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ความเป็นมา  ปัจจุบันมีผู้ป่วยคนไทยจ�ำนวนมากที่ขึ้นทะเบียนรอรับเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตจาก Thai Stem Cell Donor Registry 

แต่ยังไม่สามารถหาผู้บริจาคที่ไม่ใช่ญาติที่มี human leukocyte antigens (HLA) ตรงกัน ปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลต่อการคัดเลือกคือ การ

ตรวจชนิดของอัลลีล HLA ในผู้บริจาคที่รายงานผลเป็น low/intermediate resolution ท�ำให้ต้องใช้เวลาตรวจ high resolution 

เพิ่มเติมเพื่อระบุชนิดของอัลลีล HLA ทั้ง HLA-A, -B, -C และ -DRB1  วัตถุประสงค ์ เพื่อประเมินชุดน�้ำยาตรวจหาอัลลีล HLA 

แบบ high resolution ด้วยเทคนิค next generation sequencing (NGS)  วัสดุและวิธีการ ประเมินการตรวจอัลลีล HLA ใน

ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบผลแล้ว 24 ตัวอย่างโดยใช้ชุดน�้ำยาของบริษัทต่างประเทศ และเปรียบเทียบผลการตรวจอัลลีล HLA ทั้ง 5 

loci (HLA-A, -B, -C, -DRB1 และ -DQB1) กับผลที่ได้จากโครงการทดสอบความช�ำนาญส�ำหรับการตรวจ HLA ผลการศึกษา ผล

ตรวจอัลลีล HLA ถูกต้องเป็น single allele ของแต่ละ locus แบบ 4 ต�ำแหน่งด้วยชุดน�้ำยา 3 บริษัท คือ Holotype HLA 99.05%; 

NGSgo 98.18% และ AllType NGS assay 99.09%  ส่วนระยะเวลาที่ใช้ในการตรวจทั้งหมดนั้นแตกต่างกัน ตั้งแต่ 31 ชั่วโมง 

(AllType NGS assay)  32 ชั่วโมง (NGSgo) และ 41 ชั่วโมง 30 นาที (Holotype HLA) ตามล�ำดับ  ข้อจ�ำกัดในการแปลผลเกิด

จากการออกแบบไพรเมอร์ของอัลลีล HLA ที่แตกต่างกัน โปรแกรมการวิเคราะห์และประสบการณ์ของบุคลากร ท�ำให้เวลาของการ

ประมวลผลแตกต่างกัน  สรุป การศึกษานี้ได้ประเมินชุดน�้ำยาของบริษัทต่างประเทศเพื่อตรวจอัลลีล HLA ระดับ high resolution 

ด้วยเทคนิค NGS โดยตรวจในตัวอย่างควบคุมคุณภาพซึ่งผลการตรวจถูกต้องมากกว่าร้อยละ 98 แต่มีความแตกต่างกันในเรื่องของ

ระยะเวลา ขั้นตอนการตรวจและการวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป  อย่างไรก็ตามการเลือกใช้ชุดน�้ำยาอาจต้องพิจารณาความ

เหมาะสมเรื่องต้นทุนน�้ำยาและจ�ำนวนตัวอย่างที่ทดสอบด้วย

คำ�สำ�คัญ :	l HLA typing  l Allele  l Next generation sequencing
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Abstract:

Background:  Currently, many Thai patients who have registered for unrelated stem cell donors from the Thai 

Stem Cell Donor Registry (TSCDR) but could not find human leukocyte antigens (HLA) - matched donors.  One 

factor that influenced the selection was donors’ HLA allele typing results reported as low/intermediate resolution. 

Thus, more time was needed to perform high resolution typing in order to identify HLA-A, -B, -C and -DRB1 

alleles.  Objective:  To evaluate next generation sequencing (NGS) platforms for high resolution HLA allele typing. 

Materials and Methods:  HLA allele typing was performed in 24 known DNA samples using commercial reagent 

kits. The HLA typing results of 5 loci (HLA-A, -B, -C, -DRB1 and -DQB1) were compared with the results obtained 

from the proficiency testing programs.  Results:  The three commercial kits could identify 4 digits resolution 

typing of each locus and the concordance with the known alleles was 99.05%, 98.18% and 99.09% for Holotype 

HLA, NGSgo, and AllTypeNGS assay, respectively.  Times requiring for the whole process of typing varied from 

31 hours (AllTypeNGS assay), 32 hours (NGSgo) and 41 hours and 30 minutes (Holotype HLA), respectively.  Test 

limitations were due to different primer design and software analysis.  Conclusion:  In this study, we evaluated 

NGS platforms for high resolution HLA typing.  All kits were able to give HLA typing results as the same 

alleles with more than 98% accuracy.  Differences in testing time, procedures and program analysis were found.  

