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Topics 

1. ความหมายของ “ธาลสัซเีมยี”

2. ชนดิของธาลสัซเีมยี

3. การตรวจวนิจิฉยัทางหอ้งปฏบิตักิาร

 CBC, blood indices, RBC morphology

 One tube osmotic fragility

 DCIP precipitation test

 Hemoglobin analysis

 Criteria for laboratory diagnosis of Thalassemia



ธาลสัซเีมยีคอือะไร?

ภาวะซดี (anemia) ที�เกดิจากความผดิปกติ
ของเม็ดเลอืดแดง

- มรีปูรา่งและตดิสผีดิปรกติ

- มจีํานวนนอ้ยกวา่ปรกติ

(สรา้งไดน้อ้ย ทาํลายมาก)

เกดิจากความผดิปรกตขิองสารเกดิจากความผดิปรกตขิองสาร
พนัธุกรรมที�สรา้งฮโีมโกลบนิพนัธุกรรมที�สรา้งฮโีมโกลบนิ



นํ �าเหลือง

92% นํ�า
7% โปรตนี (albumin, globulin, 
fibrinogen)
1% เกลอื, สารอาหาร, ของเสยี, แก็ส

ภาวะซดี (anemia)
1.  จํานวนเม็ดเลอืดแดงนอ้ยและขนาดเล็ก → Hct < 35%

55%

45%

นํ �าเหลือง

เม็ดเลือด
• 95.1% เม็ดเลอืดแดง
• 4.8% เกร็ดเลอืด
• 0.1%  เม็ดเลอืดขาวสว่นประกอบของเลอืด



2. เม็ดเลอืดแดงมขีนาดเล็กและรปูรา่งผดิปรกติ

MCV < 80 fl, Hb conc. < 12 mg%

เม็ดเลือดแดงผู้ป่วยเม็ดเลือดแดงผู้ป่วยธาลัสธาลัสซีเมียซีเมียเม็ดเลือดแดงคนปรกติเม็ดเลือดแดงคนปรกติ



•   กระดกู

•   ตบัและมา้ม

•   การเจรญิเตบิโต

ผลจากการที�ผูป่้วยมภีาวะซดี (ขาดฮโีมโกลบนิ)

•   การเจรญิเตบิโต

•   อ ื�นๆ : organ damage, cardiac failure



โพรงกระดูกขยายโพรงกระดูกขยาย  → → เพิ�มเนื �อที�สร้างเม็ดเลือดเพิ�มเนื �อที�สร้างเม็ดเลือด
→ → กระดกูบางกระดกูบาง

กะโหลกศีรษะหนากว่าปรกติกะโหลกศีรษะหนากว่าปรกติ

โพรงกระดูกกว้างโพรงกระดูกกว้าง

Osteoporosis, Multiple Osteoporosis, Multiple 
fracturesfractures



•  ตบัและมา้มโต
(Hepato-splenomegaly)

การเจรญิเตบิโตชา้• การเจรญิเตบิโตชา้
กวา่เด็กปกติ (Growth 

retardation)

คู่แฝดเป็นโรคบตีาธาลัสซีเมีย



Jaundice

Acute cholangitis



โรคธาลสัซเีมยีที�สําคญัม ี4 ชนดิ

1. บตีาธาลสัซเีมยี (b-Thalassemias)

1.1 บตีาธาลสัซเีมยีเมเจอร ์(b-Thalassemia major)
1.2 บตีาธาลสัซเีมยีกบัฮโีมโกลบนิอ ี(b-Thalassemia 

with HbE)
 ยนีอยูบ่นโครโมโซมคูท่ ี� 11

2. แอลฟาธาลสัซเีมยี (a-Thalassemias)

2.1 ทารกบวมนํ �าชนดิมฮีโีมโกลบนิบารท์ (Hb Bart’s 
hydrop fetalis)

