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1. ความมุ่งหมาย (Purpose) 

1.1 เพ่ือใช้เป็นข้อกำหนดเพ่ิมเติมด้านวิชาการตามมาตรฐาน ISO 15189 แนวทางมาตรฐานการ
ตรวจทางห้องปฏิบัติการ flow cytometry ทางห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยาทางการแพทย์ของ
สำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยเพ่ิมรายละเอียดวิธีการ / 
เกณฑ์การตรวจประเมิน ซึ่งไม่ได้ระบุรายละเอียดไว้ในข้อกำหนดด้านวิชาการของมาตรฐาน 
ISO 15189 

1.2  เพ่ือเป็นแนวทางมาตรฐานการตรวจทางห้องปฏิบัติการ flow cytometry ทางห้องปฏิบัติการ
โลหิตวิทยาทางการแพทย์ของผู้ตรวจประเมินสำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ให้มีความเข้าใจ
ตรงกันและเป็นมาตรฐานเดียวกัน 

1.3  เพ่ือให้ห้องปฏิบัติการใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาระบบคุณภาพ และธำรงรักษาระบบ
คุณภาพตามมาตรฐาน ISO 15189 
 

2. การใช้งาน (Application)  

2.1 ข้อกำหนดเพิ่มเติมนี้เป็นส่วนขยายของ ISO 15189 เพ่ือใช้เป็นแนวทางมาตรฐานการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการ flow cytometry ทางห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยาทางการแพทย์ เท่านั้น ไม่ใช่
ข้อกำหนดทั้งหมด ในการตรวจประเมินต้องใช้ร่วมกับ ISO 15189 

2.2  ขอบข่ายการรับรองของข้อกำหนดเพิ่มเติมนี้ครอบคลุมการทดสอบ flow cytometry ทาง
ห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยาทางการแพทย์ ดังนี้ 
2.2.1 Leukemia, lymphoma and myeloma diagnosis 
2.2.2 Minimal residual disease (MRD)  
2.2.3 Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH)  
2.2.4 CD34 enumeration  
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4. นิยามและคำย่อ (Definition and Abbreviation)  

ไม่มี 
 
5. เอกสารที่เกี่ยวข้อง (Associated document)  

5.1 N 07 15 003 นโยบายและหลักเกณฑ์การทดสอบความชำนาญ การเปรียบเทียบผลทดสอบ
ระหว่างห้องปฏิบัติการและการประเมินความสามารถการทดสอบ 
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6. วิธีดำเนินการ (Procedures)  

นโยบายและหลักเกณฑ์ 
6.1 บุคลากร  

6.1.1 คุณสมบัติของผู้วิเคราะห์/ผู้ทดสอบ มีคุณสมบัติดังนี้   
6.1.1.1 ในห้องปฏิบัติการต้องมีนักเทคนิคการแพทย์อย่างน้อย 1 คน ที่เคยผ่านการ

ฝึกอบรมทางด้าน flow cytometry 
6.1.1.2 นักเทคนิคการแพทย์ ได้แก่ ผู้ที่จบการศึกษาขั้นต่ำระดับปริญญาตรี วิทยา

ศาสตรบัณฑิต สาขาเทคนิคการแพทย์ ซึ่งได้รับใบอนุญาตประกอบวิชาชีพ
เทคนิคการแพทย์ และมีหลักฐานผ่านการประเมินความสามารถทางด้าน flow 
cytometry และมีประสบการณ์ในการทดสอบท่ีเกี่ยวข้องไม่น้อยกว่า 3 เดือน 

6.1.1.3 นักวิทยาศาสตร์การแพทย์/ นักวิทยาศาสตร์ หรือเทียบเท่า ได้แก่ ผู้ที่จบ
การศึกษาขั้นต่ำระดับปริญญาตรี  วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเคมี  
วิทยาศาสตร์กายภาพหรือชีวภาพ ชีวการแพทย์ และมีหลักฐานผ่านการ
ประเมินความสามารถทางด้าน  flow cytometry ซึ่งประสบการณ์ในการ
ทดสอบท่ีเกี่ยวข้องไม่น้อยกว่า 3 เดือน  

