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 An efficient and rapid virus detection method is required for routine control and 
risk assessment in food products.  In this study, duplex RT-PCR was performed to evaluate 
the presence of Hepatitis virus (HAV) and rotavirus in harvested oysters. Primers were 
designed using multiple alignments of target gene sequences (VP4 of HAV and VP7 of 
rotavirus).  Monoplex RT-PCR had more sensitivity in detection of HAV than rotavirus but 
comparable in detection of both viruses by duplex RT-PCR. DNA-ELISA was shown to 
confirm the specificity of RT-PCR product but not for increased sensitivity of 
detection.Overall positive samples, 26 out of 41, were found in oyster samples 
contaminated with either one or both viruses when detected with duplex-RT-PCR 
combined with nested PCR. All rotavirus positive samples were found to be group A 
G1P[8].  Thus duplex RT-PCR combined with DNA-ELISA can be employed to confirm the 
specificity of RT-PCR product but duplex RT-PCR combined with nested PCR can be used 
not only as a tool for screening viral contaminations in oysters but also for 
epidemiological studies. 
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 วิธี duplex RT-PCR-Enzyme-Linked Immunoassay เพ่ือตรวจสอบการปนเป34อน
ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสพร=อมกันในหอยนางรมสด 
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 การตรวจหาการปนป34อนของไวรัสในอาหารเปJนประจําในอาหารต=องอาศัยวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและ
ความเร็วในการตรวจสอบ การศึกษานี้ได=นําวิธี duplex RT-PCR มาใช=ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสพร=อมกันในหอยนางรม โดยมีการออกแบบ primer จากบริเวณท่ีมี
การอนุลักษณ�ไว=ของไวรัสท้ังสองชนิด (บริเวณ VP4 ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและ VP7 ของโรตาไวรัส)
ปฏิกิริยา monoplex RT-PCR มีความไวในการตรวจสอบสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิด มากกวNา
โรตาไวรัส แตNกลับพอๆ กันใน duplex RT-PCR วิธี DNA-ELISA สามารถใช=ในการตรวจสอบความจําเพาะ
ผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา RT-PCR ได=แตNไมNสามารถเพ่ิมความไวในการตรวจสอบการปนเป34อนของไวรัสจาก
วิธี RT-PCRได= สําหรับเทคนิค multiplex RT-PCR และ nested PCR สามารถตรวจพบการปนเป34อนใน
หอยนางรมด=วยไวรัสโรต=าและไวรัสตับอักเสบเอ เพียงชนิดเดียวหรือท้ังสองชนิดใน 26 จากจํานวนตัวอยNาง
ท้ังหมด 41 ตัวอยNางโดยสายพันธุ�ของไวรัสโรต=าท่ีพบท้ังหมดเปJน Genotype G1[8] ดังนั้น เทคนิค 
duplex RT-PCR-DNA-ELISA สามารถใช=ในการยืนยันความจําเพาะผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR ได= แตN 
duplex RT-nested PCR สามารถนํามาใช=ในการตรวจคัดกรองหอยนางรมท่ีปนเป34อนไวรัสเป|าหมายและ
การตรวจสอบ genotype ของไวรัสท่ีปนเป34อนได= ซ่ึงมีประโยชน�ในการศึกษาการระบาดของเชื้อด=วย 

 

คําสาํคญั: โรตาไวรัส, ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ, ดุ�บเพลกอาร�ทีพีซีอาร�, ดีเอนเออีไลซNาร�  
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บทที ่1 
บทนาํ 

 
 อาหารทะเลประเภทหอยสองฝา  (bivalve molluscs) ท่ีคนนิยมบริโภคเปJนอาหารได=แกN  หอย
ลาย (clam) หอยแมลงภูN (mussels)   และหอยนางรม (oysters) มักมีคนนํามาเพาะเลี้ยงในฟาร�มบริเวณ
ชายฝ��งทะเลน้ําต้ืนท่ีมีสารอาหารอยูNในระดับสูง โดยหอยทําหน=าท่ีคอยดักจับอาหาร เชNน พวกสาหรNาย ด=วย
การกรองจากน้ําท่ีรายล=อมรอบตัวหอย และนํามายNอยเปJนอาหาร  อยNางไรก็ตามบริเวณชายฝ��งทะเลน้ําต้ืนท่ี
เพาะเลี้ยงหอย มักปะปนด=วยสิ่งปฏิกูลจากมนุษย�ท่ีไมNได=ถูกกําจัดอยNางถูกวิธีจากบริเวณใกล=เคียงรวมท้ังน้ํา
ท้ิง จากแหลNงอุตสาหกรรมท่ีปลNอยลงสูNแหลNงน้ํา เม่ือถูกน้ําฝนชะสิ่งปฏิกูลตNางๆ จะไหลมาทับถมกันบริเวณท่ี
เลี้ยงหอย  (Jaykas et al, 1994; Shieh et al, 2000) เม่ือหอยดักจับอาหาร เชื้อกNอโรคตNางๆ จากสิ่ง
ปฏิกูลท่ีปะปนอยูNในน้ํานั้นก็จะถูกดักจับไปด=วย และสะสมไว=ในระบบยNอยอาหารของหอย ซ่ึงอาจมีความ
เข=มข=นสูงถึง 100 เทNา เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อกNอโรคท่ีปนเป34อนอยูNในน้ํา (Enriquez et al, 1992) และ
ประกอบกับพฤติกรรมของผู=บริโภคเองท่ีนิยมบริโภคหอยดิบ หรือท่ีปรุงแบบสุก ๆ ดิบ ๆ ซ่ึงใช=ความร=อน
และระยะเวลาในการปรุงอาหารไมNมากพอ ความร=อนจึงไมNอาจผNานเปลือกแข็งของหอยเข=าไปทําลายเชื้อ
โรคซ่ึงอยูNในเนื้อหอยได= ดังนั้น หอยดังกลNาวเหลNานี้ จึงกลายเปJนแหลNงระบาดของเชื้อกNอโรคหลายชนิด 
โดยเฉพาะไวรัสชนิดท่ีติดตNอผNานทางการกินอาหารท่ีปนเป34อนด=วยสิ่งปฏิกูลจากมนุษย� (fecal-oral route) 
โดยท่ัวไปแล=วไวรัสเหลNานี้จะสามารถคงทนอยูNได=ในแหลNงน้ําเปJนเวลานาน และไมNสามารถถูกกําจัดได=อยNางมี
ประสิทธิภาพจากกระบวนการบําบัดน้ําเสีย ท่ีมีอยูNในป�จจุบัน (Sorber, 1983) นอกจากนี้กระบวนการ 
depurination ท่ีใช=ในการกําจัดแบคทีเรียได=อยNางมีประสิทธิภาพด=วยการนําหอยท่ีมีชีวิตมาใสNลงไปใน
ภาชนะขนาดใหญN ท่ีมีน้ําทะเลสะอาดอยูNในชNวงระยะเวลาหนึ่งเพ่ือให=หอยคายของเสียออกมากNอนนําหอย
นั้นไปขาย นั้นก็ไมNสามารถกําจัดไวรัสท่ีสะสมอยูNในหอยได=หมด (Lees, 2000) 
 ไวรัสตับอักเสบชนิดเอจัดอยูN genus Hepatovirus  (Nainan et al., 2006)   เปJนไวรัสชนิดท่ี
สําคัญชนิดหนึ่งท่ีติดตNอสูNคนผNานทางการกินอาหารโดยเฉพาะหอยท่ีปนเป34อน ไวรัสชนิดนี้มีอนุภาคทรงกลม 
ขนาดประมาณ 27-28  นาโนเมตร ชั้นนอกสุดไมNมีชั้นไขมัน (non-envelope) หNอหุ=ม มีจีโนมเปJนอาร�เอน
เอสายเด่ียวเส=นบวก ประวัติศาสตร�การระบาดของไวรัส ไวรัสตับอักเสบชนิดเอท่ีรุนแรงท่ีสุดเกิดข้ึนท่ีเมือง
เซียงไฮ= ประเทศจีนในปO ค.ศ. 1988 มีสาเหตุมาจากการกินหอยลายท่ีเลี้ยงไว=ในบริเวณท่ีมีสิ่งปฏิกูล
ปนเป34อน (Halliday et al, 1991)  ในครั้งนั้น มีจํานวนผู=ติดเชื้อถึง 300,000 ราย จากข=อมูลจากองค�การ
อนามัยโรค (WHO, 2012) ได=ประมาณวNามีการระบาดของไวรัสตับอักเสบชนิดเอเกิดข้ึนทุกปOประมาณ 1.4 
ล=านรายท่ัวโลกสําหรับประเทศไทย จาก ข=อมูลของกองควบคุมโรค ในปO 2547 พบวNา มีผู=ป�วยติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบชนิดเอ ประมาณ 4.54 %  ซ่ึงตัวเลขดังกลNาวอาจมีคNาน=อยกวNาท่ีเกิดข้ึนจริง เพราะเปJนตัวเลขท่ี
บันทึกจากผู=ป�วยท่ีเข=ารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลเทNานั้น ผู=ป�วยสNวนใหญNมักซ้ือยามารับประทานเองหรือพัก
รักษาตัวท่ีบ=านจึงไมNได=มีการบันทึกข=อมูลในสNวนนี้ไว= สําหรับการติดตNอด=วยไวรัสตับอักเสบชนิดเอนั้นเกิดข้ึน
ได=งNายเพราะไวรัสชนิดนี้สามารถทนตNอความร=อน และ ความแห=งในอาหารได=ดีกวNาไวรัสชนิดอ่ืน ๆ และ 
สามารถอยูNรอดในน้ําทะเลได=นานหลาย ๆ สัปดาห� (Croci et al, 1999; Bosch & Shields, 1987)  
นอกจากนี้แล=วเม่ือเชื้อไวรัสเข=าสูNรNางกายแล=วมีระยะฟ�กตัว เฉลี่ยนานถึง 4 สัปดาห� (ระหวNาง 2-6 สัปดาห�) 
กNอนท่ีจะแสดงอาการของโรคออกมา (Cromeans et al, 1994) ผู=ป�วย จึงไมNได=ระวังการแพรNระบาดของ
เชื้อไวรัส และถ=าผู=ติดเชื้อนั้นมีการขับถNายอุจจาระลงไปในแหลNงน้ํา เชื้อไวรัสจะออกมาพร=อมกับอุจจาระได=
ยาวนาน ถึง  10-14 วัน มีจํานวนมากระหวNาง 106 ถึง 1011 อนุภาค ตNออุจจาระหนึ่ง กรัม และอาจพบใน
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น้ําท้ิงจาก 103 ถึง105 อนุภาคตNอ ลิตร (Rodgers, 1981; Jaykas et al, 1994) ถ=าหากบังเอิญผู=ติดเชื้อ
ทํางานเก่ียวข=องกับอาหาร โอกาสการถNายทอดเชื้อออกสูNสิ่งแวดล=อมผNานทางอาหารสามารถเกิดข้ึนได=อยNาง
รวดเร็วมากข้ึนโดยเฉพาะในกรณีท่ีผู=ติดเชื้อนั้นมีสุขอนามัยท่ีไมNดี เชNนไมNได=ล=างมือกNอนไปหยิบจับอาหาร ผู=ท่ี
ติดเชื้อหากแสดงอาการรุนแรงจะมีอาการตัวเหลือง ตาเหลือง หรือ ดีซNาน และถ=ามีอาการรุนแรงมากและ
ป�วยเปJนระยะเวลานาน อาจมีโอกาสเกิดโรคมะเร็งตับได= (Ciocca, 2000)    
 นอกจากไวรัสตับอักเสบชนิดเอแล=ว ยังมีโรตาไวรัส (Rotaviruses) อีกชนิดหนึ่งท่ีติดตNอผNานทาง
อาหารและกNอให=เกิดอาการอักเสบเฉพาะท่ีระบบทางเดินอาหาร (gastroenteritis) โรตาไวรัส จัดอยูNใน 
ตระกูล Reoviridae เปJนไวรัสทรงกลม มีขนาดประมาณ 72 นาโนเมตร ประกอบด=วยโปรตีน (capsid) 2 
ชั้น ท่ีล=อมรอบ อาร�เอนเอสายคูN (double stranded RNA) จํานวน 11 ชิ้น ไว=ภายในอนุภาค โรตาไวรัส ท่ี
พบ แบNงเปJน หลาย ๆ serotype จากกลุNม A ถึง G แตN มีเพียง serotype A, B และ C เทNานั้น ท่ีเก่ียวข=อง
กับการระบาดในคน (Lees, 2000) โดย serotype A สNวนใหญN กNอให=เกิดการระบาดใน เด็กทารกและเด็ก
เล็กและเปJนสาเหตุสําคัญท่ีทําให=เด็กอายุตํ่ากวNา 5 ปO ในประเทศ ท่ีกําลังพัฒนาป�วย จากอาการท=องเสีย
อยNางรุนแรงจนต=องได=รับการรักษาในโรงพยาบาล และ เปJนสาเหตุของการตาย ได=สูงถึง 20%  สNวน non-
serotype A Rotaviruses ท่ีพบมีการระบาด เปJนระยะ ๆ ในครอบครัว หรือชุมชนผNานทางการกินอาหาร
ทะเลโดยเฉพาะหอยนางรม ท่ีแม=ไมNคNอยได=พบบNอยนัก แตNการระบาดบางครั้ง ทําให=เกิดอาการระบบ
ทางเดินอาหารอักเสบท่ีรุนแรงจนถึงเสียชีวิตได= (Bridger, 1994) อยNางไรก็ตามแม=โรตาไวรัส serotype A มี
การระบาดท่ีพบได=บNอย มักเปJนสาเหตุหลักในการกNอให=เกิดโรคในเด็ก และไมNกNอโรครุนแรงในผู=ใหญN แตN
ผู=ใหญNเม่ือได=รับเชื้อจากการรับประทานหอยนางรมท่ีปนเป34อนด=วยไวรัส จะกลาย เปJนแหลNงแพรNกระจายโรค 
โดยสามารถขับถNายอนุภาคของไวรัสออกมาจํานวนมากกวNา 1012 อนุภาค ตNออุจจาระ 1 กรัม ลงไปในแหลNง
น้ํา  (Gajardo et al., 1995; Dubois et al., 1997) เม่ือคนนําน้ําท่ีปนเป34อนเหลNานั้นกลับนําไปใช=ในการ
ปรุงอาหาร หรือใช=มือท่ีไมNสะอาดหยิบจับอาหารป|อนใสNปากเด็กก็สามารถทําให= เกิดการแพรNระบาดไปสูNเด็ก
เล็กได= ป�จจุบันยังไมNมีวัคซีนท่ีสามารถป|องกันโรตาไวรัสท่ีมีประสิทธิภาพร=อยละร=อยได= ท้ังนี้เนื่องจาก 
ธรรมชาติของ โรตาไวรัส ท่ีมีจีโนม เปJนอาร�เอนเอ เส=นคูN ชิ้น สั้น ๆ ถึง 11 ชิ้น ภายในอนุภาค ทําให=สามารถ 
เกิดการกลายพันธุ�แบบ genetic reassortment ได=งNาย หากโรตาไวรัส สองสายพันธุ�ติดเชื้อ พร=อมกัน 
ภายในเซลล�เดียวกัน เหมือนกับท่ีเกิดกับ influenza virus  
 ดังนั้นการตรวจหาไวรัส ในหอยนางรมให=ได=ถูกต=อง รวดเร็ว จึงเปJนสิ่งจําเปJนมาก เพราะเปJนการ
ป|องกันการแพรNระบาดของเชื้อไวรัส ด=วยการตัดวงจรการแพรNระบาด โครงการวิจัยนี้เปJนโครงการวิจัยท่ีตNอ
ยอดมาจากโครงการวิจัยเดิมท่ีใช= วิธี RT-PCR-ELISA ในการตรวจหาเชื้อไวรัสได=เพียงชนิดเดียวมาเปJน 
duplex RT-PCR-ELISA ท่ีสามารถตรวจหาเชื้อไวรัสได= 2 ชนิดพร=อมกัน ผลการวิจัยท่ีได=อาจนําไปใช= 
พัฒนาตNอยอดผลิตเปJนชุดตรวจสอบไวรัสเชิงพาณิชย�สําหรับผู=บริโภคและผู=ประกอบการเพ่ือใช=ในการ
ตรวจหาไวรัสในหอยนางรมสด ท่ีสามารถทําได=งNาย สะดวก รวดเร็ว มีความไว และ ความจําเพาะในโอกาส 
ตNอไป นอกจากนี้ยังทําให=ทราบถึง genotype ของไวรัส เหลNานี้ท่ีปนเป34อนในหอยนางรมสดเพ่ือนํามาเปJน
ข=อมูลในการพัฒนาวัคซีนป|องกันติดเชื้อไวรัส โดยเฉพาะกับ genotype ชนิดท่ีกNอให=เกิดโรครุนแรงได= 
 
