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นิพนธ์ต้นฉบับ
Comparison of Low Ionic Strength Solution, Polyethylene
Glycol and Manual Polybrene for Antibody Detection1

อุดม  ติ่ง ต้อย  ศศิ ธร  เพ ชร จันทร*  ทัศนีย์ สกุล ดำรงค์พานิชและ   จริยา  สาย พิณ*
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บท คัด ย่อ  : ความ ไว ของ วิธีการ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี มี ความ สำคัญ มาก เพ่ือ เป็น การ เลือก เลือด ท่ี เหมาะสม ให้ กับ ผู้ป่วย
ใน กรณี ท่ี เป็น weak antibody การ ใช้ enhancing reagent อาจ ช่วย ให้ เห็น ปฏิกิริยา ได้ เด่น ชัด ข้ึน   วัตถุประสงค์ : เพ่ือ
ศึกษา เปรียบ เทียบ การ ใช้ Low ionic strength solution (LISS) Polyethylene glycol (PEG) และ Manual
polybrene  (MP) ใน การ ช่วย เร่ง ให้ เกิด ปฏิกิริยา ของ แอนติเจน และ แอนติบอดี ใน ข้ันตอน Indirect antiglobulin test
(IAT)   วัสดุ และ วิธีการ  : ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน ผู้ บริจาค โลหิต ทั่ว ไป จำนวน 200 ราย วิเคราะห์ ข้อมูล โดย ใช้
Friedman  test และ หา ความ แรง ของ แอนตบิอดี จาก ซีรัมท่ี ทราบ ชนิด แอนตบิอดี 122 ราย โดย ทำ การ ตรวจ กรอง หา
แอนติบอดี ด้วย 3 วิธี ดัง กล่าว ก่อน ถ้า ให้ ผลบวก ใน ข้ันตอน IAT เหมือน กัน ท้ัง 3 วิธี จึง นำ มา หา ความ แรง ของ แอนติบอดี
ผล ท่ี ได้เปรียบ เทียบ ความ ไว โดย ใช้ Wilcoxon Signed Ranks test  ผล การ ศึกษา  : การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน
ผู้ บริจาค โลหิต 200 ราย พบ ว่า การ ใช้ วิธี LISS-IAT PEG-IAT และ MP-IAT ตรวจ พบ แอนติบอดี 5 ราย ( ร้อยละ 2.5)
5 ราย ( ร้อยละ 2.5) และ 4 ราย ( ร้อยละ 2) ตาม ลำดับ ซ่ึง ไม่ แตก ต่างกัน อย่าง มี นัย สำคัญ ทาง สถิติ (P>0.05) ส่วน การ
เปรียบ เทียบ หา ความ แรง ของ แอนติบอดี ที่ ทราบ ชนิด แล้ว จำนวน 101 ราย พบ ว่า การ ตรวจ หา แอนติบอดี ใน ระบบ
Lewis เม่ือ ใช้ LISS-IAT ได้ คะแนน mean score (15.6) สูง ท่ี สุด รอง ลง ไป คือ MP-IAT (11.2) และ PEG-IAT (10.1)
ตาม ลำดับ ส่วน PEG-IAT ให้ ความ ไว ใน การ ตรวจ anti-D anti-E anti-Jka anti-Jkb anti-M และ anti-N ดี กว่า ใน
MP-IAT และ LISS-IAT ตาม ลำดับ และ PEG-IAT ยัง ให้ ความ ไว ใน การ ตรวจ anti-Fya anti-Fyb anti-S anti-Mia
และ anti-H ดี กว่า LISS-IAT และ MP-IAT ตาม ลำดับ ด้วย  สรุป  : การ ใช้ PEG-IAT มี ประสทิธิภาพ ดี ท่ี สุด ใน การ
ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ทุก ระบบ ยกเว้น แอนติบอดี ใน ระบบ Lewis ซึ่ง การ ใช้ LISS-IAT มี ประสิทธิภาพ ดี กว่า
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ใน ปัจจุบัน การ ตรวจ เพ่ือ เลือก เลือด ท่ี เหมาะสม ให้ กับ
ผู้ป่วย (Pre-transfusion testing) ประกอบ ด้วย ABO
grouping  Rh (D) typing crossmatching และ anti-
body  screening ซ่ึง หาก พบ ว่า antibody screening
ให้ ผลบวก จะ ต้อง ทำ antibody identification เพ่ือ หา
ชนิด ของ แอนติบอดี ต่อไป ซึ่ง ใน การ จัดหา เลือด ให้ กับ
ผู้ป่วย ทุก คร้ัง จะ ต้อง ไม่ มี แอนติเจน ชนิด เดียว กับ แอนติ-
บอดี ที่ ตรวจ พบ ไม่ ว่า ใน ครั้ง นั้น จะ ตรวจ พบ แอนติบอดี
ตัว เดิม อีก หรือ ไม่ ก็ ตาม1,2

การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี (antibody screening)
ใน ซีรัมโดย ทำ การ ทดสอบ ระหว่าง ซีรัมกับ เม็ด เลือด แดง
หมู่ โอ (screening cells) ซ่ึง มี แอนติเจน ต่างๆ ได้แก่ D
C E c e M N S s P1 Lea Leb Mia Jka Jkb Fya Fyb K
k Dia Dib และ Xga มี ความ สำคัญ มาก เพราะ เป็น การ
ตรวจ กรอง หา unexpected antibodies ที่ มี ความ
สำคัญ ทาง คลินิก (clinically significant antibodies)
ให้ ได้ มาก ที่ สุด เท่า ที่ จะ เป็น ไป ได้ ไม่ ว่า แอนติบอดี นั้น จะ
มี ความ แรง เท่า ใด ก็ ตาม โดย เฉพาะ อย่าง ย่ิง แอนติบอดี ท่ี
ทำ ปฏิกิริยา ท่ี อุณหภมิู 37 ซํ. และ/ หรือ Indirect anti-
globulin  test (IAT) เพราะ หาก ไม่ สามารถ ตรวจ พบ
แอนติบอดี แต่ นำ เลือด ซ่ึง ทำ การ crossmatch ได้ผล ลบ
ไป ให้ ผู้ป่วย ทั้ง ๆ   ที่ มี แอนติเจน ชนิด เดียว กัน กับ แอนติ-
บอดี ท่ี มี อยู่ แล้ว อาจ จะ ทำให้ เกิด ปฏิกิริยา ระหว่าง แอนติ-
เจน กับ แอนติบอดี อย่าง รุน แรง ได้ (delayed hemolytic
transfusion reaction) ใน กรณี ท่ี เป็น weak antibody
การ ใช้ enhancing reagent อาจ ช่วย ให้ เห็น ปฏิกิริยา ได้
เด่น ชัด ขึ้น enhancing reagent เหล่า นี้ ได้แก่ Low
ionic strength solution (LISS) Polyethylene glycol
(PEG) Manual polybrene (MP) albumin และ en-
zyme3-5  ดังนั้น การ ใช้ วิธี ที่ มี ความ ไว (sensitivity) ใน
การ ตรวจ กรอง แอนติบอดี จึง มี ความ สำคัญ ใน การ เตรียม
เลือด ที่ เหมาะสม ให้ กับ ผู้ป่วย6,7 วัตถุประสงค์ ใน การ
ศึกษา คร้ัง น้ี เพ่ือ เปรียบ เทียบ ประสิทธิภาพ การ ตรวจ กรอง
แอนติบอดี ด้วย วิธี LISS PEG MP และ ศึกษา ความ ไว

ของ แต่ ละ วิธี ด้วย การ ทดสอบ ความ แรง

วัสดุ และ วิธีการ
1.  ตัวอย่าง

1.1  ตัวอย่าง เลือด ผู้ บริจาค โลหิต ได้ จาก การ สุ่ม
ตัวอย่าง  จำนวน 200 ราย จาก ภาควิชา เวช ศาสต
การ ธนาคาร เลือด คณะ แพทยศาสตร์  ศิริราช -
พยาบาล มหาวทิยาลยั มหดิล

1.2  ตัวอย่าง ซีรัมที่ ทราบ ชนิด แอนติบอดี 122 ราย
ประกอบ ด้วย ตัวอย่าง จาก ศูนย์ บริการ โลหิต แห่ง
ชาติ สภา กาชาด ไทย 69 ราย และ เป็น ตัวอย่าง
จาก ภาควิชา เวช ศาสตร์ การ ธนาคาร เลือด คณะ
แพทยศาสตร์ ศิริราช พยาบาล มหาวิทยาลัย
มหิดล 53 ราย ได้แก่ anti-D 16 ราย anti-E 14
ราย anti-Mia 25 ราย anti-P1 7 ราย anti-Fya

2 ราย anti-Fyb 2 ราย anti-Jka 4 ราย anti-
Jkb 5 ราย anti-S 2 ราย anti-H 4 ราย anti-M
5 ราย anti-N 5 ราย anti-Lea 16 ราย และ
anti-Leb 15 ราย โดย ตัวอย่าง ท้ัง หมด ได้ ผ่าน การ
ยิน ยอม จาก หวั หนา้ ธนาคาร เลือด ทกุ ราย

2. วัสดุ อุปกรณ์
2.1 Screening cells Lot No 46100 Expiry date

13/11/03 จาก ศูนย์ บริการ โลหิต แห่ง ชาติ สภา
กาชาด ไทย

2.2 Panel cells Lot No 46100 Expiry date 13/
11/03 จาก ศูนย์ บริการ โลหิต แห่ง ชาติ สภา กาชาด
ไทย

2.3 น้ำ ยา LISS จาก ศูนย์ บริการ โลหิต แห่ง ชาติ สภา
กาชาด ไทย

2.4 น้ำ ยา 20% PEG น้ำหนัก โมเลกุล 3,350
(Sigma -Aldrich Chemical Co, St. Louis,
Mo., USA)

2.5 น้ำ ยา MP (Sigma-Aldrich Chemical Co.
St. Louis, Mo., USA)

ร์
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2.6 น้ำ ยา monospecific antihuman globulin
(AHG) และ polyspecific AHG จาก ศูนย์
บริการ โลหิต แห่ง ชาติ สภา กาชาด ไทย

วิธีการศึกษา
1. การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน เลือด ผู้ บริจาค

โลหิต จำนวน 200 ราย ด้วย วิธี LISS PEG และ MP นำ
ผล ท่ี ได้ ไป เปรียบ เทียบ กับ ผล ของ งาน ประจำ ใน การ ตรวจ
กรอง หา แอนติบอดี ที่ ธนาคาร เลือด ศิริราช ซึ่ง วิธี ที่ ห้อง
ปฏิบัติ การ ธนาคาร เลือด ศิริราช ตรวจ ประกอบ ด้วย sa-
line  room temperature (Saline-RT) saline indirect
antiglobulin test (Saline-IAT) และ two-stage pa-
pain  (enzyme) โดย ใช้ tube technique ถ้า ผล การ
ตรวจ ไม่ ตรงกัน ทำ การ ตรวจ ต่อว่า เป็น แอนติบอดี ชนิด ใด

