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Abstract
Autoantibodies might be undetected in some autoimmune-suspected patients, by both 

antinuclear antibodies (ANAs) screening test and specific antibodies detection. This work aimed 

to evaluate the proportion of negative ANA nuclear results and to study the detection rates and 

types of specific antibodies detected, along with the clinical diagnosis of these patients. The 

laboratory records of patients in Khon Kaen Hospital who were suspected of autoimmune  

rheumatic diseases (ARDs) by clinicians and underwent ANA test using indirect immunofluo-

rescence assay (IFA) and specific antibody detection by line immunoblot assay (LIA) were  

reviewed. The retrospective data were collected and investigated from 2017-2020 and the patients 

with negative ANA nuclear pattern were selected for analysis of clinical diagnosis. The data were 

analyzed using descriptive statistics, chi-square test or Fisher’s exact test. Out of 1,002 cases of 

serum samples, 127 (12.7%) were found with negative nuclear pattern of ANA. In this group, 

positive cytoplasmic staining patterns could suggest the tendency of specific antibodies detection 

(p < 0.001), that is, from 16.5% (21/127) positive cases, 61.9% (13/21) were found with specific 
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antibodies, while in the remaining 83.5% (106/127) negative cases, only 14.2% (15/106) were  

detected. This is also true for the tendency of diagnosis as ARD (p = 0.001), that is, the positive 

cytoplasmic cases were diagnosed as ARD by 71.4% (15/21), compared to only 32.1% (34/106) 

for the negative cases. However, positive mitotic staining patterns could not suggest such  

tendencies. When at least one cytoplasmic pattern was positive, detection of specific antibodies 

led to higher proportion of ARD diagnosis, i.e., from 71.4% (15/21) with only ANA considered 

to 92.3% (12/13) when specific antibodies were also detected. The most frequent specific  

antibodies detected were anti-Ro52 (73.3%; 11/15) and anti-SSA (40.0%; 6/15), mostly with 

high intensity. In contrast, when cytoplasmic patterns were negative, proportions of ARD were 

similar whether specific antibodies were detected or not, i.e., 33.3% (5/15) when detected, and 

31.9% (29/91) when not, suggesting that specific antibodies detection could not distinguish  

between ARD and non-ARD clearly in this case. Additionally, intensity of specific antibodies 

found in non-ARD was likely low. The most frequently found disease in patients with negative 

nuclear pattern of ANA was SLE. The investigation suggested that positive cytoplasmic patterns 

together with specific antibodies detection were more likely to lead to SLE diagnosis than in the 

other groups (30.8%; 4/13). However, cases of SLE were too few to be statistically concluded. 

In conclusion, when the result of ANA screening test is negative for nuclear patterns, positive 

cytoplasmic patterns can help suggest ARD when combined with specific antibodies detection. 

Patient clinical symptoms should also be considered altogether. 
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สัดส่วนของผู้ป่วยที่มีผลเป็นลบต่อ Nuclear Pattern  
ของการตรวจ Antinuclear Antibody และลักษณะ 

ของแอนติบอดีจำ�เพาะที่ตรวจพบ
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บทคััดย่่อ
ผู้ป่วยท่ีมีอาการทางคลินิกเข้าข่ายเป็นโรคภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองบางส่วนอาจตรวจไม่พบ

แอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง ทั้งในการตรวจคัดกรอง antinuclear antibody (ANA) และการตรวจ

แอนติบอดีจำ�เพาะ การศึกษานี้ต้องการประมาณสัดส่วนของผลตรวจ ANA ที่เป็นลบในนิวเคลียส และ

ศกึษาอตัราการตรวจพบและชนดิของแอนติบอดีจำ�เพาะ รวมทัง้ผลการวนิจิฉัยโรคทางคลนิิก โดยสบืคน้

ผลตรวจทางห้องปฏิบัติการย้อนหลังของผู้ป่วยในโรงพยาบาลขอนแก่นที่แพทย์สงสัยภาวะภูมิต้านทาน

เนือ้เยือ่ตนเองและส่งตรวจ ANA ด้วยวธีิอนิไดเรคอมิมูโนฟลอูอเรสเซนซ์ และตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะ

ด้วยวิธี line immunoblot assay (LIA) ในช่วง พ.ศ. 2560-2563 และสืบค้นเวชระเบียนเฉพาะของ 

ผู้ป่วยที่มีผลการตรวจ ANA เป็นลบในนิวเคลียส เพื่อรวบรวมผลการวินิจฉัยโรค วิเคราะห์ข้อมูลโดย

ใช้สถิติเชิงพรรณนา สถิติ chi-square test หรือ Fisher’s exact test ผลการศึกษาพบว่า จากตัวอย่าง 

ซีรัมผู้ป่วย 1,002 ราย มีผล ANA เป็นลบในนิวเคลียส 127 ราย (ร้อยละ 12.7) ซึ่งในกลุ่มนี้การติดสีใน 

ไซโทพลาสซึมสามารถบ่งชี้แนวโน้มการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะได้ (p < 0.001) โดยในร้อยละ 16.5 

(21/127) ที่ติดสี พบแอนติบอดีจำ�เพาะถึงร้อยละ 61.9 (13/21) ในขณะที่อีกร้อยละ 83.5 (106/127)  

ท่ี ไม่ติดสี พบแอนติบอดีจำ�เพาะเพียงร้อยละ 14.2 (15/106) และการติดสีในไซโทพลาสซึม 

ยังสามารถบ่งชี้แนวโน้มการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วยโรคภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง (p = 0.001) ได้อีกด้วย 

โดยในกลุ่มที่ติดสีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคกลุ่มนี้ถึงร้อยละ 71.4 (15/21) ในขณะที่กลุ่มที่ไม่ติดสีพบ

เพยีงรอ้ยละ 32.1 (34/106) แต่การติดสใีนไมโทติกเซลล์ไม่สามารถบง่ชีแ้นวโนม้ท้ังสองได้ เม่ือพจิารณา

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: t.wisansanee@gmail.com 
รับบทความ: 22 กุมภาพันธ์ 2565 	 แก้ไขบทความ: 10 เมษายน 2565 	 รับตีพิมพ์บทความ: 3 พฤษภาคม 2565



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 50 ฉบับที่ 1 เมษายน 2565 นิพนธ์ต้นฉบับ

การติดสใีนไซโทพลาสซึมรว่มกบัการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ พบวา่ ในกลุม่ท่ีติดสใีนไซโทพลาสซึม 

การตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะด้วยนำ�ไปสู่การวนิิจฉัยวา่เปน็โรคภูมิต้านทานเน้ือเยือ่ตนเองในสดัสว่นท่ี

สูงขึ้น คือจากร้อยละ 71.4 (15/21) เมื่อดูเฉพาะผล ANA เป็นร้อยละ 92.3 (12/13) เมื่อพบแอนติบอดี

จำ�เพาะด้วย ซึ่งแอนติบอดีจำ�เพาะที่ตรวจพบมากที่สุด ได้แก่ anti-Ro52 พบร้อยละ 73.3 (11/15) และ 

anti-SSA พบร้อยละ 40.0 (6/15) และส่วนใหญ่มีความเข้มสูง สำ�หรับกลุ่มที่ไม่ติดสีในไซโทพลาสซึม 

มีสดัส่วนของผู้ปว่ยท่ีเปน็โรคภูมิต้านทานเน้ือเยือ่ตนเองใกลเ้คยีงกนัท้ังในกลุม่ท่ีพบและไม่พบแอนติบอดี

จำ�เพาะ คือร้อยละ 33.3 (5/15) ในกลุ่มที่พบ และร้อยละ 31.9 (29/91) ในกลุ่มที่ไม่พบ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า 

การตรวจพบหรือไม่พบแอนติบอดีจำ�เพาะในกลุ่มท่ีไม่ติดสีในไซโทพลาสซึมอาจไม่ช่วยแบ่งแยก 

ผู้ป่วยที่เป็นและไม่เป็นโรคภูมิต้านทานเน้ือเยื่อตนเองให้ชัดเจนขึ้นได้ โดยความเข้มของแอนติบอดี

จำ�เพาะท่ีพบในผู้ป่วยท่ีไม่ใช่โรคภูมิต้านทานเน้ือเยื่อตนเองส่วนใหญ่มีระดับต่ำ� โรคท่ีพบมากท่ีสุดใน 

ผู้ป่วยท่ีมีผล ANA เป็นลบในนิวเคลียส คือ SLE ซ่ึงการติดสีในไซโทพลาสซึมและการตรวจพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะมีโอกาสนำ�ไปสู่การวินิจฉัยว่าเป็น SLE ได้มากกว่ากลุ่มอื่น (ร้อยละ 30.8; 4/13) แต่

จำ�นวนท่ีตรวจพบยงัน้อยเกนิกวา่จะสรปุในทางสถติิได้ จากผลการศกึษาน้ีสรปุได้วา่ ในการตรวจคดักรอง 

