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 เกร็ด เลือด เปน cytoplasmic fragments จึง ไม มี
นวิเคลยีส และ DNA อยางไร ก ็ตาม บน ผวิ ของ เกรด็ เลอืด
ประกอบ ดวย โมเลกลุ ตางๆ ไดแก glycoproteins, gly-

colipids,  ceramides, glucosylceramides, lactosyl-
ceramides,  trihexosyl, globosides, hematoside,
proteoglycans  และ sulfated proteins เชน chon-
droitin  sulfate โมเลกลุ ตางๆ เหลา นี ้สามารถ กระตุน การ
สราง แอนตบิอด ีได โดย เฉพาะ อยาง ยิง่ glycoproteins
ซึง่ จดั เปน โมเลกลุ ที ่ม ีปรมิาณ มาก ที ่สดุ บน ผวิ เกรด็ เลอืด
บน สวน ของ โมเลกลุ ม ีตาํแหนง แสดง antigenic deter-
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ปรียา นาถ วงศ จันทรและ  ดุ ริ ยา ฟอง มูล
ภาควิชา ภูมิคุมกัน วิทยา คลินิก คณะ เทคนิค การ แพทย มหาวิทยาลัย เชียงใหม

บท คดั ยอ :  ปจจบุนั วธิกีาร ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ เกรด็ เลอืด ที ่ทาํ ได งาย และ ม ีความ นาเชือ่ ถอื ได ม ีความ จาํเปน สาํหรบั ชวย
แพทย ใน การ ตรวจ และ ใช เปน แนว ทาง ใน การ รกัษา ตดิ ตาม อาการ ใน ผูปวย โรค เลอืด ชนดิ ตางๆ ที ่ม ีภาวะ เกรด็ เลอืด ต่าํ รวม
ดวย การ วจิยั ครัง้ นี ้เปน การ ศกึษา เบือ้งตน ใน การ นาํ เทคนคิ platelet suspension immunofluorescent test (PSIFT)
ซึง่ ใช หลกัการ ของ indirect immunofluorescent technique มา ใช ใน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ เกรด็ เลอืด ใน ตวัอยาง
ซรีมัผูปวย โรค เลอืด ชนดิ ตางๆ ที ่ม ีภาวะ เกรด็ เลอืด ต่าํ รวม ดวย จาํนวน 84 ราย จาก โรงพยาบาล มหาราช นคร เชยีงใหม
โดย เจอื จาง FITC-conjugated rabbit anti-human immunoglobulins เปน 1:30 ใน ปรมิาตร 25 ไมโคร ลติร ผล
การ ศกึษา พบ วา เทคนคิ ดงั กลาว ม ีความ จาํเพาะ ตอ แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็ เลอืด ม ีความ จาํเพาะ ของ ปฏกิริยิา และ ม ีความ
ไว ของ เทคนิค พอ สมควร รวม ทั้ง มี ความ เที่ยง ตรง ใน การ อาน ผล ของ ปฏิกิริยา ดวย ผล การ ตรวจ สอบ ซีรัมผูปวย พบ วา
ตวัอยาง ซรีมั 84 ราย ให ผลบวก โดย วธิี PSIFT จาํนวน 41 ราย คดิ เปน 48.8% เมือ่ ตรวจ สอบ ดวย วธิี lymphocyto-
toxicity  test ให ผล ลบ ทัง้ หมด แสดง ให เหน็ วา แอนตบิอด ีใน ซรีมัดงั กลาว ไม ใช แอนตบิอด ีตอ HLA แอนตเิจน และ เมือ่
ทดสอบ ดวย วิธี indirect ELISA โดย ใช glycoprotein IIb/IIIA ที่ บริสุทธิ์ เปน แอนติเจน พบ วา ซีรัมทั้ง 41 ราย ให
ผลบวก แสดง ให เหน็ วา ใน ซรีมัม ีแอนตบิอด ีจาํเพาะ ตอ โมเลกลุ glycoprotein IIb/IIIa และ/ หรอื platelet specific
antigen ใด ๆ  ทีอ่ยู บน โมเลกลุ ดงั กลาว
Key Words :  PSIFT HLA class I Platelet glycoprotein IIb/IIIa
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minant  และ กําหนด ลักษณะ ของ platelet specific 
antigens  (human platelet specific antigen, HPA)
ซึง่ แตก ตางกนั ได ใน แต ละ บคุคล นอก จาก นี ้ยงั ทาํ หนาที่
สาํคญั ใน กระบวน การ แขง็ ตวั ของ เลอืด ระยะ ปฐม ภมูิ โดย
มี สวน ทําให เกิด การ เกาะ กลุม และ การ เกาะ ตัว ของ เกร็ด
เลอืด เพือ่ ซอม แซม ผนงั หลอด เลอืด ที ่ฉกี ขาด1

ทีม่า ของ การ ศกึษา ใน ครัง้ นี้ เนือ่ง จาก ใน ปจจบุนั ผูปวย
ทีม่า เขา รบั การ รกัษา ใน โรงพยาบาล มหาราช นคร เชยีงใหม
ดวย อาการ ปวย จาก โรค เลอืด ชนดิ ตางๆ ม ีเปน จาํนวน มาก
ไดแก acute lymphoblastic leukemia, acute my-
eloblastic  leukemia, chronic myeloblastic leuke-
mia,  aplastic anemia, idiopathic thrombocy-
topenic  purpura, Hodgkin’s disease, non-
Hodgkin’s  lymphoma ผูปวย เหลา นี ้ใน บาง ราย ม ีภาวะ
เกรด็ เลอืด ต่าํ รวม ดวย ใน ปจจบุนั การ รกัษา ภาวะ ดงั กลาว
คือ การ ให เกร็ด เลือด เขมขน เพื่อ รักษา ระดับ เกร็ด เลือด
และ ปองกัน เลือด ออก ใน อวัยวะ ตางๆ ที่ สําคัญ คือ เลือด
ออก ใน สมอง ซึง่ นาํ ไป สู การ เสยี ชวีติ ได การ ให เกรด็ เลอืด
เขมขน แก ผูปวย อาศัย เพียง การ ตรวจ สอบ หมู เลือด ให
ตรงกนั เทานัน้ ยงั ไม ม ีการ ตรวจ ความ เขากนั ได ของ เกรด็
เลือด ดังนั้น ใน ผูปวย บาง ราย อาจ ไดรับ เกร็ด เลือด ที่ มี
platelet  antigens ที่ ตางกัน และ กระตุน การ สราง
แอนติบอดี ขึ้น ผล คือ ทําให เกิด การ ทําลาย เกร็ด เลือด ที่
ไดรับ เขา ไป ภาย หลัง และ ไม สามารถ รักษา ระดับ เกร็ด
เลอืด ให เปน ปกต ิได นอก จาก นี ้ผูปวย โรค เลอืด หลาย ชนดิ
แม จะ ไม ไดรบั เกรด็ เลอืด ก ็ตาม พบ วา เกดิ ภาวะ เลอืด ออก
ใน อวัยวะ ตางๆ ได ซึ่ง อาจ เกิด จาก การ สราง แอนติบอดี
จําเพาะ ตอ แอนติเจน บน ผิว เกร็ด เลือด ของ ตน เอง เชน
แอนตบิอด ีตอ ไกล โค โปรตนี บน ผวิ เกรด็ เลอืด เปนตน

