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การศกึษาความสมัพันธ์เชงิววัิฒนาการในระดบัโมเลกุลสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในหลายด้าน  

เช่น การศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต การเกิดวิวัฒนาการร่วมกัน และการสอบสวนทาง

ระบาดวิทยาระดับโมเลกุล เป็นต้น บทความปริทัศน์น้ีเสนอหลักการของการศึกษาความสัมพันธ์

เชงิวัฒนาการโดยการเปรยีบเทียบล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของสิง่มชีวิีต ไวรสัตบัอกัเสบ ซ ีการตรวจหา

แหล่งท่ีมาของไวรสัตับอกัเสบ ซ ีท่ีมกีารระบาดอย่างรวดเรว็ ณ เมอืงบาเลนเซยี ประเทศสเปน และ

ข้อควรตระหนกัในการประยุกต์ใช้วิวัฒนาการระดบัโมเลกุลในชัน้ศาลยุติธรรมเพ่ือพิสูจน์แหล่งท่ีมา

ของเชื้อก่อโรคซึ่งจะน�ำไปสู่การชดเชยความเสียหาย
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Abstract

Molecular phylogenetic analyses are used in various applications, such as studying  

the diversity of organisms, co–evolution, investigation of molecular epidemiology, etc. 

This review presents principle of molecular phylogenetic analysis by comparison of  

nucleotide sequences, hepatitis C virus, source identification in a large hepatitis C virus 

outbreak at Valencia, Spain, and consideration in application of molecular evolution in 

court for investigation of pathogen source that would lead to liability compensation.

Keywords : molecular evolution, hepatitis C virus, nosocomial transmission, forensics, 

liability compensation
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1. บทน�ำ

การดูแลและรักษาสุขภาพนับเป็นเรื่องท่ีส�ำคัญในชีวิตของมนุษย์ การเข้ารับบริการ

สาธารณสขุจงึเป็นเรือ่งจ�ำเป็นส�ำหรบัทุกคน ระบบบรกิารสาธารณสขุซึง่มมีนุษย์เป็นผูใ้ห้บรกิารจงึ

มโีอกาสเกิดความผดิพลาดขึน้ได้แม้ผูใ้ห้บรกิารจะถูกเรยีกว่า “วิญญชูน” ก็ตาม เป็นท่ีทราบกันโดย

ทั่วไปว่าความเสียหายจากการรับบริการสาธารณสุขเป็นสิ่งท่ีพบได้ในระบบบริการสาธารณสุข 

ทัว่โลก กลไกช่วยเหลอืผูเ้สยีหายให้ได้รบัการชดเชยอย่างเป็นธรรมและมปีระสทิธิภาพนบัว่ามคีวาม

ส�ำคัญ การเรียกร้องค่าชดเชยอาจต้องอาศัยกระบวนการทางศาลยุติธรรมเพ่ือพิสูจน์ข้อเท็จจริง  

ในกรณีของการติดเชือ้จากการรบับรกิารสาธารณสขุจ�ำเป็นต้องพิสจูน์ให้ได้ว่า ผูเ้สยีหายได้รับเชือ้

ก่อโรคมาจากผู้ให้บริการจริงซึ่งต้องอาศัยเทคนิคหรือวิธีการวิเคราะห์ที่สะท้อนให้เห็นถึงระดับ 

สายพันธุ์ของเชื้อก่อโรคน้ันๆ การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการในระดับโมเลกุลถูกน�ำมาใช้

เพ่ือการสอบสวนทางระบาดวิทยาของการระบาดอย่างรวดเร็วและการติดต่อของโรคที่มีสาเหตุ 

มาจากไวรัสท่ีมีจีโนมเป็นอาร์เอ็นเอซึ่งมีวิวัฒนาการที่รวดเร็ว ในอดีตมีการประยุกต์ใช้เทคนิคนี ้

ในกระบวนการยุติธรรมเพื่อพิสูจน์ว่าเหยื่อ (ผู้ที่ได้รับเชื้อ) ติดเชื้อมาจาก ผู้ต้องสงสัยที่คาดว่าเป็น

แหล่งของเชือ้สาเหต ุซึง่น�ำไปสูก่ารจ่ายค่าเสยีหายให้กับเหย่ือ เช่น กรณกีารแพร่เชือ้ไวรัสตับอักเสบ ซี  

จากศัลยแพทย์ทรวงอกไปสู่ผู้ป่วยท่ีเข้ารับการผ่าตัดหัวใจที่เมือง บาร์เซโลนา ประเทศสเปน  

ซึ่งเกิดขึ้นในช่วงปี พ.ศ. 2531–2536 (Esteban et al., 1996) ในบทความนี้จะกล่าวถึงการศึกษา

ความสมัพันธ์เชงิ วัฒนาการโดยการเปรยีบเทยีบล�ำดับนิวคลโีอไทด์ของส่ิงมชีวิีต ไวรัสตบัอกัเสบ ซี  

การประยุกต์ใช้ววัิฒนาการระดับโมเลกุลในชัน้ศาลยุตธิรรมซึง่เป็นการตรวจหาแหล่งทีม่าของไวรัส

ตับอักเสบ ซี ที่มีการระบาดอย่างรวดเร็ว ณ เมืองบาเลนเซีย ประเทศสเปน และข้อควรตระหนัก 

ในการประยุกต์ใช้วิวัฒนาการระดับโมเลกุลในชั้นศาลยุติธรรม

2. การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวัฒนาการ 

โดยการเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิต

การล�ำดบัเหตกุารณ์การเกิดวิวัฒนาการของสิง่มชีวิีตกลุม่ต่างๆ ท้ังจากการวิเคราะห์ข้อมลู

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและแนวทางการด�ำรงชวิีตของสิง่มชีวิีตเหล่านัน้ โดยอยู่บนพ้ืนฐานของ

การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงและความแตกต่างระหว่างสิ่งมีชีวิตที่น�ำมาศึกษา แนวทางเช่นนี้ 

เรยีกว่า ระบบวิทยา (systematics) ซึง่เป็นการศกึษาความหลากหลายของส่ิงมชีวิีต และการเปรียบ

เทียบความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการหรือไฟโลเจนี (phylogeny) ระหว่างสิ่งมีชีวิตเหล่านั้น ไม่ว่าจะ

ด้วยข้อมลูจากผลการศึกษาเปรยีบเทยีบด้านกายวภิาค นเิวศวทิยา สรรีวิทยา หรอืชวีเคม ีนักระบบ

วิทยาต้องพิจารณาว่าการจัดจ�ำแนกสิ่งมีชีวิตให้ถูกต้องตามธรรมชาติน้ันควรท่ีจะสะท้อนให้เห็น

ถึงความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการอกีด้วย ซึง่เหน็ได้ชดัเจนว่าสิง่มชีวิีตหลายชนดิทีถู่กจดัไว้เป็นกลุม่
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เดียวกันเนื่องจากมีลักษณะต่างๆ จ�ำนวนมากคล้ายคลึงกันนั้น เกิดจากการสืบทอดเผ่าพันธุ์เป็น

ลูกหลานจากบรรพบุรุษร่วม (common ancestor) เดียวกัน โดยเรียกวิธีน้ีว่า การจัดจ�ำแนกเชิง

วิวัฒนาการ (evolutionary classification) ซึ่งจะช่วยแสดงให้เห็นถึงเส้นล�ำดับที่แสดงความเป็น

เครือญาติหรือพงศาวลี (genealogy) ของสิ่งมีชีวิตแต่ละกลุ่มอีกด้วย การค้นหาให้พบล�ำดับการ

เป็นเครือญาติหรือไฟโลเจนีท่ีแท้จริงของสิ่งมีชีวิตแต่ละกลุ่มท�ำได้โดยการหาความสัมพันธ์เชิงไฟ

