี่ยวข้องกับการ assembly ของไวรัส โดยทำหน้าที่เป็น receptor บน membrane ของ 

ER ท่ี DLP จะมาเกาะ สำหรับ structural proteins VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 และ VP7 เมื่อสร้าง
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แล้วจะไปประกอบอยู่บนอนุภาคไวรัส โดย VP1-VP6 จะสร้างบน free ribosome ส่วน VP7 และ 

NSP4 จะสร้างบน ribosome ที่เกาะอยู่กับ ER เมื่อสร้างแล้ว VP7 และ NSP4 จะถูกเก็บไว้ใน lumen 

ของ ER โดย VP7 จะไป associate กับ membrane ของ ER ด้านใน lumen เป็น intergral 

membrane protein ส่วน NSP4 จะแทรกตัวก ับผนัง ER เป็น transmembrane protein สำหรับ VP4 

เมื่อสร้างเสร็จแล้วจะถูกส่งไปที่ผิวด้านนอกของ ER และไป associate กับ NSP4 ส่วน DLP ท่ีมีการ 

รวมกันของ RNA genome และโปรตีนของไวรัลเกิดฃึนท่ี viroplasm แล้วต่อมาจะมาเกาะกับ NSP4 

บน membrane ของ ER และดันตัวผ่านผนัง ER บท'วณที่มี VP4 associate อยู่กับ NSP4 และเมื่อมี 

การ budding ของ DLP เข้าไปใน lumen ของ ER ก็จะทำให้ DLP ได้รับ membrane ของ ER มาเป็น 

envelope ชัวคราวของ DLP และจะมีการ form ตัวเป็น mature virion โดยจะมี VP4 ที associate อยู่ 

กับ NSP4 ติดมากับ membrane ของ ER ด้วย และเข้าไปอยู่ด้านในของ envelope ชั่วคราวนี้สำหรับ 

VP7 ซ่ึงมีอยูใ่น lumen ของ ER อยู่แล้วโดยอาจจะจับอยู่กับปลาย NSP4 ที่ยื่นเข้ามาใน lumen ทำให้ 

ติดอยู่กับ NSP4 ในขณะที่มีการ budding ของ DLP จึงทำให้ VP7 associate อยู่กับ DLP ภายใน 

envelope ช่ัวคราวนี้น หรอ VP7 อาจจะอยู่ในรูปของ VP7 ท่ี associate กับผนังด้านในของ ER เป็น 

intergral membrane protein ซึงถูกนำเข้ามาใน envelope ซัวคราวนันในขณะท่ี DLP budding ผ่าน 

ผนัง ER น้ีทำให้ VP4 และ VP7 มี interaction ต่อกัน และมี interaction กับ VP6 ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีหุ้ม 

DLP อยู่ จึงทำให้ VP7 และ VP4 จัดเรยงตัวเป็นเปลือกนอกสุดที่หุ้ม DLP ไว้ภายใน จึงเกิดเป็นอนุภาค 

ไวรัลทีลมบูรณ์ (mature virion) ทีเร็ยกว่า triple-layered particle (TLP) ส่วน envelope ช่ัวคราวท่ี 

ได้มาจาก membrane ของ ER นั้นจะถูกกำจัดไป และ TLP น้ีจะออกจากเซลล’โดยการทำให้เซลล์แตก 

(lysis) ทำให้ได้ไวรัสลูกหลานออกมาจากเชลล์ที่ติดเชือนั้น แล้วเข้าไปเพิ่มจำนวนในเชลล์อื่นที่อฟู่ 

ข้างเคียงต่อไป ก็จะเป็นการเรมวงจรช ีว ิตการเพ่ิมจำนวนรอบใหม่อีก (28, 32)
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การตดต่อ

โรคอุจจาระร่วงที่มีลาเหตุจากไวรัลโรตา ติดต่อกันได้โดยการกิน (fecal-oral route) โดยเช้ือ 

อาจจะปนเปีอนอยู่ในนา อาหาร หรือเคร่ืองใช้ต่างๆ ตลอดจนของเล่นของเด็ก และหากมีการสัมผัสเชื้อ 

ที่มือก็มีโอกาสท่ีจะรับเชื้อเข้าทางปากได้ เน่ืองจากการติดและแพร่กระจายเช้ือไวรัสโรตาเป็นไปได้ง่าย 

และรวดเร็วคล้ายการติดเช้ือไวรัสทางระบบหายใจ การตรวจพบเช้ือไวรัลโรตา ในช่องคอและจมูก ทำ 

