
การตรวจหา HIV RNA โดยวิธี One-Step RT Real-Time 
Polymerase Chain Reaction (PCR)

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิ
สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางการแพทย์ (สหสาขาวิชา) 

บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2547 

ISBN 974-17-6778-1 
ลิฃสิทธ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

ไ .y. y

นางสาวปิยมาศ จินโณภาส



QUANTITATION OF HIV-RNA BY ONE-STEP RT REAL-TIME 
POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Miss Piyamat Jinnopat

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of Requirements 
for the Degree of Master of Science in Medical Microbiology (Inter-Department)

Graduate School 
Chulalongkom University 

Academic Year 2004 
ISBN 974-17-6778-1



This Thesis

By
Field of Study 
Thesis Advisor 
Thesis Co-advisor

Quantitation of HIV RNA by One-Step RT Real-Time 
Polymerase Chain Reaction (PCR)
Miss Piyamat Jinnopat 
Medical Microbiology
Associate Professor Kiat Ruxrungthum, M.D., M.Sc. 
Sunee Sirivichayakul, Ph.D.

Accepted by the Graduate School, Chulalongkom University in Partial 
Fulfillment of the Requirements for the Master’s Degree

Dean of the Graduate School 
(Assistant Professor M.R. Kalaya Tingsabadh, Ph.D.)

Thesis Committee:

........... .. . ^ : ไ ไ ? . ^ '^ / .  .Chairman
(Associate Professor Somatat Wongsawang, Dr. med. vet.)Iccki ^ V -..........[ . ....... .โโ../............................... Thesis Advisor
(Associate Professor Kiat Ruxrungthum, M.D., M. Sc.)

... P & X Y J W fiîy ... Member
(Associate Professor Parvapan Bhattarakosol, Ph.D.)

. .IaJ. โบ โ^ .โโ!//.Member
(Associate Professor Veerachai Watanaveeradej, M.D)



ป ิย ม าศ  จ ิน โ ฌ ภ าส  ะ ก าร ต ร ว จ ห า HIV  R N A  โค ยว ิธ ี O n e-S tep  R T  R eal-T im e P o ly m erase  C hain  R eac tion  

(P C R ) อ าจ าร ย ์ท ี่ป ร ึก ษ า: ร อ ง ศ า ส ต ร า จ า ร ย ์น า ย แ พ ท ย ์ เก ีย ร ต ิ ร ัก ษ ์ร ุ่ง ธ ร ร ม , อ าจ าร ย ์ท ี่ป ร ึก ษ าร ่ว ม : ส ุณ ี ศ ิร ิว ิช ย  

กุล; 96 หน้า. ISBN 974-17-6778-1

ป ร ิม าณ  R N A  ข อ ง เช ื้อ  Htv-l ใน ก ร ะ แ ส เล ือ ด เป ็น ต ัว ท ี่ใ ช ้บ ่ง บ อ ก ถ ึง อ าก าร ข อ ง โ ร ค ใ น ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ต ิด เช ื้อ  HIV-1 

อ ีก ท ั้งย ัง เป ็น ต ัว บ ่ง ช ี้ป ร ะ ส ิท ธ ิภ าพ ใน ก าร ร ัก ษ า  ด ้ว ย เห ต ุผ ล น ี้ ใ น ป ้จ จ ุบ ัน น ี้ ม ีบ ร ิษ ัท ต ่าง ๆ ไ ด ้ผ ล ิต ช ุด น ี้าย าต ร ว จ ห าป ร ิม าณ  

เช ื้อ  H1V-1 ใน ก ร ะ แ ส เล ือ ด ห ล าย บ ร ิษ ัท ด ้ว ย ก ัน  ต ัว อ ย ่าง เช ่น  T he H IV -1 Q u an tip lex  A ssay , T h e  A M P L IC O R  HIV-1 

M O R N IT O R  A ssay  แล ะ  T h e  N u cliS en s  H IV-1 A ssay  แ ต ่ร าค าค ่าช ุด น ำย าต ร ว จ เห ล ่าน ี ต ้อ งน ำเข ้าม าจ าก ต ่างป ร ะ เท ศ  

แ ล ะ ม ีร า ค า แ พ ง (1 ,5 0 0 -2 ,0 0 0 บ าท )ด ้ว ย เห ต ุผ ล น ีจ ึง ไ ด ้ม ีก า ร พ ัฒ น า ช ุด น ำ ย า ต ร ว จ ช ื้น ม า เพ ื่อ ใ ห ้ม ีร า ค า ถ ูก ล ง (1 ,0 0 0  บ าท ) 

ช ุด น ี้าย าท ี่พ ัฒ น าช ื้น น ี้(O n e -S tep  R eal-T im e R T - P C R ^ ด ้ถ ูก น ำม า เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ว ิธ ีม าต ร ฐ าน  T h e  Bayer® 

HIV-1 R N A  3.0  A ssay  (b D N A ) เพ ื่อ พ ิจ าร ณ าถ ึงค ว าม ส ัม พ ัน ธ ์ก ัน ข อ งท ั้ง ส อ ง ว ิธ ี พ บ ว ่าท ั้งส อ ง ว ิธ ีน ี้ม ีค ว าม ส ัม พ ัน ธ ์ก ัน  

(ค ่าค ว าม ส ัม พ ัน ธ ์ท างส ถ ิต ิ =  0 .7 8 7 ), อ ัต ร าค ว าม แ ป ร ป ร ว น (co e ffic ien cy  o f  v a r i a t i o n ^ อ งช ุด น ี้าย าต ร ว จ ต ํ่าก ว ่า  7%  

