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นิพนธ์ต้นฉบับ

การประยุกต์ใช้เทคนิคไมโครเพลทส�ำหรับตรวจหาชนิดแอนติบอดี
ของเม็ดเลือดแดง

อุษณีษ์  ชเนตต์มหรรฆ์1,2 และ ยุพา  เอื้อวิจิตรอรุณ1

1ศูนย์วิจัยและพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  2ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

บทคัดย่อ การตรวจหาชนิดแอนติบอดี ด้วยเทคนิคหลอดทดลองมาตรฐานวิธี Indirect antiglobulin standard tube test 

(IAT-STT)  มีขั้นตอนการทดสอบหลายขั้นตอน ต้องการความแม่นย�ำในการอ่านผลของผู้ท�ำการทดสอบ หน่วยงานที่มีปริมาณงาน

มาก อาจรายงานผลการตรวจล่าช้าท�ำให้มีงานคั่งค้าง  วัตถุประสงค ์เพื่อประยุกต์เทคนิคไมโครเพลทส�ำหรับตรวจหาชนิดแอนติบอดี

ของเม็ดเลือดแดง ประกอบด้วย Direct agglutination microplate technique (DAMT) ร่วมกับ Solid phase microplate 

antiglobulin Test (SPMAT) เพื่อลดขั้นตอน แรงงาน และเวลา  วิธีการศึกษา เตรียม RBC panel monolayer plate วิธี SPMAT 

โดยเคลือบเพลทด้วย Panel cells ทดสอบความคงทน ด้วยแอนติบอดีที่ทราบชนิด ทุก 1 สัปดาห์ เป็นเวลา 5 สัปดาห์ น�ำไมโคร- 

เพลทดังกล่าวมาตรวจสอบประสิทธิภาพของเทคนิคไมโครเพลท (DAMT และ SPMAT) ด้วยแอนติบอดีที่ทราบชนิด 40 ตัวอย่าง 

จากนั้น ตรวจหาชนิดแอนติบอดีเปรียบเทียบระหว่าง เทคนิคไมโครเพลท (DAMT และ SPMAT) กับวิธี IAT-STT ในพลาสมาที่ให้

ผลบวกจากการตรวจกรองแอนติบอดี ในงานประจ�ำวันของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ จ�ำนวน 177 ตัวอย่าง  ผลการศึกษา พบว่า RBC 

panel monolayer plate ของวิธี SPMAT มีความคงทนถึง 4 สัปดาห์ และในการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคไมโครเพลท 

(DAMT ร่วมกับ SPMAT) ด้วยแอนติบอดีที่ทราบชนิด 40 ราย ได้แก่ anti-D 5 ตัวอย่าง anti-E 7 ตัวอย่าง anti-Lewis 13 ตัวอย่าง 

(anti-Lea+b 8 ตัวอย่าง  anti-Lea 4 ตัวอย่าง  anti-Leb 1 ตัวอย่าง) anti-M 3 ตัวอย่าง anti-Mia 10 ตัวอย่าง และ anti-P1 

2 ตัวอย่าง พบว่าสามารถตรวจหาชนิดแอนติบอดีได้ถูกต้องทั้งหมด (100%) ส่วนผลการตรวจหาชนิดแอนติบอดีเปรียบเทียบระหว่าง 

เทคนิคไมโครเพลท (DAMT และ SPMAT) กับวิธี IAT-STT ในตัวอย่าง 177 ตัวอย่างให้ผลสอดคล้องกัน 174 ตัวอย่าง โดยตรวจ

พบ anti-D 2 ตัวอย่าง  anti-E 15 ตัวอย่าง  anti-Lea 14 ตัวอย่าง  anti-Leb 11 ตัวอย่าง  anti-Lea+b 25 ตัวอย่าง  anti-M 10 

ตัวอย่าง  anti-Mia 66 ตัวอย่าง  anti-P1 11 ตัวอย่าง  anti-Mia+ anti-E 2 ตัวอย่าง  anti-Mia+ anti-Lea+b 1 ตัวอย่าง และ 

unidentified antibodies 17 ตัวอย่าง โดยมี anti-Lea 1 ตัวอย่าง และ anti-Lea+b 2 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบด้วยวิธี IAT-STT เพียง

วิธีเดียว  สรุป เทคนิคไมโครเพลท (DAMT และ SPMAT) สามารถตรวจหาชนิดของแอนติบอดีให้ผลสอดคล้องกับ วิธี IAT-STT 

ถึงร้อยละ 98.13 โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p > 0.05) จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส�ำหรับการตรวจหาชนิดแอนติบอดี

ทั้ง IgM และ IgG ในหน่วยงานที่มีปริมาณงานสูง

Keywords :	 l Antibody identification  l Indirect antiglobulin standard tube test  l IAT-STT

				    l Solid phase microplate antiglobulin test  l Direct agglutination microplate technique
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บทน�ำ

ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1980 International Society of Blood Trans-

fusion Working Party on blood group system classifica-

tion1 ได้จัดหมวดหมู่ของระบบหมู่เลือด โดยอาศัยหลักการ 3 ข้อ 

คือ 

1)	 เรียกชื่อหมู่เลือดตามชื่อของแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดง

