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The antibody screening of 26,527 blood donors at Songklanagarind Hospital was analyzed.  The saline technique found

265 samples were positive, accounting for identification of irregular antibodies in the positive sample was studied by panel cell.
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, anti-E and anti-c were detected in 111, 55, 72, 4, 13, 2 and 1 samples

respectively.  Confirmation of the results was obtained by red cell typing, which used an in-house antibody prepared from

donated plasma with a known antibody.  The known antibody plasma was stock in aliqouts at -20 
o
C for red cell typing.

Antibody identification in donated blood is very useful for patients.  The in-house antibody reduced the hospital cost because

commercial antibodies are very expensive, about 1,000 baht/ml.
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บทคดัย่อ:

ได้ทำการตรวจหาแอนติบอดีต่อแอนติเจนของหมู่เลือดชนิดอ่ืนๆ ท่ีนอกเหนือจากระบบ ABO จากผู้บริจาคโลหิตท่ีหน่วยคลังเลือด

โรงพยาบาลสงขลานครนิทร ์ต้ังแต่เดือนมกราคม 2544 ถึงเดือนธันวาคม 2545  จำนวน  26,527  ราย  ซ่ึงการตรวจกรองแอนตบิอดี

ใช้วิธี saline และใช ้screening cell  ของสภากาชาดไทย พบวา่ ให้ผลการตรวจกรองแอนตบิอดบีวก 265 ราย จากนัน้นำมาแยกหา

ชนิดแอนติบอดี  โดยใช้ชุด  panel cell ของสภากาชาดไทย ได้เป็นแอนติบอดีชนิดต่างๆ  ดังนี้ คือ  anti-Le
a
   111 ราย,  anti-Le

b

55 ราย,  anti-Le
a+b

  72 ราย,  anti-Mi
a
  7 ราย,  anti-M  4 ราย,  anti-P

1
  13 ราย,  anti-E  2 ราย  และ  anti- c  1 ราย  ยืนยนั

ความถูกต้องของแอนติบอดีที่ตรวจพบโดยการทำ red cell typing ใช้แอนติบอดีที่เตรียมขึ้นเองมาทดสอบซึ่งได้จากพลาสมาของ

ผู้บริจาคโลหิตท่ีทราบชนดิแอนติบอดีแล้วและนำมาทำเปน็ซีร่ัมก่อนนำไปทดสอบ จากการทดสอบใหผ้ลถูกต้อง และได้ทำการแยกเก็บ

พลาสมาของตัวอย่างทดสอบท่ีทราบชนิดแอนติบอดีแล้วท่ี -20 
o
C เพ่ือนำไปใช้ในงานสำหรับทำ red cell typing  ซ่ึงจากการแยกหาชนิด

แอนติบอดีในเลือดผู้บริจาค ทำให้สามารถนำเลือดไปให้ผู้ป่วยท่ีมี irregular antibody ได้อย่างมีคุณภาพและปลอดภัย และจากการเตรียม

แอนติบอดีข้ึนใช้เองน้ี  ทำให้ประหยัดค่าใช้จ่ายอย่างมาก  เพราะแอนติบอดีท่ีส่ังซ้ือจากบริษัทจะมีราคาแพงมาก ประมาณ 1,000 บาท/

มลิลิลิตร

คำสำคญั: การตรวจกรองแอนตบิอด,ี การแยกชนดิแอนตบิอด,ี ผู้บรจิาคโลหติ

บทนำ

โดยทั่วไปแล้วคนปกตินอกจากจะพบแอนติบอดีในระบบ

ABO แล้ว  ยังสามารถพบแอนติบอดีของหมู่เลือดระบบอื่นๆ

ที่เรียกว่า unexpected antibody หรือ irregular antibody ซึ่ง

แอนติบอดีเหล่านี้สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (naturally

antibody)  เน่ืองจากร่างกายได้รับสารท่ีมีคุณสมบัติคล้ายแอนติเจน

หรือเกิดจากปฏิกิริยาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (immune anti-