However, the analysis for cost of reagents and number of samples tested are needed to be considered before 

HLA typing by NGS can be implemented in TSCDR.

Keywords :	 l HLA typing  l Allele  l Next generation sequencing
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บทน�ำ

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย เป็นองค์กรที่ได้รับ

การอนุมัติจากแพทยสภา ให้ด�ำเนินการจัดตั้ง Thai Stem Cell 

Donor Registry (TSCDR) ตั้งแต่เดือนเมษายน พ.ศ. 25451 เพื่อ

หาผู้บริจาคที่ไม่ใช่ญาติ (unrelated donors) และมี human leu-

kocyte antigens (HLA) ตรงกันกับผู้ป่วย ทั้งนี้ได้เริ่มท�ำการตรวจ 

HLA-A และ HLA-B ในอาสาอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการจ�ำนวน 

1,652 ราย และศึกษาความถี่ของแอนติเจน HLA-A และ HLA-

B พบว่ามีการกระจายของแอนติเจนแตกต่างกันในกลุ่มประชากร

แต่ละภาคของประเทศไทย  ดังนั้นการเพิ่มจ�ำนวนอาสาสมัครจะส่ง

ผลให้มีโอกาสในการพบแอนติเจน HLA ชนิดที่พบน้อยได้ดีขึ้น2 

หลังจากนั้นได้เพิ่มการตรวจ HLA-DRB1 และต่อมาในปี พ.ศ. 

2556 ได้เพิ่มการตรวจ HLA-C ในอาสาสมัครรายใหม่ทุกราย จนถึง

เดือนธันวาคม พ.ศ. 2560 มีอาสาสมัครที่ขึ้นทะเบียนและมีผลการ

ตรวจ HLA จ�ำนวน 181,919 ราย อย่างไรก็ตามยังคงมีผู้ป่วยคน

ไทยที่ขึ้นทะเบียนรอรับบริจาคเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่ไม่พบผู้

บริจาคที่มี HLA เหมือนกันประมาณร้อยละ 50 ปัจจัยหนึ่งซึ่งส่ง

ผลต่อการคัดเลือกคือ การตรวจชนิดของอัลลีล HLA ในผู้บริจาค

ซึ่งรายงานผลเป็น low/intermediate resolution ท�ำให้ผู้ป่วย

ต้องรอนานขึ้น เพราะต้องใช้เวลาตรวจ high resolution เพิ่มเติม

เพื่อระบุชนิดของอัลลีล HLA ทั้ง HLA-A, -B, -C และ -DRB13

ตามข้อก�ำหนดของ World Marrow Donor Association 

(WMDA) การปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตในกรณีผู้บริจาคที่

ไม่ใช่ญาติควรเลือกผู้บริจาคที่มี HLA เหมือนกันมากที่สุด เพื่อให้

เซลล์ที่ปลูกถ่ายให้ผู้ป่วยอยู่ได้นานและลดการเกิด graft-versus-

host disease (GVHD) จากรายงานการศึกษาของต่างประเทศพบ

ว่า ผู้ป่วยที่ได้รับเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่มี HLA-A, -B, -C และ 

-DRB1 แบบ 8/8 match4 และ/หรือ HLA-A, -B, -C, -DRB1 

และ -DQB1 แบบ 10/10 match5 มีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่า 

ผู้ป่วยที่ได้รับเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่เป็น HLA mismatch บาง

กรณีควรพิจารณาความเข้ากันได้ของ HLA-DRB3/4/5, -DQB1 

และ -DPB1 ร่วมด้วย กล่าวคือผู้ป่วยที่ได้รับเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ด

โลหิตจากผู้บริจาคที่เป็น HLA-A, -B, -C และ -DRB1 แบบ 

7/8 match ร่วมกับ HLA-DRB3/4/5, -DQB1 และ -DPB1 

mismatch ตั้งแต่ 3 อัลลีลขึ้นไปจะมีอัตราการรอดชีวิตน้อยกว่า 

ผู้ป่วยที่ได้รับเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่เป็น HLA-A, -B, -C และ 

-DRB1 แบบ 7/8 match ร่วมกับ HLA-DRB3/4/5, -DQB1 

และ -DPB1 mismatch แบบ 0-1 อัลลีล4  จากรายงานผู้ป่วย

ในประเทศสหรัฐอเมริกา ชนิดของอัลลีล HLA ที่มีผลต่ออัตรา

การอยู่รอดของผู้ป่วยคือ HLA-A, -B, -C และ -DRB1 และ

ในประเทศญี่ปุ่นผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ด

โลหิตที่มี mismatch ของ HLA class I คือ HLA-A, -B และ 

-C มีโอกาสรอดชีวิตน้อยกว่าผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ต้น

ก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่มี HLA class I match และ ผู้ป่วยที่ได้รับการ

ปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่มี HLA-DRB1 และ -DQB1 

mismatch จะมีโอกาสเสี่ยงท�ำให้เกิด acute graft-versus-host 

disease (aGVHD) และมีอัตราการตายมากกว่าผู้ป่วยที่ได้รับการ

ปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่มี HLA-DRB1 และ -DQB1 

match6  ซึ่งความเข้ากันได้ต้องพิจารณาผลการตรวจอัลลีล HLA 

ระดับ high resolution โดยผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ต้น

ก�ำเนิดเม็ดโลหิตด้วย HLA match ระดับ high resolution มี

การรอดชีวิตมากกว่าผู้ป่วยที่รับการปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ด

โลหิตด้วย HLA match ระดับ low/intermediate resolution5

เทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) ที่ใช้

ตรวจ HLA typing รายงานผลได้หลายระดับคือ low/inter-

mediate และ high resolution วิธี PCR-sequence-specific 

oligonucleotide (PCR-SSO) และ PCR-sequence specific 

primer (PCR-SSP) เป็นวิธีที่รายงานผลเป็น low/intermediate 

resolution การตรวจใช้เวลานานและต้องมีขั้นตอน post PCR 

ซึ่งอาจท�ำให้เกิดความผิดพลาดได้ ในปี พ.ศ. 2560 ศูนย์บริการ

โลหิตแห่งชาติร่วมมือกับศูนย์รับบริจาคอวัยวะ สภากาชาดไทย 

น�ำวิธี real-time PCR มาใช้ในงานตรวจผู้บริจาคไตสมองตาย

พบว่าขั้นตอนและเวลาการตรวจอัลลีล HLA น้อยกว่าทั้งสองวิธี

ที่กล่าวข้างต้น อีกทั้งสามารถรายงานผลอัลลีลได้เพิ่มถึง 11 loci 

(HLA-A -B -C -DRB1 -DRB3/4/5 -DQA1, -DQB1, -DPA1 

และ -DPB1) แต่ผลการตรวจรายงานเป็น low/intermediate 

resolution7  ปัจจุบันมีการพัฒนาการตรวจ HLA ระดับ high 

resolution โดยใช้เทคนิค sequence-based typing (SBT) และ 

next generation sequencing (NGS) เพื่อช่วยแก้ปัญหาผล

การตรวจอัลลีล HLA บางชนิดที่ยังไม่สามารถสรุปผลได้ชัดเจน

ด้วยวิธีอื่นซึ่งวิธี SBT และ NGS สามารถรายงานผลอัลลีลได้

ชัดเจนและถูกต้องแม่นย�ำ8  อีกทั้งวิธี NGS สามารถตรวจหาล�ำดับ

เบสในปริมาณมากได้อย่างรวดเร็วพร้อมกันหลายตัวอย่าง (high-

throughput)9 ส่งผลให้ต้นทุนการตรวจต่อตัวอย่างมีราคาลดลง

เมื่อเทียบกับวิธี PCR-SSP10,11 แต่มีข้อจ�ำกัดคือต้องอาศัยบุคลากร

ที่มีประสบการณ์ในการแปลผลการตรวจ  แต่อย่างไรก็ตามมีการ

พัฒนาใช้เทคนิคที่เป็น semi-automated NGS12 ซึ่งสามารถตรวจ

อัลลีล HLA ที่ระบุความละเอียด 4-6 ต�ำแหน่ง และช่วยลดปัญหา

การรายงานผลที่ไม่ชัดเจนได้ จึงเหมาะส�ำหรับการตรวจในผู้ป่วย

รอการปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตที่มีความจ�ำเป็นต้องใช้ผล 



พัชรินทร์  บุญปกครอง และคณะ

J Hematol Transfus Med  Vol. 28  No. 3  July-September 2018

252

อัลลีล HLA ระดับ high resolution การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์

เพื่อประเมินชุดตรวจหาอัลลีล  HLA ด้วยเทคนิค NGS โดยใช้

น�้ำยาจากบริษัทต่างประเทศและประยุกต์ใช้ในการตรวจคัดเลือก

ผู้บริจาคเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิต

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างทดสอบ

ตวัอย่างดเีอน็เอทีท่ราบผลการตรวจอลัลลี HLA ระดบั high 

resolution จ�ำนวน 24 ตัวอย่าง ตามจ�ำนวนน�้ำยาที่บริษัทให้

เพ่ือการทดสอบโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย ซ่ึงเป็นตัวอย่าง external 

quality control ที่ไม่ได้ขออนุมัติจริยธรรมการวิจัยในคนเพราะ

ไม่สามารถระบุข้อมูลส่วนบุคคลได้ ประกอบด้วยตัวอย่างจาก

การเข้าร่วมโครงการทดสอบความช�ำนาญส�ำหรับการตรวจ HLA 

ของ Asia-Pacific Histocompatibility and Immunogenetics 

Association (APHIA) และ The American Society for 

Histocompatibility and Immunogenetics (ASHI) จ�ำนวน 22 

ตัวอย่าง และจากโครงการ Proficiency testing เพื่อการจัดสรร

อวัยวะ ศูนย์รับบริจาคอวัยวะ สภากาชาดไทยจ�ำนวน 2 ตัวอย่าง ซึ่ง

เป็นดีเอ็นเอตั้งแต่เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2558 ถึง เดือนมิถุนายน 

