
ปริญญา  ประสงคดี์  และคณะ Prinya  Prasongdee t, et al.

ศรีนครินทร์เวชสาร 2568; 40(Suppl)     Srinagarind Med J 2025; 40(Suppl) 8

 
นิพนธ์ต้นฉบับ . Original Article

*Corresponding author : Prinya	 Prasongdee, E-mail: pparin@kku.ac.th

การประเมนิประสิทธิภาพของวธีิ Real-time PCR (TaqMan) 
ทีพ่ฒันาขึน้ใหม่ส�ำหรับตรวจคดักรองโรคกล้ามเน้ืออ่อนแรง
ชนิดสไปนอล แบบการลบจนี SMN1 exon 7
ปริญญา ประสงค์ดี 1*,  แพรววลี วินทะไชย1, นพพร สวัสดิ์จุ้ย1, สุมาลัย เดชโยธิน1, 

กานดา ศรกายสิทธิ์2, กุณฑล วิชาจารย์ 2

1 ศูนย์ความเป็นเลิศทางห้องปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยระดับชีวโมเลกุลทางการแพทย์  โรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น
2ศูนย์ความเป็นเลิศการแพทย์แม่นย�ำ  โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น

Evaluation of a Newly Developed Real-time PCR 
(TaqMan) Assay for Screening Spinal Muscular 
Atrophy exon 7 Deletion
Prinya  Prasongdee 1*, Preawwalee Winatchai 1, Nopporn Sawatjui 1, 

Sumalai Dechyotin 1, Kanda Sornkayasit2, Khunton Wichajarn2

1 Srinagarind Hospital Excellence Laboratory; SEL Srinagarind Hospital,  
Faculty of Medicine,   Khon Kaen University  
2 Center of Excellence Precision Medicine, Srinagarind Hospital, 

