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บทคดัย่อ 
 

ทีม่าและปัญหา: การตรวจพบดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสฮิวแมนแพพิลโลมาไวรัส (เอชพีวี) ท่ีมีความเส่ียง
ต่อการเกิดมะเร็งสูง ในส่ิงส่งตรวจจากปากมดลูก สามารถบ่งช้ีถึงความเส่ียงในการพฒันาไปสู่การเกิด
มะเร็งปากมดลูก การตรวจจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือเอชพีว ี โดยเฉพาะอยา่งยิง่เอชพีว ี 16 และ 18 มี
ความส าคญัต่อการบริหารจดัการผูป่้วยท่ีติดเช้ือเอชพีว ี อยา่งไรก็ตามวธีิการทดสอบบางชนิด ใช้
เวลานาน มีค่าใชจ่้ายสูงและไม่เหมาะสมต่อการตรวจคดักรองในตวัอยา่งท่ีมีจ  านวนมาก ดงันั้นผูว้ิจยั
ประสงคท่ี์จะพฒันาเทคนิคท่ีง่าย ราคาถูก เพื่อตรวจหาและจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือเอชพีวใีนตวัอยา่ง
จ านวนมากได ้

วตัถุประสงค์: เพื่อพฒันาและประเมินประสิทธิผลของเทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์ชนิดหลอดคู่ร่วมกบั
การหาล าดบั   นิวคลีโอไทดใ์นการตรวจหาดีเอน็เอและจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือเอชพีวี 

วธีิการ: หาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์ในการตรวจหาและจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือ
เอชพีวีไดแ้ก่ความเขม้ขน้ของไพร์เมอร์และโพรบ อุณหภูมิและเวลาในการจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมาย ใน
การจ าแนกสายพนัธ์เอชพีว ีสร้างไฟโลเจเนติกส์ทรีจากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ต าแหน่งเดียวกบัท่ีไดจ้าก
การท าพี ซีอาร์และเปรียบเทียบกับไฟโลเจเนติกส์ทรีมาตรฐานท่ีสร้างจากยีนแอล1 ประเมิน
ประสิทธิผลของเทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์โดยเปรียบเทียบกบัชุดน ้ ายาส าเร็จรูป EIA Kit HPV GP HR 
และ Linear Array® HPV Genotyping Test 
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ผลการศึกษา: ปริมาณดีเอน็เอท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบไดข้องเช้ือเอชพีวี สายพนัธ์ุ 16 18 และ 52 
คือ 150 150 และ11,300 ก็อปป้ีต่อปฏิกิริยา ตามล าดบั จากส่ิงส่งตรวจ 95 ราย โดย 44 และ 51 รายท่ี
ใหผ้ลบวกและผลลบตรงกนัทั้งสองการทดสอบ ความสอดคลอ้งโดยรวมของทั้งสองการทดสอบใน
การตรวจหาดีเอน็เอของเช้ือเอชพีวใีนส่ิงส่งตรวจทางคลินิกคิดเป็นร้อยละ 100 (k=1) ค่าความไว 
ความจ าเพาะและความถูกตอ้งของการตรวจพบดีเอน็เอของเช้ือเอชพีวีอยูใ่นเกณฑดี์เยีย่ม คิดเป็นร้อย
ละ 100 ส่วนการจ าแนกสายพนัธ์ุเอชพีวีมีความสอดคลอ้งใน 42 จาก 44 ตวัอยา่งคิดเป็นร้อยละ 95.45 
โดยมี 2 ตวัอยา่งใหผ้ลท่ีไม่สอดคลอ้งกบัวธีิอา้งอิง และ 1 ตวัอยา่งท่ีไม่สามารถจ าแนกได ้ โดยวธีิ 
Linear Array  ในขณะท่ีหาล าดบันิวคลิโอไทดไ์ดเ้ป็น HPV91 ค่าความสอดคลอ้งในการจ าแนกสาย
พนัธ์เอชพีวเีฉพาะสายพนัธ์ุ 16 18 และ 52 คิดเป็นร้อยละ 100 100 และ 86 ตามล าดบัเม่ือเทียบกบัวธีิ 
Linear Array ค่าความไว ความจ าเพาะและความถูกตอ้งของการจ าแนกเช้ือเอชพีวสีายพนัธ์ุ 16 และ 18 
คิดเป็นร้อยละ 100 ในขณะท่ีเอชพีวสีายพนัธ์ุ 52 คิดเป็นร้อยละ 57 93 และ 82 ตามล าดบั  

สรุปผลการทดลอง: การตรวจหาดีเอน็เอของเช้ือเอชพีวีโดยเทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์ มีประสิทธิผลท่ี
ใกลเ้คียงกบัการตรวจโดยชุดน ้ายาส าเร็จรูป วธีิน้ีราคาประหยดั ไม่ยุง่ยาก ใชเ้วลานอ้ย และสามารถ
ตรวจตวัอยา่งจ านวนมากได ้ จึงเป็นอีกหน่ึงทางเลือกทดแทนการใชน้ ้ายาส าเร็จรูปในการตรวจหาดี
เอน็เอและการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือเอชพีวใีนหอ้งปฏิบติัการทางคลินิก 
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ABSTRACT 

 

Background: The presence of high risk Human papillomavirus (HPV) DNA in cervical 

sample indicates the risk of cancer development.  Detection and typing of HPV 

especially HPV 16 and 18 is important for management of infected patients. However, 

some tests are time consuming and costly which unsuitable for mass screening. Thus, 

we intended to develop a simple, cost saving and high throughput technique to detect 

and genotype HPV DNA. 

Objective: To develop and evaluating performance of two-tube real-time PCR and 

direct sequencing for detection and typing of HPV DNA.  

Methods:  Real-time PCR was optimized in the conditions as following; concentration 

of primers and probes and annealing temperature and time. Short L1 phylogenetic tree 

constructed from L1 sequences compatible to sequence from real-time PCR was 

compared with standard whole length L1 tree for HPV genotyping. Performance in 

detection and identifying of HPV DNA from 95 clinical samples was evaluated with 

commercial kits; EIA Kit HPV GP HR and Linear Array® HPV Genotyping Test.  

Results: The limit of detection of HPV16, 18, and 52 were 150, 150, and 11,300 copies 

per PCR, respectively. Of 95 samples, 44 and 51 were tested as HPV DNA positive and 

negative respectively by both assays. The overall agreement of the two assays in 
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detection of HPV DNA in clinical samples was 100% (k=1). The sensitivity, specificity 

and accuracy of HPV DNA detection were excellent (100%).  The overall genotypic-

specific agreement of HPV was 42 from 44 samples or 95.45%. There were 2 samples 

with discordant types and 1 sample not typable from Linear Array but can be typed as 

HPV 91 by sequencing. The genotypic-specific agreement for HPV16, 18 and 52 were 

100%, 100% and 86%, respectively when compared to Linear Array. The sensitivity, 

specificity and accuracy of HPV16 and HPV18 were all 100% while of HPV52 were 

57%, 93% and 82% respectively.  

Conclusion: Detection of HPV DNA by two tubes real-time PCR was comparable with 

commercial kit. This technique is cost saving, simple, less time consuming and high 

throughput, so it can be alternatively used to commercial test kits in clinical laboratory. 

 