2.2 โรคฮโีมโกลบนิเฮ็ช (HbH disease)
ยนีอยูบ่นโครโมโซมคูท่ ี� 16



การกระจายของธาลสัซเีมยี และฮโีมโกลบนิผดิปรกติ



ข ั�นตอนการควบคมุและป้องกนัโรคธาลสัซเีมยี

1. การใหค้ําปรกึษาและใหค้วามรูเ้ก ี�ยวกบัธาลสัซี

เมยี

2. ตรวจสามภีรรยาเพื�อหาคูเ่ส ี�ยง

3. การเก็บตวัอยา่งและการตรวจวนิจิฉยัทารกใน

1. การใหค้ําปรกึษาและใหค้วามรูเ้ก ี�ยวกบัธาลสัซี

เมยี

2. ตรวจสามภีรรยาเพื�อหาคูเ่ส ี�ยง

3. การเก็บตวัอยา่งและการตรวจวนิจิฉยัทารกใน3. การเก็บตวัอยา่งและการตรวจวนิจิฉยัทารกใน
ครรภ์

4. ยตุกิารต ั�งครรภเ์มื�อพบวา่ทารกเป็นโรคธาลสัซี

เมยีที�มอีาการรนุแรง

3. การเก็บตวัอยา่งและการตรวจวนิจิฉยัทารกใน
ครรภ์

4. ยตุกิารต ั�งครรภเ์มื�อพบวา่ทารกเป็นโรคธาลสัซี

เมยีที�มอีาการรนุแรง



ข ั�นตอนการใหบ้รกิารในโครงการควบคมุป้องกนัโรคธาลสัซเีมยี
รพ.สงขลานครนิทร์

คลนิกิฝากครรภ์

หนว่ยโลหติวทิยา
โรงพยาบาลอื�นๆ

หนว่ยธาลสัซเีมยี

หนว่ยบรบิาลทารกในครรภ์
เก็บตวัอยา่งตรวจจาก

ทารกในครรภ์



วตัถปุระสงคข์องการวนิจิฉยัธาลสัซเีมยี

1. ตรวจกรองและตรวจวนิจิฉยัพาหะเพื�อหาคูส่ามภีรรยา
ที�เป็นคูเ่สี�ยง (Carrier screening and diagnosis)

2.  การตรวจวนิจิฉยัโรคธาลสัซเีมยีเพื�อการรกัษา

3. การตรวจวนิจิฉยัทารกในครรภ ์
(Prenatal diagnosis)

4.  การตรวจวนิจิฉยักอ่นการฝงัตวั
(Pre-implantation genetic diagnosis)



:  Screening  tests

Thalassemia laboratory 
investigation

:  Diagnostic tests

:  DNA analysis



- Complete blood count (CBC)

- One tube osmotic fragility test (one 

tube OF test) ใช ้ 0.36% NaCl

- Screening test for HbE

วธิที ี�ใชต้รวจกรอง  (screening test)

- Screening test for HbE

- DCIP precipitation test ตรวจตะกอนของ HbE 

และ HbH ดว้ยส ีDCIP (in-house, KKU-DCIP)

- Ion exchange chromatography (E-sure; CMU-

HbE microcolumn)

- IC strip for alpha -1 detection 



วธิที ี�ใชต้รวจวนิจิฉยั (diagnostic test)

- Cellulose acetate Hb electrophoresis 

microcolumn chromatography 

cellulose acetate strip 

- Column chromatography - Column chromatography 

Automate HPLC

Automate LPLC

- Capillary electrophoresis



Complete Blood CountComplete Blood Count

• Automate principle:

– Electrical impedance

– Flow cytometry, laser focusing– Flow cytometry, laser focusing

• Blood indices: Hb, Hct, 

MCV, MCH, MCHC, RDW

• QC/calibrator/IQC



Automate analyzer



RBC morphology & histogram



One tube OF testOne tube OF test

PrinciplePrinciple

in 0.36% NaCl

Normal red cell 

ProcedureProcedure
0.02 ml blood

Normal red cell 
85-100% hemolysis

Thal red cell 
< 85% hemolysis
(hypochromia, polychromasia,

target cell)

DW 0.36% 

NaCl

5 min

3000 rpm

OD 540 nm

% hemolysis





DCIP precipitation testDCIP precipitation test

PrinciplePrinciple

Unstable hemoglobin

ProcedureProcedure

control

patient
0.02 ml

(HbE, HbH)

