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คำำ�นำำ�

	 ธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิเป็นัโรคู่โลัหิติจางเร่ �อรังทางพิันัธุกรรมืที �เป็นัปัญหาสืำาคู่ัญ

ทางสืาธารณสืขุของประเทศ	หอ้งปฏิิบััติิการทางการแพิทยเ์ป็นัหนั�วยงานัหนั่�งที�มีืบัทบัาทสืำาคัู่ญในัการคู่วบัคู่มุื

แลัะปอ้งกันัโรคู่	ผิลัการติรวจที�นั�าเช่ื่�อถ่อแลัะรวดเร็ว	นัับัเปน็ัประโยชื่นัทั์�งในัด้านัการรกัษาแลัะพิฒันัาคุู่ณภาพิ

ชีื่วิติของผ้่ิป่วยติลัอดจนัการป้องกันัไมื�ให้มีืผ้่ิป่วยรายใหมื�เพิิ�มืมืากข่�นั

	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	ในัฐานัะที�มีืภารกิจหลัักทางห้องปฏิิบััติิการ	เพ่ิ�อสืนัับัสืนุันัการแก้ไขปัญหา

สืาธารณสุืขของประเทศ	 จ่งได้เรียนัเชิื่ญคู่ณะผ้่ิเชีื่�ยวชื่าญจากม่ืลันิัธิโรคู่โลัหิติจางธาลััสืซีีเมีืยแห�งประเทศไทย	

กระทรวงสืาธารณสุืข	ราชื่วิทยาลััยส่ืติินัรีแพิทย์แห�งประเทศไทย	มืหาวิทยาลััยติ�างๆ	แลัะสืำานัักงานัหลัักประกันั

สุืขภาพิแห�งชื่าติิร�วมืกันัทบัทวนัคู่่�มื่อทางห้องปฏิิบััติิการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ	

เพ่ิ�อเผิยแพิร�ให้ทุกหนั�วยงานัที�เกี�ยวข้องถ่อปฏิิบััติิให้เป็นัมืาติรฐานัเดียวกันั

	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	ขอขอบัคูุ่ณคู่ณะผิ่้เชื่ี �ยวชื่าญทุกท�านัที�ให้เกียรติิเป็นัคู่ณะกรรมืการ

แลัะคู่ณะทำางานัทบัทวนัคู่่�ม่ือฉับัับันีั�	 แลัะหวังเป็นัอย�างยิ�งว�าองค์ู่คู่วามืร้่อันัมีืคุู่ณคู่�าทั�งหมืดจะเป็นัประโยชื่นั์

ในัการพิัฒนัาศักยภาพิเคู่ร่อข�ายห้องปฏิิบััติิการของประเทศ	 ให้รายงานัผิลัการติรวจวิเคู่ราะห์ธาลััสืซีีเมืีย

แลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิได้อย�างมีืคุู่ณภาพิ	อย่�บันัมืาติรฐานัเดียวกันั	สืามืารถสืนัับัสืนุันัการคู่วบัคุู่มืแลัะป้องกันั

โรคู่ได้อย�างมีืประสิืทธิภาพิ

	 	 	 (นัายแพิทย์ยงยศ	ธรรมืวุฒิ)

	 	 	 อธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์

	 	 	 มีืนัาคู่มื	2567
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นิำย�มและคำำ�ย่อ

คำำ�ศััพท์์ คำำ�ย่่อ นิิย่�ม

α-thalassemia	1	(α0-thalassemia) α-thal	1	(α0-thal)
คู่วามืผิิดปกติิของอัลัฟาธาลััสืซีีเมีืยเกิดจากการขาดหายไปของยีนัอัลัฟา
โกลับิันัสืองยีนับันัโคู่รโมืโซีมืข้างเดียวกันั	ทำาให้ไมื�สืามืารถสืร้างสืายอัลัฟา
โกลับิันัได้

α-thalassemia	2	(α+-thalassemia) α-thal	2	(α+-thal)
คู่วามืผิิดปกติิของอัลัฟาธาลััสืซีีเมีืยเกิดจากการขาดหายไปของยีนัอัลัฟา
โกลับิันัหน่ั�งยีนับันัโคู่รโมืโซีมื	ทำาให้มีืการสืร้างสืายอัลัฟาโกลับิันัลัดลัง

β0-thalassemia β0-thal
คู่วามืผิิดปกติิของเบัติาธาลััสืซีีเมีืยเกิดจากคู่วามืผิิดปกติิในัการสืงัเคู่ราะห์
สืายเบัติาโกลับิันั	ทำาให้ไมื�สืามืารถสืร้างสืายเบัติาโกลับิันัได้

β+-thalassemia β+-thal
คู่วามืผิิดปกติิของเบัติาธาลััสืซีีเมีืยเกิดจากคู่วามืผิิดปกติิในัการสืงัเคู่ราะห์
สืายเบัติาโกลับิันั	ทำาให้มีืการสืร้างสืายเบัติาโกลับิันัลัดลัง

Allele	Specific	Oligonucleotide		 ASO โอลิัโกนิัวคู่ลีัโอไทด์จำาเพิาะ

Allele	Specific	Polymerase	Chain	Reaction	 ASPCR ปฏิิกิริยาล่ักโซี�โพิลีัเมือเรสืจำาเพิาะอัลัลีัลั

Capillary	Electrophoresis	 CE กระแสืไฟฟ้าคู่วามืติ�างศักย์ส่ืงในัหลัอดแก้วนัำาไฟฟ้าขนัาดเล็ัก

Hb	Constant	Spring	 CS ฮีีโมืโกลับิันัคู่อนัสืแตินัท์สืปริง

Dichlorophenolindophenol	 DCIP สีืสืำาหรับัการติกติะกอนัฮีีโมืโกลับิันัอี

Dichlorophenolindophenol
Precipitation	Test

DCIP
Precipitation	Test

การทดสือบัเพ่ิ�อการติกติะกอนั
ฮีีโมืโกลับิันัอี	ด้วยสีื	DCIP

Hemoglobin	 Hb ฮีีโมืโกลับิันั

Hematocrit	 Hct คู่�าปริมืาณคู่วามืเข้มืข้นัของเม็ืดเล่ัอดแดงติ�อปริมืาติรของเล่ัอดทั�งหมืด

Hereditary	Persistence	of	Fetal	Hemoglobin	 HPFH ภาวะที�มีืฮีีโมืโกลับิันัเอฟส่ืงทางพัินัธุกรรมื

High	Pressure	Liquid	Chromatography	 HPLC โคู่รมืาโติกราฟีอัดแรงดันั	ประเภทแรงดันัส่ืง

High-Resolution	Melting	Analysis	 HRMA เทคู่นิัคู่	Real-time	PCR	ร�วมืกับั	Dissociation	Curve	Analysis

Mean	Corpuscular	Hemoglobin	 MCH คู่�าเฉัลีั�ยฮีีโมืโกลับิันัในัเม็ืดเล่ัอดแดง

Mean	Corpuscular	Volume	 MCV คู่�าเฉัลีั�ยปริมืาติรเม็ืดเล่ัอดแดง

Osmotic	Fragility	Test OF	Test การทดสือบัคู่วามืเปราะของเม็ืดเล่ัอดแดง

Polymerase	Chain	Reaction	 PCR ปฏิิกิริยาล่ักโซี�พิอลิัเมือเรสื

Reverse	Dot	Blot	 RDB เทคู่นิัคู่การติรวจจับัดีเอ็นัเอด้วยการใช้ื่โพิรบัที�จำาเพิาะ

Southeast	Asia SEA เอเชีื่ยติะวันัออกเฉีัยงใต้ิ

Thermus aquaticus	 Taq เอนัไซีม์ืดีเอ็นัเอพิอลิัเมือเรสื

Thalassemia	 Thal ธาลััสืซีีเมีืย
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แนวทางการตรวจวินิจฉััยธาลััสซีีเมีีย
แลัะฮีีโมีโกลับิินผิิดปกติทางห้้องปฏิิบัิติการ

การตรวจวิเคราะห์้ชนิดแลัะปริมีาณ
ฮีีโมีโกลับิิน

การตรวจคัดกรอง

การตรวจคัดกรองธาลััสซีีเมีีย ด้วยการทดสอบิ
ความีเปราะของเม็ีดเลืัอดแดง

การตรวจคัดกรองฮีีโมีโกลับิิน อี
(Hb E) ด้วยนำ�ายา DCIP

การตรวจคัดกรองฮีีโมีโกลับิิน อี (Hb E)
ด้วยวิธี Micro-Column Chromatography

การตรวจคัดกรองธาลััสซีีเมีีย
ด้วยค่าดัชนีเม็ีดเลืัอดแดง
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36การตรวจวิเคราะห์้ความีผิิดปกติ
ของยีนที�เป็นสาเห้ตุของ
α-thalassemia 1

สรุปแนวทางการดำาเนินงาน
ทางห้้องปฏิิบัิติการ แลัะตารางแสดง
ชนิดธาลััสซีีเมีียของค่่สามีีภรรยา
ที�เสี�ยงต่อการมีีบุิตรเป็นโรคธาลััสซีีเมีีย
ชนิดรุนแรง

บิรรณานุกรมี 

คำาสั�งคณะกรรมีการ
แลัะคณะทำางาน

การตรวจวิเคราะห์้ความีผิิดปกติ
ของยีนที�เป็นสาเห้ตุของ
β-thalassemia
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แนำวท�งก�รตรวจวินิำจฉััยธ�ลัสซีีเมีย
และฮีีโมโกลบิินำผิิดปกติท�งห้้องปฏิิบัิติก�ร

	 ธาลััสืซีีเมีืยเป็นัโรคู่โลัหิติจางเร่�อรังที�ถ�ายทอด

ทางพัินัธุกรรมื	เกิดจากคู่วามืผิิดปกติิของยีนัที�สัืงเคู่ราะห์

ฮีีโมืโกลับัินัของเมื็ดเลั่อดแดง	นัำาไปสื่�การเกิดพิยาธิ

สืภาพิกับัแทบัทุกอวัยวะในัร�างกาย	ผ้่ิที�มีืยีนัธาลััสืซีีเมีืย

มีืทั�งผ้่ิที�เป็นัโรคู่	แลัะไมื�เป็นัโรคู่หร่อพิาหะ	ผ้่ิที�เป็นัโรคู่

มีือาการแติกติ�างกันั	ตัิ�งแติ�มีืโลัหิติจางเล็ักน้ัอย	โลัหิติ

จางมืาก	เร่�อรัง	ไปจนัถ่งอาการรุนัแรงมืาก	จนัเสีืยชีื่วิติ

ติั �งแติ�อย่ �ในัคู่รรภ์มืารดาหร่อหลัังคู่ลัอดไมื�นัานั

สื�วนัผิ่ ้ที �เป็นัพิาหะมืีสืุขภาพิปกติิเหมื่อนัคู่นัทั�วไป

แติ�สืามืารถถ�ายทอดยีนัที�ผิิดปกติิไปส่ื�ล่ักหลัานัได้

	 อุบััติิการณ์ในัประเทศไทยพิบัว�า	ประชื่ากร

ที�เป็นัพิาหะประมืาณร้อยลัะ	 30-40	 หร่อประมืาณ	

18-24	ล้ัานัคู่นั	มีืผ้่ิที�เป็นัโรคู่ประมืาณร้อยลัะ	1	หร่อ

ประมืาณ	 6	 แสืนัคู่นั	 ในัแติ�ลัะปีจากหญิงตัิ�งคู่รรภ์

ประมืาณ	1	ล้ัานัคู่นั	มีืหญิงตัิ�งคู่รรภ์ที�เสีื�ยงติ�อการมีื

บุัติรเป็นัโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยประมืาณ	 5	 หม่ื�นัคู่นั	 แลัะมีื

เด็กเกิดใหมื�ป่วยเป็นัโรคู่เพิิ�มืข่�นัประมืาณ	12,000	คู่นั	

ธาลััสืซีีเมีืยจ่งเป็นัปัญหาสืำาคัู่ญทางการแพิทย์แลัะ

สืาธารณสุืข	 ซ่ี� งไมื� เ พีิยงแติ� มีืผิลัติ�อผ้่ิป่วยแลัะ

คู่รอบัคู่รัวเท�านัั�นั	 หากยังสื�งผิลักระทบัติ�อเศรษฐกิจ

แลัะสัืงคู่มืของประเทศอีกด้วย
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	 การแก้ไขปัญหาโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยจำาเป็นัต้ิองอาศัย

คู่วามืร�วมืม่ือของหนั�วยงานัติ�างๆ	ในัการดำาเนิันัการ

คู่วบัคุู่มืแลัะป้องกันั	แผินัการดำาเนิันัการคู่วบัคุู่มืแลัะ

ป้องกันัโรคู่	ประกอบัด้วยการให้คู่วามืร้่แก�ประชื่าชื่นั

แลัะบัุคู่ลัากรทางสืาธารณสืุข	การติรวจหาผิ่ ้ป่วย

แลัะพิาหะ	การให้คู่ำาปร่กษาแนัะนัำาทางพิันัธุกรรมื	

แลัะการติรวจวินัิจฉััยทารกในัคู่รรภ์	ห้องปฏิิบััติิการ

ทางการแพิทย์นัับัเป็นัหนั�วยงานัที�มืีบัทบัาทสืำาคู่ัญ

ทั�งในัด้านัการติรวจหาผิ่ ้ป่วยแลัะพิาหะ	ติลัอดจนั

การติรวจวินัิจฉััยทารกในัคู่รรภ์ซี่ �งให้ข้อมื่ลัสืำาคู่ัญ

นัำาไปใชื่้ในัการให้คู่ำาแนัะนัำาทางพิันัธุกรรมื	แลัะชื่�วย

ในัการติัดสืินัใจสืำาหรับัสืามืีภรรยาคู่่�เสืี�ยงที�มืีโอกาสื

ให้กำาเนัิดบัุติรเป็นัโรคู่ธาลััสืซีีเมืียชื่นัิดรุนัแรง	3	โรคู่	

ติามืนัโยบัายของกระทรวงสืาธารณสื ุข	ได ้แก �

Homozygous	α-thalassemia	1,	Homozygous

β-thalassemia	แลัะ	β-thalassemia/	Hb	E

	 เน่ั�องจากชื่นิัดของธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันั

ผิิดปกติิในัประชื่ากรไทยมีืคู่วามืหลัากหลัาย	 จ่งไมื�มีื

การทดสือบัใดการทดสือบัหนั่�งทางห้องปฏิิบััติิการ

ที�สืามืารถให้การวินัิจฉััยได้คู่รอบัคู่ลัุมืคู่วามืผิิดปกติิ

ได้ทุกชื่นัิด	โดยทั�วไปการติรวจทางห้องปฏิิบััติิการ

เพิ่�อการวินัิจฉััยธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ

ในัหญิงตัิ�งคู่รรภ์แลัะคู่่�สืมืรสืมีื	3	ระดับั	ดังนีั�
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	 ระดัับท์่� 1	การติรวจคู่ดักรอง	(Screening	

tests)	เป็นัขั�นัติอนัแรกที�มีืเป้าหมืายหลัักในัการ

คู่ัดกรองคู่นัปกติิหร่อคู่นัที�มืีคู่วามืผิิดปกติิชื่นัิด

ที�ไมื�รุนัแรงออกไป	เพ่ิ�อจะได้ไมื�ต้ิองติรวจเล่ัอดติ�อ

แลัะเป็นัการประหยัดคู่�าใชื่้จ�าย	คู่งเหลั่อแติ�

ผิ่ ้ที �นั�าจะมืีคู่วามืผิิดปกติิของธาลััสืซีีเมืียแลัะ

ฮีีโมืโกลับันิัผิิดปกติิที�อาจก�อใหเ้กิดอาการรนุัแรง

ได้ที�ติ ้องเข ้าสื่�กระบัวนัการติรวจวิเคู่ราะห์

ในัขั�นัติอนัติ�อไป

	 ระดัับท์่� 2	การติรวจวิเคู่ราะห์ชื่นัิดแลัะ

ปริมืาณฮีีโมืโกลับิันัในัเล่ัอด	(Hb	typing)	สืามืารถ

ติรวจวินัิจฉััยธาลััสืซีีเมืียที�ไมื�ซีับัซี้อนัได้เก่อบั

ทุกชื่นิัดที�พิบับั�อยในัประชื่ากรไทย	ยกเว้นัพิาหะ	

α-thalassemia

	 ระดัับท่์� 3	 การติรวจวิเคู่ราะห์ระดับั

ดีเอ็นัเอ	 (DNA	 analysis)	 ใช้ื่ในักรณีที�ผิลัติรวจ	

Hb	typing	ในัระดับัที�	2	ไมื�สืามืารถให้การวินิัจฉััย

ได้ชื่ัดเจนั	หร่อกรณีติ้องการทราบัชื่นัิดของ

มิืวเติชัื่นัของธาลััสืซีีเมีืยที�วินิัจฉััยในัระดับัที�	 2	

แลัะกรณีการติรวจวินิัจฉััยทารกในัคู่รรภ์ที�มีื

คู่วามืเสีื�ยงติ�อการเปน็ัโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยชื่นิัดรุนัแรง

	 การดำาเนิันังานัทางห้องปฏิิบััติิการทุกขั�นัติอนัล้ัวนัมีืคู่วามืสืำาคัู่ญทั�งสิื�นั	บุัคู่ลัากรที�เกี�ยวข้องคู่วรพิิจารณา

ให้เหมืาะสืมืติามืหลัักวิชื่าการ	แลัะสือดคู่ลั้องกับัข้อกำาหนัดด้านัคูุ่ณภาพิ	เพิ่ �อให้ผิลัการติรวจวิเคู่ราะห์

มีืคู่วามืนั�าเช่ื่�อถ่อ	สืามืารถสืนัับัสืนุันัการคู่วบัคุู่มืแลัะป้องกันัโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยชื่นิัดรุนัแรงได้อย�างมีืประสิืทธิภาพิ
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	 การติรวจคู่ัดกรองเป็นัการทดสือบัอย�างง�าย

มืีขั �นัติอนัไมื�ยุ �งยาก	ไมื�ติ้องใชื่้อุปกรณ์ราคู่าแพิง

แลัะบุัคู่ลัากรที�มีืคู่วามืชื่ำานัาญมืากนััก	สืามืารถทำาได้

ในัโรงพิยาบัาลัทุกระดับั	คู่ลิันิัก	แลัะสืถานีัอนัามัืยติ�างๆ	

การติรวจคู่ัดกรองมืีเป้าหมืายหลัักในัการคู่ัดกรอง

คู่นัปกติิ	 หร่อมีืคู่วามืผิิดปกติิชื่นิัดที�ไมื�รุนัแรงออกไป	

เพ่ิ�อจะได้ไมื�ต้ิองติรวจเล่ัอดติ�อแลัะเป็นัการประหยัด

คู่�าใช้ื่จ�าย	ดังนัั�นัผิลัการติรวจคัู่ดกรองจะต้ิองมีืคู่วามืไวส่ืง	

อาจมีืผิลับัวกปลัอมืได้บ้ัาง	รายที�ผิลัการติรวจคัู่ดกรอง

เป็นัลับัไมื�จำาเป็นัต้ิองนัำาไปติรวจย่นัยันัติ�อ	การติรวจ

คัู่ดกรองจ่งชื่�วยลัดภาระงานัแลัะคู่�าใช้ื่จ�ายในัการติรวจ

ทางห้องปฏิิบััติิการลังได้มืาก	โดยเฉัพิาะอย�างยิ �ง

เมื่ �อติ้องดำาเนัินังานัในักลัุ �มืประชื่ากรขนัาดใหญ�

ในัระดับัประเทศ

	 ในัประเทศไทยการติรวจคู่ัดกรองที�เกี�ยวข้อง

ในัการคู่วบัคุู่มืแลัะป้องกันัโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยชื่นิัดรุนัแรง

ติามืนัโยบัายของกระทรวงสืาธาณสุืข	มีื	3	การทดสือบั	

คู่่อ

	 1.	การติรวจ	Osmotic	Fragility	(OF)	Test

	 2.	การติรวจ	Dichlorophenolindophenol		 	

	 			(DCIP)	Precipitation	Test/	Micro-Column

	 			Chromatography

	 3.	การติรวจหาคู่�าดัชื่นีัเม็ืดเล่ัอดแดง	(MCV/	MCH)

ก�รตรวจคัำดกรอง

	 การติรวจคัู่ดกรองธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันั

ผิิดปกติิในัประชื่ากรไทยสืามืารถเลั่อกทำาได้จาก

2	แนัวทาง	ดังนีั�

	 แนิวท์�งท์่� 1	 ประกอบัด้วยการติรวจ	

Osmotic	Fragility	(OF)	Test	ร�วมืกับัการติรวจ

Dichlorophenolindophenol	(DCIP)	Precipitation		

Test/	Micro-Column	Chromatography

	 แนิวท์�งท์่� 2	ประกอบัด้วยการติรวจดัชื่นีั

เม็ืดเล่ัอดแดง	 (MCV,	MCH)	 ร�วมืกับัการติรวจ	

Dichlorophenolindophenol	(DCIP)	Precipitation		

Test/	Micro-Column	Chromatography

	 การติรวจ	OF	Test	แลัะ	MCV/	MCH

ใช้ื่ในัการติรวจคัู่ดกรองคู่วามืผิิดปกติิที�มีืสืาเหตุิ

จาก	α-thalassemia	แลัะ	β-thalassemia

สื�วนั	DCIP	Precipitation	Test/	Micro-Column	

Chromatography	ใช้ื่ในัการติรวจ	Hb	E
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ก�รร�ย่ง�นิผล

	 -	เมื่ �อได้ผิลัลับั	เมื็ดเลั่อดแดงแติกมืากกว�า

ร้อยลัะ	95	สืารลัะลัายใสื	รายงานัผิลั	“Negative”

	 -	 เม่ื�อได้ผิลับัวก	 เม็ืดเล่ัอดแดงแติกไมื�หมืด	

สืารลัะลัายขุ�นั	รายงานัผิลั	“Positive”

