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A self-prepared benzethonium chloride reagent for determination of protein in urine and cerebrospinal fluid (CSF) was
prepared and evaluated.  The accuracy, precision, detection limit, linearity and stability of the reagent were studied on a Hitachi
704 automatic analyzer.  For accuracy, the average recovery of the self-prepared reagent and the commercial reagent were
95.4% and 98.0% respectively.  The  precision was evaluated by analyzing two levels of urine control.  It was found that the
within-run  and the between-run coefficients of variation (%CV) of the self-prepared reagent were 1.8% to 3.9% and 1.8%
to 3.8% respectively, whereas those of the commercial reagent were 1.4% to 3.9% and 1.5% to 3.8% respectively.  The self-
prepared reagent and the commercial reagent gave the same detection limit and linearity of 2.0 mg/dL and 200 mg/dL
respectively.  The correlation (r) of protein determination in 200 urine and CSF patient samples was 0.9990 (y = 0.996X +
0.356) with no significant difference (p > 0.05) found.  A self-prepared reagent was stable for at least 6 months when stored
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in a refrigerator at 4 oC.  The cost per test of this reagent is about 300-fold less than that of the commercial reagent. In
conclusion, the self-prepared reagent gave satisfactory score for protein determination, and was determined to be as good as a
commercial reagent and is applicable for routine protein determination in the clinical chemistry laboratory.
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บทคดัยอ่:
ผูว้จิยัไดป้ระเมนิคณุภาพนำ้ยา benzethonium chloride ทีเ่ตรยีมเอง  ซ่ึงเปน็นำ้ยาสำหรบัตรวจหาปรมิาณโปรตนีในปสัสาวะ

และน้ำไขสันหลังเปรียบเทียบกับน้ำยาสำเร็จรูปของบริษัท  โดยการศึกษาความถูกต้อง (accuracy) ความเท่ียงตรง (precision)  ค่าต่ำสุด
ที่ตรวจวัดได้ (detection limit) ค่าความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัด (linearity) และศึกษาความคงตัวของน้ำยา (stability) ด้วย
เครือ่งวิเคราะหอั์ตโนมติั Hitachi 704 ผลจากการศกึษาความถกูต้อง (accuracy) ของนำ้ยาทีเ่ตรยีมเอง ได้ค่า  percent recovery เฉล่ีย
เท่ากับร้อยละ 95.4 ส่วนน้ำยาสำเร็จรูปได้ค่า  percent recovery เฉล่ียเท่ากับร้อยละ 98.0 การศึกษาความเทีย่งตรง (precision) เพ่ือหา
ค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน  (coefficient of variation)  โดยใช้สารควบคมุคุณภาพ  2  ระดับ พบว่าน้ำยาเตรียมเองมีความเทีย่งตรง
ชนิด within-run เท่ากับร้อยละ 1.8 ถึง 3.9 และชนิด between-run เท่ากับร้อยละ 1.8 ถึง 3.8 ส่วนน้ำยาสำเร็จรูปมีความเทีย่งตรงชนดิ
within-run เท่ากับรอ้ยละ 1.4 ถึง 3.9 และชนดิ between-run เท่ากับรอ้ยละ 1.5 ถึง 3.8 ตามลำดบั น้ำยาทัง้สองชนดิให้ค่าต่ำสุด
ท่ีตรวจวดัได ้(detection limit) และค่าความเปน็เส้นตรงของการตรวจวดั (linearity) เท่ากัน คือ 2.0 มิลลิกรัมตอ่เดซิลิตร และ 200
มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ตามลำดับ ผลการศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของปริมาณโปรตีนในปัสสาวะและน้ำไขสันหลังของผู้ป่วย
200 ราย โดยทดสอบในนำ้ยาท้ังสองชนิด พบว่ามีความสัมพันธ์กันดี คือ มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9990 (y = 0.996x
+ 0.356) และไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p > 0.05)  น้ำยาท่ีเตรียมเองสามารถเก็บไว้ในตู้เย็นไว้ใช้ได้นานอย่างน้อย
6 เดือน เม่ือเปรยีบเทีย่บคา่ใช้จ่ายพบวา่น้ำยาทีเ่ตรยีมเองมรีาคาตน้ทนุตอ่หน่ึงการทดสอบตำ่กว่าน้ำยาสำเรจ็รปู 300 เท่า  สรุปไดว่้า
น้ำยาที่เตรียมเองมีความเหมาะสมที่จะนำมาใช้ตรวจวัดโปรตีนในปัสสาวะและน้ำไขสันหลังในการตรวจวิเคราะห์ประจำวันของห้อง
ปฏิบัติการเคมีคลินิก เนื่องจากน้ำยาที่เตรียมเองมีต้นทุนราคาน้ำยาต่ำกว่าและการศึกษาคุณสมบัติของน้ำยาให้ผลที่ไม่แตกต่างจาก
นำ้ยาสำเรจ็รปูของบรษิทั

