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ABSTRACT 

 

HIV/AIDS remains a public health problem worldwide including Thailand. 

Antiretroviral therapy (ART) has been a major factor contributing to the reduction of 

HIV-related morbidity and mortality in the past decade, where drugs were available.  

However, the emergence of viral resistant strains to ART and the transmission of 

HIV-1 drug resistance variants have been a cause of treatment failure and limit 

options for alternative antiretroviral regimens.  In these situations, HIV-1 drug 

resistant (HIV-1 DR) screening and monitoring may be useful in guiding the choice of 

therapeutic regimens by identifying drugs that are unlikely to suppress viral 

replication.  At present, HIV-1 DR variants can be identified based on the phenotypic 

and/or genotypic determination.  However, due to the requirement of 
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expensive equipments, infrastructure, and skilled personnel of both assays, it is  

difficult to implement these assays to resource-limited areas. 

 In this study, the probe-based oligonucleotide ligation assay (OLA) has been 

proposed as an alternative method to the sequence-based method of HIV-1 drug 

resistance detection.  The OLA is a rapid, specific and sensitive tool for the detection 

of known point mutations.  The assay principle is based on the covalent joining of two 

adjacent oligonucleotide probes, at the position where mutation has occurred, by a 

thermostable DNA ligase when they are hybridized to a DNA template, usually a PCR 

product.  In our study, we developed an OLA for detecting M184V variant associated 

with Lamivudine (3TC) and Emtricitabine (FTC) resistance of Human 

Immunodeficiency Virus type 1(HIV-1) subtype CRF01_AE, the predominant 

subtype circulating in the Thai population.   

 The mixture of the amplified PCR products derived from the plasmid control 

representing the wild-type (184M) and mutant (184V) were used to assess the low 

detection limit that the presence of 3-5% of mutant in the wild-type background were 

detected, or as low as 1% of some variant in the PCR products could be detected by 

OLA (p<0.005).  The performance was assessed on the archival plasma specimens (N 

= 40) from HIV-1 infected patients who were diagnosed as treatment failure and 

received genotyping by the standard sequencing method.  The results by the 

sequencing method indicated that 30 samples were exclusively 184V-mutant 

genotype, 7 samples were 184M-wild-type, 1 sample was the mix of wild-type and 

184V-mutant and 2 samples were exclusively 184I-mutant.  The results of the HIV-1 

M184V OLA revealed that, of 40 clinical specimens, 28 samples were 184V-mutant 

genotype, 9 samples were 184M-wild-type genotype, 1 sample was the mix of wild-
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type and mutant and 2 samples were indeterminate result.  Because our current OLA 

was not designed for 184I detection, thus, the 2 samples with 184I were removed 

from the analysis.  Therefore, in this study, a concordance of 90%, the overall 

sensitivity of 93.5%, and the overall specificity of 100% by OLA compared with the 

standard sequencing were achieved.  The application of OLA with the reference 

plasmids control was proved reliable to detect HIV-1 M184V mutation with high 

sensitivity.  In conclusion, the HIV-1 DR detection using OLA was successfully 

developed for M184V variants emergence in the Thai population and may adopt to 

use in resource-poor settings.  
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บทคดัย่อ 
 

