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นิพนธตนฉบับ
การ พฒันา ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27
 ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี
ออย ทพิยณ ถลาง, กมล ทพิย นลิ คปุต*,ภสัรา อาณตั,ิ ศร ีสรุางค ตนั ต ิมา วานชิ**  และ ชฎา รตัน จาร ุชยั มนตร*ี*
 ภาควิชา พยาธิ วิทยา, * ภาควิชา ชีวเคมี วิทยาลัย แพทยศาสตร พระ มงกุฎ เกลา, ** ภาค วิชา จุลชีววิทยา คลินิก คณะ เทคนิค การ แพทย มหาวิทยาลัย มหิดล

บท คัด ยอ : เปน ที่ ทราบ กัน ดี วา human leukocyte antigen (HLA) มี ความ สัมพันธ กับ การ เกิด โรค หลาย ชนิด โดย เฉพาะ อยาง ยิ่ง
ankylosing spondylitis, โรค ขอ และ โรค มะเรง็ ของ เมด็ เลอืด บาง ชนดิ ดงันัน้ การ ตรวจ หา แอนตเิจน HLA-B27 จงึ ม ีความ จาํเปน อยาง
ยิง่ เพือ่ ชวย ใน การ วนิจิฉยั สาเหต ุของ โรค ที ่แท จรงิ ทาํให แพทย สามารถ ทาํ การ รกัษา ได อยาง ถกู ตอง โดย ทัว่ ไป การ ตรวจ หา HLA-B27
ทาํ ได โดย วธิ ีทาง ซ ีโรโลย ีซึง่ ตอง ใช เซลล เมด็ เลอืด ขาว ของ ผูปวย มา ทาํ การ ทดสอบ เซลล ที ่ใช ทดสอบ ตอง เปน เซลล ใหม และ ตอง ใช แอน ติ
ซรีมัที ่ม ีความ จาํเพาะ ครอบ คลมุ ตอ แอนตเิจน ของ HLA-B27 ครบ ทกุอลัลลี ทาํให เปน ขอ จาํกดั ของ การ ทดสอบ ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี ปจจบุนั
บรษิทั ตาง ประเทศ ได ผลติ น้าํ ยา ที ่ใช เทคนคิ polymerase chain reaction with sequence-specific primer (PCR-SSP) มา ทาํ การ
ทดสอบ ซึง่ ให ผล ที ่ถกู ตอง แมนยาํ กวา วธิ ีทาง ซ ีโรโลยี แต ม ีราคา แพง ทาํให ไม เหมาะสม กบั การ นาํ มา ใช ใน ประเทศ ไทย วตัถปุระสงค ของ
การ ศกึษา นี ้เพือ่ พฒันา ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี โดย ทาํ การ ทดสอบ HLA-B27
ใน ตวัอยาง เลอืด ที ่สง ตรวจ HLA-B27 ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี โดย ใช แอน ต ิซรีมัของ บรษิทั จาก ตาง ประเทศ แลว จงึ นาํ ตวัอยาง เลอืด ที ่เหลอื มา
ทดสอบ ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี โดย ได ดดัแปลง primers ให เหมาะสม และ ครอบ คลมุ กบั HLA-B27 ทกุอลัลลี เจาหนาที ่ที ่ทาํ การ
ทดสอบ จะ ไม ทราบ ผล ของ การ ตรวจ ดวย วิธี ซี โรโลยี มา กอน ผล การ ศึกษา พบ วา ใน ตัวอยาง ตรวจ 311 ราย ให ผลบวก ตอ HLA B27
ตรงกนั 61 ราย และ ให ผลบวก ดวย วธิ ีซ ีโรโลย ีอยาง เดยีว 61 ราย ใน ขณะ ที ่ให ผลบวก ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี 63 ราย เมือ่ กาํหนด ให
วธิ ีทาง ซ ีโรโลย ีเปน วธิ ีมาตรฐาน พบ วา วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี มี sensitivity 96.83%, specificity 100%, positive predictive value
100%, negative predictive value 99.20% และ accuracy 95.96% ตาม ลาํดบั จาก การ ศกึษา ครัง้ นี ้พบ วา การ ตรวจ HLA-B27
ดวย   วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พ ีนัน้ เปน วธิ ีที ่งาย สะดวก และ ราคา ตนทนุ ของ น้าํ ยา ถกู กวา น้าํ ยา ที ่นาํ เขา จาก ตาง ประเทศ
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เวชสารแพทยทหารบก 2547;57:11-18.

