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Neonatal alloimmune thrombocytopenia (NAIT) เปน

ความผิดปกติสืบเนื่องจากทารกมีเกล็ดเลือดในกระแสเลือดต่ำ�ซึ่ง

เปนผลจากมารดาสรางแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดของทารก หญิง 

ตั้งครรภที่มีแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดชนิด IgG จะสามารถผานรก

และเขาสูกระแสโลหิตของทารกในครรภทำ�ใหเกิด antenatal และ 

neonatal thrombocytopenia ได  ซึ่งพยาธิสรีระวิทยาคลายกับ

การเกิด hemolytic disease of the fetus/newborn (HDF/N)  

ทารกจะมีหมูของเกล็ดเลือดที่ถายทอดมาจากบิดาซึ่งแตกตางจาก

มารดาและ เกล็ดเลือดของทารกในครรภจะกระตุนระบบภูมิคุมกัน

ของมารดาใหสราง platelet alloantibody แลวแอนติบอดีนี้จะผาน 

รกมาที่กระแสเลือดของทารกในครรภมีผลทำ�ใหเกล็ดเลือดของทารก

ถูกทำ�ลาย ความชุกของการเกิด NAIT พบไดแตกตางกัน การศึกษา

โดยการตรวจกรองแอนติบอดีในหญิงตั้งครรภชาวคอเคเชียนพบ 

อัตราการเกิด NAIT ประมาณ 1:1,000- 1:2,000 ของการคลอดมี

ชีวิต (live births) และเปนสาเหตุหลักของการเกิด  intracranial  

hemorrhage จาก thrombocytopenia ของทารก1-8   การเกิด 

NAIT พบในทารกครรภแรกไดถึงรอยละ 50-60 และอาการมัก

จะหายเองใน 2-3 สัปดาหหลังคลอด9-10  อาการมีไดหลายระดับ

ตั้งแตไมมีอาการจนถึงมีภาวะเลือดออกรุนแรงคือเกิด intracranial 

hemorrhage ซึ่งพบไดถึงรอยละ 10-30  และประมาณรอยละ 

50 จะเกิดขึ้นกับทารกขณะอยูในครรภ2,9-10  ในทารกครรภตอมาก็

เกิด NAIT ไดเชนกันโดยระดับความรุนแรงอาจเทาเดิมหรือรุนแรง 

กวาครรภแรก  การทดสอบเพื่อวินิจฉัย NAIT เปนปญหาอยาง

หนึ่งเพราะไมไดทำ�กันแพรหลายและเทคนิคในการตรวจคอนขาง 

ซับซอน ในมารดาที่เคยมีทารกเปน NAIT และตองการมีบุตรอีก

ควรไดรับการทดสอบหาแอนติบอดีตอเกล็ดเลือด  หมูของเกล็ด

เลือดมีหลายระบบเชน human leukocyte antigen (HLA) class 

I  และ human specific platelet antigens (HPA-1 – HPA-

15) ระบบที่เกี่ยวของกับการเกิด NAIT สวนใหญจะเปนระบบ 

HPA   ชนิดแอนติบอดีที่เปนสาเหตุสำ�คัญในการเกิด NAIT ใน

นิพนธตนฉบับ
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จารุพร  พรหมวงศ และ จรินทร  บัวแกว
หนวยคลังเลือดและเวชศาสตรบริการโลหิต  ภาควิชาพยาธิวิทยา  คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

บทคัดยอ :  Neonatal alloimmune thrombocytopenia (NAIT) เปนความผิดปกติที่ทารกมีเกล็ดเลือดในรางกายต่ำ�ซึ่งเปนผล

มาจากมารดาสรางแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดของทารก เนื่องจากทารกมีหมูเกล็ดเลือดที่ถายทอดจากบิดาซึ่งแตกตางจากมารดาจึงเกิด 

alloimmunisation ของระบบ human specific platelet antigen (HPA)  ดังนั้นจึงไดศึกษาความชุกของการเกิด NAIT ในทารก

ไทยในภาคใตที่โรงพยาบาลสงขลานครินทรและศึกษาเทคนิคที่เหมาะสมในการตรวจหาแอนติบอดีตอเกล็ดเลือด โดยไดศึกษายอนหลัง 

4 ปในทารกแรกคลอดที่มีเกล็ดเลือดต่ำ�และสงตรวจแอนติบอดีตอเกล็ดเลือด  เทคนิคการตรวจแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดใช  วิธี solid 

phase red cell adherent assay (SPRCA) และ flow cytometry     จากการศึกษาพบความชุกการเกิด NAIT เทากับ 1:11,529 

(รอยละ 0.009) ของทารกคลอดมีชีวิต  ในชวงเวลาศึกษามีทารกที่ไดรับการสงตรวจแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดทั้งหมด 9 ราย และมี 

1 รายที่ตรวจพบแอนติบอดี    พบวาเทคนิค flow cytometry ตรวจวินิจฉัยผูปวย NAIT ไดมากกวาวิธี SPRCA  อัตราการเกิด 

NAIT ในทารกชาวไทยพบต่ำ�มากแตก็ใกลเคียงกับการศึกษาอัตราการเกิดที่พบในทารกชาวบริติชและชาวไอริช  เนื่องจากภาวะแทรก

ซอนจากการเกิด NAIT มีความรุนแรงไดหลายระดับตั้งแตมีอาการเล็กนอยจนถึงมีเลือดออกในสมอง  ดังนั้นการวินิจฉัยดวยเทคนิค

การทดสอบที่มีความไวสูงและการรักษาที่รวดเร็วจะชวยทำ�ใหทารกมีอัตราพิการและเสียชีวิตลดลง
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ชาวคอเคเชียนคือ anti-HPA-1a โดยในประชากรคอเคเชียนพบ

