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Abstract:
Reticulocytes are young non-nucleated red cells which retain RNA within the cell.  The reticulocyte count is useful to

indicate marrow erythropoietic activity and also to classify the causes of anemia disease.  The conventional method for enumerating
percentage of reticulocytes is by staining with supravital stain by 0.5% New Methylene Blue and incubating at room temperature
(25๐C) within 1 hour.  With an attempt to reduce the testing time, we studied the percentage of reticulocyte by increasing the
temperature (37๐C) by reducing the incubation time (5, 10 and 15 minutes) compared with the conventional method.  The
results showed no significant difference of the three methods compared with conventional method with p=0.67, 0.06, 0.15
respectively.  There was close correlation between 3 conditions and conventional method with r=0.994, 0.996, 0.996
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(p-value =  <0.001, <0.001, <0.001) respectively.   In addition, the incubation temperature at 37๐C for 15 minutes showed
the best staining quality.  We conclude that the method with incubation temperature at  37๐C for 15 minutes was the most
suitable method. It could reduce testing time and also increase the quality of staining. This finding is useful for the hematologic
laboratory to shorten turn-around time of reticulocyte count test and can result in service improvement.
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บทคดัยอ่:
เรทตคิิวโลไซต ์(reticulocyte) คือ เม็ดเลือดแดงตวัอ่อนทีไ่ม่มีนิวเคลยีสแตยั่งมี RNA เหลืออยู่ในไซโตพลาสซมึ การตรวจนบั

ปริมาณ reticulocyte มีประโยชนใ์ช้ประเมินประสิทธิภาพการทำงานของไขกระดกูในการสรา้งเม็ดเลือดแดง และใช้ประกอบการวนิิจฉัย
ภาวะโลหิตจางเป็นต้น  วิธีเดิมท่ีใช้ในการตรวจนับค่าร้อยละของ reticulocyte คือ การย้อมด้วยสี supravital คือ 0.5% New Methylene
Blue และวางไวท่ี้อุณหภูมิห้อง (25๐C) 30 นาท ีซ่ึงเม่ือรวมเวลาอา่นผลจะใชเ้วลาในการทดสอบนานถงึรายละ 1 ช่ัวโมง เพ่ือลดเวลา
การทดสอบ ผู้ทำการศึกษาจึงได้ศึกษาค่าร้อยละของ reticulocyte โดยการเพิ่มอุณหภูมิเป็น 37๐C และศึกษาเวลาที่เหมาะสมที่สุด
โดยปรบัเวลาในการทำปฏกิิริยาเปน็ 5, 10 และ 15 นาท ีตามลำดบัเพ่ือเปรยีบเทยีบกบัวธีิเดิม  ผลการศกึษาพบวา่ วิธีท่ีปรบัอุณหภูมิ
เป็น 37๐C และลดเวลา incubate ให้ผลการทดสอบที่ไม่แตกต่างกับวิธีเดิม ได้ค่า p=0.67, 0.06, 0.15 ตามลำดับ และ
ค่าท่ีทดสอบได้มีความสัมพันธ์กันดีมาก ได้ค่า r=0.994, 0.996, 0.996 (p-value = <0.001, <0.001, <0.001) ตามลำดับ  นอกจากน้ี
ผู ้ทำการศึกษาพบว่า วิธีทำปฏิกิริยาที ่อุณหภูมิ 37๐C เวลา 15 นาที ให้คุณภาพการติดสีดีที ่สุด ผู ้ทำการศึกษาสรุปว่า
วิธีทำปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิ 37๐C เวลา 15 นาท ีเป็นวธีิท่ีเหมาะสมทีสุ่ด วิธีน้ีสามารถลดเวลาการทดสอบ และให้คุณภาพการตดิสีท่ีดีกว่า
ชว่ยเพิม่ประสทิธภิาพงานบรกิารทางหอ้งปฏบิตักิารดา้นโลหติวทิยา

