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บท คดั ยอ : บทนาํ และ วตัถปุระสงค: ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิฯ ได พฒันา วธิี solid phase microplate antiglobulin
test (SPMAT) เพือ่ ใช ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ หมู เลอืด บน เมด็ เลอืด แดง การ แปล ผล ปฏกิริยิา ผลบวก จะ ด ูการ จบั ของ
indicator cells แผ ใน หลมุ ของ microplate ผล ลบ indicator cells จะ ตกลง ที ่กน หลมุ เปน เมด็ กระดมุ แตก ตาง จาก
การ อาน ผล การ จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด แดง โดย วธิี tube test และ ได ศกึษา ประสทิธภิาพ ของ วธิี SPMAT ที ่พฒันา ใหม
ใน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน ซรีมั โดย ทดสอบ เปรยีบ เทยีบ กบั วธิี antiglobulin tube test ดวย  วสัด ุและ วธิกีาร: เซลล
ที ่ใช ทดสอบ (screening cells) จะ ถกู coated ใน หลมุ ของ microplate โดย ใช cell fixing buffer เตมิ แอนตบิอดี
ใน ซรีมัที ่จะ ทดสอบ ลง ไป ทาํ ปฏกิริยิา จบั กบั screen cells เมือ่ เตมิ anti-human globulin serum (AHS) และ anti-
IgG (anti-D) coated indicator cells ลง ไป AHS จะ จบั กบั แอนตบิอด ีที ่ทาํ ปฏกิริยิา กบั screen cells ใน หลมุ และ
จับ กับ indicator cells เกิด เปน ชั้น ของ indicator cells แผ ใน หลุม ของ microplate ทดสอบ ประสิทธิภาพ ของ วิธี
SPMAT โดย ให ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอนตบิอด ีตอ หมู เลอืด ตางๆ ที ่เจอื จาง serial dilution และ ทดสอบ กบั แอนตบิอด ีที ่มี
ความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ที ่เคย ตรวจ พบ ผลบวก ดวย วธิี hemagglutination ใน หลอด ทดลอง (tube test) จาํนวน 107
ตวัอยาง  รวม ทัง้ ทดสอบ ความ ถกู ตอง แมนยาํ กบั ซรีมัของ ผู บรจิาค โลหติ จาํนวน 10,995 ตวัอยาง ผล การ ศกึษา: วธิี
SPMAT ที ่พฒันา ขึน้ ใหม ม ีประสทิธภิาพ ใน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีด ีกวา วธิี tube test เมือ่ ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอนตบิอดี
ตางๆ สวน ใหญ ไดผล ความ แรง (titer) สงู กวา วธิี tube test 2-8 เทา และ ตรวจ พบ แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ
91  ตวัอยาง ขณะ ที ่วธิี tube test ตรวจ ได เพยีง 83 ตวัอยาง เมือ่ ตรวจ สอบ เลอืด ผู บรจิาค โลหติ ทัง้ สอง วธิ ีให ผล สอด
คลอง กนั จาํนวน 10,856 ตวัอยาง (98.7%)  สรปุ: SPMAT ที ่พฒันา ขึน้ เปน วธิ ีที ่เชือ่ถอื ได การ ทดสอบ ทาํ ได งาย สะดวก
ราคา ไม แพง เหมาะสม ที ่จะ นาํ มา ใช ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน ซรีมัจาํนวน มาก เชน ตรวจ เลอืด ของ ผู บรจิาค โลหติ
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 การ ตรวจ กรอง เพือ่ หา แอนตบิอด ีตอ หมู เลอืด บน เมด็
เลอืด แดง เปน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ หมู เลอืด ระบบ
อื่น ๆ  นอก เหนือ จาก anti-A, anti-B (unexpected
antibodies)  ซึง่ แอนตบิอด ีเหลา นี ้อาจ เกดิ ขึน้ ได เอง ตาม
ธรรมชาติ  (natural antibody) หรอื เกดิ จาก การ กระตุน
เมือ่ ไดรบั เลอืด (immune antibody) จาก การ ศกึษา พบ
วา  ผู บรจิาค โลหติ ประมาณ รอยละ 0.3 และ ผูปวย รอยละ
3  สามารถ ตรวจ พบ แอนตบิอด ีเหลา นี ้ใน น้าํ เหลอืง ได1-4 ซึง่
แอนตบิอด ีบาง ตวั ทาํให เมด็ เลอืด แดง แตก สลาย ได ทาํให
เกิด อาการ ตัว เหลือง แรก คลอด ของ ทารก ที่ มี หมู เลือด
ระหวาง แม กับ ลูก เขากัน ไม ได และ ทําให ผูปวย เกิด
ปฏกิริยิา จาก การ รบั เลอืด ซึง่ อาจ รนุ แรง ถงึ ทาํให เสยี ชวีติ
ได การ ตรวจ กรอง (screen) และ ตรวจ ชนดิ (identify)
ของ แอนตบิอด ีที ่จาํเพาะ นี ้ม ีประโยชน ใน การ ชวย วนิจิฉยั
เลอืก เลอืด ที ่เหมาะสม ให กบั ผูปวย เชน การ จดัหา เลอืด ที่
เหมาะสม ที ่จะ รกัษา อาการ ทารก ตวั เหลอืง แรก คลอด และ
ชวย วนิจิฉยั ผูปวย ที ่เกดิ ปฏกิริยิา จาก การ รบั เลอืด ได การ
ตรวจ กรอง แอนติบอดี ที่ ใช กัน มา นาน นิยม กัน อยาง
กวางขวาง คือ การ ดู ปฏิกิริยา ระหวาง แอนติบอดี และ
แอนตเิจน ของ เมด็ เลอืด แดง ใน หลอด ทดลอง ใน ตวักลาง
ตางๆ5 เชน ใน น้ํา เกลือ ใน low ionic strength salt
(LISS)  solution ใช antiglobulin Coombs' test หรอื
ใช เม็ด เลือด แดง treat ดวย proteolytic enzyme
เปนตน ตวักลาง ที ่ตางกนั จะ ชวย ทาํให ตรวจ พบ แอนตบิอดี
ตอ หมู เลอืด บาง ระบบ ได ดี การ ทดสอบ ใน หลอด ทดลอง
จะ อาน ผล โดย ด ูการ จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด แดง (hemag-
glutination)  เปน วธิ ีที ่ทาํ ได งาย สะดวก ผล เชือ่ถอื ได แต
ม ีขอดอย คอื ตอง เขยา กอน อาน ผล ซึง่ ขึน้ กบั ประสบการณ
ของ ผูทํา การ ทดสอบ อาจ ทําให การ แปล ผล มี ความ แตก
ตางกัน ตาม บุคคล6 และ การ อาน ผล ไม สามารถ วัด เปน
ปริมาณ ได ทันที ตอมา ได มี การ พัฒนา วิธีการ ทดสอบ ที่
ทําให การ อาน ผล สามารถ มอง เห็น ดวย ตา และ วัด เปน
ปริมาณ ได ทันที ใน ป 1990 มี รายงาน การ ทดสอบ

