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บทคัดยIอ 
วิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย�เป>นหลักการตรวจคัดกรองภาวะเลือดออกในทางเดินอาหาร 

รายงานผลเป>นปริมาณฮีโมโกลบิน ซ่ึงจําเป>นตLองหาความเขLมขLนของฮีโมโกลบินเพ่ือใชLตัดสินผลบวกและลบแตกต"าง
กับหลักการอิมมูโนโครมาโตกราฟฟO (IC) ท่ีสังเกตผลจากแถบสีท่ีปรากฏในชุดทดสอบ วัตถุประสงค�ของงานวิจัยน้ี
เพ่ือหาความเขLมขLนท่ีเหมาะสมของฮีโมโกลบินในอุจจาระสําหรับการตัดสินผลบวกและลบของหลักการลาแทกซ�-แอ
กกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย�โดยเปรียบเทียบกับหลักการ IC โดยศึกษาจากอุจจาระผูLปXวยท่ีเขLารับการรักษา ณ 
โรงพยาบาลธรรมศาสตร�เฉลิมพระเกียรติ จังหวัดปทุมธานี จํานวน 116 ราย ใชLกราฟอาร�โอซีเพ่ือวิเคราะห�หาความ
เขLมขLนของฮีโมโกลบินท่ีเหมาะสมและสถิติไคสแควร�ศึกษาความสัมพันธ�กับวิธี IC จากการศึกษาพบว"าความเขLมขLน
ของฮีโมโกลบินท่ีเหมาะสม คือ 41 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร แสดงความไว ความจําเพาะ และความถูกตLองของการ
จําแนกรLอยละ 95.45, 72.00 และ 85.34 ตามลําดับ และแสดงอํานาจการจําแนกรLอยละ 91.91 ภายใตLความเช่ือมัน่
รLอยละ 87.00 ถึง 97.00 ซ่ึงอยู"ในเกณฑ�ดีมาก สรุปว"าการศึกษาครั้งน้ี ความเขLมขLนของฮีโมโกลบินท่ี 41 นาโนกรัม
ต"อมิลลิลิตร ของวิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย�ใหLค"าความไวมากท่ีสุดและความจําเพาะท่ีดีในระดับการ
ตรวจคัดกรองเมื่อเทียบกับวิธี IC มากท่ีสุด แมLว"าจํานวนเม็ดเลือดแดงภายใตLกลLองจุลทรรศน�จะไม"มีความสัมพันธ�กับ
วิธี IC แต"ปริมาณเม็ดเลือดแดงเฉลี่ยระหว"างผลบวกและผลลบของวิธี IC มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญ ควรตLอง
ศึกษาร"วมกับปgจจัยอ่ืนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจคัดกรองต"อไป  

 

คําสําคัญ : แอกกลูติเนชัน; อิมมูโนแอสเสย�; อิมมูโนโครมาโตกราฟฟO; ภาวะเลือดออก; ทางเดินอาหาร 
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Abstract 
The latex agglutination immunoassay is a diagnostic technique for the determination of 

gastrointestinal bleeding disorder through the investigation of hemoglobin (Hb) concentration 
(conc.). This differs from the immunochromatography (IC) method which requires the observation 
of band patterns on a test pad to determine negative or positive results. The research objective is 
to investigate suitable Hb conc. in fecal samples to indicate positive and negative results in latex 
agglutination immunoassay through the comparison of results with the IC method. The study was 
conducted using 116 fecal specimens from patients who attended Thammasat University Hospital, 
Pathum Thani province. ROC curve and Chi-square test were used to explore the appropriate Hb 
conc. and association analysis with IC method. The result illustrated the most appropriate cut-off 
of Hb conc. at 41 nanogram per milliliter ( ng/ml)  which provided percent of sensitivity, specificity 
and correctly classified are 95.45, 72.00 and 85.34 % respectively. Moreover, this Hb conc. provides 
power of discrimination of 91.91, within confidence interval of 87.00 to 97.00 %. These results can 
be considered as outstanding. In conclusion, the study revealed that the cut-off Hb. conc. at 41 
ng/mL in latex agglutination immunoassay provides the best percentage of sensitivity and good 
specificity when compared with IC method. Although, erythrocyte count by light microscope is not 
related to IC method, average count is significantly different between positive and negative results 
in IC method. The aim of future research should be to evaluate latex agglutination immunoassay 
combined with other factors in order to improve efficiency of screening diseases.  
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1. บทนํา 

การตรวจหาเลือดในอุจจาระ (fecal occult 
blood, FOB) เป>นการตรวจท่ีมีความสําคัญบ"งบอกถึง
ภาวะเลือดออกในทางเดินอาหาร (gastrointestinal 
bleeding) มีสาเหตุจากปgจจัยหลายอย"าง เช"น โรค
ริดสีดวงทวาร โรคติดเช้ือจุลชีพ เช"น แบคทีเรีย ปรสิต 
การอักเสบ การบาดเจ็บ และโดยเฉพาะอย"างยิ่งมีความ 
สามารถตรวจจับโรคมะเร็งลําไสL (colorectal cancer, 
CRC) ไดLอย"างจําเพาะสูงถึงรLอยละ 87-98 [1] ปgจจุบัน
พบว"าโรคมะเร็งลําไสLมีอัตราการเสียชีวิต 700,000 คน
ต"อปO ซ่ึงสูงเป>นอันดับสองในกลุ"มโรคมะเร็ง [2] รอง
จากโรคมะเร็งเตLานม (breast cancer) [3] สําหรับ