วตัถปุระสงค�ของโครงการวจิยั 
 1. เพ่ือประเมินความไวและความจําเพาะของวิธี duplex-RT-PCR-ELISA ในการตรวจสอบหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสพร=อมกัน 
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 2. ตรวจสอบการปนเป34อนของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสท่ีปนเป34อนในหอยนางรมสดท่ี
เพาะเลี้ยงและจําหนNายในภาคตะวันออก 
 3. ตรวจสอบถึง genotype ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสท่ีพบปนเป34อนในหอยนางรม
สดในธรรมชาติ 
 
ทฤษฎ ีสมมตุฐิาน 
 วิธี duplex RT-PCR เปJนวิธีท่ีมีความไว รวดเร็วในการตรวจสอบหาการปนเป34อนของไวรัส 2 ชนิด
ได=พร=อมกัน หากใช=รNวมกับ ELISA แล=วจะทําให=การทดสอบมีความสะดวก รวดเร็ว และมีความจําเพาะมาก
ข้ึน 
 
ขอบเขตของโครงการวจิยั  
 โครงการวิจัยนี้มีการประเมินความไวของวิธีทดสอบความไวของวิธี duplex-RT-PCR ในการ
ตรวจสอบการปนเป34อนของสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสพร=อมกันในหอยนางรม
สดด=วยวิธี duplex-RT-PCR และตรวจสอบความไวและความจําเพาะของผลผลิต DNA ท่ีได=ด=วยวิธี ELISA 
นอกจากนี้ยังนําวิธี duplex RT-PCR –nested PCRไปตรวจสอบหาปนเป34อนของไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
และโรตาไวรัสท่ีเพาะเลี้ยงและจําหนNายในภาคตะวันออก สNวนผลผลิตของ DNA ท่ีได=จากปฏิกิริยาnested 
PCR ถูกนําไปหาลําดับนิวคลิโอไทด�เพ่ือตรวจสอบ genotype ของไวรัสท้ังสองชนิดด=วย 

 
ผลที่คาดวNาจะได=รับ 
 ทราบคา่ความไวและความจําเพาะของวิธี duplex-RT-PCR-ELISA ที(ใช้ในการตรวจหาสาร
พนัธุกรรมของไวรัสตบัอกัเสบชนิดเอและโรตาไวรัสพร้อมกนัได้ และวิธีนี 5ยงัสามารถนํามาใช้ตรวจหาสาร
พนัธุกรรมของเชื 5อไวรัสทั 5งสองชนิดที(ปนเปื5อนในธรรมชาติได้ 
 
ประโยชน�ที่คาดวNาจะได=รบั 
 ผลการวิจัยอาจนําไปพัฒนาตNอยอด สูNการผลิตชุดทดสอบเชิงพาณิชย�ได= นอกจากนี้ ข=อมูลจากการ
ตรวจหา genotype ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสท่ีพบปนเป34อนในหอยนางรมสดในธรรมชาติ  
สามารถใช=เปJนข=อมูลจากการระบาดมาใช=ในการป|องกันการติดเชื้อด=วยการผลิตวัคซีนตNอต=าน genotype ท่ี
กNอให=เกิดโรครุนแรงได= 
 สามารถนําไปตีพิมพ�เผยแพรNในวารสาร Food control, Applied and Environmental 
Microbiology, Molecular and Cellular Probes, Journal of virological methods เปJนต=น และ
หนNวยงานท่ีไปใช=ประโยชน�ได=แกNและหนNวยงานท่ีนําผลการวิจัยไปใช=ประโยชน� คือ กระทรวงสาธารณสุข 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข=อง 

