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Abstract
	 Background: Steven Johnson Syndrome (SJS) and Toxic epidermal necrolysis (TEN) are severe adverse drug 
reactions (ADR) that increase the morbidity and mortality. Most are hospitalized for a long period of time. This causes 
high treatment costs and possibly requires continuous treatment after being discharged from the hospital. Therefore, 
HLA-B*15:02 detection before drug dispensing can help physicians in selecting therapeutic drugs to prevent ADR 
or drug allergies in patients. Objectives: The researcher aimed at developing a real-time PCR assay for detection 
of HLA-B*15:02. Methods: EDTA whole blood samples were collected from 76 patients during 2022-2023, extract 
for DNA and screened for HLA-B*15:02 gene using the real-time PCR with in-house designed primers and probes 
specific for HLA-B*15:02 gene according to the HLA databases. Then, we compared the result of our developed 
real-time PCR assay with Sanger gene sequencing for HLA-B*15:02 gene genotyping. Results: In this study we found 
29 positive HLA-B*15:02 (38.15%) and 47 negative HLA-B*15:02 were samples (61.85%) The sensitivity and specificity 
of this developing method were 100% and 100%, respectively. All samples were compared with Sanger sequencing 
and all results showed similar to sanger sequencing. Conclusion: This study was successful developed assay for 
detecting HLA-B*15:02 allele to prevent CBZ-induced SJS/TEN. 
	 Keywords: HLA-B* 15:02, Real-time PCR, Steven-Johnson Syndrome (SJS), Toxic epidermal necrolysis (TEN), 
Carbamazepine
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บทคััดย่่อ
	 ภููมิิหลััง: กลุ่่�มอาการสตีีเวนจอห์์นสััน (Steven-Johnson 
syndrome; SJS) และกลุ่่�มอาการ toxic epidermal necrolysis 
(TEN) คืืออาการแพ้้ยาหรืออาการไม่่พึงประสงค์์จากการใช้้ยาท่ี่�
รุุนแรงและอาจทำให้้ผู้้�ที่่�แพ้้ยามีีโอกาสพิิการหรือเสีียชีีวิิตมากถึึง
ร้้อยละ 30 ผู้้�ที่่�มีีอาการแพ้้ยาส่่วนใหญ่่จะเข้้ารัับการรัักษาตััวที่่� 
โรงพยาบาลเป็็นระยะเวลานาน มีคี่่าใช้จ้่่ายในการรัักษาสููงและต้้อง
รัักษาต่่อเนื่่�องหลัังจากออกจากโรงพยาบาลเป็็นเวลาหลายเดืือน 
ส่่งผลให้้มีีภาระด้้านรายจ่่ายจากการรัักษาโรคที่่�เพิ่่�มขึ้้�น ดัังนั้้�นการ
ตรวจหายีีน HLA-B*15:02 ก่่อนการจ่่ายยาสามารถช่่วยแพทย์์ใน
การเลืือกยารัักษาโรคเพื่่�อป้้องกััน ADR หรืือการแพ้้ยาในผู้้�ป่่วย 
วััตถุุประสงค์์: เพื่่�อพััฒนาเทคนิิค Real-time PCR ในการตรวจ
หายีนี HLA-B*1502 วิธิีกีาร: เก็็บตัวัอย่่างเลือืดในหลอด EDTA 76 
ตััวอย่่างจากผู้้�ป่่วยที่่�แพทย์์สั่่�งให้้ตรวจคััดกรองยีีน HLA-B* 15:02 
สกัดัดีเีอ็น็เอและใช้ไ้พรเมอร์แ์ละโพรบที่่�ออกแบบเฉพาะสำหรับัยีนี 
HLA-B*15:02 จากฐานข้้อมููล HLA เปรีียบเทีียบผลที่่�ได้้กัับวิิธีีการ
หาลำดัับเบส Sanger gene sequencing เพื่่�อที่่�จะหาปฏิิกิิริิยาที่่�
เหมาะสำหรัับการตรวจหายีีน HLA-B* 15:02 ผล: ในการศึึกษานี้้� 
วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นสามารถตรวจพบยีีน HLA-B* 
15:02 จำนวน 29 ตััวอย่่างจากทั้้�งหมด 76 ตััวอย่่าง ในขณะที่่� 47 
ตััวอย่่างให้้ผลการตรวจเป็็นลบ คิิดเป็็นร้้อยละ 38.15 และ 61.85 
ตามลำดัับ เปรีียบเทีียบผลของตััวอย่่าง 29 ตััวอย่่างท่ี่�ให้้ผลบวก
กัับ วิิธีี Sanger gene sequencing พบว่่าให้้ผลเหมืือนกัันกัับ 
วิิธีีการตรวจท่ี่�พััฒนาขึ้้�น โดยมีีค่่าความไวและความจำเพาะอยู่่�
ที่่�ร้้อยละ 100 สรุุป: การศึึกษานี้้�ประสบผลสำเร็็จในการพััฒนา 
ชุุดตรวจ ยีนี HLA-B*15:02 allele เพื่่�อป้อ้งกันัการเกิดิผื่่�นแพ้ ้SJS/
TEN ก่่อนได้้รัับการรัักษาด้้วยยาคาร์์บามาซีีพีีน 
	 คำสำคััญ: HLA-B*15:02,  เรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์,  กลุ่่�มอาการ 
สตีเีวนจอห์น์สันั,  กลุ่่�มอาการ toxic epidermal necrolysis (TEN), 
คาร์์บามาซีีพีีน

 บทนำำ�
	 กลุ่่�มอาการ Steven-Johnson Syndrome (SJS) และ
กลุ่่�มอาการ toxic epidermal necrolysis (TEN) คืืออาการแพ้้ยา
หรือือาการไม่่พึงประสงค์จ์ากการใช้้ยาที่่�รุุนแรงและทำให้ผู้้้�ที่่�แพ้ย้า
มีีโอกาสพิิการหรืือเสีียชีีวิิตมากถึึงร้้อยละ 30 งานวิิจััยในประชากร
ของประเทศไทยพบว่่าผู้้�ป่วยที่่�มีี HLA-B* 15:02 มีีความเสี่่�ยงต่่อ
การเกิิด SJS/TEN จากยา carbamazepine เพิ่่�มขึ้้�น 54.76 เท่่า1 

สาเหตุุที่่�สำคััญของการเกิิด SJS/TEN คืือ เกิิดจากปฏิิกิิริิยาไวเกิิน
ของร่่างกายที่่�ตอบสนองต่่อยา ไม่่สามารถคาดการณ์์ได้้และไม่่ขึ้้�น
กัับขนาดยาท่ี่�ใช้้ ผู้้�ที่่�มีีอาการแพ้้ยาดัังกล่่าวจะมีีผื่่�นขึ้้�นท่ี่�ผิิวหนัง
และเยื่่�อบุุทั่่�วร่่างกายมีีการอัักเสบท่ี่�รุุนแรงทำให้้ผิิวหนังตายและ

