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Comparison of the Performance of Faecal Concentration 
Techniques and Mini Parasep® SF Faecal Parasite  

Concentrator on Faecal Parasite Diagnosis

Asrinda Abdulkanan, Putza Chonsawat* and Benjamaporn Wongphan

Diagnostic Laboratory, Hospital for Tropical Diseases, Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University, 
Bangkok, Thailand

Abstract
Parasitic infection is still a public health problem in Thailand. Ministry of Public Health 

has been implementing policy to minimize the rate of infection by promoting individual  
knowledge, measurement and control, treatment and prevention of the infection. Unfortunately, 
various types of parasites sporadically spread in many regions of Thailand. The purpose of this 
study was to evaluate the diagnostic performance of 3 faecal examination techniques including 
the formalin-ether concentration technique (FECT), the formalin-ethyl acetate concentration 
technique (FACT) and the Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator (Mini Parasep® SF). 
The comparative examinations were performed in 360 faecal samples collected from patients in 
the Hospital for Tropical Diseases during October 2019 to September 2021. The results showed 
that FECT and FACT gave the highest capacity for parasitic detection, at 28.33% of total analyzed 
samples, while 25.83% were detected by the Mini Parasep® SF. The most common types of 
helminth eggs and larva detected by these techniques were Opisthorchis viverrini and the most 
common protozoa was Giardia lamblia. The sensitivity of FECT, FACT and Mini Parasep® SF 
for parasitic detection were 99.03, 99.03 and 90.29%, respectively. The negative predictive  
values of FECT, FACT and Mini Parasep® SF were 99.61, 99.61 and 96.25%, respectively. These 
results indicated that FECT and FACT possessed a higher sensitivity and negative predictive 
values than Mini Parasep® SF. However, chi-square statistics analysis showed statistical  
indifference among the three techniques (p > 0.05 and high kappa coefficient). These indicated 
that analysis results shared consistency at a high level. In conclusion, FECT, FACT and Mini 
Parasep® SF can be used interchangeably and the selection of techniques for detection of  
parasites should be based on capability of individual laboratory.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 50 ฉบับที่ 1 เมษายน 2565 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเปรียบเทียบการตรวจวินิจฉัยเชื้อปรสิตในอุจจาระด้วย
เทคนิคการทำ�ให้เข้มข้นแบบปั่นตกตะกอนกับชุดตรวจสำ�เร็จรูป 

Mini Parasep® SF Faecal Parasite Concentrator

อัสรินดา อับดุลกานาน พุทรา ชลสวัสดิ์* และ เบญจมาภรณ์ วงษ์พันธุ์ 

ห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน คณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล 

บทคัดย่อ
ในปัจจุบัน โรคปรสิตยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขของประเทศไทย โดยยังคงส่งผลกระทบต่อ

สขุภาพของประชาชน ถงึแม้กระทรวงสาธารณสขุจะดำ�เนินการเพือ่ควบคมุโดยการสง่เสรมิใหป้ระชาชน

มีความรูค้วามเขา้ใจ การปอ้งกนัไม่ใหติ้ดเช้ือเขา้สูร่า่งกาย และมีนโยบายมาตรการควบคมุ ปอ้งกนั และ

รักษาโรคพยาธิ แต่ก็ยังพบโรคพยาธิกระจายอยู่ทุกภูมิภาคของประเทศ ซึ่งแตกต่างกันไปตามประเภท

และชนิดของโรค การศกึษาครัง้น้ีจงึมีวตัถปุระสงคเ์พือ่ตรวจหาเช้ือปรสติโดยเปรยีบเทียบประสิทธิภาพ

ของการตรวจอุจจาระแบบเข้มข้น 3 วิธี ได้แก่ วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ (FECT)  

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท (FACT) และวิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจ 

เขม้ขน้แบบ Mini Parasep® SF ในผู้ท่ีมารบับรกิารของโรงพยาบาลเวชศาสตรเ์ขตรอ้น ช่วงเดือนตุลาคม 

พ.ศ. 2562 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2564 จำ�นวน 360 ราย พบว่าการตรวจด้วยวิธี FECT และ FACT 

สามารถพบเช้ือปรสิตมากท่ีสุดร้อยละ 28 ส่วนการตรวจด้วยวิธี Mini Parasep® SF พบเช้ือปรสิต 

ร้อยละ 25 โดยชนิดของไข่พยาธิและตัวอ่อนพยาธิที่พบมากที่สุดคือ Opisthorchis viverrini และชนิด

ของโปรโตซัวที่พบมากที่สุดคือ Giardia lamblia ความไวในการตรวจหาปรสิตโดยวิธี FECT, FACT 

และ Mini Parasep® SF มีค่าเท่ากับร้อยละ 99.03, 99.03 และ 90.29 ตามลำ�ดับ และค่าทำ�นายผลลบ

เท่ากับร้อยละ 99.61, 99.61 และ 96.25 ตามลำ�ดับ ผลการศึกษาสามารถสรุปได้ว่า การตรวจด้วยวิธี 

FECT และ FACT ให้ค่าความไวและค่าทำ�นายผลลบที่สูงกว่าวิธี Mini Parasep® SF แต่เมื่อเทียบกัน

ด้วยค่าสถิติ chi-square พบว่าทั้งสามวิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ (p > 0.05) และพบค่า

สัมประสิทธิ์แคปปาที่สูง แสดงว่าผลการตรวจวิเคราะห์มีความสอดคล้องกันในระดับที่สูงมาก ซึ่งแสดง

ให้เห็นว่าวิธี FECT, FACT และ Parasep® SF สามารถนำ�มาใช้ตรวจหาปรสิตทดแทนกันได้ ดังนั้นการ

เลือกใช้วิธีใดในการตรวจหาปรสิตควรเป็นไปตามความสามารถของแต่ละห้องปฏิบัติการ

คำ�สำ�คัญ: ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท Mini Parasep® SF ปรสิต

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: putza.cho@mahidol.ac.th 
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บทน�ำ
โรคติดเช้ือปรสิตเกิดจากการติดเชื้อหนอน

พยาธิและเชื้อโปรโตซัว ซึ่งเป็นหนึ่งในปัญหาที่สำ�คัญ

ท่ัวโลก โดยเฉพาะในกลุ่มประเทศท่ีกำ�ลังพัฒนา(1) 

ปัจจุบันโรคปรสิตยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขของ

ประเทศไทย โดยเฉพาะในกลุ่มประชากรในพื้นท่ี

สุขลักษณะและสุขอนามัยท่ีไม่ดี ขาดการเข้าถึงการ

ปรับปรุงด้านสุขาภิบาล ประชาชนไม่ถ่ายอุจจาระลง

โถส้วม ไม่สวมรองเท้า(2) รวมทั้งพฤติกรรมการ 

รับประทานอาหารที่ไม่ปรุงสุกตามความเชื่อของผู้คน

ในท้องถิ่น(3) จากการศึกษาของ Chonsawat และ 

Wongphan ในปี พ.ศ. 2559 พบว่าโรคติดเชื้อทาง

ปรสิตยังมีการระบาดทั่วทุกภูมิภาคในประชากรของ

ประเทศไทย(4) โดยผู้ป่วยท่ีติดเชื้อส่วนใหญ่มักไม่

แสดงอาการและมกัตรวจพบโดยบงัเอญิจากการตรวจ

สุขภาพประจำ�ปี ผู้ติดเช้ือส่วนใหญ่จึงไม่เห็นความ

สำ�คัญของโรคติดเชื้อปรสิต การติดเช้ือปรสิตมีผล 

กระทบตอ่สุขภาพของประชากรโดยเฉพาะในเดก็ท่ีอยู่

ในช่วงเจริญเติบโต ส่งผลกระทบด้านพัฒนาการของ

ร่างกาย สติปัญญา(2) ไปจนถึงอาจเสียชีวิตจากโรค

แทรกซอ้นทีอ่าจเกิดข้ึนจากการตดิเช้ือเปน็ระยะเวลา

นาน เช่น โรคมะเรง็ทอ่น้ำ�ดทีีเ่กิดจากการตดิเช้ือพยาธิ

ใบไม้ในตับ (O. viverrini)(5)

การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการในการ

หาการตดิเชือ้หนอนพยาธิและเชือ้โปรโตซวัในปจัจบุนั

ใช้การตรวจด้วยวิธีดูอุจจาระสดในน้ำ�เกลือ NSS  

(direct simple smear) ซึง่เปน็วธิทีีท่ำ�ไดง่้าย รวดเรว็

และราคาไม่แพง อย่างไรก็ตาม การใช้วิธีสเมียร์

โดยตรงเพียงอย่างเดียวไม่เพียงพอท่ีจะวินิจฉัยโรค 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีท่ีมีการติดเชื้อต่ำ� ดังนั้น 

ห้องปฏิบัติการจึงเลือกใช้วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้

ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ ซึ่งเป็นวิธีท่ีมีประโยชน์และเพิ่ม

โอกาสในการพบเชื้อมากข้ึน แต่วิธีนี้มีกระบวนการ 

ทำ�ท่ีซับซ้อนและต้องใช้สารที่เป็นอันตราย โดย 

สารละลายฟอร์มาลินทำ�ให้เกิดการระคายเคือง 

ต่อดวงตา ผิวหนังและทางเดินหายใจ อาจเป็นสาร 

ก่อมะเร็งและอาจทำ�ให้เกิดอาการแพ้โดยการสูดดม

หรือสัมผัสทางผิวหนัง ส่วนสารละลายอีเทอร์เป็นสาร

ไวไฟและเป็นอันตรายต่อสุขภาพ การสูดดมอีเทอร์

ความเข้มข้นสูงอาจทำ�ให้เกิดอาการมึนเมา และหาก

สัมผัสผิวหนังอาจทำ�ให้เกิดการระคายเคือง ผิวแห้ง

และแตกได้(6) ปัจจุบันมีการใช้วิธีปั่นตกตะกอนแบบ

ใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท ซึ่งมีอันตรายน้อยกว่า 

การใชอ้เีทอร ์และวธิปีัน่ตกตะกอนแบบใช้หลอดตรวจ

เข้มข้น Mini Parasep® SF ซึ่งเป็นเทคนิคใหม่ในการ

ตรวจวินิจฉัยโรคปรสิตในลำ�ไส้ที่มีใช้แพร่หลายใน

หลายประเทศทั่วโลก โดยกระบวนการทดสอบของวิธีนี้

เป็นระบบปิดทั้งหมด ไม่จำ�เป็นต้องใช้ตัวทำ�ละลาย

อันตราย และใช้ครั้งเดียวแล้วทิ้ง

การศึกษาคร้ังนี้ได้ทำ�การทดลองเปรียบเทียบ

ผลการตรวจอจุจาระเพือ่ตรวจวนิจิฉัยโรคปรสติโดยวธิี

ต่างกัน ได้แก่ วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-

อีเทอร์ วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท

และวิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF เพือ่ประเมนิความสามารถในการตรวจ

หาปรสิตในอุจจาระ และเพือ่เปน็แนวทางการเลือกใช้

ชุดทดสอบสำ�หรับตรวจหาปรสิตในอุจจาระต่อไป 

วัสดุและวิธีการ
การพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน

โครงการวิจัยนี้ ได้รับการพิจารณาอนุมัติ

รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมในคน คณะ

เวชศาสตรเ์ขตรอ้น มหาวิทยาลยัมหิดล เลขท่ี TMEC 
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กลุ่มตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่างคือผู้ป่วยท่ีมารับบริการที่  

โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน คณะเวชศาสตร์ 



อัสรินดา อับดุลกานาน และคณะ 7994

เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งแพทย์ส่งตรวจ

อุจจาระโดยวิธปีัน่ตกตะกอนแบบใชฟ้อรม์าลนิ-อเีทอร์

ท่ีโรงพยาบาลเวชศาสตรเ์ขตรอ้น โดยไมจ่ำ�กัดเพศและ

อายุ เก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนตุลาคม พ.ศ. 2562 ถึง

เดือนกันยายน พ.ศ. 2564 จำ�นวนรวม 360 ตัวอย่าง

สูตรที่ใช้ในการคำ�นวณคือ Taro Yamane 

 

 

เนือ่งจากในป ีพ.ศ. 2561 มผีูป้ว่ยทีส่่งตรวจ

อุจจาระเพื่อหาเช้ือปรสิตโดยวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้

ฟอรม์าลิน-อีเทอร ์ท้ังหมด 3,570 ราย ตรวจพบปรสติ

จำ�นวน 268 ราย (ร้อยละ 7.5) ซึ่งต้องการหาขนาด

กลุ่มตัวอย่างที่ระดับความถูกต้องที่ร้อยละ 5 หรือคือ

ระดับความคลาดเคลื่อนท่ี 0.05 ดังนั้นขนาดกลุ่ม

ตัวอย่างจะเท่ากับ 360 ราย

ตัวอย่างอุจจาระที่ใช้ในการศึกษา

ใช้ตัวอย่างอุจจาระที่เก็บจากผู้ป่วยท่ีมา 

รับบริการท้ังแผนกผู้ป่วยในและผู้ป่วยนอกของ 

โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน การเก็บอุจจาระทำ�

อย่างถูกต้องตามวิธีการท่ีเหมาะสมตามข้อปฏิบัติ 

ในการเก็บตัวอย่างเพื่อใช้ในการตรวจทางห้องปฏิบัติ

การคือ เป็นอุจจาระที่ผู้ป่วยถ่ายออกมาตามธรรมชาติ 

และถ่ายลงในกระโถนหรอืบนกระดาษท่ีสะอาด ไมเ่ก็บ

อุจจาระท่ีถ่ายลงบนพื้นดินซึ่งอาจเกิดการปนเปื้อน 

โดยใช้ไม้หรือช้อนพลาสติกท่ีสะอาดป้ายอุจจาระใส่

ภาชนะที่สะอาด แห้ง ปากกว้าง มีฝาปิดมิดชิด และ

นำ�ส่งตรวจภายใน 4 ช่ัวโมงหลังจากเก็บอุจจาระ  

หากไม่สามารถนำ�ส่งได้ในเวลาที่กำ�หนด ควรเก็บ

ตัวอย่างอุจจาระไว้ในตู้เย็น (ไม่ควรเก็บนานเกิน  

24 ช่ัวโมง) ก่อนนำ�สง่ท่ีงานหอ้งปฏิบตักิารเวชศาสตร์

ชันสูตร โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน คณะ

เวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล 

การตรวจอุจจาระ

1.	 วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ 

(formalin-ether sedimentation technique)

ตักอุจจาระ 1-2 กรัม ใส่ลงในน้ำ�เกลือปกติ

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในกระป๋องพลาสติก คนให้ 

เข้ากันเป็นเนื้อเดียวแล้วนำ�มากรองด้วยผ้าก๊อสเปียก

สองชั้น แบ่งใส่หลอดพลาสติกประมาณ 10 มิลลิลิตร 

และนำ�มาปั่นท่ีความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที นาน  

2 นาที เติมน้ำ�ยาฟอร์มาลินเข้มข้นร้อยละ 10 ลงไป 

7 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ 5 นาที  

เติมน้ำ�ยาอีเทอร์ (น้ำ�ยาสำ�เร็จรูป) 3 มิลลิลิตร ปิดฝา

หลอดและเขย่าอยา่งแรงทันที แล้วนำ�ไปปัน่ท่ีความเรว็ 

2,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที เทของเหลวส่วน 

บนท้ิง ผสมตะกอนท่ีเหลือใหเ้ข้ากนั และใชพ้าสเจอร-์

ปิเปตต์ดูดตะกอนท่ีก้นหลอด หยดใส่สไลด์แก้ว  

ปิดทับด้วย cover slip แล้วนำ�ไปตรวจดูด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์

2.	 วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิล- 

อะซิเตท (formalin ethyl acetate sedimentation 

technique)

ตักอุจจาระ 1-2 กรัม ใส่ลงในน้ำ�เกลือปกติ

ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในกระป๋องพลาสติก คนให้เข้า

กันเป็นเนื้อเดียวแล้วกรองด้วยผ้าก๊อสเปียกสองชั้น 

แบ่งใส่หลอดพลาสติกประมาณ 10 มิลลิลิตร และนำ�

มาปั่นด้วยความเร็ว 2,000 รอบต่อนาทีนาน 2 นาที 

เติมน้ำ�ยาฟอร์มาลินเข้มข้นร้อยละ 10 ลงไป 7 

มิลลิลิตร คนให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ 5 นาที เติมน้ำ�ยา 

เอทิล-อะซิเตท (น้ำ�ยาสำ�เร็จรูป) 3 มิลลิลิตร ปิดฝา

หลอดและเขยา่อยา่งแรงทนัที คอ่ยๆ เปดิฝาออกแลว้

นำ�ไปปั่นด้วยความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที นาน  

2 นาที เทของเหลวส่วนบนทิ้ง ผสมตะกอนที่เหลือ

ให้เข้ากัน และใช้พาสเจอร์ปิเปตต์ดูดตะกอนท่ีก้น

หลอด หยดลงบนสไลด์แก้ว ปิดทับด้วย cover slip 

แล้วนำ�ไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

n = N
I + Ne2
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3.	 วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น  

	 Mini Parasep® SF 

ตักอุจจาระด้วยปลายช้อนท่ีติดอยู่กับไส้

กรอง (ประมาณ 0.30 กรัม) ใส่ลงในสารละลายที่มา

กับอุปกรณ์ ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน หมุนฝาเกลียว

ให้แนน่ แลว้นำ�ไปปัน่ตกตะกอนโดยกลบัให้สว่นกรวย

อยู่ด้านล่างส่วนสารละลายอยู่ด้านบน นำ�ไปปั่นที่

ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที  

เทสารละลายสว่นบนท้ิง ผสมตะกอนท่ีเหลือใหเ้ข้ากัน 

และใช้พาสเจอรป์เิปตตด์ดูตะกอนทีก้่นหลอด หยดลง

บนสไลด์แก้ว ปิดทับด้วย cover slip แล้วนำ�ไปตรวจ

ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
นำ�ข้อมูลผลการตรวจอุจจาระท้ัง 3 วิธี  

มาคำ�นวณหาค่าความชุก (prevalence) ค่าความไว 

(sensitivity) และค่าทำ�นายผลลบ (negative  

predictive value: NPV) ทำ�การเปรียบเทียบความ

สอดคล้องของผลตรวจอุจจาระทั้ง 3 วิธี ใช้โปรแกรม 

Statistics Package for the Social Sciences 

(SPSS) v 18.0 โดยใช้ Pearson correlation เพื่อ

วิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ของพารามิเตอร์ โดยค่า 

p-value < 0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่าง 

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ และใช้ Cohen’s kappa  

coefficient(7) เปน็สถิตท่ีิใช้ในการศกึษาเปรยีบเทียบ

วิธีวิเคราะห์ 3 วิธี ค่า Cohen’s kappa coefficient 

คือ < 0.00, 0.00-0.20, 0.21-0.40, 0.41-0.60, 

0.61-0.80, 0.81-1.00 บ่งชี้ระดับความสอดคล้อง 

ไม่มีความสอดคล้อง ความสอดคล้องเล็กน้อย ความ

สอดคล้องพอใช้ ความสอดคล้องปานกลาง ความ

สอดคล้องดี และความสอดคล้องดีมาก ตามลำ�ดับ 

ผลการวิจัย
ผลการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจวินิจฉัย

หาเชื้อปรสิตในอุจจาระ 3 วิธี ได้แก่ วิธีปั่นตกตะกอน

แบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ วิธีปั่นตกตะกอนแบบ 

ใช้ฟอรม์าลิน-เอทิลอะซเิตท และวธีิปัน่ตกตะกอนโดย

ใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF ของ 

ผู้ป่วยท่ีมารับการบริการท่ีโรงพยาบาลเวชศาสตร์เขต

ร้อน เก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนตุลาคม พ.ศ. 2562 ถึง

เดือนกันยายน พ.ศ. 2564 จำ�นวน 360 ตัวอย่าง  

พบมีการติดเช้ือปรสิต 103 ราย (ร้อยละ 28.61)  

แบ่งเป็นปรสิตหนอนพยาธิ 67 ราย (ร้อยละ 18.61) 

โดยเชื้อที่พบมากที่สุด คือ Opisthorchis viverrini 

ร้อยละ 16.50, Strongyloides stercoralis 

ร้อยละ 14.56 และ Taenia spp. ร้อยละ 12.62 

และตรวจพบโปรโตซัว 38 ราย (ร้อยละ 10.83)  

โดยเชื้อท่ีพบมากท่ีสุด คือ Giardia lamblia 

ร้อยละ 13.59 Endolimax nana ร้อยละ 10.68 และ 

Entamoeba coli ร้อยละ 9.71 (Table 1)

ผลตรวจความชุกของการติดเช้ือปรสิตจาก

การตรวจท้ัง 3 วิธี พบว่าวิธีปั่นตกตะกอนแบบ 

ใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ และวิธีปั่นตกตะกอนแบบ 

ใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท ตรวจพบเชื้อปรสิต 102 

ราย (ร้อยละ 28.33) เท่ากัน และวิธีปั่นตกตะกอน

โดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF ตรวจ

พบเชื้อปรสิตน้อยที่สุดเพียง 93 ราย (ร้อยละ 25.83) 

(Table 2) เมื่อเปรียบเทียบค่าความชุก พบว่าท้ัง  

3 วิธี ให้ค่าความชุกไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (p > 0.05) (Table 4) และในจำ�นวนผู้ที่

ตรวจพบติดเชื้อปรสิตทั้งหมด พบว่าการตรวจโดยวิธี

ปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ มีผู้ติดเช้ือ

เพียงชนิดเดียว 95 ราย ติดเชื้อ 2 ชนิด 5 ราย และ

ติดเช้ือ 3 ชนิด 2 ราย วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้

ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท มีผู้ติดเช้ือชนิดเดียว  

95 ราย ติดเชื้อ 2 ชนิด 7 ราย และวิธีปั่นตกตะกอน

โดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF พบตดิเช้ือ

ชนิดเดียว 89 ราย ติดเชื้อ 2 ชนิด 4 ราย (Fig. 1)
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Parasite Prevalence (%)

Helminth 73 (18.61)

Ascalis lumbricoides 10 (10.68)

Capillaria philippinensis 2 (1.94)

Diphyllobothrium latum 1 (0.97)

Hook worm 7 (6.80)

Opisthorchis viverrini 17 (16.50)

Strongyloides stercoralis 15 (14.56)

Taenia spp. 13 (12.62)

Trichuris trichiura 8 (7.77)

Protozoa 39 (10.83)

Blastocystis hominis 2 (1.94)

Endolimax nana 11 (10.68)

Entamoeba coli 10 (9.71)

Entamoeba histolytica 1 (0.97)

Giardia lamblia 14 (13.59)

Isospora belli 1 (0.97)

Table 1  Prevalence rates of parasitic infections

Fig. 1  Prevalence of single and mixed parasitic infections
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การคำ�นวณหาคา่ความไว และคา่การทำ�นาย

ผลลบของการติดเช้ือปรสิตจากการตรวจท้ัง 3 วิธี  

พบวา่การตรวจดว้ยวิธปีัน่ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ- 

อเีทอร ์และวธิปีัน่ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-เอทิล 

อะซิเตท มีค่าความไวและค่าการทำ�นายผลลบเท่ากัน

ท่ีร้อยละ 99.03 และร้อยละ 99.61 ส่วนวิธีปั่น 

ตกตะกอนโดยใชห้ลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® 

SF มีความไวและค่าการทำ�นายผลลบร้อยละ 90.29 

และร้อยละ 96.25 (Table 2) เมื่อเปรียบเทียบค่า

ความไวและค่าทำ�นายผลลบพบว่าทั้ง 3 วิธีไม่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) 

(Table 4)

ผลการตรวจหาโปรโตซัว พบว่าวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-อเีทอรต์รวจพบ 39 ราย 

(ร้อยละ 37.86) วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-

เอทิลอะซิเตทตรวจพบ 39 ราย (ร้อยละ 37.86) และ

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF ตรวจพบ 38 ราย (ร้อยละ 36.89)  

ซึ่ งพบว่ามี เพียงรายเดียวที่ตรวจพบโดยวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ และวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-เอทิลอะซเิตท แต่ไมพ่บ

ในวิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini  

Parasep® SF (Table 3) และผลการตรวจหาปรสิต

หนอนพยาธิชนิดต่างๆ ท้ัง 3 วิธี พบว่าวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-อเีทอรต์รวจพบ 72 ราย 

(ร้อยละ 69.90) วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-

เอทิลอะซิเตทตรวจพบ 70 ราย (ร้อยละ 67.89) และ

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF ตรวจพบ 59 ราย (ร้อยละ 57.27) 

(Table 3) 

ผลการตรวจพบเช้ือปรสิตที่แตกต่างกัน

จำ�นวน 6 ชนิด คือ Ascalis lumbricoides, Hook 

worm, Opisthorchis viverrini, Strongyloides 

stercoralis, Trichuris trichiura และ Giardia 

lambliar โดยพบว่าวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้

ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ สามารถตรวจพบเช้ือปรสิตทั้ง  

6 ชนดิ ไมแ่ตกตา่งจากการตรวจดว้ยวธีิปัน่ตกตะกอน

แบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ (p > 0.05) วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-

อีเทอร์และวิ ธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน- 

เอทิลอะซิเตทสามารถตรวจพบ Ascalis lumbricoi-

des, Hook worm, Opisthorchis viverrini, 

Strongyloides stercoralis และ Giardia lam-

blia ไม่แตกต่างจากการตรวจด้วยวิธีปั่นตกตะกอน

โดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF อย่าง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) แต่สำ�หรับ Trichuris 

trichiura วิธปีัน่ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-อเีทอร ์

และวิธีป่ันตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท 

ตรวจพบได้มากกว่าวิธีปั่นตกตะกอนด้วยหลอดตรวจ

เขม้ข้น Mini Parasep® SF อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ

(p < 0.05) (Table 5)

เมื่ อนำ � ข้อมูลที่ ตรวจพบเ ช้ือปรสิตมา

วิเคราะห์หาความเชื่อมั่นโดยใช้ค่าสัมประสิทธ์ิแคปปา 

(kappa coefficient) สรุปได้ว่าทั้ง 3 วิธี คือ วิธีปั่น

ตกตะกอนแบบใชฟ้อรม์าลนิ-อเีทอร ์วธิปีัน่ตกตะกอน

แบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท และการตรวจด้วย

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF มคีา่ 1, 0.937, 0.937 ตามลำ�ดบั แสดง

ว่าผลการตรวจวิเคราะห์มีความสอดคล้องกันอยู่ ใน

ระดับท่ีสูงมาก (Table 4) และเมื่อนำ�ข้อมูลการ 

ตรวจพบเชื้อปรสิตที่แตกต่างกันจำ�นวน 6 ชนิด คือ  

Ascalis lumbricoides, Hook worm, Opisthorchis 

viverrini, Strongyloides stercoralis, Trichuris 

trichiura และ Giardia lamblia มาวิเคราะห์ค่า

สมัประสทิธ์ิแคปปา (Table 5) พบวา่วธิปีัน่ตกตะกอน

แบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ เปรียบเทียบกับวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท มีค่า  

0.946, 1, 1, 0.926, 0.854, 1 ตามลำ�ดับ ซึ่งอยู่ใน



อัสรินดา อับดุลกานาน และคณะ 7998

Table 2	 Comparison of the performance of three diagnostic concentration techniques in faecal  
	 specimens previously identified as positive or negative for the presence of parasite

Technique
No. of sample tested

Total
Prevalence

(%)
Sensitivity

 (%)
NPV
(%)Result Negative Positive

FECT positive 0 102 102 28.33 99.03 99.61

negative 257 1 258

FACT positive 0 102 102 28.33 99.03 99.61

negative 257 1 258

SF positive 0 93 93 25.83 90.29 96.25

negative 257 10 267

FECT: Formalin-ether concentration technique, FACT: Formalin-ethyl acetate concentration technique

SF: Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator

Table 3	 Comparative findings of parasites by formalin-ether concentration technique, formalin- 
	 ethyl acetate concentration technique and Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator

Parasites
Formalin-ether 

concentration technique

Formalin-ethyl acetate 

concentration technique

Mini Parasep® SF faecal 

parasite concentrator

No. of positive case (%) No. of positive case (%) No. of positive case (%)

Protozoa

Blastocystis hominis 2 (1.94) 2 (1.94) 2 (1.94)

Endolimax nana 11 (10.68) 11 (10.68) 11 (10.68)

Entamoeba coli 10 (9.71) 10 (9.71) 10 (9.71)

Entamoeba histolytica 1 (0.97) 1 (0.97) 1 (0.97)

Giardia lamblia 14 (13.59) 14 (13.59) 13 (12.62)

Isospora belli 1 (0.97) 1 (0.97) 1 (0.97)

Total 39 (37.86) 39 (37.86) 38 (36.89)

Helminth

Ascalis lumbricoides 10 (10.68) 9 (8.74) 10 (9.71)

Capillaria philippinensis 2 (1.94) 2 (1.94) 2 (1.94)

Diphyllobothrium latum 1 (0.97) 1 (0.97) 1 (0.97)

Hook worm 7 (6.80) 7 (6.80) 5 (4.85)

Opisthorchis viverrini 17 (16.50) 17 (16.50) 16 (15.53)

Strongyloides stercoralis 15 (14.56) 13 (12.62) 11 (10.68)

Taenia spp. 13 (12.62) 13 (12.62) 13 (12.62)

Trichuris trichiura 7 (5.83) 8 (7.70) 1 (0.97)

Total 72 (69.90) 70 (67.89) 59 (57.27)
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Table 4	Concordance rate among formalin-ether concentration technique, formalin-ethyl acetate 
 	 concentration technique and Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator for detection  
	 of parasites

Method
% agreement Sensitivity (%)

p-value
NPV (%) 
p-valueKappa value, p-value

FECT VS FACT K = 1,      p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

FECT VS SF K = 0.937, p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

FACT VS SF K = 0.937, p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

FECT: Formalin-ether concentration technique, FACT: Formalin-ethyl acetate concentration technique

SF: Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator

FECT: Formalin-ether concentration technique, FACT: Formalin-ethyl acetate concentration technique,

SF: Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator

Table 5	 Comparative findings of parasite by formalin-ether concentration techniquc, formalin-ethyl  
	 acetate concentration technique and Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator

Parasites
Chi-square test Kappa value

FECT VS FACT FECT VS SF FACT VS SF FECT VS FA FECT VS SF FACT VS SF

Ascalis lumbricoides p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 0.946 1 0.946

Capillaria philippinensis p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Diphyllobothrium latum p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Hook worm p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 0.831 0.831

Opisthorchis viverrini p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 0.968 0.968

Strongyloides stercoralis p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 0.926 0.841 0.914

Taenia spp. p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Trichuris trichiura p > 0.05 p < 0.05 p < 0.05 0.854 0.282 0.218

Blastocystis hominis p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Endolimax nana p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Entamoeba coli p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Entamoeba histolytica p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1

Giardia lamblia p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 0.962 0.962

Isospora belli p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05 1 1 1
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ช่วง 0.81-1.00 ทุกค่า แสดงว่ามีความสอดคล้อง 

ของการพบเช้ือดีมาก ส่วนวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้

ฟอรม์าลิน-อีเทอร ์เมือ่เปรยีบเทียบกบัวิธปีัน่ตกตะกอน

โดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF  

พบว่าเช้ือปรสติชนดิ Ascalis lumbricoides, Hook 

worm, Opisthorchis viverrini, Strongyloides 

stercoralis และ Giardia lamblia มคีา่ 1, 0.831, 

0.968, 0.841, 0.962 ตามลำ�ดับ แสดงว่ามีความ

สอดคลอ้งของการพบเชือ้ดมีาก แตพ่บวา่ Trichuris 

trichiura มีค่า 0.282 แสดงว่ามีความสอดคล้องใน

การพบเช้ือคอ่นข้างต่ำ�ระดบัพอใช ้และเมือ่เปรยีบเทียบ

วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท  

กับวิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF พบว่าเชื้อปรสิตชนิด Ascalis  

lumbricoides, Hook worm, Opisthorchis  

viverrini, Strongyloides stercoralis และ 

Giardia lamblia มีค่า 0.946, 0.831, 0.968, 

0.914, 0.962 ตามลำ�ดับ แสดงว่ามีความสอดคล้อง

ของการพบเชื้อดีมาก แต่พบว่า Trichuris trichiura 

มีค่า 0.218 แสดงว่ามีความสอดคล้องในการพบเชื้อ

ค่อนข้างต่ำ�ระดับพอใช้

การเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพ โดย

การดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของทั้ง 3 วิธี พบว่าไม่มี

ความแตกต่างกันในลักษณะรูปร่างของไข่ และเช้ือ

ปรสิตซึง่ยงัคงรปูและสวยงามตามเดมิ แตส่ิง่ท่ีมคีวาม

แตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัดคือพื้นหลังของวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ และวิธีปั่น 

ตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท จะเห็น

ไขแ่ละเช้ือปรสติชดัเจน ตา่งจากวิธปีัน่ตกตะกอนโดย

ใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF ที่พื้นหลัง 

มีการรบกวนการดูไข่และเช้ือปรสิต เนื่องจากพบ

ตะกอนอจุจาระจำ�นวนมาก ทำ�ให้การดกูลอ้งจลุทรรศน์

ต้องอาศัยความชำ�นาญของผู้ปฏิบัติงาน (Fig. 2)  

(Fig. 3)

		  a 	 b 	 c
Fig. 2	Comparison of background clearing on formalin-ether concentration technique (a), formalin-

ethyl acetate concentration technique (b) and Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator  
(c) in a sample positive for Strongyloides stercoralis
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คณะ ในปี พ.ศ. 2562 ที่ประเทศเอธิโอเปีย(15) และ 

Aksorn และคณะ ในป ีพ.ศ. 2562 ท่ีประเทศไทย(16) 

ซึ่งแสดงว่ายังพบเชื้อ Giardia lamblia ระบาดอยู่ 

ทั่วโลก ในน้ำ�ดื่ม ผลไม้และผักสด เช่น ผักกาดหอม 

ผักชีฝรั่ง ผักชี และแครอท(17-22) ดังนั้นแนวทาง 

การปอ้งกันเช้ือคอืตอ้งดืม่น้ำ�สะอาด รบัประทานอาหาร

ที่ปรุงสุก รักษาสุขอนามัยส่วนบุคคลให้ดี รักษาความ

สะอาดอยูเ่สมอ และปอ้งกันการปนเปือ้นของอจุจาระ

ลงในแหล่งน้ำ�ของชุมชน

ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไวในการ

ตรวจหาเชื้อปรสิตทั้ง 3 วิธี พบว่าการตรวจด้วยวิธีปั่น

ตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ และวิธีปั่นตก

ตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-เอทิลอะซเิตท มคีา่ความไว

และค่าทำ�นายผลลบเท่ากันทั้ง 2 วิธี (ร้อยละ 99.03 

และร้อยละ 96.61) ส่วนวิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้ 

หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF มีค่าความไว

และค่าทำ�นายผลลบน้อยที่สุด (ร้อยละ 90.29 และ

รอ้ยละ 96.25) แสดงว่าการตรวจดว้ยวธีิปัน่ตกตะกอน

แบบใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์ และวิธีปั่นตกตะกอนแบบ

ใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตทมีค่าความไวสูง และค่า

ทำ�นายผลลบดกีว่าวิธีปัน่ตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจ

เข้มข้น Mini Parasep® SF สอดคล้องกับผลการศึกษา

วิิจารณ์์
จากการตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระท้ัง  

3 วิธี พบว่าเชื้อปรสิตที่พบมากที่สุดคือเชื้อ Opisthor-

chis viverrini (ร้อยละ 16.50) สอดคล้องกับการ

ศึกษาของ Kaewpitoon และคณะ ในปี พ.ศ. 2553 

ที่จังหวัดนครราชสีมา(8) การศึกษาของ Charoensuk 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2554 ที่จังหวัดสระแก้ว และ

จงัหวัดฉะเชงิเทรา(9) การศกึษาของ Thaewnongiew 

และคณะ ในป ีพ.ศ. 2557 ท่ีภาคตะวันออกเฉยีงเหนอื

ตอนบน(10) และการศึกษาของ Charoensuk และ

คณะ ในปี พ.ศ. 2561 ที่กรุงเทพมหานคร(11) ซึ่ง 

จะเหน็ไดว้า่การตดิเชือ้ Opisthorchis viverrini ยงั

คงเป็นปัญหาสำ�คัญของประเทศไทย โดยเฉพาะ

สำ�หรับประชากรที่มีภูมิลำ�เนาอยู่ ในภาคตะวันออก

เฉียงเหนือและภาคเหนือ(12) ซึ่งพบว่าอาหารท่ี

ประกอบจากปลาน้ำ�จดืมเีกลด็ วงศป์ลาตะเพยีน และ

การรับประทานปลาแบบดิบๆ สุกๆ มีความเสี่ยงต่อ

การติดเชื้อพยาธิ(5, 8, 13) นอกจากเช้ือปรสิตแล้ว 

ผลการวิจัยครั้งนี้ยังพบว่าเชื้อโปรโตซัวท่ีมีผู้ติดมาก

ที่สุดคือ Giardia lamblia (ร้อยละ 13.59) ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Mewara และคณะ 

ในปี พ.ศ. 2561 ที่ประเทศอินเดีย(14) Belete และ

	 a 	 b                               	 c

Fig. 3 Comparison of background clearing on formalin-ether concentration technique (a), formalin-
ethyl acetate concentration technique (b) and Mini Parasep® SF faecal parasite concentrator  
(c) in a sample positive for Giardia lamblia
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ของ Charoensuk และคณะ ในปี พ.ศ. 2561 ใน

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย(11) และ Laoprom 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2559 ในจังหวัดขอนแก่น 

ประเทศไทย(23) และพบว่าท้ัง 3 วิธีไมม่คีวามแตกตา่ง

ของค่าความไวและค่าทำ�นายผลลบอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (p > 0.05) สอดคล้องกับผลการศึกษาของ 

Kopolrat และคณะ ในปี พ.ศ. 2561 ซึ่งศึกษาใน

จังหวัดกาฬสินธุ์ ประเทศไทย(24) 

เมือ่นำ�ผลการตรวจพบเช้ือปรสิต ทีแ่ตกตา่ง

กันจำ�นวน 6 ชนิด คือ Ascalis lumbricoides, 

Hook worm, Opisthorchis viverrini, Stron-

gyloides stercoralis, Trichuris trichiura และ 

Giardia lamblia มาวิเคราะห์หาคา่ความเช่ือมัน่ของ 

kappa และค่าสถิติ chi-square test ของทั้ง 3 วิธี 

พบว่าวธีิปัน่ตกตะกอนแบบใช้ฟอรม์าลนิ-อเีทอร ์และ

วิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-เอทิลอะซิเตท  

มีความสอดคล้องของการพบเช้ือท้ัง 6 ชนิดดีมาก  

(k = 0.81-1.00) โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัย

สำ�คญัทางสถิต ิ(p > 0.05) และพบว่าวิธปีัน่ตกตะกอน

โดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF เมื่อ

เปรียบเทียบกับวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-

อีเทอร์ และวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน- 

เอทิลอะซิเตท มีความสอดคล้องของการพบเช้ือ  

Ascalis lumbricoides, Hook worm, Opisthor-

chis viverrini, Strongyloides stercoralis และ 

Giardia lamblia ดีมาก (K = 0.81-1.00) และ

ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) 

แต่สำ�หรับการพบเชื้อ Trichuris trichiura พบว่า 

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini  

Parasep® SF มคีวามสอดคลอ้งคอ่นข้างต่ำ� (k = 0.282, 

k = 0.218) และมีความแตกต่างในการพบเชื้ออย่าง 

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) ซึ่งสอดคล้องกับผล

การศึกษาของ Laoprom และคณะ ในปี พ.ศ. 2559 

ในประเทศไทย(23) และ Abdel และคณะ ในปี พ.ศ. 

2562 ในประเทศอียิปต์(25) ซึ่งพบว่าการตรวจ โดย

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF พบเชื้อ Trichuris trichiura น้อย

กว่าวิธีอื่นเช่นเดียวกัน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเช้ือมี

ปริมาณน้อยซึ่งวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน-

อีเทอร์ และวิธีปั่นตกตะกอนแบบใช้ฟอร์มาลิน- 

เอทิลอะซิเตท ใช้ปริมาณอุจจาระที่มากกว่าวิธีปั่นตก

ตะกอนด้วยหลอดตรวจเข้มข้น Mini Parasep® SF 

จึงมีโอกาสพบเชื้อได้มากกว่า

สรุป
การตรวจอุจจาระท้ังสามวิธีมอัีตราการตรวจ

พบเช้ือไม่ต่างกัน มีค่าความไวในการตรวจพบสูง  

มีโอกาสตรวจพบเชื้อได้ง่าย และรูปร่างของปรสิต 

ไม่เปล่ียนแปลง แต่บางวิธียังมีข้ันตอนและอุปกรณ์ 

ที่ยุ่งยาก มีการใช้สารเคมีที่เป็นอันตรายต่อผู้ปฏิบัติงาน 

และใช้เวลานาน คณะผู้วิจัยจึงแนะนำ�ว่าควรเลือก 

ใชวิ้ธีปัน่ตกตะกอนดว้ยฟอรม์าลนิ-เอทิลอะซเิตทแทน

การใช้ฟอร์มาลิน-อีเทอร์(26-28) ส่วนการตรวจด้วย 

วิธีปั่นตกตะกอนโดยใช้หลอดตรวจเข้มข้น Mini 

Parasep® SF ซึ่งมีอัตราการพบเชื้อน้อยที่สุด แม้มี 

ข้ันตอนการทำ�งานท่ีง่ายกว่า ทำ�ในระบบปิด ไม่เป็น

อนัตรายตอ่ผูป้ฏบิตังิาน แตชุ่ดตรวจมรีาคาคอ่นข้างสงู

และมีความไวน้อยกว่า ดังนั้นการเลือกใช้วิธีใดในการ

ตรวจหาเช้ือปรสิตควรเป็นไปตามความสามารถของ

แต่ละห้องปฏิบัติการ

กิตติกรรมประกาศ 
คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณ คณะเวชศาสตร์

เขตร้อน ท่ีได้สนับสนุนทุนส่งเสริมการวิจัย คณะ

เวชศาสตรเ์ขตรอ้น มหาวทิยาลัยมหิดล ปงีบประมาณ 

2562 ประเภท “ทนุวจิยัสำ�หรบัโครงการวิจยัท่ีพฒันา

งานประจำ�ไปสู่การวิจัย (R2R) เพื่อนำ�มาพัฒนางาน

ประจำ�ของงานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร 
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โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน ขอขอบพระคุณ 

นกัเทคนคิการแพทยแ์ละเจา้หนา้ทีง่านหอ้งปฏบิตักิาร

เวชศาสตรช์นัสตูรทกุทา่น ที่ไดส้นบัสนนุให้งานวจิยันี้

สำ�เร็จลุล่วงไปด้วยดี คณะผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า

รายงานการวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนางาน

ห้องปฏิบัติการต่อไป
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Abstract
In the hospital microscopic section, a simple smear technique has been routinely utilized 

to diagnose parasite infection in stool. Low sensitivity, examiner experience, and time consump-

tion have all been mentioned as limitations. This study aimed to evaluate and compare the  

performance between simple smear technique and Semi-Automate Feces Analysis System  

(Sciendox 50) for parasitic diagnosis in stool samples. The 150 left-over stool samples from  

routine examination of microscopic section Samutprakan hospital were recruited in this study  

to perform both simple smear technique and Semi-Automate Feces Analysis System. The results 

showed that the simple smear technique revealed 4.67% (7/150) fecal parasite positives,  

whereas the Semi-Automate Feces Analysis System revealed 12.00% (18/150) fecal parasite 

positives. In conclusion, when compared to a simple smear technique, the Semi-Automate Feces 

Analysis System showed greater diagnostic efficacy. Furthermore, it can reduce the time needed 

to prepare a stool sample and is safe for health. This technique may be appropriate and help 

increase the likelihood of detecting parasite infection during a stool examination.

