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วิิโรจน์์ พวงทัับทิิม1 รั ัชณีีกร ใจซื่่�อ1 นว ลจัันทร์์ วิิจัักษณ์์จิินดา2  และ อาชวิินทร์์ โรจนวิิวััฒน์์3

1สถาบัันชีีววิิทยาศาสตร์์ทางการแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
2สำนัักวิิชาการวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
3สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000

1

การตรวจวินิิิจฉัยัการติดิเชื้้�อ HIV-1 จากตััวอย่่าง 
หยดเลืือดแห้้งบนกระดาษซัับโดยตรง

ด้้วยวิธิี ีreal-time PCR

บทคัดย่อ  การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ HIV-1 ในเด็กที่คลอดจากแม่ที่ติดเชื้อโดยวิธี real-time PCR ด้วยตัวอย่าง 

หยดเลือดแห้งบนกระดาษซับ (dried blood spot: DBS) ทำ�ให้เข้าถึงการบริการการตรวจได้ง่าย เพื่อให้ได้วิธีตรวจที่สะดวก

และประหยัดเวลามากข้ึนโดยตัดข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรม คณะผู้วิจัยได้พัฒนาวิธีการตรวจตัวอย่าง DBS โดยตรงด้วย

วิธี real-time PCR (direct DBS real-time PCR) และเปรียบเทียบวิธีดังกล่าวที่ใช้ชุดน้ำ�ยา Coyote Bioscience กับ

วิธีปัจจุบันที่มีการสกัดตัวอย่างก่อนการตรวจด้วยชุดน้ำ�ยา KAPA Probe Fast qPCR kit โดยใช้ primer และ probe ชุด

เดยีวกนั ประเมินขดีจำ�กดัของการทดสอบ (limit of detection: LOD) โดยการตรวจสารพนัธกุรรม HIV-1 ในเซลลเ์พาะเลีย้ง 

8E5 ประเมินความไวและความจำ�เพาะโดยการตรวจ DBS ที่เหลือจากงานบริการที่ส่งตรวจวินิจฉัย ณ สถาบันชีววิทยาศาสตร์ 

ทางการแพทย ์กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์ระหวา่งป ีพ.ศ. 2559–2561 รวม 287 ตวัอยา่ง ประกอบด้วยตัวอย่างตดิเชือ้ 88 ตวัอยา่ง 

ไม่ติดเชื้อ 199 ตัวอย่าง พบว่า LOD ของวิธี direct DBS real-time PCR และวิธีปัจจุบันเท่ากับ 200 และ 500 cells/mL 

ของเลือด ตามลำ�ดับ โดยวิธี direct DBS real-time PCR มีความไวร้อยละ 100 (88/88) ความจำ�เพาะร้อยละ 90.5 

(180/199) และมีความสอดคล้องกบัสภาวะการตดิเช้ือรอ้ยละ 93.4 (268/287) ที ่kappa เทา่กับ 0.853 (p < 0.001) การศึกษานี ้

แสดงให้เห็นว่าวิธี direct DBS real-time PCR นอกจากลดระยะเวลาการตรวจวิเคราะห์ได้แล้ว ยังมี LOD ดีกว่าวิธีที่ใช้

ในปัจจุบัน แต่ยังมีข้อจำ�กัดเรื่องผลบวกปลอม การพัฒนาปรับปรุงให้วิธีนี้มีความจำ�เพาะมากกว่าร้อยละ 99.5 ตามมาตรฐาน

กำ�หนดของสำ�นักงานคณะกรรมการอาหารและยา จะทำ�ให้สามารถนำ�วิธีนี้มาใช้งานบริการได้ในอนาคต

คำ�สำ�คัญ: การตรวจวินิจฉัย HIV-1, real-time PCR, ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษซับโดยตรง
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บทนำ�

การให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์หาการติิดเชื้้�อ HIV-1 

ในเด็็กที่่�คลอดจากแม่่ที่่�ติิดเชื้้�อของกรมวิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์และเครืือข่่ายศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

12 แห่่ง ในปัจัจุบุันัใช้วิ้ิธี ีreal-time polymerase chain 

reaction (real-time PCR) โดยใช้้ชุุดน้้ำยาตรวจที่่�

พััฒนาขึ้้�นเอง (in-house)(1-3) ประกอบด้้วยขั้้�นตอนที่่�

สำคััญ คืือ การสกััดสารพัันธุุกรรมจากตััวอย่่างส่่งตรวจ 

การเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมเป้้าหมายและการตรวจ

วััดสััญญาณแบบ real-time เป็็นวิิธีีที่่�มีความไว และ 

ความจำเพาะสูงู สามารถใช้ต้รวจตัวัอย่า่งที่่�มีปริมิาตรน้อ้ย 

เช่่น ตััวอย่่างชนิิดหยดเลืือดแห้้งบนกระดาษซัับ 

(dried blood spot: DBS) ซึ่่�งเป็น็ตัวัอย่า่งที่่�ผู้้�ใช้้บริกิาร 

ตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการส่่วนใหญ่่นิิยม เนื่่�องจากมีี 

ความสะดวกในการเก็บ็รักัษาสภาพและการขนส่่งตัวัอย่า่ง 

อีกีทั้้�งยัังลดโอกาสการปนเป้ื้�อนเชื้้�อโรคและอัันตรายที่่�เกิิด

จากการแตกหักัของหลอดบรรจุุตัวัอย่า่ง ทำให้เ้พิ่่�มโอกาส

ในการเข้้าถึึงบริิการตรวจของประชาชน

การตรวจด้้วยเทคนิิค real-time PCR มีีข้้อดีี

กว่่าวิิธีี PCR แบบดั้้�งเดิิม (conventional PCR) คืือ  

ลดเวลาในการตรวจวิิเคราะห์์ เนื่่�องจากไม่่มีีขั้้�นตอน 

การทำเจลอิิเล็็กโทรโฟเรซีีส (gel electrophoresis) 

เพื่่�อตรวจสอบสารพัันธุกุรรมเป้้าหมายที่่�เพิ่่�มจำนวน และ 

ลดโอกาสการเกิิดผลบวกปลอมจากการปนเป้ื้�อนของ 

PCR product อย่่างไรก็็ตามวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ของ

