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เปปไทด์ progranulin ของพยาธิใบไม้ตบั Opisthorchis   
viverrini กระตุ้นการเพิม่จ�ำนวนเซลล์และการผลติไซโตไคน์
ส่งเสริมการอกัเสบของเซลล์ ท่อน�ำ้ดี
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3ภาควิชาจุลชีววิทยา ภูมิคุ้มกันวิทยา และเวชศาสตร์เขตร้อน โรงเรียนแพทย์และวิทยาศาสตร์สุขภาพ มหา
วิทยาลัยจอร์จ วอชิงตัน กรุงวอชิงตัน ดีซี ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4ศูนย์โมเลกุลบ�ำบัด สถาบันสุขภาพและเวชศาสตร์เขตร้อนออสเตรเลีย มหาวิทยาลัยเจมส์ คุก เมืองแคนส์ รัฐ
ควีนส์แลนด์ ประเทศออสเตรเลีย
5คณะสัตวแพทย์และเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเมลเบิร์น รัฐวิคทอเรีย ประเทศออสเตรเลีย
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บทคดัย่อ
หลักการและวัตถุประสงค์: โปรกรานูลินเป็นไกลโคโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นโกรทแฟคเตอร์ที่มีบทบาทส�ำคัญในการกระตุ้นการหาย
ของแผล การอักเสบ การสร้างหลอดเลือดใหม่ และการเกิดเนื้องอกร้าย งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อจ�ำแนก วิเคราะห์โครงสร้าง และ
ศึกษาบทบาทของโปรกรานูลินของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ในการก่อพยาธิสภาพในเซลล์ท่อน�้ำดี
วิธีการศึกษา: ท�ำการจ�ำแนกและวิเคราะห์โครงสร้างส่วนประกอบล�ำดับดีเอ็นเอและโปรตีนของโปรกรานูลิน ของพยาธิใบไม้ตับ                      
O. viverrini (Ov-PGRN)โดยเทคนิคทางชีวสารสนเทศ วัดระดับการแสดงออกของยีน Ov-PGRN ด้วยวิธี quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และการแสดงออกของโปรตีน Ov-PGRN ด้วยวิธี western blot และ 
immunolocalization ท�ำการทดสอบคุณลักษณะและบทบาทของ Ov-PGRN โดยใช้เปปไทด์จ�ำเพาะของโปรตีน Ov-PGRN   ในการ 
กระตุ้นเซลล์ท่อน�้ำดีของคนในหลอดทดลองเพื่อดูการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์และการแสดงออกของไซโตไคน์ส่งเสริมการอักเสบชนิด                 
อินเตอร์ลิวคิน 6 และอินเตอร์ลิวคิน 8
ผลการศึกษา: สายดีเอ็นเอของยีน Ov-PGRN ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ�ำนวน 36,463 คู่เบส ประกอบด้วย 13 เอ็กซอน และ 12  
อินทรอน และโปรโมเตอร์ เอ็มอาร์เอ็นเอของโปรกรานูลินประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ�ำนวน 2,768 คู่เบส แปลรหัสไปสู่ล�ำดับกรด                 
อะมิโนเท่ากับ 846 กรดอะมิโน และมีน�้ำหนักโมเลกุลประมาณ 91.61 กิโลดาลตัน โครงสร้างของยีน Ov-PGRN ประกอบด้วย                      
กรานูลินหน่วยย่อยจ�ำนวน 7.5 หน่วย การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล�ำดับดีเอ็นเอของยีนกลุ่มโปรกรานูลินพบว่ายีน Ov-PGRN มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มพยาธิใบไม้ตับในตระกูลเดียวกัน ยีน Ov-PGRN มีการแสดงออกในระยะต่างๆของพยาธิใบไม้ตับโดยมีการ
แสดงออกสูงสุดในระยะติดต่อเมตาเซอร์คาเรีย แสดงว่า Ov-PGRN เป็นโมเลกุลส�ำคัญที่ใช้ในการเจริญเติบโตและพัฒนาการในวงจร
ชีวิตของระยะตัวอ่อน และสามารถตรวจพบโปรตีน Ov-PGRN   ในสารคัดหลั่งจากตัวเต็มวัยของพยาธิ มีการแสดงออกของโปรตีน 
Ov-PGRN   ที่เซลล์ผนังล�ำตัวของพยาธิ เมื่อใช้เปปไทด์จ�ำเพาะของโปรตีน Ov-PGRN  บ่มกับเซลล์ท่อน�้ำดีปกติพบว่าสามารถกระตุ้น
เซลล์ท่อน�ำ้ดีให้มกีารแบ่งตวัเพิม่จ�ำนวนมากผดิปกต ิและเซลล์ท่อน�ำ้ดทีีบ่่มกบัเปปไทด์จ�ำเพาะของโปรตนี Ov-PGRN  จะมกีารแสดงออก
ของไซโตไคน์ส่งเสริมการอักเสบชนิดอินเตอร์ลิวคิน 6 และอินเตอร์ลิวคิน 8 สูงขึ้นเมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้บ่ม 
สรุป: Ov-PGRN เป็นโมเลกุลที่แสดงออกในระยะต่างๆในวงจรชีวิตของพยาธิใบไม้ตับ O.viverrini และมีบทบาทส�ำคัญในการกระตุ้น
ให้เซลล์ท่อน�้ำดีของคนมีการแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนมากผิดปกติซึ่งเป็นกลไกการก่อโรคมะเร็งท่อน�้ำดีจากพยาธิใบไม้ตับ

ค�ำส�ำคัญ: ออร์พิสทอร์คิส วิเวอร์รินิ, พยาธิใบไม้ตับ, โปรกรานูลิน, เซลล์ท่อน�้ำดี, ไซโตไคน์

Abstract
Background and Objective: Progranulin (PGRN) is a secreted glycoprotein growth factor with roles in wound 
healing, inflammation, angiogenesis and malignancy. An orthologue of the gene encoding human PGRN was                   
identified in the carcinogenic liver fluke, Opisthorchis viverrini. 
Methods: Sequence structure, general characteristics and possible function of Opisthorchis viverrini PGRN                       
(Ov-PGRN) were analyzed using bioinformatics. Expression profiles were investigated with quantitative   reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), western blot and immunolocalization. A specific peptide of  
Ov-PGRN was used to investigate a role for this molecule in pathogenesis.
Results: The structure of the gene coding for Ov-PGRN was 36,463 base pairs in length, and comprised of 13 exons, 
12 introns, and a promoter sequence. The Ov-PGRN mRNA is 2,768 base pairs in length and encodes 846 amino 
acids with a predicted molecular mass of 91.61 kDa. Ov-PGRN exhibited one half and seven complete granulin 
domains.  Phylogenetic analysis revealed that Ov-PGRN formed its closest  relationship with PGRN of liver flukes 
in the Opisthorchiidae. Transcripts of Ov-PGRN were detected in several developmental stages, with highest                    
expression in the metacercaria, indicating that Ov-PGRN may participate as a growth factor in the early                                 
development of O. viverrini. Western blot analysis revealed the presence of detected Ov-PGRN in both soluble 
somatic or excretory/secretory products, and  immunolocalization indicated high levels of expression in the teg-
ument and parenchyma of the adult liver fluke. Co-culture of a human cholangiocyte cell line and a peptide 
fragment of Ov-PGRN stimulated proliferation of cholangiocytes and upregulation of expression of the cytokines 
interleukins 6 (IL6) and interleukins 8 (IL8).
Conclusion: Ov-PGRN is expressed throughout the life cycle of liver fluke, and likely plays a key role in                             
development and growth of human cholangiocytes. 

Keywords: Opisthorchis viverrini, liver fluke, progranulin, cholangiocyte, cytokines
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Introduction
	 Infection with the food-borne liver fluke, 
Opisthorchis viverrini has been classified as a 
group 1 biological carc inogen by the                                     
International Agency for Research on Cancer1,2. 
In regions where liver fluke infection is                               
endemic, opisthorchiasis is the principal risk 
factor for cholangiocarcinoma (CCA)3.  Focusing 
on the contribution of the excretory and                          
secretory products (ES) of O. viverrini to                           
carcinogenesis, we targeted the O. viverrini 
granulin-like growth factor, Ov-GRN-1, a                         
prominent component of the ES complement 
that induces phenotypic hallmarks of cancer. 
Ov-GRN-1 and other ES components including 
extracellular vesicles enter cholangiocytes, the 
epithelial cells that line the biliary tract, and 
drive cellular s ignal ing that promotes                                  
carcinogenesis, including cellular proliferation 
and migration, angiogenesis and wound healing 
4-6. We have confirmed the role of Ov-GRN-1 in 
driving proliferation of bile duct epithelial cells 
(cholangiocytes) by genetic manipulation of its 
express ion in the l iver fluke both by                                         
ribonucleic acid interference (RNAi) and                         
clustered regular ly interspaced short                                   
palindromic repeats (CRISPR) gene knockout.  
Moreover, we have shown that infection of 
hamsters with the gene-edited, infectious stage 
of the liver fluke was feasible and that                            
proliferation of biliary epithelia is markedly 
suppressed during infection with the ΔOv-GRN-1 
(Ov-GRN-1 knockout) flukes4,6-9. 
	 The genome of O. viverrini encodes three 
granulin-like genes including progranulin                      
(Ov-PGRN) and two opisthorchiid-specific                      
granulins (Ov-GRN-1 and Ov-GRN-2) that were 
identified in in silico generated ES products of 
O. viverrini 10. Mammalian progranulin has been 
studied in depth; it is a secreted glycoprotein 
comprised of multiple granulin domains. Each 
granulin domain shows 12 conserved cysteine 
granulin/epithelin modules11,12. Cleavage of the 

signal peptide releases the mature granulin, 
which can be further cleaved into a slew of 
active, 6 kDa peptides13. The granulin/epithelin 
module (GEM) itself (contained within each unit) 
and intact PGRN protein can both regulate                
cellular proliferation14,15.  The majority of the 
granulin family members across the web of life 
are in a multi-domain form mostly commonly 
as multiple granulin domains, similar to PGRN. 
	 Opisthorchis and related species are                       
unusual with single domain granulin genes, the 
most studied form being Ov-GRN-1 which has 
been shown to promote cell proliferation and 
wound healing8,16-18. Human PGRN plays a                      
notable role in stimulating cellular proliferation 
and inflammation, which in turn promotes                  
tumor metastasis13,19. Human PGRN is essential 
for a range of organs, and mutations lead to 
dementia-like disease in the brain20. 
	 Notwithstanding that Ov-GRN-1 has been 
studied extensively, Ov-PGRN from any of the 
liver flukes has yet to be investigated. Here, we 
describe the characteristics of the Ov-PGRN 
protein and investigate the properties of a                      
synthetic peptide of Ov-PGRN-1 that lacks                       
identity to the orthologous human protein and 
induced proliferation of the H69 cholangiocyte 
cell line, a model for normal biliary tract                      
epithelium, and induced expression of                           
cholangiocyte proinflammatory cytokines. 

Methods
Ethics statement
	 Hamsters were reared at the animal facility, 
faculty of Medicine, Khon Kaen university.  Study 
design protocols and standard operating                   
procedures were approved by the Animal                   
Ethics Committee of Khon Kaen  university              
acco rd i n g  to  the  E th i c s  o f  An ima l                                                   
Experimentation of the National Research               
Council of Thailand, approval number                                
IACUC-KKU-92/63.
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Developmental stages of O. viverrini
	 O. viverrini metacercariae were isolated from 
infected cyprinid fishes from natural sources by 
pepsin digestion as described21. Newly                                 
excysted-juvenile flukes (NEJ) were prepared 
from the encysted metacercariae by incubation 
in 0.25% trypsin in 1X Phosphate-buffered saline 
(PBS) supplemented with 2X 200U/ml penicillin, 
200 µg/ml streptomycin (Gibco, Thermo Fisher                
Scientific, Waltham, MA) for five min at 37ºC in 
5% CO

2
 in air, after which NEJs were separated 

from the discarded cyst walls using mechanical 
passage through a 24G gauge needle. Flukes 
were recovered from the biliary tract of Syrian 
golden hamsters (Mesocricetus auratus) at 2 
weeks and 6 weeks after infection with 50-100 
metacercariae per hamster by intragastric                     
intubation, to recover juvenile and adult stages 
of the helminth,  respectively22.  

Somatic  adult  worm extract  (SAE) and                                                
excretory-secretory (ES) antigen preparation     
	 A soluble lysate of adult worms or                    
somatic adult worm extract (SAE) was prepared 
from fresh or frozen and homogenized adult 
worms as described 8. Briefly, adult worms (~20 
worms) recovered from infected hamsters                     
(described above) were washed in cold normal 
saline solution (NSS) containing 100 µg/ml                       
penicillin-streptomycin. The worms were frozen 
in liquid nitrogen and homogenized with                       
glasses tissue grinder in phosphate-buffered 
saline (PBS) containing 1X proteases inhibitor. 
Lysate was lysed with ultrasonic homogenizer 
with amplitude 20% at 20 pulses/min for 10 min 
and centrifuged 10,000Xg for 30 min at 4˚C. 
Supernatant was collected and concentration 
of protein determined by spectrophotometry 
at 280 nm. SAE was aliquoted and kept at -80°C 
until used.
	 For preparation of the ES products of adult 
O.viverrini, the live adult worms (~200 worms) 
collected from experimental hamsters described 
above were washed in sterile NSS containing 

antibiotics (100 µg/ml penicillin-streptomycin) 
and transferred into Roswell Park Memorial  
Institute (RPMI) 1640 culture medium (Gibco, 
Grand Island, NY) supplemented with 1%                    
glucose, antibiotics and proteinases inhibitors 
and maintained in culture medium (200 µl/fluke) 
at 37°C, under 5% CO

2
 in air. After incubation 

for 24 hr, the medium containing ES products 
was removed, clarified by centrifugation at 
3,000Xg at 4˚C for 10 min, the supernatant was 
concentrated using Amicon 8,050 ultrafiltration 
cell (Amicon, Miami, FL) equipped with a YM10 
membrane (cutoff, 10,000 daltons), dialyzed 
against PBS pH 7.4, and sterilized by 0.22 µm 
filtration. The protein concentration was                          
measured as above after which aliquots were 
stored at -80°C23.

Phylogenetic analysis
	 Progranulin protein sequences were                          
retrieved from GenBank. Sequence homologies 
were analyzed using the basic local alignment 
search tool (BLAST) search program24. Signal 
peptide and cleavage site was predicted with 
SignalP - 5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/
service.php?SignalP-5.0). Promoter sequence 
and transcription site was predicted at https://
www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html.                    
Asparagines predicted to be N-glycosylation sites 
were analyzed at https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0. The protein 
sequences of PGRN from diverse taxa were                  
retrieved and compared to PGRN of O. viverrini 
by ClustalW multiple sequences alignment 
analysis using BioEdit version 7.2.6 25,26. The 
phylogenetic tree of PGRN protein sequences 
was analyzed and constructed with Maximum 
likelihood method with Jones-Taylor-Thornton 
(JTT) model with 1,000 bootstrap replication by 
using software MEGA version 11.027. Progranulin 
protein sequences in phylogenetic tree                             
including THD19177.1 Fasciola hepatica, 
TPP59761.1  Fasciola gigantica, KAA0196540.1  
Fasciolopsis buski, VDP74698.1 Echinostoma 
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caproni, CDS24124.1 Echinococcus granulosus, 
CDI98749.1  Echinococcus multilocularis, 
VUZ39807.1  Hymenolep is  d iminuta , 
CAH8605806.1 Schistosoma intercalatum, 
CAH8636088.1 Schistosoma haematobium, 
C A H 8 6 2 1 6 6 1 . 1  S c h i s t o s o m a  b o v i s , 
XP_018648777.1 Schistosoma mansoni , 
CAX73857 .1  Sch is tosoma japon icum , 
CAH8659303.1 Dicrocoelium dendriticum, 
KAA3673437.1 Paragonimus westermani, 
KAF6780227.1  Paragonimus kel l icott i , 
KAF5405781.1  Paragonimus heterotremus, 
TGZ71538.1 Opisthorchis felineus, KAG5441482.1  
Clonorch i s  s inens i s ,  XP_009174632 .1                                        
Opisthorchis viverrini, KRX87044.1 Trichinella 
pseudospiralis, XP_003371171.1 Trichinella                       
spiralis, XP_024506721.1 Strongyloides ratti, 
KHN88158.1 Toxocara canis, NP_492981.1 
Caenorhabditis elegans, XP_035590678.1                      
Oncorhynchus  ke ta  ( chum sa lmon) , 
XP_028930903.1 Ornithorhynchus anatinus 
(platypus) , AAI05335.1 Bos Taurus and 
NP_002078.1 Homo sapiens.

A liver fluke specific peptide fragment of PGRN
	 The peptide LQSKKDISDAHRMQC (amino 
acids position 627 – 641) designated “Ov-PGRN-
L627C641” was selected because it appeared 
to be liver fluke PGRN-specific (does not share 
identity to human PGRN) and was predicted to 
be highly immunogenic in rabbits, and therefore 
suitable for raising a specific polyclonal                          
antiserum. The peptide was synthesized and 
was used to generate the polyclonal anti-                    
O. viverr in i  progranul in ant ibodies by                                      
immunizing New Zealand rabbits  (Genscript, 
Piscataway, NJ).The peptides used in cell culture 
were evaluated for  the presence of                                          
lipopolysaccharide (LPS) using a chromogenic 
LAL endotoxin assay kit (GenScript, Piscataway, 
NJ, USA) according to the manufacturer’s                                    
instructions. A standard curve was generated 
using LPS  concentrations ranging from 0.1-0.01 
endotoxin units (EU) per ml (0.01-0.001 ng/ml) 

for sample measurement. The absorbance of 
the reaction was measured at 545 nm using a 
microplate reader (VarioskanTM LUX microplate 
reader, Thermo Scientific, Waltham, MA USA).

RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR
	 Total RNA of flukes was extracted with 
TRIZOL reagents (ThermoFisher Scientific,                  
Burlington, MA) following the manufacturer’s 
instructions, and contaminating genomic DNA 
was removed by treatment with DNase I                      
(ThermoFisher Scientific, Rockfort, IL). The RNA 
concentration was measured by Nanodrop 2000 
(ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE).                  
Complementary DNA (cDNA) was converted 
from 500 ng of flukes total RNA by using a                   
RevertAid first strand cDNA synthesis kit (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA) for qPCR                     
templates. qPCR was performed with biological 
duplicate samples using a SYBR Green kit                        
(Takara Bio USA, Inc., Mountain View, CA) in a 
thermal cycler (Light Cycler 480 II, Roche                          
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Each 
qPCR reaction consists of 1 µL of cDNA, 10 µL 
SYBR Green Master Mix, 10 mM forward and 
reverse primers for specific Ov-PGRN gene                    
(forward primer, Ov-PGRN-out-f: 5’-TGTCGGTTC-
GGGATCCATTG and reverse primer, Ov-PGRN-rev: 
5’-ACTTACATTAACGAAAGGACAGC), and distilled 
water to a final volume of 20 µL. The thermal 
cycle was started with a single initiation cycle 
at 95°C for 10 min. The cycle was followed by 
40 cycles quantification mode of PCR, each PCR 
cycle consists of denaturation at 95°C for 15 
sec, annealing at 53°C, single acquisition mode 
for 30 sec, and extension at 72°C for 30 sec. 
After the final PCR step, the specificity of the 
real-time PCR reaction was confirmed using 
melting curve analysis. The evaluation of PGRN 
expression was performed by relative gene 
expression analysis using housekeeping genes. 
The endogenous act in gene (GenBank 
EL620339.1) was used as a reference control28. 
The control group was prepared the same qPCR 
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reaction as described above except for the            
difference in a pair of primers for liver fluke 
actin gene instead (forward primer, Ov-actin-F1: 
5’-AGCCAACCGAGAGAAGATGA, and reverse      
primer Ov-actin-R1: 5’-ACCTGACCATCAGG-
CAGTTC). The relative Ov-PGM mRNA expression 
from different developmental stages of O. 
viverrini, the fold change (R) was calculated by, 
2-ΔCt where ΔCt = Ct value of Ov-PGM – Ct of 
value Ov-actin29.

Western blot analysis
	 To detect PGRN in somatic adult worm ex-
tract and ES product of O. viverrini, 2 µg of SAE 
and 5 µg ES products were separated in 15 % 
SDS-PAGE and probed with anti-Ov-PGRN-
L627C641 peptide. In brief, electrophoresed 
proteins were transblotted onto nitrocellulose 
membrane, after which the membrane was cut 
into strips and blocked for non-specific binding 
with 5 % skim milk in PBST for 1 hr. The                      
membranes were first incubated overnight with 
purified polyclonal anti-O.viverrini progranulin 
antibodies generated by immunizing a New 
Zealand rabbit with the peptide Ov-PGRN-
L627C641 (see above) at dilution 1:300 then 
incubated for 120 min in goat anti-rabbit IgG 
conjugated with horseradish peroxidase                         
(MerkMillipore, Tumecula, CA) diluted 1:2,000 in 
PBST. After additional washes with PBST, the 
membrane was exposed to enhanced                                
chemiluminescence reagent (MerckMillipore, 
Billerica, MA) and reactive signals visualized 
using autoradiography using Kodak BioMax film 
(Millipore Sigma, Burlington, MA)

Immunohistochemistry
	 Paraffin-embedded sections of adult                
O. viverrini were de-paraffinized using xylene.    
Sections were rehydrated in an ethanol series, 
serial solution, with two incubations for each 
stage; 100%, 90%, 80% and 70% ethanol, 5 min 
each. Sections were immersed in citrate buffer 
(pH 6) and autoclaved for 10 min for antigen 

unmasking, followed by blocking with 3% H
2
O

2
 

in methanol. Thereafter they were incubated 
overnight at 4°C in rabbit anti-Ov-PGRN-L627C641 
peptide sera diluted 1:10, or pre-immunized 
rabbit IgG in PBS. Sections were probed with 
anti-rabbit IgG Fc monoclonal secondary                        
antibody (HRP conjugate) (GenScript, Cat. No. 
A01856, Piscataway, NJ) diluted 1:1,000 in PBS.  
Peroxidase reaction products were visualized 
with 3, 3′-diaminobenzidine (DAB) (Sigma-Aldrich, 
St Louis, MO). Counterstaining was performed 
with Mayer’s hematoxylin for 5 min. A positive 
signal was indicated by a reddish-brown color 
under light microscopy.

Cellular proliferation 
	 The human cholangiocyte cell line, H69 was 
maintained as described30. H69 cells were                  
cultured in the presence of the Ov-PGRN-L627C-
641specific peptide. Briefly, 1.5x103 H69 cells 
were seeded into wells of a 24 well cell culture 
plate (SPL Life Sciences, Korea) and cultured 
with complete medium for 24 hr. Complete 
medium is defined as Dulbecco’s modified                
E a g l e ’ s  m e d i u m  ( D M E M ) / H a m - F 1 2                                                   
supplemented with 100 u/ml penicillin-                     
streptomycin, 25 µg/ml adenine, 5 µg/ml insulin, 
1 µg/ml epinephrine, 13.6 ng/ml T3-T, 10 ng/ml 
epidermal growth factor and 0.62 µg/ml                         
hydrocortisone, sterile-filtered through a 0.22 
µm membrane, and then 10% fetal bovine      
serum was added31. Cells were then fasted for 
4–6 hr in low growth factor media (DMEM/
Ham-F12 supplemented with 100 U/ml                           
penicillin-streptomycin with one-twentieth of 
the growth factor contents of complete media). 
The cells were cultured with 0.8 and 1.6 µM 
PGRN peptide, or 0.2 µM recombinant                               
Ov-GRN-1 8,9, or vehicle control PBS in low growth 
factor media for 24 and 48 hours. The viable 
cell number was determined using an                               
tetrazolium salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-                                        
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay with 
absorbance 570 nm as per manufacturer’s                  
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instructions (Invitrogen, Oregon, USA). The three 
replicate experiments were assayed for each 
condition. Cell number was determined at 570 
nm using a plate reader (Asys UVM340,                            
Biochrom, Cambridge, UK). The concentrations 
were established using a standard curve before 
transforming into relative proliferation                             
compared to control groups. Cell proliferation 
assays were carried out in triplicate. The data 
were presented as the mean ± SE of three                  
independent replicates using GraphPad Prism 
software. One-way ANOVA with a post-hoc tukey 
test was used for statistical significance                             
comparison. p≤0.05.was considered to be                    
statistically significant.

IL-6 and IL-8 
	 IL-6 and IL-8 gene expression levels from 
the H69 cholangiocyte cell line co-cultured with 
Ov-PGRN specific peptide was measured by 
qRT-PCR. Briefly, H69 cells were treated with 
Ov-PGRN specific peptide as described above 
and subsequently total RNA of harvested cells 
incubated with 0.8, 1.6 µM of Ov-PGRN specific 
peptide was extracted using TriZol®Reagent 
following company instructions (ThermoFisher 
Scientific, Burlington, MA). 500 ng of total RNA 
was converted to cDNA by using a RevertAid 
first strand cDNA synthesis kit (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA) for qPCR templates. 
cDNA was  ampl ified us ing  PCR w i th                                         
gene-specific primers designed to amplify a 
portion of the coding sequences. qPCR was 
performed with biological duplicate samples 
using a SYBR Green kit (Maxima SyBr green qPCR 
master mix, ThermoFisher Scientfic, Vilnius, EU) 
in a thermal cycler (Light Cycler 480 II, Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Detail 
of primer sequences for IL-6 (forward; 5’-AC-
CCCTGACCCAACCACAAAT-3’, reverse; 5’-CCTTA-
AAGCTGCGCAGAATGAGA-3’), IL-8 (forward; 
5’-GTGCAGTTTTGCCAAGGAGT-3’, reverse; 
5’-CTCTGCACCCAGTTTTCCTT-3’)31.  The gene 
expressions were normalized with internal                  

control using Beta-actin (forward; 5’-TCCCTG-
GAGAAGAGCTACGA, reverse; 5’AGCACTGTGTTG-
GCGTACAG)28.PCR reactions consisted of 12.5 
µl of SYBR Green Master Mix (ThermoFisher 
Scientific, Vilnius, EU), 0.5 µl (10 mM) each of 
forward and reverse primers, 1 µl (equivalent 
to 50 ng of total RNA) of first- stand cDNA and 
water to a final volume of 25 µl. PCR cycling 
conditions consisted of initiation with pre-heat 
for one cycle at 95ºC for 10 min followed by 
40 cycles of denaturation at 95ºC for30 sec, 
annealing at 55ºC for 30 sec, extension at 72ºC 
for 45 sec, and a final extension at 72ºC for 10 
min. Data are presented as the mean ± standard 
error.  Differences between groups were as-
sessed using Student’s t-test (GraphPad Prism 
Software, www.graphpad.com); p≤0.05. was 
considered statistically significant.

Results
Characteristics of Ov-PGRN 
	 The genomic sequence of Ov-PGRN was 
identified from the whole genome shotgun 
sequence database (Nucleotides 46,266-9,212 
of GenBank Sequence ID: JACJ01021739.1)10. The 
genomic structure of Ov-PGRN was 36,463                   
nucleotides composed of 13 exons and 12  
introns with an upstream promoter which is 
compatible with the expression of this gene (Fig. 
1A). The Ov-PGRN mRNA sequence was                          
identified from a partial mRNA sequence                      
encoding a hypothetical protein (GenBank                  
accession number XM_009176368)10. The mRNA 
sequence is 2,768 bp in length and encoded 
846 amino acids with a signal peptide                              
containing a predicted cleavage site between 
amino acids 38 and 39: VLS-GD. Ov-PGRN                  
contains specific characteristics of one half and 
seven complete and highly conserved 12-cys-
teine granulin/epithelin motifs: C(X5-7)C(X5)
CC(X7-9)CC(X5-6)CCXDXHCCP(X4)C(X4-6)C 11 
(Fig. 1A and B). The individual granulin/epithelin 
motifs (A-G) show sequence similarities between 
53-67%.
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	 Phylogenetic relationship of Ov-PGRN and  
other PGRNs from various species indicated that 
Ov-PGRN formed the closest relationship with 
PGRN of the closely related carcinogenic flukes 
Clonorchis sinensis and O. felineus (Fig. 2). PGRN 
formed major branches in which the platyhel-
minthes, nematoda, and vertebrata all grouped 
within their clades.

Progranulin is highly expressed in distinct                                   
developmental stages of O. viverrini
	 The developmental expression profile of 
Ov-PGRM in O. viverrini was evaluated using 
quantitative RT-PCR, and protein expression 
profile was assessed using immunohistochem-
istry. Ov-PGRM mRNA was expressed in meta-
cercaria, NEJ, J2W and adult fluke (Fig. 3). The 
highest Ov-PGRN gene expression level was 
shown in metacercaria and the lowest levels 
were in NEJ, J2W and adult, respectively (Fig. 
3A). Western blot analysis detected a band of 
100-110 kDa, slightly larger than the expected 
size of Ov-PGRN (92 kDa) in both worm lysate 
and ES products (Fig. 3B). The greater observed 
size is likely due to the 10 putative N-linked 
glycosylation sites identified in the predicted 
protein. 
	 Immunohistochemical localization of the 
liver of infected hamster probed with rabbit 
anti-Ov-PGRN-L627C641 peptide revealed                     
expression of Ov-PGRN on the tegument,                    
parenchymal and eggs in the uterus of the adult 
fluke in hamster bile ducts (Fig. 4). The signal 
also was detected in bile duct cells of the in-
fected hamster (Fig. 4).

Effect of Ov-PGRN peptide on human bile duct cell 
proliferation 
	 Endotoxin in Ov-PGRN-L627C641 peptide 
used in cell culture was measured using LAL 
assay. The result showed that the LPS                                
concentration in 0.8 and 1.6 µM of Ov-PGRN-
L627C641 peptide was 0.003 ng/ml and 0.002 
ng/ml respectively. These values fall within the 

acceptable range for cell culture, as outlined 
by the manufacturer’s instructions.
	 H69 cells were incubated with 0.8 and 1.6 
µM of Ov-PGRN-L627C641 peptide and cell 
proliferation was measured with the MTT assay 
at 24 and 48 h. H69 cells incubated with 0.2 µM 
of Ov-GRN-1 and culture media were used as a 
control groups. The results showed that H69 
cells incubated with 0.8 and 1.6 µM of Ov-PGRN-
L627C641 peptide underwent significantly                    
increased cell proliferation only at 48 hrs (160 
and 180%, respectively) when compared with 
culture media alone control (Fig. 5B). H69 cells 
incubated with 0.2 µM of Ov-GRN-1 recombinant 
protein also underwent significantly increased 
cell proliferation when compared with culture 
media alone, as described previously9.

P u l s i n g  c h o l a n g i o cy te s  w i th  Ov -P G RN                                              
peptide-stimulated expression of IL6 and IL8
	 To evaluate the inflammatory cytokine pro-
duction that occurs in response to Ov-PGRN 
stimulation. The response of cultured human 
bile duct cell lines to Ov-PGRN-L627C641                    
pept ide st imulat ion was invest igated.                                
Quantitative RT-PCR was applied to evaluate 
the mRNA expression level of cytokine from the 
cells. H69 cells were incubated with 0.8 and 1.6 
µM of Ov-PGRN-L627C641 peptide. The relative 
expression was compared with actin house-      
keeping gene. The mRNA expression levels of 
IL-6 and IL-8 were slightly increased in H69 cells 
incubated with either 0.8 or 1.6 µM of Ov-PGRN 
-L627C641 peptide at 48 h incubation compared 
to controls without peptide (Fig. 6).
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Figure 1 Secondary structure of O. viverrini progranulin gene and protein. (A) Structure of genomic sequence of 
Ov-PGRN consists of 13 exons and 12 introns and the schematic of Ov-PGRN protein composed of seven and a 
half repeats of the granulin/epithelin motif. One half granulin domain is indicated with a P, and the 7 complete 
granulin domains were designated A to G. Consensus sequences of 12-cysteine granulin/epithelin motif, C(X5-7)
C(X5)CC(X7-9)CC(X5-6)CCXDXHCCP(X4)C(X4-6)C was identified in the complete domains A to G. An incomplete 
granulin/epithelin motif with 10-cysteine in exon 12-13 is indicated with I. Position of Ov-PGRN specific peptide 
(Ov-PGRN-L627C641) is indicated with black star between domain D and E. (B) Multiple sequence alignment of 
single granulin motif A to G compared with Ov-GRN-1 and Ov-GRN-2.

Figure 2 Maximum likelihood tree showing the relationship between progranulin of O. viverrini and                    
homologous progranulin protein sequences from various helminths and vertebrates. Bootstrap values of 
1,000 replicates are provided at the nodes of the branches.
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Figure 3 Detection of Ov-PGRN gene and Ov-PGRN protein in O. viverrini. (A) Relative expression by RT-qPCR of 
Ov-pgrn gene in adult, 2 weeks old fluke (J2W), newly excysted juvenile (NEJ) and metacercaria (Ov-MC). The 
evaluation of Ov-PGRN expression was performed by relative gene expression analysis using endogenous actin 
gene as a reference. (B) Detection of O. viverrini PGRN by western blot. Western blot shows somatic adult extract, 
SAE (2 ug) and ES (5 ug) from adult fluke on nitrocellulose membrane probed with anti-Ov-PGRN-L627C641 pep-
tide followed by HRP-conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody. A specific band was detected for progranulin/
PGRN at approximately 92 kDa (as indicated by arrow). Molecular weight marker (MW) is indicated.

Figure 4  Immunohistochemical                           
localization of Ov-PGRN in adult O. 
viverrini. Thin histological sections of 
adult O. viverrini in the bile ducts of 
infected hamsters probed with (A) with 
control IgG and (B) probed with rabbit 
anti-Ov-PGRN-L627C641 peptide. OV = 
worm, BD = bile duct epithelium, T= 
tegument. Scale bar = 50 µm.

