
 

 

 

วธีิปฏิบัต ิ

Work Instruction 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin Test วธีิตรง (Direct Antiglobulin test) 

และวธีิออ้ม (Indirect Antiglobulin Test) 
 
 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ 

โรงพยาบาลลาํพูน 

 รหสัเอกสาร WI-BB-005 ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 

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-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   2 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

 

 

บันทกึการแก้ไขเอกสาร 

 

วนัที/ ทบวน/

แก้ไขครั1งที/ 

บันทกึการแก้ไข 

UV เม.ย. WXYZ 0 อนุมติัใช ้
29 ต.ค. WXYZ Z 

 
แกไ้ขคาํวา่ เครื�อง Incubate                เป็น DG THERM หนา้ 4,6 
                   เครื�องปั�นอ่าน                  เป็น DG SPIN หนา้ 4, 5,6 
                   ID-LISS/Coombs Card   เป็น DG Gel Coombs Card หนา้ 4,5,6,7 
                   ID-Diluent 2                    เป็น DG Sol หนา้ 4, 5,6 

1 ก.พ. YW 2 -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
Z ก.พ.YU 3 -  ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 
Z ก.พ.Yk 4 - แกไ้ขผูจ้ดัทาํ จาก นางสาวภณิดา คาํธิตา เป็น นางสาวณัฎฐา  นนัทขวา้ง 

  - แกไ้ขผูท้บทวน จาก นางสาวกนกวรรณ ใจพิงค ์เป็น นางสาวศิริพร นนัตา 

  - แกไ้ขผูอ้นุมติั จาก นายบรรเลง ปัญจบุรี เป็น นายครรชิต กิติมา 

   
   
   

   
   

   
   

   

   

 
 



 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   3 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

 

 

การทาํ antiglobulin test วธีิตรง (Direct Antiglobulin Test) และวธีิอ้อม (Indirect Antiglobulin Test) 

1. วตัถุประสงค์ของการทดสอบ 

Direct antiglobulin test: เพื�อทดสอบหาเมด็เลือดแดงที�มีการทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอดีชนิด IgG ใน
ลกัษณะ Sensitized red cells  

Indirect antiglobulin test: เพื�อทดสอบหาแอนติบอดีที�จาํเพาะต่อแอนติเจนบนผวิเมด็เลือดแดง  
2. คําย่อ  

DAT = Direct antiglobulin test 
IAT  = Indirect antiglobulin test 
AHG = Anti-human globulin 

3. หลกัการของวธีิการทดสอบ 

การเกิด Antigen-Antibody Reaction โดยมี AHG ช่วยทาํหนา้ที�เชื�อมโยงแอนติบอดีที�จบับนผวิเม็ด
เลือดแดงหลายเซลล ์ทาํใหเ้กิดการสร้างร่างแหและเกาะกลุ่มใหเ้ห็นไดด้ว้ยตาเปล่า 
4. รายละเอยีดที/ต้องตรวจสอบ 

4.1. ค่าความเป็นเส้นตรง 
- 

4.2. ค่าความแม่นยาํ 
- 

4.3. ค่าความถูกตอ้ง 
4.3.1. ถูกคน 
4.3.2. ถูกชนิด 
4.3.3. ถูกเวลา 
4.3.4. ถูกสถานที� 

4.4. ค่าความไม่แน่นอน 
- 

4.5. ระยะของการวดั 



 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   4 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

- 
 

4.6. ค่าจริงของการวดั 
- 

4.7. ความไว 
- 

4.8. ความจาํเพาะ 
- 

5. ประเภทหรือชนิดของตัวอย่าง 

ใช ้clotted blood หรือ anticoaglulated blood 
 

6. ประเภทของภาชนะบรรจุและสารที/ใช้เกบ็ตัวอย่าง 

หลอดทดลองขนาด 12 X 75 มิลลิเมตร กรณีใช ้clotted blood หรือ K3EDTA Tube  
 

7. เครื/องมือและนํ1ายาที/ใช้ 

7.1. Direct antiglobulin test 
7.1.1. เครื�องปั�นอ่าน (DG SPIN) 
7.1.2. DG Gel Coombs Card 
7.1.3. DG Sol 
7.1.4. Auto pipette ปริมาตร Xไมโครลิตร WXไมโครลิตร และXVไมโครลิตร 
7.1.5. Yellow tips 
7.1.6. หลอดทดลองขนาด ZWxzX มิลลิเมตร 