 
 แตNเดิมวิธีการตรวจหาไวรัสท่ีปนเป34อนในอาหารนิยมนําของเหลวท่ีสกัดจากอาหาร (food extract) 
ท่ีต=องสงสัยวNาอาจปนเป34อนด=วยไวรัสมาเจริญในเซลล�เพาะเลี้ยงท่ีจําเพาะและตรวจหารNองรอยการติดเชื้อ
ของเซลล� (cytopathic effect) (Jaykas et al, 1994) อยNางไรก็ตามวิธีนี้ไมNสามารถใช=ได=กับ ไวรัสทุกชนิด
โดยเฉพาะ ไวรัสตับอักเสบชนิดเอสายพันธุ�ด้ังเดิม (wild type) เนื่องจากไวรัสตับอักเสบชนิดเอไมNสามารถ
เจริญเติบโตได=งNายในเซลล�เพาะเลี้ยงและต=องอาศัยระยะเวลาการปรับตัวท่ียาวนานกNอนท่ีจะสามารถเจริญ
ได=และไมNทําให=เกิด cytopathic effect ด=วย (De Chastonay &Siegel, 1987; Lemon&Robertson, 
1993) ป�จจุบันวิธีการทดสอบชนิดนี้จึงไมNเปJนท่ีนิยม เพราะมีความยุNงยากและใช=เวลานาน สําหรับทางเลือก
อ่ืนในการตรวจหาไวรัสนั้นใช= วิธีการสNองดู ขนาด รูปรNาง ลักษณะ อนุภาคไวรัสผNานทางกล=องจุลทรรศน�
อิเลคตรอน (EM) แตNวิธีนี้มีความไวตํ่าต=องมีอนุภาคปริมาณมากถึง 109-1011 ตNอมวลสารหนึ่งกรัมจึงจะ
สามารถตรวจพบได=และต=องอาศัย ผู=เชี่ยวชาญในการใช= EM ท่ีสามารถจําแนกลักษณะของไวรัสได= วิธีนี้อาจ
ใช=ได=ดีกับสิ่งสNงตรวจพวกอุจจาระของผู=ป�วยท่ีติดเชื้อแตNไมNมีความไวพอกับสิ่งสNงตรวจพวก food extract 
ซ่ึงมีอนุภาคไวรัสอยูNในปริมาณน=อยมาก   
 วิธี immunological method ได=ถูกนํามาใช=ในการตรวจหาไวรัสชนิดท่ีไมNสามารถเพาะเลี้ยงได=ใน
เซลล�เพาะเลี้ยงโดยอาศัยปฏิกิริยาการจับจําเพาะระหวNางของแอนติบอดี ท่ีถูกยึด (immobilized) ไว=กับ
คอลัมน� (column) กับโปรตีนชั้นเปลือกนอก (coat protein) ของไวรัส ใน food extract วิธีนี้มีข=อดีคือ
สามารถตรวจหาจํานวนท่ีแท=จริงของ infectious viral particles ใน food extract ได=เพราะแอนติบอดี
จะสามารถจับได=กับไวรัสท่ีมีอนุภาคสมบูรณ�เทNานั้น แตNอยNางไรก็ตามวิธีนี้มีข=อด=อยเชNนกันเพราะตามการตรึง
แอนติบอดีไว=กับคอลัมน�อาจทําให=แอนติบอดีไมNอยูNในสภาพเปJนอิสระทําให=จับกับแอนติเจนได=ไมNดี และวิธีนี้
อาจจะต=องใช=เวลานานถึง 12-24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4°C เพ่ือให=เกิดปฏิกิริยาการจับกันแนNนระหวNาง 
แอนติบอดีท่ีถูกตรึงไว=กับแอนติเจน ดังนั้นได=มีการพัฒนาให= แอนติบอดีจับกับแอนติเจนได=ดีข้ึนด=วยการตรึง
แอนติบอดีไว=กับเม็ด bead (Monceyron&Grinde, 1994) หรือบน magnetic particle โดยตรง (Safarik 
et al., 1995) หรือใช=ปฏิกิริยาระหวNาง streptavidin และ biotin มาชNวยในการตรึงแอนติบอดีไว=บน 
magnetic particle อีกข้ันหนึ่ง (Lopez-Sabater et al., 1997)  อยNางไรก็ตามวิธีเหลNานี้ก็ยังคงมีข=อจํากัด
เนื่องจาก มีความไวตํ่าและต=องการอนุภาคของไวรัสท่ีปนเป34อนเปJนจํานวนมากพอจึงจะสามารถตรวจพบ
ไวรัสได= จึงไมNสามารถใช=ในการตรวจหาไวรัสท่ีปนเป34อนในอาหารได=โดยตรง ดังนั้นจึงมักใช= เปJนวิธีในการ 
concentrate ไวรัสใน food extract กNอนนําไปใช=รNวมกับวิธีอ่ืนตNอไป 
 วิธี RT-PCR เปJนวิธีท่ีนิยมมากในการตรวจหาไวรัสชนิดท่ีมี RNA เปJน genome ซ่ึงมักพบปนเป34อน
จํานวนน=อยในอาหาร เพราะมีความไวสูง โดยใช= enzyme reverse transcriptase ในการขยายเพ่ิม
จํานวนสร=างผลผลิตเปJน complementary DNA จํานวนมากในเวลาสั้น ๆ แตNวิธีนี้เพียงอยNางเดียวไมN
สามารถใช=ตรวจหาไวรัสได=โดยตรงใน food extract  เพราะในอาหารมักมีสNวนประกอบตNาง ๆ ท่ียับยั้ง 
การทํางานของ enzyme ในปฏิกิริยาRT-PCR ทําให=เกิดผลเปJน false negative ได= (Rossen et al, 1992; 
Dix&Jaykus, 1998; Green et al, 1998; Shiel et al, 1999)  ดังนั้นจําเปJนต=องมีข้ันตอนการกําจัด RT-
PCR inhibitor ตNาง ๆ,  การ concentrate ไวรัสจากของเหลวใน food extract และ purify อนุภาคของ
ไวรัสออกมากNอนแล=วนําไปสกัด RNA genome เพ่ือนําทํา RT-PCR ตNอไป 
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 โดยท่ัว ๆ ไปสามารถแบNงการ concentrate ไวรัสจากของเหลวใน food extract ออกเปJน 2 วิธี
ใหญN ๆ คือ 1) extraction-concentration  2) adsorption-elution-concentration โดยท้ังสองวิธีมี
จุดมุNงหมายใน การแยกไวรัสออกมาจากอาหารโดยพยายามให=ไวรัสยังคงอยูNในรูป infectious form เชNน 
ผNานการกรอง การตกตะกอน polyelectrolyte flocculation และ solvent extract  หรือใช= 
Sephadex (De Leon et al, 1992) cellulose (Wilde et al, 1990) Chelex (Straub et al, 1994) 
เปJนต=น เพ่ือกําจัดเกลือหรือโปรตีนขนาดเล็ก  หรือใช= CTAB (Jiang et al, 1992) เพ่ือกําจัด 
polysaccharide หรืออาจนํา magnetic poly (dT) bead (Kingsley et al, 2001) หรือ silica gel 
membrane (Shiel et al, 1999) มาใช=รNวมในการ purify RNA ด=วย สําหรับวิธีการ concentrate viral 
particle อีกวิธีท่ีนํามาใช=คือ immunocaptureโดยใช=แอนติบอดีมาจับเพ่ือแยกอนุภาคไวรัสออกมาจาก
อาหารตามด=วยความร=อนเพ่ือให= viral RNA หลุดออกมาจาก capsid protein กNอนเข=าสูNกระบวนการ PCR 
ตNอไป ซ่ึงวิธี magnetic immunoseparation PCR assay (MIPA) ท่ีอาศัยหลักการดังกลNาวนี้ (Lopez et 
al, 1997) สามารถลดปริมาตรของ food extract ได= 10-100 เทNาและมี  yield ท่ีได= 10-90%  เม่ือใช=วิธีนี้
ตรวจหาไวรัสตับอักเสบชนิดเอ ในเนื้อหอยนางรมจํานวน  20 g สามารถตรวจพบอนุภาคของไวรัสได=ตํ่าสุด 
(detection limit) 10 PFU แตNวิธีการสกัดไวรัสเหลNานี้อาจมีความไวไมNพอในการตรวจหาไวรัสท่ีมีจํานวน
น=อยมาก ๆ ท่ีปนเป34อนใน อาหารได=และอาจยังคงมี RT-PCR inhibitor ปะปนอยูN (Drebot&Lee, 1997) 
ตามปกติวิธี RT-PCR ใช= primer เพียง 1 คูN ในการตรวจหา RNA genome ของไวรัสเป|าหมายได=เพียง 1 
ชนิดตNอหนึ่งปฏิกิริยาเทNานั้น แตN วิธี duplex และ duplex RT- PCR มีการใช= primer สองคูNหรือหลายคูN
โดยท่ีแตNละคูNจําเพาะตNอ template เป|าหมายตNางชนิดกัน จึงสามารถใช=ตรวจหา template เป|าหมายสอง
หรือมากกวNาสองชนิดได=พร=อมกันในหนึ่งปฏิกิริยา ดังนั้นจึงมีการนํา duplex RT- PCR มาใช=ในการตรวจหา
ไวรัสกNอโรคมากมายทางคลินิกเนื่องจากการตรวจสอบมีสะดวก รวดเร็ว ลดคNาใช=จNาย ลดการสูญเสียท้ังเวลา
และแรงงานอีกด=วย (Poddar et al., 2002; Zoll at al, 1992)  และนํามาใช=ตรวจหาไวรัสกNอโรคในน้ํา
หรืออาหารบ=าง (Coelho, at al, 2003; Tsai et al., 1994; Kou, et al., 2008; Rayas et al, 2010)    
 แม= RT-PCR เปJนวิธีท่ีมีความไวสูง แตNในทางกลับกันความไวท่ีสูงมากๆนี้อาจเพ่ิมโอกาสในการ
ขยายเพ่ิมจํานวน nucleic acid อ่ืนท่ีอาจปนเป34อนในปฏิกิริยาได= วิธีท่ีใช=ยืนยันผลท่ีได=ซ่ึงกระทําเปJนประจํา
ในห=องปฏิบัติการ คือนํา ผลผลิต cDNA ท่ีได=ไปแยก ด=วยกระแสไฟฟ|าเพ่ือตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลและ 
ตรวจสอบเพ่ิมเติมด=วย Southern blot hybridization โดยใช= internal oligonucleotide ท่ีมีการติด
ฉลาก (Hardy et al, 1997; Honma et al, 2000, Intamaso and Withaya, 2011) เม่ือนํา RT-PCR มา
ใช=รNวมกับ dot blot hybridization สามารถเพ่ิมความไวในการตรวจหา  enteric viruses ได= 100-1000 
เทNา (Jung and Chae, 2005) 
 อยNางไรก็ตามวิธีนี้ใช=เวลานานและยุNงยากและต=องใช=เวลาประมาณ 2 วัน วิธีท่ีเชื่อถือได=มากท่ีสุดคือ
นํา ผลผลิต cDNA ท่ีได=ไปหาลําดับนิวคลิโอไทด�ซ่ึงนอกจากใช=เปJนวิธียืนยันผลท่ีได=วNาเปJนผลผลิตท่ีได=มาจาก
การขยายเพ่ิมจํานวนของ viral genome เป|าหมายจริง ๆ แล=วยังสามารถติดตามการระบาดของเชื้อไวรัส
กNอโรคได=ถึงระดับ genotype วNาเปJนสายพันธุ�ท่ีมีการติดตNอในมนุษย�หรือมาจากมูลของสัตว�ท่ีปนเป34อนใน
อาหารหรือเปJนสายพันธุ�ท่ีกNอให=เกิดโรครุนแรงหรือไมNด=วย อยNางไรก็ตามแม=วิธีหาลําดับนิวคลิโอไทด�ของ 
cDNA ผลผลิตจะเปJนวิธีมาตรฐานแตNไมNสามารถทดสอบได=ในห=องปฏิบัติการสNวนใหญNเนื่องจากใช=เครื่องมือ
ท่ีมีราคาแพง  
 มีผู=คิดค=นวิธีการตรวจสอบความจําเพาะของผลผลิตจากปฏิกิริยาRT-PCR ด=วยวิธี DNA enzyme 
immunoassay (DEIA) โดยอาศัยหลักการ hybridization assay ผสมกับ immunoassay ชนิด ELISA ท่ี
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สามารถทําได=ใน microtiter plate โดยการใช= biotin –labeled probe ท่ีมีความจําเพาะคอยดักจับ  
digoxiginin-labeled PCR products ท่ีผNานการ denature เปJน DNA สายเด่ียวกลายเปJน DNA hybrid 
กNอนนําไปใสNในหลุมท่ีมี streptavidin เคลือบไว=ท่ีก=นหลุม DNA hybrid จะถูกตรึงไว=ท่ีก=นหลุมเพราะมีการ
ยึดจับกันระหวNาง streptavidin และ biotin ท่ีติดฉลากไว=บน probe หลังจากเติม anti- digoxiginin 
enzyme conjugate    และ substrate ตามลําดับ ปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนและเปลี่ยนสารต้ังต=น เปJนผลผลิตท่ี
มีสี วิธีนี้มีความไวพอ ๆ กับวิธี hybridization แบบด้ังเดิมแตNทําได=ในงNายกวNาเพราะทําการทดสอบใน 
microtiter plate และใช=เวลาสั้นกวNาแคNประมาณ 4 ชั่วโมง เทNานั้น (Schwab et al, 2001) วิธีนี้สามารถ
ใช=ตรวจสอบได=ท้ังไวรัส (Metzger-Boddien and Kehle, 2005; Musiani et al, 2007), แบคทีเรีย 
(Hong et al, 2003; Fach et, 2002), โปรโตซัว (Sow et al, 2006) และเชื้อรา (Scotter and 
Chambers 2005) เม่ือทดสอบหาการปนเป34อนของ adenovirus ใน shellfish พบวNามีความไวสูง มีคNา 
detection limit 10-100 50% tissue culture infective dose (TCID50) ตNอ shellfish 1 กรัม (Milne 
et al, 2007) และสามารถตรวจพบ pancreatic necrosis virus (IPNV) ท่ีปนเป34อนจําลองในไตของปลา 
troutได=ตํ่าสุดเพียงแคN 1.5 x 104 pfu IPNV เทNานั้น(Milne et al, 2006) และได=มีผู=รายงานไว=วNาผลของ
การทดสอบมีความไวพอๆ กับ real time PCR (Musiani et al., 2007)   
 วิธี duplex หรือ multiplex RT-PCR ได=ถูกนําพัฒนาเพ่ือใช=ตรวจหาเชื้อกNอโรคท่ีระบบหายใจ
พร=อมๆ กัน 9 ชนิด (Puppe et al., 2004) สามารถใช=จําแนก avian influenza virus subtype ตNางๆ 
(Chaharaein et al., 2009) รวมท้ังจําแนก genotype ของ human group A rotavirus ได=ด=วย 
(Santos et al., 2008)  นอกจากนี้มีการนํามาใช=ตรวจหาการปนเป34อนของไวรัสตับอักเสบชนิดเอและชนิดอี
พร=อมๆ กันในสารตัวอยNางอุจจาระด=วย (Tahk et al., 2011)  แม= duplex หรือ multiplex RT-PCR มี
ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อกNอโรคได=หลายชนิดพร=อมๆ กันแตNนิยมนํามาใช=ประโยชน�ในการวินิจฉัยโรค  
การใช=วิธี  duplex หรือ multiplex RT-PCR-ELISA  ในการตรวจหาเชื้อกNอโรคในอาหารยังมีข=อกําจัดอยูN
จําเปJนต=องมีการพัฒนาให=สามารถนํามาใช=ได=ในการตรวจคัดกรองอาหารท่ีปนเป34อนเชื้อกNอโรคในอาหารได=
จะมีประโยชน�อยNางยิ่ง 
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บทที ่3 
ระเบยีบวธิวีจิยั 

 
3.1 การออกแบบ primers  
 Primer ท้ังหมดผNานการออกแบบด=วยโปรแกรม package Bioedit โดยนําลําดับนิวคลิโอไทด�ของ
ยีนตNางๆ ภายในจีโนมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอหรือโรตาไวรัส genotype ตNางๆ ท่ีมีอยูNใน GenBank 
database มา alignment เพ่ือหาบริเวณภายในยีนของไวรัสท่ีมีการอนุลักษณ�สูงมาก (highly conserved 
region) โดยใช=หลักเกณฑ�ของ GC content, melting temperature ท่ีใกล=เคียงกัน  และข=อควรคํานึงถึง
คือ primer คูNท่ีใช=ขยายเพ่ิมจํานวนจีโนมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอควรให=ผลผลิตท่ีมีขนาดความยาวของ
นิวคลิโอไทด�แตกตNางจากผลผลิตจากการขยายเพ่ิมจํานวนจีโนมของโรตาไวรัสท้ังนี้เพ่ือให=สามารถตรวจสอบ
ได=ด=วย agarose gel electrophoresis 
 สําหรับ primer ท่ีใช=ขยายสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรตาได=ออกแบบให=สามารถจับจําเพาะตNอยีน 
VP7 ท่ีทําหน=าท่ีสร=างโปรตีนโครงสร=างของ capsid และให= ampliconประมาณ 952 bp สNวนไพรเมอร�
สําหรับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบเอมีความจําเพาะตNอยีน VP4 ซ่ึงเปJน capsid ของเชื้อไวรัส 
โดยมีขนาดของ amplicon ประมาณ 762 bpแสดงดังในตารางท่ี 3.1 
 
3.2 การสกดั RNA ของอนภุาคของไวรสั 
 RNA ถูกสกัดด=วยชุดสกัดสําเร็จรูป QIAamp ® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Germany) โดย
นํา supernatant  ปริมาตร 140 µl ผสมกับ buffer AVL ปริมาตร 560 µl  ท่ีมี carrier RNA 5.6 µl ใน 
1.5 ml microcentrifuge tube จากนั้นผสมให=เข=ากันโดยใช= vortex เปJนเวลา 15 วินาที แล=วบNมท่ี
อุณหภูมิห=องเปJนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม absolute ethanol ปริมาตร 560 µl ผสมสNวนผสม
ท้ังหมดให=เข=ากันโดยใช= vortex เปJนเวลา 15 วินาที spin down จากนั้นดูดสNวนผสมปริมาตร 630 µl ลง
ใน spin column ท่ีให=มาในชุดสกัด ทําการป��นเหวี่ยงด=วยเครื่อง Centrifuge ท่ีความเร็ว 8,000 rpm เปJน
ระยะเวลา 1 นาที ท้ิงของเหลวท่ีอยูNใน collection tube ทําซํ้าอีกครั้งจนสNวนผสมใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube หมด จากนั้นดูด buffer AW1 ท่ีผสม ethanol แล=ว ปริมาตร 500 µl ลงใน spin 
column ป��นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 rpm เปJนเวลา 1 นาที ท้ิงของเหลวท่ีอยูNใน collection tube ตNอมา
เติม buffer AW2 ท่ีผสม ethanol แล=ว ลงใน spin column ป��นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เปJนเวลา 
3 นาที ท้ิงของเหลวท่ีอยูNใน collection tube ทําการป��นซํ้าอีกครั้งท่ีความเร็ว 14,000 rpm เปJนเวลา 1 
นาที เพ่ือกําจัด ethanol ท่ียังตกค=างอยูN ทําการเปลี่ยน collection tube เปJน 1.5 ml microcentrifuge 
tube หลอดใหมN จากนั้นเติม buffer AVE ปริมาตร 40 µl และบNมท่ีอุณหภูมิห=องเปJนเวลา 1 นาที นําไป
ป��นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 rpm เปJนเวลา 1 นาที เก็บสNวนใสท่ีมี RNA แบNง ใสNใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube หลอดละ 5 µl เก็บใน -80 °C จนกวNาจะนํามาใช=ทําการทดลองตNอไป 
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ตารางทื่ 3.1: ลําดับนิวคลีโอไทด�ของคูNของ primers สําหรับปฏิกิริยา RT-PCR และ Nested-PCR 
 

Target 

Primers สําหรับปฏิกิริยา RT-PCR 

Name Sequences Position 
Amplicon 

size 

External primers  

Rotavirus 
VP7-F1 5′-ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC-3′ 1-23 

