
วารสาร​โลหิต​วิทยา​และ​เวชศาสตร​บริการ​โลหิต  ป​ที่ 29  ฉบับ​ที่ 3  กรกฎาคม-กันยายน 2562

195

ได้รับต้นฉบับ 5 สิงหาคม 2562   แก้ไขบทความ 20 สิงหาคม 2562   รับลงตีพิมพ์ 30 สิงหาคม 2562

ต้องการส�ำเนาต้นฉบับติดต่อ ภญ. ตรึงตรา ลีลารังสรรค์  ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10300  email: bitoeycu@hotmail.com

นิพนธ์ต้นฉบับ

ระยะเวลาที่ใช้ในการบีบแยกส่วนประกอบโลหิตด้วยเครื่องบีบแยกอัตโนมัติที่มีผล
ต่อการแตกของเม็ดเลือดแดงชนิด leukocyte poor packed red cells
ตรึงตรา  ลีลารังสรรค์   อาจารีย์  กล่อมเอี่ยมสิร   สุเพ็ญวรรณ  กิติทรัพย์กาญจนา   ปิยวดี วิทยาวิวัฒน์   นฤมล  วระชุน

จรรญา  ปรุงชัยภูมิ และ พิมล เชี่ยวศิลป์
ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

บทคัดย่อ

บทน�ำ การผลิตส่วนประกอบโลหิตชนิด leukocyte poor packed red cells (LPRC) ด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติ

ระบบ top and bottom ควรใช้เวลาในการบีบแยกน้อยกว่า 240 วินาที (4 นาที) แต่อย่างไรก็ตาม หากใช้เวลาการบีบแยกที่น้อยไป 

อาจมีอัตราการเกิด hemolysis สูงขึ้นได้  วัตถุประสงค์ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา % hemolysis ใน LPRC ที่ได้จาก

การบีบแยกด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติระบบ top and bottom ซึ่งใช้ระยะเวลาการบีบแยกน้อยกว่า 240 วินาที 

(4 นาที)  วิธีการศึกษา เปรียบเทียบข้อมูลอัตราการเกิด hemolysis ของ LPRC ที่บีบแยกจากเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิต

อัตโนมัติ Kawasumi KL-521 ที่ต้องจ�ำหน่ายทิ้งเนื่องจากไม่ผ่านการตรวจสอบ hemolysis ด้วยสายตาในวันที่ 3 และเปรียบเทียบ

ค่า % hemolysis ณ วันหมดอายุ โดยแบ่ง LPRC ดังกล่าวเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ LPRCs-120 และ LPRCs-240 ซึ่งใช้เวลาในการบีบ

แยก 80 ถึง 120 วินาที และ 121 ถึง 240 วินาที ตามล�ำดับ  ผลการศึกษา จากการตรวจสอบ hemolysis ด้วยสายตาในวันที่ 3 พบ

ว่า LPRCs-120 เกิด hemolysis จ�ำนวน 16 ยูนิต จากทั้งหมด 966 ยูนิต (1.66%) ส่วน LPRCs-240 เกิด hemolysis จ�ำนวน 12 

ยูนิต จากทั้งหมด 100 ยูนิต (12.00%) ค่าเฉลี่ย % hemolysis ณ วันหมดอายุ ของ LPRCs-120 และ LPRCs-240 คิดเป็น 1.18% 

และ 0.25% ตามล�ำดับ โดยพบ LPRCs-120 ที่มีค่า % hemolysis ณ วันหมดอายุ เกิน 0.8% จ�ำนวน 12 ยูนิต จากทั้งหมด 16 ยูนิต 

และพบ LPRCs-240 ที่มีค่า % hemolysis ณ วันหมดอายุ เกิน 0.8% จ�ำนวน 1 ยูนิต จากทั้งหมด 12 ยูนิต ทั้งนี้ เวลาที่ใช้ในการ

บีบแยกของ LPRCs-120 อยู่ระหว่าง 80 ถึง 120 วินาที มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 102.81 วินาที (ต�่ำสุด 80 วินาที สูงสุด 120 วินาที) ส่วน 

LPRCs-240 ใช้เวลาในการบีบแยกระหว่าง 131 ถึง 239 วินาที มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 166.92 วินาที (ต�่ำสุด 131 วินาที สูงสุด 239 วินาที) 

สรุป การผลิต LPRC ที่ใช้เวลาในการบีบแยกระหว่าง 80 ถึง 120 วินาที มีค่าเฉลี่ย % hemolysis สูงกว่า LPRC ที่ใช้เวลาในการบีบ

แยกระหว่าง 121 ถึง 240 วินาที อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยระยะเวลาที่เหมาะสมในการบีบแยกส่วนประกอบโลหิต

เพื่อผลิต LPRC ควรอยู่ระหว่าง 120 - 240 วินาที

คำ�สำ�คัญ :	l การแตกของเม็ดเลือดแดง  l เม็ดเลือดแดงที่มีเม็ดเลือดขาวต่ำ�  l เวลาในการบีบแยก
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Effect of the separation time by using an automated blood separator 
on the hemolysis of leukocyte poor packed red cells
Treungtra Leelarungsun, Arjaree Klomiamsira, Supenwan Kitisapkanjana, Piyawadee Wittayawiwat,

Chanya Prungchaiyaphum, Narumon Worachun and Pimol Chiewsilp
National Blood Centre, Thai Red Cross Society

Abstract:

Background:  The leukocyte poor packed red cells (LPRC) separated from whole blood using quadruple top and 

bottom bag system usually takes less than 240 seconds.  However, the less separation time may cause the higher 

rate of red cells hemolysis.  Objective: The aim of this study was to investigate whether hemolysis of LPRC is 

increased when shorter separation time is applied.  Materials and Methods: Divide LPRC separated by Kawasumi 

KL-521 automated separators into 2 groups, separation time within 80 - 120 seconds (LPRCs-120) and 121 - 240 

seconds (LPRCs-240).  Compare % hemolysis at the end of storage (days 42) and hemolysis rate of LPRCs-120 and 

