
Work Instruction 

%FIfJ% Thin film blood smear 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 2ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 

 

วนัทีÉ แก้ไขครัÊงทีÉ บันทกึการแก้ไข 

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” 

  เปลีÉยนแปลงรหสัของวธีิปฏิบติัเรืÉองการตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย

จากเดิม WI-LAB-044  เป็น WI-MIC-004   

  แกไ้ขวิธีปฏิบติัใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนดของมาตรฐาน ISO 15189 

30 ต.ค. 2551 4 แกไ้ขวิธีปฏิบติัใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนดของมาตรฐาน ISO 15189 

1 ต.ค.2554 5 แกไ้ขรายชืÉอผูจ้ดัทาํจาก นางนิลุบล ชาลีพจน์ ตาํแหน่งเจา้พนกังาน

วทิยาศาสตร์การแพทยช์าํนาญงาน เป็นนางสาวเกสรา ภูมาศ 

ตาํแหน่งนกัเทคนิคการแพทย ์

1 ต.ค.2555 6 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค.2556 7 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

1 ก.ย.2557 8 แกไ้ขผูจ้ดัทาํเอกสารเป็น นางสาวพิสุทธินี  กนัธารักษแ์กไ้ขชืÉอกลุ่มงาน

เป็น กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์

2 ก.พ.2558 9 แกไ้ขวิธีปฏิบติัตามผลการตรวจประเมิน ISO15189:2012, 

ISO15190:2003 เมืÉอวนัทีÉ 24-25 ธนัวาคม 2557 

- แกไ้ขคาํผดิ 

18 ส.ค.2559 10 ทบทวนแลว้ ไม่มีการแกไ้ข 

25 พ.ย.2559 11 แกไ้ขหนา้ 3 ชืÉอเชืÊอเดิมเขียนตวัหนงัสือตรงเปลีÉยนเป็นตวัเอียง 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 3ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

วนัทีÉ แก้ไขครัÊงทีÉ บันทกึการแก้ไข 

25 พ.ย. 2560 12 ทบทวนแลว้ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค. 2561 13 ทบทวนแลว้ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ต. 2562 14 ทบทวนแลว้ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค. 2563 15 ทบทวนแลว้ไม่มีการแกไ้ข 

1 ก.พ.2564 16 แกไ้ขชืÉอผูท้บทวนเป็น น.ส.ศิริพร นนัตา 

แกไ้ขชืÉอผูอ้นุมติัเป็น นายครรชิต กิติมา 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 4ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 
 

1. วตัถุประสงค์ของการทดสอบ  

เพืÉอใชเ้ป็นแนวทางในการตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรียโดยวิธี Thin film blood smear 
 

2. คําย่อ 

        OPF    ยอ่มาจาก Oil power field 

 

3. หลกัการของวิธีการทดสอบ 

ความเขม้ขน้ของเชืÊอมาลาเรียในกระแสโลหิตค่อนขา้งกระจายไปทัÉวกระแสโลหิตในร่างกาย

ไม่วา่จะเป็น Peripheral blood หรือ Internal blood  วิธีทีÉนิยมใชใ้นการตรวจหาเชืÊอมาลาเรียก็คือเจาะ

จาก Peripheral blood  นาํมาเสมียร์เป็นแผน่บางๆบนสไลด์เรียกว่า Thin film blood smear แลว้จึง

นาํไปยอ้มสี 

การยอ้มเซลล์ดว้ยสีสองชนิดนัÉนคือ Basic dye และ Acid dye   สีทีÉใชเ้ป็น Basic dye ไดแ้ก่ 

Methylene blue และหรือ Oxidative product ของ Methylene blue Azure ซึÉ งจะยอ้มติดส่วนทีÉเป็น 

Acid ภายในเซลล์เช่น  DNA ใน Nucleus, Granule ของ Basophil เป็นตน้ ส่วน Acid dye ไดแ้ก่ 

Eosin ซึÉ งจะยอ้มติดส่วนทีÉเป็น Base ภายในเซลล ์ เช่น Hemoglobin  และ Granule ของ Eosinophil  

Cytoplasm ควรติดสีนํÊ าเงินเข้มหรือม่วงแดง  ขึÊ นกับชนิดของเชืÊ อมาลาเรีย Nucleus 

chromatin ควรจะติดสีม่วงแดง  ในขณะทีÉ Stippling  ควรติดสีส้มแดง,ชมพู ในขอบเขตของเม็ดเลือด

