
วารสาร​โลหิต​วิทยา​และ​เวชศาสตร​บริการ​โลหิต  ป​ที่ 24  ฉบับ​ที่ 2  เมษายน-มิถุนายน 2557

111

นิพนธตนฉบับ

ความสำ�คัญของการทดสอบความเขากันไดดวยวิธีโฟลไซโตเมทรีซ้ำ�กอนผาตัด
ปลูกถายไตจากผูบริจาคที่มีชีวิต ณ โรงพยาบาลศิริราช

ปาริชาติ  เพิ่มพิกุล   กฤษดา  โคกตาทอง   ยุบลรัตน  ธนเขตไพศาล   วิชิตชัย  บิณฑาประสิทธิ์

สุทธิศักดิ์  แจมใส   โกมล  หลวงตระกูล และ ศศิจิต  เวชแพศย
ภาควิชาเวชศาสตรการธนาคารเลือด คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล

บทคัดยอ  Flow cytometry lymphocyte crossmatch (FCXM) เปนวิธีที่มีความไวสูงสุดวิธีหนึ่งในการตรวจ donor specific 

antibody (DSA) หองปฏิบัติการตรวจเนื้อเยื่อระดับซีโรโลยี โรงพยาบาลศิริราชไดนำ� FCXM มาตรวจความเขากันไดระหวางผูบริจาค

ไตที่มีชีวิตกับผูปวย (living related kidney transplantation, LRKT) ตั้งแตเดือนมกราคม พ.ศ. 2544 และคณะผูศึกษารายงานผล

การตรวจ FCXM ในครั้งแรกและการตรวจซ้ำ� ภายใน 72 ชั่วโมงกอนการปลูกถายไต ที่มีการขอตรวจในระหวางป พ.ศ. 2550-2556 

วัสดุและวิธีการ  ทำ�การรวบรวมขอมูลยอนหลังใน LRKT ตั้งแตเดือนมกราคม พ.ศ. 2550 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2556 ประกอบ 

ดวยขอมูลทั่วไป อายุ เพศ หมูเลือด จำ�นวนความแตกตางของ HLA ระหวางผูปวยกับ ผูบริจาคไต รวมทั้งระยะเวลาระหวางการ

ตรวจครั้งแรกและการตรวจซ้ำ�

ผลการศึกษา  ในระหวางป พ.ศ. 2550-2556 มีการขอตรวจ LRKT จำ�นวน 388 ราย และ ขอทำ� FCXM ซ้ำ�จำ�นวน 216 ราย ผลการ

ตรวจ FCXM ทั้งสองครั้งเปนลบจำ�นวน 199 ราย (92.1%) และมีจำ�นวน 17 ราย (7.9%) ที่ FCXM ใหผลแตกตางกันคือ FCXM 

ใหผลลบในครั้งแรกแตใหผลบวกในครั้งหลังกับ T cells และ B cells อยางละ 3 ราย FCXM ใหผลบวก กับ T cells และ B cells 

ในครั้งแรกแตใหผลลบในครั้งหลังจำ�นวน 3 ราย และ 7 ราย ตามลำ�ดับ และมีอีก 1 รายที่ B cells FCXM ใหผลบวกทั้งสองครั้ง

สรุป  การศึกษานี้เปนการรายงานผล FCXM  ของการทำ� LRKT เปนครั้งแรกของประเทศไทย ซึ่งพบวามีผูปวยหลายรายที่การตรวจ 

FCXM ซ้ำ�กอนผาตัดปลูกถายไต ที่เคยมีผลลบกลับมีผลบวก จึงควรทำ�การศึกษาเพิ่มเติมเพื่อยืนยันความสำ�คัญทางคลินิกตอไป
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การปลูกถายไตเปนวิธีการรักษาผูปวยภาวะไตวายเรื้อรังระยะ

สุดทายที่ใหผลดีที่สุด เพราะจะทำ�ใหผูปวยกลับมีไตที่สามารถทำ�

หนาที่อยางมีประสิทธิภาพสงผลทำ�ใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น 

สามารถใชชีวิตประจำ�วันไดเหมือนคนปกติ ในระยะเริ่มแรกของ

การปลูกถายไตทำ�โดยใชไตจากผูบริจาคที่เสียชีวิต (deceased 

donor) แตเนื่องจากประสบปญหาในการจัดหาไตจากผูบริจาคที่

เสียชีวิตมีไมเพียงพอกับจำ�นวนผูปวยที่รอรับการปลูกถายไต ถึง

แมจะมีการขยายกฎเกณฑการรับอวัยวะใหกวางขวางขึ้น เชน จาก

ผูสูงอายุหรือกรณีหัวใจหยุดเตนแลว ปริมาณของไตที่ไดรับก็ยัง

ไมเพียงพอ1 การรับบริจาคไตจากผูที่มีชีวิตจึงเปนอีกวิธีการหนึ่ง 

ที่จะจัดหาไตมาเพื่อการปลูกถายซ่ึงสามารถนำ�มาจากญาติสาย

ตรง (living related donors) หรือจากคูสมรส (living non-

related donors) ที่มีหลักฐานการจดทะเบียนสมรสจนถึงวัน 

ผาตัดปลูกถายไตไมนอยกวา 3 ป ตามขอบังคับแพทยสภา พ.ศ. 