Keywords: 	Simple smear technique, Complete filtration separation technology, Semi-Automate  

		  Feces Analysis System
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บทคัดย่อ
การตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระด้วยวิธีตรวจอุจจาระอย่างง่าย (simple smear technique)  

เป็นวิธีท่ีใช้กันอย่างแพร่หลายในห้องปฏิบัติการจุลทรรศนศาสตร์ในโรงพยาบาลท่ัวไป อย่างไรก็ตาม 

ข้อจำ�กัดของวิธีการตรวจอย่างง่ายคือมีความไวต่ำ� ทำ�ให้โอกาสพบเช้ือปรสิตน้อย และต้องการทักษะ

ความเช่ียวชาญของผู้ปฏิบัติงาน อีกท้ังยังใช้เวลาในการเตรียมส่ิงส่งตรวจนานอีกด้วย การศึกษาน้ี 

มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระระหว่างวิธีตรวจ

อุจจาระอย่างง่าย กับการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 

(Semi-Automate Feces Analysis System-Model 50) โดยใช้อุจจาระของผู้ป่วยที่เหลือจากงานตรวจ

วิเคราะห์ประจำ�วันของงานจุลทรรศนศาสตร์คลินิก โรงพยาบาลสมุทรปราการ จำ�นวน 150 ตัวอย่าง พบว่า 

วิธีตรวจอุจจาระอย่างง่าย ตรวจพบเชื้อปรสิตในอุจจาระร้อยละ 4.67 (7/150) ในขณะท่ีเครื่องตรวจ

วิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 ตรวจพบเชื้อปรสิตในอุจจาระร้อยละ 12.00 (18/150) 

เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์พบว่า วิธีตรวจอุจจาระอย่างง่าย มีอัตราการตรวจพบน้อยกว่า 

เมื่อเทียบกับการตรวจด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 ผลการศึกษาครั้งนี้ 

พบว่าการตรวจด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 สามารถลดระยะเวลา 

ในการเตรียมตัวอย่างอุจจาระและปลอดภัยต่อสุขภาพสำ�หรับผู้ปฏิบัติงาน รวมท้ังเป็นวิธีท่ีเพิ่มโอกาส 

ในการตรวจพบพยาธิและโปรโตซัว ซึ่งช่วยในการวินิจฉัยโรคได้ดีขึ้น

คำ�สำ�คัญ: 	 ตรวจด้วยวิธีอย่างง่าย, เทคโนโลยี Complete filtration separation, Semi-Automate Feces  

		  Analysis System
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บทน�ำ
โรคติดเช้ือปรสิตเกิดจากการติดเชื้อหนอน

พยาธิและโปรโตซัวซึ่งเป็นหนึ่งในปัญหาที่สำ�คัญ 

ท่ัวโลก โดยเฉพาะกลุม่ประเทศทีก่ำ�ลงัพฒันา จากการ

ศึกษาพบว่ามีประชากรท่ัวโลกติดเชื้อพยาธิประมาณ 

3.5 พันล้านคน โดยมีการแสดงอาการถึง 450 

ลา้นคน(1, 2) การตดิเชือ้ปรสติทีพ่บมากท่ีสุดในโลก คอื 

โรคที่เกิดจากการติดเช้ือพยาธิไส้เดือน (Ascaris  

lumbricoides) พยาธิปากขอ (Hookworm) พยาธิ

แส้ม้า (Trichuris trichiura) และปรสิตในกลุ่ม 

โปรโตซัว(1) สำ�หรับประเทศไทยโรคติดเชื้อปรสิต 

ยังถือว่าเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีสำ�คัญโดยเฉพาะ

กลุ่มประชากรในพื้นท่ีที่มีสุขลักษณะและสุขอนามัย 

ไม่ดี ขาดการเข้าถึงการปรับปรุงด้านสุขาภิบาล 

ประชาชนไม่ถ่ายอุจจาระลงโถส้วม ไม่สวมรองเท้า(3) 

รวมท้ังพฤติกรรมการรับประทานอาหารสุกๆ ดิบๆ 

ตามความเชื่อของผู้คนในท้องถิ่น(4) นอกจากนี้ปัจจัย

ทางเศรษฐกิจและสังคมอาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับความ

ชุกของการติดเชื้อปรสิต

จากข้อมลูผูป้ว่ยของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์

ท่ีเขา้รบัการรกัษาในป ีพ.ศ. 2561 จำ�นวน 6,231 ราย 

พบติดเชื้อปรสิตจำ�นวน 557 ราย (ร้อยละ 8.9) โดย

พบการติดเช้ือในเพศชายสูงสุดคิดเป็นร้อยละ 57.3 

เม่ือแบ่งตามภูมิภาคพบว่าประชากรในประเทศไทย 

มีการติดเชื้อปรสิตสูงสุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ภาคเหนือ ภาคตะวันตก ภาคตะวันออก ภาคใต้ และ

ภาคกลาง ตามลำ�ดับ โดยปรสิตที่พบการติดเชื้อมาก

ท่ีสุดคอื Strongyloides stercoralis (รอ้ยละ 33.4), 

Giardia intestinalis (รอ้ยละ 14.4), Hookworm, 

Opisthorchis viverrini และ Gnathostoma 

springer(5) จะเห็นได้ว่าปัญหาการติดเชื้อปรสิตยัง

เป็นปัญหาอย่างมาก ไม่เพียงแต่ประชากรในพื้นที่

ชนบทเท่านั้น แต่ยังพบการติดเช้ือปรสิตในกลุ่ม

ประชากรท่ีอยู่อาศัยในเขตกรุงเทพมหานครและ

ปริมณฑล โดยจากรายงานการตรวจหาเช้ือปรสิตใน

พื้นที่เสี่ยงของประชากรในเขตเมืองจำ�นวน 189 ราย 

พบการติดเชื้อร้อยละ 25 (47/189 ราย)(6) พบการ

ติดเชื้อมากที่สุดคือ S. stercoralis, Hookworm, 

G. intestinal, O. viverrini, T. trichiura, Taenia 

spp., และ A. lumbricoides ร้อยละ 30.5, 25.5, 

23.4, 17.0, 12.8, 4.3 และ 2 ตามลำ�ดับ โดยผู้ป่วย

ท่ีติดเชื้อส่วนใหญ่มักไม่แสดงอาการและถูกพบโดย

บังเอิญจากการตรวจสุขภาพประจำ�ปี ผู้ติดเชื้อ 

ส่วนใหญ่จึงไม่เห็นความสำ�คัญของโรคติดเช้ือปรสิต 

อย่างไรก็ตามการติดเช้ือปรสิตยังมีผลกระทบต่อ

สุขภาพของประชากรโดยเฉพาะในเด็กท่ีอยู่ ในช่วง

เจริญเติบโต ส่งผลกระทบทางด้านพัฒนาการของ

ร่างกาย สติปัญญา ไปจนถึงอาจเสียชีวิตจากโรค

แทรกซอ้นทีอ่าจเกิดข้ึนจากการตดิเช้ือเปน็ระยะเวลา

นาน เช่น โรคมะเรง็ทอ่น้ำ�ดทีีเ่กิดจากการตดิเช้ือพยาธิ

ใบไม้ตับ (O. viverrini)(7, 8)

ปัญหาหลักที่พบในการวินิจฉัยโรคติดเชื้อ

ทางปรสิตท่ีสำ�คัญคือเทคนิคที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัย

เพื่อหาเชื้อปรสิตในห้องปฏิบัติการท่ัวไปมีความไวต่ำ� 

หรือมีวิธีการปฏิบัติและข้ันตอนท่ีมีความยุ่งยาก 

ซับซ้อน เช่น จากการศึกษาของ Ann L. Funk และ

คณะ ในปี พ.ศ. 2556 พบว่า การตรวจด้วยวิธีคาโต  

(Kato-Katz technique) และการตรวจแบบเข้มข้น 

(concentration technique) พบว่ามีความไวที่ 57.5 

และ 42.5 ตามลำ�ดับ(9) ในทางปฏิบัติโรงพยาบาล 

ส่วนใหญ่นิยมใช้การตรวจหาเชื้อปรสิตจากอุจจาระ

ด้วยวิธีตรวจอย่างง่าย (simple smear technique) 

เพราะเป็นวิธีที่ทำ�ได้ง่าย ขั้นตอนไม่ซับซ้อน ไม่ต้อง

ใช้สารเคม ีและประหยัด แตว่ธีินีม้ข้ีอจำ�กัดคอืมคีวาม

ไวต่ำ� และมีโอกาสท่ีจะพบเชื้อปรสิตได้น้อย โดย

เฉพาะในรายท่ีติดเชื้อปรสิตจำ�นวนน้อย ดังนั้น

องค์การอนามัยโลกจึงมีการแนะนำ�ให้ใช้เทคนิคคาโต 

(Kato-Katz technique) สำ�หรบัการตรวจวินจิฉยัหา
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พยาธิตัวกลมในลำ�ไส้(9) เทคนิคคาโต เป็นวิธีที่ใช้

อุจจาระมากกวา่วิธีตรวจอยา่งง่าย ทำ�ใหม้ีโอกาสในการ

ตรวจพบเช้ือปรสิตได้มากข้ึน แม้จะมีปรสิตจำ�นวน

น้อย อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังมีข้อจำ�กัดเนื่องจากทำ�ให้ 

รูปร่างของไข่พยาธิบางชนิดเปล่ียนแปลงไป พยาธิ

ชนิดท่ีมีเปลือกไข่ใสอาจทำ�ให้วินิจฉัยผิดพลาดได้  

โดยเฉพาะถ้าวางท้ิงสไลด์ไว้เกนิ 30 นาที และมขีัน้ตอน

การเตรียมท่ียุ่งยาก ดังนั้นต้องอาศัยความชำ�นาญและ

ประสบการณ์ในการตรวจ อีกทั้งวิธีนี้ยังไม่เหมาะใน 

การตรวจหาปรสิตในอุจจาระเป็นก้อนแข็งหรือเหลว

เปน็น้ำ�(10) นอกจากนีย้งัมกีารตรวจดว้ยวธีิตกตะกอน

ด้วยน้ำ�ยาฟอร์มาลินและเอทิลอะซิเตท (formalin 

ethyl acetate concentration technique, FECT)(11) 

ซึง่เปน็วธีิท่ีมปีระสิทธภิาพและใช้แพรห่ลาย เนือ่งจาก

ทำ�ให้มีโอกาสตรวจพบเชื้อปรสิตได้มากกว่าวิธีตรวจ

อย่างง่าย และสามารถแยกประเภทและความ 

หลากหลายของปรสิตได้ท้ังอุจจาระสดและอุจจาระ 

ท่ีใส่สารรกัษาสภาพ แตว่ธินีีม้ขีอ้ควรตระหนกัท่ีมหีลาย

ขั้นตอน ยุ่งยาก ใช้เวลานาน ใช้วัสดุอุปกรณ์จำ�นวน

มาก และสารเคมีที่ใช้เป็นอันตรายต่อร่างกาย(12) โดย

เฉพาะฟอร์มาลินสามารถละลายได้ด้วยความร้อน 

เป็นฟอร์มัลดีไฮด์ ทำ�ให้เกิดการระคายเคืองต่อทาง 

เดินหายใจ ระคายเคืองต่อตา และเป็นสารก่อมะเร็ง 

อีกท้ังเอทิลอะซิเตท ยังเป็นสารเคมีที่มีสมบัติไวไฟ  

จะเห็นได้ว่าเทคนิคในการตรวจหาเชื้อปรสิตทั้ง 3 วิธี

คือ วิธีตรวจอย่างง่าย เทคนิคคาโต และวิธีตกตะกอน

ดว้ยน้ำ�ยาฟอรม์าลินและเอทลิอะซเิตท มข้ีอจำ�กัดของ

แต่ละวิธีท้ังในด้านความไวในการตรวจ วัสดุอุปกรณ์ 

ขั้นตอนในการตรวจที่ยุ่งยาก รวมถึงอันตรายจากการ

ใช้สารเคม ีดงันัน้การเลอืกใชเ้ทคนคิ ท่ีมปีระสทิธภิาพ 

ท้ังในด้านความไวที่มากข้ึน ข้ันตอนการปฏิบัติท่ีไม่ 

ยุ่งยาก รวมไปถึงลดการใช้สารเคมีในข้ันตอนการ

วินิจฉัย จึงเป็นวิธีท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและความ

ปลอดภัยของห้องปฏิบัติการในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ

ปรสิตจากอุจจาระได้

ปัจจุบัน มีชุดเตรียมตัวอย่างอุจจาระด้วยวิธี

ตกตะกอนด้วยหลักการ full filtration separation 

technology ในระบบปิด ซึ่งเป็นเทคนิคที่คิดค้น 

ขึ้นมาเพื่อความสะดวก รวดเร็ว และปลอดภัย ทั้งยัง

มีประสิทธิภาพในการตรวจหาเช้ือปรสิต และเป็น

เทคโนโลยีท่ีอยู่ ในเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระก่ึง

อตัโนมตั ิรุน่ Sciendox 50 (Semi-Automate Feces 

Analysis System-Model 50) 

โดยหลักการของเครื่องเป็นการเตรียม

ตะกอนอุจจาระแบบกรองโดยสมบูรณ์ (complete 

filtration separation technology) กล่าวคือใช้การ

ปัน่และกรองตะกอนอจุจาระผา่นช้ันกรองพเิศษขนาด 

250 ไมโครเมตร ซึ่งสามารถกรองเชื้อปรสิต ไข่ของ

เชือ้ปรสติ เซลล์เมด็เลือดแดง เซลลเ์มด็เลอืดขาว รวม

ไปถึงสิ่งที่น่าสนใจอื่นๆ ในตะกอนอุจจาระ เพื่อนำ�มา

ตรวจวเิคราะหท์างห้องปฏบิตักิาร โดยผูต้รวจวิเคราะห์

สามารถดูลักษณะทางกายภาพของปรสิตผ่านช่อง 

(chamber) พิเศษใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีเช่ือมต่อ

ภายนอกกับตัวเครื่อง หรือสามารถดูภาพจากกล้อง

ดจิทิลัผา่นหนา้จอคอมพวิเตอรท่ี์เชือ่มตอ่กับเครือ่งได้

เช่นกัน

ข้อดีคือ เพิ่มโอกาสในการตรวจพบปรสิต 

และสามารถถ่ายภาพปรสิตตามท่ีตอ้งการได ้ภาพถ่าย

ดังกล่าวสามารถเก็บไว้เป็นข้อมูลในการแปลผลและ

การตรวจรักษาผู้ป่วย หรือสามารถนำ�ผลกลับมาทวน

สอบได้ นอกจากนี้ยังช่วยลดการสัมผัสสิ่งส่งตรวจ 

ไมม่กีารใช้สารเคมทีีเ่ปน็อนัตรายกับผู้ใชง้าน และหมด

ปัญหากลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ โดยเครื่องออกแบบมา

เป็นระบบปิด มีระบบกำ�จัดของเสียที่เป็นก๊าซ มีการ 

กรองผ่านแผ่นกรองหลายช้ัน (HEPA filter) 

ก่อนปล่อยก๊าซออกสู่ภายนอก ระบบกำ�จัดของเสีย 

จะถูกบรรจุในที่เก็บและนำ�ออกมาท้ิงได้อย่างสะดวก  

ลดภาระงานและป้องกันสุขภาพของผู้ปฏิบัติงาน  
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มีขั้นตอนที่ง่าย รวดเร็ว ประหยัดเวลา และปลอดภัย

แก่ผู้ตรวจวิเคราะห์

อยา่งไรก็ตามเครือ่ง Sciendox 50 ออกแบบ

มาให้รองรับการใช้งานกับภาชนะบรรจุตัวอย่าง 

(sample container) ของผู้ผลิตโดยเฉพาะจึงจำ�เป็น

ต้องใช้ภาชนะบรรจุตัวอย่างของผู้ผลิตเท่านั้น 

นอกจากนี้วิธีดังกล่าวยังมีหลักการต่างจากวิธีท่ัวไป 

ท่ีหอ้งปฏิบตักิารใชค้อืวิธตีรวจอยา่งง่าย จงึจำ�เปน็ตอ้ง

มีการทดสอบเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพก่อน

ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างวิธีตรวจอุจจาระ

อย่างง่าย (simple smear technique) กับการตรวจ

วิเคราะหด์ว้ยเครือ่งตรวจวเิคราะหอ์จุจาระกึง่อตัโนมตั ิ

รุ่น Sciendox 50 (Semi-Automate Feces  

Analysis System-Model 50)

วัสดุและวิธีการ
1.	 ตัวอย่างที่นำ�มาศึกษา

การศกึษาครัง้นี้ใช้ตวัอยา่งอจุจาระของผูป้ว่ย

ท่ีส่งตรวจท่ีห้องปฏิบัติการจุลทรรศนศาสตร์คลินิก  

โรงพยาบาลสมุทรปราการ ระหว่างเดือนมิถุนายน-

กรกฎาคม พ.ศ. 2563 จำ�นวน 150 ตัวอย่าง โดยใช้

วิธีการเลือกตัวอย่างแบบสุ่มอย่างง่าย (simple  

random sampling) โดยใช้อจุจาระของผูป้ว่ยท่ีเหลอื

จากงานตรวจวิเคราะห์ประจำ�วันของงานจุลทรรศน-

ศาสตร์คลินิก ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้

2. การตรวจอุจจาระด้วยวิธีตรวจอย่างง่าย 

(Simple smear technique)

หยดน้ำ�เกลือความเข้มข้นร้อยละ 0.85 

(0.85% NaCl หรือ NSS) จำ�นวน 1 หยด ลงบน

แผ่นสไลด์ ใช้ไม้เข่ียอุจจาระขนาดเท่าหัวไม้ขีดไฟ 

แล้วคนเป็นรูปวงกลมบนแผ่นสไลด์ในบริเวณท่ีหยด

น้ำ�เกลือลงไป จากนั้นวาง cover glass ปิดทับลง 

บนสไลด์ นำ�สไลด์ที่เตรียมแล้วไปส่องดูด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 100 เท่า (low power field: 

LPF) และ 400 เท่า (high power filed) เพื่อหาไข่

พยาธิปรสิต ตัวอ่อนของหนอนพยาธิปรสิต หรือระยะ

ต่างๆ ของโปรโตซัว และบันทึกผลการตรวจ

3.	 การตรวจอุจจาระด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์

อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 (Semi-

Automate Feces Analysis System-Model 50)

เตรียมตัวอย่างโดยนำ�ตัวอย่างอุจจาระใส่ลง

ในภาชนะบรรจตุวัอยา่งชนดิพเิศษท่ีใชก้บัเครือ่ง ซึง่มี

ช้อนเฉพาะสำ�หรบัตกัตวัอย่างอุจจาระ โดยตกัตวัอย่าง

ปริมาณ 1 ช้อนสำ�หรับอุจจาระท่ีมีลักษณะเป็น 

ก้อนแข็ง หรือปริมาณ 2 ช้อนสำ�หรับอุจจาระท่ีมี

ลักษณะเหลวเป็นน้ำ� ใส่ลงในภาชนะบรรจุตัวอย่าง  

งอหัวช้อนให้ตัวอย่างอุจจาระหลุดลงในภาชนะบรรจุ

ตัวอย่าง (Fig.1) จากนั้นนำ�ตัวอย่างเข้าเครื่องใน

ตำ�แหน่งผสม (mixing) ครั้งละ 1 ตัวอย่าง กดปุ่ม

เริ่มการทำ�งาน (start) ท่ีโปรแกรมของเครื่อง โดย  

1 ชั่วโมงสามารถทำ�การทดสอบได้ 15-20 ตัวอย่าง 

ซึ่งกระบวนการทำ�งานโดยเครื่องอัตโนมัติ คือ การ 

เตรียมตวัอยา่งโดยเจือจางด้วยน้ำ�เกลือเขม้ข้นรอ้ยละ 

0.85 (0.85% NaCl หรือ NSS) ปั่น และกรอง

ตะกอนอจุจาระผา่นแผน่กรองขนาด 250 ไมโครเมตร 

ลงมาในหลอดรองรับสิ่งกรองตัวอย่าง (Fig. 2) โดย

ใช้ผู้ปฏิบัติงาน 2 คน (ทดสอบ 2 สไลด์ ต่อ 1 คน) 

ตรวจสอบรปูรา่งลักษณะของเช้ือปรสิต โปรโตซวั และ

องค์ประกอบอื่นๆ ในตัวอย่างสารละลายท่ีกรองได้ 

โดยดจูากกลอ้งจลุทรรศนท์ีเ่ช่ือมตอ่ภายนอกหรอืผา่น

ทางหนา้จอคอมพวิเตอร ์ถา่ยภาพ (Fig. 3) และบนัทึก

รายงานผลการตรวจ

4. สถิติที่ใช้ในการศึกษา

เปรยีบเทียบความแตกตา่งระหวา่ง 2 วิธ ีคอื

วิธีตรวจอย่างง่าย (simple smear technique) กับ

การตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระ

กึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 (Semi-Automate 
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Feces Analysis System-Model 50) โดยคำ�นึงถึง

การพบและไมพ่บเช้ือปรสติเปน็สำ�คญั วิเคราะห์ขอ้มลู

โดยใช้โปรแกรมสำ�เร็จรูป SPSS Ver. 25 โดยใช้สถิติ 

McNemar’s test

Fig. 1 Preparing a stool sample into the sample container 

Fig. 2 Spinning process and fecal sediment filtering

Fig. 3 Morphology examination by microscope inside the Semi-Automate Feces Analysis System-
Model 50
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ผลการศึกษา
จากการศึกษาทดสอบเปรียบเทียบผลการ

ตรวจอุจจาระเพื่อวินิจฉัยโรคติดเชื้อปรสิตโดยการ

ตรวจด้วยวิธีอย่างง่าย และการตรวจด้วยเครื่องตรวจ

วิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติรุ่น Sciendox 50 จาก

ตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยท่ีส่งตรวจที่ห้องปฏิบัติการ

โรงพยาบาลสมุทรปราการ ระหว่างเดือนมิถุนายน- 

กรกฎาคม พ.ศ. 2563 จำ�นวนทั้งสิ้น 150 ตัวอย่าง 

พบปรสิตหนอนพยาธิและโปรโตซัวจากวิธีตรวจ

อุจจาระอย่างง่าย และจากเครื่องตรวจวิเคราะห์

อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 คิดเป็นร้อยละ 

4.67 (7/150) และ 12.00 (18/150) ตามลำ�ดับ โดย

แบ่งเป็น E. histolytica ระยะ cyst ร้อยละ 3.3 

(5/150) และ 6 (9/150) ตามลำ�ดับ B. hominis 

ระยะ vacuolated form ร้อยละ 0 และ 1.3 (2/150) 

ตามลำ�ดับ G.intestinalis ระยะ cyst พบร้อยละ 0 

และ 1.3 (2/150) ตามลำ�ดับ Taenia spp. egg  

พบร้อยละ 0 และ 0.6 (1/150) ตามลำ�ดับ O. viver-

rini egg พบร้อยละ 0 และ 0.6 (1/150) ตามลำ�ดับ 

Entamoeba coli cyst พบรอ้ยละ 0.6 (1/150) และ 

0.6 (1/150) ตามลำ�ดับ และ Hookworm egg พบ

ร้อยละ 0.6 (1/150) และ 0.6 (1/150) ตามลำ�ดับ 

(Table 1)

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง 

การทดสอบด้วยวิธีตรวจอุจจาระอย่างง่าย กับการ

ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระก่ึง

อัตโนมตั ิรุน่ Sciendox 50 พบว่าคา่ X2(Mcnemar’s 

test) = 9.0909, p-value = 0.0025 หมายความว่า

ทั้ง 2 วิธีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05) (Table 2)

Table 1	The detection of parasites and protozoa in fecal samples by Simple smear technique and  

	 Semi-Automate Feces Analysis System-Model 50

Parasites and Protozoa

Percentage of parasites and protozoa detected

Simple smear  
technique

Feces Analysis  
System-Model 50

Entamoeba histolytica cyst 3.3 (5/150) 6.0 (9/150)

Blastocytis hominis vacuolated form 0.0 (0/150) 1.3 (2/150)

Giardia intestinal cyst 0.0 (0/150) 1.3 (2/150)

Iodamoeba butschii cyst 0.0 (0/150) 0.6 (1/150)

Taenia spp. egg 0.0 (0/150) 0.6 (1/150)

Opisthorchis viverrini egg 0.0 (0/150) 0.6 (1/150)

Entamoeba coli cyst 0.6 (1/150) 0.6 (1/150)

Hookworm egg 0.6 (1/150) 0.6 (1/150)

Summary detection rate 4.67 (7/150) 12.00 (18/150)
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เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างการ

ตรวจวิเคราะห์ 2 วิธีโดยใช้ McNemar’s test พบว่า

วิธีตรวจอุจจาระอย่างง่ายมีอัตราการตรวจพบพยาธิ

แตกต่างจากการตรวจวิเคราะห์ด้วยการใช้เครื่อง

วิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 อย่าง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95%  

(p-value < 0.05) นอกจากนี้การตรวจวิเคราะห์ด้วย

การใช้เครื่องวิเคราะห์อุจจาระกึ่งอัตโนมัติ รุ่น Scien-

dox 50 มีขั้นตอนการตรวจที่ไม่ยุ่งยาก ไม่ใช้สารเคมี

อนัตราย ประหยดัเวลา และปลอดภัยตอ่ผู้ใชง้าน โดย

ช่วยลดการสัมผัสสิ่งส่งตรวจ การสูดดมกลิ่นไม่พึง

ประสงค์เพราะเครื่องมีระบบกำ�จัดของเสียท่ีเป็นก๊าซ 

โดยการกรองผ่านแผ่นกรองหลายชั้น (HEPA filter) 

ก่อนปล่อยก๊าซออกสู่ภายนอก สำ�หรับประเด็นใน 

แง่ตน้ทุนการตรวจจะเหน็ไดว่้าเครือ่งวิเคราะห์อจุจาระ

กึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 มีข้อจำ�กัดในส่วนของ

อปุกรณ์ท่ีตอ้งใช้ภาชนะบรรจตุวัอยา่งชนดิพเิศษ ซึง่มี

ความจำ�เป็นต้องใช้ควบคู่ไปกับการใช้งานของเครื่อง 

จึงทำ�ให้ราคาต้นทุนต่อหน่วยเพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธีตรวจอย่างง่าย 

การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้เครื่อง

วิเคราะห์ก่ึงอัตโนมัติสามารถเพิ่มโอกาสการตรวจพบ

พยาธิปรสิตและโปรโตซัวในอุจจาระได้ เมื่อเทียบกับ

วิธีตรวจอย่างง่าย มีข้ันตอนการเตรียมท่ีสะดวก 

วิจารณ์และสรุปผล
การศึกษาครั้งนี้เป็นการเปรียบเทียบความ 

สอดคล้องระหว่างวิธีท่ี ใช้ ในปัจจุบันคือวิธีตรวจ

อุจจาระอย่างง่าย (Simple smear technique) ซึ่ง

เป็นวิธีท่ัวไปท่ีใช้ในงานตรวจวิเคราะห์ประจำ�วัน กับ

การตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระ

กึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 (Semi-Automate 

Feces Analysis System-Model 50) โดยใช้อจุจาระ

ของผูป้ว่ยท่ีเหลอืจากงานตรวจวเิคราะห์ประจำ�วนัของ

งานจุลทรรศนศาสตร์คลินิก จำ�นวน 150 ราย พบว่า 

การตรวจวิเคราะห์ด้วยการใช้เครื่องวิเคราะห์อุจจาระ

กึ่งอัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50 สามารถเพิ่มโอกาส 

การตรวจพบพยาธิปรสิต มากกว่าวิธีตรวจอุจจาระ

อย่างง่าย(13) อาจเป็นเพราะวิธีตรวจอจุจาระอย่างง่าย 

แม้จะสามารถตรวจพบพยาธิบางชนิดท่ีเคลื่อนไหว 

ได้ดี สามารถตรวจนับนิวเคลียสที่อยู่ภายในโปรโตซัว 

รวมถึงการวัดขนาดรูปร่างท่ีมีลักษณะจำ�เพาะได้ดี  

แต่มีข้อเสียคือ เป็นวิธีที่ใช้ปริมาณอุจจาระน้อย จึง

ทำ�ใหม้ีโอกาสตรวจพบพยาธแิละโปรโตซวัไดน้อ้ย และ

การเตรยีมตวัอยา่งข้ึนกับเทคนคิและวิธกีารสว่นบคุคล

ท่ีต้องอาศัยความชำ�นาญในการเตรียม อีกท้ังไม่มี 

ข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างท่ีเหมาะสมเหมือนการ

ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อุจจาระก่ึง

อัตโนมัติ รุ่น Sciendox 50

Table 2	Shows the Correlation between tests using by Simple smear technique and Semi-Automate  
	 Feces Analysis System-Model 50

Feces Analysis System-Model 50

Found Not found Summary

Simple smear 

technique

Found 7 0 7

Not found 11 132 143

Summary 18 132 150

	 Mcnemar’s test = 9.0909
	 p-value = 0.0025
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ลดระยะเวลาในการเตรียมตัวอย่างอุจจาระ และมี

ความปลอดภัยต่อผู้ใช้งาน

ข้อเสนอแนะสำ�หรับงานวิจัยในโอกาสต่อไป

หรือสำ�หรับการศึกษาเพิ่มเติมมีดังนี้ 1) ควรศึกษาใน

การรายงานผลแบบ grading เพือ่ให้เกิดการเปรยีบเทียบ 

เชิงปริมาณเพิ่มเติม เช่น จำ�นวนพยาธิปรสิตต่อ HPF 

ที่พบในการใช้วิธีตรวจอุจจาระอย่างง่าย เปรียบเทียบ

กับผลตรวจด้วยเครื่องวิเคราะห์อุจจาระก่ึงอัตโนมัติ 

รุ่น Sciendox 50 2) ควรศึกษาวิเคราะห์เพ่ิมเติม 

ในเรื่องความผิดพลาดที่เกิดจากมนุษย์ (human  

error) เช่น กรณีที่ผู้ปฏิบัติงาน 2 คนรายงานผลชนิด

และ/หรือปริมาณพยาธิปรสิตต่างกันในแต่ละวิธี เพื่อ

ทดสอบปัญหาเรื่องความสามารถ ประสิทธิภาพ และ

ประสิทธิผล (competency) ของผู้ปฏิบัติงาน เช่น 

การสเมียร์หรือการเตรียมตัวอย่างอุจจาระไม่ดี หรือ 

มีความผิดพลาดในการตรวจวิเคราะห์ด้วยกล้อง 

จลุทรรศน ์3) ควรศกึษาประสิทธิภาพของวิธีการเพิม่เตมิ

เปรียบเทียบกับวิธีตรวจอื่นๆ อีก เช่น เทคนิคคาโต 

วิธีตกตะกอนด้วยน้ำ�ยาฟอร์มาลินและเอทิลอะซิเตท 

หรือแม้กระท่ังวิธีการทางอณูชีววิทยา 4) ควรเพ่ิม

ขนาดของตวัอยา่งเนือ่งจากอยู่ในพืน้ทีท่ี่มคีวามชุกต่ำ� 

ซึ่งการเพิ่มขนาดตัวอย่างจะช่วยทำ�ให้เห็นผลชัดเจน

ยิ่งขึ้น
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Abstract
Pretransfusion testing, consisting of ABO blood grouping, Rh(D) typing, antibody 

screening and crossmatch, revealed prevalence or occurrence of ABO blood group, Rh(D)  
type, red blood cell antibodies, and antibodies sensitized on red blood cells, which differed in 
populations of each geographic area. This study investigated the occurrence of ABO blood group, 
Rh(D) type, red blood cell antibody and antibody sensitized on red blood cells in patients  
without history of blood transfusion or pregnancy at Klaeng Hospital. ABO blood grouping, 
Rh(D) typing, antibody screening, and direct antiglobulin test by using the conventional tube 
technique were conducted in a total of 81 samples. The results of the ABO blood grouping showed 
32 samples of O (39.50%), 26 samples of B (32.10%), 13 samples of A (16.05%), 4 samples of 
AB (4.94%), and 6 samples of unreported ABO blood group (7.41%). The results of Rh(D)  
typing presented 80 samples of Rh(D) positive (98.77%), 1 sample of Rh(D) negative (1.23%), 
and weak D was not found. The antibody screening test results displayed 79 samples negative 
for antibody screening (97.53%) and 2 samples positive for antibody screening (2.47%). All 81 
samples showed negative direct antiglobulin test results (100.00%). In conclusion, the results of 
a preliminary study of occurrences in the first blood transfusion patients at Klaeng Hospital were 
as follows: group O was the most common in the ABO blood group, Rh(D) positive were 98.77%, 
and red blood cell alloantibodies were 2.47%, similar to other studies in Thai populations.
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การศึกษานำ�ร่องอุบัติการณ์ของหมู่เลือด ABO หมู่เลือด Rh(D) 
แอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง และแอนติบอดีที่จับอยู่บน 

เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยที่ไม่มีประวัติการรับเลือดและตั้งครรภ์ 
ในโรงพยาบาลแกลง

เชิดชาย แซ่ฮ่วน* ชลธิชา ธรรมจี๋ ไปรมา มูลเมือง และ อธิพร ทองคำ�

ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก

บทคััดย่่อ
การตรวจเลอืดผู้ปว่ยกอ่นการใหเ้ลอืดประกอบด้วยการตรวจหมู่เลอืด ABO การตรวจหมู่เลอืด 

Rh(D) การตรวจกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง และการตรวจความเข้ากันได้ของเลือด ทำ�ให้ได้

ข้อมูลความชุกหรืออุบัติการณ์ของหมู่เลือด ABO หมู่เลือด Rh(D) และแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง  

ท่ีมีค่าแตกต่างกันข้ึนกับกลุ่มประชากรในแต่ละพื้นท่ี วัตถุประสงค์ของการวิจัยเพื่อหาอุบัติการณ์ของ 

หมู่เลือด ABO หมู่เลือด Rh(D) แอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง และแอนติบอดีที่จับอยู่บนเม็ดเลือดแดง

ของผู้ปว่ยท่ีไม่มปีระวติัการรบัเลือดหรอืต้ังครรภ์ในโรงพยาบาลแกลง จำ�นวนท้ังหมด  81 ราย โดยการ

ตรวจหมู่เลือด ABO การตรวจหมู่เลือด Rh(D) การตรวจกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง และการ

ตรวจ direct antiglobulin test ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน ผลการวิจัย พบหมู่เลือด O 32 ราย  

(ร้อยละ 39.50) หมู่เลือด B 26 ราย (ร้อยละ 32.10) หมู่เลือด A 13 ราย (ร้อยละ 16.05) หมู่เลือด AB 

4 ราย (ร้อยละ 4.94) และรายงานผลหมู่เลือด ABO ไม่ได้ 6 ราย (ร้อยละ 7.41) พบหมู่เลือด Rh(D) 

positive 80 ราย (ร้อยละ 98.77) หมู่เลือด Rh(D) negative 1 ราย (ร้อยละ 1.23) และหมู่เลือด weak 

D positive 0 ราย (ร้อยละ 0.00) พบการตรวจกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงเป็นลบ 79 ราย  

(ร้อยละ 97.53) เป็นบวก 2 ราย (ร้อยละ 2.47) และพบการตรวจ direct antiglobulin test เป็นลบ  

81 ราย (ร้อยละ 100) เป็นบวก 0 ราย (ร้อยละ 0.00) ผลการศึกษานำ�ร่องสรุปได้ว่า พบอุบัติการณ์ของ

หมู่เลือด O มากที่สุดร้อยละ 39.51 อุบัติการณ์ของหมู่เลือด Rh(D) positive มากที่สุดร้อยละ 98.77 

อุบัติการณ์ของแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงร้อยละ 2.47 และอุบัติการณ์ของแอนติบอดีท่ีจับอยู่บน 

เม็ดเลือดแดงร้อยละ 0.00

คำ�สำ�คัญ: 	 การศึกษานำ�ร่อง อุบัติการณ์ แอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง แอนติบอดีท่ีจับอยู่บนเม็ดเลือดแดง  
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รับบทความ: 26 พฤศจิกายน 2564 	 แก้ไขบทความ: 11 ธันวาคม 2564 	 รับตีพิมพ์บทความ: 26 กุมภาพันธ์ 2565
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บทนำำ�
การให้เลือดเป็นวิธีที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วย 

ท่ีมีการสูญเสียเลือดในปริมาณมากจากการผ่าตัด 

อุบัติเหตุ หรือผู้ป่วยที่เป็นโรคที่มีความผิดปกติเกี่ยวกับ

เม็ดเลือดแดง เช่น โรคโลหิตจาง โรคธาลัสซีเมีย 

โดยผู้ป่วยมีลักษณะซีด อ่อนเพลีย เหนื่อยง่าย อาจมี

อาการหายใจลำ�บาก เจ็บหน้าอก และใจส่ัน หาก

รนุแรงอาจมภีาวะหวัใจลม้เหลวได ้ผูป้ว่ยทีม่รีะดบัของ

ฮีโมโกลบนินอ้ยกว่า 6 กรมัตอ่เดซลิติร ตอ้งไดร้บัเลอืด

ตามมาตรฐานธนาคารเลอืดและงานการบรกิารโลหติ(1) 

การจดัเตรยีมเลอืดใหแ้ก่ผูป้ว่ยมคีวามสำ�คญั เนือ่งจาก

การให้เลือดท่ีมีความเหมาะสมกับผู้ป่วยสามารถช่วย

ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาไม่พึงประสงค์จากการรับเลือด 

ซึ่งส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการผิดปกติได้ เช่น ไข้ หนาว 

ส่ัน ซดี(2) ปฏิกริยิาไมพ่งึประสงคส์ว่นใหญ่มกัเกิดจาก

การจบักันระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดท่ีีสรา้งข้ึน

จากการถูกกระตุ้นของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย  

ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ แอนติบอดีที่ 

เกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ (naturally occurring  

antibody) ท่ีเกิดจากการได้รับสารหรือเช้ือโรค 

บางชนิดที่มีสมบัติคล้ายแอนติเจน และแอนติบอดีที่

เกิดจากการกระตุ้น (immune antibody) ที่เกิดจาก

แอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงจากการได้รับเลือดหรือ 

การไดร้บัการปลกูถ่ายอวัยวะหรอืการตัง้ครรภ์ (1) ดงันัน้ 

จงึมคีวามจำ�เปน็ตอ้งลดความเส่ียงในการเกิดปฏิกริยิา

เหล่านี้ด้วยการตรวจเลือดผู้ป่วยก่อนการให้เลือด 

(pretransfusion testing) ซึ่งประกอบด้วยการตรวจ

หมู่เลือด ABO (ABO blood grouping) การตรวจ

หมู่เลือด Rh(D) (Rh(D) typing) การตรวจกรอง

แอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง (antibody screening) 

และการตรวจความเข้ากันได้ของโลหิต (crossmatch)(2) 

ทำ�ให้ไดข้้อมลูความชกุ (prevalence) หรอือบุตักิารณ์ 

(occurrence) ของหมู่เลือด ABO หมู่เลือด Rh(D) 

และแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงที่มีค่าแตกต่างกัน 

ข้ึนกับกลุ่มประชากรในแต่ละพ้ืนที่(1) รวมท้ังวิธีการ

ตรวจทางห้องปฏิบัติการ

ปี พ.ศ. 2553 ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย รายงานผลการตรวจแอนติบอดี 

ของหมู่เลือดของผู้ป่วยที่หาเลือดเข้ากันได้ยากของ 

โรงพยาบาลในประเทศไทยเพื่อจัดหาเลือดท่ีไม่มี

แอนติเจนตรงกับแอนติบอดีในซีรัมของผู้ป่วย พบว่า 

มีการตรวจพบแอนติบอดีชนิดเดี่ยว ได้แก่ anti-Mia 

มากท่ีสุด (ร้อยละ 19.08) รองลงมาคือ anti-E  

(ร้อยละ 13.19), anti-I (ร้อยละ 3.28), anti-Lea 

(ร้อยละ 2.27) และ anti-P
1
 (ร้อยละ 2.27)(3) ซึ่ง

งานวิจัยดังกล่าวไม่ ได้มีการจำ�แนกการตรวจพบ

แอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยที่ขอรับเลือด

ครั้งแรกโดยถ้าเป็นเพศหญิงต้องไม่เคยมีประวัติการ

ตั้งครรภ์ ในปี พ.ศ. 2557 โรงพยาบาลขอนแก่น 

จงัหวัดขอนแก่น ไดต้รวจแอนตบิอดีในผูบ้รจิาคโลหิต

ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน (conventional tube 

technique) และวธิเีจล (column gel agglutination 

test) เพื่อความปลอดภัยของโลหิตบริจาคในผู้บริจาค 

929 ราย ซึ่งจากการตรวจด้วยวิธีหลอดทดลอง

มาตรฐานพบแอนติบอดีชนิดเดี่ยว ได้แก่ anti-P
1
  

มากท่ีสุด (ร้อยละ 30) และ anti-Lea มากท่ีสุด  

(รอ้ยละ 30) รองลงมาคอื anti-Mia (รอ้ยละ 10) และ  

anti-Leb (ร้อยละ 7.5)(4) ปี พ.ศ. 2559 โรงพยาบาล

ตากสิน จังหวัดกรุงเทพมหานคร ได้รายงานวิจัย 

เรือ่งความชุกของแอนตบิอดตีอ่หมู่โลหิตในกลุม่ผูป้ว่ย

รับโลหิตและหญิงตั้งครรภ์ 27,742 ราย แบ่งเป็น 

กลุ่มผู้ป่วยหญิงตั้งครรภ์ กลุ่มผู้ป่วยรับโลหิตทั้งหมด 

กลุ่มผู้ป่วยรับโลหิตเพศชาย และกลุ่มผู้ป่วยรับโลหิต

เพศหญิง พบแอนติบอดีชนิดเดี่ยว ได้แก่ anti-Mia 

มากท่ีสุด (ร้อยละ 36.94) รองลงมาคือ anti-P
1  

(ร้อยละ 24.63) และ anti-Lea (ร้อยละ 14.93)(5)  

ปี พ.ศ. 2560 งานวิจัยจากประเทศนอร์เวย์ ได้ศึกษา

หาความชุกและตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีต่อ 
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เมด็เลือดแดงในผูป้ว่ยทีเ่ข้ารบัการรกัษาท่ีโรงพยาบาล

ระดบัตตยิภูมิทางตะวันตกของประเทศ พบแอนตบิอดี

ชนิดเดี่ยว ได้แก่ anti-E มากที่สุด (ร้อยละ 20.1)  

รองลงมาคือ anti-M (ร้อยละ 18.7), anti-K  

(ร้อยละ 9.8) และ anti-D (ร้อยละ 8.9)(6) จากที่

กล่าวมาไม่มีงานวิจัยใดที่ได้ศึกษาเก่ียวกับอุบัติการณ์

ของหมู่เลือด ABO หมู่เลือด Rh(D) แอนติบอดีต่อ

เมด็เลือดแดงและแอนตบิอดท่ีีจบัอยูบ่นเมด็เลอืดแดง

ของผู้ป่วยที่ขอรับเลือดครั้งแรกโดยถ้าเป็นเพศหญิง

ต้องไม่เคยมีประวัติการตั้งครรภ์ ดังนั้นงานวิจัยนี้ 

จึงมีวัตถุประสงค์ เพื่อศึกษานำ�ร่องหาอุบัติการณ์ของ

หมู่เลือด ABO หมู่เลือด Rh(D) แอนติบอดีต่อ 

เม็ดเลือดแดง และแอนติบอดีที่จับอยู่บนเม็ดเลือดแดง

ในผู้ป่วยท่ีขอรับเลือดครั้งแรกโดยถ้าเป็นเพศหญิง 

ต้องไม่เคยมีประวัติการตั้งครรภ์ ในโรงพยาบาลแกลง 

จังหวัดระยอง ซึ่งข้อมูลท่ีได้จะเป็นประโยชน์ในการ

สำ�รองเลือดผู้บริจาคที่มีหมู่เลือด ABO ท่ีตรงกัน 

(ABO specific) หมูเ่ลอืด Rh(D) ท่ีตรงกัน (Rh(D)  

identical) และไม่มีแอนติเจนตรงกับแอนติบอดีต่อ

เม็ดเลือดแดงที่สร้างขึ้น (antigen negative) ทำ�ให้

ผู้รับเลือดมีความมั่นใจในการรับเลือดที่ปลอดภัย

วััสดุุและวิิธีีการ

1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ คือเลือด

ครบส่วนท่ีไม่ได้ใส่น้ำ�ยากันเลือดแข็งตัว ท่ีเหลือจาก

งานประจำ�วันซึ่งเก็บไว้เป็นเวลา 14 วัน จากผู้ป่วย 

ท่ีได้รับเลือดครั้งแรกโดยถ้าเป็นเพศหญิงต้องไม่เคย 

มีประวัติการตั้งครรภ์ในโรงพยาบาลแกลง จังหวัด

ระยอง ตั้งแต่วันท่ี 1 กรกฎาคม พ.ศ. 2561 ถึง  

วันที่ 13 ตุลาคม พ.ศ. 2561 จำ�นวน 81 ราย โดย

โครงการวิจัยเป็นการศึกษาในมนุษย์ได้รับการอนุมัติ

จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร เลขท่ีใบรับรอง (COA) 

478/2018 ลงวันที่รับรอง 14 กันยายน พ.ศ. 2561

2. วัสดุที่ใช้ในการศึกษา

2.1	 น้ำ�ยา anti-A (IgM) น้ำ�ยา anti-B 

(IgM) น้ำ�ยา anti-D (IgM/IgG) และน้ำ�ยา anti-

human globulin (AHG) จากศูนย์บริการโลหิต 

แห่งชาติ สภากาชาดไทย

2.2	 เซลล์เมด็เลือดแดงมาตรฐาน หมูเ่ลือด 

A เข้มข้นร้อยละ 3 (standard 3% A red cell  

suspension) เซลล์ เม็ดเลือดแดงมาตรฐาน  

หมู่เลือด B เข้มข้นร้อยละ 3 (standard 3% B red 

cell suspension) เซลล์เม็ดเลือดแดงมาตรฐาน  

หมู่เลือด O เข้มข้นร้อยละ 3 (standard 3% O red 

cell suspension) เซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่เลือด O 

ชนดิท่ี 1 เพือ่ตรวจกรองแอนตบิอด ี(screening cells 

O
1
) เซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่เลือด O ชนิดที่ 2 เพื่อ

ตรวจกรองแอนติบอดี (screening cells O
2
) และ

เซลล ์Coombs control cells (CCC) จากศนูยบ์รกิาร

โลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

3. วิธีการศึกษา

3.1	 การตรวจหมู่เลือด ABO ด้วยวิธี

หลอดทดลองมาตรฐาน (conventional tube  

technique)(2)

การตรวจแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดง (cell 

grouping) เตรียมหลอดทดลองขนาด 12×75 

มิลลิเมตร จำ�นวน 2 หลอด หยดน้ำ�ยา anti-A (IgM) 

และน้ำ�ยา anti-B (IgM) หลอดละ 2 หยด ตามด้วย

ตวัอยา่งเซลล์เมด็เลือดแดงมาตรฐานเข้มข้นรอ้ยละ 3 

หลอดละ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ปั่นอ่านผลที่

ความเร็ว 1000 × g เป็นเวลา 15 วินาที และบันทึกผล 

ส่วนการตรวจแอนติบอดีในซีรัม (serum grouping) 
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เตรียมหลอดทดลองขนาด 12×75 มิลลิเมตร จำ�นวน 

3 หลอด หยดตัวอย่างซีรัมหลอดละ 100 ไมโครลิตร 

ตามด้วยเซลล์เม็ดเลือดแดงมาตรฐาน หมู่เลือด A  

เข้มข้นร้อยละ 3 เซลล์เม็ดเลือดแดงมาตรฐาน  

หมู่เลือด B เข้มข้นร้อยละ 3 และเซลล์เม็ดเลือดแดง

มาตรฐาน หมู่เลือด O เข้มข้นร้อยละ 3 หลอดละ 50 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง  

5 นาที แล้วปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g เป็น

เวลา 15 วินาที และบันทึกผล โดยการรายงานผลการ

ตรวจหมู่เลือด ABO ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน 

ตอ้งมผีลการตรวจหาแอนตเิจนบนเมด็เลอืดแดง และ

ผลการตรวจแอนติบอดีในซีรัม ได้ผลสอดคล้องกัน

3.2	 การตรวจหมู่เลือด Rh(D) ด้วยวิธี

หลอดทดลองมาตรฐาน(2)

เตรยีมหลอดทดลองขนาด 12×75 มลิลเิมตร 

1 หลอด หยดน้ำ�ยา anti-D (IgM/IgG) 2 หยด  

ลงในหลอดทดลอง ตามด้วยตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือด

แดงมาตรฐานเข้มข้นรอ้ยละ 3 ปรมิาตร 50 ไมโครลติร 

ผสมให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา  

50 นาที ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g เป็นเวลา 

15 วินาที และบันทึกผล หากพบมีการจับกลุ่มของ

เมด็เลอืดแดงให้เกรดระดบัปฏกิิรยิา 1+, 2+, 3+ และ 

4+ และรายงานผลเป็น Rh(D) positive หากไม่มี

การจับกลุ่มของเมด็เลอืดแดงยงัไมส่ามารถรายงานผล

ได้ ให้นำ�หลอดไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วปั่นอ่านผล 

ที่ความเร็ว 1000 × g เป็นเวลา 15 วินาที หากได้ 

ผลลบให้ล้างเซลล์ด้วยน้ำ�เกลือ 3 ครั้งท่ีความเร็ว  

1000 × g เป็นเวลา 45 วินาที โดยครั้งสุดท้าย 

สลัดน้ำ�เกลือออกให้มากที่สุด จากนั้นหยดน้ำ�ยา  

anti-human globulin 2 หยด ผสมใหเ้ข้ากันแลว้ปัน่

อ่านผลทีค่วามเร็ว 1000 × g เป็นเวลา 15 วินาที และ

บันทึกผล ให้ดูผลด้วยกล้องจุลทรรศน์กำ�ลังขยายต่ำ� 

หากให้ผลลบให้หยดเซลล์ Coombs control cells  

1 หยด ลงในหลอดที่ให้ผลลบ ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 

1000 × g เป็นเวลา 15 วินาที และบันทึกผล โดย

รายงานผลเป็น Rh(D) negative เมื่อไม่มีการจับกลุ่ม

ของเม็ดเลือดแดงท้ังในข้ันตอน 37 องศาเซลเซียส 

และขั้นตอน antihuman globulin หรือรายงานผล

เป็น weak D positive เมื่อมีการจับกลุ่มของเม็ด

เลือดแดงในขั้นตอน 37 องศาเซลเซียส หรือขั้นตอน 

antihuman globulin

3.3 การตรวจกรองแอนติบอดีต่อ 

เม็ดเลือดแดงด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน(2)