คำสำคญั:  น้ำไขสันหลัง, ปัสสาวะ, น้ำยาเตรยีมเอง, น้ำยาสำเรจ็รปู

บทนำ
การตรวจวัดระดับของโปรตีนในปัสสาวะเป็นการทดสอบ

ทางห้องปฏิบัติการท่ีมีความสำคญัในการประเมนิภาวะการทำงาน
ของไต   และวินิจฉัยโรคไตในภาวะต่างๆ ท่ีไตถูกทำลาย  หรือทำให้
มีการขับโปรตีนจากไตออกมาในปัสสาวะมากกว่าปกติ  เช่น  โรคไต
อักเสบ (nephritis) โรคไตแบบเนฟโฟรติก (nephrosis) หรือ
โรคไตที่มีสาเหตุจากการเป็นโรคเบาหวาน (diabetic nephro-
pathy)1-5  ซ่ึงส่วนใหญเ่ป็นผลมาจากความผดิปกตใินหน่วยกรอง
โกลเมอลูลัส2  และสาเหตุการได้รับจากสารพิษจากโลหะหนัก
หรือยาบางชนิดท่ีเป็นพิษต่อไตทำให้เกิดความผิดปกติในกลุ่มของ
tubular proteinuria และกรณนีอกเหนอืจากโรคไตแลว้  ยังพบวา่
การไหลเวียนของเลือดจากไตที่ไม่สะดวก ทำให้ตรวจพบโปรตีน
ในปสัสาวะได ้เช่น ภาวะ renal vein thrombosis และภาวะ con-

gestive heart failure  นอกจากนีถ้้ามีการอกัเสบหรอืการตดิเชือ้
ทางเดนิปสัสาวะสามารถตรวจพบภาวะ proteinuria ได ้ ในภาวะ
เครียดหรือการออกกำลังกายมากเกินไปจะตรวจพบโปรตีน
ในปัสสาวะได้ แต่ในกรณีที่ตรวจพบโปรตีนในปัสสาวะอยู่เสมอ
นับว่ามีความสำคัญมาก  เพราะเป็นสัญญาณบ่งช้ีว่ามีความผิดปกติ
เกิดขึน้กบัผูป้ว่ย2, 4

ส่วนการตรวจวดัโปรตีนในน้ำไขสันหลังมีความสำคัญ และ
ช่วยในการวินิจฉัยโรคทางระบบประสาท เช่น โรคเยื่อหุ้มสมอง
และไขสันหลังอักเสบ (miningitis) ภาวะเลือดออกในสมอง
(cerebral hemorrhage) หรือภาวะเลือดออกใต้เยื่อหุ้มสมอง
(subarachnoid hemorrhage)1-2, 6

