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นิพนธตนฉบับ
การ พฒันา ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27
 ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี
ออย ทพิยณ 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 เกลา, ** ภาค วิชา จุลชีววิทยา คลินิก คณะ เทคนิค การ แพทย มหาวิทยาลัย มหิดล

บท คัด ยอ : เปน ที่ ทราบ กัน ดี วา human leukocyte antigen (HLA) มี ความ สัมพันธ กับ การ เกิด โรค หลาย ชนิด โดย เฉพาะ อยาง ยิ่ง
ankylosing spondylitis, โรค ขอ และ โรค มะเรง็ ของ เมด็ เลอืด บาง ชนดิ ดงันัน้ การ ตรวจ หา แอนตเิจน HLA-B27 จงึ ม ีความ จาํเปน อยาง
ยิง่ เพือ่ ชวย ใน การ วนิจิฉยั สาเหต ุของ โรค ที ่แท จรงิ ทาํให แพทย สามารถ ทาํ การ รกัษา ได อยาง ถกู ตอง โดย ทัว่ ไป การ ตรวจ หา HLA-B27
ทาํ ได โดย วธิ ีทาง ซ ีโรโลย ีซึง่ ตอง ใช เซลล เมด็ เลอืด ขาว ของ ผูปวย มา ทาํ การ ทดสอบ เซลล ที ่ใช ทดสอบ ตอง เปน เซลล ใหม และ ตอง ใช แอน ติ
ซรีมัที ่ม ีความ จาํเพาะ ครอบ คลมุ ตอ แอนตเิจน ของ HLA-B27 ครบ ทกุอลัลลี ทาํให เปน ขอ จาํกดั ของ การ ทดสอบ ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี ปจจบุนั
บรษิทั ตาง 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 ตอง แมนยาํ กวา วธิ ีทาง ซ ีโรโลยี 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 ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี โดย ทาํ การ ทดสอบ HLA-B27
ใน ตวัอยาง เลอืด ที ่สง ตรวจ HLA-B27 ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี โดย ใช แอน ต ิซรีมัของ บรษิทั จาก ตาง ประเทศ แลว จงึ นาํ ตวัอยาง เลอืด ที ่เหลอื มา
ทดสอบ ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี โดย ได ดดัแปลง primers ให เหมาะสม และ ครอบ คลมุ กบั HLA-B27 ทกุอลัลลี เจาหนาที ่ที ่ทาํ การ
ทดสอบ จะ ไม ทราบ ผล ของ การ ตรวจ ดวย วิธี ซี โรโลยี มา กอน ผล การ ศึกษา พบ วา ใน ตัวอยาง ตรวจ 311 ราย ให ผลบวก ตอ HLA B27
ตรงกนั 61 ราย และ ให ผลบวก ดวย วธิ ีซ ีโรโลย ีอยาง เดยีว 61 ราย ใน ขณะ ที ่ให ผลบวก ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี 63 ราย เมือ่ กาํหนด ให
วธิ ีทาง ซ ีโรโลย ีเปน วธิ ีมาตรฐาน พบ วา วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี มี 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 วา การ ตรวจ HLA-B27
ดวย   วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พ ีนัน้ เปน วธิ ีที ่งาย สะดวก และ ราคา ตนทนุ ของ น้าํ ยา ถกู กวา น้าํ ยา ที ่นาํ เขา จาก ตาง ประเทศ
Key Words: • HLA-B27 • PCR-SSP • Microlymphocytotoxicity test
เวชสารแพทยทหารบก 2547;57:11-18.