เตรยีมหลอดทดลองขนาด 12×75 มลิลเิมตร 

2 หลอด หยดตัวอย่างซีรัมหลอดละ 100 ไมโครลิตร 

ตามด้วยเซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่เลือด O ชนิดที่ 1  

เพื่อตรวจกรองแอนติบอดี และเซลล์เม็ดเลือดแดง 

หมู่เลือด O ชนิดที่ 2 เพื่อตรวจกรองแอนติบอดี  

ชนิดละ 1 หยด ลงในหลอดทดลอง เขย่าให้เข้ากัน 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ปั่นอ่านผล 

ที่ความเร็ว 1000 × g เป็นเวลา 15 วินาที และบันทึก

ผล จากนั้นนำ�หลอดทดลองทั้ง 2 หลอดไปแช่ในอ่าง

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

30 นาที แล้วนำ�ไปปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g  

เป็นเวลา 15 วินาที และบันทึกผล นำ�ทุกหลอดมา 

ปั่นล้าง 3 ครั้งด้วยน้ำ�เกลือท่ีความเร็ว 1000 × g  

เป็นเวลา 45 วินาที โดยครั้งสุดท้ายสลัดน้ำ�เกลือออก

ให้มากท่ีสุด แล้วหยดน้ำ�ยา antihuman globulin  

หลอดละ 2 หยด ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g 

เป็นเวลา 15 วินาที และบันทึกผล หากได้ผลลบ  

ให้หยดเซลล์ Coombs control cells 1 หยด ลงใน

หลอดที่ให้ผลลบ ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g 

เป็นเวลา 15 วินาที และบันทึกผล
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3.4 การตรวจ direct antiglobulin test 

ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน(2)

เตรยีมหลอดทดลองขนาด 12×75 มลิลิเมตร 

1 หลอด หยดตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือดแดงมาตรฐาน

เข้มข้นร้อยละ 3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอด

ทดลอง ล้างด้วยน้ำ�เกลือ 3 ครั้ง ที่ความเร็ว 1000 × g 

เป็นเวลา 45 วินาที โดยครั้งสุดท้ายสลัดน้ำ�เกลือออก

ให้มากที่สุด หยดน้ำ�ยา antihuman globulin 2 หยด 

เขย่าให้เข้ากัน นำ�ไปปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g 

เป็นเวลา 15 วินาที หากได้ผลลบ ให้หยดเซลล์ 

Coombs control cells 1 หยด ลงในหลอดที่ให้ผลลบ 

ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1000 × g เป็นเวลา 15 วินาที 

และบันทึกผล

4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติเป็นการวิเคราะห์

ข้อมูลสถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistical 

analysis) และคำ�นวณเพื่อหาค่าร้อยละ โดยใช้

โปรแกรม Microsoft Office Excel 2013

ผลการวิิจััย

1. ผลการตรวจหมู่เลือด ABO ด้วยวิธีหลอด

ทดลองมาตรฐาน

ผลตรวจหมู่เลือด ABO พบหมู่เลือด O  

มากที่สุด จำ�นวน 32 ราย (ร้อยละ 39.50) รองลงมา

คือ หมู่เลือด B จำ�นวน 26 ราย (ร้อยละ 32.10)  

หมู่เลือด A จำ�นวน 13 ราย (ร้อยละ 16.05) หมู่เลือด 

AB จำ�นวน 4 ราย (ร้อยละ 4.94) และรายงานผล

หมู่เลือด ABO ไม่ได้ จำ�นวน 6 ราย (ร้อยละ 7.41) 

ตามลำ�ดับ (Table 1)

2. ผลการตรวจหมู่เลือด Rh(D) ด้วยวิธีหลอด

ทดลองมาตรฐาน

ผลตรวจหมู่เลือด Rh(D) พบหมู่เลือด 

Rh(D) positive จำ�นวน 80 ราย (ร้อยละ 98.77) 

หมู่เลือด Rh(D) negative จำ�นวน 1 ราย (ร้อยละ 

1.23) และหมู่เลือด weak D positive จำ�นวน 0 ราย 

(ร้อยละ 0.00) (Table 1)

3. ผลการตรวจกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง

การตรวจคัดกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือด

แดง พบผลการตรวจคัดกรองเป็นลบจำ�นวน 79 ราย 

(ร้อยละ 97.53) และเป็นบวกจำ�นวน 2 ราย (ร้อยละ 

2.47) (Table 1)

ABO blood group Rh(D) type Antibody screening

No. of samples detected 

(%)

No. of samples detected 

(%)

No. of samples detected 

(%)

A B AB O Unreported Positive Negative Weak D Negative Positive

13 

(16.05)

26

(32.10)

4 

(4.94)

32

(39.50)

6 

(7.41)

80

(98.77)

1

(1.23)

0

(0.00)

79 

(97.53)

2

(2.47)

81 (100.00) 81 (100.00) 81 (100.00)

Table 1 The results of the ABO blood grouping, Rh(D) typing and antibody screening by the  

	 conventional tube technique
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4. ผลการตรวจ direct antiglobulin test

การตรวจ direct antiglobulin test พบผล

การตรวจเป็นลบ จำ�นวน 81 ราย (ร้อยละ 100) และ

เป็นบวก จำ�นวน 0 ราย (ร้อยละ 0.00) (Table 2)

Table 2 	The results of direct antiglobulin test by the conventional tube technique

Direct antiglobulin test No. of samples detected (%)

Negative 81 (100.00)

Positive 0 (0.00)

Total 81 (100.00)

วิิจารณ์์
การตรวจหาแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง 

จากซีรัมท่ีเหลือของผู้ป่วยท่ีขอรับเลือดครั้งแรกโดย 

ถ้าเป็นเพศหญิงต้องไม่เคยมีประวัติการตั้งครรภ์ใน 

โรงพยาบาลแกลง จังหวัดระยอง ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม 

ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2561 จำ�นวนทั้งหมด 81 ราย 

ซึ่งตามมาตรฐานการปฏิบัติงานของงานธนาคารเลือด

ของโรงพยาบาลแกลงกำ�หนดให้มีการเก็บส่ิงส่งตรวจ

เปน็เวลา 14 วัน หลงัจากการสง่ตรวจทางงานธนาคาร

เลือด แต่เนื่องจากมีความจำ�เป็นในการขอรับรอง

จริยธรรมงานวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร  

เลขท่ีใบรับรอง (COA) 478/2018 ลงวันท่ีรับรอง  

14 กันยายน พ.ศ. 2561 ทำ�ให้ต้องเก็บสิ่งส่งตรวจ 

ไว้นานกว่า 14 วัน แล้วจึงสามารถนำ�สิ่งส่งตรวจมาใช้

ในการศึกษาครั้งนี้ได้

ผลการตรวจหมู่เลือด ABO พบหมู่เลือด O 

มากที่สุด (ร้อยละ 39.50) รองลงมา ได้แก่ หมู่เลือด 

B (ร้อยละ 32.10) หมู่เลือด A (ร้อยละ 16.05)  

หมู่เลือด AB (ร้อยละ 4.94) และรายงานผลหมู่เลือด 

ABO ไม่ได้ (ร้อยละ 7.41) เนื่องจากปริมาณซีรัมไม่

เพียงพอสำ�หรับตรวจแอนติบอดีในซีรัม ซึ่งผลตรวจ

แอนติบอดีในซีรัมอาจให้ปฏิกิริยาไม่สอดคล้องกับ 

ผลตรวจแอนตเิจนบนเมด็เลอืดแดง (ABO discrep-

ancy) และไม่มีข้อมูลหมู่เลือด ABO เนื่องจากไม่ได้

ขอความอนุเคราะห์การเก็บข้อมูลนี้ ผลการตรวจ 

หมู่เลือด ABO ในงานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัย

ในปี พ.ศ. 2560 ของพูนทรัพย์ ผลาขจรศักดิ์ และ

ปารียา สมศักดิ์ ที่ได้ตรวจหมู่เลือด ABO ในหญิง 

ตั้งครรภ์ จำ�นวนทั้งหมด 300 ราย พบหมู่เลือด O 

มากที่สุด (ร้อยละ 50.00) รองลงมา ได้แก่ หมู่เลือด 

B (ร้อยละ 28.00) หมู่เลือด A (ร้อยละ 18.67) และ

หมู่เลือด AB (ร้อยละ 3.33)(7)

การตรวจหมู่เลือด Rh(D) จำ�นวนทั้งหมด 

81 ราย ตรวจพบหมู่เลือด Rh(D) positive 80 ราย 

(ร้อยละ 98.77) หมู่เลือด Rh(D) negative 1 ราย 

(ร้อยละ 1.23) ซึ่งการพบร้อยละของ Rh(D)  

negative ในอัตราสูงกว่างานวิจัยในปี พ.ศ. 2560 

ของพูนทรัพย์ ผลาขจรศักดิ์ และปารียา สมศักดิ์  

ท่ีพบหมู่เลือด Rh(D) negative จำ�นวน 0 ราย  

(ร้อยละ 0.00)(7) อาจเกิดจากไม่ได้ตรวจยืนยัน 

Rh(D) negative โดยใช้น้ำ�ยาอย่างน้อย 2 บริษัท  

ซึ่งจะมีความไว ความแรง และความจำ�เพาะต่อ

แอนติเจนที่แตกต่างกัน ดังบทความพิเศษของอรฤดี 

ขันติสิทธิพร ในปี พ.ศ. 2558(8) และไม่พบ weak D 

positive ในกลุ่มผู้ป่วยที่ศึกษาครั้งนี้ (ร้อยละ 0.00)

การตรวจกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง

ของผู้ป่วยที่ขอรับเลือดครั้งแรกโดยถ้าเป็นเพศหญิง

ต้องไม่เคยมีประวัติการตั้งครรภ์ คาดว่าจะพบ
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แอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงท่ีไม่คาดหวัง (unex-

pected antibody) ชนิดอิมมูโนโกลบูลินเอ็ม  

(Immunoglobulin M, IgM) ซึ่งสร้างข้ึนตาม

ธรรมชาต ิโดยอาจเกิดการกระตุน้จากสารทีม่โีครงสรา้ง

คล้ายแอนติเจนของหมู่เลือด ได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย พืช 

ละอองเรณู เป็นต้น(1) ผลการตรวจกรองแอนติบอดี

ต่อเม็ดเลือดแดงพบแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดง 

เป็นบวก 2 ราย (ร้อยละ 2.47) เม่ือเปรียบเทียบ

ปฏิกิรยิาทีเ่กิดข้ึนกับแอนตเิจนท่ีอยูบ่นเซลลเ์มด็เลอืด

แดงหมู่เลือด O ชนิดที่ 1 เพื่อตรวจกรองแอนติบอดี 

และเซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่เลือด O ชนิดที่ 2 เพื่อตรวจ 

กรองแอนติบอดี พบว่าผู้ป่วยรายท่ี 1 ให้ผลบวกกับ 

เซลลเ์มด็เลือดแดงหมูเ่ลอืด O ชนดิท่ี 1 เพือ่ตรวจกรอง 

แอนติบอดี ระดับปฏิกิริยา 1+ ที่อุณหภูมิห้องเท่านั้น 

ซึ่งคาดว่าเป็นแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลินเอ็ม  

ท่ีทำ�ปฏิกิริยาได้ท่ีอุณหภูมิห้อง และผู้ป่วยรายท่ี 2  

ให้ผลบวกกับทั้งเซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่เลือด O ชนิด

ที่ 1 เพื่อตรวจกรองแอนติบอดี และเซลล์เม็ดเลือด

แดงหมู่เลือด O ชนิดที่ 2 เพื่อตรวจกรองแอนติบอดี 

ระดับปฏิกิริยา 1+ ที่อุณหภูมิห้อง และระดับปฏิกิริยา 

1+ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งคาดว่าเป็น

แอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลินเอ็ม ที่ทำ�ปฏิกิริยาได้ 

ท่ีอุณหภูมิห้องจนถึงอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

โดยที่แอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลินเอ็ม สามารถ

เป็นสาเหตุให้ผู้ป่วยเกิดปฏิกิริยาเม็ดเลือดแดงแตก

หลังรับเลือดแบบเฉียบพลัน (acute hemolytic 

transfusion reaction, AHTR) หรือเกิดปฏิกิริยา

เม็ดเลือดแดงแตกหลังรับเลือดแบบไม่เฉียบพลัน 

(delayed hemolytic transfusion reaction, 

DHTR)(1) โดยแอนติบอดีท่ีเป็นไปได้ในผู้ป่วยท้ัง  

2 ราย ได้แก่ แอนติบอดีต่อหมู่เลือดระบบ MN เช่น 

anti-M(9-10) และ anti-N(11) หมู่เลือดระบบ P เช่น 

anti-P(12) หรือหมู่เลือดระบบ Lewis โดยจากงาน

วิจัยในปี พ.ศ. 2557 ของศจิกา ปลั่งกลาง และยุพา 

เอือ้วจิติรอรณุ ซึง่ตรวจหาแอนตบิอดตีอ่เมด็เลือดแดง

ในผู้บริจาคโลหิตพบ anti-P
1
 มากที่สุด (ร้อยละ 30) 

และ anti-Lea มากทีสุ่ด (รอ้ยละ 30) รองลงมา ไดแ้ก่ 

anti-Mia (ร้อยละ 10) และ anti-Leb (ร้อยละ 7.5)(13)

อุบัติการณ์ของหมู่เลือด ABO หมู่เลือด 

Rh(D) และแอนตบิอดตีอ่เมด็เลอืดแดง มคีา่แตกตา่ง

กันขึน้กับกลุม่ประชากรในแตล่ะพืน้ท่ีท่ีศกึษา(1) รวมทัง้

วิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการ โดยในปี พ.ศ. 2556 

งานวิจัยของกัญญา ดาวสี และยุพา เอ้ือวิจิตรอรุณ 

พบว่าวิธีหลอดทดลองมาตรฐานมีความไวในการ 

ตรวจจับแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลินเอ็มสูงกว่า 

วิธีเจล เพราะวิธีหลอดทดลองมาตรฐานทดสอบ

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

และขั้นตอน antihuman globulin จึงสามารถตรวจ

หาแอนตบิอดีไดท้ั้งชนดิอมิมโูนโกลบลูนิเอม็ และชนดิ

อิมมูโนโกลบูลินจี (immunoglobulin G, IgG)  

ส่วนวิธีเจลทดสอบปฏิกิริยาที่ข้ันตอน antihuman 

globulin เพยีงข้ันตอนเดยีว เพือ่ตรวจหาแอนตบิอดี

ชนิดอิมมูโนโกลบูลินจีเท่านั้น(14) ดังนั้นในการศึกษานี้ 

จึงได้ใช้การตรวจทางห้องปฏิบัติการด้วยวิธีหลอด

ทดลองมาตรฐานซึ่งมีข้อดีในการตรวจหาแอนติบอดี

ได้ท้ังชนิดอิมมูโนโกลบูลินเอ็มและชนิดอิมมูโนโกล- 

บูลินจี

ตามมาตรฐานธนาคารเลือดและงานบริการ

โลหิต พ.ศ. 2558 ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ(15) 

และคู่มือปฏิบัติงานวิทยาศาสตร์การบริการโลหิตของ

สภาเทคนิคการแพทย์ พ.ศ. 2561(16) ในกรณีผู้ป่วย

ให้ผลการตรวจกรองแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงเป็น

บวก ต้องตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีต่อเม็ดเลือด

แดง (antibody identification) แต่เนื่องจากในงาน

วิจัยนี้ผู้ป่วย 2 ราย ที่ให้ผลการตรวจกรองแอนติบอดี

ต่อเม็ดเลือดแดงเป็นบวกมีปริมาณซีรัมไม่เพียงพอ 

ทำ�ให้ ไม่สามารถตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีต่อ 

เม็ดเลือดแดงได้ และไม่มีข้อมูลชนิดของแอนติบอดี



เชิดชาย แซ่ฮ่วน และคณะ8024

ต่อเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วย 2 ราย เนื่องจากไม่ได้ 

ขอความอนุเคราะห์ในการเก็บข้อมูลนี้ ในกรณีผู้ป่วย 

ท่ีขอรบัเลือดครัง้แรกโดยถ้าเปน็เพศหญิงตอ้งไมเ่คยมี

ประวัติการตั้งครรภ์ ในโรงพยาบาลแกลง จังหวัด

ระยอง ท่ีใหผ้ลการตรวจกรองแอนตบิอดตีอ่เมด็เลอืด

แดงเป็นบวก ต้องตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีต่อ

เม็ดเลือดแดง และยืนยันด้วยการหาแอนติเจนบน 

เมด็เลอืดแดง (antigen typing) เพือ่การสำ�รองเลือด 

ผูบ้รจิาคท่ีมหีมูเ่ลอืด ABO ท่ีตรงกัน หมูเ่ลอืด Rh(D) 

ท่ีตรงกัน และไม่มีแอนติเจนตรงกับแอนติบอดีต่อ 

เมด็เลือดแดงท่ีสรา้งข้ึน เพือ่ใหผู้ร้บัเลอืดมคีวามมัน่ใจ

ในการรับเลือดที่ปลอดภัย

การตรวจ direct antiglobulin test ที่ให้ 

ผลเปน็บวกอาจเกีย่วขอ้งกบัภาวะโลหติจางทีเ่กดิจาก

การสร้างแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดแดงของตนเอง  

(autoimmune hemolytic anemia, AIHA)(1) ดังนั้น 

ผู้วิจัยจึงสนใจ และได้ตรวจในกลุ่มผู้ป่วยท่ีศึกษาครั้งนี้ 

ซึง่จากการตรวจ direct antiglobulin test ใหผ้ลตรวจ

เป็นลบ 81 ราย (ร้อยละ 100) และเป็นบวก 0 ราย 

(ร้อยละ 0.00) แสดงว่าไม่พบแอนติบอดีจับอยู่ 

บนเม็ดเลือดแดงในร่างกายของผู้ป่วยทุกราย หรือ 

ผู้ป่วยทุกรายไม่พบคอมพลีเมนท์จับอยู่บนเม็ดเลือด

แดงในร่างกาย โดยจากบทบรรณาธิการในปี พ.ศ. 

2561 ของ ปาริชาติ เพิ่มพิกุล สรุปว่าผู้บริจาคโลหิต

ให้ผลการตรวจ direct antiglobulin test เป็น 

บวกร้อยละ 0.007-0.01 หรืออัตรา 1:1,000 ถึง 

1:14,000(17)

สรุุป
การศึกษานำ�ร่องในผู้ป่วยท่ีขอรับเลือด 

ครั้งแรกโดยถ้าเป็นเพศหญิงต้องไม่เคยมีประวัติการ

ตั้งครรภ์ ในโรงพยาบาลแกลง จังหวัดระยอง ตั้งแต่

เดือนกรกฎาคม ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ. 2561 จำ�นวน 

81 ราย พบอุบัติการณ์ของหมู่เลือด O มากท่ีสุด 

(ร้อยละ 39.50) หมู่เลือด B (ร้อยละ 32.10) 

หมู่เลือด A (ร้อยละ 16.05) หมู่เลือด AB (ร้อยละ 

4.94) และรายงานผลหมู่เลือด ABO ไม่ได้ (ร้อยละ 

7.41) อุบัติการณ์ของหมู่เลือด Rh(D) positive  

มากที่สุด (ร้อยละ 98.77) หมู่เลือด Rh(D) negative 

(ร้อยละ 1.23) และหมู่เลือด weak D positive  

(รอ้ยละ 0.00) อบุตักิารณ์ของแอนตบิอดตีอ่เมด็เลอืด

แดงร้อยละ 2.47 และอุบัติการณ์ของแอนติบอดีท่ี 

จับอยู่บนเม็ดเลือดแดงร้อยละ 0.00
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Abstract
Autoantibodies might be undetected in some autoimmune-suspected patients, by both 

antinuclear antibodies (ANAs) screening test and specific antibodies detection. This work aimed 

to evaluate the proportion of negative ANA nuclear results and to study the detection rates and 

types of specific antibodies detected, along with the clinical diagnosis of these patients. The 

laboratory records of patients in Khon Kaen Hospital who were suspected of autoimmune  

rheumatic diseases (ARDs) by clinicians and underwent ANA test using indirect immunofluo-

rescence assay (IFA) and specific antibody detection by line immunoblot assay (LIA) were  

reviewed. The retrospective data were collected and investigated from 2017-2020 and the patients 

with negative ANA nuclear pattern were selected for analysis of clinical diagnosis. The data were 

analyzed using descriptive statistics, chi-square test or Fisher’s exact test. Out of 1,002 cases of 

serum samples, 127 (12.7%) were found with negative nuclear pattern of ANA. In this group, 

positive cytoplasmic staining patterns could suggest the tendency of specific antibodies detection 

(p < 0.001), that is, from 16.5% (21/127) positive cases, 61.9% (13/21) were found with specific 
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antibodies, while in the remaining 83.5% (106/127) negative cases, only 14.2% (15/106) were  

detected. This is also true for the tendency of diagnosis as ARD (p = 0.001), that is, the positive 

cytoplasmic cases were diagnosed as ARD by 71.4% (15/21), compared to only 32.1% (34/106) 

for the negative cases. However, positive mitotic staining patterns could not suggest such  

tendencies. When at least one cytoplasmic pattern was positive, detection of specific antibodies 

led to higher proportion of ARD diagnosis, i.e., from 71.4% (15/21) with only ANA considered 

to 92.3% (12/13) when specific antibodies were also detected. The most frequent specific  

antibodies detected were anti-Ro52 (73.3%; 11/15) and anti-SSA (40.0%; 6/15), mostly with 

high intensity. In contrast, when cytoplasmic patterns were negative, proportions of ARD were 

similar whether specific antibodies were detected or not, i.e., 33.3% (5/15) when detected, and 

31.9% (29/91) when not, suggesting that specific antibodies detection could not distinguish  

between ARD and non-ARD clearly in this case. Additionally, intensity of specific antibodies 

found in non-ARD was likely low. The most frequently found disease in patients with negative 

nuclear pattern of ANA was SLE. The investigation suggested that positive cytoplasmic patterns 

together with specific antibodies detection were more likely to lead to SLE diagnosis than in the 

other groups (30.8%; 4/13). However, cases of SLE were too few to be statistically concluded. 

In conclusion, when the result of ANA screening test is negative for nuclear patterns, positive 

cytoplasmic patterns can help suggest ARD when combined with specific antibodies detection. 

Patient clinical symptoms should also be considered altogether. 

Keywords: Autoimmune rheumatic disease, Indirect immunofluorescence assay, Negative ANA 

 		  nuclear pattern, Specific antibody
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สัดส่วนของผู้ป่วยที่มีผลเป็นลบต่อ Nuclear Pattern  
ของการตรวจ Antinuclear Antibody และลักษณะ 

ของแอนติบอดีจำ�เพาะที่ตรวจพบ

วิศันสนีย์ การุญบุญญานันท์1* กิตติกร ดวงกำ�2 พิมพ์ชนก ตันติวงส์2 สรัสวันต์ คณานุรักษ์3 
มนสิตา ตันยะ4 วิญญู วงศ์ประทุม5 และ วรายุวดี อมรภิญโญ6

1กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น
2หน่วยโรคข้อและรูมาติสซั่ม กลุ่มงานอายุรกรรม โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น

3หน่วยโรคไต กลุ่มงานอายุรกรรม โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น
4หน่วยโรคข้อและรูมาติสซั่ม กลุ่มงานกุมารเวชกรรม โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น

5กลุ่มวิชาภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก สายวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น
6หน่วยผิวหนัง กลุ่มงานอายุรกรรม โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น

บทคััดย่่อ
ผู้ป่วยท่ีมีอาการทางคลินิกเข้าข่ายเป็นโรคภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองบางส่วนอาจตรวจไม่พบ

แอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง ทั้งในการตรวจคัดกรอง antinuclear antibody (ANA) และการตรวจ

แอนติบอดีจำ�เพาะ การศึกษานี้ต้องการประมาณสัดส่วนของผลตรวจ ANA ที่เป็นลบในนิวเคลียส และ

ศกึษาอตัราการตรวจพบและชนดิของแอนติบอดีจำ�เพาะ รวมทัง้ผลการวนิจิฉัยโรคทางคลนิิก โดยสบืคน้

ผลตรวจทางห้องปฏิบัติการย้อนหลังของผู้ป่วยในโรงพยาบาลขอนแก่นที่แพทย์สงสัยภาวะภูมิต้านทาน

เนือ้เยือ่ตนเองและส่งตรวจ ANA ด้วยวธีิอนิไดเรคอมิมูโนฟลอูอเรสเซนซ์ และตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะ

ด้วยวิธี line immunoblot assay (LIA) ในช่วง พ.ศ. 2560-2563 และสืบค้นเวชระเบียนเฉพาะของ 

ผู้ป่วยที่มีผลการตรวจ ANA เป็นลบในนิวเคลียส เพื่อรวบรวมผลการวินิจฉัยโรค วิเคราะห์ข้อมูลโดย

ใช้สถิติเชิงพรรณนา สถิติ chi-square test หรือ Fisher’s exact test ผลการศึกษาพบว่า จากตัวอย่าง 

ซีรัมผู้ป่วย 1,002 ราย มีผล ANA เป็นลบในนิวเคลียส 127 ราย (ร้อยละ 12.7) ซึ่งในกลุ่มนี้การติดสีใน 

ไซโทพลาสซึมสามารถบ่งชี้แนวโน้มการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะได้ (p < 0.001) โดยในร้อยละ 16.5 

(21/127) ที่ติดสี พบแอนติบอดีจำ�เพาะถึงร้อยละ 61.9 (13/21) ในขณะที่อีกร้อยละ 83.5 (106/127)  

ท่ี ไม่ติดสี พบแอนติบอดีจำ�เพาะเพียงร้อยละ 14.2 (15/106) และการติดสีในไซโทพลาสซึม 

ยังสามารถบ่งชี้แนวโน้มการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วยโรคภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง (p = 0.001) ได้อีกด้วย 

โดยในกลุ่มที่ติดสีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคกลุ่มนี้ถึงร้อยละ 71.4 (15/21) ในขณะที่กลุ่มที่ไม่ติดสีพบ

เพยีงรอ้ยละ 32.1 (34/106) แต่การติดสใีนไมโทติกเซลล์ไม่สามารถบง่ชีแ้นวโนม้ท้ังสองได้ เม่ือพจิารณา
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การติดสใีนไซโทพลาสซึมรว่มกบัการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ พบวา่ ในกลุม่ท่ีติดสใีนไซโทพลาสซึม 

การตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะด้วยนำ�ไปสู่การวนิิจฉัยวา่เปน็โรคภูมิต้านทานเน้ือเยือ่ตนเองในสดัสว่นท่ี

สูงขึ้น คือจากร้อยละ 71.4 (15/21) เมื่อดูเฉพาะผล ANA เป็นร้อยละ 92.3 (12/13) เมื่อพบแอนติบอดี

จำ�เพาะด้วย ซึ่งแอนติบอดีจำ�เพาะที่ตรวจพบมากที่สุด ได้แก่ anti-Ro52 พบร้อยละ 73.3 (11/15) และ 

anti-SSA พบร้อยละ 40.0 (6/15) และส่วนใหญ่มีความเข้มสูง สำ�หรับกลุ่มที่ไม่ติดสีในไซโทพลาสซึม 

มีสดัส่วนของผู้ปว่ยท่ีเปน็โรคภูมิต้านทานเน้ือเยือ่ตนเองใกลเ้คยีงกนัท้ังในกลุม่ท่ีพบและไม่พบแอนติบอดี

จำ�เพาะ คือร้อยละ 33.3 (5/15) ในกลุ่มที่พบ และร้อยละ 31.9 (29/91) ในกลุ่มที่ไม่พบ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า 

การตรวจพบหรือไม่พบแอนติบอดีจำ�เพาะในกลุ่มท่ีไม่ติดสีในไซโทพลาสซึมอาจไม่ช่วยแบ่งแยก 

ผู้ป่วยที่เป็นและไม่เป็นโรคภูมิต้านทานเน้ือเยื่อตนเองให้ชัดเจนขึ้นได้ โดยความเข้มของแอนติบอดี

จำ�เพาะท่ีพบในผู้ป่วยท่ีไม่ใช่โรคภูมิต้านทานเน้ือเยื่อตนเองส่วนใหญ่มีระดับต่ำ� โรคท่ีพบมากท่ีสุดใน 

ผู้ป่วยท่ีมีผล ANA เป็นลบในนิวเคลียส คือ SLE ซ่ึงการติดสีในไซโทพลาสซึมและการตรวจพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะมีโอกาสนำ�ไปสู่การวินิจฉัยว่าเป็น SLE ได้มากกว่ากลุ่มอื่น (ร้อยละ 30.8; 4/13) แต่

จำ�นวนท่ีตรวจพบยงัน้อยเกนิกวา่จะสรปุในทางสถติิได้ จากผลการศกึษาน้ีสรปุได้วา่ ในการตรวจคดักรอง 

ANA ท่ีได้ผลเป็นลบในนิวเคลียส การติดสีในไซโทพลาสซึมเป็นองค์ประกอบหน่ึงท่ีช่วยบ่งช้ีโรค 

ภูมิต้านทานเน้ือเยือ่ตนเองได้เม่ือใช้ประกอบกบัการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ โดยควรพจิารณาอาการ

ทางคลินิกของผู้ป่วยร่วมด้วย

คำ�สำ�คัญ:	 โรคภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง วิธีอินไดเรคอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ แอนตินิวเคลียร์แอนติบอด ี

			  เป็นลบในนิวเคลียส แอนติบอดีจำ�เพาะ
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บทนำำ�
การตรวจแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง (auto-

antibody) ด้วยการตรวจ antinuclear antibodies 

(ANAs) เป็นการตรวจคัดกรองทางห้องปฏิบัติการ

เพื่อช่วยสนับสนุนการวินิจฉัยกลุ่มโรค autoimmune 

rheumatic diseases (ARDs) โดยเฉพาะ  

systemic autoimmune diseases รวมท้ัง 

โรคท่ีเก่ียวข้องกับการอักเสบของเนื้อเยื่อเก่ียวพัน  

(connective tissue diseases; CTDs) ได้แก่  

systemic lupus erythematosus (SLE), Sjögren’s 
syndrome (SS), systemic sclerosis (SSC), 

polymyositis/dermatomyositis และ mixed  

connective tissue disease (MCTD) เป็นต้น(1) 

โดยปัจจุบัน The American College of  

Rheumatology (ACR) ไดแ้นะนำ�วา่การตรวจ ANA 

ดว้ยวิธ ีindirect immunofluorescence assay (IFA) 

ยงัคงเปน็วธิมีาตรฐานในการตรวจคดักรองแอนตบิอดี

ต่อเซลล์ตนเอง(2) 

การรายงานผลการตรวจ ANA ประกอบด้วย

รูปแบบของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ในนิวเคลียส 

(nuclear pattern) ในไซโทพลาสซึม (cytoplasmic 

pattern) และในไมโทติกเซลล์ (mitotic pattern) 

โดยแต่ละรูปแบบมีความสัมพันธ์กับแอนติเจนท่ี

จำ�เพาะ รวมท้ังมีความเก่ียวข้องกับโรคภูมิต้านทาน

เนื้อเยื่อตนเองหลายๆ ชนิด(3) จากท่ีประชุม The 

international consensus on ANA patterns 

(ICAP) workshop ครั้งที่ 2 ในปี พ.ศ. 2558 ได้มี

การทบทวนข้อตกลงร่วมกันในการรายงานผล ANA 

ด้วยหลักการ IFA โดยแนะนำ�ว่าควรประกอบด้วย 3 

ส่วน ได้แก่ ชนิดของวิธีทดสอบ ผลการตรวจ ANA 

ท่ีควรระบุว่าให้ผลเป็นบวกหรือลบ และรายงาน 

รูปแบบของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ หรือ ANA  

patterns ตามด้วยระดับของแอนติบอดีในรูปแบบ 

ไตเตอร ์หรอืระดบัความเข้มของการตดิสฟีลูออเรสเซนซ ์

(fluorescence intensity) โดยควรมีข้อเสนอแนะ

ของผลการตรวจ ANA กับความสัมพันธ์ของการ

ตรวจพบแอนตบิอดตีอ่แอนตเิจนทีจ่ำ�เพาะ (specific 

antibody) ในโรคที่เกี่ยวข้อง(4) 

โดยปกติเมื่อตรวจพบ nuclear pattern ก็

จะรายงานผล ANA เป็นบวก แต่ในกรณีท่ีไม่พบ 

nuclear pattern ยังไม่มีข้อสรุปว่าควรรายงานผล 

ANA เป็นบวกหรือลบหากตรวจพบ cytoplasmic 

pattern หรือ mitotic pattern แม้จะเป็นท่ีเข้าใจ 

ร่วมกันว่าการติดสีทั้งสองแบบนี้ภายในเซลล์มีความ

เก่ียวข้องกับอาการทางคลินิกของโรคบางชนิด และ

เป็นสิง่ที่ไมค่วรมองข้าม(4, 5)
 อยา่งไรก็ตาม มข้ีอเสนอแนะ 

ระดับนานาชาติสำ�หรับการตรวจแอนติบอดีต่อเซลล์

ตนเองว่านอกเหนือจากการรายงาน nuclear pattern 

ควรรายงานชนิดของ cytoplasmic pattern และ 

mitotic pattern ร่วมด้วย และในกรณีที่ ANA ให้

ผลเป็นบวก (โดยไม่ได้ลงรายละเอียดว่านับการตรวจ

พบ cytoplasmic pattern หรือ mitotic pattern  

ในกรณีท่ีไม่พบ nuclear pattern ด้วยหรือไม่) 

ให้ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีที่มีความจำ�เพาะสำ�หรับ 

extractable nuclear antigens (ENAs) ซึ่งเป็นการ

ตรวจหาแอนติบอดีจำ�เพาะ(6) โดยแอนติบอดีต่อ  

ENA แตล่ะชนดิ (anti-ENA) ไดแ้ก่ anti-nRNP/Sm, 

anti-Sm, anti-SSA, anti-Ro52, anti-SSB, anti-

Scl70 และ anti-Centromere เป็นต้น นอกจากนี้ 

ยังมีแอนติบอดีต่อแอนติเจนชนิดอื่นในส่วนของ

นิวเคลียส เช่น anti-dsDNA, anti-histones และ 

anti-nucleosomes แอนตบิอดตีอ่แอนตเิจนในไซโท-

พลาสซึม เช่น anti-Jo1 และ anti-RIB-P และ

แอนติบอดีต่อไมโทติกเซลล์หรือเซลล์ระยะแบ่งตัว  

ซึ่งแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเองเหล่านี้มีรายงานการ

ตรวจพบและสัมพันธ์กับโรค CTD หลายชนิด(7) 

 จากแนวทางปฏิบตัิในการตรวจวนิจิฉยัทาง

ห้องปฏิบัติการสำ�หรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเซลล์
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ตนเอง ได้ระบุให้ตรวจ ANA เฉพาะในผู้ป่วยที่มี

อาการทางคลินิกซึ่งสงสัยกลุ่มโรค ARD และควร

ตรวจ antinuclear specific antibody เฉพาะใน 

ผู้ป่วยที่มีผลตรวจ ANA ด้วยวิธี IFA เป็นบวก หรือ

มีอาการทางคลินิกของโรค ARD ชัดเจนแม้จะมีผล 

ANA เปน็ลบ(8) โดยจากการศกึษาของ Pollock และ

คณะ ในปี พ.ศ. 2542 ได้รายงานผลตรวจ anti-SSA 

ซึง่เปน็หนึง่ใน anti-ENA ทีม่กัจะไมม่ ีANA pattern 

ปรากฏให้เห็นในการย้อมด้วยวิธี IFA โดยตัวอย่าง 

ซีรัมที่ตรวจพบ anti-SSA เมื่อตรวจ ANA ด้วยวิธี 

IFA โดยใช้ HEp-2 cells เปน็แอนตเิจน ใหผ้ล ANA 

เป็นลบถึงร้อยละ 6 ซึ่งแสดงว่าการตรวจคัดกรอง 

ANA ท่ีใหผ้ลเปน็ลบไม่ไดห้มายความว่าผูป้ว่ยจะไมม่ี

แอนตบิอดจีำ�เพาะ(9) โดยเฉพาะกลุม่ ARD บางชนดิ 

เช่น SLE, polymyositis และ rheumatoid  

arthritis ที่เมื่อตรวจ ANA โดยใช้ HEp-2 cells 

หรือ HEp-2000 cells เป็นแอนติเจน และได้ผล 

เป็นลบ ก็สามารถตรวจพบ anti-ENA บางชนิดที่มี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคได้(10) 

ในปี พ.ศ. 2562 The European League 

Against Rheumatism (EULAR) และ ACR ได้

ปรับเกณฑ์การจำ�แนกชนิดของโรค SLE โดยกำ�หนด

ให้การตรวจ ANA ด้วยวิธี IFA โดยใช้ HEp-2 cells 

ที่มีผลเป็นบวกและไตเตอร์มากกว่าหรือเท่ากับ 1:80 

เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาเข้าสู่กระบวนการวินิจฉัย

โรค SLE (entry criterion) โดยพิจารณาร่วมกับผล

ตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยาและอาการทางคลินิก(11) 

อย่างไรก็ตาม หลายการศึกษาก่อนหน้านี้ได้รายงาน 

ผู้ป่วย SLE ที่มีผลตรวจคัดกรอง ANA ด้วยวิธี IFA 

เปน็ลบ แตต่รวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะ เชน่ Maraina 

และคณะ ได้รายงานการพบผู้ป่วย ANA negative 

SLE ที่มีอาการทางคลินิกของโรค SLE ชัดเจน แต่

ตรวจพบ anti-SSA(12) Sugisaki และคณะ รายงาน

ผู้ป่วย SLE ที่เป็น Lupus nephritis ซึ่งมี ANA 

เปน็ลบ แตต่รวจพบ cytoplasmic specific antibody 

ชนิด anti-Ribosomal P protein (anti-RIB-P)(13) 

Song และคณะ รายงานผู้ป่วย SLE 15 ราย ที่มี 

ผลตรวจ ANA เป็นลบ โดยมีบางส่วนท่ีตรวจพบ 

anti-SSA และ/หรือ anti-SSB รวมทั้งกลุ่มที่มีผล 

anti-ENA เป็นลบ(14) โดยผู้ป่วย SLE ท่ีเป็น  

seronegative lupus nephritis ก็มีรายงานพบว่า 

มีผลตรวจ ANA และ anti-ENA เป็นลบ(15, 16) 

นอกจากนี้ Chander และคณะ ได้รายงานผู้ป่วยที่ได้

รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค systemic sclerosis ซึ่ง 

มีอาการทางคลินิกที่ชัดเจนโดยอ้างอิงตาม ACR/

EULAR score สำ�หรบัโรค systemic sclerosis โดย 

พบว่าผู้ป่วยมีผลตรวจ ANA, anti-Scl70 และ  

anti-centromere เป็นลบ(17) 

จากข้อมลูดงักลา่วจะเหน็ว่าผูป้ว่ยท่ีมอีาการ

ทางคลินิกของ ARD โดยเฉพาะ SLE บางส่วนอาจ

ตรวจไม่พบแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง ท้ังการตรวจ

คดักรอง ANA ดว้ยวิธ ีIFA และการตรวจแอนตบิอดี

จำ�เพาะ อีกท้ังยังเป็นข้อมูลรายงานการพบผู้ป่วย  

ซึ่งเป็น case report ยังไม่ทราบถึงสัดส่วนของการ

ตรวจพบ ANA ที่ให้ผลเป็นลบในส่วนของนิวเคลียส 

และการตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะแตล่ะชนดิสำ�หรบั

ผู้ป่วยท่ีสงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองชนิด

อื่นๆ ที่อาจเป็นผู้ป่วย ARD หรือโรคชนิดอื่นได้

งานวิจัยนี้มี วัตถุประสงค์เพื่อประมาณ

สัดส่วนของ ANA ที่ ให้ผลเป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส ในตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยที่แพทย์สงสัยภาวะ

ภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองและส่งตรวจ ANA และ 

anti-ENA และศกึษาอตัราการตรวจพบและชนดิของ 

แอนติบอดีจำ�เพาะแต่ละชนิด รวมท้ังผลการวินิจฉัย

โรคในผู้ป่วยที่มี ANA เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส 

เพือ่ให้สามารถนำ�ผลการวิเคราะหม์าชว่ยสนบัสนนุการ

วินิจฉัย และการทำ�นายโรคในผู้ป่วยท่ีมีอาการทาง

คลินิกที่สงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง
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วััสดุุและวิิธีีการ
1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

การศึกษานี้มีรูปแบบการวิจัยแบบ retro-

spective descriptive study โดยการสืบค้นข้อมูล

ย้อนหลังของทะเบียนบันทึกผลตรวจวิเคราะห์ทาง

ห้องปฏิบัติการของตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยท่ีแพทย์สงสัย

ภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง และส่งตรวจ ANA 

และ anti-ENA จำ�นวน 1,002 ราย และศึกษาผล

การวนิจิฉยัโรคในผูป้ว่ยทีม่ ีANA เปน็ลบในสว่นของ

นิวเคลียส จากเวชระเบียนของผู้ป่วยโรงพยาบาล

ขอนแก่น ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2560 ถึง 2563 โครงการ 

วิจัยนี้ผ่านการรับรองจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์  

โรงพยาบาลขอนแก่น รหัสโครงการวิจยั KEXP63002

2. การตรวจวิเคราะห์ antinuclear antibodies 

(ANAs)

ตรวจวิเคราะห์ ANA ด้วยวิธี IFA โดยใช้

ชดุน้ำ�ยาสำ�เรจ็รปูยีห่อ้ EUROIMMUN (Germany) 

ซึ่งใช้ซับสเตรตที่เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด human 

laryngo-epithelium cells (HEp-20-10 cells) 

และ primate liver cells (monkey’s liver cells) 

เคลือบบนแผ่นสไลด์ ย้อมสไลด์เพื่อตรวจหา ANA 

โดยเจือจางซีรัมผู้ป่วยเป็น single dilution ที่ 1:100 

ด้วย phosphate buffer saline (PBS)-Tween 20 

ตามข้อแนะนำ�ในเอกสารกำ�กับน้ำ�ยา เติมซีรัมท่ี 

เจอืจางแล้วให้ทำ�ปฏิกิรยิากับซบัสเตรตแอนตเิจน โดย

บ่ม (incubate) ไว้ 30 นาที เพ่ือให้แอนติบอดี 

ท่ีคาดว่าจะมีในซรีมัทำ�ปฏิกริยิากับซบัสเตรตแอนตเิจน

ท่ีเคลือบบนแผ่นสไลด์ แล้วล้างซีรัมส่วนเกินออก  

จากนัน้เตมิน้ำ�ยา fluorescein-labelled anti-human 

IgG (goat) เพื่อติดตามการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนและแอนติบอดี โดยบ่มไว้อีก 30 นาที และ

ล้างส่วนเกินออก ตรวจวิเคราะห์การตดิสฟีลอูอเรสเซนซ ์

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ โดยรายงานผล

เปน็บวกหรอืลบ หากพบการตดิสีก็จำ�แนกชนดิ ANA 

pattern และประเมินระดับความเข้มของการติดสี 

ฟลูออเรสเซนซ์ (fluorescence intensity) จาก  

1+ ถึง 4+ โดยไม่ได้รายงานผลเป็นไตเตอร์

แต่ละสไลด์จะทดสอบตัวอย่างควบคุม

คุณภาพภายใน (internal quality control; IQC)  

ท่ีมีผลเป็นลบและเป็นบวกของ nuclear homoge-

neous pattern ที่มีระดับความเข้มของการติดสีฟลูออ-

เรสเซนซ์ 4+ ควบคู่กันไปด้วย ทั้งนี้เพ่ือทดสอบ

คุณภาพของน้ำ�ยาและกระบวนการย้อม และเพื่อ 

ใช้อ่านเทียบความเข้มของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ 

เปน็การควบคมุความแตกตา่งของการอา่นระดบัความ

เข้มของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ที่ได้จากการย้อม

แต่ละครั้ง 

3. การตรวจวิเคราะห์ anti-extractable nuclear 

antigens (anti-ENAs)

ย้อมแผ่น immunostrip ซึ่ งเคลือบ

แอนตเิจนชนดิ nRNP/Sm, Sm, SSA (Ro), Ro-52, 

SSB (La), Scl-70, Jo-1, centromere B, dsDNA, 

nucleosomes, histones และ RIB-P ตามขั้นตอน

ในเอกสารกำ�กับน้ำ�ยาของชุดน้ำ�ยาสำ�เร็จรูปสำ�หรับ

ตรวจ anti-ENA วธีิ line immunoblot assay (LIA) 

ชนิด EUROLINE ANA Profile 1 (IgG) ยี่ห้อ 

EUROIMMUN (Germany) โดยเจือจางตัวอย่าง 

ซีรัมผู้ป่วยเป็น 1:100 ด้วย sample buffer แล้วบ่ม 

30 นาที เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและ

แอนติบอดีจำ�เพาะท่ีคาดว่าจะมีในซีรัม ล้างซีรัม 

ส่วนเกินออก เติมน้ำ�ยา enzyme conjugate ซึ่งเป็น 

alkaline phosphatase-labelled anti-human IgG 

(goat) โดยบ่มไว้ 30 นาที และล้างส่วนเกินออก  

ข้ันตอนสุดท้ายเติมซับสเตรต ได้แก่ Nitro blue 

tetrazolium chloride/5-Bromo-4-chloro-3- 

indolylphosphate (NBT/BCIP) บ่ม 10 นาที และ
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หยุดปฏิกิริยาด้วยน้ำ�กลั่น ซีรัมผู้ป่วยที่มีแอนติบอดี

จำ�เพาะจะทำ�ปฏิกิริยากับแอนติเจนแต่ละชนิดท่ี

เคลือบไว้บนแผ่น immunostrip และปรากฏแถบสี

ให้เห็น อ่านระดับความเข้มของแถบสีท่ีเกิดข้ึนจาก

ปฏิกิริยาท่ีให้ผลบวก ในรูปแบบกึ่งเชิงปริมาณด้วย

โปรแกรมสำ�เรจ็รปู EUROLineScan โดยรายงานผล

เป็น negative, borderline, positive 1+, positive 

2+ และ positive 3+ (strong positive) ข้อมูลใน

การศึกษานี้ไม่ได้รายงานผลเป็นไตเตอร์

	  

4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ประมาณสัดส่วนของผลตรวจ ANA ที่เป็น

บวกและลบในส่วนของนิวเคลียส ในตัวอย่างซีรัม 

ผู้ป่วยท่ีสงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง เป็น 

ค่าร้อยละ 

จากนั้น ศึกษาเฉพาะกลุ่มที่ผลตรวจ ANA 

เปน็ลบในสว่นของนวิเคลยีส โดยเปรยีบเทียบสดัสว่น

ของผลการตรวจเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 

ผลของการตรวจ ANA การตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะ 

และการวินจิฉัยโดยแพทยว์า่เปน็กลุม่โรค ARD หรอืไม ่

โดยใช้สถิติ chi-square หรือ Fisher’s exact test 

ช่วยในการตัดสิน รวมท้ังประมาณค่าความถ่ีร้อยละ 

ของแอนติบอดีจำ�เพาะแต่ละชนิดท่ีพบ และความถ่ี

ของโรคที่พบในผู้ป่วย

 
ผลการศึึกษา

จากการสืบค้นทะเบียนบันทึกผลตรวจ 

คัดกรอง ANA ด้วยวิธี IFA ในตัวอย่างซีรัมผู้ป่วย 

ท่ีแพทย์สงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองและ 

ส่งตรวจ anti-ENA จำ�นวน 1,002 ราย พบผู้ป่วยที่

มีผล ANA เป็นบวกในส่วนของนิวเคลียส 875 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 87.3 และ ANA เป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส 127 ราย คิดเป็นร้อยละ 12.7 (Table 1)

