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การ ทดสอบ ทาง หอง ปฏบิตั ิการ เกีย่ว กบั ปจจยั การ แขง็
ตัว ของ เลือด จําเปน ตอง มี standard plasma หรือ
calibration  plasma ซึง่ เปนพลาสมา ปกติ และ ใช สาํหรบั

การ สราง standard curve ใน การ วัด ระดับ FVIII:C
และ  แฟคเตอร อื่น ๆ  รวม ทั้ง การ ตรวจ screening 
coagulogram   ไดแก prothrombin  time (PT), acti-
vated  partial  thromboplastin time (PTT), throm-
bim  time  (TT) ก ็จาํเปน ตอง มพีลาสมาปกติ เปน nor-
mal  control  เพือ่ เปน การ ตรวจ สอบ ความ ถกู ตอง ของ น้าํ
ยา เครื่องมือ และ วิธีการ ทํา ใน แต ละ ครั้ง ทั้ง นี้ เพื่อ ให

นิพนธตนฉบับ
การ เปรยีบ เทยีบ คณุภาพ และ ความ คง สภาพ ของพลาสมาคน ปกติ
สาํหรบั การ ทดสอบ การ แขง็ ตวั ของ เลอืด

ผกาย มาศปณฑะดิษ ,สุกัญญาโชตศุภการย, อุ มา พร อุดมทรัพยา กุล, วีระ ศักดิ์ศาสน กุล
และ  อํา ไพ วรรณ จวน สัมฤทธิ์*
 สํานักงาน วิจัย คณะ ฯ, * ภาควิชา กุมาร เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร โรงพยาบาล รามาธิบดี

บท คดั ยอ:  ได ทาํ การ ศกึษา คณุภาพ และ ความ คง สภาพ ของ normal pooled plasma (NP) โดย ใช การ ทดสอบ acti-
vated  partial thromboplastin time (APTT) และ การ ตรวจ factor VIII clotting activity (FVIII: C) เปน เครือ่ง
ชี ้วดั NP นี ้เตรยีม จาก เลอืด คน ปกต ิชาย 5 คน หญงิ 5 คน ที ่ม ีคา coagulogram ปกติ เกบ็พลาสมาไว ที ่ตู แช แขง็
-15 Cํ, -30 Cํ และ -70 ํC โดย วิธี แช แข็ง ธรรม ดา และ วิธี แช แข็ง อยาง รวด เร็ว (snap freeze) ที่ เวลา 1, 2, 4, 6, 8,
10 และ 12 สัปดาห นําตัว อยางมา ทดสอบ APTT และ F VIII:C ผล การ ศึกษา APTT พบ วา NP ที ่เกบ็ -15 Cํ, -
30 Cํ และ -70 ํC โดย แช แข็ง ธรรม ดา เก็บ นาน 12 สัปดาห มี ความ เปลี่ยน แปลง (%CV) เทากับ 14.2, 5.0, 4.2 ตาม
ลาํดบั และ โดย วธิี snap freeze ได คา % CV 11.4, 6.6, 3.3 ตาม ลาํดบั ผล ของ FVIII:C พบ วา ที ่เกบ็ -15 Cํ, -30 Cํ
และ  -70 Cํ โดย แช แขง็ ธรรม ดา และ วธิี snap freeze เกบ็ นาน 12 สปัดาห มี %CV มาก กวา 10%   สรปุ   ได วา NP ที่
เตรยีม เอง เมือ่ นาํ มา ใช เปน normal control สาํหรบั APTT ถา เกบ็ ที่ -30 Cํ และ -70 Cํ ยงั ใชได ด ีเพราะ มี %CV นอย
กวา 10 ทัง้ ที ่เกบ็ โดย แช แขง็ ธรรม ดา และ วธิี snap freeze แต นาํ ไป ใช เปน standard plasma ใน การ ทาํ FVIII:C activity
ไม ได เนือ่ง จาก คา %CV มาก กวา 10
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ไดผล การ ตรวจ ที ่ถกู ตอง เชือ่ถอื ได
Standard plasma นี ้สามารถ ซือ้ จาก บรษิทั ผลติ น้าํ