คำสำคญั: การนบัจำนวนเรทตคิิวโลไซต,์ สภาวะทีเ่หมาะสม, สีซูพราไวทลั, เม็ธธิลลีนบลู

บทนำ
เรทตคิวิโลไซต ์(reticulocyte) คอื เมด็เลอืดแดงตวัอ่อน

ที่ไม่มีนิวเคลียส แต่ยังมีเศษ RNA เหลืออยู่ในไซโตพลาสซึม
การตรวจนบัจำนวน reticulocyte มีความสำคญัทางการแพทย ์คือ
ใช้ประเมินประสิทธิภาพการทำงานของไขกระดูกในการสร้าง
เม็ดเลือดแดง และใช้ประกอบการวนิิจฉัยจำแนกชนดิและติดตาม
การรกัษาภาวะโลหติจาง เป็นตน้1-8  ในภาวะปกตผู้ิใหญ่ชายมค่ีา
reticulocyte อยู่ระหวา่งรอ้ยละ 0.5-2.0, ผู้หญิงมีค่า reticulo-
cyte อยู่ระหว่างร้อยละ 0.5-2.5 และในเด็กแรกคลอดมีค่า reticu-
locyte อยู ่ระหว่างร้อยละ 2.0-6.06 จำนวน reticulocyte
ในกระแสเลือดจะสูงขึ ้นในภาวะที่มีการทำลายเม็ดเลือดแดง
ท้ังจากสาเหตุทางพันธุกรรมหรือจากสาเหตุอ่ืนๆ เช่น paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria (PNH)9 ส่วนในภาวะท่ีไขกระดูกไม่มี
ประสิทธิภาพในการสรา้งเม็ดเลือดหรอืมีการทำลายของเมด็เลือด
แดงระยะตัวอ่อนในไขกระดกู  จะพบ reticulocyte ในกระแสเลือด
ต่ำกว่าปกติ9 และจะไม่พบเม็ดเลือดแดงตัวอ่อนในกระแสเลือด

ในภาวะซีดอันเกิดจากไขกระดูกฝ่อหรือมีความผิดปกติในการ
สร้างเมด็เลือดของ stem cell8

วิธีการประเมนิ reticulocyte ในกระแสเลอืดสามารถทำได้
หลายวธีิ5-6, 8  วิธีด้ังเดิมทีใ่ช้อยู่ท่ัวไป คือ การนบัจำนวน reticu-
locyte ด้วยวิธี manual วิธีน้ีเป็นการย้อม RNA ในเซลล์ reticulcoyte
ด้วยส ี supravital ได้แก่  New Methylene Blue หรือ Brilliant
Cresyl Blue นำส่วนผสมทำสเมยีรแ์ห้ง (dry smear) ซ่ึง RNA ใน
reticulocyte จะตกตะกอนมีลักษณะเป็นแกรนนูล หรือร่างแห
สีน้ำเงินกระจายอยู่ภายในเซลล์  แล้วตรวจนับจำนวนเซลล์ reticu-
locyte ท่ีมีแกรนนลูสีน้ำเงินตัง้แต่ 2 จุดขึน้ไป  นับรวมกบัจำนวน
เม็ดเลือดแดง 1,000 เซลล์ ด้วยกลอ้งจุลทรรศน ์ แล้วคำนวณคา่
reticulocyte ออกมาเปน็รอ้ยละ  ปัจจบัุนมกีารใชเ้ครือ่งอัติโนมติั
แบบ Flow cytometry ร่วมกับการย้อมโดยใช้สี Fluorescent
แต่ราคาของเครือ่งอัติโนมติัยังสูงมาก

การประเมนิ reticulocyte count ด้วยวธีิ manual โดยการ
ย้อมสี supravital ใช้ 0.5% New Methylene Blue10 เป็นวิธีที่
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ห้องปฏบิตักิารโลหติวทิยา โรงพยาบาลสงขลานครนิทร ์ เลือกใช้
วธีิดงักล่าวใชเ้วลาในขัน้ตอนการยอ้มสนีานถงึ 30 นาท ี โดยวาง
ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (25๐C)  จึงจะนำส่วนผสมมาทำสเมียร์  แล้วใช้
เวลาทำการนบัคา่ร้อยละ reticulocyte อีก 30 นาท ี รวมใชเ้วลา
ในการทดสอบ reticulocyte count นานถึงรายละ 1 ชั่วโมง
ซึ่งทำให้ผู้ป่วยต้องรอนานถึง 1 ชั่วโมง กว่าจะได้การวินิจฉัย
จากการสืบค้นข้อมูลพบรายงานเกี่ยวกับการย้อมสีที่อุณหภูมิ
37๐C11  ในเวลา 15-20 นาท ีแต่ยังไม่มีการประเมนิผลการยอ้ม
ทั้งในส่วนของคุณภาพสเมียร์ reticulocyte และค่าร้อยละของ
reticulocyte เทยีบกบัวธีิเดมิ

