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การใช้ค่า event/sec ใน single platform โฟลไซโทเมทรีในการคำ�นวณ 

absolute CD4 ทีลิมโฟไซต์และจำ�นวนเม็ดเลือดขาวในผู้ติดเช้ือเอชไอวีและผู้ป่วยเอดส์
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บทคัดย่อ

	 โฟลไซโตเมทรีแบบ single  platform โดยใช้น�้ำยาโมโนโคลนัลแอนติบอดี 3 ชนิด และ fluorescent  

microbeads ที่ทราบค่าเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจนับจ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์ ส่วนการตรวจแบบ dual  platform 

เป็นวิธีนับจ�ำนวน CD4 ทลีมิโฟไซต์ในกรณทีีไ่ม่ใช้ fluorescent microbeads แต่ค�ำนวณจ�ำนวนเซลล์จากจ�ำนวนเมด็เลือด

ขาวทีไ่ด้จากเครือ่งวเิคราะห์เมด็เลอืดทางโลหติวทิยา งานวจิยันีไ้ด้ศกึษาวธิคี�ำนวณค่าสมับรูณ์ของจ�ำนวน CD4 ทลีมิโฟไซต์

และจ�ำนวนเม็ดเลือดขาวจากค่า event/sec ท่ีได้จากการตรวจตัวอย่างเลือดของผู้ที่ติดเชื้อเอชไอวีและผู้ป่วยเอดส์

จ�ำนวน193 คนโดยใช้โฟลไซโตเมทรีแบบ single platform แต่ไม่ใช้ fluorescent microbeads เปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐาน ผลการศึกษาพบว่าค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์และเม็ดเลือดขาวที่ค�ำนวณจากค่า event/sec  

ทีไ่ด้จากการตรวจเลอืดทีใ่ช้เวลาไม่เกนิ 40 วนิาท ีจะมคีวามสมัพนัธ์ในระดบัสงูและไม่แตกต่างกับผลตรวจจากวธิมีาตรฐาน  

โดยมีค่า R2 = 0.9718, p = 0.037 และ R2 = 0.9196, p < 0.01 ตามล�ำดับ นอกจากนี้การตรวจจ�ำนวน CD4  

ทีลิมโฟไซต์โดยโฟลไซโตเมทรีในการศึกษานี้ได้มีการประเมินความถูกต้อง (%bias) ความแม่นย�ำ (%CV) และค่าความ 

ไม่แน่นอนของการวดั (u
c
) อยูใ่นเกณฑ์คณุภาพทีย่อมรับ การค�ำนวณจ�ำนวนเซลล์โดยใช้ค่า event/sec เป็นวธิกีารทีส่ะดวก 

ช่วยลดเวลาและค่าใช้จ่ายในการตรวจเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี dual  platform และลดค่าใช้จ่ายในการตรวจโดยวิธี single  

platform ได้ถึง 18% โดยไม่ลดคุณภาพการตรวจวิเคราะห์
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Event/sec from single platform flow cytometry for calculation of  

absolute CD4+ T-lymphocyte and total WBC count in HIV/AIDS patients 

						                                                                       

Abstract

	 A single platform flow cytometric analysis using 3 fluorescent-tag monoclonal antibodies 

and fluorescent microbeads is a standard protocol for measuring CD4+ T-lymphocytes. whereas dual  

platform techniques require both flowcytometry and hematological analyzer. In this study  

absolute CD4+ T-lymphocytes and white blood cell (WBC) counts were calculated from event/sec  

determined from 193 blood samples from HIV infected individuals or AIDS patients by single platform flow  

cytometry without fluorescent microbeads comparing to the standard protocol. The results showed high  

correlation of absolute CD4+ T-lymphocytes and WBC counts between two methods with R2 = 0.9718,  

p = 0.037 and R2 = 0.9196, p < 0.01, respectively. This modified protocol was also evaluated for  

analytical accuracy (%bias), precision (%CV) and uncertainty of measurements (U
c
). Calculation of absolute 

CD4+ T-lymphocytes and WBC counts from events/sec is simple, rapid and inexpensive comparing to 

dual platform measurement. This modified method can also reduce the cost of single platform analysis  

by 18% without decreasing analytical quality.  
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บทนำ�  

	 โรคเอดส์เป็นโรคตดิเชือ้ทีเ่ป็นปัญหาสขุภาพปัญหา

อันดับต้นๆ ที่มีผลกระทบทั้งด้านเศรษฐกิจและสังคมไทย

มานานกว่า 30 ปีสถานการณ์โรคเอดส์ของประเทศไทย 

ในปัจจุบัน พบว่าแต่ละปีจะมีผู ้ป่วยรายใหม่ประมาณ 

7,000 คน จากการคาดประมาณจ�ำนวนผู้ติดเชื้อเอชไอวี

โดยกรมควบ คุมโรค กระทรวงสาธารณสขุ ในปี พ.ศ.2558 

ได้จ�ำนวน 438,100 คน แต่รายงานผู้ที่ติดเชื้อเอชไอวี 

ที่ได้รับการวินิจ ฉัยในปีนี้ มีจ�ำนวน 391,484 คน(1) จึงยังมี

ผูต้ดิเช้ือเอชไอวอีกีประมาณ 47,000 คน  ทียั่งไม่ได้รบัการ

ตรวจและทราบสถานการณ์ติดเชี้อเอชไอวีของตน ท�ำให้

ขาดโอกาสในการรับบริการดูแลรักษาและป้องกันทั้งของ

ตนเองและคู่ ท�ำให้เชื้อเอชไอวีมีโอกาสแพร่ไปยังคู่และ

สงัคมของผูต้ดิเช้ือโดยไม่รูต้วั ส�ำนกังานหลกัประกนัสขุภาพ

แห่งชาติได้จัดท�ำงบประมาณ แผนงานสนับสนุนระบบ

บรกิารผูต้ดิเช้ือเอชไอวีและผูป่้วยเอดส์(2)เพือ่ให้เข้าถึงระบบ

บริการแต่เนิ่นๆ ได้รับการตรวจประเมินการติดเชื้อและ

ตรวจระดับภมูคิุม้กนัเพือ่รบัยาต้านไวรสัตลอดจนได้รบัการ

ตรวจติดตามผลการรักษาอย่างต่อเนื่องในสังคมไทยเพ่ือ 

มุ่งสู่การยุติปัญหาเอดส์ในปี 2573(1) 

           เซลล์ CD4 เป็นเม็ดเลือดขาวทีลิมโฟไซต ์

(T-lymphocyte) ซึ่งเป็นกลุ ่มเซลล์เป้าหมายที่เชื้อ 

เอชไอวี-1 เข้าไปเพิ่มจ�ำนวนเชื้อและท�ำลายเซลล์ ท�ำให้

จ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์ลดลงเมื่อมีการด�ำเนินของโรค 