เปน ที ่ทราบ กนั ด ีวา human leukocyte antigen (HLA) มี
ความ สมัพนัธ กบั การ เกดิ โรค หลาย ชนดิ ทัง้ ใน แง ของ การ ทาํให เกดิ
โรค  (disease susceptibility genes) และ การ ปองกนั การ เกดิ
โรค  (disease protection genes) โดย เฉพาะ อยาง ยิ่ง HLA-
B27  พบ วา มี ความ สัมพันธ กับ โรค ankylosing spondylitis

(AS) อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติ ิใน ประชากร ทกุ เชือ้ ชาต ิ1-10 กลไก
ของ การ เกดิ โรค ที ่เกีย่วของ กบั HLA ม ีสมมตฐิาน ได หลาย แบบ
อาทิ เชน  โมเลกุล ของ HLA เปน receptor ตอ organism ที่
ทาํให เกดิ โรค  ซึง่ เมือ่ เกดิ ปฏกิริยิา ตอ กนั จะ ทาํให ระบบ ภมูคิุมกนั
ของ รางกาย เสยี ไป หรอื โมเลกลุ ของ HLA บน ผวิ ของ lympho-
cyte  คลาย คลงึ (cross reaction) กบั ลกัษณะ ของ organism
ที ่ทาํให เกดิ โรค ทาํให ไม ม ีการ สราง ระบบ ภมูคิุมกนั ตอ organism
เหลา นัน้ หรอื โมเลกลุ ของ HLA ถกู organism ที ่ทาํให เกดิ โรค
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เปลีย่น แปลง โครง สราง ทาํให ไม สามารถ สราง ระบบ ภมูคิุมกนั ได
ตาม ปกติ แอนตเิจน ของ HLA เปน ปจจยั หนึง่ รวม กบั ปจจยั อืน่ ๆ
เชน สิง่ แวด ลอม เชือ้ โรค ซึง่ ทาํให เกดิ susceptibility ตอ การ เกดิ
โรค8

นอก จาก HLA-B27 จะ เปน แอนติเจน บน ผิว ของ เม็ด เลือด
ขาว ที่ พบ วา มี ความ สัมพันธ กับ การ เกิด โรค AS แลว ยัง พบ วา มี
ความ สมัพนัธ กบั โรค อืน่ อกี หลาย ชนดิ เชน โรค ขอ โรค มะเรง็ ทาง
ระบบ โลหติ วทิยา บาง ชนดิ รวม ทัง้ โรค เยือ่ บ ุตา อกัเสบ8,11,12 ดงันัน้
การ ตรวจ หา แอนตเิจน HLA-B27 จงึ ม ีความ จาํเปน อยาง ยิง่ เพือ่
ชวย ใน การ วนิจิฉยั สาเหต ุของ โรค ที ่แท จรงิ ทาํให แพทย สามารถ ทาํ
การ รกัษา ได อยาง ถกู ตอง โดย ทัว่ ไป การ ตรวจ หา HLA-B27 ทาํ
ได โดย วิธี ทาง ซี โรโลยี13,14  ไดแก microlymphocytotoxicity
technique   (LCT) ซึง่ ใช เซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิลมิโฟซยัท ของ
ผูปวย มา ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอน ต ิซรีมัที ่จาํเพาะ ตอ แอนตเิจน โดย มี
คอมพลีเมนต รวม อยู ดวย ปจจัย ที่ สําคัญ ของ การ ทดสอบ นี้ คือ
เซลล ที ่จะ ใช ทดสอบ ตอง เปน เซลล ใหม ม ีอาย ุไม เกนิ 24 ชม. และ
ตอง ใช แอน ต ิซรีมัที ่ม ีความ จาํเพาะ ครอบ คลมุ ตอ แอนตเิจน ของ
HLA-B27 ครบ ทกุอลัลลี ทาํให เปน ขอ จาํกดั ของ การ ทดสอบ ดวย
วธิ ีซ ีโรโลยี นอก จาก นี ้ยงั ม ีการ ใช วธิี isoelectric focusing และ
flow cytometry หรอื การ ตรวจ หา soluble HLA antigen  ซึง่
เปน วธิกีาร ตรวจ ที ่ตอง ใช เครือ่งมอื เฉพาะ น้าํ ยา ม ีราคา แพง ตอง สัง่
ซือ้ จาก ตาง ประเทศ และ ตอง อาศยั เจาหนาที ่ที ่ม ีประสบการณ และ
ความ ชาํนาญ ปจจบุนั ได ม ีการ นาํ เทคนคิ polymerase chain 
reaction (PCR) มา ใช ใน การ ตรวจ หาอลัลลีของ HLA เชน  PCR
with restriction fragment length polymorphism  (PCR-
RFLP), PCR with sequence-specific oligonucleotide 
(PCR-SSO) และ PCR with sequence-specific primer 
(PCR-SSP )15-19

