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 Rotavirus is one of the most important food-borne pathogen that cause diarrhea mainly 
in babies and children under the age of five all over the world. Currently, available vaccines 
have efficiency in protection only some strains. This project was aimed at the detection of G-
genotype and P-genotype of rotavirus from 128 hospitalized children at Bamrasnaradura 
Infectious Institute. RNA was extracted form patients’ feces and subsequently detected for G- 
and P-genotypes by RT-PCR and Multiplex Semi-Nested PCR. Designated DNA bands analyzed by 
agarose gel electrophoresis were extracted from the gel and analyzed by DNA sequencing and 
phylogenetic tree.  G1-G3 genotypes were found at 72.66%, 7.03%, 3.91%, respectively as well 
as G8 and G9 genotypes at 14.06 % and 1.56%, respectively.  For P-genotype, only P[8]  and P[4] 
genotypes were  found at 64.85% and 6.25%, respectively  but not P[6] and P[9] genotypes. G/P 
combinations were reported only 91 samples out of 128 samples  such as 58 of G1P[8] ,  8 of 
G2P[4], 1 of G2P[8] ,4 of  G3P[8],18 of  G8P[8] and 2 of G9P[8] genotype. Monitoring the 
prevalence of rotavirus is very useful for the development of vaccines that have efficiency in 
protection of the present rotavirus strains   
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 ไวรัสโรตา ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคที่ติดต่อผ่านทางการกินเป็นสาเหตุหลักของโรคท้องร่วงในเด็กแรกเกิด
และเด็กเล็กที่มีอายุต่ ากว่า 5 ขวบ ซึ่งมีการแพร่กระจายอยู่ทุกประเทศทั่ว โลก ในปัจจุบันวัคซีนที่ใช้ในการ
ป้องกันเชื้อไวรัสโรตายังมีประสิทธิภาพในการป้องกันไม่ครอบคลุมทุกสายพันธุ์  โครงการวิจัยนี้ได้ตรวจหา 
G-genotype และ P genotype ของเชื้อไวรัสโรตา จากอุจจาระจากผู้ป่วยเด็กที่เข้ารับการรักษาตัวที่
สถาบันบ าราศนราดูรด้วยอาการท้องเสียอย่างรุนแรง จ านวน 128 ตัวอย่าง อุจจาระจากผู้ป่วยถูกน ามาสกัด 
RNA จากนั้นน ามาตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR และเทคนิค Multiplex Semi-Nested PCR เพ่ือ
ตรวจสอบ G- หรือ P- genotype จากการวิเคราะห์ด้วย agarose gel electrophoresis น า DNA 
เป้าหมายสกัดออกจาก gel  แล้วน าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย DNA sequencing และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางสายสกุล จากผลการศึกษาพบ G1-G3 genotype  ร้อยละ 72.66,7.03, 3.91 ตามล าดับ 
ร่วมกับ G8 และ G9 genotype  ร้อยละ 14.06 และ 1.56 ตามล าดับ  ส่วน P genotypes พบ P[8] และ 
P[4] เท่านั้นที่ร้อยละ 64.85 และ 6.25 ตามล าดับ และไม่พบ P[6] และ P[9] genotypes  และสามารถ
รายงาน ผล G/P combination ได้ทั้งหมด 91 ตัวอย่างจากจ านวนทั้งหมด 128  ตัวอย่าง ได้แก่ G1P[8] 
จ านวน 58 ,  G2P[4] จ านวน 8, G2P[8] จ านวน 1, G3P[8] จ านวน 4, G8P[8] จ านวน 18 และ G9P[8] 2  
ตัวอย่าง การติดตามความชุกของของเชื้อโรตาไวรัสจึงมีประโยชน์มากในการพัฒนาวัคซีนที่มีประสิทธิภาพ
ในการป้องกันเชื้อไวรัสโรตาสายพันธุ์ที่ก าลังแพร่ระบาดอยู่ 

 

 

ค าส าคัญ: โรตาไวรัส, ความชุก, จีจีโนไทด์, พีจีโนไทด์, จีพีคอมบิเนชั่น 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
 โรตาไวรัส (Rotaviruses) เป็นสาเหตุหนึ่งที่ส าคัญที่ก่อให้เกิดอาการท้องเสียอย่างรุนแรงในเด็ก
ทารกหรือเด็กเล็กทั่วโลก และท าให้ผู้ป่วยเด็กที่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี ตายจากอาการดังกล่าว ประมาณ 
527,000  ราย ในแต่ละปี โดยมีอัตราการตายสูงสุดในประเทศที่ก าลังพัฒนาในทวีปแอฟริกาและเอเชีย 
(CDC, 2008; WHO, 2004) ส าหรับประเทศไทยจากการส ารวจ ปีพ.ศ. 2540-2548 ในผู้ป่วยเด็กทารกและ
เด็กเล็กที่มีอาการท้องเสียที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล พบว่าโรตาไวรัสเป็นสาเหตุของอาการป่วย
ดังกล่าวโดยเฉลี่ยถึง  42.6% (Intusoma et al., 2008: Jiraphongsa et al., 2005; Khamrin et al., 
2007; Nelson et al., 2008; Sungkapalee, et. al., 2006; Theamboonlers et al., 2008) 
 โรตาไวรัสถูกจัดกลุ่มอยู่ใน genus Rotavirusและ family Reoviridae มีรูปร่างเป็นทรงกลม 
(icosahedral) ชั้นนอกสุดของอนุภาคไม่มีชั้นไขมันห่อหุ้ม (non-enveloped) อนุภาคของไวรัสมีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง ประมาณ 72 นาโนเมตร ประกอบด้วย โปรตีน (capsid) 3 ชั้น ที่ห่อหุ้มอาร์เอนเอสายคู่ 
(double stranded RNA) จ านวน 11 ชิ้น ไว้ภายในอนุภาค เมื่อส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน
จะเห็นอนุภาคมีลักษณะคล้ายวงล้อ (wheel-shaped) โรตาไวรัสที่พบถูกแบ่งเป็นหลาย ๆ serotype จาก
กลุ่ม A ถึง G โดยใช้เกณฑ์จากการเป็นแอนติเจน (antigenicity) ของ VP6  อย่างไรก็ตามมีเพียง 
serotype A, B และ C เท่านั้นที่เกี่ยวข้องกับการระบาดในคน (Lees, 2000) โดย serotype A ส่วนใหญ่
ก่อให้เกิดการระบาดในเด็กทารก และ เด็กเล็ก และ เป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้เด็กอายุต่ ากว่า 5 ปี ใน
ประเทศที่ก าลังพัฒนาป่วยจากอาการท้องเสียอย่างรุนแรงจนต้องได้รับการรักษาในโรงพยาบาล และ เป็น
สาเหตุที่ท าให้เกิดการตายได้สูงถึง 20%  (Esters and Kapikian, 2001) ส่วน non-serotype A 
Rotaviruses พบว่ามีการระบาด เป็นระยะ ๆ ในครอบครัวหรือชุมชนผ่านทางการกิน แม้ไม่ค่อยพบได้บ่อย
นัก แต่การระบาดบางครั้งท าให้เกิดอาการระบบทางเดินอาหารอักเสบ (gastroenteritis) ที่รุนแรงจนอาจ
ท าให้เสียชีวิตได้ (Bridger, 1994)  
 ในกลุ่ม serotype A นั้นสามารถถูกแบ่งย่อยโดยใช้เกณฑ์การแบ่งจาก neutralizing antigens 2  
ชนิด คือ VP 7 และ VP4 ที่อยู่ในส่วน capsid ชั้นนอก ถูกแบ่งออกได้เป็น G (glycoprotein) และ P 
(protease-sensitive) type ตามล าดับ และสามารถถูกแบ่งย่อยออกไปได้อีกโดยอาศัยข้อมูลระดับอณู
ชีววิทยาแบ่งออกได้ทั้งหมดเป็น 27 G serotype และ 35 P serotype (Matthijnssens et al., 2011) 
และอาจพบ  G และ P serotype ที่พบระบาดร่วมกัน (G/P combinations) ได้ถึง 120 combinations 
(Matthijnssens et al., 2009) แต่ G/P combinations ที่พบทั่วโลกคือ G1[P8], G2P[4], G3P[8], 
G4P[8] และ G9P[8] อย่างไรก็ตาม G type อ่ืนๆ อาทิ G5, G6, G8, G10 และ G12 ก็สามารถพบร่วมกับ 
P[4], P[8], P[9] และ P[14] ได้ในส่วนต่างๆของโลกได้เช่นกัน (Matthijnssens et al., 2008) นอกจากนั้น
โรตาไวรัสยังอาจถูกแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อยได้อีกโดยใช้ VP6, NSP5 เมื่อใช้ NSP5 gene เป็นเกณฑ์ สามารถ
แบ่งโรตาไวรัสออกได้เป็น I, E และ H genotype ตามล าดับและได้มีรายงานไว้อย่างน้อย 16I, 14E และ 
11H genotypes (Matthijnssens et al., 2008, 2011) 
 เนื่องจากโรตาไวรัสเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดการตายค่อนข้างสูงมาก การพัฒนาวัคซีนเพ่ือใช้ในการ
ป้องกันโรคจึงเป็นสิ่งจ าเป็นมาก ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวัคซีนต่อต้านโรตาไวรัสขึ้นมา 2 ชนิด ได้แก่  
Rotarix ที่เป็น monovalent G1P[8] human attenuated vaccine และ RotaTeg ที่เป็น 
pentavalent human bovine reassorted vaccine ที่ประกอบด้วยสายพันธุ์ G1P[4], G2P[4], G3P[4], 
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G4P[4]และ G6P[8] ซึ่งได้รับอนุญาตให้ใช้ได้ในหลายประเทศ (Santosham et al., 2007) และได้รับ
อนุญาตให้น าเข้ามาใช้ในประเทศไทยแล้วตั้งแต่ปี พ.ศ. 2549 และ 2551 ตามล าดับ แต่เนื่องจากวัคซีนมี
ราคาสูง การใช้จึงจ ากัดอยู่ในกลุ่มผู้มีรายได้สูงโดยเฉพาะในกรุงเทพมหานครเท่านั้น (Thai Drug Control 
Division, 2008) นอกจากนี้แม้วัคซีนทั้งสองชนิดได้รับการพิสูจน์แล้วว่ามีประสิทธิภาพในการลดจ านวนผู้ที่
เข้ามารับการรักษาในโรงพยาบาลด้วยอาการท้องเสียจากโรตาไวรัสได้ในระดับหนึ่ง (Madhi et al., 2010; 
Armah et al., 2010; Feikin et al., 2012) อย่างไรก็ตามวัคซีนเหล่านี้ไม่สามารถป้องกันการติดเชื้อโรตา
ไวรัสที่มีประสิทธิภาพร้อยละร้อยได้ ทั้งนี้เนื่องจากธรรมชาติของ โรตาไวรัส ที่มีการกลายพันธุ์ไ ด้ง่ายท าให้
วัคซีนมีประสิทธิภาพในการต่อต้านการติดเชื้อของโรตาไวรัสต่างสายพันธุ์แตกต่างกัน (Patel et al., 2008; 
Ward and Bernstein, 2009) นอกจากนี้การที่ไวรัสจีโนม เป็นอาร์เอนเอ เส้นคู่ ชิ้นสั้น ๆ ถึง 11 ชิ้น 
ภายในอนุภาคท าให้สามารถเกิดการกลายพันธุ์แบบ genetic reassortment ได้ง่าย หากเกิดการติดเชื้อโร
ตาไวรัส สองสายพันธุ์พร้อมกันภายในเซลล์เดียวกันเหมือนกับที่เกิดกับ influenza virus   
 ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงจุดมุ่งหมายในการตรวจหา genotype ของ rotavirus G และ P types  ที่
เป็นสาเหตุให้เกิดอาการท้องเสียแบบฉับพลันในเด็กเล็กที่เข้ารับการรักษาตัวในสถาบันบ าราศนราดูร 
จังหวัดนนทบุรี ข้อมูลที่ได้นอกจากท าให้ทราบถึงข้อมูลทางการ การกระจายของ genotype ต่างๆ 
(genotype distribution) และความสัมพันธ์ทางสายสกุลของโรตาไวรัสซึ่งเป็นสิ่งที่ส าคัญในการป้องกัน
การติดเชื้อโรตาไวรัสโดยเฉพาะสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดอาการรุนแรง เพ่ือน าไปใช้ในการพัฒนาวัคซีนรุ่นต่อไป
ให้ครอบคลุมสายพันธุ์ของโรตาไวรัสที่ระบาดในประเทศไทยด้วยนอกจากนี้ยังใช้เป็นข้อมูลที่ท าให้ทราบถึง
ประสิทธิภาพของวัคซีนที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันด้วย 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 1. ตรวจสอบความชุกของ rotavirus G และ P typesที่ก าลังแพร่ระบาด 
 2. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสายสกุลของโรตาไวรัส 
 
