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บทคัดย่อ 
การเรียนการสอนภาคปฏิบัติการในวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิตของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต เรื่อง  
การตรวจกรองแอนติบอดี ต้องมีการเตรียมสิ่งตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจกรองแอนติบอดีเป็นลบและบวก แต่มีข้อจ�ำกัดคือต้องใช้
เลือดจากผู้ป่วยในปริมาณมากเพื่อน�ำมาปั่นแยกซีรั่มออกมา จึงจะเพียงพอต่อนักศึกษาที่จะปฏิบัติจริง ซึ่งซีรั่มเป็นสิ่งตัวอย่าง 
ที่อาจเสี่ยงต่อโรคติดต่อ ได้แก่ เชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซีและเชื้อไวรัสเอชไอวี งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเตรียม 
และศึกษาความคงตัวของซีรั่มเสมือนจริง เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 2 - 8 และ -20 องศาเซลเซียส ส�ำหรับการตรวจกรองแอนติบอดี 
การเตรยีมซรีัม่เสมอืนจรงิท่ีให้ผลการตรวจกรองแอนตบิอดีเป็นลบและบวก ท�ำโดยน�ำผงเก๊กฮวย โซเดียมคลอไรด์ อลับมูนิ ละลาย
ในน�ำ้กลัน่ เตมิสนี�ำ้สีเหลอืงไข่ ผสมจนสารละลายละลายเข้ากัน จากนัน้แบ่งเป็น 2 ส่วนเท่ากัน และเตมิ anti-D (IgG) ท่ีอตัราส่วน
การเจือจางเท่ากับ 1: 8 เพื่อท�ำเป็นซีรั่มเสมือนจริงแบบให้ผลการตรวจกรองแอนติบอดีเป็นบวก ส่วนซีรั่มเสมือนจริงแบบให้ 
ผลการตรวจกรองแอนตบิอดีเป็นลบจะไม่เตมิ anti-D (IgG) แบ่งใส่หลอดทดลอง เพือ่เก็บทีอ่ณุหภมู ิ2 - 8 และ -20 องศาเซลเซยีส 
ท�ำการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ และตรวจกรองแอนติบอดี ด้วยวิธีหลอดทดลองและวิธีคอลัมน์แอกกลูติเนชั่น ทุกๆ 3 วัน  
เป็นเวลา 27 วัน (วันที่ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 และ 27) โดยท�ำการเปรียบเทียบผลการตรวจกรองแอนติบอดีกับ 
ค่าเริม่ต้น (วนัที ่0) ผลการทดลองพบว่าซรีัม่เสมอืนจรงิ ทีเ่กบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส มคีวามคงตวัของลกัษณะทางกายภาพ
ดีกว่าเก็บที่ 2 - 8 องศาเซลเซียส และการเก็บทั้งสองอุณหภูมิให้ผลการทดสอบ antibody screening ด้วยวิธีหลอดทดลองและ
วิธีคอลัมน์แอกกลูติเนชั่นเป็นลบและบวกจริงในทุกครั้งท่ีท�ำการทดสอบ ผลจากงานวิจัยนี้น่าจะเป็นแนวทางในการเตรียมซีรั่ม
เสมือนจริง ที่ปลอดภัย ไม่เสี่ยงต่อโรคติดต่อ เพื่อใช้ส�ำหรับการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ เรื่อง การตรวจกรองแอนติบอดี 

