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บทคัดย่อ

วตัถปุระสงค์ ตรวจสอบความถกูต้องและความแม่นย�ำของเคร่ืองตรวจวิเคราะห์ชนดิและปริมาณฮโีมโกลบนิอตัโนมติั Capillarys 2 

Flex Piercing ซึ่งอาศัยหลักการ capillary electrophoresis (CE) โดยเปรียบเทียบอ้างอิงเดิมคือวิธี high pressure liquid chro-

matography (HPLC)  วัสดุและวิธีการ ศึกษาในตัวอย่าง EDTA blood ที่ส่งตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน จ�ำนวน 344 

ราย  ผลการศึกษา ในคนปกติ ผู้มียีนแฝง ผู้ป่วยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ ผลการวิเคราะห์ปริมาณ HbA
2
, Hb E 

และ Hb F จากเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) กับผลการวิเคราะห์โดยวิธีอ้างอิง การแปล

ผลการตรวจตรงกัน 337 ราย และแตกต่างกัน 7 ราย ได้แก่เครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing แปลเป็น suspected Hb CS trait 

(CSA
2
A)  ขณะที่วิธีอ้างอิงได้ผลเป็น normal Hb typing (A

2
A) จ�ำนวน 6 ราย และอีก 1 ราย วิธีอ้างอิงแปลผลเป็น β-thal trait 

(A
2
A, A

2
 = 3.8%)  แต่เครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ได้ผลเป็นผู้ป่วยอาจได้รับเลือด (A

2
EA) ผลการศึกษาความแม่นย�ำโดย

การตรวจวิเคราะห์ซ�้ำทั้ง within-run และ between-run พบมีสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่าร้อยละ 5  สรุป เครื่องอัตโนมัติ 

Capillarys 2 Flex Piercing มีความถูกต้อง แม่นย�ำ และมีประสิทธิภาพ สามารถน�ำมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโม

โกลบิน ในงานประจ�ำเพื่อช่วยวินิจฉัยผู้มียีนแฝง ผู้ป่วยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ โดยมีข้อดีคือสามารถแยก HbA
2 

และ Hb E ออกจากกันได้และตรวจพบฮีโมโกลบิลไม่เสถียรเช่น Hb CS ในปริมาณน้อยได้อย่างมีประสิทธิภาพ

คำ�สำ�คัญ :	l Capillarys 2 Flex Piercing  l Capillary electrophoresis  l High pressure liquid chromatography

			   l ธาลัสซีเมีย  l ฮีโมโกลบินผิดปกติ

วารสารโลหิตวิทยาและเวชศาสตรบริการโลหิต. 2562;29:121-30.
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Method validation of the Capillarys 2 Flex Piercing hemoglobin 
analyzer to investigate thalassemia and hemoglobinopathies
Chaowanee Wangchauy and Chawadee Nopparattana
Hematology Unit, Department of Pathology, Faculty of Medicine, Prince of Songkla University

Abstract:

Objective: The study aimed to evaluate the accuracy of hemoglobin analysis by the Capillarys 2 Flex Piercing using 

capillary electrophoresis (CE) method compared with the Variant II using high pressure liquid chromatography 

(HPLC) for reference method.  Material and Method: A total of 344 routine EDTA blood samples were collected 

to diagnose thalassemia and hemoglobinopathies.  Results: Regarding normal Hb typing, carrier, thalassemia and 

hemoglobinopathies as the percentage of HbA
2
, Hb E and Hb F detected by Capillarys 2 Flex Piercing (CE) and 

the reference method (HPLC) did not significantly differ (p > 0.05), i.e., 337 samples agreed with the hemoglobin 

typing interpretation and 7 samples disagreed (6 of the Capillarys 2 Flex Piercing reported CSA
2
A, a suspected 

Hb CS trait).  However, Variant II reported A
2
A and 1 of the Hb type = A

2
EA from Capillarys 2 Flex Piercing but 

Variant II reported A
2
A (A

2
 = 3.8%) indicating the β-thal trait.  Using the coefficient of variation the within-run 

and between-run precision was less than 5%  Conclusion: The Capillarys 2 Flex Piercing is capable of identify-

ing and quantifying hemoglobin species.  The major advantage of the CE method is its ability to separate and 

quantitate HbA
2
, Hb E which are important parameter required to diagnose β-thal trait.  Alternatively a blood 

transfusion could successfully detect unstable Hb as Hb CS in the heterozygous state.  This instrument proved 

useful in providing relevant data to investigate thalassemia and hemoglobinopathies.

