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บทคัดย่อ
	 ไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C virus: HCV) เป็นสาเหตุส�ำคัญของโรคตับอักเสบ โรคตับแข็งและมะเร็ง

ตับ ปัจจุบันมีผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย ไวรัสตับอักเสบซีจ�ำแนกได้ 8 สายพันธุ์หลักและ

แบ่งเป็นสายพันธุ์ย่อยที่แตกต่างกัน สายพันธุ์ 1-3 พบได้ทั่วโลก แต่สายพันธุ์ 4-6 พบได้เฉพาะบางภูมิภาคเท่านั้น 

ประเทศไทยพบการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีสายพันธุ์ 3 มากที่สุด (ร้อยละ 47.8) สายพันธุ์ 6 (ร้อยละ 34.8)  และ 

1 (ร้อยละ 17.4) ตามล�ำดบั แนวทางการรกัษาผูต้ดิเชือ้ไวรสัตับอกัเสบซแีบบเดิมมข้ีอจ�ำกดัด้านอาการข้างเคียงและ

การดื้อยา ปัจจุบันได้มีการใช้ยากลุ่ม direct-acting antivirals agents (DAAs) ส�ำหรับการรักษาการติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซี ยากลุ่ม DAAs ประกอบด้วย NS3/4A protease inhibitors (PIs),  NS5A inhibitors, NS5B nucleos(t)

ide polymerase inhibitors (NIs) และ NS5B non-nucleoside polymerase inhibitors (NNIs) อย่างไรก็ตามยังคง

พบการดื้อยาที่สัมพันธ์กับการกลายพันธุ์ของไวรัส ดังน้ันการตรวจหาการกลายพันธุ์ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซีอาจมี

ความจ�ำเป็นในแง่ของการรักษา วิธีการที่นิยมส�ำหรับตรวจการกลายพันธุ์ คือการตรวจสอบล�ำดับเบสและกรดอะมิ

โนของ NS3, NS5A และ NS5B ของไวรัสตับอักเสบซี
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Abstract 
	 Hepatitis C virus (HCV) is major course of hepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma.  HCV 

infection occurs worldwide including Thailand.  Hepatitis C virus are classified into 8 main genotypes and 

several subtypes.  Genotypes 1-3 can be detected worldwide while genotypes 4-6 are found in some                    

geographical areas.  In Thailand, HCV genotype 3 is the most predominant (47.8%) followed by genotype 

6 (34.8%) and 1 (17.4%). Treatment of HCV infection with conventional antiviral drugs encounters the 

limitation due to the serious side effects and drug resistance.  Currently, direct-acting antivirals (DAAs) have 

been a promising approach for HCV therapy. DAAs are composed of NS3/4A protease inhibitors (PIs), 
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NS5A inhibitors, NS5B nucleos(t)ide polymerase inhibitors (NIs) and NS5B non-nucleoside polymerase 

inhibitors (NNIs).  However, drug resistance is also found to be associated with viral mutations.  Detection 

of HCV gene mutations would be essential for the treatment.  The popular method for the mutation assay is 

the investigating nucleotide sequence and amino acid sequence of NS3, NS5A and NS5B regions of HCV.   
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บทน�ำ
	 ไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C virus) อยู่ใน 