มีหมู HPA-1a negativeประมาณรอยละ 2  หญิงตั้งครรภที่

มีหมูเกล็ดเลือด HPA-1a negative และตั้งครรภทารกที่มีหมู 

HPA-1a positive จะมีการสราง platelet alloantibody พบ

ประมาณรอยละ 1011-12  ความชุกของการเกิด NAIT ในทารกชาว

ไทยยังไมชัดเจนเนื่องจากขอจำ�กัดในการตรวจสืบคนในหองปฏิบัติ

การที่ทำ�ไดไมกี่แหงในประเทศไทย เทคนิคการทดสอบแอนติบอดี

ตอเกล็ดเลือดมีหลายเทคนิคที่มีการใชแพรหลายในหองปฏิบัติการ

ตางๆ เชน solid phase red cell adherent assay (SPRCA), 

flow cytometry, enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA), monoclonal antibody-specific immobilization 

of platelet antigens (MAIPA) เปนตน13-16 ซึ่งแตละเทคนิค

ก็มีขอดีแตกตางกัน  การทดสอบดวย MAIPA เปนเทคนิคที่มี

ความไวสูงและถือวาเปนวิธีมาตรฐานในปจจุบันแตวิธีการคอนขาง

ซับซอน การตรวจดวย ELISA ก็มีชุดตรวจสำ�เร็จรูปที่สามารถ

ซื้อไดจากตางประเทศแตควรตรวจพรอมกันทีละหลายรายและอาจ

ไมคุมกับหองปฏิบัติการที่มีผูปวยจำ�นวนไมมาก  สวนการตรวจ

ดวยเทคนิค SPRCA และ flow cytometry คอนขางเหมาะสม 

เทคนิคไมซับซอนและราคาไมสูงมากเกินไป

วัตถุประสงค

เพื่อศึกษาอัตราการเกิด NAIT ในทารกชาวไทยในภาคใตของ

ประเทศไทยและเพื่อศึกษาเทคนิคการตรวจวินิจฉัย NAIT

วิธีการศึกษา

ไดรวบรวมขอมูลที่บันทึกทารกที่สงตรวจเพื่อสืบคนสาเหตุ

การเกิด neonatal thrombocytopenia ในชวงป พ.ศ. 2549-

2552 ในหนวยคลังเลือดและเวชศาสตรบริการโลหิต โรงพยาบาล

สงขลานครินทร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซึ่งทารกทุกรายที่

สงตรวจมีอาการทางคลินิกที่เขาไดกับ NAIT และผานการปรึกษา

กับแพทยเวชศาสตรบริการโลหิต  ทารกทุกรายไดรับการตรวจ

กรอง platelet alloantibody ในซีรัมมารดาและตรวจ platelet 

crossmatching ระหวางซีรัมของมารดากับเกล็ดเลือดของบิดาดวย

เทคนิค  SPRCA หรือ SPRCA และ flow cytometry

การทดสอบ platelet antibody 

ตัวอยางการทดสอบโดยใชเลือดมารดา clotted blood และ 

ACD anti-coagulated blood (ACD blood) อยางละ 6 มิลลิลิตร 

(มล.) และเลือดบิดา ACD blood 6 มล.  การทดสอบประกอบ 

ดวยการตรวจกรอง platelet alloantibodies ทั้งชนิด HLA และ 

HPA antibodies โดยใชซีรัมมารดาทดสอบกับเกล็ดเลือดของ

ผูบริจาคเลือดทั่วไปหมูเลือด O จำ�นวน 4-6 ราย (untreated และ 

chloroquine treated platelet panels) และการทำ� platelet 

crossmatching โดยใชซีรัมของมารดาทำ�ปฏิกิริยากับเกล็ดเลือด 

ของบิดา ในทุกการทดสอบมี HLA antibody positive control 

ซึ่งเตรียมจากซีรัมผูปวยที่มี platelet refractoriness จาก HLA 

alloimmunisation และ HPA antibody positive control (anti-

HPA-1a) ซึ่งไดรับจากศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย

และ negative control serum เตรียมจากซีรัมผูบริจาคโลหิตชาย

หมูเลือด AB ที่ตรวจกรองแลวไมมี red cell irregular antibody, 

HLA และ HPA antibodies (ตรวจดวยวิธี lymphocytotoxicity 

และ SPRCA ตามลำ�ดับ) และใชเกล็ดเลือดมารดาเปน autologous 

control

วิธีการเตรียม platelet suspension สำ�หรับการทดสอบ โดย

เตรียมจาก ACD blood 6 มล. ของเลือดผูบริจาคทั่วไป (platelet 

panels) เลือดของบิดาและ autologous platelet จากเลือดมารดา 

ดังตอไปนี้

1.	 การเตรียม platelet suspension เพื่อการทดสอบวิธี 

SPRCA  

	 1.1	 Untreated platelets  panel เตรียมโดยนำ�เลือด

มาปนที่ 500 x g เปนเวลา 10 นาที แยก platelet rich plasma 

ออกแลวนำ�มาแชแข็งที่อุณหภูมิ -70o เซลเซียส (ซ.) นานอยางนอย 

1 ชั่วโมง นำ�มาละลายแลวปนลาง 3 ครั้งดวยสารละลาย 0.2% 

BSA ใน 0.9% NaCl (washing solution) ที่ 1,000 x g นาน 

4 นาที และ fix platelet  ดวย 1% paraformaldehyde นาน 5 

นาที ลาง 3 ครั้งแลวปรับความเขมขนใหไดประมาณ 1x108 เซลล

ตอมล. 

	 1.2	 Chloroquine treated platelets panel เพื่อกำ�จัด 

HLA antigen ออกจากเกล็ดเลือดใหเหลือเฉพาะหมู HPA  เตรียม

โดยนำ� platelets ที่ผานการแชแข็งและลาง 3 ครั้งที่เตรียมในขอ 

1.1 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร (มคล.) incubate กับ 0.2 M 

chloroquine disulphate 2 มล. ที่อุณหภูมิหอง (25-27 ํซ.) 

นาน 30 นาทีแลวปนลาง 3 ครั้งดวย washing solution  จาก

นั้น fix ดวย 1% paraformaldehyde นาน 5 นาที  ลาง 3 ครั้ง

ดวย washing solution  แลวปรับความเขมขนใหไดประมาณ 

1x108 เซลล/มล.

2.	 การเตรียม platelet suspension เพื่อการทดสอบวิธี 

flow cytometry

	 2.1	 Untreated platelets panel เตรียมจาก ACD blood 

โดยนำ�มาปนที่ 500 x g เปนเวลา 10 นาที แยกเอา platelet rich 

plasma มาปนลาง 3 ครั้งดวย washing solutionที่ 1,000 x 
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g นาน 4 นาที แลว fix ดวย 1% paraformaldehyde นาน 5 

นาที ปนลางอีก 3 ครั้งแลวปรับความเขมขนใหไดประมาณ 1x108

เซลล/มล.