คณะผู้วิจัยจึงได้ศึกษาหาเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการทดสอบ reticulocyte count ด้วยวิธีย้อมสี supravital   โดยใช้
0.5% New Methylene Blue เพ่ือหาวิธีการย้อมท่ีใช้เวลาน้อยท่ีสุด
ที่ให้คุณภาพการติดสีที่ดี ซึ่งจะทำให้เวลาการคอยผลของผู้ป่วย
ลดลง เป็นประโยชนต่์อการบรกิาร

วัสดแุละวธีิการ
1. ตวัอยา่งในการศกึษา
ใช้ตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยท่ีมีสาร EDTA เป็นสารกันเลือด

แข็งตัวที่เหลือจากการทดสอบ reticulocyte count ประจำวัน
จำนวน 200 ราย  มีช่วงคา่ร้อยละของ reticulocyte เท่ากับ  0.8-
23.2

2. การทดสอบ
แบ่งตัวอย่างเลือดแต่ละรายมาทำการย้อมสี 4 วิธ ี

โดยปรับปรุงอุณหภูมิและระยะเวลา incubate แตกต่างกันเป็น
4 แบบ โดยใชเ้ลือด 50 µl ผสมกบั 0.5% New Methylene Blue
50 µl ในหลอดทดลองแก้วขนาด 12x75 มม. ผสมให้เข้ากัน
แล้ววางส่วนผสมไว้ที่อุณหภูมิและระยะเวลาที่แตกต่างกัน คือ
วิธีท่ี 1 วางทีอุ่ณหภูมิห้อง (25๐C) เวลา 30 นาท ีซ่ึงเป็นวธีิท่ีใช้
อยู่เดิม  เปรยีบเทยีบกบัวธีิการ incubat ท่ีอุณหภูมิ 37๐C เวลา
5, 10 และ 15 นาที ตามลำดับ หลังจากนั้นนำส่วนผสมมาทำ
สเมียรแ์ห้งวิธีละ 1 แผ่น

3.  การประเมนิผลการยอ้ม
3.1 นับปรมิาณ reticulocyte  โดยนำสเมยีรแ์ห้งจาก

การย้อมด้วยสี 0.5% New Methylene Blue ทั้ง 4 วิธี คือ
ท่ีอุณหภูมิห้อง 25๐C เวลา 30 นาท ีและท่ีอุณหภูมิ 37๐C เวลา
5, 10 และ 15  นาท ีตามลำดบั ในรายเดยีวกนั  นับคา่ reticu-
locyte count  ด้วยวิธีใช้กล้องจุลทรรศน์ แต่ละแผ่นนับเซลล์ reticu-
locyte บรเิวณทีมี่การกระจายของเซลล ์reticulocyte ต่อเม็ดเลือด
แดงสม่ำเสมอ และนับเซลล์  reticulocyte ท่ีมีแกรนนูล หรือร่างแห

สีน้ำเงินตัง้แต่ 2 จุดขึน้ไป ในเมด็เลือดแดง 1,000 เซลล์ ตามที่
คณะกรรมการ National Committee for Clinical Laboratory
Standard (NCCLS)12  กำหนด  แล้วคำนวณคา่ reticulocyte เป็น
ร้อยละ เพ่ือเปรยีบเทยีบสภาวะทีเ่หมาะสม

3.2 ศึกษาคุณภาพสเมียร์ reticulocyte ดูการติดสี
ความคมชัด และความคงสภาพของการติดสีของเซลล์ reticu-
locyte และเมด็เลอืดแดงเปรยีบเทยีบทัง้ 4 วิธีในรายเดยีวกนั

