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Detection of antinuclear antibodies
in laboratory
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Abstract
Antinuclear antibodies (ANA) are autoantibodies against different components of nuclear

structures that are important for serological diagnosis and monitoring of systemic autoimmune diseases

(SAIDs), which include systemic lupus erythematosus (SLE), mixed connective tissue disease (MCTD),

systemic sclerosis (SSC) and rheumatoid arthritis (RA), etc. There are two methods of ANA testing,

namely: 1) screening tests which are commonly used indirect immunofluorescence (IIF) on HEp-2 cell

(human epithelial cell tumor line) that identifies the patterns of autoantibody against different cell

structures, and enzyme immunoassay (EIA) which is a qualitative measurement; and 2) specific

antibodies test; including EIA that can detect only one specific antibody or detect multiple antibodies

that are associate with the disease of interest, while multiplex immunoassay (MIA) can detect

multiple antibodies at a time.  To date, IIF is a gold standard screening test for ANA detection with a

recent consensus nomenclature of HEp-2 IIF patterns by the International Consensus on ANA

Patterns (ICAP) which is characterized by alphanumeric AC (Anti-cell) codes (AC 0-29). The relevant

interpretation of HEp-2 IIF patterns depends on expert visualization, while EIA and MIA techniques

can use automated machines with high sensitivity and specificity. In conclusion, this review focuses

on updating the detection of ANA commonly used in laboratories that will be widely beneficial for

medical personnel.
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การตรวจหาแอนติบอดีต่อนิวเคลียส
ทางหอ้งปฏิบตัิการ

นิรมล ธรรมาเจรญิราช1, ญดา แกว้โอภาส2

1ฝ่ายจุลชีววิทยา, โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์, สภากาชาดไทย
2ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั

บทคดัยอ่
แอนติบอดีต่อนิวเคลียส คือ แอนติบอดีต่อส่วนประกอบต่าง ๆ ของนิวเคลียสในเซลลข์องตัวเอง

ซึÉงมีความสาํคญัตอ่การตรวจวินิจฉยัและติดตามรกัษากลุม่โรค systemic autoimmune diseases (SAIDs)

เช่น systemic lupus erythematosus (SLE), mixed connective tissue disease (MCTD), systemic

sclerosis (SSC) และ rheumatoid arthritis (RA) เป็นตน้ การตรวจวิเคราะหห์า ANA ทางหอ้งปฏิบตัิการ

สามารถตรวจได ้2 รูปแบบ คือ 1) การตรวจคดักรองเบื Êองตน้ (screening test) หลกัการทีÉนิยมใชใ้นปัจจบุนั

ไดแ้ก่ Indirect immunofluorescence (IIF) ใชเ้ซลล ์HEp-2 (human epithelial cell tumor line) ซึÉงสามารถ

ระบุรูปแบบของออโตแอนติบอดีต่อตาํแหน่งต่าง ๆ ภายในเซลลไ์ด ้ และหลกัการ Enzyme immunoassay

(EIA) แสดงผลเชิงคุณภาพ 2) การตรวจแบบจาํเพาะ (specific antibodies test) ได้แก่ หลักการ EIA

ทีÉสามารถเลือกตรวจแอนติบอดีชนิดใดชนิดหนึÉงหรือเลือกตรวจชุดแอนติบอดีทีÉ เกีÉยวข้องกับโรคทีÉสนใจได้

ในขณะทีÉหลักการ Multiplex immunoassay (MIA) สามารถตรวจหาแอนติบอดีหลายชนิดได้พร้อมกัน

ปัจจุบนัเทคนิค IIF เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจคัดกรอง ANA เบื Êองตน้ โดยคณะกรรมการ International

Consensus on ANA Patterns (ICAP) มีหนา้ทีÉกาํหนดชืÉอรูปแบบการเรืองแสง HEp-2 IIF ระบุลกัษณะ

เฉพาะด้วยรหัส Anti-cell (AC) เป็นตัวอักษรและตัวเลข (AC 0-29) ซึÉ งการอ่านผลทีÉ เกีÉ ยวกับรูปแบบ

HEp-2 IIF นัÊน ตอ้งอาศัยบุคลากรทีÉชาํนาญ ในขณะทีÉเทคนิค EIA และ MIA สามารถใช้เครืÉองอัตโนมัติ

ในการตรวจวิ เคราะห์ มีความไวและความจาํ เพาะสูง โดยสรุปบทความนี Êมีวัตถุประสงค์เพืÉ อต้องการ

ทบทวนวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อนิวเคลียสทีÉนิยมใช้ทางห้องปฏิบัติการให้เป็นปัจจุบัน เพืÉอประโยชน์

