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บทนำ�

ปจจุบันเทคนิคการตรวจหาแอนติบอดีของเม็ดเลือดแดงมี
หลายวิธี เชน Standard  tube test (STT) , Solid-phase 
technology และ Column agglutination technology (CAT) 
ซึ่งเปน plastic card มี 6-8 microtubes แตละ microtube 
ประกอบดวย chamber และ column ภายใน column มี Sephadex 
gel (ID - Card, DiaMed AG), Dextran gel (Diagnostic 
Grifols), glass beads (Ortho-Clinical Diagnostics) บรรจุ
อยูทำ�หนาที่เปนตัวกลาง กรองเม็ดเลือดแดงที่มีการจับกลุม และ
เปนตัวแยกระดับของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น หลักการเลือกวิธีการตรวจ

หาแอนติบอดีนั้นควรคำ�นึงถึงวิธีที่สามารถตรวจหาแอนติบอดีที่มี
ความสำ�คัญทางคลินิกไดดี เปนวิธีที่ไมยุงยาก ใชเวลาในการตรวจ
ไมนาน และราคาไมสูงเกินไป วิธีการตรวจหาแอนติบอดีที่เปนวิธี 
มาตรฐาน คือ Multiple phases antiglobulin standard tube 
test1  ซึ่งทดสอบปฏิกิริยาตอเนื่อง 3 ขั้นตอนไดแก ขั้นตอนแรก
ที่อุณหภูมิหอง (20-24oC) เพื่อตรวจหา IgM antibody  ขั้น
ตอนที่ 2 ที่อุณหภูมิ 37oC เพื่อตรวจหา warm IgM antibody 
และ/หรือ IgM cold antibody ที่ยังคงทำ�ปฏิกิริยาที่ 37oC ได  
antiglobulin phase สำ�หรับ IgG antibody และ/หรือ IgM 
cold antibody/complement ที่ยังคงเกิดปฏิกิริยา สวนวิธี CAT 
เปนวิธีทดสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีและแอนติเจนของเม็ด
เลือดแดงใน microtube  โดยใหแอนติบอดีในซีรัมทำ�ปฏิกิริยา
กับแอนติเจนของเม็ดเลือดแดงบนเจล 

ดวยปริมาณงานที่เพิ่มขึ้น คลังเลือด โรงพยาบาลขอนแกนไดนำ�

นิพนธตนฉบับ

แอนติบอดีตอเม็ดเลือดแดงในผูปวยรับโลหิตซึ่งตรวจดวยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

และวิธีเจล: การศึกษาเพื่อพัฒนางานบริการโลหิต

กัญญา  ดาวสี1  และ ยุพา  เอื้อวิจิตรอรุณ2

1ศูนยคลังเลือดกลาง โรงพยาบาลขอนแกน จังหวัดขอนแกน   2ศูนยวิจัยและพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการทางการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัย
ขอนแกน 

บทคัดยอ   ปจจุบันไดมีการนำ�เทคนิคเจลมาใชในการตรวจกรองแอนติบอดีอยางแพรหลาย วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษา
ความชุก ชนิดของแอนติบอดี และเปรียบเทียบผลการตรวจกรองแอนติบอดีในตัวอยางผูปวยรับโลหิตระหวางวิธี Standard tube test 
(STT) และวิธี Gel agglutination (DG Gel: Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain) ไดตรวจกรองแอนติบอดีในตัวอยางผูปวย
รับโลหิตโดยไมซ้ำ�ตัวบุคคล 750 ราย พบแอนติบอดีดวย วิธี STT 61 ราย (8.13%), DG Gel 55 ราย (7.33%) ตรวจพบแอนติบอดี
สอดคลองกันทั้ง 2 วิธี 54 ราย ใน 750 ราย ไดแก anti-Mia, anti-E, anti-P

1
, anti-Lea, anti-Leb, anti-Lea+Leb,  anti-Jka, 

anti-c, anti-E+anti-Mia, anti-E+anti-c, anti-Leb+anti-Mia, anti-E+anti-Fyb, anti-Lea+anti-P
1
 และ anti-Lea+Leb+anti-P

1
 

จำ�นวน 28, 6, 4, 3, 1, 1, 2, 1, 2, 2, 1, 1, 1 และ 1 ราย ตามลำ�ดับ  ตรวจพบแอนติบอดีดวย STT วิธีเดียว 7 ราย ไดแก anti-P
1
 

5 ราย และ anti-Lea 2 ราย  ใหผลบวกเฉพาะวิธี DG Gel 1 ราย พบเปน unidentified antibody  แอนติบอดีที่พบในผูปวย
ทั้ง 61 ราย ประกอบดวย anti-Mia รอยละ 50.82 (31 ราย)  anti-P

