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การศึกษาเปรยีบเทยีบการตรวจหาความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ดว้ยวธิหีลอด
ทดลองมาตรฐานและเครื่องตรวจอตัโนมตัทิี่ใชห้ลกัการ column agglutination 
test
พลอยมณี  สุวรรณวุฒชิยั   สุกญัญา  ปญัญาศุภกญุช ์  นภสัวรรณ  ศรนีาง และ ศิรลิกัษณ ์ เพยีรเจรญิ
ศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาตแิห่งชาต ิสภากาชาดไทย

บทคดัย่อ

บทน�ำ การตรวจหาความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ในผูป่้วยตัง้ครรภ ์เป็นการตรวจเชงิกึ่งปริมาณ เพือ่ประเมนิความเสีย่งทารกใน

ครรภ ์ซึง่การตรวจดว้ย conventional tube test (CTT) ถอืเป็นวธิีมาตรฐานทีอ่าศยัความช�ำนาญและความเทีย่งของผูท้�ำการทดสอบ 

เครือ่งตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ column agglutination test (CAT) เขา้มามบีทบาทในการตรวจหาความแรงของแอนตบิอดี เพือ่ให ้

เกดิความคงทีข่องผลการตรวจมากทีส่ดุ อกีท ัง้ยงัมคีวามถกูตอ้งมากกวา่ CTT  วตัถุประสงค ์เพือ่เปรียบเทยีบความแรงของแอนตบิอดี

ชนิด IgG ดว้ยวธิีมาตรฐานหลอดทดลอง โดยใชว้ธิีการตาม Australian National Immunohaematology Continuing Education 

(Australian NICE) เทยีบกบัเครือ่งตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ column agglutination test, CAT (Ortho VisionMax) และ

สามารถน�ำเครือ่งตรวจวเิคราะหอ์ตัโนมตัมิาใชต้รวจหาความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ในตวัอย่างผูป่้วยทีส่่งตรวจทีง่านหอ้งปฏบิตัิ

การเมด็โลหติแดง ฝ่ายหอ้งปฏบิตักิารพเิศษ ศูนยบ์ริการโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย  วสัดุและวธิกีาร ท�ำการตรวจหาความแรงของ

แอนตบิอดีชนิด IgG ซึง่พบไดใ้นผูป่้วยคนไทย จ�ำนวนทัง้สิ้น 30 ราย ท�ำการตรวจหาความแรงของแอนตบิอดีดว้ยวธิีมาตรฐานหลอด

ทดลอง โดยใชว้ธิีการตามมาตรฐาน Australian NICE และเครือ่งตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ CAT อ่านค่าความแรงของแอนตบิอดี

ทีป่ฏกิริิยา 1+ สดุทา้ย และท�ำการตรวจหาความแรงของแอนตบิอดีดว้ยเครือ่งตรวจอตัโนมตัเิดิมซ�ำ้ 3 ครัง้ จ�ำนวน 20 ตวัอย่าง เพือ่

เปรียบเทยีบความเทีย่งของเทคนิคการตรวจ  ผลการศึกษา จากการศึกษาเปรียบเทยีบค่าความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ในตวัอย่าง

ผูป่้วย 25 ราย และตวัอย่างจากการเขา้ร่วมการประเมนิคณุภาพภายนอกของ The Royal College of Pathologists of Australasia 

(RCPA) ประเทศออสเตรเลยี 5 ราย พบวา่ ใหผ้ลไมแ่ตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิในช่วงไมเ่กนิ 1 ไตเตอรท์ีย่อมรบัได ้โดยส่วน

มากผลการตรวจจาก CAT ใหผ้ลสูงกวา่ CTT รอ้ยละ 53 อย่างไรกต็าม พบวา่ผลทีไ่ดน้ ัน้เท่ากนัและต�ำ่วา่ รอ้ยละ 27 และ 20 ตาม

ล �ำดบั  สรุป การตรวจความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ดว้ยเครือ่งตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ CAT ใหผ้ลไมแ่ตกต่างอย่างมนียั

ส�ำคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบัวธิี CTT ซึง่ใชว้ธิีตาม  Australian NICE ซึง่จากผลการการทดลองน้ี สามารถน�ำมาใชใ้นการตรวจหาความ

แรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ในธนาคารเลอืดอืน่ๆ เพือ่ใหไ้ดผ้ลทีเ่ทีย่งตรงและถกูตอ้งได ้

ค�ำส �ำคญั :	l การตรวจหาความแรงของแอนตบิอดี  l Column agglutination test  l การตรวจแอนตบิอดีในหญงิตัง้ครรภ ์

วารสารโลหิตวิทยาและเวชศาสตร์บริการโลหิต. 2563;30:353-60.
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Original Article

Comparison of IgG antibody titers using conventional tube technique 
and automated column agglutination test
Ploymanee Suwanwootichai, Sukanya Panyasuphakul,  Napatsawan Srinang and Sirilak Phiencharoen
National Blood Centre, Thai Red Cross Society

Abstract:

Introduction: Antibody titration in prenatal study is a semi-quantitative method to predict the severity of he-

molytic disease of the fetus and newborn.  Generally, a conventional tube test (CTT) is the standard method 

that relies on individual personal technique and precision.  Automatic innovation has been involved in the role 

of titration using column agglutination test (CAT) to control the stability of the results, which is more accurate 

than CTT Objective: To compare titers of IgG antibodies between the CTT, referred to Australian National Immu-

nohaematology Continuing Education (Australian NICE) and column agglutination test, CAT (Ortho VisionMax) 

and implement in the routine prenatal study in Red Cell Reference Laboratory, National Blood Centre, Thai Red 