ค�ำส�ำคัญ:	 ซีรั่มเสมือนจริง, แช่เย็น, แช่แข็ง, การตรวจกรองแอนติบอดี, ความคงตัว

Abstract 
This article is a study on the topic of the antibody screening requirements when preparing negative and positive 
samples for testing at the transfusion science laboratory at the Faculty of Medical Technology, Rangsit University. 
However, there is a limitation with regard to the need for a large quantity of patient blood samples in order to separate 
serum, so that there is sufficient for the students to use in their practices. In addition, serum samples have the risk of  
infectious diseases, such as hepatitis B virus, hepatitis C virus and human immunodeficiency virus. The purpose of this 
research is to examine the stability of virtual serum stored at temperatures of 2 - 8 and -20 OC for antibody screening. 
Preparing a virtual serum for both negative and positive antibody screening is conducted by using chrysanthemum 
powder, sodium chloride, albumin, and dissolving them in distilled water, then adding yellow coloring and finally  
mixing until the solution is well blended. Next, the serum is divided into two equal parts and anti-D (IgG) is added to 
the virtual serum at a dilution ratio of 1:8 to obtain a positive result, while the virtual serum that gives a negative result 
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บทน�ำ
การเรียนการสอนในภาคปฏิบัติการ วิชา วิทยาศาสตร์การ
บรกิารโลหติ 1 ของคณะเทคนคิการแพทย์ มหาวทิยาลยัรงัสติ 
มีหัวข้อเรื่อง antibody screening ซึ่งเป็นการทดสอบเพื่อ 
ตรวจหา unexpected antibodies ท่ีมคีวามส�ำคัญทางด้านคลนิกิ 
โดยท�ำในกลุม่ต่างๆ ได้แก่ ผูบ้รจิาคโลหติ ผูป่้วยท่ีจะรบัเลอืด 
ผูป่้วยทีเ่กดิปฏกิริยิาอนัไม่พงึประสงค์จากการรบัเลอืด หญิงมี
ครรภ์ท่ีมปีระวตัว่ิาเคยมบีตุรตาเหลอืง ตวัเหลอืง มปีระวตักิาร
แท้ง หรอืได้รบัเลอืดมาก่อนตัง้ครรภ์แล้วหลายครัง้ (Tholpady, 
2016; ภาวณิ ีคปุตวนิท ุและคณะ, 2553) การทดสอบดงักลา่ว
ต้องมกีารใช้สิง่ตวัอย่างชนดิซรีัม่ ซึง่การเตรยีมสิง่ตวัอย่างชนดิ
ซีรั่มเพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ มีข้อจ�ำกัด
คือ ต้องใช้เลือดครบส่วนปริมาณมากเพื่อน�ำมาปั่นแยกซีรั่ม 
ออกมา จึงจะเพียงพอต่อนักศึกษาชั้นปีที่ 3 จ�ำนวน 200 คน 
ทั้งนี้การเจาะเลือดจากมนุษย์ในปริมาณมากไม่สามารถท�ำได้
เพราะอาจเป็นอันตรายต่อผู้ถูกเจาะ นอกจากนี้ unexpected 
antibodies ในบางกลุ่มประชากรพบได้น้อย โดยมีการพบได้
ร้อยละ 0.3 - 38.0 การพบร้อยละที่แตกต่างกันนั้นขึ้นกับกลุ่ม
ประชากรและวธิกีารทดสอบท่ีใช้ (Roback, 2008) และซรีัม่ยงั
เป็นส่ิงตวัอย่างทีอ่าจเส่ียงต่อโรคตดิต่อจากการรบัเลอืด ได้แก่ 
เชื้อตับอักเสบบี ซีและเชื้อเอดส์ (HBV, HCV, HIV) (ภัทรพร  
อิศรางกูร ณ อยุธยา, 2548) ซึ่งมีอันตรายต่อนักศึกษาที ่
ท�ำการฝึกตรวจ antibody screening 

	 ปี 2560, 2561, 2564 มกีารวจิยัเพือ่พฒันาการเตรยีม
ซรีัม่เสมอืนจรงิส�ำหรบัการตรวจกรอง unexpected antibodies 
เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ วิชา วิทยาศาสตร์
การบริการโลหิต 1 ของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัย
รังสิต โดยเป็นการเตรียมสารละลายให้เป็นซีรั่มเสมือนจริง ที่
ไม่ยุ่งยาก หาซื้อสารและน�้ำยาได้ง่าย ราคาไม่แพง และน�ำ
มาท�ำเป็นสิ่งตัวอย่างท่ีให้ผลเป็นลบและบวกในการทดสอบ 
antibody screening ผลทีไ่ด้ท�ำให้ผูส้อนมทีางเลอืกท่ีจะเตรยีม
สารละลายซีรั่มเสมือนจริงเพื่อทดแทนการใช้ pooled serum 
หรือ frozen plasma ที่ได้จากมนุษย์ อย่างไรก็ตาม หากมี
การเตรียมซีรั่มเสมือนจริงส�ำหรับใช้ในการเรียนการสอนเรื่อง 

antibody screening ในปรมิาณมาก และสามารถเก็บรกัษาไว้
ได้ โดยคุณลักษณะของซีรั่มเสมือนจริง ไม่มีการเปลี่ยนแปลง
จากค่าเริ่มต้นจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจ

วัตถุประสงค์
 	 เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกาย ภาพ
ของซีรั่มเสมือนจริงและติดตามผลของ antibody screening
ที่ให้ผลการทดสอบเป็นลบและบวกโดย conventional tube 
test (CTT) และ column agglutination technique (CAT) 
เมื่อเก็บซีรั่มเสมือนจริงที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส และ  
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 27 วัน