	 2.2	 Chloroquine treated platelets panel นำ� untreated 

platelet suspension ในขอ 2.1 ปริมาณ 100 มคล. มา incubate  

กับ 0.2 M chloroquine disulphate 2 มล.ที่อุณหภูมิหองนาน 30 

นาทีแลวปนลาง 3 ครั้งจากนั้น fix ดวย 1% paraformaldehyde 

นาน 5 นาที   ปนลางอีก 3 ครั้งแลวปรับความเขมขนใหไดประมาณ 

1x108 เซลล/มล.

วิธีการทดสอบโดยวิธี SPRCA

ประยุกตจากวิธีของภาวิณีและคณะ17 และ Lown และคณะ18  

โดยการเคลือบ microtiter U plate ดวย antihuman thrombocyte 

ความเขมขน 20 มคก./มคล. incubateไวที่ 22 ํซ. นาน 2 ชั่วโมง   

จากนั้นลาง plate 3 ครั้งดวย 0.2% BSAใน PBS   ครั้งสุดทาย

ซับใหแหงแลวหยด platelet suspensions ทั้ง untreated และ 

chloroquine treated platelets panels ของผูบริจาคทั่วไป และ 

autologous platelets ของมารดา หลุมละ 50 มคล. และนำ� plate 

ไปปนที่ 1,700 x g นาน 2 นาที   กำ�จัด supernatant ทิ้งแลว 

incubate plate ไวที่ 37 ํซ. นาน 15 นาที   เมื่อครบเวลาลาง plate 

6 ครั้งและครั้งสุดทายซับใหแหง  จากนั้นหยดสารละลาย 1.9% 

glycine 100 มคล.และหยดซีรัมมารดาที่ตองการทดสอบ negative 

control และ positive controls (HLAและHPA antibodies) 

อยางละ 50 มคล.   จากนั้น incubate plateไวที่อุณหภูมิ 37 ํซ. 

นาน 15 นาที   เมื่อครบเวลาลาง plate 6 ครั้ง ครั้งสุดทายซับ

ใหแหงแลวเติม anti-human IgG 50 มคล.และตามดวย 0.4% 

red cell suspension (indicator cells) 50 มคล. ซึ่งเตรียมจาก

เม็ดเลือดแดงของผูบริจาค group O Rh positive ที่ sensitize 

ดวย anti-D  จากนั้นนำ� plate มาปนที่ 2,000 x g นาน 2 

นาที  การอานผลจะรายงานผลบวกเมื่อมีการกระจายตัวของเม็ด

เลือดแดงเต็มหลุม ผลลบเมื่อเม็ดเลือดแดงตกลงเปนเม็ดกระดุม 

ถาใหปฏิกิริยาบวกกับเกล็ดเลือดอยางนอย 2 ชนิดในแตละ panel  

แสดงวาผูปวยรายนั้นอาจมีแอนติบอดีตอเกล็ดเลือด

วิธีการทดสอบโดย Flow cytometry

ประยุกตจากวิธีของ International Institute for Biological 

Standards and Control (NIBSC), Keifel และคณะ19 และ 

Kohler และคณะ20 โดยใช untreated และ chloroquine treated 

platelet suspension  panels ของผูบริจาคและ autologous 

platelets ของมารดาอยางละ 50 มคล. นำ�มา incubate กับซีรัม

มารดาที่จะทดสอบ    negative control และ positive controls 

(HLA และ HPA antibodies) อยางละ 50 มคล.ที่อุณหภูมิ 37 ํซ. 

นาน 30 นาที  เมื่อครบเวลาปนลาง 3 ครั้งดวย washing 

solution โดยปนที่ 1,000 x g นานครั้งละ 4 นาที  จากนั้น

นำ�เกล็ดเลือดมา incubate กับ fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-conjugated (Fab)’2 fragment goat anti-human 

IgG (เจือจาง 1:50) ปริมาตร 50 มคล. และ phycoerythrin 

(PE) conjugated anti-CD41 mouse monoclonal antibody 

(แอนติบอดีตอ platelet antigen) ปริมาตร 5 มคล.  แลวนำ�ไป 

incubate ในที่มืดที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที  จากนั้นนำ�ไปปนลาง 

1 ครั้งแลว resuspend เกล็ดเลือดดวย washing solution 500 

มคล.  นำ�ไปวิเคราะหดวยเครื่อง flow cytometer (Cytomics 

FC500, Beckman Coulter, USA) โดยวิเคราะห 10,000 เซลล 

และ gate platelet จาก forward scatter x side scatter จาก

นั้นวิเคราะหปริมาณ FITC จาก platelets ที่ติดสี CD41PE (รูปที่ 

1)  ถาพบวา mean fluorescence intensity (MFI) ของ FITC 

มากกวา 25% เมื่อเทียบกับ negative control ถือวาใหผลบวก  

หากมีเกล็ดเลือดที่ใหผลบวกอยางนอย 2 ชนิดในแตละ panel 

แสดงวาผูปวยรายนั้นมีแอนติบอดีตอเกล็ดเลือด21

การตรวจ platelet crossmatching

เปนการทดสอบหาแอนติบอดีในซีรัมของมารดาวามีความ 

จำ�เพาะตอเกล็ดเลือดของบิดาหรือไม ซึ่งเปนตัวบงชี้วามารดาไดรับ

กระตุนการสรางแอนติบอดีตอหมูเกล็ดเลือดทารกสวนที่ไดรับจาก

บิดา การทดสอบเหมือนกับการตรวจกรองแอนติบอดีของมารดา   

เพียงแตใชเกล็ดเลือดของบิดาแทน platelet panels

การทดสอบเพื่อแยก HLA antibody และ HPA antibody 

การตรวจ platelet antibody ที่ไดผลบวกทั้งตอ untreated 

platelets และ chloroquine treated platelet panels  ซึ่งใน 

ซีรัมที่ตรวจอาจมี HPA antibody อยางเดียวหรืออาจมีทั้ง HLA 

และ HPA antibodies ก็ได  สามารถตรวจยืนยันชนิดของ HLA 

แอนติบอดีโดยวิธี standard lymphocytotoxicity13 และโดย

วิธี anti-HPA adsorption ซึ่งไดพัฒนาขึ้นเอง  วิธีการตรวจ 

anti-HPA antibody adsorption ทำ�โดยใชซีรัมมารดา 1 มล. 

