
253

วารสาร​โลหติ​วทิยา​และ​เวชศาสตรบ์รกิาร​โลหติ  ปีที ่31  ฉบบั​ที ่3  กรกฎาคม-กนัยายน 2564

ไดร้บัตน้ฉบบั 24 มถินุายน 2564   แกไ้ขบทความ 30 กรกฎาคม 2564   รบัลงตพีมิพ ์23 สงิหาคม 2564

ตอ้งการส�ำเนาตน้ฉบบัตดิต่อ รศ.พญ. ศศิจติ เวชแพศย ์ ภาควชิาเวชศาสตรก์ารธนาคารเลอืด คณะแพทยศาสตรศิ์ราชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล  เลขที ่2 ถนน

พรานนก แขวงศิริราช เขตบางกอกนอ้ย กรุงเทพฯ 10700  E-mail: sasijit.vej@mahidol.ac.th

นิพนธต์น้ฉบบั

การพฒันา in-house real-time polymerase chain reaction
ส�ำหรบัการตรวจ HLA-B locus 
จริาภรณ ์ ประเสรฐิสงัข ์  ศศิจติ  เวชแพศย ์  โกมล  หลวงตระกูล และ วโิรจน ์ จงกลวฒันา
ภาควชิาเวชศาสตรก์ารธนาคารเลอืด คณะแพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล

บทคดัย่อ

บทน�ำ  Human leukocyte antigen (HLA) มคีวามส�ำคญัในระบบภมูคิุม้กนั โดยมหีนา้ทีน่�ำเสนอเปปไทดข์องแอนตเิจนทีแ่ปลกปลอม

ใหก้บั T-cells  ยนี HLA มคีวามหลากหลายในระบบภมูคิุม้กนั โดยเฉพาะ HLA-B พบวา่มคีวามหลากหลายมากทีส่ดุ ปจัจุบนัมกีาร 

ตรวจ HLA เพือ่ดูยนีทีม่คีวามสมัพนัธเ์กีย่วกบัการแพย้าในโรคบางชนิด และเพือ่การปลูกถา่ยอวยัวะ วธิี real-time polymerase 

chain reaction (PCR) เป็นวธิีทีนิ่ยมมากขึ้นน�ำมาใชใ้นการตรวจ HLA-typing เนือ่งจากง่ายต่อการใชง้านและใชเ้วลาในการตรวจส ัน้

กวา่วธิีอืน่ๆ ซึง่วธิีมาตรฐานทีใ่ชใ้นปจัจุบนัคือ PCR-sequence specific oligonucleotide (PCR-SSO), PCR-sequence-specific 

primer (PCR-SSP) และ real-time PCR  วตัถุประสงค ์ เพือ่พฒันาชดุตรวจ HLA typing (HLA-B locus) โดยใช ้in-house 

real-time PCR ส�ำหรบัการตรวจในงานประจ�ำและลดค่าใชจ่้ายในการซื้อชดุตรวจจากต่างประเทศ  วสัดุและวธิกีาร ตวัอย่างตรวจได ้

จากผูบ้ริจาคเกลด็เลอืด ซึง่ทราบผลตรวจ HLA-B แลว้ ทีภ่าควชิาเวชศาสตรก์ารธนาคารเลอืด คณะแพทยศาสตรศิ์ริราชพยาบาล มา

ท�ำการตรวจดว้ยวธิี real-time PCR โดยเตรียม in-house primers ในการตรวจ HLA-B locus ท ัง้หมด 22 คู่ โดยตรวจจ�ำนวน 45 

ตวัอย่าง และ B*15 ท ัง้หมด 5 คู่ โดยตรวจจ�ำนวน 10 ตวัอย่าง  ผลการศึกษา การตรวจ HLA-B typing และ HLA-B*15 ดว้ยวธิี 

real-time PCR โดยใช ้ in-house primers พบวา่ใหผ้ลบวกตรงตามวธิีทีใ่ชต้รวจในงานประจ�ำ  สรุป การท�ำ in-house real-time 

