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Polyethylene glycol (PEG) เปน สาร ละลาย โพ ลี
เมอร ที่ เปน กลาง และ ละลาย น้ํา ได ซึ่ง Nance SJ และ

Garratty G 1 ได วิจัย พบ วา สามารถ ชวย ให เกิด ปฏิกิริยา
แอนติเจน- แอนติบอดี ได ดี กวา เมื่อ เปรียบ เทียบ กับ
แอลบมูนิ  ทาํให ตรวจ พบ แอนตบิอด ีที ่ไม ม ีความ สาํคญั ทาง
คลนิกิ นอย ลง และ ทาํให ลด ความ ตองการ ที ่จะ ใช วธิ ีอืน่ ๆ
ซึ่ง เรง ปฏิกิริยา แอนติเจน- แอนติบอดี (enhancement
technique) 2

นิพนธตนฉบับ
การ ศกึษา เบือ้งตน เพือ่ เปรยีบ เทยีบ ปฏกิริยิา แอนตเิจน - แอนตบิอดี
ของ หมู เลอืด  ใน Polyethylene Glycol , LISS และ Saline Medium

อาภา พันธ ศรีสรินทร, วัชรินทร เชื้อ บุญ มี*, สุภาวดี โรจน พิพัฒน กุล*,มยุ รัตน บุญ แกว,
และ  จริยา สาย พิณ**
 ภาค วิชา จุลทรรศนศาสตร คลินิก; * นักศึกษา สาขา เทคนิค การ แพทย คณะ เทคนิค การ แพทย;
** ภาควิชา เวช ศาสตร การ ธนาคาร เลือด คณะ แพทยศาสตร ศิริราช พยาบาล  มหาวิทยาลัยมหิดล

บท คดั ยอ:  เพือ่ ศกึษา  แนว ทาง ที ่เปน ไป ได ที ่จะ ใช ตรวจ หา ปฏกิริยิา แอนตเิจน- แอนตบิอด ีของ หมู เลอืด นอก เหนอื จาก วธิ ีที่
ใช ประจาํ และ เปน แนว ทาง ที ่อาจ ใช ชวย แก ปญหา ใน กรณ ีตรวจ หา แอนตบิอด ีปรมิาณ ต่าํ ๆ   ได ผู วจิยั จงึ ทดสอบ เปรยีบ เทยีบ
ความ แรง ของ ปฏกิริยิา แอนตเิจน- แอนตบิอดี ใน ตวักลาง (medium) ไดแก PEG, saline และ LISS โดย เจอื จาง ซรีมัที่
ม ีแอนตบิอด ีแต ละ ชนดิ ใน ตวักลาง ดงั กลาว เปน 2 fold dilution ไดแก anti-D, anti-E, anti-Mi a, anti-Le a และ anti-
Le b จาํนวน 12, 10, 7, 7 และ 5 ตวัอยาง ตาม ลาํดบั ให ทาํ ปฏกิริยิา กบั เมด็ เลอืด แดง ที ่ม ีแอนตเิจน ตรงกนั ใน ตวักลาง ทัง้
3 ชนดิ ตาม วธิกีาร เฉพาะ สาํหรบั ตวักลาง นัน้ ๆ  และ ให เหมาะสม กบั ชนดิ แอนตบิอด ีนัน้ ๆ  ดวย เพือ่ ให เกดิ ปฏกิริยิา ด ีที ่สดุ
เปรียบ เทียบ ผล คือ คะแนน (score) ความ แรง ของ ปฏิกิริยา การ จับ กลุม หรือ ไต เตอร การ แตก ของ เม็ด เลือด แดง
โดยWilcoxon Signed Ranks Test พบ วา PEG medium ชวย เสรมิ anti-D และ anti-E ให แสดง ปฏกิริยิา ได
แรง กวา ใน saline medium อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p  < 0.05) แต ไม ตาง จาก LISS (p  >  0.05) สาํหรบั anti-Lea

และ anti-Le b : ซึ่ง เปน IgM ให ความ แรง ของ ปฏิกิริยา กับ papainized cell ใน PEG มาก กวา ใน NSS และ LISS
medium  อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p  <0.05) แต PEG medium ไม ชวย เสรมิ หรอื ลด ความ แรง ของ ปฏกิริยิา ของ anti-
Mi a ซึง่ เปน IgM ที ่ทาํ ปฏกิริยิา กบั non-papainized cell เมือ่ เทยีบ กบั LISS และ saline (p > 0.05)  การ ศึกษา นี้
เปน การ ศกึษา เบือ้งตน ที ่สามารถ ปรบั เปลีย่น และ พฒันา ได อกี ใน การ วจิยั ครัง้ ตอๆ  ไป
Key Words :  Blood group antigen-antibody reaction Enhancement medium