หลุุดลอก อาจมีีภาวะติิดเชื้้�อแทรกซ้้อนที่่�อวััยวะสำคััญ ได้้แก่่ ปอด 
ตัับ และไต มีีความรุุนแรงที่่�ก่่อให้้เกิิดความสููญเสีียอย่่างถาวร เช่่น 
ตาบอด หรืือเสีียชีีวิิตได้้ อััตราการเสีียชีีวิิตสููงถึึงร้้อยละ 1-5 ใน 
SJS และร้้อยละ 25-35 ใน TEN และจะสููงขึ้้�นในผู้้�สููงอายุุหรืือใน 
ผู้้�ป่วยที่่�สููญเสีียผิิวหนัังเป็็นพื้้�นที่่�กว้้าง2 ส่่วนใหญ่่จะเข้้ารัับการ
รัักษาตััวที่่�โรงพยาบาลเป็็นระยะเวลานาน ทำให้้มีีค่่าใช้้จ่่ายในการ
รัักษาสููงและต้้องรัักษาต่่อเนื่่�องหลัังจากออกจากโรงพยาบาลเป็็น
เวลาหลายเดืือน ส่่งผลให้้มีีภาระด้้านรายจ่่ายจากการรัักษาโรค 
ที่่�เพิ่่�มขึ้้�น ซึ่่�งการรัักษาผื่่�นแพ้้ยาชนิิดกลุ่่�มอาการ SJS/TEN 
มีีค่่าใช้้จ่่ายประมาณ 20,000-100,000 บาทต่่อคน และสููงถึึง 
330,000 บาทในรายท่ี่�มีีระยะเวลาการรัักษาในโรงพยาบาลนาน
กว่่าปกติิ3

	 ยา carbamazepine เป็็นสาเหตุุของการแพ้้ยาทำให้้เกิิด 
กลุ่่�มอาการ SJS/TEN มากในประเทศไทยและมาเลเซียี1 ถููกบรรจุุใน
บัญัชี ีก ของบััญชียีาหลักแห่่งชาติิ พ.ศ. 2551 และเป็็นยามาตรฐาน
สำหรับัสถานพยาบาลทุุกระดับั เพราะมีหีลักัฐานทางวิชิาการชัดัเจน
ที่่�สนับัสนุุนการใช้้ยาและมีปีระสบการณ์ก์ารใช้้ในประเทศไทยอย่่าง
พอเพีียงสำหรับใช้ใ้นการรัักษาโรคลมชััก การบรรเทาอาการปวดท่ี่�
เกี่่�ยวเนื่่�องกัับระบบประสาท (neuropathic pain) เนื่่�องจากเป็็น
ยาที่่�มีีประสิิทธิิผลและราคาไม่่แพง จึึงถููกจััดให้้เป็็นยาที่่�ควรเลืือก
ใช้้เป็็นอัันดัับแรก (first-line drug) ในการรัักษาโรคลมชัักและ
ภาวะ neuropathic pain9, 10 พบอุุบััติิการณ์์การเกิิดผื่่�นแพ้้ยา
ชนิดกลุ่่�มอาการ SJS/TEN จากยา carbamazepine ทั้้�งในและ
ต่่างประเทศได้้แก่่ ไต้้หวัันและประเทศในเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 
และพบอุุบััติิการณ์์สููงกว่่าประเทศทางทวีีปยุุโรปและอเมริิกา4 
	 ในปััจจุุบันมีีการวิิจััยทางเภสััชพันธุุศาสตร์ศึึกษาลัักษณะ
ทางพัันธุุกรรมของมนุุษย์์ที่่�มีีผลต่่อการเกิิดอาการไม่่พึงประสงค์์
จากการใช้้ยาและพบความสััมพัันธ์์ระหว่่างลัักษณะทางพัันธุุกรรม
ของยีนีในกลุ่่�ม HLA-B* 15:02 กับัการเกิดิผื่่�นแพ้ย้าชนิดิ SJS/TEN 
จากยา carbamazepine5-10 ยีีน HLA-B* 15:02 พบได้้มากในคน
เอเชีียและมีีความจำเพาะกัับเอเชีียใต้้ประมาณ 2-15% แต่่พบไม่่
เกิิน 0.1% ในคนเกาหลีี ญี่่�ปุ่่�นและไม่่พบในคนผิิวขาว15 การตรวจ
หายีีน HLA-B* 15:02 ก่่อนจ่่ายยาจะสามารถช่่วยแพทย์์ในการ
เลืือกใช้้ยาในการรัักษาเพื่่�อป้้องกัันการเกิิดอาการไม่่พึึงประสงค์์
หรืือแพ้้ยาในผู้้�ป่่วยได้้
	 การตรวจวิิเคราะห์์เพื่่�อหายีีน HLA-B* 15:02 มีีหลายวิิธีี
ด้้วยกััน เช่่น sequencing specific primer polymerase chain 
reaction (SSP-PCR)11 เป็็นวิิธีีการท่ี่�นิิยมในปััจจุุบันแต่่ต้องใช้้ชุุด
สกััดดีีเอ็็นเอสำเร็็จรููปที่่�มีีราคาแพงในการตรวจวิิเคราะห์์หรืือการ
ใช้้เทคนิิค standard salting out method ในการสกััดดีีเอ็็นเอ
ที่่�ถึึงแม้้จะมีีค่่าใช้้จ่่ายต่่ำกว่่าแต่่ต้้องใช้้ระยะเวลานานในการตรวจ
วิิเคราะห์์และรายงานผล12 นอกจากสองวิิธีีข้้างต้้นแล้้วยัังมีีวิิธีี 
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conventional polymerase chain reaction (cPCR) ซึ่่�งยัังมีี
ข้้อจำกััดเรื่่�องกระบวนการตรวจสอบผลผลิิตที่่�ได้้จากปฏิิกิิริิยาด้้วย 
การแยกดีีเอ็็นเอด้้วยกระแสไฟฟ้้าบน agarose gel ทราบผลช้้า
และอาจเกิิดผลบวกปลอมจากการปนเปื้้�อนของดีีเอ็็นเอที่่�เพิ่่�มไป
แล้้ว ส่่วนวิิธีี polymerase chain reaction sequence specific  
oligonucleotides probe (PCR-SSOP)13 ต้้องใช้้เครื่่�องมืือท่ี่�
มีีราคาแพงซึ่่�งเหมาะกัับห้้องปฏิิบััติิการท่ี่�มีีงบประมาณสููง ทำให้้
ปััจจุุบัันมีีการนำเทคนิิค real time PCR (RT-PCR) มาใช้้เพื่่�อลด
ขั้้�นตอนการตรวจสอบ สามารถตรวจวััดผลผลิตของ PCR แต่่ละ
รอบโดยใช้้การติิดฉลากด้้วยสารเรืืองแสงไปพร้้อมกัับการขยาย
เพิ่่�มจำนวนดีีเอ็็นเอได้้พร้อมกััน14 สามารถลดการปนเป้ื้�อนของ 
ชิ้้�นส่่วนดีีเอ็น็เอเพื่่�อป้อ้งกัันการผิดิพลาดของการทดสอบ แต่่การนำ
เทคนิค RT-PCR มาใช้้ในการตรวจ HLA-B* 15:02 ยัังไม่่เป็็นท่ี่�
แพร่่หลายเนื่่�องจากต้้องใช้้ชุุดการทดสอบสำเร็็จรููปที่่�ต้้องนำเข้้า
จากต่่างประเทศซึ่่�งมีีราคาแพงซึ่่�งการศึึกษาวิิจััยในการตรวจหายีีน 
HLA-B*15:02 ด้ว้ยเทคนิค real-time PCR ในประเทศไทย ดังัการ
ศึกึษาของจิริาภรณ์แ์ละคณะ (2021) ได้ท้ำการตรวจ HLA-B locus 
โดยการใช้้ไพรเมอร์์ทั้้�งหมด 22 คู่่� และทำการทดสอบในตััวอย่่าง 
DNA ที่่�ทราบชนิิดของ HLA แล้้ว ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้�ต้้องการพััฒนา
วิธิีกีารตรวจยีนี HLA-B*15:02 โดยการออกแบบไพรเมอร์ท์ี่่�จำเพาะ
ต่่อยีนี HLA-B*15:02 เท่่านั้้�น นอกจากนี้้�การตรวจด้ว้ยวิธิีมีาตรฐาน 
(gold standard) ด้้วยวิิธีีการหาลำดัับสารทางพัันธุุกรรม (DNA 
sequencing) ยังัมีขี้อ้จำกััดหลายประการเช่่นต้้องใช้เ้ครื่่�องมือืพิิเศษ 
ราคาแพง ขั้้�นตอนยุ่่�งยากและต้อ้งใช้เ้วลาในการตรวจนานหลายวันั 
การศึึกษานี้้�จึึงได้้นำองค์์ความรู้้�ใหม่่   โดยการออกแบบไพรเมอร์์
และโพรบที่่�จำเพาะต่่อยีีน HLA-B* 15:02 เทีียบกัับการทดสอบ
ที่่�เป็็นวิิธีีมาตรฐาน DNA sequencing มาพััฒนาเทคนิิคการตรวจ 
real-time PCR เพื่่�อตรวจหายีีน HLA-B* 15:02 ที่่�มีีประสิิทธิิผล 
ราคาไม่่แพง ลดระยะเวลาการรอคอยผลที่่�ส่่งไปตรวจนอกสถาบััน
ประสาทวิทิยา เพื่่�อช่่วยให้แ้พทย์ใ์ช้เ้ป็น็ข้อ้มููลในวางแผนการรักัษา
ผู้้�ป่่วยด้้วยยา carbamazepine ต่่อไป 

