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Abstract
Thyroid stimulating hormone receptor (TSHR) antibodies are one of immunological 

biomarkers for hyperthyroidism investigation, especially in the evaluation of Graves’ disease. 

The TSHR antibodies remarkably involved the pathogenesis of Graves’ disease by the binding 

of TSHR (TSHR agonists) and resulted in up-regulated thyroid hormone production. Conse-

quently, the TSHR antibodies have been used as a diagnostic tool and follow-up marker in most 

patients with Graves’ disease. However, the heterogeneous assays of TSHR antibody detections 

in lab-to-lab probably have some effect on the result interpretation. This study aimed to compare 

the TSHR antibody results from patients with Graves’ disease (n = 309) carried out by two 

different operating assays; including an electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) using 

Cobas E 801 (ATSHR) and chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) using 

Alinity i (TRAb). The level of TSHR antibody detected by both ATSHR and TRAb were 0.81-

39.50 (6.84 ± 7.45) IU/L and 0.82-48.34 (8.18 ± 8.26) IU/L, respectively. As a comparative 

analysis, this research demonstrated that both assays had approximately 94.5% consistency  

of results based on cross-tab analysis. Moreover, the results also provided strong correlation 

between the two assays (Cohen’s kappa and Spearmans correlation test were 0.865 and 0.958, 

respectively). In terms of precision analysis, the within-run precisions from all levels of standard 

controls showed that the TRAb had lower coefficient of variation (CV) when compared to the 

ATSHR suggesting that the TRAb probably had slightly higher precision than the ATSHR in this 
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study. In conclusion, this study indicated that the detection of TSHR antibodies can be measured 

by any of the two assays without giving dissimilarity of results. However, each laboratory should 

evaluate the assays and study their own reference range prior to clinical use.
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มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
การตรวจวิเคราะห์ค่า thyroid stimulating hormone receptor antibodies (TSHR antibodies)  

ถอืเปน็ตวัชีว้ดัทางชีวภาพชนิดหน่ึงท่ีช่วยในการวนิิจฉัยแยกและหาสาเหตุของ hyperthyroidism ซ่ึงสามารถ
บ่งชี้ถึงโรค Graves’ disease ได้ ดังนั้นการตรวจหาค่า TSHR antibodies ในสิ่งส่งตรวจจึงสามารถนำ�ไปใช้
ประโยชน์ในการช่วยวินิจฉัยและติดตามการรักษาโรคนี้ได้ โดยปัจจุบันมีวิธีที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์หาค่า 
TSHR antibodies หลากหลายวิธี งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์และความสอดคล้อง
ในการตรวจวิเคราะห์ TSHR antibodies ด้วยหลักการ chemiluminescent microparticle immunoassay 
(CMIA) และ electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) โดยการวิเคราะห์ความแม่นยำ�ของ
แต่ละหลกัการตรวจวเิคราะหแ์ละเปรียบเทียบผลการทดสอบคา่ TSHR antibodies ของเครือ่งตรวจวเิคราะห ์
ATSHR หลักการ ECLIA และเครื่องตรวจวิเคราะห์ TRAb หลักการ CMIA จากกลุ่มตัวอย่าง 309 ราย 
ผลการศึกษาพบว่าท้ังสองวิธีมีผลรวมความสอดคล้องอยู่ท่ีร้อยละ 94.50 มีค่าความสอดคล้องอยู่ในระดับ 
ดีมาก (Cohen’s kappa เท่ากับ 0.865) และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์สเปียร์แมนเท่ากับ 0.958 แสดงถึง
ความสัมพันธ์ของการทดสอบมีแนวโน้มของความสัมพันธ์ท่ีดีและเป็นไปในทิศทางเดียวกัน จึงสรุปได้ว่า 
ชุดการทดสอบทั้งสองวิธีสามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์หาค่า TSHR antibodies ทดแทนกันได้เนื่องจาก 
มีค่าความสัมพันธ์และความสอดคล้องกันอยู่ในระดับดีมาก และพบว่าทั้งสองชุดการทดสอบมีความแม่นยำ�
ในการตรวจวิเคราะห์หาค่า TSHR antibodies ที่ดีและอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ อย่างไรก็ตามทางห้องปฏิบัติ
การควรมีการศึกษาหาช่วงอ้างอิงของค่า TSHR antibodies ของตนเองตามลักษณะเฉพาะของแต่ละท้องที่
และกลุ่มประชากรเพิ่มเติมเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการรายงานผลการทดสอบ
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บทนำำ�
โรค Graves’ disease เปน็โรคแพภู้มตินเอง

รูปแบบหนึ่งของภาวะ hyperthyroidism ซึ่งเกิดได้

จากการมีออโตแอนติบอดี (autoantibodies) ต่อ 

thyroid stimulating hormone (TSH หรือเรียกว่า 

thyrotropin) receptor (TSHR) ที่อยู่บน  

thyroid cells(1, 2) TSHR antibodies ทีเ่พิม่ข้ึนแสดง

ถึงความไวทางคลินิกและความจำ�เพาะทางคลินิกต่อ

โรค Graves’ disease เมื่อใช้เป็นตัวช่วยวินิจฉัย 

แยกและหาสาเหตุของ hyperthyroidism(3) โดย

สามารถจัดประเภทของแอนติบอดีเหล่านี้เป็นได้ท้ัง 

stimulating, blocking หรอื neutral ขึน้อยูกั่บกลไก

การทำ�งาน และถึงแมจ้ะมกีารทำ�งานท่ีคลา้ยกับ TSH 

แต่ TSHR stimulating antibodies ไม่ถือเป็น 

negative feedback ทัว่ไปของระดบัไทรอยดฮ์อร์โมน

ท่ีเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งส่งผลให้มีการกระตุ้นต่อมไทรอยด์