เครือืข่า่ยห้้องปฏิบัิัติกิารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ที่่�ให้้

บริิการในปััจจุุบัันยัังมีีช่่องว่่างที่่�สามารถพััฒนา เพื่่�อเพิ่่�ม

ประสิิทธิิภาพในการให้้บริิการ โดยขั้้�นตอนที่่�มีีความเป็็น

ไปได้้ คืือ ขั้้�นตอนการสกััดสารพัันธุุกรรมจากสิ่่�งส่่งตรวจ

ชนิิด DBS ซึ่่�งเป็็นขั้้�นตอนที่่�สำคััญและใช้้ระยะเวลาใน 

การปฏิิบััติิงานประมาณหนึ่่�งชั่่�วโมง

ปััจจุุบััน DBS เป็็นตััวอย่่างที่่�ได้้รัับการยอมรัับใน

การตรวจวิินิิจฉััยโรคในเด็็ก(4-6) เช่่น การตรวจหาภาวะ

พร่่องไทรอยด์์ฮอร์์โมน และการตรวจหาสารพัันธุุกรรม

ของเชื้้�อ HIV-1 เพราะมีีความสะดวกในการเก็็บ 

และขนส่่งตััวอย่่าง แต่่ตััวอย่่าง DBS มีีสารยัับยั้้�ง 

PCR (inhibitor) จากเลืือด เช่่น โปรตีีน โลหะหนััก 

ฮีีโมโกลบิิน หรืือเยื่่�อกระดาษที่่�นำมาใช้้เป็็นกระดาษ

ซัับเลืือด ขั้้�นตอนการสกััด DNA ออกจากกระดาษ 

จะลดความคลาดเคลื่่�อนของผลตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ(7)

มีีการศึึกษาความเป็็นไปได้้ในการใช้้ตััวอย่่างจากเลืือด 

(whole blood) หรืือ DBS โดยตรงในการทำ PCR 

โดยไม่่มีีขั้้�นตอนการสกััดสารพัันธุุกรรมออกจาก

ตััวอย่่าง(8-11) จำเป็็นต้้องใช้้น้้ำยา PCR ชนิิดพิิเศษ เช่่น 

ใช้้เอนไซม์์ DNA polymerase ที่่�สามารถทนต่่อ 

สารยัับยั้้�ง และปรัับปรุุงชนิิดส่่วนประกอบ ความเข้้มข้้น

ของเกลืือ (salt composition) และกลุ่่�มสาร detergent 

รวมทั้้�งเพิ่่�มขั้้�นตอนการทำให้้เซลล์์แตกออกและ DNA 

หลุุดจากนิิวเคลีียส เพื่่�อทำให้้ประสิิทธิิภาพการเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมเป้้าหมายเกิิดได้้ดีีขึ้้�น 

แม้ว้่า่เทคโนโลยีนี้ำ้ยา PCR แบบใหม่น่ี้้�จะสามารถ 

ลดขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงานในส่่วนของการสกััดสาร

พันัธุกุรรมจากตัวัอย่า่งสิ่่�งส่ง่ตรวจแบบ DBS ได้ ้และอาจ

มีคีวามไวเพีียงพอที่่�จะใช้้การตรวจวิิเคราะห์์ในงานบริิการ

ประจำ แต่่ยัังขาดข้้อมููลประสิิทธิิภาพการตรวจวิินิิจฉััย

ด้้วยเทคนิิคการตรวจ DBS โดยตรงในกลุ่่�มตััวอย่่าง

ศึกึษาทางคลินิิกิ(12) ดังันั้้�นคณะผู้้�วิจิัยัจึงึได้ท้ำการศึกึษาใน 

ห้้องปฏิิบััติิการโดยใช้้ตััวอย่่าง DBS ของเด็็กไทย 

อายุุน้้อยกว่่า 24 เดืือน ที่่�คลอดจากแม่่ที่่�ติิดเชื้้�อ HIV-1 

เพื่่�อประเมิินประสิิทธิิภาพการตรวจในด้้านความไวและ

ความจำเพาะของวิธิีกีารตรวจตัวัอย่า่ง DBS โดยตรงด้ว้ย

วิิธีี real-time PCR (direct DBS real-time PCR) 

เปรีียบเทีียบกัับวิิธีีที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบัันด้้วยชุุดน้้ำยา

ตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เอง

วัสดุและวิธีการ

ตััวอย่่างศึึกษา

ชุุดตััวอย่่างเพื่่�อประเมิินขีีดจำกััดของการตรวจวิิเคราะห์์

เตรีียมชุุดตััวอย่่าง (sample panel) โดยนำ

เซลล์์ 8E5 (CRL-8993, American Type Culture 

Collection, Manassas, VA, USA) ซึ่่�งเป็็น Human 

Lymphoblastic Leukemia ที่่�มีีสารพัันธุุกรรม 

whole genome ของเชื้้�อไวรััส HIV-1 จำนวน 1 ชุุด

ต่่อเซลล์์ (1 copy/cell) มานัับจำนวนเซลล์์ด้้วยเครื่่�อง



HIV-1 Diagnosis from Direct Dried Blood Spot Sample      	 Wiroj Puangtabtim et al.
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อัตัโนมัตัิ ิ(Sysmex XT-1800i cell counter, Sysmex 
Coperation, Chuo-ku, Kobe, Japan) แล้้วจึึง
เตรีียมความเข้้มข้้นเซลล์์ 8E5 ที่่� 25, 50, 100, 200, 
300, 400, 500 และ 600 cells/mL ด้้วยการเติิมเซลล์์ 
8E5 ลงในเลืือดครบส่่วน (whole blood) จากผู้้�บริิจาค 
ที่่�มีีจำนวนเม็็ดเลืือดขาวไม่่น้้อยกว่่า 4,000 cells/μL 
และมีีผลตรวจการติิดเชื้้�อ HIV-1 เป็็นลบ (negative) 
ด้้วยวิิธีีมาตรฐานการตรวจคััดกรองเลืือดบริิจาคของ
ศููนย์์บริิการโลหิิตแห่่งชาติิ สภากาชาดไทย ผสมเซลล์์ 
8E5 และเลืือดให้้เข้้ากัันดีีแล้้วหยดส่่วนผสมปริิมาตร 
50 μL ลงบนกระดาษซับัเลือืด 903 Thailand NBS card 
(Eastern Business Forms Inc, Mauldin, SC, 
USA) ที่่�มีีรอยพิิมพ์์วงกลมเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 10 mm 
จำนวน 6 วงต่่อกระดาษซัับเลืือด 1 แผ่่น ผึ่่�งตััวอย่่างให้้
แห้้งที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�ร่่ม ไม่่น้้อยกว่่า 24 ชั่่�วโมง 