โลเจเนติกส์ (phylogenetic relationship) ซึ่งนักชีววิทยาส่วนใหญ่สนใจรูปแบบของวิวัฒนาการ

ในลักษณะท่ีสายบรรพบุรุษแยกแตกออกเป็นสายใหม่หลายสปีชีส์ มองเห็นเป็นกระจุกหรือเคลด 

(clade) ของสปีชีส์ วิวัฒนาการในรูปแบบน้ีเรียกว่า การแตกก่ิงแบบไฟโลเจเนติกส์ (phyloge-

netic branching) หรอื เคลโดเจเนซสิ (cladogenesis) และมแีนวทางการจดักลุม่สิง่มชีวิีตให้เป็น

ไปตามรูปแบบวิวัฒนาการ ได้แก่ แคลดิสติกส์ (cladistics) หรือเรียกอีกอย่างว่า ระบบวิทยาไฟ

โลเจเนตกิส์ (phylogenetic systematics) วิธีน้ีถูกเสนอโดย วลิล ีเฮนนิก (Willi Hennig) นกักีฏวิทยา

ชาวเยอรมัน โดยให้ล�ำดับขั้นตอนทางวิวัฒนาการเกิดขึ้นในแบบที่สิ่งมีชีวิตบนก่ิงหน่ึง เกิด

วิวฒันาการแตกออกเป็น 2 ก่ิง หรอืเรยีกว่าเป็นแทก็ซาพ่ีน้อง (sister taxa) นักแคลดสิตกิส์จะศกึษา

ลกัษณะของสิง่มชีวีติเพ่ือแยกแยะระหว่างลกัษณะดัง้เดมิ (primitive character) ของรุน่บรรพบรุษุ 

ออกจากลกัษณะทีเ่ปลีย่นแปลงไป (derived character) ของรุน่ลกูหลาน จากน้ันจะน�ำเอาลกัษณะ

ทีเ่ปลีย่นแปลงไปน้ีมาใช้ในการสร้างไฟโลเจนีขึน้ โดยอาศยัการมลีกัษณะท่ีเปลีย่นแปลงไปร่วมกัน 

(shared derived character) น�ำมาค�ำนวณด้วยเทคนิควิธีการทางคณิตศาสตร์แบบต่างๆ (เจษฎา 

เด่นดวงบริพันธ์, 2555: 126–140) ได้แก่ 1) วิธีที่เกี่ยวข้องกับการค�ำนวณระยะห่างทางพันธุกรรม 

(distance–based approach) เช่น เนเบอร์ จอยนิง (neighbor–joining: NJ) โดยมีหลักการคือ  

มีการค�ำนวณระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) และสร้างตารางแสดงระยะห่างทาง

พันธุกรรม (distance matrix) จากนั้นจึงสร้างแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ (phylogenetic tree) 

โดยวิเคราะห์ผลจากตารางดังกล่าว ซึ่งเป็นการเชื่อมโยงสายวิวัฒนาการของคู่ส่ิงมีชีวิตท่ีมีระยะ

ห่างทางพันธุกรรมน้อยทีส่ดุ ตามด้วยสิง่มชีวิีตทีม่รีะยะห่างทางพันธุกรรมมากขึน้ตามล�ำดบั วธีิ NJ 

เป็นวิธีท่ีใช้ในการจัดกลุ่มของสิ่งมีชีวิตที่ค่อนข้างได้รับความนิยม เนื่องจากเป็นวิธีที่ให้ผลเร็ว  

เป็นแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ซึ่งโดยมากไม่มีการตรึงราก (unrooted tree) คู่ของสิ่งมีชีวิตที่มี

ล�ำดับ นิวคลีโอไทด์คล้ายกันมากที่สุด (มีระยะห่างทางพันธุกรรมน้อยที่สุด) จะถูกน�ำมาเชื่อมโยง

กัน เรียกว่า ‘neighbor” หรือ “เพื่อนบ้าน” 2) วิธีที่เกี่ยวข้องกับการวิเคราะห์สถานะของลักษณะ 

ที่เป็นล�ำดับกรดอะมิโนหรือล�ำดับ นิวคลีโอไทด์โดยตรง (character–based approach) เช่น  

แมกซิมัม พาร์ซิโมนี (maximum parsimony: MP) โดยมีหลักการคือ การวิเคราะห์สถานะของ

ลักษณะที่เป็นล�ำดับกรดอะมิโนหรือล�ำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงเพ่ือหาลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไป

ร่วมกันที่มีความส�ำคัญในการสร้างแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ โดยวิธี MP นี้จะเลือกแผนภาพ

ต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ท่ีมีจ�ำนวนการเปลี่ยนแปลงของสถานะของลักษณะน้อยท่ีสุด และอีกวิธีคือ 

แมกซิมัม ไลค์ลิฮูด (maximum likelihood: ML) โดยมีหลักการคือ การค�ำนวณความน่าจะเป็น 
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(probability หรอื likelihood) ของข้อมลูล�ำดบันวิคลโีอไทด์ (หรอืล�ำดบักรดอะมโิน) ทีแ่สดงสถานะ

ของลักษณะที่ปรากฏ โดยสมมติให้ข้อมูลชุดนี้มีการวิวัฒนาการภายใต้แบบจ�ำลองวิวัฒนาการ 

ทีก่�ำหนด แผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนตกิส์ทีไ่ด้จากการวเิคราะห์ด้วยวิธี ML ทีม่ค่ีาความน่าจะเป็นสงู

ที่สุด จัดว่าเป็นแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ที่ดีท่ีสุดและจะถูกเลือกให้เป็นสมมติฐานท่ีเก่ียวกับ

วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา (อัจฉริยา รังษิรุจิ, 2555: 199–208)

สิ่งมีชีวิตบางกลุ่มที่สนใจศึกษา เช่น ไวรัส เป็นต้น มีความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา 

ไม่ชัดเจนท�ำให้ยากต่อการค้นหาลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปร่วมกัน ดังนั้นจ�ำเป็นต้องใช้วิธีการที่มี

ความละเอยีดและซบัซ้อนขึน้ โดยการน�ำเอาเทคนคิสมยัใหม่ทางชวีวิทยาเชงิโมเลกุล (molecular 

biology) ซึง่อาศัยเครือ่งมอืทีท่นัสมยัและการวิเคราะห์ผลทีร่วดเร็วและแม่นย�ำโดยใช้คอมพิวเตอร์ 

วิธีการเหล่านี้เน้นการศึกษาในระดับโมเลกุล ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ การศึกษาในระดับ

โปรตีน และการศึกษาในระดับกรดนิวคลีอิก ในที่นี้จะกล่าวถึงเฉพาะการหาข้อมูลวิวัฒนาการใน

ระดับโมเลกุล (molecular evolution) ของกรดนิวคลีอิกโดยการเปรียบเทียบล�ำดับ นิวคลีโอไทด์

เท่าน้ัน ซึ่งเป็นวิธีที่มีความแม่นย�ำสูงเพราะศึกษาท่ีล�ำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรง การศึกษาเริ่มต้น

จากการสกัดกรดนิวคลีอิกจากสิ่งมีชีวิตที่สนใจศึกษา อาทิเช่น สิ่งมีชีวิตที่สนใจในการศึกษาครั้งนี้

คือ ไวรัสตับอักเสบ ซี ซึ่งมีจีโนมเป็นอาร์เอ็นเอ จ�ำเป็นต้องเปล่ียนอาร์เอ็นเอให้เป็นดีเอ็นเอแล้ว 