เปน ที ่ทราบ กนั ด ีวา 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 ปองกนั การ เกดิ
โรค  (disease protection genes) โดย เฉพาะ อยาง ยิ่ง HLA-
B27  พบ วา มี ความ สัมพันธ กับ โรค ankylosing spondylitis

(AS) อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติ ิใน ประชากร ทกุ เชือ้ ชาต ิ1-10 กลไก
ของ การ เกดิ โรค ที ่เกีย่วของ กบั HLA ม ีสมมตฐิาน ได หลาย แบบ
อาทิ เชน  โมเลกุล ของ HLA เปน receptor ตอ organism ที่
ทาํให เกดิ โรค  ซึง่ เมือ่ เกดิ ปฏกิริยิา ตอ กนั จะ ทาํให ระบบ ภมูคิุมกนั
ของ รางกาย เสยี ไป หรอื โมเลกลุ ของ HLA บน ผวิ ของ lympho-
cyte  คลาย คลงึ (cross reaction) กบั ลกัษณะ ของ organism
ที ่ทาํให เกดิ โรค ทาํให ไม ม ีการ สราง ระบบ ภมูคิุมกนั ตอ organism
เหลา นัน้ หรอื โมเลกลุ ของ HLA ถกู organism ที ่ทาํให เกดิ โรค
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เปลีย่น แปลง โครง สราง ทาํให ไม สามารถ สราง ระบบ ภมูคิุมกนั ได
ตาม ปกติ แอนตเิจน ของ HLA เปน ปจจยั หนึง่ รวม กบั ปจจยั อืน่ ๆ
เชน สิง่ แวด ลอม เชือ้ โรค ซึง่ ทาํให เกดิ susceptibility ตอ การ เกดิ
โรค8

นอก จาก HLA-B27 จะ เปน แอนติเจน บน ผิว ของ เม็ด เลือด
ขาว ที่ พบ วา มี ความ สัมพันธ กับ การ เกิด โรค AS แลว ยัง พบ วา มี
ความ สมัพนัธ กบั โรค อืน่ อกี หลาย ชนดิ เชน โรค ขอ 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 จาํเปน อยาง ยิง่ เพือ่
ชวย ใน การ วนิจิฉยั สาเหต ุของ โรค ที ่แท จรงิ ทาํให แพทย สามารถ ทาํ
การ รกัษา ได อยาง ถกู ตอง โดย ทัว่ ไป การ ตรวจ หา HLA-B27 ทาํ
ได โดย วิธี ทาง ซี โรโลยี13,14  ไดแก microlymphocytotoxicity
technique   (LCT) ซึง่ ใช เซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิลมิโฟซยัท ของ
ผูปวย มา ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอน ต ิซรีมัที ่จาํเพาะ ตอ แอนตเิจน โดย มี
คอมพลีเมนต รวม อยู ดวย ปจจัย ที่ สําคัญ ของ การ ทดสอบ นี้ คือ
เซลล ที ่จะ ใช ทดสอบ ตอง เปน เซลล ใหม ม ีอาย ุไม เกนิ 24 ชม. และ
ตอง ใช แอน ต ิซรีมัที ่ม ีความ จาํเพาะ ครอบ คลมุ ตอ แอนตเิจน ของ
HLA-B27 ครบ ทกุอลัลลี ทาํให เปน ขอ จาํกดั ของ การ ทดสอบ ดวย
วธิ ีซ ีโรโลยี นอก จาก นี ้ยงั ม ีการ ใช วธิี isoelectric focusing และ
flow cytometry หรอื การ ตรวจ หา soluble HLA antigen  ซึง่
เปน วธิกีาร ตรวจ ที ่ตอง ใช เครือ่งมอื เฉพาะ น้าํ ยา ม ีราคา แพง ตอง สัง่
ซือ้ จาก ตาง ประเทศ และ ตอง อาศยั เจาหนาที ่ที ่ม ีประสบการณ และ
ความ ชาํนาญ ปจจบุนั ได ม ีการ นาํ เทคนคิ polymerase chain 
reaction (PCR) มา ใช ใน การ ตรวจ หาอลัลลีของ HLA เชน  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