มากข้ึน(3,4) การตรวจ CD4 ทลีมิโฟไซต์เป็นการทดสอบอย่าง

หน่ึงทางห้องปฏิบัติ การท่ีส�ำนักงานหลักประกันสุขภาพ

แห่งชาติ (สปสช) ใช้เป็นเกณฑ์ในการพยากรณ์โรค  

การตัดสินใจเพื่อเริ่มให้ยาต้านไวรัสแก่ผู้ป่วย หรือกรณี 

ให้ยาเพื่อป้องกันหรือรักษาโรคฉวยโอกาส รวมถึงการ

ติดตามและประเมินผลการรักษา(4) โดยตั้งแต่ปี 2547 

โครงการระดบัชาตสิ�ำหรบัผูต้ดิเชือ้เอชไอวแีละผูป่้วยเอดส์

(National Access to Antiretroviral Programs for 

Program for people with HIV/AIDS หรือที่รู้จักกันว่า 

NAPHA) ก�ำหนดให้ผู้ติดเชื้อเอชไอวีและผู้ป่วยเอดส์ รับยา

ต้านไวรัสเมื่อมี CD4 เซลล์ต�่ำกว่า 200 เซลล์ต่อไมโครลิตร
(5,6) โดยให้เข้ารบัการตรวจตดิตามระดบัเซลล์ CD4 ทลีมิโฟไซต์

ปีละ 2 ครั้ง และเพื่อให้ผู้ติดเชื้อเอชไอวี และผู้ป่วยเอดส์

สามารถเข้าถึงบริการยาต้านไวรัสเอดส์ได้เร็วขึ้นในปี 

พ.ศ. 2553  โครงการฯจึงได้ก�ำหนดนโยบายให้ยาต้านไวรสั

กับผู้ท่ีมีเซลล์ CD4 ทีลิมโฟไซต์ต�่ำกว่า 350 เซลล์ต่อ

ไมโครลิตร ซ่ึงกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุขได้

ประกาศให้ใช้เกณฑ์นีเ้มือ่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2555(4) ในปี พ.ศ. 

2559 กระทรวงสาธารณสขุ ส�ำนกังานหลกัประกนัสขุภาพ

แห่งชาตแิละศนูย์วจิยัโรคเอดส์ สภากาชาดไทย เตรยีมออก

ประกาศแนวทางปฏิบัติรักษาผู้ติดเชื้อเอชไอวีและผู้ป่วย

เอดส์ ให้ได้รับยาต้านไวรัสทันทีที่ติดเชื้อ และตรวจเฉพาะ

ค่า CD4 ทีลิมโฟไซต์เมื่อรักษาต่อเนื่อง 1 ปี(2) โดยตรวจ 

ปีละ 2 ครั้งจนกว่าระดับ CD4 ทีลิมโฟไซต์เพิ่มขึ้นมากกว่า 

350 เซลล์ต่อไมโครลิตร(4) การวัด CD4 ทีลิมโฟไซต์ จึงมี

ความส�ำคัญต่อการพยากรณ์ภาวะภูมิต้านทานและการ

รักษารวมทั้งการประเมินประสิทธิผลของยาต้านไวรัสที่ใช้

และการประเมนิการให้ยาป้องกนัหรอืรกัษาโรคฉวยโอกาส

ต่างๆ ซึ่ง World Health Organization (WHO) ได้มีการ

สนบัสนนุให้ใช้การนบั CD4 ทลิีมโฟไซต์ เป็นพ้ืนฐานส�ำหรบั

บ่งชี้ว่าการรักษาล้มเหลวในสถานที่ที่มีทรัพยากรจ�ำกัด 

ไม่สามารถตรวจ viral  load ได้(7,8) จากนโยบายและเกณฑ์

ดังกล่าวจึงท�ำให้มีผู้มารับบริการตรวจ CD4 ทีลิมโฟไซต์

จ�ำนวนเพ่ิมขึน้ ภาระงาน และค่าใช้จ่ายในการตรวจวเิคราะห์

จึงเพิ่มขึ้นด้วย 

	 การตรวจ CD4 ทลีมิโฟไซต์โดยเคร่ืองโฟลไซโทเมทรี

สามารถตรวจได้ทั้งแบบ single platform ซ่ึงเป็นวิธ ี

มาตรฐาน(9) ที่นับ CD4 ทีลิมโฟไซต์จากการวิเคราะห์

สญัญาณฟลอูอเรสเซนส์แล้วค�ำนวณค่าสมับรูณ์ของจ�ำนวน

เซลล์ เปรียบ เทียบกับ fluorescent micro beads  

ทีท่ราบจ�ำนวนที่ถกูต้อง และแบบ dual platform ทีไ่มใ่ช้  

fluorescent micro beads แต่ใช้เคร่ืองโฟลไซโทเมทรี 

หาค่าร้อยละของ CD4 ทีลิมโฟไซต์ น�ำมาหาค่าสัมบูรณ์ 

(absolute CD4 T lymphocyte) โดยค�ำนวณกับจ�ำนวน

เม็ดเลือดขาวที่ได้จากผลตรวจ complete blood count 

(CBC) โดยเคร่ืองวิเคราะห์เม็ดเลือดทางโลหิตวิทยา  

(hematology analyzer) การท�ำdual platform จะมีค่า

ผิดพลาดได้จากการใช้เครื่อง ตรวจวิเคราะห์ 2 ชนิด(10)  

อกีทัง้ยงัมค่ีาใช้จ่ายเพิม่ขึน้จากการใช้เครือ่งตรวจ 2 เครือ่ง                               
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งานภูมิคุ้มกัน กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยา

คลนิกิ โรงพยาบาลสระบุร ีได้ให้บรกิารตรวจ CD4 ทลีมิโฟ

ไซต์โดยเครื่องโฟลไซโทเมทรีซึ่งสามารถท�ำได้ทั้งแบบ 

single platform และแบบ dual platform มีผู้ติดเชื้อ 

เอชไอวแีละผูป่้วยเอดส์มารบับรกิารตรวจ CD4 ทลีมิโฟไซต์

ที่โรงพยาบาลสระบุรีจ�ำนวนปีละประมาณ 4,200 คน  

มีค่าใช้จ่ายประมาณ 500 บาทต่อการวิเคราะห์ การตรวจ

ปีละ 2 ครั้งส�ำหรับตรวจติดตามการรักษาผู้ที่รับยาต้าน

ไวรัส คิดเป็นค่าใช้จ่าย 4.2 ล้านบาทต่อปี โดยค่าใช้จ่ายนี้

จะสูงขึน้มากถงึ 391.5 ล้านบาท ส�ำหรบัการตรวจผูต้ดิเชือ้

เอชไอวีและผู้ป่วยเอดส์ จ�ำนวน 391,484 คน ที่มีรายงาน

ในปี พ.ศ. 2558 ท�ำให้รฐัต้องใช้งบประมาณชดเชยในการน้ี

เป็นจ�ำนวนมาก เพือ่ลดงบประมาณของรฐัส�ำหรบัค่าใช้จ่าย

ในส่วนนี้ แต่ผู้ติดเชื้อเอชไอวีและผู้ป่วยเอดส์ยังคงได้รับ

บริการเช่น เดิม ผูว้จิยัจงึได้ศกึษาและประเมนิประสทิธภิาพ

การตรวจ CD4 ทีลิมโฟไซต์แบบ single platform แต่ไม่

ต้องใช้ fluorescent microbeads (ที่เป็นปัจจัยหนึ่ง 

ที่ท�ำให้ค่าตรวจมีราคาสูง) โดยการน�ำค่า Event/sec ที่ได้

จากการนับเซลล์จากเครื่องโฟลไซโทเมทรี มาค�ำนวณหา

จ�ำนวนเม็ดเลือดขาวและค่าสัมบูรณ์ของ CD4 ทีลิมโฟไซต์ 

เปรียบเทียบผลการค�ำนวณที่ได ้กับวิธีมาตรฐานท่ีใช้  

fluorescent microbeads และไม่ต้องใช้การวิเคราะห์

ตวัอย่างตรวจด้วยเครือ่งวเิคราะห์เมด็เลอืดทางโลหติวทิยา 

เพือ่หาจ�ำนวนเมด็เลอืดขาวอย่างวธิ ี dual  platform ทัง้นี้

เพื่อเป็นการลดค่าใช้จ่ายในการตรวจ CD4 ทีลิมโฟไซต ์

โดยไม่ลดคุณภาพงาน

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ  

	 ข้อมูลวิเคราะห์จากตัวอย่างเลือดในหลอดที่มี 

K
3
EDTA เป็นสารกันเลือดแข็งท่ีส่งตรวจในงานภูมิคุ้มกัน   

กลุ ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยาคลินิกโรง

พยาบาลสระบุรี ซึ่งเป็นตัวอย่างเลือดที่เก็บจากผู้ติดเชื้อ 

เอชไอวีและผู้ป่วยเอดส์ท่ีมารับบริการตรวจท่ีโรงพยาบาล

สระบุรี จ�ำนวน 193 ราย ที่ผ่านการตรวจสอบยืนยัน 

ผลบวก AntiHIV ด้วยวิธีตรวจ 3 วิธีที่ใช้หลักการตรวจ 

และแอนติเจนต่างกัน  

วิธีการตรวจ CD4 ทีลิมโฟไซต์ โดย Trichrome  

fluorescent stain method

	 โดยดูดเลือดแต่ละตัวอย่างใส่ลงในหลอดทดสอบ

ฟอลคอนโพลีสไตรีน 2 หลอด หลอดละ 100 ไมโครลิตร 

เตมิน�ำ้ยา triCHROME (CD45-FTIC/CD4-RD1/CD3-PC5) 

(Beckman Coulter Inc., Florida, USA) หลอดละ 10 

ไมโครลิตร ผสมต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 12 นาทีในท่ี

มดื  แล้วน�ำเข้าเครือ่ง TQ-Prep Workstation (Beckman 

Coulter Inc., Florida, USA) เพ่ือท�ำให้เมด็เลือดแดงแตก 

ตรึงและรักษาเสถียรภาพเซลล์เม็ดเลือดขาว จากนั้นผสม 

fluorescent microbeads (Flow-Count fluorospheres) 

100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดสอบหลอดหนึ่ง ก่อนน�ำ

หลอดทั้งสองไปวิเคราะห์ด ้วยเครื่องโฟลไซโทเมทรี  

(รุน่ Cytomics FC 500, Beckman Coulter Inc., Florida, 

USA) 

การค�ำนวณ event/sec ค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวน CD4  

ที ลิมโฟไซต ์และจ�ำนวนเม็ดเลือดขาวจากข ้อมูล 

ผลวิเคราะห์

	 น�ำข้อมูล event และ time(sec) มาค�ำนวณ 

event/sec แล้วน�ำค่า event/sec มาค�ำนวณจ�ำนวน 

เมด็เลือดขาว (absolute white blood cell count, WBC 

count) จากสตูร event/sec x 10  โดย factor 10 ในสูตร

เป็นค่าเฉลี่ยของสัดส่วนระหว่าง WBC count ที่วิเคราะห์

โดยตรงจากวธิมีาตรฐานกบัค่า event/sec จากวธิทีีศึ่กษา

ครั้งนี้ ที่ให้ผลความสัมพันธ์มากกว่า 95% จากน้ันน�ำค่า 

WBC count ที่ได้มาค�ำนวณ ค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวน CD4 

ทลีมิโฟไซต์เกบ็ข้อมลูผลวเิคราะห์โดยเครือ่งโฟลไซโทเมทรี

จากหลอดทดสอบที่ไม่ได้เติม fluorescent microbeads 

จ�ำนวน 4 ค่า ได้แก่ event, time (sec), %lymphocyte 

และ %CD4 T lymphocyte น�ำข้อมูล event และ 

time(sec) มาค�ำนวณ event/sec แล้วน�ำค่า event/sec 

มาค�ำนวณจ�ำนวนเมด็เลือดขาว (absolute white blood 

cell count, WBC count) จากสูตร event/sec x 10 จาก

นั้นน�ำค่า WBC count ท่ีได้มาค�ำนวณ ค่าสัมบูรณ์ของ

จ�ำนวน CD4 ทลีมิโฟไซต์ (absolute CD4+ T-lymphocyte) 

จากสูตร (WBC count x %lymphocyte x %CD4+ 

T-lymphocyte)/10,000 น�ำข้อมูลที่ค�ำนวณได้มา 
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เปรยีบเทยีบกบัค่าสมับูรณ์ของจ�ำนวนเมด็เลอืดขาว  (WBC 

count) และค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์   

(absolute CD4+ T-lymphocyte) ท่ีวิเคราะห์โดยตรง

จากหลอดทดสอบท่ีเติม fluorescent microbeads  

(วิธีมาตรฐาน)

การประเมินคุณภาพการวิเคราะห์โดยเคร่ืองโฟลไซโท

เมทร ี

         ในการตรวจสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วยจะต้องมีคุณภาพ

ตั้งแต่ขั้นตอนการเก็บสิ่งส่งตรวจ การวิเคราะห์ และการ

รายงานผล ผลตรวจที่ถูกต้องจะเป็นประโยชน์ต่อการ

วินิจฉัยและการรักษาผู้ป่วย ในการศึกษานี้ ได้ประเมิน

คณุภาพการวเิคราะห์โดยประเมนิความถกูต้อง (accuracy) 

ความแม่นย�ำ (precision) และความไม่แน่นอนของการวดั 

(uncertainty of measurement) ในการตรวจค่า CD4 

ทีลิมโฟไซต์โดยใช้เครื่องโฟลไซโทเมทรีตลอดจนควบคุม

คุณภาพการวิ เคราะห์ โดยใช้เครื่องโฟลไซโทเมทรี 

เครื่องเดียวกันตลอดการศึกษา ตรวจสอบคุณภาพการ

วิเคราะห์ด้วยสารควบคุมคุณภาพ (Immuno-Trol)  