LPRCs-240 detected by visual inspection on days 3.  Results: By visual inspection, 16 in 966 units of LPRCs-120 

(1.66%) and 12 in 100 units of LPRCs-240 (12.00%) were detected as hemolyzed samples.  At the end of storage, 

it was found that the average % hemolysis of LPRCs-120 and LPRCs-240 were 1.18% and 0.25%, respectively, 12 

in 16 units of LPRCs-120 and 1 in 12 units of LPRCs-240 had > 0.8% hemolysis. The average separation time of 

LPRCs-120 was 102.81 seconds (minimum 80 seconds, maximum 120 seconds), and the average separation time 

of LPRCs-240 was 166.92 seconds (minimum 131 seconds, maximum 239 seconds).  Conclusion: LPRCs separated 

within 80 - 120 seconds exhibited a higher mean % hemolysis than 121 - 240 seconds of separation (p < 0.05). 

Therefore, the commonly use separation time not more than 240 seconds is suitable as confirmed by this study. 

Then, the lower limit of separation time should be considered not less than 120 seconds.

Keywords :	 l Hemolysis  l Leukocyte poor packed red cells  l Separation time
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บทน�ำ

การแตกของเม็ดเลือดแดง (red blood cell hemolysis) เป็น

ภาวะที่ผนังเซลล์ของเม็ดเลือดแดงถูกท�ำลายส่งผลให้สารต่าง ๆ  โดย

เฉพาะโพแทสเซียม (potassium) และฮีโมโกลบิน (hemoglobin) 

ถูกปลดปล่อยออกมา1 กรณีที่เม็ดเลือดแดงเกิด hemolysis ขึ้น 

ฮีโมโกลบินอิสระ (free hemoglobin) จะกระจายตัวอยู่ในพลาสมา

หรือน�้ำยาป้องกันการแข็งตัวของเลือด (anticoagulant solution) 

หรือน�้ำยาเสริม (additive solution) ตามกลไกปกติ free hemo-

globin จะแตกตัวเป็น dimer ไปจับกับ haptoglobulin และถูก

ก�ำจัดออกไปผ่าน reticuloendothelial system หากมีปริมาณ 

free hemoglobin เกิดขึ้นมากเกินกว่าปริมาณของ haptoglobulin 

จะท�ำให้เกิดภาวะ hemoglobinemia ส่งผลให้ผู้ป่วยที่ได้รับส่วน

ประกอบโลหิตมีโอกาสที่จะเกิดภาวะแทรกซ้อนรุนแรงกับระบบไต

และระบบหัวใจและหลอดเลือดจากการรับโลหิตได้1,2

เนื่องจากโมเลกุลของ haptoglobulin สามารถจับกับ dimer 

ของ hemoglobin ได้ 2 โมเลกุล หรือประมาณ 1 กรัม ต่อพลาสมา 

1 ลิตร ดังนั้นการรับโลหิตที่มีปริมาณ free hemoglobin ไม่เกิน 

3 กรัม หรือเทียบเท่ากับส่วนประกอบโลหิตประเภทเม็ดเลือดแดง

จ�ำนวน 10 ยูนิต ที่แต่ละยูนิตมีเปอร์เซ็นต์ของ hemolysis ไม่

เกิน 0.5% จะไม่ท�ำให้ผู้ป่วยเกิดภาวะ hemoglobinemia2 แม้ว่า

องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (The US Food and Drug 

Administration) ไม่ได้ก�ำหนดเกณฑ์มาตรฐานเกี่ยวกับระดับการ

เกิด hemolysis ในส่วนประกอบโลหิตไว้ แต่ในปี ค.ศ. 2017 

Council of Europe ได้ก�ำหนดเกณฑ์มาตรฐานให้ส่วนประกอบ

โลหิตประเภทเม็ดเลือดแดงต้องมีระดับการเกิด hemolysis ณ 

วันหมดอายุ (% hemolysis at the end of storage) น้อยกว่า 

0.8% โดยมีเปอร์เซ็นต์ของเกณฑ์ผ่านเท่ากับ 90% ของตัวอย่างสุ่ม3

การเกิด hemolysis ในส่วนประกอบโลหิตประเภทเม็ดเลือด

แดงเกิดจากหลายสาเหตุ ได้แก่ สภาวะการเก็บรักษา เช่น อุณหภูมิ 

ระยะเวลา การปนเป้ือนของเชือ้จุลชพี เป็นต้น รวมถงึปัจจัยต่าง ๆ 

ที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการผลิตส่วนประกอบโลหิตที่ท�ำให้เม็ดเลือด

แดงถูกแรงกระท�ำ เริ่มตั้งแต่ขั้นตอนการเจาะเก็บ การกรอง การ

ปั่นแยก การบีบแยก จนถึงขั้นตอนการจัดส่งส่วนประกอบโลหิต

ให้แก่โรงพยาบาล2

เมื่อปั่นแยกเลือดออกเป็นส่วน ๆ ได้แก่ packed red cells 

(PRC) platelet concentrates (PC) และพลาสมา (plasma) 

พบว่า PRC ยังคงมีเม็ดเลือดขาว (white blood cells; WBC) 