1 
รอยละ 18.03 (11 ราย)  Lewis antibodies รอยละ 16.39 

(10 ราย)  anti-E รอยละ 18.03 ( 11 ราย)  anti-c รอยละ 4.92 (3 ราย)  anti-Jka รอยละ 3.28 (2 ราย) และ anti-Fyb รอยละ 
1.64 (1 ราย)  วิธี DG Gel มีคา sensitivity, specificity, false positive, false negative, positive predictive valve (PPV), 
negative predictive valve (NPV) และ efficiency เปนรอยละ 98.2, 99.0, 1.8, 1.0, 98.2, 99.0 และ 98.9 ตามลำ�ดับ การศึกษา
นี้พบวา STT มีความไวสูงกวา DG Gel (p < 0.001)  โดยมีขอจำ�กัดในการตรวจหา anti-P

1
 และ Lewis antibodies บางตัว ซึ่ง

เปนแอนติบอดีที่พบไดบอยในประชากรไทย   เนื่องจากมีความชุกของหมูเลือด P
1
 negative สูงถึงรอยละ 77 และ Le(a-b-) รอยละ 

30  ถึงแม anti-P
1
 และ Lewis antibodies ถูกจัดเปนแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิกนอย แตในกรณีทำ�ปฏิกิริยาไดที่ 37 ํC 

ก็อาจเปนสาเหตุการเกิด transfusion complication ได 
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วิธีเจล (Gel Coombs card / LISS Coombs card : DG gel 
(Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain) ซึ่งภายใน column 
มี AHG reagent บรรจุอยู มาใชในการตรวจกรองแอนติบอดี 
ของผูปวย (antibody screening test) ที่ขั้นตอน antiglobulin 
phase  เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอหมูโลหิตชนิด IgG รวมกับ 
standard tube test ซึ่งทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะที่อุณหภูมิหอง 
และที่อุณหภูมิ 37oC เพื่อตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และใน
รายที่การตรวจคัดกรองแอนติบอดีใหผลบวก จะตรวจหาชนิดของ
แอนติบอดีในผูปวยบางรายเทานั้น

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการ
ตรวจกรองแอนติบอดีในตัวอยางผูปวยรับโลหิตที่โรงพยาบาล
ขอนแกนระหวาง วิธีเจล (DG gel: Diagnostic Grifols) และ
วิธีหลอดทดลองมาตรฐาน พรอมทั้งศึกษาความชุกและชนิดของ
แอนติบอดีในผูปวยรับโลหิต

วัสดุและวิธีการ

วัสดุ

1.	 ตัวอยางที่ศึกษา
ซีรัมของผูปวยที่เหลือจากการทดสอบประจำ�วัน จากผูปวย

ที่มีประวัติรับโลหิตครั้งที่ 2 ขึ้นไป และมีระยะเวลาหางจากการรับ
เลือดครั้งกอนหนา ไมนอยกวา 21 วัน ระหวางเดือนตุลาคม 2555 - 
มกราคม 2556 จำ�นวน 750 ตัวอยาง โดยเปนผูปวยที่ไมซ้ำ�รายกัน

2.	 เซลลและน้ำ�ยา ประกอบดวย
2.1	 Screening O1, O2 cells (Lot No : 55093, 55103, 

55110, 55120 และ 56010), Panel cells (Lot No : 55090, 
55100, 55110, 55120 และ 56010) ซึ่งมีแอนติเจนของหมูเลือด
ระบบตางๆที่สำ�คัญไดแก D, C, E, c, e, M, N, S, s, P

1
, Lea, Leb, 

Mia, Jk a, Jkb, Fya, Fyb, K, k, Dia, Dib และ Xga, Polyspecific 
antihuman globulin reagent, Coombs control cells ของ
ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย

2.2	 DG Gel (Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain.) 
ลักษณะเปน plastic card 8 หลุม มี polymerised dextran gel 
ทำ�หนาที่เปนตัวกลางบรรจุอยูใน column ประกอบดวย Neutral 
gel (ภายใน column บรรจุ polymerised dextran gel และ 
buffered salt solution ไมมี AHG reagent) และ LISS/Coombs 
gel ซึ่งภายใน column มี AHG reagent

2.3	 Typing antiserum ประกอบดวย commercial 
antisera ไดแก anti-P

1
, anti-Jka, anti-Jkb, anti-Fya, anti-

Fyb, anti-C, anti-e, anti-S, anti-s, anti- K, anti-k (DiaMed 
GmbH, Switzerland), anti-Lea, anti-Leb (LORNE LABS. 
LOWER EARLEY. RG6 4 UT, U.K.), anti-M, anti-N, anti-E, 
anti-c (ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย) และ anti-Mia 
ซึ่งไดจากพลาสมาของผูบริจาคโลหิต หมู AB ที่เก็บแชแข็งไวเปน 

aliquot 
3.	 เครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ WADiana Compact 

(Automatic analyser for gel cards), Diagnostic Grifols, 
Spain สำ�หรับการทดสอบดวยวิธี DG Gel

4.	 เครื่องลางเซลลอัตโนมัติ (Automatic cell washer) 
สำ�หรับการทดสอบดวยวิธี STT
วิธีการ