Faculty of Medicine,   Khon Kaen University  	

หลักการและวัตถุประสงค์: โรคกล้ามเนื้ออ่อนแรงชนิดสไปนอล (SMA) เกิดจากการกลายพันธุ์ของจีน SMN1 โดย
เฉพาะการขาดหายของ exon 7 การคัดกรองทารกแรกเกิดมีความส�ำคัญต่อการวินิจฉัย แต่ชุดตรวจเชิงพาณิชย์ เช่น 
Eonis™ SCID-SMA Kit มีราคาสูงส�ำหรับห้องปฏิบัติการที่มีทรัพยากรจ�ำกัด การศึกษานี้พัฒนาวิธี real-time PCR 
(TaqMan) ต้นทนุต�ำ่ส�ำหรบัตรวจหาการขาดหายของจนี SMN1ใน exon 7 และเปรยีบเทยีบประสทิธิภาพกบัชดุตรวจ
เชิงพาณิชย์
วิธีการศึกษา: ตัวอย่างเลือดแห้ง (DBS) 41 ตัวอย่าง ประกอบด้วยตัวอย่างควบคุม EQA-SMAPT 15 ตัวอย่าง (9 เป็น 
SMA, 6 ไม่เป็น SMA) และตัวอย่างคัดกรองทารกแรกเกิด 26 ตัวอย่าง (7 เป็นSMA, 19 ไม่เป็น SMA) วิเคราะห์ด้วย
ชุดตรวจที่พัฒนาขึ้น (β-actin เป็นตัวควบคุมภายใน) และชุด Eonis™ (RPP30 เป็นตัวควบคุมภายใน) ด้วยหลักการ 
multiplex real-time PCR ความสอดคล้องประเมินด้วย Cohen’s Kappa coefficient ความแตกต่างของ Ct 
วิเคราะห์ด้วย paired t-test (p < 0.05) และเปรียบเทียบต้นทุน
ผลการศกึษา: ชุดตรวจทีพ่ฒันาขึน้สอดคล้องร้อยละ 100 กบั ชดุตรวจ Eonis™ (Cohen’s Kappa = 1.0, p < 0.001) 
กลุ่ม SMA มี Ct > 40  บ่งชี้ถึงการขาดหายไปของจีน SMN1 ส่วนกลุ่มปกติมี Ct เฉลี่ยอยู่ระหว่าง 23.57–25.56  และ
ค่า SD อยู่ระหว่าง 0.39 – 2.07 บ่งชี้ถึงการมีอยู่ของจีน SMN1 โดย Paired t-test พบความแตกต่างกันอย่างมีนัย
ส�ำคัญ (p < 0.001) และพบว่าค่า Ct ของจีน β-actin และ จีน RPP30 ไม่ต่างกันแสดงถึงความน่าเชื่อถือ นอกจาก
นี้ต้นทุนของชุดตรวจที่พัฒนาขึ้น (150 บาทต่อการทดสอบ) ถูกว่าชุดตรวจเชิงพาณิชย์ (500 บาทต่อการทดสอบ)
สรปุ: ชุดตรวจทีพ่ฒันาขึน้มปีระสทิธภิาพเทยีบเท่าชดุ Eonis™ แต่ต้นทนุต�ำ่กว่าสามเท่า เหมาะส�ำหรับห้องปฏบิตักิาร
ที่มีทรัพยากรจ�ำกัด แนะน�ำให้ตรวจสอบในกลุ่มตัวอย่างขนาดใหญ่
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Abstract
Background and Objective: Spinal muscular atrophy (SMA) is caused by SMN1 gene mutations, 
primarily exon 7 deletion. Newborn screening is deemed essential for early diagnosis, but                              
commercial kits like the Eonis™ SCID-SMA Kit are considered costly for resource-limited settings. 
This study was designed to develop a cost-effective real-time PCR (TaqMan) assay for detecting 
SMN1 exon 7 deletion and compare its performance with the commercial kit.
Methods: Forty-one dried blood spot (DBS) samples, including 15 EQA-SMAPT quality control                
samples (9 SMA, 6 non-SMA) and 26 clinical newborn screening samples (7 SMA, 19 non-SMA), were 
analyzed. The developed assay (β-actin as internal control) and Eonis™ SCID-SMA Kit (RPP30 as 
internal control) were tested using multiplex real-time PCR. Diagnostic concordance was assessed 
with Cohen’s Kappa coefficient, Cycle Threshold (Ct) differences with paired t-test (p < 0.05), and 
costs were compared.
Results: Complete concordance (100%) was observed between the developed assay and Eonis™ 
kit (Cohen’s Kappa = 1.0, p < 0.001). Ct values > 40 were recorded in SMA samples, indicating SMN1 
absence, while mean Ct values of 23.57–25.56 (SD = 0.39–2.07) were obtained in non-SMA samples, 
confirming SMN1 presence. Significant differences were detected (p < 0.001). No differences were 
found between β-actin and RPP30 Ct values. The developed assay’s cost was 150 THB/test versus 
500 THB for the commercial kit.
Conclusion: The developed assay’s efficacy matches the Eonis™ kit at one-third the cost, ideal for 
resource-limited settings. Further validation with larger cohorts is recommended.
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บทน�ำ
	 โรคกล้ามเนื้ออ่อนแรงชนิดสไปนอล (spinal mus-
cular atrophy: SMA) เป็นโรคทางพนัธกุรรมทีถ่่ายทอด
แบบจีนด้อย (autosomal recessive) ซึ่งส่งผลกระทบ
ต่อเซลล์ประสาทส่ังการ (motor neurons) ในไขสันหลัง 
โดยมีสาเหตุหลักจากการกลายพันธุ์หรือการลบ (dele-
tion) ของจีน SMN1 ซึ่งท�ำหน้าที่สร้างโปรตีน survival 
motor neuron (SMN) อันเป็นโปรตีนที่จ�ำเป็นต่อการ
อยู่รอดของเซลล์ประสาทสั่งการ การขาดโปรตีน SMN 
น�ำไปสู่การเสื่อมของเซลล์ anterior horn ในไขสันหลัง 
ท�ำให้เกิดอาการกล้ามเนื้ออ่อนแรงอย่างต่อเนื่องและ
รุนแรง อุบัติการณ์ของโรค SMA โดยเฉลี่ยพบในอัตรา
ประมาณ 1 รายต่อทารกแรกเกิด 6,000–10,000 ราย
ทั่วโลก และมีอัตราการเป็นพาหะประมาณ 1:40–1:60 
ราย1,2 ส�ำหรับในประเทศไทยพบอุบัติการณ์ในอัตรา 1 
ต่อ 5,102 ราย และมพีาหะในประชากรร้อยละ 2.8 หรอื
ประมาณ 1:36 ราย3 แม้จะมีจีน SMN2 ซึ่งมีล�ำดับเบส
ใกล้เคียงกับ SMN1 มากกว่าร้อยละ 99 แต่เนื่องจาก
ความแตกต่างที่ต�ำแหน่งเบสใน exon 7  ท�ำให้ SMN2 
ผลิตโปรตีน SMN ที่สมบูรณ์ได้เพียงประมาณร้อยละ 
10–15 เท่าน้ัน ผู้ป่วยท่ีมีจีน SMN2 หลายชุด (1–5 
copies) อาจมีอาการของโรคที่รุนแรงต่างกัน โดย
จ�ำนวนส�ำเนาท่ียิ่งมากมักสัมพันธ์กับความรุนแรงของ
โรคที่ลดลง4  ปัจจุบันการวินิจฉัยและการคัดกรองโรค 
SMA สามารถท�ำได้ตัง้แต่ก่อนตัง้ครรภ์ผ่านการตรวจหา
พาหะในพ่อแม่ หรอืสามารถท�ำได้ในระยะทารกแรกเกดิ 
(newborn screening) โดยตรวจหาความผิดปกติของ
จีน SMN1 ซึง่มีประโยชน์อย่างยิง่ในการวนิจิฉยัโรคก่อน
แสดงอาการ และเริม่การรกัษาได้อย่างรวดเรว็ เพือ่ยบัยัง้
การเสื่อมของเซลล์ประสาท อย่างไรก็ตาม การตรวจหา
จ�ำนวนส�ำเนาของจนี SMN1 และ SMN2 มคีวามซับซ้อน 
เนื่องจากบริเวณน้ีของจีโนมมีความแปรผันสูงและมี
ล�ำดับเบสที่คล้ายคลึงกันหลายต�ำแหน่ง ในปัจจุบันมี
เทคนิคระดับโมเลกุลหลากหลายท่ีใช้ในการวิเคราะห์
จ�ำนวนส�ำเนาของจีน ได้แก่ PCR ร่วมกับ capillary 
electrophoresis (PCR/CE)5, quantitative PCR 
(qPCR), digital droplet PCR (ddPCR)6, multiplex 
ligation-dependent probe amplification (MLPA)7 

