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Abstract
Group A rotavirus (RVA) is the major pathogen causing acute gastroenteritis, and new 

strain of RVA could be generated by reassortment between rotavirus genes among RVA strains. 

Vaccination could not be effective to prevent the disease if mutant RVA carries mutational point(s) 

at binding site(s) of vaccine. The aim of this study was to determine the serotype relationships 

of RVA from patients and mammals by nucleotide sequences analysis using Sanger sequencing. 

A total of 350 stool samples were collected from Nakhon Pathom, Ratchaburi, and Udon Thani, 

during September 2022 and May 2023. We found that 83 samples showed positive results  

by reverse transcription PCR and 56 samples (67.47%, from 83 detectable samples) could be 

classified as the VP7 (G-serotype) and VP4 (P-serotype) of RVA. Results of phylogenetic analysis 

showed that G3 was major VP7 (41.07%), followed by G9 (33.93%). The major VP4 was P[8] 

(51.79%), followed by P[13] (33.93%). The predominant RVA was G3P[8], followed by G8P[8]. 
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Interestingly, we found that the VP7 gene of G9 were closely related to porcine-like human RVA. 

The VP7 gene of G5 and G1 human RVA were also closely related to those of porcine RVA. 

The VP7 gene of G6 genotype from cattle was closely related to porcine and/or porcine-like 

human RVA. Analysis of neutralization epitopes using amino acid sequences revealed that the 

G10P[11] strain in cattle and the G5P[8] strain in patients carried the amino acid change at 33 and 

10 positions, respectively. The polar amino acid changes were 19 and 6 positions, respectively, 

in comparison to vaccine strains. These RVA isolates might be generated by reassortment  

between human and animal RVAs. These variations in antigenic sites might lead to escape from 

the RVA neutralizing-antibody in rotavirus vaccines. Therefore, continuous monitoring of RVA 

serotypes and RVA reassortment is necessary to provide relevant data for assessing the impact 

on the protectiveness of currently available vaccines.
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ความสััมพัันธ์์ทางซีีโรทััยป์์ของไวรััสโรทาที่่�ก่่อโรคอุุจจาระร่่วง
ในผู้้�ป่่วยและสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม

ธีีร์์วศิิษฐ์์ แพทย์์สมาน1*, ผกาพรรณ สิิงห์์ชััย1, สรรทิิพย์์ กองจร1, 
ทิิพย์์สุุดา ลืือชาคำำ�1, กรััณย์์ สุุทธิิวราคม1, นภา อ่่อนวิิมล1, วัันดีี เที่่�ยงธรรม2, 

บุุญนิิภา สงคราม3, วลััยลัักษณ์์ แก้้ววงษา4, นพมาศ วุุฒา5, รติิกร กััณฑะพงศ์์1,
รััตนา ตาเจริิญเมืือง1 และ อาชวิินทร์์ โรจนวิิวััฒน์์6

1สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข จัังหวััดนนทบุุรีี
2ภาควิิชาเวชศาสตร์์คลิินิิกสััตว์์ใหญ่่และสััตว์์ป่่า คณะสััตวแพทยศาสตร์์ 
มหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์ วิิทยาเขตกำำ�แพงแสน จัังหวััดนครปฐม

3ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 8 อุุดรธานีี กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข จัังหวััดอุุดรธานีี
4คณะเทคโนโลยีี มหาวิิทยาลััยราชภััฏอุุดรธานีี จัังหวััดอุุดรธานีี

5กลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์ โรงพยาบาลหนองหาน จัังหวััดอุุดรธานีี
6สำำ�นัักเครื่่�องสำำ�อางและวััตถุุอัันตราย กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข จัังหวััดนนทบุุรีี

บทคััดย่่อ
ไวรัสัโรทากลุ่่�ม เอ เป็น็สาเหตุหลักัของโรคอุุจจาระร่่วงเฉีียบพลันั นอกจากนี้้�ไวรัสัยังสามารถเกิิด

การแลกเปลี่่�ยนและจัดัเรียีงตัวัของชุุดยีนีทำำ�ให้้เกิิดไวรัสัโรทาสายพัันธุ์์�ใหม่ ่ซึ่่�งวัคัซีนีที่่�ใช้้อาจไม่ส่ามารถ

ป้อ้งกันัโรคที่่�เกิิดจากไวรัสัโรทาสายพันัธุ์์�ใหม่่ได้้หากมีกีารกลายพันัธุ์์�ที่่�ตำำ�แหน่ง่จดจำำ�ของวัคัซีนี คณะผู้้�วิจิัยั 

จึึงได้้ศึึกษาซีีโรทัยป์์ของสายพัันธุ์์� ไวรััสโรทาที่่�พบในผู้้�ป่่วยและสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมด้้วยวิิธีี Sanger 

sequencing เพื่่�อคาดการณ์ประสิิทธิิภาพของวััคซีีนต่่อการป้องกัันโรคจากไวรััสโรทา โดยเก็็บตััวอย่่าง

อุจุจาระผู้้�ป่ว่ยและสัตัว์เ์ลี้้�ยงลููกด้้วยนม ระหว่า่งเดืือนกันัยายน พ.ศ. 2565 ถึึง เดืือนพฤษภาคม พ.ศ. 2566 

ในจัังหวััดนครปฐม ราชบุุรีี และอุุดรธานีี รวมจำำ�นวน 350 ตััวอย่่าง ตรวจหาไวรััสโรทากลุ่่�ม เอ ด้้วยวิิธีี 

reverse transcription PCR พบผลบวกจำำ�นวน 83 ตััวอย่่าง เมื่่�อนำำ�มาวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับเบสของยีีน VP7 

(G serotype) และ VP4 (P serotype) พบว่่า 56 ตััวอย่่าง ให้้ผลบวกกัับไวรััสโรทากลุ่่�ม เอ คิิดเป็็น 

ร้้อยละ 67.47 เมื่่�อวิิเคราะห์์ phylogenetic tree ของ VP7 พบ G3 มากที่่�สุดุ (ร้้อยละ 41.07) รองลงมาคืือ 

G9 (ร้้อยละ 33.93) ส่่วน VP4 พบ P[8] มากที่่�สุุด (ร้้อยละ 51.79) รองลงมาคืือ P[13] (ร้้อยละ 33.93) 

สามารถจำำ�แนกเป็็นสายพัันธุ์์� G3P[8] มากที่่�สุุด รองลงมาคืือ G8P[8] จากการวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับเบสพบว่่า 



วารสารเทคนิิคการแพทย์์ ปีีที่่� 53 ฉบัับที่่� 3 ธัันวาคม 2568 นิิพนธ์์ต้้นฉบัับ

G9 ซึ่่�งพบมากในหมูู มีีความใกล้้เคีียงกัับสายพัันธุ์์�ที่่�พบในคน ส่่วน G5 และ G1 ที่่�พบในคน มีีความ

ใกล้้เคียีงกับัสายพันัธุ์์�ที่่�พบในหมูู และ G6 ซึ่่�งพบในวััว มีคีวามใกล้้เคีียงกับัของคนและหมูู เมื่่�อวิเิคราะห์์ 

ลำำ�ดับักรดอะมิิโนที่่�บริเิวณ neutralization epitopes พบว่า่สายพัันธุ์์� G10P[11] ที่่�พบในวััว และสายพัันธุ์์� 

G5P[8] ที่่�พบในผู้้�ป่่วย มีีความแตกต่่างกััน 33 และ 10 ตำำ�แหน่่ง ตามลำำ�ดัับ โดยความแตกต่่างเป็็น 

การเปลี่่�ยนแปลงหมู่่�ของกรดอะมิโินที่่�มีปีระจุหุรืือขั้้�วที่่�เปรียีบเทียีบกับัสายพันัธุ์์�วัคัซีีนพบจำำ�นวน 15 และ 