ยา  หรอื เตรยีม เอง จาก normal pooled plasma1 (NP)
โดย เตรยีม จาก เลอืด คน ปกติ ชาย และ หญงิ จาํนวน เทากนั
อยาง นอย 10 คน ที ่ม ีคา coagulogram ปกติ หลงั การ
ปน แยก เลือด เก็บ พลาสมา ใน ตู แช แข็ง -15 Cํ, -30 ํC
และ -70 ํC เก็บ โดย วิธี แช แข็ง ธรรม ดา และ วิธี snap
freeze  หลงั จาก เกบ็ พลาสมา เปน เวลา นาน 12 สปัดาห นาํ
มา ตรวจ คณุภาพ และ ความ คง สภาพ ของ พลาสมา  โดย ใช
APTT และ FVIII:C เปน ตัว ชี้ วัด ถา NP นี้ ไม มี การ
เปลี่ยน แปลง มาก สามารถ นํา มา ประยุกต ใช ใน โรงพยา
บาล ประจาํ จงัหวดั ได เปน การ ประหยดั คา normal con-
trol  plasma ที่ ตอง ซื้อ จาก บริษัท ที่ ผลิต น้ํา ยา จาก ตาง
ประเทศ

วตัถปุระสงค
1. เพือ่ เปรยีบ เทยีบ คณุภาพ (quality) NP ที ่เตรยีม

เอง  เก็บ ที่ อุณหภูมิ -15 Cํ, -30 Cํ และ -70 ํC โดย การ
แช แขง็ ธรรม ดา และ วธิี snap freeze เกบ็ ไว นาน 1, 2,
4, 6, 8, 10, 12 สัปดาห ใช การ ทดสอบ APTT และ
FVIII:C  เปน ตวั วดั

2. ศึกษา ความ คง สภาพ (stability) ของ NP เมื่อ
เกบ็ ไว นาน 12 สปัดาห

วสัด ุและ วธิกีาร
1. การ เตรยีม NP เจาะ เลอืด จาก คน ปกติ ผูชาย 5

คน ผูหญงิ 5 คน คน ละ 30  มล. โดย วธิี two syringe
technique  ใส เลอืด ใน tube I, II, III ที ่มี buffer cit-
rate  1, 1 และ 0.3มล. ตาม ลาํดบั

Tube I plastic tube ขนาด 15 มล. ใส เลือด 9
มล., tube II plastic tube ขนาด 15 มล. ใส เลอืด 9
มล.  และ tube III plastic tube ขนาด 12 x 75มม.
ใส เลอืด 2.7 มล. แช หลอด เลอืด ใน น้าํแขง็ ตลอด เวลา
นาํ หลอด เลอืด tube III มา ปน แยกพลาสมา และ ตรวจ

คา coagulogram (PT, APTT)พลาสมาคน ที่ มี คา
coagulogram ปกติ จะ ถกู นาํ มา เตรยีม เปน NP ดวย วธิี
ตอไป นี้

 วธิ ีที่ 1 Tube I
1.1 Citrated blood 10 มล.
1.2 ปน ครั้ง ที่ 1ที่ 5,000 rpm 10 นาที 4 ํC

โดย ใช  refrigerator centrifuge แยก พลาสมา ใส หลอด
พลาสตกิ

1.3 ปน ครั้ง ที่ 2ที่ 6,000 rpm 10 นาที แยก
พลาสมา ใส plastic tube

1.4 นาํ พลาสมา มา pool รวม กนั
1.5 แบง พลาสมา เปน aliquot ละ 1 มล. snap

freeze ดวย น้าํ แขง็ แหง ผสม  acetone หลงั จาก พลาสมา
แขง็ ตวั แลว นาํ ไป เกบ็ ที่ -70 Cํ, -30 Cํ และ -15 Cํ code
A,  B, C ตาม ลาํดบั

วธิ ีที่ 2 Tube II
2.1 Citrated blood 10 มล.
2.2 ปน 3,500 rpm นาน 10 นาที ที่ อุณหภูมิ

หอง โดย ใช table centrifuge ธรรม ดา
2.3 แยก พลาสมา  นาํ มา pool รวม กนั
2.4 แบง พลาสมา เปน aliquot ละ 1 มล. นาํ ไป