วิธีการด�ำเนินการวิจัย

1. การเตรียมซีรั่มเสมือนจริง
	 1.1 การเตรียมซีรั่มเสมือนจริงแบบให้ผล 
การทดสอบ antibody screening เป็นลบ ดังนี้
	 ชั่งผงเก๊กฮวย 36 กรัม, NaCl 5.1 กรัม อัลบูมิน 0.6 
กรัม และละลายสารในน�้ำกลั่น 600 มิลลิลิตร เติมสีน�ำ้สีเหลือง
ไข่ 900 ไมโครลิตร ผสมจนสารละลายละลายเข้ากัน รายงาน
ลักษณะทางกายภาพด้วยตาเปล่าทางด้านสี ความขุ่น การ
เกิดก้อนหรือเจล และตรวจสอบแบคทีเรียและเชื้อราภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นท�ำการทดสอบ antibody screening 
ด้วยวิธี CTT และ CAT และตรวจสอบผลการทดลองว่าให้ผล
เป็นลบทุกสถานะของการทดสอบ (RT, 37 องศาเซลเซียส 
และ antiglobulin phase) แบ่งใส่หลอดทดลอง น�ำไปเก็บท่ี
อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส 

	 1.2 การเตรียมซีรั่มเสมือนจริงแบบให้ผล 
การทดสอบ antibody screening เป็นบวก ดังนี้ 
	 เตรียมซีรั่มเสมือนจริง ท�ำนองเดียวกับข้อ 1.1 และ
เติม anti-D (IgG) ที่อัตราส่วนการเจือจางเท่ากับ 1: 8 ด้วย 
ซีรั่มเสมือนจริง ผสมจนสารละลายเข้ากัน รายงานลักษณะ
ทางกายภาพ ด้านสี ความขุ่นการเกิดก้อนหรือเจล และ 
ตรวจสอบแบคทีเรยีและเชือ้ราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จากนัน้
ท�ำการทดสอบ antibody screening ด้วยวิธี CTT และ CAT 

will not have any anti-D (IgG). The virtual serum was then aliquoted for storage at 2 - 8 °C and -20 °C. The physical 
examination, antibody screening using a conventional tube test (CTT) and a column agglutination test (CAT) were 
assayed every 3 days for 27 days (day 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, and 27) and then the results were compared 
with the baseline (day 0). The results showed that virtual serum stored at -20 OC had a greater physical stability than 
when it was stored at 2 - 8 OC. The storage of virtual serum at both temperatures gave true negative and true positive 
results for antibody screening with CAT and CTT on the day of the testing. This study may provide a way of preparing 
virtual serum for antibody screening that is safe, non-infectious, and suitable for students’ laboratory practice.

Keywords:	 Virtual Serum, refrigerate, frozen, antibody screening, stability
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และตรวจสอบผลการทดลองว่าให้ผลเป็นบวกที่ antiglobulin  
phase แบ่งใส่หลอดทดลอง น�ำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 2 - 8  
องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส 

	  1.3 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ
 	 จากซีรั่มเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นในข้อ 1.1 และ 1.2  
น�ำมาท�ำการตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพด้วยตาเปล่า ได้แก่ 
การตรวจสอบสี ความขุ่น และตรวจสอบแบคทีเรียและเชื้อรา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก�ำลังขยาย 400 เท่า (objective len 
40X) ท�ำการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพทุกๆ 3 วัน เป็น
เวลา 27 วัน (วันที่ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 และ 27) 
โดยผูว้จิยั 2 คนและท�ำการเปรยีบเทยีบกับค่าเริม่ต้น (วนัที ่0) 

2. การทดสอบ antibody screening 
	 2.1 วิธี conventional tube test (CTT) 
	 ซรีัม่เสมอืนจรงิท่ีเตรยีมขึน้ในข้อ 1.1 และ 1.2 ทีท่�ำการ
เก็บที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส 
โดยซีรั่มเสมือนจริงที่เก็บที่- 20 องศาเซลเซียส ได้น�ำมา
ละลายภายใต้น�ำ้ทีไ่หลอย่างต่อเนือ่ง จากนัน้น�ำมาป่ันที ่3,000 
rpm นาน 5 นาที ก่อน ท�ำการทดสอบ antibody screening 
ด้วยวิธี CTT (ฝ่ายผลิตน�้ำยาแอนติซีรั่มและผลิตภัณฑ์เซลล์  
ศนูย์บรกิารโลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย, 2567) ทกุๆ 3 วนั 
เป็นเวลา 27 วัน (วันที่ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 และ 27) 
โดยแต่ละวนัท่ีทดสอบ จะท�ำ antibody screening แบบซ�ำ้สาม
ครัง้ (triplicate) และท�ำการเปรยีบเทียบกับค่าเริม่ต้น (วนัที ่0) 
ดังนี้ เตรียมหลอดทดลองขนาด 10 x 75 มม. จ�ำนวน 2 หลอด 
เขียนก�ำกับแต่ละหลอดเป็น O1 และ O2 เติมซีรั่มเสมือนจริง 
2 หยด ลงในแต่ละหลอด หยด screening cells O1 และ O2

 