วธิี PCR-SSP เปน วธิ ีที ่นยิม ใช กนั อยาง แพร หลาย ใน การ ตรวจ
หาอัลลีลของ HLA ทั้ง A, B และ DR ซึ่ง ใช เวลา ใน การ ทํา การ
ทดสอบ ประมาณ 2 ชัว่โมง จงึ เปน ขอ ด ีของ การ ใช วธิ ีนี้ เพราะ ใช
เวลา ใน การ ตรวจ นอย และ ขัน้ตอน ใน การ ทดสอบ ไม ยุง ยาก อกี ทัง้
ไดผล การ ทดสอบ ที ่ถกู ตอง แมนยาํ ไม แตก ตาง จาก วธิี PCR ชนดิ
อื่น18,19 ปจจุบัน มี บริษัท ตาง ประเทศ ผลิต ชุด ตรวจ สําเร็จ รูป โดย
วธิี PCR-SSP มา จาํหนาย รวม กบั การ ตรวจ ทาง ซ ีโรโลยี ซึง่ พบ วา
การ ตรวจ ดวย วิธี PCR-SSP ให ผล ถูก ตอง แมนยํา มาก กวา วิธี ซี
โรโลย ี เนือ่ง จาก เปน การ ตรวจ ระดบั ยนี แต ม ีราคา แพง ยงั ไม เหมาะ

ใน การ นาํ มา ใช ตรวจ ใน หอง ปฏบิตั ิการ ประจาํ ใน ประเทศ ไทย หรอื
ประเทศ ที ่กาํลงั พฒันา จงึ ควร ม ีการ พฒันา ชดุ ทดสอบ ขึน้ ใช เอง
เพือ่ เปน การ ประหยดั คาใชจาย ใน การ ซือ้ น้าํ ยา จาก ตาง ประเทศ

วตัถปุระสงค
เพื่อ ศึกษา ความ ไว (sensitivity) ของ ชุด ตรวจ สําเร็จ รูป

สาํหรบั  การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี

ตวัอยาง ตรวจ และ วธิกีาร ศกึษา
กลุม ประชากร เปาหมาย ไดแก เลอืด ของ ผูปวย ที ่สง ตรวจ หา

HLA-B27  ที่ ภาควิชา พยาธิ วิทยา วิทยาลัย แพทยศาสตร พระ
มงกุฎ เกลา  ตั้งแต มกราคม ถึง ธันวาคม 2546 จํานวน 311
ตวัอยาง โดย ไดรบั อนมุตั ิให ใช เลอืด ใน สวน ที ่เหลอื จาก การ ตรวจ
ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี ซึง่ ภาควชิา พยาธ ิวทิยา ให การ บรกิาร เปน ประจาํ อยู
แลว นาํ เลอืด สวน ที ่เหลอื มา เตรยีม DNA โดย ใช วธิี Salting out
(Pel-Freez DNA isolation kit, Pel-Freez, WI, USA) โดย
DNA  ที่ เตรียม ได จะ มี ความ เขมขน ระหวาง 50-200 นา โน กรัม/
ไมโคร ลติร

วิธี ซี โรโลย ี21

นํา HLA-B27 typing trays ซึ่ง ได ใส แอน ติ ซีรัมที่ มี ความ
จําเพาะ ตอ HLA-B27, negative และ positive controls ไว
แลว หลุม ละ 1 ไมโคร ลิตร จาก ตู แช แข็ง -30oซ มา ละลาย ที่
อุณหภูมิ หอง แลว นํา เซลล ลิมโฟซัยทที่ ปรับ ความ เขมขน แลว
(2,000  เซลล/ ไมโคร ลิตร) มา หยด ลง ใน HLA-B27 typing
trays   โดย ใช single dispensing syringe ขนาด 50 ไมโคร
ลติร หยด เซลล หลมุ ละ 1 ไมโคร ลติร Incubate สวน ผสม ของ
เซลล และ ซรีมันาน 30 นาที ที ่อณุหภมู ิหอง หลงั จาก นัน้ หยด 5
ไมโคร ลติร ของ rabbit complement ทกุ หลมุ แลว incubate
ตอไป นาน 60 นาที ที ่อณุหภมู ิหอง เมือ่ ครบ เวลา หยด 10 ไมโคร
ลติร ของ สี Stain fix (One Lambda, Inc.,CA  USA) ลง ไป ทกุ
หลมุ  เพือ่ ยอม เซลล และ หยดุ ปฏกิริยิา

