
นพินธต์น้ฉบบั

โครงการนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ตรวจหาระดับแลคเตทในเลือดด้วยเทคนิค high
pressure liquid chromatography (HPLC) แบบ UV detector  ท่ีพัฒนาขึน้กับ เทคนคิ enzymatic assay ท่ีใช้เป็นประจำ
ในห้องปฏิบัติการ เพื่อนำวิธีการตรวจด้วยเครื่อง HPLC ที่พัฒนาได้ตรวจหาระดับแลคเตทในเลือดผู้ติดเชื้อเอชไอวี
ได้รับยาต้านไวรัสกลุ่ม nucleoside reverse-transcriptase (NRTIs) ที่ใช้กันมากในปัจจุบัน กลุ่มตัวอย่างเป็นเลือด
ผู้ป่วยทั่วไป วิเคราะห์ปริมาณแลคเตทด้วยวิธี enzymatic assay จำนวน 30 ราย เปรียบเทียบผลที่ได้จากการ
วิเคราะหด้์วยเทคนคิ HPLC  แบบ UV detector   ผลการตรวจวเิคราะหผู้์ป่วยทัง้ 30 รายดว้ยวิธี  HPLC แตกตา่งจาก
การตรวจวดัดว้ยวิธี enzymatic assay (p > 0.05)  และเม่ือดูจากคา่เฉลีย่ ± ค่าคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (mean ± S.E.M.)
ของปริมาณแลคเตททีวิ่เคราะห์จากวิธี HPLC และ enzymatic assay = 4.74 ± 0.67 mM และ 4.20 ± 0.38 mM ตามลำดับ
เห็นไดว่้าการวเิคราะหด้์วยวิธี HPLC ได้ผลการตรวจวเิคราะหร์ะดบัแลคเตทสงูกวา่ enzymatic assay อย่างมนัียสำคญั
ทางสถติิ (p < 0.05)

 ผลการพฒันาวธีิของเทคนคิ HPLC และ Enzymatic assay มีดังน้ี ค่า Intraday – precision มีค่าความแปรปรวน
= 4.76%/6.82%, Interday–precision มีความแปรปรวน = 5.67%/6.44%, ค่า accuracy =  99.38%/91.10% สรุปได้ว่าการ
ตรวจด้วยวิธี HPLC ท่ีพัฒนาไดมี้ความถกูต้องและความแมน่ยำสูงกว่า enzymatic assay โดยเฉพาะอยา่งย่ิงต้นทุนน้ำยา
มีค่าใช้จ่ายน้อยและไม่มีปัญหาการหมดอายุของน้ำยา สามารถใช้เฝ้าระวังกลุ่มผู้ป่วยเอชไอวีที่ได้รับยา NRTIs
และการวินิจฉัยของแพทย์ ทำให้ลดกลุ่มผู้ป่วยที่จะพัฒนาเป็น lactic acidosis หรือ ภาวะเป็นกรดในร่างกายได้
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2552; 42: 37-49.

การศกึษาเปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหต์รวจหา lactate ในเลอืดดว้ยเทคนคิ HPLC
กับ เทคนิค enzymatic assay

เจียรนยั  ขันตพิงศ ์*,  วารุณี จิตรอารี **, วิรัช นิรารุทธ์*, ทัศนา หลิวเสรี*, วีระวรรณ เรืองยุทธิการณ*์**

บทคดัยอ่

คำรหสั: แลคเตท, lactic acidosis, HPLC, Enzymatic assay, NRTIs

* สำนักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 10 เชียงใหม่
** สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สุขภาพ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
*** ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์มหาวิทยาลัยเชียงใหม่

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci Vol. 42,  No. 1  January 2009

37



The purposes of this study were to compare the results of determination of lactate concentration in
plasma measured by the developed high pressure liquid chromatography method (HPLC) and enzymatic assay,
which  is a routine  method used in a general hospital laboratory.  The method developed was used to measure
the lactate level in HIV patients being treated  with  NRTIs. Thirty blood samples from the central laboratory,
Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital were collected for testing the developed HPLC method compared to the
enzymatic assay.  In this study, the comparative results between both techniques showed correlation with
statistical difference (paired t-test, p > 0.05).  Thirty blood samples measured by the HPLC method, showed
lactate concentrations at 4.74 ± 0.67 mM (mean±S.E.M), and enzymatic assay at 4.20 ± 0.38 mM. Therefore,
the HPLC method could be used to obtain a higher lactate level than that of the enzymatic assay.