ให้เป็นที่สงสัยว่าเช้ือนี้สามารถติดต่อทางระบบทางเดินหายใจได้ โดยเฉพาะเมื่อคนต้องอยู่รวมกันในที่ 

จำกัด เช่นระหว่างฤดูหนาวในประเทศเขตอบอุ่น ซ่ึงพบว่าเป็นฤดูท่ีไวรัลโรตา ระบาดเป็นประจำทุกปี

ลักษณะอาการทางคลินิก

โรคอุจจาระร่วงจากการติดเช้ือ rotavirus มีระยะฟักตัวประมาณ 24-48 ช่ัวโมง ในผู้ใหญ่มักมี 

ระยะฟักตัวนานกว่าคือ ประมาณ 2-4 วัน หลังจากติดเชื้อ การติดเช้ือ rotavirus อาจไม่ทำให้ปวย 

บางคนอาจมีอาการเพียงเล็กน้อย เด็กเล็กที่ขาดภูมิต้านทานจากมารดา เมื่อติดเชื้อครั้งแรกอาจมี 

อาการรุนแรง

ลักษณะอาการของโรคคล้ายกับอาการอุจจาระร่วงด้วยลาเหตุอื่นๆ อาการที่พบบ่อย คือ มีไข้
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ประมาณ 37.9 °c มีอาเจียนเนื่องจากลำไค้เคลื่อนไหวน้อยลง ผู้ป่วยบางรายอาจอาเจียนอยู่ 2-3 วัน 

อาการอุจจาระร่วงเกิดต่อจากอาการอาเจียน แ ล ะ เป็นอยู่นานป ร ะ ม า ณ  2-5 วัน ลักษณะอุจจาระเป็น 

นา ระยะนี้ผู้ป่วยจะขับเซือไวรัสโรตา ออกมากับอุจจาระเป็นจำนวนมาก เป็นร ะ ย ะ แ พ ร ่เช้ือ ผู้ป่วย 

ผู้ใหญ่มักมีอาการอาเจียนมากกว่าอุจจาระร่วง อาการอุจจาระร่วงถ้ารุนแรงและอาเจียนมากจะทำให 

ผู้ป่วยสูญเสียนี้าในร่างกาย (dehydration) เกิดภาวะเสียสมดุลย์ของ electrolytes เกิดสภาวะเป็น 

กรดของร่างกาย (acidosis) เป็นเหตุให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ถ้าไม่ได้รับการรักษาโดยทันท่วงที ผู้ป่วยอายุ 

ต่ํากว่า 30 เดือน มีอัตราเลี่ยงต่อการตายสูงกว่าเด็กโต เด็กมักเสียชีวิตในวันที่ 1-3 หลังจากแสดง 

อาการ การเสียชีวิตอาจเกิดจากการสำลักอาเจียนหรออาการชัก

ความรุนแรงของโรคและระยะเวลาป่วยที่แตกต่างกันในผู้ป่วยแต่ละคนนั้น ขืนกับหลายปัจจัย 

เช่น ภูมิต้านทานที่เด็กแรกเกิดได้รับจากแม่ หรอภูมิด้านทานภายหลังการติดเชื้อครั้งก่อน ทำให้การ 

ติดเชื้อแสดงอาการเล็กน้อยหิรอไม่มีอาการ ดังน้ัน เด็กอายุตํ่ากว่า 6 เดือน และเด็กอายุมากกว่า 2 

ขวบ รวมทั้งผู้ใหญ่จึงมีอัตราการป่วยตํ่ากว่าเด็กในวัย 6-24 เดือน

การรักษา

ลำหรับการรักษาโรคทางเดินอาหารอักเสบจากไวรัสโรตา ยังไม่มียาต้านไวรัสใดที่รักษาได้ 

อย่างจำเพาะเจาะจง แพทย์จะรักษาตามอาการที่ผู้ป่วยเป็น เช่น อาการขาดนำและเกลือแร่ แพทย์จะ 

พิจารณาให้ดื่มนาเกลือแร่ทดแทน หากมีอาการขาดนี้เอย่างรุนแรง แพทย์จะรับเข้ารักษาใน 

โรงพยาบาลเพื่อให้สารละลายนำเกลือทางหลอดเลือดดำ ส่วนอาการอื่นๆ จะพิจารณารักษาตาม 

อาการด้วยยา เช่น ยาลดไข้ และยาแก้อาเจียน เป็นต้น

ปัจจุบันมีวัคซีนไวรัสโรตาหลายชนิดท่ีอยู่ระหว่างการพัฒนา และมีเพียง 2 ชนิดเท่าน้ันท่ีได้รับ 