ทฤษฎี สมมุติฐาน 
 เทคนิค RT-PCR ร่วมกับ multiplex semi-nested PCR สามารถน ามาใช้ในการทดสอบหา G 
และ P genotype จาก VP 7 และ VP4 gene ตามล าดับของโรตาไวรัสที่สามารถกระท าได้ใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ โดยคู่ของ primer ที่น าใช้ในปฏิกิริยาต้องให้ผลผลิตที่มีขนาดของล าดับนิวคลิโอไทด์
ที่แตกต่างกันและสามารถแยกออกจากกันได้จากการวิเคราะห์ด้วย agarose gel electrophoresis และ
การวิเคราะห์ด้วยการหาล าดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลิตที่ได้นอกจากจะใช้ในการยืนยันผลการทดสอบ 
genotype แล้วยังใช้ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสายสกุลของโรตาไวรัสได้ด้วย 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย  
 โครงการวิจัยนี้เป็นการตรวจหา genotype ของ rotavirus ชนิด G และ P  ท าการทดสอบด้วย
การน าอุจจาระจากผู้ป่วยเด็กที่มีอาการท้องเสียฉับพลันที่เหลือจากการตรวจในงานประจ าวันของสถาบัน
บ าราศนราดูรซึ่งผ่านการตรวจคัดกรองแล้วว่าอาการท้องเสียมีสาเหตุมาจากโรตาไวรัส น าตัวอย่างอุจจาระ
มาสกัด RNA ออกจากอนุภาคของโรตาไวรัสและน ามาตรวจสอบด้วยวิธี  semi-nested RT-PCR ด้วยการ
ท าปฏิกิริยา One step RT-PCR ในรอบแรก โดยใช้ primer คู่ที่เหมาะสมได้ผลผลิตเป็น full length 
CDNA ของ VP 7 หรือ VP4gene หลังจากนั้นน า cDNA มาเพ่ิมขยายจ านวนต่อไปด้วย primer ที่จ าเพาะ
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หลายๆ คู่ ด้วยเทคนิค multiplex semi-nested PCR เพ่ือตรวจสอบ G type และ P type ตามล าดับ 
นอกจากนี้ cDNA ผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา RT-PCR จะถูกน าไปหาล าดับนิวคลิโอไทด์เพ่ือยืนยันผลการ
ตรวจสอบและน ามาสร้าง phylogenetic tree เพ่ือหาความสัมพันธ์ทางสายสกุลของโรตาไวรัสที่ระบาดใน
คน 
 
ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
 จากเทคนิคที่ใช้ท าให้ทราบความชุกของ rotavirus G และ P types ที่ก าลังแพร่ระบาดและ
ความสัมพันธ์ทางสายสกุลของโรตาไวรัสด้วย 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ทางด้านวิชาการเพ่ือตรวจสอบถึง genotype ของโรตาไวรัสที่ระบาดว่า
เป็นชนิดที่มีความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคหรือมีสายพันธุ์ที่ไม่ค่อยมีการระบาดเป็นประจ า (uncommon 
strain) หรือไม่ ทั้งนี้เพ่ือใช้ในการป้องกันการติดเชื้อด้วยการผลิตวัคซีนมาต่อต้าน genotype ที่ก่อให้เกิด
โรครุนแรง และสามารถใช้เป็นข้อมูลส าหรับกระทรวงสาธารณสุขที่ท าให้ทราบถึงประสิทธิภาพของวัคซีนที่
ใช้กันอยู่ในปัจจุบันเพ่ือน าไปใช้ในการพัฒนาวัคซีนรุ่นต่อไปให้ครอบคลุมสายพันธุ์ของโรตาไวรัสที่ระบาดใน
ประเทศไทยด้วย นอกจากนี้สามารถน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารระดับชาติและนานาชาติ อาทิ Journal 
of Medical Virology, Journal of Infection, Genetics and evolution, Journal of Clinical 
Microbiology, Emerging Infectious Disease    
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 โรตาไวรัสเป็นสาเหตุหนึ่งที่ส าคัญที่ท าให้เด็กทารกและเด็กเล็กป่วย (morbidity) ด้วยอาการ
ท้องเสียจนต้องเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลซึ่งอาการอาจรุนแรงจนท าให้เกิดการเสียชีวิต  (mortality) 
โดยได้มีการประมาณการไว้ว่าในประเทศไทย ผู้ป่วยที่ป่วยด้วยอาการท้องเสีย, ที่เข้าพบแพทย์ และที่เข้ารับ
การรักษาในโรงพยาบาลมีสาเหตุมาจากโรตาไวรัสด้วยอัตราส่วน1:8, 1:36 และ 1:85 ตามล าดับ 
(Jiraphongsa et al., 2005) การระบาดของ rotavirus G type มีรูปแบบการระบาดที่มีความแตกต่างกัน
ในหลายๆ ประเทศและพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการระบาดด้วย  ตัวอย่างเช่น ในประเทศ
ออสเตรเลีย G1 เป็น type พบที่มากที่สุดในปี 1999-2001, G9 มีการระบาดสูงสุดในปี 2001-2003 และ 
G1 กลับมาระบาดสูงสุดอีกครั้งหลังจากปี 2004 (O’Ryan, 2009) ในประเทศอิตาลี G1 พบมีการระบาด
สูงสุดในปี 2001, 2002 และ 2004 และ G9 มีการระบาดสูงสุดในปี 2005 (De Grazia et al., 2007) ใน
ประเทศไอร์แลนด์พบ G9 มีการระบาดสูงสุดในปี 2001-2002 และ G1 พบมากที่สุดในปี 2002-2004 
(Reidy et al., 2005) 
 จากการศึกษาที่ผ่านมาระหว่างปี 1998-2002 ในประเทศไทยก่อนที่มีการน าวัคซีนเข้ามาใช้นั้น
พบว่า มีการระบาดของโรตาไวรัสที่ก่อให้เกิดอาการท้องเสียอยู่ระหว่าง 33.3%-50.6% (เฉลี่ย 42.6%)  
(Intusoma et al., 2008:;Khamrin et al., 2007; Nelson et al., 2008; Sungkapalee, et. al., 2006; 
Theamboonlers et al., 2008)  ส่วนใหญ่เกิดขึ้นในเด็กที่มีอายุระหว่าง 12 และ 17 เดือน (Intusoma 
et al., 2008; Khananusak et al., 2010) ช่วงการระบาดมีรูปแบบเป็น unimodal pattern โดยมีการ
ระบาดสูงสุดเกิดขึ้นในช่วงที่มีอากาศหนาวที่สุดของประเทศไทยระหว่างเดือนตุลาคมถึงกุมภาพันธ์ 
(Jiraphongsa et al., 2005; Intusoma et al., 2008, Maneekarn and Ushijima, 2000; 
Khananusak et al., 2010) จากการศึกษาในประเทศไทยตั้งแต่ปี 1977-1997 ได้รายงานว่า serotype 
ของโรตาไวรัสมีการเปลี่ยนแปลงอยู่เสมอ  ในช่วงเวลาดังกล่าวพบการติดเชื้อของโรตาไวรัสอยู่ในช่วง
ระหว่าง 27%-34% โดยพบว่า G1 เป็น type ที่พบมากที่สุด ตามด้วย G2, G4 และ G3 (Maneekarn 
and Ushijima, 2000) แต่การศึกษาต่อมาระหว่างปี 2001-2003 พบว่า G9 มีการระบาดมากที่สุดในปี 
พ.ศ. 2001 และพบ G9 ร่วมกับ G2 ในปี พ.ศ.2003 และพบ G9P[8] มีการระบาดสูงถึง 91.6% ตามด้วย 
G3P[8] (4.7%), G2P[4] (2.8%) และ G3P[3] (0.9%) ในเขตจังหวัดเชียงใหม่ (Khamrin et al., 2006) 
ขณะที่ผลจากการศึกษาระหว่างปี  2002-2004 พบว่า G9P[8] มีการระบาดลดลงเป็น 40.8% ตามด้วย 
G1P[8] (33.7%), G2P[4] (23.5 %) และ G3P[9] (2%) (Khamrin et al., 2007) เมื่อศึกษาต่อมาระหว่าง
ปี 2004-2006 พบว่า G9 มีการระบาดลดลง ขณะที่ G1 ได้กลับมาระบาดเพ่ิมขึ้นใหม่ โดยพบว่า G1P[8] 
ได้กลับมาระบาดเพ่ิมขึ้นสูงถึง 62.8.% ตามด้วย G2P[4] (27.9 %) และ G3P[8] (4.7%) และG3P[8] และ 
G3P[10] อย่างละ 2.3% (Khamrin et al., 2010)   
 ในปี 2007-2008 พบว่า G1 มีการระบาดร่วมกับ G9 โดยในปี 2007 G1P[8] ได้กลับมาระบาด
เพ่ิมขึ้นสูงถึง 72.3% ตามด้วย G2P[4] (19.2 %) และ G3P[8] (8.5%) ในเขตจังหวัดเชียงใหม่ เมื่อใช้การ
วิเคราะห์ทางสายสกุลด้วย phylogenetic tree ของ VP7 และ VP4 พบว่า G1 อยู่ใน lineageG1-1c และ 
G1-II, G2 อยู่ใน lineage G2-II และ G3 อยู่ใน lineage G3-III-S4 ส่วน P[4] และ P[8] อยู่ใน lineage 
P[4]-V และ P[8]-III ตามล าดับ นอกจากนี้การระบาดยังแสดงความเชื่อมโยงของ genotype ด้วย โดย
พบว่า G1- P[8] หรือ G3- P[8] มักมีรูปแบบการระบาดร่วมกับ I1-E1-H1 ส่วน G2- P[4] มักมีรูปแบบการ
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ระบาดร่วมกับ I2-E2-H2 genotype จากใช้การวิเคราะห์ VP6, NSP4 และ NSP5 gene ร่วมด้วย 
(Chaimongkol et al., 2012) หลังจากนั้นการระบาดของ G9 ได้ลดลงและหายไปในปี 2009 ขณะที่ G2 
เพ่ิมขึ้นและพบระบาดร่วมกับ G1 โดยพบ G1P[8] ร่วมกับ G2P[4] ในเขตกรุงเทพมหานครแต่พบ G2P[4] 
ในอัตราต่ าในจังหวัดขอนแก่น (Khananusak et al., 2010) การที่พบ G2P[4] ในกรุงเทพมหานครในเขต
เมืองที่มีการเข้าถึงวัคซีนได้ชี้ให้เห็นถึงวัคซีนที่ใช้มีประสิทธิภาพต่ าในการต่อต้านโรตาไวรัสสายพันธุ์ 
G2P[4](Ruiz-Palacios et al., 2006; Ward and Bernstein, 2009)  นอกจากนี้สายพันธุ์ที่พบได้บ่อย
ดังที่กล่าวมาแล้วยังพบการระบาดของสายพันธุ์ของ human rotavirus ที่ปกติไม่ได้พบบ่อยในบางพ้ืนที่
ของประเทศไทยด้วย อาทิ G3P[3], G3P[9], G3P[10], G3P[19], G12P[6], G12P[8]   และ G12P[9] เป็น
ต้น (Khamrin et al., 2006, 2007, 2009; Pongsuwanna et al., 2002; Theamboonlers et al., 
2008, Khananusak et al., 2010)  
 G9  เป็นสายพันธุ์ที่มีการแพร่ระบาดไปทั่วโลก โดยพบมีการระบาดเป็นครั้งแรกในประเทศ
สหรัฐอเมริกาในปี 1983 และมีการระบาดต่อมาในประเทศญี่ปุ่นในปี 1985 หลังจากนั้นก็หายไปและ
กลับมาระบาดอีกครั้งในช่วงระหว่าง 1900-1910 เนื่องจากเป็น type ที่มีการระบาดเป็นอันดับที่ 5 ทั่วโลก
จึงมีผู้แนะน าว่าควรใช้ G9 เป็น candidate vaccine (Montenegro et al., 2007) จากการศึกษาล าดับ
นิวคลิโอไทด์ของ VP gene (Hashino et al., 2004) เพ่ือใช้วิเคราะห์ความใกล้ชิดทางสายสกุลจาก 
phylogenetic tree สามารถแบ่ง G9 ออกได้อย่างน้อย 3 lineage โดย lineageI รวมถึง type ที่ระบาด
ในช่วงปี 1980-1990 ส่วน lineage II สามารถตรวจพบในทารกแรกเกิดที่ไม่แสดงอาการท้องร่วงในอินเดีย
เท่านั้น และสายพันธุ์ส่วนใหญ่ที่มีการระบาดทั่วโลกนั้นเป็น lineage III รวมทั้งสายพันธุ์ที่พบในประเทศ
ไทยด้วย (Pongsuwanna et al., 2010)  
 G12 พบว่ามีการระบาดครั้งแรกในประเทศฟิลิปปินส์ในปี 1990 (Taniguchi et al., 1990; 
Urasawa et al., 1990) หลังจากนั้นได้พบการระบาดของ type นี้ในประเทศไทย ในปี 1998-1999 
(Pongsuwanna et al., 2002; Wakuda et al, 2003) รวมทั้งประเทศต่างๆ ทั่วโลก (Mathiinssens et 
al., 2008) เมื่อใช้การวิเคราะห์ทางสายสกุลด้วย phylogenetic tree  สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 lineage 
โดย lineage I รวมถึงสายพันธุ์ต้นแบบ (prototype strain) L26, lineage II ที่ ประกอบด้วยสายพันธุ์จาก
ประเทศไทย (strain T152) จากประเทศญี่ปุ่นและอาเจนติน่า, lineage III รวมถึงสายพันธุ์ที่ระบาดใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา และสายพันธุ์ส่วนใหญ่ในประเทศอินเดีย บังคลาเทศ และเนปาล ส่วน  lineage IV 
ประกอบด้วยสายพันธุ์ที่ระบาดในหมู (porcine strain), RU172 (Rahman et al,2007)  จากการเฝ้า
ติดตามการระบาดของ G12 ในประเทศไทยหลังจากที่พบสายพันธุ์ T152 ครั้งแรกแล้วพบ G12 ทั้งหมด 7 
สายพันธุ์ในช่วงระหว่างปี 2004-2005 และ 2006-2007 ที่สามารถจัดกลุ่มได้อยู่ใน lineage III 
(Pongsuwanna et al., 2010; Khananusak et al., 2010 ) และพบการระบาดของ G12 ในบางพ้ืนที่
เท่านั้นเช่น จังหวัดตากที่มีชายแดนติดกับประเทศพม่า อย่างไรก็ตามยังคงมีความจ าเป็นที่ต้องติดตามการ
แพร่ระบาดของ G12 ในประเทศไทยต่อไปว่ามีการแพร่ระบาดไปยังพ้ืนที่อ่ืนอีกหรือไม่ 
 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลิโอไทด์ของ VP 7 gene ในช่วงเวลาหนึ่งในพ้ืนที่
เดิมด้วยวิธีวิเคราะห์ทาง genetic molecular analysis ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ G1  แต่พบมีการ
แทนที่ของ amino acid 2 ต าแหน่งใน G3 strain ที่พบในประเทศจีนและประเทศรัสเซีย (Trinh et al., 
2007 a,b) ส่วน G2 ที่น ามาศึกษาซึ่งแยกได้จากประเทศญี่ปุ่น, จีน, ไทยและเวียดนามในปี 2001-2003 
ทั้งหมดถูกจัดอยู่ใน lineage II ของ phylogenetic tree เหมือนที่พบส่วนใหญ่ที่ระบาดทั่วโลกซึ่งตรวจพบ
ในปี 1995 เมื่อเปรียบเทียบกับ prototype G2 strain DS-1 พบการเปลี่ยนแปลงของ amino acid จาก 
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aspartic acid ไปเป็น asparagine ที่ต าแหน่ง 96 ของ antigenic region A ใน G2 strain ทั้งหมดที่น ามา
ศึกษา ดังนั้นจึงชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่สายพันธุ์เหล่านี้อาจจะหนีการปกป้องจากสูตรวัคซีนที่ใช้อยู่ใน
ปัจจุบัน ส่วน G4 strain ที่แยกได้จากประเทศเวียดนาม จัดอยู่ใน lineage Ia ของ phylogenetic tree 
ส่วนสายพันธุ์ที่แยกได้จากประเทศญี่ปุ่นจัดอยู่ใน lineage Ic และมีการแทนที่ amino acid เป็น 
asparagine ที่ต าแหน่ง 76 ในสายพันธุ์จากประเทศญี่ปุ่นซึ่งเหมือนกับ G4 strain จากประเทศอาเจนติน่า 
อิตาลี ปารากวัย อุรุกวัย ที่พบตั้งแต่ปี 1998  จากข้อมูลดังกล่าวชี้ให้เห็นถึงการกลับมาระบาดใหม่ของสาย
พันธุ์ดังกล่าวในประเทศญี่ปุ่น (Trinh et al., 2010) 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
3.1 การเก็บตัวอย่างอุจจาระ 
 อุจจาระตัวอย่างจากเด็กที่มีอาการท้องร่วงอย่างรุนแรงที่เข้ารับการรักษาที่สถาบันบ าราศนราดูร 
ระยะเวลาระหว่างเดือนเมษายน พ.ศ. 2555 – เดือนเมษายน พ.ศ. 2557 และได้รับการวินิจฉัยแล้วว่าติด
เชื้อไวรัสโรตาด้วยวิธี immunochromatography จ านวนอย่างน้อย 128 ตัวอย่างได้ถูกเก็บรักษาแยกแต่
ละตัวอย่างไว้เป็นหลอด ๆที่อุณหภูมิ – 80C โดยการเก็บตัวอย่างอุจจาระนั้นได้ผ่านการอนุมัติการเก็บ
ตัวอย่างอุจจาระจากมนุษย์จากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของมหาวิทยาลัยบูรพา 
และจากสถาบันบ าราศนราดูรว่าเป็นตัวอย่างที่เหลือจากงานประจ าจากห้องปฏิบัติการไวรัสวิทยาและ
ภูมิคุ้มกันวิทยาและไม่มีการเชื่อมโยงไปถึงประวัติผู้ป่วย 
 