ให้ตรงกับที่เขียนก�ำกับข้างหลอด เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ที่
อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ป่ันอ่านผล 20 วนิาท ีโดยดปูฏกิริยิา
การแตกสลายของเมด็เลอืดแดง (hemolysis) จากนัน้ให้เขย่าหลอด
ทดลองเพือ่ดูปฏกิิรยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง (agglutination) 
บนัทึกผลทีอ่ณุหภมูห้ิอง (RT) อุน่ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 
นาน 30 นาที ป่ันอ่านผล 20 วนิาที โดยดูปฏกิริยิาการแตกสลาย
ของเมด็เลอืดแดง (hemolysis) จากนัน้ให้เขย่าหลอดทดลองเพือ่
ดูปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง ( agglutination) บนัทกึ
ผลทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ป่ันล้างเซลล์เมด็เลอืดแดงด้วย 
normal saline solution (NSS) จ�ำนวน 3 ครัง้ ครัง้สดุท้ายสลดั 
NSS ออกจนหมด หยด anti-human globulin reagent 2 หยด 
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3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 และ 27) และท�ำการเปรียบเทียบ
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microcolumn หลอดละ 25 µl อุ่นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที ปั่นนาน 5 นาที อ่านผล และบันทึกผลการทดลอง 

	 การอ่านผลการทดสอบ

	 ระดับความแรงของปฏิกิริยาจับกลุ่มในวิธี CAT 
สามารถอ่านผลได้เป็น 4+, 3+, 2+, 1+ และ negative ดังแสดงใน  
Figure 1

	 ผลการทดสอบ antibody screening ของซีรั่ม 
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และ Table 3) ตั้งแต่วันที่เริ่มต้นจนครบเวลา 27 วัน 
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21, 24 และ 27) และท าการเปรยีบเทยีบกบัคา่เริม่ต้น (วนัที ่
0 ) ดั งนี้  ห ยด  50  µl ของ 1%  O1  และ O2  ลงใน 
microcolumn AHG และหยดซีรัม่เสมือนจริงลงในแต่ละ 
microcolumn หลอดละ 25 µl อุ่นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาท ีปัน่นาน 5 นาท ีอ่านผล และบนัทกึผลการทดลอง  
การอ่านผลการทดสอบ 

ระดบัความแรงของปฏิกิริยาจบักลุ่มในวิธี CAT 
สามารถอ่านผลได้เป็น 4+, 3+, 2+, 1+ และ negative ดัง
แสดงใน Figure  1 

 

 
 

Figure 1 Reading the results of antibody screening 
by column agglutination technology 
 
ผลการทดลอง 

ผลการทดสอบลกัษณะทางกายภาพของซีรัม่
เสมอืนจรงิทีใ่หผ้ล antibody screening เป็นลบและบวก 
เมื่อเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ2 - 8 องศาเซลเซยีส และ - 20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 27 วนั โดยมกีารศกึษา ส ีความขุ่น 
และอนุภาคทีพ่บภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ ทุก ๆ 3 วนัเป็น

เวลา 27 วนั พบว่า ซรีัม่เสมอืนจรงิทีเ่ตรยีมขึน้ในวนัแรก 
มีลักษณะทางกายภาพคือ มีสีเหลือง ขุ่นเล็กน้อย 
(Figure 2)  และเมื่อเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ2 - 8 องศาเซลเซยีส 
สามารถเกบ็รกัษาโดยมลีกัษณะทางกายภาพเหมอืนวนั
เริม่ตน้ได ้6 วนั จากนัน้ตัง้แต่วนัที ่9 ถงึ 27 ลกัษณะทาง
กายภาพจะเริ่มเปลี่ยนเป็น สีเหลืองเข้ม ขุ่น และ มี
ตะกอน  โดยตะกอนจะพบมากในวนัที ่12 - 27 ของการ
เก็บการรกัษา (Table 1) ในขณะที่ เมื่อเก็บทีอุ่ณหภูม ิ-
20 องศาเซลเซียส มลีกัษณะทางกายภาพ สเีหลอืง ขุ่น
เลก็น้อยตัง้แต่วนัทีเ่ริม่ตน้จนครบเวลา 27 วนั 

 

 
 

Figure 2 The negative (A) and positive (B) virtual 
serum for antibody screening at day 0 
 ผลการทดสอบ antibody screening ของซีรัม่
เสมอืนจรงิ เมื่อเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ2 - 8 องศาเซลเซยีส และ 
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 27 วนั พบว่าซีรัม่เสมอืน
จรงิที่ไม่เติม anti-D (IgG) และท าการทดสอบ antibody 
screening ด้วยวธิ ีCTT และวธิ ีCAT ให้ผลการทดสอบ
เหมอืนกนั โดยใหผ้ลลบทัง้ 3 ครัง้ (triplicate) ที่สถานะ 
RT, 37 °C และ IAT  (ไม่แสดงผลการทดลอง) ส าหรบั
ซีรัม่เสมือนจริงที่เติม anti-D (IgG) และท าการทดสอบ 
antibody screening ดว้ยวธิ ีCTT ใหผ้ลการทดสอบบวก
ทีส่ถานะ IAT (Figure 3 และ Table 2) และดว้ยวธิ ีCAT 
ให้ผลการทดสอบบวก (Figure 4 และ Table 3) ตัง้แต่
วนัทีเ่ริม่ตน้จนครบเวลา 27 วนั     
     

