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บทคัดยอ ปจจุบันวัคซีนปองกันโรคมะเร็งปากมดลูกจัดอยูในแผนงานสรางเสริมภูมิคุมกันโรคของประเทศไทย การตรวจ

ระดับภูมิคุมกันในคนที่ไดรับวัคซีนและการประเมินความแรงเพ่ือการควบคุมคุณภาพวัคซีนจึงมีความสําคัญ การศึกษานี้

ไดพฒันาการวเิคราะหระดบัแอนตบิอดีตอ Human Papillomavirus (HPV) ดวยวธิ ีPseudovirion-Based Neutralization

Assay (PBNA) โดยศึกษาความสามารถของซีร่ัมคนมาตรฐานท่ีจําเพาะตอ HPV สายพันธุ 16 และ 18 ในการยับย้ัง 

HPV pseudovirions ในการเขาสูเซลลเพาะเลี้ยง 293FT (IC50/100µL) และนําวิธีดังกลาวมาตรวจสอบความถูกตองของ

วิธีทดสอบ พบวา HPV pseudovirions ที่ผลิตขึ้นมีความจําเพาะตอแอนติบอดีแตละสายพันธุและไมถูกยับยั้งดวย negative 

serum มีความแมนโดยมีคา %recovery อยูในชวง 70−130% การทดสอบความเปนเสนตรง พบวาความสัมพันธระหวาง

log fl uorospot และระดับความเจือจางของซีรั่มมาตรฐาน มีความสัมพันธเปนเสนตรงโดยมีคา correlation coeffi  cient

≥ 0.98 และกราฟที่ไดเปนเสนตรงตลอดชวง 20−80% ของ %inhibitory rate สําหรับขีดจํากัดในการตรวจวัดปริมาณ

แอนติบอดีตอสายพันธุ 16 และ 18 มีคาเทากับ 1.49 IC50/100µL และ 1.56 IC50/100µL ตามลําดับ คาความเที่ยงของ

ผลการทดสอบมีคา % coeffi  cient of variance ไมเกิน 25% และเมื่อทดสอบความทนของวิธีโดยใชความเขมขนของเซลล

ที่ตางกัน และใช cell passage ที่แตกตางกัน พบวาคา IC50/100µL ที่ไดไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% (p-value > 0.05) โดยสรุปวิธี PBNA ท่ีพัฒนาข้ึนผานการตรวจสอบความถูกตองสําหรับ HPV16

และ HPV18 ทั้งในซีรั่มคนมาตรฐานและซีรั่มหนูจําเพาะตอสายพันธุ จึงสามารถใชเปนตนแบบในการพัฒนาสารมาตรฐาน

จากสัตวทดลองใหครอบคลุม HPV-VLP สายพันธุอื่นที่ใชในการผลิตวัคซีนตอไป

คําสําคัญ: วัคซีนปองกันโรคมะเร็งปากมดลูก, HPV, แอนติบอดี, Pseudovirion-based neutralization assay

 (PBNA), การตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบ
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บทนํา

การติดเชื้อไวรัส human papillomavirus

(HPV) ยังเปนปญหาสาธารณสุขที่สำคัญทั่วโลก

โดยเฉพาะในประเทศรายไดนอยถึงปานกลาง สายพันธุ

ทีม่คีวามเสีย่งสูง เชน HPV สายพนัธุ 16 และสายพนัธุ 18

เปนสาเหตุของมะเร็งปากมดลูกประมาณรอยละ 70 

ของผูปวยทั้งหมด(1,2) องคการอนามัยโลกระบุวามะเร็ง

ปากมดลูกเปนหนึ่งในโรคมะเร็งที่มีอัตราการตายสูง

โดยมีผูหญิงมากกวา 500,000 คน ไดรับผลกระทบ

ในแตละป(3) การฉดีวคัซนี HPV จึงเปนมาตรการปองกนั

โรคทีม่ปีระสทิธภิาพและปลอดภัยชวยลดอตัราการตดิเชือ้

และลดความเสี่ยงตอการเกิดรอยโรคกอนมะเร็งและ

มะเรง็ปากมดลกูไดอยางมีนยัสำคญั(1) ปจจบุนัวัคซนีทีใ่ช

แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก วัคซีนชนิด 2 สายพันธุ 

(bivalent) 4 สายพันธุ (quadrivalent) และ 9 สายพนัธุ

(nonavalent) ซึ่งแตละชนิดมีการปองกันตามสายพันธุ

ที่ครอบคลุม(4) ประสิทธิภาพของวัคซีนขึ้นกับปจจัย

หลายประการ เชน อายุผูรับวัคซีนและจำนวนโดส 

โดยเฉพาะการฉีดวัคซีนในชวงวัยเด็กสามารถกระตุน

ภูมิคุมกันไดสูงและยาวนาน(5) มีรายงานการใหวัคซีน

เพียงหน่ึงโดสสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดเปนเวลา

อยางนอย 5 ป และใหผลใกลเคียงกับการใหสองโดส(6)

สอดคลองกบัขอมลูจาก World Health Organization

(WHO) และ Program for Appropriate Technology

in Health (PATH) ท่ีผลักดันแนวคิดการใหวัคซีน

แบบโดสเดียวเพื่อเพิ่มการเขาถึงวัคซีน โดยเฉพาะวัคซีน

ชนิด 9 สายพันธุ สามารถปองกันการติดเชื้อสายพันธุ

เสีย่งสงูไดถงึรอยละ 90(7) ประเทศไทยไดกำหนดกลยทุธ 

สงเสริมการฉีดวัคซีนในกลุมเด็กหญิงชั้นประถมศึกษา

ปที ่5 และกลุมวยัรุนตามนโยบายของกระทรวงสาธารณสขุ 

ควบคูกับการดำเนินแผนยุทธศาสตรความมั่นคง

ดานวัคซีนภายในประเทศตามนโยบายระดับชาติ(8−10) 

การประเมินระดับภูมิคุมกันหลังการไดรับวัคซีนมีความ

สำคัญในการพิจารณาประสิทธิผลของวัคซีน โดยเฉพาะ

การตรวจวัด neutralizing antibodies ซึ่งเปนตัวบงชี้

สำคัญของ protective immunity ตามหลักเกณฑของ

องคการอนามัยโลกและ United States Food and 

Drug Administration (U.S. FDA)(4,11) 

วิธี Pseudovirion-Based Neutralization 

Assay (PBNA) เปนวิธีมาตรฐานสากลที่ใชประเมิน

ภูมิคุมกันที่จำเพาะตอ HPV เนื่องจากมีความจำเพาะสูง

และสามารถผลิตไวรัสเทียม (pseudovirion) ไดหลาย

สายพันธุสำหรับใชในการทดสอบ(12−15) จากงานวิจัยของ 

Nie J และคณะ (2014) ไดพัฒนา high-throughput 

PBNA ซึ่งมีความเปนเสนตรงของ neutralization

curve เหมาะสมตอการคำนวณคา IC50 และสามารถ

ประเมินภูมิคุมกันจำเพาะตอสายพันธุ ไดอย างมี

ประสิทธิภาพ เปนหลักฐานเชิงประจักษวา PBNA 

สามารถตรวจวดัแอนตบิอดทีีม่คีวามจำเพาะตอสายพนัธุ

ในซีรั่มหนูไดจริง จากผลการศึกษาใช pooled serum 

จากหนู Balb/c ที่ถูกกระตุนดวยวัคซีน quadrivalent 

HPV virus-like particles (VLPs) ประกอบดวย 

HPV6/11/16/18 ทดสอบกับ HPV pseudovirions 

รวมกบั bovine papillomavirus (BPV) pseudovirion

ซึง่ใชเปน heterologous control พบวาซรีัม่หนสูามารถ

ยับยั้ง HPV16 และ HPV18 ไดในระดับสูง (ใหคา

เปอรเซ็นตการยับยั้งอยูในชวง 80–90% ในขณะที่ให

คาการยับยั้งตอ BPV pseudovirion ในระดับต่ำอยูใน

ชวง 0–10% ใกลเคยีงกบัซรีัม่หนกูอนการกระตุนภมิูทีใ่ห

คาใกล 0 ตอ HPV ทุกสายพันธุ แสดงใหเห็นวาการ

ยับยั้งที่ตรวจพบเปน type-specific neutralization

ตอ HPV16 และ HPV18(14) ตอมาในป ค.ศ. 2016 

Nie J และคณะ ไดพัฒนา triple-color PBNA 

ซึ่งใชซีรั่มหนูที่ถูกกระตุนดวยวัคซีนหลายสายพันธุ

(nonavalent HPV vaccine) และมีรายงานคา 

neutralization titers ของ HPV16 และ HPV18 

ที่ไดจากการทดสอบแบบหลายสีมีคาใกลเคียงกับการ

ทดสอบแบบ single-color โดยมีความแตกตางไมเกิน

2 เทา และไมพบสัญญาณการยับยั้งในชองสัญญาณ

ของสายพันธุที่ไมตรงกับแอนติบอดี รวมทั้งใหคาการ

ยับยั้งตอ BPV pseudovirion ในระดับต่ำใกลคา

พื้นฐาน(16) การพัฒนาวิธีดังกลาวเพื่อรองรับการตรวจ

หลายสายพันธุในกลุมเดียวกันเพิ่มความไวและความ

แมน จึงเหมาะตอการประเมินวัคซีนหลายสายพันธุ 

เชน วัคซีน 9 สายพันธุ ที่อยูระหวางการพัฒนาใน
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การวิเคราะหระดับแอนติบอดีจำเพาะตอวัคซีน HPV ดวยวิธี PBNA  พยอม เอกศิริ และคณะ