PCR ส�ำหรบัตรวจ HLA B-locus ใหผ้ลตรวจถกูตอ้ง รวดเร็ว รวมระยะเวลาในการท�ำต ัง้แต่เตรียมตวัอย่างจนถงึการอ่านผล นอ้ย

กวา่วธิีที ่ใชใ้นปจัจุบนั รวมถงึตน้ทนุต่อการทดสอบเมือ่เทยีบกบัชดุทดสอบของ real-time PCR จากต่างประเทศพบวา่มตีน้ทนุทีต่ �ำ่

กวา่สามารถประหยดัค่าใชจ่้ายไดม้าก

คำ�สำ�คัญ :	l เอชแอลเอ-บี  l เรียลไทม์ พีซีอาร์

วารสารโลหิตวิทยาและเวชศาสตร์บริการโลหิต. 2564;31:253-9.
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Development of in-house real-time polymerase chain reaction for HLA-B 
locus typing
Jiraporn Prasertsang, Sasijit Vejbaesya, Komon Luangtrakool and Viroje Chongkolwatana
Department of Transfusion Medicine, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University

Abstract:

Introduction: The human leukocyte antigen (HLA) play an important role in the immune system by presenting 

peptides of the foreign antigen to the T-cells.  HLA genes are diverse in population especially HLA-B which is 

the most polymorphic.  HLA is currently being tested to look for genes that are associated with diseases, drug 

allergy and for organ transplantation.  Currently, real-time polymerase chain reaction (PCR) technique has been 

more popular in HLA typing due to more convenience and less time consumption than the other techniques.  The 

standard methods currently used are PCR-sequence specific oligonucleotide (PCR-SSO), PCR-sequence-specific 

primer (PCR-SSP), and real-time PCR.  Objective: To develop HLA typing (HLA-B locus) assay using in-house 

real-time PCR for routine testing and reduce the cost of purchasing commercial kits.  Materials and Methods: 

Platelet samples from the donors with known HLA-B types at the Department of Transfusion Medicine, Faculty 

of Medicine Siriraj Hospital were typed by the developed in-house real-time PCR.  A total of 45 samples were 

typed by 22 pairs of primers for HLA-B and 10 samples were typed by 5 pairs of primers for HLA-B*15.  Results: 

Similar results were observed when the in-house real-time PCR assay for HLA-B and B*15 were compared to the 

routine methods.  Conclusion: The developed in-house real-time PCR for typing of HLA-B is the useful technique 

with rapid and accurate results and less cost per test than the commercial real-time PCR kits. 

Keywords :	 l HLA-B  l Real-time PCR

J Hematol Transfus Med.  2021;31:253-9.
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บทน�ำ

Human leukocyte antigen (HLA)1 เป็นแอนตเิจนทีพ่บบน

เมด็เลอืดขาว และเนื้อเยือ่อืน่ๆ ของร่างกาย เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ

กระตุน้ใหเ้กดิการตอบสนองของภมูคิุม้กนัในร่างกาย โดยโมเลกลุ

ของ HLA ท�ำหนา้ทีจ่บัและน�ำเสนอเปบไทด ์ของแอนตเิจนทีเ่ป็น

สิง่แปลกปลอม ซึง่ผ่านกระบวนการน�ำเสนอแอนตเิจนเขา้สู่เซลล ์

และเกดิการเปลีย่นแปลงภายในเซลลแ์ลว้ หรอืน�ำเสนอเปบไทดข์อง

ตวัเองออกสู่ผวิเซลล ์เพือ่ใหเ้ซลลท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัระบบภมูคิุม้กนั1-2 

