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บทนำ�

การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวจากสเมียรเลือดโดยวิธีใชกลอง

จุลทรรศนเปนการตรวจทางหองปฏิบัติการที่มีความสำ�คัญในการ

วินิจฉัยและติดตามการรักษาโรคทางโลหิตวิทยา   เนื่องจากสามารถ

ตรวจดูความผิดปกติของปริมาณและรูปรางเม็ดเลือดซึ่งเครื่อง

วิเคราะหเซลลเม็ดเลือดอัตโนมัติทางโลหิตวิทยาไมสามารถรายงาน

ไดอยางถูกตอง เชน  เซลลตัวออนของเม็ดเลือดระยะตาง ๆ   atypical 

lymphocytes และ neutrophil with toxic granules เปนตน 

อยางไรก็ตามวิธีการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวเพียง 100 เซลลเปนวิธี

ที่ใชเวลา ขาดความแมนยำ� มีความแตกตางกันระหวางบุคคลใน

การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว รวมถึงการรายงานลักษณะเซลลเม็ด

เลือดและตองการผูที่มีประสบการณ1-4  ปจจุบันไดมีผูผลิตเครื่อง

อัตโนมัติที่ใชหลักการคลายกับการตรวจดูสเมียรเลือดดวยกลอง

จุลทรรศน โดยสามารถนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวรายงานรูปราง

เม็ดเลือดแดงและปริมาณเกล็ดเลือดเบื้องตน (pre-classification)  

ตัวอยางเชน เครื่อง CellaVision DM96 (CellaVision, Lund, 

Sweden) เครื่องนี้ประกอบดวย slide scanning unit ซึ่งสวน

ประกอบหลัก ไดแก motorized microscope และ กลองถาย

รูปสีดิจิตอล (digital color camera) ถายภาพเซลลเม็ดเลือดบน 

สเมียรเลือดแลวนำ�มาวิเคราะหโดยใช artificial neural network  

นิพนธตนฉบับ

การเปรียบเทียบการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวโดยกลองจุลทรรศน

และ CellaVision DM96

พรวรีย  ลำ�เจียกเทศ1   จิรศักดิ์  ปฐมวัฒนานุรักษ2   ขนิษฐา  หงวนตัด2   อุไรวรรณ  แกวบวร2

และ นฤมล  โชคคุณะวัฒนา3
1ภาควิชาจุลทรรศนศาสตรคลินิก  คณะเทคนิคการแพทย  มหาวิทยาลัยมหิดล, 2แผนกโลหิตวิทยา กองพยาธิวิทยา โรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา,
3บริษัทพีซีแอล โฮลดิ้ง จำ�กัด  กรุงเทพมหานคร

บทคัดยอ  การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวเปนสวนหน่ึงของ complete blood count (CBC) ซ่ึงมีความสำ�คัญในการประกอบการวินิจฉัย

และการดูแลรักษาผูปวย   การตรวจสเมียรเลือดดวยกลองจุลทรรศนเปนวิธีที่ใชเวลานาน และตองการผูปฏิบัติงานที่มีประสบการณสูง   

CellaVision DM96 เปนเครื่องอัตโนมัติที่มีระบบวิเคราะหภาพเซลลจากสเมียรเลือด โดยเครื่องอัตโนมัติจะกำ�หนดตำ�แหนงและ 

ถายภาพเม็ดเลือดขาวแลวนำ�ไปวิเคราะหโดย artificial neural network ซึ่งมีฐานขอมูลของเซลลและทำ�การจำ�แนกเม็ดเลือดขาว

ตามชนิดภาพของเซลลจะแสดงบนหนาจอคอมพิวเตอรเพื่อใหผูใชทำ�การยืนยันหรือจำ�แนกชนิดเม็ดเลือดขาวใหม  วัตถุประสงค  เพื่อ

ประเมินการนับเม็ดเลือดขาวโดยใชเครื่อง CellaVision DM96 และ เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานซึ่งใชกลองจุลทรรศน  วัสดุและวิธี

การ  ตัวอยางเลือดเก็บในสารกันเลือดแข็ง tripotassium-ethylenediaminetetra-acetic acid (K
3
-EDTA) ของผูที่มีคา CBC 

อยูในชวงคาอางอิง 100 ราย (ชาย 61 คน หญิง 39 คน) ซึ่งเหลือจากการตรวจ CBC ในงานประจำ�วันของหองปฏิบัติการโลหิตวิทยา 

โรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา   การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวถูกวิเคราะหโดยเครื่อง CellaVision DM96 และนำ�ผลที่ไดมาเปรียบเทียบ