952 bp 
VP7-R952 5′-CTA ACG ATC TCG ATC TTT TGG-3′ 932-952 

Hepatitis 
A 

Virus 

HAV-F230 5′-TGT AGG AGT CTA AAT TGG GGA-3′ 230-249 

762 bp 
HAV-R991 5′-CTT CAT GGA AAA GAG CAT GTG-3′ 971-991 

Internal primers สําหรับปฏิกิริยา Nested-PCR 

Rotavirus 
VP7-F1 5′-ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC-3′ 1-23 

397 bp 
VP7-R397 5′-ACT GAT CCT GTT GGC CAW CC-3′ 378-397 

Hepatitis 
A 

Virus 

HAV-F354 5′-GCT ACG GGT GAA ACC TCT TA-3′ 354-373 

321 bp 
HAV-R674 5′-GGA AAA ACC TAA ATG CCC CTG-3′ 654-674 

 
 
3.3 การสร=าง artificial templates 
 เนื่องจากไมNสามารถหาความเข=มข=นของโรตาไวรัสได=ด=วยวิธี plaque assay ได=จําเปJนต=องสร=าง 
artificial templates ข้ึนมาเพ่ือเทียบเคียงกับอนุภาคของไวรัสแทน สําหรับการสร=าง artificial template 
ต=องกระทําใน 3 ข้ันตอนได=แกN 1) การสร=าง plasmids หรือ DNA ท่ีขยายเพ่ิมจํานวนจากปฏิกิริยา PCR ท่ี
มี T7 promoterอยูNท่ีปลาย 5′ของสาย DNA 2) การทําปฏิกิริยา in vitro transcription เพ่ือสร=าง RNA 
molecules และ 3) การทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยการทดลองถูกแบNงออกเปJน 2 สNวนได=แกNการสร=าง 
plasmid DNA ของ ไวรัสตับอักเสบชนิดเอด=วยทําปฏิกิริยาขยายเพ่ิมจํานวนของ HAV RNA ด=วยคูNของ
HAV-F354 and HAV-R674ในปฏิกิริยาท่ีประกอบด=วย 1xTag buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dATP, 
and 1U of Tag polymerase (Thermo-Scientific Fermentas, USA) ปริมาตร50 µl หลังจากนั้น
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ผลผลิตท่ีได=จะถูกนํามาสกัดให=บริสุทธิ์ ด=วย Hiyield™ PCR DNA fragments extraction kit (RBC 
Bioscience)แล=วนําไปเชื่อมตNอกับ  RBC TA cloning vector kit (RBC Bioscience) ท่ีอุณหภูมิ 4°C โดย
บNมไว=ตลอดคืน ด=วยวิธีท่ีแนะนํามากับชุดทดสอบ เม่ือ ligated plasmid ถูก transform เข=าไปใน E. coli 
JM109 และนําไปเจริญบน LB medium ท่ีประกอบด=วย 100 µg/ml ampicillin และ20 µg/ml X-Gal 
แล=วplasmid DNA ท่ีถูกคัดเลือกไว=จากโคโลนีท่ีมีสีขาวจะถูกสกัดออกจากเซลล�ด=วย Hiyield™ Plasmid 
mini kit (RBC Bioscience) และยืนยันผลด=วย DNA sequencing (First BASE Laboratories Sdn Bhd, 
Malaysia)สําหรับ plasmid DNA ท่ีได=รับการยืนยันแล=ววNามีลําดับนิวคลิโอไทด�ถูกต=องจะถูกนําขยายเพ่ิม
จํานวนตNอไปด=วยM13 forward และ reverse primersได=ชิ้นสNวนของสาย DNA ท่ีประกอบด=วย T7 
promoter อยูNท่ีปลาย 5′เพ่ือพร=อมทําปฏิกิริยา in vitro transcription ตNอไปสําหรับการสร=าง artificial 
templates ของโรตาไวรัสไมNสามารถกระทําได=ด=วยการสร=าง plasmid DNA เหมือนกับ ไวรัสตับอักเสบ
ชนิดเอจึงจําเปJนต=องลดข้ันตอนด=วยการขยายเพ่ิมจํานวน cDNA ด=วยปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช=คูNของ rota-
T7 forward primer ท่ีประกอบด=วย T7 promoter ท่ีปลาย 5′และ VP7-R952ได=ชิ้นสNวน DNA ท่ีพร=อม
ในการทําปฏิกิริยา in vitro transcription ตNอไป 
 ปฏิกิริยา in vitro transcription ประกอบด=วย 3 µl ของชิ้นสNวน DNA ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
หรือ โรตาไวรัสท่ีสร=างไว=ข=างต=น ในปริมาตร 50µl ท่ีประกอบด=วย 1x transcription buffer (USB 
corporation), 4mM ของแตNละ NTP (ATP, CTP, GTP and UT, Promega, USA), 10 U RNase 
inhibitor (Promega, USA), และ 4 U of T7 RNA polymerase (USB corporation, USA) หลังจากบNม
ปฏิกิริยาท่ี 37°C เปJนเวลา 2 ชั่วโมงแล=ว DNA template จะถูกกําจัดออกด=วย 5 U of DNAse (Sigma-
Aldrich, USA) โดยบNมท่ี37°C เปJนเวลา15 นาที หลังจากนั้น inactivate DNase enzyme ท่ี 75°C เปJน
เวลา 10 นาทีแล=วความเข=มข=นของแตNละ RNA transcript จะถูกวัดด=วยเครื่อง spectrophotometry  
(µg/ml) แล=วนําคํานวณจํานวนของ RNA transcript  (pmol of ssRNA) เพ่ือหาคNา RNA molecules 
(molecules/µl) (Morales-Rayas et al, 2010) ดังนั้นจํานวนของ RNA transcript ของไวรรัสตับอักเสบ
ชนิดเอและโรตาไวรัสเริ่มต=นท่ียังไมNได=รับการเจือจางจึงเปJน ไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสเทNากับ 
6.946x1010และ 4.335x1010 molecules/reaction) 

 
3.4 การตรวจสอบสารพนัธกุรรมของไวรสัด=วยวธิ ีmonoplex PCR และ duplex RT-PCR 
 นําคูNตNางๆ ของ primerท่ีจําเพาะตNอไวรัสตับอักเสบชนิดเอหรือโรตาไวรัสมาประเมินประสิทธิภาพ
ทางด=านความไวเม่ือใช=ในปฏิกิริยา monoplex- หรือ duplex RT-PCR โดยใช= template เป|าหมายเพียง
หนึ่งชนิดในปฏิกิริยาท่ีมี primer คูNท่ีจําเพาะ 1 คูN หรือ ใช= template ท่ีเปJนสารพันธุกรรมของไวรัสท้ังสอง
ชนิดพร=อมกันในปฏิกิริยาท่ีมี primer คูNท่ีจําเพาะ 2 คูN  ตามลําดับและผันแปรความเข=มข=นของRNA ของ
ไวรัสแตNละชนิดท่ีบริสุทธิ์ ด=วยการเจือจาง 10 เทNาจากความเข=มข=นของสารพันธุกรรมเริ่มต=น และนํามา
ทดสอบในปฏิกิริยาmonoplex RT-PCR (ตารางท่ี 3.2) หรือ duplex RT-PCR (ตารางท่ี 3.4) ด=วยสภาวะ
ท่ีแนะนํามาพร=อมกับชุดทดสอบ (SuperScript III one-step RT-PCR with Platinum Taq,Invitrogen, 
USA)(ตารางท่ี 3.3) โดยการทดลองท้ังหมดใช= dH2O เปJน negative control สําหรับผลท่ีได=จากปฏิกิริยา
ถูกวิเคราะห�ด=วย agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบความยาวของนิวคลิโอไทด� โดย
เปรียบเทียบกับ 100 bp DNA Ladder marker (TrackIt,  Invitrogen, USA) 
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ตารางที่ 3.2: การทําปฏิกิริยา Monoplex RT-PCR 
Components 1 reaction 

(25 µl) 
Final conc. 

DEPC (RNase-Free water) 5.5 - 

2X reaction mix 12.5 1X 

5 mM MgSO4 2.0 2 mM 

10 µM  External forward primer ของเชื้อไวรัส โรตาไวรัส 
(VP7-F1)หรือ Hepatitis A virus (HAV-F230) 

1.0 0.4 µM 

10 µM  External reverse primer ของโรตาไวรัส (VP7-
R952) หรือไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (HAV-R674) 

1.0 0.4 µM 

SuperScript® III RT-PCR/ with Platinum®Taq mix 1.0 - 

RNA template ของเชื้อโรตาไวรัสหรือ ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ 2.0 - 

 
 
ตารางที่ 3.3: Condition ของเครื่อง Thermocycler ในการทําปฏิกิริยา Monoplex/duplex RT-PCR 
Condition Temperature Time Cycles 
Reverse transcription 50 °C 30 min  
Initial denature 94 °C 2 min  
Denature 94°C 15 Sec  
Annealing 55 °C * 30 Sec 30 cycles 
Extension 68 °C 1 min **  
Final Extension 68 °C 5 min  
Cool 4 °C   
 
*Annealing temperature = Tm primer – 5 °C 
** Extension time: 1 min / kb 
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ตารางที่ 3.4: การทําปฏิกิริยา duplex RT-PCR 
Components rotavirus HAV Final concentration 

DEPC (RNase-Free water) 3.5 6.0 - 
2X reaction mix 12.5 12.5 1X 
5 mM MgSO4 2.0 2.0 2 mM 
10µM External forward 
primer (VP7-F) 

1.5 - 0.6 µM 

10µM External reverse primer 
(VP7-R) 

1.5 - 0.6 µM 

10µM External forward 
primer (HAV-F230) 

- 1.0 0.4 µM 

10µM External reverse primer 
(HAV-R991) 

- 1.0 0.4 µM 

SuperScript® III RT-PCR/ with 
Platinum®Taq mix 

1.0 1.0 - 

RNA template (Rota) 3.0 1.5 - 
 
3.5 Digoxigenin (DIG)-labeling PCR 
 ทําการติดฉลาก cDNA ของผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา RT-PCR ด=วย digoxigenin-dUTP เข=าไป
ภายในสาย DNA(internal labeling dUTP) โดยใช=ปฏิกิริยา PCR ตาม condition ท่ีมีการปรับเปลี่ยนบ=าง
เล็กน=อยจากข=อแนะนําท่ีแนบมากับชุดน้ํายา PCR DIG labeling kit (Roche, Germany) (ตารางท่ี 3.5 
และ 3.6)หลังจากนั้นนํา PCR product ท่ีได=มาทําให=บริสุทธิ์โดยใช=ชุดน้ํายาสําเร็จรูป mini Quick Spin 
DNA Columns(Roche, Germany) 
 
3.6 การทดสอบผลติผลจาก RT-PCR ด=วยวธิ ีDNA-ELISA  
 นํา cDNA มาทําการยืนยันผลด=วยเทคนิค ELISA โดยใช=ชุดน้ํายาสําเร็จรูป PCR-ELISA (DIG 
detection) (Roche, Germany) ด=วยการนําPCR sample ท่ีได=มา ปริมาตร 5 µl ผสมกับ denature 

solution ปริมาตร 20 µl แล=วบNมเปJนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25oC จากนั้นเติม B-HAV probe (5′-

GATTGATCTGTGCTATGGTTCCTGGTG-3′) หรือ degenerated rota-probe ท่ีละลายใน 
hybridization buffer ความเข=มข=นอยNางละ 15 pmol ในปริมาตร 225 µl ผสมสารท้ังหมดให=เข=ากัน แล=ว
นําไปเติมลงใน 96 well plate ปริมาตรหลุมละ 200 µl ป�ดด=วย parafilm เพ่ือป|องกันการระเหยของ
ของเหลวในหลุม บNมท่ีอุณหภูมิ 50oC เขยNาเบาๆด=วยเครื่อง shaker incubator นานประมาณ 3 ชั่วโมง ใน
ข้ันตอนนี้ DNA จะอยูNในสภาพท่ีเปJนเส=นเด่ียว ทําให= probe ท่ี conjugate ด=วย biotin เข=ามาจับด=วย
พันธะ hydrogen bond ระหวNาง complementary bases กลายเปJน DNA เส=นคูN ท่ีจะตรึงไว=ท่ีก=นหลุม
ของ microtiter plate ท่ีเคลือบด=วย streptavidin จากนั้นล=างด=วย washing solution ปริมาตรหลุมละ 
250 µl จํานวน 5 ครั้ง แล=วเติม anti-DIG-POD antibody (ความเข=มข=น1:100) ปริมาตรหลุมละ 200 µl 
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บNมไว=ท่ีอุณหภูมิ 37oC ในท่ีมืด เขยNาเบาๆด=วยเครื่อง shaker incubator เปJนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 
ABTS solution ปริมาตรหลุมละ 200 µl แล=วบNมไว=ท่ีอุณหภูมิ 37oC ในท่ีมืดด=วยเครื่อง shaker 
incubator เปJนเวลา 30 นาที สุดท=ายนําไปวัดคNาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm โดยใช=คลื่น
ความยาวอ=างอิง 492 nm ด=วยเครื่อง microplate reader 
 การวิเคราะห�ผลของเทคนิค DNA-ELISA นั้นให=เปรียบเทียบกับคNา cut-off value ท่ีคํานวณได=จาก
คNาเฉลี่ยของคNาการดูดกลืนแสงท่ี OD405/492 ของ negative control (dH2O) จากการทําซํ้า 4 ครั้งและบวก 
0.2 (mean negative+0.2) หากคNาใดมีคNาท่ีสูงกวNาคNา cut-off value จัดวNาเปJนคNาท่ีมีผลบว 
 