Keywords :	 l Capillarys 2 Flex Piercing  l Capillary electrophoresis  l High pressure liquid chromatography

				    l Thalassemia  l Hemoglobinopathy

J Hematol Transfus Med.  2019;29:121-30.
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บทน�ำ

โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia) และภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติ 

(hemoglobinopathy) เป็นโรคโลหิตจางที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ 

autosomal recessive ซึ่งพบมีอุบัติการณ์สูงมากในประเทศไทย

และแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้1 การตรวจวินิจฉัยพาหะและโร

คธาลัสซีเมียทางห้องปฏิบัติการท�ำได้โดยตรวจวิเคราะห์ชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบิน ด้วยเครื่องวิเคราะห์ฮีโมโกลบินอัตโนมัติที่นิยม

ใช้มี 2 หลักการคือ 1) โครมาโตกราฟฟีอัดแรงดันซึ่งมีทั้งแบบ

แรงดันสูง (high pressure liquid chromatography; HPLC) 

และแบบแรงดันต�่ำ (low pressure liquid chromatography;  

LPLC) ใช้หลักการแลกเปลี่ยนอิออนบวก โดยฮีโมโกลบินแต่ละ

ชนิดมีความแรงในการยึดติดอยู่ในคอลัมน์แตกต่างกัน จึงถูก 

ชะออกมาด้วยบัฟเฟอร์ที่เวลาต่างกัน (retention time; RT) 

ฮีโมโกลบินที่ถูกชะออกมาจะถูกส่งผ่านไปยังเคร่ืองตรวจวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ประมวลผลเป็น 

โครมาโตรแกรม (chromatogram) โดยวิธี HPLC มีประสิทธิภาพ

ในการแยกที่ดีกว่า LPLC จึงเป็นที่นิยมมากกว่า2  2) การแยก

ด้วยกระแสไฟฟ้าความต่างศักย์สูงในหลอดแก้วน�ำไฟฟ้าขนาดเล็ก 

(capillary electrophoresis; CE) ใช้หลักการแยกฮีโมโกลบิน

ด้วยกระแสไฟฟ้าความต่างศักย์สูงผ่านหลอดแก้วน�ำไฟฟ้าขนาดเล็ก

โดยฮีโมโกลบินแต่ละชนิดประจุสุทธิแตกต่างกันท�ำให้สามารถแยก

ชนิดของฮีโมโกลบินชนิดต่างๆ ตามแรงขับเคลื่อนไฟฟ้า (electro 

osmotic flow; EOF) แล้วรายงานผลออกมาเป็นอิเลกโตรโฟรี

แกรม (electrophoregram)3 เครื่องวิเคราะห์ทั้งสองหลักการนี้

มีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ Hb A
2
, Hb F และ 

Hb S ได้ใกล้เคียงกัน4-6  นอกจากนี้เครื่อง CE ยังสามารถตรวจ

วิเคราะห์ Hb A2 ได้แม่นย�ำถึงแม้ตัวอย่างเลือดเก็บไว้นานถึง 16 

วัน7 และการเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้า (migration time) ของ 

Hb S, Hb C, Hb E ได้ตรงโซนที่ก�ำหนดไว้อย่างถูกต้อง8,9 ด้วย

ศักยภาพการตรวจวิเคราะห์ของเครื่อง CE ที่สามารถแยก Hb A
2 

และ Hb E ออกจากกันได้อย่างชัดเจน และยังสามารถวัดปริมาณ 

Hb H และ Hb Bart’s ได้ในขั้นตอนเดียวโดยไม่ต้องใช้ร่วมกับ

การแยกโดยวิธีอื่นๆ เพื่อรายงานผล จึงท�ำให้เครื่องที่อาศัยหลัก

การ CE นี้ได้รับความนิยมมากขึ้นในปัจจุบัน 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของ

การรายงานผล (validation) ท�ำการเปรียบเทียบผล (comparison) 

และตรวจความแม่นย�ำ (precision) ของเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ 

Capillarys 2 Flex Piercing ก่อนจะน�ำเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัตินี้

มาท�ำการตรวจวิเคราะห์ในงานประจ�ำแทนที่เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัต ิ

Variant II ที่ใช้หลักการ HPLC ที่ใช้ก่อนหน้านี้10,11 ทั้งนี้การศึกษา

ครั้งนี้ได้รับการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมในมนุษย์ก่อน

ด�ำเนินการ

วัสดุและวิธีการ

การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาภาคตัดขวางเพื่อสอบทวนความถูก

ต้องและความแม่นย�ำในการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน

ด้วยเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing วิธี CE เปรียบเทียบ

กับเครื่องมือทดสอบมาตรฐานเดิมคือ เครื่อง Variant II ซึ่งใช้

หลักการ HPLC ในช่วง 1 ถึง 30 เมษายน 2558

กลุ่มตัวอย่าง 

เลือดจากหลอดเลือดด�ำบรรจุในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด 

K
2
EDTA ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จ�ำนวน 343 รายและเลือดที่เจาะ