และ next-generation sequencing (NGS)8 ซึ่งแต่ละ
เทคนิคมีข้อดีและข้อจ�ำกัดที่แตกต่างกัน เช่น qPCR มี
ความรวดเร็ว ใช้งานง่าย แต่มีต้นทุนสูงจากการเตรียม 
standard curve ขณะที่ MLPA ให้ข้อมูลครอบคลุมทั้ง
จีน แต่ต้องใช้เวลาในการตรวจอย่างน้อย 24–48 ชั่วโมง 
PCR/CE ใช้เวลาน้อยกว่าแต่ตรวจได้เฉพาะบรเิวณ exon 

7 และ intron 7 ส่วน NGS ให้ข้อมูลที่ครอบคลุมที่สุด
แต่มคีวามซบัซ้อนและต้นทนุสงู9 ส�ำหรบัในประเทศไทย 
ชุดตรวจเชิงพาณิชย์ เช่น Eonis™ SCID-SMA Kit (Rev-
vity, USA) ซึ่งอาศัยหลักการ Real-time PCR แบบ 
TaqMan สามารถตรวจ exon 7 deletion ได้อย่าง
แม่นย�ำ แต่มีข้อจ�ำกัดด้านราคาและจ�ำเป็นต้องตรวจ
ตัวอย่างจ�ำนวนมาก (96 ตัวอย่างต่อคร้ัง) ท�ำให้ไม่เหมาะ
สมกับสถานพยาบาลที่มีปริมาณตัวอย่างน้อยหรือ
ทรัพยากรจ�ำกัด จากข้อจ�ำกัดดังกล่าว ผู ้ศึกษาจึงมี
วัตถุประสงค์ ดังนี้ 1) เพื่อพัฒนาวิธี Real-time PCR 
(TaqMan) ที่มีต้นทุนต�่ำส�ำหรับการตรวจคัดกรองการ
ขาดหายของจีน SMN1 exon 7 ในตัวอย่างเลือดแห้ง 
(dried blood spot: DBS) 2) เพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของวิธีที่พัฒนาขึ้นใหม่กับชุดตรวจเชิง
พาณชิย์ Eonis™ SCID-SMA Kit ในแง่ความถกูต้องและ
ความน่าเชือ่ถอื วิธกีารทีพ่ฒันาขึน้นีมุ้ง่หวงัให้สามารถใช้
งานได้กบัตวัอย่างจ�ำนวนน้อย มีความรวดเร็ว และเหมาะ
สมกับบริบทของห้องปฏิบัติการในประเทศไทย เพื่อ
สนับสนนุการคดักรองทารกแรกเกดิอย่างมปีระสิทธิภาพ
และทั่วถึง

