
นิพนธตนฉบับ ว กรมวิทย พ 2567; 66 (1): 91-103

91วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2567

พรนภา คำพันธ จินตนา วองวิไลรัตน และ ศราวุธ เงินจันทร
ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค อำเภอเมือง นครสวรรค 60000

การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจคัดกรองดาวนซินโดรม
ในหญิงไทยตั้งครรภ ดวยวิธี Non-Invasive 

Prenatal Testing (NIPT) เปรียบเทียบกับ
วิธี Quadruple Test (QT)

Corresponding author E-mail: pornnapa.k@dmsc.mail.go.th

Received: 6 July 2023 Revised:  28 February 2024 Accepted:  29 February 2024

บทคัดยอ ปจจุบันการตรวจคัดกรองดวยวิธี quadruple test (QT) สามารถคัดกรองกลุมอาการดาวนที่เกิดจาก

ความผดิปกตขิองโครโมโซมคูที ่21 ไดรอยละ 81 เม่ือพบความเสีย่งสงูตองเจาะนํ้าคร่าํตรวจยนืยนัซ่ึงทาํใหมคีวามเสีย่งแทงบตุร

จากการเจาะรอยละ 0.5 รายงานการตรวจดีเอ็นเอทารกในครรภจากตัวอยางเลือดมารดาดวยวิธี noninvasive prenatal 

testing (NIPT) มีความแมนยําสูง การวิจัยนี้จึงไดศึกษาประสิทธิภาพการตรวจคัดกรองกลุมอาการดาวนดวยวิธี NIPT 

เปรียบเทียบกับวิธี QT โดยวิธีเจาะน้ําคร่ําเพื่อตรวจโครโมโซม (karyotyping) เปนวิธียืนยัน ผลการตรวจกลุมหญิงตั้งครรภ

จํานวน 2,120 ราย จากโรงพยาบาล 24 แหง ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565 พบวาวิธี NIPT ตรวจไดผลเสี่ยงสูงจํานวน 19 ราย 

(รอยละ 0.90) เจาะน้าํคร่าํสงตรวจ karyotype จํานวน 19 ราย พบทารกมคีวามผดิปกตทิัง้หมดในขณะทีว่ธิ ีQT พบผลเสีย่งสงู

จํานวน 669 ราย (รอยละ 31.56) เจาะน้ําคร่ําสงตรวจ karyotype จํานวน 563 ราย มีผลโครโมโซมผิดปกติจํานวน 19 ราย 

(รอยละ 3.37) การติดตามทารกจํานวน 1,557 ราย (ผล QT เสี่ยงตํ่า 1,451 ราย และปฏิเสธการเจาะนํ้าครํ่า 106 ราย) 

ที่อายุหนึ่งเดือนหลังคลอดไมพบทารกมีกลุมอาการดาวน การประเมินดวยสถิติ Kappa ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% เพื่อ

เปรียบเทียบวิธี NIPT กับวิธี QT พบวาไมมีความสอดคลองกัน (KC = 0.040) เมื่อเปรียบเทียบกับการเจาะน้ําคร่ํา

เพื่อตรวจยืนยันทางโครโมโซม พบวาวิธี NIPT มีความสอดคลองกันในระดับดีมาก (KC = 1.000) ในขณะที่วิธี QT ไมมี

ความสอดคลอง (KC = 0.000) สรุปไดวาการตรวจดวยวิธี NIPT มีความแมนยําสูงและชวยลดอัตราการเจาะน้ําคร่ํา

เพื่อสงตรวจยืนยันเมื่อเทียบกับวิธี QT ไดรอยละ 30.66 สามารถนําไปใชตรวจคัดกรองกลุมอาการดาวนของทารกในครรภได

อยางมีประสิทธิภาพ

คําสําคัญ: การตรวจคัดกรองดาวนซินโดรม, Noninvasive prenatal testing, Quadruple test, การตรวจโครโมโซม
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บทนํา

กลุมอาการดาวน (Down’s syndrome) เปน

ภาวะบกพรองทางปญญาที่สำคัญโรคหนึ่งซึ่งเกิดจาก

ความผดิปกตขิองโครโมโซมคูท่ี 21 ท่ีมี 3 แทง (trisomy 

21; T21) โดยมลัีกษณะการแสดงออกทางระดบัสตปิญญา

ดอยกวาคนปกติ คือ มีระดับสติปญญา (intelligence 

quotient: IQ) ประมาณ 25–50 นอกจากนี้ผูปวย

ยงัมลีกัษณะหนาตาท่ีจำเพาะ เชน ศรีษะเลก็กลม (small 

head) ทายทอยแบน (flattened occiput) ลิ้นใหญ

จกุปาก (tongue protrusion) หางตาชีข้ึน้ (up-slanting

palpebral fissures) ดัง้จมูกแบน (flat nasal bridge) 

ผิวหนังบริเวณตนคอหยอน (redundant nuchal 

tissue) ลายฝามือตัดขวาง (single transverse 

palmar crease) กระดูกขอกลางของนิ้วกอยสั้นหรือ

หายไป (hypoplasia of the middle phalanx of the 

fifth finger) ชองวางระหวางนิ้วเทาที่หนึ่งและสองกวาง

กวาปกติ (sandal-toe-gap) พบภาวะกลามเนือ้ออนแรง

(hypotonia) และหัวใจพิการแตกำเนิดโดยเฉพาะภาวะ

ผนังกั้นหองหัวใจรั่ว (endocardial cushion defects)

ลำไสอุดตัน (duodenal atresia) ตอมไธรอยด

ทำงานผิดปกติ (hypothyroidism) และเพิ่มโอกาส

เกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia) เปนตน(1) โดย

อุบัติการณของทารกกลุมอาการดาวนในประเทศไทย

พบประมาณ 1 ใน 800 ถึง 1 ใน 1,000 ของการคลอด

ทั้งหมด(2-5)