Flaviviridae มีกรดนิวคลีอิกชนิด RNA สายเดี่ยวแบบ

สายบวกประกอบด้วยบริเวณที่ก�ำหนดการสร้างโปรตีน

ส่วนโครงสร้าง (structural protein) และบรเิวณท่ีก�ำหนด 

การสร้างโปรตีนส่วนท่ีไม่ใช่โครงสร้าง (non-structural 

protein) ไวรัสตับอักเสบซีเป็นสาเหตุของโรคตับอักเสบ

แบบเฉียบพลนัและเร้ือรัง ซึง่อาจเป็นสาเหตขุองโรคตบัแข็ง 

และมะเรง็ตับ เช้ือไวรัสตบัอกัเสบซแีบ่งเป็นสายพนัธุห์ลกั

และสายพนัธุย่์อยทีแ่ตกต่างกนั โดยพบการแพร่กระจาย

ในแต่ละภมิูภาคของโลก ปัจจยัท่ีต้องค�ำนึงถงึเมือ่จะท�ำการ 

รักษาโรคตบัอกัเสบซเีร้ือรัง ได้แก่ สายพนัธุข์องไวรัส ปรมิาณ 

RNA ของไวรัส  อาการอื่นที่เกิดขึ้นที่ตับ และการติดเชื้อ

ไวรัสอื่นร่วมด้วย เป็นต้น ยาท่ีใช้รักษาโรคตับอักเสบซี            

ที่มีการพัฒนาในระยะแรก ได้แก่ interferon-α และ 

Ribavirin แต่มกัพบปัญหาอาการข้างเคยีง และการด้ือยา

ที่สัมพันธ์กับการกลายพันธุ์ของไวรัส ดังนั้นจึงมีกลุ่มยา

ที่มีการพัฒนาขึ้นมาใหม่ส�ำหรับรักษาคือ direct-acting 

antiviral agents (DAAs) โดยแบ่งเป็นกลุม่ตามเป้าหมาย

และกลไกการออกฤทธิ์ ท่ีจ�ำเพาะต่อเชื้อไวรัส คือ 

NS3/4A protease inhibitors (PIs), NS5A inhibitors, 

NS5B nucleos(t)ide polymerase inhibitors (NIs) และ 

NS5B non-nucleoside polymerase inhibitors (NNIs) 

อย่างไรกต็ามกลุม่ยา DAAs ยงัมีข้อเสยีทีส่�ำคัญ คือ การพบ

รายงาน ท่ีเพิ่มจ�ำนวนมากข้ึนในประเด็นของการกลาย

พันธุ์ของไวรัสตับอักเสบซีท่ีอาจมีความสัมพันธ์กับการ

ตอบสนอง ตอการรักษาด้วยยา แนวทางส�ำหรับการแก้

ปัญหาการดือ้ยาของเชือ้ไวรสัประการหน่ึง คอื การตรวจ

การกลายพันธุ์ ของไวรัสตับอักเสบซีโดยตรวจหาการ

เปลี่ยนแปลงของล�ำดับกรดอะมิโนของไวรัส ซึ่งจะเป็น

ประโยชน์เพื่อการเลือกยาที่เหมาะสมที่สุดส�ำหรับการ

รักษา บทความนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อทบทวนองค์ความรู้

ทางด้านคุณสมบัติท่ัวไป ยารักษา การด้ือยา รวมท้ังวิธี

ตรวจการกลายพันธุ ์ของไวรัสตับอักเสบซีเพื่อนํา

ไปสูแนวทางการตรวจทางห้องปฏบิติั การป้องกนัการตดิ

เชื้อ และการรักษา

วิธีการสืบค้นข้อมูล
	 องค์ความรู้ในบทความน้ีได้จากการสืบค้น 

รวบรวม วิเคราะห์และวิจารณ์ข้อมูลจากบทความวิจัยทั้ง

ในรูปแบบนิพนธ์ต้นฉบับและบทความฟื้นวิชา โดย

รวบรวมจากงานวิจัยโดยเฉพาะงานวิจัยจากต่างประเทศ

ที่ได้รับการตีพิมพ์เผยแพร่ การสืบค้นจากฐานข้อมูล

ทางการแพทย์ที่เป็นฐานข้อมูลอิเล็กทรอนิกส์ โดยการ

สบืค้นจากฐานข้อมูลทางวิชาการท่ีน่าเช่ือถือ คือ PubMed 

โครงสร้างและองค์ประกอบของไวรัสตับอักเสบซี

	 ไวรัสตับอักเสบซีมีกรดนิวคลีอิกชนิด RNA 

ขนาดประมาณ 9,600 นิวคลีโอไทด์ที่ประกอบด้วย 

5’UTR, core (C), envelope (E ชนิด E1, E2), P7, 

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B และ 3’UTR 

ที่ก�ำหนดการถอดรหัสได้เป็นโปรตีนโครงสร้างที่ส�ำคัญ

คือ core, E1, E2 และโปรตีนอื่นคือ p7, NS2, NS3, 
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5’UTR 3’UTR 
C E1 E2 NS1 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B 