วธีิการศึกษา
การออกแบบโพรบและไพรเมอร์
	 ออกแบบโพรบ และไพรเมอร์ เฉพาะส�ำหรับตรวจ
การขาดหายของจีน SMN1 ใน exon 7 โดยใช้ โปรแกรม  
Primer Quest™ (Integrated DNA Technologies, 
Coralville, IA, USA)  และใช้จีน β-actin เป็นตัวควบคุม
ภายใน (internal control) โดยใช้ปริมาตรไพรเมอร์และ
โพรบเท่ากับ  0.3 ไมโครโมลต่อปฏิกิริยา 

การเกบ็ตวัอย่าง
	 ตัวอย่างทัง้หมดเป็นเลอืดแห้ง (dried blood spot: 
DBS) จ�ำนวน 41 ตัวอย่าง โดยเก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือน 
พฤษภาคม พ.ศ. 2568 ถึงเดือน กรกฎาคม พ.ศ. 2568 
(3 เดือน) ซ่ึงแบ่งเป็นสองกลุ่ม ได้แก่  1) กลุ่มวตัถุควบคมุ
คุณภาพจากโปรแกรม EQA-SMAPT (Newborn 
Screening Quality Assurance Program: SMN1 
Exon 7 Analysis to Detect Spinal Muscular Atro-
phy in DBS Proficiency Testing Program)  จ�ำนวน 
15 ตัวอย่าง (ยืนยันเป็น SMA 9 ราย และไม่เป็น SMA 
6 ราย โดยยนืยนัการขาดหายหรอืมจีนี SMN1 ใน exon 
7) และ  2) ตวัอย่าง DBS คงเหลอืจากการตรวจคดักรอง
ทารกแรกเกดิ จ�ำนวน 26 ตัวอย่าง (ผู้ป่วย SMA ทีว่นิจิฉยั
แล้ว 7 ราย และทารกปกติ 19 ราย) ขนาดตัวอย่าง
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ค�ำนวณตามสตูร n = (Z² × p × (1 - p)) / E² โดยก�ำหนด 
Z = 1.96 ส�ำหรบัความเชือ่มัน่ 95% โดยตวัอย่างทัง้หมด
ต้องมีคุณภาพ DNA เพียงพอส�ำหรับการวิเคราะห์ด้วย 
multiplex real-time PCR และตวัอย่างทีเ่หลอืจากการ
ตรวจคัดกรองทารกแรกเกิดในการศึกษานี้ได้รับการ
อนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม มหาวิทยาลัย
ขอนแก่น (เลขที ่HE661355) พร้อมเอกสารยนิยอมจาก
ผู้ปกครอง  ทั้งนี้ ตัวอย่างที่ไม่ใช่เลือดแห้ง (DBS) หรือมี
คุณภาพต�่ำ เช่น DNA เสื่อมสภาพ ปนเปื้อน หรือมี
ปรมิาณไม่เพยีงพอส�ำหรับการท�ำ PCR รวมถงึตวัอย่างที่ 
ไม่มีผลยืนยันสถานะ SMA จากโปรแกรม EQA-SMAPT 
หรือจากการตรวจคัดกรองทารกแรกเกิด และตัวอย่างที่ 
มีสารรบกวนการท�ำ PCR หรือ เก็บรักษาไม่เหมาะสม 
จะถูกคัดออกจากการศึกษา