Figure 5 Opisthorchis viverrini progranulin peptide stimulates the proliferation of human cholangiocytes in vitro. 
H69 cells were incubated with 0.8 and 1.6 µm of Ov-PGRN synthetic peptide and observed cell relative                                   
proliferation at 24 and 48 h. Recombinant Ov-GRN-1 expressed from E. coli and refolded to an active form at 0.2 
µm to stimulate cell proliferation is a positive control. (A) H69 cholangiocytes cultured in the presence or absence 
of progranulin peptide. Scale bar is 50 µm. (B) Percent cell proliferation from different concentrations of peptide 
on human H69 cholangiocytes using the MTT assay. Error bars reveal the standard error of triplicate biological 
replicates. The symbols ** and **** denote statistical significance at the level of p ≤ 0.01 and p ≤ 0.0001,                           
respectively.
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Figure 6 Quantitative RT-PCR detecting relative gene expression levels of IL6 and IL8 in human                      
cholangiocytes, H69 incubated with Ov-PGRN -L627C641 peptide. The O.viverrini actin gene was used as 
an internal control. *, **, *** Denoted statistical significance at the level of p ≤ 0.05, p ≤ 0.01 and ≤ 0.001, 
respectively.

Discussion
	 It has been well established that Ov-GRN-1, 
liver fluke granulin, stimulates proliferation of 
cholangiocytes lining the biliary tract 7,8,32. The 
genome of O. viverrini contains two genes                  
encoding single granulin domains termed                       
Ov-GRN-1 and Ov-GRN-2 and also the multiple 
granulin domain gene, Ov-PGRN10. The Ov-PGRN 
glycoprotein exhibits homology to human                  
progranulin which has seven and a half                        
conserved granulin domains11,20. Here, we                  
described the intact progranulin from the                   
genome of O. viverrini, which we predict consists 
of one half and seven complete tandem repeats 
of a 12-cysteine module granulin domain and 
one incomplete granulin domain. In addition, 
we describe the predicted structure and likely 
roles of the liver fluke PGRN. 
	 The O. viverrini PGRN showed typical char-
acteristics of the repeat granulin motif. PGRN 
from other species st imulate cellular                                   
proliferation when intact or when cleaved into 
single granulin units20,33.  Detection of PGRN 
transcripts in larval and adult stages of                              
O.viverrini revealed that intact PGRN is active. 

Adult liver flukes graze on the biliary epithelium 
where they secrete ES products and stimulate 
a biliary mucosal immune response. Cell-                      
mediated immune responses were investigated 
and showed that the animal infected with                  
O. viverrini has granulomatous inflammation of 
bile duct by modified macrophage23. IL-6 and 
IL-8 were increased in hamster and human with 
hepatobiliary abnormalities34-36.Treatment with 
PGRN showed decreasing of liver fibrosis and 
inflammation in mice and macrophage37. While 
intact human PGRN showed evidence of                    
suppresses inflammation by blocking TNF-α 
receptors and signaling13. Proteolytic enzymes 
degrade PGRN to granulin domain peptides 
which may enhance inflammation by                                 
stimulating the secretion of the chemokine                  
IL-813. Our findings revealed that Ov-PGRN                      
peptide increase expression of IL-6 and IL-8 that 
may involve inflammation of bile duct. We note 
that access to the genomic structure included 
the sequences of the introns and exons of                 
Ov-PGRN gene will facilitate for programmed 
gene editing and functional genomics analysis, 
in like fashion to our studies of Ov-GRN-17.  
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	 The excretory and secretory molecules of 
the parasite directly promoting cell proliferation, 
both innate and adaptive host  inflammatory 
responses in chronic infection contribute to 
infection-induced malignancy38. Molecules in ES 
products stimulate naïve T-cell with Toll-like 
receptor 4 signaling and express IL6 and IL831. 
Upregulat ion of  the pro inflammatory                                
transmembrane molecule, TLR4, has been               
reported in cholangiocytes (H69 cells)                                
cocultured with ES products of  O.viverrini31. 
TLR4 overexpression has also been observed in 
the biliary epithelium of  O. viverrini infected 
humans in situ.  The parasite products also                 
induce IkB-a degradation in a MyD88-dependent 
manner and activate nuclear factor kappa B 
nuclear translocation, leading to the increased 
expression and secretion of the strong                              
chemoatt ractant chemokine IL-8 and                                   
proinflammatory cytokine IL-631. TLR4 is a                    
transmembrane protein, member of the toll-like 
receptor family, which belongs to the pattern 
recognition receptor (PRR) family. Its activation 
leads to an intracellular signaling pathway NF-κB 
and inflammatory cytokine production which is 
responsible for activating the innate immune 
system. 

Conclusion
	 These results demonstrated that  Ov-PGRN 
stimulated human cholangiocytes and initiate 
innate mucosal immunity/inflammatory via TLR4 
pathway. Given that progranulin of the                                    
O. viverrini was identified in ES product and 
seems involved in  pro l i fe ra t ion and                                           
inflammation, future research should explore if 
Ov-PGRN is involved in carcinogenesis similar to 
the single granulin protein, Ov-GRN-1.

Acknowledgments 
	 We thank the laboratory staff of the                        
Department of Parasitology and Tropical                    
Medicine Graduate program, Faculty of Medicine, 
Khon Kaen  University for technical support. 

Funding 
	 This study was supported by the National 
Cancer Institute, National Institutes of Health, 
award R01 CA164719 (TL, AL, MJS, and PJB) and 
Research and Graduate Studies, Khon Kaen 
University (TL and SC). 

References

1. IARC. Biological agents. Volume 100 B. A       
review of human carcinogens. IARC Monogr 
Eval Carcinog Risks Hum 2012;100(Pt B):1-
441.

2. Brindley PJ, Loukas A. Helminth infection-     
induced mal ignancy .  PLoS Pathog 
2017;13(7):e1006393. doi.org/10.1371/jour-
nal.ppat.1006393.

3. Brindley PJ, Bachini M, Ilyas SI, Khan SA,                 
Loukas A, Sirica AE, et al. Cholangiocarcino-
ma. Nat Rev Dis Primers 2021;7(1):65. doi.
org/10.1038/s41572-021-00300-2.

4. Haugen B, Karinshak SE, Mann VH, Popratiloff 
A, Loukas A, Brindley PJ, et al. Granulin                  
secreted by the food-borne liver fluke                   
Opisthorchis viverrini promotes angiogenesis 
in human endothelial cells. Front Med                    
(Lausanne) 2018;5:30. doi.org/10.3389/
fmed.2018.00030.

5. Chaiyadet S, Sotillo J, Krueajampa W, 
Thongsen S, Smout M, Brindley PJ, et al.   
S i lenc ing of  Opisthorch is  v iver r in i                                     
tetraspanin gene expression results in                      
reduced secretion of extracellular vesicles. 
Front Cell Infect Microbiol 2022;12:827521. 
ddoi.org/10.3389/fcimb.2022.827521.

6. Chaiyadet S, Tangkawattana S, Smout MJ, 
Ittiprasert W, Mann VH, Deenonpoe R, et al. 
Knockout of liver fluke granulin, Ov-GRN-1, 
impedes malignant transformation during 
chronic infection with Opisthorchis viverrini. 
PLoS Pathog 2022;18(9):e1010839. doi.
org/10.1371/journal.ppat.1010839.



เปปไทด ์progranulin ของพยาธิใบไมต้บั Opisthorchis viverrini Peptide Derived from Progranulin of the Carcinogenic Liver Fluke

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 13

 

7. Arunsan P, Ittiprasert W, Smout MJ, Cochran 
CJ, Mann VH, Chaiyadet S, et al. Programmed 
knockout mutation of liver fluke granulin 
attenuates virulence of infection-induced 
hepatobiliary morbidity. Elife 2019;8: e41463. 
doi.org/10.7554/eLife.41463.

8. Smout MJ, Laha T, Mulvenna J, Sripa B,   
Suttiprapa S, Jones A, et al. A granulin-like 
growth factor secreted by the carcinogenic 
liver fluke, Opisthorchis viverrini, promotes 
proliferation of host cells. PLoS Pathog 
2009;5(10):e1000611. doi.org/10.1371/jour-
nal.ppat.1000611.

9. Smout MJ, Sotillo J, Laha T, Papatpremsiri 
A, Rinaldi G, Pimenta RN, et al. Carcinogenic 
parasite secretes growth factor that                               
accelerates wound healing and potentially 
promotes neoplas ia .  PLoS Pathog 
2015;11(10):e1005209. doi.org/10.1371/jour-
nal.ppat.1005209.

10. Young ND, Nagarajan N, Lin SJ, Korhonen PK, 
Jex AR, Hall RS, et al. The Opisthorchis                  
viverrini genome provides insights into life 
in the bile duct. Nat Commun 2014;5:4378. 
doi.org/10.1038/ncomms5378.

11. Palfree RG, Bennett HP, Bateman A. The 
evolution of the secreted regulatory protein 
progranulin. PLoS One 2015;10(8):e0133749. 
doi.org/10.1371/journal.pone.0133749.

12. Bhandari V, Bateman A. Structure and                     
chromosomal location of the human                    
granulin gene. Biochem Biophys Res                     
Commun  1992 ; 188 ( 1 ) : 5 7 - 63 .  do i .
org/10.1016/0006-291x(92)92349-3.

13. Toh H, Chitramuthu BP, Bennett HP, Bateman 
A. Structure, function, and mechanism of 
progranulin; the brain and beyond. J Mol 
Neurosci 2011;45(3):538-48. doi.org/10.1007/
s12031-011-9569-4.

14. He Z, Bateman A. Progranulin (granulin-                     
epithelin precursor, PC-cell-derived growth 
factor, acrogranin) mediates tissue repair and 
tumor i genes i s .  J  Mo l  Med  (Be r l ) 
2003;81(10):600-12. doi.org/10.1007/s00109-
003-0474-3.

15. Zhu J, Nathan C, Jin W, Sim D, Ashcroft GS, 
Wahl SM, et al. Conversion of proepithelin 
to epithelins: roles of SLPI and elastase in 
host defense and wound repair. Cell 
2002;111(6):867-78. doi.org/10.1016/s0092-
8674(02)01141-8.

16. Bansal PS, Smout MJ, Wilson D, Cobos                     
Caceres C, Dastpeyman M, Sotillo J, et al. 
Development of a potent wound healing 
agent based on the liver fluke granulin                   
structural fold. J Med Chem 2017;60(10):4258-
66. doi.org/10.1021/acs.jmedchem.7b00047.

17. Dastpeyman M, Bansal PS, Wilson D, Sotillo 
J, Brindley PJ, Loukas A, et al. Structural 
variants of a liver fluke derived granulin   
peptide potently stimulate wound healing. 
J Med Chem 2018;61(19):8746-53. doi.
org/10.1021/acs.jmedchem.8b00898.

18. Wang C, He Q, Yin Y, Wu Y, Li X. Clonorchis 
sinensis granulin promotes malignant                     
transformation of hepatocyte through                   
EGFR-mediated RAS/MAPK/ERK and PI3K/Akt 
signaling pathways. Front Cell Infect                            
Microbiol 2021;11:734750. doi.org/10.3389/
fcimb.2021.734750.

19. Petkau TL, Leavitt BR. Progranulin in                          
neurodegenerative disease. Trends Neurosci 
2014;37(7):388-98. doi.org/10.1016/j.
tins.2014.04.003.

20. Bateman A, Bennett HP. The granulin gene 
family: from cancer to dementia. Bioessays 
2009;31(11):1245-54. doi.org/10.1002/
bies.200900086.



ธนพทัธ เห็มบาสตัย ์และคณะ Thanapat Hembasat, et al.

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 14

 

21. Pinlaor S, Onsurathum S, Boonmars T, Pinlaor 
P, Hongsrichan N, Chaidee A, et al.                                
Distribution and abundance of Opisthorchis 
viverrini  metacercariae in cyprinid fish in 
Northeastern Thailand. Korean J Parasitol 
2013;51(6) :703-10. doi .org/10.3347/
kjp.2013.51.6.703.

22. Sripa B, Kaewkes S. Gall bladder and                         
ext rahepat ic  b i le duct changes in                                  
Opisthorchis viverrini-infected hamsters. Acta 
Trop 2002;83(1):29-36. doi.org/10.1016/
s0001-706x(02)00052-9.

23. Sripa B, Kaewkes S. Localisation of parasite 
antigens and inflammatory responses in                 
experimental opisthorchiasis. Int J Parasitol 
2000;30(6):735-40. doi.org/10.1016/s0020-
7519(00)00054-0.

24. Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, 
Lipman DJ. Basic local alignment search tool. 
J Mol Biol 1990;215(3) :403-10. doi .
org/10.1016/S0022-2836(05)80360-2.

25. Hall T. BioEdit: a user friendly biological                   
sequence alignment editor and analysis   
program for Windows 95/98/NT. Nucleic 
Acids Symposium Series 1999;41:95-8.

26. Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ.                     
CLUSTAL W: improving the sensitivity of      
progressive multiple sequence alignment 
through sequence weighting, position-                     
specific gap penalties and weight matrix 
choice. Nucleic Acids Res 1994;22(22):4673-
80.

27 Tamura K, Stecher G, Kumar S. MEGA11:   
Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
Version 11. Mol Biol Evol 2021;38(7):3022-7. 
doi.org/10.1093/molbev/msab120.

28. Papatpremsiri A, Smout MJ, Loukas A,                    
Brindley PJ, Sripa B, Laha T. Suppression of 
Ov-GRN-1 encoding granulin of Opisthorchis 
viverrini inhibits proliferation of biliary                        
epithelial cells. Exp Parasitol 2015;148:17-23. 
doi.org/10.1016/j.exppara.2014.11.004.

29. Schmittgen TD, Livak KJ. Analyzing real-time 
PCR data by the comparative C(T) method. 
Nat Protoc 2008;3(6):1101-8. doi.org/10.1038/
nprot.2008.73.

30. Arunsan P, Chaidee A, Cochran CJ, Mann VH, 
Tanno T, Kumkhaek C, et al. Liver fluke                
granulin promotes extracellular vesicle-                 
med i a ted  c ro s s t a l k  and  ce l l u l a r                                       
mic r oenv i r onmen t  conduc i v e  t o                                       
c h o l a n g i o c a r c i n o m a .  N e o p l a s i a 
2020;22(5):203-16. doi.org/10.1016/j.
neo.2020.02.004.

31. Ninlawan K, O'Hara SP, Splinter PL,                                   
Yongvanit P, Kaewkes S, Surapaitoon A, et 
al. Opisthorchis viverrini excretory/secretory 
products induce toll-like receptor 4                    
upregulation and production of interleukin 
6 and 8 in cholangiocyte. Parasitol Int 
2010;59(4):616-21. doi.org/10.1016/j.
parint.2010.09.008.

32. Wang C, Lei H, Tian Y, Shang M, Wu Y, Li Y, 
et al .  Clonorchis s inensis  granul in:                                           
identification, immunolocalization, and                    
function in promoting the metastasis of 
cholangiocarcinoma and hepatocellular                 
carcinoma. Parasit Vectors 2017;10(1):262. 
doi.org/10.1186/s13071-017-2179-4.

33. Abella V, Pino J, Scotece M, Conde J, Lago 
F, Gonzalez-Gay MA, et al. Progranulin as a 
biomarker and potential therapeutic agent. 
Drug Discov Today 2017;22(10):1557-64. doi.
org/10.1016/j.drudis.2017.06.006.

34. Sripa B, Mairiang E, Thinkhamrop B, Laha T, 
Kaewkes S, Sithithaworn P, et al. Advanced 
periductal fibrosis from infection with the 
carcinogenic human liver fluke Opisthorchis 
viverrini correlates with elevated levels of 
interleukin-6. Hepatology 2009;50(4):1273-
81. doi.org/10.1002/hep.23134.



เปปไทด ์progranulin ของพยาธิใบไมต้บั Opisthorchis viverrini Peptide Derived from Progranulin of the Carcinogenic Liver Fluke

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 15

 

35. Sripa B, Thinkhamrop B, Mairiang E, Laha T, 
Kaewkes S, Sithithaworn P, et al. Elevated 
plasma IL-6 associates with increased risk of 
advanced fibrosis and cholangiocarcinoma 
in individuals infected by Opisthorchis                  
viverrini. PLoS Negl Trop Dis 2012;6(5):e1654. 
doi.org/10.1371/journal.pntd.0001654.

36. Sripa B, Jumnainsong A, Tangkawattana S, 
Haswel l  MR.  Immune response to                                   
Opisthorchis viverrini infection and its role 
in pathology. Adv Parasitol 2018;102:73-95. 
doi.org/10.1016/bs.apar.2018.08.003.

37. Yoo W, Lee J, Noh KH, Lee S, Jung D, Kabir 
MH, et al. Progranulin attenuates liver                         
fibrosis by downregulating the inflammatory 
response. Cell Death Dis 2019;10(10):758. 
doi.org/10.1038/s41419-019-1994-2.

38. Sripa B, Kaewkes S, Sithithaworn P, Mairiang 
E, Laha T, Smout M, et al. Liver fluke                                
induces cholangiocarcinoma. PLoS Med 
2007;4(7):e201. doi.org/10.1371/journal.
pmed.0040201.



นพกมล กาญจนางกรู และคณะ Nopkamol Kanchanangkul, et al.

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 16

 
นิพนธ์ต้นฉบับ . Original Article

*Correspondence: Atit Silsirivanit, E-mail: atitsil@kku.ac.th

การยบัยั้งโอกลุคแนคทรานสเฟอเรสเพิม่ความไวต่อยาของ                
เมลาโนมา

นพกมล กาญจนางกูร1, ภาณุพงศ์ มหาลาภบุตร1, สุกัญญา เลือง1, วันชนะ สืบไวย2,3, วรศักดิ์ แก้วก่อง4, 
โสพิศ วงศ์ค�ำ1,3, อาทิตย์ ศิลป์ศิริวานิชย์1,3,*
1สาขาวิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น
2สาขาวิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น
3ศูนย์การแพทย์ปริวรรต คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น
4ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

Suppression of O-GlcNAc Transferase Enhances Drug 
Sensitivity of Melanoma

Nopkamol Kanchanangkul1, Panupong Mahalapbutr1, Sukanya Luang1, 
Wunchana Seubwai2,3, Worasak Kaewkong4, Sopit Wongkham1,3, Atit Silsirivanit1,3,* 
1 Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Thailand
2 Department of Forensic Medicine, Faculty of Medical Sciences, Naresuan University, 
Thailand 
3 Center for Translational Medicine, Khon Kaen University, Thailand 
4 Department of Biochemistry, Faculty of Medical Sciences, Naresuan University, 
Thailand

Abstract
Background and Objective: O-GlcNAcylation is an important O-linked glycosylation of                                       
nucleocytoplasmic proteins with a single molecule of N-acetylglucosamine. Aberrant                                            
O-GlcNAcylation was found to promote the development and progression of cancer.  In this study, 
we have explored the role of O-GlcNAcylation in melanoma progression.  
Methods: O-GlcNAcylation in MNT-1, a malignant melanoma cell line, was suppressed by a specific 
siRNA against N-acetylglucosaminyltransferase (OGT), compared with siControl. Cell proliferation and 
drug sensitivity were measured by SRB assay. Western blotting and immunofluorescent staining were 
used to determine the level of O-GlcNAcylated proteins (OGP). The molecular mechanism was 
explored by Western blotting.
Results:  The level of OGP in MNT-1 was drastically reduced after treatment with siOGT compared 
with control siRNA (siControl). Knockdown of OGT significantly suppressed the cell proliferation 
ability of MNT-1 via inhibition of the Akt signaling pathway.   The drug sensitivity assay revealed the 
synergistic effect of siOGT with cisplatin against MNT-1 melanoma cells, suggesting the potential of 
using OGT suppression for cisplatin sensitization for melanoma treatment. 
Conclusions: This study has provided evidence to improve melanoma therapy via targeting O-Glc-
NAcylation, which is identified to be involved in melanoma cell proliferation and chemoresistance.  

Keywords: O-GlcNAc transferase, O-GlcNAcylation, drug-sensitivity, melanoma
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Introduction
	 Glycosylation, the post-translational                            
modification of proteins and l ipids by                                  
oligosaccharides, is an important process                      
involved in many biological functions.  Alteration 
of glycosylation is considered a hallmark of 
cancer, which play significant roles in tumor 
development, progression, and therapeutic 
resistance.1,2  O-GlcNAcylation is a reversible 
O-linked glycosylation of proteins with a single 
molecule of N-acetylglucosamine (GlcNAc).  This 
dynamic addition and removal of O-GlcNAc on 
s e r i n e  o r  t h r e o n i n e  r e s i d u e  o f                                                                
nucleocytoplasmic proteins are regulated by 
the function of O-GlcNAc transferase (OGT) and 
O - G l c N A c a s e  ( O G A ) ,  r e s p e c t i v e l y . 3                                               
O-GlcNAcylation is a critical regulatory                              
mechanism influencing various cellular                                 
processes, including transcription, signaling, 
protein stability, and cellular metabolism.4,5 
Dysregulation of O-GlcNAcylation has been 
implicated in many human diseases, including 
cancer.  Aberrant O-GlcNAcylation was observed 
in various cancer types, and it exhibited a high 
impact on tumor igenesis, cancer progression, 
and therapeutic response.4,6  O-GlcNAcylation 
was found to promote tumor progression by 
several mechanisms, such as increased cell 
proliferation, evasion of cell death, and                            
angiogenesis.7,8 Emerging evidence suggests that 
O-GlcNAcylation plays a crucial role in                             
modulating drug sensitivity in leukemia, breast 
and liver cancer.9 
	 In this study, we have explored the role of 
O-GlcNAcylation in melanoma progression.  
Specific siRNA against OGT was used to suppress 
the O-GlcNAcylation in MNT-1 melanoma cell 
line.  Cell proliferation and chemosensitivity 
were measured after O-GlcNAcylat ion                                  
suppression.  The information provided in our 
study may strengthen our understanding of 
melanoma biology and might be used as a 
basic knowledge for improvement of melanoma 
treatment in the future.   

Material and methods
Melanoma cell line
	 MNT-1, a malignant melanoma cell line 
obtained from ATCC cell bank, was maintained 
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; 
Gibco, Grand Island, NY) supplemented with 
10% heated inactivated fetal bovine serum (FBS, 
Gibco, Grand Island, NY) and 1% antibiotic-                 
antimycotic (Gibco, Grand Island, NY). Cells were 
incubated at 37oC in a humidified 5% CO

2
                   

incubator and sub-cultured every 3 days using 
0.25% w/v trypsin/EDTA.

Cell proliferation assay
		  The MNT-1 cells were seeded (10,000 
cells/well) and overnight cultured in 24                       
well-plate, followed by transfection with 50 
pmole of specific siRNA against OGT (siOGT, 
target sequence: 5’-GCGUGUUCCCAAUAGU-
GUAtt-3’) or negative siRNA control (siControl, 
Q i a g e n ,  H i l d e n ,  G e r m a n y )  u s i n g                                                          
lipofectamine-2000 (Invitrogen Corporation, 
Grand Island, NY) with the manufacture’s                       
recommendation. Cell proliferation was                               
determined at 24, 48, and 72 hour after                       
treatment using the sulforhodamine B (SRB) 
assay.10 Briefly, the cells were fixed by cold 10% 
trichloroacetic acid (TCA) for 30 minutes (min) 
and washed 4 times with distilled water.  The 
TCA-fixed cells were stained with SRB for 30 min 
and rinsed by 1% acetic acid to remove unbound 
dye. The bound dye was solubilized by 10 mM 
Tris buffer (pH 10.5) and an absorbance was 
measured at 540 nm. 

Chemosensitivity assay
	 After siRNA treatment for 24 hour, the cells 
were treated by various concentrations (1, 10, 
20, 50, 100 μM) of c isplat in (Cayman                        
Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA).  Cell                          
viability was measured at 48 hour after cisplatin 
treatments, using SRB assay, compared with 
vehicle control (0.2% DMSO treated cells).  
Combination index (CI) was calculated by The 
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Compu-Syn software (MIT, Cambridge, MA, USA).  
The CI < 0.9 means “synergistic effect”, CI = 
0.9-1.1 means “additive effect”, and CI > 1.1 
means “antagonist effect”.  

Immunocytofluorescence (ICF)
	 Cells were seeded into a 24-well plate                
followed by treatment with siOGT or siControl 
for 24 hour. The cells were fixed by 4%                                        
paraformaldehyde and permeabilized by 0.1% 
Triton-X.  Non-specific reactivity was blocked by 
incubating with 3% BSA for 20 min. Cells were 
overnight incubated with 1:1000 mouse                          
anti-O-GlcNAc (Clone RL-2, Thermo fisher                          
scientific, Rockford, IL, USA) at 4°C.  After wash-
ing by PBS, the cells were probed with 1:500 
Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG 
(Thermo fisher scientific, Rockford, IL, USA). 
Nuclear staining was performed using 1:10,000 
Hoechst 33342 (Thermo fisher scientific,                         
Rockford, IL, USA) in PBS.  The fluorescent signal 
was observed and photographed under a                      
fluorescent OR confocal microscope (Nikon, 
Tokyo, Japan).

SDS-PAGE and Western blot analysis	
	 The MNT-1 cells were seeded (75,000 cells/
well) and overnight cultured in 6 well-plate, 
followed by transfection with siOGT or siControl 
us ing  l ipofectamine-2000 ( Inv i t rogen                                      
Corporation, Grand Island, NY) with the                            
manufacture’s recommendation.  Cells were 
washed 3 times by PBS and lysed by RIPA buffer 
containing protease/phosphatase inhibitor and 
OGA inhibitor (PUGNAc).  Cellular protein was 
separated by sodium dodecyl sulfate                                  
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
and transferred onto PVDF membranes.                       
Membrane was blocked with 5% skim milk in 
0.1% tween in tris-buffered saline (TBS-T) for 1 
h at room temperature, followed by overnight 
incubated with a mouse anti-OGT (1:200) or 
mouse anti-OGP (1:1000), and rabbit anti-AKT 
(1:1000) at 4°C.  After complete incubation, the 

membrane was washed by TBS-T and incubated 
with horseradish peroxidase (HRP) conjugated 
secondary antibody for 1 h at room temperature. 
The immunoreactivity was detected by                                
Immobilon® Forte Western HRP Substrate (Mil-
lipore, Burlington, MA, USA), and visualized by 
Amersham ImageQuant 800 biomolecular                       
imager (Cytiva, Marlborough, Results Way, USA). 
Band intensity was measured using ImageJ                   
software.

Statistical analysis
Statistical comparisons between groups were 
tested using the student’s t- test.  p < 0.05 was 
considered statistically significant. Values were 
presented as the mean ± SD.   The data was 
analyzed by GraphPad Prism® 9.0 software 
(GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA).

Results
Knockdown of OGT by siRNA could suppress 
O-GlcNAcylation in MNT-1 melanoma cells.
	 To reveal the function of O-GlcNAcylation 
in MNT-1 melanoma cell, siOGT was used to 
suppress the expression of O-GlcNAc transferase 
(OGT ) ,  a n  en z yme  r e spon s i b l e  f o r                                              
O-GlcNAcylation. The results showed that, after 
treatment by siOGT for 48 h, the expression of 
OGT and O-GlcNAcylated protein (OGP) was 
dramatically reduced (Fig. 1A-B). 

Suppression of O-GlcNAcylation significantly                 
decreases cell proliferation via the AKT pathway.
	 The role of O-GlcNAcylation on cell                          
proliferation was determined at 0 – 72 hour 
after siOGT treatment using SRB assay.  The         
results showed that siOGT significantly                                
suppresses the cell   proliferation of MNT-1 
melanoma cell at 48 and 72 hour (Fig. 2A).                       
Moreover, Western blotting showed that                 
phosphorylation of AKT (s473) was significantly 
suppressed after knock down of OGT (Fig. 2B).
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O-GlcNAcylation was involved in chemoresistance 
of MNT-1 melanoma cells.  
	 To study the role of O-GlcNAcylation in 
chemoresistance, combinatorial effect between 
siOGT and cisplatin was analyzed in MNT-1 cells.  
Cells were treated by siOGT for 24 h followed 
by cisplatin (20 and 80 µM) for additional 48 h.  
The results showed that siOGT could enhance 
the cytotoxic effect of cisplatin on MNT-1,                     
significantly.  The cell viability of MNT-1 treated 
by siOGT and 20 µM (69.25%) or 80 µM (51.43%) 
of cisplatin was significantly lower than those 
by siControl (94.36% of 20 µM cisplatin and 

68.92% of 80 µM cisplatin) (Fig. 3).
	 The determine the degree of drug                                 
combination between siOGT and cisplatin, the 
combination index (CI) was calculated. The CI 
was 0.1 for combination of siOGT with 20 µM 
cisplatin and 0.005 for combination of siOGT 
with 80 µM cisplatin, this information suggested 
that siOGT and cisplatin showed a synergistic 
effect (Table 1).  
	 Dose reduction index (DRI): DRI < 1 Not                            
favorable dose-reduction, DRI = 1 No                                  
dose-reduction, DRI > 1 Favorable dose-                         
reduction

Figure 1 Effect of siOGT on O-GlcNAcylation in MNT-1 melanoma cell. After 48 h of siOGT treatment, compared 
with siControl (SC), the expression of OGT and OGP was determined by (A) Western blotting and (B) immunoflu-
orescent staining demonstrated the expression of OGP (green). Hoechst 33342 (blue) was used for nuclear staining.

Figure 2 Effects of siOGT on cell proliferation of MNT-1.  (1) SRB assay was used to determine the proliferation 
of MNT-1 cell after knockdown of OGT (0 – 72 hour, compared with siControl (SC).  (B) After OGT knockdown for 
24 h, Western blotting was used to determine the level of OGT, phosphor-Akt (s473), Akt, and GAPDH (internal 
control).  The result presented here a representative from at least two independent experiments. * = p < 0.05, 
***= p < 0.001.
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Discussion
	 O-GlcNAcylation is important post-                              
translational modification to regulate the                      
function of nucleocytoplasmic proteins.11  In 
this study we have explored the role of                      
O-GlcNAcylation in melanoma.  We found that 
O-GlcNAcylation was involved in proliferation 
of melanoma cells via regulation of Akt signaling 
pathway.  Moreover, suppression of OGT could 
synergistically enhance the sensitivity of                      
melanoma cell to cisplatin.  This information 
suggested the potential of O-GlcNAcylation to 
be a target for treatment of melanoma.
	 Similar to our study in melanoma, the role 
of O-GlcNAcylation in cell proliferation was also 
previously reported in other cancer types, such 
lung cancer, colon cancer, and gastric cancer.12,13 

O-GlcNAcylation was found to regulate cell 
proliferation through Akt signaling pathway. 

Figure 3 Combination effect of siOGT and cisplatin.  MNT-1 cell were treated by 50 pmole siOGT 24 h 
followed by cisplatin (20 and 80 µM), cell viability was measured by SRB assay at 48 h after treatment.  
Cells treated with 50 pmole Control, instead of siOGT, we used as a control.  Results showed here were 
averaged from three independent experiments. * = p < 0.05,  compared with siControl treated cells.  

Table 1 Combination Index (CI) between siOGT and cisplatin on MNT-1 cells

Cell lines
Dose
siOGT 
(pMol)

Dose 
Cis

(µM) 

Fa CI
Interpretation

DRI

siOGT Cisplatin

MNT-1 50
20 0.307 0.11508 Synergistic effect 8.95 296.83

80 0.486 0.00544 Synergistic effect 193.01 3918.30

Previous reports showed that the proliferation 
of  cancer  cel ls  i s  control led by Akt                                               
phosphorylation at s473.14,15 Interestingly, Akt 
was previously found to be regulated by both 
phosphorylation and   O-GlcNAcylation.16,17 It is 
interesting to explore the mechanism by which 
O-GlcNAcylation regulates Akt signaling pathway 
in melanoma cells, this information may provide 
us the new information on melanoma biology, 
leading to the novel treatment strategy in the 
future.  
	 O-GlcNAcylation was shown in our study to 
be involved in chemoresistance of melanoma.  
There are some reports showed that                                  
O-GlcNAcylation is involved in chemoresistance 
of leukemia, breast and liver cancer.9 However, 
the mechanism by which O-GlcNAcylation                       
regulates drug resistance is not clearly                                  
understood. The further study to explore how 



การยบัย ั้งโอกลุคแนคทรานสเฟอเรสเพิ่มความไวต่อยาของเมลาโนมา Suppression of O-GlcNAc Transferase Enhances Drug Sensitivity

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 21

 

O-GlcNAcylation regulates chemoresistance is 
needed.  
	 In conclusion, we have demonstrated the 
roles of O-GlcNAcylation in proliferation and 
chemoresistance of melanoma.  This information 
might be used as a basic knowledge for                             
developing melanoma treatment strategy in the 
future.    
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บทคดัย่อ
หลกัการและวตัถปุระสงค์: Klebsiella pneumoniae เป็นแบคทเีรยีแกรมลบทีด้ื่อต่อยาหลายขนาน เชือ้นีเ้ป็นสาเหตุ
ของการติดเชื้อในโรงพยาบาลที่ส�ำคัญ ยา Colistin เป็นยาที่ใช้รักษาการติดเชื้อแกรมลบที่มีประสิทธิภาพดีซึ่งเป็นยา
สุดท้ายที่เลือกใช้ เชื้อ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยา Colistin เป็นเชื้อที่ต้องเฝ้าระวังอย่างมาก จุดมุ่งหมายของการ
ศึกษานี้คือเพื่อชี้ชนิด K. pneumoniae ที่แยกจากสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยด้วยจีโนไทป์
วิธีการการศึกษา: ความไวต่อยาปฏิชีวนะทดสอบโดยวิธี broth microdilution การจัดล�ำดับจีโนมทั้งหมดของ K. 
pneumoniae จ�ำนวน 19 ตัวอย่าง และระบุสปีชีส์โดยใช้โปรแกรม 3 ชนิดได้แก่ Kraken2, 16s rRNA และ MLST
ผลการศึกษา: เชื้อ K. pneumoniae จ�ำนวน 9 ตัวอย่างดื้อต่อยา colistin ในขณะที่อีก 10 ตัวอย่างมีความไวต่อยา 
colistin  การชี้ชนิดของแบคทีเรียทั้ง 19 ตัวอย่าง โดยการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Kraken, 16s rRNA พบว่ามี 2 เชื้อ
คือ S9 และ S29 ที่ระบุว่าเป็นสปีชีส์อื่นนอกเหนือจาก K. pneumoniae โดยระบุเป็น K. quasipneumoniae  
เนือ่งจากผลลพัธ์ทีไ่ด้ไม่สอดคล้องกนัระหว่างการวเิคราะห์ทัง้ 3 โปรแกรม โดยพบว่าผลจาก Kraken2 และ 16s rRNA  
เชื้อนี้ระบุว่าเป็น K. quasipneumoniae ในขณะที่ MLST ระบุ S9 เป็นเชื้อ K. pneumoniae ส่วน S29 ไม่สามารถ
ระบชุนดิได้ ดงันัน้จงึวเิคราะห์สายววิฒันาการโดยผลสรุปพบว่าทัง้ S9 และ S29 คอื K. quasipneumoniae นอกจาก
นี้ยังพบว่าการวิเคราะห์ข้อมูล MLST พบเชื้อ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อ colistin จ�ำนวน 4 ใน 9 (ร้อยละ 44.44) 
เป็น ST147 ซึ่งเป็น K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยาต้านจุลชีพที่มีความเสี่ยงสูงซึ่งเป็นโคลนที่ต้องเผ้าระวังในการแพร่
กระจาย
สรุป: ผลลัพธ์เหล่านี้ชี้ให้เห็นถึงข้อจ�ำกัดในวิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการตามปกติในการระบุเชื้อ K. pneumoniae 
และกลุ่มไฟโลกรุ๊ปอื่นๆ ในขณะเดียวกัน การระบุจีโนไทป์โดยใช้ข้อมูลตาม WGS เน้นให้เห็นถึงศักยภาพในการเลือก
ปฏิบัติของกลุ่มไฟโลกรุ๊ปเหล่านี้ของ K. pneumoniae และควรค�ำนึงถึงการแพร่กระจายของเชื้อ K. pneumoniae 
ที่มีความเสี่ยงสูงที่ดื้อต่อยาต้านจุลชีพ
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Abstract
Background and objective: Klebsiella pneumoniae is a common multidrug resistant gram-negative 
bacterium basically causing majority of nosocomial infections. Colistin resistant K. pneumoniae has 
been posing a matter of a great concern because it is a resort drug treating gram-negative infection. 
The aim of this study was to determine genotypic identification of clinical isolates K. pneumoniae. 
Methods: Antibiotic susceptibility was determined by broth microdilution method. Whole genome 
sequencing was performed on nineteen K. pneumoniae isolates. Three different computational 
tools were used for species identification including Kraken2, 16s rRNA, and MLST. 
Results: Based on phenotypically, nine of them are resistance to colistin while the other ten are 
sensitive to colistin. We found two isolates S9 and S29 that identified as other species rather than 
K. pneumoniae. Based on Kraken2 and 16s rRNA, S9 and S29 were identified as K. quasipneumoni-
ae. Unfortunately, we found a non-concordant result between these analysis tools in one isolate. 
With Kraken2 and 16s rRNA results, S9 isolate identified as K. quasipneumoniae while MLST identi-
fied as K. pneumoniae. Based on phylogenetic analysis, S9 and S29 is actually K. quasipneumoniae 
since it is misidentified by MLST and other laboratory methods. Four of nine colistin-resistant                                          
K. pneumoniae isolates (44.44%) were ST147 which is an antimicrobial-resistant high risk                                       
K. pneumoniae.   
Conclusions: These results suggested the limitation in routine laboratory methods in identifying K. 
pneumoniae and other phylogroups. At the same time, genotyping identification using WGS-based 
data highlights it potential in discrimination of these phylogroups of K. pneumoniae. The emerging 
of antimicrobial-resistant high-risk K. pneumoniae distribution should be concerned.