1. การตรวจวิเคราะห์ ANA

ผู้ป่วยที่มีผล ANA เป็นลบในส่วนของ

นวิเคลียส เมือ่พจิารณาเฉพาะผลการตรวจ cytoplas-

mic pattern หรือ mitotic pattern ที่มีต่อการตรวจ

พบแอนติบอดีจำ�เพาะ และต่อการวินิจฉัยโรคใน 

ผู้ป่วยว่าจัดอยู่ในกลุ่ม ARD หรือไม่ พบว่า กรณี 

ที่ cytoplasmic pattern เป็นบวก มีสัดส่วนการพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะร้อยละ 61.9 (13/21) และเป็น 

ผู้ป่วย ARD ร้อยละ 71.4 (15/21) ขณะที่หากตรวจ

ไม่พบ cytoplasmic pattern มีสัดส่วนการพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะร้อยละ 14.2 (15/106) และเป็น 

ผู้ป่วย ARD ร้อยละ 32.1 (34/106) ซึ่งพบว่า  

cytoplasmic pattern ท่ีเป็นบวกและลบให้ผลการ

ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ และการวินิจฉัยว่าเป็น 

ผู้ป่วย ARD แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ (p <  0.001 

และ p = 0.001 ตามลำ�ดับ) (Table 2)

ส่วน mitotic pattern ท่ีให้ผลเป็นบวก  

มสัีดส่วนการตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะรอ้ยละ 12.5 

(1/8) และเป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 50.0 (4/8)  

ขณะที่กลุ่มที่ตรวจไม่พบ mitotic pattern มีสัดส่วน

การพบแอนตบิอดจีำ�เพาะรอ้ยละ 22.7 (27/119) และ

เป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 37.8 (45/119) ซึ่งพบว่า 

mitotic pattern ทีเ่ปน็บวกและลบให้ผลการตรวจพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะ และการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD 

ไม่แตกต่างกัน (p = 0.684 และ p = 0.710 ตาม

ลำ�ดับ) (Table 2) และเนื่องจากจำ�นวนกลุ่มตัวอย่าง

ท่ีมีผล mitotic pattern เป็นบวกท่ีมีเพียง 8 ราย  

จึงไม่ได้นำ�มาวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป

2. การตรวจวิเคราะห์ ANA ร่วมกับการตรวจ 

Specific Antibody

 ผูป้ว่ยทีม่ผีลตรวจ ANA ทีม่ ีcytoplasmic 

pattern เปน็บวก เมือ่ตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะรว่ม
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ด้วย มีสัดส่วนในการวินิจฉัยว่าเป็น ARD ร้อยละ 
92.3 (12/13) ขณะที่กลุ่มที่ไม่พบแอนติบอดีจำ�เพาะ
มีสัดส่วนในการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 
37.5 (3/8) ส่วนกลุ่มที่มี cytoplasmic pattern เป็น
ลบ ผลการตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะที่เป็นบวกและ 
ลบ มีสัดส่วนการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 
33.3 (5/15) และร้อยละ 31.9 (29/91) ตามลำ�ดับ  
(Table 3)

ในกรณีการวินิจฉัยโรค SLE พบว่า กลุ่มที่
มีสัดส่วนการเป็นผู้ป่วย SLE สูงที่สุดคือกลุ่มที่มีผล 
cytoplasmic pattern เป็นบวกและตรวจพบ
แอนตบิอดจีำ�เพาะร่วมดว้ย โดยเปน็ผูป้ว่ย SLE ร้อยละ 
30.8 (4/13) แต่เนื่องจากจำ�นวนที่ตรวจพบยังน้อย
เกินไปจึงไม่อาจสรุปผลในทางสถิติได้ (Table 3)

3.	 Specific Antibody ที่ตรวจพบ 
การตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะแต่ละชนิด

ในตัวอย่างซีรัมที่มีผล ANA เป็นลบในส่วนของ
นิวเคลียส จำ�แนกตามผลการวินิจฉัยว่าเป็นกลุ่มโรค 
ARD หรือไม่ และตามการตรวจพบ cytoplasmic 
pattern พบวา่ กลุม่ ARD ท่ีม ีcytoplasmic pattern 
เป็นบวก สามารถตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะได้มาก
ที่สุด โดยในกลุ่มนี้ พบ anti-Ro52 ในผู้ป่วยร้อยละ 
73.3 (11/15), พบ anti-SSA ร้อยละ 40.0 (6/15) 
ซึ่งเป็นการพบร่วมกับ anti-Ro52 ทั้งหมด โดยพบ 
anti-Jo1 ร้อยละ 20.0 (3/15) anti-RIB-P ร้อยละ 
13.3 (2/15) และ anti-nRNP/Sm ร้อยละ 6.7 
(1/15) ตามลำ�ดบั โดยมคีวามเขม้ของแถบสีท่ีเกิดขึน้
จากปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกตั้งแต่ระดับ borderline ถึง 
3+ และส่วนใหญ่พบที่ 3+ รองลงมาคือกลุ่ม ARD 
ท่ีม ีcytoplasmic pattern เปน็ลบ โดยพบแอนตบิอดี
จำ�เพาะ ที่มีความเข้มระดับต่ำ�ถึงปานกลาง ส่วนใหญ่
อยู่ที่ 2+ สำ�หรับกลุ่ม non-ARD ที่มี cytoplasmic 
pattern เป็นลบ สามารถตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ
ได้บ้าง โดยส่วนใหญ่มีระดับความเข้มต่ำ � คือ  

borderline ถึง 1+ นอกจากนี้ พบว่ามีผู้ป่วย non-
ARD ท่ีตรวจพบ cytoplasmic pattern และมี 
anti-dsDNA ที่มีระดับความเข้ม 1+ จำ�นวน 1 ราย 
(Table 4)

4. โรคที่พบจากการวินิจฉัย
จากกลุ่มผู้ป่วยที่มีผล ANA เป็นลบ 127 

ราย ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคกลุ่ม ARD 49 ราย 
โรคท่ีพบมากที่สุดคือ SLE ซึ่งพบท้ังหมด 15 ราย 
(ร้อยละ 30.6) (Table 5) โดยเป็น SLE ที่ตรวจพบ
แอนติบอดีจำ�เพาะ 6 ราย (ในจำ�นวนนี้ตรวจพบ 
cytoplasmic pattern ร่วมด้วย 4 ราย) และตรวจ 
ไม่พบแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง 9 ราย (Table 3) 
และกลุ่ม ARD ชนิดอื่นที่มี cytoplasmic pattern 
เป็นบวก และมีแอนติบอดีจำ�เพาะร่วมด้วย ได้แก่  
antisynthetase syndrome, dermatomyositis, 

early systemic sclerosis with MCTD, necrotizing 
autoimmune myositis, subacute cutaneous lupus 
erythematosus (SCLE), undifferentiated  
connective tissue disease with nonspecific  
interstitial pneumonia และ interstitial lung 
disease with fibrosis (Table 5)

ในกลุ่มผู้ป่วย ARD 49 รายนี้ มีทั้งหมด  
17 รายท่ีตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะซึ่งได้แจกแจง
รายละเอียดของผลการตรวจและการวินิจฉัยโรคของ
ผู้ป่วยแต่ละราย ดังแสดงใน Table 6

สำ�หรบัผูป้ว่ยกลุ่ม non-ARD 78 ราย ตรวจ
พบ cytoplasmic pattern 6 ราย ในจำ�นวนนี้ตรวจ
พบแอนติบอดีจำ�เพาะเพียง 1 ราย ซึ่งเป็นโรค  
parotid gland tumor ท่ีเหลอือกี 5 ราย เปน็โรคอืน่ๆ 
ส่วนผู้ป่วย non-ARD อีก 72 รายท่ีตรวจไม่พบ 
cytoplasmic pattern ม ี10 รายท่ีตรวจพบแอนตบิอดี
จำ�เพาะ (ส่วนใหญ่มีความเข้มในระดับ borderline  
ถึง 1+ ดังแสดงใน Table 4 โดยส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วย
โรคไต ไดแ้ก่ nephrotic syndrome, chronic kidney 
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Table 1 Proportion of ANA pattern in serum of patients suspected of autoimmune rheumatic diseases

ANA by IFA Proportion; %

Positive ANA nuclear pattern 875/1,002  ;  87.3%

Negative ANA nuclear pattern 127/1,002  ;  12.7%

Cytoplasmic/mitotic patterns
Specific antibody detection ARD

Proportion ; % p-value Proportion ; % p-value

Cytoplasmic
Positive	 21/127	 ; 16.5% 		 13/21	 ; 61.9%

<0.001f
	15/21 	 ; 71.4%

0.001*
Negative	 106/127	 ; 83.5% 	15/106	 ; 14.2% 	34/106	 ; 32.1%

Mitotic
Positive	 8/127	 ; 6.3% 		 1/8	 ; 12.5%

0.684f
		 4/8 	 ; 50.0%

0.710f

Negative	 119/127	 ; 93.7% 		27/119	 ; 22.7% 	45/119	 ; 37.8%

Table 2	Proportion of subsequent specific antibody detection and diagnosis as ARD for cases of  
		 negative ANA nuclear pattern

Table 3	Classification of patients with negative ANA nuclear pattern, with proportion, based on  
		 cytoplasmic patterns and specific antibody detection

Cytoplasmic patterns Specific antibody Diagnosis SLE/Non-SLE

Pos	 21/127	 16.5%

Pos	 13/21	 61.9%
ARD	 12/13	 92.3%

SLE	 4/13	 30.8%
Non-SLE	 8/13	 61.5%

Non-ARD	 1/13	 7.7%

Neg	 8/21	 38.1%
ARD	 3/8	 37.5%

SLE	 0/8	 0.0%
Non-SLE	 3/8	 37.5%

Non-ARD	 5/8	 62.5%

Neg	 106/127	 83.5%

Pos	 15/106	 14.2%
ARD	 5/15	 33.3%

SLE	 2/15	 13.3%
Non-SLE	 3/15	 20.0%

Non-ARD	 10/15	 66.7%

Neg	 91/106	 85.8%
ARD	 29/91	 31.9%

SLE	 9/91	 9.9%
Non-SLE	 20/91	 22.0%

Non-ARD	 62/91	 68.1%

ARD = autoimmune rheumatic disease
*chi-square test
f Fisher’s exact test

disease, acute renal failure with tubular necro-
sis/acute tubular necrosis และ renal artery 
thrombosis และพบใน non-ARD ชนิดอื่น ได้แก่ 

pulmonary tuberculosis, interstitial pneumonia/
interstitial pulmonary disease และ cavernous 
sinus thrombosis (Table 5)
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Table 4	Proportion of specific antibodies detected in patients with negative ANA nuclear pattern,  

		 classified by cytoplasmic pattern detection and ARD diagnosis

Patients Specific antibody

Nuclear pattern of ANA by IFA negative

Cytoplasmic patterns negative (N = 106) Cytoplasmic patterns positive (N = 21)

N of 

Cases
Frequency; %

Specific Ab 

intensity

N of 

Cases

Frequency; 

%

Specific Ab intensity

(& most frequent)

ARD

anti-nRNP/Sm 34 	 1;  2.9% 1+ 15 1; 6.7% borderline

anti-Sm 	 0;  0.0% 	 0; 0.0%

anti-SSA 	 1;  2.9% borderline 6; 40.0% borderline to 3+ (3+)

anti-SSA and Ro52 0; 0.0% 	 6; 40.0% borderline to 3+ (3+)

anti-Ro52 	 2; 5.9% 2+ 	11; 73.3% borderline to 3+ (3+)

anti-SSB 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-Scl70 1; 2.9% 2+ 	 0; 0.0%

anti-Centromere B 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-dsDNA 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-Nucleosomes 	 1; 2.9% 2+ 	 0; 0.0%

anti-Histones 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-Jo1 0; 0.0% 3; 20.0% 3+

anti-RIB-P 	 0; 0.0% 2; 13.3% 1+

Non-ARD

anti-nRNP/Sm 72 	 2; 2.8% borderline to 1+ 6 0; 0.0%

anti-Sm 	 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-SSA 3; 4.2% borderline to 2+ 0; 0.0%

anti-SSA and Ro52 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-Ro52 2; 2.8% borderline to 1+ 0; 0.0%

anti-SSB 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-Scl70 1; 1.4% borderline 0; 0.0%

anti-Centromere B 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-dsDNA 0; 0.0% 1; 16.7% 1+

anti-Nucleosomes 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-Histones 2; 2.8% 1+ 0; 0.0%

anti-Jo1 2; 2.8% borderline to 1+ 0; 0.0%

anti-RIB-P 0; 0.0% 0; 0.0%
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Group Diseases

Cases with specific antibody detected

ARD 
N = 49

SLE (**3 cases) 12; 1 2 4 1 - - - - 2

SLE+ dermatomyositis+ antisynthetase 
syndrome**

1; - - - - - - - 1 -

SLE+ rheumatoid arthritis 1; - - - - - - - - -

SLE+ Behcet’s disease 1; - - - - - - - - -

Rheumatoid arthritis 5; 1* 1* - - - - - - -

Cutaneous vasculitis 4; - - - - - - - - -

Undifferentiated arthritis 3; - - - - - 1 - - -

Antisynthetase syndrome** 2; - - 2* - - - - 2* -

Dermatomyositis** 1; - 1* 1* - - - - - -

Early systemic sclerosis (SSC) with Mixed 
connective tissue disease (MCTD)**

1; - 1* 1* - - - - - -

Necrotizing autoimmune myositis** 1; - 1* 1* - - - - - -

Subacute cutaneous LE (SCLE)** 1; - - 1 - - - - - -

Undifferentiated connective tissue disease with 
nonspecific interstitial pneumonia**

1; - 1* 1* - - - - - -

Interstitial lung disease (ILD) with fibrosis** 1; - - 1 - - - - - -

Polyarteritis nodusa (PAN) 2; - - - - - - - - -

Behcet’s disease 1; - - - - - - - - -

Polyarticular juvenile idiopathic arthritis 1; - - - - - - - - -

Autoinflammatory disease 1; - - 1 - - - - - -

Medium vessel vasculitis, unspecified 1; - - - - - - - - -

ANCA associated vasculitis 1; - - - - - - - - -

Microscopic polyangiitis 1; - - - - - - - - -

Neonatal Autoimmune Thrombocytopenia 1; - - - - - - - - -

Lupus nephritis class 5 (Glomerular disorders in 
systemic connective tissue disorders)

1; - - - - - - - - -

Discoid lupus erythematosus (DLE) 1; - - - - - - - - -

Sclerodactyly with dilated cardiomyopathy 1; - - - - - - - - -

Idiopathic cavernous sinus syndrome 1; - - - - - - - - -

Autoimmune hemolytic anemia 1; - - - - - - - - -
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Table 5 Clinical diagnosis of patients suspected of autoimmune rheumatic diseases with negative ANA  
		 nuclear pattern

ARD: autoimmune rheumatic disease, non-ARD: diseases other than ARD, (-): Negative

*specific antibodies are detected in the same case(s), **positive ANA cytoplasmic pattern
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Group Diseases

Cases with specific antibody detected

non-ARD 
N = 78

Nephrotic syndrome 10; - 1 1 - - - - - -

Chronic kidney disease 5; - - - - - - 1* 1* -

Acute renal failure with tubular necrosis/ Acute 
tubular necrosis

4; 1* 1* - 1 - - - - -

Renal artery thrombosis 1; - - - - - - - 1 -

Acute post-streptococcal glomerulonephritis 5; - - - - - - - - -

Rapid progressive glomerulonephritis 2; - - - - - - - - -

Inflammatory polyarthropathies 3; - - - - - - - - -

Inflammatory polyneuropathy 3; - - - - - - - - -

Pulmonary Tuberculosis 2; 1 - - - - - - - -

Multiple sclerosis 2; - - - - - - - - -

Erythema nodusum 2; - - - - - - - - -

Chronic urticaria 2; - - - - - - - - -

Interstitial pneumonia/Interstitial pulmonary 
disease

2; - - 1 - - - 1 - -

Cavernous sinus thrombosis 1; - 1 - - - - - - -

Parotid gland tumor** 1; - - - - 1 - - - -

Others; Infectious diseases, neoplasm, 
anaphylaxis, arthropathies, Rhabdomyolysis and 
disease of; nervous system, circulatory system, 
skin and subcutaneous tissue (**5 cases)

33; - - - - - - - - -

Table 5 Clinical diagnosis of patients suspected of autoimmune rheumatic diseases with negative ANA  
		 nuclear pattern (Cont.)
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ARD: autoimmune rheumatic disease, non-ARD: diseases other than ARD, (-): Negative

*specific antibodies are detected in the same case(s), **positive ANA cytoplasmic pattern
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Table 6	Specific antibodies detected in autoimmune rheumatic disease patients with nagative  
		 ANA nuclear pattern 

ANA patterns other than nuclear
Specific antibodies by LIA Diagnosis Frequency

Cytoplasmic pattern Mitotic pattern

Homogeneous 4+ Negative anti-Ro52 (borderline) SLE 1 (No.33)

Fine speckle 2+ Negative anti-SSA (2+)         

anti-Ro52 (3+)                    

anti-RIB-P 1+                          

SLE 1 (No.105)

Negative Negative Anti-Scl70 (2+) SLE, CNS vasculitis, 

antiphospholipid syndrome

1 (No.34)

Negative Negative Anti-Ro52 (2+) SLE, Autoimmune hepatitis 1 (No.65)

Fine speckle 1+ Negative Anti-Jo1 (3+) Dermatomyositis with anti-

synthetase syndrome, SLE

1 (No.103)

Fine speckle 3+ Negative anti-nRNP/Sm (Borderline)  

anti-SSA = 3+                    

anti-Ro52 = 3+                   

anti-RIB-P = 1+

SLE with lupus nephritis 1 (No.104)

Anti-golgi-apparatus (4+) Negative Anti-SSA (3+) 

Anti-Ro52 (3+)

Early systemic sclerosis, MCTD 1 (No.48)

Coarse speckle 4+ Negative Anti-SSA 3+                        

anti-Ro52 (borderline)

Dermatomyositis 1 (No.127)

Coarse speckle 3+ Negative Anti-Ro52 (1+) Subacute cutaneous lupus 

erythematosus (SCLE)

1 (No.126)

Negative Negative anti-nucleosomes (2+) Undifferentiated arthritis 1 (No.32)

Negative anti-Centrioles (3+) anti-Ro52 (2+) Autoinflammatory disease 1 (No.49)

Negative Negative anti-nRNP/Sm 1+                 

anti-SSA (borderline)

Rheumatoid arthritis 1 (No.102)

Coarse speckle 3+ Negative Anti-Ro52 (borderline) 

Anti-Jo1 (3+)

Antisynthetase syndrome 1 (No.47)

Fine speckle 2+ Negative Anti-Ro52 (3+)                   

anti-Jo1 (3+)

Antisynthetase syndrome 1 (No.125)

Homogeneous 4+ Negative Anti-SSA (borderline) 

Anti-Ro52 (1+) 

Necrotizing autoimmune myositis 1 (No.62)

Homogeneous 3+ Negative anti-Ro52 (3+)              Interstitial lung disease with fibrosis 1 (No.40)

Homogeneous 2+ Negative anti-SSA = 1+                 

anti-Ro52 = 3+

Undifferentiated connective tissue 

disease with nonspecific interstitial 

pneumonia

1 (No.106)
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วิิจารณ์์
จากการศึกษาตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยท่ี

แพทย์สงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองและส่ง

ตรวจ ANA และ anti-ENA โดยสืบค้นข้อมูล 

ยอ้นหลังจากทะเบยีนบนัทึกผลการตรวจวเิคราะหท์าง 

ห้องปฏิบัติการ และศึกษาผลการวินิจฉัยโรคจาก 

เวชระเบียนของผู้ป่วยเฉพาะรายที่มีผล ANA เป็นลบ 

ในส่วนของนิวเคลียส 127 ราย พบว่า ผู้ป่วยที่มี  

cytoplasmic pattern เป็นบวก มีสัดส่วนการตรวจ

พบแอนติบอดีจำ�เพาะและเป็นผู้ป่วย ARD ท่ี 

ค่อนข้างสูง ผลการศึกษาที่ได้เป็นไปในทางเดียวกัน

กับการศึกษาของ Koh และคณะ ที่ได้แนะนำ�ว่าการ

ตรวจพบ cytoplasmic pattern อาจช่วยบ่งชี้การมี 

anti-ENA ในกรณีที่ nuclear pattern เป็นลบได้(18) 

สำ�หรับ mitotic pattern มีรายงานความเกี่ยวข้องกับ 

CTD บางชนิด โดยเฉพาะ Sjögren’s syndrome, 

rheumatoid arthritis และ SLE เป็นต้น(19, 20)  

ซึ่งผู้ป่วย SLE ท่ีมี ANA เป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส สามารถตรวจพบ mitotic pattern ได้ใน

อัตราที่ค่อนข้างต่ำ�(21) อย่างไรก็ตาม ในการศึกษานี้

พบว่า ผลบวกและผลลบของ mitotic pattern ไม่ให้

ความแตกต่างในการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะและ

การวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD แต่เนื่องจากผู้ป่วย 

ท่ีมีผล mitotic pattern เป็นบวกมีจำ�นวนน้อย  

ทำ�ให้คา่สัดส่วนของสิง่ทีต่อ้งการศกึษามกีารวัดท่ีหยาบ 

จึงอาจไม่ใช่ตัวแทนที่ดี

จากการศึกษาในอดีตพบว่า การวินิจฉัย 

ผู้ป่วยที่เป็น ARD นั้น การตรวจพบ ANA ร่วมกับ

แอนติบอดีจำ�เพาะจะช่วยเพิ่มความจำ�เพาะในการ

วินิจฉัยกลุ่มโรค systemic rheumatic diseases ได้

สงูขึน้(22) สำ�หรบัการวจิยันี้ไดมุ้ง่ศกึษาในกรณีทีผู่ป้ว่ย

มีผลการตรวจคัดกรอง ANA เป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส และดูผลของการตรวจพบ cytoplasmic 

และ mitotic pattern โดยพบว่ากรณีท่ีตรวจพบ 

cytoplasmic pattern ร่วมกับมีแอนติบอดีจำ�เพาะ

เป็นบวก จะมีสัดส่วนการเป็นผู้ป่วย ARD ที่สูงขึ้น

มากกว่าจากการตรวจเฉพาะ ANA screening test 

เพียงอย่างเดียว คือจากร้อยละ 71.4 (15/21) เป็น

ร้อยละ 92.3 (12/13) ในทางกลับกัน กรณีที่ไม่พบ 

cytoplasmic pattern การตรวจพบแอนติบอดี

จำ�เพาะไม่ได้ช่วยจำ�แนกผู้ป่วย ARD ให้ชัดเจนข้ึน 

เนื่องจากสัดส่วนของผู้ป่วย ARD ในกลุ่มที่พบและ

ไมพ่บแอนตบิอดจีำ�เพาะมคีา่ใกล้เคยีงกัน คอื รอ้ยละ 

33.3 (5/15) ในกลุ่มที่พบ และร้อยละ 31.9 (29/91) 

ในกลุ่มท่ีไม่พบ และไม่ต่างจากการตรวจ ANA 

screening test เพียงอย่างเดียวมากนัก คือร้อยละ 

32.1 (34/106) ซึ่งข้อสังเกตนี้น่าจะมีส่วนช่วย

สนับสนุนการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยที่มีผล ANA เป็นลบ

ในส่วนของนิวเคลียส แต่มีอาการทางคลินิกท่ีสงสัย

กลุม่โรค ARD ไดช้ดัเจนยิง่ข้ึน สว่นผลของการตรวจ

พบ mitotic pattern นั้น กลุ่มตัวอย่างมีขนาดเล็กจน

ไม่สามารถวิเคราะห์ทางสถิติได้

แนวปฏิบัติ ในการตรวจวินิจฉัยทางห้อง

ปฏิบัติการสำ�หรับการตรวจหาแอนติบอดีต่อเซลล์

ตนเอง ไดแ้นะนำ�ใหต้รวจแอนตบิอดจีำ�เพาะในผูป้ว่ย

ท่ีมีอาการทางคลินิกของกลุ่มโรค ARD ชัดเจนแม้ 

จะมีผลตรวจ ANA เป็นลบ(8) นอกจากนี้ Hoffman 

และคณะ ได้แนะนำ�ให้ตรวจ anti-ENA ในผู้ป่วย 

ที่มีอาการทางคลินิกที่สงสัยโรค rheumatic connec-

tive tissue disease ที่มีผลตรวจ ANA เป็นลบด้วย 

เพือ่ไม่ใหพ้ลาดโอกาสในการตรวจพบ anti-SSA/Ro, 

anti-SSB และ anti-Jo1 ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับ 

การวินิจฉัยโรคบางชนิด(10) และจากรายงานของ  

Gonzalez และคณะ ที่ได้ศึกษาในผู้ป่วยที่มีผลตรวจ 

ANA เปน็บวก พบว่า นอกจากการตดิสีในนวิเคลยีส

รูปแบบ nuclear speckled pattern ซึ่งพบได้เป็น

สว่นใหญ่ในการตรวจพบ anti-Ro52 และ anti-Ro60 

แล้ว ในผู้ป่วยที่มี cytoplasmic pattern เป็นบวก 
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ก็สามารถพบแอนตบิอดจีำ�เพาะดงักลา่วไดจ้ำ�นวนมาก 

โดยเฉพาะการตรวจพบ anti-Ro52 เพียงชนิด

เดยีว(23) สำ�หรบัการศกึษานีพ้บวา่ ในผูป้ว่ยทีม่ ีANA 

เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส anti-ENA ท่ีพบมาก

ที่สุด ได้แก่ anti-Ro52, anti-SSA และ anti-Jo1 

ตามลำ�ดับ โดยไม่มี anti-SSB (La) ร่วมด้วย ซึ่งการ

ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ ดังกล่าวมีอัตราสูงใน 

กรณีท่ี cytoplasmic pattern เป็นบวกและผู้ป่วย 

ไดร้บัการวนิจิฉยัว่าเปน็ ARD ท้ังนี ้อาจอธบิายไดจ้าก

รายงานการศึกษาที่พบว่า Ro52, Ro60 และ SSB 

(La) เป็นส่วนประกอบของ Ro ribonucleoprotein 

(RNP) complex ซึ่งมีอยู่ในไซโทพลาสซึมของเซลล์

เป็นหลัก(24) โดย Ro52 เป็นโปรตีนขนาด 52 kDa 

ท่ีสามารถพบไดท้ั้งในนวิเคลยีส และพบไดเ้ปน็จำ�นวน

มากในไซโทพลาสซึมของเซลล์(25, 26) ส่วน Ro60  

ซึ่งเป็นโปรตีนขนาด 60 kDa ที่ยึดเกาะกับ Y-RNA 

ชนดิใดชนดิหนึง่โดยตรง (Ro60/Y-RNA complex) 

เพื่อประกอบเป็น RNP complex มีอยู่ในไซโทพลาส

ซึมของเซลล์เป็นส่วนใหญ่ด้วยเช่นกัน(27) ซึ่ง SSB 

(La) และ Ro60/Y-RNA complex ที่เกิดขึ้นใน

นิวเคลียสจะถูกส่งออกมาอยู่ ในไซโทพลาสซึมของ

เซลล์(28) ทำ�ให้แม้ ANA ให้ผลเป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส การตรวจพบ cytoplasmic pattern ก็ยัง 

มีความเชื่อมโยงกับการตรวจพบ anti-Ro52 และ 

anti-Ro60 ได้ในอัตราที่ค่อนข้างสูง 

สำ�หรับ cytoplasmic pattern ท่ีมีความ

เก่ียวข้องกับแอนตบิอดตีอ่แอนตเิจนในไซโทพลาสซมึ 

โดยมีความเชื่อมโยงกับการตรวจพบแอนติบอดี

จำ�เพาะบางชนิด เช่น แอนติบอดีต่อเอนไซม์ histi-

dyl-tRNA-synthetase (Jo1) ซึง่มอียู่ในไซโทพลาสซมึ 

ของเซลล์เป็นส่วนใหญ่(25) ได้แก่ รูปแบบ cytoplas-

mic fine speckled หรือ cytoplasmic speckled 

โดยมีการศึกษาที่พบว่ามีความสัมพันธ์กับ myositis-

specific autoantibody (MSA) อีกหลายๆ ชนิด 

ซึ่งพบได้บ่อยและเก่ียวข้องกับโรค polymyositis, 

dermatomyositis และกลุ่มอาการ antisynthetase 

syndrome เป็นต้น(29-32) และในการศึกษานี้พบว่ามี

ผู้ป่วย antisynthetase syndrome ที่ตรวจพบ MSA 

ชนิด anti-Jo1 มีผลการตรวจคัดกรอง ANA ที่พบ 

cytoplasmic fine speckled หรือ cytoplasmic 

coarse speckled ร่วมด้วย ซึ่ง Aggarwal และคณะ 

ไดเ้คยรายงานว่า การตรวจพบ cytoplasmic pattern 

ร่วมกับ anti-Jo1 จะช่วยเพิ่มความไวและความ

จำ�เพาะในการวนิจิฉยั antisynthetase syndrome ได้

สูงขึ้น(33) และในผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค

ที่เกี่ยวข้องกับ idiopathic inflammatory myopa-

thies (IIM) หรือสงสัย connective tissue disease 

ที่มี ANA รูปแบบ cytoplasmic speckled สามารถ

ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะต่อ synthetase profile 

ได้สูงด้วย และหนึ่งในนั้นก็คือ anti-Jo1 โดยมีความ

เข้มของปฏิกิริยาการให้ผลบวกในการตรวจพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะที่สูงด้วย(34) ซึ่งในการศึกษานี้พบว่า 

ผู้ป่วย antisynthetase syndrome ที่มี ANA ติดสี

ในไซโทพลาสซึมรูปแบบ cytoplasmic speckled  

มคีวามเขม้ของ anti-Jo1 สูงดว้ยเชน่กัน ในขณะท่ีใน

กลุ่ม non-ARD ส่วนใหญ่ที่มีผลการตรวจคัดกรอง 

ANA เปน็ลบโดยไมต่ดิสีในนวิเคลยีสและไซโทพลาสซมึ 

กรณีที่ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะจะมีความเข้มที่

ค่อนข้างต่ำ� ซึ่งส่วนใหญ่พบในผู้ป่วยโรคไตและโรค 

ติดเชื้อ เป็นต้น

นอกจากนี้ เราพบว่าผู้ป่วย antisynthetase 

syndrome ที่มี ANA เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส

ที่มี cytoplasmic speckled pattern 2 ใน 3 ราย 

ตรวจพบ anti-Jo1 ร่วมกับ anti-Ro52 โดยก่อน 

หนา้นีม้ผีูพ้บว่า anti-Ro52 สามารถพบได้ในอัตราสูง 

ในผู้ป่วย myositis(35) และ antisynthetase 

syndrome(30) และ Infantino และคณะ ได้รายงาน

การตรวจพบ anti-Ro52 ซึ่งเป็น myositis associ-
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ated autoantibody ที่พบมากที่สุดในผู้ป่วย IIM ซึ่ง

มักพบร่วมกับ anti-Jo1 โดยในการตรวจคัดกรอง 

ANA สามารถพบได้ทั้งในกรณีที่มี ANA เป็นบวก

รูปแบบ nuclear speckled หรือตรวจพบเฉพาะ 

cytoplasmic pattern รวมทั้งกลุ่มที่ ANA เป็นลบ

ท้ังหมด และไดแ้นะนำ�ให้ตรวจ MSA ชนดิอืน่สำ�หรบั

ผู้ป่วยที่มีอาการสงสัย IIM ที่มีผลการตรวจ ANA, 

anti-Ro52 และ anti-Jo1 เป็นลบ(36) ซึ่งกรณีการ

ตรวจพบ anti-Jo1 และ anti-Ro52 ร่วมกันนี้ ผู้ป่วย

มักจะมีอาการของโรคกล้ามเนื้ออักเสบท่ีรุนแรง มี

ความบกพรอ่งของข้อตอ่ โดยมกัพบ interstitial lung 

disease (ILD) ร่วมด้วย และมีความเสี่ยงในการเกิด

โรคมะเร็ง(37) 

จากการศึกษาของ Friedman และคณะ  

ซึ่งได้รายงานกรณีของผู้ป่วย ILD ที่มี cytoplasmic 

pattern เป็นบวก พบว่าอาจมี antisynthetase  

syndrome ได้แม้จะยังไม่มีอาการทางคลินิกของ 

myositis และได้แนะนำ�ให้ตรวจหา anti-amino-

acyl-tRNA synthetase ในผู้ป่วย ILD ที่ตรวจพบ 

cytoplasmic pattern ร่วมด้วย(38) ต่อมา Shao และ

คณะ รายงานกรณีที่ผู้ป่วย ILD มี cytoplasmic 

pattern เป็นบวก และมี anti-Ro52 จะตรวจพบ 

anti-aminoacyl-tRNA synthetase ได้ในอัตราท่ี

สงู(39) ซึง่ในการศกึษานีพ้บว่ามผีูป้ว่ย ILD ท่ีม ีANA 

รูปแบบ cytoplasmic homogeneous และตรวจพบ 

anti-Ro52 แต่ไม่พบ anti-Jo1 ซึ่งเป็นหนึ่งใน anti-

synthetase antibody อย่างไรก็ตาม แม้จะพบผู้ป่วย

กรณีดงักลา่วได้ไม่บอ่ย หากการตรวจคัดกรอง ANA 

ด้วยวิธี IFA ให้ผลเป็นลบในส่วนของนิวเคลียส  

แต่พบ cytoplasmic pattern ร่วมกับมี anti-Ro52 

ในผูป้ว่ย ILD ควรมกีารตดิตามตรวจหา anti-amino- 

acyl-tRNA synthetase ซึ่งชนิดท่ีนิยมใช้อยู่ท่ัวไป

ในงานตรวจทางห้องปฏิบัติการประจำ�วัน ได้แก่  

anti-Jo1 เพ่ือประกอบการวินิจฉัยกลุ่มโรค idio-

pathic inflammatory myopathies ต่อไป 

นอกจากนี้ cytoplasmic pattern ที่พบได้

บ่อยในงานตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการและมี

ความเกี่ยวข้องกับ anti-RIB-P ซึ่งเป็นแอนติบอดีที่

จำ�เพาะต่อ ribosomal protein ที่ส่วนใหญ่อยู่ใน 

ไซโทพลาสซึมของเซลล์ คือ รูปแบบ cytoplasmic 

dense fine speckled (homogeneous) โดยพบได้

ใน ARD หลายๆ โรค เช่น SLE, antisynthetase 

syndrome และ ILD(40) โดยในผู้ป่วย SLE สามารถ

ตรวจพบ anti-RIB-P ได้ในอัตราที่สูง และเป็นหนึ่ง

ในแอนติบอดีท่ีมีความจำ�เพาะกับโรค SLE สูงด้วย

เช่นกัน(41) โดยเฉพาะในกลุม่ท่ีมอีาการทางจติเวชและ

ระบบประสาท (neuropsychiatric SLE)(42, 43)  

lupus nephritis, lupus hepatitis(43) และ skin 

erythema(41) และมักพบในผู้ป่วย SLE ท่ีมีอายุ 

ค่อนข้างน้อย(41, 43, 44) จากการศึกษาของ Mahler 

และคณะ พบว่า การตรวจ ANA ดว้ยวธิ ีIFA มคีวาม

ไวค่อนข้างต่ำ�สำ�หรับการตรวจพบ anti-RIB-P โดย

จะพบ cytoplasmic pattern ได้สูงเฉพาะในกรณีที่ 

ผูป้ว่ยม ีanti-RIB-P ทีม่ีไตเตอรป์านกลางและสงู(45) 

อย่างไรก็ตาม ในการศึกษานี้พบว่ามีผู้ป่วย SLE ที่

เป็น lupus nephritis ซึ่งมีผลการตรวจ ANA เป็น

ลบในส่วนของนิวเคลียส และตรวจพบ anti-RIB-P 

ท่ีมีความเข้มค่อนข้างต่ำ� (1+) แต่กลับมีการติดสีใน

ไซโทพลาสซึมรูปแบบ cytoplasmic fine speckled 

ท่ีมีความเข้มของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ค่อนข้างสูง 

(3+) ซึ่งส่วนหนึ่งอาจเนื่องมาจากมีการตรวจพบ 

anti-SSA และ anti-Ro52 ที่มีความเข้มสูงร่วมด้วย

 cytoplasmic pattern ท่ีตรวจพบได้ไมบ่อ่ย

เช่น anti-golgi apparatus เราพบว่ามีความเข้ม 

ของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ท่ีสูงในผู้ป่วย early  

systemic sclerosis ท่ีมี MCTD ร่วมด้วย ซึ่ง

สอดคลอ้งกับการศกึษาของ Ma และคณะ ทีต่รวจพบ 

anti-golgi apparatus ท่ีมีไตเตอร์สูงอย่างต่อเนื่อง 
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ในผู้ป่วย ARD(46) แต่ก็สามารถพบได้ในโรคชนิดอื่น

ท่ีไม่มีความเก่ียวข้องกับโรค ARD โดยเฉพาะกลุ่ม 

ท่ีไม่ใช่ systemic autoimmune disease ด้วย 

เช่นกัน(32, 46) 

ในการศึกษานี้มีผู้ป่วยท่ีมี ANA เป็นลบ  

แตส่ามารถตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะได้ในความเข้ม

ต่ำ�ๆ และได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น non-ARD แต่ก็มี

ความเป็นไปได้ที่ผู้ป่วยกลุ่มนี้จะพัฒนาโรคไปเป็น 

ARD ในอนาคต เนื่องจากมีการศึกษาก่อนหน้านี้ 

พบว่าสามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง

หลายชนิดได้เป็นเวลาหลายปีก่อนท่ีผู้ป่วยจะแสดง

อาการและไดร้บัการวนิจิฉยัวา่เปน็โรค SLE(47) ดงันัน้

อาจจะต้องให้ความสำ�คัญกับการตรวจพบแอนติบอดี

ต่อเซลล์ตนเองในผู้ป่วยกลุ่มนี้ต่อไป

สรุุป
เมื่อ ANA ให้ผลเป็นลบโดยไม่ติดสี 

ในนิวเคลียส การติดสีของ cytoplasmic pattern น่าจะ 

มีความสามารถในการช่วยคัดกรองว่าการส่งตรวจ

แอนตบิอดจีำ�เพาะจะมแีนวโนม้ท่ีจะแยกผูป้ว่ย ARD 

กับ non-ARD ได้ชัดเจนขึ้นหรือไม่ โดยหากพบการ

ติดสีของ cytoplasmic pattern การตรวจแอนติบอดี

จำ�เพาะจะช่วยแยกกลุ่มผูป้ว่ย ARD ไดช้ดัเจนยิง่ข้ึน 

แต่หากไม่พบ cytoplasmic pattern การตรวจ

แอนติบอดีจำ�เพาะอาจไม่ช่วยแยกกลุ่มผู้ป่วย ARD 

ได ้แมจ้ะใชร้ะดบัความเข้มของแอนตบิอดจีำ�เพาะช่วย

บอกแนวโน้มของ ARD ได้บ้างถ้าตรวจพบ

Fig. 1 	Suggested flow for diagnosing cases of negative ANA nuclear patterns by IFA. ANA:  
antinuclear antibody, ARD: autoimmune rheumatic disease, IFA: indirect immunofluorescence 
assay, LIA: line immunoblot assay
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ข้อสรุปดังกล่าวจึงเสนอเป็นแนวทางการ

วินิจฉัยโรค ARD เบื้องต้นสำ�หรับกลุ่มที่มีผล ANA 

เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส ดังแสดงใน Fig. 1 คือ

ถ้าพบ cytoplasmic pattern ควรสง่ตรวจแอนตบิอดี

จำ�เพาะ โดยถ้าได้ผลเป็นบวกจะค่อนข้างมั่นใจได้ว่า 

จะเป็นกลุ่มโรค ARD แต่ถ้าผลเป็นลบก็มีแนวโน้ม

ว่าจะไม่ใช่กลุ่มโรค ARD ส่วนในกรณีที่ไม่พบ cyto-

plasmic pattern ก็อาจส่งตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะ

เพ่ือประกอบการวินิจฉัยได้ โดยหากตรวจพบและ 

มีความเข้มอยู่ในระดับ 2+ ขึ้นไป ก็มีแนวโน้มจะเป็น 

กลุ่มโรค ARD แต่หากตรวจไม่พบหรือพบในระดับ

ความเข้ม 1+ ลงมา ก็มีแนวโน้มท่ีจะไม่ใช่กลุ่มโรค 

ARD ทั้งนี้ แนวโน้มต่างๆ ที่ได้จากแนวทางการตรวจนี ้

บ่งบอกเพียงโอกาสความเป็นไปได้เท่านั้น ยังต้อง

พิจารณาร่วมกับอาการทางคลินิกและการตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการชนิดอื่นที่เกี่ยวข้องต่อไป

กิิตติิกรรมประกาศ	
งานวจิยันี้ไดร้บัทุนสนบัสนนุการวิจยัประจำ�

ปี  2563 จากสมาคมเทคนิคการแพทย์แห่ง

ประเทศไทย ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ 

พระองคเ์จา้โสมสวล ีกรมหมืน่สทุธนารนีาถ คณะผู้วจิยั

ขอขอบคุณ อ.ดร. ธีรศักดิ์ พาจันทร์ วิทยาจารย์

ชำ�นาญการพิเศษ วิทยาลัยการสาธารณสุขสิรินธร  

ผู้ให้คำ�ปรึกษาในการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ และขอ

ขอบคุณบุคลากรศูนย์วิจัย และบุคลากรงานเวช

ระเบยีน โรงพยาบาลขอนแก่น ที่ใหก้ารสนบัสนนุและ

อำ�นวยความสะดวกในการสืบค้นข้อมูลในการทำ�วิจัย

ครั้งนี้

เอกสารอ้้างอิิง
1. 	 Kumar Y, Bhatia A, Minz RW. Antinu-

clear antibodies and their detection  

methods in diagnosis of connective tissue 

diseases: a journey revisited. Diagn Pathol 

2009; 4: 1. 

2. 	 Meroni PL, Schur PH. ANA screening: an 

old test with new recommendations. Ann 

Rheum Dis 2010; 69: 1420-2. 

3. 	 Chan EKL, Damoiseaux J, Carballo OG, 

et al. Report of the First International 

Consensus on Standardized Nomenclature 

of Antinuclear Antibody HEp-2 Cell  

Patterns 2014-2015. Front Immunol 2015; 

6: 412. 

4. 	 Damoiseaux J, von Mühlen CA, Garcia- 

De La Torre I, et al. International consen-

sus on ANA patterns (ICAP): the bumpy 

road towards a consensus on reporting 

ANA results. Auto-Immun Highlights 

2016; 7: 1. 
5. 	 Chan EKL, Damoiseaux J, de Melo  

Cruvinel W, et al. Report on the second 
International Consensus on ANA Pattern 
(ICAP) workshop in Dresden 2015. Lupus 
2016; 25: 797-804. 

6. 	 Agmon-Levin N, Damoiseaux J, Kallen-
berg C, et al. International recommenda-
tions for the assessment of autoantibodies 
to cellular antigens referred to as anti-
nuclear antibodies. Ann Rheum Dis 2014; 
73: 17-23. 



สัดส่วนของผูป่้วยทีม่ผีลเป็นลบตอ่ Nuclear Pattern ของการตรวจ Antinuclear Antibody และลกัษณะของแอนตบิอดี
จำ�เพาะที่ตรวจพบ

8045

7. 	 Murakami K, Mimori T. Recent 
Advances in Research Regarding  
Autoantibodies in Connective Tissue  
Diseases and Related Disorders. Intern 
Med Tokyo Jpn 2019; 58: 5-14. 

8. 	 Tozzoli R, Bizzaro N, Tonutti E, et al. 
Guidelines for the laboratory use of  
autoantibody tests in the diagnosis and 
monitoring of autoimmune rheumatic 
diseases. Am J Clin Pathol 2002; 117: 
316-24. 

9. 	 Pollock W, Toh BH. Routine immuno-
fluorescence detection of Ro/SS-A  
autoantibody using HEp-2 cells trans-
fected with human 60 kDa Ro/SS-A. J Clin 
Pathol 1999; 52: 684-7. 

10. 	Hoffman IEA, Peene I, Veys EM, De 
Keyser F. Detection of specific antinu- 
clear reactivities in patients with negative 
anti-nuclear antibody immunofluorescence 
screening tests. Clin Chem 2002; 48:  
2171-6. 

11. 	Aringer M, Costenbader K, Daikh D,  
et al. 2019 European League Against 
Rheumatism/American College of Rheu-
matology Classification Criteria for  
Systemic Lupus Erythematosus. Arthritis 
Rheumatol Hoboken NJ 2019; 71: 1400-12. 

12. 	Maraina CHC, Kamaliah MD, Ishak M. 
ANA negative (Ro) lupus erythematosus 
with multiple major organ involvement: a 
case report. Asian Pac J Allergy Immunol 
2002; 20: 279-82. 

13. 	Sugisaki K, Takeda I, Kanno T, et al. An 
anti-nuclear antibody-negative patient with 
systemic lupus erythematosus (SLE)  
accompanied with anti-ribosomal P  
antibody (anti-P). Intern Med Tokyo Jpn 
2002; 41: 1047-51. 

14. 	Song L-J, Ding F, Liu H-X, et al. Analy-
sis of 15 patients with systemic lupus  
erythematosus manifesting with negative 
immunofluorescence anti-nuclear antibo-
dies after treatment. Lupus 2012; 21:  
919-24. 

15. 	Caltik A, Demircin G, Bulbul M, Erdogan 
O, Akyuz SG, Arda N. An unusual case 
of ANA negative systemic lupus erythe-
matosus presented with vasculitis, long-
standing serositis and full-house nephro-
pathy. Rheumatol Int 2013; 33: 219-22. 

16. 	Simmons SC, Smith ML, Chang-Miller 
A, Keddis MT. Antinuclear Antibody-
Negative Lupus Nephritis with Full House 
Nephropathy: A Case Report and Review 
of the Literature. Am J Nephrol 2015; 42: 
451-9. 

17. 	Chander R, Singh S, Kalantri SA, Charan 

S, Gupta A. Sero-Negative Systemic  

Sclerosis: A Rare Presentation. J Clin 

Diagn Res JCDR 2016; 10: OD12-13. 

18. 	Koh WH, Dunphy J, Whyte J, Dixey J, 

McHugh NJ. Characterisation of anticy-

toplasmic antibodies and their clinical 

associations. Ann Rheum Dis 1995; 54: 

269-73. 



วิศันสนีย์ การุญบุญญานันท์ และคณะ8046

19. 	Xi Q, Wu Y, Li L, et al. Anti-Mitotic 

Spindle Apparatus Antoantibodies: Pre-

valence and Disease Association in Chi-

nese Population. J Clin Lab Anal 2016; 

30: 702-8. 