การตรวจคดักรองสตรตีัง้ครรภเพือ่ลดอบุตักิารณ

การมบีตุรในกลุมอาการดาวนมกีารพฒันาการตามลำดบั

ไดแก การใชอายุของสตรีตั้งครรภ การตรวจสารชีวเคมี

ในเลือดหลายชนิด ไดแก pregnancy-associated 

plasma protein (PAPP-A), alpha-fetoprotein 

(AFP), unconjugated estriol (uE3), beta-human

chorionic gonadotropin (ß-hCG) และ dimeric

inhibin-A รวมกับการตรวจความผิดปกติดวย

คลื่นเสียงความถี่สูง รวมทั้งมีการผสมผสานใชหลายวิธี

ทั้งในไตรมาสแรกและไตรมาสที่สองของการตั้งครรภ 

เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจคัดกรองใหสูงขึ้น(1,3) 

สำหรับประเทศไทยใชวิธีการตรวจคัดกรองดวยวิธี 

quadruple test (QT) โดยตรวจสารชีวเคมใีนเลอืดสตรี

ตั้งครรภไตรมาสที่ 2 จำนวน 4 ชนิด ไดแก AFP, uE3,

ß-hCG และ Dimeric inhibin-A ซึ่งอยูในชุด

สิทธิประโยชนการสงเสริมสุขภาพและปองกันโรคของ

สำนักงานหลักประกันสุขภาพแหงชาติในประกาศ เรื่อง 

ประเภทและขอบเขตของบริการสาธารณสุข (ฉบับที่ 10) 

เมือ่วนัที ่7 เมษายน 2559 ตรวจคัดกรองในกลุมเปาหมาย

หญิงตั้งครรภอายุ 35 ป ขึ้นไป และในเดือนตุลาคม 

พ.ศ. 2563 ขยายสิทธิประโยชนใหตรวจคัดกรอง

ครอบคลุมหญิงตั้งครรภทุกชวงอายุ ขอมูลการตรวจ

คัดกรองกลุมอาการดาวนตามแนวทางเวชปฏิบัติของ

ราชวิทยาลัยสูตินรีแพทยแหงประเทศไทย พบวาวิธี 

QT มีความไวในการคัดกรองทารกที่เปนดาวนซินโดรม

รอยละ 81 โดยมีผลบวกลวงรอยละ 5(6) ขอมูลจากงาน

บริการตรวจคัดกรองกลุมอาการดาวนดวยวิธี QT ของ

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค (ศวก. ที่ 3) 

ระหวางวันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2563 ถึงวันที่ 30 กันยายน 

พ.ศ. 2564 มีการตรวจตัวอยางซีรัมของหญิงตั้งครรภ

ที่ไดรับจากโรงพยาบาลทั่วประเทศจำนวน 62,625 ราย 

จำแนกเปนหญงิตัง้ครรภอาย ุ35 ปขึน้ไป จำนวน 12,238 

และอายุต่ำกวา 35 ป จำนวน 50,387 ราย พบผลตรวจ

เปนกลุมที่มีความเส่ียงสูงตอการมีทารกในครรภเปน

ดาวนซินโดรมรวม จำนวน 4,778 ราย (รอยละ 7.63) 

โดยเปนหญิงตั้งครรภอายุตั้งแต 35 ปข้ึนไป รอยละ 

18.69 (จำนวน 2,287 ราย) ซึ่งสูงมากกวาหญิงตั้งครรภ

กลุมอายุนอยกวา 35 ป ที่พบความเสี่ยงสูงรอยละ 4.94 

(จำนวน 2,491 ราย) กลุมที่มีผลตรวจคัดกรองเสี่ยงสูง

แพทยจะทำการเจาะน้ำคร่ำกอนคลอดเพื่อสงวินิจฉัย

ดาวนซินโดรมดวยวิธีตรวจโครโมโซม (karyotyping) 

แตการเจาะนำ้ครำ่ถือเปนการตรวจแบบรกุลำ้ (invasive 

testing) และอาจทำใหหญิงตั้งครรภมีความเสี่ยงตอ

การแทงบุตรจากการเจาะรอยละ 0.5(7)

ปจจบุนัมกีารตรวจคดักรองกลุมอาการดาวนแบบ

ไมรกุลำ้ (noninvasive prenatal testing; NIPT) ซึง่

เปนการตรวจดีเอ็นเอของทารกในครรภโดยใชตัวอยาง

เลือดมารดา (cell-free DNA) เปนวิธีที่มีรายงานวามี

ประสทิธภิาพสงู มีความแมนยำมากกวาและใหผลบวกลวง
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นอยกวาการตรวจดวยวิธี QT(7) วิธี NIPT สามารถตรวจ

พบดเีอน็เอของทารกในครรภทีอ่ยูในกระแสเลอืดมารดา

ตั้งแตอายุครรภ 5–7 สัปดาห(8,9) ซึ่งผลการทดสอบจะ

แมนยำมากข้ึนเมือ่ตรวจในมารดาทีม่อีายคุรรภตัง้แต 10 

สัปดาหขึ้นไป เนื่องจากมีปริมาณของ cell-free DNA 

เพิ่มขึ้น(9) โดย NIPT มีความไวในการตรวจพบทารก

ในครรภเปนดาวนซินโดรมรอยละ 99.3 ดวยอัตราการ

บวกลวงรอยละ 0.1(10) การตรวจคัดกรองดวยวิธี NIPT 

ชวยลดจำนวนการเจาะน้ำคร่ำในหญิงตั้งครรภและลด

ความเสี่ยงแทงของทารกในครรภจากการเจาะน้ำคร่ำ 

จากการศึกษาขอมูลประสิทธิภาพการตรวจคัดกรอง

ดาวนซินโดรมของทารกในครรภดวย NIPT ใน

ประเทศไทยพบไดนอย งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อ

ศกึษาความไว (sensitivity) ความจำเพาะ (specificity)

คาการทำนายผลบวก (positive predictive value) 