4. วิเคราะห์ข้อมูล
ทำการว ิเคราะห์ข ้อมูลทางสถิต ิ  คำนวณค่าเฉลี ่ย

ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  เปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉล่ียเป็นค่า
ร้อยละของ reticulocyte ระหว่างวิธีเดิมท่ีอุณหภูมิห้อง 25๐C เวลา
30 นาท ี กับ 3 วิธีท่ีอุณหภูมิ 37๐C เวลา 5, 10 และ 15 นาที
โดยวิธี paired t-test และทดสอบความสัมพันธ์ทางสถิติโดยวิธี
Pearson's correlation

ผลการศกึษา
ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบค่าร้อยละของ reticulocyte

ระหวา่งวิธีเดิมกับวธีิใหม ่ ท่ีอุณหภูมิ 37๐C ในเวลา 5, 10 และ
15 นาท ีตามลำดบั พบวา่ได้ค่าเฉล่ียเปน็คา่ร้อยละของ reticu-
locyte ท่ีใกล้เคียงกัน และให้ผลการทดสอบทางสถติิ paired t-test
ท่ีไม่มีความแตกตา่งกัน คือ ได้ค่า p=0.67, 0.06, 0.15  (α=
0.05) ตามลำดบั ดังตารางที ่1 และรูปที ่1 และค่าท่ีทดสอบได้
มีความสัมพันธ์กันดี (correlation) ได้ค่า r=0.994, 0.996, 0.996
(p-value = <0.001, <0.001, <0.001) ดังรูป ท่ี 2, 3 และ 4
ตามลำดบั

ผลการประเมินคุณภาพสเมียร์ทั้ง 4 วิธี พบว่า วิธีที่ 4
(อุณหภูมิ 37๐C เวลา 15 นาที รูปที่ 5D) คุณภาพการติดสี
ความคมชดัดีท่ีสุด  ซ่ึงวิธีน้ียังช่วยแยกเซลล ์reticulocyte ออกจาก
พวกตะกอนสีและออกจาก inclusion bodies ในกลุ่มโรคธาลัสซีเมีย
ชนดิ HbH (รูปที ่6) ได้ด้วย  ทำให้การนบัคา่ร้อยละ reticulocyte
ได้ถูกต้องแม่นยำย่ิงข้ึน  ส่วนวิธีท่ี 3 (อุณหภูมิ 37๐C เวลา 10 นาที
รูปท่ี 5C) คุณภาพการติดสี ความคมชัด รองจากวิธีท่ี 4  ส่วนวิธีท่ี 1
(อุณหภูมิ 25๐C เวลา 30 นาท ีรูปที ่5A) กับวธีิท่ี 2 (อุณหภูมิ
37๐C เวลา 5 นาที รูปที่ 5B) ให้คุณภาพการติดสี และความ
คมชดัของสเมยีรท่ี์ใกล้เคียงกัน แต่คุณภาพการตดิสี ความคมชดั
รองจากวธีิท่ี 3 และวิธีท่ี 4

ผลการประเมินความคงสภาพของการติดสีในระยะเวลา
ท่ีแตกต่างกันจากตัวอย่างตรวจจำนวน 200 ราย  พบว่าการย้อมสี
ด้วยวธีิเดิมทีอุ่ณหภูมิห้อง 25๐C เวลา 30 นาที  ให้ความคงสภาพ
ของการตดิสี ความคมชดั ร้อยละ 100 ท่ีระยะเวลา 30 นาท ี และ
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พบคุณภาพสเมียร์ที่ติดสีจาง ไม่คมชัด ที่ระยะเวลา 1 ชั่วโมง
จำนวน 33 ราย คิดเปน็รอ้ยละ 16.5 และท่ีระยะเวลา 2 ช่ัวโมง
จำนวน 36 ราย คิดเป็นร้อยละ 18 แต่จากการศึกษาในครั้งนี้
พบการยอ้มสีท่ีอุณหภูมิ 37๐C เวลา 5 นาท ี  ให้ความคงสภาพ
ของการติดสี ความคมชัด ร้อยละ 100 ที่ระยะเวลา 30 นาที
และพบคณุภาพสเมยีรท่ี์ติดสีจาง ไม่คมชดั ท่ีระยะเวลา  1 ช่ัวโมง
จำนวน 10 ราย คิดเป็นร้อยละ 5  และท่ีระยะเวลา 2 ช่ัวโมง จำนวน
24 ราย คิดเปน็รอ้ยละ 12, พบการยอ้มสีท่ีอุณหภูมิ 37๐C เวลา
10 นาที  ให้ความคงสภาพของการตดิสี  ความคมชดั ร้อยละ 100
ท่ีระยะเวลาถึง 1 ช่ัวโมง และพบคุณภาพสเมียร์ท่ีติดสีจาง ไม่คมชัด
ท่ีระยะเวลา 2 ช่ัวโมง จำนวน 12 ราย คิดเป็นร้อยละ 6  และพบว่า
การยอ้มสีท่ีอุณหภูมิ 37๐C เวลา 15 นาท ี ให้ความคงสภาพของ
การติดสี ความคมชัด ร้อยละ 100 ที่ระยะเวลาถึง 2 ชั่วโมง
ดังแสดงในตารางที ่2