 

ผลการทดลอง
	 ผลการทดสอบลกัษณะทางกายภาพของซรีัม่เสมอืน
จริงที่ให้ผล antibody screening เป็นลบและบวก เมื่อเก็บที่
อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส และ - 20 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 27 วัน โดยมีการศึกษา สี ความขุ่น และอนุภาคที่พบ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ทุกๆ 3 วันเป็นเวลา 27 วัน พบว่า  
ซีรั่มเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นในวันแรก มีลักษณะทางกายภาพ
คือ มีสีเหลือง ขุ่นเล็กน้อย (Figure 2) และเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 
2 - 8 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาโดยมีลักษณะทาง
กายภาพเหมอืนวนัเริม่ต้นได้ 6 วนั จากนัน้ตัง้แต่วนัท่ี 9 ถงึ 27 
ลักษณะทางกายภาพจะเริ่มเปลี่ยนเป็น สีเหลืองเข้ม ขุ่น และ 
มีตะกอน โดยตะกอนจะพบมากในวันที่ 12 - 27 ของการเก็บ
การรักษา (Table 1) ในขณะที่ เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส มีลักษณะทางกายภาพ สีเหลือง ขุ่นเล็กน้อยตั้งแต่
วันที่เริ่มต้นจนครบเวลา 27 วัน

Figure 1 Reading the results of antibody screening  
by column agglutination technology

Figure 2 The negative (A) and positive (B) virtual serum  
for antibody screening at day 0

Figure 3 The positive results of antibody screening  
at IAT phase by conventional tube test
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Table 1	 Physical examination of virtual serum after storage at 2 - 8 ºC and -20 ºC for 27 days

Day (s)

Physical examination

2 - 8 ºC -20 ºC

Negative  
(without anti-D (IgG))

 Positive  
(with anti-D (IgG))

 Negative  
(without anti-D (IgG))

 Positive  
(with anti-D (IgG))

Day 0
yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

Day 3
yellow, turbid,
 bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

Day 6 dark yellow, turbid, bacteria few
dark yellow, turbid,  
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

Day 9
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

Day 12
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

Day 15
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

Day 18
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

yellow, turbid,  
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

Day 21
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

yellow, turbid, 
bacteria few

yellow, turbid, 
bacteria few

Day 24
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

yellow, turbid,  
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

Day 27
dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

dark yellow, turbid with  
sediment, bacteria few,  
pseudohyphae few

yellow, turbid,  
bacteria few

yellow, turbid,  
bacteria few

Table 2	 Results of antibody screening by CTT using positive virtual serum stored at 2 - 8 ºC and -20 ºC

Day (s)

Positive virtual serum stored at 2 - 8 ºC Positive virtual serum stored at -20 ºC

O1 O2 O1 O2

RT 37 °C IAT CCC RT 37 °C IAT CCC RT 37 °C IAT CCC RT 37 °C IAT CCC

Day 0 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 3 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 6 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0  0 3+ ND

Day 9 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 12 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 15 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 18 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 21 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 24 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

Day 27 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND 0 0 3+ ND

ND = Not done 
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง
	 มีการศึกษาเบื้องต้นในการเตรียมซีรั่มเสมือนจริง  
เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ วิชา วิทยาศาสตร์
การบริการโลหิต 1 ของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัย
รังสิต เรื่อง antibody screening (อังสนา โยธินารักษ์ และ 
อรนันท์ พรหมมาโน, 2560) และได้มีการพัฒนาการเตรียมซี
รั่มเสมือนจริงเพื่อให้ผลการทดสอบ antibody screening ไม่
พบผลบวกปลอมจากการทีเ่มด็เลอืดแดงของ screening cells 
แตกจากสารละลายของซีรั่มเสมือนจริง โดยการเติมอัลบูมิน 
ลงในการเตรียมซีรั่มเสมือนจริง (อังสนา โยธินารักษ์, 2561)  
ซึง่ต่อมาได้มกีารลดปรมิาณของอลับมูนิ เพือ่เป็นการประหยดั
ค่าใช้จ่าย (ณภาภัช แสงทวีป และคณะ, 2564) อย่างไรก็ตาม 
ยังไม่มีการศึกษาการเก็บซีรั่มเสมือนจริง เพื่อไว้ใช้ในการ
เรียนการสอนดังกล่าว การศึกษานี้จึงเก็บซีรั่มเสมือนจริงที่