วััตถุุและวิิธีีการ 
(Materials and Method)
	 การเก็็บตััวอย่่างผู้้�เข้้าร่่วมวิิจััย 
	 โดยทำการเก็็บตััวอย่่างเลืือดผู้้�ป่่วยที่่�งานห้้องเจาะเลืือด 
กลุ่่�มงานพยาธิิวิิทยาคลินิิกและเทคนิคการแพทย์ปริิมาตร 3-5 
มิิลลิลิิตร ใส่่หลอดสารกัันเลืือดแข็็ง EDTA จำนวน 1 หลอด 
ผสมเลืือดให้้เข้้ากัันกัับ EDTA จนแน่่ใจว่่าเลืือดไม่่แข็็งตััวเป็็นลิ่่�ม 
นำส่่งเลือืดไปยังัห้อ้งปฏิบิัตัิกิารภายใน 24 ชั่่�วโมง ถ้า้ส่่งไม่่ทันัภายใน 
วันัเดีียวกัันให้้แช่่ตู้้�เย็น็ที่่�อุุณหภููมิ 4oC (ห้้ามแช่่แข็ง็) แล้้วส่่งวัันรุ่่�งขึ้้�น
	 การแยกสกััดสารพัันธุุกรรม
	 นำตััวอย่่างเลืือดมาสกััดสารพัันธุุกรรมชนิดดีเอ็็นเอด้้วย 
ชุุดสกััด TANBead® Nucleic Acid Extraction Kit และ 
ใช้้เครื่่�องสกััดสารพัันธุุกรรมอััตโนมััติิ SLA-E13200 (TANBead®) 
และทำการวััดความเข้้มข้้นของสาร พัันธุุกรรมในแต่่ละตััวอย่่าง
ด้้วยน้้ำยา Qubit® dsDNA BR Assay Kits (Invitrogen™, USA) 
และ Qubit® dsDNA HS Assay Kits (Invitrogen™, USA) โดย
ใช้้เครื่่�อง Qubit™ 3 Fluorometer (Invitrogen™, USA)
ไพรเมอร์์และโพรบที่่�ใช้้ในการศึึกษา
	 ออกแบบคู่่�ไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะสำหรัับยีีน HLA-B* 15:02 
โดยอาศััยพื้้�นฐานจากงานวิิจััยของ Dinh Van และคณะ14 ทำการ
ออกแบบไพรเมอร์์และ probe ของยีีน HLA-B*15:02 โดยใช้้ 
ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใน NCBI Database เลข Accession 
Number : HM595430.1 จากนั้้�นนำลำดัับนิิวคลิโอไทด์ที่่�ได้้ไป
ออกแบบด้้วยโปรแกรม IDT’s PrimerQuest (Integrated DNA 
Technologies, Inc) เมื่่�อได้้ไพรเมอร์์และ Probe คู่่�ที่่�ต้้องการแล้้ว
นำไปทดสอบ self-complementary และ hair pin loop ด้้วย
โปรแกรม Oligocal นำไพรเมอร์์ไป blast กับั ฐานข้อ้มููลของ NCBI 
เพื่่�อเปรีียบเทีียบลำดัับนิิวคลิิโอไทด์์อีีกครั้้�ง ในส่่วนของ internal  
control ใช้้ยีีน 18SrRNA ในการรัันทดสอบควบคู่่�ไปด้้วยทุุก
ตััวอย่่าง15 ทำการทดสอบหา condition ที่่�เหมาะสมของปฏิิกิิริิยา 
real-time PCR สำหรัับไพรเมอร์์และ probe ที่่�ออกแบบขึ้้�นมา
นี้้�โดยทดสอบด้้วยวิิธีี gradient PCR ก่่อน เมื่่�อได้้ condition 
ที่่�เหมาะสมของปฏิิกิิริิยาแล้้ว จึึงเริ่่�มทำการทดสอบกัับตััวอย่่างจริิง
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	 การทดสอบและประเมิินประสิิทธิิภาพของไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบขึ้้�น 
	ท ำการทดสอบหายีีน HLA-B* 15:02 จาก purified genomic DNA ที่่�ทราบชนิิดของยีีน HLA-B* 15:02 จากตััวอย่่างที่่�ทดสอบ
ด้้วยวิิธีีมาตรฐาน โดยใช้้ไพรเมอร์์ชุุดที่่�ออกแบบขึ้้�นมาใหม่่ด้้วยเทคนิิค real-time PCR

	 การตรวจวิิเคราะห์์ยีีน HLA-B*1502 ในตััวอย่่างเลืือดของผู้้�เข้้าร่่วมโครงการวิิจััย
	 นำตััวอย่่างที่่�ทำการสกััด DNA ไว้้มาทำการทดสอบหายีีน HLA-B* 15:02 โดยใช้้ primer ชุุดที่่�ออกแบบขึ้้�นมาด้้วยเทคนิิค 
real-time PCR รายงานผลการตรวจโดยเทียีบกับั positive และ negative control จากนั้้�นนำตัวัอย่่างทั้้�งหมดส่่งตรวจยืนืยันัยีนี HLA-B* 
15:02 ด้้วยวิิธีี DNA sequencing ซึ่่�งเป็็นวิิธีีมาตรฐานเพื่่�อใช้้ในการเปรีียบเทีียบและประเมิินผล

