
บทความทั่วไป

บทนำ
ABO discrepancies เป็นปัญหาหนึง่ทีพ่บในงาน

ธนาคารเลือด และสำหรับนักเทคนิคการแพทย์ท่ีมีพ้ืนฐาน
ด้านภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก โลหิตวิทยาและงานธนาคาร
เลือดมาแล้ว จัดเป็นงานที่ท้าทายมากเพื่อพิสูจน์เพื่อ
ให้รู้สาเหตุ รู้แนวทางวิธีการตรวจเพื่อตอบคำถาม ทั้งนี้
เพ่ือประโยชน์ต่อผู้ป่วยเองโดยตรงและเพ่ือเป็นแนวทางช่วย
วินิจฉัยของแพทย์ บทความนีถ่้ายทอดจากหนงัสือ Basic
and applied concepts of immunohematology ปี 2000
ซึ่งเป็นแนวทางปฏิบัติของงานธนาคารเลือดในอเมริกา
ดังนั้นในหลายๆ ประเด็น จึงควรอ่านและพิจารณาเรื่อง
ความเหมาะสมกับสถานการณ์บ้านเราด้วย อย่างไรก็ตาม
ยังสามารถใช้หลักการเดียวกันในด้านการปฏิบัติและ
แนวคิดวิเคราะห์

รู้ได้อย่างไรวา่เกิด ABO discrepancies?
ง่ายที่สุดคือสังเกตลักษณะของปฏิกิริยาใน cell

grouping (Forward grouping) และ serum grouping
(Reverse grouping) ไม่สอดคลอ้งกนั ดังน้ันจะเห็นไดว่้า
ห้องปฏิบัติการใดทีต่รวจหมู่เลือดระบบ ABO ด้วยวิธี cell
grouping เพียงอย่างเดียว จะไม่สามารถรู้ได้เลยว่ามี ABO
discrepancies เกิดขึ ้น นอกจากผลการตรวจที ่ไม่
สอดคลอ้งกนัแล้ว ยังมีข้อสงัเกตอืน่ไดแ้ก่

1. ความแรงของปฏิกิริยาผิดไปจากที่ควรเป็น
น่ันคอื ปฏิกริิยาออ่นลงกวา่ปกต ิดงัน้ันข้อน้ีจะเห็นไดว่้า

ABO discrepancies: ข้อสงัเกตและแนวทางการแกไ้ขปัญหา

ปรียานาถ วงศจั์นทร์*

ผู้ปฏิบัติงานต้องมีความพ้ืนฐานความรู้ว่าปกติการทำ cell
grouping ความแรงของปฏิกิริยาควรอยู่ที่ประมาณ 3+-
4+ และ serum grouping กับ A cell หรือ B cells
ควรอยูท่ี่ประมาณ 2+- 4+ ดงัน้ัน เม่ือตรวจแลว้ผลทีไ่ดใ้ห้
ความแรงของปฏกิริยิาออ่นกวา่นี ้กอ็ยา่ละเลยไป พงึตัง้
ข้อสังเกตไว้

2. ปฏิกิริยาหายไปหรือตรวจไม่พบการเกาะกลุ่ม
ของเซลลท์ัง้ทีค่วรม ี เช่น หมู่เลือดโอ ซ่ึงหากทำ serum
grouping ควรใหผ้ลบวกกบัเซลล์ท้ัง A cells และ B cells
แต่ไม่ทำปฏิกิริยากับ A1 cells หรือ B cells อย่างใด
อย่างหนึง่ หรือทัง้สองอยา่ง เป็นต้น

3. มีปฏิกิริยาแปลกๆ เกิดขึ้นในหลอดทดสอบ
เช่น mixed field agglutination เป็นต้น

ความผดิปกตอิาจเกิดข้ึนในแบบใดแบบหนึง่ หรือ
หลายลักษณะพร้อมกันก็ได้ ดังนั้นเมื่อพบหรือสังเกต
ความผิดปกติ ควรมีลำดับขั้นตอนในการตรวจพิสูจน์
เร่ิมต้ังแต่ความผดิพลาดทางเทคนคิ ซ่ึงตรวจสอบไดง่้าย
ทีส่ดุและสามารถแกไ้ขไดง่้าย กอ่นทีจ่ะพิสจูน์ในขัน้ตอน
ยุ่งยากอื่นๆ

ก. ความผิดพลาดทางเทคนิคในการตรวจ หมู่เลือด
ระบบ ABO

ลักษณะของความผิดพลาดทางเทคนิคและแนวทาง
การแก้ไขประกอบด้วย

1. ความผ ิดพลาดของเอกสารและการ

Keywords: ABO discrepancies, forward grouping, reverse grouping, mixed field agglutination

* แขนงวิชาวิทยาศาสตร์การธนาคารเลือด ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
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จำแนกเอกลักษณ์บุคคล ซึ่งพบได้บ่อย เช่นหยิบ
ตัวอย่างเลือดผิด หรือเขียนช่ือสกุลผิด เป็นต้น เพ่ือป้องกัน
ความผดิพลาดในลกัษณะน้ีควรปฏิบัติงานอย่างรอบคอบ
กับตัวอย่างเลือด ตรวจสอบชื่อ สกุล เลขที่โรงพยาบาล
ฯลฯ ที่เป็นการระบุบุคคล ให้ตรงกันระหว่างใบขอตรวจ
และตัวอย่างเลือดในทุกหลอด เมื่อตรวจได้ผลอย่างไร
ให้บันทึกอย่างถูกต้อง ชัดเจน การอ่านผลปฏิกิริยาต้อง
ถูกต้องและมีการบันทึกในทุกครั ้ง ทำอย่างนี ้เสมอ
จะช่วยลดความผิดพลาดในส่วนนี้ได้เป็นอย่างดี