DCIP 5 ml

37 Oc ,1 hr

Brown 
precipitantBrown precipitant

DCIP reagent

+



ผลผล  DCIP precipitation testDCIP precipitation test

Conventional method (in-house, PSU)



KKU-DCIP precipitation test 



E-sure; Ion exchange chromatography



หัวขอ้ประเมนิ นํ�ายาสตูรมาตรฐาน
ชดุนํ�ายา KKU-DCIP 

clear
ชดุนํ�ายา  Thalcon-

DCIP

ปรมิาตรนํ�ายา/ราย 5 มลิลลิติร 2 มลิลลิติร 2 มลิลลิติร

ชนดิของตัวอยา่งที�ใช ้ Packed red cell Whole blood Whole blood

ปรมิาตรเลอืดที�ใช ้ 0.02 มลิลลิติร 0.02 มลิลลิติร 0.02 มลิลลิติร

อณุหภมูทิี�ใชใ้นการ
เกดิปฏกิริยิา

37 องศาเซลเซยีส 37 องศาเซลเซยีส 37 องศาเซลเซยีส/41 
องศาเซลเซยีส

การประเมนิประสทิธภิาพกอ่นใชง้าน (PSU,…)

เวลาในการอุน่สว่นผสม 1 ชั�วโมง 15 นาที 30/15 นาที

การอา่นผล บอกระดับปฏกิริยิา
เป็น 1+ ถงึ 4+ จาก
ขนาดและปรมิาณ
ตะกอนที�เกดิขึ�นได ้

อา่นผลปฏกิริยิาเป็น
บวกถา้สารละลายขุน่  
และเป็นลบถา้
สารละลายใส

อา่นผลปฏกิริยิาเป็น
บวกถา้สารละลายขุน่  
และเป็นลบถา้
สารละลายใส

อายนํุ�ายาหลังเปิดใช ้
งาน

2 เดอืน 1 ปี (หลงัวันผลติ) 1 ปี (หลงัวันผลติ)

ราคา / ราย 4.00 บาท 23.50 บาท 21.40 บาท



PrinciplePrinciple

Hb H  

+ supravital stain

(1% methylene blue)

Inclusion bodiesInclusion bodies

ProcedureProcedure

O

Blood Blood 

(1% methylene blue)

Slide preparation

Inclusion bodies
Light microscope 100X

37 Oc 

1 hr

11% MB% MB



ลกัษณะ Inclusion Bodies ในผูป่้วย
โรคฮโีมโกลบนิเฮ็ช



Screening criterionsScreening criterions

MCV < 80 fl 
and/or 

OF < 85% 
and/or 

DCIP positiveDCIP positive

Diagnostic tests

Inclusion body staining



การทดสอบเพื�อวนิจิฉยัชนดิธาลสัซเีมยีการทดสอบเพื�อวนิจิฉยัชนดิธาลสัซเีมยี

2. Diagnostic tests for thalassemias

• Hb typing – cellulose  acetate electrophoresis
• Hb quantitation
• Hb typing – cellulose  acetate electrophoresis
• Hb quantitation

- Microcolumn chromatography
- Cellulose acetate strip elution

• Automated HPLC
• Automated capillary electrophoresis (CE)



Cellulose acetate electrophoresis

• เพื�อหาชนดิของ Hb 

• โดยนํา hemolysateไปวิ�ง
ในกระแสไฟฟ้า ที� pH 8.5  

Origin

A2/Eในกระแสไฟฟ้า ที� pH 8.5  
แถบ Hb แตล่ะชนดิจะแยก
ออกจากกนั

A2/E

F

A

Bart’s

H

Carbonic anhydrase (CA)



Cellulose acetate strip electrophoresis 
and elution technique

• แช่แผ่น CA strip ใน buffer นาน 
10 นาที นําขึ�นมาซับด้วยกระดาษ
กรอง

• ใช้ autopipette ดูดนํ�าเลอืด ลาก• ใช้ autopipette ดูดนํ�าเลอืด ลาก
เป็นเส้นตรง ห่างจากขอบด้านซ้าย
ประมาณ 2 นิ�ว

• นําไปวางใน  chamber

• 380 volts, 30 นาที
OD 415 nm

AA2



Automated Hb typing and Hb quantitation
(HPLC)