จากสายสะดือเด็กทารกในครรภ์ 1 รายที่ส่งมาตรวจวิเคราะห์ชนิด

และปริมาณฮีโมโกลบิน ในช่วง 1-30 เมษายน 2558

วิธีการ

1.	 การตรวจวิเคราะห์ดัชนีเม็ดเลือดแดง (red blood cell 

indices) โดยน�ำตัวอย่างเลือดปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

และน�ำไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องนับเซลล์เม็ดเลือดอัตโนมัติ XT 

1800i (Sysmex, Japan)12 บันทึกค่าดัชนีเม็ดเลือดแดง ประกอบ

ด้วย RBC, Hb, Hct, MCV, MCH และ MCHC

2.	 การศึกษาความแม่นย�ำของการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 

HbA
2
, และ Hb F ด้วยเครื่อง CE โดยใช้สารควบคุมคุณภาพ 

normal control และ ตัวอย่างเลือดที่มีค่า HbA
2
, และ Hb F สูง 

มาท�ำการวิเคราะห์ซ�้ำทั้งในลักษณะ within-run โดยน�ำมาตรวจ

วิเคราะห์ซ�้ำ 20 ครั้งภายในวันเดียวกัน และ between-run โดย

น�ำมาวิเคราะห์วันละ 1 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 22 วัน

3.	 การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเครื่อง

วิเคราะห์อัตโนมัติ Variant II (วิธี HPLC) และตามด้วยเครื่อง 

Capillarys 2 Flex Piercing (วิธี CE) ภายในวันเดียวกัน บันทึก

ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินแต่ละชนิดที่เครื่องวิเคราะห์ออกมาได้

ประเมินความถูกต้องของการตรวจวิเคราะห์โดยเปรียบเทียบกับวิธี 

HPLC ซึ่งเป็นวิธีอ้างอิงเดิม การแปลผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบิน โดยใช้เกณฑ์ตามคู่มือทางห้องปฏิบัติการตรวจ

วินิจฉัยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบิลผิดปกติ ฉบับปรับปรุง 255813

การวิเคราะห์ข้อมูล 

1.	 ใช้สถิติเชิงพรรณา ได้แก่ ค่าเฉลี่ย (mean) ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (standard devidation, SD) ค�ำนวณค่าดัชนีเม็ดเลือด

แดง แยกตามกลุ่มธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ

2.	 วิเคราะห์ความแม่นย�ำโดยการค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์ความ

แปรปรวน (coefficient of variation, %CV) จากการทดสอบ

สารควบคุมคุณภาพใช้เกณฑ์ผ่าน total CV < 0.3314



เชาวณี  วังช่วย และ ชวดี  นพรัตน์

J Hematol Transfus Med  Vol. 29  No. 2  April-June 2019

124

Ta
bl

e 
1 

 B
loo

d 
in

di
ce

s 
pa

ra
m

et
er

 o
f e

ac
h 

Hb
 ty

pe
 a

t S
on

gk
lan

ag
ar

in
d 

Ho
sp

ita
l (

m
ea

n 
± 

SD
)

Su
bj

ec
t

N
RB

C

(X
10

12
/L

)

H
b

(g
/d

L)

H
ct

.

(%
)

M
CV (fL
)

M
CH (p
g)

M
CH

C

(g
/d

L)

RD
W

(%
)

1.
 N

or
m

al 
or

 n
on

 c
lin

ic
all

y 
sig

ni
fic

an
t t

ha
las

se
m

ia
 (H

b 
A 2 ≤

 3
.5

%
, M

CV
 ≥

 8
0 

fL
)

39
4.

5 
± 

0.
6

12
.9

 ±
 1

.8
38

.3
 ±

 4
.9

84
.6

 ±
 4

.4
28

.5
 ±

 1
.8

33
.7

 ±
 1

.2
13

.3
 ±

 1
.1

2.
 N

or
m

al 
Hb

 ty
pi

ng
, n

ot
 ru

le 
ou

t α
-th

ala
ss

em
ia

 (H
b 

A 2 ≤
 3

.5
%

, M
CV

 <
 8

0 
fL

) 
96

4.
8 
± 

0.
8

10
.7

 ±
 2

.2
33

.3
 ±

 5
.5

69
.0

 ±
 7

.6
22

.1
 ±

 3
.1

32
.0

 ±
 1

.9
16

.6
 ±

 3
.3

3.
 β

-th
al 

tra
it 

w
ith

 o
r w

ith
ou

t α
-th

ala
ss

em
ia

35
5.

2 
± 

1.
0

11
.1

 ±
 2

.3
33

.7
 ±

 6
.4

64
.4

 ±
 5

.8
21

.2
 ±

 1
.9

32
.9

 ±
 1

.5
17

.0
 ±

 2
.2

4.
 H

b 
E 

tra
it

39
4.