ค่อยน�ำไปศึกษาในขัน้ตอนต่อไป เน่ืองจากดเีอน็เอมคีณุสมบตัใินการคงตัวสูงกว่าอาร์เอน็เอน่ันเอง  

จากนัน้จงึน�ำดีเอ็นเอทีไ่ด้ไปหาล�ำดับนวิคลโีอไทด์ (nucleotide sequencing) หากดเีอน็เอมจี�ำนวน

จ�ำกัด ควรน�ำไปเพ่ิมปริมาณก่อนด้วยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ ดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (poly-

merase chain reaction: PCR) จากนั้นน�ำผลผลิต PCR ที่ได้ไปเข้าสู่ขั้นตอนการหาล�ำดับนิวคลี

โอไทด์ หรือหากต้องการท�ำให้ผลผลิต PCR ท่ีได้มีความคงตัวอาจน�ำไปเช่ือมต่อเข้ากับดีเอ็นเอ

พาหะและส่งทอดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (แบคทีเรีย) แล้วเพาะเลี้ยง และสกัดดีเอ็นเอออกมาท�ำการ

อ่านล�ำดบันวิคลโีอไทด์ เมือ่ได้ล�ำดับนวิคลโีอไทด์แล้วจงึน�ำเข้าสูข้ั่นตอนการวิเคราะห์ความสมัพันธ์

เชิงวิวัฒนาการในระดับโมเลกุลโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ในปัจจุบันมีการพัฒนาโปรแกรม

คอมพิวเตอร์หลายโปรแกรมเพ่ือวเิคราะห์ความสมัพันธ์เชงิววิฒันาการของส่ิงมชีีวิต เช่น MEGA 5  

(Tamura et al., 2011), PHYLIP 3.695 (Felsenstein, 2013) เป็นต้น โดยใช้วิธีการทางคณิตศาสตร์

ดังท่ีกล่าวมา และผ่านการทดสอบความเชื่อมั่นของแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์โดยอาศัย

กระบวนการทางสถิติ เช่น การวิเคราะห์บูทสแตรป (bootstrap analysis) หลักการส�ำคัญของ 

การวิเคราะห์คอื ถ้าความเก่ียวข้องระหว่างล�ำดบันวิคลโีอไทด์สองล�ำดบัมมีากๆ การเปลีย่นแปลง

นิวคลีโอไทด์เพียงบาง นิวคลีโอไทด์แบบไม่จ�ำเพาะเจาะจงไม่น่าจะมีผลต่อความเก่ียวข้องนี ้ 

ในทางตรงกันข้ามถ้าสองล�ำดับนั้นเก่ียวข้องกันน้อยมาก การเปลี่ยนแปลงบางนิวคลีโอไทด์จะ 

มผีลอย่างมาก การวเิคราะห์เริม่จากการสุม่เลอืกลกัษณะแล้วน�ำกลบัเข้าทีเ่ดมิ (resampling points 

from one’s own data, with replacement) เป็นการสุ่มตวัอย่างย่อยๆ ในแต่ละคอลัมน์จากคอลัมน์

ใดๆ ของชดุข้อมลู เพ่ือสร้างข้อมลูล�ำดบันวิคลโีอไทด์ชดุใหม่ท่ีมจี�ำนวนสปีชส์ีและจ�ำนวนลกัษณะ
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เท่ากับข้อมูลเดิม จากน้ันน�ำข้อมูลชุดใหม่มาสร้างแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ส�ำหรับแต่ละ

ตัวอย่างย่อย เช่น อาจสร้างแผนภาพต้นไม้ 1,000 แผนภาพ และสรุปผลโดยการสร้างแผนภาพ

ต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ท่ีสอดคล้อง ซึง่ประกอบด้วยการจดักลุม่ของสิง่มชีวิีตทีเ่หมอืนกันมากกว่าร้อย

ละ 50 ของแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ท้ังหมด (majority–rule consensus tree) จากการค�ำนวณ

ค่าความถ่ีท่ีส่วนต่างๆ ของแผนภาพซึง่ถูกสร้างข้ึนในแต่ละตัวอย่างย่อยท่ีสุม่มาเหล่านัน้ เช่น หาก

พบการจับกลุ่มของล�ำดับแบบหนึ่งๆ ในทุกแผนภาพต้นไม้ของทุกตัวอย่างย่อย หมายความว่า  

ค่าสนับสนุนความเชื่อมั่นของบูทสแตรป (bootstrap support) เท่ากับร้อยละ 100 หากพบเพียง 

3 ใน 4 ของแผนภาพต้นไม้ของตัวอย่างย่อย แสดงว่าค่าสนับสนุนความเชื่อมั่นของบูทสแตรป

เท่ากับร้อยละ 75 ซึ่งค่านี้จะถูกแสดงไว้ที่ปมของแผนภาพต้นไม้เรียกว่า ความน่าจะเป็นภายหลัง 

(posterior probability) เป็นค่าที่แสดงถึงความเชื่อมั่นภายหลังจากพิจารณาว่าความเชื่อมั่นที่จะ

จัดกลุ่มของสิ่งมีชีวิตได้ถูกต้องมีค่าเท่ากับเท่าไร (Felsenstein, 1985) องค์ประกอบของแผนภาพ

ต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ ได้แก่ ส่วนที่เป็นกิ่งก้านหรือแขนง (branch) ก้านอาจแตกเป็นกิ่งย่อยแบบ

สองทาง (bifurcation) หรือหลายทาง (multifurcation) ซึ่งแบบหลังนี้พบน้อยมาก ต�ำแหน่งที่ก้าน

แตกเป็นกิ่งย่อยเป็นจุดต่อ เรียกว่า ปม (node) ที่ปลายสุดของกิ่งจะเป็นล�ำดับ นิวคลีโอไทด์หรือ

สปีชีส์ของสิ่งมีชีวิต เรียกว่า ยอด (tip) หรือแท็กซอน (taxon) ถ้าเป็นพหูพจน์จะเรียกว่า แท็กซา 

(taxa) การน�ำเสนอข้อมลูแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนตกิส์มแีนวปฏิบตั ิดงันี ้1) ความยาวของก่ิงก้าน

จะเขยีนตามสดัส่วนทกุครัง้ 2) แสดงค่าสนบัสนนุความเชือ่มัน่ของบทูสแตรปเป็นร้อยละ (%) และ 

3) ใช้ชื่อแท็กซาหรือชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความหมาย การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

ด้วยเทคนิคด้านดีเอ็นเอน้ัน ยังท�ำให้สามารถศึกษาลงไปถึงระดับสายพันธุ์ของส่ิงมีชีวิต อย่างไร

ก็ตาม อัตราการเปลี่ยนแปลงทางโมเลกุลของยีนที่น�ำมาศึกษาเป็นสิ่งท่ีต้องให้ความส�ำคัญเป็น

อย่างมากเมื่อจะน�ำยีนใดยีนหนึ่งมาใช้ เนื่องจากแนวคิดหลักของวิธีการต่างๆ ที่ใช้สร้างไฟโลเจนี

ที่บอกว่า ความแตกต่างระหว่างสิ่งมีชีวิตในเชิงวิวัฒนาการเกิดข้ึนจากระดับความแตกต่างของ

การกลายพันธ์ุของสิง่มชีวีตินัน้ ท�ำให้ถ้าสิง่มชีวีติยิง่มปีรมิาณความแตกต่างระหว่างกนัจากผลของ

การกลายพันธุ์มากขึ้นเท่าไร สิ่งมีชีวิตเหล่านั้นยิ่งน่าจะมีระยะห่างทางวิวัฒนาการมากขึ้นตามไป

ด้วย นักวิวัฒนาการจงึใช้แนวคดิน้ีเป็นหลกัในการวิเคราะห์ล�ำดบัขัน้เวลาของการเกิดววิฒันาการ