วิธีการตรวจวดัโปรตนีในปสัสาวะและนำ้ไขสันหลังท่ีใช้ใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไปจะมี 2 หลักการ คือ ใช้วิธีวัดความเข้มสีที่
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เกิดจากปฏิกิริยา (dye-binding method) และวิธีวัดความขุ่น
(turbidimetric method)7-8 โดยทั ้งสองหลักการสามารถ
ประยกุต์ใช้กับเครือ่งวิเคราะหอั์ตโนมติัได้  ซ่ึงข้อเสียของหลกัการ
วัดความเข้มสีที ่เกิดจากปฏิกิร ิยาพบว่ามีความจำเพาะและ
ความเท่ียงตรงค่อนข้างต่ำ  บางวิธีต้องผ่านข้ันตอนการทำให้โปรตีน
ในปัสสาวะมีความเข้มข้นมากขึ้น และอีกกรณีอาจเกิดความ
คลาดเคล่ือนได้จากสารท่ีไม่ใช่โปรตีนแต่สามารถจับกับสีได้7  ส่วน
หลักการวัดความขุ่นเป็นวิธีท่ีง่ายและมีความไวสูง   การศึกษาคร้ังน้ี
ได้เลือกใช้วิธี  benzethonium  chloride  ซ่ึงเป็นวิธีท่ีอาศัยหลักการ
วัดความขุน่ และเป็นวิธีท่ีมีความไวตอ่การตรวจหาปรมิาณโปรตนี
ระดับต่ำในปัสสาวะได้ 9-10    วัตถุประสงค์ของการวิจัยในคร้ังน้ีเพ่ือ
ประเมินคุณภาพน้ำยาที่ใช้ตรวจวัดโปรตีนในปัสสาวะ และน้ำ
ไขสันหลังของน้ำยาที่เตรียมเองเปรียบเทียบกับน้ำยาสำเร็จรูป
ของบรษัิท ซ่ึงใช้วิธี benzethonium chloride เช่นเดยีวกนั  และ
การประยกุตใ์ชน้ำ้ยาทีเ่ตรยีมเองทดแทนการสัง่ซ้ือนำ้ยาสำเรจ็รปู
จากบริษัท  เน่ืองจากน้ำยาสำเร็จรูปจากบริษัทมีราคาค่อนข้างแพง
เมื่อคำนวณราคาสารเคมีที่ใช้เตรียมน้ำยาพบว่าน้ำยาที่เตรียมเอง
ราคา  0.05 บาทต่อหน่ึงการทดสอบ  ในขณะท่ีน้ำยาสำเร็จรูปจาก
บริษัทต้นทุนราคา 15 บาทต่อหนึ่งการทดสอบ (ราคาปี พ.ศ
2546) โดยเฉพาะอยา่งย่ิงตัวอยา่งปัสสาวะทีส่่งมาตรวจหาระดบั
โปรตีนในแต่ละวันของหน่วยเคมีคลินิกเพิ่มจำนวนมากขึ้นทุกวัน
(เฉล่ียประมาณ 50 รายต่อหน่ึงวัน) เพ่ือเป็นการประหยัดค่าใช้จ่าย
และลดการสัง่ซ้ือนำ้ยาสำเรจ็รปูจากบรษิทั

วัสดแุละวธีิการ
1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

1.1 ตัวอย่างเป็นปัสสาวะและน้ำไขสันหลังของผู้ป่วย
จากหนว่ยเคมคีลินิก  ภาควชิาพยาธวิิทยา  โรงพยาบาลสงขลา-
นครนิทร ์ จำนวน 200 ตัวอยา่ง (ตัวอยา่งปัสสาวะ 150 ราย และ
ตัวอยา่งน้ำไขสันหลัง 50 ราย)

1.2 สารควบคมุคณุภาพ (control urine protein)  ของ
บริษัท  BIO-Rad

2. นำ้ยาตรวจหาปรมิาณโปรตนี
2.1 น้ำยาตรวจวดัโปรตนีท่ีเตรียมเอง  (self-prepared

reagent) ประกอบดว้ย
- reagent  1   ประกอบด้วย  NaOH  530  มิลลิโมล

ต่อลิตร, EDTA-Na  74 มิลลิโมลตอ่ลิตร, 0.5%  Polyethylene
glycol 200 และ 0.5% Triton X-100

- reagent  2  ประกอบดว้ย  benzethonium chlo-
ride 32 มิลลิโมลตอ่ลิตร, 0.5%  Polyethylene glycol 200  และ
0.5% Triton X-100

2.2  น้ำยาตรวจวัดโปรตีนโดยวิธี  benzethonium chlo-
ride ชนิดสำเร็จรูปของบริษัท Roche Cat. No. 1877801
ประกอบดว้ย

- reagent  1  ประกอบด้วย  NaOH  530  มิลลิโมล
ต่อลิตร, EDTA-Na 74 มิลลิโมลตอ่ลิตร

- reagent  2  ประกอบดว้ย  benzethonium chlo-
ride 32 มิลลิโมลตอ่ลิตร

วิธีการศกึษา
1. การทดสอบคุณสมบัติของน้ำยาเตรียมเองและน้ำยา

สำเร็จรูปสำหรับการตรวจวัดโปรตีนในปัสสาวะและน้ำไขสันหลัง
กับเครือ่งอัตโนมติั  Hitachi 704