ตััวอย่่างศึึกษาทางคลิินิิก (clinical samples)
ตััวอย่่าง DBS ของเด็็กที่่�มีีการส่่งตััวอย่่างตรวจ

อย่่างน้้อย 2 ครั้้�ง ในช่่วงอายุุระหว่่าง 1 วััน ถึึง 12 เดืือน 
และมีีผลตรวจทางซีีโรโลยีี เพื่่�อสรุุปสถานะการติิดเชื้้�อ 
รายบุุคคลที่่�อายุุ 24 เดืือน(13-15) โดยเป็็นสิ่่�งส่่งตรวจ 
ที่่�เหลืือ (left over samples) จากงานบริิการตรวจ
วิินิิจฉััยการติิดเชื้้�อ HIV-1 จากแม่่สู่่�ลูก ของสถาบััน
ชีีววิิทยาศาสตร์์ทางการแพทย์์ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2559–
2561 จำนวน 287 ตััวอย่่าง แบ่่งเป็็น ตััวอย่่างที่่�มีีผลการ
ตรวจเป็็นบวก (positive) ต่่อเชื้้�อ HIV-1 วิิธีี PCR 
ติดิต่อ่กันัอย่า่งน้อ้ย 2 ครั้้�ง ร่ว่มกับัข้อ้มูลูสถานะการติดิเชื้้�อ
ของเด็็กที่่�อายุุ 24 เดืือน จำนวน  88 ตััวอย่่าง เพื่่�อศึึกษา
ความไวทางคลิินิิก (clinical sensitivity) และตััวอย่่าง
ที่่�มีีผลการตรวจเป็็นลบ (negative) ต่่อเชื้้�อ HIV-1 วิิธีี 
PCR ติิดต่่อกัันอย่่างน้้อย 3 ครั้้�ง ร่่วมกัับข้้อมููลสถานะ 
การไม่่ติิดเชื้้�อของเด็็กที่่�อายุุ 24 เดืือน เพื่่�อศึึกษาความ
จำเพาะทางคลิินิิก (clinical specificity) จำนวน 199 
ตััวอย่่าง

ตััวอย่่างควบคุุมคุุณภาพการทดสอบ (control 

samples)
ตัวัอย่า่งกระดาษซับัเลือืดควบคุมุคุณุภาพชนิดิลบ 

(DBS negative control sample) เตรีียมจากเลืือด 

ผู้้�บริจิาคที่่�มีจีำนวนเม็ด็เลือืดขาวไม่น่้อ้ยกว่า่ 4,000 cells/μL 
และผลตรวจต่่อเชื้้�อ HIV-1 เป็็นลบด้้วยวิิธีีมาตรฐาน

การตรวจคััดกรองเลืือดบริิจาค ของศููนย์์บริิการโลหิิต 
แห่ง่ชาติ ิสภากาชาดไทย แล้ว้หยดลงบนกระดาษซับัเลือืด 
903 Thailand NBS card จำนวน 6 วงเลืือดต่่อ 1 แผ่่น

ตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดควบคุุมคุุณภาพชนิิด
บวก (DBS positive control sample) เตรีียมโดย
เจืือจางเซลล์์มาตรฐาน 8E5 (ATCC CRL-8993) ด้้วย
เลือืดผู้้�บริิจาคที่่�ไม่่ติดิเชื้้�อ HIV-1 ให้้มีจีำนวน 1 cell/μL 
แล้้วหยดลงบนกระดาษซัับเลืือด 903 Thailand NBS 
card จำนวน 6 วงเลืือดต่่อ 1 แผ่่น

การขออนุุมัติัิจากคณะกรรมการพิิจารณาการศึกึษาวิจัิัย
ในคน

การใช้้ตััวอย่่างเลืือดที่่�เหลืือจากงานบริิการการตรวจ
วิิเคราะห์์ได้้รัับการอนุุมััติิจากคณะกรรมการพิิจารณา 
การวิิจััยในคน กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เลขที่่� 
EC116/62

การตรวจหาเชื้้�อ HIV-1 วิิธีีที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบัันด้้วย
ชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เอง
	 การเตรีียมตััวอย่่าง DNA

สกััดตััวอย่่าง DBS ที่่�ใช้้เป็็นตััวอย่่างศึึกษา 
ขีีดจำกััดของการตรวจวิิเคราะห์์ ตััวอย่่างศึึกษาทางคลิินิิก 
และตัวัอย่า่งควบคุมุคุณุภาพการทดสอบตัวัอย่า่งละ 2 วง 
(เส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 10 mm) หรืือคิิดเป็็นปริิมาตรของ

เลือืด 100 μL ด้ว้ยวิิธีมีาตรฐานชุุดน้้ำยา QIAsymphony 
DSP DNA (QIAGEN, Hilden, Germany) ด้้วย
เครื่่�องสกััดอััตโนมััติิ QIAsymphony® Automate 
Extraction (QIAGEN, Hilden, Germany) 

ได้้ตััวอย่่าง DNA ปริิมาตร 50 μL เก็็บที่่� -20 ํํC จนกว่่า
จะใช้้งาน

	 การตรวจ real-time PCR
การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของไวรััส HIV-1 

ใช้้การตรวจ LTR gene และใช้้การตรวจ human 
RNAseP gene เพื่่�อเป็็น internal control ด้้วยวิิธีี 