2. ความผิดพลาดของน้ำยาและอุปกรณ์
เคร่ืองมือท่ีใช้ เช่นความเข้มข้นของเซลล์ไม่ได้มาตรฐาน
เลือดท่ีนำมาเตรียมหมด หรือใกล้หมดอายุ แอนติบอดีหรือ
reagent red cells หมดอายหุรือใกลห้มดอาย ุเครือ่งป่ัน
หรืออ่างน้ำอุ่นไม่ได้มาตรฐาน เป็นต้น ข้อผิดพลาดใน
ลักษณะน้ีมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาท้ังส้ิน เพ่ือป้องกันความ
ผิดพลาดในลักษณะนี ้ ควรมีการตรวจสอบคุณภาพ
ประจำวันอย่างสม่ำเสมอ ตรวจสอบการปนเปื้อนของ
แอนติบอดี หรือ reagent red cells สังเกตความขุน่ หรือมี
hemolysis สุดท้ายคือการตรวจสอบอุปกรณ์โดยเฉพาะ
เครือ่งป่ัน ต้องมีการปรบัเทยีบมาตรฐานเปน็ประจำ

3. ความผิดพลาดในขั้นตอนการปฏิบัติงาน
ส่วนใหญ่เป็นเพราะทำงานไปนานๆ จนเกิดความชำนาญ
ทำให้ประมาทเลินเล่อ ปฏิบัติการไม่ครบทุกขั้นตอน
หรือไม่ทำในบางขั้นตอน เนื่องจากเพราะไม่ตระหนักถึง
ความสำคัญ หรือยังไม่เกิดปัญหาให้ต้องแก้ไข เพ่ือป้องกัน
ความผดิพลาดในขอ้น้ี ควรปฏบัิติงานตามวธีิมาตรฐานที่
กำหนดไว ้(Standard operating procedure หรือ SOP)
เช่นการปฏบัิติงาน หรือเตรียมน้ำยาตามวธีิการทีก่ำหนด
ไว้โดยบริษัทผู้ผลิต เลือกใช้น้ำยาหรือเม็ดเลือดแดง
ทีถู่กตอ้งกบังานทีท่ำ เช่น ชนิด หรือความเขม้ข้น หรือ

แม้แต่การเขย่าหลอดเพื ่ออ่านผล วิธ ีที ่ถ ูกต้องคือ
เขย่าหลอดทดสอบเบาๆ จนเม่ือเม็ดกระดุมของเซลล์หลุด
จากกน้หลอด จึงอ่านและบนัทึกผลทลีะหลอด (one tube
at one time) มิใช่เขย่าอยา่งแรง (จะไม่สามารถเหน็หรือ
อ่านความแรงของปฏิกิริยาที่ถูกต้องได้) หรืออ่านพร้อม
กนัทลีะ 3-4 หลอดและจำไวใ้นใจ จากนัน้จึงลงผล วิธีน้ี
ไม่ถูกต้อง และไม่พึงปฏิบัติเป็นอย่างยิ่ง เพราะงาน
ธนาคารเลอืดไมใ่ชเ่ลขคณติคดิในใจ หรอืน่ังทางใน
ระลกึชาตวิา่หลอดใดอา่นวา่อยา่งไร หลายคนคงยงั
จำได้ว่า “งานธนาคารเลือดไม่มีสิทธิทำผิดพลาด
เพราะจะหมายถึงชีวิตของผู้ป่วยได้”

ข. ความผิดพลาดที่เกี ่ยวข้องกับตัวอย่าง
ส่งตรวจมีปัญหา

สามารถแบ่งออกเป็นสองลักษณะ คือเม็ดเลือด
แดงมีปัญหา และซีรัมท่ีส่งตรวจมีปัญหา หรือท้ังสองกรณี
วิธีการที่จะรู้ว่าอะไรเป็นอะไร ต้องสังเกตก่อนว่า cell
grouping หรือ serum grouping ให้ปฏิกิริยาผดิไปจาก
ปกติ จากน้ัน จึงเร่ิมต้นจากมุมมองน้ัน ไม่ว่าเม็ดเลือดแดง
หรือซีรัม มีส่วนเก่ียวข้องกับการอ่านปฏิกิริยาและการเกิด
ABO discrepancies ได้ทั้งสิ้น แต่โดยทั่วไปแล้วมักพบ
มีปัญหาด้าน serum grouping กล่าวคือเป็นเพราะไม่มี
แอนติบอดี หรือมีในปริมาณที่ต่ำมากจนตรวจพบไม่ได้
จึงไม่เกิดปฏิกิริยาให้เห็น และโดยปกติผู้ปฏิบัติงานควร
อ่านผลใน cell grouping เสียก่อน จากน้ันจึงอ่านปฏิกิริยา
ใน serum grouping แล้วนำผลจากสองสว่นมาประมวล
ผลว่า สอดคล้องกันหรือไม่อย่างไร ก่อนที่จะดำเนิน
ขั้นตอนอื่นๆ ที่ยุ่งยากต่อไป ปัญหาต่างๆ ที่สามารถ
เกิดขึ้นได้กับทั้งเม็ดเลือดแดง หรือซีรัม ที่นำมาตรวจ
ทำให้เกิดปฏิกิริยาผิดสังเกต ส่งผลต่อการอ่านปฏิกิริยา
และสรปุผล แสดงไวใ้นกลอ่งข้อความดา้นลา่ง
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ปัญหาที่เกิดขึ้นในการตรวจสอบเม็ดเลือดแดง ปัญหาที่เกิดขึ้นในการตรวจสอบซีรัม
Extra antigens Extra antibodies
Acquired B phenotype A subgroup with anti-A1
B(A) phenotype Cold alloantibodies
Polyagglutination Cold autoantibodies
Rouleaux Rouleaux
Missing or weak antigen Missing or weak antibodies
ABO subgroup Newborn
Pathologic etiology Elderly population
Mixed field reactions Pathologic etiology
Transfusion of group O to A, B or AB
Bone marrow or stem cell transplants
A3 phenotype