1.1 การทดสอบความถกูต้อง (accuracy)   โดยหาคา่
percent recovery  โดยการเติมสารมาตรฐานโปรตีน (human
protein standard) ของบริษัท Sigma ที่ทราบค่าความเข้มข้น
แน่นอนลงไปในตัวอย่างปัสสาวะที่ได้ทำการตรวจวัดค่าโปรตีน
ไว้ก่อนแล้ว หลังจากนั้นนำไปตรวจวัดปริมาณโปรตีนอีกครั้ง
แลัวหารอ้ยละที ่ recover ได้  ในการศกึษาครัง้น้ีจะหาคา่  percent
recovery  ท่ีความเข้มข้นของโปรตีนท่ีเติมลงไปสามระดับ คือ 5.0,
20.0 และ 80.0 มิลลิกรัมตอ่เดซิลิตร  ในแตล่ะระดบันำไปตรวจ
หาคา่โปรตนี 4 ครัง้แล้วนำคา่เฉล่ียไปหา percent  recovery11

1.2 การทดสอบความเทีย่งตรง (precision)
1.2.1 ความเทีย่งตรงชนดิ within-run  โดยนำ

สารควบคมุคณุภาพ (control urine protein) บรษัิท BIO-Rad
ตัวอย่างเดียวกันไปตรวจวัดค่าโปรตีนซ้ำๆ กันจำนวน 20 ครั้ง
ภายในวันเดียวกัน แล้วดูค่าที่ได้ว่าใกล้เคียงกันมากน้อยเพียงใด
โดยการนำไปหาค่าร้อยละสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (coefficient
of variation, %CV) ซึ่ง percent CV = 100 x (SD/mean)
การศึกษาคร้ังน้ีได้หาความแม่นยำชนิด within-run ท่ีความเข้มข้น
ของโปรตนี 2 ระดบั (ระดบัตำ่และระดบัสูง)

1.2.2 ความเทีย่งตรงชนดิ between-run โดยนำ
สารควบคมุคณุภาพ  (control urine protein)  ของบรษัิท  BIO-
Rad ตัวอย่างเดียวกันแบ่งออกเป็น 20 ส่วน นำไปแช่แข็งไว้ที่
-20 องศาเซลเซียส   แล้วนำออกมาตรวจวดัคา่โปรตนีวนัละส่วน
เป็นเวลา 20 วัน นำผลทีไ่ด้ไปหา percent CV การศึกษาครัง้น้ี
ได้หาความแมน่ยำชนดิ between-run ท่ีความเขม้ขน้ของโปรตนี
2 ระดบั (ระดบัตำ่และระดบัสงู)

1.3 การหาคา่ต่ำสุดทีต่รวจวดัได ้ (detection  limit)
เป็นการศึกษาค่าโปรตีนระดับต่ำสุดที่สามารถตรวจวัดได้ โดย
ได้ค่าแตกต่างจากศูนย์12 ทำโดยการตรวจวดัโปรตนีในสารละลาย
normal  saline (0.9%  NaCl) ท่ีเตรยีมเองและมค่ีาความเขม้ขน้
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ของโปรตีนเท่ากับศูนย์  ทำการทดสอบซ้ำๆ จำนวน 20 คร้ัง  นำค่า
ที่ตรวจวัดได้ทั้งหมดมาคำนวณหาค่าเฉลี่ย (mean)  และค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) แล้วคำนวณคา่ต่ำสุดทีวั่ดไดจ้ากอัตรา
การเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาเท่ากับค่าเฉลี่ยบวกสามเท่าของ
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean+3SD) ซึ่งค่าต่ำสุดที่สามารถ
ตรวจวดัไดโ้ดยมค่ีาแตกตา่งจากศนูยถื์อเป็น  detection limit9

1.4 การทดสอบค่าความเป็นเส้นตรง (linearity)
เป็นการศึกษาค่าสูงสุดที ่ว ัดได้โดยใช้สารมาตรฐานโปรตีน
(human protein standard) ของบริษัท Sigma โดยนำมาเจือจางด้วย
สารละลาย  normal saline  (0.9%  NaCl) ให้ได้ความเขม้ข้นของ
โปรตนี 10, 20, 40, 80, 200, 250, 300 และ 400 มิลลิกรัม
ต่อเดซิลิตร นำไปตรวจวัดโปรตีน โดยทำซ้ำสองครั้งแล้วหาค่า
เฉลี่ย ค่าความเข้มข้นสูงสุดที่เป็นเส้นตรงคือค่าสูงสุดที่สามารถ
วดัได้

2. การหาความสัมพันธ์และเปรียบเทียบผลการตรวจวัด
โปรตนีของนำ้ยาเตรยีมเองกบันำ้ยาสำเรจ็รปู