20. 	Betancur JF, Londoño A, Estrada VE,  

et al. Uncommon patterns of antinuclear 

antibodies recognizing mitotic spindle 

apparatus antigens and clinical associa-

tions. Medicine (Baltimore) 2018; 97: 

e11727. 

21. 	Choi MY, Clarke AE, St Pierre Y, et al. 

Antinuclear Antibody-Negative Systemic 

Lupus Erythematosus in an International 

Inception Cohort. Arthritis Care Res 2019; 

71: 893-902. 

22. 	Lee SA, Kahng J, Kim Y, et al. Com-

parative study of immunofluorescent  

antinuclear antibody test and line immu-

noassay detecting 15 specific autoantibo-

dies in patients with systemic rheumatic 

disease. J Clin Lab Anal 2012; 26: 307-14. 

23. 	González DA, Rodríguez CC, Armas LM, 

et al. Anti-ENA profiles related with  

anti-SS-A/Ro. The detection of Ro52 and 

Ro60 according to the presence of SS-B/

La, and ANA pattern and titer. Immunol 

Lett 2014; 161: 6-12. 

24. 	Peek R, Pruijn GJ, van der Kemp AJ, van 

Venrooij WJ. Subcellular distribution of 

Ro ribonucleoprotein complexes and their 

constituents. J Cell Sci 1993; 106: 929-35. 

25. 	Keech CL, Gordon TP, McCluskey J. 

Cytoplasmic accumulation of the 52 kDa 

Ro/SS-A nuclear autoantigen in trans-

fected cell lines. J Autoimmun 1995; 8: 

699-712. 

26. 	Tanaka M, Tanji K, Niida M, Kamitani T. 

Dynamic movements of Ro52 cytoplasmic 

bodies along microtubules. Histochem Cell 

Biol 2010; 133: 273-84. 

27. 	Boccitto M, Wolin SL. Ro60 and Y RNAs: 

structure, functions, and roles in autoim-

munity. Crit Rev Biochem Mol Biol 2019; 

54: 133-52. 

28. 	Simons FH, Pruijn GJ, van Venrooij WJ. 

Analysis of the intracellular localization and 

assembly of Ro ribonucleoprotein particles 

by microinjection into Xenopus laevis  

oocytes. J Cell Biol 1994; 125: 981-8. 

29. 	Bahmer T, Romagnoli M, Girelli F, 

Claussen M, Rabe KF. The use of auto-

antibody testing in the evaluation of inter-

stitial lung disease (ILD)--A practical 

approach for the pulmonologist. Respir 

Med 2016; 113: 80-92. 

30. 	Mariampillai K, Granger B, Amelin D,  

et al. Development of a New Classification 

System for Idiopathic Inflammatory  

Myopathies Based on Clinical Manifesta-

tions and Myositis-Specific Autoantibo-

dies. JAMA Neurol 2018; 75: 1528-37. 



สัดส่วนของผูป่้วยทีม่ผีลเป็นลบตอ่ Nuclear Pattern ของการตรวจ Antinuclear Antibody และลกัษณะของแอนตบิอดี
จำ�เพาะที่ตรวจพบ

8047

31. 	de Andrade VP, De Souza FHC, Behrens 

Pinto GL, Shinjo SK. The relevance of 

anti-Jo-1 autoantibodies in patients with 

definite dermatomyositis. Adv Rheumatol 

Lond Engl 2021; 61: 12. 

32. 	Irure-Ventura J, Rodríguez C, Vergara-

Prieto E, et al. Rare immunofluorescence 

patterns of autoantibodies on HEp-2 cells 

defined by ICAP identify different autoim-

mune diseases in the absence of associ-

ated specificities: a Spanish multicentre 

study. Rheumatol Oxf Engl 2021; 60: 

3904-12. 

33. 	Aggarwal R, Dhillon N, Fertig N, Koontz 

D, Qi Z, Oddis CV. A Negative Antinu-

clear Antibody Does Not Indicate Auto-

antibody Negativity in Myositis: Role of 

Anticytoplasmic Antibody as a Screening 

Test for Antisynthetase Syndrome. J  

Rheumatol 2017; 44: 223-9. 

34. 	Infantino M, Palterer B, Biagiotti R, et al. 

Reflex testing of speckled cytoplasmic 

patterns observed in routine ANA HEp-2 

indirect immunofluorescence with a  

multiplex anti-synthetase dot-blot assay: 

a multicentric pilot study. Immunol Res 

2018; 66: 74-8. 

35. 	Schulte-Pelkum J, Fritzler M, Mahler M. 

Latest update on the Ro/SS-A autoantibody 

system. Autoimmun Rev 2009; 8: 632-7. 

36. 	Infantino M, Manfredi M, Grossi V, et al. 

An effective algorithm for the serological 

diagnosis of idiopathic inflammatory  

myopathies: The key role of anti-Ro52 

antibodies. Clin Chim Acta Int J Clin Chem 

2017; 475: 15-9. 

37. 	Marie I, Hatron PY, Dominique S, et al. 

Short-term and long-term outcome of 

anti-Jo1-positive patients with anti-Ro52 

antibody. Semin Arthritis Rheum 2012; 

41: 890-9. 

38. 	Friedman AW, Targoff IN, Arnett FC. 

Interstitial lung disease with autoantibo-

dies against aminoacyl-tRNA synthetases 

in the absence of clinically apparent  

myositis. Semin Arthritis Rheum 1996; 

26: 459-67. 

39. 	Shao C, Sun Y, Huang H, et al. Myositis 

specific antibodies are associated with 

isolated anti-Ro-52 associated interstitial 

lung disease. Rheumatology (Oxford). 

2022; 61: 1083-91.

40. 	Damoiseaux J, Andrade LEC, Carballo 

OG, et al. Clinical relevance of HEp-2 

indirect immunofluorescent patterns: the 

International Consensus on ANA patterns 

(ICAP) perspective. Ann Rheum Dis 2019; 

78: 879-89. 

41. 	Wang Y, Luo P, Guo T, Zou L, Shi J, Chen 

P. Study on the correlation between  

anti-ribosomal P protein antibody and 

systemic lupus erythematosus. Medicine 

(Baltimore) 2020; 99: e20192. 



วิศันสนีย์ การุญบุญญานันท์ และคณะ8048

42. 	Abdel-Nasser AM, Ghaleb RM, Mahmoud 

JA, Khairy W, Mahmoud RM. Association 

of anti-ribosomal P protein antibodies with 

neuropsychiatric and other manifestations 

of systemic lupus erythematosus. Clin 

Rheumatol 2008; 27: 1377-85. 

43. 	Pasoto SG, Viana VST, Bonfa E. The 

clinical utility of anti-ribosomal P auto-

antibodies in systemic lupus erythematosus. 

Expert Rev Clin Immunol 2014; 10: 1493-

503. 

44. 	Pisoni CN, Muñoz SA, Carrizo C, et al. 

Multicentric prevalence study of anti-P 

ribosomal autoantibodies in juvenile onset 

systemic lupus erythematosus compared 

with adult onset systemic lupus erythema-

tosus. Reumatol Clin 2015; 11: 73-7. 

45. 	Mahler M, Ngo JT, Schulte-Pelkum J, 

Luettich T, Fritzler MJ. Limited reliabi- 

lity of the indirect immunofluorescence 

technique for the detection of anti-Rib-P 

antibodies. Arthritis Res Ther 2008; 10: 

R131. 

46. 	Ma L, Zeng A, Chen Y, Chen B, Zhou R. 

Anti-golgi antibodies: Prevalence and 

disease association in Chinese population. 

Clin Chim Acta Int J Clin Chem 2019; 

496: 121-4. 

47. 	Arbuckle MR, McClain MT, Rubertone 

MV, et al. Development of autoantibodies 

before the clinical onset of systemic lupus 

erythematosus. N Engl J Med 2003; 349: 

1526-33. 



J Med Tech Assoc Thailand, Vol. 50 No. 1, April 2022 Original Article

Evaluation of Hepatitis B and Hepatitis C Viral Load  
Detection by Point of Care Test GeneXpert: A Pilot Study
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Bangkok Metropolitan Administration, Bangkok, Thailand

Abstract
	 The new Xpert HBV and HCV Viral load tests (used with GeneXpert) are in vitro  

nucleic acid amplification tests for the quantitation of hepatitis B virus DNA and hepatitis  

C virus RNA in human plasma or serum. This system was used as the point of care test based on 

fully automated processing real-time PCR and used to diagnose and assess treatment response. 

To evaluate performance of GeneXpert, COBAS system (U.S. FDA-approved) was used to  

compare by using Pearson’s correlation coefficient: r, simple regression analysis: R2 as well as 

agreement measurement by Bland-Altman plot and analysis and intraclass correlation coefficient 

(ICC). Forty EDTA plasma for HBV VL and 40 EDTA plasma for HCV VL were used in this 

study. The results showed that Pearson’s correlation coefficient: r and regression: R2 of HBV 

VL were 0.9916 and 0.9833 respectively while HCV VL were 0.9375 and 0.8774 respectively.  

For agreement measurement by Bland-Altman plot, 27 from 30 samples (90.0%) were in bias  

± 1.96 SD of HBV VL (0.5304 to -0.6209) and 30 from 31 samples (96.8%) were in ± 1.96 SD 

of HCV VL (0.7072 to -0.5669). Also 14 from 30 cases of the HBV VL and 18 from 31 cases 

of the HCV VL by GeneXpert were lower than by COBAS. Moreover, the ICC of both HBV 

(0.996) and HCV VL (0.967) were excellent. In conclusion, the HBV and HCV VL by GeneXpert 

were comparable to COBAS system for diagnosis and patient management after treatment.
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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลตากสิน สำ�นักการแพทย์ กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
	 Xpert HBV และ HCV Viral load เป็นน้ำ�ยาชนิดใหม่ที่ใช้กับเครื่องตรวจ GeneXpert ซึ่งเป็น

เครื่องตรวจ real-time PCR แบบอัตโนมัติประเภท point of care testing (POCT) ที่ใช้สำ�หรับการ

ตรวจหาปริมาณ DNA ของไวรัสตับอักเสบชนิด บี และตรวจหาปริมาณ RNA ของไวรัสตับอักเสบชนิด 

ซี เพื่อการวินิจฉัยและดูแลรักษาผู้ป่วยโรคตับอักเสบ จากการศึกษาเพื่อประเมินผลการใช้เครื่อง  

GeneXpert โดยการเปรียบเทียบผลการตรวจหาปริมาณไวรัสทั้งไวรัสตับอักเสบ บี และไวรัสตับอักเสบ 

ซี กับเครื่อง COBAS ซ่ึงเป็นเครื่องท่ีผ่านการรับรองจากองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา  

แล้ววิเคราะห์ผลโดยใช้สถิติสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เพียร์สัน (r) และการวิเคราะห์ถดถอย (R2) รวมทั้ง

วัดความสอดคล้อง (agreement measurement) โดย Bland-Altman plot and analysis และสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ภายในชั้น (ICC) ในการศึกษานี้ ใช้ EDTA plasma 40 ตัวอย่างสำ�หรับ HBV VL และ  

40 ตวัอยา่งสำ�หรบั HCV VL พบวา่ HBV VL มีคา่สัมประสทิธ์ิสหสัมพนัธ์เพยีรส์นั (r) และการวเิคราะห์

ถดถอย : R2 เท่ากับ 0.9916 และ 0.9833 ตามลำ�ดับ ในขณะที่ HCV VL มีค่าเท่ากับ 0.9375 and 

0.8774 สำ�หรับการวัดความสอดคล้องกันโดย Bland-Altman plot and analysis พบว่า 27 จาก  

30 ตัวอย่าง (ร้อยละ 90.0) อยู่ในช่วงค่า bias ± 1.96 SD ของ HBV VL (0.5304 ถึง -0.6209) และ 

30 จาก 31 ตัวอย่าง (ร้อยละ 96.8) อยู่ในค่า bias ± 1.96 SD ของ HCV VL (0.7072 ถึง -0.5669) 

รวมทั้ง 14 จาก 30 ตัวอย่างของ HBV VL และ 18 จาก 31 ตัวอย่างของ HCV VL ที่ตรวจโดยเครื่อง 

GeneXpert มีค่าน้อยกว่าจากเครื่อง COBAS ยิ่งไปกว่านั้น ผลการวัดความสอดคล้องโดย ICC ของ 

ทั้งไวรัสตับอักเสบ บี และซี (0.996 และ 0.967 ตามลำ�ดับ) อยู่ในเกณฑ์ที่มีความสอดคล้องกันดีมาก 

สรุป การตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี โดยเครื่อง GeneXpert สามารถเทียบได้กับการ

ตรวจโดยเครื่อง COBAS ในการวินิจฉัยและการดูแลรักษาผู้ป่วยโรคตับอักเสบ บี และโรคตับอักเสบ ซี

คำ�สำ�คัญ: ไวรัสตับอักเสบ บี ไวรัสตับอักเสบ ซี ปริมาณไวรัส การตรวจ 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: danghuttaya@gmail.com 
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บทนำำ�
ไวรัสตับอักเสบชนิดก่อโรคในคนที่พบบ่อย

ประกอบด้วยไวรัสตับอักเสบ เอ บี ซี ดี และ อี(1)  

แต่ท่ีเป็นปัญหาทางสาธารณสุข คือ ไวรัสตับอักเสบ

ชนิด บี และ ซี โดยไวรัสตับอักเสบ บี (Hepatitis B 

virus, HBV) จัดอยู่ ในวงศ์ Hepadnaviridae  

มีจีโนมเป็น DNA วงกลมซึ่งบางส่วนเป็นเกลียวคู่ 

(circular partially double-stranded DNA) ในปี 

พ.ศ. 2562 องค์การอนามัยโลก (WHO) ประมาณการ 

ว่าประชากรโลกประมาณ 296 ล้านคนติดเช้ือไวรัส 

ตับอักเสบ บี แบบเรื้อรังและส่งผลให้มีผู้เสียชีวิต

ประมาณ 820,000 ราย โดยส่วนใหญ่มาจากโรค 

ตับแข็งและมะเร็งตับ(2) สำ�หรับประเทศไทย พบ 

อบัุตกิารณ์การตดิเชือ้ไวรสัตับอักเสบ บ ีประมาณรอ้ยละ 

5-6(3) และโดยประมาณร้อยละ 80 ของมะเร็งตับใน

คนไทย เกิดจากไวรัสตับอักเสบ บี(1) ซึ่งปัจจุบันมี  

8 สายพันธ์ุ คือ A-H สถานการณ์การติดเชื้อไวรัส 

ตับอักเสบ บี ในปัจจุบันพบอัตราลดลง เนื่องจาก

นโยบายการให้วัคซีนฉีดแก่เด็กหลังคลอดทุกคน  

รวมทั้งมะเร็งตับท่ีพบร่วมกับการติดเช้ือ HBV ก็มี

แนวโนม้ลดลง (p < 0.0001) แตก่ลบัพบว่ามะเร็งตบั

ท่ีพบร่วมกับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ ซี มีแนวโน้ม 

สูงข้ึน (p < 0.0191) (4) ไวรัสตับอักเสบ ซี  

(Hepatitis C virus, HCV) จดัอยู่ในวงศ ์Flaviviridae 

มีจีโนมเป็น RNA สายเดี่ยว สายบวก มีเปลือกหุ้ม  

(envelope) ขนาด 40-50 นาโนเมตร(5) ประชากร

ประมาณร้อยละ 1-3 ของโลกติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ 

ซี โดยพบได้ในทุกอายุ ตั้งแต่แรกเกิดไปจนถึงผู้สูง

อาย ุทัง้ในเพศหญิงและเพศชายใกลเ้คยีงกนั ปจัจบุนั

ไวรสัตบัอกัเสบ ซ ีถูกจำ�แนกออกเปน็ 7 จีโนไทปห์ลัก 

และ 67 ซับไทป์ (6) โดยจี โนไทป์ที่พบมากใน

ประเทศไทย คือ จีโนไทป์ที่ 1 และ 3(7) สำ�หรับใน

ประเทศไทย จากการสำ�รวจแหง่ชาติใน ป ีพ.ศ. 2557 

พบว่า มีการตรวจพบเชื้อไวรัสตับอักเสบ ซี ในเลือด

ร้อยละ 0.94(9) ของประชากร และร้อยละ 10-20  

ของมะเร็งตับในคนไทยเกิดจากไวรัสตับอักเสบ ซี(1) 

ผลการตรวจ anti-HCV ถ้าเปน็บวก บง่ช้ีวา่เคยมกีาร

ติดเชื้อมาก่อน โดยที่ขณะนั้น อาจมีหรือไม่มีไวรัสอยู่

ในเลือดก็ได ้ในกรณีนี ้ตอ้งตรวจพสูิจนเ์พือ่ยืนยนัการ

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ ซี และเพื่อทราบระดับความ

รุนแรงของการติดเชื้อเพื่อประกอบการพิจารณาทาง

เลือกในการรักษาของแพทย์(9) โดยการตรวจหา

ปริมาณ RNA ของไวรัสตับอักเสบ ซี ในกระแสเลือด 

ด้วยวิธี real-time PCR (polymerase chain  

reaction) ซึง่เปน็วธิมีาตรฐานสากลเปน็ท่ียอมรบัของ

องค์การอนามัยโลก (WHO) เนื่องจาก WHO ได้ตั้ง

เป้าหมายที่จะกำ�จัด ไวรัสตับอักเสบ ซี ให้สำ�เร็จใน 

ปี พ.ศ. 2573 จึงทำ�ให้เกิดความร่วมมือกันในหลาย

ประเทศรวมท้ังประเทศไทย ในการเรง่ดำ�เนนิงานเพือ่

การกำ�จดัไวรสัตบัอกัเสบ ซี(9) ดงันัน้ ในป ีพ.ศ. 2561 

สำ�นักงานหลักประกันสุขภาพแห่งชาติ (สปสช.) ได้มี

การเปลี่ยนแปลงการบริการเพ่ือการเข้าถึงกลุ่มเสี่ยง 

ได้แก่ ผู้ติดเช้ือ HIV/ผู้ป่วยเอดส์ท่ีลงทะเบียนใน

ระบบโปรแกรม National AIDS Program (NAP) 

และผู้ใช้สารเสพติดด้วยวิธีฉีดท่ีมารับบริการให้การ

ปรึกษาและตรวจหาการติดเชื้อ HIV โดยสมัครใจได้

มากขึ้น โดยจ่ายชดเชยกรณีตรวจคัดกรองและตรวจ

ยนืยนัไวรสัตบัอกัเสบชนดิ ซ ีในประชาชนสญัชาติไทย

ท่ีมีสิทธิว่างหรือสิทธิหลักประกันสุขภาพแห่งชาติ(10) 

เพือ่ให้ประชากรกลุ่มเส่ียงดงักล่าวสามารถเข้าถึงระบบ

บริการการรักษาโรคตับอักเสบที่มีประสิทธิภาพ เพื่อ

ตัดวงจรการแพร่กระจายเชื้อ 

การส่งตรวจหาปริมาณเชื้อไวรัสตับอักเสบ

ทั้งชนิด บี (HBV Viral load: HBV VL) และ ซี 

(HCV Viral load: HCV VL) ด้วยหลักการ  

real-time PCR เพ่ือช่วยในการวินิจฉัยยืนยัน  

การรักษาและติดตามการรักษา ที่นิยมในปัจจุบันมี  

2 ประเภท คือ ประเภท point of care test (POCT) 
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และประเภท semi-batch โดยเครื่องตรวจที่ใช้ใน 

งานวิจัยนี้ประกอบด้วยประเภท POCT คือเครื่อง  

GeneXpert และประเภท semi-batch ด้วยเครื่อง 

COBAS Ampliprep/COBAS TagMan  

(COBAS) สำ�หรับการส่งตรวจห้องปฏิบัติการ

ภายนอก เครื่อง GeneXpert (ยี่ห้อ Cepheid) เป็น

เครื่องตรวจทางอณูชีววิทยาแบบ fully automated 

real time PCR ประเภท POCT สำ�หรับใช้ในการ

ตรวจหาปริมาณ DNA ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี 

และ RNA ของไวรัสตับอักเสบ ซี เครื่องนี้สามารถ

รายงานผลการทดสอบได้ท้ังเชิงปริมาณและเชิง

คุณภาพ สำ�หรับไวรัสตับอักเสบ บี ตรวจสอบท่ี

ตำ�แหน่ง 5’-non-coding region ตรงส่วน precore/

core promotor region เนือ่งจากเปน็ตำ�แหนง่ท่ีไมม่ี

ผลกระทบต่อการดื้อยาจึงไม่เกิดผลลบลวง และ

สำ�หรับไวรัสตับอักเสบ ซี ตรวจสอบท่ีตำ�แหน่ง  

S region ตรงส่วน 5’untranslated region (UTR) 

conserved region เครื่อง GeneXpert มีขนาดเล็ก

ทำ�ให้สามารถให้บริการได้ในห้องปฏิบัติการที่มีพื้นท่ี

จำ�กัด ไม่ต้องการผู้ทำ�การทดสอบที่มีความชำ�นาญสูง

เนื่องจากเป็นเครื่องอัตโนมัติและน้ำ�ยาแบบพร้อมใช้

งาน ทีส่ำ�คญัมรีะบบควบคมุคณุภาพตัง้แตก่ารสกัดโดย

ระบบควบคุมคุณภาพภายใน (internal control) ใน

แต่ละ cartridge นอกจากนี้ ยังสามารถทดสอบใน

ด้านอื่นๆ ไปพร้อมกัน การตรวจหาปริมาณไวรัสตับ

อักเสบ บี ใช้ปริมาณสิ่งส่งตรวจ 600 µL และเวลา

ในการทดสอบเพยีง 60 นาที สว่นการตรวจหาปรมิาณ

ไวรัสตับอักเสบ ซี ใช้ปริมาณสิ่งส่งตรวจ 1,000 µL 

และเวลาในการทดสอบ 105 นาท ีเครือ่ง GeneXpert 

สามารถทำ�การทดสอบได้เพียง 1-4 ตัวอย่าง ในรอบ

การทำ�งานเดยีวกัน (จำ�นวนตวัอยา่งตอ่รอบทำ�งานข้ึน

กับรุ่นของเครื่องท่ีเลือกใช้งาน) มีค่า limit of  

quantitation (LOQ) เท่ากับ 10 IU/mL ทั้ง HBV 

และ HCV VL ซึ่งต่ำ�กว่าอีกหลายเครื่องที่นิยมใน 

ท้องตลาด(11-14) มีรายงานการศึกษาวิธีการตรวจหา

ปริมาณไวรัสตับอักเสบ ซี ในต่างประเทศโดย 

เปรียบเทียบระหว่าง GeneXpert กับ Abbott real 

time PCR พบว่า มีค่าความไว (sensitivity) ร้อยละ 

100 และค่าความจำ�เพาะ (specificity) ร้อยละ 

99.1(15) และมีรายงานค่าความสัมพันธ์ที่ดีระหว่างวิธี  

GeneXpert กับ Abbott real time PCR  

(correlation coefficient: r 0.99)(16) ที่สำ�คัญ  

มีรายงานการศึกษาเปรียบเทียบระหว่าง GeneXpert 

กับ COBAS พบว่า มีค่าความไวและความจำ�เพาะ

ร้อยละ 100 และ 98.5 ตามลำ�ดับ(17) สำ�หรับเครื่อง 

COBAS (รุ่น COBAS AmpliPrep/COBAS  

TagMan ยี่ห้อ Roche) เป็นเครื่อง fully auto-

mated real time PCR ที่ใช้ในการตรวจหาปริมาณ 

DNA ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี และ RNA ของ

ไวรัสตับอักเสบ ซี ประเภทก่ึง batch ที่สามารถ

รายงานผลการทดสอบได้ท้ังเชิงปริมาณและเชิง

คุณภาพการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี  

ตรวจสอบทีต่ำ�แหนง่ precore/core region เนือ่งจาก

ตำ�แหน่งนี้เป็นตำ�แหน่งท่ีไม่มีผลกระทบต่อการดื้อยา

จึงไม่เกิดผลลบลวงในการตรวจหาปริมาณ DNA  

ของเชื้อไวรัสตับอักเสบ บี ส่วนการตรวจหาปริมาณ

ไวรสัตบัอักเสบ ซ ีตรวจสอบท่ีตำ�แหนง่ 5’nontrans-

lated region (NTR) โดย COBAS เป็นเครือ่งตรวจ

ยี่ห้อเดียวที่ใช้ probe detection แบบ dual probe 

คือ ใช้ probe 2 เส้น เพื่อช่วยเพิ่มความจำ�เพาะใน

การตรวจจับไวรัสตับอักเสบ ซี ไม่ให้เกิดผลบวกลวง 

เครื่องมีขนาดใหญ่สามารถทดสอบตัวอย่างได้ตั้งแต่ 

1-72 ตัวอย่างในรอบการทำ�งานเดียวกันและสามารถ

ทดสอบไปพรอ้มกับการทดสอบชนดิอ่ืนๆ ไดม้ากกว่า

เครื่องประเภท POCT โดยใช้ปริมาณส่ิงส่งตรวจ

สำ�หรับไวรัสตับอักเสบ บี 650 µL และไวรัสตับ

อักเสบ ซี 1,000-1,050 µL มีค่า LOQ เท่ากับ  

20 IU/mL สำ�หรับไวรัสตับอักเสบ บี และ 15 IU/mL 
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สำ�หรับไวรัสตับอักเสบ ซี ค่าความจำ�เพาะร้อยละ  

100(13-14, 18-19) ระยะเวลารายงานผลนานประมาณ 

4 ชั่วโมงในรอบการตรวจวิเคราะห์ แต่ TAT นานถึง

ประมาณ 1 สปัดาหส์ำ�หรบัการสง่ตรวจห้องปฏบิตักิาร

ภายนอก 

	 การศึกษานำ�ร่องนี้มี วัตถุประสงค์ เพื่อ

ประเมินผลวิธีการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 

และไวรัสตับอักเสบ ซี ด้วยเครื่องตรวจประเภท 

POCT; GeneXpert และด้วยเครื่อง COBAS โดย

ศึกษาค่าความสัมพันธ์ด้วยสถิติค่ าสัมประสิท ธ์ิ 

สหสัมพันธ์เพียร์สัน (Pearson’s correlation  

coefficient: r) รว่มกับการวเิคราะหถ์ดถอย (regres-

sion analysis: R2) เปรียบเทียบความแตกต่างของ

ปริมาณไวรัสของทั้ง 2 วิธีด้วยสถิติ Bland-Altman 

plot and analysis และวัดความสอดคล้องกัน 

(agreement measurement) ด้วย intraclass  

correlation coefficient: ICC ก่อนการให้บริการ

ตามมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ 2560(20) 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. กลุ่มตัวอย่าง

	 เป็นการวิจัยศึกษานำ�ร่องเพื่อการทำ� method 

validation โดยนำ�ตัวอย่างเลือด (EDTA plasma) 

ของผู้ป่วยที่มีผลการตรวจคัดกรอง HBs Ag, HBc 

Ag, HBe Ag หรือ Anti-HCV เป็นบวกและแพทย์

มีคำ�สั่งตรวจ HBV หรือ HCV VL ที่เหลือจากการ

ส่งตรวจห้องปฏิบัติการภายนอก ในช่วงระหว่างเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2562 ถึงเดอืนสงิหาคม พ.ศ. 2563 

มาใช้สำ�หรับการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 

จำ�นวน 40 ตัวอย่างและตรวจหาปริมาณไวรัสตับ

อักเสบ ซ ีจำ�นวน 40 ตวัอยา่ง โดยเจา้หนา้ท่ีงานโลหิต

วิทยาให้เลขรหัสตัวอย่างท่ีเหลือจากการส่งต่อห้อง

ปฏิบตักิารภายนอกแทนช่ือ-นามสกุล แลว้นำ�ตวัอยา่ง

สง่ไปยงังานจลุชวีวิทยาเพือ่การศกึษาเปรยีบเทียบผล

การทดลองหาปริมาณ DNA ของไวรัสตับอักเสบ บี 

หรือปริมาณ RNA ของไวรัสตับอักเสบ ซี ด้วยเครื่อง

ประเภท POCT: GeneXpert กับเครื่องประเภทกึ่ง 

batch: COBAS (รุ่น COBAS AmpliPrep/ 

COBAS TagMan) ของห้องปฏิบัติการภายนอก 

2. วิธีการทดสอบ 	  

การตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และ

ไวรัสตับอักเสบ ซี ใช้หลักการ real-time PCR ด้วย

เครื่อง GeneXpert ของห้องปฏิบัติการ โรงพยาบาล

ตากสิน และโดยการส่งตรวจห้องปฏิบัติการภายนอก

ด้วยเครื่อง COBAS ซึ่งกำ�หนด TAT 1 สัปดาห์ ตาม

รายละเอียดของแต่ละวิธีการดังนี้

2.1 เครื่อง GeneXpert (ยี่ห้อ Cepheid)

เติม EDTA plasma สำ�หรับการตรวจหา

ปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 600 µL และสำ�หรับไวรัส

ตับอักเสบ ซี 1,000 µL ใส่ลงในตลับน้ำ �ยา  

(cartridge) ชนิด Xpert HBV Viral Load และ 

Xpert HCV Viral Load ตามลำ�ดบัดว้ย disposable 

plastic pasteur pipette ที่ให้มาพร้อมชุดตรวจ แล้ว

นำ�เข้าเครื่อง GeneXpert เพื่อตรวจวิเคราะห์สาร

พันธุกรรมแบบอัตโนมัติ โดยข้ันตอนการสกัดสาร

พนัธุกรรมและการเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมเปา้หมาย

ทั้งหมดเกิดขึ้นภายในตลับ ซึ่งใช้เวลาในการตรวจหา

ปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 60 นาที และตรวจหา

ปริมาณไวรัสตับอักเสบ ซี 105 นาที ก่อนแสดงผล

ผ่านโปรแกรม GeneXpert Dx(11-12) 

2.2 เครื่อง COBAS (รุ่น COBAS  

AmpliPrep/COBAS TagMan ยี่ห้อ Roche)

เติม EDTA plasma สำ�หรับการตรวจหา

ปรมิาณไวรสัตบัอกัเสบ บ ีหรอื ซ ีและคอนโทรลแตล่ะ

ชนิดลงใน S-tube ปริมาตร 650 หรือ 1,000-1,050 

μL ตามลำ�ดับ ลงในแต่ละหลอดด้วยปิเปตต์อัตโนมัติ

ที่ใช้กับ filtered tip โดยระมัดระวังไม่ดูดก้อน fibrin 
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ลงไปด้วย หลังจากนั้นนำ� S-tube ที่ได้ไปประกอบ

เข้ากับถาดตัวอย่างตรวจท่ีมี barcode clip พร้อม

โหลดลงเครื่อง COBAS AmpliPrep ก่อนสั่ง Start 

Run ตรวจเช็กสถานะของเครื่องและน้ำ�ยาต่างๆ ท่ี

ตอ้งใช้ใหพ้รอ้มทำ�งานจากหนา้ System ของโปรแกรม 

AMPLILINK แล้วกดปุ่ม Start เพื่อเริ่มการตรวจ

วิเคราะห์ เครื่อง COBAS TaqMan จะทำ�งานต่อ

จากเครื่อง COBAS AmpliPrep แบบอัตโนมัติจน

เสร็จส้ินการทำ�งาน ระยะเวลารายงานผลประมาณ  

4 ชั่วโมง(18-19)

3. การวิิเคราะห์์ผลทางสถิิติิ
นำ�ผลการทดสอบด้วยเครื่อง GeneXpert 

และ COBAS มาวิเคราะหผ์ลทางสถติิในรปูแบบการ

ศึกษาเปรียบเทียบโดย 1) วิเคราะห์ความสัมพันธ์

ระหว่างผลการตรวจหาปรมิาณไวรสัตบัอักเสบ บ ีและ 

ซี จากเครื่อง GeneXpert กับ COBAS โดยใช้ค่า

สมัประสทิธิส์หสมัพนัธเ์พยีรส์นั (r) และการวิเคราะห์

ถดถอย (R2) เพื่อดูทิศทางความสัมพันธ์ของผลจาก 

2 วิธี 2) เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างปริมาณ

ไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี จากทั้ง 2 เครื่องด้วยสถิติ 

Bland-Altman plot and analysis 3) วิเคราะหค์วาม

สอดคล้อง (agreement measurement) ระหว่างผล

ตรวจปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี จากเครื่อง 

GeneXpert กับเครื่อง COBAS โดยสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ภายในช้ัน (Intraclass correlation  

coefficient: ICC) 

ผลการวิิจััย
ผลการทดลองเพื่อประเมินผลวิธีการตรวจ

หาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี ด้วยเครื่องตรวจ

ประเภท POCT: GeneXpert เปรียบเทียบกับเครื่อง

ตรวจแบบกึ่ง batch: COBAS จากการส่งตรวจห้อง

ปฏิบัติการภายนอก มีดังนี้

1.	 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสตับอักเสบ 

บี และ ซี ที่ตรวจได้ด้วยเครื่อง GeneXpert กับ 

COBAS

ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 

ด้วยเครื่อง GeneXpert และ COBAS พบว่า 30 

ตัวอย่างจากทั้งหมด 40 ตัวอย่างมีปริมาณไวรัสตับ

อักเสบ บี อยู่ในช่วงเชิงเส้นด้วยเครื่อง GeneXpert 

และ COBAS และพบ 1 ตัวอย่างมีปริมาณไวรัส 

ตับอักเสบ บี มากกว่าค่าสูงสุดของช่วงเชิงเส้น 

(maximum linear range) ของเครือ่ง COBAS โดย

มีค่าอยู่ที่มากกว่า 170,000,000 IU/mL นอกจากนี้

ยังพบ 2 ตัวอย่างท่ีมีปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี  

น้อยกว่าค่าต่ำ�สุดของช่วงเชิงเส้น (minimum linear 

range) คือน้อยกว่า 20 IU/mL เมื่อตรวจด้วยเครื่อง 

COBAS แต่พบปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี น้อยกว่า 

10 IU/mL เมื่อตรวจด้วยเครื่อง GeneXpert และ

พบ 7 ตัวอย่างที่มีปริมาณไวรัสตับอักเสบบี น้อยกว่า 

20 IU/mL เมื่อตรวจด้วยเครื่อง COBAS แต่ตรวจ

ไม่พบด้วยเครื่อง GeneXpert (Table 1, 2)

สำ�หรับผลการตรวจหาปริมาณไวรัสตับ

อักเสบ ซี จาก 40 ตัวอย่าง พบมีปริมาณไวรัสตับ

อกัเสบ ซ ีอยู่ในชว่งเชงิเสน้ของท้ังเครือ่ง GeneXpert 

และ COBAS จำ�นวน 31 ตัวอย่าง และพบปริมาณ

ไวรสัตบัอกัเสบ ซ ีซึง่นอ้ยกว่าคา่ต่ำ�สดุของชว่งเชิงเสน้ 

(minimum linear range) คอืตรวจไมพ่บดว้ยเครือ่ง 

GeneXpert แต่พบต่ำ�กว่า 15 IU/mL เมื่อตรวจ 

ด้วยเครื่อง COBAS จำ�นวน 8 ตัวอย่าง และตรวจ

พบปริมาณไวรัสตับอักเสบ ซี 391 IU/mL เมื่อตรวจ

ด้วยเครื่อง COBAS แต่ตรวจไม่พบเมื่อตรวจ 

ด้วยเครื่อง GeneXpert จำ�นวน 1 ตัวอย่าง (Table 

3, 4)

	 จากการวิเคราะห์ทางสถิติพบความสัมพันธ์

ระหวา่งการตรวจหาปรมิาณไวรสัตบัอกัเสบ บ ีและ ซ ี
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Table 1  HBV VL detected by GeneXpert and COBAS (n = 40)

No
IU/mL Log 10 IU/mL

Mean Diff
GeneXpert COBAS GeneXpert COBAS

1 1,340.00 383.30 3.127104798 2.583538819 2.855321809 -0.543565979

2 22,500.00 27,701.90 4.352182518 4.442509557 4.397346038 0.090327039

3 6,090.00 4,900.70 3.784617293 3.690258118 3.737437705 -0.094359175

4 284.00 291.40 2.45331834 2.464489547 2.458903944 0.011171207

5 63,700,000.00 14,334,556.80 7.804139432 7.15638427 7.480261851 -0.647755162

6 2,350,000.00 13,559,263.00 6.371067862 7.132236085 6.751651973 0.761168222

7 133.00 147.00 2.123851641 2.167317335 2.145584488 0.043465694

8 18,700,000.00 22,579,658.90 7.271841607 7.353717377 7.312779492 0.08187577

9 58,200,000.00 69,454,896.70 7.764922985 7.84170287 7.803312927 0.076779885

10 134,000,000.00 100,000,000.00 8.127105000 8.00000000 8.063552000 -0.1271

11 36,400,000.00 37,027,495.70 7.561101384 7.56852434 7.564812862 0.007422957

12 7,160,000.00 849,721.90 6.854913022 5.929276812 6.392094917 -0.925636211

13 12,600.00 17,582.10 4.100370545 4.245070746 4.172720645 0.144700201

14 608,000.00 459,004.40 5.783903579 5.661816849 5.722860214 -0.122086731

15 16,100,000.00 13,954,773.00 7.206825876 7.144722776 7.175774326 -0.0621031

16 883,000.00 1,019,045.90 5.945960704 6.008193746 5.977077225 0.062233042

17 17,300,000.00 14,931,515.30 7.238046103 7.174103884 7.206074993 -0.06394222

18 21,700,000.00 31,867,278.10 7.336459734 7.50334497 7.419902352 0.166885237

19 712.00 450.40 2.852479994 2.653598382 2.753039188 -0.198881612

20 334.00 155.80 2.523746467 2.192567453 2.358156960 -0.331179013

21 487.00 843.20 2.687528961 2.925930598 2.806729780 0.238401637

22 1,660.00 1,905.50 3.220108088 3.280008953 3.250058521 0.059900865

23 43.00 41.10 1.633468456 1.613841822 1.623655139 -0.019626634

24 37.00 55.40 1.568201724 1.743509765 1.655855744 0.175308041

25 29.00 42.30 1.462397998 1.626340367 1.544369183 0.163942369

26 1,560.00 1,283.70 3.193124598 3.108463541 3.150794070 -0.084661057

27 310.00 282.10 2.491361694 2.450403086 2.470882390 -0.040958608

28 92,400.00 77,437.60 4.965671971 4.888951885 4.927311928 -0.076720087

29 1,100.00 1,017.20 3.041392685 3.007406352 3.024399518 -0.033986334
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Table 1  HBV VL detected by GeneXpert and COBAS (n = 40) (Cont.)

No
IU/mL Log 10 IU/mL

Mean Diff
GeneXpert COBAS GeneXpert COBAS

30 282.00 241.10 2.450249108 2.38219721 2.416223159 -0.068051898

31 ND <20 ND <1.30103

32 ND <20 ND <1.30103

33 ND <20 ND <1.30103

34 ND <20 ND <1.30103

35 <10 <20 <1.00000 <1.30103

36 <10 <20 <1.00000 <1.30103

37 ND <20 ND <1.30103 SD = 0.29369308

38 ND <20 ND <1.30103 Av (Bias) = -0.0452345

39 ND <20 ND <1.30103 Bias +1.96 SD = 0.5304

40 2.11x108 >170,000,000 8.32428246 >8.23044 Bias -1.96 SD = -0.6209

GeneXpert 
HBV VL
(IU/mL)

COBAS HBV VL (IU/mL)

 TotalDetected
> 1.70 x 108

Detected
≥ 20 to < 1.7 x 108

Detected
 < 20

Not detected

Detected > 1.00 x 109 0 0 0 0 0

Detected
≥ 10 to ≤ 1.00 x 109

1 30 0 0 31

Detected < 10 0 0 2 0 2

Not Detected 0 0 7 0 7

Total 1 30 9 0 40

Table 2  Quantitative results of GeneXpert HBV and COBAS HBV viral load
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No
IU/mL log 10 IU/mL

GeneXpert COBAS GeneXpert COBAS Mean Diff

1 2,110,000 2,179,878 6.324282455 6.338432188 6.331357322 0.014149733

2 3,670,000 6,092,125 6.564666064 6.784768806 6.674717435 0.220102741

3 948,000 1,554,582 5.976808337 6.191613635 6.084210986 0.214805298

4 3,420,000 4,318,863 6.534026106 6.635369428 6.584697767 0.101343322

5 2,450,000 2,088,238 6.389166084 6.319779994 6.354473039 -0.06938609

6 12,300,000 25,530,834 7.089905111 7.407065002 7.248485057 0.31715989

7 1,570,000 951,439 6.195899652 5.978380949 6.087140301 -0.217518703

8 4,580,000 1,074,605 6.660865478 6.031248857 6.346057167 -0.629616621

9 925,000 1,586,548 5.966141733 6.200453216 6.083297474 0.234311483

10 116,000 380,302 5.064457989 5.580128609 5.322293299 0.51567062

11 4,480,000 8,112,734 6.651278014 6.909167237 6.780222625 0.257889223

12 706,000 667,929 5.848804701 5.8247303 5.836767501 -0.024074401

13 3,650,000 2,863,536 6.562292864 6.456902647 6.509597756 -0.105390217

14 612,000 1,014,685 5.786751422 6.00633124 5.896541331 0.219579818

15 1,840,000 935,724 6.264817823 5.971147769 6.117982796 -0.293670054

16 110 141 2.041392685 2.149219113 2.095305899 0.107826427

17 1,190,000 24,449,849 6.075546961 7.388276181 6.731911571 1.31272922

18 4,640,000 8,319,775 6.666517981 6.920111581 6.793314781 0.253593601

19 172,000 251,220 5.235528447 5.400054211 5.317791329 0.164525764

20 3,990,000 3,062,304 6.600972896 6.486048302 6.543510599 -0.114924594

21 158,000 195,895 5.198657087 5.292023351 5.245340219 0.093366264

22 1,550,000 1,387,726.0 6.190331698 6.142303725 6.166317712 -0.048027973

23 1,450,000 914,850 6.161368002 5.961349892 6.061358947 -0.20001811

24 10,800,000 16,069,340 7.033423755 7.20599804 7.119710898 0.172574284

25 2,410,000 1,421,704 6.382017043 6.152809185 6.267413114 -0.229207857

26 942,000 1,073,743 5.974050903 6.030900346 6.002475624 0.056849443

27 2,130,000 1,316,550 6.328379603 6.119437357 6.223908480 -0.208942246

28 6,900,000 7,335,869 6.838849091 6.865451567 6.852150329 0.026602477

29 2,170,000 1,473,314 6.336459734 6.168295316 6.252377525 -0.168164418

Table 3  HCV VL detected by GeneXpert and COBAS (n = 40)
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No
IU/mL log 10 IU/mL

GeneXpert COBAS GeneXpert COBAS Mean Diff

30 4,460,000 8,517,856 6.649334859 6.930330294 6.789832576 0.280995435

31 566,000 471,090 5.752816431 5.673103885 5.712960158 -0.079712546

32 ND <15 ND <1.176091

33 ND <15 ND <1.176091

34 ND <15 ND <1.176091

35 ND <15 ND <1.176091

36 ND <15 ND <1.176091

37 ND <15 ND <1.176091 SD  =  0.32501

38 ND <15 ND <1.176091 Av (Bias)  = 0.07017

39 ND <15 ND <1.176091 Bias +1.96 SD  =  0.7072

40 ND 398.1 ND 2.5999922 Bias -1.96 SD  =  -0.5669

Table 3  HCV VL detected by GeneXpert and COBAS (n = 40) (Cont.)

