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เทคโนโลยีดานการปลูกถายอวัยวะไดเจริญกาวหนามาเปน

ลำ�ดับ ในปจจุบันสามารถปลูกถายอวัยวะไดหลายชนิด เชน การ

ปลูกถายไต ตับ หัวใจ ปอด ตับออน เปนตน แตในกรณีที่ผูปวยเปน

โรคเบาหวานรวมกับมีภาวะไตวายเรื้อรังระยะสุดทายอาจจะมีการ

ปลูกถายทั้งไตและตับออนใหผูปวยในขณะเดียวกัน1 นอกจากนี้ยัง 

สามารถปลูกถายใบหนาสำ�หรับผูที่ไดรับอุบัติเหตุบนใบหนาหรือ 

ปลูกถายมือในผูที่ไดรับอุบัติเหตุจนมือขาดได2 แตอยางไรก็ตามการ

ปลูกถายอวัยวะจะประสบผลสำ�เร็จหรือไมขึ้นอยูกับหลายปจจัยไมวา

จะโดยพื้นฐานของโรคและสุขภาวะที่ผูปวยเปนอยู เทคนิคในการ 

ผาตัดที่ไดรับการพัฒนา การไดรับยากดภูมิตานทานตออวัยวะที่

ใสเขาไป การมีหมูเลือด ABO/Rh ที่เขากันไดกับผูปวย และที่สำ�คัญ

คือการมีแอนติเจน Human leukocyte antigen (HLA) ที่เขา

กันกับผูปวย3 ดังนั้นการปลูกถายอวัยวะในระยะเริ่มแรกผูปวยสวน

ใหญจะไดรับอวัยวะบริจาคจากบุคคลในครอบครัวเดียวกัน เชน 

พอ แม พี่ นอง เปนตน เพราะโอกาสที่จะพบแอนติเจน HLA ที่

เหมือนกันกับผูปวยมีมากกวาผูที่ไมใชญาติใกลชิด จากคุณสมบัติ

ของแอนติเจน HLA ที่จะถายทอดพันธุกรรมจากรุนสูรุนเปนชุด 

แตเนื่องดวยในปจจุบันครอบครัวมีขนาดเล็กลง ผูปวยอาจจะเปน

ลูกคนเดียวจึงเกิดภาวะการขาดแคลนอวัยวะบริจาค ดังนั้นในหลาย

ประเทศจึงมีการรณรงคใหมีการบริจาคอวัยวะจากผูที่ไมใชญาติ เชน 

ในกรณีที่ผูบริจาคเกิดภาวะสมองตายแตอวัยวะภายในยังทำ�งานไดดี

ทั้งนี้ เพื่อใหมีอวัยวะสำ�หรับการปลูกถายแกผูปวยที่มีการทำ�งาน

ของอวัยวะลมเหลวหรือไดรับอุบัติเหตุ4

กอนการปลูกถายอวัยวะจะตองมีการตรวจหาแอนติเจน HLA 

หรืออัลลีล HLA ทั้งของผูปวยและผูบริจาคอวัยวะเพื่อหาชนิดของ

แอนติเจน HLA ที่เหมือนหรือเขากันไดกับผูปวยเพื่อปองกันการ

เกิด graft rejection5 แตหลังจากที่ Patel และ Terasaki6 พบ

สาเหตุที่ทำ�ใหเกิด hyperacute rejection ในผูปวยที่ไดรับการ

ปลูกถายไต จากการที่ผูปวยมีแอนติบอดีตอ HLA ในรางกาย ซึ่ง

อาจจะเกิดจากการที่ผูปวยเคยรับเลือดของผูอื่น เคยตั้งครรภหรือ

เคยไดรับการปลูกถายอวัยวะมาแลว จึงมีการตรวจความเขากันได 

(HLA crossmatching) ระหวางซีรัมของผูปวยและ lymphocyte 

ของผูบริจาคอวัยวะ ในปจจุบันมีการตรวจกรองหา panel reactive 