พ.ศ. 2560 รายละเอียดดังแสดงใน Table 1

วิธีการศึกษา

น�ำตัวอย่าง DNA ทั้ง 24 ตัวอย่างมาทดสอบหาอัลลีล HLA-

A, -B, -C, -DRB1 และ -DQB1 ด้วยชุดน�้ำยาของบริษัทต่าง

ประเทศ 3 บริษัท คือ Holotype HLA (Omixon Ltd., Buda-

pest, Hungary); NGSgo (GenDx, Utrecht, Netherlands) 

และ AllType NGS assay (One Lambda, Thermo Fisher 

Scientific, Canoga Park, CA, USA) โดยน�้ำยาทั้ง 3 บริษัท

ใช้ปริมาณ DNA ตั้งต้น 1.35 µg, 0.9 µg และ 0.05 µg ต่อ 1 

Table 1  HLA typing results of 24 known DNA samples

Sample 

No.

HLA alleles

A A B B C C DRB1 DRB1 DQB1 DQB1

1 23:01 29:02 53:01 81:01 06:02 18:01 08:04 13:02 04:02 06:04

2 02:02 23:01 15:16 44:10 04:01 14:02 07:01 15:03 02:02 06:02

3 02:01 68:02 08:01 55:01 03:03 03:04 08:01 13:04 03:19 04:02

4 74:01  - 35:01 53:01 04:01 16:01 01:02 11:01 03:19 05:01

5 01:01 26:01 07:02 08:01 03:04 07:02 13:04 15:01 03:19 06:02

6 02:02 23:01 15:16 44:10 04:01 14:02 07:01 15:03 02:02 06:02

7 24:02 68:01 40:01 44:02 03:04 16:04 04:04 11:04 03:01 03:02

8 29:02 33:03 15:31 45:01 04:27 16:01 04:01 15:03 03:02 06:02

9 23:17 68:15 08:01 15:10 03:04 07:01 03:01 11:01 02:01 06:02

10 02:01 03:01 15:01 27:05 02:02 03:04 04:01 13:01 03:02 06:03

11 74:01  - 15:03 50:01 02:10 06:02 03:02 13:02 04:02 06:09

12 02:02 68:02 42:01 53:01 04:01 17:01 03:01 08:04 02:01 04:02

13 29:02 68:02 13:02 15:37 03:04 06:02 01:01 03:01 02:01 05:01

14 23:01 33:03 07:02 18:01 05:01 07:02 11:01 14:54 03:19 05:03

15 02:01 11:01 27:02 56:01 01:02 02:02 01:01 16:01 05:01 05:02

16 02:01 03:01 15:01 27:05 02:02 03:04 04:01 13:01 03:02 06:03

17 02:01 02:05 27:05 50:01 01:02 06:02 01:01 07:01 02:02 05:01

18 11:01 24:02 15:01 15:12 03:03 04:01 11:01 12:02 03:01  -

19 23:01 74:01 15:03 58:02 02:10 06:02 03:01 07:01 02:01 02:02

20 01:37 32:01 40:02 57:01 02:02 06:02 07:01 15:01 03:03 06:02

21 02:01 31:01 15:17 51:01 07:01 15:02 04:07 13:02 03:01 06:04

22 11:01 26:01 35:01 38:01 02:02 12:03 10:01 11:01 03:01 05:01

23 02:07 30:01 13:02 46:01 01:33 06:02 04:05 09:01 03:03 04:01

24 11:01 24:07 27:06 35:05 03:04 04:01 12:02 14:05 03:01 05:03

http://www.ashi-hla.org/
http://www.ashi-hla.org/
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ตัวอย่าง ในขั้นตอนการท�ำ PCR amplification ตามล�ำดับ ส�ำหรับ 

primers ของ AllType NGS assay เป็น multiplex ที่ประกอบ

ด้วย primers รวม 11 loci ใน PCR reaction เดียวกัน primers 

ของ Holotype HLA และ NGSgo เป็น singleplex ที่มี prim-

ers แยกตามชนิด locus เช่น ส�ำหรับการตรวจ 5 loci ต้องเต

รียม PCR reactions 5 ตัวอย่าง รายละเอียดของชุด primers 

แต่ละบริษัทแสดงใน Table 2 ในขั้นตอน size selection ของ 

Holotype HLA จะใช้ pippin prep แต่ NGSgo และ AllType 

NGS assay ใช้ magnetic beads เพื่อแยกขนาด amplicon 

และในขั้นตอน quantitation ของ AllType NGS assay จะ

ใช้เครื่อง fluorometer (Qubit, Thermo Fisher Scientific, 

MA, USA) แต่ NGSgo และ Holotype HLA ใช้เครื่อง real-

time PCR (LightCycler 480, Roche Molecular Systems, 

CA, USA) ส�ำหรับเครื่อง sequencer ที่ใช้กับน�้ำยา Holotype 

HLA และ NGSgo เป็น เครื่อง Miseq (Illumina, CA, USA) 