อย่างต่อเนื่องนำ�ไปสู่อาการไทรอยด์เป็นพิษท่ัวไป

เนื่องจากภาวะ hyperthyroidism จากโรค Graves’ 

disease(4, 5) ข้อบ่งชี้สำ�หรับการพิจารณา TSHR 

antibodies ได้แก่ การตรวจพบของ autoimmune 

hyperthyroidism และจะมีความแตกต่างจาก 

การกระจายมาจากต่อมไทรอยด์ โดยการตรวจพบ 

TSHR antibodies บง่ชีว่้าภาวะ thyrotoxicosis ของ

ผู้ป่วยมีสาเหตุจาก autoimmune มากกว่าท่ีจะเกิด

จาก toxic nodular goiter(6, 7) เนื่องจากเป้าหมาย

ของการรักษาโรค Graves’ disease อาจแตกต่างจาก

การรักษา thyrotoxicosis รูปแบบอื่น

ดังนั้น การตรวจหา TSHR antibodies  

จึงมีความเหมาะสมและชัดเจน ในการใช้เฝ้าติดตาม

การรักษาของผู้ป่วยโรค Graves’ disease และการ

พยากรณ์การกลับมาเป็นซ้ำ�ของโรคเพื่อเป็นข้อมูล 

ท่ีสำ�คัญในการจัดการการรักษา ซึ่งระดับ TSHR 

antibodies ท่ีมีแนวโน้มลดลงระหว่างการรักษาด้วย

ยา antithyroid หรือระดับ TSHR antibodies ที่ต่ำ�ลง

หรือการตรวจไม่พบ หลังการรักษาด้วยยาอาจบ่งชี้ถึง

การทุเลาของโรคซึ่งจะสามารถใช้ในการพิจารณาหยุด

การรักษาได้(8-10) การตรวจวัด TSHR antibodies 

ในช่วงไตรมาสสุดท้ายของการตั้งครรภ์ เนื่องจาก 

TSHR antibodies เป็นแอนติบอดีชนิด IgG จึง

สามารถผ่านเข้าสู่รกและอาจทำ�ให้เกิด neonatal 

thyroid disease ได้ การวัด TSHR antibodies 

ระหว่างตั้งครรภ์ในผู้ป่วยท่ีมีประวัติเป็นโรคไทรอยด์

จงึมคีวามสำ�คญัในการประเมนิความเสีย่งของการเปน็

โรคไทรอยด์ในทารกแรกเกิด รวมถึงการตรวจวัด 

TSHR antibodies ยงัมปีระโยชน์ในกรณีทีแ่พทย์พบ

ข้อสงสัยของโรค Graves’ disease ในผู้ป่วยที่มีค่า 

การทดสอบการทำ�งานของต่อมไทรอยด์ปกติที่แสดง

อาการ extrathyroidal เช่น endocrine exophthal-

mos, pretibial myxedema และ thyroid  

acropachy(11) ดังนั้นการตรวจหาค่าของ TSHR 

antibodies จึงสามารถนำ�ไปใช้ประโยชน์ในการช่วย

วินิจฉัยและติดตามการรักษาของโรคนี้ได้ 

หลักการ electrochemiluminescence 

immunoassay (ECLIA) โดยเครื่องตรวจวิเคราะห์ 

Roche Diagnosis: Cobas E 801 (ATSHR) เป็น

วิธีที่ใช้ human thyroid-stimulating monoclonal 

antibody M22 ซึ่งเป็นการทดสอบรุ่นท่ี 3 (third 

generation) เพื่อตรวจหา TSHR antibodies(12, 13) 

โดยการมี TSHR antibodies ในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ 

(ซรีมั) จะเข้าไปยบัยัง้การจบักันของ labeled thyroid 

stimulating hormone กับ TSHR ซึ่งจะใช้  

porcine TSHR (pTSHR) immunocomplexed 

กับ biotinylated mouse monoclonal antibody 

ต่อ pTSHR C-terminus และ human thyroid-

stimulating monoclonal antibody M22 ติดฉลาก

กับ ruthenium complex ส่วนหลักการ chemilu-

minescent microparticle immunoassay (CMIA) 

โดยเครื่องตรวจวิเคราะห์ Abbott Laboratories: 
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Alinity i (TRAb) เป็นการทดสอบรุ่นที่ 3 (third 

generation) เพื่อตรวจหา TSHR antibodies โดย

ใช้ human thyroid-stimulating monoclonal 

antibody M22 เช่นเดียวกัน แต่มีความแตกต่างกัน

ท่ี TRAb จะใช ้M22 antibody acridinium-labeled 

conjugate จะแย่งกันกับ TRAb ใน serum เพื่อจับ

กับ human TSHR บน microparticle ซึ่งหลักการนี้ 

จะไม่มี biotin เข้ามารบกวนปฏิกิริยาของการตรวจ

วิเคราะห์ 

ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษา

ความสัมพันธ์และความสอดคล้องในการตรวจวิเคราะห์ 

thyroid stimulating hormone receptor antibodies 

(TSHR antibodies) ดว้ยหลกัการ chemiluminescent 

microparticle immunoassay (CMIA) และ  

electrochemiluminescence immunoassay 

(ECLIA) โดยการวิเคราะห์ความแม่นยำ�ของ 

แตล่ะหลกัการตรวจวิเคราะห์และเปรยีบเทยีบผลการ

ทดสอบค่า TSHR antibodies ของ ATSHR และ 

TRAb เพื่อใช้เป็นแนวทางในการเลือกและพิจารณา

หลักการและเครื่องตรวจวิเคราะห์หา TSHR anti-

bodies แก่ห้องปฏิบัติการอื่นๆ เพื่อเป็นประโยชน์ใน

การนำ�ค่าการทดสอบไปช่วยในการวินิจฉัยแก่แพทย์

และใหบ้รกิารผูป้ว่ยไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพตอ่ไป ท้ังนี้