ดงันัน้ เพือ่ ให ทราบ ถงึ สาเหต ุของ การ ม ีภาวะ เกรด็ เลอืด
ต่าํ จาก การ ม ีแอนตบิอด ีตอ โมเลกลุ บน ผวิ เกรด็ เลอืด จงึ มี
ความ จาํเปน ใน การ นาํ เทคนคิ ที ่เหมาะสม สาํหรบั การ ตรวจ
หา แอนตบิอด ีที ่จาํเพาะ ตอ เกรด็ เลอืด มา ใช ใน หอง ปฏบิตัิ
การ เพื่อ เปน ประโยชน ตอ แนว ทาง การ รักษา ภาวะ เกร็ด

เลอืด ต่าํ นอก จาก นี ้ยงั อาจ พฒันา วธิกีาร เพือ่ นาํ ไป ใช ใน การ
ตรวจ ความ เขากัน ของ เกร็ด เลือด ใน ผูปวย ที่ ตรวจ พบ มี
แอนตบิอด ีตอ เกรด็ เลอืด โดย การ ตรวจ ปฏกิริยิา ระหวาง
ซรีัม่ผู รบั กบั เกรด็ เลอืด ของ ผูให

การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ เกรด็ เลอืด ม ีอยู หลาย วธิ1ี
แต ละ วิธี มี หลักการ และ ขอ ดี ขอเสีย ตางกัน ไป ไดแก
platelet  agglutination, platelet complement fixa-
tion,  complement-dependent 51Cr หรือ 111In re-
lease,  comsumption assay antiglobulin, enzyme-
likned  immunofluorescent assay, platelet sus-
pension  immunofluorescent test (PSIFT), platelet
adhesion immunofluorescent test (PAIFT), radio-
active  labelled antiglobulin test ใน การ ศกึษา ครัง้ นี้
เลอืก ใช วธิี PSIFT ใน การ ตรวจ สอบ แอนตบิอด ีตอ เกรด็
เลือด เนื่อง จาก เปน วิธี ที่ ทํา ได งาย วัสดุ และ อุปกรณ ที่ ใช
สามารถ หา ได และ ม ีใช ทัว่ ไป ใน หอง ปฏบิตั ิการ หลกัการ คอื
ใช เกรด็ เลอืด ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอนตบิอด ีใน ซรีมัผูปวย หาก
แอนตบิอด ีม ีความ จาํเพาะ ตอ โมเลกลุ บน ผวิ เกรด็ เลอืด จะ
ทํา ปฏิกิริยา จับ กัน เมื่อ เติม แอนติบอดี ตัว ที่ สอง ซึ่ง เปน
anti-human  immunoglobulins และ ตดิ ฉลาก ดวย สาร
เรือง แสง  ก็ จะ เกิด การ เรือง แสง ให เห็น ได เทคนิค นี้ มี
ขอเสีย คือ ตอง ใช เกร็ด เลือด เขมขน ที่ เตรียม ใหม เสมอ
ขัน้ตอน การ ลาง อาจ ทาํให เกดิ การ สญูเสยี เกรด็ เลอืด ไป ได
บาง นอก จาก นี ้อาจ ม ีผลบวก ปลอม ได ใน ซรีัม่ผูปวย ไต วาย
ที ่ไดรบั การ ลาง ไต เนือ่ง จาก สาร จาํพวก N-linked pro-
tein  ใน ชดุ ลาง ไต สามารถ กระตุน การ สราง anti-N like
antibody

ดังนั้น วัตถุประสงค คือ การ ศึกษา เบื้องตน ใน การ นํา
วิธีการ PSIFT มา ใช ใน หอง ปฏิบัติ การ โรงพยาบาล
มหาราช  นคร เชียงใหม สําหรับ ตรวจ หา แอนติบอดี ตอ
เกร็ด เลือด ใน ผูปวย ที่ มี ภาวะ เกร็ด เลือด ต่ํา จาก โรค เลือด
ชนิด ตางๆ และ ผูปวย ที่ มี ปญหา เลือด ออก โดย ไม ทราบ
สาเหตุ
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วสัด ุและ วธิกีาร
ตัวอยาง ซีรัม ผูปวย โรค เลือด ชนิด ตางๆ ที่ ขอ เกร็ด

เลือด เขมขน จาก งาน ธนาคาร เลือด จํานวน 84 ราย
สาร เคมี และ น้ํา ยา stock PFA/PBS (paraformal-

dehyde  4% (w/v) ใน PBS ปรบั pH เปน 11), work-
ing  PFA/PBS (25% stock PFA/PBS ใน PBS ปรบั
pH  เปน 7.2), FITC-conjugated rabbit anti-human
Igs (DAKO), HRP-rabbit anti-human Igs, anti-
HLA  positive และ negative controls, Rees-Ecker,
Turk’s solution (3% glacial acetic acid, 1% aque-
ous  gentian), Ficoll-Hypaque solution, 37% neu-
tral  formalin  (37% formalin 1 สวน 0.04% phenol
red  1 สวน ปรบั pH เปน 7.2), glycerol/PBS pH 7.2
(glycerol  3 สวน PBS 1 สวน), Rabbit complement,
2.5N H2SO4 0.05% Tween/PBS pH 7.2.

