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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 2ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 

วนัทีÉ ทบทวน / แก้ไข

ครัÊงทีÉ 

บันทึกการแก้ไข 

8 ก.ค.2547 0 อนุมติัใช ้

21 ก.ย.2549 1 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

2 ก.ค.2550 2 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 เม.ย.2551 3 -เปลีÉยนแปลงผูท้บทวนวธีิปฏิบติัจาก “หวัหนา้กลุ่มงานพยาธิวทิยา  

  คลินิก” เป็น “ผูจ้ดัการวชิาการ” 

-เปลีÉยนแปลงผูอ้นุมติัวธีิปฏิบติัจาก “หวัหนา้กลุ่มงานพยาธิวทิยา  

  คลินิก” เป็น “ผูจ้ดัการคุณภาพ” 

  รวมและเปลีÉยนแปลงรหสัของวธีิปฏิบติัเรืÉองการเตรียมเสมียร์เลือด

และการยอ้ม  (WI-LAB-041)  และเรืÉอง การนบัแยกชนิดเมด็เลือดขาว

และรายงานเมด็เลือดแดงจากเสมียร์เลือด (WI-LAB-042)  เป็นวิธี

ปฏิบติัเรืÉองการเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้ม  การนบัแยกชนิดเมด็เลือด

ขาวและการรายงานความผิดปกติของเม็ดเลือดแดง (WI-HEM-003) 

1 ต.ค.54 4 แกไ้ขวิธีปฏิบติัใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนดของมาตรฐาน ISO 15189 

  แกไ้ขรายชืÉอผูจ้ดัทาํจาก นางนิลุบล ชาลีพจน์ ตาํแหน่งเจา้พนกังาน

วทิยาศาสตร์การแพทยช์าํนาญงาน เป็นนางสาวเกสรา ภูมาศ ตาํแหน่ง

นกัเทคนิคการแพทย ์

1 ต.ค.55 5 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค.56 6 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ก.ย.57 7 แกไ้ขผูจ้ดัทาํเอกสารเป็น นางสาวพิสุทธินี  กนัธารักษ ์

แกชื้Éอกลุ่มงานเป็นกลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์

12 ม.ค.58 8 แกไ้ข หนา้ทีÉ 6 เพิÉม ระยะเวลาในการ Fix และยอ้มสีนีÊ  สามารถปรับ

ขึÊนลงไดโ้ดยใหก้ารติดสีของเสมียร์ออกมาคุณภาพดีทีÉสุดตามเกณฑ์ 

17 ส.ค. 59 9 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค. 60 10 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 3ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 

วนัทีÉ ทบทวน / แก้ไข

ครัÊงทีÉ 

บันทึกการแก้ไข 

1 ต.ค. 61 11 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค. 62 12 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 พ.ย. 63 13 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ก.พ. 64 14 แกไ้ขชืÉอผูท้บทวนเป็น น.ส.ศิริพร นนัตา 

แกไ้ขชืÉอผูอ้นุมติัเป็น นายครรชิต กิติมา 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 4ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

การเตรียมเสมยีร์เลือดและการย้อมสี 
 

1. วตัถุประสงค์ของการทดสอบ  

เพืÉอใชเ้ป็นแนวทางในการเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี Wright- Giemsa stain   การนบัแยก

ชนิดเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และการรายงานเกร็ดเลือด 

2. คําย่อและคํานิยาม 

- 

3. หลกัการของวิธีการทดสอบ 

เป็นการยอ้มเซลลด์ว้ยสีสองชนิดนัÉนคือ Basic dye และ Acid dye   สีทีÉใชเ้ป็น Basic dye ไดแ้ก่ 

Methylene blue และหรือ Oxidative product ของ Methylene blue Azure ซึÉ งจะยอ้มติดส่วนทีÉเป็น Acid 

ภายในเซลลเ์ช่น  DNA ใน Nucleus , Granule ของ Basophil เป็นตน้ ส่วน Acid dye ไดแ้ก่ Eosin ซึÉ งจะ

ยอ้มติดส่วนทีÉเป็น Base ภายในเซลล ์ เช่น Hemoglobin  และ Granule ของ Eosinophil  

4. รายละเอยีดทีÉต้องตรวจสอบ 

4.1. ค่าความเป็นเส้นตรง   

- 

4.2. ค่าความแม่นยาํ   

- 

4.3. ค่าความถูกตอ้ง  

- 

4.4. ค่าความไม่แน่นอน  

- 

4.5. ระยะของการวดั  

- 

4.6. ค่าจริงของการวดั  

- 

4.7. ความไว 

4.8. ความจาํเพาะ 

- 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 5ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