Duplex real-time PCR(1) โดยผสมน้้ำยาสำเร็็จรููป 

KAPA Probe Fast qPCR kit (KAPA Biosystems, 

MA, USA) กัับ HIV-1 LTR primer/probe และ 

human RNAseP primer/probe ในปริิมาตร 

15 μL รายละเอีียดลำดัับนิิวคลิิโอไทด์์และความเข้้มข้้น 

ของ primers และ probes  ดัังแสดงในตารางที่่� 1 เติิม 
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DNA 5 μL รวมเป็็นส่่วนผสมทั้้�งหมด 20 μL นำไปเพิ่่�ม 

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมและอ่่านผลด้้วยเครื่่�อง ABI 7300 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

CA, USA) โดยตั้้�งการทำงาน pre-amplification 

ที่่� 50 ํํC นาน 2 นาที ีและ 95 ํํC  นาน 2 นาที ีหลังัจากนั้้�นทำ 

PCR จำนวน 45 รอบ ประกอบด้้วย denature step ที่่� 

95 ํํC นาน 15 วิินาทีี annealing และ extension step 

ที่่� 52 ํํC นาน 30 วิินาทีี

การควบคุุมคุุณภาพและแปลผล

การตรวจตััวอย่่างทดสอบ มีีการตรวจตััวอย่่าง

ควบคุุมชนิิดบวกและชนิิดลบควบคู่่�ด้้วยทุุกครั้้�ง โดยใช้้

ตััวอย่่างควบคุุมชนิิดบวกที่่�มีี HIV-1 DNA ที่่� 5 copies/ 

reaction ต้้องพบสััญญาณของการเพิ่่�มปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมของ HIV-1 LTR gene ที่่�มีีค่่า Cycle 

threshold (Ct) ต่่ำกว่่า 35 และพบสััญญาณการเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมของ  human RNAseP gene 

มีีค่่า Ct ต่่ำกว่่า 25 ส่่วนตััวอย่่างควบคุุมชนิิดลบ พบ

เฉพาะสััญญาณการเพิ่่�มปริิมาณของ human RNAseP 

gene เท่่านั้้�น ตััวอย่่าง DNA ที่่�พบค่่า Ct ใน LTR gene 

และ human RNAseP gene ครบทั้้�ง 2 ยีีน จะถููกแปล 

ผลตรวจเป็็นบวก ส่ว่นตััวอย่่างตรวจลบจะตรวจพบเฉพาะ 

Ct ของ human RNAseP gene เท่า่นั้้�น ตัวัอย่า่งที่่�ตรวจ 

ไม่พ่บค่า่ Ct ของทั้้�ง 2 ยีนี จะรายงานผลว่า่ตรวจวิเิคราะห์์

ไม่่ได้้ (invalid)

การตรวจหาเชื้้�อ HIV-1 ด้้วยวิิธีีการตรวจตััวอย่่าง 

DBS โดยตรงด้้วยวิิธีี real-time PCR (direct 

DBS real-time PCR)

การเตรีียมตััวอย่่าง DNA

เจาะ DBS ที่่�เป็็นตััวอย่่างศึึกษา LOD ตััวอย่่าง

ศึึกษาทางคลิินิิก และตััวอย่่างควบคุุมคุุณภาพชนิิดบวก 

และชนิิดลบ ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 3 mm (คิิดเป็็น

ปริมิาตรของเลือืด 3 μL/ตัวัอย่า่ง)(16,17)  จำนวนตัวัอย่า่งละ 

1 วง เพื่่�อนำไปทำ PCR ในขั้้�นตอนถััดไป 

การตรวจ real-time PCR

ผสมน้้ำยา DirectDetectTM QRT-PCR kit 

(Coyote Bioscience, Beijing, China) กัับ primers

และ probes ที่่�มีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์และความเข้้มข้้น

เช่่นเดีียวกัับวิิธีีการที่่�ใช้้ชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นเอง ใน

ปริิมาตร 50 μL ใส่่ DBS ที่่�เจาะไว้้ 1 วง นำไปเพิ่่�ม 

Target gene
Final

concention 
(nM)

Primer and probe sequence
(5’-3’)

GenBank
Accession no.

HIV-1 LTR gene (89 bp)
   forward primer

   reverse primer
   probe

300

500
400

TGCTTAAGCCTCAATAAAGCTT-
GCCTTGA
TCTGAGGGATCTCTAGTTACCAG
FAM-AAGTAGTGTGTGCCC-
GTCTGT-BHQ

AF033819.3
61- 89

127-149
97-117

Human RNAseP gene 
(65 bp)  
   forward primer
   reverse primer
   probe

100
200
400

AGATTTGGACCTGCGAGCG
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
HEX-TTCTGACCTGAAGGCTCT-
GCGC-TAMRA

AK296196.1

28-46
73-92
49-71

ตารางที่่� 1	 รายละเอีียดลำดัับนิิวคลิิโอไทด์์และความเข้้มข้้นของ primers/probes ที่่�ใช้้การศึึกษา(1) 
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ปริิมาณสารพัันธุุกรรมและอ่่านผลด้้วยเครื่่�อง Mini8 

Real-Time PCR System (Coyote Bioscience,  

Beijing, China) ซึ่่�งตั้้�งการทำงานไว้้เพื่่�อทำ pre- 

amplification ที่่� 95 ํํC  นาน  5 วิินาทีี ที่่� 45 ํํC  นาน 5 

วิินาทีี จำนวน 15 รอบ  ที่่� 95 ํํC  นาน 60 วิินาทีี อีีก 1 รอบ 

แล้้วจึึงทำปฏิิกิิริิยา PCR ซึ่่�งประกอบด้้วย denature 

step 95 ํC  นาน 5 วิินาทีี annealing และ extension 

step ที่่� 52 ํํC  นาน 30 วิินาทีี จำนวน 45 รอบ

การควบคุุมคุุณภาพและแปลผล

การตรวจตััวอย่่างทดสอบ มีีการตรวจตััวอย่่าง

ควบคุุมชนิิดบวกและชนิิดลบควบคู่่�ด้้วยทุุกครั้้�ง โดย

ตัวัอย่า่งควบคุมุชนิดิบวกที่่�มี HIV-1 DNA ที่่� 3 copies/ 

reaction ต้้องพบสััญญาณของการเพิ่่�มปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมของ HIV-1 LTR gene มีีค่่า Ct ต่่ำกว่่า 21 

และพบสััญญาณการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมของ   

human RNAseP gene มีคี่า่ Ct ต่ำ่กว่่า 13 ส่ว่นตััวอย่่าง

ควบคุุมชนิิดลบ พบเฉพาะสััญญาณการเพิ่่�มปริิมาณของ 

human RNAseP gene เท่า่นั้้�น ตัวัอย่า่ง DNA ที่่�พบค่า่ 

Ct ใน LTR gene และ human RNAseP gene ครบ

ทั้้�ง 2 ยีีน จะถููกแปลผลตรวจเป็็นบวก  ส่่วนตััวอย่่างตรวจ

ลบจะตรวจพบเฉพาะ Ct ของยีีน human RNAseP 

gene เท่่านั้้�น ตััวอย่่างที่่�ตรวจไม่่พบค่่า Ct ของทั้้�ง 2 ยีีน 

จะรายงานผลว่่าตรวจวิิเคราะห์์ไม่่ได้้

การประเมิินผลและการวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

การประเมิินความไวเชิิงวิิเคราะห์์ (analytical  

sensitivity) 

หาขีีดจำกััดของการตรวจวิิเคราะห์์ (LOD) 

สำหรัับการตรวจวิิเคราะห์์เชื้้�อ HIV-1 วิิธีี real-time 

PCR ในชุุดตััวอย่่างสำหรัับศึึกษาขีีดจำกััดของการตรวจ

วิิเคราะห์์ที่่�มีความเข้้มข้้นเซลล์์ 8E5 ระหว่่าง 25–600 

cell/mL ตรวจวิิเคราะห์์ 10 ซ้้ำ ในแต่่ละความเข้้มข้้น 

โดยค่่า LOD คืือ ค่่าความเข้้มข้้นของเซลล์์ที่่�ต่่ำสุุด ที่่�

ยัังคงให้้ผลการทดสอบเป็็นบวกในทุุกครั้้�งของการตรวจ

วิิเคราะห์์ซ้้ำ

การประเมิินความไวทางคลิินิกิ (clinical sensitivity) 

ความจำเพาะทางคลินิิกิ (clinical specificity) และ

ความสอดคล้้องของวิิธีีการตรวจ (agreement)

ประเมินิความไวทางคลิินิกิ ความจำเพาะทางคลินิิกิ 

และความสอดคล้้องของการทดสอบ โดยเปรีียบเทีียบ 

การตรวจวิเิคราะห์เ์ชื้้�อ HIV-1 ด้ว้ยวิธิี ีreal-time PCR 

ในตััวอย่่าง DBS ที่่�เหลืือจากงานบริิการกัับผลอ้้างอิิง 

(สถานะการติิดเชื้้�อ HIV-1 ของเด็็ก) คำนวณค่่าร้้อยละ

ของความไว ความจำเพาะ ความสอดคล้้อง และระดัับ

ของความสอดคล้อ้งของวิธิีกีารตรวจ ด้ว้ยสถิิติสิัมัประสิทิธิ์์� 

แคปปาของโคเฮน (Cohen's kappa coefficient) ที่่�ระดับั 

นััยสำคััญ p < 0.05 รายละเอีียดวิิธีีการคำนวณความไว 

ความจำเพาะ และความสอดคล้้องของวิิธีีการตรวจ 

ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ความไวทางคลิินิิก (clinical sensitivity) คืือ 

วิิธีีการทดสอบแสดงผลเป็็นบวก เมื่่�อทดสอบกัับตััวอย่่าง 

อ้้างอิิงที่่�มีีสถานภาพติิดเชื้้�อ คำนวณได้้จาก 

   %sensitivity = {a/(a+b)} × 100

ความจำเพาะทางคลิินิิก (clinical specificity) คืือ 

วิิธีีการทดสอบแสดงผลเป็็นลบ เมื่่�อทดสอบกัับตััวอย่่าง

อ้้างอิิงที่่�มีีสถานภาพไม่่ติิดเชื้้�อ คำนวณได้้จาก 

%specificity = {d/(c+d)} × 100

ความสอดคล้้องของวิิธีีการตรวจ คืือ วิิธีีการทดสอบ

แสดงผลตรงกันักับัสถานภาพของตัวัอย่า่งอ้า้งอิงิ คำนวณ

ได้้จาก

%agreement = {a+d/(a+b+c+d)} × 100

ตารางที่่� 2  วิิธีีการคำนวณความไวทางคลิินิิก ความจำเพาะทางคลิินิิก และความสอดคล้้องของการวิิธีีการตรวจ

ผลอ้้างอิิง (สถานะการติิดเชื้้�อ HIV-1 ของเด็็ก)

ติิดเชื้้�อ ไม่่ติิดเชื้้�อ รวม

ผลการทดสอบที่่�ได้้จากวิิธีีการตรวจ ผลบวก a c a+c

ผลลบ b d b+d

รวม a+b c+d a+b+c+d
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ผล

ความไวเชิิงวิิเคราะห์์ (analytical sensitivity) 

ของการตรวจหาเชื้้�อ HIV-1 ด้้วยวิิธีี direct DBS  

real-time PCR

การตรวจเซลล์์ 8E5 ที่่�ความเข้้มข้้นระหว่่าง 

25-600 cells/mL พบว่า่ขีดีจำกัดัของการตรวจวิเิคราะห์์ 

(LOD) วิิธีี real-time PCR โดยวิิธีีที่่�ให้้บริิการใน

ปัจัจุบุันัด้ว้ยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พัฒนาขึ้้�นใช้้เอง มี ีLOD อยู่่�ที่่� 

500 cells/mL หรืือคิิดเป็็น 5 DNA copies/reaction 

ในขณะที่่�วิิธีี direct DBS real-time PCR มีี LOD 

อยู่่�ที่่� 200 cells/mL หรืือคิิดเป็็น 0.6 DNA copies/

reaction ดัังแสดงในตารางที่่� 3

ความไวทางคลินิิกิ (clinical sensitivity) ความจำเพาะ 

ทางคลินิิกิ (clinical specificity) ความสอดคล้้อง

ของวิิธีีการตรวจ (agreement) และค่่าสััมประสิิทธิ์์�

แคปปาของโคเฮน (Cohen's kappa coefficient)