ก�รแปลผล

	 Negative:	 ไมื�เป็นัธาลััสืซีีเมีืย	 หร่ออาจเป็นั

ธาลััสืซีีเมืียชื่นัิดที�ไมื�รุนัแรง	เชื่�นั	α-thalassemia	2,

Hb	Constant	Spring,	Hb	Paksé

	 Posit ive:	อาจเป ็นั	α-thalassemia	หร ่อ

β-thalassemia	โดย	α-thalassemia	มื ีโอกาสื

เป็นัได้ทั �งชื่นัิด	α-thalassemia	1	แลัะบัางรายของ	

α-thalassemia	2	สื�วนั	β-thalassemia	ก็อาจเป็นัได้ทั�ง	

β0-thalassemia	หร่อ	β+-thalassemia	เมื่ �อผิลั

การติรวจเป็นั	Positive	ติ้องสื�งติัวอย�างเลั่อดติรวจ

Hb	typing	แลัะดีเอ็นัเอติ�อไป

ข้้อจำำ�กัดัข้องก�รท์ดัสอบ

	 1.	การทดสือบั	OF	Test	เป็นัการติรวจคู่ดักรอง

ที�มืวีตัิถุประสืงค์ู่ในัการคัู่ดกรอง	α-thalassemia	1	แลัะ	

β-thalassemia	เป็นัหลัักเท�านัั�นั	ไมื�สืามืารถใช้ื่ในัการ

วินิัจฉััยชื่นิัดของคู่วามืผิิดปกติิได้

หลักก�ร

	 เม็ืดเล่ัอดแดงปกติิเม่ื�ออย่�ในันัำ�าเกล่ัอคู่วามืเข้มืข้นั	

ร้อยลัะ	0.85	จะคู่งสืภาพิปกติิไว้ได้	แติ�เม่ื�อลัดคู่วามื

เข้มืข้นัของนัำ�าเกล่ัอลังเร่�อยๆ	 นัำ�าจะแพิร�เข้าส่ื�เซีลัล์ั

เม็ืดเล่ัอดแดง	ทำาให้เซีลัล์ับัวมืข่�นั	จนัถ่งคู่วามืเข้มืข้นั

ของเกลั่อระดับัหนั่�งเมื็ดเลั่อดแดงจะแติก	 การที�

เม็ืดเล่ัอดแดงแติกง�าย	(Increased	Osmotic	Fragility)	

หร่อแติกยาก	(Decreased	Osmotic	Fragility)	ข่�นัอย่�กับั

อัติราสื�วนัของพ่ิ�นัที�ผินัังเซีลัล์ัติ�อคู่วามืเข้มืข้นัของสืาร

ภายในัเซีลัล์ัซ่ี�งสื�วนัใหญ�	คู่่อ	ฮีีโมืโกลับิันั	เม็ืดเล่ัอดแดง

ที�มีือัติราสื�วนันีั�ส่ืง	เชื่�นั	Target	cell	แลัะ	Hypochromic	

cell	จะแติกยาก	ในัขณะที�	Spherocyte	จะแติกง�าย

ดังนัั�นัในัการทดสือบัคู่วามืเปราะของเมื็ดเล่ัอดแดง	

ซ่ี�งปกติิจะแติกได้หมืด	 แติ�เม็ืดเล่ัอดแดงของผ้่ิป่วย

ธาลััสืซีีเมีืยแลัะพิาหะธาลััสืซีีเมีืยที�มีื	Target	cell	แลัะ	

Hypochromic	cell	จะไมื�แติก	อย�างไรก็ติามื	ภาวะอ่�นั

ที�ทำาให้เม็ืดเล่ัอดแดงมีืลัักษณะเป็นั	Hypochromic	cell	

เชื่�นั	ภาวะโลัหิติจางจากการขาดเหลั็ก	หร่อเป็นั

Target	cell	เชื่�นั	ในัผ้่ิป่วยโรคู่ตัิบั	สืามืารถให้ผิลับัวก

ปลัอมืได้

ส�รเคำม่และนิำ��ย่�

	 ปัจจุบัันัมีืนัำ�ายาสืำาเร็จร่ปหลัายชื่นัิดจำาหนั�าย	

การเล่ัอกใช้ื่คู่วรพิิจารณาให้รอบัคู่อบัติามืข้อกำาหนัด

ด้านัคุู่ณภาพิแลัะข้อม่ืลัอ้างอิงทางวิชื่าการ

วิธ่ีก�ร

	 -	เป็นัไปติามืมืาติรฐานัของนัำ�ายาที�กำาหนัด	

ก�รตรวจคัำดกรองธ�ลัสซีีเมียด้วยก�รทดสอบิคำว�มเปร�ะ

ของเม็ดเลือดแดง (Osmotic Fragility Test: OF Test)

หมายเหตุุ.
จาก	หนั�วยบัริการธาลััสืซีีเมีืย	
คู่ณะเทคู่นิัคู่การแพิทย์
มืหาวิทยาลััยขอนัแก�นั
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	 2.	ผ้่ิที�เป็นัพิาหะ	Hb	E	บัางรายอาจให้ผิลับัวก	

บัางรายอาจให้ผิลัลับักับัการทดสือบันีั�

	 3.	อาจพิบัผิลับัวกลัวงในัภาวะโลัห ิติจาง

จากการขาดเหล็ัก	แลัะจากคู่วามืผิิดปกติิอ่�นัๆ	ที�พิบั

Target	cell	เชื่�นั	โรคู่ตัิบั

ก�รคำวบคุำมคุำณภ�พ

	 1.	คู่วรทำาการติรวจสือบัคุู่ณภาพิของนัำ�ายาก�อนั

นัำามืาใช้ื่ในังานับัริการ	 โดยทำาการทดสือบักับัเล่ัอด

คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิ	ซ่ี�งมีืแนัวทางในัการเล่ัอกตัิวอย�างเล่ัอด

คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิจากเล่ัอดของผ้่ิใหญ�ในังานัประจำาวันั	

ดังนีั�

	 เม่ื�อนัำ�ายาผิ�านักระบัวนัการติรวจสือบัคุู่ณภาพิ

ก�อนัใช้ื่งานัแล้ัวจ่งนัำาไปใช้ื่ให้บัริการ	โดยในัการทำางานั

ประจำาให้แบั�งเก็บัติัวอย�างเลั่อดที�ให้ผิลัการติรวจ

คู่ัดกรองเป็นับัวกแลัะลับั	อย�างลัะ	1-2	ติัวอย�าง

ไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	สืำาหรับัใช้ื่เป็นัเล่ัอดคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิ

นัำ�ายาสืำาหรับัการทดสือบัในัวันัติ�อไป	แลัะเก็บัใหมื�

วันัติ�อไปเร่�อยๆ

	 2.	การเก ็บัติ ัวอย �างเลั ่อดที � ไมื �เหมืาะสืมื

อาจทำาให้ผิลัการติรวจผิิดพิลัาดได	้เชื่�นั	ปริมืาณเล่ัอด

กับั	EDTA	มีืสัืดสื�วนัที�ไมื�เหมืาะสืมื	ถ้าปริมืาณเล่ัอดน้ัอย	

EDTA	เหลั่อมืาก	จะทำาให้นัำ �าแพิร�ออกจากเซีลัลั์

เม็ืดเล่ัอดแดง	 ทำาให้เม็ืดเล่ัอดแดงเหี�ยว	 (Crenated	

RBC)	จะให้ผิลับัวกปลัอมืติ�อการทดสือบัได้	ในัทำานัอง	

ติรงข้ามื	ถ้าเจาะเลั่อดมืากเกินัหร่อผิสืมืเลั่อดกับั

สืารกันัเลั่อดแข็งไมื�ดี	ทำาให้เลั่อดบัางสื�วนัแข็งติัว

(Partial	clot)	สื�งผิลัให้การติรวจไมื�ถ่กต้ิอง

	 หากไมื�สืามืารถทำาการทดสือบัได้ทันัทีหลััง

ได้รับัเล่ัอด	คู่วรเก็บัไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	 ไมื�คู่วรเก็บัไว้

นัานัเกินั	48	ชื่ั�วโมืง	ถ้าไมื�มืีติ่้เย็นัติ้องเก็บัในักระติิก

ที�มีืนัำ�าแข็ง	 แลัะทำาการทดสือบัภายในั	 24	 ชัื่�วโมืง	

เนั่ �องจากเลั่อดเก�าเมื็ดเลั่อดแดงบัางสื�วนัมืีการ

เส่ื�อมืสืภาพิทำาให้แติกง�าย	เกิดผิลัลับัปลัอมืได้

	 3.	การคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิวิธีการทดสือบั

	 	 -	นัำ�ายาที�เก็บัในัติ่้เย็นั	คู่วรนัำาออกมืาวาง

ที�อุณหภ่มืิห้องไมื�นั้อยกว�า	15	นัาที	แลัะเขย�าก�อนั

นัำามืาใช้ื่งานั

	 	 -	ปิเปติติ์ทิป	(Pipette	tip)	คู่วรใชื่้ของใหมื�	

เนั่�องจากปิเปติติ์ทิปที�นัำามืาลั้างเพิ่�อใชื่้ใหมื�	อาจมืี

สืารติกคู้่าง	แลัะไมื�แห้งสืนิัท	ทำาให้เม็ืดเล่ัอดแดงแติก	

เกิดผิลัลับัปลัอมืได้

	 	 -	ไมื�คู่วรใช้ื่เคู่ร่�องผิสืมืสืารลัะลัาย	 (Vortex	

mixer)	ผิสืมืเล่ัอดกับันัำ�ายา	เพิราะจะทำาให้เม็ืดเล่ัอดแดง

แติกจากแรงเหวี�ยง	ทำาให้เกิดผิลัลับัปลัอมืได้

	 	 -	ระยะเวลัาในัการทำาปฏิิกิริยาก�อนัอ�านัผิลั

จะติ้องปฏิิบััติิติามืรายลัะเอียดในัเอกสืารกำากับั

นัำ �ายาอย�างเคู่ร�งคู่รัด	เพิ่ �อให้เมื็ดเลั่อดแดงปกติิ

แติกอย�างสืมืบ่ัรณ์

	 4.	การอ�านัผิลัไมื�คู่วรนัำามืาอ�านัผิลัทีลัะหลัอด	

คู่วรใสื�	Rack	ยกข่�นัอ�านัทีลัะแถว	ประมืาณ	10-12	หลัอด	

จะได้มืีผิลัการทดสือบัทั�งบัวกแลัะลับัเปรียบัเทียบั

ไปพิร้อมืกันั	 โดยมืีโคู่มืไฟให้แสืงพิอดี	 (ไมื�จ้าเกินัไป)	

สื�องจากด้านับันัลังมืาที�หลัอด	ติัวอย�างที�ให้ผิลัขุ�นั

ไมื�ชัื่ดเจนั	(Weakly	positive	หร่อ	Suspicious)	มืกัเป็นั

ติัวอย�างเลั่อดของผิ่ ้ที �เป็นัพิาหะ	Hb	E	บัางราย

แลัะพิาหะ	α-thalassemia	2	สืำาหรับัในักรณีที�เป็นัพิาหะ	

Hb	E	ถ้าทำาการติรวจคู่ัดกรอง	DCIP	Precipitation	

Test/	Micro-Column	Chromatography	ด้วยตัิวอย�าง

เหลั�านัั�นัก็จะให้ผิลับัวกชื่ดัเจนักับั	DCIP	Precipitation	

Test/	Micro-Column	Chromatography

ตััวอย่่�งคำวบคุำมผลลบ (Negative control)
MCV	≥	80	fL,	MCH	≥	27	pg	แลัะ	Hb	>	13	g/dL	(ผ้่ิชื่าย)	

หร่อ	Hb	>	12	g/dL	(ผ้่ิหญิง)

ตััวอย่่�งคำวบคุำมผลบวก (Positive control)
MCV	<	75	fL,	MCH	<	25	pg	แลัะ	Hb	>	11	g/dL	(ผ้่ิชื่าย)

หร่อ	Hb	>	10	g/dL	(ผ้่ิหญิง)
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ก�รร�ย่ง�นิผล

	 -	เมื่ �อได้ผิลัลับั	สืารลัะลัายใสื	รายงานัผิลั

“Negative”

	 -	เมื่ �อได้ผิลับัวก	สืารลัะลัายขุ �นั	รายงานัผิลั	

“Positive”

ก�รแปลผล

	 Negative:	ไมื�มีื	Hb	E

	 Positive:	อาจเปน็ัผ้่ิที�มีื	Hb	E	ซ่ี�งพิบัได้ทั�งที�เป็นั

พิาหะ	Hb	E,	Hb	E	Homozygote	หร่อ	α-thalassemia

แลัะ/หร่อ	β-thalassemia	ที�มีื	Hb	E	ร�วมืด้วย	ต้ิองสื�ง	

ตัิวอย�างเล่ัอดติรวจ	Hb	typing	ติ�อไป

ข้้อจำำ�กัดัข้องก�รท์ดัสอบ

	 -	 Hb	 H	 ซ่ี�งเป็นัฮีีโมืโกลับิันัที�ไมื�เสืถียร	 ถ้ามีื

ปริมืาณมืากจะถ่กออกซิีไดซ์ีติกติะกอนัเกดิผิลับัวกได้

หลักก�ร

	 Hb	E	(α
2
β
2
26Glu-Lys)	เป็นัฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ

ที �กรดอะมืิโนัติำาแหนั�งที �	26	ของสืาย	β-globin

เปลีั�ยนัจากกรดกล่ัติามิืก	(Glutamic:	Glu)	เป็นัไลัซีีนั	

(Lysine:	Lys)	ทำาให้โคู่รงสืร้างที �จุดสืัมืผิัสืระหว�าง

สืายโกลับัินั	α
1
β
1
	ไมื�แข็งแรง	เมื่�ออย่�ในัสืารลัะลัาย	

DCIP	จะถ่กออกซีิไดซี์ให้กลัายเป็นัโกลับัินัสืายเดี�ยว

ที�มีืซัีลัฟ์ไฮีดริลัอิสืระจ่งติกติะกอนัได้ง�าย	แลัะเร็วกว�า

ฮีีโมืโกลับัินัปกติิ	โดยปริมืาณคู่วามืขุ�นัของติะกอนั

ที�เกิดข่�นัจากตัิวอย�างเล่ัอดของ	Hb	E	Homozygote	

จะมืากกว�าของพิาหะ	Hb	E

ส�รเคำม่และนิำ��ย่�

	 ปัจจุบัันัมีืนัำ�ายาสืำาเร็จร่ปหลัายชื่นัิดจำาหนั�าย	

การเล่ัอกใช้ื่คู่วรพิิจารณาให้รอบัคู่อบัติามืข้อกำาหนัด

ด้านัคุู่ณภาพิ	แลัะข้อม่ืลัอ้างอิงทางวิชื่าการ

วิธ่ีก�ร

	 -	เป็นัไปติามืมืาติรฐานัของนัำ�ายาที�กำาหนัด

ก�รตรวจคัำดกรองฮีีโมโกลบิินำ อี (Hb E) ด้วยนำำ��ย� DCIP 

Dichlorophenolindophenol Precipitation Test

หมายเหตุุ. จาก	 หนั�วยบัริการธาลััสืซีีเมีืย	 คู่ณะเทคู่นิัคู่การแพิทย์	
มืหาวิทยาลััยขอนัแก�นั
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	 -	ไมื�คู่วรใช้ื่กับั	Heparinized	blood	เน่ั�องจาก	

Heparin	 รบักวนัการติรวจวัด	 แลัะก�อให้เกิดผิลับัวก

ปลัอมืได้

ก�รคำวบคุำมคุำณภ�พ

	 1.	คู่วรทำาการติรวจสือบัคูุ่ณภาพิของนัำ�ายา

ก�อนันัำามืาใชื่้ในังานับัริการ	โดยทำาการทดสือบั

กับัเล่ัอดคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิ	 ซ่ี�งมีืแนัวทางในัการเล่ัอก

ติัวอย�างเลั่อดคู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภาพิจากเลั่อดผิ่ ้ใหญ�

ในังานัประจำาวันั	ดังนีั�

	 ห้องปฏิิบััติิการสืามืารถเก็บัติัวอย�างเลั่อด

ดังกลั�าวไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	สืำาหรับัใช้ื่เป็นัเล่ัอดคู่วบัคุู่มื

คุู่ณภาพิติ�อไปได้	1	สัืปดาห์

	 ในักรณีที�ไมื�สืามืารถหาตัิวอย�างเล่ัอดดังกลั�าวได้	

ผ้่ิปฏิิบััติิสืามืารถใช้ื่ตัิวอย�างเล่ัอดที�เหล่ัอจากการติรวจ

คู่ัดกรองที�ให้ผิลัการติรวจเป็นับัวก	แลัะลับัอย�างลัะ	

1-2	ราย	เก็บัไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	เพ่ิ�อใช้ื่คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิ

สืำาหรับัการทดสือบัคู่รั�งติ�อไป	แลัะเก็บัเล่ัอดใหมื�ทุกคู่รั�ง

ที�ทำาการทดสือบัไปเร่�อยๆ

	 2.	ตัิวอย�างเล่ัอดที�นัำามืาทดสือบัคู่วรเป็นัเล่ัอด

ที�เจาะใหมื�ในัวันันัั�นั	 หากไมื�สืามืารถทำาการทดสือบั

ได้ทันัที	 คู่วรเก็บัเล่ัอดไว้ที�ต้่ิเย็นั	 2-8°C	 แลัะไมื�คู่วร

เก็บัไว้นัานัเกินั	1	สืัปดาห์	แติ�ถ้าไมื�มืีติ่ ้เย็นัเก็บั

คู่วรทำาการทดสือบัภายในั	48	ชัื่�วโมืง	เน่ั�องจากเล่ัอด

ที�เก�าฮีีโมืโกลับิันับัางสื�วนัจะถ่กออกซิีไดซ์ีไปแล้ัว	

สัืงเกติได้จากเล่ัอดมีืการเปลีั�ยนัแปลังเป็นัสีืแดงคู่ลัำ�า

ไมื�ใชื่�แดงสืดเหมื่อนัเลั่อดเจาะใหมื�	เมื่ �อนัำาไปทำา

ปฏิิกิริยากับั	DCIP	จะติกติะกอนัได้ง�ายข่�นั	จนัเกิด

ผิลับัวกปลัอมืได้

	 3.	อุณหภ่มิืที�ทำาปฏิิกิริยาจะต้ิองเท�ากับั	37±1°C	

แลัะเวลัาที �ให้ทำาปฏิิกิร ิยาจะติ้องติรงติามืที �ระบัุ

ในัเอกสืารกำากับันัำ�ายา	ดังนัั�นัอ�างนัำ�าหร่อบัล็ัอกคู่วบัคุู่มื	

อุณหภ่มืิ	(Heat	block)	จะติ้องมืีระบับัติรวจสือบั

คู่วามืถ่กติ้องของอุณหภ่มืิเป็นัประจำา	เพิราะถ้า

อุณหภ่มืิติำ �ากว�า	36°C	จะให้ผิลัลับัปลัอมื	แติ�ถ้า

มืากกว�า	38°C	 ก็จะให้ผิลับัวกปลัอมืได้	หากทำาการ

ทดสือบัแล้ัว	มีืผิลัลับัหร่อบัวกทุกตัิวอย�างให้ติรวจสือบั

เร่�องอุณหภ่มืิที�ทำาปฏิิกิริยาเป็นัอันัดับัแรก	สืำาหรับั

ประเด็นัในัเร่�องเวลัาทำาปฏิิกิริยา	จะพิบัคู่วามืผิิดพิลัาด

ได ้มืากกว �า	ถ ้าผิ ่ ้ปฏิ ิบั ัติ ิท ำาการทดสือบัคู่ร ั �งลัะ

หลัายติัวอย�าง	(เชื่�นั	มืากกว�า	10	ติัวอย�างติ�อคู่รั�ง)

โดยเฉัพิาะถ้าทำาการทดสือบัในัห้องที�ไมื�ได้ปรับัอากาศ	

แลัะมีือุณหภ่มิืห้องส่ืงกว�า	30°C	 ตัิวอย�างรายแรกๆ	

ที�เติิมืเล่ัอดลังไปในันัำ�ายาระหว�างที�รอเติิมืตัิวอย�างเล่ัอด

รายติ�อๆ	ไป	จนัคู่รบัรายสืุดท้ายได้เกิดปฏิิกิริยา

ไปบัางสื�วนัแล้ัว	เม่ื�อนัำาไปอุ�นัติ�ออีก	15	นัาที	อาจทำาให้

เกิดผิลับัวกปลัอมืได้

	 4.	การคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิการอ�านัผิลัทำาเชื่�นัเดียว

กับัการอ�านัผิลั	OF	Test

ข้้อคำวรระวัง

	 นัำ�ายา	DCIP	เป็นันัำ�ายาสีืนัำ�าเงินัเข้มื	มีืคู่วามืไว

ติ�อแสืง	อากาศ	แลัะอุณหภ่มืิที�สื่ง	จ่งติ้องเก็บันัำ�ายา

ในัภาชื่นัะที�มืีฝาปิดสืนัิท	บัรรจุในักลั�องเพิ่ �อไมื�ให้

โดนัแสืง	เก็บัในัต้่ิเย็นั	2-8°C

ตััวอย่่�งคำวบคุำมผลลบ (Negative control)
เป็นัตัิวอย�างเล่ัอดที�มีืชื่นิัดของ	Hb	เป็นั	A

2
A

ตััวอย่่�งคำวบคุำมผลบวก (Positive control)
เป็นัตัิวอย�างเล่ัอดที�มีืชื่นิัดของ	Hb	เป็นั	EA	
ไม่คำวรใช้้ EE เพร�ะให้ผลบวกแรงเกินิไป
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หลักก�ร

	 อาศัยหลัักการ	Ionic	exchange	โดยใช้ื่คุู่ณสืมืบััติิ

ชื่นัิดแลัะโคู่รงสืร้างของฮีีโมืโกลับัินัแติ�ลัะชื่นัิด	 ซี่�งมืี

ประจุแติกติ�างกันั	เมื่�อฮีีโมืโกลับัินัอย่�ในัสืารลัะลัาย

ที�เป็นัด�าง	(Alkaline	pH)	ฮีีโมืโกลับันิัจะเกดิประจุไฟฟ้า	

เมื่�อนัำาสืารลัะลัายที�มืีฮีีโมืโกลับัินัผิ�านัลังในัคู่อลััมืนั์

ที�มีืตัิวแลักเปลีั�ยนัประจุลับั	(Anion	exchanger)	ได้แก�	

Q	Sepharose	หร่อ	Diethylamino	ethyl	(DEAE)