เตรียมขึ้นจากการพัฒนาที่ผ่านมา และเก็บที่อุณหภูมิ 2 - 8 
องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส การศึกษานี้ มีการเต
รียมซีรั่มเสมือนจริง จ�ำนวน 600 มิลลิลิตร ซึ่งเป็นการเตรียม
ครั้งเดียว จากนั้นแบ่งใส่ขวดรูปชมพู่เป็น 2 ส่วนๆ ละเท่ากัน 
ดังนี้ 1) ส่วนที่ 1 จ�ำนวน 300 มิลลิลิตร ถ้าเป็นแบบให้ผลการ
ทดสอบ antibody screening เป็นลบ จะไม่มีการเติม anti-D 
(IgG) จากนัน้แบ่งใส่ขวดรปูชมพูเ่ป็น 2 ส่วนๆ ละ 150 มลิลลิติร 
ถ้าเป็นการเก็บแช่เย็นที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส จะเก็บ
ทั้งขวดรูปชมพู่ส่วนการเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
จะแบ่งใส่หลอดทดลองๆ ละ 12 มิลลิตร ได้จ�ำนวน 12 หลอด 
เพื่อจะน�ำมาละลายและตรวจสอบทุกๆ 3 วัน จนครบวันท่ี 
27 2) ส่วนที่ 2 จ�ำนวน 300 มิลลิลิตร ถ้าเป็นแบบให้ผลการ
ทดสอบ antibody screening เป็นบวก จะมีการเติม anti-D 
(IgG) ในอัตราส่วนการเจือจาง 1:8 เพื่อให้ได้ผลการทดสอบ 
antibody screening 3+ - 4+ จากนั้นแบ่งใส่ขวดรูปชมพู่เป็น 
2 ส่วนๆ ละ 150 มิลลิลิตร ถ้าเป็นการเก็บแช่เย็นที่อุณหภูมิ 
2 - 8 องศาเซลเซียส จะเก็บทั้งขวดรูปชมพู่ ส่วนการเก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะแบ่งใส่หลอดทดลองๆ ละ 12 
มลิลติร ได้จ�ำนวน 12 หลอด เพือ่จะน�ำมาละลายและตรวจสอบ 
ทุกๆ 3 วัน จนครบวันท่ี 27 การศึกษานี้ จึงมีขวดรูปชมพู่
ทั้งหมด จ�ำนวน 4 ขวด ซึ่งผู้วิจัยได้ตรวจสอบลักษณะทาง
กายภาพของท้ัง 4 ขวด ด้วยตาเปล่าและกล้องจุลทรรศน์  
ซึ่งลักษณะควรได้เหมือนกัน หรือใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตาม
ผลจาก Table 1 ในวันที่ 0 ถึงวันที่ 27 พบว่าซีรั่มเสมือนจริง 
ที่เตรียมขึ้นท้ังแบบที่ให้ผล antibody screening เป็นลบ 

Table 3	 Results of antibody screening by CAT using positive virtual serum stored at 2 - 8 ºC and -20 ºC

Day (s)

Positive virtual serum stored at 2 - 8 ºC  Positive virtual serum stored at -20 ºC 

O1  O2  O1 O2

37 °C  37 °C 37 °C  37 °C

 1st  2nd  3rd  1st  2nd  3rd  1st  2nd  3rd  1st  2nd  3rd

Day 0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 9 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 12 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 15 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 18 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 21 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 24 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

Day 27 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

   
  

                   

 

 
 
Figure 4 The negative results (A) and positive 
results (B) of antibody screening by column 
agglutination test  
 
สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

มกีารศึกษาเบื้องต้นในการเตรยีมซีรัม่เสมือน
จริง เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ วิชา 
วิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 1 ของคณะเทคนิค
การแพทย ์มหาวทิยาลยัรงัสติ เรื่อง antibody screening 
(องัสนา โยธินารกัษ์ และอรนันท์ พรหมมาโน , 2560) 
และได้มกีารพฒันาการเตรยีมซีรัม่เสมอืนจรงิเพื่อให้ผล
การทดสอบ antibody screening ไม่พบผลบวกปลอม
จากการที่เม็ดเลือดแดงของ screening cells แตกจาก
สารละลายของซรีัม่เสมอืนจรงิ โดยการเตมิอลับูมนิลงใน
การเตรยีมซีรัม่เสมอืนจรงิ (องัสนา โยธนิารกัษ์, 2561) 
ซึ่งต่อมาได้มีการลดปริมาณของอัลบูมิน เพื่อเป็นการ
ประหยดัค่าใชจ้่าย (ณภาภชั แสงทวปี และคณะ, 2564) 
อย่างไรก็ตาม ยงัไม่มกีารศกึษาการเกบ็ซีรัม่เสมอืนจรงิ 
เพื่อไว้ใช้ในการเรียนการสอนดงักล่าว การศึกษานี้จึง
เก็บซีรัม่เสมอืนจรงิที่เตรยีมขึ้นจากการพฒันาที่ผ่านมา 
และเก็บทีอุ่ณหภูม ิ2 - 8 องศาเซลเซียส และ -20 องศา
เซลเซียส การศึกษานี้  มีการเตรียมซีรัม่ เสมือนจริง 
จ านวน 600 มิลลิลิตร ซึ่ งเป็นการเตรียมครัง้เดียว 
จากนัน้แบ่งใส่ขวดรูปชมพู่เป็น 2 ส่วน ๆ ละเท่ากนั ดงันี้ 
1) ส่วนที ่1  จ านวน 300 มลิลลิติร ถา้เป็นแบบใหผ้ลการ
ทดสอบ antibody screening เป็นลบ จะไม่มีการเติม 
anti-D (IgG) จากนัน้แบ่งใส่ขวดรูปชมพู่เป็น 2 ส่วน ๆ 
ละ 150 มลิลลิติร ถา้เป็นการเกบ็แช่เยน็ทีอุ่ณหภูม ิ2 - 8 
องศาเซลเซียส จะเก็บทัง้ขวดรูปชมพู่ ส่วนการเก็บที่
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส จะแบ่งใส่หลอดทดลอง ๆ 
ละ 12 มลิลติร ไดจ้ านวน 12 หลอด เพื่อจะน ามาละลาย

