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เรือ่ง subtype hepatitis B และ C จะ ขอ กลาว ถงึ
ไวรัส B กอน hepatitis B จริง ๆ  ก็ เปน DNA ไวรัส
เปน double standed และ เปน circular DNA เพราะ
ฉะนัน้ โดย เฉพาะ hepatitis เปน เรือ่ง สาํคญั คอื วา มี 4
grade ที ่จะ สราง protein ขึน้ มา และ เวลา ที ่เรา จะ พดู ถงึ
type หรอื subtype ก ็แลว แต ของ hepatitis B นี ้เรา มกั
จะ เนน ใน สวน ของ S gene ถา บอก วา DNA virus นี้ จะ
ด ีกวา RNA virus ตรง ทีว่าการ กลาย พนัธุ ของ มนั จะ นอย
กวา RNA virus DNA virus จะ กลาย พนัธุ นอย กวา
แต ยกเวน hepatitis B hepatitis B ถงึ แมวา จะ เปน
DNA virus แต เวลา การ แบง ตวั polymerase ม ีหนาที่
คลาย กับ Reverse Transcriptase เพราะ ฉะนั้น ดวย
เหต ุนี ้นี ่เอง ทาํให hepatitis B นี้ จงึ ม ีโอกาส กลาย พนัธุ
มาก กวา virus DNA ชนิด อื่น เพราะ วา โดย หลักการ
DNA แลว นี้ จะ กลาย พันธุ คอน ขาง นอย เพราะ ฉะนั้น
เวลา เรา พดู ถงึ ชนดิ ของ  hepatitis B เรา จะ มอง ไป ใน สวน
ของ S gene คือ ใน สวน ของ ตําแหนง นี้ ซึ่ง ประกอบ ไป
ดวย PreS1 และ PreS2 และ สวน ของ S gene protein
ของ ที่ encode ขึน้ มา สวน ที ่ม ีความ หลาก หลาย มาก ที ่สดุ
ของ hepatitis B virus นี้ ก ็คอื สวน ของ PreS1 เพราะ
ฉะนัน้ เวลา เรา จะ จาํแนก แจก แจง ของ hepatitis B วา เปน

ชนิด ไหน genotype ไหน เรา จึง มอง ลง ไป ที่ สวน ของ
PreS1  เปน หลัก เพราะ มี ความ หลาก หลาย มาก ที่ สุด
เพราะ ฉะนัน้ ใน แง ระบาด วทิยา ผม คง ไม กลาว ลง ไป ผม
คิด วา ทุก คน รู แลว วา มี ความ สําคัญ แต แนว โนม ของ
hepatitis  B ใน บาน เรา นี ้เริม่ ลดลง หลงั จาก ที ่เรา mass
vaccination program ขณะ นี ้เดก็ ที ่ม ีอาย ุต่าํ กวา 15 ป ลง
มา นี ้ม ีอตัรา การ เปน พาหะ นอย กวา 1% แลว
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Epidemiology and Natural History of HBV In-
fection

 One of the major infectious disease
Over 2 billion people infected
Over 350 million chronically infected
About 2 million deaths per year
Leads to the risk of developing liver
cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC)

Clinical outcome of HBV infection
Host factors

Age of the patient
Gender
Alcohol intake

 Viral load
Genomic variability of virus (Genotype)

Outcome ของ hepatitis B เมือ่ มอง ระยะ ยาว แลว
นอก จาก host factor ปรมิาณ viral load แลว สิง่ หนึง่
ที ่เรา จะ กลาว วนันี้ ก ็คอื เรือ่ง ของ genotype หลาย คน มี
ความ เชือ่ วา genotype ของ hepatitis B นา จะ ม ีความ
เกีย่วของ กบั ความ รนุ แรง ของ โรค วา คน ไหน ม ีโอกาส เปน
ตบั แขง็ มาก นอย แค ไหน ยิง่ เปน hepatocellular carci-
noma  เกีย่วของ กบั สาย พนัธุ ไหน เกีย่วของ อยางไร กบั
genotype เพราะ ฉะนัน้ ถา เรา มา ดู genotype เกีย่วของ
อยางไร genotype ของ hepatitis B เมือ่ แบง ตาม สวน
ของ PreS1 ใน ปจจบุนั นี้ genotype แบง ได ไม นอย กวา
8 genotype คือ A B C D E F G H ถึง ตัว สุด ทาย
แสดง วา เรยีง ตาม ตวั อกัษร คอื genotype A, genotype
B, genotype C ไล มา เรือ่ย ๆ  ใน ปจจบุนั มี 8 genotype
นิสิต ปริญญา เอก ผม เพิ่ง วินิจฉัย คนไข คน ไทย คน หนึ่ง
เปน genotype G จรงิ ๆ  แลว เรา ม ีวธิกีาร อยางไร แต
อยางไร ก ็ตาม ถา ด ูตาม การ ระบาด วทิยา ของ genotype
ของ  hepatitis B แลว เรา จะ เห็น ได วา มี ความ สําคัญ
จรงิๆ  คอื สาย พนัธุ พบ ได ทัว่ โลก แต มกั จะ พบ ทาง ยโุรป

และ อเมรกิา ใน ประเทศ เรา สวน ใหญ เปน genotype C
กบั B รอยละ 60  เปน hepatitis genotype B รอยละ
40 เปน genotype C รอยละ 40 และ genotype D
อยู เอเซีย ใต จะ เห็น วา genotype ใน อเมริกา ใต  เปน
genotype F ที ่จรงิ genotype G นี้ เพิง่ วนิจิฉยั ได และ
พบ เพยีง ไม กี ่คน คอื เปน A แต มี G แฝง อยู เปน เพยีง เลก็
นอย เทานัน้ เพราะ ฉะนัน้ ถา เรา มา ดู clinical outcome
ของ genotype แลว หลาย รายงาน ที ่ออก มา คลาย คลงึ กนั
ก็ คือ genotype C คอน ขาง รุน แรง ที่ สุด ที่ บอก วา รุน
แรง ที ่สดุ คอื การ ทาํให เกดิ โรค ไม วา จะ ดาํเนนิ โรค รนุ แรง ไป
เปน ตับ แข็ง หรือ มะเร็ง ตับ อุบัติ การณ ใน การ เกิด โรค
genotype C คอน ขาง มาก กวา genotype อืน่ นอก จาก
นั้น หลาย คน ยัง บอก วา genotype อาจ จะ เกี่ยวของ กับ
การ ตอบ สนอง ตอ การ รกัษา ดวย antiviral drug โดย การ
ให ไม วา จะ เปน interferon หรอื ให larmivudine