โดยการตรวจวัดค่าโปรตีนในตัวอย่างปัสสาวะและ
น้ำไขสันหลัง จำนวน 200 ราย (ตัวอยา่งปัสสาวะ 150 ราย และ
น้ำไขสันหลัง 50 ราย) ตัวอย่างทั้งหมดมีค่าโปรตีนครอบคลุม
ตั้งแต่ค่าต่ำจนถึงค่าสูง แล้วนำไปตรวจวัดค่าโปรตีนด้วยเครื่อง
วิเคราะห์อัตโนมัติ Hitachi 704  โดยใช้น้ำยาท่ีเตรียมเองและน้ำยา
สำเร็จรูปทดสอบพรอ้มกัน นำผลทีต่รวจวดัได้ไปทดสอบหาความ
สัมพันธ์กันโดยการทดสอบสมการถดถอยเชิงเส้นตรง (linear

regression analysis) และสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์โดยใช้ Pearson's
correlation coefficient และนำไปทดสอบความแตกต่างของ
การตรวจวัดปริมาณโปรตีนของน้ำยาท้ังสองชนิดด้วยวิธีของ Bland
และ Altman13

3. การทดสอบความคงตัว (คงสภาพ) ของน้ำยาที ่
เตรียมเอง  ทำโดยนำน้ำยาท่ีเตรียมเองมาตรวจวัดค่าโปรตีนโดยใช้
สารควบคุมคุณภาพ (control urine  protein) ของบริษัท BIO-Rad
ที่มีค่าความเข้มข้นของโปรตีน 2 ระดับ (ระดับต่ำและสูง) และ
ตรวจวัดค่าโปรตีนเป็นระยะๆ  (ภายใน 6 เดือน)  นำผลท่ีตรวจวัด
ได้ท้ังหมดไปคำนวณหาคา่เฉล่ีย และเปรยีบเทยีบกบัคา่โปรตนีที่
บริษัทกำหนดไว้ในเอกสารหากผลการตรวจวัดโปรตีนในสาร
ควบคุมคุณภาพทั้งสองระดับยังอยู่ในช่วงค่าที่กำหนดแสดงว่า
นำ้ยานัน้ยงัใชไ้ด้

ผลการศกึษา
จากการศึกษาคุณสมบัติของน้ำยาทั้งสองชนิดนั้น ให้ผล

การทดสอบความถูกต้อง (accuracy) โดยการหาค่า percent
recovery ท่ีความเขม้ข้นของสารมาตรฐานโปรตนีท่ีเติมลงไป 5.0,
20.0 และ 80.0 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร พบว่าน้ำยาท่ีเตรียมเองได้ค่า
percent recovery เฉล่ียเทา่กับรอ้ยละ  95.4  ส่วนนำ้ยาสำเรจ็รปู
ของบริษัทได้ค่า percent recovery เท่ากับร้อยละ  98.0  (แสดงใน
ตารางที ่1)

ตารางที ่ 1 ผลการทดสอบความถกูต้อง (accuracy) ของนำ้ยาเตรยีมเองและนำ้ยาสำเรจ็รปูทีใ่ช้ตรวจวดัปรมิาณโปรตนีใน
ปสัสาวะและนำ้ไขสนัหลงั โดยการหา percent recovery

               ค่าโปรตีนที่วัดได้          ความเข้มข้นของโปรตีนที่เติม       ความเข้มข้นที่ recover ได้             percent recovery
                 (มก. ตอ่ ดล.)                  (มก. ตอ่ ดล.)              (มก. ต่อ ดล.)

น้ำยาเตรียมเอง
  30.0
  34.5   5.0   4.5   90.0
  49.0 20.0 19.0   95.0
111.0 80.0 81.0 101.2

น้ำยาเตรียมเอง มีค่า percent recovery  เฉลี่ยเท่ากับ   95.4

น้ำยาสำเร็จรูป
  30.0
  34.7   5.0   4.7   94.0
  49.5 20.0 19.5   97.5
112.0 80.0 82.0 102.5