6.1.2 ผู้ตรวจสอบ/ ผู้รับรองผลการวิเคราะห์  
จะต้องเป็นแพทย์ที่ได้รับวุฒิบัตรหรืออนุมัติบัตร สาขาโลหิตพยาธิวิทยา พยาธิวิทยา

คลินิก อายุรศาสตร์โรคเลือด กุมารเวชศาสตร์โรคเลือด  หรือแพทย์ที่มีหลักฐานว่าได้รับการ
ฝึกอบรมทางด้าน flow cytometry ที่เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็งทางโลหิตวิทยา ที่ได้แจ้งรายชื่อ
ไว้กับสำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการซึ่งต้องสอบผ่านผู้มีสิทธิ์ลงนามและสำนักมาตรฐาน
ห้องปฏิบัติการได้แจ้งรายชื่อดังกล่าวกรณีที่ได้รับการรับรองความสามารถตามมาตรฐาน     
ISO 15189 ไว้แล้ว 

6.2 สภาวะแวดล้อมและสิ่งแวดล้อมของห้องปฏิบัติการ    
ให้ปฏิบัติตาม ISO 15189:2022 ข้อ 6.3 และ ISO 15190:2020 

6.3 เครื่องมือและน้ำยาในห้องปฏิบัติการ 
6.3.1 เครื่องมือ 

ต้องมีการตรวจสอบการทำงานของเครื่อง flow cytometer โดยการใช้ control 
bead ที่เหมาะสม โดยจะต้องทำทุกวัน หรืออย่างน้อยทุกวันที่เปิดเครื่องเพ่ือทำการ
ทดสอบ และบันทึกผล โดยผลที่ได้จะต้อง“ผ่าน” จึงจะทำการตรวจวิเคราะห์ในวันนั้นได้ 
และมีแนวทางแก้ไขปฏิบัติหากการควบคุมคุณภาพเครื่อง flow cytometer ประจำวัน
ไม่ผ่าน 

6.3.2 น้ำยาและวัสดุต่างๆ 
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ห้องปฏิบัติการต้องบันทึกการทำ validation ครั้งแรกของแอนติบอดีใหม่ก่อนนำมาใช้
สำหรับตรวจวินิจฉัยโรคในผู้ป่วย 

6.4 ระเบียบปฏิบัติก่อนการตรวจวิเคราะห์ 
6.4.1 มีเกณฑ์ที่ระบุชนิดลักษณะของสิ่งส่งตรวจที่จำเป็นต้องวัด viability เช่น จาก tissue 

หรือสิ่งส่งตรวจที่เก็บมานานกว่าเกณฑ์มาตรฐาน 
6.4.2 การรับและปฏิเสธตัวอย่างจะต้องบันทึกไว้เป็นหลักฐาน กรณีตรวจสอบลักษณะ

ตัวอย่างก่อนวิเคราะห์แล้วไม่เป็นไปตามข้อกำหนด เช่น ปริมาณเซลล์น้อยกว่าที่
กำหนด, นำส่งเกินเวลาที่กำหนด , clotted, hemolyzed ต้องมีวิธีปฏิบัติในการ
จัดการตัวอย่างที่ไม่เป็นไปตามเกณฑ์ 

6.5 ขั้นตอนการทดสอบ  
6.5.1 ในกระบวนการย้อมเซลล์ต้องมีการปรับจำนวนเซลล์ให้เหมาะสมตามเกณฑ์มาตรฐาน 

เช่น tube ละ 500,000-1,000,000 nucleated cell สำหรับ diagnosis panel และ
อาจมากกว่านี้ในการทำ MRD panel การปรับเปลี่ยนวิธีการย้อมต้องมีแหล่งอ้างอิงที่
เชื่อถือได้  

6.5.2 มีกระบวนการวิเคราะห์ผลที่แสดงให้เห็นความแตกต่างของ fluorescence-negative 
และ positive cell population ทั้ งนี้ อ าจทำได้ โดยการใช้  internal residual 
normal cells ใน tube เดียวกัน หรือ การย้อม isotype control หรือ unstained 
cell ใน tube แยกโดยพิจารณาตามความเหมาะสมและมีแหล่งอ้างอิงที่เชื่อถือได้  