ต่อไปนี้จะขอยกตัวอย่าง ABO discrepancies
แบบต่างๆ เพ่ือเป็นกรณศึีกษา ช่วงแรกจะกลา่วถงึความ
ผิดปกติที่เกี ่ยวข้องหรือเป็นผลจากเม็ดเลือดแดง ซึ่ง
สามารถสังเกตความผิดปกติได้เป็น 3 กลุ่ม คือ 1) มี
แอนติเจนแปลกๆ บนเม็ดเลือดแดง  2) ไม่มีแอนติเจน
น้ันๆ บนเม็ดเลอืดแดง หรือ 3) เกิดปฏกิิริยาชนดิ mixed
field agglutination

ABO discrepancies ท่ีเกิดใน cell grouping
หรือ forward grouping

กรณีตัวอย่างจากการมีแอนติเจนแปลกๆ
บนเมด็เลือดแดง (Extra antigen presentation)

กรณีที่ 1 Acquired B phenotype พบได้ใน
บุคคลที ่มีหมู ่เลือด A แต่เม็ดเลือดแดงสามารถทำ
ปฏิกริิยาไดก้บั anti-B antibody เม่ือทำ cell grouping
ผลที่ได้จะไม่สอดคล้องกับ serum grouping เนื่องจาก
อ่านผลไดเ้ป็นหมู่ AB ดังแสดงในตาราง

4+ 1+ neg 4+

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

BAAnti-BAnti-A*

หมายเหตุ RBCs: Red blood cells
* monoclonal ABO antibodies
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การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. อ่านผล cell grouping กับ anti-A ให้ผลบวก

แรง (4+)
2. อ่านผล cell grouping กับ anti-B ให้ผลบวก

อ่อน  (1+) กวา่ปกต ิ ซ่ึงควรเปน็ 4+ จากทัง้ข้อ 1 และ 2
ควรอา่นผลหมูเ่ลือดเปน็หมู่ AB

3. อ่านผล serum grouping ให้ผลเป็นหมู่เลือด
A ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกับผลทีอ่่านไดใ้น cell grouping

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
ในรายน้ีสรุปว่าเป็นหมู่ A ซ่ึงยืนยันด้วยผล serum

grouping ท่ีระบุว่ามี anti-B บุคคลดงักลา่วนีมี้ acquired
B phenotype อันเป็นผลจากม ีextra antigen ปรากฏบน
เม็ดเลือดแดง ปริมาณที่ปรากฏมีน้อยจึงให้ผลบวกกับ
anti-B ในความแรงทีอ่่อนกวา่

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
Acquired B มักพบได้ในบุคคลบางรายที ่ม ี

หมู่โลหิต A และเกิดโรคหรือพยาธิสภาพของทางเดิน
อาหารส่วนล่าง เช่น มะเร็งของ colon หรือ rectum
ลำไสอุ้ดตนั หรือไดติ้ดเชือ้แบคทเีรีย ชนิดกรมัลบ กลไก
เกิดจากการได้รับเอนไซม์กำจัดหมู่อะเซติล (deace-
tylase) ซึ่งผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียเอง หรือเป็นผลจาก
พยาธิสภาพดังกล่าวข้างต้น และมีผลต่อ antigen A
ซ่ึงมีหมู่น้ำตาล N-acetylgalactosamine เป็น immuno-
dominant sugar เมื่อหมู่อะเซติลถูกตัดออก ได้ผลเป็น
D-galactose ซึ่งเป็นตำแหน่งสำคัญของ antigen B

ดังนั้นจึงสามารถทำปฏิกิริยาข้าม (cross-react) ได้กับ
anti-B เพียงมีข้อสังเกตคือปฏิกิริยาอ่อนกว่า เน่ืองจากการ
deacetylase ไม่ได้ตัดหมู่อะเซติลในทุกตำแหน่งของ
antigen-A

ABO discrepancy ในลักษณะนี ้จะหายไปไดเ้ม่ือ
ปลอดจากพยาธิสภาพกลับคืนสู ่ภาวะปกติ บุคคล
ดังกล่าวน้ีหากจำเป็นต้องได้รับเลือด ควรใช้ส่วนประกอบ
ของเลอืดทีต่รงหมูเ่ทา่นัน้ คอืหมู่เลือด A

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ซักประวัติความเจ็บป่วยของบุคคลดังกล่าว

โดยเฉพาะพยาธสิภาพของระบบทางเดนิอาหารสว่นลา่ง
2. ลองทำปฏิกิริยาระหว่างเม็ดเลือดแดงกับ

ซีรัมของบุคคลนัน้ (autocontrol) หากเปน็ Acquired B
แม้ว่า เม็ดเลือดแดงบุคคลน้ันจะสามารถทำปฏิกิริยาได้กับ
anti-B monoclonal antibody เกือบทุกบริษัท แต่จะไม่ทำ
ปฏิกริิยากบั anti-B ทีมี่ในซีรัมของตนเอง คือใหผ้ลลบ

3. ลองทำปฏิกิริยาระหว่างเม็ดเลือดแดงกับ anti-
B ที่ระบุว่าไม่ทำปฏิกิริยากับ acquired B หรือทำ
ปฏิกิริยากบั human polyclonal anti-B ซึง่จะใหผ้ลลบ

กรณีตัวอย่างจากการมีแอนติเจนแปลกๆ
บนเมด็เลือดแดง (Extra antigen presentation)

กรณีที่ 2 B(A) phenotype พบได้ในบุคคลที่มี
หมู่เลือด B แต่เม็ดเลือดแดงสามารถทำปฏิกิริยาได้กับ
anti-A antibody เมื่อทำ cell grouping ผลที่ได้จะไม่
สอดคลอ้งกับ serum grouping เน่ืองจากอา่นผลไดเ้ป็น
หมู่ AB ดังแสดงในตาราง

1+ 4+ 4+                    neg

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

Anti-A* Anti-B A B

หมายเหตุ RBCs: Red blood cells
* monoclonal ABO antibodies
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การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. อ่านผล cell grouping กับ anti-A ให้ผลบวก