น้ำยาสำเร็จรูป มีค่า percent recovery  เฉลี่ยเท่ากับ   98.0
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การศึกษาความเที่ยงตรง (precision) ของสารควบคุม
คุณภาพ 2 ระดับ (ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนระดับต่ำและสูง)
พบว่าน้ำยาเตรยีมเองไดค่้าสัมประสทิธ์ิความแปรปรวน  (coeffi-
cient of variation) ชนิด within-run เท่ากับร้อยละ  1.8 และ 3.9
ส่วนชนดิ between-run เท่ากับรอ้ยละ 1.8 และ 3.8  ส่วนนำ้ยา
สำเร็จรูปของบริษัทได้ค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน ชนิด within-
run เท่ากับรอ้ยละ 1.4 และ 3.9  ส่วนชนดิ between-run เท่ากับ
ร้อยละ 1.5 และ 3.8  (แสดงในตารางที ่2)

ในการทดสอบคา่ต่ำสุดทีต่รวจวดัไดข้องนำ้ยาทัง้สองชนดิ
มีค่าเท่ากัน คือ 2.0 มิลลิกรัมตอ่เดซิลิตร  และการทดสอบความ
เป็นเส้นตรงของน้ำยาเตรียมเองและน้ำยาสำเร็จรูปได้ค่าเท่ากัน คือ
200 มิลลิกรัมตอ่เดซิลิตร (แสดงในรปูที ่1 และ 2)

ผลการศึกษาเปรียบเทียบน้ำยาโดยใช้น้ำยาที่เตรียมเอง
และน้ำยาสำเร็จรูปตรวจหาปริมาณโปรตีนในตัวอย่างปัสสาวะ และ
น้ำไขสันหลังรวม 200 ราย  พบว่าน้ำยาทั้งสองชนิดให้ผลการ
วิเคราะห์ไม่แตกต่างกันทางสถิติ  น้ำยาท้ังสองชนิดมีความสัมพันธ์
ในระดบัทีดี่  โดยมค่ีาสัมประสทิธ์ิของความสมัพันธ์ r = 0.9990
(p > 0.05)  สมการถดถอยเชงิเส้นตรง  y = 0.996X + 0.356
และมีค่า bias ของทัง้สองวิธีเท่ากับ 0.095  (แสดงในรปูที ่ 3)
เปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณโปรตีนของน้ำยาท้ังสองชนิดพบว่า
ไม่มีความแตกตา่งกัน  โดยมค่ีาเฉล่ียของความแตกตา่งของนำ้ยา
ท้ังสองชนดิเทา่กับ  0.015 ± 2.0 (แสดงในรปูที ่4)

ผลการทดสอบความคงตวัของน้ำยา benzethonium chlo-
ride ท่ีเตรียมเองโดยนำสารควบคุมคุณภาพ (control urine protein)

ตารางที ่ 2 ผลการทดสอบความเที่ยงตรง (precision) ของน้ำยาเตรียมเองและน้ำยาสำเร็จรูปที่ใช้ตรวจวัดปรมิาณโปรตนีใน
ปัสสาวะและน้ำไขสันหลัง

                                                            ความเทีย่งตรงชนดิ within-run      ความเที่ยงตรงชนิด between-run

                                                                    โปรตีน (มก./ดล.)                           โปรตีน (มก./ดล.)
                                                          Mean           SD         %CV      Mean             SD          %CV

น้ำยาเตรียมเอง
ความเข้มข้นของโปรตีนระดับต่ำ 20.4 0.8  3.9 21.9 1.0 3.8
ความเข้มข้นของโปรตีนระดับสูง 61.8 1.1  1.8 62.7 1.4 1.8

น้ำยาสำเร็จรูป
ความเข้มข้นของโปรตีนระดับต่ำ 20.7 0.8  3.9 21.5 1.0 3.8
ความเข้มข้นของโปรตีนระดับสูง 62.0 0.9  1.4 61.3 0.9 1.5

รปูที ่1กราฟแสดงความเปน็เส้นตรงของนำ้ยาเตรยีมเอง (A)
ท่ีใช้ตรวจหาโปรตีนในตัวอย่างปัสสาวะและน้ำไขสันหลัง
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ของบริษัท BIO-Rad ที่มีค่าความเข้มข้นของโปรตีน 2 ระดับ
(ระดับต่ำและสูง) ตรวจวัดค่าโปรตีนเป็นระยะๆ พบว่าผลการ
ตรวจวัดค่าโปรตีนในสารควบคุมคุณภาพท้ังสองระดับยังอยู่ในช่วง
ค่าท่ีบรษัิทกำหนด  (แสดงในตารางที ่3)
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วิจารณ์
จากการประเมินคุณภาพของน้ำยาที่เตรียมเองสำหรับใช้

