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การศึกษาเปรยีบเทยีบการตรวจหาความแรงของ ABO antibodies ดว้ยวธิี
หลอดทดลองมาตรฐาน และเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัดิว้ยวธิ ีcolumn
agglutination technique
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บทน�ำ  การตรวจหาความแรงของแอนตบิอดีหมูเ่ลอืด ABO มคีวามส�ำคญัต่อกระบวนการวางแผนรกัษาผูป่้วยปลูกถา่ยอวยัวะทีม่ี

หมูเ่ลอืด ABO เขา้กนัไมไ่ด ้ โดยเฉพาะอย่างยิง่การปลูกถา่ยไตขา้มหมูเ่ลอืด ดงันัน้จงึมแีนวคิดทีจ่ะน�ำวธิีการตรวจโดยเครือ่งตรวจ

วเิคราะหอ์ตัโนมตั ิดว้ยวธิีcolumn agglutination ซึง่เป็นวธิีทีใ่หผ้ลการตรวจทีม่คีวามแน่นอน และ แมน่ย�ำ มาแทนทีว่ธิีหลอดทดลอง

มาตรฐานทีใ่ชใ้นปจัจุบนั  วตัถุประสงค ์เพือ่ศึกษาเปรียบเทยีบค่าความแรงของแอนตบิอดีหมูเ่ลอืด ABO ทีไ่ดจ้ากการตรวจดว้ยวธิี

หลอดทดลองมาตรฐานและเครือ่งตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิดว้ยวธิี column agglutination  วสัดุและวธิกีาร ตวัอย่างพลาสมาของผู ้

บริจาคโลหติ จากศูนยบ์ริการโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทยจ�ำนวน 180 ราย ประกอบดว้ยหมูโ่ลหติ A, B และ O อย่างละ 60 ราย 

น�ำมาทดสอบหาค่าความแรงของ anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ดว้ยวธิีหลอดทดลองมาตรฐานและโดยเครือ่งตรวจ

วเิคราะหอ์ตัโนมตั ิดว้ยวธิี column agglutination และน�ำมาเปรียบเทยีบความสมัพนัธแ์ละความสอดคลอ้งระหวา่งสองวธิี  ผลการ

ศึกษา พบว่าในจ�ำนวนตวัอย่างท ัง้หมดค่าความแรง ของ anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ทีต่รวจดว้ยวธิีหลอดทดลอง

มาตรฐานและดว้ยวธิีcolumn agglutination มคีวามสอดคลอ้งรอ้ยละ 81.67-98.30 และมคีวามสมัพนัธอ์ย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ

โดยค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธใ์นระดบัสูงเท่ากบั 0.73-0.94 และมคีวามสอดคลอ้งโดย Bland-Altman plot พบวา่ ค่าเฉลีย่ความแตก

ต่างอยู่ระหวา่ง -0.39 ถงึ 0.53  สรุป การศึกษาครัง้น้ีแสดงใหเ้หน็วา่ผลการตรวจความแรงของแอนตบิอดีหมูเ่ลอืด ABO โดยเครือ่ง

ตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิดว้ยวธิี column agglutination และดว้ยวธิีหลอดทดลองมาตรฐาน มคีวามสมัพนัธก์นัในระดบัสูงมากและ

มคีวามสอดคลอ้งกนัดี แสดงถงึความน่าเชือ่ถอืของผลการตรวจ สามารถน�ำมาใชใ้นงานประจ�ำได ้

คำ�สำ�คัญ :	l ความแรงของแอนติบอดีหมู่เลือดเอบีโอ  l วิธีคอลัมน์ แอกกลูติเนชั่น

วารสารโลหิตวิทยาและเวชศาสตร์บริการโลหิต. 2563;30:137-46.
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Abstract: 

Background: ABO antibody titration is an integral part for management of ABO incompatible organ transplan-

tation, especially ABO-incompatible kidney transplants.  Due to the precision of an automation, we planned to 

apply a fully automated antibody titration method using the column agglutination technique (auto-CAT) instead 

of a conventional tube technique (CTT).  Objective: To compare and correlate ABO antibody titers using CTT 

and auto-CAT.  Materials and Methods: A total of 180 donor serum samples consisted of 60 samples for each A, 

B and O blood groups, antibody titrations were performed using CTT and auto-CAT simultaneously.  Spearman’s 

correlation and Bland-Altman plot were used to determine the correlation of ABO antibody titers between the 

two methods and to compare the methods agreement, respectively.  Results: In all samples, the concordance 

rate of CTT and auto-CAT for IgM and IgG ABO antibody titers were 81.67% to 98.30% and correlated well 

with spearman rho correlation coefficient of 0.73-0.94 (p < 0.001).  The Bland-Altman plot showed that the mean 

differences between the two methods were -0.39 to 0.53.  Conclusion: This study demonstrated that ABO anti-

body titers measured by auto-CAT and CTT had a highly significant correlation, and good agreement indicated 

reliable results.  Thus auto-CAT can be implemented to perform antibody titration in routine laboratory testing.

Keywords :	 l Titer of ABO antibodies  l Column agglutination technique
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บทน�ำ

แอนตบิอดขีองหมูเ่ลอืดระบบ ABO มคีุณสมบตัเิป็นท ัง้ IgM, 

IgG และอาจพบ Ig A ในปรมิาณเลก็นอ้ย anti-A และ anti-B 

ทีพ่บในหมูเ่ลอืด B และ A ส่วนใหญ่เป็น IgM อาจม ีIgG ปน

บา้ง แต่ในหมูเ่ลอืด O ส่วนใหญ่ จะเป็นชนิด IgG  แอนตบิอดี

ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ของหมูเ่ลอืดระบบ ABO มคีุณสมบตัทิ �ำ

ปฏกิริยิาไดด้ทีีอ่ณุหภมู ิ20-24oC หรอืต�ำ่กวา่ และท�ำปฏกิริยิาได ้

จนถงึอณุหภมู ิ37oC  รวมท ัง้สามารถ fix complement ท�ำให ้

เมด็เลอืดแดงแตกได ้แอนตเิจนของระบบ ABO นอกจากพบบน

เมด็เลอืดแดงแลว้ ยงัพบบนเมด็เลอืดขาว เกลด็เลอืด epithelial 

cells และ endothelial cells ของหลอดเลอืดและอวยัวะต่างๆ เช่น 

ไต ตบั หวัใจ รวมท ัง้พบในสารคดัหล ัง่ แอนตบิอดใีนระบบ ABO 

จงึเป็นสาเหตสุ �ำคญัของการเกดิ acute hemolytic transfusion 

reaction, hemolytic disease of the fetus and newborn, ภาวะ 

hemolysis ใน ABO incompatible allogeneic hematopoietic 

stem cell transplantation ชนิด major mismatch และท�ำให ้

เกดิการปฏเิสธอวยัวะอย่างเฉียบพลนั (hyperacute rejection) 

กรณีปลูกถา่ยอวยัวะแบบ ABO incompatible ในการปลูกถา่ย

ตบั หวัใจ และไต เป็นตน้1-4

ในอดตีการปลูกถ่ายไตในหมูโ่ลหติทีเ่ขา้กนัไมไ่ดเ้ป็นขอ้หา้ม 

อย่างเดด็ขาดของการปลูกถา่ย แต่ในปจัจบุนัสามารถปลูกถา่ยไต

แบบขา้มหมูเ่ลอืดได ้เนื่องจากม ีorgan shortage โดยการเตรยีม

ผูป่้วยก่อนการผ่าตดัดว้ยการท�ำ desensitization เพือ่ลดระดบั

ความแรง (titer) ของ anti-A/anti-B ใหเ้หลอืนอ้ยในระดบัที่

เหมาะสม จงึสามารถท�ำการปลูกถา่ยไดอ้ย่างปลอดภยั และภาย

หลงัการปลูกถา่ยมกีารเฝ้าตดิตามค่าไตเตอรข์อง anti-A/anti-B 

ใหอ้ยู่ในระดบัต�ำ่อย่างต่อเนื่อง  เพราะค่าไตเตอรท์ีสู่งขึ้นเป็นตวั

ชี้วดัหน่ึงของภาวะการเกิดการปฏเิสธการปลูกถ่ายดว้ยสาเหตุ

จากแอนติบอดี (antibody-mediated rejection: AMR)5-7 

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณไ์ดท้ �ำการปลูกถา่ยไตขา้มหมูเ่ลอืดเป็นคร ัง้