สามารถจ�ำแนกสิง่แปลกปลอมนัน้ได ้HLA ตัง้อยู่บนแขนขา้งส ัน้

ของโครโมโซมคู่ที ่63 เป็นทีรู่จ้กักนัวา่เป็นระบบพนัธุกรรมทีห่ลาก

หลายทีสุ่ดในมนุษย ์ประกอบดว้ย HLA class I และ class II1-2 

ซึง่เป็นแอนตเิจนทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการปลูกถา่ยอวยัวะ การแพย้า และ

มคีวามสมัพนัธใ์นการเกดิโรคบางชนิดปจัจบุนัมวีธิกีารตรวจ HLA 

ทีใ่ชใ้นงานปลูกถา่ยอวยัวะ4-6 ไดแ้ก่ PCR-sequence specific 

oligonucleotide (PCR-SSO)7-8, PCR-sequence-specific primer 

(PCR-SSP)7,9-10 และ real-time PCR11-13  นอกจากนี้แลว้ยงัมี

การตรวจ HLA เพือ่หาความสมัพนัธก์บัการแพย้า เช่นการตรวจ 

HLA-B*15:02 เพือ่หาการแพ ้Carbamazepine14-17 real-time 

PCR หรอื quantitative PCR (qPCR) เป็นเทคนิคทีใ่ชใ้นการ

เพิม่จ�ำนวน DNA ทีต่อ้งการศึกษาอย่างจ�ำเพาะและสามารถตดิตาม

วดัปรมิาณการเพิม่จ�ำนวนของ DNA เป้าหมายไดใ้นทกุๆรอบของ

การเพิม่จ�ำนวน ในขณะทีป่ฏกิริยิาก�ำลงัด�ำเนินอยู่ ต ัง้แต่เริ่มตน้จน

กระท ัง่สิ้นสุดปฏกิริยิา (real-time detection) เทคนิคนี้ท �ำไดโ้ดย

อาศยัการตรวจวดัสญัญาณการเรอืงแสงทีถ่กูปลอ่ยออกมาจากสาร

เรื่องแสงทีไ่ปจบักบั DNA สายคู่ แลว้ท�ำใหเ้กดิการเรอืงแสงขึ้น 

ปรมิาณของแสงทีว่ดัไดจ้ะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปรมิาณDNA ที่

เพิม่ขึ้นจากปฏกิริยิาในแต่ละรอบ โดยท ัว่ไป DNA ทีเ่พิม่จากการท�ำ

ปฏกิริยิา PCR จะเพิม่เป็นลกัษณะกราฟรูปตวั S (sigmoid หรอื 

exponential curve) โดยแกน Y แสดงสญัญาณการเรอืงแสง และ

แกน X แสดงจ�ำนวนรอบของการเพิม่จ�ำนวน  การท�ำ real-time 

PCR เพือ่ทีจ่ะใหไ้ดข้อ้มลูทีถ่กูตอ้งแมน่ย�ำ การตรวจวดัผลผลติ 

PCR ในเวลาทีเ่กดิขึ้นจะท�ำเฉพาะในช่วง exponential phase ซึง่

เป็นช่วงทีร่ะดบัสญัญาณสารเรอืงแสงสูงเหนือระดบั threshold ซึง่

แปลวา่มกีารจบักนัของ DNA สายคู่เพิม่มากขึ้นและมแีนวโนม้การ

เพิม่จ�ำนวนแบบทวคูีณ (exponential) ดงันัน้รูปแบบการตรวจวดั

ส�ำหรบัเทคนิค real-time PCR เป็นการตรวจวดัปรมิาณการเพิม่

จ�ำนวนของดเีอน็เอดว้ยสารเรอืงแสง ปจัจบุนันี้ทีภ่าควชิาเวชศาสตร์

การธนาคารเลอืด คณะแพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาลไดใ้ชว้ธิ ีPCR-

SSP เป็นวธิมีาตรฐานทีใ่ชอ้ยู่ในงานประจ�ำ ซึง่ขอ้จ�ำกดัของวธินีี้คอื

ใชเ้วลาท�ำค่อนขา้งมากและ มรีาคาค่อนขา้งสูง ส�ำหรบังานวจิยันี้ มี

วตัถปุระสงคเ์พือ่พฒันาชดุตรวจ HLA typing (HLA-B locus) 