antibody (PRA) เพื่อหารอยละของการตรวจพบแอนติบอดีตอ HLA 

และหาความจำ�เพาะของแอนติบอดีในระดับที่จำ�เพาะกับแอนติเจน 

HLA ของผูบริจาคอวัยวะ (donor specific antibody, DSA) ซึ่ง

มีเทคนิคการตรวจหลายวิธี แตละวิธีจะมีขอดีขอดอยแตกตางกัน

ไป การสื่อสารทำ�ความเขาใจกันระหวางหองปฏิบัติการกับแพทย 

จะชวยใหมีความเขาใจที่ตรงกันและเกิดประโยชนสำ�หรับผูปวยที่

ไดรับการปลูกถายอวัยวะ

การตรวจ HLA typing

เซลลที่มีนิวเคลียสเกือบทุกชนิดทั่วรางกายจะพบโมเลกุล HLA 

class I (HLA-A, -B, -C) อยูบนผิวเซลลซึ่งมีหนาที่นำ�เสนอเปป

ไทดของสิ่งแปลกปลอมใหระบบภูมิคุมกันของรางกายผาน CD8+ T 

lymphocytes ในขณะที่โมเลกุล HLA class II (HLA-DR, -DQ, 

-DP) จะพบบนเซลลบางชนิด เชน B cells, antigen-presenting 

cells และ activated microvascular endothelial cells และ

นำ�เสนอเปปไทดผาน CD4+ T lymphocytes7,8 ดังนั้นการตอบ

สนองทางภูมิคุมกันในผูที่ไดรับการปลูกถายอวัยวะ จึงขึ้นอยูกับ

ความเหมือนหรือความแตกตางของแอนติเจน HLA ระหวางผูปวย

และผูที่บริจาคอวัยวะใหผูปวย หองปฏิบัติการ HLA จะใชเทคนิค

ทางดานซีโรโลยีและเทคนิคทางดานอณูชีววิทยาโดยวิธีเพิ่มขยาย

ปริมาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction, PCR) 

ในการตรวจหาชนิดของแอนติเจน HLA ซึ่งแมวาจะใชวิธีอณู

ชีววิทยาแลวผลการตรวจที่ไดจะยังคงมีความละเอียดแตกตาง 

กันตั้งแตระดับต่ำ� ระดับกลาง และระดับสูง ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชุดน้ำ�ยา

สำ�เร็จรูปที่นำ�มาใชในการตรวจ ซึ่งจะมีจำ�นวน primers หรือจำ�นวน 

probes แตกตางกันไปในแตละชุดของน้ำ�ยา ซึ่งแตละหองปฏิบัติ

การ HLA จะตองประเมินคุณภาพของน้ำ�ยากอนที่จะนำ�มาใชใน

การตรวจ เพื่อใหผลการตรวจมีความถูกตอง แมนยำ� เปนที่เชื่อถือ

การตรวจ HLA typing โดยวิธีซีโรโลยี

จากการที่ Jean Dausset9 พบการเกิดปฏิกิริยา leukoagglutination 

ระหวางซีรัมของผูปวยที่เคยรับเลือดมาหลายคร้ังกับเม็ดเลือด

ขาวของผูอื่น โดยที่ไมทำ�ปฏิกิริยากับเม็ดเลือดขาวของตนเอง 

บทความฟนวิชา

การตรวจความเขากันไดเพื่อการปลูกถายอวัยวะ
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จนเปนที่มาของการพบวาแอนติเจน HLA เปน major human 