ในการศึกษาวิจัยนี้ปราศจากการได้รับผลประโยชน์

ใดๆ จากบริษัทผู้ผลิตชุดการทดสอบทั้งสิ้น

วััสดุุและวิิธีีการ
กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ศึกษาในงานวิจัย คือ ผู้ป่วยใน 

ผู้ป่วยนอก และผู้ตรวจสุขภาพของโรงพยาบาล

รามาธิบดีท่ีส่งตรวจ TSHR antibodies มายังห้อง

ปฏิบัติการภูมิคุ้มกันวิทยา โดยตัวอย่างท่ี ใช้ ใน 

การศึกษา คือ ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่เป็นซีรัม ซึ่งเก็บ

รกัษาไวท่ี้ -20 องศาเซลเซยีส และมเีกณฑก์ารคดัเข้า 

คือ มีปริมาตรของซีรัมเหลือมากกว่า 300 ไมโครลิตร 

ไม่มีการ hemolysis, icteric และ lipemic โดย 

นำ�ตัวอย่างท่ีผ่านเกณฑ์การคัดเข้าจำ�นวน 309 ราย

มาระบ ุstudy no. กอ่นนำ�ไปตรวจวิเคราะห์เปรยีบเทียบ

หา TSHR antibodies ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์ 

ATSHR หลักการ electrochemiluminescence 

immunoassay และเครื่องตรวจวิเคราะห์ TRAb 

หลักการ chemiluminescent microparticle  

immunoassay การศึกษานี้ ได้รับการอนุมัติ โดย 

คณะกรรมการสิทธิมนุษยชนท่ีเก่ียวข้องกับการวิจัย

เกี่ยวกับมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาล

รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล (COA. MURA 

2022/291)

การวิเคราะห์หาค่า TSHR antibodies 

นำ�ตวัอยา่งท่ีเหลือจากการตรวจวเิคราะห์หา 

TSHR antibodies ด้วยชุดการทดสอบ ATSHR 

แล้วไปตรวจวิเคราะห์หา TSHR antibodies ด้วยชุด

การทดสอบ TRAb โดยคณุสมบตัขิองท้ังสองวิธแีสดง

ใน Table 1 จากนั้นนำ�ผลการทดสอบท่ีได้มา 

เปรยีบเทียบคา่ทางสถิตเิพือ่หาความสมัพนัธแ์ละความ

สอดคล้องของทั้งสองวิธี

หลักการ electrochemiluminescence 

immunoassay (ECLIA) โดยเครื่องตรวจวิเคราะห์ 

Roche Diagnosis: Cobas E 801 (ATSHR)  

ทำ�โดยการบ่มซีรัมด้วย pretreatment buffer 

solution และ pretreatment reagent buffer ท่ี

ประกอบด้วย pre-formed immunocomplex ของ 

pTSHR และ biotinylated anti-porcine TSHR 

mouse monoclonal antibody โดย TSHR  

antibodies ในซีรัมจะทำ�ปฏิกิริยากับ TSHR 

complex ได้เป็น bound TSHR antibodies เติม

สารละลายบัฟเฟอร์เพื่อกำ�จัด TSHR antibodies 
ส่วนเกินออกไป แล้วเติม streptavidin-coated  
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Table 1	Performance specification of ATSHR and TRAb method for TSHR antibodies.

Performance indicator ATSHR TRAb

Assay procedure Sample volume: 100 µL

Dilution: 1:5-1:10

Assay time: 27 min

Sample volume: 100 µL

Dilution: 1:10

Assay time: 29 min

Sample type Serum Serum

Reagent Manual for pretreatment 

preparation

Ready to use

Cutoff of Graves’ disease 1.75 IU/L 3.10 IU/L

Measurement range 0.80-40.00 IU/L 0.70-50.00 IU/L

Detection Limit* LoB = 0.5 IU/L

LoD = 0.8 IU/L

LoQ = 1.1 IU/L

LoB = 0.38 IU/L

LoD = 0.70 IU/L

LoQ = 1.26 IU/L

Manufacturer’s precision (%CV)** Within-run:

THYRO 1 = 3.7

THYRO 2 = 2.0

Between-run:

THYRO 1 = 5.9

THYRO 2 = 2.6

Within-run:

Low control = 4.8

Medium control = 1.8

High control = 1.1

Within-Laboratory (total)***:

