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บทคัดยอ 

 เช้ือฮิวแมนพารีโชไวรัส (HPeV) เปนสมาชิกในวงศ Picornaviridae ซ่ึงเปนวงศท่ีมีสมาชิกท่ี
กอใหเกิดโรคมากท่ีสุดในเดก็ ในปจจุบันมีการจําแนก HPeV ออกเปนท้ังหมด 16 สายพันธุ ซ่ึงสามารถ
พบไดท่ัวโลก การศึกษาน้ีเปนการศึกษาระบาดวิทยา และการจําแนกเชิงโมเลกุล รวมไปถึงการการเกดิ 
recombination ในระดับของสารพันธุกรรมของไวรัส โดยตัวอยางท่ีใชศึกษานี้ถูกเก็บจากสวนตาง ๆ 
ของประเทศไทย แบงเปนตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจจํานวน 2,957 ตัวอยาง และตัวอยางจากระบบ
ทางเดินอาหารจํานวน 759 ตัวอยาง ผลการศึกษาพบวาสามารถตรวจพบ HPeV ในตัวอยางจากระบบ
ทางเดินหายใจเทากับ 0.4% และจากตัวอยางจากระบบทางเดินอาหารเทากับ 6.1% ผูปวยที่ตดิเช้ือ HPeV 
นั้นสวนใหญมีอายุนอยกวา 2 ป จากการจําแนกสายพันธุของไวรัสพบ HPeV1A, HPeV1B, HPeV2, 
HPeV3, HPeV4, HPeV5, HPeV6, HPeV10, และ HPeV14 และเม่ือวิเคราะหการเกิด recombination 
พบวาสามารถพบไดใน 16 ตัวอยาง จากการศึกษาสรุปไดวาสามารถตรวจพบ HPeV ไดในท้ังตัวอยางท่ี
ไดจากระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร และจากการศกึษาไวรัสในเชิงโมเลกุลแลวพบวา 
HPeV มีความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีสูงและมีการเกิด recombination ในระดับของสารพันธุกรรม
ของไวรัส 

 

Abstract 

Human Parechovirus (HPeV), a member of the Picornavirudae family, is an infectious agent 
mostly affecting children. There are 16 recognized genotypes which have globally spread. This study 
incorporated a total of 2,957 nasopharyngeal (NP) swab and 759 fecal samples that were collected 
from different parts of Thailand. The NP of HPeV was detected in 0.4% of NP swab and 6.1% of fecal 
samples. The majority of HPeV infections occur in infants below the age of 2 years, however, an 
infection was diagnosed in children above the age of 10 years  in this study. Various genotypes 
comprising 1A, 1B, 2, 3, 4, 5, 6, 10 and 14 have been characterized. From this study, the 
recombination event was detected in 16 samples. In conclusion, HPeV can be detected in both the 
respiratory and GI tract. Moreover, HPeV which circulates in Thailand is highly diverse and subject to 
recombination. 
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Executive summary 

 เช้ือฮิวแมนพารีโชไวรัส (Human parechovirus: HPeV) ถูกจัดอยูในวงศ Picornaviridae จีนัส 

Picornavirus ซ่ึงเปนไวรัสท่ีไมมี envelope หอหุม มีสารพันธุกรรมเปน RNA สายบวก ขนาดประมาณ 

7,300 base pairs (bp) มีสวนท่ีไมถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนบริเวณปลายดาน 5’ (5’Un-tranalated 

region; 5’UTR) และบริเวณทางดาน 3’ (3’UTR) ซ่ึงมีหนาท่ีสําคัญในการรักษาความคงทนของสาย

พันธุกรรมของไวรัส และยงัเปนบริเวณท่ี ribosome ของเซลลเจาบานเขาเกาะเพ่ือเร่ิมการถอดรหัสสาร

พันธุกรรมของไวรัส โดยในการสรางโปรตีนของไวรัสนั้นจะสรางจาก Open reading frame (ORF) เพียง

หนึ่งเดยีว เรียกโปรตีนท่ีสรางข้ึนในข้ันตนวา Polyprotein จากนัน้จะถูกยอยดวยโปรตีนของไวรัสไดเปน

โปรตีนสายส้ัน ๆ ท่ีทําหนาท่ีแตกตางกันออกไป ซ่ึงาสามารถแบงโปรตีนของไวรัสออกไดเปนสองกลุม

คือ โปรตีนท่ีเปนโครงสรางของไวรัส (structural protein: VP0, VP3, และ VP1) และ โปรตีนท่ีไมไดเปน

โครงสรางของไวรัส (non-structural protein: 2A – 2C, และ 3A-3D) เนื่องจากความรูและความกาวหนา

ทางชีวโมเลกลุ (Molecular Biology) ทําใหในปจจุบันสามารถแยกไวรัสออกไดเปน genotype ตาง ๆ กัน

ตามความแตกตางในระดับสารพันธุกรรมของไวรัสไดเปน 16 genotype และเนื่องดวย HPeV ยังเปน

ไวรัสท่ียังไมสามารถเพาะเล้ียงไดในระบบ cell culture หรือในสัตวทดลอง ดังนั้นจงึยังไมหลักฐานท่ีแน

ชัดวาไวรัสชนดินี้กอใหเกิดโรคในมนุษย แตจากการศึกษาทางระบาดวิทยาช้ีใหเห็นวา HPeV มี

ความสัมพันธกับการเกดิโรคท้ังในทางเดนิหายใจ (respiratory tract) ทางเดินอาหาร (gastrointestinal 

tract) หรือแมแตในระบบประสาทสวนกลาง (central nerve system) ท้ังนี้จากรายงานหลายฉบับแสดงให

เห็นวาไวรัสในแตละ genotype นั้นดูเหมือนจะเกี่ยวของกับการเกดิโรคท่ีแตกตางกนัอีกดวย  

 เนื่องจาก HPeV เปนไวรัสท่ีมีสารพันธุกรรมเปน RNA ดังนั้นในข้ันตอนของการจําลองตัวเอง

ของไวรัสจึงทําใหไวรัสมีอัตราการกลายพนัธุท่ีสูงมาก (2.2x10-3 ถึง 2.8x10-3 substitution/site/year) 

นอกจากนี้ กระบวนการเกดิ recombination ซ่ึงก็คือการแลกเปล่ียนช้ินสวนของสารพันธุกรรมของไวรัส 

ยังสงผลใหไวรัสยิ่งมีความหลากทางพันธุกรรมท่ีมากยิ่งข้ึน ดวยความรูในปจจุบันยังไมเปนท่ีทราบแน

ชัดวาความหลากหลายท่ีเกิดข้ึนนี้มีผลตอพยาธิสภาพและการกอโรคของไวรัสอยางไร  จึงจําเปนอยางยิ่ง

ท่ีจะตองศึกษาทั้งทางระบาดวิทยา และการศึกษาในระดับชีวโมเลกุลของไวรัส เพื่อเปนองคความรูท่ี

สําคัญเพื่อใชในการหาทางปองกันและรักษาโรคท่ีเกิดไวรัสชนิดนี้ตอไป  ดังนั้นวัตถุประสงคของ

งานวิจยันี้คือ การศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของ HPeV รวมไปถึงการศึกษาวิวัฒนาการเชิงโมเลกุล 

และการเกิด recombination ใน HPeV 



 ในการศึกษาน้ีใชตัวอยางท่ีเกบ็จากระบบทางเดินอาหาร และจากระบบทางเดินหายใจ จํานวน 

759  และ 2,957 ตัวอยาง ตามลําดับ ซ่ึงในตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจน้ันเก็บมาจากผูปวยท่ีมีอาการ 

influenza-like illness ซ่ึงเขารับการรักษาในโรงพยาบาลเมืองชุมแพ อ.ชุมแพ จ.ขอนแกน และ

โรงพยาบาลทุงสง อ.ทุงสง จ.นครศรีธรรมราช โดยเร่ิมเก็บตัวอยางต้ังแต วันท่ี 14 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.

2552 ถึงวันท่ี 9 มีนาคม พ.ศ.2554 สวนตัวอยางจากระบบทางเดินอาหารนั้นเก็บมาจากผูปวยท่ีมีอาการ

ทองเสียเฉียบพลันซ่ึงเขารับการรักษาในโรงพยาบาลอุมผาง อ.อุมผาง จ.ตาก, โรงพยาบาลเมืองชุมแพ อ.

ชุมแพ จ.ขอนแกน และโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จ.กรุงเทพฯ โดยท่ีเร่ิมเก็บตัวอยางต้ังแต วันท่ี 7 เดือน

มกราคม พ.ศ.2552 ถึงวันท่ี 18 เมษายน พ.ศ.2554 

 หลังจากสกัดสารพันธุกรรมของไวรัสแลว สารพันธุกรรมในสวน 5’UTR จะถูกเพิม่จํานวนเพ่ือ

ตรวจหาวาตัวอยางใดมีเช้ือ HPeV อยู เม่ือไวรัสแสดงผลบวกแลวจะถูกนําไปเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรม

และหาลําดับสารพันธุกรรมในสวนท่ีเปนรอยตอระหวาง VP3 และ VP1 (VP3/VP1) เพื่อใชในการ

จําแนก genotype ของไวรัส และเพิ่มจํานวนและหาลําดบัสารพันธุกรรมในสวน 3D เพื่อใชประกอบการ

พิจารณาการเกิด recombination ของไวรัสตอไป 

 ผลการตรวจหาเช้ือ HPeV พบวาสามารถพบไวรัสไดท้ังหมด 58 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 1.6 ของ

ตัวอยางท้ังหมด โดยแบงเปนตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจ 12 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 0.4 ในตัวอยาง

จากระบบทางเดินหายใจ และ เปนตัวอยางจากระบบทางเดินอาหารจาํนวน 46 ตวัอยางคิดเปน รอยละ 

6.1 ของตัวอยางจากระบบทางเดินอาหารท้ังหมด โดยชวงอายุท่ีมีการพบ HPeV คือ 3-6 เดือน และไมมี

ความแตกตางในการพบในเพศชายและเพศหญิง ซ่ึงคาทางระบาดวิทยานี้มีความใกลเคียงกับท่ีมีการ

รายงานไวท่ัวโลก  

 ในการจําแนก genotype ของไวรัสนั้นพบวาสามารถแยก genotype ในตัวอยางจากระบบทางเดิน

อาหารได 8 genotype คือ HPeV1A, HPeV1B, HPeV2, HPeV3, HPeV4, HPeV5, HPeV6, และ HPeV14 

ในขณะท่ีตวัอยางจากระบบทางเดินหายใจพบเพียง 5 สายพันธุ ไดแก HPeV1A, HPeV1B, HPeV4, 

HPeV6, และ HPeV10 และประกอบกับลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสในสวน 3D พบวา HPeV ท่ีแยก

จากการศึกษานี้มีการเกดิ recombination ท้ังหมด 16 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 27.5 ของตัวอยางท่ีแสดงผล

บวก HPeV จากขอมูลลําดับสารพันธุกรรมท้ังในฐานขอมูลและจากการศึกษานี้มีอยูอยางจํากดั ในสวน

ของการศึกษาวิวัฒนการเชิงโมเลกุลพบวา มีเพียง HPeV1B, HPeV3, และ HPeV6 มีขอมูลเพียงพอ

สําหรับวิเคราะหได จากการศึกษาผลวา HPeV1B นั้นมีคาอัตราการกลายพันธุ เทากับ 9.11x10-3 



nucleotides/site/year ซ่ึงมีคามากกวา HPeV3 ประมาณ 3 เทา และมากกวา HPeV6 ประมาณ 2 เทา ซ่ึง

คาท่ีไดนี้มีคาท่ีมากกวาท่ีมีการรายงานไว สาเหตุท่ีมีคามากกวานีอ้าจเปนเพราะเหตุวา จํานวนสาร

พันธุกรรมท่ีมีมากข้ึนจากการศึกษานี ้

แมวา HPeV จะมีการคนพบมามากกวา 50 ป แตความรูเกี่ยวกับไวรัสนี้ยังมีนอยมาก ไมวาจะเปน 

ชีววิทยา ระบาดวิทยา วิวัฒนาการ หรือแมแตการกอใหเกิดโรคก็ยังไมเปนท่ีเขาใจ ดังนั้นการศึกษาท้ังใน

เชิงกวาง และเชิงลึกของไวรัสนี้ยังจําเปนตองใหความสําคัญตอไป และความรูท่ีไดนีย้ังสามารถที่จะ

นําไปประยุกตใชกับไวรัสท่ีอยูในกลุม Picornavirus ตัวอ่ืน ๆ ท่ียังไมเปนท่ีเขาใจดังเชน HPeV นี้ได

เชนเดยีวกัน 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

1. ศึกษาระบาดวทิยาเชิงโมเลกลุของเช้ือพารีโชไวรัสในประชากรคนไทย 

2. ศึกษาการจําแนกเชิงเลกุลของเช้ือพารีโชไวรัสท่ีแยกไดจากประชากรคนไทย 

3. ศึกษาการเกิด recombination ของเช้ือพารีโชไวรัสท่ีแยกไดจากประชากรคนไทย



สารบัญ 
           หนา 

บทนํา………………………………………………………………………………….….……….…1 

ระเบียบวิธีการวิจัย……………………………………………………………………........................5 

ผลการวิจัย……………………………………………………………...............................................13 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง………………………………………………………….……..........23 

กิตติกรรมประกาศ……………………………………………………………..................................28 

เอกสารอางอิง…………………………………………………………….........................................29 

ภาคผนวก……………………………………………………………...............................................35 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทนํา 
 ฮิวแมนพารีโชไวรัส (Human Parechovirus; HPeV) เปนไวรัสท่ีจัดอยูในวงศ Picornaviridae  
HPeV ถูกคนพบคร้ังแรกในป ค.ศ.1961 ในการระบาดของอาการทองเสียเฉียบพลันในเด็กในประเทศ
สหรัฐอเมริกา ซ่ึงจากลักษณะทางไวรัสวทิยา (virology) การตอบสนองตอภูมิคุมกัน (serology) และ
ลักษณะอาการทางคลินิค (clinical presentation) ทําใหในคร้ังนั้นไวรัสนี้ถูกตั้งช่ือวา echovirus 22 และ 
23  ซ่ึงถูกจัดใหอยูในจนีัส Enterovirus (Wigand and Sabin., 1961) แตดวยความรูและวิธีการทางชีว
โมเลกุล (molecular biology) ท่ีกาวหนาในปจจุบัน เม่ือศึกษาและวเิคราะหลงไปถึงในระดับสาร
พันธุกรรมของไวรัสแลวพบวาไวรัสชนิดนี้มีความแตกตางท้ังในระดบัโครงสราง การแบงตัว และ
ความสัมพันธกับไวรัสท่ีอยูในกลุมเดยีวกันในขณะนัน้เปนอยางมาก ดงันั้น echovirus 22 และ 23 จึงถูก
ตั้งช่ือใหมวา Human parechovirus 1 และ 2 (HPeV1 และ HPeV2) ตามลําดับ และถูกแยกออกมาในจีนัส
ใหมคือ Parechovirus (Stanway et al., 1994; Stanway and Hyypai.,  1999) โดยมี Ljunganvirus เปน
สมาชิกท่ีอยูในจีนัสเดยีวกันและมีความใกลเคียงมากท่ีสุดของไวรัสท่ีอยูในวงศ Picornaviridae รวมกัน  

 HPeV เปนไวรัสที่ไมมีเยื่อหุม (non-envelope) มี RNA สายเดีย่ว ท่ีทิศทางเปนสายบวก (positive 
sense single stranded RNA) เปนสารพนัธุกรรม สารพันธุกรรมของไวรัสนี้มีความยาวประมาณ 7,300 
base pair (bp) ซ่ึงจะมีสวนท่ีไมไดถูกถอดรหัสไปเปนโปรตีนอยูท่ีปลายท้ังสองดานของสารพันธุกรรม
ของไวรัส ไดแก 5’ un-translated region (UTR) และ 3’UTR (Harvala and Simmonds, 2009; Havarla et 
al., 2010) สารพันธุกรรมทางดาน 5’UTR นั้นมีความสําคัญตอการจําลองตัวเองของไวรัสเพราะสามารถ
สรางตัวเองเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) นอกจากนีย้งัมีบริเวณสําคัญท่ีเรียกวา internal 
ribosomal entry site (IRES) ซ่ึงเปนบริเวณท่ีไรโบโซมจดจําและทําการเกาะกับสารพันธุกรรมของไวรัส
เพื่อเร่ิมกระบวนการถอดรหสัสารพันธุกรรมใหไดโปรตนีท่ีมีความสําคัญตอกิจกรรมตาง ๆ ของไวรัส 
(Nateri et al., 2000; Nateri  et al., 2002). สวน 3’UTR นั้นก็สามารถสรางเปนโครงสรางทุติยภูมิท่ีมีความ
จําเปนตอการจําลองตัวเองของไวรัสเชนกนั ซ่ึงมี poly A ท่ีเหมือนกบัปลายของ mRNA ในเซลลยูคารี
โอตซ่ึงมีจุดประสงคเพื่อใหสารพันธุกรรมของไวรัสมีความคงทนมากยิ่งข้ึน (Nateri et al., 2000; Nateri  
et al., 2002). ไวรัสมี open reading frame (ORF) เพียงหนึ่ง ORF ดังนั้นไวรัสจึงมีการสรางโปรตีนสาย
ยาวเพียงสายเดียว เปนโปรตีนท่ีจําเปนตอการจําลองตัวเองของไวรัส การยับยั้งการทํางานของเซลลเจา
บานไปจนถึงองคประกอบตาง ๆ ของตัวไวรัสเองเรียกโปรตีนของไวรัสท่ีสรางข้ึนมานี้วา polyprotein 
และโปรตีนสายยาวน้ีจะถูกตัดออกเปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีตาง ๆ กนัโดยเอนไซมของตัวไวรัสเอง ไดเปน
โปรตีนท่ีมีความแตกตางกัน 10 ชนิด แบงเปนโปรตีนทีเ่ปนโครงสรางของไวรัส (Structural protein) 3 
ชนิด ไดแก VP0, VP3, และ VP1 ซ่ึงโปรตีนทั้งสามชนดินี้จะประกอบเขาดวยกันจนกลายเปนโครงสราง
ของไวรัส (virus particle) และโปรตีนอีกชนิดคือ โปรตีนท่ีไมไดเปนโครงสรางของไวรัส (non-
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structural protein) ท้ังหมด 7 ชนิด ไดแก 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, และ 3D (Harvala and Simmonds, 
2009; Havarla et al., 2010) ถึงแมไวรัสนีมี้การคนพบมากวา 50 ปแลว แตหนาท่ีตาง ๆ ของโปรตีนของ
ไวรัสยังไมถูกคนพบทั้งหมด ซ่ึงหนาท่ีและลักษณะของโปรตีนในHPeV สวนใหญจะอิงตามไวรัสใน
กลุม Picornavirus อยางไรก็ตามโปรตีนบางตัวก็มีการศึกษาจนทราบถึงหนาท่ีของโปรตีนนั้น ๆ ดังเชน 
โปรตีน 3C เปนโปรตีนที่ทําหนาท่ีสําคัญเปนเอนไซมท่ีจะตัด polyprotien ท่ีไดจากการ translation ให
เปนโปรตีนสายส้ัน ๆ ท่ีทําหนาท่ีได (Schultheiss et al., 1995) สวนโปรตีน 3D นั้น ทําหนาท่ีเปน RNA 
dependent RNA polymerase (RdRp) ซ่ึงมีสวนสําคัญในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส 
(Samuilova et al., 2006) และ โปรตีน 2C นั้นมีหนาท่ีคลายกับ ATPase และยังจับกับสารพันธุกรรมของ
ไวรัสอีกดวย (Samuilova et al., 2006) ในสวน structural protein ของ HPeV นั้น แตกตางจากไวรัสใน
กลุม Picornavirus ตัวอ่ืน ๆ ตรงท่ีจะไมมีการตัดโปรตีน VP0 ไปเปน VP4 และ VP2 ดังนั้นโครงสราง
ของ HPeV จงึประกอบไปดวยโปรตนีเพยีงสามชนิดคือ VP0, VP3 และ VP1 (Harvala and Simmonds, 
2009) 