Introduction
	 Klebsiella pneumoniae is considered as a 
severe opportunistic pathogen contributing 
commonly to health care associated infections 
(HAI) which accounts up to 10% of all                                  
nosocomial infection. High mortality and                    
morbidity rate due to K. pneumoniae infections 
in hospitalized patients or immunocompromised 
individuals were reported   globally1. Notably  
K. pneumoniae was included in ESKAPE                             
pa t ho gen s  ( E n t e r o co c cu s  f a e c i um ,                                        
Staphylococcus aureus, K.pneumoniae,                                     
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas                   
aeruginosa, and Enterobacter spp.) which                  
considered a great threat as each of them                   
resistance to one or more antibiotic due to 
horizonal gene transfer (HGT) and mutation on 
chromosome. Taken as an example, colistin 
which is a last resort antibiotic against gram-     
negative infection has been widely reported in 

K . p n e u m o n i a e 2 .   K . p n e u m o n i a e  i s                                               
phy logenet i ca l l y  c lose ly  re la ted  to                                               
K. quasipnuemoniae  and K. var i icola.                                  
K. pneumoniae complex were taxonomically                
classified as KPI (K. pneumoniae ) ,  KPI I                     
(K.quasipnuemoniae), KIII (K. variicola)3. Some 
traditional microbiology laboratory methods are 
not able to correctly identify these phylogroups 
since their biochemical profiles are similar4,5. 
Incorrect identification of K. pneumoniae                  
complex  by MALDI-TOF has also been                            
reported6,7.
	 The advance approach of whole genome 
sequencing (WGS) has been improved in both 
cost and turnaround time gaining its accessible 
as a potential tool in microbiology either used 
in outbreak management, identifying pathogens, 
or surveillance in epidemiological8,9. In this study, 
our aim was to use WGS-based data to identify 
K. pneumoniae isolates. 
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Methods
Bacterial strains 
	 N ine i so lates  of  col i s t in - res i s tant                                         
K. pneumoniae and ten isolates of colistin-                    
sensitive K. pneumoniae were isolated and 
identified by MULDI-TOF MS (Bruker) from                     
clinical samples from Srinakarind Hospital, Khon 
Kaen University, Thailand and were stored in 
glycerol at -80°C. All isolates were subcultured 
on blood agar and incubated at 37 °C for 18-24 
hr. 

Antibiotic susceptibility test 
	 Antimicrobial susceptibil i ty test of                                      
K. pneumoniae isolates were performed using 
automatic broth microdilution (Sensititre,                   
Thermo Fisher scientific). Briefly, a single colony 
was simply inoculated in 2 ml of Mueller Hinton 
broth (MHB) and incubated at 37oC for 2 h.               
Bacteria solution was then adjusted to                               
McFarland no. 0.5 using normal saline. Ten  
microliters of the adjusted inoculum was added 
to 10 ml of commercial MHB. Fifty-microliter 
was subsequently added into a commercial 
96-well plate. Bacteria growth was observed 
after 18-24 hr of incubation. According to CLSI 
M100- S30 regarding to colistin breakpoints, a 
MIC = 2 μg/ml was interpreted as intermediate 
susceptibility, and MIC of ≥ 4 μg/ml was                          
considered as resistance (CLSI. Performance 
standards for antimicrobial susceptibility testing. 
In:Edited by Institute CLS, 30th edn; 2020.)

DNA extraction and whole genome sequencing 
	 Genom i c  DNA  wa s  ob t a i ned  b y                                        
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) DNA 
extraction method 10. This method primarily 
involves with the disruption of bacteria                     
membrane by incubating with 10 µg/ml lyso-
zyme overnight. Other lysis detergents were 
used including 10% sodium dodecylsulfate 
(SDS), proteinase K, and CTAB/NaCl. Chloroform/
isoamyl and NaCl 5 M in CTAB protocol helped 
to remove and separate protein binding with 

DNA. Cold absolute ethanol was added to                 
precipitate DNA. Precipitated DNA was                                
suspended in TE buffer. 
 	 Extracted DNA was subjected for short read 
whole genome sequencing with Hiseq Illumina 
platform. Quality score of raw reads were 
checked by Fast QC. De novo assembly were 
performed with SPAdes (http://cab.spbu.ru/
software/spades/). Kraken2 and 16s rRNA were 
used to identify organisms. Multilocus sequence 
typing (MLST) was determined using stringMLST 
(http://jordan.biology.gatech.edu/page/soft-
ware/stringmlst/). 

Results
Antibiotic susceptibility test
	 All K. pneumoniae was determined colistin 
resistant phenotype after subculture by                        
microdilution method using Sensititre. Nine 
isolates K. pneumoniae (R1, R2, R3, R4, R6, R7, 
R8, R11, R14) showed MIC of colistin >8 μg/ml 
and reported as colistin resistant isolates. Ten 
isolates K. pneumoniae (S2, S4, S7, S8, S9, S14, 
S15, S22, S23, S29) showed MIC of colistin <2 
μg/ml and reported as colistin sensitive isolates.

Genetic feature 
	 The total genome sequences of nineteen 
K. pneumoniae strains are minimally of 
14,433,184 to maximumly 18,483,536 bp with 
read depths 407x to 521x. The sequence length 
is 150 bp with percentage of G+C of 53 to 58. 
The overall average quality score of all sequenc-
es is 36. 

Genotypic identification 
	 Of all twenty K. pneumoniae isolates,               
Kraken2 and 16s rRNA identified as other species 
with two-isolate. Genotypic identification of two 
isolates (S9 and S29) were revealed as                                 
K. quasipnuemoniae (Table 1). However, the 
MLST result revealed an S9 as ST571 which 
classified in K. pneumoniae sequence type. Four 
of nine colistin-resistant K. pneumoniae isolates 
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Table 1 Species identification by routine laboratory methods and bioinformatic tools (Kraken2, 
16s rRNA and MLST)

Isolates ID
Laboratory 

identification
Kraken2 16s rRNA

MLST 
(K. pneumoniae)

R1 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST147

R2 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST16

R3 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST147

R4 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST11

R6 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST340

R7 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST16

R8 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST147

R11 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST37

R14 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST147

S2 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST1741

S4 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST219

S7 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST1686

S8 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST54

S9 K. pneumoniae K. quasipneumniae K. quasipneumniae ST571

S14 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST54

S15 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST163

S22 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST29

S23 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae ST37

S29 K. pneumoniae K. quasipneumniae K. quasipneumniae unknown

Figure 1  Phylogenetic analysis of                                               
K. pneumoniae isolates against reference                   
genomes :  KP I ,  KP I I  and KP I I I .  KP I                                            
(K. pnuemoniae) represents in pink, KPII                     
(K. quasipneumoniae) shows in blue and 
KPII (K. variicola) displays in green.
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( 4 4 . 4 4% )  we r e  S T147  wh i c h  i s  a n                                                   
antimicrobial-resistant high risk K. pneumoniae.  
Colistin-sensitive K. pneumoniae has various 
MLST type, it indicating they have high variation.
	 To construct phylogenetic tree, we used 
references genomes of K. pneumoniae (KPI), K. 
quasipneumoniae (KPII), and K. variicola (KPIII). 
The resul ts  of  phylogenet ic  analys i s                                    
demonstrated 17 isolates are closely related to 
KP I .  Two i so la tes  ( S9  and S29 )  a re                                             
phenotypically related to KPII that relevant with 
Kraken2 and 16s rRNA results as Figure 1. 
 

Discussion
	 The worldwide spread of multidrug-resistant 
K. pneumoniae is a major global health issue.  
K. pneumoniae is one of the worrisome                   
pathogens associating with high mobility and 
mortality due to limit of available antibiotic in 
pipeline to tackle such infections10. A precise 
identification of K. pneumoniae is a crucial      
factor to improve in both treatment and                     
managing in tracking their source and spread. In 
our study, we performed short read whole                    
genome sequencing to characterize on nineteen 
K. pneumoniae isolates.
	 All of nineteen K. pneumoniae isolates are 
phenotypically resistance to number of tested 
antibiotics. It is noteworthy that by using WGS-
based datawe identified two isolates as                            
K. quasipneumoniae by using Kraken2 and 16s 
rRNA. Part of genotypic identification, MLST is 
not able to distinguish K. pneumoniae and    K. 
quasipneumoniae sequence type leading to 
misidentification of these two species. Both K. 
quasipneumoniae and K.variicola has been 
revealed with matching  alleles as well as                
capsule genotype with K. pneumoniae that may 
contribute to an  inaccurate identification11. 
Laboratory methods including MALDI-TOF and 
PCR rema in  res t ra in ing  in  detec t ing                                               
K .  pneumon i ae  c omp l e x  7 , 1 2 .  On l y                                               
K. pneumoniae and K. variicola databases were 

included in Bruker database. Hence, this                       
limitation makes it hard to distinguish other 
species or phylogroups of K. pneumoniae                    
complex7. There is an enormous global public 
health burden due to antimicrobial resistant 
(AMR) K. pneumoniae high-risk clones i.e. ST147 
and ST307. K. pneumoniae are increasing                    
globally and both clones are associated with 
ESBLs and carbapenemases. ST147 is endemic 
in India, Italy, Greece, and certain North African 
countries and has been introduced into regions 
of non-endemicity, leading to worldwide                    
nosocomial outbreak13.

Conclusion
	 Our findings indicate a drawback in routine 
microbiology methods in identifying K.                            
pneumoniae complex as K. pneumoniae is 
frequently masking the true causative                             
pathogens.  MLST may be mistakenly                                    
misidentify between K. penumoniae and K. 
quasipneumoniae although genotyping method 
is considered as a reliable tool to detect K. 
pneumoniae as well as other phylogroups. 
Overall, strategy and action are required to 
improve the detection methods and to control 
the spread of antibiotic resistance. 
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บทคดัย่อ 
หลักการและวตัถปุระสงค์: Burkholderia pseudomallei เป็นสาเหตขุองโรคเมลอิอยด์ ซึง่เป็นโรคตดิเชือ้ส�ำคญัทีเ่ป็นปัญหา
ทั่วโลกและมีอัตราการเสียชีวิตสูงหากไม่ได้รับการรักษาที่เหมาะสม ไบโอฟิล์มของ B. pseudomallei ช่วยให้แบคทีเรียหลบ
การท�ำงานของระบบภูมิคุ้มกันและยาปฏิชีวนะ และสัมพันธ์กับโรคเมลิออยด์แบบกลับเป็นซ�้ำ งานวิจัยก่อนหน้าแสดงให้เห็น
ว่า เมื่อเพาะเลี้ยง B. pseudomallei ร่วมกับนิวโทรฟิลในอาหาร Roswell Park Memorial Institute (RPMI) สามารถ
กระตุ้นให้นิวโทรฟิลสร้างกับดักนิวโทรฟิลนอกเซลล์ แต่ไม่สามารถก�ำจัด B. pseudomallei ได้ วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ 
คือการศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของ B. pseudomallei ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ และปริมาณ
เชื้อแบคทีเรียเริ่มต้น เพื่อน�ำไปใช้ศึกษาผลของดีเอ็นเอท่ีเป็นองค์ประกอบของ NETs ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ                                        
B. pseudomallei
วิธีการศึกษา: เพาะเลี้ยง B. pseudomallei H777 ในอาหาร RPMI หรือ Dulbecco’s Modified Eagle media (DMEM) 
ที่มีหรือไม่มีส่วนผสมของซีรัมลูกวัว 10% เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย Luria-Bertani (LB) และการใช้จ�ำนวนเชื้อ
เริ่มต้นของ B. pseudomallei ที่ optical density 600 นาโนเมตร (OD

600
) = 1 และ 0.1 และตรวจวัดปริมาณไบโอฟิล์ม

ผลการศึกษา: B. pseudomallei H777 ในอาหาร RPMI และ DMEM ท่ีมีและไม่มีซีรัม ไม่สามารถสร้างไบโอฟิล์ม แต่                    
B. pseudomallei ในอาหาร LB สามารถพบการสร้างไบโอฟิล์มได้ และผลของเชื้อเริ่มต้นของ B. pseudomallei ที่ OD

600 
= 1 และ 0.1 ในอาหาร LB สามารถสร้างไบโอฟิล์มไม่แตกต่างกัน (p = 0.0799) 
สรุป: อาหาร LB และแบคทีเรียเริ่มต้นที่ OD

600 
0.1 เหมาะสมส�ำหรับการเพาะเลี้ยง B. pseudomallei ร่วมกับนิวโทรฟิล 

เพื่อศึกษาผลของ NETs ในการส่งเสริมให้เกิดการสร้างไบโอฟิล์มของ B. pseudomallei ในงานวิจัยที่จะท�ำต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: อาหารเลี้ยงเซลล์  การสร้างไบโอฟิล์ม
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Abstract
Background and objective: Burkholderia pseudomallei is the causative agent of melioidosis, a                                     
potentially fatal infectious disease worldwide. The disease has a high mortality rate if appropriate treatment 
is delayed. B. pseudomallei biofilm has been reported as a virulence factor to promote pathogen resistance 
against host immune response and antibiotics and correlate with relapse melioidosis. Previous research 
has shown that B. pseudomallei H777, a biofilm producing strain co-cultured with human                                                 
polymorphonuclear neutrophils (PMNs) in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium induced                          
neutrophil extracellular traps (NETs) but failed to eradicate the pathogen. The aim of this study was to 
examine the biofilm formation ability of B. pseudomallei in cell culture medium and optimize the                          
bacterial inoculum for further study to investigate the effects of NETs on B. pseudomallei biofilm formation.
Method: B. pseudomallei was cultured in RPMI or Dulbecco’s Modified Eagle media (DMEM) with or                      
without 10% calf bovine serum, in comparison to Luria-Bertani (LB) broth. The inoculum of                                                
B. pseudomallei H777 at optical density 600 nm (OD

600
) of 1 and 0.1 were examined to determine the 

optimal conditions for further study in the co-cultivation with PMNs, considering the potential enhancement 
through constitutive DNA effects from NETs. 
Results: B. pseudomallei H777 cultured in RPMI or DMEM with or without serum, failed to exhibit biofilm 
formation. In contrast, biofilm formation was observed when cultured in the control LB medium.                                
Additionally, a similar biofilm formation was demonstrated when using B. pseudomallei starter culture at 
OD

600
 0.1 and 0.1 in LB medium (p = 0.0799). 

Conclusion: LB medium promotes biofilm formation of B. pseudomallei, while RPMI and DMEM media, 
with or without serum, do not. Cultivating B. pseudomallei starter cultures at OD

600
 0.1 is suitable for 

co-cultivation with PMNs to investigate the impact of NETs on biofilm promotion in B. pseudomallei.

Keywords: Burkholderia pseudomallei, cell culture medium, biofilm formation
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Introduction
	 Melioidosis is a potentially fatal infectious 
disease that affects people and animals in 
Southeast Asia and Northern Australia1. This 
disease is caused by the environmental 
Gram-negative bacterium Burkholderia                              
pseudomallei, which enters the human body 
through various routes of exposure including 
skin wounds, inhalation, or ingestion1. The                    
presentation of the disease can vary widely, 
ranging from mild localized infection to severe 
sepsis, pneumonia, and abscesses in multiple 
organs 2. B. pseudomallei has been reported to 
possess various virulence factors including                             
biofilms, which have been associated with                   
antibiotic resistance3 and relapse melioidosis4. 
This indicates the important roles of biofilms in 
t he  pe r s i s t ence  and  r e s i s t an ce  o f                                                      
B. pseudomallei, which significantly impacts 
treatment difficulty and disease severity.                        
Furthermore, extracellular DNA (eDNA) was 
evidenced as a fundamental component during 
bacterial cell attachment and biofilm-forming 
steps of B. pseudomallei5. 
	 Neutrophils are the initial line of defense 
cells against bacterial infection through                              
phagocytosis, degranulation, and the release of 
neutrophil extracellular traps (NETs)6. The         
formation on NETs, which contain DNA, histones, 
and antimicrobial proteins trap pathogens and 
eradicate the pathogen by the action                                   
antimicrobial proteins7. Recently, Khamwong 
and  co l l ea gue s  demons t r a t ed  tha t                                                 
B. pseudomallei biofilm phenotype stimulated 
NETs that contain a higher amount of                                    
extracellular DNA (eDNA) compared to the                 
biofilm mutant8. However, B. pseudomallei 
entrapped with NETs escaped neutrophil killing. 
Currently, there is no data on the impact of 
eDNA from NETs on B. pseudomallei biofilm 
formation ability. Therefore, further investigation 
is required, involving the co-cultivation of B. 
pseudomallei with PMNs to induce NETs                        

formation and release eDNA, potentially leading 
to the stimulation of biofilm formation. The                       
objective of this study was to compare the B. 
pseudomallei biofilm formation when culture 
in the commonly utilized nutrient-rich media 
for mammalian cells, Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI)-1640 and Dulbecco’s Modified 
Eagle media (DMEM), with Luria-Bertani (LB) 
broth. In addition, the study examined the two 
different starting cultures of at OD

600
 1,                       

commonly employed for biofilm formation 
assays, and 0.1, which suitable for co-cultivation 
with polymorphonuclear cells (PMNs). These 
experimental investigations here provide the 
optimize conditions of co-cultivation between 
B. pseudomallei and PMNs for further examina-
tion of the influence of NETs in promoting 
biofilm development of B. pseudomallei.

Materials and methods
Ethics approval
	 This study was approved by Khon Kaen 
University Ethics Committee for Human Research 
(HE651392).

Bacterial strain and growth curve
	 B. pseudomallei H777, a moderate                            
biofilm-producing clinical isolate  (Melioidosis 
Research Center, Khon Kaen University)9 was 
cultured from glycerol stock (-80 °C) on Ashdown 
agar at 37°C for 48 h. A single colony was then 
inoculated into 3 ml LB broth and incubated at 
37 °C, 200 rpm for 18 h. The bacterial suspension 
was adjusted to OD

600
 0.1 (approximately 107 

colony forming unit per milliliter (CFU/ml)) as 
the inoculum. The 2% inoculum was then grown 
in 50 ml LB broth and further incubated at 37 
°C, 200 rpm.  The bacterial culture was taken 
at 0, 2, 4, 6 and 8 h to obtain OD

600
                                           

measurements and enumeration by the drop 
plate technique on LB agar plates, which were 
incubated at 37 °C for 24 h. The OD

600
 and CFU/

ml data were then used to construct a                         
bacterial growth curve. 
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RPMI-1640 and DMEM preparation
	 RPMI-1640 and Dulbecco’s DMEM powdered 
media (GibcoTM CellCite) were prepared and 
adjusted to pH 7.0-7.4 with 1 M HCl or 1 M 
NaHCO

3
 before filtered sterile and checked for 

the sterility incubation at 37 °C for 48 h.                      
Complete media RPMI (cRPIM) and DMEM                      
(cDMEM) were prepared by adding 10% heat- 
inactivated (56 °C for 30 min) fetal bovine serum 
(FBS, GibcoTM CellCite).

B. pseudomallei biofilm formation assay using                 
crystal violet staining
	 The biofilm formation of B. pseudomallei 
was assessed following the methodologies                           
established in previous publications by 
Taweechaisupapong, et al.9 and Kunyanee, et 
al.10 with slightly modifications. In summary, B. 
pseudomallei was cultured in LB broth at 37 °C, 
200 rpm for 18 h to obtain an OD

600
 1                                         

(approximately 1 × 108 cells/ml). The bacterial 
suspension was centrifuged at 3,000× g for 5 
min and washed twice with 1× phosphate-                               
buffered saline (PBS). The cells were then                   
resuspended in LB, RPMI, cRPMI, DMEM and 
cDMEM ,  and  ad j u s t ed  t o  an  OD

600
                                                    

approximately 1 and 0.1 as the biofilm inoculum.
	 Two hundred µl of B. pseudomallei in LB, 
RPMI, cRPMI, DMEM and cDMEM at OD

600
 1 and 

0.1 were added into each well of a 96-well plate. 
Following an incubation for 3 h, the planktonic 
bacterial cells were carefully removed. The 
adhered biofilm was washed with 200 µl of 1× 
PBS. Subsequently, 200 µl of fresh media was 
added to each well, and the plate was                            
incubated for an additional 21 h. After                                    
discarding the planktonic cells and another 
round of washing using sterile distilled water, 
200 µl of fresh media was added to each well, 
and the plate was further incubated for an                   
additional 24 h. The quantification of 48-h B. 
pseudomallei biofilm formation was performed 
using crystal violet staining.

	 The 48-h biofilm formation was fixed with 
200 µl of 99% methanol per well for 15 min 
before air-dried at room temperature. Then, the 
biofilm was stained with 200 µl of 2% crystal 
violet for 5 min. The excess stain was removed 
with running tap water. After air-drying, the dye 
bound to the adherent bacterial cells in each 
well was solubilized using 200 µl of 33% (v/v) 
glacial acetic acid. Subsequently, the solubilized 
solution was examined at the absorbance 620 
nm (A

620
) using Varioskan Flash Multimode Read-

er (Singapore) with SkanIt Software 2.4.3 RE for 
Varioskan Flash.

B. pseudomallei growth in LB, RPMI, and DMEM 
media
	 T h e  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  o f                                                           
B. pseudomallei H777 (OD

600
 0.1) was                                  

inoculated at a concentration of 2% into LB 
medium and incubated at 37°C with agitation 
at 200 rpm for 6 h. Following incubation, the 
bacterial suspension was centrifuged and 
washed twice with PBS before being                                              
resuspended in LB, RPMI, and DMEM media, 
utilizing an initial inoculum of OD

600
 1 and 0.1. 

S ub s equen t l y ,  two  hund r ed  µ l  o f                                                      
B. pseudomallei in LB, RPMI, and DMEM were 
added into each well of a 96-well plate and 
incubated at 37°C, for 48 h. Bacterial growth 
measurements were determined at 0, 3, 24, and 
48 h using Varioskan Flash Multimode Reader 
(Singapore) with SkanIt Software 2.4.3 RE for 
Varioskan Flash.

Statistical analysis
	 The statistical analysis was performed using 
Statistics Package for the Social Sciences (SPSS) 
program version 23 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
Data was analyzed for statistical significance 
using the one-way ANOVA. A statistically                             
significant difference will be considered at *                  
p < 0.05.
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Results
B. pseudomallei H777 growth curve in LB media 
	 The growth kinetics of B. pseudomallei H777 
in LB media were examined at 0, 2, 4, 6 and 8 
h. The CFU/ml and OD

600
 values were                            

recorded and represented in Fig. 1A and 1B. The 
bacterial mid-log phase of B. pseudomallei H777 
in LB was demonstrated between 4 and 8 h.  
The regression analysis of CFU/ml and OD

600 
exhibited a strong and significant correlation 
(R-square of 0.9866). 

The B. pseudomallei H777 inoculum of OD
600

 1 and 
0.1 exhibited similar biofilm formation ability
	 The  b iofi lm fo rmat ion  ab i l i t y  o f                                               
B. pseudomallei H777 using the start inoculum 
of OD

600
 1 and 0.1 exhibited similar biofilm for-

mation (p = 0.0799) (Fig. 2). Based on these 
r e su l t s ,  i t  c an  be  conc luded  t ha t                                                        
B. pseudomallei H777 at OD

600
 0.1 is suitable 

for further investigation regarding to the biofilm 
formation assay after co-cultivation with PMNs.

B. pseudomallei H777 biofilm formation in LB but 
not in RPMI, and DMEM media with and without 
10% FBS 
	 The ability of B. pseudomallei H777 to form 
biofilm was examined in different media, includ-
ing LB, RPMI, cRPMI, DMEM, and cDMEM. The 
results demonstrated that B. pseudomallei H777 
biofilm formation was observed in the control 
LB medium, whereas it was not detected at A

620
 

in RPMI, cRPMI, DMEM and cDMEM media (Fig. 
3 and 4). 

B. pseudomallei H777 growth in LB, RPMI, and 
DMEM media
	 The growth of B. pseudomallei H777 was 
observed during incubation in LB, RPMI, and 
DMEM media to assess its growth ability in                        
different conditions. The OD

600
 measurements 

were taken at 0, 3, 24, and 48 h. The results 
demonstrated that B. pseudomallei H777 in LB 
showed an inc rease  in  OD

600
,  wh i le                                          

B. pseudomallei H777 in RPMI, and DMEM                   
remained stable (Fig. 5). The results indicated 
that B. pseudomallei H777 can grow in LB but 
not in RPMI and DMEM media. 

Figure 1 B.pseudomallei H777growth curves measured as CFU /ml versus time (A), OD
600 

versus time (B) and the 
regression graph of CFU/ml and OD

600
 (C).
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Figure 2 The 48-h B. pseudomallei H777 biofilm 
formation in LB using start inoculums of OD

600
 1 and 

0.1.

Figure 3 Biofilm formation of B. pseudomallei H777 
in LB, RPMI, and DMEM media at 48 h using start 
inoculum of OD

600 
= 1 and 0.1.

Figure 4 Biofilm formation of B. pseudomallei H777 in 
LB,  cRPMI, and cDMEM media at 48 h using start                   
inoculums of OD

600
 = 1 and 0.1.

Figure 5 B. pseudomallei H777 growth measurement while cultured in LB, RPMI, and 
DMEM at 0, 3, 24, and 48 h using initial inoculum at OD

600
 = 1 and 0.1.
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Discussion
	 Co-cultivation of B. pseudomallei with PMNs 
in RPMI medium resulted in the induction of 
NETs8, 11. However, despite the formation of NETs, 
the pathogen was not eradicated8. This study 
demonstrated that B. pseudomallei biofilm 
formation was observed when cultured in LB 
but not in RPMI or DMEM. Nevertheless, a                   
starting inoculum of B. pseudomallei at OD

600 
0.1 can be used for the co-cultivation with PMNs.
The biofilm formation of B. pseudomallei in LB 
in this study is consistent with previous reports 
5, 10. However, the inability to form biofilm                     
formation when cultured in RPMI and DMEM 
with or without 10% FBS, may due to the                             
presence of abundant amino acids, vitamins, 
and inorganic salts that not favorable for                     
bacterial growth and biofilm formation12 that 
corroborate with previous observation by                    
Kaewpan and colleagues13. Additionally, the 
presence of fetal bovine serum significantly 
reduced the b iofilm development in                                    
Pseudomonas aeruginosa when cultured in M9 
minimal medium14. Ding and colleagues also 
demonstrated a significant decrease in biofilm 
development of Candida albicans in RPMI                    
medium, with or without 3-5% human serum15. 
These findings indicate that RPMI and DMEM 
media, with or without 10% FBS, are not suitable 
for conducting the biofilm formation assay for 
B. pseudomallei. Therefore, the co-cultivation 
experiments of B. pseudomallei and PMNs will 
be conducted in cRPMI medium using an initial 
inoculum of OD

600
 0.1 to stimulate NETs                               

formation. Subsequently, LB medium will be 
substituted for the purpose of B. pseudomallei 
biofilm formation.

Conclusion
	 An initial inoculum of B. pseudomallei at 
OD

600 
0.1 will be employed for the co-cultivation 

with PMNs to stimulate NETs formation.                                         
Subsequently, LB medium will be replaced in 
order  to  enhance the  fo rmat ion o f                                                      

B. pseudomallei biofilm to elucidate the                         
potential influence of PMN on biofilm formation 
of B. pseudomallei in our further investigation.
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บทคดัย่อ
หลกัการและวัตถปุระสงค์: นโยบายมะเรง็รกัษาได้ทกุที ่(cancer anywhere) ของส�ำนกังานหลักประกนัสุขภาพแห่ง
ชาติ ช่วยให้ผู้ป่วยมะเร็งเข้าถึงการรักษาเร็วขึ้น โรงพยาบาลศรีนครินทร์ มีศักยภาพในการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งชนิด 
multiple myeloma (MM) โดยใช้ผลตรวจ serum protein electrophoresis (SPE) และ serum immunofixation 
test (IFX) มีระยะเวลารายงานผล (turnaround time :TAT) ของ SPE 30 วัน ท�ำให้ผู้ป่วยใหม่เสียโอกาสการรักษา
อย่างรวดเร็ว การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาระบบการตรวจและลดระยะเวลารายงานผลของ SPE และ IFX 
ภายใน 14 วัน เพื่อช่วยให้การวินิจฉัย การรักษา และติดตามผลได้อย่างรวดเร็ว มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น 
วิธีการศึกษา: เป็นการศึกษาเชิงพรรณนา ในกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยที่ส่งตรวจ SPE และ IFX ระหว่างเดือน ส.ค.65-ม.ค.
66 โดยวิเคราะห์ปริมาณงาน การตรวจอื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง เลือกใช้เทคโนโลยีและลีนที่เหมาะสม น�ำมาพิจารณาปรับลด
ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 
ผลการศึกษา: พบว่าในผู้ป่วยที่ส่งตรวจ SPE และ IFX ในช่วงเวลาที่ท�ำการศึกษา จากผู้ป่วยจ�ำนวน 205 ราย เป็นผู้
ป่วยโรคมะเร็งชนิด MM 116 ราย (ร้อยละ 56.6) มีการส่งตรวจ SPE และ IFX  จ�ำนวน 327 และ 236 ครั้ง ตามล�ำดับ 
หลังการพัฒนาระบบการตรวจ ปรับรูปแบบการรายงานผล  SPE และ IFX ให้สมบูรณ์ใน 1 ใบรายงานผลเพิ่มการ
รายงานผล M-protein เพื่อติดตามการรักษา เปรียบเทียบ TAT แบบเดิม (ม.ค.-มิ.ย. 65) และแบบใหม่ (ส.ค.65-ม.ค.
66) สามารถลด TAT เหลือ 14 วัน ระดับความส�ำเร็จร้อยละ 92.3 จากเดิมที่ TAT= 30 วัน รายงานผลได้ร้อยละ 40 
ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05)
สรุป: การปรับวิธีการปฏิบัติงานท�ำให้ TAT การรายงานผล SPE และ IFX ลดลง ผู้ป่วยสามารถเข้าถึงการรักษาที่เร็ว
ขึ้นสอดคล้องกับนโยบายของกระทรวงสาธารณสุข 
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Abstract
Background and objective: The Cancer Anywhere policy of the National Health Security Office is 
offered for cancer patients to access treatment faster. Srinagarind hospital has the potential for 
diagnosis, treatment, and monitoring of various types of cancer. In multiple myeloma (MM), it is 
necessary to test serum protein electrophoresis (SPE) and immunofixation test (IFX) to support the 
diagnosis. Turnaround time (TAT) for SPE 30 days was a negative effect in new cases of MM. The 
objective of this study was to develop the process of analysis and reducing the TAT for completing 
report SPE and IFX within 14 days, that effectively support the diagnosis, treatment, and monitoring.
Methods: The study was descriptive study in patients who has SPE and IFX test between January 
to June 2023 for workload analysis, related other laboratory tests, and appropriate technology and 
lean were considered for improvement of the duration time of the detection and report. 
Results: A total request of 205 patients from SPE and IFX, the most common diagnosis was MM 
(56.6%, N=116). SPE and IFX did 327 and 326 test, respectively. The systematic improvement, SPE 
and IFX could be concluded and reported in a one-page report, also with M-protein level for                   
treatment monitoring. The comparison of two periods, January to June 2022: SPE had TAT 30 days, 
reported on schedule 40%. While the new system started in August 2022 to January 2023: SPE had 
TAT 14 days, reported on schedule 92.3% which was a significant difference (p<0.05). 
Conclusion: The reduction of TAT could maximize the benefits for MM patients to an early start of 
the therapeutic, in accordance with the policy of the Ministry of Public Health.

