
Application of maternal plasma DNA  

analysis for noninvasive prenatal  

diagnosis of Hb E/b-thalassemia 



conclusion 

This NIPD methods potentially 
prove useful for detection of 
paternally inherited mutation and 
for providing the exclusion of 
pregnancies at risk for this 
common genetic disorder 



Fetal DNA in maternal plasma 

 Mother and father carry different mutation 

 Detect paternal allele (mutation) 

 Present : either carrier (as father) or affected fetus 

 Absent : fetus is unlikely to be affected 

 Mother and father carry same mutation (in case of HbBart’s risk) 

 Detect  amount of wt and SEA different (cycle threshold : ΔCt ) 
 Avoid invasive prenatal diagnosis  



Practical points 
Fetal sex determination 

  NIPD should be offered to all women requesting PND 
because of the risk of X-linked or CAH, as the need for 
invasive testing can be reduced by 50% 

  Fetal sex determination using cffDNA with real-time PCR 
is reliable when carried out after 7 weeks gestation. 

  Ultrasound scan is required before cffDNA testing to 
determine the GA and whether it is a multiple pregnancy. 

  Parents should be advised of the small risk of discordant 
results and of the possibility that repeat testing may be 
required to resolve inconclusive results. 

  Ultrasound confirmation of fetal sex is advisable. 



Practical points 
Single-gene disorders 

  Tests for common single gene disorder such as 
thalassemia in certain area is valuable in term of 
reduction of (invasive) procedure related loss rate  

  Tests for sporadic disorders, such as achondroplasia 
and thanatophoric dysplasia, are becoming available 
in some laboratories 

  Powerful new techniques such as digital PCR and 
massively parallel sequencing have the potential to 
bring NIPD for single-gene disorders another step 
closer to widespread clinical use 



Practical points 
Aneuploidies 

  NIPD of aneuploidy is a clinical reality 

 A number of methodologies have been trialed 

and single molecule counting technologies such 

as massively parallel sequencing, have been the 

focus of several large-scale validation studies 



Burden 

►ดว้ยปรมิาณของผูท้ีต่อ้งรบัการคดักรองมจี านวนมาก ซึง่โดยเป้าหมาย
ตัง้ใจจะใหม้ากเท่าๆกบัปรมิาณผูท้ีม่าฝากครรภ ์จงึท าใหภ้าระงานมมีาก
ขึน้ ถา้ 100% คอื ประมาณปีละ 800,000 การคดักรอง ถา้นบัเป็นคู่ทีม่ ี
ผลบวกของภรรยา(30%) จะเพิม่ไปอกี 240,000 การตรวจ 

►ดว้ยฐานความรูข้องประชาชนในเรือ่งนี้ ยงัมไีมม่ากพอ จงึเป็นภาระของ
การตอ้งใหข้อ้มลู ใหค้ าปรกึษาแนะน าทางพนัธุศาสตร ์และดว้ยเหตุของ
การตรวจคดักรองในหญงิตัง้ครรภ ์มอีกีหลายเรือ่ง ภาระดา้นน้ีจงึมากขึน้
และตอ้งพยายามจดับรกิารดา้นนี้ใหม้ปีระสทิธภิาพดว้ยเวลาทีจ่ ากดัและ
อตัราก าลงัทีจ่ ากดัดว้ยเช่นกนั 



Burden 

►ดว้ยอตัราก าลงัทีม่อีย่างจ ากดัและตอ้งท างานใหม้คีุณภาพสงูตอบสนอง
ความตอ้งการของผูร้บับรกิารและการสบัเปลีย่นหมุนเวยีนบุคลากรทีต่อ้ง
รองรบังานต่างๆ ท าใหค้วามเขา้ใจและสมรรถนะดา้นน้ีไมไ่ดร้บัการดแูล
อยา่งต่อเนื่อง ท าใหภ้าระน้ีจงึมากขึน้เช่นกนั 

