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บทคัดย่อ  ไวรัสโนโรเป็นสาเหตุส�าคัญที่ท�าให้เกิดโรคกระเพาะอาหารและล�าไส้อักเสบและโรคอาหารเป็นพิษ ที่เก่ียวข้อง 
กับการบริโภคหอยนางรม เน่ืองจากหอยนางรมกินอาหารด้วยการกรองอาหารจากน�า้ และสะสมไวรัสโนโรจากแหล่งน�า้ทีม่ไีวรัสน้ี
ปนเป้ือน การบริโภคหอยนางรมดิบหรือหอยนางรมทีใ่ห้ความร้อนไม่เพยีงพออาจก่อให้เกิดโรคได้ ปัจจุบันไวรัสโนโรไม่สามารถ
เพาะเลี้ยงในเซลล์ได้ ต้องใช้วิธีทางอณูวิทยาในการตรวจหา การศึกษาครั้งนี้เพื่อตรวจหาการปนเปื้อนของไวรัสโนโรในตัวอย่าง
เน้ือหอยนางรมดิบทีจ่�าหน่ายในตลาดสดและซูเปอร์มาร์เก็ตในกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จังหวดัสมทุรสาคร สมทุรสงคราม 
และชลบุรี ด้วยวิธี real-time RT-PCR  รวมทั้งหมด 219 ตัวอย่าง  ต้ังแต่เดือนตุลาคม 2556 ถึงเดือนมีนาคม 2557 

ผลการศึกษาพบไวรัสโนโร 17 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 7.76 เป็นชนิด genogroup I (GI) ร้อยละ 0.91 (2/219 ตัวอย่าง) 
genogroup II (GII) ร้อยละ 6.85 (15/219 ตัวอย่าง) การตรวจพบ GII ที่มากกว่า GI สอดคล้องกับการตรวจพบไวรัสโนโร 

ในอุจจาระของผู้ป่วยในประเทศไทย ผลจากการศึกษาน้ีสามารถใช้เป็นข้อมูลเพื่อประเมินความเสี่ยงและแจ้งเตือนภัยให้กับ 

ผู้บริโภค 
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Detection of norovirus in raw oyster meat by using real time rT-PCr Chamrieng  Poonyaprasit et al.

บทน�า
ไวรัสโนโรเป็นสาเหตุของการเกิดโรคกระเพาะอาหารและล�าไส้อักเสบที่มีรายงานการระบาดไปทั่วโลก(1) 

รวมทัง้เป็นสาเหตสุ�าคญัชนิดหน่ึงของโรคอาหารเป็นพษิซ่ึงพบในคนทกุเพศทกุวัย การระบาดมกัเกดิขึน้ในกรณทีีม่คีนอยู่
ร่วมกันจ�านวนมากๆ เช่น ค่ายลูกเสือ โรงเรียน สถานเลี้ยงเด็ก เรือส�าราญ บ้านพักคนชรา โรคนี้สามารถติดต่อถึงกันได ้

คือ จากคนสู่คน เป็นการติดต่อกันโดยตรงจากละอองที่ปนเปื้อนเช้ือโรคผ่านเข้ามาทางระบบทางเดินอาหาร หรือ 

โดยการบรโิภคอาหารและน�า้ทีม่เีช้ือปนเป้ือนอยู่(2, 3)  ไวรสัโนโรไม่สามารถแบ่งตวัสร้างหน่วยใหม่ด้วยตวัเอง ต้องอาศัย
เซลล์ทีม่ชีีวิตอืน่เพือ่ยงัชีพและเพิม่จ�านวน จงึไม่เพิม่จ�านวนในอาหาร แต่อาหารอาจเป็นพาหะทีจ่ะน�าไวรสัเข้าสูร่่างกาย
มนุษย์ เพิ่มจ�านวน และท�าลายเซลล์ที่เข้าไปอยู่ ท�าให้เกิดอาการของโรคขึ้น เมื่อคนได้รับเชื้อแล้วอาจจะไม่แสดงอาการ 
หรือแสดงอาการโดยมีอาการคลื่นไส้ อาเจียน ปวดท้องและท้องเสียเป็นน�้าแบบไม่มีเลือด และมักหายได้เองภายใน 