ขึ้นได้ กล่าวคือ ถ้าก�ำหนดให้สิ่งมีชีวิตมีอัตราการกลายพันธุ์ที่ค่อนข้างสม�่ำเสมอ แล้ววิวัฒนาการ

ผ่านช่วงเวลาจากอดีตมาถึงปัจจุบัน จะประมาณค่าช่วงเวลาท่ีสิ่งมีชีวิตเหล่าน้ันใช้ในการ

วิวัฒนาการได้จากค่าระยะห่างทางการกลายพันธุ์ท่ีวัดได้จากการศึกษาเชิงโมเลกุล ซึ่งแนวคิดน้ี

เรยีกว่า นาฬิกาวิวัฒนาการ (evolutionary clock) หรอืนาฬิกาโมเลกุล (molecular clock) (เจษฎา 

เด่นดวงบรพัินธ์, 2555: 151–152) การวเิคราะห์นาฬิกาโมเลกุล (molecular clock analysis) ท�ำได้

ด้วยเทคนิควิธีแบบเบย์ (Bayesian method) (Dos Reis et al., 2012) เช่น โปรแกรมการศึกษา

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการแบบเบย์โดยการสุ่มเลือกแผนภาพต้นไม้ (Bayesian Evolutionary 

Analysis by Sampling Trees: BEAST) (Drummond and Rambaut, 2007) เป็นต้น
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3. ไวรัสตับอักเสบ ซี

ไวรัสตับอักเสบ ซี เป็นไวรัสขนาดเล็ก (40–50 นาโนเมตร) ที่มีเปลือกหุ้ม มีลักษณะของ 

จีโนมและการเรียงล�ำดับยีนที่จัดเป็นไวรัสสกุลเฮปาซิไวรัส (Hepacivirus) ในวงศ์ฟลาวิไวริด ี 

(Flaviviridae) จโีนมเป็นอาร์เอน็เอสายเด่ียว สายบวก ขนาดประมาณ 9.6 กิโลเบส มส่ีวนท่ีสามารถ

แสดงออกมาเป็นโปรตีน (open reading frame: ORF) ขนาดยาวซึ่งมีรหัสส�ำหรับพอลิโปรตีน 

(polyprotein) ขนาดกรดอะมิโน 3,000 ตัว ORF นี้ถูกประกบด้วยล�ำดับ (sequence) ของปลาย 

5’ และ 3’ ซึ่งเป็นส่วนที่ไม่ถูกแปลรหัส (untranslated regions: UTR) มีความยาว 341 และ 230 

นิวคลีโอไทด์ ตามล�ำดับ ส่วนนี้มีล�ำดับซ�้ำ (direct repeat) สั้นๆ อยู่ด้วย จึงเกิดลักษณะเหมือนที่

หนีบผมเป็นรูปตัวยู (U–shaped hairpin) เป็นโครงสร้างท่ีมีความเสถียรและส�ำคัญต่อการสร้าง 

polyprotein และการจ�ำลองสารพันธุกรรมของไวรัส ที่ปลาย 5’ มี internal ribosome entry site 

(IRES) ที่จับกับ 40S ribosomal subunit เพื่อเริ่มต้นการสังเคราะห์โปรตีนของไวรัส ส่วนที่ปลาย 

3’ ไม่มี poly A ล�ำดับของยีน คือ 5’–C, E1, E2, P7, NS2, NS3, NS4, NS5–3’ เมื่อ polyprotein 

ของไวรสัถูกสร้างโดยเซลล์เจ้าบ้านและย่อยให้มขีนาดเลก็ลงโดยเอนไซม์ท้ังของเซลล์เจ้าบ้านและ

ไวรัส ท�ำให้ได้โปรตีนส่วนโครงสร้าง (structural proteins) ของไวรัส 3 ชนิด คือ แคปซิด (Core, 

C) เปลือกหุ้ม (Envelope 1: E1, Envelope 2: E2) และส่วนประกอบที่ไม่ใช่เป็นส่วนโครงสร้าง 

(Non Structural proteins) ของไวรัส ได้แก่ P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A และ NS5B 

(Penin et al., 2004) ในปี พ.ศ. 2532 นักวิทยาศาสตร์ของบริษัท Chiron Corporation ได้ค้นพบ

ไวรัสตับอักเสบ ซี (Choo et al., 1989) ซึ่งเป็นครั้งแรกที่มีการค้นพบไวรัสชนิดใหม่โดยการศึกษา

ในระดับโมเลกุลแต่เพียงอย่างเดียว โดยการสร้าง complementary DNA (cDNA) clone จาก

พลาสมาของลิงชิมแปนซีที่ถูกฉีดด้วยพลาสมาของผู้ป่วยตับอักเสบที่ไม่ใช่จากไวรัสตับอักเสบ  

เอ และ บี (Non–A, Non–B hepatitis) การศึกษาในระยะเริ่มแรกได้น�ำปัจจัยที่ช่วยในการแข็งตัว

ของเลือด คือ แฟคเตอร์ 8 (factor VIII) ชุดเดียวกับที่ใช้ในผู้ป่วยโรคฮีโมฟิเลีย (hemophiliacs) 

แล้วท�ำให้ผู้ป่วยเกิดเป็นตับอักเสบขึ้นมาฉีดเข้าลิงชิมแปนซี โดยคาดว่าพลาสมาของลิงชิมแปนซี

จะเป็นแหล่งใหญ่ท่ีจะได้ไวรสัมาท�ำการศกึษา น�ำพลาสมาดงักล่าวมาท�ำการป่ันเหว่ียงด้วยเครือ่ง

ปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงยิ่งยวด (ultracentrifuge) และน�ำตะกอนที่ได้มาสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ 

จากนัน้น�ำกรดนิวคลอิีกทีไ่ด้ไปสร้าง cDNA และท�ำการตดัและเชือ่มเข้ากับดเีอน็เอพาหะชนดิสร้าง

โปรตนี (expression vector) พบว่าม ี1 โคลนทีส่ามารถผลติโปรตนีทีท่�ำปฏกิิรยิากับซรีัม่จากผูป่้วย

ตับอักเสบชนิด non–A, non–B รายหนึ่ง หลังจากนั้นจึงใช้โคลนดังกล่าวเป็นตัวตรวจสอบเพื่อหา

ข้อมูลการเรียงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของไวรัส (ชโลบล อยู่สุข, 2540: 13.23) ในปัจจุบันทั่ว

โลกมีผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ ซี ประมาณ 130–170 ล้านคน มีผู้ป่วยเพียงร้อยละ 25 เท่านั้น 

ทีส่ามารถก�ำจดัไวรสัออกไปจากร่างกายได้ ส่วนอกีประมาณร้อยละ 75 เป็นการตดิเชือ้แบบเร้ือรงั

ซึ่งผู้ป่วยกลุ่มน้ีจะไม่มีอาการ หรืออาจมีเพียงอ่อนเพลียเล็กน้อยเท่านั้น และหากเป็นเรื้อรังก็จะ
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ค่อยๆ เกิดพังผืดที่ตับ (hepatic fibrosis) กลายเป็นตับแข็ง (cirrhosis) รวมถึงอาจเกิดมะเร็งตับ 

(hepatocellular carcinoma) หรือตับวาย (liver failure) ตามมา (Hajarizadeh et al., 2013)  

การติดต่อของไวรัสตับอักเสบ ซี เกิดขึ้นได้ในช่วงเวลาที่กว้างมาก เริ่มตั้งแต่การติดเชื้อแบบ

เฉยีบพลนัท่ีสามารถก�ำจดัไวรสัได้ไปจนถึงการติดเชือ้แบบเร้ือรังซึง่ไม่แสดงอาการใดๆ แต่สามารถ