Structural gene Non-structural gene 

P7 

NS4A, NS4B, NS5A และ NS5B (ภาพที่ 1) โปรตีน

แต่ละชนิดมีบทบาทส�ำหรับขั้นตอนการเพิ่มจ�ำนวน           

และการประกอบเป็นอนภุาคไวรัสรุน่ใหม่และบทบาทใน

ปฎิสัมพันธ์กับเซลล์ที่ถูกติดเช้ือ นอกจากน้ียังมีบทบาท

ส�ำคัญซึง่เป็นเป้าหมายส�ำหรบัการพฒันายาเพือ่รักษาโรค

ตับอักเสบ

	 โปรตีน core ประกอบเป็น nucleocapsid ของ

ไวรัส

	 โปรตีน envelope ประกอบเป็น envelope ของ

ไวรัส มีบทบาทส�ำคัญในขั้นตอนการเข้าสู่เซลล์โฮสต์

	 โปรตีน P7 มีบทบาทส�ำคัญในการติดเชื้อและ

การประกอบเป็นอนุภาคไวรัสใหม่

	 โปรตีน NS2 มีบทบาทส�ำคัญในข้ันตอนการ

เพิ่มจ�ำนวนของไวรัส

	 โปรตีน NS3 ท�ำหน้าที่เป็นเอนไซม์ serine 

protease ทีจ่าํเป็นสาํหรับการสร้างสายโปรตนี (polypro-

tein) และข้ันตอนการตัดแต่งโปรตีน (post-translation-

al processing) และท�ำหน้าที่เป็นเอนไซม์ RNA helicase 

ส�ำหรบัข้ันตอนการเพิม่จ�ำนวนของไวรสั (replication)(1-2) 

	 โปรตีน NS4A ท�ำหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์

ส�ำหรบัโปรตีน NS3 และมีความส�ำคญัในการเกดิ phos-

phorylation ของโปรตีน NS5A 

	 โปรตีน NS4B ท�ำหน้าที่ในขั้นตอนการแบ่งตัว

ของไวรัส (replication)

	 โปรตีน NS5A จําเป็นสําหรับข้ันตอน viral 

RNA replication และขั้นตอนการประกอบเป็นอนุภาค

ไวรัส(3-4) และอาจมีความเกีย่วข้องกบัการด้ือยา interferon 

ที่ใช้ส�ำหรับรักษาโรคตับอักเสบ

	 โปรตนี NS5B ท�ำหน้าทีเ่ป็นเอนไซม์ RNA-de-

pendent RNA polymerase จําเป็นสําหรับการสร้างสาย 

RNA(5) การศึกษาพบว่าโปรตีน NS3 และ NS5A มี

บทบาทต่อการทํางานของโปรตีน NS5B

สายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบซี

	 ไวรัสตับอักเสบซีจ�ำแนกได้ 8 สายพันธุ์หลัก 

(genotype) และแบ่งเป็น 86 สายพันธุ์ย่อย (subtype) 

ที่แตกต่างกัน(6)  โดยแต่ละสายพันธุ์จะมีการกระจายตัว

แตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคของโลก การติดเชื้อไวรัส           

ตบัอกัเสบซทีัว่โลกในปี 2015 พบการตดิเช้ือสายพนัธุ ์1 

ได้สูงสุดร้อยละ 44 ตามด้วยสายพันธุ์ 3 และ 4 พบร้อย

ละ 25 และ 15 ตามล�ำดับ ส่วนที่เหลือเป็นการติดเชื้อ

ไวรสัตับอกัเสบซสีายพนัธุ ์2, 5 และ 6(7)  ไวรัสตบัอกัเสบ

ซแีต่ละสายพนัธุพ์บการแพร่กระจายได้แตกต่างกนั(8-15)  