อาน ผล ปฏิกิริยา โดย ใช กลอง จุลทรรศน ชนิด inverted
phase    contrast โดย เทยีบ ด ูจาก เปอรเซน็ต เซลล ตาย ซึง่ ม ีลกัษณะ
บวม ขนาด ใหญ ตดิ ส ีทบึ ใน ขณะ ที ่เซลล ม ีชวีติ จะ ม ีขนาด เลก็ วาว
และ ไม ตดิ สี กรณ ีที่ HLA-B27 ให ผลบวก จะ พบ เซลล ตาย มาก
กวา 80% ใน หลมุ ทดสอบ ที ่ม ีแอน ต ิซรีมัที ่จาํเพาะ กบั HLA-B27
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และ positive control กรณี HLA-B27 ให ผล ลบ จะ ไม พบ
เซลล ตาย มาก เกิน กวา 10% ใน หลุม ทดสอบ ที่ มี แอน ติ ซีรัมที่
จาํเพาะ กบั HLA-B27 และ negative control

วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี
ได ออก แบบ primers ที ่จาํเพาะ ตอ HLA-B27 โดย ศกึษา จาก

sequences  ของ IMGT/HLA Database (http://www3.
ebi.ac.uk /Services/imgt/hla/cgi-bin/align.cgi) ซึง่ prim-
ers   ตอ HLA-B27 (B*2701-2725) นี ้จะ สามารถ amplified re-
gion  ของ HLA-B27 ตรง ตาํแหนง ของ exon 2 ที ่ได product
size 201 bp และ internal control primers จะ จําเพาะ ตอ
human growth hormone gene ที่ ได product size 429
bp20  สวน ผสม ของ การ ทาํ พ ีซ ีอาร ประกอบ ดวย 8 ไมโคร ลติร
ของ 20 mM Tris pH 8.8, 20 mM MgSO4, 10 mM KCl,
10  mM  (NH4)2SO4, 0.1% Triton X-100, 0.1% BSA, 160
µM  dNTP,  1 pmol B27 specific primers, 2 pmol control
primers,    0.5 U Taq DNA polymerase และ 2 ไมโคร ลติร
ของ  gel loading dye (60% sucrose และ 1 mM cresol

red)22 นํา สวน ผสม ดัง กลาว มา 9.5 ไมโคร ลิตร ใส ลง ใน หลอด
ทดลอง ขนาด 0.2 ไมโคร ลติร แลว เตมิ ตวัอยาง DNA 0.5 ไมโคร
ลติร ผสม ให เขากนั ปด ฝา หลอด ให สนทิ แลว นาํ ไป เพิม่ ปรมิาณ
สาร พนัธ ุกรรม ใน เครือ่ง Thermal cycler 3 ชนดิ คอื PTC 200
Thermal Cycler (MJ Research, Inc, MA, USA), iCycler
(Biorad ,  USA) และ GeneAmp PCC System 2400 (Perkin
Elmer, NJ, USA) โดย ม ีโปรแกรม ดงันี้ 95oซ นาน 5 นาท;ี 95oซ
นาน 45 วินาที และ 72 oซ นาน 1 นาที จํานวน 2 รอบ; 95 oซ
นาน 45 วินาที, 60 oซ นาน 45 วินาที และ 72 oซ นาน 1 นาที
จาํนวน 30 รอบ; 72 oซ นาน 7 นาที รวม เวลา ทัง้ สิน้ ประมาณ 2
ชั่วโมง เมื่อ ครบ เวลา นํา amplified products มา run gel
electrophoresis โดย ใช 2% agarose gel ใน 1X TBE buffer
เวลา ใน การ run electrophoresis ที่ 100 โวลต นาน 20 นาที
เมือ่  ครบ เวลา ถาย รปู band จาก gel ที ่ได ซึง่ ใน กรณ ีที ่ให ผลบวก
ตอ HLA-B27 จะ พบ positive band (fast migrating) ขนาด
201 bp รวม กับ internal control band (slow migrating)
ขนาด 429 bp สาํหรบั กรณ ีที ่ให ผล ลบ ตอ HLA-B27 จะ พบ แต
เฉพาะ internal control band เทานั้น ดัง รูป ที่ 1 นอก จาก นี้

รปูที ่1 ผลการตรวจ HLA-B27 ดวยวธิพีซีอีาร เอสเอสพี
Lane 1-3 คือ HLA-B27 negative
Lane   4 คอื HLA-B27 positive
M คอื 100 bp DNA ladder

400 bp
200 bp

Internal control (429 bp)
HLA-B27 (201 bp)

M   1      2    3    4
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ออยทพิย  ณ ถลาง และคณะ