ทดสอบทั้งวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน (STT) และวิธี DG Gel 
ไปพรอมกัน โดยในการทดสอบดวยวิธี STT ไดใชเครื่องลางเซลล 
อัตโนมัติในขั้นตอน antiglobulin phase และอานผลดวยตาเปลา 
(macroscopic) ยกเวนที่ขั้นตอน antiglobulin ถาใหผลลบ จะ
ดูดวยกลองจุลทรรศน สวนวิธี DG Gel ทดสอบโดยใชเครื่อง
อัตโนมัติ (WADiana Compact automatic analyser) ตรวจ
ยืนยันชนิดแอนติบอดีที่พบ ดวยการทำ� red cell typing ดวย 
antiserum ชนิดเดียวกับแอนติบอดีที่ตรวจพบ ซึ่งไดผลเปนลบ
ทุกราย ดังรายละเอียด

1.	 การตรวจกรองแอนติบอดี (antibody screening)

	 1.1	Saline multiphase antiglobulin standard tube 
test 1 (STT)

1.2	DG Gel test (DG Gel)
1.2.1	 Neutral gel ใช 1% screening cell O1 และ 

O2 ที่ suspended ใน DG Gel LISS solution 50 µLโดยแยกเปน 
2 column และซีรัม 25 µL ใน DG Gel Neutral card incubate 
ที่ อุณหภูมิหอง 15 นาที ปนอานผลปฏิกิริยาการจับกลุม

1.2.2	 Coombs gel ใช 1% screening cell O1 
และ O2 ที่ suspended ใน DG Gel LISS solution 50 µL 
โดยแยกเปน 2 column และซีรัม 25 µL ใน DG Gel Coombs 
card incubate ที่ 37oC นาน 15 นาที ปนอานผลปฏิกิริยาการ
จับกลุม

2.	 การตรวจหาชนิดของแอนติบอดี (antibody identification) 
นำ�ซีรัมที่ใหผลบวกจากการตรวจกรองแอนติบอดีทั้ง 2 วิธี มาตรวจ
หาชนิดของแอนติบอดีโดยใช panel cells หากผลการตรวจกรอง
แอนติบอดีใหผลบวกทั้งสองวิธี จะตรวจหาแอนติบอดีดวย STT 
โดยใช ซีรัม 2 หยด ทำ�ปฏิกิริยากับ 3% Panel cells 1 หยด  แตถา
ผลการตรวจกรองแอนติบอดีใหผลบวกเฉพาะวิธีเจล จะตรวจหา
แอนติบอดี ดวยวิธีเจล

3.	 ตรวจยืนยันความถูกตองของชนิดแอนติบอดี โดยการหา
แอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงของผูปวยรายนั้น (red cell typing) 
ดวย known antiserum ระบบเดียวกับแอนติบอดีที่ตรวจพบ
โดยมี positive และ negative red cell control ทดสอบควบ
คูไปดวย

4.	 สถิติ ใชสถิติเชิงพรรณนา คำ�นวณความชุก (prevalence) 
ของการตรวจพบแอนติบอดีและชนิดแอนติบอดีในผูปวย เปนรอยละ 



แอนติบอดีตอเม็ดเลือดแดงในผูปวยรับโลหิตซึ่งตรวจดวยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานและวิธีเจล:
การศึกษาเพื่อพัฒนางานบริการโลหิต
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และวิเคราะหคานัยสำ�คัญทางสถิติดวย Z test และ Fisher’s Exact 
Test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กำ�หนดคานัยสำ�คัญที่ p < 0.05

การศึกษานี้ไดรับความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรม
การวิจัยในมนุษยมหาวิทยาลัยขอนแกน โดยยึดหลักเกณฑตาม
คำ�ประกาศเฮลซิงกิ (Declaration of Helsinki) และแนวทาง
การปฏิบัติการวิจัยทางคลินิกที่ดี (ICH GCP) ใหไว ณ วันที่ 14 
พฤศจิกายน พ.ศ. 2555 ลำ�ดับที่ 3.4.02: 48/2555 เลขที่ : HE552269 

ผลการศึกษา

ตัวอยางในการศึกษานี้ไดจากซีรัมของผูปวยไมซ้ำ�ตัวบุคคล 
มีประวัติรับโลหิตครั้งที่ 2 ขึ้นไป และมีระยะเวลาหางจากการรับ
เลือดครั้งกอนหนา ไมนอยกวา 21 วัน จำ�นวน 750 ราย อายุ
ระหวาง 1-93 ป คาเฉลี่ยอายุ 46.24 ± 23.10 ประกอบดวยเพศ
หญิง 361 ราย (48.13%) และเพศชาย 389 ราย (51.87%) ตรวจ
พบความชุกของแอนติบอดีระหวางเพศชายและเพศหญิง รอยละ 
6.68 และ 9.97 ตามลำ�ดับ ซึ่งไมพบความแตกตางอยางมีนัยสำ�คัญ
ทางสถิติ (p > 0.05)