2.  การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน ซีรัมท่ี ทราบ ชนิด
แอนติบอดี แล้ว จำนวน 122 ราย โดย ใช้ LISS PEG และ
MP ถ้า ท้ัง 3 วิธี ได้ผล บวก นำ มา ตรวจ หา ความ แรง (ti-
tration)8  ต่อไป โดย ใช้ วิธี LISS-IAT9 PEG-IAT9 และ
MP-IAT10

3. วเิคราะห ์ผล การ ศึกษา โดย ใช ้สถิติ Non-para-
metric:  Friedman test สำหรับ วิเคราะห์ ผล การ เปรียบ
เทียบ antibody screening และ Wilcoxon Sign
Ranks  test สำหรับ วิเคราะห์ ผล การ เปรียบ เทียบ ความ
แรง  โดย ใช้ โปรแกรม SPSS สำหรับ window
วธิกีาร ทดลอง

วิธี เปรียบ เทียบ antibody screening และ identi-
fication  ของ ตัวกลาง ท้ัง LISS PEG และ MP มี วิธีการ
ดังนี้

1.  LISS-IAT9 หยด ซีรัม น้ำ ยา LISS และ เม็ด เลือด
แดง เข้มข้น 3% ผสม ให้ เข้ากัน ดี แล้ว ต้ัง ท้ิง ไว้ ท่ี อุณหภูมิ
37 ํซ. นาน 15 นาที ล้าง เซลล์ 3 ครั้ง หยด poly spe-
cific  AHG ป่ัน อ่าน ผล

2.  PEG-IAT9 หยด ซีรัม น้ำ ยา 20%PEG และ เม็ด
เลือด แดง เข้มข้น 3% ผสม ให้ เข้ากัน ดี ตั้ง ทิ้ง ไว้ ที่
อุณหภูมิ 37 ซํ. นาน 15 นาที ไม่ ต้อง ป่ัน อ่าน ล้าง เซลล์

4 คร้ัง หยด monospecific AHG ป่ัน อ่าน ผล
3. MP-IAT10 หยด ซีรัม เม็ด เลือด แดง เข้มข้น 3%

และ น้ำ ยา Low Ionic Medium (LIM) ผสม ให้ เข้ากัน ดี
ต้ัง ท้ิง ไว้ ท่ี อุณหภูมิ ห้อง 1 นาที หยด 0.05% polybrene
ตั้ง ทิ้ง ไว้ ที่ อุณหภูมิ ห้อง นาน 15 นาที ปั่น อ่าน ผล เท น้ำ
ทิ้ง ให้ หมด หยด resuspending solution ผสม ให้
เข้ากัน ดี อ่าน ผล agglutination ถ้า ได้ผล ลบ ดู ด้วย
กล้อง จุลทรรศน์ ห้าม ปั่น อ่าน ผล ซ้ำ หยด resuspend-
ing  solution ผสม ให้ เข้ากัน ดี ทำ IAT โดย ล้าง เซลล์ 3
ครั้ง ด้วย น้ำ ยา 10 mM ของ sodium citrate ครั้ง สุด
ท้าย เท น้ำ ท้ิง สลัด ให้ แห้ง หรือ ซับ ให้ แห้ง หยด monospe-
cific  AHG 2 หยด ป่ัน อ่าน ผล

สำหรับ antibody screening จะ ต้อง มี positive
และ  negative control โดย positive control ใช้ se-
rum  ท่ี มี anti-D และ negative control ใช้ serum ท่ี
ไม่ มี แอนติบอดี ส่วน antibody identification ต้อง ทำ
autocontrol  โดย ใช้ serum ทดสอบ กับ เม็ด เลือด แดง
ของ ตัว เอง

วิธี หา ความ แรง ของ ตัวกลาง ทั้ง LISS PEG และ
MP มี วิธีการ ดังนี้

1. เขียน ท่ี หลอด ทดลอง 1:2 ถึง 1:1024 จำนวน 10
หลอด สำหรับ เจือ จาง

2.  เจือ จาง serum ที่ ทราบ ชนิด แอนติบอดี แต่ ละ
ราย ด้วย น้ำ เกลือ 0.9% เป็น 2 fold dilution

3.  เขียน ท่ี หลอด ทดลอง สำหรับ ป่ัน อ่าน ผล 1:2 ถึง
1:1024 จำนวน 10 หลอด

4.  ดูด ซีรัมที ่ เจือ จาง แล้ว จาก หลอด ทด ลอง ที ่
ตำแหน่ง  สุด ท้าย (1:1024) ไป หา หลอด แรก หลอด ละ
100 ไมโคร ลิตร ไป ใส่ ไว้ ที่ หลอด ทดลอง สำหรับ ปั่น อ่าน
ผล ที ่เขียน ไว ้แลว้ ให ้ตรงกนั

5.  หยด เม็ด เลือด แดง เข้มข้น 3% มี แอนติเจน ตรง
ชนิด แอนติบอดี นั้น ๆ   ใน แต่ ละ หลอด 50 ไมโคร ลิตร