2 ระดับ ที่มี CD4 ทีลิมโฟไซต์ ทั้งค่าปกติ (Normal level 

control) และค่าต�่ำ (Low level control) และท�ำการ

ตรวจสอบเครื่องโฟลไซโทเมทรีโดยใช้ Flow-Check และ 

Flow-Set ซึง่เป็นสารตรวจสอบสญัญาณและชนดิความยาว 

ของแสงก่อนท�ำการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างจากผู้ป่วย 

	 การประเมินความแม่นย�ำ(precision) (11)  

โดยรวบ รวมข้อมูลการควบคุมคุณภาพภายในด้วยสาร

ควบคุมคุณภาพ (Immuno-Trol) ทั้งค่าปกติและค่าต�่ำ  

เป็นเวลา 6 เดอืน  ค�ำนวณค่าเฉลีย่ ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน 

และแสดง imprecision ด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ coefficient 

of variation (%CV)

	 การประเมนิความถกูต้อง (accuracy)(11) ข้อมลู

จากการเข้าร่วมโครงการประกันคุณภาพการวิเคราะห ์

โดยองค์กรภายนอก (External quality assessment, 

EQA) เป็นวิธีหนึ่งที่น�ำมาใช้ในการค�ำนวณค่า %bias  

เพื่อประเมินความความถูกต้องของการวิเคราะห์ CD4  

ทีลมิโฟไซต์ โดยห้องปฏิบัตกิารได้เข้าร่วมโครงการประเมนิ

คุณภาพ Center of Excellence for Flow Cytometry 

คณะแพทยศาสตร์ ศิริราชพยาบาล และน�ำผลประเมินมา

ค�ำนวณหาค่า %bias จากสูตร %bias = (lab assay  

value – group mean) x 100 / group mean

	 การหาค่าความไม่แน่นอนของการวัด (uncer-

tainty  of measurement, u
c
)(12,13)  ค่าความไม่แน่นอน

ของการวัดเป็นปัจจัยหนึง่ทีเ่กีย่วข้องกบัผลการตรวจในงาน

วเิคราะห์ทางห้องปฏบิตักิาร ผูใ้ช้บรกิารสามารถขอให้ห้อง

ปฏิบัติการแสดงค่าความไม่แน่นอนของการวัดของการ

วิเคราะห์เพ่ือน�ำไปประกอบการใช้ผลวิเคราะห์นั้นได้  

ในการศึกษานี้ ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนของการวัดแบบ 

top down approach เปรียบเทียบกับวิธีการทดสอบที่

เป็นวิธีเดียวกัน (โฟลไซโทเมทรี) ดังนั้นจึงค�ำนวณค่าความ 

ไม่แน่นอนของการวัดจากสูตร (u
c
) = (CV

a
) และน�ำค่า u

c
 

ที่ค�ำนวณได้จะน�ำมาคูณกับ coverage factor ซึ่งมีค่า

เท่ากับ 2 เพื่อแสดงค่าความไม่แน่นอนของการวัด ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95%
 
 

	 การเปรียบเทียบผลวิ เคราะห ์ค ่าสัมบูรณ ์

ของCD4 ทีลิมโฟไซต์ และค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวนเม็ด

เลือดขาวโดยวิธีที่ค�ำ นวณจาก event/sec กับวิธี

มาตรฐาน

	 ผลการตรวจค่าสัมบูรณ์ของ CD4 ทีลิมโฟไซต์  

และค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวนเม็ดเลือดขาวโดยวิธีที่ค�ำนวณ

จาก event/sec เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานที่ตรวจนับ

จ�ำนวนเซลล์โดยตรงจากเครื่องโฟลไซโทเมทรีแบบ single 

platform ร่วมกบัการใช้ fluorescent microbeads แสดง

ความสัมพันธ ์ของวิธีที่ ศึกษากับวิธีมาตรฐานด้วยค่า  

correlation coefficient of determination (R2) และ

ประเมินนัยส�ำคัญทางสถิติด้วย t-test ที่ p < 0.05

ผลการศึกษา

การประเมินคุณภาพการวิเคราะห์ CD4 ทีลิมโฟไซต์  

โดย Trichrome fluorescent stain method

       การประเมินความแม่นย�ำ (precision) โดยการ

ค�ำนวณค่าเปอร์เซ็นต์ coefficient of variation (%CV) 

จากผลวิเคราะห์เปอร์เซ็นต ์CD4 ทีลิมโฟไซต์ของวัสดุควบ 

คมุคณุภาพทัง้ค่าปกต ิ(normal level control) และค่าต�ำ่ 

(low level control) ในงานควบคุมคุณภาพภายในของ
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ห้องปฏิบตักิารเป็นเวลา 6 เดอืน ซึง่ครอบคลมุวสัดคุวบคมุ

คุณภาพจ�ำนวน 4 lots ได้ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

และเปอร์เซ็นต์ coefficient of variation ดังแสดงใน 

Table 1

	 การประเมินความถูกต้อง (accuracy) โดยการ

การหาค่าความไม่แน่นอนของการวัด(uncertainty of 

measurement, u
c
) ผลการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน

ของการวัดของวัสดุควบคุมคุณภาพค่าต�่ำได ้ CD4+  

T-lymphocyte ± 7.54% และวัสดุควบคุมคุณภาพ 

ค่าปกติได้  CD4+ T-lymphocyte ± 4.86% ที่ระดับ 

ความเชื่อมั่น 95 %

	 การเปรยีบเทียบผลวเิคราะห์ค่าสมับูรณ์ของ CD4 

ทีลิมโฟไซต์ และค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวนเม็ดเลือดขาว 

โดยวิธีที่ค�ำนวณจาก event/sec กับวิธีมาตรฐานที่เติม  

fluorescent microbeads 

	 ผลการค�ำนวณค่าสัมบูรณ์ของ CD4 ทีลิมโฟไซต์

(absolute CD4+ T4-lymphocyte) และค่าสัมบูรณ ์

ของจ�ำนวนเม็ดเลือดขาวจาก event/sec ของตัวอย่าง

ทั้งหมด 193 ราย แสดงความสัมพันธ์ในระดับกลางกับวิธี

มาตรฐาน โดยมีค่า R2 = 0.7506 (p < 0.01) และ ค่า R2  

= 0.5257 ค�ำนวณค่า % bias เพื่อประเมินความถูกต้อง

ของการวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์CD4 ทีลิมโฟไซต์จากการ 

เข้าร่วมโครงการประกันคุณภาพการวิเคราะห์โดยองค์กร

ภายนอกจ�ำนวน 6 trials ได้ผลดัง Table 2

(p < 0.01) ตามล�ำดบั ดังแสดงในรปูท่ี 1 (Fig 1A, Fig 1B) 