5. ประเภทหรือชนิดของตัวอย่าง 

ใชเ้ลือดจากเส้นเลือด 1- 3  ml. ใส่ในหลอดแกว้ทีÉมีสารกนัเลือดแขง็ K3EDTA อยู ่ ผสมเลือดและ

สารกนัเลือดแขง็ให้เขา้กนัโดยการกลบัหลอดแกว้ขึÊน-ลงประมาณ 10 ครัÊ ง เพืÉอไม่ใหเ้ลือดแขง็ตวั 

6. ประเภทของภาชนะบรรจุและสารทีÉใช้เกบ็ตัวอย่าง 

K3EDTA Tube   ขนาด 0.5  ml. หรือ 2.5  ml. ขึÊนกบัปริมาณเลือดทีÉเจาะได ้  

7. เครืÉองมือและนํÊายาทีÉใช้ 

7.1. กลอ้งจุลทรรศน์ 

7.2. Capillary  tube 

7.3. Spreader 

7.4. Slide ฝ้า 

7.5. ถาดยอ้มสี 

7.6. สียอ้ม  Wright-Giemsa Stain 

7.7. Buffer solution (Ph 6.4-6.8) 

7.8. ทีÉเป่าผม 

7.9. Immersion   oil 

8. วธีิการสอบเทียบ (มีการทวนสอบการวดั) 

- 

9. ขัÊนตอนการดําเนินการ 

9.1. การเตรียมเสมียร์เลือดโดยวธีิ Slide method 

9.1.1. หยดเลือด (เลือดทีÉใส่สารกนัเลือดแขง็หรือเลือดทีÉเจาะจากปลายนิÊว) บน Slide 1 หยด 

เล็ก ๆ (ประมาณ 0.02 ml)  

9.1.2. วาง Slide ใหอ้ยูใ่นแนวขนานกบัโตะ๊ 

9.1.3. ใช ้ Spreader  แตะกบัหยดเลือดโดยทาํมุมกบั Slide ประมาณ  30  -  40  องศาเซลเซียส   

9.1.4. เมืÉอเลือดแผก่ระจายตามขอบ Spreader แลว้ ลาก Spreader ไปตามความยาวของแผน่ Slide  

ดว้ยความเร็วสมํÉาเสมอจนสุด Slide เลือดก็จะกระจายติด Slide  

9.1.5. ทาํเสมียร์เลือดให้แหง้สนิทโดยเร็วดว้ยการเป่าดว้ยพดัลม หรือทีÉเป่าผม เพืÉอให้นํÊาระเหยจาก

เซลส์เมด็เลือดทนัที  โดยทีÉเซลส์ไม่เปลีÉยนแปลงรูปร่าง 

 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 6ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

9.2. การย้อมสี 

9.2.1. นาํเสมียร์เลือดทีÉแห้งแลว้วางบนถาดยอ้มสี 

9.2.2. หยดสี Wright-Giemsa stain ใหท้่วมสเมียร์เลือด  ทิÊงไวป้ระมาณ  3  นาที ระยะนีÊ เป็นระยะ Fix 

9.2.3. หยด  Buffer solution ลงบน Slide ปริมาณเท่าสีใหพ้อดีเต็ม Slide เป่าเบาๆผสมใหเ้ขา้กบัสีทิÊง

ไวป้ระมาณ 5 นาที  ระยะนีÊ เป็นระยะยอ้มสี 

9.2.4. ลา้ง Slide ดว้ยนํÊาสะอาด  แลว้ทาํใหแ้หง้ก่อนทีÉจะนาํไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

9.2.5. ระยะเวลาในการ Fix และยอ้มสีนีÊ  สามารถปรับขึÊนลงไดโ้ดยให้การติดสีของเสมียร์ออกมา

คุณภาพดีทีÉสุดตามเกณฑ ์

9.3. การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว (WBC Differential cell count) 

9.3.1. ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ โดยเริÉมจากเลนส์วตัถุ (Objective lens) ทีÉมีกาํลงัขยายตํÉา (x10) 

เพืÉอหาดูบริเวณทีÉจะใชใ้นการตรวจ คือบริเวณทีÉเซลลเ์ม็ดเลือดแดงดี ไม่หนาหรือบางเกินไป  

โดยดูจากปลายสุดของเสมียร์ บริเวณทีÉเมด็เลือดแดงกระจายตวัห่างๆ  

9.3.2. เมืÉอไดบ้ริเวณทีÉตอ้งการ ใหใ้ชก้าํลงัขยาย x100 เพืÉอทาํการนบัแยกชนิดเม็ดเลือดขาว 100 เซลล ์ 