Keywords: serum protein electrophoresis, immunofixation test, Multiple myeloma turnaround time

บทน�ำ
	 กระทรวงสาธารณสขุและสปสช.ได้ร่วมกนัจดัระบบ
บรกิารให้ผูป่้วยโรคมะเรง็ไปรบับรกิารท่ีไหนกไ็ด้ หรอืเป็น
มะเร็งรักษาทุกที่ โดยใช้นโยบายที่มีชื่อว่า cancer                
anywhere กล่าวคือ เมื่อรู้ตัวว่าเป็นมะเร็งสามารถไป
รักษาได้ทุกที่ที่มีความพร้อมในการให้บริการ ไม่จ�ำเป็น
ต้องรอการรกัษาหรอืการส่งตัวจากหน่วยบริการใกล้บ้าน 
โรคมะเรง็เป็นภาวะเจ็บป่วยท่ีต้องได้รบัการรกัษาโดยเรว็ 
เพื่อควบคุมระยะและการแพร่กระจายของโรค แต่ด้วย
ขัน้ตอนการส่งตัวตามระบบเครอืข่าย และความหนาแน่น
ของปริมาณผู้ป่วยท่ีแตกต่างกันในแต่ละโรงพยาบาล 
ท�ำให้เป็นอุปสรรคในการเข้าถึงการรักษาได้โดยเร็ว  
อย่างไรก็ดี ก่อนหน้านี้การเข้ารับการรักษามะเร็งใน                  
โรงพยาบาลที่ผู้ป่วยมีสิทธิการรักษา ปกติแล้วจะต้องรอ
ตรวจ รอการรักษาตามคิวของผู้ป่วย ขั้นตอนเหล่านี้มัก
จะใช้เวลานาน หลายขั้นตอน แต่ละขั้นตอน ใช้เวลา
ประมาณ 2-3 เดอืน  ซึง่กว่าจะได้ผลชิน้เนือ้ว่าเป็นมะเรง็
จรงิๆ หรอืทราบว่าเป็นมะเรง็ชนดิใด ซึง่ถือว่าเป็นคอขวด
ทีท่�ำให้กลุม่ผูป่้วยมะเรง็เข้าถงึการรกัษาได้ช้า ทัง้ในเร่ือง
ระบบส่งตัวและวินิจฉัย อาจท�ำให้ผู้ป่วยมีอาการมากขึ้น
และเพิ่มระยะของมะเร็งได้

	 การมนีโยบายมะเรง็รักษาทกุทีเ่กดิขึน้ ได้ช่วยอ�ำนวย
ความสะดวกรวดเรว็ให้กับผูท้ีไ่ด้รบัการวนิจิฉยัว่าเป็นโรค
มะเร็ง ให้ได้รับบริการการรักษาครอบคลุมทุกวิธีการ
รักษา เช่น ผ่าตัด เคมีบ�ำบัด รังสีรักษา ฮอร์โมน ทั้งตาม
โปรโตคอลการรักษาโรคมะเร็ง 20 ชนิด และการรักษา
มะเรง็ทัว่ไปในโรงพยาบาลทีม่ศีกัยภาพและใกล้บ้านโดย
เร็วท่ีสุด สามารถรักษาข้ามเขต ข้ามจังหวัดได้ ใน
ปีงบประมาณ 2565  ตั้งแต่วันที่ 1 ต.ค. 2564 – 30 มิ.ย. 
2565 มีผู้ป่วยโรคมะเร็งรับบริการที่ไหนก็ได้ จ�ำนวน 
603,060 ครั้ง1 จากเป้าหมายที่ได้รับจัดสรร 339,371 
ครั้ง2  ซึ่งตัวเลขสถิติข้างต้น ก็สะท้อนให้เห็นว่าผู้ป่วย
มะเร็งสามารถเข้าถึงบริการการรักษาได้มากขึ้น เร็วขึ้น 
ท�ำให้ผลการรักษาดีขึ้นตามไปด้วย3

	 โรคมะเร็งทางโลหติวทิยา4-6 ทีเ่กดิจากความผดิปกติ
ของพลาสมาเซลล์ หรือที่เรียกว่า Multiple Myeloma 
นั้น พลาสมาเซลล์มีการเจริญผิดปกติ โดยพลาสมาเซลล์
ท่ีเติบโตผิดปกติจะเกิดข้ึนในไขกระดูก ซ่ึงในไขกระดูก
มหีน้าทีส่ร้างเมด็เลอืดแดง เมด็เลอืดขาว และเกลด็เลือด 
หากเกิดความผิดปกติขึ้นที่บริเวณนี้ จะส่งผลให้ร่างกาย
ขาดเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด ท�ำให้
เกดิภาวะต่าง ๆ  ตามมา ได้แก่ หากร่างกายขาดเมด็เลอืด
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แดง จะเกิดอาการซีด อ่อนเพลีย และเหนื่อยง่าย หาก
ขาดเกลด็เลอืดจะเกดิภาวะเลอืดออกมากผดิปกติ เพราะ
เกล็ดเลือดมีหน้าที่ช่วยในการแข็งตัวของเลือด และเมื่อ
ร่างกายขาดเม็ดเลอืดขาว จะท�ำให้เกดิภูมคิุม้กนับกพร่อง 
ส่งผลให้ร่างกายเกิดการติดเชื้อได้ง่ายขึ้น ทั้งนี้พลาสมา
เซลล์ที่เติบโตผิดปกติยังส่งผลให้ภูมิคุ้มกันสร้างโปรตีน
มากขึน้ ท�ำให้เลอืดมลีกัษณะข้นหนืดและก่อให้เกดิภาวะ
อุดตันที่ส่วนต่าง ๆ ตามมา หากอุดตันที่สมอง จะท�ำให้
กล้ามเนือ้อ่อนแรง หากอดุตนัทีไ่ตอาจสง่ผลให้ไตวายได้
ในที่สุด ไม่เพียงเท่านั้น MM ยังท�ำให้เกิดภาวะกระดูก
พรุนได้ อันเนื่องมาจากการเจริญเติบโตที่ผิดปกติของ
เซลล์ ส่งผลให้เกดิการสร้างสารเคมชีนดิหนึง่ท่ีไปกระตุ้น
การสร้างเซลล์ชนิดที่ท�ำลายกระดูก
	 สถิติของการเกิดโรคในประเทศไทย พบผู้ป่วยราย
ใหม่โดยเฉลี่ยต่อปี 300-400 ราย และพบผู้ป่วยด้วยโรค
ดังกล่าวเป็นอัตราร้อยละ 0.5-1 ของประชากรทั้ง
ประเทศ อตัราทีพ่บในเพศหญงิและชายเท่ากนั และอายุ
โดยเฉลี่ยที่พบคือ 59 ปี ภาวะแทรกซ้อนที่เกิดจากโรค
มะเร็ง MM  มักพบภาวะกระดูกพรุนหรือกระดูกผุ                    
ไตวายเฉียบพลัน เกิดภาวะซีด เลือดออกผิดปกติ และ
ร่างกายติดเชื้อได้ง่าย ผู้ป่วยท่ีมาพบแพทย์มักพบด้วย
อาการอ่อนเพลีย เหนื่อยง่าย ภาวะซีด หรืออาการอื่น ๆ  
และตรวจพบว่าเป็น MM ซึ่งแพทย์จะท�ำการประเมิน
ความรุนแรงและท�ำการรักษา สามารถรักษาได้ 3 วิธี 
ได้แก่ การให้ยาเคมบี�ำบัด การฉายแสง และการปลกูถ่าย
ไขกระดูก ตลอดทั้งความพยายามจัดการระบบให้ง่าย 
โดยการน�ำลีนมาใช้ ซึง่การน�ำลนีมาใช้ในบรกิารสขุภาพ7 
การดูแลสุขภาพที่เป็นอยู่ หรือวิธีการที่เราได้รับการฝึก
อบรมมาในการให้บรกิารสขุภาพ มลีกัษณะทีเ่ป็นข้อด้อย
ส�ำคัญบางประการ ได้แก่ เป็นการจัดบริการเพ่ือตอบ
สนองต่อแต่ละครั้ง (episode) ของการเจ็บป่วย เป็น
บริการแบบตั้งรับที่ผู้ป่วยต้องช่วยตนเองในการเข้าหา
บริการ ผู้ป่วยต้องรอคอยเป็นเวลานาน มีปัญหาในเรื่อง
ความสัมพันธ์ระหว่างผู้ป่วยละผู้ให้บริการ การสื่อสาร
ระหว ่างทีมผู ้ ให ้บริการเป ็นไปอย ่างลุ ่มๆ ดอนๆ 
กระบวนการดูแลมีความไม่แน่นอน มีการใช้ดุลยพินิจ
ตัดสินใจจ�ำนวนมากและแตกต่างหลากหลาย มีความ
เสีย่งทีจ่ะเกดิความผดิพลาดในกระบวนการดแูลจ�ำนวน
มากโดยท่ีระบบไม่ได้ออกแบบเพือ่ป้องกนั ไม่มกีารวดัผล
ลัพธ์ของการท�ำงานที่สอดคล้องกับคุณค่าที่ผู ้ป ่วย
ต้องการ มรีาคาแพง ดงันัน้จ�ำเป็นต้องใช้แนวคดิแบบใหม่
เพื่อผู ้ป่วยและบุคลากร โดยร้อยละ 80 ของความ
บกพร่องทางการแพทย์มาจากระบบ วธิกีารทีไ่ด้ผลทีส่ดุ
ในการแก้ไขข้อบกพร่องดังกล่าวคือ การแก้ไขที่ระบบ

และระเบียบปฏิบัติ ซึ่งโรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะ
แพทยศาสตร์กเ็ป็นอกีหนึง่หน่วยงานทีม่คีวามพร้อม ทัง้
ในด้านการตรวจวินิจฉัย การรักษาและติดตามผลในทุก
ชนิดของมะเร็ง รวมถึงการวิจัยเพื่อพัฒนาการรักษา
มะเร็ง และในส่วนของหน่วยภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก 
เมื่องานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร มีการตรวจ
จ�ำเพาะหรือการตรวจพิเศษหลายส่วน เพื่อช่วยในการ
วินิจฉัย เพื่อประเมินระยะ หรือติดตามการรักษามะเร็ง 
MM8   โดยในการศึกษาครั้งนี้ มุ่งเน้นไปที่การหาระบบ
เพือ่ลดระยะเวลาการรอผล โดยการน�ำลนีมาปรบัใช้เพือ่
ลดระยะเวลาในการรอผลตรวจดังกล่าวและเพิ่ม
ศักยภาพของเคร่ืองมือและบุคลากร ดังนั้นการศึกษานี้
จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือลดระยะเวลาการรอคอยผลการ
ตรวจ SPE และ IFX ทีส่่งตรวจในโรงพยาบาลศรนีครินทร์ 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น

วธีิการศึกษา
ระเบียบวธีิวจิยั 
	 เป็นการศึกษาเชิงพรรณนา โดยรวบรวมข้อมูลจาก
กลุม่ตวัอย่างในลกัษณะตวัเลขเป็นข้อมลูเชงิประจกัษ์ใน
ด้านระยะเวลาการรอผลการตรวจ SPE และ IFX มา
วิเคราะห์ตามหลักการทางสถิติ  

ประชากรและกลุ่มตวัอย่าง
	 จ�ำนวนตวัอย่างทีส่่งตรวจ SPE และ IFX ทัง้หมด ใน
ช่วงระยะเวลาที่ท�ำการศึกษา คือ ส.ค.65– ม.ค.66 น�ำ
มาศึกษาความถูกต้องและระยะเวลาการรอคอยผล 
turnaround time; TAT ในการรายงานผลการตรวจ

การเกบ็ข้อมูล 
	 เกบ็ข้อมลูจากระบบ Hospital Objects (HO) และ 
laboratory information system (LIS) ของโรง
พยาบาล ในด้านผลการวินิจฉัย ผลการตรวจทางห้อง
ปฏิบัติการ เพื่อน�ำไปใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

ขั้นตอนการด�ำเนินงาน
	 - น�ำระบบลีนมาใช้จัดการระบบงาน
	 - ปรับระบบงานและวางผังองค์กร
	 - พิจารณาอุปกรณ์ เครื่องมือ และเทคโนโลยีเพื่อใช้
ในการตรวจ
	 - ออกแบบรูปแบบของการใช้ software หรือ pro-
gram ที่มีในเครื่องมือเพ่ือให้สามารถรายงานผลการ
ตรวจ SPE และ IFX ในผู้ป่วยรายเดียวกัน ให้แสดงผล
ผ่านใบรายงานผลพร้อมกัน
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	 - ด�ำเนินการตามกระบวนการที่ก�ำหนด
 	 - ทดลองปฏิบัติงานตาม flow ใหม่
	 -  ถ้าเกดิอปุสรรค ปรบัตวัแปรทีเ่ป็นไปได้ และบนัทกึ
ข้อมูลโดยก�ำหนดปัจจัยและตัวแปรในการศึกษาวิจัยให้
ชัดเจน

การวเิคราะห์ข้อมูล
	 วิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างในด้านสัดส่วน ระยะ
เวลาการรอคอยผลการตรวจท่ีลดลง และ 95 percentile 
ในการรายงานผลได้ส�ำเร็จในระยะเวลาที่ก�ำหนดไว้ โดย
ใช้ t-test

ขั้นตอนการด�ำเนินงาน

 ปัญหาทีพ่บ
    1.  ระยะเวลาในการรายงานผลการตรวจนาน 14-30 วัน
    2.  ผู้ป่วยส่งตรวจครั้งใหม่โดยที่ผลการตรวจครั้งเก่ายังไม่ออก

 วเิคราะห์และวางแผนหาแนวทางพฒันา
    1. ระบบลีนในหน่วยงาน
    2. ปรับระบบงานและวางผังองค์กร
    3. พิจารณาอุปกรณ์และเครื่องมือตลอดจนมอบหมายงานให้ชัดเจน

 ปัจจยัและตวัแปรในการศึกษา
    1. เครื่องมือและเทคโนโลยีที่ใช้ในการตรวจ
    2. ระบบการส่งต่อข้อมูลจากเครื่องมือไปยังระบบโรงพยาบาล
    3. ศักยภาพบุคลากร
    4. ระบบงาน

 กระบวนการ
    1. ทดลองปฏิบัติตาม Flow งานแบบใหม่
    2. ประเมินและติดตามผล

 ไม่ส�ำเร็จ

 

 

 

 

1.ลองปรับเครื่องมือ
2. ลองปรับกระบวนการ

 วิเคราะห์ปัญหาและแก้ไข

 ส�ำเร็จ
 ทดสอบซ�้ำหลังการ 
 ปรับกระบวนการ

 สรุปและรายงานผลการศึกษา
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ผลการศึกษา
การตรวจ SPE
	 ข้อมูลก่อนท�ำการศึกษาเพื่อพัฒนาระบบท�ำการ
รวบรวมในช่วงเดือน ม.ค.-มิ.ย.65 (6 เดือน) จ�ำนวนผู้
ป่วยที่ส่งตรวจ SPE มีจ�ำนวนรวมทั้งหมด 337 ราย  เมื่อ
แยกสถานการณ์รายงานผลทีแ่สดงในระบบโรงพยาบาล
พบว่า ในผู้ป่วยในจ�ำนวน 137 ราย และผู้ป่วยนอก
จ�ำนวน 200 ราย พบผลการตรวจและรายงานผลใน
ระบบโรงพยาบาล จ�ำนวน 115  ราย (ร้อยละ 91.2) และ 
192 ราย (ร้อยละ 96.0) โดยยงัจ�ำนวนผูป่้วยทีไ่ม่พบการ
รายงานผลการตรวจในผู้ป่วยใน และผู้ป่วยนอกร้อยละ 
8.8 และ 4.0ตามล�ำดับ และสามารถรายงานผลโดยรวม
ได้ 307 ราย (ร้อยละ 91.1) (ตารางที่ 1)
	 จากจ�ำนวนผู้ป่วยดังกล่าว พบว่า ผู้ป่วยทั้งหมดใน
ช่วงม.ค.-มิ.ย.65 (6 เดือน)  มีจ�ำนวนทั้งหมด  337 ราย 
แยกเป็นผู้ป่วยใน และผู้ป่วยนอก จ�ำนวน 137 และ 200 
ราย โดยมี TAT เฉลี่ยที่สามารถรายงานผลได้ในผู้ป่วยใน 
86 วัน และผู้ป่วยนอก 60 วัน TAT ที่น้อยที่สุด คือ 11-
21 วัน และ TAT ที่นานที่สุดในการรายงานผล คือ 110-
151 วัน ระดับความส�ำเร็จของการรายงานผลที่สามารถ
รายงานผลภายใน 30 วัน อยู่ที่ร้อยละ 33.3-39.7 และ
รายงานผลนานเกิน 30 วัน ร้อยละ 60.3-66.7 (ตาราง
ที่ 2)
	 หลังจากการวิเคราะห์ปัญหา วางแผน และทดสอบ
การพฒันาและปรบัระบบ โดยการใช้ลนี ใช้การประมวล
ผลจาก software เพื่อให้สามารถรายงานผลในรูปแบบ
ที่ต้องการ จัดทีมบุคลากร ในการปฏิบัติหน้าที่ ดูแล 
ก�ำกบั ตดิตามผล ร่วมกับการเลอืกใช้เทคโนโลยทีีเ่หมาะ
สม พบว่า จากจ�ำนวนผู้ป่วยที่ส่งตรวจในช่วงเดือน ส.ค.
65-ม.ค.66 มกีารส่งตรวจ SPE ทัง้หมด 227 ราย สามารถ
รายงานผลในระบบโรงพยาบาลได้ครบทุกราย โดยเป็น
ผู้ป่วยในและผู้ป่วยนอก 127 ราย และ 200 ราย ตาม
ล�ำดับ (ตารางที่ 3)

	 โดยมี turnaround time (TAT) เฉล่ียท่ีสามารถ
รายงานผลได้ในผูป่้วยใน 7.3 วนั และผูป่้วยนอก 7.6 วนั 
TAT ที่น้อยที่สุด คือ ในผู้ป่วยนอก 2.6 วัน ผู้ป่วยใน 2.7 
วัน และ TAT ที่นานที่สุดในการรายงานผล คือในผู้ป่วย
ใน 12 วัน ผู้ป่วยนอก 12.9 วัน ระดับความส�ำเร็จของ
การรายงานผลท่ีสามารถรายงานผลภายใน 7 วนั ได้ร้อย
ละ 41.5-43.3 รายงานผลใน 10 วนั ได้ร้อยละ 83.4-94.5  
รายงานผลใน 14 วัน ได้ร้อยละ 98.0-100.0 (ตารางที่ 
4)
	 ผลการเปรียบเทียบ TAT ของ SPE ก่อนและหลัง
ท�ำการพัฒนาระบบงาน พบว่า สามารถลด TAT จาก 30 
วัน เป็นสามารถรายงานผล SPE ได้สมบูรณ์ภายใน 14 
วัน โดยมีระดับความส�ำเร็จร้อยละ 92.3 และเปรียบ
เทียบความแตกต่างทางสถิติด้วย T-test ของ TAT ของ
การศกึษาทัง้ 2 ช่วงเวลา พบว่า มคีวามแตกต่างกนัอย่าง
มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p=0.00002) (ตารางที่ 5)

การตรวจ IFX
	 ข้อมลูการตรวจ IFX ในเดอืน ม.ค.- ม.ิย.65 (6 เดอืน) 
มีการตรวจ IFX ในผู้ป่วยนอกและผู้ป่วยในจ�ำนวน 170 
และ 66 ราย ตามล�ำดับ รวมเป็นมีการสั่งตรวจ IFX 
จ�ำนวน 236 ครัง้ พบว่า สามารถรายงานผล IFX ในระบบ
โรงพยาบาลได้ โดยมี TAT เฉลี่ย 6.5+4.5 และ 5.8+4.4 
วัน ตามล�ำดับ ซึ่งหลังจากการปรับระบบงานและจัดตั้ง
ทีมรับผิดชอบตามรูปแบบงานใหม่ที่ก�ำหนดขึ้น พบว่า 
ในระยะเวลาที่ท�ำการก�ำกับและติดตามผล ระยะเวลา 
11 เดือน ( ก.ค.65- พ.ค.66) พบว่า มีการตรวจ IFX ใน
ผูป่้วยนอกและผูป่้วยใน จ�ำนวน 254 และ 132 ราย ตาม
ล�ำดับ รวมเป็นมีการสั่งตรวจ IFX จ�ำนวน 386 ครั้ง พบ
ว่า สามารถรายงานผล IFX ในระบบโรงพยาบาลได้ โดย
มี TAT เฉลี่ย 5.6+3.4 และ 7.3+4.8 วัน ตามล�ำดับ 
(ตารางที่ 6)

ตารางที่ 1 การส่งตรวจ SPE ก่อนการพัฒนาระบบ ในเดือน ม.ค.-มิ.ย.65

ประเภทผู้ป่วย
จ�ำนวนผู้ป่วย จ�ำนวน 

(ร้อยละ)
สถานะออกผล

จ�ำนวน (ร้อยละ)
สถานะไม่ออกผล

จ�ำนวน (ร้อยละ)

ผู้ป่วยใน 137 (40.7) 115 (91.2) 12 (8.8)

ผู้ป่วยนอก 200 (59.3) 192 (96.0) 8 (4.0)

จ�ำนวนรวม 337 (100) 307 (91.1) 20 (5.9)
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ตารางที่ 3 จำ�นวนการส่งตรวจและการรายงานผล SPE หลังการพัฒนาระบบ ในเดือน ส.ค.65 -ม.ค.66

ประเภทผู้ป่วย
จ�ำนวน
(ราย)

ออกผล
จ�ำนวน (ร้อยละ)

ไม่ออกผล
จ�ำนวน (ร้อยละ)

ผู้ป่วยใน 127 127 (100.0) 0 (0.0)

ผู้ป่วยนอก 200 200 (100.0) 0 (0.0)

รวม 327 327 (100.0) 0 (0.0)

ตารางที่ 2   TAT ของการรายงานผลการตรวจ SPE  ในเดือน ม.ค.-มิ.ย.65

ประเภทผู้ป่วย
จ�ำนวน 
(ราย)

TAT รายงานผล
ภายใน 30 วัน

จ�ำนวน (ร้อยละ)

รายงานผล
เกิน 30 วัน

จ�ำนวน (ร้อยละ)
Mean ± SD 

(วัน)
Minimum

(วัน)
Maximum
(วัน)

ผู้ป่วยใน 137 86±65 21 151 22 (16.1) 115 (83.9)

ผู้ป่วยนอก 200 60±49 11 110 48 (24.0) 152 (76.0)

รวม 337 65±66 17 114 70 (20.7) 267 (79.3)

ตารางที่ 4 TAT การส่งตรวจ SPE หลังการพัฒนาระบบ ในเดือน ส.ค.65 -ม.ค.66

ประเภทผู้
ป่วย

จ�ำนวน 
(ราย)

Mean ± 
SD (วัน)

Minimum
(วัน)

Maximum
(วัน)

รายงานผล
ภายใน 7 วัน

จ�ำนวน 
(ร้อยละ)

รายงานผล
ภายใน 10 

วัน
จ�ำนวน 
(ร้อยละ)

รายงานผล
ภายใน 14 วัน
จ�ำนวน (ร้อย

ละ)

ผู้ป่วยใน 127 7.3±4.6 2.7 12 55 (43.3) 106 (83.4) 118 (92.9)

ผู้ป่วยนอก 200 7.7±5.2 2.6 12.9 83 (41.5) 189 (94.5) 184 (92.0)

รวม 327 7.4±4.9 2.6 12.8 138 (42.2) 295 (90.2) 323 (92.3)

ตารางที่ 5  ผลเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของ TAT ก่อนและหลังการพัฒนาระบบตรวจ SPE

ช่วงเวลา
จ�ำนวน (ราย) ค่าเฉลี่ยของ SPE 

TAT
p-value

ม.ค.-มิ.ย.66 337 65 0.00002

ส.ค.65-ม.ค.66 227 7.4

ตารางที่ 6  TAT ของการตรวจ IFX

ประเภทผู้ป่วย
ม.ค.-มิ.ย.65 (6 เดือน) ก.ค.65-พ.ค.66 (11 เดือน)

จ�ำนวน (ราย) TAT: Mean±SD (วัน) จ�ำนวน (ราย) TAT: Mean±SD (วัน)

ผู้ป่วยใน 66 5.8±4.4 132 7.3±4.8

ผู้ป่วยนอก 170 6.5±4.5 254 5.6±3.4

รวม 236 6.2±4.5 386 6.5±4.1
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รูปแบบใบรายงานผลทีไ่ด้จากการพฒันาและปรับปรุง
ระบบงาน
	 สามารถปรับรูปแบบการรายงานผลให้แสดงได้ทั้ง
กราฟ SPE ปรมิาณของโปรตนีชนดิต่างๆ แถบสขีองการ
ย้อมติดอิมมูโนโกลโบลินชนิดต่างๆ ปริมาณหรือสัดส่วน
ของ M-protein (รูปที่ 1)

สรุป
       ในการตรวจ SPE อาจมีความจ�ำเป็นต้องตรวจร่วม
กับ IFX ในกรณีที่การเกิดปฏิกิริยา ไม่ได้อยู่ใน gamma 
zone  ซึ่ง IFX จะช่วยในการวินิจฉัยได้แม่นย�ำมากขึ้น 
และกรณีใช้ประโยชน์ของการตรวจ SPE  ในด้านการ
ตดิตามผลการรกัษานัน้ การตรวจ SPE สามารถรายงาน
ระดับ paraprotein หรือ M-protein ซึ่งเป็นอิมมูโน              
โกลบูลินผิดปกติที่ส�ำคัญ ที่ใช้ฝนการติดตามการรักษา
ร่วมด้วยได้ และ SPE มีราคาถูกกว่า IFX และ SPE 
สามารถตรวจในโรงพยาบาลท่ัวไปท่ียังไม่เปิดให้บริการ
ตรวจ IFX ได้ 
      จากการพัฒนาระบบ สามารถส่งมอบระบบที่ดีขึ้น
ในการตรวจ SPE และ IFX ในการปฏิบัติงานได้ โดย

 การติดสีจากการย้อม  
 โปรตีนในการตรวจ   
 SPE

 กราฟของ SPE 

 ปริมาณ M-protein

 การแปลผลตรวจ IFX

 การติดสีจากการย้อม 
 โปรตีนในการตรวจ IFX

รูปที่ 1 ใบรายงานผล SPE และ IFX ที่ปรับปรุงใหม่

สามารถลด TAT ในการตรวจ SPE ได้อย่างมีนัยส�ำคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) คือ จากเดิมต้องใช้เวลาในการ
รายงานผล SPE เฉลี่ยนานถึง 65 วัน และระดับความ
ส�ำเรจ็น้อยกว่าร้อยละ 50 เมือ่ปรบัระบบโดยการลนี การ
ประยุกต์ใช้ software ให้สามารถรายงานผลได้ตาม
ต้องการ โดยประกอบด้วย กราฟของ SPE แถบสีหรือ 
band ของ immunoglobulin สัดส่วนและปริมาณของ 
M-protein และวางระบบก�ำกบัตดิตามผลการตรวจค้าง
ในระบบโรงพยาบาล ท�ำให้เกิดการเปลี่ยนแปลง และ
สามารถรายงานผลตรวจได้ภายในระยะเวลาไม่เกิน 14 
วนั ส่งผลให้แพทย์ได้รับผลการตรวจทีถู่กต้องรวดเรว็ น�ำ
ไปสู่การวินิจฉัยและวางแผนการรักษา หรือติดตามการ
รักษาอย่างมีประสิทธิภาพ ลดระยะเวลาการรอคอยผล
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การตรวจจาก 14-30 วันเป็น 7.4 วัน (ตารางที่ 5) 
สามารถใช ้ศักยภาพของเค ร่ืองมือและบุคลากร                     
ผู ้ เชี่ยวชาญจากห ้องปฏิบัติการของโรงพยาบาล
ศรีนครินทร์ ในการตรวจและรายงานผลอย่างเต็ม
ศกัยภาพ เพือ่สนบัสนนุนโยบายมะเรง็รกัษาได้ทกุท่ี หรือ 
cancer anywhere policy ในภูมิภาคของประเทศไทย
และประเทศใกล้เคียง

กติตกิรรมประกาศ
     ขอขอบคุณ นายแพทย์พิสาข์ พิพิธพร อาจารย์แพทย์
ประจ�ำภาควิชาอายุรศาสตร์ สาขาโลหิตวิทยา 
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บทคดัย่อ
หลักการและวัตถุประสงค์:  หน่วยภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร รพ.ศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ 
เป็นห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ระดับตติยภูมิท่ีได้รับมาตรฐานระดับนานาชาติ (ISO15189 และ ISO15190) โดยให้บริการตรวจ
วิเคราะห์สิ่งส่งตรวจ ด้วยเทคโนโลยี total lab automation (TLA) ซึ่งต้องอาศัยระบบโปรแกรม laboratory information system 
(LIS)  รวมถึงชุดโปรแกรมคอมพิวเตอร์อีกหลายรายการ จากข้อมูลที่มีจ�ำนวนมากจึงมีความจ�ำเป็นต้องมีระบบบริหารจัดการข้อมูลเชิง
สรุปที่ดีส�ำหรับประกอบการตัดสินใจเชิงบริหารต่าง ๆ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการพัฒนาระบบ business intel-
ligence (BI)  application ในห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร  ด้วย web application 
ส�ำหรับเตรียมข้อมูลสนับสนุนการตัดสินใจ (decision supporting system; DSS ) ในการบริหารจัดการระบบบริการทางห้องปฏิบัติ
การทางการแพทย์
วิธีการศึกษา: ผู้ศึกษาใช้ภาษา JavaScript , MySQL และTableau ส�ำหรับการพัฒนา web applications และเปรียบเทียบผลการ
สรุปข้อมูลต่าง ๆ ระหว่าง application ที่ได้พัฒนาขึ้น กับ วิธีสรุปข้อมูลจากการบันทึกด้วยเอกสาร และข้อมูลสรุปที่ได้จากระบบ LIS 
โดยคิดเป็นร้อยละความแตกต่างกัน ตั้งแต่ เดือน มกราคม 2565  ถึง เดือนธันวาคม 2565
ผลการศึกษา: ผู้ศึกษาได้เขียน application จ�ำนวน 2 ระบบ ได้แก่  1) ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลสรุปการวิเคราะห์ด้าน KPI (key 
performance index) จากระบบ LIS โดยก�ำหนด URL คือ https://www.rocheflexstat.com 2) ระบบ BI ส�ำหรับการบันทึก และ
แสดงข้อมูลสรุปการวิเคราะห์ ด้านระบบสนับสนุนการบริการต่าง ๆ  โดยก�ำหนด URL คือ https://laboratorymis.com  ซึ่งระบบ BI 
ทั้ง 2 ระบบสามารถบันทึก และสรุปข้อมูลได้ 6 รายการดังนี้ 1) สรุป ข้อมูลระยะเวลาการรอคอยผลวิเคราะห์ทั้งระบบบริการ 2) สรุป
สถติอิตัราการให้บริการตรวจทางห้องปฏบิตักิารภมูคิุม้กันและเคมคีลนิกิ 3) สรปุสถติขิองสิง่ส่งตรวจประเภทต่าง ๆ  ทีใ่ห้บรกิาร 4) สรปุ
ข้อมลูสรุปต้นทุน รายรบัและผลก�ำไร  5) บนัทกึและแสดงผลสรปุข้อมลูความเสีย่งต่าง ๆ  6) ระบบบรหิารจดัการคลงัน�ำ้ยาตรวจวเิคราะห์  
ซึ่ง BI ทั้ง 2 ระบบให้ผลการค�ำนวณสอดคล้องกับระบบ LIS และระบบสรุปงานจากเอกสารได้ร้อยละ100  โดยคณะผู้ศึกษาได้ประยุกต์
ใช้ระบบ BI ที่พัฒนาขึ้นนี้ ส�ำหรับเตรียมข้อมูลสนับสนุนการตัดสินใจ (decision supporting system; DSS ) ต่าง ๆ
สรุป: ภายหลังจากการพัฒนาระบบ BI นี้ ทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก สามารถลดภาระงานด้านการบันทึก และสรุป
ข้อมูลต่าง ๆ ได้ รวมถึงมีเครื่องมือส�ำหรับสรุปตัวชี้วัด (KPI) ต่าง ๆ ได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว และครบถ้วน ซึ่งจะเป็นพื้นฐานที่ส�ำคัญ 
ส�ำหรับการก�ำหนดทิศทางการท�ำงานในระบบริการทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ได้อย่างเหมาะสม   
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Abstract
Background and Objective: The Immunology and Clinical Chemistry Laboratory in Srinagarind Hospital were 
worked under the total lab automation (TLA) that were certified international standards (ISO15189/ISO15190). 
Moreover, all laboratory processing was used the many special software such as hospital information system (HIS) 
and laboratory information system (LIS) that the big data of service system need to summarized for data                            
visualization setting and performance metrics reporting. This study aimed to develop the business intelligence (BI) 
application of clinical chemistry and immunology laboratory for preparation of the decision supporting system 
(DSS) data.
Materials and Methods: We used the JavaScript language, MySQL and the Tableau for web applications                            
development. The difference percentage of the data conclusion between BI application and LIS (plus paper  
document) were compared in Jan to Dec 2022.
Result: Developed two BI applications: 1) www.rocheflexstat.com for key performance index (KPI) reporting from 
the LIS system and 2) www.laboratorymis.com for visualization setting from the document data. Both of BI were 
summarized the data in 6 items as follows: 1) Laboratory turnaround time 2) Rate of laboratory testing 3) Rate of 
specimen containers consuming 4) Profit and cost summary 5) conclusion of the risk management system 6) stock 
management system. Therefore, the data correlation between BI application and LIS (plus paper document) were 
correlated to 100%. All the conclusion data were prepared to the decision supporting system (DSS) data. 
Conclusion: This BI application were used for reducing of laboratory workload and correctly summarized various 
KPI data. Moreover, the transformation of documentation to complete visualization will be an important for 
proper direction of medical laboratory service system