ปฏกิริยิา  ระหวาง แอนตบิอด ีและ แอนตเิจน ของ เมด็ เลอืด
แดง ใน micro tube โดย ใช gel หรอื glass-bead เปน
supporter  เพื่อ อาน ปฏิกิริยา การ จับ กลุม ของ เม็ด เลือด
แดง ดวย ตา เปลา7 อีก วิธี หนึ่ง คือ solid phase micro-
plate    ซึ่ง เริ่ม มี รายงาน ครั้ง แรก ใน ป 19768 การ อาน
ปฏกิริยิา ผลบวก จะ ด ูการ แผ ของ เมด็ เลอืด แดง ใน หลมุ ของ
microplate  สวน ผล ลบ เมด็ เลอืด แดง จะ ตกลง ที ่กน หลมุ
เปน เมด็ กระดมุ สามารถ อาน ผล ดวย ตา เปลา การ ตรวจ
กรอง แอนตบิอด ีโดย วธิี solid phase microplate an-
tiglobulin  test (SPMAT) ได ถูก พัฒนา ขึ้น โดย อาศัย
2หลักการ ไดแก การ ใช immunoglobulin (IgG)
coated  บน microplate9,10 วิธี นี้ ให ซีรัมที่ จะ ตรวจ หา
แอนตบิอด ีทาํ ปฏกิริยิา กบั screening cells ใน micro-
plate  อัน หนึ่ง ทํา การ อบ และ ลาง เติม antiglobulin
serum  ลง ไป ทาํ ปฏกิริยิา จาก นัน้ ดดู เซลล ที ่ทาํ ปฏกิริยิา นี้
ไป ใส ใน microplate ที่ มี IgG coated อยู นํา ไป ปน
ปฏกิริยิา และ การ อาน ผล จะ เกดิ ใน microplate นี้ อกี วธิี
หนึง่ คอื นาํ เซลล เมด็ เลอืด แดง ที ่ใช ตรวจ กรอง มา coated
plate 11 ซึง่ ถกู activate ดวย poly-L-lysine, concova-
lin  A หรอื anti-RBC antibody ไว กอน แลว12 แลว เตมิ
ซรีมัที ่จะ ทดสอบ ลง ไป ทาํ ปฏกิริยิา เตมิ indicator cells
ลง ไป การ อาน ผล จะ เกิด ใน plate นี้ เลย ใน ป 1996
F. Llopis และ คณะ13 ได พฒันาการ เตรยีม cell fixing
buffer  (CFB) มา ใช เจือ จาง เม็ด เลือด แดง เพื่อ นํา มา
coated  microplate เกดิ เปน RBC monolayer นาํ มา
ใช ตรวจ กรอง และ ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ เมด็ เลอืด แดง ได
สาํเรจ็

ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาติ สภา กาชาด ไทย จงึ ได นาํ
วิธีการ coat plate ดวย CFB มา ปรับปรุง และ พัฒนา
การ เตรยีม solid phase microplate เพือ่ ใช ตรวจ กรอง
แอนตบิอด ีใน น้าํ เหลอืง ของ ผู บรจิาค โลหติ เนือ่ง จาก น้าํ ยา
ตางๆ เตรยีม ได งาย ราคา ไม แพง วธิกีาร ทดสอบ ทาํ ได งาย
สะดวก และ เหมาะสม สาํหรบั ทดสอบ ตวัอยาง จาํนวน มาก
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วตัถปุระสงค
1. พัฒนาการ เตรียม SPMAT เพื่อ ใช ตรวจ กรอง

แอนติบอดี ใน เลือด ผู บริจาค โลหิต และ ได ศึกษา ความ
คงทน (stability) ของ RBC monolayer บน SPMAT
ดวย เพือ่ ทาํ เปน น้าํ ยา สาํเรจ็ รปู

2. ประเมนิ ประสทิธภิาพ ของ SPMAT ที ่พฒันา ขึน้

วสัด ุและ วธิกีาร
การ เตรยีม น้าํ ยา

1. การ เตรยีม RBC monolayer plate
 ลาง เซลล เม็ด เลือด แดง ที่ ใช ตรวจ กรอง แอนติบอดี