ตารางที ่2  แสดงจำนวนรายของสเมยีร์ท่ีมีคุณภาพทีร่ะยะเวลาตา่งๆ จากตวัอย่างตรวจ จำนวน 200 ราย

                           วิธี                                                    จำนวนรายของสเมยีรท์ีม่คีณุภาพ

                                                    ทีร่ะยะเวลา 30 นาที        ทีร่ะยะเวลา 1 ช่ัวโมง       ทีร่ะยะเวลา 2 ช่ัวโมง
                                                                     (รอ้ยละ)                         (รอ้ยละ)                           (รอ้ยละ)

1. วธีิเดมิ (25๐C/30 นาท)ี 200 (100) 167 (83.5) 164 (82.0)
2. วธีิใหม ่(37๐C/5 นาท)ี 200 (100) 190 (95.0) 176 (88.0)
3. วธีิใหม ่(37๐C/10 นาท)ี 200 (100) 200 (100) 188 (94)
4. วธีิใหม ่(37๐C/15 นาท)ี 200 (100) 200 (100) 200 (100)

รูปที ่1  กราฟแสดงการเปรยีบเทยีบคา่รอ้ยละของ reticulocyte count  จำนวน 200 ราย ในสภาวะทีต่่างกนั

ตารางที ่1 ตารางเปรียบเทียบผลการทดสอบ reticulocyte
count จำนวน 200 ราย ในสภาวะทีต่่างกนั

     วิธีทดสอบ      คา่รอ้ยละ reticulocyte         paired t-test
                                 ค่าเฉลี่ย         SD        (ααααα=0.5) ระหว่าง
                                                                 วิธีเดิมกับวิธีใหม่

1. วิธีเดิม
(25๐C/30 นาที) 5.90 7.21    _

2. วิธีใหม่
(37๐C/5 นาที) 6.10 7.00 P=0.67

3. วิธีใหม่
(37๐C/10 นาที) 6.20 7.14 P=0.06

4. วิธีใหม่
(37๐C/15 นาที) 6.30 7.14 P=0.15
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เปรียบเทียบค่าร้อยละของ reticulocyte จำนวน 200 ราย ระหว่าง
วธีิมาตรฐาน (25๐C/30 นาที) กับวิธีใหม่ (37๐C/5, 10, 15 นาท)ี
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รปูที ่5 แสดงคณุภาพของสเมยีร ์reticulocyte ระหวา่ง วิธีเดิม
25๐C/30 นาท ี(A)  กับวธีิใหม ่37๐C/5 นาท ี(B),
10 นาท ี(C)  และ 15 นาท ี(D) ตามลำดบั (กำลัง
ขยาย 1,000 เท่า)

A

B

C

D

รปูที ่4 แสดงความสัมพันธ์ของ reticulocyte count ระหว่าง
วิธีเดิม (25๐C/30 นาที) กับวิธีใหม่ (37๐C/15 นาที)

เปรียบเทียบความสัมพันธ์เป็นค่าร้อยละของ reticulocyte จำนวน 200 ราย
ระหวา่งวธีิเดมิ (25๐C/30 นาท)ี กับวธีิใหม ่(37๐C/15 นาท)ี

25๐C/30 นาที
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r=0.996035

รปูที ่3 แสดงความสัมพันธ์ของ reticulocyte count ระหว่าง
วิธีเดิม (25๐C/30 นาที) กับวิธีใหม่ (37๐C/10 นาที)