เกบ็ ที่ -70 Cํ, -30 Cํ และ -15 ํC code D, E, F  ตาม
ลาํดบั

2. การ ทดสอบ APTT และ F VIII:C
 ทกุ 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 สปัดาห นาํ sample A,

B, C, D, E, F มา ทดสอบ APTT2, FVIII:C3 ดวย
เครือ่ง  Coagulometer ACL Automated โดย ใช cali-
bration  plasma ของ Instrumentation laboratory 
เปน reference plasma และ ใช FVIII deficiency
plasma ของ คนไข เปน substrate

3. นํา ผล มา วิเคราะห ทาง สถิติ ดวย คาเฉลี่ย สวน
เบีย่งเบน มาตรฐาน สมัประสทิธิ ์ของ ความ ผนั แปร (coef-
ficient  of variation - CV) และ วเิคราะห ความ แตก ตาง
ระหวาง อุณหภูมิ -15 Cํ, -30 ํC และ -70 ํC ของ คา
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APTT  และ FVIII ดวย ANOVA with repeated
measurement4 and multiple comparison by SNK
test

ผล การ ศกึษา
 ได ทาํ การ ศกึษา รวม 6 ชดุ (case)
1. ผล การ ทดสอบ APTT แสดง คา mean, SD

และ  CV ของ NP ชดุ เดยีว กนั เกบ็ ที่ 1, 2, 4, 6, 8, 10
และ  12 สปัดาห แสดง ใน ตาราง ที่ 1 สรปุ ได วา NP ที่
เกบ็  -15 Cํ, -30 Cํ และ -70 ํC โดย วิธี แช แข็ง ธรรม ดา
เกบ็ ไว นาน 12 สปัดาห คา CV ของ APTT เทากบั 14.2,
5.0 และ 4.2 ตาม ลาํดบั และ โดย วธิ ีแช แขง็ อยาง รวด เรว็
คา  CV ของ APTT เทากับ 11.4, 6.6 และ 3.3 ตาม
ลาํดบั  แสดง วา การ เกบ็ ที่ -70 Cํ ทัง้ โดย วธิ ีแช แขง็ ธรรม
ดา และ แขง็ อยาง รวด เรว็ เมือ่ เกบ็ ไว นาน 12 สปัดาห คา
CV ของ APTT ม ีการ เปลีย่น แปลง นอย มาก

2. ผล การ ทดสอบ FVIII:C คา mean, SD และ
CV  ของ NP ชดุ เดยีว กนั เกบ็ ไว นาน 12 สปัดาห แสดง
ใน ตาราง ที่ 1 สรปุ ได วา NP ที ่เกบ็ -15 Cํ, -30 ํC และ
-70 ํC โดย วิธี แช แข็ง ธรรม ดา คา CV เทากับ 25.8,

19.8  และ 17.1 ตาม ลาํดบั และ โดย วธิ ีแช แขง็ อยาง รวด
เร็ว คา CV เทากับ 28.3, 18.3, และ 17.6 ตาม ลําดับ
แสดง วา NP นี ้ไม เหมาะสม สาํหรบั การ ทาํ F VIII:C เพราะ
CV > 10%

3. เปรียบ เทียบ ความ แตก ตาง ระหวาง การ แช แข็ง
แบบ ธรรม ดา   และ การ แช แข็ง แบบ รวด เร็ว ที่ อุณหภูมิ
ตางกัน ปรากฏ วา คา APTT และ FVIII บาง คา มี ความ
แตก ตาง อยาง มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ แต สวน ใหญ ไม มี
ความ แตก ตาง อยาง ม ีนยั ทาง สถติิ แสดง ใน ตาราง ที่ 2

4. เปรียบ เทียบ ความ แตก ตาง ระหวาง การ แช แข็ง
แบบ ธรรม ดา และ การ แช แขง็ แบบ รวด เรว็ ที ่อณุหภมู ิเดยีว
กนั คอื -15 Cํ, -30 Cํ และ -70 ํC ให ผล ไม แตก ตางกัน