body)  อาจจะโดยถกูกระตุน้จากการรบัเลือด  การตัง้ครรภ ์ หรือ

การปลกูถ่ายอวยัวะ

การตรวจหาว่าผู้บริจาคโลหิตมีแอนติบอดีต่อหมู่เลือดใด

บ้างจะมีประโยชน์ต่อผู้ป่วย เพราะสามารถจัดเตรียมเลือดที่

เหมาะสมใหกั้บผูป่้วย    นอกจากนียั้งสามารถเกบ็พลาสมาของ

ผู้บริจาคโลหิตที่มี unexpected antibody นำมาใช้ประโยชน์ใน

งานคลังเลือด เพื่อทำการทดสอบหาแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดง

(red cell typing)  ซ่ึงจะเป็นการประหยัด ลดต้นทุนในการซ้ือน้ำยา

ของบรษัิทซ่ึงมีราคาแพงมากมาทดสอบ

วัสดุและวิธีการ

ใช้ตัวอย่างเลือด  clotted blood  ของผู้บริจาคโลหิต หน่วย

คลังเลือด  โรงพยาบาลสงขลานครนิทร ์  ต้ังแต่มกราคม 2544

ถึงธันวาคม 2545  จำนวน 26,527 ราย   โดยตวัอยา่งท้ังหมด

ทำการตรวจกรองแอนตบิอดี  (antibody screening) ใช้เซลล์  pool

O  ของสภากาชาดไทย  เม่ือให้ผลบวกนำมาตรวจซำ้อีกคร้ังโดยใช้

เซลล์ pool O
1
, O

2
 ของสภากาชาดไทย และเซลล์ pool O ท่ีถูก

treat   ด้วยเอนไซมป์าเปน   เม่ือให้ผลบวกจงึนำมาตรวจแยกชนดิ

แอนตบิอด ี(antibody identification)  โดยใชชุ้ด panel cell  จาก

สภากาชาดไทย วิธี saline

 เซลล์ท่ีนำมาใชใ้นการทดสอบเปน็ pool O, เซลล์ O
1
, O

2

ซึ่งซื้อจากสภากาชาดไทยจะมีแอนติเจนบนเม็ดเลือดที่สำคัญๆ

ได้แก่  C, c, D, E, e M, N, S, s, Mi
a
, Fy

a
, Fy

b
, Jk

a
, JK

b
, P

1
,

Di
a
, Di

b
, Le

a
 และ Le

b
 เป็นตน้

1, 2
  โดยทำการเตรยีมใหมี้ความ

เข้มข้น 2-5%  เซลล์ในน้ำเกลือปกติ 0.85% normal saline (NSS)

เซลล์ pool O  ท่ีถูกย่อยดว้ยเอนไซมป์าเปน  โดยการนำ

เอนไซม์ปาเปน 1 ส่วน ผสมกับ phosphate buffer pH 7.3  9 ส่วน

จากนัน้นำสว่นผสมนี ้4 ส่วน ผสมกบั packed pool O cell  1 ส่วน

นำไป  incubate  ท่ี 37 
o
C   นาน 25 นาท ี  จากนัน้นำมาลา้งด้วย

NSS 3 ครัง้  แล้วทำเปน็ 2-5%  cell suspension

วิธีการทดสอบ

1. การตรวจกรองแอนตบิอด ี(antibody screening test)

โดยใชเ้ซลล์ pool O
3

1.1 หยดซีรั ่มที่จะทดสอบลงในหลอดทดลองขนาด

10 x 75  มิลลิเมตร  หลอดละ 2 หยด  แล้วหยด 2-5% เซลล์

pool O  1 หยด  วางไวท่ี้อุณหภูมิห้องประมาณ 15 นาท ี ป่ัน 15

วินาท ี (3,400 รอบ/นาท)ี  อ่านผลปฏกิิริยา  แล้วนำไป incu-

bate  ท่ี 37 
o
C 30 นาท ี ป่ันอ่านปฏกิิริยานำไปลา้ง 3 ครัง้ ด้วย

น้ำเกลือธรรมดา (0.85% normal saline) ครัง้สุดทา้ยซับให้แห้ง
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หยดนำ้ยา anti human globulin (จากสภากาชาดไทย) 2 หยด