คาการทำนายผลลบ (negative predictive value) และ

ความสอดคลอง (agreement) ของการตรวจคัดกรอง

ดาวนซนิโดรมในหญงิไทยตัง้ครรภดวยวิธ ีNIPT เปรยีบ

เทยีบกบัวธิ ีQT และประเมินวธิ ีNIPT ตอการลดปรมิาณ

หญิงตัง้ครรภท่ีตองถกูเจาะนำ้ครำ่เพือ่ตรวจวินจิฉยัความ

ผิดปกติของโครโมโซมคูที่ 21 โดยการเจาะน้ำคร่ำดวยวิธี 

karyotyping ในการยืนยัน

วัสดุและวิธีการ

กลุมตัวอยางศึกษา 

กลุมอาสาสมัครหญิงตั้งครรภชาวไทย ชวงอายุ

ครรภ 14–18 สัปดาห ฝากครรภกับโรงพยาบาล

ที่เขารวมโครงการท้ังหมด 24 แหง ระหวางเดือน

กุมภาพันธ–กันยายน พ.ศ.2565 และจัดอยูในกลุมที่มี

ความเสีย่งสงูตอการมีบตุรท่ีมีความผิดปกตขิองโครมโซม

คูที ่21 (กลุมอาการดาวนซินโดรม) และผานการพจิารณา

คัดเลือกเขารวมงานวิจัยตามหลักเกณฑการคัดเลือก

ตัวอยางอยางนอยขอใดขอหนึ่ง (inclusion criteria) 

ดังนี้ 1) หญิงตั้งครรภอายุมากกวา 35 ป 2) หญิงตั้ง

ครรภทีเ่คยคลอดบตุรคนกอนเปนดาวนซินโดรม 3) หญงิ

ตั้งครรภที่มีประวัติคนในครอบครัวเปนดาวนซินโดรม 

เชน พี่นองและญาติท่ีมีความสัมพันธทางสายเลือด 

4) หญิงต้ังครรภที่มีประวัติแทงเองกอนอายุครรภ 20 

สัปดาห ตั้งแต 3 ครั้งขึ้นไป และ 5) หญิงตั้งครรภที่พบ

ผลการตรวจคัดกรอง QT เส่ียงสูง และเกณฑพิจารณา

ตัวอยางที่ไมนำมาศึกษา (exclusion criteria) ไดแก 

อาสาสมัครที่ถูกคัดกรองเขารวมโครงการแตถอนตัวดวย

เหตุผลใดก็ตาม หรือหญิงตั้งครรภที่มีจำนวนทารก

ในครรภมากกวา 1 ราย (ครรภแฝด) 

ขั้นตอนการดำเนินงานของโครงการ

กระบวนการเตรียมตัวอยางและจัดเก็บตัวอยาง 

โดยหญิงตั้ งครรภตามเกณฑกลุมตัวอยางที่ ศึกษา

สมัครใจเขารวมโครงการจะไดรับคำแนะนำความรู

กลุมอาการดาวน การตรวจคัดกรอง การตรวจยืนยัน

เมื่อผลคัดกรองเสี่ยงสูง และการยุติการตั้งครรภหรือ

การดแูลทารกเมือ่พบทารกมภีาวะกลุมอาการดาวนพรอม

ลงนามในเอกสารยินยอมรับการตรวจดวยความสมัครใจ 

(consent form) กรอกประวัติหญิงตั้งครรภและเก็บ

ตัวอยางเลือดปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยแยกเปนหลอด

เก็บเลือดที่ไมมีสารกันเลือดแข็งตัว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เพื่อใชในการปนแยกซีรัมสำหรับตรวจคัดกรองดวยวิธี 

QT และใสหลอดสำหรับเก็บ cell-free DNA ปริมาตร 

10 มลิลลิติร เพือ่ตรวจคัดกรองดวยวิธ ีNIPT นำสงตวัอยาง

ดวยระบบการขนสง (logistic) ที่มีการควบคุมอุณหภูมิ

ของหลอดตัวอยางซีรัมและหลอด cell-free DNA 

ตั้งแตเขารับที่โรงพยาบาลตนทางจนถึงหองปฏิบัติการ

ศวก. ที่ 3 เพื่อตรวจวิเคราะห ซึ่งจะรายงานผลตรวจ

วิเคราะหพรอมการแปลผลกลับยังโรงพยาบาลที่เขารวม

โครงการทางระบบออนไลน (web online report) 

เพื่อใหผูใหคำปรึกษาของโรงพยาบาลนั้นเปนผูแจงผล

การตรวจ กรณีผลการตรวจคัดกรองอยางใดอยางหนึ่ง

พบความเสี่ยงสูง ทางโรงพยาบาลตองเจาะน้ำคร่ำตรวจ

ดวยวิธี karyotyping เพื่อตรวจวินิจฉัยยืนยันกับ

หนวยงานรับตรวจตามระบบของโรงพยาบาล และสงผล

กลบัมายงั ศวก. ที ่3 ภายในระยะเวลา 1 เดอืน หลงัทราบ

ผลตรวจ กรณีผลตรวจคัดกรองมีความเสี่ยงต่ำหญิง

ตั้งครรภจะไมไดรับการตรวจยืนยัน แตจะมีการติดตาม

ความผิดปกติของทารกภายในระยะเวลา 1 เดือนหลัง

คลอด ขัน้ตอนการดำเนนิงานทัง้หมด ดงัแสดงในภาพที ่1
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การเก็บตัวอยางเลือด 

เจาหนาที่ของโรงพยาบาลรวมโครงการเจาะเก็บ

เลือดจากหลอดเลือดดำของหญิงตั้งครรภที่สมัครใจ

เขารวมโครงการปริมาตร 15 มิลลิลิตร สำหรับตรวจ

คัดกรองทั้ง 2 วิธี โดยวิธี QT ใชตัวอยางเลือดปริมาตร 

5 มิลลิลิตร ใสหลอดขนาด 12 × 75 มิลลิเมตร ตั้งทิ้งไว

ใหเลือดแข็งตัวประมาณ 30 นาที และปนแยกซีรัมที่

โรงพยาบาลรวมโครงการ ภายใน 2 ชั่วโมง(3) ความเร็ว 

3,000 rpm (ประมาณ 1,500 g) นาน 10–15 นาที

แยกเกบ็ซรีมั 1–2 มิลลิลิตร ใสหลอดใหมและเกบ็รกัษาไว

ทีอ่ณุหภมู ิ-20±5 องศาเซลเซยีส ระหวางรอการนำสง และ

วธิ ีNIPT ใชตวัอยางเลอืดปรมิาตร 10 มลิลลิติร ในหลอด 

cell-free DNA (Guangzhou Improve Medi-

cal Instruments, China) ไดเปนเลือดครบสวน 

(whole blood) เก็บรักษาหลอดเลือดไวที่อุณหภูมิ 

19−25 องศาเซลเซียส ระหวางรอการขนสงโดยนำสง 

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค ระยะเวลา

ไมเกิน 5 วัน หลังจากเจาะเลือด

ภาพที่ 1 ขั้นตอนการดำเนินงานวิจัย
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การตรวจวิเคราะหดวย quadruple test (QT)