หลายประเทศ นอกจากใชในการตรวจระดับภูมิคุมกัน

ในซีรั่มคนแลว PBNA ยังถูกนำมาใชกับซีรั่มจาก

สัตวทดลอง เชน หนูท่ีไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย

HPV-VLP ทั้งชนิด monovalent และ multivalent 

ซึ่งใหผลการทดสอบท่ีมีความสอดคลองกับวิธีอื่น เชน 

Luminex immunoassay และ ELISA(13,14,17,18) 

โดยเฉพาะงานของ Bei L และคณะ (2025) ซึ่งประเมิน

ภูมิคุมกันจากวัคซีน 14-valent ในหนู และพบวาซีรั่ม

สัตวทดลองสามารถใชประเมิน neutralizing 

antibodies ไดอยางมีประสิทธิภาพ(18) และสอดคลอง

กับหลักการของ PBNA สนับสนุนแนวคิดวาซีรั่ม

สัตวทดลองสามารถใชแทนซีรั่มคนในการประเมินวัคซีน

ระยะ pre-clinical(19) 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อนำวิธี  PBNA

มาพัฒนาใชในหองปฏิบัติการในการตรวจวัดระดับ 

neutralization antibodies ที่จำเพาะตอ HPV 

สายพันธุ 16 และ 18  โดยเบือ้งตนใชสารมาตรฐานอางองิ

ที่มาจากคน เพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธีทดสอบ

ไดแก anti-HPV16 human serum (NIBSC code

05/134) และ anti-HPV18 human serum

(NIBSC code 10/140) เมือ่วธิทีดสอบผานการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธี จะนำมาใชเปนตนแบบสำหรับ

การพัฒนาวิธีการตรวจหาระดับแอนติบอดีท่ีจำเพาะ

ตอวัคซีนปองกันโรคมะเร็งปากมดลูก โดยใชซีรั่ม

จากหนูทดแทนสารมาตรฐานอางอิงที่มาจากคน ซึ่ง

ซีร่ัมหนูไดจากการกระตุนภูมิคุมกันดวย HPV-VLP 

สายพันธุ เดี่ยว (monovalent HPV VLP) ใน

หนูถีบจักรแทนสารมาตรฐานอางอิงจากคน เพื่อพัฒนา

เปนตนแบบของสารมาตรฐานที่มีความจำเพาะตอแตละ

สายพันธุ และใชเปนแนวทางสำหรับหองปฏิบัติการ

ในการพัฒนาสารมาตรฐานจากซีรั่มสัตวทดลองชนิด

ตางๆ เชน กระตาย หนูถีบจักร หนูแรท และลิงในกลุม

macaques ใหสามารถครอบคลุมทุกสายพันธุของ 

HPV-VLP ท่ีใช ในการผลิตวัคซีน และรองรับ

การควบคุมคุณภาพรวมถึงการพัฒนาวัคซีนภายใน

ประเทศตอไป

วัสดุและวิธีการ

เซลลเพาะเลี้ยง 293FT 

เซลลเพาะเลีย้ง 293FT เปนอนพุนัธของเซลล 293 

cell line ที่แยกไดจาก human embryonic kidney 

cells มีการแสดงออกของ SV40 large T antigen 

จากพลาสมิด the pCMVSPORT6TAg.neo โดย

การแสดงออกของ SV40 large T antigen ดังกลาว

ถูกควบคุมโดย human cytomegalovirus (CMV) 

promoter  (Thermo Fisher Scientific, USA) โดย

ตวัอยางเซลลเพาะเลีย้ง 293FT ทีใ่ชในการทดสอบ นำมา

เพาะเลี้ยงและเพิ่มจำนวนในขวดเพาะเลี้ยงเซลล ขนาด 

175 ตารางเซนติเมตร เพื่อนำไปใชทดสอบ กำหนดเซลล

มีความเขมขนอยูในชวง 0.8-2.0×105 เซลลตอมิลลิลิตร 

ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ที่มี 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในตูอบเพาะเชื้อที่มีคารบอนไดออกไซด 

5% (CO2 incubator model NU-5510E, NUAIRE, 

UK) นาน 2−3 วัน สังเกตเซลลเพิ่มจำนวนเต็มพื้นที่

ผิวขวดเพาะเลี้ยงเซลล (ความหนาแนนประมาณ 80%) 

ไมมีเซลลลอยหลุดจากพื้นผิวและเปน monolayer 

จำนวน cell passage ที่ใชในการทดสอบนับตั้งแตเปด

ใชงานไมควรเกิน 20 passages ซึง่เปนชวง cell passage

ที่เหมาะสมตอการนำมาทดสอบ PBNA โดยเซลล

จะถูกยอยดวย 0.05% trypsin-EDTA (Gibco, USA) 

และ phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco, 

USA)

อาหารสำหรับเลี้ยงเซลล

ในการทดสอบใชอาหารเพาะเล้ียงเซลล ประกอบดวย

อาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco's Modified Eagle

Medium (DMEM), high glucose 1X (Invitrogen, 

USA) ที่มี 10% inactivated FBS (Invitrogen, 

USA), 1% non-essential amino acids (Invitrogen,

USA), 1% penicillin-streptomycin (Invitrogen,

USA) และ 2% 1M HEPES buffer solution

(Invitrogen, USA) สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิ 2−8 

องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน
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ซีรั่มมาตรฐาน 

สารมาตรฐาน Anti-HPV16 human serum 

10 IU/mL (NIBSC code no. 05/134, National 

Institute of Biological Products (NIBSC), UK) 

และ Anti-HPV18 human serum 16 IU/mL 

(NIBSC code no. 10/140, National Institute of 

Biological Products (NIBSC), UK)

Pseudovirion และ monovalent HPV-VLP

HPV pseudovirion สำหรับ HPV16 รุน

การผลิตที่  PsHPV16-08032019 และสำหรับ 

HPV 18 รุนการผลิตท่ี PsHPV18-28022019 ผลิต

โดยสถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย(20) และ 

monovalent HPV-VLP สายพันธุ 16 และ 18 ไดรับ

จากบริษัท Xiamen Innovax Biotech Co., Ltd. 

สาธารณรัฐประชาชนจีน

การเตรียมหนูถีบจักร

ดำเนนิการสุมหนูถีบจกัร Outbred Balb/c เพศเมยี

120 ตวั นำ้หนกั 15–20 กรมั หรืออาย ุ4–5 สปัดาห  ดวย

วิธีทางสถิติในโปรแกรมคอมพิวเตอร Bioassay assist 

หัวขอ RANDAMIAZE จากนัน้ชัง่นำ้หนกัหนทีูไ่ดรบัใน

แตละตัว จัดแบงหนูตามการสุมหนูกรงละ 10 ตัว เพื่อให

แตละกรงมีน้ำหนักของหนูใกลเคียงกัน และพักหนู 1 วัน 

กอนฉีดสัตวทดลอง

การเตรียมซีรั่มควบคุม

การเตรียม positive serum สำหรับ HPV type 

16 antibody และ HPV type 18 antibody โดยฉีด

กระตุนหนทูีพ่กั 1 วันแลว ดวย monovalent HPV-VLP

type 16 และ 18 monovalent HPV-VLP ท่ีเจอืจางใน

สารละลาย aluminium hydroxide gel (InvivoGen,

USA) ที่ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน

phosphate buffer saline (PBS) ใหไดความเขมขน

สุดทายของ monovalent HPV-VLP type 16 และ  

monovalent HPV-VLP type 18 อยูที่ 13 และ 7.2 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ จากน้ันนำไปฉีดเขา

ชองทอง (intraperitoneal) ของหนูถีบจักร 10 ตัวตอ

สายพันธุ HPV แอนติเจน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เพื่อเปน

positive serum หลงัจากนัน้ 25–28 วนั(21) เจาะเลือดหนู

จากหัวใจและปนแยกซีรั่มดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความ

เร็วสูง (high speed centrifuge model Multi RF,

Thermo IEC, USA) ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นำมาบมใน

อางน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath model SW22,

Julabo, Germany) ที ่56 องศาเซลเซยีส นาน 1 ช่ัวโมง 

จากนั้นแบงเก็บซีรั่มในตูแชแข็ง (deep freezer model 

8417, Forma Scientific, USA) ทีอุ่ณหภมูติำ่กวา -70

องศาเซลเซียส 

การเตรียม negative serum โดยการฉีด

กระตุนหนูที่พัก 1 วันแลว ดวยสารละลาย aluminium 

hydroxide gel ที่ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ใน PBS จำนวน 10 ตัว ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร หลังจากนั้น 

25–28 วัน เจาะเลือดหนูจากหัวใจ และปนแยกซีรั่มดวย

เครื่องหมุนเหว่ียงความเร็วสูง ที่ความเร็ว 12,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นำมาบม

ในอางน้ำควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 

นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นแบงเก็บซีรั่มในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ

ต่ำกวา -70  องศาเซลเซียส 

ไวรัสควบคุม (Virus control, VC)

ใช HPV pseudovirion สายพนัธุ 16 รุนการผลติ

PsHPV16-08032019 และสายพันธุ 18 รุนการผลิต

PsHPV18-28022019 ไดจากสถาบันชี ววัตถุ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย เพื่อนำมาพัฒนาวิธี PBNA 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี ไดเลือกระดับ