7.2. Indirect antiglobulin test 
7.2.1. เครื�อง Incubate (DG THERM) 
7.2.2. เครื�องปั�นอ่าน (DG SPIN) 
7.2.3. DG Gel Coombs Card 
7.2.4. DG Sol 
7.2.5. Auto pipette ปริมาตร Xไมโครลิตร WXไมโครลิตร และXVไมโครลิตร 
7.2.6. Yellow tips 



 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   5 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

7.2.7. หลอดทดลองขนาด ZWxzX มิลลิเมตร 
 
8. วธีิการสอบเทียบ (มีการทวนสอบการวดั) 

- 
9. ขั1นตอนการดําเนินการ 

9.1. ตรวจสอบความถูกตอ้งของสิ�งส่งตรวจ 
9.1.1. สิ�งส่งตรวจและการคียส์ั�งแลปในโปรแกรม PMK  ถูกตอ้ง ตรงกนั 

9.2. Direct antiglobulin test (DAT) 
ตัวอย่างที/ใช้   เมด็เลือดแดงอดัแน่นของผูป่้วย 
วธีิทาํ 
9.2.1. เตรียม Z% เมด็เลือดแดงอดัแน่นของผูป่้วย ในนํ7ายา DG Sol (เลือดผูป่้วย 5 ไมโครลิตร + DG Sol 

500 ไมโครลิตร) 
9.2.2. เติม Z% เมด็เลือดแดงอดัแน่นของผูป่้วย XV ไมโครลิตร ลงใน Microtube ของ DG Gel Coombs 

Card 
9.2.3. ปั�น DG Gel Coombs Card ใน DG SPIN ความเร็วรอบ 990 rpm. 9 นาที แลว้อ่านผล 

9.3. สาเหตุและการแปลผล Direct antiglobulin test (DAT): positive เบื7องตน้ 
9.3.1. Autoantibodies ต่อแอนติเจนของเม็ดเลือดแดงตนเอง แบ่งตามอุณหภูมิของ antibody activity 

ได ้W ชนิด คือ warm antibody autoimmune hemolytic anemia และcold antibody autoimmune 
hemolytic anemia 

9.3.2. Hemolytic transfusion reaction ในกรณีไดรั้บโลหิตผิดหมู่ เมด็เลือดแดงที�ใหผ้ล DAT บวก
เป็นเมด็เลือดแดงของผูบ้ริจาค ที�มี antibody ของผูป่้วยจบัอยู ่ดงันั7นเลือดในกระแสเลือดของ
ผูป่้วยจะมีเมด็เลือดแดง W กลุ่มคือ ของตวัเอง และของผูบ้ริจาคโลหิต (ซึ� งมีจาํนวนนอ้ยกวา่) 
ส่งผลใหเ้กิด mixed- field phenomenon ได ้

9.3.3. Hemolytic disease of fetus and newborn ซึ� งใน ABO-HDFN ที�แม่เป็นหมู่ O พบ DAT ของลูก
ใหผ้ลบวกไดบ้า้ง แต่ทั7งหมดหรือเกือบทั7งหมดของ NDFN ที�มีสาเหตุมาจากหมู่โลหิตระบบอื�น 
มีผล DAT เป็นบวก ตวัอยา่งเช่น Rh(D)-HDFN 

9.3.4. Drug-induced immune-mediated hemolysis เป็นภาวะที�พบไม่บ่อย แต่มีรายงานยาหลากหลาย
ชนิดที�ทาํใหเ้กิดภาวะนี7  ที�รู้จกักนัดี ไดแ้ก่ Methyl dopa Penicillin และ Quinidine เป็นตน้ 



 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   6 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

 

 
9.4. Indirect antiglobulin test (IAT) 

ตัวอย่างที/ใช้   Serum หรือ Plasma ของผูป่้วย 
วธีิทาํ 
9.4.1. เตรียม Z% Screening cells  ทั7ง SC O1 และ O2 โดยนาํ O cells 1 ส่วนใส่หลอดแกว้ขนาดZW*zX 