แพร่กระจายไวรัสไปยังบุคคลอื่นได้ ช่องทางหลักของการแพร่กระจายไวรัสนี้คือ จากการรับเลือด

และส่วนประกอบของเลือด (Feinstone et al., 1975) นอกจากน้ียังพบในผู้ท่ีใช้ยาเสพติดชนิด 

ฉีดเข้าเส้น ผู้ที่สักตามร่างกาย เจาะหู ฝังเข็มรักษาโรค หากเครื่องมือและวัสดุไม่ได้รับการฆ่าเชื้อ

ที่ถูกต้อง ก็อาจเป็นสาเหตุของการติดต่อได้ ส่วนการติดต่อทางเพศสัมพันธ์และการติดต่อจาก

มารดาไปสู่ทารกพบได้แต่น้อยมาก (Pradat and Trepo, 2000) อีกช่องทางหนึ่งที่เป็นสาเหตุของ

การแพร่กระจายของไวรัสได้คือ การให้บริการทางการแพทย์ท่ีไม่ถูกสุขลักษณะ ท�ำให้มีโอกาส 

ติดเชื้อได้ทั้งจากผู้ป่วยไปยังบุคลากรทางการแพทย์และจากบุคลากรทางการแพทย์ไปยังผู้ป่วย 

อาทิเช่น การฟอกเลอืดล้างไต การเปลีย่นไต การสมัผสัเชือ้โดยบงัเอญิของบคุลากรทางการแพทย์ 

การใช้เข็มและกระบอกฉีดยาซ�้ำ เป็นต้น (Esteban et al., 2008) 

4. การตรวจหาแหล่งที่มาของไวรัสตับอักเสบ ซี ที่มีการระบาดอย่างรวดเร็ว  

ณ เมืองบาเลนเซีย ประเทศสเปน

กรณทีีจ่ะน�ำมาเป็นตัวอย่างในการประยุกต์ใช้ววัิฒนาการระดบัโมเลกุลในชัน้ศาลยุตธิรรมนี้  

ถูกเผยแพร่ในวารสาร BMC Biology โดยคณะผู้วิจัยชาวสเปนซึ่งน�ำโดย Fernando González–

Candelas (González–Candelas et al., 2013) ในเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2541 ได้เกิดการติดเชื้อ

ไวรสัตบัอกัเสบ ซ ีในกลุม่ผูป่้วยท่ีเข้ารบัการรกัษาด้วยการผ่าตดัเลก็ในโรงพยาบาลเอกชนแห่งหนึง่

ที่เมืองบาเลนเซีย ประเทศสเปน จากการสอบสวนทางระบาดวิทยาของเจ้าหน้าที่สาธารณสุขเพื่อ

พิสจูน์ว่า แหล่งท่ีมาของไวรสันีม้าจากวิสญัญีแพทย์รายหน่ึงทีป่ฏิบตังิานในโรงพยาบาลแห่งนีแ้ละ

โรงพยาบาลที่ใกล้เคียงหรือไม่ ผลการรวบรวมข้อมูลพบว่า มีผู้ติดเชื้อนับร้อยรายซึ่งล้วนเกี่ยวข้อง

กับการเข้ารบัการรกัษาจากบคุลากรทางการแพทย์รายนัน้ในทัง้สองโรงพยาบาล จากการรวบรวม

หลักฐานทางระบาดวิทยาในช่วง 3 เดือนแรกยืนยันได้ว่า การแพร่ระบาดของไวรัสตับอักเสบ ซี  

ที่รวดเร็วในครั้งน้ีเกิดจากบริการทางการแพทย์โดยวิสัญญีแพทย์รายดังกล่าว นักระบาดวิทยา

ทดสอบถึงความสัมพันธ์จากบุคคลมากกว่า 66,000 รายที่เกี่ยวข้องกับการรักษาด้วยวิธีผ่าตัดใน

ทั้งสองโรงพยาบาลกับปัจจัยเสี่ยงที่มีผลต่อการติดเชื้อในกระบวนการผ่าตัด อาทิเช่น ศัลยแพทย์ 

ห้องผ่าตัด ประเภทของการผ่าตัด วิสัญญีแพทย์ ประเภทของการให้ยาระงับความรู้สึก และอื่นๆ 

พบว่า ปัจจัยเสี่ยงที่มีนัยส�ำคัญคือ วิสัญญีแพทย์เท่านั้น ยิ่งกว่าน้ันในกลุ่ม ผู้ติดเชื้อที่พบช่วงแรก

จ�ำนวน 197 ราย พบว่า 184 รายเป็นผู้ป่วยที่ได้รับการวางยาระงับความรู้สึกจาก วิสัญญีแพทย์

รายดงักล่าว ซึง่ผูต้ดิเชือ้เหล่าน้ีปฏิเสธปัจจยัเสีย่งอืน่ๆ จากหลกัฐานทางระบาดวทิยาเหล่านีท้�ำให้

สมมติฐานที่สงสัยว่าไวรัสมาจากแหล่งอื่นต้องถูกตัดออกไป
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ผู้บริหารสูงสุดของหน่วยงานทางด้านสาธารณสุขและกระบวนการยุติธรรมที่รับผิดชอบใน

การสอบสวนทางระบาดวิทยาและทางกฎหมายได้ร้องขอคณะผู้วิจัยที่มีความเชี่ยวชาญทางด้าน

ชีววิทยาเชิงวิวัฒนาการให้ด�ำเนินการเพื่อ (1) ตรวจสอบว่าผู้ต้องสงสัยเป็นสาเหตุของการระบาด

ครั้งนี้อย่างแท้จริงหรือไม่ (2) ค้นหาว่าผู้ป่วยรายใดที่ติดเชื้อจากแหล่งทั่วไปและอาจถูกพิจารณา

น�ำมารวมไว้ในการระบาด และผู้ป่วยรายใดที่ติดเชื้อมาจากแหล่งอื่น (3) ตัดแหล่งที่มาอื่นๆ หรือ

เหตุการณ์ที่แตกต่างแต่เกิดขึ้นในเวลาเดียวกันออกไป (4) ค้นหาช่วงเวลาของการเกิดการระบาด 

(5) ระบุวันเวลาที่เกิดการติดเชื้อของผู้ป่วยแต่ละรายที่เกิดขึ้นในการระบาด และ (6) ระบุวันเวลา

ของการติดเชื้อของผู้ต้องสงสัย

ดังน้ันคณะผู้วิจัยจึงได้ท�ำการศึกษาระบาดวิทยาระดับโมเลกุลเชิงวิวัฒนาการของการ

ระบาดอย่างรวดเรว็ครัง้น้ี โดยการใช้ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของไวรสัตบัอกัเสบ ซ ีซึง่ได้จากแหล่งท่ีมา

ของไวรัสที่สันนิษฐานไว้ (ผู้ต้องสงสัย) และของผู้ป่วย วัตถุประสงค์ของการศึกษาคร้ังนี้คือ เพ่ือ  

(1) คัดผู้ป่วยที่ติดเชื้อจากแหล่งท่ัวไปออกจากกลุ่มผู้ป่วยท่ีติดเชื้อจากผู้ต้องสงสัย (2) ให้ม ี

การประเมินความเป็นไปได้ท่ีจะเกิดเหตุการณ์ความเส่ียงเฉพาะส่วนของงานท่ีได้รับมอบหมาย  

(3) ได้มีการประมาณค่าวันเวลาของการติดเชื้อส�ำหรับผู้ป่วยแต่ละราย

การทดลองเริม่ต้นด้วยการเก็บตวัอย่างซรีัม่จากผูป่้วยท่ีมผีลเลอืดบวกต่อไวรสัตบัอกัเสบ ซี 