	 เตรีียมตััวอย่่างทดสอบก่่อนส่่งยืืนยัันด้้วยวิิธีีมาตรฐาน (DNA sequencing)
	หลั งัจากทำการทดสอบด้ว้ยวิธิี ีreal-time PCR ที่่�ออกแบบขึ้้�น ต้อ้งมีกีาร นำตัวัอย่่างและผลไปเปรียีบเทียีบกับัวิธิีมีาตรฐาน (DNA 
sequencing) ก่่อนทำการส่่งตััวอย่่างไปยืืนยัันด้้วยวิิธีี sequencing จะต้้องมีีการตรวจสอบตััวอย่่าง DNA ก่่อน โดยทำการเพิ่่�มปริิมาณ
สารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี conventional PCR เพื่่�อให้้ได้้ตััวอย่่าง DNA ที่่�จะนำไป sequencing ต่่อ หลัังจากเพิ่่�มปริิมารสารพัันธุุกรรมแล้้ว 
ทำการตรวจสอบ DNA ที่่�ได้้ว่่ามีีการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมถููกต้้องตามยีีนเป้้าหมายที่่�ต้้องการและมีี DNA หรืือ PCR product เพีียง
พอที่่�จะส่่งต่่อไป sequencing หรืือไม่่ ด้้วยการทำ gel electrophoresis โดยเตรีียม 1.5% agarose gel รัันด้้วยวิิธีีการแยกขนาด PCR 
Band โดยใช้้ไฟฟ้้า กัับ Tri-Borate EDTA buffer (TBE buffer) จากนั้้�นทำการ purify PCR product ที่่�ได้้ เพื่่�อให้้ได้้ความเข้้มข้้นของ 
DNA ที่่�ต้้องการ และเพื่่�อให้้ได้้ DNA ที่่�เหมาะสมที่่�จะนำไปทำการตรวจยืืนยััน ขั้้�นตอนสุุดท้้ายคืือนำส่่งตััวอย่่างไปตรวจยืืนยัันด้้วยวิิธีี 
Sanger gene sequencing

ตารางที่่� 1 ไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะและโพรบสำหรัับตรวจวิิเคราะห์์ยีีน HLA-B*15:02

Amplicon 
เป้าหมาย

ชื่อ oligos ลำ�ดับเบสของไพรเมอร์ (5’--> 3’)
แอมพลิคอน 

(bp)

ความยาว
ไพรเมอร์ 
(bp)

อุณหภูมิ
หลอมเหลว 

(oC)

HLA-B*
15:02

B-15:02_F-primer 
Forward

AAG TGT TCC CTG CCT CAT TAC 125 21 54.9

B-15:02_FAM-
Probe

FAM-CCC TGT GTG -Zen-CCA GCA CTT ACT 
CTT-3IABkFQ

24 61.1

B-15:02_R-
primer Reverse

GGC GAT ACA TCT GTC CTT CAT T 22 54.8

HLA-B*
15:02 modify

B-15:02_F-primer 
modify

CGC GAG TCC GAG GAT GGC 121 18 61.2

B-15:02_CY5 Probe Cy5-CGG AAC ACA TAO CAG ATC TCC AAG 
ACC AA-3IAbRQsP

26 60.5

B-15:02_R-primer 
modify

GGT TCC GCA GGC TCT CT 17 57.4

18S rRNA 18SDIR Forward TGG TGC CAG CAG CCG C 77 16 62.8

18SP Probe HEX-CGC TAT TGG-Zen-AGC TGG AAT TAC 
C-BkFQ

26 55.7

18SINV Reverse TCC AAC TAC GAG CTT TTT AAC TGC A 25 56.8

T = thymine , C = cytosine , A = adenine , G = guanine
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	 การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ
	 สถิิติิที่่�ใช้้วิิเคราะห์์ในการศึึกษานี้้�ด้้วยการหาค่่าความไว (sensitivity) ความจำเพาะ (specificity) ค่่าทำนายผลบวก (positive 
predictive value) และค่่าทำนายผลลบ (negative predictive value) ของการทดสอบเปรีียบเทีียบกัับวิิธีีมาตรฐาน (sanger gene 
sequencing)
	 เมื่่�อได้้รัับการอนุุมัติิให้้ดำเนิินการวิิจััย โดยผ่่านการรัับรองจากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในมนุุษย์์ สถาบัันประสาท
วิิทยา โดยมีีเกณฑ์์การคััดเลืือกกลุ่่�มตััวอย่่างเพื่่�อเข้้าร่่วมโครงการ โดยเป็็นบุุคคลที่่�มีีเชื้้�อชาติิและสััญชาติิไทย อายุุตั้้�งแต่่ 18 ถึึง 
60 ปีี โดยมีีการคำนวณหากลุ่่�มประชากรที่่�ใช้้ศึึกษาวิิจััยจากสััดส่่วนของยีีน HLA-B*15:02 ที่่�พบได้้ในประชากรชาวไทย ได้้จำนวน 76 
ตััวอย่่าง ทำการเก็็บตััวอย่่าง เลืือดผู้้�ป่่วยที่่�งานห้้องเจาะเลืือด กลุ่่�มงานพยาธิิวิิทยาคลิินิิกและเทคนิิคการแพทย์์ ปริิมาตร 3-5 มิิลลิิลิิตร 
ใส่่หลอดสารกัันเลืือดแข็็ง EDTA จำนวน 1 หลอด โดยเป็็นการเจาะเลืือดเพิ่่�มเมื่่�อผู้้�ป่่วยมีีนััดเจาะเลืือดกัับแพทย์์ผู้้�รัักษาที่่�มารัับการรัักษา
ที่่�สถาบัันประสาทวิิทยาตั้้�งแต่่วัันที่่� 1 มกราคม 2565-31 มิิถุุนายน 2566 หลัังจากนั้้�นนำตััวอย่่างเลืือดมาสกััดสารพัันธุุกรรม โดยเครื่่�อง
สกัดัสารพันัธุุกรรมอัตัโนมัตัิ ิและทำการวัดัความเข้ม้ข้น้ของสารพันัธุุกรรมในแต่่ละตัวัอย่่าง นำสารพันัธุุกรรมที่่�ได้น้ั้้�นไปตรวจวิเิคราะห์์ด้ว้ย
ไพรเมอร์แ์ละโพรบที่่�ได้อ้อกแบบขึ้้�น ทำการทดสอบหาสภาวะที่่�เหมาะสมของปฏิิกิริิยิา real-time PCR หลังจากนั้้�นตัวัอย่่างที่่�ทำการสกัดั 
DNA ไว้้มาทำการทดสอบหายีีน HLA-B* 15:02 โดยใช้้ primer ชุุดที่่�ออกแบบขึ้้�นมาด้้วยเทคนิิค real-time PCR รายงานผลการตรวจ
โดยเทีียบกัับ positive และ negative control จากนั้้�นนำตััวอย่่างทั้้�งหมดส่่งตรวจยืืนยัันยีีน HLA-B* 15:02 ด้้วยวิิธีี DNA sequencing 
ซึ่่�งเป็็นวิิธีีมาตรฐานเพื่่�อใช้้ในการเปรีียบเทีียบและประเมิินผล หลังจากนั้้�นนำตััวอย่่างและผลไปเปรีียบเทีียบกัับวิิธีีมาตรฐาน (DNA 
sequencing) ก่่อนทำการส่่งตัวัอย่่างไปยืนืยันัด้ว้ยวิธิี ีsequencing สถิติิทิี่่�ใช้ว้ิเิคราะห์ใ์นการศึกึษาวิจิัยั คือืการหาค่่าความไว (sensitivity) 
ความจำเพาะ (specificity) ค่่าทำนายผลบวก (positive predictive value) และค่่าทำนายผลลบ (negative predictive value) ของ
การทดสอบ เทีียบกัับวิิธีีมาตรฐาน gene sequencing 