incubate กับ chloroquine treated platelets ปริมาณ 0.5 มล.ที่

เตรียมจากเลือดผูบริจาคที่ใหผลบวกตอการตรวจแอนติบอดี   โดย 

incubate ที่อุณหภูมิ 37 ํซ. นาน 1 ชั่วโมง  เขยากลับหัวทุก 10 

นาที  เมื่อครบเวลานำ�ไปปนที่ 1,000 x g นาน 4 นาที  จากนั้นเก็บ 

supernatant ไวใชเปน adsorbed serum  นำ� adsorbed serum 

ที่ไดไปทดสอบซ้ำ�กับ untreated platelets และ chloroquine 

treated platelets ของบิดาตามวิธีการทดสอบ flow cytometry  

พรอมกับ negative control และ positive controls ควบคูกับ 

unadsorbed serum ของมารดา
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ผลการศึกษา

ชวงเวลาที่ศึกษาในป พ.ศ. 2549-2552 ในโรงพยาบาลสงขลา

นครินทรมีทารกที่ไดสงตรวจเพื่อวินิจฉัย NAIT จำ�นวนทั้งหมด 

9 รายจากทารกที่คลอดมีชีวิตทั้งหมด 11,529 ราย โดยสงตรวจ

จำ�นวนเฉลี่ย 1-4 ราย/ป  อาการแสดงของทารกมีทั้งภาวะเลือดออก

และไมมีเลือดออก  ผลตรวจเลือดในทารกพบ 7 รายจาก 9 รายมี

จำ�นวนเกล็ดเลือดต่ำ�กวา 50,000/ลบ.มม.  การตรวจหา platelet 

antibody สวนใหญตรวจดวยวิธี SPRCA ผลตรวจ platelet 

antibody ในเลือดมารดาโดยใช  platelets panels หมูเลือด O 

และ platelet crossmatching ระหวางซีรัมมารดาและเกล็ดเลือด

ของบิดา พบมีทารก 1 รายจากทั้งหมด 9 ราย ที่ผลตรวจ HPA 

platelet alloantibody positive โดยวิธี flow cytometry (ตาราง

ที่ 1, รูปที่ 1)   ผลการทำ� platelet crossmatching ระหวางซี

รัมมารดาและเกล็ดเลือดบิดาพบวา positive โดยเทคนิค flow 

cytometry (รูปที่ 2)  แตผลการตรวจเดียวกันนี้ใหผล negative 

ดวยเทคนิค SPRCA (ตารางที่ 2) ผลตรวจแยกชนิด platelet 

alloantibody ของ HPA และ HLA antibodies ในซีรัมมารดา

โดยวิธีการ adsorb anti-HPA ออก (รูปที่ 3, 4) โดยวิธี flow 

cytometry และการตรวจวิธี lymphocytotoxicity พบ HLA 

antibody negative ทั้งสองการทดสอบ

ตัวอยางอาการทางคลินิคของผูปวยที่มีผลตรวจสอดคลองกับ NAIT 

ทารกหญิงอายุ 22 วันสงตอมาจากโรงพยาบาลใกลเคียง

ดวยเรื่องเกล็ดเลือดต่ำ� เมื่อทารกอายุ 3 วันมีปญหาเกล็ดเลือด

ต่ำ� มีจุดเลือดออกตามแขนขา ตรวจเลือดพบ hematocrit (Hct) 

รอยละ 40.3  hemoglobin (Hb) 14.3 ก./ดล.  platelet count 

11,000/ลบ.มม.  ผูปวยไดรับ platelet concentrate 1 ยูนิต  

platelet count ขึ้นเปน 188,000/ลบ.มม. หลังจากนั้นทารกสบาย

ดีจึงไดกลับบาน  เมื่อทารกอายุ 19 วัน ทารกมีอาการทองอืด ถาย 

อุจจาระมีเลือดปน 3 ครั้ง จึงไดไปตรวจที่โรงพยาบาลใกลบานพบวา

มีเกล็ดเลือดต่ำ�และไดรับการรักษาดวย packed red cell (PRC) 

ตารางที่ 1  แสดงจำ�นวนทารกทั้งหมดที่คลอดมีชีวิตในโรงพยาบาลสงขลานครินทรในระหวางปพ.ศ. 2549-2552 และจำ�นวนทารกที่

สงตรวจเพื่อสืบคนภาวะ NAIT (pos: positive platelet alloantibody, neg: negative platelet alloantibody)

ป 

พ.ศ.

จำ�นวน

ทารกคลอด

มีชีวิต(ราย)

จำ�นวน

ทารกที่สง

ตรวจ(ราย)

อาการแสดงและ platelet count (plt./mm3)

เทคนิคที่ตรวจ ผลตรวจ 

platelet 

alloantibodies  

2549 2,672 1 1. Thrombocytopenia, plt. 46,000/mm3 SPRCA 

(สงตรวจ

ศูนยบริการ

โลหิตฯ)

1. neg

2550 2,886 2 1.Thrombocytopenia, low birth weight, 

plt.  41,000/mm3

2. Thrombocytopenia, jaundice, 

plt.  48,000/mm3

SPRCA 1. neg

2. neg

2551 2,883 4 1. Fetal distress,  intraventricular 

bleeding and death, plt 96,000/mm3

2. Thrombocytopenia, plt. 27,000/mm3

3. Thrombocytopenia, plt. 72,000/mm3

4. Thrombo cytopenia, plt. 22,000/ mm3

SPRCA 1. neg

2. neg

3. neg

4. neg

2552 3,088 2 1. Petichiae, gastrointestinal bleeding, 

plt. 32,000/mm3

2. Thrombocytopenia with sepsis?,  

plt.15,000/mm3

Flow 

cytometry และ 

SPRCA

1. pos by flow 

cytometry

2. neg

รวม 11,529 9 pos 1/9 ราย
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(D)  Chloroquine treated platelet vs NC