ซับไทป์ 1 เอ (HCV–1a) และซับไทป์ 1 บี (HCV–1b) จ�ำนวน 322 และ 290 ตัวอย่าง ตามล�ำดับ 

ซึง่ผูป่้วยเหล่านีเ้คยตดิต่อกับ ผูต้้องสงสยัหรอืเคยเข้ารบัการบรกิารทางการแพทย์จากโรงพยาบาล

ท่ีผู้ต้องสงสัยปฏิบัติงานอยู่ เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่างซีร่ัมจากผู้ต้องสงสัยพบว่า มีเพียง HCV–1a 

เท่าน้ัน คณะผู้วิจัยจึงยกเลิกการวิเคราะห์ตัวอย่างซีรั่มที่มี HCV–1b นอกจากนี้ยังได้น�ำตัวอย่าง 

ซีรั่มจากผู้ที่มี HCV–1a ซึ่งอยู่ในเมืองบาเลนเซียแต่ไม่ได้เก่ียวข้องกับการระบาดครั้งนี้ จ�ำนวน  

44 ตัวอย่าง เพื่อน�ำมาเป็นกลุ่มควบคุม การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์จาก 2 บริเวณบนจีโนม

ของไวรัสตับอักเสบ ซี เริ่มจากการเปลี่ยนอาร์เอ็นเอเป็นดีเอ็นเอด้วยกระบวนการรีเวอร์สทราน 

สคริปชั่น (reverse transcription) แล้วตามด้วยการเพ่ิมจ�ำนวนดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยวิธี 

hemi–nested PCR จากนัน้น�ำผลผลติ PCR ขนาด 229 นิวคลโีอไทด์ ของยีน NS5B ซึง่เป็นบรเิวณ

ที่อนุรักษ์ (conserved region) ของล�ำดับ นิวคลีโอไทด์ และบริเวณที่สองคือ E1–E2 ขนาด 406 

นิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นบริเวณที่แปรผัน (variable region) ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ ไปวิเคราะห์หา 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยีของแซงเกอร์ (Sanger method)

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ จ�ำนวน 320 ชุด ของยีน NS5B ที่มาจาก HCV–1a และกลุ่มควบคุม  

ถูกน�ำไปจัดเรียงและเทียบเคียงกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน NS5B ที่มาจากผู้ต้องสงสัยและ

ทดสอบการกระจายของล�ำดับ นิวคลีโอไทด์ที่แตกต่าง จากการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ

ยีน NS5B ที่มาจากผู้ต้องสงสัย พบว่า เป็นไวรัสสายพันธุ์ HCV–1a คณะผู้วิจัยจึงมุ่งศึกษาเฉพาะ

ตัวอย่างที่เป็น HCV–1a เท่านั้น ส่วนตัวอย่างอื่นๆ ที่นอกเหนือจากนี้ ได้ถูกกันออกไปจากกลุ่มที่

ต้องศึกษา ท่ามกลางล�ำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 229 นิวคลีโอไทด์จากตัวอย่างซีรั่มที่มาจากการ
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ระบาด พบว่า มีจ�ำนวนนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างไปจากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสที่มาจากผู้ต้อง

สงสัยตั้งแต่ 0–19 นิวคลีโอไทด์ (ค่าเฉลี่ย = 2.37 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน = 3.31) ในขณะที ่

ถ้าเป็นการเปรียบเทียบชุดล�ำดับนิวคลีโอไทด์จากกลุ่มควบคุมกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสที่ 

มาจากผู้ต้องสงสัย พบว่า มีความแตกต่างอยู่ระหว่าง 3–14 นิวคลีโอไทด์ (ค่าเฉลี่ย = 6.61  

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน = 2.75) นอกจากนี้ยังสังเกตว่ามีจ�ำนวนตัวอย่างสูงถึง 150 ราย ที่มีล�ำดับ

นิวคลีโอไทด์ท่ีคล้ายคลึงกันกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสท่ีมาจาก ผู้ต้องสงสัยอย่างสมบูรณ์ 

(100% identity) มี 69 รายที่แตกต่างเพียง 1 นิวคลีโอไทด์ และ 23 รายที่แตกต่าง 2 นิวคลีโอไทด์ 

แสดงให้เหน็ว่า มกีารกระจายของความแตกต่างแบบไม่สมมาตรอย่างมากของล�ำดบันวิคลโีอไทด์

ของไวรัสที่มาจากผู้ต้องสงสัยที่เป็นสาเหตุของการระบาด ซึ่งจะแตกต่างจากการกระจายที่พบใน

กลุม่ควบคมุอย่างสิน้เชงิ ฉะน้ัน จากการวิเคราะห์เบือ้งต้นพบว่า ตวัอย่างจ�ำนวนมากท่ีม ีHCV–1a 

แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกับไวรัสที่มีในผู้ต้องสงสัยมากกว่ากลุ่มควบคุม แม้ว่าจะไม่

สามารถแยกทั้ง 2 กลุ่มออกจากกันอย่างชัดเจนก็ตาม จากการน�ำชุดล�ำดับนิวคลีโอไทด์จากยีน 

NS5B ของไวรัสท้ังจากกลุ่มตัวอย่าง กลุ่มควบคุม และผู้ต้องสงสัยไปเทียบเคียง (aligned  

sequences) และสร้างแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนตกิส์ด้วยวิธี neighbor–joining (NJ) และ maximum  

likelihood (ML) พบว่า ไม่สามารถรวมกลุม่ควบคมุไว้ในกลุ่มโมโนไฟเลตกิ (monophyletic group) 

ได้ ย่ิงกว่าน้ัน ไม่มปีมของแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนตกิส์ท่ีมค่ีาสนบัสนนุความเชือ่มัน่ของบทูสแตรป  

(bootstrap support) สูงเกินกว่าร้อยละ 70 จากแต่ละวิธีการสร้างแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ 

ดังที่กล่าวมาแล้วว่า ยีน NS5B มีการเปลี่ยนแปลงท่ีล่าช้ากว่าบริเวณอื่นๆ บนจีโนมของไวรัส 

ตบัอกัเสบ ซ ี(โดยเฉพาะอย่างย่ิงบรเิวณ E1–E2) และอาจเป็นเพราะขนาดของล�ำดบันวิคลโีอไทด์

ที่ศึกษาค่อนข้างสั้น ในการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ใน

บริเวณนี้ไม่สามารถแยกกลุ่มของผู้ป่วยได้ จึงมุ่งศึกษาบริเวณ E1–E2 โดยการวิเคราะห์ล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ จ�ำนวน 4,184 ชุด ซึ่งเป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสจากกลุ่มตัวอย่าง 274 ราย 

(3,038 ชุด) กลุ่มตัวอย่างที่อยู่นอกการระบาด 47 ราย (559 ชุด) กลุ่มควบคุม 42 ราย (453 ชุด) 

และผู้ต้องสงสัย จ�ำนวน 134 ชุด ด้วยการสร้างแผนภาพต้นไม้ไฟโลเจเนติกส์ด้วยวิธี NJ และ ML 

ซึ่งผลการวิเคราะห์ทั้งสองได้ค่า bootstrap support ที่สูงมาก คือ ร้อยละ 100 และ 96 หลังจาก 

ที่มีการวิเคราะห์ข้อมูลใหม่จ�ำนวน 1,000 ครั้งด้วยวิธี NJ และ ML ตามล�ำดับ พบว่า สามารถจัด 

ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของไวรสัจากกลุม่ตัวอย่าง 274 รายไปอยู่ในกลุม่เดยีวกันกับล�ำดบันิวคลโีอไทด์

ของไวรสัจากผูต้้องสงสยั กลุม่ที ่2 ประกอบด้วยล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของไวรสัจากกลุม่ตวัอย่างท่ีอยู่