 จากความรูทางดานชีวโมเลกุลท่ีมากข้ึนทําใหสามารถจําแนก HPeV ใหเปน HPeV1 และ 
HPeV2 ท่ีกอนหนานี้เคยถูกจัดใหเปน echovirus 22 และ 23 ตามลําดับ ซ่ึงดวยความรูทางดานชีวโมเลกุล
ท่ีใชความสัมพันธทางววิัฒนาการในการจําแนกไวรัส ทําใหสามารถแยก HPeV1 ออกเปน HPeV1A และ 
HPeV1B และยังทําใหสามารถจําแนก HPeV สายพันธุใหม ๆ ไดอีกมากมาย ไดแก HPeV3 แยกไดจาก
ตัวอยางสารคัดหล่ังจากโพรงจมูก (nasopharyngeal aspirate; NPA) ซ่ึงมีความสัมพันธกับอาการติดเช้ือ
แบบเฉียบพลันในเด็กทารก (Ito et al., 2004), HPeV4 นั้นจําแนกไดจากตัวอยางอุจจาระซ่ึงมี
ความสัมพันธกับการเกดิไขในทารก (Benschop et al., 2006a), HPeV5 เปนไวรัสท่ีถูกจําแนกใหมโดยอิง
ขอมูลทางลําดับสารพันธุกรรมของไวรัส ซ่ึงไวรัสสายพันธุนี้เคยถูกจัดใหเปน HPeV2 โดยอาศัยการ
ตอบสนองทางภูมิกัน แตจากการศึกษาความสัมพันธทาง phylogenetic tree ท่ีอิงความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของไวรัสแลวพบวาสามารถแยกไวรัสนี้เปนสายพันธุใหม (Oberste et al., 1998), HPeV6 
จําแนกไดจากเด็กท่ีปวยดวยโรค Reye’s syndrome (Watanabe et al., 2007), HPeV7 สามารถจําแนกได
จากวิธี metagenomic ในตัวอยางอุจจาระจากเด็กปกติไมมีอาการของโรคใด ๆ (Li et al., 2009), HPeV8 
จําแนกไดจากตัวอยางอุจจาระของเด็กที่อาการทองเสียเฉียบพลันในบริเวณท่ีมีการระบาดของโรค
ทองเสียในประเทศบลาซิล (Drexler et al., 2009) และ HPeV9-HPeV16 นั้นยังไมมีการรายงานออกมา
อยางเปนทางการในเอกสารทางวิชาการ แตมีมีการรายงานวาสามารถจําแนกไวรัสสายพันธุ HPeV9-
HpeV16 ไดในเว็ปไซดของ Picornastudygroup.com 
(http://www.picornastudygroup.com/types/parechovirus/hpev.html) 
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 นับต้ังแตการคนพบ HPeV มาจนถึงปจจุบันไดมีการศึกษาระบาดวิทยาของไวรัสมาอยาง
ตอเนื่อง สายพันธุของไวรัสท่ีพบมากท่ีสุดท่ัวโลกคือ HPeV 1B และ HPeV3 ในขณะท่ี HPeV1A, 
HPeV2, HPeV4-6 มีการรายงานวาพบไมมากนักเม่ือเทยีบกับสองสายพันธุแรก (Benschop et al., 2008b; 
Tapia et al., 2008; Ito et al., 2010; Pham et al., 2010) อยางไรก็ตาม HPeV7-HPeV16 นั้นเปนสายพนัธุท่ี
เพิ่งคนพบใหม ดังนั้นระบาดวิทยาท่ีแทจริงของสายพันธุเหลานีย้ังไมไดรับการศึกษาอยางจริงจงัและมี
ขอมูลท่ีจํากัดเปนอยางมาก จากการรายงานพบวา HPeV นั้นโดยมากจะพบไดในเด็กท่ีมีอายุต่าํกวา 3 
ขวบ (Verboon-Maciolek et al., 2005; Benschop et al., 2006b; Tauriainen et al., 2007) ดังท่ีกลาวไว
ขางตนวา HPeV1B และ HPeV3 นั้นเปนสายพนัธุท่ีพบมากท่ีสุดท่ัวโลก ดังนั้นขอมูลระบาดวิทยา
โดยมากจงึเปนขอมูลของไวรัสสองสายพันธุนี้ เชนในการศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกาในป ค.ศ.1983 
จนถึงป ค.ศ.2005 พบวา HPeV1 จํานวน 3% และ HPeV3 จํานวน 68% นั้นจําแนกไดจากเดก็ท่ีมีอายุนอย
กวา 1 ขวบ (Khetsuriani et al., 2006)  หรือการศึกษาในประเทศเนเธอรแลนดท่ีพบวาเด็กท่ีติดเช้ือ 
HPeV1 และ HPeV3 นั้นสวนใหญมีอายุนอยกวา 3 ป (Benschop et al., 2006b)  

ลักษณะอาการทางคลีนิคของผูท่ีติดเช้ือ HPeV นั้นยังไมมีการศึกษาท่ียืนยันแนชัดวาจะมีลักษณะ
อาการอยางไร เพราะยังไมมีระบบเพาะเช้ือ และสัตวทดลองท่ีเหมาะสม แตจากขอมูลระบาดวิทยาพบวา
เช้ือ HPeV นี้มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับอาการทางระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร ซ่ึง
อาการที่แสดงนั้นไมรุนแรงนกั (Harvala et al., 2008; Zhang et al., 2010; Zhong et al., 2011) จาก
การศึกษาของ Boivin et al. (2005) และ Harvala and Simmonds (2009) พบวา HPeV3 นั้นมี
ความสัมพันธท่ีใกลชิดมากกับอาการติดเชื้อในกระแสเลือด (sepsis) ในเด็ก นอกจากนี้มีรายงานวาพบ
กลุมอาการท่ีเกิดข้ึนไมบอยแตดูเหมือนจะเก่ียวของกับการติดเช้ือ HPeV ดังเชนอาการสมองอักเสบ 
(Encephalitis)(Abed and Boivin, 2006), กลามเนื้ออักเสบ (myositis) (Schnurr et al., 1996), กลามเนื้อ
ออนแรงเฉียบพลันในเด็ก (acute flaccid paralysis; AFP) (Ito et al., 2004), และ Reye’s syndrome (Al-
Sunaidi et al., 2007; Watanabe et al., 2007)  

HPeV ก็เปนดังเชนไวรัสในกลุม Picornavirus ท่ัวไปที่จะมีการเปล่ียนแปลงในลําดับสาร
พันธุกรรมอยาเร็วรวด เนื่องจากการทํางานของ RdRp ท่ีไมมีความสามารถในการตรวจทานการจําลอง
ตัวเองของสารพันธุกรรม ดังนั้นเม่ือไวรัสเกิดกระบวนการจําลองตัวจึงทําใหไวรัสมีอัตราการ
เปล่ียนแปลงลําดับสารพันธุกรรมท่ีสูง โดยมีการรายงานถึงอัตราการกลายพันธุ (substitution rate) อยูท่ี 
2.2x10-3 ถึง 2.8x10-3 substitution/site/year (Faria et al., 2009) เปนผลทําให HPeV เปนไวรัสท่ีมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมท่ีสูง นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงการเกิด recombination ในสายของสาร
พันธุกรรมของไวรัสทําใหไวรัสยิ่งมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากยิ่งข้ึน ซ่ึงจุดท่ีเกดิการ 
recombination นั้นพบที่บริเวณรอยตอระหวาง VP1 และ 2A (P1 และ P2) และบริเวณรอยตอระหวาง 



หนา|4 
 

5’UTR และ VP0 (P1) (Benschop et al., 2008a; Benschop et al., 2010; Drexler et al., 2011; Williams et 
al., 2009; Zoll et al., 2009) การศึกษาเพ่ิมเติมโดยการสราง phylogenetic tree ของ structural protein 
อยาง VP1/VP3 และ non-structural protein อยาง 3D แสดงใหเห็นถึงการเกิด recombination เชนเดยีวกนั 
(Calvert et al., 2010) อยางไรก็ตามการเกดิ recombination นี้ยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวามีผลอยางไรกับ
เซลลเจาบาน และกับท้ังตัวไวรัสเอง 

ดังท่ีกลาวมาในขางตน HPeV นั้นถึงแมจะไมกอใหเกิดโรคอยางรุนแรงในมนุษย แตก็เปนไวรัส
ท่ีมีความสําคัญมากโดยเฉพาะในเด็ก และจะเหน็วาแม HPeV จะมีการคนพบมานานแลว แตความรู
เกี่ยวกับไวรัสชนิดนีย้ังเปนปริศนาอยูมาก ยิ่งขอมูลที่เปนของประชากรไทยดวยแลวยิ่งมีอยูอยางจํากัด 
ดังนั้นวัตถุประสงคหลักของงานวิจยันีก้็เพื่อศึกษาระบาดวิทยาของ HPeV ท่ีแยกไดจากประชากรคนไทย 
รวมไปถึงการจําแนกเชิงโมเลกุลของไวรัส และวิเคราะหหาการเกดิ recombination ของไวรัสชนิดนี้ ซ่ึง
ผูวิจัยหวังเปนอยางยิ่งวาความรูท่ีไดจากศึกษาน้ีจะเปนประโยชนท้ังเปนความรูพื้นฐาน และประยกุตเพื่อ
เปนแนวทางในการปองกันโรคท่ีเกิดจากไวรัสชนิดนีต้อไป 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ระเบียบวิธีการวจัิย 
1. กลุมตัวอยาง 

1.1.  ตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจ 

ตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจนี้เก็บจากผูปวยท่ีมีอาการ influenza-like illness โดยเก็บสําลีปายโพรง
หลังจมูก (Nasopharyngeal; NP, swab) ซ่ึงเร่ิมเก็บต้ังแตวนัท่ี 14 กรกฏาคม พ.ศ.2552 ถึง วันท่ี 9 มีนาคม 
พ.ศ.2554 จํานวนท้ังหมด 2,957 ตัวอยาง ซ่ึงตัวอยางท้ังหมดนั้นเก็บจากโรงพยาบาลสองแหงคือ 
โรงพยาบาลชุมแพ อ.ชุมแพ จ.ขอนแกน จํานวน 1,703 ตัวอยาง และโรงพยาบาลทุงสง อ.ทุงสง จ.
นครศรีธรรมราช จํานวน 1,254 ตัวอยาง ตัวอยางท่ีเก็บมาน้ันจะถูกเกบ็ไวในสารละลายนําสง (transport 
media) ซ่ึงประกอบดวย Phosphate buffered saline (PBS) ท่ีมียาปฏิชีวนะ (Penicillin G เขมขน 2x10-6 
U/l และ streptomycin เขาขน 200 mg/l) ตัวอยางจะถูกจดัการในทันทีท่ีไดรับตัวอยาง และ เก็บท่ีอุณหภูมิ 
-70oC ณ ศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานไวรัสวิทยาคลินิค ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จนกวาจะถูกนําไปใชในข้ันตอนตอไป 

1.2. ตัวอยางจากระบบทางเดินอาหาร 

ตัวอยางอุจจาระเปนตวัอยางท่ีสงมาท่ีศูนยฯ เพื่อตรวจ human rotavirusในการตรวจประจํา (routine 
screening) โดยตัวอยางท่ีเกบ็ไดนั้นมจีํานวนท้ังหมด 759 ตัวอยาง เกบ็ต้ังแตวนัท่ี 7 มกราคม พ.ศ.2552 
ถึง วันท่ี 18 เมษายน พ.ศ.2554 ซ่ึงตัวอยางนั้นถูกสงหรือเก็บมาจากโรงพยาบาลตาง ๆ ดังนี้คือ
โรงพยาบาลอุมผาง อําเภออุมผาง จ.ตาก จํานวน 12 ตวัอยาง โรงพยาบาลชุมแพ อ.ชุมแพ จ.ขอนแกน 
จํานวน 597 ตัวอยาง และโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ กรุงเทพฯ จํานวน 150 ตัวอยาง เม่ือไดรับตัวอยาง 
อุจจาระจะถูกละลายใน PBS ในอัตราสวน 1:10 จากนั้นเขยาอยางแรง (vertex) และปนตกท่ีความเร็ว 
8,000 rpm จากน้ันจะเก็บสวนใสดานบนท่ีอุณหภูมิ -70oC จนกวาจะใชในข้ันตอนตอไป 

2. การสกัดสารพนัธุกรรมของไวรัส การสราง cDNA และ การตรวจหา HPeV 

2.1. การสกัดสารพนัธุกรรมของไวรัส 

นําสารละลายตัวอยางแตละตัวอยางจํานวน 200 ul มาสกัดสารพันธุกรรมดวย
วิธี GTC-phenol-chloroform และใชน้ําสะอาดในการละลายสารพันธุกรรมของไวรัสซ่ึง
ก็คือ RNA ใหไดปริมาตร 30 ul และเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ -70oC จนกวาจะใชในข้ันตอน
ตอไป เพื่อยนืยันการสกดัสารพันธุกรรมท่ีมีประสิทธิภาพ การตรวจหา house-keeping 
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gene ท่ีมีการแสดงออกในเซลลปกติ ไดแก Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GADPH) ถูกนํามาใชในการศึกษานี้  

2.2.  การสราง cDNA 

เนื่องจากสารพันุกรรมของ HPeV เปน RNA ดังนั้นจึงจําเปนตองเปล่ียนสาร
พันธุกรรมของไวรัสใหเปน cDNA ดวยวิธีการ Reverse Transcription (RT) ซ่ึงวิธีการท่ี
ใชนั้นตามท่ีกลาวไวในคูมือการใชของ ImProm-IITM Reverse Transcription system 
(Promega, Madison, WI) และ cDNA ท่ีไดจะถูกเก็บไวท่ี -20oC จนกวาจะใชในข้ันตอน
ตอไป  

2.3. การตรวจหา HPeV 

ในการตรวจหา HPeV นั้นใชวิธี Nested-PCR ในการเพิม่จํานวนสารพันธุกรรม
ของไวรัสในสวน 5’UTR โดยปรับปรุงวิธีการท่ีไดนําเสนอโดย Harvala et al. (2010) 
ซ่ึง primer ท่ีใชนั้นดังแสดงในตารางท่ี 1 และสารเคมีท่ีใชในการทํา PCR นั้นดังแสดง
ในตารางท่ี 2  

ตารางท่ี 1 primers ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส 

ชื่อ Primer 
ตําแหนง 

(อางอิงตาม 
L02971) 

บริเวณท่ี
เพิ่มจํานวน 

ลําดับสารพันธุกรรมของ primer (5’-3’) รอบของ PCR 
ขนาดผลผลติ
ของ PCR (bp) 

HPeV-5’UTR-OS 253-276 5’UTR GGGTGGCAGATGGCGTGCCATAA 
HPeV-5’UTR-OAS 607-583 5’UTR CCTRCGGGTACCTTCTGGGCATCC 

PCR รอบแรก 355 

HPeV-5’UTR-IS 313-335 5’UTR YCACACAGCCATCCTCTAGTAAG 
HPeV-5’UTR-IAS 579-556 5’UTR GTGGGCCTTACAACTAGTGTTTG 

PCR รอบท่ีสอง 267 

HPeV-VP3/VP1-OS 2090-2115 VP3/VP1 GAYAATGCYATMAYACWATYTGTGA 
HPeV- VP3/VP1-OAS 2547-2523 VP3/VP1 ACWGTRAARATRTCHACATSATDG 

PCR รอบแรก 458 

HPeV- VP3/VP1-IS 2159-2182 VP3/VP1 TTYTCMACHTGGATGMGGAARAC 
HPeV- VP3/VP1-IAS 2479-2458 VP3/VP1 DGGYCCATCATCYTGWGCTGA 

PCR รอบท่ีสอง 320 

HPeV-3D-OS 6422-6446 3D GTNTAYARGATGATHATGATGGARA 
HPeV- 3D -OAS 7275-7253 3D YTTARTCAACACCATGGGCAYYA 

PCR รอบแรก 854 

HPeV- 3D -IS 6512-6534 3D GAYTGGCACTTYATGATYAAYGC 
HPeV- VP3/VP1-IAS 7243-7221 3D ATNACMACWTCATAATCATCCAC 

PCR รอบท่ีสอง 732 

 

 



หนา|7 
 

อุณหภูมิท่ีใชในท้ัง PCR รอบท่ีหนึ่งและ PCR รอบท่ีสองนั้นใชลักษณะ
อุณหภูมิท่ีเหมอืนกันดังแสดงในตารางท่ี 3 จากนัน้ผลผลิตของ PCR ในรอบท่ีสองไปวิ่ง
ใน 2% agarose gel electrophoresis เปนเวลา 60 นาที จากนั้นนําไปยอมดวย ethidium 
bromine และดูผลภายใตแสงรังสีเหนือมวง (ultraviolet; UV) ซ่ึงถาหากตัวอยางท่ีมี 
HPeV อยูจะแสดงผลบวกตามขนาดของผลผลิตของ PCR ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 2 ตารางแสดงสารเคมีท่ีใชในการตรวจหา HPeV 