ความเจือจางของ pseudovirion สำหรับใชเปน

virus control (VC) ที่ 1/8,000 สำหรับ HPV16 และ 

1/2,500 สำหรับ HPV18 ซึ่งเปนระดับที่ใหสัญญาณ

อยูในชวง 250-1,000 fluorospots/100µL ทั้งนี้ VC 

เปนกลุมอางอิงที่เติมเฉพาะ pseudovirion โดยไมเติม

ซีรั่ม  เพื่อแทนสภาวะการติดเ ช้ือไวรัสสูงสุดของ

การทดสอบหรือการยับยั้ง 0% และใชเปนคาอางอิง

ในการคำนวณอตัราการยับยัง้ (% inhibition rate) และ 

IC50 ดวยวิธี Reed–Muench(14,16)



489วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 68 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2569

การวิเคราะหระดับแอนติบอดีจำเพาะตอวัคซีน HPV ดวยวิธี PBNA  พยอม เอกศิริ และคณะ

เซลลควบคุม (Cell Control, CC) 

เซลลควบคุม คือ กลุมทดสอบท่ีมีเพียงเซลล

เพาะเลี้ยงโดยไมมี pseudovirion ไมมีซีรั่ม ซึ่งแสดงถึง

สภาวะเซลลมชีวีติ 100% (0% infection) ใชเปนจดุอางองิ

สูงสุดสำหรับการคำนวณ %viability 

การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอ HPV Pseudo-

virion โดยวิธี PBNA  

เติมเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ท่ีความเขมขน

1.5 ×105 เซลลตอ 100 ไมโครลิตร ลงในเพลทปลอดเชื้อ

ชนิด 96 หลุม (96-wells flat tissue culture plate, 

Corning®, USA) นำไปบมทีอ่ณุหภมู ิ37±2 องศาเซลเซียส

ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5% นาน 3–6 ชั่วโมง

จากนัน้เตรยีมเพลท 96 หลมุ (96-well round bottom 

cell culture plate, Corning®, USA) เพือ่ทำการเจอืจาง

ซีร่ัมมาตรฐานที่ไดมาจากคน ไดแก Anti-HPV16 

human serum (NIBSC code no. 05/134) 10 IU/mL

และ Anti-HPV18 human serum (NIBSC code no. 

10/140) 16 IU/mL ถกูเตรยีมเริม่ตน (pre-dilution)

ทีอ่ตัราสวน 1/20 ในอาหารเลีย้งเซลล  ทำการเจอืจางตอ

แบบ 2-fold serial dilution จำนวน 6 ระดับ ไดแก 

1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 และ 1/1,280 

โดยปริมาตรของซีร่ัมหลังจากเจือจางแลวในแตละหลุม

ตองมีปริมาตร 60 ไมโครลิตร และทำการเจือจางซีรั่ม

ที่ไดจากหนูถีบจักร (positive serum) ตอ HPV16 

ที่ความเจือจางเร่ิมตน (pre-dilution) 1:2,000 ใน

อาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นเจือจางตอแบบ 2-fold serial 

dilution จำนวน 6 ระดับ ไดแก 1/4,000, 1/8,000, 

1/16,000, 1/32,000, 1/64,000 และ 1/128,000

และสำหรับ positive serum-HPV18 เตรียมเริ่มตน 

(pre-dilution) ท่ีอัตราสวน 1/2,500 และเจือจาง

ตอแบบ 2-fold serial dilution จำนวน 6 ระดับ ไดแก 

1/5,000, 1/10,000, 1/20,000, 1/40,000, 1/80,000 

และ 1/160,000 โดยปรมิาตรของซรีัม่หลงัจากเจอืจางแลว

ในแตละหลุมตองมปีรมิาตร 60 ไมโครลติร เมือ่เตรยีมซรีัม่

เสร็จเติม HPV pseudovirions ท่ีมีความเขมขน

ระหวาง 250 ถึง 1,000 Fluorospot ตอ 50 ไมโครลิตร 

ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ทุกหลุม เขยาเพลทเบาๆ

และนำไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูอบ

เพาะเชื้อแบบใชคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 

ช่ัวโมง เมื่อครบเวลายายสารจากหลุมแตละหลุมไปยัง

เพลทที่มีเซลลเพาะเลี้ยงที่บม นาน 3–6 ช่ัวโมง โดย

ทุกเพลทที่ทำการทดสอบจะตองมีกลุมไวรัสควบคุม 

(virus control, VC) ไมนอยกวา 6 ซ้ำ (หลุม) 

เซลลควบคุม (cell control, CC) ไมนอยกวา 6 ซ้ำ 

(หลุม) นำไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

ตูอบเพาะเชื้อแบบใชคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 

72±12 ชั่วโมง เปนชวงเวลาที่เหมาะสมตอการอานผล

การทดสอบ(14) เมือ่ครบกำหนดนบัจำนวนเซลลเรอืงแสง

(fluorospot) ในแตละระดับความเจือจางดวย

โปรแกรม ImmunoSpot 7.0.23.2 ที่ติดตั้งในเครื่อง

นับจุดของปฏิกิริยาบนไมโครเพลตและอานปฏิกิริยา

บนไมโครเพลตแบบมัลติดีเทคช่ัน (ELISPOT) 

(CTL ImmunoSpot®, OH, USA) จากนั้นนำผล

ที่ไดมาคำนวณคาระดับแอนติบอดีที่จำเพาะและจับ 

pseudovirions ไมใหเขาเซลลเพาะเลี้ยงได 50% (The 

50% maximal inhibitory concentration, IC50) ดวย

สูตรคำนวณ Reed-Muench(14,16) 

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห(22,23)

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (specificity) 

การทดสอบความจำเพาะของวธิ ีPBNA ดำเนนิการ

ตามแนวทาง ICH guideline หัวขอความจำเพาะของ

วธิี(22) โดยศกึษาความสมัพนัธระหวางระดบัความเจอืจาง

ของซีรั่มมาตรฐานและการเกิด fluorospots แยกตาม

สายพนัธุ HPV ไดแก HPV16 และ HPV18 โดยใช HPV

pseudovirion(20) เปรียบเทียบการเกิด fluorospots

ในกลุมควบคุม ประกอบดวย หลุมที่เติม negative 

serum กับหลุม virus control ทำการทดสอบซ้ำ 

จำนวน 6 หลุมตอเพลท และเปรียบเทียบรูปแบบ dose 

response ในหลุมที่มี pseudovirion และซีรั่ม โดยใช

ซีรั่มมาตรฐานความเจือจางเริ่มตน (pre-dilution) ที่

อัตราสวน 1/20 สวน negative serum และ positive 

serum-HPV16 เตรียมเริ่มตน (pre-dilution) ที่

อัตราสวน 1/2,000 และ positive serum-HPV18 

เตรียมเริ่มตน (pre-dilution) ที่อัตราสวน 1/2,500 
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จากนั้นซีรั่มทั้งหมดจะถูกเจือจางตอแบบ 2-fold serial

dilution จำนวน 6 ระดับ กอนนำไปทดสอบในระบบ 

PBNA และผลการทดสอบถูกนำมาวิเคราะหความ

สัมพันธแบบ dose response โดยสรางกราฟระหวาง 

log dilution และ log fluorospot เกณฑการพิจารณา

กำหนดใหกลุมควบคุมตองมีจำนวน fluorospots

ไมแตกตางกันตลอดชวงความเจือจางและไมแสดง

ลกัษณะ dose response เพือ่ยนืยนัวาไมเกดิการรบกวน

จากองคประกอบตางๆ ในระบบทดสอบ ขณะที่กลุม

ทดสอบตองแสดงการยับยั้งแบบ dose response อยาง

ชดัเจน การวเิคราะหใชผลจากการทดสอบ 3 ครัง้ ทดสอบ

ตางวันกัน จากน้ันตรวจสอบการแจกแจงแบบปกติ

ของขอมูลดวย Shapiro–Wilk test กอนวิเคราะห

ความแตกตางระหวาง log fluorospot ของ negative 

serum และ virus control ดวยสถิติ independent 

t-test ซึ่งผลการทดสอบตองไมพบความแตกตางกัน

อยางมนียัสำคญัทางสถติท่ีิระดบั 0.05 (p-value > 0.05) 

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการ

วิเคราะห (linearity and range) 

เตรียมซีรั่มมาตรฐานท้ัง 2 สายพันธุ เริ่มตนที่

อัตราสวน 1/20 (pre-dilution) ทำการเจอืจางตอแบบ

2-fold serial dilution จำนวน 6 ระดับ ไดแก 1/40, 

1/80, 1/160, 1/320, 1/640 และ 1/1,280 และ positive

serum-HPV16 เตรียมเริ่มตนที่อัตราสวน 1/2,000 

(pre-dilution) และ positive serum-HPV18 เตรยีม

เริ่มตนที่อัตราสวน 1/2,500 (pre-dilution) จากนั้น

ซรีัม่ทัง้หมดจะถกูเจอืจางตอแบบ 2-fold serial dilution

จำนวน 6 ระดับ แลวนำไปทดสอบดวยวิธี PBNA เมื่อ

อานผลดวยเครื่อง ELISPOT ปริมาณ fluorospots 

จะแปลผันกับระดับความเจือจางของซีรั่ม ศึกษาความ

สัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง log fluorospot ที่นับไดกับ 

log ความเจือจางของซีรั่ม โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 

(correlation coefficient, r) ตองมีคามากกวา 0.98 

และคาสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ (coefficient of 

determination, r2) ตองมีคามากกวา 0.96 กราฟที่ได

เปนเสนตรงตลอดชวง 20–80% ของ %inhibition rate 

การทดสอบความแมน (accuracy)