เพือ่ เปน การ ยนืยนั วา ปฏกิริยิา พ ีซ ีอาร เอส เอส พี เกดิ ขึน้ สมบรูณ
จะ ตอง พบ internal control band ใน ทกุ การ ทดสอบ หาก ไม
พบ แสดง วา การ ทดสอบ ไม ถกู ตอง

ผล การ ศกึษา
 ตวัอยาง เลอืด ของ ผูปวย ที ่นาํ มา ศกึษา ม ีจาํนวน ทัง้ หมด 311

ราย ได ทาํ การ ศกึษา เปรยีบ เทยีบ ผล การ ตรวจ HLA-B27 ดวย
วธิ ีซ ีโรโลย ีกบั วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี พบ วา ให ผลบวก ตอ HLA- B27
ตรงกัน 61 ราย (19.61%) โดย ให ผลบวก ดวย วิธี ซี โรโลยี อยาง
เดียว 61 ราย ใน ขณะ ที่ ให ผลบวก ดวย วิธี พี ซี อาร เอส เอส พี 63
ราย สาํหรบั ตวัอยาง เลอืด ที ่ให ผล ไม ตรงกนั ทัง้ 2 ราย นี้ ได นาํ ไป
ทดสอบ เพิม่ เตมิ โดย ใช น้าํ ยา Dynal Classic SSP HLA-B27
“ low resolution” (Dynal Biotech Ltd., Wirral, UK) พบ วา
ให ผลบวก ทัง้ 2 ราย และ เพือ่ ยนืยนั ผล การ ทดสอบ ได นาํ ตวัอยาง
DNA ทัง้ 2 ราย ไป ทาํ การ ตรวจ โดย ใช DNA sequencing พบ
วา เปน HLA-B*27 alleles ทัง้ 2 ราย เมือ่ เปรยีบ เทยีบ ผล การ
ตรวจ HLA-B27 ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี กบั วธิ ีซ ีโรโลยี พบ วา
วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี มี sensitivity 96.83%, specificity 100%,
positive predictive value 100%, negative predictive 
value  99.20% และ accuracy 95.96% ตาม ลาํดบั ดงั แสดง ใน
ตาราง ที่ 1 นอก จาก นี้ ได ทาํ การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย วธีพี ีซ ีอาร
เอส เอส พี จาํนวน 311 ตวัอยาง โดย ใช เครือ่ง เพิม่ ปรมิาณ สาร พนัธุ
กรรม 3 ชนดิ คอื PTC 200 Thermal Cycler (MJ Research,
Inc, MA, USA), iCycler (Biorad, USA) และ  GeneAmp
PCC  System 2400 (Perkin Elmer, NJ, USA)  พบ วา ไดผล

ตรงกนั ทัง้ หมด
 อกี ทัง้ เพือ่ เปน การ ศกึษา reproducibility ของ การ ทดสอบ

HLA-B27 ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พ ีโดย ใช น้าํ ยา สาํเรจ็ รปู ที ่เตรยีม
ขึน้ เอง กบั ตวัอยาง DNA ที ่ได ทาํ การ ทดสอบ ไว แลว 30 ราย ( โดย
วิธี สุม ตัวอยาง) พบ วา ให ผล ตรงกัน ทุก ตัวอยาง และ ได ศึกษา
ความ ไว ของ การ เกดิ ปฏกิริยิา โดย เจอื จาง DNA ให ม ีความ เขมขน
ตัง้แต 0.01, 0.1, 10, 20, 50 และ 100 นา โน กรมั ตอ ไมโคร ลติร
พบ วา จะ เกดิ amplified products ของ control และ specific
primers ได ตัง้แต ความ เขมขน ของ DNA เทากบั 0.1 นา โน กรมั
ตอ ไมโคร ลติร แต ปฏกิริยิา จะ ชดัเจน ใน ชวง ความ เขมขน ระหวาง
10 ถึง 100 นา โน กรัม ตอ ไมโคร ลิตร

