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     ABSTRACT 
 
 
 Co-circulation of HIV-1 subtype B, C and CRF01_AE in Southeast Asia, South 

Asia and China has led to the emergence of recombinant strains. Some of them 

(CRF07_BC, CRF08_BC and CRF15_01B) have already been recognized  as 

circulating recombinant forms (CRF) while many unique recombinant forms (URF) 

have been found only in single individuals so far. For efficient discrimination of 

subtypes, CRF and URF where HIV-1 vaccines will be evaluated, in this study, the 
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multi-region subtype specific PCR (MSSP) assay was developed for identifying 

subtypes B, C, CRF01_AE, recombinant forms, and dual infections. The principle of 

the assay is to separately amplify each of eight different target regions distributed 

along the HIV-1 genome with subtype specific primers in a nested PCR format. 

Products were visualized on ethidium bromide stained agarose gels. Primers were 

designed based on the available sequence data (http://hiv-web.lanl.gov). A panel of 41 

clinical DNA samples primarily from HIV-1 infections among northern Thai drug 

users was used to test assay performance. These strains were previously characterized 

by full genome sequencing, included 33 CRF01_AE, 2 CRF15_01B and 6 unique 

CRF01_AE/B recombinants. MSSP showed 73-100 % sensitivity and 100 % 

specificity for the three subtypes in each genome region.  The assay was then field 

tested on serum from 337 prevalent HIV-infected individuals identified among 

northern Thai drug users between 1999 to 2000. Subtype assignment was given when 

at least 4 regions were typeable. 315 samples (94%) were typed. Subtype distribution 

was 77.4% CRF01_AE, 3.3% subtype B, 12.2 % CRF01_AE/B recombinants, 0.6% 

CRF01_AE/C recombinant. In this study, MSSP assay discovered 4.1 % (n = 14) dual 

infections consisting of CRF01_AE/B duals 3.8% (n=13) and CRF01_AE/C duals 0.3 

% (n=1) of detected recombinant strains. The MSSP is a simple, cost effective and 

accurate genotyping tool for laboratory settings with limited resources, and is 

sufficiently sensitive to capture recombinant genomes and dual infections in large 

populations.  Defining of the incident and circulating prevalent and transmissible 

strains are critical for understanding the evolving HIV-1 epidemic and defining HIV-1 

vaccine performance. 
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บทคัดยอ 

 การที่เชื้อเอชไอว ี 1 สายพันธุ B, C และ CRF01_AE ระบาดอยูรวมกนัในทวีปเอเชีย

ตะวนัออกเฉียงใต เอเชียใต และประเทศจีนทําใหเกดิเชื้อไวรัสลูกผสมสายพันธุตางๆ บางสายพันธุ 

(CRF07_BC, CRF08_BC และ CRF15_01B) ไดรับการยอมรับวาเปน Circulating Recombinant 
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Forms (CRF) ไปแลว ในขณะที่มี Unique Recombinant Forms (URF) มากมาย ทีแ่ตละสายพันธุ พบ

ในคนๆเดยีวเทานั้น เพื่อใหการจําแนกสายพันธุของเชือ้เอชไอว ี 1 เปนไปอยางมปีระสิทธิภาพใน

พื้นที่ที่ทําการประเมินวัคซีน เอชไอวี 1 ในการศึกษานี้ไดทําการพัฒนาวิธีพีซีอาร Multi-region 

subtype specific PCR (MSSP) assay ที่สามารถแยกสายพนัธุของไวรัสไดอยางเฉพาะเจาะจงที่

ตําแหนงตาง ๆ บนสายของสารพันธุกรรมของไวรัส เพื่อนํามาตรวจเชื้อไวรัสสายพันธุ B, C และ 

CRF01_AE และสายพันธุไวรัสลูกผสมตางๆ รวมทั้งการติดเชื้อสองสายพันธุในเวลาเดียวกัน 

หลักการของวธีิที่พัฒนาก็คือ ทําการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อเอชไอว ี 1 ดวยวิธี nested 

PCR โดยใช primers ที่มีความเฉพาะตอไวรัสแตละสายพันธุที่ตําแหนงตางๆ บนสายของสาร

พันธุกรรมของเชื้อเอชไอว ี 1 ทั้งหมด 8 ตําแหนงดวยกัน จากนั้นทาํการตรวจหาสารพันธุกรรมที่

ไดรับการเพิ่มปริมาณขึ้นดวย agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide สวน primers ที่ใชไดรับการ

ออกแบบจากขอมูลของสายพันธุกรรมของเชื้อเอชไอว ี 1 ใน http://hiv-web.lanl.gov ประสิทธิภาพ

ของ MSSP assay ไดถูกทําการประเมินโดยการตรวจ DNA ของสายพันธุไวรัสจากอาสาสมัครผูใช

สารเสพติดในเขตภาคเหนือของประเทศไทย 41 รายที่ทราบสายพันธุแลวจากวิธีการหาลําดับเบส ซ่ึง

ประกอบดวย CRF01_AE 33 ราย  CRF15_01B 2 ราย และสายพันธุลูกผสมระหวาง   B  กบั 

CRF01_AE ซ่ึงเปน URF 6 ราย  MSSP assay มีความไวในการตรวจหาสายพันธุ ที่ตําแหนงตางๆ 

ของสารพันธุกรรมอยูระหวาง 73-100 % และมีความเฉพาะเจาะจงในการตรวจถึง 100 %  วิธีการที่

พัฒนาขึ้นไดถูกนําไปใชในการตรวจหาสายพันธุไวรัสในซีร่ัมของผูติดเชื้อ เอชไอว ี 1 ในกลุมผูใช

สารเสพติดในเขตภาคเหนือของประเทศไทยในป พ.ศ. 2542 ถึง 2543 ซ่ึงเกณฑทีใ่ชในการจัดสาย

พันธุใหกับไวรัสก็คือ การตรวจพบผลบวกของ PCR อยางนอย 4  ตําแหนงบนสายพันธุกรรมของ

เชื้อเอชไอว ี เมื่อใชเกณฑนีพ้บวาตวัอยาง จํานวน 315 ราย (94%) จาก 337 ราย สามารถถูกจัดสาย
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พันธุได และพบวามกีารกระจายของสายพันธุของ CRF01_AE จํานวน 77.4%  ตามดวย 

CRF01_AE/B recombinants 12.2% สวน subtype B 3.3% และ CRF01_AE/C recombinant 0.6% 

ในการนีย้ังสามารถตรวจพบ dual infections คิดเปน 4.1 % (n = 14) ของตัวอยางทั้งหมด ซ่ึง

ประกอบดวย CRF01_AE/B duals 3.8% (n=13)  และ CRF01_AE/C duals 0.3 % (n=1)   วิธี MSSP 

assay นี้สามารถทําไดงาย ราคาประหยดั และเปนวิธีการตรวจหาสายพันธุเชื้อเอชไอว ี 1 ไดอยางมี

ประสิทธิภาพ สามารถทําไดในตวัอยางจาํนวนมาก และเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการที่มีทรัพยากร

จํากัด อีกทั้งวิธีนี้ยังมีความไวในการตรวจหาสายพนัธุลูกผสม และการติดเชื้อสองสายพันธุในเวลา

เดียวกัน การที่ทราบชนิดของเชื้อ เอชไอวี ในผูติดเชื้อใหม และเชื้อเอชไอวี ที่แพรกระจายอยูเปนสิง่

สําคัญมากในเรื่องความเขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงของเชือ้ เอชไอวี และการกําหนดความสามารถของ

วัคซีนที่จะนํามาใช 
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