ทำการประเมินความแมนของวิธี PBNA โดยใช

ซรีัม่มาตรฐานจาก NIBSC เปนตวัแทนในการตรวจสอบ

ความถูกตองเชิงระบบ ซีรั่มมาตรฐานถูกเตรียมเริ่มตน 

(pre-dilution) ทีอั่ตราสวน 1/20 จากนัน้ทำการเจอืจาง

ตอแบบ 2-fold serial dilution จำนวน 6 ระดับ ไดแก 

1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 และ 1/1,280 แลว

นำไปทดสอบดวยวิธี PBNA เพื่อคำนวณคาเปอรเซ็นต

การยับยั้งการเขาสูเซลล (%inhibition rate) ในแตละ

ระดับความเจือจาง คาความเขมขนของแอนติบอดี

ที่สามารถยับยั้ง pseudovirion ไมใหเขาภายในเซลล

ไดครึ่งหนึ่ง (IC50) ถูกคำนวณจากขอมูล %inhibition

rate ตามวิธี Reed–Muench และรายงานเปนคา 

IC50/100µL นำคา IC50/100µL ที่ไดจากการทดสอบ

แตละครั้งมากำหนดคา IC50 target ของซีรั่มมาตรฐาน 

โดยคำนวณจากคาเฉลี่ย (mean) ของคา IC50/100µL 

จากการทดสอบในแตละครั้ง ตอจำนวนครั้งที่ทำการ

ทดสอบของมาตรฐาน NIBSC ภายใตเงือ่นไขการทดสอบ

เดียวกัน ดังสมการ

คำนวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ใช n-1) 

รวมทั้งหาคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) เพื่อ

แสดงความแปรปรวนของซีรั่มมาตรฐาน ดังสมการ

IC50,target  
=

SD = (IC50,run,i
 -IC

50,target )   
2

,
n
i =1

>

n-1

%CV = SD × 100
IC

50,target

จากนัน้คำนวณรอยละการคนืกลบั (%recovery) 

โดยเทียบคา IC50/100µL ที่ทำการทดสอบแตละคร้ัง

กับคา IC50 target ดังสมการ

กำหนดใหรอยละของการคืนกลับ (%recovery) 

ควรอยูในชวง 70−130%(24)

×
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การวิเคราะหระดับแอนติบอดีจำเพาะตอวัคซีน HPV ดวยวิธี PBNA  พยอม เอกศิริ และคณะ

การประเมินความถูกตองของ positive serum

ตรวจสอบดวยวิธี spiked sample โดยการผสม

positive serum กบั negative serum ในอตัราสวน 1:1

ทำการเจอืจางเริม่ตนท่ีอตัราสวน 1/2,000 และ 1/2,500 

สำหรับซี ร่ัมที่จำเพาะตอ HPV16 และ HPV18

ตามลำดับ จากนั้นทำการเจือจางตอแบบ 2-fold serial

dilution จำนวน 6 ระดับ กอนนำไปทดสอบดวยวิธี 

PBNA ภายใตเงื่อนไขเดียวกันทั้งหมด นำมาหาคา 

%recovery ของแตละสายพนัธุควรอยูในชวง 70–130%

การทดสอบความเที่ยง (precision)

repeatability ทำการทดสอบหาคาระดับ

แอนติบอดีตอ HPV โดยสายพันธุ 16 และ 18 ใช 

Anti-HPVhuman serum ทำปฏิกิริยากับ pseudo-

virions สายพันธุที่จำเพาะ ดวยนักวิเคราะหคนเดียวกัน

ทำการทดสอบซ้ำภายในวันเดียวกัน 3 ครั้ง นำผลที่ไดมา

คำนวณหาคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) ตอง

ไมเกิน 25%

intermediate precision ทำการทดสอบหา

คาแอนติบอดีตอ HPV โดยสายพันธุ 16 และ 18 ใช 

Anti-HPV human serum ทำปฏิกิริยากับ pseudo-

virions ดวยนักวิเคราะหคนเดียวกันทำการทดสอบ

ตางวันกัน 3 ครั้ง นำผลที่ไดมาคำนวณหาคา %CV

ตองไมเกิน 25% และทดสอบหาคาระดับแอนติบอดีตอ 

HPV ดวยนกัวเิคราะห 2 คน ทำการวิเคราะหคนละ 3 ครัง้

ที่เปนอิสระตอกัน นำคาท่ีไดมาคำนวณหาคา %CV

ตองไมเกิน 25% และคาความตางของผลการตรวจ

วเิคราะหของนกัวเิคราะหท้ัง 2 คน ดวยสถติ ิindependent

t-test ตองไมพบความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ โดยกำหนดระดับนัยสำคัญทางสถิติที่คา

p-value < 0.05

การทดสอบชวงรายงานผลของคา IC50 (reportable 

IC50 range)(22)

การศึกษานี้เพื่อประเมินชวงรายงานผลของคา 

IC50 ของวิธี PBNA ยึดหลักการตรวจสอบความใชได

ของวธิวีเิคราะหตามแนวทาง ICH guideline หวัขอ 2.3 

โดยพจิารณาจากความจำเพาะ ความแมน ความเทีย่ง และ

ความเปนเสนตรงของวิธี กำหนดให reportable IC50 

range คือ ชวงของคา IC50/100µL ที่คำนวณไดจริง

จากชวงความเจือจางที่ทดสอบ และใหผลผานเกณฑ

ยอมรับของวิธี ซีรั่มท่ีใชทดสอบ ไดแก ซีรั่มมาตรฐาน 

Anti-HPV16 human serum และ Anti-HPV18 

human serum เตรยีม pre-dilution ทีอ่ตัราสวน 1/20 

จากนั้นทำการเจือจางตอแบบ 2-fold serial dilution

จำนวน 6 ระดับ และ positive serum ที่จำเพาะตอ 

HPV16 และ HPV18 ซึ่งเตรียม pre-dilution ที่ 

1/2,000 และ 1/2,500 ตามลำดับ และเจือจางตอแบบ

เดียวกัน ภายใตสภาวะการทดสอบ PBNA เดียวกัน

ทั้งหมด การกำหนด reportable IC50 range คือ

ชวงของคา IC50/100µL ที่คำนวณไดจากขอมูล

การทดสอบภายในชวงความเจือจางที่ครอมจุด 50%

inhibition โดยอาศัยคา upper 0.5 และ lower 0.5 

ตามวิธี Reed–Muench และใหผลอยูในชวงเชิงเสน

ของกราฟ

การหาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

Quantitation, LOQ)

ทดสอบคาแอนติบอดีต่ำสุดที่วิเคราะหหาปริมาณ

ได โดยทำการทดสอบ 3 ครั้งตอสายพันธุ ทำการทดสอบ

ตางวันกันและนำผลที่ไดมาคำนวณคา LOQ จากคา 

IC50/100µL และคาระดับความเจือจางที่สามารถจับกับ 

pseudovirions ไมใหเขาสูเซลลเพาะเลี้ยงไดที่ 50% 

(The 50% maximal inhibitory concentration, 

IC50) โดยใชสูตร

LOQ = A/B

A = The 50% maximal inhibitory

concentration (IC50/100µL)

B = ระดับคาความเจือจางของแอนติบอดีที่ยับยั้ง 

pseudovirions ไมใหเขาสูเซลลเพาะเลี้ยงไดที่ 50%

ตัวอยางการคำนวณ ดังแสดงในตารางที่ 1
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Analysis of HPV Vaccine–Specific Neutralizing Antibodies Titers by PBNA   Payom Agsiri et al.

การทดสอบความทน (robustness) 

การใชความเขมขนเซลลเพาะเลีย้ง ทำการทดสอบ

หาคาระดับแอนตบิอดตีอ HPV โดยสายพนัธุ 16 และ 18

ใช Anti-HPV human serum ทำปฏิกิริยากับ 

pseudovirions โดยใชเซลลเพาะเลี้ยง 293FT

ที่ความเขมขน 1.5×105, 1.7×105 และ 2.0×105 เซลล

ตอมิลลิลิตร ทำการวิเคราะห 3 ครั้ง โดยนักวิเคราะห

คนเดยีวกนั ทำตางวนักนั นำผลทีไ่ดมาคำนวณหาคา %CV

ซึ่งตองไมเกิน 25% และคาความตางของผลการตรวจ

วิเคราะหเมื่อใชความเขมขนของเซลลเพาะเล้ียงตางกัน

ดวยสถิติ one-way ANOVA ซึ่งตองไมพบความ

แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยกำหนดระดับ

นัยสำคัญทางสถิติที่คา p-value > 0.05

การเปล่ียน cell passage ของเซลลเพาะเลี้ยง 

293FT วิเคราะหโดยใชเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ที่มี

passage number ท่ีแตกตางกนั กำหนดเซลลเพาะเลีย้ง

เพื่อทดสอบตองไมเกิน passage number ที่ 20 โดย

ทำการทดสอบสำหรบั HPV สายพันธุ 16 ใช #5, #12, #14

และ #16 และ HPV สายพนัธุ 18 ใช #7, #10, #16 และ #18

ทำการทดสอบซำ้ duplicate ในแตละครัง้ทีท่ำการทดสอบ 

โดยนักวิเคราะหคนเดียวกัน นำผลที่ไดมาคำนวณหาคา 

%CV ซึ่งตองไมเกิน 25% และคาความตางของผลการ

ตรวจวิเคราะหเมื่อใช passage number ที่แตกตางกัน

ด วยสถิติ  one-way ANOVA ซึ่ งต องไมพบ

ความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p-value 

= 0.05)

