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เวชสารแพทยทหารบก ปที ่62  ฉบบัที ่1 มกราคม-มนีาคม 2552

ไดรับัตนฉบบัเมือ่ 29 มกราคม 2552 ไดใหตพีมิพเมือ่ 30 มกราคม 2552
ตองการสําเนาตนฉบับติดตอ ศิวดี เหลืองสุวรรณ ภาควิชาพยาธิวิทยาคลินิก
คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 2 ถนนพรานนก บางกอกนอย กรุงเทพฯ
10700

นพินธตนฉบบั
ผล การ เปรยีบ เทยีบ คณุลกัษณะ ของ เซลล ลมิโฟซยัท
ใน น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ที ่เตรยีม ดวย วธิ ีตางๆ
ศิวดี เหลือง สุวรรณ1 และ นิภา วลัยพัชรา2

1 ภาควชิา พยาธ ิวทิยา คลนิกิ คณะ แพทยศาสตรศริริาช พยาบาล มหาวทิยาลยั มหดิล
2 ภาควชิา พยาธ ิวทิยา คณะ วทิยาศาสตร มหาวทิยาลยั รงั สติ

วตัถปุระสงค :  เพือ่ ศกึษา ปรมิาณ เซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ ลมิโฟซยัทที ่ได จาก การ เตรยีม แต ละ วธิ ีและ ศกึษา การ ยอม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม
ที่ ได วา มี การ ปน เปอน ของ แบคทีเรีย หรือ ไม วัสดุ และ วิธีการ:  นํา เลือด จาก EDTA blood ที่ มี เซลล เม็ด เลือด ขาว ชนิด ลิมโฟซัยท สูง
เซลลเม็ด เลือด ขาว ชนิด ลิมโฟซัยท ที่ ได จาก เลือด ที่ ทํา จาก HLA typing ที่ เหลือ ใช แลว จาก ธนาคาร เลือด และ เซลล เม็ด เลือด ขาว ชนิด
ลมิโฟซยัท โดย วธิ ีประยกุต lymphoproliferation assay ปน ลาง ที ่ความ เรว็ รอบ ตางๆ กนั ได เซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ ลมิโฟซยัท และ
นาํ มา ตรวจ นบั ดวย counting chamber โดย เจาหนาที ่หอง ปฏบิตั ิการ 3 คน แลว นาํ คา มา เฉลีย่ จาก นัน้ นาํ มา ผสม กบั เซลล เมด็ เลอืด ขาว
ชนดิ neutrophil   ตาม โจทย ปญหา ที ่กาํหนด ไว แลว นาํ มา smear ยอม เพือ่ ด ูการ ตดิ ส ีของ เซลล ที ่ได ตอไป ผล การ ทดลอง:  จาก การ
ศึกษา เปรียบ เทียบ เซลล เม็ด เลือด ขาว ชนิด lymphocyteที่ ได จาก วิธี ที่1, วิธี ที่ 2 และ วิธี ที่ 3 พบ วา จํานวน เซลล เม็ด เลือด ขาว ชนิด
ลมิโฟซยัทที ่ได จาก ทัง้ 3 วธิี ไม แตก ตางกนั อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ p-value ≤  0.05 แต วธิ ีที่ 1 และ2 ม ีการ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี
และ วธิ ีที่ 3  สามารถ เตรยีมแซลลได ม ีลกัษณะ ชดัเจน และ ใช เวลา นอย สามารถ เตรยีม กอน วนั สอน ได ใน วนั นัน้ สรปุ : ผล การ ทดลองวธิกีาร
เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ดวย วธิ ีประยกุต lymphoproliferation assay สามารถ เตรยีม ได จาํนวน เซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ ลมิโฟซยัท
สงู ไม ม ีการ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี สามารถ เตรยีม ได รวด เรว็ และ ยอม ดวย สี wright ได เซลล ม ีลกัษณะ ชดัเจน สามารถ นาํ มา ใช เปน วสัดุ
ใน การ เรยีน การ สอน ได
Key Words : •  น้ํา ไข สัน หลัง ปลอม • วสัด ุการ เรยีน การ สอน •  lymphoproliferation assay
เวชสารแพทยทหารบก 2552;62:11-6.