อ่านปฏิกิริยาด้วยตาเปล่า  ถ้าให้ผลลบนำไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

1.2 ตัวอย่างรายใดที่ให้ผลบวกในข้อ 1.1 นำมา

ทดสอบกับเซลล์  O
1
, O

2
 และเซลล์ pool O  ท่ีถูกย่อยด้วยเอนไซม์

4

โดยทำวธีิเดียวกนักับขอ้ 1.1

การแปลผล

ผลลบ  เมื่อเขย่าหลอดไม่เห็นการเกาะกลุ่มของ

เม็ดเลือดแดง

ผลบวก เมื่อเขย่าหลอดยังเห็นการเกาะกลุ่มของ

เม็ดเลือดแดง

2. การตรวจแยกชนดิแอนตบิอด ี (antibody identifica-

tion)

ตัวอย่างท่ีให้ผลบวกในขอ้ 1.2  จะนำมาตรวจแยกชนดิ

แอนติบอดี
3
   โดยใช้ชุด panel cell ของสภากาชาดไทยซึง่ในแต่ละ

ชุดจะมี 11 ขวด ดังนั้นในการทดสอบแต่ละครั้งต้องใช้หลอด

ทดลอง 11 หลอด  หยดซร่ัีมทีจ่ะทดสอบใสห่ลอดๆ ละ 2 หยด

จากนั้นหยดชุด panel cell  ซึ่งทำเป็น 2-5% cell suspension

หลอดละ 1 หยด   วิธีการทดสอบและการอา่นปฏกิิริยาเหมอืน

ข้อ 1

การแปลผล   เปรยีบเทยีบขอ้มูลท่ีได้จาก key ท่ีให้มา

กับชดุ panel cell เพ่ือแยกชนดิของแอนตบิอดี

3. การทดสอบหาชนิดแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดง  (red

cell typing)
5

ตัวอย่างที่ทราบชนิดแอนติบอดีที่ได้จากการทดสอบ

ในขอ้ 2 จะนำมาตรวจสอบเพือ่ยืนยนัความถกูต้องของการตรวจ

แยกชนดิแอนตบิอด ี   โดยการนำเซลลข์องตวัอยา่งท่ีทราบชนดิ

แอนตบิอดมีาทำเปน็ 2-5% cell suspension ทดสอบกบัแอนต-ิ

ซีรั ่มที่เป็นชนิดเดียวกับแอนติบอดีที่ตรวจพบในซีรั ่มรายนั้น

โดยแอนติซีร่ัมท่ีใช้ในการทดสอบได้จากซีร่ัมผู้บริจาคโลหิตท่ีทราบ

ชนดิแอนตบิอด ี ซ่ึงการทดสอบใช ้ 2-5% cell suspension  ท่ีจะ

ทดสอบ 1 หยด  ผสมกบัซีร่ัมทีมี่แอนตบิอดชีนดิเดยีวกบัเซลลท่ี์

ต้องการทดสอบนัน้ 2 หยด  ป่ันอ่านผลปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิห้อง