การ เตรียม PFA-fixed platelet suspension2
เจาะ เกบ็ เลอืด คน ปกต ิหมู โลหติ โอ จาํนวน 5 ราย โดย ใช
5%  Na2EDTA เปน สาร กนั เลอืด แขง็ ใน อตัรา สวน เลอืด
9:1  ปน เบา ที่ 800  g 5 นาที เพือ่ เตรยีม platelet rich
plasma  จาก นัน้ ปน ซ้าํ อกี ครัง้ ที่ 2,800  g  นาน 20 นาที
นาํ platelet concentrate ที ่ได รวม กนั ปน ลาง สอง ครัง้
ดวย EDTA-PBS และ กระจาย เกร็ด เลือด ใน 1%

paraformaldehyde /PBS (1%  PFA/PBS) ปรมิาตร 3
มล.  ตัง้ ทิง้ ใน อณุหภมู ิหอง 2-5 นาที จาก นัน้ ลาง อกี 2 ครัง้
ดวย EDTA/PBS นบั จาํนวน เกรด็ เลอืด ดวย น้าํ ยา Ree’s
and Ecker และ ปรับ ให ไดความ เขมขน 150x106 /mL

การ ทํา ปฏิกิริยา indirect immunofluorescent
technique นาํ ซรีมัและ PFA-fixed platelet ปรมิาตร
50   µL เทากนั ผสม รวม กนั ใน microcentrifuge tube
อบ ที ่อณุหภมูิ 37 Cํ นาน 30 นาท ีจาก นัน้ ปน ลาง 2 ครัง้
(15,000 rpm 5 นาท)ี ดวย EDTA/PBS pH 7.2 ปรบั
ปรมิาตร ให เปน 25  µL เตมิ FITC-conjugated rabbit
anti-human Igs ที ่เจอื จาง 1:30 ปรมิาตร 25  µL อบ
ที่ อุณหภูมิ 37 ํC นาน 30 นาที จาก นั้น ปน ลาง 3 ครั้ง
กระจาย เกรด็ เลอืด ดวย glycerol/PBS ปรมิาตร 10  µL
หยด บน สไลด ปด ดวย กระจก แกว และ นาํ ไป ตรวจ ด ูดวย
กลองฟลอูอเรส เซนต

การ ตรวจ หา สภาวะ ที่ เหมาะสม ใน การ ทํา ปฏิกิริยา
เตรียม PFA-fixed platelet suspension ตาม วิธี ขาง
ตน ทํา ปฏิกิริยา กับ HLA positive และ/ หรือ HLA
negative  control เจอื จาง FITC-rabbit anti-human
Igs  ความ เขมขน 1:30 ดวย EDTA-PBS เตรยีม รปูแบบ
ของ ปฏกิริยิา เปน 9 ชดุ การ ทดสอบ ดงั แสดง ใน ตาราง ที่
1 โดย มี EDTA/PBS เปน conjugate control

1
2
3
4
5
6
7
8
9

ตารางที่  1 Optimal volume and titer of FITC-conjugated rabbit anti-human immunoglobulins
Tube No. Controls Titer* Volume (µµµµµL)* Grading

HLA positive control
HLA negative control
HLA positive control
HLA negative control
HLA positive control
HLA negative control
HLA positive control
HLA negative control
EDTA-PBS conjugate control

1:30
1:30
1:50
1:50
1:30
1:30
1:50
1:50
1:30

50
50
50
50
25
25
25
25
50

4+
Negative

3+
Negative

4+
Negative

3+
Negative
Negative

* FITC-conjugated rabbit anti-human immunoglobulins
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การ ทดสอบ ความ จาํเพาะ ของ FITC-conjugated
rabbit anti-human Igs เตรยีม PFA-fixed platelet
suspension  ตาม วิธี ขาง ตน จาก นั้น ให ทํา ปฏิกิริยา กับ
HLA  positive control ที ่เจอื จาง ให ม ีความ เขมขน 1:2-
1:64 แบง การ ทดลอง เปน 3 ชุด หลัง จาก ทํา ปฏิกิริยา
ระหวาง  PFA-fixed platelet suspension และ HLA
positive  control ปน ลาง 2 ครัง้ ดวย EDTA/PBS จาก
นัน้ เตมิ rabbit anti-human IgG ที ่เจอื จรง 1:2, 1:5
และ 1:10 สําหรับ ชุด ที่ 1, 2, และ 3 ตาม ลําดับ ทํา
ปฏกิริยิา ที ่อณุหภมู ิหอง นาน 30 นาที ครบ เวลา ปน ลาง 3
ครัง้ ดวย EDTA/PBS จาก นัน้ เตมิ FITC-conjugated
rabbit anti-human Igs ที ่เจอื จาง 1:30 ปรมิาตร 25
µL  อบ ที ่อณุหภมู ิหอง นาน 30 นาที ครบ เวลา ปน ลาง 3
ครัง้ กระจาย เกรด็ เลอืด ใน glycerol/PBS ปรมิาตร 10
µL แลว ตรวจ สอบ ดวย กลองฟลอูอเรส เซนต

การ ทดสอบ ความ จําเพาะ ของ ปฏิกิริยา PSIFT นํา
ซรีมัตอไป นี ้คอื anti-HLA positive, anti-A positive,
anti-B  positive, anti-D positive และ anti-E posi-
tive  ทาํ ปฏกิริยิา กบั PFA-fixed platelet suspension
ตาม วธิ ีดงั กลาว ขาง ตน และ เปรยีบ เทยีบ ผล ที ่เกดิ ขึน้ ใน แต
ละ ชดุ การ ทดสอบ

การ ทดสอบ ความ ไว ของ ปฏิกิริยา PSIFT เจือ จาง
HLA  positive serum เปน ความ เขมขน ตางๆ ดงันี ้คอื
1:2-1:64 นํา ซีรัมดัง กลาว ทํา ปฏิกิริยา กับ PFA-fixed
platelet  suspension ตาม วธิ ีดงั กลาว ขาง ตน และ สวน
หนึง่ นาํ ไป ศกึษา ดวย วธิี lymphocytotoxicity test

Lymphocytotoxicity test เจาะ เลอืด คน ปกต ิหมู
โลหิต โอ จํานวน 5 ราย และ ตาง กลุม กัน กับ กลุม ที่ ใช
เตรยีม  platelet suspension โดย ใช heparin เปน สาร
กนั เลอืด แขง็ (80  µL ตอ เลอืด 20 mL) ปน แยก เฉพาะ
PBMC ดวย วธิี Ficoll-hypague gradient centrifu-
gation  ปน ลาง เซลล ดวย PBS pH 7.2 และ ปรบั ความ
เขมขน เปน 2-3x106 cells/mL ทํา ปฏิกิริยา ระหวาง
peripheral blood mononuclear cell (PBMC) กับ

anti-HLA serum ใน Terasaki plate ดงันี้ ใช anti-
HLA  serum 1  µL ตอ PMBC suspension 1  µL
(2,000-3,000 cell/well) เตมิ mineral oil 5  µL ลง ใน
แต ละ หลมุ เพือ่ ปองกนั การ ระเหย ของ ซรีมัและ น้าํ ยา ภาย ใน
หลุม อบ ไว ที่ อุณหภูมิ หอง นาน 30 นาที ครบ เวลา เติม
Rabbit complement ปริมาตร 5  µL/well ทิ้ง ให ทํา
ปฏกิริยิา ที ่อณุหภมู ิหอง 60 นาที จาก นัน้ เตมิ สี 5% Eosin
5   µL/well ทิง้ ไว 2-3 นาท ีแลว เตมิ formalin/PBS pH
7.2  5  µL/well สดุ ทาย เท mineral oil ให ทวม เพลท
เพื่อ ปองกัน การ ระเหย จาก นั้น ปด ฝา และ เก็บ คาง คืน ที่
4 Cํ  เพือ่ ให เซลล ตกลง กน หลมุ รุง เชา อาน ผล โดย ใช กลอง
inverted microscope กําลัง ขยาย 10X โดย มี มาตร
ฐาน  การ แปล ผล ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 4