 Polyethylene glycol medium LISS medium Saline medium
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วตัถปุระสงค เพือ่ เปรยีบ เทยีบ ความ แรง ของ ปฏกิริยิา
แอนตเิจน- แอนตบิอดี ใน ตวักลาง ที ่ใช กนั อยู เปน ประจาํ
คอื น้าํ เกลอื (NSS : saline medium) และ LISS (low
ionic  salt solution) เทยีบ กบั PEG ซึง่ ใช เทคนคิ indi-
rect  antiglobulin test (PEG-IAT) โดย ใช ซีรัมที่ มี
แอนตบิอด ีที ่ทราบ ชนดิ แลว และ เปน แอนตบิอด ีที ่พบ คอน
ขาง บอย ไดแก anti- Mi a , anti-Le a , anti-Le b, anti-D
และ  anti-E ให ทาํ ปฏกิริยิา กบั screening cell ซึง่ ใช ใน
งาน ประจํา ที่ มี แอนติเจน ตรง กับ แอนติบอดี นั้น ๆ  ตาม
ลาํดบั  ความ แรง ของ ปฏกิริยิา ทีม่า กก วา ใน ตวักลาง ที ่ใช
กบั ซรีมัทีม่า จาก คน เดยีว กนั ยอม แสดง ถงึ ความ สามารถ
ที ่ด ีกวา ของ ตวักลาง ชนดิ นัน้ ใน การ เสรมิ ปฏกิริยิา หรอื ไว
กวา ที ่จะ ตรวจ พบ แอนตบิอด ีนัน้ ๆ

เทคนคิ PEG-IAT จงึ อาจ เปน อกี แนว ทาง หนึง่ ที ่ชวย
ใน การ ตรวจ หา ปฏกิริยิา แอนตเิจน- แอนตบิอด ีได ไว ขึน้ อกี
โดย เฉพาะ กรณ ีที ่ม ีแอนตบิอด ีปรมิาณ ต่าํ

วสัด ุและ วธิกีาร
น้ํา ยา

1.  น้ํา ยา 20 % Polyethylene glycol (PEG me-
dium)  2 ประกอบ ดวย Polyethylene glycol น้ําหนัก
โมเลกุล 6,000 (BDH chemical Ltd. Poole,
England) 20.0ก. ละลาย ใน phosphate buffer
saline (PBS) ซึ่ง เปน สวน ผสม ระหวาง phosphate
buffer  pH 7.3 กบั น้าํ เกลอื 0.9 % ใน อตัรา สวน 1:9 โดย
ชัง่ PEG 20ก. แลว เตมิ PBS ให ครบ 100 มล. เกบ็ น้าํ
ยา ที่ 4 ซํ (phosphate buffer pH 7.3 ประกอบ ดวย น้าํ
ยา A ปรมิาตร 16 มล. และ น้าํ ยา B ปรมิาตร 84 มล.
น้าํ ยา A คอื NaH2PO4 H2O 22.07ก. ละลาย ใน น้าํ ให
ได 1 ลิตร และ น้ํา ยา B คือ Na2HPO4  22.70ก. ที่
ละลาย ใน น้าํ ให ได 1 ลติร ตาม ลาํดบั)

2. น้ํา ยา low ionic salt solution (LISS me-
dium)  2 เตรยีม จาก NaCl 1.75ก, glycine 18ก., 0.15
M. KH2PO4 11.3ก. และ 0.15 M. Na2HPO4  8.7ก.
เตมิ น้าํ กลัน่ จน ครบ 1 ลติร ปรบั pH ให ได 6.7 และ ใช

sodium azide 0.5ก. เปน preservative เกบ็ น้าํ ยา ที่
4 ํ ซ

3. Normal saline solution (NSS medium) คอื
0.9 % NaCl

4. Polyspecific antihuman globulin reagent
( Biological  Laboratory Ltd; Auckland)
วสัดุ

1. Screening cells ประกอบ ดวย
1.1  เซลล เมด็ เลอืด แดง หมู O, Mi(a+)
1.2  เซลล เมด็ เลอืด แดง หมู O, C+c+D+E+e+

หรอื  S-IAT
1.3  Papainized red cells O, Le(a+b-) +

 Le(a-b+) หรอื P+
1.4  Papainized red cells O, Le(a-b-)