2)	 แอนติเจนนั้นจะต้องท�ำปฏิกิริยาจ�ำเพาะกับ human

	 alloantibody

3)	 ต้องพิสูจน์ ชนิด โครงสร้างโมเลกุล และต�ำแหน่งโครโม-

	 โซมของยีนที่ควบคุมการสร้างหมู่เลือดระบบนั้นๆ ได้ 

ปัจจุบันได้มีรายงานการค้นพบหมู่เลือดแล้วอย่างน้อย 30 

ระบบ2 ประกอบด้วย Major blood group 9 ระบบ ได้แก่ ABO, 

MNS, P1PK, RH(Rh), Lutheran(LU), Kell(KEL), Lewis 

(LE), Duffy, Kidd และระบบอื่นๆ อีก ได้แก่ Diego, YT, XG, 

Sciana(SC), Dombrock(DO) เป็นต้น

หมู่เลือดระบบ ABO เป็นหมู่เลือดที่มีความส�ำคัญในทุก 

เชื้อชาติ เนื่องจากเป็นหมู่เลือดระบบเดียวที่นอกจากมี แอนติเจน 

แล้วยังมี naturally occurring expected antibody หรือ 

regular antibody3 ของระบบ ABO ชนิดที่ไม่จ�ำเพาะกับแอนติเจน

ของระบบ ABO ที่มีอยู่บนผิวของเม็ดเลือดแดง เช่น หมู่เลือด A 

มีแอนติเจน A และ anti-B หมู่เลือด B มีแอนติเจน B และ 

anti-A เป็นต้น  แอนติบอดีต่อหมู่เลือดระบบอื่น นอกเหนือจาก

ระบบ ABO เป็น unexpected antibodies หรือ irregular 

antibody4-6 ที่อาจเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (natural occurring 

antibody) ด้วยการกระตุ้นของสารคล้ายแอนติเจนของเม็ดเลือด

แดง เช่น อาหาร แบคทีเรีย วัคซีนบางชนิด ส่วนใหญ่จะเป็น

แอนติบอดีชนิด IgM ได้แก่ anti-M, anti-N, anti-S, anti-P1, 

anti-Lea+b, anti-Lea และ anti-Leb เป็นต้น หรือเกิดจากการถูก

กระตุ้น(immune antibody) ภายหลังรับเลือด หรือการตั้งครรภ์ 

ซึ่งเป็นแอนติบอดีชนิด IgG  ได้แก่ anti-C, anti-c, anti-D, 

anti-E, anti-e และ anti-K เป็นต้น 

เพื่อความปลอดภัยของผู้ป่วยรับเลือด หรือส่วนประกอบของ

เลือด จึงต้องตรวจหาแอนติบอดีในตัวอย่างของเลือดบริจาคทุก

ยูนิต และในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยทุกคนและทุกครั้งที่ต้องรับ

การรักษาด้วยการให้เลือด เพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนกับแอนติบอดี ในพลาสมาของผู้ป่วย วิธีการตรวจกรอง

แอนติบอดี (antibody screening) และ การตรวจหาชนิดแอนติบอดี 

(antibody identification)4  มีหลายวิธี6 เช่น standard tube 

test (STT), column agglutination technique (CAT) และ 

solid-phase technique  เป็นต้น 

งานตรวจหมู่โลหิต ฝ่ายตรวจคัดกรองโลหิต ศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติ สภากาชาดไทย มีหน้าที่ตรวจเลือดบริจาค และตัวอย่าง

เลือดที่โรงพยาบาลต่างๆ ส่งตรวจเฉลี่ย 2,000 รายต่อวัน ประกอบ

ด้วย  การตรวจหมู่เลือดระบบ ABO/ Rh (D) โดยใช้หลักการ 

direct agglutination ด้วยเครื่องตรวจเลือดอัตโนมัติ PK7200, 

PK7300 (Olympus corporation, Tokyo, Japan) และตรวจ

กรองแอนติบอดี 3 ขั้นตอนประกอบด้วย room temperature 

phase ด้วยวิธี STT, enzyme phase ด้วยไมโครเพลท และ 

solid phase microplate antiglobulin test (SPMAT)  และ

ยืนยันผลบวกของการตรวจกรองด้วย indirect antiglobulin 

test วิธี STT (IAT-STT)7 และตรวจหาชนิดแอนติบอดี4,6 ด้วย 

IAT-STT จากการรวบรวมข้อมูล สถิติการให้บริการประจ�ำวันของ

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ ในปี พ.ศ. 2556 มีตัวอย่างเลือดให้ผล

บวกจากการตรวจกรองแอนติบอดีประมาณวันละ 80-100 ตัวอย่าง 

(ข้อมูลที่ยังไม่ได้เผยแพร่) ที่ต้องน�ำไปตรวจหาชนิดแอนติบอดีต่อ

ด้วยเทคนิค IAT-STT โดยทดสอบกับ panel cells 11 เซลล์ 

อ่านปฏิกิริยา 3 ขั้นตอนเช่นเดียวกับการตรวจกรองแอนติบอดี ซึ่ง

ต้องใช้ทั้งแรงงาน และเวลาในการทดสอบค่อนข้างมาก ผลการ

ตรวจมีความล่าช้า ส่งผลให้การรายงานผลการตรวจคั่งค้างอย่าง

ต่อเนื่อง การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อประยุกต์เทคนิคไมโคร