การ ทดสอบ ผล ของ paraformaldehyde ที่ มี ตอ
แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็ เลอืด เตรยีม เกรด็ เลอืด เขมขน และ
กระจาย เกรด็ เลอืด ใน ตวักลาง PBS และ 1%PFA/PBS
โดย ให ม ีความ เขมขน 150x106/mL จาก นัน้ ทาํ ปฏกิริยิา
กบั ตวัอยาง ซรีมั anti-HLA positive ที ่เจอื จาง 1:2-1:64
ที่ อุณหภูมิ 37 ํC นาน 1 ชั่วโมง ครบ เวลา ปน 10,000 
rpm นาน 5 นาที เก็บ สวน ใส และ นํา ไป ทํา ปฏิกิริยา 
PSIFT  กบั PFA-fixed platelet suspension  ตาม วธิ ีดงั
กลาว ขาง ตน

การ ทดสอบ reproducibility ของ PSIFT เตรยีม
ซรีมั  anti-HLA positive ที ่เจอื จาง 1:2-1:64 สาํหรบั การ
ทดสอบ 5 ครัง้ จาก นัน้ นาํ ไป ทดสอบ PSIFT กบั PFA-
fixed  platelet suspension ซึง่ เตรยีม ใหม ทกุ วนั เปน
เวลา 5 วนั ตดิ ตอ กนั เปรยีบ เทยีบ ผล ของ ปฏกิริยิา ที ่เกดิ
ขึ้น

การ ศกึษา ใน ตวัอยาง ซรีมัผูปวย ที ่ขอ เกรด็ เลอืด เกบ็
ซรีมัผูปวย โรค เลอืด ชนดิ ตางๆ ที ่ม ีภาวะ เกรด็ เลอืด ต่าํ รวม
ดวย จาํนวน 84 ราย ทาํ การ ศกึษา ตาม ขัน้ตอน ตอไป นี้

1. ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ เกรด็ เลอืด ดวย วธิี PSIFT
2. ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ HLA แอนตเิจน ดวย วธิี

Lymphocytotoxicity ใน ซรีมัที ่ให ผลบวก ใน ขอ 1
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3. ตรวจ หา ความ จําเพาะ ของ แอนติบอดี ตอ ไกล โค
โปรตนี  ของ เกรด็ เลอืด โดย ใช purified GP IIb/IIIa เปน
แอนติเจน ใน ซีรั่มที่ มี แอนติบอดี ตอ เกร็ด เลือด ดวย วิธี
PSIFT จาก ขอ 1

Indirect ELISA เคลือบ เพลทดวย purified GP
IIb/IIIa ความ เขมขน 2  µg/50  µL/well อบ ขาม คนื ที่
4 ํC รุง เชา ลาง ออก ดวย 0.05% tween-PBS (PBST)
จาก นัน้ block ดวย 2% BSA/PBS ปรมิาตร 100  µL/
well  อบ ที่ อุณหภูมิ 37 ํC นาน 1 ชั่วโมง ครบ เวลา ลาง
หนึง่ ครัง้ ดวย PBST เตมิ ซรีมัผูปวย ที ่ให ผลบวก กบั วธิี
PSIFT  50  µL/well อบ ที ่อณุหภมูิ 37 Cํ นาน 1 ชัว่โมง
ครบ เวลา ลาง 3 ครัง้ ดวย PBST จาก นัน้ เตมิ HRP-con-
jugated  rabbit anti-human Igs เจือ จาง 1:2,000
ปริมาตร 50  µL/well อบ ที่ อุณหภูมิ 37 ํC นาน 1
ชั่วโมง  ครบ เวลา ลาง 4 ครั้ง ดวย PBST สุด ทาย เติม
TMB  substrate (SIGMA) ปรมิาตร 100  µL/well อบ
ที ่อณุหภมู ิหอง ใน ที ่มดื นาน 30 นาที หยดุ ปฏกิริยิา ดวย
2.5N H2SO4 50  µL/well อาน คา การ ดูด กลืน แสง ที่
450 nm

ผล การ ทดลอง
จาก การ ศกึษา หา ปรมิาณ และ ความ เขมขน ที ่เหมาะสม

ของ  FITC-conjugated rabbit anti-human Igs
สําหรับ ใช ใน การ ทดสอบ พบ วา ที่ เจือ จาง 1:30 และ

ปรมิาตร  25  µL  เปน ความ เขมขน ที ่เหมาะสม และ ปรมิาณ
นอย ที ่สดุ ที ่สามารถ แยก ผล ปฏกิริยิา บวก และ ลบ ได ชดัเจน
โดย ม ีการ ตดิ ส ีเขม (intensity) เปน 4+ (รปู ที่ 1) และ ให
ผลบวก กบั เกรด็ เลอืด ทกุ ราย ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 1

ผล การ ทดสอบ ความ จาํเพาะ ของ ปฏกิริยิา immuno-
fluorescent  technique เนื่อง จาก ใน ขั้นตอน การ
ทดสอบ ใช แอนตบิอด ีตวั ที ่สอง ซึง่ ตดิ ฉลาก ดวย สาร เรอืง
แสง ใน การ ตรวจ จบั ปฏกิริยิา ระหวาง แอนตเิจน และ แอนติ
บอดี ที่ เกิด ขึ้น ดังนั้น เพื่อ การ ทดสอบ วา FITC-conju-
gated  rabbit anti-human Igs จะ ทาํ ปฏกิริยิา เฉพาะ
กบั แอนตบิอด ีเทานัน้ ตาราง ที่ 2  แสดง ให เหน็ วา FITC-
conjugated rabbit anti-human Igs ทาํ ปฏกิริยิา อยาง
จาํเพาะ กบั สวน ที ่เปน immunoglobulins เทานัน้  จะ ไม
เกิด ผลบวก ปลอม จาก การ เขา จับ ระหวาง  FITC-conju-

1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64

ตารางที่  2 Specificity test of the immunofluorescent test
Dilution of
 anti-HLA

Dilution of unconjugated rabbit anti-human IgG PBS control
undilute 1:5 1:10
weak

negative
negative
negative
negative
negative

1+
weak
weak
weak

negative
negative

2+
2+
1+

weak
weak
weak

4+
2+
2+
2+
2+
1+

รปูที่ 1 Illustration of 4+ reaction by platelet sus-
pension  immunofluorescent  test (PSIFT)
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gated  rabbit anti-human Igs กับ แอนติ-เจน  บน ผิว
เกร็ด เลือด