อ่อน (1+)
2. อ่านผล cell grouping กับ anti-B ให้ผลบวก

แรงตามทีค่วรเปน็  (4+)
3. อ่านผล serum grouping ให้ผลเป็นหมู่เลือด

B ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกับผลทีอ่่านไดใ้น cell grouping

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
สรุปว่าเป็นหมู่เลือด B(A) phenotype เนื่องจาก

เม็ดเลือดแดงมีแอนติเจนพิเศษเพิ่มขึ้นคือ antigen A
จึงสามารถทำปฏิกิริยาได้กับทั้ง anti-B และ anti-A
แต่อย่างหลังให้ผลอ่อนกว่าที่ควรเป็น

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
นับแต่ที่มีการผลิต monoclonal antibody ที่มี

ความไวและความจำเพาะสูงขึ้น ทำให้สามารถตรวจจับ
antigen A หรือ antigen B ที่มีอยู่ในปริมาณน้อยๆ
ได้เป็นอย่างดี

B(A) phenotype เป็นอีกตัวอย่างหน่ึงท่ีเป็นผลจาก
การใชแ้อนติบอดีท่ีมีความไว คำอธิบายสำหรบักรณีน้ีคือ
ความผิดปกติจากการที่เอนไซม์ D-Galactosyltrans-
ferase ซึ่งนอกจากทำหน้าที่ในการนำน้ำตาล D-galac-
tose ไปยัง H-precursor ได้แล้ว ยังสามารถนำน้ำตาล
จำเพาะของ antigen A คือ N-acetylgalactosamine ไปยัง
H-precursor ไดด้้วย แต่ในปริมาณนอ้ยๆ จึงทำใหมี้การ
แสดง antigen A ปริมาณน้อยๆ บนเม็ดเลือดแดง
และตรวจสอบไดด้้วย anti-A ท่ีมีความแรงและความไวสงู
ปรากฏการณ์ในลักษณะนี ้ หากตรวจเฉพาะ cell
grouping จะอ่านไดว่้าเปน็หมู่เลือด AB แต่ผู้ทีไ่ดรั้บการ
ฝึกฝนมาอย่างมีระบบ จะสังเกตได้จากความแรงของ
ปฏิกิริยาที่ไม่เป็นอย่างที่ควรเป็น คือควรให้ปฏิกิริยา
3+- 4+ ใน cell grouping ความผิดปกติแบบน้ีไม่ได้เป็นหมู่
AB แท้ๆ เพราะบุคคลดังกล่าวไม่มี gene A การมีหมู่
N-acetylgalactosamine เป็นผลจากเอนไซม์ทำงาน
ผิดพลาด ในทางกลับกัน โอกาสพบ A(B) phenotype
ก็เป็นได ้และอธิบายดว้ยกลไกเดยีวกนั

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ก่อนอื่นให้ตรวจประวัติบุคคลนั้นๆ เกี่ยวกับ

พยาธิสภาพและประวัติการรับส่วนประกอบของเลือด
2. ทำ cell grouping โดยใช ้ anti-A จากหลาย

บริษัทเปรียบเทียบกัน หรือใช้ human polyclonal anti-
A เพ่ือยืนยัน

กรณีตัวอย่างจากการมีแอนติเจนแปลกๆ บนเม็ด
เลือดแดง (Extra antigen presentation)
กรณีท่ี 3 Polyagglutination

คือการที่เม็ดเลือดแดงสามารถทำปฏิกิริยาเกาะ
กลุ่มได้กับซีรัมของทุกหมู่เลือด ในคนปกติทั่วไปมี anti-
T อยู่แล้วในซีรัม แต่ไม่ทำปฏกิิริยากบัเม็ดเลอืดแดงของ
ตนเอง เน่ืองจาก T antigen ถูกซ่อนอยู่ แต่เม่ือใดกต็ามที่
มีการติดเชื ้อแบคทีเรียบางชนิด และเกิดการทำลาย
ผนังเม็ดเลอืดแดง ทำใหมี้การเผยโมเลกลุของ T antigen
บนผิวเม็ดเลอืดแดง และสามารถทำปฏกิิริยาไดกั้บ anti-
T ทีมี่อยู่ในซรัีมของคนทกุหมู่

กรณีท่ี 4 ”Wharton’s jelly in cord blood”
คือการตรวจหมูเ่ลือดดว้ยวิธี cell grouping ในสิง่

ส่งตรวจที่เป็น cord blood เม็ดเลือดแดงอยู่ในซีรัมที่มี
โปรตีนเรียกว่า Wharton’s jelly ซึ่งเป็น gelatinous
tissue ทำให้เม็ดเลือดแดงเกิดการเกาะกลุ่มอย่างไม่
จำเพาะ หรือเรียกว่าเกิดผลบวกปลอมได้ในการตรวจ
กับแอนติบอดีใดๆ ดังนั้นการตรวจหมู่เลือดในตัวอย่าง
cord blood จึงควรคำนงึถึงเร่ืองน้ีด้วย

กรณีตัวอย่างที่เกิดจากการหายไปของแอนติเจน
หมูเ่ลือด หรอืปรากฏในปรมิาณทีน้่อยเกนิไป
(Missing or weak expressed antigens)

กรณน้ีีมีข้อสังเกตชดัเจนในการทำ cell grouping
คือปฏิกิริยาอ่อน หรือหายไปจากที่ควรเป็น ลักษณะนี้
จะพบไดใ้นกรณ ีABO subgroup และการตรวจหมูเ่ลือด
ระบบ ABO ในผู้ป่วย leukemia หรือ Hodgkin’s disease

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci Vol. 40,  No. 2  May 2007

78



A B

หมายเหตุ RBCs: Red blood cells
* monoclonal ABO antibodies

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

Anti-A* Anti-B

neg neg neg 3+

กรณีศึกษาเรือ่ง Subgroup A

การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. เม่ือตรวจ cell grouping ไม่เกิดการเกาะกลุม่