การ เตรียม น้ํา ไข สัน หลัง ปลอม (artificial CSF) เปน สวน
หนึ่ง  ของ การ เรียน การ สอน ภาค ปฏิบัติ ทาง วิชา พยาธิ วิทยา คลินิก
ที่ เกี่ยวของ กับ การ ตรวจ น้ํา ไข สัน หลัง (cerebrospinal fluid :
CSF)  สาเหตุ ที่ ตอง เตรียม น้ํา ไข สัน หลัง ปลอม เนื่อง จาก ไม มี
ปรมิาณ น้าํ ไข สนั หลงั จาํนวน มาก เพยีง พอ ที ่จะ ใช ใน การ เรยีน การ
สอน เพื่อ ฝกฝน ทักษะ เดิม นั้น วิธีการ เตรียม ใช เตรียม จาก หลาย
วธิี เชน เตรยีม จาก EDTA blood ที ่ม ีเมด็ เลอืด ขาว ชนดิ lympho-
cyte  ปรมิาณ มาก หรอื เตรยีม จาก เลอืด ที ่ทาํ จาก HLA typing

ทีเ่หลอื ใช แลว จาก ธนาคาร เลอืด1 แต มกั จะ พบ ปญหา วา น้าํ ไข สนั
หลัง ปลอม ที่ ได มัก จะ มี แบคทีเรีย ปน เปอน เสมอ จึง ได มี การ
พฒันา วธิกีาร เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม เรือ่ย มา จน ถงึ ปจจบุนั ซึง่
พบ วา การ เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ดวย วธิกีาร ใหม ใช เทคนคิ ทาง
immunology มา ประยกุต วธิี lymphoproliferation assay3  ใน
การ เตรียม mononuclear cell มา ประกอบ จะ ได น้ํา ไข สัน หลัง
ปลอม ที ่ม ีเซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ lymphocyte ปรมิาณ มาก และ
ไม มี แบคทีเรีย ปน เปอน

แต อยางไร ก็ ตาม ยัง ไม มี รายงาน วา การ เตรียม น้ํา ไข สัน หลัง
ปลอม ทัง้ 3 วธิี ไดผล เหมอืน กนั หรอื แตก ตางกนั อยางไร รายงาน
นี้ จึง ศึกษา วิธีการ เตรียม น้ํา ไข สัน หลัง ปลอม ทั้ง 3 วิธี โดย ศึกษา
ปรมิาณ เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ lymphocyte ที ่ได จาก แต ละ วธิี การ
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ยอม ดู เซลล ที่ เตรียม ได และ การ ปน เปอน ของ แบคทีเรีย รวม ถึง
ระยะ เวลา การ เตรยีม เซลล ที ่เหมาะสม เพือ่ นาํ ไป ใช ใน การ เตรยีม น้าํ
ไข สัน หลัง ปลอม เพื่อ ใช เปน สาร น้ํา ใน การ เรียน การ สอน ตอไป

วัตถุประสงค
1.  เพือ่ ศกึษา ปรมิาณ เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ lymphocyte ที ่ได

จาก แต ละ วธิี เพือ่ เปน ประโยชน ใน การ เลอืก ใช ใน การ เตรยีม น้าํ ไข
สัน หลัง ปลอม

2.  เพือ่ ศกึษา วธิกีาร เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ที ่ม ีเมด็ เลอืด
ขาว ชนิด lymphocyte สูง ทั้ง 3 วิธี วา มี การ ปน เปอน ของ แบค
ทีเรีย  แตก ตางกัน อยางไร

วัสดุ อุปกรณ และ สาร เคมี
1.  Donor blood 20 mL ใส ใน heparin tube (10 IU/mL)

ที่ อุณหภูมิ หอง
2.  EDTA blood 20 -30 mL ที ่มี เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ neu-

trophil  และ lymphocyte สงู
3.  น้าํ ยา RPMI 50-100 mL
4.  น้าํ ยา Histoplaque  (density1.077) 50 mL
5.  เครือ่ง CRM-5000 centrifuge ความ เรว็ 1,800 - 5,000

