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การประเมินผลชุดทดสอบ K-Med gel ในการทดสอบหมู่โลหิตและตรวจคัดกรอง

แอนติบอดีของเม็ดเลือดแดง

บทคัดย่อ

	 	 ปฏิกิริยาจำ�เพาะระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดง ทำ�ให้เกิดการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงหรือการ

แตกของเม็ดเลือดแดง การตรวจปฏิกิริยานี้โดยทั่วไปใช้การทำ�ปฏิกิริยาในหลอดทดลอง ปัจจุบันได้มีการใช้วิธีเจลในการตรวจ

สอบ ซึ่งเป็นชุดทดสอบสำ�เร็จรูปที่นำ�เข้าจากต่างประเทศ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบชุด K-Med gel ที่ผลิตขึ้น 

เปรียบเทียบกับวิธีหลอดทดลองและชุดทดสอบเจลสำ�เร็จรูปจากต่างประเทศ โดยนำ� specific gel มาตรวจหาหมู่เลือด ABO 

และ Rh(D) ในผู้ป่วยจำ�นวน 500 ราย ตรวจหาหมู่เลือด Rh(CcDEe) ในผู้บริจาคโลหิตจำ�นวน 500 ราย ทดสอบความไว

ของ neutral gel และ antiglobulin gel ในการตรวจหาปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องและอุณหภูมิ 37
o
ซ และใช้ในการตรวจคัด

กรองแอนติบอดี ในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยจำ�นวน 531 ราย ผลการศึกษาพบว่า K-Med specific gel สามารถตรวจหาหมู่โลหิต 

ABO และ Rh(CcDEe) ได้ดีเทียบเท่ากับวิธีหลอดทดลอง โดยให้ผลตรงกันทุกราย สำ�หรับ neutral gel และ antiglobulin 

gel มีความไวและความสามารถในการตรวจพบปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง ได้เทียบเท่ากับชุดสำ�เร็จรูปจากต่าง

ประเทศ แต่ไวกวา่วธิหีลอดทดลอง พบผลบวกในการตรวจคดักรองแอนตบิอด ี33 จาก 531 ตวัอยา่ง และเมื่อใชต้รวจหาชนดิ

แอนติบอดีพบว่า วิธีเจลสามารถพบแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิกได้มากกว่าวิธีหลอดทดลอง 3 ตัวอย่าง และวิธีหลอด

ทดลองตรวจพบแอนตบิอดีไดม้ากกวา่วธิเีจลจำ�นวน 4 ตวัอยา่ง ซึง่เปน็แอนตบิอดทีี่ไมม่คีวามสำ�คญัทางคลนิกิ ชดุ K-Med gel 

จึงสามารถนำ�มาใช้การตรวจหมู่โลหิต ABO และ Rh แทนวิธีหลอดทดลอง ส่วน neutral gel และ antiglobulin gel สามารถ

นำ�มาใช้ในการตรวจจบัปฏกิริยิาการเกาะกลุม่ของเมด็เลอืดแดง เพื่อหาแอนตบิอดทีีม่คีวามสำ�คญัทางคลนิกิไดด้ ีและเนื่องจาก

ลักษณะของ K-Med gel สามารถใช้งานในลักษณะของไมโครเพลท จึงสามารถรองรับการตรวจในปริมาณงานมากๆได้  
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Evaluation of K-Med gel in blood grouping and antibody screening tests

Abstract

	 	 Immunohematological procedures are based on the interaction between red cell antigens and specific 

antibodies. Evidence for the in vitro formation of an antigen-antibody reaction is traditionally based on the 

visualization of agglutinates or the presence of hemolysis. The conventional tube test with an indirect anti-

globulin test is considered as the gold standard for detecting hemagglutination. Currently, commercial gel tests 

are used to detect hemagglutination. We aimed to evaluate our in-house developed gel (K-Med gel) against 

the conventional tube and commercial gel tests. To evaluate the specific gels, samples from 500 patients were 

tested for ABO and Rh(D) blood group and samples from 500 donated blood were tested for C, c, D, E and 

e antigens. The sensitivity of the neutral and antiglobulin gels were tested and compared to the commercial 

gels and the tube tests. The K-Med gel was used for antibody screening on 531 samples. The K-Med specific 

gel was able to identify ABO and Rh (CcDEe) blood groups as same results as the tube test did. Similarly, 

the sensitivity of the neutral and antiglobulin K-Med gel was as good as the commercial gels but higher than 

the tube method. In antibody screening test, 33 of 531 samples were positive. The gel test was able to detect 

clinically significant antibodies more frequently than the tube method (3 samples). While the tube method was 

able to detect non clinical significance antibodies more frequently than the gel test (4 samples). In conclusion, 

K-Med gel is recommended to be used for ABO and Rh blood grouping instead of using the tube method. The 

neutral and antiglobulin gel were able to detect the antibody-antigen reaction on red blood cells, especially the 

clinically significant antibodies. The K-Med gel can be applied for micro-plate system, which makes it easier to 

perform and less time consuming. It is also therefore suitable for routine testing in high work load laboratories.
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บทนำ� 