โดยใช ้in-house real-time PCR ส�ำหรบัการตรวจในงานประจ�ำ

และลดค่าใชจ่้ายในการซื้อชดุตรวจจากต่างประเทศ

วสัดแุละวธิกีาร

ตวัอย่างทดสอบ

ตวัอย่าง DNA ไดจ้ากผูบ้รจิาคเกลด็เลอืดทีท่ราบผลการตรวจ 

HLA ในระดบัยนี ดว้ยวธิ ีPCR-SSP (Morgan HLA ABDR 

SSP Typing Kit) จากบรษิทั TBG Diagnostics Limited, 

Taiwan จ�ำนวน 45 ตวัอย่างทีม่ผีลการตรวจ HLA-B typing ที่

พบบอ่ยในคนไทย ในระหวา่งเดอืนกนัยายน พ.ศ. 2560 ถงึเดอืน

สงิหาคม พ.ศ. 2561 ของภาควชิาเวชศาสตรก์ารธนาคารเลอืด คณะ

แพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล งานวจิยันี้ไดร้บั

การรบัรองจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในคน ของคณะ

แพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาลมหาวทิยาลยัมหดิล ตามรหสัโครงการ 

3802561/(EC2)

วธิดี�ำเนินการ

ท�ำการทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมทีใ่ชใ้นการตรวจ ไดแ้ก่ปรมิาณ

และความเขม้ขน้ของ internal control อณุหภมูแิละเวลาในการท�ำ 

denature, annealing และ extension ของตวัอย่างรวมท ัง้จ�ำนวน

รอบของการท�ำปฏกิริยิา หลงัจากนัน้ไดท้ �ำการหาค่า Tm calling 

ของแต่ละตวั จากตวัอย่างทีท่ราบผลแลว้ ท ัง้หมดโดยจะท�ำการ

ทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท�ำปฏกิริยิา ซึง่จะใชต้วัอย่าง

มาทดสอบจ�ำนวนอย่างนอ้ย 3 ตวัอย่างต่อ 1 อลัลลี แลว้หาค่า

เฉลีย่จากค่า Tm ท ัง้ 3 ชดุนี้ จะไดค่้า Tm calling ของ primer 

แต่ละคู่ ซึง่ primer ทีใ่ชใ้นการท�ำ B-locus มที ัง้หมด 22 คู่ ใช ้

ตรวจ 45 ตวัอย่าง และ B*15 ท ัง้หมด 5 คู่ ใชต้รวจ 10 ตวัอย่าง

เริ่มจากน�ำ standard DNA จากตวัอย่าง QC ของ Asia-Pacific 

Histocompatibility and Immunogenetics Association-

APHIA, Australia ทีผ่่านการ typing ดว้ยเทคนิค SBT และ 

ตวัอย่าง DNA ทีไ่ดจ้ากการท�ำ typing ดว้ยวธิ ีPCR-SSP แลว้ 

มาตรวจวดัคุณภาพและหาปรมิาณของ DNA โดยค่า ratio อยู่ที่

ช่วง 1.70-2.00 จากการวดัดว้ยเครื่อง UV spectrophotometer 

(SHIMADZU UV1800, Japan) ทีค่วามยาวคลืน่ 260-280 nM 

ปรบัความเขม้ขน้ของ DNA เป็น 50 ng/µL การตรวจ HLA-B 

locus ใชคู่้ของ primer ท ัง้หมด 22 คู่10 ดงัแสดงใน Table 1  และ 

HLA-B*15 ใชคู่้ของ primer ท ัง้หมด 5 คู่18 แสดงใน Table 2  

ในแต่ละเสน้ของ primer จะใชค้วามเขม้ขน้เป็น 20 µM และ ใช ้

internal control (IC) ของยนี DRB1 โดยใชค้วามเขม้ขน้ 5 µM 

ท ัง้เสน้ sense primer (5’-3’ TGCCAAGTGGAGCACCCAA) 
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Table 1  HLA allele specific primers for B-locus

Mix No. of sense 

primers

No. of anti-sense 

primers

Amplicon size

(bp.)