histocompatibility complex แตวิธีนี้ยังมีความไวและความ 

จำ�เพาะไมพอ และมีความสิ้นเปลืองทรัพยากรโดยเฉพาะแอนติบอดี

ที่นำ�มาใชทดสอบ จนกระทั่ง Paul Terasaki10 พบวิธีที่จะใชแอนติ- 

ซีรัมจำ�นวนเพียง 1 ไมโครลิตรตอ 1 ปฏิกิริยาการทดสอบโดย

ใชหลักการ complement dependent cytotoxicity (CDC) หรือ

เรียกวาวิธี microlymphocytotoxicity test (LCT) ซึ่งไมเพียง

แตจะทำ�ใหการตรวจ HLA typing มีมาตรฐานขึ้นมาเทานั้น 

วิธีนี้ยังทำ�ใหเกิดการคนพบ HLA แอนติเจนชนิดใหมๆ เพิ่มขึ้น 

จากการศึกษาอยางตอเนื่องโดยนักวิทยาศาสตรจากหลายประเทศ

ทั่วโลกซึ่งมีการแลกเปลี่ยนแอนติซีรัมกันระหวางหองปฏิบัติการ และ

นำ�ผลที่ไดมาวิเคราะหรวมกันจนมีความเขาใจบทบาทและหนาที่ของ

แอนติเจน HLA และนำ�ไปสูการคนพบความสำ�คัญของแอนติเจน 

HLA วามีความเกี่ยวของกับการปลูกถายอวัยวะ โดยเฉพาะอยาง

ยิ่งการปลูกถายไตที่ปลูกถายกันมากกวาอวัยวะอื่น วิธี CDC ยัง

เปนวิธีมาตรฐานที่ไมเพียงจะใชหาแอนติเจน HLA แตยังใชทดสอบ

หาความเขากันไดระหวางซีรัมของผูปวยและแอนติเจน HLA ของ

ผูบริจาคอวัยวะกอนการปลูกถายอวัยวะ เพื่อความปลอดภัยของ

ผูปวย นอกจากนี้ยังใชในการตรวจกรองและหาความจำ�เพาะของ

แอนติบอดีตอ HLA ในผูปวยทั้งกอนและหลังการปลูกถายอวัยวะ 

ดวย

ในปจจุบันมีน้ำ�ยาสำ�เร็จรูปจำ�หนายจึงทำ�ใหมีความสะดวกใน

การตรวจ HLA typing ดวยวิธีซีโรโลยีโดยใช lymphocyte ที่

แยกจากเลือดครบสวนในกรณีผูปวยทั่วไปและผูบริจาคอวัยวะที่

มีชีวิต แตกรณีผูบริจาคสมองตายที่นำ�อวัยวะออกมาจากรางกาย

ของผูบริจาคแลวจะใช lymphocyte ที่เตรียมจากตอมน้ำ�เหลือง

หรือจากมาม นำ� lymphocyte ที่ไดมาทำ�ปฏิกิริยากับแอนติบอดี

ตอ HLA ที่มีในถาดหลุมที่ใชทดสอบ หลังจากนั้นเติมคอมพลี- 

เมนทที่เตรียมจากซีรัมของกระตายลงไป และเติมสีลงไปในขั้นตอน 

สุดทาย เซลลที่ทำ�ปฏิกิริยากับแอนติบอดีตอ HLA ผนังเซลลจะ

เกิดรูรั่วทำ�ใหเซลลตาย สีจึงเขาไปในเซลลไดและติดสีทึบเมื่อนำ�

ไปอานดวยกลอง inverted phase contrast microscope 

สวนเซลลที่ไมมีความจำ�เพาะกับแอนติบอดีตอ HLA เซลลยังคง

มีชีวิตอยูและสามารถขจัดสีออกมาไดจึงไมติดสี มีลักษณะมันวาว 

สะทอนแสง อานผลที่ไดลงในแบบฟอรมแลวนำ�ไปแปลผล วิธีนี้

สามารถตรวจไดรวดเร็ว แตสามารถตรวจไดเฉพาะแอนติเจน HLA 

ที่ปรากฏอยูบนผิวเซลลเทานั้นและที่สำ�คัญจะตองใชเซลลที่มีชีวิต

มากกวารอยละ 90 มาทดสอบ คอมพลีเมนทที่นำ�มาใชตองมีการ

ทดสอบความสามารถในการทำ�ใหเกิด cytotoxic ที่ความเขมขนที่

เหมาะสม แอนติบอดีตอ HLA ที่นำ�มาใชทดสอบจะตองมีความแรง

และความจำ�เพาะสูง แตอยางไรก็ตามวิธีซีโรโลยีไมสามารถทดสอบ

หา null allele หรือแอนติเจน HLA ที่มีความแตกตางของกรด 

อะมิโนเพียง 1 ตำ�แหนงได เชน HLA-B*44:02 และ HLA-B*44:03 

ซึ่งมีความแตกตางกันที่กรดอะมิโนตำ�แหนงที่ 15611 ถาตรวจดวย

วิธีซีโรโลยีสามารถบอกไดเพียง HLA-B44 เทานั้น รางกายของ

ผูที่รับอวัยวะอาจจะสรางแอนติบอดีตอ epitope ที่ตางกันนี้ 

ดังนั้นจึงควรตรวจ HLA typing เพิ่มเติมโดยวิธีอณูชีววิทยาเพื่อ

รายงานผล HLA ในระดับอัลลีล

การตรวจ HLA typing โดยวิธีอณูชีววิทยา 

การสรางแอนติเจน HLA ชนิดตางๆ ขึ้นกับยีนที่ตั้งอยูบน 

แขนขางสั้นของโครโมโซมคูที่ 611 ซึ่งมีการตรวจทางอณูชีววิทยา

หลายวิธี ที่นิยมใชในปจจุบันมี 3 วิธี คือ PCR-sequence specific 

primer (PCR-SSP), PCR-sequence specific oligonucleotide 

probe (PCR-SSOP) และวิธี sequence based typing (SBT) 

ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความตองการผลการตรวจที่มีความละเอียดในระดับ

ใด เพราะบางสถาบันสามารถทำ�ไดเฉพาะการปลูกถายอวัยวะ แตยัง

ไมสามารถดำ�เนินการปลูกถายไขกระดูกได จึงไมจำ�เปนตองใชวิธี 

SBT สวนจะเลือกวิธี PCR-SSP หรือ PCR-SSOP ขึ้นอยูกับ

ความสะดวกหรือความเหมาะสม หรือจะเลือกทั้ง 2 วิธีเพื่อใชใน

การตรวจยืนยันผล เพราะการตรวจหาอัลลีล HLA อาจจะสรุป

ผลไมไดโดยวิธีใดวิธีหนึ่ง วิธี PCR-SSP เหมาะสมกับตัวอยาง 

จำ�นวนนอยแตตองใชปริมาณ DNA มาก มีขั้นตอนในการทำ�ไม 

ยุงยาก ใหผลรวดเร็วและไมตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง12 ใน 