กบัทัง้ anti-A และ anti-B น่าจะเปน็หมู่ O
2. เม่ือตรวจ serum grouping พบปฏิกิริยาเฉพาะ

กับ cell B ซ่ึงแสดงว่าเป็นหมู่ A จะเห็นว่าไม่สอดคล้องกับ
cell grouping

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
ผลการตรวจ serum grouping น่าจะเป็นหมู่ A แต่

cell grouping แสดงปฏิกิริยาที่น่าจะเป็นหมู่ O แสดง
ให้เห็นว่าบุคคลดงักล่าวเป็นหมู่เลือด A แต่ไม่มีการแสดง
ออกของ antigen A จึงไม่เกิดปฏิกิริยากับ anti-A
แต่เป็นหมู่ O ทีไ่ม่มี anti-A antibody

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
การพบปฏิกิริยาอ่อนกว่าที่ควรเป็น หรือไม่เกิด

ปฏิกริิยา สว่นใหญมั่กสมัพนัธห์รือเกีย่วขอ้งกบัเรือ่งของ
หมู่ย่อยของ A หรือ B

Subgroup ของ A พบไดไ้ม่มากนกั ไม่เกนิ 1%
ของประชากรหมู่ A แต่ก็ยังพบได้มากกว่า subgroup ของ
B มีสาเหตุจาก N-acetylgalactosaminyltransferase
ซึ่งกำหนดการสร้างโดย gene A ทำงานน้อยกว่าปกติ
จำนวน antigen A บนผิวเม็ดเลอืดแดงมน้ีอย มีผลทำให้

ปฏิกิริยาอ่อน หรือบางกรณีไม่เกิดปฏิกิริยาเลยกับ
anti-A

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ตรวจสอบประวัติการเจ็บป่วยและการได้รับ

ส่วนประกอบของเลอืด เป็นสิง่แรก
2. ลองทำ cell grouping ซ้ำ โดยเพ่ิมเวลาในการ

incubate ให้นานขึ้น รวมถึงการใช้ human polyclonal
anti-A,B หรือ monoclonal anti-A,B การเพ่ิมเวลาอาจช่วย
ทำให้ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีเกิดได้
มากขึ้น

3. หากทำ cell grouping โดยใช ้anti-A,B แล้ว
ให้ผลบวก แสดงวา่เป็น Subgroup ของ A

4. หากทำ cell grouping โดยใช้ anti-A,B
แล้วให้ผลลบ ให้พิสูจน์ทางออ้ม ด้วยเทคนคิ Adsorption-
Elution โดยใชเ้ซลล์ทำปฏิกิริยากบั anti-A จากนัน้ elute
ออก ทดสอบ eluate ด้วย A cells หากเปน็ group A จริง
ใน eluate ต้องมี anti-A อยู่ จะสามารถเกดิปฏกิิริยากบั
A cells ได ้กรณน้ีีจะเรียกวา่ Ael (el = elute)

Mixed field reactions
พบได้ในการตรวจ cell grouping ทั้งกับ anti-A

หรือ anti-B ลักษณะที่พบคือมีการเกาะกลุ่มของเซลล์
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ท่ามกลางเซลลเ์ด่ียว (unagglutinated cells) เน่ืองจากใน
ตัวอย่างเลอืดมีเซลล์เม็ดเลือดแดงมากกวา่หน่ึงชนิด เช่น
ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่ได้รับเลือดไม่ตรงหมู่ (เช่น
ผู้ป่วยหมู่ A, B หรือ AB ไดรั้บเลือดหมู ่O) หรือผู้ป่วย

ที่ได้รับการปลูกถ่ายไขกระดูก หรือปลูกถ่ายเซลล์ต้น
กำเนิด หรือบุคคลที่มี A3 phenotype และผู้ป่วยที่มี
Tn-polyagglutinable cells (เกิดจากการกลายของยีน
ที่กำหนดการสร้างเม็ดเลือดชนิดต่างๆ)

กรณีศึกษาเรือ่ง Mixed field reactions
ผู้ปว่ยหมูเ่ลือด B ได้รับเลอืดหมูเ่ลือด O

A BAnti-A* Anti-B

หมายเหตุ RBCs: Red blood cells, mf: mixed field
* monoclonal ABO antibodies

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

neg 2+ mf 3+ neg

การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. ให้สังเกตความแรงของปฏิกิริยากับ anti-B

ว่าอ่อนกวา่ท่ีควรเป็นสำหรบั cell grouping
2. ในปฏกิริิยายงัให้ลักษณะ mixed field เม่ือดู

ด้วยกล้องจุลทรรศน์
3. หากด ู serum grouping ปฏิกิริยาระบวุ่าเป็น

หมู่เลือด B

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
ผลจาก cell grouping และ serum grouping

สรุปได้ว่าเป็นคนหมู่เลือด B ที่ได้รับเลือดหมู่ O ดังนั้น
จึงมีเม็ดเลอืดแดงสองกลุม่ เม็ดเลอืดแดงทีมี่แอนตเิจน B
จะทำปฏิกิริยากับ anti-B แต่เม็ดเลือดแดงของผู้บริจาค
ท่ีอยู่ปะปนน้ัน ไม่ทำปฏกิิริยากบั anti-B จึงเกดิลกัษณะ
ของ mixed field ให้เห็น

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
ในหลายกรณีที่ไม่สามารถหาเลือดตรงหมู่ให้แก่

ผู้ป่วยได้ จึงมีการให้เลือดหมู่ O ซึ่งจัดเป็น universal

donors ดังน้ันผู้ป่วยท่ีได้รับเลือดหมู่ O จึงมีเม็ดเลือดแดง
สองกลุม่ทีต่่างกนัอยู่ แน่นอนวา่ปฏกิริิยาทีเ่กดิขึน้เม่ือนำ
เม็ดเลือดแดงไปทดสอบ จึงให้ผลที ่ต่างกันในหลอด
ทดสอบเดียวกันนั้น