RPM ที่ ปรับ ตั้ง อุณหภูมิ ได
6.  น้าํ เกลอื (Normal saline)
7.  0.87% NH4Cl 20 -100 mL.
8.  0.2% tryphan blue
9. Falcon centrifuge ขนาด 50 mL.
10.  Serofuge
11.  CO2 incubator
12.  Vortex mixer
13.  Laminar flow hood
14.  Pipettes 10 mL
15. Pasture pipettes
16. หลอด ทดลอง ขนาด 16 x 125
17. สี wright stain, gram stain

วธิ ีเตรยีม 0.87% NH4Cl
NH4Cl 4.653 gm
 น้าํ กลัน่ 1,000 mL

วธิ ีเตรยีม fixed solution : เพือ่ ให เซลล คง สภาพ เดมิ ได ด ีที ่สดุ
Anh. Na2SO4 7  gm
Anh. NaCl 9  gm
Glacial acetic acid 40 mL
 เติม น้ํา กลั่น จน ครบ  1,000 mL

วธิกีาร ทดลอง
1.  วธิกีาร เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ที ่ม ีจาํนวน เซลล เมด็ เลอืด

ขาว ชนดิ lymphocyte สงู เพือ่ ใช ใน การ ทาํ cell count และ cell
differential ดังนี้

วธิ ีที่ 1  เปน การ เตรียม จาก EDTA blood ที่ มี ปริมาณ
เซลล lymphocyte  ซึง่ ม ีวธิกีาร ดงันี้

1.  เตรยีม EDTA blood ที ่ม ีปรมิาณ lymphocyte ที่
อณุหภมูิ 0 - 4o C นาน 2-3 ชัว่โมง

2.  ดดู  platelet-rich plasma ทิง้ ระวงั อยา ให ใกล สวน
buffy coat

3.  นาํ buffy coat ที ่เหลอื มา ปน ที่ 2,200 rpm. นาน 2-
3 นาที

4.  ดดู เอา สวน supernatant ทิง้ ไป หลาย ๆ  ครัง้ จงึ จะ
ได เซลล lymphocyte โดย ที่ ไม มี เซลล เม็ด เลือด แดง ปน มา เลย
หรือปน มา นอย ที่ สุด

5.  ลาง ดวย น้าํ เกลอื ประมาณ 2-3 ครัง้ๆ  สดุ ทาย ดดู เอา
supernatant ทิง้ ให หมด แลว เจอื จาง ดวย fixed solution แต ถา
ยงั มี เมด็ เลอืด แดง ปน อยู ให สลาย ออก ดวย 0.87% NH4Cl

วธิ ีที่ 2  เปน การ เตรียม จาก เลือด ที่ มี ปริมาณ เซลล lym-
phocyte  ที ่ได จาก HLA typing ของ วนั นัน้ ซึง่ ม ีวธิกีาร ดงันี้ 1

1.  เตรยีม fixed solution
2.  นาํ fixed solution ประมาณ 10 mL. ไป ให ธนาคาร

เลอืด  เพือ่ เท lymphocyte ที ่ทาํ HLA typing ของ วนั นัน้ ลง ใน
ขวด ที ่มี fixed solution ประมาณ 20 mL. ผสม ให เขากนั แลว
รีบ นํา มา ปน ลาง

3.  ปน ลาง ดวย fixed solution 3 ครัง้ ให เสรจ็ ภาย ใน วนั
นั้น แลว นํา มา ตรวจ ดู วา มี จํานวน เซลล lymphocyte มาก หรือ
นอย เพยีง ไร ถา ไม เพยีง พอ ให ทาํ ซ้าํ ใน ขอ ที่ 1-3 นี ้อกี 3 วนั จงึ
จะ ได จาํนวน เซลล lymphocyte เพยีง พอ ใน การ เรยีน การ สอน แต
ละ ครั้ง