ในวงกวา้งสาํหรบับุคลากรทางการแพทย์

คาํสําคัญ: แอนติบอดีต่อนิวเคลียส, แอนติบอดีต่อตัวเอง, enzyme immunoassay, indirect immuno-

fluorescence, multiplex immunoassay.
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การตรวจหาแอนติบอดีต่อนิวเคลียส (Antinuclear

antibodies-ANA) มีความสาํคัญต่อการตรวจวินิจฉัยโรค

ภมิูตา้นเนื ÊอเยืÉอตนเองตา่ง ๆ ในกลุม่ systemic autoimmune

disease (SAIDs) ไดแ้ก่ systemic lupus erythematosus

(SLE), SjÖgren’s syndrome, mixed connective tissue

disease (MCTD), systemic sclerosis (SSC) และ

rheumatoid arthritis (RA) เป็นตน้ (1-3)  ผูป่้วย SLE ทีÉยงัไม่

ไดร้บัการรกัษา  มีโอกาสตรวจพบ ANA มากกว่ารอ้ยละ 95

แต่ ANA ไม่มีความจาํเพาะต่อโรคใดโรคหนึÉง  เนืÉ องจาก

สามารถตรวจพบในโรคภูมิตา้นเนื ÊอเยืÉอตนเองชนิดอืÉน ๆ ได้

โดยในแต่ละโรคมีอัตราการตรวจพบ ANA ทีÉ แตกต่างกัน

รวมทัÊงสามารถพบได้ในคนปกติ ดังแสดงในตารางทีÉ  1 ใน

ช่วงแรก ANA หมายถึงกลุม่แอนติบอดีตอ่องคป์ระกอบตา่ง ๆ

เฉพาะภายในส่วนของนิวเคลียสเท่านัÊน แต่หลังจากมีการ

ตรวจดว้ยวิธี IIF เรืÉอยมา จึงถือรวมแอนติบอดีตอ่องคป์ระกอบ

ของเซลลท์ีÉอยู่ในสว่นไซโตพลาสมเป็นหนึÉงในการตรวจ ANA

ด้วยเช่นกัน ดังนัÊนการตรวจหา ANA จึงสามารถแบ่งตาม

แอนติเจนทีÉเป็นองคป์ระกอบของนิวเคลียสและไซโตพลาสม

ได ้4 กลุม่(4) ดงันี Ê

1. แอนติบอดีต่อสว่นกรดนิวคลีอกิ (Nucleic acid)

ไดแ้ก ่แอนตบิอดีตอ่สว่นแอนติเจนบนกรดดอีอกซไีรโบนวิคลอิีก

(Anti-double stranded: Anti-dsDNA หรอื single- stranded

DNA: Anti-ssDNA)

2. แอนติบอดีต่อโปรตีนเบสในนิวเคลียส (Basic

nuclear proteins) ได้แก่  แอนติบอดีต่อโปรตีนฮีสโตน

(Histones)

3. แอนติบอดีต่อโปรตีนกรดในนิวเคลียส (Acidic

nuclear proteins) เป็นแอนติบอดีต่อโปรตีนทีÉไม่ใช่ฮีสโตน

(Non-histone protein) หรือโปรตีนทีÉสามารถสกัดได้ด้วย

นํÊาเกลือ หรือฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ ปัจจุบนัเรียกโปรตีนกลุม่นี Êว่า

“Extractable nuclear antigens (ENAs)” ไดแ้ก่ Anti-Sm,

Anti-SSA/Ro, Anti-SSB/La, Anti-RNP, Anti-Scl70, Anti-

centromere และ Anti PM-Scl เป็นตน้

4. แอนติบอดีต่อส่วนไซโตพลาสม (Cytoplasmic

components) ไดแ้ก่ Anti-mitochondria,  AntiJo-1, Anti-

Ribosomal P protein และ Anti-Actin เป็นตน้

การตรวจหา Antinuclear antibodies (ANA)

สิÉ งส่ งตรวจทีÉ ใช้ในการตรวจหา Antinuclear

Antibodies (ANA) ทางหอ้งปฏบิตักิาร ไดแ้ก ่ซรีมั หรอื พลาสมา

สามารถตรวจวิเคราะห์ได้หลากหลายวิธี ได้แก่  การตรวจ

คัดกรองเบื Êองต้น (screening test) เช่น เทคนิค Indirect

Immunofluorescence (IIF)  และ Enzyme immunoassay

(EIA) สว่นการตรวจแบบจาํเพาะ (specific antibodies test)

เช่น เทคนิค EIA และ Multiplex immunoassay (MIA)

ซึÉงแต่ละวิธีมีขอ้ดี ขอ้เสียแตกต่างกนั อยู่ทีÉความเหมาะสมใน

การเลือกใช้

Indirect Immunofluorescence (IIF) Assay หรือ Fluorescent

antinuclear antibody (FANA) test

การตรวจวิ เคราะห์หา ANA ด้วยหลักการ IIF

เป็นการตรวจเบื Êองต้น (Screening test) สาํหรับตรวจหา

แอนติบอดีต่อส่วนประกอบของนิวเคลียสหลายชนิด ได้แก่

กรดนิวคลีอิก ส่วนประกอบของโปรตีนในนิวเคลียสและส่วน

ประกอบในไซโตพลาสม เซลล์ตัÊงต้นทีÉ ใช้ในปัจจุบันได้แก่

HEp-2 cell (Human  Epithelial cell จาก  laryngeal

carcinoma) เนืÉองจากนิวเคลียสมีขนาดใหญ่ เพาะเลี Êยงบน

แผ่นกระจก และสามารถเพาะเลี Êยงเซลล์ในระยะต่างกันได้

จึงสามารถตรวจหาแอนติบอดีต่อแอนติเจนทีÉแสดงออกใน

บางช่วงเวลา (cell-cycle) ทีÉต่างกนั จากการทีÉ HEp-2 cell

มี โครงสร้างภายในเซลล์ทีÉ เด่นชัด ทาํ ให้ตรวจพบ ANA

ทีÉ มีความหลากหลายมากขึ ÊนทัÊ งแอนติบอดีต่อส่วนของ

nucleoplasm, nucleoli, nuclear membrane, mitochondria,

Golgi apparatus และ cytoskeleton fiber เป็นตน้ จนไดม้ี

การเสนอชืÉอทีÉเหมาะสมเป็น anti-cellular antibodies และ

ทางกลุ่ม American College of Rheumatology (ACR)