ประเทศในแถบทวีปเอเชียพบอุบัติการณ�ของโรคมะเร็ง
ลําไสLสูงถึงรLอยละ 15-20 ในช"วงระยะเวลา 10 ปOท่ีผ"าน
มาและมีแนวโนLมสูงข้ึนในประเทศไทย [4] มีรายงาน
การศึกษาว"าโรคมะเร็งลําไสLสามารถป~องกันไดLโดยการ
ตรวจคัดกรอง (screening test) ช"วยลดการเสียชีวิต
ไดLถึงรLอยละ 10-21 [5] หLองปฏิบัติการทางการแพทย�
โดยท่ัวไปนิยมตรวจ FOB โดยใชLหลักการทางเคมี เช"น 
Guaiac-Based Fecal Occult-Blood Test (gFOBT) 
และอิมมูโนโครมาโตกราฟฟO (immunochromatogra-
phy, IC) วิธี g-FOBT อ"านผลบวกจากการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันระหว"างโมเลกุลของออกซิเจนของฮีโม-
โกลบิน (hemoglobin, Hb)  ในเม็ด เลือดแดงกับ 
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tetramethylbenzidine (TMB) ซ่ึงเป>นอินดิเคเตอร�ท่ี
มีสีจะเปลี่ยนจากไม"มีสีเป>นสีฟ~าอมเขียวในชุดทดสอบ 
และตLองอ"านผลภายใน 2 นาที [6] โดยมีความไว 
(sensitivity) ประมาณรLอยละ 25-38 และความ 
จําเพาะ (specificity) รLอยละ 16-31 สําหรับการ
ตรวจจับมะเร็งลําไสLชนิด advanced adenomas [7] 
แต"สามารถใหLผลบวกลวง (false positive) มากจาก
การรับประทานอาหารและยาบางชนิด [8-10] ส"วนวิธี 
IC จะตรวจจับแอนติเจน (antigen, Ag) ของเม็ดเลือด
แดงเฉพาะของมนุษย� (specific human erythrocyte) 
มีความไวและความจําเพาะประมาณรLอยละ 76-95 กับ
โรค CRC ซ่ึงสูงกว"าหลักการ gFOBT [8,11,12] และมี
รายงานการศึกษาในประเทศไทยว"าวิธี IC มีความไว 
ความจําเพาะ ค"าทํานายผลบวก และค"าทํานายผลลบ
ในการตรวจจับโรค CRC เท"ากับรLอยละ 91.00, 93.80, 
95.80 และ 87.00 ตามลํ าดับ [11] จึ ง เป>น ท่ี นิยม
สําหรับการตรวจวิเคราะห�ประจําวัน นอกจากน้ี
หลักการลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� (lalex 
agglutination immunoassay) เป>นเทคโนโลยีใหม"
รายงานผลเป>นปริมาณ (quantitative) ของฮีโม-
โกลบินในอุจจาระโดยตัดสินผลบวก (positive) และ
ผลลบ (negative) จากค"า cut-off ท่ีกําหนดและมี
รายงานการศึกษาจํานวนมากในประเทศแถบทวีป
ยุโรปและทวีปเอเชีย โดยแตกต"างกันในแต"ละลักษณะ
ของประชากรของแต"ละประเทศ [11,14] แต"ยังไม"เป>น
ท่ีแพร"หลายในประเทศไทย 

การตรวจคัดกรองโดยวิธีอิมมูโนแอสเสย�ไดLรับ
การยอมรับจาก World Endoscopy Organization 
(WEO) และ Expert Working Party (EWP) เพ่ือใชLใน
การตรวจคัดกรองโรค CRC [8] ซ่ึงมี 2 ประเภท คือ 
ประเภทแรกจะบ"งบอกผลบวกและลบจากเสLนปฏกิิรยิา
จากแถบทดสอบ ( test line)  และแถบควบคุม 
(control line) ตามท่ีปรากฏเรียกว"า qualitative I-