วธิ ีที่ 3  เปน การ เตรยีม จาก การ ประยกุต เทคนคิ lympho-
proliferation  assay ซึ่ง มี วิธีการ ดังนี้1,2,3
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ผลการเปรยีบเทยีบคณุลกัษณะของเซลลลมิโฟซยัทในน้าํไขสนัหลงั

1.  นาํ เลอืด ที ่ใส heparin (10 IU/1m:L) จาํนวน 20 mL
ผสม กบั น้าํ ยา RPMI 20 mL ( อตัรา สวน เลอืด ตอ น้าํ ยา 1:1) แลว
เขยา ให เขากนั จาก นัน้ ดดู น้าํ ยา Histoplaque  (density1.077)
จาํนวน 3 mL ซึง่ อุน แลว ใส ลง ใน tube กน แหลม ตอไป เท เลอืด
เบาๆ ลง ใน tube ดงั กลาว จาํนวน 7 mL ก ็จะ ได solution แยก
เปน 2 ชั้น ( ไม ทิ้ง เลือด ไว นาน เพราะ จะ ตก ตะกอน ใน น้ํา ยา
Histoplaque    (density1.077) ตอ จาก นัน้ นาํ solution ที ่ได
ไปปน ดวย เครื่อง CRM-5000 centrifuge ที่ 1,800 rpm.ณ
อุณหภูมิ หอง นาน 30 นาที

2.  หลงั จาก ปน เสรจ็ แลว จะ เหน็ solution แยก เปน วง
แหวน  ซึง่ เปน สวน ของ lymphocyte และ mononuclear cell ให
ดดู สวน นี ้ใส ลง ใน tube กน แหลม ที ่ม ีน้าํ ยา RPMI 5 mL แลว ใช
pipette ผสม ให เขากนั เพือ่ ปองกนั เซลล แตก แลว จงึ นาํ ไป ปน ดวย
เครือ่ง CRM-5000 centrifuge ที่ 1,800 rpm.ณ อณุหภมูิ 4๐C
นาน 5 นาที โดย ทํา การ ปน ลาง 3 ครั้ง เพื่อ ให น้ํา ยา Histo-
plaque    (density1.077) หมด ไป และ เซลล ไม สญูหาย

3.  เท สวน ใส ทิ้ง เหลือ แต ตะกอน คือ เซลล ที่ ได ดูด
ตะกอน ใส tube กน แหลม ที ่มี 0.87% NH4Cl จาํนวน 3 mL ผสม
ให เขากนั เบาๆ ตัง้ ทิง้ ไว 10 นาที แลว นาํ ไป ปน ดวย เครือ่ง CRM-
5000 centrifuge  ที่ 1,800 rpm.ณ อณุหภมูิ 4 ๐C นาน   5  นาที
แลว ลาง ดวย น้าํ ยา RPMI 5 mL จาก นัน้ นาํ ไป ปน ดวย เครือ่ง cen-
trifuge  ที่ 1,800 rpm.ณ อณุหภมูิ 8๐C อกี 1 ครัง้

4.  ดดู สวน ใส ทิง้ เหลอื แต ตะกอน จะ ได เซลล ประมาณ 1
µL ผสม กบั 1% paraformaldehyde ( เพือ่ ชวย เซลล คง สภาพ
เดมิ:fixed cell) จาํนวน 2 mL และ น้าํ ยา fixation 1 mL เขยา
ให เขากัน

โดย ทั้ง 3 วิธี ถา ตองการ นับ เซลล นับ จํานวน เซลล เม็ด เลือด
ขาว lymphocyte ใช นับ ดวย counting chamber โดย ใช
เจาหนา ที ่ หอง ปฏบิตั ิการ 3 คน นบั แลว หา เฉลีย่ ของ จาํนวน เซลล
ที่ ได

2.  ทดสอบ หา การ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี โดย การ ผสม เซลล
เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ neutrophil ที ่แยก โดย วธิ ีดงั ตอไป นี้

วธิกีาร เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ที ่ม ีจาํนวน เซลล เมด็ เลอืด ขาว
ชนดิ neutrophil สงู