	 	 การตรวจหาปฏกิริยิาระหวา่งแอนตบิอดแีละแอนตเิจน

บนผิวเม็ดเลือดแดง เป็นการทดสอบพื้นฐานในห้องปฏิบัติ

การคลังเลือด เช่น การทดสอบหาหมู่โลหิต ABO, Rh และ

ระบบอื่นๆ การตรวจกรอง unexpected antibody (antibody  

screening test) การตรวจหาชนดิความจำ�เพาะของ unexpected  

antibody (antibody identification) และการทดสอบ

ความเข้ากันได้ของเลือดก่อนเติมให้ผู้ป่วย ปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความจำ�เพาะต่อกัน จะแสดง

ให้เห็นในรูปของการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง หรือการแตก

ของเมด็เลอืดแดง ซึง่ในกรณหีลงัตอ้งมสีารพวกคอมพลเีมนท ์

ในซรีมัเขา้มาเกีย่วขอ้งดว้ย แอนตบิอดตีอ่เมด็เลอืดแดงทีพ่บ

ได้เองตามธรรมชาติส่วนใหญ่มักเป็นแอนติบอดีชนิด IgM 

(natural antibody) สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาในขั้นตอน

อุณหภูมิห้อง ส่วนแอนติบอดีที่เกิดจากร่างกายถูกกระตุ้น

มักเป็นชนิด IgG (allo immune antibody) ต้องตรวจสอบ

ปฏกิริยิาทีอ่ณุหภมู ิ37
0
ซ และทดสอบตอ่ในขัน้ตอน indirect 

antiglobulin test (IAT) จึงจะพบผลบวกได้ 

	 	 วธิกีารที่ใชท้ัว่ไปในการตรวจสอบปฏกิริยิา คอื การทำ�

ปฏกิริยิาในหลอดทดลองในตวักลางนํา้เกลอื (tube method)

(1)
โดยใหเ้ซลลเ์มด็เลอืดแดงและซรีมัทำ�ปฏกิริยิากนัในหลอด

ทดลองทีอ่ณุหภมูหิอ้ง ปัน่อา่นผลการเกาะกลุม่ของเมด็เลอืด

แดง ในขั้นตอนที่ 1 แล้วอุ่นต่อในอุณหภูมิ 37 
o
ซ เป็นเวลา

นาน 30 นาที ปั่นอ่านผลการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง ใน

ขัน้ตอนที ่2 จากนัน้นำ�ไปลา้งเอา free antibody ออกใหห้มด 

เติมนํ้ายา antihuman globulin (AHG) แล้วทำ�การปั่นเพื่อ

อา่นผลการเกาะกลุม่ของเมด็เลอืดแดง เปน็ขัน้ตอนที ่3 หาก

ใหผ้ลของปฏกิริยิาเปน็ลบ หรอืไมเ่กดิการเกาะกลุม่เมด็เลอืด

แดง ต้องนำ�ไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ ถ้ายังไม่พบ

การเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงอีก ต้องทดสอบคุณภาพของ 

AHG โดยการเตมิ Coombs control cells ลงไป แลว้ทำ�การ

ปัน่เพื่ออา่นผลการเกาะกลุม่ของเมด็เลอืดแดงอกีครัง้ ถา้พบ

การเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง แสดงว่า AHG มีคุณภาพดี 

ผลการตรวจเป็นลบจริง แตถ่้ายังไม่พบการเกาะกลุ่มของเม็ด

เลือดแดงอีก แสดงว่า AHG เสื่อมคุณภาพไปแล้ว ผลการ

ตรวจอาจจะเป็นลบปลอมได้ ต้องทำ�การทดสอบใหม่โดยใช้ 

AHG ขวดใหม ่หรอื lot ใหม ่ดงันัน้ปจัจยัสำ�คญัทีม่ผีลตอ่การ

ทดสอบประการหนึ่ง คือ เทคนิคการปั่นและการเขย่าอ่านผล

ด้วยตาเปล่า ซึ่งต้องอาศัยผู้ปฏิบัติงานที่มีความชำ�นาญ และ

ประสบการณส์งู โดยเฉพาะในปฏกิริยิาที่ใหผ้ลบวกอยา่งออ่น 

นอกจากนีแ้ลว้กระบวนการลา้งเซลลเ์พื่อขจดั free antibody 

ก็มีความสำ�คัญ คือต้องล้าง free antibody ออกให้หมด โดย

ไม่ใหแ้อนตบิอดทีีท่ำ�ปฏกิริยิาเกาะทีผ่วิเซลลห์ลดุออกไปดว้ย 

	 	 ป ีค.ศ. 1986 Lapierre และคณะ
(2)
 ไดพ้ฒันาเทคนคิ 

gel test ขึน้มาใชต้รวจสอบปฏกิริยิาของแอนตบิอด-ีแอนตเิจน

บนเม็ดเลือดแดง ซึ่งมีหลักการคือใช้ gel เป็นตัวกรองกลุ่ม

ของเม็ดเลือดแดง ที่เกาะกลุ่มกันจากการทำ�ปฏิกิริยากับ

แอนตบิอด ีกลา่วคอืหลงัจากแอนตบิอดใีนซรีมัทำ�ปฏกิริยิากบั

เซลลเ์มด็เลอืดแดงในหลอดเจลแลว้ นำ�ไปปัน่ดว้ยแรงเหวีย่ง

ที่เหมาะสม ถ้ามีปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง กลุ่ม

เซลล์จะค้างอยู่ด้านบนของเจล แต่ถ้าปฏิกิริยาให้ผลลบ คือ

ไม่มีการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง เซลล์จะตกลงสู่ส่วนล่าง