GeneXpert 
HCV Viral load

(IU/mL)

COBAS HCV VL (IU/mL)

 TotalDetected
>1.70 x 108

Detected
≥15 to ≤1.00 x 108 Detected<15 Not detected

Detected >1.00 x 108 0 0 0 0 0

Detected
≥10 to ≤1.00 x 108

0 31 0 0 31

Detected <10 0 0 0 0 0

Not Detected 0 1 8 0 9

Total 0 32 8 0 40

Table 4 Quantitative results of GeneXpert HCV viral load and Cobas HCV
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โดยเครื่องตรวจทั้ง 2 วิธี โดยใช้สถิติค่าสัมประสิทธิ ์

สหสัมพันธ์เพียร์สัน (Pearson’s correlation  

coefficient: r) และการวิเคราะห์ถดถอย (simple 

regression analysis: R2) เพือ่ดทูศิทางความสมัพนัธ์

ของผลการทดสอบของทั้ง 2 วิธี ดังนี้ (Table 1, 3 

และ Fig. 1-2) 

 HBV VL : Pearson’s correlation coefficient: r = 0.9916

 simple regression analysis: R2 = 0.9833

 HCV VL : Pearson’s correlation coefficient: r = 0.9375

 simple regression analysis: R2 = 0.8774

สรุปได้ว่า ทั้ง 2 วิธีมีความสัมพันธ์กันมาก 

เนื่องจากมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์อยู่ ในช่วง  

0.81-1.00 ตามการแปลความหมายค่าสัมประสิทธ์ิ 

สหสัมพันธ์ของเบสท์

Fig. 1	Analysis HBV VL between GeneXpert vs COBAS by Pearson’s correlation coefficient: r and 
Regression analysis: R2

	 - Pearson’s correlation coefficient:	 r 	 = 0.9916
	 -	Y = 0.998X + 0.0542 	 R² 	= 0.9833
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Fig. 2	Analysis HCV VL between GeneXpert vs COBAS by correlation coefficient: r and Regression 
analysis: R2

 	 -	Pearson’s correlation coefficient: 	 r 	 = 0.9375
	 -	Y = 0.9597X + 0.3165 	 R² 	= 0.8774

2. ความแตกต่างของปริมาณ ไวรัสตับอักเสบ บี 

และ ซี จากเครือ่ง GeneXpert กบัเครือ่ง COBAS 

โดยใช้สถิติ Bland-Altman Plot and Analysis 

ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 

พบว่า 27 จาก 30 ตัวอย่าง (ร้อยละ 90) อยู่ในช่วง

เกณฑ์การยอมรับ bias ± 1.96 SD (0.5304 ถึง 

-0.6209) (Fig. 3) ในขณะที่ผลการตรวจหาปริมาณ

ไวรสัตบัอกัเสบ ซ ี30 จาก 31 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 96.8) 

อยู่ในชว่งเกณฑ์การยอมรบั bias ± 1.96 SD (0.7072 

ถึง -0.5669) ตามลำ�ดับ (Fig. 4) โดยปริมาณไวรัส

ตับอักเสบ บี จากการตรวจด้วยเครื่อง GeneXpert 

มีค่าน้อยกว่าจากการตรวจด้วยเครื่อง COBAS 

จำ�นวน 14 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 30 ตัวอย่าง  

(Table 1) ขณะที่ปริมาณไวรัสตับอักเสบ ซี จากการ

ตรวจด้วยเครื่อง GeneXpert มีค่าน้อยกว่าจากการ

ตรวจด้วยเครื่อง COBAS จำ�นวน 18 ตัวอย่างจาก

ทั้งหมด 31 ตัวอย่าง (Table 3) 

3. ความสอดคล้องระหว่างการตรวจหาปริมาณ

ไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี จากเครื่อง GeneXpert 

กับเครื่อง COBAS โดยใช้สถิติ Intraclass  

correlation coefficient: ICC 

พบว่า ค่า ICC ของความแตกต่างของ

ปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี ที่ตรวจได้โดยทั้ง 

2 เครื่อง มีค่าเท่ากับ 0.996 และ 0.967 ตามลำ�ดับ 

(Table 5) แสดงถึงความสอดคล้องกันในระดบัดมีาก 

(excellent) 

วิิจารณ์์
จากผลการศึกษานำ�ร่องเพื่อประเมินผล 

วิธีการตรวจหาไวรัสตับอักเสบ บี และไวรัสตับอักเสบ ซ ี

ด้วยเครื่องตรวจประเภท point of care testing: 

GeneXpert เปรียบเทียบกับเครื่องตรวจประเภทกึ่ง 

batch: COBAS โดยวิเคราะห์ความสัมพันธ์และการ

ถดถอย เปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณไวรัส
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Fig. 3	Comparison the difference of HBV VL between GeneXpert and COBAS by Bland-Altman  
Plot and analysis. (3/30 = 10% outside the limits of agreement or 90% inside the limits  
of agreement, Mean difference = -0.0452345, 95% limits of agreement (-0.6209, 0.5304)  
Averages lie between 1.544 and 8.064)

Fig. 4	Comparison the difference of HCV VL between GeneXpert and COBAS by Bland-Altman Plot 
and analysis (1/31 = 3.23% outside the limits of agreement or 96.77% inside the limits of agree-
ment, Mean difference = 0.0701 95% limits of agreement (-0.5669, 0.7072) Averages lie between 
2.095 and 7.248)

 H
CV

Bland-Altman Plot

Bland-Altman Plot
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ตับอักเสบ บี หรือ ซี และวิเคราะห์ความสอดคล้อง

ระหว่างผลการทดลองโดยทั้ง 2 เครื่อง พบว่าในการ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์และการวิเคราะห์การถดถอย

ด้วยการสร้าง scatter diagram โดยผลการทดสอบที่

ได้จากวิธีอ้างอิง (COBAS) อยู่ในแนวแกน X และ

ผลการทดสอบท่ีไดจ้ากวิธทีีพ่ฒันา (GeneXpert) อยู่

ในแนวแกน Y ลากเสน้ตรงผา่นทุกจดุและคำ�นวณคา่ 

Pearson’s correlation coefficient (r) และ  

coefficient of determination (R2) โดยทัว่ไปเกณฑ์

การยอมรับค่า r ต้อง > 0.975 และค่า R2 > 0.95(21) 

ดังนั้น r และ R2 ของการตรวจหาไวรัสตับอักเสบ บี 

ดว้ยวิธี GeneXpert และเครือ่ง COBAS คอื 0.9916 

และ 0.9833 ตามลำ�ดบั (Fig. 1) อยู่ในเกณฑ์ยอมรบั

ได้ แต่ค่า r และ R2 ของการตรวจหาไวรัสตับอักเสบ 

ซี คือ 0.9375 และ 0.8774 ตามลำ�ดับ (Fig. 2)  

พบว่า ไม่อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ทั่วไป แต่มีระดับ

ความสัมพันธ์ที่มีความสัมพันธ์กันมากตามการแปล

ความหมายค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเบสท์  

คา่สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ (r) ของการตรวจหาปรมิาณ

ไวรัสตับอักเสบ ซี ห่างจากเกณฑ์ท่ียอมรับได้  

(r = 0.975) เล็กน้อย ทั้งนี้ อาจเนื่องมาจากความ

หลากหลายของตวัอยา่งคนไข้ทีต่ดิเช้ือไวรสัตบัอกัเสบ 

ซี มีน้อย โดยจำ�นวนของกลุ่มตัวอย่างเกือบทั้งหมด

กระจายตัวในกลุ่มของปริมาณไวรัสตับอักเสบ ซี 

ปรมิาณสูง และเนือ่งจากการตรวจวดัปรมิาณของไวรสั

ตับอักเสบ ซี เป็นการตรวจหา RNA ไวรัส ดังนั้น 

ระยะเวลาในการทดสอบ รวมถึงการขนสง่ตวัอยา่งอาจ

มผีลตอ่ปรมิาณไวรสัทีท่ดสอบโดย COBAS ของหอ้ง

ปฏิบัติการภายนอก 

ในการเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ปรมิาณไวรสัตบัอกัเสบ บ ีและไวรสัตบัอักเสบ ซ ีดว้ย

สถิติ Bland-Altman plot and analysis ซึ่งเป็นการ

นำ�ค่าความแตกต่าง ระหว่างผลทดสอบของวิธีอ้างอิง 

(COBAS) กับวิธีทีพ่ฒันาข้ึน (GeneXpert) มาสรา้ง

กราฟในแนวแกน Y และค่าเฉลี่ย (mean) ตามแนว

แกน X โดยมีค่าจำ�กัดของความสอดคล้อง (limit of 

agreement) ที่ร้อยละ 95(22) (Fig. 3-4) จากการ

สร้าง difference plot พบว่า การตรวจหาปริมาณ

ไวรสัตบัอกัเสบ บ ีมคีวามสอดคลอ้งนอ้ยกว่าการตรวจ

หาปริมาณไวรัสตับอักเสบ ซี โดยความแตกต่างของ

ทั้ง 2 วิธี อยู่ในช่วง bias ± 1.96 SD เท่ากับ 27 ใน 

30 ราย (ร้อยละ 90) และ 30 ใน 31 ราย (ร้อยละ 

96.8) ตามลำ�ดับ 

สำ�หรบัการวิเคราะห์ความสอดคลอ้งโดยสถิติ

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ภายในช้ัน (ICC) พบว่า  

ค่า ICC เท่ากับ 0.996 และ 0.967 ตามลำ�ดับ ดังนั้น 

การตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และ ซี ด้วย

เครื่อง GeneXpert กับเครื่อง COBAS ผลการตรวจ

มีความสอดคล้องกันในระดับดีมาก (excellent)(23) 

(Table 5) 
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การส่งตรวจ HBV หรือ HCV Viral load 

เพิม่ของแพทย ์โดยท่ัวไปมวัีตถุประสงคเ์พือ่ยนืยนัการ

วินิจฉัย เพื่อการติดตามผลการรักษา รวมท้ังทราบ

ระดับความรุนแรง โดยผู้ป่วยที่มีผลการตรวจปริมาณ 

DNA ของไวรัสตับอักเสบ บี ตั้งแต่ 2,000 IU/mL 

ข้ึนไป เข้าเกณฑ์ท่ีจะได้รับการรักษาและต้องมีการ

ตรวจประเมินการรักษาตามแนวทางการดูแลรักษา 

ผูป้ว่ยไวรสัตบัอกัเสบ บ ีและ ซ ีเรือ้รงัในประเทศไทย 

ปี พ.ศ. 2558(24) (ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสตับ

อักเสบ บี จำ�นวน 9 ราย ที่ผลน้อยกว่าค่าต่ำ�สุดของ

ช่วงเชิงเส้น (minimum linear range) นั้น ปกติ 

จะพบได้ในกลุ่มผู้ป่วย inactive carrier ซึ่งมีปริมาณ

ไวรสัต่ำ�มากๆ หรอืนา่จะเปน็รายท่ีสง่ตรวจเพือ่ตดิตาม

การรักษาภายหลังได้รับการรักษาแล้ว ทำ�ให้ปริมาณ

ไวรัสต่ำ�มากๆ) หรือผู้ป่วยที่มีผลการตรวจปริมาณ 

RNA ของไวรัสตับอักเสบ ซี ตั้งแต่ 5,000 IU/mL 

ข้ึนไป เข้าเกณฑ์ท่ีจะได้รับการรักษาตามแนวทาง 

กำ�กับการใช้ยารักษาโรคไวรัสตับอักเสบ ซี ซึ่งในกรณีนี้ 

ต้องมีการตรวจประเมินก่อนการรักษาตามแนวทาง 

การดูแลรักษาผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบ ซี เรื้อรังใน

ประเทศไทย ปี พ.ศ. 2561(9) โดยท่ีผลการตรวจ 

anti-HCV นี้ ถ้าเป็นบวก แสดงว่าเคยมีการติดเชื้อ

มาก่อน ซึ่งอาจมีหรือไม่มีไวรัสอยู่ในเลือดก็ได้ ใน 

กรณีนี ้ตอ้งตรวจพสิจูนเ์พือ่ยนืยนัการตดิเช้ือไวรสัตบั

อักเสบ ซี โดยการตรวจหาปริมาณ RNA ของไวรัส

ในกระแสเลือดดว้ยวิธี real-time PCR (polymerase 

chain reaction) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานสากล เป็นท่ี

ยอมรบัขององคก์ารอนามยัโลก (WHO) วา่มคีา่ความ

ไว และความจำ�เพาะสูง สามารถตรวจพบไวรัสตับ

อักเสบได้แม้ในปริมาณที่น้อยมาก ดังนั้น จึงพบว่า 

มีกลุ่มตัวอย่างหลายรายที่ตรวจไม่พบปริมาณไวรัส

แม้ว่าผลการตรวจคัดกรองให้ผลเป็นบวกก็ตาม

สำ�หรับการวิเคราะห์ความเหมาะสมของ

การนำ�เครื่องตรวจประเภท point of care testing; 

GeneXpert ซึ่งผ่านการรับรอง CE: IVD ในการให้

บริการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี และไวรัส

ตับอักเสบ ซี ที่โรงพยาบาลตากสิน โดยพิจารณาจาก

ผลประเมินวิธีการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 

และไวรสัตบัอักเสบ ซ ีรว่มกับการเปรยีบเทียบในเชิง

คุณลักษณะประกอบอ่ืนๆ พบว่า มีความเหมาะสม 

ดังปรากฏใน Table 6 

Pair of Method

Intraclass Correlation Coefficient (ICC)

ICC
95% Confidence Interval

Lower Bound Upper Bound

GeneXpert HBV VL vs. COBAS HBV VL 0.996 0.991 0.998

GeneXpert HCV VL vs. COBAS HCV VL 0.967 0.932 0.984

Table 5	 Analysis of intraclass correlation coefficient for determining inter-rater reliability between pairs  
	 of GeneXpert and COBAS instruments
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สรุุป 
วิธีการตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบ บี 

และไวรสัตบัอกัเสบ ซ ีดว้ยเครือ่งตรวจประเภท point 

of care test; GeneXpert เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว 

เหมาะสมกับการนำ�มาให้บริการตรวจวิเคราะห์แก่ 

ผู้ป่วยของโรงพยาบาลตากสิน

กิิตติิกรรมประกาศ
ผู้ วิจัยขอขอบคุณ โรงพยาบาลตากสิน  

ผู้บริหารและคณะกรรมการพิจารณาทุนส่งเสริมการ

วิจัย โรงพยาบาลตากสินท่ีให้การสนับสนุนทุนวิจัย 

ในครั้งนี้ กองทุนโลกและกองวัณโรคท่ีให้ความ

อนุเคราะห์การใช้เครื่อง GeneXpert เจ้าหน้าที่กลุ่ม

งานส่งเสริมการวิจัย เจ้าหน้าท่ีงานโลหิตวิทยาท่ีช่วย

สนับสนุนการเจาะเลือดและส่งตรวจห้องปฏิบัติการ

ภายนอก เจา้หนา้ท่ีงานจลุชวีวทิยาท่ีช่วยรบัสิง่สง่ตรวจ

และประสานงาน และนายอรุณ บัวเกิด เจ้าหน้าท่ี

บริษัทไบโอมีเดีย สำ�หรับคำ�แนะนำ�อันเป็นประโยชน์

อย่างยิ่งในการศึกษาครั้งนี้
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Abstract
HPV DNA test has been used to screen for cervical cancer in Thai women to increase 

the detection opportunity of new cervical cancer. The information regarding the test efficacy in 

the 3rd health zone women is still unclear. This research aimed to study the efficacy of HPV 

genotypic test on detecting the cytological abnormalities. During the 2021 fiscal year, Thai 

women aged 30-60 years in Phichit, Uthai Thani, Chainat and Kamphaeng Phet provinces, who 

underwent cervical cancer screening according to the primary HPV test guidelines, were  

recruited. HPV non 16/18 were also screened for cytological abnormalities by liquid-based  

cytology (LBC) method. Cytological abnormalities were found at 20.07%. The top five findings 

were HPV 52, multiple HPV non 16/18, HPV 58, HPV 66 and HPV 51 at 5.18%, 3.97%, 2.42%, 

1.84% and 1.38%, respectively. The confirmation by colposcopy indicated the positive predictive 

values (PPV) of HPV 16, HPV 18 and non 16/18 at 48.28%, 61.54% and 55.88%, respectively. 

HPV 45, HPV 68 and HPV 18 had higher rates of adenocarcinoma at 100%, 33.33% and 6.90%,  

respectively. The incidence rate of HPV 51-associated squamous cell carcinoma (SCC) was 

11.11%. Therefore, the efficacy of this process is acceptable for cervical cancer screening.  

Furthermore, an increased follow-up of patients with abnormalities for comprehensive  

confirmation, would increase the likelihood of a new cervical cancer detection.

Keywords: Cervical cancer, HPV DNA test, Colposcopy, Liquid-based cytology
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การประเมินประสิทธิผลแนวทางการตรวจหาสารพันธุกรรม  
Human Papillomavirus 14 High Risk Types ด้วยวิธี  
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บทคัดย่อ
การนำ� HPV DNA test มาใช้ตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูกในหญิงไทย เพื่อเพิ่มโอกาส

ในการตรวจพบโรคมะเรง็ปากมดลกูรายใหม่ อยา่งไรกต็ามยงัไม่มกีารศกึษาประสทิธิผลของวธีิการตรวจ

ดังกล่าวในเขตสุขภาพท่ี 3 การวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาประสิทธิผลของการตรวจหาสาร

พันธุกรรม HPV genotype กับความผิดปกติทางเซลล์วิทยา ในกลุ่มหญิงไทยช่วงอายุ 30-60 ปี ที่เข้า

รบัการตรวจคดักรองโรคมะเรง็ปากมดลูกในพืน้ท่ีจงัหวดัพจิติร อทัุยธานี ชัยนาท และกำ�แพงเพชร โดย

ใช้ข้อมูลปีงบประมาณ 2564 และแนวทางการตรวจ primary HPV test โดย HPV non 16/18 ทั้งหมด 

และตรวจคัดกรองความผิดปกติทางเซลล์วิทยา โดยวิธี liquid-based cytology (LBC) ร่วมด้วย ผลการ

ศึกษาพบความผิดปกติทางเซลล์วิทยาร้อยละ 20.07 โดย 5 อันดับแรกที่พบคือ HPV 52, multiple HPV 

non 16/18, HPV 58, HPV 66 และ HPV 51 ที่ร้อยละ 5.18, 3.97, 2.42, 1.84 และ 1.38 ตามลำ�ดับ 

และผลตรวจยืนยันด้วยวิธี colposcopy พบ positive predictive value (PPV) ของ HPV 16, HPV 18 

และ non 16/18 ที่ร้อยละ 48.28, 61.54 และ 55.88 ตามลำ�ดับ และพบว่า HPV 45, HPV 68 และ  

HPV 18 มีอัตราเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกชนิด adenocarcinoma ท่ีร้อยละ 100, 33.33 และ 6.90  

ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ยังพบว่าการติดเชื้อ HPV 51 มีอัตราเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกชนิด squamous cell 

carcinoma (SCC) ที่ร้อยละ 11.11 แสดงว่าวิธีการดำ�เนินการดังกล่าวมีประสิทธิผลเพียงพอสำ�หรับการ

ตรวจคัดกรอง และหากมีการติดตามผู้ป่วยท่ีตรวจพบความผิดปกติให้เข้ารับการตรวจยืนยันอย่าง

ครอบคลุมเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้มีโอกาสตรวจพบโรคมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ได้สูงขึ้น

คำ�สำ�คัญ: โรคมะเร็งปากมดลูก, HPV DNA test, Colposcopy, Liquid-based cytology	

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: sirinya.p@dmsc.mail.go.th
รับบทความ: 10 กุมภาพันธ์ 2565 	 แก้ไขบทความ: 12 พฤษภาคม 2565 	 รบัตพีมิพบ์ทความ: 31 พฤษภาคม 2565



การประเมินประสิทธิผลแนวทางการตรวจหาสารพันธุกรรม Human Papillomavirus 14 High Risk Types
ด้วยวิธี Real Time PCR ร่วมกับการตรวจความผิดปกติทางเซลล์วิทยาและ Colposcopy

8069

บทน�ำ
โรคมะเรง็ปากมดลูกยงัคงเปน็ปญัหาสขุภาพ

สำ�คัญในกลุ่มประเทศกำ�ลังพัฒนา โดยพบว่าใน

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีอัตราอุบัติการณ์

ปรับมาตรฐานตามอายุ (age-standardized inci-

dence rate, ASR) เท่ากับ 16.3 ต่อประชากรสตรี 

100,000 คน และในภาคเหนือของประเทศไทย  

มี ASR เท่ากับ 18.2 ต่อประชากรสตรี 100,000 คน 

อุบัติการณ์ในการตรวจพบโรคมะเร็งปากมดลูกใน

แต่ละพื้นที่ข้ึนกับประสิทธิภาพการตรวจคัดกรองโรค

มะเร็งและความชุกของการติดเชื้อ human papillo-

mavirus (HPV) ในกลุ่มประชากรในแต่ละพื้นที่(1) 

การตรวจคัดกรองท่ีมีประสิทธิภาพสามารถช่วยเพิ่ม

การตรวจพบผู้ป่วยโรคมะเร็งรายใหม่ได้เป็นอย่างดี 

การตดิเชือ้ high-risk HPV เปน็สาเหตสุำ�คญัของโรค

มะเร็งปากมดลูก โดยเริ่มตั้งแต่การติดเช้ือ HPV 

เข้าไปในร่างกายซึ่งเก่ียวข้องกับการมีเพศสัมพันธ์ 

หลังจากนัน้การตดิเช้ือ HPV บรเิวณปากมดลกูคงอยู่

และพัฒนาทำ�ให้เซลล์ปากมดลูกผิดปกติมากข้ึนเกิด

เป็นรอยโรค carcinoma in situ (CIS) และ adeno-

carcinoma in situ (AIS) และสดุท้ายเกิดโรคมะเรง็

ปากมดลกูตามมา ซึง่กระบวนการทัง้หมดตอ้งใช้เวลา

นานประมาณ 10-20 ป ีตัง้แตต่ดิเชือ้ HPV จนกระท่ัง

เป็นมะเร็งปากมดลูก จากความรู้ดังกล่าวสามารถนำ�

มาใช้ในการคดักรองความผดิปกตขิองปากมดลกูกอ่น

ท่ีจะมีการเปล่ียนแปลงกลายเป็นเซลล์มะเร็ง การ

ตรวจคดักรองโรคมะเรง็ปากมดลกูท่ีมกีารใหบ้รกิารใน

ประเทศไทยในปจัจบุนัม ี3 วธิ ีคอื (1) การตรวจเซลล์

วทิยาของปากมดลกู (cervical cytology) ซึง่ปจัจบุนั

ใช้การตรวจเซลล์วิทยาปากมดลูกแบบมาตรฐาน  

(Papanicolaou stain smear: Pap smear หรือ 

conventional cytology) และการตรวจเซลล์วิทยา

โดยเก็บเซลล์ในน้ำ�ยารักษาสภาพ (liquid-based 

cytology, LBC) (2) การตรวจด้วยน้ำ�ส้มสายชู 

(visual inspection with acetic acid, VIA) เพื่อ

สังเกตความผิดปกติของเซลล์บริเวณปากมดลูก  

(3) การตรวจหาเชื้อ HPV (HPV DNA test) ซึ่งแบ่ง

การตรวจออกไปอีก 2 แนวทางคือ (1) การตรวจด้วย

วิธี Co-test คือมีการตรวจ HPV DNA test ร่วมกับ

การตรวจทางเซลลวิ์ทยาในทุกราย และ (2) การตรวจ

ด้วยวิธี primary HPV test ซึ่งเป็นการตรวจที่ระบุ

สายพันธุ์ของเชื้อ HPV โดยให้ความสำ�คัญกับ HPV 

16 และ HPV 18 ซึ่งมีศักยภาพในการทำ�ให้เกิดโรค

มะเร็ง จึงให้ดำ�เนินการตรวจยืนยันทันทีภายหลังการ

ตรวจพบด้วยวิธี colposcopy ซึ่งเป็นการตรวจโดย

การสอ่งกลอ้งคอลโปสโคป (colposcope) สว่น HPV 

สายพันธุ์เสี่ยงสูงอื่นๆ กำ�หนดให้ตรวจด้วยวิธี LBC 

เพ่ือตรวจสอบความผดิปกตขิองเซลลป์ากมดลกู หาก

ผลตรวจเปน็ลบ (negative) ใหต้รวจซ้ำ�ดว้ย Co-test 

ทุก 1 ปี และเมื่อตรวจพบความผิดปกติตั้งแต่ระดับ 

atypical squamous cells of undetermined  

significance (ASC-US) จึงสามารถส่งตวัผูป้ว่ยเข้า

รับการตรวจยืนยันด้วยวิธี colposcopy ต่อไป(2) 

อย่างไรก็ตาม International Agency for Research 

on Cancer (IARC) พบว่าเชื้อ HPV สายพันธุ์เสี่ยง

สงูอืน่ๆ กม็ศีกัยภาพในการทำ�ใหเ้กิดมะเรง็ปากมดลกู

ไดเ้ช่นกัน(3) ดงันัน้ผูวิ้จยัจงึไดส้นใจศกึษาประสิทธิผล

การตรวจ HPV genotype กับความผดิปกตทิางเซลล์

วิทยา ในกลุ่มท่ีเข้ารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปาก

มดลูก ตามแนวทาง primary HPV test ที่เป็นการ

ตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกด้วย HPV DNA test 

และตรวจคัดกรองซ้ำ�ด้วยวิธีทางเซลล์วิทยาเมื่อตรวจ

พบการติดเชื้อ HPV non 16/18

วัสดุและวิธีการ
กลุ่มตัวอย่าง

การวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาข้อมูลย้อนหลัง

แบบภาคตัดขวาง (retrospective cross sectional 
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study) ในกลุ่มหญิงไทยท่ีเข้ารับการตรวจคัดกรอง 

โรคมะเร็งปากมดลูก ในพื้นที่จังหวัดพิจิตร อุทัยธานี 

ชัยนาท และกำ�แพงเพชร โดยมีหน่วยงานที่เข้าร่วม  

4 จังหวัด โดยแยกเป็น โรงพยาบาลประจำ�จังหวัด  

3 แห่ง โรงพยาบาลชุมชน 39 แห่ง โรงพยาบาล 

ส่งเสริมสุขภาพตำ�บล 328 แห่ง การวิจัยใช้ข้อมูล 

ผลตรวจทางห้องปฏิบัติการตรวจคัดกรองโรคมะเร็ง

ปากมดลูก ด้วยวิธี HPV DNA test ในสตรีไทยช่วง

อายุ 30-60 ปี ที่เข้าร่วมโครงการตรวจคัดกรองโรค

มะเร็งปากมดลูกด้วยวิธี HPV DNA test ของศูนย์

วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ ระหว่างเดือน

มนีาคม ถึงเดอืนกันยายน พ.ศ. 2564 ภายใต้โครงการ

ตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูกด้วยวิธี HPV 

DNA test ของกรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวง

สาธารณสุข โดยในปีงบประมาณ 2564 มีผู้เข้ารับ

บริการตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูกทั้งสิ้น 

28,870 ราย โดยมีเกณฑ์ในการคัดเลือกตัวอย่างจาก

อาสาสมัครเข้าร่วมโครงการวิจัย คือ เป็นตัวอย่าง 

ส่งตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูก ด้วยวิธี HPV 

DNA test ที่มีการส่งตรวจ HPV DNA test ในช่วง

เวลาที่ศึกษา และเกณฑ์ในการคัดตัวอย่างอาสาสมัคร

ออกจากโครงการ คือ เป็นตัวอย่างส่งตรวจคัดกรอง

โรคมะเร็งปากมดลูกด้วยวิธี HPV DNA test ที่ไม่มี

ข้อมลูผลตรวจ HPV DNA test หรอืผลตรวจ liquid 

base cytology (LBC) อย่างใดอย่างหนึ่งหรือไม่มี

ข้อมูลผลตรวจยืนยันด้วยวิธี colposcopy ที่ติดตาม

ข้อมูลมาจากหน่วยบริการ โครงการนี้ผ่านการอนุมัติ

โดยคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข 

หมายเลขอ้างอิงที่ สธ 0625/EC098 

การเก็บสิ่งส่งตรวจ

ใช้ตวัอยา่งเซลลป์ากมดลกู (cervical swab) 

ท่ีเก็บด้วยชุดเก็บตัวอย่างสำ�เร็จรูป Cell prep pap 

test (Biodyne, Korea) ซึ่งมีน้ำ�ยารักษาสภาพเซลล์

ท่ีมีปริมาตร 20 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง  

(25-30 องศาเซลเซียส)

การตรวจ HPV DNA Test

	 การสกัด DNA เชื้อ HPV

แบ่งตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกมาสกัด DNA 

โดยใช้เครื่องสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ Chemagic 

360 Instrument และน้ำ�ยาสกัดสารพันธุกรรม

สำ�เรจ็รปู Chemagic Viral DNA/RNA Extraction 

Kit (Perkins Elmer, England) เก็บตัวอย่าง DNA 

ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการตรวจ

วิเคราะห์ด้วยวิธี real time PCR 

	 การตรวจวิเคราะห์ HPV DNA Test  

ด้วยวิธี Real Time PCR 

ตรวจ DNA ของเชื้อ HPV ด้วยชุดน้ำ�ยา

สำ�เรจ็รปู AnyplexTM II HPV HR Detection Kit(4) 

(Seegene, Korea) สามารถตรวจ HPV genotype 

ได้ 14 สายพันธุ์เสี่ยงสูง ได้แก่ 16, 18, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 และ 68 โดยเตรียม 

Master mix reagent ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร 

ประกอบด้วย 4X HPV HR TOM, 4X Anyplex 

PCR Master mix (with UDG) และ RNase-free 

Water อย่างละ 5 ไมโครลิตร แล้วเติม DNA  

5 ไมโครลิตร จากนั้นเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

เครื่อง real time PCR รุ่น CFX96 Real time PCR 

system® (Bio-Rad IVD, USA) โดยตั้งค่า  

protocol แบบ End-point Catcher Melting  

Temperature Analysis (End-point CMTA)  

เมื่อตรวจวิเคราะห์เสร็จแปลผลการทดสอบด้วย

โปรแกรม Seegene viewer (Seegene, Korea)
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การตรวจทางเซลล์วิทยา 

ตวัอยา่งเซลลป์ากมดลกูทีต่รวจ HPV DNA 

test แล้วพบเชื้อ HPV สายพันธุ์อื่นๆ ท่ีไม่ ใช่ 

สายพันธุ์ 16 หรือ 18 (HPV non 16/18) นำ�ตัวอย่าง 

ท่ีเหลือส่งตรวจความผิดปกติทางเซลล์วิทยาด้วยวิธี 

LBC โดยผู้เช่ียวชาญและพยาธิแพทย์ ณ สถาบัน

พยาธิวิทยา กรมการแพทย์ และรายงานผลทางเซลล์

วิทยาในรปูแบบของ The 2014 Bethesda System(2) 

(Table 1)

การตรวจ Colposcopy

เมื่อตรวจ HPV DNA test แล้วพบเช้ือ 

HPV สายพนัธุ ์16, 18 หรอืพบสายพนัธุอ์ืน่ๆ ท่ีไม่ใช่

สายพันธุ์ 16 หรือ 18 (HPV non 16/18) แล้วตรวจ 

LBC ให้ผลบวกซึ่งพบความผิดปกติของเซลล์ จะมี

การตรวจผู้ติดเช้ือด้วยการส่องกล้องตรวจปากมดลูก

และชอ่งคลอดโดยแพทยเ์พือ่ยนืยนัความผดิปกตแิละ

ประเมินรอยโรคที่เกิดขึ้น 

Table 1 Reporting cytology results by The 2014 Bethesda System(2)

Characteristic classification

Abnormal Squamous cells 1.	Atypical squamous cells (ASC) 

- Atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US)

- Atypical squamous cells cannot exclude HSIL (ASC-H)

2.	Low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) such as 

HPV infection and Mild dysplasia or CIN1

3. High-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) such as 

Moderate dysplasia, Severe dysplasia and Carcinoma in situ 

(CIS) or CIN2 and CIN3

4. Squamous cell carcinoma (SCC)

Abnormal Glandular cells 1.	Atypical glandular cells (AGC) 

Endocervical cells or Endometrial cells or not otherwise specified 

(AGC NOS)

2. Atypical glandular cells, favor neoplasia (AGC FN) 

Atypical endocervical cells or not otherwise specified Glandular 

cells

3. Adenocarcinoma in situ (AIS) for Endocervix

4. Adenocarcinoma for Endocervical, Endometrial or Not 

otherwise specified
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การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

การวิเคราะห์ข้อมูลประกอบด้วย (1) 

วิเคราะห์ความชุกในการติดเชื้อ HPV (2) วิเคราะห์

อัตราการตรวจพบความผิดปกติทางเซลล์วิทยา ด้วย

วิธี LBC เมื่อติดเชื้อ HPV non 16/18 และ (3) 

วิเคราะห์โอกาสการตรวจพบความผิดปกติของเซลล์

มะเร็งปากมดลูกระยะเริ่มแรก ด้วยวิธี colposcopy 

กับการติดเชื้อ HPV แต่ละสายพันธุ์ 

 

Characteristic Number of HPV infection (%)

HPV Positive type 16 	 248 	(0.86)

Multiple HPV 16 	 94 	(0.33)

HPV Positive type 18 	 102 	(0.35)

Multiple HPV 18 	 37 	(0.13)

HPV Positive type non 16/18 	 1,739 	(6.02)

Table 2 The prevalence of HPV infection. (N = 28,870)

Table 3 Cytological test of HPV non 16/18 – positive samples by LBC method

HPV Analysis

LBC Bethesda (N = 1,739)

NILM
Atypical 
glandular

cells (AGC)

Atypical 
squamous 
cells (ASC)

LSIL HSIL SCC
Total 

(Abnormal%, Normal%)

Multiple

HPV non 16/18

187 3 44 20 2 0 256 (3.97, 10.75)

HPV 31 47 0 10 1 3 0 61 (0.81, 2.70)

HPV 33 35 0 6 2 5 1 49 (0.81, 2.01)

HPV 35 10 0 0 1 0 1 12 (0.12, 0.58)

HPV 39 130 0 8 2 3 0 143 (0.75, 7.48)

HPV 45 32 2 1 0 1 0 36 (0.23, 1.84)

HPV 51 98 0 10 8 6 0 122 (1.38, 5.64)

HPV 52 299 3 55 9 22 1 389 (5.18, 17.19)

HPV 56 71 0 9 9 1 0 90 (1.09, 4.08)

HPV 58 140 2 26 4 10 0 182 (2.42, 8.05)

HPV 59 54 1 6 1 0 0 62 (0.46, 3.11)

HPV 66 124 0 17 15 0 0 156 (1.84, 7.13)

HPV 68 163 2 12 3 1 0 181 (1.04, 9.37)

Total 1,390 13 204 75 54 3 1,739 (20.07, 79.93)
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Table 4  Colposcopy examination of HPV-positive women

HPV Type

Colposcopy Bethesda analyte (N = 257) Total 

(Abnormal%, 

Normal%)

PPV

(%)NILM ASC-US
LSIL/

CIN 1

HSIL/

CIN 2

HSIL/

CIN 3
SCC

Adeno

carcinoma

Multiple

HPV non 16/18

10 0 5 3 3 0 0 21 (4.28, 3.89) 52.38

Multiple HPV 16 15 2 8 2 4 0 0 31 (6.23, 5.84) 51.61

Multiple HPV 18 4 0 3 1 2 0 0 10 (2.33, 1.56) 60.00

HPV 16 45 0 25 5 10 0 0 85 (15.56, 17.51) 47.06

HPV 18 11 0 11 4 1 0 2 29 (7.00, 4.28) 62.07

HPV 31 2 0 2 1 1 0 0 6 (1.56, 0.78) 66.67

HPV 33 0 0 1 1 0 0 0 2 (0.78, 0.00) 100.00

HPV 35 0 0 0 0 1 0 0 1 (0.39, 0.00) 100.00

HPV 39 4 0 0 3 0 0 0 7 (1.17, 1.56) 42.86

HPV 45 0 0 0 0 0 0 1 1 (0.39, 0.00) 100.00

HPV 51 4 0 1 2 1 1 0 9 (1.95, 1.56) 55.56

HPV 52 14 0 6 2 7 0 0 29 (5.84, 5.45) 51.72

HPV 56 2 0 1 0 1 0 0 4 (0.78, 0.78) 50.00

HPV 58 3 0 2 3 2 0 0 10 (2.72, 1.17) 70.00

HPV 66 5 0 4 0 0 0 0 9 (1.56, 1.95) 44.44

HPV 68 1 0 1 0 0 0 1 3 (0.78, 0.39) 66.67

Total 120 2 70 27 33 1 4 257 (53.31, 46.69) 53.31
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ผลการศึึกษา
ผลการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก  

ด้วยวิธี HPV DNA test ของผู้เข้าร่วมโครงการ

ท้ังหมด 28,870 ราย จากพืน้ท่ีจงัหวัดพจิติร อทัุยธาน ี

ชัยนาท และกำ�แพงเพชร พบว่าช่วงอายุผู้รับบริการ 

ที่ตรวจพบ HPV เท่ากับ 45.56 ± 7.96 ปี โดยตรวจ

พบการติดเชื้อ HPV สายพันธุ์เสี่ยงสูง 2,220 ราย 

คดิเปน็รอ้ยละ 7.69 (Table 2) กลุม่ท่ีตรวจพบ HPV 

non 16/18 รวม 1,739 ราย ได้ส่งตรวจทางเซลล์

วิทยาด้วยวิธี LBC ทุกราย โดยให้ผลลบ คือ ไม่พบ

เซลล์ผิดปกติ (negative for intraepithelial lesion 

or malignancy, NILM) ทั้งหมด 1,390 ราย และ

พบตัวอย่างที่ให้ผลบวก คือมีความผิดปกติทางเซลล์

วทิยา 349 ราย คา่ PPV ทีต่รวจพบความผดิปกตทิาง

เซลลวิ์ทยาโดยรวมท่ีใช้วธิ ีLBC เปน็วิธีอา้งองิ เท่ากับ

ร้อยละ 20.07 สายพันธ์ุท่ีพบความผิดปกติสูงสุด  

5 อันดับแรก ได้แก่ HPV 52, Multiple HPV non 

16/18, HPV 58, HPV 66 และ HPV 51 ที่ร้อยละ 

5.18, 3.97, 2.42, 1.84 และ 1.38 ตามลำ�ดับ 

(Table 3) และตรวจพบความผิดปกติมีความรุนแรง

ในการเกดิมะเรง็ปากมดลกูตัง้แตร่ะดบั HSIL/CIN2 

ถึง SCC โดย 3 อนัดบัแรกทีม่คีวามผดิปกต ิคอื HPV 

52, HPV 58 และอันดับ 3 พบความผิดปกติเท่ากัน 

คือ HPV 51 และ HPV 33 ที่ร้อยละ 1.32, 0.58 

และ 0.35 ตามลำ�ดับ การตรวจคัดกรองด้วย HPV 

genotype และ LBC ทำ�ให้ทราบถึงความรุนแรงใน

การเกิดโรคในแต่ละรายได้ดี สามารถลดการตรวจ

ยืนยันด้วยวิธี colposcopy โดยไม่จำ�เป็น นอกจากนั้น

ยงัสามารถตรวจตดิตามและพบการเปลีย่นแปลงตา่งๆ 

ในระยะก่อนเกิดมะเร็งปากมดลูกได้อย่างต่อเนื่อง

ผู้ติดเชื้อ HPV ที่ได้รับการตรวจยืนยันทาง

เซลล์วิทยาด้วยวิธี colposcopy มีจำ�นวนทั้งสิ้น 257 

ราย ตรวจพบความผดิปกตขิองมะเรง็ปากมดลกูตัง้แต่

ระยะเริม่แรก (ASC-US) โดยการตดิเช้ือ HPV ความ

เสีย่งสงู 14 สายพนัธุม์ีโอกาสเกิดโรคมะเรง็ปากมดลกู 

(PPV) ที่ร้อยละ 53.3 สายพันธุ์ที่พบความผิดปกติ

สูงสุด คือ HPV 16, HPV 18, HPV 52 และ HPV 

58 โดยพบโอกาสเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกแต่ละ 

สายพันธุ์ที่ร้อยละ 47.06, 62.07, 51.72 และ 70.00  

ตามลำ�ดับ และพบการติดเ ช้ือหลายชนิดแบบ  

multiple infection สูงสุดที่กลุ่ม Multiple HPV 

18, Multiple HPV non 16/18 และ Multiple HPV 

16 โดยมีค่า PPV เท่ากับร้อยละ 60.00, 52.38 และ 

51.61 ตามลำ�ดับ (Table 4) โดยกลุ่ม multiple 

infection พบความผิดปกติทางเซลล์วิทยาในระดับ 

ASC-US ถึง HSIL/CIN3 เมือ่ประเมนิความรนุแรง

ด้วยเซลล์วิทยาในระดับ squamous cell carcinoma 

(SCC) พบว่ามีการติดเช้ือชนิดเดียวแบบ single 

infection ของสายพันธุ์ HPV 51 สำ�หรับ adeno-

carcinoma พบวา่มกีารตดิเชือ้แบบ single infection 

ของสายพันธุ์ HPV18, HPV 45 และ HPV 68 โดย

มีอัตราการเกิด adenocarcinoma สูงเมื่อติดเช้ือ 

HPV 45, HPV 68 และ HPV 18 ที่ร้อยละ 100, 

33.33 และ 6.90 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้พบว่าการติด

เชื้อ HPV 51 มีอัตราเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกแบบ 

SCC ทีร่อ้ยละ 11.11 หากผูร้บับรกิารมกีารเขา้รบัการ

ตรวจดว้ยวธิ ีcolposcopy เพิม่ข้ึน จะสามารถประเมนิ

ความรุนแรงของการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกจากการ

ติดเชื้อ HPV แต่ละสายพันธุ์ได้ดียิ่งขึ้น

ผลการวิจัยพบว่าการตรวจคัดกรองโรค

มะเร็งปากมดลูกตามแนวทาง primary HPV test 

ทำ�ให้ทราบถึงระดับความรุนแรงของผู้ป่วยแต่ละราย

และมีโอกาสตรวจพบโรคมะเรง็ปากมดลกูตัง้แตร่ะยะ

เริ่มแรกด้วยวิธี colposcopy จากแนวทางการตรวจ

คัดกรองได้แยกแนวทางการตรวจตามความรุนแรง

ของการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก โดยกลุ่มที่ตรวจพบ

การติดเชื้อ HPV 16 และ HPV 18 ซึ่งเป็นกลุ่มที่มี

ศักยภาพในการก่อโรคมะเร็งสูง จึงเข้าสู่กระบวนการ
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ตรวจยืนยันด้วยวิธี colposcopy ภายหลังการตรวจ

พบการตดิเช้ือ โดยตรวจพบความผดิปกต ิ(PPV) จาก

กระบวนการดังกล่าวเมื่อติดเชื้อ HPV 16 และ HPV 

18 ที่ร้อยละ 48.2 และ 61.54 ตามลำ�ดับ ส่วนกลุ่ม 

HPV non 16/18 ซึ่งเป็นกลุ่มสายพันธุ์ความเสี่ยงสูง

ในการเกิดโรคมะเร็งจึงดำ�เนินการตรวจคัดกรอง 

ซ้ำ�ด้วยวิธี LBC หากพบความผิดปกติตั้งแต่ระดับ 

ASC-US จึงตรวจยืนยันด้วยวิธี colposcopy จาก

การดำ�เนนิการตามกระบวนการพบคา่ PPV ของกลุ่ม 

HPV non 16/18 เท่ากับร้อยละ 55.88 (Fig. 1) 

เมือ่ประเมนิผลการดำ�เนนิการของทัง้สองวิธดีว้ยสถิต ิ 

chi square test พบว่าผลการดำ�เนินการด้วยทั้งสอง

แนวทางไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ที่  

p-value เท่ากับ 0.502

วิิจารณ์์
จากการตรวจคัดกรองตามแนวทาง primary 

HPV test ทั้งหมด 28,870 ราย พบความชุกของการ

ติดเชื้อ HPV 14 HR ที่ร้อยละ 7.69 โดยพบความ

ชุกของเชื้อ HPV 16, HPV 18 และ HPV non 

16/18 ที่ร้อยละ 1.19, 0.48 และ 6.02 ตามลำ�ดับ 

และในการตรวจพบ HPV non 16/18 ทกุรายไดต้รวจ

คัดกรองความผิดปกติทางเซลล์วิทยา โดยวิธี LBC 

ร่วมด้วยและพบความชุกของความผิดปกติทางเซลล์

วิทยาที่ร้อยละ 1.21 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 

ดุริยาและคณะ ในปี พ.ศ. 2558 ซึ่งพบความชุกของ

การติดเช้ือ HPV ในโรงพยาบาลมะเร็งลำ�ปาง  

ที่ร้อยละ 6 และพบการติดเชื้อ HPV 5 อันดับแรก 

คือ HPV 52, HPV 16, HPV 58, HPV 18 และ 

HPV 66 ตามลำ�ดับ(5) แต่จากการศึกษาของทุมวดี

และคณะ ปี พ.ศ. 2561 พบความชุกของการติดเชื้อ 

HPV ในพื้นที่ภาคเหนือสูงถึงร้อยละ 19.3 จากกลุ่ม

ตัวอย่าง 119 ราย(6) ซึ่งแตกต่างจากการศึกษานี้ที่พบ

ความชุกของพื้นที่เพียงร้อยละ 7.69 โดยสาเหตุอาจ

เกิดจากการใช้ปริมาณตัวอย่างท่ีเพิ่มข้ึนและพื้นท่ีมี

ความจำ�เพาะในภาคเหนือตอนล่าง จากข้อมูลกลุ่มท่ี

ตรวจพบการติดเชื้อ HPV non 16/18 แล้วตรวจต่อ

ด้วยวิธี LBC พบอัตราความผิดปกติทางเซลล์วิทยา

ตัง้แตร่ะยะเริม่แรก (ASC-US) ท่ีรอ้ยละ 20.07 โดย

พบ 5 อันดับแรก ได้แก่ HPV 52, multiple HPV 

non 16/18, HPV 58, HPV 66 และ HPV 51 ที่

ร้อยละ 5.18, 3.97, 2.42, 1.84 และ 1.38 ตามลำ�ดับ 

ซึ่งแตกต่างจากรายงานของ Campos-Romero A 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2562 ที่ศึกษาใน 20 รัฐของ

ประเทศเม็กซิโก พบผลการตรวจคัดกรอง HPV 

genotype ท่ีมีความผิดปกติทางเซลล์วิทยาตั้งแต่

ระดับ ASC-US สูงสุดใน HPV 16, HPV 31, HPV 

51 และ HPV 18 ที่ร้อยละ 4.13, 4.12, 3.39 และ 

1.07 ตามลำ�ดับ(7) แสดงว่าประชากรในแต่ละพื้นที่มี

โอกาสในการติดเชื้อ HPV สายพันธุ์ต่างๆ แตกต่าง

กันไป จากผลการตรวจยืนยันทางเซลล์วิทยาด้วยวิธี 

colposcopy ทั้งหมด 257 ราย ในการศึกษาครั้งนี้

ตรวจพบความผดิปกตขิองโรคมะเรง็ปากมดลูกตัง้แต่

ระยะเริ่มแรก โดยท้ัง 14 สายพันธุ์มีโอกาสก่อโรค

มะเร็งปากมดลูกที่มีค่า PPV ท่ีร้อยละ 53.31  

สายพันธุ์ที่พบความผิดปกติจากการตรวจ colposcopy 

สูงสุด ได้แก่ HPV 16, HPV 18, HPV 52 และ 

HPV 58 โดยพบโอกาสเกิดโรคมะเรง็ปากมดลกูแตล่ะ

สายพันธุ์ที่ร้อยละ 47.06, 62.07, 51.72 และ 70.00 

ตามลำ�ดับ และพบการติดเช้ือแบบ multiple  

infection สงูสดุทีก่ลุม่ multiple HPV 18, multiple 

HPV non 16/18 และ multiple HPV 16 โดยมีค่า 

PPV เท่ากับร้อยละ 60.00, 52.38 และ 51.61 

ตามลำ�ดับ รายละเอียดดังแสดงใน Table 4 และเมื่อ

ประเมินการติดเช้ือ HPV แบบ single infection  

กับผลการตรวจยนืยนัดว้ยวิธ ีcolposcopy พบว่าการ

ติดเชื้อ HPV 45, HPV 68 และ HPV 18 มีอัตรา

การเกิด adenocarcinoma ท่ีร้อยละ 100, 33.33 
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และ 6.90 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้พบว่าการติดเชื้อ 

HPV 51 มีอัตราเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกแบบ SCC 

ที่ร้อยละ 11.11 เมื่อประเมินด้วยตัวเลขทางสถิติพบ

ว่า HPV genotype มีความสำ�คัญในการทำ�ให้ทราบ

ถึงความผิดปกติของโรคมะเร็งแต่ละระยะท่ีแตกต่าง

กัน ดังนั้นการใช้ HPV DNA test แบบ HPV 

genotype เปน็พืน้ฐานในการตรวจคดักรองโรคมะเรง็

ปากมดลูกจะสามารถบอกถึงการติดเช้ือแบบฝังแน่น 

(persistence) เม่ือตรวจติดตามในปีต่อๆ ไป และ

เม่ือประเมินความผิดปกติร่วมกับวิธี LBC ส่งผล 

ให้เพิ่มโอกาสในการตรวจพบความรุนแรงของโรค 

ในระยะต่างๆ ได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 

Guan P. และคณะ ที่ศึกษาจากกลุ่มตรวจคัดกรอง

โรคมะเร็งปากมดลูกโดยใช้ HPV screening พบว่า

ในภูมิภาคเอเชียพบการติดเชื้อ HPV 16, HPV 18 

และ HPV 45 ในประชากรส่วนใหญ่ที่ตรวจพบความ

ผิดปกติ และเมื่อประเมินความรุนแรงตั้งแต่ระยะ 

HSIL/CIN3 พบว่าเช้ือ HPV 18 และ 45 เปน็สายพนัธ์ุ 

ท่ีมีความรุนแรงในการก่อโรคมะเร็งปากมดลูกสูง 

(invasive cervical cancers (ICCs)(8) และจากการ

ศึกษาของ Tjalma และคณะ ในปี พ.ศ. 2555 ได้

ศกึษาในกลุ่มผูต้รวจคดักรองโรคมะเรง็ปากมดลูกดว้ย 

HPV DNA test พบเชื้อ HPV 16, HPV 18 และ 

HPV 45 ประมาณร้อยละ 75 มีโอกาสในการตรวจ

พบ squamous cell carcinoma และร้อยละ 94 พบ

เปน็ adenocarcinoma โดยเปน็ HPV 18 และ HPV 

45 ที่ร้อยละ 44 และ 14 ตามลำ�ดับ(9) และการศึกษานี้

แตกต่างจากการศึกษาในประเทศไทยของ Aromseree 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2557 ท่ีศึกษาการติดเช้ือ 

จากตัวอย่างช้ินเนื้อรอยโรคของสตรีท่ีมี HSIL พบ 

HPV16, HPV18, HPV 52 และ HPV 58 เป็น 4 

สายพันธุ์ที่สำ�คัญ แต่อุบัติการณ์อาจจะแตกต่างกันไป

ในแต่ละภูมิภาค โดยพบการติดเชื้อ HPV สายพันธุ์ 

HPV 16, HPV 18 และ HPV 58 ที่ร้อยละ 40, 100 

และ 20 ตามลำ�ดับ ในกลุ่มที่ตรวจทางเซลล์วิทยาใน

ระดบั HSIL(10) จากแนวทางการตรวจคดักรอง HPV 

DNA test ของประเทศไทย เมื่อตรวจพบ HPV 16 

หรือ HPV 18 สามารถส่งตรวจยืนยันด้วยวิธี  

colposcopy ได้ หากตรวจพบการติดเชื้อกลุ่ม HPV 

non 16/18 ต้องดำ�เนินการตรวจ LBC เพื่อตรวจ

ความผิดปกติของเซลล์ตั้งแต่ระยะเริ่มแรกและหาก

พบความผิดปกติของเซลล์มะเร็งปากมดลูกตั้งแต่

ระยะ ASC-US จงึตรวจ colposcopy เพือ่การยนืยนั

ผลการตรวจ จากการศกึษาพบวา่กลุม่ท่ีตรวจพบความ

ผิดปกติ ตรวจพบ HPV 16 หรือ HPV 18 เข้ารับ

การตรวจยืนยันเพียงร้อยละ 32.22 และพบผลการ

ตรวจยืนยันมีโอกาสพบความผิดปกติตั้งแต่ระยะ 

ASC-US ของ HPV 16 หรือ HPV 18 พบค่า PPV 

ที่ร้อยละ 48.28 และ 61.54 ตามลำ�ดับ ส่วนกลุ่ม 

HPV non 16/18 พบค่า PPV เท่ากับร้อยละ 55.88 

เมื่อประเมินการดำ�เนินการด้วยท้ังสองวิ ธีการ  

ด้วยสถิติ chi square test พบว่าการดำ�เนินการด้วย

แนวทางท้ังสองไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ ที่ p-value เท่ากับ 0.502 แสดงว่าการดำ�เนินการ

ตามแนวทางดังกล่าว ส่งผลให้มีการตรวจยืนยันด้วย 

colposcopy มีประสิทธิผลและเพิ่มโอกาสในการ

ตรวจพบโรคมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ได้เพิ่มขึ้น 

สรุุปผลการศึึกษา
การตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูกตาม

แนวทาง primary HPV test ทำ�ให้ทราบถึงระดับ

ความรุนแรงของผู้ป่วยแต่ละรายและมีโอกาสตรวจ 

พบโรคมะเร็งปากมดลูกตั้งแต่ระยะเริ่มแรกด้วยวิธี 

colposcopy สูงข้ึน หากการตรวจคัดกรองมีการ

ดำ�เนนิการดว้ยวธิ ีHPV genotype จะสามารถตดิตาม

การเกิดโรคตั้งแต่ระยะเริ่มแรกท่ีมีการติดเช้ือ HPV 

แบบฝังแน่น (persistence) และประเมินความ 

ผดิปกตทิางเซลล์วิทยา ดว้ยวิธี LBC เพือ่ตดิตามการ
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เกิดโรคไดอ้ยา่งตอ่เนือ่งและลดการตรวจยนืยนัดว้ยวิธ ี

colposcopy โดยไม่จำ�เป็น การติดตามผู้ป่วยที่ตรวจ

พบความผิดปกติและเข้ารับการตรวจยืนยันอย่าง

ครอบคลุมเพิม่มากข้ึน สง่ผลใหเ้พิม่โอกาสในการตรวจ

พบโรคมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ได้เพิ่มข้ึน และการ

ประเมิน HPV genotype กับความรุนแรงของการ

เกิดโรคมะเร็งปากมดลูกจะมีความชัดเจนเพิ่มขึ้น

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่งของโครงการ

ตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูก ด้วยวิธี HPV 

DNA test ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 3 

นครสวรรค์ งานวิจัยนี้สำ�เร็จลงได้ด้วยดี เนื่องจากได้

รับความกรุณาอย่างสูงจากท่านผู้อำ�นวยการศูนย์

วิทยาศาสตรก์ารแพทยท์ี ่3 นครสวรรค ์ท่ีใหค้ำ�แนะนำ�

ปรึกษาตลอดจนปรับปรุงแก้ ไขข้อบกพร่องต่างๆ 

ระหวา่งการดำ�เนนิการดว้ยความเอาใจใสอ่ยา่งด ีผูวิ้จยั

ตระหนักถึงความตั้งใจจริงและความทุ่มเทของท่าน 

และกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูง ขอขอบคุณข้อมลู

จากโรงพยาบาลพิจิตร อุทัยธานี ชัยนาท และ

กำ�แพงเพชร เป็นอย่างสูง รวมท้ังขอขอบคุณคณะ 

เจ้าหน้าที่ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ 

เป็นอย่างสูง ท่ี ให้ความร่วมมือช่วยเหลือตลอด 

การดำ�เนนิงาน จนทำ�ให้งานวิจยัฉบบันีส้ำ�เรจ็ลลุ่วงไป
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Abstract
The urine pregnancy, protein and glucose strip tests are commonly used as point-of-care 

testing (POCT) which are convenient and rapid for medical laboratory diagnosis. However, the 

assessment of accuracy and precision in tests along with the patient’s safety is needed. This study 

aimed at preparation of the In-House control materials for urine human chorionic gonadotropin 

(hCG) and protein-glucose strip tests, and subsequent usage for the proficiency testing among 

primary care hospitals network in Saraburi province. The pooled urine sample from excess 

specimen in routine laboratory was prepared and levels of hCG, protein and glucose were  

adjusted. The prepared urine sample was preserved at 4oC by the addition of boric acid to the 

final concentration 10 g/L which effectively retained stability of hCG and protein for at least  

15 days, and glucose within 9 days. Moreover, mixing of 10 g boric acid and 10 mL anticoagu-

lant citrate dextrose (ACD) in 1 liter of urine could maintain hCG, protein, and glucose levels 

by at least 15 days. This In-House control urine was further shown acceptable qualities by 

evaluations of homogeneity and stability testing and could be kept at 4oC for at least 15 days. 