อยู่ประมาณ 1-3 x 1010 cells/unit4 ซึ่งเป็นสาเหตุส�ำคัญของ

ปฏิกิริยาไม่พึงประสงค์จากการให้เลือดแก่ผู้ป่วย ได้แก่ ภาวะไข้

จากการให้เลือด (febrile nonhemolytic transfusion reaction, 

FNHTR), HLA alloimmunization และการติดเชื้อ cytomega-

lovirus (CMV)4,5 ดังนั้นการลดจ�ำนวน WBC ในเลือดจะช่วย

ลดและป้องกันการเกิดผลข้างเคียงดังกล่าว ซึ่งตามมาตรฐานของ 

American Association of Blood Banks (AABB) ก�ำหนดว่า 

ปริมาณ WBC ที่สามารถป้องกันการเกิด febrile reaction ได้ 

คือ ≤ 5 x 108 cells/unit และปริมาณ WBC ที่สามารถป้องกัน

การเกิด HLA alloimmunization และการติดเชื้อ CMV ได้ คือ 

≤ 5 x 106 cells/units6-8 นอกจากนี้การให้ส่วนประกอบโลหิตที่มี 

WBC ต�่ำ เช่น filtered leukocyte poor packed red cells แก่

ผู้ป่วยธาลัสซีเมียสามารถลดอุบัติการณ์ของ FNHTR และ HLA 

alloimmunization ลงได้อีกด้วย9

การผลิต LPRC โดยการแยก WBC ออกจากส่วนประกอบ

โลหิตมีหลายวิธี เช่น การปั่นเอาชั้น buffy coat ออกโดยวิธี in-

verted centrifugation สามารถลด WBC ได้ประมาณ 80% 

เหลือ WBC < 1.2 x 109 cells/unit การกรอง WBC ในขณะ

ให้เลือดผู้ป่วย (bed side leukofiltration) สามารถลด WBC 

ให้เหลือ ≤ 5 x 106 cells/unit แต่ถ้าเป็นการกรองโลหิตที่มีอายุ

หลายวัน จะมีการ release ของ cytokines จ�ำนวนมากท�ำให้เกิด

กระบวนการ immune hemolysis ขึ้นได้8 ปัจจุบันจึงมีการใช้วิธี

การกรองเอา WBC ออกก่อนการให้โลหิตแก่ผู้ป่วย (prestorage 

filtration) เพื่อผลิต leukodepleted packed red cells (LDPRC) 

ซึ่งเหลือ WBC น้อยกว่า 1 x 106 cells/unit

ในช่วงปี ค.ศ. 1980 ได้มีการพัฒนาเทคนิคการเตรียมส่วน

ประกอบโลหิตโดยใช้เครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติขึ้น 

เพื่อลดปริมาณ WBC ในส่วนประกอบโลหิต โดยท�ำการแยก buffy 

coat ซึ่งประกอบด้วย WBC และเกล็ดเลือด (platelet) ออกด้วย

เครื่องบีบแยกอัตโนมัติซึ่งมี 2 ระบบ คือ top and bottom และ 

top and top10 ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ได้น�ำ

เทคนิคการบีบแยกด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติ

ระบบ top and bottom มาใช้ เพื่อลดปริมาณ WBC ในส่วน

ประกอบโลหิตมานานกว่า 10 ปี โดยเฉพาะส่วนประกอบโลหิต

ชนิด LPRC ซึ่งแต่ละโรงพยาบาลมีความต้องการใช้ในผู้ป่วยเพิ่ม

มากขึ้น ขณะที่เทคโนโลยีการท�ำงานของเครื่องก็ได้รับการพัฒนา

ขึ้นอย่างต่อเนื่อง ปัจจุบันศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติใช้เครื่องบีบ

แยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติของ Kawasumi รุ่น KL-521 

ซึ่งเป็นเครื่องบีบแยกที่สามารถท�ำงานได้พร้อมกัน 2 หัวบีบ และ

รองรับปริมาณการผลิตส่วนประกอบโลหิตที่เพิ่มขึ้นได้ ทั้งนี้เพื่อ

ตอบสนองต่อปริมาณความต้องการใช้ของโรงพยาบาลทั่วประเทศ

อย่างไรก็ตาม ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2560 เป็นต้นมา ฝ่าย

ผลิตส่วนประกอบโลหิต ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 
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ได้รับคืนส่วนประกอบโลหิตชนิด LPRC จากฝ่ายจ่ายโลหิตและ

ผลิตภัณฑ์ และต้องจ�ำหน่ายทิ้งเนื่องจากเกิด hemolysis โดยการ

ตรวจสอบด้วยตา (visual inspection) จ�ำนวนมาก เฉลี่ยเดือน

ละ 2.01% และ 1.91% ในปี พ.ศ. 2560 และ พ.ศ. 2561 ตาม

ล�ำดับ โดยเมื่อน�ำ LPRC ที่ได้รับคืนดังกล่าวส่งตรวจวิเคราะห์หาค่า 

% hemolysis ณ วันหมดอายุ พบว่ามี LPRC ที่ % hemolysis 

เกิน 0.8% ถึง 47.29 % ของ LPRC ที่ได้รับคืน และ 0.59% ของ 

LPRC ที่ผลิตทั้งหมด ฝ่ายผลิตส่วนประกอบโลหิตจึงน�ำปัญหาดัง

กล่าวมาท�ำเป็นโครงการพัฒนางานอย่างต่อเนื่อง ซึ่งมีวัตถุประสงค์

เพื่อลดจ�ำนวนการเกิด hemolysis ใน LPRC ให้ต�่ำกว่า 0.5% โดย

เริ่มจากการค้นหาข้อมูลเพื่อวิเคราะห์หาสาเหตุการเกิด hemolysis 

ในกระบวนการผลิต และพบว่าเกิดจากหลายสาเหตุ ได้แก่ การ

หยิบจับถุงโลหิต/ส่วนประกอบโลหิตในขั้นตอนต่างๆ ท�ำให้เกิดแรง

กระท�ำต่อเม็ดเลือดแดงภายในถุง ความไม่สมบูรณ์ของการหักข้อ

ต่อ (breakable pin) ที่ขั้วถุง LPRC ท�ำให้ขณะบีบแยกโลหิตด้วย

ระบบ top and bottom เกิดแรงกระท�ำต่อเม็ดเลือดแดงที่ไหลผ่าน

ขั้วดังกล่าว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของสายถุงและขั้วถุง LPRC ไม่