จากตัวัอย่า่งกระดาษซับัเลือืดทั้้�งหมด 287 ตัวัอย่า่ง 

เป็็นตััวอย่่างที่่�ติิดเชื้้�อ HIV-1 จำนวน 88 ตััวอย่่าง และ

ตััวอย่่างที่่�ไม่่ติิดเชื้้�อจำนวน 199 ตััวอย่่าง วิิธีีการตรวจ

หาเชื้้�อ HIV-1 ด้้วย direct DBS real-time ให้้ผล    

การตรวจตรงกัับสถานะการติิดเชื้้�อ HIV-1 ในเด็็กที่่�

อายุุ 24 เดืือน จำนวน 88 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นความไวทาง

คลิินิกิ ร้อ้ยละ 100 แต่ใ่ห้ผ้ลลบตรงกับัสถานการณ์ไ์ม่่ติดิ

เชื้้�อ HIV-1 จำนวน 180 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นความจำเพาะ

ตารางที่่� 3 	 ความไวในการตรวจวิเิคราะห์ ์(analytical sensitivity) ของการตรวจหาเชื้้�อ HIV-1 real-time PCR  

	 โดยวิิธีีที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบัันด้้วยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เองและวิิธีี direct DBS real-time PCR

	  ความเข้้มข้้นของ
	เซลล์์ 8E5 ที่่�เจืือจาง
	ด้ ้วยเลืือด
	 (cells/mL)

วิิธีีที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบััน
ด้้วยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เอง

วิิธีี direct DBS real-time PCR

ความเข้้มข้้น DNA
จากปริิมาตรเลืือด 

10 μL
(copies/
reaction)

Positive 
(n/n)

%
positive

ความเข้้มข้้น DNA
จากปริิมาตรเลืือด 

3 μL
(copies/
reaction)

Positive 
(n/n)

%
 positive

	 25
	 50
	 100
	 200
	 300
	 400
	 500
	 600

0.25
0.5
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0**
6.0

0/10
0/10
0/10
4/10
6/10
8/10
10/10
10/10

0
0
0
40
60
80
100
100

0.075
0.15
0.3
0.6*
0.9
1.2
1.5
1.8

0/10
5/10
7/10
10/10
10/10
10/10
10/10
10/10

0
50
70
100
100
100
100
100

*วิิธีี direct DBS real-time PCR มีี LOD ที่่� 0.6 DNA copies/reaction หรืือคิิดเป็็นความเข้้มข้้นของเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อ 
200 cells/mL
**วิิธีี real-time PCR โดยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พัฒนาขึ้้�นเองที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบััน มีี LOD ที่่� 5.0 DNA copies/reaction หรืือคิิด 
เป็็นความเข้้มข้้นของเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อ 500 cells/mL
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ร้้อยละ 90.5 คิิดเป็็นค่่าสอดคล้้อง (agreement) 

ร้อ้ยละ 93.4 (95% CI: 89.9-96.0) โดยมีีค่า่สััมประสิิทธิ์์� 

แคปปาของโคเฮน (Cohen's kappa coefficient) 

เท่่ากัับ 0.853 (p < 0.001) โดยพบผลบวกปลอมจำนวน 

19 ตัวัอย่่าง หรืือคิิดเป็็นร้้อยละ 9.5 (95% CI: 5.8-14.5) 

ดัังแสดงในตารางที่่� 4

ตารางที่่� 4 	ความสอดคล้้องของผลการตรวจหาเชื้้�อ HIV-1 วิิธีี real-time PCR โดยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นเอง 

	ที่่� ให้้บริิการในปััจจุุบัันและวิิธีี direct DBS real-time PCR ในตััวอย่่างส่่งตรวจ (clinical samples 

	ที่่� ทราบสถานภาพการติิดเชื้้�อ HIV-1 ของเด็็กที่่�อายุุ 24 เดืือน

วิิธีีการตรวจ

สถานภาพการติิดเชื้้�อ HIV-1  ในตััวอย่่างส่่งตรวจ (n = 287)

	ติ ิดเชื้้�อ 
	 (n = 88)

ไม่่ติิดเชื้้�อ 
(n = 199)

วิิธีีที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบัันด้้วยชุุดน้้ำยา
ตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เอง

ผลบวก 88 0

ผลลบ 0 199

วิิธีี direct DBS real-time PCR
ผลบวก 88* 19

ผลลบ 0 180**

*sensitivity = 100%, **specificity = 90.5%, agreement = 93.4%, kappa = 0.853 (p < 0.001)

วิจารณ์

จากการทดสอบด้้วยเซลล์์ 8E5 ที่่�ใช้้เป็็นตััวแทน

ของการตรวจหายีนีเป้า้หมายของเชื้้�อ HIV-1 ในตัวัอย่า่ง

หยดเลืือดแห้้งที่่�เก็็บบนกระดาษซัับ น้้ำยาตรวจวิิเคราะห์์

การติิดเชื้้�อ HIV-1 วิิธีี direct DBS real-time PCR 

มีีค่่า LOD เท่่ากัับ 200 cells/mL ดีีกว่่าวิิธีีที่่�ให้้บริิการ

ในปััจจุุบัันด้้วยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พัฒนาขึ้้�นใช้้เอง ที่่�มี 