ถือว่าเทคนิค indirect immunofluorescence (IIF) เป็นวิธี

มาตรฐาน (gold standard)(5, 6) ในการตรวจวิเคราะหห์า ANA

หลักการ IIF คื อการทดสอบโดยใส่นํÊา เหลื อง

ทีÉเจือจางเริÉมทีÉ 1:40 หรอื 1:80 หรอื 1:160 (ขึ Êนอยู่กบัแต่ละ

หอ้งปฏิบตัิการ) ลงบน HEp-2 cell หรอืรูปแบบอืÉนเช่น HEp-

2000 (HEp-2 cell ทีÉใส ่SS-A cDNA) (8, 9) นํÊายาบางผลิตภณัฑ์

เพิÉมเนื ÊอเยืÉออืÉน เช่น primate liver เป็นสบัสเตรตอีกชนิด เพืÉอ

ช่วยสนับสนุนรูปแบบการเรืองแสง (pattern) ควบคู่ไปกับ

HEp-2 cell (บางแอนติบอดีทีÉจาํเพาะ หรอืบาง pattern จะเห็น

ไดช้ดัเจนใน primate liver เช่น Anti-Ku, Nuclear envelope

เป็นต้น)  หลังทาํปฏิกิริยาและล้างส่วนทีÉ ไม่ได้ทาํปฏิกิริยา

ออกแลว้เติม  Fluorescence-conjugated anti-human IgG

สาํหรับตรวจติดตามปฏิกิริยา อ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์

ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence microscope) โดยดูการ
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เรืองแสงในนิวเคลียสและบริเวณอืÉน ๆ ทัÉวเซลล ์ ในรายทีÉให้

ผลบวกจะต้องเจือจางนํÊาเหลืองต่อไปจนถึงไตเตอรส์ุดท้าย

ทัÊงนี ÊเพืÉอทราบระดับไตเตอรแ์ลว้ ยังทาํให้สามารถเห็นบาง

รูปแบบทีÉติดสีฟลูออเรสเซนต์ทีÉถูกบดบังด้วยรูปแบบอืÉนทีÉมี

ความเขม้ของการเรอืงแสงสงูในนํÊาเหลอืงทีÉความเจือจางตํÉา ๆ

ได้ สาํหรับในกรณีทีÉ  ANA ให้ผลลบโดยวิ ธี IIF แต่ข้อมูล

ทางคลินิกบ่ งชี Ê ว่ ามีความน่าจะเป็นกลุ่ มโรค systemic

autoimmune rheumatic diseases อาจตอ้งใชว้ิธีการอืÉนใน

การตรวจ  เนืÉองจาก HEp-2 cell มีแอนติเจน SS-A /Ro ตํÉา

จึงใช ้ HEp-2 cell ทีÉมีการ transfect SSA (60kDa) (HEp-

2000) เข้าไปเพืÉ อให้ความไว (sensitivity) สูงขึ Êน หรือใช้

หลกัการอืÉนในการตรวจหา anti-SS-A/Ro(10)  จากการทีÉเทคนิค

IIF สามารถระบุ รูปแบบการเรืองแสง จึ งมีประโยชน์ใน

การคาดคะเนแอนติเจนทีÉจาํเพาะได้

ปัจจุบันได้มีการพัฒนาระบบปฏิบัติการอัตโนมัติ

ประกอบไปดว้ย เครืÉองอตัโนมตัิสาํหรบัทาํการทดสอบ, กลอ้ง

ฟลูออเรสเซนต์อัตโนมัติและโปรแกรมในการวิ เคราะห์ผล

การทดสอบ มาช่วยในการทดสอบ โดยสามารถแสดงผล

เชิงคุณภาพ คือ บวก, ลบ และกํÊากึÉง (positive, negative,

borderline) ระดบัไตเตอรแ์ละรูปแบบการเรอืงแสง  ซึÉงพบวา่

เครืÉองอัตโนมัติมีประสิทธิภาพดีในการแปลผลการทดสอบ

เชิงคุณภาพ, ระดับไตเตอร์ทีÉ   1 ไตเตอรแ์ละรูปแบบการ

เรืองแสงรูปแบบหลัก ๆ เช่น Homogeneous, Speckled,

Nucleolar และ Nuclear dot เป็นต้น ดังแสดงในรูปทีÉ  1

เครืÉองอัตโนมัติดังกล่าวสามารถทาํการทดสอบตัวอย่างทีÉมี

ปริมาณมาก ทดแทนจาํนวนบุคลากรทีÉมีความชาํนาญได้

แตย่งัมีขอ้จาํกดัในการอา่นรูปแบบการเรอืงแสง ซึÉงบางรูปแบบ

เครืÉองอตัโนมตัิไมส่ามารถอา่นได ้เช่น Dense fine speckled,

Fine speckled, Large speckled และ PCNA (Proliferating

cell nuclear antigen) เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามการอ่านผลการ