1.  นาํ EDTA blood ที ่ม ีผล รายงาน วา ม ีจาํนวน neutrophil
> 90% หลาย tube มา ผสม รวม กนั ให ได ประมาณ 20 mL

2.  เตมิ 0.87% NH4Clประมาณ 3 เทา ของ เลอืด ผสม ตัง้
ทิง้ ไว 30 นาที

3.  ปน แยก ดวย เครื่อง serofuge ที่ ความ เร็ว 1,500 rpm.
เปนเวลา 15 วนิาที

4.  เท สวน ใส ทิง้ ถา ยงั มี RBC อยู ให ทาํ ซ้าํ ขอ 2 และ 3 ไป
จน กวา จะ ไม ม ีเมด็ เลอืด แดง เหลอื อยู

5.  นํา solution ที่ ไดมา ปน ลาง ดวย น้ํา เกลือ (Normal sa-
line)  1 ครั้ง โดย ปน ดวย ความ เร็ว 1,500 rpm. เปน เวลา 15
วินาที

6.  เติม fixation solution ตาม ที่ เรา ตองการ วา จะ ให มี
จาํนวน เซลล เมด็ เลอืด ขาว มาก หรอื นอย เพยีง ไร

นํา solution ที่ ได จาก ขอ 1: ซึ่ง เตรียม โดย วิธี ที่ 1, 2, 3
(lymphocyte) มา ผสม กบั solution ที ่ได จาก ขอ 2 (neutrophil)
ตาม โจทย ปญหา ที่ อาจารย ผูสอน กําหนด เชน ตองการ น้ํา ไข สัน
หลงั ปลอม ที ่ม ีจาํนวน เซลล lymphocyte 90% และneutrophil
10% จาก นัน้ นาํ น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ที ่เตรยีม ได มา ยอม wright
stain เพื่อ ดู รูปราง ของ เซลล วา ไม แตก และ มี รูปราง ดี (G = ดี
NG = ไม ดี) มี จํานวน cell ตาม ที่ ตองการ และ มี แบคทีเรีย ปน
เปอน หรือ ไม

3.  ทดสอบ หา ระยะ เวลา ที ่เหมาะสม สาํหรบั การ เตรยีม เซลล
กอน วนั สอน จรงิ โดย ใช การ เตรยีม ทัง้ 3 วธิ ีเพือ่ ให สามารถ เตรยีม
น้ํา ไข สัน หลัง ปลอม ที่ มี เซลล lymphocyte ผสม กับ เซลล
neutrophil ได ทนั ใน วนั สอน จรงิ กบั นกัศกึษา

การ วเิคราะห ขอมลู ทาง สถติิ
 ขอมูล นํา เสนอ เปน คาเฉลี่ย (mean) และ สวน เบี่ยงเบน

มาตราฐาน  (standard deviation, SD)หรอื จาํนวน รอยละ ตาม
ความ เหมาะสม และ ใช ANOVA test ใน การ ทดสอบ ความ แตก
ตาง ระหวาง วธิกีาร เตรยีม น้าํ ไข สนั หลงั ปลอม ทัง้ 3 วธิี โดย คา p-
value < 0.05 ถอื วา ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ

ผล การ ศกึษา
 เริ่ม ทํา การ ศึกษา ตั้งแต ธันวาคม 2547 ถึง มกราคม 2551

โดยได จัด เตรียม น้ํา ไข สัน หลัง ปลอม (artificial CSF) ใน การ
เรียน การ สอน ภาค ปฏิบัติ รวม ทั้ง สิ้น จํานวน 10 ครั้ง โดย จัด
เตรียม ให มี จํานวน เซลล เม็ด เลือด ขาว ชนิด lymphocyte 90%
และ neutrophil  10%ดงันี้

1.  ผล การ นบั จาํนวน เซลล เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ lymphocyte
ทัง้ 3 วธิี