วธิี PCR-SSP เปน วธิ ีที ่นยิม ใช กนั อยาง แพร หลาย ใน การ ตรวจ
หาอัลลีลของ HLA ทั้ง A, B และ DR ซึ่ง ใช เวลา ใน การ ทํา การ
ทดสอบ ประมาณ 2 ชัว่โมง จงึ เปน ขอ ด ีของ การ ใช วธิ ีนี้ เพราะ ใช
เวลา ใน การ ตรวจ นอย และ ขัน้ตอน ใน การ ทดสอบ ไม ยุง ยาก อกี ทัง้
ไดผล การ ทดสอบ ที ่ถกู ตอง แมนยาํ ไม แตก ตาง จาก วธิี PCR ชนดิ
อื่น18,19 ปจจุบัน มี บริษัท ตาง ประเทศ ผลิต ชุด ตรวจ สําเร็จ รูป โดย
วธิี PCR-SSP มา จาํหนาย รวม กบั การ ตรวจ ทาง ซ ีโรโลยี ซึง่ พบ วา
การ ตรวจ ดวย วิธี PCR-SSP ให ผล ถูก ตอง แมนยํา มาก กวา วิธี ซี
โรโลย ี เนือ่ง จาก เปน การ ตรวจ ระดบั ยนี แต ม ีราคา แพง ยงั ไม เหมาะ

ใน การ นาํ มา ใช ตรวจ ใน หอง ปฏบิตั ิการ ประจาํ ใน ประเทศ ไทย หรอื
ประเทศ ที ่กาํลงั พฒันา จงึ ควร ม ีการ พฒันา ชดุ ทดสอบ ขึน้ ใช เอง
เพือ่ เปน การ ประหยดั คาใชจาย ใน การ ซือ้ น้าํ ยา จาก ตาง ประเทศ

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

สาํหรบั  การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี

ตวัอยาง ตรวจ และ วธิกีาร ศกึษา
กลุม ประชากร เปาหมาย ไดแก เลอืด ของ ผูปวย ที ่สง ตรวจ หา

HLA-B27  ที่ ภาควิชา พยาธิ วิทยา วิทยาลัย แพทยศาสตร พระ
มงกุฎ เกลา  ตั้งแต มกราคม ถึง ธันวาคม 2546 จํานวน 311
ตวัอยาง โดย ไดรบั อนมุตั ิให ใช เลอืด ใน สวน ที ่เหลอื จาก การ ตรวจ
ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี ซึง่ ภาควชิา พยาธ ิวทิยา ให การ บรกิาร เปน ประจาํ อยู
แลว นาํ เลอืด สวน ที ่เหลอื มา เตรยีม DNA โดย ใช วธิี Salting out
(Pel-Freez DNA isolation kit, Pel-Freez, WI, USA) โดย
DNA  ที่ เตรียม ได จะ มี ความ เขมขน ระหวาง 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 ตอ HLA-B27, negative และ positive controls ไว
แลว หลุม ละ 1 ไมโคร ลิตร จาก ตู แช แข็ง -30oซ มา ละลาย ที่
อุณหภูมิ หอง แลว นํา เซลล ลิมโฟซัยทที่ ปรับ ความ เขมขน แลว
(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 สวน ผสม ของ
เซลล และ ซรีมันาน 30 นาที ที ่อณุหภมู ิหอง หลงั จาก นัน้ หยด 5
ไมโคร ลติร ของ rabbit complement ทกุ หลมุ แลว incubate
ตอไป นาน 60 นาที ที ่อณุหภมู ิหอง เมือ่ ครบ เวลา หยด 10 ไมโคร
ลติร ของ สี Stain fix (One Lambda, Inc.,CA  USA) ลง ไป ทกุ
หลมุ  เพือ่ ยอม เซลล และ หยดุ ปฏกิริยิา

อาน ผล ปฏิกิริยา โดย ใช กลอง จุลทรรศน ชนิด inverted
phase    contrast โดย เทยีบ ด ูจาก เปอรเซน็ต 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 สี กรณ ีที่ HLA-B27 ให ผลบวก จะ พบ เซลล ตาย มาก
กวา 80% ใน หลมุ ทดสอบ ที ่ม ีแอน ต ิซรีมัที ่จาํเพาะ กบั HLA-B27
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การพฒันาชดุตรวจสาํเรจ็รปูสาํหรบัการทดสอบ HLA-B27