7 
± 

0.
7

11
.8

 ±
 1

.5
35

.1
 ±

 4
.7

75
.1

 ±
 4

.8
25

.3
 ±

 2
.1

33
.8

 ±
 1

.3
15

.0
 ±

 2
.8

5.
 H

b 
E 

tra
it 

w
ith

 o
r w

ith
ou

t α
-th

ala
ss

em
ia

34
4.

7 
± 

0.
7

11
.1

 ±
 2

.0
33

.2
 ±

 5
.5

70
.0

 ±
 5

.5
23

.5
 ±

 2
.2

33
.5

 ±
 1

.4
15

.9
 ±

 3
.4

6.
 H

om
oz

yg
ou

s 
Hb

 E
11

5.
6 
± 

0.
5

10
.8

 ±
 1

.3
31

.4
 ±

 3
.0

56
.1

 ±
 3

.6
19

.2
 ±

 1
.0

34
.5

 ±
 1

.8
16

.1
 ±

 2
.2

7.
 H

b 
H 

di
se

as
e

5
5.

3 
± 

1.
1

9.
2 
± 

1.
2

30
.3

 ±
 5

.4
58

.2
 ±

 9
.9

17
.7

 ±
 1

.5
30

.4
 ±

 1
.5

24
.2

 ±
 5

.9

8.
 β

0 -th
al/

Hb
 E

 d
ise

as
e

2
4.

9 
± 

0.
2

9.
1 
± 

0.
1

27
.2

 ±
 0

.7
56

.0
 ±

 3
.8

18
.6

 ±
 0

.7
33

.1
 ±

 0
.8

29
.2

 ±
 0

.5

9.
 β

+ -th
al 

di
se

as
e 

or
 H

PF
H

1
4.

13
11

.9
35

.2
85

.1
28

.8
33

.9
10

.6

10
. N

or
m

al 
Hb

 ty
pi

ng
 in

 n
ew

bo
rn

60
4.

1 
± 

0.
6

14
.5

 ±
 2

.0
41

.8
 ±

 5
.4

10
3.

3 
± 

9.
5

36
.0

 ±
 2

.8
34

.9
 ±

 1
.3

17
.2

 ±
 2

.0

11
. α

-th
al 

tra
it 

in
 n

ew
bo

rn
4

3.
4 
± 

0.
5

13
.0

 ±
 1

.4
39

.6
 ±

 4
.3

11
8.

9 
± 

4.
8

38
.9

 ±
 1

.4
32

.7
 ±

 0
.9

18
.7

 ±
 5

.1

12
. H

b 
E 

tra
it 

in
 n

ew
bo

rn
4

4.
6 
± 

0.
5

15
.3

 ±
 1

.0
43

.0
 ±

 3
.4

92
.4

 ±
 9

.4
3.

8 
± 

3.
1

36
.6

 ±
 0

.8
15

.7
 ±

 0
.3

13
. S

us
pe

ct
ed

 α
-th

al 
tra

it 
in

 c
hi

ld
re

n 
(2

-6
 m

on
th

)
4

3.
5 
± 

0.
6

9.
6 
± 

2.
1

28
.8

 ±
 5

.5
80

.1
 ±

 9
.0

27
.6

 ±
 3

.6
34

.5
 ±

 3
.5

15
.1

 ±
 2

.3

14
. H

b 
Ba

rt’
s 

hy
dr

op
 fe

ta
lis

1
2.

76
6.

5
25

.2
90

.3
23

.3
25

.8
ND

15
. s

us
pe

ct
ed

 H
b 

CS
 tr

ai
t/N

or
m

al
6

4.
8 
± 

0.
9

11
.5

 ±
 2

.0
35

.8
 ±

 6
.0

74
.7

 ±
 6

.2
24

.1
 ±

 2
.5

32
.2

 ±
 1

.7
15

.6
 ±

 3
.5

16
. c

he
ck

 b
loo

d 
tra

ns
fu

sio
n/
β-

th
al 

tra
it

1
2.

28
6.

