
 

 
 

วธีิปฏิบัต ิ

Work Instruction 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ 

โรงพยาบาลลาํพูน 

 รหสัเอกสาร WI-BB-002 ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ 

ผูจ้ดัทาํ   
               ..............................................                                 1 ก.พ.2564 
              ( นางสาวณฎัฐา  นนัทขวา้ง )                                 วนั / เดือน / ปี 
               นกัเทคนิคการแพทยป์ฏิบติัการ        

ผูท้บทวน             
              .............................................                                   1 ก.พ.2564          
                   (นางสาวศิริพร  นนัตา)                                    วนั / เดือน / ปี 
                       ผูจ้ดัการวชิาการ 

ผูอ้นุมติั               
             .............................................                                   1 ก.พ.2564                   
                 (นายครรชิต  กิติมา )                                          วนั / เดือน / ปี 
      ผูจ้ดัการคุณภาพ กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์

  
 
 



 

 
 

 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   L/10 

 

บันทกึการแก้ไขเอกสาร 

 

วนัที/ ทบทวน/แก้ไข          

ครั1งที/ 

บันทกึการแก้ไข 

8 พ.ย. NO 0 อนุมติัใช ้
Q เม.ย. NR 1 แกไ้ข ทบทวนและอนุมติัใช ้
L* ก.ย. NQ 2 แกไ้ขผูท้บทวนและผูอ้นุมติั 

 N เม.ย. O* S แกไ้ขวธีิปฎิบติัใหเ้ป็นตามขอ้กาํหนดของมาตรฐาน ISO 15189 : 2007 
  -เปลี�ยนแปลงผูท้บทวนวธีิปฏิบติัจาก“หวัหนา้กลุ่มงานพยาธิวทิยาคิลนิก” 

   เป็น “ผูจ้ดัการวชิาการ” 
  -เปลี�ยนแปลงผูอ้นุมติัวธีิปฏิบติัจาก “หวัหนา้กลุ่มงานเทคนิคการแพทย”์ 
    เป็น “ผูจ้ดัการคุณภาพ” 

  -เปลี�ยนแปลงรหสัของวธีิปฏิบติังานจาก“WI-LAB-047” เป็น “WI-BLB- 
    002” 

S ต.ค. O* N - แกไ้ขวธีิปฏิบติัใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนด ISO *O*Q^ : L__R 
1 เม.ย. OS O -ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
* มี.ค. ON + -ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
R ส,ค. OO R -หนา้ที�S/Q ขอ้ที�^. เปลี�ยนจาก “เลือด” ที�ใชเ้ป็น “ตวัอยา่ง” ที�ใช ้
^ มิ.ย. O+ Q -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.ย. OR ^ -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
2 ก.พ. OQ *_ -แกไ้ขคาํวา่ “Plain tube/Tube” เป็น “หลอดทดลอง” 

  -แกไ้ขหนา้ที� O/^ ขอ้^ เปลี�ยนจาก “ใชเ้ลือด” เป็น “ใชโ้ลหิต” 

 

 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที�  *+ หนา้   S/*_ 

บันทกึการแก้ไขเอกสาร 

 

วนัที/ ทบทวน/แก้ไข          

ครั1งที/ 

บันทกึการแก้ไข 

L ก.พ. OQ *_ -แกไ้ขหนา้ที� O/^ ขอ้ที� ^ วธีิเตรียม L-O % cell suspension  แสดงเป็น 
  สัดส่วนของโลหิตกบันํ(าเกลือ 
  -แกไ้ขหนา้ที� +/^ เปลี�ยนวธีิการตรวจจาก “วธีิ Indirect antiglobulin 
  (weak D) test เป็น “การตรวจสอบ Weak-D  โดยวธีิ Gel Test” 

  -แกไ้ขหนา้ที� Q/^ ขอ้ **.L ระบุความถีในการเขา้ร่วมกบัสาํนกัมาตราฐาน 
  หอ้งปฏิบติัการ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์“ปีละ S ครั( ง” 

L ก.พ. O^ ** -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
L ก.พ. +_ *L -แกไ้ข WI-BLB-002 เปลี�ยนเป็น WI-BB-002 