ใน ซีรัมที่ นํา มา ตรวจ สอบ ประกอบ ดวย แอนติบอดี
หลาย ชนดิ เพือ่ ทดสอบ วา ใน เทคนคิ PSIFT นัน้ แอนติ
บอด ี ที ่ตรวจ พบ เปน แอนตบิอด ีตอ แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็
เลือด เทานั้น พบ วา แอนติบอดี ชนิด อื่น ๆ  ที่ ไม ใช แอนติ
บอด ี ตอ แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็ เลอืด ไม ทาํ ปฏกิริยิา เมือ่ ใช
เทคนคิ PSIFT ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 3

สาํหรบั การ ทดสอบ ความ ไว ของ ปฏกิริยิา โดย ใช anti-
HLA  serum ที่ มี ความ เขมขน ตางๆ เปน ซีรัมควบคุม
เปรียบ เทียบ กับ วิธี lymphocytotoxicity test พบ วา
ดวย วธิี PSIFT และ วธิี lymphocytotoxicity test ให
ผลบวก ตอ ซีรัมที่ ไต เตอร 64 และ 32 ตาม ลําดับ ดัง
แสดง  ใน ตาราง ที่ 4

Paraformaldehyde ที ่ใช ใน การ ตรงึ ผวิ เกรด็ เลอืด
จะ ตอง ไม มี ผล ทําให เกร็ด เลือด แสดง แอนติเจน มาก กวา

ปกติ  หรือ ใน ทาง กลับ กัน ไป มี ผล บด บัง แอนติเจน บน ผิว
เกรด็ เลอืด ใน การ ทดลอง ที ่ใช absorbed serum สอง ชดุ
ซึ่ง ได จาก การ ดูด ซับ ดวย PFA-fixed และ/ หรือ PFA-
unfixed platelet กอน การ ทดสอบ ดวย วธิี PSIFT ตาม
ปกติ พบ วา ไม ม ีความ แตก ตางกนั ใน ไต เตอร ของ ซรีมัที ่ใช
ใน การ ทดสอบ ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 5

เนือ่ง จาก ขัน้ตอน การ อาน ผล PSIFT เปน การ อาน ผล
ดวย สายตา ซึง่ อาจ ม ีความ คลาด เคลือ่น ดงันัน้ จงึ ตอง ม ีการ
ทดสอบ ความ เทีย่ง ตรง ใน การ อาน ผล ของ ตวัอยาง เดยีว กนั
ที ่ทาํ ใน แต ละ วนั โดย ใช anti-HLA serum เปน ตวัอยาง
ควบคุม ทดสอบ เปน เวลา 5 วัน ติด ตอ กัน พบ วา ให ผล
ตรงกนั ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 6

การ ทดสอบ ตัวอยาง ซีรัมจาก ผูปวย โรค เลือด ชนิด
ตางๆ จาํนวน 84 ราย พบ วา ให ผลบวก โดย วธิ ีนี ้จาํนวน
41 ราย คดิ เปน 48.8% ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 7 และ เมือ่ นาํ
ซรีมัที ่ให ผลบวก มา ทดสอบ เพือ่ จาํแนก ความ จาํเพาะ ของ
แอนตบิอดี เนือ่ง จาก บน ผวิ เกรด็ เลอืด ม ีโมเลกลุ HLA
class  I เชน กนั และ แอนตบิอด ีที ่ตรวจ พบ อาจ เปน แอนติ
บอดี ตอ โมเลกุล ดัง กลาว โดย การ ตรวจ ยืนยัน ดวย วิธี
lymphocytotoxicity  พบ วา ซรีมัทัง้ 41 ราย ให ผล ลบ ทัง้
หมด คดิ เปน 100% แสดง วา แอนตบิอด ีที ่ตรวจ พบ นัน้ เปน
แอนตบิอด ีตอ โมเลกลุ อืน่ บน ผวิ เกรด็ เลอืด ที ่ไม ใช HLA
class I นอก จาก นี ้เมือ่ ทดสอบ ยนืยนั ดวย วธิี indirect
ELISA โดย ใช purified GPIIb/IIIa เปน แอนตเิจน พบ

HLA positive serum
Anti-A positive serum
Anti-B positive serum
Anti-D positive serum
Anti-E positive serum

ตารางที่  3 Specificity test of PSIFT
Serum controls Fluorescent intensity

4+
negative
negative
negative
negative

1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128

ตารางที่ 4 Sensitivity test of PSIFT as compare to the standard lymphocytotoxicity test
Dilution of serum Fluorescent intensity Lymphocytotoxicity score

4+
4+
4+
3+
3+
2+

negative

8
8
8
8
6
1

negative
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1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128

ตารางที่  6 Reproducibility test of PSIFT
Dilution of

serum Day1 Day2 Day3 Day4 Day5

4+
4+
4+
3+
3+
2+

negative

4+
4+
4+
3+
2+
2+

negative

4+
4+
3+
2+
2+
1+

negative

4+
4+
3+
2+
1+
1+

negative

4+
4+
3+
2+
1+
1+

negative

1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64

ตารางที่ 5 The effects of paraformaldrhyde to PSIFT

Dilution of serum
1  fixed platelet vs
adsorbed serum

2  unfixed platelet vs
absorbed serum

3 unabsorbed serum

2+
1+

negative
negative
negative
negative

2+
1+

negative
negative
negative
negative

4+
4+
3+
2+
2+
1+

วา ซีรัมที่ นํา มา ทดสอบ จํานวน 29 ราย ให ผลบวก ตอ ทั้ง
หมด ดวย คา การ ดูด กลืน แสง ที่ แตก ตางกัน ดัง แสดง ใน
ตาราง ที่ 8

วิจารณ
จาก การ ศึกษา พบ วา ปริมาณ นอย ที่ สุด และ ความ

เขมขน  ที ่เหมาะสม ที ่สดุ ของ FITC-conjugated rabbit
anti-human  Igs สําหรับ เทคนิค PSIFT คือ เจือ จาง
1:30  และ ปรมิาตร 25  µL โดย สามารถ แยก ผล ปฏกิริยิา
บวก และ ลบ ได ชดัเจน ลกัษณะ การ ตดิ ส ีเขม เปน 4+ และ
ให ผลบวก กับ ทุก เกร็ด เลือด เมื่อ ทดสอบ ยืนยัน ความ
จําเพาะ ของ FITC-conjugated rabbit anti-mouse
Igs  พบ วา เมือ่ ให PFA-fixed platelet suspension ทาํ