ผล (Result)
	 Optimized of multiplex real-time PCR เพื่่�อระบุุหา annealing temperature ที่่�เหมาะสมสำหรัับการเพิ่่�มปริิมาณ 
ยีีน HLA-B*15:02 ท่ี่�จะช่่วยให้้ primer และ probe ท่ี่�ออกแบบจัับกัับยีีนเป้้าหมายท่ี่�ต้้องการได้้อย่่างจำเพาะ โดยทำ multiplex 
gradient PCR ซึ่่�งเป็็นการตั้้�งค่่าอุุณหภููมิิในแต่่ละหลุุม A-H เริ่่�มตั้้�งแต่่ 55 องศาเซลเซีียส จนถึึง 65 องศาเซลเซีียส หลัังจากทดสอบพบว่่า
อุุณหภููมิิที่่�เหมาะสมที่่�ใช้้สำหรัับ primer สำหรัับปฏิิกิิริิยาในการทำ multiplex real-time PCR เพื่่�อใช้้ตรวจหา HLA-B*15:02 gene คืือ 
63 องศาเซลเซียีส และจำนวนรอบของการทำ multiplex real-time PCR ที่่�ใช้ค้ือื จำนวน 45 รอบ ใช้เ้วลาในการเพิ่่�มจำนวนสารพันัธุุกรรม 
ทั้้�งสิ้้�น 73 นาทีี

รููปที่่� 1 กราฟแสดง gradient PCR ในการหาอุุณหภููมิิที่่�เหมาะสม ต่่อไพรเมอร์์และโพรบในการทำ Real-time PCR

	หลั งจากได้้ อุุณหภููมิท่ี่�เหมาะสมสำหรับขั้้�นตอน annealing แล้้ว ทำการหาสภาวะท่ี่�เหมาะสมของอััตราส่่วนของ primer ต่่อ 
probe อััตราส่่วนที่่�ดีีที่่�สุุดของความเข้้มข้้นระหว่่าง primer และ probe ของ B-15:02 ที่่�ได้้คืือ 1 : 1 อััตราส่่วนระหว่่างความเข้้มข้้น
ของ primer ต่่อ probe ของ B-15:02 modify คืือ 1:1 และ อััตราส่่วนระหว่่างความเข้้มข้้นของ primer ต่่อ probe ของ 18s rRNA 
(internal control) อยู่่�ที่่� 1 : 1 
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จำนวนรอบของการทำ multiplex real-time PCR ที่ใช้คือ จำนวน 45 รอบ ใช้เวลาในการเพิ่มจำนวนสาร
พันธุกรรมทั้งสิ้น 73 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1  กราฟแสดง gradient PCR ในการหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อไพรเมอร์และโพรบในการทำ Real-time 
PCR 

หลังจากได้ อุณหภูมิที ่เหมาะสมสำหรับขั้นตอน annealing แล้ว ทำการหาสภาวะที่เหมาะสมของ
อัตราส่วนของ primer ต่อ probe อัตราส่วนที่ดีที่สุดของความเข้มข้นระหว่าง primer และ probe ของ B_15:02 
ที่ได้คือ 1 : 1 อัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของ primer ต่อ probe ของ B-15:02 modify คือ 1:1 และ 
อัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของ primer ต่อ probe ของ 18s rRNA (internal control) อยู่ที่ 1 : 1  
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รูปที่ 2 กราฟแสดงสภาวะที่เหมาะสมสำ�ำหรับการตรวจหายีน HLA-B*15:02

8 
 

จำนวนรอบของการทำ multiplex real-time PCR ที่ใช้คือ จำนวน 45 รอบ ใช้เวลาในการเพิ่มจำนวนสาร
พันธุกรรมทั้งสิ้น 73 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1  กราฟแสดง gradient PCR ในการหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อไพรเมอร์และโพรบในการทำ Real-time 
PCR 

หลังจากได้ อุณหภูมิที ่เหมาะสมสำหรับขั้นตอน annealing แล้ว ทำการหาสภาวะที่เหมาะสมของ
อัตราส่วนของ primer ต่อ probe อัตราส่วนที่ดีที่สุดของความเข้มข้นระหว่าง primer และ probe ของ B_15:02 
ที่ได้คือ 1 : 1 อัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของ primer ต่อ probe ของ B-15:02 modify คือ 1:1 และ 
อัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของ primer ต่อ probe ของ 18s rRNA (internal control) อยู่ที่ 1 : 1  

 

 

 

 

 

 

	 นำตััวอย่่างที่่�ได้้ผล HLA-B*1502 positive ไปทดสอบต่่อ
โดยการทำ conventional PCR ซึ่่�งใช้ ้primer B-15:02 modify ใน
การทำเพื่่�อส่่งทดสอบ DNA sequencing ต่่อ เพื่่�อเทีียบผลระหว่่าง 
multiplex real-time PCR method กัับ sequencing method 
หลัังจากทำ conventional PCR เสร็็จ ทำการตรวจสอบผลการ
เพิ่่�มปริิมาณ DNA ที่่�ได้้ด้้วยการนำไปรััน gel electrophoresis 
พบ PCR band ประมาณ 125 bp จากนั้้�นนำ PCR product 
ที่่�ได้้ไปทำการ purify และนำส่่งไป sequencing ต่่อไป 
	 Result of validation
	 เพื่่�อยืืนยัันความถููกต้้องของวิิธีีการทดสอบท่ี่�พััฒนาขึ้้�น ได้้
ทำการทดสอบ multiplex real-time PCR กัับตััวอย่่างสิ่่�งส่่ง
ตรวจผู้้�เข้า้ร่่วมวิจิัยัจำนวน 76 ตัวัอย่่าง พบว่่ามีตีัวัอย่่างจำนวน 29 
ตัวัอย่่างที่่�ให้ผ้ลบวกกับั HLA-B* 15:02 และ 47 ตัวัอย่่างที่่�ให้ผ้ลลบ
กัับ HLA-B* 15:02 ที่่�ค่่า Ct [mean standard error of mean 
(SEM)] 30.03±3.55 (Cy5) 26.68±2.82 (FAM) 23.56±3.72 
(HEX) คิิดเป็็นร้้อยละ 38 และ 62 ตามลำดัับ ผลที่่�ได้้จากการทำ 
multiplex real-time PCR assay ได้น้ำไปเปรียีบเทียีบกับั Sanger 
gene sequencing ผลการเปรีียบเทีียบระหว่่างวิิธีี Sanger gene 
sequencing และวิิธีี multiplex real-time PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น 
มีีค่่าความไวร้้อยละ 100 ค่่าความจำเพาะร้้อยละ 100 ค่่าทำนาย 

ผลบวกร้้อยละ 100 และค่่าทำนายผลลบร้้อยละ 100 ไม่่พบ
ตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกลวง หรืือผลลบลวง

ตารางที่่� 2 แสดงการคำนวณหาความไว ความจำเพาะ ค่่าทำนาย 
ผลบวกและค่่าทำนายผลลบ ของการตรวจวิิเคราะห์์หายีีน 
HLA-B*15:02 ด้้วยเทคนิิค real-time PCR 