1-3 วัน ในคนทีม่สีขุภาพปกต ิแต่จะมอีาการรนุแรงได้ในเดก็ทารก ผู้สงูอายแุละผู้ป่วยทีม่ภีมูคุ้ิมกันบกพร่อง เช่น อาการ
อุจจาระร่วงอย่างแรงเป็นสาเหตุให้เสียชีวิตได(้4) 

ไวรัสโนโรเป็นอาร์ เอ็น เอ สายเดี่ยว ไม่มีเปลือกหุ้ม อยู่ใน family Caliciviridae มี 5 genogroups (G) 
คือ GI, GII, GIII, GIV และ GV ในแต่ละ genogroup แบ่งย่อยเป็นหลาย genotypes สายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค
ในมนุษย์คือ GI, GII และ GIV ส่วน GIII และ GV ก่อให้เกิดโรคในสัตว์ genogroup II genotype 4 (GII.4) 
เป็นกลุ่มก่อให้เกิดโรคที่มีรายงานพบการระบาดทั่วโลก(5) 

อาหารที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคและการระบาดได้แก่ ผักกาดหอม ผักกะหล�่า ต้นหอม สลัดผัก แซนด์วิช 
สตรอเบอร์รี่ ราสเบอร์รี่ และหอยสองฝา เช่น หอยนางรม หอยแมลงภู่ หอยแครง(6) จากการศึกษาการระบาดของ
ไวรัสในอาหารทะเล(7) พบไวรัสโนโรร้อยละ 83.7 โดยพบในหอยนางรมร้อยละ 58.4 นอกจากนี้ยังมีรายงานการตรวจ
พบไวรัสโนโรในหอยนางรมในหลายประเทศทั่วโลก(8, 9, 10) เน่ืองจากหอยนางรมเป็นสัตว์น�้าที่กินอาหารโดยการกรอง 
(filter feeder) จึงท�าให้สิ่งปนเปื้อนต่างๆ รวมทั้งแบคทีเรียและไวรัสในตัวหอยมีความเข้มข้นมากกว่าสิ่งปนเปื้อนที่
มีอยู่ในน�้าทะเลหลายเท่า สิ่งปนเปื้อนและเช้ือโรคเหล่าน้ีอาจมาจากน�้าที่ไหลมาจากการเกษตรและ/หรือการปนเปื้อน
ของน�้าเสียจากแหล่งชุมชน การน�าหอยนางรมมาบริโภคในลักษณะที่มีชีวิตหรือดิบ หรือผ่านความร้อนเพียงเล็กน้อย
แบบสุกๆ ดิบๆ ท�าให้ได้รับเชื้อเข้าไปในระบบทางเดินอาหารซึ่งอาจก่อให้เกิดโรคได้ 

ไวรัสโนโรไม่สามารถเพาะเลีย้งในเซลล์ได้จงึต้องใช้วิธทีางอณวิูทยาในการตรวจหา การตรวจด้วยวิธ ีelectron 
microscopy (EM) และ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เหมาะส�าหรับตัวอย่างอุจจาระ 

ผู้ป่วยที่มีไวรัสปนเปื้อนเป็นจ�านวนมากเท่าน้ัน ไม่สามารถใช้กับตัวอย่างอาหารและสิ่งแวดล้อมที่มีไวรัสปนเปื้อน 

จ�านวนน้อย ต้องใช้วิธีท�าให้ไวรัสเข้มข้นขึ้น และตรวจด้วยวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงโดยใช้เทคนิค PCR(11)  ซ่ึงเป็น 

วิธีทางอณูวิทยาจึงจะสามารถตรวจหา genome ของไวรัสได้ genome ของไวรัสประกอบด้วย RNA มากกว่า DNA จึง
ใช้วิธี real-time reverse transcription polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) ในการตรวจหา 
RNA 

