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การ ตรวจ หา แอน ต ิบอ ดขีอง หมู โลหติ เปน การ ตรวจ หา
unexpected antibodies ซึ่ง เปน แอนติบอดี ของ หมู
โลหิต ระบบ ตางๆ นอก เหนือ จาก anti-A และ anti-B
unexpected antibodies เหลา นี้ ไดแก แอนติบอดี ใน
ระบบ Lewis , P , MNSs , Rh , Kidd , Duffy เปนตน
ซึ่งพบ ได รอยละ 0.3 - 21,2 ขึ้น กับ เทคนิค การ ตรวจ และ
กลุม ประชากร ที ่ศกึษา unexpected antibodies สวน
มาก เปน alloantibody คอื เปน แอนตบิอด ีที ่ผูสราง ไม มี
แอนติเจน ชนิด นั้น หรือ อาจ เปน autoantibody คือ
แอนติบอดี ที่ ทํา ปฏิกิริยา กับ แอนติเจน ของ ผูสราง เอง
unexpected alloantibody แบง เปน ชนิด immune
type  ซึ่ง เกิด จาก การ กระตุน ของ เม็ด เลือด แดง จาก การ
ไดรบั เลอืด หรอื การ ตัง้ครรภ ไดแก แอนตบิอดี ใน ระบบ
Rh , Kidd , Duffy เปนตน และ non-red cell immune
type หรือ ที่ เรียก วา naturally occurring antibody
เนื่อง จาก เกิด ขึ้น เอง ตาม ธรรมชาติ ไม ได ถูก กระตุน จาก

เม็ด เลือด แดง ไดแก แอนติบอดี ใน ระบบ Lewis
เปนตน3

การ ตรวจ หา แอนติบอดี ของ หมู โลหิต นอก จาก ใช
ตรวจ แอนตบิอด ีใน ผู บรจิาค แลว ยงั เปน สวน หนึง่ ของ การ
ตรวจ ความ เขากัน ได ของ เลือด (pretransfusion test-
ing)  ซึ่ง ประกอบ ดวย การ หา หมู เลือด ระบบ ABO , Rh
และ  การ ทํา crossmatching ใน ผูปวย กรณี ที่ มี การ
ตรวจ พบ แอนติบอดี ตอง ตรวจ หา ชนิด ของ แอนติบอดี
และ เลอืก เลอืด ที ่ไม ม ีแอนตเิจน ชนดิ นัน้ มา crossmatch
ให ผูปวย ตอไป

ความ สําคัญ ทาง คลินิก ของ แอนติบอดี ขึ้น กับ ความ
สามารถ ใน การ ทําให เกิด hemolytic disease of the
new  born , hemolytic transfusion reaction หรือ
ทําให เม็ด เลือด แดง ที่ ให แก ผูปวย มี อายุ สั้น กวา ปกติ
แอนตบิอด ีเหลา นี ้มกั ทาํ ปฏกิริยิา ที่ 37  ํ C สามารถ ตรวจ
พบ ได ดวย วิธี saline indirect antiglobulin test
(IAT) จาก ขอมลู การ ศกึษา จาํนวน มาก1,4-15  พบ วา ใน กลุม
cold - reactive antibodies ตัวอยาง เชน anti-A1 ,
anti-I , anti-IH , anti-Lea , anti-Leb , anti-P1 , anti-M,
anti-N เปนตน ที ่ไม ทาํ ปฏกิริยิา ที่ 37  ํC เมด็ เลอืด แดง

บทความฟนวิชา
เทคนคิ การ ตรวจ แอน ต ิบอ ดขีอง หมู โลหติ

จรยิา สาย พณิ
ภาควิชา เวช ศาสตร การ ธนาคาร เลือด คณะ แพทยศาสตร ศิริราช พยาบาล มหาวิทยาลัย มหิดล

วตัถปุระสงค
1. เพือ่ ให ทราบ คณุสมบตั ิของ screening cells ที ่ควร ใช ใน การ ตรวจ แอนตบิอด ีของ หมู โลหติ
2.  เพือ่ ให เกดิ ความ เขาใจ คณุสมบตั ิของ แอนตบิอดี และ สามารถ แปล ผล การ ตรวจ ได อยาง ถกู ตอง
3.  เพือ่ ให สามารถ เลอืก ใช เทคนคิ ที ่เหมาะสม ใน การ ตรวจ แอนตบิอดทีีม่ ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ

ไดรับ ตน ฉบับ 23 มิถุนายน 2546 และ ให ตี พิมพ 11 สิงหาคม 2546
ตองการ สําเนา ตน ฉบับ ติด ตอนางสาวจริยาสายพิณ ภาควิชา
เวชศาสตรการธนาคารเลือด  คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล
มหาวทิยาลยัมหดิล     ถนนพรานนก  เขตบางกอกนอย  กรงุเทพฯ 10700
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ที่ มี แอนติเจน ดัง กลาว จะ ไม ถูก ทําลาย ใน รางกาย ผูปวย
จาก ขอมลู ขาง ตน ไม ได หมาย ความ วา แอนตบิอด ีทกุ ชนดิ
ที ่กลาว ขาง ตน ไม ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ แต หมาย ความ
วา ถา แอนติบอดี ใด สามารถ จับ กับ เม็ด เลือด แดง ที่
อุณหภูมิ  37 ํ C ได และ/ หรือ ตรวจ พบ ได ดวย วิธี IAT
แอนตบิอด ีเหลา นัน้ ถอื วา ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ไม ได
ถือ ชนิด ของ แอนติบอดี เปน สําคัญ16