เชน  screening cells หรอื pool O cells ดวย น้าํ เกลอื
3-4  ครั้ง ลาง อีก 1 ครั้ง ดวย น้ํา ยา cell fixing buffer
(CFB) เตรยีม เปน 0.2% (vol/vol) ใน CFB โดย เตรยีม
ตาม วิธี ของ F. Llopis13 ซึ่ง ประกอบ ดวย glucose 0.1
M, NaCl 0.07  M, boric acid 0.02  M, trisodium
citrate 0.035  M, tetrasodium EDTA 0.002  M
ละลาย ใน น้าํ กลัน่ 1 ลติร pH 7.2-7.3 นาํ 0.2%  screen-
ing  cells  ใน CFB หยด ลง ใน polystyrene  micro-
plate  (U-shape) หลุม ละ 50  µL นํา ไป ปน ที่ 450 g
นาน 2 นาที เมด็ เลอืด แดง จะ แผ ใน หลมุ ปด parafilm
ใส ใน กลอง พลาสตกิ ที ่ม ีกระดาษ ซบั รอง และ ชบุ PBS เพือ่
ให ม ีความ ชืน้ (moist chamber) เกบ็ ใน ตู อณุหภมูิ 4 ํซ

2. การ เตรยีม indicator cells (IgG anti-D sen-
sitized  cells)

ทดสอบ หา dilution ที ่เหมาะสม ของ anti-D ซึง่ เมือ่
sensitized  กบั R1r cells แลว ให ผลบวก ออน (weak)
โดย ทํา การ เจือ จาง IgG anti-D ใน น้ํา เกลือ ที่ มี 2% bo-
vine  serum albumin (BSA) นํา มา ผสม กับ 5% R1r
cells  (pool 2 cells) ใน สัดสวน เทากัน incubate ที่
37 ํซ นาน 30 นาที ลาง 4 ครัง้ ใน น้าํ เกลอื เตรยีม เปน
2% ใน Alsever’s solution indicator cells สามารถ
เกบ็ ที ่อณุหภมูิ 4 ํซ กอน ใช งาน นาํ มา เจอื จาง เปน 0.2%
ใน phosphate buffer saline (PBS) pH 7.0-7.2

3. การ เตรียม น้ํา ยา anti-human globulin se-
rum   (AHS) (polyspecific)

ใช น้าํ ยา AHS ที ่ผลติ โดย ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาตฯิ
ทาํ การ ทดสอบ หา dilution ที ่เหมาะสม สาํหรบั ใช ใน งาน
SPMAT โดย การ ทํา cross-titration ระหวาง anti-D
(dilution  ตางๆ) sensitized R1r cells กับ dilution
ของ AHS ใน microplate พบ วา dilution ที ่เหมาะสม
คือ 1:8 ดังนั้น น้ํา ยา AHS ที่ ใช ใน SPMAT จะ เจือ จาง
1:8 ใน PBS ที่ มี 2% BSA

4. การ เตรยีม น้าํ ยา (LISS) และ PBS pH 7.0-7.214

5. สําหรับ วิธี tube test ใช น้ํา ยา anti human
globulin  serum, Coombs control cells และ
screening  cells  ของ ศนูย บรกิาร โลหติ ฯ

การ ตรวจ กรอง แอนตบิอด ีโดย วธิี SPMAT
1.  นาํ RBC monolayer plate มา ไว ที ่อณุหภมู ิหอง

5 นาที ลาง 4 ครั้ง ดวย PBS pH 7.0-7.2
2. หยด 100  µL ของ LISS และ 100  µL ซีรัม

หรอื  พลาสมา ที ่จะ ใช ทดสอบ ลง ใน แต ละ หลมุ ของ micro-
plate  ตาม ลาํดบั

3. incubate ที่ 37 ํซ นาน 20 นาที
4. ดดู สวน ผสม ของ LISS- ซรีมัใน microplate ทิง้

และ ลาง ดวย PBS ใช เครือ่ง semi-automatic micro-
titration  plate washer  (Immucor INC, USA) หรอื
ลาง  5 ครัง้ ดวย multichannel pipette

5. หยด 100  µL ของ AHS และ 50  µL ของ
0.2%   indicator cells

6. ปน microplate ที่ 600  g นาน 2 นาที
การ อาน ผล ดู ดวย ตา เปลา ใต แสง ไฟ (illuminated

surface)  วิธีการ ทดสอบ และ การ อาน ผล ดัง แสดง ใน รูป
ที่1

ผลบวก จะ เห็น indicator cells จับ แผ ใน หลุม
ผลบวก ที ่ออน ลง มา จะ ม ี indicator cells แผ ใน หลมุ และ
ม ีบาง สวน ตก เปน เมด็ กระดมุ ที ่กน หลมุ
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ผล ลบ จะ เหน็ indicator cells ตกลง ที ่กน หลมุ เปน
เม็ด กระดุม

หมายเหตุ แต ละ microplate ที ่ทาํ การ ทดสอบ ทาํ
positive  control (IgG-anti-D dilution 1:32) และ
negative  control ( ซรีมัที ่ไม ม ีแอนตบิอด)ี ควบ คู ไป ดวย
วธิกีาร ทดลอง