นอกการระบาด 47 รายและกลุ่มควบคุม 42 ราย ผลการวิเคราะห์ด้วยการสร้างแผนภาพต้นไม้ 

ไฟโลเจเนติกส์สอดคล้องกับหลักฐานทางระบาดวิทยาในการบ่งชี้ว่าผู้ต้องสงสัยเป็นต้นตอของ 

การระบาดอย่างรวดเร็วของไวรัสตับอักเสบ ซี ครั้งนี้

ล�ำดับถัดไปคือ การประมาณค่าวันเวลาว่าการติดเชื้อในผู้ป่วยจ�ำนวน 274 ราย เกิดข้ึน 

เมื่อใด โดยใช้วิธีการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการแบบเบย์โดยการสุ่มเลือกแผนภาพต้นไม้ 
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(Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees: BEAST) ชุดข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของ E1–E2 จากผูป่้วยแต่ละรายถูกน�ำมาประมาณเวลาท่ีเร่ิมปรากฏว่ามบีรรพบรุุษร่วมเมือ่ไม่นาน

มานี้ (time of the most recent common ancestor: TMRCA) กับชุดข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของ E1–E2 จากผู้ต้องสงสัย ในการระบาดครั้งน้ี มีผู้ป่วยจ�ำนวน 24 ราย ที่ทราบวันท่ีติดเชื้อ  

โดยก่อนทีจ่ะเข้ารบับรกิารทางการแพทย์จากผูต้้องสงสยั ผูป่้วยจ�ำนวนนีม้ผีลเลอืดลบต่อไวรสัตบั

อักเสบ ซ ีและมผีลเลอืดบวกต่อไวรสัตับอกัเสบ ซ ีหลงัจากรบับรกิารทางการแพทย์จากผูต้้องสงสยั

เพียงครั้งเดียวเท่านั้น ชุดข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสจากผู้ป่วยชุดน้ีจึงถูกน�ำมาปรับเทียบ

นาฬิกาโมเลกุล (molecular clock) เพื่อประมาณ TMRCA ของผู้ป่วยแต่ละรายและผู้ต้องสงสัย 

ผลการวิเคราะห์ค่าเวลาทีเ่กิดบรรพบรุษุร่วมของการระบาดข้ึนนัน้พบว่า ผู้ป่วยแต่ละรายได้รับไวรัส

จากผูต้้องสงสยัอยู่ในช่วงระหว่างเดือนมกราคม พ.ศ. 2530–เมษายน พ.ศ. 2541 ซึง่ค่าน้ีสอดคล้อง

กับค่ามัธยฐานของ 95% Bayesian highest posterior density (95% HPD) ส�ำหรับแต่ละวันที่

ประมาณ TMRCA กับผู้ต้องสงสัย เมื่อพิจารณาช่วงเวลาแล้ว พบว่า ไม่ขัดแย้งกับการตรวจพบ

การระบาดในเดอืนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2541 ส่วนการประมาณค่าวันเวลาการตดิเชือ้ของผูต้้องสงสยั 

ผลการวเิคราะห์พบว่า เดอืนมถุินายน พ.ศ. 2531 ซึง่ประมาณค่าแบบช่วง (95% HPD) อยู่ระหว่าง

เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2527–ตุลาคม พ.ศ. 2534 ดังนั้นจึงสอดคล้องกับการประมาณค่าในระยะต้น

ของการตดิเชือ้ในผูป่้วยทีพ่บในการระบาด การประมาณค่าวันเวลาของการตดิเชือ้ในผูป่้วยแต่ละ

รายถูกน�ำไปเปรยีบเทยีบกับการประมาณค่าอย่างอสิระจากการฟ้องร้องคดีในระหว่างการพิจารณา

คดขีองศาลยุติธรรม ซึง่กระบวนการเกิดขึน้โดยใช้หลกัฐานจากบนัทกึของโรงพยาบาลและเอกสาร 

อื่นๆ และไม่ได้พิจารณาข้อมูลของล�ำดับนิวคลีโอไทด์แต่อย่างใด

5. ข้อควรตระหนักในการประยุกต์ใช้วิวัฒนาการระดับโมเลกุลในชั้นศาลยุติธรรม

การศึกษาความสมัพันธ์เชงิวัฒนาการโดยการเปรียบเทยีบล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของสิง่มชีวิีต

ได้รบัความนยิมเพ่ิมมากขึน้ในช่วง 2–3 ทศวรรษท่ีผ่านมา ด้วยเหตผุลหลกัคอื เป็นเทคนิคท่ีสะดวก

และมคีวามแม่นย�ำในการท่ีจะศกึษายีน จโีนม และวธีิการหาล�ำดบันิวคลโีอไทด์แบบขนาน แม้ว่า

การวิเคราะห์หาล�ำดบันิวคลโีอไทด์เป็นเทคนิคทีต้่องใช้เคร่ืองมอืจ�ำเพาะ มรีาคาแพง และใช้ความ

ช�ำนาญในการตรวจวิเคราะห์ ในปัจจบุนัมกีารพัฒนาเทคโนโลยีของการหาล�ำดบันวิคลโีอไทด์แบบ

ขนานทีท่�ำได้อย่างรวดเรว็และมคีวามแม่นย�ำสงู ท�ำให้สามารถหาล�ำดบันิวคลโีอไทด์ได้เรว็ขึน้ และ

ได้ปริมาณนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้มากขึ้น ซ่ึงเรียกเทคโนโลยีนี้ว่า next generation sequencing 

technology (NGS) รวมถึงการพัฒนาระบบหรือโปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีง่ายต่อการใช้งานเพ่ือ

วิเคราะห์ข้อมลูล�ำดับนวิคลโีอไทด์ อย่างไรก็ตาม การประยุกต์ใช้เทคนคินีโ้ดยตรงเพ่ือการวิเคราะห์

ทางพิสจูน์หลกัฐานจ�ำเป็นต้องท�ำ แม้ว่าจะต้องใช้ด้วยความระมดัระวังมากกว่าการใช้เพ่ือสอบสวน

ทางวิทยาศาสตร์ท่ัวไป เพราะอาจมีผลลัพธ์ท่ีร้ายแรงตามมาคือ การอนุมานหรือการสรุปท่ีไม ่
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ถูกต้องในบรบิททางอาชญากรรม นอกจากน้ี การเลือกใช้บริเวณบนจโีนมในต�ำแหน่งทีไ่ม่เหมาะสม 

ท�ำให้เกิดการอนุมานที่ผิดพลาด ดังเช่นในตัวอย่างกรณีศึกษาครั้งนี้ที่เลือกใช้บริเวณ NS5B ของ

ไวรัสตับอักเสบ ซี เพื่อวิเคราะห์การระบาด อีกประเด็นที่มีความส�ำคัญคือ การรายงานผลเพื่อน�ำ

ไปเป็นพยานหลักฐานในกระบวนการยุติธรรม ดังที่กล่าวไว้ว่า การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวัฒนา

การในระดับโมเลกุลต้องอาศัยวิธีการค�ำนวณทางคณิตศาสตร์และการทดสอบทางสถิติ ฉะนั้น  

นกัวิเคราะห์นอกจากจะมคีวามสามารถในการวิเคราะห์แล้วยังต้องมคีวามช�ำนาญในการแปลผล

และอภิปรายผลด้วย ซึ่งจะท�ำให้ได้ใบรายงานผลที่น่าเชื่อถือ สร้างความมั่นใจให้กับผู้พิพากษา

