
 

v

Thesis Title  Development of TaqMan-based Real-time Polymerase Chain  

Reaction and Restriction Enzyme Analysis for Detection and 

Typing of Human Papillomaviruses  

 

Author  Mr. Chaiwat Chaisomboon 

 

Degree  Master of Science (Medical Technology) 

 

Thesis Advisor Asst. Prof. Dr. Pranee Leechanachai 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Background:  Infection with high-risk human papillomaviruses (HPV) is the major 

causal of cervical cancer in women worldwide.  Using of Papanicolaou smear for 

abnormal cytological screening generally has the low sensitivity and need highly skill 

of technicians. 

Objective:  To develop TaqMan-based real-time PCR and restriction enzyme analysis 

(REA) for detection and typing of HPV in cervical scrapes and determine the 

detection rate and genotype distribution of HPV in women with high-risk STI. 

Methods:  Primers, probe and appropriate restriction enzymes were selected for 
TaqMan-based real-time PCR and REA including optimization the assay and DNA 

extraction procedure.  Cervical cell scrapes were collected from 435 women enrolled 

for Papanicolaou and visual inspection with acetic acid (VIA) screening preserved in 

Liqui-PREPTM solution.  DNA was extracted with lysis buffer containing proteinase 

K.  HPV DNA was detected and typing by TaqMan-based real-time PCR and REA 

with MaeIII, RsaI and MseI.  The negative samples were confirmed by detecting β–

globin DNA using the PCR technique. 
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Results:  PGMY09/11- GP6+ and GP5+ were selected to use as primer and probe 

respectively for development and optimization of TaqMan-based real-time PCR while 

MaeIII, RsaI and MseI were selected for REA.  Proteinase K at concentration 200 

μg/ml and 30 minutes for lysing time were optimum for DNA extraction.  After 

optimization, TaqMan-based real-time PCR assay has sensitivity in detection of HPV 

recombinant plasmid DNA at 5 fg.  Among 453 cervical scraped samples, HPV DNA 

was detected in 52 samples; 36 from VIA positive and 16 from VIA negative samples.  

After confirmation with β–globin DNA detection, 86 of 401 samples gave negative 

results and were excluded from the analysis.  Thus, the prevalence of HPV infection 

was 14.17%.  Only 43 of 52 HPV positive samples could be typed successfully within 

12 genotypes.  HPV16 was the most prevalence detected in 22 (51.16%) followed by 

8 (18.60%) for HPV18.  HPV51, 58, and 59 were detected in 2 samples each (4.65%) 

and HPV6, 31, 35, 39, 52, 66, and 72 were detected 1 each (2.33%). 

Conclusion:  TaqMan-based real-time PCR optimized in this study has sensitivity for 

detection of HPV recombinant plasmid DNA at 5 fg and the REA can differentiate at 

least 21 HPV types which covered all the high-risk types.  HPV DNA was detected in 

14.17% in this study and higher detection rate was observed in VIA positive than the 

VIA negative women.  HPV16 and 18 were detected in 51.16% and 18.60 %, 

respectively. 
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บทคัดยอ 
 
 