FOBT หรือวิธี IC ทําใหLมีความมั่นใจในการอ"านผล 
ประเภทท่ีสองจะรายงานผลเป>นปริมาณความเขLมขLน
ของฮีโมโกลบิน (hemoglobin, Hb) เป>นหน"วยนาโน
กรัมต"อมิลลิลิตร (ng/mL) เรียกว"า quantitative I-
FOBT เช"น หลักการลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโน-
แอสเสย� ซ่ึงจําเป>นตLองอาศัยใชLค"า cut-off ตัดสิน
ผลบวกและผลลบ [2] เพ่ือใหLไดLค"าท่ีมีความไวและ
ความจําเพาะอย"างเหมาะสม [15] โดยส"วนใหญ"จะ
ศึกษาหาค"า cut-off จากการเปรียบเทียบปริมาณของ 
Hb จากเครื่องตรวจวิเคราะห�กับผลตรวจทางพยาธิ-
วิทยาและวิธีการส"องกลLอง (colonoscopy) ซ่ึงอาจพบ
ความผิดพลาดไดLถึงรLอยละ 30 กับลักษณะอาการของ
ผูLปXวยในระยะต"าง ๆ ของโรคมะเร็งลําไสL [16] จาก
การศึกษาของ Droste และคณะ ไดLรายงานความไวต"อ
การตรวจจับโรค CRC ในระยะเริ่มตLนของหลักการน้ีไดL
รLอยละ 78.90 ถึง 84.20 [17] แต"วิธีน้ีผูLตรวจวิเคราะห�
อาจไม"มั่นใจเ น่ืองจากไม"แสดงแถบสี เ พ่ืออ"านผล 
อย"างไรก็ตาม พบว"าหากค"า cut-off ระดับต่ําสุดของ
หลักการน้ีมีค"าสูงกว"าหลักการ IC อาจทําใหLเกิดผลลบ
ลวง (false negative) ซ่ึงอาจทําใหLพลาดการวินิจฉัย
ในโรคอ่ืนท่ีไม"ใช"โรคมะเร็งลําไสLไดL อีกท้ังการศึกษา
วิเคราะห� FOB เปรียบเทียบระหว"างหลักการ IC และ
หลักการลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� ใน
ประเทศไทยมีค"อนขLางนLอย และหากจะนํามาใชLในงาน
ตรวจวิเคราะห�ประจําวันจําเป>นตLองศึกษาวิเคราะห�
และประเมินผลเปรียบเทียบกับวิธี IC ซ่ึงเป>นหลักการ
ดั้งเดิมจะช"วยเพ่ิมความน"าเช่ือถือไดL 

ดังน้ันผูL วิจัยจึงศึกษาเปรียบเทียบการตรวจ
วิเคราะห� FOB ของหลักการลาแทกซ�แอกกลูติเน-
ชันอิมมูโนแอสเสย�กับวิธี IC ซ่ึงเป>นวิธีท่ีใชLอยู"ของ
หLองปฏิบัติการทางเทคนิคการแพทย�สําหรับนํามา
ประยุกต�ใชLงานของหLองปฏิบัติการทางการแพทย�ต"อไป  
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2. วิธีการศึกษา 
2.1 กลุIมตัวอยIาง 

คัดเลือกอุจจาระของผูLปXวยหลังการตรวจ
วิเคราะห�ของงานหLองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย� 
โรงพยาบาลธรรมศาสตร�เฉลิมพระเกียรติ มหาวิทยาลัย 
ธรรมศาสตร� จังหวัดปทุมธานี โดยสุ"มเลือกอุจจาระท่ี
ใหLผลบวกและลบโดยวิธี IC จํานวนอย"างละเท"า ๆ กัน 
[18] โดยคํานวณจํานวนตัวอย"างท้ังหมดจากสูตร N = 
1.962π(1-π)/δ2 [19] โดย π คือ ความไวจากการศึกษา
ครั้งก"อนและ δ คือ ผลท่ีคาดว"าจะแตกต"างในการ 
ศึกษาในครั้งน้ี โดยกําหนดความสัมพันธ�แอลฟXา (α) 
เท"ากับ 0.05 และอํานาจการทดสอบ (power of test) 
เท"ากับรLอยละ 80 เมื่อคํานวณจํานวนตัวอย"างจะไดL
จํานวนตัวอย"างท่ีนLอยท่ีสุดท่ีใชLในการทดลองเท"ากับ 
62 ตัวอย"าง อย"างไรก็ตาม งานวิจัยน้ีใชLจํานวนตัวอย"าง
มากกว"าท่ีคํานวณไดL คือ 116 ตัวอย"าง ท้ังน้ีเน่ืองจาก
ไดLรับอนุเคราะห�ชุดทดสอบจํานวน 116 ชุด และจะทํา
ใหLผลการทดลองมีความน" า เ ช่ือ ถือมาก ข้ึนและ
เหมาะสมกับคําแนะนําของ National Committee 
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) และ 
Linnet ในปO ค.ศ. 1999 [20] จากน้ันทดสอบโดยวิธี
ลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� ณ อุณหภูมิ 
หLอง (25 องศาเซลเซียส) ของงานหLองปฏิบัติการ
เทคนิคการแพทย� โรงพยาบาลธรรมศาสตร�เฉลิมพระ
เกียรติ จังหวัดปทุมธานี และงานวิจัยน้ีไดLรับการอนุมัติ
จากคณะอนุกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน ชุดท่ี 2 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร� หนังสือรับรองเลขท่ี 063/ 
2559  

2.2 การตรวจวิเคราะห( FOB 
2.2 .1 หลักการ IC (FOB Rapydtest®, 

Berkshire, UK) [21]  
หากปริมาณ human hemoglobin 

(hHb) ท่ีทําใหLละลายใน buffer 0.1 % NaN3 ในชุด

ทดสอบตั้งแต" 50 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร ข้ึนไป จะจับ
กับ monoclonal anti-hHb antibody ท่ี conjugate 
ดLวย colloidal gold เกิดเป>น complex และเคลื่อนท่ี
ไปยังบริเวณ T band ท่ี pre-coat ดLวย monoclonal 
anti-hHb antibody จนเกิด complex เป>นสีม"วงอม
ชมพู และจะเคลื่อนท่ีไปจับกับ goat anti-mouse IgG 
antibody ท่ีบริเวณ C band จนเกิดสีม"วงอมชมพู แต"
หากไม"มี hHb หรือมีปริมาณ hHb นLอยกว"า 50       นา
โ น ก รั ม ต" อมิ ล ลิ ลิ ต ร  monoclonal anti-hHb Ab-
conjugate จะเคลื่อนท่ีไปจับกับ goat anti-mouse 
IgG antibody ท่ีบริเวณ C band จนเกิดสีม"วงอมชมพู
แสดงถึงคุณภาพของชุดทดสอบ 