สารเคมี PCR รอบท่ีหนึ่ง (ul) PCR รอบท่ีสอง (ul) 
PerfectTaq Plus MasterMix เขมขน 2.5X 
(5 PRIME, Darmstadt, Germany) 

15 15 

HPeV-5’UTR-OS เขมขน 10mM 0.5 - 
HPeV-5’UTR-OAS เขมขน 10mM 0.5 - 
HPeV-5’UTR-IS เขมขน 10mM - 0.5 
HPeV-5’UTR-IAS เขมขน 10mM - 0.5 
cDNA 2 - 
ผลผลิตจาก PCR รอบท่ีหนึง่ - 1 
น้ํากล่ันปลอดเช้ือ 7 6 
ปริมาตรรวม 25 25 

 

ตารางท่ี 3 อุณหภูมิในการทํา PCR ในสวน 5’UTR  

ขั้นท่ี ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ 

1 Pre-heat 94oC 3 นาที 1 รอบ 

Denature 94oC 18 วินาที 

Annealing 50oC 21 วินาที 2 

Extension 72oC 1.30 นาที 

40 รอบ 

3 Final extension 72oC 10นาที 1 รอบ 

4 Cooling down 25oC 5 นาที 1 รอบ 
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3. การเพิ่มจํานวนและกาลําดับสารพันธุกรรมในสวน VP3/VP1 และ 3D ของ HPeV 

3.1.  การเพ่ิมจํานวนสารพันุกรรมในสวนของ VP3/VP1 

เพื่อการจําแนกเชิงโมเลกุลของเช้ือ HPeV นั้นจะใชลําดับสารพันธุกรรมในสวนท่ีเปน
ชวงรอยตอระหวาง VP3 และ VP1 ซ่ึงในรายงานนีจ้ะแทนดวย VP3/VP1 ซ่ึงวิธีการนั้นจะ
ดัดแปลงจากการศึกษาของ Harvala et al. (2010) โดยใชวิธี One-step nested RT PCR ซ่ึง 
primer ท่ีใชสําหรับเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมนั้นดังท่ีแสดงในตารางที่ (บริเวณ VP3/VP1) 
และสารเคมีท่ีใชในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมนั้นดงัแสดงในตารางท่ี 4 โดยท่ี PCR รอบ
แรกนั้นจะใช SuperScripTM  III Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System 
(Invitrogen, Paisley, UK) ในขณะท่ีใน PCR รอบท่ีสองนั้นใช PerfectTaq Plus MasterMix  
(5 PRIME, Darmstadt, Germany) อุณหภมิูท่ีใชการเพิ่มจํานวนสารพันุกรรมท้ังสองรอบนั้น
ดังแสดงในตารางท่ี 5 จากนั้นผลผลิตของ PCR ในรอบท่ีสองไปวิ่งใน 2% agarose gel 
electrophoresis เปนเวลา 60 นาที จากนัน้นําไปยอมดวย ethidium bromine และดูผลภายใต
แสงUV ซ่ึงถาหากตัวอยางท่ีมี HPeV อยูจะแสดงผลบวกตามขนาดของผลผลิตของ PCR ดัง
แสดงในตารางท่ี 1 

3.2. การเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมในสวน 3D ของ HPeV 

เพื่อวิเคราะหการเกิดการ recombination นั้นดังท่ี Calvert et al (2010) ได
รายงานไววา การวิเคราะหลําดับสารพันธุกรรมในสวน 3D ควบคูไปกับ VP3/VP1 นั้น
สามารถบงบอกถึงการเกิด recombination ได ดังนั้นจึงไดดัดแปลงวิธีท่ี Calvert et al. 
(2010) ไดนําเสนอไวดังนี้คือ วิธีการท่ีใชเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมก็เปนดังเชนในการ
เพิ่มจํานวนในสวน VP3/VP1 คือ one-step nested RT-PCR ซ่ึง primer ท่ีใชใน PCR ท้ัง
สองรอบดังแสดงในตารางท่ี 1 (บริเวณ 3D) และสารเคมีท่ีใชนั้นเหมือนกับท่ีใชในการ
เพิ่มจํานวนในสวน VP3/VP1 เพียงแตเปล่ียน primer ท่ีใชเปน HPeV-3D-OS และ 
HPeV-3D-OAS ใน PCR แรก และใช HPeV-3D-IS และ HPeV-3D-IAS ใน PCR ท่ี
สอง สวนอุณหภูมินัน้ดังแสดงในตารางท่ี 6  จากนั้นผลผลิตของ PCR ในรอบท่ีสองไป
วิ่งใน 2% agarose gel electrophoresis เปนเวลา 60 นาที จากนั้นนาํไปยอมดวย ethidium 
bromine และดูผลภายใตแสงUV ซ่ึงถาหากตัวอยางท่ีมี HPeV อยูจะแสดงผลบวกตาม
ขนาดของผลผลิตของ PCR ดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 4 ตารางแสดงสารเคมีท่ีใชในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของ HPeV ในสวน VP3/VP1 

สารเคมี PCR รอบท่ีหนึ่ง (ul) PCR รอบท่ีสอง (ul) 
Reaction Mix ของ SuperScripTM  III Platinum® 
One-Step Quantitative RT-PCR System 
(Invitrogen, Paisley, UK) (โดยท่ีมี dNTP 0.4 mM 
และ MgSO4 6mM) 

MgSO4 เขมขน 50 mM 

Primer HPeV-VP3/VP1-OS เขมขน 10mM 

Primer HPeV-VP3/VP1-OS เขมขน 10mM 

Super ScriptTM III RT/Platinum® Taq Mix 

RNA 

DepC 

10 

 

 

0.5 

1 

1 

0.8 

6 

0.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

PerfectTaq Plus MasterMix เขมขน 2.5X 

Primer HPeV-VP3/VP1-OS เขมขน 10mM 

Primer HPeV-VP3/VP1-OS เขมขน 10mM 

ผลผลิตจาก PCR รอบท่ีหนึง่ 

น้ํากล่ันปลอดเช้ือ 

 

 

 

 

 

15 

1 

1 

2 

6 

ปริมาตรรวม 20 25 
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ตารางท่ี 5 อุณหภูมิในการทํา PCR ในสวน VP3/VP1 

PCR ขั้นท่ี ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ 

1 RT 42oC 1 ช่ัวโมง 1 รอบ 

2 Inactivate RT and Pre-heat Taq 95oC 3 นาที 1 รอบ 

Denature 94oC 30 วินาที 

Annealing 45oC 30 วินาที 3 

Extension 68oC 1.30 นาที 

40 รอบ 

4 Final extension 68oC 10นาที 1 รอบ 

รอบแรก 

5 Cooling down 25oC 5 นาที 1 รอบ 
1 Pre-heat 94oC 3 นาที 1 รอบ 

Denature 94oC 30 วินาที 
Annealing 50oC 30 วินาที 2 
Extension 72oC 1.30 นาที 

40 รอบ 

3 Final extension 72oC 10นาที 1 รอบ 

รอบท่ีสอง 

4 Cooling down 25oC 5 นาที 1 รอบ 
 

3.3. การหาลําดับสารพันธุกรรมในสวน VP3/VP1 และ 3D 

เม่ือไดผลผลิตจากการทํา PCR และทําการวิ่งบน 2% agarose gel 
electrophoresis แลวก็ทําการตัดผลผลิตท่ีอยูใน gel ท่ีมีขนาดตามท่ีคาดการณไว มาทํา
การทําใหบริสุทธ์ิ (purify) ดวย Agarose Gelextract Mini Kit (5 PRIME, Darmstadt, 
Germany) จากนั้นนําสงเมพื่อหาลําดับสารพันธุกรรมท่ี 1st BASE DNA Sequencing 
Services (1st BASE Laboratories, Malaysia) ผลลําดับสารพันธุกรรมท่ีไดจะถูกนํามา
วิเคราะหข้ันตนดวย  Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), โปรแกรม Simmonics version 1.7 
(www.virus-evolution.org), และ Chromas Lite 
(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html), and BioEdit version 
7.0.4.1(Hall., 1999). 

 



หนา|11 
 

ตารางท่ี 6 อุณหภูมิในการทํา PCR ในสวน 3D 

PCR ขั้นท่ี ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ 

1 RT 42oC 1 ช่ัวโมง 1 รอบ 

50oC 1นาที 
2 RT 

53oC 1นาที 
20 รอบ 

3 Inactivate RT and Pre-heat Taq 95oC 3 นาที 1 รอบ 

Denature 94oC 30 วินาที 

Annealing 50oC 30 วินาที 4 

Extension 68oC 1.30 นาที 

40 รอบ 

5 Final extension 68oC 10นาที 1 รอบ 

รอบแรก 

6 Cooling down 25oC 5 นาที 1 รอบ 
1 Pre-heat 94oC 3 นาที 1 รอบ 

Denature 94oC 30 วินาที 
Annealing 50oC 30 วินาที 2 
Extension 72oC 1.30 นาที 

40 รอบ 

3 Final extension 72oC 10นาที 1 รอบ 

รอบท่ี
สอง 

4 Cooling down 25oC 5 นาที 1 รอบ 
 

4. การวิเคราะหทางชีวโมเลกุลและวิวัฒนาการ 

ลําดับสารพันธุกรรมท้ังหมดท่ีไดจากการศึกษานี้ถูกนําไปฝากไวท่ีฐานขอมูล GenBank และ
ลําดับสารพันธุกรรมอางอิงนั้นไดจากฐานขอมูล GenBank เชนเดียวกนั (ภาคผนวก) ความสัมพนัธ
ทางวิวัฒนาการ การจําแนกเชิงชีวโมเลกุล และการตรวจสอบการเกิด recombination นั้นวิเคราะห
โดยการสรางตนไมววิัฒนาการ (Phylogenetic trees) ดวยโปรแกรม MEGA 4 (Tamura et al., 2007) 
ซ่ึงจะใชวิธี neighbour-joining ดวย boostap 1000 ในการสราง trees ใชโมเดล maximum-composite-
likelihood (MCL) และใชการจัดการกับชองวางแบบ piarwise deletion as gap/missing data สวนคา
ทางวิวัฒนาการ ดังเชนคา nucleotide substitution rate  และ most recently common ancestor 
(MRCA) ใชโปรมแกรม Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees (BEAST)  version 1.6 
(Drummond and Rabaut., 2007) ในการคํานวณ โดยในการคํานวณนั้นจะใช The relaxed clock-
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uncorrelated exponential ดวย 10 million chain was โดยใช GTR with gamma distribution 
substitution เปนโมเดล และขอมูลท่ีคํานวณดวย  BEAST จะทําการวเิคราะหโดยโปรแกรม TACER 
(http://beast.bio.ed.ac.uk/Tacer) 

5. การพิจารณาทางดานจริยธรรม 

ตัวอยางท้ังหมดที่ใชในการทดลองท้ังหมดนั้นเปนตัวอยางท่ีสงมาเพ่ือตรวจไวรัสท่ีเปนงาน
ประจําของศูนยฯ ซ่ึงจะไมมีการสัมผัสผูปวยโดยตรง รวมไปถึงไมมีการเขาถึงหรือเปดเผยขอมูลสวนตัว
ของผูปวยยกเวน เพศ อายุ และวนัท่ีเก็บตัวอยางเทานั้น และตัวอยางท่ีนํามาใชนัน้ไดรับการอนุญาตจาก
ผูอํานวยการโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย เพื่อใชในการวิจัยเปนท่ีเรียบรอยแลว นอกจากนี้
ระเบียบวิธีวิจยัในงานวจิัยนีไ้ดผานการพจิารณาจากคณะกรรมการการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน
มนุษย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนท่ีเรียบรอยแลว (เลขท่ีพิจารณาจริยธรรม IRB 

No.086/53) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ผลการวจัิย 
1. ระบาดวิทยาของเชื้อ HPeV 

จากตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจและจากระบบทางเดินอาหารท้ังหมด 3,716 ตัวอยาง
นั้น เก็บจากผูปวยท่ีมีอาการ influenza-like illness และ ทองเสียเฉียบพลันตามลําดับ ซ่ึงแบงออกเปน 
เพศชาย 1,833 ราย เพศหญิง 1,868 ราย และขอมูลของเพศขาดหายไป 15 ราย  โดยท่ีตัวอยางท้ังหมด
นั้นเก็บในชวงป พ.ศ.2552 ถึง พ.ศ. 2554 ในตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจท้ังหมด 2,957 ตัวอยาง 
นั้นเก็บจากผูปวย 2,822 ราย มีชวงอายุตั้งแต 1 วนั จนถึง 90 ป สวนตัวอยางอุจจาระท้ังหมด 759 
ตัวอยางนั้นเกบ็จากผูปวยท้ังหมด 715 ราย ตั้งแตอายุ 1 วนั จนถึง 24 ป  

ในตัวอยางท้ังหมดนัน้ไดรับการตรวจเชื้อไวรัสไขหวดัใหญ (influenza virus) และ เช้ือฮิว
แมนโรตาไวรัส (human rotavirus) ในตวัอยางจากระบบทางเดินหายใจ และทางเดนิอาหาร
ตามลําดับ โดยวิธีท่ีใชตรวจนั้นใชวิธีท่ีพัฒนาข้ึนภายในศูนยฯ คือ one-step real-time RT-PCR โดย
ใช TaqMan probe (Suwannakarn et al., 2008) ในการตรวจเช้ือไขหวดัใหญ และใชวิธี one-step RT-
PCR (Theamboonlers  et al., 2002) ในการตรวจหาเช้ือฮิวแมนโรตาไวรัส  ในทุกตัวอยางท่ีใชใน
การศึกษาสามารถตรวจพบ house-keeping gene ได ดังนั้นการสกัด RNA จึงประสบความสําเร็จใน
ทุกตัวอยาง ผลจากการตรวจหาเช้ือไวรัสไขหวัดใหญในตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจพบวา 25 
ตัวอยางแสดงผลบวกตอเช้ือไวรัสไขหวัดใหญชนิดบี (influenza B virus) คิดเปน 0.9%,  343 แสดง
ผลบวกตอไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอ สายพันธุ H1N1 2009 (influenza A virus subtype H1N1 2009) 
คิดเปน 11.6% ,115 ตัวอยาง แสดงผลบวกตอไวรัสไขหวดัใหญชนดิเอ สายพันธุ H3N2 (influenza A 
virus subtype H3) คิดเปน 3.9%, 32 ตัวอยาง แสดงผลบวกตอไวรัสไขหวัดใหญชนิดเอท่ีไมทราบ
สายพันธุ คิดเปน 1.1% ในขณะท่ีในตวัอยางอุจจาระนัน้แสดงผลบวกตอ ฮิวโรตาไวรัสเทากับ 348 
ตัวอยางคิดเปน 45.9% 

ในการตรวจหาเช้ือ HPeV ไดใชวิธีการท่ีมีความจําพาะและมีความไวท่ีสูงคือ Nested RT-
PCR โดยใช primer ท่ีมีความจําเพาะตอสวน 5’UTR ของไวรัสซ่ึงสามารถเพ่ิมจํานวนสารพันธุของ
ไวรัสไดทุกสายพันธุ (Harvala et al., 2008) ผลการตรวจพบวาสามารถตรวจพบ HPeV ท้ังหมด 58 
ตัวอยาง คิดเปน 1.6% ซ่ึงแบงเปนตัวอยางอุจจาระ 46 ตัวอยาง (คิดเปน 6.1% ของตัวอยางอุจจาระท่ี
เก็บไดท้ังหมด) และจากตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจ 12 ตัวอยาง (คิดเปน 0.4% ของตัวอยางจาก
ระบบทางเดินหายใจท้ังหมด) ขอมูลของตัวอยางท้ัง 58 ตัวอยางดังแสดงในตารางท่ี 7 การติดเช้ือไมมี
ความแตกตางกันระหวางเพศหญิงและเพศชาย (ตารางที่ 7) ในตัวอยางอุจจาระท่ีแสดงผลบวก HPeV 
ทั้งหมด 16 ตัวอยางนั้นพบวาติดเช้ือ ฮวิแมนโรตารวมดวยคิดเปน 34.8% ในขณะท่ีมีหนึ่งตัวอยาง
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จากระบบทางเดินหายท่ีแสดงท่ีแสดงผลวกและติดเช้ือรวมกับไวรัสไขหวัดใหญชนดิเอสายพันธุ H3 
คิดเปน 8.33% (ตารางท่ี7) ผูปวยที่ตดิเช้ือ HPeV นั้นท่ีพบจากการวจิัยนีน้ั้นไดแกตั้งแตอายุ 2 เดือน
จนถึง 49 ป (ตารางท่ี7) ชวงอายุท่ีมีการตดิเช้ือ HPeV มากท่ีสุดอยูระหวางอายุ 3 ถึง 6 เดือน (รูปท่ี 
1A) 