ของหลอด จากนัน้จงึอา่นผลของปฏกิริยิา โดยวธินีีจ้ะชว่ยลด

ขอ้ผดิพลาดจากเทคนคิการเขยา่อา่นผลในวธิหีลอดทดลองได ้

นอกจากนีแ้ลว้การอา่นผลสามารถอา่นซํา้ได้ โดยผูป้ฏบิตังิาน

หลายคนและหลายครัง้ ขอ้ดขีองเทคนคินีอ้กีประการทีส่ำ�คญั

คือ ไม่มีขั้นตอนการล้างเซลล์ก่อนเติมนํ้ายาแอนติกลอบูลิน 

ทำ�ใหล้ดขอ้ผดิพลาดอนัเกดิจากแอนตบิอดหีลดุจากผวิเซลล์

ขณะลา้ง และใชซ้รีมัปรมิาณนอ้ยในการทดสอบ จากการศกึษา

พบว่าเทคนิคเจลมีความไวเทียบเท่ากับวิธีหลอดทดลอง
 (3-8) 

นอกจากนี้แล้วยังประหยัดเวลาสามารถทดสอบในตัวอย่าง

จำ�นวนมากขึ้นได้ ในปัจจุบันมีบริษัทที่ทำ�การผลิตชุดทดสอบ

เจลอย่างน้อย 6 บริษัท ผลิตจำ�หน่ายทั่วโลก ราคาต่อการ

ทดสอบสงูถงึ 20-23 บาท เปน็ขอ้จำ�กดัในการใชง้านประจำ�วนั 

เนื่องจากชุดทดสอบมีราคาแพงกว่าวิธีหลอดทดลอง ซึ่งมีค่า

ใชจ้า่ยทีป่ระมาณ 3-5 บาท คณะผูว้จิยัไดร้บัการสนบัสนนุจาก 

สำ�นักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ และ

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ให้ผลิต microtube gel test สำ�หรับ

ตรวจหาปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง ทัง้ 3 ประเภท 

คือ specific gel, neutral gel และ antiglobulin gel เพื่อ

ใช้ ในการตรวจหาแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงและปฏิกิริยา

ระหว่างแอนติบอดีในซีรัมและแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดง 

สำ�หรับใช้งานในห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์การบริการโลหิต 

ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้ คือ ประเมินผลการ

ใช้งานของชุดทดสอบเจลที่ผลิตขึ้นใช้เอง (ซึ่งผู้วิจัยขอเรียก

ชื่อว่า K-Med gel) เปรียบเทียบกับวิธีหลอดทดลองและชุด

ทดสอบสำ�เร็จรูปจากต่างประเทศ  
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วัสดุและวิธีการศึกษา 

ตัวอย่างทดสอบ 

	 	 1.	 การตรวจหาหมู่เลือด ABO และ Rh(D) จำ�นวน 

500 ราย ไดจ้ากตวัอยา่งเลอืดผูป้ว่ยทีข่อใชเ้ลอืดในงานประจำ�

วันของคลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย

ขอนแก่น ซึ่งผ่านการตรวจหมู่เลือด ABO และ Rh(D) ด้วย

วิธีมาตรฐานหลอดทดลองแล้ว 

	 	 2.	 การตรวจหาหมูเ่ลอืด Rh(CcDEe) ไดจ้ากตวัอยา่ง

เลือดผู้บริจาคโลหิตของโรงพยาบาลลำ�ปางจำ�นวน 500 ราย 

มีเฉพาะแอนติเจน D เท่านั้นที่ผ่านการตรวจด้วยวิธีหลอด

ทดลองในงานประจำ�วันของโรงพยาบาล
(9)
 

	 	 3.	 การตรวจคดักรองแอนตบิอด ีไดจ้ากตวัอยา่งเลอืด

ผูป้่วยที่ขอใช้เลือดในงานประจำ�วันของคลังเลือดกลาง คณะ

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จำ�นวน 531 ราย 

นํ้ายาและอุปกรณ์ 

	 	 ประกอบด้วยเซลล์มาตรฐาน A และ B เข้มข้น 3 % 

ในนํา้เกลอืปกต ิเปน็เซลลท์ี่ใช้ในงานประจำ�วนัของหอ้งปฏบิตัิ

การคลงัเลอืด เซลลม์าตรฐาน screening O cell สำ�หรบัตรวจ

กรอง unexpected antibody มีทั้งหมด 3 ชนิด คือ เซลล์

ในนํา้เกลอืปกต ิ2 ชนดิ และเซลลท์ีผ่า่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม์