Geographic Distribution of HBV Genotype
Clinical differences between genotype B & C

Genotype B
Taiwan, Japan & China

Rarely associated with development of
HCC
More common in young non-cirrhotic
HCC patients (age<50 years)
High prevalence of pre-Core mutation

Genotype C
 More severe liver disease leading to HCC
More prevalent in patients with cirrhosis
and HCC (age>50 years)
High frequency of Core promoter
mutation

จะ เห็น วา ขอมูล ของ จีน ญี่ปุน และ ไตหวัน รวม ทั้ง
ประเทศ ไทย ที ่ได ทาํ  เสรจ็ แลว เหน็ ชดั วา genotype C
นี้ จะ ทาํให เกดิ โรค ตบั รนุ แรง กวา ที ่จะ ไป เปน มะเรง็ ตบั มาก
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กวา genotype B รวม ทัง้ ที ่จะ ไป เปน ตบั แขง็ หรอื ความ
รนุ แรง ของ โรค มาก กวา แต genotype  B นี้ พบ วา มี Pre
core promoter mutation มาก  เพราะ ฉะนัน้ ดวย เหตผุล
อนั นี้ ถา เรา มา ด ูวา ประเทศ เรา 60% เปน genotype C
40% เปน genotype B เพราะ ฉะนั้น ทําไม ใน เอเซีย ทั้ง
หลาย hepatitis B จงึ คอน ขาง รนุ แรง กวา hepatitis
B ของ ทาง ยโุรป หรอื ทาง Africa เพราะ วา ทาง เอเซยี ของ
เรา จะ more prevalent ของ genotype  C genotype
A แลว สวน ใหญ จะ ออก มา ใน รูป ของ hepatitis
genotype D ก ็ม ีการ พดู ถงึ ลกัษณะ ของ genotype D นี้
จริง ๆ  แลว นี้ จะ มี ลักษณะ พิเศษ อัน หนึ่ง มี deletion II
amino acid หรอื 33 base ที ่ตาํแหนง ของ PreS1 เปน
สวน หนึง่ ของ genotype D ซึง่ บาน เรา ไม มี แต บาน เรา
ม ีลกัษณะ คลาย ๆ  genotype D  ก ็คอื hepatitis B ของ
ชะนี ซึ่ง ถา ดู ตาม ผิว เผิน ของ genotype นี้ คลาย กับ
genotype D

เพราะ ฉะนัน้ จะ เหน็ วา การ ที ่ตอบ สนอง ตอ interferon
ก ็เหมอืน กนั จะ เหน็ วา genotype B และ C นี้ แนนอน
โรค คอน ขาง รนุ แรง เพราะ ฉะนัน้ การ response ตอ ยา
ตอง ดอย กวา genotype A อัตรา ของ การ ตอบ สนอง
นอย กวา ใน ทาํนอง เดยีว กนั ถา ไม ม ีการ รกัษา ก ็เหมอืน
กนั genotype B นี้ ด ีกวา genotype C ถา ใคร ตดิเชือ้
genotype C การ รกัษา จะ ไดผล นอย กวา โอกาส จะ เปน
โรค ราย รนุ แรง กวา ขอมลู ทัง้ หมด เรา ได ทาํ การ ศกึษา อกี
ระดับ หนึ่ง แลว แลว ขอมูล ที่ ได นี้ ก็ สอด คลอง กับ หลาย
ประเทศ แต เรา จะ รู ได อยางไร วา คนไข คน ไหน เปน
hepatitis C genotype อะไร วธิกีาร ทาํ genotype ซึง่
จรงิ ๆ  ม ีหลาย วธิี วธิ ีที ่ด ีที ่สดุ ที ่บอก ได แมนยาํ คอื การ ถอด
รหสั ก ็คอื การ อาน รหสั ใน สวน ของ PreS1 เลย แต วธิ ีที่
อาจ จะ งาย ลง มา อกี วธิ ีหนึง่ คอื amplified สวน PreS1
และ ใช วิธี ของ RFLP โดย การ ตัด ดวย enzyme อยาง
นอย 6 ตวั ใน การ ตดั เพือ่ ให ได ละเอยีด แต แนนอน อกี
วิธี หนึ่ง เรา อาจ จะ ออก แบบ primer เปน specific ตอ
genotype  เลย ถา ขึน้ band นี ้เปน genotype นี้ band

นี้ เปน genotype นี้ แต วิธี นี้ จะ ตอง รู genotype ที่
prevalent อยู กอน หรอื อาจ จะ ใช วธิhีybridization นอก
จาก นี ้ยงั ม ีคน ที ่พยายาม จะ ด ูวา การ genotyping โดย ใช
real time PCR  การ ใช PCR RFLP ก ็เปน อกี วธิ ีโดย
amplified  fragment โดย เฉพาะ ใน สวน ของ PreS1 ขึน้
มา และ หลงั จาก นัน้ ก ็ตดั ดวย enzyme และ ดู pattern
วา เปน genotype อะไร จะ เห็น วา pattern ออก มา
มากมาย เลย แลว ก ็แปล ผล
Influences of HBV Genotype

Clinical features of infection (develop-
ment  of severe liver injury, cirrhosis and
HCC)
 Response rate to anti-viral treatment
Long-term prognosis

Clinical differences between genotype A&D
India & Europe

Genotype A
Most patients have chronic hepatitis

Genotype D
More often in patients with acute
hepatitis
More severe liver disease & may be asso-
ciated  with development of HCC (age
<40 years)