แรกของประเทศไทย เมือ่ พ.ศ 25518 และมจี�ำนวนผูป่้วยทีไ่ดร้บั

การปลูกถา่ยอย่างต่อเนื่องเพิม่มากขึ้นทกุปี โดยระดบัไตเตอรเ์ป้า

หมายของ anti-A/anti-B ทีใ่ชพ้จิารณาการปลูกถา่ยคอืค่านอ้ยกวา่

หรอืเท่ากบั 169 ดงันัน้วธิกีารตรวจหาไตเตอรข์อง anti-A/ anti-B  

จงึควรเป็นวธิทีีใ่หผ้ลการตรวจทีถ่กูตอ้ง แมน่ย�ำ และคงที ่เพราะ

ระดบัไตเตอรเ์ป็นกญุแจส�ำคญัของการตดัสนิใจวา่จะผ่าตดัใหก้บัผู ้

ป่วยหรอืไม ่และเป็นค่าหนึ่งทีช่่วยประเมนิการสูญเสยีไตหลงัไดร้บั

การปลูกถา่ยในผูป่้วยเช่น ในกรณีทีค่่าไตเตอรข์อง anti-A/ anti-B 

ในผูป่้วยสูงกวา่เกณฑ ์ แต่มกีารรายงานค่าไตเตอรข์อง anti-A/ 

anti-B นอ้ยกวา่ค่าจรงิของผูป่้วยท�ำใหผู้ป่้วยไดร้บัการปลูกถา่ยไต  

ท�ำใหเ้ป็นปจัจยัเสีย่งทีส่ �ำคญัต่อการเกดิ AMR และการสูญเสยีไต 

นอกจากนี้การตรวจหาไตเตอรข์อง ABO antibodies  ยงัมคีวาม

ส�ำคญัต่อกระบวนการรกัษาอืน่ๆ เช่น การใหเ้กลด็เลอืดต่างหมู ่การ

ปลูกถา่ยไขกระดูก และการปลูกถา่ยตบั และหวัใจ เป็นตน้10-13

ธนาคารเลอืด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์สภากาชาดไทย ตรวจหา

ระดบัไตเตอรข์อง anti-A/anti-B ดว้ยวธิหีลอดทดลองมาตรฐาน 

(conventional tube technique: CTT) ซึง่เป็นวธิมีาตรฐานและ

เป็นทีย่อมรบัต ัง้แต่อดตีจนถงึปจัจบุนั มขีอ้ดคีอืท�ำไดง้า่ย ราคา

ถกู สามารถตรวจหาแอนตบิอดชีนิด IgM และ IgG ไดใ้นการ

ทดสอบครัง้เดยีว แต่มขีอ้ดอ้ยคอื มขี ัน้ตอนในการทดสอบมาก  

และเป็น manual ท ัง้หมด จงึใชเ้วลานานในการรายงานผลการ

ทดสอบ และมหีลายข ัน้ตอนทีม่โีอกาสท�ำใหผ้ลการทดสอบผดิพลาด 

คลาดเคลือ่นได ้เช่น ข ัน้ตอนการเจอืจางพลาสมา ข ัน้ตอนการลา้ง

เซลล ์โดยเฉพาะข ัน้ตอนการอ่านผล ตอ้งเขย่าหลอดทดลองซึง่ไม่

สามารถก�ำหนดมาตรฐานความแรงของการเขย่าได ้(subjective) 

ผลการตรวจจงึมคีวามแตกต่างตามประสบการณแ์ละความช�ำนาญ

ของเจา้หนา้ทีแ่ต่ละคน วธิ ีCTT จงึเป็นวธิทีีย่ากต่อการควบคุม

และตดิตามค่าไตเตอรข์องแอนตบิอด ีใหม้คีวามถกูตอ้ง แมน่ย�ำ 

และเป็นมาตรฐานเดยีวกนั7,14-16

ปจัจุบนัมกีารพฒันาเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัิดว้ยวธิี 

column agglutination technique (CAT) ใหส้ามารถตรวจ

วเิคราะหห์าค่าไตเตอรข์องแอนตบิอดไีด ้ โดยเครื่องมกีารท�ำงาน

แบบ fully automate ต ัง้แต่น�ำตวัอย่างทดสอบเขา้เครื่อง เครื่อง

จะน�ำพลาสมาไปเจอืจาง และท�ำการทดสอบใหท้ ัง้หมด  รวมท ัง้

อ่านผล แปลผล และบนัทกึผลการทดสอบ ระบบถกูควบคุมโดย

คอมพวิเตอร ์จงึช่วยลดขอ้ผดิพลาดจากการปฏบิตังิานของเจา้หนา้ที ่

และท�ำใหไ้ดผ้ลการตรวจทีม่คีวามแน่นอน และมคีวามแมน่ย�ำสูง 

(objective & reproducibility) เครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัิ

ยงัมขีอ้ดคีอื การใชง้านงา่ยสะดวก ใหผ้ลการตรวจทีร่วดเรว็ แต่มี

ขอ้เสยีทีร่าคาตน้ทนุสูง ต ัง้แต่อดตีจนถงึปจัจบุนัมกีารศึกษาเปรยีบ

เทยีบการตรวจวเิคราะหห์าไตเตอรข์อง ABO antibodies ระหวา่ง

วธิ ีCTT และวธิ ีCAT จ�ำนวนมากทีส่รุปแนะน�ำใหใ้ชว้ธิ ีCAT 

เป็นมาตรฐานในงานตรวจหาไตเตอร ์ของ ABO antibodies17-23 

อย่างไรกต็ามการศึกษาเปรยีบเทยีบวธิ ีCAT ดงักลา่วเกอืบท ัง้หมด

เป็นวธิ ีmanual CAT (gel test) มกีารศึกษาเปรยีบเทยีบโดยใช ้

เครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิดว้ย วธิ ีCAT นอ้ยมาก20

การศึกษานี้มวีตัถปุระสงค ์ เพือ่เปรยีบเทยีบค่าไตเตอรข์อง 

anti-A/ anti-B ทีไ่ดจ้ากการทดสอบดว้ยวธิ ี CTT และเครื่อง

ตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัดิว้ยวธิ ีCAT รวมท ัง้หาความสมัพนัธแ์ละ 

ความสอดคลอ้งระหวา่งสองวธิ ี ผลการวจิยัจะเป็นแนวทางในการ
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พฒันาน�ำเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัดิว้ยวธิ ีCAT มาใชใ้นงาน

ประจ�ำส �ำหรบัการทดสอบ  antibody titration ของฝ่ายธนาคาร

เลอืด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์แทนวธิ ีCTT เดมิ และเพือ่เป็น

แนวทางใหแ้พทยน์�ำไปใชพ้จิารณาปรบัเปลีย่นระดบัไตเตอรข์อง 

ABO antibodies เป้าหมายก่อนและหลงัการผ่าตดัปลูกถา่ยไต  

วสัดแุละวธิกีาร

วสัดุ

1.	 ตวัอย่างตรวจ เป็นตวัอย่างเลอืดของผูบ้รจิาคโลหติ (EDTA 

blood) จากฝ่ายตรวจคดักรองโลหติ ศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิ

สภากาชาดไทย ระหวา่งเดอืนธนัวาคม พ.ศ. 2561 ถงึเดอืนมนีาคม 

พ.ศ. 2562 ตวัอย่างเลอืดมผีลการตรวจหมูโ่ลหติ ABO ปกต ิ

และไมม่ ีred cell alloantibodies ในพลาสมาจ�ำนวน 180 ราย 

ประกอบดว้ยหมูโ่ลหติ A, B และ O อย่างละ 60 ราย น�ำมาปัน่

แยกพลาสมา เกบ็แช่แขง็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 oC และแบง่มาทดสอบ

หาค่าไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG 

ดว้ยวธิCีTT และโดยเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัดิว้ยวธิ ีCAT 

ในวนัและเวลาเดยีวกนั  

2.	 เซลลแ์ละน�ำ้ยาทดสอบ

2.1	 3% A1 cells/ B cells และน�ำ้ยา antihuman globulin 

(AHG) ผลติภณัฑข์องศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย 

ส�ำหรบัวธิ ีCTT

2.2	 0.8% Affirmagen (A1, B), reverse diluent cas-

sette และ Anti-IgG, -C3d; polyspecific cassette ผลติภณัฑ์

ของบรษิทั Ortho Clinical Diagnostics (United Kingdom) 