LOD เท่่ากัับ 500 cells/mL ซึ่่�งใช้้ตััวอย่่าง DBS ขนาด 

3 mm เพีียง 1 ชิ้้�น หรืือเท่่ากัับปริิมาตรเลืือดเพีียง 3 μL

โดยใส่ต่ัวัอย่า่งส่ง่ตรวจลงไปในน้ำ้ยาทำ PCR ได้โ้ดยตรง 

ไม่่ต้้องมีีกระบวนการสกััด DNA ทำให้้ได้้สารพัันธุุกรรม 

ทั้้�งหมดที่่�มีีอยู่่�ในตััวอย่่างนั้้�น ต่่างจากการตรวจด้้วยวิิธีี 

ที่่�ให้บ้ริกิารในปัจัจุบัุันด้ว้ยชุดุน้้ำยาตรวจที่่�พัฒันาขึ้้�นใช้เ้อง 

ที่่�มีีกระบวนการสกััดตััวอย่่างหลายขั้้�นตอน ตั้้�งแต่่การ

ละลายสารพัันธุุกรรมออกจากกระดาษ การกำจััดสาร

รบกวนปฏิิกิิริิยา การล้้างทำความสะอาดและการชะสาร 

พัันธุุกรรมออกในรููปแบบสารละลายที่่�พร้้อมนำมาใช้้ใน

การทำ PCR ซึ่่�งอาจทำให้้เกิิดการสููญหายของ DNA ใน

ระหว่่างกระบวนการดัังกล่่าว(18)

การตรวจหาการติิดเชื้้�อ HIV-1 วิิธีี direct DBS 

real-time PCR ในตััวอย่่าง clinical samples จาก

เด็็กที่่�คลอดจากแม่่ที่่�ติิดเชื้้�อ พบผลตรวจเป็็นบวกปลอม

จากตััวอย่่างที่่�มีสถานะไม่่ติิดเชื้้�อ HIV-1 ร้้อยละ 9.5  

(19/199 ตััวอย่่าง) ในปััจจุุบััน วิิธีีที่่�ให้้บริิการด้้วยชุุด

น้้ำยาตรวจที่่�พัฒนาขึ้้�นใช้้เองให้้ผลตรงกัับสถานภาพ 

การติิดเชื้้�อ HIV-1 ของทุุกตััวอย่่าง ตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวก 

โดย direct DBS real-time PCR ที่่�ขััดแย้้ง 

กัับสถานะการติิดเชื้้�ออาจเกิิดจากขั้้�นตอนการทำ pre- 

amplification จำนวน 15 รอบ จากการทำ amplifica-

tion จำนวน 45 รอบ จึึงเหมืือนกัับเป็็นการทำปฏิิกิิริิยา 

PCR ซ้้ำถึึง 2 ครั้้�ง รวม 60 รอบ ในขณะที่่�การทำ

ปฏิกิิิริยิา PCR ด้ว้ยชุุดน้้ำยาตรวจที่่�พัฒนาขึ้้�นเอง มีกีารทำ 

amplification จำนวน 45 รอบ ครั้้�งเดีียวเท่่านั้้�น 

ซึ่่�งโดยทั่่�วไปการทำ PCR มีขี้อ้แนะนำให้้ทำการเพิ่่�มจำนวน 

ไม่เ่กิิน 45 รอบ(19,20) และการมีีขั้้�นตอน pre-amplification 

อาจทำให้้เกิิด amplification bias เนื่่�องจากจะเป็็น 

การเพิ่่�มปริิมาณสััญญานของ target gene เป็็นจำนวน 

หลายเท่่า (fold) จากจำนวนของ gene target 
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ที่่�มีีอยู่่�จริิงในตััวอย่่าง ทำให้้เกิิดการอ่่านผลแบบการ

เป็็นตััวแทนมากเกิินไป (overrepresentation) 

ซึ่่�งมีีแนวโน้้มที่่�ทำให้้เกิิดสััญญาณการอ่่านเป็็นผลบวก 

ปลอมได้้(21) อย่่างไรก็็ตามชุุดน้้ำยาที่่�มีีขั้้�นตอนการทำ 

pre-amplification มีีข้้อดีีในกรณีีที่่�ตััวอย่่างมีีสาร

พัันธุุกรรมเป้้าหมายปริิมาณน้้อยหรืือจำกััด

การ อ่่ านผลการตรวจด้้ วย เครื่่� อ ง  Mini8 

Real-Time PCR System ซึ่่�งเป็็นเครื่่�องมืือที่่�ออกแบบ

ให้้มีีความจำเพาะกัับน้้ำยาตรวจ DirectDetectTM  

QRT-PCR kit ซึ่่�งเป็็นผลิิตภััณฑ์์จากผู้้�ผลิิตเดีียวกััน 

โดยตััวรัับสััญญาณแสง fluorescence (detector) 

เป็็นเทคโนโลยีีและความลัับของบริิษััทผู้้�ผลิิต ซึ่่�งตััวรัับ

สััญญาณแสงถููกออกแบบให้้มีีความจำเพาะและความ

ไวของการตรวจจัับสััญญาณ fluorescence ที่่�เกิิดจาก

ปฏิิกิิริิยา PCR ด้้วยน้้ำยาของบริิษััทในระดัับสููง(22) 

ซึ่่�งแตกต่่างจากวิิธีีที่่�ให้้บริิการในปััจจุุบัันด้้วยชุุดน้้ำยา

ตรวจที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้เองที่่�ใช้้เครื่่�อง ABI 7300 Real-

Time PCR System ซึ่่�งเป็็นเครื่่�องมืือที่่�ใช้้กันัแพร่่หลาย 

โดยพบว่่าเมื่่�อใช้้ตััวอย่่างที่่�มีความเข้้มข้้นของจำนวนยีีน 

เป้้าหมายที่่� เ ท่่ากััน เครื่่�อง Mini8 Real-Time 

PCR System ให้้ค่่า Ct ต่่ำกว่่าค่่าที่่�อ่่านได้้จากเครื่่�อง 

ABI 7300 Real-Time PCR System ประมาณ 

10 cycles (ข้้อมููลที่่�ไม่่ได้้เผยแพร่่) ซึ่่�งเป็็นการอ่่าน 

ค่่า Ct แบบอััตโนมััติิที่่�ไม่่สามารถปรัับค่่า threshold 

แบบ manual ได้้ นอกจากนี้้� เครื่่�อง Mini8 Real-Time 

PCR System มีีระบบการอ่่านสััญญาณแสงในแนว 

ระนาบที่่�สูงกว่่าตำแหน่่งกระดาษ DBS ที่่�อยู่่�ก้นหลอด 

ทำให้้ใช้้ได้้กัับหลอดปฏิิกิิริิยาแบบแถว (strip tube) 