Response to anti-viral treatment
Response to IFN-α therapy

 Genotype C & D are associated with
lower response rate than genotype A & B

Response to lamivudine therapy
Genotype B seems to have a better
response compared with genotype C

Responses to anti-viral treatment
Response to IFN-α therapy

Genotype C & D are associated with
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lower response rate than genotype A & B
Response to lamivudine therapy

Genotype B seems to have a better
response compared with genotype C

เพราะ ฉะนัน้ การ ทาํ จะ ตอง อาศยั ความ ชาํนาญ ใน การ
ที ่จะ ด ูขนาด band และ ดู pattern ให เปน เพือ่ ที ่จะ บอก
วา เปน genotype อะไร  เพราะ ฉะนัน้ แนนอน ก ็ไม ยาก
นกั แต ถา ทาํ genotyping โดย sequencing ก ็คง จะ งาย
ทาํ amplified สวน PreS1 ขึน้ มา เลย แลว ก ็ทาํ ขัน้ตอน
เขา สู ขบวน การ ถอด รหสั เมือ่ ถอด รหสั แลว อาน ลาํดบั
base  เมือ่ อาน ลาํดบั base เสรจ็ แลว ก ็ไป เปรยีบ เทยีบ
กบั  genotype ที ่เปน standard อยู แลว โดย การ ทาํ การ
วิเคราะห ขึ้น มา จะ ออก มา เปน รูป ของ phylogenetic
tree  และ ถา sequence นี ้ไป ตก อยู ใน node ของ geno-
type  อะไร ก ็จะ แปล ผล ตาม นัน้ นอก จาก นี ้ยงั ม ีวธิกีาร
real PCR ใน การ ทํา genotyping โดย ดู melting
curve  area ใน การ ทาํ PCR
HBV genotyping

Sequencing
PCR-RFLP
 PCR (using genotype specific primer)
 Genotype Specific Hybridization Probe

Quantification of viral load
ELISA
Real - time PCR

Additional findings
 Correlation between HBV genotypes and
 clinical features of infection
 Correlation between HBV DNA levels
and clinical features of infection

เปน ขอมูล การ ศึกษา ของ นิสิต ปริญญา เอก แยก 9
genotype  โดย ดู curve ของ melting ใน ขบวน การ
real time PCR และ real time PCR ก ็สามารถ วดั ใน
เชงิ ปรมิาณ และ genotype ได ใน เวลา เดยีว กนั โดย ใช

one tube ได ทัง้ quantitative แลว บอก genotype ได
ดวย ใน ขณะ เดียว กัน แต genotype ที่ แยก ได จริง ๆ 
แลว จะ แยก ได ระหวาง genotype B กบั genotype C
นี้ คอน ขาง ดี genotype A ยงั ม ีปญหา ใน การ แยก ออก
ไป นบั วา โชคด ีของ ประเทศ เรา ซึง่ มี genotype A นอย
มาก สวน ใหญ จะ เปน B กบั C
Benefits of HBV Genotyping by Melting Analy-
sis

One step processing (Real-time PCR)
No need for post-PCR processing step
Decrease the risks of contaminations
Less time consuming
High sensitivity & Accuracy for
genotyping
Reproducible
Can be used to quantify HBV DNA level

Melting curve ตอน ที ่ทัง้ ใน ขบวน การ ของ lab นี้
จะ แยกกัน คอน ขาง ชัด เพราะ ฉะนั้น ขอ ดี อัน นี้ เรา ก็ วัด
ปรมิาณ ใน ปรมิาณ เดยีว กนั พรอม ๆ  กนั
Clinical Implication

Quantification of HBV DNA level & determi-
nation  of genotype during the course of anti-
viral treatment are important in terms of

Diagnosis
 Prognosis
Decision for the best anti-viral therapy

Hepatitis C virus
Family Floviviridae
Genus Hepatitis C
 Genome (+) 55 RNA 9.4 kb
Enveloped, icosahedral capsid
Size 40-50 nm in diameter

จะ เหน็ วา การ วดั เชงิ ปรมิาณ โดย ใช real time PCR
ใน ผูปวย เปน hepatocellucar carcinoma อตัรา การ พบ
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เปน  genotype C สงู มาก 80% กบั 20% ทัง้ ๆ  ที่ normal
ของ population เรา เปน 60% (genotype C) และ
40% (genotype B) แต ถา เรา เอา คนไข group ที่ เปน
hepatoma  คนไข ที่ cirrhosis กบั hepatoma นี้ geno-
type  C นี ้จะ มาก กวา

การ หา genotyping ที ่เรา ทาํ ใน ขณะ นี้ คอื การ วดั เชงิ
ปริมาณ ของ ไวรัส ตับ อัก เสบบีใน คนไข ซึ่ง มี ประโยชน
มาก ใน เรือ่ง ของ การ รกัษา หลงั จาก การ รกัษา แลว เรา ด ูวา
ปรมิาณ ไวรสั ลดลง แค ไหน เมือ่ รกัษา ไป แลว เรา ตองการ
วดั ปรมิาณ viral load ถา เรา ม ีคนไข ที ่เปน hepatitis B

แลว เรา วดั เชงิ ปรมิาณ ใน คนไข ที ่ไม ม ีอาการ พวก นี้ viral
load สงู มาก พอ คนไข ที ่เปน มะเรง็ ตบั แลว viral load
ต่าํ อนั นี ้ตรง ไป ตรง มา และ ใน กลุม นี ้มี “e” antigen มกั
จะ negative แลว จะ พบ viral load ของ คนไข ถา ด ูจาก
asymptomatic carrier, chronic hepatitis และ เปน
cirrhosis และ hepatoma ปรมิาณ viral load จะ คอยๆ
ลดลง จริง ๆ  แลว viral load ไม มี ความ สําคัญ ที่ วา จะ
เกีย่วของ กบั การ เกดิ ความ รนุ แรง ของ โรค เพราะ วา virus
ได integrate และ สราง ความ เสีย หาย ไป แลว เพราะ
ฉะนั้น แนนอน ละ viral load ไม ได เกี่ยวของ กัน เพราะ