ANA ท่ีได้ผลเป็นลบในนิวเคลียส การติดสีในไซโทพลาสซึมเป็นองค์ประกอบหน่ึงท่ีช่วยบ่งช้ีโรค 

ภูมิต้านทานเน้ือเยือ่ตนเองได้เม่ือใช้ประกอบกบัการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ โดยควรพจิารณาอาการ

ทางคลินิกของผู้ป่วยร่วมด้วย

คำ�สำ�คัญ:	 โรคภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง วิธีอินไดเรคอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ แอนตินิวเคลียร์แอนติบอด ี

			  เป็นลบในนิวเคลียส แอนติบอดีจำ�เพาะ
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บทนำำ�
การตรวจแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง (auto-

antibody) ด้วยการตรวจ antinuclear antibodies 

(ANAs) เป็นการตรวจคัดกรองทางห้องปฏิบัติการ

เพื่อช่วยสนับสนุนการวินิจฉัยกลุ่มโรค autoimmune 

rheumatic diseases (ARDs) โดยเฉพาะ  

systemic autoimmune diseases รวมท้ัง 

โรคท่ีเก่ียวข้องกับการอักเสบของเนื้อเยื่อเก่ียวพัน  

(connective tissue diseases; CTDs) ได้แก่  

systemic lupus erythematosus (SLE), Sjögren’s 
syndrome (SS), systemic sclerosis (SSC), 

polymyositis/dermatomyositis และ mixed  

connective tissue disease (MCTD) เป็นต้น(1) 

โดยปัจจุบัน The American College of  

Rheumatology (ACR) ไดแ้นะนำ�วา่การตรวจ ANA 

ดว้ยวิธ ีindirect immunofluorescence assay (IFA) 

ยงัคงเปน็วธิมีาตรฐานในการตรวจคดักรองแอนตบิอดี

ต่อเซลล์ตนเอง(2) 

การรายงานผลการตรวจ ANA ประกอบด้วย

รูปแบบของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ในนิวเคลียส 

(nuclear pattern) ในไซโทพลาสซึม (cytoplasmic 

pattern) และในไมโทติกเซลล์ (mitotic pattern) 

โดยแต่ละรูปแบบมีความสัมพันธ์กับแอนติเจนท่ี

จำ�เพาะ รวมท้ังมีความเก่ียวข้องกับโรคภูมิต้านทาน

เนื้อเยื่อตนเองหลายๆ ชนิด(3) จากท่ีประชุม The 

international consensus on ANA patterns 

(ICAP) workshop ครั้งที่ 2 ในปี พ.ศ. 2558 ได้มี

การทบทวนข้อตกลงร่วมกันในการรายงานผล ANA 

ด้วยหลักการ IFA โดยแนะนำ�ว่าควรประกอบด้วย 3 

ส่วน ได้แก่ ชนิดของวิธีทดสอบ ผลการตรวจ ANA 

ท่ีควรระบุว่าให้ผลเป็นบวกหรือลบ และรายงาน 

รูปแบบของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ หรือ ANA  

patterns ตามด้วยระดับของแอนติบอดีในรูปแบบ 

ไตเตอร ์หรอืระดบัความเข้มของการตดิสฟีลูออเรสเซนซ ์

(fluorescence intensity) โดยควรมีข้อเสนอแนะ

ของผลการตรวจ ANA กับความสัมพันธ์ของการ

ตรวจพบแอนตบิอดตีอ่แอนตเิจนทีจ่ำ�เพาะ (specific 

antibody) ในโรคที่เกี่ยวข้อง(4) 

โดยปกติเมื่อตรวจพบ nuclear pattern ก็

จะรายงานผล ANA เป็นบวก แต่ในกรณีท่ีไม่พบ 

nuclear pattern ยังไม่มีข้อสรุปว่าควรรายงานผล 

ANA เป็นบวกหรือลบหากตรวจพบ cytoplasmic 

pattern หรือ mitotic pattern แม้จะเป็นท่ีเข้าใจ 

ร่วมกันว่าการติดสีทั้งสองแบบนี้ภายในเซลล์มีความ

เก่ียวข้องกับอาการทางคลินิกของโรคบางชนิด และ

เป็นสิง่ที่ไมค่วรมองข้าม(4, 5)
 อยา่งไรก็ตาม มข้ีอเสนอแนะ 

ระดับนานาชาติสำ�หรับการตรวจแอนติบอดีต่อเซลล์

ตนเองว่านอกเหนือจากการรายงาน nuclear pattern 

ควรรายงานชนิดของ cytoplasmic pattern และ 

mitotic pattern ร่วมด้วย และในกรณีที่ ANA ให้

ผลเป็นบวก (โดยไม่ได้ลงรายละเอียดว่านับการตรวจ

พบ cytoplasmic pattern หรือ mitotic pattern  

ในกรณีท่ีไม่พบ nuclear pattern ด้วยหรือไม่) 

ให้ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีที่มีความจำ�เพาะสำ�หรับ 

extractable nuclear antigens (ENAs) ซึ่งเป็นการ

ตรวจหาแอนติบอดีจำ�เพาะ(6) โดยแอนติบอดีต่อ  

ENA แตล่ะชนดิ (anti-ENA) ไดแ้ก่ anti-nRNP/Sm, 

anti-Sm, anti-SSA, anti-Ro52, anti-SSB, anti-

Scl70 และ anti-Centromere เป็นต้น นอกจากนี้ 

ยังมีแอนติบอดีต่อแอนติเจนชนิดอื่นในส่วนของ

นิวเคลียส เช่น anti-dsDNA, anti-histones และ 

anti-nucleosomes แอนตบิอดตีอ่แอนตเิจนในไซโท-

พลาสซึม เช่น anti-Jo1 และ anti-RIB-P และ

แอนติบอดีต่อไมโทติกเซลล์หรือเซลล์ระยะแบ่งตัว  

ซึ่งแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเองเหล่านี้มีรายงานการ

ตรวจพบและสัมพันธ์กับโรค CTD หลายชนิด(7) 

 จากแนวทางปฏิบตัิในการตรวจวนิจิฉยัทาง

ห้องปฏิบัติการสำ�หรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเซลล์
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ตนเอง ได้ระบุให้ตรวจ ANA เฉพาะในผู้ป่วยที่มี

อาการทางคลินิกซึ่งสงสัยกลุ่มโรค ARD และควร

ตรวจ antinuclear specific antibody เฉพาะใน 

ผู้ป่วยที่มีผลตรวจ ANA ด้วยวิธี IFA เป็นบวก หรือ

มีอาการทางคลินิกของโรค ARD ชัดเจนแม้จะมีผล 

ANA เปน็ลบ(8) โดยจากการศกึษาของ Pollock และ

คณะ ในปี พ.ศ. 2542 ได้รายงานผลตรวจ anti-SSA 

ซึง่เปน็หนึง่ใน anti-ENA ทีม่กัจะไมม่ ีANA pattern 

ปรากฏให้เห็นในการย้อมด้วยวิธี IFA โดยตัวอย่าง 

ซีรัมที่ตรวจพบ anti-SSA เมื่อตรวจ ANA ด้วยวิธี 

IFA โดยใช้ HEp-2 cells เปน็แอนตเิจน ใหผ้ล ANA 

เป็นลบถึงร้อยละ 6 ซึ่งแสดงว่าการตรวจคัดกรอง 

ANA ท่ีใหผ้ลเปน็ลบไม่ไดห้มายความว่าผูป้ว่ยจะไมม่ี

แอนตบิอดจีำ�เพาะ(9) โดยเฉพาะกลุม่ ARD บางชนดิ 

เช่น SLE, polymyositis และ rheumatoid  

arthritis ที่เมื่อตรวจ ANA โดยใช้ HEp-2 cells 

หรือ HEp-2000 cells เป็นแอนติเจน และได้ผล 

เป็นลบ ก็สามารถตรวจพบ anti-ENA บางชนิดที่มี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคได้(10) 

ในปี พ.ศ. 2562 The European League 

Against Rheumatism (EULAR) และ ACR ได้

ปรับเกณฑ์การจำ�แนกชนิดของโรค SLE โดยกำ�หนด

ให้การตรวจ ANA ด้วยวิธี IFA โดยใช้ HEp-2 cells 

ที่มีผลเป็นบวกและไตเตอร์มากกว่าหรือเท่ากับ 1:80 

เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาเข้าสู่กระบวนการวินิจฉัย

โรค SLE (entry criterion) โดยพิจารณาร่วมกับผล

ตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยาและอาการทางคลินิก(11) 

อย่างไรก็ตาม หลายการศึกษาก่อนหน้านี้ได้รายงาน 

ผู้ป่วย SLE ที่มีผลตรวจคัดกรอง ANA ด้วยวิธี IFA 

เปน็ลบ แตต่รวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะ เชน่ Maraina 

และคณะ ได้รายงานการพบผู้ป่วย ANA negative 

SLE ที่มีอาการทางคลินิกของโรค SLE ชัดเจน แต่

ตรวจพบ anti-SSA(12) Sugisaki และคณะ รายงาน

ผู้ป่วย SLE ที่เป็น Lupus nephritis ซึ่งมี ANA 

เปน็ลบ แตต่รวจพบ cytoplasmic specific antibody 

ชนิด anti-Ribosomal P protein (anti-RIB-P)(13) 

Song และคณะ รายงานผู้ป่วย SLE 15 ราย ที่มี 

ผลตรวจ ANA เป็นลบ โดยมีบางส่วนท่ีตรวจพบ 

anti-SSA และ/หรือ anti-SSB รวมทั้งกลุ่มที่มีผล 

anti-ENA เป็นลบ(14) โดยผู้ป่วย SLE ท่ีเป็น  

seronegative lupus nephritis ก็มีรายงานพบว่า 

มีผลตรวจ ANA และ anti-ENA เป็นลบ(15, 16) 

นอกจากนี้ Chander และคณะ ได้รายงานผู้ป่วยที่ได้

รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค systemic sclerosis ซึ่ง 

มีอาการทางคลินิกที่ชัดเจนโดยอ้างอิงตาม ACR/

EULAR score สำ�หรบัโรค systemic sclerosis โดย 

พบว่าผู้ป่วยมีผลตรวจ ANA, anti-Scl70 และ  

anti-centromere เป็นลบ(17) 

จากข้อมลูดงักลา่วจะเหน็ว่าผูป้ว่ยท่ีมอีาการ

ทางคลินิกของ ARD โดยเฉพาะ SLE บางส่วนอาจ

ตรวจไม่พบแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง ท้ังการตรวจ

คดักรอง ANA ดว้ยวิธ ีIFA และการตรวจแอนตบิอดี

จำ�เพาะ อีกท้ังยังเป็นข้อมูลรายงานการพบผู้ป่วย  

ซึ่งเป็น case report ยังไม่ทราบถึงสัดส่วนของการ

ตรวจพบ ANA ที่ให้ผลเป็นลบในส่วนของนิวเคลียส 

และการตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะแตล่ะชนดิสำ�หรบั

ผู้ป่วยท่ีสงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองชนิด

อื่นๆ ที่อาจเป็นผู้ป่วย ARD หรือโรคชนิดอื่นได้

งานวิจัยนี้มี วัตถุประสงค์เพื่อประมาณ

สัดส่วนของ ANA ที่ ให้ผลเป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส ในตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยที่แพทย์สงสัยภาวะ

ภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองและส่งตรวจ ANA และ 

anti-ENA และศกึษาอตัราการตรวจพบและชนดิของ 

แอนติบอดีจำ�เพาะแต่ละชนิด รวมท้ังผลการวินิจฉัย

โรคในผู้ป่วยที่มี ANA เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส 

เพือ่ให้สามารถนำ�ผลการวิเคราะหม์าชว่ยสนบัสนนุการ

วินิจฉัย และการทำ�นายโรคในผู้ป่วยท่ีมีอาการทาง

คลินิกที่สงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง
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วััสดุุและวิิธีีการ
1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

การศึกษานี้มีรูปแบบการวิจัยแบบ retro-

spective descriptive study โดยการสืบค้นข้อมูล

ย้อนหลังของทะเบียนบันทึกผลตรวจวิเคราะห์ทาง

ห้องปฏิบัติการของตัวอย่างซีรัมผู้ป่วยท่ีแพทย์สงสัย

ภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง และส่งตรวจ ANA 

และ anti-ENA จำ�นวน 1,002 ราย และศึกษาผล

การวนิจิฉยัโรคในผูป้ว่ยทีม่ ีANA เปน็ลบในสว่นของ

นิวเคลียส จากเวชระเบียนของผู้ป่วยโรงพยาบาล

ขอนแก่น ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2560 ถึง 2563 โครงการ 

วิจัยนี้ผ่านการรับรองจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์  

โรงพยาบาลขอนแก่น รหัสโครงการวิจยั KEXP63002

2. การตรวจวิเคราะห์ antinuclear antibodies 

(ANAs)

ตรวจวิเคราะห์ ANA ด้วยวิธี IFA โดยใช้

ชดุน้ำ�ยาสำ�เรจ็รปูยีห่อ้ EUROIMMUN (Germany) 

ซึ่งใช้ซับสเตรตที่เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด human 

laryngo-epithelium cells (HEp-20-10 cells) 

และ primate liver cells (monkey’s liver cells) 

เคลือบบนแผ่นสไลด์ ย้อมสไลด์เพื่อตรวจหา ANA 

โดยเจือจางซีรัมผู้ป่วยเป็น single dilution ที่ 1:100 

ด้วย phosphate buffer saline (PBS)-Tween 20 

ตามข้อแนะนำ�ในเอกสารกำ�กับน้ำ�ยา เติมซีรัมท่ี 

เจอืจางแล้วให้ทำ�ปฏิกิรยิากับซบัสเตรตแอนตเิจน โดย

บ่ม (incubate) ไว้ 30 นาที เพ่ือให้แอนติบอดี 

ท่ีคาดว่าจะมีในซรีมัทำ�ปฏิกริยิากับซบัสเตรตแอนตเิจน

ท่ีเคลือบบนแผ่นสไลด์ แล้วล้างซีรัมส่วนเกินออก  

จากนัน้เตมิน้ำ�ยา fluorescein-labelled anti-human 

IgG (goat) เพื่อติดตามการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนและแอนติบอดี โดยบ่มไว้อีก 30 นาที และ

ล้างส่วนเกินออก ตรวจวิเคราะห์การตดิสฟีลอูอเรสเซนซ ์

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ โดยรายงานผล

เปน็บวกหรอืลบ หากพบการตดิสีก็จำ�แนกชนดิ ANA 

pattern และประเมินระดับความเข้มของการติดสี 

ฟลูออเรสเซนซ์ (fluorescence intensity) จาก  

1+ ถึง 4+ โดยไม่ได้รายงานผลเป็นไตเตอร์

แต่ละสไลด์จะทดสอบตัวอย่างควบคุม

คุณภาพภายใน (internal quality control; IQC)  

ท่ีมีผลเป็นลบและเป็นบวกของ nuclear homoge-

neous pattern ที่มีระดับความเข้มของการติดสีฟลูออ-

เรสเซนซ์ 4+ ควบคู่กันไปด้วย ทั้งนี้เพ่ือทดสอบ

คุณภาพของน้ำ�ยาและกระบวนการย้อม และเพื่อ 

ใช้อ่านเทียบความเข้มของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ 

เปน็การควบคมุความแตกตา่งของการอา่นระดบัความ

เข้มของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ที่ได้จากการย้อม

แต่ละครั้ง 

3. การตรวจวิเคราะห์ anti-extractable nuclear 

antigens (anti-ENAs)

ย้อมแผ่น immunostrip ซึ่ งเคลือบ

แอนตเิจนชนดิ nRNP/Sm, Sm, SSA (Ro), Ro-52, 

SSB (La), Scl-70, Jo-1, centromere B, dsDNA, 

nucleosomes, histones และ RIB-P ตามขั้นตอน

ในเอกสารกำ�กับน้ำ�ยาของชุดน้ำ�ยาสำ�เร็จรูปสำ�หรับ

ตรวจ anti-ENA วธีิ line immunoblot assay (LIA) 

ชนิด EUROLINE ANA Profile 1 (IgG) ยี่ห้อ 

EUROIMMUN (Germany) โดยเจือจางตัวอย่าง 

ซีรัมผู้ป่วยเป็น 1:100 ด้วย sample buffer แล้วบ่ม 

30 นาที เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและ

แอนติบอดีจำ�เพาะท่ีคาดว่าจะมีในซีรัม ล้างซีรัม 

ส่วนเกินออก เติมน้ำ�ยา enzyme conjugate ซึ่งเป็น 

alkaline phosphatase-labelled anti-human IgG 

(goat) โดยบ่มไว้ 30 นาที และล้างส่วนเกินออก  

ข้ันตอนสุดท้ายเติมซับสเตรต ได้แก่ Nitro blue 

tetrazolium chloride/5-Bromo-4-chloro-3- 

indolylphosphate (NBT/BCIP) บ่ม 10 นาที และ
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หยุดปฏิกิริยาด้วยน้ำ�กลั่น ซีรัมผู้ป่วยที่มีแอนติบอดี

จำ�เพาะจะทำ�ปฏิกิริยากับแอนติเจนแต่ละชนิดท่ี

เคลือบไว้บนแผ่น immunostrip และปรากฏแถบสี

ให้เห็น อ่านระดับความเข้มของแถบสีท่ีเกิดข้ึนจาก

ปฏิกิริยาท่ีให้ผลบวก ในรูปแบบกึ่งเชิงปริมาณด้วย

โปรแกรมสำ�เรจ็รปู EUROLineScan โดยรายงานผล

เป็น negative, borderline, positive 1+, positive 

2+ และ positive 3+ (strong positive) ข้อมูลใน

การศึกษานี้ไม่ได้รายงานผลเป็นไตเตอร์

	  