การตรวจหาไวรัสโนโรในอาหารนี้เป็นเรื่องส�าคัญ โดย Codex alimentarius committee ซึ่งเป็นองค์กร
มาตรฐานอาหารระหว่างประเทศได้ก�าหนดมาตรฐานเรื่องน้ีไว้ใน Guideline on the application of general 
principles of food hygiene to the control of virus in food(12) ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์อาหาร 

ทางจุลชีววิทยา ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซ่ึงเป็นหน่วยงานที่มีภารกิจใน
การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการด้านผลิตภัณฑ์สุขภาพ ตระหนักถึงความส�าคัญน้ี จึงท�าการศึกษาการปนเปื้อน
ของไวรัสโนโรในเน้ือหอยนางรมดิบ ที่จ�าหน่ายในตลาดสดและซูเปอร์มาร์เก็ตในกรุงเทพมหานคร และปริมณฑล 
จังหวัดสมุทรสาคร สมุทรสงคราม และชลบุรี  ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2556 ถึงเดือนมีนาคม 2557 เพื่อเตรียมความพร้อม 

ห้องปฏิบัติการให้สามารถรองรับการตรวจไวรัสโนโรได้เมื่อเกิดปัญหาการระบาด ข้อมูลที่ได้สามารถน�าไปใช้ประโยชน์
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การตรวจหาไวรัสโนโรในเน้ือหอยนางรมดิบโดยวธีิ real time RT-PCR จ�าเรียง ปุญญะประสทิธิ ์และคณะ

ในการประเมินความเสี่ยงและแจ้งเตือนภัยสุขภาพต่อผู้บริโภค ป้องกันการเกิดปัญหาด้านการแพทย์และสาธารณสุข 
ยกระดับคุณภาพและศักยภาพห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล และน�าไปวางแผนเชิงนโยบายส�าหรับหน่วยงาน 

ที่เกี่ยวข้อง

วัสดุและวิธีการ
เครื่องมือและอุปกรณ์

- เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (Rotor-Gene, Corbett RG 3000)
- Magnetic separator และ magnetic rack (Dynal)
- Shaking incubator 37 องศาเซลเซียส
- Water bath 60 องศาเซลเซียส
- Centrifuge
- Microcentrifuge
- Thermoshaker
- ตู้ปราศจากเชื้อ
- เครื่องนึ่งท�าลายเชื้อ
- Micropipette และ filter tip
- อปุกรณ์และเครือ่งแก้วอืน่ๆ เช่น กรรไกร ปากคบี ถงุมอืยางชนิดไม่มแีป้ง หลอด PCR และหลอดส�าหรบั 

Centrifuge  

สารเคมี
- Proteinase K 30U/mg (SIGMA)
- NucliSens lysis buffer และ NucliSens magnetic extraction reagents (BioMerieux, France)
- น�้ายาส�าเร็จรูปส�าหรับ mastermix (Bioline Ltd. UK )
- Primer (BioDesign) และ probe (Biosearch)

เชื้อควบคุม
Positive control ใช้สารละลายอุจจาระที่ตรวจพบเชื้อไวรัสโนโร GI และ GII ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์

จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข
Negative control ใช้ตัวอย่างหอยนางรมที่ตรวจไม่พบเชื้อไวรัสโนโร และน�้าชนิด nuclease free water

ตัวอย่าง
ใช้ตัวอย่างหอยนางรมที่แกะเปลือกแล้วบรรจุในถ้วยพลาสติกปิดสนิทหรือถุงพลาสติกที่จ�าหน่ายในซูเปอร์

มาร์เกต็และตลาดสดในเขตกรงุเทพมหานครและปรมิณฑล และในจงัหวัดบรเิวณชายฝ่ังทะเลตดิอ่าวไทย ได้แก่จงัหวัด
สมุทรสาคร สมุทรสงคราม และชลบุรี โดยตรวจตัวอย่างในช่วงเดือนตุลาคม 2556 ถึงเดือนมีนาคม 2557 จ�านวน 219 
ตัวอย่าง
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Detection of norovirus in raw oyster meat by using real time rT-PCr Chamrieng  Poonyaprasit et al.