Screening Cells17

การ ตรวจ หา แอนติบอดี ทํา โดย การ นํา ซีรัมหรือ
พลาสมา  มา ทําปฎิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง ที่ เรียก วา
screening  cells ซึ่ง เตรียม จาก เม็ด เลือด แดง ของ ผู
บรจิาค โลหติ หมู โอ ที ่ม ีแอนตเิจน ของ หมู เลอืด ระบบ ตางๆ
ที ่ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ไดแก D , C , E , c , e , M , N,
S , s , P1 , Lea , Leb , K , k , Fya , Fyb , Jka และ Jkb แต ละ
Lot. ของ screening cells จะ มี antigen profile
แสดงแอนติเจน ตางๆ ของ แต ละ คน ที่ เปน screening
cells ซึง่ ชดุ ของ screening cells มกั ประกอบ ดวย เซลล
เม็ด เลือด แดง 2 ขวด จาก ผู บริจาค 2 คน เพื่อ ให มี
แอนตเิจน ครบ ตาม ที ่กาํหนด ไว

Ideal screening cells จาก แต ละ ผู บรจิาค ที ่นาํ มา ใช
ควร เปน เซลล ชนดิ homozygous เพราะ จะ ม ีแอนตเิจน
เปน 2 เทา ของ เซลล ชนิด heterozygous แอนติบอดี
หลาย ชนดิ เชน แอนตบิอด ีของ ระบบ Kidd, Duffy และ
MNSs มี dosage effect ซึ่ง จะ เกิด ปฏิกิริยา กับ
homozygous cells แรง กวา heterozygous cells
ดงันัน้ ซรีัม่ที ่ม ีแอนตเิจน อยาง ออน ๆ  จงึ อาจ ตรวจ ไม พบ ถา
ใช screening cells ที ่เปน heterozygous cells

Screening cells สําหรับ ตรวจ หา แอนติบอดี ใน
ผูปวย ไม ควร นาํ มา รวม กนั ถา เตรยีม จาก ผู บรจิาค คน ละ
คน เพราะ จะ ทาํให ความ ไว ใน การ ตรวจ ลดลง ไม สามารถ
ตรวจ พบ แอนติบอดี ที่ มี ระดับ ต่ํา ได เมื่อ ให เลือด ที่ มี
แอนติเจน ตรงกัน จะ ทําให เกิด secondary immune
response และ ม ีการ ทาํลาย ของ เมด็ เลอืด แดง ที ่ให เขา ไป17

แต ใน กรณ ีตรวจ หา แอนตบิอดี ใน ผู บรจิาค โลหติ อาจ ใช

screening cells ที่ รวม จาก ผู บริจาค 2 คน เพื่อ ให มี
แอนติเจน ครบ ถึง แมวา จะ มี ความ ไว นอย ลง ไม สามารถ
ตรวจ พบ แอน ดบิอด ีที ่ม ีระดบั ต่าํ ได แต ใน กรณ ีนี ้พบ วา ไม
เปน อนัตราย ตอ ผู รบั เนือ่ง จาก แอนตบิอด ีจาก ผู บรจิาค จะ
ถกู เจอื จาง ดวย พลาสมา ใน รางกาย ของ ผู รบั เอง 18
เทคนคิ การ ตรวจ แอนตบิอด ีของ หมู โลหติ19

เทคนคิ ที ่ใช ใน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีม ีหลาย วธิี เชน
Saline  IAT , Enzyme test , Polybrene เปนตน การ
เลือก วิธีการ ดัง กลาว มา ใช ใน การ ตรวจ หา แอนติบอดี มี
หลกัการ ใน การ เลอืก ดงันี้

1. ควร เปน วธิ ีที ่ตรวจ หา แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั
 ทาง คลนิกิ ได ดี

2. ควร เปน วธิทีึต่รวจ พบ แอนตบิอด ีที ่ไม ม ีความ
สาํคญั ทาง คลนิกิ ได นอย

3. เปน วธิ ีไม ยุง ยาก และ ใช เวลา ใน การ ตรวจ ไม นาน
Indirect Antiglobulin Test (IAT)20

เปน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีที ่จาํเพาะ กบั แอนตเิจน บน
เมด็ เลอืด แดง โดย incubate ซรีมัหรอื พลาสมา กบั เมด็
เลอืด แดง ที่ 37  ํC เพือ่ ให แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั ทาง
คลินิก ทํา ปฏิกิริยา กับ แอนติเจน จาก นั้น ลาง เอา แอนติ
บอดี  ที่ ไม ได เกาะ กับ แอนติเจน บน เม็ด เลือด แดง ออก
หยดanti human globulin (AHG) reagent ซึง่ เปน
reagent  ที่ มี แอนติบอดี ตอ แอนติบอดี ชนิด Ig G บาง
ชนดิ อาจ ม ีแอน ต ิบอ ด ีตอ คอมพลเีมนทรวม อยู ดวย ทาํให
เม็ด เลือด แดง ที่ มี แอนติบอดี ชนิด  Ig G หรือ มี คอมพลี
เมนท เกาะ อยู เกดิการ จบั กลุม ให มอง เหน็ ได ถา ม ีการ จบั
กลุม เกิด ขึ้น แสดง วา มี แอนติบอดี ใน ซีรัมที่ จําเพาะ กับ
แอนตเิจน บน เมด็ เลอืด แดง IAT ใช ใน การ ตรวจ