6 ตำำ�แหน่่ง ตามลำำ�ดัับ การเปลี่่�ยนแปลงนี้้�อาจส่่งผลให้้ไวรััสสามารถหลบเลี่่�ยงแอนติิบอดีีที่่�ป้้องกััน 

การติิดเชื้้�อของไวรััสโรทาจากวััคซีีน ดัังนั้้�นควรมีีการเฝ้้าระวัังการกลายพัันธุ์์�และการผสมแลกเปลี่่�ยน

ยีีนข้้ามสายพัันธุ์์�ระหว่างไวรััสโรทาในคนกัับสััตว์์ เพื่่�อช่่วยสนับสนุนการวางแผนวััคซีีนป้้องกัันโรคอย่่าง

มีีประสิิทธิิภาพและเหมาะสมได้้

คำำ�สำำ�คััญ: ไวรััสโรทา  โรคอุุจจาระร่่วง  สััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม  โรคติิดต่่อจากสััตว์์สู่่�คน  ซีีโรทััยป์์



ความสััมพัันธ์์ทางซีีโรทััยป์์ของไวรััสโรทาที่่�ก่่อโรคอุุจจาระร่่วงในผู้้�ป่่วยและสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม 9647

บทนำำ�
ไวรัสัโรทาเป็็นสาเหตุหุลักัของโรคอุุจจาระร่ว่ง 

มีีการประมาณไว้้ว่่าในทุุก ๆ ปีีจะมีีผู้้�ป่่วยอุุจจาระร่่วง

จากเช้ื้�อไวรัสัโรทาเสีียชีีวิติจำำ�นวน 215,000 คน ทั่่�วโลก 

ส่่วนใหญ่่เป็็นเด็็กที่่�อายุุน้้อยกว่่า 5 ปีี นอกจากก่่อโรค 

ในคนแล้้วไวรััสโรทายัังสามารถก่่อโรคอุุจจาระร่่วง

ในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมและสััตว์์ปีีก โดยเฉพาะสััตว์์

เศรษฐกิิจ เช่่น วััว หมูู และม้้า สััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม 

บางชนิิดเป็็น reservoirs ของไวรััสโรทาที่่�ก่่อโรค

ในคน(1-3) โครงสร้้างโปรตีีนของไวรััสโรทาประกอบด้้วย 

แคปซิิด 2 ชั้้�น (outer และ inner capsid) แคปซิิด 

ชั้้�นนอก ประกอบด้้วยโปรตีีน 2 ชนิิด คืือ VP4 และ 

VP7 แคปซิดิชั้้�นใน ประกอบด้ว้ย VP6 ส่ว่น inner core 

เป็็น VP1, VP2 และ VP3(4-5) ปััจจุุบัันไวรััสโรทา 

แบ่่งได้้เป็็น 7 กลุ่่�ม คืือ A-G สามารถจำำ�แนกซีีโรทััยป์์

ของไวรัสัโรทาตาม VP4 และ VP7 โดยอาศัยัโปรตีนีส่ว่น

ที่่�มีี neutralization antigen คืือ VP4 เป็็น protease 

sensitive protein หรืือเรีียกว่่า P protein ซีีโรทััยป์์

ที่่�ได้้จากยีีนส่่วนนี้้�เรีียกว่่า P serotype มีีประมาณ 28  

ซีีโรทััยป์์ โดยมีี P[4] และ P[8] เป็็นซีีโรทััยป์์

หลัักในการก่อโรค นอกจากนั้้�นส่่วนของ VP7 เป็็น

ไกลโคโปรตีีน หรืือเรีียกว่่า G protein ซีีโรทััยป์์

ที่่�ได้้จากยีีนส่่วนนี้้�เรีียกว่่า G serotype ปััจจุุบัันนี้้� 

พบ G serotype มีีประมาณ 14 ซีีโรทัยป์์ โดย 

ซีีโรทััยป์์ที่่�มัักพบเป็็นสาเหตุุของโรคทั่่�วไป คืือ G1-G4 

และ G9(6) แม้้ว่่าไวรััสโรทาจะมีีวััคซีีนที่่�ใช้้ป้้องกัันถึึง 

2 ชนิิด แต่่เมื่่�อนํํา G และ P ซีีโรทัยป์์มารวมกััน 

จะได้้เชื้้�อประมาณ 80 สายพัันธุ์์� ด้้วยคุุณสมบััติิของ

ไวรัสัโรทาจึึงทำำ�ให้เ้กิดิการผสมข้า้มกันัในแต่ล่ะซีีโรทัยัป์์ 

(reassortment) เกิิดเป็น็สายพันัธุ์์�ใหม่่ได้ง้่า่ย(7) โดยปกติิ 

ไวรัสัโรทาที่่�ก่อ่โรคในคนส่ว่นใหญ่เ่ป็น็สายพันัธุ์์� G1P[8],  

G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] และ G12P[6] 

ในหมููจะเป็็นสายพัันธุ์์� G2, G3, G4, G5, G9, G11, 

P[6], P[7], P[13], P[19] และ P[23] ส่่วนที่่�พบใน

วัวัจะเป็็นสายพันัธุ์์� G6, G8, G10, P[1], P[5], P[11], 

P[15] และ P[21](2) แต่่ปััจจุุบัันพบไวรััสสายพัันธุ์์�ใหม่่ 

ที่่�เกิิดจากการผสมข้้ามสายพัันธุ์์�กัันระหว่่างไวรััสโรทา

ในคนและในสััตว์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม โดยเฉพาะ วััว หมูู  

และม้้า (human-bovine, human-porcine and 

human-equine rotaviruses) ที่่�พบในอััตราที่่�สููงกว่่า

สััตว์์ชนิิดอื่่�น(8) ซึ่่�งหลายประเทศได้้รายงานการพบไวรััส

โรทาสายพัันธุ์์�ผสมระหว่่างคนกัับสััตว์ เช่่น สายพัันธุ์์� 

G3P[9], G4P[6], G6P[10], G9P[19], G9P[23], 

G10P[6] และ G10P[14](9-14) ปััจจุุบัันมีีวััคซีีนที่่�ได้้ 

รับัการรับัรองจากองค์ก์ารอนามัยัโลก คืือ Rotarix ชนิดิ 

monovalent human rotavirus vaccine เตรีียมจาก 

human rotavirus ประกอบด้้วยสายพัันธุ์์� G1P[8](15) 

และ RotaTeq ชนิิด pentavalent human-bovine 

reassortant rotavirus vaccine เตรีียมจาก bovine 

rotavirus ประกอบด้้วย G6P[8] มา reassorted 

กัับ human rotavirus ที่่�ประกอบด้้วย G1, G2, G3, 

G4 และ P[8](15) ถึึงแม้้ว่่าจะมีีวััคซีีนในการป้้องกััน

โรคแล้้วก็็ตาม แต่่ไวรััสที่่�มีีการผสมแลกเปลี่่�ยนข้้าม 

สายพันัธุ์์�ระหว่า่งไวรัสัโรทาในคนกับัสัตัว์ ์ทำำ�ให้้วัคัซีนีที่่�ใช้้

ในปััจจุุบัันอาจไม่่สามารถป้้องกัันเชื้้�อสายพัันธุ์์�ใหม่่และ

อาจก่่อความรุุนแรงของโรคได้้ การศึึกษาความสััมพัันธ์์ 

ทางซีีโรทัยป์์ของไวรััสโรทาที่่�ก่่อโรคอุุจจาระร่่วงในคน

และในสััตว์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมด้้วยวิิธีี conventional 

reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR) โดยวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์บริิเวณ 