แดง  ถา้ตรวจพบ Stippling ของเชืÊอมาลาเรียชนิด P. falciparum  และในระยะ Young tropozoiyes 

ของ P. vivax และ P. ovale  เป็นเครืÉองบอกชีÊวา่การยอ้มสีนัÊนมีขบวนการขัÊนตอนในการยอ้มสีทีÉดี 
 

4. รายละเอยีดทีÉต้องตรวจสอบ 

4.1. ค่าความเป็นเส้นตรง   

ไม่มี 

4.2. ค่าความแม่นยาํ   

ไม่มี 

4.3. ค่าความถูกตอ้ง  

ไม่มี 

4.4. ค่าความไม่แน่นอน  



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 5ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

ไม่มี 

4.5. ระยะของการวดั  

ไม่มี 

4.6. ค่าจริงของการวดั  

ไม่มี 

4.7. ความไว 

ไม่มี 

4.8. ความจาํเพาะ 

ไม่มี 
 

5. ประเภทหรือชนิดของตัวอย่าง 

ใชเ้ลือดจากเส้นเลือด 1- 3  ml. ใส่ในหลอดทีÉมีสารกนัเลือดแข็ง 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) 

ไม่มี 
 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 6ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

9. ขัÊนตอนการดําเนินการ 

9.1. ตรวจรับตวัอยา่งเลือดจากศูนยรั์บตวัอยา่ง 

9.2. ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของตวัอยา่งเลือดทีÉไดรั้บอีกครัÊ ง   ใหป้ฏิเสธสิÉงส่งตรวจถา้พบวา่ 

9.2.1. ปริมาณเลือดประมาณ  < 0.5 ML.    

9.2.2. ตวัอยา่งเลือดมีกอ้น Clotted  

9.2.3. บรรจุในหลอดทีÉใส่สารกนัเลือดแขง็ชนิดอืÉนๆ ทีÉไม่ใช่ EDTA Tube 

โดยการโทรประสานหน่วยงานทีÉส่งตรวจทนัที  บนัทึกผูป้ระสานงานและเวลาทีÉสานงาน  และ

ใหด้าํเนินการเจาะตวัอยา่งเลือดส่งมาใหม่   

9.3. การเตรียมเสมียร์เลือด ใหป้ฏิบติัตามวธีิปฏิบตัิเรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การ

นบัแยกชนิดเม็ดเลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และการรายงานเกร็ดเลือด (WI-HEM-003) 

9.4. การยอ้มสี  ให้ปฏิบติัตามวธีิปฏิบติัเรืÉอง การเตรียมเสมียร์เลือด การยอ้มสี การนบัแยกชนิดเม็ด

เลือดขาว การรายงานเมด็เลือดแดง และการรายงานเกร็ดเลือด (WI-HEM-003) 

9.5. การตรวจมาลาเรีย 

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

เพืÉอหาดูบริเวณทีÉจะใชใ้นการตรวจ คือบริเวณทีÉเซลลเ์มด็เลือดแดงดี ไม่หนาหรือบาง

เกินไป  โดยดูจากปลายสุดของเสมียร์ บริเวณทีÉเมด็เลือดแดงกระจายตวัห่างๆ  

9.5.2. เมืÉอไดบ้ริเวณทีÉตอ้งการ ใหใ้ชก้าํลงัขยาย x100 เพืÉอตรวจหาเชืÊอมาลาเรีย 

9.6. การรายงานให้รายงานดงันีÊ  

 รายงานชนิด โดยระบุชืÉอตระกูลและสายพนัธ์ทีÉพบ 

 รายงานระยะทีÉพบ 

 รายงานจาํนวน  % 

 

รายงานชนิด รายงานระยะ รายงานจํานวน % 

Plasmodium vivax 

Plasmodium  falciparum 

Plasmodium malariae 

Plasmodium ovalae 

 

Ring form 

Growing tropozoites 

Schizont 

Gametocyte 

 

การรายงานจาํนวนเชืÊอมาลาเรีย

ให้เทียบจํานวนเชืÊ อกับจํานวน

เม็ดเลือดแดง  โดยพืÊนทีÉทีÉตรวจ

นับต้องมีการกระจายของเม็ด

เ ลื อ ด แ ด ง อ ย่ า ง ส มํÉ า เ ส ม อ



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 7ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