Keyword:  business intelligence (BI), total lab automation (TLA), laboratory information system (LIS)
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บทน�ำ
	 หน่วยภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติการ
เวชศาสตร ์ ชั นสู ต ร  โร งพยาบาลศรี นคริ นทร ์                                      
คณะแพทยศาสตร์ เป็นห้องปฏิบัติการทางการแพทย์
ระดับตติยภูมิที่ ได ้รับมาตรฐานระดับนานาชาติ 
(ISO15189 และ ISO15190) โดยให้บริการตรวจ
วิเคราะห์สิ่งส่งตรวจในด้านเคมีคลินิก และภูมิคุ้มกัน
วิทยาคลินิก ด้วยระบบบริการที่อาศัยเทคโนโลยีระดับ
สูงเรียกว่า ระบบ total lab automation (TLA)1 โดย
ระบบดังกล่าวประกอบด้วยเครื่องเตรียมสิ่งส่งตรวจ
อตัโนมตั ิเครือ่งตรวจวเิคราะห์อัตโนมตัท่ีิมลีกัษณะเชือ่ม
ต่อกัน และอาศัยระบบโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ช่วยใน
การตรวจสอบ และรายงานผลวิเคราะห์ เรียกว่า                   
laboratory information system (LIS)2 นอกจากนี้
ในระบบบริการยังต้องอาศัยชุดโปรแกรมคอมพิวเตอร์
อีกหลายรายการ เพื่อช่วยสนับสนุนการท�ำงานให้มี
ประสทิธภิาพตามข้อก�ำหนด ได้แก่ ระบบโปรแกรม web 
lab service3 (ส�ำหรับบริการข้อมูลผลการตรวจสู่ผู้รับ
บริการผ ่านระบบ internet) ระบบโปรแกรม                             
auto-  validation (ส�ำหรับช่วยคัดกรองและรายงาน
ผลวิเคราะห์แบบอัตโนมัติ) ระบบโปรแกรมบริหาร
จดัการผลการตรวจสอบสารควบคมุคณุภาพ (IQC-inter 
lab management application) ส�ำหรับประเมินผล
การควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์ทั้งภายใน (internal     
quality control) และภายนอก (external quality 
control) ซึ่งหน่วยภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก ได้อาศัย
เทคโนโลยีดังกล่าวในการให้บริการผู้ป่วยและงานวิจัย
ทางคลินิกต่าง ๆ  รวมเป็นจ�ำนวนเท่ากับ 4,227,501 
รายการตรวจต่อปี (จากสถิติ ม.ค.–ธ.ค. 2565) ซึ่ง
ปัจจุบันการสรุปข้อมูล และการวิเคราะห์ข้อมูลที่มี
ปรมิาณมากและซับซ้อนนัน้ ต้องใช้ระยะเวลานานในการ
ด�ำเนนิการ จงึมคีวามจ�ำเป็นทีต้่องมรีะบบบรหิารจัดการ
ข้อมูลเชิงสรุปที่ดีในการด�ำเนินงาน ซึ่ง business                         
intelligence หรือ BI เป็นสิ่งจ�ำเป็นที่ต้องพัฒนาขึ้นมา
ส�ำหรับรองรับกิจกรรมบริหารต่าง ๆ   โดยที่ BI หมายถึง 
เทคโนโลยีหรือซอฟท์แวร์ท่ีช่วยน�ำข้อมูลท่ีผ่านการ
ตกผลึกและวิเคราะห์ในมิติต่าง ๆ  มาแสดงผลในรูปของ
รายงาน กราฟ ตารางสรุป และบทวิเคราะห์ ใช้เพื่อการ
ตดัสนิใจส�ำหรบัผูป้ฏบิติังาน (operation staff) ผู้บริหาร
ระดับกลาง (manager level) และผู้บริหารระดับสูง 
(executive level) ซึ่ง BI จะมีการน�ำเสนอข้อมูลและ
การแสดงผลในหลากหลายมิติ (multidimensional 
representation) ทั้งนี้ก็เพื่อสะท้อนผลการด�ำเนินงาน

ในช่วงเวลาทีต้่องการ (time span) หรอืตามการคดักรอง
ซึ่งจัดกลุ่มไว้ดีแล้ว อีกทั้งยังช่วยในวิเคราะห์ข้อมูลของ
กจิกรรมบรกิารในภาพรวม และสามารถใช้เป็นระบบเพือ่
สนับสนุนทางเลือกในการตัดสินใจ (decision support 
system) ในปัจจุบนัพบว่าระบบ BI ถกูน�ำมาประยกุต์ใช้
ในโรงพยาบาลส�ำหรับสร้างรายงานที่เป็นปัจจุบัน เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการวิเคราะห์และการวางแผน
กลยุทธ์ของการรักษากลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื้อรัง (NCDs)4 
และในกลุ่มโรคมะเร็งเต้านมที่มีการกลายพันธุ์ของจีน 
BRCA5 อย่างไรกต็ามในระบบบรกิารทางห้องปฏบิติัการ
ทางการแพทย์ แม้จะมีข้อแนะน�ำให้ใช้ข้อมูลสถิติการสั่ง
ตรวจผูป่้วย ข้อมลูสรปุรายรบัและต้นทนุต่าง ๆ  มาจดัท�ำ 
BI6 แต่มีข้อจ�ำกัดด้านความสอดคล้องกับความต้องการ
ของแต่ละห้องปฏบิติัการทีม่บีรบิทการท�ำงานทีแ่ตกต่าง
กัน ทั้งนี้ผู้ศึกษาจึงพัฒนาระบบ BI ส�ำหรับน�ำมาใช้ใน
หน่วยภมูคิุม้กนัและเคมคีลนิกิเพือ่เสริมสร้างศกัยภาพใน
ระบบบริการได้อย่างต่อเนื่อง และมั่นคง โดยมุ่งพัฒนา
ระบบ BI ในห้องปฏบิตักิารภูมคิุม้กนัและเคมีคลนิิก งาน
ห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร  ด้วย Web Applica-
tion และประยุกต์ใช้ส�ำหรับเตรียมข้อมูลสนับสนุนการ
ตัดสินใจ (Decision Supporting System ; DSS ) ใน
การบริหารจัดการระบบบริการทางห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์

วธีิการศึกษา
	 การเก็บข้อมูล ผู้ศึกษาสรุปข้อมูลในด้านต่าง ๆ  
ระหว่างเดือนมกราคม ถึงเดือน ธันวาคม 2565  ทั้งใน
รูปแบบเอกสารต่าง ๆ และข้อมูลในระบบ LIS
	 การออกแบบ web application  ด�ำเนินการ
ออกแบบระบบการเก็บข้อมูล และรูปแบบการน�ำเสนอ
ข้อมลูเชงิสรปุ โดย คดัเลือกใช้โปรแกรม พฒันาระบบคือ 
ภาษา JavaScript เป ็นภาษาส�ำหรับพัฒนาเว็บ                                 
แอพพลเิคชัน่ และระบบจดัการฐานข้อมลู MySQL และ
ใช ้ ว ง จ รก า รพัฒนา ร ะบบ  SDLC  ( s y s t em                                            
development life cycle)7 ส่วนในการพัฒนาระบบ 
BI นัน้ผูศ้กึษาใช้โปรแกรม Tableau ซ่ึงครอบคลมุข้อมูล
ด้านต่าง ๆ  ได้แก่ ด้านระยะเวลาการรายงานผลวเิคราะห์, 
ด้านการค�ำนวณสถติิอตัราการให้บริการตรวจ, ด้านการ
ค�ำนวณสรุปความเสี่ยง ด้านการค�ำนวณข้อมูลต้นทุน 
และรายรับ และด้านการสรุปคลังน�้ำยาตรวจวิเคราะห์
ต่าง ๆ  การวเิคราะห์ข้อมูล ใช้ข้อมลูจากแบบบนัทกึอบัุติ
การณ์ต่าง ๆ  และจากฐานข้อมลูในโปรแกรม LIS ภายใน
ห้องปฏิบัติการ 



ปริญญา ประสงคดี์ และคณะ Prinya Prasongdee, et al.

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 48

 

การตรวจสอบข้อมูล 
	 ส�ำหรบัน�ำเข้าสูร่ะบบ BI และสอบทวนความถกูต้อง
ของข้อมูลระหว่าง ข้อมูลเอกสาร รวมถึงข้อมูลในระบบ 
LIS เปรียบเทียบกับข้อมูลจากระบบ BI โดยสรุปความ
สอดคล้องกันเป็นค่าร้อยละ

ผลการศึกษา
	 ห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิกได้พัฒนา
ระบบ business intelligence (BI)  application 
ส�ำหรบับนัทกึ และสรปุข้อมลู ในด้านต่าง ๆ  โดยได้พัฒนา
ระบบ BI ผ่าน web application จ�ำนวน 2 ระบบ ได้แก่  
	 1. ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลสรุปการวิเคราะห์
ด้าน KPI (key performance index) จากระบบบริการ
ด้วย total lab automation  (TLA) โดยก�ำหนด URL 
คอื https://www.rocheflexstat.com/web/login ซึง่
มีรายละเอียดดังนี้  
	 1.1 ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลระยะเวลาการรอ
คอยผลวิเคราะห์ท้ังหมด ตั้งแต่ข้ันตอนการเตรียมสิ่งส่ง
ตรวจ ขัน้ตอนการตรวจวเิคราะห์ และ ขัน้ตอนการตรวจ
สอบและรายงานผลวิเคราะห์ โดยก�ำหนดเวลาที่ระดับ 
90 เปอร์เซ็นไทล์ (percentile)  (รูปที่ 1) ซึ่งพบว่า ระยะ
เวลาเฉลีย่ในการรายงานผลวิเคราะห์ทางเคมคีลินกิ และ
ทางภูมิคุ้มกันวิทยาอยู่ระหว่าง 52-65 นาทีและ 70-95 
นาที ตามล�ำดับ นอกจากน้ีระบบ BI ยังสามารถเลือก
เงื่อนไขส�ำหรับการคัดกรองข้อมูลต่าง ๆ ได้แก่ คัดกรอง
ตามหอผู้ป่วยที่สั่งตรวจ และคัดกรองตามช่วงเวลาต่าง 
ๆทั้งเวรเช้า เวรบ่าย และเวรดึก
	 1.2 ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลรายการตรวจ
วิเคราะห์เป็นค่าร้อยละ ที่สามารถรายงานผลได้ภายใน
เวลา 60 นาที (รูปที่ 2) ซึ่งพบว่า รายการตรวจวิเคราะห์
ทางเคมคีลนิกิ และทางภมูคิุม้กนัวทิยาท่ีสามารถรายงาน
ผลได้ภายใน 60 นาทีโดยเฉลี่ย อยู่ระหว่างร้อยละ 87.1 
– 94.4 และ ร้อยละ 73.6 –84.9 ตามล�ำดับ นอกจากนี้
ระบบ BI ยังสามารถเลือกเงื่อนไขส�ำหรับการคัดกรอง
ข้อมลูต่าง ๆ  ได้แก่ คดักรองตามหอผู้ป่วยต่าง ๆ  คดักรอง
ตามช่วงเวลาต่าง ๆ และคัดกรองตามรายการตรวจ
วิเคราะห์ต่าง ๆ
	 1.3  ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลระยะเวลาการ
รายงานผลวิเคราะห์ แยกตามรายการตรวจต่าง ๆ  (รูปที่ 
3) ซึ่งสามารถแสดงข้อมูลระยะเวลาการรายงานผลโดย
เฉลี่ย (นาที) และ แสดงข้อมูลระดับนาทีที่สามารถ
รายงานผลร้อยละ 90 ของรายการท่ีสัง่ตรวจท้ังหมด (90 
เปอร์เซ็นไทล์) โดยสามารถแสดงตัวอย่างเช่น รายการ
ตรวจ Glucose ซ่ึงพบว่าห้องปฏิบัตกิารสามารถรายงาน

ผลการตรวจรายการนี้ โดยเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 33-47 นาที 
และสามารถรายงานผลตรวจของผู้ป่วยจ�ำนวนร้อยละ 
90 ของจ�ำนวนผูป่้วยทีส่ัง่ตรวจรายการ glucose ทัง้หมด 
อยู่ระหว่าง 41-63 นาที เป็นต้น
	 1.4 ระบบ BI ส�ำหรบัแสดงข้อมลูสรปุสถติอิตัราการ
ให้บริการตรวจทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ ้มกันและเคมี
คลินิกในแต่ละเดือนได้ (รูปที่ 4)
	 1.5 ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมลูสรุปสถติิของสิง่ส่ง
ตรวจประเภทต่าง ๆ  ในระบบบรกิารตรวจทางห้องปฏบัิติ
การภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิกในแต่ละเดือน (รูปที่ 5)
	 1.6 ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลสรุปต้นทุน และ
รายรับ ในระบบบรกิารทางห้องปฏบิติัการภมูคิุม้กนัและ
เคมีคลินิกได้ (รูปที่ 6) โดยในเดือน มกราคม 2565 มี
จ�ำนวนรายการส่งตรวจเท่ากับ 447,729 รายการ ซึ่งมี
ต้นทุนเท่ากับ 12,930,689.13 บาท และสามารถเรียก
เก็บเงินได้เท่ากับ 25,469,300 บาท คิดเป็นก�ำไรเท่ากับ 
12,538,610.87 บาท 
	 2. ระบบ BI ส�ำหรบัการบนัทึก และแสดงข้อมลูสรปุ
การวิเคราะห์ ด้านระบบสนับสนุนการบริการต่าง ๆ 
ได้แก่ ระบบบริหารจัดการความเสี่ยง และระบบบริหาร
จัดการสต้อกน�้ำยาตรวจวิเคราะห์  โดยก�ำหนด URL คือ 
https://laboratorymis.com  ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้
	 2.1 ระบบ BI ส�ำหรับการบันทึก และแสดงข้อมูล
ความเสีย่งและข้อผิดพลาดระดบัต่าง ๆ   ในระบบบรกิาร
ทางห้องปฏิบัติการภมูคิุม้กนัและเคมคีลินกิ (รปูที ่7) โดย
ระบบสามารถแสดงสัดส่วนอุบัติการณ์ต่าง ๆ ที่ผิดข้อ
ก�ำหนดคุณภาพ ในรูปแบบร้อยละความผิดพลาด
	 2.2 ระบบ BI ส�ำหรับการบันทึก และแสดงข้อมูล
คลังน�้ำยาตรวจวิเคราะห์ต่าง ๆ โดยสามารถแสดง
รายการน�ำ้ยาตรวจวเิคราะห์ทีจ่ะหมดอายภุายใน 3 เดือน 
และแสดงรายการน�้ำยาตรวจวิเคราะห์ที่ไม่เพียงพอต่อ
การให้บริการภายใน 3 เดือน ได้ รวมถึงสามารถแสดง
ประวตักิารเบกิจ่ายรายการน�ำ้ยาต่าง ๆ  ได้อย่างครบถ้วน 
(รูปที่ 8)
	 3. ผลการตรวจสอบข้อมลูทีน่�ำเข้าสูร่ะบบ BI โดยได้
เปรียบเทียบกับข้อมูลในด้านจ�ำนวน และความความถูก
ต้องของข้อมูลในระบบ LIS และเอกสาร โดยสรุปความ
สอดคล้องกันดังตารางท่ี 1ซ่ึงพบว่าข้อมูลท้ัง 2 ส่วน
สอดคล้องกันร้อยละ 100
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รูปที่ 1 แสดงระยะเวลารอคอยผลวิเคราะห์ (นาที) ที่ระดับ 90 เปอร์เซ็นไทล์ (Percentile)  ของรายการตรวจต่าง ๆ ทางเคมีคลินิก
และทางภูมิคุ้มกันวิทยา ตั้งแต่เดือน มกราคม 2565 ถึง ธันวาคม 2565

รูปที่ 2  แสดงร้อยละของผลตรวจวิเคราะห์ทางเคมีคลินิก และทางภูมิคุ้มกันวิทยา ที่สามารถรายงานผลได้ภายใน 60 นาที 
ตั้งแต่เดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2565
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รูปที่ 3  แสดงข้อมูลระยะเวลาการรายงานผลโดยเฉลี่ย (นาที) และแสดงข้อมูลระดับนาทีที่สามารถรายงานผลร้อยละ 90  ของรายการ
ที่สั่งตรวจทั้งหมด (90 เปอร์เซ็นไทล์)  ตั้งแต่เดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2565

รูปที่ 4 แสดงข้อมูลสรุปสถิติอัตราการให้บริการตรวจทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิกตั้งแต่เดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 
2565

รูปที่ 5  แสดงข้อมูลสรุปสถิติของสิ่งส่งตรวจประเภทต่าง ๆตั้งแต่เดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2565
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รูปที่ 6  แสดงข้อมูลสรุปต้นทุน รายรับ และผลก�ำไร ในระบบบริการทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันในเดือน มกราคม 2565

รูปที่ 7  แสดงระบบการบันทึก และแสดงข้อมูลความเสี่ยงและข้อผิดพลาดระดับต่าง ๆ ตั้งแต่เดือน มกราคม ถึงื ธันวาคม  
2565
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วจิารณ์ 
	 การด�ำเนินงานวจิยัด้านการพฒันาระบบ   business 
intelligence (BI) application ส�ำหรับสนับสนุนการ
บริการของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ระดับตติยภูมิ 
ในส่วนงานห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก งาน
ห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร รพ.ศรีนครินทร์ คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ในช่วงระยะเวลา
ตั้งแต่ เดือน มกราคม 2565 ถึงเดือน ธันวาคม 2565 
โดยคณะผู้ศึกษาได้อาศัยโปรแกรม Tableau และ               
JavaScript  ส�ำหรับสร้าง web application จ�ำนวน 2 
ระบบ ได้แก่  1) ระบบ BI ส�ำหรับแสดงข้อมูลสรุปการ
วิเคราะห์ด้าน KPI (key performance index) โดย
ก�ำหนด URL คือ https://www.rocheflexstat.com 
2) ระบบ BI ส�ำหรับการบันทึก และแสดงข้อมูลสรุปการ
วิเคราะห์ ด้านระบบสนับสนุนการบริการต่าง ๆ โดย
ก�ำหนด URL คือ https://laboratorymis.com  ซึ่ง BI 
ทั้ง 2 ระบบนั้น สามารถให้ผลสรุปข้อมูลตรงกับ ข้อมูล
ในระบบ LIS และตรงกบัข้อมลูทีส่รปุงานจากเอกสารได้
ร้อยละ 100  ซึ่งระบบ BI ทั้ง 2  สามารถบันทึก และ
สรุปข้อมูลได้ ดังนี้ 1) สรุปข้อมูลระยะเวลาการรอคอย
ผลวิเคราะห์ทั้งระบบบริการ 2) สรุปสถิติอัตราการให้

บริการตรวจทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก 
3) สรุปสถิติของส่ิงส่งตรวจประเภทต่าง ๆ  ทีใ่ห้บริการ 4) 
สรปุข้อมลูสรปุต้นทุน รายรบัและผลก�ำไร  5) บนัทกึและ
แสดงผลสรุปข้อมูลความเสี่ยงต่าง ๆ 6) ระบบบริหาร
จัดการคลังน�้ำยาตรวจวิเคราะห์  ทั้งนี้คณะผู้ศึกษาได้
ประยุกต์ใช ้ระบบ business intelligence (BI)                           
application ทีพ่ฒันาขึน้นี ้ส�ำหรบัเตรยีมข้อมูลสนับสนนุ
การตัดสินใจ (decision supporting system; DSS ) ใน
การบริหารจัดการระบบบริการทางห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์ ในด้านต่าง ๆ ดังนี้ 1) สามารถใช้ข้อมูล
สรุประยะเวลาในการรายงานผลวิเคราะห์รายเดือน 
ส�ำหรับด�ำเนินโครงการการพัฒนาต่าง ๆ เช่น น�ำข้อมูล
สรุประยะเวลาในการรายงานผลวิเคราะห์ในเดือน 
มกราคม 2565 ถงึเดอืน มนีาคม 2565 เป็นพืน้ฐาน (base 
line) ส�ำหรับด�ำเนนิโครงการติดต้ังระบบโปรแกรมตรวจ
สอบและรายงานผลการตรวจวิเคราะห์โดยอัตโนมัติ  
(auto validation) ในเดือน เมษายน ถึง พฤษภาคม 
2565 ซึ่งภายหลังการด�ำเนินโครงการดังกล่าว ส่งผลให้
สามารถลดระยะเวลารายงานผลวเิคราะห์ลงได้ ซ่ึงให้ผล
สอดคล้องกับงานของ  Vladimira Rimac และคณะ8 
เป็นต้น  2) สามารถใช้ข้อมลูของอตัราการใช้ภาชนะบรรจุ
สิ่งส่งตรวจประเภทต่าง ๆ หรือ ข้อมูลอัตราการใช้น�้ำยา

รูปที่ 8  แสดงข้อมูลคลังรายการน�้ำยาตรวจวิเคราะห์ต่าง ๆ ตั้งแต่เดือน มกราคม ถึง ธันวาคม 2565
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ตรวจวิเคราะห์ ต่าง ๆ ในระบบคลัง มาประกอบการ
พิจารณาตัดสินใจการวางแผนการจัดซื้อประจ�ำปี ซึ่งจะ
สามารถประมาณการจดัซือ้ได้อย่างแม่นย�ำ ส่งผลให้การ
บริหารงบประมาณรายจ่ายมีประสิทธิภาพมากขึ้น ทั้งนี้
เพื่อลดผล   กระทบจากการจัดซื้อเกินจ�ำนวน หรือการ
จดัซือ้ทีไ่ม่เพยีงพอโดยอาศยัระบบการแจ้งเตอืนรายการ
น�้ำยาใกล้หมด และแจ้งเตือนน�้ำยาไม่พอใช้ ซึ่งระบบนี้
ถูกพัฒนาขึ้นมาใหม่ใน application นี้ ซึ่งไม่พบในงาน
ของ Marut Phoophaniat9 3) สามารถใช้ข้อมูลสรุป
ต้นทุน รายรับ และผลก�ำไร มาประกอบการพิจารณา 
ก�ำหนดนโยบายบรกิาร ทัง้ในด้านการขยายตลาดบริการ
ให้กว้างขึน้ในกลุม่รายการตรวจบางรายการ หรอืลดการ
บริการลง ในบางรายการตรวจที่จะส่งผลต่อภาระงบ
ประมาณของ  โรงพยาบาล 4) สามารถใช้ข้อมูลสรุป
ความเสี่ยงและข้อผิดพลาดต่าง ๆ  ในระบบบริการทาง
ห้องปฏิบตักิาร มาประกอบการพจิารณา จดัท�ำกจิกรรม 
CQI (continuous quality improvement) เพื่อลด
อุบัติการณ์ที่ไม่พึงประสงค์ต่อไป  อย่างไรก็ตามการ
พัฒนาระบบ BI ที่ใช้ส�ำหรับสนับสนุนระบบบริการทาง
ห้องปฏิบติัการทางการแพทย์ยงัไม่เป็นทีเ่ผยแพร่มากนกั 
เนือ่งจากต้องใช้เวลา และต้นทุนในการพัฒนาท่ีค่อนข้าง
สงู ประกอบกับต้องมทัีกษะ ความรุด้้านโปรแกรมบริหาร
จัดการข้อมูลเป็นอย่างดี โดยทั่วไปจะพบเการพัฒนาใน
รูปแบบ application เพยีงด้านเดยีวเช่น การพฒันาเวบ็
แอปพลิเคชัน การรายงานผลทางห้องปฏิบัติการผู้ป่วย
โรคเบาหวาน10  เป็นต้น ซึง่ยงัคงไม่ครอบคลมุเหมอืนการ
ศึกษานี้

สรุป
	 ภายหลังจากการพัฒนาระบบ BI นี้ ทางห้องปฏิบัติ
การภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก สามารถลดภาระงานด้าน
การบันทึก และสรุปข้อมูลต่าง ๆ ได้ รวมถึงมีเครื่องมือ
ส�ำหรับสรุปตัวชี้วัด (KPI) ต่าง ๆ  ได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว 
และครบถ้วน ซึ่งจะเป็นพื้นฐานที่ส�ำคัญ ส�ำหรับการ
ก�ำหนดทิศทางการท�ำงานในระบบริการทางห้องปฏิบัติ
การทางการแพทย์ได้อย่างเหมาะสม   นอกจากนี้                       
ผู้บริหารยังสามารถวางแผนการด�ำเนินงานต่าง ๆ บน
ข้อมูลจริงที่เป็นปัจจุบัน ส่งผลให้สามารถค้นหาข้อผิด
พลาด ในระบบบรกิารได้โดยง่าย ซึง่น�ำไปสูก่ารพฒันาที่
มัน่คง และยัง่ยนื อย่างไรกต็ามต้องมกีารตดิตามประเมนิ
ผลการใช้ BI อย่างต่อเนื่องเพื่อประเมินประสิทธิภาพต่อ
ไป

ข้อเสนอแนะ
	 ระบบ BI ทีพ่ฒันาขึน้นีย้งัต้องพฒันาเพิม่เตมิส�ำหรบั
การใช้งานทางห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ในสาขาวชิา
ต่าง ๆ ได้แก่ ห้องปฏิบัติการจุลทรรศน์วินิจฉัย ห้อง
ปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก และห้องปฏิบัติการระดับ
ชีวโมเลกุลวินิจฉัยต่อไป
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การศึกษาความคงตวัของระดบั Glucose , Total Bilirubin 
และ Direct Bilirubin ในระบบ Total lab automation พร้อม
ด้วยระบบตู้เยน็เกบ็ตวัอย่างอตัโนมตั ิ
ปภาวดี  หงส์อาจ * , ปริญญา ประสงค์ดี , ทิพาพร จรูญศิริมณีกุล, นภิทตา บัวศรี
หน่วยภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์  คณะ

แพทยศาสตร์มหาวิทยาลัยขอนแก่น

Stability Levels of Serum Glucose, Total Bilirubin and 
Direct Bilirubin in Total Lab Automation with 
Refrigerated Sample Store
Papawadee Hongart *, Prinya Prasongdee , Thipaporn Jaroonsirimaneekul, Napitta Buasri
Clinical Immunology and Chemistry unit, Clinical Laboratory Section, Srinagarind Hospital, 

Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Thailand.

บทคดัย่อ
หลักการและวัตถุประสงค์: Total lab automation  (TLA) ที่มีส่วนประกอบการจัดเก็บตัวอย่างหลังการตรวจ
วเิคราะห์เป็นระบบเก็บถาวรแบบแช่เยน็ (P501) เพิม่ความสะดวกในการใช้งานและรกัษาความเสถียรของตัวอย่างทีม่า
กกว่า เมื่อเทียบกับระบบจัดเก็บแบบแมนนวล TLA ที่มี P501 มีข้อบ่งชี้การเคลื่อนที่อย่างต่อเนื่องของตัวอย่าง และ
อาจท�ำให้ตัวอย่างมีความผันผวนของอุณหภูมิได้ง่าย การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์คือศึกษาความคงตัวของระดับ                 
glucose , total bilirubin และ direct bilirubin ในซีรั่มภายใต้ระบบ total lab automationc พร้อมด้วยระบบ              
ตู้เย็นเก็บตัวอย่างอัตโนมัติ 
วิธีการศึกษา: เป็นการออกแบบเชิงทดลองในขั้นทดลอง โดยท�ำการทดสอบ internal quality control (IQC),                  
external quality assurance (EQA) และ laboratory total error of glucose, total bilirubin และ direct 
bilirubin เก็บตัวอย่างจ�ำนวน 64 ตัวอย่าง จากผู้ป่วยนอกที่เข้ามารับบริการท่ีหน่วยภูมิคุ้มกันวิทยาและเคมีคลินิก              
โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น (HE661363) ตัวอย่างเลือดถูกปั่นแยกและตรวจ
วิเคราะห์ภายใน 30 นาทีหลังจากเจาะเลือดแล้วท�ำการตรวจอีกครั้งที่เวลา 2, 4, 6, 8 และ 24 ชั่วโมงหลังจากการเก็บ
หลอดเลือดที่ p501 โดยใช้ pair t test เป็นการทดสอบ
ผลการศึกษา: พบว่าระดับของ serum glucose, total bilirubin และ direct bilirubin ในตัวอย่างเลือดที่เก็บไว้ที่ 
P501 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญจากตัวอย่างเลือดที่ตรวจวัดทันที
สรปุ: การศกึษานีใ้ห้การสนบัสนนุทีเ่ชือ่ถอืได้ว่าสามารถท�ำการส่ังการทดสอบเพ่ิมเติมส�ำหรับ serum glucose, total 
bilirubin และ direct bilirubin นานถึง 24 ชั่วโมง

ค�ำส�ำคัญ: ค่าคงตัว,ระดับสารเคมี,เวลา,อุณหภูมิ 
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Background and Objectives: Total Lab Automation (TLA) with post-analytical units are refrigerated 
archiving systems (p501) offer more practical and sample stability benefits. In contrast to manual 
storage systems, TLA with P501 indicate continuous motion of samples and may leave samples 
prone to temperature fluctuations. This study investigates analyses stability of glucose, Total                       
bilirubin and Direct bilirubin in serum within an automated storage module.
Materials and Methods: This was an experimental design prospective study in which internal                     
quality control (IQC), external quality assurance (EQA) and Laboratory total error of glucose, total 
bilirubin and direct bilirubin were tested. The 64 samples were collected from patients who                         
underwent examination in the immunology and clinical chemistry unit, Srinagarind Hospital, Facul-
ty of Medicine, Khon Kean University (HE661363). The blood samples were centrifuged and analyzed 
within 30 minutes after collecting and left standing for 2, 4, 6, 8 and 24 hours at p501. After                      
standing, the samples were analyzed again that pair t test were test for comparison. 
Results:    The results showed that the value of serum glucose, total bilirubin and direct bilirubin 
in blood samples left to stand for 24 hours at p501 were not significant different from the                               
immediately measured samples.
Conclusions: This study provides reliable support for ordering additional tests for serum glucose, 
total bilirubin and direct bilirubin for up to 24 hours.