6.5.3 ต้องมีหลักฐานการ validate assay ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ โดยมีแหล่งอ้างอิงที่เชื่อถือ
ได้สำหรับวิธีการข้ันตอนการทำ method validation  

6.5.4 ข้อกำหนดพิเศษสำหรับ leukemia/ lymphoma/ myeloma diagnostic panel  
6.5.4.1 มี panel of monoclonal antibodies ที่ครอบคลุมสำหรับการ
วินิจฉัย โดยมีแหล่งอ้างอิงที่เชื่อถือได้ ได้แก่ 

6.5.4.1.1 สำหรับการวินิจฉัย acute leukemia จะต้องมี marker 
อย่างน้อย ดังต่อไปนี้ MPO, CD13, CD33, CD64, CD14, CD117, CD3, 
CD7, CD19, CD10, CD45, CD34, TdT, CD79a หรือ CD22 

6.5.4.1.2 สําหรับการตรวจ non-Hodgkin lymphoma markers 
อย่างน้อย ดังต่อไปนี้ CD19, CD20, CD5, CD10, CD23, kappa, lambda, 
CD3, CD7, CD4, CD8, CD16, CD56, CD45 

6.5.4.1.3 สํ า ห รั บ ก า ร ต ร ว จ  myeloma markers อ ย่ า งน้ อ ย 
ดังต่อไปนี้ CD38, CD138, kappa, lambda, CD56, CD117, CD45, CD19, 
CD20, CD27 
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6.5.4.2 การวินิ จฉั ย  Acute leukemia of ambiguous lineage ต้ องมี  
lineage assignment markers ครบตามเกณฑ์ WHO (เอกสารอ้างอิงข้อ 3.4) 
ดังนี้ 

Lineage assignment criteria 
Myeloid lineage 
MPO or Monocytic differentiation (อย่างน้อย 2 ตัว: CD64, CD14) 
T-lineage 
Strong* cytoplasmic CD3 (with antibodies to CD3 epsilon chain)  
Or 
Surface CD3 
B-lineage  
Strong* CD19 with at least 1 of the following strongly expressed: CD79a, 
cytoplasmic CD22, or CD10) 
Or 
Weak** CD19 with at least 2 of the following strongly expressed: CD79a, 
cytoplasmic CD22, or CD10) 
* Strong defined as equal or brighter than the normal B or T cells in the sample 
** Weak defined as dimmer than the normal B cells in the sample 

6.5.4.3 การย้อม immunoglobulin เช่น kappa, lambda ต้องทำควบคู่
ไปกับ pan B-cell markers เช่น CD19 และ/ หรือ CD20 ใน tube เดียวกัน 
เพ่ือให้มั่นใจได้ว่า analyze ถูกชนิดของเซลล์ และลดปัญหา false positive 
จาก non-specific binding 
6.5.4.4 ในการวิเคราะห์ผลต้องมีกระบวนการวิเคราะห์ที่เป็นมาตรฐานและมี 
gating techniques ที่ เหมาะสม เช่น อย่างน้อยต้องมีการใช้ CD45/SSC 
สำหรับ gate blasts (การใช้ FSC /SSC ไม่เพียงพอ)  

6.5.5 ข้อกำหนดพิเศษสำหรับ  minimal residual disease  panel  
6.5.5.1 มี panel of monoclonal antibodies ที่ครอบคลุมสำหรับการ
ตรวจหา minimal residual diseaseโดยมีแหล่งอ้างอิงที่เชื่อถือได้ เช่น ตาม
เอกสารอ้างอิงที่ 3.6, 3.7, 3.8 หรือแหล่งอื่นๆ  
6.5.5.2 ในการวิเคราะห์ผลต้องมีกระบวนการวิเคราะห์ที่เป็นมาตรฐาน  และ
มี sequential gating techniques ที่ เหมาะสม เพ่ือให้แน่ใจได้ว่าไม่มีการ
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ปนเปื้อนของเซลล์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย หรือ non-specific binding โดยมีแหล่ง
อ้างอิงที่เชื่อถือได้ 
6.5.5.3 มีหลักฐานที่แสดงให้เห็นว่า วิธีที่ใช้สามารถทำได้ถึงระดับ clinical 
decision level โดยมีแหล่งอ้างอิงที่เชื่อถือได้ 