สัมพันธ์กัน ท�ำให้เกิดความดันขณะเม็ดเลือดแดงไหลสู่ขั้วที่มีขนาด

เล็กลง และถูกแรงกระท�ำ รวมถึงความเร็ว (speed) ในการบีบแยก

เม็ดเลือดแดงด้วยระบบ top and bottom เมื่อทราบสาเหตุแล้ว

จึงน�ำไปสู่การแก้ไขและป้องกันโดยให้ข้อมูลและก�ำชับเจ้าหน้าที่ที่

เกี่ยวข้องกับการผลิตทุกขั้นตอนเพิ่มความระมัดระวังในการหยิบ

จับโลหิตและส่วนประกอบโลหิตอย่างเบามือ และก�ำชับให้เจ้าหน้าที่

ท�ำการหักข้อต่อที่ขั้วถุง LPRC อย่างน้อย 3 ครั้ง เพื่อให้เม็ดเลือด

แดงไหลผ่านอย่างสมบูรณ์ รวมถึงการปรับค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ 

ของเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติเพื่อลดความเร็วใน

การบีบแยกส่วนประกอบโลหิต ซึ่งน�ำมาสู่การศึกษาระยะเวลาการ

บีบแยกส่วนประกอบโลหิตในงานวิจัยนี้

การผลิตส่วนประกอบโลหิตของฝ่ายผลิตส่วนประกอบโลหิต 

ใช้การบีบแยกด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติระบบ 

top and bottom ซึ่งใช้เวลาในการบีบแยกน้อยกว่า 240 วินาที 

(4 นาที) แต่ไม่ควรเกิน 360 วินาที (6 นาที) เนื่องจากจะท�ำให้เม็ด

เลือดแดงมีแนวโน้มที่จะเกิด hemolysis จากการศึกษาในปี ค.ศ. 

2012 ของ Gkoumassi E และคณะ พบว่า เม็ดเลือดแดงที่ใช้

เวลาการบีบแยกมากกว่า 6 นาที มีค่าเฉลี่ย % hemolysis สูงกว่า

เม็ดเลือดแดงที่บีบแยกด้วยเวลาน้อยกว่า 6 นาที11 อย่างไรก็ตาม 

หากใช้เวลาการบีบแยกที่น้อยเกินไปจะท�ำให้เครื่องบีบแยกต้องใช้

แรงดันสูงขึ้นในการบีบแยกเม็ดเลือดแดง ท�ำให้เม็ดเลือดแดงถูก

แรงกระท�ำมากขึ้น และอาจมีอัตราการเกิด hemolysis สูงขึ้นได้

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา % hemolysis ในส่วน

ประกอบโลหิตประเภทเม็ดเลือดแดงชนิด LPRC ที่ได้จากการบีบ

แยกด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติระบบ top and 

bottom ซึ่งใช้ระยะเวลาการบีบแยกน้อยกว่า 240 วินาที (4 นาที) 

ทั้งนี้ เพื่อน�ำผลจากการศึกษาไปปรับความเร็วที่เหมาะสมที่ใช้ในการ

บีบแยกส่วนประกอบโลหิตด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิต

อัตโนมัติเพื่อลดปัญหาการเกิด hemolysis และลดจ�ำนวน LPRC 

ที่ต้องจ�ำหน่ายทิ้ง

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างที่ใช้ท�ำการศึกษา

ใช้ LPRC ที่เจาะเก็บและผลิตในวันที่ 6 ธันวาคม พ.ศ. 2560 

จ�ำนวน 1,165 ยูนิต ซึ่งผ่านกระบวนการผลิต ดังนี้

1.	 ฝ่ายผลิตส่วนประกอบโลหิต น�ำโลหิตรวม (whole blood; 

WB) ที่เจาะเก็บด้วยถุงบรรจุโลหิตชนิด quadruple top and bot-

tom bag ขนาด 450 mL (Karmi, Kawasumi, Korat, Thailand) 

มาปั่นและบีบแยกด้วยเครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติ 

Kawasumi รุ่น KL-521 ซึ่งมีโปรแกรมซอฟท์แวร์บันทึกข้อมูลใน

การบีบแยก เช่น ระยะเวลาในการบีบ น�้ำหนักของ RBC, buffy 

coat และ plasma ก่อนส่ง LPRC ให้ฝ่ายจ่ายโลหิตและผลิตภัณฑ์

เพื่อรอจ่ายให้โรงพยาบาล

2.	 ฝ่ายจ่ายโลหิตและผลิตภัณฑ์ จะตั้ง LPRC ไว้ในห้องเย็นที่ 

1-6 ํC เพื่อให้เม็ดเลือดแดงตกตะกอน ก่อนตรวจสอบ hemolysis 

ในวันที่ 3 นับจากวันที่เจาะเก็บ โดยพิจารณาจากสีของ superna-

tant ด้วยสายตา แยก LPRC ที่พบ hemolysis ส่งคืนกลับมาที่

ฝ่ายผลิตส่วนประกอบโลหิตเพื่อจ�ำหน่ายทิ้ง

3.	 ก่อนท�ำการจ�ำหน่าย LPRC ดังกล่าวทิ้ง ฝ่ายผลิตส่วน

ประกอบโลหิตจะเก็บ LPRC ที่อุณหภูมิ 1-6 ํC จนถึงวันหมด

อายุ แล้วส่งให้ฝ่ายควบคุมคุณภาพด�ำเนินการตรวจวิเคราะห์หา

ค่า % hemolysis at the end of storage ของแต่ละยูนิต ตาม

ข้อก�ำหนดมาตรฐานของ Council of Europe ด้วยวิธีการดังนี้

3.1	 หาความเข้มข้นของ total hemoglobin (Hb) ด้วย

วิธี cyanmethemoglobin method โดยใช้ตัวอย่างโลหิตละลาย

ใน drabkin’s reagent ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที และใช้ 

spectrophotometer วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm น�ำค่าที่