วิจารณ
การ ทดสอบ เกีย่ว กบั การ แขง็ ตวั ของ เลอืด จาํเปน ตอง

ม ี normal control เปน ตวั ควบคมุ วา การ ทดสอบ ทกุ ครัง้
ถกู ตอง เชือ่ถอื ได การ ใช normal control ของ บรษิทั
ผูผลิต น้ํา ยา สะดวก สําหรับ ผูใช แต ราคา คอน ขาง แพง
ราคา ประมาณ 300-400 บาท ตอ 1 มล. ( รา คา  พ.ศ.
2544)  ซึ่ง เมื่อ เปด ขวด ใช จะ มี อายุ การ ใช งาน ประมาณ 

APTT  (second)
Snap freeze : Mean ±   SD

% CV
Non snap freeze : Mean ±  SD

% CV
FVIII (%)

Snap freeze : Mean  ±  SD
% CV

Non snap freeze : Mean ±  SD
% CV

ตาราง ที่ 1  คา mean, SD, % CV ของ APTT และ FVIII แยก ตาม วธิกีาร แช แขง็ เกบ็ นาน  12สปัดาห
-15 ํC -30 ํ  C -70 ํC

39.0 ± 4.4
11.4

42.2 ± 5.9
14.2

75.0 ± 21.2
28.3

70.5 ± 18.2
25.8

36.9 ± 2.4
6.6

36.0 ± 1.8
5.0

90.1 ± 16.5
18.3

90.8 ± 17.9
19.8

33.9 ± 1.1
3.3

34.0 ± 1.4
4.2

99.3 ± 17.4
17.6

104.3 ± 17.85
17.1
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1 วนั   ใน ภาวะ การณ ปจจบุนั ที ่เศรษฐกจิ บาน เรา ไม ดี การ
เลอืก ใช NP ที ่เตรยีม เอง เปน control เปน ทาง เลอืก อกี
วธิ ีหนึง่ ที ่ประหยดั และ ม ีคณุภาพ NP  นี ้สามารถ เตรยีม
ได เอง จาก คน ปกติ อยาง นอย 10 คน เก็บ ที่ ตู แช แข็ง -
30 Cํ หรอื -70 Cํ เกบ็ นาน 12สปัดาห คา APTT ม ีการ
เปลี่ยน  แปลง (CV) นอย กวา 5% แสดง วา มี คุณภาพ ดี
เหมาะสม สาํหรบั เปน normal control ได และ สามารถ
นาํ ไป ใช กบั การ ทดสอบ prothrombin time, thrombin
time, การ ทาํ mixing test, การ assay factor VIII/IX
inhibitor  แต ไม เหมาะสม ที่ จะ นํา ไป ใช เปน standard
plasma  ใน การ assay FVIII:C activity เนือ่ง จาก เมือ่
เก็บ แช แข็ง ไว นานๆ FVIII:C ซึ่ง เปน labile factor จะ
สญูเสยี activity ได งาย

NP ที ่เตรยีม เอง นี ้เสยี คาใชจาย นอย มาก อาจ จะ เสยี
คา อาหาร วาง สาํหรบั ผู บรจิาค คา น้าํแขง็ แหง สาํหรบั ทาํ
snap   freeze 30 บาท ตอ 1 กก. และ คา acetone แต
หอง ปฏบิตั ิการ จาํเปน ตอง ม ีตู แช แขง็ -30 Cํ หรอื -70 ํ C
การ เตรยีม NP ครัง้ หนึง่ จะ เกบ็ ได นาน 12 สปัดาห ใน
ตู แช แขง็ -30 Cํ หรอื -70 ํC คา ใช จาย ประมาณ 5 บาท/
1 มล.  แต ถา เก็บ ที่ -15 ํC เก็บ ได เพียง 1-2 สัปดาห

เทานั้น
ขอ ด ีของ NP ที ่เตรยีม เอง คอื ประหยดั คาใชจาย ชวย

ลด เงนิตรา ตาง ประเทศ การ เตรยีม ไม ยุง ยาก และ เตรยีม
ครัง้ หนึง่ เกบ็ ที่ -30 Cํ หรอื -70 ํC ได นาน 12 สัปดาห