วิธีการ
ด�าเนินการตามที่ระบุในวิธีมาตรฐานสากล ISO/TS 15216-2:2013(13) Microbiology of food and    

animal feed-Horizontal method for determination of hepatitis A virus and norovirus in food using 
real-time RT-PCR-Part 2: Method for qualitative detection  ดังนี้:-

การเตรียมตัวอย่างและการสกัดไวรัส (sample preparation and virus extraction)
สุ่มหอยนางรมอย่างน้อย 10 ตัวต่อตัวอย่าง ตัดเฉพาะส่วนเน้ือเยื่อทางเดินอาหาร (digestive gland) 

ตามภาพที่ 1 ใส่ในจานเพาะเช้ือ ตัดให้ละเอียด ช่ังตัวอย่างดังกล่าว 2 กรัมใส่ในหลอดทดลอง แล้วเติมสารละลาย 

Proteinase K (30U/mg) เข้มข้น 100 µg/ml จ�านวน 2 มิลลิลิตร บ่มและเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 320 รอบ/นาที เป็นเวลา 60 นาที แล้วบ่มต่อใน Water bath ที่ 60 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที ปั่นเหวี่ยงที ่
3,000 × g  เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงเก็บเฉพาะส่วนใสใส่หลอดส�าหรับสกัด RNA

ภาพที่ 1 เนื้อเยื่อทางเดินอาหาร (digestive gland) ของหอยนางรม

การสกัด RNA (RNA extraction)
ใช้ NucliSens lysis buffer และ NucliSens magnetic extraction reagents โดยท�าตามขั้นตอน

ของบริษัทผู้ผลิตดังนี้ เติมตัวอย่างที่สกัดไวรัสแล้วจ�านวน 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่มี NucliSens lysis buffer 
2 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วเติม magnetic silica solution 50 ไมโครลิตร บ่มต่อที่อุณหภูมิห้อง
นาน 10 นาที น�าปั่นเหวี่ยงที่ 1,500  ×  g  เป็นเวลา 2 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ต่อจากนั้นล้างด้วย wash buffer 1* ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร สองครั้ง ตามด้วย wash buffer 2* ปริมาตร 500 ไมโครลิตร สองครั้ง และ wash buffer 3* 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร อีกหน่ึงครั้ง โดยในการล้างแต่ละครั้งให้น�าหลอดตัวอย่างใส่ใน magnetic rack แล้ว
แยก magnetic silica bead ด้วย magnetic separator ดูดส่วนใสทิ้ง แล้วเติม elution buffer 100 ไมโครลิตร 

น�าไปบ่มและเขย่าทีอ่ณุหภมู ิ60 องศาเซลเซียส ความเรว็ 1,400 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีน�าหลอดตวัอย่างไปท�าการ
แยก magnetic silica bead ด้วย magnetic separator อีกครั้ง เก็บเฉพาะส่วนใสใส่หลอดส�าหรับท�า real-time 
RT-PCR แล้วจึงเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งาน 
(*wash buffer ใน NucliSens magnetic extraction reagents)

การท�า one step real-time reverse transcription polymerase chain reaction (real time 
RT-PCR)

การท�า real time RT-PCR ใช้ forward primer, reverse primer และ probe ดงัน้ี ส�าหรบั GI QNIF4 
(5’-CGC TGG ATG CGN TTC CAT-3’), NV1LCR (5’- CCT TAG ACG CCA TCA TCA TTT AC-3’), 
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การตรวจหาไวรัสโนโรในเน้ือหอยนางรมดิบโดยวธีิ real time RT-PCR จ�าเรียง ปุญญะประสทิธิ ์และคณะ