ตารางที ่3.5 การทาํปฏกิริิยา  DIG-labeling PCR 

Components 1 reaction (25µl) Final conc. (25µl) 
Sterie water 16.625 - 
10X PCR reaction buffer without MgCl2 2.5 1X 
MgCl2 –stock solution (1.5mM) 1.5 0.09 mM 
PCR DIG labeling mix 2.5 - 
10 µM forward primer (HAV-F230)  2.5nM 
10 µM reverse primer (HAV-F991)  2.5 nM 
10 µM forward primer (VP7-F)  0.25 µM 

10 µM reverse primer (VP7-R)  0.25 µM 
TaqDNA polymerase 0.125 - 
cDNA sample from RT-PCR 0.5 - 
 
ตารางที่ 3.6 Condition ของเครื่อง Thermocycler ในการทําปฏิกิริยา DIG-labeling PCR 

Conditions Temperature Time Cycles 
Initial denaturation  95 ºC 5 min  
Denaturation 95 ºC 45 sec  

30 cycles Hybridization 60 ºC 1 min 
Elongation 72 ºC 2 min 
Final elongation 72 ºC 10 min  
Cool 4 ºC ∞  

 
3.7การเกบ็ตวัอยNางหอยนางรม 
 หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea commercialis) ท่ีใช=ในการทดลองถูกเก็บมาจากแหลNง
เพาะเลี้ยงในชายฝ��งภาคตะวันออกท้ังหมด 3 แหลNง จํานวนท้ังหมด 41 ตัวอยNาง คือ จังหวัดชลบุรี จํานวน 
32 ตัวอยNาง, จังหวัดจันทบุรี จํานวน 5 ตัวอยNาง และจังหวัดระยอง จํานวน 4 ตัวอยNางเปJนเวลาท้ังหมด 4 
เดือนต้ังแตNชNวงเดือนพฤศจิกายน ปO พ.ศ. 2555 ถึงเดือนกุมภาพันธ� ปO พ.ศ. 2556 โดยหอยนางรมท่ีเก็บมา
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จะถูกแยกเอาสNวนทางเดินอาหารของหอยนางรม (gastrointestinal tract) แยกเก็บไว=เปJนหลอดทดลอง 
น้ําหนักหลอดละ 1.5 กรัมจากหอยจํานวน 3-5 ตัวท่ีคิดเปJน 1 ตัวอยNาง ท้ังนี้เพ่ิมโอกาสในการหาการ
ปนเป34อนของเชื้อไวรัส โดยเก็บตัวอยNางหอยไว=ท่ี -80 ºC จนกวNาจะนํามาทําการสกัดของเหลวเพ่ือทํา
ปฏิกิริยา RT-PCR ตNอไป 
 
3.8 การสกดัเชื้อไวรสัออกจากหอยนางรมสด 
 การสกัดไวรัสจากหอยนางรมสดจากท่ีมีการจําลองการปนเป34อนหรือหอยตามธรรมชาตินั้นใช=วิธี
ตกตะกอนด=วย Glycine-Arginine-PEG ท่ีดัดแปลงมาจากวิธีเดิมบ=างเล็กน=อย  (Intamaso U.and 
Ketkhunthod, 2014)โดยนําตัวอยNางหอยนางรมสดท่ีได=ทําการปนเป34อนจําลองหรือจากธรรมชาตินํามา
ราดด=วยไนโตรเจนเหลวจนกลายเปJนของแข็ง ทําการบดให=ละเอียดด=วยแทNงแก=ว และทํา homogenize ตNอ 
ด=วยเครื่องhomogenizer เปJนเวลา 1 นาที โดยเติม 0.05 M glycine-0.14 M NaCl buffer (pH 7.5) 
ปริมาตร 15 ml ในภาชนะท่ีวางอยูNในน้ําแข็งตลอดเวลา จากนั้นนําสารผสมท่ีได=ไป centrifuged ท่ี 
5000xg เปJนเวลา 20 นาที ท่ี 4ºC เก็บ supernatant (S1) ไว=ท่ีอุณหภูมิ 4ºC และนํา pellet มาละลายใน 
0.5 M arginine-0.15 M NaCl buffer (pH 7.5) ปริมาตร 15 ml เขยNาสNวนผสมท้ังหมดด=วย vortex 
mixer เปJนเวลา 15 วินาที แล=วนําไป centrifuged ท่ี 5000xg เปJนเวลา 20 นาที ท่ี 4ºC เก็บ 
supernatant (S2) มารวมกันกับ supernatant (S1) ท่ีเก็บไว= จากนั้นเติม 12% PEG 8000-0.3 M NaCl 
ปริมาตร 15 ml โดยต้ังท้ิงไว=ท่ีอุณหภูมิ 4ºC ตลอดท้ังคืน จากนั้นนําไป centrifuged ท่ี 6,700xg เปJนเวลา 
30 นาที ท่ี 4ºC ท้ิง supernatant และเก็บสNวน pellet ท่ีเหลือมาละลายใน PBS (pH 7.5) ปริมาตร 15 
ml จากนั้นเติม chloroform ปริมาตร 15 ml เขยNาให=เปJนเนื้อเดียวกันด=วย vortex mixer และนําไป 
centrifuged ท่ี 1,900xg เปJนเวลา 30 นาที ท่ี 4ºC ท้ิง supernatant และนํา pellet ท่ีได=มาเติม 6 M 
guanidine thiocyanate solution ปริมาตร 1 ml เขยNาให=เข=ากันและบNมไว=ท่ีอุณหภูมิห=องนาน 10 นาที 
นําสNวนผสมไป centrifuged ท่ี 12,000xg เปJนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห=อง นํา supernatant ท่ีได=เก็บไว=
ท่ี -80ºC จนกวNาจะนําไปสกัด RNA เพ่ือทดสอบความไวของปฏิกิริยา RT-PCR ตNอไป 
 
3.9 การหาวเิคราะห�หา  genotype ของไวรสัที่พบในหอยนางรม  
 นํา 1 µl ของผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา duplex PCR หรือ monoplex PCR มาทํา  ปฏิกิริยา 
PCR ในปริมาตรรวม 25µl ด=วยสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช= internal primer ท่ีออกแบบไว=(ตารางท่ี 3.1)ใน
การทดสอบใช= dH2O เปJน negative control  ผลท่ีได=จากปฏิกิริยาท้ัง nested PCR จะถูกวิเคราะห�ด=วย 
agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบ ความยาวของนิวคลิโอไทด� โดยเปรียบเทียบกับ 100 bp 
DNA Ladder marker (TrackIt, Invitrogen, USA) และจะถูกนําสกัดให=บริสุทธิ์โดยใช= PureLink ™ 
Quick Extraction kit กNอนนําสNงไปยังห=องปฏิบัติการของบริษัท First base laboratories เพ่ือหาลําดับ
นิวคลิโอไทด�ด=วยวิธี DNA sequencing ผลลําดับนิวคลิโอไทด�ท่ีได=ถูกนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอ
ไทด�ท้ังหมดใน GenBank และ EMBL โดยใช= PubmedNCBI BLAST programโดยนําข=อมูลมาทําการ
วิเคราะห�โดยเริ่มจากทําการ BLAST ในเว็บไซต� NCBI เพ่ือตรวจสอบข้ันต=นวNาข=อมูลเปJนเชื้อโรตาไวรัสหรือ
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ นําข=อมูลท่ีเปJนเส=น Forward และ Reverse นําไปการแก=ไข sequence ในสNวนของ
ลําดับเบสท่ีไมNสามารถอNานคNาได= และทําการ assembly ด=วยโปรแกรม BioEdit เพ่ือให=ได=ข=อมูลท่ีมีความ
ถูกต=องมากข้ึน จากนั้นนําข=อมูลมาทําการ BLAST ในเว็บไซต� NCBI เพ่ือตรวจสอบสายพันธุ�ของเชื้อไวรัส 
โดยดูจากคNาตNอไปนี้ คือ max score คือ คะแนนการจัดตําแหนNงสูงสุดระหวNางลําดับเบสกับลําดับเบสของ
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ฐานข=อมูล, total score คือ ผลรวมของคะแนนการจัดตําแหนNงของ segments ท้ังหมดจากลําดับ
ฐานข=อมูล, query value คือ ร=อยละของความยาวของข=อมูลท่ีสอดคล=องกับลําดับเบสของฐานข=อมูล, 
identคือ ร=อยละของลําดับเบสท่ีเหมือนกับฐานข=อมูล โดยคNา cut off อยูNท่ีคNา identร=อยละ 80 – 10 
ตารางที่ 3.7: การทําปฏิกิริยา Nested PCR 

Components 1 RX  (25 µl)  Final conc. 

Nuclease-Free water 6.5 - 

10X Taq buffer 2.5 1X 

2 mM dNTPs mix  2.5 0.2 mM 

25 mM MgCl2 2.0 2.0 mM 

10 µM internal forward primer (VP7-F) 2.5 1.0 µM 

10 µM Rotavirus internal reverse primer (VP7-R397) 2.5 1.0 µM 

10 µM Hepatitis A virus internal forward primer (HAV-F354) 2.5 1.0 µM 

10 µM Hepatitis A virus internal reverse primer (HAV-R674) 2.5 1.0 µM 

Taq DNA polymerase (500 U) 5U/µl 0.5 2.5 

DNA template (Purified RT-PCR product) 1.0 - 

ตารางที ่3.8: Condition ของเครื่อง Thermocycler ในการทาํปฏิกริยิา Nested PCR 
Conditions Temperature Time Cycles 

Initial denature 95 °C 3 min  

Denature 95 °C 30 sec  

Annealing 55 °C 30 sec 30 cycles 

Extension 72 °C 25 sec*  

Final Extension 72 °C 15 min  

Cool 4 °C -  

* Extension time 1min/kb 
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บทที ่4 
ผลการวจิยั 

 
4.1 การทดสอบ primer ที่ออกแบบเพื่อใช=ในปฏกิริยิาRT-PCRและ nested-PCR 
 Primer ท่ีได=รับการออกแบบเพ่ือใช=ในปฏิกิริยา RT-PCR จะถูกนํามาทดสอบถึงความสามารถใน
การจับจําเพาะกับ genomic RNA เป|าหมาย ผลจากการวิเคราะห�ขนาดของ cDNA ท่ีเปJนผลผลิตของ
ปฏิกิริยาพบวNา คูNของ primer VP7-F1และ VP7-R952 ท่ีใช=จับกับ genomic RNA ของโรตาไวรัสให=ขนาด
แถบของ DNA ประมาณ 952 bp (รูปท่ี 4.1A, lane 1) และ คูNของ primer HAV-F230 และ HAV-R991 
ใช=จับกับ genomic RNA ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอให=ขนาดแถบของ DNA ประมาณ 762 bp (รูปท่ี 4.1A, 
lane 3)ซ่ึงมีขนาดตามท่ีคาดไว= จากผลการทดลองท่ีได=แสดงให=เห็นวNา external primer ท้ังสองคูNสามารถ
นํามาใช=ปฏิกิริยา RT-PCR ได=สNวน primer คูNท่ีใช=ในการทําปฏิกิริยาnested-PCRท่ีจับเข=ามาภายในชิ้นสNวน
ของผลผลิต cDNA เพ่ือใช=ในการทดสอบ genotype ของไวรัสนั้นให=ผลผลิตตามท่ีคาด โดยคูNของ primer 
VP7 และVP7-R397 ท่ีขยายเพ่ิมจํานวน cDNA ของโรตาไวรัสให=ผลผลิตประมาณ 397 bp(รูปท่ี 4.1B, 
lane 1) และคูNของ primer F354 และ R 674 ท่ีขยายเพ่ิมจํานวน cDNA ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอได=
ผลผลิตประมาณ 321 bp (รูปท่ี 4.1B, lane 3)  
 
4.2 การทดสอบความความไวและความจาํเพาะในการตรวจหาสารพันธกุรรมของไวรสัตบัอักเสบเอด=วยวธิ ี
monoplex RT-PCR รNวมกับ DNA-ELISA 
 Primer ท่ีผNานการทดสอบแล=ววNาสามารถจับจําเพาะกับ genomic RNA เป|าหมาย ได=ถูกนํามาใช=
ในปฏิกิริยา monoplex RT-PCR เพ่ือทดสอบหาความไวในการเพ่ิมขยายปริมาณ RNA เป|าหมายทีละชนิด 
จากผลการทดลองพบวNา คูNของ primer HAV-F230 และ HAV-R991 มีความสามารถในการเพ่ิมขยาย
ปริมาณสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอท่ีถูกเจือจางสูงสุดท่ี 2.349 pg (10-4) (รูปท่ี 2A, lane 6) 
เม่ือนําผลผลิตของปฏิกิริยา RT-PCR ไปพิสูจน�ความจําเพาะของด=วยวิธี DNA-ELISA โดยกําหนดให=
เปรียบเทียบกับคNา cut-off value ท่ีคํานวณได=จากคNาเฉลี่ยจากคNาการดูดกลืนแสงท่ี OD405/492 ของ 
negative control (dH2O) จากการทําซํ้า 4 ครั้งและบวก 0.2 (mean negative+0.2) หากคNาใดมีคNาท่ีสูง
กวNาคNา cut-off value จะแปลผลเปJนผลบวก จากผลการทดลองพบวNาปฏิกิริยาท่ีมีความเข=มข=นของสาร
พันธุกรรมบริสุทธิ์ท่ีไมNได=รับการเจือจาง (23.49 ng) และท่ีได=รับการเจือจางแบบ serial dilution 10 เทNา 
จาก 10-1 (2.349 ng), 10-2 (234.9 pg), 10-3 (23.49 pg)  และ 10-4 (2.349 pg) ท้ังหมดให=ผลเปJนบวก 
(รูปท่ี 4.3) จากผลการทดลองชี้เห็นวNาวิธี DNA-ELISA ซ่ึงอาศัยหลักการ hybridization ในการตรวจสอบ
สารพันธุกรรมนอกจากใช=ในการตรวจสอบความจําเพาะผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา RT-PCR ได=ท่ี 2.349 pg 
(10-4) แตNไมNสามารถเพ่ิมความไวในการตรวจสอบสารพันธุกรรมบริสุทธิ์จากวิธี RT-PCR ได= 
  



 

 
1A.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่4.1 ผลผลติจากปฏิกริยิาการขยายเพิ่มจาํนวนสารพนัธกุรรมของไวรสัเมื่อวเิคราะห�ด=วย 
agarose   gel electrophoresis(A) monoplex RT
M, 100 bp ladder marker; Lane 1 
และ 4 negative control ท่ีใช=น้ําแทน 
 

16 

  

     1B. 