1. Crossmatching เพือ่ ตรวจ ด ูปฏกิริยิา ระหวาง
เมด็ เลอืด แดง ของ donor กบั ซรีมัของ ผูปวย

2. Antibody screening เพือ่ ตรวจ หา แอนตบิอดี
ของ หมู โลหติ ระบบ ตางๆ

3. Antibody identification เพื่อ ตรวจ หา ชนิด
ของ แอนตบิอดี
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4. Blood group phenotyping เพื่อ ตรวจ แอนติ
เจน  ของ หมู โลหติ ระบบ ตางๆ  ที่ known antibody ที ่ใช
ตรวจ เปน ชนิด IgG

วิธีการ indirect antiglobulin test มี ขั้นตอน
ดงันี้17

1. Label หลอด ทดลอง
2. หยด ซรีมั หลอด ละ 2 หยด
3. หยด screening cells หลอด ละ 1 หยด
4. ปน อาน ผล บันทึก ผล โดย ดู การ แตก ของ เม็ด

เลือด แดง (hemolysis) และ การ จับ กลุม (agglutina-
tion)

5. Incubate ที่ 37 ํ C นาน 15 - 30 นาที ขึ้น กับ
enhancement  reagent ที ่ใช ขัน้ตอน นี ้เรยีก sensiti-
zation  phase

6. ปน อาน ผล ด ูการ แตก ของ เมด็ เลอืด แดง และ การ
จบั กลุม บนัทกึ ผล

7. ปน ลาง 3 ครั้ง ดวย 0.8 % น้ํา เกลือ เพื่อ ลาง
แอนตบิอดี ที ่ไม ได เกาะ บน เมด็ เลอืด แดง ออก ให หมด

8. หยด anti human globulin reagent (AHG)
2 หยด ใน แต ละ หลอด

9. ปน อาน ผล ถา ไม ม ีการ จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด แดง
ให ตรวจ สอบ โดย การ ด ูดวย กลอง จลุทรรศน บนัทกึ ผล

10. กรณีทีผล การ ตรวจ ให ผล ลบ หยด Coombs
control cells 1 หยด ปน อาน ผล อกี ครัง้ ถา ไม ม ีการ จบั
กลุม ของ เม็ด เลือด แดง แสดง วา ขั้นตอน การ ลาง ไม ถูก
ตอง ลมื หยด AHG reagent หรอื AHG reagent ไม
ม ีคณุภาพ ตอง ทาํ การ ทดสอบ ใหม ตัง้แต ตน
Enzyme technique21

การ ยอย เม็ด เลือด แดง ดวย เอ็น ไซม เชน trypsin,
bromelin,  ficin และ papain จะ ชวย เรง ปฏกิริยิา ของ
หมู เลอืด บาง ระบบ ไดแก Rh. Kidd, Lewis และ P แต
จะ ยับยั้ง ปฏิกิริยา ของ หมู เลือด บาง ระบบ ไดแก Duffy,
MNSs  เนือ่ง จาก แอนตเิจน ถกู ทาํลาย จาก การ ยอย ของ เอน็
ไซม  เอน็ ไซมที ่ใช ใน งาน ธนาคาร เลอืด ดงั กลาว ขาง ตน มี
คุณสมบัติ เปน proteolytic enzyme จะ ลด ประจุ ลบ ที่

ผิว เม็ด เลือด แดง โดย ยอย polypeptide ตรง โมเลกุล
ของ sialic acid ซึง่ ม ีประจ ุลบ เมือ่ ประจ ุลบ ลดลง แรง
ผลัก ระหวาง เม็ด เลือด แดง ก็ จะ นอย ลง ทําให ระยะ หาง
ระหวาง เซลล แคบ ลง แอน ต ิบอ ดทีี ่เปน IgG สามารถ จบั
กบั เมด็ เลอืด แดง ไดมา กก วา 1 เซลล จงึ ทาํให เกดิ การ จบั
กลุม มอง เหน็ ได โดย ไม ตอง ทาํ IAT

Enzyme technique แบง เปน
1. One-stage enzyme technique หยด เอน็ ไซม

รวม ไป กบั เมด็ เลอืด แดง และ ซรีมั เนือ่ง จาก เอน็ ไซมเหลา
นี ้เปน proteolytic enzyme สามารถ ยอย แอนตบิอด ีใน
ซีรัมได จึง ควร หยด เม็ด เลือด แดง กับ ซีรัมผสม กัน กอน
แลว จงึ หยด เอน็ ไซม ตาม method 3.6.5 AABB Tech-
nical  Manual

2. Two-stage enzyme technique ยอย เม็ด
เลือด แดง กอน ดวย เอ็น ไซมแลว จึง นํา ไป หยด กับ ซีรัม
วิธีการ นี้ ใช มาก กวา วิธี แรก เนื่อง จาก มี ความ ไว มาก กวา
เอ็นไซมแต ละ Lot. กอน นํา มา ยอย เม็ด เลือด แดง ตอง
ทดสอบ หา ความ เขมขน และ หา เวลา ที ่เหมาะสม ใน การ ยอย
เม็ด เลือด แดง ทุก ครั้ง กอน การ ใช ตาม method 3.6.3
AABB Technical Manual