โดยไม่มีข้อโต้แย้งใดๆ 

6. กฎหมายคุ้มครองผู้รับบริการสาธารณสุขของประเทศไทย

เดมิทปีระเทศไทยยังไม่มกีฎหมายคุ้มครองผูร้บับรกิารสาธารณสขุท่ีมมีาตรการการเยียวยา

ความเสียหายโดยตรงให้แก่ผู้รับบริการ หากผู้รับบริการต้องการการเยียวยาความเสียหายที่ได้รับ

จากบริการสาธารณสุข ผู้รับบริการจ�ำต้องด�ำเนินการด้วยตนเองโดยอาศัยกฎหมายที่มีอยู่ เช่น  

ดังที่ปรากฏในพระราชบัญญัติ ให้ใช้บทบัญญัติบรรพ 1 แห่งประมวลกฎหมายแพ่งและพาณิชย ์

ที่ได้ตรวจช�ำระใหม่ พ.ศ. 2535 โดยอาศัยหลักละเมิดตาม “ประมวลกฎหมายแพ่งและพาณิชย์ 

บรรพ 2 หนี ้ลกัษณะ 5 ละเมดิ หมวด 1 ความรบัผดิเพ่ือละเมดิ มาตรา 420 ผูใ้ดจงใจหรอืประมาท

เลินเล่อ ท�ำต่อบุคคลอื่นโดยผิดกฎหมายให้เขาเสียหายถึงแก่ชีวิตก็ดี แก่ร่างกายก็ดี อนามัยก็ดี 

เสรีภาพก็ดี ทรัพย์สินหรือสิทธิอย่างหน่ึงอย่างใดก็ดี ท่านว่าผู้นั้นท�ำละเมิดจ�ำต้องใช้ค่าสินไหม

ทดแทนเพื่อการนั้น” (ศูนย์ทนายความทั่วไทย, 2553ก) อย่างไรก็ตาม การเยียวยาผู้บริโภคซึ่งได้

รับความเสียหายอันสืบเนื่องมาจากการบริโภคสินค้าหรือบริการน้ัน ยังดูเหมือนว่าจะไม่เพียงพอ

ต่อการให้ความเป็นธรรมแก่ผู้บริโภคอย่างแท้จริง (แผนกคดีผู้บริโภค ศาลฎีกา, 2549) ในปัจจุบัน

มีกฎหมายสองฉบับที่ได้ก�ำหนดมาตรการการเยียวยาความเสียหายให้กับผู้รับบริการสาธารณสุข

อย่างชัดเจน ได้แก่ พระราชบัญญัติหลักประกันสุขภาพแห่งชาติ พ.ศ. 2545 หมวด 4 กองทุนหลัก

ประกันสขุภาพแห่งชาติ ได้ระบไุว้ว่า “มาตรา 41 ให้คณะกรรมการกันเงนิจ�ำนวนไม่เกินร้อยละหนึง่

ของเงนิท่ีจะจ่ายให้หน่วยบรกิารไว้เป็นเงินช่วยเหลอืเบือ้งต้นให้แก่ผูรั้บบรกิาร ในกรณีท่ีผูรั้บบริการ

ได้รับความเสียหายที่เกิดขึ้นจากการรักษาพยาบาลของหน่วยบริการ โดยหาผู้กระท�ำผิดมิได้หรือ

หาผู้กระท�ำผิดได้ แต่ยังไม่ได้รับค่าเสียหายภายในระยะเวลาอันสมควร ท้ังนี้ ตามหลักเกณฑ์  

วิธีการ และเงื่อนไขที่คณะกรรมการก�ำหนด มาตรา 42 ในกรณีที่ผู้รับบริการได้รับความเสียหายที่

เกิดขึ้นจากการรักษาพยาบาลของหน่วยบริการ โดยหาผู้กระท�ำผิดได้แต่ยังไม่ได้รับค่าเสียหาย

ภายในระยะเวลาอันสมควรตามมาตรา 41 เมื่อส�ำนักงานได้จ่ายเงินช่วยเหลือเบื้องต้นให้แก่ผู้รับ

บรกิารไปแล้ว ส�ำนักงานมสีทิธิไล่เบีย้เอาแก่ผูก้ระท�ำผิดได้” (ศนูย์ทนายความทัว่ไทย, 2553ข) และ

พระราชบญัญัตวิิธีพิจารณาคดผีูบ้รโิภค พ.ศ. 2551 หมวด 2 วิธีพิจารณาคดผีูบ้รโิภคในศาลชัน้ต้น 



วารสารนิติศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ปีที่ 6 ฉบับที่ 2 พฤศจิกายน 2556  109

ส่วนที่ 3 ค�ำพิพากษาและค�ำสั่งชี้ขาดตัดสินคดี ได้ระบุไว้ว่า “มาตรา 40 ในกรณีที่ความเสียหาย

เกดิขึน้แก่ร่างกาย สขุภาพ หรอือนามยัและในเวลาทีพิ่พากษาคดเีป็นการพ้นวิสยัจะหย่ังรูไ้ด้แน่ว่า

ความเสียหายนั้นมีแท้จริงเพียงใด ศาลอาจกล่าวในค�ำพิพากษาหรือค�ำส่ังว่ายังสงวนไว้ซึ่งสิทธิ 

ทีจ่ะแก้ไขค�ำพิพากษาหรอืค�ำสัง่นัน้อกีภายในระยะเวลาท่ีศาลก�ำหนด ทัง้นี ้ต้องไม่เกินสบิปีนบัแต่

วันทีศ่าลมคี�ำพิพากษาหรอืค�ำสัง่ แต่ก่อนการแก้ไขต้องให้โอกาสคูค่วามอกีฝ่ายทีจ่ะคดัค้าน” (ศนูย์

ทนายความทั่วไทย, 2553ค) นอกจากน้ียังมีร่าง พระราชบัญญัติคุ้มครองผู้เสียหายจากการรับ

บรกิารสาธารณสขุ พ.ศ. ... ซึง่อยู่ในกระบวนการตราพระราชบญัญตัแิละพระราชบญัญตัปิระกอบ

รัฐธรรมนูญ ตามรัฐธรรมนูญแห่งราชอาณาจักรไทย พุทธศักราช 2550 (ส�ำนักงานคณะกรรมการ

สุขภาพแห่งชาติ, 2553)

7. บทสรุป

การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการในระดับโมเลกุลร่วมกับเทคนิควิธีการทาง

คณิตศาสตร์และกรอบแนวคิดทางสถิติ สามารถน�ำไปใช้เชิงประยุกต์ โดยน�ำมาวิเคราะห์เพ่ือหา

ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ เช่น การพิสูจน์ทราบแหล่งที่มาของจุลินทรีย์ที่เป็นเชื้อสาเหตุของความเจ็บ

ป่วย (อาทิ ไวรัสตับอักเสบ ซี) ซึ่งอาจเกิดจากการแพร่กระจายเชื้อโดยที่ไม่ได้ตั้งใจผ่านทาง

กระบวนการดแูลและรกัษาผูร้บับรกิารทางการแพทย์ หรอืการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล เพ่ือน�ำข้อมลู

ที่ได้ไปเป็นพยานหลักฐานทางระบาดวิทยาระดับโมเลกุลในการประกอบการพิจารณาคดีในชั้น

ศาลยุตธิรรม เป็นต้น ซึง่ต้องอาศยับคุลากรท่ีมคีวามเชีย่วชาญทางด้านชวีวิทยาเชงิวิวัฒนาการใน

การวิเคราะห์ การแปลผล และการรายงานผล เพ่ือให้การตดัสนิคดคีวามเป็นไปอย่างยุตธิรรมและ

โปร่งใส รวมทั้งผู้เสียหายจากการรับบริการสาธารณสุขได้รับการช่วยเหลือหรือชดเชยอย่างเป็น

ธรรมและมีประสิทธิภาพ
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