6. ผสม ให้ เข้ากัน ดี แล้ว ทำ การ ทดสอบ ความ แรง
ตาม วิธี ของ LISS PEG และ MP
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7. ปั่น ดู การ จับ กลุ่ม และ ให้ คะแนน
วิธี ที่ ห้อง ปฏิบัติ การ ธนาคาร เลือด ศิริราช ตรวจ

ประกอบ ด้วย
1. Sal-RT อ่าน ผล ท่ี อุณหภูมิ ห้อง 5 นาที และ 60

นาที
2. Sal-IAT อ่าน ผล ที่ อุณหภูมิ ห้อง 5 นาที และ ที่

อุณหภูมิ 37 ซํ. 60 นาที
3. Enzyme อ่าน ผล ที่ อุณหภูมิ ห้อง 5 นาที และ ที่

อุณหภูมิ 37 ซํ. 30 นาที
การ อ่าน ผล

บันทึก ผล การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี และ ผล การ
ตรวจ หา ชนิด ของ แอนติบอดี เป็น คะแนน (score)8 ความ
แรง ของ ปฏิกิริยา การ จับ กลุ่ม โดย 4+ 3+ 2+ 1+ 1+w
trace  เท่ากับ 12 10 8 5 4 2 คะแนน ตาม ลำดับ

ผล การ ศึกษา
1.  ผล การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน ซีรัมผู้ บริจาค

โลหิต จำนวน 200 ราย ด้วย วิธี LISS-IAT PEG-IAT
และ  MP-IAT พบ ว่า ทั้ง 3 วิธี สามารถ ตรวจ พบ แอนติ-
บอดี ได้ 5 ราย ( ร้อยละ 2.5) 5 ราย ( ร้อยละ 2.5) และ
4 ราย ( ร้อยละ 2) ซึ่ง ได้แก่ anti-Lea anti-Mia และ
anti-M ตาม ลำดับ ดัง แสดง ใน ตาราง ท่ี 1 ซ่ึง เม่ือ เปรียบ
ผล การ ตรวจ ของ LISS-IAT PEG-IAT และ MP-
IAT พบ ว่า ไม่ มี ความ แตก ต่างกัน อย่าง มี นัย สำคัญ ทาง
สถติิ P>0.05 ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 2

เม่ือ เปรียบ เทียบ ผล การ ตรวจ ท้ัง 3 วิธี กับ วิธี ท่ี ห้อง
ปฏิบัติ การ ธนาคาร เลือด ศิริราช ตรวจ ซึ่ง ประกอบ ด้วย
saline-RT saline-IAT และ enzyme พบ วา่ ให ้ผล ลบ
เหมือน กัน 192 ราย ( ร้อยละ 96) ให ้ผลบวก ตรงกนั 5

Anti-Lea

Anti-Mia
Anti-M
Total

ตาราง ท่ี 1 Antibody detected by LISS, PEG and MP in 200 unknown samples
Antibody specificity LISS-IAT PEG-IAT MP-IAT

1
2
2

5 (2.5%)

1
2
2

5 (2.5%)

1
1
2

4 (2%)

+ = Positive result - = Negative result NT = Not test P = P-value

ตารางท่ี 2 Summary of antibody screening results on 200 unknown samples compared with Siriraj’s Re-
sults

No. No. of sample
cases (%)

LISS PEG MP Antibody specificity Siriraj’s results
IAT IAT RT IAT Sal-RT Enzyme Antibody specificity

1 192 (96%) -
+
+
+
+
+
-
-

-
Anti-Lea

Anti-Mia
Anti-M
Anti-Mia

Unidentified
NT

Non-specific antibody

-
+
-
-
-
-
+
-

-
Anti-Lea

Anti-Mia
Anti-M (rechecked)
Anti-Mia (rechecked)
Insufficient serum

Non-specific antibody
- (rechecked)

2 (1.0%)

-
+
+
+
+
+
-
+

-
+
+
+
-
+
-
+

-
+
+
+
-
+
-
+

-
-
+
+
+
-
+
-

2 (1.0%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)
1 (0.5%)

200 P = 0.105

3
4
5
6
7

Total

2
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ราย ซ่ึง ใน 5 ราย น้ี ให้ ผลบวก ตรงกัน ใน ตอน แรก 2 ราย
คือ anti-Lea และ anti-Mia (No. 2) ส่วน อีก 3 ราย มี
2 ราย ที ่ให ้ผลบวก ตรงกนั ทัง้ 3 วธิ ีแต ่ผล ของ ศิรริาช ให้
ผล ลบ ซ่ึง เม่ือ ตรวจ ซ้ำ แล้ว จึง พบ ว่า ให้ ผลบวก เช่น เดียว กัน
คือ anti-M (No. 3) และ อีก 1 ราย ให้ ผลบวก กับ LISS-
IAT และ PEG-IAT แต่ MP-RT กับ MP-IAT และ ผล
ของ ศิริราช ให้ ผล ลบ ซ่ึง เม่ือ ตรวจ ซ้ำ แล้ว พบ ว่า ได้ผล บวก
ท่ี LISS-IAT PEG-IAT และ ผล ของ ศิริราช เท่าน้ัน ส่วน
MP-RT และ MP-IAT ให้ ผล ลบ คือ anti-Mia (No. 4)
ส่วน No. 5 ไม่ สามารถ ตรวจ ซ้ำ ได้ เพราะ ซีรัมไม่ พอ และ
อีก 1 ราย (No. 7) ให้ ผลบวก เฉพาะ วิธี PEG-IAT MP-
RT และ MP-IAT เป็น nonspecific antibody แต่
ศิริราช ให้ ผล ลบ ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 2