การ นํา enzyme technique มา ใช ใน การ ตรวจ หา
แอน ต ิบอ ดี ทาํ โดย การ ยอย screening cells ดวย เอน็
ไซม แลว ลาง เอน็ ไซมออก กอน นาํ ไป หยด กบั ซรีมั ชวย ใน
การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน ระบบ Rh,  Lewis,  P ที ่ม ีระดบั
ออน ๆ  ได ดี แต ตอง ทาํ รวม กบั วธิ ีอืน่ ๆ  เชน saline room
temperature และ saline IAT เนื่อง จาก วิธี เอ็น ไซม
ไมสามารถ ตรวจ พบ anti-M , anti-N , anti-Fya  หรือ
anti Fyb ได เนือ่ง จาก แอนตเิจน เหลา นี ้ถกู ทาํลาย ระหวาง
การ ยอย นอก จาก นี ้วธิ ีเอน็ ไซมมกั ตรวจ พบ  cold  anti-
body  ที ่ไม ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ เชน anti-I  Issittให
คํา แนะนํา วา ควร นํา วิธี เอ็น ไซมมา ใช ใน การ ตรวจ หา ชนิด
ของ แอนตบิอดี (antibody identification)  จะ เหมาะสม
กวา การ นํา มา ใช ใน การ ตรวจ หา แอนติบอดี  (antibody
screening)
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Positively charged molecules 21
Polymers ที่ มี ประจุ บวก เขน hexadimethrine

bromide  (Polybrene), protamine sulfate และ poly-
L-lysine เมือ่ ผสม กบั เมด็ เลอืด แดง และ ซรีมัจะ ทาํให เมด็
เลือด แดง เกิด การ เกาะ กัน ขึ้น เนื่อง จาก ประจุ ลบ ของ
sialic acid บน ผวิ ของ เมด็ เลอืด แดง ทาํปฎกิริยิา กบั ประจุ
บวก ของ สาร polymer เมื่อ ใส neutral salt เชน so-
dium  citrate เมด็ เลอืด แดง จะ กระจาย ออก จาก กนั แต
เมด็ เลอืด แดง ที ่ม ีแอนตบิอด ีเกาะ อยู จะ จบั กลุม กนั ตอไป

วธิกีาร ของ Polybrene
Incubate เมด็ เลอืด แดง กบั ซรีมัใน medium ที ่เปน

low  ionic strength solution เพื่อ ชวย ให แอนติบอดี
เกดิ ปฏกิริยิา กบั แอนตเิจน ได เรว็ นาน 1 นาที ใส work-
ing  Polybrene เขยา ให เขากนั แลว ปน เท supernatant
ทิ้ง ใส resuspending solution ซึ่ง มี trisodium
citrate เปน สวน ประกอบ สาํคญั ลง ไป เขยา เบาๆ   ด ูการ
จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด แดง ถา ตองการ ทาํ antiglobulin
test ตอ ให ลาง เซลล ดวย 0.01 M sodium citrate
solution 3 ครัง้ แลว หยด AHG reagent

การ แปล ผล ถา ม ีการ จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด แดง หลงั
จาก เตมิ resuspending solution ถอื วา ให ผลบวก

Control ควร ทาํ control อาน ควบ คู ไป ดวย ทกุ ครัง้
โดย ใช ซีรัมที่ ไม มี unexpected antibody แทน
unknown serum ของ ผูปวย หรอื donor

Polybrene เปน เทคนิค ที่ ใช เวลา นอย เนื่อง จาก
incubate ที ่อณุหภมู ิหอง เพยีง 1 นาที เปน เทคนคิ ที ่ใช
มาก ใน ประเทศ ไตหวัน แต มี ขอเสีย คือ ตรวจ หา แอนติ
บอด ีใน ระบบ Kell ได ไม ดี

Grading reactions17

การ จับ กลุม ของ เม็ด เลือด แดง หรือ การ แตก ของ เม็ด
เลอืด  แดง เกดิ จาก ปฏกิริยิา ระหวาง แอนตเิจน และ แอนติ
บอดี การ อาน ผล ควร ทาํ ทนัท ีที ่ปน เสรจ็ ไม ควร ทิง้ ไว นาน
เนื่อง จาก อาจ เกิด false negative ได และ กอน เขยา
หลอด เลอืด ควร ด ูส ีของ ซรีมัวา มี hemolysis เกดิ ขึน้ หรอื
ไม แลว จงึ เขยา หลอด เลอืด เบาๆ   จน กระทัง่ เมด็ เลอืด แดง

ที ่เกาะ อยู ที ่กน หลอด หลดุ ออก หมด การ ให grade ควร ทาํ
ระหวาง การ เขยา หลอด เลอืด ถา ไม ม ีการ จบั กลุม ให ผล เปน
ลบปฎิกิริยา 1+,  2+,  3+,  4+ แสดง ถึง จํานวน ของ
แอนตบิอด ีที ่ทาํปฎกิริยิา กบั แอนตเิจน บน เมด็ เลอืด แดง