ได้มาเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานโดยใช้สารมาตรฐาน hemo-

globin เพื่อระบุค่าของ total Hb

3.2	 หาค่า supernatant hemoglobin โดยวิธี colori-

metric technique ท�ำโดยปั่นแยกตัวอย่างโลหิตแล้วน�ำเฉพาะ

ส่วนน�้ำเหลืองมาละลายใน leuco crystal violet solution และ 

1% hydrogen peroxide น�ำไป incubate ที่ 37 ํC เป็นเวลา 20 

นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 590 nm ด้วยเครื่อง spectro-

photometer
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3.3	 ค�ำนวณหา % hemolysis ณ วันหมดอายุ ของ LPRC 

แต่ละยูนิต โดยค�ำนวณจากสูตร12

วิธีการ

1.	 น�ำ LPRC แต่ละยูนิตที่ได้รับคืนจากฝ่ายจ่ายโลหิตและ

ผลิตภัณฑ์ มาตรวจสอบระยะเวลาที่ใช้ในการบีบแยกจากข้อมูล

ท่ีบันทึกในโปรแกรมซอฟท์แวร์ของเคร่ืองบีบแยกส่วนประกอบ

โลหิตอัตโนมัติ เริ่มตั้งแต่การบีบแยก plasma ออกจากถุง WB 

จนกระทั่งการบีบแยกเม็ดเลือดแดงสิ้นสุด โดยแบ่ง LPRC ออก

เป็น 2 กลุ่ม ตามระยะเวลาในการบีบแยก กล่าวคือ กลุ่มที่ 1 ใช้

เวลาบีบแยก 80-120 วินาที (LPRCs-120) กลุ่มที่ 2 ใช้เวลาบีบ

แยก 121-240 วินาที (LPRCs-240)

2.	 ค�ำนวณหาค่าเฉลี่ยของ % hemolysis (at the end of 

storage) ของ LPRC แต่ละกลุ่ม

3.	 เปรียบเทียบข้อมูลค่าเฉลี่ยของ % hemolysis ณ วันหมด

อายุของ LPRC ทั้ง 2 กลุ่ม โดยใช้หลักสถิติ pair t-test โดยที่

ค่า p-value น้อยกว่า 0.05 จะถือว่า ค่าเฉลี่ยของ % hemolysis 

ดังกล่าวมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ

ผลการศึกษา

ฝ่ายผลิตส่วนประกอบโลหิตท�ำการปั่นแยกและบีบแยกส่วน

ประกอบโลหิตจนได้ LPRC จ�ำนวนทั้งหมด 1,165 ยูนิต เมื่อตรวจ

สอบข้อมูลระยะเวลาที่ใช้บีบแยกจากโปรแกรมซอฟท์แวร์ของเครื่อง

บีบแยกพบว่ามี LPRC ที่ใช้เวลาบีบแยก 80-120 วินาที จ�ำนวน 

966 ยูนิต (82.92%) LPRC ที่ใช้เวลาบีบแยก 121-240 วินาที 

จ�ำนวน 100 ยูนิต (8.58%) และ LPRC ที่ใช้เวลาบีบแยกมากกว่า 

240 วินาที แต่ไม่เกิน 360 วินาที จ�ำนวน 99 ยูนิต (8.50%)

เมื่อส่ง LPRC ดังกล่าวให้ฝ่ายจ่ายโลหิตและผลิตภัณฑ์แล้ว ตั้ง

ไว้ในห้องเย็นที่อุณหภูมิ 1-6 ํC และตรวจสอบ hemolysis ของ 

LPRC ด้วยสายตาในวันที่ 3 พบว่ามี LPRC ที่เกิด hemolysis 

จ�ำนวน 28 ยูนิต โดยเมื่อแยกกลุ่มตามระยะเวลาที่ใช้ในการบีบแยก

ในช่วงที่ต้องการศึกษา พบว่าเป็น LPRC ที่ใช้เวลาบีบแยกระหว่าง 

80-120 วินาที (LPRCs-120) จ�ำนวน 16 ยูนิต จากทั้งหมด 966 

ยูนิต และเป็น LPRC ที่ใช้เวลาบีบแยกระหว่าง 121-240 วินาที 

(LPRCs-240) จ�ำนวน 12 ยูนิต จากทั้งหมด 100 ยูนิต คิดเป็น

อัตราการเกิด hemolysis 1.66% และ 12.00% ตามล�ำดับ

จากข้อมูลที่บันทึกในโปรแกรมซอฟท์แวร์ของเคร่ืองบีบแยก 

พบว่า LPRCs-120 ใช้เวลาในการบีบแยกระหว่าง 80-120 วินาที 

มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 102.81 วินาที ส่วน LPRC-240 ใช้เวลาในการ

บีบแยกระหว่าง 131-239 วินาที มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 166.92 วินาที 

ดังแสดงใน Table 1

หลงัจากเกบ็ LPRC ทัง้ 2 กลุม่ ไว้ในห้องเยน็ท่ีอณุหภมู ิ1-6 ํC 

จนกระทั่งถึงวันหมดอายุ คือวันที่ 42 และน�ำมาตรวจวิเคราะห์หา

ค่า % hemolysis พบว่า LPRCs-120 มีค่าเฉลี่ย % hemoly-

sis เท่ากับ 1.18% และ LPRCs-240 มีค่าเฉลี่ย % hemolysis 

เท่ากับ 0.25% ดังแสดงใน Table 1 ทั้งนี้ พบว่า LPRCs-120 

จ�ำนวน 12 ยูนิต จากทั้งหมด 16 ยูนิต และ LPRCs-240 จ�ำนวน 

1 ยูนิต จากทั้งหมด 12 ยูนิต มีค่า % hemolysis เกิน 0.8% 

ซึ่งเกินเกณฑ์มาตรฐานของ European guideline3 โดยมีอัตรา

การเกิด hemolysis คิดเป็น 1.24% และ 1.00% ตามล�ำดับ ดัง

แสดงใน Table 2

Supernatant hemoglobin (g/dL)

Total hemoglobin (g/dL)
x [100-hematocrit (%)]