ส�ำหรบัวธิ ีCAT 

3.	 เครื่องมอืทีใ่ชท้ดสอบ

3.1	 เครื่องปัน่อ่านปฏกิริยิาหลอดทดลอง (serologic 

centrifuge) ผลติภณัฑข์อง Kokuson corporation, Japan

3.2	 เครื่องปัน่ลา้งเซลลอ์ตัโนมตั ิ  ผลติภณัฑข์องบรษิทั 

Helmer scientific, United States of America

3.3	 เครื่องอุ่นปฏกิริยิาหลอดทดลอง 37oC

3.4	 เครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ (ORTHO VISION 

Analyzer, Ortho Clinical Diagnostics, UK)

วธิกีารทดสอบ

1.	 การตรวจหาค่าไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ดว้ยวธิี

หลอดทดลองมาตรฐาน (CTT)24 เจอืจางพลาสมาทีจ่ะทดสอบแบบ 

serial two-fold dilution  โดยใส่น�ำ้เกลอืปกตปิรมิาตร 500 µL 

ในแต่ละหลอดทดลอง จ�ำนวน12 หลอด ใส่พลาสมา 500 µL ใน

หลอดแรก ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ดูดพลาสมาทีเ่จอืจางในหลอดแรก 

500 µL ไปท�ำใหเ้จอืจางต่อในหลอดถดัไป จนครบ 12 หลอด (1:2 

ถงึ 1:2048) ต่อจากนัน้แบง่พลาสมาทีเ่จอืจางแลว้หลอดละ 200 µL 

ลงในหลอดทดลองขนาด 12 x 75 mm. จ�ำนวน 12 หลอด (ท�ำ

เหมอืนกนั 2 ชดุ) เสรจ็แลว้เตมิ 3% A cell หรอื B cell ปรมิาตร 

100 µL ลงในหลอดทดลองท ัง้หมด เขย่าใหเ้ขา้กนั หลอดทดลอง

ชดุแรก (12 หลอด) incubate ทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (RT) นาน 15 นาท ี

ครบเวลาน�ำไปปัน่อ่านผล 15 วนิาท ีทีค่วามเรว็รอบ 3,400 rpm ดู

การจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง  ค่าไตเตอรข์อง IgM antibodies 

คอืส่วนกลบัของ dilution หลอดสุดทา้ยทีใ่หผ้ลบวกดว้ยตาเปลา่ 

(weak)15 ในเวลาเดยีวกนัน�ำหลอดทดลองชดุทีส่อง (12 หลอด) 

ไป incubate ที ่37oC เป็นเวลา 30 นาท ีเมือ่ครบเวลาน�ำไปลา้ง 

3 คร ัง้ดว้ยเครื่องลา้งเซลลอ์ตัโนมตั ิหยดน�ำ้ยา AHG หลอดละ 2 

หยด (วธิ ีindirect antiglobulin test : IAT)25  ปัน่อ่านผล ค่า

ไตเตอรข์อง IgG antibodies คอื ส่วนกลบัของ dilution หลอด

สุดทา้ยทีใ่หผ้ลบวกดว้ยตาเปลา่ (weak)

2.	 การตรวจหาค่าไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ดว้ยเครื่อง

ตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัวิธิ ีCAT ในเวลาเดยีวกบัทีท่ดสอบดว้ยวธิ ี

CTT จะแบง่พลาสมาของตวัอย่างทดสอบรายเดยีวกนัไปทดสอบ

ในเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ(ORTHO VISION Analyzer)  

เครื่องจะท�ำการทดสอบหาค่าไตเตอรข์อง anti-A/ anti-B ทกุข ัน้

ตอนเป็นอตัโนมตั ิเริ่มต ัง้แต่เจอืจางพลาสมาแบบ serial two-fold 

dilution (1:2 ถงึ 1:1024) ต่อจากนัน้จะน�ำพลาสมาทีเ่จอืจางแลว้

ปรมิาตร 40 µL ไปทดสอบกบั 0.8% Affirmagen (A1/B ) ปรมิาตร 

50 µL ในแต่ละ microcolumn ซึง่ 6 microcolumn จะประกอบ

เป็น 1 cassette กรณีทดสอบหาค่า ไตเตอรข์อง anti-A/anti-B 

ชนิด IgM เครื่องจะทดสอบบน reverse diluent cassette และ

ปัน่อ่านผลทนัททีีเ่ตมิ A1/B cell เสรจ็ กรณีทดสอบหาค่าไตเตอร์

ชนิด IgG เครื่องจะทดสอบบน anti-IgG,-C3d; polyspecific 

cassette, incubate ที ่37oC 15 นาท ีเมือ่ครบเวลาน�ำไปปัน่อ่าน

ผล 5 นาท ีเครื่องจะอ่านผล แปลผล และแสดงใหเ้หน็เป็นรูปภาพ 

ค่าไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG คอื

ส่วนกลบัของ dilution แรก ของ microcolumn ทีเ่ครื่องอ่าน

ผล 0.5+ (weak)20  

การวเิคราะหข์อ้มูลทางสถติิ

น�ำผลการตรวจไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM 

และ IgG ทีไ่ดจ้ากการตรวจวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีCTT มาศึกษาเปรยีบ

เทยีบ (comparison) กบัผลทีไ่ดจ้ากวธิ ีCAT ดว้ยสถติเิชงิอนุมาน 

(inference statistic) โดยใชส้ถติ ิWilcoxon signed rank test  

และวเิคราะหค์วามสมัพนัธ ์(correlation) ระหวา่งสองวธิ ีโดยใชค่้า

สมัประสทิธิ์สหสมัพนัธแ์บบ Spearman (Spearman correlation 



การศึกษาเปรยีบเทยีบการตรวจหาความแรงของ ABO antibodies 141

วารสาร​โลหติ​วทิยา​และ​เวชศาสตรบ์รกิาร​โลหติ  ปีที ่30  ฉบบั​ที ่2  เมษายน-มถินุายน 2563

coefficient) วเิคราะหค์วามสอดคลอ้ง (agreement) ของค่าไต

เตอรข์อง anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ทีไ่ดจ้าก

การทดสอบจากท ัง้สองวธิ ีโดยใชค่้า natural log ที ่transform มา

จากค่าไตเตอรด์ว้ยสถติ ิBland-Altman plot และ Lin’s Concor-

dance  การวเิคราะหข์อ้มลูคร ัง้นี้ใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอรส์ �ำเรจ็รูป 

STATA Version 15 (StataCorp. 2017. Stata Statistical 

Software: release 15. College Station, TX: StataCorp 

LLC.) โดยก�ำหนดระดบันยัส�ำคญัทางสถติทิี ่p < 0.05  

โครงการวจิยัน้ีไดร้บัการรบัรองจากคณะกรรมการจรยิธรรม

การวจิยั ศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย รหสัโครงการ

ที ่16/2561

ผลการศึกษา

จากการศึกษาโดยน�ำพลาสมาผูบ้รจิาคโลหติหมูเ่ลอืด A, B และ 

O จ�ำนวนหมูล่ะ 60 ราย มาตรวจวเิคราะหห์าค่าไตเตอรข์อง anti-A 

และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ดว้ยวธิ ีCTT และเครื่อง

ตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ(ORTHO VISION Analyzer) ดว้ยวธิ ี

CAT พบวา่ ในจ�ำนวนตวัอย่างทดสอบท ัง้หมด ค่าไตเตอรข์อง 

ABO antibodies  ทีต่รวจไดจ้ากท ัง้สองวธิมีคีวามสอดคลอ้งกนั 

(concordance rate) 81.67% ถงึ 98.30% (เมือ่เปรยีบเทยีบจาก

ค่าไตเตอรท์ีต่่างกนัไมเ่กนิ 1 dilution) ในจ�ำนวนตวัอย่างดงักลา่ว 

ค่าไตเตอรข์อง ABO antibody ชนิด IgG  มคีวามสอดคลอ้ง

มากกวา่ค่าไตเตอรช์นิด IgM โดยพบวา่ค่าไตเตอรข์อง anti-A  

ชนิด IgG ในหมูเ่ลอืด O ม ีconcordance rate สูงสุดคอื 98.30% 

(59 ราย) รองลงมาคอื ค่าไตเตอรข์อง anti-A ชนิด IgG ในหมู่

เลอืด B ม ีconcordance rate เท่ากบั 96.67% (58 ราย) และ ค่า

ไตเตอรข์อง anti-B ชนิด IgM ในหมูเ่ลอืด A ม ีconcordance 

rate นอ้ยสุดคอื 81.67% (49 ราย)  ดงัรายละเอยีดใน Table 1 

ผลการเปรยีบเทยีบ (comparison) ค่า median ของไตเตอร์

ของ anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ในหมูเ่ลอืด 

A, B และ O ทีไ่ดจ้ากการตรวจวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีCTT และดว้ย