ขั้นตอนการเพิ่มขยายปริมาณสารพันธุกรรมจะใช DNA คูสม 

(primer) จำ�นวนหลายคูทั้งนี้ขึ้นอยูกับความละเอียดของผลที่ตอง

การ ถาตองการความละเอียดสูงก็ใช primer จำ�นวนมาก ในทำ�นอง

เดียวกันวิธี PCR-SSOP ความละเอียดของผลที่ตองการขึ้นอยูกับ

จำ�นวน probe ที่นำ�มาใช แตวิธี PCR-SSOP จะใชเวลามากกวาวิธี 

PCR-SSP เพราะมีขั้นตอนมากกวา แตมีขอดีคือใชปริมาณ DNA 

นอยกวาวิธี PCR-SSP สามารถตรวจตัวอยางไดจำ�นวนมาก และมี

เครื่องอัตโนมัติเขามาชวยใหการทำ�งานสะดวกขึ้น อยางไรก็ตามทั้ง

สองวิธีจะตองใชโปรแกรมคอมพิวเตอรชวยในการวิเคราะหผลและ

แปลผล จึงตองมีการปรับปรุงฐานขอมูล HLA อัลลีลในโปรแกรม

คอมพิวเตอรใหทันสมัยอยูเสมอ13 สวนวิธี SBT เปนวิธีที่ตองอาศัย

เครื่องมือที่มีราคาแพงมาก แตมีขอดีคือ สามารถใหผลที่มีความ

ละเอียดสูง เพราะเปนการดูลำ�ดับของนิวคลิโอไทดในตำ�แหนงของ

ยีนที่สนใจเทียบกับยีน HLA ที่รายงานไวแลว11 การตรวจยีน HLA 

โดยวิธีอณูชีววิทยาชวยใหสามารถแยกความแตกตางของ HLA 

ระหวางผูปวยและผูบริจาคอวัยวะไดตั้งแตระดับแอนติเจน ระดับ 
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กรดอะมิโน จนกระทั่งถึงระดับ epitopes แตอยางไรก็ตามโดย

ทั่วไปการตรวจ HLA typing สำ�หรับการปลูกถายอวัยวะในหลาย 

ประเทศหรือแมแตในประเทศสหรัฐอเมริกา จะตรวจแอนติเจน 

HLA-A, -B และ -DR เปนอยางนอย ตามขอกำ�หนดขององคกร 

Organ Procurement and Transplant Network (OPTN)14 

แตมีบางหองปฏิบัติการที่ตรวจหา HLA-C, -DQ และ -DP เพิ่มเติม 

เชนเดียวกับหองปฏิบัติการ HLA ในประเทศไทยที่บางสถาบันอาจจะ

ตรวจไมครบทั้ง 6 ตำ�แหนง แตอยางนอยจะตองตรวจหา HLA-A, 

-B และ -DR เพราะเปนตำ�แหนงสำ�คัญที่ใชในการคัดเลือกผูรับ

อวัยวะ การผาตัดปลูกถายหัวใจ ปอด และตับ ไมไดนำ�แอนติเจน 

HLA มาใชในการตัดสินใจเลือกอวัยวะจากผูบริจาคสมองตาย ดวย

เหตุผลในเรื่องของเวลาที่ตองรีบนำ�อวัยวะไปปลูกถายภายใน 4-6 

ชั่วโมง ไมสามารถรอผลการตรวจได แตกตางกับการปลูกถายไต

ที่สามารถรอไดนานประมาณ 24-30 ชั่วโมง จึงตองใชแอนติเจน 

HLA ในการคัดเลือกหาผูรับไตเพราะถาแอนจิเจน HLA ของผูปวย 

มีความเหมือนกับผูบริจาคไตมากที่สุดทั้ง 3 ตำ�แหนง จะสงผล

ถึงความอยูรอดของไตที่ผูปวยไดรับ ถึงแมวาในปจจุบันจะมีการ

พัฒนายากดภูมิคุมกันขึ้นมาหลายชนิดแลวก็ตาม15 นอกจากนี้ระดับ

ความแตกตางของแอนติเจน HLA ระหวางผูรับและผูใหอวัยวะ 

จะมีผลโดยตรงทั้งตอการสรางแอนติบอดีตอ HLA และความ

แรงของแอนติบอดีที่ผูปวยสรางขึ้น16 มีผลกระทบตอการรอคอย

อวัยวะบริจาคนานขึ้นโดยเฉพาะผูปวยที่มีอายุนอยและรอปลูก 

ถายไตครั้งที่สอง จึงทำ�ใหคุณภาพชีวิตลดลง17 ดังนั้นความถูกตอง

ของผลการตรวจ HLA typing ทั้งของผูใหและผูรับอวัยวะจึงเปน

สิ่งสำ�คัญ เพื่อนำ�มาใชในการทำ�นายการตรวจความเขากันไดของ

อวัยวะ โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยที่รางกายถูกกระตุนใหสราง