และ positive control กรณี HLA-B27 ให ผล ลบ จะ ไม พบ
เซลล ตาย มาก เกิน กวา 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 ตอ 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   ตอ HLA-B27 (B*2701-2725) นี ้จะ สามารถ amplified re-
gion  ของ HLA-B27 ตรง ตาํแหนง ของ exon 2 ที ่ได product
size 201 bp และ internal control primers จะ จําเพาะ ตอ
human growth hormone gene ที่ ได product size 429
bp20  สวน ผสม ของ การ ทาํ พ ีซ ีอาร ประกอบ ดวย 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 สวน ผสม ดัง กลาว มา 9.5 ไมโคร ลิตร ใส ลง ใน หลอด
ทดลอง ขนาด 0.2 ไมโคร ลติร แลว เตมิ ตวัอยาง DNA 0.5 ไมโคร
ลติร ผสม ให เขากนั ปด ฝา หลอด ให สนทิ แลว 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 ดงันี้ 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 นาที 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 ที่ 100 โวลต นาน 20 นาที
เมือ่  ครบ เวลา ถาย รปู band จาก gel ที ่ได ซึง่ ใน กรณ ีที ่ให ผลบวก
ตอ HLA-B27 จะ พบ positive band (fast migrating) ขนาด
201 bp รวม กับ internal control band (slow migrating)
ขนาด 429 bp สาํหรบั กรณ ีที ่ให ผล ลบ ตอ HLA-B27 จะ พบ แต
เฉพาะ internal control band เทานั้น ดัง รูป ที่ 1 นอก จาก นี้

รปูที ่1 ผลการตรวจ HLA-B27 ดวยวธิพีซีอีาร 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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เพือ่ เปน การ ยนืยนั วา ปฏกิริยิา พ ีซ ีอาร เอส เอส พี เกดิ ขึน้ สมบรูณ
จะ ตอง พบ internal control band ใน ทกุ การ ทดสอบ หาก ไม
พบ แสดง วา การ ทดสอบ ไม ถกู ตอง

ผล การ ศกึษา
 ตวัอยาง เลอืด ของ ผูปวย ที ่นาํ มา ศกึษา ม ีจาํนวน ทัง้ หมด 311

ราย ได ทาํ การ ศกึษา เปรยีบ เทยีบ ผล การ ตรวจ HLA-B27 ดวย
วธิ ีซ ีโรโลย ีกบั วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี พบ วา ให ผลบวก ตอ HLA- B27
ตรงกัน 61 ราย (19.61%) โดย ให ผลบวก ดวย วิธี ซี โรโลยี อยาง
เดียว 61 ราย ใน ขณะ ที่ ให ผลบวก ดวย วิธี พี ซี อาร เอส เอส พี 63
ราย สาํหรบั ตวัอยาง เลอืด ที ่ให ผล ไม ตรงกนั ทัง้ 2 ราย นี้ ได นาํ ไป
ทดสอบ เพิม่ เตมิ โดย ใช น้าํ ยา Dynal Classic SSP HLA-B27
“ low resolution” (Dynal Biotech Ltd., Wirral, UK) พบ วา
ให ผลบวก ทัง้ 2 ราย และ เพือ่ ยนืยนั ผล การ ทดสอบ ได นาํ ตวัอยาง
DNA ทัง้ 2 ราย ไป ทาํ การ ตรวจ โดย ใช DNA sequencing พบ
วา เปน HLA-B*27 alleles ทัง้ 2 ราย เมือ่ เปรยีบ เทยีบ ผล การ
ตรวจ HLA-B27 ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี กบั วธิ ีซ ีโรโลยี พบ วา
วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พี มี sensitivity 96.83%, specificity 100%,
positive predictive value 100%, negative predictive 
value  99.20% และ accuracy 95.96% ตาม ลาํดบั ดงั แสดง ใน
ตาราง ที่ 1 นอก จาก นี้ ได ทาํ การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย วธีพี ีซ ีอาร
เอส เอส พี จาํนวน 311 ตวัอยาง 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 วา ไดผล