และตรวจสอบทุก ๆ 3 วนั จนครบวนัที่ 27 2) ส่วนที่ 2 
จ านวน 300 มิลลิลิตร ถ้าเป็นแบบให้ผลการทดสอบ 
antibody screening เป็นบวก จะมกีารเตมิ anti-D (IgG) 
ในอัตราส่วนการเจือจาง 1:8 เพื่อให้ได้ผลการทดสอบ 
antibody screening 3+ - 4+ จากนัน้แบ่งใส่ขวดรปูชมพู่
เป็น 2 ส่วน ๆ ละ 150 มลิลลิติร ถา้เป็นการเกบ็แช่เยน็ที่
อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส จะเก็บทัง้ขวดรูปชมพู่ 
ส่วนการเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะแบ่งใส่
หลอดทดลอง ๆ ละ 12 มิลลิตร ได้จ านวน 12 หลอด 
เพื่อจะน ามาละลายและตรวจสอบทุก ๆ 3 วนั จนครบ
วนัที ่27 การศกึษานี้ จงึมขีวดรูปชมพู่ทัง้หมด จ านวน 4 
ขวด ซึ่งผูว้จิยัไดต้รวจสอบลกัษณะทางกายภาพของทัง้ 
4 ขวด ดว้ยตาเปล่าและกล้องจุลทรรศน์ ซึ่งลกัษณะควร
ได้เหมือนกัน หรือใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตามผลจาก
ตารางที ่1 ในวนัที ่0 ถงึวนัที ่27 พบว่าซรีัม่เสมอืนจรงิที่
เตรยีมขึ้นทัง้แบบที่ให้ผล antibody screening เป็นลบ
และบวก (เติม  anti-D (IgG) พบแบคที เรียจ านวน
เล็กน้อย (1-10/HPF) อาจเป็นเพราะอุปกรณ์ที่ใชใ้นการ
เตรยีมซีรัม่เสมอืนจรงิ มกีารปนเป้ือนของแบคทเีรยี ซึ่ง
อาจมีผลกับการเก็บรักษาซีรัม่เสมือนจริงที่ 2-8 º ซึ่ง
แบคทเีรยีและเชื้อราอาจเพิม่จ านวนและเจรญิเตบิโตได ้
ดงันัน้หากต้องการเก็บรกัษาซีรัม่เสมอืนจรงิให้นานขึ้น 
ควรมีการนึ่งฆ่าเชื้ออุปกรณ์ก่อนใช้งาน อย่างไรก็ตาม
แบคทีเรียและเชื้อราที่พบไม่มีผลต่อการทดสอบ 
antibody screening เมื่อทดสอบดว้ยวธิ ีCTT และ CAT  
ตลอดระยะเวลาการเกบ็รกัษา 27 วนั   

ผลการศกึษาพบว่า เมื่อเก็บซีรัม่เสมอืนจรงิ ที่
อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส  ลกัษณะทางกายภาพ
ของซรีัม่เสมอืนจรงิ ในวนัที ่6 เริม่มสีเีหลอืงเขม้ขีน้ และ
สเีหลอืงเขม้น้ีคงอยู่ตลอดไปจนถึงวนัที่ 27 ส่วนตะกอน
เริ่มมีขึ้นในวนัที่ 9 และมีตะกอนมากขึ้นตัง้แต่วนัที่ 12 
จนถงึวนัที ่27 ทีเ่กบ็ซรีัม่เสมอืนจรงิ ทัง้นี้อาจเป็นเพราะ
สารต่าง ๆ ทีใ่ชใ้นการเตรยีมซรีัม่เสมอืนจรงิ มกีารจบักนั
จนเกดิเป็นตะกอนในทีเ่ยน็ ในขณะทีก่ารเกบ็ซรีัม่เสมอืน
จรงิ ทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาสเซลเซียส พบว่าลกัษณะทาง
กายภาพไม่เปลี่ยนแปลงจนถงึวนัที ่27 แสดงว่าการเกบ็
แช่แข็ง ช่วยท าให้สารต่าง ๆ ที่ใช้ในการเตรียมซีรัม่
เสมอืนจรงิมคีวามคงตวั ไม่เกดิการเปลี่ยนแปลงของสาร
ทีใ่ชใ้นการเตรยีมซรีัม่เสมอืนจรงิ 