 ประมาณ 150-200 เซลลต์่อพืÊนทีÉ  

แ ล้ ว นับ จํา น ว น เ ชืÊ อ ร ว ม กัน

ทัÊ งห มดภาย ใต้เม็ด เ ลื อดแดง  

1,000 เซลล์  จากนัÊ นจึงหา

ค่าเฉลีÉยจํานวนเชืÊอมาลาเรียต่อ

เมด็เลือดแดง 100 เซลล์  ดว้ยการ

นาํ 10 ไปหารจาํนวนทีÉนับได ้ 

แต่กรณีทีÉมีจาํนวนเชืÊอมาลาเรีย

น้อยๆ  อาจต้องหาเชืÊอมาลาเรีย

ภ าย ใ ต้ เ ม็ด เ ลื อด แ ดง จํา นว น

มากกวา่ 1,000 เซลล ์

   

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 งทีÉเปลีÉยนนํÊายา Lot  ใหม่ และบนัทึกผลการ

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

11. สิÉงรบกวน  

-ไม่ควรมีตะกอนสีอยูใ่นแผ่นฟิลม์   

-ในกรณีทีÉไม่มี Malarial pigment  ซึÉ งพบในขณะทีÉเชืÊอมาลาเรียยงัอ่อนๆและหรือในกรณีทีÉมีเชืÊอนอ้ย 

พบไดย้าก  ดงันัÊน Blood smear จึงตอ้งการวธีิหรือขบวนการยอ้มสีทีÉมาตรฐาน  เพืÉอช่วยเหลือในการ

วนิิจฉยั 
 



 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพูน WI-MIC-004 

วธีิปฏิบติั(Work Instruction) 

เรืÉอง การตรวจเลือดหาเชืÊอมาลาเรีย โดยวธีิ Thin film blood smear 

ทบทวน / แกไ้ขครัÊ งทีÉ 16 หนา้ทีÉ 8ใน 8 

 

เอกสารนีÊเป็นสมบัตขิองโรงพยาบาลลาํพูน  ห้ามนําออกไปใช้ภายนอก หรือทําซํÊาโดยไม่ได้รับอนุญาต 

 

12. หลกัการของวิธีการคํานวณผล รวมทัÊงความไม่แน่นอนของการวดั 

  การคาํนวณ Infection rate (IR) ใหเ้ทียบจาํนวนเชืÊอกบัจาํนวนเม็ดเลือดแดง โดยพืÊนทีÉทีÉ

ตรวจนบัตอ้งมีการกระจายของเมด็เลือดแดงอยา่งสมํÉาเสมอประมาณ 150- 200 เซลลต์่อพืÊนทีÉ แลว้นบั

จาํนวนเชืÊอรวมกนัทัÊงหมดภายใตเ้มด็เลือดแดง 1,000 เซลล ์ จากนัÊนจึงหาค่าเฉลีÉยจาํนวนเชืÊอมาลาเรีย

ต่อเม็ดเลือดแดง 100 เซลล ์ แต่กรณีทีÉมีจาํนวนเชืÊอมาลาเรียนอ้ยๆ  อาจตอ้งหาเชืÊอมาลาเรียภายใตเ้มด็

เลือดแดงมากกวา่ 1,000 เซลล ์หน่วยเป็นเปอร์เซ็นต ์
 

13. ขอบเขตค่าอ้างองิในคน 

-Malaria  = non seen 
 

14. ขอบเขตของค่าของผู้ป่วยทีÉรายงาน 

- 
 

15. การเตือนให้ระวงั 

-  
 

16. การแปลผล 

- 

 

17. ข้อควรระวังเพืÉอความปลอดภัย 

      ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกีÉยวกบัโรคติดเชืÊอ   
 

18. สิÉงทีÉอาจเป็นสาเหตุของความแปรปรวน 

- 
 

19. เอกสารอ้างองิ ( Reference )   

SD-MIC-003    วธีิการตรวจทางห้องปฏิบติัการปรสิตวทิยาทางการแพทย ์ ภาควชิาปรสิตวทิยา  

คณะแพทยศ์าสตร์  มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

SD-MIC-006  คู่มือการประเมินคุณภาพการตรวจวเิคราะห์ สาขาจุลทรรศน์ศาสตร์คลินิก  สาํนกั

มาตรฐานห้องปฏิบตัิการ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข. 

 