ตรงกนั ทัง้ หมด
 อกี ทัง้ เพือ่ เปน การ ศกึษา reproducibility ของ การ ทดสอบ

HLA-B27 ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พ ีโดย ใช น้าํ ยา สาํเรจ็ รปู ที ่เตรยีม
ขึน้ เอง กบั ตวัอยาง DNA ที ่ได ทาํ การ ทดสอบ ไว แลว 30 ราย ( โดย
วิธี สุม ตัวอยาง) พบ วา ให ผล ตรงกัน ทุก ตัวอยาง และ ได ศึกษา
ความ ไว ของ การ เกดิ ปฏกิริยิา โดย เจอื จาง DNA ให ม ีความ เขมขน
ตัง้แต 0.01, 0.1, 10, 20, 50 และ 100 นา โน กรมั ตอ ไมโคร ลติร
พบ วา จะ เกดิ amplified products ของ control และ specific
primers ได ตัง้แต ความ เขมขน ของ DNA เทากบั 0.1 นา โน กรมั
ตอ ไมโคร ลติร แต ปฏกิริยิา จะ ชดัเจน ใน ชวง ความ เขมขน ระหวาง
10 ถึง 100 นา โน กรัม ตอ ไมโคร ลิตร

วิจารณ
โดย ทัว่ ไป การ ตรวจ หา HLA-B27 นยิม ใช วธิ ีทาง ซ ีโรโลยี ซึง่

สามารถ  รายงาน ผล ได ภาย ใน เวลา 6 ชัว่โมง แต วธิ ีนี ้ม ีขอ จาํกดั คอื
ตอง ทาํ การ ทดสอบ ภาย ใน 24 ชัว่โมง หลงั จาก เจาะ เลอืด และ ตอง
ใช เลอืด เปน ปรมิาณ มาก ประมาณ 10 มล. และ ม ีคาใชจาย ใน การ
จดั ซือ้ แอน ต ิซรีมัจาก ตาง ประเทศ และ อาจ ไม ม ีความ จาํเพาะ ครอบ
คลมุ ตอ แอนตเิจน ของ HLA-B27 ครบ ทกุอลัลลี จงึ ทาํให ม ีการ
พฒันาการ ทดสอบ ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร เพือ่ ให การ ทดสอบ ม ีความ ถกู
ตอง แมนยาํ ขึน้15-19 เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี เปน วธิ ีซึง่ นยิม ใช ใน
การ ตรวจ ประจาํ หอง ปฏบิตั ิการ HLAสวน ใหญ จะ จดั ซือ้ น้าํ ยา จาก
ตาง ประเทศ ซึ่ง มี ราคา แพง การ ศึกษา ครั้ง นี้ ได เตรียม ชุด ตรวจ
สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย 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 ตาง ประเทศ