รูปที่ 1  แสดงผลการตรวจกรองแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดในซีรัมมารดาโดยใช target platelets จากผูบริจาค 4  ราย  (A)  แสดง

ผล dot plot ของ platelet gate  (B) Histogram แสดงผลจาก negative control (NC), HLA antibody positive control 

(PC1) และ HPA antibody positive control (PC2)  ทดสอบกับ untreated platelets (untreated) และchloroquine treated 

platelets (treated)    (C)  Histogram แสดงผลการทดสอบซีรัมมารดากับ untreated platelets panel (MFI เทากับ 85.66%, 

90.26%, 91.22% และ 91.65%) เปรียบเทียบกับ negative control  และ (D) Histogram แสดงผลการทดสอบระหวางซีรัมมารดา

กับ chloroquine treated platelet panel  (MFI  เทากับ 89.17%,  75.27%,  86.72% และ 96.27 %) เปรียบเทียบกับ negative 

control

(A)  Platelet gate (B)  Negative control (white),  HLA antibody (gray) และ 

HPA antibody  positive controls  (black)

(C)  Untreated platelet vs NC

transfusion 40 มล. antibiotic และ hydrocortisone 15 mg iv. 

ทุก 6 ชั่วโมงเปนเวลา 3 วัน   ผลตรวจเลือดของทารก complete 

blood count (CBC) ดังตารางที่ 3   เนื่องจากผูปวยมีเกล็ด

เลือดต่ำ�ตลอดจึงถูกสงตอมารักษาที่โรงพยาบาลสงขลานครินทร 

ทารกเปนบุตรคนแรกคลอดครบกำ�หนดดวยวิธีผาตัดหนาทองใน

โรงพยาบาลสงขลานครินทร น้ำ�หนักแรกคลอด 3,198 กรัมและ 

APGAR score 9,10  หลังคลอดทารกมีอาการปกติ  มารดาอายุ 

25 ปมีปญหาระหวางคลอดเปน severe preeclampsia และหลัง 

คลอดไดรับการวินิจฉัยเปน HELLP syndrome  ตรวจรางกายแรก

รับทารกเมื่ออายุ 22 วัน พบวา vital signs อยูในเกณฑปกติ ตรวจ

รางกายทั่วไปปกติ ไมพบตับมามโตและไมมีจุดเลือดออก ผูปวย

ไดรับไวรักษาในโรงพยาบาลและสงตรวจหา platelet antibody 

ผลการทดสอบพบมารดามีหมูเลือด A บิดามีหมูเลือด B ทารก

มีหมูเลือด AB และมีผลตรวจ direct antiglobulin test ใน 
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รูปที่ 2   แสดงผลการตรวจ platelet crossmatching  ระหวางซีรัมมารดากับเกล็ดเลือดของบิดา (A)  untreated platelets 

(contained  HLA and HPA antigens) เปรียบเทียบกับ negative control (NC) ไดผลpositive (MFI = 74.63%) และ (B) 

chloroquine treated platelets (contained only HPA antigens) เปรียบเทียบกับ negative control ไดผล  positive HPA 

alloantibody  (MFI = 78.64%)

(A)  Untreated platelets (black) vs NC (gray) (B)  Chloroquine treated platelets (black) vs NC (gray)

ตารางที่ 2  ผลการตรวจ platelet alloantibody ในซีรัมมารดาของทารกที่ผล NAIT positiveโดยใชเทคนิค SPRCA และ flow 

cytometry (pos: positive, neg: negative, NT: not tested)

Mother’s serum

การทดสอบ platelet alloantibody

Flow cytometry SPRCA

Untreated 

platelets 

Chloroquine 

treated 

platelets 

Untreated 

platelets

Chloroquine 

treated 

platelets

Unadsorbed  mother’s serum   

       - Random platelets

       - Father’s platelet 

(crossmatching)

       - Mother’s platelet 

(autologous)

pos

pos

neg

pos

pos

neg

neg

neg

neg

neg

neg

neg

HPA antibody  adsorbed  serum 

       - Random platelets

       - Father’s platelet 

(crossmatching)

neg

neg

neg

neg

NT NT

ทารกเปนลบ  ผลตรวจ indirect antiglobulin test ในมารดาเปนลบ   

ตรวจ platelet alloantibody ดวยเทคนิค SPRCAในซีรัมมารดาทั้ง 

HPA และ HLA alloantibodies screening ไดผลลบและ platelet 

autoantibody ไดผลลบ  การตรวจ platelet crossmatching 

ระหวางซีรัมมารดาและเกล็ดเลือดบิดาไดผลเปนลบ  ตรวจ platelet 

antibody ซ้ำ�ดวยเทคนิค flow cytometry กับ platelet panels 

พบ platelet alloantibody ในซีรัมมารดาไดผล positive ทั้ง 

treated และ untreated platelets panels (รูปที่1) และการ

ทำ� platelet crossmatching ระหวางซีรัมมารดาและเกล็ดเลือด 

บิดาดวยเทคนิค flow cytometry ไดผล positive (รูปที่ 2)  การ
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ตารางที่ 3  แสดงผล complete blood count ของผูปวยที่เปน NAIT

Age

(day)

Hb

g/dL

Hct 

%

White cells

/mm3

Pletelet

/mm3

PMN

%

Lymph

% 

Eo

%

Mono

%

Baso

%

Band

%

Meta

%

Myelo

%

13 14.3 40.3 19,500 11,000 42 45 4 6 1 - 1 1

      Post  platelet transfusion                180,000

20 13.2 33 13,200 17,000 15 70 4 4 2 5 - -

21 14.7 43 19,200 11,000 49 44 2 4 1 - - -

22 14.5 42 19,000 32,000 60 32 2 5 1 - - -

รูปที่ 3  แสดงผลการตรวจ anti-HPA adsorbed  serum ของมารดาโดยใชเกล็ดเลือดของบิดาเปน target cells  (A) untreated 

platelets (MFI = 4.97%)   และ (B)  chloroquine treated platelets (MFI = 8.06%) เปรียบเทียบกับ negative control (NC)

(A)  Untreated platelet (gray) vs NC (black) (B)  Chloroquine treated platelets (gray) vs NC (black)