Prevalence of HCV in healthy blood donors and  HBsAg negative patients with chronic hepatitis
Blood Donors HBsAg-ve  chronic hepatitis

Australia 0.3% 88%
Hong Kong 0.4% 50%
Japan 0.6-1.9% 68-97%
New Zeland 0.4% 50%
Korea 1.3% 38-46%
Taiwan 0.8-0.95% 44-82%
Thailand 1.5% 42%

HCV infection in drug abuses
n Sero+ve n(%) RNA+ve n(%)

IVDU 104  80(77) 57(54.8)
Methamphetamine 99 11(11) 9(9.1)
Others 49 7(14.3)  10(20)

Hepatitis C virus infection in Drug abuse
Group Total n 1b(%) 3a(%) 3a,6a(%) 6a(%)
IVDU 57 14.1 68.4 7.0 10.5
Methamphetamine 19 11.0 78.0 0 11.0
Others 10 1 0 90.0  0 10.0
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ฉะนั้น ใน แง ของ genotype ก็ คง จะ เกี่ยวของ ตั้งแต การ
วนิจิฉยั แลว ถา เรา รู genotype B กบั genotype C เรา
ก็ จะ บอก cirrhosis ได และ รวม ทั้ง การ วาง แผนการ ให
การ รกัษา

Hepatitis C จรงิๆ แลว หลงั จาก hepatitis B เริม่
นอย ลง จุด เดน ของ hepatitis C ก็ เพิ่ม ขึ้น ๆ  มา โดย
ตลอด ซึง่ เรา ประมาณการ กนั วา จรงิ ๆ  แลว ใน ขณะ นี ้ใน
ประเทศ เรา ม ีการ ตดิเชือ้ HCV 8 แสน คน และ hepati-
tis  C จริง ๆ  ใน ประเทศ เรา มี อยู เทาไหร

Hepatitis C ทกุ คน ก ็รู วา semi flavi เปน single
stranded RNA ความ ยาว ประมาณ 10 kb  เปน single
strand และ สราง โปรตนี ขึน้ มา ใน สวน ของ core สวน
ของ envelope ใน สวน ของ function ตางๆ แลว ที ่เรา
พูด ถึง เสมอ ใน แง ของ structure ของ ตัว virus ตับ
อกัเสบ  C
HCV genotypic distribution
Genotype Area
1a United State, North Europe
1b World wide
2a Japan, Italy
2b Japan, Italy
3 SE  Asia
4  Africa, Middle East
5  South Africa
6 Hogn Kong, Southeast Asia

HCV genotype
Genotypic distribution in Thailand

(RFLP)
Genotype
a1 15 11.8
1b 46 36.2
3a 51 40.2
3b 1 3 12.4

6, 6a 19 17.1
untypeable 13 12.4
Theamboonlers et al.(1999)
Simmonds P Hepatol 1999;31(51):54-60

Hepatitis C นี้ คลาย กบั HIV ก ็คอื quasispecies
ก ็คอื วา ใน คนไข 1 คน ก ็ม ีความ หลาก หลาย ถา เรา ด ูลาํดบั
base แลว ก ็จะ ไม เห มอืน กนัทเีดยีว ใน คนไข คน เดยีว กนั
แม จะ เปน genotype เดยีว กนั จะ ตางกนั แค 2-5% ของ
ลําดับ base ที่ เรา เรียก วา quasispecies ใน วาร สาร
Science  วาร สาร นี ้บอก วา ประชากร ทัว่ โลก ตดิเชือ้ ไวรสั
ตบั อกัเสบ ซ ีไป แลว 170 ลาน คน และ ใน 170 ลาน คน ใน
ประเทศ ไทย บอก วา ตดิเชือ้ ไป ประมาณ 5-10% เชือ่ หรอื
ไม วา สถานการณ เปน อยางไร ถา เอา ตวั เลข 5-10% ของ
ประเทศ ไทย ประชากร 60 ลาน คน ผม วา เปน ไป ไม ได
จรงิ  ๆ  แลว ทาง ภาค อสีาน คง จะ สงู จรงิ แต ประชากร ของ
ไทย เกอืบ ครึง่ หนึง่ เปน เดก็ hepatitis C ใน เดก็ นี้ เรา เคย
กลาว มา หลาย ที ่แลว ต่าํ มาก เลย แต hepatitis C จรงิๆ
แลว มี prevalence เริ่ม สูง ขึ้น ๆ  หลัง จาก ผาน วัย เด็ก
เพราะ วา ไป expose ตาง ๆ  ม ีการ ศกึษา ของ ธรรม ศาสตร
ที่ ไป ศึกษา ที่ ใน จังหวัด อุบลฯ จํานวน ที่ พบ คือ 2,000
specimens  ใน เดก็ ต่าํ กวา 15 ป นี้ ถงึ แม อยู ใน ภาค อสีาน
hepatitis  C sero positive ก ็เปน อยาง nearly zero
แลว คอย ไป เริม่ สงู ขึน้ ทหีลงั อายุ 15 ป เพราะ วา หลงั 15
ป มี การ ใช เข็ม ฉีด ยา ใน ทาง ภาค อีสาน อาจ จะ เปน ตัว เลข
จรงิ  แต เมือ่ มอง ด ูทัว่ ประเทศ แลว ผม คดิ วา คง เปน ไป ไม
ได 5-10% คูณ 60 ลาน เด็ก ติดเชื้อ hepatitis C ไป
แลว  3 ลาน คน หรอื 4 ลาน คน ถา ด ูตวั เลข อนั นี้ ซึง่ ผม
ประเมนิ วา ใน ประเทศ ไทย ม ีการ ตดิเชือ้ hepatitis B ไป
แลว อยู ประมาณ 8 แสน คน ตวั เลข เกา มาก ที ่พมิพ ใน ป
1997 ซึ่ง สอด คลอง กับ ที่ เคย บอก วา ใน สมัย กอน ตั้งแต
1993 -94 เปน อยาง นัน้ จรงิ ๆ  แนว โนม ของ blood donor
ที ่เปน new blood donor นี้ ตรวจ พบ anti HCV ลดลง
มา โดย ตลอด ใช คาํ วา new blood donor แนนอน ตวั
เลข นี ้อาจ จะ ต่าํ กวา ความ เปน จรงิ ของ ประชาชน คน ที ่รู วา
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ตัว เอง positive ก็ ไม ไป บริจาค โลหิต เพราะ ฉะนั้น
อย่างไร ก็ ตาม มี แนว โน้ม ลดลง เหลือ 0.9% ซ่ึง ลดลง ทุก
ป จะ ลดลง ดวย เหตุ ประการ ใด ก็ ตาม แต ทาง blood
bank  อาจ จะ กรอง ดวย questionare ออก ไป จาํนวน หนึง่
แลว ก ็ได ถงึ แม จะ เปน ใน new blood donor อยางไร ก็
ตาม คง ไม ได อยู ที่ 5-10% แนๆ ผม คิด วา ตอ ให เพิ่ม อีก
ให 1.5 เทา ก ็นา จะ อยู แถว 1% กวา  ๆ  หรอื 2% เปน อยาง
มาก เพราะ ฉะนั้น ทั่ว ประเทศ ไม นา จะ อยู ที่ 5-10 %
ยกเวน ใน บาง area ของ ภาค อสีาน อาจ จะ ยอม รบั