Table 1 แสดงการเปรียบเทียบผลการตรวจพบแอนติบอดี
ในผูปวย ระหวางวิธี STT และ DG Gel พบแอนติบอดีดวยวิธี 
STT 61 ราย ใน 750 ราย (8.13%) วิธี DG Gel 55 ราย ใน 750 
ราย (7.33%) วิธี STT และ DG Gel (Coombs & Neutral) 
ใหผลบวกสอดคลองกัน 54 ราย และใหผลลบสอดคลองกัน 688 
ราย ใหผลบวกเฉพาะ STT 7 ราย และใหผลบวกเฉพาะวิธี DG 
Gel 1 ราย รวมตรวจพบแอนติบอดีทั้งหมด 62 ราย วิธี STT 
ตรวจพบแอนติบอดีไดมากกวาวิธี DG Gel อยางมีนัยสำ�คัญทาง
สถิติ (p < 0.001) 

วิธี DG Gel มีคา sensitivity, specificity, false positive, 
false negative, positive predictive valve (PPV), negative 
predictive valve (NPV) และ efficiency เปน 98.2%, 99.0%, 
1.8%, 1.0%, 98.2%, 99.0% และ 98.9% ตามลำ�ดับ

Table 2 แสดงการตรวจยืนยันชนิดของแอนติบอดีจำ�นวน 
62 ราย ที่พบในผูปวย ดวย วิธี STTและ DG Gel (Coombs 
& Neutral) ที่ใหผลบวกสอดคลองกัน 54 ราย ไดแก anti-Mia, 
anti-E, anti-P

1
, anti-Lea, anti-Leb, anti-Lea+Leb, anti-Jka, 

anti-c, anti-E+anti-Mia, anti-E+anti-c, anti-Leb+anti-Mia, 

anti-E+anti-Fyb, anti-Lea+anti-P
1
 และ anti-Lea+Leb+anti-P

1
 

จำ�นวน 28 (45.90%), 6 (9.84%), 4 (14.75%), 3 (8.19%), 1 
(1.64%), 1 (1.64%), 2 (3.28%), 1 (1.64%), 2 (3.28%), 2 
(3.28%), 1 (1.64%), 1 (1.64%), 1 (1.64%) และ 1 (1.64%) 
ราย ตามลำ�ดับ  แอนติบอดีที่ตรวจพบดวยวิธี STT อยางเดียว 
7 ราย ไดแก anti-P

1
 จำ�นวน 5 ราย และ anti-Lea  จำ�นวน 2 

ราย  สวนแอนติบอดีที่ใหผลลบตอ STT แตใหผลบวกกับ DG 
Gel 1 ราย พบเปน unidentified antibody 

Table 3 แสดงชนิดและความถี่ของแอนติบอดีที่ตรวจพบ
ในผูปวยรับเลือด 61 ราย จำ�แนกเปนแอนติบอดีทั้งหมด 7 ชนิด 
โดยพบ anti-Mia มากที่สุด  31 ราย (50.82%), anti-P

1
 11 ราย 

(18.03%), Lewis antibodies 10 ราย (16.39%), anti-E 11 
ราย (18.03%), anti-c 3 ราย (4.92%), anti-Jka 2 ราย (3.28%) 
และ anti-Fyb 1 ราย (1.64%)

Table 4 แสดงปฏิกิริยาของแอนติบอดีที่ตรวจพบเฉพาะ STT 
อยางเดียว แยกตามการเกิดปฏิกิริยาที่ขั้นตอนตางๆ ประกอบดวย 
anti-P

1
 5 ราย รายที่ 1 ทำ�ปฏิกิริยาทั้งสามขั้นตอน ใหคาความแรง

ของปฏิกิริยาเปน 3+, 2+ และ 1+ ตามลำ�ดับ รายที่ 2, 3, 4 ทำ�
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองและที่ 37oC ใหคาความแรงของปฏิกิริยา
เปน 1+ ทั้งสองขั้นตอน และรายที่ 5 ทำ�ปฏิกิริยาเฉพาะที่อุณหภูมิ 
หอง มีความแรงของปฏิกิริยาเปน 1+  สวน anti-Lea จำ�นวน 2 
ราย พบวา รายที่ 1 ทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองและที่ 37oC ใหคา
ความแรงของปฏิกิริยาเปน 1+ ทั้งสองขั้นตอน และ anti-Lea รายที่ 
2 ทำ�ปฏิกิริยาทั้ง 3 ขั้นตอน ใหคาความแรงของปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
หอง 37oC และ AHG เปน 1+, 1+ และ weakly positive (+w) 
ตามลำ�ดับ ซึ่งปฏิกิริยาทั้งหมดเปนปฏิกิริยาที่ไดจากการอานผลดวย
ตาเปลา โดยทุกรายใหผลบวกที่อุณหภูมิหอง 