	 สายพนัธุ ์1 กระจายทัว่โลกและพบมากในแถบ

อเมริกา ยุโรป ออสเตรเลีย และญี่ปุ่น 

	 สายพันธุ์ 2 พบได้สูงในประเทศอุตสาหกรรม

และพบได้ในแอฟริกาใต้และเอเชีย 

	 สายพนัธุ ์3 พบได้ในยโุรป อเมรกิา และเอเชียใต้ 

	 สายพันธุ ์ 4 และ 5 พบส่วนใหญ่ในแถบ

แอฟริกาและตะวันออกกลาง 

	 สายพันธุ์ 6 พบได้ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 

เช่น ประเทศไทย เวียดนาม พม่า 

	 สายพันธุ์ 7 พบได้ในแอฟริกากลาง 

	 Petruzziello และคณะ รายงานการติดเชือ้ไวรัส

ตับอักเสบซีในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยพบท้ัง

สายพันธุ์ 1-6 นอกจากน้ียังพบการติดเช้ือแบบหลาย    

สายพันธุ์ (ตารางท่ี 1) ส�ำหรับประเทศกัมพูชา พม่า     

และเวียดนาม พบการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบซีสายพันธุ์ 

6 ได้สูง(16)  

ภาพที่ 1 โครงสร้างจีโนมของไวรัสตับอักเสบซี
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	 จากรายงานการติดเ ช้ือไวรัสตับอักเสบซี           

ในประเทศไทยของ Polaris Observatory HCV Collab-

orators พบสายพันธุ์ 1a, 1b, 3 และ 6 ร้อยละ 4.4, 

13.0, 47.8 และ 34.8 ตามล�ำดับ(7) การตดิเช้ือไวรสัตบั

อกัเสบซใีนผู้ป่วยทีม่ารับบริการทีโ่รงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

สภากาชาดไทย ระหว่างปี 2555-2558 พบการติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบซีสายพันธุ์ 1, 2, 3 และ 6 ร้อยละ 48.5, 

1.1, 45.4 และ 1.5 ตามล�ำดับ และพบการติดเชื้อแบบ

หลายสายพนัธุร้์อยละ 3.5(17) และจากการศกึษาการแพร่

กระจายของเชือ้ไวรัสตบัอกัเสบซใีนกลุม่ผู้บรจิาค โลหติใน

เขตภาคเหนือตอนล่างของ Sistayanarain และคณะ โดย

ตรวจพบสายพนัธุท์ีแ่ตกต่างกนัได้ 4 สายพนัธุ ์ทีพ่บมาก

ที่สุด คือ สายพันธุ์ 3a และจากการศึกษานี้ยังตรวจพบ

สายพันธุ์ 6 ได้มากกว่าสายพันธุ์ 1a และสายพันธุ์ 1b(18)

ระบาดวิทยา

	 การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีพบได้ทั่วโลก              

ปี 2015 องค์การอนามัยโลกรายงานผู้ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีแบบเรื้อรังประมาณ 71 ล้านคน อุบัติการณ์การ

ตดิเชือ้ทัว่โลกพบประมาณร้อยละ 1 พืน้ทีท่ีพ่บอตัราการ

ตดิเชือ้สงู ได้แก่ ภมูภิาคเมดเิตอร์เรเนียน พบร้อยละ 2.3 

อบุตักิารณ์ของการตรวจพบ anti-HCV ในกลุม่ประชากร

ทั่วไปในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (ประเทศกัมพูชา 

ลาว พม่า มาเลเซีย ฟิลิปปินส์ ศรีลังกา เวียดนาม ไทย) 

เท่ากับร้อยละ 1.6(16) การศึกษาพบอัตราความชุกของ

การติดเชื้ อไว รัสตับอักเสบซี ในประเทศไทยพบ              

ความชุกร้อยละ 2.1-2.2(19-22) การติดเช้ือไวรัสตับ

อกัเสบซใีนผู้ป่วยทีม่ารับบริการทีโ่รงพยาบาลจุฬาลงกรณ์

ระหว่างปี 2555-2558 พบการติดเชือ้ไวรัสตับอกัเสบซี

ระหว่างร้อยละ 3.5-4.0(17)  

การเพิ่มจ�ำนวนของไวรัส (viral replication)