Figure 4 The negative results (A) and positive results  
(B) of antibody screening by column agglutination test
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และบวก (เติม anti-D (IgG) พบแบคทีเรียจ�ำนวนเล็กน้อย 
(1-10/HPF) อาจเป็นเพราะอุปกรณ์ท่ีใช้ในการเตรียมซีรั่ม
เสมือนจริง มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย ซึ่งอาจมีผลกับการ
เก็บรักษาซีรั่มเสมือนจริงที่ 2-8 º ซึ่งแบคทีเรียและเชื้อราอาจ
เพิ่มจ�ำนวนและเจริญเติบโตได้ ดังนั้นหากต้องการเก็บรักษา
ซีรั่มเสมือนจริงให้นานขึ้น ควรมีการนึ่งฆ่าเชื้ออุปกรณ์ก่อน
ใช้งาน อย่างไรก็ตามแบคทีเรียและเชื้อราที่พบไม่มีผลต่อการ
ทดสอบ antibody screening เมื่อทดสอบด้วยวิธี CTT และ 
CAT ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 27 วัน 

	 ผลการศกึษาพบว่า เมือ่เก็บซรีัม่เสมอืนจรงิ ท่ีอุณหภมูิ 
2 - 8 องศาเซลเซยีส ลกัษณะทางกายภาพของซรีัม่เสมอืนจรงิ 
ในวันที่ 6 เริ่มมีสีเหลืองเข้มขี้น และสีเหลืองเข้มนี้คงอยู่ตลอด
ไปจนถึงวันที่ 27 ส่วนตะกอนเริ่มมีขึ้นในวันที่ 9 และมีตะกอน
มากขึ้นตั้งแต่วันที่ 12 จนถึงวันท่ี 27 ท่ีเก็บซีรั่มเสมือนจริง 
ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะสารต่างๆ ทีใ่ช้ในการเตรยีมซรีัม่เสมอืนจรงิ  
มกีารจบักันจนเกิดเป็นตะกอนในท่ีเยน็ ในขณะทีก่ารเกบ็ซรีัม่
เสมือนจริง ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาสเซลเซียส พบว่าลักษณะ 
ทางกายภาพไม่เปลี่ยนแปลงจนถึงวันที่ 27 แสดงว่าการเก็บ
แช่แข็ง ช่วยท�ำให้สารต่างๆ ที่ใช้ในการเตรียมซีรั่มเสมือนจริง 
มคีวามคงตวั ไม่เกิดการเปลีย่นแปลงของสารท่ีใช้ในการเตรยีม 
ซีรั่มเสมือนจริง

	 อยา่งไรกต็ามการทดสอบ antibody screening ด้วย
วธิ ีCTT และ CAT ให้ผลการทดสอบเป็นลบและบวกจรงิ ตลอด
ระยะเวลาท่ีศึกษานาน 27 วัน โดยไม่เกิดผลบวกปลอมและ 
ผลลบปลอม แสดงว่าการเก็บซีรั่มเสมือนจริงที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส มีความเหมาะสมมากกว่าการเก็บซีรั่มเสมือน
จริงที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส

	 สรุป การเก็บซีรั่มเสมือนจริง ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ท�ำให้มีลักษณะทางกายภาพไม่เปลี่ยนแปลงจาก
วันเริ่มต้น และสามารถเก็บได้นาน 27 วัน โดยไม่เกิดผลบวก
ปลอมและผลลบปลอมในการทดสอบ antibody screening 

ข้อเสนอแนะ
	 การศึกษาเพิ่มเติม ควรทําการศึกษาความแรงของ
ปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง ในระดับ 1+ - 2+ เพื่อให้
เหน็การเปลีย่นแปลงของปฏกิิรยิาทีช่ดัเจนกว่า หากคุณสมบตัิ
ของซีรั่มเสมือนจริงในการตรวจ antibody screening มีการ
เปลี่ยนแปลง ไป ซึ่งจะชัดเจนกว่าการศึกษาโดยใช้ความแรง
ของปฏิกิริยาระดับ 3+ - 4+ เพียงอย่างเดียว
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