Sephadex	ฮีีโมืโกลับัินัโมืเลักุลัทุกติัวจะถ่กคู่อลััมืนั์	

ดักจับัไว้	แลัะเมื่�อนัำานัำ�ายา	(Eluting	buffer)	ที�เพิิ�มื

ปริมืาณของ	Chloride	ion	(Cl-)	ซี่�งมืีประจุลับัผิ�านัลัง

ในัคู่อลััมืน์ั	ฮีีโมืโกลับิันัอีจะถ่กแทนัที�แลัะไหลัออกจาก

คู่อลััมืนั์ก�อนัฮีีโมืโกลับัินัชื่นัิดอ่ �นัๆ	แลัะมืองเห็นั

ด้วยติาเปลั�าเป็นัสืารลัะลัายสืีแดงหร่อสืีชื่มืพิ่อ�อนั

ซี ่ �งคู่วามืเข ้มืของสื ีจะแปรผิ ันัติามืปร ิมืาณของ

ฮีีโมืโกลับิันัอี

ส�รเคำม่และนิำ��ย่�

	 ปัจจุบัันัมีืนัำ�ายาสืำาเร็จร่ปหลัายชื่นัิดจำาหนั�าย	

การเล่ัอกใช้ื่คู่วรพิิจารณาให้รอบัคู่อบัติามืข้อกำาหนัด

ด้านัคุู่ณภาพิแลัะข้อม่ืลัอ้างอิงทางวิชื่าการ

วิธ่ีก�ร	

	 -	เป็นัไปติามืมืาติรฐานัของนัำ�ายาที�กำาหนัด

ก�รตรวจคัำดกรองฮีีโมโกลบิินำ อี (Hb E)

ด้วยวิธี Micro-Column Chromatography

ก�รร�ย่ง�นิผล

	 -	เม่ื�อได้ผิลัลับั	สืารลัะลัายใสื	ไมื�มีืสีื

	 	 รายงานั	ผิลั	“Negative”

	 -	เม่ื�อได้ผิลับัวก	สืารลัะลัายมีืสีืแดง

	 	 หร่อแดง-ชื่มืพ่ิอ�อนั	รายงานัผิลั	“Positive”

ก�รแปลผล

	 Negative:	ไมื�มีื	Hb	E

	 Positive:	อาจเปน็ัผ้่ิที�มีื	Hb	E	ซ่ี�งพิบัได้ทั�งที�เป็นั

พิาหะ	Hb	E,	Hb	E	homozygote	หร่อ	α-thalassemia

แลัะ/หร่อ	β-thalassemia	ที�มีื	Hb	E	ร�วมืด้วย	ต้ิองสื�ง

ตัิวอย�างเล่ัอดติรวจ	Hb	typing	ติ�อไป

ข้้อจำำ�กัดัข้องก�รท์ดัสอบ

	 Hb	A
2
,	Hb	S,	Hb	D,	Hb	G	รวมืทั�ง	Abnormal	

Hb	ชื่นิัดอ่�นัๆ	เชื่�นั	Hb	Q	Thailand,	Hb	H	Constant	

Spring	 สืามืารถถ่กแทนัที�ได้บัางสื�วนัแลัะไหลัออก

จากคู่อลััมืนั์พิร้อมืกับั	Hb	E	อย�างไรก็ดี	เนั่�องจาก

ฮีีโมืโกลับันิัเหลั�านีั�มีืปริมืาณนัอ้ยเม่ื�อเทียบักับัปริมืาณ

ของ	Hb	E	ทำาให้ไมื�สืามืารถมืองเห็นัด้วยติาเปลั�า

จ่งมัืกไมื�มีืปัญหากับัการแปลัผิลั

หมายเหตุุ.จาก	หนั�วยวิจ ัยธาลััสืซีีเมื ีย	ศ่นัย์ว ิจ ัยโลัหิติวิทยา
โรงพิยาบัาลัมืหาวิทยาลััยนัเรศวร
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ก�รคำวบคุำมคุำณภ�พ

	 1.	คู่วรทำาการติรวจสือบัคูุ่ณภาพิของนัำ�ายา

ก�อนันัำามืาใชื่้ในังานับัริการ	โดยทำาการทดสือบั

กับัเลั่อดคู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภาพิ	ซี่�งมืีแนัวทางในัการเลั่อก

ติัวอย�างเลั่อดคู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภาพิจากเลั่อดผิ่ ้ใหญ�

ในังานัประจำาวันั	ดังนีั�

	 ห้องปฏิิบััติิการสืามืารถเก็บัติัวอย�างเลั่อด

ดังกลั�าวไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	สืำาหรับัใช้ื่เป็นัเล่ัอดคู่วบัคุู่มื

คุู่ณภาพิติ�อไปได้	3	วันั

	 ในักรณีที�ไมื�สืามืารถหาตัิวอย�างเล่ัอดดังกลั�าวได้	

ผิ่ ้ปฏิิบััติิสืามืารถใชื่้ติัวอย�างเลั่อดที �เหลั่อจากการ

ติรวจคัู่ดกรองที�ให้ผิลัการติรวจเป็นับัวกแลัะลับัอย�างลัะ	

1-2	ราย	เก็บัไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	เพ่ิ�อใช้ื่คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิ

ตััวอย่่�งคำวบคุำมผลลบ (Negative control)
เป็นัตัิวอย�างเล่ัอดที�มีืชื่นิัดของ	Hb	เป็นั	A

2
A

ตััวอย่่�งคำวบคุำมผลบวก (Positive control)
เป็นัตัิวอย�างเล่ัอดที�มีืชื่นิัดของ	Hb	เป็นั	EA

สืำาหรับัการทดสือบัคู่รั�งติ�อไปแลัะเก็บัเล่ัอดใหมื�ทุกคู่รั�ง

ที�ทำาการทดสือบัไปเร่�อยๆ

	 2.	ตัิวอย�างเล่ัอดที�นัำามืาทดสือบัคู่วรเป็นัเล่ัอด

ที�เจาะใหมื�ในัวันันัั�นั	หากไมื�สืามืารถทำาการทดสือบั

ได้ทันัที	คู่วรเก็บัเลั่อดไว้ที�ติ่้เย็นั	2-8°C	แลัะไมื�คู่วร

เก็บัไว้นัานัเกินั	1	สัืปดาห์

	 3.	ระดับัคู่วามืเป็นักรดด�าง	(pH)	แลัะปริมืาณ

คู่ลัอไรด์	(Cl-)	ในันัำ�ายาทดสือบัเป็นัปัจจัยที�มืผีิลัติ�อการ

ทดสือบั	ในักรณีที�ใช้ื่นัำ�ายาที�เติรียมืเองในัห้องปฏิิบััติิการ	

การเปลัี �ยนัคู่�าคู่วามืเป็นักรดด�าง	หร่อการเปลัี�ยนั

ปริมืาณคู่ลัอไรด์ในันัำ �ายาที �ใชื่้แทนัที �ฮี ีโมืโกลับัินั

(Eluting	buffer)	อาจทำาให้เกิดผิลับัวก	หร่อลับัปลัอมื

ข้้อคำวรระวัง

	 1.	คู่วรเก็บัชุื่ดนัำ�ายาไว้ที�อุณหภ่มิืห้อง	(25	±	5°C)

	 2.	คู่วรเก็บัชุื่ดนัำ�ายาให้พ้ินัจากบัริเวณที�มีื

คู่วามืช่ื่�นัแลัะคู่วามืร้อนัส่ืง

	 3.	ไมื�คู่วรใช้ื่ชุื่ดนัำ�ายาที�หมืดอายุแล้ัว
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ก�รตรวจคัำดกรองธ�ลัสซีีเมียด้วยค่ำ�ดัชนีำเม็ดเลือดแดง

	 ในัการติรวจหาคู่�าดัชื่นัีเมื็ดเลั่อดแดง	(Red	

Blood	Cell	Indices)	คู่�าที�นิัยมืใช้ื่ในัการติรวจคู่ดักรอง

ธาลััสืซีีเมีืย	คู่่อ	คู่�า	MCV	แลัะ	MCH	โดยเม็ืดเล่ัอดแดง

ของผิ่ ้ที �เป็นัธาลััสืซีีเมืีย	จะมืีคู่�า	MCV	แลัะ	MCH

ติำ�ากว�าเมื็ดเลั่อดแดงคู่นัปกติิ	โดยใชื่้ติามืเกณฑ์์ของ	

Weatherall	DJ	แลัะ	Clegg	JB	คู่่อ	MCV	<	80	fL

แลัะ/หร่อ	MCH	<	27	pg	ซ่ี�งมีืคู่วามืไวส่ืงพิอในัการ

คัู่ดกรองพิาหะ	α-thalassemia	1	แลัะ	β-thalassemia

วิธ่ีก�รและก�รร�ย่ง�นิผล

	 รายงานัคู่�าติามืที�วิเคู่ราะห์ได้

ก�รแปลผล

	 MCV	<	80	fL	แลัะ/หร่อ	MCH	<	27	pg	อาจเป็นั	

α-thalassemia	แลัะหร่อ	β-thalassemia	แลัะหร่อ

Hb	 E	 โดย	 α-thalassemia	 มีืโอกาสืเป็นัได้ทั�งชื่นิัด	

α-thalassemia	1	แลัะ	α-thalassemia	2	สื �วนั

β-thalassemia	 มีืโอกาสืเป็นัได้ทั�ง	 β0-thalassemia	

แลัะ	β+-thalassemia

	 MCV	≥	80	 fL	แลัะ	MCH	≥	27	pg	ไมื�เป็นั

ธาลััสืซีีเมืีย	หร่ออาจเป็นัธาลััสืซีีเมืียชื่นัิดไมื�รุนัแรง	

เชื่ �นั	α-thalassemia	2,	Hb	Constant	Spring,

Hb	Paksé	หร่ออาจมีื	Hb	E

ข้้อจำำ�กัดัข้องก�รท์ดัสอบ

	 1.	การติรวจคัู่ดกรองด้วยคู่�าดัชื่นีัเม็ืดเล่ัอดแดง

จำาเป็นัติ้องทำาการทดสือบักับัเลั่อดที�เจาะใหมื�

หร่อที�เก็บัรักษาไว้ในัต้่ิเย็นั	2-8°C	ไมื�เกินั	24	ชัื่�วโมืง	

เนั่�องจากเมื็ดเลั่อดแดงเป็นัเซีลัลั์ที�มืีชื่ีวิติ	มืีการใชื่้

พิลัังงานัในักระบัวนัการเมืติาบัอลัิซ่ีมืเพ่ิ�อคู่งสืภาพิ

เซีลัล์ัไว้ติลัอดเวลัา	เม่ื�อพิลัังงานัลัดลังเซีลัล์ัเม็ืดเล่ัอด

แดงก็จะเปลีั�ยนัแปลังร่ปร�างแลัะแติกในัที�สุืด

	 2.	ประมืาณร้อยลัะ	20-40	ของพิาหะ	Hb	E

มีืคู่�า	MCV	แลัะ	MCH	มืากกว�า	80	fL	แลัะ	27	pg	

ติามืลัำาดับั	จ่งจำาเป็นัต้ิองติรวจด้วยวิธี	DCIP	Precipitation	

Test/	Micro-Column	Chromatography	ร�วมืด้วย

ก�รคำวบคุำมคุำณภ�พ

	 ห้องปฏิิบััติิการต้ิองมีืแนัวทางการปฏิิบััติิงานั

เพิ่ �อคู่งมืาติรฐานัเคู่ร่ �องมื่อติามืเกณฑ์์มืาติรฐานั

ที �ก ำาหนัด	รวมืทั �งมื ีการคู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภาพิภายในั

ห้องปฏิิบััติิการ	 (Internal	Quality	Control)	 ด้วยวัสืดุ

คู่วบัคู่ ุมืคู่ ุณภาพิท ี � ได ้มืาติรฐานั	แลัะเข ้าร �วมื

เป็นัสืมืาชื่ิก	External	Quality	Assurance	หร่อ

Proficiency	Testing	Program	แลัะมีืการบัำารุงรักษา

เคู่ร่�องม่ือเป็นัประจำาสืมืำ�าเสืมือ
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	 ปัจจุบัันัการติรวจวิเคู่ราะห์ชื่นัิดแลัะปริมืาณ

ฮีีโมืโกลับัินั	เพิ่�อวินัิจฉััยธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินั

ผิิดปกติิทางหอ้งปฏิิบััติิการ	นัยิมืใช้ื่เคู่ร่�องม่ืออัติโนัมืติัิ	

เนั่ �องจากมืีข้อดีหลัายประการ	อาทิ	คู่วามืสืะดวก

รวดเร็วในัการปฏิิบััติิงานั	เคู่ร่ �องสืามืารถติรวจได้

ทั�งชื่นิัดแลัะปริมืาณของฮีีโมืโกลับิันัได้อย�างติ�อเน่ั�อง

ในัขั�นัติอนัเดียวกันั	จ่งไมื�ยุ�งยากแลัะไมื�ติ้องอาศัย

ผ้่ิที�มีืคู่วามืชื่ำานัาญส่ืง	อีกทั�งยังมีืคู่วามืถ่กต้ิอง	แมื�นัยำา

แลัะเป็นัที�ยอมืรับัในัระดับัสืากลั	ปัจจุบัันัเคู่ร่�องมื่อ

อัติโนัมัืติิสืำาหรับัวิเคู่ราะห์ชื่นิัดแลัะปริมืาณฮีีโมืโกลับิันั

ที�มีืใช้ื่ในัประเทศไทย	2	หลัักการ	คู่่อ

	 1.	หลัักการโคู่รมืาโติกราฟีอัดแรงดันั	ประเภท

แรงดันัส่ืง	(High	Pressure	Liquid	Chromatography:	

HPLC)	โดยมืหีลัักการ	คู่่อ	เป็นัคู่อลััมืน์ัโคู่รมืาโติกราฟี

แบับัแลักเปลัี�ยนัอิออนัชื่นัิดบัวก	(Cation	Exchange	

Column	Chromatography)	สื �วนัคู่อลััมืนั์บัรรจุ

อนัุภาคู่ขนัาดเลั็ก	(Spherical	silica	gel)	เคู่ลั่อบัด้วย

สืารคู่าร์บัอกซีิลั	(Carboxyl)	ซี่�งมืีประจุลับั	ทำาหนั้าที�

เป็นั	Stationary	phase	จับักับัประจุบัวกของฮีีโมืโกลับิันั

ที�ผิ�านัเข้าไปในัคู่อลััมืนั์ทางระบับัสื�งสืารติัวอย�าง	

(Sample	injector)	จากนัั�นัฮีีโมืโกลับัินั	แติ�ลัะชื่นัิด

จะถ่กชื่ะลั้าง	(Elute)	ออกจากคู่อลััมืนั์ด้วยบััฟเฟอร	์

(Mobile	phase)	ที�มีืคู่วามืแรงของประจุ	(Ionic	strength)	

ส่ืงกว�าคู่วามืแรงของประจุของฮีีโมืโกลับิันัที�จับัอย่�กับั	

Stationary	phase	แติ�เนั่ �องจากในัติัวอย�างเลั่อด

มืีฮีีโมืโกลับัินัปนักันัหลัายชื่นัิด	แติ�ลัะชื่นัิดมืี	Ionic	

strength	ไมื�เท�ากันั	เคู่ร่�องอัติโนัมืติัิจ่งต้ิองมีืโปรแกรมื

คู่วบัคุู่มืการผิสืมืบััฟเฟอร์	2	ชื่นิัด	ที�มีื	Ionic	strength	

ติ�างกันั	เพ่ิ�อให้เกิดการเปลีั�ยนัแปลังของ	Ionic	strength	

ที�เหมืาะสืมืสืำาหรับัฮีีโมืโกลับัินัแติ�ลัะชื่นัิด	ระยะเวลัา

ก�รตรวจวิเคำร�ะห์้ชนิำดและปริม�ณฮีีโมโกลบิินำ 
(Hb typing & Quantitation)

ที�ฮีีโมืโกลับัินัแติ�ลัะชื่นัิดคู่งอย่�ในัคู่อลััมืนั์เรียกว�า

Retention	time	(RT)	ซี่ �งเป็นัคูุ่ณสืมืบััติิเฉัพิาะของ

แติ�ลัะฮีีโมืโกลับัินั	จากนัั�นัฮีีโมืโกลับัินัที�ถ่กชื่ะออกมืา

จะถ่กสื�งผิ�านัไปยังเคู่ร่�องติรวจวัดคู่�าการด่ดกล่ันัแสืง	

(Spectrophotometer	detector)	ที �คู่วามืยาวคู่ลั่ �นั

ที �เหมืาะสืมื	แลั้วสื�งข้อมื่ลัไปยังสื�วนัประมืวลัผิลั

เพ่ิ�อวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับิันัชื่นิัดติ�างๆ	 อ้างอิงติามื	RT	

ของฮีีโมืโกลับัินัมืาติรฐานั	แลัะรายงานัผิลัเป็นั

2	ลัักษณะ	คู่่อ	รายงานัโคู่รมืาโติแกรมื	แสืดงการ

ด่ดกล่ันัแสืงของฮีีโมืโกลับัินัที�ถ่กชื่ะลั้างผิ�านัคู่อลััมืน์ั

ออกมืาในัเวลัาติ�างๆ	(หร่อนัิยมืเรียกกันัว�า	Peak)

แลัะรายงานัปริมืาณฮีีโมืโกลับิันัแติ�ลัะชื่นิัดติามืพ่ิ�นัที�

ใต้ิกราฟในัชื่�วงเวลัาที�กำาหนัด

	 2.	หลัักการแยกด้วยกระแสืไฟฟ้าคู่วามืติ�าง

ศักย์ส่ืงในัหลัอดแก้วนัำาไฟฟ้าขนัาดเล็ัก	 (Capillary	

Electrophoresis)	อาศัยการแยกชื่นัิดฮีีโมืโกลับัินั

ด้วยกระแสืไฟฟ้าคู่วามืติ�างศักย์ส่ืง	 (10,000-30,000	

Volts)	ผิ�านัติัวกลัาง	คู่่อ	หลัอดแก้วนัำาไฟฟ้าขนัาด

เลั็กมืาก	(Silica	capillary)	ที �มืีเสื้นัผิ�านัศ่นัย์กลัาง

25-100	ไมืโคู่รเมืติร	(High	Voltage	Capi l lary

Electrophoresis)	โดยปลัายทั�งสืองข้างของหลัอดแก้ว

จุ�มือย่�ในับััฟเฟอร์ที�เป็นัด�าง	(Alkali	buffer	pH	9.4)	

เม่ื�อปลั�อยกระแสืไฟฟา้เข้าไปจะเกิดการเคู่ล่ั�อนัที�ของ

ฮีีโมืโกลับัินัชื่นัิดติ�างๆ	ที�มืีประจุสืุทธิแติกติ�างกันัไป

ติามืแรงขับัเคู่ลั่ �อนัไฟฟ้า	(Electro	osmotic	flow)

โดยตัิวอย�างจะถ่กปลั�อยเข้าไปในัหลัอดแก้วทางด้านั

ขั �วบัวก	เคู่ลั่ �อนัที�ไปยังขั �วลับัผิ�านัเคู่ร่ �องติรวจวัด

การด่ดกลั่นัแสืงคู่วามืยาวคู่ลั่ �นั	415	นัาโนัเมืติร

(Detector)	แลัะระบับัแปลังสืัญญาณแลั้วรายงานั

ผิลัออกมืา	เรียกว�า	Electropherogram	(เทียบัได้กับั	



กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์22

Chromatogram	จากเคู่ร่ �อง	HPLC)	โดยก�อนัการ

ติรวจวิเคู่ราะห์ในัตัิวอย�างเล่ัอดจะมีืการปรับัมืาติรฐานั

ติำาแหนั�งของฮีีโมืโกลับัินัให้	Hb	A	อย่ �ติรงกลัาง

ของหนั้าติ�าง	Electropherogram	จากติัวอย�าง

คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิก�อนั	โดยฮีีโมืโกลับิันัชื่นิัดติ�างๆ	ที�มีื

ในัตัิวอย�างเล่ัอดจะถ่กกำาหนัดเป็นัโซีนัเรียกว�า	โซีนั	1	

ถ่ง	โซีนั	15	ในั	Electropherogram	ที�ปรากฏิโดยอ้างอิง

จาก	Hb	A	แลัะหร่อ	Hb	A
2
	ของตัิวอย�างนัั�นั	ในักรณี

ที�ตัิวอย�างเล่ัอดที�ติรวจวิเคู่ราะห์ไมื�มีื	Hb	A	แลัะหร่อ	

Hb	 A
2
	 เคู่ร่�องจะอ้างอิงชื่นิัดฮีีโมืโกลับิันัจากตัิวอย�าง

ที�วิเคู่ราะห์ก�อนัหน้ัานีั�	 แลัะจะไมื�ปรากฏิแถบัโซีนัในั	

Electropherogram

วัสดุัอุปกรณ์ นิำ��ย่� และวิธ่ีก�ร

	 เคู่ร่ �องมื่อของแติ�ลัะบัริษ ัทมืีรายลัะเอียด

แติกติ�างกันัไป	ผิ่ ้ปฏิิบั ัติ ิคู่วรได้ร ับัการฝึกอบัรมื

ทั�งในัด้านัการเติรียมืติัวอย�างเลั่อด	การใชื่้แลัะบัำารุง

รักษาเคู่ร่�องม่ือ	ติลัอดจนัการอ�านั	แลัะการวิเคู่ราะห์

ผิลัจากผิ่ ้เชื่ี �ยวชื่าญของบัริษัท	แลัะผิ่ ้ทรงคูุ่ณวุฒิ

ในัสืาขาที �เก ี �ยวข้องก�อนัการให้บัร ิการทางห้อง

ปฏิิบััติิการ

ก�รร�ย่ง�นิผล

เคู่ร่�องวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับัินัอัติโนัมืัติิระบับัคู่อลััมืนั์

โคู่รมืาโติกราฟี	(HPLC)

	 รายงานัชื่นัิดฮีีโมืโกลับัินัจากโคู่รมืาโติแกรมื

ที�ปรากฏิออกมืาจากสื�วนัแสืดงผิลั	พิร้อมืทั�งรายงานั

ปริมืาณ	Hb	A
2
/	E	แลัะ	Hb	F	ที�เคู่ร่�องคู่ำานัวณให้

โดยการรายงานัชื่นั ิดฮี ี โมืโกลับั ินัท ี �พิบับั �อย

ในัประเทศไทย	คู่่อ	Hb	Constant	Spring,	Hb	A
2
/	E,	

Hb	F,	Hb	A,	Hb	Bart’s	แลัะ	Hb	H

เคู่ร่�องวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับิันัอัติโนัมัืติิหลัักการ	Capillary	