ปฏิกิริยา กับ anti-HLA serum จาก นั้น ตาม ดวย
unconjugated  rabbit anti-human IgG กอน การ เตมิ
แอนติบอดี ติด ฉลาก พบ วา ให ผล ลบ แสดง วา uncon-
jugated  rabbit anti-human IgG เข้า จับ และ บด บัง มิ
ให แอนติบอดี ติด ฉลาก ทํา ปฏิกิริยา กับ anti-HLA ได
แสดง ให เหน็ วา แอนตบิอด ีที ่ตดิ ฉลาก ทาํ ปฏกิริยิา จาํเพาะ
กบั แอนตบิอด ีเทานัน้ จรงิ ม ิได จบั กบั แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็
เลอืด และ ม ีผล ทาํให เกดิ ผลบวก ปลอม ได

ใน การ ทดสอบ ความ จําเพาะ ของ ปฏิกิริยา พบ วา
แอนตบิอด ีอืน่ ๆ  ซึง่ ไม ใช แอนตบิอด ีตอ แอนตเิจน บน ผวิ
เกรด็ เลอืด จะ ไม ทาํ ปฏกิริยิา และ ให ผล เปน ลบ เหน็ ได วา
เทคนิค PSIFT เปน เทคนิค ที่ คอน ขาง จําเพาะ ใน การ
ทดสอบ ความ ไว ของ เทคนคิ โดย การ เจอื จาง ซรีมัที ่มี anti-
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Acute leukemia
Acute lymphoblastic leukemia
Chronic myeloid leukemia
Acute myeloid leukemia
Aplastic anemia
Anemia
Idiopathic thrombocytopenic purpura
Hodgkin’s disease
Pancytopenia
Lymphoma
Non-Hodgkin’s lymphoma
Other
Not specified

Total

ตารางที่  7 Detection of platelet antibodies in diseases by PSIFT
Diagnosis No. of sample No. of positive %  of case

จํานวน ตัวอยาง ที่ ให ผลบวก ดวย วิธี PSIFT 41 ราย คิด เปน 48.8%
การ ตรวจ ยืนยัน ตัวอยาง ที่ ให ผลบวก ดวย วิธี PSIFT จํานวน 41 ราย  ดวย วิธี lymphocytoxicity test ให ผล ลบ ทั้ง หมด คิด เปน 100%

3
7
2
16
7
2
5
2
9
2
5
11
13
84

1
2
1
7
4
1
5
-
2
1
3
6
8
41

30
29
50
43
57
50
100
0
22
50
60
55
62

48.8

HLA  ให ม ีความ เขมขน ตางๆ และ ทาํ การ ทดสอบ เปรยีบ
เทยีบ กบั วธิ ีมาตรฐาน lymphocytotoxicity test พบ วา
เทคนคิ PSIFT ม ีความ ไว พอ สมควร ใน การ ตรวจ หา ระดบั
แอนตบิอด ีใน ตวัอยาง ซรีมั สามารถ ตรวจ หา แอนตบิอด ีใน
ปริมาณ นอยๆ ได ลักษณะ เชน นี้ สามารถ นํา ไป ใช ใน
ตวัอยาง ทาง คลนิกิ ได ด ีเนือ่ง จาก ใน การ ตรวจ สอบ จรงิ นัน้
มกั ไม เจอื จาง ซรีมั ยกเวน แต ใน ราย ที ่ให ไต เตอร สงู

เนือ่ง จาก เทคนคิ ดงั กลาว จาํเปน ตอง ใช paraformal-
dehyde  ใน การ ตรงึ ผวิ เกรด็ เลอืด กอน การ ทาํ ปฏกิริยิา แม
จะ ยงั ไม ทราบ กลไก แน ชดั แต สนันษิฐาน ได วา paraform-
aldehyde  ม ีสวน ใน การ กระตุน Fc receptors ซึง่ ม ีอยู
บน ผวิ เกรด็ เลอืด และ อกี กรณ ีหนึง่ คอื ไป จบั กบั บาง สวน
ของ   adhesion molecule receptors ทําให มี การ เพิ่ม
ประจ ุบน ผวิ เกรด็ เลอืด ลกัษณะ ดงั กลาว ม ีผล ชวย ยบัยัง้
การ จบั ของ โปรตนี อืน่ ๆ  ที ่ไม จาํเพาะ ได อยางไร ก ็ตาม เพือ่

ตอบ คาํถาม วา สาร ดงั กลาว อาจ ม ีผล ทาํให เกรด็ เลอืด แสดง
แอนติเจน บน ผิว มาก ขึ้น หรือ ใน ทาง กลับ กัน อาจ บด บัง
แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็ เลอืด ซึง่ ม ีผล ตอ ระดบั ปฏกิริยิา และ
ทาํให เกดิ ผลบวก หรอื ผล ลบ ปลอม ได จงึ จาํเปน ตอง พสิจูน
วา  paraformaldehyde ไม ม ีผล กระทบ ดงั กลาว โดย ใช
เกร็ด เลือด ที่ ตรึง ดวย paraformaldehyde และ เกร็ด
เลอืด ปกติ ศกึษา เปรยีบ เทยีบ กนั ใน การ ดดู ซบั แอนตบิอดี
ใน ซรีมักอน การ ทาํ ปฏกิริยิา PSIFT ใน ขัน้ตอน ตาม ปกติ
พบ วา ไม ม ีความ แตก ตาง ใน ระดบั ปฏกิริยิา ที ่เกดิ ขึน้ แสดง
ให เหน็ วา สาร ดงั กลาว ไม ม ีผล กระทบ ตอ ปฏกิริยิา ระหวาง
แอนตบิอด ีใน ซรีมักบั แอนตเิจน บน ผวิ เกรด็ เลอืด