ปาเปน 1 ชนดิ Monoclonal anti-A และ anti-D (IgG) ศนูย์

บรกิารโลหติแหง่ชาติ สภากาชาดไทย  Diaclone® Coombs 

serum (DiaMed, Switzerland), DG Gel® Coombs and 

neutral gel (Grifols, Spain), DiaMed® Coombs Gel 

and neutral gel (DiaMed, Switzerland), DiaMed®, 

Gel test Centrifuge (Switzerland), Diana®, Gel test 

Centrifuge (Grifols, Spain), Centrifuge, Sorvall®, 

Thermo Scientific (USA) และ ชุดทดสอบ K-Med gel 

ชนิด Neutral gel, antiglobulin gel และ specific gel 

วิธีการศึกษา 

		  1.	 การใช้ K-Med gel สำ�หรับตรวจหาหมู่เลือด

ระบบ ABO และ Rh(D) typing 

	 	 K-Med gel ที่ใช้ในการตรวจหาหมูเ่ลอืดระบบ ABO 

และ Rh(D) typing มีลักษณะเป็น microtube gel 6 หลุม 

โดย 4 หลุมแรกจะมีแอนติบอดีที่ทราบชนิดอยู่ในหลอดเจล 

ได้แก่ anti-A, anti-B, anti-A1 และ anti-D อีก 2 หลุมเป็น 

neutral gel สำ�หรบัทดสอบ serum grouping ไดท้ำ�การตรวจ

หาแอนติเจนบนเซลล์ (ABO cell grouping and Rh(D)

typing ) โดยใชเ้ซลลเ์ขม้ขน้ที่ 1-1.5 % ในนํา้เกลอื ปรมิาตร 

50 μl เติมลงในหลอดเจล และตรวจหาแอนติบอดีในซีรัม 
(serum grouping) โดยใช้ซีรัม 50 μl ทำ�ปฏิกิริยากับ 25 
μl ของเซลล์มาตรฐาน A และ B ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 900 
rpm (135 x g) นาน 6 นาที  ทดสอบตัวอย่างเลือดทั้งหมด

จำ�นวน 500 ตวัอยา่ง ทกุตวัอยา่งไดร้บัการตรวจโดยวธิหีลอด

ทดลอง และโดย K-Med gel เป็นแบบปกปิด (blind test) 

		  2.	 การใช้ K-Med gel สำ�หรับตรวจหาหมู่เลือด

ระบบ Rh (CcDEe) 

	 	 K-Med gel ที่ใช้ ในการตรวจหาหมู่เลือดระบบ Rh 

(CcDEe) มีลักษณะเป็น microtube gel 6 หลุม โดยแต่ละ

หลุมจะมีแอนติบอดีที่ทราบชนิดอยู่ในหลอดเจล ได้แก่ anti-

C, anti-c, anti-D, anti-E, anti-e และ neutral gel ทำ�การตรวจ

สอบโดยเตรยีมเซลลเ์ขม้ขน้ที่ 1-1.5 % ในนํา้เกลอื ปรมิาตร 

50 μl เติมลงในหลอดเจล ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที 
และปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 900 rpm (135 x g) นาน 6 นาที 

	 	 3.	 การใช้ K-Med gel ชนิด neutral gel ในการ

ตรวจหาปฏิกิริยาแอนติบอดี-แอนติเจน บนเม็ดเลือดแดง

ที่อุณหภูมิห้อง 

	 	 Neutral gel เป็นเจลที่ใช้ ในการตรวจหาปฏิกิริยา

แอนติบอดี-แอนติเจน ชนิดที่ทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง 

(IgM) หรือใช้ในเทคนิคเอนไซม์ การทดสอบ K-Med gel 

ครั้งนี้เพื่อดูความไวในการตรวจหาปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มของ

เซลล์เม็ดเลือดแดง เปรียบเทียบกับ DiaMed, DG gel และ 

วธิหีลอดทดลอง โดยใชเ้ซลลม์าตรฐาน A ทดสอบกบั anti-A 

ชนิด IgM ที่อัตราการเจือจางต่างๆ (1:200, 1:400, 1:800, 

1:1,600, 1:3,200 และ1:6,400 ตามลำ�ดบั) โดยใช ้เซลลเ์ขม้

ข้นที่ 3 % ในนํ้าเกลือ 25 μl ทดสอบกับซีรัมเจือจาง 50 μl 
ตัง้ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้งนาน 5 นาท ีจงึปัน่อา่นผล สำ�หรบัวธิหีลอด

ทดลองจะใช้ปริมาตรเซลล์และซีรัมเพิ่มเป็น 2 เท่า ทำ�ตาม 

การทดสอบแบบ conventional tube test 
(1) 
ทกุวธิทีำ�การทดสอบ

ซํ้า 2 ครั้ง ในเวลาที่ต่างกัน และเป็นการทดสอบแบบปกปิด 

		  4.	 การใช้ K-Med gel ชนิด antiglobulin gel ใน

การตรวจหาปฏิกิริยาแอนติบอดี-แอนติเจนบนเม็ดเลือด

แดงในขั้นตอน antiglobulin phase 

	 	 Antiglobulin gel เป็นเจลที่มีนํ้ายา antiglobulin 

อยู่ในเจล ใช้ ในการตรวจหาปฏิกิริยาแอนติบอดีชนิดที่ทำ�
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ปฏกิริยิาไดด้ทีีอ่ณุหภมูริา่งกาย หรอื 37 °ซ (IgG) การทดสอบ  