ตารางท่ี 7 สรุปขอมูลของตวัอยางท่ีแสดงผลบวก HPeV 

ตัวอยาง ประเภทตัวอยาง อายุ เพศ ไวรัสอ่ืน ๆ 
สายพันธุ 
ของ HPeV 

3D 
clade 

CU-B402 อุจาระ 6 เดือน หญิง Negative 1B J 
CU-B408 อุจาระ 3 เดือน ชาย Positive Rota 1B J 
CU-B433 อุจาระ 1 ป หญิง Negative 1B BA 
CU-B463 อุจาระ 5 เดือน ชาย Positive Rota 1B Z 
CU-B478 อุจาระ 6 เดือน หญิง Negative 1B O’* 
CU-B486 อุจาระ 11 เดือน หญิง Negative 5 BA 
CU-B500 อุจาระ 12 ป ชาย Negative 1B O’* 
CU-B579 อุจาระ 2 เดือน หญิง Positive Rota 1B J 
CU-B580 อุจาระ 9 เดือน หญิง Negative 1B J 
CU-B587 อุจาระ 11 เดือน ชาย Negative 1B J 
CU-B588 อุจาระ 3 เดือน หญิง Negative 1B J 
CU-B595 อุจาระ 10 เดือน หญิง Negative 1B J 
CU-B596 อุจาระ 11 เดือน ชาย Negative 1B J 
CU-B606 อุจาระ ขอมูลไมสมบรูณ ขอมูลไมสมบรูณ Positive Rota 5 AE’* 
CU-B615 อุจาระ ขอมูลไมสมบรูณ ขอมูลไมสมบรูณ Positive Rota 1B AE’* 
CU-B628 อุจาระ 1 ป หญิง Negative 1B BA 
CU-B636 อุจาระ 1 ป ชาย Negative 1B O’* 
CU-B685 อุจาระ 1 ป หญิง Negative 3 W 
CU-B688 อุจาระ 3 เดือน ชาย Negative 1B BA 
CU-B705 อุจาระ 6 เดือน ชาย Negative 4 Y 
CU-B711 อุจาระ 1 ป ชาย Positive Rota 1A K’* 
CU-B806 อุจาระ 10 เดือน หญิง Negative 1B BA 
CU-B811 อุจาระ 7 เดือน ชาย Positive Rota 1B J 
CU-B812 อุจาระ 11 เดือน ชาย Positive Rota 6 BD 
CU-B825 อุจาระ 6 เดือน หญิง Positive Rota 1A BA 
CU-B846 อุจาระ 1ป ชาย Negative 1B W 
CU-B847 อุจาระ 1 ป หญิง Negative 2 BC’* 
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CU-B850 อุจาระ 5 เดือน ชาย Negative 2 BC’* 
CU-B851 อุจาระ 6 เดือน ชาย Negative 1B BA 
CU-B852 อุจาระ 5 เดือน ชาย Negative 2 BC’* 
CU-B865 อุจาระ 5 เดือน ชาย Negative 2 BC’* 
CU-B867 อุจาระ 1 ป หญิง Negative 2 BC’* 
CU-B868 อุจาระ 9 เดือน ชาย Negative 1B J 
CU-B869 อุจาระ 10 เดือน ชาย Negative 6 BD 
CU-B874 อุจาระ 1 ป หญิง Negative 6 BD 
CU-B903 อุจาระ 6 เดือน ชาย Negative 1B G’* 
CU-B961 อุจาระ 6 เดือน ชาย Positive Rota 14 BD 
CU-B984 อุจาระ 1 ป ชาย Negative 6 AB’* 
CU-B1002 อุจาระ 1 ป ชาย Positive Rota 1B BA 
CU-B1009 อุจาระ 10 เดือน หญิง Positive Rota 6 BD 
CU-B1046 อุจาระ 1 ป ชาย Positive Rota 6 BD 
CU-B1050 อุจาระ 1 ป ชาย Positive Rota 6 BD 
CU-B1055 อุจาระ 9 เดือน ชาย Positive Rota 6 BD 
CU-B1064 อุจาระ 10 เดือน ชาย Positive Rota 6 BD 
CU-B1091 อุจาระ 8 เดือน ชาย Negative 14 AB’* 
CU-B1154 อุจาระ 16 ป หญิง Negative 1B J 
CU-H403 จากทางเดินหายใจ ขอมูลไมสมบรูณ หญิง Negative 1B O’* 
CU-H2107 จากทางเดินหายใจ ขอมูลไมสมบรูณ หญิง Positive H3 1A AN 
CU-H2108 จากทางเดินหายใจ ขอมูลไมสมบรูณ ชาย Negative 4 AN 
CU-H2159 จากทางเดินหายใจ ขอมูลไมสมบรูณ หญิง Negative 6 BD 
CU-H2779 จากทางเดินหายใจ 49 ป หญิง Negative 6 BD 
CU-C315 จากทางเดินหายใจ 9 เดือน หญิง Negative 1B Z 
CU-C534 จากทางเดินหายใจ 2 ป หญิง Negative 6 BD 
CU-C561 จากทางเดินหายใจ 2 ป หญิง Negative 1B Z 
CU-C724 จากทางเดินหายใจ 7 ป หญิง Negative 10 K’* 
CU-C763 จากทางเดินหายใจ 2 ป ชาย Negative 6 BD 
CU-C936 จากทางเดินหายใจ 1 ป ชาย Negative 6 BD 
CU-C1204 จากทางเดินหายใจ 3 ป หญิง Negative 6 BD 

* Clade ของ 3D ท่ีถูกจัดใหมจากการศึกษานี้ 

2. การจําแนกเชิงโมเลกุลของเชื้อ HPeV 

ในตัวอยาง 58 ตัวอยางแสดงผลบวกในสวน 5’UTR ของ HPeV นั้นสามารถเพ่ิมจํานวนสาร
พันธุกรรมในสวน VP3/VP1 ไดท้ังหมด ซ่ึงลําดับสารพันธุกรรมในสวนของนีน้ัน้มีความสําคัญใน
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การจําแนกสายพันธุของ HPeV ดังท่ี Calvert et al (2010) ไดแสดงไว โดยอาศัยการวเิคราะห 
phylogenetic tree เพื่อหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ และผลจากการศึกษาน้ีสามารถสรางเปน 
phylogenetic treeดังแสดงในรูป 2A และสรุปไดวาจากตัวอยาง 58 ตัวอยางแสดงผลบวก HPeV นัน้
จําแนกเปน HPeV1A จํานวน 3 ตัวอยาง, HPeV1B จํานวน 27 ตวัอยาง และในตัวอยางถูกจําแนกให
เปน HPeV1B นี้มีหนึ่งตัวอยางท่ีใหผลท่ีนาสนใจคือตัวอยาง CU-B628 ซ่ึงหากพจิารณาตาม กิง่ 
(Clade) ของ phylogenetic tree แลวจะพบวาตัวอยางน้ีแยกออกมาเปน clade เฉพาะที่ไมสามารถเกาะ
เขากับตัวอยางอางอิงใด ๆ (รูปท่ี2A) และเม่ือวเิคราะหลงในรายละเอียดในแงของความแปรผัน 
(Divergent) พบวา CU-B628 นี้มีคาความแปรผัน หรือ percent divergent อยูท่ีประมาณ 24% เม่ือ
เทียบกับ Harris strain ท่ีเปน HPeV1A และ ประมาณ 18% เม่ือเทียบกับกลุมของ HPeV1B ท้ังกลุม 
ตัวอยางท่ีเหลือสามารถจําแนกไดเปน HPeV2 จํานวน 5 ตัวอยาง, HPeV3 จํานวน 1 ตัวอยาง, HPeV4 
จํานวน 2 ตวัอยาง, HPeV5 จํานวน 2 ตวัอยาง, HPeV6 จํานวน 15 ตัวอยาง, HPeV10 จํานวน 1 
ตัวอยาง และ HPeV14 จํานวน 2 ตวัอยาง (รูปท่ี 2A และ ตารางท่ี 7)  

เม่ือเปรียบถึงประเภทของตัวอยางและความหลากหลายของสายพันธุของไวรัสแลวพบวา 
ตัวอยางจากระบบทางเดินอาหารหรือตัวอยางอุจจาระนัน้มีความหลากหลายของสายพันธุท่ีมากกวา
ซ่ึงในการศึกษานี้พบสายพันธุท่ีแตกตางกนัถึง 8 สายพันธุ ไดแก HPeV1A, HPeV1B, HPeV2, 
HPeV3, HPeV4, HPeV5, HPeV6, และ HPeV14 (รูปท่ี 1B และตารางท่ี 7)ในขณะท่ีตวัอยางจาก
ระบบทางเดินหายใจพบเพียง 5 สายพันธุ ไดแก HPeV1A, HPeV1B, HPeV4, HPeV6, และ HPeV10 
(รูปท่ี 1C และตารางท่ี 7) 
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รูปท่ี 1 แสดงการกระจายของอายุ และชวงเวลาในการเก็บตัวอยางท่ีแสดงผลบวก HPeV โดยท่ี (A) คือ
การกระจายของอายุของตัวอยางท่ีแสดงผลบวก HPeV, (B) คือระยะเวลาในการเก็บตัวอยางจากระบบ
ทางเดินอาหาร และ (C) คือระยะเวลาในการเก็บตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจ 

รูปที่1 
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รูปที่2 
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รูปท่ี 2 แสดง phylogenetic tree VP3/VP1 (A) และ 3D (B) ในแตละกิ่งของ tree นั้นจะบงบอก
รายละเอียดดังนี้คือ สายพันธุ/clade ของ 3D/ช่ือตัวอยาง/ปท่ีเก็บตัวอยาง/ประเทศ สัญลักษณท่ีแสดง
ไวหนากิ่งนัน้จะแบงตามสายพันธุโดยอิงตามการแบงกลุมของ tree ในสวนของ VP3/VP1 (A) และ
ตัวอยางท่ีแยกไดจากการศึกษานี้แสดงในตัวอักษรสีแดง คา boostrap ท่ีแสดงใน tree นั้นมีคามากกวา 
70 เทานั้น และในกลุมใดของ tree ท่ีไมมีตัวอยางท่ีไดจากการศึกษาน้ีจดัอยูจะถูกรวบเปนสามเหล่ียม
ทึบใน tree   

จากการศึกษานี้พบวาผูท่ีติดเช้ือ HPeV นั้นสวนใหญมีอายุนอยกวา 2 ป ซ่ึงสายพันธุท่ีพบ
มากท่ีสุดก็คือ HPeV1B และพบในเดก็ท่ีมีอายุต่ํากวา 2 ขวบ ยกเวนหนึ่งตัวอยางท่ีเปนผูหญิงและมี
อายุ 16 ป (ตารางท่ี7 และ รูปท่ี1A) ในขณะท่ีสายพันธุท่ีพบมากเปนอันดับสองคือ HPeV6 นั้นพบวา
สามารถตรวจพบไดในกลุมผูปวยท่ีมีอายมุากกวาเล็กนอยคืออยูในชวง 7 เดือน ถึง 5 ป และมีหนึ่ง
ตัวอยางท่ีแยกไดจากผูปวยท่ีมีอายุ 49 ป (รูปท่ี1A และตารางท่ี 7) ซ่ึงความแตกตางกนัของกลุมอายท่ีุ
พบ HPeV1B และ HPeV6 นี้นั้นไมมีความสําคัญทางสถิติ (คา p เทากับ 0.302 ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 
95%) ในสวนของสายพันธุท่ีมีการรายงานวาพบใหมคือ HPeV10 และ HPeV14 นั้นจากการศึกษาน้ี
สามารถแยกไดจากตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจของผูปวยหญิงท่ีมีอายุ 7 ป และตัวอยางอุจจาระ
สองตัวอยางท่ีเก็บจากเด็กผูชายท่ีมีอายุ 6 เดือน และ 8 เดือน ตามลําดับ (รูปท่ี1A และตารางท่ี 7) 
HPeV1A และ HPeV2 นั้นสามารถพบไดในผูปวยมีมีอายุอยูในชวง 3-6 เดือน และ 1-2 ป (รูปท่ี 1A) 
และในสายพนัธุท่ีพบเปนสวนนอยจากการศึกษานี้ไดแก HPeV3, HPeV4, และ HPeV5 นั้นสามารถ
พบไดในผูปวยท่ีอายุในชวง 1-2 ป, 3-6 เดือน, และ 7-12 เดือน ตามลําดบั (รูปท่ี 1A และตารางท่ี7)  

  การกระจายของการพบ HPeV ในตวัอยางจากระบบทางเดินอาหารและจากระบบทางเดิน
หายใจแสดงในรูปท่ี 1B และ 1C ตามลําดับ จากการศึกษานี้ HPeV1A นั้นสามารถพบไดในชวงเดอืน 
กุมภาพนัธ ถึงเดือนมีนาคม ป พ.ศ.2552 ในตัวอยางอุจจาระ และในเดือนมิถุนายน พ.ศ.2552 ใน
ตัวอยางจะทางเดินหายใจ (รูปท่ี 1B และ รูปท่ี 1C) สวน HPeV1B ท่ีแยกจากตวัอยางอุจจาระนัน้ดู
เหมือนจะไมมีความจําเพาะในการพบ ซ่ึงจะเห็นวาสามารถพบ HPeV1B ไดตลอดท้ังชวงของ
การศึกษา (รูปท่ี1B) ในขณะที่ HPeV1B ท่ีแยกไดจากตัวอยางทางเดินหายใจนั้นพบเพียงแคชวงแรก
ของการศึกษาเทานั้น จากน้ัน HPeV6 ก็เขามาแทนท่ี (รูปท่ี 1C) HPeV2 นั้นพบเพยีงชวงส้ัน ๆ ของ
การศึกษาเทานั้น (เดือนมิถุนายน ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ.2553) HPeV3 ท่ีสามารถพบไดเพยีงตัวอยาง
เดียวนั้นเกบ็ไดในเดือน ธันวาคม พ.ศ.2552 (รูปท่ี 1B) HPeV4 ท่ีแยกไดจากตัวอยาง 2 แหลงนั้นพบ
ไดในชวงเวลาที่แตกตางกันคือ HPeV4 ท่ีแยกไดจากตัวอยางอุจจาระนั้นพบในเดือนมกราคม พ.ศ.
2553 และท่ีไดจากตัวอยางจากเดนิหายใจนั้นแยกไดในเดือนกรกฎาคม พ.ศ.2553 (รูปท่ี 1B และ รูป
ท่ี1C) ในขณะที่ HPeV5 นั้นสามารถพบเพียงตอนตนของศึกษา (ชวงเดือนมกราคม ถึงเดือนมีนาคม 
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พ.ศ.2009)  จากนั้นก็ไมสามารถตรวจพบอีก ( รูปท่ี 1B) และในสายพันธุท่ีมีการรายงานวาพบใหม 
HPeV10 และ HPeV14 นั้นสามารถพบไดในเดือนมีนาคม พ.ศ.2553 และกุมภาพันธ พ.ศ.2554 
ตามลําดับ  

3. การเกิด recombination 

เนื่องจาก 3D เปนยีนท่ีอยูปลายทางดาน 3’ ของไวรัสดังนั้นการวิเคราะหความสัมพันธกัน
ระหวางลําดับของสารพันธุกรรมในสวนของ VP3/VP1 และสวน 3D จึงถูกนํามาใชในการวิเคราะห
การเกิด recombination (Calvert rt al., 2010) ตัวอยางท้ัง 58 ตัวอยางท่ีแสดงผลบวก HPeV นั้น 
สามารถเพ่ิมจํานวนและหาลําดับสารพันธุกรรมในสวน 3D ไดท้ังหมดและสามารถสราง 
phylogenetic tree ในสวนของ 3D จําแนก clade ไดดังแสดงในรูปท่ี 2B และตารางท่ี 7 ดังท่ีมีการ
รายงานไววาในการจําแนก clade ของ 3D นั้นอาศัยความแปรผันในระดับของสารพันธุกรรมท่ีมี
มากกวา 5.5% (Calvert rt al., 2010) ซ่ึงจากตัวอยางท่ีไดจากการศึกษานี้มีความแปรผันในระดับ
พันธุกรรมท่ีมากอยางเห็นไดชัดคืออยูในชวง 6.2%-16.1% เม่ือเทียบกับสมาชิกท่ีอยูใน clade 
ใกลเคียงท้ังหมด 16 ตวัอยาง (ตารางท่ี 8) ดังนั้นใน 16 ตัวอยางนีจ้ึงควรท่ีจะถูกจัดใหอยูใน clade 
ใหมของ phylogenetic tree ของ 3D (ตารางท่ี 7) จากการวิเคราะหการเกิด recombination โดยอาศยั
หลักการท่ี Calvert  et al. (2010) แสดงไววาหากการจัดกลุมของ phylogenetic tree ในสวนของ 
VP3/VP1 ท่ีเปนตอนตนของสารพันธุกรรมของไวรัส กบัการจัดกลุทของ phylogenetic tree ในสวน
ของ 3D ท่ีเปนสวนปลายของสารพันธุกรรมของไวรัส ไมเปนไปในทิศทางเดยีวกัน นัน่แสดงวา
ไวรัสเกิด recombination ในตวัของสารพันุกรรมของไวรัส ดังนั้นจากการศึกษาน้ีจึงพบการเกิด 
recombination ในท้ังหมด 16 ตัวอยาง คือ HPeV1A 3 ตัวอยาง (CU-B711, CU-B825 and CU-
H2107),  HPeV1B 7 ตัวอยาง (CU-B433, CU-B615, CU-B688, CU-B806, CU-B846, CU-B851, 
and CU-B1002),HPeV4 2 ตัวอยาง (CU-B705 and CU-H2018),  HPeV5 1 ตัวอยาง (CU-
B606),HPeV6 1ตัวอยาง (CU-B984), และ HPeV14 2 ตัวอยาง (CU-B961 and CU-B1091) 

4. วิวัฒนาการของเชื้อ HPeV 

จากการคํานวณคา substitution rate ในสวนของ VP3/VP1 ท่ีนํามาใชในการจําแนกเช้ือ 
HPeV โดยใชขอมูลลําดับสารพันธุกรรมท่ีมีการายงานไวรวมกับท่ีไดจากการศึกษานี้พบวามีคา
เทากับ 3.02x10-3 nucleotides/site/year (โดยมีคา highest posterior density, HPD, interval เทากับ 
2.29x10-3 ถึง 3.83x10-3) แตเนื่องจากจํานวนขอมูลของลําดับสารพันธุกรรมของ HPeV1A, 
HPeV2, HPeV4, HPeV5, และ HPeV7-HPeV16 มีอยูนอยเกนิไปหรือไมมีเลยดังนัน้จึงมีเพยีง 
HPeV1B, HPeV3 และ HPeV6 เทานั้นท่ีนํามาวิเคราะหถึงคาทางวิวัฒนาการอยางละเอียด ซ่ึง
คาท่ีไดนั้นดังแสดงในตารางท่ี 9 จากคาอัตราสวน non-synonymous ตอ synonymous change 
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per site (dN/dS) นั้นแสดงใหเห็นวาท้ังสามสายพันธุของไวรัส (HPeV1B, HPeV3, และ HPeV6) 
นั้นอยูภายใตการคัดเลือกตามธรรมชาติ (Neutral selection) และจากคา substitution rate ของ 
HPeV1B นั้นเทากับ 9.11x10-3 nucleotides/site/year ซ่ึงมีคามากกวา HPeV3 ประมาณ 3 เทา และ
มากกวา HPeV6 ประมาณ 2 เทา (ตารางที่ 9)  

ตารางท่ี 8 ตารางสรุปคาความแปรผันของไวรัสท่ีถูกจัดใหเปน clade ของ 3D clade ใหมท่ีไดจาก
การศึกษานี ้