1. การ ศึกษา ความ คงทน (stability) ของ RBC
monolayer plate เตรียม RBC monolayer plate
สําหรับ ใช ประมาณ 1 เดือน จํานวน 5 ชุด เพื่อ ทดสอบ
กบั anti-D, anti-E,  anti-Fya, anti-Jka, anti-K  และ
anti-Mia ที ่มี titer <   32  โดย นาํ แอนตบิอด ีนี ้มา เจอื จาง
serial two-fold dilution แลว นํา มา ทํา ปฏิกิริยา กับ
microplate  ที ่เตรยีม ขึน้ ใหม 1 ชดุ จาก นัน้ ทกุ 1   สปัดาห
นาํ microplate ออกมา 1 ชดุ มา ทดสอบ กบั แอนตบิอดี
จน ครบ 4  สัปดาห อาน ผล แอนติบอดี แต ละ ตัว ที่ dilu-
tion    สดุ ทาย ที ่ให ผลบวก

2. การ ประเมนิ ประสทิธภิาพ ของ SPMAT ที ่พฒันา
ใหม  โดย ศกึษา เปรยีบ เทยีบ กบั วธิี tube test ใน AABB
Technical Manual15 ทํา การ ศึกษา ดังนี้

2.1 หา antibody titer นํา แอนติบอดี ที่ ทราบ
ชนิด แลว เชน anti-D, anti-E และ อื่น ๆ  จํานวน 12
ชนดิมา เจอื จาง serial two-fold dilution ดวย PBS นาํ
ไป ทดสอบ กบั เซลล ที ่ม ีแอนตเิจน ตรง กบั แอนตบิอด ีนัน้ ๆ
อาน ผล ความ แรง (titer) คอื สวน กลบั ของ dilution สดุ
ทาย ที ่ให ผลบวก

2.2 ทดสอบ กับ แอนติบอดี ตางๆ ที่ ได จาก ซีรัม
ผูปวย  และ ผู บรจิาค โลหติ ที ่เคย ตรวจ พบ ดวย วธิี tube
test จํานวน 107 ตัวอยาง เปน แอนติบอดี พวก IgG
จาํนวน 51 ตวัอยาง และ อกี 57 ตวัอยาง สวน ใหญ เปน
แอนตบิอด ีชนดิ IgM และ ถกู เกบ็ แช แขง็ ไว นาํ มา ละลาย
ปน แยก ตะกอน ทิง้ นาํ มา ทดสอบ กบั pool O cells

2.3 โดย ทํา การ ทดสอบ กับ ตัวอยาง ซีรัมของ ผู
บรจิาค โลหติ ของ ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิฯ ใน งาน ที ่ทาํ
ประจํา วัน จํานวน 10,995 ตัวอยาง

ผล การ ศกึษา
1. การ ศึกษา ความ คงทน ของ RBC monolayer

plate
ตาราง ที่ 1 พบ วา แอนตบิอด ีทัง้ 6 ชนดิ ที ่ใช ทดสอบ

คอื anti-D, anti-E, anti-Fya, anti-Jka, anti-K และ
anti-Mia ให ผล titer เชน เดยีว กนั ใน ทกุ สปัดาห ที ่ทาํ การ
ทดสอบ ดังนั้น microplate ที่ เตรียม ขึ้น นี้ เมื่อ เก็บ ที่
4 Cํสามารถ ใช งาน ได ถงึ 4 สปัดาห โดย แอนตเิจน บน ผวิ
เมด็ เลอืด แดง ไม ม ีการ เปลีย่น แปลง

2.  การ ประเมนิ ประสทิธภิาพ ของ SPMAT ที ่พฒันา
ใหม

2.1  ตาราง ที่ 2 แสดง ผล การ ศึกษา antibody
titer  ของ แอนติบอดี ที่ ใช ทดสอบ 12 ชนิด จํานวน 24
ตวัอยาง พบ วา สวน ใหญ วธิี SPMAT ตรวจ ไดความ แรง
ของ แอนตบิอด ีตางๆ   สงู กวา ประมาณ 2 ถงึ 8 dilution

D
E

Mia
Jka

Fya

K

ตารางที่ 1 Stability study of RBC monolayer on coated plate

Antibody specificity Antibody titer
Week 0 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4

32
32
16
1
8
8

32
32
16
1
8
8

32
32
16
1
8
8

32
32
16
1
8
8

32
32
16
1
8
8
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เชน เมื่อ ทดสอบ กับ anti-D 3 ตัวอยาง วิธี tube test
ตรวจ ได titer 128, 256, 256 ขณะ ที ่วธิี SPMAT ตรวจ
ได titer 1024, 2048 และ 1024 สวน แอนตบิอด ีตวั อืน่ๆ
ใน ระบบ Rh, Kell และ Mia ก ็ไดผล เชน เดยีว กนั สาํหรบั
แอนติบอดี ที่ ความ แรง ต่ํา (weak) เชน anti-Fyb, anti-
Jka  และ  anti-Jkb อยาง ละ 1 ตัวอยาง แม titer จะ

เทากัน แต วิธี SPMAT จะ ให ผล ปฏิกิริยา แรง กวา โดย
อาน ปฏิกิริยา ได 1+ ดวย ตา เปลา ที่ dilution สุด ทาย
ขณะที ่วธิี tube test ตอง ด ูใน กลอง จลุทรรศน อยางไร
ก ็ตาม anti-Lea 1 ราย ให ผล วธิี tube (titer = 4) ได ดี
กวา SPMAT (titer = 2)