ผลผลติจากปฏิกริยิาการขยายเพิ่มจาํนวนสารพนัธกุรรมของไวรสัเมื่อวเิคราะห�ด=วย 
agarose   gel electrophoresis(A) monoplex RT-PCR และ (B) nested PCR  
M, 100 bp ladder marker; Lane 1 และ 3; โรตาไวรัสและไวรัสตับอักเสบชนิดเอ, 

ท่ีใช=น้ําแทน RNA template. 
 

ผลผลติจากปฏิกริยิาการขยายเพิ่มจาํนวนสารพนัธกุรรมของไวรสัเมื่อวเิคราะห�ด=วย 1.5% 
 
, ตามลําดับ; Lane 2 
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รปูที ่4.2 การทดสอบความไวของปฏกิริยิา Monoplex RT-PCR ในการตรวจสอบสารพนัธุกรรมของไวรสั
ตบัอักเสบชนดิเอด=วยความเข=มข=นตNางๆ ทีผ่Nานการเจือจางแล=ว 10 เทNา 
Lane 1 : 100 bp marker 
Lane 2 :23.49 ng (undiluted) 
Lane 3 :2.349 ng (10-1) 
Lane 4 :234.9 pg (10-2) 
Lane 5 :23.49 pg (10-3) 
Lane 6 :2.349 pg (10-4) 
Lane 7 : 234.9 fg (10-5) 
Lane 8 : 23.49 fg (10-6) 
Lane 9 : 2.349 fg (10-7) 
Lane 10 : 234.9  ag (10-8) 
Lane 11 : 23.49  ag (10-9) 
Lane 12 : 2.349  ag (10-10)      
Lane 13 : dH2O (Negative control) 
  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่4.3 การทดสอบความไวและความจาํเพาะของผลผลติ 

ELISAเมื(อใช้สารพนัธุกรรมบริสทุธิ:ของเชื 5อไวรัสตบัอกัเสบเอที(ไมไ่ด้รับการเจือจาง 
เจือจางความเข้มข้นแบบ serial dilution 10 

0.356  (N = negative control, UN = undiluted)
 

18 

  

การทดสอบความไวและความจาํเพาะของผลผลติ cDNAของไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอด=วยวธิี

เมื(อใช้สารพนัธุกรรมบริสทุธิ:ของเชื 5อไวรัสตบัอกัเสบเอที(ไมไ่ด้รับการเจือจาง 
serial dilution 10 เทา่โดยเส้นประแสดงระดบัของคา่ cut

trol, UN = undiluted) 
 

ของไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอด=วยวธิ ีDNA-
เมื(อใช้สารพนัธุกรรมบริสทุธิ:ของเชื 5อไวรัสตบัอกัเสบเอที(ไมไ่ด้รับการเจือจาง (undiluted) หรือที(

cut-offvalue เทา่กบั 
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4.3 การทดสอบความความไวและความจาํเพาะในการตรวจหาสารพันธกุรรมของโรตาไวรสัด=วยวธิ ี
monoplex RT-PCR รNวมกับ DNA-ELISA 
 คูNของ primer VP7-F1และ VP7-R952 ท่ีผNานการทดสอบแล=ววNาสามารถจับจําเพาะกับ genomic 
RNA ของโรตาไวรัส ได=ถูกนํามาใช=ในปฏิกิริยา monoplex RT-PCR เพ่ือทดสอบความไวในการเพ่ิมขยาย
จํานวน จากผลการทดลองพบวNา primer คูNดังกลNาวมีความสามารถในการเพ่ิมขยายปริมาณสารพันธุกรรม
ของโรต=าไวรัสท่ีถูกเจือจางสูงสุดท่ี 82.8 pg (10-2) (รูปท่ี 4.4, lane 4 เม่ือผลผลิตของปฏิกิริยา RT-PCR ไป
พิสูจน�ความจําเพาะของด=วยวิธี DNA-ELISA โดยใช=คNา cut off เทNากับ 0.38075 (0.16075+0.2)ผลการ
ทดลองพบวNาปฏิกิริยาท่ีมีความเข=มข=นของสารพันธุกรรมบริสุทธิ์ท่ีไมNได=รับการเจือจาง (8.28 ng) เทNานั้นท่ี
ให=ผลเปJนบวก(รูปท่ี 4.5)ซ่ึงผลการทดลองชี้ให=เห็นวNาวิธี DNA-ELISA สามารถใช=ในการตรวจสอบ
ความจําเพาะผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา RT-PCR ได=แตNไมNสามารถเพ่ิมความไวในการตรวจสอบสาร
พันธุกรรมบริสุทธิ์จากวิธี RT-PCR  
 
4.4 การทดสอบความไวในการตรวจสอบสารพนัธุกรรมของเชื้อไวรสัโรตาและไวรสัตับอักเสบเอด=วย
ปฏิกริยิา Duplex RT-PCR 

  
 การทดสอบความไวในปฏิกิริยา duplex RT-PCR ด=วยการใช= primer ของโรต=าไวรัสมากกวNาไวรัส
ตับอักเสบชนิดเอ 2 เทNาและปรับความเข=มข=นของสารพันธุกรรมของไวรัสโรต=าให=เทNากันจากผลการทดลอง
พบวNาปฏิกิริยา duplex RT-PCR สามารถตรวจสอบสารพันธุกรรมของไวรัสท้ังสองชนิดได=ความเข=มของ
แถบ cDNA ใกล=เคียงกันและความเข=มของแถบ DNA ลงลงเม่ือถูกเจือจางเพ่ิมข้ึน จนพบแถบ DNA จางๆ 
ด=วยปริมาณของ viral RNA เทNากันสุดท=ายท่ี 10-2 (ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ 90 pg : โรตาไวรัส 90 pg) (รูปท่ี 
4.6, lane 4) และหลังจากเจือจาง DNA ตNอไปจะไมNสามารถสังเกตแถบของ DNA ของไวรัสท้ังสองชนิดได=
อีก 
 เม่ือนําผลผลิตของปฏิกิริยา RT-PCR การพิสูจน�ความจําเพาะของด=วยวิธี DNA-ELISA นั้นโดยใช=คNา 
cut off เทNากับ 0.1725+0.2= 0.3725จากผลการทดลองพบวNาไวรัสตับอักเสบชนิดเอและโรตาไวรัสให=
ผลบวกเม่ือมีการเจือจางสูงสุดท่ี 900 pg (10-1) และ 90 pg (102) ตามลําดับโดยผลการทดสอบได=แสดง
ความจําเพาะเพราะ HAV probe ให=ผลบวกเฉพาะกับ HAV cDNA เป|าหมายเทNานั้นและให=ผลลบกับ 
cDNA ของโรตาไวรัส และทํานองเดียวกับโรตาไวรัสท่ีให=ผลบวกกับ cDNA ของโรตาไวรัสเทNานั้น แตNไมNเกิด
ผลบวกกับ HAV cDNA (รูปท่ี 4.7) 
 
 
 
  



20 

   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รปูที ่4.4 การทดสอบความไวของปฏกิริยิา Monoplex RT-PCR ในการตรวจสอบสารพนัธุกรรมของโรตา
 ไวรสัด=วยความเข=มข=นตNางๆ ทีผ่Nานการเจอืจางแล=ว 10 เทNา 
 Lane 1 : 100 bp marker 
 Lane 2 :8.28 ng (undiluted) 
 Lane 3 :828 pg (10-1) 
 Lane 4 :82.8 pg (10-2) 
 Lane 5 :8.28 pg (10-3) 
 Lane 6 :828 fg (10-4) 
 Lane 7 :82.8 fg (10-5) 
 Lane 8 : dH2O (Negative control) 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
รปูที ่4.5 การทดสอบความไวและความจาํเพาะของผลผลติ 
เม่ือใช=สารพันธุกรรมบริสุทธิ์ของเชื้อ
เข=มข=นแบบ serial dilution 10 
 (N = negative control, UN = undiluted)
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การทดสอบความไวและความจาํเพาะของผลผลติ cDNAของโรตาไวรสัด=วยวธิ ี
เม่ือใช=สารพันธุกรรมบริสุทธิ์ของเชื้อโรตาไวรสัท่ีไมNได=รับการเจือจาง (undiluted) หรือท่ีเจือจางความ

serial dilution 10 เทNาโดยเส=นประแสดงระดับของคNา cut-offvalue เทNากับ 
(N = negative control, UN = undiluted) 

 

 

ของโรตาไวรสัด=วยวธิ ีDNA ELISA 
หรือท่ีเจือจางความ
เทNากับ 0.38075 
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รปูที ่4.6 การทดสอบความไวของวธิ ีduplex RT-PCR ในการตรวจสอบสารพันธกุรรมของไวรสัตบัอกัเสบ 
 ชนดิเอและโรตาไวรสั  
Lane 1 : 100 bp marker 
Lane 2: โรตาไวรัส: ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (9 ng : 9 ng) (undiluted) 
Lane 3 :โรตาไวรัส : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (900 pg : 900 pg) (10-1) 
Lane 4 :โรตาไวรัส : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ(90 pg : 90 pg ) (10-2) 
Lane 5 :โรตาไวรัส : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (9 pg : 9 pg) (10-3) 
Lane 6 :โรตาไวรัส : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (900 fg : 900 fg) (10-4) 
Lane 7 :โรตาไวรัส : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (90 fg : 90 fg) (10-5) 
Lane 8 :โรตาไวรัส: ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (90 fg : 90 fg) (10-6) 
Lane 9 :โรตาไวรัส : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (90 fg : 90 fg) (10-7) 
Lane 10 : dH2O (Negative control) 
 



 

 
 
รปูที ่4.7 การทดสอบความความจาํเพาะของผลผลติ 
เม่ือใช=สารพันธุกรรมบริสุทธิ์ของเชื้อ
แบบ serial dilution 10 เทNาโดยเส=นประแสดงระดับของคNา 
 (N = negative control, UN = undiluted)
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การทดสอบความความจาํเพาะของผลผลติ cDNAของไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอและ
เม่ือใช=สารพันธุกรรมบริสุทธิ์ของเชื้อไวรสัท่ีไมNได=รับการเจือจาง (undiluted) หรือท่ีเจือจางความเข=มข=น

เทNาโดยเส=นประแสดงระดับของคNา cut-offvalue เทNากับ 0.3725
(N = negative control, UN = undiluted) 

 

 

ของไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอและ/หรือโรตาไวรสั
หรือท่ีเจือจางความเข=มข=น

0.3725 
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4.5 การทดสอบความไวในการตรวจสอบartificial template ของเชือ้ไวรสัโรตาและไวรสัตบัอักเสบเอด=วย
ปฏิกริยิา duplex RT-PCR 

 จากการทดสอบความไวในการตรวจสอบartificial template ของเชื 5อไวรัสทั 5งสองพบวา่
ปฏิกิริยา duplex RT-PCR มีความไวในการตรวจสอบไวรัสตบัอกัเสบชนิดเอที( 6.946x107และโรตาไวรัส
ที( 4.335x106 molecules/reaction(รูปที( 4.8)และเมื(อนําผลผลิตของปฏิกิริยา RT-PCR ไปพิสจูน์
ความจําเพาะตอ่ DNA-ELISA พบวา่ artificial template ของ ไวรัสตบัอกัเสบชนิดเอเทา่นั 5นที(ให้ผลบวก
ที( 6.946x108 molecules/reactionแตไ่มพ่บสญัญาณจากโรตาไวรัส (รูปที( 4.9) 
 
4.6 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบชนิดเอจากตัวอยNางหอยนางรมจาก
แหลNงตNางๆ ในภาคตะวันออกโดยวิธี Duplex RT-PCR และ Nested-PCR 