3
20

.1
88

.2
27

.6
31

.3
18

.4

ND
 : 

No
 d

at
a



Validation of the Capillarys 2 Flex Piercing automated hemoglobin analyzer

วารสาร​โลหิต​วิทยา​และ​เวชศาสตร​บริการ​โลหิต  ป​ที่ 29  ฉบับ​ที่ 2  เมษายน-มิถุนายน 2562

125

3.	 หาค่าความสัมพันธ์ของปริมาณ HbA
2
, Hb E และ Hb F 

ระหว่างเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing และเครื่อง Variant 

II ด้วยสถิติ Pearson’s correlation

4.	 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณ HbA
2
, Hb E และ Hb 

F ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing และ

เครื่อง Variant II ด้วยสถิติ paired t-test ทุกการทดสอบก�ำหนด

ระดับนัยส�ำคัญทางสถิติที่ p < 0.05

ผลการศึกษา

1.	 ผลการวิเคราะห์ดัชนีเม็ดเลือดแดงแยกตามกลุ่มตัวอย่าง

การตรวจวิเคราะห์ดัชนีเม็ดเลือดแดง โดยใช้ MCV เป็นตัวคัด

กรอง α-thalassemia และ β-thalassemia พบว่าในกลุ่ม normal 

ที่มีผล Hb type=A
2
A, A

2
 ≤ 3.5% จ�ำนวน 135 รายจะสามารถ

จ�ำแนกออกเป็น 2 กลุ่มย่อยตามค่า MCV คือ 1)หากมีค่า MCV 

≥ 80 fL จัดเป็นกลุ่ม normal or non clinically significant 

thalassemia จ�ำนวน 39 รายซึ่งมีค่าเฉลี่ยของ MCV ± ค่าเบี่ยง

เบนมาตรฐาน เท่ากับ 84.6 ± 4.4 fL 2)หากมีค่า MCV < 80 fL 

จัดเป็นกลุ่ม normal Hb typing, not rule out α-thalassemia 

จ�ำนวน 96 ราย ซึ่งมีค่าเฉลี่ยของ MCV ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

เท่ากับ 69.0 ± 7.6fL ในกลุ่ม β-thal trait ที่มีผล Hb type = 

A
2
A, A

2
 > 3.5% จ�ำนวน 35 รายซึ่งมีค่าเฉลี่ยของ MCV ± ค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 64.4 ± 5.8 fL และส�ำหรับค่าเฉลี่ย

ของ MCV ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ในกลุ่มอื่นๆ อีก 13 กลุ่ม

ได้แสดงไว้ใน Table 1

2.	 ผลการศึกษาความแม่นย�ำ

ผลการศึกษาความแม่นย�ำของเครื่อง Capillarys 2 Flex 

Piercing ในการวิเคราะห์ปริมาณ HbA
2
 และ Hb F โดยการ

วิเคราะห์ซ�้ำทั้งในลักษณะ within-run และ between-run พบ

ว่ามีสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่าร้อยละ 5 ดัง Table 2

3.	 ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน

การแปลผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน 

ตัวอย่างเลือด 344 ราย โดยเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing 

ซึ่งอาศัยหลักการ CE เปรียบเทียบกับเครื่อง Variant II อาศัย 

หลักการ HPLC ได้ผลตรงกัน 337 ราย แยกเป็นกลุ่มดังนี้: 

normal Hb typingnot rule out α-thalassemia 135 ราย, 

β-thal trait 35 ราย, Hb E trait 39 ราย, Hb E trait with or 

without α-thal trait 34 ราย, Hb E homozygote 11 ราย, 

Hb H disease 5 ราย, β0-thal/Hb E disease 2 ราย, β+-thal 

disease or HPFH 1 ราย, abnormal Hb 2 ราย, normal Hb 

typing ในเด็กแรกคลอด 60 ราย, α-thal trait ในเด็กแรกคลอด 

4 ราย, Hb E trait ในเด็กแรกคลอด 4 ราย, normal Hb typ-

ing not rule out α-thalassemia ในเด็กเล็กอายุ 2-6 เดือน 4 

รายและ Hb Bart’s hydrop fetalis 1 รายดัง Table 3 และพบ

การแปลผลไม่ตรงกัน 7 ราย ได้แก่ เครื่องหลักการ Variant II 

แปลผลเป็น β-thal trait (A
2
A, A

2
 = 3.8%) แต่เครื่องหลักการ 

Capillarys 2 Flex Piercing ได้ผลเป็น A
2
EA (A

2
 = 2.2%, 

E = 1.4%) จ�ำนวน 1 ราย ซึ่งเมื่อตรวจสอบข้อมูลกลับพบว่า

ผู้ป่วยได้รับเลือดภายใน 3 เดือนก่อนส่งตรวจวิเคราะห์ชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบินและเครื่อง Variant II ได้ผลเป็น A
2
A แปล

ผลเป็น normal Hb typing ขณะที่เครื่อง Capillarys 2 Flex 

Piercing ได้ผลเป็น CSA
2
A แปลผลเป็น suspected Hb CS 

trait จ�ำนวน 6 รายดัง Table 4

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ HbA
2

ในกลุ่ม normal Hb typing not rule out α-thalassemia 

135 ราย และกลุ่ม β-thal trait 35 ราย เครื่อง Capillarys 2 

Flex Piercing วิธี CE วิเคราะห์ปริมาณ HbA
2  
มีค่าเฉลี่ย ± ค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับร้อยละ 2.6 ± 0.37 และ 5.0 ± 1.03 