สรปุ
1. คุณภาพ (quality) ของ NP ที่ เตรียม เอง เก็บ ที่

อุณหภูมิ  -15 Cํ, -30 ํC และ -70 ํC โดย การ แช แข็ง
ธรรม ดา  และ วิธี snap freeze เก็บ ไว นาน 12 สัปดาห
เมือ่ ทดสอบ APTT ปรากฏ วา ที่ -30 Cํ และ -70 ํC ทั้ง
วิธี แช แข็ง ธรรม ดา และ วิธี snap freeze คา APTT
เปลีย่น แปลง นอย มาก เหมาะสม จะ นาํ ไป ใช เปน normal
control  ใน การ ทาํ screening coagulogram ทกุ ชนดิ
แต ไม เหมาะสม ที ่จะ นาํ ไป ใช เปน standard plasma ใน
การ ทดสอบ FVIII:C activity เพราะ คา FVIII:C เปลีย่น
แปลง ไป รวด เรว็ ไม คงที่

2. ความ คง สภาพ (stability) ของ NP โดย การ แช
แขง็ ธรรม ดา และ วธิี snap freeze นาน 12 สปัดาห เกบ็
ที่ -15 ํC คา CV > 10%, เก็บ ที่ -30 ํC คา CV 5.0-
6.6%,   เกบ็ ที่ -70 Cํ คา CV 3.3-4.2% แสดง วา การ เกบ็

APTT (second)
Snap freeze : Mean   ±   SD
Non snap freeze : Mean ±   SD

FVIII (%)
Snap freeze : Mean  ±  SD
Non snap freeze : Mean  ±  SD

ตาราง ที่ 2  เปรยีบ เทยีบ คา mean ของ APTT และ FVIII ระหวาง การ แช แขง็ แบบ ธรรม ดา และ   แบบ รวด เรว็ ที ่อณุหภมูิ
ตางกนั ที ่เวลา 8สปัดาห

-15 ํC -30 ํC -70 ํC

41.6 ± 0.7
39.7 ± 2.6

82.5 ±  20.2
86.5 ± 25.1

38.9 ± 3.4
35.8a ±  2.2

93.5 ±  31.8
101.3 ±  27.8

34.1b ± 1.1
33.6bc ± 1.9

95.8 ±  21.2
109.5b ±  23.7

a อณุหภมูิ -30 ํC แตก ตาง อยาง มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ กับ อุณหภูมิ -15 ํC
b อณุหภมูิ -70 ํC แตก ตาง อยาง มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ กับ อุณหภูมิ -15 ํC
c อณุหภมูิ -70 ํC แตก ตาง อยาง มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ กับ อุณหภูมิ -30 ํC
* ระดบั นยั สาํคญั ทาง สถติ ิที่ p - value < 0.05
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The Quality and Stability of Normal Pooled Plasma for
Coagulation Test

Pakaimas Bintadit, Sukunya Chotsupakarn, Umaporn Udomsubpakul,
Werasak Sasanakul,and  Ampaiwan Chuansumrit*.
Research Center, *Department of Pediatrics, Faculty of Medicine and Ramathibodi Hospital,
Rama VI Road, Bangkok, Thailand.

Abstract: The quality and stability of normal pooled plasma (NP) were tested by activated partial
thromboplastin  time (APTT) and assay factor VIII clotting activity (FVIII:C), by using commercial
calibration  plasma as a standard plasma. NP was prepared from 5 males and 5 females who have
normal  coagulogram. NP was kept in aliquots at -15 Cํ, -30 Cํ and -70 Cํ by normal freezing and snap
freezing. These samples were tested APTT and FVIII:C at 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 weeks.  After 12
weeks the coefficient of variation (CV) of APTT at -15 Cํ, -30 Cํ and -70 Cํ by normal freezing is 14.2,
5.0 and 4.2 percent respectively and by snap freezing technic CV is 11.4, 6.4 and 3.3 percent
respectively. The CV of FVIII:C at -15 Cํ, -30 Cํ and -70 Cํ by normal freezing and snap freezing are
more than 10 percent. The conclusion of this study found that home made NP kept at -30 Cํ and
-70 ํC by normal and snap freezing is suitable to use as normal control for APTT since CV is less
than 10 percent. This NP can be kept 12 weeks at both -30 Cํ and -70 Cํ. However, NP is not good
to  be standard plasma for FVIII:C assay since CV is changed more than 10 percent.
Key Words :  Normal pooled plasma Activated  partial thromboplastin time Factor  VIII
Thai   J   Hematol   Transf   Med  2001;11:149-53.
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