จากผลการวิเคราะห�หอยนางรมท่ีถูกเก็บมาจากแหลNงตNางๆ ของชายฝ��งทะเลภาคตะวันออก โดยมี
การจัดเก็บเปJน 2 ชุดจํานวนหอยนางรมท้ังสิ้น 41 ตัวอยNาง ด=วยปฏิกิริยา duplex RT-PCR ผลการทดลอง
พบวNาทุกๆ ตัวอยNางของท่ีไมNพบแถบ cDNA เกิดข้ึน แตNพบเพียง smear band (ไมNแสดงภาพ)เม่ือนํา
ผลผลิตท่ีได=ไปทําปฏิกิริยา nested PCR ตNอไปเพ่ือยืนยันวNามีการปนเป34อนของเชื้อไวรัสด=วยวิธี nested 
PCR  (รูปท่ี4.10-4.13) พบวNาบางตัวอยNางเกิดแบนของดีเอ็นเอเป|าหมายขนาด 397 bp จํานวน 1 แบน ใน
ตัวอยNางท่ีเก็บชุดท่ี 1 ได=แกN จากจังหวัดชลบุรี 1, 2, 3, 4, และ 5 ท่ีคาดวNานNาจะมีการปนเป34อนของเชื้อไวรัส
โรตา และแบนของดีเอ็นเอเป|าหมายขนาด 321  bp จํานวน 1 แบน ในตัวอยNางจากจังหวัดชลบุรี 7 และ
จังหวัดระยอง 2ท่ีคาดวNานNาจะมีการปนเป34อนของเชื้อไวรัสตับอักเสบเอ และไมNพบแบนของดีเอ็นเอ
เป|าหมายในตัวอยNางจากจังหวัดชลบุรี 6, 8 จังหวัดระยอง 1, 3, 4 และจากจังหวัดจันทบุรีเลย สําหรับการ
ตรวจสอบการปนเป34อนของสารพันธุกรรมของไวรัสในหอยท่ีเก็บจากตัวอยNางหอยนางรมชุดท่ี 2 พบก็ให=
เปJนไปในทํานองเดียวกัน โดยพบแบนของดีเอ็นเอเป|าหมายขนาด 397 bp จํานวน 1 แบนในตัวอยNางจาก
ตลาดหนองมน จังหวัดชลบุรี 2, 3, 9 และจากสะพานปลาอNางศิลา จังหวัดชลบุรี 2 ท่ีคาดวNานNาจะมีการ
ปนเป34อนของเชื้อไวรัสโรตาและแบนของดีเอ็นเอเป|าหมายขนาด 321  bp จํานวน 1 แบนในตัวอยNางจาก
ตลาดหนองมน จังหวัดชลบุรี 1, 11, 12 และสะพานปลาอNางศิลา จังหวัดชลบุรี 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 
ท่ีคาดวNานNาจะมีการปนเป34อนของเชื้อไวรัสตับอักเสบ เอ และพบแบนดีเอ็นเอเป|าหมายจํานวน 2 แบน ใน
ตัวอยNางจากตลาดหนองมน จังหวัดชลบุรี 4, 5, 6 แสดงให=เห็นวNานNาจะมีการปนเป34อนท้ังเชื้อไวรัสโรตาและ
ไวรัสตับอักเสบเอ สNวนตัวอยNางท่ีเหลือไมNพบแถบของดีเอ็นเอเป|าหมาย จากการตรวจสอบท้ังหมดจาก
ตัวอยNางหอยนางรม 2 ชุด รวมท้ังหมด 41 ตัวอยNาง มีตัวอยNางท่ีให=ผลการทดสอบบวกตNอเชื้อไวรัสโรตา
เทNานั้นคิดเปJน 21.95% (9/41 ตัวอยNาง), ผลการทดสอบบวกตNอเชื้อไวรัสตับอักเสบ เอเทNานั้นคิดเปJน  
34.15% (14/41 ตัวอยNาง)และผลการทดสอบบวกท้ังเชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบ เอ 7.32% (3/41 
ตัวอยNาง) และผลการทดสอบลบ 36.58% (15/40 ตัวอยNาง)  
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4.7 การหาลาํดบันวิคลโิอไทด�ของผลผลติจากปฏกิริยิา Nested PCR และวเิคราะห�หา genotype 
ของไวรัสที่พบในหอยนางรม 
 เม่ือนําแถบ DNA ท่ีเกิดข้ึนท้ังหมดไปสกัดออกจาก agarose gel และนําไปทดสอบหาลําดับนิวคลิ
โอไทด�พบวNาเปJนลําดับนิวคลิโอไทด�ของไวรัสท้ังสองชนิดจริงเม่ือเทียบกับฐานข=อมูลใน GenBank โดยโรตา

ไวรัสเปJน genotype G1[8]ท้ังหมด (ไมNได=แสดงภาพ)แตNไมNสามารถบอก genotype ของไวรัสตับอักเสบ
ชนิดเอได=เนื่องจากบริเวณท่ีเพ่ิมขยายสารพันธุกรรมไมNใชNบริเวณท่ีใช=แยก genotype ของไวรัส



 
 

 
 

รปูที4่.8 การทดสอบความไวในการตรวจสอบ 
ไวรสัทีผ่Nานการเจอืจาง 10 เทNาด=วยวธิ ี

Lane 1 : 100 bp marker 
Lane 2 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 3 :ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ:
Lane 4 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 5 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 6 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 7 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 8 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 9 : ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ
Lane 10 : dH2O (Negative control)
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การทดสอบความไวในการตรวจสอบ artificial template ของไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอและโรตา
เทNาด=วยวธิ ีduplex RT-PCR 

ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ:โรตาไวรัส (6.946x1010 : 4.335x1010 molecules/reaction)
:โรตาไวรัส (6.946x109 : 4.335x109 molecules/reaction)

ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ:โรตาไวรัส (6.946x108 : 4.335x108 molecules/reaction)
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ :โรตาไวรัส (6.946x107 : 4.335x107 molecules/reaction)
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ:โรตาไวรัส (6.946x106 : 4.335x106 molecules/reaction)
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ:โรตาไวรัส (6.946x105 : 4.335x105molecules/reaction)
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ:โรตาไวรัส (6.946x104: 4.335x104 molecules/reaction)
ไวรัสตับอักเสบชนิดเอ: โรตาไวรัส (6.946x103 : 4.335x103 molecules/reaction)

O (Negative control) 

 

ของไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอและโรตา

molecules/reaction) 
molecules/reaction) 
molecules/reaction) 
molecules/reaction)   
molecules/reaction)  

molecules/reaction)  
molecules/reaction)  

cules/reaction)  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่4.9 การทดสอบความความจาํเพาะของผลผลติ 
ชนิดเอและ/หรือโรตาไวรัสด=วยวิธี 
(undiluted) หรือ ท่ีเจือจางความเข=มข=นแบบ 
cut-off value เทNากับ 0.3655 (N = negative control, UN = undiluted)
 
 

การทดสอบความความจาํเพาะของผลผลติ cDNA จาก artificial template 
หรือโรตาไวรัสด=วยวิธี DNA-ELISA  เม่ือใช=สารพันธุกรรมบริสุทธิ์ท่ีไมNได=รับการเจือจาง 
หรือ ท่ีเจือจางความเข=มข=นแบบ serial dilution 10 เทNา โดยเส=นประแสดงระดับของคNา 

0.3655 (N = negative control, UN = undiluted) 

 

artificial template ของไวรสัตับอักเสบ
เม่ือใช=สารพันธุกรรมบริสุทธิ์ท่ีไมNได=รับการเจือจาง 

เทNา โดยเส=นประแสดงระดับของคNา 



 

 

 
 
รปูที ่ 4.10  วธิNีested PCR ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั
ในตวัอยNางหอยนางรมสดทีเ่กบ็ในเขตจงัหวดัชลบรุ ี
Lane 1, rotavirus positive control; Lane 
Lane 11, N. โดยท่ี M; 100 bp ladder marker, N, Negative control 
 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ 
ในตวัอยNางหอยนางรมสดทีเ่กบ็ในเขตจงัหวดัชลบรุ ี 

, rotavirus positive control; Lane 2, HAV positive control; Lane 3-10
bp ladder marker, N, Negative control ท่ีใช=น้ําแทน 

 

 

และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ 

10,ตัวอยNางท่ี 1-8; 
ท่ีใช=น้ําแทน template 



 

 

 
 
รปูที ่4.11 วธิ ีNested PCR ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ ใน
ตวัอยNางหอยนางรมทีเ่กบ็จากตลาดหนองมน
Lane 1: Rotavirus positive control; Lane 
Lane 15, N. โดยท่ี M; 100 bp ladder marker, N, Negative control 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ ใน
ตวัอยNางหอยนางรมทีเ่กบ็จากตลาดหนองมน, จังหวดัชลบรุ ี

Rotavirus positive control; Lane 2, HAV positive control, Lane3-14
bp ladder marker, N, Negative control ท่ีใช=น้ําแทน 

 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ ใน

14, ตัวอยNางท่ี1-12; 
ท่ีใช=น้ําแทน template 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่4.12  วธิNีested PCR ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ ใน
ตวัอยNางหอยนางรมสดที่เกบ็อาํเภออNางศลิา
Lane 1, Rotavirus positive control; Lane 2, HAV positive control; 3
15, N. โดยท่ี M; 100 bp ladder marker, N, Negative control 
 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ ใน
ตวัอยNางหอยนางรมสดที่เกบ็อาํเภออNางศลิา, จงัหวดัชลบรุ ี
Lane 1, Rotavirus positive control; Lane 2, HAV positive control; 3-14, ตัวอยNางท่ี

M; 100 bp ladder marker, N, Negative control ท่ีใช=น้ําแทน template
 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของ  โรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอักเสบชนดิเอ ใน

ตัวอยNางท่ี1-12; Lane 
template 



 

 

 
 
รปูที ่4.13 วธิ ีNested PCR ในการตรวจสอบการปนเป34อนของโรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอใน
ตวัอยNางหอยนางรมสดที่เกบ็จากจงัหวดัระยองและจนัทบรุ ี
Lane 1, Rotavirus positive control; Lane 
ตัวอยNางท่ี 1-4; Lane 7-11, จากจังหวัดจันทบุรี ตัวอยN
marker, N, Negative control 
 
 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของโรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอใน
ตวัอยNางหอยนางรมสดที่เกบ็จากจงัหวดัระยองและจนัทบรุ ี 

, Rotavirus positive control; Lane 2, HAV positive control; Lane 3-
จากจังหวัดจันทบุรี ตัวอยNางท่ี 1-5;  Lane 12, N. โดยท่ี 

marker, N, Negative control ท่ีใช=น้ําแทน template 

 

 

ในการตรวจสอบการปนเป34อนของโรตาไวรสั และ ไวรสัตบัอกัเสบชนดิเอใน

-6, จังหวัดระยอง
โดยท่ี M; 100 bp ladder 



 

บทที ่5 
อภปิรายและสรปุผลการทดลอง 

 
 เชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบเอ เปJนเชื้อไวรัสท่ีติดตNอผNานทางอาหารตNางๆ โดยเฉพาะหอย
นางรมสดท่ีมีวิธีการกินอาหารด=วยกรองดักอาหารท่ีอยูNในน้ําในแหลNงเพาะเลี้ยงและสะสมไว=ในกระเพาะ
อาหาร หอยนางรมจึงอาจเปJนแหลNงสะสมของเชื้อกNอโรคได=หากมีการเพาะเลี้ยงในแหลNงน้ําท่ีปนเป34อนด=วย
สิ่งปฏิกูลจากมนุษย�  การท่ีเชื้อไวรัสท่ีติดตNอผNานทางอาหารมีความคงทนในธรรมชาติเปJนเวลานาน 
ประกอบกับพฤติกรรมการบริโภคหอยนางรมแบบสดๆ หรือแบบดิบๆสุกๆ ท่ีผNานความร=อนไมNเพียงพอ 
ดังนั้นจึงเพ่ิมโอกาสเสี่ยงในการติดเชื้อไวรัสจากการบริโภคหอยนางรมสดได= 
 การตรวจหาเชื้อไวรัสตับอักเสบเอในหอยนางรมสดกNอนถึงผู=บริโภคจึงเปJนสิ่งจําเปJนอยNางยิ่ง 
อยNางไรก็ตามการตรวจหาการปนเป34อนยังมีข=อจํากัดอยูNมาก  เนื่องจากการปนเป34อนของเชื้อไวรัสในหอย
นางรมอาจมีปริมาณท่ีน=อยมากวิธีท่ีใช=ตรวจจึงต=องมีความไวสูงจึงจะสามารถตรวจพบได= ป�จจุบัน วิธี RT-
PCR เปJนวิธีท่ีนิยมมากเพราะเปJนวิธีท่ีงNายและใช=เวลารวดเร็ว แตNมีข=อจํากัดท่ี ไมNสามารถตรวจหาสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสได=โดยตรงจําเปJนต=องเพ่ิมข้ันตอนการสกัดเชื้อไวรัสออกจากหอยนางรมกNอนท้ังนี้เพ่ือ 
concentrate อนุภาคของไวรัสท่ีปนเป34อนในหอยนางรมสดและเพ่ือกําจัดสารท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยาของ 
RT-PCR ท่ีอาจให=ผลการตรวจเปJนผลลบปลอมได=และในทางตรงข=ามปฏิกิริยาของ RT-PCR อาจให=ผลบวก
ปลอมได=เชNนกันเนื่องจากเปJนวิธีท่ีมีความไวสูงมาก จึงอาจมีการขยายเพ่ิมจํานวนของสารพันธุกรรมอ่ืนท่ี
ปนเป34อนมากถ=า primer ท่ีออกแบบมาไมNมีความจําเพาะตNอสารพันธุกรรมเป|าหมาย หรืออาจเกิด cross-
contamination สารตัวอยNางด=วยสารพันธุกรรมชนิดเดียวกันได=  ดังนั้นวิธีการตรวจสอบการปนเป34อนสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสด=วยวิธี RT-PCR จึงควรยืนยันผลด=วยวิธีอ่ืนเสมอ    
 จากการทดสอบ primer ท่ีออกแบบมาพบวNา External Primer คูNของ primer VP7-F1และ VP7-
R952 ท่ีใช=จับกับ genomic RNA ของไวรัสโรตาและ HAV-F230 และ HAV-R991 ใช=จับกับ genomic 
RNA ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอให=ขนาดแถบของ DNA เปJนไปตามท่ีคาดไว=ประมาณ 952 bp และ762 bp 
ตามลําดับ (รูปท่ี 4.1A)จากผลการทดลองท่ีได=แสดงให=เห็นวNา external primer ท้ังสองคูNมีความจําเพาะกับ 
genomic RNA เป|าหมายเนื่องจากถูกออกแบบให=จับท่ีบริเวณอนุลักษณ�ของยีนของไวรัสท้ังสองและได=มี
การตรวจสอบผNานการเปรียบเทียบกับฐานข=อมูล NCBI database แล=ววNาไมNจับกับไวรัสท่ีติดตNอผNานทาง
อาหารชนิดอ่ืนและสามารถใช=ในปฏิกิริยา RT-PCR ได= อยNางไรก็ตามการท่ีจะสามารถยืนยันวNา primer ท้ังคูN
มีความจําเพาะกับเชื้อไวรัสเป|าหมายจริงๆ ควรมีการยืนยันผลด=วยการทดสอบนํา primer ท้ังคูNไปจับกับ 
food-borne virus ชนิดอ่ืนด=วย 
 จากการทดสอบความไวของปฏิกิริยา monoplex RT-PCR ในการเพ่ิมขยายสารพันธุกรรมพบวNาคูN
ของ primer HAV-F230 และ HAV-R991ท่ีใช=มีความสามารถในการเพ่ิมขยายสารพันธุกรรมของไวรัสตับ
อักเสบเอประมาณ 2.49 pg (รูปท่ี 4.2, lane 6) และเม่ือใช=คูNของ primer VP7-F1และ VP7-R952 
สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของโรตาไวรัสความเข=มข=นสุดท=ายท่ี 82.8pg (รูปท่ี 4.4, lane 4))จากผล
การทดลองชี้ให=เห็นวNา คูNของ primer HAV-F230 และ HAV-R991มีความไวในการตรวจสอบสารพันธุกรรม
ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอได=ดีกวNาคูNของ primer VP7-F1และ VP7-R952 ท่ีใช=จับกับสารพันธุกรรมของโร
ตาไวรัสประมาณ 35 เทNา สNวนปฏิกิริยา duplex RT-PCR มีความไวในการเพ่ิมขยายสารพันธุกรรมของ
โรต=าไวรัสและไวรัสตับอักเสบชนิดเอปริมาณน=อยท่ีสุดพอๆกันท่ี 90 pg(รูปท่ี 4.6, lane 4)เม่ือใช=ปริมาณ