แอนติบอดีตอ HLA 

การตรวจหาแอนติบอดีตอ HLA 

การที่รางกายไดรับสิ่งแปลกปลอมเขาไป เชน การรับเลือด การ

ตั้งครรภ และการเคยไดรับการปลูกถายอวัยวะ ทำ�ใหรางกายสราง

แอนติบอดีขึ้น แตในผูปวยชายบางรายที่ไมเคยไดรับเลือดหรือเคย

ปลูกถายอวัยวะมากอนก็สามารถสรางแอนติบอดีตอ HLA ได 

อาจเกิดจากเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสท่ีผูปวยเคยสัมผัสมีสวน

ที่คลายกับโมเลกุล HLA18 ผูปวยเหลานี้จึงมีโอกาสไดรับอวัยวะ

บริจาคนอยลง ในผูปวยที่มาขึ้นทะเบียนรอปลูกถายไตจึงตองมีการ

ตรวจกรองหาความจำ�เพาะและความแรงของแอนติบอดีตอ HLA 

อยูเปนระยะๆ นอกจากนี้ยังตองตรวจหา isotype ของแอนติบอดี

ดวย เพราะถาเปนแอนติบอดีชนิด IgG จะมีผลตอการเกิดการ 

ปฏิเสธกราฟทโดยเฉพาะผูปวยที่มีความแรงของแอนติบอดีตอ HLA 

ในระดับสูงมากและเปนสาเหตุทำ�ใหเกิด hyperacute rejection19 

ดังนั้นวิธีการตรวจที่มีทั้งความไวและความจำ�เพาะจึงเปนสิ่งที่ตอง

นำ�มาพิจารณา

การตรวจหาแอนติบอดีตอ HLA โดยวิธี cytotoxic

โดยทั่วไปจะใชเซลล lymphocyte ของผูอื่นประมาณ 20-40 

รายที่มี HLA แอนติเจนแตกตางกันมาทดสอบกับน้ำ�เหลืองของ

ผูปวยโดยใชวิธีซีโรโลยีคือวิธี microlymphocytotoxicity และ

นำ�จำ�นวนเซลลที่ใหผลบวกมาคำ�นวณหาคา panel reactive 

antibody (PRA) เชน ถาใชเซลลทั้งหมดจำ�นวน 40 รายและ

ใหผลบวกจำ�นวน 30 ราย คา PRA ที่ไดคือรอยละ 75 แตวิธีนี้

มีขอจำ�กัดคือรอยละของ PRA จะเปลี่ยนไปขึ้นอยูกับแอนติเจน 

HLA ของเซลลที่นำ�มาทดสอบ ซึ่งมีความถี่ที่แตกตางกันในแตละ

เชื้อชาติ วิธีนี้อาจจะเกิดผลบวกปลอมในกรณีที่ผูปวยมีแอนติบอดี

ตอเซลลของตนเองหรือมีแอนติบอดีชนิด IgM ที่ไมจำ�เพาะ หรือ

มีแอนติบอดีตอ non-HLA และอาจจะเกิดผลลบปลอมจากการ

ที่มีความแรงของแอนติบอดีในระดับต่ำ� หรือใชคอมพลีเมนทที่

ไมมีคุณภาพ ความจำ�เพาะของแอนติบอดีตอ HLA อาจจะบอก

ไมไดในกรณีที่ใหผลบวกกับแอนติเจน HLA ที่เปน cross-reactive 

group (CREG)20 ดวยเหตุผลที่กลาวมาทั้งหมด ทำ�ใหหองปฏิบัติ

การ HLA เปลี่ยนวิธีการตรวจหาแอนติบอดีเปนวิธี solid phase 

assays ซึ่งมีความไวและความจำ�เพาะที่ดีกวาวิธี CDC แตอยาง

ไรก็ตามวิธี CDC ยังคงใชเปนมาตรฐานในการตรวจความเขา

กันไดระหวางผูใหและผูรับอวัยวะ

การตรวจหาแอนติบอดีตอ HLA โดยวิธี solid phase assays

Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA) เปนวิธี

เริ่มแรกที่ใชตรวจกรองหาแอนติบอดีตอ HLA ดวยวิธี solid phase 

assays โดยการนำ�โมเลกุล HLA ที่เตรียมจากเกล็ดเลือดซึ่งมี

แอนติเจน HLA class I สวนการตรวจหาแอนติบอดีตอ HLA 

class II จะใช lymphoblastoid cell lines (LCL) จากผูบริจาค

หลายคนมารวมกัน และนำ�มาเคลือบลงไปในหลุมของ ELISA plate 

เติมซีรัมของผูปวยใสลงไป หลังจากนั้นเติม enzyme-conjugated 

anti-human immunoglobulin แลวนำ�ไปวัดหาคาการดูดกลืน

แสง (optical density) ของสีที่เกิดขึ้น วิธีนี้จะมีความไวกวาวิธี 

CDC แตมักจะเกิดผลบวกปลอมขึ้นได โดยเฉพาะในผูปวยที่เปน

โรค autoimmune หรือมีแอนติบอดีตอ cardiolipin21,22 สวน

ใหญจะถูกออกแบบใหตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG แตก็สามารถ

หา isotypes อื่นได วิธีนี้ไมคอยเปนที่นิยม จึงถูกแทนที่ดวยวิธี 

flow cytometry มากวา 20 ปแลว
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การตรวจหาแอนติบอดีตอ HLA โดยวิธี flow cytometry

โดยการนำ�แอนติเจน HLA class I หรือ HLA class II ที่

เตรียมจากเซลล LCL ของแตละคนมาเคลือบบนเม็ด beads ใน

กรณีที่ตองการตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีตอ HLA class I 

หรือ HLA class II แตถาตองการตรวจกรองเพื่อหาแอนติบอดี

ตอ HLA จะนำ�เม็ด beads ของ HLA ทั้งสองชุดมารวมกัน โดย

ใชหลักการเดียวกับวิธี ELISA เพียงแตในขั้นตอนการวัดผลของ

สาร fluorescence จะใชเครื่อง flow cytometer เทียบกับผลของ 

negative control ซึ่งจะรายงานผลออกมาในรูป histogram วิธี

นี้จึงเปน semi-quantitative ที่สามารถคำ�นวณหาคา PRA และ

หาความจำ�เพาะของแอนติบอดีได เพราะแอนติเจน HLA ที่นำ�มา

เคลือบบนเม็ด beads มาจากแตละคน วิธีนี้ถูกออกแบบมาใหตรวจ

หาแอนติบอดีชนิด IgG และในกรณีที่ผูปวยมีแอนติบอดีในระดับ

ต่ำ� เม็ด beads ที่นำ�มาใชอาจจะมีแอนติเจน HLA ไมครอบคลุมใน

ประชากรกลุมนั้น จึงตองอาศัยผูปฏิบัติงานที่มีความชำ�นาญมาชวย

ในการยืนยันผล23,24 แตอยางไรก็ตามวิธีนี้มีความไวมากกวาวิธี 

ELISA ประมาณรอยละ 1025

การตรวจหาแอนติบอดีตอ HLA ดวยวิธี Luminex™ fluoroanalyzer

เปน solid-phase immunoassays ที่นิยมนำ�มาใชในการตรวจ

หาแอนติบอดีตอ HLA ชนิด IgG กันอยางแพรหลาย26 แมวาจะ

มีความไวในการตรวจสูงมาก แตอยางไรก็ตามขึ้นอยูกับชนิดของ

น้ำ�ยาสำ�เร็จรูปที่นำ�มาใชในการทดสอบ27 เพราะน้ำ�ยาจะแบงออกเปน 

3 ระดับ คือ ระดับหนึ่ง คือ LABScreen Mixed สำ�หรับตรวจ

กรองหาแอนติบอดีตอ HLA ทั้ง HLA class I และ HLA class 

II ซึ่งแตละเม็ด bead จะเคลือบดวยแอนติเจน HLA class I หรือ 

class II จากเซลล 3 ราย เชน bead หมายเลข 4 มีแอนติเจน A1, 

A80, B18, B50, C2, C6; A1, A29, B8, B45, C6, C7; A1, 

A69, B35, B49, C7, C12 เปนตน สามารถรายงานผลบวกหรือ

ลบเทานั้น ไมสามารถนำ�ผลมาคำ�นวณหาคา PRA ระดับสอง คือ 

LABScreen PRA แตละเม็ด bead จะเคลือบดวยแอนติเจน HLA 

class I หรือ class II จากเซลล 1 ราย เชน bead หมายเลข 21 

เคลือบดวยแอนติเจน A2, A32, B42, B58, C10, C17 เปนตน 

การใชน้ำ�ยาชุดนี้สามารถคำ�นวณหาคา PRA ได และนำ�มาใชใน

การคำ�นวณสิทธิ์ในการไดรับไตบริจาคจากศูนยรับบริจาคอวัยวะ 

สภากาชาดไทย ซึ่งผูที่มีคา PRA มากกวารอยละ 80 จะมีคะแนน

มากกวาผูที่มีคา PRA ต่ำ� สวนการตรวจในระดับสาม คือ single 

antigen bead, SAG  ซึ่งในแตละเม็ด beads จะเคลือบแอนติเจน 

1 ชนิดเทานั้น เชน เม็ด bead หมายเลข 21 เคลือบดวย A32  ซึ่ง

จะเปนประโยชนอยางมากสำ�หรับผูปวย เพราะนอกจากจะรายงานคา 

PRA แลวยังสามารถรายงานความจำ�เพาะตอแอนติเจน HLA แตละ

ชนิดได โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยที่มีคา PRA สูงและไมสามารถ