หรอื P-
2. ตวัอยาง ตรวจ คอื ซรีมัม ีแอนตบิอด ีที ่ทราบ ชนดิ

แลว จาก ภาควิชา เวช ศาสตร การ ธนาคาร เลือด คณะ
แพทยศาสตร ศิริราช พยาบาลม. มหิดล ไดแก anti -D
จาํนวน 12 ตวัอยาง anti -E จาํนวน 10 ตวัอยาง anti
-Lea จํานวน 7 ตัวอยาง anti -Leb จํานวน 5 ตัวอยาง
และ anti -Mia จํานวน 7 ตัวอยาง

3.  ใน การ ทดสอบ ทั้ง หมด ใช ไปเปตตอัตโนมัติ :
ปริมาตร 50 ไมโคร ลิตร คือ 1 หยด
วธิกีาร ทดลอง

วธิกีาร เปรยีบ เทยีบ ความ ไว ของ ตวักลาง ทัง้ 3 ชนดิ ทาํ
โดย

1. เจอื จาง ซรีมัที ่ทราบ ชนดิ แอนตบิอด ีแต ละ ราย ดวย
น้าํ เกลอื  (NSS), LISS และ PEG เปน 2 folddilution
1:2 - 1:1024 เจือ จาง โดย ใช ไปเปตตอัตโนมัติ

2. เติม เม็ด เลือด แดง ที่ มี แอนติเจน ตรง กับ ชนิด
แอนติบอดี นั้น ๆ  ใน แต ละ หลอด ซีรัมที่ มี anti-D หรือ
anti-E ใช S-IAT cell ซึง่ ม ีแอนตเิจน D และ E, anti
- Mia ใช เซลล O,  Mi(a+) และ anti - Lea , anti - Leb ใช
papainized cell ดงั ราย ละเอยีด วธิ ีทดสอบ ใน ขอ 2.1
- 2.3 และ/ หรอื ด ูสรปุ วธิ ีทดสอบ ขอ 2.1 - 2.3 ใน ตาราง ที่1
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Mia เติม เม็ด เลือด แดง ที่ มี แอนติเจน ตรงกัน 1 หยด ทุก
หลอด  และ เตมิ 20 % PEG ใน PBS 4 หยด อุน ที่ 37 ซํ
15  นาที เขยา ผสม ให เขากัน ดี ไม ปน อาน ผล แต ปน ลาง
ดวย น้าํ เกลอื 4 ครัง้ ครัง้ สดุ ทาย เท น้าํ เกลอื ทิง้ ซบั แหง เตมิ
AHG  แลว ปน ดู ปฏิกิริยา สําหรับ anti - Lea และ  anti -
Leb  รายงาน เฉพาะ ผล การ แตก ของ เมด็ เลอืด แดง ที่ 37 ซํ
15 นาที

การ อาน ผล anti-D, anti-E, anti - Mia บันทึก
คะแนน  (score) ความ แรง ของ ปฏิกิริยา การ จับ กลุม
สาํหรบั anti - Lea และ anti - Leb ดู ปฏิกิริยา จาก การ แตก
ของ เมด็ เลอืด แดง บนัทกึ ไต เตอร สดุ ทาย ที ่ให ผลบวก และ
ม ีราย ละเอยีด วธิกีาร ให คะแนน ความ แรง ของ ปฏกิริยิา การ
จบั กลุม 2 ดงั ตาราง ที่ 2 และ ตวัอยาง วธิ ีให คะแนน ใน ตาราง
ที่ 3

วเิคราะห ผล การ ทดลอง โดย สถติิ non-parametric:
Wilcoxon Sign Ranks test ใน SPSS for Win-
dows10

ผล การ ศกึษา
ตาราง ที่ 3, 4 และ 5 แสดง คะแนน ความ แรง ของ

ปฏกิริยิา ที ่ได จาก วธิกีาร ที ่กลาว มา แลว ขาง ตน ของ anti-
D และ anti-E, anti-Lea และ anti -Leb และ anti-Mia
ใน saline, LISS , และ PEG medium จาก ซรีมั จาํนวน
12, 10, 7, 5 และ 7 ราย ตาม ลําดับ การ วิเคราะห ผล
การ ทดลอง เหลา นี ้ทาํ โดย เปรยีบ เทยีบ ขอมลู ความ แรง ของ