รูปที่ 4  แสดงซีรัมของมารดาทำ�ปฏิกิริยากับ autologous platelets (A)  untreated autologous platelets (MFI =4.87%) และ(B)  

chloroquine treated autologous platelets (MFI =6.38%) เปรียบเทียบกับ negative control (NC)

(A)  Untreated platelets (gray) vs NC (black) (B)  Treated platelets (gray) vs NC (black)
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ตรวจแยกชนิด platelet alloantibodies โดยวิธี adsorb HPA 

antibody ออกดวย chloroquine treated platelets หลังจากนั้น

ตรวจซ้ำ�ดวย untreated platelets และ chloroquine treated 

platelets ของบิดา   ผลการตรวจไมพบ platelet alloantibody 

เหลืออยูแสดงวา platelet alloantibody เปนชนิด HPA antibody 

อยางเดียวและไมมี HLA antibody (รูปที่ 3) ผลการตรวจยืนยัน 

HLA antibody โดยเทคนิค  lymphocytotoxicity ระหวางซี

รัมมารดากับ mononuclear cells panel จากผูบริจาคเลือดชุด

เดียวกับ platelets panel  ซึ่งไดผล HLA antibody negative 

(ไมไดแสดงรายละเอียด) ผลตรวจ platelet autoantibody  ใน

มารดาพบวา negative ( รูปที่ 4 ) ทารกจึงไดรับการวินิจฉัยเปน 

neonatal alloimmune thrombocytopenia

วิจารณ

จากผลการศึกษาผูปวยยอนหลัง 4 ป  ที่โรงพยาบาลสงขลา

นครินทรพบทารกที่มี NAIT 1 รายจากการสงตรวจทั้งหมด 9 ราย

และในชวงเวลาที่ศึกษามีทารกที่คลอดมีชีวิต 11,529 ราย  คิดเปน 

อัตราการเกิด NAIT ในทารกชาวไทยในภาคใตประมาณ 1:11,529  

ตอการคลอดมีชีวิต (รอยละ 0.009)  การศึกษา NAIT ในทารก

ชาวไอริชที่มี thrombocytopenia และไดสงตรวจหา NAIT ก็พบ

อัตราการเกิดประมาณ 1:16,500 ตอการคลอดมีชีวิต3  การศึกษา

ที่เปน National Surveillance ในหญิงตั้งครรภในประเทศสหราช

อาณาจักรในชวงป ค.ศ. 2006-2008  รายงานการเกิด NAIT ใน

โรงพยาบาลทั่วประเทศโดยมี adjusted incidence 1.2 :10,000 

ของการคลอดมีชีวิต22  จะเห็นวาทั้งสองการศึกษานี้มีอัตราการ

เกิด NAIT ใกลเคียงกับที่พบในการศึกษาในโรงพยาบาลสงขลา

นครินทร    และคาที่ไดพบวาต่ำ�กวาอุบัติการณที่ไดจากการศึกษาโดย

การตรวจคัดกรองแอนติบอดีในหญิงตั้งครรภ ชาวคอเคเชียนที่พบ

ประมาณ 1:1,000-1:2,000 ของการคลอดมีชีวิตและแอนติบอดีที่เปน 

สาเหตุสวนใหญเกิดจาก anti-HPA-1a1-2,23-24,26  อุบัติการณที่พบ

แตกตางนี้อาจอธิบายไดวาขึ้นกับวิธีการศึกษาเพราะทารกที่สงตรวจ 

NAIT มักเปนทารกที่มีอาการและมี thrombocytopenia ชัดเจน

หรืออาจเรียกวา clinically detected NAIT  สวนการศึกษาในหญิง

ตั้งครรภที่พบอุบัติการณสูงถึง 1:1,000-1:2,000 เปน prospective 

study ที่ตรวจ platelet antibody screening ในหญิงตั้งครรภ   

และอาจเปนไปไดวามารดาที่มี platelet antibody และทารกอาจ

ไมไดสงตรวจทุกรายเชนทารกที่ไมมีอาการ เปนตน  อยางไรก็ตาม

การตรวจพบและการวินิจฉัยในประชากรไทยมีความเปนไปไดที่จะ

ต่ำ�กวาความเปนจริงซึ่งเกิดจากหลายปจจัยเชน แพทยอาจไมคำ�นึง

ถึงการเกิด NAIT ในทารกเพราะเปนภาวะที่ไมพบบอยจึงอาจไมสง

ตรวจ และสาเหตุของเกล็ดเลือดต่ำ�ในทารกแรกคลอดมีไดหลาย

สาเหตุที่อาจพบไดบอยกวา NAIT เชน sepsis, congenital 

infections, hypoxia secondary to perinatal asphyxia  or  

aspiration, congenital genetic syndrome, congenital 

leukemia, cyanotic congenital heart disease, maternal 

preeclampsia, maternal drug ingestion27  ปจจัยอื่นเชน 

มีหองปฏิบัติการที่ใหบริการตรวจมีจำ�นวนจำ�กัดในประเทศไทย

และเทคนิคการตรวจอาจไมไวพอโดยเฉพาะในการวินิจฉัยในราย