ท่ีมาและปญหา:  การติดเช้ือ human papillomaviruses (HPV) ชนิดความเส่ียงสูงเปนสาเหตุสําคัญ
ของมะเร็งปากมดลูกในสตรีท่ัวโลก  การใชวิธีทางเซลลวิทยา Pap smear เพื่อตรวจคัดกรองความ
ผิดปกติของเซลลเยื่อบุบริเวณปากมดลูกเปนวิธีท่ีมีความไวตํ่า และอาศัยความชํานาญของผูตรวจสูง 
วัตถุประสงค:  เพื่อพัฒนาวิธี TaqMan-based real-time PCR และ restriction enzyme analysis 
(REA) เพื่อตรวจหาและจําแนกทัยปเช้ือ HPV จากเซลลขูดปากมดลูกและหาความชุกและทัยปของ
เช้ือ HPV จากสตรีท่ีมีความเส่ียงสูงตอการติดเช้ือทางเพศสัมพันธ 
วิธีการ:  ทําการคัดเลือก primer และ probe ท่ีจําเพาะตอเช้ือ HPV และ เอนไซมตัดจําเพาะท่ี
เหมาะสมเพื่อใชในการพัฒนาวิธี TaqMan-based real-time PCR และ REA ทดสอบสภาวะท่ี
เหมาะสมและ ความไวของวิธีท่ีพัฒนาข้ึน รวมท้ังวิธีสกัด DNA จากเซลล เก็บตัวอยางเซลลขูดปาก
มดลูก จากสตรีท่ีเขารับการตรวจกรองดวยวิธี Pap smear และ visual inspection with acetic acid 
(VIA) ในน้ํายา Liqui-PREPTM  จํานวน 453 ราย ทําการแตกเซลลดวย proteinase K  และตรวจหา 
HPV DNA ดวยวิธี TaqMan-based Real-time PCR ท่ีพัฒนาข้ึน ตัวอยางท่ีใหผลบวกจะทําการ
จําแนกทัยปโดยวิธี REA โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ MaeIII, RsaI และ MseI ตัวอยางท่ีใหผลลบจะ
ตรวจยืนยันดวยการตรวจหา β–globin DNA ดวยวิธีพีซีอาร    
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ผลการทดลอง:  PGMY09/11- GP6+ และ GP5+ ไดถูกคัดเลือกและปรับแตงเพื่อใชเปน primer 
และ probe ตามลําดับและหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับวิธี TaqMan-based real-time PCR เพื่อ
ตรวจหา HPV DNA จากเซลลขูดปากมดลูกท่ีเก็บในน้ํายา Liqui-PREPTM  ปริมาณ proteinase K 
และเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชสกัด DNA คือ 200 μg/ml และ 30 นาทีตามลําดับ วิธี TaqMan-based real-
time PCR มีความไวท่ี 5 fg ในการตรวจหา HPV DNA  ในการตรวจหา HPV DNA จากตัวอยาง
เซลลขูดปากมดลูกจํานวน 453 ตัวอยาง ใหผลบวก 52 ตัวอยาง โดยพบในกลุม VIA บวก 36 
ตัวอยาง VIA ลบ  16 ตัวอยาง ผล HPV ลบ 401 ตัวอยาง หลังตรวจยืนยัน 86 ตัวอยางไมพบ β–
globin DNA ซ่ึงไมนําไปรวมในการวิเคราะหผล ดังนั้นอัตราการตรวจพบ HPV DNA เทากับ 
14.17% และตัวอยางท่ีใหผลบวกสามารถจําแนกทัยปไดเพียง 43 ตัวอยาง โดยตรวจพบทั้งส้ิน 12 
ทัยป ท่ีพบมากท่ีสุดคือ ทัยป 16 จํานวน 22 ตัวอยาง (51.16%) รองลงมาคือทัยป 18 จํานวน 8 
ตัวอยาง (18.60%) นอกจากนั้นพบทัยป 51, 58 และ 59 ทัยปละ 2 ตัวอยาง (4.65%) ทัยป 6 , 31, 35 , 
39 , 52 , 66, และ 72  ทัยปละ 1 ตัวอยาง (2.33%) 
สรุปผลการทดลอง:  วิธี TaqMan-based real-time PCR ท่ีพัฒนาข้ึนเองมีความไวในการตรวจหา 
HPV recombinant plasmid DNA ท่ี 5 fg และวิธี REA สามารถจําแนกทัยป HPV ได 21 ทัยปซ่ึง
ครอบคลุมทัยปท่ีเส่ียงตอการเกิดมะเร็งสูงไดท้ังหมด อัตราการตรวจพบ HPV ในกลุมตัวอยาง 
14.17% โดยพบในกลุม VIA บวกไดสูงกวากลุม VIA ลบ และพบ HPV16 และ 18 ไดสูงสุด 
51.16% และ 18.60 % ตามลําดับ  