2.2.2 หลักการลาแทกซ�แอกกลูติเนชัน-
อิมมูโนแอสเสย� โดยเครื่องตรวจวิเคราะห� OC-Sensor: 
DIANA (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
[22] 

โดย เม็ ด  polystyrene latex จะ ถูก 
sensitize ใหLจับกับ anti-human HbA0 antibody ใน
นํ้ายาและจะทําปฏิกิริยาจับกลุ"มกันอย"างจําเพาะกับ 
Hb ของเม็ดเลือดแดงของมนุษย�ในอุจจาระแลLวเกิด
ความขุ"นเป>นสัดส"วนแปรผันตรงกับปริมาณ Hb ต"อ
หน"วยเวลา จากน้ันเครื่องจะคํานวณความเขLมขLนของ 
Hb จาก calibration curve ต"อไป โดยก"อนการตรวจ
วิ เคราะห�ตLองสอบเ ทียบเครื่ องตรวจ วิ เคราะห�  
(calibration) โดยนํ้ายาสอบเทียบ (OC-Calibrator 2 
kit, Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
ความเขLมขLนสูงสุด 1,000 ng/mL เจือจางความเขLมขLน 
5 ระดับ ไดLแก" 1,000, 500, 200, 50, 0 นาโนกรัมต"อ
มิลลิลิตร จากน้ันเครื่องจะคํานวณกราฟสอบเทียบ 
(calibration curve) เพ่ือใชLหาความเขLมขLนของ Hb 
ในตัวอย"างอุจจาระต"อไปและมีการควบคุมคุณภาพ
ประจําวัน (internal quality control, IQC) โดยสาร
ควบคุมคุณภาพ 2 ระดับ  



ป�ที่ 26 ฉบับที ่6 พฤศจิกายน - ธันวาคม 2561                                                            วารสารวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี 

 1021 

2.2.3 การตรวจหาเม็ดเลือดแดงในอุจจาระ
โ ด ย วิ ธี ดู ส ด ดL ว ย ก ลL อ ง จุ ล ท ร ร ศ น� ช นิ ด  light 
microscope 

เสมียร� อุจจาระในสารละลาย 0.85 % 
normal saline (0.85 % NSS) ท่ีหยดบนสไลด�แกLว 1 
หยด ป�ด cover slip นําไปส"องภายใตLกลLองจุลทรรศน�
นับจํานวนเม็ดเลือดแดงดLวยกําลังขยาย 400 เท"า
จํานวน 10 ฟ�ลด� จากน้ันคํานวณค"าเฉลี่ย (mean) ของ
ปริมาณเม็ดเลือดแดงต"อฟ�ลด� (per high power field, 
/HPF)  

2.3 การวิเคราะห(ผล [23] 
ใชLกราฟอาร�โอซี (ROC curve) และพ้ืนท่ี

ใตLกราฟ ROC จากโปรแกรมสําเร็จรปู Stata® version 
13 เพ่ือพิจารณาหาค"าความเขLมขLนท่ีเหมาะสมของ
หลักการลาแทกซ�แอกกลูติ เนชันอิมมูโนแอสเสย�
เปรียบเทียบกับหลักการ IC และใชLการทดสอบไคส-
แควร� (χ2) สําหรับการวิเคราะห�หาความสัมพันธ�
ระหว"างหลักการ IC กับหลักการลาแทกซ�แอกกลู-ติเน
ชันอิมมูโนแอสเสย�โดยกําหนดความสัมพันธ�แอลฟXา (α) 
เท"ากับ 0.05 และอํานาจการทดสอบ (power of test) 
เท"ากับรLอยละ 80 
 

3. ผลการวิจัย 
3.1 จํานวนผลบวกและลบจากการตรวจโดย

วิธี IC  
ตัวอย"างอุจจาระท้ังหมดท่ีนํามาทดลอง 

จํานวน 116 ตัวอย"าง (n = 116) จําแนกตามผลบวก
และลบจากการทดสอบโดยหลักการ IC ไดLผลตาม
ตารางท่ี 1 

การตรวจ FOB ของอุจจาระท้ังหมดโดยวิธี 
IC พบว"ามีตัวอย"างท่ีใหLผลลบและผลบวกจํานวน 50 
และ 66 รายคิดเป>นรLอยละ 43.10 และ 56.90 ตาม 
ลําดับ จากน้ันนําอุจจาระท้ังหมดมาตรวจดLวยวิธี
ลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย�เพ่ือหาจุด cut-

off ของความเขLมขLนของ Hb ท่ีเหมาะสมไดLผลดังขLอ 
3.2  
 
ตารางท่ี 1  ผลตรวจ FOB ของตัวอย"างอุจจาระ

ท้ังหมด (N = 116) จากหลักการ IC 
 

ผลการตรวจ nผล/Nท้ังหมด (%) 
ผลลบ (negative) 50/116 (43.10) 
ผลบวก (positive) 66/116 (56.90) 