แต แนนอน ปญหา ของ เรา ม ีอยู วา ม ีจาํนวน IVDU อยู
แค ไหน   ผม ตดัสนิ ใจ เลอืกไป ทาํ การ ศกึษา IVDU  ใน 3
จงัหวดั ทาง ภาค ใต   ซึง่ การ ศกึษา นี ้ม ีขอมลู ที ่สาํคญั มาก
วนัที ่เริม่ IVDU เริม่ ฉดี ยา เขา เสน นี้ ระยะ เวลา 6 เดอืน
ถึง 1 ป ก็ จะ ติด HCV 80-90% จะ ติด หมด เลย ที่ ติด
hepatitis C หมด เลย เพราะ วา แค ใช เวลา 1 ป เทานั้น
เอง ก ็จะ ตดิ หมด แสดง วา hepatitis C ตดิ ทาง เขม็ ฉดี
ยา งาย กวา AIDS มาก กลุม IVDU มา ตรวจ จะ ตรวจ พบ
Hepatitis C เกอืบ  80-90% แลว ใน ขณะ เดยีว กนั กลุม
ที ่ตดิ ยา บา โอกาส ตดิ hepatitis C ขึน้ มา 10% และ กลุม
ที่ ติด สาร ระเหย ตาง ๆ  แสดง วา การ ติด ยา บา คง จะ ไม ติด
จริง อาจ จะ มี IVDU แฝง อยู ซึ่ง เรา ไม รู ก็ ได เพราะ
ฉะนั้น พวก นี้ สูง กวา เพราะ ฉะนั้น ผม คิด วา วาร สาร sci-
ence  นํา ตัว เลข พวก นี้ มาบ วก หรือ เปลา ไม รู ทําให มอง ดู
แลว ตัว เลข คอน ขาง มาก ผม คิด วา บาน เรา genotype
ของ hepatitis C มี หลาก หลาย การ แยก genotype
เปน วิธีการ ที่ ซับซอน เนื่อง จาก เปน RNA virus ที่ มี
ความ หลาก หลาย เพราะ เนือ่ง จาก มนั ม ีความ หลาก หลาย
นี ้เอง genotype จงึ เพิม่ ขึน้ ทกุ วนั แต แนนอน genotype
ของ บาน เรา ที ่สาํคญั คอื 1 3 6 ซึง่ 1 เปน 1b และ 3a
แลว genotype 6 ใน ขณะ นี้ genotype 6 เรา จะ ใช คาํ วา
6a หรือ 6 varient ใน genotype 6 นี้ นา สนใจ มาก
เพราะ วา เปน genotype ที่ พบ เฉพาะ South East
Asia  ใน บาน เรา กบัเวยีตนาม genotype 6 ของ เรา นี้ ยงั
ถกู แจก แจง ไป เปน genotype 8 9 11 แลว ทาง ยโุรป เอง