แต่เมื่อพิจารณาจากข้อมูลเวลาในการวิเคราะห์ในการ

ศกึษาคร้ังนีพ้บว่าข้อมลูท่ีใช้ระยะเวลาในการวเิคราะห์น้อย

กว่า 40 วินาทีจะมีความสัมพันธ์กับวิธีมาตรฐานในระดับ

สูง โดยมีค่า R2  = 0.9196  และ R2  =0.9718, p < 0.01 

และ p = 0.037 ส�ำหรับการวิเคราะห์ค่าสัมบูรณ์ของ CD4 

ทีลิมโฟไซต์ และค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวนเม็ดเลือดขาว   

ตามล�ำดับ ดังแสดงในรูปที่ 2 (Fig 2A, Fig 2B)

Table 1 Precision evaluation from IQC data of %CD4+ T-lymphocyte analyzed by flow cytometry

6                                     วารสารเทคนิคการแพทยและกายภาพบําบัด  ปท่ี 30 ฉบับท่ี 2  พฤษภาคม – สิงหาคม 2561 



event/sec เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานท่ีตรวจนับจํานวน
เซลล โดยตรงจากเครื่ อ ง โฟลไซโทเมทรี แบบsingle 
platformรวมกับการใชfluorescent microbeadsแสดง
ความสัมพันธของวิธี ท่ี ศึกษากับวิธีมาตรฐานดวยค า 
correlation coefficient of determination (R2) และ
ประเมินนัยสําคัญทางสถิติดวย ttest ท่ี < 0.05 
 

ผลการศึกษา 
การประเมินคุณภาพการวิเคราะห CD4 ทีลิมโฟไซต โดย 
Trichrome fluorescent stain method 
       การประเมินความแมนยํา (precision) โดยการ
คํานวณคาเปอรเซ็นต coefficient of variation (%CV) 
จากผลวิเคราะหเปอรเซ็นต CD4 ทีลิมโฟไซตของวัสดุควบ 
คุมคุณภาพท้ังคาปกติ (normal level control) และคาตํ่า 
(low level control) ในงานควบคุมคุณภาพภายในของ
หองปฏิบัติการเปนเวลา 6 เดือน ซ่ึงครอบคลุมวัสดุควบคุม
คุณภาพจํานวน 4 lots ไดคาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
และเปอรเซ็นต coefficient of variation ดังแสดงใน
Table 1 

การประเมินความถูกตอง (accuracy) โดยการ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ก า ร ห า ค า ค ว า ม ไ ม แ น น อ น ข อ ง ก า ร วั ด
(uncertainty of measurement, uc) ผลการคํานวณ
คาความไมแนนอนของการวัดของวัสดุควบคุมคุณภาพคาตํ่า
ได  CD4+ Tlymphocyte ± 7.54% และวัสดุควบคุม
คุณภาพคาปกติได  CD4+ Tlymphocyte ± 4.86% ท่ี
ระดับความเชื่อม่ัน 95 % 
การเปรียบเทียบผลวิเคราะหคาสัมบูรณของ CD4 ทีลิม
โฟไซต และคาสัมบูรณของจํานวนเม็ดเลือดขาวโดยวิธีท่ี
คํ า น ว ณ จ า ก event/secกั บ วิ ธี ม า ต ร ฐ า น ท่ี เ ติ ม 
fluorescent microbeads  

ผลการคํานวณคาสัมบูรณของ CD4 ทีลิมโฟไซต
(absolute CD4+ T4lymphocyte) และคาสัมบูรณของ
จํานวนเม็ดเลือดขาวจาก event/sec ของตัวอยางท้ังหมด
193 ราย แสดงความสัมพันธในระดับกลางกับวิธีมาตรฐาน 
โดยมีคา R2 = 0.7506 ( < 0.01) และ คา R2  = 0.5257 
คํานวณค า%biasเ พ่ือประเ มินความถูกตองของการ
วิเคราะหเปอรเซ็นตCD4 ทีลิมโฟไซตจากการเขารวม
โครงการประกันคุณภาพการวิเคราะหโดยองคกรภายนอก
จํานวน 6 trialsไดผลดังTable 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

Table 1 Precision evaluation from IQC data of %CD4+ Tlymphocyte analyzed by flow cytometry 
%CD4+ Tlymphocyte of low level control %CD4+ Tlymphocyte of normal level control 
Lot N Mean SD %CV Lot N Mean SD %CV 
1 20 17.53 0.830 4.73 1 22 49.48 1.075 2.18 
2 17 19.18 0.527 2.75 2 17 46.34 0.935 3.50 
3 10 24.76 0.543 2.19 3 18 43.56 0.830 1.90 
4 13 16.36 0.785 4.70 4 20 48.99 0.843 1.72 
  AVERAGE %CV 3.77   AVERAGE %CV 2.43 

 
 Table 2 Accuracy evaluation from EQA data of %CD4+ Tlymphocyte analyzed by flow cytometry 

%Bias of low level samples %Bias of normal level samples 
Sample 

trial 
Group  
mean 

Lab  
report %Bias 

Sample 
trial 

Group  
mean 

Lab  
report %Bias 

1 22.12 19.7 10.94 4 35.61 36.6 2.78 
2 8.92 8.47 5.04 5 39.44 35.4 10.24 
3 16.54 17.5 5.80 6 31.68 33.53 5.84 

 AVERAGE %BIAS 7.26  AVERAGE %BIAS 6.29 
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ผลการศึกษา 
การประเมินคุณภาพการวิเคราะห CD4 ทีลิมโฟไซต โดย 
Trichrome fluorescent stain method 
       การประเมินความแมนยํา (precision) โดยการ
คํานวณคาเปอรเซ็นต coefficient of variation (%CV) 
จากผลวิเคราะหเปอรเซ็นต CD4 ทีลิมโฟไซตของวัสดุควบ 
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โดยมีคา R2 = 0.7506 ( < 0.01) และ คา R2  = 0.5257 
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วิเคราะหเปอรเซ็นตCD4 ทีลิมโฟไซตจากการเขารวม
โครงการประกันคุณภาพการวิเคราะหโดยองคกรภายนอก
จํานวน 6 trialsไดผลดังTable 2 
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Fig.1A	Correlation of absolute CD4+ T-lymphocyte  

	 between calculation from event/sec and  

	 standard method 

Fig.1B	 Correlation of WBC count between  

	 calculation from event/sec and standard  

	 method 

Fig.2A	Correlation of absolute CD4+ T-lymphocyte  

	 between calculation from event/sec with  

	 analysis time less 40 sec.and standard  

	 method 
 

Fig.2B	 Correlation of WBC count between  

	 calculation from event/sec with analysis  

	 time less 40 sec. and standard method

วิจารณ์และสรุป

	 CD4 ทีลมิโฟไซต์เป็นเซลล์เม็ดเลอืดขาวทีเ่ป็นเซลล์

เป้าหมายของเชื้อเอชไอวี เม่ือเชื้อเข้าสู่ร่างกาย เช้ือจะ 

เพ่ิมจ�ำนวนใน CD4 ทีลิมโฟไซต์ ท�ำให้เซลล์ตายและลด

จ�ำนวนลงจนผู้ติดเชื้อมีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง การนับ