รวม 116/116 (100) 
 

3.2 การทดสอบหาคIา cut-off ความเข�มข�น
ของ Hb (ng/mL) สําหรับวิธีลาแทกซ(แอกกลูติเน-
ชันอิมมูโนแอสเสย( 

การทดสอบหาค"าความเขLมขLนของ Hb ท่ี
เหมาะสมของวิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอส-
เสย� โดยเปรียบเทียบกับวิธี IC เพ่ือหาค"า cut-off บน
กราฟ ROC พบว"ามีจุดตัด (cut-off point) บนกราฟ 
ROC จํานวน 3 จุด ท่ีน"าสนใจ เน่ืองจากใหLค"าความ
ถูกตLองของการจําแนกสูงสุดรLอยละ 85.34 และแสดง
ความไว ความจําเพาะ positive likelihood ration 
และ negative likelihood ratio ดังตางรางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 จุดตัดท้ัง 3 จะใหLค"าพ้ืนท่ีใตL
กราฟ ROC (area under ROC curve, AuROC) เท"ากับ 
0.9191 โดยแสดงอํานาจการจําแนก (discriminative 
power) ไดLรLอยละ 91.91ภายใตLความเช่ือมั่นรLอยละ 
95 (95 % CI) ท่ีรLอยละ 87-97 ดังรูปท่ี 1 

รูปท่ี 1 จุดตัดท้ัง 3 ค"าบนกราฟ ROC จะ
แสดงพ้ืนท่ีใตLกราฟ (AuROC) ประมาณเท"ากับ 0.9191 
ซ่ึงเทียบระดับอํานาจการจําแนกอยู"ในเกณฑ� out-
standing ตามตารางท่ี 3 

จากน้ันทดลองใชLค"า cut-off ของความ
เขLมขLน Hb จํานวน 3 ค"า ไดLแก" 41, 57 และ 76 นาโนกรัม
ต"อมิลลิลิตร ตามลําดับ กับวิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชัน- 
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ตารางท่ี 2  ค"าความไวและความจําเพาะของจุด cut-off ของความเขLมขLน Hb จํานวน 3 จุด ท่ีน"าสนใจจากกราฟ 

ROC 
 

ลําดับ 
จุดตัดความเขLมขLน 

[cut off (ng/mL)] 

% ความไว 

(sensitivity) 

% 

ความจําเพาะ 

(specificity) 

Positive 

likelihood 

ratio (LR+) 

Negative 

likelihood 

ratio (LR-) 

% ค"าความถูกตLองของ

การจําแนก 

(correctly classified) 

1 41 95.45 72.0 3.41 0.06 85.34 

2 57 92.42 76.0 3.85 0.10 85.34 

3 76 89.39 80.0 4.47 0.13 85.34 

 

ตารางท่ี 3  เกณฑ�แสดงระดับอํานาจการจําแนกโดยพิจารณาจากค"า AuROC [23] 
 

ลําดับ ค"า AuROC อํานาจการจําแนก (discriminative power) 

1 0.5 minimum (no discriminative power) 

2 0.7-0.8 acceptable 

3 0.8-0.9 excellent 

4 >0.9 out-standing 

5 1.0 maximum (perfect discriminative power) 

 

ตารางท่ี 4  ความสัมพันธ�ของการทดสอบระหว"างวิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� ณ จุด cut-off ท่ี 41, 

57 และ 76 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร ตามลําดับ กับวิธี IC 
  

ลําดับ 

วิธีการทดสอบ (N = 116) 

p-value วิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� วิธี IC; nผล/Nทั้งหมด (%) 
รวม 

จุด cut-off ความเขLมขLน (ng/mL) ผลลบ (negative) ผลบวก (positive) 

1 41 

ผลลบ (negative) 47/50 (94.00) 25/66 (37.88) 72/116 (62.07) 

<0.001 ผลบวก (positive) 3/50 (6.00) 41/66 (62.12) 44/116 (37.93) 

รวม 50/50 (100.00) 66/66 (100.00) 116/116 (100.00) 

2 57 

ผลลบ (negative) 47/50 (94.00) 31/66 (46.97) 78/116 (67.24) 

<0.001 ผลบวก (positive) 3/50 (6.00) 35/66 (53.03) 38/116 (32.76) 

รวม 50/50 (100.00) 66/66 (100.00) 116/116 (100.00) 

3 76 

ผลลบ (negative) 47/50 (94.00) 33/66 (50.00) 80/116 (68.97) 

<0.001 ผลบวก (positive) 3/50 (6.00) 33/66 (50.00) 36/116 (31.03) 

รวม 50/50 (100.00) 66/66 (100.00) 116/116 (100.00) 
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รูปท่ี 1  กราฟ ROC และพ้ืนท่ีใตLกราฟ 
( area under ROC curve, 
AuROC) เ พ่ือหา cut-off ท่ี
เหมาะสมสําหรับลาแทกซ�- 
แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� 

 
ตารางท่ี 5  ความสัมพันธ�ของช"วงปริมาณเม็ดเลือดแดงและปริมาณเม็ดเลือดแดงโดยรวมเฉลี่ยของในอุจจาระจาก