น�้ำยา AllType NGS assay ใช้เครื่อง Ion S5 (One Lambda, 

Thermo Fisher Scientific, CA, USA) โดยท�ำการทดสอบตาม

ขั้นตอนปฏิบัติในคู่มือการใช้งานและข้อแนะน�ำของบริษัทผู้ผลิต ซึ่ง

มีขั้นตอนโดยย่อ ดังแสดงใน Figure 1

ข้อมูลล�ำดับเบสแต่ละเส้นที่ได้จากเครื่อง sequencer จะออก

มาในรูปแบบ FASTQ file จากน�้ำยา NGSgo ของบริษัท GenDx 

และ น�้ำยา Holotype HLA ของบริษัท Omixon หรือ BAM file 

จากน�้ำยา AllType NGS assay ของบริษัท One Lambda และ

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรมการแปลผลของแต่ละบริษัท ซึ่งโปรแกรม 

HLA Twin (Omixon Ltd., Budapest, Hungary) ใช้กับน�้ำยา 

Holotype HLA, โปรแกรม NGSengine (GenDx, Utrecht, 

Netherlands) ใช้กับน�้ำยา NGSgo และ โปรแกรม Type Stream 

(One Lambda, Thermo Fisher Scientific, Canoga Park, 

CA, USA) ใช้กับน�้ำยา AllType NGS assay ได้ข้อมูลออกมาเป็น 

HLA allele แล้วน�ำมาวิเคราะห์หาร้อยละของความสอดคล้องของ

แต่ละอัลลีล ผู้วิจัยได้เปรียบเทียบผลการตรวจ HLA-A, -B, -C, 

-DRB1 และ -DQB1 ระดับ high resolution ของชุดตรวจทั้ง 3 

บริษัท กับผลการตรวจตัวอย่างควบคุมคุณภาพที่ได้จากโครงการ

ทดสอบความช�ำนาญส�ำหรับการตรวจ HLA

ผลการศึกษา

ผลการทดสอบด้วยชุดน�้ำยาตรวจหา HLA อัลลีล ชนิด HLA-

A, -B, -C, -DRB1 และ -DQB1 ระดับ high resolution ด้วย

เทคนิค NGS ของชุดตรวจทั้ง 3 บริษัทจากอัลลีลทั้งหมด 108 

คู่อัลลีล จ�ำนวน 24 ตัวอย่าง พบว่าผลตรวจถูกต้องเป็น single 

allele ของแต่ละ locus แบบ 4 ต�ำแหน่ง โดยน�้﻿﻿ำยา Holotype  

HLA สามารถแปลผลถูกต้องเป็น single allele จ�ำนวน 107 คู่ 

อลัลลี (99.07%) มีตัวอย่าง 1 ราย คือ หมายเลข 17 ไม่สามารถแยกคู่ 

อัลลีล HLA-A ได้ ส่วนน�้ำยา NGSgo สามารถแปลผลถูกต้องเป็น 

single allele จ�ำนวน 106 คู่อัลลีล (98.15%) มีตัวอย่าง 2 รายคือ 

หมายเลข 3 และ 23 ไม่สามารถแยกคู่อัลลีล HLA-DRB1 ได้ และ 

น�้ำยา AllType NGS Assay สามารถแปลผลถูกต้องเป็น single 

allele จ�ำนวน 107 คู่อัลลีล (99.07%) โดยตัวอย่างหมายเลข 5 

ไม่สามารถแยกอัลลีล HLA-B ได้ รายละเอียดดังแสดงใน Table 

3 และ Table 4

เมื่อเปรียบเทียบเวลาในการปฏิบัติงานของทั้ง 3 บริษัทตั้งแต่ขั้น

ตอน PCR amplification จนถึงรายงานผล HLA typing พบว่า

เวลาที่ใช้ในการตรวจทั้งหมดของชุดน�้ำยา Holotype HLA, NGSgo 

และ AllType NGS Assay คือ 41 ชั่วโมง 30 นาที  32 ชั่วโมง 

และ 31 ชั่วโมง ตามล�ำดับ  ซึ่งเวลาที่แตกต่างกันนี้เนื่องจากขั้นตอน

การปฏิบัติงานมีความแตกต่างกัน ชุดน�้ำยา Holotype  HLA และ 

NGSgo ใช้ระยะเวลาในขั้นตอน PCR amplification 7 ชั่วโมง 

30 นาที  ขณะที่ชุดน�้ำยา AllType NGS Assay ใช้เวลาในการ

ท�ำ PCR amplification เพียง 2 ชั่วโมง 30 นาที  ส่วนชุดน�้ำยา

ของ AllType NGS Assay มีขั้นตอน purification เพิ่มหลังขั้น

ตอน PCR amplification และชุดน�้ำยาของ Holotype HLA มี

ขั้นตอน amplicon normalization เพิ่มหลังจากท�ำ amplicon 