Cross Society.  Materials and Methods: Altogether, 30 samples were tested for antibody titration by Australian 

NICE conventional tube test and an automated CAT.  The results were evaluated in the last dilution that gave 

the last 1+ grading. In addition, 20 samples were retested in triplicate by the CAT to compare the precision of 

the technique.  Results: A study comparing IgG antibody titers in 25 patient samples and 5 RCPA EQA sam-

ples were not significantly different, according to one acceptable titer.  Most of the results using the CAT were 

higher than the CTT by 53%.  However, the same and lower results obtained were 27% and 20%, respectively.  

Conclusion: The IgG antibody titration using an automated CAT was not significantly different from Australian 

NICE conventional tube test.  This data could be applied in other blood bank laboratories to provide reliable and 

accurate results.

Keywords :	 l Antibody titration  l Column agglutination test  l Antibody titration in prenatal study

J Hematol Transfus Med.  2020;30:353-60.
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บทน�ำ

แอนตบิอดชีนิด IgG สามารถผ่านรกและท�ำใหเ้กดิภาวะซดีของ

ทารกขณะอยู่ในครรภแ์ละแรกเกดิ (hemolytic disease of the 

fetus and newborn, HDFN) การตรวจความแรงของแอนตบิอดี

ชนิด IgG เป็นการตรวจเชงิกึ่งปรมิาณ ซึง่มคีวามส�ำคญัต่อการ

ประเมนิความเสีย่งของทารกในครรภ ์ ประกอบการตดัสนิใจของ

แพทยใ์นการรกัษาและการเตรยีมส่วนประกอบโลหติ  นอกจากนี้ 

การตรวจความแรงของแอนตบิอด ียงัสามารถใชเ้ปรยีบเทยีบความ

แรงของแอนตเิจนทีแ่สดงออกบนเมด็โลหติแดง เพือ่ใชใ้นการสรุป

หมูโ่ลหติต่าง ๆ ได ้ปจัจบุนัการตรวจความแรงของแอนตบิอดดีว้ยวธิี

หลอดทดลอง (conventional tube test, CTT) เป็นวธิมีาตรฐาน 

แต่เนื่องจากการตรวจความแรงของแอนตบิอดดีว้ยหลอดทดลอง

นัน้ตอ้งใชเ้จา้หนา้ทีใ่นการทดสอบ ท�ำใหม้คีวามความแตกต่างของ

ผลการทดสอบ และสามารถด�ำเนินการตรวจไดป้รมิาณนอ้ย อกีท ัง้

วธิกีารตรวจตามมาตรฐาน American Association of Blood 

Banks (AABB) และวธิตีามมาตรฐาน National Australian 

Immunohaematology Continuing Education (Australian 

NICE) ซึง่มวีธิกีารตรวจทีแ่ตกต่างกนั อาจท�ำใหเ้กดิความแปรปรวน

ระหวา่งวธิกีารทดสอบไดเ้ช่นกนั การน�ำ column agglutination 

test (CAT) มาใชเ้พือ่ตรวจความแรงของแอนตบิอดจีงึเขา้มามี

บทบาทในงานธนาคารเลอืดมากขึ้น 

จากการศึกษาของ AuBuchon JP และคณะ1 ใช ้gel card 

ในการตรวจวดัความแรงของแอนตบิอดเีมือ่เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน

นัน้ ใหผ้ลไมแ่ตกต่างกนัเมือ่แปลผลความแรงโดยใชป้ฏกิริยิา 1+ 

สุดทา้ย และพบวา่การใช ้gel card ในการทดสอบและแปลผล 

ลดความแตกต่างของผลการทดสอบจากหอ้งปฏบิตักิาร 19 แห่ง

ไดอ้ย่างมนียัส�ำคญั นอกจากนี้ การศึกษาของ Adriaansen MJ 

และ Perry HE2 พบวา่การใช ้CAT ในการตรวจความแรงของ

แอนตบิอด ีใหผ้ลไมแ่ตกต่างกบัการตรวจดว้ยวธิมีาตรฐานหลอด

ทดลองเช่นเดยีวกนั  

เมือ่มกีารน�ำเครื่องตรวจอตัโนมตัดิว้ยเทคนิค CAT เขา้มามี

บทบาทในงานธนาคารเลอืดเพิม่ขึ้น จงึมกีารศึกษาการตรวจความ

แรงของแอนตบิอดโีดยใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตัแิพร่หลายมากขึ้น 

จากรายงานของ Adkins BD และคณะ3 ซึง่ไดศึ้กษาการตรวจ

ความแรงของแอนตบิอดโีดยใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตั ิOrtho Vision 