เพลทเพื่อใช้ในการตรวจหาชนิดแอนติบอดี ประกอบด้วย direct 

agglutination microplate technique (DAMT) ส�ำหรับการ

ตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ SPMAT ส�ำหรับแอนติบอดี

ชนิด IgG  

วิธีการศึกษา

ตัวอย่างทดสอบ

ซีรัมหรือพลาสมาที่ให้ผลบวกจากการตรวจกรองแอนติบอดี 

ที่เหลือจากการทดสอบประจ�ำวันของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย ในช่วงเวลา 2 เดือน ตั้งแต่ ตุลาคม ถึง พฤศจิกายน 

พ.ศ. 2557 จ�ำนวน 177 ตัวอย่าง

วิธีการศึกษา

การประยุกต์เทคนิคไมโครเพลทส�ำหรับการตรวจหาชนิด

แอนติบอดี

เทคนิคไมโครเพลทที่ใช้ในการศึกษานี้ ประกอบด้วย

DAMT 8 ส�ำหรับตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM ด้วยการทดสอบ

ปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีในซีรัมหรือพลาสมากับ 2% panel 

cells ใน U shape microplate ที่อุณหภูมิห้อง และ SPMAT11 

ส�ำหรับตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้
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1.	 การเตรียม Red Blood Cell (RBC) panel mono-

layer plate ส�ำหรับ SPMAT

ล้างเม็ดเลือดแดงของ panel cells แต่ละรายด้วย 0.9% NSS 

3 ครั้ง และล้างด้วยน�้ำยา cell fixing buffer (CFB)10,11  อีก 1 

ครั้ง เตรียมเป็น 0.3% RBC panel cells ใน CFB จากนั้นน�ำ 

0.3% RBC panel cells เคลือบใน polystyrene microplate 

โดยหยด 0.3% RBC panel cells หมายเลข 1 ถึง 11 หลุมละ 

50 mL น�ำไปปั่นที่ 450xg (Kubota corporation, Bunk Yo, 

Tokyo) นาน 2 นาที เม็ดเลือดแดงจะแผ่ในหลุม ปิดไมโครเพลท

ด้วยแผ่นสติกเกอร์ ใส่ในกล่องพลาสติก (moist chamber) ที่มี

ฟองน�้ำชุบด้วย 0.9% NSS เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 1-6 oC 

2.	 การทดสอบ stability ของ RBC panel monolayer 

plate ส�ำหรับการตรวจด้วย SPMAT 

ศึกษาความคงทนของ RBC panel monolayer plate โดย

หาความแรง (titer) ของแอนติบอดีที่ใช้ทดสอบทุก 1 สัปดาห์ 

เป็นเวลา 5 สัปดาห์ แอนติบอดีท่ีน�ำมาทดสอบประกอบด้วย 

anti-D, anti-E, anti-Mia, anti-Lea+b, anti-Jka, anti-Lea และ 

anti-P1 ชนิดละ 1 ตัวอย่าง

3.	 การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค DAMT ร่วมกับ 

SPMAT

ศึกษาประสิทธิภาพของการตรวจหาชนิดแอนติบอดีของเทคนิค

ไมโครเพลท ด้วยแอนติบอดีที่ทราบชนิด ซึ่งได้จากการตรวจใน

งานประจ�ำวันของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย โดย

วิธี IAT-STT จ�ำนวนทั้งหมด 40 ตัวอย่าง ได้แก่ anti-D จ�ำนวน 

5 ตัวอย่าง anti-E จ�ำนวน 7 ตัวอย่าง anti-Lewis จ�ำนวน 13 

ตัวอย่าง (anti-Lea+b จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง anti-Lea จ�ำนวน 4 ตัวอย่าง 

anti-Leb จ�ำนวน 1ตัวอย่าง) anti-M จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง anti-Mia 

จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง และ anti-P1 จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง

4.	 การตรวจหาชนิดแอนติบอดีเปรียบเทียบระหว่างเทคนิค 

DAMT ร่วมกับ SPMAT และ วิธีมาตรฐาน IAT-STT 

ตรวจหาชนิดแอนติบอดีในพลาสมาที่ให้ผลบวกการตรวจกรอง

แอนติบอดี จากการทดสอบในงานประจ�ำวันของศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติ สภากาชาดไทย ในช่วงเวลา 2 เดือน ตั้งแต่ตุลาคม ถึง 

พฤศจิกายน พ.ศ. 2557 จ�ำนวน 177 ตัวอย่าง ด้วยการทดสอบ

กับ panel cells ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ โดยวิธี DAMT 

มีขั้นตอนดังนี้ คือ หยดพลาสมา 50 mL ลงในแต่ละหลุมของ 

microplate ในแถวนอน จ�ำนวน 11 หลุม และหยด 2% panel 

cells 25 mL ลงในแต่ละ หลุม panel cells หมายเลข 1-11 ตาม

ล�ำดับ ผสมให้เข้ากัน ตั้งที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที น�ำไปปั่นด้วย