VP7 และ VP4 ซึ่่�งเป็็น neutralization genes และ

วิิเคราะห์์ phylogenetic tree หาความสััมพัันธ์์ในการ

ผสมแลกเปลี่่�ยนข้า้มสายพันัธุ์์�ระหว่า่งไวรัสัโรทาในคน

กับัสััตว์ ทำำ�ให้ท้ราบการเปลี่่�ยนแปลงของเช้ื้�อไวรัสัโรทา 

ก่อ่โรคอุุจจาระร่่วง เพื่่�อหาความสััมพัันธ์์ทางซีีโรทัยป์ข์อง 

โปรตีีนระหว่่างสายพัันธุ์์�ไวรััสโรทาที่่�พบตามฤดููกาลและ
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สายพัันธุ์์�วัคซีีน จากการวิเคราะห์์กรดอะมิิโนที่่�เป็็น  

neutralization epitopes ของ VP7 ที่่� เป็็น 

ไกลโคโปรตีีน (G protein) ซ่ึ่�งมีี 3 บริิเวณ (7-1a, 

7-1b และ 7-2) และ VP4 ที่่�เป็็น protease sensitive 

protein (P protein) ซึ่่�งมีี 4 บริิเวณ (8-1, 8-2, 8-3 

และ 8-4)(16) ของสายพัันธุ์์�ไวรัสัโรทาที่่�ศึึกษาเปรียบเทียีบ 

กัับสายพัันธุ์์�วัคซีีน ข้้อมููลสามารถช่วยสนัับสนุุน 

การพิิจารณาเลืือกใช้้ยารัักษาโรคหรืือวััคซีีนเพื่่�อป้้องกััน

การเกิดิโรคอย่า่งเหมาะสมและจำำ�เพาะ นำำ�ไปสู่่�การรักัษา

โรคหรืือพัฒนาวััคซีีนให้้มีีประสิิทธิิภาพและลดอััตรา 

การเจ็บ็ป่ว่ยจากโรคอุจุจาระร่ว่งในคนและสัตัว์เ์ศรษฐกิจิ

ในอนาคต 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. เกณฑ์์การคััดเลืือกตััวอย่่างเข้้าร่่วมโครงการ 

(Inclusion criteria)

ผู้้�ป่่วยโรคอุุจจาระร่่วงจำำ�นวน 150 ตััวอย่่าง 

ไม่่จำำ�กััดเพศ ทั้้�งกลุ่่�มที่่�เคยได้้รัับและไม่่เคยได้้รัับ

วัคัซีนีโรทา ที่่�เข้า้รับัการรักัษาที่่� โรงพยาบาลหนองหาน 

จังัหวััดอุดุรธานีี ที่่�มีอีาการอุจจาระร่่วงมากกว่่า 2 ครั้้�ง

ต่่อวัน อายุุตั้้�งแต่่แรกเกิิดจนถึึงอายุุไม่่เกิิน 10 ปีี 

แม้้ว่่าเด็็กอายุุน้้อยกว่่า 5 ปีี จะเป็็นกลุ่่�มเสี่่�ยงของ 

โรคอุจุจาระร่่วงจากไวรัสัโรทา แต่่เนื่่�องจากรายงานการ

เฝ้้าระวัังโรคอุุจจาระร่่วงจากไวรัสัโรทาของประเทศไทย 

ในช่่วง 5 ปีีที่่�ผ่่านมาพบไวรััสโรทาในผู้้�ป่่วยที่่�เป็็น 

เด็็กโตช่่วงอายุุ > 5-10 ปีีเพิ่่�มมากขึ้้�นถึึงร้้อยละ 43 

ของกลุ่่�มผู้้�ป่่วยช่่วงอายุุดัังกล่่าว 

วััว หมูู และม้้า ที่่�ป่่วยเป็็นโรคอุุจจาระร่่วง 

โดยเป็น็ตัวัอย่า่งวัวั 100 ตัวัอย่า่ง หมูู 70 ตัวัอย่า่ง และ

ม้้า 30 ตััวอย่่าง ไม่่จำำ�กััดเพศ ในฟาร์์มวััว ฟาร์์มหมูู 

และฟาร์์มม้้า ในเขตจัังหวััดนครปฐม อุุดรธานีี และ

ราชบุุรีี ซึ่่�งเป็็นจัังหวััดที่่�มีีอััตราการป่่วยด้้วยโรคอุุจจาระ

ร่่วงสููง มีีอาการอุุจจาระร่่วงมากกว่่า 2 ครั้้�งต่่อวััน  

อายุุตั้้�งแต่่แรกเกิิดจนถึึงอายุุไม่่เกิิน 3 ปีี ซึ่่�งวััว หมูู 

และม้้า อายุุช่่วงไม่่เกิิน 3 ปีีนี้้�เป็็นกลุ่่�มเสี่่�ยงสููงต่่อ 

โรคอุุจจาระร่่วงจากไวรััสโรทา

โครงการวิิจััยนี้้� ได้้รัับการรัับรองจริิยธรรม 

การวิิจััยในมนุุษย์์ จากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััย

ในคน กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ วัันที่่�ให้้การรัับรอง 
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2. การเตรีียมตััวอย่่าง

เก็็บตััวอย่่างอุุจจาระผู้้�ป่่วย วััว หมูู และม้้า 

ระหว่่างเดืือนกัันยายน พ.ศ. 2565 ถึึงเดืือนพฤษภาคม 

พ.ศ. 2566 จำำ�นวน 350 ตััวอย่่าง นำำ�ตััวอย่่างอุุจจาระ

หนัักประมาณ 0.1 กรััม ผสมกัับ PBS (+) ปริิมาตร 

500 มิิลลิิลิิตร ใส่่ลงในหลอด ผสมตััวอย่่างให้้เข้้ากััน

โดยใช้้เครื่่�องเขย่่านานประมาณ 2 นาทีี จากนั้้�นปั่่�นแยก

ด้้วยเครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยงชนิิดควบคุุมอุุณหภููมิิที่่�ความเร็็ว 

10,000 รอบต่่อนาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียสนาน 

10 นาทีี เก็็บส่่วนใสชั้้�นบน (supernatant) มาสกััด 

RNA ใช้้ชุดุสกััดน้ำำ��ยาสำำ�เร็็จรููป QIAGEN (QIAamp® 

Viral RNA Mini Kit, Germany)

3. การตรวจหาสารพัันธุุกรรมไวรััสโรทา โดยวิิธีี 

Conventional RT-PCR

ขั้้�น 1st consensus primer pre-mix ทำำ�การ

เตรีียม consensus primer pre-mix ประกอบด้้วย 

Primer T31F : 5’ GGCTTTAAAAGAGAG 

AATTTCCGTCTG 3’ (ตำำ�แหน่่งนิิวคลีี โอไทด์์ 

ที่่� 1-28) และ Primer T32R : 5’ GGTCAC 

ATCATACAATTCTAATCTAAG  3 ’  

(ตำำ�แหน่่งนิิวคลีีโอไทด์์ที่่� 1,039-1,062) สำำ�หรัับยีีน 

VP7 (G-serotype)(17) ส่่วน Primer VP4F : 5’ 

TGGCTTCGTTCATTTATAGACA (ตำำ�แหน่่ง 

นิิวคลีี โอไทด์์ที่่� 11-32) และ Primer VP4R : 
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5’ CTAAATGCTTTTGAATCATCCCA  