หาความจำ�เพาะของแอนติบอดีไดถาตรวจดวยวิธี CDC ชวยใหการ

หาอวัยวะที่เหมาะสมสำ�หรับผูปวยมีความชัดเจนมากยิ่งขึ้น แตอยาง

ไรก็ตามวิธีนี้ตรวจพบแอนติบอดีทั้งที่ตองอาศัยคอมพลีเมนทและ

ไมตองอาศัยคอมพลีเมนท จึงพบปญหาความไมสอดคลองของผล

บวกที่ตรวจพบกับผลลัพธทางคลินิก ดังนั้นแตละหองปฏิบัติการ

จึงตองนำ�ผลการตรวจความเขากันไดระหวางผูใหและผูรับอวัยวะ

มาพิจารณารวมดวย และเนื่องจากเปนการอานผลการเปลงแสงของ

สาร fluorescence ไดเปนคา mean fluorescence intensity 

(MFI) เทียบกับ negative control และคา background ของ

แตละ bead ซึ่งวิเคราะหผลดวยระบบคอมพิวเตอร จึงตองเขมงวด

เรื่องการจัดเก็บน้ำ�ยาใหถูกตองและตรวจสอบวันหมดอายุ เพราะ

ความเสื่อมของน้ำ�ยามีผลตอการตรวจหาระดับความแรงและความ

จำ�เพาะของแอนติบอดี จึงอาจพบวามีความแตกตางกันระหวางหอง

ปฏิบัติการแมวาจะตรวจในตัวอยางเดียวกัน หรือแมแตในหองปฏิบัติ

การเดียวกันแตตรวจตางเวลากันหรือใชชุดน้ำ�ยาแตกตางกัน28  ใน

กรณีที่ผูปวยมีระดับ IgM สูง หรือมี immune complex จะ

มีผลตอการทดสอบเชนเดียวกัน จึงตองเตรียมตัวอยางตรวจ 

ดวยการเจือจางหรือเติมสาร dithiothreitol (DTT) กอนนำ�ซีรัม

ไปทดสอบ จะชวยใหการแปลผลมีความชัดเจนมากขึ้น29

การตรวจความเขากันได (crossmatching)

จากการคนพบความสำ�คัญของการตรวจความเขากันไดระหวาง 

ซีรัมของผูปวยกับเซลล lymphocyte ของผูบริจาคไตโดย Patel และ 

Terasaki ในป ค.ศ. 19696 จึงตองมีการตรวจความเขากันไดกอนการ

ปลูกถายอวัยะในผูปวยทุกราย เพื่อปองกันไมใหเกิด hyperacute 

rejection และเปนสาเหตุใหไตใหมที่ใสเขาไปไมทำ�งาน การตรวจ

ความเขากันไดที่ใหผลบวกเปนขอหามมิใหทำ�การปลูกถายอวัยวะ

โดยเฉพาะอยางยิ่งผลบวกตอ T cell ของผูใหอวัยวะ30 ไดมีการ

พัฒนาการตรวจใหมีความไวและความจำ�เพาะมากขึ้น เพื่อใชในการ

ทำ�นายผลทางคลินิกซึ่งควรนำ�ผลการตรวจกรองหาแอนติบอดีตอ 

HLA มาชวยในการตัดสินใจรวมดวย

การตรวจความเขากันไดดวยวิธี CDC

ใชหลักในการตรวจเชนเดียวกับการตรวจกรองหาแอนติบอดี

ตอ HLA ดวยวิธี CDC เพียงแตใชซีรัมของผูปวยทำ�ปฏิกิริยากับ 

T cells และ B cells ของผูบริจาคอวัยวะ โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในผูปวยปลูกถายไต ซึ่งจะพบแอนติเจน HLA class I และ HLA 

class II บน endothelium ของไต ดังนั้นถาใหผลบวกในการตรวจ
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ความเขากันไดดวยวิธี CDC แสดงวาผูปวยมีแอนติบอดีจำ�เพาะ