T
m
 calling

(ºC)

Specificity of HLA-B*

1 203 285 405 90.97 07

2 242 220 564 93.46 07, 08, 41, 42, 55

3 243 215 486 80.31 13, 15, 46, 55, 56 

4 192 214 421 83.76 13, 15, 18, 35, 37, 40, 41, 44, 45, 48, 49, 50, 52, 53 

5 187 214 458 84.91 15, 18, 35 

6 280 281 149 89.31 27, 44

7 193 223 369 82.81 07, 13, 15, 18, 35, 42, 51, 53, 53, 56

8 188 212 606 78.70 08, 18, 35, 37, 44, 51, 52, 53

9 209 217 612 88.51 08, 15, 38, 39 

10 1719 237 404 92.18 15  

11 272 218 627 80.23 40, 41, 44, 45, 47, 49, 50  

12 272 393 480 90.59 40, 44, 49 

13 240 241 460 83.36 35, 46, 56, 67 

 14 209 229 567 82.31 07, 15, 27, 38, 40, 48, 81 

15 242 215 383 79.99 07, 13, 15, 18, 35, 39, 40, 45, 50, 54, 55, 56, 82

16 193 216 451 76.18 07, 15, 35, 51, 55, 56, 78 

17 202 236 487 84.35 51, 52, 78

18 395 236 421 83.57 54, 55

19 209 236 422 82.79 07, 08, 13, 27, 39, 40, 51, 52, 55, 56

20 203 238 551 82.46 07, 15, 54, 56, 82

21 194 224 351 79.23 57 

22 1719 438 421 92.01 08, 13, 15, 27, 37, 38, 40, 44, 47, 49, 51, 52, 53, 57, 58, 59

Table 2  Allele specific primers for B15 T
m
 calling = 81.04

Mix No. of sense 

primers

No. of anti-sense 

primers

Amplicon size

(bp.)

Specificity of HLA-B*

1 1343 528 414 15:02, 15:13, 15:31

2 208 223 319 15:13, 44:06, 51:04, 53:01, 53:02, 58:01

3 243 1296 427 15:01, 15:05, 15:08, 15:11, 15:12, 15:14, 15:15, 15:17, 15:19, 15:24, 15:28, 

15:30, 15:31, 15:33, 15:34, 46:01, 44:08

4 1343 515 291 15:31

5 189 223 358 15:21

และ anti-sense primer (5’-3’ GCATCTTGCTCTGTGCAGA) 