(ตำำ�แหน่่งนิิวคลีีโอไทด์์ที่่� 1,072-1,094) สำำ�หรัับยีีน 

VP4 (P-serotype)(18) เตรียมปฏิิกิิริิยาของแต่่ละยีีน

โดยใช้้ primer ความเข้้มข้้น 10 ไมโครโมลาร์์ ปริิมาตร  

1 ไมโครลิตร จากนั้้�นเติิม DMSO ปริมิาตร 2 ไมโครลิตร  

และ DEPC-DW ปริิมาตร 4.5 ไมโครลิิตร ผสมกัับ 

RNA (100 นาโนกรััม) ปริิมาตร 2 ไมโครลิิตร นำำ�เข้้า

เครื่่�อง PCR ใช้้อุุณหภููมิิ 97 องศาเซลเซีียส 5 นาทีี 

แล้้วทำำ�ให้้เย็็นลงทัันทีี 

ขั้้�น 2nd RT-PCR ทำำ�การเตรียม PCR master 

mix ประกอบด้ว้ย 2X KOD PCR buffer (TOYOBO, 

Japan) ปริมิาตร 20 ไมโครลิตร 2.0 มิลิลิิโมลาร์์ dNTPs 

(TOYOBO, Japan) 5 ไมโครลิิตร 0.1 M DTT 

(TOYOBO, Japan) ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร  

Rnase inhibitor (Thermo Fisher, USA) ปริิมาตร 

0.3 ไมโครลิตร Rever Tra Ace RT (TOYOBO 

Japan) ปริิมาตร 0.3 ไมโครลิิตร KOD FX Neo 

(TOYOBO, Japan) ปริิมาตร 0.5 ไมโครลิิตร และ 

DEPC-DW ปริิมาตร 14.2 ไมโครลิิตร จากนั้้�นปิิเปต 

master mix ปริิมาตร 40.5 ไมโครลิิตร ใส่่ลงในหลอด

ในขั้้�น 1st consensus primer pre-mix ผสมให้้เข้้า

กัันนำำ�เข้้าเครื่่�อง PCR ใช้้อุุณหภููมิิ 42 องศาเซลเซีียส  

30 นาทีี จำำ�นวน 1 รอบ อุุณหภููมิิ 94 องศาเซลเซีียส 

5 นาทีี จำำ�นวน 1 รอบ 94 องศาเซลเซีียส 30 วิินาทีี 

45 องศาเซลเซีียส 30 วิินาทีี และ 72 องศาเซลเซีียส 

1 นาทีี จำำ�นวน 30 รอบ 72 องศาเซลเซีียส 5 นาทีี 

หลัังจากปฏิิกิิริิยา RT-PCR เสร็็จสิ้้�น  

ชิ้้�นส่่วนดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากปฏิิกิิริิยาจะถููกนำำ�ไปตรวจสอบ

ขนาดดีีเอ็็นเอ ยีีน VP7 และ VP4 โดยใช้้วิิธีีแยกด้้วย

กระแสไฟฟ้้าบนอะกาโรสเจล (Vivantis, Malaysia) 

บัันทึึกข้้อมููลจากการถ่ายภาพเปรียบเทีียบกัับขนาด

ดีีเอ็็นเอมาตรฐาน 100 bp plus ladder (Thermo 

Fisher, USA)

4. การหาลำำ�ดับนิิวคลีโีอไทด์ข์องไวรัสัโรทา โดยวิธิีี 

Direct PCR sequencing

เตรีียม PCR product ให้้บริิสุุทธิ์์� โดย 

ชุุดน้ำำ��ยาสำำ�เร็็จรููป QIAquick PCR purification kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) ตามวิธิีกีารของชุดุน้ำำ��ยา 

ตรวจสอบความบริสิุทุธิ์์�ของดีเีอ็น็เอ ปริมิาตร 1 ไมโครลิติร 

โดยวิิธีีแยกด้้วยกระแสไฟฟ้้าบนอะกาโรสเจล จากนั้้�น 

เตรีียมตััวอย่่างเพื่่�อวิิเคราะห์์หาลำำ�ดัับเบส โดยนำำ� PCR 

product บริสิุทุธิ์์� ปริมิาตร 3 ไมโครลิติร ผสมกับั reaction mix 

ทั้้�งหมด 7  ไมโครลิติรต่อ่ตัวัอย่า่ง ประกอบด้ว้ย Big DyeTM 

Terminator v3.1 Cycle Reaction Mix (Thermo 

Fisher, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5X Sequencing 

Buffer ปริิมาตร 2 ไมโครลิิตร forward primer และ  

reverse primer ปริมิาตร 1 ไมโครลิติร และ DEPC-DW 

ปริิมาตร 3 ไมโครลิิตร ผสมให้้เข้้ากัันนำำ�เข้้าเครื่่�อง 

PCR ใช้้อุุณหภููมิิ 96 องศาเซลเซีียส 10 วิินาทีี  

50 องศาเซลเซีียส 5 วิินาทีี และ 60 องศาเซลเซีียส  

4 นาที ีจำำ�นวน 25 รอบ หลังัจากนั้้�นเตรียีมตัวัอย่า่งเพื่่�อ

วิิเคราะห์์หาลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย BigDye 

XTerminator™ (Thermo Fisher, USA) โดยปิิเปต

ตััวอย่่างทั้้�งหมด 10 ไมโครลิตร เติิมในหลอดทดลอง

ขนาด 1.5 มิิลลิิลิิตร เติิม SAM™ Solution ปริิมาตร 

45 ไมโครลิิตร และ BigDye XTerminator™ 

Solution ปริิมาตร 10 ไมโครลิิตร ผสมให้้เข้้ากัันด้้วย 

Vortex mixer ทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้องนาน 30 นาทีี 

จากนั้้�นปั่่�นแยกโดยใช้้เครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงความเร็็วสููง  

ที่่�ความเร็็วรอบ 14,000 รอบต่่อนาทีี นาน 5 นาทีี  

ปิิเปตส่่วนใสมาวิิเคราะห์์หาลำำ�ดัับนิิวคลีี โอไทด์์ด้้วย

เครื่่�องวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับสารพัันธุุกรรมอััตโนมััติิ (Genetic 

analyzer 3500XL, Applied BioSystem; USA)
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5. การวิเคราะห์์ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (Sequence 

analysis)

นำำ�ผลที่่�ได้้จากการหาลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ 

ไวรััสโรทา โดยวิิธีี Direct PCR sequencing  

มาวิิเคราะห์์ข้้อมููลลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (sequence data) 

หลัังจากทำำ�การตรวจสอบความถููกต้อ้งและตัดัลำำ�ดับัเบส

ที่่�ไม่่ชััดเจนหรืือมีีสััญญาณรบกวนออก เปรีียบเทีียบ

ความเหมืือนกัับลำำ�ดัับเบสในฐานข้้อมููล GenBank 

database (National Center for Biotechnology 

Informat ion (NCBI) , Bethesda, USA)  

(www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใช้้โปรแกรม BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) จััดเรีียงวิิเคราะห์์ และ

ตรวจสอบความถููกต้้องของลำำ�ดัับเบสโดยใช้้โปรแกรม 

MEGA11 จากนั้้�นนำำ�ไปวิเคราะห์์หาสายพัันธุ์์�ไวรัสัโรทา 

ด้้วยฐานข้้อมููล Rota A Genotype Determination 

หลัังจากนั้้�นสร้้างแผนภููมิความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม 

(phylogenetic tree) หาความสััมพัันธ์์และเส้้นทาง 

การติิดต่่อเชื้้�อจากสััตว์์สู่่�คน (zoonosis pathogens) 

จากโปรแกรม MEGA11 โดยการวิเคราะห์์หาค่่าทาง

สถิิติิ (bootstrap) จำำ�นวน 1,000 รอบ โดยที่่�ค่่าทาง

สถิิติิที่่�ได้้จะถููกนำำ�มาแสดงเพื่่�อเพิ่่�มระดัับความเชื่่�อมั่่�น

ของแผนภููมิิ (phylogram) 

6. การวิเิคราะห์เ์อพิโิทปแอนติเิจนของ G protein 

และ P protein

ศึึกษาความสััมพัันธ์์ทางซีี โรทัยป์์ของ G 

protein (VP7) และ P protein (VP4) ซ่ึ่�งเป็็น 

neutralization epitopes โดยนำำ�ผลการวิิเคราะห์์ 

Sanger sequencing แปลรหัสให้้เป็็นกรดอะมิิโน

ด้้วยโปรแกรม Geneious จากนั้้�นทำำ� alignment 

ด้้วยโปรแกรม MAFFT เพื่่�อหาความสััมพัันธ์์ของ

โปรตีีนระหว่่างสายพัันธุ์์�ไวรััสโรทาที่่�ศึึกษาและสายพัันธุ์์�

วััคซีีน จากนั้้�นวิิเคราะห์์องค์์ประกอบกรดอะมิิโนที่่�เป็็น 

neutralization epitopes ของ VP7 (G-serotype) 