2.1  วิธี ที่ ใช saline medium สําหรับ anti-D
หรอื  anti-E ใช Indirect antiglobulin test คอื เตมิ
เมด็ เลอืด แดง  (3% ใน NSS) 1 หยด ลง ใน หลอด ที ่ม ีซรีมั
2 หยด เขยา ผสม ปน ด ูการ จบั กลุม แลว อุน ที่ 37 ซํ 45
นาที ปน อาน ผล แลว ลาง ดวย น้าํ เกลอื 3 ครัง้ สดุ ทาย สลดั
แหง เตมิ น้าํ ยา antihuman globulin (AHG) ปน ด ูการ
จบั กลุม และ ให score สาํหรบั anti - Mia วาง สวน ผสม
ไว ที่ อุณหภูมิ หอง 5 และ 60 นาที ดู การ จับ กลุม และ
บันทึก ความ แรง ของ ปฏิกิริยา  และ สาํหรบั anti - Lea ,
anti - Leb ทาํ 2 ชดุ คอื ชดุ ที ่เตมิ Le (a+b-)+Le (a-b+) และ
ชดุ ที ่เตมิ Le (a-b-) เพือ่ เปน negative control อุน สวน
ผสม ที่ 37 ํซ 45 นาที ปน ดู การ แตก ของ เม็ด เลือด แดง
และ บนัทกึ ไต เตอร สดุ ทาย ที ่ให ผลบวก

2.2  วิธี ที่ ใช LISS medium ลาง screen cell
ซึง่อยู ใน น้าํ ยา Alsever ดวย น้าํ เกลอื 3 ครัง้ ได packed
cell แลว เติม LISS ให ได 2-3 % หยด 2 หยด ลง ใน
หลอด ทดสอบ ที ่ม ีซรีมั 2 หยด  ( ที ่เจอื จาง ดวย LISS) ทัง้
ชดุ ของ anti-D, anti-E, anti - Mia เขยา ผสม แลว อุน ที่
37 ํซ 15 นาที ปน ดู การ จับ กลุม แลว ลาง เม็ด เลือด แดง
3ครัง้ ครัง้ สดุ ทาย สลดั แหง เตมิ น้าํ ยา AHG ปน ดู score
การ จบั กลุม แต สาํหรบั anti - Lea และ  anti - Leb รายงาน
เฉพาะ ผล การ แตก ของ เมด็ เลอืด แดง ที่ 37 ซํ 15 นาที

2.3 วิธี ที่ ใช 20% PEG medium 2   ใช indirect
antiglobulin technique (PEG-IAT) คือ ใน แต ละ
หลอด ที่ มี ซีรัม 2 หยด ของ anti-D, anti-E และ anti -

2.1 Saline *
2.2 LISS
2.3 PEG

ตาราง ที่ 1 Methods in brief from 2.1 - 2.3
Medium Anti-D, anti-E Anti- Mi a Anti - Lea ,anti - Leb**

RT, 37 ํC 45 ‘, IAT
37 ํC 15 ‘, IAT
37 ํC 15 ‘ , IAT

RT 5 ‘, RT 60 ‘
37 ํC 15 ‘, IAT
37 ํC 15 ‘ , IAT

37 ํC, 15 ‘
37 ํC, 15 ‘
37 ํC, 15 ‘

‘ Minutes
* Conventional techniques for antibody screening test at Department of Transfusion Medicine,

Faculty of Medicine. Siriraj Hospital
** Hemolysis was detected from antigen-antibody reaction
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4+
3-1/2+

3+
2-1/2++

2+
2+w

1-1/2+

1+
1+w.

1/2+ or -

Trace or micro

Question-able
0

ตารางที ่ 2 Interpretation of agglutination reaction 2 : Strength of reaction, Score and Appearance
Strength of

reaction
Score value Appearance

A single agglutination. No free rbcs detected.

Strong reaction. A number of large agglutinates.

Large agglutinates in a sea of smaller clumps, no free RBCs.
Many agglutinates-medium and small clumps, no free RBCs.
Many medium and small agglutinates, and free RBCs in the back
ground.
Many small agglutinates and a back ground of free RBCs.
Many very small agglutinates with a lot of free RBCs.
Weak granularity in the RBC Suspension.  A few macroscopic
agglutinates but numerous agglutinates microscopically.
Appear negative macroscopically.  A few agglutinates of 6-8 RBCs
in most fields.
Rare agglutinates observed microscopically.
An even RBC suspension.  No agglutinates detected.

12
11
10
9
8
7
6

5
4
3

2

1
0

* In prenatal testing or reagent evaluation , the titer is usually determined from the highest dilution of serum that
gives a reaction   ≥ 1 + (score 5).  This may differ significantly from titration end point (shown in parenthesis), as
with the reaction of an antibody with high titer, low avidity characteristics, manifested by Sample # 3

ตารางที่ 3 Examples of antibody titers and scores2

Reciprocal of serum dilution
1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 Titers * Score

3+
10
4+
12
1+
5

3+
10
4+
12
1+
5

3+
10
4+
12
1+
5

2+
8
3+
10
1+
5

2+
8
3+
10
±
3

2+
8
2+
8
±
3

1+
5
2+
8
±
3

±
3
1+
5
±
2

±
2
±
3
±
2

0
0
0
0
0
0

Sample
1

Sample
2

Sample
3

Strength
Score

Strength
Score

Strength
Score

64 (256)

128 (256)

8 (256)

64

80

33
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ตารางที่ 4 Scores of anti-D and anti-E from 12 diluted serum tested by indirect antiglobulin test,
using saline, LISS and PEG mediums.