Electrophoresis

	 รายงานัชื่นั ิดฮี ี โมืโกลับั ินัติามืลั ักษณะ

E lec t rophe rog ram	ท ี � ปรากฎแลัะปร ิมืาณ

ฮีีโมืโกลับิันัชื่นิัดติ�างๆ	ที�เคู่ร่�องวิเคู่ราะห์ให้เหม่ือนักับั

การติรวจวิเคู่ราะห์ด้วยระบับัอ่�นัๆ	แติ�เน่ั�องจากเคู่ร่�อง	

High	Voltage	Capillary	Electrophoresis	มีืศักยภาพิ

ในัการแยก	Hb	A
2
กับั	Hb	E	ออกจากกันัได้	ในัขณะที�

เคู่ร่�องอ่�นัที�อาศัยหลัักการคู่อลััมืนั์โคู่รมืาโติกราฟี

ไมื�สืามืารถแยกออกจากกันัได้	คู่�าอ้างอิงของ	Hb	A
2
	

แลัะ	Hb	E	ในัผ้่ิที�เป็นัธาลััสืซีีเมีืยชื่นิัดติ�างๆ	ที�มีื	Hb	E	

จ่งแติกติ�างจากเคู่ร่�องอ่�นัๆ	ซ่ี�งปริมืาณ	Hb	E	ที�วัดได้

จะมืีปริมืาณ	Hb	A
2	
รวมือย่�ด้วย	หากติ้องการใชื่้

คู่�าอ้างอิงติามืที�ยอมืรับักันัในัปัจจุบัันั	โดยเฉัพิาะ

อย �างย ิ � งพิาหะ	Hb	E	ท ี �สืงสื ัยว �าจะมื ีย ีนัแฝง

α-thalassemia	1	ซ่ี�งใช้ื่คู่�า	cut	off	ที�	Hb	E	<	25%	

สืามืารถทำาได้โดยการรวมืปริมืาณ	Hb	A
2
กับั	Hb	E	

เข้าด้วยกันัได้

การแปลัผิลัการวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับัินั	(Hb	Typing)

ในัผ้่ิที�มีือายุมืากกว�า	1	ปี	ที�พิบับั�อยในัประชื่ากรไทย

(กรณีที�อายุนั้อยกว�า	1	ปี	การแปลัผิลัคู่วรปร่กษา

ผ้่ิเชีื่�ยวชื่าญ)	

	 1.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

A
2
A	แลัะปริมืาณ	Hb	A

2
	นั้อยกว�าหร่อเท�ากับั	3.5%	

พิบัได้ในัหลัายกรณี	ดังนีั�

	 	 1.1	คู่นัปกติิที�ไมื�เป็นัธาลััสืซีีเมีืย	หร่ออาจ

เป็นัธาลััสืซีีเมีืยชื่นิัดไมื�รุนัแรง	กลุั�มืนีั�ผิลัการติรวจทาง	

โลัหิติวิทยาพิบัว�า	MCV,	MCH	แลัะ	Blood	Smear	

ปกติิ

	 	 1.2	ผิ ่ ้ท ี � เป ็นัพิาหะ	α-thalassemia	2

แลัะผ้่ิที�เป็นั	Homozygous	α-thalassemia	2	กลุั�มืนีั�

โดยทั�วไปจะไมื�มืีอาการซีีด	Hb	มืากกว�า	10	g/dL	

คู่�า	MCV	มีืคู่�าตัิ�งแติ�	70	fL	จนัถ่งมืากกว�า	80	fL



คู่มือทางห้องปฏิบัติการการตรวจวินิจฉัยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติ 23

	 	 1.3	ผิ่ ้ท ี � เป ็นัพิาหะ		α-thalassemia		1

กลัุ �มืนัี �โดยทั �วไปจะไมื�มืีอาการซีีด	Hb	มืากกว�า

10	g/dL	 (ถ้าไมื�มีืภาวะอ่�นัแทรกซ้ีอนั	Blood	smear	

พิบัเม็ืดเล่ัอดแดงผิิดปกติิเล็ักน้ัอย	แลัะสื�วนัใหญ�มีืคู่�า	

MCV	น้ัอยกว�า	80	fL	แลัะ	MCH	น้ัอยกว�า	27	pg

	 เน่ั�องจากผิลัการติรวจ	Hb	typing	ไมื�สืามืารถแยก

ผ้่ิที�เป็นัพิาหะ	α-thalassemia	1	พิาหะ	α-thalassemia	2	

แลัะ	Homozygous	α-thalassemia	2	ออกจาก

คู่นัปกติิที�ไมื�เป็นัธาลััสืซีีเมีืยหร่อผ้่ิที�เป็นัธาลััสืซีีเมีืย

ชื่นัิดไมื�รุนัแรงได้	หากผิลัการติรวจพิบั	Hb	typing	

เป็นั	A
2
A	โดย	Hb	A

2
	นั้อยกว�าหร่อเท�ากับั	3.5%	

ห้องปฏิิบััติิการสืามืารถแปลัผิลัเป็นั	Normal	Hb

typing,	Not	rule	out	α-thalassemia

	 2.	ในักรณีที �ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing

เป็นั	A
2
A	แลัะปริมืาณ	Hb	A

2	
>	3.5%	แปลัผิลัเป็นั

β-thalassemia	trait	with	or	without	α-thalassemia	

สื�วนัใหญ�มีืปริมืาณ	Hb	A
2	
ประมืาณ	3.6-8%	MCV	

ประมืาณ	60-75	fL	ผิลัการติรวจ	blood	smear

พิบัเม็ืดเล่ัอดแดงผิิดปกติิเลั็กน้ัอย	 หากทำาการติรวจ

คัู่ดกรองด้วย	OF	Test	แลัะ	DCIP	Precipitation	Test/	

Micro-Column	 Chromatography	 จะให้ผิลับัวกกับั

การทดสือบั	OF	Test	แติ�ให้ผิลัลับักับัการทดสือบั	DCIP	

Precipitation	Test/	Micro-Column	Chromatography

หม�ย่เหตุั

	 -	ในัพิาหะ	β-thalassemia	ที�มีื	α-thalassemia	1	

ร�วมืด้วย	(Double	heterozygote)	ปริมืาณ	Hb	A
2
	อาจ

ติำ�ากว�า	4%	แลัะคู่�า	MCV	อาจจะส่ืงข่�นัเป็นั	78-80	fL

	 -	จากการศ่กษาผ้่ิที�มีื	Hb	A
2
	อย่�ระหว�าง	3.5-

4.0	%	พิบัว�าติรวจพิบัผ้่ิที�เป็นัพิาหะ	β-thalassemia	

ได้ประมืาณร้อยลัะ	10-11	แลัะสื�วนัใหญ�เป็นัพิาหะของ	

β+-thalassemia	ที�เหล่ัอพิบัเปน็ัคู่วามืผิิดปกติิอย�างอ่�นั

	 3.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

EA	แลัะปริมืาณ	Hb	E	25-35%	แปลัผิลัเป็นั	Hb	E	

trait	 โดยทั�วไปผ้่ิที�เป็นัพิาหะ	 Hb	 E	 จะมีืคู่�า	 MCV	

ประมืาณ	75-85	fL	หากทำาการติรวจคู่ัดกรองด้วย

OF	Test	สืามืารถให้ผิลัได้ทั �งบัวกแลัะลับั	แติ�ผิลั

การติรวจคู่ัดกรองด้วย	DCIP	Precipitation	Test/	

Micro-Column	Chromatography	จะให้ผิลับัวก

	 4.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing

เป็นั	EA	แลัะปริมืาณ	Hb	E	<	25%	แปลัผิลัเป็นั	Hb	

E	trait	with	or	without	α-thalassemia	โดยทั�วไป

ผ้่ิที�เป็นัพิาหะ	Hb	E	ร�วมืกับัพิาหะ	α-thalassemia	1	

พิบั	Hb	E	ประมืาณ	19-21%	MCV	ประมืาณ	60-75	fL	

ผิลัการติรวจคู่ัดกรองด้วย	OF	Test	แลัะ	DCIP

Precipitation	Test/	Micro-Column	Chromatography	

เป็นับัวกทั�งคู่่�	แติ�หากตัิวอย�างมีืปริมืาณ	Hb	E	ติำ�ามืาก	

เชื่�นั	น้ัอยกว�า	15%	อาจให้ผิลัลับักับัการติรวจคัู่ดกรอง	

Hb	E	DCIP	Precipitation	Test/	Micro-Column	

Chromatography	ได้	ซ่ี�งมัืกพิบัว�าผ้่ิป่วยเป็นั	EA	Bart’s	

disease	ที�ไมื�ได้รายงานั	Hb	Bart’s	(Hb	E	trait	ร�วมืกับั	

Hb	H	disease)	

	 5.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

EE	โดยมืีปริมืาณ	Hb	E	≥	80%	แลัะ	Hb	F	≤	5%

แปลัผิลัเป็นั	Homozygous	Hb	E	with	 or	without	

α-thalassemia	เนั่ �องจากผิ่ ้ที �เป็นั	Homozygous

Hb	E	ทั�งที�มืีแลัะไมื�มืียีนัแฝง	α-thalassemia	ร�วมื

มีืผิลัการติรวจ	Hb	typing	ที�คู่ล้ัายคู่ล่ังกันั	ต้ิองติรวจ

วิเคู่ราะห์	DNA	เท�านัั�นัจ่งจะให้การวินิัจฉััยการมีืยีนัแฝง	

α-thalassemia	ได้	โดยทั�วไป	Homozygous	Hb	E

มีืคู่�า	Hb	มืากกว�า	10	g/dL	MCV	ประมืาณ	60-70	fL	

ผิลัการติรวจ	Blood	smear	พิบัเมื ็ดเลั ่อดแดง

มีืการเปลีั�ยนัแปลังทั�งขนัาดแลัะร่ปร�าง	 พิบั	 Target	

cell	จำานัวนัมืากหากทำาการติรวจคัู่ดกรองด้วย	DCIP	

Precipitation	Test/	Micro-Column	Chromatography	

จะให้ผิลับัวก
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	 6.	ในักรณีที�ไมื�แนั�ใจว�าผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	

เป็นั	EE	หร่อ	EF	เน่ั�องจากปริมืาณ	Hb	F	เพิิ�มืข่�นัจาก

ที�ระบัุในัข้อ	5	ทำาให้สืับัสืนัในัการรายงานัผิลัว�าเป็นั	

EE	หร่อ	EF	ดังนัั�นัจ่งอาจรายงานัเป็นั	EE/EF	แลัะ

แปลัผิลัเป็นั	 “Suspected	 Homozygous	 Hb	 E	 or	

β-thalassemia/	Hb	E	with	or	without	α-thalassemia	

กรุณาด่	Clinical	หร่อทำา	Family	study	ประกอบัการ

แปลัผิลั”	เน่ั�องจากคู่วามืผิิดปกติิ	2	ชื่นิัดนีั�มีืจีโนัไทป์

ที �ติ �างกันั	แลัะมืีคู่วามืรุนัแรงติ�างกันั	การวินัิจฉััย

แยกชื่นิัดต้ิองพิิจารณาผิลัการติรวจอ่�นัๆ	ประกอบัด้วย	

หากเป็นั	EE	คู่่อ	Homozygous	Hb	E	จะไมื�เป็นั

โรคู่ธาลััสืซีีเมืียที �ร ุนัแรง	ดังรายลัะเอียดในัข้อ	5

แติ�ถ้าเป็นั	EF	ก็จะเป็นัโรคู่	β-thalassemia/	Hb	E

ซ่ี�งผิลัการติรวจทางโลัหิติวิทยาจะพิบัคู่วามืรุนัแรง

มืากกว�า	ดังรายลัะเอียดในัข้อ	12

หม�ย่เหตุั

	 1.	 ลัักษณะสัืณฐานัวิทยาของเม็ืดเล่ัอดแดง	

(Red	Blood	Cell	Morphology)	อาจสืามืารถแยกคู่วามื

แติกติ�างระหว�าง	Homozygous	Hb	E	แลัะโรคู่

β-thalassemia/	Hb	E	ทำาให้การติรวจวินิัจฉััยมีืคู่วามื

แมื�นัย ำามืากข่ �นัโดยลั ักษณะร ่ปร �างของเซีลัลั ์

เมื็ดเลั่อดแดงในั	Homozygous	Hb	E	จะพิบัขนัาด

ของเม็ืดเล่ัอดแดงมีืขนัาดเล็ัก	(Microcytic	cell),	Target	

cell	แลัะพิบั	Hypochromic	cell	ได้บ้ัาง	ในัขณะที�ลัักษณะ

ร่ปร�างเซีลัล์ัเม็ืดเล่ัอดแดงของโรคู่	β-thalassemia/	Hb	E	

จะพิบั	Microcytic	 cell,	 Target	 cell,	Hypochromic	

cell,	Anisocytosis	แลัะ	Poikilocytosis	จำานัวนัมืาก	

หากมีืผิลัการติรวจ	RBC	morphology	ของตัิวอย�าง

เล่ัอดใหมื�ที�เจาะไมื�เกินั	24	ชัื่�วโมืง	เม่ื�อนัำามืาใช้ื่แปลัผิลั

ร�วมืกับัผิลัติรวจ	CBC	แลัะ	Hb	 typing	จะทำาให้ผิลั

การติรวจวินิัจฉััยโรคู่มีืคู่วามืถ่กต้ิองแมื�นัยำามืากข่�นั

	 2.	สืำาหรับัการติรวจ	Hb	typing	ด้วยวิธี	Capillary	

Electrophoresis	สืามืารถแยกแลัะรายงานั	%Hb	A
2	

แลัะ	%Hb	E	ออกจากกันัได้	ดังนัั�นั	สืามืารถใช้ื่คู่�า	EE	

Score	ชื่�วยวินิัจฉััยแยกได้	โดยใช้ื่ส่ืติรคู่ำานัวณ	

	 EE	Score	=	[7.3	(%A
2
)	+	%Hb	F]	แลัะแปลัผิลั	

ดังนีั�

	 EE	Score	≤	60	แปลัผิลัเปน็ั	Homozygous	Hb	

E	ไมื�จำาเป็นัต้ิองสื�งติรวจ	DNA	ติ�อ

	 EE	Sco re 	> 	60	แปลัผิลัเป ็นัมื ี โอกาสื

เป ็นั	β-thalassemia/	Hb	E	ให ้สื �งติรวจย ่นัย ันั

β-thalassemia	mutation	ติ�อไป

	 ทั �งนัี �จากการศ่กษาในัหลัายแห�งพิบัว�า	EE	

score	 ใช้ื่ได้ผิลัดีทั�งในัตัิวอย�างเล่ัอดผ้่ิใหญ�แลัะเด็ก

อายุน้ัอยกว�า	2	ขวบั	

	 7.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

CS	A
2
A	แปลัผิลัเป็นั	Suspected	Hb	Constant	Spring

อย�างไรก็ดี	ฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติินีั�อาจเป็นั	Hb	Paksé	ได้	

เนั่ �องจากฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ	2	ชื่นัิดนัี �มืีจ ำานัวนั

กรดอะมืิโนัของสืาย	α-globin	มืากกว�าปกติิ	31	ติัว

เท�ากันั	แลัะถ่งแมื้จะมืีกรดอะมืิโนัติำาแหนั�งที �	142

ติ�างกันั	โดยที�	Hb	Constant	Spring	เป็นักลั่ติามืีนั	

(Glutamine:	Glu)	สื�วนั	Hb	Paksé	เป็นัไทโรซีีนั

(Tyrosine	:	Tyr)	แติ�ประจุสืุทธิไมื�ติ�างกันั	จ่งติรวจพิบั

ในัติำาแหนั�งเดียวกันัทั�งการแยกด้วยกระแสืไฟฟ้า	แลัะ

การติรวจด้วยเคู่ร่�องวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับิันัอัติโนัมัืติิ	

HPLC	แติ�จะรายงานัผิลัจากการติรวจวิเคู่ราะห์

ฮีีโมืโกลับัินัเป็นั	Hb	Constant	Spring	เนั่ �องจาก

Hb	Constant	Spring	มืีคู่วามืชืุ่กในัการติรวจพิบั

มืากกว�า	Hb	Paksé	โดยทั�วไปผ้่ิที�เป็นัพิาหะจะไมื�ซีีด	

แลัะมีืข้อม่ืลัทางโลัหิติวิทยาอ่�นัๆ	อย่�ในัเกณฑ์์ปกติิ

	 8.	ในักรณีที�มีืผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

CS	A
2
A	Bart’s	แปลัผิลัเปน็ั	Suspected	Homozygous	

Hb	Constant	Spring	ซี่�งผิ่้ป่วยมืักมืีภาวะซีีดคู่ลั้าย

ผิ่ ้ที �เป็นัโรคู่	Hb	H	อย�างไรก็ติามือาจติรวจไมื�พิบั

Hb	Bart’s	ได้	เน่ั�องจากสืาย	γ-globin	มีืปริมืาณน้ัอย
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	 9.	ในักรณีที �ผิลัการว ิ เคู่ราะห์	Hb	typing

เป็นั	A
2
A	H	หร่อ	A

2
A	Bart’s	H	ปริมืาณ	Hb	A

2

คู่�อนัข้างติำ�ากว�าปกติิ	แปลัผิลัเป็นั	Hb	H	disease	

(α-thalassemia	1/	α-thalassemia	2)	เนั่�องจากการ

ติรวจพิบั	Hb	H	(β4)	หร่อ	Hb	Bart’s	(γ4)	แสืดงว�า

สืาย	α-globin	 จะต้ิองมีืปริมืาณน้ัอยลังมืากจ่งทำาให้

สืาย	β-globin	แลัะสืาย	γ-globin	เหลั่ออย่ �มืาก

จ่งจับักันัเอง	4	สืาย	กลัายเป็นั	Hb	H	แลัะ	Hb	Bart’s	

ในัผ้่ิป่วยบัางรายอาจไมื�พิบั	Hb	Bart’s	เน่ั�องจากสืาย	

γ-globin	มีืปริมืาณน้ัอย	ผิลัการติรวจ	Blood	smear	

ในัผ้่ิป่วยกลุั�มืนีั�	พิบัลัักษณะเม็ืดเล่ัอดแดงแบับัธาลััสืซีีเมีืย

แติ�มืีลัักษณะผิิดปกติิประมืาณ	1+	ถ่ง	2+	ลัักษณะ

จำาเพิาะที�ใช้ื่วินิัจฉััยโรคู่	Hb	H	ได้ดี	คู่่อ	การติรวจพิบั

เม็ืดเล่ัอดแดงที�มีื	 Inclusion	body	โดยอาจติรวจพิบั

เม็ืดเล่ัอดแดงเชื่�นันีั�ได้ถ่ง	30-90%	ของเม็ืดเล่ัอดแดง

ทั�งหมืด

	 10.	ในักรณีที �ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing

เป็นั	CS	A
2
A	หร่อ	CS	A

2
ABart’s	H	แปลัผิลัเป็นั

Hb	H-CS	disease	(α-thalassemia	1/	Hb	CS	หร่อ

α-thalassemia	1/	Hb	Paksé)	อาการติ�างๆ	จะคู่ลั้าย

ผิ่ ้ที�เป ็นัโรคู่	Hb	H	disease	(α-thalassemia	1/

α-thalassemia	2)	ในัข้อ	9	แติ�อาการมัืกจะรุนัแรงกว�า	

เน่ั�องจากมีืคู่วามืไมื�เสืถียรของ	Hb	H	ร�วมืกับั	Hb	CS	

หร่อ	Hb	Paksé	แลัะข้อคู่วรระวังสืำาหรับัห้องปฏิิบััติิการ	

คู่่อคู่วามืไมื�เสืถียรร�วมืกับัมีืปริมืาณน้ัอยของ	Hb	H	แลัะ	

Hb	CS	หร่อ	Hb	Paksé	หากเก็บัเล่ัอดไว้นัานัเกินัไป

อาจติรวจไมื�พิบั	ทำาให้การแปลัผิลัผิิดพิลัาดได้

	 11.	ในักรณีที �ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing

เป็นั	A
2
F		ในัเดก็อายุมืากกว�า	1	ปี	ร�วมืกบััการมีือาการ

ของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยชัื่ดเจนั	ซีีด	ตัิบัม้ืามืโติ	แปลัผิลัเปน็ั	

Homozygous	β0-thalassemia	with	or	without

α-thalassemia	จากการที�ติรวจไมื�พิบั	Hb	A	แสืดงว�า

ผิ่้ป่วยสืังเคู่ราะห์สืาย	β-globin	ไมื�ได้เลัย	จ่งมืีการ

สัืงเคู่ราะห์สืาย	γ-globin	ข่�นัมืาทดแทนั	ทำาให้ติรวจพิบั	

Hb	F	มีืปริมืาณส่ืงมืาก	สื�วนัปริมืาณ	Hb	A
2	
อาจส่ืงข่�นั	

เลั็กนั้อยหร่ออย่�ในัเกณฑ์์ปกติิ	ผิลัการติรวจ	Blood	

smear	พิบัเมื็ดเลั่อดแดงมืีลัักษณะผิิดปกติิมืากกว�า

ในัโรคู่	Hb	H	ไมื�พิบั	Hb	H	Inclusion	body	ในั

เม็ืดเล่ัอดแดง	แติ�ผ้่ิป่วยที�ตัิดม้ืามืแล้ัวอาจจะพิบัติะกอนั	

ของฮีีโมืโกลับิันัในัเม็ืดเล่ัอดแดงได้

	 ข้อคู่วรระวัง	หากพิบัผิลัการวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับิันั	

เป็นั	A
2
F	ติ้องติรวจสือบัอายุของผิ่้ป่วยให้ดี	ถ้าเป็นั

เด็กทารกที�อายุยังไมื�ถ่ง	1	ปี	จะไมื�สืามืารถวินัิจฉััย

จีโนัไทป์ที�แนั�นัอนัได้	เนั่�องจากปริมืาณ	Hb	F	ยังคู่ง

สื่งอย่�ติ้องรอให้	Hb	F	คู่�อยๆ	ลัดลังจนัอายุมืากกว�า	

1	ปี	จ่งสืามืารถแปลัผิลัการติรวจ	Hb	typing	ได้

	 12.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

EF	โดยมืีปริมืาณ	Hb	E	ประมืาณ	40-80%	Hb	F	

ประมืาณ	20-60%	ไมื�พิบั	Hb	A	พิบัได้ในัหลัายกรณี	

ดังนีั�

	 	 12.1	กรณีที�เป็นัผิ่้ป่วย	β0-thalassemia/

	Hb	E	with	or	without	α-thalassemia	ผ้่ิปว่ยมีือาการ

ของโรคู่ธาลััสืซีีเมืียชื่ัดเจนั	ซีีด	ติับัมื้ามืโติ	คู่ลั้าย

Homozygous	β0-thalassemia	หร่ออาจนั้อยกว�า

โดยทั�วไปผ้่ิป่วยกลุั�มืนีั�มีืปริมืาณ	Hb	4-10	g/dL	MCV	

ประมืาณ	55-75	fL	ผิลัการติรวจ	Blood	smear

พิบัเม็ืดเล่ัอดแดงที�มีืการเปลีั�ยนัแปลังทั�งขนัาดแลัะร่ปร�าง	

อาจพิบัเมื็ดเล่ัอดแดงติัวอ�อนั	 (Nucleated	 red	 cell)	