6.5.6 ข้อกำหนดพิเศษสำหรับ การทดสอบ paroxysmal nocturnal hemoglobinuria  
6.5.6.1 ต้องทำ WBC assay ทุกครั้ง 
6.5.6.2 มี ก า ร  screening โ ด ย ท ำ  white blood cell assay ใ น 
neutrophil แ ล ะ  monocyte โด ย ต้ อ งมี  GPI-dependent marker เช่ น 
CD16, CD24, CD157, FLAER, CD14, CD59 อย่างน้อย 2 ตัว ร่วมกับ gating 
marker ที่เหมาะสม เช่น CD45  
6.5.6.3 การวิเคราะห์ผล WBC assay ควรใช้ bivariate dot plot ไม่ควรใช้ 
histogram  
6.5.6.4 สำหรับ RBC assay ต้องทำ CD59 โดยจะต้องเลือกใช้ antibody 
clone ที่มีหลักฐานว่าสามารถแยก PNH clone type I, II, III ได้ ร่วมกับ 
gating marker ที่เหมาะสม เช่น CD235a 
6.5.6.5 มีหลักฐานที่แสดงให้เห็นว่า วิธีที่ใช้สามารถทำได้ถึงระดับ clinical 
decision level โดยมีแหล่งอ้างอิงที่เชื่อถือได้ 

6.5.7 ข้อกำหนดพิเศษสำหรับ CD34 stem cell enumeration  
6.5.7.1 ต้องมีคู่มือปฏิบัติงานตาม guideline มาตรฐาน เช่น ISHAGE 
6.5.7.2 Antibody to CD34 ต้องเป็น class III เท่านั้น 
6.5.7.3 ต้องนับ CD34-positive events ให้ได้อย่างน้อย 100 events หรือ 
total CD45-positive ให้ได้อย่างน้อย 75,000 events 
6.5.7.4 มี  Sequential gating techniques ที่ เห ม าะสม  เช่ น  ISHAGE 
method 
6.5.7.5 ต้องมีการควบคุมคุณภาพภายใน โดยใช้ control 2 levels ควบคู่
ไปด้วยทุกราย  หรือทุก batch โดย 1 ใน level ที่ทำต้องใกล้เคียงกับ clinical 
decision level เช่น 5-20 CD34+ stem cells/uL และค่าที่ได้ต้องอยู่ในช่วง
ที่กำหนด มีการตรวจสอบผลการทำ daily control และมีแผนการดำเนินการ
รวมทั้งบันทึกการดำเนินการหากผลไม่เป็นไปตามเกณฑ์ 
6.5.7.6 ถ้าหาก apheresis product ต้องมีการ freeze ควรทำ viability 
ก่อนและหลัง โดยแนะนำให้ใช้ 7-AAD โดย flow cytometer ไม่แนะนำวิธี 
อ่ืนๆ เช่น trypan blue เนื่องจากอาจ overestimate viability 
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6.5.7.7 ควรทำการทดสอบแบบ single platform แต่หากทำแบบ dual 
platform คื อ ใช้ ค่ าจ าก  CBC ม าช่ ว ย ค ำน วณ  ผ ล  CBC ต้ อ งม าจ าก
ห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรองมาตรฐานสากล เช่น ISO 15189  

6.6  การประกันคุณภาพวิธีทดสอบ  
6.6.1 มีการเข้าร่วมการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ โดยปฏิบัติตาม    