จริยธรรมการวิจัยในสัตว

ไดรับอนุมัติจากคณะกรรมการดูแลการเลี้ยง

และใชสัตวทดลองสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข เลขท่ี 

61/038 เมื่อวันที่ 27 สิงหาคม 2561 และขอขยายการ

รับรองไดรับอนุมัติเมื่อวันที่ 1 กุมภาพันธ พ.ศ. 2562

ผล

การทดสอบ specificity 

จากการทดสอบเพือ่หาระดบัแอนตบิอดตีอ HPV 

16 และ 18 สายพนัธุละ 3 ครัง้ ตางวนักนั คาความเจอืจาง

ของ negative serum ทั้ง 6 ระดับ ไมสามารถยับยั้ง

การติดเช้ือของ HPV pseudovirion สายพนัธุ 16 และ 18

โดยพบวาจำนวณ HPV pseudovirion ที่ไดมีจำนวน 

log fluorospot ระหวาง log 2.0–3.0 ซึ่งไมแตกตาง

จากไวรัสควบคุม (VC) และจากการทดสอบ normal 

distribution ดวย Shapiro-Wilk ผล log fluorospot 

ของกลุมควบคมุจาก negative serum จำนวน 18 คาตอ

สายพันธุ และ virus control จำนวน 18 คาตอสายพันธุ

พบวาผลการทดสอบทั้ง 2 สายพันธุ มีการแจกแจงแบบ

ปกติ ซึ่งคานัยสำคัญของกลุม negative serum และ 

virus control สำหรับ HPV สายพันธุ 16 ไดระดับ

คานยัสำคญั เทากบั 0.776 และ 0.948 ตามลำดบั สำหรับ

สายพันธุ 18 ระดับคานัยสำคัญ เทากับ 0.874 และ 

0.396 ตามลำดบั ผลการทดสอบไมพบความแตกตางกนั

อยางมีนัยสำคัญ เมื่อคา p-value มากกวา 0.05 ท่ี

ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 2 ขณะท่ี

ซีรั่มมาตรฐาน (Anti-HPV16 human serum และ 

Anti-HPV18 human serum) ดังแสดงในภาพที่ 1 

และ positive serum ดังแสดงในภาพที่ 2 แสดงการ

เกิด dose-response จากการเติมซีรั่ม ซึ่งเกิดการยับยั้ง 

pseudovirion  ไดตามระดับความเจือจางซีรั่ม ลักษณะ

การเกิด fluorospot ดังแสดงในภาพที่ 3

ตารางที่ 1 การหาคา LOQ ของแอนติบอดีที่ยับยั้ง pseudovirions ไมใหเขาสูเซลลเพาะเลี้ยงไดที่ 50%

HPV
Dilution of Ab reduce PsV 

at 50% relative VC (B)
IC50/100µL (A) LOQ (IC50/100µL)

16 160 204.92 204.92/160 = 1.28
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบ log fluorosopt ของ negative serum และ log fluorospot ของ virus control ของ

 การทดสอบ PBNA สำหรับ HPV สายพันธุ 16 และ HPV สายพันธุ 18

สายพันธุ
HPV

Negative serum
log (mean fl uorospot)

Virus control
log (mean fl uorospot)

SD %CV
p-value 

(independent t-test)

16 2.67
2.74
2.83

2.67
2.77
2.82

0.07 2.69 0.873

18 2.39
2.43
2.38

2.40
2.44
2.42

0.05 2.13 0.259

ภาพที่ 1 ความสมัพนัธเชงิเสนระหวางคา log ระดบัความเจอืจาง (log dilution) ของ Anti-HPV human serum 
 กับคา log ของจำนวนเซลลที่เรืองแสง (log fluorospot) (A) HPV สายพันธุ 16 และ (B) HPV
 สายพันธุ 18

ระดับความเจือจางของ Anti-HPV16 ระดับความเจือจางของ Anti-HPV18

ภาพที่ 2  ความสัมพันธเชิงเสนระหวางคา log ของจำนวนเซลลที่เรืองแสง (log fluorospot) กับคา log ระดับ
 ความเจือจาง (log dilution) ของ positive serum ของ HPV สายพันธุ 16 และ 18 กับ (A) HPV 
 สายพันธุ 16 และ (B) HPV สายพันธุ 18
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การทดสอบ linearity and range 

วิเคราะหความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางคา 

log ของจำนวนเซลลที่เรืองแสง (log fluorospot) กับ

คา log ระดับความเจือจางของซีรั่มมาตรฐานของ HPV

ทั้ง 2 สายพันธุ ซึ่งทำการทดสอบที่ระดับความเจือจาง

ของซีร่ัม จำนวน 6 ระดับ ท่ีถูกเจือจางแบบ 2-fold 

dilution เริ่มตนที่ 1/40 (log 1.60), 1/80 (log 1.90),

1/160 (log 2.20), 1/320 (log 2.51), 1/640 (log 2.81)

และ 1/1,280 (log 3.11) พบความสัมพันธเชิงเสนตรง

ระหวางคา log ของจำนวนเซลลท่ีเรืองแสง (log

fluorospot) กับคา log ระดับความเจือจางของซีรั่ม

มาตรฐานของ HPV ทั้ง 2 สายพันธุ มีความเปนเสนตรง

โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) ≥ 0.98 และ

คาสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ (r 2) ≥ 0.96

จากการทดสอบ 3 ครั้งตอสายพันธุ โดยชวงการทดสอบ

ขอมูลที่ ใชคำนวณอยู ในชวงรอยละ 20–80 ของ

%inhibition rate สอดคลองกับชวงความเจือจาง 

log 1.90–2.81 ซึง่เปนชวงทีก่ราฟแสดงความเปนเสนตรง

อยางเหมาะสมสำหรับการคำนวณผลการทดสอบ

จึงกำหนดใหชวงดังกลาวเปนชวงการทดสอบทีเ่หมาะสม

ของวิธีสำหรับการวิเคราะหซีรั่มมาตรฐาน HPV16 และ 

HPV18 ดังแสดงในตารางที่ 3 และภาพที่ 4

เมื่อทดสอบดวย positive serum ที่จำเพาะตอ 

HPV ทั้ง 2 สายพันธุ พบวาความสัมพันธระหวาง log 

fluorospot กับ log dilution ยังคงมีลักษณะเชิงเสน 

โดยมีคา r² ≥ 0.96 ดังแสดงในภาพที่ 5

ภาพที่ 3 การเกิด fluorospot จากการทดสอบคาความแรงของ HPV vaccine ดวยวิธี pseudovirion-based  
 neutralization assay
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ตารางที่ 3 แสดงคา correlation coefficient (r) และ coefficient of determination (r2) จาก  Dose response 

 ใน HPV แตละสายพันธุ

สายพันธุ 
HPV

Test no.
Linearity

r (≥ 0.98) r2 (≥ 0.96)

16 1
2
3

0.99
0.99
0.98

0.98
0.99
0.96

18 1
2
3

0.98
0.99
0.99

0.96
0.99
0.99

ภาพที่ 4 การทดสอบความสามารถของซีรั่มมาตรฐานที่สามารถยับยั้ง pseudovirion เขาสูเซลลเพาะเลี้ยงจากการนับจำนวน 
 fluorospot ที่แสดงออกโดยคา r2 แสดงความสัมพันธระหวางตัวแปรใน linear regression model (A) แสดง
 ความสัมพันธระหวางรอยละของการยับยั้งเซลล (% inhibitory) กับ log ระดับความเจือจางของ Anti-HPV 
 human serum สายพันธุ 16 และ 18 (log dilution) และ (B) แสดงความสัมพันธระหวาง log ของเซลล
 ที่เรืองแสง (log fluorospot) กับ log ระดับความเจือจางของ Anti-HPV human serum สายพันธุ 16 และ 18 
 (log dilution)



496 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 68 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2569

Analysis of HPV Vaccine–Specific Neutralizing Antibodies Titers by PBNA   Payom Agsiri et al.

ภาพที่ 5 ทดสอบความสามารถของ positive serum ที่สามารถยับยั้ง pseudovirion เขาสูเซลลเพาะเลี้ยงจากการนับจำนวน 
 fluorospot ที่แสดงออกโดยคา r2 แสดงความสัมพันธระหวางตัวแปรใน linear regression model (A) แสดง
 ความสัมพันธระหวางรอยละของการยับยั้งเซลล (% inhibitory) กับ log ระดับความเจือจางของ positive serum 
 ทีจ่ำเพาะตอ HPV16 และ HPV18 และ (B) แสดงความสมัพนัธระหวาง log ของเซลลทีเ่รอืงแสง (log fluorospot) 
 กับ log ระดับความเจือจางของ positive serum ที่จำเพาะตอ HPV16 และ HPV18 (log dilution)

การทดสอบ accuracy  

ผลการทดสอบ accuracy ของวิธีเมื่อนำผลการ

ทดสอบคา IC50/100µL ของซีรัม่มาตรฐานท้ัง 2 สายพนัธุ

สายพันธุละ 12 คา มาหาคาเฉลี่ยเพื่อกำหนดคา

IC50 Target ของซีรั่มมาตรฐานในแตละสายพันธุ

เมือ่นำมาหาคา %recovery ของการทดสอบในแตละครัง้

ของสายพันธุ HPV16 ไดคา %recovery อยูในชวง 

75.63−118.95% และสำหรับสายพันธุ HPV18 ไดคา 

%recovery อยูในชวง 76.62−121.58% ดังแสดงใน

ตารางที่ 4 

จากการวิเคราะหคา IC50/100µL ของ positive 

serum ทั้ง 2 สายพันธุ เมื่อ spiked sample โดยผสม 

positive serum กับ negative serum ในอัตราสวน 

1:1 และทำการเจือจางตอแบบ 2-fold dilution เชน

เดียวกับการทดสอบ positive serum โดยทำการ

วิเคราะห 3 ครั้ง ตางวันกัน พบวาเปอรเซ็นตการคืนกลับ

ของระดบัแอนตบิอดตีอ HPV สายพนัธุ 16 และ 18 มคีา 

%recovery อยูที่ 73.88% ถึง 115.69% ซึ่งอยูในเกณฑ

ที่กำหนด คือ 70−130% โดยมีคา %CV นอยกวา 25% 

ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 4 การทดสอบความถูกตองของวิธี PBNA ตอ HPV สายพันธุ 16 และ 18 เมื่อใชซีรั่มมาตรฐาน 