Table 1  Separation time and % hemolysis at the end of storage of LPRCs-120 and LPRCs-240

Parameters
Separation times (seconds) %hemolysis (at the end of storage)

LPRCs-120

N = 16

LPRCs-240

N = 12

LPRCs-120

N = 16

LPRCs-240

N = 12

Average 102.81 166.92 1.18 0.25

Maximum 120 239 2.51 0.83

Minimum 80 131 0.40 0.07

Table 2  The number of hemolyzed samples and hemolysis rate detected by visual inspection and analysis of 

% hemolysis at the end of storage

Parameters
Number of hemolyzed samples (units)

LPRCs-120

N = 966

LPRCs-240

N = 100

Visual inspection at day 3 16 (1.66 %) 12 (12.00 %)

% hemolysis > 0.8 (at the end of storage) 12 (1.24 %) 1 (1.00 %)
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ทั้งนี้จากการด�ำเนินโครงการพัฒนางานอย่างต่อเนื่องเพื่อลด

ปัญหาการเกิด hemolysis ใน LPRC โดยการปรับความเร็วใน

การบีบของเครื่องบีบแยกเพื่อเพิ่มระยะเวลาในการบีบแยกให้เหมาะ

สม การลดแรงกระท�ำต่อเม็ดเลือดแดงจากการหยิบจับถุงเลือดในขั้น

ตอนต่างๆ ระหว่างการผลิต การลดอัตราการหักข้อต่อที่ไม่สมบูรณ์ 

และการปรับขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของสายถุงและขั้วถุง LPRC 

ให้สัมพันธ์กัน ส่งผลให้อัตราการส่งคืน LPRC จากฝ่ายจ่ายโลหิตฯ 

เนื่องจาก hemolysis ลดเหลือเพียง 0.18% ตั้งแต่เดือนมกราคม 

พ.ศ. 2562 และเหลือเพียง 0.04% ในเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2562 

ดังแสดงใน Table 3

วิจารณ์

การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาตัวอย่าง LPRC ที่ส่งคืนจากฝ่าย

จ่ายโลหิต เมื่อตั้งไว้ในห้องเย็นนาน 3 วัน และพบว่ามี hemolysis 

ซึ่งพบว่าการผลิต LPRC โดยใช้การบีบแยกด้วยเครื่องบีบแยกส่วน

ประกอบโลหิตอัตโนมัติระบบ top and bottom ที่ใช้เวลาในการ

บีบแยกระหว่าง 80 ถึง 120 วินาที มีค่าเฉลี่ย % hemolysis สูง

กว่า LPRC ที่ใช้เวลาในการบีบแยกระหว่าง 121 ถึง 240 วินาที 

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ จากผลการศึกษานี้ สรุปได้ว่าไม่ควรใช้

เวลาในการบีบแยกน้อยกว่า 120 วินาที

อย่างไรก็ตาม LPRC ที่ใช้เวลาในการบีบแยกที่เหมาะสมตาม

การศึกษาของ Gkoumassi E และคณะ คืออยู่ระหว่าง 240 ถึง 

360 วินาที11 ยังพบ hemolysis ได้ ซึ่งอาจเกิดจากเหตุปัจจัยอื่นๆ 

เช่น ความหลากหลายและการตั้งค่าของเครื่องบีบแยกแต่ละรุ่น และ

คุณสมบัติของถุงบรรจุโลหิตแต่ละบริษัท ซึ่งส่งผลให้อัตราการเกิด 

hemolysis ไม่สอดคล้องกับ Gkoumassi E และคณะ และผล

การศึกษานี้ จากข้อมูลการท�ำ process validation กระบวนการ

ผลิตส่วนประกอบโลหิตด้วยระบบ top and bottom โดยใช้เครื่อง

บีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติของบริษัท Kawasumi รุ่น 

KL-521 กับถุงบรรจุโลหิตที่ผลิตโดยศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 

(NBC) เมื่อเดือนกันยายน พ.ศ. 2561 พบว่า LPRC ที่บีบแยก

ระหว่าง 241 ถึง 360 วินาที มีค่าเฉลี่ย % hemolysis ณ วัน

หมดอายุ เท่ากับ 0.51% กลับสูงกว่า LPRC ที่บีบแยกระหว่าง 

121 ถึง 240 วินาที ซึ่งมีค่าเฉลี่ย % hemolysis ณ วันหมดอายุ 

Table 3  The number of hemolyzed LPRC returned from Blood and Blood Product Distribution Department during 

January 2018 to July 2019

Period
Hemolyzed LPRC

(units)

Total LPRC

(units)
Hemolysis rate (%)

January 2018 431 35,262 1.22

February 2018 305 33,181 0.92

March 2018 487 38,015 1.28

April 2018 1,082 36,474 2.97

May 2018 1,120 34,316 3.26

June 2018 1,476 37,106 3.98

July 2018 2,000 39,585 5.05

August 2018 868 42,574 2.04

September 2018 468 35,891 1.30

October 2018 356 38,741 0.92

November 2018 243 35,100 0.69

December 2018 389 36,299 1.07

January 2019 63 35,193 0.18

February 2019 28 34,377 0.08

March 2019 60 38,486 0.16

April 2019 43 32,254 0.13

May 2019 22 34,438 0.06

June 2019 11 35,921 0.03

July 2019 16 36,582 0.04
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เท่ากับ 0.27% นอกจากนี้ จากข้อมูลการท�ำ process validation 

กระบวนการผลิตส่วนประกอบโลหิตด้วยระบบ top and bottom 

โดยใช้เครื่องบีบแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติและถุงบรรจุโลหิต

ของบริษัท JMS เมื่อเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2561 พบว่า LPRC ที่