N 07 15 003 ดังนี้ 
6.6.1.1 กรณีมีแหล่งเข้าร่วมการทดสอบความชำนาญให้เลือกหน่วยงานที่
ได้รับการรับรองการทดสอบความชำนาญตามมาตรฐาน  ISO/IEC 17043 หรือ 
เทียบเท่า หรือ เป็นองค์กรที่ได้รับการยอมรับในระดับสากล ระดับประเทศ 
หรือเป็นที่ยอมรับของกลุ่มวิชาชีพที่เก่ียวข้อง 
6.6.1.2 กรณีไม่มีแหล่งเข้าร่วมการทดสอบความชำนาญ หรือ มีแต่ไม่อาจ
เข้าร่วมได้ ห้องปฏิบัติการสามารถใช้การเปรียบเทียบผลทดสอบระหว่าง
ห้องปฏิบัติการ ตั้งแต่ 3 ห้องปฏิบัติการขึ้นไป รวมกับผลของตนเอง 
6.6.1.3 กรณีไม่มีแหล่งทดสอบความชำนาญและเปรียบเทียบผลทดสอบ
ระหว่างห้องปฏิบัติการ ห้องปฏิบัติการต้องแสดงความสามารถในรายการ
ทดสอบที่ขอการรับรอง โดยการประเมิน ความสามารถระหว่างผู้วิเคราะห์/ผู้
ทดสอบภายในห้องปฏิบัติการเดียวกัน 

6.6.2 มีวิธีปฏิบัติเกี่ยวกับ EQAS ในทุกขั้นตอนของการดำเนินการ  โดยให้ปฏิบัติเช่นเดียวกับ
การตรวจตัวอย่างผู้ป่วย  และบันทึกไว้เป็นลายลักษณ์อักษร 

6.6.3 หัวหน้าห้องปฏิบัติการต้องรับทราบผลของการประเมินคุณภาพโดยองค์กรภายนอก 
และปฏิบัติการแก้ไขข้อบกพร่องเมื่อผลไม่เป็นไปตามเกณฑ์ 

6.6.4 หากพบ disagreement  ของการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ  ให้ทำการ
แก้ไขป้องกัน และบันทึกไว้ 

6.7  วิธีดำเนินการภายหลังการตรวจวิเคราะห์ 
ให้ปฏิบัติตาม ISO 15189: 2022 ข้อ 7.4  

6.8  การรายงานผล 
6.8.1 ใบรายงานผลต้องมีข้อมูลเหล่านี้  

6.8.1.1 ชื่อ สถานที่ตั้ง เบอร์โทรศัพท์ ของห้องปฏิบัติการที่ออกใบรายงาน
ผล 
6.8.1.2 ข้อมูลผู้ป่วย: ชื่อ-สกุล, เพศ, อายุ 
6.8.1.3 ข้อมูลสิ่งส่งตรวจ: ชนิดสิ่งส่งตรวจ, ชนิดสารกันเลือดแข็ง (ถ้ามี), วัน
และเวลาที่เก็บตัวอย่าง 
6.8.1.4 ข้อมูลผู้ส่งตรวจ: ชื่อแพทย์ และ เบอร์โทรศัพท์ที่ติดต่อได้ 
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6.8.1.5 ข้อมูลทางคลินิกท่ีสำคัญ / การวินิจฉัยเบื้องต้น 
6.8.1.6 วันเวลาที่รายงานผล 
6.8.1.7 ผลการวิเคราะห์และการแปลผลตามความเหมาะสม 
6.8.1.8 ค่าอ้างอิงที่เหมาะสมตามเพศและอายุผู้ป่วย (ถ้ามี) 
6.8.1.9 ข้อคิดเห็นอ่ืนๆ เช่น คุณภาพสิ่งส่งตรวจ, ข้อจำกัดของการทดสอบ 
หรือ แนะนำการตรวจเพิ่มเติมอ่ืนๆ ที่เป็นประโยชน์ 
6.8.1.10  หากการออกผลทำในรูปแบบกระดาษต้องมีลายเซ็นแพทย์ผู้ออกผล  
6.8.1.11 หากการออกผลใช้ระบบอิเล็กโทรนิกส์ (online reporting) ต้องมี
หลักฐานแสดงให้เห็นว่ามีระบบการควบคุมการเข้าถึงข้อมูลในฐานะแพทย์ผู้
ออกผล  

6.8.2 สำหรับ leukemia / lymphoma/ myeloma diagnosis  
6.8.2.1 ควรรายงานเป็นชนิดและร้อยละของ abnormal cells ประกอบกับ 
immunophenotype เพ่ือการวินิจฉัย 