สายพันธุ
HPV

จำนวน
ครั้งการทดสอบ

IC50/100µL
IC50 Target 

(Mean)
SD %CV %Recovery

Acceptance 
criteria

1
2
3
4
5

251.82
240.93
200.44
162.64
204.92

117.10
112.04
93.21
75.63
95.29
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การทดสอบ precision

จากการทดสอบหาคา IC50 ของซีรั่มมาตรฐาน 

Anti-HPV16 human serum และ Anti-HPV18 

human serum โดยทำการวิเคราะห 3 ซ้ำ ภายใน

วนัเดยีวกนั นกัวิเคราะหคนเดยีวกนั พบวาคา %CV อยูที่

11.68% และ 10.79% ตามลำดับ ซึ่งเปนไปตามเกณฑ

สายพันธุ
HPV

จำนวน
ครั้งการทดสอบ

IC50/100µL
IC50 Target 

(Mean)
SD %CV %Recovery

Acceptance 
criteria

16

6
7
8
9
10
11

200.40
164.45
255.79
211.14
214.71
247.33

215.04 30.18 14.03

93.19
76.47
118.95
98.19
99.85
115.02

70-130%

18

12
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

225.89
475.91
488.70
522.01
588.55
529.47
563.51
567.31
429.13
680.93
475.91
488.70
522.01

560.06 31.18 5.57

105.05
108.17
111.97
114.67
84.98
87.26
93.21
105.09
94.54
100.62
101.29
76.62
121.58

70-130%

ตารางที่ 4 การทดสอบความถูกตองของวิธี PBNA ตอ HPV สายพันธุ 16 และ 18 เมื่อใชซีรั่มมาตรฐาน (ตอ)

ตารางที่ 5 การทดสอบความถูกตองของวิธี PBNA ตอ HPV สายพันธุ 16 เมื่อใช positive serum-HPV16

 และ positive serum-HPV18 ในการทดสอบ

สายพันธุ
HPV

Positive serum 
(IC50/100µL)

Spike %Recovery Mean SD %CV

16
38866.19
30637.69
36619.57

35250.29
33158.76
42366.53

90.70
108.23
115.69

104.87 12.83 12.24

18
87296.45
67263.28
67869.17

64495.68
75518.66
73208.94

73.88
112.27
107.87

98.01 21.018 21.44

ที่กำหนด (%CV ≤ 25%) และเมื่อทำการวิเคราะห

โดยนักวิเคราะหคนเดียว 3 ครั้ง ที่เปนอิสระตอกัน

พบวาความแปรปรวนและการกระจายของขอมูลเปนไป

ตามเกณฑที่กำหนด (%CV ≤ 25%) คือ มีคา %CV

อยูที่ 15.37% และ 13.60% ของผลการทดสอบคา IC50 

ของแอนตบิอดตีอ HPV สายพนัธุ 16 และ 18 ตามลำดบั 
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โดยนักวิเคราะหคนเดียว 3 ครั้ง ที่เปนอิสระตอกัน

พบวาความแปรปรวนและการกระจายของขอมูล

เปนไปตามเกณฑที่กำหนด (%CV ≤ 25%) ดังแสดง

ในตารางที่ 6

และจากการทดสอบหาคา IC50 ของ positive serum-

HPV16 และ HPV18 โดยทำการวิเคราะห 3 ซ้ำ ภายใน

วันเดียวกัน นักวิเคราะหคนเดียวกัน พบวาคา %CV ของ

ผลการทดสอบคา IC
50
 ของแอนติบอดีตอ HPV แตละ

สายพันธุมีคา %CV ≤ 25% และเมื่อทำการวิเคราะห

ตารางที ่6  ผลการทดสอบ repeatability และ intermediate precision เมือ่ใชซรีัม่มาตรฐาน และ positive serum

สายพันธุ 
HPV

Repeatability Intermediate precision

Mean SD %CV Mean SD %CV

ซีรั่มมาตรฐาน anti-HPV human serum

16
204.92
200.40
164.45

189.92 22.18 11.68
164.16
162.67
211.14

179.32 27.56 15.37

18
529.47
563.51
454.69

515.89 55.67 10.79
461.18
529.47
605.82

532.16 72.36 13.60

positive serum จากหนูไมซ

16

49,458.37
31,142.24

39,184.78
39,928.46 9,180.68 22.99

23,705.05
33,387.21
36,740.02

31,277.43 6,768.75 21.64

18

54,578.11
87,296.45

64,495.68
68,790.08 16,776.6 24.39

50,241.88
62,590.06
67,263.28

60,031.74 8,794.36 14.65

ผลการทดสอบหาระดับของแอนติบอดี โดย

นักวิเคราะห 2 คน ทำการวิเคราะหคนละ 3 ครั้ง ที่เปน

อิสระตอกัน (independent t-test) พบวาผลการ

ทดสอบคา IC50 ของแอนติบอดีตอ HPV สายพันธุ 16 

และ 18 มีความแปรปรวนและการกระจายของขอมูล

เปนไปตามเกณฑที่กำหนด (%CV ≤ 25%) คือ มีคา

%CV อยู ในชวง 11.86–19.47% และแสดงผล

การทดสอบไมแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 7

ตารางที่ 7 แสดงผลการทดสอบในพารามเิตอร intermediate precision เมือ่ทำการตรวจวเิคราะหโดยนกัวเิคราะห 

 2 คน 

สายพันธุ
HPV

Antibodies titer (IC
50
/100µL)

Mean %CV
p-value 
(t-test)

Analyst 1 (n = 3) Analyst 2 (n = 3)

1 2 3 1 2 3

16
18

229.31
515.89

231.06
624.73

213.11
461.18

180.58
703.39

307.78
627.88

284.44
579.52

241.05
585.43

19.47
14.81

0.487
0.162

IC50/100µL IC50/100µL
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การวิเคราะหระดับแอนติบอดีจำเพาะตอวัคซีน HPV ดวยวิธี PBNA  พยอม เอกศิริ และคณะ

การทดสอบ reportable IC50 range ของคา IC50 

การทดสอบ reportable IC50 range ของคา IC50

ดวยวิธี PBNA พิจารณาจากชวงการยับยั้งที่เหมาะสม

รอยละ 20–80 ของ %inhibition rate รวมกับความ

แมนและความเที่ยงของวิธี ในการทดสอบ 12 ครั้งของ

ซรีัม่มาตรฐาน Anti-HPV16 human serum  พบวาคา

ความเจอืจางท่ีใชคำนวณจุดยบัยัง้ รอยละ 50 มีคา upper 

0.5 อยูที่ 1/160 และ lower 0.5 อยูที่ 1/320 สงผลให 

reportable IC50 range อยูในชวง 162.64–255.79 

และในการทดสอบ 12 ครั้งของ Anti-HPV18 human 

serum พบวาคา upper 0.5 อยูที ่1/640 และ lower 0.5

อยูทีร่ะดบัความเจอืจางถดัไป สงผลให reportable IC50

range อยูในชวง 429.13–680.93

ในสวนของ positive serum การทดสอบ 3 ครั้ง

ของ positive serum-HPV16  พบวาคา upper 0.5

อยูที ่1/32,000 และ lower 0.5 อยูที ่1/64,000 ทกุรายการ

จึงได reportable IC50 range อยูในชวง 30,637.69–

38,866.19 และการทดสอบ 3 ครั้งของ positive 

serum-HPV18 พบวาคา upper 0.5 อยูที่ 1/40,000, 

1/40,000 และ 1/80,000 ตามลำดับ ขณะที่คา lower 

0.5 อยูที่ 1/80,000, 1/80,000 และ 1/160,000

ตามลำดับ สงผลให reportable IC50 range อยูในชวง 

67,263.28–87,296.45 ดังแสดงในภาพที่ 6

ภาพที่ 6 แสดง reportable IC50 range ของ Anti-HPV human serum และ positive serum ที่จำเพาะตอ

 HPV16 และ HPV18 แสดงคาต่ำสุด คาเฉลี่ย และคาสูงสุดของ IC50/100µL ของแตละกลุมตัวอยาง

การทดสอบ LOQ 

คา LOQ ของแอนติบอดีที่จำเพาะตอ HPV

สายพันธุ 16 และ 18 ในซีรั่มมาตรฐานมีคา IC50/100µL 

อยูที ่1.49 และ 1.56 ตามลำดบั และ positive serum-16

และ 18 มคีา IC50/100µL อยูที ่1.69 และ 1.49 ทีส่ามารถ

จับกับ pseudovirions ไมใหเขาสูเซลลเพาะเลี้ยงไดท่ี 

50% (The 50% maximal inhibitory concentration,

IC50)  ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 8
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การทดสอบ robustness