	 บริเวณ envelope หรือ virion-associated              

lipoprotein ของไวรัสตับอักเสบซีเข้าจับกับ glycosami-

noglycan (GAGs) และ low-density lipoprotein              

receptor (LDL-R) ที่เป็นตัวรับ (receptor) บริเวณผิว

ของเซลล์ จากน้ันไวรัสจะจับกับ CD81, scavenger             

receptor B1 (SR-B1), claudin-1 และ occluding 

(OCLN) จีโนมของไวรัสจะถูกปลดปล่อยเข้าสู ่ไซโต

พลาสซึม เกิดการสร้างสายโปรตีนสายยาวท่ีมีขนาด

ประมาณ 3,000 กรดอะมิโน แล้วเกิดกระบวนการตัด

แต่งโปรตีน (post-translational processing) ได้โปรตีน

ที่จ�ำเพาะ แต่ละชนิดที่จะน�ำไปใช้ในข้ันตอนการสร้างจี

โนมและการประกอบเป็นโครงสร้างของอนุภาคไวรัสใหม่ 

(progeny) หลงัจากนัน้อนภุาคไวรสัใหม่จะถกูปลดปล่อย

ออกสู่ภายนอกเซลล์ 

ยารักษา

	 ยาแนะน�ำในระยะแรกที่ใช้ในการรักษาผูปวย

ตบัอกัเสบทีเ่กดิจากไวรสัตบัอกัเสบซ ีคือ PEG Interferon 

หรือ interferon และ Ribavirin ประสบปัญหาในด้านการ

รกัษาโดยเฉพาะการรกัษาผูป่้วยทีติ่ดเช้ือไวรสัตับอักเสบซี 

สายพนัธุ ์1 นอกจากนียั้งพบการเกดิอาการข้างเคียงหลาย 

รปูแบบในผูป่้วยบางราย เช่น กลุมอาการคลายไขหวัดใหญ 

(flu-like symptoms) การระคายเคืองบริเวณผิวหนังที่

ฉดียา การเกดิภาวะ neutropenia การเกิดภาวะภมูติานทาน 

เน้ือเยือ่ตนเอง ภาวะซดีทีเ่กดิจากเซลลเมด็เลอืดแดงแตก 

ตารางที่ 1 การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (16) 

ไวรัสตับอักเสบซี (สายพันธุ์)

1

2

3

4

5

6

ติดเชื้อแบบหลายสายพันธุ์

การติดเชื้อ (ร้อยละ)

35.2

11.1

19.9

0.9

0.4

30.8

1.7
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(hemolytic anemia) และความผิดปกติทางจิตและ

ประสาท ต่อมามีการพัฒนายารักษากลุ่มใหม่ คือ di-

rect-acting antiviral agents (DAAs) ที่มีกลไกการออก

ฤทธิ์โดยตรงต่อไวรัสโดยการยับยั้งขั้นตอนการเพิ่ม

จ�ำนวนของไวรัส ยากลุม่ DAAs ซึง่มผีลข้างเคียงน้อยกว่า

ยากลุ่มเดิม แบ่งเป็นกลุ่มตามเป้าหมายและกลไกการ

ออกฤทธิ์ คือ 

	 1. NS3/4A protease inhibitors (PIs) ออกฤทธิ์ 

โดยการจับกับ NS3/4A protease ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมี

ความส�ำคัญในข้ันตอนการเพิม่จ�ำนวนของไวรสัและยับย้ัง

การหลบหนีของไวรัสจากระบบภูมิคุ้มกัน เน่ืองจากมี

รายงานพบว่า NS3/4A protease มีกลไกที่เกี่ยวข้องกับ

การยับยั้งการสร้าง interferon(23)  โดยยารุ่นแรก (first- 

generation protease inhibitors) คือ boceprevir และ 

telaprevir ต่อมามีการพฒันาเป็นยารุน่ท่ีสอง (second-             

generation protease inhibitors) คือ simeprevir และยา

ในรุ่นถัดไป (next generation drugs) คือ glecaprevir, 

grazoprevir, paritaprevir และ voxilaprevir

	 2. NS5A inhibitors ยากลุม่น้ีออกฤทธิท่ี์โปรตีน 

NS5A ตัวอย่างยา เช่น daclatasvir, ledipasvir, ombit-

asvia, velpatasvir, pibrentasvir และ elbasvir

	 3. NS5B nucleos(t)ide polymerase inhibitors 

(NIs) และ NS5B non-nucleoside polymerase inhib-

itors (NNIs) ยากลุ่มนี้ออกฤทธิ์ที่ NS5B และยับยั้งการ

ท�ำงานของเอนไซม์ polymerase ตัวอย่างยาเช่น sofos-

buvir, dasabuvir, radalbuvir และ beclabuvir

การดื้อยาของไวรัสตับอักเสบซี

	 การดื้อยาของเชื้อไวรัสตับอักเสบซีมีผลต่อ

ประสิทธิภาพการรักษาด้วยยา สาเหตุหนึ่งของการดื้อยา

เกดิข้ึนเน่ืองจากการเปลีย่นแปลงหรอืการกลายพนัธุข์อง

ไวรัส โดยไวรสัทีเ่กดิการกลายพนัธุส์ามารถพบได้ในผูติด

เชื้อ

	 1. ที่ไมเคยไดรับการรักษาด้วยยามากอน

	 2. ที่เคยหรืออยู่ในระหว่างการรักษาดวยยา

	 มีรายงานความสัมพันธ์ของยาต้านไวรัสกลุ่ม 

DAAs กบัการกลายพนัธุใ์นบางต�ำแหน่งของกรดอะมิโน

ของไวรัส(24-27) ตัวอย่าง ได้แก่

	 2.1	 NS3/4A protease inhibitors พบรายงาน

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน

				    ต�ำแหน่ง V36M, T54A/S, V55A, 

R155K, A156S, V170A สัมพันธ์กับยา boceprevir

ต�ำแหน่ง V36M/A, T54A, R155K, A156S สัมพันธ์

กับยา Telaprevir

				    ต�ำแหน่ง Q80R, R155K, D168E/V 

สัมพันธ์กับยา simeprevir

				    ต�ำแหน่ง Y56H, D168A/V/Y สมัพนัธ์

กับยา paritaprevir

				    ต�ำแหน่ง R155K, D168E/V/Y สมัพนัธ์

กับยา Asunaprevir

				    ต�ำแหน่ง R155K, D168T/V/Y/H 

สัมพันธ์กับยา vaniprevir

	 2.2 NS5A inhibitors พบรายงานการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน

				    ต�ำแหน่ง M28T, Q30E/H/R/S, 

L31M/V, H58D, Y93H/N สมัพนัธ์กบัยา Daclatasvir

				    ต�ำแหน่ง Q30E/R, L31M, Y93C/H/N 

สัมพันธ์กับยา ledipasvir

				    ต�ำแหน่ง M28V, L28V, Q30R Y93H 

สัมพันธ์กับยา ombitasvir

	 2.3 	NS5B polymerase inhibitors พบรายงาน

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน

				    ต�ำแหน่ง L159F, S282T, C316N/

H/F, V321A สัมพันธ์กับยา sofosbuvir

				    ต�ำแหน่ง M414T, S556G สัมพันธ์กับ

ยา dasabuvir

				    ต�ำแหน่ง A421V, P495L/S สมัพนัธ์กับ

ยา beclabuvir

	 องค์การอนามยัโลก (WHO) มีเป้าหมายในการ

ก�ำจัดโรคไวรัสตับอักเสบให้หมดภายในปี 2573 ซึ่งมี

โอกาสท่ีอาจจะไม่บรรลุตามเป้าหมาย เนื่องจากเหตุผล

หลายประการ โดยเหตุผลที่ส�ำคัญประการหน่ึง คือ 

รายงานการด้ือยาของเช้ือไวรัสตับอักเสบซีที่เพิ่มจ�ำนวน
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มากขึ้น ซึ่งอาจส่งผลให้เกิดการรักษาที่ล้มเหลว รวมทั้ง

อาจส่งผลต่อการควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อไวรัส

ตบัอกัเสบซ ีถงึแม้ว่ายากลุม่ DAAs ได้มีการพฒันาอย่าง

ต่อเนื่องเพื่อใช้ส�ำหรับการรักษา อย่างไรก็ตามยังคงพบ

รายงานจ�ำนวนมากทีเ่กีย่วข้องกบัการดือ้ยาทีส่มัพนัธ์กบั

การรักษาด้วยยาต้านไวรัส ประกอบกับการท่ียากลุ่ม 

DAAs มีราคาแพง ดังน้ันการเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการ

ดื้อยาและการตรวจหาการกลายพันธุ์หรือวิธีการตรวจ

สอบการดื้อต่อยากลุ่ม DAAs ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซี

จึงมีความส�ำคัญท่ีอาจเป็นประโยชน์ต่อแนวทางส�ำหรับ

การรักษา  

วิธีการตรวจการกลายพันธุ์ของไวรัสตับอักเสบซี

	 การตรวจหาการกลายพันธุ ์ของเชื้อไวรัสตับ

อกัเสบซ ีมคีวามส�ำคัญในแง่ของการรักษา การตรวจการ 

กลายพันธุ์ส่วนใหญ่เป็นการตรวจหาการเปลี่ยนแปลง 

ของล�ำดับกรดอะมิโนของโปรตีน NS3, NS5A และ 

NS5B วิธีการที่นิยม ได้แก่ การตรวจสอบล�ำดับเบส            

ของยีน NS3, NS5A และ NS5B โดยวิธี sanger           

sequencing และ next generation sequencing(27)  โดย

ทั้งสองวิธีเป็นการหาล�ำดับเบสและท�ำการเปลี่ยนเป็น

ล�ำดับของโปรตีน จากน้ันตรวจสอบหาต�ำแหน่งที่เกิด

การกลายพันธุ ์โดยเทียบกับฐานขอมูลการกลายพันธุ              

ที่เก็บรวบรวมจากการทําวิจัย ทั้งสองวิธีมีค่าความไวที่

แตกต่างกัน ส�ำหรับการตรวจสอบล�ำดับเบสโดยวิธี 

sanger sequencing เป็นวิธีที่ท�ำได้ง่าย ค่าใช้จ่ายไม่สูง 

สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ของทั้ง NS3, NS5A 

และ NS5B วิธีการ คือ การสร้างสาย DNA จาก RNA            

ของไวรัสด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase โดยวิธี  

reverse transcription (RT) จากน้ันเพิ่มปริมาณกรด            

นิวคลีอิกบริเวณท่ีต้องการตรวจหาการกลายพันธุ์โดยวิธี 

polymerase chain reaction (PCR) แล้วจึงน�ำไปตรวจ

สอบล�ำดบันิวคลโีอไทด์และล�ำดบักรดอะมโิน (ภาพที ่2) 

	 อย่างไรก็ตามการตรวจหาการกลายพันธุ์ของ 

NS3, NS5A และ NS5B ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซีด้วย

วิธีการหาล�ำดับเบสมักเป็นการตรวจหาการกลายพันธุ์

แต่ละส่วนแยกจากกัน โดยข้ันตอนการเตรียมจะใช้วิธี 

PCR ซึ่งมีข้อจ�ำกัดหลายอย่างโดยเฉพาะการปนเปื้อน 

DNA หรอื PCR product ดังน้ันเพือ่เป็นการลดปัญหาดงั

กล่าว อาจมีการน�ำเทคนิค multiplex PCR ท่ีสามารถ

เตรยีม NS3, NS5A หรอื NS5B ของเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบ

ซไีด้โดยการท�ำปฏกิริิยาในหลอดเดียวกนั ซึง่มข้ีอดีหลาย

ประการ เช่น ลดการปนเป้ือน ลดระยะเวลาในการท�ำและ

ภาพที่ 2 วิธีการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของ NS3, NS5A และ NS5B gene โดยวิธี RT-PCR 

และ Nucleotide/amino acid sequencing

 

 

 

 

 
 

HCV RNA 

cDNA 

Reverse transcription 

NS3 NS5A NS5B 

PCR PCR PCR 

Nucleotide/amino acid sequencing Nucleotide/amino acid sequencing Nucleotide/amino acid sequencing 
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ประหยัดค่าใช้จ่าย ส�ำหรับแนวคิดการท�ำ multiplex PCR 

สามารถท�ำได้หลายแบบโดยจะข้ึนอยูก่บัความต้องการใน

การตรวจการกลายพันธุ์ของต�ำแหน่งใดบ้าง (ภาพที่ 3) 