Autologous control17
หองปฎบิตั ิการ บาง แหง ทาํ autologous control รวม

ไป กบั การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน ผูปวย โดย ใช เมด็ เลอืด
แดง ของ ผู ปวย ทาํปฎกิริยิา กบั ซรีมัของ ผูปวย เอง ผลบวก
ของ ปฏิกิริยา อาจ เกิด จาก autoimmune hemolytic
anemia,  drug-induced hemolytic anemia ,
hemolytic  transfusion reaction อยางไร ก ็ตาม การ ที่
autologous  control ให ผลบวก อาจ เกดิ จาก สาเหต ุอืน่ๆ
ได เชน โปรตีน ใน ซีรัมสูง ผูปวย มี urea nitrogen ใน
เลอืด สงู จาก ผล ของ การ ศกึษา เปน จาํนวน มาก พบ วา การ
ทาํ autologous control ใน ผูปวย ไม คอย ม ีประโยชน เทา
ที ่ควร ดงันัน้ หอง ปฏบิตั ิการ สวน ใหญ จงึ ไม ทาํ autolo-
gous  control รวม ไป กบั การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน ผูปวย

การ แปล ผล17

การ จับ กลุม ของ เม็ด เลือด แดง หรือ การ แตก ของ เม็ด
เลอืด แดง ไม วา ระยะ ใด ใน การ ทดสอบ ถอื วา ให ผลบวก
การ แปล ผล พจิารณา ดงันี้

1. Phase ของ การ เกดิ ปฏกิริยิา แอนตบิอด ีชนดิ
IgM จะ ทาํ ปฏกิริยิา ที ่อณุหภมู ิหอง พบ การ จบั กลุม ได ใน
saline medium แอนตบิอด ีเหลา นี ้ไดแก anti-M, anti-
N, anti-Lea  ,anti-Leb, anti-P1,  anti-Mia แอนติบอดี
ชนดิ IgG จะ ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอนตเิจน ได ด ีที่ 37 Cํ ตรวจ
พบ ได ที่ AHG phase ไดแก แอน ติ บอ ดีใน ระบบ Rh,
Kidd,  Duffy เปนตน

2. Autologous control ให ผลบวก หรือ ลบ ใน
กรณี ที่ ทํา autologous control ถา ผล  antibody
screening  ให ผลบวก แต autologous control ให ผล
ลบ  แสดง วา แอนติบอดี ที่ ตรวจ พบ เปน ชนิด alloanti-
body  ถา antibody screening ให ผลบวก และ au-
tologous  control ให ผลบวก ดวย อาจ เกิด จาก ผูปวย มี 
autoantibody หรอื ม ีแอน ต ิบอ ดตีอ ยา ที ่ไดรบั ถา ผูปวย
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เพิ่ง ไดรับ เลือด ผลบวก อาจ เนื่อง มา จาก ผูปวย สราง
alloantibody ตอ เมด็ เลอืด แดง ของ donor และ alloan-
tibody  นั้น ทํา ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง ของ donor ที่
ไดรบั เขา ไป ควร ถาม ประวตั ิการ รบั เลอืด ของ ผูปวย เพือ่ ชวย
ใน การ แปล ผล

3. ถา ซีรัมให ผลบวก กับ screening cells ทั้ง 2
หลอด ให พจิารณา จาก grade และ phase ของ ปฏกิริยิา
ถา มี แอนติบอดี 1 ชนิด จะ ให ปฏิกิริยา กับ screening
cells  ที่ phase เดียว กัน และ grade เทากัน ยกเวน
ระบบ ที่ มี dosage effect ไดแก ระบบ MNSs, Rh,
Kidd  และ Duffy แอน ติ บอ ดีมาก กวา 1 ชนิด phase
ของ  ปฏกิริยิา อาจ ตางกนั แลว แต ชนดิ ของ แอนตบิอดี และ
grade ของ ปฏกิริยิา อาจ ตางกนั ดวย

4. ปฏกิริยิา hemolysis หรอื mixed-field agglu-
tination  แอนตบิอด ีที ่ทาํให เกดิ การ แตก ของ เมด็ เลอืด
แดง ใน saline medium ไดแก anti-H, anti-P+P1+ Pk

และ anti-Vel แอนตบิอด ีที ่ทาํให เกดิ การ แตก ของ เมด็
เลือด แดง โดย วิธี two-stage enzyme technique
ไดแก  anti-Lea,  anti-Leb,  anti-P1,  anti-Jka  และ
anti-Jkb  แอนตบิอด ีที ่ทาํให เกดิ การ จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด
แดง แบบ mixed -field ไดแก anti-Sda และ แอนตบิอดี
ใน ระบบ Lutheran

5. เม็ด เลือด แดง เกิด การ จับ กลุม จริง หรือ เกิด จาก
rouleaux  formation ซรีมัของ ผูปวย ที ่มี albumin  และ
globulin  ratio ผิด ปกติ เชน ใน ผูปวย multiple my-
eloma  หรือ ผูปวย ที่ ไดรับ high molecular weight
plasma  expander เชน dextran อาจ ทําให เกิด rou-
leaux  formation ซึง่ เปน non- specific aggregation
ไม ได เกิด จาก ปฏิกิริยา ระหวาง แอนติเจน กับ แอนติบอดี
เราสามารถ แยก rouleaux formation ออก จาก ปฏกิริยิา
การ จบั กลุม ที ่แท จรงิ ได โดย วธิี saline replacement

เทคนคิ ตางๆ  ที ่กลาว มา แลว ขาง ตน นัน้ เปน เทคนคิ ที่
ทํา ใน หลอด ทดลอง ได ทํา กัน มา นาน และ ยัง ทํา อยู ใน
ปจจบุนั  แต ใน ระยะ หลงัๆ ได ม ีการ นาํ เทคโนโลย ีใหม ๆ
มา ใช ใน งาน ประจํา วัน ทั้ง การ ตรวจ หา แอนติบอดี การ