4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ประมาณสัดส่วนของผลตรวจ ANA ที่เป็น

บวกและลบในส่วนของนิวเคลียส ในตัวอย่างซีรัม 

ผู้ป่วยท่ีสงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเอง เป็น 

ค่าร้อยละ 

จากนั้น ศึกษาเฉพาะกลุ่มที่ผลตรวจ ANA 

เปน็ลบในสว่นของนวิเคลยีส โดยเปรยีบเทียบสดัสว่น

ของผลการตรวจเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 

ผลของการตรวจ ANA การตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะ 

และการวินจิฉัยโดยแพทยว์า่เปน็กลุม่โรค ARD หรอืไม ่

โดยใช้สถิติ chi-square หรือ Fisher’s exact test 

ช่วยในการตัดสิน รวมท้ังประมาณค่าความถ่ีร้อยละ 

ของแอนติบอดีจำ�เพาะแต่ละชนิดท่ีพบ และความถ่ี

ของโรคที่พบในผู้ป่วย

 
ผลการศึึกษา

จากการสืบค้นทะเบียนบันทึกผลตรวจ 

คัดกรอง ANA ด้วยวิธี IFA ในตัวอย่างซีรัมผู้ป่วย 

ท่ีแพทย์สงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองและ 

ส่งตรวจ anti-ENA จำ�นวน 1,002 ราย พบผู้ป่วยที่

มีผล ANA เป็นบวกในส่วนของนิวเคลียส 875 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 87.3 และ ANA เป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส 127 ราย คิดเป็นร้อยละ 12.7 (Table 1)

1. การตรวจวิเคราะห์ ANA

ผู้ป่วยที่มีผล ANA เป็นลบในส่วนของ

นวิเคลียส เมือ่พจิารณาเฉพาะผลการตรวจ cytoplas-

mic pattern หรือ mitotic pattern ที่มีต่อการตรวจ

พบแอนติบอดีจำ�เพาะ และต่อการวินิจฉัยโรคใน 

ผู้ป่วยว่าจัดอยู่ในกลุ่ม ARD หรือไม่ พบว่า กรณี 

ที่ cytoplasmic pattern เป็นบวก มีสัดส่วนการพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะร้อยละ 61.9 (13/21) และเป็น 

ผู้ป่วย ARD ร้อยละ 71.4 (15/21) ขณะที่หากตรวจ

ไม่พบ cytoplasmic pattern มีสัดส่วนการพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะร้อยละ 14.2 (15/106) และเป็น 

ผู้ป่วย ARD ร้อยละ 32.1 (34/106) ซึ่งพบว่า  

cytoplasmic pattern ท่ีเป็นบวกและลบให้ผลการ

ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ และการวินิจฉัยว่าเป็น 

ผู้ป่วย ARD แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ (p <  0.001 

และ p = 0.001 ตามลำ�ดับ) (Table 2)

ส่วน mitotic pattern ท่ีให้ผลเป็นบวก  

มสัีดส่วนการตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะรอ้ยละ 12.5 

(1/8) และเป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 50.0 (4/8)  

ขณะที่กลุ่มที่ตรวจไม่พบ mitotic pattern มีสัดส่วน

การพบแอนตบิอดจีำ�เพาะรอ้ยละ 22.7 (27/119) และ

เป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 37.8 (45/119) ซึ่งพบว่า 

mitotic pattern ทีเ่ปน็บวกและลบให้ผลการตรวจพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะ และการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD 

ไม่แตกต่างกัน (p = 0.684 และ p = 0.710 ตาม

ลำ�ดับ) (Table 2) และเนื่องจากจำ�นวนกลุ่มตัวอย่าง

ท่ีมีผล mitotic pattern เป็นบวกท่ีมีเพียง 8 ราย  

จึงไม่ได้นำ�มาวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป

2. การตรวจวิเคราะห์ ANA ร่วมกับการตรวจ 

Specific Antibody

 ผูป้ว่ยทีม่ผีลตรวจ ANA ทีม่ ีcytoplasmic 

pattern เปน็บวก เมือ่ตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะรว่ม
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ด้วย มีสัดส่วนในการวินิจฉัยว่าเป็น ARD ร้อยละ 
92.3 (12/13) ขณะที่กลุ่มที่ไม่พบแอนติบอดีจำ�เพาะ
มีสัดส่วนในการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 
37.5 (3/8) ส่วนกลุ่มที่มี cytoplasmic pattern เป็น
ลบ ผลการตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะที่เป็นบวกและ 
ลบ มีสัดส่วนการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD ร้อยละ 
33.3 (5/15) และร้อยละ 31.9 (29/91) ตามลำ�ดับ  
(Table 3)

ในกรณีการวินิจฉัยโรค SLE พบว่า กลุ่มที่
มีสัดส่วนการเป็นผู้ป่วย SLE สูงที่สุดคือกลุ่มที่มีผล 
cytoplasmic pattern เป็นบวกและตรวจพบ
แอนตบิอดจีำ�เพาะร่วมดว้ย โดยเปน็ผูป้ว่ย SLE ร้อยละ 
30.8 (4/13) แต่เนื่องจากจำ�นวนที่ตรวจพบยังน้อย
เกินไปจึงไม่อาจสรุปผลในทางสถิติได้ (Table 3)

3.	 Specific Antibody ที่ตรวจพบ 
การตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะแต่ละชนิด

ในตัวอย่างซีรัมที่มีผล ANA เป็นลบในส่วนของ
นิวเคลียส จำ�แนกตามผลการวินิจฉัยว่าเป็นกลุ่มโรค 
ARD หรือไม่ และตามการตรวจพบ cytoplasmic 
pattern พบวา่ กลุม่ ARD ท่ีม ีcytoplasmic pattern 
เป็นบวก สามารถตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะได้มาก
ที่สุด โดยในกลุ่มนี้ พบ anti-Ro52 ในผู้ป่วยร้อยละ 
73.3 (11/15), พบ anti-SSA ร้อยละ 40.0 (6/15) 
ซึ่งเป็นการพบร่วมกับ anti-Ro52 ทั้งหมด โดยพบ 
anti-Jo1 ร้อยละ 20.0 (3/15) anti-RIB-P ร้อยละ 
13.3 (2/15) และ anti-nRNP/Sm ร้อยละ 6.7 
(1/15) ตามลำ�ดบั โดยมคีวามเขม้ของแถบสีท่ีเกิดขึน้
จากปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกตั้งแต่ระดับ borderline ถึง 
3+ และส่วนใหญ่พบที่ 3+ รองลงมาคือกลุ่ม ARD 
ท่ีม ีcytoplasmic pattern เปน็ลบ โดยพบแอนตบิอดี
จำ�เพาะ ที่มีความเข้มระดับต่ำ�ถึงปานกลาง ส่วนใหญ่
อยู่ที่ 2+ สำ�หรับกลุ่ม non-ARD ที่มี cytoplasmic 
pattern เป็นลบ สามารถตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ
ได้บ้าง โดยส่วนใหญ่มีระดับความเข้มต่ำ � คือ  

borderline ถึง 1+ นอกจากนี้ พบว่ามีผู้ป่วย non-
ARD ท่ีตรวจพบ cytoplasmic pattern และมี 
anti-dsDNA ที่มีระดับความเข้ม 1+ จำ�นวน 1 ราย 
(Table 4)

4. โรคที่พบจากการวินิจฉัย
จากกลุ่มผู้ป่วยที่มีผล ANA เป็นลบ 127 

ราย ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคกลุ่ม ARD 49 ราย 
โรคท่ีพบมากที่สุดคือ SLE ซึ่งพบท้ังหมด 15 ราย 
(ร้อยละ 30.6) (Table 5) โดยเป็น SLE ที่ตรวจพบ
แอนติบอดีจำ�เพาะ 6 ราย (ในจำ�นวนนี้ตรวจพบ 
cytoplasmic pattern ร่วมด้วย 4 ราย) และตรวจ 
ไม่พบแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง 9 ราย (Table 3) 
และกลุ่ม ARD ชนิดอื่นที่มี cytoplasmic pattern 
เป็นบวก และมีแอนติบอดีจำ�เพาะร่วมด้วย ได้แก่  
antisynthetase syndrome, dermatomyositis, 

early systemic sclerosis with MCTD, necrotizing 
autoimmune myositis, subacute cutaneous lupus 
erythematosus (SCLE), undifferentiated  
connective tissue disease with nonspecific  
interstitial pneumonia และ interstitial lung 
disease with fibrosis (Table 5)

ในกลุ่มผู้ป่วย ARD 49 รายนี้ มีทั้งหมด  
17 รายท่ีตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะซึ่งได้แจกแจง
รายละเอียดของผลการตรวจและการวินิจฉัยโรคของ
ผู้ป่วยแต่ละราย ดังแสดงใน Table 6