Low control = 5.2

Medium control = 2.0

High control = 1.2

Cross-reactant Anti-TG <4000 IU/mL

Anti-TPO <600 IU/mL

LH <10000 mIU/mL

FSH <10000 mIU/mL

Anti-TG <4000 IU/mL

Anti-TPO <600 IU/mL

LH <10000 mIU/mL

FSH <10000 mIU/mL

TSH <1000 µIU/mL

hCG <1000000 mIU/mL

IgG <3 g/dL

IgM <1 g/dL

	 *	LoB = Limit of Blank; LoD = Limit of Detection; LoQ = Limit of Quantitation with a total allowable error of ≤20%
	**	CV = Coefficient of Variation
	***	Includes within-run, between-run and between-day variability
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microparticles และ human thyroid stimulating 
monoclonal autoantibody (M22) ที่ติดฉลากกับ 
ruthenium complex ส่วนของ bound TSHR 
antibodies จะถกูตรวจวดัไดจ้ากความสามารถในการ
ยับยั้งการจับกันของ labeled M22 โดย complex 
จากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนท้ังหมดจะจับกันอยู่ที่ solid 
phase ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะถูกดูดไปยัง measuring 
cell ซึ่งมี microparticles ติดไว้บนพื้นผิว จากนั้น
ปฏิกิริยาส่วนเกินจะถูกล้างออกด้วย ProCell II M 
จากนัน้ความตา่งศกัยท่ี์เกิดข้ึนจะชักนำ�ให้มกีารปลอ่ย
สาร chemiluminescence ออกมาซึ่งจะตรวจวัดได้
โดย photomultiplier ผลที่ตรวจวัดได้นำ�ไปคำ�นวณ
ค่า TSHR antibodies จาก 2-points calibration 
curve 

หลักการ chemiluminescent micropar-
ticle immunoassay (CMIA) โดยเครื่องตรวจ
วิเคราะห์ Abbott Laboratories: Alinity i (TRAb) 
เป็นการทดสอบ third generation assay เพื่อตรวจ
หา TSHR antibodies โดยการใช้ human  
thyroid-stimulating monoclonal antibody M22 
การทดสอบนีเ้ปน็การทดสอบแบบ delayed one-step 
immunoassay โดยการบ่มซีรัมกับ immunoglobulin 
class G (IgG) (mouse monoclonal) ที่เคลือบบน 
paramagnetic microparticles และ assay diluent 
(ประกอบด้วย recombinant TSHR) รวมกัน  
จากนั้น TSHR antibodies ในซีรัมจะแย่งกันกับ 

TSHR M22 antibody เพื่อเข้าจับกับ receptor  
ที่อยู่บน microparticles เติม acridinium-labeled 
conjugate ลงไปเพือ่ใหเ้กิดปฏิกริยิา บม่ตอ่จนปฏกิริยิา 
สิ้นสุด จากนั้นล้างปฏิกิริยาส่วนเกินออกโดยการเติม 
pre-trigger และ trigger solution ตรวจวัด  
chemiluminescent ท่ีปล่อยออกมาเป็น relative 
light unit (RLU) ค่าของ TSHR antibodies ใน 
ซีรัม จะมีความสัมพันธ์โดยอ้อมกับ RLU ที่ตรวจวัด
ได้โดยระบบการวดัแสงของเครือ่ง ผลท่ีตรวจวดัไดน้ำ�
ไปคำ�นวณค่า TSHR antibodies จาก 4 parameter 
logistic curve data reduction method (4PLC, 
Y-weighted) 

การทดสอบความแม่นยำ� (Precision)
ทดสอบโดยการทำ� between run precision 

เพื่อหาค่า TSHR antibodies ในแต่ละวิธี โดย 
ATSHR ใช้ตัวอย่างควบคุมคุณภาพ 2 ระดับ ได้แก่ 
ตัวอย่างควบคุมคุณภาพชนิด THYRO 1 และ 
THYRO 2 ส่วน TRAb ใช้ตัวอย่างควบคุมคุณภาพ 
3 ระดับ ได้แก่ Low control, Medium control 
และ High control โดยค่าความเข้มข้นของ TSHR 
antibodies ในแตล่ะตวัอยา่งควบคมุคณุภาพแสดงใน 
Table 2 จากนั้นนำ�ผลการทดสอบที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย 
(mean) ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และค่า
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV)

Internal quality control Concentration of TSHR antibodies (IU/L)

ATSHR
THYRO 1 4.00

THYRO 2 16.00

TRAb

Low control 3.00

Medium control 10.00

High control 30.00

Table 2	Concentration of TSHR antibodies’ internal quality control.
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

เปรียบเทียบผลการทดสอบค่า TSHR  

antibodies ของ ATSHR และ TRAb โดยใช้สถิติ 

Kolmogorov-Smirnov และ Box and Whisker 

plot เพื่อทดสอบและดูแนวโน้มการกระจายตัวของ

ข้อมูล ใช้สถิติสหสัมพันธ์สเปียร์แมน (Spearman’s 

correlation coefficient) และ scatter plot ในการ

วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของผลการทดสอบ ใช้  

Cohen’s kappa coefficient เป็นสถิติในการ 

เปรียบเทียบความสอดคล้องของวิธีการทดสอบ โดยค่า 

Cohen’s kappa coefficient คอื <0.00, 0.00-0.20, 

0.21-0.40, 0.41-0.60, 0.61-0.80 และ 0.81-1.00 

บง่ชีร้ะดบัความสอดคลอ้ง ไมม่คีวามสอดคลอ้ง ความ

สอดคล้องเล็กน้อย ความสอดคล้องพอใช้ ความ

สอดคล้องปานกลาง ความสอดคล้องดี และความ

สอดคลอ้งดมีาก ตามลำ�ดบั (Table 3) และใช้ Bland-

Altman plot ในการทดสอบความสอดคล้องของ

แต่ละตัวอย่าง (good agreement) โดยโปรแกรม 

MedCalc® Statistical Software version 20.111

ผลการวิิจััย
การเปรยีบเทียบวธีิการตรวจวเิคราะหห์าคา่ TSHR 

antibodies ระหว่าง ATSHR และ TRAb

จากผลการทดสอบหาคา่ TSHR antibodies 

ในกลุ่มตัวอย่าง 309 ราย พบว่าวิธี ATSHR มีค่า 

TSHR antibodies อยู่ระหว่าง 0.81-39.50 IU/L 

ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 6.84 ± 7.25 IU/L ส่วนวิธี TRAb 