NVGG1p (FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CT-TAMRA) และส�าหรับ GII QNIF2 (5’-ATG TTC 
AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA-3’), COG2R (5'-TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA-3'), 
QNIFs (FAM- AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-TAMRA) 

การเตรียมสารเคมีส�าหรับปฏิกิริยา RT-PCR ให้เตรียมแยกคนละหลอดกันส�าหรับการตรวจ GI และ  GII 
โดยก�าหนดความเข้มข้นขององค์ประกอบต่างๆ ดังนี้ RNase free water 2.9 ไมโครลิตร, 2XTaq buffer 12.5 
ไมโครลิตร, RT enzyme 0.5 ไมโครลิตร  forward primer 1.25 ไมโครลิตร reverse primer 2.25 ไมโครลิตร 
และ probe 0.6 ไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติม RNA 5 ไมโครลิตร ได้แก่ตัวอย่าง RNA ของ 
เน้ือหอยนางรม, positive control, negative control และน�้า  ใส่ในหลอดทีม่สีารเคมสี�าหรับปฏกิิริยา 20 ไมโครลติร 
ได้ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร โดยแยกคนละหลอดกันส�าหรับการตรวจ GI และ GII น�าไปใส่เครื่องเพิ่มปริมาณสาร
พันธกุรรมในสภาพจรงิ (Rotor-Gene, Corbett RG 3000) ตัง้โปรแกรมดงัน้ี  ขัน้ตอนที ่1 reverse  transcription 

ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ ขั้นตอนที่ 2 preheating  ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ 
ขั้นตอนที่ 3 denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 1 นาที 
extension ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 1 นาที จ�านวน 45 รอบ อ่านผลที่ช่องสัญญาณ FAM

ผล
การศึกษาตัวอย่างเนื้อหอยนางรมดิบ 219 ตัวอย่าง พบไวรัสโนโร 17 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 7.76 โดยเป็น 

GI ร้อยละ 0.91 (2/219 ตวัอย่าง) GII ร้อยละ 6.85 (15/219 ตวัอย่าง) และไม่พบผลบวกของเช้ือทัง้สอง genogroup  
ในตัวอย่างเดียวกัน (ตารางที่ 1) ช่วงเวลาที่ตรวจพบคือ เดือนตุลาคม พฤศจิกายน ธันวาคม 2556 คิดเป็นร้อยละ 
12.9, 17.3 และ 2.6 ตามล�าดับ ส่วนเดือนมกราคม กุมภาพันธ์ และมีนาคม 2557 ตรวจไม่พบไวรัสโนโร (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 1 ผลการตรวจไวรัสโนโรในเนื้อหอยนางรมดิบ

เนื้อหอยนางรมดิบ 219 2 (0.91) 15 (6.85) 17 (7.76)

จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจพบ
ไวรัสโนโร (%)จ�านวนตัวอย่าง รวม

 Genogroup I Genogroup II

ตารางที่ 2 ช่วงเวลาที่ตรวจพบไวรัสโนโรในเนื้อหอยนางรมดิบ

 เดือน ปี จ�านวนตัวอย่าง จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจพบ (%)
ตุลาคม 2556  31 4 (12.9)

พฤศจิกายน 2556  69 12 (17.3)

ธันวาคม 2556  38 1 (2.6)

มกราคม 2557  28 -

กุมภาพันธ์ 2557  27 -

มีนาคม 2557  26 -
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Detection of norovirus in raw oyster meat by using real time rT-PCr Chamrieng  Poonyaprasit et al.