K-Med gel ครั้งนี้เพื่อดูความไวในการตรวจหาปฏิกิริยา 

การเกาะกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดง เปรียบเทียบกับ  

DiaMed, DG gel และ วิธีหลอดทดลอง การทดสอบ 

โดยเทคนิค saline antiglobulin test ใช้เซลล์เข้มข้น 3 % 

ในนํ้าเกลือปริมาตร 25 μl ทดสอบกับ anti-D ชนิด IgG ที่
อัตราการเจือจางต่างๆ ปริมาตร 50 μl ที่อุณหภูมิ 37oซ นาน 
30 นาที ส่วนเทคนิค low ionic strength solution (LISS) 

antiglobulin test ใช้เซลล์เข้มข้น 1% ใน LISS ปริมาตร 

50 μl ทดสอบกับ anti-D เจือจาง 25 μl ที่อุณหภูมิ 37oซ 
นาน 15 นาที กรณีวิธีหลอดทดลองจะใช้ปริมาตรเซลล์และ

ซีรัมเพิ่มเป็น 2 เท่า ทั้งหมดทำ�การทดสอบซํ้า 2 ครั้ง ในเวลา

ที่ต่างกัน และเป็นการทดสอบแบบปกปิด 

		  5.	 การใช้ K-Med gel ชนิด neutral gel และ an-

tiglobulin gel ในการทดสอบ การตรวจกรอง unexpected 

antibody ในซีรัมผู้ป่วย 

	 	 การตรวจกรองแอนตบิอดใีนซรีมัผูป้ว่ยใช ้screening 

cells 2 ชนิด และ papainized cell 1 ชนิด เปรียบเทียบกับ

วิธีหลอดทดลอง ทำ�การทดสอบทั้งหมด 531 ตัวอย่าง โดย

การทดสอบเป็นแบบปกปิด 

			   5.1	วิธีหลอดทดลอง 

	 	 	 	 เป็นการทดสอบในงานประจำ�วัน ของห้อง

ปฏิบัติการคลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย

ขอนแกน่ โดยใชเ้ทคนคิ saline ในขัน้ตอนอณุหภมูิห้อง และ

ขัน้ตอน antiglobulin test และใชเ้ทคนคิเอนไซม ์ทีอ่ณุหภมู ิ

37
o
ซ ในขั้นตอน antiglobulin test

(1)
 

		  	 5.2	วิธี K-Med gel test 

	 	 	 	 ทดสอบเทคนคิ saline ในขัน้ตอนอณุหภมูิ

ห้องตรวจหาปฏิกิริยาด้วย neutral gel, ทดสอบโดยเทคนิค 

LISS ที่อุณหภูมิ 37
o
ซ ตรวจหาปฏิกิริยาด้วย antiglobulin 

gel และเทคนิคเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 37
o
ซ ตรวจหาปฏิกิริยา

ด้วย neutral gel 

	 	 	 ในกรณทีีก่ารทดสอบ antibody screening ใหผ้ล

บวก จะนำ�ซรีมันัน้ไปตรวจหาชนดิของ unexpected antibody 

ต่อไป ด้วยเทคนิค saline หรือเอนไซม์ ผลการตรวจหาชนิด

ของแอนติบอดีจะจำ�แนกเป็น 4 กลุ่มคือ 

	 	 	 1)	 พบแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิก คือ

แอนตบิอดทีีส่ามารถทำ�ปฏกิริยิาทีอ่ณุหภมู ิ37
o
ซ เชน่ anti-C, 

anti-E, anti-c และ anti-e  เป็นต้น 

	 	 	 2)	 พบแอนติบอดีที่ไม่มีความสำ�คัญทางคลินิก 

คือแอนติบอดีที่ทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง เช่น anti-Le
a
, 

anti-Le
b
, anti-P1 และ anti-Mia เป็นต้น 

	 	 	 3)	 Nonspecific เป็นซีรัมที่ทำ�ปฏิกิริยากับทุก 

panel cells ซึ่งน่าจะเป็น cold autoantibody ในกรณีนี้รวม

ปฏิกิริยา rouleaux formationไว้ด้วย 

	 	 	 4)	 ให้ผลลบกับการทดสอบ antibody identifi-

cation 

ผลการศึกษา 

	 	 ผลการศึกษาการใช้ K-Med gel เทียบกับวิธีหลอด

ทดลอง ซึ่งเป็น conventional method และเทียบกับชุดเจล

สำ�เร็จรูปจากต่างประเทศ ในการตรวจหาแอนติเจนบนเม็ด

เลือดแดง และปฏิกิริยาแอนติบอดี-แอนติเจนบนเม็ดเลือด

แดงได้ผล ดังนี้ 

		  1.	ผลการใช้ชุดทดสอบ K-Med specific gel 

	 	 	 จากการนำ� K-Med specific gel ชนิดตรวจหา

แอนติเจนระบบ ABO ได้แก่ตรวจหาแอนติเจน A, B, A1 

บนเซลล์ และ serum grouping ได้แก่ตรวจหา anti-A และ 

anti-B ในซีรัม และตรวจหาแอนติเจน D ทดสอบในตัวอย่าง

ทัง้หมด 500 ราย เปรยีบเทยีบกบัวธิหีลอดทดลองพบวา่ไดผ้ล

ตรงกนัทกุราย ดงั ตารางที ่1 ในตวัอยา่งตรวจม ีABO subgroup 

ทั้งหมด 3 ราย และ แอนติเจน Rh(D) ลบ จำ�นวน 2 ราย 

ตารางที่ 1 	 ชนิดของหมู่เลือด ABO และ Rh(D) จาก

ตัวอย่างเลือดผู้ป่วยจำ�นวน 500 ตัวอย่าง 

ทดสอบด้วย K-Med gel test และหลอด

ทดลอง ซึ่งให้ผลตรงกันทั้งหมด
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	 	 	 เมื่อทำ�การทดสอบหาแอนตเิจนระบบ Rh (CcDEe)  