วธิ ีCAT พบวา่ส่วนมากมคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทาง

สถติ ิ(p < 0.001) ยกเวน้ค่า median ของไตเตอรข์อง anti-A 

ชนิด IgM ในหมูเ่ลอืด B และ ไตเตอรช์นิด IgG ของ anti-A 

และ anti-B  ในหมูเ่ลอืด O ทีไ่มพ่บความแตกต่างกนัอย่างมนียั

ส�ำคญัทางสถติริะหวา่งสองวธิ ีดงัรายละเอยีดใน Table 2

ผลการวเิคราะหค์วามสมัพนัธ ์(correlation) ของค่าไตเตอร์

ของ anti-A และ anti-B ท ัง้ชนิด IgM และ IgG  ทีไ่ดจ้ากการ

ตรวจดว้ยวธิ ีCTT และดว้ยวธิ ีCAT จากจ�ำนวนตวัอย่างท ัง้หมด 

พบวา่มคีวามสมัพนัธก์นัไปในทศิทางเดยีวกนัในระดบัสูง26 อย่าง

มนียัส�ำคญัทางสถติ ิโดยค่าสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธ ์(Spearman 

correlation coefficient; rho) ของไตเตอรข์อง anti-A และ 

anti-B ชนิด IgG มค่ีาสูงสุด (rho เท่ากบั 0.94 และ 0.90 ตาม

ล�ำดบั) และค่าสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธข์องไตเตอรข์อง anti-A และ 

anti-B ชนิด IgM อยู่ในระดบัสูง (rho เท่ากบั 0.86 และ 0.73 

ตามล �ำดบั) ท ัง้หมดนี้มค่ีา p < 0.001  ส�ำหรบัผลการวเิคราะห์

ความสอดคลอ้ง (agreement) ดว้ยสถติ ิLin’s Concordance   

พบวา่ค่าไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B  ทีไ่ดจ้ากการตรวจ

วเิคราะหร์ะหวา่งสองวธิมีคีวามสอดคลอ้ง(agreement)กนั27 อย่างมี

นยัส�ำคญัทางสถติ ิ(p < 0.001) โดยพบวา่ค่า Lin’s Concordance 

correlation coefficient (CCC) ของไตเตอรข์อง anti-A และ 

anti-B ชนิด IgM มค่ีาเท่ากบั 0.83 และ 0.72 ตามล �ำดบั และ

ของไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ชนิด IgG มค่ีาเท่ากบั 0.93 

และ 0.88 ตามล �ำดบั ดงัรายละเอยีดใน Table 3

ผลการวเิคราะห ์ agreement ระหวา่งสองวธิ ี ดว้ยสถติ ิ

Bland-Altman plot โดยประเมนิจากค่าเฉลีย่ความแตกต่าง 

Table 1  Concordance of ABO antibody titer results by CAT and CTT

Blood group 
antibody

(no. samples)

IgM IgG

Concordance* CAT Identical 
to CTT titer

CAT > CTT 
titer

CAT < CTT 
titer

Concordance* CAT Identical 
to CTT titer

CAT > CTT 
titer

CAT < CTT 
titer

Anti-B in blood
group A (60)

49
(81.67%)

24
(40.00%)

5
(8.33%)

31
(51.67%)

54
(90.00%)

28
(46.67%)

2
(3.33%)

30
(50.00%)

Anti-A in blood
group B (60)

56
(93.30%)

30
(50.00%)

13
(21.67%)

17
(28.33%)

58
(96.67%)

27
(45.00%)

10
(16.67%)

23
(38.33%)

Anti-A in blood
group O (60)

54
(90.00%)

23
(38.33%)

35
(58.33%)

2
(3.33%)

59
(98.30%)

34
(56.67%)

13
(21.67%)

13
(21.67%)

Anti-B in blood
group O (60)

51
(85.00%)

20
(33.33%)

37
(61.67%)

3
(5.00%)

57
(95.00%)

26
(43.33%)

23
(38.33%)

11
(18.33%)

CTT= conventional tube test;   CAT= column agglutination technique;   *concordance within one dilution difference
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Table 2  Median comparison of ABO antibody titers between CTT and CAT

Blood group antibodies
(no. samples)

Median (min-max) of antibody titer  in each method

CTT IgM CAT IgM p-value* CTT IgG CAT IgG p-value*

Anti-B in blood group A (60) 64 (8-512) 32 (4-512) < 0.001 64 (8-1024) 64 (8-512) < 0.001

Anti-A in blood group B (60) 32 (4-256) 32 (4-128) 0.58 64 (4-256) 32 (2-128) 0.04

Anti-A in blood group O (60) 128 (8-512) 192 (16-1024) < 0.001 256 (64-4096) 256 (64-1024) 0.56

Anti-B in blood group O (60) 128 (8-512) 128 (16-1024) < 0.001 512 (32-2048) 512 (16-1024) 0.06

CTT= conventional tube test;   CAT= column agglutination technique;   *p-value from Wilcoxon signed rank test

Table 3  Correlation and agreement of ABO antibody titers between CTT and CAT among all samples

Blood group antibodies
(no. samples)

Spearman correlation coefficient (rho) Lin’s Concordance correlation coefficient (CCC)*

IgM IgG IgM IgG

Anti-A (120) 0.86 (p < 0.001) 0.94 (p < 0.001) 0.83 (p < 0.001) 0.93 (p < 0.001)

Anti-B  (120) 0.73 (p < 0.001) 0.90 (p < 0.001) 0.72 (p < 0.001) 0.88 (p < 0.001)

*based on natural log-transformation of titer’s values

Table 4  Agreement of ABO antibody titers between CTT and CAT using Bland-Altman plot*

Blood group antibodies
(no. samples)

IgM IgG

Bias
(mean difference)

95% Limit of
Agreement

Bias
(mean difference)

95% Limit of Agreement
(lower, upper)

Anti-B in blood group A (60) -0.39 -1.70, 0.92 -0.39 -1.37, 0.59

Anti-A in blood group B (60) -0.03 -1.25, 1.18 -0.17 -1.22, 0.88

Anti-A in blood group O (60) 0.46 -0.53, 1.45 -0.07 -1.06, 0.92

Anti-B in blood group O (60) 0.53 -0.68, 1.74 0.15 -0.97, 1.27

*based on natural log-transformation of titer’s values

(mean difference) ของผลการตรวจวเิคราะหซ์ึง่ใชค่้า natural 

log ที ่transform มาจากค่าไตเตอรพ์บวา่ ค่า mean difference 

ระหวา่งค่า log titer ของ anti-A และ anti-B ชนิด IgM ในหมู่

เลอืด A, B และ O ทีต่รวจดว้ยวธิ ีCAT กบัดว้ยวธิ ีCTT อยู่ใน

ช่วง -0.39 ถงึ 0.53 ค่า mean difference ระหวา่งค่า log titer 

ของ anti-A และ anti-B ชนิด IgG ในหมูเ่ลอืด A, B และ O 

ทีต่รวจดว้ยวธิ ีCAT กบัดว้ยวธิ ีCTT อยู่ในช่วง -0.39 ถงึ 0.15 

ดงัรายละเอยีดใน Table 4 

วจิารณ์

การศึกษาคร ัง้น้ีแสดงใหเ้หน็วา่ การตรวจหาไตเตอรข์อง ABO 

antibodies ดว้ยเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัิ (ORTHO 

VISION Analyzer) มคีวามน่าเชื่อถอืใหผ้ลการตรวจทีส่อดคลอ้ง 

และสมัพนัธก์บัผลการตรวจดว้ยวธิ ีCTT ในระดบัทีสู่งมาก ระยะ

เวลาทีใ่ชใ้นการทดสอบนอ้ยกวา่วธิ ีCTT โดยพบวา่เวลาเฉลีย่ใน

การตรวจหาไตเตอรข์อง ABO antibodies ท ัง้ชนิด IgM และ 

IgG ในหมูเ่ลอืด A/B 44 นาท ีขณะทีก่ารตรวจดว้ยวธิ ีCTT ใช ้

เวลาเฉลีย่ 54 นาท ีและใชเ้วลาเฉลีย่ในการตรวจหาไตเตอรข์อง 

anti-A/anti-B ท ัง้ชนิด IgM /IgG ในหมูเ่ลอืด O โดยเครื่อง

ตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ 62 นาท ีขณะทีก่ารตรวจดว้ยวธิ ีCTT 