นี้ ตองการ เลอืด genotype 6 มาก เพราะ จะ ไป ทาํ kit มา
ขาย เรา พยายาม ติด ตอมา หา ผม บอย มาก เลย   ผม วา
จริงๆ  แลว genotype  6 เปน genotype ที่ ทุก คน
ตองการ ที่ จะ ไป ทํา การ ศึกษา แลว สิ่ง ที่ สําคัญ ก็ คือ พบ
สาย พนัธุ ใน บาน เรา เรา ควร จะ ทาํ การ ศกึษา เอง    genotype
ที ่สาํคญั ของ เรา ถา แยก แลว พบ บอย ที ่สดุ ใน เมอืง ไทย
จะ เปน 3a   รองลง มา เปน 1b แลว ของ เรา เปน 6 varient
เพราะ ใน 6 นั้น ยัง ถูก แฝง ไป ดวย 8 9 11 เพราะ
ฉะนัน้ จะ เหน็ ได เลย วา ทกุ คน พยายาม จะ scope แบบ ใด
แบบ หนึง่ ถงึ South East Asia เอง นี้ genotype ที่ 6
ก ็ไม เหมอืน กบั ของ ฮองกง หมายถงึ ใน บาน เรา ไม เหมอืน
กบั ฮองกง  แลว genotype 6 นี้ ถา ใคร ทาํ research เกีย่ว
กบั genotype  6 แลว ได ต ีพมิพ แน ๆ  รบัรอง เลย ไม วา
ผล การ รกัษา ดวย interferon genotype 6 เปน อยางไร
ทองที่ อื่น ไม มี และ ไม มี คู แขง ผม ตองการ จะ ถอด รหัส
genotype 6 นี้ ผม ทํา genome research ของ
genotype 6 ผม ได ลง พมิพ แน ๆ  เพราะ ที ่อืน่ ไม มี เพราะ
ฉะนัน้ สิง่ หนึง่ ที ่เรา ทาํ  ตรง นี ้ผม บอก ได เลย วา เขา อยากได
เขา ตองการ   สวน genotype อืน่ ๆ  ก ็คลาย ๆ  กนั จะ เหน็
วา จาก การ ศกึษา ของ บาน เรา จรงิ  ๆ  แลว ก ็ไม ตางกนั ของ
เรา สวน ใหญ ก ็จะ เปน 1b, 3a สวน genotype 6 จรงิ  ๆ 
นี ้หลงั จาก ที ่ประเมนิ ทัง้ ประเทศ แลว genotype 6 ก ็จะ อยู
ที ่ประมาณ 10-15% ที ่จะ เปน genotype 6ทนีี ้การ ที ่จะ
หา hepatitis  C นี้ จะ วินิจฉัย อยาง ตรง ไป ตรง มา จาก
sero แลว มา ถงึ molecular ก ็ม ีมากมาย ที ่เรา รูจกั กนั ด ีอยู
แลว แลว ก ็มา ถงึ genotype จรงิ ถา ถาม ผม ใน ขณะ นี้
วา จะ แยก subtype ของ มนั ได อยางไร ด ีที ่สดุ ถาม ผม ใน
ขณะ นี้ ผม ก็ บอก วา sequencing ดี ที่ สุด โดย การ ดู
ลาํดบั base ใน สวน ของ non coding กบั core region
จะ เปน ตวั ที ่งาย ที ่สดุ และ บอก ได ถกู ตอง ที ่สดุ เพราะ การ
ทาํ ดวย วธิ ีอืน่  ๆ  คง จะ ตอบ ม ีทัง้ untypeable และ ม ีทัง้
type ตาง  ๆ  ถา พดู ถงึ ใน สวน ของ core region ใน การ
วนิจิฉยั ผม คดิ วา ทกุ คน พวก เรา คุน อยู แลว การ วนิจิฉยั
โดย ใช RFLP สวน ที ่จะ ใช คง จะ ใช ใน สวน คงที่ คง หน ีไม
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พน non coding กบั สวน ของ core region จะ เอา สวน
ไหน ก ็ได ที ่พยายาม design ขึน้ มา สวน ใน การ ที ่เมือ่ เรา
วินิจฉัย วา มี RNA อยู เรา จะ genotyping การ
genotyping นี้ มี หลาย วิธี ที่ จะ บอก วา genotype
อะไร วธิ ีที ่หนึง่ ก ็คอื ทาํ PCR และ ตดั ดวย enzyme ดู
polymorphisms การ ตดั ดวย enzyme ก ็ม ีหลาย วธิี
สู การ ทํา sequencing ไม ได มี วิธีการ อีก อัน หนึ่ง คือ
line probe assay เรา เอง ได มี ประสบ การณ หมด ทุก
วิธี  จะ เห็น วา การ ใช  PCR และ RFLP  เพื่อ
genotyping hepatitis C นี้ ก ็เหมอืน hepatitis  B ถา
อยาก ให ละเอยีด ก ็ใช enzyme หลาย ๆ  ตวั และ คน แปล
ผล จะ ตอง เกง มี subtype มากมาย ถา เกนิ  1 2 3 4 เพือ่
ที ่จะ ออก มา วา อนั นี ้เปน genotype 1 หรอื 3 อะไร ตาง ๆ 
เพราะ genotype ม ีมากมาย เหลอื เกนิ แต clinician
ตองการ นี้ ตองการ ให ผม บอก วา เปน genotype  1 หรอื
ไม ใช genotype 1 เขา ตองการ แค นี้ เทานั้น เอง ที่
clinician บอก ให ทาํ แลว บอก วา ถา เปน genotype 1 เขา
บอก วา จะ ดือ้ ตอ interferon ถา ไม ใช genotype 1 ตอบ
สนอง ตอ interferon การ รกัษา ได ด ีกวา clinician เขา ไม
สนใจ วา เปน genotype อะไร แต ผม บอก วา เปน
genotype 6 ละ response ตอ interferon  data ไม มี
ใคร รู แนนอน ทาํ ดวย sequencing 1-5 เมือ่ เขา ไป ด ูใช
phylogenetic วา อยู ใน nodeไหน ถา อยู ใน กลุม ไหน
node ไหน เรา ก ็อาน genotype เปน แบบ นัน้ เลย ใน 77
คน ถา ที่ เปน blood donor ที่ เรา ทํา การ ศึกษา เรา ก็ จะ
classified ได ชดั เลย โดย ใช reference  ที ่เปน known
เขา ไป 1 ตวั หรอื 2 ตวั ก ็ได จะ มี reference  strain อยู ใน
นี้ เขา ไป เกาะ strain กบั reference strain  ก ็แสดง วา
specimen นัน้ เปน genotype อะไร ก ็ตรง ไป ตรง มา ไม
ยาก เลย เพราะ computer ทาํให สวน การ ตรวจ assay
ดวย Line probe assay นี้ จรงิ  ๆ  ก ็ตรง ไป ตรง มา ก ็คอื
การ อาน band ที่ band นี ้บวก band นี้ แต อยา ลมื วา อนั
นี้ แพง มาก แลว จริงๆ ที่ เรา ทํา การ ศึกษา โดย เอา ของ
Innogenetic เขา มา ทํา ผล ปรากฏ วา ไม สามารถ อาน

genotype 6 ได เพราะ วา เขา ไม มี genotype  6 จะ ถกู
delete ไป อยู genotype 1 หมด แลว ไม สามารถ ได
genotype 6 เรา ก ็ทาํ เปรยีบ เทยีบ 3 วธิ ีแลว ก ็ต ีพมิพ ลง
ใน J. Viral Method ลง ไป เลย วา genotype  6 อาน ไม
ได
Laboratory test for HCV