Then, two-level standard urine samples were subjected to 2 rounds of proficiency testing in urine 

hCG, protein, and glucose strip tests among 126 Saraburi province’s primary care hospitals 

network. The interlaboratory comparison for all tests was satisfactory. In summary, the prepared 

In-House control urine is suitable to use in proficiency testing program and the procedure will 

likely reduce the cost of quality management. 

Keywords: In-House control urine, Proficiency test, Protein-glucose strip test, Urine pregnancy test 
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การพัฒนาสารควบคุมคุณภาพการตรวจภาวะตั้งครรภ์  
การตรวจโปรตีน และน้ำ�ตาลในปัสสาวะที่เตรียมขึ้นเอง 

ในการประเมินคุณภาพการทดสอบของหน่วยบริการปฐมภูมิ 
ในเครือข่ายโรงพยาบาลสระบุรี

เกรียงไกร กล้าประจันทร์1* พงษ์ชัย คำ�พรหม1 และ จักรพงษ์ เคลือบสูงเนิน2

1กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลสระบุรี จังหวัดสระบุรี
2สถาบันไบโอเคมิสทรีแอนด์ไบโอฟิสิกส์ โปลิชอะคาเดมีออฟไซน์ เมืองวอร์ซอ ประเทศโปแลนด์ 

บทคัดย่อ
ชุดทดสอบภาวะการตั้งครรภ์ โปรตีนและกลูโคสในปัสสาวะเป็นการทดสอบทางห้องปฏิบัติการ

เพือ่การวนิิจฉัย ณ จดุท่ีทำ�การรกัษาดูแลผู้ปว่ย นำ�มาใช้เพือ่เพิม่ความสะดวกสำ�หรบัผู้ปว่ยท่ีต้องการผล

ทางหอ้งปฏิบติัการโดยเรว็ อยา่งไรกต็ามการตรวจวเิคราะหน์อกหอ้งปฏิบติัการดังกลา่วยงัจำ�เปน็ต้องให้

ความสำ�คญักบัระบบคณุภาพท่ีเน้นความถกูต้อง แม่นยำ�และต้องคำ�นึงถงึสทิธิความปลอดภัยของผู้ป่วย 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาสารควบคุมคุณภาพการตรวจภาวะต้ังครรภ์ การตรวจโปรตีน และ

น้ำ�ตาลในปสัสาวะท่ีเตรยีมขึน้เอง เพือ่ใช้ทดสอบสมรรถนะของหอ้งปฏิบติัการของหน่วยบรกิารปฐมภูมิ

ในเครือข่าย โรงพยาบาลสระบุรี โดยเตรียมตัวอย่างจากปัสสาวะที่เหลือทิ้งจากห้องปฏิบัติการ ปรับค่า

ฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคสตามกำ�หนดและทดสอบการรักษาสภาพปัสสาวะที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ด้วยกรดบอริก 10 กรัมต่อปัสสาวะ 1 ลิตร ซึ่งสามารถรักษาเสถียรภาพของฮอร์โมน hCG 

และโปรตีนได้อย่างน้อย 15 วัน และกลูโคสได้ 9 วัน และเมื่อใช้กรดบอริก 10 กรัม ร่วมกับสารกันเลือด

แข็งตัวชนิดแอซิดซิเตรทเดกซ์โทรส (acid citrate dextrose, ACD) ในปริมาณ 10 มิลลิลิตรต่อปัสสาวะ 

1 ลิตร จะสามารถรักษาเสถียรภาพของฮอร์โมน hCG โปรตีนและกลูโคสได้นานมากกว่า 15 วัน  

หลังจากน้ันแบ่งตัวอย่างปัสสาวะท่ีพัฒนาข้ึนอย่างเป็นระบบมาทดสอบคุณภาพโดยทดสอบความเป็น 

เน้ือเดียวกนัและความเสถยีรซึง่ผลท่ีได้ท้ังหมดอยูภ่ายใต้คา่ความคลาดเคล่ือนท่ียอมรบัได้และมีคณุภาพ

เพยีงพอในการจดัเกบ็ท่ี 4 องศาเซลเซยีส จากน้ันนำ�สง่ปสัสาวะควบคุมคุณภาพท่ีพฒันาขึน้เพือ่ใช้ทดสอบ

สมรรถนะการตรวจภาวะต้ังครรภ์ โปรตีนและกลูโคส โดยการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ 

126 แห่ง ในเครือข่ายหน่วยบริการปฐมภูมิ โรงพยาบาลสระบุรี จำ�นวน 2 รอบ รอบละ 2 ตัวอย่าง  

ได้ผลการประเมินสมรรถนะห้องปฏิบัติการที่ยอมรับได้ (ร้อยละ 100 สำ�หรับการตรวจฮอร์โมน hCG, 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: kokoejung@hotmail.com
รับบทความ: 22 กุมภาพันธ์ 2565 	 แก้ไขบทความ: 6 พฤษภาคม 2565 	 รับตีพิมพ์บทความ: 11 กรกฎาคม 2565
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ร้อยละ 98.4 สำ�หรับการตรวจโปรตีนและกลูโคสในรอบแรก และร้อยละ 100 สำ�หรับทุกการทดสอบใน

รอบท่ี 2) โดยสรปุ การเตรยีมตัวอยา่งทดสอบทีพ่ฒันาขึน้มคีณุภาพมากเพยีงพอเพือ่ใช้ทดสอบสมรรถนะ

และเปน็ทางเลอืกในการช่วยลดภาระคา่ใชจ้า่ยของหน่วยบรกิารปฐมภูมิและโรงพยาบาลแมข่า่ยด้านการ

ดำ�เนินงานคุณภาพ รวมท้ังเป็นการทำ�งานร่วมกันอย่างบูรณาการระหว่างวิชาชีพเทคนิคการแพทย์และ

สหวิชาชีพในการคุ้มครองผู้บริโภคด้วย

คำ�สำ�คัญ:	การทดสอบสมรรถนะทางห้องปฏิบัติการ แถบทดสอบการตั้งครรภ์ในปัสสาวะ แถบทดสอบโปรตีน 

	 และกลูโคสในปัสสาวะ ปัสสาวะควบคุมคุณภาพที่พัฒนาขึ้น 
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บทน�ำ
การทดสอบเพื่อการวินิจฉัย ณ จุดที่ทำ�การ

รักษาดูแลผู้ป่วย (point-of-care testing, POCT) 

เป็นการทดสอบทางห้องปฏิบัติการท่ีอยู่ใกล้หรือข้าง

เตียงผู้ป่วย (near patient testing or bedside  

testing) การนำ� POCT มาใช้ทางการแพทยเ์นือ่งจาก

มีความสะดวก รวดเร็ว ลดระยะเวลาในการรอคอย 

(turnaround time) และเพิ่มประสิทธิภาพในการ

รกัษา(1, 2) POCT จงึถูกนำ�มาใช้มากในสถานพยาบาล

ปฐมภูมิ โดยเฉพาะโรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพตำ�บล 

(รพ.สต.) เพื่อการดูแลผู้ป่วยท่ีต้องการผลการตรวจ

ทางห้องปฏิบัติการโดยเร็วหรือลดความแออัดของ 

ผูป้ว่ยในโรงพยาบาลหลัก โดย POCT ทีน่ยิมใช้ ไดแ้ก ่

เครื่องตรวจกลูโคสปลายนิ้ว การตรวจความเข้มข้น

ของเลอืด แถบทดสอบการตัง้ครรภ ์และแถบทดสอบ

โปรตีนและกลูโคสในปัสสาวะ ถึงแม้การทดสอบ 

ดังกล่าวจะสะดวก รวดเร็ว แต่การคำ�นึงถึงมาตรฐาน

ความถูกตอ้ง โดยเฉพาะการปฏิบตัติามมาตรฐานสากล

แนวทางการทดสอบ ณ จุดดูแลผู้ป่วย ISO 22870: 

2006 ซึ่งเน้นโดยภาพรวมตั้งแต่องค์กร ระบบบริหาร

จัดการเครื่องมือ น้ำ�ยาและแถบทดสอบ การจัดการ

ด้านเทคนิคและการฝึกอบรมบุคลากร ยังมีความ

จำ�เป็นตามหลักพื้นฐานของการคุ้มครองความ

ปลอดภัยผู้บริโภค(3, 4)

กระบวนการควบคมุคณุภาพเปน็หวัใจสำ�คญั

ในการควบคุมและป้องกันการเกิดความผิดพลาด 

ท่ีอาจเกิดข้ึนในการใช้เครื่องมือวิเคราะห์ทางห้อง

ปฏิบตักิาร ซึง่สามารถแยกไดเ้ปน็ การควบคมุคณุภาพ

ภายใน (internal quality control) เพือ่ทดสอบความ

แมน่ยำ�ในการวเิคราะหส่ิ์งสง่ตรวจระหว่างวันหรอืตาม

ท่ีทางห้องปฏิบัติการได้วางแผนคุณภาพไว้และ 

การประเมินคุณภาพจากองค์กรภายนอก (external 

quality assessment) หรือการทดสอบความชำ�นาญ

การตรวจวิเคราะห์ (proficiency testing, PT) คือ

การประเมนิความสามารถของหอ้งปฏิบตักิารวิเคราะห ์

โดยการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการจาก 

ผู้ดำ�เนินแผน (PT provider) จากองค์กรภายนอกที่

ได้รับมาตรฐาน ซึ่งห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ควร

ปฏิบัติตามระบบคุณภาพและมาตรฐานทางห้อง 

ปฏิบัติการด้านการแพทย์และสาธารณสุข(5, 6) โดย

เฉพาะการควบคุมคุณภาพการใช้ POCT ที่มีโอกาส

เกิดความผิดพลาดสูงและส่งผลกระทบต่อความ

ปลอดภัยของผู้บริโภคได้ง่าย

การใช้ชุดทดสอบการตั้งครรภ์เพื่อตรวจวัด

ระดับฮอร์โมน human chorionic gonadotropin 

(hCG) ในการตรวจการตั้งครรภ์และดูแลหญิงตั้งครรภ์

อย่างเป็นระบบ และการใช้แถบตรวจโปรตีนและ

กลูโคสในปัสสาวะเพื่อตรวจติดตามสภาวะเบาหวาน

และโรคไต เป็นหนึ่งในภารกิจหลักที่มีการใช้ POCT 

ในห้องปฏิบตักิารของ รพ.สต. นอกจากนีต้ัง้แตป่ ีพ.ศ. 

2556 กระทรวงสาธารณสุขได้เริ่มโครงการเจาะเลือด

ตรวจน้ำ�ตาลปลายนิ้วด้วยอาสาสมัครสาธารณสุข ซึ่ง

ทางห้องปฏิบัติการกลางในเครือข่ายจังหวัดสระบุรีได้

มกีารจดัอบรมใหก้บัเจา้หนา้ที ่รพ.สต. และอาสาสมคัร

สาธารณสุข (อสม.) แต่การทดสอบความชำ�นาญการ

ตรวจวิเคราะห์ด้วย POCT ยังมีอยู่อย่างจำ�กัด(7) 

นอกจากนี้การสำ�รวจ รพ.สต. ในเขตจังหวัดสระบุรี  

มีการใช้ POCT พื้นฐานแต่ยังคงขาดการอบรมแก่

บุคลากรโดยเฉพาะการใช้ชุดทดสอบการตั้งครรภ์และ

แถบตรวจโปรตนีและกลโูคสในปสัสาวะ รวมทัง้ยงัขาด

การควบคุมคุณภาพตามมาตรฐาน ท้ังนี้สารควบคุม

คุณภาพท่ีใช้ทดสอบและโปรแกรมการทดสอบความ

ชำ�นาญยังมีราคาค่อนข้างแพง จึงทำ�ให้หลาย รพ.สต. 

ขาดการควบคุมคุณภาพตามมาตรฐานท่ีกำ�หนด การ

วิจัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาการเตรียมสาร

ควบคมุคณุภาพใช้เองตามหลกัการของ ISO GUIDE 

80: 2014, Guidance for the in-house preparation 

of quality control materials (QCMs)(8) โดยการ
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ทดสอบใช้กรดบอริกท่ีมีความเป็นพิษน้อยเมื่อเทียบ

กับสารเคมีอื่นๆ ที่นิยมใช้ เช่น กรดอะซิติกเข้มข้น

ร้อยละ 50, diazolidinyl urea, กรดไฮโดรคลอริก

เข้มข้น 6 โมลาร์, กรดไนตริกเข้มข้น 6 โมลาร์,  

โซเดียมคาร์บอเนท, ไทมอล และ โทลูอีน(9, 10) และ

การสร้างโปรแกรมการควบคุมคุณภาพระหว่างห้อง 

ปฏิบตักิารที่ไดร้บัมาตรฐานจากห้องปฏิบตักิารเทคนคิ

การแพทย ์โรงพยาบาลสระบรุ ีและหนว่ยปฐมภูม ิตาม

หลกัการของการทดสอบสมรรถนะของห้องปฏบิตักิาร 

ISO/IEC 17043 (conformity assessment-  

general requirements for proficiency testing)(11)  

ซึง่เปน็การทำ�งานรว่มกนัระหว่างแมข่่ายและเครอืข่าย

ในเชิงสหสาขาวิชาชีพดา้นสาธารณสขุและเพือ่เปน็การ

วางแผนสร้างโปรแกรมการควบคุมคุณภาพทางห้อง

ปฏิบัติการในอนาคต

วัสดุและวิธีการ 
การศึกษาครั้งนี้ได้รับการรับรองจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์โรงพยาบาล

สระบุรี (เลขใบรับรองที่ EC040/2564) 

1.	 การเตรยีมและทดสอบสารรกัษาสภาพตัวอยา่ง

ปัสสาวะ

นำ�ตวัอยา่งปสัสาวะ (pooled urine sample) 

แบ่งเป็นสองกลุ่ม โดยกลุ่มแรกเป็นปัสสาวะจาก 

อาสาสมัครหญิงตั้งแต่อายุตั้งครรภ์ 12 สัปดาห์ขึ้นไป 

มารวมกัน โดยไมต่กตะกอนปสัสาวะ และปรบัปรมิาณ

ฮอร์โมน hCG ด้วยวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยใช้ 

หลกัการ electrochemiluminescence (ECLIA) ให้

มีค่าความเข้มข้นประมาณ 450 mIU/mL และกลุ่ม

ท่ีสองเป็นตัวอย่างปัสสาวะจากอาสาสมัครหญิงท่ีไม่ 

ตั้งครรภ์ ตรวจวัดระดับและปรับปริมาณโปรตีนและ

กลูโคส ด้วยวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยใช้วิธีตรวจวัด

ปฏิกิริยาด้วย standard colorimeter (protein;  

Biuret, glucose; Hexokinase) ใหม้คีา่ความเข้มข้น

ของโปรตีนประมาณ 11 mg/dL และกลูโคสประมาณ 

300 mg/dL ตามลำ�ดับ จากนั้นแบ่งตัวอย่างปัสสาวะ

เป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกเติมสารรักษาสภาพกรด 

บอริก ในปริมาณ 10 กรัมต่อปัสสาวะ 1 ลิตร และ

กลุ่มท่ี 2 เติมสารรักษาสภาพกรดบอริกในปริมาณ  

10 กรัมต่อปัสสาวะ 1 ลิตร(9, 10) ร่วมกับสาร antico-

agulant citrate dextrose (ACD) ในปริมาณ 10 

มิลลิลิตรต่อปัสสาวะ 1 ลิตร แบ่งตัวอย่างทั้ง 2 กลุ่ม

เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวัดปริมาณ

ฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคสทุกวัน วันละ 1 รอบ 

ลงบนัทกึข้อมลูเพือ่ดคูวามเสถียรของปสัสาวะทดสอบ

ตามกฎ ± 2SD rule of Levey-Jennings chart  

เป็นเวลา 15 วัน 

ปัสสาวะทดสอบถูกปรับระดับความเข้มข้น

ของฮอร์โมน hCG ท่ีใช้ประเมินแถบทดสอบการ 

ตั้งครรภ์เชิงคุณภาพท่ีให้ผลทดสอบเป็น 3 ระดับ 

ได้แก่ negative (hCG = 0 mIU/mL), weakly 

positive (hCG = 1-300 mIU/mL) และ positive 

(hCG > 300 mIU/mL) และปรับระดับปริมาณ

โปรตีนและกลูโคส ตามชุดทดสอบโปรตีนและกลูโคส

ในปัสสาวะเชิงคุณภาพที่ให้ผลการทดสอบเป็น 5 ระดับ 

ได้แก่ negative (โปรตีนความเข้มข้น < 10 mg/dL 

และกลูโคสความเข้มข้น < 50 mg/dL), positive 

trace (โปรตีนความเข้มข้นระหว่าง 11-14 mg/dL 

และกลูโคสความเข้มข้นระหว่าง 50-99 mg/dL), 

positive 1+ (โปรตีนความเข้มข้นระหว่าง 15-29 mg/dL 

และกลูโคสความเข้มข้นระหว่าง 100-249 mg/dL), 

positive 2+ (โปรตีนความเข้มข้นระหว่าง 30-99  

mg/dL และกลูโคสความเข้มข้นระหว่าง 250-499 

mg/dL), positive 3+ (โปรตีนความเข้มข้นระหว่าง 

100-299 mg/dL และกลูโคสความเข้มข้นระหว่าง 

500-999 mg/dL) และ positive 4+ (โปรตีนความ

เข้มข้น > 1,000 mg/dL และกลูโคสความเข้มข้น  

> 1,000 mg/dL) โดยค่าในวงเล็บแสดงถึงช่วงปริมาณ
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คา่ทีว่ดัไดส้อดคลอ้งกับคา่วัดในแตล่ะระดบัสำ�หรบัการ

ตรวจโดยวิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพสำ�หรับชุดทดสอบ

ฮอร์โมน hCG และวิธีวิเคราะห์แบบกึ่งคุณภาพ 

สำ�หรับชุดทดสอบโปรตีนและกลูโคส ซึ่งระบุไว้ใน 

คำ�แนะนำ�วิธีใช้ของแถบทดสอบ

2. ควบคุมคุณภาพที่พัฒนาขึ้น

2.1 การทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน

เตรียมตัวอย่างปัสสาวะควบคุมคุณภาพท่ี

พัฒนาข้ึนในแต่ละระดับค่าทดสอบ (ค่าความเข้มข้น

ต่ำ�และสูง) ตัวอย่างละ 300 มิลลิลิตร ในแต่ละรอบ 

ในบกีเกอรข์นาด 500 มลิลลิิตร ผสมตวัอยา่งปสัสาวะ

ให้เป็นเนื้อเดียวกันและแบ่งต่ออีกเป็น 3 ส่วน ส่วน

ละ 100 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร 

จากนัน้แบง่แตล่ะส่วนลงในหลอดทดลอง โพลสีไตรนี 

ขนาด 2 มิลลิลิตร รวมทั้งส้ิน 150 หลอด โดยใช้

ตวัอยา่งท่ีเตรยีมโดยเตมิกรดบอรกิสำ�หรบัการทดสอบ

การตรวจฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคส (กลุ่มค่า

ความเข้มข้นต่ำ�) และใช้ตัวอย่างที่เตรียมโดยเติมกรด

บอริกร่วมกับ ACD สำ�หรับการตรวจฮอร์โมน hCG, 

โปรตีนและกลูโคส (กลุ่มค่าความเข้มข้นสูง) จากนั้น

สุ่มปัสสาวะท่ีเตรียมเป็นปัสสาวะควบคุมคุณภาพ 

ท่ีพัฒนาข้ึนท้ัง 2 กลุ่มระดับความเข้มข้น กลุ่มละ  

9 ตวัอยา่ง (กลุม่ยอ่ยละ 3 ตวัอยา่ง) โดยอา้งองิเกณฑ์

มาตรฐานตามหลักการ ISO Guide 80: 2014(8) เพื่อ

ตรวจหาปริมาณฮอร์โมน hCG โปรตีนและกลูโคสใน

ปัสสาวะโดยการทดสอบด้วยวิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

และการใช้แถบทดสอบปัสสาวะ อย่างละ 2 ซ้ำ�  

แล้วนำ�ค่าท่ีได้มาประเมินความเป็นเนื้อเดียวกันของ

ตัวอย่างปัสสาวะ โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน 

(analysis of variance: ANOVA) เพื่อทดสอบ 

ความแตกตา่งคา่เฉลีย่ของตวัอยา่งระหว่าง between-

bottle และ within-bottle ตามหลักการของ ISO 

Guide 35(12) 

2.2 การทดสอบความเสถียร

สุ่มปัสสาวะท่ีเตรียมเป็นปัสสาวะควบคุม

คุณภาพท่ีพัฒนาขึ้นทั้ง 2 ระดับกลุ่มความเข้มข้น  

กลุ่มละ 1 ตัวอย่าง จาก 150 กลุ่มย่อยในแต่ละรอบ

ท่ีเตรียมและจัดเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตรวจหาปริมาณฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคส  

ท้ังการทดสอบด้วยวิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพ และการ

ใช้แถบทดสอบปัสสาวะ เป็นระยะเวลา 7 วัน เพื่อ

ทดสอบหาคา่ความเสถียรของปสัสาวะควบคมุคณุภาพ

ท่ีพัฒนาขึ้นโดยอ้างอิงเกณฑ์มาตรฐานตามหลักการ 

ISO Guide 80: 2014(8) และทดสอบความเสถียร

ของแต่ละกลุ่มตัวอย่างด้วยการประเมินทางสถิติการ

วิเคราะห์การถดถอยเชิงเสน้ (linear regression) ตาม 

ISO Guide 35(12) คือ

Y = b
1
x+b

0

เมื่อ Y = ค่าทดสอบ, X = วันที่ทดสอบ, b
1
 = Slope, 

b
0
 = Y-intercept

โดยแปลผลทางสถิติ หาก slope of the 

linear regression มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ

แสดงว่ามีการเปลี่ยนแปลงความเสถียรของสารท่ี

ทดสอบ

3. การทดสอบอุณหภูมิการเก็บรักษาปัสสาวะ

ควบคุมคุณภาพที่พัฒนาขึ้น

ทดสอบความเสถียรของปัสสาวะควบคุม

คุณภาพที่พัฒนาขึ้นที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส โดยมีสารรักษาสภาพกรดบอริก หรือ  

กรดบอริกร่วมกับ ACD ทดสอบด้วยแถบทดสอบ

คุณภาพ hCG (วิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพ) และแถบ

ทดสอบโปรตีนและกลูโคส (วิธีวิเคราะห์แบบก่ึง

คุณภาพ) จำ�นวน 2 ระดับ เป็นเวลา 15 วัน วันละ  

1 รอบและเก็บข้อมูลเพื่อทดสอบความเสถียร 

ของปัสสาวะควบคุมคุณภาพที่พัฒนาข้ึนท่ีอุณหภูมิ 

ดังกล่าว
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4. การประเมินสมรรถนะระหว่างห้องปฏิบัติการ

นำ�ส่งปัสสาวะควบคุมคุณภาพท่ีพัฒนาข้ึน

เพื่อตรวจวัดระดับฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคส 

ด้วยแถบทดสอบของห้องปฏิบัติการ 126 แห่ง ใน

เครือข่ายโรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพตำ�บล จังหวัด

สระบุรี ตามหลักการของ ISO/IEC 17043(11) โดย

ทำ�การประเมินเพ่ือเก็บข้อมูลรวม 2 รอบ ห่างกัน  

3 เดือน โดยแต่ละรอบจัดส่ง 2 ตัวอย่างซึ่งมีความ

แตกตา่งของผลการทดสอบใหก้บัหอ้งปฏิบตักิารท่ีเข้า

ร่วมโครงการ โดยให้มารับท่ีโรงพยาบาลหลักพร้อม

ภาชนะนำ�ส่งที่บรรจุถุงน้ำ�แข็ง (ice pack) เพื่อรักษา

อณุหภูม ิรวมทัง้เอกสารคูม่อืโครงการ แบบฟอรม์การ

รายงานผล กำ�หนดการและจดหมายอเิล็กทรอนกิสส่์ง

กลบัการประเมนิ โดยการเปรยีบเทียบกับคา่เปา้หมาย 

ซึ่งแปลงค่าเป็นข้อมูลเชิงคุณภาพคือ negative, 

weakly positive และ positive สำ�หรับชุดทดสอบ

การตัง้ครรภ์ และ negative, positive trace, 1+, 2+, 

3+, 4+ สำ�หรับชุดทดสอบโปรตีนและน้ำ�ตาลใน

ปัสสาวะตามค่าอ้างอิงในปัสสาวะที่ทดสอบ และแปล

ผลการประเมินเป็นดีเยี่ยม (excellence) คือการ

รายงานผลการตรวจที่ตรงกับค่าเป้าหมาย เช่น  

ค่าเป้าหมาย glucose positive trace รายงานเป็น 

glucose positive trace, ยอมรับได้ (acceptance) 

คือการรายงานผลการตรวจท่ีคลาดเคล่ือนจากค่า 

เป้าหมายไป 1 ระดับ เช่น ค่าเป้าหมาย glucose 3+ 

รายงานเป็น glucose 2+ และยอมรับไม่ได้ (unac-

ceptance) คอืการรายงานผลการตรวจท่ีคลาดเคลือ่น

จากค่าเป้าหมาย เช่น glucose 2+ เป็น glucose 

negative สำ�หรับการตรวจฮอร์โมน hCG จะแปลผล 

satisfactory เฉพาะการอา่นผลท่ีถกูตอ้งและแปลผล 

unsatisfactory กรณีอ่านผลได้คลาดเคลื่อน โดย 

ภาพรวมของวิธีการทั้งหมดได้แสดงใน Fig. 1 

Fig. 1  Schematic diagram of methodology in the study
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ผลการวิิจััย
1.  การทดสอบสารรักษาสภาพปัสสาวะตัวอย่าง

ผลการทดสอบปริมาณฮอร์ โมน hCG, 

โปรตีนและกลูโคสในปัสสาวะด้วยวิธีวิเคราะห์เชิง

ปริมาณมาตรฐาน จากกลุ่มตัวอย่างปัสสาวะ 2 กลุ่ม 

ได้แก่ กลุ่มท่ี 1 (เติมสารรักษาสภาพกรดบอริก ใน

ปริมาณ 10 กรัมต่อปัสสาวะ 1 ลิตร) ท่ีมีปริมาณ

ฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคสความเข้มข้น 440 

mIU/mL, 10 mg/dL และ 345 mg/dL ตามลำ�ดับ

และกลุ่มท่ี 2 (เติมสารรักษาสภาพกรดบอริก ใน

ปริมาณ 10 กรัมต่อปัสสาวะ 1 ลิตร และ ACD ใน

ปริมาณ 10 มิลลิลิตรต่อปัสสาวะ 1 ลิตร; โดยเลือกใช้

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากผลการทดสอบใน Fig. 2) 

ท่ีมีปริมาณฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคสความ

เข้มข้น 415 mIU/mL, 9 mg/dL และ 290 mg/dL 

ตามลำ�ดับ โดยตัวอย่างท้ัง 2 กลุ่มถูกเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทำ�การทดสอบทุกวัน 

วันละ 1 รอบ และลงบนัทกึข้อมลูเพือ่ตรวจสอบความ

เสถียรของปัสสาวะทดสอบตามกฎ +/- 2SD rule of 

Levey-Jenning’s chart เป็นเวลา 15 วัน พบว่าการ

รักษาสภาพด้วยกรดบอริก ในกลุ่มที่ 1 มีความเสถียร

ของค่าการวัดปริมาณฮอร์โมน hCG และโปรตีนได้

ภายในเวลา 15 วัน ในขณะท่ีการตรวจวัดกลูโคสมี

ความเสถียรภายใน 9 วัน (out of - 2SD rule) 

และค่าทดสอบปริมาณฮอร์โมน hCG, โปรตีนและ

กลูโคสในกลุ่มที่ 2 ท่ีเติมกรดบอริกร่วมกับ ACD  

เป็นสารรักษาสภาพ ท้ังหมดมีความเสถียรภายใน  

15 วัน (Fig. 3)

 

2. การประเมินคุณภาพของปัสสาวะควบคุม

คุณภาพที่พัฒนาขึ้น

ผลการประเมินความเป็นเนื้อเดียวกันของ

ปสัสาวะควบคมุคณุภาพทีพ่ฒันาขึน้ท่ีเตรยีมขึน้ในเชิง

ปริมาณ 2 รอบ รอบละ 2 ชุดตัวอย่างท่ีมีความ 

แตกตา่งกนัในเชิงปรมิาณ (คา่ตวัอยา่งระดบัต่ำ�ของการ

ตรวจหาปริมาณโปรตีนและกลูโคสและระดับสูงของ

การตรวจหาปริมาณฮอร์โมน hCG, โปรตีนและ

กลูโคส) โดยการสุ่มมาครั้งละ 9 ตัวอย่าง (กลุ่มย่อย

ละ 3 ตัวอย่าง) ทั้ง 2 รอบ พบว่า ผลทดสอบทาง 

สถิติการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของตัวอย่างระหว่าง  

between-bottle และ within-bottle ของค่าการ

ทดสอบท้ังการตรวจหาปรมิาณฮอร์โมน hCG, โปรตนี

และกลูโคส โดยวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณท้ังตัวอย่าง 

คา่ต่ำ�และคา่สงู (ยกเวน้ตวัอยา่ง negative hCG) ไมม่ี

ความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) 

(Table 1) และผลการตรวจโดยการใช้แถบทดสอบ

คุณภาพปัสสาวะให้ผลที่สอดคล้องกับผลการตรวจ 

เปา้หมายทุกตวัอยา่ง (Table 2) สรปุผลไดว้า่ ปสัสาวะ

ควบคุมคุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนมีความเป็นเนื้อเดียวกัน 

ทั้ง 2 รอบการเตรียม 

การประเมินความเสถียรของปัสสาวะ

ควบคุมคุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนในระยะเวลา 7 วันจาก

ปัสสาวะควบคุมคุณภาพที่พัฒนาขึ้นจำ�นวน 2 ระดับ

ตัวอย่าง (ค่าต่ำ�และค่าสูง) ที่เตรียมใช้ใน 2 รอบการ

ทดสอบพบว่า ผลทางสถิตขิองคา่ความชันจาก linear 

regression test ของการทดสอบการตรวจหาปริมาณ

ฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคส โดยวิธีวิเคราะห์

เชิงปรมิาณ ท้ังตวัอยา่งคา่ต่ำ�และคา่สูง (ยกเวน้ตวัอยา่ง 

negative hCG) ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติในระยะเวลาการตรวจสอบตลอด 7 วัน  

(p > 0.05) (Table 3) และผลการตรวจโดยการใช้

แถบทดสอบคณุภาพปสัสาวะให้ผลท่ีสอดคลอ้งกับผล

การตรวจเป้าหมายทุกตัวอย่าง (Table 4) สรุปผลได้

ว่า ปัสสาวะควบคุมคุณภาพที่พัฒนาขึ้นมีความเสถียร

มากพอในระยะเวลา 7 วัน
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Fig. 2 	Evaluation level of hCG (A), protein (B) and glucose (C) in preservative substances anticoagulant 
citrate dextrose (ACD) by concentration of 5 and 10 mL/L urine during 7 days

(A)
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Fig. 3	Stability testing of hCG, protein and glucose in preservative substances 10 mg/L urine of boric 
acid (A, C, E), and 10 mg/L urine of boric acid + 10 mL/L urine of anticoagulant citrate dextrose 
(ACD) (B, D, F)
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Note; Round 1: PT round 1, Round 2: PT round 2, I: sample level 1 (low), II: sample level 2 (high), 

NA: Not applicable,a: under detectable by quantitative method

Table 1  Homogeneity testing of hCG, protein and glucose by quantitative measurements

Sub-division n

Round 1 Round 2

hCG (mIU/mL) Protein (mg/dL) Glucose (mg/dL) hCG (mIU/mL) Protein (mg/dL) Glucose (mg/dL)

I II I II I II I II I II I II

1

1 <1.2a 12818.10 3.50 1021.90 1.10 2048.50 <1.2a 2249.60 4.60 388.30 41.60 1432.70

2 <1.2a 12302.90 3.90 1054.20 1.10 2049.60 <1.2a 2239.60 4.20 444.40 41.50 1432.70

3 <1.2a 12772.70 3.50 1011.70 1.30 2048.70 <1.2a 2250.40 4.50 436.60 41.90 1402.80

2

4 <1.2a 12479.40 3.30 1025.90 1.20 2050.70 <1.2a 2311.10 4.50 422.80 41.30 1434.10

5 <1.2a 12554.10 3.90 1085.40 1.20 2049.60 <1.2a 2245.80 4.30 404.90 42.20 1405.80

6 <1.2a 12808.20 3.50 1020.90 1.20 2049.50 <1.2a 2249.60 4.60 388.30 41.60 1432.70

3

7 <1.2a 12818.10 3.40 1020.90 1.10 2050.00 <1.2a 2250.00 4.40 412.90 41.70 1405.00

8 <1.2a 12480.40 3.60 1025.90 1.30 2050.60 <1.2a 2245.70 4.60 402.00 41.50 1432.70

9 <1.2a 12479.50 3.50 1054.00 1.10 2055.70 <1.2a 2250.00 4.50 404.00 41.50 1402.80

Between group NA 1119.34 0.01 173.68 0.00 7.86 <1.2a 456.08 0.00 299.42 0.01 100.95

Within group NA 49730.70 0.05 699.40 0.01 3.53 NA 461.95 0.03 418.29 0.09 276.70

F-stat NA 0.02 0.26 0.25 0.12 2.23 NA 0.99 0.13 0.72 0.16 0.36

p-value NA 0.98 0.78 0.79 0.89 0.19 NA 0.43 0.88 0.53 0.85 0.71

Homogeneity NA Sufficiency NA Sufficiency

Round Sample
Agreement (%)

Homogeneity
hCG Protein Glucose

1
Level 1 Negative (100%) Negative (100%) Negative (100%) Sufficiency

Level 2 Positive (100%) 4+ (100%) 4+ (100%) Sufficiency

2
Level 1 Negative (100%) Negative (100%) Negative (100%) Sufficiency

Level 2 Positive (100%) 4+ (100%) 4+ (100%) Sufficiency

Table 2  Homogeneity testing of hCG, protein and glucose by urine strip tests
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Day

Round 1 Round 2

hCG (mIU/mL) Protein (mg/dL) Glucose (mg/dL) hCG (mIU/mL) Protein (mg/dL) Glucose (mg/dL)

I II I II I II I II I II I II

1 <1.20a 13736.20 3.50 1021.90 1.30 2048.50 <1.20a 2159.60 4.60 388.30 41.60 1432.70

2 <1.20a 12386.30 3.90 1054.20 1.20 2049.60 <1.20a 2177.30 4.20 444.40 41.50 1432.70

3 <1.20a 13544.90 3.50 1011.70 1.20 2048.70 <1.20a 2163.20 4.50 436.60 41.90 1402.80

4 <1.20a 12586.10 3.30 1025.90 1.40 2050.70 <1.20a 2121.40 4.50 422.80 41.30 1434.10

5 <1.20a 13460.10 3.90 1085.40 1.40 2049.60 <1.20a 2178.90 4.30 404.90 42.20 1405.80

6 <1.20a 12818.10 4.10 965.70 1.30 2049.90 <1.20a 2249.60 5.60 408.00 41.90 1426.90

7 <1.20a 12302.90 3.20 1032.60 1.50 2049.40 <1.20a 2239.60 4.30 414.40 41.60 1430.20

Slope NA -125.80 0.01 -2.54 0.04 0.15 NA 14.30 0.06 -0.94 0.04 -0.58

Y-intercept NA 13479.00 3.64 1038.00 1.19 2049.00 NA 2127.00 4.33 420.80 41.56 1426.00

X-intercept NA 107.20 1020.00 408.30 -33.20 -13661.00 NA -148.80 -71.29 449.70 -1058.00 2480.00

1/Slope NA -0.01 -280.00 -0.39 28.00 6.67 NA 0.07 16.47 -1.07 25.45 -1.74

R2 NA 0.21 0.01 0.02 0.48 0.19 NA 0.46 0.08 0.01 0.08 0.01

Slope significantly

P < 0.05)

NA No No No No No NA No No No No No

Test result NA Stable Stable Stable Stable Stable NA Stable Stable Stable Stable Stable

Note; Round 1: PT round 1, Round 2: PT round 2, I: sample level 1 (low), II: sample level 2 (high), 
NA: Not applicable,a: under detectable by quantitative method

Table 3 Stability testing of hCG, protein and glucose by quantitative measurements

Round Sample
Agreement (%)

Stability
hCG Protein Glucose

1
Level 1 Negative (100%) Negative (100%) Negative (100%) Sufficiency

Level 2 Positive (100%) 4+ (100%) 4+ (100%) Sufficiency

2
Level 1 Negative (100%) Negative (100%) Negative (100%) Sufficiency

Level 2 Positive (100%) 4+ (100%) 4+ (100%) Sufficiency

Table 4 Stability testing of hCG, protein and glucose by urine strip tests
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3. ผลของอณุหภูมิตอ่การเกบ็รกัษาปสัสาวะควบคมุ 

คุณภาพที่พัฒนาขึ้น

เมือ่ทดสอบความเสถียรของปสัสาวะควบคมุ

คณุภาพทีเ่ก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส โดย

มีกรดบอริก (ตัวอย่าง negative glucose) หรือกรด

บอริก ร่วมกับ ACD (ตัวอย่าง positive glucose) 

เปน็สารรกัษาสภาพ โดยใช้แถบทดสอบฮอร์โมน hCG, 

โปรตีนและกลูโคส 2 ระดับ พบว่าสามารถอ่านแถบ

ทดสอบไดถู้กตอ้งตรงกับคา่เปา้หมายทุกคา่ ทัง้ชดุการ

ทดสอบฮอร์โมน hCG, โปรตนีและกลโูคส ตลอดระยะ

เวลา 15 วัน (Table 5) 

Table 5  Stability testing of In-House control urine in storage at 4oC

Date
hCG Protein Glucose

Negative Positive Negative Positive 4+ Negative Positive 4+

1 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

2 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

3 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

4 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

5 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

6 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

7 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

8 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

9 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

10 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

11 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

12 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

13 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

14 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

15 Negative Positive Negative 4+ Negative 4+

4. ผลการประเมินสมรรถนะห้องปฏิบัติการ

ผลการประเมนิสมรรถนะห้องปฏิบตักิารเพือ่

ตรวจหาปริมาณฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคสใน

ปัสสาวะควบคุมคุณภาพที่พัฒนาขึ้น โดยใช้ตัวอย่างที่

เตรยีมและรกัษาสภาพดว้ยกรดบอรกิ เพือ่ทดสอบการ

ตรวจฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคส (ค่าความ 

เข้มข้นต่ำ�) และใช้ตัวอย่างที่เตรียมและรักษาสภาพ

ดว้ยกรดบอรกิรว่มกบั ACD สำ�หรบัการตรวจฮอร์โมน 

hCG, โปรตีนและกลูโคส (ค่าความเข้มข้นสูง) จัดส่ง

ให้ห้องปฏิบัติการ 126 แห่ง ในเครือข่าย รพ.สต.  