หรืือแบบหลอดที่่�วางในแนวแถวเดี่่�ยวเท่่านั้้�นและจำกััด

จำนวนตััวอย่่างตรวจสููงสุุดได้้เพีียง 8 ตััวอย่่าง และ

วิิธีี direct DBS real-time PCR ด้้วย ในขณะที่่�

เครื่่�อง ABI 7300 Real-Time PCR System มีี

ระบบการอ่่านสััญญาณแสงในแนวดิ่่�งเหมืือนเครื่่�อง  

real-time PCR ทั่่�วไป ซึ่่�งจะไม่่สามารถอ่่านค่่าสัญัญาณ

แสง fluorescence จากวิิธีี direct DBS real-time 

PCR เพราะถููกบัังด้้วยกระดาษ DBS ที่่�อยู่่�ก้้นหลอด

การนำวิิธีี direct DBS real-time PCR มาใช้้

ในการให้บ้ริกิารของสถาบันัชีวีวิทิยาศาสตร์ท์างการแพทย์์ 

ต้อ้งมีีการปรัับปรุุงขั้้�นตอนการตรวจวิิเคราะห์์ให้เ้หมาะสม 

เช่่น ปรัับลดรอบของการทำ amplification หรืือ pre- 

amplification อาจทำให้้ลดโอกาสเกิิดผลบวกปลอม 

และยัังลดเวลาในการทำปฏิิกิิริิยาให้้สั้้�นลงได้้อีีก

การเพิ่่�มตััวอย่่างศึึกษาทางคลิินิิก (clinical 

samples) ให้้เป็็นไปตามมาตรฐานการประเมิินชุุดน้้ำยา

ที่่�สำนักังานคณะกรรมการอาหารและยากำหนด (ตัวัอย่า่ง

ติิดเชื้้�ออย่่างน้้อย 100 ตััวอย่่าง และตััวอย่่างไม่่ติิดเชื้้�อ

อย่่างน้้อย 700 ตััวอย่่าง)(23) แม้้ว่่าจากการเปรีียบเทีียบ 

กัับฐานข้้อมููลพัันธุุกรรม primer/probe ที่่�ใช้้ในการ

ศึึกษานี้้�มีีความจำเพาะต่่อเป้้าหมาย HIV-1 LTR gene 

(in silico analysis) และไม่่จัับกัับยีีนของเชื้้�ออื่่�นๆ 

(ข้้อมููลที่่�ไม่่ได้้เผยแพร่่) คณะผู้้�วิิจััยเห็็นว่่าควรมีีการ

ศึึกษาการเกิิด cross reactivity ของวิิธีีการตรวจที่่�อาจ

เกิิดจากการติิดเชื้้�ออื่่�นๆ เพิ่่�มเติิมต่่อไป  เช่่น Hepatitis  

B virus, Hepatitis C virus และ Dengue virus 

เป็็นต้้น

สรุุป
วิิธีี direct DBS real-time PCR มีีความไวใน

เชิิงวิิเคราะห์์สููง เป็็นวิิธีีการที่่�ง่่าย สะดวกรวดเร็็ว และไม่่มีี

ขั้้�นตอนสกัดัสารพันัธุกุรรม จึงึลดเวลาการตรวจวิเิคราะห์์ 

มีีความเป็็นไปได้้ที่่�จะนำมาใช้้ตรวจวิินิิจฉััยการติิดเชื้้�อ 

HIV-1 ทางห้้องปฏิิบััติิการสำหรัับเด็็กที่่�คลอดจากแม่่ 

ที่่�ติดิเชื้้�อ การพััฒนาและปรัับปรุุงให้้วิธิีกีารมีีความจำเพาะ

ที่่�สููงขึ้้�น รวมทั้้�งประเมิินวิิธีีการตรวจด้้วยจำนวนตััวอย่่าง

ตามที่่�สำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยากำหนด 

ในเรื่่�องชุุดตรวจที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการติิดเชื้้�อเอชไอวีี ซึ่่�ง

กำหนดเกณฑ์์การทดสอบหรืือวิิเคราะห์์ชุุดตรวจที่่�ตรวจ

หากรดนิวิคลิอิิกิเพื่่�อการวินิิจิฉัยัรายบุคุคล กำหนดเกณฑ์์

ความไวเชิิงวิิเคราะห์์ที่่� 100% ของจำนวนตััวอย่่างไม่่น้้อย

กว่่า 100 ตััวอย่่าง และความจำเพาะเชิิงวิินิิจฉััยที่่� 99.5% 

ของจำนวนตัวัอย่า่ง ไม่น่้อ้ยกว่า่ 700 ตัวัอย่า่ง(23) จะทำให้้ 

สามารถนำวิิธีีการนี้้�มาใช้้ในการให้้บริิการได้้ต่่อไป 

ในอนาคต
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1

HIV-1 Diagnosis from Direct Dried Blood 
Spot Samples Using real-time PCR

ABSTRACT   Perinatal HIV-1 diagnostic testing by real-time PCR using a dried blood spot (DBS) 

sample is easily accessible for service delivery. We proposed a novel method, using DBS samples without 

DNA extraction (direct DBS real-time PCR), which is convenient and less time-consuming. A compari-

son between the new method using Coyote Bioscience reagent and the current one using KAPA Probe 

Fast reagent with DNA extraction was performed with the same set of primer/probe. Limit of detection 

(LOD) was determined by using 8E5 cell line, while clinical sensitivity and specificity were done on 287 

leftover DBS specimens sent to the Medical Life Science Institute, Department of Medical Sciences, during 

2016 to 2018. Of all the leftover samples, 88 were HIV-1 infected and 199 were non-infected. The LOD of 

the direct DBS real-time PCR and the current assays were 200 and 500 cells/mL of blood, respectively.  

The novel method had 100% (88/88) sensitivity and 90.5% (180/199) specificity with 93.4% (268/287) 

concordant results at kappa score 0.853 (p < 0.001). This study showed that the direct DBS real-time PCR 

was not only less time-consuming, but also more sensitive (lower LOD) than the currently used method. 

However, optimization to raise the specificity to be higher than 99.5% as per the Thai FDA criteria is 

needed for use in routine services.

Keywords: HIV-1 diagnosis, real-time PCR, direct dried blood spot samples