The comparative result of precision and accuracy between the developed HPLC method and enzymatic
assay demonstrated that intra-day precision had a coefficient variance = 4.76% and 6.82%, respectively. The
interday–precision was at 5.67%/ and 6.44%. In conclusion, this developed HPLC is less expensive for re-
agents, has longer shelf-life, and can be used with high precision and accuracy for measuring lactate concen-
trations in HIV infected patients who are being treated with NRTIs. The lactate measurement would be very
useful for surveillance in order to help prevent lactic acidosis in HIV infected patients.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci
2009; 42: 37-49.
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บทนำ
ปัจจุบันการรักษาผู้ติดเชื้อเอชไอวีมักใช้ยาต้าน

ไวรัสเอดส์สามชนิดพร้อมกันและเป็นสูตรมาตรฐาน
ที่ใช้ในการรักษาผู้ติดเชื้อเอชไอวีที่ได้ผลดีที่สุด เรียกว่า

highly active antiretroviral therapy (HAART)
ซึ ่งในโครงการการเข้าถึงบริการยาต้านไวรัสเอดส์
ระดับชาติโดยกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข
เร่ิมต้ังแต่ปี พ.ศ. 2544  และในป ีพ.ศ. 2547 กรมควบคมุ

วารสารเทคนคิการแพทยเ์ชียงใหม่ ปีที่ 42  ฉบับที่  1  มกราคม 2552
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โรคกำหนดแนวทางการให้ยาต้านไวรัสเอดส์แก่ผู้ติดเชื้อ
เอชไอวีในโครงการ คือการใช้ยาสูตรพื้นฐานสำหรับ
ผู ้ติดเชื ้อเอชไอวี ซึ่งทุกสูตรประกอบด้วยยาในกลุ่ม
nucleoside reverse-transcriptase (NRTIs) ได้แก่ d4t
(stavudine), AZT (zidovudine) และ 3TC (lamivudine)
ยาสูตรพื้นฐานนี้ให้ครอบคลุมผู้ป่วยในโครงการทุกราย
ท่ัวประเทศ ในจังหวัดเชียงใหม่ มีผู้ป่วยท่ีกินยา 4,012 ราย
(รายงานประจำเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2550) แม้ว่า
การรักษาผู้ติดเชื้อเอชไอวี ด้วยยาต้านไวรัสเอดส์ สูตร
potent combination antiretrovirus น้ี จะช่วยลด mor-
bidity และ mortality เป็นการช่วยยืดอายุผู้ป่วย แต่
บางครั้งทำให้เกิดผลข้างเคียงที่รุนแรงได้

Hyperlactatemia และ lactic acidosis คือผล
ข้างเคียงท่ีเกิดจากการรกัษาด้วยยาต้านไวรัส โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งกลุ่ม NRTIs รวมทั้ง ยาในสูตร highly active
antiretroviral therapy (HAART)

ภาวะ lactic acidosis จากการใชย้าต้านไวรัสกลุ่ม
NRTIs  เกิดข้ึนจากพษิต่อ mitochondria โดยการยบัย้ัง
DNA polymerase gamma ซ่ึงมีลักษณะคล้ายกับเอนไซม์
reverse transcriptase ทำให้ mitochondrial DNA ผิดปกติ
ผลคือยับยั้ง oxidative phosphorylation ซึ่งอาจเป็น
สาเหตขุองอาการอืน่ๆ ร่วมด้วย mitochondria มีบทบาท
สำคัญต่อ cellular metabolism และการสร้างพลังงาน
ส่งผลให้การเป็นพิษต่อไมโตคอนเดรียค่อนข้างกว้าง
และรวมไปถึงระบบอวัยวะต่างๆ มากมายเช่น ตับ ตับอ่อน
กล้ามเนื้อลาย หัวใจ ระบบประสาท ไขมันใต้ ผิวหนัง
กระดกู และ ไขกระดกู

Lactic acidosis คือภาวะที่ผู ้ป่วยมี arterial
pH ≤ 7.35 และปริมาณแลคเตทที่เจาะจากเลือดดำ
> 5  mmol/L  ภาวะทีมี่การสะสมของแลคเตทในเลอืดสงู
ขึ้นเรียกว่า hyperlactatemia หรือ lactic acidemia
และพัฒนาเป็น lactic acidosis ซ่ึง hyperlactatemia น้ันมี
prevalence = 15-35% ในผู้ป่วยที่ได้รับยา NRTIs
และอุบัติการณ์ของ ภาวะแลคเตทในเลอืดสูงโดยมีอาการ
ร ่วมและภาวะเป็นกรดในเล ือด (lactic acidosis)
พบประมาณ 13 รายต่อ 1,000 รายต่อปีในกลุ่มท่ีได้รับยา
NRTIs นอกจากนี้พบว่าภาวะแลคเตทในเลือดสูงอย่าง
รุนแรงมีอ ัตราการตายสูงถึงร ้อยละ 57 การรักษา

เฉพาะด้วย cofactors ของกระบวนการหายใจภายใน
เซลล์ทำให้อัตราการตายลดลง อย่างไรก็ตามระดับ
แลคเตททีสู่งมากเกนิ 10 mmol/L มักมีอัตราการตายทีสู่ง
ร่วมด้วย