ตรวจ ความ เขากนั ได ของ เลอืด และ อืน่ ๆ  เทคนคิ ใหม ที่
ไดรับ การ พัฒนา และ ผาน การ รับรอง โดย Food and
Drug Administration แลว22  ไดแก gel technique
solid-phase technique และ affinity-column tech-
nology  ใน ที่ นี้ จะ กลาว เฉพาะ gel technique และ
solid-phase technique
Gel technique22

ใน ปค.ศ. 1985 Dr. Yves Lapierre of Lyon ชาว
ฝรัง่เศส ได พฒันา gel technique ขึน้ มา ใช เพือ่ ให end
point  ของ ปฏกิริยิา นัน้ stable ทาํให การ อาน ผล งาย และ
เที่ยง ตรง เมื่อ เปรียบ เทียบ กับ การ อาน ผล โดย การ เขยา
หลอด ทดลอง

Gel card เปน plastic card มี 6 microtubes แต
ละ  microtube ประกอบ ดวย chamber และ column
chamber หรอื กระเปาะ เปน ที ่สาํหรบั ให เมด็ เลอืด แดง ทาํ
ปฏิกิริยา กับ ซีรัม สวน column ภาย ใน มี dextran-
acrylamide gel และ reagent แลว แต ชนิด ของ gel
card บรรจ ุอยู gel particle ทาํ หนาที ่เปน ตวักลาง และ
ตัว กรอง เม็ด เลือด แดง ที่ มี การ จับ กลุม ระหวาง การ ปน
เม็ดเลือด แดง ที่ ไม มี การ จับ กลุม จะ ผาน ลง สู กน micro-
tube  เมด็ เลอืด แดง ที ่ม ีการ จบั กลุม จะ คาง อยู บน gel หรอื
กระจาย อยู ใน  column แลว แต ขนาด ของ การ จบั กลุม ของ
เมด็ เลอืด แดง  การ อ่าน ผล ไม่ ต้อง เขย่า ทำให้ อ่าน ผล และ
แปล ผล งาย กวา การ ใช หลอด ทดลอง และ สามารถ อาน
ระดบั ความ แรง ของ ปฏกิริยิา ได เชน เดยีว กนั

4+ เหน็ เปน แถบ ส ีแดง อยู บน gel column ทัง้ หมด
3+ เม็ด เลือด แดง สวน มาก อยู บน gel column มี

เมด็ เลอืด แดง บาง สวน กระจาย ออก มา บาง บรเิวณ
ครึ่ง บน ของ column

2+ เมด็ เลอืด แดง กระจาย ทัว่ column
1+ เมด็ เลอืด แดง กระจาย ที ่สวน ลาง ของ column

บาง สวน ตก อยู ที ่กน microtube
Negative เมด็ เลอืด แดง ตก อยู กน microtube

ทัง้ หมด
Mixed-field เหน็ เปน แถบ ของ เมด็ เลอืด แดง ตรง สวน
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 บน สดุ ของ gel และ ม ีเมด็ เลอืด แดง ที ่ไม ทาํ
ปฏกิริยิา ตก ที ่กน microtube กอน แปล ผล วา
เปน mixed-field ควร ตรวจ สอบ ประวตั ิการ รบั
เลอืด ของ ผูปวย รวม ทัง้ เมด็ เลอืด แดง ที ่ใช ใน การ
ตรวจ เสยี กอน

Negative reaction อาจ เกดิ คลาย เปน mixed-
field  ได ถา ซรีมัยงั clot ไม ด ีมใีฟบรนิใฟบรนิ
จบั เมด็ เลอืด แดง ทาํให เกดิ เปน เสน ส ีแดง บาง ๆ  ที่
สวน บน สดุ ของ gel ด ูคลาย mixed-field

 การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีโดย gel technique โดย ทัว่
ไป ใช gel card ชนิด LISS Coombs card ซึ่ง ภาย ใน
column มี AHG reagent บรรจ ุอยู เมือ่ ตองการ ตรวจ
หา แอนติบอดี หลัง จาก label หมายเลข ของ ตัวอยาง
เลอืด แลว เปด aluminium foil ที ่ปด ออก ใช automatic
pipette  ดดู screening cells ซึง่ suspend ใน LISS
ใส ใน chamber 50 µL จาก นัน้ ดดู ซรีมั หรอื พลาสมา ที่
ตองการ ตรวจ ใส ใน chamber 25 µL incubate ที่
37 ํC นาน 15 นาที ใน incubator สําหรับ gel card
แลว นํา ไป ปน ใน เครื่อง ปน สําหรับ gel card 490 rpm
นาน 10 นาที อาน ผล

แอนตบิอด ีบาง ชนดิ ที ่เปน Ig M เชน  anti -Lea,  anti-
Leb, anti -M,  anti -N และ anti -P1 อาจ ตรวจ ไม พบ โดย
วธิ ีนี้ ถา ตองการ ตรวจ หา แอนตบิอด ีเหลา นี้ ควร เลอืก ใช
gel  card ชนิด neutral card ซึ่ง ภาย ใน column จะ
บรรจุ  gel และ buffered salt solution ไม มี AHG
reagent  บรรจุ อยู หลัง จาก ใส screening cells และ
ซรีมัแลว incubate ที ่อณุหภมู ิหอง นาน 15 นาที ปน อาน
ผล ก ็จะ สามารถ ตรวจ พบ แอนตบิอด ีเหลา นี ้ได นอก จาก
นั้น neutral card ยัง ใช สําหรับ วิธี one-stage  และ
two-stage enzyme ได ดวย
Solid-phase technology22