ในักรณีที�ผ้่ิป่วยได้รับัการรักษาโดยการให้เล่ัอดมืาแล้ัว	

อาจพิบั	Hb	A	จาก	Donor	blood	ทำาให้ปริมืาณ	Hb	E	

แลัะ	Hb	F	เปลัี �ยนัแปลังไป	ถ้าไมื�ทราบัประวัติ ิ

การรับัเล่ัอดมืาก�อนั	จะทำาให้การวินิัจฉััยผิิดพิลัาดได้

	 	 12.2	กรณีที�ผิ ่ ้ป ่วยมืี	Deletional	HPFH

ร�วมืกับั	Hb	E	โดยทั�วไปผ้่ิป่วยกลุั�มืนีั�จะไมื�ซีีด	มีืปริมืาณ		

Hb	>	10	g/dL	ผิลัการติรวจ	Blood	smear	พิบัลัักษณะ

เม็ืดเล่ัอดแดงคู่�อนัข้างปกติิ	รายงานัผิลัเป็นั	Suspected	

HPFH/	Hb	E
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	 	 เน่ั�องจากการติรวจ	Hb	typing	ไมื�สืามืารถ

แยกผ้่ิที�เป็นั	β0-thalassemia/	Hb	E	แลัะ	HPFH	/	Hb	E

ออกจากกันัได้	หากผิลัการติรวจพิบั	Hb	typing	EF	

โดยมีืปริมืาณ	Hb	E	ประมืาณ	40-80%	Hb	F	ประมืาณ	

20-60%	ไมื�พิบั	Hb	A	ห้องปฏิิบััติิการสืามืารถแปลัผิลั

เป็นั	Suspected	β0-thalassemia/	Hb	E	or	HPFH/	

Hb	E	with	or	without	α-thalassemia

	 13.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

A
2
FA	โดยปริมืาณ	Hb	F	10-30%	พิบัไดใ้นัหลัายกรณี	

ดังนีั�

	 	 13.1	ในักรณี ที� ผ้่ิ ป่ วย มีืภาวะ ซีีด ไมื� มีื

ประวัติิการรับัเลั่อดภายในั	3	เด่อนั	ก�อนัทำาการ

ติรวจเล่ัอดคู่วรแปลัผิลัเป็นั	Suspected	β0-thalassemia/

β+-thalassemia	หร่อ	β+-thalassemia/	β+-thalassemia

	 	 13.2	ถ้าไมื�มีือาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยเลัย

ก็อาจเป็นัไปได้ว�าตัิวอย�างเล่ัอดรายนัั�นัเป็นัพิาหะ	

HPFH	หร่อพิาหะ	(δβ)0-thalassemia	ซี่�งเป็นัภาวะ

ที�ยีนั	 γ-globin	 สืร้างสืาย	 γ-globin	 ได้ในัปริมืาณส่ืง

โดยไมื�แสืดงอาการผิิดปกติิใดๆ	คู่วรแปลัผิลัเป็นั	

Suspected	HPFH	trait	or	(δβ)0-thalassemia	trait

	 เน่ั�องจากผิลัการติรวจ	Hb	typing	ไมื�สืามืารถ

แยกผิ่้ที�เป ็นั	β0-thalassemia/	β+-thalassemia,	

β+-thalassemia/	β+-thalassemia,	พิาหะ	HPFH	แลัะ

พิาหะ	(δβ)0-thalassemia	ออกจากกันัได้	หากผิลั

การติรวจพิบั	Hb	typing	A
2
FA	โดยปริมืาณ	Hb	F	

10-30%	ห ้องปฏิ ิบั ัติ ิการสืามืารถแปลัผิลัเป ็นั

Suspected	β0-thalassemia/	β+-thalassemia	or	

β+-thalassemia/	β+-thalassemia	or	HPFH	trait	or	

(δβ)0-thalassemia	trait	with	or	without	α-thalassemia	

อย�างไรก็ติามืการติรวจพิบั	Hb	F	ในัติัวอย�างเลั่อด

ผ้่ิป่วย	 ก�อนัที�จะทำาการวินิัจฉััยใดๆ	 ติ้องติรวจสือบั

อายุของผิ่้ป่วยก�อนัเสืมือ	หากอายุยังไมื�คู่รบั	1	ปี

จะยังไมื�สืามืารถให้การวินิัจฉััยที�ถ่กต้ิองได้	นัอกจากนัั�นั

คู่วรพิิจารณาอาการทางคู่ลัินัิกประกอบั	หากไมื�มืี

อาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมืียเลัย	ก็อาจเป็นัไปได้ว�า

ผ้่ิป่วยมีืภาวะ	HPFH	หร่อ	(δβ)0-thalassemia	หร่อภาวะ

ที�มีื	Stress	erythropoiesis	จากสืาเหตุิอ่�นัๆ	ที�ทำาให้

มีืภาวะเล่ัอดจาง	เชื่�นั	การตัิ�งคู่รรภ์	ภาวะเล่ัอดจากเร่�อรัง	

มืะเร็งเม็ืดเล่ัอดขาว	แติ�การเพิิ�มืของประมืาณ	Hb	F	

ในัภาวะที�มืี	Stress	erythropoiesis	มืักจะเพิิ �มืข่ �นั

ไมื�เกินัร้อยลัะ	10	ดังนัั�นัการที�ติรวจพิบัปริมืาณ	Hb	F	

สื่งข่�นั	แลั้วจะสืรุปว�าเป็นัโรคู่	β-thalassemia	จ่งติ้อง

พิิจารณาให้รอบัคู่อบั	 โดยเฉัพิาะอย�างยิ�งต้ิองทราบั

ประวัติิ	แลัะอาการของคู่นัไข้	หากมีืผิลัการติรวจเล่ัอด

ของคู่รอบัคู่รัวประกอบัด้วยจะชื่�วยให้วินัิจฉััยได้

ถ่กต้ิองมืากยิ�งข่�นั

	 14.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

EFA	ผ้่ิป่วยมีืภาวะซีีดไมื�มีืประวัติิการรับัเล่ัอดภายในั	

3	 เด่อนัก�อนัทำาการติรวจเล่ัอด	 คู่วรแปลัผิลัเป็นั	

β+-thalassemia/	Hb	E	with	or	without	α-thalassemia

	 15.	ในักรณีที�ผิลัการวิเคู่ราะห์	Hb	typing	เป็นั	

EA	Bart’s,	EE	Bart’s,	EFA	Bart’s,	EF	Bart’s,

CS	EA	Bart’s,	CS	EE	Bart’s,	CS	EFA	Bart’s

แลัะ	CS	EF	Bart’s	ทั�งหมืดนีั�เป็นักลุั�มืโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย

ที�มีืฟีโนัไทป์แลัะจีโนัไทป์ซัีบัซ้ีอนั	 ซ่ี�งมีืภาวะร�วมื

ระหว�าง	α-thalassemia,	β-thalassemia	แลัะ	Hb	E	

ภาวะเหลั�านีั�เกิดเน่ั�องจากสืาย	 α-globin	 มีืปริมืาณ

นั้อยลัง	แลัะสืาย	α-globin	สืามืารถจับักับัสืาย

β-globin	ปกติิมืากกว�าสืาย	βE-globin	ในักรณีที�เป็นั	

Hb	E	trait	จ่งติรวจพิบัปริมืาณของ	Hb	E	ลัดลังด้วย

เสืมือเมื่�อเทียบักับัปริมืาณของ	 Hb	 A	 โดยจะพิบั

ปริมืาณนั้อยกว�าร้อยลัะ	20	แติ�การจะสืรุปจีโนัไทป์

ให้ถ่กต้ิองจริงๆ	 คู่วรจะต้ิองทำาการติรวจวิเคู่ราะห์	

DNA	ทั�งยีนั	α-thalassemia	แลัะ	β-thalassemia	ด้วย	

จ่งจะสืามืารถสืรุปเพ่ิ�อให้คู่ำาปร่กษาเกี�ยวกับัการ

ถ �ายทอดทางกรรมืพิ ันัธ ุ ์ของคู่รอบัคู่ร ัวผิ ่ ้ป ่วย

ได้อย�างถ่กต้ิอง
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	 16.	ในักรณีพิบัฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิที�นัอกเหน่ัอ

จาก	Hb	E	แลัะ	Hb	CS	จัดเป็นัฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ

ที�พิบัไมื�บั�อย	(Rare	Abnormal	Hb)	เชื่�นั	Hb	J	Bangkok,	

Hb	Hope,	Hb	Q-Thailand,	Hb	C,	Hb	O	แลัะอ่�นัๆ	

คู่วรรายงานัติำาแหนั�งของฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิที�พิบับันั

โคู่รมืาโติแกรมืหร่อ	Electropherogram	แลัะแปลัผิลั

เป็นั	suspected	abnormal	Hb	ไมื�คู่วรระบัุชื่นัิด

ของฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิ	 ถ่งแม้ืว�าเคู่ร่�องจะรายงานั	

Window	ของฮีีโมืโกลับัินัเหลั�านัั�นัก็ติามื	เนั่�องจาก

ฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิหลัายชื่นิัดมีืคุู่ณสืมืบััติิใกล้ัเคีู่ยงกันั	

ไมื�สืามืารถวินัิจฉััยแยกจากกันั	 โดยการติรวจ	 Hb	

typing	ไมื�ว �าจะโดยเคู่ร่ �อง	HPLC	หร่อ	CE	เชื่�นั

การพิบัฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิที�	 S	 window	 ในัระบับั

คู่อลััมืน์ัโคู่รมืาโติกราฟี	เม่ื�อนัำาไปติรวจวิเคู่ราะห์	DNA	

พิบัว�าเปน็ัไดทั้�ง	Hb	Tak,	Hb	D	Punjab,	Hb	Queens,	

Hb	Siam	แลัะ	Hb	S	หากต้ิองการทราบัชื่นิัดของคู่วามื

ผิิดปกติิจะต้ิองติรวจย่นัยันัโดยการติรวจวิเคู่ราะห์	DNA	

หร่อติรวจหาลัำาดับัการเรียงตัิวของกรดอะมิืโนัติ�อไป

	 17.	เน่ั�องจากมีืรายงานัติรวจพิบั	Hb	A
2
	variant	

ซ่ี�งเกิดจากคู่วามืผิิดปกติิของยีนั	δ–globin	ได้บั�อยข่�นั

ในัคู่นัไทย	แม้ืว�าคู่วามืผิิดปกติิดังกลั�าวจะไมื�ก�อใหเ้กิด

อาการทางคู่ลิันิัก	แติ�อาจทำาให้มีืปริมืาณ	Hb	A
2
	ในัผ้่ิป่วย

ลัดลัง	แลัะสื�งผิลัทำาให้การวินิัจฉััยพิาหะ	β-thalassemia	

ผิิดพิลัาดได้	จากการศ่กษาในัคู่นัไทยพิบัว�าคู่วามืผิิดปกติิ

ของยีนั	δ–globin	อาจแสืดงออกได้	2	แบับั	คู่่อ

Hb	A
2
	variant	แลัะ	δ-thalassemia	ติัวอย�างของ

Hb	A
2
	variants	ที �มืีรายงานัแลั้วในัคู่นัไทย	ได้แก�

Hb	A
2
-Melborne	(HBD:c.130G>A),	Hb	A

2
′

(HBD:c.49G>C),	Hb	A
2
-Lampang	(HBD:c.142G>A),	

Hb	A
2
-Mae	Phrik	(HBD:c.158A>G),	Hb	A

2
-Indonesia	

(HBD:c.208G>C),	Hb	A
2
-Kiriwong	(HBD:c.233A>G),	

Hb	A
2
-Walsgrave	(HBD:c.157G>C),	Hb	A

2
-Troodos	

(HBD:c.349C>T),	 Hb	 E-A
2
-Troodos	 (HBD:	

c.349C>T;HBB:c.79G>A),	Hb	A
2
-Roi-Et	(HBD:c.

[249G>T;400G>A])	เป็นัติ้นั	โดย	Hb	A
2
	variants	

เหลั�านัี �	ติรวจพิบัเป็นัอนัุพิันัธ์ของ	Hb	A
2
(Hb	A

2

derivative)	 หร่อ	HbA
2
′	 (α

2
δX

2
)	 แยกออกจาก	 peak	

ของ	Hb	A
2	
ปกติิ	บันั	Hb	typing	ดังนัั�นัเพ่ิ�อป้องกันั

การวินิัจฉััยพิาหะ	 β-thalassemia	 ผิิดพิลัาด	 ในัการ

รายงานัปริมืาณของ	Hb	A
2	
จ่งติ้องรวมื	%	Hb	A

2

ปกติิ	กับั	%	Hb	A
2
	variant	เข้าด้วยกันั	หากมีืปริมืาณ

รวมืมืากกว�า	3.5	%	อาจเป็นัพิาหะ	β-thalassemia	ได้

	 สืำาหรับั	 δ-thalassemia	 ที�มีืรายงานัติรวจพิบั

ในัคู่นัไทยมื ีหลัายชื่นั ิดเชื่ �นัก ันัได ้แก � 	δ - 7 7 ( T >C )

(HBD:c.-127T>C),	δ-68(C>T)	(HBD:c.-118C>T),	δ-44(G>A)	

(HBD:c.-94G>A),	 δCD30	 (A>G)	 (HBD:c.91A>G),	แลัะ	

δIVSII-897(A>C)	 (HBD:c.316-2A>C)	 เป็นัต้ินั	 ซ่ี�งหากพิบั

ร�วมืกับัพิาหะ	β-thalassemia	อาจทำาให้	%	Hb	A
2

ลัดติำ�ากว�าที�คู่วรจะเป็นัแลัะทำาให้พิลัาดการวินิัจฉััย

พิาหะ	β-thalassemia	ได้	แติ�เน่ั�องจาก	δ-thalassemia	

ติรวจพิบัได้ยากจากการทำา	Hb	typing	หากมืีราย

ที�สืงสัืย	δ-thalassemia	เชื่�นั	Hb	type	A
2
A	ปริมืาณ	

Hb	A
2	
ปกติิ	MCV	ติำ �ากว�า	80	fL	ไมื�ซีีด	ติรวจยีนั	

α-thalassemia	ให้ผิลัลับัทกุชื่นิัด	หากสืามืหีร่อภรรยา

มีื	Hb	E	แลัะ/	หร่อ	β-thalassemia	อาจต้ิองพิิจารณา

ติรวจหายีนั	β-thalassemia	แลัะ	δ-thalassemia

เพ่ิ�อการให้คู่ำาแนัะนัำาปร่กษาถ่งคู่วามืเสีื�ยงของทารก

ในัคู่รรภ์อย�างคู่รบัถ้วนัด้วย	

	 ที�กลั�าวมืาทั�งหมืดเป็นัแนัวทางในัการแปลัผิลั

การติรวจวิเคู่ราะห์ฮี ีโมืโกลับัินัเพิ่ �อการวินั ิจฉััย

ธาลััสืซีีเมีืยที�พิบับั�อยในัประเทศไทยซ่ี�งต้ิองอาศัย

ข ้อมื ่ลัหลัายอย�างประกอบั	ติ ั �งแติ �ผิลัการติรวจ

คัู่ดกรองคู่�าดัชื่นีัเม็ืดเล่ัอดแดง	ผิลั	Hb	typing	ปริมืาณ	

Hb	 A
2	
ปริมืาณ	Hb	 F	 นัอกจากนีั�ประวัติิผ้่ิป่วยแลัะ

คู่รอบัคู่รัวติลัอดจนัผิลัการติรวจเล่ัอดของคู่รอบัคู่รัว

ก็มีืสื�วนัชื่�วยใหก้ารวินิัจฉััยมีืคู่วามืถ่กต้ิองแมื�นัยำามืาก

ยิ�งข่�นั
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ข้อจำากัด

	 1.	เคู่ร่�องวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับิันัอัติโนัมัืติิแสืดงผิลั

ในัลัักษณะโคู่รมืาโติแกรมืหร่อโซีนัติ�างๆ	ที�ปรากฎ

ร�วมืกับัปริมืาณของฮีีโมืโกลับัินัแติ�ลัะชื่นัิดโดยไมื�ได้

สืรุปผิลั	Hb	typing	ให้ผิ่้ปฏิิบััติิงานัจ่งติ้องมืีคู่วามืร่้

แลัะประสืบัการณ์ส่ืงในัการรายงานัผิลัแลัะแปลัผิลั

	 2.	อนัุพิันัธ์ของฮีีโมืโกลับัินั	(Hemoglobin

derivatives)	เชื่�นั	Glycosylated	Hb,	Acetylated	Hb	F	

แลัะฮีีโมืโกลับิันั	ที�โมืเลักุลัสืลัายบัางสื�วนั	(Degradation)	

เน่ั�องจากเล่ัอดเก�าอาจทำาให้เกิดปัญหาการเคู่ล่ั�อนั

ของคู่�า	retention	time	แลัะสัืบัสืนัในัการอ�านัผิลัได้

	 3.	ในักรณีที �พิบัปริมืาณ	Hb	F	สื่งกว�าปกติิ

ถ้าไมื�ใชื่�เล่ัอดเด็กแรกเกิด	คู่วรย้อมื	F	Cell	ประกอบั

การรายงานัผิลัด้วย	เน่ั�องจากมีื	Abnormal	Hb	บัางชื่นิัด	

ปรากฎในัติำาแหนั�งเดียวกับั	Hb	F

	 4.	ในักรณีที �ไมื�แนั�ใจว�าเป็นั	Hb	H	หร่อไมื�

การย้อมื	Hb	H	inclusion	bodies	จะชื่�วยย่นัยันั

การรายงานัผิลัได้

	 5.	ในักรณีที �สืงสืัยว�ามืีฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ

การติรวจเลั่อดบัุคู่คู่ลัอ่�นัๆ	ในัคู่รอบัคู่รัว	แลัะการ

ติรวจแยกชื่นิัดฮีีโมืโกลับิันัด้วยระบับัอ่�นัด้วยอาจจะ

ชื่�วยย่นัยันัผิลัในัเบ่ั�องต้ินัได้ว�ามีืฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิ

หร่อไมื�	อย�างไรก็ติามืยังไมื�สืามืารถรายงานัชื่นิัดของ

ฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิได้	 จนักว�าจะได้ติรวจวิเคู่ราะห์	

DNA	หร่อลัำาดับักรดอะมิืโนั

ตั�ร�งแสดังตััวอย่่�งจ่ำโนิไท์ป์ข้องโรคำธี�ลัสซ่ีเม่ย่ท่์�ม่ฟีีโนิไท์ป์ซัีบซ้ีอนิ

Hb Type ก�รแปลผล คำว�มหม�ย่ (genotype)

EA	Bart’s EA	Bart’s	Disease Hb	H	disease	with	Hb	E	trait

(α-thalassemia	1/	α-thalassemia	2–βE/βA)

EE	Bart’s

EF	Bart’s

EF	Bart’s	Disease Hb	H	disease	with	β0-thalassemia/	Hb	E	or

Hb	H	disease	with	homozygous	Hb	E

(α-thalassemia	1/	α-thalassemia	2–β0/βE	or	βE/βE)

EFA	Bart’s EFA	Bart’s	Disease Hb	H	disease	with	β+-thalassemia/	Hb	E

(α-thalassemia	1/	α-thalassemia	2–β+/βE)

CS	EA	Bart’s CS	EA	Bart’s	Disease Hb	H-CS	with	Hb	E	trait

(α-thalassemia	1/αCS–βE/βA)

CS	EE	Bart’s

CS	EF	Bart’s

CS	EF	Bart’s	Disease Hb	H-CS	with	β0-thalassemia/	Hb	E	or

Hb	H-CS	disease	with	homozygous	Hb	E

(α-thalassemia	1/αCS–β0/βE	or	βE/βE)

CS	EFA	Bart’s CS	EFA	Bart’s	Disease Hb	H-CS	with	β+-thalassemia/Hb	E

(α-thalassemia	1/αCS–β+/βE)
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การคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิการติรวจวิเคู่ราะห์ฮีีโมืโกลับิันั

ด้วยเคู่ร่�องอัติโนัมัืติิ

	 1.	 คู่วรให้คู่วามืสืำาคัู่ญในัการด่แลับัำารุงรักษา	

แลัะสือบัเทียบัคู่รุภัณฑ์์เป็นัประจำาสืมืำ�าเสืมือ

	 2.	คู่วรมื ีการคู่วบัคูุ่มืคู่ ุณภาพิภายในัห้อง

ปฏิิบััติิการ	(Internal	Quality	Control)	โดยใชื่้วัสืดุ

คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิที�มีืมืาติรฐานัทุกคู่รั�งที�ทำาการวิเคู่ราะห์

ตัิวอย�างสื�งติรวจ

	 3.	 คู่วรเข้าร�วมืกิจกรรมืคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิโดย

หนั�วยงานัภายนัอก	 (External	 Quality	 Assurance	

หร่อ	Proficiency	Testing	Program)	เป็นัประจำา

ตั�ร�งสรุปก�รแปลผลก�รตัรวจำ Hb typing

ลำ�ดัับ ผลก�รตัรวจำ Hb typing ก�รแปลผล

ผลก�รตัรวจำคัำดักรอง

ช้นิิดัข้องธี�ลัสซ่ีเม่ย่
OF DCIP

MCV 
(fL)

MCH 
(pg)

1. A
2
A,	Hb	A

2	
≤	3.5% Normal	or	

non-clinically	
significant	
thalassemia

negative negative ≥	80 ≥	27 พิาหะ	α-thalassemia	2

2. A
2
A,	Hb	A

2	
≤	3.5% Normal	Hb	typing,	

Not	rule	out	
α-thalassemia

positive negative <	80 <	27 พิาหะ	α-thalassemia	1
พิาหะ	α-thalassemia	2	หร่อ
Homozygous	α-thalassemia	2