ทดสอบยังคงต้องอาศัยบุคลากรทีÉมีความชาํนาญมายืนยัน

ผลการทดสอบอีกครัÊ ง คาดว่าในอนาคตเครืÉ องอัตโนมัติ

สามารถพัฒนาประสิทธิภาพการอ่านผลการทดสอบ ANA

ไดแ้มน่ยาํยิÉงขึ Êน (5, 11 - 14)

ตารางทีÉ 1. อตัราการตรวจพบ ANA ในโรคตา่ง ๆ รวมทัÊงคนปกติ (7)

โรค อัตราการตรวจพบ (ร้อยละ)

Systemic lupus erythematosus (SLE) 95.0 - 100.0

Systemic sclerosis (scleroderma) 60.0 - 80.0

SjÖgren’s syndrome 40.0 - 70.0

Idiopathic inflammatory myositis 30.0 - 80.0

Juvenile chronic arthritis 20.0 - 50.0

Raynaud’s phenomenon 20.0 – 60.0

Drug-induced SLE ~100.0

Autoimmune hepatic disease ~100.0

Mixed connective tissue disease ~100.0

Rheumatoid arthritis 30.0 – 50.0

Multiple sclerosis 25.0

Idiopathic thrombocytopenic purpura 10.0 - 30.0

Thyroid disease 30.0 - 50.0

Discoid lupus 5.0 - 25.0

Infectious disease Varies widely

Malignancies Varies widely

Patients with silicone breast implants 15.0 - 25.0

Fibromyalgia 15.0 - 25.0

คนปกต ิ: สามารถตรวจพบ ANA ทีÉระดบัไตเตอรต์า่ง ๆ  ไดแ้ก่

 1:40 20.0 - 30.0

 1:80 10.0 - 12.0

 1:160 5.0

 1:320 3.0
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จากทีÉ ANA patterns มีมากมายหลายรูปแบบ ใน

ชว่งปี พ.ศ. 2557 – 2558 มกีารกอ่ตัÊง International Consensus

on ANA Patterns (ICAP) เพืÉอกาํหนดรูปแบบการอ่านผล

ANA patterns โดยระบลุาํดบั Anti-cell (AC) ตัÊงแต ่AC-1 ถึง

AC-29 ใหเ้ป็นมาตรฐาน (15, 16) ดงัแสดงในแผนผงัรูปทีÉ 2 ทีÉแสดง

ระดับความสามารถในการอ่าน HEp-2 patterns ด้วย (17)

รวมทัÊงรูปภาพการติดสีฟลูออเรสเซนต์ใน HEp-2 cell ดัง

แสดงในรูปทีÉ 3

ทาง ICAP ไดแ้บ่งรูปแบบ AC-4 (fine speckled

nuclear pattern) ออกเป็น AC-4a และ AC-4b ดังแสดง

ในรูปทีÉ 4 รูปแบบ fine speckled (AC-4) มีความเกีÉยวขอ้งกบั

Anti-SS-A/Ro, Anti-SS-B/La และออโตแ้อนติบอดีตวัอืÉนอีก

ซึÉง Anti-SS-A/Ro ประกอบดว้ย Ro60 และ Ro52 มีรายงาน

พบว่ารูปแบบ AC-4a มีความเกีÉยวขอ้งกบั Anti-SS-A/Ro60

ในขณะทีÉรูปแบบ AC-4b ไม่มีความเกีÉยวขอ้งกบั Anti-SS-A/

Ro (17) ดังนัÊนรูปแบบการติดสีฟลูออเรสเซนต์ในนิวเคลียส

จึงมีความสมัพันธ์กับแอนติเจนและโรคทีÉเกีÉยวขอ้ง ดังแสดง

ในตารางทีÉ 2

Enzyme immunoassay (EIA)

ปัจจุบนัจาํนวนตวัอย่างทีÉส่งตรวจหา ANA เพิÉมขึ Êน

ห้องปฏิบัติการจึงนิยมใช้เทคนิค EIA ในการตรวจคัดกรอง

เบื Êองต้น (screening test) และการตรวจแบบจาํ เพาะ

(specific antibodies test) เนืÉองจากสะดวกและตรวจดว้ย

เครืÉองอัตโนมัติได้ โดยทัÉ วไปใช้หลักการ indirect ELISA

(Enzyme-linked immunosorbent assay) ในกรณีทีÉ เป็น

การตรวจคดักรองเบื Êองตน้ จะเคลือบ solid phase ดว้ยสาร

สกดัจาก HEp-2 cell หรอื recombinant protein หลายชนิด

รว่มกนั ตรวจติดตามปฏกิิรยิาดว้ย conjugated anti-human

immunoglobulin ทีÉติดฉลากดว้ยเอ็นไซม ์ วดัผลเชิงคณุภาพ

(บวก/ลบ) มีความไวสูง จึงพบปัญหาผลบวกเทียม  ดังนัÊน

จึงแนะนาํใหใ้ชห้ลกัการ ELISA ไวส้าํหรบัตรวจคดักรอง ANA

ทีÉ ให้ผลลบ แต่ถ้าผลบวกจาํ เป็นต้องตรวจยืนยันโดยใช้

หลักการ IIF (19)  จากการทีÉ วิ ธี  EIA มีจาํนวนแอนติเจนทีÉ

เคลือบบน solid phase ไม่เหมือนกับการใช้เซลล ์ HEp-2

จึงมีรายงานการเปรยีบเทียบการทดสอบ ANA ระหว่างวิธี IIF

และ solid phase immunoassay ในตวัอย่างเดียวกนัพบวา่

IIF มีความไวสูงกว่า ในขณะทีÉความจาํเพาะตํÉากว่า (20, 21)