ส�ำหรบัการท�ำ real-time PCR โดยการเตรยีม 1x reaction ใน 

tube 0.5 mL. ใส่ master mix ของ CYBR Green I (Roche, 

Switzerland) 10 µL, น�ำ้ autoclaved deionized water 2 

µL, sense primer และ anti-sense primer อย่างละ 0.5 µL 

ส�ำหรบั IC sense primer 1 µL และ IC anti-sense primer 

ใส่อย่างละ 1 µL ใช ้DNA 5 µL ใส่ลงไปใน LightCycler 480 

multi well plate แลว้ปิดดว้ยแผ่น PCR tray seal น�ำไปปัน่ให ้

reaction ตกลงไปทีก่น้หลมุ จากนัน้น�ำเขา้เครื่อง LightCycler 

480 Roche Diagnostics, Switzerland ต ัง้โปรแกรมการท�ำ pre-

incubation 1 cycle ทีอ่ณุหภมู ิ95ºC 5 นาท ี amplification 

45 cycles โดยใชอ้ณุหภมู ิ 95ºC 10 วนิาท ี  60ºC 10 วนิาท ี

และ 72ºC 10 วนิาท ี melting curve 1 cycle ทีอ่ณุหภมู ิ95ºC 

5 วนิาท ี 65ºC 60 วนิาท ีและ 97ºC  continuous, cooling 

1 cycle ทีอ่ณุหภมู ิ40ºC 30 วนิาท ีโดยใช ้LightCycler 480 

software release 1.5.0 SP4 ค�ำนวณค่า melting temperature 

(T
m
) และ melting peak ในการวเิคราะห์

วธิคี�ำนวณค่าทางสถติ ิ

น�ำค่า T
m
 ทีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบกบัค่าความจ�ำเพาะของแต่ละอลัลลี มา

ค�ำนวณหา sensitivity, specificity และ accuracyโดยใชโ้ปรแกรม 

MedCalc (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.

php)
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ผลการศึกษา

จากตวัอย่างท ัง้หมดทีน่�ำมาตรวจดว้ยวธิ ีreal-time PCR จาก 

in-house primers ท�ำการตรวจ HLA-B จ�ำนวนท ัง้หมด 45 ตวัอย่าง

โดยใช ้primers 22 คู่  เพือ่ตรวจ HLA-B*07, B*08, B*13, B*15, 

B*18, B*27, B*35, B*37, B*38, B*39, B*40, B*44, B*46, 

B*48, B*50, B*51, B*52, B*54, B*55, B*56, B*57, B*58 ซึง่

เป็น homozygous จ�ำนวน 8 คน และ heterozygous จ�ำนวน 37 

คน ดงัแสดงใน Table 3 และตรวจ HLA- B*15 จ�ำนวนท ัง้หมด 

10 ตวัอย่าง พบวา่ ผลการตรวจตรงกนั มคีวามสอดคลอ้งกบัวธิทีี่

ใชใ้นงานประจ�ำ (PCR-SSP) ดงัแสดงใน Table 4 หลงัจากนัน้ได ้

น�ำตวัอย่างทีเ่ป็น blind DNA มาทดสอบเทยีบกบัผลทีไ่ดจ้ากชดุ

ตรวจส�ำเรจ็รูปซึง่ไดผ้ลทีต่รงกนั ส�ำหรบัตวัอย่างการท�ำ melting 

curve analysis ของ HLA-B locus และ HLA-B*15:02 ดงั

แสดงใน Figure 1 และ 2 ตามล �ำดบั 

ในผลการทดลองครัง้นี้  ไมพ่บผลลบปลอม (false negative) 