              โรคเอดส์และการติดเช้ือไวรัสเอชไอวยีงัคงเป็นปัญหาท่ีส าคญัทางดา้นสาธารณสุขท่ีพบได้
ทัว่โลกรวมถึงประเทศไทย การใชย้าตา้นไวรัสเอชไอวีในพื้นท่ีท่ีมีการเขา้ถึงยาถือวา่เป็นปัจจยัหลกั
ท่ีท าใหอ้ตัราการป่วยและตายจากโรคเอดส์ลดลงในช่วงทศวรรษท่ีผา่นมา อยา่งไรก็ตามปัญหาเร่ือง
การเกิดเช้ือไวรัสท่ีด้ือต่อยาตา้นไวรัสและการไดรั้บเช้ือหรือการแพร่กระจายของเช้ือท่ีด้ือยาถือว่า
เป็นปัญหาหลกัและปัญหารองท่ีท าให้การรักษาดว้ยยาลม้เหลวและจ ากดัทางเลือกใช้ยาตา้นไวรัส
สูตรต่างๆ ในสถานการณ์เช่นน้ีการตรวจเบ้ืองตน้และการตรวจติดตามหาเช้ือไวรัสเอชไววีท่ีด้ือยา
จึงเป็นประโยชน์ต่อการเลือกสูตรยาตา้นไวรัสท่ีสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเช้ือไวรัสเอชไอวี
ไดอ้ย่างเหมาะสม ปัจจุบนัการตรวจหาเช้ือไวรัสเอชไอวีท่ีด้ือยาจะใช้การตรวจทางดา้นฟีโนทยัป์
และจีโนทยัป์เป็นหลกั อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากขอ้จ ากดัของทั้งสองวิธีทั้งในเร่ืองของเคร่ืองมือท่ีมี
ราคาแพง ความยากของขั้นตอนการตรวจ รวมถึงตอ้งมีบุคลากรท่ีมีความช านาญในการตรวจ ท าให้
การตรวจทั้งสองวธีิยากต่อการน าไปใชใ้นพื้นท่ีท่ีมีความจ ากดัทางดา้นต่างๆ 
            ในการศึกษาคร้ังน้ีวิธี Oligonucleotide Ligation Assay (OLA) เป็นวิธีท่ีถูกน ามาใชเ้ป็นวิธี
ทางเลือกส าหรับการตรวจหาเช้ือไวรัสเอชไอวีท่ีกลายพันธ์ุและด้ือต่อยาต้านไวรัสเอชไอวี
นอกเหนือจากวธีิมาตรฐานท่ีตอ้งตรวจการเรียงตวัของล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของเช้ือไวรัสเอช
ไอว ี หลกัการของวธีิ OLA จะเป็นการตรวจหาเช้ือไวรัสเอชไอวท่ีีทราบต าแหน่งของการกลายพนัธ์ุ
แลว้ โดยอาศยัการเช่ือมต่อกนัของ Oligonucleotide probes 2 ชนิด ท่ีถูกออกแบบมาเพื่อจบัแบบ
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จ าเพาะกบัสายดีเอ็นเอของเช้ือไวรัสท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุ โดยต าแหน่งท่ี probe เช่ือมต่อกนันั้นจะ
ตรงกบัต าแหน่งของ codon บนสายดีเอน็เอท่ีมีการกลายพนัธ์ุพอดี การเช่ือมต่อกนัของ probes ท่ีจบั
กบัสายดีเอ็นเอท่ีส่วนใหญ่เป็นผลิตผลของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (พีซีอาร์) นั้น จะตอ้งอาศยั
การท างานของเอนไซม์ thermostable DNA ligase ในการเช่ือมต่อ probes ดงักล่าว วิธี OLA น้ีเป็น
วธีิท่ีท าไดอ้ยา่งรวดเร็ว รวมถึงเป็นวธีิท่ีมีความไวและความจ าเพาะในการตรวจสูง ในการศึกษาน้ีได้
พฒันาวธีิ OLA เพื่อตรวจหาเช้ือไวรัส HIV-1 สายพนัธ์ุ  CRF01_AE ท่ีกลายพนัธ์ุชนิด M184V และ
ด้ือต่อยาตา้นไวรัสลามิวูดีนหรือสามทีซี (Lamivudine, 3TC) และยาเอ็มทริซิตาบีนหรือเอฟทีซี 
(Emtricitabine, FTC) 
            ในการใชว้ิธี OLA เพื่อตรวจหาเช้ือเอชไอวีท่ีกลายพนัธ์ุชนิด M184V ในตวัอยา่งตรวจท่ีมี
ส่วนผสมระหวา่ง Plasmid controls ของเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุดั้งเดิมชนิด 184M และเช้ือไวรัส