สำ�หรบัผูป้ว่ยกลุ่ม non-ARD 78 ราย ตรวจ
พบ cytoplasmic pattern 6 ราย ในจำ�นวนนี้ตรวจ
พบแอนติบอดีจำ�เพาะเพียง 1 ราย ซึ่งเป็นโรค  
parotid gland tumor ท่ีเหลอือกี 5 ราย เปน็โรคอืน่ๆ 
ส่วนผู้ป่วย non-ARD อีก 72 รายท่ีตรวจไม่พบ 
cytoplasmic pattern ม ี10 รายท่ีตรวจพบแอนตบิอดี
จำ�เพาะ (ส่วนใหญ่มีความเข้มในระดับ borderline  
ถึง 1+ ดังแสดงใน Table 4 โดยส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วย
โรคไต ไดแ้ก่ nephrotic syndrome, chronic kidney 
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Table 1 Proportion of ANA pattern in serum of patients suspected of autoimmune rheumatic diseases

ANA by IFA Proportion; %

Positive ANA nuclear pattern 875/1,002  ;  87.3%

Negative ANA nuclear pattern 127/1,002  ;  12.7%

Cytoplasmic/mitotic patterns
Specific antibody detection ARD

Proportion ; % p-value Proportion ; % p-value

Cytoplasmic
Positive	 21/127	 ; 16.5% 		 13/21	 ; 61.9%

<0.001f
	15/21 	 ; 71.4%

0.001*
Negative	 106/127	 ; 83.5% 	15/106	 ; 14.2% 	34/106	 ; 32.1%

Mitotic
Positive	 8/127	 ; 6.3% 		 1/8	 ; 12.5%

0.684f
		 4/8 	 ; 50.0%

0.710f

Negative	 119/127	 ; 93.7% 		27/119	 ; 22.7% 	45/119	 ; 37.8%

Table 2	Proportion of subsequent specific antibody detection and diagnosis as ARD for cases of  
		 negative ANA nuclear pattern

Table 3	Classification of patients with negative ANA nuclear pattern, with proportion, based on  
		 cytoplasmic patterns and specific antibody detection

Cytoplasmic patterns Specific antibody Diagnosis SLE/Non-SLE

Pos	 21/127	 16.5%

Pos	 13/21	 61.9%
ARD	 12/13	 92.3%

SLE	 4/13	 30.8%
Non-SLE	 8/13	 61.5%

Non-ARD	 1/13	 7.7%

Neg	 8/21	 38.1%
ARD	 3/8	 37.5%

SLE	 0/8	 0.0%
Non-SLE	 3/8	 37.5%

Non-ARD	 5/8	 62.5%

Neg	 106/127	 83.5%

Pos	 15/106	 14.2%
ARD	 5/15	 33.3%

SLE	 2/15	 13.3%
Non-SLE	 3/15	 20.0%

Non-ARD	 10/15	 66.7%

Neg	 91/106	 85.8%
ARD	 29/91	 31.9%

SLE	 9/91	 9.9%
Non-SLE	 20/91	 22.0%

Non-ARD	 62/91	 68.1%

ARD = autoimmune rheumatic disease
*chi-square test
f Fisher’s exact test

disease, acute renal failure with tubular necro-
sis/acute tubular necrosis และ renal artery 
thrombosis และพบใน non-ARD ชนิดอื่น ได้แก่ 

pulmonary tuberculosis, interstitial pneumonia/
interstitial pulmonary disease และ cavernous 
sinus thrombosis (Table 5)
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Table 4	Proportion of specific antibodies detected in patients with negative ANA nuclear pattern,  

		 classified by cytoplasmic pattern detection and ARD diagnosis

Patients Specific antibody

Nuclear pattern of ANA by IFA negative

Cytoplasmic patterns negative (N = 106) Cytoplasmic patterns positive (N = 21)

N of 

Cases
Frequency; %

Specific Ab 

intensity

N of 

Cases

Frequency; 

%

Specific Ab intensity

(& most frequent)

ARD

anti-nRNP/Sm 34 	 1;  2.9% 1+ 15 1; 6.7% borderline

anti-Sm 	 0;  0.0% 	 0; 0.0%

anti-SSA 	 1;  2.9% borderline 6; 40.0% borderline to 3+ (3+)

anti-SSA and Ro52 0; 0.0% 	 6; 40.0% borderline to 3+ (3+)

anti-Ro52 	 2; 5.9% 2+ 	11; 73.3% borderline to 3+ (3+)

anti-SSB 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-Scl70 1; 2.9% 2+ 	 0; 0.0%

anti-Centromere B 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-dsDNA 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-Nucleosomes 	 1; 2.9% 2+ 	 0; 0.0%

anti-Histones 	 0; 0.0% 	 0; 0.0%

anti-Jo1 0; 0.0% 3; 20.0% 3+

anti-RIB-P 	 0; 0.0% 2; 13.3% 1+

Non-ARD

anti-nRNP/Sm 72 	 2; 2.8% borderline to 1+ 6 0; 0.0%

anti-Sm 	 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-SSA 3; 4.2% borderline to 2+ 0; 0.0%

anti-SSA and Ro52 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-Ro52 2; 2.8% borderline to 1+ 0; 0.0%

anti-SSB 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-Scl70 1; 1.4% borderline 0; 0.0%

anti-Centromere B 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-dsDNA 0; 0.0% 1; 16.7% 1+

anti-Nucleosomes 0; 0.0% 0; 0.0%

anti-Histones 2; 2.8% 1+ 0; 0.0%

anti-Jo1 2; 2.8% borderline to 1+ 0; 0.0%

anti-RIB-P 0; 0.0% 0; 0.0%



สัดส่วนของผูป่้วยทีม่ผีลเป็นลบตอ่ Nuclear Pattern ของการตรวจ Antinuclear Antibody และลกัษณะของแอนตบิอดี
จำ�เพาะที่ตรวจพบ

8037

Group Diseases

Cases with specific antibody detected

ARD 
N = 49

SLE (**3 cases) 12; 1 2 4 1 - - - - 2

SLE+ dermatomyositis+ antisynthetase 
syndrome**

1; - - - - - - - 1 -

SLE+ rheumatoid arthritis 1; - - - - - - - - -

SLE+ Behcet’s disease 1; - - - - - - - - -

Rheumatoid arthritis 5; 1* 1* - - - - - - -

Cutaneous vasculitis 4; - - - - - - - - -

Undifferentiated arthritis 3; - - - - - 1 - - -

Antisynthetase syndrome** 2; - - 2* - - - - 2* -

Dermatomyositis** 1; - 1* 1* - - - - - -

Early systemic sclerosis (SSC) with Mixed 
connective tissue disease (MCTD)**

1; - 1* 1* - - - - - -

Necrotizing autoimmune myositis** 1; - 1* 1* - - - - - -

Subacute cutaneous LE (SCLE)** 1; - - 1 - - - - - -

Undifferentiated connective tissue disease with 
nonspecific interstitial pneumonia**

1; - 1* 1* - - - - - -

Interstitial lung disease (ILD) with fibrosis** 1; - - 1 - - - - - -

Polyarteritis nodusa (PAN) 2; - - - - - - - - -

Behcet’s disease 1; - - - - - - - - -

Polyarticular juvenile idiopathic arthritis 1; - - - - - - - - -

Autoinflammatory disease 1; - - 1 - - - - - -

Medium vessel vasculitis, unspecified 1; - - - - - - - - -

ANCA associated vasculitis 1; - - - - - - - - -

Microscopic polyangiitis 1; - - - - - - - - -

Neonatal Autoimmune Thrombocytopenia 1; - - - - - - - - -

Lupus nephritis class 5 (Glomerular disorders in 
systemic connective tissue disorders)

1; - - - - - - - - -

Discoid lupus erythematosus (DLE) 1; - - - - - - - - -

Sclerodactyly with dilated cardiomyopathy 1; - - - - - - - - -

Idiopathic cavernous sinus syndrome 1; - - - - - - - - -

Autoimmune hemolytic anemia 1; - - - - - - - - -
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Table 5 Clinical diagnosis of patients suspected of autoimmune rheumatic diseases with negative ANA  
		 nuclear pattern

ARD: autoimmune rheumatic disease, non-ARD: diseases other than ARD, (-): Negative

*specific antibodies are detected in the same case(s), **positive ANA cytoplasmic pattern
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Group Diseases