Table 2  The NGS primer sets of each vender were used to identify HLA alleles

Commercial kit Primer set Targeted region

Holotype HLA HLA-A,-B,-C,-DQB1 Whole gene

HLA-DRB1 Intron 1 to exon 5

NGSgo HLA-A,-B,-C Whole gene

HLA-DRB1, -DQB1 Exon 2,3

AllType NGS assay HLA-A,-B,-C, Whole gene

HLA-DRB1, -DQB1 Exon 2 to 3’ UTR
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Holotype  HLA

PCR amplification

(7 hrs 30 min)

NGSgo

PCR amplification

(7 hrs)

AllType NGS Assay

PCR amplification

(2 hrs 30 min)

Purification (30 min)

Amplicon quantitation

(30 min)

Amplicon quantitation

(30 min)

Amplicon quantitation

(1 hr)

Amplicon normalization

(1 hr)

Library preparation

(8 hrs 25 min)
-Pooling (liquid handling)

-Clean up

-Fragmentation

-Liquid  handling  (adaptor, 

ligation)

-Purification

-Size selection

-Quantitation

Library preparation

(6 hrs 25 min)
-Pooling (liquid handling)

-Fragmentation

-Adaptor ligation

-Clean up, size selection

-Liquid  handling  (indexing)

-Pooling, clean up, size selection

-Quantitation

Library preparation

(9 hrs 45 min)
-Fragmentation

-Adaptor  ligation

-Size Selection

-Amplification, Purification

-Quantitation

-Pooling

-Loading (Ion Chef)

Sequencing  by Miseq

(15 hrs 25 min)

Sequencing  by Miseq

(15 hrs 25 min)

Sequencing  by Ion S5

(14 hrs 25 min)

Data analysis (9 hrs) Data analysis (3 hrs) Data analysis (3 hrs)

Total time 41 hrs 30 min Total time 32 hrs Total time 31 hrs

Figure 1   Next generation sequencing workflow for HLA typing among 3 venders
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quantitation  ส่วนขั้นตอนการท�ำ library preparation ใช้เวลา

ปฏิบัติงานเรียงจากน้อยไปหามากในชุดน�้ำยา NGSgo, Holotype  

HLA และ AllType NGS Assay ตามล�ำดับ  ส�ำหรับระยะ

เวลาที่ใช้เครื่อง sequencer ชุดน�้ำยาทั้ง 3 บริษัทนั้นใกล้เคียงกัน 

การวิเคราะห์ผลการตรวจอัลลีลต้องน�ำไฟล์ที่ได้มาวิเคราะห์ผลใน

คอมพิวเตอร์ โดยชนิดของไฟล์นั้นมีความแตกต่างกันคือ ชุดน�้ำยา

ของ AllType NGS Assay ใช้กับเครื่อง Ion S5 ใช้ BAM file 

ส่วน NGSgo และ Holotype HLA ใช้กับเครื่อง Miseq จะใช้ 

FASTQ file โปรแกรมที่ใช้วิเคราะห์ผลมีส่วนท�ำให้ระยะเวลาของ

การประมวลผลแตกต่างกัน กล่าวคือ โปรแกรมส�ำหรับวิเคราะห์ผล

ของชุดน�้ำยา Holotype HLA ใช้เวลา 9 ชั่วโมง แต่ชุดน�้ำยาของ 

NGSgo และ AllType NGS Assay ใช้เวลาในการวิเคราะห์ผล

เพียง 3 ชั่วโมง จากที่กล่าวมาแล้วจะเห็นว่า ระยะเวลารวมตั้งแต่ 

PCR amplification ถึง data analysis ของการใช้ชุดน�้ำยาแต่ละ

บริษัทมีความแตกต่างกัน โดยสามารถเรียงล�ำดับจากน้อยไปหามาก

ได้ดังนี้ AllType NGS Assay, NGSgo และ Holotype HLA

วิจารณ์

ในประเทศไทย การปลูกถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดโลหิตจาก 