กับวิธีใชกลองจุลทรรศน  ผลการศึกษา  ชวงพิสัยรอยละ 95 ของการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว หลังจากแกไขการจำ�แนกชนิดเม็ดเลือด

ขาวของเครื่อง CellaVision DM96 มีคาใกลเคียงกับวิธีมาตรฐานซึ่งใชกลองจุลทรรศน  คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางคารอยละ

ของการจำ�แนกชนิดเม็ดเลือดขาวของเครื่อง CellaVision DM96 และคาที่ไดจากวิธีมาตรฐานคือ 0.83 (นิวโตรฟล) 0.86 (ลิมโฟซัยท) 

0.45 (โมโนซัยท) 0.54 (อีโอสิโนฟล) และ 0.30 (เบโซฟล)  สรุป  จากขอมูลเบื้องตน ผลของเครื่อง CellaVision DM 96 มีความ

ใกลเคียงกับวิธีมาตรฐาน และสามารถลดภาระงานการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวในสเมียรเลือดปกติได  สำ�หรับการนำ�ไปใชในทาง

คลินิกจำ�เปนตองมีการศึกษาเพิ่มเติมจากตัวอยางเลือดที่มีความผิดปกติ
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และโปรแกรม CellaVision blood differential software หลัง

จากนั้นจะรายงานผลเบื้องตน5   การศึกษาของ Kratz และคณะ6 

และ Ceelie และคณะ7 พบวาการรายงานการนับแยกชนิดเม็ด

เลือดขาวแบบ pre-classification ของเครื่อง CellaVision 

DM96 มีความถูกตองรอยละ 82 และ 92 ตามลำ�ดับ  และมีความ 

สัมพันธกันดีกับวิธีนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวมาตรฐานโดยใชกลอง

จุลทรรศน   ขอดีของเครื่องนี้ คือสามารถเรียกภาพเซลลที่เก็บไวมา

ดูและแกไขการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว (post-classification) 

ได  นอกจากนี้ชวยลดภาระงานในการตรวจสเมียรเลือดที่ไมมี

ความผิดปกติทางดานพยาธิวิทยา (non-pathological blood 

smear)6,7  อยางไรก็ตามยังมีความจำ�เปนที่ตองตรวจซ้ำ�เมื่อพบ

เซลลที่ผิดปกติ เชน เซลลตัวออนของเม็ดเลือดระยะตางๆ  และ

เซลลที่มีความผิดปกติทางดานรูปรางอื่นๆ  การนำ�เครื่องอัตโนมัติ

ดังกลาวมาใชงานในหองปฏิบัติการจำ�เปนตองมีการศึกษาประเมิน

กอนการใชงาน   การศึกษาครั้งนี้เปนการประเมินเครื่องอัตโนมัติ 

CellaVision DM96 เบื้องตน โดยศึกษาการนับแยกชนิดเม็ดเลือด

ขาวเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานซึ่งใชกลองจุลทรรศนในกลุมผูที่มีคา 

CBC อยูในชวงคาอางอิง  และศึกษาความสัมพันธของการนับแยก

ชนิดเม็ดเลือดขาววิธีดังกลาวกับเครื่องอัตโนมัติ Coulter LH780 

(Beckman Coulter, USA)

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางตรวจ 

เลือดซึ่งเจาะจากหลอดเลือดดำ� 2.5 มล. ใสในสารกันเลือด

แข็ง K
3
EDTA (Griener Bio-one GmbH, Austria) ของผูที่มา

ตรวจสุขภาพประจำ�ป ของหองปฏิบัติการตรวจทางโลหิตวิทยา โรง

พยาบาลพระมงกุฎเกลา โดยเลือกกลุมผูที่มีคา CBC อยูในชวงคา 

อางอิง8 หลังจากการวิเคราะหดวยเครื่องอัตโนมัติ Beckman Coulter 

LH780 (Beckman Coulter, USA) จำ�นวน 100 ราย (เพศชาย 

61 คน เพศหญิง 39 คน) อายุเฉลี่ย 41 ± 15 ป ในชวงระยะเวลา 

ระหวางเดือน พฤษภาคม - ธันวาคม พ.ศ. 2554

วิธีการ 

การทำ�สเมียรเลือด ยอมสีและนับแยกเม็ดเลือดขาวดวยกลอง

จุลทรรศน

ทำ�สเมียรเลือดและยอมดวยสี Wright9 จำ�นวน 3 แผน ตอ 

ตัวอยางตรวจ 1 ตัวอยาง การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวดวยกลอง

จุลทรรศนวิธีอางอิงทำ�โดยใหนักเทคนิคการแพทย 2 คนนับแยก

ชนิดเม็ดเลือดขาวคนละ 200 เซลลตอแผน รวมนับจำ�นวนเซลล 

ทั้งหมด 400 เซลล ตอ 1 ราย และหาคาเฉลี่ยคิดเปนรอยละ10   

สำ�หรับสเมียรเลือดแผนที่ 3 ใชเปนแผนสำ�รอง

การนับแยกเม็ดเลือดขาวโดยใชเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96

บรรจุสเมียรเลือดที่ติดบารโคดลงในเครื่องอัตโนมัติ CellaVision 

DM96 เครื่องจะทำ�การสแกน กำ�หนดตำ�แหนงเม็ดเลือดขาว และถาย

ภาพ หลังจากนั้นจะวิเคราะหภาพเซลลโดยใชโปรแกรม artificial 

neural network จำ�แนกชนิดเซลลเบื้องตน (pre-classification) 

และแสดงผลบนจอภาพ (Figure 1)  ผูใชงานสามารถเรียกภาพ

เซลลแตละชนิดที่เก็บไวขึ้นมาดูและแกไขการนับแยกชนิดเม็ดเลือด

ขาว (post-classification) กอนที่จะออกรายงานผล5  ซึ่งในการ

ศึกษาครั้งนี้จะนำ�สเมียรเลือด 2 แผน ของตัวอยางเลือดแตละ

รายมาวิเคราะห pre-classification โดยเครื่องอัตโนมัติแผนละ 

120 เซลลและกำ�หนดใหรายงานผลเปนคารอยละ   หลังจากนั้น

นักเทคนิคการแพทย 2 คนทำ�การตรวจภาพที่เครื่องเก็บไวซ้ำ�และ

Figure 1 An example of pre-classified leukocytes presented on the computer screen of CellaVisionDM965
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Table 1  Hematologic data of 100 subjects by Coulter LH780

Parameters
Subjects

Males (n = 61) Females (n = 39)

RBC count (x1012/L)

Hemoglobin (g/dL)

Hematocrit (%)

MCV (fL)

MCH (pg)

MCHC (%)

RDW (%)

RDW-SD (fL)

MAF (fL)

Platelet count (x109/L)

Plateletcrit (%)

MPV (fL)

PDW (%)

5.0 ± 0.3

15.1 ± 0.7

44.1 ± 2.3

88.3 ± 4.0

30.4 ± 1.6

34.5 ± 0.8

13.2 ± 0.6

39.7 ± 1.8*

13.6 ± 1.2*

243.2 ± 45.6
0.22 ± 0.04
8.3 ± 1.1

16.3 ± 0.4*

4.4 ± 0.4

13.2 ± 1.1

39.2 ± 2.8

89.4 ± 4.1

30.2 ± 1.6

33.8 ± 0.9

13.6 ± 0.9

42.7 ± 3.1*

11.6 ± 1.1*

264.6 ± 42.6

0.22 ± 0.03

8.2 ± 0.8

16.0 ± 0.4

Mean ± standard deviation; *n = 25

แกไขกอนรายงานผลเปนคารอยละ และคำ�นวณหาคาเฉลี่ยของทั้ง

สองแผนคิดเปนรอยละ เพื่อนำ�มาเปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยที่ไดจาก

วิธีนับแยกโดยใชกลองจุลทรรศน

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ ใชโปรแกรมสำ�เร็จรูปทางสถิติ PASW 

Statistics 18 ในการคำ�นวณคาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน    

ถาขอมูลมีการกระจายแบบโคงปกติจะใชการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย

ของหลายประชากร (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบเชิง

ซอนโดยใช Least-significant different (LSD)  แตถาขอมูลมี

การกระจายไมเปนโคงปกติจะใช Friedman test  นอกจากนี้

คำ�นวณคาสัมประสิทธสหสัมพันธ (correlation coefficient, r)   

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, r2)  