มีค่า TSHR antibodies อยู่ระหว่าง 0.82-48.34 

IU/L ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 8.18 ± 8.26 IU/L และมี 

แนวโนม้การกระจายตวัของผลการทดสอบดงัแสดงใน 

Box and Whisker plot (Fig. 1 และ Table 4)  

เมื่อนำ�ผลการทดสอบจากท้ังสองวิธีมาวิเคราะห์หา 

ความสัมพันธ์ของผลการทดสอบพบว่าจาก scatter 

plot ไดค้า่ correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.962 

(Fig. 2) เมื่อนำ�ผลการทดสอบมาทดสอบทางสถิติ 

พบว่ามีค่าสถิติสหสัมพันธ์สเปียร์แมน (Spearman’s 

correlation coefficient) ท่ี r เท่ากับ 0.958 

ค่า Cohen’s kappa coefficient เท่ากับ 0.865 

(Table 5) และจาก Bland-Altman plot (Fig. 3) 

พบว่ามีค่าเฉลี่ยของความแตกต่างระหว่างผลการ

ทดสอบของแต่ละตัวอย่างเมื่อทดสอบด้วย ATSHR 

และ TRAb เท่ากับ -1.3 IU/L มีช่วงของความ 

แตกต่างของค่าการทดสอบท่ียอมรับได้ (limit of 

agreement: LoA) เท่ากับ (-6.1)-3.4 IU/L และ

เมื่อนำ�ผลการทดสอบมาแปลผลโดยการใช้ cutoff 

ของ Graves’ disease เป็นเกณฑ์ ซึ่งในแต่ละวิธี 

จะมีค่า cutoff ของ Graves’ disease ที่แตกต่างกัน

โดย ATSHR มีค่า cutoff เท่ากับ 1.75 IU/L(14) 

	

Statistics Value

<0.00 Agreement equivalent to chance

0.00-0.20 Slight agreement

0.21-0.40 Fair agreement

0.41-0.60 Moderate agreement

0.61-0.80 Substantial agreement

0.81-1.00 Near perfect agreement (1.00 = Perfect agreement)

Table 3	Statistics of Cohen’s kappa coefficient.
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Fig. 1 Box and Whisker plot of ATSHR results and TRAb results.

Table 4	 Statistics of Box and Whisker plot.

Statistics ATSHR (IU/L) TRAb (IU/L)

Min 0.81 0.82

Max 39.50 48.34

Mean 6.84 8.18

Median 4.38 5.44

Lower quartile (Q1) 1.62 2.54

Upper quartile (Q3) 9.03 11.10

Fig. 2 Scatter plot of the results for TSHR antibodies between TRAb and ATSHR.
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Statistics Value

Spearman’s correlation (Spearman’s correlation coefficient) 0.958

Kappa (Cohen’s kappa coefficient) 0.865

Table 5	 Symmetric Measures of TSHR antibodies between ATSHR and TRAb by MedCalc® Statistical  

	 Software version 20.111

Table 6	 Qualitative comparison of ATSHR and TRAb.

ATSHR No. of sample
TRAb

Positive Negative

Positive 225 213 12

Negative 84 5 79

Total 309 218 91

Fig. 3 	Bland-Altman plot between means of ATSHR and TRAb and Differences of ATSHR and TRAb. 
The graph shows means of difference and limits of agreement (LoA)

ส่วน TRAb มีค่า cutoff เท่ากับ 3.10 IU/L(15)  

พบว่าผลการทดสอบมีผลรวมความสอดคล้องของ 

ทั้งสองวิธีอยู่ที่ร้อยละ 94.50 ((309-17)/309) โดย 

ผลบวกมีความสอดคล้องร้อยละ 94.67 (213/225) 

ทั้งสองวิธีให้ผลบวกตรงกัน 213 ราย ผลลบมีความ

สอดคล้องร้อยละ 94.05 (79/84) ทั้งสองวิธีให้ผลลบ

ตรงกัน 79 ราย (Table 6) นอกจากนีม้ตีวัอยา่งจำ�นวน 

17 รายท่ีให้ผลการทดสอบไม่ตรงกันระหว่างสองวิธี 

โดยสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม ในกลุ่มแรกมี 5 ราย

ที่ ATSHR แปลผลการทดสอบได้เป็นลบแต่ TRAb 

แปลผลการทดสอบได้เป็นบวก โดยทั้ง 5 รายได้ค่า 

TSHR antibodies ของ ATSHR อยู่ที่ 0.92-1.66 
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IU/L ส่วนของ TRAb อยู่ที่ 3.56-5.95 IU/L ส่วน

กลุ่มที่สองมี 12 รายที่ ATSHR แปลผลการทดสอบ

ไดเ้ปน็บวก แต ่TRAb แปลผลการทดสอบไดเ้ปน็ลบ 

โดยทั้ง 12 รายได้ค่า TSHR antibodies ของ 

ATSHR อยู่ที่ 1.76-3.44 IU/L ส่วนของ TRAb 

อยู่ที่ 0.96-3.01 IU/L (Table 7)