เครื่องปั่นไมโครเพลทความเร็ว 600xg (Kokusan corporation, 

Tokyo, Japan) เป็นเวลา 2 นาที เคาะเพลท หรือตั้งทิ้งไว้ 2 

ชั่วโมง เคาะเพลท อ่านปฏิกิริยา agglutination ด้วยตาเปล่า ดังนี้

ผลบวก	 ปฏิกิริยา agglutination ความแรง 4+, 3+, 2+, 

1+ และ weak

		   4+ 	 เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มเป็นก้อนใหญ่ หลุด

เป็นก้อนเดียวน�้ำใส

		   3+ 	 เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มเป็นก้อนใหญ่ และ

ก้อนเล็ก 1-2 ก้อน น�้ำใส

		   2+ 	 เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มเป็นก้อนเล็กเท่าๆ กัน

หลายก้อน น�้ำใส

		   1+ 	 เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มเป็นเม็ดทรายขนาด

เท่าๆ กันน�้ำขุ่น

		   weak เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มเล็กกระจายทั่วหลุม

น�้ำขุ่น 

ผลลบ  0 	 ไม่มีการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง

การแปลผล อ่านผลของปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกเทียบกับตาราง 

panel cells เพื่อแปลผลชนิดแอนติบอดี (Table 1 และ Figure 

2) 

Figure 2 หมายเลข 1-11 แนวนอน แสดงถึงล�ำดับ panel 

cells ที่ 1 ถึง 11 ส่วนเลข 1-4 ในแนวตั้งแสดงถึงล�ำดับตัวอย่าง

ตรวจ เช่น ในตัวอย่างตรวจที่ 1, 2, 4 มีปฏิกิริยา agglutination 

กับ panel cells หมายเลข 2, 4, 6 เมื่อเทียบกับตาราง panel 

cells lot.57080 (Table 1) แปลผลได้เป็น anti-Mia และใน

ตัวอย่างที่ 3 คือ anti-Lea เป็นต้น 

ส�ำหรับวิธีตรวจหาชนิดแอนติบอดีด้วย SPMAT มีขั้นตอน

ดังนี้ น�ำ RBC panel monolayer plate ล้าง 3 ครั้ง ด้วย PBS 

7.2 หยด low ionic strength solution (LISS) และตัวอย่าง

ตรวจ อย่างละ 100 mL ลงในหลุมของแต่ละแถว ของ RBC 

panel monolayer หมายเลข 1 ถึง 11 ของ microplate ซึ่ง

แต่ละ RBC panel monolayer plate 1 plate สามารถตรวจหา

ชนิดแอนติบอดีได้ 8 ตัวอย่าง จากนั้น incubate ที่ 37oC นาน 

20 นาที เมื่อครบเวลาน�ำ RBC panel monolayer plate ล้าง 3 

ครั้ง ด้วย PBS โดยเครื่อง semi-automatic microplate wash-

er (Bio-tek Inc, Winooski, VT, USA) หรือล้าง 5 ครั้งด้วย 

PBS โดยใช้ multichannel pipette แล้วหยด AHG reagent 

100 mL และ 0.2 indicator cells (O cells ที่เคลือบด้วย anti-

D IgG) 50 mL ปั่น RBC panel monolayer plate ที่ 600xg 

นาน 2 นาที 

อ่านผลปฏิกิริยาด้วยตาเปล่าบนแสงไฟ (illuminated surface)

Positive (ผลบวก) พบว่า indicator cells จับกับ AHG 
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*Panel cells Lot Number 57080 Exp. 13 Sep 2014 (Product of National Blood Centre)

Table 1  Panel cells* for antibody identification

Figure 1  ความแรงของปฏิกิริยา agglutination เทคนิค DAMT

Figure 2  การแปลผลชนิดแอนติบอดีที่ได้จากการตรวจด้วยเทคนิค DAMT

Panel cells No. 1-11

Sample No.

Panel cells lot.57080 Anti-Mia	 : positive no.2, 4, 6

Anti-Lea	 : positive with 1, 2, 3, 5, 8
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และ panel cells ที่เคลือบ แผ่กระจายในหลุม ระดับความแรง 

4+, 3+, 2+, 1+, weak (Figure 3)

4+	indicator cells แผ่กระจายทั่วหลุมแสดงผลการท�ำปฏิกิริยา

แรงมาก 

3+ 	indicator cells แผ่กระจายไม่ทั่วหลุมน้อยกว่า 4+

2+ 	indicator cells แผ่บางส่วน และบางส่วนตกเป็นเม็ด

กระดุม

1+	indicator cells แผ่น้อยมาก ส่วนใหญ่ตกเป็นเม็ดกระดุม

Weakly positive (w+) indicator cells ตกเป็นเม็ดกระดุม

แต่ขอบไม่เรียบ

Negative (ผลลบ) indicator cells จับกลุ่มกันเองโดยไม่

ท�ำปฏิกิริยากับเม็ดเลือดที่เคลือบเพลท ตกเป็นเม็ดกระดุมที่ก้น

หลุมขอบเรียบ

การแปลผล แปลผลการทดสอบที่ได้ กับตาราง panel cells 

(Table 1 และ Figure 4)