25532 ดวยเหตุนี้จึงทำ�ใหไดไตที่มีคุณภาพดีเพราะมาจากรางกาย 

ผูที่ปกติ ไมมีภาวะขาดเลือด สงผลใหการปลูกถายไตไดผลดียิ่ง

ขึ้น ในปจจุบันการปลูกถายไตจากผูบริจาคที่มีชีวิตจึงเปนทางเลือก

แรก แตหากไมสามารถหาไตจากผูบริจาคที่มีชีวิตไดจึงจะใหผูปวย

ไปลงทะเบียนเพื่อรอรับไตจากผูบริจาคที่เสียชีวิต ณ ศูนยรับบริจาค

อวัยวะ สภากาชาดไทย ในการปลูกถายไตที่ประสบความสำ�เร็จตอง

ไดรับการสนับสนุนอยางเขมแข็งจากหองปฏิบัติการตรวจทางเนื้อเยื่อ

หรือ human leukocyte antigen (HLA)   ในระยะแรกที่ทำ�

การปลูกถายไตจากผูบริจาคที่เสียชีวิตนั้น การตรวจเนื้อเยื่อมี

ไดรับตนฉบับ 7 พฤษภาคม 2557 รับลงตีพิมพ 26 พฤษภาคม 2557
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ความสำ�คัญอยางยิ่งตองมีคุณภาพที่ดีและไดผลถูกตองรวดเร็ว

เพื่อแขงกับเวลาที่ไตขาดเลือด (cold ischemic time) นอกจาก

นี้ความแตกตาง (mismatch) ที่นอยกวาของ HLA ระหวาง 

เนื้อเยื่อของผูปวยและผูบริจาคจะทำ�ใหการปลูกถายไตนั้นไดผลดี 

และไตสามารถใชงานไดนานขึ้น การตรวจอีกชนิดหนึ่งที่มีความสำ�คัญ

อยางยิ่งคือการทำ� lymphocyte crossmatch ระหวางซีรัมของ

ผูรับและ lymphocyte ของผูบริจาค ซึ่งหากเขากันไมไดแลวจะ

ทำ�ใหการปลูกถายไตไดผลไมดีหรือมีภาวะตอตานเกิดขึ้นอยางรวดเร็ว 

(acute rejection) ซึ่งผลการตรวจนี้มีความสำ�คัญรองลงมาจากการ

มีหมูเลือด ABO ที่เหมือนกันหรือเขากันไดระหวางผูใหกับผูรับไต 

ในระยะหลายสิบปที่ผานมาการพัฒนาวิทยาการทางการแพทยทำ�ใหมี

การใชยากดภูมิคุมกันของผูปวยไดดีมากขึ้น จึงสามารถตรวจพบ

ภาวะ rejection ไดในระยะเริ่มแรก ทำ�ใหแพทยสามารถใหการ

รักษาเพื่อรักษาไตไวได ดังนั้นการปลูกถายไตจึงมีการทำ�มากขึ้น

และสามารถทำ�ไดแมวาผูปวยและผูบริจาคจะมีเนื้อเยื่อ HLA ที่

ไมเหมือนกัน ดังเชนการปลูกถายไตจากผูบริจาคที่มีชีวิตซึ่งเปน

สามีภรรยา แตขณะเดียวกันตองมีการควบคุมเพื่อปองกันการ

ซื้อขายอวัยวะดวย3

คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 

ไดเร่ิมทำ�การปลูกถายไตจากผูบริจาคท่ีมีภาวะสมองตายเปนราย

แรกเมื่อวันที่ 27 มิถุนายน พ.ศ. 2516 และทำ�การปลูกถายไต

จากผูบริจาคที่มีชีวิตเปนรายแรกเมื่อวันที่ 6 พฤศจิกายน พ.ศ.

25224 โดยในระยะเริ่มแรกการตรวจ HLA typing และการทำ� 

lymphocyte crossmatch ใชวิธีการตรวจทาง serology คือ 

complement dependent lymphocytotoxicity test (CDC) 

และใชวิธีที่เพิ่มความไวโดยใช anti-human kappa light chain 

globulin (AHG) ในระยะเวลาหลายสิบปการตรวจทาง HLA ไดมี

การพัฒนาไปอยางมากจากระยะเริ่มแรกที่ใชวิธี CDC ซึ่งเปนวิธี

ที่ตองใชเทคนิคและความชำ�นาญสูง ใชอุปกรณที่มีราคาแพงและ

ใชเวลานาน ตอมาไดพัฒนาเปลี่ยนมาใชการตรวจยีน ซึ่งสามารถทำ�

ไดรวดเร็ว แมนยำ�และมีความละเอียดมากกวา การนำ�เทคนิค flow 

cytometry มาใชในการทำ� lymphocyte crossmatch ซึ่งภาค

วิชาเวชศาสตรการธนาคารเลือด คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 