ท่ีกลายพนัธ์ุชนิด 184V ท่ีผา่นขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสมาแลว้ ผลท่ี
ไดพ้บวา่วธีิ OLA ท่ีถูกพฒันาข้ึนมาน้ีสามารถตรวจหาเช้ือไวรัสเอชไอวีท่ีด้ือยาและกลายพนัธ์ุชนิด 
184V ไดใ้นระดบัต ่าสุดคืออยา่งนอ้ย 3-5% ท่ามกลางเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุดั้งเดิม หรือตรวจ
พบไดใ้นระดบัต ่าสุดท่ี 1% ของเช้ือบางสายพนัธ์ุ (p<0.005) ในการประเมินความสามารถของวิธี 
OLA ในการตรวจหาเช้ือ HIV-1 ท่ีกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง M184V โดยการทดสอบในตวัอยา่งตรวจท่ี
เป็นพลาสมาของผูป่้วยท่ีถูกวินิจฉัยว่ามีภาวะของการรักษาดว้ยยาตา้นไวรัสลม้เหลว ซ่ึงมีจ านวน
ทั้งหมด 40 ตวัอยา่งและเป็นตวัอยา่งท่ีทราบผลการตรวจล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือไวรัสเอชไอวี
ดว้ยวิธีหาล าดบันิวคลีโอไทด์วิธีมาตรฐานแลว้ พบว่ามี 30 ตวัอย่างท่ีพบเช้ือไวรัสเอชไอวีท่ีกลาย
พนัธ์ุชนิด 184V, มี 7 ตวัอยา่งท่ีพบเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุดั้งเดิมชนิด 184M และมี 1 ตวัอยา่ง
ตรวจท่ีพบทั้งเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุดั้งเดิมและเช้ือท่ีกลายพนัธ์ุชนิด 184V และอีก 2 ตวัอยา่ง
ตรวจท่ีพบเช้ือไวรัสเอชไอวีท่ีกลายพนัธ์ุชนิด 184I ในขณะท่ีผลการตรวจดว้ยวิธี OLA จากจ านวน
ตวัอย่างตรวจทั้งหมดพบว่ามี 28 ตวัอย่างท่ีพบเช้ือไวรัสเอชไอวีท่ีกลายพนัธ์ุชนิด 184V, มี 9 
ตวัอยา่งท่ีพบเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุดั้งเดิมชนิด 184M, มี 1 ตวัอยา่งตรวจท่ีพบทั้งเช้ือไวรัสเอช
ไอวสีายพนัธ์ุดั้งเดิมและเช้ือท่ีกลายพนัธ์ุ นอกจากนั้นมีตวัอยา่งตรวจอีก 2 ตวัอยา่งท่ีไม่สามารถแปล
ผลได ้แต่เน่ืองจากการศึกษาคร้ังน้ีวิธี OLA ไม่ไดถู้กออกแบบมาเพื่อตรวจหาเช้ือไวรัสท่ีกลายพนัธ์ุ
ชนิด M184I ดงันั้นขอ้มูลของตวัอยา่งตรวจทั้ง 2 ตวัอย่างท่ีมีการกลายพนัธ์ุชนิด M184I จึงไม่ถูก
น ามาใช้ในการประเมินผล ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ผลการประเมินความสามารถของวิธี OLA 
เปรียบเทียบกบัวิธีการหาล าดบัดว้ยวิธีมาตรฐานมีความสอดคลอ้งกนั 90% มีความไวในการตรวจ
93.5% และมีความจ าเพาะในการตรวจ 100% นอกจากนั้นยงัพบว่าวิธี OLA มีความไวสูงในการ
ตรวจหาการกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง M184V ใน Plasmid controls ของเช้ือไวรัสเอชไอวีสายพนัธ์ุ
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อา้งอิง ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้่าวิธี OLA ท่ีไดถู้กพฒันาข้ึนมาน้ีเป็นวิธีท่ีสามารถตรวจหาเช้ือ 
HIV-1 ท่ีกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง M184V ท่ีพบไดม้ากในประชากรไทยและสามารถน าไปประยุกตใ์ช้
ในพื้นท่ีท่ีขาดแคลนอุปกรณ์ทางการแพทยไ์ด ้ 