โรงพยาบาลจังหวัดสระบุรี ทดสอบและเก็บข้อมูล  

2 รอบ โดยแต่ละรอบจัดสง่ 2 ตวัอยา่งซึง่มคีวามแตกตา่ง 
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ร้อยละ 10.3 และ unacceptable ร้อยละ 1.6 ในรอบ

ท่ีหนึ่ง ตามลำ�ดับ และทุกห้องปฏิบัติการเครือข่าย 

รพ.สต. (ร้อยละ 100) สามารถทดสอบผลได้ตรงค่า

เป้าหมายระดับ excellence สำ�หรับการตรวจโปรตีน

และกลูโคสในรอบที่สอง (Table 6)

ของผลการทดสอบ พบว่าผลการประเมินสมรรถนะ

การตรวจปรมิาณฮอร์โมน hCG ดว้ยแถบทดสอบของ

ห้องปฏิบัติการ รพ.สต. ทั้ง 126 แห่ง ผ่านตามเกณฑ์ 

satisfactory ร้อยละ 100 ทั้งสองรอบ ส่วนการตรวจ

โปรตนีและกลูโคสในตวัอยา่งปสัสาวะดว้ยแถบทดสอบ

ผา่นตามเกณฑ ์excellence รอ้ยละ 88.1, acceptable 

Round Test n

Sample 1 Sample 2

Excellence 

(%)

Acceptance 

(%)

Unacceptance 

(%)

Excellence 

(%)

Acceptance 

(%)

Unacceptance 

(%)

1 hCG 126 (100) - - 126 (100) - -

Protein 126 111 (88.1) 13 (10.3) 2 (1.6) 126 (100) - -

glucose 111 (88.1) 13 (10.3) 2 (1.6) 126 (100) - -

2 hCG 126 (100) - - 126 (100) - -

Protein 126 126 (100) - - 126 (100) - -

 glucose 126 (100) - - 126 (100) - -

Table 6 The performance reports of hCG, protein, and glucose by urine strip tests among primary  

	 care units in Saraburi province

วิิจารณ์์
ปัจจุบันการใช้อุปกรณ์การตรวจภายนอก

ห้องปฏิบัติการกลางประเภท POCT เป็นที่นิยมมาก
ข้ึน เนื่องจากผู้ผลิตมีการพัฒนาชุดทดสอบได้ตาม
เกณฑ์การพัฒนาและกำ�หนดคุณสมบัติของ POCT 
จากองคก์ารอนามยัโลก(13) ไดแ้ก่ มรีาคาถูก (afford-
able), ให้ผลลบลวงต่ำ� (sensitive), ให้ผลบวกลวง
ต่ำ� (specific), มข้ัีนตอนนอ้ย (user-friendly), ระยะ
เวลาในการทดสอบรวดเรว็และไมจ่ำ�เปน็ตอ้งแชตู่เ้ยน็ 
(rapid & robust), ไม่ใช้อุปกรณ์ที่ซับซ้อน (equip-
ment-free) และได้ผลถึงผู้ใช้ (delivered) อุปกรณ์ 
POCT สามารถนำ�มาใช้ในการวิเคราะห์การตรวจหา 
biomarker ของร่างกาย จากสิ่งส่งตรวจท้ัง เลือด 
น้ำ�ลาย ปัสสาวะและสารคัดหลั่งอื่นๆ(14) ได้ตาม 
จดุประสงค ์ท้ังนีเ้พือ่การคุม้ครองผูบ้ริโภคและใหเ้ปน็
ไปตามระบบคณุภาพและมาตรฐานทางห้องปฏบิตักิาร

ทางการแพทย์และสาธารณสุข การบริหารจัดการด้าน
คุณภาพของการวิเคราะห์ผลจากการใช้ POCT ท่ี
เหมาะสม ควรมกีารรว่มมอืกันระหว่างหอ้งปฏิบตักิาร 
กลางและองคก์รผูป้ฏบิตัิโดยเฉพาะหนว่ยงานปฐมภมูิ
เพื่อให้เป็นไปตามข้อกำ�หนดของเกณฑ์มาตรฐาน 
ห้องปฏิบัติการ ISO 15189 และ ISO 22870(15) 

นอกจากนี้ แนวทางการพัฒนาหน่วยปฐมภูมิ รพ.สต. 
ติดดาว ตั้งแต่ พ.ศ. 2562 ถึง 2564 ยังได้กำ�หนดไว้
ว่า รายการทดสอบทางหอ้งปฏิบตักิารตา่งๆ ที ่รพ.สต. 
ให้บริการการตรวจวิเคราะห์ต้องอยู่ภายใต้การกำ�กับ
ดูแลของนักเทคนิคการแพทย์แม่ข่าย ซึ่งแม่ข่ายควร
มกีารจดัหาหรอืแนะนำ� QC materials ท่ีเหมาะสมให้
แก่ รพ.สต. และควรมีการร่วมดำ�เนินการท้ังการทำ� 
IQC และประเมิน EQA ตามนโยบายคุณภาพท่ี
กำ�หนด(16, 17)



เกรียงไกร กล้าประจันทร์ และคณะ 8094

ชุดการทดสอบการตั้งครรภ์และการใช้แถบ

ตรวจโปรตีนและน้ำ�ตาลในปัสสาวะเป็นที่นิยมใช้นอก

ห้องปฏิบัติการกลาง โดยเฉพาะ รพ.สต. เนื่องจาก

ปสัสาวะเปน็ non-invasive specimen ทีส่ามารถเก็บ

ตรวจได้ง่ายและไม่ต้องการผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้าน  

จากการสำ�รวจ รพ.สต. ในเขตพื้นท่ีจังหวัดสระบุรี  

ยังขาดการอบรมในเรื่องระบบคุณภาพด้านการตรวจ

ส่ิงส่งตรวจจากปสัสาวะ เนือ่งจากขาดงบประมาณดา้น

การซื้อสารควบคุมคุณภาพและการทดสอบสมรรถนะ 

ท้ังนีห้ากตอ้งการเตรยีมตวัอยา่งสารควบคมุคณุภาพไว้

ใช้เองมีความเป็นไปได้ยาก เพราะปัสสาวะมีการเน่า

เสียไดง่้าย ทางผูว้จิยัในฐานะห้องปฏิบตักิารแมข่่ายจงึ

ไดท้ำ�การทดสอบการเตรยีมปสัสาวะมาตรฐานตวัอยา่ง 

โดยการเก็บรักษาปัสสาวะด้วยกรดบอริก ท่ีสามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลชีพ(9,
 

18) และไม่

รบกวนปฏิกิริยาการทดสอบฮอร์โมน hCG, โปรตีน

และกลูโคส(10, 19) รวมท้ังมคีวามเปน็พษินอ้ยและราคา 

ถูก จากผลการทดสอบพบว่ากรดบอริกในปริมาณ  

10 กรัมต่อปัสสาวะ 1 ลิตร สามารถรักษาเสถียรภาพ

ของฮอร์โมน hCG และโปรตีนได้อย่างน้อย 15 วัน 

และกลูโคสได้ภายใน 9 วัน (out of - 2SD rule ใน

วันท่ี 9) นอกจากนี้เมื่อผสมสาร anticoagulant  

citrate dextrose หรือ ACD ที่มีใช้ในงานประจำ�วัน

ของห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ ท่ีมีคุณสมบัติ

ป้องกันการตกตะกอนของเซลล์ รวมทั้งเป็นแหล่ง

อาหารของเซลล์ เพื่อป้องกันการแตกหรือตายของ

เซลล์(20) ท่ีอาจสง่ผลทำ�ให้โปรตนีในเซลล์รัว่ไหลออก

มาสู่ปัสสาวะตัวอย่าง ร่วมกับกรดบอริกในปริมาณ  

10 มิลลิลิตรต่อปัสสาวะ 1 ลิตรแล้ว ยังพบว่าสามารถ

รกัษาเสถียรภาพของฮอร์โมน hCG โปรตนีและกลูโคส 

(คา่ความเข้มขน้สงู) ไดอ้ยา่งนอ้ย 15 วัน แตก่รณีเตมิ 

ACD นั้น จะไม่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่าง

ปสัสาวะทดสอบท่ีใช้ตรวจกลโูคสระดบั negative หรอื

ค่าต่ำ�ได้ เนื่องจากน้ำ�ตาลเดกซ์โทรสจะส่งผลต่อค่า

บวกปลอมของการตรวจกลูโคส สรุปผลได้ว่าสามารถ

ใชก้รดบอรกิ ในการเตรยีมปสัสาวะทดสอบสำ�หรบัการ

ตรวจฮอร์โมน hCG โปรตีนและกลูโคส (ค่าความ 

เข้มข้นต่ำ�) และสามารถใช้กรดบอริกร่วมกับ ACD 

สำ�หรับการตรวจฮอร์โมน hCG โปรตีนและกลูโคส  

(ค่าความเข้มข้นสูง) ได้

การทดสอบคุณภาพของสารมาตรฐานตาม

เกณฑ์การพัฒนาสารควบคุมคุณภาพซึ่งต้องใช้ ISO 

Guide 80: 2014 (guidance for the in-house 

preparation of quality control materials)(8) และ 

ISO 13528: 2015 (statistical methods for use 

in proficiency testing by inter laboratory com-

parison)(21) โดยระบุว่าสารควบคุมคุณภาพหรือสาร

ทดสอบมาตรฐานต้องมีความเป็นเนื้อเดียวกันและมี

เสถียรภาพเพียงพอก่อนส่งต่อให้สมาชิกห้องปฏิบัติการ 

การทดสอบครั้งนี้ได้ประเมินคุณภาพปัสสาวะควบคุม

คุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนโดยอ้างอิงเกณฑ์มาตรฐานตาม

หลักการ ISO Guide 80: 2014 จากผลการสุ่มตรวจ

ความเป็นเนื้อเดียวกันและความเสถียร และทดสอบ

สถิติตามหลักการ ISO Guide 35(12) ท้ังสองรอบ 

ท่ีเตรียมพบว่าทุกการทดสอบอยู่ภายใต้ค่าความ 

คลาดเคลือ่นทีย่อมรบัไดท้ั้งในการวิเคราะหเ์ชิงปรมิาณ

และเชงิคณุภาพของการทดสอบความเปน็เนือ้เดยีวกัน

และความเสถียร สำ�หรับการตรวจฮอร์โมน hCG, 

โปรตีนและกลูโคส ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาการ 

เตรยีมสารทดสอบมาตรฐานตวัอยา่งปสัสาวะเพือ่สรา้ง

โปรแกรมการทดสอบการตรวจฮอร์โมน hCG สำ�หรับ

หน่วยงานปฐมภูมิ(22) หรือการใช้ปัสสาวะทดสอบ

มาตรฐานพาณิชย์ในการตรวจโปรตีนและกลูโคส 

สำ�หรบัหนว่ยงาน รพ.สต. ใน 2 เขตสุขภาพภาคเหนอื(23) 

นอกจากนี้การทดสอบความเสถียรของตัวอย่าง

ปัสสาวะควบคุมคุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนที่เก็บรักษาไว้ที่  

4 องศาเซลเซียส ยังเพียงพอต่อเวลาในการกระจาย

ตวัอยา่ง เพือ่การทดสอบสมรรถนะของหอ้งปฏิบตักิาร
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สมาชิกตามหลักการ ของ ISO/IEC 17043 (con-

formity assessment -- general requirements for 

proficiency testing)(11) จากการทดสอบคุณภาพ

ตัวอย่างดังกล่าวสื่อถึงแม่ข่ายห้องปฏิบัติการกลาง

สามารถเตรยีมสารปสัสาวะทดสอบมาตรฐานเพือ่สรา้ง

โปรแกรมคุณภาพเองได้

จากการทดสอบสมรรถนะการตรวจฮอร์โมน 

hCG โปรตนีและกลโูคส ดว้ยชุดแถบทดสอบของหอ้ง

ปฏิบัติการเครือข่าย รพ.สต. จ.สระบุรี จำ�นวน 126 

แห่ง ดว้ยปสัสาวะควบคมุคณุภาพท่ีพฒันาขึน้ทีเ่ตรยีม 

2 รอบ ครั้งละ 2 ตัวอย่างที่มีค่าเป้าหมายแตกต่างกัน

นัน้ พบวา่ในการทดสอบครัง้ท่ี 1 พบปญัหาของสมาชกิ 

2 แห่งในการรายงานผลการตรวจโปรตีนและกลูโคส

ท่ีไมส่ามารถยอมรบัได ้ผูวิ้จยัจงึไดเ้ข้าไปชว่ยหาสาเหตุ

และแนวทางแก้ไข ซึ่งพบสาเหตุสองประการ คือ 

ปัญหาการใช้แถบทดสอบที่ใกล้หมดอายุและการเก็บ

รักษาในที่ที่มีความชื้นสูง และปัญหาการอ่านผลก่อน

เวลาที่กำ�หนด จึงได้ใช้แนวทางการตรวจติดตาม 

รพ.สต. ติดดาวในการให้คำ�แนะนำ�และสามารถผ่าน

เกณฑ์ประเมินได้ทั้งหมดในการทดสอบสมรรถนะใน

รอบที่สอง สาเหตุปัญหาดังกล่าวสอดคล้องกับปัญหา

ทางหอ้งปฏิบตักิารท่ีมกัจะเกิดในชว่งขัน้ตอนก่อนการ

วิเคราะห์และความผดิพลาดดา้นเทคนคิในช่วงระหว่าง

การทดสอบ(24, 25) หากหาสาเหตุได้ทันจะเป็นการ

ป้องกันข้อผิดพลาดที่อาจส่งผลกระทบต่อความ

ปลอดภัยของผูป้ว่ยได้โดยตรง ดงันัน้การศกึษาวจิยัใน

ครั้งนี้นอกจากจะเป็นประโยชน์ ในการวางแผน

โปรแกรมการสร้างระบบมาตรฐานคุณภาพระหว่าง 

แมข่่ายและเครอืข่ายแลว้ ยงัสรา้งโปรแกรมการอบรม

ระบบคุณภาพระหว่างเครือข่าย เพื่อเป็นการร่วมกัน

ทำ�งานอย่างเป็นบูรณาการระหว่างวิชาชีพเทคนิค 

การแพทย์และสหวิชาชีพในการคุ้มครองผู้บริโภคใน

เชิงปฏิบัติต่อไป

สรุป
การทดสอบการรกัษาสภาพปสัสาวะดว้ยกรด

บอริกสามารถรักษาคุณภาพตัวอย่างปัสสาวะสำ�หรับ

การตรวจฮอร์โมน hCG และโปรตีน ได้อย่างน้อย  

15 วันและกลูโคสได้ภายในวันที่ 9 ในขณะที่การผสม

กรดบอริกกับ ACD สามารถรักษาคุณภาพของ

ตัวอย่างปัสสาวะสำ�หรับการตรวจฮอร์โมน hCG, 

กลูโคส (ค่าสูง) และโปรตีน ได้อย่างน้อย 15 วัน 

ปัสสาวะควบคุมคุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนดังกล่าวมีผล

ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันและประเมินความ

เสถียรท่ีอยู่ในคา่ยอมรบัได ้และการเก็บรกัษาตวัอยา่ง

ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีคุณภาพเพียงพอใน

การเก็บรักษาอย่างน้อย 15 วัน ปัสสาวะควบคุม

คุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใช้สำ�หรับการตรวจ

ฮอร์โมน hCG, โปรตีนและกลูโคสในการทดสอบ

สมรรถภาพทางห้องปฏิบัติการ ในเครือข่าย รพ.สต. 

จังหวัดสระบุรี จำ�นวน 126 แห่งได้ ท้ังนี้การสร้าง

ระบบคณุภาพดงักล่าวจำ�เปน็ตอ้งพฒันาอยา่งตอ่เนือ่ง 

และควรมีการทดสอบประสิทธิภาพของสารควบคุม

คุณภาพท่ีพัฒนาขึ้นให้ใช้งานได้จริง (ตามหลักการ 

ISO 13528: 2015) และการตอ่ยอดเพือ่การประเมนิ

สมรรถนะห้องปฏิบัติการโดยใช้สารควบคุมคุณภาพท่ี

พัฒนาขึ้น (ตามหลักการ ISO/IEC 17043) เพื่อเป็น

ช่องทางในการช่วยลดภาระคา่ใชจ้า่ยของ รพ.สต. และ

โรงพยาบาลแม่ข่ายในการดำ�เนินงานด้านคุณภาพแต่

อาจมีปัญหาด้านงบประมาณ รวมทั้งเป็นการผลักดัน

การทำ�งานอย่างบูรณาการระหว่างวิชาชีพเทคนิคการ

แพทยแ์ละสหวชิาชพีในการคุม้ครองผูบ้ริโภคดา้นงาน

มาตรฐานคุณภาพด้วย

ข้อเสนอแนะ 
การศึกษาครั้งนี้ยังมีข้อจำ�กัดในการเตรียม

สารรักษาคุณภาพสำ�หรับป้องกันการตกตะกอน 

ของตัวอย่างปัสสาวะครบส่วน ทางผู้วิจัยได้ใช้สาร 
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routinely laboratory anticoagulant ACD ซึ่งอาจ

ต้องทำ� full method validation สำ�หรับการพัฒนา  

In-House control material ต่อไป และการใช้สาร

ควบคุมคุณภาพท่ีพัฒนาข้ึนให้ใช้งานได้จริงเพื่อการ

ประเมินสมรรถนะทางหอ้งปฏิบตักิาร จำ�เปน็ตอ้งมกีาร

พัฒนาตามหลักการ ISO 13528: 2015 และ ISO/

IEC 17043 ตามลำ�ดับในอนาคต 
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กรณีศึกษาภาวะเลือดแข็งตัวในหลอดเลือดแบบแพร่กระจาย 
เกิดจากไข้เลือดออกเดงกีในผู้ป่วยพาหะธาลัสซีเมีย  

ที่ติดเชื้อเอชไอวีและไวรัสตับอักเสบบี

เอกมณี พัฒนพิพิธไพศาล1 วราภรณ์ สมวงษ์1* ปานจิต โพธิ์ทอง2 
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บทคััดย่่อ
รายงานกรณีศึกษาชายชาวกัมพูชา อายุ 35 ปี ในกรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เข้ารับการ

รักษาในโรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อนด้วยอาการไข้สูง ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นไข้เลือดออกเดงกีใน 

วนัท่ีเขา้รบัการรกัษาในโรงพยาบาล หลงัจากส่งตรวจทางหอ้งปฏิบัติการพบวา่ผู้ปว่ยติดเช้ือเอชไอว ีไวรสั

ตับอักเสบบีและเป็นพาหะธาลัสซีเมียร่วมด้วย มีอาการแทรกซ้อนคือ disseminated intravascular 

coagulation (DIC), severe bleeding, hepatorenal syndrome (HRS), hepatic encephalopathy,  

hyperkalemia, hypocalcemia, metabolic acidosis จำ�นวน CD4+ ของผู้ป่วยลดลง ทำ�ให้ติดเช้ือ

แบคทีเรียในกระแสเลือดอย่างรุนแรง จนเกิดภาวะช็อกจากการติดเชื้อ (septic shock) พบการติดเชื้อ 

Staphylococcus aureus ที่ดื้อต่อเมทิซิลลิน (MRSA) ในกระแสเลือด ซึ่งเชื้อไวต่อยาแวนโคมัยซิน 

ที่ค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC 1.5 µg/mL) และพบเชื้อ Staphylococcus 

aureus (MRSA) ท่ีเพาะจากสายสวนปัสสาวะ > 105 CFU/mL ซ่ึงไวต่อยาแวนโคมัยซินท่ีมีความ 

เข้มข้นต่ำ�สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC 1.5 µg/mL) ในท่ีสุดทำ�ให้เกิดภาวะหลายอวัยวะ 

ล้มเหลว (multiple organ failure) ผู้ป่วยเข้ารับการรักษา 3 วันก่อนเสียชีวิต
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Abstract
A case study report of a 35-year-old Cambodian male from Bangkok who was admitted 

to the Hospital for Tropical Diseases in Thailand with high grade fever. The patient was diagnosed 

with dengue hemorrhagic fever at the day of admission. The laboratory examinations showed 

positive for Human immunodeficiency virus (HIV) and Hepatitis B virus (HBV) coinfection in 

Thalassemia carrier. He had complications with disseminated intravascular coagulation, severe 

bleeding, hepatorenal syndrome (HRS), hepatic encephalopathy, hyperkalemia, hypocalcemia 

and metabolic acidosis. A low CD4+ count may contribute to severe bacterial sepsis leading to 

septic shock. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was identified and isolated 

from the patient bloodstream. The bacteria were susceptible to vancomycin at the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of 1.5 µg/mL. Urinary catheter specimen culture found  

Staphylococcus aureus (MRSA) > 105 CFU/mL, which was susceptible to the vancomycin with 

the lowest MIC of 1.5 µg/mL. All of these can lead to severe disease and result in multiple organ 

dysfunction. The patient died 3 days later because of complications. 
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		  Disseminated intravascular coagulation  
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Introduction
Dengue viruses (DENVs) belong to 

the family Flaviviridae and the genus Flavivi-

rus. DENVs can be divided into four serotypes, 

DENV-1, DENV-2, DENV-3, and DENV-4. 

Clinical manifestations of dengue virus infec-

tion can be classified as undifferentiated fever, 

dengue fever (DF), dengue hemorrhagic fever 

(DHF), and dengue shock syndrome (DSS). (1) 

(1) Undifferentiated fever has no specific 

symptoms. The symptoms are similar to those 

caused by common viral infections and cannot 

be distinguished from infection with other  

viruses. (2) DF is usually associated with acute 

febrile illness and may occur in conjunction 

with severe headache, myalgia, arthralgia, 

rashes, leukopenia and thrombocytopenia.  

(3) DHF patients will develop symptoms 

similar to dengue fever with hemorrhagic  

enlargement and plasma leakage leading to 

hypovolemic shock. (4) DSS is the most severe 

form of DHF. DSS is defined by severe plasma 

leakage, severe bleeding, and/or severe organ 

impairment. Increased hematocrit value  

(hemoconcentrate) from plasma leakage,  

abnormal coagulogram suggesting dissemi-

nated intravascular coagulation (DIC), and 

elevated transaminase values from liver damage 

were also observed in DSS patients.(1)

Many studies have shown that there is 

a mechanism for liver failure in dengue patients 

as follows: the virus can proliferate directly in 

hepatocytes and Kupffer cells, causing the cells 

to apoptosis. This mechanism causes minimal 

hepatitis.  However, severe hepatitis is caused 

by immune activation in the T cell mediated 

and cytokine system, and plasma leakage in 

dengue hemorrhagic fever can also lead to  

poor tissue perfusion and hypoxia, causing  

hepatocellular damage.  In addition, the cause 

of liver failure in dengue patients may also be 

caused by drugs that are toxic to hepatocytes.(7-11)

At present there is no antiviral drug 

for dengue. Therefore, it is treated according 

to the patient’s symptoms. A quick and  

accurate diagnosis can reduce the severity of 

dengue patients during a critically ill period.  

Close monitoring of critically ill patients is 

required for plasma leakage phases.  The fluid 

that the patient receives and excretes per day is 

controlled including giving blood components 

as needed.

Human immunodeficiency virus (HIV) 

is in the family Retroviridae, which is a human 

retrovirus that causes the acquired immune 

deficiency syndrome (AIDS). Hepatitis B virus 

is in the family Hepadnaviridae. In general, 

HIV-infected patients are co-infected with the 

hepatitis B virus. HIV destroys CD4+ T cells, 

weakening the patient’s immune system.   

Patients are more easily exposed to opportu-

nistic infections such as tuberculosis, fungal 

infection and severe bacterial infection. HIV 

also stimulates the immune system, resulting 

in platelet destruction.(12-13)

There is little information on the 

clinical presentations and outcomes of dengue 

infection in HIV/HBV infected patients. We 
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report the case of HIV/HBV coinfected  

thalassemia patient that presented with dengue 

infection who developed multiorgan failure 

after bacterial superinfection.

Case report
A 35-year-old Cambodian male from 

Bangkok presented with a fever for four days, 

chills, headache, lethargy, and epistaxis and 

was admitted to the Hospital for Tropical  

Diseases. On admission in the intensive care 

unit (ICU), his physical examination revealed 

a high-grade fever (38.2ºC), pulse rate of 124 

beats per min, blood pressure of 93/54 mmHg, 

O
2
 saturation values of 99%, body weight of 

65 kg, and height of 175 cm. He had a positive 

dengue NS1 antigen, dengue IgM and dengue 

IgG by immunochromatography, which  

suggested he had dengue infection. Urine 

analysis investigation revealed the following: 

a yellow gold urine with specific gravity of 

1.025; 1+ protein; trace glucose; 2+ blood; and 

0-1 hyaline cast per low-power field. He was 

diagnosed with dengue hemorrhagic fever on 

the day of admission. He had the EA pattern 

of thalassemia carrier by hemoglobin typing 

examined on the second day.

Over the course of the patient’s  

hospital stay, clinical chemistry, hematological 

examinations, serological examinations, and 

the specimens isolated from inoculations were 

repeatedly measured and are shown in Table 

1, 2 and 3, respectively. Furthermore, he  

received leukocyte poor red cell (LPRC)  

transfusion total of 6 units, fresh frozen plasma 

(FFP) 10 units, pooled leukocyte poor platelet 

concentrate (LPPC) 2 units, cryoprecipitate 10 

units, and no transfusion reaction occurred 

during transfusion. 

On the first day, the patient was  

prescribed 2 units of 0.9% NSS intravenously 

with infusion rate of 500 mL in 30 min per day 

for 2 days, 10 mg of vitamin K for a day,  

250 mg of Foramina per 8 hrs., Tramadol  

50 mg with stat, 0.9% NSS with infusion rate 

of 1000 mL in 40 min per hr. and 3 doses of 

10 mg CPM. The patient had elevated serum 

lactate dehydrogenase and bilirubin as well as 

urinalysis revealed 2+ blood due to hemolysis. 

During double lumen for hemodialysis, patient 

had developed DIC. Therefore, he received 

LPRC transfusion 4 units, FFP transfusion 1 

unit, and cryoprecipitate transfusion 10 units 

for supportive therapy due to the disseminated 

intravascular coagulation conditions.

The serology examinations in this  

setting showed positive hepatitis B virus and 

human immunodeficiency virus infection 

(Table 2). The CD4 cells count was lower than 

200 cells per cubic millimeter of blood. 

On the second day, he received 100 

mL of 7.5% NaHCO
3
 IV over 1 hr., 10 mg of 

Valium, 5 mg of Levophed in 5% dextrose in 

water up to 20 mL per week, 10 mg of vitamin 

K, 12 doses of 50% glucose at 100 mL in 2 

hrs., Fentanyl 100 mcg in 5% dextrose in NSS 

100 mL rate 3 mL/hr., Acetar 300 mL loading 

in 30 min, adrenaline 17 mg in 0.9% NSS  



Akemanee Pattanapipitpaisarn et al.8102

Table 1	 Laboratory data of HIV/HBV coinfected thalassemia patient with confirmed dengue on  

	 day 1, day 2 and day 3 of hospitalization

Test Unit
Normal 

Range
Day 1 Day 2 Day 3

Chemistry

BUN mg/dL 6-20 25.5 31.8 13.3

SCr mg/dL 0.51-0.95 1.67 2.21 1.85

Ca mg/dL 8.6-10.0 7.5 8.4 7.5

P mg/dL 2.7 7.9 8

Mg mg/dL 1.8 2.3 2.3

LAC mg/dL 116.1 169 199.8

DB mg/dL 0.0-0.3 1.4 1 2.7

TB mg/dL 0.0-1.2 1.9 2.4 4.2

TP g/dL 7.2 6 4.4

Albumin g/dL 3.5-5.2 1.4 1.3 2.5

Globulin g/dL 5.8 4.7 1.9

ALP U/L 86 51 44

AST U/L 0-32 272 594 919

ALT U/L 0-33 89 124 159

Na mmol/L 135 137 143

K mmol/L 4.2 5.3 5.1

Cl mmol/L 104 104 99

CO
2

mmol/L 14 8 8

Glu mg/dL 234 109 292

LDH U/L 135-214 865

CPK U/L <170 6032 8991

Hematology

WBC 103/µL 5.0-10.0 1.2 1.7 2.2

RBC 106/µL 3.44 3.75 4.51

Hb g/dL 12.0-16.0 10.7 16.1 13.7
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Table 1	 Laboratory data of HIV/HBV coinfected thalassemia patient with confirmed dengue on  

	 day 1, day 2 and day 3 of hospitalization (Cont.)

Test Unit
Normal 

Range
Day 1 Day 2 Day 3

Hct % 37.0-47.0 29.3 47.5 40.1

PLT 103/µL 103/µL 41 56 6

NRBC % 3 3 16

Myelo-

cyte

% 3

PT sec 9.6-12.5 27.7 32.5 30.8

INR 2.47 2.91 2.76

PTT sec 21.6-31.2 46.8 56.9 57.1

TT sec 20.9

BUN, Blood Urea Nitrogen; SCr, Serum Creatinine; Ca, Calcium; P, Phosphorus; Mg, Magnesium, LAC, Lactate; 
DB, Direct bilirubin; TB, Total bilirubin; TP, Total Protein; ALP, Alkaline Phosphatase; AST, Aspartate Transaminase; 
ALT, Alanine Transaminase; Na, Sodium; K, Potassium; Cl, Chloride; CO

2
, Carbon dioxide; Glu, Glucose; LDH, 

Lactate Dehydrogenase; CPK, Creatine Phosphokinase; WBC, White Blood Cell; RBC, Red Blood Cell; Hb, Hemo-
globin; Hct, Hematocrit; PLT, Platelet; NRBC, Nucleated Red Blood Cells; PT, Prothrombin time; INR, International 
Normalized Ratio; PTT, Partial Thromboplastin Time; TT, Thrombin Time

Table 2 Serology information for a patient 

Test Result

Anti-HIV Reactive

HBsAg Positive

Anti-HBs Negative

Anti-HBc Positive

Anti-Leptospira  IgG  Negative

IgM  Negative

Anti-HIV, Antibody Human immunodeficiency virus; HBsAg, Hepatitis B surface antigen; Anti-HBc, Anti-Hepatitis  
B core; Anti-Leptospira, Leptospira Antibody

Hematology
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1000 mL up to 100 mL per hr., 3 doses of 10 

mg CPM, A 500 mL of 10% dextrose in NSS 

was administered with infusion rate of 20 mL/

hr. He also received LPRC transfusion 4 units, 

FFP transfusion 7 units, cryoprecipitate trans-

fusion 30 units and LPPC 2 units during 

double lumen for hemodialysis.

On the third day, he received a 50% 

dextrose in NSS at infusion rate of 40 mL/hr., 

50 mL of 7.5% NaHCO
3
 IV over 1 hr., 8 mg 

Levophed in 5% dextrose in water up to 10 mL 

per hr., adrenaline 17 mg in 0.9% NSS 1,000 

mL up to 40 mL per hr. He had subsequently 

received FFP 3 units and cryoprecipitate  

transfusion 10 units during double lumen for 

hemodialysis. He finally died of progressively 

worsening shock and multiorgan failure  

related to MRSA S. aureus infection. The  

present case report has been approved by the 

Ethical Committee of the Faculty of Tropical 

Medicine, Mahidol University.

Table 3  The result of hemoculture and urine catheter culture

Data Specimen Time Result

07-01-2021 1st hemoculture  21.00   Staphylococcus aureus (MRSA) (MIC 1.5 µg/mL)

2nd hemoculture  21.30   Staphylococcus aureus (MRSA) (MIC 1.5 µg/mL)

07-01-2021 Urine catheter culture  Staphylococcus aureus (MRSA)

> 105 CFU/mL of urine (MIC 1.5 µg/mL)

08-01-2021 1st hemoculture 7.30 Staphylococcus aureus (MRSA) (MIC 1.5 µg/mL)

2nd hemoculture   8.45 Staphylococcus aureus (MRSA) (MIC 1.5 µg/mL)

MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Discussion 
We reported here in a case of HIV-HBV 

coinfected thalassemia carrier that presented 

with dengue infection in the Hospital for 

Tropical Diseases. Previous study has shown 

that combined infection of HIV and dengue is 

associated with mild course of illness, possibly 

due to alteration of immune response or  

administration of antiretroviral treatment.(4) 

However, some studies have shown that  

coinfection of human immunodeficiency virus/

hepatitis B virus can lead to liver failure, along 

with dengue virus attacks of the liver both by 

itself and by stimulating the body’s immune 

system.(3) Our study results are consistent with 

these previous reports. The patient had  

hypoalbuminemia, hyperbilirubinemia, and 

elevated INR. His ALT and AST levels were 

also elevated, which indicates that he had liver 

failure. Moreover, dengue commonly results 

in kidney damage. Laboratory findings include 

proteinuria, hematuria, elevation of BUN and 
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of dengue shock in HIV/HBV patients large 

cohorts need to be analyzed. 
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com
	 3.	 ชื่อเรื่อง ชื่อผู้นิพนธ์ ชื่อหน่วยงานและ
สถาบันให้แยกไฟล์ต่างหาก
	 	 3.1	 ชื่อเรื่อง มีทั้งภาษาไทย และภาษา
อังกฤษ ซึ่งควรให้สั้นแต่ได้ใจความ ไม่ควรใช้คำ�ย่อใน
เรื่อง ยกเว้นคำ�ที่เป็นที่ยอมรับกันทั่วไป เช่น NADH 
ความยาวของชื่อเรื่องควรมีความชัดเจน สามารถ 
บ่งบอกผู้อ่านให้ทราบถึงสาระสำ�คัญของเน้ือหาและ 
รายละเอียดในตัวบทความ
	 	 3.2	 ชื่อผู้นิพนธ์ ให้เขียนชื่อต้นและ
นามสกุลตัวเต็มทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ไม่ต้อง
ระบุปริญญา ตำ�แหน่งทางวิชาการ หรือ ตำ�แหน่งทาง
ราชการ ในกรณีทีม่ผีูแ้ตง่หลายคน ระบุชือ่ผูร้บัผดิชอบ
บทความและ E-mail address ที่สามารถติดต่อได้



คำ�แนะนำ�สำ�หรับผู้เขียน 8109

	 	 3.3	 ช่ือหน่วยงานและสถาบันระบุ 
สถานที่ และ E-mail address ของผู้นิพนธ์ทุกคนที่
สามารถติดต่อได้
	 4.	 รายละเอียดของนิพนธ์ต้นฉบับและ 
บทความวิจัยอย่างสั้นให้เรียงหัวข้อ ตามลำ�ดับต่อไปนี้
	 	 1)	บทคัดยอ่ (Abstract) มทีัง้ภาษาไทย  
และภาษาอังกฤษ ความยาวไม่ เ กิน 300 คำ� 
2) คำ�สำ�คัญ (keywords) มีทั้งภาษาไทย และภาษา
อังกฤษ จำ�นวน 3-5 คำ�) บทนำ�  (introduction) 
ประกอบด้วยเหตุผลและวัตถุประสงค์ ในการวิจัย  
4) วัสดุและวิธีการ (materials and methods) 
รายละเอียดของเครื่องมือและน้ำ�ยา รวมทั้งขั้นตอนที่
สำ�คัญควรระบุให้ชัดเจน 5) ผลการวิจัย (results) 
เขียนใจความส้ันและชัดเจน อาจใช้ตารางหรือภาพ
ประกอบคำ�อธิบาย คำ�อธิบายภาพและตาราง ให้เป็น
ภาษาอังกฤษ 6) วิจารณ์ (discussion) 7) สรุป 
(conclusion) 8) กิตติกรรมประกาศ (acknowl-
edgements) 9) เอกสารอ้างอิง (references)  
ให้เรียงลำ�ดับเลขตามที่ปรากฏก่อนหลังในเนื้อเรื่อง
	 5.	 ตาราง  แผนภูม ิภาพประกอบ ให้แยกไว้
ท้ายบทความโดยใช้หนึ่งหน้าต่อหนึ่งตาราง  หรือหนึ่ง
แผนภมู ิ สำ�หรบัภาพเป็นระบบอเิลก็ทรอนิกส์ให้บันทกึ
ภาพโดยใช้นามสกุล .jpg หรือ .tif สำ�หรับข้อความ
และคำ�อธิบายในตารางและภาพใช้เป็นภาษาอังกฤษ
	 6.  การเขยีนเอกสารอา้งองิ  ให้ใชต้ามระบบ 
Vancouver  ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้
	 	 1.	 ถ้ามาจากเอกสารภาษาอังกฤษ  ให้
ใช้ชื่อผู้นิพนธ์เป็นภาษาอังกฤษ เขียนช่ือสกุลตัวเต็ม 
นำ�หน้าตามด้วยอักษรย่อของชื่อต้น
	 	 2.	 ถ้ามาจากเอกสารภาษาไทย ให้แปล
เป็นภาษาอังกฤษและต่อท้ายด้วย (in Thai)
	 	 3.	 ถ้ามาจากภาษาอื่นให้แปลเป็นภาษา
อังกฤษ  และให้วงเล็บภาษาเดิมไว้ตอนท้าย
	 	 4.	 ปีที่อ้างอิงเป็นแบบ ค.ศ.
	 	 5.	 การอ้างอิงเอกสารให้ใช้ชื่อย่อของ
วารสารที่นำ�มาอ้างอิงตามแบบของ Index Medicus 
ปีทีต่พีมิพ ์ฉบบัที ่(volume) หน้าตน้และหน้าสุดทา้ย

		  6.1		ตัวอย่างการอ้างอิงเอกสาร
	 	 	 	6.1.1	ผู้นิพนธ์ตั้งแต่ 1 คนถึง 6 
คน ใส่ชื่อผู้แต่งทุกคน ถ้ามีผู้นิพนธ์มากกว่า 6 คน 
ให้ใส่ชื่อผู้แต่งเพียง 3 คนแรกตามด้วยคำ�ว่า et al.
	 	 	 			 	 -	Solter NA, Wasserman 
Sl, Austern KF, et al. Cold urticaria: release 
into the circulation of histamine and eosino-
philic chemotactic factor of anaphylaxis during 
cold challenge. N Engl J Med 1976; 294: 
687-90.
	 	 	 			 		 -	Manakul S, Inthachang 
N. Rapid haemocultures report. J Med Tech 
Assoc Thailand. 2012; 40: 4300-10. (in Thai)
	 	 	 6.1.2	ผู้นิพนธ์เป็นคณะหรือกลุ่ม 
บุคคล
	 	 	 			 		 -	The committee on 
Enzymes of the Scandinavian Society for 
Clinical Chemistry and Clinical Physiology, 
Recommended method for the determination 
of gamma-glutamyltransferase in blood. Scand 
J Clin Lab Invest 1976; 36: 119-25.
			   6.1.3		 ไม่มีชื่อผู้นิพนธ์ Anonymous.
	 	 	 			 		 -	Coffee drinking and 
cancer of the pancreas (Editorial). Br Med J 
1981; 283: 628.
			   6.1.4	 วารสารประเภท supplement
	 	 	 			 		 -	Frumin AM, Nussbaum 
J, Esposito M. Functional asplenia: demonstra-
tion of splenic activity by bone marrow scan 
(abstract). Blood 1979; 54 (suppl 1): 26a.
	 	 6.2		ตัวอย่างการอ้างอิงหนังสือ
	 	 	 	6.2.1	ผู้นิพนธ์คนเดียว
	 	 	 			 		 -	Eisen HN. Immunol-
ogy: an Introduction to molecular and cellular 
principle of the immune vesponse, 5th ed. New 
York: Harper and Row; 1974: 406	
	 	 	 			 		 -	Wijarm B. The Man-
agement of Knowledge toward Performance. 
Bangkok: Expernet Company; 2004. (in Thai)
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	 	 	 			 -	Chomeya R. Organiza-
tional Effcetiveness on Health Care Criteria 
for Performance Excellence Framework in 
Government Hospitals in Public Health Region  
6. [Ph.D. Thesis in Applied Behavioral Seience 
Research]. Bangkok: Faculty of Graduate 
School, Srinakharinwirot University; 2003. 
(in Thai)
	 	 	6.2.2	 ผู้ นิพนธ์ เ ป็นคณะหรือกลุ่ ม 
บุคคล
	 	 	 			 -	Ame r i c a n  Med i c a l  
Association Department of Drugs. AMA 
drug evaluations. 3rd ed. Littleton: Publishing 
Sciences Group, 1977.
	 	 	6.2.3	 บรรณาธิการ ผูร้วบรวม ประธาน
เป็นผู้แต่ง
	 	 		 			 -	Finegold SM, Martin WJ. 
Diagnostic Microbiology. 6th ed. St.Louis: C.V. 
Mosby Company, 1982.
	 	 	6.2.4	 บทในหนังสือ
	 	 		 			 -	Weinstein L, Swartz MN. 
Pathogenic properties of invading Microorgan-
isms. In: Sodenman Wa Jr., Sidenman Wa, 
editors. Pathologic physiology: mechanisms of 
disease. Philadelphia: WB Saunders; 1974. p. 
457-72.
	 	 		 			 - 	Tienboon P. Anthropo-
metric nutrional assessment. In: Chardapisak 
W, Gosarat C, editors. Ambulatory Pediatrics.  
Chiang Mai: Sangsilp Publishing; 2007. 
p. 363-9. (in Thai)
	 	 	6.2.5	 สิ่งตีพิมพ์ขององค์การต่างๆ 
	 	 		 			 -	National Center for Health 
Statistics. Acute condition: incidence and 
associated disability, United State July 1968-
June 1969. Rockville, MD: National Center 
for Health Statistics, 1972 (Vital and health 
statistics, Series 10: Data from the National 
Health Survey, no 69) (DHEW publication 
no. (HSM) 72-1036).

			  6.2.6	 หนังสือรายเดือนและรายปักษ์
	 	 		 			 -	Roueche B. Annals of 
medicine: the Santa Claus culture. The New 
York 1971 Sep. 4: 66-81.
	 	 	6.2.7	 หนังสือพิมพ์รายวัน
	 	 		 			 -	Shaffer RA. Advances 
in chemistry are starting to unlock mysteries 
of the brain : discoveries should help cure 
alcoholism and insomnia, explain mental  
illness. How the messangers work. Wall Street 
Journal 1977 Aug. 12:1 (col 1), 10 (col 1).
	 6.3		ตัวอย่างการอ้างอิงเอกสารอิเล็กทรอนิกส์
	 	 	6.3.1	 CD-ROM
	 	 		 			 -	Anderson SC, Poulsen 
KB, Anderson’s electronic atlas of hematology 
[CD-ROM]. Philadelphia: Lippincott Williams 
& Wilkins; 2002.
			  6.3.2	 บทความวารสารทางอินเทอร์เน็ต 
(Journal article on the Internet)
	 	 		 			 -	Sanders GD, Bayourni 
AM, Holodnity M, et al. Cost-effectiveness 
of HIV screening in patients older than 55 
year of age. Ann Intern Med [serial on the 
Internet]. 2008 Jun [cited 2008 Oct 7]; 148 
(12). Available from: http://www.annals.org/
cqi/reprint/148/12/889.pdf
	 	 	6.3.3	 ห นั ง สื อ ท า ง อิ น เ ท อ ร์ เ น็ ต 
(Monograph on the Internet)
	 	 		 			 -	Foley KM, Gelband H, 
editors. Improving palliative care for cancer 
[monograph on the Internet]. Washington: 
National Academy Press; 2001 [cited 2002 
Jul 9]. Available form: http://www.nep.edu/
books/0309074029/html/
	 	 	6.3.4	 โฮมเพจ/เว็บไซต์ (Home-
page/Website)
	 	 		 			 -	Cancer–Pain. org [home-
page on the Internet]. New York: Association 
of Cancer Online Resources, Inc.; c 2000-01 
[cited 2008 Oct 3]. Available from: http://
www.cancer-pain.org/



	 Check list การเตรียมต้นฉบับ วารสารเทคนิคการแพทย์

สมาคมเทคนิคการแพทยแ์ห่งประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

เอกสารประกอบพิจารณา และความรับผิดชอบของผู้แต่งหรือคณะผู้แต่ง
❑ 	ผูแ้ตง่หรอืคณะผูแ้ต่งออกหนงัสอืรบัรองวา่ กำ�ลงัสง่ใหว้ารสารเทคนคิการแพทยพ์จิารณาเท่านัน้ บทความนี ้

หรือบางส่วนของบทความไม่เคยตีพิมพ์ที่ไหนมาก่อน ถ้าบทความได้รับการยอมรับจากกองบรรณาธิการ
บทความและบางส่วนของบทความนี้ จะตีพิมพ์โดย “วารสารเทคนิคการแพทย์” เพียงแห่งเดียวเท่านั้น

❑	 การเสนอชื่อผู้ทรงคุณวุฒิเป็น Reviewer โดยผู้ทรงคุณวุฒิเป็นผู้มีผลงานวิชาการอย่างสม่ำ�เสมอ และต้อง
เป็นบุคคลจากภายนอกสถาบันของผู้แต่ง 2 ท่าน พร้อมสถานที่ทำ�งาน โทรศัพท์ และ E-mail address

❑	หนังสือรบัรองทีไ่ดร้บัอนุญาตจากกรรมการพจิารณาจรยิธรรมการวจัิยในมนุษย ์(Ethic committee) (สำ�หรบั
บทความประเภทนิพนธ์ต้นฉบับ และรายงานผู้ป่วย)

การพิมพ์ต้นฉบับ
❑	พิมพ์ต้นฉบับด้วยโปรแกรม Microsoft Word for Window
❑	 ตั้งค่ากระดาษ ขนาด A4
❑	 ตัวอักษร Cordia New ขนาด 14
❑	 ตาราง พิมพ์แยกจากเนื้อหาแต่รวมอยู่ในไฟล์เดียวกัน และเขียนคำ�ว่า (Table…) ใน text
❑	 รูปภาพ มีความคมชัด ความละเอียดไม่ต่ำ�กว่า 300 pixels/inches และเขียนคำ�ว่า (Fig. …) ใน text
❑	 คำ�ย่อ: ใช้เฉพาะที่เป็นสากลเท่านั้น และเขียนคำ�เต็ม วงเล็บคำ�ย่อครั้งแรกใน Abstract บทคัดย่อหรือ text
❑	 ชื่อยาหรือสารเคมีใช้ generic name เท่านั้น
❑	 บทความภาษาไทย: การเขียนคำ�ศัพท์ภาษาอังกฤษ ให้ยึดหลักการเขียนทับศัพท์หรือใช้ศัพท์บัญญัติตาม

พจนานุกรมฉบับราชบัณฑติยสถาน ยกเวน้คำ�ทีแ่ปลแลว้อาจไดใ้จความไมช่ดัเจน ให้ใชค้ำ�ศัพทภ์าษาองักฤษ 
หรือเขียนคำ�แปลเป็นภาษาไทยแล้ววงเล็บศัพท์ภาษาอังกฤษ ปีให้ใช้เป็นปี พ.ศ. โดยไม่ต้องวงเล็บปี ค.ศ. 
โดยรวมควรใช้เป็นภาษาไทยให้มากที่สุด

การอ้างอิงเอกสาร: วิทยานิพนธ์ไม่สามารถนำ�มาเป็นเอกสารอ้างอิงได้ 
	 ❑ 	ใส่หมายเลขเรียงลำ�ดับที่อ้างถึง
	 ❑ 	พิมพ์ยกระดับเหนือข้อความและมีวงเล็บ
	 ❑ 	อ้างอิงท้ายบทความตามคำ�แนะนำ�ผู้แต่ง (Suggestion for Authors: www.jmt-amtt.com) 
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หน้าแรก (title page) เขียนเป็นภาษาไทย และ อังกฤษ
❑ ชื่อเรื่อง 	 	 ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ ชื่อ-สกุล ของผู้แต่งและคณะ	 	 ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ สถานที่ทำ�งานของผู้แต่งและคณะ		  ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ E-mail address: ของผู้แต่งและคณะ
❑ หมายเลขโทรศัพท์ผู้รับผิดชอบบทความ	

ประเภทบทความ
❑ บทบรรณาธิการ	 	 ❑ บทความปริทัศน์	 ❑ นิพนธ์ต้นฉบับ
❑ บทความพิเศษ	 	 ❑ รายงานการประชุมวิชาการ	 ❑ รายงานกรณีศึกษา
❑ บทความวิจัยอย่างสั้น	 	 ❑ จดหมายถึงบรรณาธิการ	 ❑ ย่อวารสาร

นิพนธ์ต้นฉบับและบทความวิจัยอย่างสั้น ให้ลำ�ดับเนื้อหาดังต่อไปนี้
❑ บทคัดย่อ ไม่เกิน 300 คำ�		  ❑ คำ�สำ�คัญ (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�
❑	 Abstract ไม่เกิน 300 คำ� 		  ❑ Keywords (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�
❑ เนื้อหา ประกอบด้วย
		  ❑ บทนำ� (Introduction)
		  ❑ วัสดุและวิธีการ (Materials and methods)
		  ❑ ผลการศึกษา (Results)
		  ❑ วิจารณ์ (Discussions)
		  ❑ สรุป (Conclusion)
		  ❑ เอกสารอ้างอิง (References) เป็นภาษาอังกฤษ (ตามคำ�แนะนำ�)
		  ❑ ตาราง และ รูปภาพ เป็นภาษาอังกฤษ (ตามคำ�แนะนำ�)

บทความปริทัศน์ 
	 อนุโลมตามผู้แต่ง แต่ให้มีขอบข่ายรูปแบบการเขียน ประกอบด้วย บทคัดย่อ บทนำ� เนื้อเรื่อง สรุป
❑ บทคัดย่อ ไม่เกิน 300 คำ�	 ❑ คำ�สำ�คัญ (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�
❑ Abstract ไม่เกิน 300 คำ� 	 ❑ Keywords (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�

	 	 	 	 ลงชื่อ ................................................................................................................. ผู้รับผิดชอบบทความ

 				         (..............................................................................................................)
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l	Comparison of the Performance of Faecal 	 7991
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