(Ortho Clinical Diagnostic, Raritan, NJ) พบวา่ การใชเ้ครื่อง

ตรวจอตัโนมตันิี้  ใหผ้ลการทดสอบความแรงของแอนตบิอดใีนหมู่

โลหติ ABO และ non–ABO ไมแ่ตกต่างจากวธิมีาตรฐานหลอด

ทดลองและใหผ้ลความแรงของแอนตบิอดไีมต่่างกนัเกนิ 1 titer 

ซึง่เป็นความแรงทีย่อมรบัไดข้องการทดสอบ

อย่างไรกต็าม เกณฑก์ารแปลผลความแรงของแอนตบิอดโีดย

ใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ CAT นัน้ ยงัไมช่ดัเจน ดงั

นัน้การศึกษานี้จงึมวีตัถปุระสงคเ์พือ่เปรยีบเทยีบค่าความแรงของ

แอนตบิอดหีมูโ่ลหติชนิด IgG ทีส่ �ำคญัทางคลนิิก ดว้ยวธิ ีCTT 

อา้งองิวธิกีารตาม Australian NICE4 เปรยีบเทยีบกบัการใชเ้ครื่อง

ตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ CAT และทดสอบความคงตวัของผล

การทดสอบความแรงของแอนตบิอดโีดยใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตั ิ

เพือ่ใหส้ามารถน�ำผลการทดสอบมาใชใ้นงานตรวจความแรงของ

แอนตบิอดใีนผูป่้วยตัง้ครรภ ์และลดความแปรปรวนของผลการ

ทดสอบความแรงของแอนตบิอด ีในตวัอย่างทีส่่งตรวจ ณ งานหอ้ง

ปฏบิตักิารเมด็โลหติแดง ฝ่ายหอ้งปฏบิตักิารพเิศษ ศูนยบ์รกิาร

โลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย 

วสัดแุละวธิกีาร

ตวัอย่างที่ใชศึ้กษา

1.	 ตวัอย่าง EDTA plasma หรอื serum ของผูป่้วยทีม่ ี

alloantibody ชนิด IgG ทีผ่่านการตรวจระบชุนิดของแอนตบิอดี

โดยเครื่องตรวจอตัโนมตั ิOrtho VisionMax จ�ำนวน 25 ราย 

ประกอบดว้ย anti-D จ�ำนวน 4 ราย anti-E จ�ำนวน 5 ราย 

anti-e จ�ำนวน 1 ราย anti-M จ�ำนวน 1 ราย anti-Mia จ�ำนวน 

6 ราย anti-Jka จ�ำนวน 1 ราย anti-Jkb จ�ำนวน 3 ราย anti-Fyb 

จ�ำนวน 2 ราย และ anti-Dia จ�ำนวน 2 ราย ท�ำการตรวจความแรง

ของแอนตบิอดใีนวนัเดยีวกนัดว้ยวธิมีาตรฐานหลอดทดลองตาม

วธิกีาร Australian NICE และตรวจดว้ยเครื่องตรวจอตัโนมตั ิ

Ortho VisionMax5 ท�ำการตรวจซ�ำ้บนเครื่องตรวจอตัโนมตั ิ

Ortho VisionMax เครื่องเดมิซ�ำ้อกี 2 คร ัง้ จ�ำนวน 20 ราย ภายใน

วนัเดยีวกนั เพือ่ประเมนิความแปรปรวนของผลการทดสอบ การ

วจิยันี้ไดร้บัการอนุมตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยั ศูนย์

บรกิารโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย รหสัโครงการ 22/2563

2.	 ตวัอย่าง External QC samples จาก The Royal College 

of Pathologists of Australasia (RCPA) ซึง่เป็น anti-D ที่

ทราบความแรงของแอนตบิอดตีามผลการเขา้ร่วมประเมนิคุณภาพกบั

องคก์รภายนอก ท�ำการตรวจความแรงของแอนตบิอดใีนวนัเดยีวกนั 

ดว้ยวธิมีาตรฐานหลอดทดลอง ตามวธิกีาร Australian NICE4  

และเครื่องตรวจอตัโนมตั ิOrtho VisionMax5 จ�ำนวน 5 ราย

น�้ำยาที่ใชท้ดสอบ

1.	 Panel cells lot 63090 ศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิสภา-

กาชาดไทย และเตรยีมเป็น 0.8% suspension ใน ORTHO 0.8% 

Red Cell Diluent (Ortho Clinical Diagnostic)
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2.	 น�ำ้ยา antihuman globulin (AHG) anti-IgG (Immulab, 

VIC, Australia)

3.	 Coombs’ Control Cells (CCC) ศูนยบ์รกิารโลหติแห่ง

ชาต ิสภากาชาดไทย

4.	 5% Bovine serum albumin (BSA) เตรยีมใน Buffer 

saline PBS pH 7.3

5.	 Anti-IgG monoclonal cassette (Ortho Biovue® 

system, Ortho Clinical Diagnostic, Switzerland) 

วธิกีารศึกษา

1. การตรวจหาค่าความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ดว้ยวธิ ี