2.  ผล การ ตรวจ antibody screening ใน ซีรัมที่
ทราบ ชนิด แอนติบอดี 122 ราย พบ ว่า ให้ ผลบวก ทั้ง 3
วิธี 101 ราย ( ตาราง ที่ 3 ) ซึ่ง เมื่อ นำ มา ทำ antibody

titration และ เปรียบ เทียบ ความ แรง ของ mean score
พบ ว่า การ ตรวจ หา แอนติบอดี ใน ระบบ Lewis เมื่อ ใช้
LISS-IAT ได้ คะแนน mean score (15.6) สูง ท่ี สุด รอง
ลง ไป คือ MP-IAT (11.2) และ PEG-IAT (10.1) ตาม
ลำดับ ส่วน PEG-IAT ให้ ความ แรง ใน การ ตรวจ anti-
D anti-E anti-Jka anti-Jkb anti-M และ anti-N ดี กว่า
ใน MP-IAT และ LISS-IAT ตาม ลำดับ และ PEG-
IAT ยัง ให้ ความ แรง ใน การ ตรวจ anti-Fya anti-Fyb
anti-S anti-Mia และ anti-H ดี กวา่ LISS-IAT และ
MP-IAT ตาม ลำดับ ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 4

ผล การ นำ mean score ของ แอนติบอดี ใน ระบบ
Rh  Kidd Duffy Lewis และ anti-S ใน การ หา ความ
แรง  มา เปรียบ เทียบ ทาง สถิติ พบ ว่า มี ความ แตก ต่าง อย่าง
มี นัย สำคัญ ทาง สถิติ (P<0.05) ทัง้ 3 วธิี ส่วน anti-M
และ anti-H ไม่ พบ ความ แตก ต่าง อย่าง มี นัย สำคัญ สถิติ
(P>0.05) ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 5

Anti-D
Anti-E
Anti-Jka

Anti-Jkb

Anti-Fya

Anti-Fyb

Anti-S
Anti-Mia
Anti-Lea

Anti-Leb

Anti-M
Anti-N
Anti-H
Anti-P1

Total

ตารางท่ี 3  Screening of 122 known antibody samples  by LISS, PEG and MP
Antibody specificity No.

Tested
LISS PEG MP
IAT IAT RT IAT

16
14
4
5
2
2
2
25
16
15
5
5
4
7

122 (100%)

16
14
4
5
2
2
2
25
14
10
5
1
2
0

102 (84%)

16
14
4
5
2
2
2
24
14
10
5
1
2
0

101 (83%)

16
14
3
1
2
2
2
24
13
9
5
2
1
0

94 (77%)

16
14
4
5
2
2
2
24
14
10
5
1
2
0

101 (83%)



26 อุดม  ต่ิงตอ้ย และคณะ

Thai Journal of Hematology and Transfusion Medicine  Vol. 18  No. 1  January-March 2008

วิจารณ์
การ ศึกษา เปรยีบ เทยีบ วธิี LISS PEG และ MP ใน

การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ต่อ เม็ด เลือด แดง ใน ผู้ บริจาค
โลหติ 200 ราย เม่ือ เปรยีบ เทียบ ผล การ ตรวจ ท้ัง 3 วิธี
กับ วิธี ที่ ห้อง ปฏิบัติ การ ธนาคาร เลือด ศิริราช ตรวจ ซึ่ง
ประกอบ ด้วย saline-RT saline-IAT และ enzyme
พบ ว่า ให้ ผล ลบ เหมือน กัน 192 ราย ( ร้อยละ 96) ให้
ผลบวก ตรงกัน 5 ราย ซ่ึง ใน 5 ราย น้ี ให้ ผลบวก ตรงกัน ใน
ตอน แรก 2 ราย คือ anti-Lea และ anti-Mia ส่วน อีก 3
ราย มี 2 ราย ที่ ให้ ผลบวก ตรงกัน ทั้ง 3 วิธี แต่ ผล ของ
ศิริราช ให้ ผล ลบ ซ่ึง เม่ือ ตรวจ ซ้ำ แล้ว พบ ว่า ให้ ผลบวก เช่น

เดียว กัน คือ anti-M ซึ่ง ศิริราช ให้ ผล ลบ สาเหตุ เกิด จาก
ความ ผดิพลาด ของ ผู ้ตรวจ (human error)  และ อีก 1
ราย ให้ ผลบวก กับ LISS-IAT และ PEG-IAT แต่ MP-
RT MP-IAT และ ของ ศิริราช ให้ ผล ลบ ซึ่ง เมื่อ ตรวจ ซ้ำ
แล้ว พบ ว่า ได้ผล บวก ที่ LISS-IAT PEG-IAT และ ของ
ศิริราช เท่าน้ัน ส่วน MP-RT และ MP-IAT ให้ ผล ลบ คือ
anti-Mia มี 1 ราย ท่ี ไม่ สามารถ ตรวจ ซ้ำ ได้ เพราะ ซีรัมไม่
พอ และ มี อีก 1 ราย ให้ ผลบวก เฉพาะ วิธี PEG-IAT MP-
RT และ MP-IAT เป็น nonspecific antibody แต่
ศิริราช ให้ ผล ลบ ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 2