3. A
2
A,	Hb	A

2
3.6-8% β-thalassemia	trait	

with	or	without	
α-thalassemia

positive negative <	80 <	27 β-thalassemia	trait	with	or	
without	α-thalassemia

4. EA,	Hb	E	+	Hb	A
2	
≥	25%* Hb	E	trait negative	

or	
positive

positive <	80
or	

normal

<	27
or

normal

Hb	E	trait

5. EA,	Hb	E	+	Hb	A
2
	<	25% Hb	E	trait	with	or	

without
α-thalassemia

positive positive <	80 <	27 Hb	E	trait	with	or	without	
α-thalassemia

6. EE,	Hb	E	+	Hb	A
2	
≥		80%	

Hb	F	≤	5%
Homozygous	Hb	E	
with	or	without	
α-thalassemia

positive positive <	80 <	27 Homozygous	Hb	E	with	or	
without	α-thalassemia

	 4.	การรายงานัผิลัแติ�ลัะติวัอย�างคู่วรติรวจสือบั

คู่วามืสืัมืพิันัธ์ก ับัผิลัการติรวจคู่ัดกรองเบั่ �องติ้นั

ที�มีืด้วยเสืมือ

	 5.	ผ้่ิปฏิิบััติิงานัคู่วรได้รับัการฝึกอบัรมืแลัะติรวจ

ประเมิืนัประสิืทธิภาพิด้านัองค์ู่คู่วามืร้่ในัการวิเคู่ราะห์

แลัะประมืวลัผิลัการติรวจทางห้องปฏิิบััติิการเป็นัประจำา
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ลำ�ดัับ ผลก�รตัรวจำ Hb typing ก�รแปลผล

ผลก�รตัรวจำคัำดักรอง

ช้นิิดัข้องธี�ลัสซ่ีเม่ย่
OF DCIP

MCV 
(fL)

MCH 
(pg)

7. EE/	EF,	E	+	Hb	A
2	
>	75%	

Hb	F	>	5%	กรณีไมื�แนั�ใจ
ว�า	EE	หร่อ	EF	เน่ั�องจาก	
Hb	F	ส่ืง

Suspected	
Homozygous	Hb	E	
or	β-thalassemia/	
Hb	E	with	or	
without
α-thalassemia	
กรุณาด่อาการทาง
คู่ลิันิัก	หร่อทำา	
Family	Study	
ประกอบัการแปลัผิลั

positive positive <	80 <	27 Suspected	Homozygous	Hb	E
ไมื�มีือาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย

Suspected	β-thalassemia/	Hb	E
มีือาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย

8. CS	A
2
A Suspected	Hb	

Constant	Spring
negative	

or	
positive

negative <	80
or	

normal

<	27
or

normal

Hb	Constant	Spring	trait

9. CS	A
2
A	Bart’s Suspected	

Homozygous
Hb	Constant	Spring

positive negative <	80 <	27 Homozygous	Hb	Constant	
Spring

10. A
2
A	H	หร่อ	A

2
A	Bart’s	H Hb	H	disease	

(α-thalassemia	1/	
α-thalassemia	2)

positive negative	
or	

positive

<	80 <	27 Hb	H	disease
(α-thalassemia	1/	α-thalassemia	2)

11. CS	A
2
A	H	หร่อ	CS	A

2
A	

Bart’s	H
Hb	H-CS	disease	
(α-thalassemia	1/	
Hb	Constant	
Spring)

positive negative	
or	

positive

<	80 <	27 Hb	H-CS	disease
(α-thalassemia	1/	Hb	Constant	
Spring)

12. A
2
F	ผ้่ิป่วยอายุมืากกว�า	1	

ปี
Homozygous	
β0-thalassemia	with	
or	without	
α-thalassemia

positive negative <	80 <	27 Homozygous	β0-thalassemia	
with	or	without	α-thalassemia

13. EF,	Hb	E	+	Hb	A
2
	

40-80%	Hb	F	20-60%
Suspected	
β0-thalassemia/
Hb	E	or	HPFH/
Hb	E	or
(δβ)0-thalassemia/	
Hb	E	with	or	
without
α-thalassemia

positive positive <	80 <	27 Suspected	β0-thalassemia/
Hb	E	with	or	without
α-thalassemia	มีือาการของ
โรคู่ธาลััสืซีีเมีืย

Suspected	HPFH/	Hb	E	or	
(δβ)0-thalassemia	/	Hb	E	with	or	
without	α-thalassemia	ไมื�มีื
อาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย	หร่อ
อาจมีือาการแติ�ไมื�รุนัแรง
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ลำ�ดัับ ผลก�รตัรวจำ Hb typing ก�รแปลผล

ผลก�รตัรวจำคัำดักรอง

ช้นิิดัข้องธี�ลัสซ่ีเม่ย่
OF DCIP

MCV 
(fL)

MCH 
(pg)

14. A
2
FA,	Hb	F	10-30% Suspected	

β0-thalassemia/	
β+-thalassemia	or	
β+-thalassemia/	
β+-thalassemia	or	
HPFH	trait	or	
(δβ)0-thalassemia	
trait	with	or	
without
α-thalassemia

positive negative <	80 <	27 Suspected	β0-thalassemia/	
β+-thalassemia	or
β+-thalassemia/	β+-thalassemia	
with	or	without	α-thalassemia
มีือาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย

Suspected	HPFH	trait	or	
(δβ)0-thalassemia	trait	with	or	
without	α-thalassemia	ไมื�มีื
อาการของโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย

15. EFA β+-thalassemia/
Hb	E	with	or	
without
α-thalassemia

positive positive <	80 <	27 β+-thalassemia/	Hb	E	with	or	
without	α-thalassemia

16. EA	Bart’s EA	Bart’s	disease positive positive <	80 <	27 EA	Bart’s	disease

17. EE	Bart’s	or	EF	Bart’s EF	Bart’s	disease positive positive <	80 <	27 EF	Bart’s	disease

18. EFA	Bart’s EFA	Bart’s	disease positive positive <	80 <	27 EFA	Bart’s	disease

19. CS	EA	Bart’s CS	EA	Bart’s	
disease

positive positive <	80 <	27 CS	EA	Bart’s	disease

20. CS	EA Hb	E	trait	with
Hb	Constant	
Spring

negative	
or	

positive

positive <	80
or	

normal

<	27
or

normal

Hb	E	trait	with	Hb	Constant	
Spring

21. CS	EE	Bart’s	หร่อ	CS	EF	
Bart’s

CS	EF	Bart’s	
disease

positive positive <	80 <	27 CS	EF	Bart’s	disease

22. CS	EFA	Bart’s CS	EFA	Bart’s	
disease

positive positive <	80 <	27 CS	EFA	Bart’s	disease

23. rare	abnormal	Hb Suspected	
abnormal	Hb

ข่�นักับัชื่นิัดของ	Abnormal	Hb	ที�พิบั Suspected	abnormal	Hb

*	โดยทั�วไปพิาหะ	Hb	E	จะติรวจพิบัปริมืาณ	Hb	E	+	Hb	A
2	
นั้อยกว�า	Hb	A	โดยมืักจะพิบัในัชื่�วงไมื�เกินั

ร้อยลัะ	40	หากพิบัมืากกว�าร้อยลัะ	40	อาจเป็นั	Compound	β+-thalassemia	with	Hb	E	หร่อ	Abnormal	Hb

คู่วรปร่กษาผ้่ิเชีื่�ยวชื่าญ
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	 คู่วามืผิ ิดปกติ ิของย ีนัท ี � เป ็นัสืาเหติ ุของ

α-thalassemia	1	ในัประชื่ากรไทยมืีสืาเหติุมืาจาก

การขาดหายไปของยีนั	 α-globin	 ทั�งสืองยีนับันั

โคู่รโมืโซีมืเดียวกันั	จ่งไมื�สืามืารถสืังเคู่ราะห์สืาย	

α-globin	ได้เลัย	สืามืี-ภรรยาที �มื ีคู่วามืผิิดปกติิ

ของ	α-thalassemia	1	ทั �งคู่ ่ � 	มื ีโอกาสืถ�ายทอด

คู่วามืผิิดปกติิร�วมืกันัไปส่ื�ล่ักทำาให้ล่ักเป็นั	Homozygous

α-thalassemia	1	(Hb	Bart’s	hydrops	fetalis)	ซ่ี�งเป็นั

โรคู่ธาลััสืซีีเมีืยที�มีือาการรุนัแรงที�สุืด	ทารกจะเสีืยชีื่วิติ

ตัิ�งแติ�อย่�ในัคู่รรภ์	ติายคู่ลัอด	หร่อไมื�กี�ชัื่�วโมืงหลัังคู่ลัอด	

ในัขณะที�มืารดาจะเกิดภาวะแทรกซ้ีอนัของการตัิ�งคู่รรภ์	

มีือาการคู่รรภ์เป็นัพิิษ	 มีืการคู่ลัอดผิิดปกติิ	ติกเล่ัอด

หลัังคู่ลัอด	หากอาการรุนัแรงมืากอาจเสืียชื่ีวิติได้	

ก�รตรวจวิเคำร�ะห์้คำว�มผิิดปกติของยีนำ
ที�เป็นำส�เห้ตุของ α-thalassemia 1

หากห้องปฏิิบั ัติ ิการมื ีศ ักยภาพิในัการติรวจหา

คู่วามืผิิดปกติิของยีนั	α-thalassemia	1	ได้อย�าง

มีืประสิืทธิภาพิ	 ถ่กต้ิองแลัะรวดเร็ว	 จะชื่�วยป้องกันั

อันัติรายที�จะเกิดข่�นักับัมืารดาที�ติั �งคู่รรภ์บัุติรเป็นั

Hb	Bart’s	hydrops	fetalis	ได้อย�างทันัท�วงที

	 คู่วามืผิ ิดปกติ ิของย ีนัท ี � เป ็นัสืาเหติ ุของ

α-thalassemia	1	ที�รายงานัในัประชื่ากรไทยมีื	2	ชื่นิัด	

คู่่อ	ชื่นัิด	SEA	deletion	แลัะชื่นัิด	THAI	deletion

สื�วนัใหญ�ที�พิบัเป็นัชื่นัิด	SEA	deletion	ชื่นัิด	THAI	

deletion	ถ ่งแมื ้จะพิบัในัอัติราสื �วนัที �นั ้อยกว �า

แติ�ถ้าพิบัคู่วามืผิิดปกติิร�วมืกับัชื่นัิด	SEA	deletion

ก็สื�งผิลัให้เกิด	 Hb	 Bart’s	 hydrops	 fetalis	 ได้เชื่�นั

เดียวกันั
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หลักก�ร

Gap	PCR/	Agarose	Gel	Electrophoresis

	 คู่วามืผิ ิดปกติ ิของย ีนัท ี � เป ็นัสืาเหติ ุของ

α-thalassemia	1	สืามืารถติรวจได ้โดยเทคู่นัิคู่

PCR	สื�วนัใหญ�นั ิยมืใชื่ ้ว ิธ ี 	Gap	PCR	ร�วมืก ับั

การวิเคู่ราะห์	PCR	Product	โดยการทำา	Agarose	gel

electrophoresis	อาศัยการสืร้าง	Primer	ให้คู่ร�อมื

บัริเวณ	DNA	ที �ขาดหายไป	เมื่ �อนัำาไปทำา	PCR

จะสืามืารถเพิิ�มืจำานัวนัชิื่�นัสื�วนัของ	DNA	ได้	เน่ั�องจาก

การขาดหายไปของ	DNA	ทำาให้	Primer	ดังกลั�าว

ถ่กเล่ั�อนัเข้ามืาใกล้ักันั	สื�วนั	DNA	คู่นัปกติิ	 (Normal	

DNA)	primer	ทั�งสืองที�ใช้ื่อย่�ห�างกันัมืากกว�า	17.5	kb	

(SEA	deletion)	แลัะมืากกว�า	38	kb	(THAI	deletion)	

ซ่ี�งเป็นัขนัาดใหญ�เกินักว�าจะเพิิ�มืจำานัวนัได้	ในัการทำา	

PCR	ทั�วๆ	ไป	จ่งไมื�มีื	PCR	Product	เกิดข่�นั	แลัะเพ่ิ�อ

ให้สืามืารถวินั ิจฉััยแยกระหว�าง	Homozygous

α-thalassemia	1	แลัะพิาหะ	α-thalassemia	1	จ่งมีื

การเพิิ�มื	Primer	สืำาหรับัเพิิ�มืปริมืาณ	Normal	DNA	

ลังไปในัการทำาปฏิิกิริยา	PCR	ด้วย	จากนัั�นัจ่งติิดติามื

การเกิด	 PCR	 products	 โดยการทำา	 Agarose	 gel	

electrophoresis	แลัะเปร ียบัเท ียบัขนัาด	DNA

ที�เกิดข่ �นัทำาให้ทราบัว�าบัุคู่คู่ลันัั�นัมืีคู่วามืผิิดปกติิ

ของยีนัที�เป็นัสืาเหตุิของ	α-thalassemia	1	ชื่นิัด	SEA	

deletion	หร่อชื่นิัด	THAI	deletion	หร่อไมื�

Relative	Quantitative	PCR

	 เทคู่นัิคู่	Relative	Quantitative	PCR	อาศัย

การออกแบับั	Primer	แลัะ	Probe	3	ชืุ่ด	สืำาหรับั

เพิ ิ �มืปร ิมืาณ	DNA	แลัะติรวจหาคู่วามืผิ ิดปกติ ิ

ของยีนัที�เป็นัสืาเหตุิของ	α-thalassemia	1	ชื่นิัด	SEA	

deletion	แลัะชื่นิัด	THAI	deletion	เปรียบัเทียบักับัยีนั	

α-globin	ที �ปกติิ	โดย	Probe	ทั �ง	3	ชื่นัิด	ได้ร ับั

การออกแบับัให้ติ ิดฉัลัากด้วยสืี	Fluorescence

ที�แติกติ�างกันั	จ่งสืามืารถติิดติามืคู่วามืผิิดปกติิของยนีั	

α-thalassemia	1	ทั�ง	2	ชื่นิัดได้

	 ตัิวอย�างที�ไมื�พิบัคู่วามืผิิดปกติิของ	α-thalassemia	1	

ทั�งชื่นิัด	SEA	แลัะชื่นิัดไทย	จะพิบัเฉัพิาะการเร่องแสืง

ของสีื	Fluorescence	ของ	Normal	probe	สื�วนัตัิวอย�าง

ที �พิบัคู่วามืผิิดปกติิของ	α-thalassemia	1	(SEA)

Heterozygote	จะพิบัการเร่องแสืงของสีื	Fluorescence	

ของ	Normal	probe	แลัะ	SEA	probe	แลัะติัวอย�าง

ที �พิบัคู่วามืผิิดปกติิของ	α-thalassemia	1	(THAI)	

Heterozygote	จะพิบัการเร่องแสืงของสีื	Fluorescence	

ของ	Normal	probe	แลัะ	THAI	probe

วิธ่ีก�ร

	 สื�วนัใหญ�แติ�ลัะหนั�วยงานัจะพิัฒนัาวิธีการ

ติรวจวิเคู่ราะห์ข่�นัใชื่้เอง	หลัักการวิเคู่ราะห์จ่งอาจ

แติกติ�างกันัข่�นักับัปริมืาณตัิวอย�างสื�งติรวจ	ติลัอดจนั

คู่วามืพิร้อมืของบุัคู่ลัากรแลัะเคู่ร่�องม่ือ	สิื�งที�สืำาคัู่ญ	คู่่อ

จะต้ิองมีืการติรวจสือบัคู่วามืถ่กต้ิองของวิธีวิเคู่ราะห์	

(Method	Validation)	ก�อนัเปิดบัริการ	เพ่ิ�อให้สือดคู่ล้ัอง

ติามืข้อกำาหนัดในัมืาติรฐานัสืากลั	แลัะมืีคู่วามืมืั�นัใจ

ในัประสิืทธิภาพิของการติรวจวิเคู่ราะห์

การรายงานัผิลัในักรณีติรวจวินิัจฉััยในับุัคู่คู่ลัทั�วไปที�

ไมื�ใชื่�การติรวจวินิัจฉััยทารกในัคู่รรภ์มืารดา

	 ร�ย่ง�นิผล	Negative	for	α-thalassemia	1

(SEA	and	THAI	deletion)	ในักรณีที �ติรวจไมื�พิบั

คู่วามืผิิดปกติิของยีนั	 α-thalassemia	 1	 ชื่นิัด	 SEA	

แลัะชื่นิัด	THAI

	 ร�ย่ง�นิผล	Positive	for	α-thalassemia	1

(SEA	deletion)	ในักรณีที �ติรวจพิบัคู่วามืผิิดปกติิ

ของยีนั	α-thalassemia	1	ชื่นิัด	SEA	

	 ร�ย่ง�นิผล	Positive	for	α-thalassemia	1

(THAI	deletion)	ในักรณีที �ติรวจพิบัคู่วามืผิิดปกติิ

ของยีนั	α-thalassemia	1	ชื่นิัด	THAI
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ก�รคำวบคุำมคุำณภ�พ

	 1.	คู่วรมืีการคู่วบัคูุ่มืคู่ ุณภาพิภายในัห้อง

ปฏิิบััติิการ	(Internal	Quality	Control)	โดยใช้ื่ตัิวอย�าง	

DNA	คู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภาพิที �ผิ �านัการติรวจย่นัยันัแลั้ว

ให้คู่รบัทั�ง	3	ชื่นิัด	คู่่อ	DNA	คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิชื่นิัด	SEA	

deletion,	DNA	คู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิชื่นิัด	THAI	deletion	

แลัะ	DNA	คู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภาพิที �ไมื�พิบัคู่วามืผิิดปกติิ

ของทั�ง	SEA	แลัะ	THAI	deletion	(Negative	control)	

ทุกคู่รั�งที�ทำาการวิเคู่ราะห์ตัิวอย�างสื�งติรวจ

	 2.	 คู่วรเข้าร�วมืกิจกรรมืคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิโดย

หนั�วยงานัภายนัอก	 (External	 Quality	 Assurance	

หร่อ	Proficiency	Testing	Program)	เป็นัประจำา

	 3.	 คู่วรให้คู่วามืสืำาคัู่ญในัการด่แลับัำารุงรักษา	

แลัะสือบัเทียบัคู่รุภัณฑ์์ที�มีืผิลักระทบัติ�อคู่วามืนั�าเช่ื่�อถ่อ

ของการติรวจวิเคู่ราะห์	เชื่�นั	เคู่ร่�อง	PCR	ปิเปติติ์

อัติโนัมืัติิ	ติ่้เย็นั	แลัะติ่้แชื่�สืำาหรับัเก็บัติัวอย�างแลัะ

นัำ�ายาที�ใช้ื่ในัการติรวจวิเคู่ราะห์

	 4.	บุัคู่ลัากรที�ปฏิิบััติิหน้ัาที�คู่วรได้รับัการฝึกอบัรมื

เป็นัประจำาอย�างติ�อเน่ั�อง
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	 คู่วามืผิ ิดปกติ ิของย ีนัท ี � เป ็นัสืาเหติ ุของ

β-thalassemia	 ในัประชื่ากรไทยสื�วนัใหญ�เป็นัชื่นิัด	

point	mutation	ซ่ี�งเกิดจากการมีืเบัสืเปลีั�ยนัแปลังไป	

(Base	substitution)	หร่อเบัสืจำานัวนัน้ัอยๆ	ขาดหายไป	

หร่อเกินัมืา	(Small	deletion	หร่อ	insertion)	ทำาให้

เก ิด	Mutation	ที �เร ียกว�า	Frameshift	mutation

คู่วามืรุนัแรงของ	 β-thalassemia	 ข่�นักับัชื่นัิดของ	

Mutation	ที�เกิดข่�นัว�าสืามืารถสืร้าง	mRNA	หร่อสืาย	

β-globin	ได้หร่อไมื�	หากไมื�สืามืารถสืร้างสืาย	β-globin	

ได้เลัย	เรียก	β0-thalassemia	แติ�ถ้าสืามืารถสืร้างสืาย	

β-globin	ได้บ้ัางเรียก	β+-thalassemia	คู่วามืผิิดปกติิ

ของยีนัที�เป็นัสืาเหตุิของ	β-thalassemia	ในัประชื่ากรไทย

มืีคู่วามืหลัากหลัายมืาก	ปัจจุบัันัมืีรายงานัมืากกว�า	

30	ชื่นัิด	โดยแติ�ลัะภ่มืิภาคู่แติ�ลัะชืุ่มืชื่นัก็มืีคู่วามื

แติกติ�างกันั

	 การติรวจหาคู่วามืผิิดปกติิของยีนัที�เป็นัสืาเหตุิ

ของ	β-thalassemia	ในัปัจจุบัันันิัยมืใช้ื่เทคู่นิัคู่	Allele	

Specific	PCR	(ASPCR),	เทคู่นิัคู่	Reverse	Dot	Blot	

Hybridization	(RDB),	เทคู่นิัคู่	PCR	with	High-Resolution	

Melting	Analysis	(HRMA)	แลัะการติรวจหาลัำาดับั

การเรียงตัิวของสืารพัินัธุกรรมื	(DNA	sequencing)

หลักก�ร

เทคู่นิัคู่	Allele	Specific	PCR	(ASPCR)

	 เทคู่นิัคู่	Allele	Specific	PCR	(ASPCR)	อาศัย

การออกแบับัแลัะสัืงเคู่ราะห์	Primer	ให้มีืคู่วามืจำาเพิาะ

ติ�อ	Mutation	 ชื่นิัดใดชื่นิัดหน่ั�ง	 ชื่นิัดลัะ	 2	 Primer,	

Primer	ที�	1	จำาเพิาะติ�อ	Allele	ปกติิ	แลัะ	Primer	ที�	2	

จำาเพิาะติ�อ	Mutation	ชื่นิัดนัั�นัๆ	โดยออกแบับัให้มีืเบัสื

จำาเพิาะที�ปลัายด้านั	3’	จากนัั�นันัำา	Primer	ทั�งสืองชื่นิัด

ก�รตรวจวิเคำร�ะห์้คำว�มผิิดปกติของยีนำ
ที�เป็นำส�เห้ตุของ β-thalassemia

ไปทำา	PCR	 คู่่�กับั	Primer	ปกติิอีกชื่นิัดหน่ั�ง	 ซ่ี�งเป็นั	

Common	primer	โดยอาศัยเอนัไซีมื์	Taq	DNA

polymerase	หร่อ	DNA	polymerase	ชื่นิัดที�ไมื�มีืฤทธิ�

ของ	3’-5’	exonuclease	ภายใต้ิสืภาวะในัการทำา	PCR	

ที�เหมืาะสืมื	Primer	จำาเพิาะแติ�ลัะชื่นิัดจะทำาให้เกิดการ

เพิิ�มืจำานัวนั	β-globin	gene	จาก	Allele	ใด	Allele	หน่ั�ง

ที�จำาเพิาะเท�านัั�นั	จ่งสืามืารถแยก	β-globin	gene	ปกติิ	

แลัะ	β-thalassemia	ออกจากกนััไดโ้ดยติรวจด่ชิื่�นัสื�วนั	

DNA	ท ี �เพิ ิ �มืจ ำานัวนัข ่ �นัมืาได ้	โดยการแยกด ้วย

กระแสืไฟฟ้า	(Agarose	gel	electrophoresis)