3.2 การสกัด RNA ของโรตาไวรัส 
 น าตัวอย่างดังกล่าวปริมาตร 100 µl หรือ 100 mg (เมื่ออุจจาระมีลักษณะค่อนข้างแข็ง) ใส่ใน 1.5 
ml microcentrifuge tube  จากนั้นเติมสารละลาย 1x PBS buffer ปริมาตร 400 µl ผสมให้เข้ากันโดย
ใช้ vortex น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใส (supernatant) มาเก็บไว้
ที่ -80C หรือน ามาสกัด RNA เพ่ือน าไปใช้ในการสกัด RNA ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป QIAamp ® Viral RNA 
Mini Kit (QIAGEN, Germany) 
 น า supernatant  ปริมาตร 140 µl ผสมกับ buffer AVL ปริมาตร 560 µl  ที่มี carrier RNA 
5.6 µl ใน 1.5 ml microcentrifuge tube จากนั้นผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex เป็นเวลา 15 วินาที แล้ว
บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม absolute ethanol ปริมาตร 560 µl ผสมส่วนผสม
ทั้งหมดให้เข้ากันโดยใช้ vortex เป็นเวลา 15 วินาที spin down จากนั้นดูดส่วนผสมปริมาตร 630 µl ลง
ใน spin column ที่ให้มาในชุดสกัด ท าการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็น
ระยะเวลา 1 นาที ทิ้งของเหลวที่อยู่ใน collection tube ท าซ้ าอีกครั้งจนส่วนผสมใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube หมด จากนั้นดูด buffer AW1 ที่ผสม ethanol แล้ว ปริมาตร 500 µl ลงใน spin 
column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งของเหลวที่อยู่ใน collection tube ต่อมา
เติม buffer AW2 ที่ผสม ethanol แล้ว ลงใน spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 
3 นาที ทิ้งของเหลวที่อยู่ใน collection tube ท าการปั่นซ้ าอีกครั้งที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที เพ่ือก าจัด ethanol ที่ยังตกค้างอยู่ ท าการเปลี่ยน collection tube เป็น 1.5 ml microcentrifuge 
tube หลอดใหม่ จากนั้นเติม buffer AVE ปริมาตร 40 µl และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที น าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนใสที่มี RNA แบ่ง ใส่ใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube หลอดละ 5 µl เก็บใน -80 °C จนกว่าจะน ามาใช้ท าการทดลองต่อไป 
 