แต่ม ีprimer บางคู่ทีใ่หผ้ลบวกแบบไมจ่�ำเพาะเจาะจงไดแ้ก่ primer 

mix ที ่15 และ 19  ท�ำใหเ้กดิผลบวกปลอมหรอืทีเ่รยีกวา่ false 

positive  เกดิขึ้น

วจิารณ์

ในการศึกษานี้ พบผลบวกปลอมในบาง mix ผูว้จิยัจงึไดท้ �ำซ �ำ้

และหาสาเหตขุองการเกดิผลบวกปลอม พบวา่สาเหตเุกดิจากการ

อ่านผล เนื่องจากผลทีไ่ด ้อาจท�ำใหเ้กดิการสบัสนระหวา่งการอ่าน

กราฟทีเ่กดิขึ้นวา่ส่วนไหนคอื control และส่วนไหนคอื specific 

เมือ่เทยีบค่า T
m
 calling ของ primer specific กบั control ทีไ่ด ้

ท �ำการทดสอบหา condition ไวต้ ัง้แต่ตน้ ท�ำใหก้ารอ่านผลและแปล

ผลไดง้า่ยขึ้น นอกจากนี้ยงัม ีHLA-B*40 ที ่PCR-SSP (Morgan 

kit) สามารถบอกไดถ้งึ 4 digit แต่ in-house real-time PCR 

บอกไดเ้พยีง 2 digit 

การใชว้ธิ ีreal-time PCR ส�ำหรบัการตรวจ HLA เป็นวธิทีี่

มคีวามไวและจ�ำเพาะค่อนขา้งสูงโดยใชเ้วลาในการตรวจส ัน้กว่า

วธิอีืน่ๆ คอืใชเ้วลา 1.30 ช ัว่โมง เมือ่เทยีบกบัวธิมีาตรฐานทีใ่ชใ้น

ปจัจบุนั เช่น PCR-SSP ใชเ้วลาท�ำค่อนขา้งมากคอื 3 ช ัว่โมง และ

มหีลายข ัน้ตอน ตัง้แต่ pre-PCR, PCR และ post-PCR รวมถงึ

ข ัน้ตอนการเตรยีมเจลอเิลก็โทรเฟอรซีสิ (electrophoresis) โดย

ค่าใชจ่้ายต่อการทดสอบส�ำหรบัชดุตรวจ real-time PCR จากต่าง

ประเทศ เมือ่เทยีบกนัแลว้ ตน้ทนุต่อการทดสอบ HLA-B เท่ากบั 

Table 3   HLA-B genotype for Thai samples in the study

Sample no. Routine HLA-B typing 

(PCR-SSP/SBT)

In-house real-time PCR Sample no. Routine HLA-B typing 

(PCR-SSP/SBT)

In-house real-time PCR

1. B*07,15:02 B*07,15:02 24. B*40,46 B*40,46

2. B*07,27 B*07,27 25. B*44,50 B*44,50

3. B*07,46 B*07,46 26. B*44,50 B*44,50

4. B*08,15:13 B*08,15:13 27. B*46,57 B*46,57

5. B*08,27 B*08,27 28. B*48,51 B*48,51

6. B*08,40:01 B*08,40 29. B*48,38 B*48,38

7. B*13,52 B*13,52 30. B*50,50 B*50,50

8. B*13,39 B*13,39 31. B*51,15:02 B*51,15:02

9. B*13,46 B*13,46 32. B*51,54 B*51,54

10. B*15:02,46 B*15:02,46 33. B*52,15:02 B*52,15:02

11. B*15:21,40 B*15:21,40 34. B*52,57 B*52,57

12. B*37,37 B*37,37 35. B*54,15:02 B*54,15:02

13. B*18,44 B*18,44 36. B*54,55 B*54,55

14. B*18,40 B*18,40 37. B*55,15:02 B*55,15:02

15. B*27,38 B*27,38 38. B*55,55 B*55,55

16. B*27,35 B*27,35 39. B*56,27 B*56,27

17. B*35,48 B*35,48 40. B*56,56 B*56,56

18. B*35,46 B*35,46 41. B*56,56 B*56,56

19. B*37,37 B*37,37 42. B*57,58 B*57,58

20. B*37,37 B*37,37 43. B*57,40:01 B*57,40

21. B*38,15:02 B*38,15:02 44. B*58,15:21 B*58,15:21

22. B*38,39 B*38,39 45. B*58,38 B*58,38

23. B*39,39 B*39,39
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Figure 1  Melting peak of HLA-B*55 T
m
 calling = 83.22, IC = 86.63

Figure 2  Melting peak of HLA-B*15:02 T
m
 calling = 81.04, IC = 84.61

Table 4  Sensitivity, specificity, accuracy for HLA-B locus and HLA- B*15

HLA allele N Sensitivity % Specificity % Accuracy %

B*07 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*08 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*13 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*15 10 100(69.15-100) 100(95.49-100) 100(95.98-100)

B*18 2 100(15.81-100) 100(95.8-100) 100(95.98-100)

B*27 5 100(47.82-100) 100(95.98-100) 100(95.98-100)

B*35 6 100(54.07-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*37 6 100(54.07-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*38 5 100(47.82-100) 100(95.75-100) 100(95.98-100)

B*39 4 100(39.76-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*40 5 100(47.82-100) 100(95.75-100) 100(95.98-100)