แ ส ด งถึงช ุด น ี้าย า ท ี่พ ัฒ น า ช ื้น ม า น ี้ ม ีค ว าม ถ ูก ด ้อ ง  แม ่น ยำส ูง  แ ม ้จ ะ ท ำก าร ต ร ว จ ใน เว ล าต ่างๆ ก ัน  โ ด ย ค ่าท างส ถ ิต ิใน ก าร  

ว ิเค ร าะ ห ์ ค วาม ไว  ค ว าม จ ำเพ าะ  และ ค วาม ถ ูก ด ้อ ง  ข อ ง ช ุด น ี้า ย าต ร ว จ น ี้อ ย ู่ใ น ช ่ว ง ท ี่ย อ ม ร ับ ไ ด ้ (ม าก ก ว ่า  90% )

โด ยส ร ุป แ ล ้ว  ช ุด น ี้าย า  O n e-S tep  R T  R eal-T im e PC R  ท ี่พ ัฒ น าช ื้น น ี้ ส าม าร ถ น ำม าใช ้ไ ด ้จ ร ิง  แ ต ่อ ย ่าง ไ ร ก ็ต าม  

ย ัง จ ำ เป ็น ต ้อ ง ท ำก าร พ ัฒ น า เพ ิ่ม เต ิม ใน ส ่ว น ข อ ง ต ัว ค ว บ ก ุม ก าร ท ค ล อ ง  ช ึ่ง จ ะ ท ำใ ห ้ช ุด น ี้า ย าน ี้ ม ีค วาม ถ ูก ต ้อ งแม ่น ยำ

น ่า เช ื่อ ถ ือ ม าก ย ิ่ง ช้ืน

ส าข าว ิช า....... จ ุล ช ีว ิท ย าท าง ก าร แ พ ท ย ์.

ป ีก าร ศ ึก ษ า .......................2 5 4 7 .......................

ล าย ม ือ ช ื่อ อ าจ าร ย ์ท ี่ป ร ึก ษ าร ่ว ม



# 4489087920: MAJOR MEDICAL MICROBIOLOGY
KEYWORD: ONE-STEP RT REAL-TIME PCR / QUANTIFICATION / HIV

V

PIYAMAT JINNOPAT: THESIS TITLE: QUANTITATION OF HIV RNA
BY ONE-STEP RT REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION.
THESIS ADVISOR: ASSOC. PROF. KIAT RUXRUNGTHUM,
THESIS CO-ADVISOR: SUNEE SIRIVICHAYAKUL, 96 pp. ISBN 974-17-
6778-1
The quantitative evaluation of HIV-1 viral load in plasma is a pivotal marker 

for the diagnosis and prognosis of HIV-1 infection. In addition, the viral load yields 
basis information for therapy monitoring allowing a concrete analysis of treatment 
failure caused by emerging resistance to a specific antiretroviral compound. For these 
reasons, studies on molecular procedures to determine viral load quantitatively have 
increased in recent years. Approaches such as The HIV-1 Quantiplex Assay, The 
AMPLICOR HIV-1 MORNITOR Assay และ The NucliSens HIV-1 Assay are
employed widely as reference techniques for diagnostic laboratories. But the cost of 
the tests still remains expensive (1,500 - 2,000 bath).For this reason the One-Step RT 
Real-Time PCR was developed and the cost of this One-Step RT Real-Time PCR is 
less expensive (1,000 bath).

In house One-Step RT Real-Time PCR was compared with The Bayer® HIV-1 
RNA 3.0 Assay (bDNA) reference standard technique for the quantitative 
determination of HIV-1 viral load. Our approach presented a good correlation 
between two methods ( r  = 0.787). To evaulate the reproducibility of assay, the intra- 
inter-assay coefficient of variation (CV) were determined. The %cv was low, <7% 
for both intra-inter assays, indicating that our assay has a high reproducibility. The 
specificity is 90.62%. The One-Step RT Real-Time PCR assay detected in 66 out of 
73 as sensitivity is 90.41%. The accuracy of the in house the One-Step RT Real-Time 
PCR method is 90.47%.

In conclusion, our in-house One-Step RT Real-Time PCR assay has a good 
correlation, reproducible, practical, high sensitive and cost-effective and will be even 
more improved in the future studies.
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ABBREVIATIONS

AIDS = Acquired Immune Deficiency Syndrome
BMV = Brome Mosaic Virus
bp = base pair
°c = Degree Celsius
CD = Cluster of Differentiation
Cl = Confidence interval
CTL = Cytotoxic T-lymphocytes
DNA = Deoxynucleic acid
dNTPs - Deoxynucleotidetriphosphate
rNTPs = Deoxyribonucleotidetriphosphate
EDTA = Ethylenediamine tetraacetic acid
env = envelope
et al. = et alii
g = gram
gp = glycoprotein
HIV = Human Immunodeficiency Virus
i.e. ะ id est
IFN-y = Interferon gamma
Ig = Immunoglobulin
IL-2 = Interleukin 2
KC1 = Potassium chloride
LTRs = Long Terminal Repeats
LAV = Lymphadenopathy-associated virus
M = Molar
Mg/ml Milligram per milliliter
MgCl2 = Magnesium chloride
Min = Minute
Eg = Microgram
mg = Milligram
pi = Microliter
ml = Milliliter
mM = Millimolar



ABBREVIATIONS (continued)

ng — nanogram
NK cell = Natural killer cells
nt = nucleotide
OD = Optical Density
PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells
PCR = Polymerase Chain Reaction
pol = Polymerase
pmole = Picomole
RNA = Ribonucleic acid
rpm = Round per minute
RT = Reverse Transcriptase
T-cells = Thymus-derived lymphocytes
uv = Ultraviolet
WHO = World Health Organization
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