   S* ม.ค. +* *S -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.พ.+L *N -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
* ก.พ.+S 15 -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
* ก.พ.+N *+ - แกไ้ขผูจ้ดัทาํ จาก นางสาวภณิดา คาํธิตา เป็น นางสาวณัฎฐา  นนัทขวา้ง 

  - แกไ้ขผูท้บทวน จาก นางสาวกนกวรรณ ใจพิงค ์เป็น นางสาวศ◌ิริพร นนั
ตา 

  - แกไ้ขผูอ้นุมติั จาก นายบรรเลง ปัญจบุรี เป็น นายครรชิต กิติมา 

   
   
   

 

 

 

 

 เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 
 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   N/*_ 

 

การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

 

7. วตัถุประสงค์ของการทดสอบ  

  เป็นการตรวจหาหมู่โลหิตระบบ Rh โดยวธีิ Tube method 
2. คําย่อ 

 - 
S. หลกัการของวธีิการทดสอบ 

แอนติเจน D บนผวิเม็ดเลือดแดงของผูบ้ริจาคและผูป่้วย ทาํปฏิกิริยากบั anti - D อ่านผลที�อุณหภูมิห้อง     
      ถา้มี Agglutination แสดงวา่เป็น Rh Positive  แต่ถา้ไม่มี Agglutination จะตอ้งทาํ Weak - D Test  ต่อไป  
      เพื�อบอกวา่เป็น Rh Negative  หรือ Weak - D 

 

<. รายละเอยีดที/ต้องตรวจสอบ 

4.1 ค่าความเป็นเส้นตรง   
- 

4.2 ค่าความแม่นยาํ   
- 

4.3 ค่าความถูกตอ้ง  
- 

4.4 ค่าความไม่แน่นอน  
- 

4.5 ระยะของการวดั  
- 

4.6 ค่าจริงของการวดั 
- 

 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้  O/*_ 

 
N.R.ความไว 

       - 
N.Q.ความจาํเพาะ 

                    - 
=. ประเภทหรือชนิดของตัวอย่าง 

ใช ้clotted blood หรือ anticoaglulated blood  
 

A. ประเภทของภาชนะบรรจุและสารที/ใช้เกบ็ตัวอย่าง 
 หลอดทดลองขนาด 13 X 100 มม. กรณีใช ้clotted blood หรือ K3EDTA Tube, Capillary tube  

 

D. เครื/องมือและนํ1ายาที/ใช้ 

7.1 Serofuge 
7.2 ID-Incubator  37 SI 
7.3 ID-Centrifuge  12 SII 
7.4 หลอดทดลองขนาด 12 X 75 มม. 
7.5 นํ(ายา Anti – D 
7.6 นํ(าเกลือ (NSS.) 
7.7 หลอดดูด 
7.8 ID-Diluent 2 
7.9  ID-Liss Coombs Card 
7.10  Auto-pipette ขนาด O,LO,O_ ไมโครลิตร 
R.**  Yellow-tip 

 

8. วธีิการสอบเทียบ (มีการทวนสอบการวดั) 
- 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 



 

 
 

 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   +/*_ 

 
H.ขั1นตอนการดําเนินการ 
    ตวัอยา่งที�ใช ้  - ใชโ้ลหิตที�จะทดสอบความเขม้ขน้ L - O % ในนํ(าเกลือปกติ (NSS.) 
     วธีิการเตรียม I-=% cell suspension 
 

 

% Cell Suspension 
 

 

จํานวน  Packed  red  cell 

(ไมโครลติร) 
 

 

จํานวนนํ1าเกลอื 

(ไมโครลติร) 
 

L 
S 
N 
O 

*_ 
*O 
L_ 
LO 

 

O__ 
O__ 
O__ 
O__ 

 
 

 
 วธีิทาํ Tube Test   

1. ก่อนการตรวจหมู่โลหิตตอ้งตรวจขอ้มูลทั(งหมด คือ ชื�อ–สกุล ผูป่้วย HN, AN อาย ุใหต้รงกบัตวัอยา่ง 
          โลหิตของผูป่้วย 