3.3 การตรวจหา G genotype ของโรตาไวรัส 
 การตรวจหา G genotype ของ โรตาไวรัสสามารถกระท าได้ด้วยวิธี semi-nested multiplex 
RT-PCR เพ่ือตรวจสอบ 4G-type ด้วย ปฏิกิริยา One step RT-PCR (SuperScript III one-step RT-PCR 
with  Platinum Taq,USA)  โดยในรอบแรกของปฏิกิริยา RT-PCR เป็นการเพ่ิมจ านวน full-length 
VP7 gene ด้วย primer VP7F และ VP7R (ตารางที่ 3.1) ด้วยสภาวะที่แนบมากับชุดทดสอบแต่ได้มีการ
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ปรับสภาวะให้เหมาะสมดังต่อไปนี้ 2 mM MgSO4, 0.4 µM forward หรือ reverse primerและใช้ RNA 
template ปริมาตร 3 µlและสภาวะการท าปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3.2 ผลผลิตจากปฏิกิริยาควรเป็น 
cDNA ที่ความยาวของนิวคลิโอไทด์ประมาณ 881 bp ส าหรับการตรวจสอบ G type โดยใช้ cDNA ที่เป็น
ผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้วด้วยชุดทดสอบ PureLink ™ Quick PCR Purification Kit 
(Invitrogen, USA) ตามวิธีที่แนะน ามากับชุดทดสอบ จากนั้นน า full length cDNA มาขยายเพ่ิมจ านวน
ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ G-type specific mixed primer (aBT1, aCT2, mG3 และ mG9 ) เป็น 
forward primer ที่จับจ าเพาะกับ conserved region ภายใน gene ของ G1-G3 และ G9 ตามล าดับ 
และใช้  VP7R primers เป็น reverse primer ด้วยสภาวะที่เหมาะสมดังต่อไปนี้ 0.2mM dNTPs mix, 2.0 
mM Mgl2, 1 µM forward หรือ reverse primer, 2.5 U Tag DNA polymerase(Thermoscientific,  
USA) โดยใช้ DNA template ปริมาตร 1 µl และสภาวะการท าปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3.3 ได้ผลผลิต
ที่มีขนาดของนิวคลิโอไทด์โดยประมาณคือ 618, 521, 682 และ 179 ตามล าดับ ที่น่าจะเป็น genotype 
ต่างๆ ดังแสดงไว้ในรูปที่ 3.1 ในการทดสอบใช้ Human rotavirus A strain Wa (ATCC 2018) เป็น 
positive control และใช้น้ าเป็น negative control หลังจากนั้นผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา PCR จะถูก
น ามาวิเคราะห์ด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบ ความยาวของนิวคลิโอไทด์ โดย
เปรียบเทียบกับ 100bp DNA Ladder marker (TrackIt, Invitrogen, USA) 
 
3.4 การตรวจหา P genotype ของโรตาไวรัส  
 การตรวจหา P genotype ของโรตาไวรัสสามารถกระท าได้ด้วยวิธี semi-nested multiplex RT-
PCR  เพ่ือตรวจสอบ 4P-type ด้วย ปฏิกิริยาOne step RT-PCR (SuperScript III one-step RT-PCR 
with  Platinum Taq,USA)    โดยในรอบแรกของปฏิกิริยาRT-PCR เป็นการเพ่ิมจ านวน gene 
segment ของ VP4 gene ด้วย VP4F (con3) และ VP4R primers (ตารางที่ 3.1) ด้วยสภาวะที่แนบมา
กับชุดทดสอบแต่ได้มีการปรับสภาวะให้เหมาะสมดังต่อไปนี้ 3.4mM MgSO4, 0.4 µM forward หรือ 
reverse primerและใช้ RNA template ปริมาตร 3 µlและสภาวะการท าปฏิกิริยาดังในตารางที่ 3.2 ได้
ผลผลิตจากปฏิกิริยาที่เป็น cDNAที่ความยาวของนิวคลิโอไทด์ประมาณ 876 bp ส าหรับการตรวจสอบ P 
type น าcDNAที่เป็นผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้วด้วยชุดทดสอบ PureLink ™ Quick PCR 
Purification Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีที่แนะน ามากับชุดทดสอบ จากนั้นน า full length cDNA ที่
เป็นผลผลิตที่ได้มาขยายเพ่ิมจ านวนด้วยปฏิกิริยาPCR โดยใช้ P-type specific mixed primer (P[4]-F, 
P[6]-F, P[8]-Fและ P[9]-F ) เป็น forward primer ที่จับจ าเพาะกับ conserved region ภายใน gene 
ของ P[4], P[6], P[8], และ P[9] ตามล าดับ และใช้ VP4R primers เป็น reverse primerด้วยสภาวะที่
เหมาะสมดังต่อไปนี้ 0.2mM dNTPs mix, 2.5 mM Mgl2, 0.5 µM forward หรือ reverse primer, 2.5 
U Tag DNA polymerase (Thermoscientific, USA) โดยใช้ DNA template ปริมาตร 1 µl และสภาวะ
การท าปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3.3 และควรได้ผลผลิตที่มีขนาดของนิวคลิโอไทด์โดยประมาณคือ 413, 
628, 531และ 502ตามล าดับที่น่าจะเป็น genotype ต่างๆ ดังแสดงไว้ในรูปที่ 3.2 จากการวิเคราะห์ด้วย 
1.5%agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ 100bp DNA Ladder marker (TrackIt, 
Invitrogen, USA) ส าหรับการทดสอบปฏิกิริยาใช้ Human rotavirus A strain Wa (ATCC 2018) เป็น 
positive control และใช้น้ าเป็น negative control   
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ตารางที่ 3.1: แสดงล าดับเบสของ primer ที่ใช้ในการท า RT-PCR และ Multiplex semi-Nested PCR  
Primer Sequence (5 to 3) Position Product size 
VP7-F ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC nt 51-71 881* 
VP7-R AAC TTG CCA CCA TTT TTT CC nt 914-932 
aBT1 CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G nt 314-335 618* 
aCT2 CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGT G nt 411-435 521* 
mG3 ACG AAC TCA ACA CGA GAG G nt 250-269 682* 
mG9 CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC*** nt 757-776 179* 
VP4-F (con3) TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC A nt 11-32 876** 
VP4-R ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC nt 868-887 
P[4]-F CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC nt 474-494 413** 
P[6]-F TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA nt 259-278 628** 
P[8]-F TCT ACT GGR TTR ACN TGC nt 339-356 531** 
P[9]-F TGA GAC ATG CAA TTG GAC nt 385-402 502** 
 
*เปรียบเทียบกับ Human Rotavirus สายพันธุ์ Americas, Asia, West Africa, South Africa, Europe 
**เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ Rotavirus A strain RVA/Human-wt/IND 
*** Y= C or T 
 
 
 
ตารางที่ 3.2: ตารางแสดง condition ของเครื่อง Thermocycler ในการท าปฏิกิริยา Monoplex 
Reverse transcription polymerase chain reaction (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 3.3: ตารางแสดง condition ของเครื่อง Thermocycler ในการท าปฏิกิริยา Multiplex Semi 
Nested-PCR 
Condition Temperature Time Cycles 
Initial denature 95 °C 3 min  
Denature 95 °C 30 Sec  
Annealing 55 °C  30 Sec   30 cycles 
Extension 72 °C 1 min *  
Final Extension 72 °C 15 min  
Cool 4 °C   
 
* Extension time: 1 min / kb 
 

 
 
รูปที่ 3.1 : รูปแสดง genotyping VP7 
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รูปที่ 3.2 : รูปแสดง genotyping VP4 
 
3.5 การหาล าดับนิวคลิโอไทด์ของ VP7 และ VP4 gene 

Full length cDNA ที่เป็นผลิตภัณฑ์จาก RT-PCR หรือ ชิ้นส่วนของชิ้นดีเอ็นเอที่เป็นผลิตภัณฑ์
จาก Multiplex Semi Nested-PCRที่มีขนาดที่ต้องการได้ถูกตัดออกจากเจลและน ามาท าให้สะอาดโดยใช้ 
PureLink ™ Quick Extraction kit ก่อนน าส่งไปยังห้องปฏิบัติการของบริษัท First base laboratories 
SDN BHD (Malaysia)เพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อโรตาไวรัส ส าหรับการหาล าดับนิวคลิโอไทด์ของ 
VP7 มีการหาล าดับเบสจ านวน 2 เส้นในสองทิศทางโดยใช้ VP7-F primer และ VP7-R primer ส่วน VP4 
ใช้ VP4-F (con3) และ VP4-Rprimers โดยน าข้อมูลมาท าการวิเคราะห์โดยเริ่มจากท าการ BLAST ใน
เว็บไซต์ NCBI เพ่ือตรวจสอบขั้นต้นว่าข้อมูลเป็นเชื้อโรตาไวรัส น าข้อมูลที่เป็นเส้น Forward และ Reverse 
น าไปการแก้ไข sequence ในส่วนของล าดับเบสที่ไม่สามารถอ่านค่าได้ และท าการ assembly ด้วย
โปรแกรม BioEdit เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่มีความถูกต้องมากขึ้น จากนั้นน าข้อมูลมาท าการ BLAST ในเว็บไซต์ 
NCBI เพ่ือตรวจสอบสายพันธุ์ของเชื้อโรตาไวรัส โดยดูจากค่าต่อไปนี้  คือ max score คือ คะแนนการจัด
ต าแหน่งสูงสุดระหว่างล าดับเบสกับล าดับเบสของฐานข้อมูล , total score คือ ผลรวมของคะแนนการจัด
ต าแหน่งของ segments ทั้งหมดจากล าดับฐานข้อมูล, query value คือ ร้อยละของความยาวของข้อมูลที่
สอดคล้องกับล าดับเบสของฐานข้อมูล, ident คือ ร้อยละของล าดับเบสที่เหมือนกับฐานข้อมูล โดยค่า cut 
off อยู่ที่ค่า identร้อยละ 80 – 100 
 