ในตวัอยา่งจำ�นวนทัง้สิน้ 500 ราย
(9)
 ไดผ้ลตาม ตารางที ่2 ทกุ

รายไม่พบผลบวกปลอมเนื่องจากหลุม neutral gel ให้ผลลบ 

พบแอนติเจน C-negative 16 ราย แอนติเจน D-negative 2 

ราย และ แอนติเจน e-negative 13 ราย ซึ่งในตัวอย่างที่ให้

แอนตเิจนลบทัง้ 31 ราย เมื่อทดสอบซํา้ดว้ยวธิหีลอดทดลอง

ก็ให้ผลลบเช่นเดียวกัน 

		  2.	ผลการใชช้ดุทดสอบ K-Med ชนดิ neutral gel 

	 	 	 จากการตรวจหาปฏิกิริยาแอนติบอดีชนิดที่ทำ�

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง (IgM) โดยใช้ K-Med gel ชนิด 

neutral gel เปรียบเทียบกับชุดเจล DiaMed, DG gel และ

วธิหีลอดทดลองโดยใชเ้ซลลเ์มด็เลอืดแดงหมู ่A ทำ�ปฏกิริยิา

กบั anti-A ทีอ่ตัราเจอืจาง 1:200-1:6,400 ทำ�การทดสอบซํา้ 

2 ครั้ง ในเวลาที่ต่างกัน และเป็นการทดสอบแบบปกปิด ได้

ผลเหมือนกันดัง ตารางที่ 3 ชุดทดสอบ K-Med gel และวิธี

หลอดทดลองสามารถตรวจสอบปฏกิริยิาไดถ้งึอตัราเจอืจางที ่

1:3,200 (ปฏิกิริยา 1+ ในหลอดที่ 5) ส่วน DiaMed, DG 

gel ตรวจสอบปฏกิริยิาไดท้ีอ่ตัราเจอืจางที ่1:1,600 (ปฏกิริยิา 

1+ ในหลอดที่ 4) สำ�หรับตัวอย่างควบคุมผลลบให้ผลลบทุก

การทดสอบ เมื่อพิจารณาถึงค่าความแรงของปฏิกิริยาจะเห็น

ว่า K-Med gel ให้ค่าความแรงของปฏิกิริยาใกล้เคียงกับวิธี

หลอดทดลอง และใหค้า่ความแรงของปฏกิริยิามากกวา่ชดุเจล

สำ�เร็จรูปทั้ง 2 บริษัท 

ตารางที่ 2  	การตรวจหาแอนตเิจน CcDEe ในเลอืดผูบ้รจิาค

โลหิตจำ�นวน 500 ราย ด้วย K-Med gel

* = ตรวจยืนยันด้วยวิธีหลอดทดลองแล้วได้ผลลบ

ตารางที่ 3 	 การตรวจหาปฏิกิริยาโดย neutral gel ของ K-Med กับชุดเจล DiaMed, DG และวิธีหลอดทดลอง ในการ

ทดสอบปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง

		  3.	ผลการใช้ชุดทดสอบ K-Med ชนิด antiglobu-

lin gel 

	 จากการตรวจหาปฏิกิริยาแอนติบอดีชนิด ที่ทำ�ปฏิกิริยา

ที่อุณหภูมิร่างกาย (IgG) โดยใช้ antiglobulin gel ตรวจ

หาปฏิกิริยาในขั้นตอน indirect antiglobulin test ทดสอบ

เปรียบเทียบชุด K-Med gel กับชุดเจล DiaMed, DG gel 

และวิธีหลอดทดลองโดยใช้เซลล์เม็ดเลือดแดงมีแอนติเจน 

D ทดสอบกับ anti-D ชนิด IgG โดยทำ�การทดสอบซํ้า 2 

ครั้ง ในเวลาที่ต่างกันและเป็นการทดสอบแบบปกปิด ได้ผล

เหมือนกัน ดัง ตารางที่ 4 การทดสอบโดยเทคนิค saline 

พบว่า K-Med gel, DiaMed, DG gel สามารถตรวจพบ

ปฏกิริยิาทีอ่ตัราเจอืจาง 1:16,000 ในขณะทีว่ธิหีลอดทดลอง
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ให้ผลบวกที่ 1:8,000 และเมื่อทดสอบในตัวกลาง LISS 

(ตารางที่ 5) ทุกเจลสามารถตรวจหาปฏิกิริยาได้ถึงอัตราเจือ

จาง 1:32,000 แตว่ธิหีลอดทดลองตรวจหาปฏกิริยิาไดท้ีอ่ตัรา

เจือจาง 1:16,000 ในขณะที่ตัวอย่างควบคุมผลลบให้ผลลบ

ทกุการทดสอบ การทดสอบในขัน้ตอน indirect antiglobulin 

test ความแรงของปฏกิริยิาในหลอดทดลองจะนอ้ยกวา่วธิเีจล

ทั้งเทคนิค saline และ LISS 

ตารางที่ 4	 การทดสอบปฏิกิริยา indirect antiglobulin test ด้วย saline technique โดยใช้ antiglobulin  gel เปรียบเทียบ