2.2  ตาราง ที่ 3 แสดง ผล การ ศกึษา ประสทิธภิาพ

D

E

C
C
Fya

Fyb

Jka

Jkb

K

Mia

Lea

Leb

ตารางที ่ 2 Comparison of the titer of the standard tube test. and SPMAT

Antibody specificity N Titer
Tube Test SPMAT

3

2

1
1
2

2

2

1
2

6

1
1

128
256
256
4
32
32
64
4
16
4
64
1
64
4
4

128
8
8
16
16
32
32
4
1

1024
2048
1024
64
128
256
256
8
64
4

128
1

256
4
8

512
16
32
32
32
64
256
2
2
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ใน การ ตรวจ แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ซึง่ สวน
ใหญ ได จาก ซีรัมผูปวย และ เปน แอนติบอดี ชนิด IgG
แอนตบิอด ีเหลา นี ้บาง ตวั เกบ็ แช แขง็ ไว นาน รวม 10 ป นาํ
มา ละลาย แลว ทดสอบ กับ  pool O cells พบ วา แอนติ
บอดี จํานวน 51 ตัวอยาง วิธี SPMAT ตรวจ ได ทั้ง 51
ตัวอยาง  (100%) วิธี tube test ตรวจ ได 47 ตัวอยาง
(92.2%) ตรวจ ไม ได 4 ตวัอยาง ไดแก anti-D, anti-E,
anti-E+Mia และ  anti-c ซึ่ง เปน weak แอนติบอดี

ตาราง ที่ 4 แสดง การ ตรวจ แอนตบิอด ีที ่ไม คอย มี
ความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ได จาก ซรีมัผู บรจิาค โลหติ ซึง่ สวน
ใหญ เปน แอนติบอดี ชนิด IgM จํานวน 56 ตัวอยาง วิธี
tube test ตรวจ ได 36 ตวัอยาง (64.3%) วธิี SPMAT
ตรวจ ได 40 ตวัอยาง (71.4%) anti-Mia เปน แอนตบิอดี
ที่ ตรวจ ได มาก ที่ สุด คือ 22 ตัวอยาง จาก ทั้ง หมด 23
ตวัอยาง  เนือ่ง จาก มกั เปน แอนตบิอด ีชนดิ IgM รวม กบั

IgG anti-P1 จาํนวน 14 ตวัอยาง วธิี tube test ตรวจ
พบ เพียง 1 ตัวอยาง วิธี SPMAT ตรวจ ได 2 ตัวอยาง
เชน เดยีว กบั anti-Lea, anti-Leb และ anti-Lea +anti-
Leb วธิี tube test ตรวจ พบ 2, 5 และ 5 ตวัอยาง สวน
วิธี SPMAT ตรวจ พบ 2, 6 และ 7 ตัวอยาง ตาม ลําดับ
ดังนั้น วิธี SPMAT จึง มี ประสิทธิภาพ ใน การ ตรวจ
แอนตบิอด ีตางๆ ที ่ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ ด ีกวา วธิี tube
test โดย เฉพาะ อยาง ยิง่ แอนตบิอด ีชนดิ IgG

2.3 ตาราง ที่ 5 แสดง ผล การ ทดสอบ ตัวอยาง
ซีรัมใน ผู บริจาค โลหิต จํานวน 10,995 ตัวอยาง วิธี
SPMAT  และ วธิี tube test ให ผล การ ทดสอบ สอด คลอง
กัน คือ ให ผล ลบ เหมือน กัน 10,807 ตัวอยาง (98.3%)
ผลบวก เหมอืน กนั 49 ตวัอยาง (0.45%) รวม เปน รอยละ
98.7 ตัวอย่าง ท่ี ให้ ผลบวก ท้ัง หมด จาก ท้ัง 2 วิธี ได้ นำ มา
ตรวจ กรอง ซ้ํา และ identify แอนติบอดี โดย วิธี tube

D
E+Mia

E+Mia+unid.
E+unid.
E+c+Mia

E+c
E+c+Fyb

C
C
Jka

Dia
Dib
S
Tja

Total

ตารางที่ 3 Ability to detect clinically significant antibodies from donors and patients
(previously identified by Tube Test)

Antibody specificity Number Tested Tube Test SPMAT
13
16
5
1
2
1
1
1
2
1
1
1
3
2
51

12
15
4
1
2
1
1
1
1
1
1
1
3
2

47  (92.2%)

13
16
5
1
2
1
1
1
2
1
1
1
3
2

51  (100%)
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test ถา ถือ วา ราย ที่ ได ตรวจ ซ้ํา แลว ให ผล ลบ หรือ ไม
สามารถ ตรวจ ชนดิ แอนตบิอด ีได เกดิ จาก non-specific
เปน ผลบวก ปลอม วธิี SPMAT ให ผลบวก 116 ตวัอยาง
ไม สามารถ ตรวจ ชนิด แอนติบอดี 50 ตัวอยาง คิด เปน
ผลบวก ปลอม รอยละ 0.45 สวน วิธี tube test ให
ผลบวก 121 ตวัอยาง ไม สามารถ ตรวจ ชนดิ แอนตบิอดี
37  ตวัอยาง คดิ เปน ผลบวก ปลอม รอยละ 0.34 นอก จาก
นี้ มี 72 ตัวอยาง ที่ วิธี tube test ให ผลบวก แต วิธี
SPMAT ให ผล ลบ ตรวจ ชนดิ แอนตบิอด ีได 45 ตวัอยาง

Mia
P1
Lea

Leb

Lea +Leb

H
Total

ตารางที่ 4 Ability to detect less clinically significant antibodies in donors
(previously identified by Tube Test)

Antibody specificity Number Tested Tube Test SPMAT
23
14
4
6
8
1
56

22
1
2
5
5
1

36 (64.3%)

22
2
2
6
7
1

40 (71.4%)