ซึ่่�งมีี 3 บริิเวณ (7-1a, 7-1b และ 7-2) และ VP4 

(P-serotype) ซึ่่�งมีี 4 บริิเวณ (8-1, 8-2, 8-3 และ 

8-4) เพื่่�อวิิเคราะห์์การเปลี่่�ยนแปลงกรดอะมิิโนใน 

ตำำ�แหน่่งเอพิโทป ที่่�ส่่งผลให้้โครงของโปรตีนีเปลี่่�ยนแปลง

รููปร่าง ทำำ�ให้้ไวรััสสามารถหลบเลี่่�ยงแอนติิบอดีทีี่่�ป้้องกััน

การติดิเชื้้�อ (neutralizing-antibody)                                                       

ผลการศึึกษา
1. การตรวจหาไวรััสโรทาโดยวิิธีี Conventional  

RT-PCR 

ผลการตรวจตัวัอย่า่งอุจุจาระที่่�เก็็บจากคน วัวั  

หมูู และม้้าที่่�ป่ว่ยเป็น็โรคอุุจจาระร่่วง จำำ�นวน 350 ตัวัอย่า่ง 

จากจัังหวััดนครปฐม ราชบุรุี ีและอุุดรธานีี พบไวรัสัโรทา 

กลุ่่�ม เอ จำำ�นวน 83 ตัวัอย่า่ง คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 23.71 จาก 

จำำ�นวนตัวัอย่า่งตรวจทั้้�งหมด พบไวรัสัโรทาในคน วัวั และ 

หมูู คิดิเป็็นร้้อยละ 25.33, 26.00, และ 27.14 ตามลำำ�ดับั 

แต่่ไม่่พบในตััวอย่่างม้้า (ร้้อยละ 0) นอกจากนั้้�นไม่่พบ 

ไวรัสัโรทากลุ่่�ม บี ีและ ซี ีตามลำำ�ดับั (Table 1) โดยที่่� 

ขนาดดีีเอ็็นเอของยีีน VP4 และ VP7 มีีขนาด 1,094 

8 คู่่�เบส (base pair) และ 1,062 คู่่�เบส ตามลำำ�ดัับ 

(Fig. 1)
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Fig. 1	 PCR products of VP4 and VP7 rotavirus. Lanes: M, 100 bp plus ladder marker; Lanes: 1, VP4  

	 rotavirus at 1,094 base pair (bp); Lanes: 2, VP7 rotavirus at 1,062 bp; Lanes: 3, Negative control  

	 of VP4; Lanes: 4, Negative control of VP7.

Table 1 Detection of rotavirus by using conventional RT-PCR method. 

Source of
sample

No. of 
sample

Negative of 
rotavirus

Positive of rotavirus group

Rotavirus group A Rotavirus group B Rotavirus group C

Human 150 112 38 (25.33%) 0 0

Cow 100 74 26 (26.0%) 0 0

Pig 70 51 19 (27.14%) 0 0

Horse 30 30 0 (0%) 0 0

Total 350 267 83 (23.71%) 0 0

2. การตรวจวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับเบสไวรััสโรทาโดยวิิธีี 

Sanger sequencing

เมื่่� อนำำ� ไวรััส โรทาที่่�พบผลบวกจำำ�นวน 

83 ตััวอย่าง ด้้วยวิิธีี conventional RT-PCR  

มาตรวจวิเคราะห์์ลำำ�ดัับเบสของยีีนส่่วน VP7 และ 

VP4 ด้ว้ยวิธีิี Sanger sequencing สามารถวิเิคราะห์์ 

ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ทั้้�งสองยีีนของไวรััสโรทาจำำ�นวน  

56 ตัวัอย่าง อีีก 27 ตััวอย่่าง ไม่่สามารถวิิเคราะห์์ได้้

เนื่่�องจากมีีปริิมาณเชื้้�อน้้อยมาก เมื่่�อวััดความเข้้มข้้น 

RNA พบว่่า ได้้น้้อยกว่่า 0.05 นาโนกรััม โดย 

ตััวอย่่างทั้้�ง 56 ตััวอย่่าง สามารถจำำ�แนกเป็็น 

G-serotype โดยพบ G3 สููงสุุด (ร้้อยละ 41.07) 

รองลงมาคืือ G9 (ร้้อยละ 33.93) และพบ G6,  

G10, G8, G1 และ G5 ตามลำำ�ดับั ส่ว่น P-serotype 

พบ P[8] สููงสุุด (ร้้อยละ 51.79) รองลงมาคืือ  

P[13] (ร้้อยละ 33.93) และ P[11] (ร้้อยละ 14.29) 

ตััวอย่่างที่่�พบในผู้้�ป่่วยจำำ�นวน 29 ตััวอย่่าง จำำ�แนก

เป็็นสายพัันธุ์์� G3P[8] G8P[8] G1P[8] และ  
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G5P[8] ตามลำำ�ดับั ตัวัอย่า่งในหมููจำำ�นวน 19 ตัวัอย่า่ง 

จำำ�แนกเป็็นสายพัันธุ์์� G9P[13] และตััวอย่่างที่่� 

พบในวััวจำำ�นวน 8 ตััวอย่่าง จำำ�แนกเป็็นสายพัันธุ์์� 

G6P[11] และ G10P[11] ตามลำำ�ดัับ ดัังแสดงใน 

Table 2

3. การวิิเคราะห์์ Phylogenetic tree ยีีน VP7 (G- 

serotype) และ VP4 (P-serotype) ของไวรััสโรทา

ผลการวิเิคราะห์์หาไวรััสโรทาจาก phylogenetic 

tree ของ VP7 สามารถจัดักลุ่่�มได้้ทั้้�งหมด 7 ชนิดิ พบว่า่ 

G9 ซึ่่�งเป็็น Porcine cluster จััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับ

ของคนที่่�เป็็นยีีนมาตรฐานสำำ�หรัับอ้้างอิิง (Human 

B3458 BEL G9P[8]) ในส่่วน G1, G3 และ G5 

ซึ่่�งเป็็น Human cluster พบว่่าจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียว

กับัของหมููที่่�เป็น็ยีนีมาตรฐานสำำ�หรับัอ้า้งอิงิ (Porcine 

OSU USA G5P[7] และ P21-5 SVN G1P[27]) 

นอกจากนั้้�นส่่วน G6 ซึ่่�งเป็็น Bovine cluster  

พบว่่าจััดอยู่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับของคนและหมููที่่�เป็็นยีีน

มาตรฐานสำำ�หรับัอ้า้งอิงิ (Human B1711 BEL G6P[6] 

และ Porcine HP140 IND G6P[13]) (Fig. 2) 

ข้อ้มููลดังักล่า่วแสดงให้เ้ห็น็ถึึงหลักัฐานที่่�ช่ว่ยสนับัสนุนุ

ว่่าอาจมีีไวรััสสายพัันธุ์์�ตั้้�งต้้นเดีียวกัันระหว่่างคนและ

สัตัว์เ์กิดิเป็น็สายพันัธุ์์�ผสมระหว่่าง host ต่า่งสปีชีีสี์ก์ันั 

ส่่วน VP4 สามารถจัดักลุ่่�มได้้ทั้้�งหมด 3 ชนิดิ พบ P[8] สููงสุดุ 

รองลงมาคืือ P[13] และ P[11] พบว่่าทั้้�ง 3 ชนิิด 

ให้้ผลตรงกัับ cluster ที่่�เกิิดขึ้้�น คืือ P[8] ซึ่่�งเป็็น 

Human cluster จััดอยู่่� ในกลุ่่�มเดีียวกัับของคน  

ส่่วน P[13] ซึ่่�งเป็็น Porcine cluster จััดอยู่่�ในกลุ่่�ม

เดียีวกับัของหมูู และ P[11] ซ่ึ่�งเป็็น Bovine cluster 

พบว่่าจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับของวััว (Fig. 3)

Table 2 Result of VP7 and VP4 by using Sanger sequencing. 