	 ในัการท ำา	ASPCR	ติ ัวอย �างท ี � ให ้ผิลัลับั

จะไมื�ปรากฏิแถบั	DNA	ใดๆ	ให้เห็นับันัแผิ�นัเจลั

ที�แยกด้วยกระแสืไฟฟ้า	ดังนัั�นันัอกเหน่ัอจากตัิวอย�าง

คู่วบัคูุ่มืที�ให้ผิลับัวก	(Positive	control)	แลัะให้ผิลัลับั	

(Negative	control)	แล้ัว	จะต้ิองมีืการคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิ

ปฏิิกิริยา	PCR	ในัหลัอดทดลัอง	(Internal	control)	

ของการทำา	PCR	ด้วย	โดยเป็นัการเพิิ �มืจ ำานัวนั

ของยีนัอ่�นัที�ไมื�ใชื่�	β-globin	gene	แลัะมืขีนัาดชิื่�นัสื�วนั	

DNA	ที�แติกติ�างจากยีนัที�เป็นัสืาเหตุิของ	β-thalassemia	

ที�กำาลัังจะติรวจ

	 วิธี	ASPCR	นัับัเป็นัวิธีที�รวดเร็ว	แลัะสืะดวก

ในัการติรวจหาคู่วามืผิิดปกติิของยีนั	เน่ั�องจากขั�นัติอนั

ที �ติ ้องท ำาการว ิเคู่ราะห ์ภายหลัังข ั �นัติอนั	PCR

(Post	PCR)	มีืเพีิยงการติรวจหา	DNA	ที�เพิิ�มืจำานัวนั

ได้โดยการแยกด้วยกระแสืไฟฟ้าเท�านัั�นั

เทคู่นิัคู่	Reverse	Dot	Blot	Hybridization	(RDB)

	 เทคู่นิัคู่	Reverse	Dot	Blot	Hybridization	(RDB)	

อาศัยการออกแบับัแลัะสืังเคู่ราะห์	Allele	Specific

Oligonucleotide	(ASO)	Probe	หลัายๆ	ชื่นัิดที �มืี
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ปลัายข้างหนั่�งเป็นัหมื่�อะมืิโนั	(NH
2
)	นัำามืาย่ดติิด

บันัแผิ�นัไนัลัอนัเมืมืเบัรนั	(Nylon	membrane)	ที�เป็นั

ประจุลับั	แลั้วนัำา	DNA	ของผิ่ ้ป ่วยที �ได ้ท ำา	PCR

โดยให้นั ิวคู่ลัีโอไทด์บันัสืาย	DNA	ติิดฉัลัากด้วย

Biotin	มืา	Hybridize	กับั	ASO	Probe	บันัแผิ�นัเมืมืเบัรนั

ดังกลั�าว	แล้ัวติรวจสือบัปฏิิกิริยา	Hybridization	ระหว�าง	

ASO	Probe	กับั	DNA	ผ้่ิป่วย	โดยการทำา	Color	detection	

วิธีการดังกลั�าวสืามืารถติรวจหาคู่วามืผิิดปกติิของยีนั	

β-thalassemia	ได้หลัายชื่นิัดจากการทำา	Hybridization	

เพีิยงคู่รั�งเดียว	นัับัเป็นัวิธีที�สืะดวก	รวดเร็ว

เทคู่นิัคู่		PCR	with	High-Resolution	Melting	Analysis	

(HRMA)

	 เทคู่นิัคู่	PCR	with	High-Resolution	Melting	

Analysis	(HRMA)	อาศัยลัักษณะการเปลัี �ยนัแปลัง

เฉัพิาะตัิวของสัืญญาณฟล่ัออร์เรสืเซีนัต์ิที�กำาลัังลัดลัง

จากการแยกตัิวระหว�างสีืฟล่ัออร์เรสืเซีนัต์ิ	(Fluorescent	

dye)	ก ับัดีเอ ็นัเอสืายคู่่ �ท ี �มื ีลั ำาดับั	นัิวคู่ลัิโอไทด์

แติกติ�างกันัเมื่�ออุณหภ่มืิสื่งข่�นั	โดยคู่วามืแติกติ�าง	

ของลัักษณะการปลัดปลั�อยสัืญญาณฟล่ัออร์เรสืเซีนัต์ินีั�

มื ีลั ักษณะเฉัพิาะติัวสื ำาหร ับัด ีเอ ็นัเอเป ้าหมืาย

ที�เกิดจากการเปลัี�ยนัแปลังของลัำาดับันัิวคู่ลัิโอไทด์

แม้ืเพีิยงหน่ั�งตัิว

การติรวจหาลัำาดับัการเรียงตัิวของสืารพิันัธุกรรมื	

(DNA	sequencing)

	 วิธีติรวจหาลัำาดับัการเรียงตัิวของสืารพัินัธุกรรมื	

(DNA	sequencing)	ที�นิัยมืใช้ื่ในัปัจจุบัันั	คู่่อ	วิธี	Chain

termination	ของ	Sanger	ซี่�งสืามืารถพิฒันัาใช้ื่ร�วมืกับั

เคู่ร่�องม่ืออัติโนัมัืติิ	 ทำาให้การอ�านัแลัะการวิเคู่ราะห์

ผิลัทำาสืะดวกมืากข่�นั	อาศัยการเพิิ�มืปริมืาณ	DNA

ที�ต้ิองการติรวจหาลัำาดับัการเรียงตัิวของสืารพัินัธุกรรมื

ด้วยเทคู่นัิคู่	PCR	โดย	DNA	สืายใหมื�ที �สืร้างข่ �นั

จะถ่กจำากัดคู่วามืยาวด้วย	Dideoxy	nucleotide	

ตัิวใดตัิวหน่ั�งในั	4	ตัิว	คู่่อ	ddATP,	ddGTP,	ddCTP	

แลัะ	ddTTP	ท ี �ติ ิดฉัลัากด้วยสื ีฟลั ่ออเรสืเซีนัติ์

ที�แติกติ�างกันั	เม่ื�อนัำาปฏิิกิริยาที�ได้ไปทำา	Polyacrylamide	

Gel	Electrophoresis	จะสืามืารถแยกชิื่�นัสื�วนัของ	DNA	

ที�มีืคู่วามืยาวติ�างกันั	1	เบัสืได้	การทำา	Electrophoresis	

โดยใชื่ ้เคู่ร ่ �องอ ัติโนัมืัติ ิ	ซี ่ �งมื ีอ ุปกรณ์การอ �านั

แลัะการแปลัผิลัข้อมื่ลั	จะชื่�วยอำานัวยคู่วามืสืะดวก

ในัการติรวจวิเคู่ราะห์ได้เป็นัอย�างดี

วิธ่ีก�ร

	 สื �วนัใหญ �แติ �ลัะหนั �วยงานัจะพิ ัฒนัาว ิธ ี

การติรวจวิเคู่ราะห์ข ่ �นัใชื่้เอง	หลัักการวิเคู่ราะห์

จ่งอาจแติกติ�างกันัข่�นักับัปริมืาณตัิวอย�างสื�งติรวจ	

ติลัอดจนัคู่วามืพิร้อมืของบัุคู่ลัากรแลัะเคู่ร่ �องมื่อ

สิื�งที�สืำาคัู่ญคู่่อจะติ้องมีืการติรวจสือบัคู่วามืถ่กต้ิอง

ของวิธีวิเคู่ราะห์	(Method	Validation)	ก�อนัเปิดบัริการ	

เพ่ิ�อให้สือดคู่ลั้องติามืข้อกำาหนัดในัมืาติรฐานัสืากลั	

แลัะมีืคู่วามืมัื�นัใจในัประสิืทธิภาพิของการติรวจวิเคู่ราะห์

ก�รร�ย่ง�นิผล

	 รายงานัผิลั	Negative	ในักรณีติรวจไมื�พิบั

คู่วามืผิิดปกติิของยีนั	β-thalassemia	ที�ติรวจสือบั

เชื่�นั	Negative	 for	 β-thalassemia	 [Codons	 41/42	

(-TTCT),	Codon	17	(A	>	T)	and	IVS	I-5	(G	>	C)]

	 รายงานัผิลั	Positive	 for	β-thalassemia	แลัะ

ระบุัคู่วามืผิิดปกติิของยีนั	β-thalassemia	ที�ติรวจพิบั

เชื่�นั	 Positive	 for	 β-thalassemia	 [Codons	 41/42	

(-TTCT)]

	 รายงานัผิลั	Positive	for	compound	heterozygous	

β-thalassemia	แลัะระบุัชื่นิัดของยีนัที�ผิิดปกติิในักรณี

ติรวจพิบัคู่วามืผิิดปกติิของยีนั	 2	 ชื่นิัดร�วมืกันั	 เชื่�นั	

Positive	for	Compound	Heterozygous	β-thalassemia	

[Codons	41/42	(-TTCT)	and	IVS	I-5	(G	>	C)]
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ช้นิิดัก�รกล�ย่พันิธ์ุีข้อง β-thalassemia ในิคำนิไท์ย่

No. Mutations HGVS name Type Mechanism

1 -28	(A>G) HBB:c.-78A>G β+ Transcriptional	mutations

2 -30	(T>C) HBB:c.-80T>C

3 -31	(A>G) HBB:c.-81A>G

4 -50	(G>A) HBB:c.-100G>A

5 -86	(C>G) HBB:c.-136C>G

6 -87	(C>A) HBB:c.-137C>A

7 -90	(C>T) HBB:c.-140C>T

8 +1	(A>C) HBB:c.-50A>C β+ Cap	site	mutation

9 Init.	Codon	(ATG>AGG) HBB:c.2T>G β0 Initiation	codon	mutation

10 Codon	8/9	(+G) HBB:c.27dupG β0 Frameshift	mutations

11 Codon	14/15	(+G) HBB:c.45dupG

12 Codon	15	(-T) HBB:c.46delT

13 Codon	27/28	(+C) HBB:c.85dupC

14 Codon	33/34	(-G) HBB:c.102_103delG

15 Codon	41	(-C) HBB:c.126delC

16 Codon	41/42	(-TTCT) HBB:c.126_129delCTTT

17 Codon	71/72	(+T) HBB:c.216dupT

18 Codon	71/72	(+A) HBB:c.217dupA

19 Codon	95	(+A) HBB:c.287dupA

20 Codon	121	(-G) HBB:c.364delG

21 Codon	123-125	(-ACCCCACC)
(Hb	Khonkaen)

HBB:c.370_378delACCCCACCA

22 Codon	30	(AGG>ACG)	or	IVS	I-1 HBB:c.92G>C β0 RNA	processing	mutations

23 IVS	I-1	(G>T) HBB:c.92+1G>T β0

24 IVS	I-1	(G>A) HBB:c.92+1G>A β0

25 IVS	I-2	(T>C) HBB:c.92+2T>C β0

26 IVS	I-2	(T>A) HBB:c.92+2T>A β0

27 IVS	I-5	(G>C) HBB:c.92+5G>C β+	(severe)

28 IVS	I-116	(T>G) HBB:c.93-15T>G β0

29 IVS	II-654	(C>T) HBB:c.316-197C>T β+	(severe) RNA	processing	mutations

30 IVSII-815	(C>T) HBB:c.316-36C>T Unclear

31 Codon	19	(AAC>AGC) HBB:c.59A>G β+	(Hb	Malay)

32 Codon	26	(GAG>AAG) HBB:c.79G>A β+	(Hb	E)

33 CD	26	(GAG>AAG),	IVS	I-7	(A>G)	
(Hb	E-Udon	Thani)

HBB:c.[79G>A;92+7A>G] β+

34 CD	26	(GAG>AAG),	IVS	I-7	(A>T) HBB:c.[79G>A;92+7A>T] β+
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No. Mutations HGVS name Type Mechanism

35 Codon	126	(GTG>GGG) HBB:c.380T>G β+	(Hb	Dhonburi	or	
Hb	Neapolis)

Unstable	Hb

36 Codon	15	(TGG>TAG) HBB:c.47G>A β0 Nonfunctional	mRNA	
mutations

(nonsense	mutations)
37 Codon	17	(AAG>TAG) HBB:c.52A>T

38 Codon	26	(GAG>TAG) HBB:c.79G>T

39 Codon	35	(TAC>TAA) HBB:c.108C>A

40 Codon	43	(GAG>TAG) HBB:c.130G>T

41 PolyA	(AATAAA>AATAGA) HBB:c.*112A>G β+ Polyadenylation	mutation

42 β0-thalassemia	(105	bp	deletion) HBB:c.-74_31del β0 Gene	deletions

43 β0-thalassemia	(619	bp	Asian	
Indian	deletion)

NG_000007.3:g.71609_72227del

44 Thai	β0-thalassemia	(3485	bp	
deletion)

NC_000011.10:g.5224302_522779
1del

45 Prachinburi	β0-thalassemia	(60	kb	
deletion)

NC_000011.10:g.5167971_522812
3del

46 Filipino	β0-thalassemia
(118.5	kb	deletion)

NC_000011.10:g.5112882	
_5231358del

47 Thai/Vietnamese/Laotian
δβ0-thalassemia	(12.6	kb	deletion)

NG_000007.3:g.64383_76994del δβ0

48 Thai	δβ0-thalassemia
(11.3	kb	deletion)

NG_000007.3:g.60045_71313del

49 Indian	deletion-inversion	
Gγ(Aγδβ)0-thalassemia

NG_000007.3:g.48400_49245d
el;49246_64567inv;64568_72051del

Aγδβ0

50 Chinese	Aγδβ0-thalassemia
(78.9	kb	deletion)

NG_000007.3:g.48795_127698del

51 Siriraj	Aγδβ0-thalassemia
(~118	kb	deletion)

AC104389.8:g.52507_165744del

52 Thai	deletion-inversion-insertion	
Aγδβ0-thalassemia
(118.3	kb	deletion)

NG_000007.3:g.47449_165744del Aγδβ0 Gene	deletions

53 HPFH-6	(79.3	kb	deletion) NG_000007.3:g.45595_124872del HPFH

54 Vietnamese/	SEA	HPFH
(27	kb	deletion)

NG_000007.3:g.64384_76993del

55 Hb	Lepore NG_000007.3:g.63290_70702del,	
NG_000007.3:g.63632_71046del

δβ+

ก�รคำวบคุำมคุำณภ�พ

	 1.	 คู่วรทำา	 Positive	 control	 แลัะ	 Negative	

control	โดยใช้ื่ตัิวอย�าง	DNA	ที�ผิ�านัการติรวจย่นัยันัแล้ัว

ทำาปฏิิกิริยาคู่วบัคู่่�ไปกับัตัิวอย�างสื�งติรวจทุกคู่รั�ง

	 2.	 คู่วรเข้าร�วมืกิจกรรมืคู่วบัคุู่มืคุู่ณภาพิโดย

หนั�วยงานัภายนัอก	 (External	 Quality	 Assurance	

หร่อ	Proficiency	Testing	Program)	เป็นัประจำา

	 3.	 คู่วรให้คู่วามืสืำาคัู่ญในัการด่แลับัำารุงรักษา

แลัะสือบัเทียบัคู่รุภัณฑ์์ที�มีืผิลักระทบัติ�อคู่วามืนั�าเช่ื่�อถ่อ

ของการติรวจวิเคู่ราะห์
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	 4.	บั ุคู่ลัากรที �ปฏิ ิบั ัติ ิหนั ้าท ี �คู่วรได ้ร ับัการ

ฝึกอบัรมืเป็นัประจำาอย�างติ�อเน่ั�อง

ข้้อจำำ�กัดั 

เทคู่นิัคู่	Allele	Specific	PCR	(ASPCR)

	 1.	การติรวจย ีนั	β-thalassemia	ด ้วยว ิธ ี

Multiplex	ASPCR	เมื่ �อพิบัผิลับัวกกับั	Mutation

ชื่นิัดใดชื่นิัดหน่ั�งจะสืรุปจีโนัไทป์ยังไมื�ได้จะต้ิองทำา	

PCR	อีกหลัอดด้วย	Primer	ปกติิ	(N)	ที�	Codon	ที�มีื	

Mutation	นัั�นั	ถ้าติรวจพิบัแถบั	DNA	ที�จำาเพิาะเม่ื�อใช้ื่	

Primer	N	ด้วย	ก็แสืดงว�าเป็นั	Heterozygote	แติ�ถ้า

ไมื�พิบัก็แสืดงว�าเป็นั	Homozygote	การติรวจด้วย	

Primer	N	นัี �	จะใชื่้ในักรณีที �ทำาการติรวจวินัิจฉััย

ตัิวอย�างทารกที�มีืพิ�อแลัะแมื�มีื	Mutation	ชื่นิัดเดียวกันั	

แติ�ถ้าพิ�อแลัะแมื�มีื	Mutation	ติ�างชื่นิัดกันั	เชื่�นั	พิ�อมีื	

β-thalassemia	Codon	17	[A	>	T]	แมื�มีื	Hb	E	ตัิวอย�าง	

DNA	ของทารกก็จะติรวจด้วย	Primer	M	ของ	Codon	

17	[A	>	T]	แลัะ	Hb	E	เท�านัั�นั	สื�วนัการติรวจหา	Mutation	

ของยีนั	β-thalassemia	ในัหญิงตัิ�งคู่รรภ์	แลัะหร่อคู่่�สืมืรสื

ที�มืีผิลัการติรวจคู่ัดกรองเป็นับัวก	แลัะผิลัวิเคู่ราะห์

ฮีีโมืโกลับิันัที�วินิัจฉััยได้แล้ัวว�าเป็นัพิาหะ	β-thalassemia	

(Hb	typing	A
2
A	with	high	Hb	A

2
)	เม่ื�อให้ผิลับัวกกับั	

Mutation	ใดแล้ัวก็ไมื�จำาเป็นัต้ิองติรวจกับั	Primer	N	ติ�อ

	 2.	จำาเปน็ัต้ิองใช้ื่	Primer	หลัายชื่นัดิในัการติรวจ	

แติ�ถ้าเล่ัอกศ่กษาในักลุั�มืประชื่ากรเป้าหมืายแล้ัวจะมีื

Mutation	ที�ต้ิองติรวจไมื�มืากนััก

เทคู่นิัคู่	Reverse	Dot	Blot	Hybridization	(RDB)

	 1.	กรณีที�เป็นั	Compound	Heterozygote	ของ	

Mutation	ที�มีืติำาแหนั�งใกล้ักันั	เชื่�นั	 IVS	 I-1แลัะ	 IVS	

I-5	หร่อ	Codon	17	แลัะ	Codon	19	จะไมื�พิบั

การเกิดสีืบันั	Normal	probe	เน่ั�องจากติำาแหนั�งที�ผิิดปกติิ

ใกล้ักันั	ทำาให้	Normal	probe	ทั�ง	2	ชื่นิัด	ไมื�สืามืารถ	

Hybridize	กับั	DNA	template	ได้

	 2.	เป็นัวิธีที�คู่�อนัข้างยุ�งยากแลัะมืหีลัายขั�นัติอนั	

จ่งต้ิองอาศัยผ้่ิเชีื่�ยวชื่าญแลัะมีืประสืบัการณ์ส่ืง

เทคู่นิัคู่		PCR	with	High-Resolution	Melting	Analysis	

(HRMA)

	 1.	ต้ิองทดสือบั	DNA	Positive	control	ร�วมืด้วย	

ทุกคู่รั�ง	เพ่ิ�อใช้ื่เป็นักราฟอ้างอิงสืำาหรับัแปลัผิลัการติรวจ

วิเคู่ราะห์

	 2.	กรณีที�	Mutation	ติ�างชื่นิัดกันัแติ�ให้ลัักษณะ

กราฟที�คู่ล้ัายคู่ล่ังกันัมืาก	 หากไมื�ซ้ีอนัทับักับักราฟ

อ้างอิงอาจจำาเป็นัติ้องทำาการติรวจย่นัยันัชื่นัิด

Mutation	ด้วยเทคู่นิัคู่อ่�นั

	 3.	หากพิบั	Single	Nucleotide	Polymorphism	

ร �วมืกับั	Mutation	มืีผิลัทำาให้ลั ักษณะของกราฟ

คู่ลัาดเคู่ล่ั�อนัไมื�ติรงกับักราฟ	DNA	Positive	control	

ต้ิองทำาการติรวจย่นัยันัชื่นิัด	Mutation	ด้วยเทคู่นิัคู่อ่�นั

การติรวจหาลัำาดับัการเรียงตัิวของสืารพิันัธุกรรมื	

(DNA	sequencing)

	 1.	 นิัยมืใช้ื่ในัการติรวจหาการกลัายพิันัธ์ุชื่นิัด	

Point	mutation	หร่อเบัสืจำานัวนัน้ัอยๆ	ขาดหายไป	

หร่อเกินัมืา	(Small	deletion	หร่อ	Insertion)	กรณี

ที�เป็นัการกลัายพินััธ์ุที�เกิดจากการขาดหายไปของยนีั	

(Deletion)	ขนัาดใหญ�	ซ่ี�งอย่�นัอกเหน่ัอจากไพิรเมือร์

ที�ออกแบับัไว้	ทำาให้ไมื�สืามืารถติรวจวินิัจฉััยลัักษณะ

การกลัายพัินัธ์ุดังกลั�าวได้	จำาเป็นัต้ิองอาศัยเทคู่นิัคู่อ่�นั

เพ่ิ�อติรวจหายีนัที�ผิิดปกติิติ�อไป	เชื่�นั	Thai	β0-thalassemia	

(3,485	bp	deletion)