ใชเ้วลาเฉลีย่ 75 นาท ี

งานวจิยันี้มวีตัถปุระสงค ์เพือ่ศึกษาประสทิธภิาพเครื่องตรวจ

วเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ(ORTHO VISION Analyzer) ดว้ยวธิ ีCAT 

ในการตรวจหาไตเตอรข์อง ABO antibodies ท ัง้ชนิด IgM และ 

IgG โดยการเปรยีบเทยีบผลการตรวจกบัวธิ ีCTT ทีป่จัจบุนัใชเ้ป็น

มาตรฐานในงานประจ�ำ จากกลุม่ตวัอย่างพลาสมาผูบ้รจิาคโลหติ

จ�ำนวน 180 ราย ประกอบดว้ยหมูโ่ลหติ A, B และ O อย่างละ 60 

ราย ผลการศึกษาคร ัง้นี้พบวา่ ค่า median ของไตเตอรข์อง ABO 

antibodies ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ทีไ่ดจ้ากการตรวจวเิคราะหด์ว้ย

วธิ ีCTT เท่ากบัผลการตรวจดว้ยวธิ ีCAT แต่เนื่องจากค่า median 

ของไตเตอรข์องตวัอย่างท ัง้หมดมกีารกระจายตวักวา้ง (variation 

สูง)  ท�ำใหเ้มือ่น�ำไปเปรยีบเทยีบความแตกต่างทางสถติ ิ จงึพบ
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วารสาร​โลหติ​วทิยา​และ​เวชศาสตรบ์รกิาร​โลหติ  ปีที ่30  ฉบบั​ที ่2  เมษายน-มถินุายน 2563

วา่ค่า median ของไตเตอรข์อง ABO antibodies ทีต่รวจดว้ย

วธิ ีCTT และดว้ยวธิ ีCAT มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญั

ทางสถติใินเกอืบทกุหมูเ่ลอืด (Table 2) ยกเวน้ค่า median ของ

ไตเตอรข์อง anti-A ชนิด IgM ในหมูเ่ลอืด B และไตเตอรข์อง 

anti-A และ anti-B  ชนิดIgG ในหมูเ่ลอืด O ไมม่คีวามแตกต่าง

กนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิซึง่ผลการศึกษานี้แตกต่างจากผลการ

ศึกษาของ Park ES และคณะ18 ทีพ่บวา่ค่า median ของไตเตอร์

ของ anti-Aและ anti-B ชนิด IgG ในหมูเ่ลอืด B และ A  ทีไ่ด ้

จากการตรวจดว้ยวธิ ีCTT ไมม่คีวามแตกต่างกบัค่าทีไ่ดจ้ากการ

ตรวจดว้ยวธิ ีCAT อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิแต่พบวา่ค่า median 

ของไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ชนิด IgG ในหมูเ่ลอืด O 

ทีต่รวจดว้ยวธิ ี CAT สูงกวา่ทีต่รวจดว้ยวธิ ี CTT (anti-A, p

< 0.001; anti-B, p < 0.001) ความแตกต่างของผลการศึกษาน่า

จะมสีาเหตจุากการศึกษาของ Park ES และคณะ เป็นการตรวจ

ดว้ยวธิ ีgel ซึง่เป็นวธิ ีmanual-CAT และใช ้LISS/Coombs card 

ผลติภณัฑข์องบรษิทั Diamed, Switzerland ซึง่ภายใน column 

บรรจ ุgel particle เป็นตวักลาง แต่การศึกษาคร ัง้นี้ใชเ้ครื่องตรวจ

วเิคราะหอ์ตัโนมตัซิึง่เป็นวธิ ีauto-CAT และใช ้cassette card 

ผลติภณัฑข์องบรษิทั Ortho Clinical Diagnostics ซึง่ภายใน 

column ม ีglass beads เป็นตวักลาง รวมท ัง้เซลลแ์ละน�ำ้ยาที่

ใชท้ดสอบ ตลอดจนวธิกีารในการตรวจหาไตเตอรช์นิด IgG แตก

ต่างกนั เป็นผลใหไ้ดค่้าไตเตอรข์องแอนตบิอดแีตกต่างกนั16,28-30      

ตามมาตรฐานของสมาคม American Association of Blood 

Banks (AABB)24 การตรวจหาค่าไตเตอรข์องแอนตบิอดเีป็นการ

วดัความเขม้ขน้ของแอนตบิอด ี โดยการเจอืจางพลาสมาดว้ยวธิ ี

serial two-fold dilution เป็นวธิกีึ่งปรมิาณ (semi-quantitative 

method) เป็นผลใหเ้ทคนิคทดสอบม ีvariation ไดม้าก และดว้ย

ความผนัแปรต่างๆ ของสารในพลาสมาเอง ส่งผลใหก้ารทดสอบหา

ระดบัไตเตอรข์องแอนตบิอดใีนพลาสมาเดยีวกนัอาจไดค่้าไตเตอร์

สูงหรอืต�ำ่แตกต่างกนัได ้1 dilutionในแต่ละคร ัง้ของการทดสอบ 

ดงันัน้ในการศึกษาเปรยีบเทยีบค่าไตเตอร ์ตอ้งแตกต่างกนัต ัง้แต่ 3 

dilutions ขึ้นไป จงึถอืวา่มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญั ผลการ

ศึกษาคร ัง้นี้พบวา่ concordance rate ของตวัอย่างทดสอบทีต่รวจ

ดว้ยวธิ ีCAT ทีม่ค่ีาไตเตอรต่์างกนัไมเ่กนิ 1 dilution กบัดว้ยวธิ ี

CTT สูงมากเท่ากบั 81.67-98.30%  โดยพบวา่ concordance 

rate ของไตเตอรช์นิด IgG ในหมูเ่ลอืด O และ B สูงทีสุ่ด คอื 

98.3% และ 96.67% ตามล �ำดบั (Table 1) ซึง่ผลการศึกษาคร ัง้

นี้ใกลเ้คยีงกบัผลการศึกษาของ Shirey RS และคณะ30  ทีพ่บ

วา่ concordance rate ของไตเตอรช์นิด IgG  ในหมูเ่ลอืด O 

ระหวา่งตรวจดว้ยวธิ ีCTT และดว้ยวธิ ีCAT ไดเ้ท่ากบั 100%  

โดยพบวา่จ�ำนวนตวัอย่างทดสอบทีค่่าไตเตอรเ์ท่ากนั ค่า concor-

dance rate เท่ากบั 86% อกี 14% คอืค่า concordance rate 

ของจ�ำนวนตวัอย่างทดสอบทีค่่าไตเตอรต่์างกนัไมเ่กนิ 1 dilution 

ความคลา้ยกนัของผลการศึกษาน่าจะเป็นเพราะวสัดุและวธิกีารที่

ใชต้รวจไตเตอรช์นิด IgG คลา้ยกนั ไดแ้ก่พลาสมาทีใ่ชท้ดสอบ

ในข ัน้ตอนท�ำ IAT ของวธิ ีCTT จะแยกชดุกบัชดุตรวจค่า IgM 

โดยเริ่มจาก incubate ที ่37oC ไมผ่่านเฟส RT รวมท ัง้อ่านผล

ที ่dilution ของหลอดทดลองสุดทา้ยทีใ่หผ้ลบวก weak เหมอืน

กนั ซึง่การศึกษาของ AuBuchon JP และคณะ15 แสดงใหเ้หน็

ว่าการอ่านค่าไตเตอรข์องแอนติบอดจีากหลอดทดสอบที่ใหผ้ล

บวก weak สามารถลดความแตกต่างของผลการตรวจระหวา่งผู ้

ทดสอบได ้นอกจากนี้ในการศึกษาของ Shirey RS และคณะ ยงั

ใช ้cassette ผลติภณัฑข์องบรษิทั Ortho Clinical Diagnostics 

ในการตรวจหาค่าไตเตอรช์นิด IgG ส�ำหรบัวธิ ีCAT เหมอืนกบั

การศึกษาคร ัง้น้ี 

อย่างไรกต็ามในการศึกษาคร ัง้นี้  ถา้เปรยีบเทยีบจ�ำนวนตวัอย่าง

ทดสอบทีค่่าไตเตอรเ์ท่ากนัค่า concordance rate ของไตเตอร์

ของ anti-A และ anti-B ชนิด IgG  ในหมูเ่ลอืด O มค่ีานอ้ยกวา่

ผลการศึกษาของ Shirey RS และคณะ คอืมค่ีาเท่ากบั 56.67%  

(34 ราย) และ 43.33% ( 26 ราย) ตามล �ำดบั โดยตวัอย่างทดสอบ

อกี 25 ราย (41.67%) และ 31 ราย (51.67%) มค่ีาไตเตอรข์อง 

anti-A และ anti-B ชนิด IgG ต่างกนัไมเ่กนิ 1 dilution ตาม

ล �ำดบั ส�ำหรบัจ�ำนวนตวัอย่างทดสอบทีเ่หลอื 1 ราย (1.67%) และ 

3 ราย (5.00%) มค่ีาไตเตอรข์อง anti-A และ anti-B ชนิด IgG  

ต่างกนั 2 dilution ตามล �ำดบั (Table 1) ความแตกต่างของผล

การศึกษาน้ีน่าจะมสีาเหตจุากการศึกษาคร ัง้น้ีทดสอบโดยเครื่อง

ตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัดิว้ยวธิ ี auto-CAT ซึง่เป็นวธิทีีม่คีวาม