ตรวจวดัระดับโปรตนีในปัสสาวะและน้ำไขสันหลังด้วยวิธี  benze-
thonium  chloride  โดยศึกษาความถูกต้อง (accuracy) ความเท่ียงตรง
(precision) ความเปน็เส้นตรง (linearity) ค่าต่ำสุดทีส่ามารถวดั
ได้  (lower detection  limit)  และการเปรียบเทียบผลการตรวจวดั
โปรตีนในตัวอย่างปัสสาวะและน้ำไขสันหลังจำนวน 200 ราย
พบว่าน้ำยาทั้งสองชนิดให้ผลการตรวจวัดที่มีความสัมพันธ์กันดี
(r = 0.9990, y = 0.996X + 0.356) และผลการตรวจวัดปริมาณ
โปรตีนของน้ำยาท้ังสองชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
(p > 0.05)

ผลการทดสอบความถูกต้องของน้ำยาที่เตรียมเอง ได้ค่า
เฉล่ียของ percent recovery ของการตรวจวดัโปรตนีในสารละลาย
มาตรฐานทีมี่ค่าความเขม้ขน้ของโปรตนีสามระดบั คือ 5.0, 20.0
และ 80.0 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ที่เติมลงในตัวอย่างปัสสาวะที่รู้
ค่าโปรตนีแล้วเทา่กับรอ้ยละ 95.4 ส่วนนำ้ยาสำเรจ็รปูของบรษัิท
ได้ค่า  percent  recovery  เฉล่ียเท่ากับร้อยละ  98.0  ผลการศึกษา
ความถูกต้องของน้ำยาทั้งสองชนิดได้ค่าที่ไม่แตกต่างกันมากนัก
และค่า percent recovery ท่ีได้ใกล้เคียงกับ 10011  แสดงวา่น้ำยา
ท้ังสองชนิดมีความถูกต้องในการตรวจวัดท่ีดี   ส่วนผลการทดสอบ
ความเที่ยงตรง  เมื่อดูจากสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV)
พบว่าความเท่ียงตรงชนิด within-run และ between-run  ของสาร
ควบคุมคุณภาพ 2 ระดับ  (ท่ีมีค่าความเข้มข้นของโปรตีนระดับต่ำ
และสูง) น้ำยาสำเร็จรูปของบริษัทมีความเที่ยงตรงดีกว่าน้ำยาที่
เตรียมเองเพียงเล็กน้อย  อย่างไรก็ตาม น้ำยาทั้งสองชนิดถือว่า

รปูที ่2 กราฟแสดงความเปน็เส้นตรงของนำ้ยาสำเรจ็รปู (B)
ท่ีใช้ตรวจหาโปรตีนในตัวอย่างปัสสาวะและน้ำไขสันหลัง
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รปูที ่3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของน้ำยาเตรียมเองและ
น้ำยาสำเร็จรูปท่ีใช้ตรวจหาโปรตีนในตัวอย่างปัสสาวะ
และน้ำไขสันหลัง
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Y = 0.996x + 356
r = 0.990
n = 200
ค่า bias = 0.095
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รปูที ่4 แสดงความแตกต่างของการวัดปริมาณโปรตีนของ
น้ำยาที่เตรียมเองและน้ำยาสำเร็จรูปของบริษัท
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ปริมาณโปรตีน (น้ำยาสำเร้จรูป + น้ำยาเตรียมเอง)/2

ตารางที ่3 ผลการทดสอบความคงตัวของน้ำยาเตรียมเอง

สารควบคุมคุณภาพ                ค่าที่บริษัทกำหนด     ค่าที่ตรวจวัดได้
                                   คา่เฉลีย่และ          คา่เฉลีย่และ

                     คา่พสิยั                 คา่พสิยั
                                           (มก. ต่อ ดล.)     (มก. ต่อ ดล.)