No.
ATSHR TRAb

TSHR antibodies (IU/L) Results TSHR antibodies (IU/L) Results

1 1.28 Negative 4.47 Positive

2 1.66 Negative 3.92 Positive

3 0.92 Negative 5.95 Positive

4 1.58 Negative 3.56 Positive

5 1.41 Negative 3.79 Positive

6 1.89 Positive 2.69 Negative

7 1.98 Positive 2.41 Negative

8 1.76 Positive 2.59 Negative

9 2.74 Positive 0.96 Negative

10 2.04 Positive 2.93 Negative

11 2.86 Positive 3.01 Negative

12 2.12 Positive 2.97 Negative

13 1.79 Positive 2.54 Negative

14 1.98 Positive 1.28 Negative

15 1.82 Positive 2.33 Negative

16 2.55 Positive 1.05 Negative

17 3.44 Positive 2.69 Negative

Table 7	Discordant results of ATSHR versus TRAb

การทดสอบความแม่นยำ� (Precision)

จากการทดสอบ within-run precision 

ของทัง้สองหลักการ พบว่าในตวัอยา่งควบคมุคณุภาพ

ชนิด THYRO 1 และ THYRO 2 ของ ATSHR 

ไดค้า่สัมประสทิธ์ิความแปรปรวน (%CV) เทา่กับ 7.7 

และ 2.2 ตามลำ�ดับ ส่วน TRAb ในตัวอย่างควบคุม

คุณภาพชนิด Low control, Medium control และ 

High control ได้ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน 

(%CV) เท่ากับ 5.0, 1.6 และ 1.0 ตามลำ�ดับ  

(Table 8)
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สรุุปและวิิจารณ์์
งานวิจยัครัง้นี้ไดศ้กึษาผลการตรวจวิเคราะห์ 

TSHR antibodies โดยทำ�การทดสอบเปรียบเทียบ

ระหวา่งชุดการทดสอบ 2 วิธ ีคอื ATSHR และ TRAb 

ผลการศึกษาจากตัวอย่างจำ�นวน 309 ราย พบว่า 

ความสัมพันธ์ของ ATSHR และ TRAb มีแนวโน้ม

ของความสัมพันธ์ท่ีดีและเป็นไปในทิศทางเดียวกัน 

โดยผลการทดสอบแสดงค่าความสัมพันธ์ท่ีสูงมาก  

(r, scatter plot = 0.962 และ r, spearman’s  

correlation coefficient = 0.958) มีค่าความ

สอดคล้องของวิธีการทดสอบอยู่ ในระดับดีมาก 

(Kappa = 0.865) และจาก Bland-Altman plot 

พบว่าผลการทดสอบมีความสอดคล้องของแต่ละ

ตัวอย่างที่ดี (good agreement) โดย 95% ของช่วง

ผลการทดสอบที่ยอมรับได้มีค่าความแตกต่างอยู่

ระหว่าง (-6.1)-3.4 IU/L โดยในผลการทดสอบที่มี

ค่าต่ำ�จะมีความสอดคล้องกันมากกว่าในผลการทดสอบ 

ท่ีมีค่าสูง ดังนั้นในผลการทดสอบท่ีมีค่าสูงอาจเกิด

ความคลาดเคลื่อนของผลการทดสอบได้ซึ่งอาจทำ�ให้

เกิดผลการทดสอบท่ีไม่ตรงกันในสองวิธี และเมื่อ 

นำ�ค่า cutoff ของ Graves’ disease มาเป็นเกณฑ์

ในการแปลผลการทดสอบ พบว่าผลการทดสอบมีผล

รวมของความสอดคล้องของทั้งสองวิธีอยู่ที่ร้อยละ 

94.50 สำ�หรับตัวอย่างท่ีให้ผลการทดสอบไม่ตรงกัน

จำ�นวน 17 ราย เมื่อได้ติดตามการวินิจฉัยของแพทย์ 

พบว่าผู้ป่วยทุกรายมีภาวะ hyperthyroidism โดย 

ในตัวอย่างที่ 1, 2, 4, 10, 11 และ 17 ผู้ป่วยได้รับ

การวนิจิฉัยวา่เปน็โรค Graves’ disease แตเ่นือ่งจาก

การศึกษานี้มีข้อจำ�กัดในการสืบค้นข้อมูลทางคลินิก

ของคนไข้บางรายจึงทำ�ให้ไม่สามารถยืนยันการแปล

ผลการทดสอบท่ีชัดเจนได ้ผลการทดสอบทีไ่มต่รงกัน

จากทั้งสองกลุ่มอาจเกิดจากความคลาดเคลื่อนของการ

ตรวจวิเคราะห์ซึ่งสังเกตได้ว่าผลการทดสอบ TSHR 

antibodies ของทั้ง ATSHR และ TRAb ที่ได้อยู่

ในช่วงใกล้เคียงกับค่า cutoff ซึ่งในการศึกษานี้  

พบว่าตวัอยา่งท่ีให้ผลการทดสอบท่ีไมต่รงกันมอีตัราสว่น 

ของค่า TSHR antibodies กับค่า cutoff ของ 

ATSHR อยู่ระหว่าง 0.53-1.97 และของ TRAb  

อยู่ระหว่าง 0.31-1.92 (Table 9) และอาจเกิดจาก

ข้อแตกต่างในการตรวจวิเคราะห์ เช่น ความแตกต่าง

ของหลักการในการตรวจวิเคราะห์ การใช้ตัวอย่าง 

ท่ีเก็บรักษาไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียสมาละลายเพื่อ