ใน Figure 4  ตัวอย่างตรวจหมายเลข 1 และ 2 ให้ปฏิกิริยา
ผลบวก กับ panel cells หมายเลข 2, 4 และ 6  เมื่อเทียบตาราง 
panel cells lot.57080 (Table 1) แปลผลได้เป็น anti-Mia  และ
ในตัวอย่างที่ 3 ให้ปฏิกิริยาผลบวกกับ panel cells หมายเลข 6, 
7, 8 และ 11 แปลผลได้เป็น anti-E เป็นต้น
	 การตรวจยืนยันความถูกต้องของชนิดแอนติบอดี ตรวจหา
ชนิดของแอนติเจนของเม็ดเลือดแดงผู้บริจาคที่ตรวจพบแอนติบอดี
ในซีรัมหรือพลาสมา โดยน�ำเม็ดเลือดแดงมาท�ำปฏิกิริยากับ known 
antiserum ที่จ�ำเพาะกับแอนติบอดีที่ตรวจพบซึ่งจะต้องให้ผลลบ
เสมอทุกราย โดยทดสอบควบคู่กับ negative และ positive red 
cell controls 
การวิเคราะห์ข้อมูล

ใช้สถิติเชิงพรรณนา ค�ำนวณผลการศึกษาเป็นค่าร้อยละ และ
เปรียบเทียบผลการศึกษาระหว่างวิธีไมโครเพลท (DAMT/SPMAT) 
กับ IAT-STT ด้วย t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ก�ำหนด
ค่านัยส�ำคัญที่ค่า p น้อยกว่า 0.05

Panel cells (1 ถึง 11)

Figure 4  การแปลผลชนิดแอนติบอดีที่ได้จากตรวจด้วยเทคนิค SPMAT

Figure 3  ปฏิกิริยาความแรงของ indicator cells กับ AHG และ panel cells ที่เคลือบหลุมเพลทส�ำหรับการทดสอบวิธี SPMAT

Anti-Mia	 : positive no.2, 4, 6

Anti-E	 : positive no.6, 7, 8, 11

Panel cells lot.57080

Sample No.



อุษณีษ์  ชเนตต์มหรรฆ์ และ ยุพา  เอื้อวิจิตรอรุณ

J Hematol Transfus Med  Vol. 26  No. 1  January-March 2016

22

การศึกษานี้ได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการ

วิจัยในมนุษย์มหาวิทยาลัยขอนแก่น โดยยึดหลักเกณฑ์ตามค�ำ

ประกาศเฮลซิงกิ (Declaration of Helsinki) และแนวทางการ

ปฏิบัติการวิจัยทางคลินิกที่ดี (ICH GCP) ให้ไว้ ณ วันที่ 22 กันยายน 

พ.ศ. 2557 ล�ำดับที่: 3.4.01:31/2557 เลขที่: HE572210 

ผลการศึกษา

ผลการทดสอบความคงทน (stability) ของ RBC panel 

monolayer coated plate พบว่า RBC panel monolayer plate 

มีความคงทนได้นานถึง 4 สัปดาห์ โดยผลทดสอบ anti-D, anti-

E, anti-Mia มี ความแรงมากกว่า 128 ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 0 ถึง

สัปดาห์ที่ 5 ส่วน anti-Lea+b มีค่าความแรงเท่ากับ 4 ในสัปดาห์

ที่ 0 ถึงสัปดาห์ที่ 4 และความแรงลดลงมาเป็น 2 ในสัปดาห์ที่ 

5 และ anti-Jka, anti-Lea, anti-P1
 
ความแรงเท่ากับ 1 หรือ 

undiluted ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 0 ถึงสัปดาห์ที่ 5 (Table 2)

ผลการทดสอบหาประสิทธิภาพของเทคนิคไมโครเพลท 
(DAMT และ SPMAT) กับแอนติบอดีที่ทราบชนิด จากวิธี IAT-
STT จ�ำนวนทั้งหมด 40 ราย ปรากฏว่า แอนติบอดีที่ตรวจพบ
ด้วย DAMT วิธีเดียวประกอบด้วย anti-M 2 ตัวอย่าง anti-P1  
2 ตัวอย่าง  anti-Lea 4 ตัวอย่าง  anti-Leb 1 ตัวอย่าง และ 
anti-Lea+b 8 ตัวอย่าง  SPMAT เป็นวิธีเดียวที่ตรวจพบ anti-D 
และ anti-E ได้ถูกต้องทั้งหมดจ�ำนวน 5 และ 7 ตัวอย่างตาม
ล�ำดับ DAMT และ SPMAT ให้ผลการตรวจสอดคล้องกัน  โดย
ตรวจพบ anti-M จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง และ anti- Mia ทั้ง 10 
ตัวอย่าง โดยสรุป เทคนิคไมโครเพลท (DAMT ร่วมกับ SPMAT) 
และ IAT-STT ให้ผลการตรวจหาชนิดของแอนติบอดีสอดคล้อง
กันทั้ง 40 ราย คิดเป็นร้อยละ 100  ดังปรากฎใน Table 3