ระหว่าง K-Med gel, DiaMed gel, DG gel และวิธีหลอดทดลอง

ตารางที่ 5 	 การทดสอบปฏิกิริยา indirect antiglobulin test ด้วย LISS technique โดยใช้ antiglobulin gel เปรียบเทียบ

ระหว่าง K-Med gel, DiaMed gel, DG gel และวิธีหลอดทดลอง

		  4.	ผลการใช้ K-Med gel ในการตรวจกรอง un-

expected antibody ในซีรัมผู้ป่วย

	 	 	 จากการตรวจกรองแอนติบอดี ในซีรัมผู้ป่วย

ทั้งหมด 531 ตัวอย่าง ทั้งวิธี K-Med gel test และวิธีหลอด

ทดลอง พบว่าให้ผลบวกจำ�นวน 33 ตัวอย่าง มี 3 ตัวอย่าง 

ที่มีซีรัมไม่พอทดสอบหาชนิดของแอนติบอดี (antibody  

identification) จึงไม่นำ�มาวิเคราะห์ข้อมูล จากตัวอย่าง

ทัง้หมด 30 ตวัอยา่งทีส่ามารถทดสอบหาชนดิของแอนตบิอดี 

แยกเปน็ตวัอยา่งทีใ่หผ้ลบวกดว้ยเทคนคิ saline/LISS จำ�นวน 

18 ตัวอย่าง ผลบวกกับเทคนิคเอนไซม์จำ�นวน 16 ตัวอย่าง 

(มี 4 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกทั้งสองเทคนิค) ให้ผลบวกเฉพาะ

วิธีหลอดทดลองจำ�นวน 11 ตัวอย่าง เฉพาะวิธีเจลจำ�นวน 7 

ตัวอย่าง และผลบวกทั้งสองวิธีจำ�นวน 16 ตัวอย่าง ผลการ

ทดสอบ antibody identification ได้แสดงไว้ใน ตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6 	 ชนิดของ unexpected antibody ในซีรัมผู้ป่วยจำ�นวน 531 ราย ที่ทดสอบด้วยวิธีหลอดทดลองและวิธีเจล ให้

ผลบวกกับเทคนิค Saline/LISS จำ�นวน 18 ตัวอย่าง และเทคนิคเอนไซม์จำ�นวน 16 ตัวอย่าง

วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

	 	 จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของ microtube gel 

(K-Med gel test) ที่ผลิตขึ้นโดยทีมผู้วิจัยทั้ง 3 ชนิดคือ 

specific gel, neutral gel และ antiglobulin gel สามารถ

สรุปได้ว่า specific gel (ABA1D และ CcDEe) มีความ

สามารถตรวจหาหมู่โลหติ ABO และ Rh(CcDEe) ไดด้เีทยีบ

เท่ากับวิธีหลอดทดลอง ทั้งนี้ในกรณี subgroup A2B ที่พบ

ใน 1 ตวัอยา่ง ยงัคงใหผ้ลบวกกบั anti-A แต่ใหผ้ลลบกบัเจล

ชนิด anti A1 ในกรณี subgroup A3 ให้ปฏิกิริยา mix field 

กับ anti-A และให้ผลลบกับ anti-A1 สำ�หรับการใช้ K-Med 

gel ตรวจหาแอนตเิจน Rh(D) ปฏกิริยิาของแอนตเิจน Rh ลบ 

(D negative) และแอนติเจน Rh D weak จะตรวจได้ Rh 

ลบ จากนัน้ตอ้งตรวจยนืยนัโดยวธิหีลอดทดลอง เพื่อทดสอบ

ให้ชัดเจนว่าเป็น Rh ลบ หรือ Rh D weak 
(10) 

	 	 การตรวจหาปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง

ที่อุณหภูมิห้องโดยใช้ neutral gel สรุปได้ว่า K-Med gel มี

ความไวเทียบเท่ากับวิธีหลอดทดลอง และสามารถตรวจวัด

ปฏกิิริยาได้ดกีว่าชดุทดสอบสำ�เร็จรูปทั้ง 2 บริษัท และเมื่อนำ� 

neutral gel ทดสอบ ABO serum grouping จำ�นวน 500 

ราย จะให้ค่าความแรงของปฏิกิริยาที่ 4+ ถึง 3+ มีเพียง 2 

ราย ที่ให้ผลค่อนข้างตํ่าที่ 2+ และ 1+ ความหลากหลายของ

ความแรงของปฏกิริยิา พบไดเ้ชน่เดยีวกบัทีม่รีายงานการศกึษา

มาแล้วทั้งด้วยวิธี column agglutinoation และวิธีหลอด

ทดลอง
(11,12)

 อาจเป็นไปได้ว่าในรายดังกล่าวจะมีแอนติบอดี

ชนิด isohemagglutination ไม่แรง (ซึ่งอยู่ในระหว่างศึกษา

เพิ่มเติม) 