3.6 การวิเคราะห์ความเป็นสายสกุลด้วย phylogenetic analysis 

ล าดับนิวคลิโอไทด์จะน ามาวิเคราะห์โดยใช้ BioEdit และน ามาเปรียบเทียบกับ ล าดับนิวคลิโอไทด์
ของ reference strain ที่ได้มาจากการค้นหาใน NCBI GenBank database และวิเคราะห์โดยใช้ Bioedit 
Mega program ส าหรับ multiple sequence alignment และ MEGA-4.0 software package ส าหรับ
การสร้าง phylogenetic tree โดยใช้ neighbor-joining method ค่าความเชื่อมั่น (confidence โดยใช้ 
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neighbor-joining method ค่าความเชื่อมั่น (confidence value) ของ internal nodes ค านวณโดยใช้
การวิเคราะห์ bootstrap ด้วย 1000 replicates 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การตรวจสอบ genotype ของ VP7 
4.1.1 การขยายเพิ่มจ านวน full length cDNA ด้วยปฏิกิริยา RT-PCR 
 จากการการขยายเพ่ิมจ านวน full length cDNA ของ VP7 gene ด้วยวิธี monoplex RT-PCR 
โดยใช้ VP7-F และ VP7-R primer และน าไปวิเคราะห์ด้วย 0.8 % agarose gel electrophoresis 
เปรียบเทียบกับ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder maker (Thermo Scientific, USA) ผลการ
ทดสอบตัวอย่างจ านวน  129 ตัวอย่าง พบว่า 96 ตัวอย่างมีดีเอ็นเอเป้าหมายขนาด 881 bp ที่ต้องการ แต่ 
33 ตัวอย่างไม่แสดงแถบ cDNA บน agarose gel ดังตัวอย่างบางส่วนได้แสดงในรูปที่ 4.1  
 
 
          
  
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 ตัวอย่างขนาดของfull length cDNAที่ได้จากเพ่ิมขยายจ านวน VP7 gene ด้วย ปฏิกิริยา 
monoplex RT-PCR ในตัวอย่างที่ 1 – 14 โดย M คือ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder maker, 
P คือ Positive control, N คือ  Negative control และ 1-14 คือหมายเลขของตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง 

 
4.1.2 การตรวจสอบ VP7 genotype ด้วย multiplex semi-nested PCR 
 จากการตรวจสอบ G-genotype ของเชื้อไวรัสโรตาโดยวิธี Multiplex Semi Nested-PCR ซึ่งใช้
Forward primer 4 สาย (aBT1, aCT2, mG3, mG9) และ Reverse primer 1 สาย (VP7-R) และน าไป
วิเคราะห์ด้วย 1.5 % agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับ GeneRuler 100 bp Plus DNA 
ladder maker (Thermo Scientific, USA) จากผลการทดสอบตัวอย่างที่แสดงในรูป 4.2 มีนิวคลิโอไทด์ที่
มีขนาดประมาณ 618, 521, 682 และ 179 ตามล าดับ ที่น่าจะเป็น genotype G1, G2, G3 และ G9 
ตามล าดับ อย่างไรก็ตามตัวอย่างที่ 3 และ 4 ที่ไม่พบแถบ cDNA (ในรูป 4.1 )เมื่อน ามาขยายเพ่ิมจ านวน
ด้วยปฏิกิริยา nested PCR กลับพบแถบ DNA ที่ขนาดประมาณ 618 bp ที่คาดว่าเป็น G1 genotype 
 

881 bp 
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รูปที่ 4.2 แสดงขนาดของดีเอ็นเอที่ได้จากการแยก G-genotype โดยวิธี Multiplex Semi-Nested PCR 
โดย M คือ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder maker, P คือ Positive control, N คือ Negative 
control และ 1-14 คือหมายเลขของตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง 
 
4.1.3 การทดสอบล าดับนิวคลิโอไทด์ของ VP7 gene 
 จากการน า Purified cDNAซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา RT-PCR หรือMultiplex Semi-
Nested PCR ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ และได้น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปท าการเปรียบเทียบกับ
ข้อมูลนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST จากนั้น
พิจารณาผลจากเปอร์เซ็นต์ Identical ซึ่งแสดงถึงความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ตรวจสอบเทียบ
กับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล โดยยอมรับผลเมื่อมีเปอร์เซ็นต์ Identical สูงกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่า  ทุกตัวอย่างที่ศึกษามีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับไวรัสโรตากลุ่มเอ  จากการเปรียบเทียบล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ที่ได้กับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้
โปรแกรม BLAST พบว่าตัวอย่างทั้งหมด 128 ตัวอย่างสามารถแยก G-genotype ได้เป็น G1, G2, G3, G8 
และ G9 ดังสรุปไว้ในตารางที่ 4.1 และให้ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสายสกุลของ G genotype ดัง
แสดงไว้ในรูปที่  4.3 
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ตารางที่ 4.1 : แสดงผลการแยก G-genotype โดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับข้อมูล 
นิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST ของตัวอย่าง
ทั้งหมด 128 ตัวอย่าง 
 

จ านวน/ร้อยละ 
G-genotype 

G1 G2 G3 G8 G9 negative 
การวิเคราะห์ผลด้วยวิธี 
nested PCR 104 13 6 0 4 1 
การวิเคราะห์ผลด้วยวิธี 
DNA sequencing 93 9 5 18 2 1 
คิดเป็นร้อยละ 72.66 7.03 3.91 14.06 1.56 0.78 
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รูปที่ 4.3 รูปแสดง phylogenetic tree ของ VP7 gene 
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4.2 การตรวจสอบ genotype ของ VP4 
4.2.1 การขยายเพิ่มจ านวน full length cDNA ด้วยปฏิกิริยา RT-PCR 
 จากการท าปฏิกิริยา RT-PCR ด้วย VP4-F (con3) และ VP4-R โดยมี purified RNA ที่สกัดมาจาก 
virion ของ Human rotavirus A strain Wa (ATCC 2018) เป็น positive control และมีน้ าแทนที่ RNA 
template เป็น Negative control และวิเคราะห์ด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis จากการ
ทดสอบท้ังหมด 128 ตัวอย่างพบว่ามีตัวอย่างจ านวน 91 ตัวอย่างที่ให้ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา RT-PCR เป็น 
full length VP4 ที่มี amplicon size ประมาณ 876 bp ตามที่คาด เมื่อเทียบกับ GeneRuler 100 bp 
Plus (Thermo scientific, USA และมี 37 ตัวอย่างไม่พบแถบ cDNA โดยตัวอย่างบางส่วนได้แสดงไว้ใน
รูปที่ 4.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
รูปที่ 4.4 ตัวอย่างขนาดของ full lengthcDNAที่ได้จากเพ่ิมขยายจ านวน VP4 gene ด้วย ปฏิกิริยา 
monoplex RT-PCR  แสดงตัวอย่างที่ 1 – 14 โดย M คือ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder 
maker, P คือ Positive control, N คือ  Negative control และ 1-14 คือหมายเลขของตัวอย่างแต่ละ
ตัวอย่าง 
 
4.2.2 การตรวจสอบ VP4 genotype ด้วย multiplex semi-nested PCR 
 แถบ cDNAที่ได้ทั้งหมดได้ถูกน าไปตรวจสอบหา genotypeของ VP4 ของเชื้อไวรัสด้วยวิธี 
Multiplex semi-Nested PCR ผลที่ได้คือ พบแถบ DNA ที่ขนาดประมาณ 330 bp และพบแถบ DNA ที่
ขนาดประมาณ 280 bp ซึ่งแตกต่างจากขนาดของนิวคลิโอไทด์ที่ได้มีการประมาณการไว้เมื่อเปรียบเทียบ
กับ สายพันธุ์ Rotavirus A strain RVA/Human-wt/IND ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ้างอิง นอกจากนี้ยังพบแถบ 
DNA ที่ไม่จ าเพาะอีกหลายแถบด้วย (รูปที่ 4-5) 
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รูปที่ 4.5 รูปแสดงตัวอย่างขนาดของดีเอ็นเอที่ได้จากการแยก P-genotypeโดยวิธี Multiplex Semi-
Nested PCR ในตัวอย่างที่ 1–14 โดยวิธี Multiplex Semi-Nested PCR โดย M คือ GeneRuler100 bp 
Plus DNA ladder maker, P คือ Positive control, N คือ Negative control และ 1-14 คือหมายเลข
ของตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง 
 