Cases with specific antibody detected

non-ARD 
N = 78

Nephrotic syndrome 10; - 1 1 - - - - - -

Chronic kidney disease 5; - - - - - - 1* 1* -

Acute renal failure with tubular necrosis/ Acute 
tubular necrosis

4; 1* 1* - 1 - - - - -

Renal artery thrombosis 1; - - - - - - - 1 -

Acute post-streptococcal glomerulonephritis 5; - - - - - - - - -

Rapid progressive glomerulonephritis 2; - - - - - - - - -

Inflammatory polyarthropathies 3; - - - - - - - - -

Inflammatory polyneuropathy 3; - - - - - - - - -

Pulmonary Tuberculosis 2; 1 - - - - - - - -

Multiple sclerosis 2; - - - - - - - - -

Erythema nodusum 2; - - - - - - - - -

Chronic urticaria 2; - - - - - - - - -

Interstitial pneumonia/Interstitial pulmonary 
disease

2; - - 1 - - - 1 - -

Cavernous sinus thrombosis 1; - 1 - - - - - - -

Parotid gland tumor** 1; - - - - 1 - - - -

Others; Infectious diseases, neoplasm, 
anaphylaxis, arthropathies, Rhabdomyolysis and 
disease of; nervous system, circulatory system, 
skin and subcutaneous tissue (**5 cases)

33; - - - - - - - - -

Table 5 Clinical diagnosis of patients suspected of autoimmune rheumatic diseases with negative ANA  
		 nuclear pattern (Cont.)
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ARD: autoimmune rheumatic disease, non-ARD: diseases other than ARD, (-): Negative

*specific antibodies are detected in the same case(s), **positive ANA cytoplasmic pattern



สัดส่วนของผูป่้วยทีม่ผีลเป็นลบตอ่ Nuclear Pattern ของการตรวจ Antinuclear Antibody และลกัษณะของแอนตบิอดี
จำ�เพาะที่ตรวจพบ

8039

Table 6	Specific antibodies detected in autoimmune rheumatic disease patients with nagative  
		 ANA nuclear pattern 

ANA patterns other than nuclear
Specific antibodies by LIA Diagnosis Frequency

Cytoplasmic pattern Mitotic pattern

Homogeneous 4+ Negative anti-Ro52 (borderline) SLE 1 (No.33)

Fine speckle 2+ Negative anti-SSA (2+)         

anti-Ro52 (3+)                    

anti-RIB-P 1+                          

SLE 1 (No.105)

Negative Negative Anti-Scl70 (2+) SLE, CNS vasculitis, 

antiphospholipid syndrome

1 (No.34)

Negative Negative Anti-Ro52 (2+) SLE, Autoimmune hepatitis 1 (No.65)

Fine speckle 1+ Negative Anti-Jo1 (3+) Dermatomyositis with anti-

synthetase syndrome, SLE

1 (No.103)

Fine speckle 3+ Negative anti-nRNP/Sm (Borderline)  

anti-SSA = 3+                    

anti-Ro52 = 3+                   

anti-RIB-P = 1+

SLE with lupus nephritis 1 (No.104)

Anti-golgi-apparatus (4+) Negative Anti-SSA (3+) 

Anti-Ro52 (3+)

Early systemic sclerosis, MCTD 1 (No.48)

Coarse speckle 4+ Negative Anti-SSA 3+                        

anti-Ro52 (borderline)

Dermatomyositis 1 (No.127)

Coarse speckle 3+ Negative Anti-Ro52 (1+) Subacute cutaneous lupus 

erythematosus (SCLE)

1 (No.126)

Negative Negative anti-nucleosomes (2+) Undifferentiated arthritis 1 (No.32)

Negative anti-Centrioles (3+) anti-Ro52 (2+) Autoinflammatory disease 1 (No.49)

Negative Negative anti-nRNP/Sm 1+                 

anti-SSA (borderline)

Rheumatoid arthritis 1 (No.102)

Coarse speckle 3+ Negative Anti-Ro52 (borderline) 

Anti-Jo1 (3+)

Antisynthetase syndrome 1 (No.47)

Fine speckle 2+ Negative Anti-Ro52 (3+)                   

anti-Jo1 (3+)

Antisynthetase syndrome 1 (No.125)

Homogeneous 4+ Negative Anti-SSA (borderline) 

Anti-Ro52 (1+) 

Necrotizing autoimmune myositis 1 (No.62)

Homogeneous 3+ Negative anti-Ro52 (3+)              Interstitial lung disease with fibrosis 1 (No.40)

Homogeneous 2+ Negative anti-SSA = 1+                 

anti-Ro52 = 3+

Undifferentiated connective tissue 

disease with nonspecific interstitial 

pneumonia

1 (No.106)
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วิิจารณ์์
จากการศึกษาตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยท่ี

แพทย์สงสัยภาวะภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตนเองและส่ง

ตรวจ ANA และ anti-ENA โดยสืบค้นข้อมูล 

ยอ้นหลังจากทะเบยีนบนัทึกผลการตรวจวเิคราะหท์าง 

ห้องปฏิบัติการ และศึกษาผลการวินิจฉัยโรคจาก 

เวชระเบียนของผู้ป่วยเฉพาะรายที่มีผล ANA เป็นลบ 

ในส่วนของนิวเคลียส 127 ราย พบว่า ผู้ป่วยที่มี  

cytoplasmic pattern เป็นบวก มีสัดส่วนการตรวจ

พบแอนติบอดีจำ�เพาะและเป็นผู้ป่วย ARD ท่ี 

ค่อนข้างสูง ผลการศึกษาที่ได้เป็นไปในทางเดียวกัน

กับการศึกษาของ Koh และคณะ ที่ได้แนะนำ�ว่าการ

ตรวจพบ cytoplasmic pattern อาจช่วยบ่งชี้การมี 

anti-ENA ในกรณีที่ nuclear pattern เป็นลบได้(18) 

สำ�หรับ mitotic pattern มีรายงานความเกี่ยวข้องกับ 

CTD บางชนิด โดยเฉพาะ Sjögren’s syndrome, 

rheumatoid arthritis และ SLE เป็นต้น(19, 20)  

ซึ่งผู้ป่วย SLE ท่ีมี ANA เป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส สามารถตรวจพบ mitotic pattern ได้ใน

อัตราที่ค่อนข้างต่ำ�(21) อย่างไรก็ตาม ในการศึกษานี้

พบว่า ผลบวกและผลลบของ mitotic pattern ไม่ให้

ความแตกต่างในการตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะและ

การวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วย ARD แต่เนื่องจากผู้ป่วย 

ท่ีมีผล mitotic pattern เป็นบวกมีจำ�นวนน้อย  

ทำ�ให้คา่สัดส่วนของสิง่ทีต่อ้งการศกึษามกีารวัดท่ีหยาบ 

จึงอาจไม่ใช่ตัวแทนที่ดี

จากการศึกษาในอดีตพบว่า การวินิจฉัย 

ผู้ป่วยที่เป็น ARD นั้น การตรวจพบ ANA ร่วมกับ

แอนติบอดีจำ�เพาะจะช่วยเพิ่มความจำ�เพาะในการ

วินิจฉัยกลุ่มโรค systemic rheumatic diseases ได้

สงูขึน้(22) สำ�หรบัการวจิยันี้ไดมุ้ง่ศกึษาในกรณีทีผู่ป้ว่ย

มีผลการตรวจคัดกรอง ANA เป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส และดูผลของการตรวจพบ cytoplasmic 

และ mitotic pattern โดยพบว่ากรณีท่ีตรวจพบ 

cytoplasmic pattern ร่วมกับมีแอนติบอดีจำ�เพาะ

เป็นบวก จะมีสัดส่วนการเป็นผู้ป่วย ARD ที่สูงขึ้น

มากกว่าจากการตรวจเฉพาะ ANA screening test 

เพียงอย่างเดียว คือจากร้อยละ 71.4 (15/21) เป็น

ร้อยละ 92.3 (12/13) ในทางกลับกัน กรณีที่ไม่พบ 

cytoplasmic pattern การตรวจพบแอนติบอดี

จำ�เพาะไม่ได้ช่วยจำ�แนกผู้ป่วย ARD ให้ชัดเจนข้ึน 

เนื่องจากสัดส่วนของผู้ป่วย ARD ในกลุ่มที่พบและ

ไมพ่บแอนตบิอดจีำ�เพาะมคีา่ใกล้เคยีงกัน คอื รอ้ยละ 

33.3 (5/15) ในกลุ่มที่พบ และร้อยละ 31.9 (29/91) 

ในกลุ่มท่ีไม่พบ และไม่ต่างจากการตรวจ ANA 

screening test เพียงอย่างเดียวมากนัก คือร้อยละ 

32.1 (34/106) ซึ่งข้อสังเกตนี้น่าจะมีส่วนช่วย

สนับสนุนการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยที่มีผล ANA เป็นลบ