Serum
sample
number

Anti- D scores Serum
sample
number

Anti- E scores
Saline
IAT

LISS
IAT

PEG
IAT

Saline
IAT

LISS
IAT

PEG
IAT

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

120
79
91
94
54
68
107
48
64
77
68
61

123
81
88
86
69
37
108
77
87
78
40
68

128
98
97
97
86
70
93
77
87
68
65
47

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
-
-

56
58
59
61
61
72
85
51
35
23
-
-

77
67
69
66
66
97
71
48
37
45
-
-

86
82
79
72
72
86
80
48
43
14
-
-

ตารางที่ 5 Scores of anti- Lea and anti- Leb from 7 and 5 diluted serum tested against papainized cell,
using saline, LISS and PEG mediums. The last titer that showed hemolysis were reported.

Serum
sample
number

Anti- Lea scores * Serum
sample
number

Anti- Leb scores *
Saline

37  ํC 45 ‘
LISS

37  ํC 15 ‘
PEG

37  ํC 15 ‘
Saline

37  ํC 45 ‘
LISS

37  ํC 15 ‘
PEG

37  ํC 15 ‘
1
2
3
4
5
6
7

8
4
8
16
16
32
16

32
4
4
4
4
16
4

512
512
128
32
32
32
32

8
9
10
11
12
-
-

32
4
16
8
8
-
-

16
16
16
8
8
-
-

256
256
64
64
64
-
-

*Le(a-b-) cell showed negative reaction in every serum samples
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ปฏิกิริยา เปน คูๆ ระหวาง PEG กับ saline, PEG กับ
LISS  ของ แอนติบอดี ทั้ง 5 ชนิด โดย สถิติ non-para-
metric  : Wilcoxon Sign Ranks test พบ วา PEG
medium  ชวย เสริม anti-D และ anti-E ให แสดง
ปฏกิริยิา การ จบั กลุม ได แรง กวา saline medium อยาง
มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ (p  < 0.05) แต ไม แรง กวา LISS
medium  (p  >  0.05) สําหรับ anti-Lea และ anti -
Leb นัน้ PEG medium ชวย เสรมิ ปฏกิริยิา การ แตก ของ
เม็ด เลือด แดง (papainized cell) ให แรง กวา ทั้ง ใน
saline และ LISS อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p  < 0.05)
สวน anti- Mi a พบ วา PEG ไม ชวย เสรมิ ปฏกิริยิา การ จบั
กลุม ให แรง ขึน้ กวา ใน saline และ LISS (p  > 0.05)

วิจารณ
โปรตนี ที ่เปน ตวักลาง ที ่ละลาย น้าํ (colloidal media)

บาง ชนิด เชน 22% albumin, polyethyleneglycol
(PEG), polybrene, polyvinylpyrrolidone (PVP) และ
protamine จะ ชวย เรง ปฏิกิริยา แอนติเจน- แอนติบอดี
ชวย ให เม็ด เลือด แดง เกิด การ จับ กลุม ได เร็ว ขึ้น เมื่อ มี
โมเลกลุ IgG specific antibody สาํหรบั PEG ม ีสตูร
โมเลกุล คือ H(OCH2CH2)n OH เปน linear polymer

นยิม ใช เปน สาร หลอ ลืน่ ใน โรงงาน อตุสาหกรรม เปน สาร
low  toxicity ไม ทําให immune complex สลาย ตัว
คงทน เก็บ รักษา งาย 6 ใน ป 1987 Nance SJ and
Garratty  G 1 ได กลาว ถงึ กลไก ใน การ ชวย เรง ปฏกิริยิา ของ
polyethyleneglycol (PEG) วา โมเลกุล ที่ เปน linear
polymer นี้ เมื่อ ละลาย น้ํา จะ กิน ที่ หรือ แทน ที่ ใน ชอง วาง
ของ reactive solution ทําให เพิ่ม ความ เขมขน ของ
reactants คือ โมเลกุล ของ แอนติบอดี ที่ มี อยู เดิม ทําให
แอนติบอดี มี โอกาส สัมผัส กับ แอนติเจน บน ผิว เม็ด เลือด
แดง บอย ขึน้ เกดิ complex formation คอื IgG sen-
sitized  cell เรว็ ขึน้ และ ทาํให ม ีโอกาส เกาะ กลุม กนั มาก ขึน้
ดวย มี รายงาน วา PEG เพิ่ม ความ แรง ของ ปฏิกิริยา ดัง
กลาว ได ด ีกวา แอลบมูนิ, LISS 3 และ polybrene 4 ใน การ
ตรวจ หา แอนติบอดี ที่ มี ความ เขมขน นอย โดย เติม ลง ใน
หลอด ทดลอง ใน การ ทาํ antibody screening test และ
compatibility test ใน antiglobulin crossmatch 3,4
การ ใช PEG ทาํให เกดิ ปฏกิริยิา ที ่จาํเพาะ มาก ม ีผลบวก
ปลอม หรอื nonspecific reaction นอย 4,5 และ ตาง จาก
การ ทดสอบ ทั่ว ไป คือ ไม ปน เพื่อ ดู การ จับ กลุม หลัง อุน ที่
37 ซํ  แต อาน ปฏกิริยิา หลงั จาก ทาํ IAT