มหาวิทยาลัยมหิดลโดย ศาสตราจารยเกียรติคุณ พญ.ทัศนยานี 

จันทนยิ่งยง ไดใหนักศึกษาปริญญาโท สาขาวิทยาศาสตรการ

บริการโลหิตทำ�การศึกษาตั้งแตป พ.ศ. 25425 และเมื่อพัฒนาจน

ไดผลดีจึงนำ�มาใชในงานบริการเพื่อเสริมกับวิธี CDC และ AHG 

ตั้งแตวันที่ 10 มกราคม พ.ศ. 2544 เปนตนมา สำ�หรับการตรวจ

ใหผูปวยที่รอเปลี่ยนไตจากผูบริจาคที่มีชีวิต โดยทั่วไปนั้นเมื่อ

แพทยขอตรวจ HLA ในผูปวยและผูบริจาคอวัยวะในครั้งแรกจะ

ทำ� lymphocyte crossmatch ทั้งวิธี CDC, AHG และ flow 

cytometry  พรอมทั้งรายงานผลใหแพทยทราบเมื่อจะทำ�การปลูก

ถายไต ซึ่งแตละรายมีการรอเปนระยะเวลานานที่แตกตางกันระหวาง 

การตรวจเนื้อเยื่อและการทำ� lymphocyte crossmatch ตาม

มาตรฐานของ American Society for Histocompatibility and 

Immunogenetics (ASHI)6 ไดกำ�หนดใหมีการทำ� re-crossmatch 

ภายในระยะเวลา 72 ชั่วโมงกอนทำ�การปลูกถายไต ทั้งนี้เพื่อให 

มั่นใจวามีความเขากันไดจริง เนื่องจากในระยะเวลาที่ผานไป 

หลังการตรวจครั้งแรกอาจมีการกระตุนใหสราง HLA antibody 

ในผูปวยได เชน การใหเลือด การไดรับการปลูกถายอวัยวะ เปนตน 

ในโรงพยาบาลศิริราชผูปวยที่จะทำ�การปลูกถายไตจากผูบริจาคที่

มีชีวิตจะไดรับการตรวจ re-crossmatch ทุกราย การศึกษาครั้ง

นี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิเคราะหเปรียบเทียบผลการทำ� flow 

cytometry lymphocyte crossmatch (FCXM) ในครั้งแรก

กับการทำ� FCXM ซ้ำ�กอนผาตัด

วัสดุและวิธีการ

การศึกษานี้เปนการศึกษาโดยใชวิธี retrospective laboratory 

record study ในผูปวยปลูกถายไตทุกรายที่ผูบริจาคไตเปนผูที่

มีความสัมพันธกันโดยแพทยสงตรวจ HLA typing และขอทำ� 

re-crossmatch โดยใช FCXM กอนการผาตัดในระหวางเดือน 

มกราคม พ.ศ. 2550 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2556 ซึ่งไดรับ 

ความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะ

แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดลตามแนวทาง 

หลักจริยธรรมการวิจัยในคนที่เปนสากล ไดแก Declaration of 

Helsinki, the Belmont Report, CIOMS Guidelines และ 

the International Conference on Harmonization in Good 

Clinical Practice (ICH-GCP) หมายเลข Si214/2014 โดยรวบ

รวมขอมูลทั่วไปของผูปวยที่ปลูกถายไตไดแก เพศ อายุ ความ 

สัมพันธระหวางผูปวยกับผูบริจาคไต หมูเลือด ผลการตรวจ 

FCXM ในครั้งแรกและครั้งที่สอง ทั้ง T cells และ B cells 

จำ�นวนความแตกตางของ HLA ระหวางผูปวยและผูบริจาคไต 

และระยะเวลาระหวางการทำ�  FCXM ในครั้งแรกและครั้งที่สอง

การตรวจ HLA typing ประกอบดวย

1.	 HLA class I ใชวิธี microlymphocytotoxicity 

fluorescence technique โดยใช DCH HLA-A,B 

typing tray ซึ่งผลิตโดย หองปฏิบัติการตรวจเนื้อเยื่อ

ระดับซีโรโลยี ภาควิชาเวชศาสตรการธนาคารเลือด คณะ

แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล
2.	 HLA class II ใชเทคนิค polymerase chain reaction 
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– sequence specific primer (PCR-SSP) โดยใชชุด
ตรวจ SSP2L Micro SSP DRB/DQB generic ของ
บริษัท  One Lambda จากประเทศสหรัฐอเมริกา