ตัวอยาง 
Clade ของ 3D ท่ีใกล

ท่ีสุด 
Divergence เม่ือเทียบกับ clade ของ 3D ท่ี

ใกลท่ีสุด (%)* 
CU-B478 O 9.8 
CU-B500 O 9.4 
CU-B606 AE 16.1 
CU-B615 AE 14.0 
CU-B636 O 7.2 
CU-B711 K 12.0 
CU-B847 BC 10.9 
CU-B850 BC 10.9 
CU-B852 BC 10.9 
CU-B865 BC 10.9 
CU-B867 BC 10.9 
CU-B903 G 6.6 
CU-B984 AB 6.2 

CU-B1091 AB 6.2 
CU-H403 O 9.6 
CU-C724 K 10.9 

               *ใชโมเดล maximum composite likelihood ในการวิเคราะห  
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ตารางท่ี 9 คาประมาณทางวิวัฒนาการของ HPeV1B, HPeV3, และ HPeV6 

สายพันธุของHPeV  Distance* dN/dS* Substitution rate (x 10-3) MRCA 

1B 0.1000 0.0099 9.11 (5.14-13.36) 1985 (1978-1991) 

3 0.0346 0.0181 3.03 (1.57-4.49) 1990 (1985-1995) 

6 0.0607 0.0334 5.10 (2.32-8.24) 1994 (1987-1999) 

             * คํานวณโดยใช maximum composite likelihood เปนโมเดล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 วิจารณและสรุปผลการวิจัย  

1. ระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของเชื้อ HPeV 

เช้ือ HPeV เปนสมาชิกในกลุมของ Picornaviruses มีสารพันธุกรรมแบบ single standed 
RNA สายบวก จากความรูทางดานชีวโมเลกุลในปจจุบันสามารถจําแนก HPeV ไดเปน 16 สาย
พันธุ (Genotype) โดยอิงตามลําดับของสารพันธุกรรมในสวนของ VP1 
(http://www.picornastudygroup.com/types/parechovirus/hpev.html) ถึงแมวาจะยังไมสามารถ
พิสูจนไดโดยตรงวาไวรัสนีก้อใหเกิดโรคไดจริงหรือไม เพราะระบบการเพาะเล้ียงไวรัสท้ังใน 
cell culture และ สัตวทดลองยังไมประสบความสําเร็จมากนัก แตจากการศึกษาทางดานระบาด
วิทยาแสดงใหเห็นวา HPeV มีความสัมพันธกับการเกดิโรคท้ังในระบบทางเดินหายใจ ระบบ
ทางเดินอาหาร และระบบประสาทสวนกลาง (central nerves system, CNS) ซ่ึงในแตละสาย
พันธุของไวรัสดูเหมือนจะมีความสัมพันธกับการเกิดโรคท่ีแตกตางกนัออกไป เชน HPeV1 นั้นมี
ความสัมพันธกับการเกดิโรคในระบบทางเดินอาหาร ในขณะท่ี HPeV3 มีความสัมพันธใกลชิด
กับการเกดิภาวะติดเช้ือในกระแสเลือด และเยื่อหุมสมองอักเสบในเด็ก (Abed and Boivin, 2006; 
Boivin  et al., 2005; Harvala and Simmonds, 2009) แตอยางไรก็ตามการศึกษาในไวรัสชนิดนี้ยัง
มีอยูอยางจํากดั ดังนั้นการศึกษาทางดานระบาดวิทยาของไวรัสจึงมีความสําคัญอยางมากท้ังแง
ขององคความรูพื้นฐานเพื่อเขาใจชีววิทยาของไวรัสมากยิ่งข้ึน และสามารถนําไปประยุกตใชใน
การเฝาระวังและควบคุมโรคได 

ในการศึกษาน้ีใชหลักการทางชีววิทยาเชิงโมเลกุลเพื่อศึกษาระบาดวิทยา จําแนกสาย
พันธุ และการเกิด recombination ของไวรัส ในการตรวจหา HPeV นั้นไดทําการเพิ่มจํานวนสาร
พันธุกรรมของไวรัสในสวน 5’UTR ท่ีมีความเหมือนกันมากในแตละสายพันธุของไวรัส ดังนั้น
สารพันธุกรรมของไวรัสในสวนนี้จึงถูกเลือกเพื่อนํามาใชในการตรวจหาไวรัส จากการศึกษา
พบวาสมารถพบไวรัสไดในตัวอยางท้ังหมด 58 ตวัอยาง จากตัวอยางท่ีทําการตรวจท้ังหมด 
3,716 ตัวอยาง คิดเปน 1.6% โดยแบงเปนพบในตัวอยางอุจจาระท้ังหมด 46 ตัวอยางจากตัวอยาง
อุจจาระท้ังหมด 759 ตัวอยางคิดเปน 6.1% และ พบในตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจ 12 
ตัวอยางจาก 2,957 ตัวอยางคิดเปน 0.4% ถาหากเปรียบเทียบกับการศึกษาทางระบาดวิทยากอน
หนานี้คือ พบ 1.2% ในตัวอยางระบบทางเดินหายใจ (Harvala et al., 2008) และ 16.3% ใน
ตัวอยางจากระบบทางดินอาหาร (Benschop et al., 2008b) ซ่ึงมีคามากกวาท่ีไดจากการศึกษาน้ี 
แตอยางไรก็ตามคาระบาดวทิยาที่ไดจากการศึกษานี้นัน้ใชตัวอยางท้ังหมดท่ีเก็บไดมาศึกษา
ไมไดตัดเอาตัวอยางท่ีเก็บมาจากบุคคลเดียวกันออกไปซ่ึงตางจากการศึกษากอนหนานี้ท่ีจะใช
ตัวอยางท่ีไมไดเก็บจากบุคคลท่ีซํ้ากัน ดังนั้นจึงเปนเหตุผลประการหน่ึงท่ีทําใหระบาดวิทยาท่ีได
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จากการศึกษานี้มีคาท่ีนอยกวาคาท่ีมีการศกึษากอนหนานี้ อีกประการหนึ่งคือคาระบาดวิทยาของ
ไวรัสนั้นอาจจะแตกตางกันออกไปในแตละพื้นท่ี และ ปท่ีทําการศึกษา นอกจากนี้หลักในการ
คัดเลือกตัวอยางเพื่อใชในการศึกษาก็มีผลตอคาของระบาดวิทยา ดังเชนการรายงานของ Pham et 
al. (2010) ซ่ึงไดศึกษาระบาดวิทยาของ HPeV ในตวัอยางคนไทย โดยในการศึกษาน้ันไดเก็บ
ตัวอยางท่ีผานการตรวจ human rotavirus และ นําเอาตัวอยางท่ีแสดงผลลบของ human rotavirus 
มาตรวจหา HPeV ผลการตรวจพบ HPeV 14.6% ของตัวอยางท้ังหมด ซ่ึงมีคาท่ีมากกวาท่ีไดจาก
การศึกษานี้ท่ีเทากับ 6.1% ในตัวอยางอุจจาระเปนอยางมาก แตหากคัดเอาตัวอยางท่ีแสดงผล
บวก human rotavirus ออกจากการศึกษานี้ก็จะพบวาคาระบาดวิทยาของ HPeV มีความใกลเคียง 
(11.2%) กับท่ี Pham et al. (2010) รายงานไว ดังนั้นชวงเวลาในการศกึษา สถานท่ีเก็บตัวอยาง 
และคุณสมบัตขิองตัวอยางท่ีใชในการศึกษามีผลตอการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ HPeV ท่ีได
จากการศึกษานี้ 

ดังเชนกับการศึกษากอนหนานี้ผูท่ีติดเช้ือ HPeV มีอายุท่ีนอยกวา 2 ขวบ โดยชวงอายท่ีุมี
ความถ่ีสูงสุดคือ 3 ถึง 6 เดอืน (รูปท่ี1A) จากการศึกษานี้พบวา HPeV1B ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีพบ
มากท่ีสุดสามารถตรวจพบไดในผูปวยท่ีเปนเด็ก ในขณะที่ HPeV6 ท่ีพบมากเปนอันดับสองจาก
การศึกษานี้สามารถตรวจพบไดในผูปวยท่ีมีอายุมากกวา อยางไรก็ตามจํานวนท่ีตรวจพบในสาย
พันธุอ่ืน ๆ นัน้มีนอยดังนั้นจึงยังสรุปลงไปในรายละเอียดไมไดวาในแตละสายพนัธุมีการติดเช้ือ
ในผูปวยท่ีชวงอายุตาง ๆ แตกตางกันหรือไม ซ่ึงการศึกษาในตัวอยางท่ีมากข้ึนจะชวยทําให
สามารถสรุปไดดีข้ึน ถึงแมจากรายงานตาง ๆ พบวา HPeV นั้นสวนใหญจะพบในตัวอยางท่ีเก็บ
ไดจากผูปวยเด็ก แตก็มีรายงานถึงการตรวจพบ HPeV ในผูปวยท่ีมีอายุมากเชนเดียวกนั 
(Figueroa et al., 1989; Abed and Boivin, 2006; Li et al., 2009; Tapia et al., 2008) และใน
การศึกษานีก้พ็บวาสามารถตรวจพบ HPeV ไดในผูปวยท่ีมีอายุมากเชนเดยีวกัน แตเนื่องจาก
ตัวอยางท่ีนํามาใชในการวิจยันี้เปนตัวอยางท่ีไมสามารถตรวจสอบขอมูลนอกเหนือท่ีระบุไวใน
ข้ันตอนวิธีการวิจัยได ดังนัน้จึงไมทราบแนชัดวาผูปวยผูใหญท่ีพบ HPeV จากการศกึษานี้มีโรค
อ่ืนใดอีกหรือไม อยางไรก็ตามผลจากการศึกษาน้ีกเ็ปนอีกหนึ่งหลักฐานวาสามารถตรวจพบ 
HPeV ไดในผูปวยท่ีมีอายุมาก 

การศึกษาการกระจายของ HPeV นั้นในปจจุบันยังไมมีการศึกษาท่ีมากนัก ดังนั้นขอมูล
ยังมีอยางจํากดั จากการศกึษาน้ีพบวา HPeV นั้นมีการกระจายเปนสองชวงคือ ในฤดูรอนต้ังแต
เดือน เมษายน ถึง มิถุนายน และ ฤดหูนาว เดือนธันวาคม ถึง มากราคม (รูปท่ี 1B และ 1C) ซ่ึง
สอดคลองกับกับท่ีมีการรายงานไวใน Scotland (Harvala et al., 2008) เม่ือพิจารณาลงไปในสาย
พันธุแลวพบวา HPeV3 ท่ีพบเพียงหนึง่ตัวอยางจากการศึกษานีน้ัน้พบในชวงฤดูหนาว ซ่ึง
แตกตางจากการศึกษากอนหนานี้ท่ีพบมากในฤดูรอน (Benschop et al 2006b; Havala and 
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Simmonds, 2009) สวนสองสายพันธุท่ีพบมากท่ีสุดในการศึกษานี้คือ HPeV1B และ HPeV6 นั้น
มีการกระจายที่แตกตางกันในตัวอยางท่ีไดจากระบบทางเดินหายใจและจากระบบทางเดินอาหาร 
คือในระบบทางเดินหายใจนั้น ชวงแรกของการศึกษาจะพบ HPeV1B และถูกแทนทีด่วย HPeV6 
ในชวงหลังของการศึกษา (รูปท่ี1C) ในขณะท่ีในตวัอยางจากระบบทางเดินอาหารนั้นจะพบ 
HPeV1B ตลอดชวงเวลาของการศึกษาสวน HPeV6 นั้น พบประปรายในชวงหลังของการศึกษา 
(รูปท่ี 1B) และท่ีนาสนใจก็คือในการศึกษานี้พบ HPeV2 ในจํานวนท่ีมาก เทียบกับการศึกษาท่ีมี
การรายงานขณะนี้ท่ีไมมีการพบ HPeV2 เลย (Benschop et al., 2008b; Havala et al., 2008) แต
การพบ HPeV2 ในการศกึษานี้เปนเพยีงแคชวงส้ัน ๆ คือ เดือน กรกฎาคม ถึง สิงหาคม พ.ศ.2553 
เทานั้น (รูปท่ี 1B) ซ่ึงยังไมทารบสาเหตุท่ีแนชัด ดังท่ีกลาวไวในตอนตน การศึกษาทางระบาด
วิทยาโดยเฉพาะการศึกษาลงในรายละเอียดของสายพันธุยังจําเปนตอการเขาใจชีววทิยาของ 
HPeV  

2. การจําแนกเชิงโมเลกุล การเกิด recombination และ วิวัฒนาการของเช้ือ HPeV 

ในการจําแนกสายพันธุของไวรัสนั้นอาศัยลําดับสารพันธุกรรมในสวนของ VP3/VP1
ประกอบกับการจัดกลุมใน phylogenetic tree ซ่ึงจากการศึกษานีพ้บวาสามารถจําแนก HPeV 
ออกได 9 สายพันธุไดแก HPeV1A, HPeV1B, HPeV2, HPeV3, HPeV4, HPeV5, HPeV6, 
HPeV10, HPeV14 (ตารางที่ 7 และรูป 2A) HPeV1B นั้นสามารถพบมากท่ีสุดในการศึกษานี ้
จาก phylogenetic tree สามารถจําแนก HPeV1B เขาไปอยูใน 6 clade ท่ีแตกตางกันซ่ึงแสดงให
เห็นถึงความหลากหลายในระดับพนัธุกรรมของไวรัส (รูปท่ี2A) ซ่ึงหนึ่งในตวัอยางท่ีถูกจําแนก
เปน HPeV1B ไดแก CU-B628 นั้นมีความนาสนใจเพราะจาก phylogenetic tree ตัวอยางนี้แยก
ออกมาจาก clade อ่ืน ๆ อยางชัดเจนและเม่ือคํานวณหาคาความสัมพันธกับ Harris strain มีคา
เทากับ 24 % ซ่ึงถือวามีความตางมาก แตอยางไรก็ตาม ตามขอกําหนดของการแบงสายพันธุของ 
HPeV นั้นความแตกตางในระดับสารพันธุกรรมจะตองมีมากกวา 25% ดังนั้น CU-B628 จึงยังถูก
จัดใหอยูในสายพันธุ HPeV1B ไมสามารถจําแนกออกเปนสายพันธุใหมได แตถึงกระนั้นจาก
ความแตกตางของตัวอยาง CU-B628 นี้เปนหลักฐานหนึ่งท่ีสนบัสนุนถึงความหลากหลายที่มี
มากในไวรัสชนิดนี้ เม่ือทําการวิเคราะหในรายละเอียดของประเทศท่ีพบไวรัสในแตละ clade 
ของ phylogenetic tree แลวพบวาตัวอยางท่ีแยกไดจากการศึกษาน้ีถูกจัดเขาไปอยูในกลุมของ
ไวรัสท่ีแยกไดในประเทศไทยจากการศึกษากอนหนานี ้ ซ่ึงเปนหลักฐานท่ีช้ีใหเหน็วา การ
กระจายทางดานภูมิประเทศของไวรัสนั้นมีความจําเพราะเจาะจงในแตประเทศหรือบริเวณท่ี
ศึกษา 
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จากการศึกษานี้พบวาการวิเคราะหทางววิฒันาการในสวนของ VP3/VP1นั้นเทากับ 
3.02x10-3 substitution/site/year สําหรับ HPeV  ซ่ึงมีคามากกวาท่ีมีการรายงานไวกอนหนานี ้
(Faria et al., 2009) นั้น โดยคาท่ีไดนี้แสดงใหเห็นวาไวรัสมีววิัฒนาการท่ีไมรวดเร็วนัก แต
อยางไรก็ตามจากการสราง phylogenetic tree จะพบวาไวรัสมีความหลากหลายท่ีสูงพอสมควร 
ซ่ึงเม่ือทําการวิเคราะหคาทางวิวัฒนาการแยกออกไปในแตละสายพนัธุแลวพบวามีความแตกตาง
กัน เนื่องจากการศึกษาน้ีมีการนําตัวอยางมาใชในปริมาณท่ีมากข้ึนดังนั้นคาท่ีประมาณไดจาก
การทดลองน้ีจงึมีคาท่ีมากกวาท่ีมีการประมาณไวกอนหนานี้ (Clavert et al., 2010) เชนเดียวกับ
คา dN/dS ท่ีไดจากการศึกษานี้ก็มีคามากกวาท่ีมีการประมาณไวกอนหนานี้ (Clavert et al., 2010) 
ในขณะท่ีคา MRCA ซ่ึงก็คือเวลาท่ีใกลท่ีสุดที่มีบรรพบุรุษรวมกัน (ตารางท่ี9) ท่ีไดจากการศึกษา
นี้มีคาใกลเคียงกับท่ีมีการประมาณไว (Clavert et al., 2010) จากคาววิัฒนาการท่ีประมาณไดจาก
การศึกษานี้ท่ีคอนขางมีความแตกตางจากการศึกษากอนหนาน้ี ดังนัน้การศึกษาในตัวอยางท่ีมาก
ข้ึนจะทําใหเขาใจในลักษณะของวิวัฒนาการท่ีเพิ่มมากข้ึน 