ห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลส่วนใหญ่ไม่มีการ
ตรวจวัดระดับแลคเตทในเลือดโดยตรง แต่ใช้ค่า anion
gap เป็นเคร่ืองมือในการวินิจฉัย กล่าวคือค่าไบคาร์บอเนต
ในเลือดต่ำ ซึ่งในระดับโรงพยาบาลชุมชนบางแห่งยังไม่
สามารถตรวจหาคา่ electrolyte ดังกลา่วได ้ดังน้ันในการ
วินิจฉัยเบ้ืองต้นจึงพิจารณาจากอาการเปน็สำคญั ซ่ึงเป็น
การวินิจฉัยท่ีล่าช้าและแพทย์ต้องมีทักษะมากในการวินิจฉัย
ตามอาการ เห็นได้ว่าผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการ
ที่เหมาะสม ถูกต้อง เป็นสิ่งจำเป็น สำนักงานป้องกัน
ควบคุมโรคที่ 10 จึงพัฒนาการตรวจหาระดับแลคเตท
ในเลือดด้วยวิธี HPLC ซึ่งเป็นวิธีที ่ให้ความถูกต้อง
แม่นยำสูง ช่วยในการวินิจฉัยการเกิดพยาธิสภาพ
จากภาวะ lactic acidosis จากการใชย้าในกลุม่ NRTIs
ให้กับผู้ติดเชื้อ/ผู้ป่วยเอดส์ในพื้นที่รับผิดชอบ

การศึกษาครั้งนี้ต้องการพัฒนาวิธีตรวจหาระดับ
lactate ในเลือดด้วยวิธี HPLC เปรียบเทียบกับวิธีที่ใช้
ทำเป็นประจำในห้องปฏิบัติการทั่วไปคือ enzymatic
assay เป็นการใช้เครื่อง HPLC ให้เป็นประโยชน์สูงสุด
และช่วยเหลือแพทย์ให้สามารถรักษาผู้ป่วยได้ตั ้งแต่
เร่ิมแรก เพ่ือช่วยชะลอความรนุแรงและลดอตัราตายจาก
ภาวะ lactic acidosis ตลอดจนช่วยให้ผู้ติดเช้ือผู้ป่วยเอดส์
มีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น

โดยวิธี enzymatic assay เลือกใช้วิธีเดียวกับ
หน่วยปฏิบ ัต ิการเคมีคล ิน ิก คณะแพทยศาสตร ์
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  วิธีการวิเคราะห์ใช้ชุดตรวจสำเร็จ
(Lactate PAP) Enzymatic determination of lactate
(BioMerieux)  นำวิธีตรวจหาแลคเตทดว้ย เทคนิค HPLC
ที่พัฒนาได้มาตรวจหาปริมาณแลคเตทในเลือด และ
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับ enzymatic assay
จากน้ันนำวิธีการตรวจวัดปริมาณแลคเตทในพลาสมาทีไ่ด้
จากการพัฒนานี้ ไปใช้ตรวจวินิจฉัยภาวะ lactic acido-
sis ในผู้ติดเชือ้เอชไอวีทีรั่บยา NRTIs เพ่ือการเฝา้ระวงั
ได้รวมทั ้งถ ่ายทอดเทคโนโลยีให้แก่ หน่วยงานที ่
เกี่ยวข้อง
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
เพ่ือเปรียบเทียบผลการวเิคราะห์ lactate ในเลือด

ด้วยเทคนคิ HPLC กับ เทคนคิ enzymatic assay

ประโยชน์ที่ได้รับ
ได้เทคโนโลยีใหม่สำหรับการตรวจวัดระดับ lac-

tate ในพลาสมา เพื ่อใช้เสริมการวินิจฉัยและรักษา
ผู ้ติดเชื ้อ/ผู ้ป่วยเอดส์ พร้อมกับถ่ายทอดให้แก่ห้อง
ปฏิบัติการและหน่วยงานสาธารณสุขที่เกี่ยวข้องต่อไป

ระเบียบวิธีวิจัย
1. กลุ่มตัวอย่าง

ตัวอย่างเลือดสำหรับการศึกษา ใช้พลาสมา
ที ่เหลือจากการตรวจบริการหาปริมาณแลคเตทจาก
หน่วยปฏิบัติการเคมีคลินิก คณะแพทยศาสตร์ มหา-
วิทยาลยัเชียงใหม ่ทีส่ง่ตรวจแลคเตทในเลอืดซึง่เกบ็ ใน
หลอดที่มีฟลูออไรด์ออกซาเลทอยู่แล้ว จำนวนเท่าที่ใช้
ตรวจหาปรมิาณแลคเตทจรงิรวม 2 วิธี คือสำหรบั enzy-
matic method 500 ul และสำหรบัเทคนคิ HPLC 100 ul
รวมเป็นรายละประมาณ 1 ml โดยมีลำดับขั้นตอนการ
ทำงานดังนี้

- ส่งเอกสารโครงการวิจัยเพื่อรับการพิจารณา
จากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจัิย กรมควบคมุโรค

- ทำหนังส ือขออนุญาตใช้เล ือดและขอคำ
ยินยอมจากผู้ดูแลส่ิงส่งตรวจจากหน่วยปฏิบัติการเคมีคลินิก
คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัเชียงใหม่

- กำหนดวิธีการจัดการกับตัวอย่างเลือดคือ
การนำส่งสิ่งส่งตรวจ
เก ็บในหลอดเล ือดท ี ่ม ีฟล ูออไรด ์

ออกซาเลท ส่งห้องปฏิบัติการและทำการตรวจ ภายใน 24
ชั่วโมง หรือปั่นแยกพลาสมาภายใน 30 นาทีแล้วเก็บ
พลาสมาไวท่ี้ -20 ๐ C จนกวา่จะทำการตรวจ