	 	 การตรวจหาปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง

ในขั้นตอน indirect antiglobulin test โดยใช้ antiglobulin 

gel ทดสอบปฏกิริยิาของ anti-D ชนดิ IgG สรปุไดว้า่ K-Med 

gel มีความไวในการทดสอบเทียบเท่ากับชุดเจลสำ�เร็จรูป 2 

บริษัท และโดยวิธีเจลทั้งหมดจะมีความไวในการตรวจหา

ปฏิกิริยาได้ดีกว่าวิธีหลอดทดลอง ไม่ว่าจะใช้เทคนิค saline 

หรือ LISS เมื่อใช้ K-Med gel ในการตรวจกรองแอนติบอดี

ในผู้ป่วย (antibody screening) เปรียบเทียบกับวิธีหลอด

ทดลอง สามารถสรุปได้ว่าด้วยเทคนิค saline/LISS วิธี K-

Med gel ตรวจหาแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิกได้ดี

เท่าวิธีหลอดทดลอง พบได้ 3 ราย (ตารางที่ 6) แต่วิธีหลอด

ทดลองตรวจพบแอนติบอดีที่ไม่มีความสำ�คัญทางคลินิกหรือ 

nonspecific ได้มากกว่าวิธี K-Med gel ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่

เกดิในขัน้ตอนอณุหภมูหิอ้งไดด้ี (non significant antibody) 

ไดแ้ก ่anti-P1, anti-Le
a
, anti-Le

b
 และ anti-Mi

a
 และเมื่อใช้

เทคนิคเอนไซม์วิธี K-Med gel สามารถตรวจพบแอนติบอดี

ที่มีความสำ�คัญทางคลินิกได้มากกว่าวิธีหลอดทดลอง 3 ราย 

โดยทั้ง 3 รายเป็น anti-E/-Ec ชนิดที่ทำ�ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ

ร่างกาย (37
o
ซ) อย่างไรก็ตาม วิธีเจลก็พบปฏิกิริยาแบบไม่

จำ�เพาะ (nonspecific) มากกว่าวิธีหลอดทดลองด้วย ซึ่ง

ปฏิกิริยา nonspecific ในเทคนิคเอนไซม์นี้ พบได้เช่นเดียว

กับรายงานการศึกษาที่มีมาก่อน 
(13)

 

	 	 จากการศึกษาด้วยชุดทดสอบ K-Med gel ครั้งนี้

สอดคล้องกับการศึกษาอื่นๆ ซึ่งใช้ชุดทดสอบสำ�เร็จรูปจาก

ต่างประเทศ
 (14-18) 

ที่พบว่าวิธีเจลสามารถตรวจพบแอนติบอดี

ที่มีความสำ�คัญทางคลินิคได้ดีกว่าวิธีหลอดทดลอง ในขณะ
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ที่วิธีหลอดทดลองจะตรวจพบแอนติบอดีที่ไม่มีความสำ�คัญ

ทางคลินิคได้มากกว่าวิธีเจล อย่างไรก็ตาม จากการรายงาน

การศึกษาในการทดสอบ indirect antiglobulin test ไม่ว่าจะ

ใช้เทคนิคหลอดทดลอง, solid phase microplate หรือเจล  

ก็ไม่สามารถใช้เทคนิคใดเพียงเทคนิคหนึ่งในการตรวจหา

แอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิกได้ทั้งหมด
 (3, 19,20)

 

	 	 โดยสรุปแล้ว K-Med specific gel สามารถตรวจหา

หมู่โลหติ ABO และ Rh(CcDEe) ไดด้เีทยีบเทา่กบัวธิหีลอด

ทดลอง สำ�หรับ neutral gel และ antiglobulin gel มีความ

ไวและความสามารถในการตรวจจบัปฏกิริยิาการเกาะกลุม่ของ

เมด็เลอืดแดง ไดเ้ทยีบเทา่กบัชดุทดสอบเจลสำ�เรจ็รปูจากตา่ง

ประเทศ แต่ไวกว่าวิธีหลอดทดลอง ดังนั้นชุดเจลที่พัฒนาขึ้น

จงึสามารถนำ�มาใช้ในการตรวจหมู่โลหติ ABO และ Rh แทน

วิธีหลอดทดลอง ส่วน neutral gel และ antiglobulin gel 

สามารถนำ�มาใช้ในการตรวจจบัปฏกิริยิาการเกาะกลุม่ของเมด็

เลือดแดง ในการทดสอบ antibody screening test เพื่อหา 

clinical significant antibody ได้ดี และเนื่องจากลักษณะ

ของ microtube gel ที่พัฒนาขึ้น สามารถใช้งานในลักษณะ

ของไมโครเพลท รองรบัการทดสอบทลีะมากๆ มากถงึครัง้ละ 

384 การทดสอบ (96 x 4 การทดสอบ) จึงเหมาะกับงาน

บรกิารทีม่ปีรมิาณมากเชน่ การตรวจเลอืดหลงับรจิาค (blood 

processing) ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพกลา่วคอื มขีัน้ตอนทีง่า่ย 

สะดวก รวดเร็ว ได้ผลถูกต้อง และประหยัดค่าใช้จ่าย ทำ�ให้

งานประจำ�วันของห้องปฏิบัติการเสร็จได้เร็วยิ่งขึ้น
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