เนื่องจากจากสารพันธุกรรมของไวรัสเปนสายยาวเพียงเสนเดียว ดังนัน้ไวรัสจึงมีโอกาส
ในการเกิดการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมเปนบางสวน ซ่ึงมีการรายงานถึงการเกิดในการ 
recombination จากการวเิคราะหลําดับสารพันธุกรรมท้ังตัว โดยผลการศึกษากอนหนานี้ช้ีใหเห็น
วาจุดท่ีจะเกิด recombination นั้นไดแกสวนท่ีเปนชวงตอระหวาง 5’UTR และ P1 และ P1และ 
P2 (Benschop et al., 2008a; Benschop et al., 2010; Drexler et al., 2011; Williams et al., 2009; 
Zoll et al., 2009) แตเนื่องจากการหาลําดบัสารพันธุกรรมท้ังตัวของไวรัสนั้นทําไดลําบากท้ังใน
แงของงบประมาณ ระยะเวลา และการวิเคราะหขอมูล Clavert et al. (2010) จึงไดนําเสนอวิธีการ
วิเคราะหการจบักลุมใน phylogenetic tree ของ structural gene ท่ีอยูบริเวณสวนตนของสาร
พันธุกรรมของไวรัส เปรียบเทียบกับ phylogenetic tree ของ non-structure gene ในท่ีนี้ใช 3Dท่ี
อยูบริเวณสวน 3’ ของสารพันธุกรรมไวรัส ซ่ึงโดยปกติการจับกลุมท้ังในตอนตนและตอนทาย
ของสารพันธุกรรมของไวรัสจะตองไปในแนวทางเดียวกัน แตถาหากมีการแยกกลุมกลุมไปนั่น
แสดงใหเห็นถึงการเกิด recombination (Clavert etal., 2010) จากการจดักลุมของ 3D ดังท่ีแสดง
ในรูปท่ี 2B นั้นสามารถจําแนกตัวอยางท่ีไดจากการศึกษานี้ออกเปน clade ตาง ๆ ดังท่ีแสดงใน
รูปท่ี 2B และ ตารางท่ี7 แตมีตัวอยางกลุมหนึ่งมีความแปรผันในระดับของลําดับสารพันธุกรรม
จนสามารถจัดใหอยูใน clade ใหมไดตามขอกําหนดของ Clavert et al. (2010) ดังท่ีแสดงใน
ตารางท่ี7 และเม่ือวเิคราะหการเกิด recombination พบวาจากตัวอยางท่ีแสดงผลบวก HPeV 
ท้ังหมด 58 ตัวอยาง มีการเกดิ recombination ท้ังหมด 16 ตัวอยาง คิดเปน 27.6% โดยสายพันธุท่ี
พบมากท่ีสุดคือ HPeV1B คิดเปน 27% ของตัวอยาง HPeV1B ท่ีแยกไดท้ังหมด สวน HPeV6 ท่ีมี
ระบาดวิทยามาเปนอันดับสองจากการศึกษาน้ีนั้นพบวาเกิด recombination เพียงแค 1 ตัวอยาง 
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คิดเปน 6% ของตัวอยาง HPeV6 ท้ังหมดนอกเหนือจากนีก้็คือสายพันธุ HPeV1A, HPeV4, 
HPeV5 และ HPeV14 แตเนื่องจากจํานวนตวัอยางท่ีแสดงผลบวกในสายพันธุเหลานี้มีจํานวน
นอยจึงไมสามารถสรุปถึงความถ่ีของการเกิด recombination ได ซ่ึงผลจากการเกดิ 
recombination หรือข้ันตอนการเกดิ recombination นั้นยังไมเปนท่ีเขาใจ การศึกษาเกี่ยวกบั 
recombination นี้จึงยังจําเปนตองลงในรายละเอียดตอไป 

แมวา HPeV จะมีการคนพบมามากกวา 50 ป แตความรูเกี่ยวกับไวรัสนี้ยังมีนอยมาก ไม
วาจะเปน ชีววิทยา ระบาดวิทยา ววิัฒนาการ หรือแมแตการกอใหเกิดโรคก็ยังไมเปนท่ีเขาใจ 
ดังนั้นการศึกษาท้ังในเชิงกวาง และเชิงลึกของไวรัสนีย้ังจําเปนตองใหความสําคัญตอไป และ
ความรูท่ีไดนีย้งัสามารถที่จะนําไปประยุกตใชกับไวรัสท่ีอยูในกลุม Picornavirus ตัวอ่ืน ๆ ท่ียัง
ไมเปนท่ีเขาใจดังเชน HPeV นี้ไดเชนเดยีวกัน  
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1. ดานองคความรู 

1.1.  ไดทราบขอมูลระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลของเช้ือพารีโชไวรัสในประเทศไทย เพื่อเปนขอมูล
ประกอบการเฝาระวังการระบาดของเช้ือไวรัสชนิดนี ้

1.2.  ไดทราบขอมูลสายพันธุของเช้ือพารีโชไวรัสท่ีมีการระบาดในประเทศไทย เพื่อประยุกตใช
ในการศึกษาวคัซีนเพื่อตานการติดเช้ือไวรัสชนิดนี ้

1.3.  ไดทราบขอมูลการเกิด recombination ของเช้ือพารีโชไวรัส เพื่อใชเปนพื้นฐานในการศึกษา
ในเชิงลึกตอไป 

2. ดานขอมูลสารธารณะ 
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ตารางแสดงขอมูลตัวอยางท่ีใชในการศึกษาท้ังหมด 
GenBank Accession No. Sequences name Genotype 3D clade 

Full length VP3/VP1 3D 

Country* Year 

20652281 HPeV1A D - GU946757 GU946903 NL 2001 
CU-B711 HPeV1A K' - JN106551 JN106493 TH 2002 
CU-B825 HPeV1A BA - JN106555 JN106497 TH 2004 
BR114 HPeV1A AV - GU946806 GU946967 BR 2004 
CU-H2107 HPeV1A AN - JN106578 JN106520 TH 2005 
Harris HPeV1A AM S45208 - - USA 2006 
SR135 HPeV1A T - GU946758 GU946904 TH 2006 
152478 HPeV1B AK GQ183018 - - NL 2006 
252581 HPeV1B A GQ183019 - - NL 2006 
450343 HPeV1B AU GQ183020 - - NL 2006 
452251 HPeV1B AD - GU946704 GU946837 NL 2006 
550163 HPeV1B AJ GQ183021 - - NL 2006 
650081 HPeV1B A - GU946681 GU946814 NL 2006 
650941 HPeV1B A - GU946682 GU946815 NL 2006 
650989 HPeV1B A - GU946683 GU946816 NL 2006 
851625 HPeV1B M - GU946705 GU946383 NL 2006 
2067703 HPeV1B AD - GU946698 GU946831 NL 2006 
20650209 HPeV1B E - GU946684 GU946817 NL 2006 
20650427 HPeV1B D - GU946685 GU946818 NL 2006 
20650606 HPeV1B D - GU946686 GU946819 NL 2006 
20650750 HPeV1B D - GU946687 GU946820 NL 2006 
20650854 HPeV1B M - GU946688 GU946821 NL 2006 
20651625 HPeV1B D - GU946689 GU946822 NL 2006 
20652536 HPeV1B AC - GU946690 GU946823 NL 2006 
20652633 HPeV1B AC - GU946691 GU946824 NL 2008 
20652643 HPeV1B AC - GU946692 GU946825 NL 2011 
20652722 HPeV1B AC - GU946693 GU946826 NL 2011 
20652801 HPeV1B AC - GU946694 GU946827 NL 2009 
20676271 HPeV1B D - GU946695 GU946828 NL 2009 
20676323 HPeV1B D - GU946696 GU946829 NL 2009 
20676981 HPeV1B D - GU946697 GU946830 NL 2009 
20852607 HPeV1B AZ - GU946699 GU946832 NL 2009 
CU-B1002 HPeV1B BA - JN106569 JN106511 TH 2009 
CU-B1154 HPeV1B J - JN106576 JN106518 TH 2009 
CU-B402 HPeV1B J - JN106531 JN106473 TH 2009 
CU-B408 HPeV1B J - JN106532 JN106474 TH 2009 
CU-B433 HPeV1B BA - JN106533 JN106475 TH 2009 
CU-B463 HPeV1B Z - JN106534 JN106476 TH 2009 
CU-B478 HPeV1B O' - JN106535 JN106477 TH 2009 
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CU-B500 HPeV1B O' - JN106537 JN106479 TH 2009 
CU-B579 HPeV1B J - JN106538 JN106480 TH 2009 
CU-B580 HPeV1B J - JN106539  JN106481 TH 2009 
CU-B587 HPeV1B J - JN106540 JN106482 TH 2009 
CU-B588 HPeV1B J - JN106541 JN106483 TH 2010 
CU-B595 HPeV1B J - JN106542 JN106484 TH 2010 
CU-B596 HPeV1B J - JN106543 JN106485 TH 2010 
CU-B615 HPeV1B AE' - JN106545 JN106487 TH 2010 
CU-B628 HPeV1B BA - JN106546 JN106488 TH 2010 
CU-B636 HPeV1B O' - JN106547 JN106489 TH 2010 
CU-B688 HPeV1B BA - JN106549 JN106491 TH 2003 
CU-B806 HPeV1B BA - JN106552 JN106494 TH 2006 
CU-B811 HPeV1B J - JN106553 JN106495 TH 2006 
CU-B846 HPeV1B W - JN106556 JN106498 TH 2006 
CU-B851 HPeV1B AK - JN106559 JN106501 TH 2006 
CU-B868 HPeV1B J - JN106563 JN106505 TH 2009 
CU-B903 HPeV1B G’ - JN106566 JN106508 TH 2010 
BNI788ST HPeV1B AD EF051629 - - DE 2008 
BR145 HPeV1B AS - GU946800 GU946961 BR 2008 
BR21 HPeV1B AS - GU946797 GU946958 BR 2008 
BR27 HPeV1B AS - GU946798 GU946959 BR 2008 
BR30 HPeV1B AX - GU946799 GU946960 BR 2008 
CU-C315 HPeV1B Z - JN106524 JN106466 TH 2008 
CU-C561 HPeV1B Z - JN106525 JN106468 TH 2008 
Faec1102 HPeV1B BD - FJ847969 GU946843 UK 2008 
Faec1107 HPeV1B D - FJ847968 GU946844 UK 2008 
Faec1110 HPeV1B BD - FJ847970 GU946845 UK 2008 
Faec45 HPeV1B X - FJ847974 GU946841 UK 2008 
Faec748 HPeV1B G - GU946708 GU946842 UK 2008 
FaecP156 HPeV1B BD - GU946709 GU946846 UK 2008 
FaecP164 HPeV1B D - GU946710 GU946847 UK 2008 
FaecP181 HPeV1B BD - GU946711 GU946848 UK 2008 
FaecP198 HPeV1B BD - GU946712 GU946849 UK 2008 
FaecP207 HPeV1B F - GU946713 GU946850 UK 2008 
FaecP208 HPeV1B F - GU946714 GU946851 UK 2009 
FaecP216 HPeV1B F - GU946715 GU946852 UK 1993 
FaecP229 HPeV1B D - GU946716 GU946853 UK 1993 
FaecP235 HPeV1B D - GU946717 GU946854 UK 1993 
FaecP243 HPeV1B D - GU946718 GU946855 UK 1993 
FaecP245 HPeV1B D - GU946719 GU946856 UK 1993 
FaecP247 HPeV1B BD - GU946720 GU946857 UK 1993 
CU-H403 HPeV1B O' - JN106577 JN106519 TH 1993 
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K10193 HPeV1B B - GU946700 GU946833 NL 1994 
K11293 HPeV1B AB - GU946701 GU946834 NL 1994 
K12993 HPeV1B M GQ183022 - - NL 2006 
K14193 HPeV1B M - GU946702 GU946835 NL 2008 
K15093 HPeV1B M GQ183023 - - NL 2008 
K15893 HPeV1B M - GU946703 GU946836 NL 2008 
K17593 HPeV1B M - GU946707 GU946840 NL 2008 
K5494 HPeV1B M GQ183024 - - NL 2008 
K6394 HPeV1B M GQ183025 - - NL 2008 
NP205 HPeV1B BD - GU946754 GU946900 TH 2007 
NP388 HPeV1B J - GU946755 GU946901 TH 2007 
Resp10182 HPeV1B BD - GU946742 GU946886 UK 2007 
Resp10233 HPeV1B BD - GU946743 GU946887 UK 2007 
Resp10234 HPeV1B BD - GU946744 GU946888 UK 2007 
Resp10777 HPeV1B BD - FJ847950 GU946889 UK 2007 
Resp5612 HPeV1B AD - GU946721 GU946858 UK 2007 
Resp5751 HPeV1B F - GU946722 GU946859 UK 2007 
Resp5780 HPeV1B F - GU946723 GU946860 UK 2007 
Resp5800 HPeV1B BD - GU946724 GU946861 UK 2007 
Resp5852 HPeV1B F - GU946725 GU946862 UK 2007 
Resp5860 HPeV1B BD - GU946726 GU946863 UK 2007 
Resp5870 HPeV1B AD - GU946727 GU946864 UK 2007 
Resp6083 HPeV1B AD - GU946728 GU946865 UK 2007 
Resp6229 HPeV1B F - GU946729 GU946866 UK 2007 
Resp6363 HPeV1B BD - GU946730 GU946867 UK 2007 
Resp6374 HPeV1B AD - GU946731 GU946868 UK 2007 
Resp6637 HPeV1B F - GU946732 GU946869 UK 2008 
Resp6880 HPeV1B D - GU946733 GU946870 UK 2008 
Resp6888 HPeV1B BD - GU946734 GU946871 UK 2008 
Resp7141 HPeV1B F - GU946735 GU946872 UK 2008 
Resp7173 HPeV1B AD - GU946736 GU946873 UK 2008 
Resp7274 HPeV1B AA - GU946737 GU946874 UK 2008 
Resp7279 HPeV1B BD - GU946738 GU946875 UK 2008 
Resp9213 HPeV1B AN - FJ847954 GU946876 UK 2008 
Resp9268 HPeV1B F - GU946739 GU946877 UK 2008 
Resp9369 HPeV1B BD - FJ847956 GU946880 UK 2008 
Resp9378 HPeV1B D - FJ847957 GU946878 UK 2007 
Resp9385 HPeV1B AA - FJ847958 GU946879 UK 2008 
Resp9418 HPeV1B BD - FJ847959 GU946881 UK 2007 
Resp9428 HPeV1B AA - FJ847960 GU946882 UK 2008 
Resp9534 HPeV1B O - FJ847961 GU946883 UK 2008 
Resp9581 HPeV1B S - FJ847954 GU946884 UK 2007 
Resp9615 HPeV1B AA - FJ847965 GU946885 UK 2008 
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SR16 HPeV1B Y - GU946745 GU946891 TH 2008 
SR183 HPeV1B Z - GU946747 GU946893 TH 2008 
SR25 HPeV1B J - GU946746 GU946892 TH 2008 
SR282 HPeV1B Z - GU946748 GU946894 TH 2007 
SR290 HPeV1B J - GU946749 GU946895 TH 1986 
SR3 HPeV1B J - GU946744 GU946890 TH 2010 
SR306 HPeV1B BA - GU946750 GU946896 TH 2010 
SR318 HPeV1B Z - GU946751 GU946897 TH 2010 
SR324 HPeV1B Z - GU946752 GU946898 TH 2010 
SR329 HPeV1B J - GU946753 GU946899 TH 2010 
ST97 HPeV1B V - GU946756 GU946902 TH 2001 
AJ005695 HPeV2 AH AJ005695 - - UK 2002 
CU-B847 HPeV2 BC' - JN106557 JN106499 TH 2004 
CU-B850 HPeV2 BC' - JN106558 JN106500 TH 2006 
CU-B852 HPeV2 BC' - JN106560 JN106502 TH 2004 
CU-B865 HPeV2 BC' - JN106561 JN106503 TH 2006 
CU-B867 HPeV2 BC' - JN106562 JN106504 TH 2006 
152037 HPeV3 A GQ183026 - - NL 2006 
251360 HPeV3 A GQ183027 - - NL 2006 
450936 HPeV3 A GQ183028 - - NL 2008 
451289 HPeV3 A - GU946759 GU946905 NL 2008 
451615 HPeV3 A - GU946760 GU946906 NL 2008 
651689 HPeV3 Q GQ183029 - - NL 1999 
851439 HPeV3 A - GU946767 GU946913 NL 2009 
851659 HPeV3 A - GU946766 GU946912 NL 2001 
851701 HPeV3 A - GU946768 GU946914 NL 2008 
20851546 HPeV3 A - GU946762 GU946908 NL 2008 
20851576 HPeV3 A - GU946761 GU946907 NL 2008 
20852199 HPeV3 A - GU946763 GU946909 NL 2008 
A308-99 HPeV3 A AB084913 - - JP 2008 
CU-B685 HPeV3 W - JN106548 JN106490 TH 2008 
Can82853-01 HPeV3 A AJ889918 - - CA 2008 
CSF2147 HPeV3 A - FJ848003 GU946929 UK 2008 
CSF2169 HPeV3 A - FJ848002 GU946930 UK 2006 
CSF2273 HPeV3 W - FJ848012 GU946931 UK 2006 
CSF2288 HPeV3 A - FJ848009 GU946932 UK 2008 
CSF2307 HPeV3 A - FJ848008 GU946933 UK 2008 
CSF2327 HPeV3 A - FJ848011 GU946934 UK 2008 
CSF2369 HPeV3 A - FJ848012 GU946935 UK 2006 
CSF2389 HPeV3 A - FJ848004 GU946936 UK 2008 
CSF721 HPeV3 A - FJ848001 GU946927 UK 2008 
CSF874 HPeV3 A - FJ848000 GU946928 UK 2008 
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Faec1017 HPeV3 W - GU946771 GU946918 UK 2008 
Faec1406 HPeV3 A - FJ847967 GU946919 UK 1994 
Faec1434 HPeV3 A - GU946772 GU946920 UK 1994 
Faec1441 HPeV3 A - GU946773 GU946921 UK 1994 
Faec708 HPeV3 A - GU946769 GU946915 UK 1994 
Faec713 HPeV3 A - GU946770 GU946916 UK 1994 
Faec983 HPeV3 A - FJ847999 GU946917 UK 1994 
FaecP171 HPeV3 A - GU946774 GU94692 UK 2008 
K11-94 HPeV3 A GQ183030 - - NL 2008 
K12-94 HPeV3 A GQ183031 - - NL 2008 
K20-94 HPeV3 A GQ183032 - - NL 2008 
K53-94 HPeV3 A - GU946764 GU946910 NL 2007 
K55-94 HPeV3 A - GU946765 GU946911 NL 2007 
K8-94 HPeV3 A - GU946766 GU946912 NL 2006 
Resp10324 HPeV3 A - FJ847949 GU946924 UK 2006 
Resp10681 HPeV3 A - FJ847947 GU946740 UK 2010 
Resp11270 HPeV3 A - FJ847952 GU946926 UK 2005 
Resp9530 HPeV3 A - FJ847949 GU946924 UK 2010 
SR4 HPeV3 W - GU946776 GU946937 TH 2002 
1550 HPeV4 S - GU946779 GU946940 NL 2007 
652872 HPeV4 S - GU946777 GU946938 NL 2007 
20652925 HPeV4 BC - GU946778 GU946939 NL 1973 
CU-B705 HPeV4 Y - JN106550 JN106492 TH 1975 
Fuk2005-123 HPeV4 AE AB433629 - - JP 1975 
CU-H2108 HPeV4 AN - JN106579 JN106521 TH 2006 
K25117602 HPeV4 P DQ315670 - - NL 2006 
SR101 HPeV4 J - GU946781 GU946942 TH 2006 
SR36 HPeV4 J - GU946780 GU946941 TH 2009 
T73-510 HPeV4 AI - - AM933163 USA 2006 
T75-4077 HPeV4 AF AM235750 - - USA 1973 
20650748 HPeV5 K - GU946782 GU946943 NL 2007 
20652895 HPeV5 H - GU946783 GU946944 UK 2007 
20676618 HPeV5 L - GU946784 GU946945 NL 2007 
CU-B606 HPeV5 AE' - JN106544 JN10648 TH 1983 
BR77 HPeV5 AW - GU946812 GU946973 BR 1982 
CT866760 HPeV5 BB AF055846 - - USA 1983 
SR61 HPeV5 BA - GU946785 GU946946 TH 1983 
SR71 HPeV5 BA - GU946786 GU946947 TH 1992 
SR87 HPeV5 BA - GU946787 GU946948 TH 2005 
ST41 HPeV5 BA - GU946788 GU946949 TH 2006 
T820169 HPeV5 AG - - AM933161 USA 2011 
T82659 HPeV5 AP - - AM933160 USA 2011 
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T832051 HPeV5 AR - - AM933164 USA 2011 
T83456 HPeV5 AO - - AM933159 USA 2011 
T9215 HPeV5 AQ AM235749 - - USA 2011 
2005823 HPeV6 BD EU077518 - - NL 2009 
20650045 HPeV6 AM EU556224 - - NL 2010 
CU-B1009 HPeV6 BD - JN106570 JN106512 TH 2010 
CU-B1046 HPeV6 BD - JN106571 JN106513 TH 2010 
CU-B1050 HPeV6 BD - JN106572 JN106514 TH 2011 
CU-B1055 HPeV6 BD - JN106573 JN106515 TH 2000 
CU-B1064 HPeV6 BD - JN106574 JN106516 TH 2003 
CU-B486 HPeV6 BA - JN106536 JN106478 TH 2006 
CU-B812 HPeV6 BD - JN106554 JN106496 TH 2010 
CU-B869 HPeV6 BD - JN106564 JN106506 TH 2010 
CU-B874 HPeV6 BD - JN106565 JN106507 TH 2010 
CU-B984 HPeV6 AB’ - JN106568 JN106510 TH 2010 
BNI67 HPeV6 AL EU022171 - - DE 2008 
BNI6703 HPeV6 AL EU024629 - - DE 2010 
BR104 HPeV6 AY - GU946813 GU946974 BR 2010 
CU-C1204 HPeV6 BD - JN106530 JN106472 TH 2000 
CU-C534 HPeV6 BD - JN106526 JN106467 TH 2007 
CU-C763 HPeV6 BD - JN106528 JN106470 TH 2007 
CU-C936 HPeV6 BD - JN106529 JN106471 TH 2008 
FaecP240 HPeV6 BD - GU946790 GU946951 UK 2007 
CU-H2159 HPeV6 BD - JN106580 JN106522 TH 2006 
CU-H2779 HPeV6 BD - JN106581 JN106523 TH 2001 
NII5612000 HPeV6 BD AB252582 - - JP 2002 
Resp5983 HPeV6 BD - GU946791 GU946952 UK 2004 
Resp6691 HPeV6 BD - GU946792 GU946953 UK 2004 
SR316 HPeV6 BD - GU946793 GU946954 TH 2005 
PAK5045 HPeV7 R EU716175 - - PK 2006 
BR2172006 HPeV8 AT EU716175 - - BR 2006 
CU-C724 HPeV10 K' - JN106527 JN106469 TH 2010 
SR162 HPeV10 BA - GU946794 GU946955 TH 2008 
SR182 HPeV10 BA - GU946795 GU946956 TH 2008 
CU-B1091 HPeV14 AB’ - JN106575 JN106517 TH 2011 
CU-B961 HPeV14 BD - JN106567 JN106509 TH 2010 
SR124 HPeV14 U - GU946796 GU946957 TH 2008 