จ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์จึงเป็นการทดสอบหนึ่งท่ีใช้เป็น

เกณฑ์ประกอบการพิจารณาการด�ำเนินโรคของผู้ติดเชื้อ 

เอชไอวีว่าถึงข้ันต้องให้ยาต้านไวรัสหรือเป็นผู้ป่วยเอสด์ 

กรมควบคมุโรค กระทรวงสาธารณสุขให้ใช้เกณฑ์พจิารณา

การเริ่มให้ยาต้านไวรัสเมื่อ CD4 ทีลิมโฟไซต์ต�่ำกว่า 350 

เซลล์ต่อไมโครลิตร ตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2555 นอกจากนี้ CD4 

ทลิีมโฟไซต์ยงัใช้เป็นเกณฑ์ประกอบการพิจารณาการใช้ยา

ป้องกนัโรคติดเชือ้ฉวยโอกาส (opportunistic infections) 

ในผู้ป่วย โดยผู้ป่วยจะได้รับยาป้องกัน pneumocystis 

pneumonia (PCP) เมือ่มจี�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์ ต�ำ่กว่า 

200 เซลล์ต่อไมโครลติรหรอืได้รบัยาป้องกัน toxoplasmosis 

และ cryptococcosis เมื่อมีจ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์  

ต�่ำกว่า 100 เซลล์ต่อไมโครลิตร และถ้า CD4 ทีลิมโฟไซต์       

ต�่ำกว่า 75 เซลล์ต่อไมโครลิตร ผู้ป่วยจะได้รับยาป้องกัน 

mycobacterium avium complex (MAC)(14) นอกจากนี้

ยงัใช้ผลตรวจ CD4 ทลิีมโฟไซต์ ในการติดตามผลการรกัษา

ของยาต้านไวรสั สามารถใช้การนบัจ�ำนวน CD4 ทีลิมโฟไซต์

เพื่อประเมินการรักษาผู้ป่วยในกรณีที่ไม่สามารถตรวจ

ปริมาณไวรัส (viral load) โดยตรง(7) หรือใช้ประเมินกรณี

การรักษาไม่ได้ผล(7,8) ดังนั้น การตรวจนับจ�ำนวน CD4  

ทลีมิโฟไซต์จงึมคีวามส�ำคญัในทุกช่วงของการประเมนิภาวะ
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

( < 0.01) ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 1 (Fig 1A, Fig 1B) 
แตเม่ือพิจารณาจากขอมูลเวลาในการวิเคราะหในการศึกษา
ครั้งนี้พบวาขอมูลท่ีใชระยะเวลาในการวิเคราะหนอยกวา 
40 วินาทีจะมีความสัมพันธกับวิธีมาตรฐานในระดับสูง โดย
มีคา R2  = 0.9196  และ R2  =0.9718,  < 0.01 และ  
= 0.037 สําหรับการวิเคราะหคาสัมบูรณของ CD4 ทีลิมโฟ
ไซต และคาสัมบูรณของจํานวนเม็ดเลือดขาว  ตามลําดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 2 (Fig 2A, Fig 2B) 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1A Correlation of absolute CD4+ Tlymphocyte 
between calculation from event/sec and standard 
method  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1B Correlation of WBC count  between 
calculation from event/sec and standard method  
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2A Correlation of absolute CD4+ Tlymphocyte 
between calculation from event/sec with analysis 
time less 40 sec.and standard method  

 
 

 
 
 
 
 
 
Fig.2B Correlation of WBC count   between 
calculation from event/sec with analysis time less 
40 sec. and standard method 

 
 

วิจารณและสรุป 
CD4 ทีลิมโฟไซตเปนเซลลเม็ดเลือดขาวท่ีเปนเซลล

เปาหมายของเชื้อเอชไอวี เม่ือเชื้อเขาสูรางกาย เชื้อจะเพ่ิม
จํานวนใน CD4 ทีลิมโฟไซต ทําใหเซลลตายและลดจํานวน
ลงจนผูติดเชื้อมีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง การนับจํานวน 
CD4 ทีลิมโฟไซตจึงเปนการทดสอบหนึ่งท่ีใชเปนเกณฑประ 
กอบการพิจารณาการดําเนินโรคของผูติดเชื้อเอชไอวีวาถึง
ข้ันตองใหยาตานไวรัสหรือเปนผูปวยเอสด กรมควบคุมโรค 
กระทรวงสาธารณสุขใหใชเกณฑพิจารณาการเริ่มใหยาตาน
ไวรัสเม่ือ CD4 ทีลิมโฟไซตตํ่ากวา 350 เซลลตอไมโครลิตร  
ต้ังแต ป พ.ศ. 2555 นอกจากนี้ CD4 ทีลิมโฟไซตยังใชเปน
เกณฑประกอบการพิจารณาการใชยาปองกันโรคติดเชื้อฉวย
โอกาส (opportunistic infections) ในผูปวย โดยผูปวยจะ
ไดรับยาปองกัน pneumocystis pneumonia (PCP) เม่ือ
มีจํานวน CD4 ทีลิมโฟไซต ตํ่ากวา 200 เซลลตอไมโครลิตร
ห รื อ ไ ด รั บ ย า ป อ ง กั น  toxoplasmosis แ ล ะ 
cryptococcosis เม่ือมีจํานวน CD4 ทีลิมโฟไซต ตํ่ากวา
100 เซลลตอไมโครลิตร  และถา CD4  ทีลิมโฟไซต       
ตํ่ากวา 75 เซลลตอไมโครลิตร ผูปวยจะไดรับยาปองกัน 
mycobacterium avium complex (MAC)(14) นอกจากนี้
ยังใชผลตรวจ CD4 ทีลิมโฟไซต ในการติดตามผลการรักษา
ของยาตานไวรัส  สามารถใชการนับจํานวน CD4 ทีลิมโฟ
ไซตเพ่ือประเมินการรักษาผูปวยในกรณีท่ีไมสามารถตรวจ

y = 0.8187x + 11.871
R² = 0.7506
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( < 0.01) ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 1 (Fig 1A, Fig 1B) 
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มีคา R2  = 0.9196  และ R2  =0.9718,  < 0.01 และ  
= 0.037 สําหรับการวิเคราะหคาสัมบูรณของ CD4 ทีลิมโฟ
ไซต และคาสัมบูรณของจํานวนเม็ดเลือดขาว  ตามลําดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 2 (Fig 2A, Fig 2B) 
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ภมูคิุม้กนัของผูต้ดิเชือ้เอชไอวแีละผูป่้วยเอดส์  คณุภาพการ

ตรวจวิเคราะห์จึงมีความส�ำคัญต่อผลตรวจ ในการศึกษานี้

เครื่องโฟลไซโทเมทรีที่ใช้มีความแม่นย�ำ มีค่า %CV เฉลี่ย

ของการตรวจ 3.77% และ 2.43% ในการตรวจ CD4  

ทีลิมโฟไซต์ที่ค่าต�่ำและค่าปกติซึ่งมีค่าไม่เกินเกณฑ์ยอมรับ 

imprecision ที่ %CV ไม่เกิน 9% (CV < 0.50 CVi,  

within-individual biological variation=18%)(12,13)  