3.	 Flow cytometry lymphocyte crossmatch ใชเทคนิค 
two-color technique ซึ่งมีการปรับเปลี่ยนจากวิธีการของ 
กฤษดา โคกตาทองและคณะไดรายงานไว5

การทำ� T-cell FCXM ทำ�โดยใช donor’s T lymphocytes 
ทดสอบกับซีรัมของผูปวย incubate ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที 
แลวลางดวย phosphate buffer saline (PBS) 3 ครั้ง เติม 
second antibody ซึ่งเปน Phycoerythrin labeled  anti-CD3 
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) และ goat F(ab’)

2
 

anti-human IgG-FITC antibody แลวนำ�ไป incubate ตอ
ในที่มืดที่อุณหภูมิหองนาน 20 นาที แลวลางดวย PBS และหยุด 
ปฏิกิริยาดวย 1% formaldehyde หลังจากนั้นนำ�ไปวิเคราะหผล 
ดวยเครื่อง FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, 
San Jose, CA, USA)

การทำ� B-cell FCXM ใช donor’s whole lymphocyte 
ทดสอบกับซีรัมของผูปวย incubate ที่อุณหภูมิ 37 ํC นาน 30 
นาที ลางดวย PBS 3 ครั้งแลวเติม second antibody ซึ่งเปน 
Phycoerythrin labeled anti-CD19 (Becton Dickinson, San 
Jose, CA, USA) และ goat F(ab’)

2 
antihuman IgG-FITC 

antibody แลวนำ�ไป incubate ตอในที่มืดที่อุณหภูมิหองนาน 20 
นาที แลวลางดวย PBS และหยุดปฏิกิริยาดวย 1% formaldehyde 
หลังจากนั้นนำ�ไปวิเคราะหผลดวยเครื่อง FACScan flow cytometer 
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)

การวิเคราะหทางสถิติ ใชสถิติเชิงพรรณาโดยใชคาเฉลี่ย 
รอยละ ในการอธิบายกลุมตัวอยางที่ศึกษาและใช Chi-square 
ในการวิเคราะหคาทางสถิติท่ีจำ�เปนโดยใชซอฟทแวรคำ�นวณคา 
P-values จากhttp://www.socscistatistics.com/tests/
chisquare/Default2.aspx

ผลการศึกษา

จากการศึกษาขอมูลยอนหลังผูปวยที่รอปลูกถายไตจาก 
ผูบริจาคที่มีชีวิตในโรงพยาบาลศิริราช ซึ่งไดตรวจเนื้อเยื่อและ
ทดสอบความเขากันไดตั้งแตเดือนมกราคม พ.ศ. 2550 ถึงเดือน
ธันวาคม พ.ศ. 2556 ทั้งหมด 388 คู ในจำ�นวนนี้มีผูปวยที่กลับ
มาทำ� FCXM ซ้ำ�จำ�นวน 216 คู (55.7%)  พบวาผลการตรวจ 
FCXM ทั้งสองครั้งเปนลบจำ�นวน 199 ราย (92.1%) โดยผูปวยเปน
เพศชายจำ�นวน 117 ราย (58.8%) และเพศหญิงจำ�นวน 82 ราย 
(41.2%)  มีอายุเฉลี่ย 40 ป และพบวาเปนหมูเลือด B มากที่สุด
จำ�นวน 80 ราย (40.2%)  ในผูบริจาคพบวาเปนเพศหญิงมากกวา
เพศชาย คือจำ�นวน 126 ราย (63.3%) และ 73 ราย (36.7%) ตาม
ลำ�ดับ มีอายุเฉลี่ย 36 ป โดยเปนหมูเลือด O มากที่สุดจำ�นวน 108 
ราย (54.3%)  สวนผลการตรวจ FCXM  ที่ใหผลบวกจำ�นวน 17 
ราย (7.9 %)  ในผูปวยเปนเพศชายจำ�นวน 12 ราย (70.6%) และ
เพศหญิงจำ�นวน 5 ราย (29.4%)  มีอายุเฉลี่ย 43 ป และพบวาเปน
หมูเลือด O มากที่สุดจำ�นวน 8 ราย (47.1%)  ในผูบริจาคพบวาเปน
เพศหญิงมากกวาเพศชาย คือจำ�นวน 11 ราย (64.7%)  และ 6 
ราย (35.3%) ตามลำ�ดับ และมีอายุเฉลี่ย 34 ป โดยเปนหมูเลือด 
O มากที่สุดจำ�นวน 11 ราย (64.7%)  ดังแสดงใน Table 1

Table 1  Demographic data of living related kidney transplant

Type
1st & 2nd FCXM : Negative (N = 199) 1stor 2nd FCXM : Positive (N = 17)

Patients Donors Patients Donors

Sex    

Male

Female

117 (58.8%)

82 (41.2%)

73 (36.7%)

126 (63.3%)

12 (70.6%)

5 (29.4%)

6 (35.3%)

11 (64.7%)

Age

Range (years)

Mean (years) 