ไวกวา่วธิ ี gel ทีเ่ป็น manual-CAT ทีใ่ชท้ดสอบในการศึกษา

ของ Shirey RS และคณะ 

จากการประเมนิความสมัพนัธข์องค่าไตเตอรข์อง ABO anti-

bodies ท ัง้ชนิด IgM และ IgG ทีไ่ดจ้ากการตรวจดว้ยวธิ ีCAT 

และดว้ยวธิ ีCTT ในจ�ำนวนตวัอย่างท ัง้หมด พบวา่ใหผ้ลในไปทศิทาง

เดยีวกนัโดยค่าสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธ ์(Spearman correlation 

coefficient; rho) ของค่าไตเตอรช์นิด IgG อยู่ในระดบัสูงมาก 

(ค่า rho > 0.90) และค่าสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธข์องค่าไตเตอร์

ชนิด IgM อยู่ในระดบัสูง (rho > 0.73) (Table 3) แสดงใหเ้หน็

วา่ค่าไตเตอรข์อง ABO antibodies ทีต่รวจดว้ยวธิ ีCAT และ 

ดว้ยวธิ ีCTT มคีวามสมัพนัธก์นัในระดบัทีสู่งมาก ซึง่สอดคลอ้ง

กบัหลายๆ การศึกษา19 -20  อย่างไรกต็าม ความสมัพนัธท์ีด่อีย่าง

เดยีวอาจจะระบถุงึความสอดคลอ้ง(agreement) ของสองวธิกีาร

ไดไ้มช่ดัเจน จงึควรวเิคราะหจ์ากวธิกีารทดสอบ agreement อืน่ๆ

ประกอบดว้ย 
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สถติ ิBland-Altman plot31 เป็นวธิกีารทางสถติทิีใ่ชว้เิคราะห ์

agreement ของสองวธิกีาร โดยพจิารณาจากค่าเฉลีย่ของความ

แตกต่าง (mean difference) ของผลการทดสอบทีไ่ดจ้ากวธิใีหม่

กบัวธิมีาตรฐานในแต่ละตวัอย่างทดสอบ ค่า mean difference 

ทีด่ทีีสุ่ดคอืเท่ากบัศูนย ์ ซึง่เป็นไปไมไ่ดใ้นความเป็นจรงิ ในทาง

ปฏบิตัจิงึยอมรบัค่า mean difference ณ ต�ำแหน่งต่างๆ ทีอ่ยู่

ในช่วง ± 1.96 SD หรอืเรยีกวา่ช่วง limit of agreement (LOA) 

ที ่95% confident interval  เนื่องจากขอ้มลูจากการศึกษาคร ัง้

นี้มกีารกระจายตวัแบบไมป่กต ิ(non-normality) จงึตอ้ง trans-

form ค่าไตเตอรใ์หอ้ยู่ในรูป natural log ก่อนน�ำมาทดสอบดว้ย

สถติ ิBland-Altman plot ผลการศึกษาคร ัง้น้ีพบวา่ในหมูเ่ลอืด 

A, B และ O  ค่า mean difference ระหวา่งค่า log titer ของ 

ABO antibodies ทีต่รวจดว้ยวธิ ีCAT กบัดว้ยวธิ ีCTT มค่ีา

ใกลศู้นย ์(-0.39 ถงึ 0.53) ในทกุหมูเ่ลอืด (Table 4) แสดงให ้

เหน็วา่ค่าไตเตอรท์ีต่รวจดว้ยวธิ ีCAT กบัดว้ยวธิ ีCTT  มค่ีาใกล ้

เคยีงกนั หรอืมคีวามสอดคลอ้งกนัในระดบัด ี(good agreement) 

เมือ่ท �ำการเปลีย่นค่า log titer ( antilog value) กลบัเป็นค่าไต

เตอรจ์รงิ พบวา่ค่า mean difference ระหวา่งค่าไตเตอรท์ีต่รวจ

ดว้ยวธิ ีCAT กบัดว้ยวธิ ีCTT มค่ีาสูงสุดไมเ่กนิ 1.70 (Table 

5) ซึง่เป็นค่าความแตกต่างทีน่อ้ยมาก จงึมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะไมม่ี

ผลกระทบต่อค่าไตเตอรจ์รงิในผูป่้วย

ผลการวเิคราะห ์agreement ระหวา่งค่าไตเตอรท์ีต่รวจดว้ย

วธิ ีCAT กบัวธิ ีCTT  ดว้ยสถติ ิLin’s Concordance 27  ในการ

ศึกษานี้พบวา่ ค่า Lin’s Concordance correlation coefficient 

(Lin’s CCC) ของค่าไตเตอร ์ ชนิด IgM และชนิดIgG มากกวา่

หรอืเท่ากบั 0.72 และ 0.88 ตามล �ำดบั (Table 3) แสดงใหเ้หน็วา่ 

ผลการตรวจค่าไตเตอรช์นิด IgM และชนิด IgG   จากท ัง้สองวธิี

ม ีagreement ในระดบัปานกลางถงึสูงมากตามล�ำดบั ซึง่ต่างจาก

การศึกษาของ Bhangale A และคณะ19  ทีศึ่กษาเปรยีบเทยีบค่า

ไตเตอรข์อง ABO antibodies ชนิด IgG  ทีต่รวจดว้ยวธิ ีCAT 

และดว้ยวธิ ีCTT พบวา่ท ัง้สองวธิมีค่ีา Lin’s CCC เท่ากบั 0.58 

ความแตกต่างของผลการศึกษาน่าจะเกดิจากวสัดุและวธิกีารทีต่่าง

กนั โดยการศึกษาของ Bhangale A และคณะ ใชว้ธิ ีmanual 

CAT (gel test) ผลติภณัฑข์องบรษิทั Diamed, Switzerland 

รวมท ัง้ใชต้วัอย่างพลาสมาทดสอบทีม่กีารท�ำลาย IgM และค่าไต

เตอรข์องแอนตบิอด ีอ่านผลที ่1+ อย่างไรกต็าม Bhangale A 

และคณะ พบวา่ค่า Spearman correlation coefficient ของสอง

วธิเีท่ากบั 0.94 ซึง่ใกลเ้คยีงกบัผลการศึกษาคร ัง้นี้  และไดส้รุปผล

การศึกษาวา่ผลการตรวจหาไตเตอรข์อง ABO antibodies ดว้ย

วธิ ีCAT และดว้ยวธิ ีCTT มคีวามสมัพนัธก์นัสูงมาก 

แอนตบิอดขีองหมูเ่ลอืดระบบ ABO มคีุณสมบตัเิป็นท ัง้ชนิด 

IgM และ IgG แต่แอนตบิอดชีนิด IgM ของหมูเ่ลอืดระบบ ABO 

มคีุณสมบตัพิเิศษสามารถท�ำปฏกิริยิาไดใ้นช่วงอณุหภมูกิวา้งต ัง้แต่ 

4-37oC เช่นเดยีวกบัแอนตบิอดชีนิด IgG ดงันัน้การตรวจหาค่า

ไตเตอรข์อง ABO antibodies ชนิด IgG ทีถ่กูตอ้งทีสุ่ด ควรจะ

ก�ำจดัแอนตบิอดชีนิด IgM ในพลาสมาก่อนน�ำไปทดสอบที ่IAT 

ซึง่โดยท ัว่ไปนิยมใชส้าร Dithiothreitol (DTT) ในการท�ำลาย IgM 

วธิกีารนี้จะช่วยลดการรบกวนจากแอนตบิอดชีนิด IgM ออกจาก 

IgG ได ้32 และไมท่ �ำใหผ้ลการตรวจ ไตเตอรช์นิด IgG  สูงกวา่ค่า

จรงิ มหีลายการศึกษาทีร่ายงานวา่โดยเฉลีย่ค่าไตเตอรช์นิด IgG  

ทีต่รวจจากพลาสมาทีไ่มไ่ดใ้ช ้DTT สูงกวา่พลาสมาทีใ่ช ้DTT18,20,28  

แต่เนื่องจากข ัน้ตอนการน�ำ DTT มา treat พลาสมา ท�ำยากและ

ใชเ้วลานาน 30-60 นาที33 หอ้งปฏบิตักิารส่วนใหญ่รวมท ัง้ธนาคาร

เลอืด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์จงึไมไ่ดน้�ำ DTT มาใชใ้นงานประจ�ำ 