►ดว้ยปรมิาณผูร้บับรกิารทีม่าก รวมทัง้การรณรงคใ์หม้าฝากครรภใ์ห้
สามารถเขา้ถงึบรกิารน้ีไดท้นัท่วงท ีจงึท าใหภ้าระดา้นหอ้งปฏบิตักิารจงึ
เพิม่ขึน้เป็นเงาตามตวั 



Burden 

►ดว้ยองคค์วามรูท้ีเ่พิม่มากขึน้ เทคโนโลยทีีม่มีากขึน้ ภาระดา้นค่าใชจ้า่ย
ต่อเรือ่งนี้จงึมากขึน้ดว้ยเช่น  

 การคดักรองใหท้ราบถงึชนิดของ mutation ของเบตา้ ธาลสัซเีมยี ที่
จะส่งผลใหก้ารตดัสนิใจจะท าหรอืไม่ท า การวนิิจฉยัก่อนคลอด หรอื
ใชต้ดัสนิใจว่าจะยตุกิารตัง้ครรภห์รอืไมใ่นแงข่องการประเมนิระดบั
ความรนุแรงของโรคโดยเฉพาะในกลุ่ม b/E thalassemia ท าให้
กระบวนการต่างๆในการด าเนินงานมคีวามซบัซอ้นมากยิง่ขึน้ ซึง่ก็
หมายถงึภาระงานและค่าใชจ้า่ยทีเ่พิม่ขึน้เป็นล าดบัเช่นกนั 

 การวนิิจฉยัดว้ยเทคนิคชนิดไม่รกุล ้า(non invasive PND) 

 



การประเมินผลของโครงการ 

• ในเขตท่ีรบัผิดชอบควรมีการติดตามประเมินผล 

• ควรเข้าใจหลกัการติดตามประเมินผล 

• ช่วยกนัก ากบัติดตามและปรบัปรงุแก้ไขในส่วนท่ีเป็น
โอกาสพฒันา 
 



1. New registration cases 

2. Data analysis and compare with the 

expected number 

Monitoring of the program 



ขอ้ด ี

► รูก้ารวนิจิฉัยชดัเจน 

► Trace กลบัไดว้า่ ฝาก

ทอ้งทีไ่หน ผลเลอืดเป็น

อยา่งไร ถา้มจีดุออ่นจะ

สามารถชีใ้หเ้ห็นได ้

► ระบบการลงทะเบยีนกลาง 

ไมแ่น่ใจวา่จะไดข้อ้มลูดี

จรงิหรอืไม ่

► กระจัดกระจาย รวบรวมได ้

ยาก 

►มผีลลพัธ ์ออกมาแลว้ 

แกไ้ขปัญหายาก 

ขอ้ดอ้ย 

New registration cases 



การประเมินผลของโครงการ 

►การประเมนิกระบวนการ (process evaluation) เช่น 
 จ านวนของหญงิตัง้ครรภแ์ละจ านวนของสามทีีไ่ดม้าตรวจคดักรอง  

 จ านวนคู่เสีย่ง  

 จ านวนทีไ่ดร้บัการวนิจิฉยัก่อนคลอด  

 จ านวนทารกในครรภท์ีไ่ดร้บัการวนิิจฉยัว่าเป็นโรค  

►การประเมนิประสทิธผิลของโครงการ 
 โดยดทูี ่outcome based หรอืดทูี ่intermediate outcome based ไดเ้ริม่

บา้งแลว้เช่น จ านวนผูป้ว่ยเดก็รายใหม่ทีม่ารบัการรกัษา (ในภาพรวมอาจ
ตอ้งอาศยัระบบ registration ทีด่)ี  

 ดทูีป่ระสทิธภิาพการก าหนดคู่เสีย่ง หรอืจะดผูลลพัธท์ัง้หมดของโครงการ 

รอระบบ birth 
defect registry ให้
มัน่คงแขง็แรง 

ดท่ีูความส าเรจ็ในการ
ก าหนดคู่เส่ียง (CAR 

detection rate) 



Prevention and control program in  
2 areas: comparison  

Area  Pregnant 
women 

PND 
(cases) 