Anti-D
Anti-E
Anti-Jka

Anti-Jkb

Anti-Fya

Anti-Fyb

Anti-S
Anti-Lea + Anti-Leb

Anti-Mia
Anti-M
Anti-N
Anti-H

ตารางท่ี 4  Comparison of mean titration scores among LISS-IAT, PEG- IAT and MP-IAT in 101
samples

Antibody specificity No. Samples Mean Titration Scores
LISS-IAT PEG-IAT MP-IAT

16
14
4
5
2
2
2
24
24
5
1
2

74.6
37.4
31.8
41.4
83.5
54.5
37.0
15.6
47.9
43.6
45.0
37.0

80.7
54.2
44.3
61.6
88.5
63.0
39.0
10.1
48.5
55.4
47.0
38.0

77.2
45.6
37.3
44.8
79.5
54.0
32.0
11.2
41.9
46.4
46.0
32.0

16 Anti-D, 14 Anti-E, 4 Anti-Jka, 5 Anti-Jkb,
2 Anti-Fya, 2 Anti-Fyb, 2 Anti-S

Anti-Mia
Anti-Lea & Anti-Leb

Anti-M
Anti-H

ตารางท่ี 5   Comparison of P-value of the three techniques (Wilcoxon Signed Ranks test)
Antibody specificity N P-value (P)

LISS-IAT & PEG-IAT LISS-IAT & MP-IAT PEG-IAT & MP-IAT

45 0.000 0.007 0.000

24
24
5
2

0.000
0.000
0.715
0.317

0.840
0.000
0.465
0.317

0.000
0.019
0.225
0.317

P < 0.05 = statistically significant difference P > 0.05 = no statistically significant difference
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การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน ผู้ บริจาค โลหิต 200
ราย ที่ ไม่ ทราบ ชนิด แอนติบอดี เปรียบ เทียบ กับ รายงาน
อื่น ๆ   ที่ ได้ เคย รายงาน ไว้ ก่อน หน้า นี้ ที่ ใช้ วิธี ปกติ ทั่ว ไป
(conventional  technique) พบ ว่า วิธี LISS-IAT PEG-
IAT และ MP-IAT ท่ี ใช้ ใน การ ศึกษา คร้ัง น้ี ให้ ผลบวก 5
ราย ( ร้อยละ 2.5) 5 ราย ( ร้อยละ 2.5) และ 4 ราย
(ร้อยละ 2) ตาม ลำดับ ซึ่ง แตก ต่าง กับ Giblett11 ที่ ได้
รายงาน ไว้ ว่า ใน ประชาชน โดย ท่ัว ไป ของ ยุโรป ตรวจ กรอง
พบ unexpected antibodies ด้วย วิธี saline-IAT
ร้อยละ  0.32 ใน 312,254 ราย และ ทัศนีย์ สกุล ดำรงค์-
พานิช และ คณะ12 ได้ รายงาน การ ตรวจ กรอง แอนตบิอดี
ของ ผู้ บริจาค โลหิต ด้วย วิธี saline-IAT ที่ ศูนย์ บริการ
โลหิต แห่ง ชาติ สภา กาชาด ไทย จำนวน 10,995 ราย พบ
ร้อยละ 0.4 ซึ่ง ความ แตก ต่าง ดัง กล่าว ข้าง ต้น เป็น เพราะ
ใช้ วิธี saline-IAT อย่าง เดียว ไม่ ได้ ใช้ enhancing
medium ช่วย เร่ง ปฏิกิริยา จึง ทำให้ ตรวจ กรอง พบ ได้
น้อย กว่า และ วิธี saline-IAT อาจ จะ ไม่ ไว พอ ท่ี จะ สามารถ
ตรวจ พบ unexpected antibodies บาง ตัว ได้ ย่ิง ไป กว่า
นั้น กาญจนา เอื้อ ตระกูล พูน สุข และ คณะ13 ได้ รายงาน
การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน ซีรัมผู้ป่วย ท่ี ขอ เลือด จาก
โรงพยาบาล ศิริราช ระหว่าง 1 ตุลาคม 2540 ถึง 30
กันยายน 2541 จำนวน 28,708 ราย พบ ว่า ได้ผล บวก
1,044 ราย ( ร้อยละ 3.6) โดย ใช้ saline-RT saline-IAT
และ รวม ท้ัง วิธี enzyme ด้วย

ใน จำนวน แอนติบอดี 122 ราย ที ่ ทราบ ชนิด
แอนติบอดี มี เพียง 101 ราย ท่ี ตรวจ พบ โดย ท้ัง 3 วิธี คือ
LISS-IAT PEG-IAT และ MP-IAT ( ตาราง ท่ี 3) จึง นำ
ไป หา ความ แรง เพื่อ เปรียบ เทียบ ความ ไว ของ ทั้ง 3 วิธี
ต่อไป แต่ แอนติบอดี ที่ เป็น IgM เช่น anti-Lea anti-
Leb anti-P1 anti-Mia anti-N และ anti-H ไม่ สามารถ
ตรวจ พบ ท่ี IAT จึง ไม่ นำ มา ทำ การ ศึกษา ต่อ จำนวน 21
ราย ส่วน anti-Jka anti-Jkb anti-Lea anti-Leb ตรวจ
ไม่ พบ โดย วิธี MP-RT มี จำนวน 1 4 1 และ 1 ราย ตาม
ลำดับ แต่ สามารถ ตรวจ พบ โดย วิธี LISS-IAT PEG-

IAT และ MP-IAT ที่ เป็น เช่น นี้ เพราะ แอนติบอดี กลุ่ม
anti-Jka anti-Jkb anti-Lea  anti-Leb เป็น แอนติบอดี ท่ี
เป็น IgG และ anti-P1 จำนวน 7 ราย ตรวจ ไม ่พบ โดย
ทั้ง 3 วิธี คือ LISS-IAT PEG-IAT และ MP-IAT นั้น
เป็น เพราะ anti-P1 ทำ ปฏิกิริยา ได้ ดี ท่ี 2-8 ซํ.