Australian NICE CTT4

ท�ำการเจอืจางซรีมัหรอืพลาสมาทีท่ดสอบแบบ 2-fold dilution 

โดยใช ้5% BSA ทีเ่ตรยีมใน PBS pH 7.3 โดยเตมิ 5% BSA 

ปรมิาตร 200 µL ในแต่ละหลอด จ�ำนวน 12 หลอด (ความแรง

ตัง้แต่ undiluted ถงึ 1:1024) ใส่ซรีมัหรอืพลาสมาทีต่อ้งการทดสอบ

ปรมิาตร 200 µL ลงในหลอด undiluted และ 1:2 ผสมใหเ้ขา้

กนั ดูดซรีมัหรอืพลาสมาทีเ่จอืจางในหลอด 1:2 ปรมิาตร 200 µL 

ไปสู่หลอดทดลอง 1:4 ต่อไป จนครบ 12 หลอด คอื หลอดที ่

1:1024  และดูดซรีมัหรอืพลาสมาทีเ่จอืจางที ่1:1024 ทิ้งปรมิาตร 

200 µL จะไดซ้รีมัหรอืพลาสมาในแต่ละหลอดทดลองปรมิาตร 200 

µL ท�ำการหยดเซลลท์ีม่แีอนตเิจน positive ตรงกบัแอนตบิอดทีี่

ตอ้งการทดสอบ โดยเลอืกเซลลท์ีเ่ป็น homozygous (Table 1)  

ซึง่ suspend ในน�ำ้เกลอืเป็น 3-5% suspension cells  ปรมิาตร 

50 µL ทกุหลอดผสมใหเ้ขา้กนัและ incubate ทีอ่ณุหภมู ิ37°C 

30 นาท ี ครบเวลาน�ำมาลา้งดว้ยน�ำ้เกลอื 3 คร ัง้ดว้ยเครื่องลา้ง

เซลลอ์ตัโนมตั ิ(Helmer scientific, USA) หยด antihuman  

globulin (AHG) anti-IgG จ�ำนวน 2 หยดในทกุหลอดทดลอง 

ปัน่อ่านปฏกิริยิาดว้ยเครื่องปัน่อ่านปฏกิริยิาหลอดทดลอง (Helmer 

scientific, USA) ที ่3,000 rpm นาน 15 วนิาท ีอ่านปฏกิริยิาและ

บนัทกึผลการทดสอบทีเ่หน็ดว้ยตาเปลา่ กรณีอ่านผลดว้ยตาเปลา่

วา่เป็น negative ใหอ่้านปฏกิริยิาใตก้ลอ้งจลุทรรศนก์�ำลงัขยายต�ำ่ 

(Olympus, Japan) เมือ่อ่านปฏกิริยิาทีไ่ดเ้ป็น negative ดว้ย

กลอ้งจลุทรรศนใ์หห้ยด CCC 1 หยด ผสมใหเ้ขา้กนัและปัน่อ่าน

ปฏกิริยิาทนัทดีว้ยความเรว็ 3,000 rpm 15 วนิาท ีหากผลทีไ่ดเ้ป็น 

negative จรงิ หลงัการหยด CCC ตอ้งใหผ้ล positive จงึยนืยนั

ไดว้า่ไมใ่ช่ผลลบปลอม การอ่านค่าความแรงของแอนตบิอดอ่ีานเป็น

ส่วนกลบัของ dilution ทีท่ �ำการเจอืจางทีพ่บปฏกิริยิา 1+ สุดทา้ย

2. การตรวจหาค่าความแรงของแอนตบิอดีชนิด IgG ดว้ยเครื่อง

ตรวจอตัโนมตัวิธิ ีCAT เครื่อง Ortho VisionMax (Ortho Clinical 

Diagnostic, Switzerland)5 น�ำซรีมัหรอืพลาสมาทีต่อ้งการทดสอบ 

ระบตุวัอย่างดว้ยรหสับารโ์คด้ ท�ำการตรวจวเิคราะหค์วามแรงของ

แอนตบิอดดีว้ยเครื่องตรวจอตัโนมตั ิ Ortho VisionMax โดย

เลอืกเซลลท์ีใ่ชท้ดสอบเซลลเ์ดยีวกบัทีท่ดสอบดว้ยวธิ ีCTT ปรบั

ความเขม้ขน้ของเซลลเ์ป็น 0.8% suspension ใน ORTHO 0.8% 

Red Cell Diluent เลอืกโปรไฟล ์titration และเลอืก dilution ที่

ตอ้งการทดสอบตัง้แต่ 1:1 (undiluted) ถงึ 1:1024 ท�ำการทดสอบ

โดยใช ้anti-IgG cassette โดยใชเ้ซลล ์50 µL และซรีมัหรอื

พลาสมา 40 µL incubate 37°C 15 นาท ีปัน่อ่านโดยใชห้ลกั

การ biphasic phase 5 นาท ีการอ่านค่าความแรงของแอนตบิอดี

อ่านเป็นส่วนกลบัของ dilution ทีท่ �ำการเจอืจางทีพ่บปฏกิริยิา 1+ 

สุดทา้ยจากผลทีไ่ดจ้ากเครื่องตรวจอตัโนมตัิ

การวเิคราะหข์อ้มูล 

น�ำผลของความแรงของแอนตบิอดทีีไ่ดจ้ากการอ่านปฏกิริยิาที ่

1+ สุดทา้ยของวธิหีลอดทดลองมาตรฐานและเครื่องตรวจอตัโนมตั ิ

มาเปรยีบเทยีบโดยใชค่้าสถติ ิWilcoxon signed rank test และ

วเิคราะหส์หสมัพนัธร์ะหวา่ง 2 วธิโีดยใชค่้าสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธ ์

Table 1  Antibody specificity in 30 samples tested with homozygous cells

Antibody specificity Number Type of homozygous cells

Anti-D 9 R2R2 (D+C-E+c+e-)

Anti-E 5 R2R2 (D+C-E+c+e-)

Anti-e 1 R1R1 (D+C+E-c-e+)