Source of
sample

G-serotype
(VP7)

P-serotype (VP4)
G/P types Total

P[8] P[11] P[13]

Human

G1 2 0 0 G1P[8] 2

G3 23 0 0 G3P[8] 23

G5 1 0 0 G5P[8] 1

G8 3 0 0 G8P[8] 3

Cow
G6 0 5 0 G6P[11] 5

G10 0 3 0 G10P[11] 3

Pig G9 0 0 19 G9P[13] 19

Total 29 8 19 56
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Fig. 2 Phylogenetic analysis of VP7 gene segment of G-serotype rotavirus strains. 
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Fig. 3 Phylogenetic analysis of VP4 gene segment of P-serotype rotavirus strains.
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4. การวิเิคราะห์เ์อพิโิทปแอนติเิจนของ G protein 

และ P protein

การวิิเคราะห์์ไวรััสโรทาสายพัันธุ์์� G10P[11] 

ในวัวั และสายพันัธุ์์� G5P[8] ในผู้้�ป่ว่ย พบความแตกต่า่ง 

ของกรดอะมิิโนมากที่่�สุุด โดย G-serotype มีีความ

แตกต่่างของ G10 ที่่�พบในตััวอย่างวััวเมื่่�อเทีียบกัับ

สายพัันธุ์์�วัคซีีน Rotarix (G1P[8]) และ RotaTeq  

(G1, G2, G3, G4, G6P[8]) ซึ่่�งมีีความเหมืือนของ 

กรดอะมิิโนร้้อยละ 75.00, 74.38, 70.00, 77.19, 

69.30 และ 76.88 ตามลำำ�ดับั ส่ว่น P-genotype ที่่�เป็น็ 

P[11] มีีความเหมืือนของกรดอะมิิโนร้้อยละ 57.27 

และ 57.01 ตามลำำ�ดัับ รองลงมาพบความแตกต่่างของ 

G5 และ P[8] ที่่�พบในตััวอย่่างผู้้�ป่่วย แต่่เมื่่�อวิิเคราะห์์ 

กรดอะมิิโนที่่�เป็น็ neutralization epitopes แสดงให้้เห็น็

ว่่าสายพัันธุ์์� G10P[11] ที่่�พบในวััวซึ่่�งมีีความแตกต่่าง 

ของกรดอะมิิโนมากที่่�สุุดถึึง 33 ตำำ�แหน่่ง โดยความ

แตกต่่างเป็็นการเปลี่่�ยนแปลงหมู่่�ของกรดอะมิิโนที่่�มีี

ประจุหุรืือขั้้�วที่่�แตกต่า่งจากสายพันัธุ์์�วัคัซีนี 19 ตำำ�แหน่ง่  

ในส่ว่นของ G-serotype ประกอบด้ว้ยบริเิวณ epitope 

7-1a ได้้แก่่ K/E99T บริิเวณ epitope 7-1b ได้้แก่่ 

N/D211G, D(N/S/A)213F และ T(S/D/A) 242R 

บริิเวณ epitope 7-2 ได้้แก่่ D/A145N (Table 3) 

ส่่วน P-serotype คืือ บริิเวณ epitope 8-1 ได้้แก่่ 

D100T, E150S, S188V, L193N, N/D195V 

และ I196P บริิเวณ epitope 8-2 ได้้แก่่ T180A 

และ A183Q บริิเวณ epitope 8-3 ได้้แก่่ N113A, 

V115T, D116N, S/R131D และ D133S บริิเวณ 

epitope 8-4 ได้้แก่่ N89D (Table 4) รองลงมา

พบสายพัันธุ์์� G5P[8] ในผู้้�ป่่วยมีีความแตกต่่างของ 

กรดอะมิิโน 10 ตำำ�แหน่่ง เป็็นการเปลี่่�ยนแปลงหมู่่�

ของกรดอะมิิโนที่่�มีีประจุุหรืือขั้้�วจากสายพัันธุ์์�วััคซีีน 

6 ตำำ�แหน่่ง ในส่่วน G-serotype ประกอบด้้วยบริิเวณ 

epitope 7-1a ได้้แก่่ E97K, K99T และ D100E 

(Table 3) ส่่วน P-serotype คืือ บริิเวณ epitope 

8-1 ได้้แก่่ S146G และ N195G บริิเวณ epitope 

8-3 ได้้แก่่ N113D (Table 4) ส่่วนสายพัันธุ์์� 

G9P[13] ในหมูู พบว่่าในส่่วน G-serotype ไม่่พบ

การเปลี่่�ยนแปลงหมู่่�ของกรดอะมิิโนที่่�มีปีระจุหุรืือขั้้�วจาก 

สายพันัธุ์์�วัคัซีนี แต่ก่ลับัพบว่า่ในส่ว่น P-serotype มีกีาร 

เปลี่่�ยนแปลงหมู่่�ของกรดอะมิิโนที่่�มีีประจุุหรืือขั้้�วจาก 

สายพัันธุ์์�วััคซีีน 14 ตำำ�แหน่่งประกอบด้้วยบริิเวณ 

epitope 8-1 ได้้แก่่ S146R, S188E, T190G, 

N192E, L193T และ I196Y บริิเวณ epitope 8-2 

ได้้แก่่ T180D และ A183N บริิเวณ epitope 8-3 

ได้้แก่่ V115E, D116T, S/R131E และ D133V 

บริิเวณ epitope 8-4 ได้้แก่่ T88D และ N89E 

(Table 4) ซึ่่�งการเปลี่่�ยนแปลงกรดอะมิิโนในตำำ�แหน่่ง 

เอพิโทปเหล่่านี้้�อาจส่งผลให้้ไวรััสสามารถหลบเลี่่�ยง

แอนติิบอดีีที่่�ป้้องกัันการติิดเชื้้�อของไวรััสโรทาที่่�เกิิด

จากวััคซีีน
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วิิจารณ์์
จากการตรวจหาสารพันัธุกุรรมของเชื้้�อไวรัสัโรทา

จากตัวัอย่างอุจุจาระที่่�เก็บ็จากคน วัวั หมูู และม้้าที่่�ป่่วย 

เป็็นโรคอุุจจาระร่่วง จำำ�นวน 350 ตััวอย่่าง พบผลบวก

จำำ�นวน 83 ตัวัอย่า่ง ด้ว้ยวิิธีี conventional RT-PCR 

แต่่เมื่่�อนำำ�มาตรวจวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับเบสของทั้้�งยีีนส่่วน 

VP7 และ VP4 ด้้วยวิิธีี Sanger sequencing พบ 

ผลบวกต่อ่ยีนทั้้�งสองของไวรัสัโรทาจำำ�นวน 56 ตัวัอย่า่ง 

เท่า่นั้้�น การพบ false negative จากปฏิกิิริิยิา RT-PCR 

อาจเป็็นผลมาจากการสกััด RNA ออกมาจากอุุจจาระ 

โดยบางตััวอย่างอาจสกััดได้้ความเข้้มข้้นของ RNA น้อ้ย 

เมื่่�อวัดความเข้้มข้้น RNA พบว่่าได้้น้้อยกว่่า 0.05 

นาโนกรััม ทำำ�ให้้การขยายเพิ่่�มจำำ�นวนสารพัันธุุกรรม

ด้้วยวิิธีี RT-PCR มีีระดัับต่ำำ��เกิินกว่่าความไวของสีีที่่�ใช้้

ย้อ้ม DNA (ethidium bromide) เมื่่�อตรวจสอบด้้วยวิิธีี 

agarose gel electrophoresis และเมื่่�อศึึกษาคุณุสมบััติิ

ของสีทีี่่�ใช้ย้้อ้มพบว่า่มีขี้อ้จำำ�กัดในการตรวจ DNA อยู่่�ที่่� 

0.5-5.0 นาโนกรััม (Thermo Fisher, USA)           