การทำลายตัวอย่าง
เมื ่อสิ ่งส่งตรวจมาถึงห้องปฏิบัติการ

นำเกบ็ไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 ๐ C จนกวา่จะทำการตรวจ วัด

หลังจากเสร็จสิ้นการตรวจวัดแล้ว ทำลายตัวอย่างเลือด
ที่เหลือทั้งหมดโดยการนึ่งฆ่าเชื้อ ภายในวันนั้นทันที
ก่อนกำจัดตามวิธีของขยะติดเชื้อ

ขนาดตัวอย่างสำหรับงานวิจัย
ทำ pilot study โดยใชข้นาดตวัอย่างใน

การทดสอบ 30 คู่

2. การพัฒนาวิธี HPLC เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณสาร
แลคเตทในพลาสมาและเปรียบเทียบกับวิธีที่ทำเป็น
ประจำในห้องปฏิบัติการ (enzymatic method)

ผลการศกึษาสภาวะการวเิคราะหด้์วยเทคนคิ HPLC
ใช้สภาวะการวเิคราะหด้์วยเครือ่ง HPLC กับ UV

detector ทีพั่ฒนาขึน้ การตรวจวดัระดบัแลคเตทในเลอืด
ด้วยวิธีน้ี สามารถตรวจหาปรมิาณแลคเตทได ้ภายใต้การ
ใช้เครื่องมือและสภาวะในการวิเคราะห์ดังนี้
(1) วัสดุอุปกรณ์

- HPLC reverse phaseC18 column stablebond
- เคร่ือง HPLC ชนิด UV detector series 1100
- pH meter
- Lactic acid (Lithium L-lactate) Sigma
- Phosphoric acid
- Deionized water
- Acetonitrile (CH3CN) for HPLC grade, J.T.

Baker
- Sodium dihydrogenphosphate

(2) สภาวะที่เหมาะสม
-  Mobile phase isocratic 100% 20 mM sodium

dihydrogenphosphate buffer, pH 2.63 Flow rate 0.8
ml/min

- Injection volume 100 ul
- Column Temperature 35 

o
C

- Wavelength 210 nm
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รูปที ่1 HPLC chromatogram ของสารมาตรฐานแลคเตทความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลตอ่ลิตร ท่ี retention time
3.05 นาทท่ีีแยกดว้ยสารละลายทีเ่หมาะสมทีส่ดุ

ผลการประเมนิวธีิ HPLC ท่ีได้พฒันาแล้ว
แสดงผล linearity ที่ดีมาก ได้ค่าสัมประสิทธิ์

สหสมัพันธ์ 0.9989 Calibration curve ของสารมาตรฐาน
แลคเตท ความเขม้ข้นต้ังแต่ 1.25-15.00 มิลลิโมลตอ่ลิตร

รูปที ่2 Calibration curve ของสารมาตรฐานแลคเตท ความเข้มข้นตั้งแต่ 1.25-15.00 มิลลิโมลต่อลิตร
วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC ที่มี sodium dihydrogenphosphate buffer 20 มิลลิโมลต่อลิตร pH 2.63
เปน็สารละลายเคลือ่นท่ี flow rate 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที ใชค้อลัมน์ revered-phaseC18 stable bond
อุณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส  และความยาวคลืน่แสงเครือ่งวดั UV-VIS  210 นาโนเมตร

ผลการศึกษาความคงตัวของแลคเตทในพลาสมา
ตัวอย่าง

โดยใช้ pool plasma จำนวน 20 ตัวอย่างจาก
หลอดเลือดเก็บเลือด EDTA tube ปั่นแยกพลาสมา
แบ่งใส่หลอดที่มีฟลูออไรด์ออกซาเลท (F/OX) หลอดละ
2 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ี  – 20๐C

Freeze and thaw stability: 3 cycle
การละลายตัวอย่างพลาสมาที่แช่แข็งไว้ 3 ครั้ง

ต้ังแต่วันที ่ 0, 3, 7 และ 14 (ตารางที ่ 1) พบว่าปรมิาณ
แลคเตทมีค่าลดลงเรื่อยๆ เมื่อ freeze/thaw หลายครั้ง
แลคเตทที่มีค่าต่ำลดลง 27.6% ในขณะที่แลคเตทที่มีค่า
สูงลดลง 19.6% ภายใน 14 วัน
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ตารางที ่ 1 ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที ่ทดสอบ Freeze & Thaw Stability วิเคราะห์ด้วย HPLC
จำนวน 3 คร้ัง ตอ่ 1 การทดลอง

วันที่เก็บ
ตัวอย่าง

ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที่มีค่าต่ำ
(มิลลิโมลต่อลิตร)

X ± S.D.

ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที่มีค่าสูง
(มิลลิโมลต่อลิตร)

X ± S.D.