การขืนทะเบียนให้ใช้ได้อย่างแพร่หลายท่ัวโลก คือ Monovalent Human rotavirus vaccine ชนิด 

P1A[8]G1 ในชือการค้า RotaRix® และ Multivalent Human-bovine rotavirus reassortants 

vaccine เป็นวัคซีนท่ีมีไวรัสท่ีเข้าชุดใหม่ (reassortant virus) 5 ชนิด ซ่ึงมีโปรตีนท่ีช้ืนนอก (G1, G2, 

G3, และ G4) ได้จากไวรัสโรตาของมนุษย์ และ p protein ชนิด (P7[5]) จากไวรัสโรตาของวัว ในช่ือ 

การค้า RotaTeq
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การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏินิตการ

โรคอุจจาระร่วงจากการติดเช้ือโรตาไวรัล มีอาการทางคลินิกที่คล้ายกันกับโรคอุจจาระร่วงจาก 

เช้ือไวรัส และแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนๆ จึงไม่สามารถวินิจฉัยโรคจากอาการทางคลินิกเพียงอย่างเดียว

ได้ ดังน้ัน จึงต้องมีวิธีการตรวจอื่นๆร่วมด้วย ได้แก่

1. การตรวจตัวอย่างตรวจโดยตรง

ตัวอย่างตรวจคืออุจจาระซึ่งควรเก็บในระยะ 1-4 วันแรกที่ผู้ป่วยแสดงอาการ นำตัวอย่างมา 

ตรวจหาอนุภาคไวรัล หรอแอนติเจน ห่รอจึโนมของไวรัส

การตรวจหาอนุภาคใวรัส โดยดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน จะเห็นอนุภาคไวรัสมี 

ลักษณะคล้ายล้อเกวียนขนาด70นาโนเมตร แตกต่างจาก enteric viruses ชนิดอื่นๆอย่างชัดเจน 

วิธีนี้มีข้อเสียที่ต้องใช้เครองมือราคาแพง และไม่เหมาะในการตรวจตัวอย่างจำนวนมากๆ อาจ 

ดัดแปลงให้ม ีความไวและความจำเพาะเพ ิ่มข ืนโดยใช้แอนติบอดีจำเพาะทำให้ไวรัสเก ิดการ 

agglutinate เสียก่อน เพื่อจะได้ตรวจหาไวรัสได้ง่ายขืนเรียกว่าเทคนิค Immune Electron 

Microscopy (IEM)

การตรวจหาแอนติเจน นิยมทำด้วย ELISA, Latex agglutination, reverse passive

hemagglutination (RPHA) เป็นต้น

การตรวจหาจีโนม ทำได้ด้วยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE), reverse 

transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR) สามารถใช้ในการจำแนกสายพันธุของเชื้อ 

ไวรัสได้ ส่วนวิธี dot blot hybridization ยังเป็นวิธีท่ีแพงและทำได้ยากกว่า

2. การตรวจหาแอนติบอดีในซีรัม โดยเจาะเลือด2 ครั้งห ่างกัน2-4 ลัปดาห์ โดยตรวจหา 

แอนติบอดีที่'จำเพาะต่อเชื้อ1ไวรัสชนิด slgA ในสารคัดหลั่ง และในอุจจาระ ด้วยวิธี ELISA และ 

complement fixation test การตรวจหาแอนติบอดีนิยมทำกันในงานคืกษาระบาดวิทยามากกว่าเพื่อ 

การวินิจฉัยโรค เพราะจะได้ผลการตรวจช้าไม่ทันใช้ประโยชน์ในแง่ของการดูแลรักษาผู้ป่วย

3. การแยกเช้ือไวรัส เชือ Rotavirus ของคนเจไ'ญเพ่ิมจำนวนในเซลล์เพาะเลียงได้ไม่ดีนัก 

จึงไม่นิยมใช้วิธีนีในการเพาะเลียงแยกเชื้อจากลิงส่งตรวจ เซลล์เพาะเลียงท่ีใช้กันคือ Monkey kidney 

cell line (MA 104) หรอ Human colon carcinoma cell line (CaCO-2) เซลล์ติดเซือไม่แสดง 

Cytopathic effect (CPE) ท่ีชัดเจน จากน้ันนำเซลล์ที่ติดเชื้อมาตรวจหาแอนติเจนจำเพาะด้วยวิธอิีมมูน 

เรืองแสง การที่สามารถแยกเชือไวรัลได้จึงทำให้ลามารถศึกษาคุณสมป่ติของ Rotavirus ได้ง่ายขืน
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