มิลลิเมตร ปั�นให้อดัแน่นแลว้เทนํ7 าส่วนใสทิ7ง และเติม DG Sol ปริมาตรเป็น U ส่วน เช่น O cells 
1 มิลลิลิตร ทาํเป็น U มิลลิลิตร เป็นตน้ 

9.4.2. เติม Z% Screening cells XV ไมโครลิตรทั7ง SC O1 และ O2 ลงใน Microtube ของ DG Gel 
Coombs Card โดยให้คา้งอยูบ่นกระเปาะ (Reaction Chamber) ห้ามให้ไหลไปสัมผสั AHG ใน 
Microtube 

9.4.3. เติม Serum หรือ Plasma ของผูป่้วย WX ไมโครลิตร 
9.4.4. เคาะ DG Gel Coombs Card เบาๆแลว้ Incubate ใน DG THERM ที�อุณหภูมิ 37ºC ZX นาที 

(สามารถ Incubate ไดถึ้ง YV นาที โดยไม่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยา) 
9.4.5. ปั�น LISS Coombs Card ใน DG SPIN ความเร็วรอบ 990 rpm. 9 นาที แลว้อ่านผล 

9.5. การอ่านผล 

ผลบวก มีเมด็โลหิตคา้งอยูบ่น/ในเนื7อเจล 
ผลลบ โลหิตทั7งหมดตกอยูก่น้ Microtube 

 

 



 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   7 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

 
 

10. วธีิการวบคุมคุณภาพ 

10.1. การควบคุมคุณภาพภายใน 
10.1.1. ทดสอบ DG Gel Coombs Card โดยการทาํ Daily Testing Reagent Red Cells and Antisera 

(FR-LAB-180) 
10.1.2. ตรวจสอบ AHG ใน DG Gel Coombs Card ตอ้งไม่แหง้และอยูบ่นเนื7อเจลอยา่งสมบูรณ์ โดย

ตอ้งปั�นก่อการใชง้าน 
10.2. การควบคุมคุณภาพภายนอก 

ร่วมกบัสาํนกัมาตรฐานหอ้งปฏิบติัการ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์ปีละ U ครั7 ง 

11. สิ/งรบกวน 
11.1. สิ�งส่งตรวจ Hemolysis 

12. หลกัการของวธีิการคํานวณ ผลรวมทั1งความไม่แน่นอนของการวดั 

- 

13. ขอบเขตค่าอ้างองิในคน 

- 

14. ขอบเขตค่าของผู้ป่วยที/รายงาน 

ตรวจสอบผลการทดสอบก่อนการรายงานผล 
15. การเตือนให้ระวงั 

15.1. อตัราส่วนระหวา่งเซลลก์บัซีรั�ม ตอ้งตรงกบัวธีิการทดสอบ ในกรณีการตรวจ IAT 
15.2. ผูที้�ทาํการทดสอบ ตอ้งมีความตระหนกั รอบคอบ และมีสมาธิในการทาํงาน 

16. การแปลผล 

- 

17. ข้อควรระวงัเพื/อความปลอดภัย 

17.1. เป็นนํ7ายาที�ใชเ้ฉพาะห้องปฏิบติัการคนเท่านั7น 
17.2. ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกี�ยวกบัโรคติดเชื7อ 



 

 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BB-005 
วธีิปฏิบติั (Work  Instruction) 
เรื�อง การทาํ Antiglobulin test วธีิตรง (DAT) และวธีิออ้ม (IAT) 
ทบทวน/แกไ้ขครั7 งที� 4 หนา้   8 ใน Q 

 

เอกสารนี7 เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ7 าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 

  

18. สิ/งที/อาจเป็นสาเหตุของความแปรปรวน 

- 

19. เอกสารอ้างองิ (Reference) 

19.1. เวชศาสตร์การธนาคารโลหิต  คณะแพทยศาสตร์ ศิริราชพยาบาล 
19.2. คู่มือปฏิบติัการธนาคารเลือด  คณะเทคนิคการแพทย ์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
19.3. วารสารโลหิตวทิยาและเวชศาสตร์บริการโลหิต ปีที� WZ ฉบบัที�Z มกราคม-มีนาคม WXXk 