ตามล�ำดับ เครื่อง Variant II วิธี HPLC วิเคราะห์ปริมาณ HbA
2 

มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ ร้อยละ 2.7 ± 0.32 

และ 5.1 ± 0.93 ตามล�ำดับ  เมื่อท�ำการทดสอบ paired t-test 

พบว่าไม่แตกต่างกันที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.005

ความสัมพันธ์ของปริมาณ HbA
2
 ที่วิเคราะห์จากเครื่อง Capil-

larys 2 Flex Piercing และเครื่อง Variant II ในกลุ่มตัวอย่างรวม 

170 ราย ได้ค่า correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.9683 เมื่อ

แยกเป็นกลุ่ม normal Hb typing not rule out α-thalassemia 

และ β-thal trait ได้ค่า correlation coefficient (r) เท่ากับ 

0.9582 และ 0.9297 ตามล�ำดับ

Table 2  Precision data for hemoglobin A
2 
and Hb F on 

the Capillarys 2 Flex Piercing.

Within-run  Between-run

mean (%) CV (%) mean (%) CV (%)

Normal

Hb A
2 

2.59 2.66 2.6 2.66

Abnormal

Hb A
2 

4.14 1.21 4.13 1.27

Hb F 16.04 0.53 15.96 0.94
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การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ Hb E

ในกลุ่ม Hb E trait 39 ราย, Hb E trait with or without 

α-thal trait 34 รายและ Hb E homozygote 11 รายเครื่อง 

Capillarys 2 Flex Piercing วิธี CE วิเคราะห์ปริมาณ Hb E 

มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เป็นร้อยละ 29.3 ± 1.13, 

24.8 ± 4.67 และ 91.3 ± 1.56 ตามล�ำดับ เครื่อง Variant II วิธี 

HPLC วิเคราะห์ปริมาณ Hb E มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

เป็นร้อยละ 27.2 ± 0.87, 22.9 ± 3.44 และ 80.0 ± 2.23 ตาม

ล�ำดับ เมื่อท�ำการทดสอบ paired t-test พบว่าไม่แตกต่างกันที่

ระดับนัยส�ำคัญ 0.005

ความสัมพันธ์ของปริมาณ Hb E ที่วิเคราะห์จากเครื่อง Capillarys 

2 Flex Piercing และ เครื่อง Variant II ในกลุ่มตัวอย่าง 84 

ราย ได้ค่า correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.9948 โดยแยก

เป็นในกลุ่ม Hb E trait, Hb E trait with or without α-thal 

trait และ Hb E homozygote ได้ค่า correlation coefficient 

(r) เท่ากับ 0.9373, 0.9426 และ 0.8950 ตามล�ำดับ

การตรวจวิเคราะะห์ปริมาณ Hb F 

ในเด็กแรกคลอด (อายุน้อยกว่า 1 เดือน) ที่มีผล normal Hb 

typing 60 ราย, Hb E trait 4 ราย และ α-thal trait 4 ราย 

เครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing วิธี CE วิเคราะห์ปริมาณ 

Hb F มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับร้อยละ 80.97 ± 

11.94, 81.85 ± 3.8 และ 81.9 ± 3.8 ตามล�ำดับ เครื่อง Variant 

II วิธี HPLC วิเคราะห์ปริมาณ Hb F มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐาน เท่ากับ ร้อยละ 77.54 ± 12.83, 83.8 ± 10.9 และ 

76.87 ± 6.2 ตามล�ำดับ  เมื่อท�ำการทดสอบ paired t-test พบ

ว่าไม่แตกต่างกันที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.005

ความสัมพันธ์ของปริมาณ Hb F ที่วิเคราะห์จากเครื่อง Capillarys 

2 Flex Piercing และเครื่อง Variant II ได้ค่า correlation 

coefficient (r) เท่ากับ 0.9064

วิจารณ์

จากผลการศึกษาในกลุ่มที่มีการแปลผลตรงกันทั้งสองวิธี

จ�ำนวน 337 ราย โดยแบ่งเป็น 14 กลุ่ม (Table 3) พบว่า เครื่อง 

Capillarys 2 Flex Piercing (วิธี CE) สามารถวิเคราะห์แยก

ชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบินได้อย่างถูกต้อง เมื่อเปรียบเทียบ