โดยนบัแยกชนิดของเมด็เลือดขาวดงันีÊ  

Cell type 

Neutrophils 

Lymphocytes 

Eosinophils 

Basophils 

Monocytes 

Atypical lymphocytes 

Promyelocytes 

Myelocytes 

Metamyelocytes 

Band form neutrophils 

Plasma cells 

Blast cells 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 7ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

Nucleated RBC (NRBC) 

Other 

การรายงานให้รายงานเป็นร้อยละเมืÉอนบัแยกชนิดเม็ดเลือดขาวครบ 100 เซลล ์

9.4. การรายงานเม็ดเลือดแดงจากเสมียร์เลือด (RBC Morphology) 

9.4.1. เลือกตรวจบริเวณทีÉใชท้าํ Differential WBC count หรือบริเวณทีÉเมด็เลือดแดงไม่เรียงซอ้นกนั 

ใหต้รวจความผดิปกติของเม็ดเลือดแดงอยา่งนอ้ย  5 0il power field (OPF) ) ประมาณจาํนวน

เมด็เลือดแดงทีÉมีความผดิปกตินัÊนๆ ในแต่ละ OPF วา่มีสัดส่วนเท่าใด กบัเมด็เลือดแดงปกติ   

และให ้Grade ตามตารางขา้วล่างนีÊ  
 

Grade Percent Abnormality 

4+ ประมาณ 100 

3+ ประมาณ 75 

2+ ประมาณ 50 

1+ ประมาณ 25 

Trace ประมาณ 10 

ไม่รายงาน < 5 
   

การรายงานให้รายงาน 

 การติดสี (Staining) ของเม็ดเลือดแดงไดแ้ก่  Normochromia,Hypochromia,Hyperchromia  

หรือ Polychromasia 

 ขนาด (Size) ของเม็ดเลือดแดง (Anisocytosis)ไดแ้ก่  Normocytosis,Microcyte หรือ

Macrocyte  

 รูปร่าง (Shape) ของเม็ดเลือดแดง (Poikilocytosis) เช่น Ovalocyte,Spherocyte,Tear drop 

cell,Sickle cell,Stomatocyte,Creanted cell,Acantocyte,Keratocyte หรือ  Schisticyte  

 Inclusion ในเมด็เลือดแดง เช่น Howell-jolly ,Protozoa เป็นตน้ 

9.5. การรายงาน Platelets (Platelet estimation) ใหร้ายงานดงันีÊ  

 Decrease  เมืÉอพบ < 5 ตวั / OPF 

 Adequate  เมืÉอพบ  5 - 25 ตวั / OPF 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 8ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 Increase  เมืÉอพบ > 25 ตวั / OPF 

10. วธีิการควบคุมคุณภาพ 

10.1. การควบคุมคุณภาพภายใน 

10.1.1. ตรวจสอบการติดสีของเสมียร์เลือดดงันีÊ  

 

ผลการย้อมสี 

Erythrocytes Nucleus Eosinophilc 

granules 

Neutrophilc 

granules 

Lymphocyte 

cytoplasm 

Spec. 

Values 

Pink Violet Red to deep 

red 

Light 

 violet 

Blue 

ตรวจสอบคุณภาพสียอ้ม  1 ครัÊ งต่ออาทิตย ์ และทุกครัÊ งทีÉเปลีÉยนนํÊ ายา Lot  ใหม่ และบนัทึกผลการ

ตรวจสอบลงใน  Internal quality control of routine stain for blood smear (FR-LAB-144) 

11. สิÉงรบกวน  

- 

12. หลกัการของวิธีการคํานวณผล รวมทัÊงความไม่แน่นอนของการวดั 

- 

13. ขอบเขตค่าอ้างองิในคน 

- 

14. ขอบเขตของค่าของผู้ป่วยทีÉรายงาน 

- 

15. การเตือนให้ระวงั 

-  

16. การแปลผล 

- 

17. ข้อควรระวังเพืÉอความปลอดภัย 

      ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกีÉยวกบัโรคติดเชืÊอ   
 

18. สิÉงทีÉอาจเป็นสาเหตุของความแปรปรวน 

- 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-HEM-003 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกเมด็เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และ

การรายงานเกร็ดเลือด 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ14 หนา้ทีÉ 9ใน 9 

 

 
 เอกสารนีÊ เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพูน  หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํÊ าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

19. เอกสารอ้างองิ ( Reference )   

SD-HEM-002    (Laboratory manual of hematology .Department of clinical 

microscopy,Faculty of associated medical sciences .Chiang mai university.Fifth edition ,1994) 

SD-HEM-003  คู่มือการประเมินคุณภาพการตรวจวเิคราห์สาขาโลหิตวิทยา. สํานกัมาตรฐาน

ห้องปฏิบติัการ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข. 

 