วิจารณ์
การศึกษาน้ีเป็นการหาไวรัสโนโรในเน้ือหอยนางรมดิบที่บรรจุในถ้วยพลาสติกปิดสนิทหรือถุงพลาสติก 

เนื่องจากเป็นอาหารที่นิยมรับประทานกันทั่วไป มีคุณค่าทางโภชนาการสูง ราคาไม่แพงมาก หาซื้อได้ง่ายตามตลาดสด
หรือซูเปอร์มาร์เก็ตโดยผู้บริโภคสามารถน�าไปรับประทานได้เลย ไม่ต้องน�าไปปรุงให้สุกก่อน ซ่ึงอาจจ�าหน่ายพร้อม
เครื่องเคียง ถ้ามีการปนเปื้อนของไวรัสโนโร อาจท�าให้มีความเสี่ยงต่อสุขภาพของผู้บริโภคหรืออาจเกิดการระบาดได้  
ดงัเช่นการระบาดของไวรสัโนโรในเน้ือหอยนางรมแช่แขง็ในประเทศออสเตรเลยี(8) หอยนางรมทีใ่ห้ความร้อนไม่เพยีงพอ 

และหอยนางรมแช่แข็งในสหรัฐอเมริกา(9) นอกจากนี้ยังมีการระบาดจากหอยนางรมทอดในประเทศญี่ปุ่นด้วย(14)

การตรวจตามวิธีของ ISO/TS 15216-2:2013 มี 3 ขั้นตอนคือ การสกัดไวรัส การสกัด RNA และ 

real-time RT-PCR การสุม่ตวัอย่างใช้เฉพาะ digestive gland ซ่ึงมกีารศึกษาพบว่ามคีวามเข้มข้นของไวรสัมากกว่า
ในอวัยวะส่วนอื่นๆ(15) และเป็นการก�าจัด RT-PCR inhibitor ได้แก่ polysaccharide และ glycogen ที่มีใน
เนื้อเยื่อส่วนอื่นๆ ของหอยนางรม ซึ่งสามารถยับยั้งการตรวจวิธี real-time RT-PCR  ท�าให้เกิดผลลบปลอม (false 

negative)(16) การสกัดไวรัสออกจากตัวอย่างอาหารมีหลายวิธีตามชนิดตัวอย่าง ส�าหรับการศึกษาน้ีเน่ืองจากตัวอย่าง
เป็นอาหารทะเลจึงใช้ Proteinase K(17, 18) เพื่อท�าลายเนื้อเยื่อของหอยนางรมแล้วปล่อยไวรัสลงในสารละลาย 

การสกัด RNA ใช้ NucliSens lysis buffer และ NucliSens magnetic extraction reagents(18, 19) 

โดย lysis buffer ที่มี guanidine thiocyanate จะท�าให้เซลล์แตกแล้วปล่อย RNA ออกมา  ต่อจากนั้น magnetic 
silica จะไปจับ RNA เมื่อผ่านขั้นตอนการล้างจะได้ RNA ที่บริสุทธิ์ เพื่อท�า RT-PCR 

การท�า real-time RT-PCR ประกอบด้วยสองปฏิกิริยาเกิดต่อเนื่องภายในหลอดเดียวกัน คือ ปฏิกิริยา 
reverse transcription เป็นการสร้าง complementary DNA (cDNA) จากแม่พิมพ์ RNA โดยใช้เอนไซม์ re-
verse transcriptase และตามด้วยปฏิกิริยา PCR ซึ่ง cDNA ที่สร้างขึ้นเป็นแม่พิมพ์ เพื่อเพิ่มจ�านวน DNA เป้า
หมายแบบทวีคูณโดยใช้  primer และ probe ที่มีความจ�าเพาะกับ  GI หรือ GII การตรวจวิเคราะห์ท�าแยกหลอดกัน 
(singleplex) ระหว่าง GI และ GII ไม่ใช้วิธี multiplex ในหลอดเดียวกัน เป็นการเพิ่มความไวและความจ�าเพาะใน
การตรวจหาไวรัสโนโรในแต่ละ genogroup(20) 