การสกดัสารพนัธุกรรมและการทดสอบ
	 สารพันธุกรรมถูกสกัดจากตัวอย่าง DBS ขนาดเส้น
ผ่าศูนย์กลาง 3.2 มิลลิเมตร ด้วยชุดน�้ำยา Elution 
Solution  (Revvity, USA) จ�ำนวน 160 ไมโครลติร และ
เขย่าที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้น
ตรวจด้วยเทคนิค multiplex real-time PCR โดยใช้
เครื่อง QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, 
USA) ภายใต้ขั้นตอนปรับอุณหภูมิที่  95 °C 10 นาที 
ตามด้วย 40 รอบที่ 95 °C 15 วินาที และ 60 °C 40 
วินาที โดยใช้สารพันธุกรรมจ�ำนวน 2 ไมโครลิตร ใน 1x 
Fast Start Essential DNA Probes Master (Roche, 
Switzerland)  การประเมินเปรียบเทียบผลท�ำกับชุด
ตรวจเชิงพาณิชย์ Eonis™ SCID-SMA kit (Revvity, 
USA)  ที่ใช้เครื่อง Real-Time PCR Thermal Cycler 
Eonis™ Q96 

การเกบ็ข้อมูลและการแปลผล
	 ผลการทดสอบเป็นเชิงคุณภาพ โดยก�ำหนด Posi-
tive เมื่อไม่พบสัญญาณ (Ct) ของจีน SMN1  ใน exon 
7  ขณะที ่internal control ปกต ิและก�ำหนด Negative 
เมื่อพบสัญญาณ (Ct) ของจีน SMN1  ใน exon 7  

การวเิคราะห์ทางสถติิ
	 ความสอดคล้องของผลระหว่างวธิท่ีีพฒันาข้ึนกบัชุด
ตรวจเชิงพาณิชย์ประเมินด้วย Cohen’s Kappa coef-
ficient และเปรียบเทยีบค่า Ct ระหว่างกลุม่ผูป่้วย SMA 
กับกลุ่มปกติด้วย paired t-test ก�ำหนดระดับนัยส�ำคัญ
ทางสถิติที่ p < 0.05 ด้วยซอฟต์แวร์สถิติ SPSS version 
26 IBM Corp., USA)

ผลการศึกษา
	 การวจิยันี ้ได้พฒันาวธิกีารตรวจหาการขาดหายของ
จีน SMN1 ใน exon 7 โดยใช้เทคนิค Real-time PCR 
(TaqMan) ด้วยชุดน�้ำยาที่พัฒนาขึ้นเอง (SMA exon7 
qPCR Development) และเปรยีบเทียบกบัชดุตรวจเชงิ
พาณชิย์ Eonis™ SCID-SMA Kit โดยมกีารออกแบบไพร
เมอร์และโพรบที่จ�ำเพาะส�ำหรับจีน SMN1 และจีน 
βactin (ตารางที่ 1)
	 จากการทดสอบด้วยตัวอย่าง DBS จ�ำนวน 41 
ตัวอย่าง ครอบคลุมทั้งกลุ่มผู้ป่วย SMA, กลุ่มควบคุม 
EQA-SMAPT (positive และ negative) และกลุ่มคน
ปกติ พบว่า ผลการตรวจท้ังสองชุดน�้ำยาให้ความ
สอดคล้องกันร้อยละ 100 โดยสามารถตรวจพบจีน 
SMN1  ในกลุม่ทีไ่ม่เป็นโรค และตรวจไม่พบในกลุม่ผูป่้วย 
SMA ทั้งสองวิธี โดยที่ชุดตรวจ Eonis™ ใช้จีน RPP30  
และชดุทีพ่ฒันาขึน้ใช้ จีน β-actin เป็น housekeeping 
gene ผลการตรวจแสดงความสอดคล้องครบถ้วน (รูปที่ 
1)
	 การวิเคราะห์ค่า Ct ของจีน SMN1  พบว่า กลุ่มผู้
ป่วย SMA มีค่า Ct > 40 (ไม่พบสัญญาณ) ในทั้งสองชุด
น�้ำยา ขณะที่กลุ่มที่ไม่เป็นโรคมีค่า Ct เฉลี่ย (Mean) อยู่
ระหว่าง 24.25 – 25.56 และ 23.57 – 24.58 ของชุด
น�้ำยา Eonis SCID-SMA kit  และชุดน�้ำยา SMA exon7 
qPCR development ตามล�ำดับ แสดงถงึการตรวจพบ
จนี SMN1 อย่างชดัเจน ส่วนค่า Ct ของ housekeeping 
gene มีความเสถียรในทุกกลุ่มตัวอย่าง โดยพบค่า Ct 
เฉลี่ย (mean) อยู่ระหว่าง 24.82–26.36 และ 24.82 
– 25.69 ของจีน RPP30 (Eonis™) และ จีน β-actin 
(SMA Exon7 qPCR Development) ตามล�ำดับ โดยมี
ค่า SD ของทัง้ 2 จีนอยูใ่นระดับต�ำ่ (0.41–1.23) สะท้อน
ถึงความน่าเชื่อถือของปฏิกิริยา qPCR (ตารางที่ 2 และ 
3)
	 เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า Cohen’s Kappa 
coefficient มค่ีาเท่ากบั 1.0 (p < 0.001) แสดงถงึความ
สอดคล้องอย่างสมบรูณ์ (perfect agreement) ระหว่าง
ชุดน�้ำยาท่ีพัฒนาข้ึนกับชุดตรวจเชิงพาณิชย์ในการ
วินิจฉัยว่าเป็น SMA หรือไม่ นอกจากนี้การเปรียบเทียบ
ค่า Ct ของจีน SMN1 ระหว่างกลุ่มผู้ป่วย SMA และกลุม่
ไม่เป็น SMA ด้วย paired t-test พบว่ามีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.001) ยืนยันความ
สามารถของวิธีที่พัฒนาขึ้นในการจ�ำแนกผู้ป่วยและคน
ปกติได้อย่างชัดเจน
	 ผลการทดสอบจากปฏกิิรยิา Real-time PCR assay 
(รูปที่ 2) ยืนยันว่า กลุ่มผู้ป่วย SMA ไม่พบค่า Ct ของจีน 
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SMN1 แต่ยังคงตรวจพบค่า Ct ของ housekeeping 
gene ขณะทีก่ลุม่ไม่เป็นโรคสามารถตรวจพบค่า Ct  จีน 
SMN1 อย่างชัดเจน โดยค่า Ct ของจีนควบคุม (RPP30 
และ β-actin) กระจายตวัอย่างสม�ำ่เสมอ ยนืยนัถงึความ
เสถียรของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นและความสอดคล้องกับวิธีเชิง