หรอือ่านผลทีป่ฎิกิริยา indirect antiglobulin test ข้ึนอยูกั่บชนดิ

ของแอนตเิจนทีต่อ้งการทราบชนดิ

การแปลผล

ถ้าให้ผลลบ  แสดงวา่การตรวจหาชนดิของแอนต-ิ

บอดน้ัีนถูกต้อง  เพราะถา้พบแอนตบิอดใีนซีร่ัม  แสดงวา่รายนัน้

จะตอ้งไม่มีแอนตเิจนบนผวิเซลล์เม็ดเลือดแดง
6

ถ้าให้ผลบวก แสดงว่าแอนติบอดีที่คาดว่าจะเป็น

ชนิดน้ันไม่ถูกต้อง จะต้องทำ positive control และ negative control

ควบคูไ่ปดว้ยทกุครัง้

4. การเก็บตัวอย่างที่ให้ผลบวกแรงไปใช้ในงานสำหรับ

red cell typing

          ซีร่ัมรายใดทีพ่บแอนตบิอดใีห้ความแรงของปฏกิิริยา

screening antibody ≥ 2
+
  จะทำการแยกเกบ็เพ่ือใช้งาน  โดยจะนำ

พลาสมา (plasma) ประมาณ 150-200 ml ท่ีแยกเก็บหลังจาก

การปัน่ packed red cell มาขจดัเอา fibrin ออกจาก plasma  เพ่ือ

ป้องกันการเกิดผลบวกปลอมโดยการใส่แคลเซียมคลอไรด์

(CaCl
2
) ประมาณ 1-2  กรัม  คนให ้CaCl

2
 ละลายจนหมดนำไป

incubate ท่ี 37 
o
C ประมาณ 1-2 ช่ัวโมง  จน  fibrin  จับตัวเป็นก้อน

แล้วนำไปแชใ่นตูเ้ยน็ 4 
o
C  1 คืน หลังจากนัน้เขีย่ใหก้้อน fibrin

ออกจนหมดจงึได้ซีร่ัม แบ่งเป็น  aliqout  นำไปแชแ่ข็งท่ี -20 
o
C

เมือ่ตอ้งการใชง้านจงึนำมาละลาย

ผลการศึกษา

1. การตรวจกรองแอนตบิอด ี (antibody screening) ใน

ผู้บรจิาคโลหติ  จำนวน 26,527 ราย  โดยใชเ้ซลล์ pool O,  เซลล์

O
1
, O

2
 และ เซลล์ pool O  ท่ีถูกย่อยดว้ยเอนไซมป์าเปน

เมื่อนำตัวอย่างมาทดสอบกับเซลล์ pool O เมื่อให้

ผลบวกจึงนำมาทดสอบกับเซลล์ O
1
, O

2
 และเซลล์ pool O ที่

ถูกย่อยดว้ยเอนไซมป์าเปน  ผลการทดสอบจากตารางที ่1 พบวา่

จากจำนวนผูบ้รจิาคโลหติ 26,527 ราย พบวา่เป็น หมู่ A  ร้อยละ

23.9, หมู่ B ร้อยละ 29.4, หมู่ O ร้อยละ 39.7 และหมู่ AB

ร้อยละ 7  และให้ผลการตรวจกรองแอนติบอดีบวกรวมทั้งสิ้น

265 ราย แยกตามหมูเ่ลือด A, B, O และ AB ดังน้ี 79, 110, 50

และ 26 ราย หรือคิดเปน็รอ้ยละ 29.8, ร้อยละ 41.5, ร้อยละ

18.9, และร้อยละ 9.8 ตามลำดบั

2. การตรวจแยกชนิดแอนติบอดี (antibody identifica-

tion)

จากตัวอย่างซีรั่มที่ให้ผล antibody screening บวก

นำมาทดสอบแยกหาชนดิแอนตบิอด ี โดยใชชุ้ด panel cell ของ

สภากาชาดไทย   ผลการทดสอบจากตารางที ่2  พบว่า จากตัวอย่าง

265 ราย  ท่ีให้ผล antibody screening  บวก  สามารถแยกไดเ้ป็น

แอนตบิอดชีนดิตา่งๆ ดังน้ี  anti-Le
a
  111 ราย,  anti-Le

b
  55

ราย,  anti-Le
a+b

  72 ราย,  anti-Mi
a
  7  ราย,  anti-P

1
  13  ราย,

anti-M  4 ราย  anti-E   2 ราย  และ anti-c  1 ราย
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3. การทดสอบหาชนิดของแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดง

(red cell typing)

นำตัวอย่างที่ทราบชนิดแอนติบอดีแล้วมาทำการตรวจ

หาแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงโดยใช้เซลล์เม็ดเลือดแดงมาทำ