ใน การ ตรวจ หา ความ แรง ของ แต่ ละ แอนติบอดี
(ตาราง ที่ 4) พบ ว่า PEG-IAT มี ความ ไว ใน การ ตรวจ
IgG antibodies (anti-D anti-E anti-Jka anti-Jkb
anti-Fya anti-Fyb และ anti-S) มาก กว่า MP-IAT และ
LISS-IAT ตาม ลำดับ ซึ่ง คล้าย กับ การ รายงาน ของ
Nance และ Garratte14 ท่ี ได้ รายงาน ไว้ ว่า PEG-IAT มี
ความ ไว มาก กว่า MP-IAT และ LISS-IAT ใน การ ตรวจ
IgG antibodies ที่ มี ความ สำคัญ ทาง คลินิก รวม ทั้ง
Slater JL และ คณะ15 Shirey และ คณะ16 Barrett และ
คณะ17 Low และ คณะ18 และ Combs และ คณะ19 ได้
รายงาน ว่า PEG-IAT มี ความ ไว มาก กว่า LISS-IAT ใน
การ ตรวจ IgG antibodies นอก จาก น้ี แล้ว Wenz B20
และ คณะ กับ de Man AJM และ คณะ21 ได้ รายงาน ไว้
ว่า PEG-IAT เป็น วิธี ท่ี ไว มาก กว่า bovine albumin ใน
การ detection และ identification ชนิด ของ IgG
antibodies นอก จาก นี้ Jimenez Marco MT และ
คณะ22 ได ้รายงาน เพ่ิม เตมิ วา่ PEG-IAT มี ความ ไว มาก
กว่า  LISS-IAT และ bovine serum albumin (BSA-
IAT)  ใน การ ตรวจ แอนติบอดี ท่ี มี ความ สำคัญ ทาง คลินิก
และ เป็น วิธี ท่ี สามารถ ยอม รับได้ เม่ือ นำ มา ใช้ เป็น routine
compatibility test

จาก การ ศึกษา คร้ัง น้ี พบ ว่า การ ตรวจ หา แอนติบอดี ใน
ระบบ Lewis เมื่อ ใช้ LISS-IAT ได้ คะแนน mean
score (15.6) สูง ที่ สุด รอง ลง ไป คือ MP-IAT (11.2)
และ  PEG-IAT (10.1) ตาม ลำดับ ( ตาราง ที่ 4) และ
LISS-IAT มี ความ ไว (sensitivity) มาก กว่า MP-IAT
และ PEG-IAT ใน การ ตรวจ กรอง หา IgM antibodies
โดย เฉพาะ ใน ระบบ Lewis ซ่ึง คล้าย กับ การ รายงาน ของ
Reisner และ คณะ23 ท่ี ได้ ทำ การ ศึกษา เปรียบ เทียบ an-
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tibody  screening และ identification โดย ใช้ วิธี PEG
albumin และ papain โดย พบ ว่า PEG ไม่ เหมาะ ท่ี จะ ใช้
ใน การ identification แอนติบอดี ใน ระบบ Lewis และ
cold autoantibodies อย่างไร ก็ ตาม Lalezari P และ
Jiang AF24 ได้ รายงาน ว่า วิธี MP มี ความ ไว มาก กว่า
antiglobulin test ใน การ ตรวจ แอนติบอดี ใน ระบบ
ABH  MNS Lewis P และ I และ Engelfriet และ
Resink25 ได้ กล่าว ไว้ ว่า ไม่ มี วิธี ไหน วิธี เดียว ท่ี จะ สามารถ
ตรวจ หา แอนติบอดี ท่ี มี ความ สำคัญ ทาง คลินิก ได้ ท้ัง หมด

จาก ตาราง ท่ี 5 พบ ว่า ผล การ นำ mean score ของ
anti-D anti-E anti-Jka anti-Jkb anti-Fya anti-Fyb
anti-S anti-Lea anti-Leb มา เปรยีบ เทียบ ทาง สถิติ ได้
ค่า P< 0.05 ซ่ึง แสดง ว่า มี ความ แตก ต่างกัน ใน ความ แรง
อย่าง มี นัย สำคัญ ทาง สถิติ ท้ัง 3 วิธี ส่วน anti-Mia เม่ือ
เปรียบ ระหว่าง LISS-IAT กับ PEG-IAT ได้ ค่า P>0.05
ซ่ึง แสดง ว่า ไม่ มี ความ แตก ต่างกัน ใน ความ แรง อย่าง มี นัย
สำคัญ ทาง สถิติ แต่ เม่ือ เปรียบ เทียบ ระหวา่ง LISS-IAT
กับ MP-IAT และ ระหว่าง PEG-IAT กับ MP-IAT พบ
ว่า มี ความ แตก ต่างกัน ใน ความ แรง อย่าง มี นัย สำคัญ ทาง
สถิติ (P=0.00) ส่วน anti-M anti-H ไม่ พบ ความ แตก
ต่างกัน ใน ความ แรง อย่าง มี นัย สำคัญ สถิติ (P>0.05)