กับเครื่อง Variant II (วิธี HPLC) ซึ่งใช้เป็นวิธีอ้างอิง โดยค่าเฉลี่ย

ของปริมาณ HbA
2
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ทั้งกลุ่ม 

normal Hb typing not rule out α-thalassemia และกลุ่ม 

β-thal trait (Figure 1) เครื่อง CE รายงานช่วงค่าปริมาณร้อยละ 

HbA
2
 ในกลุ่ม normal Hb typing not rule out α-thalassemia 

เท่ากับ 1.86 ถึง 3.34 และในกลุ่ม β-thal trait เท่ากับ 3.8 ถึง 

6.2 แสดงให้เห็นว่า การทดสอบด้วยเครื่อง CE สามารถวินิจฉัย

พาหะของ β-thal trait โดยใช้เกณฑ์ร้อยละ HbA
2
 มากกว่า 3.510 

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส�ำหรับปริมาณ Hb E (Figure 2) ใน

กลุ่ม Hb E trait, Hb E trait with or without α-thal trait 

และ Hb E homozygote ผลการวิเคราะห์ปริมาณ HbE รวมกับ

ปริมาณ HbA
2
 จากเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing เปรียบ

เทียบกับผลปริมาณ HbE จากเครื่อง Variant II พบว่า ไม่แตก

ต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ยกเว้นกลุ่ม Hb E homozygote 

(p < 0.05) แต่ไม่ท�ำให้มีผลต่อการแปลผลเปลี่ยนแปลงเนื่องจาก

ปริมาณ HbE ทั้งสองวิธีให้การแปลผลเป็น Hb E homozygote 

เช่นเดียวกัน โดยการกระจายตัวของปริมาณ HbE รวมกับปริมาณ 

HbA
2
 จากเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ในกลุ่ม Hb E 

trait, Hb E trait with or without α-thal trait และ Hb E 

homozygote มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ ร้อยละ 

29.2 ± 1.13, 24.8 ± 4.67 และ 91.3 ± 1.56 ตามล�ำดับ (Table 

1) จึงสามารถใช้ค่าอ้างอิงเดียวกับวิธีมาตรฐานได้ซึ่งในการแปล

ผลนั้นท�ำโดยการน�ำค่าปริมาณ HbE รวมกับปริมาณ HbA
2
 ดัง

นั้น การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ HbE โดยเครื่อง Capillarys 2 

Table 4  Interpretation of Hemoglobin typing from Capillarys 2 Flex Piercing (CE) compared with those from 

Variant II (HPLC)

Number
Capillarys 2 Flex Piercing (CE) Variant II (HPLC)

Hb type Hb A
2
 (%) Other Hb (%) Interpretation Hb type Hb A

2
 (%)  Interpretation

1 CS A
2
A 2.3 CS=0.6 Suspected Hb CS trait A

2
A 2.7 normal

2 CS A
2
A 2.3 CS=0.6 Suspected Hb CS trait A

2
A 2.7 normal

3 CS A
2
A 2.3 CS=0.9 Suspected Hb CS trait A

2
A 2.3 normal

4 CS A
2
A 2.7 CS=1.1 Suspected Hb CS trait A

2
A 2.7 normal

5 CS A
2
A 2.7 CS=1.5 Suspected Hb CS trait A

2
A 2.7 normal

6 CS A
2
A 2.0 CS=0.7 Suspected Hb CS trait A

2
A 2.0 normal

7 A
2 
EA 2.2 E=1.4 Check blood transfusion A

2
A 3.8 β -thal trait
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Flex Piercing สามารถแยก Hb E trait, Hb E trait with or 

without α-thal trait และ Hb E homozygote ออกจากกัน

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

ส�ำหรับปริมาณ HbF ในกลุ่ม normal Hb typing not rule 

out α-thalassemia จากเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing 

และเครื่อง Variant II แตกต่างกันทางสถิติ (p < 0.05) โดยเครื่อง 

Capillarys 2 Flex Piercing ตรวจพบปริมาณ Hb F น้อยกว่า

เครื่อง Variant II เล็กน้อยและบางรายไม่สามารถตรวจวัดได้ซึ่ง

ปริมาณ Hb F ที่ตรวจวัดได้ไม่มีผลต่อการแปลผลเนื่องจากผล

ที่ได้มีปริมาณน้อยกว่าร้อยละ 1 และให้การแปลผลเป็น normal 

Hb typing not rule out α-thalassemia เช่นเดียวกัน ส�ำหรับ

กลุ่ม β-thal trait พบว่าปริมาณ Hb F สอดคล้องกัน ไม่แตก

ต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) การกระจายตัวของปริมาณ Hb F 

จากเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ในกลุ่ม normal Hb 

typing 135 รายและ β-thal trait 35 รายอยู่ในช่วง 0.18 ± 

0.38% และ 1.52 ± 1.39% ตามล�ำดับ ส�ำหรับปริมาณ Hb F 

ในกลุ่มเด็กแรกคลอดอายุน้อยกว่า 1 เดือน (Figure 3) ปริมาณ 

Hb F ทั้งสองวิธีสอดคล้องกัน ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 