ผู้บริจาคที่ไม่ใช่ญาตินั้น ปัจจัยที่ส่งผลให้ผู้ป่วยมีโอกาสพบผู้บริจาค

ในการขึ้นทะเบียนค้นหาครั้งแรก ได้แก่ เพศ อายุ หมู่เลือด เชื้อ 

ชาติ และกลุ่มโรค malignant diseases นอกจากนี้ผู้ป่วยที่มีผล

ตรวจอัลลีล HLA ชนิด high resolution ตั้งแต่ขึ้นทะเบียนจะ

ช่วยลดเวลาในการค้นหาผู้บริจาคท�ำให้ผู้ป่วยได้รับการปลูกถ่ายได้

เร็วขึ้น3 ซึ่งคล้ายคลึงกับรายงานในประเทศสวิตเซอร์แลนด์ พบว่า 

ผู้ป่วยที่ขึ้นทะเบียนด้วยผล HLA high resolution มีระยะเวลา

เฉลี่ยในการพบผู้บริจาคแบบ HLA identical match เร็วกว่า

ผู้ป่วยที่ขึ้นทะเบียนด้วยผล HLA low/intermediate resolu-

tion5  การตรวจอัลลีล HLA ด้วยเทคนิค NGS สามารถระบุ

ความละเอียดในระดับ high resolution เป็น single allele ของ

แต่ละ locus แบบ 4-6 ต�ำแหน่ง ได้ผลถูกต้องร้อยละ 98  เมื่อ

เปรียบเทียบกับผล allele consensus ของ EQC program จาก

รายงานของ Gandhi และคณะ ที่ท�ำการตรวจ HLA-A, -B, -C, 

Table 3  Concordance rate compared with the EQC HLA typing results

% Concordance

HLA locus Holotype HLA NGSgo AllType NGS Assay

HLA-A 95.24 100.00 100.00

HLA-B 100.00 100.00 95.45

HLA-C 100.00 100.00 100.00

HLA-DRB1 100.00 90.91 100.00

HLA-DQB1 100.00 100.00 100.00

Average 99.05 98.18 99.09

Table 4  HLA allele discrepancies reported by 3 venders

Sample No. Results reported by

Holotype  HLA NGSgo AllType  NGS Assay

HLA-A      

(No. 17) A*02:01, 02:05 A*02:01, 02:05 A*02:01, 02:05

  A*02:14, 02:22    

HLA-B      

(No. 5) B*07:02, 08:01 B*07:02, 08:01 B*07:02, 08:01

      B*08:156, 42:01

HLA-DRB1      

(No. 3) DRB1*08:01, 13:04 DRB1*08:01, 13:04 DRB1*08:01, 13:04

    DRB1*08:77, 13:04  

(No. 23) DRB1*09:01, 04:05 DRB1*09:01, 04:05 DRB1*09:01, 04:05

    DRB1*09:21, 04:05  
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-DRB1, -DQA1, -DQB1, -DPA1 และ -DPB1 ในผู้ป่วยชาว

อเมริกันจ�ำนวน 2,532 ราย ได้ผลถูกต้องสูงถึงร้อยละ 99.7 เมื่อ

เปรียบเทียบกับเทคนิค SBT PCR-SSO หรือ SSP13

การศึกษาคร้ังนี้ ได้ประเมินการตรวจอัลลีล HLA ระดับ 

high resolution โดยใช้น�้ำยาจากบริษัทต่างประเทศ ท�ำการตรวจ 

ตัวอย่างจ�ำนวน 24 ราย ตรวจ HLA 5 loci ประกอบด้วย HLA-A, 

-B, -C, -DRB1 และ -DQB1 พบว่า ผลการตรวจให้ผลถูกต้อง

มากกว่าร้อยละ 98 ความผิดพลาดอาจเกิดจากการแปลผลด้วย

โปรแกรมอัตโนมัติที่มีข้อจ�ำกัดไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง 

อัลลีล แม้ว่าจะใช้ primer ที่เป็น whole gene แล้วก็ตาม เช่น ผล 

HLA-A จากน�้ำยา Holotype HLA และ ผล HLA-B จากน�้ำยา 

AllType NGS assay โดยต้องน�ำล�ำดับเบสที่ตรวจได้ไปเปรียบ

เทียบผลกับเว็บไซต์ของ IMGT database ซึ่งจ�ำเป็นต้องใช้บุคลากร

ที่มีประสบการณ์ในการแปลผลและสรุปผลการตรวจ  ทั้งนี้การสรุป

ผลของโปรแกรมเกิดจากการน�ำข้อมูลยีนสายสั้นๆ มาเรียงกันแล้ว

เทียบกับข้อมูลยีนอ้างอิง (reference HLA allele) จึงมีโอกาสเกิด 

false positive ได้ เพราะยีนสายสั้นนั้นจะมีโอกาสเหมือนยีนอื่นได้

มากกว่ายีนสายยาว จึงเป็นสาเหตุที่ท�ำให้เกิด phase ambiguity 

ซึ่งแก้ไขโดยผู้ปฏิบัติงานต้องเข้าไประบุต�ำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ถูก