ตรวจวเิคราะหหาปรมิาณสารชวีเคม ี4 ชนดิ ไดแก 

AFP, uE3, ß-hCG และ Dimeric inhibin-A ใน

ตัวอยางซีรัมของหญิงตั้งครรภชวงอายุครรภ 14–18 

สัปดาห ที่สงมาจากโรงพยาบาลรวมวิจัยโดยใชชุดน้ำยา 

AutoDELFIA Inhibin A AutoDELFIA hAFP/

Free hCGβ Dual  และ  AutoDELFIA Unconjugated 

Estriol (uE3) (PerkinElmer, Finland) ดวยเครือ่ง

วิเคราะหอัตโนมัติ immunoassay รุน AutoDELFIA, 

(PerkinElmer, Finland) มีหลักการตรวจเปน time 

resolved fluorescence (TRF)(12) โดยสารชีวเคมี

แตละชนิดในซีรัมจับกับแอนติบอดีจำเพาะท่ีตรึงไวกน

หลุมทดสอบ และแอนติบอดีที่จำเพาะถูกติดฉลากดวย

ธาตุในกลุม lanthanide จากนั้นวัดสัญญาณแสงที่

เกิดขึ้นระหวางชวงเวลา 400–800 microsecond หลัง

ไดรบัสญัญาณแสงกระตุน (excitation) ซ่ึงเปนชวงทีไ่มมี

สัญญาณรบกวนทำใหไดคาสัญญาณที่จำเพาะ ดังแสดง

ในภาพที่ 2 ขอมูลผลการวิเคราะหปริมาณสารชีวเคมี

ทั้ง 4 ชนิด มาคำนวณคาความเสี่ยงโดยใชโปรแกรม 

LifeCycle™ (PerkinElmer, Finland) ซึ่งคำนวณ

คา AFP, uE3, ß-hCG และ Inhibin-A ออกมาเปน

คาจำนวนเทาของคามัธยฐานในกลุมประชากรปกติที่

อายุครรภเทากัน (multiple of median; MoM) นำ 

MoM ทั้ง 4 คา มาคำนวณความเสี่ยงรวมกับขอมูลจาก

ประวัติหญิงตั้งครรภ ไดแก อายุหญิงตั้งครรภ อายุครรภ 

วัน–เวลาที่เจาะเก็บตัวอยางเลือด ประวัติคลอดบุตรเปน

กลุมอาการดาวนและกลุมอาการอ่ืนๆ ประวัติการเปน

เบาหวานทีร่กัษาดวยอนิซลูนิ ในการตัง้ครรภครัง้ปจจบุนั 

การตั้งครรภจากการผสมเทียม และประวัติการสูบบุหรี่ 

ได เปนคาความเสี่ยงที่ทารกในครรภมีโอกาสเปน

trisomy 21 (Down syndrome), trisomy 18 

(Edward’s syndrome), trisomy 13 (Patau 

syndrome) หรือ neural tube defect โดยใชคาตัด 

screening cut-off ทีม่ากกวาหรอืเทากบั 1:250 สำหรบั

ผลการประเมินเปน ความเสี่ยงสูง คือ อยูในกลุมความ

เสี่ยงสูงมากพอที่จะแนะนําใหทำการวินิจฉัยกอนคลอด

ดวยการเจาะน้ำคร่ำตรวจดวยวิธี karyotyping แตไม

ไดหมายความวาทารกจะตองเปนกลุมอาการดาวน สวน

ผลการประเมินเปน ความเสี่ยงตํ่า คือ มีคาความเสี่ยง

นอยกวา 1:250 อยูในกลุมความเสี่ยงตํ่ากวาที่จะแนะนํา

ใหทำการวนิจิฉยักอนคลอด แตไมไดหมายความวาทารก

จะไมเปนกลุมอาการดาวน

ภาพที่ 2  หลักการ time resolved fluorescence (TRF) (A): alpha-fetoprotein (AFP), unconjugated 

 estriol (uE3), beta-human chorionic gonadotropin (ß-hCG) และ dimeric inhibin-A 

 จับกับแอนติบอดีท่ีจำเพาะติดฉลากดวยธาตุในกลุม lanthanide เมื่อกระตุนดวยรังสีที่ความยาวคลื่น 

 320-340 nm จะเปลงออกมาท่ีความยาวคลื่น 615 nm (B): การวัดความเขมแสงที่เกิดขึ้นระหวาง

 ชวงเวลา 400–800 microsecond(11)
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การตรวจวิเคราะห NIPT test

ปนหลอดเก็บเลอืดครบสวน (whole blood) เพือ่

แยกพลาสมาโดยใชเครื่อง centrifuge (รุน 5810R, 

Eppendorf, Germany) ทีค่วามเรว็ 1,300 g   นาน 30 นาที

ดูดพลาสมาปริมาตร 4 มิลลิลิตร แยกใสหลอดใหม 

โดยระวังไมใหดูดติดสวนชั้นเซลลเม็ดเลือดขาว (buffy 

coat) นำไปปนตอที่ความเร็ว 2,400 g นาน 20 นาที 

แยกเก็บเฉพาะสวนใสดานบน (supernatant) เพื่อให

ไดพลาสมาที่ไมมีเซลลของมารดาปนเปอนหรือปนเปอน

นอยที่สุด ใสหลอดเก็บปราศจากเชื้อ (storage tube) 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ระหวางรอการ