Anti-M 1 M+N-

Anti-Mia 6 Mi(a+)

Anti-Jka 1 Jk(a+b-)

Anti-Jkb 3 Jk(a-b+)

Anti-Fyb 2 Fy(a-b+)

Anti-Dia 2 Di(a+b+)*

*Limitation of homozygous cells in Diego blood group system from the prevalence of Di(a+b-) is less than 0.01%26
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Spearman correlation coefficient โดยใชโ้ปรแกรมส�ำเรจ็รูป 

IBM SPSS Statistic Base Version 22.0 (SPSS Inc., Chi-

cago, IL, USA) และก�ำหนดค่าระดบัความส�ำคญั ค่า p-value 

นอ้ยกวา่ 0.05 ถอืวา่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ

ผลการศึกษา

จากการน�ำตวัอย่างผูป่้วยและตวัอย่าง External QC samples 

จาก The Royal College of Pathologists of Australasia 

(RCPA) จ�ำนวน 30 ราย ประกอบดว้ยแอนตบิอดชีนิด IgG ไดแ้ก่ 

anti-D จ�ำนวน 9 ราย anti-E จ�ำนวน 5 ราย anti-e จ�ำนวน 1 

ราย anti-M จ�ำนวน 1 ราย anti-Mia จ�ำนวน 6 ราย anti-Jka 

จ�ำนวน 1 ราย anti-Jkb จ�ำนวน 3 ราย anti-Fyb จ�ำนวน 2 ราย 

และ anti-Dia จ�ำนวน 2 ราย มาตรวจหาความแรงของแอนตบิอดี

ดว้ยวธิ ีCTT ใชว้ธิกีารตาม Australian NICE และตรวจดว้ย

เครื่องตรวจอตัโนมตั ิOrtho VisionMax พบวา่ ผลจากการตรวจ

ตวัอย่างท ัง้หมดมคีวามสอดคลอ้งกนัดว้ยค่าความแรงไมเ่กนิ 1 titer 

รายละเอยีดดงัแสดงใน Table 2

ผลการวเิคราะหค์วามสมัพนัธ ์ (correlation) ของค่าความ

แรงของแอนตบิอด ีจากการตรวจโดยวธิ ีCTT และเครื่องตรวจ

อตัโนมตั ิ Ortho VisionMax พบวา่ มคีวามสมัพนัธก์นัไปใน

ทศิทางเดยีวกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ โดยค่าสมัประสทิธิ์สห

สมัพนัธ ์(Spearman correlation coefficient; Rho) ของความ

แรงของแอนตบิอด ี มค่ีาเท่ากบั 0.916 เมือ่ ค่า p-value นอ้ย

กวา่ 0.05 และการวเิคราะหค์วามคงทีข่องผลการทดสอบความ

แรงของแอนตบิอดโีดยใชค่้า Wilcoxon signed rank test (U 

test) พบวา่ การตรวจความแรงของแอนตบิอดดีว้ยเครื่องตรวจ

อตัโนมตั ิ Ortho VisionMax ใหผ้ลการตรวจทีไ่มแ่ตกต่างกนั

ทางค่าสถติ ิ(ค่าเท่ากบั 0.684, 0.317, 0.833 เมือ่ค่าระดบัความ

ส�ำคญั ค่า p-value นอ้ยกวา่ 0.05) ซึง่บง่บอกวา่การตรวจความ

แรงของแอนตบิอดดีว้ยเครื่องตรวจอตัโนมตันิี้  มคีวามคงทีสู่ง ดงั

แสดงใน Table 3

วจิารณ์

การตรวจพบแอนตบิอดต่ีอหมูโ่ลหติชนิด IgG ในซรีมัหรอืพลาสมา

ของหญงิตัง้ครรภ ์บง่บอกความเสีย่งของทารกทีอ่าจเกดิภาวะซดี

หลงัคลอดหรอืภาวะ HDFN การตรวจความแรงของแอนตบิอดี

มคีวามส�ำคญัในการประเมนิ severity ของทารก ซึง่จดัเป็นการ

ทดสอบทีต่อ้งอาศยัวธิทีีไ่ดม้าตรฐาน มคีวามแมน่ย�ำ เพือ่ใหก้าร

ประเมนิความเสีย่งของทารกในครรภม์คีวามถกูตอ้ง ส่งผลต่อการ

ตดัสนิใจของแพทยเ์พือ่การรกัษาต่อไป เนื่องจากการตรวจกรอง

Table 2  Comparison of the IgG antibody titers between conventional tube test (CTT) and automated column 

agglutination test (CAT)  (n = 30)

Number IgG antibodies
Titers

Number IgG antibodies
Titers

CTT* CAT* CTT* CAT*

1 Anti-D 128 128 16 Anti-M 1 1

2 Anti-D 64 64 17 Anti-Mia 64 32

3 Anti-D 128 128 18 Anti-Mia 64 32

4 Anti-D 32 32 19 Anti-Mia 16 32

5 Anti-D 32 64 20 Anti-Mia 8 16

6 Anti-D 256 512 21 Anti-Mia 2 2

7 Anti-D 128 256 22 Anti-Mia 1 2

8 Anti-D 128 256 23 Anti-Jka 2 4

9 Anti-D 8 8 24 Anti-Jkb 32 64

10 Anti-E 16 32 25 Anti-Jkb 16 8

11 Anti-E 32 16 26 Anti-Jkb 8 16

12 Anti-E 32 64 27 Anti-Fyb 64 128

13 Anti-E 32 64 28 Anti-Fyb 8 16

14 Anti-E 16 16 29 Anti-Dia 32 16

15 Anti-e 1 1 30 Anti-Dia 8 8

*Spearman correlation coefficient analysis (rho) between CTT and CAT are 0.916 (p-value < 0.05).  The results using the 