Key word: stability, blood chemical lever, time and temperature

บทน�ำ
	 หน่วยภูมิคุ ้มและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติการ
เวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์ ให้บริการ
ตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีและสารคัดหลั่งของผู้มารับ
บริการทั้งภายในและภายนอกโรงพยาบาล รวมท้ังงาน
วจัิยและคลินกิเอกชลทัว่ทัง้จงัหวดัขอนแก่นและทัว่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ โดยมีปริมาณงานวันละ 2,000 – 
2,500 ราย (เฉลี่ย 2,250 ราย) ในจ�ำนวนนี้ร้อยละ 4 (80 
ราย/วัน) มีการสั่งตรวจการทดสอบบางรายการเพิ่มเติม 
โดยแพทย์ขอใช้สิง่ส่งตรวจ (ซรีมั) เดมิทีใ่ช้ตรวจตอนแรก 
แต่พบปัญหาว่าบางรายการทดสอบนัน้ไม่สามารถท�ำการ
ทดสอบให้ได้ ในกรณีที่สิ่งส่งตรวจถูกทิ้งไว้นานกว่า 1 
ชัว่โมงทีอ่ณุหภูมห้ิองหลงัจากเจาะเลอืด เนือ่งจากปัจจัย
การรบกวนต่าง ๆ จะส่งผลให้ค่าการทดสอบ glucose 
ลดลงได้1  ส่วนความคงตัวของรายการ total bilirubin 
และ direct bilirubin นั้นจะขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ และ
สภาวะของการสัมผัสแสงสว่าง โดยท่ี total bilirubin 
และ direct bilirubin มีความคงตัวที่ 4 องศาเซลเซียส 
ไม่เกิน 24 ชม. และไม่เกิน 1 ชั่วโมงตามล�ำดับ2 ฉะนั้น
ถ้ามีการขอเพิม่รายการตรวจทางหน่วยภมูคิุม้กนัและเคมี
คลินิกจึงต้องขอเจาะเลือดผู้ป่วยเพื่อท�ำการทดสอบใหม่
จากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของระดบัสารเคมใีนเลอืด
ทีมี่ผู้ศึกษาไว้ พบว่าการเปลีย่นแปลงของสารเคมใีนเวลา

ต่าง ๆ  กนัของแต่ละการทดสอบจะมกีารเปลีย่นแปลงไม่
เท่ากัน ถ้าทิ้งไว้ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน และชนิดของ
หลอดเลือดต่างกัน3 ท้ังนี้ในระบบบริการของหน่วย                 
ภมูคิุม้และเคมคีลินกิในปัจจุบนัใช้การเกบ็ด้วยหลอดเก็บ
ชนิด serum separated Tube (SST) โดยเก็บหลอด
เลือดไว้ที่ระบบตู ้เย็นอัตโนมัติ รุ ่น P501 (post-                         
analytical units are refrigerated archiving                      
systems) หลังจากที่ท�ำการทดสอบเสร็จสิ้นแล้ว และ
เกบ็ไว้ใน P501 นาน 3 วนั ส�ำหรับกรณท่ีีมคีวามประสงค์
ขอสั่งตรวจวิเคราะห์เพิ่มเติม หรือ กรณีที่มีความผิดผลา
ดทีต้่องการตรวจวดัซ�ำ้ อย่างไรกต็ามการทดสอบทีจ่�ำเป็น
ต้องตรวจเพิ่มบ่อย ๆ ได้แก่ glucose, total bilirubin 
และ direct bilirubin ผู้ศึกษาจึงได้ด�ำเนินการศึกษา
ความคงตัวของระดับ glucose, total bilirubin และ 
direct bilirubin ที่ชั่วโมงต่าง ๆ  ในระบบ Total lab 
automation พร้อมด้วยระบบตู้เย็นอัตโนมัติ รุ่น P501 
ดังนัน้การศกึษานีจ้งึมวีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาความคงตวั
ของระดับ glucose, total bilirubin และ direct                  
bilirubin ที่เวลา 2, 4, 6, 8 และ 24 ชั่วโมง ในระบบ 
total lab automation พร้อมด้วยระบบตู้เย็นอัตโนมัติ 
รุ่น P501 ณ หน่วยภูมิคุ้มและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติ
การเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์
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วธีิการศึกษา
รูปแบบการศึกษา
	 เป็นการศึกษาทดลอง โดยตัวอย่างเลือดที่จัดเก็บ
จากกลุ่มผู้ป่วยนอกน�ำมาปั่นแยกซีรัมด้วยระบบ Total 
lab automation โดยเครื่อง Cobas 8,100 ที่ความเร็ว
รอบในการป่ัน 3,500 rpm เป็น เวลา 10  นาท ีทีอ่ณุหภมูิ 
25 องศาเซลเซียส จากนั้นระบบ automation ท�ำการ
ตรวจวิเคราะห์ภายในเวลาไม่เกิน 30 นาที แล้วจัดเก็บ
หลอดเลือดไว้ที่ตู้เย็นเก็บตัวอย่างอัตโนมัติ (P501) และ
เมื่อครบเวลาที่ 2, 4, 6, 8 และ 24 ชั่วโมง จะท�ำการ
วิเคราะห์ ตรวจ glucose, total bilirubin และ direct 
bilirubin

กลุ่มประชากรศึกษา
	 กลุ ่มผู ้ป ่วยนอกท่ีมารับบริการตรวจที่หน ่วย
ภูมิคุ้มกันและเคมีคลินิก งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ 
ชันสูตร โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ในเดือนกรกฎาคม พ.ศ.2566 
จ�ำนวน 64 ราย (HE661363) โดยค�ำนวณขนาดตวัอย่าง
จากความแตกต่างของค ่าเฉลี่ยระหว ่าง 2 กลุ ่ม                             
(detecting the difference between 2 population 
means) เพือ่ความสะดวกในการเกบ็ข้อมลูและความถูก
ต้องของการศึกษาครั้งนี้ โดยใช้เลือดที่เหลือจากการ
ตรวจวิเคราะห์และเลือกช่วงค่าต�่ำ ค่ากลาง และค่าสูง
ครอบคลุมเกณฑ์ที่ ใช ้ ในการตัดสินใจของแพทย ์                      
(medical decision levels) วันละ 20 ตัวอย่าง

สารควบคุมคุณภาพ
	 สารควบคุมคุณภาพภายใน (internal quality 
control : IQC) เพือ่ศกึษาความแม่นย�ำและความถูกต้อง
คือ ระดับปกติ และระดับผิดปกติ ของบริษัท BIO-RAD 
ใช้กับการทดสอบglucose, total bilirubin และ direct 
bilirubin โดยท�ำการตรวจสอบทกุวนัในช่วงการศกึษานี้ 
ซึ่ ง ก� ำหนด ให ้ ค ่ า สั มประสิ ทธิ์ ค ว ามแปรปรวน                                
(coefficient of variation; %CV) ไม่เกิน 1 ใน 3 ของ 
allowable total error  
	 สารควบคุมคณุภาพโดยองค์กรภายนอก (external 
quality assurance : EQA) โดยการศึกษานี้ใช้ของ 
randox international quality. assessment 
scheme (RIQAS) ในโปรแกรม general clinical 
chemistry ซึง่ก�ำหนดให้ค่าการยอมรบัความถกูต้องของ 
SDI (standard division index) อยู่ในช่วง -1.5 ถึง 1.5 
	 ความผดิพลาดรวม (total error; TE) ของการตรวจ

ค�ำนวณโดยใช้สูตร % TE = (1.65 × % CV) + % bias4 
เมื่อก�ำหนดให้ %bias =[(lab result - EQA mean) / 
EQA mean] x 100 และค่า TE ที่ค�ำนวนได้ต้องมีค่า
น้อยกว่า TE ของ clinical laboratory improvement 
amendments (CLIA) ในรายการตรวจ glucose และ 
total bilirubin และ น้อยกว่า TE ของ desirable BV: 
eesirable specifications for allowable total error, 
based on biological variability (BV) ในรายการตรวจ 
direct bilirubin

ขั้นตอนการทดสอบ
	 1.	 ใช้สิง่ส่งตรวจเป็นเลอืด โดยใช้หลอดสญุญากาศ 
(serum separated tube ; SST) ขนาด 13 x 75 
มิลลิเมตร ที่เป็นหลอดเก็บชนิด (serum separated 
Tube ; SST) ปริมาตรเลือด 5 มิลลิลิตร จ�ำนวน 64 ราย 
โดยบันทึกเวลาที่เจาะเลือดเป็นการเริ่มนับเวลาของ
ตัวอย่างในการศึกษาครั้งนี้  แล้วน�ำตัวอย่างมาปั่นแยก
ชั้นน�้ำเหลืองและเม็ดเลือดโดยใช้ระบบ total lab                 
automation โดยใช้ความเร็ว 3,500 รอบ/นาท ี ใช้เวลา
ปั่น 10 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 25oC หลังจากปั่นแยกชั้น
ระหว่างน�ำ้เหลอืงกบัเมด็เลอืดน�ำซีรมัมาตรวจ glucose, 
total bilirubin และ direct bilirubin ทันทีภายใน 30 
นาท ีด้วยระบบ total lab automation ตรวจวเิคราะห์
ที่เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ Cobas c702 โดยควบคุม
คณุภาพการตรวจวดัด้วยสารควบคมุคณุภาพ ( control 
material) ทุกครั้งก่อนท�ำการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง 
	 2.	 ท�ำการวิเคราะห์ ตรวจ glucose, total biliru-
bin และ direct bilirubin ซ�้ำอีกครั้ง หลังจากจัดเก็บ
หลอดตัวอย่างที่ตู้เย็นเก็บตัวอย่างอัตโนมัติที่ 2 , 4 , 6 , 
8 และ 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 2-8oC   เริ่มนับเวลาหลัง
จากเจาะเลือด
	 3.	 วิธีการตรวจวัดของแต่ละการทดสอบ
		  3.1 การทดสอบ glucose เป็นวิธี enzymatic 
method ใช้ enzyme hexokinase และ G-6-PDH โดย
ใช้น�้ำยาส�ำเร็จรูปของบริษัทโรช ไดแอกโนสติกส์ 
(ประเทศไทย) จ�ำกดั เป็นน�ำ้ยาผลิตจากประเทศเยอรมนั
		  3.2 การทดสอบ total bilirubin เป็นวิธี ใช้ 
enzymatic assay without pyridoxal phosphate 
activation โดยใช้น�้ำยาส�ำเร็จรูปของบริษัทโรช ไดแอก
โนสติกส์ (ประเทศไทย) เป็นน�้ำยาผลิตจากประเทศ
เยอรมัน
		  3.3 การทดสอบ direct bilirubin เป็นวิธี ใช้ 
enzymatic assay without pyridoxal phosphate 
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activation โดยใช้น�้ำยาส�ำเร็จรูปของบริษัทโรช ไดแดก
โนสติกส์ (ประเทศไทย) เป็นน�้ำยาผลิตจากประเทศ
เยอรมัน
	 4. เปรยีบเทยีบค่าผลการตรวจทีไ่ด้ในเวลาต่าง ๆ  กบั
ค่าท่ีวิเคราะห์ทันทีหลังจากเจาะเลือด (ก�ำหนดเป็น 0 
ชั่วโมง) โดยใช้  Pair t test (p <0.05)

ผลการศึกษา
	 การทดสอบสารควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) 
รายการ glucose, total bilirubin และ direct                        
bilirubin พบว่าทุกการทดสอบสารควบคุมคุณภาพนั้น
ค่าทีต่รวจวดัได้อยูใ่นช่วงค่าทีย่อมรบัได้ทัง้ 3 การทดสอบ 
และค่าความแม่นย�ำ ของการทดสอบซึ่งดูผลจากค่าร้อย
ละ สัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (coefficient of                   
variation; %CV) โดยรายการตรวจ glucose, total 
bilirubin และ direct bilirubin มีค่า %CV เท่ากับ 
1.15-1.18 , 1.16-1.32 และ 1.74-1.98 ตามล�ำดับ ซึ่ง
ไม่เกิน 1 ใน 3 ของ allowable total error และผลการ
ทดสอบ EQA พบว่าค่า SDI (standard division index) 
ของรายการตรวจ glucose, total bilirubin และ direct 
bilirubin เท่ากับ 0.02, -0.12 และ 0.16  ตามล�ำดับ ซึ่ง
อยู ่ในช่วง -1.5 ถึง 1.5 นอกจากนี้ค่า lab total                        
allowable error (%) ยังน้อยกว่าค่า total allowable 
error (%) ของ CLIA และของ BV  (ตารางที่ 1)

	 การทดสอบ glucose โดยการเปรยีบเทยีบการตรวจ 
serum glucose ที่ชั่วโมงต่าง ๆ เปรียบเทียบกับ NaF 
glucose ที ่0.5 ชัว่โมง พบว่าการตรวจ serum glucose 
ที่ 0.5, 2, 4, 8 และ 24 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส�ำคัญ (pair t test : p<0.05) ที่ p value 
เท่ากบั 0.273, 0.914, 0.965, 0.339, 0.468 และ 0.193 
ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)
	 การทดสอบ total bilirubin โดยการเปรียบเทียบ
การตรวจ total bilirubin ที่ชั่วโมงต่าง ๆ เปรียบเทียบ
กับ total bilirubin ที่ 0.5 ชั่วโมง พบว่าการตรวจ total 
bilirubin ที่ 2, 4, 8 และ 24 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่าง
กนัอย่างมนียัส�ำคญั (pair t test : p<0.05) ที ่p= 0.280, 
0.461, 0.070, 0.102, และ 0.073 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 
3)  
	 การทดสอบ direct bilirubin โดยการเปรียบเทียบ
การตรวจ direct bilirubin ที่ชั่วโมงต่าง ๆ  เปรียบเทียบ
กับ direct bilirubin ที่ 0.5 ชั่วโมง พบว่าการตรวจ 
direct bilirubin ที่  2, 4, 8 และ 24 ชั่วโมง ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ (pair t test : p<0.05) ที่ 
p= 0.238, 0.089, 0.051, 0.921, และ 0.638 ตามล�ำดบั 
(ตารางที่ 4)

ตารางที่ 1 แสดงค่าเฉลี่ย (mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และ %CV ของสารควบคุมคุณภาพภายใน และแสดง
ค่า ค่าเฉลี่ยกลุ่ม (mean group) ค่า lab result และค่า SDI  ของสารควบคุมคุณภาพภายนอก รวมถึงค่า total 
allowable error (%) และค่า medical decision level

การทดสอบ สารควบคุมคุณภาพ N Mean SD %CV
lab 

result
SDI %Bias*

Total 
Allowable 
Error (%)

Lab Total 
Allowable 
Error (%)

Glucose IQC - Biorad Normal 32 113.29 1.311 1.15 - - -

10a 2.41IQC - Biorad Abnormal 32 347.09 4.12 1.18 - - -

EQA-RIQAS 149 274.73 - - 275 0.02 0.1

Total 
bilirubin

IQC - Biorad Normal 39 2.73 0.06 1.32 - - -

20a 3.67IQC - Biorad Abnormal 39 6.34 0.19 1.16 - - -

EQA-RIQAS 78 4.55 - - 4.5 -0.12 -1.09

Direct 
bilirubin

IQC - Biorad Normal 42 1.62 0.03 1.98 - - -

44.5b 7.12IQC - Biorad Abnormal 42 3.23 0.05 1.74 - - -

31 1.85 - - 1.91 0.16 3.24
 * %bias = [(Lab result - EQA mean) / EQA mean] x 100   a Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA), 
b desirable BV: Desirable specifications for allowable total error, based on biological variability (BV)
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ตารางที่ 2 แสดงผลการตรวจวัด serum glucose ที่ชั่วโมงต่าง ๆ เปรียบเทียบกับ NaF glucose  ที่ 0.5 ชั่วโมง

N=64

NaF Glucose 
(mg%)

Serum Glucose (mg%)

0.5 hr. 0.5 hr. 2 hr. 4 hr. 6 hr. 8 hr. 24 hr.

Mean 104.24 104.50 104.25 104.20 103.96 103.85 104.58

SD 28.26 28.23 28.68 28.23 28.59 28.31 28.65

Max 207.60 208.20 209.00 209.20 210.20 211.70 210.70

Min 74.90 76.10 75.90 75.80 74.90 75.00 76.30

Pair T- test 0.273* 0.914* 0.965* 0.339* 0.468* 0.193*
            * การเปรียบเทียบ Serum Glucose (mg%) ที่ชั่วโมงต่าง ๆ กับ NaF glucose ที่ 0.5 hr.

ตารางที่ 3 แสดงผลการตรวจวัด total bilirubin ที่ชั่วโมงต่าง ๆ เปรียบเทียบกับที่ 0.5 ชั่วโมง 

N=64
Serum Total Bilirubin (mg%)

0.5 hr. 2 hr. 4 hr. 6 hr. 8 hr. 24 hr.

Mean 1.15 1.14 1.15 1.14 1.14 1.14

SD 2.42 2.41 2.43 2.44 2.43 2.44

Max 15.49 15.47 15.61 15.71 15.61 15.64

Min 0.20 0.21 0.19 0.18 0.19 0.20

 Pair T- test  0.280** 0.461** 0.070** 0.102** 0.073**
 ** การเปรียบเทียบ Serum Total Bilirubin (mg%) ที่ชั่วโมงต่าง ๆ กับที่ Serum Total Bilirubin (mg%) 0.5 
hr.

ตารางที่ 4 ตารางแสดงผลการตรวจวัด Direct Bilirubin ที่ชั่วโมงต่าง ๆ เปรียบเทียบกับ ที่ 0 ชั่วโมง

N=64
Serum Total Bilirubin (mg%)

0.5 hr. 2 hr. 4 hr. 6 hr. 8 hr. 24 hr.

Mean 0.74 0.75 0.75 0.75 0.75 0.74

SD 2.06 2.06 2.06 2.06 2.04 2.04

Max 12.50 12.41 12.41 12.33 12.26 12.32

Min 0.03 0.04 0.04 0.03 0.04 0.04

 Pair T- test  0.238*** 0.089*** 0.051*** 0.921*** 0.638***
*** การเปรียบเทียบ Serum Direct Bilirubin (mg%) ที่ชั่วโมงต่าง ๆ กับที่ Serum Direct Bilirubin (mg%) ที่ 
0.5 hr.



ปภาวดี  หงส์อาจ  และคณะ Papawadee Hongart, et al.

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 60

 

วจิารณ์
การให้บริการตรวจวิเคราะห์รายการ glucose, total 
bilirubin และ direct bilirubin หน่วยภูมิคุ้มและเคมี
คลนิิก งานห้องปฏบัิตกิารเวชศาสตร์ชนัสตูร โรงพยาบาล
ศรนีครนิทร์ มีความแม่นย�ำและถกูต้อง โดยมค่ีา % ความ
ผิดพลาดรวม (total error; TE) ของ glucose, total 
bilirubin และ direct bilirubin เท่ากบั 2.41%, 3.67% 
และ 7.12% ตามล�ำดับ ซึ่งน้อยกว่าค่าความผิดพลาด
รวมที่ก�ำหนด และผลการทดสอบความคงตัวของ                    
glucose, total bilirubin และ direct bilirubin ที่
อุณหภูมิ 2-8oC  ในระบบตู้เย็นอัตโนมัติ รุ่น P501 
(post-analytical units are refrigerated archiving 
systems) ที่เวลา 2, 4, 8 และ 24 ชั่วโมงนั้นให้ผลไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญกับการตรวจท่ี 0.5 ช่ัวโมง 
(30 นาที) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Carlos                   
Fernando และคณะ ที่ศึกษาความคงตัวของ glucose, 
total bilirubin และ direct bilirubin ใน Serum และ 
K3EDTA plasma ที่อุณหภูมิ 4-8oC โดยสามารถเก็บได้
นานถึง 15 วัน5 โดยทั่วไปการตรวจระดับ glucose ใน
เลือดนั้นมักจะใช้ NaF เป็นสารยับย้ังกระบวนการ               
glycolysis ของเมด็เลอืดแดง ทัง้นีเ้พือ่ให้ระดบั glucose 
ใน plasma นั้นมีความคงที่ ไม่ลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 
อย่างไรก็ตามการตรวจ glucose ใน serum ก็ยังคงมี
ความจ�ำเป็นเนื่องจากสิ่งส่งตรวจท่ีมีสาร NaF นั้นจะมี
ข้อจ�ำกัดในการตรวจสาร chemistry parameter อื่น 
ๆ นอกจากนีใ้นกลุม่ผูป่้วยเดก็ทีไ่ม่สามารถเจาะเกบ็เลอืด
ในปริมาณมากได้ จึงมักจะพบการส่ง serum มาตรวจ
เท่านั้น ในส่วนของการตรวจรายการ total bilirubin 
และ direct bilirubin นั้นมักจะพบความคงตัวที่แตก
ต่างกันไปในแต่ละการศึกษา ทั้งนี้ปัจจัยที่ส�ำคัญของ
ความคงตัวคือ การสัมผัสแสงของสิ่งส่งตรวจ เนื่องจาก 
bilirubin นั้นจะมีการสลายไปเมื่อสัมผัสแสงโดยเฉพาะ
แสง fluorescence ซึ่งการศึกษานี้ได้ทดสอบหาความ
คงตัวของ glucose, total bilirubin และ direct bili-
rubin ที่อุณหภูมิ 2-8oC  ในระบบ P501 ซึ่งระบบดัง
กล่าวจะเก็บตัวอย่างภายหลังการตรวจวิเคราะห์ไว้ในที่
มืด และระบบรางในการส่งตัวอย่างไปตรวจ ณ เครื่อง
ตรวจต่าง ๆ ก็มีลักษณะพรางแสง จึงมีผลท�ำให้สามารถ
รักษาปริมาณของ bilirubin ไว้ได้ การศึกษานี้จึงเป็น
ข้อมูลสนับสนุนที่น่าเชื่อถือส�ำหรับการสั่งเพ่ิมรายการ
ตรวจวิเคราะห์ glucose, total bilirubin และ direct 
bilirubin ได้นานถึง 24 ชั่วโมง อย่างไรก็ตามการศึกษา
นี้ ได ้ ศึกษาในระบบบริการตรวจด้วย Total lab                         

automation พร้อมด้วยระบบตู ้เย็นเก็บตัวอย่าง
อัตโนมัติ (p501) เท่านั้นหากเกิดการช�ำรุดของระบบตู้
เย็นเก็บตัวอย่างอัตโนมัติก็ไม่สามารถเพ่ิมการตรวจ
วิเคราะห์รายการดังกล่าวได้ นอกจากนี้ควรศึกษาถึง
ความคงตัวของรายการตรวจวเิคราะห์ทางภมูคิุม้กนัและ
เคมีคลินิกอื่น ๆ เพิ่มเติมส�ำหรับเพิ่มประสิทธิภาพใน
ระบบบริการต่อไป 
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บทคดัย่อ
หลักการและวัตถุประสงค์:  ปัญหาการขาดแคลนของ platelet component  เป็นปัญหาที่พบได้ทุกธนาคารเลือดเนื่องจากมีอายุ
จ�ำกัดเพียง 5-7 วัน โดยการใช้เกล็ดเลือดต้องพิจารณาใช้กับหมู่เลือดที่เข้ากันได้กับหมู่เลือดของผู้ป่วย แต่โดยทั่วไปมักจะเลือกใช้ตรง
ตามหมู่เลือด ABO แต่อย่างไรก็ตามเนื่องจากปัญหาการขาดแคลนในธนาคารเลือดหลายแห่งได้มีการเตรียม platelet component 
ชนิด low anti-A/anti-B titer (isohemagglutinin titer) เพื่อใช้ส�ำหรับให้กับผู้ป่วยที่เป็น ABO incompatible ได้อย่างปลอดภัยโดย
เฉพาะอย่างยิ่งในหมู่เลือด O มักจะมีระดับของ isohemagglutinin titer ที่สูงกว่าประชากรที่มีหมู่เลือด ABO ชนิดอื่น ในปัจจุบัน
คลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่นได้มีการเตรียมเกล็ดเลือดที่มีการเติมน�้ำยา PAS ในอัตราส่วนร้อยละ 60 ซึ่ง
จะช่วยลดปริมาณพลาสมาและช่วยลด isohemagglutinin titer ให้ต�่ำลงการศึกษาครั้งน้ีมีเป้าหมายเพ่ือการตรวจหา                                           
isohemagglutinin ที่ low titer ในเตรียม Pooled Leukocyte Depleted Platelet Concentrates (LDPPC) และ Pooled    
Leukocyte Poor Platelet Concentrates (LPPC) ใน Platelet Additive Solution (PAS) หมู่เลือด O
วิธีการศึกษา: เตรียม plasma ที่ได้จาก LDPPC และ LPPC โดยน�ำไปปั่นตกตะกอนด้วยความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
และน�ำไปเจือจาง 1:64 และ 1:128 Label หลอดทดลองที่ใช้ทดสอบส�ำหรับ Anti-A/Anti-B อย่างละชุด ดูด plasma ที่เจือจาง 1: 64  
ปริมาตร 100 µl ใส่ทั้งสองหลอดทดลอง จากนั้น หลอดทดลอง A เติม 3% A cell ปริมาตร 50 µl หลอดทดลอง B เติม  3%   B cell 
ปริมาตร 50 µl จับเวลา 5 นาที ปั่นอ่านผล และบันทึกผลการทดสอบ 1:128 ท�ำเช่นเดียวกับ 1:64
ผลการศึกษา: จากการตรวจ titer ของ LDPPC 92 ชุด และ LPPC 33 ชุด ที่เตรียมใน PAS รวมทั้งหมด 125 ชุด พบว่า ค่า titer 
anti- A น้อยกว่าหรือเท่ากับ 64 จ�ำนวน 123 ชุด (ร้อยละ 98.4) anti-B 125 ชุด (ร้อยละ 100) ชุดตามล�ำดับ
สรุป:จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า LDPPC และ LPPC หมู่เลือด O ที่เตรียมในน�้ำยา PAS ช่วยลดระดับของplasma ที่ผสมอยู่ใน                  
platelet component ได้และท�ำให้มีระดับ isohemagglutinin titer ที่ต�่ำลงเช่นกัน โดยพบว่าส่วนใหญ่มีระดับของ titer ที่น้อยกว่า
หรือเท่ากับ 64 (low titer) จะสามารถน�ำไปจ่ายให้กับผู้ป่วยได้ทุกหมู่เลือดโดยจะท�ำให้เกิดประโยชน์ในการบริหารจัดการและท�ำให้
คนไข้ได้รับ platelet component ที่เพียงพอทั้ง ขนาด และปริมาณตามการรักษาของแพทย์

ค�ำส�ำคัญ: เม็ดเลือดขาว, เกล็ดเลือด, ความเข้มข้นของเกล็ดเลือด, ส่วนประกอบของเกล็ดเลือด
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Abstract
Background and Objective: The shortage of platelet components is a frequent issue in every blood bank due to 
a limited shelf-life of 5-7 days. Platelet component transfusion necessitates consideration of ABO blood group 
compatibility. Generally, ABO-identical platelet components are firstly selected. However, during platelet shortage, 
Minor incompatible platelet components with low-titer Anti-A/Anti-B (isohemagglutinins) can be safely utilized, 
particularly if they are Group O components with low-titer isohemagglutinins. Such utilization could alleviate the 
platelet shortage. Currently, Blood Transfusion Centre of the Faculty of Medicine at Khon Kaen University prepares 
platelets by mixing them with a Platelet Additive Solution (PAS) in a 60% ratio to reduce plasma volume, thereby 
reducing isohemagglutinin titer. This research aimed to determine the percentage of Group O platelet components 
with low-titer isohemagglutinins prepared with the current Leukocyte Depleted Platelet Concentrates (LDPPC) and 
Pooled Leukocyte Poor Platelet Concentrates (LPPC) in PAS methods.
Methods: A retrospective study of Blood Transfusion Centre data from the Faculty of Medicine at     Khon Kaen 
University to establish the percentage of Group O platelet components prepared with LDPPC and LPPC in PAS 
methods that have anti-A and anti-B titers less than or equal to 1:64.
Results: Out of 92 sets of LDPPC and 33 sets of LPPC prepared in PAS, totaling 125 sets, 123 (98.4%) and 125 
(100%) sets respectively had Anti-A and Anti-B titers less than or equal to 64.
Conclusion: This study found that LDPPC and LPPC from Group O prepared in PAS reduced the plasma volume 
mixed in the platelets, thus decreasing the titer levels. The majority had titer levels less than or equal to 64 (low 
titer), allowing for transfusion to patients of any blood group. This can benefit resource management and ensure 
patients receive sufficient platelets, both in size and volume, according to the doctor’s treatment.

Keywords: Pooled Leukocyte Depleted Platelet Concentrates (LDPPC), Pooled Leukocyte Poor Platelet                               
Concentrates (LPPC), low titer isohemagglutinin.
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บทน�ำ
ความส�ำคญัและทีม่าของประเดน็การวจิยั
	 ปัญหาการขาดแคลนของ platelet component  
เป็นปัญหาที่พบได้ทุกธนาคารเลือดและพบมาตลอด
ตัง้แต่อดตีจนถงึปัจจบุนั เนือ่งจากอายกุารเกบ็รกัษาของ 
platelet component มีอายุเพียง 5-7 วัน และการใช้
กบัผูป่้วยมกัจะเลอืกใช้ตรงตามหมูเ่ลอืด ABO ของผูป่้วย 
( ABO identical ) ในหลายสถานพยาบาลและธนาคาร
เลอืดทัง้ในประเทศไทยและต่างประเทศได้มกีารใช้ ABO 
incompatible platelet component แก่ผู้ป่วยเพื่อ
ลดปัญหาเรื่องการขาดแคลน platelet component 
แต่ก็มีรายงานของการเกิดปฏิกิริยาแพ้เลือดโดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง acute hemolysis transfusion reaction 
(AHTR) อยู่บ้างถึงแม้จะพบได้ไม่บ่อยนัก  เพื่อไม่ให้เกิด
ภาวะแทรกซ้อนดังกล่าว ในหลายธนาคารเลือดได้มี
การเตรียม platelet component ชนิด low anti-A/
anti-B titer (isohemagglutinin titer) เพื่อใช้ส�ำหรับ
ให้กับผู ้ป่วยที่เป็น ABO incompatible ได้อย่าง
ปลอดภัย  ป ั จจุ บันแนวทางการให ้  p la te let                                  
component isohemagglutinin ที่ low titer ยังไม่มี 
standard guideline ที่ชัดเจน ซึ่งได้มีการศึกษาใน       
international multicenter 10 แห่ง พบว่ามเีกณฑ์ของ 
high-titer ที่หลากหลายซึ่งมีตั้งแต่  titer  ≥ 50 ถึง ≥ 
2561 แต่ได้มีค�ำแนะน�ำให้ใช้ platelet  component ที่
เป็นหมูเ่ลอืด O เนือ่งจาก ABO แอนตเิจนเข้าได้กบั ABO 
แอนตบิอดทีกุหมูเ่ลอืด และมจี�ำนวนประชากรในสัดส่วน
ที่ สู ง ก ว ่ าหมู ่ เ ลื อ ดช นิด อ่ื น  โ ดย ใช ้ ร ะดั บขอ ง                                          
isohemagglutinin titer IgM anti-A/B ≤  64 หรือ IgG 
anti- A/B ≤ 256 (ในกรณีที่ตรวจหา IgG antibodies 
titer ด้วย) เพือ่ลดการเกดิปฏกิริยิาแทรกซ้อนในผู้ป่วย2,3 
ปัจจุบนัคลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยั
ขอนแก่นได้มกีารเตรยีม platelet component ทัง้จาก 
single donor platelet apheresis และจาก whole 
blood derived platelet component ได้แก่  Pooled 
Leukocyte Depleted Platelet Concentrates 
(LDPPC) และ Pooled Leukocyte Poor Platelet 
Concentrates (LPPC) และได้มีการใช้ Platelet                    
Additive Solution (PAS) เพื่อยืดอายุการท�ำงานและ
ลดระดับของ plasma ลง ซึ่งจะส่งผลให้มีระดับ iso-
hemagglutinin titer ใน platelet component ลด
ลงด้วย4 โดยจากการศกึษาของจงกลและคณะในเรือ่งการ
พัฒนาคุณภาพ platelet component เข้มข้นชนิด 
LPPC พบว่าการใช้ PAS ร่วมด้วยจะท�ำให้มีระดับของ 
isohemagglutinin titer ที่ต�่ำลงในระดับ น้อยกว่าหรือ

เท่ากับ 1:64 ร้อยละ 805 เพื่อให้ได้ประโยชน์สูงสุด
ส�ำหรบัการน�ำมาใช้กบัผูป่้วยทีเ่ป็น ABO incompatible 
คือ การใช้ platelet component group O low                  
isohemagglutinin titer (Universal platelet                     
component) ซึ่งสามารถใช้ได้กับผู้ป่วยทุกหมู่ ABO ได้
อย่างปลอดภัยอย่างไรก็ตามประชากรที่มีหมู่เลือด ชนิด 
O มักจะมีระดับของ isohemagglutinin titer ที่สูงกว่า
ประชากรท่ีมหีมูเ่ลอืด ABO ชนดิอืน่2 และจากการศกึษา
ของจงกลและคณะยังมี platelet component หมู่
เลือด O low titer ยังมีปริมาณค่อนข้างน้อยทางคณะผู้
วจิยัจงึมีวตัถปุระสงค์ทีจ่ะศกึษาการเตรยีม LDPPC และ 
LPPC in PAS หมู่เลือด O ว่าการเตรียมด้วยวิธีปัจจุบัน
นั้ นสามารถจะท� ำ ให ้มี  Un iversa l  p late let                                  
componentได้มากน้อยเพียงใด  ส�ำหรับวิธีที่ใช้ในการ
ตรวจหา isohemagglutinin ที่ low titer นั้นได้ใช้วิธี 
conventional tube technique (CTT) ที่ อุณหภูมิ
ห้อง ซ่ึงเป็นวธิท่ีีเป็นมาตรฐาน ท�ำได้สะดวกและสามารถ
ท�ำได้ทุกธนาคารเลือด 

วธีิการศึกษา
การเกบ็ข้อมูล
	 เป็นการศกึษาแบบ retrospective study โดยเก็บ
ข้อมูลตรวจหาตรวจหาระดับ titer ของ anti-A/anti-B 
หมู่เลือด O ที่ระดับTiter 1:64 และ 1:128 ในช่วงเดือน
เมษายน 2564- กนัยายน 2565 ของตัวอย่างทีเ่ตรยีมใน
งานประจ�ำของคลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น

แบบฟอร์มการเกบ็ข้อมูล
	 เป็นแบบฟอร์มท่ีใช้ในการบนัทึกข้อมลูผลการระดบั 
titer ของ anti-A/anti-B ในช่วงเดือนเมษายน 2564- 
กันยายน 2565 ของตัวอย่างที่เตรียมในงานประจ�ำของ
ของคลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย
ขอนแก่น

วธีิการทดสอบ
	 การตรวจหาค่า titer ของ anti-A และ anti-B ด้วย
วธิหีลอดทดลองมาตรฐาน เตรียม 3% A1 cells/ B cells
	 1. เตรียม plasma ที่ได้จาก LDPPC และ LPPC 
ปริมาตร 1-2 ml น�ำไปปั่นตกตะกอนด้วยความเร็วรอบ 
3,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที และน�ำไปเจือจางด้วย 
normal saline solution (NSS) ในอัตราส่วน 1:64 
และ 1:128
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	 2.  เติม NSS ปริมาตร 1,970 µl ใส่หลอดทดลอง 
1:64 และปริมาตร 200 µl ใส่หลอดทดลอง 1:128 จาก
นั้นเติมplasmaปริมาตร 30 µl ใส่หลอดทดลอง 1:64 
ผสมให้เข้ากันดีจากนั้นน�ำ plasma ที่เจือจางจากหลอด
ทดลอง 1:64 ปริมาตร 200 µlใส่หลอดทดลอง 1:128 
ผสมให้เข้ากันด ีLabel หลอดทดลองทีใ่ช้ทดสอบส�ำหรบั 
Anti-A/Anti-B อย่างละชดุ ดดู plasma ทีเ่จือจาง 1: 64 
ปริมาตร 100 µl ใส่ทั้งสองหลอดทดลองจากนั้นหลอด
ทดลอง A  เตมิ 3% A cell ปรมิาตร 50 µl หลอดทดลอง 
B เติม 3% B cell ปริมาตร    50 µl จับเวลา 5 นาที 
ปั่นอ่านผลบันทึกผลการทดสอบ 1:128 ท�ำเช่นเดียวกับ 
1:64

การวเิคราะห์ข้อมูล
	 เป็นวจิยัแบบพรรณนา ใช้สถิตร้ิอยละ โดยโปรแกรม 
Excel 2007

ผลการศึกษา
	 จากการตรวจ titer ของ LDPPC และ LPPC หมู่
เลือด O ที่เตรียมในน�้ำยา PAS รวมทั้งหมด 125 ชุดพบ
ว่า ค่าtiter anti- A น้อยกว่าหรอืเท่ากบั 64 จ�ำนวน 123 
( ร้อยละ 98.4) ชุด anti-B 125 ( ร้อยละ 100) ชุดตาม
ล�ำดับ
	 จากตารางที่ 1 สามารถแยกเป็น LDPPC 92 ชุด 
และ LPPC 33 ชุด ส�ำหรับ LPPC พบว่าค่า titer anti- A 
และ anti- B น้อยกว่าหรือ เท่ากับ 64 ทั้งหมด 32 ชุด 
(ร้อยละ 96.9) แต่ส�ำหรับ  LDPPC ค่า titer anti- A 
ทั้งหมด 91 ชุด (ร้อยละ 98.9) anti- B น้อยกว่าหรือ 
เท่ากับ 64 ทั้งหมด 92 ชุด (ร้อยละ 100)