ต้องจึงจะสามารถแปลผลได้9,14 นอกจากนี้ยังพบข้อจ�ำกัดของน�้ำยา

ที่ไม่สามารถสรุปผลของการเกิด ambiguity ได้ เช่น ไม่สามารถ

แยกผลระหว่าง HLA-DRB1*08:01 กับ HLA-DRB1*08:77 และ 

HLA-DRB1*09:01 กับ HLA-DRB1*09:21 ซึ่งยีนทั้ง 2 คู่นี้มีความ

แตกต่างของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณ exon 4 ซึ่งสอดคล้อง

กับรายงานของ Yin และคณะ9 ที่พบปัญหาการเกิด ambiguity 

ของ HLA-DRB1*04:07 กับ DRB1*04:92 และ DRB1*09:01 

กับ DRB1*09:21 ที่มีความแตกต่างของล�ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

exon 4 และ DRB1*12:01 กับ DRB1*12:10 มีความแตกต่าง

ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ exon 1 แต่สามารถแก้ปัญหาได้

โดยใช้น�้ำยาที่สามารถตรวจผล HLA-DRB1 ได้ครอบคลุมตั้งแต่ 

exon 1 ถึง 615 เมื่อเปรียบเทียบเวลาในการปฏิบัติงานรวมตั้งแต่ 

PCR amplification  ถึงขั้นตอน data analysis น�้ำยา NGSgo 

และ AllType NGS assay ใช้เวลาปฏิบัติงานใกล้เคียงกัน แต่ 

โปรแกรม Type Stream ของน�้ำยา AllType NGS assay สามารถ

วิเคราะห์ผล HLA ทั้ง 11 loci ได้รวดเร็วกว่า มีความสอดคล้อง

กับการศึกษาของ Van Sandt และคณะ ที่ได้ประเมินน�้ำยาของ 

4 บริษัท พบว่า ระยะเวลาที่ใช้เรียงตามล�ำดับมากไปหาน้อยดังนี้ 

Holotype HLA,  NGSgo, Mia Fora และ NXtype16

จากที่กล่าวข้างต้นก่อนน�ำน�้ำยามาใช้ในห้องปฏิบัติการ ควร

พิจารณาผลการตรวจอัลลีล HLA ขั้นตอนการท�ำงาน เวลาปฏิบัติ

งาน ความพร้อมของเครื่องมือและประสบการณ์ของบุคลากร และ

จ�ำนวนตัวอย่างต่อรอบการตรวจที่เหมาะสม ส�ำหรับการตรวจอัลลีล 

HLA ด้วยเทคนิค NGS นั้นต้องใช้เครื่องมือและอุปกรณ์หลายชนิด

จึงต้องมีการฝึกอบรมด้านเทคนิค และเพิ่มประสบการณ์การตรวจ

อัลลีล HLA อีกทั้งพื้นที่ของห้องปฏิบัติการควรแบ่งเป็นสัดส่วนให้

ชัดเจนระหว่าง pre-PCR และ post-PCR เพื่อลดการปนเปื้อนใน

ตัวอย่าง ส�ำหรับห้องที่ติดตั้งเครื่อง sequencer ต้องมีการจัดการ

ระบบอุณหภูมิ ความชื้น ให้เหมาะสมตามค�ำแนะน�ำของบริษัท ทั้งนี้

จุดคุ้มทุนของการใช้เทคนิค NGS ต้องมีจ�ำนวนตัวอย่างอย่างน้อย 

192 ตัวอย่างต่อ 1 ครั้ง จึงจะมีราคาทุนของการตรวจน้อยกว่า

เทคนิค PCR-SSO และ PCR-SSP

สรุป

การศึกษานี้ได้ประเมินชุดน�้ำยาของบริษัทต่างประเทศเพื่อตรวจ

หาอัลลีล HLA ระดับ high resolution ด้วยเทคนิค NGS โดย

ตรวจจากตัวอย่างควบคุมคุณภาพผลการตรวจที่ได้ถูกต้องมากกว่า

ร้อยละ 98 แต่มีความแตกต่างกันในเรื่องระยะเวลาของการตรวจ 

ขั้นตอนการทดสอบ และการวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป  

อย่างไรก็ตามการเลือกใช้ชุดน�้ำยาอาจต้องพิจารณาความเหมาะสม

เรื่องต้นทุนน�้ำยาและจ�ำนวนตัวอย่างที่ทดสอบด้วย 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีฝ่ายห้องปฏิบัติการพิเศษ ศูนย์บริการ

โลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ท่ีให้ความอนุเคราะห์สถานที่และ

เครื่องมือในการท�ำวิจัยครั้งนี้ 
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