และไม่เกินค่า %CV ตามรายงานการประเมินเคร่ือง

วิเคราะห์กลุ่มน้ีโดยองค์การอนามัยโลก ที่ก�ำหนดเกณฑ์ 

%CV น้อยกว่า 8% ส�ำหรบัวสัดคุวบคมุคณุภาพค่าต�ำ่ และ

น้อยกว่า 6% ส�ำหรับวัสดุควบคุมคุณภาพค่าปกติ (15)  

ผลการประเมินความถูกต้องโดยการค�ำนวณค่า % bias 

จากการเข้าร่วมโครงการประกันคุณภาพการวิเคราะห ์

โดยองค์ กรภายนอกพบว่าเครื่องโฟลไซโทเมทรีที่ใช้มี 

%bias เฉลี่ย 7.26% และ 6.29% ส�ำหรับการตรวจ CD4 

ทีลิมโฟไซต์ที่ค่าต�่ำและค่าปกติมีค่าสูงกว่ารายงานการ

ศกึษาอ่ืนทีร่ายงาน %bias 2.84–5.87%(12) เนือ่งจากข้อมลู

ค่าเฉลี่ยผลวิเคราะห์จากโครงการประกันคุณภาพฯ  

ที่เข้าร่วมเป็นสมาชิก เป็นการประเมินผลจากเครื่อง

วิเคราะห์โดยรวม ไม่ได้วิเคราะห์แยกตามกลุ่มเครื่องมือ 

จึงอาจส่งผลให้ค่า %bias สูงขึ้นได้ อย่างไรก็ตาม ผลรวม

ของ %bias และ %CV ของการวิเคราะห์นี้เมื่อค�ำนวณ 

จากสูตร total error = %bias + 1.65 (%CV) พบว่ามีค่า

ไม่เกินค่า CVi (18%) การค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนของ

การวัดท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% ส�ำหรับวัสดุควบคุม

คุณภาพค่าต�่ำได้  CD4+ T-lymphocyte ±7.54% และ

วัสดุควบคุมคุณภาพค่าปกติ ได้ CD4+ T-lymphocyte ± 

4.86% มีค่าใกล้เคียงกับที่มีในรายงานอื่น(12)  

  	 ค่า events เป็นผลการนบัจ�ำนวนเซลล์ทีไ่หลผ่าน

ล�ำแสงเลเซอร์  จากการศกึษานีพ้บว่าสามารถใช้ค่า events 

และเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (เวลาที่เซลล์เคลื่อนท่ีผ่าน

ล�ำแสงเลเซอร์) มาค�ำนวณหาค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวน 

เม็ดเลอืดขาวและค่าสมับูรณ์ CD4 ทีลมิโฟไซต์ของตัวอย่าง

ตรวจได้ ซึง่ให้ผลค�ำนวณใกล้เคยีงกบัผลวเิคราะห์ท่ีค�ำนวณ

เปรียบเทียบกับจ�ำนวน fluorescent microbeads  

(Fig. 1) และจะมีความสัมพันธ์ท่ีดีเพิ่มข้ึนในกรณีท่ีเซลล ์

ในตวัอย่าง ตรวจใช้เวลาในการเคลือ่นทีผ่่านล�ำแสงเลเซอร์

น้อยกว่า 40 วินาที (Fig. 2) จากการศึกษาตัวอย่าง 

จ�ำนวน 193  ตัวอย่าง  ม ี35 ตัวอย่างทีแ่สดงเวลาวเิคราะห์

เกินกว่า 40 วินาที คิดเป็น  18.1% ในการนับจ�ำนวนเซลล์

โดยเครื่องโฟลไซโทเมทรี ความแม่นย�ำของการนับขึ้นกับ 

flow rate ของเครือ่ง จ�ำนวนเซลล์เป้าหมายทีม่อียู ่ จ�ำนวน

เซลล์ท่ีนับและระยะเวลาท่ีใช้วิเคราะห์ จากผลวิเคราะห์

เปอร์เซ็นต์ CD4 ทีลิมโฟไซต์ของวัสดุควบคุมคุณภาพ 

ที่ค่าปกติ (normal level control) ซึ่งมีเปอร์เซ็นต ์CD4 

ทลีมิโฟไซต์ (เซลล์เป้าหมาย) เฉลีย่ประมาณ 47% จากกลุม่

เซลล์ลิมโฟไซต์ (จ�ำนวนเซลล์ที่นับประมาณ 5,000 เซลล์) 

พบว่า %CV มีค่า 2.43% แต่เมื่อวิเคราะห์วัสดุควบคุม 

ที่มีค่าต�่ำ (low level control) ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ CD4  

ทีลิมโฟไซต์เฉลี่ยประมาณ 20% พบว่า %CV มีค่าสูงขึ้น

เป็น 3.77% ดังนั้น ในกรณีที่วิเคราะห์ตัวอย่างเลือดที่มี

เปอร์เซน็ต์ CD4 ทลีมิโฟไซต์จ�ำนวนท่ีน้อยกว่า 20 % พบว่า 

%CV จะมีค่าสูงข้ึน จากผลการศึกษาทางสถิติในการ

วิเคราะห์เซลล์โดยเทคนิกโฟลไซโทเมทรีของ Allan A.L. 

และ Keeney M.(17) ได้รายงานไว้ว่าถ้าจ�ำนวนเซลล์เป้าหมาย

มปีระมาณ 10% ในกลุ่มเซลล์ที่น�ำมาวิเคราะห์ ค่า % CV 

ของการวิเคราะห์จะขึ้นกับจ�ำนวนเซลล์ทั้งหมดที่วิเคราะห์ 

เช่น หากวิเคราะห์เซลล์เป้าหมายจากกลุ่มเซลล์จ�ำนวน 

100,000 เซลล์ในตัวอย่างตรวจ จะมีค่า %CV ท่ี 1%  

แต่หากวิเคราะห์เซลล์เป้าหมายจากกลุ่มเซลล์ลดลงเป็น 

4,000 เซลล์ในตัวอย่างตรวจ %CV ของการวิเคราะห์จะ

เพ่ิมขึ้นเป็น 5 % และถ้าวิเคราะห์จากกลุ่มเซลล์จ�ำนวน 

1,000 เซลล์ในตัวอย่างตรวจ ค่า %CV ของการวิเคราะห์

จะเพิ่มขึ้นเป็น 10% ซ่ึงตัวอย่างตรวจในการศึกษานี้ 

เป็นตัวอย่างตรวจจากผู้ติดเชื้อเอชไอวีและผู้ป่วยเอดส ์

ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ CD4 ทีลิมโฟไซต์ลดลงต�่ำกว่าปกติ และ 