การตรวจไวรัสโนโรในเน้ือหอยนางรมครั้งน้ีพบการปนเปื้อนคิดเป็นร้อยละ 7.76  พบ GII มากกว่า GI 
เช่นเดียวกับการรายงานของประเทศอี่นๆ เช่น ประเทศฝรั่งเศส สหรัฐอเมริกา สาธารณรัฐประชาชนจีน ญ่ีปุ่น 
ออสเตรเลีย(21-25) ซ่ึงสอดคล้องกับการตรวจในอุจจาระของผู้ป่วยในประเทศไทย(26) และทั่วโลก(5) พบว่า GII เป็น 
genogroup ที่พบมากที่สุด โดยเฉพาะ GII.4 ไวรัสโนโรจะถูกขับออกมากับอุจจาระของผู้ป่วยได้มากกว่าสิบล้าน
อนุภาคต่ออุจจาระหน่ึงกรัม(27) เมื่อถูกทิ้งลงในแหล่งน�้า ถึงแม้จะมีการบ�าบัดน�้าเสีย ก็ไม่สามารถก�าจัดไวรัสโนโร 
ได้หมด(19) จึงถูกปล่อยลงสู่แม่น�้าและทะเล หอยนางรมที่อยู่ในแหล่งน�้านั้นจึงสะสมเชื้อในทางเดินอาหารจากการกรอง
กินน�้า นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่าในขั้นตอนการผลิตหอยสองฝาโดยการลดจ�านวนจุลินทรีย์ด้วยวิธีท�าความสะอาด
หอยและพกัหอย (depuration) สามารถลดปรมิาณการปนเป้ือนของแบคทเีรยีได้รวดเรว็และลดได้เกอืบหมดภายใน 
2 วัน แต่มีประสิทธิภาพน้อยกว่าในการลดปริมาณการปนเปื้อนของไวรัสโนโร(28)

ช่วงเวลาที่ตรวจพบไวรัสโนโรคือเดือนตุลาคม ถึงเดือนธันวาคม 2556 ซึ่งอากาศเย็น  เช่นเดียวกับหลายๆ
ประเทศซ่ึงตรวจพบมากในฤดูหนาวและตรวจพบบ้างในฤดูอ่ืนๆ เน่ืองจากไวรัสโนโรทนต่ออุณหภูมิต�่าได้มากกว่า
อุณหภูมิสูง มีการศึกษาพบว่าไวรัสโนโรทั้ง GI และ GII จะลดจ�านวนลงที่อุณหภูมิ 17 องศาเซลเซียส มากกว่าที่
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส(29)  

ในการศึกษาครัง้น้ี ถงึแม้จะพบปรมิาณไวรสัโนโรไม่สงูมากนัก แต่กอ็าจจะท�าให้เกดิการเจบ็ป่วยได้ เน่ืองจาก
ไวรัสโนโรที่มีปริมาณน้อยเพียง 100 อนุภาคก็เพียงพอที่จะท�าให้เกิดการติดเชื้อได้(6) รวมทั้งยังไม่มียารักษาหรือวัคซีน
ป้องกนั(30) ผูท้ีต้่องการบรโิภคหอยนางรมดบิควรเลอืกทีส่ดสะอาดมาจากแหล่งทีเ่ช่ือถือได้ การรบัประทานหอยนางรมย�า 
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การตรวจหาไวรัสโนโรในเน้ือหอยนางรมดิบโดยวธีิ real time RT-PCR จ�าเรียง ปุญญะประสทิธิ ์และคณะ

หรือหอยนางรมสดที่มีเครื่องเคียงพร้อมมะนาว ไม่สามารถท�าลายไวรัสโนโรได้ เน่ืองจากไวรัสโนโรสามารถมีชีวิตอยู่
ได้ในสภาวะที่เป็นกรด นอกจากนั้นยังมีชีวิตอยู่ได้ในอุณหภูมิในตู้เย็นและอุณหภูมิแช่แข็ง และทนความร้อนได้ถึง 60 
องศาเซลเซียส ผู้อยู่ในกลุ่มเสี่ยงจึงไม่ควรรับประทานหอยนางรมดิบ ต้องปรุงให้ถูกสุขลักษณะโดยการใช้ความร้อนให้
อุณหภูมิภายในหอยนางรมเป็น 90 �C นาน 90 วินาท(ี12)