บีบแยกระหว่าง 80 ถึง 120 วินาที มีค่าเฉลี่ย % hemolysis ณ 

วันหมดอายุ เป็น 0.51% ซึ่งเท่ากับ LPRC ที่บีบแยกระหว่าง 121 

ถึง 240 วินาที แต่กลับพบว่า LPRC ที่มีค่า % hemolysis ณ 

วันหมดอายุ สูงที่สุดคือ 1.83% บีบแยกโดยใช้เวลา 165 วินาที 

ดังแสดงใน Table 4

นอกเหนือจากระยะเวลาที่ใช้ในการบีบแยกส่วนประกอบโลหิต

แล้ว จากการวิเคราะห์สาเหตุการเกิด hemolysis ในโครงการพัฒนา

งานอย่างต่อเนื่องเพื่อลดปัญหาการเกิด hemolysis ใน LPRC พบ

ว่ายังมีปัจจัยอีกหลายอย่างที่เกี่ยวข้องและส่งผลต่อการเกิด hemo-

lysis เช่น การหยิบจับถุงโลหิตและส่วนประกอบโลหิตในขั้นตอน

ต่างๆ ที่ท�ำให้เกิดแรงกระท�ำต่อเม็ดเลือดแดงภายในถุง ความไม่

สมบูรณ์ของการหักข้อต่อ (breakable pin) ที่ขั้วถุง LPRC ท�ำให้

ขณะบีบแยกโลหิตด้วยระบบ top and bottom เกิดแรงกระท�ำต่อ

เม็ดเลือดแดงที่ไหลผ่านขั้วดังกล่าว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

สายถุงและขั้วถุง LPRC ไม่สัมพันธ์กัน กล่าวคือ ขนาดของสายถุง

ใหญ่กว่าขนาดของขั้วถุง ท�ำให้เกิดความดันขณะเม็ดเลือดแดงไหล

สู่ขั้วที่มีขนาดเล็กลง และถูกแรงกระท�ำ เป็นต้น ซึ่งจากการด�ำเนิน

โครงการพัฒนางานอย่างต่อเนื่องดังกล่าว ส่งผลให้อัตราการส่งคืน 

LPRC จากฝ่ายจ่ายโลหิตและผลิตภัณฑ์ เนื่องจาก hemolysis 

ลดลงอย่างเห็นได้ชัด

ความส�ำเร็จในการแก้ไขปัญหาการเกิด hemolysis ดังที่กล่าว

มาแล้วนั้น นอกจากจะเป็นการเพิ่มคุณภาพ ลดปริมาณการจ�ำหน่าย

ทิ้ง และมูลค่าการสูญเสียของส่วนประกอบโลหิตชนิด LPRC แล้ว 

ยังถือเป็นการเพิ่มปริมาณ LPRC ให้เพียงพอต่อความต้องการของ

ผู้ป่วยอีกด้วย ซึ่งที่ผ่านมาศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติได้เพิ่มปริมาณ

การผลิต LPRC ขึ้นอย่างต่อเนื่อง แทนการผลิต PRC ซึ่งมี WBC 

ปนเปื้อนปริมาณมาก ทั้งนี้เพื่อป้องกันการเกิดผลข้างเคียงต่างๆ 

จากการรับเลือดเนื่องจาก WBC เช่น FNHTR, HLA alloim-

munization และการติดเชื้อ CMV นอกจากนี้ LPRC ยังเป็น

ทางเลือกส�ำหรับผู้ป่วยธาลัสซีเมีย หรือผู้ป่วยที่ได้รับการท�ำ stem 

cells transplantation ซึ่งจ�ำเป็นต้องได้รับส่วนประกอบโลหิตชนิด

ที่เป็น leuko reduction แต่ไม่สามารถหาเลือดชนิดดังกล่าวได้

จากข้อมูลในการศึกษานี้ยังพบว่า การประเมินการเกิด hemo-

lysis จากสีของ supernatant ด้วยสายตาในวันที่ 3 หลังการเจาะ

เก็บนั้นอาจไม่แม่นย�ำเพียงพอ และไม่สอดคล้องกับค่า % hemo-

lysis ณ วันหมดอายุ กล่าวคือ จากการประเมินด้วยสายตา พบว่ามี 

LPRCs-120 เกิด hemolysis จ�ำนวน 16 ยูนิต แต่มีเพียง 12 ยูนิต 

ที่มีค่า % hemolysis ณ วันหมดอายุ ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานของ 

Council of Europe (> 0.8%) เช่นเดียวกับ LPRCs-240 ซึ่งจาก

การประเมินด้วยสายตา พบว่าเกิด hemolysis จ�ำนวน 12 ยูนิต 

แต่มีเพียง 1 ยูนิต ที่มีค่า % hemolysis ณ วันหมดอายุ ไม่ผ่าน

เกณฑ์ ดังแสดงใน Table 2 จะเห็นว่าการประเมิน hemolysis 

ด้วยสายตามีความคลาดเคลื่อนถึง 25% และ 75% ตามล�ำดับ ใน

ทางกลับกัน LPRC ที่พบว่าไม่เกิด hemolysis จากการประเมิน

ด้วยสายตาซึ่งไม่มีข้อมูลการตรวจ % hemolysis ณ วันหมดอายุ 

อาจพบว่า % hemolysis ไม่ผ่านเกณฑ์ได้ นอกจากนี้ การประเมิน

ด้วยสายตาท�ำในวันที่ 3 หลังวันที่เจาะเก็บ ส่วนการตรวจวิเคราะห์

หาค่า % hemolysis ท�ำ ณ วันหมดอายุ ซึ่งไม่ได้ท�ำที่ช่วงเวลา

Table 4  % hemolysis at the end of storage of LPRC separated between 80 to 120, 121 to 240 and 241 to 360 seconds

Separation period (seconds) 80 - 120 121 - 240 241 - 360

Kawasumi KL-521 automated separator with NBC blood bags

N - 11 15

Average % hemolysis at the end 

of storage

- 0.27%

(min. 0.17%, max. 0.50%)

0.51%

(min. 0.18%, max. 2.26%)

Average separation time 

(seconds)