วิธีทดสอบ

การหาลำ�ดับเบสด้วยวิธี 
Sanger gene sequencing 

Present Absent

วิธีทดสอบ
ที่พัฒนาขึ้น

ผลบวก 29 0

ผลลบ 0 47

	 Limit of detection of multiplex real-time PCR 
method นำ DNA ท่ี่�ทราบความเข้ม้ข้น้ (30 ng/µL) ทำการ dilute 
10 fold dilution ออกเป็็น 4 ความเข้้มข้้นได้้ความเข้้มข้้นที่่� 33, 
3, 0.3 และ 0.03 ng/µL ผลการทดสอบหา limit of detection 
ของการตรวจคััดกรองยีีน HLA-B* 15:02 ด้้วยวิิธีี multiple 
real-time PCR โดยใช้้ primer และ probe คู่่�ที่่�ออกแบบเอง 
อยู่่�ที่่� 0.03 ng/µL

รููปที่่� 3 รููปแสดง standard curves ของวิิธีีเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์ที่่�พััฒนาขึ้้�น

10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 รูปแสดง standard curves ของวิธีเรียลไทม?พีซีอาร?ท่ีพัฒนาข้ึน 

Method comparison เปรียบเทียบผล multiplex Real-time PCR และผล Sanger gene 

s equenc i n g  ใ น  2 9  ต ั ว อย \ า ง ท ี ่  p o s i t i v e  ต \ อ ย ี น  HLA - B *  1 5 : 0 2  ใ น ฐ านข h อ ม ู ล  NCB I 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว\ามีค\า percent identity เท\ากับ 100% และทำการบท

alignment พบว\า ตัวอย\าง PCR product ทั้งหมด 76 ตัวอย\างที่ไดhจากการเพิ่มจำนวนโดยใชhวิธีที่พัฒนาขึ้นส\งไป

ตรวจหาลำดับเบสของ DNA โดยวิธี Sanger gene sequencing ใหh ผล alignment ตรงกับ reference gene 

พบว\าตัวอย\าง PCR product ท้ัง 29 ตัวอย\างมีความสัมพันธ?อยู\ในกลุ\มเดียวกับ HLA-B*15:02 และ 47 ตัวอย\างท่ี

ใหhผล negative ไม\มีความสัมพันธ?กับยีน HLA-B*15:02 

 

วิจารณ< (Discussion)  

 การตรวจคัดกรองอัลลีล HLA-B*15:02 มีประโยชน?ต\อการตัดสินใจรักษาดhวยยา carbamazepine ท้ัง 

ในทางคลินิกและทางเศรษฐศาสตร? อย\างไรก็ตาม การตรวจคัดกรองนั้นจำเปÑนตhองมีการพิจารณาความเหมาะสม 

รวมถึงทราบขhอจำกัดของวิธีการตรวจคัดกรองอัลลีล HLA-B*15:02 การตรวจลักษณะทางพันธุกรรมเพื่อคัด

กรองอัลลีล HLA-B*15:02 ในทางปฏิบัติจะใชhตัวอย\างเลือดที่มี สารกันเลือดแข็งตัวชนิด EDTA นำไปสกัด DNA 

และตรวจว\ามี HLA-B*15:02 หรือไม\ (allele specific screening) ดhวยวิธี PCR หรือ real-time PCR หรือ 

hybridization ส\วนการตรวจ HLA-typing จะช\วยระบุชนิดของอัลลีล HLA โดยใชhหลักการ การหาลำดับเบส 

(sequencing) หรือการ hybridize กับโพรบจำนวนมาก วิธีการตรวจที่แตกต\างกันนี้ขึ้นกับศักยภาพและความ

พรhอมของหhองปฏิบัติการ การวิจัยและพัฒนานี้นี้แสดงใหhเห็นถึงการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห?ที่มีประสิทธิผล

และราคาไม\แพงสำหรับการตรวจทางอณูชีวโมเลกุล (molecular method) โดยการใชhหลักการวิธีการตรวจแบบ 
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	 Method comparison เปรีียบเทีียบผล multiplex 
real-time PCR และผล Sanger gene sequencing ใน 29 
ตััวอย่่างที่่� positive ต่่อยีีน HLA-B* 15:02 ในฐานข้้อมููล NCBI 
( https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่่ามีีค่่า percent 
identity เท่่ากัับ 100% และทำการ alignment พบว่่า ตััวอย่่าง 
PCR product ทั้้�งหมด 76 ตััวอย่่างที่่�ได้้จากการเพิ่่�มจำนวนโดยใช้้
วิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นส่่งไปตรวจหาลำดัับเบสของ DNA โดยวิิธีี Sanger 
gene sequencing ให้้ ผล alignment ตรงกัับ reference gene 
พบว่่าตััวอย่่าง PCR product ทั้้�ง 29 ตัวัอย่่างมีีความสััมพัันธ์์อยู่่�ใน
กลุ่่�มเดีียวกัับ HLA-B*15:02 และ 47 ตััวอย่่างที่่�ให้้ผล negative 
ไม่่มีีความสััมพัันธ์์กัับยีีน HLA-B*15:02

วิิจารณ์์ (Discussion) 
	 การตรวจคัดักรองอัลัลีล HLA-B*15:02 มีปีระโยชน์ต่่อการ
ตััดสิินใจรัักษาด้้วยยา carbamazepine ทั้้�ง ในทางคลิินิิกและทาง
เศรษฐศาสตร์ อย่่างไรก็็ตาม การตรวจคััดกรองนั้้�นจำเป็็นต้้องมีีการ
พิิจารณาความเหมาะสม รวมถึึงทราบข้้อจำกััดของวิิธีีการตรวจ 
คัดักรองอัลัลีล HLA-B*15:02 การตรวจลักัษณะทางพันัธุุกรรมเพื่่�อ
คััดกรองอััลลีีล HLA-B*15:02 ในทางปฏิิบััติิจะใช้้ตััวอย่่างเลืือดท่ี่�
มีีสารกัันเลืือดแข็็งตััวชนิด EDTA นำไปสกััด DNA และตรวจว่่า
มีี HLA-B*15:02 หรืือไม่่ (allele specific screening) ด้้วยวิิธีี 
PCR หรืือ real-time PCR หรืือ hybridization ส่่วนการตรวจ 
HLA-typing จะช่่วยระบุุชนิิดของอััลลีีล HLA โดยใช้้หลัักการ 
การหาลำดัับเบส (sequencing) หรืือการ hybridize กัับโพรบ
จำนวนมาก วิิธีีการตรวจที่่�แตกต่่างกัันนี้้�ขึ้้�นกัับศัักยภาพและความ
พร้้อมของห้้องปฏิิบััติิการ การวิิจััยและพััฒนานี้้�นี้้�แสดงให้้เห็็นถึึง
การพััฒนาวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ท่ี่�มีีประสิิทธิิผลและราคาไม่่แพง
สำหรัับการตรวจทางอณููชีีวโมเลกุุล (molecular method) โดย
การใช้้หลัักการวิิธีีการตรวจแบบ multiplex real-time PCR ซึ่่�ง
มีี TaqMan® probe เป็็นสารเรืืองแสงที่่�ใช้้จัับกัับยีีนเป้้าหมาย มีี
วััตถุุประสงค์์เพื่่�อใช้้สำหรัับตรวจคััดกรองหายีีน HLA-B*15:02 ใน 
ผู้้�ป่วยท่ี่�มารัับบริิการที่่�สถาบัันประสาทวิทยาก่่อนได้้รัับการรัักษา 
เพื่่�อป้้องกัันการเกิิดผื่่�นแพ้้ยากลุ่่�มอาการ SJS/TEN ที่่�เกิิดจาก 
การใช้้ยารัักษาโรคลมชััก โรค neuropathic pain คืือยา 
carbamazepine ซึ่่�งส่่วนใหญ่่จะพบยีีนนี้้�ในกลุ่่�มประชากรเชื้้�อ
สายเอเชีีย เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ Luminex SSO/SBT/SSP ซึ่่�ง
ปััจจุุบัันใช้้สำหรัับการตรวจ HLA typing วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์
ด้้วยเทคนิค multiplex real-time PCR ท่ี่�พััฒนาขึ้้�นโดยอาศััย 
TaqMan® probe เพื่่�อตรวจคััดกรองหายีีน HLA-B*15:02 ใน
ประชากรชาวไทย การตรวจ HLA-B*15:02 เพีียงอััลลีีลเดีียว แม้้
จะช่่วยคัดักรองผู้้�ที่่�อาจมีกีารแพ้ย้าท่ี่�รุุนแรงได้เ้ป็น็ส่่วนใหญ่ ่แต่่อาจ
ยังัไม่่สมบููรณ์ ์ในการศึกึษานี้้�ไม่่พบ HLA–B allele อื่่�นที่่�เป็น็สมาชิกิ