ข้อมูลการปนเปื้อนของไวรัสโนโรในอาหารของประเทศไทยมีน้อยมาก ควรมีการศึกษาเพื่อเก็บรวบรวม
เป็นฐานข้อมูลของประเทศ โดยท�าการส�ารวจในอาหารที่มีความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนไวรัสโนโร ได้แก่ หอยสองฝา ผัก 

ผลไม้สด และอาหารพร้อมบริโภค เพื่อแจ้งเตือนภัยให้ประชาชนได้เพิ่มความระมัดระวังในการบริโภคอาหารเหล่าน้ี  
เป็นการคุ้มครองผู้บริโภคภายในประเทศ ตลอดจนเป็นข้อมูลส�าหรับการผลิตหอยสองฝาให้ได้มาตรฐานสากล 

เพื่อการส่งออกต่างประเทศ 

สรุป
การตรวจหาการปนเป้ือนไวรสัโนโรในเน้ือหอยนางรมดบิครัง้น้ี พบมกีารปนเป้ือนร้อยละ 7.76 เป็น GI ร้อยละ 

0.91 GII ร้อยละ 6.85 และตรวจพบในช่วงอากาศเยน็ จงึมคีวามเสีย่งต่อผูบ้รโิภคทีจ่ะได้รบัเช้ือเมือ่รบัประทานหอยดบิ
หรือหอยสุกๆ ดิบๆ ที่ผ่านความร้อนเพียงเล็กน้อย ไม่เพียงพอที่จะท�าลายไวรัสได้ การตรวจหาไวรัสโนโรที่พบปริมาณ
การปนเปื้อนในปริมาณน้อยต้องใช้วิธีทดสอบที่มีความไวและความจ�าเพาะสูง ไม่พบการปนเปื้อนข้ามตามมาตรฐาน
สากลเพื่อให้มั่นใจว่าผลการทดสอบมีความถูกต้อง แม่นย�าเช่ือถือได้ สร้างความพึงพอใจแก่ผู้รับบริการและเป็น 

การคุ้มครองผู้บริโภค

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบพระคุณนางเพ็ญศรี รอดมา อดีตผู้ทรงคุณวุฒิกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ให้แนวคิดในการศึกษา

วิจัย และตรวจทานต้นฉบับ นายมงคล เจนจิตติกุล อดีตรองอธิบดีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และผู้อ�านวยการส�านัก
คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ที่ให้การสนับสนุนด้านงบประมาณ  และขอขอบคุณนางนงลักษณ์ วิไลวุฒิบัณฑิต 

ที่ช่วยเตรียมและสกัดตัวอย่าง
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Detection of Norovirus in Raw oyster 
meat by using real Time Reverse 
Transcription-Polymerase Chain  

Reaction (real Time RT-PCR)

Chamrieng Poonyaprasit Nutthakan Tiyasiwaporn and Atcha Satjapala
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000 Thailand.

ABSTRACT Norovirus is an important causative agent of gastroenteritis and  food poisoning associated 
with oyster consumption. Because of its filter feeder, oysters can accumulate norovirus from growing water 
contaminated with norovirus. Consumption of raw or undercooked oysters may cause illness. Norovirus 
cannot be cultivated to date, thus detection relies on molecular method. This study was undertaken to 
investigate norovirus in raw oyster meat from fresh markets and supermarkets in Bangkok and peripheral 
areas, Samut Sakhon, Samut Songkhram and Chon Buri province, between October 2013 to March 2014,  
by using real-time RT-PCR method. The results showed that norovirus was detected in 17 out of 219 
samples (7.76%), of which two samples (0.91%) belonged to genogroup I (GI) and 15 samples (6.85%) 
belonged to genogroup II (GII). The detection of higher incidence of GII over GI is relevant to the trend 
of  incidence of norovirus in feces of Thai patients. This data can be used to evaluate risks and to inform 
national health alert to consumers.

Key words: detection, norovirus, raw oyster meat, real time RT-PCR 