การแก้ปญัหาและการตรวจสอบเพือ่ยนืยนั (หากพบ
mixed field reaction)

1. ตรวจสอบประวัติการเจ็บป่วยและประวัติการ
รับส่วนประกอบของเลือดเป็นอันดับแรก

2. ตรวจสอบประวัติการปลูกถ่ายไขกระดูกหรือ
เซลลต้์นกำเนดิ

3. ตรวจ ABO ซ้ำในตัวอย่างเลือดก่อนการรับ
สว่นประกอบของเลอืด เพ่ือช้ีให้เห็นความแตกตา่ง (หาก
ยังมีตัวอย่างเลือดเก็บไว้)

ABO discrepancies ท่ีเกิดใน serum grouping หรือ
reverse grouping
Additional antibodies in serum

พบสิ่งผิดสังเกตในการตรวจ serum grouping
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ที ่ไม่สอดคล้องกับ cell grouping มักมีสาเหตุเกิด
จากการไม่พบ anti-A และ/หรือ anti-B ในซีรัม ตามที่
คาดไว้ว่าควรจะเป็น หรืออาจเกิดจากมีแอนติบอดีอื่นๆ
อยู่ในซีรัมนอกจาก anti-A และ/หรือ anti-B ไดแ้ก ่ cold
alloantibodies, cold autoantibodies และการเกิด

rouleaux ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิห้อง
เช่นเดยีวกบั anti-A หรือ anti-B

ต่อไปนี้เป็นตัวอย่างของ ABO discrepancies
ท่ีเกิดในสว่นของ serum grouping

กรณีศึกษาที ่1 บคุคลหมูเ่ลือด A1 ท่ีม ีanti-A1 antibody ในซีรัม

A BAnti-A* Anti-B

หมายเหตุ RBCs: Red blood cell
* monoclonal ABO antibodies

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

4+ neg 2+ 4+

การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. เมื่อดูที่ cell grouping ผลน่าจะเข้าได้กับ

หมู่เลือด A
2. เมื่อดูที่ serum grouping ผลน่าจะเข้าได้กับ

หมู่เลือด O

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
จาก serum grouping เห็นได้ว่ามีแอนติบอดีอ่ืนใน

ซีรัมนอกจาก anti-B และให้ปฏิกิริยาอ่อนกว่าคือ 2+
แอนติบอดีน้ันอาจเปน็ anti-A, cold alloantibody, cold
autoantibody หรืออาจเกดิจาก rouleaux reaction ก็ได้

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ตรวจสอบประวัติความเจ็บป่วย การรักษาและ

ประวัติการรับส่วนประกอบของเลือดเป็นอันดับแรก
2. ทดสอบเมด็เลือดแดงกบั anti-A1 lectin เพ่ือ

ดูว่าเป็นเรื่องของ subgroup ของ A หรือไม่ หากให้
ผลลบกับ anti-A1 lectin แสดงว่าเป็นหมู่เลือด A2 ท่ีมี anti-
A1 antibody

3. นำซีรัมของผู้ป่วยทดสอบกบั A1 cells และ A2

cells 2-3 ราย เพ่ือยืนยันว่าผูป่้วยมี anti-A1 จริง ซ่ึงควร
ให้ผลลบกบั A2 cells ดังแสดงในตาราง

2+ 2+ 2+ neg neg neg

Patient serum testing with

A1 cells A1 cells A1 cells A2 cells A2 cells A2 cells
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สรุปคือผู้ป่วยมี A2 phenotype ที่มี anti-A1 ในซีรัม
ลักษณะเช่นนี้สามารถพบได้ประมาณ 1-8% ของ A2

A BAnti-A* Anti-B

กรณีศึกษาที ่2 การพบ cold autoantibody และ cold autoantibody ในซีรัม

หมายเหตุ RBCs: Red blood cell
* monoclonal ABO antibodies

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

4+ 4+ neg 1+

การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. ผลการตรวจ cell grouping พบปฏิกิริยาแรง

ตามทีค่วรเปน็และบง่บอกวา่นา่จะเปน็หมู่เลือด AB
2. แต่เมื่อดูผลใน serum grouping กลับพบมี

anti-B และให้ผลอ่อน ซ่ึงหากเปน็หมู่ AB จริงตาม cell
grouping ผลใน serum grouping ควรเปน็ลบในการทำ
ปฏิกิริยากับทั้งสองเซลล์

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
แสดงวา่เป็นหมู่ AB ท่ีในซีรัมมีแอนติบอดีจำเพาะ

ต่อแอนติเจนใดๆ บน B cell และแอนตบิอดดัีงกลา่วเปน็
cold antibody เนื่องจากทำปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิห้อง
แต่จะเป็น allo- หรือ autoantibodies ต้องพิสูจน์ต่อไป

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
ไม่ว่าจะเป็นผู้บริจาคหรือผู้ป่วยนอกเหนือจากการพบ

Natural occurring antibodies แล้ว บางรายอาจพบ
แอนติบอดีอ่ืนๆ ปะปนอยู่ด้วยและเป็นชนิด cold antibod-
ies คือสามารถทำปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงที่นำมา
ตรวจสอบด้วย serum grouping ที่อุณหภูมิห้อง โดยที่
cell A หรือ cell B ที่นำมาใช้เตรียมเป็น reagent red
cells บังเอิญมีแอนติเจนที่ตรงกันอยู่ด้วย จึงทำให้เกิด

ปฏิริยานอกเหนอืจากปฏกิิริยาของระบบ ABO ตัวอย่าง
ของแอนติบอดีดังกล่าวได้แก่ anti-P1, anti-M, anti-N,
anti-Lea และ anti-Leb เป็นตน้