การตรวจนับภายใตLกลLองจุลทรรศน�กับวิธี IC 
  

วิธีดูภายใตLกลLองจุลทรรศน� วิธี IC; nผล/Nท้ังหมด (%) 
p-value 

ช"วงการรายงานเม็ดเลือดแดงโดยสังเขป (cells/HPF) ผลลบ (N = 50) ผลบวก (N = 66) 
0-1 49/50 (98.00) 55/66 (83.33) 

0.061 
1-2 1/50 (2.00) 6/66 (9.09) 
3-5 0/50 (0.00) 1/66 (1.52) 
5-10 0/50 (0.00) 4/4 (6.06) 
รวม 50/50 (100.00) 66/66 (100.00) 

ค"าเฉลี่ยของจํานวนเม็ดเลือดแดง 
จากวิธีการนับภายใตLกลLองจุลทรรศน� (cells/HPF) 

Nท้ังหมด = 116 
p-value 

ผลลบ (N = 50) ผลบวก (N = 66) 

Mean ± S.D. (95 % CI) 
0.06±0.11 
(0.03-0.09) 

0.79±2.08 
(0.28-1.30) 

0.01 

 
อิมมูโนแอสเสย� และศึกษาความสัมพันธ�เปรียบ เทียบ
กับวิธี IC โดยการทดสอบไคสแควร�แสดงผลตามตาราง
ท่ี 4 

ตารางท่ี 4 พบว"าหากนําค"า cut-off ท่ี 41, 
57 และ 76 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร มาทดลองตัดสิน
ผลบวกและผลลบ พบว"าท้ัง 3 ความเขLมขLน มีความ 
สัมพันธ�กับวิธี IC ท้ังผลบวกและผลลบอย"างมีนัยสําคัญ 

นอกจากน้ีผูLวิจัยสนใจศึกษาความสัมพันธ�ของการพบ
ปริมาณเม็ดเลือดแดงในอุจจาระโดยตรวจนับภายใตL
กลLองจุลทรรศน�กับวิธี IC ซ่ึงแสดงผลตามตารางท่ี 5 ใน
ขLอ 3.3 

3.3 ผลการศึกษาความสัมพันธ(ของวิธี IC กับ
ปริมาณเม็ดเลือดแดงในอุจจาระโดยวิธีตรวจนับ
ภายใต�กล�องจุลทรรศน( 
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ตารางท่ี 5 พบว"าจํานวนเม็ดเลือดแดงท่ี
ตรวจนับไดLภายใตLกลLองจุลทรรศน�ไม"สัมพันธ�กับวิธี IC 
โดยช"วงจํานวนเม็ดเลือดแดงส"วนใหญ"อยู"ในช"วง 0-1 
cell/HPF ท้ังตัวอย"างท่ีใหLผลบวกและผลลบกับวิธี IC 
รLอยละ 83.33 และ 98.00 ตามลําดับ ซ่ึงอาจเป>น
เพราะเม็ดเลือดแดงมีการแตก (red blood cell lysis) 
จากกระบวนการเตรียมอุจจาระเ พ่ือส"องกลLอง
จุลทรรศน� อย"างไรก็ตาม พบว"าปริมาณเม็ดเลือดแดง
โดยรวมเฉลี่ยจากการนับภายใตLกลLองจุลทรรศน�ของท้ัง
ผลบวกและลบกับวิธี  IC มีความแตกต"างอย"างมี
นัยสําคัญ  
 

4. วิจารณ( 
การทดสอบหาค"า cut-off ของความเขLมขLน

ของ Hb ท่ี เหมาะสมสําหรับการตรวจ FOB โดย
หลักการลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� โดยใชL 
ROC curve เปรียบเทียบกับวิธี IC ซ่ึงใชLในปgจจุบันซ่ึง
นิยมใชLสําหรับการตรวจคัดกรองในหLองปฏิบัติการทาง
การแพทย�ท่ัวไปนํามาใชLเป>นวิธีอLางอิงในการศึกษาน้ี
และมีรายงานการศึกษาว"าวิธี IC มีความสัมพันธ�ในการ
บ"งช้ีโรค CRC [24] จากการศึกษาน้ีพบค"า cut-off ของ
วิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย� ท่ีน"าสนใจ 3 
ค"า ไดLแก"  41, 57 และ 76 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร 
เน่ืองจากใหLค"ารLอยละความถูกตLองของการจําแนก
สูงสุดเท"ากับรLอยละ 85.34 แต"แสดงความไวและ
ความจําเพาะต"างกันตามตารางท่ี 2 อย"างไรก็ตาม ค"า 
cut-off ท้ัง 3 ค"าใหLอํานาจการจําแนก (discriminative 
power) อยู"ในระดับ out standing หรือระดับดีมาก
โดย คํ านวณจาก พ้ืน ท่ี ใตL ก ร าฟ  AuROC [23] ซ่ึ ง
สอดคลLองกับการศึกษาของ Droste และคณะ ท่ี
รายงานว"าค"า cut-off > 50 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร ซ่ึง
ใกลLเคียง 41 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร ในการศึกษาครั้งน้ี
สามารถแสดงอํานาจการจําแนกสงูเท"ากับ 0.93 (95 % 