ปฏิกิริยากับแอนตซีิร่ัมชนดินัน้ๆ   ซ่ึงแอนตบิอดน้ีีได้จากการจดั

เก็บแอนติบอดีข้ึนมาใช้เองในหน่วยคลังเลือด    โดยได้มาจากการ

ตรวจหาแอนตบิอดีของผู้บริจาคโลหิต   จากตัวอย่างเลือดท่ีทราบ

ชนดิแอนตบิอดแีล้วนำมาทำปฏกิิรยิากบัแอนตซีิรัม่ ให้ผลยนืยนั

ท่ีถูกต้อง  เน่ืองจากในซีร่ัมท่ีตรวจพบแอนติบอดีชนิดหน่ึงบนเซลล์

เม็ดเลือดแดงของระบบเดียวกันน้ันจะไม่พบแอนติเจนคือจะให้ผล

ท่ีเป็นลบ

วิจารณ์

การตรวจกรองแอนติบอดีในผู้บริจาคโลหิตโดยใช้เซลล์

pool O  ในข้ันตอนแรกจะเปน็การประหยดัเวลาและค่าใช้จ่ายมาก

เพราะจากการทดสอบเลือดผู้บริจาคโลหิตจำนวน 26,527 ราย

ให้ผลบวกเพียง 265 ราย  หรือประมาณร้อยละ 1 ของจำนวนเลือด

ท่ีทดสอบ  จากนัน้นำเลอืดทีใ่ห้ผลบวกมาทดสอบอกีครัง้  โดยใช้

เซลล์ O 1 และ O 2 และเซลล์ pool O ท่ีถูกย่อยดว้ยเอนไซม์

ปาเปน  ซ่ึงเป็นการทดสอบท่ีใช้ท้ังวิธี saline และเอนไซม์  เน่ืองจาก

เพ่ือให้แน่ใจว่าการทดสอบน้ันให้ผลบวกจริงซ่ึงเม่ือให้ผลบวกแล้ว

จึงนำมาแยกหาชนดิแอนตบิอด ีและจากจำนวน 265 ราย  ท่ีให้

ผลการตรวจกรองแอนตบิอดบีวก  เม่ือนำมาแยกชนดิแอนตบิอดี

พบว่าส่วนใหญ่เป็นหมู่เลือด B จำนวน 110 ราย และเป็น

แอนติบอดีในระบบ cold type รวมทั้งสิ้นจำนวน 262 ราย

เรียงลำดบัจากการพบมากไปหานอ้ย   ได้แก่   anti-Le
a
,   anti-

Le
a+b

,  anti-Le
b
,  anti-P

1
,  anti-Mi

a
,  anti-M   และแอนตบิอดี

ในระบบ  warm type  พบเพียง 3 ราย  ได้แก่ anti E และ anti-c

ซ่ึงท้ังหมด 265 ราย  ได้ทำการทดสอบหาชนดิแอนตเิจนบนผวิ

เม็ดเลือดแดง (red cell type)  เพ่ือยืนยันการทดสอบว่าแอนติบอดี

ท่ีพบนัน้ถูกต้อง  ซ่ึงการทดสอบ red cell typing น้ันแอนตบิอดี

ท่ีนำมาทดสอบเปน็แอนติซีร่ัมท่ีแช่แข็งเก็บไว้ในคลังเลือด    ซ่ึงได้

จากเลือดผู้บริจาคที่ทราบชนิดแอนติบอดีแล้ว มีเพียง anti-c

ตารางที่ 1 การตรวจกรองแอนติบอดี (antibody screening)  ตั้งแต่เดือนมกราคม 2544  ถึงธันวาคม 2545

จำนวน  26,527 ราย

หมูเ่ลือด                      จำนวนผูบ้รจิาค                      คดิเปน็รอ้ยละ                       ผล antibody                      คดิเปน็รอ้ยละ