วิจารณ
โดย ทัว่ ไป การ ตรวจ หา HLA-B27 นยิม ใช วธิ ีทาง ซ ีโรโลยี ซึง่

สามารถ  รายงาน ผล ได ภาย ใน เวลา 6 ชัว่โมง แต วธิ ีนี ้ม ีขอ จาํกดั คอื
ตอง ทาํ การ ทดสอบ ภาย ใน 24 ชัว่โมง หลงั จาก เจาะ เลอืด และ ตอง
ใช เลอืด เปน ปรมิาณ มาก ประมาณ 10 มล. และ ม ีคาใชจาย ใน การ
จดั ซือ้ แอน ต ิซรีมัจาก ตาง ประเทศ และ อาจ ไม ม ีความ จาํเพาะ ครอบ
คลมุ ตอ แอนตเิจน ของ HLA-B27 ครบ ทกุอลัลลี จงึ ทาํให ม ีการ
พฒันาการ ทดสอบ ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เพือ่ ให การ ทดสอบ ม ีความ ถกู
ตอง แมนยาํ ขึน้15-19 เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี เปน วธิ ีซึง่ นยิม ใช ใน
การ ตรวจ ประจาํ หอง ปฏบิตั ิการ HLAสวน ใหญ จะ จดั ซือ้ น้าํ ยา จาก
ตาง ประเทศ ซึ่ง มี ราคา แพง การ ศึกษา ครั้ง นี้ ได เตรียม ชุด ตรวจ
สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย เทคนคิพ ีซ ีอาร เอส
เอส พ ี ขึน้ ใช เอง โดย ออก แบบ primers ให ครอบ คลมุ กบั HLA-
B27 ได ทกุอลัลลี (B*2701-2725) ใน ขณะ ที ่น้าํ ยา จาก ตาง ประเทศ

ตาราง ที่ 1 การ เปรยีบ เทยีบ การ ตรวจ หา HLA-B27 โดย วธิ ีซ ีโรโลยี และ วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พ ีใน ตวัอยาง เลอืด ของ ผูปวย 311 ราย

PCR-SSP Total

LCT Positive Negative

Positive
Negative

Total

61
2

63

0
248

248

61
250

311
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บาง บรษิทั ยงั ไม สามารถ ตรวจ ได ครอบ คลมุ ทกุอลัลลีโดย ใช HLA-
B27 primers เพยีง คู เดยีว ถา ตองการ ให ตรวจ ได ครบ ทกุอลัลลี
จะ ตอง ทาํ การ ทดสอบ เพิม่ เตมิ กบั primers คู อืน่ การ ศกึษา ครัง้
นี้ ไดเปรยีบ เทยีบ วธิ ีพ ีซ ีอารเอส เอส พ ีกบั วธิ ีทาง ซ ีโรโลยี จาก จาํนวน
ตวัอยาง ทดสอบ 311 ตวัอยาง พบ วา ให ผลบวก ตรงกนั ทัง้ 2 วธิี
61 ราย สาํหรบั ตวัอยาง 2 ราย ซึง่ ให ผลบวก กบั วธิพี ีซ ีอาร เอส
เอส พี อยาง เดียว เมื่อ ตรวจ ยืนยัน ดวย น้ํา ยา สําเร็จ รูป จาก ตาง
ประเทศ ก็ ให ผลบวก ตรงกัน ทั้ง 2 ราย และ เมื่อ ศึกษา ดวย การ
sequencing  พบ วา เปน B*27 alleles สาเหต ุที ่ทาํให เกดิ ผล ลบ
ปลอม จาก การ ตรวจ ดวย วิธีซี โรโลยี อาจ เกิด มา จาก ไม มี แอน ติ
ซีรัมที่ จําเพาะ กับอัลลีลนั้น หรือ อัตรา สวน ของ เซลล และ แอน ติ
ซีรัมไม เหมาะสม หรือ สวน ผสม ไม เขากัน ดี ปฏิกิริยา ออน ทําให
การ อาน ผล ผิดพลาด ได20,21

ขอ ด ีของ การ ทดสอบ ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร คอื ใช เลอืด จาํนวน นอย
ไม จาํเปน ตอง ทาํ การ ทดสอบ ทนัท ีและ ความ ไว ของ ปฏกิริยิา ก ็เกดิ
ได ดี16-20,23 สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย วธิพี ีซ ีอาร เอส เอส
พี ใน การ ศึกษา ครั้ง นี้  พบ วา ความ ไว ของ ปฏิกิริยา เกิด ได ชัดเจน
เมือ่ DNA ม ีความ เขมขน ตัง้แต 10 นา โน กรมั ตอ ไมโคร ลติร และ
ชุด  ตรวจ สําเร็จ รูป สําหรับ การ ทดสอบ HLA-B27 นี้ ยัง มี ตนทุน
คอน  ขาง ต่ํา เมื่อ เทียบ ราคา กับ น้ํา ยา จาก ตาง ประเทศ โดย เมื่อ
คํานวณ  คาใชจาย น้ํา ยา ที่ จัด ซื้อ ทั้ง หมด ตอ การ ทํา การ ทดสอบ 1
ครั้ง จะ มี ตนทุน ต่ํา กวา ราคา จาก ตาง ประเทศ 50 เทา  ทําให ชวย
ประหยดั คาใชจาย ใน การ รกัษา พยาบาล ของ ผูปวย อกี ทัง้ ยงั ชวย
ลด การ นาํ เขา น้าํ ยา จาก ตาง ประเทศ ซึง่ ม ีผล ตอ เศรษฐกจิ โดย รวม
ของ ประเทศ