ใน การ ศึกษา คร้ัง น้ี มี ความ แตก ต่าง ใน ด้าน วิธี ทดสอบ
เวลา ท่ี ใช้ ชนิด ของ น้ำ ยา antihuman globulin (AHG)
reagent และ การ อ่าน ผล ดังน้ี

1. ใน ด้าน เวลา ที่ ใช้ ทดสอบ พบ ว่า MP-IAT มี
ข้ันตอน การ ทำ มาก กว่า LISS-IAT และ PEG-IAT แต่ ใช้
เวลา น้อย กว่า PEG-IAT และ LISS-IAT ตาม ลำดับ คือ
MP-IAT ใช้ เวลา ใน การ ทดสอบ ประมาณ 5-10 นาที แต่
PEG-IAT กับ LISS-IAT ใช้ เวลา ใน การ ทดสอบ 15-20
นาที และ 20-25 นาที ตาม ลำดับ

2.  การ ใช้ AHG reagent พบ ว่า PEG-IAT และ
MP-IAT ใช้ monospecific AHG (anti-IgG) จะ ให้
ผล ดี กว่า polyspecific AHG (anti-IgG และ anti-
C3d)  Nance และ Garratty14 รายงาน ว่า การ ใช้ poly-

specific  AHG ใน PEG-IAT จะ ทำให้ เกิด nonspe-
cific  reaction ข้ึน ได้ เน่ือง จาก เม็ด เลือด แดง ถูก จับ ด้วย
complement และ ใน polyspecific AHG มี anti-
C3d เปน็ ส่วน ประกอบ นอก จาก น้ี Ferrer และ คณะ26
ได้ รายงาน ไว้ ว่า การ ใช้ monospecific AHG ใน MP-
IAT จะ ช่วย ลด ปฏิกิริยา ของ cold agglutination แต่
วิธี LISS การ ใช้ polyspecific AHG ได้ผล ดี ใน การ
ตรวจ หา แอนติบอดี ใน ระบบ Lewis เพราะ แอนติบอดี
ใน ระบบ Lewis จะ จับ กับ คอมพลีเมนต์ และ ใน poly-
specific AHG มี anti-C3d เป็น ส่วน ประกอบ

3. ใน ด้าน การ อ่าน ผล พบ ว่า LISS-IAT และ MP-
IAT อ่าน ผล ได้ ชัดเจน กว่า PEG-IAT นอก จาก น้ี ยัง พบ
ว่า PEG-IAT ให้ ผลบวก ปลอม มาก กว่า ด้วย

สรุป
จาก การ ศึกษา ครั้ง นี้ พบ ว่า การ ใช้ PEG-IAT เป็น วิธี

ท่ี เหมาะ สำหรับ ตรวจ anti-D anti-E anti-Jka anti-Jkb
anti-Fya anti-Fyb anti-Mia anti-M anti-S และ anti-
H แต่ LISS-IAT เหมาะ ท่ี จะ ใช้ สำหรบั ตรวจ anti-Lea
และ anti-Leb ส่วน วิธี MP-IAT สามารถ ตรวจ ได้ ทุก
แอนตบิอดี แต ่ไม ่ดี เทา่ วธิี LISS-IAT และ PEG-IAT
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Abstract  : The sensitivity of the antibody detection technique is important in providing compatible
blood.  In cases that a pattern of weak reactions fails to indicate specificity, or the presence of an
antibody is suspected but cannot be demonstrated, the use of enhancing reagents may be helpful.
Objectives  :  The purpose of this study was to compare low ionic strength solution (LISS), polyethylene
glycol  (PEG) and manual polybrene (MP) techniques for enhancing antibody detection in indirect an-
tiglobulin  testing (IAT).  Material and methods  : Antibody screening was performed in 200 unknown
donor  blood samples in parallel.  The antibody screening was also performed in 122 samples of known
antibody  specificities, of which these samples gave positive results by all techniques. The antibody
titration  was performed on these samples to compare the sensitivity of the assays. Results: The results
were  evaluated by Wilcoxon Signed Ranks test.  The positive results of antibody screening performed
in  the 200 unknown samples, using LISS-IAT, PEG-IAT and MP-IAT techniques, were found in 5(2.5%),
5(2.5%)  and 4(2%) samples, respectively.  The results evaluated by Friedman test showed no significant
difference among LISS, PEG and MP techniques (P>0.05).  In addition, titration studies were performed
on  101 samples of known antibody specificities.  Comparison of mean scores of the three techniques
demonstrated  that LISS-IAT (15.6) gave a higher mean score in detecting anti-Lea and anti-Leb than the
MP-IAT (11.2) and the PEG-IAT (10.1), respectively.  However, the PEG-IAT showed a higher mean
scores  in detecting anti-D, anti-E, anti-Jka, anti-Jkb, anti-M and anti-N than the MP-IAT and the LISS-
IAT,  respectively.  Furthermore, PEG-IAT had a higher mean score in detecting anti-Fya, anti-Fyb, anti-
S,  anti-Mia and anti-H than LISS-IAT and MP-IAT, respectively.  Conclusion  : The PEG-IAT is the best
in all technique systems for antibody detection.  But the LISS-IAT is the better technique for antibody
detection  in Lewis system.
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