ทำ�การทดสอบใหม่ ในสภาพแวดล้อมและวันเวลา 

ท่ีตา่งกัน รวมถึงมกีารศกึษาปจัจยัท่ีเก่ียวเนือ่งมาจาก

Table 8	 Coefficient of Variations (%) obtained using ATSHR and TRAb

Method Within-run precision

ATSHR

THYRO 1 THYRO 2

Mean 

(IU/L)
SD

CV 

(%)

Target 

CV

(%)

Mean

(IU/L)
SD

CV 

(%)

Target 

CV 

(%)

3.247 0.249 7.7 <9.9 14.46 0.330 2.2 <10.0

TRAb

Low control Medium control High control

Mean

(IU/L)
SD

CV 

(%)

Target 

CV

(%)

Mean

(IU/L)
SD

CV 

(%)

Target 

CV 

(%)

Mean

(IU/L)
SD

CV 

(%)

Target 

CV 

(%)

2.906 0.146 5.0 <10.0 9.863 0.160 1.6 <10.0 30.06 0.287 1.0 <10.0
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ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบด้วย เช่น ในผู้ป่วยท่ีเคย

ไดร้บั mouse monoclonal antibody เพือ่การวินิจฉยั

หรือการรักษาอาจประกอบด้วย human anti-mouse 

antibody (HAMA) ซึ่งเป็น heterophil antibodies 

ท่ีสามารถรบกวนการตรวจวเิคราะหท์าง immunoas-

says ได้ สำ�หรับ immunoassays เป็นหลักการที่ใช้

กันอยา่งแพรห่ลายในการตรวจหาและตรวจวดัปรมิาณ

สารในตัวอย่างทางชีววิทยา ถึงแม้ว่าจะมีความเส่ียง 

ท่ีจะเกิดข้อผิดพลาดในการตรวจวิเคราะห์ท่ีเกิดจาก

การถูกรบกวนของสารตัวอย่าง โดย human anti-

animal immunoglobulins ใน immunoassays ที่ใช้ 

animal immunoglobulins สามารถทำ�ให้เกิดได้ 

ท้ังผลสูงปลอมท่ีเกิดจากการจับกันของแอนติบอดี 

ท่ีไม่พึงประสงค์ในข้ันตอนของการเกิดปฏิกิริยาและ

ข้ันตอนของการตรวจวัดค่าการทดสอบ และผล 

ต่ำ�ปลอมท่ีเกิดจากการถูกรบกวนการจับกันของ

แอนติบอดีในข้ันตอนการตรวจวัดค่าการทดสอบได้ 

ท้ังนี้ตัวอย่างดังกล่าวจึงอาจให้ผลสูงปลอมหรือผลต่ำ�

ปลอมได้เมื่อนำ�มาทดสอบด้วยชุดการทดสอบที่มีการ

ใช้ mouse monoclonal antibody(16-21) ซึ่งทั้ง 

No.
Ratio of TSHR antibodies results (IU/L) and Cutoff of Graves’ disease

ATSHR (cutoff = 1.75 IU/L) TRAb (cutoff = 3.10 IU/L)

1 0.73 1.44

2 0.95 1.26

3 0.53 1.92

4 0.90 1.15

5 0.81 1.22

6 1.08 0.87

7 1.13 0.78

8 1.01 0.84

9 1.57 0.31

10 1.17 0.95

11 1.63 0.97

12 1.21 0.96

13 1.02 0.82

14 1.13 0.41

15 1.04 0.75

16 1.46 0.34

17 1.97 0.87

Table 9	Ratio of TSHR antibodies results (IU/L) and cutoff of Graves’ disease
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ATSHR และ TRAb ถือเป็นชุดการทดสอบที่มีการ

ใช้ mouse monoclonal antibody ในกระบวนการ

การตรวจวิเคราะห์ทั้งสองวิธี และยังพบการศึกษาใน

ผู้ป่วยท่ีมีภาวะ hyperthyroidism ท่ีตรวจไม่พบ 

TSHR antibodies แต่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค 

Graves’ disease อีกด้วย(22) ดังนั้นจึงควรนำ�ผลการ

ตรวจวิเคราะห์ TSHR antibodies พิจารณาร่วมกับ

ค่าการทดสอบอื่นๆ ของต่อมไทรอยด์ (thyroid  

functions test) และอาการทางคลนิกิในการประกอบ

การวินิจฉัยโรคเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ

วินิจฉัยโรค Graves’ disease ให้ถูกต้องและแม่นยำ�

ยิ่งขึ้น 

ส่วนการทดสอบความแม่นยำ� (precision) 

พบวา่ท้ัง ATSHR และ TRAb มคีา่สมัประสทิธิค์วาม

แปรปรวนของตัวอย่างควบคุมคุณภาพในแต่ละชนิด

อยู่ในเกณฑ์ (target %CV)(23, 24) ที่ยอมรับได้ คือ 

ATSHR THYRO 1 เท่ากับ 7.7 (target %CV 

<9.9), ATSHR THYRO 2 เท่ากับ 2.2 (target 

%CV <10.0), TRAb Low control เท่ากับ 5.0 

(target %CV <10.0), TRAb Medium control 

เท่ากับ 1.6 (target %CV <10.0) และ TRAb High 

control เท่ากับ 1.0 (target %CV <10.0) (Table 8) 