การกระจายตัวของปริมาณ Hb F จากเครื่อง Capillarys 2 Flex 

Piercing ในกลุ่มเด็กแรกคลอดอายุน้อยกว่า 1 เดือน อยู่ในช่วง 

81.51 ± 11.60%

ส�ำหรับในกลุ่มที่การแปลผลไม่ตรงกัน 7 ราย (Table 3) เครื่อง 

Capillarys 2 Flex Piercing ได้ผลการวิเคราะห์เป็น A
2
EA (A

2
 

= 2.2%, E = 1.4%) ซึ่งแปลผลเป็นผู้ป่วยอาจได้รับเลือด ขณะที่

เครื่อง Variant II ได้ผลเป็น A
2
A (A

2
 = 3.8%) ซึ่งแปลผลเป็น 

β-thal trait โดยเมื่อตรวจสอบข้อมูลผู้ป่วยพบว่าผู้ป่วยรายนี้ได้รับ

Figure 1  Relationship of the percentage of Hb A
2 
obtained from Capillarys 2 Flex Piercing compared with Variant 

II in normal Hb typing and β-thal trait.

การเปรียบเทียบผลการทดสอบ AA
2
 ระหว่างเครื่อง Variant กับ Capillary 2

Ca
pi

lla
ry

 2

Variant

Figure 2  Relationship of the percentage of Hb E plus Hb A
2 
obtained from Capillarys 2 Flex Piercing compared 

with those from Variant II in Hb E trait and homozygous Hb E.

การเปรียบเทียบผล Hb E ระหว่างเครื่อง Variant II กับ
Capillarys 2 Flex Piercing
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การให้เลือดภายใน 3 เดือนก่อนที่จะส่งตรวจวิเคราะห์หาชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบิน เนื่องจากเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing 

อาศัยหลักการ CE ซึ่งสามารถแยก Hb A
2 
และ HbE ออกจาก

กันได้ นับเป็นข้อดีของเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ใน

ส่วนที่การแปลผลต่างกันอีกจ�ำนวน 6 รายนั้น เครื่อง Variant II 

ได้ผลการวิเคราะห์เป็น A
2
A โดยมีปริมาณ Hb A

2
 มีค่าเฉลี่ย ± 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 2.51 ± 0.2 แปลผลเป็น normal 

Hb typing  ขณะที่เครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ได้ผล

การวิเคราะห์เป็น CSA
2
A ซึ่งจะพบ peak Hb CS อยู่ในโซนที่ 

2 โดยมีปริมาณ Hb A
2 
และ Hb CS มีค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐาน เท่ากับ 2.3 ± 0.2% และ 0.9 ± 0.4% ตามล�ำดับ โดยผู้

เชี่ยวชาญผลิตภัณฑ์ของบริษัทได้แนะน�ำว่าสามารถรายงานผลการ

ทดสอบเป็น Hb CS ได้โดยแปลผลเป็น suspected Hb CS trait 

อย่างไรก็ตาม Hb CS ที่ตรวจได้ยังไม่ได้รับการตรวจยืนยันโดย

วิธีมาตรฐาน และยังไม่มีค่าอ้างอิงที่ชัดเจนเช่นเดียวกับการศึกษา

ของ Waneesorn และคณะ15 และการศึกษาของ Pornprasert 

และคณะ16 ซึ่งคณะผู้วิจัยเห็นว่าควรได้ท�ำการศึกษาอย่างละเอียด

ตามระเบียบวิธีวิจัยเพื่อสามารถสรุปผลให้ชัดเจนและสามารถน�ำมา

ใช้อ้างอิงในงานประจ�ำได้ในโอกาสต่อไป

สรุป

จากผลการศึกษาสรุปได้ว่าการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณ

ของฮีโมโกลบิน โดยเครื่อง Capillarys 2 Flex Piercing ซึ่งอาศัย

หลักการ CE สามารถรายงานชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินได้อย่าง

ถูกต้อง ช่วยในการวินิจฉัยผู้มียีนแฝง ผู้ป่วยโรคธาลัสซีเมียและฮี

โมโกลบินผิดปกติได้เทียบเท่าเครื่อง Variant II ซึ่งอาศัยหลักการ 

HPLC และยังมีข้อดีในการตรวจแยก Hb A
2 
และ Hb E ออกจาก

กันได้และสามารถตรวจพบฮีโมโกลบินไม่เสถียรเช่น Hb CS ใน

ปริมาณน้อยได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส�ำหรับความแม่นย�ำสรุปได้จาก

ผลการวิเคราะห์ซ�้ำทั้งในลักษณะ within-run และ between-run 

ของปริมาณ Hb A
2
 และ Hb F ได้ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน

น้อยกว่าร้อยละ 5
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