ตัวอยางท่ีไดจากการศึกษาน้ีแสดงในตัวอักษรตัวหนา 

* BR: Brazil; CA: Canada; DE: Germany; JP: Japan; PK: Pakistan; NL: The Netherland; TH: Thaland; USA: United State of America; 
UK: United Kingdom.  
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Human Parechovirus (HPeV), a member of the Picornaviridae family, is an infectious agent mostly affecting
children. There are 16 recognized genotypes which have globally spread. This study incorporated a total of
2957 nasopharyngeal (NP) swab and 759 fecal samples that were collected from different parts of Thailand.
The NP of HPeV was detected in 0.4% of NP swab and 6.1% of fecal samples. The majority of HPeV infections
occur in infants below the age of 2 years, while infections were detected in children above the age of 10 years
as well. Various genotypes comprising 1A, 1B, 2, 3, 4, 5, 6, 10 and 14 have been characterized. This study
revealed recombination events in 16 samples in which HPeV1B was shown as the highest frequency. In
conclusion, HPeV can be detected in both the respiratory and GI tract. Moreover, HPeV which circulates in
Thailand is highly diverse and subject to recombination.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Human parechovirus (HPeV) is a small non-enveloped single
stranded RNA virus of positive polarity which belongs to the vast fam-
ily, Picornaviridae. The virus has first been discovered from an out-
break of diarrhea among children in 1961. Based on their serology
and clinical presentation, the virus was defined as echovirus 22 and
23 of the genus Enterovirus (Wigand and Sabin, 1961). However,
studies on genetics, protein translation and biological properties of
the virus have shown that it is different from other members of the
genus Enterovirus. Hence, it has been reclassified into a new genus,
Parechovirus and those viruses previously defined as echovirus 22
and 23 were re-named HPeV1 and HPeV2, respectively (Stanway
and Hyypia, 1999; Stanway et al., 1994). Recently, additional types of
HPeV have been reported, whichwere associated with different clinical
manifestations. For example, HPeV3 was isolated from nasopharyngeal
aspirates (NPA) and related to sepsis in neonates (Ito et al., 2004).
HPeV4 was isolated from fecal samples and related to fever in neonates
(Benschop et al., 2006a). HPeV5 had previously been defined as HPeV2
based on serology of children presenting with high fever but upon
genome analysis was re-classified as type five (Oberste et al., 1998).
HPeV6 was isolated from one child suffering from Reye's syndrome
(Watanabe et al., 2007), HPeV7was identified bymetagenomicmethod

in fecal samples of a healthy child (Li et al., 2009), HPeV8 was isolated
from fecal samples during an outbreak of acute diarrhea in Brazil
(Drexler et al., 2009), and HPeV9 to HPeV16 which unpublished but
had already been assigned by the following website (http://www.
picornastudygroup.com/types/parechovirus/hpev.html).

Since the first report of HPeV infection, the epidemics of virus have
been continuously reported. The most common genotype of the virus
that could be isolated worldwide was HPeV1B followed by HPeV3. In
contrast, other genotypes such as HPeV1A, HPeV2, and HPeV4-6 were
less common among infected patients than those two dominant geno-
types (Benschop et al., 2008b; Ito et al., 2010; Pham et al., 2010; Tapia
et al., 2008). It should be noted that HPeV7 to 16 are a new genotypes
that have been recently discovered. Thus, epidemiology and prevalence
of these genotypes have not been fully established. The virus wasmostly
detected in children especially in infants below the age of 3 years
(Benschop et al., 2006b; Tauriainen et al., 2007; Verboon-Maciolek
et al., 2005). However, patients above the age of 10 years have also
been noted (Abed and Boivin, 2006; Figueroa et al., 1989; Tapia et al.,
2008; Watanabe et al., 2007). The longitudinal surveillance in USA be-
tween 1983 and 2005 has shown 3% of HPeV1 and 68% of HPeV2 had
been isolated from infants less than 1 year old (Khetsuriani et al., 2006).
In contrast, a study conducted in the Netherlands in 2000 has proposed
that children below the age of 3 years were infected with HPeV1 and
HPeV3 (Benschop et al., 2006b). The clinical presentations of HPeV infec-
tionwere associatedwithmild disease of the respiratory and gastrointes-
tinal (GI) tract (Harvala et al., 2008; Zhang et al., 2010; Zhong et al., 2011).
According to a recent study, HPeV, especially HPeV3, was strongly associ-
ated with sepsis in neonates (Boivin et al., 2005; Harvala et al., 2009).
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The HPeV genome comprises approximately 7300 nucleotides
flanked by an un-translated region (UTR) at both the 5′ and 3′ end.
The virus translates a polyprotein with one single open reading
frame (ORF) which is subsequently cleaved during the post-transla-
tional process into 3 structural proteins, VP0, VP3 and VP1, and 7
non-structural proteins, 2A–2C and 3A–3D (Harvala and Simmonds,
2009; Harvala et al., 2010).

Based on differences in antigenicity along with vast diversities in
the virus genome, 16 types of HPeV have been classified (http://
www.picornastudygroup.com/types/parechovirus/hpev.html). Rapid
changes in their genomes normally occurring in the course of the

replication cycle and thus contributing to antigenic drift with substi-
tution rates ranging from 2.2×10−3 to 2.8×10−3 have been shown
(Faria et al., 2009). Like with other picornaviruses, recombination in
their genome had been detected and the breaking point of recombina-
tion was shown at the junction between P1 and P2 and the 5′UTR and
P1 region (Benschop et al., 2008a, 2010; Drexler et al., 2011; Williams
et al., 2009; Zoll et al., 2009). The different clusters on the phylogenetic
tree of structural and non-structural genes have been clearly shown in a
previous study (Calvert et al., 2010) which pointed out that recombina-
tion had occurred; however, both process and effect of this event in
HPeV have remained unclear.

Table 1
Summary of HPeV positive samples.

Samples code Samples type Age Sex Other virus HPeV type 3Dpol clade

CU-B402 Fecal 6 Mo F Negative 1B J
CU-B408 Fecal 3 Mo M Positive Rota 1B J
CU-B433 Fecal 1 Yr F Negative 1B BA
CU-B463 Fecal 5 Mo M Positive Rota 1B Z
CU-B478 Fecal 6 Mo F Negative 1B O′⁎

CU-B486 Fecal 11 Mo F Negative 5 BA
CU-B500 Fecal 12 Yr M Negative 1B O′⁎

CU-B579 Fecal 2 Mo F Positive Rota 1B J
CU-B580 Fecal 9 Mo F Negative 1B J
CU-B587 Fecal 11 Mo M Negative 1B J
CU-B588 Fecal 3 Mo F Negative 1B J
CU-B595 Fecal 10 Mo F Negative 1B J
CU-B596 Fecal 11 Mo M Negative 1B J
CU-B606 Fecal NS NS Positive Rota 5 AE′⁎

CU-B615 Fecal NS NS Positive Rota 1B AE′⁎

CU-B628 Fecal 1 Yr F Negative 1B BA
CU-B636 Fecal 1 Yr M Negative 1B O′⁎

CU-B685 Fecal 1 Yr F Negative 3 W
CU-B688 Fecal 3 Mo M Negative 1B BA
CU-B705 Fecal 6 Mo M Negative 4 Y
CU-B711 Fecal 1 Yr M Positive Rota 1A K′⁎

CU-B806 Fecal 10 Mo F Negative 1B BA
CU-B811 Fecal 7 Mo M Positive Rota 1B J
CU-B812 Fecal 11 Mo M Positive Rota 6 BD
CU-B825 Fecal 6 Mo F Positive Rota 1A BA
CU-B846 Fecal 1 Yr M Negative 1B W
CU-B847 Fecal 1 Yr F Negative 2 BC′⁎

CU-B850 Fecal 5 Mo M Negative 2 BC′⁎

CU-B851 Fecal 6 Mo M Negative 1B BA
CU-B852 Fecal 5 Mo M Negative 2 BC′⁎

CU-B865 Fecal 5 Mo M Negative 2 BC′⁎

CU-B867 Fecal 1 Yr F Negative 2 BC′⁎

CU-B868 Fecal 9 Mo M Negative 1B J
CU-B869 Fecal 10 Mo M Negative 6 BD
CU-B874 Fecal 1 Yr F Negative 6 BD
CU-B903 Fecal 6 Mo M Negative 1B G′⁎

CU-B961 Fecal 6 Mo M Positive Rota 14 BD
CU-B984 Fecal 1 Yr M Negative 6 AB′⁎

CU-B1002 Fecal 1 Yr M Positive Rota 1B BA
CU-B1009 Fecal 10 Mo F Positive Rota 6 BD
CU-B1046 Fecal 1 Yr M Positive Rota 6 BD
CU-B1050 Fecal 1 Yr M Positive Rota 6 BD
CU-B1055 Fecal 9 Mo M Positive Rota 6 BD
CU-B1064 Fecal 10 Mo M Positive Rota 6 BD
CU-B1091 Fecal 8 Mo M Negative 14 AB′⁎

CU-B1154 Fecal 16 Yr F Negative 1B J
CU-H403 NP sawab NS F Negative 1B O′⁎

CU-H2107 NP sawab NS F Positive H3 1A AN
CU-H2108 NP sawab NS M Negative 4 AN
CU-H2159 NP sawab NS F Negative 6 BD
CU-H2779 NP sawab 49 Yr F Negative 6 BD
CU-C315 NP sawab 9 Mo F Negative 1B Z
CU-C534 NP sawab 2 Yr F Negative 6 BD
CU-C561 NP sawab 2 Yr F Negative 1B Z
CU-C724 NP sawab 7 Yr F Negative 10 K′⁎

CU-C763 NP sawab 2 Yr M Negative 6 BD
CU-C936 NP sawab 1 Yr M Negative 6 BD
CU-C1204 NP sawab 3 Yr F Negative 6 BD

Abbreviation: Mo; Month, Yr; Year, NS; Not specify.
⁎ The new 3Dpol clade defined in this study.
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Fig. 1. Age distribution (A) and collection period of fecal (B) and NP swab (C) samples. The positive HPeV samples are shown as relative percentage of all samples collected.
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In this study, we investigated themolecular epidemiology of HPeV in
respiratory and fecal samples collected in different parts of Thailand from
Jan 2009–Jan 2011 by using RT-PCR to amplify the highly conserved re-
gion of the 5′UTR. Subsequently, the positive samples were further char-
acterized and the phylogenetic tree of the structural genes (VP3/VP1)
was constructed. Moreover, the recombination event of HPeV has also
been detected upon combined analysis of the phylogenetic trees of
both structural and non-structural genes.

Result

Study group and epidemiology of HPeV

A total of 3716 samples were sent for influenza virus (nasopha-
ryngeal swab) and Rota virus (stool specimens) detection (1868 fe-
males, 1833 males, and 15 with incomplete data as to their gender).
All samples had been collected during the period from 2009 to
2011. Of those, 2957 NP were from 2822 individual patients whose
age ranged 1 day to 90 years. All NP swabs were taken from patients
who presented with influenza like-illness in the out-patient depart-
ments of two different rural hospitals. An additional 759 fecal sam-
ples were taken from 715 different individuals aged between 1 day
and 24 years, who presented with acute diarrhea and sent for Rota
virus detection.

Routine screening for influenza and Rota virus was accomplished
by the in-house developed multiplex one-step real-time RT-PCR
using TaqMan probes (Suwannakarn et al., 2008) and one-step RT-
PCR (Theamboonlers et al., 2002), respectively. Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GADPH), the human housekeeping gene,
served as an indicator for successful RNA extraction and subsequent-
ly, as an RT reaction control. This gene could be amplified in all sam-
ples (data not shown). Screening NP samples for influenza virus
showed 25(0.9%) samples positive for influenza B virus, 343 samples
(11.6%) positive for influenza A virus 2009 pandemic strain subtype
H1, 115 samples (3.9%) were positive for influenza A virus subtype
H3, and 32 samples were positive for influenza A virus whose subtype
could not be classified (1.1%). Rota virus was detected in 348 fecal
samples (45.9%).

Screening for HPeV was performed by using a very sensitive
nested RT-PCR with the primer pair sequences retrieved from the
highly conserved region of the 5′UTR for all HPeV types (Harvala et
al., 2008). HPeV was thus detected in 58 out of altogether 3716 sam-
ples (1.6%) of which 46 samples were fecal samples (6.1% of fecal
samples) and 12 samples were NP swab samples (0.4% of NP swab
samples). The details of these 58 samples are shown in Table 1. The
rate of HPeV detection did not differ between males and females.
Moreover, simultaneous infection with Rota virus was detected in
16 fecal samples accounting for 34.8% of the positive stools
(Table 1). One NP swab sample showed simultaneous infection with
influenza A virus subtype H3 and HPeV (Table 1). The age of patients
diagnosed with HPeV infection in this study ranged from 2 months to
49 years (Table 1.) however, infection was most prevalent among in-
fants between 3 months and 1 year of age (Fig. 1A).

Typing of HPeV

For typing, all samples positive for the 5′UTR of HPeV were sub-
jected to partial amplification of VP3/VP1 by using a highly sensitive
one-step nested RT-PCRmethod which had proven successful for typ-
ing as described previously (Calvert et al., 2010). All 58 samples pos-
itive for the 5′UTR were subsequently subjected to direct sequencing.

The phylogenetic tree shown in Fig. 2A demonstrates that the strains
detected could be identified as HPeV 1A in three samples and as
HPeV1B in 27 samples. Of those 27, one sample (CU-B628) was highly
divergent from the rest of the group and clustered in its own clade
(Fig. 2A). The divergence of CU-B628 amounted to 24% upon compar-
ison with the Harris strain and to 18% when compared with the
remaining HPeV1B clade. Furthermore, 5 samples could be identified
as HPeV2; 1 sample as HPeV3; 2 samples as HPeV4; 2 samples as
HPeV5; 15 samples as HPeV6; 1 sample as HPeV10 and 2 samples as
HPeV14 (Table 1). All strains investigated in this study showed the
majority clustered with the previously published sequences from
Thailand (Fig. 2A).

The virus types identified from fecal samples were highly diverse
and included HPeV1A, HPeV1B, HPeV2, HPeV3, HPeV4, HPeV5,
HPeV6, and HPeV14 (Table 1 and Fig. 1B). In contrast, virus genotypes
isolated from NP swab samples showed less diversity. The five geno-
types identified were HPeV1A, HPeV1B, HPeV4, HPeV6 and HPeV10
(Table 1 and Fig. 1C).