เปรียบเทียบความสัมพันธ์เป็นค่าร้อยละของ reticulocyte จำนวน 200 ราย
ระหวา่งวธีิเดมิ (25๐C/30 นาท)ี กับวธีิใหม ่(37๐C/10 นาท)ี
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รปูที ่2 แสดงความสัมพันธ์ของ reticulocyte count ระหว่าง
วิธีเดมิ (25๐C/30 นาท)ี กับวธีิใหม ่(37๐C/5 นาท)ี

เปรียบเทียบความสัมพันธ์เป็นค่าร้อยละของ reticulocyte จำนวน 200 ราย
ระหวา่งวธีิเดมิ (25๐C/30 นาที) กับวิธีใหม่ (37๐C/5 นาท)ี
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วิจารณ์
การศึกษาเปรียบเทียบอุณหภูมิและเวลาหรือสภาวะท่ีมีผล

ต่อการทำ reticulocyte count ในการย้อมเซลล์ reticulocyte ด้วยสี
supravital stain ใช้ 0.5% New Methylene Blue ในการศึกษาคร้ังน้ี
พบวา่ ท้ัง 3 วิธีท่ีอุณหภูมิ 37๐C ในเวลา 5, 10 และ 15 นาท ีกับ
วิธีเดิมที่อุณหภูมิห้อง 25๐C เวลา 30 นาท ี ใหค้า่ reticulocyte
count ไม่แตกตา่งกัน (p>0.05) และมีความสมัพันธ์กันในระดบั
ดีมาก (r=0.994, 0.996, 0.996 และค่า p-value = <0.001,
<0.001, <0.001) ผลการศึกษานี้ตรงกับข้อเสนอแนะของ
โสภาค โรจนเสถียร และคณะ8 และ พรเทพ เทียนสิวากุล13

ซึ่งชี้ให้เห็นว่า อุณหภูมิมีผลต่อปฏิกิริยาการย้อมสี กล่าวคือ
อุณหภูมิที่สูงขึ้นช่วยเร่งปฏิกิริยาการย้อมสีให้ติดดีและเร็วขึ้น
ใช้เวลาในการยอ้มลดลง ในทางกลับกัน หากอุณหภูมิต่ำ ปฏิกิริยา
การย้อมสีจะเกิดขึ้นช้า ต้องใช้เวลาในการทำปฏิกิริยาการย้อมสี
ทีน่านขึน้จงึจะตดิสไีดด้ี

นอกจากประเด็นเร่ืองอุณหภูมิ และเวลาในการทำปฏิกิริยา
ของการยอ้มสีแล้ว  ผลการศกึษาความคงสภาพของการตดิสีของ
เซลล์ reticulocyte และเมด็เลอืดแดง พบวา่ วิธีท่ีเลือกใชมี้ความ
คงสภาพของการติดสีของเซลล์ถึง 2 ชั่วโมง ในขณะที่วิธีอื ่น
คุณภาพของการติดสีจะลดลงในเวลาที่เพิ่มขึ้น สอดคล้องกับ
ข้อเสนอแนะของ Onofrio และคณะ14  ท่ีกล่าววา่ เม่ือต้ังสเมียรท่ี์

แห้งแล้วไว้นาน คุณภาพของการติดสี ความคมชัดของเซลล์
reticulocyte และเมด็เลอืดแดงจะลดลง

ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีมีประโยชนใ์นการนำไปประยกุต์ใช้
ให้เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการแต่ละแห่ง เช่น หากเป็นห้อง
ปฏิบัติการทีมี่อุปกรณไ์ม่พร้อม เช่น ไม่มีเครือ่ง incubator หรือ
water bath ปรบัอุณหภูมิ ก็ควรเลอืกใชวิ้ธีการเดมิ และควรอา่น
สเมียรท่ี์ย้อมสีแล้วภายในเวลาไมเ่กิน 30 นาท ี หากเกิน 30 นาที
คุณภาพของการตดิสี ความคมชดัของ reticulocyte และเม็ดเลือด
แดงจะลดลง  แต่หากเป็นห้องปฏิบัติการที่มีอุปกรณ์พร้อม
และมีปริมาณตัวอย่างจำนวนมาก หรือแพทย์ต้องการผลด่วน
ควรเลือกใช้วิธีการย้อมสีที่อุณหภูมิ 37๐C และเลือกเวลาการ
ย้อมสีตามความเหมาะสม เช่น หากเลือกย้อมสีในเวลา 5 นาที
ควรทำการนับค่าร้อยละภายใน 30 นาที หลังจากสเมียร์แห้ง
เช่นเดียวกับวิธีเดิม เนื่องจากให้คุณภาพสเมียร์ที่ใกล้เคียงกัน
และหากไม่สามารถทำการนับ reticulocyte ได้ทันที ควรเลือก
ใช้เวลาการยอ้มที ่10 หรือ 15 นาท ีเพราะทัง้สองวิธีน้ีให้คุณภาพ
การตดิสี ความคมชดัไดน้านมากกวา่ 1 ช่ัวโมง  โดยเฉพาะวธีิท่ี 4
ยังช่วยแยกเซลล์ reticulocyte ออกจาก inclusionbody ในกลุ่ม
โรคธาลัสซีเมีย Hb H ได้ และแยกจากพวกตะกอนสีได้ชัดเจน
อีกด้วย

นอกจากน้ีคณะผู้วิจัยได้ศึกษาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน
(Coefficient of variation, CV) ของวธีิยอ้มเซลล ์ reticulocyte
ด้วยส ี0.5% New Methylene Blue  ท่ีอุณหภูมิ 37๐C  ในเวลา
15 นาท ี  จากตวัอยา่งตรวจจำนวน 10 ราย นับโดยผูนั้บ 3 คน
ไดค้า่เฉล่ียรอ้ยละของ reticulocyte  ± SD = 1.05±0.10, 1.36
±0.05, 3.30±0.08, 4.62±0.12, 6.67±.20, 10.67±0.21,
12.28±0.31, 14.71±0.15, 20.37±0.35, 36.31±0.40 และ
ค่า % CV=9.52, 3.68, 2.42, 2.60, 3.00, 1.97, 2.52, 1.02,
1.72  และ 1.10 ตามลำดบั  จะเห็นวา่เม่ือค่า reticulocyte  สูงข้ึน
ความแม่นยำในการนับจะมากขึ ้น สอดคล้องกับ Ferguson
และคณะ15 ท่ีศึกษาคา่ reticulocyte count  ท่ีช่วงคา่ต่างๆ โดยวธีิ
manual  ได้ค่าดังน้ี คือ reticulocyte 0.2-0.7% ค่า CV=28.00%;
4.0-5.5 % ค่า CV=8.84% และ 6.1-9.9 % ค่า CV=15.35%
ตามลำดบั

จะเห็นได้ว่าการนับเซลล์ reticulocyte โดยวิธี manual
ย้อมด้วยสี 0.5% New Methylene Blue  ท่ีอุณหภูมิ 37๐C  ในเวลา
15 นาที มีความแม่นยำสูง แต่ทั้งนี้ต้องปฏิบัติตามข้อจำกัด
อันเน่ืองจากข้อผิดพลาดจากการเตรียมตัวอย่างตรวจ  วิธีการย้อมสี
การทำสเมยีรเ์ลือดและการกระจายตวัของเมด็เลือดแดง ปรมิาณ
และวิธีการทีใ่ช้นับ ตลอดถงึความแตกตา่งของทกัษะในแตล่ะคน

หมายถงึ  ตะกอนสี
หมายถงึ  Inclusion body
หมายถงึ  เซลล์ reticulocyte

รปูที ่6 วิธีใหม่ (37๐C/15นาที) แยกเซลล์ reticulocyte
ออกจาก inclusion body และตะกอนสี (กำลังขยาย
1,000 เทา่)

 



Songkla Med J                                                                                         Optimum time for reticulocyte count using supravital stain
Vol. 26 No. 3 May-Jun. 2008                                                                           Nakkarabandit N, Durmsung K, Manattiraphap L, et al.289

Assendelft OW, Preston FE, editors.  Advanced labora-
tory methods in haematology.   London: Arnold; 2002;
78-126.