CI, 0.89-0.96) [17] จากการศึกษาน้ีพบว"าค"า cut-off 
ท่ี 41 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร จะใหLค"าความไวสูงสุด
เท"ากับรLอยละ 95.45 ความจําเพาะรLอยละ 72.00 เมื่อ
เทียบกับวิธี IC และแสดงอํานาจการจําแนกเท"ากับ 
รLอยละ 91.91 นอกจากน้ีค"า cut-off ท่ีระบุไวLในผลิต 
ภัณฑ�ของหลักการ IC มีระดับความเขLมขLนของ Hb 
เท"ากับ 50 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร ซ่ึงหากใชL cut-off 
ของหลักการลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย�ท่ี
สูงกว"าหลักการ IC อาจทําใหLพลาดการรายงานผลบวก
ไดLจึงควรเลือกค"า cut-off ท่ีใหLค"าความไวสูงเพ่ือคัดเขLา
ผูLปXวยท่ีมีความเสี่ยงกับโรค CRC มากท่ีสุดก"อนจะตรวจ
ยืนยันต"อไป ดังน้ันจึงพิจารณาเลือก cut-off ท่ีระดับ
ความเขLมขLนท่ี 41 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร แต"หาก
ตLองการความจําเพาะท่ีสูงข้ึนสามารถเลือกใชLค"า cut-
off ท่ีสูงข้ึนไดL เคยมีรายงานการศึกษาของ Sovich 
และคณะ พบว"าระดับค"า cut-off ของ Hb ช"วงความ
เขLมขLน 20-50 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร มีความไวในการ
ตรวจจับโรค CRC ไดLสูงถึงรLอยละ 66-88 [14] และ
จากการศึกษาของ Sobhani และคณะ พบว"าค"า cut-
off ท่ี 50 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร มีความคุLมค"าและ
ประสิทธิภาพในกลุ"มประชากรกลุ"มเสีย่ง [25] อย"างไรก็
ตาม ท้ังวิธี IC และวิธีลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโน-
แอสเสย�เป>นวิธีตรวจในระดับคัดกรองท่ีไม"จําเพาะต"อ
โรค CRC เพียงอย"างเดียวแต"ยังใหLผลบวกกับโรคหรือ
ภาวะเลือดออกในทางเดินอาหารหลายชนิด เช"น 
diverticulitis, colitis, polyps [26-28] จากการศึกษา
ของ Faivre และคณะ พบว"ามีการรายงานผลค"า cut-
off ของความเขLมขLนของ Hb ท่ีระดับต"างกันของ
หลักการน้ีตั้ งแต"  20, 50, 75, 100, 150 และ 200    
นาโนกรัมต"อมิลลิลิตรโดยข้ึนอยู"กับจุดประสงค�ของการ
นําไปใชL [29] เคยมีรายงานการศึกษาค"า cut-off ของ
ความเขLมขLนของ Hb ท่ีระดับมีความสัมพันธ�กับโรค 
CRC อย"างมีนัยสําคัญ เช"น การศึกษาของ Vilkin และ
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คณะ รายงานว"าปริมาณของ Hb มากกว"า 100 นาโน
กรัมต"อมิลลิลิตร ท่ีนิยมใชLกันส"วนใหญ"จะสามารถ
ตรวจจับมะเร็งชนิด advanced adenomas ไดLและมี
ความไวในการตรวจจับโรค CRC ไดLรLอยละ 60-82 
[30] และความไวจะลดลงแต"ความจําเพาะต"อ CRC จะ
เ พ่ิม ข้ึนเมื่อปรับค"า cut-off เ พ่ิม ข้ึน [31] ซ่ึงหาก
นํามาใชLเพ่ือการตรวจคัดกรองควรใชLค"า cut off ใน
ระดับนLอย แต"หากนําไปใชLเพ่ือคัดเขLาใหLใกลLเคียงกับ
วิธีการตรวจมาตรฐานของโรค CRC มากท่ีสุด เพ่ือลด
ภาระค"าใชLจ"ายในการตรวจยืนยันควรเลือกใชLค"า cut-
off ท่ีมีความจําเพาะสูง อย"างไรก็ตาม ควรพิจารณาจุด 
cut-off ท่ีใหLค"าความไวและความจําเพาะใกลLเคียงกัน 
[32] จากการศึกษาของ McDonald และคณะ ในปO 
ค.ศ. 2011 และ Turenhout และคณะ ในปO ค.ศ. 
2014 พบว"าอายุ เพศ และลักษณะของประชากรใน 
แต"ละพ้ืนท่ีมีผลทําใหLค"า cut-off แตกต"างกัน [11,33, 
34] ดังน้ันจึงควรศึกษาและพิจารณากําหนดค"า cut-
off ใชLเอง โดยข้ึนกับวัตถุประสงค�ท่ีแตกต"างกันและ
ปgจจัยดLานลักษณะของประชากรท่ีแตกต"างกันของ   
แต"ละพ้ืนท่ี ดังน้ันการศึกษาหาค"า cut-off ใหม"จึงตLอง
นําขLอมูลหลายชนิดท่ีคิดว"ามีผลต"อค"า cut-off เช"น 
เพศ อายุ และผลการตรวจส"องกลLองมาประกอบการ
พิจารณา เช"น Stegeman และคณะ เคยศึกษาการ
ประยุกต� IFOBT ร"วมกับปgจจัยหลายชนิด เช"น เพศ 
อายุ ประวัติทางครอบครัว และดัชนีมวลกาย สามารถ
นํามาประเมินความเสี่ยงการเกิดโรค CRC ไดLดีข้ึน [35] 
และมีรายงานว"าหลักการเชิงปริมาณเหมาะสมกับการ
ตรวจติดตามผลการรักษา ติดตามระยะการดําเนินของ
โรคและการตรวจเพ่ือดูแลสุขภาพแบบ point-of-care 
tests (POCTs) [8] นอกจากน้ีควรคํานึงถึงปgจจัยดLาน
เศรษฐศาสตร� เช"น ภาวะการเงินขององค�กร สภาพทาง
เศรษฐกิจของของประชากรในพ้ืนท่ี ปริมาณและภาระ
งานท่ีจะนําเครื่องตรวจวิเคราะห�อัตโนมัติมาใชL รวมท้ัง