6.8.3 สำหรับ minimal residual disease ต้องมีรายละเอียดอย่างน้อยดังต่อไปนี้ 
6.8.3.1 ร้อยละของ residual disease ที่ตรวจพบ โดยระบุ denominator 
เช่ น  total nucleated cell (ก รณี ย้ อ ม โด ย วิ ธี  RBC lysis) ห รื อ  (total 
mononuclear cell) (กรณีย้อมโดยวิธี mononuclear cell separation เช่น 
ficoll)  
6.8.3.2 immunophenotype ของ residual disease ที่พบ 
6.8.3.3 lower limit of detection ของ assay 

6.8.4 สำหรับ PNH  
6.8.4.1 สำหรับ WBC assay ควรระบุร้อยละของ PNH clone size ที่ตรวจ
พบ โดยระบุ denominator เช่น %  of total neutrophils 
6.8.4.2 สำหรับ RBC assay ควรระบุร้อยละของ PNH clone type แยก
ตามชนิด PNH I, II, III  
6.8.4.3 ควรระบุ lower limit of detection 

6.8.5 สำหรับ CD34 stem cell enumeration 
6.8.5.1 การรายงานต้องรายงานค่า absolute count โดยจะมีค่าร้อยละ
หรือไม่ก็ได ้

6.8.6 รายงานผลและเอกสารที่เก่ียวข้อง เช่น ใบขอส่งตรวจ รวมทั้ง list mode files ต้องเก็บ
รักษาในรูปแบบ digital files อย่างน้อย 20 ปี หากมีการเก็บในรูปแบบเอกสาร (hard 
copy) ต้องเก็บรักษาอย่างน้อย 5 ปีหรือตามประกาศของหน่วยงานเรื่องการเก็บรักษา
เวชระเบียน  
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6.8.7 ผู้ตรวจสอบ/ รับรองรายงานผลการวิเคราะห์ (ผู้ออกผล) ได้แก่ แพทย์ที่ได้รับวุฒิบัตร
หรืออนุมัติบัตร สาขาโลหิตพยาธิวิทยา พยาธิวิทยาคลินิก อายุรศาสตร์โรคเลือด กุมาร
เวชศาสตร์โรคเลือด  หรือแพทย์ที่มีหลักฐานว่าได้รับการฝึกอบรมทางด้าน flow 
cytometry ที่เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็งทางโลหิตวิทยา ที่สอบผ่านผู้มีสิทธิ์ลงนามกับสำนัก
มาตรฐานห้องปฏิบัติการแล้ว 

7. การบันทึกข้อมูลและเอกสารที่ใช้ (Data record and Used document)  

ไม่มี 
 

8.  รายละเอียดอ่ืนๆ (Supplementary notes)  

ไม่มี 
 

9. ประวัติการแก้ไขเอกสาร (History of Change)  

แก้ไขครั้งที ่ การเปลี่ยนแปลงเอกสาร ผู้จัดทำ/ผู้แก้ไข วันที่ออกเอกสาร 
00 จัดทำเอกสารใหม่ นางสาวนัฐกาญจน์ ละเอียดดี 18 มิ.ย. 2563 
01 - ปรับรูปแบบเอกสารคุณภาพ 

- แก้ไขหัวข้อ 6.2 และ 6.7 ให้เป็น
ข้อกำหนด ISO 15189: 2022 
- แก้ไขหัวข้อ 6.8.6 การเก็บรักษา
รายงานผลและเอกสารที่เกี่ยวข้อง เป็น
อย่างน้อย 5 ปี 
- แก้ไขหัวข้อ 9 ประวัติการแก้ไข
เอกสาร 

นางสาวนัฐกาญจน์ ละเอียดดี 14 มิ.ย. 2566 

02 ทบทวนชื่อผู้อนุมัติเอกสารให้เป็น
ปัจจุบัน 

นางสาวนัฐกาญจน์ ละเอียดดี 4 มี.ค. 2567 

03 ทบทวนชื่อผู้รับรองเอกสารให้เป็น
ปัจจุบัน 

นางสาวนัฐกาญจน์ ละเอียดดี  

 
  