ตรวจวิเคราะห

เมื่อพรอมตรวจนำหลอดพลาสมาเขาสูระบบของ

เครือ่งตรวจวเิคราะหอตัโนมัต ิVanadis NIPT system

(PerkinElmer, Sweden)(12) ประกอบดวย ขั้นตอน

การสกัด cell-free DNA โดยหลักการ magnetic 

Beads ดวยเครื่องสกัดอัตโนมัติ Vanadis Extract 

(PerkinElmer, Sweden) จากนั้นเพิ่มจำนวน

cell-free DNA ดวยเครื่อง Vanadis Core (Perkin-

Elmer, Sweden) ซึ่งมีการตัด cell-free DNA

ดวยเอนไซมท่ีตำแหนงจำเพาะเพื่อใหไดชิ้นสวน DNA 

ที่ตองการ (chromosome fragments) และทำการ

เพิ่มอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส เพื่อแยกสาย frag-

ments กอนจับกับ probe จำนวนหลายพันชุดใน

ตำแหนงที่จำเพาะของโครโมโซมคูที่ 21, 13, 18 และ 

Y โดย probe สำหรับแตละโครโมโซมมีการติดฉลาก

สารเรืองแสงที่แตกตางกันเพื่อสรางวงแหวนดีเอ็นเอ 

(DNA circle) ที่มีสารเรืองแสงกอนเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมดวยกระบวนการ rolling circle replica-

tion และวัดปริมาณสารเรืองแสงดวยเครื่องวิเคราะห

อัตโนมัติ Vanadis View (PerkinElmer, Sweden) 

โดยใชเทคโนโลยี imaging and counting คำนวณ

เปนสัดสวนของโครโมโซมที่ตรวจวัดเทียบกับโครโมโซม

ควบคุม เพื่อวิเคราะหการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของแทง

โครโมโซม ดังแสดงในภาพที่ 3 และแปลผลการทดสอบ

ดวยโปรแกรม LifeCycle (PerkinElmer, Finland) 

โดยการคำนวณสัดสวนโครโมโซมที่ตรวจวัดเปนคา

Z-score รวมกับประวัติหญิงตั้งครรภเปนคาความเส่ียง

ที่ทารกในครรภมีโอกาสเปน trisomy 21 (Down 

syndrome), trisomy18 (Edward’s syndrome) 

และ trisomy 13 (Patau syndrome) คา screening 

cut-off ของ Z-score สำหรับ trisomy 21 คือ 3.5 

สำหรับ trisomy 13 และ trisomy 18 คือ 3.15

ภาพที่ 3 หลักการตรวจ Vanadis NIPT system(12) cell-free DNA ของทารกจากพลาสมาของมารดา
 จะถูกตัดดวยเอนไซมตัดจำเพาะในตำแหนงที่ตองการตรวจวิเคราะหเพื่อใหไดชิ้นสวน DNA ที่ตองการ
 (chromosome fragments) (3A): จะถูกจับดวย probe จำนวนหลายพันชุดในตำแหนง
 ที่จำเพาะเพื่อสรางวงแหวนดีเอ็นเอ (DNA circle)(3B และ 3C): จากนั้น จะมีการทำลาย
 สายดีเอ็นเอท่ีไมถูกจับกับ probe คูสม และเพิ่มจำนวนสาย DNA ที่ตองการดวยกระบวนการ 
 rolling circle replication จะได DNA สายยาวที่มวนพันกันเปนกลุม (DNA balls) ซึ่งจะถูกติดฉลาก
 ดวยสารเรืองแสงที่แตกตางกันในแตละโครโมโซมที่ตองการตรวจวิเคราะห (3D): ตรวจนับ DNA balls 
 ที่เรืองแสงดวยเครื่องสแกน โดยเทคโนโลยี imaging and counting (3E):เพื่อคำนวณเปนสัดสวน
 ของโครโมโซมที่ตรวจวัด 

 (A) (B) (C) (D) (E)
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การวเิคราะหขอมลูและสถิตทิีใ่ชในการวเิคราะหขอมลู

นำขอมูลตัวอยางท่ีมีผลการตรวจเส่ียงสูงซึ่งเปน

การตรวจ karyotyping เพือ่ยนืยนั และการตดิตามทารก

ที่อายุ 1 เดือนหลังคลอด โดยวิธี QT หรือ NIPT

มาวเิคราะหความไว ความจำเพาะ คาทำนายการเปนบวก

คาทำนายการเปนลบ และความสอดคลอง ดวยสถิติ 

Cohen’s Kappa ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติ 0.05

โดยใชโปรแกรม SPSS version 25 ซึ่งแปลความหมาย

ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  การแปลความหมายของคาสถิติ Cohen’s Kappa (Landis & Koch, 1977)(13)

คาสถิติ Kappa

(Kappa coefficient (KC) score)

ขนาดความสอดคลอง 

(Strange of Agreement)

< 0.00

0.00 – 0.20

0.21 – 0.40

0.41 – 0.60

0.61 – 0.80

0.81 – 1.00

ต่ำ (Poor)/ไมสอดคลอง

นอย (Slight)

พอใช (Fair)

ปานกลาง (Moderate)

ดี (Substantial)

ดีมาก คอนขางสมบูรณ (Almost perfect)

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษานี้ผานการอนุมัติโดยคณะกรรมการ

พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคนกรมวิทยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข หมายเลขอางอิงที่ 