Positive by both methods 49 samples (0.45%)
Negative by both methods 10,807 samples (98.3%)
False positive by SPMAT 50 in 116 samples (0.45%)
False positive by tube test 37 in 121 samples (0.34%)

ตารางที่ 5 Testing sera from blood donors ( SPMAT vs Tube test)
SPMAT

Positive NegativeID Unid Total

Tube Test Positive ID 39 - 45 84  121Unid - 10 27 37
Negative 27 40 10,807 10,874

Total 66 50 10,879 10,995
116

และ มี 67 ตวัอยาง ที ่วธิี SPMAT ให ผลบวก แต วธิี tube
test ให ผล ลบ โดย สามารถ ตรวจ ชนดิ แอนตบิอดี ได 27
ตวัอยาง แอนตบิอด ีที ่ตรวจ ชนดิ ได ไดแก anti-Lea, anti
- Leb, anti-Lea+ anti-Leb anti-P1 และ  anti-Mia

นอก จาก นี ้การ ศกึษา ครัง้ นี ้ยงั ไดเปรยีบ เทยีบ คาใชจาย
ใน การ ทดสอบ ของ ทั้ง 2 วิธี ตอ การ ทดสอบ 1 ตัวอยาง
ดงัแสดง ใน ตาราง ที่ 6 พบ วา วธิี SPMAT ราคา คา น้าํ ยา
ประมาณ  1.15 บาท รวม กบั คา plate 1.50 บาท ตอ หลมุ
รวม เปน 2.65 บาท ตอ การ ทดสอบ สวน วธิี tube test คา
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น้าํ ยา 1.75 บาท รวม คา test tube 9 บาท เปน 10.75
บาท ตอ การ ทดสอบ ซึง่ วธิี SPMAT ใช งาน แลว ทิง้ plate
เลย สวน วธิี tube test ตอง คดิ คา ลาง หลอด และ หลอด
ทดลอง ก ็ชาํรดุ แตก ไป บาง อยางไร ก ็ตาม SPMAT ที ่ศนูย
บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิฯ พฒันา ขึน้ ก ็ม ีราคา ถกู กวา ที ่บรษิทั
ขาย ซึง่ ราคา ประมาณ 10-15 บาท ตอ การ ทดสอบ

วิจารณ
ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิฯ ได พฒันา SPMAT ขึน้

เพื่อ นํา มา ใช ใน การ ตรวจ กรอง หา แอนติบอดี ใน โลหิต
บริจาค  โดย ได นํา วิธีการ ของ F. Llopis และ คณะ มา
ปรบัปรงุ พฒันา วธิ ีนี้ screening cells จะ ถกู เจอื จาง ใน
CFB  สําหรับ นํา มา coated บน microplate จาก การ
ศกึษา ครัง้ นี ้พบ วา วธิ ีนี ้ใชได ผล ด ีนา พอใจ RBC mono-
layer  ที ่เตรยีม ขึน้ ม ีความ คงทน (stability) ดี เมือ่ เกบ็
ที่ 4 ํซ สามารถ เก็บ ไว ใช งาน ได นาน 4 สัปดาห โดย
แอนติเจน  ของ เม็ด เลือด แดง ไม เปลี่ยน แปลง ซึ่ง F.
Llopis และ คณะ อธิบาย วา ความ คงทน ของ RBC
monolayer ขึ้น กับ ความ เขมขน ของ boric acid ใน
CFB ถา ความ เขมขน ลดลง ความ คงทน ของ RBC
monolayer  จะ ลดลง ดวย อยางไร ก็ ตาม เขา ไม สามารถ
อธบิาย กลไก ที ่ทาํให เมด็ เลอืด แดง เกาะ บน microplate13

การ พฒันา ครัง้ นี ้ได ใช PBS แทน การ ใช unbuffer   saline
ใน ขัน้ตอน การ ลาง microplate wells และ พบ วา PBS

ทาํให RBC monolayer ม ีความ คงทน ด ีกวา การ ทดสอบ
เกดิ ผลบวก ปลอม นอย และ ชวย ให ตรวจ พบ แอนตบิอดี
ได ด ีกวา การ ใช unbuffer saline

การ ทดสอบ antibody titration วธิี SPMAT สวน
ใหญ ให ผล ปฏิกิริยา กับ แอนติบอดี ตางๆ มี ความ แรง
(titer) มาก กวา วิธี tube โดย แอนติบอดี ที่ ทดสอบ สวน
ใหญ เชน anti-D, anti-E เปนตน เปน แอนตบิอด ีชนดิ
IgG สําหรับ anti-Lea ที่ วิธี tube ให ผล แรง กวา วิธี
SPMAT นั้น เพราะ anti-Lea นี้ เปน แอนติบอดี ชนิด
IgM อกี ทัง้ ผล การ ทดสอบ กบั แอนตบิอด ีตางๆ ที ่ม ีความ
สําคัญ ทาง คลินิก ที่ ตรวจ พบ ใน อดีต ดวย วิธี tube test
วิธีSPMAT ตรวจ พบ แอนติบอดี 91 ตัวอยาง มาก กวา
วิธี tube test ซึ่ง พบ เพียง 83 ตัวอยาง เมื่อ แยก เปน
แอนตบิอด ีชนดิ IgG วธิี SPMAT ตรวจ พบ 51 ตวัอยาง
วธิี tube test ตรวจ พบ 47 ตวัอยาง ( ตาราง ที่ 3) ขณะ
ที่ แอนติบอดี ชนิด IgM หรือ IgM รวม กับ IgG วิธี
SPMAT ตรวจ พบ 40ตัวอยาง   วิธี tube test ตรวจ
พบ 36 ตัวอยาง  ( ตาราง ที่ 4) ซึ่ง ผล การ ทดสอบ ดัง กลาว
ไดผล เชน เดยีว กนั กบั ที ่เคย ม ีรายงาน ไว9- 11, 13 วธิี SPMAT
จงึ ม ีความ ไว ใน การ ตรวจ แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั ทาง
คลนิกิ โดย เฉพาะ อยาง ยิง่ แอนตบิอด ีชนดิ IgG ได ด ีกวา
วธิ ี tube test ทัง้ นี ้เพราะ indicator cells ที ่ใช เปน anti-
IgG coated  cells ซึง่ จะ จบั กบั IgG แอนตบิอด ีโดย ตรง
อยางไร ก ็ตาม วธิ ีนี ้สามารถ ตรวจ พบ แอนตบิอด ีชนดิ IgM