จาก การ ทดลอง ครัง้ นี้ ได ศกึษา accuracy และ precision
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ในการ ตรวจ นบั จาํนวน เซลล เมด็ เลอืด ขาว lymphocyte ทัง้ 3 วธิี
โดย ใช counting chamber และ ใช นบั จาก เจาหนาที ่หองปฎตั ิการ
3 คน ซึ่ง ทั้ง 3   คน นี้ ไม รู ผล ซึ่ง กัน และ กัน และ ได ทดสอบ ความ
สอด คลอง การ แปร ผล แลว ไม แตก ตางกนั ทัง้ 3 คน แลว หา เฉลีย่
ของ จาํนวน เซลล ที ่ได พบ วา ผล การ นบั เซลล เมด็ เลอืด ขาว lym-
phocyte   ทั้ง 3 วิธี ไดผล ไมแตก ตางกัน อยาง มี นัย สําคัญ ทาง
สถติิ  p-value ≤ 0.05 ดัง รูป ที่ 1

2.  ผล การ ยอม ดู การ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี จาก น้าํ ไข สนั
หลัง ปลอม ทั้ง 3 วิธี

ผล การ ยอม ดู การ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี จาก น้าํ ไข สนั หลงั
ปลอม ทัง้ 3 วธิี พบ วา วธิ ีที่ 1 และ 2 ยงั พบ การ ปน เปอน ของ เชือ้
แบคทเีรยี อยู บาง ปรมิาณ ที ่พบ ตัง้แต rare - few สวน วธิ ีที่ 3
ไมพบ การ ปน เปอน ของ เชื้อ แบคทีเรีย ดัง ตาราง ที่ 1

3.  ระยะ เวลา ที ่เตรยีม เซลล กอน วนั สอน จรงิ
ระยะ เวลา ที่ เตรียม เซลล กอน วัน สอน จริง พบ วา วิธี ที่ 1 ใช

เวลา เตรยีม ประมาณ 3 วนั กอน วนั สอน จรงิ วธิ ีที่ 2 ใช เวลา เตรยีม
ประมาณ 4 วัน กอน วัน สอน จริง และ วิธี ที่ 3 ใช เวลา เตรียม
ประมาณ 1 วัน กอน วัน สอน จริง ซึ่ง ถือ วา รวด เร็ว และ ประหยัด
เวลา ดงั ตาราง ที่ 2

4.  ผล การ ยอม ลักษณะ ของ เซลล ที่ เตรียม ได
ผล การ ยอม ลักษณะ ของ เซลล ที่ เตรียม ได พบ วา วิธี ที่ 1, 2

ลักษณะ ของ เซลล ที่ เตรียม ได มี เซลล แตก มี ลักษณะ ไม สวย
อาจจะ เนือ่ง จาก ระยะ เวลา ใน การ เตรยีม เซลล ใช เวลา มาก กวา วธิ ีที่
3 ดัง ตาราง ที่ 3

วจิารณ และ สรปุ
ใน ปจจบุนั จะ เหน็ วา การ เรยีน การ สอน ทาง ภาค ปฏบิตั ิได ปรบั

เปลี่ยน รูปแบบ โดย มี การ ใช เทคโนโลยี เขา มา ชวย สอน มากมาย
แตใน การ เรียน รู และ ฝก ทักษะ การ ตรวจ น้ํา ไข สัน หลัง นั้น ยัง ไม มี
เทคโนโลย ีใด มา แทน ได จาก การ ศกึษา นี ้พบ วา การ เตรยีม น้าํ ไข สนั

รปู ที่ 1  กราฟ แสดง ผล การ นบั จาํนวน เซลล เมด็ เลอืด ขาว lymphocyte ทัง้ 3 วธิี

ตารางที ่1 แสดงผลการยอม Gram  stain ดกูารปนเปอนของแบคทเีรยี จากน้าํไขสนัหลงัปลอม ทัง้ 3 วธิี