ดังนัÊนจึงเพิÉมจาํนวนแอนติเจนใน EIA ให้มากขึ Êน เพืÉอเพิÉม

ความไวใหส้งูขึ Êน ขอ้ดีของวิธี EIA คือสามารถตรวจแอนติบอดี

ชนิด IgG, IgM หรอื IgA ได ้นอกจากนี Êวิธี EIA ยงันิยมใชใ้น

การตรวจหาแอนติบอดีทีÉจาํเพาะต่อแอนติเจนชนิดใดชนิด

หนึÉง เช่น แอนติบอดีตอ่ dsDNA, Nucleosomes, Histones,

RNP/Sm, Sm, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70, DFS-70 เป็นตน้

หรอืตรวจหาแอนติบอดีเป็นชดุทีÉเกีÉยวขอ้งกบัโรค connective

tissue disease (CTD) ทีÉสนใจได ้ สามารถวดัเชิงปริมาณได้

ชดัเจน

Multiplex immunoassay (MIA)

เป็นวิธีการตรวจหาแอนติบอดีทีÉจาํเพาะหลายชนิด

ได้ในเวลาเดียวกัน ในทีÉนี Êจะกล่าวถึงเทคนิคทีÉใช้อยู่ในห้อง

ปฏิบตักิาร ไดแ้ก ่เทคนคิ Line immunoassay และ Multiplexed

bead-based immunoassay

Line immunoassay (LIA)

ตรวจหาแอนติบอดีทีÉจาํเพาะ โดยใช ้ recombinant

antigen ติดลงบนแผ่น nitrocellulose เป็นเส้นบาง ๆ ใน

ตาํแหน่งทีÉกาํหนดไว ้ หลงัทาํปฏิกิริยากับนํÊาเหลืองแลว้ เติม

anti-human IgG ทีÉติดฉลากด้วยเอนไซม์ ดูความเข้มของ

แถบสีทีÉ เกิดขึ Êนหลังจากเติมสบัสเตรต แสดงผลการทดสอบ

เป็นเชิงคณุภาพ  (qualitative) ชุดตรวจทีÉมีจาํหนา่ยสว่นใหญ่

เป็นการตรวจแอนติบอดีต่อส่วนประกอบของนิวเคลียส เช่น

dsDNA, Nucleosomes, Histones, Sm, RNP/Sm, SSA/Ro,

SSB/La, CENP-A/B, Scl-70, PCNA, DFS70 เป็นตน้ และ

กลุม่ myositis autoantigens เชน่ Mi-2, MDA5, NXP2, SAE1,

Ku, Jo-1, PL-7, PL-12, PM/Scl และ Ro52 เป็นตน้ ดงัแสดง

ในรูปทีÉ  5 วิ ธีนี Êสามารถทาํได้ง่าย อ่านผลโดยใช้โปรแกรม

บางครัÊงอาจพบปัญหาการแปลผล เนืÉองจากแถบสีทีÉไมช่ดัเจน

Multiplexed bead-based immunoassay (MBA)

เป็ นการตรวจหาแอนติบอดีทีÉ จาํ เพาะ โดยใช้

paramagnetic microspheres หรือ polystyrene beads

ทีÉแต่ละ beads มีสีและความเข้มแสงต่าง ๆ กัน ซึÉงความ

เขม้แสงทีÉต่างกันนี Ê ใช้เป็นตวัแยก beads ให้ต่างกันออกไป

เป็น unique number หรอื beads region ทีÉแตกตา่งกนั โดย

beads เคลือบด้วยแอนติเจนทีÉแตกต่างกันตามชนิดของสี

ดังนัÊน ถ้าต้องการตรวจหาแอนติบอดีหลายชนิดพร้อมกัน

ก็สามารถนาํ beads มารวมในหลอดเดียวกันได ้ ผลิตภณัฑ์

ทีÉ ใช้ ได้แก่ addressable laser beads immunoassays

(ALBIAs), multiplexed bead-based technology (Luminex/
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รูปทีÉ 3. รูปภาพการติดสีฟลูออเรสเซนตใ์น HEp-2 cell ทีÉระบุลาํดับ Anti-cell (AC). AC-1 ถึง AC-14, AC-29 เป็นรูปแบบการติดสี

ฟลอูอเรสเซนตใ์นนวิเคลียส, AC15-23 เป็นรูปแบบการตดิสีฟลอูอเรสเซนตใ์นไซโตพลาสม, AC24-28 เป็นรูปแบบการตดิสีฟลอูอเรสเซนต์

ในเซลลต์วัออ่น

รูปทีÉ 4. รูปภาพการติดสีฟลูออเรสเซนตใ์น HEp-2 cell ของ AC-4 โดย AC-4a  มีจดุวาวจาํนวนมากกระจายทัÉวนิวเคลียส (Myriad discrete

nuclear speckled) แตไ่มพ่บรูปแบบดงักล่าวใน AC-4b



111Detection of antinuclear antibodies in laboratoryVol. 4  No. 2
July - December 2022