วจิารณ์
	 ปัจจุบันมีการใช้ ABO incompatible platelet 
component ในหลายสถานพยาบาลซึ่งมีการศึกษาใน 
2 สถาบันได ้มีการรายงานอุบั ติการณ ์การ เ กิด                                   
hemolytic transfusion reaction สูงถึง 1 ใน 9,700 
และ1 ใน 6476  ใน United States (US) ได้มีการให้ 
ABO incompatible platelet component แก่ผู้ป่วย
ประมาณร ้อยละ 10-40 ของการใช ้  platelet                              
component ซึ่ งสามารถก ่อให ้ เกิด clinically                             
significant hemolysis ได้ แต่พบไม่มากนกั โรงพยาบาล
ใน US Level 1 trauma centerได้มีการจ่ายหมู่เลือด 
A ให้กบัผูป่้วย trauma ทีไ่ม่ทราบหมูเ่ลอืด ABO ถงึ ร้อย
ละ 79 โดยไม่ได้มีการตรวจระดับ titer-B 7 ขณะท่ี 
United Kingdom(UK) และประเทศในสหภาพยุโรป มี
แนวทางป้องกัน hemolytic transfusion reaction 
จากการใช้การใช้ ABO incompatible platelet                  
component โดยการตรวจและก�ำหนดระดับของ titer 
ที่ยอมรับได ้และมีการบันทึกในผู ้บริจาคโลหิต ท่ี                       
high-titer ซึ่งจะน�ำไปใช้กับผู้ป่วยหมู่เลือด O เท่านั้นใน
ทางตรงกันข้าม US ไม่ได้ก�ำหนดระดับของ titer ที่
ยอมรับได้และไม่ได้มีการตรวจระดับ Titer ก่อนใช้ ABO 
incompatible platelet component ซึ่งอาจเกิดจาก
การทีย่งัมรีายงาน clinically significant hemolysis ที่
ต�ำ่อยูแ่ละเป็นการเพิม่ต้นทนุในการผลิต8 คลงัเลอืดกลาง 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น มกีารใช้มีการ
ใช้ ABO incompatible platelet component เช่น
เดียวกัน ในปัจจุบันมีการใช้ SDP in PAS isohemag-
glutinin ที ่low titer ในช่วงทีม่กีารขาดแคลน platelet 
component
	 การตรวจหาระดับไตเตอร์ของ anti-A / anti-B ด้วย
วิธีหลอดทดลองมาตรฐานเป็นวิธีมาตรฐาน ท่ีได้รับการ

ตารางที่ 1 แสดงจำ�นวนผลการตรวจระดับ titer ของ anti-A/anti-B LDPPC 92 ชุด และ LPPC 33 ชุด

ชนิดของ platelet 
component

anti-A anti-B

≤64 (low titer) >64 (High titer) ≤64 (low titer) >64 (High titer)

LPPC (N=33) 32 1 33 0

LDPC (N=92) 91 1 92 0
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ยอมรบัตัง้แต่อดตีจนถงึปัจจบัุน มข้ีอดคีอืท�ำได้ง่าย ราคา
ถูก และสามารถตรวจหา IgM ได้ ซึ่งเป็นตัวแปรส�ำคัญ
ในการเกิด AHTR ได้ แต่มีข้อเสียคือ เป็นวิธีที่ใช้                  
manual ทั้งหมด มีหลายขั้นตอนในการทดสอบจึงอาจ
ท�ำให้เกดิความผดิพลาดขึน้ได้ รวมทัง้ในขัน้ตอนการอ่าน
ผลซึ่งใช ้การเขย่าอาจขึ้นอยู ่ กับความช�ำนาญและ
ประสบการณ์ของผู้อ่านผลท�ำให้เกิดความแตกต่างของ
ผลการทดสอบได้9

	 ในปี ค.ศ. 2018 ได้มีการศึกษาใน international 
multicenter พบความชุกของ high-titer anti-A และ/
หรือ anti-B หมู่เลือด O apheresis platelet ร้อยละ 
2.3–65.7 หมู่เลือด O whole bloods ร้อยละ 6.4–
20.71 และมีการศกึษาในผูบ้รจิาคโลหติจงัหวดัหนองคาย
พบว่าหมู่เลือด O มี ค่า IgM anti-A และ anti-B 76% 
และ 50% มี anti-A titer < 64 และ < 128 ตามล�ำดับ 
2 และผู้บริจาคโลหิตหมู่เลือด O ชาวไทยในกรุงเทพพบ 
84% มี anti-A titer     ≤ 64 และ ร้อยละ 73 มี anti-B 
titer  ≤6410 อย่างไรกต็ามการศกึษาครัง้น้ีพบ high-titer 
anti-A, anti-B เพียง ร้อยละ 1.6 และ 0 ตามล�ำดับซึ่ง
มีความต่างจากงานวิจัยข้างต้นค่อนข้างสูง อาจเกิดจาก
วิธีการตรวจที่ต่างกันในแต่ละสถาบันและระดับของ ti-
ter ที่ใช้ต่างกัน อนึ่งงานวิจัยคร้ังนี้เป็นการศึกษาที่ใช้ 
น�้ำยา PAS ร่วมด้วยและเป็นการเตรียมแบบ pooled 4 
ยนูติ ซึง่จะช่วยลดระดบัของพลาสมาทีผ่สมอยูใ่น plate-
let component ด้วย

สรุป
	 จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า LDPPC และ LPPC หมู่
โอที่เตรียมในน�้ำยา PAS ช่วยลดระดับของ plasma ที่
ผสมอยู่ใน platelet component ได้และท�ำให้ระดับ 
isohemagglutinin titer ต�่ำลงเช่นกันโดยพบว่าส่วน
ใหญ่มีระดับของ titer ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 64 (low 
titer) ซึ่งจะสามารถน�ำไปจ่ายให้กบัคนไข้ได้ทกุหมู่เลือด
โดยจะท�ำให้เกดิประโยชน์ในการบรหิารจดัการและท�ำให้
คนไข้ได้รบั platelet component ทีเ่พยีงพอต่อ ขนาด 
และปริมาณตามการรักษาของแพทย์

ข้อเสนอแนะ
	 ข้อจ�ำกัดในการศึกษาครั้งนี้คือ การตรวจโดยใช้
ปริมาตรที่ค�ำนวณไว้แล้วในระดับ titer ท่ีต้องการแล้ว
เติมplasma และ NSS ลงไปไม่ได้มีการตรวจวิธี serial 
two-fold dilution เป็นวิธีกึ่งปริมาณ (semi-quanti-
tative method) ซึ่งจะช่วยให้เราทราบถึง ระดับของ 
titer ที่แท้จริงของ platelet component และในการ

อ่านผลต้องมีการเขย่า อาจต้องอาศัยความช�ำนาญและ
ประสบการณ์ในการอ่านผลโดยในแต่คร้ังของการ
ทดสอบอาจได้ผลที่แตกต่างกัน และการศึกษาครั้งนี้
เป็นการศกึษาเพียงการตรวจหาระดับ Isohemaggluti-
nin titer เท่านั้น ไม่ได้มีการศึกษาถึงการใช้กับผู้ป่วย 
ABO incompatible platelet component ว่ามี 
transfusion reaction หรือไม่ ในอนาคตควรมีการ
ศึกษาถึงผลข้างเคียงเมื่อน�ำไปใช้กับผู้ป่วยเพ่ือให้เกิด
ประโยชน์สูงสุดกับผู้ป่วยต่อไป
	 platelet component เป็นส่วนประกอบโลหิตที่
มอีายกุารเกบ็รักษาได้เพยีง 5 วนั ทีอ่ณุหภมู ิ20-24 องศา
เซลเซียสและมีต้นทุนการผลิตที่ค่อนข้างสูง หากความ
ต้องการของผู ้ใช้ไม่เหมาะสมกับการผลิต ถึงแม้จะ
สามารถจ่ายให้ผู ้ป่วยได้ทุกหมู่เลือดก็ตามอาจท�ำให้ 
platelet component อาจหมดอายุได้ ดั้งนั้นจึงต้องมี
การควบคุมการผลิดให้เหมาะสมและเพียงพอต่อความ
ต้องการของผู้ใช้บริการ
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Abstract
Background and objective: ABO-incompatible platelet transfusion is an alternative platelet therapy in situations with 
insufficient platelet. Single donor platelets in platelet additive solutions (PAS) with low antibody titer of anti-A and/
or anti-B less than 64 are considered to use in this situation. The objective of this study is to compare platelet count 
and transfusion reactions among ABO-compatible, major, and minor ABO-incompatible platelet transfusions.
Methods: A retrospective study of 330 patients of pediatric, medical and surgical patients transfused with ABO-                    
compatible, major, and minor ABO-incompatible platelet transfusions collected from blood transfusion Center,             
Srinagarind Hospital, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, was analyzed. The platelet count of patients was 
analyzed before and after platelet transfusion by using an automated blood cell counter. Platelet transfusion reactions 
were also recorded.
Results: The average changed platelet counts after transfusion of ABO-compatible, major, and minor ABO-                                     
incompatible platelet transfusions were 22.5±30.7, 24.0±29.3, and 24.2±29.7 x 103 /mm3, respectively. No significant 
difference in changed platelet count after transfusion among all patients of ABO-compatible, major, and minor 
ABO-incompatible platelet transfusions was observed. Moreover, no significant difference in changed platelet count 
after transfusion within pediatric, medical, and surgical patients with ABO-compatible, major, and minor ABO-                           
incompatible platelet transfusions was observed. Three events with two medical patients had transfusion reactions, 
including an event with ABO-compatible platelet transfusion and two events with minor ABO-incompatible platelet 
transfusion. No serious adverse transfusion reaction or acute hemolytic transfusion reaction (AHTR) were observed. 
Conclusion: This study indicated that ABO-compatible and ABO-incompatible platelet transfusions have no different 
results. ABO-incompatible single donor platelet transfusions with low antibody titer should be a choice in situations 
with insufficient platelet and for effective platelet management to avoid expiration.

Keyword: low antibody titer, major ABO-incompatible, minor ABO-incompatible, single donor platelets in Platelet 
Additive Solutions (PAS)
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Introduction
	 Srinagarind Hospital, Faculty of Medicine, 
Khon Kaen University is a tertiary hospital in 
northeastern Thailand. Blood transfusion center 
is responsible for procuring and preparing                   
standard blood components sufficiently1 for the 
patients admitted to the hospital. Blood                     
components are helpful for the prevention and 
treatment of many diseases. However, blood 
transfusion reactions may occur, such as                            
infection, hemolytic transfusion reactions, febrile 
non-hemolyt ic  t rans fus ion react ions ,                                    
t ransfus ion-related acute lung in jury ,                                  
transfusion-associated circulatory overload,          
allergic reactions, transfusion-associated                          
hypotension, and transfusion-associated graft 
versus host disease2. Therefore, selective blood 
component usage must be considered for                
necessity, indication, and appropriate dose for 
individuals effectively.
	 Platelet transfusion is indicated for the                         
prevention and treatment of bleeding in patients 
with thrombocytopenia or platelet dysfunction2. 
Single donor platelet (SDP) is prepared by                          
plateletpheresis from a donor with platelets 
about 30-50x1010/bag and a volume of 200-300 
mL2, whereas pooled random donor platelet 
concentrates are prepared by pooling 4-6                         
platelet bags to be 1 dose, including pooled 
leukocyte poor platelet concentrate (LPPC) and 
pooled leukocyte depleted platelet concentrate 
(LDPC)3. In normal situations, ABO-compatible 
platelet transfusion, the same between the 
donor and the patient ABO blood group, is                 
recommended for prolonged survival of                           
platelets2. However, a big problem in blood 
transfusion center is platelet management due 
to its short shelf life of about 4-7 days and                 
expensive2. ABO-incompatible platelet                                    
transfusions, the difference between the donor 
and the patient ABO blood group, are the choice 
for platelet management in situations of                      
platelet shortage to give platelet to patients 
sufficiently and reduce unused platelet. Unlike 

red blood cell transfusion, platelet transfusions 
are not at risk for platelet intravascular                                 
destruction when transfused with ABO-                                
incompatibility. However, the SDP and pooled 
platelet concentrates containing ABO antibodies 
may cause an acute hemolytic transfusion                  
reaction4.
	 Platelet additive solutions (PAS)5 are                        
crystalloid nutrient media used in plasma                      
replacement for platelet storage to dilute anti-A 
and/or anti-B antibody titers leading to reduce 
risk of transfusion reactions. SDP in PAS with low 
anti-A and/or anti-B antibody titer6 of less than 
64 is an alternative to use in ABO-incompatible 
platelet transfusions. There are two types of 
ABO-incompatible platelet transfusions, major 
and minor ABO-incompatibility. Major ABO-                      
incompatible platelet transfusion is transfusion 
out of the ABO blood group and patient plasma 
containing anti-A and/or anti-B antibodies,                       
reacting with ABO antigens presented on the 
red cells and platelets of the donor, for                            
example, a group O patient containing anti-A 
and anti-B antibodies in plasma transfused to 
Group A donor containing A antigen on red cells 
and platelets surfaces7. Next, minor ABO-                             
incompatible platelet transfusion is a different 
ABO blood group transfusion between patient 
and donor, but donor plasma containing anti-A 
and/or anti-B antibodies react with ABO antigens 
presented on the red cells and platelets of the 
patient. For example, a group O donor                                 
containing anti-A and anti-B antibodies in plasma 
was transfused to group A patient containing A 
antigen on red cells and platelets surfaces. This 
study aimed to compare platelet count and 
transfusion reactions among ABO-compatible, 
major, and minor ABO-incompatible platelet 
transfusions.

Methods
	 Ethical approval for this study was obtained 
from the Institutional Review Board (IRB) of Khon 
Kaen University, Thailand (HE661208). A                          
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retrospective study of 330 patients of pediatric 
(n=21), medical (n=181), and surgical (n=128) 
patients transfused with ABO-compatible, major, 
and minor ABO-incompatible platelet                               
transfusions were collected from blood                          
transfusion center, Srinagarind Hospital,                       
Faculty of Medicine, Khon Kaen University. 
Based on the work instructions (WI) at blood 
transfusion center, Faculty of Medicine, Khon 
Kaen University, SDP, LPPC, and LDPC in PAS are 
used for ABO-compatible platelet transfusions, 
whereas only SDP in PAS with low antibody titer 
of anti-A and/or anti-B less than 64 is used for 
ABO-incompatible platelet transfusions.                                  
Averages of age received platelet, changed 
platelet count after transfusion, duration of 
platelet count after transfusion, and number of 
patients with transfusion reactions in each group 
were calculated. Platelet transfusion reactions 
were also recorded. Patients with transfusion 
reactions were investigated by clerical error 
check, repeating ABO and Rh blood grouping, 
antibody screening, direct antiglobulin test, and 
crossmatching in pre- and post-patient tubes 
and the donor bag, reporting the result into the 
Health Object system, and sending hemoculture 
of the donor bag when suspected for bacterial 
sepsis. Comparisons of changed platelet count 
after transfusion within the group of patients 
and type of platelet transfusion were analyzed 
by STATATM version 10.0 (Stata Crop., Texas, 
USA) using the Mann-Whitney test due to 
non-normal distribution data. Statistical                             
significance was set at p < 0.05. 

Results
	 Comparisons of age, the dose of received 
platelet, changed platelet count after                               
transfusion, duration of platelet count after 
transfusion, and the number of patients with 
transfusion reaction of pediatric, medical, and 
surgical patients with ABO-compatible, major, 
and minor ABO-incompatible platelet                                    
transfusions were shown in Table 1. The average 

changed platelet counts after transfusion of 
ABO-compatible, major, and minor ABO-                                
incompatible platelet transfusions were 
22.5±30.7, 24.0±29.3, and 24.2±29.7 x 103 /mm3, 
respectively. No significant difference in changed 
platelet count after transfusion among all                 
patients of ABO-compatible, major, and   minor 
ABO-incompatible platelet transfusions was 
observed.    When comparing changed platelet 
count after transfusion within pediatric, medical, 
and surgical patients with ABO-compatible, 
major, and minor ABO-incompatible platelet 
transfusions, no significant difference was                    
observed within the three groups. A box plot 
compared among ABO-compatible, major, and 
minor ABO-incompatible platelet transfusions 
in pediatric, medical, and surgical patients was 
created in Figure 1. The average changed                    
platelet count after transfusion in all patients 
was 23.2±30.3x 103 /mm3. Some patients with 
decreased or unchanged platelet count after 
the transfusion in three types of platelet                    
transfusions may cause diseases at that time.
	 Three events with two patients had                       
transfusion reactions. First, a 68-year-old                   
woman medical patient was rectal cancer,              
hyperthyroidism, and upper respiratory infection 
with fever, headache, vomited, anemia and 
thrombocytopenia. She got many blood and 
blood components during admission at the 
hospital. Second platelet transfusion reaction 
events were found in the same patient at                  
different times, transfusion-associated dyspnea 
(TAD) found in ABO-compatible platelet                             
transfusion with group A in both patient and 
donor, and chill found in minor ABO-                                      
incompatible platelet transfusion with donor 
group O and patient group A. Last, a 66-year-old 
woman medical patient was diabetes mellitus, 
hypertension, chronic kidney disease stage 5, 
and non-ST elevation myocardial infarction 
(NSTEMI). She underwent surgery and got a lot 
of blood and blood components. Febrile 
non-hemolytic transfusion reaction (FNHTR) with 



ชไมพร สิงหะ และคณะ Chamaiporn Singha, et al.

ศรีนครินทร์เวชสาร 2566; 38(Suppl)     Srinagarind Med J 2023; 38(Suppl) 70

 

minor ABO-incompatible platelet transfusion 
with donor group B and patient group AB was 
found in the patient. It is most likely that the 
chill and FNHTR of the two patients may result 
from residual white blood cells transfused by 
SDP with unfiltered white blood cells, whereas 
TAD may cause by the underlining diseases of 
the first patient. However, no serious adverse 
transfusion reaction and acute hemolytic                            
transfusion reaction (AHTR) were observed in 
the three types of platelet transfusions.

	 As shown in Table 2, the changed platelet 
counts after transfusion in all pediatric, medical, 
and surgical patients were 41.2±35.1, 24.7±23.8, 
and 18.2±35.9 x103 /mm3, respectively. Only 
changed platelet counts after transfusion                     
between all pediatric and surgical patients had 
a significant difference (p = 0.0097). When                   
comparing changed platelet count after                      
transfusion between ABO-compatible and 
ABO-incompatible platelet transfusions in each 
patient and donor blood group, as shown in 

Table 1 Comparisons of age, dose of received platelet, changed platelet count after transfusion, duration of 
platelet count after transfusion, and number of patients with transfusion reaction of pediatric, medical, and surgi-
cal patients with ABO-compatible, major, and minor ABO-incompatible platelet transfusion. Values are presented 
as mean ± standard deviation or as raw data where appropriate. Changed platelet count after transfusion within 
the group of patients and type of platelet transfusion was compared using the Mann-Whitney test.

Type of 
platelet 

transfusion
Group of 
patients

n
Sex

(M/F)
Age 

(years)

Dose of 
received 
platelet 
(unit)

Changed 
platelet 
count 
after 

transfusion 
(x 103 /mm3)

Duration of 
platelet 
count after 
transfusion 
(hours)

Number of 
patients 

with 
transfusion 

reaction

ABO-               
compatible 
platelets 

transfusion

Pediatric patients 13 10/3 9.6±6.0 4.6±1.6 39.6±23.1b 15±21.9 0

Medical patients 116 58/58 54.6±15.0 6.1±0.9 24.2±23.8c 8.0±7.5 1

Surgical patients 68 48/20 57.9±15.7 6.1±0.9 16.5±40.0d 3.8±3.9 0

Total 197 116/81 52.8±18.8 6.0±1.0 22.5±30.7a 7.0±8.7 1

Major 
ABO-                  

incompatible 
platelets 

transfusion

Pediatric patients 1 0/1 16 6 5b 37 0

Medical patients 4 4/0 35.0±15.0 5.8±0.5 30.0±23.8c 8.3±4.3 0

Surgical patients 3 2/1 63.0±20.2 6.7±2.6 22.3±43.7d 5.2±1.3 0

Total 8 6/2 43.0±23.1 6.2±1.5 24.0±29.3a 10.7±11.1 0

Minor 
ABO-                     

incompatible 
platelets 

transfusion

Pediatric patients 7 5/2 7.7±6.5 3.9±2.1 49.4±52.3b 8.7±7.3 0

Medical patients 61 30/31 63.0±9.5 5.9±0.9 25.3±24.2c 5.2±5.4 2

Surgical patients 57 44/13 56.4±15.9 6.4±1.9 20.0±30.6d 3.5±4.0 0

Total 125 79/46 57.8±16.3 6.0±1.6 24.2±29.7a 4.6±5.0 2

 aNo significant difference in changed platelet count after transfusion between all patients of ABO-compatible and major ABO-in-
compatible platelets transfusion (p = 0.9346), ABO-compatible and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p =0.5973), and 
major and minor ABO-incompatible platelets transfusions (p = 0.9208).
bNo significant difference in changed platelet count after transfusion between pediatric patients of ABO-compatible and major 
ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.1720), ABO-compatible and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.9368), 
and major and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.5127).
cNo significant difference in changed platelet count after transfusion between medical patients of ABO-compatible and major ABO-in-
compatible platelets transfusion (p = 0.5011), ABO-compatible and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.8289), and 
major and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.5756).
dNo significant difference in changed platelet count after transfusion between surgical patients of ABO-compatible and major ABO-in-
compatible platelets transfusion (p = 0.8638), ABO-compatible and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.6590), and 
major and minor ABO-incompatible platelets transfusion (p = 0.8520).
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Table 2 Comparisons of age, received platelet, changed platelet count after transfusion, duration of platelet 
count after transfusion, and number of patients with transfusion reaction of pediatric, medical, and surgical                  
patients. Changed platelet count after transfusion within the group of patients and type of platelet transfusion 
was compared using the Mann-Whitney test.

Group of patients Total 
number

Age 
(years)

Dose of 
received 
platelet 
(unit)

Duration of 
platelet count 

after 
transfusion 

(hours)

Changed 
platelet count 
after transfu-

sion 
(x 103 /mm3)

Number of 
patients 

with 
transfusion 

reaction

All pediatric patients 21 9.3±6.2 4.4±1.8 14.2±18.8 41.2±35.1a,b 0

All medical patients 181 57.0±14.3 6.0±0.9 7.0±0.9 24.7±23.8a,c 3

All surgical patients 128 57.6±15.9 6.3±1.5 3.7±3.9 18.2±35.9b,c 0

Total 330 54.2±18.7 6.0±1.3 6.2±7.7 23.2±30.3 3
 aNo significant difference in changed platelet count after transfusion between all pediatric patients and all medical patients (p = 
0.0699)
bSignificant difference of changed platelet count after transfusion between all pediatric patients and all surgical patients (p = 0.0097)
cNo significant difference in changed platelet count after transfusion between all medical patients and all surgical patients (p = 
0.0597)

Table 3 Average of changed platelet count after transfusion in each patient and donor blood group. Values are 
presented as mean ± standard deviation or as raw data where appropriate.

Type of platelet 
transfusion

Patient blood 
group

Donor 
blood 
group

n

Average of changed platelet 
count 

after transfusion (x 103 /
mm3)

P-value when compared with all 
patients of ABO-compatible 

platelets transfusion using the 
Mann-Whitney test

ABO-               
compatible 
platelets 

transfusion

O O 60 29.6±31.4 -

A A 60 19.7±24.8 -

B B 54 27.1±24.4 -

AB AB 40 13.1±41.6 -

Total 197 22.5±30.7 -

Major ABO-                  
incompatible 

platelets 
transfusion

O B 5 24.0±25.1 0.8646

A AB 1 5 0.3769

A B 1 72 0.1018

B AB 1 -5 0.1695

Total 8 24.0±29.3 0.9346

Minor ABO-                     
incompatible 

platelets 
transfusion

A O 31 19.7±28.2 0.2997

B O 23 27.0±18.9 0.4843

AB O 40 22.1±29.5 0.4842

AB A 8 39.8±52.3 0.6637

AB B 23 25.8±31.4 0.8005

Total 125 24.2±29.7 0.5973
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Figure 1 A box plot of comparison of changed platelet count after platelet transfusion among ABO-compatible, 
major, and minor ABO-incompatible platelet transfusions in pediatric, medical, and surgical patients by using 
STATATM version 10.0.

Figure 2 Reverse correlation between advanced age and changed platelet count after platelet transfusion of the 
pediatric and medical patient (A) and all patients (B) by using Microsoft Excel 2019.

Table 3, no significant difference was observed 
in all groups. Among 133 patients transfused 
with major and minor ABO-incompatible                   
platelets transfusions by SDP in PAS with low 
anti-A and/or anti-B antibody titer of less than 
64, 94 subjects were group O, 29 subjects were 
group B, 8 subjects were group A, and 2 subjects 
were group AB.

Discussion
	 No significant difference in changed platelet 
count after transfusion among all patients of 
ABO-compatible, major, and minor ABO-                           
incompatible platelet transfusions was                               

observed. Moreover, no significant difference in 
changed platelet count after transfusion within 
pediatric, medical, and surgical patients with 
ABO-compatible, major, and minor ABO-                          
incompatible platelet transfusions was                             
observed. Three events with two medical                  
patients had transfusion reactions, including an 
event with ABO-compatible platelet transfusion 
and two events with minor ABO-incompatible 
platelet transfusion. No acute hemolytic                        
transfusion reaction (AHTR) was observed in the 
three types of platelet transfusions8. 
	 A study reported that high anti-A and anti-B 
titers in recipients affected platelet increment 
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in platelet transfusion and was worse than                    
major ABO-incompatible platelet transfusion9. 
The changed platelet count after transfusion in 
pediatric patients was the highest compared 
with medical and surgical patients. As shown in 
Figure 2, a reverse correlation between                             
advanced age and changed platelet count after 
transfusion was observed. Most of the pediatric 
patients were diagnosed to be neoplasia (16 in 
21  pat ients ,  76 .2%)  and t reated by                                                     
chemotherapy, which may lead to lower                         
isohemagglutinin titers (anti-A and anti-B)9. This 
reason may explain the good response to                        
platelet transfusion in pediatric patients.                     
However, the limitation of this study is no data 
on anti-A and anti-B titers in our patients, which 
will be analyzed in further study. Furthermore, 
surgical patients had the lowest changed                   
platelet count after transfusion because of 
platelet consumption due to operation.
	 In conclusion, this study indicated that 
platelet transfusions with ABO-compatibility and 
incompatibility have no different results.                    
Therefore, ABO-incompatible single donor               
platelet transfusions with low antibody titer10 

should be an alternative choice in situations 
with insufficient platelet and for effective                    
platelet management to avoid expiration11.
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Abstract
Background and objective: The disease group of patients who are hospitalized at Srinagarind   Hospital 
has specificity and complexity, such as leukemia, bone marrow transplant, and a group of radiation                     
therapy, etc. In many cases of these patients have anemia from the pathology of the disease itself or the 
development of low red blood cell concentration from treatment, such as taking immunosuppressants, 
chemotherapy, and radiation are given. Blood Transfusion Centre,  Faculty of Medicine, Khon Kaen                       
University is the agency that supports such medical treatment, therefore has a policy to increase the 
safety of all types of blood components including red blood cell concentration as well. At present, the 
best quality of red blood cell concentration is leukocyte-depleted red cell (LDPRC) by fully automated 
blood separation: Reveos System which is the modern technology that we are producing. But the cost of 
production is very expensive and there is a limitation on the duration of drilling. This study aimed to study 
the production of LDPRC with good quality no less than using an automatic blender and also reduced cost 
of production by using the BioR flex filter.
Methods: The whole blood from double 450 ml bags (N = 22) were connected with the BioR flex filter by 
a sterile connecting device and hanged to allow the whole blood to flow through the BioR flex filter, then 
spin in the centrifugation with a strength of 3,900 rpm for 10 minutes. The LDPRC were separated from 
plasma by T-ACE II+ automatic extractor. The 0.5 ml of LDPRC was sampling and counted for hematocrit 
and white blood cell contamination by an automated  hematology analyzer (Sysmex, XN-L Series, XN-550), 
and the ADAM-rWBC cell counting system respectively.
Result: The average of volume was 235-265 ml, hematocrit 69-72 % and white blood cell contamination 
0.16 X 106 cells per unit. Standards for the preparation of LDPRC have been  established by many                          
institutions. The Council of Europe (EU) qualifications are set at volume 170-330 ml, that to be defined for 
the system used, hematocrit ≤ 80 % and white blood cell contamination < 1 X 106 cells per unit.
Conclusion: The LDPRC productions by using the BioR flex filter is affordable, easy to manage and reached 
the recommended quality of Council of Europe (EU).
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Introduction
	 Srinagarind Hospital, Faculty of Medicine, 
Khon Kaen University is a large hospital. It is a 
medical graduate school and a research-                         
oriented hospital as well as focuses on safety 
for specific patient groups of many types of 
diseases. The disease group of patients who are 
hospitalized at Srinagarind Hospital has                          
specificity and complexity, such as leukemia, 
bone marrow transplant, and a group of radiation 
therapy, etc. In many cases of these patients 
have anemia from the pathology of the disease 
itself or the development of low red blood cell 
concentration from treatment, such as taking 
immunosuppressants, chemotherapy, and                    
radiation are given. 
	 Blood Transfusion Centre, Faculty of                      
Medicine, Khon Kaen University is the agency 
that supports such medical treatment, therefore 
has a policy to increase the safety of all types 
of blood components including red blood cell 
concentration as well. There are many types of 
red blood cell concentration that can be                     
produced, such as:
	 1)	 Packed red cells (PRC) are red blood cells 
that have been separated for blood transfusion. 
PRC 1 unit consists of condensed red blood cell, 
volume 150-200 ml with low plasma,                                    
hemoglobin not less than 45 g/unit (for 450 ml 
of blood) and not less than 35 g/unit (for 350 
ml of blood), hematocrit not more than 80%. 
The packed cells are typically used in anemia 
that is either causing symptoms or when the 
hemoglobin is less than usually 70–80 g/L (7–8 
g/dL). In adults, one unit brings up hemoglobin 
levels by about 10 g/L (1 g/dL). Repeated                     
transfusions may be required in people receiving 
cancer chemotherapy or who have hemoglobin 
disorders.1,2

	 2)	 Leukocyte poor packed red cells (LPRC) 
refers to the red blood cells from which                          
leukocytes are removed by centrifugation. The 
remaining white blood cell count must be less 
than 1.2 x 109 cells per unit and have                                    

hemoglobin not less than 40 g/unit, hematocrit 
50-70%. The LPRC will reduce the incidence of 
febrile non-hemolytic transfusion reaction:                
FNHTR.1-3

	 3)	  Leukocyte-depleted red cells (LDPRC) 
means red blood cell component that the white 
blood cells are removed by means of leukocyte 
filtration, where the number of remaining white 
blood cells must be less than 5 x 106 cells per 
unit (AABB standard) or 1 x 106 cells per unit 
according to Council of Europe (EU). Hemoglobin 
not less than 40 g/unit or hematocrit not more 
than 80% in case of no additive solution, 50-70% 
with additive solution. Clinical data suggests that 
non-hemolytic febrile transfusion reactions can 
be prevented by leucodepletion. The procedure 
also prevents alloimmunization to HLA antigens 
in patients who will repeatedly require                        
transfusion of blood/blood products.3-5 
	 The preparation of LDPRC can be done in 
different ways depending on budget limitations 
and needs of the patient. Here are some ways 
in which this can be done:
	 1.) Pre-storage preparation is concentrated 
filtration of red blood cells before storage at a 
temperature of 2-6°C.
		  1.1 Preparation using a kit bag with a 
filter set attached after the donor’s blood has 
been drawn, it will be left at room temperature 
for about 1-2 hours to allow the white blood 
cells to absorb bacteria (phagocytosis) that may 
have escaped during the blood collection. The 
blood is then filtered through a filter set and 
then centr i fuged. The result ing blood                                 
components were filtered LDPRC and FFP. For 
FFP, stored below -18°C and LDPRC store at             
2-6 °C.
		  1.2 Preparation of LDPRC by fully             
automated blood separation: Reveos System, 
which is the modern technology, that can               
automatically select the spinning program 
whether you want to spin out LDPRC or LPRC, 
depending on the type of bag (LR or NLR) used 
to collect the donor’s blood.
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	 2.) Post-storage preparation of LDPRC is the 
filtration of concentrated red blood cells after 
storage. The temperature is 2-6°C, most of which 
will be the use of PRC or LPRC as a filter, which 
must be filtered within a period of not more 
than 24 hours after drilling.
	 At present, the best quality concentrated 
red blood cells were the red blood cells that 
filter almost all white blood cells, which is                    
LDPRC by fully automated blood separation: 
Reveos System which is the latest technology 
that we are producing. But the cost of                                
production is very expensive and there is a 
limitation on the puncture time because after 
the puncture it must be left at least 2 hours in 
order for the phagocytosis to complete and the 
platelets to be well dispersed, then it can be 
centrifuged. Therefore, it is inconvenient if the 
donor arrives after 2:00 p.m. which is the                     
scheduled time out for using bags for the fully 
automated blood separation: Reveos System.
	 The BioR flex filter is a new filter set                       
developed from the Bed Side filter set to filter 
red blood cells before administering directly to 
the patient at the bedside. The advantage of 
using this new filter set is that patients who want 
to use filtered blood will receive the filtered 
blood and ready to use. Nurses will save time 
in doing the procedure. In addition, the                      
preparation of blood components and the 
blood donation work will have more channels 
for preparing the LDPRC. Even if the donor arrives 
after 2:00 p.m., the bag of blood can be filtered 
with a BioR flex filter before being taken                         
centrifuge. The filtering time is about 10-15 
minutes only. In addition, this type of filter set 
can also prepare a post-storage LDPRC. The 
most interesting, it is not as expensive as a   
fully automated LDPRC blood separation:                     
Reveos system. The objective of this study was 
to create the new protocol to produce LDPRC 
from the double 450 ml (D-450 ml) bags that 
meet the international standards and reduced 
the costs of productions.

Method
	 The whole blood, 450 ml bags (N=22) were 
connected to the BioR flex filter with sterile 
connecting device and allowed the blood                    
filtered through the BioR flex filter for 10-15 
minutes, then sealed the filtered blood bags 
and connected them to the original tow bags. 
The filtered blood bags were placed into a cup 
and balanced weight before put into the                  
centrifuge. Centrifugation with 3,900 rpm for 10 
minutes at 2-6°C. The centrifuged blood bags 
were separated with T-ACE II+ automated                  
extractor to LDPRC and LDFFP. The LDPRC bags 
were weighed and placed on the shaker for 15 
minutes. Sampling 0.5 ml of each LDPRC to test 
for complete blood count (CBC) and white 
blood cell (WBC) contamination. The weight of 
blood bags, hematocrit, WBC were recoded in 
the result record form.

Results
	 The results were shown in table 1 and 2. 
The average of volume were 235-265 ml the 
hematocrit was 69-72 % and WBC contamination 
were 0.16 X 106 cells per unit that quality                  
control (QC) passed 100%.

Discussion
	 The production of LDPRC, which is                             
currently considered the safest and best                     
quality concentrated red blood cell component 
for patients with anemia or blood loss for                     
various reasons. Of course, good quality                       
products are often expensive and manufactured 
at high cost and state-of-the-art technology. But 
with the country’s economic conditions                         
deteriorating, lacking financial liquidity which 
affects all groups of people. The constantly 
studying and following up with new knowledge, 
there is an idea to find a way to obtain good 
quality products and produced at a low cost 
but equal in quality to modern equipment.
	 The production of LDPRC in this new way 
reduces the time constraints of donor blood 
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donation. Even if the donor arrives after 2:00 
p.m., the bag of blood can be filtered with a 
BioR flex filter before being taken centrifuge.