31 

 

ของสารพันธุกรรมของไวรัสท้ังสองเริ่มต=นเทNากัน อยNางไรก็ตามผลการทดสอบความไวของ duplex-RT 
PCR ในการตรวจสอบสารพันธุกรรมแบบ artificial template ของไวรัสท้ังสองชนิดกลับพบวNา duplex 
RT-PCR ตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอได=น=อยวNาโรตาไวรัส10 เทNา (6.946x107vs 
4.335x106 molecules/reaction)(รูปท่ี 4.8, lane 6 และ 7,ตามลําดับ) จากผลการทดลองท้ังหมด
ชี้ให=เห็นวNาการทําปฏิกิริยาduplex PCR ข้ึนกับป�จจัยหลายประการ ได=แกN ชนิด, ปริมาณของprimerและ
ชนิดของ template เปJนต=นโดยในการทดสอบจําเปJนต=องใช=ความเข=มข=นของคูN primer ท่ีจับสารพันธุกรรม

ของโรตาไวรัสมากกวNาของไวรัสตับอักเสบชนิดเอ (0.6 µM vs 0.4µM) เพราะสารพันธุกรรมของโรตา
ไวรัสมีความผันแปรสูงกวNามาก นอกจากนี้ยังข้ึนกับตัวแปรอ่ืนๆ ด=วย เชNนการตรวจวิเคราะห�ด=วย agarose 
gel electrophoresis ท่ีมีการสNองดูแถบของผลผลิตภายใต=แสง fluorescence ยังข้ึนกับความไวของสารท่ี
ใช=ย=อม DNA ด=วย 
 เม่ือนําผลผลิตของ cDNA ท้ังหมดไปทดสอบความจําเพาะด=วยวิธี DNA-ELISA โดยเปรียบเทียบ
กบัคา่ cut-off value จากผลการทดลองพบวNาผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา RT-PCRมีความจําเพาะ แตNความไว

มีความแตกตNางกันตามชนิดของสารพันธุกรรมของไวรัส โดยการตรวจสอบผลผลิตจากmonoplex RT -
PCR สามารถตรวจสอบสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอได=ท่ี 2.349 pg ซ่ึงดีกวNาของโรตาไวรัสท่ี 
8.28 ng(รูปท่ี 4.3 และ 4.5, ตามลําดับ) แตNเม่ือทดสอบผลผลิตจากปฏิกิริยา duplex RT-PCR พบวNาความ
ไวในการทดสอบสารพันธุกรรมของไวรัสตับอักเสบชนิดเอลดลงเปJน 900 pgสNวนโรตาไวรสัท่ีความไว 90 pg 
(รูปท่ี 4.7)แตNเม่ือนําผลผลิตจาก artificial template ไปทดสอบหาความจําเพาะกลับไมNพบสัญญาณจากโร
ตาไวรัส พบเพียงความไวในการตรวจสอบไวรัสอักเสบได=ท่ีความเข=มข=นตํ่าสุดท่ี 
6.946x108molecules/reaction (รูปท่ี 4.9) จากข=อสังเกตพบวNาคNาการดูดกลืนแสงในการตรวจสอบสาร
พันธุกรรมของไวรัสท้ังสองชนิดพร=อมกันมีคNาน=อยกวNาคNาท่ีได=เม่ือใช=พันธุกรรมทีละชนิดหรือผลผลิตจาก 
monoplex RT-PCR และคNาการดูดกลืนแสงเม่ือใช=สารพันธุกรรมท้ังสองชนิดท่ียังถูกเจือจางมีคNาน=อยกวNา
คNาการดูดกลืนแสงท่ีวัดได=เม่ือเจือจางสารพันธุกรรมลง ท่ีเปJนเชNนนี้อาจเปJนได=วNาสารพันธุกรรมของไวรัสท้ัง
สองชนิดท่ียังไมNได=รับการเจือจางมีปริมาณสารพันธุกรรมมากเกินไปและสารพันธุกรรมจาก nontarget อาจ
ไปรบกวนปฏิกิริยาhybridization ท่ีเกิดจากการท่ี probe ไปจับสารพันธุกรรมเป|าหมายทําให=สัญญาณจาก 
hybridization ลดลง แตNเม่ือเจือจางแล=วจะมีการรบกวน hybridization ลดลง ทําให=สัญญาณเพ่ิมข้ึน 
นอกจากนี้ปฏิกิริยา DNA-ELISA ยังข้ึนกับชนิดของ probe ท่ีใช=ด=วย โดยในการทดลองมีต=องใช= probe ท่ี
จับจําเพาะกับ cDNA ชองโรตาไวรัสท่ีมีความผันแปรของลําดับนิวคลิโอไทด�สูงมาก ดังนั้นprobe จึงถูก
ออกแบบเปJน degenerate probe ท่ีสามารถจับกับ cDNA ของโรตาไวรัสได= แตNกลับได=สัญญาณท่ีมีคNาตํ่า
กวNาของไวรัสตับอักเสบชนิดเอมาก(8.28 ng Vs 82.8 pg)(รูปท่ี 4.3 และ 4.5 ตามลําดับ) 
 วิธี duplex RT-PCR และ nested PCR  ได=ถูกนํามาใช=จากการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ
ไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบเอจากการตัวอยNางหอยนางรม จากแหลNงเพาะเลี้ยงหอยแถบชายฝ��งทะเลภาค
ตะวันออกได=แกN จังหวัดชลบุรี จังหวัดระยอง และจังหวัดจันทบุรี รวมท้ังสิ้น 41 ตัวอยNางจาก 2 ชุดตัวอยNาง 
พบวNาเกิดแถบของ cDNA ผลผลิตท่ีได=จากปฏิกิริยา RT-PCR ในลักษณะ smear band (ไมNแสดงภาพ) แตN
เม่ือนําไปทดสอบตNอด=วยวิธี Nested-PCR โดยใช=ไพรเมอร�ท่ีมีความจําเพาะตNอสารพันธุกรรมของไวรัสแตNละ
ชนิด พบวNาปรากฏแถบของ DNA  ของสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบ เอ มีความยาว
ของนิวคลีโอไทด�ประมาณ 397 bp และ 321 bp ตามลําดับ โดยพบวNาในบางตัวอยNางปรากฏแถบของ 
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DNA เพียง 1 แถบ ซ่ึงแสดงให=เห็นวNาหอยทะเลตามธรรมชาติอาจมีการปนเป34อนเชื้อไวรัสโรตาหรือไวรัสตับ
อักเสบ เอ ชนิดใดชนิดหนึ่ง โดย มีตัวอยNางท่ีให=ผลการทดสอบบวกตNอเชื้อไวรัสโรตาคิดเปJน 21.95% (9/41 
ตัวอยNาง)และผลการทดสอบบวกตNอเชื้อไวรัสตับอักเสบ เอ 34.15% (14/41 ตัวอยNาง)สําหรับมีบางตัวอยNาง
ท่ีปรากฏแถบของ DNA ท้ัง 2 แถบ นNาจะมีการปนเป34อนของท้ังเชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบ เอ จาก
การทดสอบคิดเปJน 7.32% (3/41 ตัวอยNาง) ซ่ึงจากรายงานการระบาดของไวรัสตับอักเสบชนิดเอจากฟาร�ม
และตลาดในประเทศไทย (Namsai et al, 2011) ท่ีพบวNามีการปนเป34อนด=วยไวรัสตับอักเสบชนิดเอ ใน
ตัวอยNางหอยนางรมท่ีได=จากการเก็บตัวอยNาง 3.8 % และในหอยแมลงภูN 6.5% และยังมีรายงานวNา พบ
ความชุกของการปนเป34อนของเชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบ เอในหอยนางรมจากจังหวัดสุราษฎร�ธานี
อยูNท่ี 3.3% และ 0.9% ตามลําดับ (Kittigul et al, 2008)ท้ังนี้อาจเปJนเพราะระบบการเลี้ยงและความ
สะอาดของน้ําท่ีแตกตNางกันจึงทําให=หอยนางรมในภาคตะวันออกมีการปนเป34อนเชื้อไวรัสมากกวNา สําหรับ
ตัวอยNางหอยท่ีไมNปรากฏแถบ DNA ใดๆ เลย มีความเปJนไปได=วNาไมNมีการปนเป34อนของเชื้อไวรัสท้ังสองชนิด
ในหอย หรือมีความเปJนไปได=วNาการสกัดยังมีการปนเป34อนของ RT-PCR inhibitor ท่ียับยั้งการเกิดปฏิกิริยา 
RT-PCR ดังนั้นจึงควรยืนยันวNาเปJนผลลบจริงด=วยการใช= internal control primer ซ่ึงเปJน primer ท่ีจะ
จับกับ Housekeeping gene มาทําปฏิกิริยากับตัวอยNางหอย เพ่ือพิสูจน�สมมติฐานดังกลNาว  
 การทําปฏิกิริยา Nested-PCR อาจทําให=เกิดผลบวกปลอมข้ึนได= โดยอาจจะเกิดจากการปนเป34อน
ระหวNางการทําปฏิกิริยา ซ่ึงสามารถพบได=ในชNวงท่ีมีการเตรียมสารสําหรับทําปฏิกิริยารวมถึงการดูดแบNงสาร
สําหรับทําปฏิกิริยา แตNในการทดลองครั้งนี้ไมNพบการปนเป34อนระหวNางการทําปฏิกิริยา โดยพิจารณาจาก
หลอดควบคุม (Negative control) ซ่ึงไมNปรากฏแถบของ cDNA และการปรากฏ pattern ของ DNA 
band ท่ีเปJนผลผลิตของปฏิกิริยามีความแตกตNางกัน การนําผลผลิตจากปฏิกิริยา nested PCR ท่ีได=ไปหา
ลําดับนิวคลิโอไทด�ด=วยวิธี DNA sequencing จะเปJนการยืนยันผลการปนเป34อนได= จากผลการนําลําดับ
นิวคลิโอไทด�และนําไปเทียบกับฐานข=อมูล สามารถยืนยันได=วNาสารพันธุกรรมท่ีพบในหอยนางรมธรรมชาติ
เปJนสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรตาและไวรัสตับอักเสบ เอ จริงโดยโรตาไวรัสท้ังหมดท่ีปนเป34อนมี 
genotype G1[8]แตNไมNสามารถบอก genotype ของไวรัสตับอักเสบชนิดเอได=เนื่องจากบริเวณท่ีเพ่ิมขยาย
สารพันธุกรรมไมNใชNบริเวณท่ีใช=แยก genotype ของไวรัสชนิดนี้ 
 ดังนั้นอาจกลNาวได=วNาการทํา DNA-ELISA แม=มีข=อดีท่ีในการตรวจสอบความจําเพาะของผลผลิตท่ีได=
จากปฏิกิริยา monoplexRT-PCR แตNความไวอาจไมNสามารถนํามาเปรียบเทียบกันได=จากผลผลิตของ
ปฏิกิริยา duplexRT-PCR เพราะสารพันธุกรรมจาก nontarget อาจไปรบกวนการปฏิกิริยา 
hybridizationทําให=การวัดปริมาณมีความคลาดเคลื่อนได= นอกจากนี้ยังไมNสามารถนําไปใช=ในการตรวจสอบ 
genotype ของไวรัสท่ีปนเป34อนได= หากต=องการตรวจสอบ genotype แล=วจําเปJนต=องใช=วิธี duplex RT-
PCR รNวมกับวิธี Nested-PCR ซ่ึงมีประโยชน�ในการศึกษาการระบาดของเชื้อด=วย  
 
ป�ญหาและอปุสรรค 
 การทําปฏิกิริยา DNA-ELISA จําเปJนต=องใช=ชุดทดสอบท่ีมีราคาแพงมากทําให=เป|นอุปสรรคในการ
ทําสารตัวอยNางหลายๆ ครั้ง นอกจากนี้ต=องการผู=ทําการทดลองท่ีมีทักษะสูงเพ่ือให=ผลมีคNาความผันแปรตํ่า  
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