วิจารณและสรุปผล

การศึกษานี้ไดตรวจหาแอนติบอดีทั้งสองวิธี โดยทดสอบไป
พรอมๆ กัน พบวาวิธี STT และวิธี DG Gel (Diagnostic Grifols 
gel: Coombs & Neutral) ใหผลบวกสอดคลองกัน 54 ราย และ
ใหผลลบสอดคลองกัน 688 ราย ใหผลบวกเฉพาะ STT 7 ราย 
และใหผลบวกเฉพาะวิธี DG Gel 1 ราย ซึ่งไมสามารถจะบอก
ไดวาเปน specific antibody หรือไม รวมตรวจพบแอนติบอดี

Table 1  Comparison of alloantibodies detected in transfused patients by STT and DG Gel

                  STT

DG Gel
Positive (cases) Negative (cases) Total (cases) p-value*

Positive 54 1** 55 (7.33%) <0.001
Negative 7 688 695

Total 61 (8.13%) 689 750
*Fisher’s Exact Test (Some cells have expected count less than 5.);  ** Unidentified antibody
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Table 2  Antibody specificities detected by STT and DG Gel

Specificity
STT+ 

Gel+

STT+

 Gel-

STT- 

Gel+

Total

(cases)
%

Single antibody

Anti-Mia 28 0 0 28 45.90
Anti-E 6 0 0 6 9.84
Anti-P

1
4 5 0 9 14.75

Anti-Lea 3 2 0 5 8.19
Anti-Leb 1 0 0 1 1.64
Anti-Lea+Leb 1 0 0 1 1.64
Anti-Jka 2 0 0 2 3.28
Anti-c 1 0 0 1 1.64

Multiple antibodies

Anti-E+anti-Mia 2 0 0 2 3.28
Anti-E+anti-c 2 0 0 2 3.28
Anti-Leb+anti-Mia 1 0 0 1 1.64
Anti- E+anti-Fyb 1 0 0 1 1.64
Anti-Lea+anti-P

1
1 0 0 1 1.64

Anti-P
1
+anti-Lea+Leb 1 0 0 1 1.64

Unidentified 0 0 1 1 1.64

Total (cases) 54 7 1 62 100

Table 3  Classification of single and multiple antibodies developed in 61 transfused patients

Antibody specificities Single 

antibody

Multiple 

antibodies

Total

No.          %

Anti-Mia 28 3 31 50.82
Anti-P

1
9 2 11 18.03

Lewis antibodies (anti-Lea, anti-Leb, anti-Lea+Leb) 7 3 10 16.39
Anti-E 6 5 11 18.03
Anti-c 1 2 3 4.92
Anti-Jka 2 0 2 3.28
Anti-Fyb 0 1 1 1.64

Total (cases) 53 8

Table 4  Thermal amplitude characteristic of 7 antibodies detected by STT only

Alloantibodies Total RT only RT + 37oC RT + 37oC + AHG
Anti-P

1
5 1a 3b 1c

Anti-Lea 2 0 1b 1d

Total (cases) 7 1 4 2
a = RT 1+;  b = RT 1+, 37oC 1+;  c = RT 3+, 37oC 2+, AHG 1+;  d = RT 1+, 37oC 1+, AHG w+
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ทั้งหมด 62 ราย วิธี DG Gel มีคา sensitivity, specificity, 
false positive, false negative, positive predictive valve 
(PPV), negative predictive valve (NPV) และ efficiency 
เปน 98.2%, 99.0%, 1.8%, 1.0%, 98.2%, 99.0% และ 98.9% 
ตามลำ�ดับ วิธี STT�������������������������������������������� �������������������������������������������มีความไวสูงกวาวิธี DG Gel อยางมีนัยสำ�คัญ
ทางสถิติ (p < 0.001)

ผลการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี STT 
และวิธี DG Gel นี้ใกลเคียงกับการศึกษาในป 2544 ศิริณา  พงศถิ่น
ทองงาม2  เปรียบเทียบการตรวจหาชนิดของแอนติบอดีระหวางวิธี
เจล (ID - Card, DiaMed AG) และวิธี STT พบวาทั้งสองวิธี
ไดผลสอดคลองกัน 27 ใน 34 ราย (79.4%) มีตัวอยาง 6 ราย ที่
ตรวจพบดวย STT อยางเดียว ไดแก anti-P

1
 1 ราย, anti-Lea 

1 ราย และ anti-Lea+Leb 4 ราย ใกลเคียงกับการศึกษาครั้งนี้พบ  
anti-P

1
 5 ราย และ anti-Lea 2 ราย  Eduardo Delaflor-Weiss 

และคณะ3  ไดนำ�วิธีเจล (ID - Microtyping system, Ortho 
Diagnostic Systems, Raritan, NJ) มาใชตรวจกรองแอนติบอดี
และหาชนิดแอนติบอดีในโรงพยาบาลชุมชน โดยเปรียบเทียบกับ
วิธี STT พบวาวิธีเจลมีความไว��������������������������������สูงกวา แตมีความจำ�เพาะต่ำ�กวา
วิธี STT แอนติบอดีบางระบบตรวจไมพบดวยวิธีเจล แตตรวจ
พบดวย STT เชน anti-I, anti-Lea  แอนติบอดีบางระบบตรวจ
พบดวยวิธีเจล แตตรวจไมพบดวยวิธี STT เชน anti-D, anti-E 
และ anti-c  แตกตางจากการศึกษาครั้งนี้ที่พบวาวิธี STT มีความ
ไวสูงกวาวิธี DG Gel (Diagnostic Grifols gel)