มีกลุ่มเซลล์ลิมโฟไซต์ลดลงในบางราย เปอร์เซ็นต์ CD4  

ทีลิมโฟไซต์ที่ลดลงนี้ ส่งผลให้ค่า %CV ของการวิเคราะห์

สูงขึ้นตามที่ Allan A.L. และ Keeney M. ได้รายงานไว้

นอกจากนี้ ในกรณีท่ีตัวอย่างตรวจมีจ�ำนวนเซลล์ที่ลดลง 

การนับจ�ำนวนเซลล์ด้วย flow rate ของเครื่องจึงต้องใช้

เวลาวิเคราะห์นานขึ้นจากเดิมเพื่อให้ได้จ�ำนวนเซลล์มา

วเิคราะห์เพิม่ขึน้ตามทีก่�ำหนด การใช้เวลาวเิคราะห์นานขึน้

ย่อมส่ง ผลต่อค่า %CV ได้เช่นกัน ซึ่ง %CV ที่เพิ่มขึ้น 
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จะกระทบต่อการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ correlation 

coefficient of determination (R2)  ดงันัน้ ในการศกึษา

น้ีจึงได้ประเมินเวลาที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ที่ให้ผล 

event/sec ของตวัอยา่งตรวจได้ถกูต้อง  สอดคล้องกบัผล

ตรวจตามวิธีมาตร ฐาน โดยใช้ correlation coefficient 

of determination (R2) ท่ีมีความสอดคล้องของข้อมูล

มากกว่า 90% และมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (t-test ที่  

p < 0.05) ซึ่งในการศึกษานี้พบว่า ข้อมูลที่มีผลวิเคราะห์

ในเวลา 40 วินาที หรือน้อยกว่าจะมีความสอดคล้องกับวิธี

มาตรฐาน (Fig.2) การใช้เวลาวิ เคราะห์ที่นานขึ้นความ

สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานจะลดลงต�่ำกว่า 90 % (Fig. 1) 

และตัวอย่างตรวจที่ใช้เวลาวิเคราะห์นานกว่า 40 วินาที  

มีจ�ำนวน 66 % ที่มีค่าเปอร์เซ็นต ์CD4 ทีลิมโฟไซต์ต�่ำกว่า 

20%  

	 การน�ำค่า events และเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์

มาค�ำนวณค่าสัมบูรณ์ของจ�ำนวนเม็ดเลือดขาวและ

ค่าสมับรูณ์ CD4 ทลีมิโฟไซต์ของตวัอย่างตรวจในการศกึษา

นี้นอกจากจะช่วยลดต้นทุนในส่วนของ fluorescent  

microbeads แล้วยงัสามารถท�ำการวเิคราะห์แบบ single  

platform ได้ ผู้ท่ีตรวจวิเคราะห์แบบ daul platform  

สามารถปรับเปลี่ยนวิธีการตรวจมาเป็นแบบ single   

platform technique ได้ ช่วยให้ผู้วิเคราะห์ลดภาระงาน

และเวลาตรวจ (turnaround time) ในการน�ำตัวอย่าง 

ไปตรวจนับเม็ดเลือดขาวจากเครื่องวิเคราะห์เม็ดเลือด 

ทางโลหิตวิทยาและลดการปนเปื้อนของตัวอย่าง ลดการ 

กระจายเชื้อจากตัวอย่างตรวจเนื่องจากสามารถตรวจได้  

ณ จุดเดียว อีกทั้งยังลดค่าใช้จ่ายที่เกิดจากการตรวจนับ 

จ�ำนวนเมด็เลอืดขาวโดยเครือ่งวเิคราะห์เมด็เลอืดทางโลหติ

วิทยาใน daul platform รวมทัง้ลดข้อจ�ำกดัในกรณทีีเ่ลือด

ผู้ติดเชือ้หรอืผูป่้วยมเีมด็เลอืดแดงตวัอ่อน (nucleated red 

blood cell, NRBC) ที่รบกวนการตรวจนับจ�ำนวน 

เม็ดเลือดขาว(5) และข้อจ�ำกัดในหลักการวิเคราะห์เซลล ์

ทีต่่างกนัของเครือ่งวเิคราะห์เมด็เลอืดทางโลหติวทิยาชนดิ

ต่างๆ(10,16) จากนโยบายสาธารณสุขของรัฐ  ส�ำนักงานหลัก

ประกันสุขภาพแห่งชาติ (สปสช) ให้การสนับสนุนค่าตรวจ

วินิจฉัยค่าตรวจติดตามการรักษาในผู้ติดเชื้อเอชไอวีหรือ 

ผู้ป่วยเอดส์ โดยสนับสนุนค่าตรวจ CD4 ทีลิมโฟไซต์ปีละ  

2 ครั้ง ซึ่งจะเสียงบประมาณ 400 ล้านบาทต่อปี  และ 4.2 
ล้านบาทต่อปีส�ำหรบัผูท่ี้มาใช้บรกิารตรวจ CD4 ทลีมิโฟไซต์
ที่โรงพยาบาลสระบุรี จากค่าใช้จ่าย 500 บาทต่อการ
วิเคราะห์มีต้นทุน 90 บาทที่เกิดจากการใช้ fluorescent 
microbeads ดังนั้น หากสามารถลดต้นทุนในส่วนนี้ 
จะท�ำให้ค่าการวิเคราะห์ผู ้ติดเชื้อหรือผู ้ป่วยที่มาตรวจ
วินิจฉัยและตรวจติดตามการรักษาที่  งานภูมิคุ ้มกัน  
กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยาคลินิก ปีละ  
2 ครั้ง จ�ำนวนประมาณ 4,200 คน จะมีต้นทุนลดลงปีละ  
756,000 บาท (90 x 2 x 4,200)  หรือคิดเป็นงบประมาณ
ที่ลดลง 18% ต้นทุนการวิเคราะห์ที่ลดลงช่วยลดค่าใช้จ่าย
และรองรับการเข้าถึงการให้ยาต้านไวรัสกับผู้ติดเช้ือและ 
ผู้ป่วยเอดส์ทุกคน ตามนโยบายการขยายเกณฑ์ให้ยาต้าน
ไวรัสจากเดิมที่ก�ำหนดให้ยาเมื่อ ค่าสัมบูรณ์ CD4 ทีลิมโฟ
ไซต์ต้องต�่ำกว่า 200 เซลล์ต่อไมโครลิตร(5,6) ขยายไปเป็น 
350  เซลล์ต่อไมโครลิตรและในปี พ.ศ. 2559 ให้ผู้ติดเชื้อ
และผู้ป่วยเอดส์ได้รับ ยาต้านไวรัสทุกคน อย่างไรก็ตาม  
การใช้ fluorescent microbeads ยังมีความจ�ำเป็นใน
กรณีที่จะทบทวนคุณภาพด้านความถูกต้องของการตรวจ
วเิคราะห์และการตรวจสอบ การสอบเทยีบเคร่ืองวเิคราะห์
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