                              ที่ทำการทดสอบ (ราย)                                                     screening บวก (ราย)

A   6,337  23.9   79 29.8

    B   7,753  29.4 110 41.5

O 10,556  39.7   50 18.9

    AB   1,881    7   26   9.8

รวม 26,527                             100 265                                100

ตารางที ่2 แสดงผลการตรวจแยกชนดิแอนตบิอดจีากเลอืดผูบ้รจิาคทีใ่หผ้ล antibody screening บวก จำนวน 265 ราย

หมูเ่ลือด                                                                   ชนิดแอนตบิอดทีีพ่บ

                              Le
a
            Le

b
             Le

a+b    
            Mi

a
              M             P

1
              E            c             รวม

A 24 19 32    3 - 1 - -   79

B 42 30 27    2 1 6 1 1 110

O 37  -   4    2 2 4 1 -   50

AB   8  6   9    - 1 2 - -   26

รวม                       111 55 72    7 4            13 2 1 265
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ชนิดเดียวท่ีต้องใช้แอนติซีร่ัมจากบริษัทซ่ึงจาก 265  ราย  พบเพียง

1 ราย  การท่ีใช้แอนติซีร่ัมท่ีทำข้ึนเองจะเป็นการประหยัดอย่างมาก

และให้ผลการทดสอบถกูต้อง   เพราะการทดสอบแตล่ะครัง้จะมี

negative และ positive control ควบคูไ่ปดว้ย

ดังนั้นการที่ทำการตรวจหาแอนติบอดีในผู้บริจาคโลหิต

นอกจากจะเป็นประโยชน์ในการหาเลือดให้ผู้ป่วยที่มี irregular

antibody  แล้ว ยังสามารถแช่แข็งเก็บซีร่ัมของผู้บริจาคโลหิตท่ีทราบ

ชนิดแอนติบอดีไว้ใช้งานทางคลังเลือด   ซ่ึงทำให้ประหยัดค่าใช้จ่าย

อย่างมากเพราะใช้แทนแอนติซีรั ่มที่สั ่งซื้อจากบริษัทที่มีราคา

ค่อนขา้งแพงประมาณ 1,000 บาท/มิลลิลิตร  ซ่ึงในแตล่ะเดือน

จะมผีูป้ว่ยทีม่ ี irregular antibody ประมาณ 80 ราย แตล่ะราย

จะตอ้งนำเลือดมาเพือ่ทำ red cell typing เพ่ือหาเลือดใหผู้้ป่วย

ประมาณ 10 ยูนิต  เฉล่ียแล้วตอ้งทำ red cell typing เดือนละ

800 ยูนิต ใช้แอนติซีร่ัมประมาณ 40 มิลลิลิตร  ซ่ึงการท่ีใช้แอนติ-

ซีรั่มที่ทำขึ้นเองทำให้สามารถประหยัดค่าใช้จ่ายได้ถึงเดือนละ

ประมาณ 40,000 บาท

สรุป

การตรวจกรองแอนติบอดี (antibody screening)

การตรวจแยกชนิดของแอนติบอดี (antibody identification)

และการหาชนดิแอนตเิจนบนผวิเม็ดเลือดแดง (red cell typ-

ing) ในผู้บรจิาคโลหตินอกจากผูป่้วยจะไดรั้บประโยชนใ์นการ

ที่สามารถจะได้รับเลือดที่รวดเร็วและปลอดภัยแล้ว ยังเป็น

การประหยัดการใช้งบประมาณในการซื้อแอนตีซีรัมบางชนิด

ด้วย  เพียงแต่มีข้อจำกัดจากแอนตซีิร่ัมบางรายไมส่ามารถทำ

red cell typing  ของผู้บริจาคโลหิตที่มีหมู่เลือดระบบ ABO

ไม่เข้ากัน  แต่สามารถแก้ปัญหาโดยการเก็บซีร่ัมไว้หลายๆ ราย

เพ่ือให้สามารถครอบคลมุเลือดได้ทุกหมู่ตามความจำเปน็ และ
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