ที่มารดามีระดับแอนติบอดีต่ำ�มาก เชนเทคนิค SPRCA28-29 หรือ

แมแตเทคนิค flow cytometry ที่ใชในการศึกษานี้อาจมีความไว

สูงแตไมใชเทคนิคที่ไวที่สุดในการตรวจหา platelet antibody ถึง

แมจะมีการศึกษาสนับสนุนวา flow cytometry มีความไวใกลเคียง

กับเทคนิคมาตรฐานวิธี MAIPA19  อยางไรก็ตามมีการศึกษาที่แสดง

การใชเทคนิคมาตรฐาน MAIPA ที่มีความไวสูงในการตรวจวินิจฉัย 

NAIT ก็สามารถทำ�ใหเกิดผลลบลวงได  เพราะเมื่อใชเทคนิคที่พัฒนา

ขึ้นใหมเชนเทคนิค surface plasmon resonance technology 

ในการตรวจ NAIT ปรากฏวาไดผล platelet antibody positive 

ในขณะที่ MAIPA ใหผล negative30

ในการศึกษานี้พบวา flow cytometry ตรวจพบผูปวย NAIT 

ไดมากกวา SPRCA  ขอดีของการใช flow cytometry คือวิธีการ 

อานผลจะใชการวิเคราะหจากเครื่องมือซึ่งไดมาตรฐานดีกวา SPRCA 

ซึ่งอานดวยตามนุษยอาจทำ�ใหผลไมแมนยำ�ไดถาระดับแอนติบอดีไมสูง

มาก  โรงพยาบาลสงขลานครินทรเพิ่งเริ่มใหบริการตรวจ platelet 

alloantibody ดวยเทคนิค SPRCA เมื่อป พ.ศ. 25450-2551 และ

เริ่มตรวจดวยเทคนิค flow cytometry ป พ.ศ. 2552  ในทารกที่เปน 

NAIT รายนี้ผลการทดสอบสนับสนุนวาผูปวยเกิดภาวะนี้จาก HPA 

alloantibody ของมารดาอยางเดียวไมมี HLA antibody รวมดวย

เพราะผลตรวจ lymphocytotoxicity และ adsorbed anti-HPA 

serum ใหผล HLA antibody เปนลบ   นอกจากนี้ไดทดลอง

ทำ�การทดสอบพบวา ABO incompatibility ระหวางหมูเลือด

ของบิดาและมารดาไมมีผลตอการเกิดปฏิกิริยา cross reaction 

กับการทดสอบหา HPA และ HLA antibodies (ไมไดแสดงราย

ละเอียด) การจำ�แนกชนิดของ HPA alloantibody ในทารกที่มี

แอนติบอดีรายนี้ก็มีขอจำ�กัดเพราะไมมี known HPA platelets 

panel ในการตรวจแยก สวนการตรวจหาหมูเกล็ดเลือด HPA ใน

บิดาและมารดาซึ่งมีประโยชนแตไมสามารถทำ�ไดเพราะติดตามตัว

มาเจาะเลือดอีกไมได อยางไรก็ตามชนิดของแอนติบอดีที่เปนสาเหตุ

และความถี่ของการเกิด NAIT ในประชากรไทยอาจตางจากชาว

คอเคเชียนเพราะความถี่ของ HPA genotype มีความแตกตางกัน   

Anti-HPA-1a เปนสาเหตุของ NAIT ที่พบบอยในชาวคอเคเชียน 
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เมื่อพิจารณาจาก HPA gene frequency ในประชากรไทยโดย

ศึกษาในคนไทยภาคกลาง 500 ราย25 และคนไทยในภาคตะวันออก

เฉียงเหนือ 300 ราย31 พบวา HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, 

HPA-5, HPA-6 ในคนไทยทั้งสองภาคมีความใกลเคียงกัน โดย

พบ HPA-1b1b ในประชากรไทยเปนศูนย (หรืออาจจะพบไดต่ำ�

มากถาจำ�นวนประชากรที่ศึกษามากขึ้น) บงชี้วาการเกิด NAIT จาก 

anti-HPA-1a ไมนาจะมีหรือถามีก็นาจะต่ำ�กวาที่พบในชาวคอเค

เชียน  เมื่อพิจารณา HPA gene frequencyในประชากรญี่ปุน32 

เกาหลี33 เวียดนาม34 พบวามีความใกลเคียงกับคนไทยภาคกลาง

และภาคตะวันออกเฉียงเหนือซึ่งอาจจะพอสรุปคราวๆ วา HPA 

gene frequency ในประชากรมองโกลอยดสวนใหญนาจะมี

ความใกลเคียงกัน  สวนประชากรไทยภาคใตนาจะมี HPA gene 

frequency ใกลเคียงกับคนไทยภาคอื่นเชนกัน  เมื่อพิจารณาหมู 

HPA ที่นาจะเปนปญหาในประชากรไทยคาดวา HPA-3 นาจะเปน

ไปไดสูงเพราะมี HPA-3a และ HPA-3b homozygousไดสูงทั้ง 

2 genotypes และมีโอกาสจะไดรับ alloimunisation จากการตั้ง

ครรภหรือการให blood transfusion ไดงาย (HPA-3a3a พบรอ

ยละ 30.4, HPA-3a3b พบรอยละ 51.2 และ HPA-3b3b พบรอ

ยละ 18.4   HPA-3a gene frequency = 0.56, HPA-3b gene 

frequency = 0.44  ในการศึกษาในคนไทยภาคกลาง 500 ราย)
(25)   โอกาสที่มารดาเปน homozygous HPA-3a จะตั้งครรภบุตร