 Serology
anti HCV
Molecular
 HCV-RNA
 RT-PCR
 NAT
 Quantitative : Real-time PCR
 HCV genotype

Methods for HCV Genotyping
PCR and RFLP

core (Mellor et al 1996)
 5' NCR (Davidson et al 1995)
5' NCR and core (Buoro et al 1999)

Sequencing
5' BCR, core, NS3, NSS (Chan et al 1992)
NS5 (Simmonds et al 1993)

INNO-LiPA 5’NCR
ใน แง ของ application ของ genotype ก็ ตรง ไป

ตรง มา ใน แง ระบาด วทิยา ก ็จะ รู วา ตวั นี ้เปน อะไร เมือ่ สกั
ครู นี้ มี คําถาม HIV ยก ตัวอยาง ให ดู เพื่อ identified
ติดเชื้อ มา จาก ไหน หรือ ดู ที่ outcome อยาง ที่ ผม บอก
แลว วา genotype 3 รกัษา ดวย interferon ซึง่ คอน ขาง
ไดผล ดี การ รู genotype ก ็คลาย HIV มา ชวย vaccine
development ใน เรือ่ง ของ การ ที ่รู วา มา จาก ไหน อนั นี ้เปน
ขอมูล ของ เรา ทํา รวม กับ  รพ.พระมงกุฏเกลา เปน เรื่อง ที่
นา สนใจ มาก ก็ คือ วา เรา สนใจ วา hepatitis C นี้ ติด ตอ
ระหวาง สาม ีภรรยา มาก นอย แค ไหน เพราะ inter spon-
sal  transmission ก ็ไป เลอืก hepatitis C มา 160 ราย
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แลว ก ็เจาะ เลอืด คู สามี ภรรยา ใน 160 ราย นี้ แต ละ ราย อยู
กนิ กนั มา 20-30 ป ม ีลกู แลว หลาย คน ใน 160 ราย นี้ เรา
เจอ positive antibody ดวย กนั คอื 4 ใน 160 ราย พอ
บอก วา 160 ราย เจอ 4 ราย เขา ก ็รู กนั อยู แลว ม ีเปอร เซนต
เทา นี้ เมือ่ เรา ทาํ ก ็อยู ประมาณ อยาง นี้ เรา รู อยู แลว ผม ก็
บอก วา ใน 4 ราย นี้ เรา ทาํ classified คู กบั สาม ีกบั ภรรยา
ใน 4 ราย นี้ มี ภรรยา หรือ สามี คู หนึ่ง ไม มี ตรวจ ไม พบ
HCV RNA คอื ม ีแต antibody ก ็เลย เหลอื 3 คู เพราะ
วา คู หนึง่ ตก หลน ไป แลว ที ่เปน negative RNA ก ็แสดง วา
ตรวจ พบ anti HCV แต ไม มี viremia ก ็เลย เหลอื 3 คู
ใน ที่ สุด เหลือ 3 คู นี้ ผม ก็ บอก วา ใน 3 คู เรา จะ พิสูจน ได
อยางไร วา ภรรยา ตดิ กบั สามี หรอื สาม ีตดิ กบั ภรรยา เรา
ก ็แนนอน ใช molecular tool  เขา มา จบั สิง่ แรก ที ่เรา ด ูเรา
ก ็ดู polymorphisms ของ มนั ดู genotype กอน แลว ก็
ดู polymorphisms แลว ก ็ถอด รหสั ผล ออก มา ผม สรปุ
งาย  ๆ  เพื่อ ให เร็ว ขึ้น สมมติ วา สามี เปนพันธุเชาเชา สวน
ภรรยา เปน เทอเรยี ก ็แสดง วา ตาง คน ตาง ไป เอา มา แต ถา
แนนอน ละ เปน สาย พนัธุ เดยีว กนั ก ็แสดง วา ตดิ กนั ก ็ตรง
ไป ตรง มา ผล ปรากฏ วา ใน 3 คู นี้ จะ ม ีสาย พนัธุ เดยีว กนั
แค คู เดยีว อกี 2 คู ตาง สาย พนัธุ กนั ทัง้ คู สาม ีภรรยา ถา ไป
ตรวจ สอบ แลว นี้ มี risk factor ทัง้ นัน้ ที ่เคย ผา ตดั ได
เลอืด มา เมือ่ ป ที ่แลว อะไร ตาง ๆ  เพราะ ฉะนัน้ จาก ทัง้ หมด
เรา ดู polymorphisms กอน คือ ดู polymorphisms
อยาง นี ้เหมอืน กนั หรอื เปลา ไม เหมอืน กนั เลย นี ่สามี นี่
ภรรยา subtype ก ็ไม เหมอืน กนั สาม ีกบั ภรรยา คอื 2A
กับ 2B และ 3a กับ 3b ไม เหมือน สามี หลาย คู ที่ ไม
เหมือน และ ดู phylogenstic tree ถา คู สามี ภรรยา ที่
เหมือน กัน จริง ๆ  ก็ ตอง เสี่ยง และ จาก การ ถอด รหัส เรา
ตอบ ได เลย วา ใน ที ่สดุ จะ พบ genotype A จรงิ ๆ  เลย ก็
คู เดยีว ใน 160 อกี 2 คู นา จะ ไป รบั มา เพราะ ฉะนัน้ ขอมลู
ทัง้ หมด สามารถ ต ีพมิพ ใน Journal Gastroe enterology
ได เรียบรอย แลว เมื่อ ป ที่ แลว ผม ยก ตัวอยาง อัน หนึ่ง
คลายๆ  กบั คนไข HIV เปน การ พสิจูน วา เขา ไดรบั จาก ใคร
บังเอิญ เรา มี คนไข เด็ก คน หนึ่ง ที่ เปน ไข เลือด ออก แลว ก็