และยอมรบัวา่ผลการทดสอบที ่IAT คอืค่าไตเตอรช์นิด IgG ซึง่

ความจรงิควรรายงานเป็นค่า total antibody ตามมาตรฐานของ 

College of American Pathologists16,28 

การตรวจหาค่าไตเตอรข์องแอนตบิอดชีนิด IgG ในหลายๆ การ

ศึกษาใชน้�ำ้ยา monospecific anti-IgG ส�ำหรบัวธิ ีCTT และใช ้

anti-IgG cassette ส�ำหรบัวธิ ีCAT เพือ่ป้องกนัผลกระทบจาก 

Table 5  Mean difference of ABO antibody titers using antilog value between CTT and CAT 

Blood group antibodies

(no. samples)

Bias (mean difference)

IgM IgG

Anti-B in blood group A (60) 0.68 0.68

Anti-A in blood group B (60) 0.97 0.84

Anti-A in blood group O (60) 1.58 0.93

Anti-B in blood group O (60) 1.70 1.16

Anti-A in all subjects (120) 1.23 0.33

Anti-B  in all subjects (120) 1.07 0.89
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complement ซึง่อาจท�ำใหค่้าไตเตอรช์นิด IgG สูงกวา่ค่าจรงิ  แต่

การศึกษาของ Vanamalar A และคณะ34 สรุปผลวจิยัวา่ น�ำ้ยา

ชนิด monospecific AHG มคีวามไวในการทดสอบมากกวา่น�ำ้ยา

ชนิด polyospecific AHG การศึกษาคร ัง้นี้ใชน้�ำ้ยา antihuman 

globulin (AHG) ชนิด polyspecific (IgG & C3d) ส�ำหรบัวธิ ี

CTT และใช ้polyspecific cassette ส�ำหรบัวธิ ีCAT เนื่องจาก

ธนาคารเลอืด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์ใชว้สัดุและน�ำ้ยาทดสอบนี้

ในงานประจ�ำ ประกอบกบัผูว้จิยัไดม้กีารน�ำตวัอย่างพลาสมาของ

ผูบ้รจิาคโลหติ จากศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิ สภากาชาดไทย

รวม 140 ตวัอย่าง มาทดสอบหาค่าไตเตอรช์นิด IgG ของ ABO 

antibodies ดว้ยเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ(ORTHO VISION 

Analyzer) เปรยีบเทยีบระหวา่งการใช ้polyspecific cassette 

และ anti-IgG cassette ซึง่เป็นผลติภณัฑข์องบรษิทั Ortho 
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ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 45 ใหค่้าไตเตอรช์นิด IgG เท่ากนั และ

ม ี 77 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 55 ทีค่่าไตเตอรช์นิด IgG จาก 

anti-IgG cassette มค่ีาสูงกวา่ 1 dilution ซึง่เป็นค่าความแตก

ต่างทีไ่มม่นียัยะส�ำคญัตามมาตรฐาน AABB Technical manual24 

ขอ้จ�ำกดัในการศึกษาคร ัง้นี้คอื กลุม่ตวัอย่างทีน่�ำมาศึกษาเป็น

ผูบ้รจิาคโลหติทีม่สุีขภาพดเีท่านัน้ ส่วนใหญ่จงึมรีะดบัไตเตอรข์อง 

ABO antibodies สูง ดงันัน้ในการศึกษาคร ัง้ต่อไปในอนาคตควร

มกีารศึกษาเปรยีบเทยีบในกลุม่ตวัอย่างผูป่้วย และควรเลอืกกลุม่

ผูป่้วยปลูกถา่ยไตแบบ ABO incompatible เนื่องจากผูป่้วยกลุม่

นี้ตอ้งรกัษาระดบัของไตเตอรข์อง ABO antibodies ใหต้�ำ่ต ัง้แต่

ก่อนการปลูกถา่ยไต และตอ้งรกัษาระดบัของ ไตเตอรไ์มใ่หสู้งตลอด

ชวีติ ขอ้มลูทีไ่ดจ้ะสามารถน�ำไปประยุกตใ์ชใ้นการรกัษาผูป่้วยทาง

คลนิิกไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ

สรุป

การศึกษาคร ัง้นี้แสดงใหเ้หน็วา่การตรวจหาไตเตอรข์อง ABO 

antibodies โดยเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ(ORTHO VISION 

Analyzer) ดว้ยวธิ ี CAT และดว้ยวธิมีาตรฐานหลอดทดลอง 

(CTT) ใหผ้ลการตรวจทีม่คีวามสมัพนัธแ์ละมคีวามสอดคลอ้งกนั

สูง สะทอ้นใหเ้หน็ถงึความน่าเชื่อถอื (reliability) ของวธิ ีCAT  

เมือ่ประกอบกบัขอ้ดอีืน่ๆ เช่น ความรวดเรว็ในการรายงานผล 

ใหผ้ลการตรวจทีม่คีวามแน่นอนและแมน่ย�ำสูง (objective & 

reproducibility) ซึง่ช่วยใหไ้มเ่กดิความแตกต่างของผลการตรวจ

ในเจา้หนา้ทีแ่ต่ละคน หรอืในแต่ละคร ัง้ของการทดสอบ ซึง่เป็นสิง่

ส �ำคญัทีสุ่ดทีแ่พทยต์อ้งการเพือ่เป็นขอ้มลูในการตรวจวนิิจฉยัและ

รกัษาผูป่้วยใหป้ระสพความส�ำเรจ็ โดยเฉพาะอย่างยิง่ในผูป่้วยปลูก

ถา่ยไตแบบ ABO incompatible  ซึง่เป็นกลุม่ผูป่้วยทีแ่พทยส่์ง

ตรวจ antibody titration มากทีสุ่ดในปจัจบุนัของโรงพยาบาล

จฬุาลงกรณ ์ สภากาชาดไทย เพราะฉะนัน้ผลการวจิยันี้จะน�ำไป

สู่การใชว้ธิ ี CAT โดยเครื่องตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัแิบบ fully 

automation (ORTHO VISION Analyzer) ทีป่จัจบุนัใชส้ �ำหรบั

เตรยีมเลอืดใหผู้ป่้วยในธนาคารเลอืด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์

สภากาชาดไทย มาใชต้รวจ antibody titration แทนวธิ ีCTT 

เพือ่ใหแ้พทยแ์ละผูป่้วยไดผ้ลการตรวจทีถ่กูตอ้ง แมน่ย�ำ และน�ำ

มาซึง่ความรวดเรว็ในการรายงานผล ส่งผลถงึความปลอดภยัของผู ้

ป่วยและลดอตัราการเกดิ AMR ในผูป่้วยทีป่ลูกถา่ยไตแบบ ABO 

incompatible ได ้

กติตกิรรมประกาศ

ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ์แพทยห์ญงิศศิธร เพชรจนัทร 

ทีป่รกึษาศูนยบ์รกิารโลหติ สภากาชาดไทย และรองศาสตราจารย ์

แพทยห์ญงิพรรณด ี วฒันบญุยงเจรญิ หวัหนา้ฝ่ายเวชศาสตร์

ชนัสูตร โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์สภากาชาดไทย ทีใ่หค้�ำแนะน�ำ

ในการเขยีนตน้ฉบบั 

ขอขอบคุณเจา้หนา้ทีฝ่่ายตรวจคดักรองโลหติ ศูนยบ์รกิารโลหติ

แห่งชาต ิสภากาชาดไทย ทีใ่หค้วามอนุเคราะหเ์กบ็รวบรวมตวัอย่าง

เลอืดผูบ้รจิาคโลหติในงานวจิยัคร ัง้น้ี

เอกสารอา้งองิ
1.	 Harmening DM.  The ABO blood group system.  In: Harmening 

DM, editor.  Modern blood banking and transfusion practices. 