จะเห็นได้ว่าการตรวจหมู่เลือดระบบ ABO จึงมี
ความจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องทำทั้ง cell และ serum
grouping ควบคู่กันไป โดยเฉพาะในการทำ serum
grouping หากมกีารใช ้cell O1, cell O2 ร่วมดว้ย ย่ิงเป็น
ข้อดี เพราะเทา่กบัเป็นการตรวจกรอง unexpected anti-
bodies ไปในตัว

ผู้ป่วยหรือผู้บริจาคบางรายมี autoantibodies
ในซรัีมของตนเอง และหากเปน็แอนตบิอดทีีท่ำปฏกิริิยา
ที่อุณหภูมิห้องด้วย จะเรียกว่า cold autoantibodies
ตัวอย่างเช่น anti-I, anti-IH ซึ่งสามารถทำปฏิกิริยา
กับเม็ดเลือดแดงของผู้ใหญ่ทุกราย เนื ่องจาก anti-I
มีการพัฒนาและเพิ ่มจำนวนบนผิวเม็ดเลือดแดงได้
มากขึ้นเมื่อเจริญเติบโตเป็นผู้ใหญ่ และพบได้บนเซลล์
เม็ดเลือดแดงทั้งชนิด A, B และ O และยังสามารถทำ
ปฏิกิริยากับเซลล์ของตนเองได้ด้วยที ่อุณหภูมิห้อง
ดังน้ันเม่ือเกดิ unexpected reaction ใน serum group-
ing หรือใน screening cell อย่างกรณีดังกล่าวข้างต้น
ซึ ่งเกิดปฏิกิร ิยากับ cell B ใน serum grouping
ควรพสูิจน์ว่าเป็น cold auto- หรือ cold alloantibodies

phenotype ท้ังหมด
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โดยนำเซลล์และซีรัมของบุคคลนั้นๆ ทำปฏิกิริยากันเอง
เพ่ือดูว่าเกิดการเกาะกลุม่กันหรือไม่ หากเกิดแสดงว่าเป็น
cold autoantibodies

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ตรวจสอบประวัติความเจ็บป่วย การรักษา

และประวัติการรับส่วนประกอบของเลือดเป็นอันดับแรก
2. พิสูจน์หา allo- หรือ autoantibodies โดยการ

นำซีรัมทำปฏกิิริยากบัเซลล์ของผู้ป่วยเอง (autocontrol)
และทำปฏิกิริยากับ screening cells ที่อุณหภูมิห้อง
หากผลในหลอดทดสอบ autocontrol เป็นบวกแสดงว่าใน
ซีรัมมี cold autoantibodies ดังสรปุในตาราง

Patient serum Positive Negative Cold alloantibody
Patient serum Positive Positive Cold autoantibody

Interpretation of testing results

screening cells Autologous cells conclusion

3. หากผลการตรวจ autocontrol เป็นบวก ให้
ทดสอบชนดิของแอนตบิอดีด้วยเทคนคิ minicold panel
หรือ remove antibody จากผวิเซลล์ด้วยวิธี prewarming
technqique เพื่อนำแอนติบอดีที่ได้ไปทดสอบหาความ
จำเพาะหรือหาชนิดต่อไป

4. หากผลการตรวจสอบกับ screening cells
เป็นบวก แสดงว่ามี alloantibodies ให้ทำการตรวจ
วิเคราะหช์นิดของแอนตบิอดีต่อไปด้วยการทำ antibody
identification

4+ 4+ 2+ 2+

กรณีศึกษาที ่3 การพบ Rouleaux

หมายเหตุ RBCs: Red blood cell
* monoclonal ABO antibodies

A BAnti-A* Anti-B

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. ผลการตรวจ cell grouping พบปฏิกิริยาแรง

ตามทีค่วรเปน็และบง่บอกวา่นา่จะเปน็หมู่เลือด AB
2. แต่ผลการตรวจ serum grouping ให้ปฏิกิริยา

หมู่เลือดทีน่่าจะเปน็ O

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
หากพบลักษณะดังกล่าวนี้ สิ่งที่ต้องนึกถึงคือ

การพบ unexpected allo- หรือ autoantibodies หรืออีก
สาเหตหุน่ึงคอืการเกดิ Rouleaux ซ่ึงเป็นไปไดม้ากทีสุ่ด
เพราะปฏิกิริยาเกิดได้กับเซลล์ทั ้งสองชนิดในขนาด
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ความแรงเทา่ๆ กัน เพราะหากเปน็ allo- หรือ autoanti-
bodies ไม่น่าจะเกดิปฏิกิริยากบัเซลล์ท้ังสองชนิดในเวลา
เดียวกัน หรือความแรงเท่ากัน อาจพบได้แต่มีโอกาส
น้อยมาก

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
พยาธิสภาพบางอย่างทำให้มีปริมาณโปรตีนใน

พลาสมาหรือซีรัมสูงผิดปกติ ส่งผลให้เม็ดเลือดแดง
เกาะกลุ่มกันอย่างไม่จำเพาะ หากนำไปส่องดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์จะพบการเรียงตัวของเม็ดเลือดแดงคล้ายเหรียญ
เรียงกันเป็นแนว พยาธิสภาพที่ทำให้เกิดภาวะดังกล่าว
ได้แก่ multiple myeloma และ Waldenstrom’s macro-
globulinemia

โดยปกติการตรวจหมู่เลือดระบบ ABO ในตัวอย่าง
เลือดผู้บริจาคจะไม่มีการล้างเม็ดเลือดแดง ซึ่งไม่ค่อย
ประสบปัญหานี้เพราะถือเป็นคนปกติไม่มีพยาธิสภาพ

..