B*44 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*46 6 100(54.07-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*48 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*50 4 100(39.76-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*51 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*52 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*54 3 100(29.24100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)

B*55 4 100(39.76-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*56 3 100(29.24-100) 100(95.98-100) 100(95.98-100)

B*57 4 100(39.76-100) 100(95.70-100) 100(95.98-100)

B*58 3 100(29.24-100) 100(95.85-100) 100(95.98-100)
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2,728 บาท เมือ่เทยีบกบัวธิ ีin-house real-time PCR ทีพ่ฒันา

ขึ้นเองเพือ่ตรวจเฉพาะ HLA-B locus มรีาคาต่อการทดสอบ 901 

บาท ซึง่เป็นการทดสอบแบบ low resolution เช่นเดยีวกนั  

อย่างไรกต็าม การท�ำ in-house real-time PCR ส�ำหรบั

การตรวจ HLA เพือ่การใชใ้นงานประจ�ำ ยงัตอ้งมปีรบัความเขม้

ขน้ของ primers แต่ละตวัใหส้ามารถแปลผลออกมาไดง้า่ยและ

ชดัเจนขึ้นกวา่นี้  โดยงานวจิยันี้ ไดใ้ชค้วามเขม้ขน้ของ primers 

แต่ละคู่เท่ากนัหมด ซึง่ท �ำใหค้วามสูงของกราฟไมเ่ท่ากนัในแต่ละ

คู่ของ primers ท�ำใหย้ากต่อการแปลผล

การพฒันาชดุตรวจ in-house real-time PCR ในครัง้นี้ เป็นการ

ทดสอบเพือ่หา conditions ทีเ่หมาะสมในการท�ำปฏกิริยิาของ 

primer แต่ละคู่ ซึง่ชดุตรวจน้ียงัไมไ่ดท้ �ำการทดสอบกบัตวัอย่าง

ทีเ่ป็น blind DNA อกีท ัง้ ขอ้จ�ำกดัของชดุตรวจชดุนี้ ไมส่ามารถ

แยก HLA-B*35, 35 ออกจาก HLA-B*35, 18 และไมค่รอบคลมุ 

B*15:25 กบั B*15:32 ทีพ่บไดใ้นคนไทย ซึง่ยงัตอ้งมกีารพฒันา

ในการจดัหา primer เพือ่ท �ำการทดสอบ เพือ่ใหส้ามารถพฒันา

ในการน�ำไปใชส้ �ำหรบังานประจ�ำในอนาคตต่อไป

สรุป

จากการพฒันา in-house real-time PCR ส�ำหรบัการตรวจ 

HLA-typing พบวา่มคีวามเหมาะสมทีจ่ะน�ำมาใชใ้นการตรวจวเิคราะห์

ทางหอ้งปฏบิตักิาร สามารถใชเ้ป็นการยนืยนัผลตรวจวเิคราะหใ์น

รายทีผ่ลตรวจจากวธิอีืน่ทีไ่มช่ดัเจน เป็นการลดค่าใชจ่้ายในการส ัง่

ซื้อน�ำ้ยาจากต่างประเทศ รวมท ัง้สามารถเตรยีม in-house primers  

เพือ่ใชใ้นงานประจ�ำของการตรวจ HLA-typing ได ้

กติตกิรรมประกาศ

งานวจิยัน้ีไดทุ้นสนบัสนุนจากทุนพระราชทานพฒันาศิริราช 

และขอบคุณเจา้หนา้ทีห่อ้งปฏบิตักิาร DNA Laboratory ภาค

วชิาเวชศาสตรก์ารธนาคารเลอืด คณะแพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล 

มหาวทิยาลยัมหดิลทกุท่าน ทีไ่ดใ้หค้วามอนุเคราะหใ์นการเกบ็

ตวัอย่าง DNA ส�ำหรบัการวจิยัในคร ัง้น้ี
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