พาณชิย์ นอกจากนีเ้มือ่ค�ำนวนต้นทนุรวมของชดุตรวจท่ี
พัฒนาขึ้น โดยใช้ค่าวัสดุ  ค่าวัสดุสนับสนุน ค่าเสื่อม
ครภุณัฑ์และอาคาร ค่าขบวนการเกบ็ส่ิงส่งตรวจ และค่า
บริหารจัดการ รวมเท่ากับ 150 บาทต่อการทดสอบ ซึ่ง
น้อยกว่าตันทุนรวมของชุดตรวจเชิงพาณิชย์ ซึ่งเท่ากับ 
500 บาทต่อการทดสอบ

ตารางที่ 1แสดงลำ�ดับ DNA ของโพรบและไพรเมอร์ของ จีน SMN1 และจีน β-actin 

โพรบและไพรเมอร์	 ล�ำดับ DNA   (5 -́--> 3 )́  

SMN1 exon7 forward primer GTGAAACAAAATGCTTTTTAACATCCA

SMN1 exon7 Reverse primer CCATAAAGTTTTACAAAAGTAAGATTCACTT

SMN1 exon7 probe FAM-ACAGGGTTTCAGACAAAATCAAAAAGA-TAMRA

β-actin  forward primer AGACCTACTGTGCACCTACT

β-actin  Reverse primer TTCTGGTGTTTGTCTCTCTGAC

β-actin  Probe Cy3-AGTGTTAGTACCTACACCCACA-BHQ

รูปที่ 1 ผลการตรวจโดยใช้ Eonis™ SCID-SMA Kit กับตัวอย่างของคนปกติ โดยตรวจพบจีน SMN1  และ จีน RPP30 
(A) และ ผลการตรวจโดยใช้ชุดตรวจที่พัฒนาขึ้น กับตัวอย่างของคนปกติ โดยตรวจพบ จีน SMN1  และ จีน β-actin 
(B) ผลการตรวจตัวอย่างของผู้ป่วย SMA โดยตรวจไม่พบจีน SMN1  และ ตรวจพบเฉพาะ จีน RPP30  (C) และผล
การตรวจตัวอย่างของผู้ป่วย SMA โดยตรวจไม่พบจีน SMN1 และ ตรวจพบเฉพาะจีน β-actin (D)
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ตารางที่ 2 ค่า Ct ของการตรวจวิเคราะห์จีน SMN1 ในกลุ่มตัวอย่างโรค SMA และกลุ่มตัวอย่างที่ไม่เป็นโรค SMA ระหว่างชุดตรวจ Eonis™ 
SCID-SMA Kit และชุดตรวจ SMA exon7 qPCR development