17 - 62

40

18 – 60

36

21 - 61

43

20 - 53

34

Blood group

O

A

B

AB

63 (31.7%)

36 (18.1%)

80 (40.2%)

20 (10.0%)

108 (54.3%)

28 (14.1%)

58 (29.1%)

5 (2.5%)

8 (47.1%)

5 (29.4%)

3 (17.6%)

1 (5.9%)

11 (64.7%)

4 (23.5%)

1 (5.9%)

1 (5.9%)

1st FCXM = first time flow cytometry crossmatch;   2nd FCXM = final flow cytometry crossmatch
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ความแตกตางของเพศ หมูเลือด และความสัมพันธระหวาง 

ผูปวยกับผูบริจาคไต HLA mismatch และ ระยะเวลาหางของ

การตรวจ FCXM ในครั้งแรกและครั้งที่สอง ดังแสดงใน Table 

2 พบวา กลุมที่ใหผลเปนลบทั้งสองครั้งเปนเพศหญิงบริจาคใหไต

กับเพศชายมากที่สุด รองลงมาเปนเพศหญิงใหไตกับเพศหญิง คือ

จำ�นวน 80 ราย (40.2%) และจำ�นวน 46 ราย (23.1%) ตามลำ�ดับ 

แตในกลุมที่ใหผลบวกเปนบางครั้ง เปนเพศหญิงใหไตกับเพศชายมาก

ที่สุด จำ�นวน 8 ราย (47.1%) รองลงมาเปนเพศชายใหไตกับเพศ

ชายจำ�นวน 4 ราย (23.5%) สำ�หรับหมูเลือดทั้งสองกลุมสวนใหญมี 

ABO identical จำ�นวน 137 ราย (68.6%) ในกลุมที่ใหผลเปน

ลบและจำ�นวน 14 ราย (82.3%) ในกลุมที่ใหผลบวกเปนบางครั้ง 

สำ�หรับความสัมพันธระหวางผูปวยกับผูบริจาคไตพบวา ในกลุมที่

ใหผลลบ FCXM ทั้งสองครั้งสวนมากเปนพี่นองกัน จำ�นวน 93 

ราย (46.7%) แตในกลุมที่ใหผลบวก FCXM เปนบางครั้ง สวน

มากมีความสัมพันธเปน พอ แม ลูก กัน จำ�นวน 8 ราย (47.1%) 

HLA mismatch ในกลุมที่ใหผลลบ FCXM สวนมากมี HLA 

3 mismatch จำ�นวน 58 ราย (29.2%) แตในกลุมที่ใหผลบวก 

สวนมาก มี HLA 2 mismatch จำ�นวน 5 ราย (29.4%) สวน 

HLA 6 mismatch ในทั้งสองกลุมคือ กลุมที่ใหผลลบ FCXM ทั้ง

สองครั้งและกลุมที่ผลบวก FCXM เปนบางครั้ง ใหผลไมแตกตาง 

กัน คือรอยละ 5.5 และ 5.9 ตามลำ�ดับ  ระยะหางของการตรวจ 

FCXM ในครั้งแรกและกอนผาตัด ระหวางกลุมที่ใหผลลบทั้งสอง

ครั้งและกลุมที่ผลบวกเปนบางครั้ง มีจำ�นวนวันเฉลี่ยที่ใกลเคียงกัน

คือ 188 และ 184 วันตามลำ�ดับ  ซึ่งทั้งสองตารางไดแยกกลุมที่ผล

การทำ� FCXM เปนลบทั้งหมด และเปนบวกในบางครั้ง จำ�แนก

ไดเปน 6 กลุม ประกอบดวย group I : FCXM T และ B cells 

Table 2  Additional information of recipients and donors

1st & 2nd FCXM = 

Negative (N = 199)

1stor 2nd FCXM = 

Positive (N = 17)
P-values*

1.Sex between donors and recipients
          Female to female 46 (23.1%) 3 (17.6%) 0.6053
          Female to male 80 (40.2%) 8 (47.1%) 0.5807
          Male to male 37 (18.6%) 4 (23.5%) 0.6183
          Male to female 36 (18.1%) 2 (11.8%) 0.5108
2.ABO blood group 
          Identical 137 (68.8%) 14 (82.3%) 0.2437
          Compatible 62 (31.2%) 3 (17.7%) 0.2437
3.relationship 
          Parent-offspring 57 (28.6%) 8 (47.1%) 0.1120
          Sibling 93 (46.7%) 4 (23.5%) 0.0648
          Relative-next kin 21 (10.6%) 3 (17.6%) 0.3716
          Husband-wife 28 (14.1%) 2 (11.8%) 0.7918
4. HLA -A,- B,- DR mismatch 
         0 mismatch 29 (14.6%) 2 (11.8%) 0.7512
         1 mismatch 17 (8.5%) 2 (11.8%) 0.6252
         2 mismatch 44 (22.1%) 5 (29.4%) 0.4902
         3 mismatch 58 (29.2%) 3 (17.6%) 0.3120
         4 mismatch 23 (11.6%) 1 (5.9%) 0.4747
         5 mismatch 17 (8.5%) 3 (17.6%) 0.2138
         6 mismatch 11 (5.5%) 1 (5.9%) 0.9511
5.Interval between 1st & 2nd FCXM (days)
         Minimum 28 54
         Maximum 699 609
         Mean 188 184
1st FCXM = first time flow cytometry crossmatch;   2nd FCXM = final flow cytometry crossmatch