จะ เหน็ ได วา เทคนคิ PSIFT สามารถ นาํ มา ใช งาน ตรวจ
หา ระดับ แอนติบอดี ตอ โมเลกุล บน ผิว เกร็ด เลือด ได ดี
เพราะ มี ความ จําเพาะ ของ เทคนิค ความ จําเพาะ ของ
ปฏกิริยิา   ตลอด จน ม ีความ ไว เพยีง พอ เมือ่ นาํ เทคนคิ ดงั
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กลาว  ทดสอบ กบั ตวัอยาง ซรีมัผูปวย โรค เลอืด ชนดิ ตางๆ
ที ่ม ีภาวะ เกรด็ เลอืด ต่าํ และ ตองการ เกรด็ เลอืด เขมขน ใน
การ รกัษา จาํนวน 84 ราย พบ วา ให ผลบวก ดวย เทคนคิ
PSIFT 41 ราย คดิ เปน 48.8% และ ใน จาํนวน ตวัอยาง
41 ราย นี ้เมือ่ ตรวจ ดวย วธิี Lymphocytotoxicity test
ให ผล ลบ ทกุ ราย ชี ้ให เหน็ วา แอนตบิอด ีที ่พบ นัน้ ม ิใช เปน
แอนติบอดี ตอ โมเลกุล HLA แอนติเจน3 ซีรัมที่ ให
ผลบวก สามารถ พบ ได ใน เกอืบ ทกุ โรค ยกเวน Hodgkin’s
disease   และ ที ่เหน็ ชดัเจน คอื ให ผลบวก ใน ซรีมัผูปวย ทกุ
ราย ซึง่ ไดรบั การ วนิจิฉยั วา เปน idiopathic thrombocy-
topenic  purpura (ITP) ซึ่ง สามารถ อธิบาย การ เกิด
แอนตบิอด ีตอ เกรด็ เลอืด ได ดงันี้ ใน กรณ ีผูปวย ไดรบั การ
รักษา ภาวะ เลือด ออก เนื่อง จาก เกร็ด เลือด ต่ํา โดย การ ให
เกรด็ เลอืด เขมขน เกรด็ เลอืด ที ่ไดรบั เขา ไป ถงึ แม จะ ม ีหมู
เลือด ที่ ตรงกัน แต อาจ มี platelet specific antigen
(HPA)  ที ่แตก ตางกนั เพราะ ไม ม ีการ ตรวจ แยก หรอื ตรวจ
ความ เขากนั ได ระหวาง เกรด็ เลอืด ของ ผู บรจิาค กบั ซรีมัของ
ผู รบั HPA ที ่แตก ตางกนั นี ้สามารถ กระตุน ระบบ ภมูคิุมกนั
ของ รางกาย และ สราง แอนตบิอด ีตอ HPA สง ผล ให ม ีการ
ตอ ตาน และ ทาํลาย เกรด็ เลอืด ที ่ไดรบั ใน ครัง้ ตอๆ ไป นอก
จาก นี ้ใน กรณ ีผูปวย ที ่ม ีภาวะ แพ ภมู ิตน เอง โดย เฉพาะ โรค
idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) ซึง่ มี
การ สราง แอนตบิอด ีตอ โมเลกลุ GPIIb/IIIa บน ผวิ เกรด็
เลอืด แม จะ ไม เคย ไดรบั การ เปลีย่น ถาย เกรด็ เลอืด เขมขน
มา กอน4 กรณ ีนี ้ผูปวย จะ ตอ ตาน และ ทาํลาย เกรด็ เลอืด ที่
ไดรบั เขา ไป ตลอด เวลา ใน กรณ ีที ่สาม ซึง่ ผูปวย เปน มะเรง็
เม็ด เลือด ขาว และ มะเร็ง ของ ระบบ ตอม น้ํา เหลือง เมื่อ
ไดรับ การ รักษา ดวย ยา ใน กลุม quinine, quinidine
หรอื heparin ยา เหลา นี ้เมือ่ เขา สู กระแส เลอืด จะ สามารถ
จับ กับ โปรตีน ใน พลาสมา และ ถูก ตรึง อยู บน ผิว เกร็ด
เลือด1,  5  ลักษณะ ดัง กลาว กระตุน ให เกิด การ สราง แอนติ
บอด ีและ ม ีผล ทาํลาย เกรด็ เลอืด เมือ่ ม ีแอนตบิอด ีจบั และ
เกดิ การ ตรงึ คอมพลเีมนต

เนือ่ง จาก บน ผวิ เกรด็ เลอืด มี glycoprotein เปน สวน

11
12
13
14
15
16
17
18
19
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

ตารางที่ 8 Sera with antibodies detected by
PSIFT  were antibodies specific to platelet mem-
brane  gpIIb and/or gpIIIa by indirect ELISA

Serum No. O.D.
0.350
0.392
0.860
1.470
1.224
1.292
1.459
1.716
1.463
1.223
0.675
1.091
1.871
2.339
2.698
1.384
0.661
1.301
0.954
1.669
2.338
1.250
0.390
0.524
0.370
2.204
0.487
0.339
0.540

negative control (n  = 50)
Cut-off value O.D. = 0.145;  conjugate control O.D. = 0.013
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ประกอบ ถงึ 5% ของ ปรมิาณ โปรตนี ทัง้ หมด และ glyco-
protein  ชนดิ ที ่พบ มาก ที ่สดุ ถงึ 50% คอื GPIIb/IIIa บน
โมเลกุล ดัง กลาว มี ตําแหนง ที่ แสดง คุณสมบัติ เปน แอนติ
เจน  ของ platelet specific antigen ไดแก HPA-1a,
HPA-1b  และ HPA-3a, HPA-3b1 เพื่อ ศึกษา วา แอนติ
บอด ีที ่ตรวจ พบ ใน ซรีมัผูปวย จะ เปน แอนตบิอด ีตอ โมเลกลุ
ดัง กลาว ดวย วิธี indirect ELISA พบ วา ใน ซีรัมที่ นํา มา
ทดสอบ จํานวน 29 ราย ที่ ยัง มี ปริมาณ ซีรัมเพียง พอ ให
ทดสอบ จาก จาํนวน ทัง้ หมด 41 ราย ที ่ให ผลบวก ดวย วธิี
PSIFT ตาง ให ผลบวก ดวย วธิี indirect ELISA โดย ม ีคา
การ ดดู กลนื แสง ใน ขนาด ตางๆ กนั แสดง ให เหน็ วา ใน ซรีมั
ที่ ให ผลบวก โดย วิธี PSIFT นั้น มี แอนติบอดี ตอ โมเลกุล
บน ผวิ เกรด็ เลอืด และ เปน แอนตบิอด ีตอ โมเลกลุ GPIIb/
IIIa, platelet specific antigen และ/ หรอื ตาํแหนง ใด
ๆ บน โมเลกุล ดัง กลาว แต ไม ใช แอนติบอดี ตอ โมเลกุล
HLA แอนตเิจน แนนอน แมวา วธิกีาร ตรวจ ดงั กลาว จะ ไม
ใช วธิ ีมาตรฐาน ที ่ใช ใน หอง ปฏบิตั ิการ แต ได ทาํ การ ทดสอบ
เพือ่ ยนืยนั วา แอนตบิอด ีที ่พบ ใน ซรีมัผูปวย และ ให ผลบวก
ดวย วธิี PSIFT นัน้ เปน แอนตบิอด ีที ่จาํเพาะ กบั โมเลกลุ บน
ผิว เกร็ด เลือด จริง