สธ 0625/EC 133 ลงวันที่ 14 กุมภาพันธ 2565 และได

รับอนุญาตใหดำเนินการวิจัยจากโรงพยาบาลที่เขารวม

โครงการศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 3 นครสวรรค 

(ศวก. ที่  3) ประสานกับหนวยงานโรงพยาบาลรับ

ฝากครรภ

ผล

การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจคัดกรองกลุม

อาการดาวนดวยวิธี NIPT เปรียบเทียบกับวิธี QT 

ยืนยันผลกลุมเส่ียงสูงโดยการเจาะน้ำคร่ำตรวจดวย

วิธี karyotyping ในกลุมหญิงตั้งครรภตามเกณฑและ

สมัครใจเขารวมโครงการ จำนวน 2,241 ราย พบวา

กลุมหญิงตั้งครรภที่มีผลคัดกรองดาวนซินโดรมดวยวิธี 

NIPT Test หรือวิธี QT เพียงอยางใดอยางหนึ่งและ

กลุมของหญิงตั้งครรภที่ไมไดอยูในเงื่อนไขของเกณฑ 

(exclusion criteria) จำนวน 119 ราย หญิงตั้งครรภ

มภีาวะแทงไมทราบสาเหต ุจำนวน 2 ราย รวมเปนจำนวน 

121 ราย ซึง่ไดคดัออกจากโครงการ คงเหลอืกลุมตวัอยาง

ในการวิจัยจำนวน 2,120 ราย จากโรงพยาบาลทั่วทุก

ภาคของประเทศไทยจำนวน 24 แหง รายชื่อโรงพยาบาล

และจำนวนหญิงตั้งครรภที่เขารวมโครงการแยกตามเขต

สุขภาพ ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลตรวจคัดกรองดาวนซินโดรมดวยวิธี NIPT 

พบมีความเสี่ยงสูง 19 ราย คิดเปนรอยละ 0.90 สง

ตรวจวินิจฉัยยืนยันตอดวยการเจาะน้ำคร่ำตรวจดวยวิธี 

karyotyping จำนวน 19 ราย พบทารกมีความผิดปกติ 

19 ราย ซึง่ผลการตรวจคดักรองดาวนซนิโดรมดวยวธิ ีQT 

พบเสี่ยงสูง จำนวน 669 ราย (รอยละ 31.56) ยินยอม

ใหเจาะน้ำคร่ำสงตรวจวินิจฉัยโครโมโซมยืนยัน จำนวน 

563 ราย พบโครโมโซมมีความผิดปกติ จำนวน 19 ราย 

(รอยละ 3.37) หญิงตั้งครรภที่เขารวมโครงการวิจัย

ที่ไมไดรับการเจาะน้ำคร่ำจำนวน 1,557 ราย (มีผล QT 

เสี่ยงต่ำ จำนวน 1,451 ราย และผล QT เสี่ยงสูงแต

ไมยินยอมรับการเจาะน้ำคร่ำตรวจวินิจฉัยโครโมโซม 

จำนวน 106 ราย) ไดรับการติดตามทารกทุกรายท่ีอายุ

1 เดือนหลังคลอดไมพบทารกที่เปนดาวนซินโดรม 
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ตารางที่ 2  รายชื่อโรงพยาบาลและจำนวนหญิงตั้งครรภที่เขารวมโครงการ

ลําดับที่ เขตสุขภาพ ชื่อโรงพยาบาล จังหวัด

จํานวนหญิงตั้งครรภ

เขารวมโครงการ 

(ราย)

1

2

3

4

2 โรงพยาบาลอุตรดิตถ

โรงพยาบาลสมเด็จพระเจาตากสินมหาราช

โรงพยาบาลสุโขทัย

โรงพยาบาลเพชรบูรณ

อุตรดิตถ

ตาก

สุโขทัย

เพชรบูรณ

61

84

71

20

5

6

7

8

9

3 โรงพยาบาลชัยนาทนเรนทร

โรงพยาบาลกําแพงเพชร

โรงพยาบาลพิจิตร

โรงพยาบาลสวรรคประชารักษ

โรงพยาบาลอุทัยธานี

ชัยนาท

กําแพงเพชร

พิจิตร

นครสวรรค

อุทัยธานี

25

52

28

78

13

10

11

12

13

14

15

16

17

4 โรงพยาบาลอางทอง

โรงพยาบาลพระนารายณมหาราช

โรงพยาบาลสิงหบุรี

โรงพยาบาลสระบุรี

โรงพยาบาลพระนั่งเกลา

โรงพยาบาลปทุมธานี

โรงพยาบาลพระนครศรีอยุธยา

โรงพยาบาลนครนายก

อางทอง

ลพบุรี

สิงหบุรี

สระบุรี

นนทบุรี

ปทุมธานี

พระนครศรีอยุธยา

นครนายก

69

56

77

98

67

44

28

59

18 5 โรงพยาบาลเจาพระยายมราช สุพรรณบุรี 189

19

20

21

6 โรงพยาบาลสมุทรปราการ

โรงพยาบาลบางบอ

โรงพยาบาลสมเด็จ ณ ศรีราชา

สมุทรปราการ

สมุทรปราการ

ชลบุรี

299

62

68

22 8 โรงพยาบาลอุดรธานี อุดรธานี 111

23 9 โรงพยาบาลสุรินทร สุรินทร 184

24 11 โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช นครศรีธรรมราช 277

การตรวจคัดกรองดาวนซินโดรมดวยวิธี NIPT 

เมื่อเทียบกับวิธี karyotyping มีความไว และคาทำนาย

ผลบวกรอยละ 100 ในขณะที่วิธี QT มีความไวรอยละ 

100 และมีคาทำนายผลบวกรอยละ 2.84 และเมื่อเทียบ

กับวิธี karyotyping และการติดตามทารกหลังคลอดที่

อาย ุ1 เดอืน วธิ ีNIPT มคีวามจำเพาะ และคาการทำนาย

ผลลบรอยละ 100 สวนวิธี QT มีความจำเพาะรอยละ 

69.06 และมีคาการทำนายผลลบรอยละ 100 ดังแสดงใน

ตารางที ่3 นอกจากนีว้ธิ ีNIPT รายงานผลเพศไดตรงกนั

ทุกรายคิดเปนการแปลผลเพศถูกตองรอยละ 100 
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การวิเคราะหขอมูลเพื่อประเมินความสอดคลอง 