0 1.16 ± 0.07 12.69 ± 0.05
3 1.39 ± 0.03 11.76 ± 0.59
7 0.87 ± 0.09 11.13 ± 0.26
14 0.84 ± 0.03 10.20 ± 0.41

X = ค่าเฉลี่ย
S.D. = ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

n = 3

Short term temperature stability: 4-24 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิห้อง

ตารางท่ี 2  แสดงผลการเก็บตัวอย่างด้วยหลอดท่ีมี
ฟลูออไรด์ออกซาเลทเป็นสารกันเลือดแข็ง สามารถ

ช่วยรักษาระดับแลคเตทให้คงท่ี โดยแลคเตทท่ีมีค่าต่ำมีค่า
เพ่ิมข้ึน 27.6%  ส่วนแลคเตทท่ีมีค่าสูงมีค่าไม่เปล่ียนแปลง
เม่ือเกบ็พลาสมาทีอุ่ณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 24 ช่ัวโมง

ตารางที ่  2   ปรมิาณแลคเตทจากตวัอยา่งทีท่ดสอบ Short-Term Temperature Stability

1 (0 hr) 1.16 ± 0.09 12.69 ± 0.05
2 (2 hr) 1.47 ± 0.04 11.63 ± 0.53
3 (6 hr) 1.43 ± 0.07 12.41 ± 1.04
4 (12 hr) 1.37 ± 0.04 13.34 ± 0.69
5 (24 hr) 1.48 ± 0.05 12.69 ± 0.05

การทดลอง
ครัง้ที่

ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที่มีค่าต่ำ
(มิลลิโมลต่อลิตร)

X ± S.D.

ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที่มีค่าสูง
(มิลลิโมลต่อลิตร)

X ± S.D.

X = ค่าเฉลี่ย
S.D. = ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

n = 3
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Long term stability
ตารางท่ี 3 แสดงผลการวิเคราะห์ตัวอย่างพลาสมา

ท่ีแช่แข็งรอตรวจวิเคราะห์ในสภาวะเดียวกับการเก็บตัวอย่าง
เพ่ือรอตรวจทางหอ้งปฏิบัติการ ต้ังแต่วันที ่0, 3, 7 และ
14  ตามลำดบั พบว่าในตวัอย่างพลาสมาทีมี่ค่าแลคเตท

ปกติ (1.16 ± 0.09 มิลลิโมลต่อลิตร)  มีค่าแลคเตทเพ่ิมข้ึน
24.1% และมีค่าสัมประสิทธ์ิแห่งการกระจายร้อยละ 14.49
ส่วนตัวอย่างเลือดที่มีค่าแลคเตทสูง (12.69 ± 0.05
มิลลิโมลต่อลิตร) มีค่าแลคเตทลดลงเล็กน้อยคือ 5%
มีค่ามค่ีาสมัประสทิธ์ิแห่งการกระจายรอ้ยละ 4.70

ตารางที ่3 ปริมาณเฉลี่ย ±±±±± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแลคเตท จากตัวอย่างที่ทดสอบ Long Term Stability
ในวนัท่ีเก็บตวัอยา่งพลาสมาตัง้แตว่นัท่ี 0, 3, 7 และ 14  ตามลำดบัโดยการ วเิคราะห ์3 คร้ังตอ่หนึง่
ตัวอย่าง

วันที่เก็บ
ตัวอย่าง

ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที่มีค่าปกติ
(มิลลิโมลต่อลิตร)

X ± S.D.

ปริมาณแลคเตทจากตัวอย่างที่มีค่าสูง
(มิลลิโมลต่อลิตร)

X ± S.D.

0 1.16 ± 0.09 12.69 ± 0.05
3 1.65 ± 0.09 12.29 ± 0.43
7 1.33 ± 0.26 11.34 ± 0.25
14 1.38 ± 0.02 12.04 ± 0.49

X = ค่าเฉลี่ย
S.D. = ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

n = 3

3. การวเิคราะหด้์วย HPLC technique
นำตัวอย่างเลือดท่ีได้จากผู้ป่วยมาป่ันแยกพลาสมา

และตกตะกอนโปรตีนก่อนตรวจวัดแลคเตทในเลือด
เพ่ือหาปรมิาณความเขม้ข้นดว้ยเทคนคิ HPLC ทีพั่ฒนา
ได้ ทำการตรวจวัดปริมาณของสารแลคเตท ในเลือด
ผู้ติดเชือ้ผู้ป่วยเอชไอวทีีไ่ดรั้บยาในกลุม่ NRTIs

การวเิคราะหตั์วอย่างโดยใช ้HPLC มีหลักการคอื
เป ็นการแยกสารแลคเตทในต ัวอย ่างพลาสมาท ี ่
ตกตะกอนแล้วและฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดย injector
และถูกพาเข้าสู่คอลัมน์โดยสารละลายเคลื่อนที่ อาศัย
ความแตกต่างของปฏิสัมพันธ์ ของสารแต่ละชนิดท่ีละลาย
อยู่ในตัวอย่าง ระหว่างเฟสคงที ่ (stationary phase) กับ
สารละลายเคลื ่อนที ่ (mobile phase) ที ่เหมาะสม
ซึ่งทำให้สารแลคเตทและสารอื่นๆ ถูกจับอยู่ในคอลัมน์