Table 4 แสดงผลการตรวจหาชนิดแอนติบอดีระหว่างเทคนิค
ไมโครเพลท (DAMTร่วมกับ SPMAT) และวิธี IAT-STT ทั้ง
สองวิธีให้ผลสอดคล้องกัน 174/177 ราย โดยมีแอนติบอดี 3 
ตัวอย่างที่ตรวจพบด้วยวิธี IAT-STT เท่านั้น คือ anti-Lea จ�ำนวน 
1 ราย และ anti-Lea+b จ�ำนวน 2 ราย 

Table 3  Efficacy of combined microplate technique for identification of known different antibodies

Antibody Specificities Number
Microplate technique 

Agreement
DAMT+ only SPMAT+ only DAMT+ SPMAT+

Anti-D 5 0 5 0 5/5

Anti-E 7 0 7 0 7/7

Anti-M 3 2 0 1 3/3

Anti-Mia 10 0 0 10 10/10

Anti-P1 2 2 0 0 2/2

Anti-Lea 4 4 0 0 4/4

Anti-Leb 1 1 0 0 1/1

Anti-Le a+b 8 8 0 0 8/8

Total 40 17 12 11 40/40 (100%)

Table 2  Stability of RBC panel monolayer coated plate with known antibody

Antibody Specificities
Antibody titer tested in different weeks

0 1 2 3 4 5

Anti-D > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128

Anti-E > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128

Anti-Mia > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128

Anti-Le a+b 4 4 4 4 4 2

Anti-Jka 1 1 1 1 1 1

Anti-Lea 1 1 1 1 1 1

Anti-P1 1 1 1 1 1 1

1 = Undiluted

http://dict.longdo.com/search/different


การประยุกต์ใช้เทคนิคไมโครเพลทส�ำหรับตรวจหาชนิดแอนติบอดีของเม็ดเลือดแดง

วารสาร​โลหิต​วิทยา​และ​เวชศาสตร​บริการ​โลหิต  ป​ที่ 26  ฉบับ​ที่ 1  มกราคม-มีนาคม 2559

23

เมื่อวิเคราะห์เฉพาะจ�ำนวนตัวอย่างที่บอกชนิดของแอนติบอดี

ได้ เปรียบเทียบระหว่างเทคนิคไมโครเพลท (DAMT ร่วมกับ 

SPMAT) และ IAT-STT เทคนิคไมโครเพลทสามารถตรวจหา

ชนิดแอนติบอดีได้ ร้อยละ 98.13 โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส�ำคัญทางสถิติที่ p > 0.05 