ผลการทดสอบ robustness ของวิธีท่ีมีการ

เปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบท่ีอาจสงผลตอการ

ทดสอบหาระดับของแอนติบอดี Anti-HPV human 

serum สายพันธุ 16 และ 18 ที่ทำปฏิกิริยากับ pseudo-

virions โดยใชเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ที่ความเขมขน

1.5×105, 1.7×105 และ 2.0×105 เซลลตอมิลลิลิตร 

ทำการวิเคราะห 3 ครั้ง โดยนักวิเคราะหคนเดียวกัน

ทำตางวันกัน นำผลที่ไดมาวิเคราะห พบวามีความ

แปรปรวนและการกระจายของขอมูลเปนไปตามเกณฑ

ที่กำหนด (%CV ≤ 25%) คือ มีคา %CV อยูในชวง 

4.41–18.83% และแสดงผลการทดสอบไมแตกตางกัน

โดยมีคา p-value มากกวา 0.05 ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% ดังแสดงในตารางที่ 9

ตารางที่ 8 แสดงคา LOQ ของ Anti-HPV 16 และ 18 ผลิตจาก mouse serum และ human serum ที่สามารถ

 อานผลการทดสอบได 

No. of test

LOQ (IC
50
/100µL)

Positive serum
-16

Positive serum
-18

Anti-HPV human serum

05/134 
(NIBSC/16)

10/140
(NIBSC/18)

1
2
3

1.5571
1.8310
1.6916

1.0912
1.6967
1.6816

1.4706
1.4422
1.5600

1.6121
1.6183
1.4412

Mean 1.6932 1.4898 1.4909 1.5572

ตารางที่ 9 เปรียบเทียบระดับแอนติบอดีไตเตอรเมื่อทำการทดสอบที่ความเขมของเซลลแตกตางกัน

สายพันธุ

HPV

ความเขมขนของเซลล 

(cells/mL)
Mean IC50/100µL SD %CV

p-value 

(One-Way Anova)

16 1.5×105

1.7×105

2.0×105

224.496

178.473

219.022

9.895

31.685

41.248

4.41

17.75

18.83

0.212

18 1.5×105

1.7×105

2.0×105

554.209

548.185

542.406

61.146

52.596

70.564

11.03

9.59

13.01

0.973

การทดสอบความคงทนของวิธี โดยการเปลี่ยน 

cell passage ของเซลลเพาะเลี้ยง 293FT จำนวน 

4 passage number ตอ HPV แตละสายพันธุ โดย

นักวิเคราะหคนเดียวกัน ทำตางวันกัน นำผลท่ีไดมา

วิเคราะห พบวามีความแปรปรวนและการกระจายของ

ขอมลูเปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด (%CV ≤ 25%) คอื มีคา 

%CV อยูในชวง 8.29–20.54 และแสดงผลการทดสอบ

ไมแตกตางกัน โดยมีคา p-value มากกวา 0.05 ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 10
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วิจารณ

การศึกษานี้ไดดำเนินการตรวจสอบความถูกตอง

ของวิธี PBNA สำหรับการตรวจวัดระดับ neutralizing

antibodies ที่จำเพาะตอ HPV16 และ HPV18 โดย

อาศัยหลักการและเงื่อนไขการทดสอบที่ประยุกตตาม

แนวทางของ Nie J และคณะ(14) เพื่อประเมินความ

เหมาะสมของวิธีท้ัง specificity, linearity และ

precision & robustness ผลการศึกษาความเหมาะสม

ของวิธี PBNA ที่พัฒนาขึ้นมีความสอดคลองกับการ

ศึกษาของ Nie J และคณะ(14) และ Bei L และคณะ(18)

ซึ่งตางยืนยันถึงความไว ความจำเพาะ และความสามารถ

ของ PBNA ทีแ่สดงถงึความสามารถยบัยัง้ของแอนตบิอดี

โดยมคีวามแมน สนบัสนนุการนำไปใชประเมนิภมูคิุมกนั

จากวัคซีน HPV ทั้งในงานวิจัยและการควบคุมคุณภาพ

วัคซีนในหองปฏิบัติการ จากผลการศึกษา specificity

ของวิธี PBNA แสดงการยับยั้งของแอนติบอดีที่จำเพาะ

ตอสายพันธุ HPV16 และ HPV18 ไดอยางชัดเจน

ทั้งจากการใชซี ร่ัมมาตรฐานจากคนและซีรั่มอางอิง 

(positive serum) ทีผ่ลติจากหนไูมซทีไ่ดรบัการกระตุน

ดวย monovalent HPV-VLP การศึกษานี้กำหนดให 

Anti-HPV human serum ของ NIBSC (05/134 

สำหรับ HPV16 และ 10/140 สำหรับ HPV18) เปน

ซรีัม่มาตรฐานและพฒันาซรีัม่อางองิ (positive serum)

เพื่อรองรับสายพันธุ อ่ืนที่การผลิตซีรั่มมาตรฐานยัง

ไมครอบคลมุ(13,16,18) จากขอมลูทีไ่ดจากซรีัม่หนไูมซแสดง

รูปแบบการยับยั้งที่สอดคลองกับซีรั่มมาตรฐาน เปน

การยืนยันวาโครงสราง capsid และ epitope สำคัญ

ของ pseudovirion มีความสมบูรณเพียงพอในการ

ตารางที่ 10 เปรียบเทียบระดับแอนติบอดีไตเตอรเมื่อทำการทดสอบท่ี passage number ของเซลลเพาะเลี้ยง

 293FT แตกตางกัน

สายพันธุ

HPV
Passage no.

Anti-HPV human serum

(IC
50
/100µL)(n = 2)

Positive serum

(IC
50
/100µL)(n = 2)

 1 2 1 2

16 #5

#12

#14

#16

255.79

162.67

251.82

211.14

164.00

214.71

146.80

229.31

36,740.02

30,637.69

33,831.55

33,387.21

38,866.19

33,808.04

31,142.24

36,619.57

Mean 204.53 34,379.06

SD 42.01 2,848.88

%CV 20.54 8.29

p-value

(one-way ANOVA)

0.937 0.138

18 #7

#10

#16

#18

522.01

605.82

482.03

461.18

588.55

529.47

407.41

488.70

87,296.45

67,263.28

87,296.45

60,532.40

64,495.68

75,518.66

64,495.68

69,258.00

Mean 510.65 70,680.32

SD 65.48 8,183.01

%CV 12.82 11.58

p-value

(one-way ANOVA)

0.129 0.719
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กระตุนและสะทอนการเกิด neutralizing antibodies

ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Nie J และคณะ(14,16)

ท่ีแสดงให เห็นการตอบสนองของ monoclonal 

antibodies และซรีัม่จากสตัวทดลองตอ pseudovirion 

ไดอยางจำเพาะตอสายพันธุ(14) 

การศึกษา linearity and range โดยควบคุม

จำนวนไวรัสในหลุมควบคุม (virus control) ให

อยูในชวงประมาณ 250–1,000 fluorospots และ

ใชการถดถอยเชิงเสน (linear regression) ในการ

คำนวณคา IC50 ผลที่ไดชี้วาคา IC50 มีความเสถียรและ

ไมถูกรบกวนจากปริมาณไวรัสเกินสมดุล จึงสอดคลอง

กับแนวโนมที่ Nie J และคณะ(14) รายงานและสนับสนุน

เกณฑการกำหนดชวง virus control ทีเ่หมาะสม(13,14,16)

นอกจากนีเ้มือ่พจิารณารวมกบัผลการกำหนด reportable

IC50 range ในการศึกษานี้จะเห็นไดวาคาที่รายงาน

ไดจริงเปนผลของการบูรณาการขอมูลจากความจำเพาะ 

ความแมน ความเที่ยง และความเปนเสนตรงของวิธี

ไมไดใชเพียงคา LOQ ที่คำนวณจากสูตรเทานั้น กลาว

อีกนัยหนึ่งชวง reportable IC50 range ชวยอธิบาย

สมรรถนะเชงิปฏิบตัขิองวิธ ีPBNA ในฐานะ cell-based 

neutralization assay ไดชัดเจนกวา เนื่องจากคา

IC50 ตองอยูภายในชวงความเจือจางท่ีครอมจุดยับยั้ง

รอยละ 50 และยังคงอยูในชวงเชิงเสนของกราฟตาม

เกณฑของวิธี(22,23) เกณฑการควบคุมไวรัสในงานวิจัย

ของ Wu X และคณะ(13) กำหนดใหมีคา virus control

≥ 300 fluorospot และการประยุกตการอานสัญญาณ

แบบหลายสีเพ่ือลดสัญญาณรบกวน(13,16) ชวยยืนยันวา

ชวงการอานสัญญาณในงานวิจัยนี้รองรับความเปน

เสนตรงไดอยางเหมาะสม 

การศึกษาความเที่ ยงและความทนของวิ ธี

(precision & robustness) ผลการทดสอบซ้ำใน

วนัเดยีวกนัและตางวันกนั พบวาคา %CV อยูภายใตเกณฑ

ยอมรับ (< 25%) และเมื่อเปลี่ยน passage number 

ของเซลลเพาะเล้ียง 293FT ซึง่ไมพบความแตกตางอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อใชเซลลที่มี passage ไมเกิน