*P-values were calculated using chi-square test from the online calculator at http://www.socscistatistics.com/tests/

chisquare/Default2.aspx
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ใหผลเปนลบทั้งหมด จำ�นวน 199 ราย (92.1%)  group II : 

FCXM T cells ใหผลลบในครั้งแรก แตใหผลบวก FCXM ใน

ครั้งที่สอง และ B cells ใหผลเปนลบทั้งสองครั้ง จำ�นวน 3 ราย 

(1.4%)  group III : T cells ใหผล FCXM เปนลบทั้งสองครั้ง 

ในขณะที่ B cells ใหผล FCXM บวกเฉพาะครั้งที่สอง จำ�นวน 3 

ราย ( 1.4%)  group IV : ใหผลบวก FCXM เฉพาะ T cells ใน

ครั้งแรก สวน B cells ใหผล FCXM เปนลบทั้งสองครั้งจำ�นวน 

3 ราย (1.4%)  group V : FCXM T cells ใหผลเปนลบทั้งสอง

ครั้ง สวน FCXM B cells ใหผลบวกเฉพาะครั้งแรก จำ�นวน 7 

ราย (3.2%) และ group VI : FCXM T cells ใหผลเปนลบ แต  

FCXM B cells ใหผลบวกทั้งสองครั้ง จำ�นวน 1 ราย (0.5%) ดัง

แสดงใน Table 3

วิจารณ

เนื่องจากที่โรงพยาบาลศิริราชไดมีการผาตัดปลูกถายไตมาเปน

เวลานานและเปนหองปฏิบัติการตรวจเนื้อเยื่อระดับซีโรโลยี แหง

แรกในประเทศไทยที่ไดนำ�เทคนิค flow cytometry มาใชทำ� 

lymphocyte crossmatch รวมกับวิธี CDC และ AHG ในงาน

บริการตั้งแตป พ.ศ. 2544 สำ�หรับการทำ� re-crossmatch กอนทำ�

การปลูกถายไตนั้นไดดำ�เนินการมานานเชนเดียวกัน คณะผูศึกษา

ไดทำ�การศึกษายอนหลังเฉพาะผลการตรวจในชวง 6 ปที่ผานมา

เทานั้นโดยเปนผูปวยที่แพทยขอตรวจ HLA เพื่อการปลูกถายไต

จากผูบริจาคไตที่มีชีวิต จำ�นวน 388 ราย และขอตรวจ FCXM 

re-crossmatch จำ�นวน 216 ราย คิดเปนรอยละ 55.7  ซึ่งผูปวย

เหลานี้มีผูบริจาคที่มีชีวิตบริจาคไตและพรอมทำ�การเปลี่ยนไตในชวง

เวลาดังกลาว อายุของผูที่บริจาคไตโดยเฉลี่ยนอยกวาผูปวยทั้งกลุม

ที่ FCXM ที่ใหผลลบและกลุมที่มีผลบวก  ผูบริจาคไตเปนหญิง

มากกวาชายอยางชัดเจนในทั้งสองกลุม สำ�หรับหมูเลือด ผูปวย 

กลุมที่ FCXM ใหผลลบทั้งหมด มีการกระจายของหมูเลือดผูปวย

แตกตางจากประชากรทั่วไปเล็กนอย โดยที่หมู B พบมากที่สุดรอง

ลงมาคือหมู O หมู A และ AB ตามลำ�ดับ สวนกลุมที่ใหผลบวกใน

บางครั้ง สวนใหญถึงรอยละ 47 มีหมูเลือด O รองลงมาคือ หมู A 