ดงันัน้ ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย
เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี นี้ จงึ สามารถ นาํ มา ใช ใน การ ตรวจ ประจาํ
และ ใช เปน แนว ทาง ใน การ พฒันา ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู ของ หอง ปฏบิตัิ
การ HLA ตอไป

กติตกิรรม ประกาศ
 การ ศึกษา วิจัย นี้ ไดรับ การ สนับสนุน ทุน วิจัย จาก มูลนิธิ โรง

พยาบาล  พระ มงกุฎ เกลา และ วิทยาลัย แพทยศาสตร พระ มงกุฎ
เกลา คณะ ผู วิจัย ขอ ขอบคุณ เจาหนาที่ แผนก จุลชีววิทยา กอง
วิจัย สถาบัน วิจัย วิทยาศาสตร การ แพทย กรม แพทย ทหาร บก ที่
ชวย ใน การ ตรวจ DNA sequencing และ เจาหนาที่ กอง พยาธิ
วทิยา โรงพยาบาล พระ มงกฎุ เกลา ที ่ชวย ใน การ เกบ็ สิง่ สง ตรวจ

 เอกสาร อางอิง
1.  Schlosstein L, Terasaki PI, Bluestone R, Pearson GM. High

 association  of an HL-A antigen, W27, with ankylosing spon-
dylitis.  N Engl J Med  1973; 288: 704-6.

2. Brewerton DA, Cafferey M, Hart FD, James DCO, Nicholls A,
 Sturrock  DD. Ankylosing spondylitis and HLA-B27. Lancet
 1973; 2:904-7.

3. Darby SC, Doll R, Gill SK, Smith PG. Long term mortality after
a single treatment course with x-rays in patients treated for
ankylosing spondylitis. Br J Cancer 1987; 115:320-2.

4.  Au WY, Hawkins BR, Cheng N, Lie AKW, Liang R, Kwong YL.
 Risk  of hematological malignacies in HLA-B27 carriers. Br J
 Haematol  2001; 115: 320-2.

5. Solow H, Higalgo R, Singal DP. Juvenile-onset diabetes: HLA-
A,  -B, -C, -DR alloantigens. Diabetes 1979; 28: 1-4.

6.  Good AE, Kawanishi H, Schultz JS. HLA B27 in blacks with
 ankylosing  spondylitis or Reiter’s disease. N Engl J Med 1976;
1 294:  166-7.

7.  Sengupta S, Sehgal S, Aikat BK, Deodbar SD, James DCO.
 HLA  B27 in ankylosing spondylitis in India. Lancet  1977; 1:
 1209-10.

8.  Caughey DE, Gow J. Ankylosing spondylitis in Polynesian
 races.  NZ Med J 1975; 81: 268.

9.  Gonzalez-Roces S, Alvarez MV, Dieye A, Lopez-Larrea C. HLA-
B27  alleles and susceptibility and resistance to ankylosing
 spondylitis (AS). In: Charron D ed. vol II: HLA. Genetic diver-
sity  of HLA functional and medical implication. Paris,  EDK,
 1997: 648-51.

10.  Tiwari JL, Terasaki PI: Mechanism of HLA and disease asso-
ciations. In: Tiwari JL, Terasaki PI eds. HLA and disease  asso-
ciations. New York Springer-Verlag,  1985: 28-31.

11.  Christiansen F, Zilko P,Dawkins RL. Ankylosing spondylitis in
 HLA -B27-positive individuals: use in diagnosis. Br Med J  1979;
6156: 125.

12.  Bandilla K, Berg D, Semmler U, Pfannenstiel P. HLA B27deter-
mination  for differential diagnosis of chronic  back pain. Verh
Dtsch Ges  Rheumatol  1978; 5:369-71.

13.  Terasaki PI, Bernoco D, Park MS, Ozturk G, Iwaki Y. Microdro-
plet  testing for HLA-A, -B, -C and -D antigen. Am J Clin Pathol
1978; 69:103-20.

14.  Pei R, Arjomand-Shamsai M, deng CT, Cesbron A, Bignon JD,
 Lee  JH. A monospecific HLA-B27 fluorescein isothiocyanate-
conjugated monoclonal antibody for rapid, simple and accurate
HLA-B27 typing. Tissue Antigens  1993; 41: 200-3.