ในการคัดกรองความผิดปกติของโครโมโซมคูที่ 21 ดวย

สถิติ Cohen’s Kappa ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวา

วิธี QT เปรียบเทียบกับวิธี NIPT มีคา Kappa เทากับ 

0.040 มีคา p-value เทากับ 0.009 (< 0.05) แสดงถึง

การตรวจคัดกรองหาความเส่ียงดาวนซินโดรม โดยวิธี 

QT เทียบกับวิธี NIPT ไมมีความสอดคลองกัน วิธี QT 

เปรียบเทียบกับวิธี karyotyping สถิติ Kappa เทากับ 

0.000 มคีา p-value เทากบั 0.000 ไมมคีวามสอดคลองกนั

สวนวิธี NIPT เปรียบเทียบกับ karyotyping สถิติ 

Kappa เทากับ 1.000 มีคา p-value เทากับ 0.000 

คือมีความสอดคลองกันอยูในระดับดีมาก (almost 

perfected) 

วิจารณ

การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจ

คัดกรองดาวนซินโดรมดวยวิธี NIPT เปรียบเทียบกับวิธี 

QT พบวาการตรวจคดักรองดวยวธิ ีNIPT มคีวามไว ความ

จำเพาะ คาทำนายผลบวก และคาทำนายผลลบ รอยละ

100 และวิธี QT มีความไวและคาทำนายผลลบรอยละ 

100 แตมีความจำเพาะและคาทำนายผลบวกต่ำที่รอยละ 

ตารางที่ 3  ผลการตรวจคัดกรองกลุมอาการดาวนดวยวิธี NIPT และ QT 

Parameter QT NIPT

หญิงตั้งครรภที่ตรวจเลือด (n)

ผลการตรวจกรองมีความเสี่ยงสูง (n)

ไดรับการเจาะนํ้าครํ่า (n)

ปฏิเสธการเจาะนํ้าครํ่า (n)

True positive (n)

False positive (n)

False negative (n)

True negative (n)

Sensitivity (%)

Specificity (%)

Positive predictive value (%)

Negative predictive value (%)

2,120

669

563

106

19

650

0

1,451

100.00

69.06

2.84

100.00

2,120

19

19

0

19

0

0

2,101

100.00

100.00

100.00

100.00

69.06 และ 2.84 ตามลำดับ ทำใหตองมีการเจาะน้ำคร่ำ

เพื่อสงยืนยันการตรวจโครโมโซมโดยไมจำเปนจำนวน

มาก เมื่อเปรียบเทียบกันแลว วิธี NIPT มีความจำเพาะ

มากกวาวิธี QT 1.45 เทา และมีคาการทำนายผลบวก

มากกวา 35.21 เทา ดังนั้นการใชวิธี NIPT ในการตรวจ

คัดกรองดาวนซินโดรมสามารถชวยลดการเจาะน้ำคร่ำ

ซึ่งอาจทำใหหญิงตั้งครรภเกิดภาวะเสี่ยงตอการแทงได

การวิเคราะหความจำเพาะและคาทำนายผลลบ

ในงานวิจัยนี้ไมสามารถใชการเจาะน้ำคร่ำเพ่ือยืนยัน

การตรวจโครโมโซมที่เปนปกติในรายที่มีผลการตรวจ

คัดกรองเสี่ยงต่ำ จึงไมมีขอบงชี้ในการเจาะน้ำคร่ำซึ่งเปน

ปจจัยเสี่ยงที่ทำใหเกิดภาวะแทง รวมทั้งมีหญิงตั้งครรภ

บางรายพบผลตรวจคัดกรองเสี่ยงสูงดวยวิธี QT แตวิธี 

NIPT พบผลเสี่ยงต่ำมีการปฏิเสธการเจาะน้ำคร่ำ จึงใช

การติดตามทารกที่อายุ 1 เดือนหลังคลอดในการระบุวา

เด็กมีหรือไมมีอาการกลุมดาวน

การวิจัยนี้พบจำนวนกลุมอาการดาวน 1:112 

(19 ราย ใน 2,120 ราย) ซึ่งสูงกวารายงานอุบัติการณ

การเกิดกลุมอาการดาวนในประเทศไทยที่ 1:800 ถึง 

1:1000(2-3) เนื่องจากใชเกณฑคัดเลือกกลุมตัวอยาง

5 ขอ ตามรายละเอียดในวธิกีารการคัดเลอืกหญงิต้ังครรภ
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ทีม่คีวามเสีย่งสงู(14-16) ทำใหมีโอกาสพบทารกกลุมอาการ

ดาวนไดมากกวาที่เคยมีรายงานอุบัติการณ ซึ่งสอดคลอง

กับงานวิจัยอายุของมารดาท่ีอายุมากยิ่งเพ่ิมความเสี่ยง

ตอทารกในครรภมีความผิดปกติของโครโมโซมคูที่ 21 

โดยหญิงตั้งครรภอายุ 45 ป มีความเสี่ยงสูงขึ้นเปน 40 

เทา ของหญิงตั้งครรภที่อายุ 20 ป(17) ในการศึกษานี้หญิง

ตั้งครรภ 2 ราย มีภาวะแทงกอนการเจาะน้ำคร่ำ โดยมีผล 

NIPT เปนเส่ียงสงู 1 ราย และ ผล QT เปนเสีย่งสงู 2 ราย 

แตไมมีผลตรวจยืนยันความผิดปกติของโครโมโซมจาก

ชิ้นเนื้อของทารก ทำใหไมทราบสาเหตุที่แทจริงของ

การแทงที่เกิดจากความผิดปกติของโครโมโซมกลุม

อาการดาวนหรือเกิดจากสาเหตุอื่นๆ จึงตัดออกจากการ

วิเคราะห 

การศึกษามีขอจำกัดของการพบผลลบลวง 

(false negative) เนื่องจากมีหญิงตั้งครรภที่เขารวม

โครงการ จำนวน 2,120 ราย เมื่อเปรียบเทียบกับการ

ศึกษาจากประเทศอื่นท่ีมีหญิงตั้งครรภเขารวมงาน

วิจัยจำนวน 150,000 ราย(18) โดยการตรวจคัดกรอง

ดวย NIPT อาจเกิดผลบวกลวงจากสาเหตุ placental 

mosaicism, maternal copy number variations, 

maternal malignancy และ vanishing twin(19-21) 