แต่ในการตรวจหมู ่เลือดของผู ้ป่วย จำเป็นที ่จะต้อง
ล้างเม็ดเลือดแดงอย่างน้อย 3 ครั้ง เพื่อเป็นการกำจัด
พลาสมาโปรตีนต่างๆ ท่ีปะปนมา และอาจมีผลต่อการเกิด
ปฏิกิริยา ทำให้อ่านผลผิดพลาดได ้เช่นเดียวกับในกรณีน้ี

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ตรวจสอบประวัติความเจ็บป่วย การรักษา

และประวัติการรับส่วนประกอบของเลือดเป็นอันดับแรก
2. เมื ่อพบผลบวกในหลอดทดสอบและรู ้ส ึก

ผิดสังเกต ให้ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ หากพบการ
เกาะกลุ่มแบบเหรียญเรียงกันเป็นแถว ให้นึกถึงเรื่อง
Rouleaux จากนัน้ให้ล้างเซลลเ์ม็ดเลอืดแดงดว้ยน้ำเกลอื
3 คร้ัง แล้วทดสอบใหม ่ถ้าเป็นเร่ืองของ Rouleaux ความ
ผิดปกติดังกล่าวจะหายไป

3. หรือทดสอบดว้ยเทคนคิ Saline replacement
ดังแสดงในภาพที ่1

รูปที ่1  Saline replacement technique

Rouleaux formation in sample

incubate ซีรัมกับเซลลประมาณ 1 นาที
จากนั้นดูดซีรัมทิ้งไป

เติมนํ้าเกลือแทนซีรัมในปริมาตรเทากัน

ปนอานผล

มีการเกาะ
กลุม

ไมมีการเกาะกลุม
True agglutination
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ABO discrepancies ท่ีเกิดใน serum grouping หรือ
reverse grouping
Missing or weak antibodies

เป็นอีกลักษณะหนึ่งที่พบได้ในการตรวจ serum

grouping มีสาเหตุจากการที่ไม่มีแอนติบอดี หรือมี
แต่น้อยมากจนไม่สามารถทำให้เกิดปฏิกิริยาให้เห็นด้วย
ตาเปล่า

หมายเหตุ RBCs: Red blood cell
* monoclonal ABO antibodies

กรณีศึกษา

ABO typing results

Patient RBCs with Patient serum with reagent RBCs

Anti-A* Anti-B A B
neg neg neg neg

การประเมนิผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
1. ผลการตรวจ cell grouping เข้าได้กับหมู่

เลือด O
2. ผลการตรวจ serum grouping เข้าได้กับ

หมู่เลือด AB เพราะปฏิกิริยาเป็นลบกับเซลล์ทั้งสอง
ชนิดที่ใช้ทดสอบ ซึ่งไม่สอดคล้องกับลักษณะของซีรัม
ของหมู่เลือด O ทีต้่องมีทัง้ anti-A, anti-B และ anti-A,B

การสรปุผลการตรวจหมูเ่ลือดระบบ ABO
ความผิดปกติน ่าจะเก ิดในส่วนของ serum

grouping กล่าวคือไม่มีแอนติบอดีในซีรัม จึงไม่เกิด
ปฏิกิริยากับเซลล์ที่ใช้ทดสอบทั้งสองชนิด

ข้อมูลสำหรับการอธิบาย
การไม่พบแอนติบอดีในซีรัมตามที่ควรเป็นตาม

ทฤษฎีของหมู่เลือดระบบ ABO มีสาเหตุหรือคำอธิบาย
ได้หลายกรณ ีได้แก่ อายุ พยาธสิภาพ ระดบัหรือปริมาณ
plasma immunoglobulin ข้อมูลเหล่านีจ้ะช่วยไดม้ากใน
การอธบิายผล เช่น ตัวอย่างเลอืดของทารกแรกเกดิ หรือ
ในผู้สูงอายุ แน่นอนว่าแอนติบอดีในระบบ ABO จะมี
น้อยเพราะยังไม่ได้สร้างหรือสร้างได้น้อยในทารกแรกเกิด

หรือลดระดับลงเม่ือสูงวัยเพราะอวัยวะและเซลล์ท่ีเก่ียวข้อง
เริ่มเสื่อมถอยหน้าที่ นอกจากนี้อาจเกิดจากพยาธิสภาพ
บางอย่างที่มีผลทำให้ระดับแอนติบอดีต่ำลงหรือไม่มีเลย
เช่น Chronic lymphocytic leukemia, Congenital
hypogammaglobulinemia, Acquired congenital
hypogammaglobulinemia, Congenital agammaglobu-
linemia, Acquired congenital agammaglobulinemia,
Immunosup- pressive therapy, Bone marrow trans-
plant, Multiple myeloma ดังนั ้นในกรณีที ่สงสัย
พยาธิสภาพ หรืออายุ ที่อาจเกี่ยวข้องหรือสัมพันธ์กับ
ผลการตรวจหมู่เลือดที่ไม่สอดคล้องกัน จึงควรตรวจวัด
ระดับ immunoglobulin ในซีรัม รวมถึงการศึกษาชนิดและ
ปริมาณของ immunoglobulin ต่างๆ ร่วมด้วย โดยเทคนิค
electrophoresis ซ่ึงจะช่วยไดม้าก

การแก้ปัญหาและการตรวจสอบเพื่อยืนยัน
1. ตรวจสอบประวัติความเจ็บป่วย การรักษา

และประวัติการรับส่วนประกอบของเลือดเป็นอันดับแรก
จากนัน้ตรวจวดัระดบัและชนดิของ serum immunoglo-
bulin

2. หากทุกอย่างปกติ ให้ทำการตรวจซ้ำใหม่
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โดยเพิ่มระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาระหว่างเซลล์และ
ซีรัมเป็น 15 นาท ีทีอุ่ณหภูมิห้อง จากนัน้ป่ันอ่านผล

3. หากผลยังเป็นลบอยู ่ ให้เปลี ่ยนอุณหภูมิ
ของการทำปฏิกิริยาเป็นที่ 4 oC นาน 5 นาที โดยทำ

autologous control ร่วมด้วย เพ่ือ rule out ปัญหา cold
autoantibody

4. การอ่านผลแสดงในตาราง

Patient serum Positive Positive Negative Group O
Patient serum Positive Positive Positive Cold autoantibody

Interpretation of testing results

4 oC นาน 5 นาที A cells B cells Autologous cells Conclusion
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