Automated Hb typing and Hb quantitation
(Capillary electrophoresis; CE)



http://what-when-how.com/nanoscience-and-nanotechnology/single-walled-carbo





Hb conc. 10-12 g/dL
MCV < 80 fl
MCH < 28 pg
OF test < 85%

เกณฑ์ที�ใช้ในการวินิจฉัยพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1

OF test < 85%
Anisocytosis และ Poikilocytosis

a-thal 1 trait : Hb type เป็น AA2 (HbA2 < 3.5 %)

Hb H disease : Hb type เป็น HAA2



เกณฑ์ที�ใช้ในการวินิจฉัยพาหะบีตาธาลัสซีเมีย

b-thal trait : 
- HbA2 > 3.5 %

a2  +b2d2
=  a2d2 (HbA2)

HbE trait : 
- DCIP +ve, Hb typing : AE,

- HbE ~ 20-30 %

a2 + bE2 =  HbE



เกณฑ์ที�ใช้ในการวนิิจฉัยโรคธาลสัซีเมีย

b0-thalassemia major
b+-thalassemia major
b0-thalassemia / HbE

FA2 

AFA2

FE

โรคธาลัสซีเมีย Hb typing

b0-thalassemia / HbE
b+-thalassemia /HbE

HbH
Hb Bart’s Hydrop fetalis

FE
AFE

HAA2

Hb Bart’s and
Hb Portland



Hb 
Typing

OF +ve 
<85

DCIP 
Positive

EDTA Blood

One Tube OF test DCIP test

Typing

AE
E < 25%

AA2

A2 < 3.5%
AFA2

F 10-30%
AA2

A2 > 3.5%
AE

E > 25

b-thal trait PCR a-thal1 DNA analysis  
for HPFH6, 
db-thal trait

PCR a-thal1 HbE trait 

ไดอะแกรมสรุปขั�นตอนการตรวจธาลสัซีเมีย 



เกณฑ์โดยทั�วไปที�ใช้ในการวนิิจฉัยพาหะธาลสัซีเมีย

a-thal 1 trait* b-thal trait HbE trait HbH disease

MCV (fl) < 80 < 80 < 80 < 80
OF (%) < 85 < 85 < 85 or normal < 85
DCIP negative negative positive Weakly 

positive
RBC
morphology

Hypo, Micro Poikilo, 
Aniso

Poikilo, Aniso,
Target

Hypo,Micro,
Targetmorphology Aniso Target Target

Hb type AA2 AA2 AE AHA2

HbA2 (%) or
HbE (%)

< 3.5 > 3.5 15-30 < 3.5

วิธีตรวจยนืยนั DNA analysis (PCR 
for a-thal 1)

ปริมาณ 
HbA2>3.5%

ปริมาณ HbE 
=15 – 30%

ปริมาณ HbH

*ลกัษณะต่างๆดังกล่าว อาจพบได้ในผู้ป่วยที�มีภาวะขาดเหลก็ ดังนั�นการวินิจฉัยพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย ต้อง
วินิจฉัยแยกภาวะขาดเหลก็ด้วย และจากผลตรวจดังกล่าวประมาณ 66% ให้ผลบวก a-thal 1 PCR



Mutation %HbA2 %HbF

b-thal trait 

เปรียบเทียบปริมาณ HbA2 และ HbF ในพาหะธาลสัซีเมียชนิดต่างๆ

- Point mutation

- Deletions

3.5 - 6.0

5.0 - 8.0

Normal

5.0 - 10.0

db-thal trait 2.0 - 3.0 15.0 - 30.0

gdb-thal trait 1.5 - 2.5 20.0 - 30.0



การควบคมุคณุภาพ
Pre-analytical process

• Specimen:
– Patient identification 

– Anticoagulant 

• ใชส้ารกันเลอืดแข็งชนดิ K3EDTA  จะทําใหม้กีารบวมของเม็ดเลอืดแดงเล็กนอ้ย 
ทําใหค้า่ปรมิาตรเม็ดเลอืดแดงเฉลี�ย สงูกวา่การใชส้ารกนัเลอืดแข็งชนดิ 
K EDTAK2EDTA