การ ศกึษา นี ้จงึ ได ทดลอง ใช PEG กบั anti-D, anti-

ตารางที่ 6 Scores of anti-Mia from 7 diluted serum, tested against P1Mia screen cell in saline, LISS and
PEG medium.

Serum
sample
number

Score from anti- Mia
Saline medium LISS medium PEG medium

RT 5 ‘ RT 60 ‘ 37  ํC 15 ‘ IAT IAT
1
2
3
4
5
6
7

69
51
23
70
60
69
107

75
53
82
80
60
62
110

70
30
36
47
0
47
84

90
42
73
59
31
30
90

87
82
78
64
60
46
39
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E,  anti-Le a , anti-Le b และ anti-Mi a พบ วา ให ผล สอด
คลอง กนั กบั รายงาน ดงั กลาว คอื anti-D และ anti-E ซึง่
สวน ใหญ มกั เปน IgG antibody  ให score สงู กวา ทัง้
NSS  และ LISS medium ใน รอยละ 50 ของ ตัวอยาง
(ตาราง ที่ 4) อยางไร ก็ ตาม ผล ที่ ได จาก PEG ตาง จาก
saline  medium อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p >  0.05)
ขณะ ที่ ไม ตาง จาก LISS อยาง มี นัย สําคัญ (p  <  0.05)
กรณี นี้ มี ขอ สังเกต คือ การ เจือ จาง ซีรัมที่ ทดสอบ เปน 2
fold dilution ดวย medium ที่ ใช ทดสอบ จะ ทําให
โปรตีน  ใน ซีรัมล ดลง นา จะ มี ผล ตอ ปฏิกิริยา แอนติเจน
แอนติบอดี โดย เฉพาะ IgG ซึ่ง เสริม ปฏิกิริยา ได ดวย
โปรตีน คือ แอลบูมิน1-5 ดังนั้น ใน การ ศึกษา ตอไป ควร เจือ
จาง ซรีมัดวย NSS ที ่ม ีแอลบมูนิ  2-6% หรอื AB serum
เพือ่ ได สภาพ ซรีมัจรงิ ที ่ม ีแอนตบิอด ีเจอื จาง ลง เปน ลาํดบั
ก ็จะ ไดผล การ ทดลอง ที ่ชดัเจน ยิง่ ขึน้ แทน การ เจอื จาง ดวย
ตวักลาง NSS, LISS และ PEG ดงั วธิกีาร ทดลอง ขอ 1

สําหรับ anti-Le a และ anti-Le b ให ความ แรง ของ
ปฏกิริยิา ใน PEG สงู กวา ใน NSS และ LISS medium
( ตาราง ที่ 5) อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p  <  0.05) นา จะ
เกิด จาก การ สาเหตุ 2 ประการ ประการ แรก คือ การ ใช
papainized  cell ซึ่ง ผิว เม็ด เลือด แดง ถูก ยอย ดวย เอ็น
ไซม papain มา กอน จดุ นี ้เปน จดุ ที ่ได ปรบั เปลีย่น ไป จาก
วิธี อางอิง ใน AABB Technical manual 2, 11 ผล คือ
ปฏกิริยิา แรง ขึน้ ใน PEG medium อาจ เกดิ จาก การ เสรมิ
กัน ระหวาง กลไก ของ PEG กับ เอ็น ไซม กลไก ของ
PEGคอื โมเลกลุ PEG แทน ที ่ใน ชอง วาง ของ reactive
solution  ทาํให แอนตบิอด ีม ีโอกาส เกาะ กบั แอนตเิจน มาก
ขึน้ ทัง้ นี ้แอนตบิอด ีเปน IgM ซึง่ หาก ไม ใช papainized
cell  ปฏกิริยิา อาจ ไม ชดัเจน เชน นี้ นอก จาก นี ้สาเหต ุที ่อาจ
ทาํให ไต เตอร สงู ขึน้ มาก ประการ ที่ 2 คอื การ เกดิ ผลบวก
ปลอม ซึง่ เปน ขอ ควร ระวงั ใน การ ใช เอน็ ไซม ใน การ ศกึษา
นี ้ได ใช เซลล Le (a-b-) papainized cell เปน negative
control ผสม กบั ซรีมัที ่มี anti-Lewis ทาํ คู กนั กบั เซลล
Le(a+b-)+Le(a-b+) ผสม กับ ซีรัมตัวอยาง เดียว กัน