การวิิเคราะห์์หา G-serotype พบ G3 สููงสุุด 

รองลงมาคืือ G9 และพบ G6, G10, G8 และ G5 ส่ว่น 

P-serotype พบเป็็น P[8] สููงสุุด รองลงมาคืือ P[13]  

และ P[11] พบว่่า G9 ซ่ึ่�งเป็็น Porcine cluster  

มีีความใกล้้เคีียงกัับของคน ในส่่วน G1, G3 และ G5 

ซึ่่�งเป็น็ Human cluster พบว่่ามีคีวามใกล้เ้คียีงกับัของ

หมูู นอกจากนั้้�น G6 ซึ่่�งเป็็น Bovine cluster พบว่่า

มีีความใกล้้เคีียงกัับของคนและหมูู ส่่วน P-serotype 

พบว่่าจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับยีีนมาตรฐานสำำ�หรัับอ้้างอิิง 

ซึ่่�งให้้ผลตรงกัับ cluster ที่่�เกิิดข้ึ้�น ข้้อมููลดังกล่่าว

แสดงให้้เห็็นถึึงหลัักฐานที่่�ช่่วยสนัับสนุุนว่่าอาจเกิิด

การแพร่่ระบาดของไวรััสโรทาระหว่่างคนและสััตว์์ 

เกิิดเป็็นสายพัันธุ์์�ผสมระหว่่าง host ต่่างสปีีชีีส์์กััน  

ลัักษณะการกลายพัันธุ์์�ที่่�อาจเป็็นสายพัันธุ์์�ลููกผสม หรืือ 

สายพัันธุ์์�ที่่�ไม่่พบโดยปกติิทั่่�วไป (unusual strains) คืือ 

G5P[8] ซ่ึ่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�ไม่่ค่่อยพบในประเทศไทย

และ G8P[8](19-21) 

จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้�ได้้พบจีีโนทััยป์์ G8  

ซึ่่�งไม่่ใช่ส่ายพันัธุ์์�ที่่�ระบาดตามปกติิในทุกุประเทศทั่่�วโลก 

(uncommon stain) มีีการศึึกษาพบ G8 ครั้้�งแรก 

ที่่�ประเทศอิินโดนีีเซีีย ในปีี พ.ศ. 2528(22) และต่่อมา

พบการระบาดในหลายๆ ประเทศ โดยมีอีัตัราการระบาด

ในระดัับต่ำำ��และพบไม่่บ่่อย แต่่ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�พบ 

ไวรััสโรทา G8 ร้อ้ยละ 5.36 ต่า่งจากการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้� 

ที่่�ได้้มีีการติิดเชื้้�อไวรััสโรทาในเด็็กที่่�เข้้ารัับการรัักษาใน 

โรงพยาบาลบำำ�ราศนราดููรในช่ว่งปี ีพ.ศ. 2556-2557 ซึ่่�ง

แสดงให้้เห็็นว่่ามีีการแพร่่ระบาดของสายพัันธุ์์� G8P[8] 

สููงถึึงร้้อยละ 21.92(21) นอกจากนั้้�นยัังพบว่่าจีีโนทััยป์์ 

G8 มัักได้้มาจากสายพัันธุ์์�ที่่�ติิดเช้ื้�อในวััวและสััตว์ 

พาหะอื่่�นๆ(20) ซึ่่�งเป็น็สิ่่�งที่่�น่า่สนใจมาก เพราะถ้้ามีีอัตัรา

การระบาดที่่�เพิ่่�มสููงขึ้้�นหมายถึึงประสิิทธิิภาพของวััคซีีน 

ที่่�มีีอยู่่� ในปััจจุุบัันก็็จะต่ำำ��ลง เนื่่�องจากวััคซีีนที่่�มีีใช้้อยู่่� 

ในปััจจุุบัันทั้้�ง Rotarix® และ RotaTeq™ อาจจะไม่่มีี

ประสิิทธิิภาพในการป้้องกัันจีีโนทััยป์์ G8

จากสถานการณ์์ที่่�เกิิดขึ้้�นทั่่�วโลกจะพบการ

แพร่่ระบาดของไวรััสโรทา G9 ในผู้้�ป่่วยเด็็ก ซึ่่�งใน

ประเทศไทยก็็มีรีายงานในอดีตว่า G9 ถููกแยกได้ค้รั้้�งแรก

ในปีี พ.ศ. 2532 จากผู้้�ป่่วยเด็็กในจัังหวััดเชีียงใหม่่(23) 

นอกจากนั้้�นยัังมีีอััตราพบ ร้้อยละ 16.2 ในตััวอย่่าง

ที่่�เก็็บได้้ในจัังหวััดเชีียงใหม่่ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2539-  

2540 และเพิ่่�มขึ้้�นในช่่วงปีี พ.ศ. 2543-2544  

มากถึึงร้อ้ยละ 91.6 (23) จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้�ได้้พบ G9 

ในหมูู มากถึึงร้อ้ยละ 33.93 ทำำ�ให้้ทราบว่า่จีีโนทััยป์ ์G9 

มีีความใกล้้ชิิดกัับคน  

ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� ได้้จำำ�แนกเป็็นสายพัันธุ์์� 

G3P[8] G8P[8] G1P[8] G5P[8] G9P[13] 

G6P[11] และ G10P[11] ตามลำำ�ดับั ซ่ึ่�งวััคซีนีสามารถ

ใช้้ครอบคลุุมได้้เฉพาะ G1P[8] เท่่านั้้�น แต่่อาจจะ 



ความสััมพัันธ์์ทางซีีโรทััยป์์ของไวรััสโรทาที่่�ก่่อโรคอุุจจาระร่่วงในผู้้�ป่่วยและสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม 9659

ไม่่ครอบคลุุมทุุกส่่วนของ G และ P serotype ได้้แก่่ 

G3P[8] G8P[8] G5P[8] G9P[13] G6P[11] และ 

G10P[11] อย่างไรก็ต็าม Rotarix ที่่�เป็็น monovalent 

G1P[8] human attenuated vaccine ที่่�มีปีระสิิทธิิภาพ

ในการป้องกันัครอบคลุมุ genotype G1P[8] ได้เ้ท่่านั้้�น 

จากรายงานการทดลองพบว่่ามีีประสิิทธิิภาพกัับซีีโรทัยัป์์ 

G1 ร้อ้ยละ 92 และมีปีระสิทิธิิภาพกับัซีีโรทัยป์ ์G3, G4 

หรืือ G9 ร้้อยละ 88 และมีีประสิิทธิิภาพในการป้้องกััน

โรคของซีีโรทััยป์์ G2 ร้้อยละ 41(6) ส่่วน RotaTeq™ 

ที่่�เป็็น pentavalent human bovine reassorted 

vaccine ที่่�ประกอบด้้วยสายพัันธุ์์� G1P[4], G2P[4], 

G3P[4], G4P[4] และ G6P[8] ซึ่่�งได้้รัับอนุุญาตให้้

ใช้้ได้้ในหลายประเทศ(24) จากรายงานการทดลองพบว่่ามีี

ประสิิทธิิภาพกัับซีีโรทััยป์์ G1 ร้้อยละ 75 และซีีโรทััยป์์ 

G2 ร้้อยละ 63 มีีแนวโน้้มว่่าซีี โรทััยป์์ที่่�เหลืือจะ 

มีีประสิิทธิิภาพร้้อยละ 83 สำำ�หรัับซีี โรทัยป์์ G3 

ร้อ้ยละ 48 สำำ�หรัับซีีโรทัยัป์ ์G4 และ ร้อ้ยละ 65 สำำ�หรับั

ซีีโรทััยป์์ G9(6)  