ของ B75 serotype (HLA-B*15:08, HLA-B*15:11, HLA-B*15:21 
และ HLA-B*15:31) ซึ่่�งมีีความถี่่�น้้อยในประชากรชาวไทย แต่่
ยัังเป็็นปััจจััยเสี่่�ยงที่่�ทำให้้เกิิดการแพ้้ยารุุนแรงได้้เช่่นเดีียวกััน7-8 

ซึ่่�งถ้้าเป็็นกรณีีของการตรวจวิิเคราะห์์ท่ี่�คััดกรองเฉพาะอััลลีีล 
HLA-B*15:02 อาจทำให้้มีีโอกาสไม่่พบอััลลีีลอื่่�น ๆ  ท่ี่�เป็็นสมาชิิก
ของ B75 serotype หรืือ HLA-A*31:01 ซึ่่�งพบบ่่อยใน กลุ่่�ม
ประชากรยุุโรป3 โดยเฉพาะในสถานพยาบาลท่ี่�มีีการให้้บริิการ 
ผู้้�ป่ว่ยต่่างชาติ ิโดยทั่่�วไประยะเวลาในการรอผลตรวจ (turnaround 
time) คืือประมาณ 7 วััน แต่่บางกรณีีอาจใช้้เวลาน้้อยกว่่าได้้ เช่่น 
ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารของสถานพยาบาลมีคีวามสามารถตรวจลักัษณะทาง
พันัธุุกรรมได้เ้อง ซึ่่�งระยะเวลารอผลนี้้�เป็น็ปัจัจัยัท่ี่�ส่่งผลต่่อแนวทาง
ในการดููแลและจััดการความเสี่่�ยงจากการแพ้้ยาของผู้้�ป่่วยด้้วย
เช่่นกััน ดัังนั้้�นควรมีีการวางแผนหรืือปรัับปรุุงแนวทางการจััดการ 
ผู้้�ป่ว่ยด้้วยเสมอเมื่่�อมีกีารสั่่�งตรวจลัักษณะทางพัันธุุกรรม เนื่่�องจาก
ข้้อมููลการศึึกษาในปััจจุุบัันพบว่่าการตรวจ HLA-B*15:02 มีีค่่า
ความไว (sensitivity) ร้อ้ยละ 100 และความจำเพาะ (specificity) 
ร้้อยละ 98.717 และยัังมีีโอกาสท่ี่�จะเกิิดทั้้�งผลบวกลวง (false 
positive result) และ ผลลบลวง (false negative result) ได้้อยู่่� 
	 จากการวิิจััยและพััฒนาวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์หายีีนแพ้้ยา 
HLA-B*15:02 ด้้วยวิิธีี multiplex real-time PCR โดยการ
ออกแบบไพรเมอร์์และโพรบที่่�ใช้้ในการวิิจััยและพััฒนาขึ้้�น พบว่่า
วิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ท่ี่�พััฒนาขึ้้�นสามารถตรวจพบยีีน HLA-B*15:02 
จากตััวอย่่างของผู้้�เข้้าร่่วมโครงการวิิจััยได้้โดยตััวอย่่างสิ่่�งส่่งตรวจ
ทั้้�งหมด 76 ตัวัอย่่างจากผู้้�ป่วยที่่�มารับัการบริิการท่ี่�สถาบันัประสาท
วิิทยาพบว่่าวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�น ตรวจพบตััวอย่่าง 
ผู้้�ป่่วยที่่�ให้้ผล HLA-B*15:02 positive จำนวน 29 ตััวอย่่างและ 
HLA-B*15:02 negative จำนวน 47 ตััวอย่่าง และส่่งตััวอย่่าง
ทั้้�งหมดไปทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ท่ี่�พััฒนา
ขึ้้�นเปรีียบเทีียบกัับวิิธีีมาตรฐาน Sanger gene sequencing และ
ได้้ทำการเปรีียบเทีียบผลการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ส่่งไปตรวจยัังห้้อง
ปฏิิบัตัิกิารภายนอกที่่�โรงพยาบาลรามาธิิบดีีพบว่่ามีีความสอดคล้อ้ง
และตรงกัันของผลการตรวจวิิเคราะห์์ให้้ผลความไวในการตรวจ
วิิเคราะห์์เท่่ากัับ 100% และการตรวจวิิเคราะห์์นี้้�ไม่่เกิิด false 
positive และ false negative ท่ี่�เกิิดจากความผิิดพลาดในการ
ตรวจวิเิคราะห์ใ์นวิิธีทีี่่�พัฒันาขึ้้�น โดยมีีค่่าทํํานายผลบวก (positive 
predictive value; PPV) และค่่าทํํานายผลลบ (negative 
predictive value; NPV) อยู่่�ที่่� 100.0% ในขั้้�นตอนการแปลผลนั้้�น
จะแปลผลเป็็นบวกเมื่่�อผล real-time PCR แสดงให้้เห็็นถึึงกราฟ
ทั้้�ง 2 เส้้นของไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบให้้จำเพาะต่่อยีีน HLA-B*15:02 
	วิ ิธีีการตรวจวิิเคราะห์์หายีีน HLA-B*15:02 ที่่�พััฒนาขึ้้�น
โดยใช้้เทคนิค multiplex real-time PCR มีีข้้อได้้เปรีียบทาง
เทคนิคเมื่่�อเทีียบกัับชุุดทดสอบท่ี่�มีีจํําหน่่ายทั่่�วไป (commercial 
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kits: PG1502 Detection kit, Pharmigene® Inc, Taiwan) 
และ วิิธีีการอื่่�น ๆ  (nested PCR, AS-PCR with DDB) multiplex 
real-time PCR ยัังถืือว่่าเป็็นวิิธีีที่่�ดีีท่ี่�สุุดในการลดอุุบัติิการณ์์ของ
ผลลบลวงที่่�ผิดิพลาดเนื่่�องจากดีเีอ็น็เอที่่�มีคีุุณภาพต่่ำ หรือืการมีอียู่่�
ของสารยัับยั้้�งการเกิิดปฏิิกิิริิยา PCR (PCR inhibitors) นอกจาก
นี้้�ยัังมีีความแม่่นยํําและมีีประสิิทธิผลในการตรวจจัับยีีนเป้้าหมาย
มากกว่่าการทดสอบ gel electrophoresis ใน agarose gel 
โดยการใช้้ไพรเมอร์์สองคู่่� ในการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของยีีน 
เป้า้หมาย วิธิีกีารตรวจวิิเคราะห์ด้์้วยเทคนิค multiplex real-time 
PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นมีีประสิิทธิิผลและมีีความไวสููงในการตรวจจัับ
ยีีนเป้้าหมายในตััวอย่่างสิ่่�งส่่งตรวจที่่�มีีความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอที่่� 
0.03 ng/µl โดยมีีการใช้้ DNA ปริิมาณเพีียง 2 µl สำหรัับ
แต่่ละปฏิิกิิริิยา PCR สำหรัับการเปรีียบเทีียบในแง่่ของเวลาและ 
ค่่าใช้้จ่่าย วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นมีีความเหมาะสมท่ี่�
ประยุุกต์์ใช้้ในงานทางด้้านคลิินิิก การคํํานวณต้้นทุุนต่่อหน่่วยของ
วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�น รวมถึึงน้้ำยาในการสกััดดีีเอ็็นเอ, 
น้้ำยา master mix, oligo primer และโพรบที่่�ติดิฉลากด้ว้ยสียี้อ้ม
เรืืองแสง มีีราคาเพีียง 467 บาทต่่อตััวอย่่าง 1 ตััวอย่่าง ซึ่่�งมีีราคา 
ถููกกว่่า nested PCR, PCR-SSO, PCR-SSOP อย่่างไรก็็ตามการ
ที่่� loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึ่่�งมีี
ความไวสููงมากในการเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรม และการเพิ่่�ม
จำนวนสารพันัธุุกรรมซ้้ำของวิธิี ีnested PCR ทำให้เ้กิดิความเสี่่�ยง
ที่่�จะทำให้้เกิิด cross contamination ของตััวอย่่างสารพัันธุุกรรม
ซึ่่�งจะนำไปสู่่�การเกิิดผล false positive ขึ้้�น เมื่่�อพิิจารณาถึึง
ระยะเวลาในขั้้�นตอนทั้้�งหมดของการตรวจวิิเคราะห์์ วิิธีีการตรวจ
วิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เวลาทั้้�งหมด 113 นาทีี ถึึงแม้้ว่่าจะใช้้เวลา
ในการตรวจวิิเคราะห์์นานกว่่าวิิธีี LAMP แต่่ก็ยัังเหมาะสมท่ี่�จะ
ใช้้เป็็นวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์เนื่่�องจากสามารถทราบผลการตรวจ
วิิเคราะห์์ได้้ภายในหนึ่่�งวัันหลัังจากรัับตััวอย่่าง ซึ่่�งก่่อนหน้้านี้้�ทาง
ห้้องปฏิิบััติิการได้้มีีการส่่งตััวอย่่างไปตรวจวิิเคราะห์์ยัังห้้องปฏิิบััติิ
การภายนอกสถาบัันมีีระยะเวลารอคอยผลการตรวจ 3-7 วััน 