ไดผลลบ ทกุ ตวัอยาง แสดง วา PEG medium ใน ซรีมัที่
มี anti-Lewis ไม ทาํให Le (a-b-) papainized cell เกดิ
ผลบวก ปลอม อยางไร ก็ ตาม ยัง ไม แน ใจ วา PEG me-
dium  ใน ซีรัมที่ ไม มี anti-Lewis จะ ทําให Le (a+b-)
+Le(a-b+) papainized cell เกดิ ผลบวก ปลอม หรอื ไม
ซึง่ อาจ ม ีผู สนใจ ศกึษา ตอไป จาก การ ศกึษา เบือ้งตน นี้

Anti-Mi a เปน IgM เชน กนั พบ วา PEG ไม ชวย เพิม่
ความ แรง ของ ปฏิกิริยา เมื่อ เทียบ กับ saline และ LISS
medium  ตรง กับ ทฤษฎี ที่ วา PEG ชวย เสริม ปฏิกิริยา
ของ IgG ได ดี ไม ชวย เสรมิ หรอื ลด ปฏกิริยิา ของ IgM 11
นอก จาก นี ้ไม สามารถ ใช papainized cell กบั anti-Mia
ได เนือ่ง จาก แอนตเิจน Mi a ถกู ทาํลาย ดวย เอน็ ไซม2 เหน็
ได จาก ผล ความ แรง ของ ปฏิกิริยา ไม ตางกัน อยาง มี นัย
สาํคญั ทาง สถติ ิระหวาง medium ทกุ ชนดิ (p  >  0.05)

การ ที่ PEG ชวย ให เห็น ปฏิกิริยา แอนติเจน- แอนติ
บอดี แรง ขึ้น จาก score ที่ มาก ขึ้น เปน แนว ทาง ที่ พอ จะ
บอก ได วา นา จะ ตรวจ พบ weak antibody ของ ระบบ
นั้นๆ  ใน ซีรัมผูปวย ได ดีขึ้น Slater JL 9 ได วิจัย เปรียบ
เทยีบ PEG-IAT technique กบั LISS technique พบ
วา ใน routine compatibility test สามารถ ตรวจ พบ
แอนติบอดี จาก 5 ตัวอยาง ตรวจ ที่ ไม สามารถ พบ โดย
LISS ไดแก 2 anti-Fya, 1 anti-c, 1 anti-Jkb และ 1
anti-S ตอมา Barrett VJ 12 ได ศกึษา เปรยีบ เทยีบ PEG
กบั  LISS เชน กนั พบ วา scores ของ แอนตบิอด ีที ่ม ีความ
สาํคญั ทาง คลนิกิ ใน วธิ ีที ่ใช PEG ม ีคาเฉลีย่ scores มาก
กวา LISS และ albumin indirect antiglobulin test
และ ได ใช PEG แทน LISS ใน งาน ประจํา ใน เวลา 1 ป
โดย ไม มี รายงาน acute และ anamnestic HTRs ใน
การ ให เลือด 6,353 ราย เปน การ สนับสนุน ขอ สรุป ที่ วา
โดย ทัว่ ไป PEG ไม ทาํให เกดิ nonspecific reaction มี
ประสทิธภิาพ ใน การ ตรวจ หา weak antibodies ได ด ีกวา
แอลบมูนิ LISS และ polybrene 4, 5 ไม ม ีปญหา เกีย่ว กบั
แอนตบิอดี Kell 6,12 เชน ที ่พบ ใน การ ใช polybrene และ
ไม จาํเปน ตอง ใช เอน็ ไซม 6 ซึง่ เปน การ ศกึษา ใน ตาง ประเทศ
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สําหรับ การ ศึกษา ครั้ง นี้ เปน การ ทดลอง ใช เบื้องตน ใน
สภาวะ ของ เรา ที่ อาจ จะ ได ศึกษา ตอไป นอก จาก นี้ มี ขอ
ควร ระวงั คอื PEG อาจ เสรมิ ปฏกิริยิา ของ warm auto-
antibody ใน การ หา ชนิด alloantibodies ขณะ ที่ มี
warm  auto-antibody อยู ดวย และ ม ีขอ สงัเกต คอื หลงั
จาก อุน สวน ผสม ของ เซลล กบั ซรีมัที่ 37 ซํ ใน PEG แลว
ไม ตอง ปน เพราะ จะ เกดิ nonspecific aggregates ที ่ไม
กระจาย ออก อกี แต สามารถ ลาง เซลล 3 ครัง้ ได ทนัที เพือ่
หยด antihuman globulin reagent แลว จงึ ปน อาน ผล
ตอไป 11