ยังมีปgจจัยอ่ืนท่ีมีผลต"อปริมาณ Hb ในอุจจาระลดลง 
ทําใหLค"า cut-off ท่ีไดLอาจลดลงไปดLวย เช"น รายงาน
ของ Guittet และคณะ ในปO ค.ศ. 2011 และ van 
Roon และคณะ ในปO ค.ศ. 2012 รายงานว"าระยะเวลา 
อุณหภูมิ ตามฤดูกาล และวิธีการเก็บสิ่งส"งตรวจมีผลทํา
ใหLปริมาณ Hb ในอุจจาระลดลง [36-38] ในการศึกษา
น้ีพบว"าช"วงปริมาณเม็ดเลือดแดงในอุจจาระส"วนใหญ"
อยู"ในช"วงนLอยมาก (0-1 cell/HPF) อาจเป>นเพราะเม็ด
เลือดแดงมีการแตก แต"จํานวนเม็ดเลือดแดงโดยรวม
เฉลี่ยของผลบวกและผลลบจากวิธี IC ยังคงมีความ
แตกต"างอย"างมีนัยสําคัญ อย"างไรก็ตาม การตรวจหา
เลือดในอุจจาระยังคงเป>นท่ีนิยมสําหรับการตรวจคัด
กรองการตรวจมะเร็งลําไสL เน่ืองจากไม"ตLองเก็บสิ่ง
ตรวจท่ีจะทําใหLผูLปXวยรูLสึกเจ็บปวด เช"น วิธีส"องกลLอง
หรือตรวจช้ินเน้ือ มีราคาถูก ข้ันตอนการทดสอบง"าย 
สะดวก ทราบผลไดLรวดเร็ว และสามารถนําไปตรวจใน
ภาคสนามไดL  
 

5. สรุป 
การตรวจหาเลือดในอุจจาระดLวยหลักการ

ลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนเอสเสย�เป>นวิธีใหม"ท่ี
รายงานปริมาณ Hb หน"วยนาโนกรัมต"อมิลลิลิตร จาก
การวิจัยน้ีไดLพิจารณาจุด cut-off ของความเขLมขLนของ 
Hb ท่ี 41 นาโนกรัมต"อมิลลิลิตร เพราะจะใหLค"าความ
ไวมากท่ีสุดและความจําเพาะท่ีดีในระดับการตรวจคัด
กรองเมื่อเทียบกับวิธี IC สามารถนําค"า cut-off มาใชL
ตัดสินผลบวกและผลลบช"วยใหLผูLปฏิบัติงานมีความ
เช่ือมั่นใจในการรายงานยิ่งข้ึน อย"างไรก็ตาม ควรตLอง
พัฒนาการตรวจคัดกรองโรค CRC ของหลักการ
ลาแทกซ�แอกกลูติเนชันอิมมูโนแอสเสย�เปรียบเทียบกับ
วิธีส"องกลLองและตรวจช้ินเน้ือทางพยาธิวิทยา ซ่ึงเป>น
วิธีมาตรฐาน โดยพิจารณาร"วมกับปgจจัยอ่ืนท่ีอาจส"งผล
กระทบต"อค"า cut-off เพ่ือใหLมีความจําเพาะต"อโรค



วารสารวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี                                                           ป�ที่ 26 ฉบบัที่ 6 พฤศจิกายน - ธันวาคม 2561 

 1026

และระยะของโรคมากข้ึนซ่ึงจะช"วยการวินิจฉัยโรค 
CRC ของแพทย�ใหLดียิ่งข้ึน 
 

6. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณ บริษัท เมดวัน ประเทศไทย จํากัด 

ท่ีอนุเคราะห�ผลิตภัณฑ�มาใชLทดสอบในงานวิจัยน้ี 
คณะผูLวิจัยขอยืนยันว"างานวิจัยน้ีไม"มีผลประโยชน�และ
ส"วนไดLส"วนเสียใดแอบแฝงในเชิงธุรกิจ เป>นการศึกษา
เพ่ือพัฒนาความรูLทางวิชาการเป>นแนวทางนํามา
ประยุกต�ใชLในงานตรวจวิเคราะห�ทางหLองปฏิบัติการ
เทคนิคการแพทย�ประจําวันเท"าน้ัน 
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