วิจารณ์

การเตรียม RBC panel monolayer plate ส�ำหรับเทคนิค

ไมโครเพลท SPMAT ในการศึกษานี้ใช้เทคนิคของทัศนีย์ สกุล

ด�ำรงค์พานิช และคณะ11 ซึ่งพัฒนาขึ้นเพื่อตรวจกรองแอนติบอดี 

แต่งานวิจัยนี้ประยุกต์การเคลือบเพลทด้วย panel cells เพื่อใช้

ตรวจหาชนิดแอนติบอดี จึงต้องระมัดระวังการสลับเซลล์ ในทุก

ขั้นตอนการเตรียม รวมถึงขณะดูดเซลล์เพื่อเคลือบเพลท ปริมาณ 

ความแรงของการดูด ปล่อย เซลล์ และไม่ให้มีการระเหยของ

สารละลาย การเก็บรักษา RBC panel monolayer plate ต้อง

เก็บใน moist chamber ที่อุณหภูมิ 1-6 oC 

การเตรียมและทดสอบด้วยเทคนิคไมโครเพลท SPMAT ต้อง

ใช้เครื่องมือจ�ำเพาะ ได้แก่ เครื่องปั่นไมโครเพลท เครื่องล้างไมโคร

เพลท ในหน่วยงานที่ไม่มีอุปกรณ์ดังกล่าวจะไม่สามารถทดสอบ

ได้ แต่ส�ำหรับเทคนิคไมโครเพลท DAMT ไม่จ�ำเป็นต้องมีเครื่อง

มือที่จ�ำเพาะ เนื่องจากสามารถอ่านผลด้วยการเคาะเพลท หลัง 

จากต้ังเพลทไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ซ่ึงวิธีนี้ใช้ 

ส�ำหรับตรวจหาชนิดแอนติบอดี IgM เท่านั้น ในการตรวจหาชนิด

แอนติบอดีส�ำหรับเทคนิคไมโครเพลทแต่ละครั้งเพื่อความคุ้มทุน

ต้องใช้ตรวจตัวอย่างให้ครบ 8 ราย ใน 1 เพลท ดังนั้นวิธีไมโคร

เพลทนี้จึงกับเหมาะสมกับหน่วยงานที่มีปริมาณงานมาก

การศึกษาความคงทนหรืออายุการใช้งานของ RBC panel 

monolayer plate ส�ำหรับเทคนิคไมโครเพลท SPMAT ในการ

ทดสอบนี้ใช้เวลาทดสอบ 5 สัปดาห์ เพราะอายุของผลิตภัณฑ์เซลล์

ใน Alsever’s solution มีอายุ 30 วัน นับรวมวันเจาะเก็บมีอายุ 

40 วัน12 ถ้าทดสอบเมื่อเก็บไว้นาน 5 สัปดาห์ แอนติเจนของหมู่

เลือดอาจเสื่อมหรือมีความแรงลดลงได้ ส�ำหรับแอนติบอดีที่ใช้ใน

การทดสอบความคงทน RBC panel monolayer plate เป็น

แอนติบอดีที่ตรวจพบในงานประจ�ำวัน น�ำมาตรวจหาความแรง 

สูงสุดที่ 128 ซึ่งพอดีกับจ�ำนวนที่สามารถตรวจพร้อมกันได้ใน 1 

เพลท (undiluted, 2, 4, 8, 16, 32, 64 และ 128)

เทคนิคไมโครเพลท (DAMT ร่วมกับ SPMAT) ให้ผลการ

ทดสอบที่มีประสิทธิภาพ สามารถตรวจหาชนิดแอนติบอดีที่ทราบ

ชนิดได้ร้อยละ 100 แต่เมื่อตรวจหาชนิดแอนติบอดีในพลาสมาที่

ให้ผลบวกการตรวจกรองแอนติบอดีระหว่างเทคนิคไมโครเพลท 

และ IAT-STT เทคนิคไมโครเพลทไม่สามารถตรวจหา Lewis 

antibodies บางตัวอย่าง ซึ่งมีความแรงของแอนติบอดีต�่ำ ซีรัม

หรือพลาสมาที่มีแอนติบอดีอ่อนมากปฏิกิริยาเกาะกลุ่มให้เห็นด้วย

ตาเปล่าอาจอ่อนมาก ท�ำให้แปลผลเป็นลบ ซึ่งวิธี IAT-STT อ่าน

ผลปฏิกิริยาเกาะกลุ่มที่อุณหภูมิห้องด้วยตาเปล่าและ AHG ด้วย

กล้องจุลทรรศน์ อาจต้องน�ำตัวอย่างดังกล่าวจาก DAMT มาดู

ด้วยกล้องจุลทรรศน์เพื่อทวนซ�้ำอีกครั้ง แต่ผู้วิจัยมิได้ทดสอบ จึง

เป็นข้อจ�ำกัดในการตรวจหา anti-Lewis และ anti-P1 บางตัวอย่าง 

Table 4  Antibody specificity identified by combined microplate technique and indirect antiglobulin standard 

tube test (IAT-STT)

Antibody specificities Number
Microplate(+)

IAT-STT(+)

Microplate(-)

IAT-STT(+)

Microplate(+)

IAT-STT(-)

Anti-P1 11 11 0 0

Anti-Le a 15 14 1 0

Anti-Le b 11 11 0 0

Anti-Le a+b 27 25 2 0

Anti-M 10 10 0 0

Anti-Mia 66 66 0 0

Anti-D 2 2 0 0

Anti-E 15 15 0 0

Anti-Mia+ Anti-E 2 2 0 0

Anti-Mia+ Anti-Lea+b 1 1 0 0

Unidentified Ab 17 17 0 0

Total 177 174 3 0
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จึงควรเลือกใช้เทคนิคอื่นร่วมด้วย โดยพิจารณาจากเทคนิคการ

ตรวจกรองที่ตรวจพบแอนติบอดีชนิดนั้น เช่น enzyme tech-

nique4,7 เป็นต้น 

Finck RH และคณะ13 ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ

ตรวจหาชนิดแอนติบอดีใน eluate จากเม็ดเลือดแดงด้วยวิธี 

automated solid-phase red cell adherence (SPRCA) กับ

วิธี manual gel microcolumn ทั้ง 2 วิธี สามารถหาชนิดแอน-

ติบอดีใน eluate จาก peripheral blood และ cord blood ใกล้

เคียงกัน แต่ในงานวิจัยนี้ได้ประยุกต์เทคนิคไมโครเพลท (DAMT 

ร่วมกับ SPMAT) ส�ำหรับตรวจหาชนิดแอนติบอดีได้ทั้งแอนติ- 

บอดีชนิด IgM และ IgG ซึ่ง SPRCA สามารถตรวจหาแอนติ- 

บอดีได้เฉพาะแอนติบอดีชนิด IgG เท่านั้น ทั้งนี้งานวิจัยนี้ไม่ได้

ทดสอบเทียบกับ gel test เนื่องจากค่าใช้จ่ายสูงและเคยมีการ

ศึกษาเปรียบเทียบระหว่าง IAT-STT กับ gel test แล้วในปี พ.ศ. 