ใน ปค.ศ.  1978 Rosenfield และ คณะ ได ประยกุต
ใช เทคนคิ นี ้ใน การ ตรวจ แอนตเิจน ของ เมด็ เลอืด แดง และ
ตรวจ หา แอนติบอดี ใน ซีรัม จาก นั้น ใน ปค.ศ.  1984

Plapp  และ คณะ ได รายงาน การ ตรวจ แอนติเจน และ
แอนตบิอด ีโดย วธิี solid-phase red cell adherence
(SPRCA)

Solid-phase technique ปฏิกิริยา ระหวาง แอนติ
เจน กบั แอนตบิอด ีเกดิ ใน หลมุ ของ microplate ระยะ แรก
ของ การ พฒันา วธิกีาร นี้ ใช การ เคลอืบ microwell ดวย
เมด็ เลอืด แดง จาก นัน้ ใส ซรีมัหรอื พลาสมา incubate ที่
37 Cํ หลงั การ incubate ลาง เอา แอนตบิอด ีที ่ไม ได จบั
กบั แอนตเิจน บน เมด็ เลอืด แดง ออก แลว ใส เมด็ เลอืด แดง
ที่ coat ดวย anti-IgG เพื่อ เปน ตัว บงชี้ วา มี ปฏิกิริยา
ระหวาง แอนตเิจน บน เมด็ เลอืด แดง ที ่เคลอืบ microwell
กับ แอนติบอดี ใน ซีรัมหรือ พลาสมา หรือ ไม ปน อาน ผล
ดวยเครื่อง ปน microplate

ผลบวก ของ ปฏกิริยิา จะ เหน็ เมด็ เลอืด แดง แผ กระจาย
ที ่กน หลมุ

ผล ลบ ของ ปฏกิริยิา จะ เหน็ เมด็ เลอืด แดง ตก เปน เมด็
กระดมุ ที ่กน หลมุ

การ อาน ผล มกั อาน ผล เปน strong positive, posi-
tive  และ negative ไม สามารถ อาน ผล mixed- field ได

 ระยะ ที่ 2 ของ การ พฒันา เทคนคิ นี้ สาํหรบั การ ตรวจ
แอนตบิอดี ได ใช ผนงั ของ เมด็ เลอืด แดง เคลอืบ micro-
well  ระหวาง ขัน้ตอน การ ผลติ ผนงั ของ เมด็ เลอืด แดง จะ
แหง ตดิ กบั microwell

ปจจบุนั ได ม ีการ พฒันา นาํ เทคนคิ นี ้มา ใช ใน การ ตรวจ
หา แอนตบิอด ีโดย บรษิทั ตาง ๆ  ลกัษณะ เปน microplate
96 หลุม กน หลุม เปน U-shape หรือ เปน strip 1x8
หรอื 2x8 (1 แถว หรอื 2 แถว ของ U-bottomed wells)

ขอ ดี และ ขอเสีย ของ gel technique และ solid-
phase technique

ขอ ดี
1. Standardization ใน ขณะ ที่ tube test อาศัย

การ เขยา ใน การ อาน ผล ซึ่ง ไม สามารถ วัด มาตรฐาน ความ
แรง ของ การ เขยา ใน แต ละ คน ได ผล ของ วธิี tube test จงึ
ขึน้ กบั ความ ชาํนาญ ใน การ อาน ผล ใน ขณะ ที ่วธิี gel และ
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solid-phase อาน ผล end-point ของ ปฏิกิริยา โดย ไม
ตอง ม ีการ เขยา ทาํให อาน ผล ได งาย กวา และ ผดิพลาด นอย
กวา

2. Stable ผล ของ ปฏกิริยิา เกบ็ ไว อาน ได 2-3 วนั
3. Simple เปน วธิ ีที ่งาย สะดวก ไม ตอง ม ีการ ลาง

Coombs
4. ใช ซรีมัหรอืพลาสมาจาํนวน นอย
ขอเสีย
ตอง ใช incubator และ centrifuge เฉพาะ ของ gel

card หรอื ของ microplate รวม ทัง้ ราคา แพง กวา tube
test

สรปุ
แม จะ มี เทคนิค การ ตรวจ แอนติบอดี ของ หมู โลหิต

ระบบ ตางๆ  อยู หลาย วธิี แต วธิ ีที ่ใช กนั มาก ใน ปจจบุนั ก ็คอื
วิธี Saline IAT เนื่อง จาก เปน วิธี ที่ สามารถ ตรวจ พบ
แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ได ดี ไม ม ีความ ยุง
ยาก ใน การ ทํา ถา ทํา อยาง ถูก ตอง จะ สามารถ ตรวจ พบ
แอนติบอดี ที่ มี ความ สําคัญ ทาง คลินิก และ ลด ภาระ การ
ตรวจ พบ และ ตรวจ หา ชนิด ของ แอน ติ บอ ดีที่ ไม มี ความ
สาํคญั ทาง คลนิกิ ได

เอกสาร อางอิง
11. Giblett ER.  Blood group alloantibodies: An assessment

of some laboratory practices.  Transfusion  1977; 17:299.
12. Boral L, Henry IB.  The type and screen: A safe

alternative  and supplement in selected surgical
procedures.  Transfusion  1977; 17: 163.