% CAR b thal 

major 

 

HbE/ b 

thal 

 

Hb 
Bart’s 

hydrops 

 

Area 1 22,238 487 

Area 2 28,580 134 

2.18 

0.46 

เป้าหมายตาม gene prevalence 2.4 % 



Prevention and control program in  
2 areas: comparison  

Area  Pregnant 
women 

PND 
(cases) 

% CAR b thal 

major 

 

HbE/ b 

thal 

 

Hb 
Bart’s 

hydrops 

 

Area 1 22,238 487 22 31 45 

Area 2 28,580 134 7 20 6 

2.18 

0.46 

98/487=20.1% 

33/134=24.6% 

เป้าหมายตาม AR inherited 25 % 



อตัราทารกป่วยเป็นโรคธาลัสซเีมยีชนดิรุนแรง : 1,000 เกดิมชีพี 

เขต 10 = 5.7 

เขต 9 = 5.8 

เขต 8 = 6.0 

เขต 12 = 1.1 

เขต 11 = 1.3 

เขต 4 = 2.5 

เขต 2 = 10.5 

เขต 7 = 1.5 

เขต 5 = 8.8 

เขต 6 = 3.5 

  รวมทัง้ประเทศ=5.4 

เขต 3 = 5.5 

เขต 1 = 4.1 



Beta-thal trait  6.05% 

Hb E trait  11.22% 

Homo Hb E  0.73% 
Alpha-thal 1 trait 10.63% 

 

Beta-thal major  9:10,000 

HbE/beta-thal 19:10,000 
Hb Bart’s hydrops 28:10,000 

 

Health promotion 
center  

Every 1,000 pregnant will have affected fetus 

 Hb Bart’s hydrops                2 cases 

 b-Thalassemia major           1 case 

 b-Thal/ Hb E disease           3 cases 

6 :1000 Affected 

24:1000 CAR 
2.4% 



ผลลัพธข์องโครงการเฉพาะผูท้ีม่าฝากครรภท์ีค่ณะแพทยเ์ชยีงใหม ่

Number 

Total PND 265/348 

Affected 75 

% affected 28.3 

Number 

Total screened 16487 

Couple at risk 348 

% risk couple 2.11 
2.4% 25% 

Year 2546 2547 2548 2549 2550 2551 2552 2553 2554 2555 2556 Total 

Total 

screened 
2152 1765 1737 1504 1563 1580 1400 1269 1202 1100 1215 16487 

Positive 

cases 
634 697 697 487 598 633 403 383 312 322 373 5539 

CAR 41 43 47 31 31 32 25 23 25 23 27 348 

# Hb Bart’s 13 12 12 10 12 12* 10 8 5 5 8 107* 

# b thal maj. 7 8 6 3 5 4 2 3 3 2 4 47 

# HbE/b thal 21 23 29 18 14 17* 13 12 17 16 15 195* 

Affected 5 7 10 10 7 8 5 6 5 5 7 75 



348-265=83 

ไมท่ า PND 19 

ไมม่ขีอ้มลู 32 

Over GA 15 

Abortion 16 

Refused 1 

Number 

Total PND 265/348 

Affected 75 

% affected 28.3 
25% 

จากจ านวนทีค่าดการคูเ่สีย่ง 2.4% (367คู)่ 
จ านวนคูเ่สีย่งขาดไป 46 ราย (ประมาณ 12.5%) 
ประสทิธภิาพการก าหนดคูเ่สีย่ง 87.5% 



อตัราทารกป่วยเป็นโรคธาลัสซเีมยีชนดิรุนแรง : 1,000 เกดิมชีพี 

เขต 10 = 5.7 

เขต 9 = 5.8 

เขต 8 = 6.0 

เขต 12 = 1.1 

เขต 11 = 1.3 

เขต 4 = 2.5 

เขต 2 = 10.5 

เขต 7 = 1.5 

เขต 5 = 8.8 

เขต 6 = 3.5 

  รวมทัง้ประเทศ=5.4 

เขต 3 = 5.5 

เขต 1 = 4.1 



ผลลพัธข์องโครงการ การตรวจคดักรอง(2556) 