Table 1 The data of LDPRC from D-450 ml bags production.

N Average of volume (ml) % Hematocrit WBC contamination

22 235-265 69-72 0.16 X 106

% QC Passed 100 100 100

Table 2 The criteria of QC in blood components and KPI for our Blood Transfusion Centre5

Components
(Standard reference)

Quality control Target value Key performance 
indication (KPI)

Leukocyte-depleted red cell 
(LDPRC)
(EU)

Volume
Hematocrit

Residual leukocyte

170-330 ml
≤ 80 %
< 1 x 106 cells/unit

≥ 90%

Conclusion
	 Our QC data of LDPRC by the new protocol 
provides reached the recommended quality of 
the Council of Europe (EU).
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Abstract
Background and objective: Non-vitamin K antagonist oral anticoagulants (NOACs), including                     
dabigatran etexilate, rivaroxaban, apixaban, and edoxaban, may have pharmacokinetic interactions 
with CYP3A4 inhibitors and/or P-glycoprotein competitors, leading to increased levels of NOACs and 
the risk of major bleeding. The objective was to assess the association between using NOACs with 
and without receiving concurrent medications with potential pharmacokinetic interactions through 
CYP3A4 inhibitors and/or P-glycoprotein competitors, and the risk of major bleeding in patients with 
non-valvular atrial fibrillation.
Methods: This retrospective cohort study utilized data from the information database at Srinagarind 
Hospital, Faculty of Medicine, Khon Kaen University. The subjects were patients with nonvalvular 
atrial fibrillation who have prescribed a NOAC during January 1st, 2016, to August 31st, 2023. The 
primary outcome was major bleeding, defined as hospitalization or emergency department visits 
with a first diagnosis of intracranial bleeding, gastrointestinal bleeding, or bleeding at other sites. 
Secondary outcomes included sub-outcomes of major bleeding and all-cause mortality. The                         
association of the outcomes and concomitant use of NOACs and CY3A4 inhibitors and/or                              
P-glycoprotein competitors were assessed using Poisson regression models and inverse probability 
of treatment weighting using propensity score calculated from the study’s covariates.
Results: The study included 400 patients (mean age, 73.3 years; SD, 10.2), 227 males and 173                    
females. Among 400 patients, it contained 2,739 person-quarters receiving NOACs, dividing into 
apixaban 1,020 person-quarters (37.2%), rivaroxaban 871 person-quarters (31.8%), dabigatran                      
etexilate 775 person- quarters (28.3%), and edoxaban 77 person- quarters (2.8%).Person-quarters of 
NOACs prescriptions with and without concurrent use of perpetrator medications were 1,529 (55.8%) 
and 1,210 (44.2%), respectively. The perpetrators included: atorvastatin (43.9%), digoxin (10.6%), 
amiodarone (5.2%), verapamil (1.7%), diltiazem (1.4%), naproxen (0.6%), ticagrelor (0.4%),                                  
tacrolimus (0.3%), and rifampicin (0.1%). Other perpetrators that were not given with NOACs                        
included phenytoin, fluconazole, dronedarone, quinidine, HIV protease inhibitors (ritonavir,                           
lopinavir, atazanavir, darunavir), other azoles (ketoconazole, itraconazole, posaconazole, or 
voriconazole), macrolide antibiotics (clarithromycin or erythromycin), and cyclosporine.  Overall, 
major bleeding was observed 16  and 10 times in the group that received NOACs with and without 
perpetrator medications, respectively.  The adjusted incidence rate ratio was 0.86 (95% CI, 0.46 - 
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1.60) with no statistically significant (p-value 0.634). Major bleeding was found in the group that 
received NOACs with atorvastatin, digoxin, and amiodarone with adjusted incidence rate ratios of 
1.32 (95% CI, 0.55-3.18), 0.75 (95% CI, 0.10- 5.53), and 0.39 (95% CI, 0.02-2.92), respectively.                        
However, there was no statistically significant (p-value, 0.535, 0.778, and 0.362, respectively).                       
According to secondary outcomes, intracranial bleeding was found 5 and 4 times in the group that 
received NOACs with and without perpetrator medications, respectively. The adjusted incidence 
rate ratio was 0.54 (95% CI, 0.14-2.18). Of interest, an adjusted incidence rate ratio was 0.93 (95% 
CI, 0.20-4.37) in the group that received NOACs with atorvastatin. Gastrointestinal bleeding was found 
11 and 6 times in the group that received NOACs with and without perpetrators, with an adjusted 
incidence rate ratio of 1.01 (95% CI, 0.50-2.12). The adjusted incidence rate ratio were 1.51 (95% CI, 
0.53-4.29), 0.61 (95% CI, 0.08-4.57), and 1.16 (95% CI, 0.15-8.62) for the group that received NOACs 
with atorvastatin, digoxin, and amiodarone, respectively.  All-cause mortality was observed 6 and 
2 times in the group that received NOACs with and without perpetrators, respectively, with an                           
adjusted incidence rate ratio of 1.77 (95% CI, 0.75 – 4.22). The adjusted incidence rate ratios were 
2.86 (95% CI, 0.57-14.29) and 1.45 (95% CI, 0.18-11.76) in the group that received NOACs with                     
atorvastatin and digoxin, respectively.  All of these results did not show a statistically significant                    
(p >0.200).  The other sites of bleeding were not found in this study.  None of the bleeding incidence 
was observed in the groups that received NOACs with verapamil, diltiazem, naproxen, ticagrelor, 
tacrolimus, and rifampicin.
Conclusion: In atrial fibrillation patients, CYP3A4 inhibitors and/or P-glycoprotein competitors which 
are commonly used with NOACs were atorvastatin, digoxin, and amiodarone. The incidence of                  
major bleeding was higher in a group receiving CYP3A4 inhibitor and/or P-glycoprotein competitors. 
However, there was no statistically significant, possibly due to the small study population. Data 
from this study may be useful for conducting research in the future, and guiding for risk                                
management, increased surveillance, and reducing the risk of major bleeding for patients receiving 
NOACs in the Srinagarind Hospital.

Keywords: non-vitamin K antagonist oral anticoagulants (NOACs), dabigatran, rivaroxaban, apixaban, 
edoxaban
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Abstract
Background and Objective: Performance assessment of radiation doses from interventional                     
radiology procedures is visualized in this study. Significant dose parameters reported by Digital   
Subtraction Angiography (DSA) machine were collected from liver cancer patients undergoing                  
Transarterial Chemoembolization (TACE). Measured doses were evaluated by comparison with the 
international diagnostic reference levels (DRLs).
Materials and Methods: All radiation doses were obtained from a retrospective study of TACE 
procedures between 1 September 2021 to 30 June 2023. A Philips Azurian  7 – DSA machine with 
integrated dosimetry software was used for invasive X-ray fluoroscopy guidance of 523 TACE patients. 
Sample size observations included 405 males (77.43%) and 118 females (22.56%) with an average 
age of 61 years (i.e., range 36-84 years) and an average weight of 62 kg (i.e., range 32 – 132 kg).  
Significant parameters, including fluoroscopy time, air Kerma, and dose area product (DAP), were 
monitored and further compared with the DRLs for performance evaluation of the treatment                  
procedure used in this center. 
Results: The study observed average values of Air Kerma, DAP, and Fluoroscopy time were 218.44 
mGy, 97.3 Gy·cm2, and 720 s, respectively.  In order to compare the domestic TACE DRLs from this 
study and the international TACE DRLs, lower dose levels were observed. 
Conclusion:  In practice, the DRL is an essential parameter for evaluating dose optimization in              
patients undergoing interventional radiology (IR) procedures. Optimizing dose strategy will be achieved 
by performing a radiation management system suitable for each IR procedure, which includes DSA 
quality control and radiation safety protocol. 

Keyword: interventional radiology, transarterial chemoembolization, digital subtraction angiography, 
dose area product, diagnostic reference levels
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บทคดัย่อ
หลักการและวัตถุประสงค์: การจองเลือดส�ำหรับการผ่าตัดของผู้ป่วยมีหลายลักษณะ ขึ้นอยู่กับภาวะความเสี่ยงชนิดโรค และ
การประเมินของแพทย์ ซึ่งโดยปกติคลังเลือดกลาง จะท�ำการตรวจหมู่เลือดเอบีโอ หมู่เลือดอาร์เอช และตรวจกรอง                  
unexpected antibody ของผู้ป่วยขอเลือดส�ำหรับผ่าตัด และเตรียมเลือดร้อยละ 50 เพื่อจัดส่งไปยังห้องผ่าตัดส�ำหรับผู้ป่วย
ที่จะท�ำการผ่าตัดในวันนั้นๆ ส่วนเลือดที่เหลือและยังไม่ได้จัดส่งคือเลือดฝากส�ำหรับห้องผ่าตัด ซึ่งเมื่อแพทย์ประเมินแล้วว่า             
ผูป่้วยมคีวามจ�ำเป็นต้องใช้เลือดเพิม่กส็ามารถตดิต่อเพือ่ใช้เลอืดฝากทีจ่องไว้ได้เลย โดยการ น�ำจ่ายเลอืดส่วนทีเ่หลอืหรอืเลือด
ฝากน้ัน ทางคลงัเลอืดกลางจะจดัส่งผ่านระบบขนส่งเลอืด โดยประกนัเวลาการจดัส่งประมาณ 15-20 นาท ีเพือ่ให้เลอืดส�ำรอง
มีมากพอที่จะบริหารจัดการได้ โดยจัดเก็บไว้ในอุณหภูมิท่ีก�ำหนดในการเก็บเลือด  ด้วยตู้เย็นเก็บเลือดท่ีได้มาตรฐาน เพ่ือ
มาตรฐานด้านคณุภาพของเมด็เลอืดแดงให้มคุีณภาพดถีงึผูป่้วยไปจนถงึวนัหมดอาย ุการศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ประเมนิ
การใช้เลือดฝากของห้องผ่าตัด และข้อมูลด้านการบริหารจัดการเลือดส�ำรองของคลังเลือดกลาง
วิธีการศึกษา: เก็บข้อมูลจ�ำนวนผู้ป่วยและจ�ำนวนยูนิตของเลือดฝากของห้องผ่าตัดตามจ�ำนวนเลือดท่ีจองไว้ และถูกแจ้งใช้
เพิ่มระหว่างหรือหลังการผ่าตัดของห้องผ่าตัด โรงพยาบาลศรีนครินทร์ ระหว่างเดือน มี.ค.-พ.ค. 2566 วิเคราะห์ข้อมูลในด้าน
อัตราส่วน หรือ cross matching : transfusion (C/T ratio) คือจ�ำนวนยูนิตของเลือดที่เตรียมต่อจ�ำนวนที่ใช้จริงของห้อง
ผ่าตดั และวเิคราะห์ข้อมลูอตัราการขอใช้เลอืดฝากของห้องผ่าตดั ระหว่างหรอืหลงัการผ่าตดัเปรยีบเทยีบกบัจ�ำนวนรายทีจ่อง
เลือดผ่าตัดแบบฝากทั้งหมด
ผลการศึกษา: มีการขอใช้เลือดส�ำหรับการผ่าตัด จาก 2 ลักษณะ คือ ขอใช้ 2 ยูนิต และ 3-4 ยูนิต พบว่า จากข้อมูล 3 เดือน 
(มี.ค.-พ.ค. 2566) กรณีขอใช้ 2 ยูนิต มีจ�ำนวนที่ขอมาทั้งหมด 228 ยูนิต ใช้จริง 152 ยูนิต (C/T ratio=1.50) จากจ�ำนวน                  
ผู้ป่วย  114 ราย มีจ�ำนวนผู้ป่วยขอใช้จริง 49 ราย (ร้อยละ 42) กรณีขอใช้ 3-4 ยูนิต มีจ�ำนวนที่ขอมาทั้งหมด 98 ยูนิต ใช้จริง 
76 ยูนิต (C/T ratio =1.29) จากจ�ำนวนผู้ป่วย  25 ราย มีจ�ำนวนผู้ป่วยขอใช้จริง 11 ราย (ร้อยละ 44) โดยมีจ�ำนวนผู้ป่วยที่
ขอเลือดเพื่อการผ่าตัดทั้งหมด 636 ราย แต่มีผู้ป่วยที่ใช้เลือดตามจ�ำนวนที่ขอและฝากไว้ 139 ราย คิดเป็นร้อยละ 21 
สรปุ: จากผลการศกึษาพบว่ามกีารประเมนิเพือ่จองเลอืดส�ำหรบัการผ่าตดัไว้มากกว่าทีค่วรร้อยละ 56 ถ้าต้องเตรยีมเลอืดจรงิ
ตามจ�ำนวนที่จองไว้ จะท�ำให้ต้องส�ำรองเลือดจ�ำนวนมาก ส่งผลต่อความคุ้มค่าในการจัดหา เตรียมและบริหารจัดการเลือด  
โดยแพทย์และทีมผ่าตัดยังสามารถมั่นใจได้ว่า เมื่อต้องการใช้เลือดที่ฝากไว้จะยังมีส�ำรองอย่างพอเพียงและทันเวลา ตลอดทั้ง
ในผู้ป่วยรายอื่นๆที่ไม่ได้ท�ำการผ่าตัดก็มีโอกาสได้รับการรักษาเมื่อต้องการใช้เลือดได้อย่างมีประสิทธิภาพ

ค�ำส�ำคัญ: อัตราการใช้เลือด, การจองเลือดผ่าตัด 
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ผลของการใช้สารละลายน�ำ้เกลือปราศจากเช้ือ นอร์มลัซาไลน์ 
(0.9% normal saline) กลั้วคอเพ่ือลดอาการเจบ็คอในผู้ป่วยตดิ
เช้ือระบบทางเดนิหายใจส่วนบน
วิลาวัณย์ อุ่นเรือน 

หน่วยปฐมภูมิ 123 มข. คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

Effects of Using Sterile 0.9% Normal Saline Solution  
Gargling to Reduce Sore Throat in Patients with Upper 
Respiratory Tract Infections
Wilawan Aunruean 
Primary Care unit, Faculty of Medicine, Khon Kean University

Abstract
หลักการและวตัถปุระสงค์:ประชาชนใช้เกลอือมเพือ่ลดอาการเจบ็คอมานานแล้ว การศกึษานีม้วีตัถุประสงค์เพือ่ศกึษา
เปรียบเทียบระดับคะแนนเจ็บคอในการใช้น�้ำเกลือปราศจากเชื้อ 0.9% normal saline กลั้วคอและกลุ่มที่ได้รับค�ำ
แนะน�ำตามปกติ 
วิธกีารศกึษา:ผูร้บับรกิารไข้เจบ็คอตามเกณฑ์วินจิฉยัโรค Mclasaac’s Score ไม่ได้ยาปฏชิวีนะมาก่อนจ�ำนวน 88 ราย 
แบ่งเป็นกลุ่มศึกษาและกลุ่มควบคุม กลุ่มละ 44 ราย จะได้รับน�้ำเกลือปราศจากเชื้อ 0.9% normal saline กลั้วคอ
เช้าและก่อนนอนเป็นเวลา 10 วัน กลุ่มควบคุมได้รับค�ำแนะน�ำการกลั้วคอตามปกติ วัดคะแนนเจ็บคอก่อนและหลัง
การกลั้วคอ ด้วย Numerical Rating Scale (NRS) วิเคราะห์ข้อมูลด้วย ค่าร้อยละ ค่าเฉลี่ย เปรียบเทียบคะแนนก่อน
หลังหลังการกลั้วคอทั้งสองกลุ่มด้วยสถิติ T-test 
ผลการศกึษา: พบว่าผูม้ารับบริการวนิจิฉยัโรคเป็น viral pharyngitis อาการหวดั เจบ็คอ ไอ ไข้ ร้อยละ 41.86, 39.53, 
27.91 และ 20.93 ตามล�ำดับ มี Revisit ในกลุ่มศึกษาร้อยละ 6.88 กลุ่มควบคุมร้อยละ 2.33 และทั้งสองกลุ่มได้ยา
ปฏิชีวนะร้อยละ 2.33 คะแนน ก่อนกลั้วคอของทั้งสองกลุ่มเฉลี่ยอยู่ในระดับปานกลาง หลังจากกลั้วคอคะแนนลดลง
เฉลี่ย 2 คะแนน และไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05)
สรุป: การกลั้วคอเพิ่มความชุ่มชื้นในล�ำคอ ลดอาการเจ็บคอสามารถใช้ได้ทั้งสองวิธีแต่การใช้น�้ำเกลือ 0.9% normal 
saline ราคาแพงกว่าเกลือ

ค�ำส�ำคัญ: การกลั้วคอ, เกลือผสมน�้ำอุ่น, 0.9% normal saline, ลดอาการเจ็บคอ, ไข้เจ็บคอ
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Suppression of Acetyl-CoA Carboxylase 1 Inhibits CCA 
Migration via AMPK-NF-κB-Snail Pathway

Saowaluk Saisomboon1,2,3, Ryusho Kariya2, Piyanard Boonnate2, Kanlayanee Sawanyaw-
isuth1,3, Ubon Cha’on1, Vor Luvira4, Yaovalux Chamgramol5, Chawalit Pairojkul5, Wunchana 
Seubwai3,6, Atit Silsirivanit1,3, Sopit Wongkham1,2,3, Seiji Okada2, Sarawut Jitrapakdee7, Kulthida 
Vaeteewoottacharn1,2,3,* 
1Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, 
Thailand
2Division of Hematopoiesis, Joint Research Center for Human Retrovirus Infection and 
Graduate School of Medical Sciences, Kumamoto University, Kumamoto, 860-0811 Japan
3Cholangiocarcinoma Research Institute, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand
4Department of Surgery, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, 
Thailand
5Department of Pathology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, 
Thailand
6Department of Forensic Medicine, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen, 
40002, Thailand
7Department of Biochemistry, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok 10400, 
Thailand

Abstract
	 Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignant cancer of the biliary tract and a major health 
problem in Thailand. The reprogramming of tumor cell metabolism and the upregulation of                             
lipogenic enzymes have been revealed in CCA. But the functional importance of the rate-limiting 
enzyme is limited. This study highlighted the significance of acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1), a 
rate-limiting enzyme in de novo lipogenesis, on CCA migration. ACC1 expression in human CCA 
tissues was determined by immunohistochemistry staining. The results showed that high ACC1 was 
correlated with shorter survival of CCA patients. ACC1-deficient cell lines (ACC1-KD) were generated 
by the clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated protein 
9 (cas9) system and were used for the comparative study. The expression of ACC1 was lower than 
in parental cells. Decreased ACC1 significantly reduced intracellular malonyl-CoA and neutral lipid 
contents. CCA cell proliferation, migration, and invasion were retarded in ACC1-KD cells. Reduced 
intracellular ATP levels, AMPK activation, lowered NF-κB p65 nuclear translocation, and snail                     
expression were elucidated. Migration of ACC1-KD cells was restored by palmitic acid and                              
malonyl-CoA supplementation. The current study highlights the importance of rate-limiting enzyme 
in de novo lipigenesis, ACC1, and AMPK-NF-κB-snail axis on CCA progression. These might be                    
helpful for CCA drug design in the future.

Keywords: ACC1, AMPK, cholangiocarcinoma, de novo lipogenesis, NF-κB, palmitic acid
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Correlation between CYP3A5and CYP2D6 
Polymorphisms and Quetiapine Plasma Level in 
Thai Psychiatric Patients

Sootthikarn Mungkhunthod1, Apichaya Paungperch2, Pongsatorn Paholpak3,                            
Panita Limpawattana4, Manchumad Manjavong4, Nontaya Nakam1, Chonlaphat 
Sukasem2,Wichittra Tassaneeyakul1, Suda Vannaprasaht1

1Department of Pharmacology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen, 
40002, Thailand
2Division of Pharmacogenomics and Personalized Medicine, Departments of 
Pathology, Faculty of Medicine Ramathibodi Hospital, Mahidol University, Bangkok, 10400, 
Thailand
3Department of Psychiatry,4Department of Medicine, Faculty of Medicine, Khon Kaen 
University, Khon Kaen, 40002, Thailand 

Abstract
Background and Objective: Quetiapine (QTP) has been widely used for the treatment of psychiatric 
problems in patients. QTP is metabolized primarily by CYP3A4/5 enzymes. Moreover, CYP2D6 also plays 
a minor role in QTP metabolism. Therefore, the inter-individual variation of CYP3A4/5 and CYP2D6 function 
may affect QTP plasma concentration and treatment outcomes. Previously reported genetic polymorphisms 
of CYP3A4/5 and CYP2D6 genes affect the enzyme functions. CYP3A4*22 was not found in Thais. Howev-
er,CYP3A5*3 was the most common non-functional variant and caused loss of CYP3A5 activity. CYP3A5*3 
and CYP2D6*10 were common mutant alleles in the Thai population. This study aimed to investigate the                   
correlation between the genetic variation of CYP3A5 and CYP2D6 and QTP plasma levels in Thai                                  
psychiatric patients.
Method: Thirty-eight psy chiatric patients who received QTP at Srinagarind Hospital, Faculty of Medicine, 
Khon Kaen University, Thailand, were enrolled in this study. QTP blood sample was collected at a steady 
state. CYP3A5 and CYP2D6 polymorphisms were determined by real-time PCR technique with a specific 
TaqMan®probe and primer. In addition, QTP blood concentrations were determined by LC-MS/MS                     
method.
Results: Of the 38 psychiatric patients investigated for CYP3A5 polymorphism, only 5(13.16%) were                       
CYP3A5*1/*1, 15 (39.47%) were CYP3A5*1/*3, and 18(47.37%) were CYP3A5*3/*3. Prevalence of CYP2D6 
polymorphism were CYP2D6*1/*14 (10.53%), CYP2D6*1/*1023(60.53%), and CYP2D6*10/*1011(28.95%).
Concentrationsper dose (C/D) ratio of QTPwas 2 times higher in CYP3A5*3/*3than wide-type and                            
heterozygous patients (1.58±2.78, 0.64±0.61, 0.50±0.59, respectively) (p=0.276). Moreover, The C/D ratio 
of QTP for the patients carrying CYP2D6*10/*10 was higher than wide-type and heterozygous patients but 
had no statistical significance (1.49±3.04, 0.81±1.00, 0.85±1.49, respectively) (p=0.674).  
Discussion and Conclusions: CYP3A5 and CYP2D6 heterozygous mutants had higher C/D ratios of QTP 
than wide-type but no statistical significance because of the low sample size.Therefore, CYP3A5 and                 
CYP2D6 genotypes may need to be investigated to adjust the QTP dose regimen for psychiatric patients 
to reduce adverse effects and improve clinical outcomes.

Keywords: psychiatric patients, quetiapine, plasma level, CYP3A5 polymorphisms, CYP2D6 polymorphisms
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Clinical Courses Comparison between Limited  
Cutaneous Systemic Sclerosis and Diffuse Cutaneous 
Systemic Sclerosis with Positive for Anti-Topoisomerase 
I Antibody: A Cohort Study 

Chana Chaovanitkul, Tippawan Onchan, Patnarin Pongkulkiat, Ajanee Mahakkanukrauh, 
Siraphop Suwannaroj, Chingching Foocharoen* 

Department of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen, 40002 Thailand 

*Correspondence to: Professor Chingching Foocharoen, Department of Medicine, Faculty of Medicine, 
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Abstract
Background and Objective: There is recently no information whether the clinical courses of                     
anti-topoisomerase I antibody (ATA) positive limited cutaneous systemic sclerosis (lcSSc) are similar 
to ATA positive diffuse cutaneous systemic sclerosis (dcSSc) or not. This study aimed to evaluate 
clinical courses comparison between lcSSc and dcSSc with positive for ATA. 
Methods: This study was conducted a cohort study including 522 Thai adult SSc patients between 
January 2014 and December 2022. Patients with overlap syndrome and having only 1 visit of                       
follow-up were excluded. Clinical courses between lcSSc and dcSSc with positive for ATA were 
investigated using the Chi-square test, student t-test, or Wilcoxon Rank Sum as appropriate. 
Results: Female was common than male (319 vs 203 cases). DcSSc with ATA positive (dcSSc-pos      
ATA) was the most common presentation among Thais (321 cases; 61.5%), followed by lcSSc with 
ATA positive (lcSSc-pos ATA) (19.9%), lcSSc with ATA negative (lcSSc-neg ATA) (11.1%), and dcSSc 
with ATA negative (dcSSc-neg ATA) (7.5%). The risk of interstitial lung disease (ILD) of lcSSc-pos ATA 
was comparable with dcSSc-pos ATA and dcSSc-neg ATA (odd ratios (OR) 0.76; 95%CI 0.48-1.20 and 
1.35; 95%CI 0.64-2.82). The median time of onset at ILD detection was comparable with dcSSc-       
pos ATA (1.0 vs 1.8 years, p=0.21) but less than dcSSc-neg ATA (1.0 vs 4.8 years, p=0.001). The 
mortality risk of lcSSc-pos ATA was comparable with dcSSc-neg ATA (hazard ratio (HR) 1.09; 95%CI 
0.55-2.19) but less than dcSSc-pos ATA (HR 0.52; 95%CI 0.33-0.83). LcSSc-posATA still had less                   
clinical features of dcSSc (tendon friction rub and hand deformity) than in dcSSc-pos ATA. 
Conclusion: The patients with lcSSc-ATA pos had a similar risk of ILD development as in dcSSc                
irrespective to the presence of ATA but earlier ILD development than dcSSc-negATA. The prognosis 
seemed to be better than dcSSc-pos ATA. 

Keywords: systemic sclerosis, scleroderma and related disorders, autoantibodies, scleroderma, 
anti-topoisomerase I antibody, prognosis
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Mode of Deliveries and Perinatal Outcomes of Prenatal 
COVID-19 Infections

Supakan Pongsatonwiwat, Bandit Chumworathayi, Chatuporn Duangkum
Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine, Khon Kaen 
University, Khon Kaen, THAILAND, 40002

Abstract
Objective: To compare the methods of delivery and its complications between pregnant women 
with COVID-19 infection and pregnant woman without the condition.
Methods: We retrospectively collected data of pregnant women prenatally infected with COVID-19 
virus from 1 July 2021 to 31 October 2022, and compared them with pregnant women having                  
antenatal care (ANC) during the same period who were not infected with COVID-19 virus until                    
delivery, as a retrospective-cohort study. The control group was matched by timing (by the next 
day after the matched COVID-19 case came to the hospital) and gestational age at ANC (by the 
expected date of confinement [EDC] not differ from the matched COVID-19 case more than 7 days).
Results: A total of 252 participants were included in this study, 126 persons in each group.                              
Demographic data among the two groups were comparable except for previous cesarean section. 
The cesarean section rate in COVID-19 group was significantly higher than control group (46.03% vs 
30.95%, p-value = 0.02). Specifically, we found that indication for cesarean section in COVID-19 group 
was “COVID-19 infection” in 9/126 cases (7.14% vs 0%). However, there was no significant difference 
in length of hospital stay (LOS) between COVID-19 and control group (2.97 vs 2.81 days, p-value = 
0.262). No serious postpartum maternal complications were reported. Perinatal outcomes were 
similar among the two groups.
Conclusion: Prenatal COVID-19 infections could result in increasing cesarean section rate, but not 
perinatal morbidities.

Keywords: prenatal COVID-19, cesarean section, perinatal morbidities
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Prevalence and Characteristics of Renal Dysfunction in 
Children with Alpha-Thalassemia

Kamonthip Chantarasakha, Patcharee Komvilaisak, Napat Laoaroon, Suwannee
Wisanuyotin
Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, 
Thailand

Abstract
Background and Objectives: Thalassemia is the most common hemoglobinopathy in Southeast 
Asia. In Thailand, thalassemia is mostly prevalent in the northeast population. However, renal                
dysfunction is an underreported sequelae in children with alpha-thalassemia. We conducted a 
retrospective study to identify the prevalence and associated factors of renal dysfunction in children 
with alpha-thalassemia.
Methods: A retrospective cohort study was carried out by reviewing medical records of children 
aged 1 to 18 years who were diagnosed with alpha-thalassemia and followed up at the Department 
of Pediatrics, Srinagarind Hospital between May 2021 and April 2022. Patients with congenital                  
anomalies of the kidney and urinary tract, heart disease, liver disease, and incomplete medical 
records were excluded. Renal dysfunction was defined as a glomerular filtration rate (GFR) less than 
90 ml/min/1.73 m², presence of proteinuria, or hematuria.
Results: Eighty-nine children were reviewed, with a mean age at the study initiation of 8.41 ± 4.83 
years. Thirty-eight patients (42.69%) were female, and sixty-three patients (70.78%) had hemoglobin 
H-constant spring. Fifteen patients (16.85%) demonstrated renal dysfunction, with 13 patients 
(14.60%) having evidence of low glomerular filtration, 1 patient (1.12%) showing proteinuria, and 1 
patient (1.12%) exhibiting microscopic hematuria. All patients with renal dysfunction were                          
transfusion-dependent. Using multivariate analysis, deferasirox was a significant associated factor of 
renal dysfunction (OR, 4.12; 95% CI, 1.13-15.02; p = 0.03), while age (OR, 1.01; 95% CI, 0.89-1.16; p 
= 0.85), serum ferritin (OR, 1.00; 95% CI, 0.99-1.00; p = 0.95), pre-transfusion hemoglobin (OR, 1.27; 
95% CI, 0.44-3.71; p = 0.65), and the interval of blood transfusion (OR, 1.14; 95% CI, 0.75-1.75; p = 
0.52) were not.
Conclusion: A significant prevalence of renal dysfunction was observed in alpha-thalassemia                   
children, particularly those treated with deferasirox. Children receiving deferasirox and regular blood 
transfusions require routine renal assessment for early detection and therapeutic interventions to 
preserve renal function.

Keywords: iron chelator, deferasirox, renal dysfunction, alpha-thalassemia
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Bloodstream Infection in Pediatric Oncology Patient: 
Causative Pathogens and Antimicrobial Susceptibility 
in a Tertiary Care Setting
Thanachai Nithisaowapak1, Lumyai Wonglakorn2, Pagakrong Lumbiganon1, Pope Kosalaraksa1,
Patcharee Komvilaisak1 , Kunanya Suwannaying1, Nattakarn Tantawarak1, Napat Laoaroon1
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Abstract
Background and Objective: Bloodstream infections (BSIs) are major life-threatening complications 
in children with cancer. Understanding the prevalence of causative pathogens and patterns of                    
antimicrobial resistance will aid in selecting the most appropriate empirical antibiotics. This study 
primarily aimed to describe the causative pathogens and antimicrobial susceptibility of BSI in                    
pediatric oncology patients. Secondary objectives including describing (1) clinical factors associated 
with BSI (2) clinical outcome of  BSI in pediatric oncology patients. 
Materials and method: This retrospective descriptive study was conducted at Srinagarind hospital, 
Khon Kaen University, including oncologic patients aged between 30 days to 18 years old from 
January 2017 to December 2021. Laboratory-confirmed BSI episodes, according to the Center for 
Disease Control and Prevention (CDC) criteria was obtained from the microbiology laboratory reports. 
Causative pathogens, antibiotics susceptibility, clinical information and outcomes were collected. 
Results: A total of 61 BSI episodes from 51 patients is included. The causative pathogens consisted 
of 39 episodes (59.1%) of Gram negative bacteria, 22 episodes (33.3%) of Gram positive bacteria, 
and 5 episodes (7.8%) of  fungus. The most common drug-resistant bacteria were methicillin-resistant 
coagulase negatice staphylococcus (MRCONS), Klebsiella pneumoniae , and Pseudomonas. The 
majority (46.15%) of Gram negative bacteria were multi-drug resistant, with low susceptibility to 
penicillins, cephalosporins and carbapenems. However, 76.47% and 84.62% of these drug-resistant 
Gram negative bacteria were susceptible to amikacin and colistin, respectively. No vancomycin-                 
resistant Gram positive bacteria were found. BSI occurred in PICU, high-intensity chemotherapy, and 
fungal bloodstream infection were factors associated with higher mortality. 
Conclusion: MRCONS and Gram negative bacteria were the most common pathogens causing BSI 
in pediatric oncology patients with a high proportion of antibiotic resistance.
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Serum Procalcitonin and Procalcitonin Clearance as A 
Prognostic Biomarker in Pediatric Critical Care: 
A Tertiary Care Setting

Apichaya Kriengwatanasiri, Rattapon Uppala
Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, 
Thailand

Abstract
Background and objective: Identification of reliable prognostic biomarkers is essential for assessing 
disease severity, guiding treatment strategies, and predicting patient outcomes. Serum procalcitonin 
(PCT) and PCT clearance rate have acquired attention as potential biomarkers for these purposes; 
however, there is a lack of data in children. The purpose of this study was to examine the potential 
of serum PCT levels and PCT clearance as prognostic biomarkers in pediatric intensive care.
Methods: A retrospective cohort study was conducted to determine the PCT level and the PCT 
clearance rate in order to predict the mortality of pediatric patients with sepsis aged 1 month to 
18 years in pediatric intensive care units (PICU) of Srinagarind Hospital from 1 January 2016 to 31 
October 2021. Electronic medical records and the hospital data set were the data sources.                         
Mortality rate was the dependent variable, while clinical parameters and laboratory results were 
independent variables. The correlation between initial laboratories and mortality was assessed, and 
PCT clearance was analyzed using multi-regression analysis. 
Results: A total of 242 cases were enrolled in the study, with 107 males and 135 females. The 
median age was 5.34 (interquartile range, 1.25-12.42). The mortality rate in the cohort was 64 out 
of 242 (26.4%). The analysis revealed that the initial PCT levels showed no significant correlation 
with mortality in pediatric critical care patients, but initial high lactate (>4 mmol/L) associated with 
mortality (adjusted odds ratio = 2.8; confidence interval 1.23-6.41, p = 0.015). However, PCT                        
clearance with an increased level in 24 hours demonstrated a strong association with mortality 
(adjusted odds ratio = 3.31; confidence interval 1.12-9.84, p = 0.031). 
Conclusions: Initial serum PCT levels did not correlate significantly with mortality in pediatric                    
critical care, whereas initial lactate levels can predict mortality. Nevertheless, an increase in PCT 
clearance within 24 hours was significantly associated with mortality, indicating its potential as a 
prognostic biomarker in pediatric intensive care.
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