รวมถึงความแตกตางเปรียบเทียบระหวาง 2 วิธี ดวยวิธี Bland-

Altman analysis โดยใชโปรแกรม MedCalc (MedCalc, 

Mariakerke, Belgium) คา p < 0.05 แสดงวามีความแตกตาง 

อยางมีนัยสำ�คัญทางสถิติ

ผลการศึกษา

คาเฉลี่ย CBC ของกลุมตัวอยางแสดงใน Table 1  คารอยละ

ของเม็ดเลือดขาวโดยวิธีใชเครื่องอัตโนมัติ Coulter LH780  วิธี

นับแยกโดยใชกลองจุลทรรศนและเครื่องอัตโนมัติ CellaVision 

DM96 แสดงใน Table 2  พบวาคาเฉลี่ยรอยละของนิวโตรฟลและ

โมโนซัยทจากเครื่องอัตโนมัติ Coulter LH780 สูงกวาคาเฉลี่ยที่

ไดจากการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวจากสเมียรเลือดวิธีอางอิงและ

คาเฉลี่ยที่ไดจากวิธีใชเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96 ทั้งใน 

pre-classification (p < 0.001) และ post-classification (p 

< 0.001)  สวนคาเฉลี่ยรอยละของลิมโฟซัยทจากเครื่องอัตโนมัติ 

Coulter LH780 ต่ำ�กวาคาเฉลี่ยที่ไดจากการนับแยกชนิดเม็ดเลือด

ขาวจากสเมียรเลือดทุกวิธี (p < 0.001)  คารอยละของอีโอสิโนฟล

และเบโซฟล ในแตละวิธีไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ  สำ�หรับนิวโตรฟลระยะ band form ในแตละวิธีมีความแตก

ตางกันอยางมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.001)  เนื่องจากเครื่อง

อัตโนมัติ Coulter LH780 ไมสามารถรายงาน เม็ดเลือดขาวชนิด 

ดังกลาว  คาเฉลี่ยเปนรอยละของจำ�นวนนิวโตรฟลระยะ band form 

โดยเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96 ใน pre-classification 

สูงกวา post-classification และคาเฉลี่ยของวิธีนับแยกโดยใชกลอง

จุลทรรศน (p < 0.001)  คาการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวชนิด 

นิวโตรฟลและลิมโฟซัยทในแตละวิธีมีความสัมพันธกันคอนขางดี 

(r = 0.7-0.9)  แตเมื่อพิจารณาจากคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) 

จะมีความสัมพันธปานกลาง ซึ่งจะเห็นไดจากชวงคาตัวเลขระหวาง 

lower limit และ upper limit ของคาเฉลี่ย bias มีชวงกวาง

แสดงใน Table 3  สำ�หรับเม็ดเลือดขาวที่มีจำ�นวนนอยคาความ 

สัมพันธจะอยูในระดับปานกลางจนถึงต่ำ� (Table 3 และ Figure 2-6)    

ความถูกตองของการจำ�แนกชนิดเม็ดเลือดขาว pre-classification 

โดยภาพรวมของเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96 คำ�นวณจาก
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Table 2  Comparison mean of leukocyte counts by Coulter LH780, manual reference count and CellaVision DM96

Parameters
Coulter LH 

780

Manual reference method CellaVision DM 96

MT 1 MT 2 Mean
Pre-classification Post-classification

MT 1 MT 2 Mean (Pre) MT 1 MT 2 Mean (Post)