Test Tube or plate (96)
Screening cell 10 mL. = 70 บาท
LISS 10 mL. = 100 บาท
AHS 10 mL. = 100 บาท
CCC 10 mL. = 70 บาท
PBS 3.76 บาท/L

Total

ตารางที่ 6 Reagent cost Per screen (SPMAT vs Tube test)
Tube Test SPMAT

9
= 0.35 บาท/test

-
= 1.0 บาท/test
= 0.35 บาท/test
= 0.045 บาท/test

1.75+(9) = 10.75 บาท/test

1.5
= 0.025 บาท/test

= 1 บาท/test
= 0.083 บาท/test
= 0.035 บาท/test
= 0.0094 บาท/test

1.15+(1.5) = 2.65 บาท/test
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ได เชน กนั เนือ่ง จาก anti-IgG ใน น้าํ ยา AHS (poly spe-
cific)  ซึง่ สวน ใหญ จะ เปน แอนตบิอด ีตอ Fc portion ของ
แอนติบอดี แลว ยัง มี แอนติบอดี ตอ light chain ของ
immunoglobulin ประกอบ อยู ดวย ทําให สามารถ เกิด
cross reaction ระหวาง light chain ของ แอนติบอดี
ชนดิ IgM ที ่จบั บน RBC monolayer กบั light chain
ของ IgG anti-D ที่ จับ บน indicator cells เกิด เปน
ผลบวก ได เหตผุล อกี ประการ หนึง่ ที ่เกดิ ได คอื บน  indi-
cator  cells ม ีแอนตเิจน ที ่จาํเพาะ ตอ แอนตบิอดี IgM นัน้
ทําให แอนติบอดี IgM ที่ จับ บน RBC monolayer
สามารถ จบั กบั แอนตเิจน บน indicator cells ดวย จงึ ให
ผลบวก ได เชน กนั การ ที ่วธิี SPMAT ตรวจ แอนตบิอด ีได
ด ีกวา วธิี tube test นัน้ สวน หนึง่ อาจ เพราะ วธิี SPMAT
ใช สดัสวน ของ ซรีมัตอ เซลล (100:1) ซึง่ มาก กวา วธิี tube
test  (80:1) จงึ ทาํให แอนตบิอด ีจบั ได ด ีกวา ใน การ ศกึษา
พบ วา แอนติบอดี จํานวน หนึ่ง ซึ่ง เคย ให ผลบวก ดวย วิธี
tubeใน อดตี แต ครัง้ นี ้ตรวจ ไม พบ นัน้ สาเหต ุเกดิ จาก การ
เกบ็ แอนตบิอด ีไว นานๆ แอนตบิอด ีบาง ตวั อาจ เสือ่ม สลาย
ไป ได จงึ ทาํให ไม สามารถ ตรวจ ได9 นอก จาก นี้ ความ แรง
ของ  screening cells ที ่ใช ใน แต ละ ครัง้ ของ การ ทดสอบ
ก ็แตก ตางกนั ดวย

การ ตรวจ แอนติบอดี ใน ผู บริจาค โลหิต โดย วิธี
SPMAT  ให ผล สอด คลอง กับ วิธี tube test ถึง รอยละ
98.7 ม ีแอนตบิอด ีบาง ตวั ตรวจ พบ โดย วธิี SPMAT แต
วิธี tube test ให ผล ลบ ตรงกัน ขาม แอนติบอดี บาง ตัว
ตรวจ พบ ได โดย วธิี tube แต วธิี SPMAT ให ผล ลบ ซึง่
ผล ดงั กลาว ไม ขึน้ กบั ความ ไว ของ วธิกีาร ทดสอบ นัน้ ๆ  ซึง่
Engelfriet และ  Reesink กลาว วา ไม ม ีวธิกีาร ทดสอบ
วธิ ีใด วธิ ีหนึง่ ที ่สามารถ ตรวจ หา แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สาํคญั
ทาง คลนิกิ ได ทัง้ หมด6 และ การ ที ่วธิี SPMAT ให ผลบวก
ปลอม (0.45%) มาก กวา วธิี tube (0.34%) อาจ เนือ่ง จาก
วธิี SPMAT ม ีความ ไว ใน การ ตรวจ แอนตบิอด ีด ีกวา ดงั
กลาว แลว ดงันัน้ วธิี SPMAT จงึ เปน วธิ ีที ่เหมาะสม ที ่จะ
นาํ มา ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน เลอืด ผู บรจิาค โลหติ เพราะ มี
ความ ไว ใน การ ตรวจ หา แอนติบอดี โดย เฉพาะ อยาง ยิ่ง