15.  Neumuller J, Schwartz DWM, Dauber E, Mayr WR.  Evaluation
 for  four monoclonal antibodies against HLA-B27 for their reliabi-



16

D:\Zoom\Zoom\Journal\57(1)\Blood.p65

Royal Thai Army Medical Journal Vol. 57  No. 1  January-March 2004

ออยทพิย  ณ ถลาง และคณะ

lity  in HLA-B27 typing with flow cytometry (FC): comparison
 with  the classic microlymphocytotoxic test (MLCT). Cytometry

 1996;  26: 209-15.
16.  Hill AV, Allsopp CE, Kwiatkowski D, Anstey NM, Greenwood

 BM,  McMichael AJ. HLA class I typing by PCR: HLA-B27 and
 an  African B27 subtype. Lancet  1991;337: 640-2.

17.  Dominguez O, Coto E, Martinez-Naves E, Choo SY, Lopez-
Larrea  C. Molecular typing of HLA-B27 alleles. Immunogene-
tics  1992; 36:277-82.

18.  Inoko H. PCR-RFLP method holds great promise for complete
 HLA  class II genotyping. Tissue Antigens  1990; 36: 88-92.

19.  Olerup O. HLA-B27 typing by a group-specific PCR amplifica-
tion.  Tissue Antigens 1994; 43:253-6.

20.  Olerup O, Zetterquist H. HLA-DR by PCR amplification with se-

quence  specific primers (PCR-SSP) in 2 hours: an alternative to
 serological DR typing in clinical practice including donor-reci-
pient  matching in cadaveric transplantaion.  Tissue Antigens
 1992;39: 225-35.

21. Milken SL.  Reagent antisera for HLA typing.  Tissue typing re-
ference  manual South-Eastern Organ Procurement Foundation,
 2nd  ed. Virginia,  1987:1-11.

22. Hoppe BL, Conti-Tronconi BM, Horton RM. Gel-Loading dyes
 compatible with PCR. Biotechniques 1992; 12 : 679-80.

23.  Schaffer M, Olerup O. HLA-AB typing by polymerase-chain
 reaction with sequence-specific primers: more accurate, less
 errors,  and increased resolution compared to serological typing.
 Tissue Antigens  2001; 58: 299-307.



17

D:\Zoom\Zoom\Journal\57(1)\Blood.p65

เวชสารแพทยทหารบก ปที ่57  ฉบบัที ่1 มกราคม-มนีาคม 2547

การพฒันาชดุตรวจสาํเรจ็รปูสาํหรบัการทดสอบ HLA-B27

Development of the HLA-B27 Test Kit
 by the PCR-SSP  Technique
Oytip Nathalang, Kamolthip Nillakupt*, Pasra Arnutti, Srisurang Tantimavanich**
 and Chadarat Jaruchaimontree**
Department of Pathology, * Department of Biochemistry, Phramongkutklao College of Medicine, **Department of Clinical Microbiology, Faculty
of Medical Technology, Mahidol University, Bangkok, Thailand

Background:  An association between HLA-B27 and ankylosing spondylytis, rheumatic diseases and hematologic
malignancies has been proven. Therefore, typing for the individual alleles of the HLA-B27 group is important in
diagnosis and treatment. HLA laboratories have traditionally typed for HLA-B27 by serological technique, which
requires fresh viable lymphocytes and the availability of antisera. Typing trays must be made specifically for HLA-
B27 allele testing, which is a limitation of this technique. Presently, there is a commercial kit of PCR with
sequence specific primers (PCR-SSP) and it provides more accurate results than serological technique. However,
its price is relatively high for laboratories with limited funds in Thailand and other developing countries.  Objective:
To develop the HLA-B27 test kit by the PCR-SSP technique.  Methods:  Three hundred and eleven blood samples,
which were tested for HLA-B27 by microlymphocytotoxicity test (LCT), using commercial antisera were included
in this study. To increase the validity and reliability of the evaluation, the laboratory technicians were blinded
for the LCT results. The PCR-SSP testing for HLA-B27 was developed, as described by Olerup O with some modi-
fications.  Results:  It was found that 61(19.61%) and 63 (20.26%) of these samples were positive for HLA- B27 by
LCT and PCR-SSP, respectively. The sensitivity and specificity of the PCR-SSP were 96.83% and 100%, respec-
tively,  when using LCT as the standard method. The PCR-SSP positive predictive value was 100%, the negative
predictive  value was 99.20% and accuracy was 95.96%.  Conclusion:  This study shows that the PCR-SSP is simple,
convenient and a more cost-effective in-house test kit.
Key Words: • HLA-B27 • PCR-SSP • Microlymphocytotoxicity test
RTA Med J 2547;57:11-18.
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