ตารางทีÉ 2. ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบการติดสีฟลูออเรสเซนต์ตามหลัก International Consensus on ANA Patterns

(ICAP) กบัแอนติเจนและโรคทีÉเกีÉยวขอ้ง (15)

1. Negative (AC-0) ไมเ่รอืงแสง - -

2. Nuclear patterns

Homogeneous (AC-1) ตดิสีเรยีบเสมอทัÉวนวิเคลียสและ dsDNA, ssDNA, SLE, drug-induced lupus, JIA

โครโมโซมใน mitotic cell nucleosomes, histones

Dense fine speckled (AC-2) ตดิ granular ทัÉวทัÊงนิวเคลียส DFS-70, LEDGF-P75 Healthy subject, other

และโครโมโซม inflammatory

Centromere (AC-3) จดุวาวกระจายทัÉวนิวเคลียสและ CENP–A, B (C) Limited cutaneous SSc, PBC

โครโมโซมของ mitotic cell

(เรยีงตวัเป็นขัÊนบนัได)

Fine speckled (AC-4) จดุขนาดเล็กทัÉวนวิเคลียส, SSA/Ro, SSB/La, Mi-2, SjS, SLE, DM, SSc/PM

ไมต่ดิสีในโครโมโซม TIF1, TIF1, overlap

Large speckled (AC-5) จดุหยาบ ขนาดใหญ่ทัÉว hnRNP, U1RNP, MCTD, SLE, SSc

นวิเคลียส, ไมต่ดิสีในโครโมโซม U2-6snRNP(Sm),

RNA polymerase III

Multiple nuclear dots (AC-6) มี 6 - 20 จดุตอ่นิวเคลียส Sp-100, PML, MJ/NXP-2 PBC, SARD, PM/DM

Few nuclear dots (AC-7) มี 2 - 6 จดุต่อนิวเคลียส p80 collin, SMN SjS, SLE, SSc, PM,

asymptomatic individuals

Nucleolar homogeneous (AC-8) ตดิสีเรยีบใน nucleolus PM/Scl, B23, Th/To, SSc, SSc/PM overlap

nucleolin, No55/SC65

Nucleolar clumpy (AC-9) ตดิ fine speckled ใน nucleolus U3-snRNP SSc

Nucleolar punctate (AC-10) ตดิ granular ใน nucleolus, RNA polymerase I, SSc, SjS

มีจดุ (1 - 2 จดุ) ในเซลลต์วัอ่อน NOR-90

Nuclear envelope : smooth ตดิสีเรยีบทีÉขอบนวิเคลียส lamins A,B,C, or lamin- SLE, SjS, seronegative

(AC-11) associated proteins polyarthritis

Nuclear envelope : punctate ตดิสีไมเ่รยีบทีÉขอบนิวเคลียส nuclear pore complex PBC

(AC-12) proteins

PCNA-like (AC-13) เรอืงแสงในนวิเคลียสของเซลล์ PCNA SLE, other conditions

ระยะ S-phase เป็นจดุขนาดเลก็

ถงึหยาบ

CENP-F-like (AC-14) ตดิ fine granular ใน G2-phase, CENP-F Cancer, other conditions

สว่นโครโมโซมตดิเป็นจดุชดิกนั

30-50 จดุ

Topo I-like (AC-29) ตดิ fine granular ใน Topoisomerase I (Scl-70) SSc, diffuse systemic

nucleoplasm และเรอืงแสงใน sclerosis, polymyositis

สว่น nucleolus

3. Cytoplasmic patterns

Linear (AC-15) เสน้ fiber คลา้ยเกลด็นํÊาแขง็ F-Actin AIH, MCTD, chronic active

hepatitis, liver cirrhosis,

PBC, rare in SARD

Filamentous (AC-16) เสน้ fiber คลา้ยรา่งแห Cytokeratin, Vimentin Various diseases, Infectious

or Inflammatory conditions

ชืÉอรูปแบบ ลักษณะการเรืองแสง แอนตเิจนทีÉเกีÉยวขอ้ง โรคทีÉเกีÉยวข้อง
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ตารางทีÉ 2. (ตอ่) ความสมัพนัธร์ะหว่างรูปแบบการติดสฟีลอูอเรสเซนตต์ามหลกั International Consensus on ANA Patterns

(ICAP) กบัแอนติเจนและโรคทีÉเกีÉยวขอ้ง (15)

ชืÉอรูปแบบ ลักษณะการเรืองแสง แอนตเิจนทีÉเกีÉยวขอ้ง โรคทีÉเกีÉยวข้อง

Segmental (AC-17) เสน้ fiber ขนาดเลก็ Alpha-actinin, vinculin Myasthenia gravis, UC,CD

Discrete dot (AC-18) ตดิ granular/drop กระจายทัÉว GW182, Su/Ago2, Ge-1 PBC, SARD, neurological