13. Harmening DM, ed. Detection and identification of
antibodies. In: Modern blood banking and transfusion
practices, 4th ed . Thailand: Book Promotion & Service
1999: 254-5.

14. Cutbush M, Mollison PL. Brit J Haematol 1958; 4: 115.
15. Mollison PL. Brit J Haematol  1959; 2: 1035.
16. Mollison PL. Brit J Haematol 1959; 2: 1123.

17. Mollison PL. Brit Med Bull 1959; 15: 92.
18. Mollison PL.  Acta Haematol  1959;10: 495.
19. Mollison PL, Johnson CA,  Prior DM.  Dose- dependent

destruction of A1 cells by anti- A1. Vox Sang 1978;
 35: 149.

10. Morel PA, Garatty G, Perkins HA. Clinically significant
and insignificant antibodies in blood transfusion.
Amer  J Med Technol 1978; 44: 122.

11. Cronin CA, Pohl BA, Miller WV. Crossmatch  compa-
tible   blood for patients with anti- P1.  Transfusion
1978; 18: 728.

12. Issitt PD. Clinically significant and insignificant
antibodies.  Washington D.C.:  AABB  1979:13.

13. Garatty G. Clinically significant and insignificant
antibodies.  Washington D.C.:  AABB  1979:29.

14. Waheed A,  Kennedy MS, Gerhan S, Senhauser DA.
 Transfusion significance of Lewis system antibodies.
Success in transfusion with crossmatch -compatible
blood. Am J Clin Pathol 1981; 76: 194.

15. Issitt PD. Advances in pathology, anatomic and
clinical.  Pergamon, Oxford, part 1. 1982: 395.

16. Issitt PD. Antibody detection and identification and
compatibility testing. In: Applied blood group
serology. 3rd ed. Miami, Florida: Montgomery
Scientific Publications. 1985: 478.

17. Harmening DM, ed. Detection and identification of
antibodies. In:  Modern blood banking and transfusion
practices. 4th ed. Thailand: Book Promotion & Service
 1999:256-8.

18. Walker RH, ed. Technical Manual. 10th ed.   Arlington,
 VA:AABB   1990: 277.

19. Brecher ME, ed. Technical Manual.  14th ed. Bethesda,
 MD:   AABB 2003:383.

20. Brecher ME, ed. Technical Manual.  14th ed. Bethesda,
 MD:  AABB  2003:260.

21. Brecher ME, ed. Technical Manual.  14th ed. Bethesda,
 MD:  AABB  2003:258, 694-6.

22. Harmening DM, ed. Alternative techniques in routine
blood bank testing. In: Modern blood banking and
transfusion practices. 4th ed. Thailand: Book
Promotion  & Service 1999:546-52.



232 จรยิา  สายพณิ

Thai Journal of Hematology and Transfusion Medicine  Vol. 13  No. 3  July-September 2003

1. Based on the following phenotypes, which pairs of cells would make the best screening cells ?
A. Cell 1: Group O,  D+C+c-E-e+, Mi(a+), Fy(a-b+), Jk(a-b+), M-N+S-s+

Cell 2: Group O, D+C-c+E+e-, Mi(a-), Fy(a+b-), Jk(a+b-), M+N-S+s-
B. Cell 1: Group O,  D+C+c-E-e+, Mi(a+), Fy(a+b+), Jk(a+b+), M+N-S+s-

Cell 2: Group O,  D+C-c+E+e-, Mi(a-), Fy(a-b+), Jk(a-b+), M-N+S-s+
C. Cell 1: Group O, D-C-c+E-e+, Mi(a+) Fy(a+b-), Jk(a+b+), M+N-S+s-

Cell 2: Group O, D+C+c-E+e+, Mi(a-), Fy(a+b+), Jk(a+b+), M-N+S-s+
D. Cell 1: Group O, D+C+c+E+e+, Mi(a-), Fy(a+b+), Jk(a+b+), M+N+S-s+

Cell 2: Group O, D+C+c+E+e+, Mi(a+), Fy(a+b+), Jk(a+b+), M+N+S+s+
E. Cell 1: Group O, D+C-c+E-e+, Mi(a+), Fy(a+b+), Jk(a+b-), M+N-S-s+

Cell 2: Group O, D+C+c+E+e+, Mi(a-), Fy(a-b+), Jk(a+b+), M+N+S+s+

CME Credit

จง เลอืก ขอ ที ่ถกู ตอง ที ่สดุ เพยีง ขอ เดยีว ลง ใน แบบ สง คาํตอบ CME Credit ทาย เลม

2. Clinically significant antibody is defined by:
A. The ability of an antibody to bind to red

cells at 37 ํC.
B. The ability of an antibody to cause

hemolytic transfusion reaction.
C. The ability of an antibody to bind to red

cells at room temperature.
D. A and B are corect
E. A, B and C are correct

3. Which antibody does not show dosage
 effect?
A. Anti-M
B. Anti-Mia
C. Anti-E
D. Anti-Jka

E. Anti-Fya

4. Which of the following red cell phenotypes
is homozygous ?
A.  Jk(a-b+)
B.  Jk(a+b+)
C.  Fy(a+b-)
D.  D+
E.  A and C are correct

5. Which of the following antibodies is most
likely to be detected at low temperature ?
A. Anti-Fyb

B. Anti-Jka

C.  Anti-M
D.  Anti-S
E.  Anti-s.