Neutrophil

Mean ± SD

95% range

Lymphocyte

Mean ± SD

95% range

Monocyte

Mean ± SD

95% range

Eosinophil

Mean ± SD

95% range

Basophil

Mean ± SD

95% range

Band  form

Neutrophil

Mean ± SD

95% range

58.2 ± 6.0

45.9 - 69.4

31.6 ± 5.9

21.0 - 42.9

7.2 ± 1.7

4.8 - 12.0

2.4 ± 1.2

0.6 - 5.0

0.6 ± 0.4

0.2 - 1.7

-

-

56.3 ± 7.8

37.1 - 71.5

34.6 ± 8.4

18.0 - 52.5

5.2 ± 2.1

1.5 - 10.5

2.5 ± 1.6

 0.0 - 6.2

0.8 ± 0.7

0.0 - 2.7

0.3 ± 0.5

0.0 - 2.0

54.5 ± 8.0

35.6 - 75.3

36.5 ± 7.9

20.0 - 56.2

5.5 ± 20

1.8 - 9.5

2.4 ± 1.6

0.3 - 5.7

0.8 ± 0.8

0.0 - 3.0

0.2 ± 0.4

0.0 - 1.2

55.4 ± 7.8

36.8 - 72.6

35.5 ± 7.9

21.4 - 54.0

5.4 ± 1.8

2.5 - 9.5

2.4 ± 1.4

0.4 - 5.6

0.8 ± 0.6

0.0 - 2.0

0.3 ± 0.3

0.0 - 1.1

49.7 ± 10.3

27.9 - 67.5

35.4 ± 9.2

16.3 - 55.0

5.1 ± 2.5

0.4 - 10.8

2.3 ± 1.9

0.0 - 6.7

0.8 ± 1.1

0.0 - 3.3

1.3 ± 2.1

0.0 - 6.7

50.5 ± 9.4

32.5 - 69.6

35.2 ± 9.0

16.7 - 52.9

5.5 ± 2.3

1.7 - 12.0

2.4 ± 1.8

0.0 - 6.2

0.9 ± 1.1

0.0 - 3.7

1.1 ± 1.8

0.0 - 6.2

50.1 ± 9.2

31.3 -69.2

35.3 ± 8.2

16.1 - 50.4

5.3 ± 1.9

1.7 - 9.8

2.4 ± 1.4

0.4 - 5.7

0.9 ± 0.8

0.0 - 3.0

1.2 ± 1.8

0.0 - 6.6

52.3 ± 9.8

32.5 - 69.1

38.7 ± 9.7

18.2 - 58.6

5.5 ± 2.4

1.7 - 10.7

2.1 ± 1.9

0.0 - 6.7

1.0 ± 1.1

0.0 - 4.1

0.1 ± 0.4

0.0 - 1.7

52.2 ± 8.9

34.9 - 69.7

38.7 ± 9.2

19.2 - 56.6

5.4 ± 2.1

1.7 - 10.9

2.2 ± 1.8

0.0 - 6.7

0.9 ± 1.0

0.0 - 3.5

0.3 ± 0.6

0.0 - 2.1

52.2 ± 8.7

34.5 - 69.9

38.7 ± 8.8

19.0 - 55.7

5.5 ± 1.8

2.0 - 9.6

2.2 ± 1.4

0.0 - 5.3

1.0 ± 0.8

0.0 - 2.8

0.2 ± 0.4

0.0 - 1.3

MT = Medical technologist

Figure 2  Correlation of neutrophil count by  manual differentials (reference method) versus;  A) Coulter LH780;  

B) CellaVision DM96 pre-classification;  C) CellaVision DM96 post-classification

A

B C
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จำ�นวนทั้งหมดของเม็ดเลือดขาวที่เครื่องอัตโนมัติรายงาน 9,530 

เซลล เทียบกับวิธีนับแยกโดยใชกลองจุลทรรศน (10,000 เซลล)  

พบวามีความถูกตองรอยละ 95.3

วิจารณ

คาเฉลี่ยของนิวโตรฟล ลิมโฟซัยท และโมโนซัยท ที่ไดจากการ

นับแยกชนิดเม็ดเลือดขาววิธีตางๆ ในการศึกษาครั้งนี้มีความแตก

ตางกันอยางมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  ทั้งนี้เนื่องความแตกตางของหลัก

การและวิธีการจำ�แนกเซลล  เครื่องอัตโนมัติ Coulter LH780 

ใชหลักการวัดปริมาตร  สภาพความนำ�คลื่นแมเหล็กไฟฟาและการก

ระเจิงแสงเมื่อเซลลกระทบลำ�แสงเลเซอร (volume conductivity 

scatter) ในการวิเคราะหจำ�แนกเซลลจะนับจำ�นวนเซลลทั้งหมด

ประมาณ 8,000 เซลล  สวนการตรวจดูสเมียรเลือดดวยกลอง

จุลทรรศนโดยทั่วไปจะนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวเพียง 100 เซลล 

รวมถึงเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96  เปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐาน10 ซึ่งนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวจากสเมียรเลือด 2 แผนๆ 

ละ 200 เซลลโดยนักเทคนิคการแพทย 2 คน  เครื่องอัตโนมัติ 

CellaVision DM96 ผูใชสามารถกำ�หนดใหนับแยกชนิดเม็ดเลือด

ขาวในการ pre-classification ตั้งแต 100-400 เซลล/สเมียรเลือด   

ในการศึกษาครั้งนี้กำ�หนดใหเครื่องอัตโนมัตินับจำ�นวนเม็ดเลือดขาว 

120 เซลล/สเมียรเลือด ซึ่งความเร็วในการทำ�งานประมาณ 30-

35 ราย/ชั่วโมง5   ขอจำ�กัดของหลักการถายภาพคือนอกจากภาพ

Low (cells) High (cells)