4th ed.  Philadelphia: F.A. Davis; 1999. p. 90-100.

2.	 Virginia VT, Chair and editor.  ABO system.  Technical manual.  

13th ed.  Bethesda, MD: American Association of Blood Banks; 

1999. p. 270-84.  

3.	 Worel N, Kalhs P, Keil F, Prinz E, Moser K, Schulenburg A, 

et al.  ABO mismatch increases transplant-related morbidity 

and mortality in patients given nonmyeloablative allogeneic HPC 

transplantation.  Transfusion. 2003;43:1153-61.

4.	 Warner PR, Nester TA.  ABO-incompatible solid-organ transplan-

tation.  Am J Clin Pathol. 2006;125(Suppl):S87-94.

5.	 Alexandre GP, Squifflet JP, De Bruyere M, Latinne D, Reding R, 

Gianello P, et al.  Present experiences in a series of 26 ABO-incom-

patible living donor renal allografts.  Transplant Proc. 1987;19:4538-42.

6.	 Tanabe K, Takahashi K, Sonda K, Tokumoto T, Ishikawa N, 

Kawai T, et al.  Long-term results of ABO-incompatible living 

kidney transplantation: a single-center experience.  Transplan-

tation. 1998;65:224-8.

7.	 Kobayashi T, Saito K.  A series of surveys on assay for anti-A/B 

antibody by Japanese ABO-incompatible Transplantation Com-

mittee.  Xenotransplantation. 2006;13:136-40.



สุนิสา  อน้ปนัส ์และคณะ146

J Hematol Transfus Med  Vol. 30  No. 2  April-June 2020

8.	 Avihingsanon Y, Townamchai N, Praditpornsilpa K, Tiranathanagul 

K, Susantitaphong P, Sirichindakul B, et al.  Living-donor kidney 

transplantation across ABO barriers: The first case in Thailand. 

Asian Biomedicine. 2009;3:525-9.

9.	 Townamchai N, Watanaboonyongcharoen P, Onpuns S, Avihingsanon 

Y.  ABO incompatible kidney transplantation.  In: Tasanarong A, 

Kurathong S, editors.  Textbook of organ transplantation.  1st ed. 

Bangkok: Text and general publication; 2019. p. 435.

10.	 Song TJ, Lim CS, Park IS, Lee KN, Jung KH, Choi SY, et al.  ABO 

blood type incompatible liver transplantation in a child.  J Korean 

Surg Soc. 1998;55:604-10.

11.	 Shimmura H, Tanabe K, Ishikawa N, Tokumoto T, Takahashi K, 

Toma H.  Role of anti-A/B antibody titers in results of ABO-incom-

patible kidney transplantation.  Transplantation. 2000;70:1331-5.

12.	 Tobian AA, Shirey RS, Montgomery RA, Cai W, Haas M, Ness PM, 

et al.  ABO antibody titer and risk of antibody-mediated rejection 

in ABO-incompatible renal transplantation.  Am J Transplant. 

2010;10:1247-53.

13.	 Josephson CD, Castillejo MI, Grima K, Hillyer CD.  ABO mismatched 

platelet transfusions: strategies to mitigate patient exposure to 

naturally occurring hemolytic antibodies.  Transfus Apher Sci. 

2010;42:83-8.

14.	 Kumlien G, Wilpert J, Safwenberg J, Tyden G.  Comparing the tube 

and gel techniques for ABO antibody titration, as performed in 

three European centers.  Transplantation. 2007;84(12 Suppl):S17-9.

15.	 AuBuchon JP, de Wildt-Eggen J, Dumont LJ.  Reducing the variation 

in performance of antibody titrations.  Vox Sang. 2008;95:57-65.

16.	 Kang SJ, Lim YA, Baik SY.  Comparison of ABO antibody titers 

on the basis of the antibody detection method used.  Ann Lab 

Med. 2014;34:300-6.

17.	 Harmening D.  Alternative techniques in routine blood bank testing. 

In: Harmening DM, ed.  Modern blood banking and transfusion 

practices.  4th ed.  Philadelphia: F.A. Davis; 1999. p. 546-50.

18.	 Park ES, Jo KI, Shin JW, Park R, Choi TY, Bang HI, et al.  Com-

parison of total and IgG ABO antibody titers in healthy individuals 

by using tube and column agglutination techniques.  Ann Lab 

Med. 2014;34:223-9.

19.	 Bhangale A, Pathak A, Pawar S, Jeloka T.  Comparison of 

antibody titers using conventional tube technique versus column 

agglutination technique in ABO blood group incompatible renal 

transplant.  Asian J Transfus Sci. 2017;11:131-4.

20.	 Matsuura H, Akatsuka Y, Matsuno T, Sugiura Y, Arakawa S, 

Oikawa S, et al.  Comparison of the tube and column agglutination 

technique for anti-A/-B antibody titration in healthy individuals. 

Vox Sang. 2018;113:787-94.

21.	 Nayak S, Makroo RN, Prakash B, Chandra T, Agrawal S, Chowdhry 

M, et al.  Comparative evaluation of five different methods of 

anti-ABO antibody titration: an Aid for ABO-Incompatible organ 

transplants.  Ther Apher Dial. 2019;23:86-91.

22.	 Shim H, Hwang JH, Kang SJ, Seo HS, Park EY, Park KU, et al. 

Comparison of ABO isoagglutinin titres by three different method: 

tube haemagglutination, micro-column agglutination and automated 

immunohematology analyzer based on erythrocyte-magnetized 

technology.  Vox Sang. 2020;115:233-40.

23.	 Cho CH, Kim HN, Yun SG; Choi GR, Choi JY, Kim JS, et al. 

Evaluation of ABO antibody titration using tube and column 

agglutination techniques.  Lab Med Online. 2011;1:57-63.

24.	 Method 3-7.  Antibody titration procedure.  In: Roback JD, Coombs 

MR, Grossman BJ, Hillyer CD, editors.  Technical manual.  16th 

ed.  Bethesda, MD: American Association of Blood Bank; 2008. 

p. 909-11.

25.	 Method 3-2-1.  Saline indirect antiglobulin test procedure.  In: 

Roback JD, Coombs MR, Grossman BJ, Hillyer CD, editors.  Tech-

nical manual.  16th ed.  Bethesda, MD: American Association of 

Blood Banks; 2008. p. 900.

26.	 Hinkle DE, Wiersma W, Jurs SG.  Applied statistics for the 

behavioral sciences.  5th ed.  Boston: Houghton Mifflin; 2003.

27.	 McBride GB.  A proposal for strength-of-agreement criteria for 

Lin’s concordance correlation coefficient.  NIWA Client Report: 

HAM2005-062.

28.	 Kang MG, Lee SJ, Oh JS, Lim YA.  Comparison of ABO isoag-

glutinin titers by different tube hamagglutination techniques. 

Korean J Blood Transfus. 2009;20:227-34.

29.	 Lee EY, Kim S, Kim HO, Kwon SW, Kim DW, Han KS.  Survey 

analysis of ABO antibody titration at four university hospital in 

Korea.  Korean J Blood Transfusion. 2011;22:24-30.

30.	 Shirey RS, Cai W, Robert A, Montgomery, Chhibber V, Paul M, 

et al.  Streamlining ABO antibody titrations for monitoring ABO- 

incompatible kidney transplants.  Immunohematology. 2010;50:631-4.

31.	 Bland JM, Altman DG.  Statistical methods for assessing agreement 

between two methods of measurement.  Lancet. 1986;1:307-10.

32.	 Okuno T, Kondelis N.  Evaluation of dithiothreitol (DTT) for 

inactivation of IgM antibodies.  J Clin Pathol. 1978;31:1152-5.

33.	 Method 3-8.  Using sulfhydryl reagents to distinguish IgM from 

IgG antibodies.  In: Roback JD, Coombs MR, Grossman BJ, 

Hillyer CD, editors.  Technical manual.  16th ed.  Bethesda, MD: 

American Association of Blood Banks; 2008. p.911-2.  

34.	 Vanamala A, Shanthala DAM, Sitalakshmi S, Karuna K. 

Evaluation of the use of gel card system for assessment of direct 

coombs test: weighing the pros and cons.  Indian J Hematol 

Blood Transfus. 2012;28:15-8.