ที่มีหมู HPA-3b มีความถี่เปน 0.30 x 0.44 = 0.132 หรือรอยละ 

13.2 หรือมารดามีหมู homozygous HPA-3b จะตั้งครรภบุตรที่

มีหมู HPA-3a จะมีโอกาสพบ 0.18 x 0.56 =  0.10 หรือรอยละ 

10 ซึ่งเปนคาที่คอนขางสูง  แตอยางไรก็ตามความนาจะเปนก็อาจ

ไมสอดคลองกับผลการตรวจทางคลินิกที่พบเพราะไมคอยพบทารก

ที่มี neonatal thrombocytopenia  ในประชากรคอเคเชียนมี 

gene frequency ของ HPA-3a รอยละ 47-68 และ HPA-3b 

รอยละ 31-52 ซึ่งแนวโนมของ gene frequency เปนแบบเดียว

กับประชากรไทย  แตไมคอยพบมีรายงานปญหาของ NAIT ที่

เกิดจาก anti-HPA-3 ในประชากรคอเคเชียนมากนัก35  นอกจาก

นี้ anti-HPA-5b และ -2b อาจจะมีบทบาทในการเกิด NAIT 

ในประชากรไทยไดเพราะจากการศึกษาของ Kupatawintu และ

คณะ17  ซึ่งศึกษาในผูปวยชาวไทยที่มี thrombocytopenia สวน

ใหญพบเปน anti-HPA-5b และ -2b

ในครอบครัวที่มีประวัติทารกคลอดออกมาและมี platelet 

count <50,000 /ลบ.มม. ควรจะไดรับการสืบคนหาสาเหตุโดย

การตรวจกรองซีรัมมารดาหา  platelet specific antibody (HPA  

antibody) และ platelet  non specific antibody เชน HLA 

antibody ที่จำ�เพาะตอเกล็ดเลือดของบิดา  หรือตรวจหาชนิดของ

หมูเกล็ดเลือดของทั้งบิดาและมารดา10,36  ซึ่งการตรวจนี้คอนขาง

จะจำ�กัดในประเทศไทยเพราะมีหองปฏิบัติการไมกี่แหงที่ตรวจได 

(ปจจุบันหนวยคลังเลือดและเวชศาสตรบริการโลหิต โรงพยาบาล

สงขลานครินทรไดเปดบริการเฉพาะการตรวจกรองหา platelet 

antibody แตยังไมเปดบริการตรวจหมูเกล็ดเลือด HPA)  ใน

มารดาที่ตองการตั้งครรภอีกหลังจากคลอดทารกที่เปน NAIT การ

ตรวจหมูเกล็ดเลือดของบิดาจะมีประโยชนในการพยากรณการเกิด 

NAIT ในทารกในครรภตอไป อยางไรก็ตามในทารกที่มีความเสี่ยง

สูงตอการเกิด NAIT เชนมารดาเคยตั้งครรภทารกที่เปน NAIT 

และมารดามีแอนติบอดีตอเกล็ดเลือดของบิดา  การตรวจติดตาม 

platelet count ของทารกในครรภก็มีประโยชนโดยอาจจำ�เปนตอง

ทำ� cordocentesis ตั้งแตอายุครรภ 20 สัปดาหขึ้นไปและควร

ตองเตรียมเกล็ดเลือดใหพรอมที่จะใหทารกในครรภ (intrauterine 

platelet transfusion) เพราะทารกอาจมีเลือดออกจากภาวะ 

thrombocytopenia การรักษาอื่นเชนอาจพิจารณาให IVIG 

แกมารดารวมดวย

การเตรียมเกล็ดเลือดใหแกทารกในครรภ37 อาจเตรียมจากเกล็ด

เลือดของมารดาและมารดาควรผานการตรวจเชื้อตางๆ ที่อาจถาย

ทอดทางการใหเลือด หรืออาจเตรียมจากเกล็ดเลือดผูบริจาคทั่วไป

ซึ่งมีหมูเกล็ดเลือดไมตรงกับแอนติบอดีที่พบในมารดาและควรเลือก

เกล็ดเลือดที่มีพลาสมาเขาไดกับเม็ดเลือดแดงของทารก  ควรเปน 

irradiated platelet concentrate, CMV reduced risk หรือ  

leucocyte depleted platelet concentrate

การดูแลหลังคลอดในทารกที่มี NAIT โดยในระยะหลังคลอด

ทารกจะยังมี thrombocytopenia และมีความเสี่ยงที่จะเกิดภาวะ

เลือดออกสูงควรใหการรักษาเชน การให prophylaxis compatible 

platelet transfusion แกทารกแตถาหา compatible platelet 

ไมไดก็อาจพิจารณาให high dose IVIG แทน  ซึ่งถาการรักษา

ไดผลเกล็ดเลือดจะขึ้นเองภายใน 24-48 ชั่วโมง แตถาทารกมีภาวะ

เลือดออกและอยูในภาวะเรงดวนการใหเกล็ดเลือดทั่วไป (random 

platelet) ก็สามารถใหไดเชนกันโดยรวมกับการให IVIG ซึ่งจะ

ทำ�ใหเกล็ดเลือดของทารกเพิ่มเองไดเร็วขึ้น38

สรุป

ความชุกของ clinically detected neonatal  alloimmune 

thrombocytopenia ในทารกชาวไทยในภาคใตพบ 1:11,529 ของ

การคลอดมีชีวิต ซึ่งใกลเคียงกับที่พบในการศึกษาอื่นในสหราช

อาณาจักร การตรวจวินิจฉัยและการรักษา NAIT คอนขางซับซอน 

ควรเลือกใชเทคนิคที่มีความไวสูงในการตรวจวินิจฉัยเชน flow 

cytometry หรือ MAIPA  อัตราการเกิด NAIT ที่พบต่ำ�มาก
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อาจมีผลจากการที่แพทยไมไดคำ�นึงถึงหรือวินิจฉัยไดต่ำ�กวาความ

เปนจริง  การรักษาก็คอนขางซับซอนแตถาวินิจฉัยไดเร็วก็อาจชวย

ชีวิตทารกตั้งแตอยูในครรภได   การประสานงานระหวางสูติแพทย  

กุมารแพทย แพทยโลหิตวิทยาและแพทยเวชศาสตรบริการโลหิต

จะทำ�ใหสามารถวินิจฉัยโรคไดอยางรวดเร็วและเตรียมเกล็ดเลือด

ใหพรอมแกทารกลวงหนาไดและจะชวยลดอัตราพิการและเสียชีวิต

ในทารกที่มี NAIT 
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Prevalence and Diagnosis of Neonatal Alloimmune Thrombocytopenia  

using Flow Cytometry

Charuporn Promwong and Jarin Buakaew 
Blood Bank and Transfusion Medicine,  Department of Pathology,  Faculty of Medicine,  Prince of Songkla University,  Hatyai,  Songkhla , 

Thailand

Abstract : Neonatal alloimmune thrombocytopenia (NAIT) is a disorder in which the fetus or newborn has 

thrombocytopenia caused by maternal alloimmunisation against the newborn’s platelet antigens.  The newborn 

usually had platelet antigens inherited from the father and were not present in the mother’s platelet particularly 

the HPA system.  The prevalence of NAIT in Southern Thailand and techniques to detect platelet alloantibodies 

were investigated. The data records of NAIT investigation were retrospectively studied during the past 4 year 

in Songklanagarind Hospital.   The techniques used were solid phase red cell adherent assay (SPRCA) and flow 

cytometry. The results showed NAIT was detected in 1 out of 9 infants who were investigated. The prevalence 

of NAIT in Thai infants in our hospital was 1:11,529 (0.009%) of live births and flow cytometry detected more 

case of NAIT than that of SPRCA.  Prevalence of NAIT in this study was clinically detected and consistent with 

other studies in British and Irish infants. Complications of NAIT vary from mild symptoms to severe intracranial 

hemorrhage therefore a rapid diagnosis with high sensitivity testing and early management would reduce the 

morbidity and mortality rate of a fetus/newborn  affected with this condition.
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