Neutrophil
Coulter LH780 Manual reference count 0.729* -2.8 -13.3 7.7
DM96 pre-classification Manual reference count 0.783* 5.3 -6.0 16.6
DM96 post-classification Manual reference count 0.834* 3.2 -6.3 12.6
DM96 pre-classification DM96 post-classification 0.963* -2.1 -7.0 2.7
Lymphocyte
Coulter LH780 Manual reference count 0.763* 4.0 -6.0 13.9
DM96 pre-classification Manual reference count 0.579* 0.2 -9.7 10.2
DM96 post-classification Manual reference count 0.608* -3.2 -12.1 5.8
DM96 pre-classification DM96 post-classification 0.956* 3.4 -1.7 8.5
Monocyte
Coulter LH780 Manual reference count 0.632* -1.8 -4.7 1.1
DM96 pre-classification Manual reference count 0.501* 0.0 -3.6 3.6
DM96 post-classification Manual reference count 0.505* -0.1 -3.8 3.6
DM96 pre-classification DM96 post-classification 0.945* 0.1 -1.1 1.3
Eosinophil
Coulter LH780 Manual reference count 0.746* 0.0 -1.8 1.9
DM96 pre-classification Manual reference count 0.521* 0.0 -2.6 2.7
DM96 post-classification Manual reference count 0.544* 0.2 -2.4 2.8
DM96 pre-classification DM96 post-classification 0.929* -0.2 -1.2 0.8
Basophil
Coulter LH780 Manual reference count 0.248 (p = 0.013) 0.2 -1.0 1.4
DM96 pre-classification Manual reference count 0.216* -0.1 -1.8 1.6
DM96 post-classification Manual reference count 0.303 (p = 0.002) -0.2 -1.8 1.4
DM96 pre-classification DM96 post-classification 0.676*  0.1 -1.2 1.4
Band form neutrophil
DM96 pre-classification Manual reference count 0.409* -1.1 -4.2 2.0
DM96 post-classification Manual reference count 0.211 (p = 0.036) -0.4 -2.0 1.3
DM96 pre-classification DM96 post-classification 0.252 (p = 0.012) -0.7 -2.4 1.0

*p < 0.001; DM96 = CellaVisionDM96

Table 3  Comparison of differential leukocytes by Coulter LH780, manual reference count and CellaVision DM96.

Method y Method x r Bias (cells)
Limits of agreement
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Figure 3  Correlation of lymphocyte count by  manual differentials (reference method) versus:  A) Coulter LH780;  

B) CellaVision DM96 pre-classification;  C) CellaVision DM96 post-classification

Figure 4  Correlation of monocyte count by  manual differentials (reference method) versus:  A) Coulter LH780;  

B) CellaVision DM96 pre-classification;  C) CellaVision DM96 post-classification

C



การเปรียบเทียบการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวโดยกลองจุลทรรศนและ CellaVision DM96

วารสาร​โลหิต​วิทยา​และ​เวชศาสตร​บริการ​โลหิต  ป​ที่ 23  ฉบับ​ที่ 1  มกราคม-มีนาคม 2556

29

Figure 5	 Correlation of eosinophil count by  manual differentials (reference method) versus:  A) Coulter 

LH780;  B) CellaVision DM96 pre-classification;  C) CellaVision DM96 post-classification

Figure 6  Correlation of basophil count by  manual differentials (reference method) versus:  A) Coulter LH780;

B) CellaVision DM96 pre-classification;  C) CellaVision DM96 post-classification
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ของเม็ดเลือดขาวและ unidentified cell แลวจะมีภาพบางสวนที่

ไมใชเม็ดเลือดขาว (non white blood cell)  ดังนั้นการกำ�หนด 

ใหเครื่องนับจำ�นวนเม็ดเลือดขาว 100 เซลลจะทำ�ใหไดจำ�นวนเซลล 

ไมครบหลังจากทำ� post-classification  ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ 