ดัังนั้้�นวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นยัังสามารถลดระยะการ 
รอคอยผลการตรวจวิเิคราะห์ข์องผู้้�ป่ว่ยได้อ้ีกีด้ว้ย มีกีารศึกึษาพบว่่า 
ผู้้�ป่่วยที่่�ผลตรวจหายีีน HLA-B*15:02 เป็็น negative สามารถ 
ใช้ย้า carbamazepine ได้เ้ป็น็ส่่วนใหญ่ ่อย่่างไรก็ต็ามเคยมีรีายงาน 
ว่่าร้้อยละ 11 (5/42) ของคนไทยท่ี่�เป็็น SJS/TEN จากยา  
carbamazepine ท่ี่�มีีผล HLA-B*15:02 negative1 ส่่วน 
ผู้้�ป่วยท่ี่�มีีผลตรวจยีีน HLA-B*15:02 positive ให้้หลีกเลี่่�ยงการ
ให้้ยา carbamazepine ถึึงแม้้จะมีีรายงานว่่าคนไทยร้้อยละ 
17.5 (4/40) ไม่่เป็็น SJS/TEN จากการใช้้ยา carbamazepine 
ทั้้�งที่่�มีีผลตรวจ HLA-B*15:02 positive18 อีีกทั้้�งเนื่่�องจากเป็็น
วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ท่ี่�พััฒนาขึ้้�นมาใช้้เอง (in-house method) 
ดัังนั้้�นจึึงควรมีีการนำวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�ไปทำการ
ทดสอบเพิ่่�มเติิมอีีกครั้้�งในประชากรกลุ่่�มอื่่�น ๆ  ก่่อนท่ี่�จะนำมาใช้้
ตรวจวิิเคราะห์์หายีีนแพ้้ยา HLA-B*15:02 ในผู้้�ป่่วยที่่�มารัับบริิการ
ที่่�สถาบัันประสาทวิิทยาต่่อไป

สรุุป (Conclusions)
	 แนวทางการตรวจคััดกรองยีีนแพ้้ยาที่่�ทำให้้เกิิดอาการไม่่
พึึงประสงค์์จากยาทางผิิวหนังอย่่างรุุนแรงด้้วยการตรวจหายีีน 
HLA-B*15:02 ในผู้้�ป่่วยใหม่่ทุุกรายก่่อนได้้รัับการรัักษาด้้วยยา 
carbamazepine ช่่วยทำให้้ลดความเสี่่�ยงของการเกิิดผื่่�นแพ้ย้าชนิด
รุุนแรงชนิิด SJS/TEN ในผู้้�ป่่วยได้้ การวิิจััยและพััฒนานี้้�ได้้ประสบ
ความสำเร็็จในการพััฒนาการตรวจตรวจวิิเคราะห์์ที่่�มีีประสิิทธิิผล
มีีความไวและความจำเพาะเพื่่�อคััดกรองยีีน HLA-B*15:02 ใน 
ผู้้�ป่่วยท่ี่�มารัับบริิการท่ี่�สถาบัันประสาทวิทยา ช่่วยป้้องกัันไม่่ให้้ 
ผู้้�ป่่วยเกิิดอาการไม่่พึงประสงค์์จากการใช้้ยา ลดค่่าใช้้จ่่ายในการ 
ส่่งต่่อสิ่่�งส่่งตรวจไปตรวจวิิเคราะห์์ยัังห้้องปฏิิบััติิการภายนอก ช่่วย
ลดระยะเวลาการรอคอยผลการตรวจ สามารถช่่วยให้้แพทย์์ใช้้ยา
รักัษาผู้้�ป่ว่ยได้อ้ย่่างสมเหตุุสมผล อีกีทั้้�งยังัช่่วยสนับัสนุุนศููนย์ค์วาม
เป็็นเลิิศโรคลมชัักของสถาบัันประสาทวิิทยา  
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