	 2.	เป็นัวิธีที�คู่�อนัข้างยุ�งยากแลัะมืหีลัายขั�นัติอนั	

จ่งต้ิองอาศัยผ้่ิเชีื่�ยวชื่าญแลัะมีืประสืบัการณ์ส่ืง

	 3.	เป็นัวิธีที �ติ ้องใชื่้เคู่ร่ �องมื่อที �มืีราคู่าแพิง

จ่งเหมืาะกับัห้องปฏิิบััติ ิการอ้างอิงที �ให ้บัร ิการ

ติรวจหาลั ำาด ับัการเร ียงติ ัวของสืารพิันัธ ุกรรมื

ในัด้านัอ่�นัที�นัอกเหน่ัอจากการติรวจหาคู่วามืผิิดปกติิ

ของยีนัธาลััสืซีีเมีืย
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ภาพสรุปแนวทางการดำาเนินงานทางห้้องปฏิิบัิติการ

ตััวอย่่�ง EDTA Blood

ตัรวจำคัำดักรอง โดัย่ใช้้ OF Test + DCIP Precipitation Test/ Micro-Column Chromatography
หรือ MCV/ MCH + DCIP Precipitation Test/ Micro-Column Chromatography

ผลก�รตัรวจำคัำดักรองเป็นิ -/- ผลก�รตัรวจำคัำดักรองเป็นิ -/+ หรือ +/- หรือ +/+

ตัรวจำ Hb typing โดัย่ HPLC/ CE

PCR for α-thalassemia 1

A
2
A

(Hb A
2 
≤ 3.5%)

Suspected
α-thalassemia

A
2
A

(Hb A
2 
3.6-8%)

β-thalassemia trait 
with or without
α-thalassemia

EA
(Hb E ≥ 25%)

Hb E trait

EA
(Hb E < 25%)

Suspected Hb E trait 
with or without
α-thalassemia

EE
(Hb E ≥ 80%)

Homozygous Hb E 
with or without
α-thalassemia

Thalassemia disease
- α-thalassemia: A

2
A Bart’s H/ CS A

2
A Bart’s H

- β-thalassemia: A
2
F, EF, A

2
FA, EFA

- αβ-thalassemia: EA Bart’s/ CS EA Bart’s
- อื�นิ ๆ : EF Bart’s/ CS EF Bart’s

Non-thalassemia or Non-clinically significant thalassemia

สรุปแนำวท�งก�รดำ�เนิำนำง�นำท�งห้้องปฏิิบัิติก�ร และต�ร�ง
แสดงชนิำดธ�ลัสซีีเมียของค่่ำส�มีภรรย�ที�เสี�ยงต่อก�รมีบุิตร
เป็นำโรคำธ�ลัสซีีเมียชนิำดรุนำแรง
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ช้นิิดัธี�ลัสซ่ีเม่ย่ข้องค่่ำส�ม่ภรรย่�ท่์�เส่�ย่งต่ัอก�รม่บุตัรเป็นิโรคำธี�ลัสซ่ีเม่ย่ช้นิิดัรุนิแรง

ธี�ลัสซ่ีเม่ย่ในิค่่ำส�ม่ภรรย่� โรคำท่์�เป็นิคำว�มเส่�ย่งข้องบุตัร (โอก�สเป็นิโรคำ)

α-thal	1	trait	+	α-thal	1	trait Hb	Bart’s	hydrops	fetalis	(1/4)

α-thal	1	trait	+	Hb	H	disease Hb	Bart’s	hydrops	fetalis	(1/4)

Hb	H	disease	+	Hb	H	disease Hb	Bart’s	hydrops	fetalis	(1/4)

β-thal	trait	+	β-thal	trait Homo	β-thal	(1/4)

β-thal	trait	+	Homo	β-thal Homo	β-thal	(1/2)

Homo	β-thal	+	Homo	β-thal Homo	β-thal	(100%)

β-thal	trait	+	Hb	E	trait β-thal/	Hb	E	(1/4)

β-thal	trait	+	Homo	Hb	E β-thal/	Hb	E	(1/2)

Homo	β-thal	+	Homo	Hb	E β-thal/	Hb	E	(100%)

β-thal/	Hb	E	+	Homo	Hb	E β-thal/	Hb	E	(1/2)

β-thal/	Hb	E	+	β-thal	trait β-thal/	Hb	E	(1/4)	แลัะ	Homo	β-thal	(1/4)

β-thal/	Hb	E	+	β-thal/	Hb	E β-thal/	Hb	E	(1/2)	แลัะ	Homo	β-thal	(1/4)

β-thal/	Hb	E	+	Homo	β-thal β-thal/	Hb	E	(1/2)	แลัะ	Homo	β-thal	(1/2)

หม�ย่เหตุั

	 1.	β-thal/	Hb	E	แลัะ	Homo	β-thal	บัางราย

ตัิ�งคู่รรภ์ได้เม่ื�อได้รับัการรักษามืาอย�างดี	

	 2.	ในักรณีที �คู่่ �สืามืีภรรยามืียีนั	β-thal	หร่อ

Hb	E	คู่วรติ้องพิิจารณาการมืีย ีนัแฝง	α-thal	1	

ในัติัวอย�างดังกลั�าวจากผิลัการติรวจคู่ัดกรองแลัะ

ผิลัการทำา	Hb	typing	ด้วยแลัะติ้องประเมืินัโอกาสื

ที�ทารกในัคู่รรภ์จะเป็นัโรคู่	Hb	Bart’s	hydrops

fetalis	ร�วมืด้วยเสืมือ
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คู่ำาสัื�งกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
ที�	๒๓๕๖/๒๕๖๖

เร่�อง	แติ�งตัิ�งคู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา	
“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	

ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”

---------------------------------------
	
	 ติามืคู่ำาสัื�งกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	ที�	๖๘๐/๒๕๕๘	ลังวันัที�	๒๗	เมืษายนั	๒๕๕๘	ได้แติ�งตัิ�งคู่ณะกรรมืการทบัทวนั
คู่่�มื่อปฏิิบััติิงานัการติรวจวินัิจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	ให้จัดทำาคู่่�มื่อฯ	ฉับัับัปรับัปรุง	
ปี	พิ.ศ.	๒๕๕๘	สืำาหรับัใช้ื่เป็นัแนัวทางการปฏิิบััติิงานัให้มีืมืาติรฐานัเดียวกันั	 เพ่ิ�อสืนัับัสืนุันัการดำาเนิันังานัด้านัการคู่วบัคุู่มื
แลัะป้องกันัโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย	ในัการพัิฒนัาเคู่ร่อข�ายการติรวจโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	โดยได้รับั
การสืนัับัสืนุันังบัประมืาณจากสืำานัักงานัหลัักประกันัสุืขภาพิแห�งชื่าติิ	นัั�นั	
	 เพิ่�อให้การจัดทำาคู่่�มื่อดังกลั�าวทันัสืมืัย	สือดคู่ลั้องกับัเทคู่นัิคู่การติรวจวินัิจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ
ที�พัิฒนัาข่�นัในัยุคู่ปัจจุบัันั	 ฉัะนัั�นัอาศัยอำานัาจติามืคู่วามืในัมืาติรา	๓๒	 แห�งพิระราชื่บััญญัติิระเบีัยบับัริหารราชื่การแผิ�นัดินั	
พิ.ศ.	๒๕๓๔	แลัะที�แก้ไขเพิิ�มืเติิมื	อธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์จ่งมีืคู่ำาสัื�งดังนีั�
	 ๑.	ให้ยกเลัิกคู่ำาสืั �งกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	ที �	๖๘๐/๒๕๕๘	ลังวันัที �	๒๗	เมืษายนั	๒๕๕๘	เร่ �อง	แติ�งติั �ง
คู่ณะกรรมืการทบัทวนัคู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ
	 ๒.	 แติ�งตัิ�งคู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา	 “คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิ
ทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”	โดยมีืองค์ู่ประกอบั	หน้ัาที�แลัะอำานัาจดังนีั�	
	 	 ๒.๑	องค์ู่ประกอบั
	 	 	 (๑)	 อธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 (๒)	 ศาสืติราจารย์เกียรติิคุู่ณ	คุู่ณหญิงสุืดสืาคู่ร	ต้่ิจินัดา	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 	 ประธานัม่ืลันิัธิโรคู่โลัหิติจางธาลััสืซีีเมีืยแห�งประเทศไทย
	 	 	 (๓)	 ศาสืติราจารย์เกียรติิคุู่ณ	วรวรรณ	ตัินัไพิจิติร	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 	 ม่ืลันิัธิโรคู่โลัหิติจางธาลััสืซีีเมีืยแห�งประเทศไทย
	 	 	 (๔)	 รองอธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	ที�ได้รับัมือบัหมืาย	 	 ประธานั
	 	 	 (๕)	 ศาสืติราจารย์สุืพิรรณ	ฟ่่เจริญ	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะเทคู่นิัคู่การแพิทย์	มืหาวิทยาลััยขอนัแก�นั
	 	 	 (๖)	 รองศาสืติราจารย์	พัินัเอกกิติติิ	ติ�อจรัสื	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 โรงพิยาบัาลัพิระมืงกุฎเกล้ัา
	 	 	 (๗)	 รองศาสืติราจารย์ชื่เนันัทร์	วนัาภิรักษ์	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 ราชื่วิทยาลััยส่ืติินัรีแพิทย์แห�งประเทศไทย
	 	 	 (๘)	 รองศาสืติราจารย์พิิมืพ์ิลัักษณ์	เจริญขวัญ	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะแพิทยศาสืติร์	มืหาวิทยาลััยเชีื่ยงใหมื�
	 	 	 (๙)	 รองศาสืติราจารย์พีิระพิลั	วอง	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะแพิทยศาสืติร์	มืหาวิทยาลััยนัเรศวร
	 	 	 (๑๐)	 ผ้่ิชื่�วยศาสืติราจารย์วณิชื่ชื่า	เทพิาขันัธ์	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะแพิทยศาสืติร์	มืหาวิทยาลััยสืงขลัานัคู่รินัทร์
	 	 	 (๑๑)	 ผ้่ิชื่�วยศาสืติราจารย์ทิพิรัติน์ั	เพ้ิงหลััง	คู่งแก้ว	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะแพิทยศาสืติร์	มืหาวิทยาลััยสืงขลัานัคู่รินัทร์
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	 	 	 (๑๒)	นัางสิืริภากร	แสืงกิจพิร	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 สืำานัักวิชื่าการวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๑๓)	ผ้่ิอำานัวยการสืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๑๔)	นัางปราณี	ฟ่่เจริญ	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 	 (๑๕)	นัายชื่นิันัทร์	ลิั�มืวงศ์	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะแพิทยศาสืติร์	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 	 (๑๖)	นัางสืาวภิญญาพัิชื่ญ์	คู่ำาพิิคู่ำา	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะเทคู่นิัคู่การแพิทย์	มืหาวิทยาลััยเชีื่ยงใหมื�
	 	 	 (๑๗)	นัายกฤษดา	สิืงหะ	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 คู่ณะแพิทยศาสืติร์	มืหาวิทยาลััยมืหาสืารคู่ามื
	 	 	 (๑๘)	นัายคู่ณิติศักดิ�	จันัทราพิิพัิฒน์ั	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 สืำานัักงานัหลัักประกันัสุืขภาพิแห�งชื่าติิ
	 	 	 (๑๙)	นัางสืาวกุลัภัสืสืรณ์	แสืงสีืเขียว	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 โรงพิยาบัาลัราชื่วิถี
	 	 	 (๒๐)	นัายโอฬาริก	มุืสิืกวงศ์	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 กรมือนัามัืย
	 	 	 (๒๑)	นัางสืาวฉัวีวรรณ	ต้ินัพุิดซีา	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 กรมือนัามัืย
	 	 	 (๒๒)	นัางสืาวอัมืรา	โยวัง	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑/๑	เชีื่ยงราย
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๒๓)	นัางปานัทิพิย์	ศิริโชื่ติิ	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๕	สืมุืทรสืงคู่รามื
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๒๔)	นัางสืาวรดา		เติร์ยาซิีงห์	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๖	ชื่ลับุัรี
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๒๕)	นัางขวัญใจ	วังคู่ะฮีาติ	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑๐	อุบัลัราชื่ธานีั
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๒๖)	นัางพัิทธนัันัท์	ธนัพัิติสิืริยกุลั	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์	๑๑	สุืราษฎร์ธานีั
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๒๗)	นัางสืาวอรพิรรณ	ศรีพิิชัื่ย	 	 กรรมืการ
	 	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๒๘)	นัายเกรียงศักดิ�	ฤชุื่ศาศวัติ	 	 กรรมืการแลัะเลัขานุัการ
	 	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
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	 	 	 (๒๙)	นัางสืาวสืาวิติรี	ด้วงเร่อง	 	 กรรมืการแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๓๐)	นัางสืาวปรมืาภรณ์	มื�วงปัทม์ื	 	 กรรมืการแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 (๓๑)	นัางสืาวสุืณิสืา	ศรีสืวัสืดิ�	 	 กรรมืการแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 ๒	๒.	หน้ัาที�แลัะอำานัาจ
	 	 	 (๑)	ทบัทวนัปัญหา	อุปสืรรคู่ในัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ
	 	 	 (๒)	ดำาเนิันัการจัดประชุื่มืเพ่ิ�อทบัทวนัเน่ั�อหาในัคู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันั	
	 	 									ผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการให้มีืคู่วามืถ่กต้ิอง	ทันัสืมัืยแลัะเป็นัปัจจุบัันั
	 	 	 (๓)	แติ�งตัิ�งคู่ณะอนุักรรมืการ	หร่อคู่ณะทำางานัเพ่ิ�อปฏิิบััติิงานัได้ติามืคู่วามืจำาเป็นัแลัะเหมืาะสืมื
	 	 	 (๔)	รวบัรวมืต้ินัฉับัับั	พิิส่ืจน์ัอักษร	จัดทำาร่ปเลั�มืต้ินัฉับัับัแลัะหน้ัาปกคู่่�ม่ือ
	 	 	 (๕)	ติิดติ�อประสืานังานัโรงพิิมืพ์ิ	เพ่ิ�อจัดพิิมืพ์ิแลัะแจกจ�ายคู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะ	
	 	 	 					ฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖
	 	 	 (๖)	ปฏิิบััติิงานัอ่�นัๆ	ติามืที�อธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์มือบัหมืาย

	 ทั�งนีั�	ตัิ�งแติ�บััดนีั�เป็นัต้ินัไป

	 	 	 	 	 สัื�ง	ณ	วันัที�	๒๑	กรกฎาคู่มื	พิ.ศ.	๒๕๖๖

	 	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 	 (นัายศุภกิจ	ศิริลัักษณ์)
	 	 	 	 	 อธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
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คู่ำาสัื�งคู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา
“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ

	ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”
ที�	๐๑/๒๕๖๖

เร่�อง	แติ�งตัิ�งคู่ณะทำางานัทบัทวนัแลัะจัดทำา
“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิ

ทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”

---------------------------------------
	
	 ติามืคู่ำาสัื�งกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	 ที�	๒๓๕๖/๒๕๖๖	ลังวันัที�	๒๑	กรกฎาคู่มื	๒๕๖๖	 เร่�อง	แติ�งตัิ�งคู่ณะทำางานั
ทบัทวนัแลัะจัดทำา	“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	
ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”	นัั�นั
	 เพิ่�อให้การจัดทำาคู่่�มื่อดังกลั�าวทันัสืมืัย	สือดคู่ลั้องกับัเทคู่นัิคู่การติรวจวินัิจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิ
ที�พัิฒนัาข่�นัในัยุคู่ปัจจุบัันั	เป็นัไปด้วยคู่วามืเรียบัร้อย	มีืประสิืทธิภาพิ	ฉัะนัั�นัอาศัยอำานัาจในัข้อ	๒.๒	(๓)	ของคู่ณะกรรมืการ
ทบัทวนัแลัะจัดทำา	“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	
ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”	ภายใติ้คู่ำาสืั�งกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	ที�	๒๓๕๖/๒๕๖๖	ลังวันัที�	๒๑	กรกฎาคู่มื	๒๕๖๖	ประธานั
คู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา	“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	
ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”	จ่งมีืคู่ำาสัื�งแติ�งตัิ�งคู่ณะทำางานัทบัทวนัแลัะจัดทำา	“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืย
แลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”	โดยมีืองค์ู่ประกอบั	หน้ัาที�แลัะอำานัาจ	ดังนีั�
	 ๑.	 องค์ู่ประกอบั
	 	 ๑.๑	 ศาสืติราจารย์สุืทัศน์ั	ฟ่่เจริญ	 	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 ๑.๒	 ศาสืติราจารย์สุืพิรรณ	ฟ่่เจริญ	 	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 คู่ณะเทคู่นิัคู่การแพิทย์	มืหาวิทยาลััยขอนัแก�นั
	 	 ๑.๓	 รองศาสืติราจารย์กุลันัภา	ฟ่่เจริญ	 	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 คู่ณะเทคู่นิัคู่การแพิทย์	มืหาวิทยาลััยขอนัแก�นั
	 	 ๑.๔	 นัางปราณี	ฟ่่เจริญ	 	 	 ที�ปร่กษา
	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 ๑.๕	 นัางสิืริภากร	แสืงกิจพิร	 	 	 ประธานัคู่ณะทำางานั
	 	 	 สืำานัักวิชื่าการวิทยาศาสืติร์การแพิทย์	กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๖	 รองศาสืติราจารย์	หมื�อมืหลัวงเสืาวรสื	สืวัสืดิวัฒน์ั	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 ๑.๗	 นัายกิติติิพิงศ์	ไพิบ่ัลัย์สุืขวงศ์	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 ๑.๘	 นัางสืาวทองเพิิ�มื	มัื�นัคู่งดี	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 ๑.๙	 นัายนัที	เจียรวิริยะไพิศาลั	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 สืถาบัันัชีื่ววิทยาศาสืติร์โมืเลักุลั	มืหาวิทยาลััยมืหิดลั
	 	 ๑.๑๐	 นัายสืมืคิู่ด	ธิจักร์	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑	เชีื่ยงใหมื�
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
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	 	 ๑.๑๑	 นัางอัญชิื่ษฐา	เร่องวุฒิ	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑/๑	เชีื่ยงราย
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๒	นัางสืาวดุจดาว	บุัญยอด	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๒	พิิษณุโลัก
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๓	นัางศิริญญา	เพิชื่รพิิชัื่ย	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๓	นัคู่รสืวรรค์ู่
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๔	นัายเจติน์ั	วันัแติ�ง	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๔	สืระบุัรี
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๕	นัางปานัทิพิย์	ศิริโชื่ติิ	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๕	สืมุืทรสืงคู่รามื
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๖	นัางสืาวรดา	เติร์ยาซิีงห์	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๖	ชื่ลับุัรี
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๗	นัายทนังศักดิ�	เศษอ�อนั	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๗	ขอนัแก�นั
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๘	นัางดลันัภา	ติระก่ลัทองดี	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๘	อุดรธานีั
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๑๙	นัางสืาวกันัยารัติน์ั	แคู่นัติะ	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๙	นัคู่รราชื่สีืมืา
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๐	นัางวิภาวดี	เจียรกุลั	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑๐	อุบัลัราชื่ธานีั
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๑	นัางพัิทธนัันัท์	ธนัพัิติสิืริยกุลั	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑๑	สุืราษฎร์ธานีั
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๒	นัางอิริยะพิร	กองทัพิ	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑๑/๑	ภ่เก็ติ
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๓	นัางสืาวเบัญจพิร	หน่ัทอง	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑๒	สืงขลัา
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๔	นัางสืาวจีรวรรณ	เติยแก้ว	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 ศ่นัย์วิทยาศาสืติร์การแพิทย์ที�	๑๒/๑	ติรัง
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
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	 	 ๑.๒๕	นัางสืาวอรพิรรณ	ศรีพิิชัื่ย	 	 	 คู่ณะทำางานั
	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข	กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๖	นัายเกรียงศักดิ�	ฤชุื่ศาศวัติ	 	 	 คู่ณะทำางานัแลัะเลัขานุัการ
	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข	กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๗	นัางสืาวสืาวิติรี	ด้วงเร่อง	 	 	คู่ณะทำางานัแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๘	นัางสืาวปรมืาภรณ์	มื�วงปัทม์ื	 	 	คู่ณะทำางานัแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๒๙	นัางสืาวสุืณิสืา	ศรีสืวัสืดิ�	 	 	คู่ณะทำางานัแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 ๑.๓๐	นัางสืาวจุฑ์าทิพิย์	ขันัฑ์ะมืลัฑ์ลั	 	 	คู่ณะทำางานัแลัะผ้่ิชื่�วยเลัขานุัการ
	 	 	 สืถาบัันัวิจัยวิทยาศาสืติร์สืาธารณสุืข
	 	 	 กรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 ๒.	หน้ัาที�แลัะอำานัาจ
	 	 ๒.๑	 ทบัทวนัปัญหา	อุปสืรรคู่ในัการติรวจวินัิจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมืียแลัะฮีีโมืโกลับัินัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ
	 	 	 	แลัะจัดทำาข้อม่ืลัเสืนัอคู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา	“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะ		
	 	 	 ฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”
	 	 ๒.๒	 พิิส่ืจน์ัอักษร	จัดทำาร่ปเลั�มืต้ินัฉับัับัแลัะหน้ัาแลัะหน้ัาปกคู่่�ม่ือ
	 	 ๒.๓	 หนั้าที�อ่�นัๆ	ติามืที�คู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา	“คู่่�มื่อปฏิิบััติิงานัการติรวจวินัิจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมืียแลัะ
	 	 	 ฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ	ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”	มือบัหมืาย

	 ทั�งนีั�	ตัิ�งแติ�บััดนีั�เป็นัต้ินัไป

	 	 	 	 สัื�ง	ณ	วันัที�	๑๑	กันัยายนั	พิ.ศ.๒๕๖๖

	 	 	 	
	

	 	 	 	 	(นัายบััลัลัังก์	อุปพิงษ์)
	 	 	 	 รองอธิบัดีกรมืวิทยาศาสืติร์การแพิทย์
	 	 	 	 ประธานัคู่ณะกรรมืการทบัทวนัแลัะจัดทำา
	 	 	 	“คู่่�ม่ือปฏิิบััติิงานัการติรวจวินิัจฉััยโรคู่ธาลััสืซีีเมีืยแลัะฮีีโมืโกลับิันัผิิดปกติิทางห้องปฏิิบััติิการ
	 	 	 	 ฉับัับัปรับัปรุง	ปี	พิ.ศ.	๒๕๖๖”