ความเข้มข้นของโปรตีนระดับต่ำ 22 (17-27) 20 (18-22)
ความเข้มข้นของโปรตีนระดับสูง 65 (51-83) 63 (61-65)

สารควบคุมคุณภาพ

B
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มีความเที่ยงตรงที่ดีเพราะให้ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน
(%CV) ไม่เกินรอ้ยละ 6.0  ตามเกณฑม์าตรฐานทีก่ำหนด11

น้ำยาทั ้งสองชนิดให้ค่าโปรตีนต่ำสุดที ่สามารถวัดได้
เท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร  จากการศึกษาของ Terence,
McDowell14  ได้รายงานคา่ต่ำสุดท่ีวัดได้เท่ากับ  5.0 มิลลิกรัมต่อ
เดซิลิตร  การศึกษาในคร้ังน้ีได้ค่าท่ีต่ำกว่าท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากการ
เลือกใช้เคร่ืองวิเคราะห์อัตโนมัติท่ีแตกต่างกัน  อย่างไรก็ดี ค่าต่ำสุด
ที ่สามารถตรวจวัดได้ของน้ำยาที ่เตรียมเองเพียงพอสำหรับ
การประเมินผู้ป่วยว่ามีโปรตีนออกมาในปัสสาวะหรือไม่  เน่ืองจาก
เกณฑ์การตัดสินใจของระดับโปรตีนรวมในปัสสาวะในภาวะปกติ
อยู่ที่ระดับต่ำกว่า 12 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร (ในปัสสาวะที่เก็บ
คร้ังเดียว)15  สำหรับค่าสูงสุดท่ีตรวจวัดได้ท่ียังคงความเป็นเส้นตรง
ของนำ้ยาทัง้สองชนดิมค่ีาเท่ากัน  คือ เท่ากับ 200  มิลลิกรัมตอ่
เดซิลิตร ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Jackson16 ได้ระบุไว้ว่า
วิธีการตรวจวัดโปรตีนโดยอาศัยหลักการวัดความขุ่นมีค่าความเป็น
เส้นตรงเทา่กับ 200 มิลลิกรัมตอ่เดซิลิตร  แสดงวา่ช่วงคา่ความ
เป็นเส้นตรงที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้เหมาะสมดีแล้ว  สำหรับ
ความคงตัวของน้ำยาที่เตรียมเองเมื่อเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียล ระยะเวลาภายใน 6 เดือน  พบว่าลักษณะของน้ำยา
ไม่เปลี่ยนสี ไม่มีตะกอน และก่อนการตรวจวัดปริมาณโปรตีน
มีการควบคมุคณุภาพ (quality control) ของการทดสอบทกุครัง้
พบว่าผลการตรวจวัดปริมาณโปรตีนโดยใช้สารควบคุมคุณภาพ
ยังให้ผลอยูใ่นชว่งคา่ท่ีบรษัิทกำหนด  และปัจจบัุนห้องปฏิบัติการ
เคมีคลินิกใช้น้ำยาที่เตรียมเองในการตรวจหาปริมาณโปรตีนใน
ปัสสาวะและนำ้ไขสนัหลังในการตรวจวเิคราะหป์ระจำวนั

สรุป
จากผลการประเมินคุณภาพน้ำยาที่เตรียมเองพบว่า

ให้ผลการตรวจทีไ่ม่แตกต่างจากน้ำยาสำเร็จรูป  คุณสมบัติของ
น้ำยาที่เตรียมเองพบว่ามีความถูกต้อง  มีความเที่ยงตรง
ค่าต่ำสุดท่ีตรวจวัดได้และค่าความเป็นเส้นตรงไม่ต่างจากน้ำยา
สำเร็จรูป   อีกทั้งเมื่อคำนวณราคาสารเคมีที่ใช้เตรียมน้ำยา
พบวา่ราคาตน้ทุนต่ำกว่าน้ำยาสำเรจ็รปู 300 เทา่   ต้นทุนการ
ตรวจของน้ำยาสำเร็จรูปเท่ากับ 15 บาทต่อหนึ่งการทดสอบ
(ราคาปี พ.ศ. 2546)  ส่วนน้ำยาเตรียมเองเท่ากับ 0.05
บาทต่อหน่ึงการทดสอบ   แม้ว่าจะต้องทำการตรวจซ้ำหลายคร้ัง
ในกรณีคนไข้โรคไตหรือในตัวอย่างปัสสาวะที่มีค่าโปรตีน
สูงกว่า  200  มิลลิกรมัตอ่เดซลิิตร  ก็ยังมีต้นทุนต่ำกว่าน้ำยา
สำเร็จรูปมาก  ดังน้ัน น้ำยา benzethonium chloride  ท่ีเตรียมเอง

นี้จึงเหมาะที่จะนำมาใช้ตรวจหาโปรตีนในปัสสาวะและน้ำ
ไขสันหลังเพ่ือใช้คัดกรองและประกอบการวนิิจฉัยโรคในผู้ป่วย
และใหผ้ลการตรวจวดัทีเ่ช่ือถอืได ้
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