ในส่วนของนิวเคลียส แต่มีอาการทางคลินิกท่ีสงสัย

กลุม่โรค ARD ไดช้ดัเจนยิง่ข้ึน สว่นผลของการตรวจ

พบ mitotic pattern นั้น กลุ่มตัวอย่างมีขนาดเล็กจน

ไม่สามารถวิเคราะห์ทางสถิติได้

แนวปฏิบัติ ในการตรวจวินิจฉัยทางห้อง

ปฏิบัติการสำ�หรับการตรวจหาแอนติบอดีต่อเซลล์

ตนเอง ไดแ้นะนำ�ใหต้รวจแอนตบิอดจีำ�เพาะในผูป้ว่ย

ท่ีมีอาการทางคลินิกของกลุ่มโรค ARD ชัดเจนแม้ 

จะมีผลตรวจ ANA เป็นลบ(8) นอกจากนี้ Hoffman 

และคณะ ได้แนะนำ�ให้ตรวจ anti-ENA ในผู้ป่วย 

ที่มีอาการทางคลินิกที่สงสัยโรค rheumatic connec-

tive tissue disease ที่มีผลตรวจ ANA เป็นลบด้วย 

เพือ่ไม่ใหพ้ลาดโอกาสในการตรวจพบ anti-SSA/Ro, 

anti-SSB และ anti-Jo1 ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับ 

การวินิจฉัยโรคบางชนิด(10) และจากรายงานของ  

Gonzalez และคณะ ที่ได้ศึกษาในผู้ป่วยที่มีผลตรวจ 

ANA เปน็บวก พบว่า นอกจากการตดิสีในนวิเคลยีส

รูปแบบ nuclear speckled pattern ซึ่งพบได้เป็น

สว่นใหญ่ในการตรวจพบ anti-Ro52 และ anti-Ro60 

แล้ว ในผู้ป่วยที่มี cytoplasmic pattern เป็นบวก 
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ก็สามารถพบแอนตบิอดจีำ�เพาะดงักลา่วไดจ้ำ�นวนมาก 

โดยเฉพาะการตรวจพบ anti-Ro52 เพียงชนิด

เดยีว(23) สำ�หรบัการศกึษานีพ้บวา่ ในผูป้ว่ยทีม่ ีANA 

เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส anti-ENA ท่ีพบมาก

ที่สุด ได้แก่ anti-Ro52, anti-SSA และ anti-Jo1 

ตามลำ�ดับ โดยไม่มี anti-SSB (La) ร่วมด้วย ซึ่งการ

ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะ ดังกล่าวมีอัตราสูงใน 

กรณีท่ี cytoplasmic pattern เป็นบวกและผู้ป่วย 

ไดร้บัการวนิจิฉยัว่าเปน็ ARD ท้ังนี ้อาจอธบิายไดจ้าก

รายงานการศึกษาที่พบว่า Ro52, Ro60 และ SSB 

(La) เป็นส่วนประกอบของ Ro ribonucleoprotein 

(RNP) complex ซึ่งมีอยู่ในไซโทพลาสซึมของเซลล์

เป็นหลัก(24) โดย Ro52 เป็นโปรตีนขนาด 52 kDa 

ท่ีสามารถพบไดท้ั้งในนวิเคลยีส และพบไดเ้ปน็จำ�นวน

มากในไซโทพลาสซึมของเซลล์(25, 26) ส่วน Ro60  

ซึ่งเป็นโปรตีนขนาด 60 kDa ที่ยึดเกาะกับ Y-RNA 

ชนดิใดชนดิหนึง่โดยตรง (Ro60/Y-RNA complex) 

เพื่อประกอบเป็น RNP complex มีอยู่ในไซโทพลาส

ซึมของเซลล์เป็นส่วนใหญ่ด้วยเช่นกัน(27) ซึ่ง SSB 

(La) และ Ro60/Y-RNA complex ที่เกิดขึ้นใน

นิวเคลียสจะถูกส่งออกมาอยู่ ในไซโทพลาสซึมของ

เซลล์(28) ทำ�ให้แม้ ANA ให้ผลเป็นลบในส่วนของ

นิวเคลียส การตรวจพบ cytoplasmic pattern ก็ยัง 

มีความเชื่อมโยงกับการตรวจพบ anti-Ro52 และ 

anti-Ro60 ได้ในอัตราที่ค่อนข้างสูง 

สำ�หรับ cytoplasmic pattern ท่ีมีความ

เก่ียวข้องกับแอนตบิอดตีอ่แอนตเิจนในไซโทพลาสซมึ 

โดยมีความเชื่อมโยงกับการตรวจพบแอนติบอดี

จำ�เพาะบางชนิด เช่น แอนติบอดีต่อเอนไซม์ histi-

dyl-tRNA-synthetase (Jo1) ซึง่มอียู่ในไซโทพลาสซมึ 

ของเซลล์เป็นส่วนใหญ่(25) ได้แก่ รูปแบบ cytoplas-

mic fine speckled หรือ cytoplasmic speckled 

โดยมีการศึกษาที่พบว่ามีความสัมพันธ์กับ myositis-

specific autoantibody (MSA) อีกหลายๆ ชนิด 

ซึ่งพบได้บ่อยและเก่ียวข้องกับโรค polymyositis, 

dermatomyositis และกลุ่มอาการ antisynthetase 

syndrome เป็นต้น(29-32) และในการศึกษานี้พบว่ามี

ผู้ป่วย antisynthetase syndrome ที่ตรวจพบ MSA 

ชนิด anti-Jo1 มีผลการตรวจคัดกรอง ANA ที่พบ 

cytoplasmic fine speckled หรือ cytoplasmic 

coarse speckled ร่วมด้วย ซึ่ง Aggarwal และคณะ 

ไดเ้คยรายงานว่า การตรวจพบ cytoplasmic pattern 

ร่วมกับ anti-Jo1 จะช่วยเพิ่มความไวและความ

จำ�เพาะในการวนิจิฉยั antisynthetase syndrome ได้

สูงขึ้น(33) และในผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค

ที่เกี่ยวข้องกับ idiopathic inflammatory myopa-

thies (IIM) หรือสงสัย connective tissue disease 

ที่มี ANA รูปแบบ cytoplasmic speckled สามารถ

ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะต่อ synthetase profile 

ได้สูงด้วย และหนึ่งในนั้นก็คือ anti-Jo1 โดยมีความ

เข้มของปฏิกิริยาการให้ผลบวกในการตรวจพบ

แอนติบอดีจำ�เพาะที่สูงด้วย(34) ซึ่งในการศึกษานี้พบว่า 

ผู้ป่วย antisynthetase syndrome ที่มี ANA ติดสี

ในไซโทพลาสซึมรูปแบบ cytoplasmic speckled  

มคีวามเขม้ของ anti-Jo1 สูงดว้ยเชน่กัน ในขณะท่ีใน

กลุ่ม non-ARD ส่วนใหญ่ที่มีผลการตรวจคัดกรอง 

ANA เปน็ลบโดยไมต่ดิสีในนวิเคลยีสและไซโทพลาสซมึ 

กรณีที่ตรวจพบแอนติบอดีจำ�เพาะจะมีความเข้มที่

ค่อนข้างต่ำ� ซึ่งส่วนใหญ่พบในผู้ป่วยโรคไตและโรค 

ติดเชื้อ เป็นต้น

นอกจากนี้ เราพบว่าผู้ป่วย antisynthetase 

syndrome ที่มี ANA เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส

ที่มี cytoplasmic speckled pattern 2 ใน 3 ราย 

ตรวจพบ anti-Jo1 ร่วมกับ anti-Ro52 โดยก่อน 

หนา้นีม้ผีูพ้บว่า anti-Ro52 สามารถพบได้ในอัตราสูง 

ในผู้ป่วย myositis(35) และ antisynthetase 

syndrome(30) และ Infantino และคณะ ได้รายงาน

การตรวจพบ anti-Ro52 ซึ่งเป็น myositis associ-
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ated autoantibody ที่พบมากที่สุดในผู้ป่วย IIM ซึ่ง

มักพบร่วมกับ anti-Jo1 โดยในการตรวจคัดกรอง 

ANA สามารถพบได้ทั้งในกรณีที่มี ANA เป็นบวก

รูปแบบ nuclear speckled หรือตรวจพบเฉพาะ 

cytoplasmic pattern รวมทั้งกลุ่มที่ ANA เป็นลบ

ท้ังหมด และไดแ้นะนำ�ให้ตรวจ MSA ชนดิอืน่สำ�หรบั

ผู้ป่วยที่มีอาการสงสัย IIM ที่มีผลการตรวจ ANA, 

anti-Ro52 และ anti-Jo1 เป็นลบ(36) ซึ่งกรณีการ

ตรวจพบ anti-Jo1 และ anti-Ro52 ร่วมกันนี้ ผู้ป่วย

มักจะมีอาการของโรคกล้ามเนื้ออักเสบท่ีรุนแรง มี

ความบกพรอ่งของข้อตอ่ โดยมกัพบ interstitial lung 

disease (ILD) ร่วมด้วย และมีความเสี่ยงในการเกิด

โรคมะเร็ง(37) 