กฤษณา  เอื้อนอมจิตตกุล4  เปรียบเทียบการใชวิธีโพลีบรีน 
วิธีเจล (ID - Card, DiaMed AG), CAT ที่ใช glass bead เปน
ตัวกลาง (Autovue® innova) และ STT ในการตรวจกรองแอนติบอดี 
พบวาความไวของ STT มีคาสูงกวาวิธีอื่น ทั้งในแอนติบอดีกลุม
ที่มีความสำ�คัญทางคลินิกและกลุมที่ไมมีความสำ�คัญทางคลินิก

เทคนิคหลอดทดลองมาตรฐานแอนติโกลบูลิน (Multiple phase 
antiglobulin standard tube test)1 เปนวิธีมาตรฐานที่ทำ�ไดงาย 
ใชเครื่องมือพื้นฐานที่มีอยูในหองปฏิบัติการ และราคาไมแพง อาน
ผลไดทั้ง 3 ขั้นตอนในหลอดทดลองเดียว และสามารถดูผลการเกิด
ปฏิกิริยาดวยกลองจุลทรรศนในกรณีที่อานผลดวยตาเปลาไมชัดเจน 
แตตองใชเทคนิคการปนและเขยากอนอานผล ซึ่งขึ้นอยูกับตัวบุคคล 
และมีขั้นตอนยุงยากในการลางเซลลเพื่อขจัด free antibody ออก
ใหหมด โดยไมใหแอนติบอดีที่ทำ�ปฏิกิริยาเกาะที่ผิวเซลลหลุดออก
ไปดวย แตปจจุบันมีเครื่องปนลางเซลลอัตโนมัติ (automatic 
cell washer) ชวยลดขอผิดพลาดและแรงงาน ตลอดจนเวลาใน
การทดสอบจากขั้นตอนการปนลางได  ในขณะที่วิธีเจล (CAT) 
ไมตองลางเซลล  อานผลที่ end-point ของปฏิกิริยา โดยไมตอง
เขยา ทำ�ใหสะดวกในการอานผล ใชปริมาณซีรัมนอย แตตองใช 
incubator และ centrifuge เฉพาะของ gel card อีกทั้งราคา
แพงกวาวิธี STT

โดยปกติ เนื่องจากการใชเทคนิคเจลในการตรวจ หากตองการ
ตรวจหา IgM antibody และ IgG antibody  ตองเพิ่มเจลอีก 2 
column  เปน saline gel (ไมมีน้ำ�ยา AHG)  ซึ่งทำ�ใหคาใชจาย
สูงขึ้นอีกเทาตัว เนื่องจากขอจำ�กัดดานงบประมาณ ทั้งผูขายและ
ผูใช จึงนิยมใช Coombs gel ในการตรวจหา IgG antibody 
ที่มีความสำ�คัญทางคลินิกมากกวา IgM antibody แตในการ
ศึกษานี้ตองการที่จะเปรียบเทียบการตรวจพบแอนติบอดีดวยวิธี
เจล ใหสอดคลองกับขั้นตอนการตรวจดวยวิธี STT ซึ่งตรวจหา 
IgM antibody ที่อุณหภูมิหอง และการตรวจหาแอนติบอดีที่ทำ�
ปฏิกิริยาที่ 37oC และ AHG จึงไดเพิ่มการตรวจดวย Neutral 
gel (saline gel)

การศึกษานี้พบความชุกของแอนติบอดีในผูปวยรับเลือด 
รอยละ 8.27 (62 ราย ใน 750 ราย) โดยพบในเพศชาย รอยละ 
6.68 (26 ราย ใน 389 ราย) เพศหญิงรอยละ 9.97 (36 ราย ใน 361 
ราย) ผูปวยรับเลือดเพศชายมีความชุกของการตรวจพบแอนติบอดี
นอยกวาเพศหญิง 3.29% (95%CI: -0.07 ถึง 0.01) ซึ่งไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05)

ความถี่และชนิดของ alloantibodies ที่พบมีความแตกตางกัน
ตามกลุมประชากร สิ่งแวดลอม ตลอดทั้งวิธีการทดสอบและความไว
ของการทดสอบ โดยในการศึกษานี้พบความชุกของ alloantibodies 
สูงกวาการศึกษาของที่อื่นๆ เชน Natukunda B และคณะ5 พบ
ความชุกของ alloantibodies ในผูปวยรับเลือดชาว Ugandans 
เทากับ 6.1% สูงกวาการศึกษาของปราณี  พิสัยพงศ และคณะ6 