6. ธรรมศักด์ิ ประสานพานิช.  เวชศาสตร์ชันสูตร ภาคโลหิตวิทยา.
กรุงเทพฯ: สำนักพิมพ์ไทยวัฒนาพานิช; 2516;153-9.

7. อานนท์ บุณยะรัตเวช.  โลหิตวิทยา: เม็ดเลือดแดง.  กรุงเทพฯ:
ฟันนีพั่บบลชิชิง่; 2535;8-9.

8. โสภาค โรจนเสถียร, ศักด์ิณรงค์ รัมมะวาส, อาจิตร ตีรกาญจนา,
บรหิาร สุวรรณเรอืง, บรรณาธกิาร.  ปฎิบัติการโลหิตวทิยา.
กรุงเทพฯ: เรือนแก้วการพมิพ์; 2540;27-99

9. เสถียร สุขพณชินนัท.์  ความผดิปกตขิองเมด็เลือดแดง. ใน:
นิศารัตน ์โอภาสเกียรตกุิล, วัฒนา เล้ียววฒันา, ดาราวรรณ
วนะชิวนาวิน, มงคล คุณากร, วนิดา วงศ์ถิราพร, บรรณธิการ.
พยาธิวิทยาคลินิก.  กรุงเทพฯ: สมาคมพยาธิวิทยาคลินิกไทย
(สพคท.); 2545;259-71.

10. Bauer JD, Ackermann PG, Toro G.  Clinical laboratory
methods.  8th ed.  Saint Louis: CV Mosby; 1974.

11. Finch CA, Marshall PN, Breches G, Trobaugh FE, Van
Assendelft OW.  Propose standard method for reticu-
locyte counting H-16P.  NCCLS 1985;5:225-36.

12. Finch CA, Marshall PN, Trobangh FE.  Method for reticu-
locyte counting.  NCCLS approved Standard H16-P.
Villanova, Pennsylvania: National Committee for Clinical
Laboratory Standards; 1985.

13. พรเทพ เทียนสิวากุล, บรรณาธิการ.  โลหิตวิทยาคลินิก.
กรุงเทพฯ: สำนักพิมพ์แห่งจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย; 2541;
90-140.

14. Onofrio GD, Zini G, Rovan RM.  Reticulocyte counting:
methods and clinical applications.  In: Rowan RM, Van
Assendelft OW, Preston FE, editors.  Advanced labora-
tory methods in haematology.  London: Arnold; 2002;
81.

15. Ferguson DJ. Siow-Fong Lee, Gordon PA.  Evaluation
of reticulocyte counts by flow cytometry in a routine
laboratory.  Am J Hematol 1990;33:13-7.

และการนบัเซลล ์reticulocyte โดยวธีิ manual  ย้อมดว้ยส ี0.5%
New Methylene Blue เป็นวิธีที่ทำได้ง่ายและประหยัด แต่ผู้ที่
ทำหน้าที่ตรวจทางห้องปฏิบัติการต้องมีความรู้ ความระมัดระวัง
ในการทำการทดสอบ  ก็จะเพิ่มความถูกต้องในการนับจำนวน
reticulocyte มากยิ่งขึ้น หากขาดความรู้หรือความระมัดระวัง
ในการทำการทดสอบจะทำให้การทดสอบขาดความแม่นยำ
และเท่ียงตรง

สรุป
จากการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการทดสอบ reticu-

locyte count โดยวธีิย้อมส ีsupravital stain ดว้ยส ี0.5% New
Methylene Blue  ซ่ึงได้ทำการทดลองโดยการปรบัอุณหภูมิและ
เวลาในการย้อมสี  พบอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมที่สุด คือ
อุณหภูมิ 37๐C เวลา 15 นาที  ซึ่งนอกจากจะลดเวลาจาก
วิธีเดิมลง คือ 15 นาที แล้ว ยังมีข้อดีในเรื่องความคงทน
และความคมชดัของการตดิส ี  ทำใหนั้บ reticulocyte ได้ดีข้ึน
การทดสอบเปรียบเทียบเวลาในการย้อมสีต่างๆ กัน ทำให้
สามารถนำผลการศึกษาไปปรับใช้กับความพร้อมของห้อง
ปฏิบัติการ และปรมิาณของตวัอย่างตรวจไดอี้กด้วย
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