สรปุ
จาก การ ศกึษา นี ้แสดง วา วธิี PEG medium ชวย เสรมิ

ปฏิกิริยา ของ แอนติบอดี โดย เฉพาะ IgG เชน anti-D,
anti-E ได ใน ระดบั หนึง่ แต เมือ่ ใช คู กบั papainized cell
จะ ชวย เสรมิ ปฏกิริยิา anti-Le a, anti-Le b ได แม แอนติ
บอดี เปน IgM ขณะ เดียว กัน PEG medium ไม ชวย
เสรมิ ปฏกิริยิา ของ IgM anti-Mi a ซึง่ แอนตเิจน ถกู ทาํลาย
ดวย เอน็ ไซมจงึ ไม สามารถ ใช papainized Mi a  cell ได
อยางไร ก ็ตาม การ ศกึษา นี ้เปน เพยีง ขัน้ ตน ที ่อาจ เปน แนว
ทาง ตอไป เชน การ ทดลอง ใช ตัวอยาง ตรวจ ที่ ไม มี แอนติ
บอด ีเหลา นี ้ใน PEG medium เพือ่ ขจดั ความ สงสยั เรือ่ง
ผลบวก ปลอม ใน การ ใช เอน็ ไซม และ สามารถ ปรบั เทคนคิ
วิธี ทดลอง ได อีก ใน จํานวน ตัวอยาง ที่ มาก ขึ้น ซึ่งอาจ พบ
ปญหา ที ่พงึ ระวงั ได อกี
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Comparison of Blood Group Antigen - Antibody Reaction Using
Polyethylene Glycol, LISS and Saline Medium :
A Preliminary Study

Apapan Srisarin, Wajarin Shuabunmee*, Suphavadee Rojpipatgul *,
Mayurat Boonkaew, and Jariya Saipin**
 Department of Clinical Microscopy; * Medical technologist student, Faculty of Medical Technology;
**Department of Transfusion Medicine, Faculty of Medicine, Mahidol University

Abstract:  To find an alternative problem solving for some low titer antibodies. The comparison of
blood  group antigen-antibody reaction in 3 different mediums: polyethylene glycol (PEG), LISS and
NSS  were studied.  Known serum samples of 12 anti-D, 10 anti-E, 7 anti-Le a , 7 anti-Le b and 5 anti-
Mi a were diluted in PEG, LISS and NSS.  Each of the dilutions was tested with the screening cells
suspended  in the 3 mediums respectively. The scores or titer obtained from techniques using PEG
medium  were compared with those from the conventional methods, suitable for each type of anti-
bodies,  using LISS and NSS mediums. The results evaluated by Wilcoxon Signed Ranks test showed
that PEG medium did better in enhancing antigen-antibody of anti-D and anti-E when compared
with saline medium (p  <  0.05) but not different from LISS (p  >  0.05). PEG also enhanced anti-Lea,
anti-Le b  when papainized cells were used. The results were also statistically significant different
(p < 0.05)  when  compared  with  the couple of sera and cells reacted in LISS and saline medium.

Anti-Mi a was not enhanced by PEG when compared with the 2 mediums (p > 0.05). Some
aspects of some  techniques in this preliminary study might be improved in further studies.
Key Words :  Blood group antigen-antibody reaction Enhancement medium

 Polyethylene glycol medium LISS medium Saline medium
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ขอใหการเงินเดินคลอง
ขอใหการเงินเดินคลองทั้งสองฝาย

คือทางจายทางรับไมสับสน
เวลาจายจายไดทันใจคน
เวลาตนรับรับไดในฉับพลัน

เมื่อการเงินเดินคลองตองประหยัด
จายทุกนัดนึกไวมิใชฝน
รับทุกทีมีจริงทุกสิ่งอัน
ขอสาํคญั "เงนิด"ี ทีเ่หลอืเอง

หมายเหต ุรายรบั รายจาย เพือ่ปจจบุนั รายเหลอื เพือ่อนาคต

หลวงตาวัดบวรฯ