ที่ศึกษาชนิดและความถี่ของแอนติบอดีตอเม็ดเลือดแดงในผูปวย
ภาคเหนือจำ�นวน 42,615 ราย โดยใช STT พบ unexpected 
antibodies จำ�นวน1,207 ราย (2.83%) และ��������������� Al-Joudi F ���และ
คณะ7 ไดศึกษาความชุกและชนิดของ alloantibodies ในผูปวย
ชาวมาเลเซียที่ไดรับเลือดที่โรงพยาบาล Raja Perempuan Zainab 
II รัฐกลันตัน พบ alloantibodies ในผูปวย 65 ราย (1.13%)  
การศึกษานี้พบความชุกของ alloantibodies ต่ำ�กวาการศึกษาของ 
Bilwan F และคณะ8 และ  Wang  LY และคณะ9 ที่พบแอนติบอดี 
9.2% และ 37% ตามลำ�ดับ ในกลุมผูปวยธาลัสซีเมีย ซึ่งเปนผล
จากความแตกตางของประชากรที่ศึกษา ระยะเวลาที่ศึกษา รวมทั้ง
ความถี่ของการรับเลือด ทั้งนี้กลุมตัวอยางจากผูปวยธาลัสซีเมียของ
โรงพยาบาลขอนแกนในการศึกษานี้ มี จำ�นวน 125 ราย และผูปวย
รับเลือดอื่น 625 ราย พบแอนติบอดีในผูปวยธาลัสซีเมีย เพียง 3 
ราย (2.4%) ต่ำ�กวาผูปวยโรคอื่นๆ ซึ่งพบ 58 ราย (9.28%)  ทั้งนี้
เพราะผูปวยธาลัสซีเมียไดรับเลือดแบบ phenotype matching 
(E และ c) ตั้งแตป พ.ศ 2551

แอนติบอดีที่พบมากที่สุดในการศึกษานี้คือ anti-Mia  รอยละ 
50.82 ใกลเคียงกับการศึกษาของ ปราณี  พิสัยพงศ และคณะ6 ที่
พบ anti-Mia รอยละ 36.76 ในภาคเหนือ และสอดคลองกับการ 
กระจายของหมูเลือดตางๆในประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ10 
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ที่พบ Mia antigen รอยละ 13.92 ในขณะที่ Caucasians มี Mia 
antigen เพียง รอยละ 0.1411  anti-Mia  ทำ�ใหเกิด immediate 
และ delayed HTR และ severe HDFN12 ได  การใหเลือดจึง
ตองใหเลือด antigen-negative ที่เขากันได 12

แอนติบอดีที่ตรวจพบเฉพาะวิธี STT 7 ราย เปน anti-P
1
 5 

ราย และ anti-Lea 2 ราย  ซึ่งแอนติบอดีทั้งหมดสามารถตรวจ
พบไดที่อุณหภูมิหอง แตเปนที่นาสังเกตวา มี anti-P

1
 4 ราย และ

และ anti-Lea 2 ราย ที่เกิดปฏิกิริยาในหลอดทดลองที่ 37oC และ 
AHG ซึ่งอาจทำ�ใหเกิดปฏิกิริยาแทรกซอนในผูปวยรับเลือดได

Anti-P
1 
ที่ตรวจพบเฉพาะวิธี STT จำ�นวน 5 ราย มี 1 ราย 

ทำ�ปฏิกิริยาทั้งสามขั้นตอน  3 ราย ทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองและ 
37oC  และอีก 1 ราย ทำ�ปฏิกิริยาเฉพาะที่อุณหภูมิหอง แมวา
แอนติบอดีกลุมนี้จะเปนแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิกนอย 
(minor clinical significant) แตสามารถจับ complement ได 
ถาทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37oC ในหลอดทดลอง อาจเปนสาเหตุการ
เกิด transfusion complication ในรางกายได ดังที่ไดมีรายงาน
การเกิด acute hemolytic transfusion reaction (AHTR) 
โดย Arndt PA et al.13  ซึ่งมีสาเหตุจาก anti-P

1
 ที่ทำ�ปฏิกิริยา

ที่อุณหภูมิ 37oC และ Chandeysson PL et al.14 รายงานการ
เกิด delayed hemolytic transfusion reaction (DHTR) จาก 
anti-P

1
 ซึ่งทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 22-37oC ในหญิงผิวขาว หลัง

จากรับเลือด 2 วัน
Anti-Lea ที่ตรวจพบเฉพาะวิธี STT จำ�นวน 2 ราย รายที่ 1 

ทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองและ 37oC และอีก 1 ราย ทำ�ปฏิกิริยาทั้ง 
3 ขั้นตอน ทั้งนี้มีรายงานการเกิด severe hemolytic transfusion 
reaction จาก anti-Lea  ในผูปวยที่มีหมูเลือดเปน Le(a-b-) ไดรับ
เลือดที่มีแอนติเจน Le(a+b-) โดย Matson GA et และคณะ15  
และ Hunter DT16  รายงานการเกิด hemolytic transfusion 
reaction จาก anti-Lea ในหญิงผิวขาว หลังจากรับเลือด 14 วัน

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา DG Gel ไมสามารถตรวจพบ 
anti-P