หมู B และ AB ตามลำ�ดับ การที่การกระจายแตกตางจากที่พบใน

คนทั่วไป อาจเพราะจำ�นวนที่นอยในกลุมหลังเพียง 17 ราย เทานั้น 

เมื่อเปรียบเทียบเพศของผูปวยและผูบริจาคไตที่เหมือนกัน

และแตกตางกัน จากขอมูลมีการกระจายในทำ�นองเดียวกันระหวาง 

กลุมที่ FCXM ใหผลลบและผลบวก คือ เพศเดียวกันประมาณ 

รอยละ 41 และเพศที่แตกตางกัน ประมาณรอยละ 59 การเปรียบ

เทียบหมูเลือด กลุมที่ใหผลลบ มีอัตราหมูเลือดที่เหมือนกันนอยกวา 

แตหมูเลือดที่เขากันไดมากกวากลุมที่ใหผลบวกบางครั้ง สำ�หรับ

ความสัมพันธระหวางผูบริจาคไตและผูปวย ในกลุมที่ FCXM 

ใหผลลบ สวนใหญผูบริจาคไตเปนพี่นอง ในขณะที่กลุมที่ใหผล

บวกผูที่บริจาคไตและผูปวยเปนแมลูกกัน ซึ่งอาจจะอธิบายไดจาก

การมีโอกาสเรื่อง sensitization จากกระบวนการในธรรมชาติสูงสุด

เมื่อเทียบกับกลุมอื่น ขณะที่การบริจาคไตระหวางสามีภรรยา ไมไดมี

ความถี่มากขึ้นในกลุม FCXM ใหผลบวกเมื่อเทียบกับกลุมที่ใหผล

ลบ จำ�นวน HLA ที่ แตกตางกัน ไมมีความแตกตางกันใน 2 กลุม 

รวมทั้งระยะหางระหวางการทำ� FCXM ในครั้งแรกและครั้งที่สอง

โดยเฉลี่ยก็มีคาใกลเคียงกันในทั้งสองกลุม

ผูบริจาคและผูปวยที่เคยตรวจ FCXM วามีผลลบ จำ�นวน 

205 ราย สวนใหญ FCXM re-crossmatch ก็ใหผลลบคือ 199 

ราย (97.0%) แตมีผูปวยจำ�นวน 6 ราย ที่ FCXM เคยใหผลลบ 

แตการทำ� FCXM re-crossmatch ใหผลบวก โดยเปนผลบวกของ 

T cells FCXM re-crossmatch จำ�นวน 3 ราย ซึ่งการตรวจพบ

ดังกลาวมีความสำ�คัญอยางยิ่ง อาจตองเปลี่ยนผูบริจาคไต หรือ

ปรับเปลี่ยนวิธีการกดภูมิคุมกันใหมากขึ้น ในขณะที่อีก 3 ราย 

B cells FCXM re-crossmatch ใหผลบวกแต  T cells FCXM 

re-crossmatch ใหผลลบ อาจเกิดจาก antibody ที่ไมจำ�เพาะ

1st 2nd FCXM 1st 2nd FCXM

Group I - - - - 199 (92.1%)

Group II - + - - 3 (1.4%)

Group III - - - + 3 (1.4%)

Group IV + - - - 3 (1.4%)

Group V - - + - 7 (3.2%)

Group VI - - + + 1 (0.5%)

1st FCXM = first time flow cytometry crossmatch;   2nd FCXM = final flow cytometry crossmatch

T cells B cells
Pairs

Table 3 Result of FCXM for both T cells and B cells
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ตอ HLA antigen ได และไมถือวาเปนขอหามในการปลูกถาย