4.2.3 การทดสอบล าดับนิวคลิโอไทด์ของ VP4 gene 
 เนื่องจากปฏิกิริยา multiplex nested PCR  ได้ผลผลิตที่ไม่สามารถแปลผล genotype VP4 ได้
จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ดังนั้น full length VP4 จากปฏิกิริยา RT-PCR 
ได้ถูกน าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) เพ่ือเป็นการยืนยันผลการทดลอง จากข้อมูลที่ได้
น ามาอ่านค่าในโปรแกรม Sequence Scanner พบว่าการเข้าคู่กับของล าดับนิวคลีโอไทด์มีประสิทธิภาพที่
ดี และเมื่อน าข้อมูลของตัวอย่างที่ท าการ assembly ด้วยโปรแกรม BioEditมาท าการ BLAST ในเว็บไซต์ 
NCBI เพ่ือตรวจสอบสายพันธุ์ของเชื้อโรตาไวรัสพบว่าจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 128 ตัวอย่างมี P[8] ที่
พบเป็นสายพันธุ์ Hu/RUS/O1223 จ านวน  64.84  % และ P[4] ที่พบเป็นสายพันธุ์ RVA/Human-
wt/AUS/CK20034 จ านวน 6.25% และไม่พบ genotype P[6] และ P[9] เลย ดังสรุปไว้ในรูปที่ 4.6 และ
และผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสายสกุลของ subtype P ดังแสดงไว้ในรูปที่ 4.7 
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รูปที่ 4.6 แผนผังแสดงสรุปร้อยละของ subtype P4 ที่ตรวจพบ 
 
 