นานมากน้อยต่างกัน สารแต่ละชนิดจะถูกชะ (elute)
ออกมาด้วยสารละลายเคล่ือนท่ีซ่ึงเป็นตัวทำละลายท่ีถูกดัน
ผ่านเฟสคงที่ที่มีอนุภาคขนาดเล็กซึ่งบรรจุอยู่ในคอลัมน์
เฟสเคล่ือนท่ีจะพาสารแต่ละชนิดออกจากคอลัมน์ผ่านเคร่ือง
ตรวจวัด UV-VIS detector และแสดงผลออกมาในรปูของ
โครมาโตแกรม (chromatogram) ที่ประกอบด้วยพีก
(peaks) ของสารแลคเตท และสารต่างๆ ที่มีอยู่ในสาร
ผสมนั้น

4. การวเิคราะหด้์วยวธีิ enzymatic method
วิเคราะห์ปริมาณแลคเตทด้วยเครื่อง automate

chemistry analyzer โดยใช้พลาสมาที่แยกจากเลือด
ที่มีฟลูออไรด์ออกซาเลทเป็นสารกันเลือดแข็ง ใส่ใน
หลอดเฉพาะทีมี่แถบรหัส  ปริมาตร 4 ไมโครลติร เครือ่ง
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จะผสมสารเคมีและตรวจโดยระบบอัตโนมัติ ภายใน
เครื ่องเป็นระบบปิดที ่มีอ่างน้ำสำหรับปรับอุณหภูมิ
และเคร่ืองวัดแสงอยู่ภายใน โดยมีหลักการตรวจวิเคราะห์
ดังนี้

ใช้เอนไซม์ lactate dehydrogenase ที่เปลี่ยน
แลคเตทเป็นไพรูเวท โดยมี nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD+) เป็น coenzyme จากนั้นวัดการ
ดูดกลืนแสงของ NADH ที ่ เพ ิ ่มข ึ ้นและมีปร ิมาณ
แปรตามปริมาณแลคเตทโดยตรง ด้วยเครื ่องวัดแสง
ภายในตัวเครื ่องอัตโนมัติที ่ความยาวคลื ่นแสง 340
นาโนเมตร วิธีนี ้สารที ่ตรวจวัดจะคงตัวอยู ่ประมาณ
1 ช่ัวโมง และมีค่าต่ำสุดท่ีเคร่ืองสามารถตรวจวัดได้เท่ากับ
0.1 มิลลิโมลต่อลิตรส่วนค่าสูงสุดคือ 13.3 มิลลิโมลต่อลิตร

ผลจากการวิเคราะห์ตัวอย่างโดยใช้เลือดท่ีเหลือจาก
ตรวจบริการ

เมื ่อทำการวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดด้วยเครื ่อง
HPLC เปรียบเทยีบกบัวิธี enzymatic assay จำนวน 30
ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม ตามค่าแลคเตทในเลือด
ได้แก่

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ีมีค่าแลคเตทในเลือดปกติ (ต่ำกว่า
2 mmol/L) จำนวน 9 ราย กลุ่มที่มีค่าแลคเตทในเลือด
ปานกลาง (2-5 มิลลิโมลต่อลิตร) จำนวน 12 ราย และ
กลุ่มที่มีค่าแลคเตทในเลือดสูง (> 5 มิลลิโมลต่อลิตร)
จำนวน 9 ราย ดังแสดงในตารางที ่4-6 ตามลำดบั

ตารางที ่ 4 ปริมาณแลคเตทใน pool พลาสม่าที่วัดได้ด้วยวิธี HPLC ที่พัฒนาได้จากงานวิจัยนี้กับ enzymatic
assay ในกลุ่มทีมี่ปรมิาณแลคเตทอยูใ่นชว่งปกต ิ(ต่ำกวา่ 2 มิลลิโมลตอ่ลิตร)

HPLC
(mmol/L)

Enzymatic assay
(mmol/L)

1 1.17 1.24
2 1.6 1.65
3 1.43 1.33
4 1.77 2.17
5 1.22 1.79
6 1.65 1.31
7 1.6 1.15
8 1.54 1.76
9 1.06 1.31

mean 1.45 1.52
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ตารางที ่ 5 ปรมิาณแลคเตทใน pool พลาสมา่ท่ีวดัได้ด้วยวธีิ HPLC ท่ีพฒันาได้จากงานวจัิยนีกั้บ enzymatic
assay ในกลุ่มทีมี่ปรมิาณแลคเตทอยูใ่นชว่งปานกลาง (2.0-5.0 มิลลิโมลตอ่ลิตร)

1 4.53 3.47
2 3.44 3.56
3 2.55 2.38
4 2.72 3.49
5 2.53 3.42
6 4.24 5.78
7 2.83 3.27
8 2.45 2.75
9 3.11 3.18
10 3.23 3.54
11 2.18 2.24
12 3.22 3.47

mean 3.08 3.38

HPLC
(mmol/L)

Enzymatic assay
(mmol/L)

ตารางที ่ 6 ปริมาณแลคเตทใน pool พลาสมา่ท่ีวัดได้ด้วยวธีิ HPLC ท่ีพัฒนาได้จากงานวจัิยน้ีกับ enzymatic
assay ในกลุ่มทีมี่ปรมิาณแลคเตทในเลอืดสงู (มากกวา่ 5 มิลลิโมลตอ่ลิตร)