เขต  เป้าหมายคดักรอง ANC ผิดปกติ ร้อยละผิดปกติ 

เขต 1 66,799 52,046  21,970  42.21  
เขต  2 41,265 32,700  10,615   32.46  
เขต  3 34,961 28,633     6,479   22.63  
เขต  4 59,695  37,263  16,662   44.72  
เขต  5 61,572 44,326  16,668   37.60  
เขต  6 68,773 41,767  18,983   45.45  
เขต  7 62,074 48,534  14,306    29.48  
เขต  8 67,953 54,112  15,297   28.27  
เขต  9 80,804  61,063  18,740   30.69  
เขต  10 55,090   45,626  11,109   24.35  
เขต  11 52,824   41,915    8,613   20.55  
เขต  12 55,355   48,730    9,101   18.68  
Total  707,165  536,948  176,488    32.87  



ผลลพัธข์องโครงการ การตรวจยนืยนัคูเ่ส ีย่ง(2556) 

เขต  ใหม ่ Screened  Pos/Pos Total %CAR %CAR คาดการณ์ Efficiency(%) 

เขต 1 เชียงใหม ่ 52,046  387+3+4 394 0.76 2.28 33.3 
เขต  2 พิษณุโลก 32,700  259+3+1 263 0.80 2.32 34.5 
เขต  3 นครสวรรค ์ 28,633  306+0+0 306 1.07 2.4 44.6 
เขต  4 สระบุรี  37,263  226+2+0 228 0.61 4.2 14.5 
เขต  5 ราชบุรี 44,326  202+3+0 205 0.46 1.0 46.0 
เขต  6 ระยอง 41,767  194+0+0 194 0.46 2.2 20.9 
เขต  7 ขอนแก่น 48,534  992+2+0 994 2.05 1.4 146.4 
เขต  8 อุดรธานี 54,112  773+2+0 775 1.43 1.4 102.1 
เขต  9 นครราชสีมา  61,063  1017+2+0 1019 1.67 3.52 47.4 
เขต 10 อุบลราชธานี  45,626  0.6 
เขต 11 สุราษฎรธ์านี   41,915  182+0+0 182 0.43 0.52 82.7 
เขต 12 สงขลา   48,730  145+1+1 147 0.30 0.52 57.7 
Total  536,948  4,683+18+6  4707 0.88 2.16 40.7 



ผลลพัธข์องโครงการ การตรวจวนิจิฉัยกอ่นคลอด(2556) 

เขต  Amnio Affected CVS Affected Cordo Affected Total  Total affected %Affected 

เขต 1 77 54 62 31 356 83 495 168 33.9 
เขต  2 64 52 - - 12 12 76 64 84.2 
เขต  3 49 42 1 1 4 4 54 47 87.0 
เขต  4 18 6 - - 9 9 27 15 55.6 
เขต  5 10 10 - - 1 - 11 10 90.9 
เขต  6 3 2 3 3 48 46 54 51 94.4 
เขต  7 40 39 5 5 47 44 92 88 95.7 
เขต  8 21 18 - - 9 9 30 27 90.0 
เขต  9 26 5 1 1 13 10 40 16 40.0 
เขต  10 23 14 1 1 7 7 31 22 70.9 
เขต  11 63 63 1 1 3 3 67 67 100.0 
เขต  12 2 2 - - 1 1 3 3 100.0 
Total  396 307 74 43 510 228 980 578 58.98 



ประสทิธภิาพการก าหนดคูเ่สีย่ง 

ระดับรพม. รพศ. (single unit) อยูท่ี ่80-90 %  

ระดับเขต คา่เฉลีย่อยูท่ี ่15-150 %(???) 