             2.  เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 x 75 มม. เขียน " D " ที�ขา้งหลอด  
             3.  หยด Anti- D ลงในหลอด " D "  2 หยด   
             4.  หยด 2 - 5 % cell suspension ที�เตรียมไวล้งในหลอด 1 หยด   
             5.  เขยา่ใหเ้ขา้กนั  ปั�นอ่านที� 3,000 rpm. 15 วนิาที  
 การอ่านผล – เอียงหลอดเขยา่เบาๆใหเ้ซลลห์ลุดจากกน้หลอดเพื�ออ่านปฎิกริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง     
                    ดว้ยตาเปล่า 
                    ผลบวก = มีการจบักลุ่มเมด็เลือดแดง                                
                    ผลลบ   = ไม่มีการจบักลุ่มเมด็เลืดแดง (ทาํการพิสูจน์เพื�อยนืยนั Weak - D หรือ Rh negative) 
 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   7/10 

           
การตรวจสอบ Weak - D โดยวธีิ Gel Test 
วธีิทาํ Gel Test 

1. เตรียม *% Cell suspension ของโลหิตผูป่้วย/ผูบ้ริจาค ในนํ( ายา ID-Diluent 2 
    ( 5 ul Blood + 500 ul Dilent) 
2.  เติม *% Cell suspension จาํนวน O_ ไมโครลิตร ลงใน Microtube ใหค้า้งอยูบ่นกระเปาดา้นบน

(Reaction Chamber) อยา่ใหใ้หลลงไปสัมผสักบั Antiglobulin ใน Microtube 
3.  เติม Anti-D  25 ไมโครลิตร 

4.  เคาะ Card  เบาๆ แลว้ Incubate ที�  SR°C  *O นาที 
5.  นาํไปปั�นใน ID-Centrifuge เป็นเวลา *_ นาที 
6.  อ่านผล 

       ผลบวก = มีเมด็โลหิตคา้งอยูใ่นเนื(อเจล 
       ผลลบ   = โลหิตทั(งหมดตกอยูก่น้ Microtube 

 

7W. การแปลผล 
 

 

Rh  Type 
วธีิการทดสอบ 

Tube  Test Gel  Test 

 
Rh  Positive 
Rh  Negative 

        Weak - D 
 

 
+ 
- 
- 

 

 
+ 
- 

+/Weakly 
 

  
                         
 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   Q/*_ 

 
77. วธีิการควบคุมคุณภาพ 

11.1  การควบคุมคุณภาพภายในโดยการทดสอบนํ(ายา Anti –D  ดว้ย O เซลล ์ในทุก ๆ วนัก่อนนาํมาใช ้
 การทดสอบ 

        วธีิการทาํ Daily Testing Reagent Red Cells And Antisera 
                      *. ตรวจสอบสภาพของนํ(ายา เช่น ดู Hemolysis ใน Standard cells ดูวนัหมดอาย ุ 

        ดูความขุ่นของ Anti-D  ดู lot number ของนํ(ายา 
                 2. เตรียมหลอดทดลองขนาด *LXRO มม. เขียน Anti-D พร้อมหยดนํ(ายา Anti-D L หยด 
                 S. หยด O Cell * หยด 
                 N. เขยา่เบา ๆ พร้อมปั�นอ่านผล ที� S,___  rpm นาน *O วนิาที 
                 O. การอ่านผล 

N+           = เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นใหญ่กอ้นเดียว  นํ(าใส 
   S+      = เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นใหญ่หลายกอ้น นํ(าใส 
   L+      = เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดกลางหลายกอ้น นํ( าใส 

*+      = เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดเล็กมากหลายกอ้น นํ(าขุ่น 
        weakly positive   = เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดเล็กมากหลายๆ กอ้น นํ(าขุ่น 
                                         และมีสีชมพ ูเห็นไดช้ดัเมื�อ ดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
 