ตัวอย่าง จ�ำนวน
Ct ของจีน SMN1  (Mean ± SD)

Eonis™ SCID-SMA Kit  SMA exon7 qPCR development 

EQA-SMAPT เป็นโรค SMA 9 >45  >40

EQA-SMAPT ไม่เป็นโรค SMA 6 24.24 ± 0.39 23.57 ±  2.07

Sample เป็นโรค SMA 7 >45 >40

Sample ไม่เป็นโรค SMA 19 25.56 ±1.30 24.56 ± 2.03

ตารางที่ 3 ค่า Ct ของการตรวจวิเคราะห์ Housekeeping gene  ในกลุ่มตัวอย่างโรค SMA และกลุ่มตัวอย่างที่ไม่
เป็นโรค SMA ระหว่างชุดตรวจ Eonis™ SCID-SMA Kit และชุดตรวจ SMA Exon7 qPCR Development

ตัวอย่าง จ�ำนวน

Ct ของจีน SMN1  (Mean ± SD)

Eonis™ SCID-SMA Kit 
(จีน RPP 30 ) 

SMA exon7 qPCR development 
( จีน β-actin )

EQA-SMAPT เป็นโรค SMA 9 25.36 ± 0.89 24.82 ± 0.52

EQA-SMAPT ไม่เป็นโรค SMA 6 25.59 ± 0.74 25.15 ± 0.72

Sample เป็นโรค SMA 7 26.19 ± 0.41 25.28 ± 0.51

Sample ไม่เป็นโรค SMA 19 26.36 ± 1.23 25.69 ± 0.97

รูปที่ 2  แสดงการกระจายตัวของค่า Ct ในปฏิกิริยา qPCR การตรวจจีน SMN1, จีน β-actin และ จีน RPP30  
ระหว่างชุดตรวจ Eonis™ SCID-SMA Kit และชุดตรวจ SMA exon7 qPCR Development
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วจิารณ์
	 การทดสอบชุดน�้ำยา SMA exon7 qPCR devel-
opment ที่พัฒนาขึ้นแสดงความสอดคล้องกันร้อยละ 
100 กบัชดุตรวจเชิงพาณชิย์ Eonis™ SCID-SMA Kit ใน
การตรวจจบัการขาดหายของ exon 7 ในจนี SMN1 จาก
ตัวอย่าง DBS จ�ำนวน 41 ตัวอย่าง โดยมี Cohen’s 
Kappa coefficient เท่ากับ 1.0 (p < 0.001) ซึ่งบ่งชี้
ถงึความสอดคล้องอย่างสมบรูณ์กบัชดุตรวจเชงิพาณชิย์ 
Eonis™ SCID-SMA Kit และผล EQA-SMAPT รวมถึง
ผล paired t-test ทีแ่สดงความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญั 
(p < 0.001) ระหว่างกลุม่ผูป่้วยโรคSMA และไม่เป็นโรค 
SMA ซึ่งสามารถยืนยันความแม่นย�ำในการจ�ำแนก
สถานะทางพันธุกรรม การศึกษานี้มีจุดแข็งในด้านการ
ออกแบบไพรเมอร์และโพรบเฉพาะทีเ่หมาะสมกบับรบิท
ประเทศไทย โดยสามารถตรวจตัวอย่างจ�ำนวนน้อยได้
อย่างรวดเร็วและต้นทุนต�่ำกว่าเมื่อเทียบกับชุดเชิง
พาณิชย์ แต่มีข้อจ�ำกัดคือขนาดตัวอย่างค่อนข้างเล็ก ซึ่ง
อาจไม่ครอบคลุมความแปรผันทางพันธุกรรมที่หลาก
หลาย และไม่ได้รายงานค่าความไว (sensitivity) และ
ความจ�ำเพาะ (specificity) โดยตรง เมือ่เปรยีบเทยีบกบั
งานวิจัยอื่น ๆ เช่น การศึกษาของ Bouike และคณะ10   