จากการศึกษาของ Friedman และคณะ  

ซึ่งได้รายงานกรณีของผู้ป่วย ILD ที่มี cytoplasmic 

pattern เป็นบวก พบว่าอาจมี antisynthetase  

syndrome ได้แม้จะยังไม่มีอาการทางคลินิกของ 

myositis และได้แนะนำ�ให้ตรวจหา anti-amino-

acyl-tRNA synthetase ในผู้ป่วย ILD ที่ตรวจพบ 

cytoplasmic pattern ร่วมด้วย(38) ต่อมา Shao และ

คณะ รายงานกรณีที่ผู้ป่วย ILD มี cytoplasmic 

pattern เป็นบวก และมี anti-Ro52 จะตรวจพบ 

anti-aminoacyl-tRNA synthetase ได้ในอัตราท่ี

สงู(39) ซึง่ในการศกึษานีพ้บว่ามผีูป้ว่ย ILD ท่ีม ีANA 

รูปแบบ cytoplasmic homogeneous และตรวจพบ 

anti-Ro52 แต่ไม่พบ anti-Jo1 ซึ่งเป็นหนึ่งใน anti-

synthetase antibody อย่างไรก็ตาม แม้จะพบผู้ป่วย

กรณีดงักลา่วได้ไม่บอ่ย หากการตรวจคัดกรอง ANA 

ด้วยวิธี IFA ให้ผลเป็นลบในส่วนของนิวเคลียส  

แต่พบ cytoplasmic pattern ร่วมกับมี anti-Ro52 

ในผูป้ว่ย ILD ควรมกีารตดิตามตรวจหา anti-amino- 

acyl-tRNA synthetase ซึ่งชนิดท่ีนิยมใช้อยู่ท่ัวไป

ในงานตรวจทางห้องปฏิบัติการประจำ�วัน ได้แก่  

anti-Jo1 เพ่ือประกอบการวินิจฉัยกลุ่มโรค idio-

pathic inflammatory myopathies ต่อไป 

นอกจากนี้ cytoplasmic pattern ที่พบได้

บ่อยในงานตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการและมี

ความเกี่ยวข้องกับ anti-RIB-P ซึ่งเป็นแอนติบอดีที่

จำ�เพาะต่อ ribosomal protein ที่ส่วนใหญ่อยู่ใน 

ไซโทพลาสซึมของเซลล์ คือ รูปแบบ cytoplasmic 

dense fine speckled (homogeneous) โดยพบได้

ใน ARD หลายๆ โรค เช่น SLE, antisynthetase 

syndrome และ ILD(40) โดยในผู้ป่วย SLE สามารถ

ตรวจพบ anti-RIB-P ได้ในอัตราที่สูง และเป็นหนึ่ง

ในแอนติบอดีท่ีมีความจำ�เพาะกับโรค SLE สูงด้วย

เช่นกัน(41) โดยเฉพาะในกลุม่ท่ีมอีาการทางจติเวชและ

ระบบประสาท (neuropsychiatric SLE)(42, 43)  

lupus nephritis, lupus hepatitis(43) และ skin 

erythema(41) และมักพบในผู้ป่วย SLE ท่ีมีอายุ 

ค่อนข้างน้อย(41, 43, 44) จากการศึกษาของ Mahler 

และคณะ พบว่า การตรวจ ANA ดว้ยวธิ ีIFA มคีวาม

ไวค่อนข้างต่ำ�สำ�หรับการตรวจพบ anti-RIB-P โดย

จะพบ cytoplasmic pattern ได้สูงเฉพาะในกรณีที่ 

ผูป้ว่ยม ีanti-RIB-P ทีม่ีไตเตอรป์านกลางและสงู(45) 

อย่างไรก็ตาม ในการศึกษานี้พบว่ามีผู้ป่วย SLE ที่

เป็น lupus nephritis ซึ่งมีผลการตรวจ ANA เป็น

ลบในส่วนของนิวเคลียส และตรวจพบ anti-RIB-P 

ท่ีมีความเข้มค่อนข้างต่ำ� (1+) แต่กลับมีการติดสีใน

ไซโทพลาสซึมรูปแบบ cytoplasmic fine speckled 

ท่ีมีความเข้มของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ค่อนข้างสูง 

(3+) ซึ่งส่วนหนึ่งอาจเนื่องมาจากมีการตรวจพบ 

anti-SSA และ anti-Ro52 ที่มีความเข้มสูงร่วมด้วย

 cytoplasmic pattern ท่ีตรวจพบได้ไมบ่อ่ย

เช่น anti-golgi apparatus เราพบว่ามีความเข้ม 

ของการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ท่ีสูงในผู้ป่วย early  

systemic sclerosis ท่ีมี MCTD ร่วมด้วย ซึ่ง

สอดคลอ้งกับการศกึษาของ Ma และคณะ ทีต่รวจพบ 

anti-golgi apparatus ท่ีมีไตเตอร์สูงอย่างต่อเนื่อง 
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ในผู้ป่วย ARD(46) แต่ก็สามารถพบได้ในโรคชนิดอื่น

ท่ีไม่มีความเก่ียวข้องกับโรค ARD โดยเฉพาะกลุ่ม 

ท่ีไม่ใช่ systemic autoimmune disease ด้วย 

เช่นกัน(32, 46) 

ในการศึกษานี้มีผู้ป่วยท่ีมี ANA เป็นลบ  

แตส่ามารถตรวจพบแอนตบิอดจีำ�เพาะได้ในความเข้ม

ต่ำ�ๆ และได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น non-ARD แต่ก็มี

ความเป็นไปได้ที่ผู้ป่วยกลุ่มนี้จะพัฒนาโรคไปเป็น 

ARD ในอนาคต เนื่องจากมีการศึกษาก่อนหน้านี้ 

พบว่าสามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อเซลล์ตนเอง

หลายชนิดได้เป็นเวลาหลายปีก่อนท่ีผู้ป่วยจะแสดง

อาการและไดร้บัการวนิจิฉยัวา่เปน็โรค SLE(47) ดงันัน้

อาจจะต้องให้ความสำ�คัญกับการตรวจพบแอนติบอดี

ต่อเซลล์ตนเองในผู้ป่วยกลุ่มนี้ต่อไป

สรุุป
เมื่อ ANA ให้ผลเป็นลบโดยไม่ติดสี 

ในนิวเคลียส การติดสีของ cytoplasmic pattern น่าจะ 

มีความสามารถในการช่วยคัดกรองว่าการส่งตรวจ

แอนตบิอดจีำ�เพาะจะมแีนวโนม้ท่ีจะแยกผูป้ว่ย ARD 

กับ non-ARD ได้ชัดเจนขึ้นหรือไม่ โดยหากพบการ

ติดสีของ cytoplasmic pattern การตรวจแอนติบอดี

จำ�เพาะจะช่วยแยกกลุ่มผูป้ว่ย ARD ไดช้ดัเจนยิง่ข้ึน 

แต่หากไม่พบ cytoplasmic pattern การตรวจ

แอนติบอดีจำ�เพาะอาจไม่ช่วยแยกกลุ่มผู้ป่วย ARD 

ได ้แมจ้ะใชร้ะดบัความเข้มของแอนตบิอดจีำ�เพาะช่วย

บอกแนวโน้มของ ARD ได้บ้างถ้าตรวจพบ

Fig. 1 	Suggested flow for diagnosing cases of negative ANA nuclear patterns by IFA. ANA:  
antinuclear antibody, ARD: autoimmune rheumatic disease, IFA: indirect immunofluorescence 
assay, LIA: line immunoblot assay
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ข้อสรุปดังกล่าวจึงเสนอเป็นแนวทางการ

วินิจฉัยโรค ARD เบื้องต้นสำ�หรับกลุ่มที่มีผล ANA 

เป็นลบในส่วนของนิวเคลียส ดังแสดงใน Fig. 1 คือ

ถ้าพบ cytoplasmic pattern ควรสง่ตรวจแอนตบิอดี

จำ�เพาะ โดยถ้าได้ผลเป็นบวกจะค่อนข้างมั่นใจได้ว่า 

จะเป็นกลุ่มโรค ARD แต่ถ้าผลเป็นลบก็มีแนวโน้ม

ว่าจะไม่ใช่กลุ่มโรค ARD ส่วนในกรณีที่ไม่พบ cyto-

plasmic pattern ก็อาจส่งตรวจแอนติบอดีจำ�เพาะ

เพ่ือประกอบการวินิจฉัยได้ โดยหากตรวจพบและ 

มีความเข้มอยู่ในระดับ 2+ ขึ้นไป ก็มีแนวโน้มจะเป็น 

กลุ่มโรค ARD แต่หากตรวจไม่พบหรือพบในระดับ

ความเข้ม 1+ ลงมา ก็มีแนวโน้มท่ีจะไม่ใช่กลุ่มโรค 

ARD ทั้งนี้ แนวโน้มต่างๆ ที่ได้จากแนวทางการตรวจนี ้

บ่งบอกเพียงโอกาสความเป็นไปได้เท่านั้น ยังต้อง

พิจารณาร่วมกับอาการทางคลินิกและการตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการชนิดอื่นที่เกี่ยวข้องต่อไป
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