การตรวจสอบคุณภาพของ Standard antisera (Anti-D)โดยทดสอบ Potency กบั Avidity  
เมื�อไดรั้บนํ(ายาจากสภากาชาด 

 วธีิการตรวจ Titer  
1. หลอดทดลองขนาด *LX75 มม. จาํนวน *L หลอด เขียน Anti-D เช่น เขียน A 1:1 –A1:2024       
    ตามลาํดบั 
2. หลอดที� * ใส่ Anti-D จาํนวน _.* ml (*__ ul) 
3. หลอดที� L ถึง *L ใส่นํ(าเกลือลงไปจาํนวน _.* ml 

 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 
 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   ^/*_ 

                              
                               4. หลอดที� 2 หลงัจากใส่นํ(าเกลือแลว้เติม Anti-D ไวจ้าํนวน 0.1 ml ผสมใหเ้ขา้กนั 
                  O. นาํส่วนผสมของ หลอดที� L เติมลงไปใน หลอดที� S จาํนวน _.* ml ผสมใหเ้ขา้กนั 
                                   ทาํต่อไปจนครบ *L tube ใน tube ที� *L นาํส่วนผสมทิ(งไป _.* ml 
                  +. หยด Standard Cell O * หยดลงใน Anti-D 
                  7. Incubate ที�อุณหภูมิหอ้งนาน O นาที ปั�นอ่านผลที� S,___ rpm นาน *O วินาที 
                  Q. บนัทึกผลการอ่านจนถึงหลอดสุดทา้ยที�ใหผ้ล *+ จึงสรุปผล 
                  ^. หลงัจากการทดสอบคุณภาพแลว้จะนาํออกใชไ้ดต้อ้งมี Titer ไม่ตํ�ากวา่ LO+ 
 

วธีิการตรวจความไวของการเกิด Agglutination (Avidity) 
                                *. เตรียม Slide ขนาด LLx75 มม.จาํนวน *L แผน่ 
                                L. เตรียม CPD Blood หมู่ O จาํนวน S ราย 
                                S. หยดโลหิต CPD Blood ความเขม้ขน้ 40 % - 50 % จาํนวน * หยดลงบนแผน่ Slide  

   และหยด Standard Antisera จาํนวน L หยดใหอ้ยูห่่างกนั 
                                4. Anti-D หยดกบั Cells หมู่ O    
                                O. ผสมใหเ้ขา้กนัและเริ�มจบัเวลาจนเห็นตะกอนชดัเจน 
                                +. ทาํซํ( า S ครั( ง และนาํเอาเวลาที�ไดม้าหาตวักลางเลขคณิตจะตอ้งไม่เกิน L นาที 

 
            **.L ควบคุมคุณภาพภายนอก 
             ร่วมกบัสาํนกัมาตรฐานหอ้งปฏิบติัการ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์ปีละ S ครั( ง 
 

 

 

 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 



 

 
 

 

12.   สิ/งรบกวน  

        - 

13.   หลกัการของวธีิการคํานวณ ผลรวมทั1งความไม่แน่นอนของการวดั 

        - 

14.   ขอบเขตค่าอ้างองิในคน 

        -  

15.  ขอบเขตของค่าของผู้ป่วยที/รายงาน 

       - 

16.   การเตือนให้ระวงั 

       -                              

7D.  ข้อควรระวงัเพื/อความปลอดภัย 

17.1 เป็นนํ(ายาที�ใชเ้ฉพาะห้องปฏิบติัการเท่านั(น  
       17.2 ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกี�ยวกบัโรคติดเชื(อ   
 
7_.   สิ/งที/อาจเป็นสาเหตุของความแปรปรวน 

 - 

7H.   เอกสารอ้างองิ ( Reference )   
       กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ.2542 . คู่มือการปฏิบติังานธนาคารเลือด.(SD-BB-002) หนา้ 37 - 38   
       เอกสารกาํกบันํ(ายา Anti-D (SD-BB-005) 
 
 

 

 

 

เอกสารนี( เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ( าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-002 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การตรวจหมู่โลหิตระบบ Rh 

ทบทวน/แกไ้ขครั( งที� *+ หนา้   *_/*_ 