In this study, the majority of patients infected with HPeV were
under 2 years of age. The most predominant genotype identified
from this study, HPeV1B, was detected in patients below the age of
2 years except for one sample obtained from a 16-year-old girl
(Table 1 and Fig. 1A). In contrast, HPeV6 was detected in a slightly
higher age group when compared with HPeV1B. However, this dif-
ference between age groups was not statistically significant
(p value=0.302 with α level=0.05). HPeV6 was predominantly
detected in children between 7 months and 5 years of age (Table 1
and Fig. 1A). Interestingly, one fecal sample collected from a 49-
year-old patient was positive for HPeV6 (Table 1 and Fig. 1A). The
new types, HPeV10 and HPeV14, were identified in one NP swab sam-
ple taken from a 7-year-old girl and two fecal samples taken from two
boys aged 6 months and 8 months, respectively (Fig. 1A and Table 1).
HPeV1A and HPeV2 could be identified in two patient age groups,
which were 3–6 months and 1–2 years (Fig. 1A). HPeV3, HPeV4 and
HPeV5, had been isolated from patients of 1–2 years, 3–6 months,
and 7–12 months of age, respectively (Fig. 1A and Table 1).

HPeV monthly distribution in fecal samples and NP swab is shown
in Fig. 1B and C, respectively. HPeV1A could be isolated in February
and May 2010 from fecal samples and July 2010 from NP swab sam-
ples (Fig. 1B and C). HPeV1B distribution in fecal samples does not
seem restricted to a specific timeframe because it could be detected
throughout the study period (Fig. 1B). On the other hand, in NP
swab samples, HPeV1B could be detected during the first half of the
study period and was then substituted by HPeV6 (Fig. 1C). HPeV2
could only be detected in stool and for a short time during the
study period (July–August 2010). One strain identified as HPeV3
was isolated from a fecal sample collected in December 2009
(Fig. 1B). HPeV4 was detected in a fecal sample collected in January
2010 and an NP swab sample collected in July 2010 (Fig. 1B and C).
Interestingly, HPeV5 was only detected at the very beginning of the
study (January and March 2009) and subsequently disappeared
(Fig. 1B). The new types, HPeV10 and HPeV14, were detected in
March 2010 (Fig. 1C) and February 2011(Fig. 1B), respectively.

VP1 divergence

The substitution rate in the partial VP3/VP1 gene of all HPeV
genotypes was 3.02×10−3 nucleotides per site per year (with
2.29×10−3–3.83×10−3 as highest posterior density; HPD, interval).
Information on virus sequences of genotypes 1A, 2, 4, 5, and 7–16
is limited. Therefore, the nucleotide change rate could only be

Fig. 2. Phylogenetic tree of partial VP3/VP1 (A) and 3Dpol gene (B). Each branch was labeled as genotype/3D clade/strain name/year of collection/origin country. The different
colors represent the different HPeV genotypes which were classified based on the cluster on the phylogenetic tree of the VP3/VP1 gene (A). The samples from this study are indi-
cated as red letters on each branch of the tree. Only the bootstrap with over 70 were shown in phylogenetic tree and the large clades that the study samples did not appeared were
collapsed and shown as the black triangle in the tree.
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investigated in the three genotypes of HPeV1B, HPeV3 and HPeV6. The
result shown in Table 2 indicates that these three genotypes were in a
neutral selection condition based on the ratio of non-synonymous
change per site to synonymous change per site (dN/dS). In this study,
the substitution rate of HPeV1B amounted to 9.11×10−3 substitutions
per site per year exceeding by more than 3 times that of HPeV3 and by
nearly 2 times that of HPeV6 with 3.03×10−3 and 5.10×10−3, respec-
tively (Table 2).

Recombination event of HPeV

Together with the structural gene, the non-structural 3D gene at
the 3′end of the virus genome responsible for RdRp activity was
used to investigate the recombination event (Calvert et al., 2010).
The specific 3D gene primer sets were incorporated into a one-step
nested RT-PCR method described elsewhere (Calvert et al., 2010).
All HPeV positive samples with successful amplification of the 5′UTR
and VP3/VP1 were also subjected to this 3D amplification and direct
sequencing. The phylogenetic tree of the 3D gene is shown in
Fig. 2B and the specific clade assigned for each HPeV positive sample
is shown in Table 1. Interestingly, the high divergence rate ranged
from 6.2% to 16.1% when compared with the nearest clade on the
phylogenetic tree of 3Dpol gene was shown in sixteen strains of vi-
ruses identified in this study (Supplement Table S2). As defined in a
previous study, the 5.5% divergence from each other was shown as
the cut off for a different 3Dpol gene clade assignment (Calvert et
al., 2010). Therefore, based on this demarcation, we could identify 6
additional 3Dpol clades. The samples identified in newly assigned
clades of 3Dpol are shown in Table 1 and Fig. 2B. For recombination
analysis, the discordant grouping based on the 3Dpol gene of the geno-
type characterized by theVP3/VP1 genephylogeny is indicative of recom-
bination (Calvert et al., 2010). Therefore, in this study recombinationwas
detected in 16 samples including 3 strains of HPeV1A (CU-B711, CU-B825
and CU-H2107); 7 of HPeV1B (CU-B433, CU-B615, CU-B688, CU-B806,
CU-B846, CU-B851, and CU-B1002); 2 of HPeV4 (CU-B705 and CU-
H2018); 1 of HPeV5 (CU-B606); 1 of HPeV6 (CU-B984) and 2 of
HPeV14 (CU-B961 and CU-B1091). The most frequently recombination
event was shown in HPeV1B in which could be classified into 3 clades
of 3Dpol including BA, AE′ and W (Table 1). The 3Dpol clades that were
assigned to the remaining recombination strains are shown in Table 1.
The recombination detection rate is 27.6%, this may be underlining the
detection rates which based on samples and children.

Discussion

Molecular epidemiology

Until recently, based on their genomic sequences, 16 genotypes of
virus have been discovered and subsequent studies have shown that
the different genotypes of virus cloud provide the different diseases,
for example, HPeV1 is associated with diseases of the GI tract and
HPeV3 is closely related with sepsis and encephalitis in neonates
(Abed and Boivin, 2006; Boivin et al., 2005; Harvala et al., 2009). Ep-
idemiology of HPeV is required to further our understanding of dis-
ease causation and possibly, geographic distribution of the virus.

Recently, molecular techniques were used for detection and geno-
type classification. For screening, nested RT-PCR with a primer pair

specific for the conserved region of the 5′UTR was applied. The result
showed that 1.6% of samples (58 of 3716 samples) were positive for
HPeV with more than one third originating from the GI tract
(feces=46; 6.1%, NP swab=12; 0.4%) (Table 1). The percentage of
positive samples in this study was lower than in the previous report,
1.2% of respiratory samples (Harvala et al., 2008) and 16.3% of fecal
samples (Benschop et al., 2008b). However, the molecular epidemiol-
ogy data presented in this study was based on the number of samples
rather than the number of patients whichmight account for the lower
detection rate. The difference in virus detection rate may well be due
to the specific year of sample collection and geographic location. In-
terestingly, the study of Pham et al. conducted in 2010 which includ-
ed stool samples negative for human rotavirus from the northern part
of Thailand showed 14.6% positive for HPeV. In another way, if the
positive samples of human rotavirus were excluded in this study,
the percentage of HPeV positive (11.2%) stool samples has shown a
similar range as the study of Pham et al. in 2010.

As reported by previous studies, the majority of HPeV positive
samples originated from patients below the age of 2 years with
the highest rate shown among 3 month-to-1-year olds (Fig. 1A).
HPeV1B is the most prevalent genotype in samples collected from
children, whereas HPeV6 seems to infect older patients (Fig. 1A).
However, a larger number of samples positive for other genotypes
should be considered for future analysis to further our understanding
of age distribution for this virus. Interestingly, in this study, HPeV was
detected in three patients above 10 years of age. It is unusual to detect
HPeV in adults but a few studies have reported HPeV detection in
over 10-year-olds (Abed and Boivin, 2006; Figueroa et al., 1989; Li
et al., 2009; Tapia et al., 2008). Therefore, this provides additional ev-
idence of HPeV infection in patients above the age of 10 years. Unfor-
tunately, since the samples included in this study were anonymous,
further information on these three patients as for example, any un-
derlying disease could not be obtained. (Table 1).

The cycle of HPeV infection, occurring twice per year, in summer
(April to June) and winter (December to February), has been shown
in this study (Fig. 1B and C). The same seasonal occurrence of HPeV
infection has been reported by Harvala et al. (2008) in Scotland. In
our study had identified the only one sample that defined as
HPeV3 during the winter season. As same as previously reported,
HPeV3 could be identified in the winter season (Abed and Boivin,
2006; Harvala et al., 2009). However, the HPeV3 was detected during
the summer season had also been reported (Benschop et al., 2006b).
In this study, two types of HPeV, HPeV1 and HPeV6, were predomi-
nant in respiratory samples. This is in agreement with the data pre-
sented by Havala et al. in 2008 (Fig. 1C). In contrast, in fecal
samples, only HPeV1B was predominant and spread throughout the
study period (Fig. 1B). In addition, HPeV2 was frequently identified
in our study, while this type of virus has not been detected in any
other recent study (Benschop et al., 2008b; Harvala et al., 2008).Addi-
tional epidemiology studies might provide further understanding of
unusual or new types of HPeV.

Typing, recombination and evolution of HPeV

Based on the phylogeny of the VP3/VP1 gene, a profound diversity
of HPeV genotypes was found in this study with the eight genotypes
1A, 1B, 2, 3, 4, 5, 6 and two newly recently identified genotypes, 10
and 14, classified (Fig. 2A). Genotype 1B was predominant and upon
comparison between the 6 different lineages as showed multiple var-
iations in Fig. 2A. Interestingly, CU-B628 was separate in its own clade
on the phylogenic tree of the VP3/VP1 gene and the divergence was
equal to 24% when compared with the Harris strain. Since the diver-
gence for new genotype assignment has to exceed 25%, unfortunately,
this CU-B628 had still been assigned to genotype 1B. Although these
characteristics are insufficient to assign a new genotype to this strain,
its variety should be addressed. The viruses identified from this study

Table 2
Estimate of sequence rate change of HPeV1B, 3, and 6.

HPeV type Distance⁎ dN/dS⁎ Substitution rate (×10−3) MRCA

1B 0.1000 0.0099 9.11 (5.14–13.36) 1985 (1978–1991)
3 0.0346 0.0181 3.03 (1.57–4.49) 1990 (1985–1995)
6 0.0607 0.0334 5.10 (2.32–8.24) 1994 (1987–1999)

⁎ Calculated by using maximum composite likelihood as the substitution model.
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were grouped together on the phylogenetic tree of VP3/VP1 gene and
also clustered with viruses previously reported from Thailand
(Fig. 2A). This indicates a geographically specific common determi-
nant that appears to be found on this VP3/VP1 phylogenetic tree of
HPeV. Moreover, difference of the HPeV genotype could be detected
in children below 2 years of age.

Altogether, the genotypes have not evolved quite as rapidly as the
substitution rate calculated by BEAST suggested (3.02×10−3 substi-
tutions per site per year) which was slightly higher than that previ-
ously proposed for the VP1 gene (Faria et al., 2009). However, along
with phylogenetic analysis, a vast difference in substitution rate was
shown among different genotypes of virus (Table 2). Incorporation
of much more samples used for the calculation may be the reason
why the evolution rate in this study appeared slightly higher than
that previously estimated (Calvert et al., 2010). Similarly, the dN/dS
calculated from this study also were slightly higher than previously
mentioned by Calvert et al. (2010). In contrast, the MRCA shown in
our study (Table 2.) did not show any difference to the previous re-
port (Calvert et al., 2010). Further studies on larger sample sizes
will provide further understanding of virus evolution.

Interestingly, as defined in the previous study, more than 5.5% di-
vergence was shown as the cut off for a different 3Dpol gene clade as-
signment (Calvert et al., 2010). Hence 6 additional new 3Dpol clades
could be defined based on our study samples (Table 1.).

Recombination of HPeV had previously been addressed with the re-
combination breaking points established at the junction between 5′UTR
and P1 and the P1 and P2 polyprotein (Benschop et al., 2008a, 2010;
Drexler et al., 2011; Williams et al., 2009; Zoll et al., 2009). Despite the
phylogenetic analysis comparison between structural and non-structur-
al genes such as the 3Dpol gene was successfully used to investigate re-
combination (Calvert et al., 2010). The discordance cluster in the 3Dpol
gene when compared with the VP3/VP1 gene phylogenetic tree proves
that recombination in the virus genome has occurred (Calvert et al.,
2010). Most of the samples from our study were classified as the same
clade for 3Dpol phylogenetic tree as the reported in Thai samples that
reported by Calvert et al. (2010) (Table 1). Sixteen samples (27.6%)
showed discordance between two genetic regions on the phylogenetic
tree (Fig. 2) serving as evidence for recombination from this study.
HPeV1B was the predominant genotype with a recombination frequen-
cy of 27%. This study was in agreement with previous research empha-
sizing the high recombination frequency of HPeV type 1B (Calvert et
al., 2010). In contrast, HPeV6 exhibited less recombination frequency
(6%)with only one sample identified (CU-B984, Fig. 2.). Other genotypes
including HPeV1A, HPeV4, HPeV5, and HPeV14 had also
undergone recombination (Fig. 2.), however, the frequency of recombi-
nation had not been done due to the small identification numbers from
the study. HPeV3 isolated from this study clustered in the correlated
phylogenetic tree cladewith both VP3/VP1 and 3Dpol geneswhen com-
pared to the previous report (Fig. 2.) (Calvert et al., 2010). Therefore, the
recombinationmight not have been detectable in this study. The under-
lying factors ormechanisms for the recombination event are still unclear
and should be addressed by further investigation.

In conclusion, although HPeV has been discovered a long time ago,
its biology, epidemiology, evolution and pathogenicity are still
unclear. Therefore, ongoing molecular research will further our un-
derstanding of this virus which can also be applied to other related
viruses.

Method

Clinical samples

The nasopharyngeal (NP) swabs were collected from patients pre-
senting with influenza-like illness. A total of 2957 of NP swab samples
were collected between July 14, 2009 and March 9, 2011. All samples
were sent from local hospitals including; 1703 samples fromChumphae

hospital, Chumphae district, Khonkaen province, 1254 samples from
Thungsong hospital, Thungsong district, Nakorn Sri Thammarat prov-
ince. Samples were kept in transport media which contain phosphate-
buffered saline (PBS) with antibiotics (2×106 U/l of penicillin G and
200 mg/l of streptomycin). All were kept on ice then sent to Center of
Excellence in Clinical Virology, Department of Pediatrics, Faculty of
Medicine, Chulalongkorn University for the routine screening. Samples
were processed immediately upon arrival, the remaining were kept
at−70 °C for further use.

Fecal samples were sent to our center for Human Rota virus rou-
tine screening. A total of 715 fecal samples had been collected in
the 2-year period of January 7, 2009 to April 18, 2011. Of those, 12
samples were sent from Umphang hospital, Umphang district, Tak
province; 597 samples from Chumphae hospital, Chumphae district,
Khonkaen province and 150 samples from King Chulalongkorn Me-
morial hospital, Bangkok. Upon arrival, fecal samples were diluted
1:10 with PBS, thoroughly mixed on a vortex and centrifuged at
8000 rpm. Supernatants were collected and stored at −70 °C until
further use.

RNA extraction and HPeV detection

All samples were subjected to RNA extraction by conventional
GTC-phenol-chloroform method performed on 200 μl each of clinical
samples. The extracted RNA was stored at −70 °C until used.

All extracted RNA was subjected to reverse transcription into
cDNA using the ImProm-II™ Reverse Transcription system (Promega,
Madison, WI). Reverse transcription (RT) was performed by following
the manufacturer's specifications and a random hexamer primer was
used for the RT step. cDNA was stored at −20 °C until used.

Nested-PCR for HPeV detection was modified from a previous
study (Harvala et al., 2010). The PerfectTaq Plus MasterMix (5
PRIME, Darmstadt, Germany) was used as the amplification mixture.
The predicted positive result was shown as a single band of 243 bp
when visualized under UV light after 2% agarose gel electrophoresis
and staining with ethidium bromine.

Partial VP3/VP1 and 3Dpol gene amplification

For HPeV characterization, the samples positive for the 5′UTRwere
subjected to nested PCR to amplify the VP3/VP1 junction for HPeV typ-
ing as previously described (Harvala et al., 2010). The expected PCR
product was 304 bp when virtualized under UV light after 2% agarose
gel electrophoresis and staining with ethidium bromine.

The partial 3Dpol gene was amplified by nested PCR modified
from a previous report (Calvert et al., 2010). The expected second
round PCR product of 700 bp was virtualized under UV light after
2% agarose gel electrophoresis and staining with ethidium bromine.

All VP3/VP1 and 3Dpol positive amplicons were purified by using
Agarose Gelextract Mini Kit (5 PRIME, Darmstadt, Germany). Direct
sequencing was performed under 1st BASE DNA Sequencing Services
(1st BASE Laboratories, Malaysia). Sequencing results were annotat-
ed, aligned, and managed by using combination of software including
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi), Simmonics version 1.7 (www.virus-evolution.org),
Chromas Lite (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html),
and BioEdit version 7.0.4.1(Hall, 1999).

Molecular and evolution analysis

All study sequences had been submitted to GenBank data base.
The accession number that included in this study was show in Sup-
plement Table (S1). Phylogenetic trees were constructed by using
MEGA 4 software (Tamura et al., 2007) in which neighbor-joining
method with 1000 replication for bootstrapping was implemented.
Trees contracted under maximum-composite-likelihood (MCL) as
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distances model and using pairwise deletion as gap/missing data pro-
cessing. The nucleotide substitution rate and most recently common
ancestor (MRCA) were achieved by using Bayesian Evolutionary Anal-
ysis by Sampling Trees (BEAST) software version 1.6 (Drummond and
Rambaut, 2007). The relaxed clock-uncorrelated exponential with
10 million chains was run under GTR with gamma distribution substi-
tution model. The data from BEAST were analyzed by TACER program
(http://beast.bio.ed.ac.uk/Tacer).

Ethical consideration

All samples that were included in this study were sent for routine
diagnosis in our center. The personal data such as name and HN did
not appear in any part of the document in this study. All samples
were taken with permission from the Director of Chulalongkorn
King Memorial hospital. Moreover, the study was conducted after
the approval of the Ethics Committee of the Faculty of Medicines,
Chulalongkorn University (IRB No.086/53).

Supplementary materials related to this article can be found on-
line at doi:10.1016/j.virol.2011.09.021.
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