ตอแอนติเจน HLA ของผูบริจาคหรือที่เรียกวา donor specific 

antibody (DSA) ดวยเหตุนี้จึงเปนขอหามมิใหทำ�การปลูกถาย 

อวัยวะ แตขอเสียของวิธี CDC คือมีความไวในการตรวจต่ำ� ดังนั้น

ในกรณีที่ผูปวยมีแอนติบอดีในระดับต่ำ� ทำ�ใหตรวจไมพบจึงเกิด

ผลลบปลอม แตสามารถเพิ่มความไวไดโดยการเพิ่มระยะเวลาใน

การทำ�ปฏิกิริยาใหนานขึ้น 1 เทาหรือเติม antihuman globulin 

(AHG-CDC) ลงไป31 การเกิดผลบวกปลอมพบไดในกรณีที่ซีรัม

ของผูปวยทำ�ปฏิกิริยากับเซลลของตนเอง (autoantibody) หรือ

มีแอนติบอดีตอ HLA ชนิด IgM หรือมี non-HLA IgG โดย

เฉพาะการตรวจความเขากันไดดวย B cells อาจพบผลบวกปลอม

ไดบอย จึงตองเตรียมตัวอยางซีรัมของผูปวยกอนนำ�มาตรวจความ

เขากันไดดวยการเติม DTT หรือใชความรอนไปทำ�ลาย disulfide 

bonds ของ IgM ซึ่งตองทำ�การตรวจความเขากันไดดวยตัวอยาง

ซีรัมที่ไมไดเติม DTT และทดสอบกับ T cells และ B cells 

ของตนเองรวมดวย เพื่อแยกแอนติบอดีที่ทำ�ปฏิกิริยากับเซลลของ

ตนเองออกจากเซลลของผูบริจาคอวัยวะ32 การที่ผลการตรวจความ

เขากันไดใหผลบวกกับ B cells มากกวา T cells อาจเปนเพราะวา

แอนติเจน HLA class I แสดงออกบน B cells มากกวา T cells 

และสัมพันธกับการสลัดอวัยวะที่ไดรับคอนขางสูง33

การตรวจความเขากันไดดวยวิธี flow cytometry

หลักการตรวจความเขากันไดโดยวิธี flow cytometry crossmatch 

(FCXM) แตกตางจากวิธี CDC ตรงที่สามารถตรวจแอนติบอดี

ตอ HLA ที่อาศัยคอมพลีเมนทและไมอาศัยคอมพลีเมนท และ

ตรวจหาเฉพาะ immunoglobulin ชนิด IgG ซึ่ง IgG ในแตละ 

subclass มีคุณสมบัติในการตรึงคอมพลีเมนทแตกตางกัน โดย

พบวา IgG1 และ IgG3 มีความแรงในการตรึงคอมพลีเมนทมากกวา 

IgG2 และ IgG434 พบวาผูปวยมากกวารอยละ 15 ที่จะปลูกถาย 

อวัยวะครั้งแรกและมากกวารอยละ 30 ในผูปวยที่จะปลูกถายอวัยวะ 

ครั้งที่ 2 ใหผลการตรวจความเขากันไดโดยวิธี FCXM เปนบวก ใน

ขณะที่ผลการตรวจความเขากันไดดวยวิธี CDC หรือ AHG-CDC 

เปนลบ ทำ�ใหเกิดการสูญเสียอวัยวะที่ใสเขาไปภายใน 3 เดือนหลัง

การปลูกถายอวัยวะในครั้งแรก35,36 หรือภายใน 1 ปหลังการปลูกถาย 

อวัยวะครั้งที่ 237,38 ดังนั้นการตรวจความเขากันไดดวยวิธี FCXM 

จึงควรดูผลการตรวจหาความแรงและความจำ�เพาะของแอนติบอดี

โดยวิธี solid-phase immunoassays รวมดวย37 เพราะในกรณี

ที่ไมพบแอนติบอดีตอ HLA แตผลการตรวจความเขากันไดดวย

วิธี FCXM ใหผลบวก อาจจะไมมีผลตอการอยูรอดของอวัยวะที่

ไดรับการปลูกถายเขาไป39

สรุป 

ความเขาใจในพื้นฐานของวิธีการตรวจความเขากันไดกอนการ

ปลูกถายอวัยวะ เปนปจจัยสำ�คัญที่ชวยใหแพทยใชในการตัดสินใจ 

ที่จะทำ�การปลูกถายอวัยวะ ดังนั้นผลการตรวจทางหองปฏิบัติการ

ตองมีความถูกตองเปนที่นาเชื่อถือ ความไว และความจำ�เพาะของ

วิธีการทดสอบ จึงเปนสิ่งที่ผูปฏิบัติงานตองใหความสำ�คัญ เพื่อลด

ความเสี่ยงที่จะเกิดขึ้นกับผูปวย และทำ�ใหแพทยใหการรักษาอยาง
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