ผลการวิิเคราะห์์หาความสััมพัันธ์์ของโปรตีีน

ระหว่่างสายพัันธุ์์� ไวรััสโรทาที่่�พบตามฤดููกาลและ 

สายพัันธุ์์�วัคซีนีจาก alignment ด้ว้ยโปรแกรม MAFFT 

แสดงให้้เห็็นว่่าแม้้กรดอะมิิโนของทั้้�ง 25 สายพัันธุ์์�  

จะมีีความคล้้ายคลึึงกัันกัับสายพัันธุ์์�วััคซีีนที่่�มีีซีีโรทััยป์์

เดีียวกััน แต่่เมื่่�อวิิเคราะห์์เชิิงลึึกของกรดอะมิิโนที่่�เป็็น 

neutralization epitopes แสดงให้้เห็็นว่่าสายพัันธุ์์� 

G10P[11] มีีการเปลี่่�ยนแปลงหมู่่�ของกรดอะมิิโน 

ที่่�มีีประจุุหรืือขั้้�วที่่�แตกต่่างจากสายพัันธุ์์�วัคซีีนมากถึึง  

19 ตำำ�แหน่่ง ยกตััวอย่่างเช่่น เปลี่่�ยนจาก negatively 

และ positively charged เป็็น polar ของ epitope 

7-1a (K/E99T) หรืือการเปลี่่�ยนจาก polar เป็็น 

nonpolar ของ epitope 7-1b (N/D211G และ  

N/S213F) epitope 8-1 (S188V และ N/D195V) 

epitope 8-2 (T180A) หรืือการเปลี่่�ยนจาก nonpolar 

ไปเป็น็ polar ของ epitope 7-2 (D/A145N) epitope 

8-1 (L193N และ I196P) epitope 8-2 (A183Q) 

epitope 8-3 (N113A และ V115T) หรืือเปลี่่�ยนจาก 

positively charged เป็็น negatively charged ของ 

epitope 8-3 (S/R131D) หรืือเปลี่่�ยนจาก polar เป็็น 

positively charged ของ epitope 7-1b (T/S242R) 

เป็น็ต้้น ส่ว่นสายพัันธุ์์� G5P[8] ที่่�มีกีารเปลี่่�ยนแปลงหมู่่�

ของกรดอะมิิโนที่่�มีีประจุุหรืือขั้้�วที่่�แตกต่่างจากสายพัันธุ์์� 

วััคซีีน 6 ตำำ�แหน่่ง ยกตััวอย่่างเช่่น การเปลี่่�ยนจาก 

negatively charged เป็็น positively charged ของ 

epitope 7-1a (E97K) หรืือการเปลี่่�ยนจาก polar เป็็น 

nonpolar ของ epitope 8-1 (S146G และ N195G) 

เป็น็ต้น้ การเปลี่่�ยนแปลงกรดอะมิิโนในตำำ�แหน่ง่เอพิิโทป 

เหล่่านี้้�อาจส่่งผลให้้โครงของโปรตีีนเปลี่่�ยนแปลงรููปร่าง

ส่่งผลให้้ไวรััสสามารถหลบเลี่่�ยงแอนติิบอดีที่่�ป้้องกััน

การติิดเชื้้�อของไวรััสโรทาที่่�เกิิดจากวััคซีีน ดัังนั้้�นควร

มีีการเฝ้้าระวัังการกลายพัันธุ์์�จากวิิวััฒนาการของเช้ื้�อ  

การผสมแลกเปลี่่�ยนยีีนข้้ามสายพัันธุ์์�ของจีีโนมไวรััสโรทา 

และใช้้เป็็นข้้อมููลสนัับสนุุนการวางแนวทางในการ 

คััดเลืือกวััคซีีนชนิิดที่่�จำำ�เพาะเจาะจงกัับเด็็กไทย เพื่่�อ

ช่่วยสนัับสนุุนการวิจััยพััฒนาวััคซีีนป้้องกัันโรคอย่างมีี

ประสิิทธิิภาพและเหมาะสมได้้   

การศึึกษาต่่ออย่างละเอีียดในอนาคตควร

นำำ�ตััวอย่่างที่่� ได้้ ไปถอดรหััสพัันธุุกรรมทั้้�งจีี โนมด้้วย

เทคนิิค Next-generation sequencing แล้้ววิิเคราะห์์

ด้้วยโปรแกรม CLC genomics workbench และ 

Geneious เบื้้�องต้้นทั้้�ง 11 ยีีนที่่�มีีต้้นกำำ�เนิิดมาจาก

โรทาในคน และนำำ�ไปเปรีียบเทีียบกัับฐานข้้อมููล

พัันธุุกรรมไวรััสใน EMBL/GenBank หรืือ DDBJ 

เพื่่�อให้้ทราบการเปลี่่�ยนแปลงและวิิวััฒนาการของ 

จีีโนมของเชื้้�อไวรัสัโรทาที่่�พบในโครงการศึึกษานี้้�  และ

ใช้เ้ป็น็ข้อ้มููลสนับัสนุนุการวางแนวทางในการคัดัเลืือก

วััคซีีนชนิิดที่่�จำำ�เพาะเจาะจงกัับเด็็กไทย สนัับสนุุน



ธีีร์์วศิิษฐ์์ แพทย์์สมาน และคณะ9660

นโยบายด้้านการสร้้างเสริิมภููมิิคุ้้�มกัันโรคอุุจจาระ

ร่่วงให้้กัับเด็็กไทย รวมถึึงข้้อมููลที่่�ได้้จากการศึึกษานี้้� 

จะเป็็นประโยชน์์ ในการวิิจััยต่่อยอดด้้านการพััฒนา 

ชุุดตรวจวิินิิจฉััยโรค การวางแผนป้้องกัันโรค เพื่่�อช่่วย

ลดอัตัราการเจ็็บป่ว่ยของเด็ก็ไทย และส่ง่เสริมิให้ค้นไทย 

มีีสุุขภาวะที่่�ดีีขึ้้�น

สรุุป                                                       
ไวรััสโรทากลุ่่�ม เอ มีีอััตราการติิดเชื้้�อร้้อยละ 

23.71 ของผู้้�ป่ว่ยและสัตัว์เ์ลี้้�ยงลููกด้ว้ยนม ได้แ้ก่่ วัวั หมูู 

และม้้า ในพื้้�นที่่�จัังหวััดนครปฐม ราชบุุรีี และอุุดรธานี ี

ในปีี พ.ศ. 2565-2566 สายพัันธุ์์�ของไวรััสโรทาที่่� 

พบมากคืือ G3P[8] G8P[8] G1P[8] G5P[8] 

G9P[13] G6P[11] และ G10P[11] ตามลำำ�ดัับ 

ไวรััสโรทามีีความหลากหลายจึึงควรมีการเฝ้้าระวััง 

และข้้อมููลที่่� ได้้จากการศึึกษาจะเป็็นประโยชน์์ด้้าน 

ระบาดวิิทยา นอกจากนั้้�นการเปลี่่�ยนแปลงกรดอะมิิโน 

ในตำำ�แหน่่งเอพิิ โทปอาจส่่งผลให้้ โครงของโปรตีีน

เปลี่่�ยนแปลงรููปร่างส่่งผลให้้ไวรััสสามารถหลบเลี่่�ยง

แอนติิบอดีที่่�ป้อ้งกันัการติดเช้ื้�อ ดังันั้้�นควรมีกีารเฝ้้าระวััง 

การกลายพัันธุ์์�จากวิิวััฒนาการของเชื้้�อ การผสม 

แลกเปลี่่�ยนยีีนข้้ามสายพัันธุ์์�ของซีีโรทััยป์์ไวรััสโรทา 

และข้้อมููลในการทดลองยัังจะช่่วยสนัับสนุุนการวาง

แนวทางในการคัดเลืือกวััคซีีนชนิิดที่่�จำำ�เพาะเจาะจง 

กัับเด็็กไทย เพื่่�อช่วยสนัับสนุุนการวิิจััยพััฒนาวััคซีีน

ป้้องกัันโรคอย่่างมีีประสิิทธิิภาพและเหมาะสมได้้
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