• ปรมิาตรเลอืดนอ้ยกวา่มาตรฐาน จะทําใหเ้ม็ดเลอืดแดงเหี�ยว (crenated) แตก
ยากขึ�น  OF เกดิผลบวกปลอม

– Transport and storage

• ทําทันท ีใหผ้ลที�ถกูตอ้งแมน่ยําที�สดุ

• MCV หรอื OF เก็บที� RT 4 ชม., 4OC  24 ชม. เลอืดเกา่ใหผ้ลลบปลอม

• DCIP เก็บที� เก็บที� RT 48 ชม., 4OC  1 สปัดาห ์เลอืดเกา่ใหผ้ลบวกปลอม

• Hb typing เก็บที�อณุหภมู ิ4OC ไดน้าน 7 วัน



การควบคมุคณุภาพ
Analytical process

• Reagent preparation:
– In-house OF อบเกลอืกอ่นชั�ง, DCIP เก็บในภาชนะทบึแสง

– Reagent kits: ตรวจสอบอายใุชง้าน

• Instrument: 
– Autopipette, tips, waterbath 37+1OC– Autopipette, tips, waterbath 37+1 C

– Preventive maintenance (automate CBC) ระวังการผสมเลอืดกอ่นใส่
เขา้เครื�อง

– Automate Hb typing: 
• calibrators vs reagent lot

• การเปลี�ยนนํ�ายาทั �งชดุใหผ้ลแมน่ยํา

• ปั�นลา้งเซลลด์ว้ย NSS เมื�อพบวา่ตําแหน่งของ Hb คลาดเคลื�อน

• ผสมเลอืดกับ normal control เพื�อพสิจูนช์นดิของ Hb

• Work instruction/procedure

• IQC, EQA



IQC

• Control materials 

– In-house, commercial

– Normal, abnormal 

– Qualitative (Hb type, DCIP +/-)

– Quantitative (%A2, %F, %E,  
RT-time, ODmax)

OF -ve MCV >85 fL, MCH >28 
pg, Hb > 12-13 g/dL

OF +ve MCV <75 fL, MCH <25 
pg, Hb < 10-11 g/dL

DCIP -ve Normal (A2A)RT-time, ODmax)

• L-J chart

• Westgard rules

• %CV

• Sigma 

DCIP -ve Normal (A2A)

DCIP +ve Hb E trait (EA)

Hb typing
normal

A2A,  A2 2-3%

Hb typing 
abnormal

A2FA, A2 > 3.5%
F, S, C, E



EQA; proficiency test

• Biorad

• KU

• CMU

• DMSc• DMSc

• PSU



PT program  : KKU  

%Bias = ( 5.9-6.0 )x100/6.0
= 1.7%

SDI  = ( 5.9-6.0 )/0.39
=  - 0.26

%CV   = ( 0.39/6.0 )x 100
=  6.5%

CVR   =  ( Lab CV/ 6.5%)
=  ?? ( < 2 )







TEa



Six-sigma

Sigma = (TEa - %bias)/%CV



การควบคมุคณุภาพ
Post-analytical process

• Turn around time:

• Report: 

• Interpretation: 

– b-trait ตดัที� %A2  3.5 – 4..0%

– E-trait with/with out a-thal1 trait ตัดที� %E <21-– E-trait with/with out a-thal1 trait ตัดที� %E <21-
25%

– Abnormal hemoglobin?

– Blood transfusion



Delta variant

Actual %HbA2 = %HbA2 + %HbA2’

Hb A2… high or normal?

96.3
2.5
1.2



Blood Transfusion

Hb A2…high or HbE contaminate?



Hb A or F or ???

Mix 1:1 with normal 
blood (A2A)



Hb E or other abnormal hemoglobin?

EA E↓A



สรปุ
Thalassemia laboratory investigation

Screening test

• Blood indices
• OF/DCIP
• Inclusion, RBCmorph

Diagnostic test

• CA electrophoresis + A2/E quantitation
• Automate HPLC/LPLC
• Automate CE

Interpretation 

accuracy, precision, reliable

DNA analysis 

Standard concensus Additional cencensus

Prevention and control thalassemia in thailand