2556 ศจิกา ปลั่งกลาง และ ยุพา เอื้อวิจิตรอรุณ14 ศึกษาเปรียบ

เทียบผลการตรวจกรองแอนติบอดีในตัวอย่างผู้บริจาคโลหิต 

โรงพยาบาลขอนแก่น ระหว่างวิธี STT และ Gel test ในตัวอย่าง

ผู้บริจาค พบวิธี STT มีความไวสูงกว่า DG Gel อย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ (p < 0.0006) ในปี พ.ศ. 2556 กัญญา ดาวสี และยุพา

เอื้อวิจิตรอรุณ15 ศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจกรองแอนติบอดี

ในตัวอย่างผู้ป่วยรับโลหิต ระหว่างวิธี STT และ Gel test ในผู้

ป่วย พบวิธี STT มีความไวสูงกว่า DG Gel อย่างมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติ (p < 0.001) IAT-STT เป็นวิธีมาตรฐานตาม American 

Association of  Blood Bank (AABB) อยู่แล้ว งานวิจัยนี้จึง

ได้ทดสอบเทคนิคไมโครเพลท (DAMT ร่วมกับ SPMAT) เทียบ

กับ IAT-STT ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ตามยังไม่มีเทคนิค

การทดสอบใดเพียงวิธีเดียวที่จะสามารถตรวจพบแอนติบอดีของ

หมู่เลือดต่างๆ ได้ทั้งหมด

สรุป

เทคนิคไมโครเพลท ทั้ง DAMT และ SPMAT สามารถตรวจ

หาชนิดของแอนติบอดีให้ผลสอดคล้องกับ วิธี IAT-STT ถึง 

98.13% โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ จึงเป็น

อีกทางเลือกหนึ่งส�ำหรับตรวจหาชนิดแอนติบอดีทั้ง IgM และ IgG 

ในหน่วยงานที่มีปริมาณงานมาก แต่เทคนิคไมโครเพลท SPMAT 

มีข้อจ�ำกัดในการตรวจหา anti-Lewis และ anti-P1 บางตัวอย่าง

ที่มีความแรงน้อย จึงควรเลือกใช้เทคนิคอื่นร่วมด้วย โดยพิจารณา

จากเทคนิคการตรวจกรองที่ตรวจพบแอนติบอดีชนิดนั้น

กิตติกรรมประกาศ

ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ แพทย์หญิงสร้อยอางค์  พิกุลสด ผู้

อ�ำนวยการศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ที่อนุญาต

ให้ท�ำการศึกษาในครั้งนี้ อาจารย์ทัศนีย์  สกุลด�ำรงค์พานิช  รอง

ผู้อ�ำนวยการศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ ที่สนับสนุนและให้ค�ำแนะน�ำ

ในการศึกษา คุณสิณีนาฏ อุทา หัวหน้าฝ่ายตรวจคัดกรองโลหิต 

ซึ่งให้โอกาสและความช่วยเหลือ คุณอุดม ติ่งต้อย หัวหน้าฝ่าย

ผลิตน�้ำยาแอนติซีรัมและผลิตภัณฑ์เซลล์ ให้ความเอื้อเฟื้อสถาน

ที่ น�้ำยา ตลอดจนวัสดุอุปกรณ์ และคุณดุษฎี ภูรีกุล ผู้ช�ำนาญการ

นักเทคนิคการแพทย์ 6 ช่วยเหลือแนะน�ำในการเตรียมไมโครเพลท 

SPMAT 
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Abstract: 

Background:  Indirect antiglobulin standard tube test (IAT-STT) is the gold standard method for red blood cell 

(RBC) antibody identification.  The IAT-STT requires three-time washing step for each reaction tube and well-

trained personnel of correct result reading skill.  Therefore, the IAT-STT may not be applicable for a high work-

load laboratory.  Objective: The purpose of this study was to apply combined microplate technique including 

direct agglutination microplate (DAMT) and solid phase microplate antiglobulin test (SPMAT) for identification 

of IgM and IgG red cell antibodies.  Methods: Red blood cell panel were coated on microplate for SPMAT. 

Stability of red cells coated microplate was tested for end point titer reaction with seven different known 

antibodies once per week for five-week.  Efficacy for antibody identification of DAMT and SPMAT was performed 

by identification of 40 known antibodies including 5, anti-D; 7, anti-E; 3, anti-M; 10, anti-Mia; and 2, anti-P1.  The 

ability of combined microplate assay (DAMT and SPMAT) for antibody identification was evaluated in compari-

son with IAT-STT in 177 positive antibody screening samples.  Results: The RBC panel monolayer plate for 

SPMAT was stable for four weeks.  Combined microplate assay demonstrated 100% accuracy for identification 

of 40 known antibodies.  The concordance results between combined microplate assay and IAT-STT were found 

in 174 of 177 unknown samples, including 2, anti-D; 15, anti-E; 50, Lewis antibodies; 10, anti-M; 66, anti-Mia;11, 

anti-P1, 2 anti-Mia +anti-E; 1 anti-Mia+anti-Lea+b and 17 unidentified antibodies.  Discordance results were found 

in 3 weak antibody samples of one anti-Lea and two anti- Lea+b which demonstrated only by IAT-STT. 

Conclusion: The combined microplate assay of DAMT and SPMAT demonstrated comparable results to IAT-STT 

with no statistical significant difference (p > 0.05) to with a sensitivity of 98.13%.  This combined microplate 

assay is an alternative assay for identification of both IgM and IgG antibodies, which is beneficial to implement 

in high workload cost. 

Keywords :	 l Antibody identification  l Indirect antiglobulin standard tube test  l IAT-STT

				    l Solid phase microplate antiglobulin test  l Direct agglutination microplate technique
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