CAT were higher than the CTT by 53%, the same and lower results obtained were 27% and 20%, respectively.
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แอนตบิอดใีนหญงิตัง้ครรภใ์นประเทศไทยยงัไมเ่ป็นขอ้บงัคบั ท�ำให ้

การตรวจ pre-natal study ของโรงพยาบาลหลายแห่ง ไมไ่ดร้วม

การตรวจกรองแอนตบิอดใีนหญงิตัง้ครรภ ์จงึไมม่ขีอ้มลูทีช่ดัเจนวา่

ในหญงิตัง้ครรภค์นไทยนัน้พบแอนตบิอดชีนิดใดมากทีสุ่ดทีท่ �ำให ้

ทารกเกดิภาวะเมด็เลอืดแดงถกูท�ำลายหลงัคลอด แต่จากรายงาน

ผูป่้วยพบวา่ ในประเทศไทยมรีายงานทารกทีม่ภีาวะเมด็เลอืดแดง

แตกจากแอนตบิอดขีองมารดาจากระบบ ABO6-8 ระบบ Rh (เกดิ

จาก anti-D7,9-12, anti-E8,13,14, anti-c15, anti-C, anti-e และ 

anti-Ce16) ระบบ Kidd8 ระบบ MNS17 และระบบ P1PK18 ซึง่มี

ความรุนแรงแตกต่างกนัไป  นอกจากนี้ anti-Mia ทีเ่ป็นสาเหตทุ �ำให ้

เกดิภาวะ HDFN สามารถพบไดม้ากในประชากรคนจนี ฮ่องกง

และไตห้วนั19,20

การศึกษาการตรวจความแรงของแอนตบิอดชีนิด IgG บนเครื่อง

ตรวจอตัโนมตั ิOrtho VisionMax ทีใ่ชห้ลกัการ CAT มคีวาม

สอดคลอ้งกบัการตรวจโดยใชว้ธิ ีCTT วธิกีารตาม Australian 

NICE ซึง่ใชร้ะยะเวลาในการทดสอบส ัน้กวา่ คอืเวลา incubate 

ลดลงจาก 30 นาทเีป็น 15 นาท ีใชป้รมิาตรตวัอย่างนอ้ยกวา่ จาก

วธิหีลอดทดลองตอ้งใชต้วัอย่างซรีมัหรอืพลาสมาปรมิาตร 400 µL 

ในขณะทีเ่ครื่องตรวจอตัโนมตันิ ัน้จะใชต้วัอย่างปรมิาตร 350 µL 

อกีท ัง้ไมม่ขี ัน้ตอนการปัน่ลา้งเซลล ์ซึง่ช่วยลดความผดิพลาดของ

ผลลบปลอมในข ัน้ตอน anti-human globulin phase ได ้การ

ตรวจโดยใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตั ิมคีวามคงทีสู่ง แตกต่างจากการ

ตรวจโดยใชว้ธิมีาตรฐานหลอดทดลอง ซึง่ตอ้งอาศยัความช�ำนาญ

ของผูป้ฏบิตังิานสูง ท ัง้การเจอืจางซรีมัหรอืพลาสมาและการอ่านผล 

นอกจากนี้ การใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตัสิามารถควบคุมคุณภาพผล

การทดสอบ และสอบทวนการด�ำเนินการต่างๆ ต ัง้แต่น�ำตวัอย่าง

เขา้เครื่องจนถงึผลการทดสอบเสรจ็สิ้น ซึง่ท �ำใหส้ามารถควบคุม

คุณภาพการทดสอบทางธนาคารเลอืดไดเ้ป็นอย่างดี

แมว้า่การอ่านผลความแรงของแอนตบิอดบีนเครื่องตรวจอตัโนติ

นัน้ไมม่คีวามชดัเจน ในบางหอ้งปฏบิตักิารอาจอา้งองิการอ่านปฏกิริยิา

ที ่weak สุดทา้ย หรอื 1+ สุดทา้ย แต่การศึกษาโดย AuBuchon 

JP และคณะ1 เปรยีบเทยีบหอ้งปฏบิตักิารจ�ำนวน 19 แห่ง ดว้ย

ตวัอย่าง 35 ราย พบวา่หอ้งปฏบิตักิารทีท่ �ำการทดสอบความแรง

ของแอนตบิอด ีทีอ่่านปฏกิริยิา weak สุดทา้ย หรอื 1+ สุดทา้ย 

ใหผ้ลความแรงของแอนตบิอดไีมแ่ตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทาง

สถติ ิดงันัน้การอ่านผลโดยใชป้ฏกิริยิาทีไ่ด ้1+ สุดทา้ย เช่นเดยีว

กบัวธิ ี CTT จะช่วยลดความสบัสนของผูป้ฏบิตังิาน และใหผ้ล

ไมแ่ตกต่างกบัหอ้งปฏบิตักิารอืน่ๆ ทีอ่่านปฏกิริยิา weak สุดทา้ย

จากการศึกษานี้พบวา่ ความแรงทีไ่ดจ้ากการตรวจโดยวธิ ีCTT 

ซึง่ใชว้ธิกีาร Australian NICE เปรยีบเทยีบกบัการใชเ้ครื่องตรวจ

อตัโนมตั ิOrtho VisionMax ใหผ้ลไมแ่ตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญั

ทางสถติ ิ(Rho = 0.916 ค่า p < 0.05) โดยผลทีไ่ดร้อ้ยละ 53 

จากเครื่องตรวจอตัโนมตั ิOrtho VisionMax ใหผ้ลทีสู่งกวา่วธิี

หลอดมาตรฐาน 1 titer  รอ้ยละ 27 ใหผ้ลการทดสอบเท่ากนั 

และรอ้ยละ 20 เครื่องตรวจอตัโนมตั ิOrtho VisionMax ใหผ้ล

ทีต่ �ำ่กวา่วธิ ีCTT 1 titer  ถอืวา่ยอมรบัไดต้ามมาตรฐาน AABB21 

ดงัขอ้มลูแสดงใน Table 2

การศึกษาเปรยีบเทยีบการตรวจความแรงของแอนตบิอดโีดยใช ้

เครื่องตรวจอตัโนมตัเิริ่มแพร่หลายตัง้แต่ปี ค.ศ. 2013  ซึง่ส่วนมาก

เปรยีบเทยีบวธิ ีCTT ซึง่อา้งองิวธิกีาร American Association 

Table 3  Comparison of IgG antibody titers that tested by automated column agglutination test (CAT) in triplicate 

(n = 20)

Number IgG antibodies
Titers

Number IgG antibodies
Titers

1* 2* 3* 1* 2* 3*

1 Anti-D 8 8 8 11 Anti-Mia 16 16 16

2 Anti-D 256 128 256 12 Anti-Mia 2 2 2

3 Anti-E 32 32 64 13 Anti-Jka 4 4 4

4 Anti-E 16 32 16 14 Anti-Jkb 64 64 64

5 Anti-E 64 64 64 15 Anti-Jkb 8 8 8

6 Anti-E 64 64 64 16 Anti-Jkb 16 16 16

7 Anti-E 8 8 8 17 Anti-Fyb 128 128 128

8 Anti-e 1 1 1 18 Anti-Fyb 16 32 16

9 Anti-M 1 1 1 19 Anti-Dia 16 8 16

10 Anti-Mia 32 32 32 20 Anti-Dia 8 8 8

* Wilcoxon signed rank analysis (U test) of triplicate testings are 0.684, 0.317 and 0.833
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of Blood Banks (AABB) และนิยมศึกษาในการตรวจ anti-A 

และ anti-B เพือ่ผูป่้วยปลูกถา่ยไตมากกวา่ในหญงิตัง้ครรภ ์อย่างไร

กต็าม การศึกษาโดย Brown H และคณะ22 เปรยีบเทยีบการตรวจ

ความแรงของแอนตบิอด ี4 วธิ ีไดแ้ก่ CTT ซึง่ใชว้ธิ ีAustralian 

NICE วธิ ีCAT ซึง่ใชข้องบรษิทั Bio-Rad และ Ortho Clinical 

Diagnosis และวธิ ีmicroplate โดยใชห้ลกั Capture-R ซึง่ใช ้

เครื่อง NEO บรษิทั Immucor ประเทศสหรฐัอเมรกิา จ�ำนวน 147 

ตวัอย่าง ซึง่พบวา่ ท ัง้ 4 วธิใีหผ้ลสอดคลอ้งกนัรอ้ยละ 85 และ

เครื่องตรวจอตัโนมตันิ ัน้ใหผ้ลทีค่งตวัมากกวา่วธิ ีCTT ถอืเป็นขอ้

แนะน�ำเพือ่ใหห้อ้งปฏบิตักิารพจิารณาการใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตั ิ