พบวามีคาเฉลี่ยคิดเปนรอยละของเม็ดเลือดขาวชนิดอื่นๆ รวม

กับ unidentified cells 4.7 ± 4.0  คาของสิ่งอื่นๆ ที่ไมใชเม็ด

เลือดขาวใน pre-classification มีคาเฉลี่ยคิดเปนรอยละ  giant 

platelet 8.1 ± 8.4, platelet aggregation 2.0 ± 3.1, smudge 

cell 7.4 ± 4.6 และ artifacts 21.6 ± 27.0

ปญหาที่สำ�คัญของการตรวจดูสเมียรเลือด เริ่มตั้งแต  วิธีการ 

เตรียมสเมียรเลือด  ในการศึกษาที่ผานมานิยมใชวิธีเตรียมจากเครื่อง

ทำ�สเมียรเลือดและยอมสีอัตโนมัติ เชน Miniprep (Geometric 

Data, USA)6, Sysmex SP-100 (Sysmex, Japan)7 เปนตน 

การไถสเมียรเลือดจะมีความยาวมาตรฐาน มีการปรับคามุมของตัว

ไถ ตามคาฮีมาโตคริท   แตในการศึกษาครั้งนี้ใชวิธี manual โดย 

กำ�หนดใหทำ�สเมียรที่ไมหนาหรือบางจนเกินไป  ยอมติดสีถูกตอง 

และมีความยาวของสเมียรประมาณ 3 ซม.  นอกจากนี้มีปญหา

เรื่องการกระจายตัวของเม็ดเลือดขาวและความผิดพลาดทางสถิติ  

เนื่องจากเปนการสุมตัวอยางนับจำ�นวนเซลลไมมากพอ (100 เซลล) 

ความแตกตางในการตัดสินใจระบุชนิดของเซลลของผูรายงาน1-4  เมื่อ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ยที่ไดจากวิธีใชกลองจุลทรรศนกับเครื่องอัตโนมัติ 

CellaVision DM96 หลังจากการทำ� post-classification จะมีคา

ใกลเคียงกัน   และพบวาคาเฉลี่ยที่ไดจาก pre-classification ของ

นิวโตรฟลและลิมโฟซัยทต่ำ�กวาทุกวิธี  แตเมื่อดูโดยภาพรวมคา

พิสัย 95% ของเม็ดเลือดขาวแตละชนิดอยูในชวงใกลเคียงกัน    คา

สัมประสิทธสหสัมพันธ และสัมประสิทธิ์การตัดสินใจของการศึกษา

ครั้งนี้คอนขางต่ำ�กวาการศึกษาอื่นๆ 6,7 อาจเนื่องจากความแตกตาง

ของวิธีการและจำ�นวนตัวอยางตรวจ  ตัวอยางเชนการศึกษาของ 

Ceelie และคณะ7ใชตัวอยางเลือดผูปวย 200 รายโดยที่แตละรายจะ

ทำ�การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวโดยเครื่องอัตโนมัติ CellaVision 

DM96 จำ�นวน 400 เซลลเทากับวิธีอางอิง

การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวดวยวิธีใชกลองจุลทรรศนเปนวิธีที่

ใชเวลา และผูปฏิบัติการที่มีประสบการณ   วิธีนี้มีขอจำ�กัดจากการ

นับจำ�นวนเม็ดเลือดขาวเพียง 100 เซลล   การเตรียมสเมียรเลือด

ทำ�ใหเกิด random error และเกิดจากความแตกตางระหวางผูทำ�การ

นับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวแตละคน  ซึ่งการนับแยกชนิดเม็ดเลือด

ขาวดวยวิธีใชเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96 สามารถชวย 

ลดภาระงานเบื้องตนในการจำ�แนกชนิดเซลลเม็ดเลือดขาวปกติ

ไดจากสเมียรเลือดที่มีคุณภาพดี และชวยเพิ่มประสิทธิภาพใน

การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว  แตการตรวจดูสเมียรเลือดโดย

