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ABSTRACT 
Human platelet antigens (HPA) genotyping, together with HPA 

alloantibody detection are the gold standard for the diagnosis of immune 
thrombocytopenic patients due to HPA antibodies. The objective of this study is to 
develop and establish the in-house multiplex PCR for routine services and to 
compare the results to Simple-Probe real-time PCR technique. Multiplex PCR for 
HPA-1 to -7 and -15 was established and five hundred DNA samples were tested. 
Simple-Probe real-time PCR technique was used in 500 DNA samples for HPA-1 to 
-7 and -15 genotyping and 300 DNA samples were tested for HPA-8 to -17 
genotyping. The comparison results of HPA-1 to -7 and -15 genotyping between two 
techniques showed 100% concordance in HPA-1 to -4 and -7. The misinterpretation 
of HPA-5, -6 and -15 was found in eight samples using Simple-Probe real-time PCR. 
The DNA sequencing was used to confirm and found that the misinterpretations of 
HPA-5, -6 and -15 caused by an NM_002203.3:c.1594A>C mutation (rs199808499) 
near the HPA-5 SNP, an NM_000212.2:c.1545G>A mutation near the HPA-6 SNP 
and an NM_133493.1:c. 2118C>A mutation near HPA-15 SNP. All genotypes of 
HPA-8 to -17 (Excepts HPA-12 and -16) were homozygous a/a. HPA-12 and HPA-
16 genotyping could not be established because they were high G-C contents around 
HPA SNP. The sensitivity and specificity of multiplex PCR were 100%, whereas, the 
sensitivity and specificity of Simple-Probe real-time PCR were 99.9% and 99.79%, 
respectively. 

The advantages of in-house multiplex PCR include being less expensive, 
simple, accurate and suitable for HPA genotyping for routine laboratories in 
developing countries, but it is not suitable for mass donor screening. The Simple-
Probe real-time PCR is suitable for mass donor screening, but it needs for more 
complex equipment, more expensive reagents and better trained personnel. 
Therefore, two genotyping techniques using different primer sets could be employed 
for routine laboratories to avoid misinterpretation.  
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บทคดัยอ่ 

การตรวจหายนีของเกลด็เลือดแอนติเจนร่วมกบัการตรวจหาแอนติบอดีของเกลด็เลือด เป็นวธีิมาตรฐาน
สาํหรับวนิิจฉยัผูป่้วยทีÉมีภาวะเกลด็เลือดตํÉา จากการมีแอนติบอดีของเกลด็เลือด  วตัถุประสงคข์องการศึกษาครัÊ งนีÊ  เพืÉอ
พฒันาชุดตรวจหายนีของเกลด็เลือดดว้ยเทคนิค multiplex PCR เพืÉอใชใ้นงานบริการ และเพืÉอเปรียบเทียบผลตรวจกบั
เทคนิค Simple-Probe real-time PCR 

จากการศึกษาครัÊ งนีÊ ไดพ้ฒันาและผลิตชุดตรวจ in-house multiplex PCR สาํหรับตรวจยนีของเกลด็เลือด
แอนติเจนระบบ HPA-1 ถึง HPA-7 และ HPA-15 ทาํการตรวจตวัอยา่งดีเอนเอจาํนวน 500 ตวัอยา่ง นาํไปเปรียบเทียบกบั
การตรวจดว้ยเทคนิค Simple-Probe real-time PCR  และไดต้รวจหายีนของเกลด็เลือดระบบ HPA-8 ถึง HPA-17 ดว้ย
เทคนิค Simple-Probe real-time PCR จาํนวน 300 ตวัอยา่ง การเปรียบเทียบผลการตรวจหายนีของเกลด็เลือดแอนติเจน
ระบบ HPA-1 ถึง HPA-7 และ HPA-15 ของทัÊงสองเทคนิคพบวา่ ผลตรวจหายนีระบบ HPA-1 ถึง HPA-4 และ HPA-7  

ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั 100%  แต่มีการแปลผลผดิพลาด 8 ตวัอยา่ง ของการตรวจหายนีของ HPA-5 HPA-6 และ HPA-15 
เมืÉอใชเ้ทคนิค Simple-Probe real-time PCR และจากการตรวจยนืยนัดว้ยเทคนิค DNA sequencing พบวา่เกิดจาก 
polymorphism อืÉนๆทีÉอยูใ่กลก้บั single nucleotide polymorphism (SNP) ของ HPA ระบบต่างๆ คือ พบวา่ 
NM_002203.3:c.1594A>C mutation (rs199808499) ทีÉอยูใ่กลก้บั HPA-5 SNP, NM_000212.2:c.1545G>A mutation 

ใกลก้บั HPA-6 SNP และ NM_133493.1:c. 2118C>A mutation ใกลก้บั HPA-15 SNP ส่วนการตรวจหายีนของ HPA-8 

ถึง HPA-17 พบวา่ตวัอยา่งทัÊงหมดใหผ้ลการตรวจเป็นแบบ homozygous a/a ยกเวน้ HPA-12 และ HPA-16 ไม่สามารถ
ผลิตชุดตรวจไดเ้นืÉองจากบริเวณใกลเ้คียง HPA-12 และ HPA-16 SNP มี GC ประกอบในสายดีเอนเอมาก ความไวและ
ความจาํเพาะของชุดตรวจ multiplex PCR คือ 100% ส่วน Simple-Probe มีความไว 99.9% และความจาํเพาะ 99.79% 

ตามลาํดบั  
สรุปผลการศึกษาครัÊ งนีÊ  วธีิ in-house multiplex PCR มีขอ้ดีคือราคาประหยดั ง่าย มีความถูกตอ้งแม่นยาํ

สูง และเหมาะกบัการตรวจหายนีเกลด็เลือดแอนติเจน สาํหรับประเทศกาํลงัพฒันา แต่มีขอ้จาํกดัคือไม่เหมาะกบังานตรวจ
คดักรองจาํนวนมาก ส่วนวธีิ Simple-Probe เป็นวธีิทีÉเหมาะสมกบัการตรวจคดักรองจาํนวนมาก แต่ยงัตอ้งใชเ้ครืÉองมือ
เฉพาะ และนํÊายาราคาแพง รวมถึงบุคลากรตอ้งมีการฝึกฝนใหเ้กิดความชาํนาญ และมีขอ้จาํกดัในการแปลผลหากมี SNP

อืÉนใกลค้าํแหน่งของ HPA SNP ดงันัÊนการตรวจหายนีของเกลด็เลือดแอนติเจน ควรใช ้2 วธีิทีÉมีชุดไพรเมอร์ทีÉแตกต่างกนั 
เพืÉอป้องกนัการแปลผลผดิพลาด  
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