HPLC
(mmol/L)

Enzymatic assay
(mmol/L)

1 5.65 6.77
2 5.82 5.16
3 10.36 10.09
4 13.22 14.30
5 9.37 12.21
6 9.73 10.07
7 7.24 9.01
8 7.30 10.07
9 7.29 9.20

mean 8.44 9.65
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การวิเคราะห์ข้อมูล
การเปรียบเทียบปริมาณแลคเตทในเลือดที ่

วิเคราะห์ได้และค่าความสมัพันธ์ของค่าระหว่างวิธี HPLC
และ enzymatic assay จำนวนตัวอย่างท้ังส้ิน 30 ตัวอย่าง

แบ่งเป็น 3 กลุม่ คอืกลุม่ทีมี่คา่ normal 9 ราย กลุม่ทีอ่ยู่
ในช่วง moderate hyperlactatemia 12 ราย และกลุ่ม
severe hyperlactatemia 9 ราย

รูปที ่3 แสดงความสัมพันธ์ของค่าแลคเตทที่ได้ระหว่างวิธี HPLC และ enzymatic assay ซึ่งมีความสัมพันธ์
กันท่ี r2= 0.87, R=0.93

รูปที ่4 การเปรียบเทียบปริมาณแลคเตทที่วิเคราะห์ได้โดยดูจากปริมาณเฉลี่ย (mean) ของค่าเฉลี่ยของ
ปริมาณแลคเตทในตวัอยา่งเลือดระหวา่งวธีิ HPLC และ enzymatic assay
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จากรูปที ่ 2 เมื ่อนำพลาสมาตัวอย่างจำนวน
30 ราย หาปริมาณแลคเตทโดยเทคนิค HPLC
ที่พัฒนาขึ้น เปรียบเทียบกับค่าแลคเตทที่ได้จากวิธี
enzymatic method ที่ทำเป็นประจำในห้องปฏิบัติการ
แล้วหาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation coefficient,
r) เมื่อวิเคราะห์ด้วยสถิติ linear regression พบว่าการ
ตรวจวิเคราะห์ปริมาณแลคเตทในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยด้วยวิธี
HPLC แตกตา่งจากการตรวจดว้ยวิธี enzymatic assay
อย่างมนัียสำคญัทางสถติิ มีคา่ r เทา่กบั 0.93 (p > 0.05)

จากรูปที ่ 3 แสดงให้เห็นถึงการเปรียบเทียบ
ปริมาณแลคเตททีวิ่เคราะหไ์ดด้ว้ยสถติิ t-test (paramet-
ric) โดยดูจากค่าเฉลี่ยของปริมาณแลคเตทในตัวอย่าง
เลือดระหวา่งวธีิ HPLC และ enzymatic assay ผลการ
ศึกษาพบว่าค่าเฉลี่ยของการตรวจด้วยเครื่อง HPLC
สูงกว่าวิธี enzymatic assay อย่างมีนัยสำคัญ (paired
t-test, p < 0.05) ผลจากการพัฒนาวิธีการตรวจด้วยเคร่ือง
HPLC เปรียบเทียบกับ Enzymatic assay ตามลำดับ
พบว่าวธีิ HPLC มีความแมน่ยำสงูคอื Intraday – preci-
sion มีค่าความแปรปรวน = 4.76% กับ 6.82%, Interday–
precision มีความแปรปรวน = 5.67% กับ 6.44%, ค่า
accuracy =  99.38% กับ 91.10% การตรวจหาระดับ
แลคเตทในเลือดด้วยเคร่ือง HPLC ท่ีมีความแม่นยำ (pre-
cision) ความถกูตอ้ง (accuracy) โดยเฉพาะตน้ทนุน้ำยา
มีค่าใช้จ่ายน้อยกว่า ไม่มีปัญหาเรื่องการหมดอายุของ
น้ำยาเหมอืน enzymatic assay สามารถนำมาใชใ้นการ
เฝ้าระวังอาการไมพึ่งประสงคใ์นผู้ป่วยเอชไอวี ท่ีได้รับยา
กลุ่ม NRTIs  ช่วยการวินิจฉัยของแพทย์ และลดกลุ่มผู้ป่วย
ท่ีจะพัฒนาไปเปน็ lactic acidosis หรือภาวะเปน็กรดใน
ร่างกายได้

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย
การทดสอบ Freeze & Thaw Stability คือทดสอบ

ความคงตัวของสารแลคเตทหลังการนำพลาสมาแช่แข็งและ
นำออกมาละะลายแลว้นำกลบัเข้าแชแ่ข็งอีก เป็นจำนวน
3 ครั้ง ในวันที่ 3, 7 และ 14 ของการเก็บพลาสมา
ในตู้แช่แข็งตามลำดับ เทียบกับวันแรกที่ไม่ได้ผ่านการ
แช่แข็งและละลายพลาสมาพบว่าปริมาณแลคเตทมีค่า
ลดลงเรื ่อยๆ เมื ่อทำการ freeze/thaw หลายครั ้ง