6.25% 

64.84% 

28.91% 

0% 

P[4] P[8] ไมพ่บ 
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รูปที่ 4.7 แสดง phylogenetic tree ของ VP4 gene 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.7 รูปแสดง phylogenetic tree ของ VP4 gene 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
 จากตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรตาจากตัวอย่างจ านวน 128 ตัวอย่างในส่วนของ VP7 ด้วย
วิธี RT-PCR และวิเคราะห์ผลด้วย agarose gel electrophoresis จากผลการทดลองสามารถตรวจพบ full 
length VP7 ขนาด 881 bp ซึ่งเป็นแถบ DNA เป้าหมาย จ านวน 96 ตัวอย่าง และในท านองเดียวกันกับการ
ตรวจสอบ full length VP4 ที่พบแถบ DNA เป้าหมายเพียง 91 ตัวอย่าง เท่านั้น การพบ false negative 
จากปฏิกิริยา RT-PCR อาจเป็นผลมาจากการสกัด RNA ออกมาจากอุจจาระ โดยบางตัวอย่างอาจสกัดได้ความ
เข้มข้นของ RNA น้อยท าให้การขยายเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี RT-PCR มีระดับต่ าเกินกว่าความไวของ
สีที่ใช้ย้อม DNA เมื่อตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel electrophoresis   
 เมื่อน าผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา RT-PCR ทั้งที่ปรากฏและที่ไม่ปรากฏแถบ DNA เป้าหมายมาท าการ
สกัดให้บริสุทธิ์แล้วน าไปท าการศึกษาต่อด้วยวิธี Multiplex Semi-Nested PCR และวิเคราะห์ผลโดยการใช้ 
1.5 % agarose gel electrophoresis ได้ผลผลิตที่มีขนาดของนิวคลิโอไทด์โดยประมาณคือ 618, 521, 682 
และ 179 ตามล าดับที่คาดว่าเป็น genotype G1 จ านวน 104, G2 จ านวน 13, G3 จ านวน 6, และ          
G9 จ านวน 4 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตามเมื่อน าแถบ DNA ที่ได้จาก full length หรือ nested PCR ไปหาล าดับ
นิวคลิโอไทด์ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานกลับพบว่าชนิดของ G genotype ที่พบมีความแตกต่างจากการวิเคราะห์ด้วย
วิธี agarose gel electrophoresis โดยพบว่า G1-G3 และ G9 มีจ านวน 93, 9, 5 และ 2 ตัวอย่างตามล าดับ 
ซึ่งมีค่าต่ ากว่าการวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  และพบ G8 จ านวน 18 ตัวอย่างมาแทน
ซึ่งการตรวจพบ G1-G3 และ G8-G9 คิดเป็นร้อยละ 72.66, 7.03, 3.91, 14.06 และ 1.56 ตามล าดับ ที่เป็น
เช่นนี้เนื่องจากการใช้การวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis มีข้อจ ากัดในการแยกขนาดของ 
DNA ที่มีขนาดใกล้เคียงกันออกจากกัน และหากกระแสไฟฟ้าที่ใช้ไม่สม่ าเสมออาจให้แถบ DNA มีขนาดที่ไม่
เที่ยงตรงได้  นอกจากนี้การใช้วิธี Multiplex Semi-Nested PCR มีการใช้ primer ในปฏิกิริยาถึง 4 คู่ท า
ให้เกิดการรบกวนกันระหว่างprimer เกิดการจับกันเองของ primer ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการท างานลดลง
และอาจเกิด non-specific band ได้ ดังที่พบในการตรวจสอบ P genotype ที่ไม่สามารถแปลผลได้และยังให้
ขนาดแถบของ DNA ต่างไปจากที่คาดไว้ แต่เมื่อน าไป full length cDNA ไปตรวจสอบหา P genotype ด้วย
วิธี DNA sequencing และน าข้อมูลจากการ sequencing ท าการ BLAST ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละ
ตัวอย่างในเว็บไซต์ NCBI พบว่า แถบความยาวที่ประมาณ 330 bp และแถบความยาวที่ประมาณ 280 bp 
เป็น genotype P[4] สายพันธุ์ RVA/Human-wt/AUS/CK20034 และ P[8] เป็นสายพันธุ์ Hu/RUS/O1223 
ตามล าดับ ทั้งนี้เนื่องจาก primer เหล่านั้น จับล าดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมต่างต าแหน่งกันระหว่าง
สายพันธุ์ที่พบในตัวอย่างกับสายพันธุ์ Rotavirus A strain RVA/Human-wt/IND ตามที่อ้างอิง ท าให้
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยา Multiplesemi-NestedPCR มีขนาดสั้นกว่าที่ประมาณไว้ ส าหรับการทดสอบและ
จากการตรวจสอบสายพันธุ์จากล าดับนิวคลิโอไทด์พบว่า เป็น genotype P[8] ร้อยละ 64.85 และ P[4]   
ร้อยละ 6.25 และเป็น genotype อ่ืน นอกเหนือจาก genotype P[6] และ P[9] ที่ทดสอบในครั้งนี้ถึง     
ร้อยละ 28.96 จากการทดสอบจะพบว่าแม้การตรวจแยก genotype ด้วยวิธี Multiplex Semi-Nested PCR 
ยังให้ผลที่ไม่ถูกต้องเท่าที่ควร จ าเป็นต้องส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ เพ่ือตรวจสอบผลอีกครั้ง แต่สามารถใช้
ทดสอบ genotype ในเบื้องต้นได้ 
 จากผลการจ าแนก genotype ของเชื้อไวรัสโรตาในการศึกษานี้ พบ genotype G1 มากที่สุดโดยพบ 
คิดเป็นร้อยละ 72.66 ตามมาด้วย G8 ร้อยละ 14.06, G2 ร้อยละ 7.03, G3 ร้อยละ 3.91 และ G9 คิดเป็น
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ร้อยละ 1.56  การที่พบ genotype G1 มากที่สุดจากการศึกษาครั้งนี้ให้สอดคล้องกับผลการศึกษาในประเทศ
อ่ืนๆทั่วโลก (WHO, 2008-2014) และเม่ือศึกษารายงานการพบไวรัสโรตา genotype G1 ในรอบ 10 กว่าปีที่
ผ่านมาของประเทศไทย (Noppornpanth, 2001; Theamboonlers, 2008; Khamrin, 2009b; 
Khananusak,  2010; Khamrin, 2007; Maiklang; 2012) พบว่า genotype G1 มีสถิติการระบาดที่
เปลี่ยนแปลงไปตามแต่ละช่วงเวลา โดยในปี ค.ศ. 1998 - 1999 มีการระบาดของ genotype G1ในอัตราสูง
ที่สุดโดยพบการระบาดสูงถึงร้อยละ 83.3 ในเวลาต่อมาการระบาดของ genotype G1 ลดลงอย่างมาก และ
กลับมามีอัตราการระบาดสูงอีกครั้งในช่วง ปี ค.ศ. 2004 - 2006 และมีการระบาดอย่างต่อเนื่องมาจนถึง   
ค.ศ. 2011 ถึงแม้ว่าจะมีอัตราการระบาดลดลงบ้างก็ตาม 
 G2 จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า มีการระบาดอยู่ในระดับปานกลาง และมักมีอัตราการ
ระบาดเพ่ิมขึ้นหรือลดลงสลับกับ genotype อ่ืนๆ โดยพบว่าในช่วงปี ค.ศ. 2003 มีอัตราการระบาดที่สูงคิด
เป็นร้อยละ 42.4 และอัตราการระบาดก็ลดลงมาอยู่ในระดับปานกลางจนถึงระดับต่ าในปีต่อ ๆ มา ซึ่งใน
การศึกษาครั้งนี้พบว่าอัตราการระบาดของ genotype G2 อยู่ในระดับปานกลางเช่นเดียวกัน 
 G3 ถึงแม้ว่าจะเป็นสายพันธุ์ที่จัดอยู่ในกลุ่มที่พบบ่อยทั่วโลก แต่อัตราการระบาดก็ไม่สูงเท่ากับ G1 
และ G2 โดยพบว่าในประเทศไทยมีการระบาดของสายพันธุ์ G3 อยู่บ้างในความชุกต่ าๆ โดยจากข้อมูลที่ศึกษา
ระหว่างปี ค.ศ. 1998 - ค.ศ. 2011 พบการระบาดของ G3 ในปี ค.ศ. 2002, ค.ศ. 2004 - ค.ศ. 2006, ค.ศ. 
2007 - ค.ศ. 2009 อยู่ที่ร้อยละ 0.2, 1.6 และ 0.6 ตามล าดับ โดยพบความชุกสูงถึงร้อยละ 60.4 ในปี ค.ศ. 
2009 - ค.ศ. 2011 ซึ่งการระบาดในความชุกที่สูงๆเช่นนี้ไม่พบบ่อยนัก ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ที่ไม่พบ G3 จึง
แสดงให้เห็นว่าการระบาดของ G3 ในประเทศไทยยังมีแนวโน้มที่ไม่เปลี่ยนแปลงไปมากนัก 
   G9 เป็นสายพันธุ์ที่เพ่ิงพบการระบาดได้ไม่นาน แต่ปัจจุบันได้ถูกจัดอยู่หนึ่งในห้าของสายพันธุ์ที่พบ
การระบาดทั่วไป (common stain: G1, G2, G3, G4 และ G9) ส าหรับประเทศไทยส่วนใหญ่ genotype G9 
มีอัตราการการระบาดต่ าถึงปานกลาง ยกเว้นบางช่วงเวลาที่พบมีอัตราการระบาดสูงมาก เช่นในปี           
ค.ศ. 2001 - 2002 ซึ่งพบว่าเป็น genotype ที่มีการระบาดสูงสุด จากผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่าอัตราการ
ระบาดของ genotype G9 อยู่ในอัตราที่ต่ าซึ่งเป็นผลสอดคล้องกับภาพรวมของการระบาดที่พบในประเทศ
ไทย 
 G8 ไม่ใช่สายพันธุ์ที่ระบาดตามปกติในทุกประเทศทั่วโลก (uncommon stain) รวมถึงประเทศไทย
เอง โดยมีการศึกษาพบ Human rotavirus G8 ครั้งแรกที่ประเทศอินโดนีเซีย ในปี ค.ศ. 1985 
(Matsuno,1985) และต่อมาก็มีการพบการระบาดในหลายๆประเทศ แต่มีอัตราการระบาดในระดับต่ า และ
พบไม่บ่อย แต่ในการศึกษาครั้งนี้พบไวรัสโรตา G8 ถึงร้อยละ 14.06 ซึ่งเป็นสิ่งที่น่าสนใจมาก เพราะถ้า G8 มี
อัตราการระบาดที่เพ่ิมสูงขึ้นหมายถึงประสิทธิภาพของวัคซีนที่มีอยู่ในปัจจุบันก็จะต่ าลง เนื่องจากวัคซีนที่มีใช้
อยู่ในปัจจุบันทั้ง Rotarix™ และ RotaTeq™ ไม่มีประสิทธิภาพในการป้องกัน Human rotavirus G8 
 ส าหรับประเทศไทยการระบาดของ VP4 หรือ P-genotype ซึ่งgenotype ของเชื้อโรตาไวรัสที่พบ
บ่อย ได้แก่ P[8] ร้อยละ 78.5, P[4]ร้อยละ 20.3, P[6] ร้อยละ 0.6 และ P[9] ร้อยละ 0.6 (Kapikian, 2001) 
จากการทดลองการตรวจสอบ P genotype พบว่าเป็น P[8] ถึงร้อยละ 64.85 และ P[4] ร้อยละ 6.25 และไม่
พบ P[6] และ [9] ซึ่งให้ผลสอดคล้องเฉพาะ P[8] ที่ยังคงมีการระบาดในอัตราชุกสุงอยู่  อย่างไรก็ตามการ
ระบาดเชื้อไวรัสแบบ G/P combinations จากการศึกษาในครั้งนี้พบ G1P[8] จ านวน   58 ,  G2P[4] จ านวน 
8, G2P[8] จ านวน 1, G3P[8] จ านวน 4, G8P[8] จ านวน 18 และ G9P[8] จ านวน 2  ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 91 
ตัวอย่างจากจ านวนทั้งหมด 128 ตัวอย่าง ซึ่งสอดคล้องกับ G/P combinations ที่พบทั่วโลกคือ G1[P8], 
G2P[4], G3P[8] และ G9P[8] อย่างไรก็ตาม Rotarix ที่เป็น monovalent G1P[8] human attenuated 
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vaccine ที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันครอบคลุม genotype G1P[8] ได้เท่านั้นและ RotaTeg ที่เป็น 
pentavalent human bovine reassorted vaccine ที่ประกอบด้วยสายพันธุ์ G1P[4], G2P[4], G3P[4], 
G4P[4] และ G6P[8] ซึ่งได้รับอนุญาตให้ใช้ได้ในหลายประเทศ (Santosham et al., 2007) สามารถใช้
ครอบคลุมได้เฉพาะ G1[P8] และ G2P[4], เท่านั้นแต่ไม่ครอบคลุม G2[8], G3P[8], G8P[8] และ G9P[8] ที่
พบจากการศึกษาครั้งนี้ จากข้อมูลที่ได้จาการศึกษาความชุกของกสารแพร่ระบาดของเชื้อจึงมีประโยชน์มาก
ทั้งนี้เพ่ือเฝ้าระวังการระบาดของเชื้อโรตาไวรัสที่มีการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมได้ง่ายจึงควรมีการติดตาม
และเฝ้าระวังการเปลี่ยนแปลงของสายพันธุ์ที่มีการแพร่ระบาดในแต่ละช่วงเวลาและแต่ละพ้ืนที่อย่างใ กล้ชิด
ต่อไปทั้งนี้เพ่ือเป็นข้อมูลในการการพัฒนาวัคซีนที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันเชื้อไวรัสโรตา 
 
สรุปผลการทดลอง 
 ผลการศึกษาความชุกของ Human rotavirus จากตัวอย่างอุจจาระของเด็กที่เข้ารับการรักษาด้วย
อาการท้องร่วงรุนแรงที่สถาบันบ าราศนราดูร จ านวนทั้งหมด 128 ตัวอย่าง พบ G1 ร้อยละ 72.66, G2 ร้อย
ละ 7.03, G3 ร้อยละ 3.91, G8 ร้อยละ 14.06 และ G9 ร้อยละ 1.56  ส่วน P[8] พบร้อยละ 64.85 และ P[4] 
ร้อยละ 6.25 และไม่พบ P[6] และ [9] และ G/P combination พบ G1P[8] จ านวน   58 ,  G2P[4] จ านวน 
8, G2P[8] จ านวน 1, G3P[8] จ านวน 4, G8P[8] จ านวน 18 และ G9P[8] 2  ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 91 ตัวอย่าง
จากจ านวนทั้งหมด 128 ตัวอย่าง 
 
ปัญหาและอุปสรรค 
 จ านวนตัวอย่างที่ท ามีจ านวนมาก บางช่วงเวลามีจ านวนตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อโรตาไวรัสน้อย 
ต้องรอให้มีมากพอจึงไปรับตัวอย่างมาท าการทดลองต่อไปได้ 
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