วิธีใชกลองจุลทรรศนก็ยังมีความจำ�เปนในกรณีที่พบเซลลตัว

ออนหรือเซลลที่ผิดปกติ ความผิดปกติของรูปรางเซลลเม็ดเลือด

แดง การติดเชื้อมาลาเรีย เปนตน  เครื่องอัตโนมัติ CellaVision 

DM96 ชวยลดความแตกตางระหวางบุคคล  เพราะสามารถเรียก

รูปภาพเซลลมาดูซ้ำ� หรือสงผานรูปภาพเขาไปในระบบ network 

เพื่อทำ�ใหสามารถเรียกดูไดโดยไมจำ�เปนตองอยูในหองปฏิบัติการ                     

Cornet และคณะ11 ไดประเมินเครื่อง CellaVision DM96 ใน

การนำ�มาใชในงานประจำ�วัน และผูปวยที่เปนโรคมะเร็งทางระบบ

โลหิตวิทยา จำ�นวนรวม 440 ราย ที่เครื่องอัตโนมัติ Sysmex XE-

2100 รายงานวามีผลผิดปกติ พบวามีเพียงรอยละ 2.6  ที่เครื่อง

อัตโนมัติ CellaVision DM96 ไมสามารถรายงานรูปรางเซลลผิด

ปกติ  แต post-classification พบวา วิธีดังกลาวมีความสัมพันธกัน

ดีกับวิธีใชกลองจุลทรรศนและมีความถูกตองรอยละ 98  และ 

เสนอวาการใชเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96 มีประโยชนใน

การชวยวินิจฉัยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน และเรื้อรัง  

Briggs และคณะ12 ไดศึกษาตัวอยางเลือดคนปกติ 45 ราย และ

ผูปวย 136 ราย พบวาการรายงานผล pre-classification ของ

เครื่อง CellaVision DM96 มีความถูกตองรอยละ 89.2 และ

ความแมนยำ�เหมือนการวิธีใชกลองจุลทรรศน แตสะดวก และรวด

เร็วกวา  จากการศึกษาของ Billard และคณะ13 โดยเก็บตัวอยาง

เลือดผูปวยเด็กแรกเกิดและทารก 521 ราย พบวาการแยกชนิดเม็ด

เลือดขาวทั้งวิธีใชเครื่อง CellaVision DM96 และกลองจุลทรรศน 

ทั้งสองวิธีมีความสัมพันธกันดี ยกเวนในรายที่มี blast ซึ่งเครื่อง 

CellaVision DM96 จะประเมินไดต่ำ�กวา (underestimated) และ

เสนอวาวิธีใชกลองจุลทรรศนยังมีความจำ�เปนในกรณีที่ภาพไมชัด 

ตัวอยางเชน ในกรณีที่มี lymphoblast หรือ มีการเกาะกลุมของ

เกล็ดเลือด  นอกจากนี้ Riedl และคณะ14 ไดรายงานใช DM96 

การศึกษาสารน้ำ� (body fluid) 177 ราย พบวาความถูกตองของ 

pre-classification รอยละ 90 ในตัวอยางตรวจจากน้ำ�ไขสันหลัง 

และรอยละ 83 สำ�หรับสารน้ำ�ที่ไดจากแหลงอื่นๆ  และมีความ 

สัมพันธกันดีระหวาง pre-classification และ post-classification   

และสรุปวาสามารถนำ�ไปใชเพิ่มประสิทธิภาพในการนำ�ไปตรวจ 

สารน้ำ�ตางๆ ได
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สรุป

การศึกษาครั้งนี้ใหขอมูลเบื้องตนเกี่ยวกับคาเฉล่ียและพิสัย 

รอยละ 95 ของการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาวของกลุมผูที่มีคา CBC 

อยูในชวงคาอางอิงโดยวิธีใชเครื่องอัตโนมัติ CellaVision DM96 

เปรียบเทียบกับวิธีใชกลองจุลทรรศนและเครื่องอัตโนมัติ Coulter 

LH 780 ซึ่งมีความจำ�เปนตองทำ�การศึกษาเพิ่มเติมในกลุมตัวอยาง

ที่มีคาผิดปกติทางโลหิตวิทยาเพื่อการนำ�ไปประยุกตใชทางคลินิก
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Abstract: Differential counting of leukocytes is a part of complete blood count (CBC), which is an important 

diagnostic tool and management of patients in the medical practice.  Microscopic examination of blood smear is 

time consuming and requires highly trained personnel.  The CellaVision DM96 is an automated image analysis 

system for peripheral blood smears.  The instrument identifies leukocytes and then takes digital images which 

are analyzed by artificial neural network based on a database of cells and pre-classified according to leukocyte 

class.  The cells are presented to the user on a computer screen for confirmation or reclassification.  Objective:  

This study, we evaluated the differential leukocyte counts by using the CellaVision DM96 and compared with 

manual microscopy as reference method.  Materials and Methods:  The tripotassium-ethylenediaminetetra-acetic 

acid (K
3
-EDTA) blood samples of 100 subjects (61 males, 39 females), who had CBC results within reference 

ranges, were obtained from leftover samples which submitted to routine CBC examination at the Hematology 

Laboratory, Phramongkutklao Hospital.   Differential counting of leukocytes were analyzed on the CellaVision 

DM96 and results were compared with the manual microscopy method.  Results: The 95% range of differential 

leukocytes counting from post-classification of CellaVision DM96 were closed to manual microscopy reference 

method.  Correlation coefficients between post-classification released from CellaVision DM96 and the percentage 

obtained by the reference method were 0.83 (neutrophils), 0.86 (lymphocytes), 0.45 (monocytes), 0.54 (eosinophils), 

and 0.30 (basophils).  Conclusion:  From our preliminary data, the results of CellaVision DM96 were similar to 

reference method and could decrease workload on blood smear examination in normal differential leukocyte count.   

For clinical uses, further studies are needed on the pathological blood samples.
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