ระดับชาต ิอยูท่ีร่ะดับ 40 % (ขอ้มลูอาจจะ

คลาดเคลือ่นได)้ 



หญงิตัง้ครรภ ์ สาม ี

1๐ screening 1๐  screening งบ PP งบ PP 

การตรวจยนืยนั การตรวจยนืยนั งบโครงการ งบโครงการ 

HPLC, typing 

DNA 

PCR 

คู่เสีย่ง 

วนิิจฉยัก่อนคลอด งบโครงการ 

CVS, amnio 

HPLC CORDO 

DNA 

ไมเ่ป็นโรค 

ฝากครรภต่์อไป 

เป็นโรค 

TOP งบโครงการ 

Special 

Program 
Budgeting 

Effectiveness 

Efficiency 

Information   
   Management 



หญงิตัง้ครรภ ์ สาม ี

1๐ screening 1๐  screening งบ PP งบ PP 

การตรวจยนืยนั การตรวจยนืยนั งบโครงการ งบโครงการ 

HPLC, typing 

DNA 

PCR 

คู่เสีย่ง 

วนิิจฉยัก่อนคลอด งบโครงการ 

CVS, amnio 

HPLC CORDO 

DNA 

ไมเ่ป็นโรค 

ฝากครรภต่์อไป 

เป็นโรค 

TOP งบโครงการ 

Special 

Program 
Budgeting 

Effectiveness 

Efficiency 

Information   
   Management 

Couple At Risk Detection 

& 
PND 



สรุปแนวคดิการพฒันางานควบคุมและป้องกนั 

►สรา้งความชดัเจนเรื่องความรบัผดิชอบในงานแตล่ะดา้นของ
กระบวนการ 
 ผูท้ีจ่ะน าพาหญงิตัง้ครรภม์าเขา้ระบบเรว็ทีสุ่ด: รพ.สต., สอ., 

 สถานบรกิารทีจ่ะตรวจกรองเบือ้งตน้(MCV + HbE screen) 

 สถานทีจ่ะตรวจยนืยนัจนทราบว่าเป็นหรอืไมเ่ป็นคู่เสีย่ง โดยไมต่อ้ง
ใหค้่อยๆส่งทลีะการทดสอบ 

 ระบุสถานทีจ่ะตอ้งส่งตวัไปท าการวนิิจฉยัก่อนคลอด 

►สรา้งระบบตดิตามประเมนิผลอยา่งชดัเจน 



สรุปแนวคดิการพฒันางานควบคุมและป้องกนั 

►พฒันาการตรวจทีง่า่ยขึน้อยา่งต่อเนื่องเชน่ IC strip test 
for a-thal, test for b mutation 

►พฒันางานดา้น non-invasive ต่อเนื่อง 

►พฒันางานดา้นการใหค้ าปรกึษา แนะน าทางพนัธุศาสตร ์
ทีม่ปีระสทิธภิาพ 



บทสรปุในเรื่องน้ี 
• เป็นโครงการน้ีผ่านกระบวนการคดิอย่างด ีรวมทัง้ไดร้บัการพสิูจน์

มาจากหลายๆแห่งแลว้ว่าเป็นโครงการทีม่คีุณค่า  
– ในแงข่องหลกัการและเหตุผลทีด่ขีองโครงการ  

– ในแงข่องความคุม้ค่าคุม้ทุน  

– เป็นการใหก้ระบวนการต่างๆเป็นการตอบโจทยใ์หก้บัครอบครวัต่างๆที่
จะมทีางเลอืกแบบเขา้ใจ  

• ท าใหภ้าระดงักล่าวไมค่วรจะเป็นอุปสรรคต่อการด าเนินงาน แต่
ควรจะเป็นขอ้มลูทีจ่ะน าไปสู่การปรบัปรงุแกไ้ข เพื่อด าเนินงานต่อ
ไดอ้ยา่งราบรื่น อนัจะเป็นประโยชน์ต่อผูป้ว่ยทัง้ทางตรงและ
ทางออ้ม ต่อครอบครวั ต่อสงัคมและประเทศชาตโิดยรวมต่อไป   

 



วัดพระบาทสี่รอย อ.แมริ่ม จ.เชียงใหม่ 