การศึกษาครั้งนี้จึงหลีกเลี่ยงการ freeze/thaw ตัวอย่าง
โดยการละลายตัวอย่างแช่แข็งเพียงครั้งเดียวก่อนการ
ตรวจวิเคราะห์

การทดสอบ Short Term Temperature Stability
โดยแบง่ปริมาณพลาสมารวมของผูป่้วยทัง้ 2 ระดบัความ
เข้มข้นท่ีแช่แข็งไว้ นำมาทำให้ละลายแล้วท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ
ห้องเป็นเวลา 0, 4, 8, 12 และ 24 ช่ัวโมง จากน้ันวิเคราะห์
ปริมาณแลคเตท พบว่าในตัวอย่างเลือดท่ีมีระดับแลคเตท
ปกตมีิปริมาณแลคเตทเพิม่ข้ึน 27.6% และตัวอย่างเลอืด
ที่มีปริมาณแลคเตทสูงมีค่าเฉลี่ยไม่เปลี่ยนแปลงใน 24
ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง

การทดสอบ Long Term Stability โดยทดสอบ
การเก็บตัวอย่างพลาสมาในตู้แช่แข็ง -20 oC เป็นเวลา
หลายวัน เช่นเดียวกับระยะเวลาที ่เก็บตัวอย่างจาก
ผู้ติดเชื้อเอชไอวี ในการวิเคราะห์ปริมาณแลคเตท เป็น
การทดสอบในเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน ตามลำดบั พบว่า
การตรวจวิเคราะห์แลคเตทด้วยวิธี HPLC ที่พัฒนา
ข้ึนสามารถเกบ็พลาสมาไวท่ี้ -20 oC ได้นานถงึ 14 วัน
โดยมค่ีาสมัประสทิธิแ์ห่งการกระจาย (CV) ร้อยละ 14.49
และร้อยละ 4.70 ในตัวอย่างเลือดท่ีมีค่าแลคเตทต่ำและสูง
ตามลำดับ ส่วนการวิเคราะห์แลคเตทในตัวอย่างเลือด
ที่มีฟลูออไรด์ออกซาเลทในหน่วยปฏิบัติการเคมีคลินิก
คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ดว้ยวิธี enzy-
matic assay  ใช้เวลาเก็บพลาสม่าแช่แข็งท่ี -20 oC  ไม่เกิน
5 วัน ในการวิจัยครั้งนี้ได้ทำการวิเคราะห์ตัวอย่างซึ่ง
เลือกใชเ้วลาเกบ็ตัวอย่างไวไ้ม่เกนิ 3 วัน

การศึกษาครั้งนี้พบว่าวิธี HPLC ที่พัฒนาขึ้นมี
ความมีความถูกต้องความแม่นยำสูงกว่าวิธี enzymatic
assay และใหค้า่การวเิคราะหโ์ดยเฉลีย่สงูกวา่วธีิ enzy-
matic assay อย่างมนัียสำคญั ซ่ึงจะเพิม่ความไวในการ
ตรวจหาภาวะแลคเตทในเลอืดท่ีสูงผิดปกติได้ โดยเฉพาะ
ในช่วง border line

จากการศ ึกษาของ Hasegawa และคณะ
ซึ่งเปรียบเทียบการตรวจหาแลคเตทด้วยวิธี HPLC กับ
enzymatic assay ในผู ้ป ่วยเบาหวานกับคนปกติ
พบว่าเทคนิค HPLC ให้ผลท่ีมีความถูกต้อง ความแม่นยำ
ความจำเพาะและความไวดกีว่าขณะท่ีใช้ปริมาณ sample
น้อยกว่า
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วิธ ีของ Hasegawa และคณะ เป ็นการทำ
derivatisation จึงได้อนุพันธ์ของสารแลคเตทแยกออก
มาจากสารอื่นก่อนทำการวิเคราะห์และ fluorescence
detector มีความไวกวา่ UV detector ประมาณ  100 เท่า

1

จึงใช้ปริมาณตัวอย่างน้อย สำหรับการประยุกต์ใช้ UV
detector ตรวจวัดสารแลคเตทในพลาสมา โดยตรงในการ
วิจัยครั ้งนี ้ ช่วยลดขั ้นตอนการเตรียมตัวอย่าง ลด
งบประมาณคา่ใชจ่้าย และการใชค้อลมันช์นิด reversed
-  phase C18 มีราคาไมแ่พง รวมทัง้สารละลายเคลือ่นที่
สามารถเตรียมได้เอง การวิจัยนี ้ใช้ปริมาณตัวอย่าง
มากกว่าวิธีอื่น เนื่องจากปริมาณแลคเตทในเลือดมีน้อย
(หน่วยเป็นมิลลิโมลต่อลิตร) แต่ไม่มีผลกระทบต่อการ
เก็บเลือดผู้ป่วย เพราะการเก็บตัวอย่างเลือดเพื่อตรวจ
แลคเตทปัจจุบันใช้หลอดเก็บเลือดท่ีมีฟลูออไรด์ออกซาเลท
ขนาด 2 มิลลิลิตรเช่นกนั
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