1 
และ anti-Lea บางรายได แอนติบอดีเหลานี้พบไดในคน

ไทย ที่มีความถี่ของแอนติเจนแตกตางจากชาวตะวันตก ซึ่งความ
ชุกของหมูเลือดระบบ P ในคนไทยอิสาน10  มีหมูเลือด P

1
 (P

1
+P 

antigen) รอยละ 22.65  หมูเลือด P
2
 (P antigen/P

1
 negative) 

รอยละ 77.35 ในขณะที่ Caucasians มี หมูเลือด P
1
 รอยละ 

79  หมูเลือด P
2
 รอยละ 2117  และประชากรไทยกรุงเทพ มี 

Lewis negative รอยละ 30.87  ในขณะที่ Caucasians มีเพียง 
รอยละ 617,18 โอกาสการสราง anti-P

1
 และ Lewis antibodies 

ในคนไทย ซึ่งมี P
1
 negative และ Lewis negative สูง จึงพบได 

สูงกวาชนผิวขาว
ในการตรวจหาชนิดของแอนติบอดีในผูปวยที่ตองรับเลือดมี

ความสำ�คัญมาก  เมื่อพิจารณาถึงความไว ความจำ�เพาะ ตลอด
จนความคุมคาของคาใชจาย เทคนิคหลอดทดลองมาตรฐานยัง

เปนเทคนิคที่มีความเหมาะสมสำ�หรับหนวยงานที่มีขอจำ�กัดดาน 
งบประมาณและมีปริมาณงานไมสูงมาก โดยจัดหาเครื่องปนลางเซลล 
อัตโนมัติและฝกอบรมบุคลากรในการทดสอบและอานผลดวย
เทคนิคที่ถูกตอง จะชวยใหเพิ่มความคุมคาคุมทุน

ผลการศึกษานี้ เปนประโยชนในการเพิ่มความระมัดระวังใน
การเตรียมเลือด ทดสอบความเขากันไดของเลือดโดยวิธี DG Gel 
และการหาเลือดที่ไมมีแอนติเจนจำ�เพาะกับแอนติบอดีของผูปวย 
แทนการสุมเลือกเลือดมาทดสอบความเขากันได
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Red Cell Alloantibodies in Transfused Patients Detected by Standard 

Tube Test and Column Gel Agglutination: A Study for Improving 

Transfusion Service

Kanya Daowsee1 and Yupa Urwijitaroon2

1Blood Bank Centre, Khon Kaen Hospital, Khon Kaen;   2The Centre for Research and Development of Medical Diagnostic Laboratories, 
Faculty of Associated Medical Sciences, Khon Kaen University

Abstract:  The column agglutination technology (CAT) for red cell serology testing has been implemented world 
wide.  The aim of this study was to reveal the prevalence of unexpected antibodies in the transfused patients 
and compared sensitivity and specificity of the DG Gel (Diagnostic Grifols) with the standard tube test (STT) 
for routine screening test.  A total of 750 serum samples from transfused patients individually were screened 
for red cell antibodies.  Red cell alloantibodies were detected in 61 out of the total of 750 (8.13%) by STT and  
55 out of 750 (7.33%) by DG Gel.  The concordant positive results were found in 54 out of 62 positive samples 
including  28 anti-Mia, 6 anti-E, 4 anti-P

1
, 3 anti-Lea, 1 anti-Leb, 1 anti-Lea+Leb, 2 anti-Jka, 1 anti-c, 2 anti-E+anti-

Mia, 2 anti-E+anti-c, 1 anti-Leb+anti-Mia, 1 anti-E+anti-Fyb, 1 anti-Lea+anti-P
1
 and 1 anti-Lea+Leb+anti-P

1
.  The 

discordant positive results with STT only were found in 7 out of 62 samples.  DG Gel failed to detect all 5 anti-P
1
 

and 2 anti-Lea. One positive sample by DG Gel only was not able to define specificity.  Regarding specificity 
of antibodies, there were seven different antibodies identified in 61 patients including 31 anti-Mia (50.82%), 11 
anti-P

1 
(18.03%), 10 Lewis antibodies (16.39%), 11 anti-E (18.03%), 3 anti-c (4.92%), 2 anti-Jka (3.28%) and 1 anti-

Fyb (1.64%). DG Gel showed sensitivity, specificity, false positive, false negative, positive predictive valve (PPV), 
negative predictive valve (NPV) and efficiency 98.2%, 99.0%, 1.8%, 1.0%, 98.2%, 99.0% and 98.9%, respectively. 
The results of this study indicated that STT had higher sensitivity than that of DG Gel (p < 0.001).  DG Gel 
had limitation in detection of anti-P

1
 and Lewis antibodies which are commonly found in the Thai population 

with high prevalence of negative P
1
 at 77%, and Lewis negative at 30%.  Although they are considered as less 

clinically significant antibodies when reacting at 37oC, transfusion complication could be occurred.

Key Words :	l Red cell alloantibodies  l Transfused patient  l Antibody screening  l Standard tube test

				    l Gel test
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