ยกตัวอย่าง เช่น 

	 1. การท�ำ multiplex PCR ของ NS3 และ NS5A 

โดยใช้ PCR primer 1, 2, 3 และ 4

	 2. การท�ำ multiplex PCR ของ NS3 และ NS5B 

โดยใช้ PCR primer 1, 2, 5 และ 6

	 3. การท�ำ multiplex PCR ของ NS5A และ 

NS5B โดยใช้ PCR primer 3, 4, 5 และ 6

	 4. การท�ำ multiplex PCR ของ NS3, NS5A 

และ NS5B โดยใช้ PCR primer 1, 2, 3, 4, 5 และ 6

	 เชือ้ไวรสัตบัอกัเสบซพีบได้ทัว่โลกซึง่ยังคงเป็น

ปัญหาที่ส�ำคัญทางสาธารณสุข โดยก่อให้เกิดโรคตับ

อักเสบและอาจเป็นสาเหตุของโรคมะเร็งตับ ส�ำหรับยา           

ทีใ่ช้ในการรกัษาโรคตบัอกัเสบชนิดซใีนระยะแรกสามารถ

ก่อให้เกิดอาการข้างเคียงและการเกิดการกลายพันธุ ์            

ของไวรัสที่ส่งผลให้เกิดการด้ือยา ต่อมาจึงมีการพัฒนา

ยาในกลุ่ม DAAs ที่มีกลไกยับยั้งขั้นตอนการเพิ่มจ�ำนวน

ของไวรัส อย่างไรก็ตามมีรายงานจ�ำนวนมากที่เกี่ยวข้อง

กับการตรวจพบการกลายพันธุ์ของเช้ือไวรัสตับอักเสบซี

ทีส่มัพนัธ์กบัการดือ้ยากลุม่ DAAs(24-27) ถงึแม้ว่ายากลุม่ 

DAAs จะมีประสิทธิภาพในการรักษาที่ดีแต่อาจเกิด

ปัญหาในการรักษาที่อาจจะยังไม่ครอบคลุมเชื้อไวรัส              

ทีก่ลายพนัธุไ์ด้ท้ังหมด ส�ำหรบัวิธทีีน่ยิมในการตรวจสอบ

การกลายพันธุ ์ของเช้ือไวรัสตับอักเสบซีส ่วนใหญ่                 

จะเป็นการตรวจหาการเปลีย่นแปลงของล�ำดบักรดอะมโิน 

ของโปรตีน NS3, NS5A และ NS5B เพื่อแก้ไขปัญหา

การไม่ตอบสนองต่อยาต้านไวรัสตับอักเสบซีท่ีเกิดข้ึน

เนือ่งจากการกลายพนัธุข์องเช้ือไวรสั ดงัน้ันการตัดสนิใจ

หาทางเลือกก่อนการรักษาที่เหมาะสมโดยการตรวจหา

การกลายพันธุ์ของเช้ือไวรัสตับอักเสบซีก่อนการรักษา          

จึงเป็นสิ่งท่ีควรพิจารณาในแง่ของความคุ้มค่า และการ

เลือกสูตรยาที่เหมาะสมที่สุด และเน่ืองจากรายงานหรือ

ข้อมูลในประเทศไทยที่เกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ ์               

ของเชื้อไวรัสตับอักเสบซีที่มีสัมพันธ ์กับการด้ือยา                  

กลุม่ DAAs ยงัคงมจี�ำกดั ดังน้ันการตรวจหาการกลายพนัธุ์ 

ของไวรัสจะเป็นประโยชน์โดยเป็นข้อมูลพื้นฐานท่ีเป็น

แนวทางเพื่อการบริหารจัดการส�ำหรับการเลือกยารักษา

ที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ

กิตติกรรมประกาศ
	 บทความน้ีเป็นส่วนหน่ึงของโครงการวิจัย 

“การเตรียมยีน NS3, NS5A และ NS5B ของเชื้อไวรัส

ตับอักเสบซี เพื่อพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ชุดการตรวจ”                  

โดยมหาวิทยาลัยนเรศวร ได้รับการการสนันสนุนจาก

กองทุนส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม ประจ�ำ

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2564 (R2564B008)

ภาพที่ 3 การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของ NS3, NS5A และ NS5B gene โดยวิธี multiplex PCR

 

 

 

 

 
 

5’UTR 3’UTR C E1 E2 NS1 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B P7 

NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B 

2 
4 3 1 

5 6 

PCR Primer สําหรับ NS3 gene = 1 และ 2 
PCR Primer สําหรับ NS5A gene = 3 และ 4  
PCR Primer สําหรับ NS5B gene = 5 และ 6  
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