ที่ใช้ real-time PCR ตรวจ SMN2 ใน DBS ด้วยความ
แม่นย�ำสงูคล้ายกนัแต่เน้น SMN2 deletion รวมถงึงาน
ที่ใช้ digital PCR (ddPCR) ของ Kido  และคณะ11 ซึ่ง
ให้ความแม่นย�ำสงูกว่า qPCR ในการนบั copy number 
แต่มต้ีนทนุและความซบัซ้อนมากกว่า การศกึษานีจึ้งเป็น
ทางเลอืกทีป่ระหยดั เพราะราคาต่อการทดสอบถกูว่าชดุ
ตรวจเชิงพาณิชย์ และสามารถใช้ในสถานพยาบาลที่มี
เครื่อง real-time PCR ได้ แม้จะไม่ก้าวหน้าทางเทคนิค
เท่ากับ NGS (Next Generation Sequencing) หรือ 
ddPCR  ในงานอื่น ๆ  อย่างไรก็ตามการศึกษานี้แสดงให้
เห็นว่าวิธี real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหา
การขาดหายของจีน SMN1 ใน exon 7 ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพสอดคล้องกับรายงานของ Feldkötter 
และคณะ12 และ Pyatt และคณะ13  ท่ียนืยนัความแม่นย�ำ
ของวิธ ีreal-time PCR ในการตรวจจนี SMN1 deletion 
อย่างไรก็ตาม การศึกษานี้ยังมีข้อจ�ำกัดเรื่องจ�ำนวน
ตัวอย่างที่น้อย และไม่ได้วิเคราะห์ copy number ของ
จีน SMN2 ซึ่งเป็นตัวชี้วัดความรุนแรงของโรค ดังนั้น
แม้ว่าวธิทีีพ่ฒันาขึน้จะมข้ีอได้เปรยีบด้านต้นทนุต�ำ่ ความ
ยดืหยุน่สงู และเหมาะสมกบัห้องปฏบิตักิารทีม่ทีรพัยากร
จ�ำกัด แต่ยังจ�ำเป็นต้องมีการศึกษาต่อยอดในกลุ่ม
ตวัอย่างขนาดใหญ่และการประเมนิในระดบัโครงการคดั

กรองทารกแรกเกิด เพ่ือยืนยันศักยภาพในการน�ำไปใช้
จริงในระบบบริการสุขภาพ

สรุป
งานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจจีน SMN1 ใน exon 7 
โดยใช้ Real-time PCR (TaqMan) ที่มีความไว ความ
จ�ำเพาะ และความสอดคล้องกับชุดตรวจเชิงพาณิชย์สูง
ถึงร้อยละ 100 อีกทั้งจีนควบคุม (β-actin) ที่เลือกใช้มี
ค่า Ct ที่เสถียร สามารถยืนยันความน่าเชื่อถือของ
ปฏิกิริยาได้ ผลการศึกษานี้สนับสนุนว่าวิธีดังกล่าวมี
ศักยภาพในการน�ำไปปรับใช้จริงในห้องปฏิบัติการเพื่อ
การวินิจฉัยและคัดกรองโรค SMA ในทารกแรกเกิด

ข้อเสนอแนะ
	 การศกึษานีแ้สดงให้เหน็ถงึศกัยภาพของการพัฒนา
วิธี Real-time PCR (TaqMan) ส�ำหรับตรวจคัดกรอง 
SMA exon 7 deletion แต่ควรขยายขนาดตัวอย่างให้
ครอบคลุมความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากร
ไทย พร้อมประเมินความไวและความจ�ำเพาะของวิธี 
Real-time PCR (TaqMan) ที่พัฒนาขึ้นอย่างชัดเจน 
รวมถึงเพ่ิมการวิเคราะห์จ�ำนวนส�ำเนาจีน SMN2 เพื่อ
ประเมนิความรนุแรงของโรค SMA และทดสอบในบรบิท
การคัดกรองทารกแรกเกิดจริง เพื่อยืนยันศักยภาพใน
การน�ำไปใช้ในระบบบรกิารสขุภาพอย่างมปีระสทิธภิาพ
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