ชนิด IgG ได ดี และ ให ผลบวก ปลอม ไม แตก ตาง จาก วิธี
tube  test การ ศกึษา ครัง้ นี ้ยงั ได ทดลอง ตรวจ ชนดิ แอนติ
บอดี จาํนวน 4 ตวัอยาง คอื anti-D, anti-E,  anti-Mia
และ anti-Fya พบ วา ไดผล ดี อาน ผล ได งาย ดังนั้น วิธี
SPMAT  สามารถ จะ นาํ ไป ตรวจ หา และ ตรวจ ชนดิ แอนติ
บอด ีใน ผูปวย ได ดวย ซึง่ ตอง ม ีการ ศกึษา ตอไป

สําหรับ น้ํา ยา และ เซลล ตางๆ ที่ ใช ใน การ ทดสอบ วิธี
SPMAT ใช ปรมิาตร นอย กวา วธิี tube ปรมิาตร screen
cells ที่ ใช ใน การ ทดสอบ วิธี SPMAT เทากับ วิธี tube
test คอื 50  µL แต ใช เซลล ความ เขมขน 0.2% วธิี tube
test ใช เซลล เขม ขน 3% ดงันัน้ เซลล ทดสอบ ที ่ใช ใน การ
ทดสอบ วิธี tube test 1 ราย สามารถ ใช ทดสอบ วิธี
SPMAT  15 ราย เชน เดยีว กบั น้าํ ยา AHS วธิี SPMAT
ใช น้ํา ยา เจือ จาง 1:8 รวม ทั้ง น้ํา ยา อื่น ๆ  ก็ ใช นอย ลง ดวย
ดงันัน้ วธิ ีนี้ จงึ ชวย ประหยดั คา น้าํ ยา ตางๆ ได มาก ขึน้ ดวย
นอก จาก นี ้การ อาน ผล วธิี SPMAT จะ ทาํ ได รวด เรว็ กวา
วธิี tube test อาน ผล ได ดวย ตา เปลา ชดัเจน และ สะดวก
การ อาน ผล วธิี tube test ตอง ม ีการ เขยา หลอด กอน อาน
ราย ที่ สงสัย ตอง ตรวจ สอบ ดวย กลอง จุลทรรศน ซึ่ง ตอง
อาศัย ความ ชํานาญ และ ประสบการณ ของ ผูทํา การ
ทดสอบ เปน อยาง มาก ความ แรง ใน การ เขยา หลอด กอน
อาน ใน แต ละ ครัง้ แต ละ คน อาจ ไม เทากนั ทาํให การ อาน ผล
ม ีความ ผดิพลาด ได มาก ถงึ รอยละ 20 โดย เฉพาะ ใน การ
ตรวจ กรอง ตวัอยาง จาํนวน มากๆ6

สรปุ
วธิี SPMAT ที ่ศนูย บรกิาร โลหติ ฯ   พฒันา ขึน้ ให ผล

ใน การ ตรวจ กรอง แอนตบิอด ีได ด ีเชน เดยีว กนั กบั วธิี tube
test ม ีประสทิธภิาพ ใน การ ตรวจ พบ แอนตบิอด ีโดย เฉพาะ
อยาง ยิง่ แอนตบิอด ีชนดิ IgG ได ด ีกวา วธิี tube test อาน
ผล ได งาย ดวย ตา เปลา และ อาน เปน ปริมาณ ได ทันที
ผลบวก และ ผล ลบ แตก ตางกนั ชดัเจน ราคา ไม แพง ดงันัน้
จงึ เปน วธิ ีที ่เหมาะสม ที ่จะ นาํ มา ใช ใน การ ตรวจ กรอง เลอืด
ผู บรจิาค โลหติ ได เปน อยาง ด ียิง่ อกี ทัง้ สามารถ นาํ เทคนคิ
นี ้ไป พฒันา ตรวจ หา ชนดิ ของ แอนตบิอด ีได ดวย
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Development of A Solid Phase Microplate Antiglobulin Test
for Detection of Red Blood Cell Antibodies

Tasanee Sakuldamrongpanich, Jintana Tubrod,  and Sarika Mekchay
Antiserum and Standard cell Preparation, The National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Bangkok 10330

Background and objectives: A solid phase microplate antiglobulin test (SPMAT) for detection of red
blood  cell antibodies has been developed. Instead of agglutination, positive reactions are indicated
by  the adherence of sensitized red cells over the entire surface of the microplate wells, and negative
reactions  produce discrete buttons of red cells in the center of the wells. The performance of this
method  for detecting antibody to red blood cells was compared with the standard antiglobulin tube
test. Materials and methods: The screening cells were fixed on the microplate wells (RBC monolayer)
using a cell fixing buffer. Reaction between serum antibody and reagent red cells were detected
byadding of anti-human globulin serum and anti-IgG coated indicator cells.  The efficiency of the
SPMAT  was determined by testing with serial dilutions of various red cell antibodies and with 107
clinically  significant antibodies that have been previously identified by hemagglutination tube test.
The  accuracy was tested against 10,995 routine blood donor sera. Results: The SMPAT gave good
efficiency  for detecting antibodies to red blood cell antigens.  Compared with the tube test, the
method  was in most cases two to eight times more sensitive in antibody titration and detected 91
clinically  significant antibodies where as tube test detected only 83 antibodies.  The SPMAT and
tube test showed an excellent agreement in 10856 (98.7%) of samples tested. Conclusions: The
SPMAT  provides a reliable, handy and inexpensive screening of antibodies.  This method appears
to  be suitable to screen large series of blood donor samples.
Key Words :  Solid phase Microplate  Antiglobulin test RBC antibodies
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