ตาราง ที่ 1 การ เปรยีบ เทยีบ การ ตรวจ หา HLA-B27 โดย วธิ ีซ ีโรโลยี และ วธิ ีพ ีซ ีอาร เอส เอส พ ีใน ตวัอยาง เลอืด ของ ผูปวย 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 ถา ตองการ ให ตรวจ ได ครบ ทกุอลัลลี
จะ ตอง ทาํ การ ทดสอบ เพิม่ เตมิ กบั primers คู อืน่ การ ศกึษา ครัง้
นี้ ไดเปรยีบ เทยีบ วธิ ีพ ีซ ีอารเอส เอส พ ีกบั วธิ ีทาง ซ ีโรโลยี จาก จาํนวน
ตวัอยาง ทดสอบ 311 ตวัอยาง พบ วา ให ผลบวก ตรงกนั ทัง้ 2 วธิี
61 ราย สาํหรบั ตวัอยาง 2 ราย ซึง่ ให ผลบวก กบั วธิพี ีซ ีอาร เอส
เอส พี อยาง เดียว เมื่อ ตรวจ ยืนยัน ดวย น้ํา ยา สําเร็จ รูป จาก ตาง
ประเทศ ก็ ให ผลบวก ตรงกัน ทั้ง 2 ราย และ เมื่อ ศึกษา ดวย การ
sequencing  พบ วา เปน B*27 alleles สาเหต ุที ่ทาํให เกดิ ผล ลบ
ปลอม จาก การ ตรวจ ดวย วิธีซี โรโลยี อาจ เกิด มา จาก ไม มี แอน ติ
ซีรัมที่ จําเพาะ กับอัลลีลนั้น หรือ อัตรา สวน ของ เซลล และ แอน ติ
ซีรัมไม เหมาะสม หรือ สวน ผสม ไม เขากัน ดี ปฏิกิริยา ออน ทําให
การ อาน ผล ผิดพลาด ได20,21

ขอ ด ีของ การ ทดสอบ ดวย วธิ ีพ ีซ ีอาร คอื ใช เลอืด จาํนวน นอย
ไม จาํเปน ตอง ทาํ การ ทดสอบ ทนัท ีและ ความ ไว ของ ปฏกิริยิา ก ็เกดิ
ได ดี16-20,23 สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย วธิพี ีซ ีอาร เอส เอส
พี ใน การ ศึกษา ครั้ง นี้  พบ วา ความ ไว ของ ปฏิกิริยา เกิด ได ชัดเจน
เมือ่ DNA ม ีความ เขมขน ตัง้แต 10 นา โน กรมั ตอ ไมโคร ลติร และ
ชุด  ตรวจ สําเร็จ รูป สําหรับ การ ทดสอบ HLA-B27 นี้ ยัง มี ตนทุน
คอน  ขาง ต่ํา เมื่อ เทียบ ราคา กับ น้ํา ยา จาก ตาง ประเทศ โดย เมื่อ
คํานวณ  คาใชจาย น้ํา ยา ที่ จัด ซื้อ ทั้ง หมด ตอ การ ทํา การ ทดสอบ 1
ครั้ง จะ มี ตนทุน ต่ํา กวา ราคา จาก ตาง ประเทศ 50 เทา  ทําให ชวย
ประหยดั คาใชจาย ใน การ รกัษา พยาบาล ของ ผูปวย อกี ทัง้ ยงั ชวย
ลด การ นาํ เขา น้าํ ยา จาก ตาง ประเทศ ซึง่ ม ีผล ตอ เศรษฐกจิ โดย รวม
ของ ประเทศ

ดงันัน้ ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู สาํหรบั การ ทดสอบ HLA-B27 ดวย
เทคนคิ พ ีซ ีอาร เอส เอส พี นี้ จงึ สามารถ นาํ มา ใช ใน การ ตรวจ ประจาํ
และ ใช เปน แนว ทาง ใน การ พฒันา ชดุ ตรวจ สาํเรจ็ รปู ของ หอง ปฏบิตัิ
การ HLA ตอไป

กติตกิรรม ประกาศ
 การ ศึกษา วิจัย นี้ ไดรับ การ สนับสนุน ทุน วิจัย จาก มูลนิธิ โรง

พยาบาล  พระ มงกุฎ เกลา และ วิทยาลัย แพทยศาสตร พระ มงกุฎ
เกลา คณะ ผู วิจัย ขอ ขอบคุณ เจาหนาที่ แผนก จุลชีววิทยา กอง
วิจัย สถาบัน วิจัย วิทยาศาสตร การ แพทย กรม แพทย ทหาร บก ที่
ชวย ใน การ ตรวจ DNA sequencing และ เจาหนาที่ กอง พยาธิ
วทิยา โรงพยาบาล พระ มงกฎุ เกลา ที ่ชวย ใน การ เกบ็ สิง่ สง ตรวจ
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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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