ไซโตพลาสม and autoimmune conditions

Dense fine speckled (AC-19) จดุขนาดเล็กละเอียดเกือบคลา้ย Ribosomal P-protein, SLE, anti-synthetase

homogeneous PL-7, PL-12 syndrome, PM,DM

Fine speckled (AC-20) จดุขนาดเลก็ทัÉวไซโตพลาสม Jo-1/histidyl-tRNA anti-synthetase syndrome,

synthetase PM/DM

Reticular / AMA (AC-21) ตดิ granular ขนาดหยาบทัÉว PDC-E2/M2, BCOADC-E2, PBC, SSc, rare in other

ไซโตพลาสม OGDC-E2, E1subunit of SARD

PDC, E3BP/protein X

Polar / Golgi-like (AC-22) ตดิ granular ทีÉบรเิวณขอบใกล้ Giantin/macrogolgin, Rare in SjS, SLE, RA, MCTD

นวิเคลียส golgin-95/GM130, golgin-

160/97/245

Rods and Rings (AC-23) เป็นขีดสัÊน ๆ  และวงกลม ทีÉสว่น IMPDH2, others HCV patients post-IFN/

ไซโตพลาสม ribavirin therapy, rare in

SLE, Hashimoto’s and

healthy controls

4. Mitotic patterns

Centrosome (AC-24) ตดิสว่น Centriole Pericentrin, Enolase, Rare in SSc, Raynaud,

ninein, Cep250, Cep110 Infection

Spindle fibers (AC-25) ตดิสว่น spindle apparatus HsEg5 Rare in SjS, SLE, other

SARD

NuMA-like (AC-26) ตดิ spindle apparatus, Centrophilin SjS, SLE, other

granular ในระยะ interphase

Intercellular bridge (AC-27) ตดิสว่น midbody Aurora kinase B, CENP-E, Rare in SSc, Raynaud,

MSA-2, KIF-14, MKLP-1 malignancy

Mitotic chromosomal (AC-28) ใน Chromosome ของระยะ pro Modified histone H3, Rare in discoid lupus

และ metaphase  ตดิลกัษณะ MCA1 erythematosus, chronic

เป็น dot lymphocytic leukemia, SjS

and polymyalgia rheumatica

dsDNA: double stranded DNA, ssDNA: single stranded DNA, SLE: Systemic lupus erythematosus, JIA: Juvenile idiopathic arthritis,

DFS: dense fine speckled, LEDGF-P75: lens epithelium-derived growth factor p75 , CENP-A: centromere protein A, CENP-B – centromere

protein B, CENP-F: centromere protein-F, SSc : Systemic sclerosis, PBC: Primary biliary cholangitis, SS-A (Ro): antigen A associated

with Sjögren syndrome, SS-B (La): antigen B associated with Sjögren syndrome, Sm: Smith, SjS: Sjögren syndrome,  DM: dermatomyositis,

PM: polymyositis, MCTD: Mixed connective tissue disease, PML: promyelocytic leukemia , SARD: systemic autoimmune rheumatic

diseases, SMN: survival of motor neuron, PCNA : proliferating cell nuclear antigen, AIH: Autoimmune hepatitis, UC: ulcerative colitis, CD:

Crohn’s disease, RA: rheumatoid arthritis, IMPDH2: inosine monophosphate dehydrogenase II, HCV: Hepatitis C virus.
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chemiluminescence immunoassay) และ BioPlex2200

เป็นตน้ หลงัจากเติมสิÉงส่งตรวจลงในหลอดปฏิกิริยา หากมี

แอนติบอดีทีÉจาํเพาะ จะเกิดปฏิกิริยาจับกันเป็น antibody-

antigen-bead complex จากนัÊนเติมแอนติบอดีตัวทีÉสอง

ทีÉติดฉลากดว้ยสารเรอืงแสง ไดแ้ก่ phycoerythrin (PE) แลว้

นาํไปตรวจวัดผลด้วยเครืÉอง analyzer โดยเลเซอร์ตัวแรก

ตรวจจบัสีของ beads ทาํใหท้ราบชนิดแอนติเจน สว่นเลเซอร์

ตวัทีÉสองตรวจจบัแอนตบิอดีทีÉติดฉลากดว้ยสารเรอืงแสง ทาํให้

ทราบปริมาณของออโตแอนติบอดีทีÉ จาํ เพาะ (22) ดังแสดง

ในรูปทีÉ 6

เทคนิค MBA มีความไวและความจาํเพาะสงู แตต่อ้ง

อาศัยเครืÉ องมือทีÉ จาํ เพาะ มีค่าใช้จ่ายสูง อีกทัÊงชนิดของ

แอนติเจนทีÉนาํมาเคลือบมีจาํนวนจาํกัดเช่นเดียวกับเทคนิค

LIA ในขณะทีÉ เทคนิค IIF สามารถตรวจแอนติ เจนทีÉ เป็น

องค์ประกอบของนิวเคลียสได้มากกว่า 100 ชนิด (5) เมืÉ อ

เปรียบเทียบทัÊง 3 วิธีจึงมีบางรายงานพบว่า เทคนิค IIF มี

ความไวมากกวา่เทคนิค EIA และ MIA (รอ้ยละ 96.8, รอ้ยละ

79.8 และ ร้อยละ 82.9 ตามลาํดับ) แต่ความจาํเพาะของ

เทคนิค IIF ตํÉากวา่ทัÊง 2 เทคนิค (รอ้ยละ 40.0, รอ้ยละ 70.0

และรอ้ยละ 57.0 ตามลาํดบั) (20)  ในขณะทีÉเทคนิค MBA มี

ความไวและความจาํเพาะ (รอ้ยละ 79.0 และรอ้ยละ 83.8)