- 213.91

(min. 184, max. 235)

254.47

(min. 241, max. 271)

JMS automated separator with JMS blood bags

N 9 18 -

Average % hemolysis at the end 

of storage

0.51%

(min. 0.21%, max. 1.32%)

0.51%

(min. 0.13%, max. 1.83%)

-

Average separation time 

(seconds)

112.11

(min. 101, max. 118)

140.00

(min. 121, max. 215)

-
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เดียวกัน อีกทั้งเกณฑ์มาตรฐานของ Council of Europe ก�ำหนด

ให้พิจารณาตัดสินการเกิด hemolysis จากค่า % hemolysis ณ 

วันหมดอายุ จึงไม่อาจสรุปได้ว่าในวันที่ 3 หลังการเจาะเก็บ LPRC 

มี % hemolysis เท่าใด และผ่านเกณฑ์หรือไม่

จากการศึกษาของ Ana-Maria Simundic และคณะ ในปี 

ค.ศ. 2009 ที่เปรียบเทียบความแม่นย�ำของการประเมิน hemo-

lysis ใน serum specimen ด้วยสายตา (visual detection) 

กับการใช้เครื่องอัตโนมัติ (automated detection) พบว่าการ

ประเมินตัวอย่างด้วยสายตามีความน่าเชื่อถือต�่ำกว่าการใช้เคร่ือง

อัตโนมัติ13 เนื่องจากความไม่แม่นย�ำของการประเมิน hemolysis 

ด้วยสายตาดังกล่าว ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2560 ฝ่ายผลิตส่วน

ประกอบโลหิตจึงทดลองน�ำแถบสีมาตรฐานระบบสีของ Pantone 

หรือ Pantone Matching System (PMS) มาใช้ในการเทียบสี

ของ supernatant ใน LPRC ที่ได้รับคืนจากฝ่ายจ่ายโลหิตและ

ผลิตภัณฑ์ เพื่อประเมินระดับความแรงของการเกิด hemolysis 

ทั้งนี้ Pantone เป็นมาตรฐานของระบบสีที่ใช้กันแพร่หลายมากที่สุด

ในงานพิมพ์ ซึ่งผู้พิมพ์รายใดก็ตามที่ใช้ระบบ Pantone ในการ

พิมพ์จะได้สีของสิ่งพิมพ์เหมือนกันและไม่ผิดเพี้ยน จากการเก็บ

ข้อมูลเกี่ยวกับสีของ supernatant ใน LPRC ดังกล่าว จ�ำนวน 

15 ยูนิต หลังจากตั้งไว้ให้เม็ดเลือดแดงตกตะกอนในห้องเย็นที่

อุณหภูมิ 1-6 ํC แล้วใช้แถบสีมาตรฐาน Pantone เทียบสีของ 

supernatant ทุกสัปดาห์ ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 ถึงสัปดาห์ที่ 5 พบ

ว่าเมื่อเวลาผ่านไปสีของ supernatant มีอัตราการเพิ่มความเข้มที่

แตกต่างกัน ซึ่งอาจสันนิษฐานได้ว่าอัตราการแตกของเม็ดเลือดแดง

ใน LPRC แต่ละยูนิตมีความแตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม กลับพบ

ว่าค่า % hemolysis ณ วันหมดอายุ ไม่สอดคล้องกับระดับความ

เข้มของสีที่เทียบได้จากแถบสีระบบ Pantone กล่าวคือ LPRC ที่

มีระดับความเข้มสูงกลับมีค่า % hemolysis ต�่ำกว่า LPRC ที่มี

ระดับความเข้มต�่ำ ความไม่สอดคล้องกันดังกล่าวอาจเนื่องมาจาก

ค่า % hemolysis ที่แปรผันตามสัดส่วนของ hemoglobin และ 

% hematocrit ใน LPRC แต่ละยูนิต ซึ่งเมื่อน�ำไปค�ำนวณใน

สูตรการหาค่า % hemolysis แล้วอาจไม่แปรผันตามระดับความ

เข้มของสี supernatant นอกจากนี้ อาจมีปัจจัยด้านทักษะในการ

เทียบสีโดยใช้แถบสีระบบ Pantone ที่ต้องใช้สายตามนุษย์ซึ่งมี

ความคลาดเคลื่อนในการประเมินเช่นเดียวกัน

ด้วยข้อจ�ำกัดต่างๆ ในการประเมินระดับการเกิด hemolysis 

ดังกล่าว หากในอนาคตสามารถพัฒนาวิธีการประเมินเบื้องต้นได้ 

ไม่ว่าจะเป็นการใช้เครื่องตรวจอัตโนมัติหรือเครื่องมือวัดระดับสีที่มี

ประสิทธิภาพ รวมถึงการสร้างเกณฑ์มาตรฐานของ % hemolysis 

โดยไม่ต้องรอถึงวันหมดอายุ ก็จะท�ำให้ความคลาดเคลื่อนในการ

ประเมินลดลง ส่งผลให้ปริมาณการจ�ำหน่ายทิ้ง LPRC ลดลงได้

สรุป

การศึกษานี้พบว่า ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบีบแยกส่วนประกอบ

โลหิตเพื่อผลิต LPRC ควรอยู่ระหว่าง 120 ถึง 240 วินาที ทั้งนี้เพื่อ

ป้องกันการเกิด hemolysis ลดจ�ำนวนการจ�ำหน่ายทิ้งส่วนประกอบ

โลหิตชนิด LPRC ส่งผลให้มีส่วนประกอบโลหิตส�ำรองจ่ายให้แก่ผู้

ป่วยมากขึ้น และสามารถลดความเสี่ยงในการเกิดภาวะแทรกซ้อน

จากการรับโลหิตเนื่องจากการแตกของเม็ดเลือดแดงในผู้ป่วยได้

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์เกียรติคุณ แพทย์หญิงพิมล 

เชี่ยวศิลป์ ผู้จัดการระบบคุณภาพ ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 
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