20 passage ผลดังกลาวมีนัยสำคัญเชิงปฏิบัติ เนื่องจาก

ยืนยั นว าภายใต กรอบการควบคุมคุณภาพของ

หองปฏิบัติการ วิธี PBNA ที่พัฒนาขึ้นยังคงใหผล

สม่ำเสมอแมมีความแปรผันในชวงการใชงานของเซลล

ทีเ่กดิขึน้จรงิ(4,11) การศกึษานีใ้ช cell-based assay จงึมี

หลายปจจัยที่ทำใหเกิดการแปรผัน เชน ความเขมขนของ

เซลลเพาะเลี้ยงหรือความแตกตางระหวางนักวิเคราะห 

ดังนั้นการทดสอบนี้ยังอยูในเกณฑยอมรับ สอดคลอง

กับหลักการของการตรวจสอบความถูกตองของวิธี 

PBNA ในรายงานการตรวจสอบ Rapid Fluorescent 

Focus Inhibition Test (RFFIT) ซึ่งชี้ใหเห็นวาวิธี

neutralization assay ที่อาศัยระบบเซลลสามารถมี

ความแปรปรวนระดับหนึ่งไดตามธรรมชาติของระบบ

ชีวภาพ แตยังถือวานาเชื่อถือไดเมื่อมีการกำหนดเกณฑ

ความแมนและความเที่ยงที่เหมาะสม รวมถึงการควบคุม

สภาวะการทดสอบอยางเปนระบบ(24) คา %CV ที่ไดยัง

อยูในเกณฑสอดคลองกับรายงานของ Nie J และคณะ 

ที่พบคา CV เฉลี่ยประมาณ 14% ในหลายสายพันธุเมื่อ

ทดสอบซ้ำหลายรอบ(14) แสดงวาเมื่อมีการควบคุมสภาพ

การทดสอบอยางเหมาะสม ผลการทดสอบที่ไดมีความ

เชื่อถือ(4,11) การประเมินขีดจำกัดเชิงปริมาณ (limit 

of quantitation, LOQ) พบวาคา LOQ ที่ไดจาก

ซีรั่มมาตรฐานมีความใกลเคียงกับคา LOQ จากซีรั่มหนู 

แสดงศกัยภาพของการใชซรีัม่สตัวทดลองเปน in-house 

reference เพื่อเสริมหรือทดแทนซีรั่มมาตรฐานคน

โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงที่สารมาตรฐานที่ผลิตจากคน

ยังไมครอบคลุมทุกสายพันธุตามองคประกอบของ

วัคซีนท่ีเปน HPV-VLP หลายสายพันธุ(18) แนวทางนี้

ชวยใหสามารถติดตามแนวโนมการตอบสนองของวัคซีน

ในระยะ pre-clinical ไดอยางตอเนือ่ง และสอดคลองกบั

ขอเสนอของ Nie J และคณะ(14) ที่มองวาสารอางอิง

จากสัตวทดลองเปนองคประกอบสำคัญในการขยาย

ขีดความสามารถของงานวิเคราะหดาน HPV สูระบบที่

รองรับหลายสายพันธุ(13,14,16,18)

การศึกษานี้มีขอจำกัดดาน throughput จาก

การใชเพลท 96 หลุม ซึ่งอาจไมเพียงพอเมื่อจำนวน

ตัวอยางมากขึ้น การยกระดับไปใชเพลท 384 หลุม

เปนแนวทางหนึ่ งที่จะชวยลดเวลาและตนทุน ใน

ขณะที่ยังคงอยูภายในกรอบการควบคุมคุณภาพและ

การควบคุมกำกับดานวัคซีน(4,11) อีกขอจำกัด คือ ซีรั่ม

มาตรฐานที่ปจจุบันครอบคลุมเพียงสายพันธุ HPV16 
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และ HPV18 ทำใหการประเมินวัคซีนที่มีสวนผสม

หลายสายพันธุจำเปนตองใชซีรั่มจากสัตวทดลองควบคู

ไปกอน ขอจำกัดเหลานี้สอดคลองกับประเด็นท่ี Nie J 

และคณะ(14) ท่ีระบุถึงความยุงยากและปริมาณงานของ 

PBNA แบบ manual ซึ่งแมจะมีความแมนยำสูงกวาวิธี 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

หรอื competitive Luminex immunoassay (cLIA) 

แตยังคงตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอการขยายไปสูการ

ใชงานระดับอุตสาหกรรมหรือระดับประเทศ(13,14,16,17)

โดยสรุปผลการศึกษาน้ีแสดงใหเห็นความใชไดของวิธี 

PBNA ในการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอ HPV16

และ HPV18 ท่ีมีความจำเพาะ ความเปนเสนตรง

ความเที่ยง ความแมน และความทนตอความแปรปรวน 

ภายใตการควบคุมสภาวะการทดสอบท่ีเหมาะสม การ

ใชซีรั่มมาตรฐานจาก NIBSC รวมกับวัสดุอางอิงจาก

สัตวทดลองยังสามารถใชไดในการติดตามความตอเนื่อง 

และความเทียบเคียงของการประเมินสารมาตรฐานจาก

ซีร่ัมคนที่ยังไมครอบคลุมทุกสายพันธุ ผลการศึกษานี้

จึงสนับสนุนการนำวิธี PBNA ไปใชทั้งในดานงานวิจัย 

การติดตามภูมิคุมกันหลังการฉีดวัคซีน และการควบคุม

คุณภาพวัคซีนกอนการจำหนาย โดยเฉพาะในระบบที่

ตองประเมินหลายสายพันธุใหเทียบเคียงกันไดระหวาง

หองปฏิบัติการ(4,11,13,14, 16-18) นอกจากนี้ผลลัพธที่ได

จากการศึกษาชี้ใหเห็นความสำคัญของการเพิ่มบทบาท

วัสดุอางอิงจากสัตวทดลองและการพัฒนาไปสูระบบ

high-throughput ซ่ึงเปนพืน้ฐานสำคัญในการยกระดบั 

PBNA ใหเปนวิธีมาตรฐานสำหรับการประเมินวัคซีน 

HPV ในระดับสากลในอนาคต

สรุป

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาวิธี PBNA ผาน

การตรวจสอบความถูกตองของวิธี จึงมีความเหมาะสม

สำหรับนำมาใชในการตรวจหาระดับภูมิคุมกันหรือ

แอนติบอดีตอ HPV สายพันธุ 16 และ 18 โดยสามารถ

ตรวจปรมิาณแอนตบิอดใีนซีรัม่ของหนูได แสดงใหเหน็วา

วิธี PBNA รวมถึงแอนติบอดีที่ผลิตจากหนูไมซมี

ความเหมาะสมท่ีจะนำมาประยุกตใชเปนวิธีมาตรฐาน

ในการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอ HPV สายพันธุ

ตางๆ เพื่อใหครอบคลุม HPV ทั้ง 9 สายพันธุ ที่มีอยูใน

วัคซีนปจจุบัน 

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

มีการใชปญญาประดิษฐ Claude (Anthropic, 

USA) ชวยในการปรับปรุงการใชภาษา การแกไข

ไวยากรณภาษาอังกฤษเพื่อใหมีความถูกตองมากขึ้น

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ สถาบันวัคซีนแหงชาติ (องคการ

มหาชน) ทีไ่ดสนบัสนนุทนุเพือ่การพฒันาภายใตโครงการ 

การเสริมสรางศักยภาพของหองปฏิบัติการในการ

ศึกษาวิธีตรวจวิเคราะหระดับแอนติบอดีตอ HPV โดย 

Pseudovirion-Based Neutralization Assay ณ 

Division of HIV/AIDS and Sex-transmitted 

Virus  Vaccines, NIFDC สาธารณรัฐประชาชนจีน 

รวมทั้ง Dr. Jianhui Nie ที่ถายทอดองคความรูวิธี 

Pseudovirion-Based Neutralization Assay 

และบริษัท Xiamen Innovax Biotech Co., Ltd. 

สาธารณรัฐประชาชนจีน ผูสนับสนุน monovalent 

HPV-VLP antigen และ pseudovirions เพื่อใชใน

การพัฒนาวิธีเบื้องตน และขอขอบคุณ สถาบันชีววัตถุ 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่สนับสนุนการดำเนินงาน

ในทุกดาน
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Analysis of Specifi c Neutralizing Antibody 
Titers Against Cervical Cancer Vaccine 

Using the Pseudovirion-Based 
Neutralization Assay

Payom Agsiri, Natthakarn Mingngamsup, Wipawee Wongchana, Sakalin Trisiriwanich,
and Supaporn Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT Currently, the cervical cancer vaccines have been included in Thailand Expanded 

Program on Immunization. Therefore, measuring immune responses in vaccinated individuals, as well as 

assessing vaccine potency for quality control, is important. This study aimed to develop and validate a 

pseudovirion-based neutralization assay (PBNA) for quantifying antibodies against human papillomavirus

(HPV). This study aimed to develop and validate a  PBNA for quantifying antibodies against  HPV.  The ability 

of human standard sera specifi c to HPV types 16 and 18 to inhibit the entry of the corresponding HPV

pseudovirions into cultured 293FT cells was examined and expressed as IC50/100µL. The developed method

was subsequently verifi ed. The produced HPV pseudovirions were found to be specifi c to the corresponding 

antibodies of each HPV type and were not inhibited by negative serum. The accuracy showed a %recovery in 

the range of 70-130%. A linear relationship was observed between log fl uorospot and the dilution level of the 

standard serum for both types, with a correlation coeffi  cient, > 0.98. The resulting graph was linear over the 

range of 20–80% inhibitory rate. The limits of quantitation for antibodies against types 16 and 18 were 1.49 

IC50/100µL and 1.56 IC50/100µL, respectively. The assay also showed good precision, with the % coeffi  cient of 

variance of no more than 25%. In the ruggedness test, using diff erent cell concentrations and cell passage,

the IC50/100µL values were not signifi cantly diff erent at 95% confi dence level (p-value > 0.05). In conclusion,

the developed PBNA was validated for HPV16 and HPV18 in both standard human sera and type-specifi c 

mouse sera. This assay can serve as a platform for the development of animal-derived reference standards 

for other HPV-VLP types used in vaccine production.

Keywords: Human papillomavirus vaccine, HPV, Antibody, Pseudovirion-based neutralization assay  

 (PBNA), Method validation