ไดรบั เลอืด ไป ทัง้ หมด นี้ 12 donor 10ยนูติเปน fresh
frozen plasma และ 12ยนูติเปน platelet บงัเอญิ ที ่เขา
ไดรบั เลอืด นี้ แม คนไข เปน พยาบาล เพราะ ฉะนัน้ เขา กลวั
เอดส มาก เลย เขา ก ็เลย ขอ เลอืด จาก นกัเรยีน พยาบาล ก็
เชื่อ วา นักเรียน พยาบาล นี้ ไม เปน เอดส แต ไม ได นึก ถึง
hepatitis C  ก ็เลย ไม ได ตรวจ กรอง hepatitis C แลว
นาํ เลอืด ให เดก็ คน นี้ หลงั จาก นัน้ อกี 5 อาทติย ตอมา เดก็
ก ็ตวั เหลอืง ตา เหลอืง เปน hepatitis C แลว   ก ็สง มา ให เรา
สิง่ แรก ที ่เรา ตรวจ ก ็คอื ตรวจ พบ antibody ตอ hepatitis
C  เรา เจอ แบบ นี ้เมือ่ ป ที ่แลว เมือ่ สอง ป ที ่แลว ก ็เจอ อกี ที่
โรงพยาบาล ชาน เมือง เรา บอก วา ให แม ไป เจาะ เลือด
นักเรียน พยาบาล ที่ ไป บริจาค เลือด มา ทั้ง หมด เลย 12
donors เขา เจาะ มา ให หมด เลย และ ใน 12 donors นี้
เรา ตรวจ antibody ตอ hepatitis C พบ 1 ราย คน
เดียว เทานั้น เอง ใน จํานวน 12 คน ผม ก็ โยน คําถาม ให
นิสิต ปริญญา เอก บอก วา พิสูจน ให หนอย วา donor กับ
recipient  คน นี ้เขา ตดิ กนั ผม บอก เขา วา หาม ถอด รหสั
หาม sequencing ไม ให sequence ความ จริง ผม ก็
บอก วา เขา คิด เปน หรือ ไม
Application of HCV Genotype

Epidemiology
Identification (Source of HCV infection)
Treatment Outcome
Prevention and Vaccine Development

 Inter-spousal transmission
อัน แรก ที่ เขา ทํา ก็ คือ วา genotype recipient กับ

donor ทนัท ีเลย เปน 3a ทัง้ คู donor ก็  33a recipient
ก็ 3a สรปุ แลว 3a 60% ก ็ประมาณ 50-60% สาํหรบั
เมอืง ไทย อยู แลว เพราะ ฉะนัน้ ก ็ไม ได บอก อะไร ผม ก ็บอก
วา hepatitis C สวน ไหน ที่ hypervariable มาก ที ่สดุ ที่
ม ีการ กลาย พนัธุ สงู ที ่สดุ ก ็คง หน ีไม พน ใน สวน ของ en-
velop  ก็ ให amplified ใน สวน ของ envelop แลว ดู
polymorphisms  ของ envelop ใช enzyme ที ่ม ีอยู ใน
lab polymorphisms และ ก ็เปรยีบ เทยีบ กบั คน 2 คน จะ
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เหน็ วา recipient กบั donor  amplified ขึน้ มา แลว จะ
เหน็ วา recipient, donor วา เหมอืน กนั มาก เลย control
คน อื่น ไม เหมือน recipient กับ donor มี pattern ที่
คลาย กนั เรา เลอืก ใน สวน ที่ hypervari able เปรยีบ เทยีบ
กบั control อืน่ ๆ  ที่ genotype 3a ใช enzyme หลายๆ
ตวั เรา ก ็พอ จะ บอก ได วา donor กบั recipient อนั นี ้นี ่นา
จะ ม ีความ สมัพนัธ กนั โดย ที ่เอา 3a คน อืน่ ไม relate กนั
เลย เพราะ เรา ไป select มา ผลงาน ก ็สามารถ มา ต ีพมิพ
ใน วาร สาร Infection ได อยาง สบาย เลย อัน นี้ เปน แนว
ความ คดิ วา จรงิ ๆ  แลว วา จะ เปน อยางไร และ นาํ มา เปรยีบ
เทยีบ

สวน การ treatment genotype อยาง ที ่วา นี้ hepati-
tis  B ทกุ คน รู วา ถา เปน genotype  1 จะ ดือ้ ถา ไม ใช 1
จะ  response ด ีกวา เพราะ ฉะนัน้ clinician ตองการ ให
เรา ดู วา เปน 1 หรือ ไม ใช 1 เทานั้น ที่ จริง ถา clinician
ตองการ เชน นี ้งาย นดิ เดยีว ผม เอง ก ็บอก ไม กลา ทาํ เพราะ
การ รักษา ใน ปจจุบัน ทุก คน ก็ รู แลว ก็ คง หนี ไม พน inter-
feron,  pegulated interferon ใน ปจจุบัน ที่ ใช อยู มี
คนไข โครงการ 30 บาท โทร มา ถาม ผม บอก วา ม ีคน รอง
เรียน อยาก จะ เอา pegulated interferon เขา ไป อยู ใน
โครงการ 30 บาท คง ตอง ให พิจารณา กันเอง
Case study
11 year old boy

“Dengue shock Syndrome”
10 units →  fresh frozen plasma
12 units → platelets

↓ 5 weeks
Jaundice, malaise, dark urine

“ anti-HCV positive  ”
1 donor →  anti - HCV positive
HCV genotype : 3a
RFLP : Hypervariable region

↓
Heterogeneity of HCV genome

RFLP
Rsa I
Ava I
Hae III
Dpn II
BstU I

Treatment and outcome
Selected treatment HCV genotype non I
better than I

Interferon Sensitivity Determining Region
(ISDR)

NS5A
Interaction with IFN-induced Protein
Kinase (PKR)

Treatment of HCV
 IFN-alpha
Ribavirin

เพราะ ฉะนัน้ อกี อนั หนึง่ ที ่จะ ให เหน็ คอื วา ใน สวน ของ
NS5A ที่ เกี่ยวของ กับ interferon ผม คง จะ ยัง ไม ลง ไป
ใน detail วา ไป เกีย่วของ อยางไร กบั genotype
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