เพือ่ตรวจความแรงของแอนตบิอด ีท ัง้ในหญงิตัง้ครรภแ์ละการปลูก

ถา่ยไต ซึง่จะเหน็วา่ผลการศึกษานี้ ใหผ้ลสอดคลอ้งเช่นเดยีวกบั

การศึกษาของ Brown H และคณะ22

ในการศึกษานี้ ใชน้�ำ้ยา monospecific anti-IgG ท ัง้วธิมีาตรฐาน

หลอดทดลอง และ column ทีใ่ชบ้นเครื่องตรวจอตัโนมตั ิซึง่เป็น

ขอ้จ�ำกดัของหอ้งปฏบิตักิารบางแห่ง ทีอ่าจจะไมม่นี�ำ้ยา monospe-

cific ใชใ้นหอ้งปฏบิตักิาร จากการศึกษาโดย Alwar V และคณะ23 

สรุปผลการศึกษาวา่น�ำ้ยาชนิด monospecific anti-IgG มคีวาม

ไวมากกวา่น�ำ้ยา polyspecific anti-IgG+C3d ในวธิ ีCTT ที่

ใชต้วัอย่างพลาสมาในการตรวจ เนื่องจากการใช ้monospecific 

anti-IgG จะลดการรบกวนของคอมพลเีมนต ์ซึง่ท �ำใหว้ดัปฏกิริยิา

ทีเ่กดิจากแอนตบิอดชีนิด IgG ชดัเจนขึ้น ดงันัน้เป็นไปไดว้า่กรณี

หอ้งปฏบิตักิารท ัว่ไปจะใชน้�ำ้ยา polyspecific anti-IgG+C3d ใน

การตรวจความแรงของแอนตบิอด ีอาจใหผ้ลความแรงทีต่ �ำ่กวา่การ

ใชน้�ำ้ยา monospecific anti-IgG แต่ท ัง้น้ี อาจไมม่คีวามต่าง

อย่างมนียัส�ำคญั จากการศึกษาโดย Onpuns S และคณะ5 พบ

วา่การตรวจความแรงของ anti-A และ anti-B โดยใช ้anti-IgG 

cassette เปรยีบเทยีบกบั polyspecific cassette ใหผ้ลไมแ่ตก

ต่างกนั โดยรอ้ยละ 45 ใหผ้ลความแรงของแอนตบิอดเีท่ากนั และ

รอ้ยละ 55 anti-IgG cassette ใหผ้ลแรงกวา่ polyspecific cas-

sette 1 titer ซึง่ถอืเป็นความแรงทีย่อมรบัไดว้า่ไมแ่ตกต่างกนั 

ตามมาตรฐาน AABB21

จากการศึกษานี้จะเหน็วา่แอนตบิอดใีนบางระบบจะใหผ้ลความ

แรงโดยเครื่องตรวจอตัโนมตัสูิงกวา่หรอืต�ำ่กวา่ (รอ้ยละ 53 และ 

รอ้ยละ 20 ตามล �ำดบั)  ซึง่อาจเกดิจากธรรมชาตขิองแอนตบิอดี

และความไวต่อการอ่านผลของเครื่องตรวจอตัโนมตั ิดงันัน้จงึไม่

อาจใชเ้ป็นตวัแทนในระบบหมูโ่ลหติอืน่ทีไ่มไ่ดท้ �ำการศึกษา เช่น 

anti-K เนื่องดว้ยเป็นแอนตบิอดทีีพ่บไดย้ากในประชากรคนไทย 

(พบ antigen K+ = 0.2%24 ซึง่ท �ำใหโ้อกาสทีจ่ะพบแอนตบิอดี

นอ้ยกวา่ 0.2%) ซึง่ anti-K จดัเป็นแอนตบิอดทีีม่คีวามส�ำคญัทาง

คลนิิกสูง โดยเฉพาะการเกดิภาวะซดีในเดก็แรกเกดิชนิดรุนแรง เป็น

แอนตบิอดทีีต่อ้งเฝ้าระวงัในหญงิตัง้ครรภต์ามมาตรฐาน British 

Society for Haematology25 ดงันัน้ ในอนาคตควรเพิม่เตมิการ

ศึกษาหาความแรงของ anti-K บนเครื่องตรวจอตัโนมตั ิ เพือ่ให ้

ม ัน่ใจวา่สามารถใชใ้นการตรวจหาความแรงของแอนตบิอดทีีส่ �ำคญั

ทางคลนิิกชนิดอืน่ต่อไป

สรุป

การศึกษานี้พบวา่ การตรวจหาความแรงของแอนตบิอดชีนิด 

IgG โดยวธิ ีCTT ทีใ่ชม้าตรฐาน Australian NICE และเครื่อง

ตรวจอตัโนมตัทิีใ่ชห้ลกัการ CAT ใหผ้ลการตรวจไมแ่ตกต่างกนั

เมือ่อ่านปฏกิริยิาที ่1+ สุดทา้ย และการใชเ้ครื่องตรวจอตัโนมตัมิี

ความคงทีข่องการทดสอบซ�ำ้สูง ซึง่เหมาะสมจะน�ำมาใชใ้นการตรวจ

ในหอ้งปฏบิตักิารทีม่เีครื่องตรวจอตัโนมตัใิชใ้นงานประจ�ำ เพือ่ให ้

ไดผ้ลทีแ่มน่ย�ำ ลดระยะเวลาการทดสอบ จงึสามารถรายงานผลให ้

แพทยไ์ดเ้รว็ขึ้น ท�ำใหผู้ป่้วยไดร้บัการรกัษาอย่างทนัท่วงที

กติตกิรรมประกาศ

ขอขอบคุณรองศาสตราจารย ์ แพทยห์ญงิศศิธร เพชรจนัทร 

ผูเ้ชี่ยวชาญพเิศษศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย นาง 

ศิรลิกัษณ ์เพยีรเจรญิ หวัหนา้ฝ่ายหอ้งปฏบิตักิารพเิศษ ศูนยบ์รกิาร

โลหติแห่งชาตสิภากาชาดไทย และนางสุนิสา อน้ปนัส ์อดตีนกัเทคนิค

การแพทย ์8 ฝ่ายธนาคารเลอืด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ์ทีใ่หค้�ำ

แนะน�ำในการเขยีนตน้ฉบบั

ขอขอบคุณเจา้หนา้ทีง่านหอ้งปฏบิตักิารเมด็โลหติแดง ฝ่าย

หอ้งปฏบิตักิารพเิศษ ศูนยบ์รกิารโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย 

ทีใ่หค้วามอนุเคราะหต์วัอย่างผูป่้วยและท�ำการตรวจระบชุนิดของ

แอนตบิอดเีบื้องตน้ในงานวจิยัคร ัง้น้ี
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