   วธิทีี่ การปนเปอนแบคทีเรีย
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10      ครัง้ที่

rare
few
-

rare
few
-

rare
few
-

few
few
-

few
few
-

rare
few
-

rare
few
-

rare
few
-

few
few
-

few
few
-

1
2
3

   rare : การปนเปอน ของเชือ้แบคทเีรยี  พบนานๆครัง้  0-1  cell/ HPF  เมือ่ดดูวกาํลงัขยาย X100
   few  : การปนเปอน ของเชือ้แบคทเีรยี  พบไมมากเกนิ 1-2 cell/ HPF  เมือ่ดดูวกาํลงัขยาย X100
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 เวชสารแพทยทหารบก ปที ่62  ฉบบัที ่1 มกราคม-มนีาคม 2552

ผลการเปรยีบเทยีบคณุลกัษณะของเซลลลมิโฟซยัทในน้าํไขสนัหลงั

ตารางที ่2 แสดงระยะเวลาทีเ่ตรยีมเซลลกอนวนัสอนจรงิ ทัง้ 3 วธิี

   วธิทีี่ จาํนวนวนัทีเ่ตรยีม (วนั)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10      ครัง้ที่
3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

3
4
1

1
2
3

ตารางที ่3  ผลการยอมลกัษณะของเซลลทีเ่ตรยีมไดทัง้ 3 วธิี

   วธิทีี่ ลักษณะเซลลที่เตรียมได
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10      ครัง้ที่
G

NG
G

NG
NG
G

NG
NG
G

G
NG
G

G
G
G

G
NG
G

NG
NG
G

NG
G
G

G
NG
G

G
G
G

1
2
3

G = ด,ี NG = ไมดี

 

X 40  เทา (oil) X 100  เทา (oil)

รปูที ่2 Lymphocyte และ neutrophil ทีเ่ตรยีมไดยอม Wright stain

หลัง ปลอม (artificial CSF) ทั้ง 3  วิธี นั้น ได จํานวน เซลล เม็ด
เลอืด ขาว ไม แตก ตางกนั แต พบ วา วธิ ีที่ 3 จะ ได จาํนวน เซลล มาก
กวา และ ไม พบ ม ีการ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง
สถิติ ซึ่ง ถือ ได วา เปนนวัต กรรม ดาน การ เรียน การ สอน ใน ภาค
ปฏิบัติ ของ นักศึกษา ที่ ยัง เปน สิ่ง จําเปน ตอง จัด เตรียม คู กับ การ
เรยีน การ สอน ดงั กลาว ตอไป
ขอบคุณ

เจาหนาที ่ธนาคาร เลอืด เจาหนาที ่ภาควชิา ภมูคิุมกนั เจาหนาที่
สาขา โลหิต วิทยา ทุก ทาน ที่ มี สวน ชวย ใน การ ศึกษา วิจัย ใน ครั้ง นี้
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Comparison ofLymphocyte Characteristics in Artificial
Cerebrospinal Fluid Prepared Different Methods
Laungsuwan S.1 and Walaiphacharaa N.2
1 Department of Clinical Pathology, Faulty of Medicine, Mahidol University
2 Department of Pathology ,Faculty ofScience ,Ruengsit university

Objective: To study the three method of preparation of artificial cerebrospinal fluid and observe the bacterial con-
tamination   after performing each technique. Materials and methods:  Preparation lymphocyte cell from EDTA blood
with   high lymphocyte, high lymphocyte discarded after HLA typing and apply lymphoproliferation assay , three
methods were rinsed by solution and centrifuged with any rpm. to get lymphocyte cell.The lymphocytes cell from
three    methods were counted by three technicians and mixed to neutrophils cell according to case study. The lym-
phocytes   and neutrophils were smeared for differentiation. Result: The comparison of three methods to preparation
lymphocytes  cell showed that three techniques yielded are no significant difference for the lymphocyte cell count (p-
value  ≤ 0.05) but the lymphoproliferation assay provided no bacterial contamination and easy to preparation  inone
day. Conclusion:  Artificial cerebrospinal fluid prepared by provided higher lymphocyte count with no   bacterial con-
tamination  better than the two methods and distinct morphology in Wright stain. So this technique could  be used
as  learning and teaching material.
Key Words : •   Artificial Cerebrospinal Fluid • Learning and teaching material • Lymphoproliferation assay
RTA Med J 2009;62:11-6.