การตรวจดวยวิธี NIPT สามารถทราบเพศของ

ทารกได ซึ่งปจจุบันมีเทคโนโลยีการตรวจหลายแบบโดย

เปนการตรวจแบบ whole genome approach และ 

targeted approach(22) งานวิจัยนี้ใช Vanadis NIPT 

เปนการตรวจแบบ targeted approach ท่ีตรวจวิเคราะห

เฉพาะตำแหนงบนโครโมโซมท่ีตองการ ไดแก โครโมโซม

คูที่ 21, 13, 18 และ Y ทั้งนี้ขอจำกัดของวิธี Vanadis 

NIPT คือ ไมสามารถรายงาน fetal fraction (FF)

เปนสัดสวนปริมาณ cell-free DNA ของทารกที่อยูใน

เลือดของมารดา หากมีปริมาณที่ต่ำอาจทำใหไมสามารถ

ออกรายงานผลได (no call results) เปนสาเหตุที่ตอง

เรียกหญิงตั้งครรภมาเจาะเลือดตรวจซ้ำ ซึ่งอัตราการเกิด 

no call results สามารถพบไดในชวง 1-8% ขึ้นอยูกับ

เทคโนโลยีการตรวจ(23-26) หลักการ Vanadis NIPT 

ใชเทคนิค rolling circle replication พบ no call

rate 0.25%(27) จากสาเหตุอื่นๆ ได   

นอกจากนี้การตรวจคัดกรองกลุมอาการดาวน

ดวยวิธี QT ยังมีขอจำกัดในการตรวจ ที่ไมสามารถตรวจ

คัดกรองดาวนซินโดรมในหญิงตั้งครรภที่เปนครรภแฝด

ไดและจำกัดการตรวจคัดกรองที่อายุครรภในไตรมาส 2

(มากกวา 14 สัปดาห) ในขณะที่การตรวจคัดกรอง

ดวยวิธี NIPT สามารถคัดกรองดาวนซินโดรมหญิง

ตัง้ครรภแฝด(27) และสามารถเริม่ตรวจไดตัง้แตอายคุรรภ 

10 สัปดาหขึ้นไป ทำใหการตรวจคัดกรองดวยวิธี NIPT 

เพิ่มโอกาสการตรวจพบตั้งแตมารดาที่อายุครรภยังนอย

และใหคูสมรสไดรับคำปรึกษา มีการวางแผนครอบครัว

ชวยลดโอกาสที่จะพบทารกคลอดเปนกลุมอาการดาวน

รายใหม ซึ่งวิธี NIPT ใหผลสอดคลองในระดับดีมากกับ

การเจาะน้ำคร่ำอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ แตการตรวจ

คัดกรองดวยวิธี NIPT มีราคาที่สูงกวา วิธี QT ประมาณ 

5 เทา และมีขอจำกัดที่ตองใชหลอดเก็บเลือดเฉพาะ

ที่มีคุณสมบัติในการรักษา cell-free DNA ของลูก

ในเลือดของหญิงตั้งครรภ

สรุป 

วิธี NIPT เทียบกับวิธี QT ในการตรวจคัดกรอง

กลุมอาการดาวนมีความจำเพาะมากกวา 1.45 เทา และ

มีคาการทำนายผลบวกมากกวา 35.21 เทา การใชวิธี 

NIPT ในการตรวจคัดกรองดาวนซินโดรมจะชวยลด

จำนวนหญงิตัง้ครรภทีต่องไดรบัการเจาะนำ้ครำ่โดยทีไ่มมี

ความผิดปกติไดถึง 30.66% และลดความเสี่ยงที่หญิง

ตัง้ครรภจะมภีาวะแทงจากการเจาะนำ้ครำ่ได ซึง่การตรวจ

คัดกรองกลุมอาการดาวนดวยวิธี NIPT ยังมีเทคโนโลยี

การตรวจที่หลากหลาย รวมทั้งปจจัยเรื่องอายุครรภ

ที่เหมาะสมและการขนสง ซึ่งตองใชเปนขอมูลในการ

ประเมินความคุมคาทางเศรษฐศาสตรกอนการผลักดัน

เขาสูนโยบายหลักประกันสุขภาพถวนหนาตอไป
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A Comparative Assessment of Non-Invasive
Prenatal Testing (NIPT) and Quadruple 

Test (QT) for the Detection of Down 
Syndrome in Pregnant Thai Women 

ABSTRACT Currently, screening using the quadruple test (QT) method can detect Down syndrome, 

a genetic disease resulting from abnormalities in chromosome 21, at a rate of 81%. Upon detecting 

high-risk results, amniocentesis confi rmation is required, posing a risk of miscarriage at 0.5%. From 

the literature review, there were reports on the efficacy of noninvasive prenatal testing (NIPT) 

in detecting fetal abnormalities from maternal blood samples. The objective of this research was to 

investigate the screening performance of NIPT compared to the QT method, using amniocentesis for 

karyotyping as the confi rmation. The study involved 2,120 pregnant women from 24 hospitals in the fi scal 

year 2022. It was found that NIPT identifi ed 19 high-risk cases (0.90%), all of which were confi rmed for 

chromosomal abnormalities by karyotyping. In contrast, the QT method identifi ed 669 high-risk cases 

(31.56%), with 19 out of 563 cases (3.37%) confi rmed for chromosomal abnormalities by karyotyping. 

Follow-up of 1,557 infants (1,451 classifi ed as low-risk by QT and 106 who declined amniocentesis) at 

one-month-old revealed no cases of Down syndrome. Statistical assessment using Kappa at a 95% confi dence 

level to compare NIPT and QT methods showed poor agreement (KC = 0.040) compared to karyotyping 

confi rmation. However, NIPT demonstrated excellent agreement (KC = 1.000) with karyotyping, while QT 

showed no agreement (KC = 0.000). In summary, NIPT screening exhibited high accuracy and reduced 

the rate of amniocentesis for confi rmation by 30.66% compared to the QT method, making it an eff ective 

tool for screening fetal Down syndrome.
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