สงูกวา่เทคนิค LIA (รอ้ยละ 75.3 และรอ้ยละ 77.0)(23)

รูปทีÉ 6. การตรวจหาแอนตบิอดทีีÉจาํเพาะโดยหลกัการ Multiplexed bead-based Immunoassay (MBA)
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สรุป

ANA เป็นกลุ่ มออโตแอนติบอดีต่อส่วนประกอบ

ของนิ วเคลียสและไซโตพลาสม ทีÉ มีความสาํ คัญในการ

ตรวจวินิจฉัยและตรวจติดตามรักษากลุ่ มโรค systemic

autoimmune diseases  ซึÉงการตรวจหา ANA ดว้ยหลกัการ

IIF เป็น “Gold standard” เนืÉองจากเซลล์ตัÊงต้นทีÉ ใช้ คือ

เซลล์ HEp-2 มีโครงสร้างส่วนประกอบทัÊงนิวเคลียสและ

ไซโตพลาสม จึงมีความหลากหลายของแอนติเจนมากกว่า

100 ชนิด  ซึÉ งทาง ICAP กาํหนดรูปแบบการอ่านผลการ

ทดสอบ โดยใหร้ะบรูุปแบบการเรอืงแสง ลาํดบั AC และระดบั

ไตเตอร ์เช่น fine speckled (AC-4) 1:160 และ cytoplasmic

linear (AC-15) 1:80 เป็นต้น ไดม้ีการพัฒนาหลักการ IIF

โดยนาํระบบปฏบิตัิการอตัโนมตัทิีÉประกอบดว้ย เครืÉองอตัโนมตัิ

สาํหรับทาํการทดสอบ กล้องฟลูออเรสเซนต์อัตโนมัติและ

โปรแกรมวิเคราะห์ผลการทดสอบมาช่วยทดแทนบุคลากร

พบว่าเครืÉองอัตโนมัติมีประสิทธิภาพดี แต่มีขอ้จาํกัดในการ

อ่านรูปแบบการเรืองแสงทีÉยงัคงตอ้งอาศัยบุคลากรทีÉมีความ

ชาํนาญมายืนยันผลการทดสอบอีกครัÊ ง ปัจจุบันปริมาณ

ตัวอย่างทีÉเพิÉมขึ Êน ทาํให้บางห้องปฏิบัติการเปลีÉยนมาใช้วิธี

EIA หรอื MIA เนืÉองจากใชเ้ครืÉองอตัโนมตัิในการตรวจวเิคราะห์

มีขอ้ดี คือ สะดวก รวดเรว็ ไมต่อ้งอาศยับคุลากรทีÉชาํนาญใน

การอา่นผลแมว้า่จะเป็นเทคนคิทีÉมคีวามไวและความจาํเพาะสงู

แต่พบผลบวกเทียมค่อนข้างสูงด้วย เมืÉอเปรียบเทียบทัÊง 3

หลกัการ  พบวา่หลกัการ IIF มีความไวมากกวา่หลกัการ EIA

และ MIA แตห่ลกัการ IIF มีความจาํเพาะตํÉากวา่ทัÊง 2 หลกัการ

และพบว่าเทคนิค MBA มีความไวและความจาํเพาะสูงกว่า

เทคนิค LIA จึงเห็นไดว้่าแตล่ะหลกัการมีขอ้ดี ขอ้เสียแตกตา่ง

กันไปดังแสดงในตารางทีÉ  3 ฉะนัÊนการเลือกใช้เทคนิคทีÉ

เหมาะสมในการตรวจหา ANA จึงมีประโยชน์ในการตรวจ

วินิจฉัย และติดตามการรักษาได้อย่างถูกต้องและแม่นยาํ

ยิÉงขึ Êน

ตารางทีÉ 3. แสดงการเปรยีบเทียบขอ้ดี-ขอ้เสียของแตล่ะหลกัการในการตรวจหา ANA

หลักการ ขอ้ดี ขอ้เสยี

IIF ราคาตํÉา ใชเ้วลานาน

ความไวสงู อาศยับคุลากรทีÉมคีวามชาํนาญ

EIA ใชเ้ครืÉองอตัโนมตัิ ผลบวกปลอมสงู

ความไวและความจาํเพาะสงู ราคาแพง

ตรวจแอนตบิอดี IgG, IgM และ IgA ได้

แสดงผลเชงิคณุภาพ / เชงิปรมิาณ

LIA ทาํไดง้า่ย, รวดเรว็ ผลเชิงคณุภาพ

ใชเ้ครืÉองอตัโนมตัไิด้ อาจพบปัญหาจากแถบสีทีÉไม่ชดัเจน

ตรวจหาแอนตบิอดหีลายชนิดพรอ้มกนั ราคาแพง

ความไวและความจาํเพาะสงู

MBA ใชเ้ครืÉองอตัโนมตัิ ราคาแพง

ตรวจหาแอนตบิอดหีลายชนิดพรอ้มกนั เครืÉองมอืตอ้งมีความจาํเพาะ

ความไวและความจาํเพาะสงู

แสดงผลเชงิปรมิาณ
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