ไต แตแพทยตองเพิ่มความระมัดระวัง เพราะมีความเสี่ยงตอการ

เกิด rejection สูงกวารายที่ใหผลลบ7 ผูปวยที่เคยมีผล T cells 

FCXM หรือ B cells FCXM ใหผลบวกในครั้งแรก และกลับมา

มีผลลบอาจเกิดจากการที่แพทยใหการรักษาเพื่อลดภาวะดังกลาว 

การทำ�  FCXM  re-crossmatch ไดบงบอกสภาพที่ antibody 

ไดลดลงไปสงผลใหความเสี่ยงของการเกิด rejection นอยลงและ

นาจะสงผลใหสามารถทำ�การปลูกถายไตไดอยางปลอดภัย

กรณีสุดทายที่พบวา B cells FCXM ที่ใหผลบวกยังคงเปน 

บวกเมื่อทำ� FCXM re-crossmatch เปนกรณีบุตรบริจาคไตให 

มารดาและเปนผูปวยท่ีโรงพยาบาลอื่นสงมาตรวจที่โรงพยาบาล

ศิริราช ซึ่งมารดามี antibody ตอ lymphocyte บุตร ซึ่งอาจ

ไมใชสวนของ HLA antigen แตก็มีความเสี่ยงในการเกิด rejection 

มากกวารายที่ใหผลลบ 

การศึกษาจากประเทศอื่นๆ ในระยะแรกพบวา ผลบวกของ 

T cells FCXM สัมพันธกับการลดลงของ graft survival และ

หากมีผลบวกของ B cells FCXM จะมีโอกาสเสี่ยงตอการเกิด  

rejection ขึ้นไดในภายหลัง7, 8 การทำ�การปลูกถายไต ผูปวยที่มี 

current serum ใหผลลบกับการตรวจ lymphocyte crossmatch 

ในขณะที่เคยมีประวัติผลบวก สามารถทำ� kidney transplant 

ไดโดยไมเกิด hyperacute rejection แตก็มี antibody mediated 

rejection ตามมาในระยะหลายเดือนตอมา ในปจจุบันดวยความ

กาวหนาทางวิทยาการการที่ lymphocyte crossmatch ใหผล

บวกยังมีทางออกที่ดีกวาในอดีตมากมาย เพราะการรักษาที่กาว

หนาแมตรวจพบ rejection ก็ยังรักษาไตไวได9 

การศึกษาใน deceased kidney transplant พบวา การตรวจ

หา DSA สามารถทำ�ไดโดยหลายวิธี ไดแก CDC crossmatch 

ซึ่งมีความไวต่ำ�แตมีความจำ�เพาะกับการเกิด rejection การใช 

FCXM สามารถตรวจหา DSA ไดไวกวา เพราะตรวจจับ IgG 

ไดทุก subclass10  สำ�หรับ T cells มีการแสดงออกของ HLA 

class I antigen ในขณะที่ B cells มีทั้ง HLA class I และ 

class II โดยที่มีจำ�นวน class I antigen มากกวา T lymphocyte 

ดังนั้นผูที่ FCXM ใหผลบวกกับ T cells และ B cells จึงมี

ความสัมพันธกับการเกิด rejection มาก และเปน true HLA 

antibodies และนอกจากความไวในดานผลบวกแลว  FCXM ที่

ใหผลลบ มี high negative predictive value สำ�หรับ antibody 

mediated rejection ดวย11

สรุป

การทำ� FCXM crossmatch ในครั้งแรก เมื่อมีการตรวจ 

เนื้อเยื่อเพื่อทำ�การปลูกถายไต และในครั้งหลัง ที่ทำ�ภายใน 72 

ชั่วโมงกอนทำ�การปลูกถายไต เปนวิธีการที่จะตรวจหา DSA ไดดี

ที่สุดวิธีหนึ่ง ซึ่งเปนวิธีที่มีความไวสูงในการตรวจและมี negative 

predictive value ที่สูง ทำ�ใหแพทยสามารถเลือกปลูกถายไตจาก

ผูบริจาคที่มีความเหมาะสมและชวยระบุผูปวยในรายที่มีความเสี่ยง

สูง เพื่อการดำ�เนินมาตรการเฉพาะเพื่อการรักษาที่ไดผล ดังนั้น

การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลลัพธทางคลินิกและขอมูลท่ีสำ�คัญ 

อยางอื่น เชน PRA ในผูปวยกลุมนี้ เพื่อใหไดขอมูลในการแปล

ผลที่สมบูรณขึ้น การที่หองปฏิบัติการตรวจเนื้อเยื่อระดับซีโรโลยี 

ภาควิชาเวชศาสตรการธนาคารเลือด คณะแพทยศาสตรศิริราช

พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล เปนที่แรกที่นำ�การตรวจ FCXM 

มาใหบริการ การศึกษานี้เปนการรายงานผล FCXM ของการทำ� 

LRKT เปนครั้งแรกของประเทศไทย ซึ่งพบวามีผูปวยหลายราย

ที่การตรวจ FCXM ซ้ำ�กอนผาตัดปลูกถายไต ที่เคยมีผลลบกลับ

มีผลบวก จึงควรทำ�การศึกษาเพิ่มเติมเพื่อยืนยันความสำ�คัญทาง

คลินิกตอไป
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Abstract

Background:  Flow cytometry lymphocyte crossmatch (FCXM) is one of the most sensitive method to detect donor 

specific antibody (DSA) in recipient of kidney transplantation.  This method has been performed in every living 

related kidney transplantation (LRKT) at HLA laboratory Siriraj Hospital since January 2001.  We report here the 

results of the first FCXM performed during HLA typing and the final re-crossmatch done within 72 hours prior 

to kidney transplantation. 

Materials and Methods:  We performed a retrospective review of laboratory record related to LRKT during January, 

2007 to December, 2013.  Demographic data, paired results of FCXM, ABO blood group of donors and recipients, 

number of HLA mismatch and interval in days between the two FCXM were retrieved.

Results:  During the study period, a total of 388 patients were requested for HLA typing and FCXM for LRKT.  

Of these, 216 were requested to perform re-crossmatch FCXM.  We found that the tests were negative both at 

the first and re-crossmatch FCXM in 199 (92.1%) patients.  Seventeen cases (7.9 %) had positive FCXM results  

including three cases first negative and re-crossmatch positive T cells and another three cases with first negative 

and positive re-crossmatch B cell.  Three cases were first positive and negative T cells re-crossmatch.  Seven 

patients were first crossmatch positive and negative B cell re-crossmatch.  In addition, one case had positive 

both first and re-crossmatch B cells FCXM. 

Conclusion:  This is the first report of performing routine FCXM for LRKT in Thailand.  The results revealed that 

re-crossmatch FCXM is essential for kidney transplantation.  However, the clinical data is needed to analyze the 

clinical relevance in this group.

Keywords :	 l Flow cytometry crossmatch  l Living related kidney transplantation  l Thailand
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