สรปุ
ดงันัน้ จะ เหน็ ได วา PSIFT สามารถ นาํ มา ใช ตรวจ หา

แอนติบอดี ตอ เกร็ด เลือด ได ใน ระดับ หนึ่ง เพื่อ ชวย การ
วินิจฉัย ชวย การ พิจารณา ให การ รักษา และ หาก จําเปน
สามารถ ใช ใน การ ตรวจ ความ เขากัน ได ของ เกร็ด เลือด
ระหวาง ซรีมัของ ผู รบั กบั เกรด็ เลอืด ของ ผู บรจิาค เพือ่ ลด
ปญหา การ ตอ ตาน เกรด็ เลอืด เนือ่ง จาก ใน หองปฎบิตั ิการ
ธนาคาร เลอืด ของ โรงพยาบาล มหาราช นคร เชยีงใหม ยงั
ไม ม ีบรกิาร ตรวจ สอบ มาตรฐาน สาํหรบั การ ตรวจ หา แอนติ
บอดี ตอ เกร็ด เลือด ดังนั้น จึง ไม ได มี การ เปรียบ เทียบ
วธิกีาร นี ้กบั วธิ ีมาตรฐาน ใด ๆ  และ วตัถปุระสงค เพยีง เพือ่
เปน แนว ทาง ใน การ ใช เปน การ ตรวจ สอบ พเิศษ ใน บาง กรณี
เทานัน้ อยางไร ก ็ตาม การ ศกึษา ครัง้ นี ้เปน เพยีง การ ศกึษา

เบื้องตน เทานั้น ยัง จําเปน ตอง มี การ ศึกษา เพิ่ม เติม และ
เปรยีบ เทยีบ กบั วธิ ีอืน่ ๆ  ถงึ ขอ ดี ขอเสยี และ ความ สามารถ
ใน การ ทาํ ได ใน หอง ปฏบิตั ิการ วธิกีาร ตรวจ หา แอนตบิอดี
ตอ เกรด็ เลอืด วธิ ีอืน่ อกี หลาย วธิ ีที ่ทาํ ได งาย และ สามารถ
นาํ มา ใช ใน หอง ปฏบิตั ิการ เชน monoclonal antibody
immobilization  of platelet antibodies (MAIPA)
เปน อกี วธิ ีหนึง่ ซึง่ สามารถ นาํ มา ประยกุต ใช รวม ดวย ได เปน
อยาง ดี เพือ่ ตรวจ หา ความ จาํเพาะ ของ แอนตบิอดี อยางไร
ก ็ตาม วธิ ีหลงั นี ้จาํเปน ตอง อาศยั โมโน โค ลนอลแอนตบิอดี
ตอ โมเลกลุ หลาย ชนดิ บน ผวิ เกรด็ เลอืด ซึง่ ขณะ นี ้ผู วจิยั ได
ผลติ โมโน โค ลนอล แอนตบิอดี ดงั กลาว และ ม ีความ ตัง้
ใจ ที ่จะ นาํ มา ประยกุต ใช ใน การ ตรวจ หา แอนตบิอด ีตอ เกรด็
เลือด ใน ซีรัมของ ผูปวย ภาวะ เลือด ออก โดย ตลอด จน
ผูปวย ที ่ม ีภาวะ เกรด็ เลอืด ต่าํ ไม ทราบ สาเหต ุตอไป
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ขอ ขอบคุณ รอง ศาสตราจารย นายแพทย นิเวศน

นนัทจติ  และ นาย บญุ ธรรม กนั ต ีวงศ ที ่กรณุา อนเุคราะห
ตวัอยาง ซรีมัผูปวย สาํหรบั ใช ใน การ ศกึษา ครัง้ นี้ อาจารย
ลดั ดา ฟอง สถติยกลุ ที ่กรณุา ให ความ อนเุคราะห  anti-
HLA antibody สภา กาชาด ไทย ที่ กรุณา ให ความ อนุ
เคราะห  anti-platelet antibody

เอกสาร อางอิง
11. Kunicki JT, George NJ. Platelet Immunology,

molecular  and  clinical aspects. Philadelphia: JB
Lippincott Company,  1989.

12. ปญจะ กุล พงษ, ไชย โรจน แสง อุดม. ใน : มงคล โชตยาภรณ,
ณัฐจีราอินตะใส, ธวัช โต สิ ตา รัตน, บรรณาธิการ. คูมือ ปฏิบัติ
การ โลหิต วิทยา. เชียงใหม: ภาค วิชา จุลทรรศนศาสตร มหา
วทิยาลยั เชยีงใหม, 2543.

13. Borne DV, Verheugt FWA, Oosterhof F. A Simple
Immunofluorescence test for the detection of platelet
antibodies. Br J Haematol 1995;39:195-207.

14. Hou M, Stockelberg D, Kutti J,  Wadenvik H.  Glyco-
protein  IIb/IIIa autoantigenic repertoir in chronic



83Detection of Platelet Antibodies

วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่11 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2544

idiopathic  thrombocytopenic purpura. Br J Haematol
1995;91:971-5.

15. วิชัย ประยูร วิวัฒน. Thrombocytosis and thrombocyto-
themia . ใน : ถนอม ศรี ศร ีชยั กลุ, แสง สรุยี จฑูา, บรรณาธกิาร.

ตาํรา โลหติ วทิยา : การ วนิจิฉยั และ การ รกัษา โรค เลอืด ที ่พบ บอย ใน
 ประเทศ ไทย. กรุงเทพมหานคร: บริษัทเมดิลคอลมีเดีย จํากัด,
2537:336-84.

Detection of Platelet Antibodies by Platelet Suspension
Immunofluroescent Technique

Preeyanat Wongchan,and   Duriya  Phongmul
Department of Clinical Immunology, Faculty of Medical Technology, Changmai University

Abstract: There is an urgent need for a simple and reliable method for the detection of platelet
antibodies, comparable to the antiglobulin test in red cell serology, for better investigation, following
up and monitoring the diseases in patients suffering from bleeding disorder effected from
thrombocytopenia. In order to develop and demonstrate that platelet suspension immunofluorescent
test (PSIFT) is sufficient for the detection of platelet-reactive alloantibodies, 84 serum sample of
patients suffering from hematologic malignancies, idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) with
platelet transfusion therapy from the Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital were tested. The optimal
condition of FITC-conjugated rabbit anti-human immunoglobulins was titrated and the result was
1:30 and 25 (L for dilution and volume, respectively. In addition, the specificity, sensitivity and
reproducibility were also studied. It was shown that all results were acceptable. The detection of anti-
human platelet antibodies in serum of patients with diseases mentioned above resulted in 48.8%
positive. To exclude that such those were not antibodies specific to HLA class I molecules,
lymphocytotoxicity test was performed. The results showed they were all negative. This result
indicated that antibodies were specific to platelet membrane antigens. Furthermore, the positive
serum were determined to specify whether there was anti-platelet glycoprotein IIb/IIIa and/or platelet
specific antigens by an indirect ELISA. Itwas found that they were all significantly positive.
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