แสดงให้เหน็ไดว่้าทัง้สองชุดการทดสอบมคีวามแมน่ยำ�

ในการตรวจวิเคราะห์หาค่า TSHR antibodies ที่ดี

และอยู่ในเกณฑท่ี์ยอมรบัได ้ท้ังนีเ้นือ่งจากทัง้สองชุด

การทดสอบมีความแตกต่างกันของตัวอย่างควบคุม

คุณภาพท่ีนำ�มาทำ�การทดสอบจึงไม่สามารถนำ�ค่า

สัมประสิทธ์ิความแปรปรวนมาเปรียบเทียบกันได้

โดยตรง ในการศกึษานีจ้งึไดพ้จิารณานำ�คา่สมัประสทิธิ์

ความแปรปรวนในตัวอย่างควบคุมคุณภาพท่ีมีความ

เข้มข้นของ TSHR antibodies ที่มีช่วงค่าใกล้กับค่า

สำ�คัญท่ีใช้เพื่อการวินิจฉัยทางคลินิกหรือค่า cutoff 

ซึ่ง ATSHR มีค่าเท่ากับ 1.75 IU/L ส่วน TRAb มี

ค่าเท่ากับ 3.10 IU/L โดยตัวอย่างควบคุมคุณภาพ 

ของ ATSHR ทีม่คีวามเข้มข้นใกล้เคยีงกับคา่ cutoff 

ได้แก่ THYRO 1 มีค่าเท่ากับ 3.247 IU/L และของ 

TRAb ได้แก่ Low control มีค่าเท่ากับ 2.906 IU/L 

ซึ่งมีค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนเท่ากับ 7.7 และ 

5.0 ตามลำ�ดับ (Table 8) ทั้งนี้จึงเป็นที่สังเกตได้ว่า

ในช่วงค่าของ TSHR antibodies ที่ใกล้กับค่าสำ�คัญ

ท่ี ใช้เพื่อการวินิจฉัยทางคลินิก ค่าสัมประสิทธ์ิ 

ความแปรปรวนของ TRAb มีค่าต่ำ�กว่า ATSHR 

อยา่งไรกต็าม ดว้ยข้อจำ�กดัในการศกึษาครัง้นีจ้งึยงัไม่

สามารถสรปุไดอ้ยา่งชดัเจนว่าชดุการทดสอบใดมคีวาม

แม่นยำ�มากกว่า

จากการศึกษาครั้งนี้จึงสรุปได้ว่าหลักการ 

electrochemiluminescence immunoassay 

(ECLIA) โดยเครื่องตรวจวิ เคราะห์ Roche  

Diagnosis: Cobas E 801 (ATSHR) และหลักการ 

chemiluminescent microparticle immunoassay 

(CMIA) โดยเครื่องตรวจวิ เคราะห์ Abbott  

Laboratories: Alinity i (TRAb) สามารถใช้ในการ

ตรวจวิเคราะห์หาค่า TSHR antibodies ทดแทนกัน

ไดเ้นือ่งจากมคีา่ความสมัพนัธ์และความสอดคลอ้งกนั

อยู่ ในระดับดีมาก ดังนั้นทางห้องปฏิบัติการจึงควร

พิจารณาคุณสมบัติและข้อดี-ข้อเสียด้านอื่นเพื่อการ

เลอืกใช้เครือ่งตรวจวิเคราะหห์าคา่ TSHR antibodies 

รว่มดว้ย เชน่ ระยะเวลาในการตรวจวเิคราะห ์ลกัษณะ

ของน้ำ�ยาท่ีใช้เป็นแบบพร้อมใช้หรือต้องมีการเตรียม

แบบ manual ก่อนการใช้งานเนื่องจากหากมีขั้นตอน

ของการเตรียมน้ำ�ยาแบบ manual อาจก่อให้เกิด  

human error ข้ึนในกระบวนการก่อนการตรวจ

วิเคราะห ์(pre-analysis) ได ้รวมท้ังชว่งความเข้มข้น

ท่ีเครื่องตรวจวิเคราะห์สามารถตรวจวัดค่าได้ (mea-

surement range) เพราะขอบเขตของการตรวจวัด

ค่าท่ีกว้างกว่าจะทำ�ให้สามารถรายงานผลการทดสอบ

ได้ในช่วงค่าท่ีกว้างกว่าเช่นกัน (Table 1) อย่างไร

ก็ตาม เนื่องจากการตรวจวิเคราะห์หาค่า TSHR  
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antibodies ไม่มีวิธีมาตรฐานอ้างอิง (standard 

method) ประกอบกับท้ังสองวิธีมีความแตกต่างกัน

ของหลกัการการทดสอบและคา่ cutoff ของ Graves’ 

disease จึงทำ�ให้ ไม่สามารถเปรียบเทียบผลการ

ทดสอบกันได้โดยตรง ในอนาคตทางห้องปฏิบตักิารจงึ

ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในการหาวิธีการท่ีจะสามารถ

นำ�ผลการทดสอบมาเปรียบเทียบค่ากันได้โดยตรงใน

มาตรฐานเดยีวกัน การศกึษาประสทิธภิาพการแปลผล

การทดสอบของคา่ cutoff ของแตล่ะวิธ ีและการศกึษา

เปรียบเทียบความแม่นยำ�ระหว่างชุดการทดสอบของ

ท้ังสองวิธีโดยตรง รวมถึงการหาช่วงอ้างอิงของค่า 

TSHR antibodies ของตนเองตามลักษณะเฉพาะ

ของแต่ละท้องที่และกลุ่มประชากร
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