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Abstract 

 

Acute gastroenteritis is one of the most common diseases in infants and young 

children under 5 years of age. In recent years, several viruses related to diarrheal diseases 

have been discovered, mostly by advanced genetic molecular techniques. The new virus 

species, named “Saffold virus” and “Cosavirus” were recently reported in 2007 and 2008, 

respectively, in children suffering from acute gastroenteritis. Thus far, it is not clear whether 

Saffold virus and Cosavirus are associated with the diseases, including gastroenteritis in 

humans and epidemiological data of both viruses are still limited. With the aim of having an 

overview of molecular epidemiology of Saffold virus and Cosavirus in children hospitalized 

with acute gastroenteritis in Chiang Mai, Thailand, therefore, the prevalence of Saffold virus 

and Cosavirus infections were examined by RT-PCR and the genotypes of these viruses were 

identified by nucleotide sequencing and bioinformatics analysis. From a total of 411 fecal 

specimens collected, Cosavirus was found in a single specimen (CMH-N199-11) (0.2%), while 

Saffold virus was detected in three cases (CMH-S052-10, CMH-N031-11, CMH-N120-11) (0.7%). 

Genotype identification by nucleotide sequencing revealed that the Cosavirus CMH-N199-11 

strain was most similar to the Cosavirus SH1 Chinese strain and belonged to HCoSV-A6 

genotype. For Saffold virus genotype identification, the CMH-N120-11 was identified as SAFV-

1, while other 2 strains of CMH-S052-10 and CMH-N031-11 belonged to SAFV-6. It was 

observed that all three Saffold virus strains isolated in this study were most closely related 

to the Saffold virus reference strains isolated previously in Pakistan. In addition, the 

complete genome sequence analysis demonstrated clearly that the viral genotypic 

characterization should be based on the P1 region analysis. Our data demonstrated that 

Saffold virus and Cosavirus are the viral agents that associated with acute gastroenteritis in 

Thai children, although the low rates of detection were observed. To our knowledge, the 
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present study is the first report of Cosavirus and Saffold virus genotype 6 in pediatric 

patients admitted to hospital with acute gastroenteritis in Thailand. 
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บทคัดยอ 

  

โรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบแบบเฉียบพลันหรือโรคอุจจารระรวง เปนโรคท่ีพบไดบอยในเด็ก

ทารกและเด็กเล็กท่ีมีอายุต่ํากวา 5 ป จากการนําเอาความรูและเทคโนโลยีทางดานอณูชีววิทยา มาประยุกตใช

ในการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสาเหตุของการเกิดโรคอุจจาระรวง ทําใหทราบวา เชื้อไวรัสเปนสาเหตุสําคัญ

ของโรคอุจจาระรวง และเม่ือไมนานมานี้ในป ค.ศ. 2007 และ 2008 ไดมีรายงานการคนพบไวรัสชนิดใหมสอง

ชนิด จากผูปวยท่ีมีอาการอุจจาระรวง คือ “Saffold virus” และ “Cosavirus”  จากการสืบคนในฐานขอมูล

พบวามีขอมูลการศึกษาท่ีเก่ียวของกับไวรัสท้ังสองชนิดนี้อยูนอยมากเนื่องจากเปนไวรัสชนิดใหมท่ีเพ่ิงมีการ

รายงานการคนพบเม่ือไมนานมานี้  ดังนั้น การศึกษานี้จึงทําการตรวจหาความชุกและวิเคราะหคุณลักษณะทาง

พันธุกรรมของไวรัสท้ังสองชนิดนี้ในผูปวยเด็กท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลดวยอาการอุจจาระรวงใน

จังหวัดเชียงใหมดวยวิธี RT-PCR, nucleotide sequencing, และ bioinformtic analysis  ซ่ึงพบวา จาก

ตัวอยางอุจจาระท่ีทําการศึกษาท้ังสิ้น 411 ตัวอยาง ตรวจพบ Cosavirus อยู 1 ตัวอยาง (CMH-N199-11) คิด

เปนรอยละ 0.2  และตรวจพบ Saffold virus อยู 3 ตัวอยาง (CMH-S052-10, CMH-N031-11, CMH-N120-

11) คิดเปนรอยละ 0.7 ของตัวอยางท้ังหมดท่ีทําการวิเคราะหในการศึกษาในครั้งนี้   สําหรับการจัดจําแนก 

genotype ของ Cosavirus พบวา CMH-N199-11 จัดอยูในกลุมของ HCoSV-A6 genotype และมีความ

ใกลเคียงกับ Cosavirus สายพันธุ SH1 ท่ีแยกไดกอนหนานี้จากประเทศจีน  สวน Saffold virus ท่ีตรวจพบ

อยู 3 ตัวอยาง พบวามีอยู 1 ตัวอยางคือ CMH-N120-11 เปน SAFV-1 สวนอีก 2 ตัวอยางคือ CMH-S052-10 

และ CMH-N032-11 เปน SAFV-6 โดยพบวาเชื้อท้ัง 3 ตัวอยางนี้เปนเชื้อท่ีมีความสัมพันธใกลชิดกับ Saffold 

virus ท่ีแยกไดกอนหนานี้จากประเทศปากีสถาน และจากการวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับ nucleotide ของ

ตัวเชื้อ พบวาลําดับ nucleotide ในสวนของโปรตีนโครงสรางโดยเฉพาะในสวนของ P1 region เปน region 

ท่ีเหมาะสมในการใชจัดจําแนก genotype ของตัวเชื้อ  ซ่ึงผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสในกลุมของ 

Cosavirus และ Saffold virus สามารถตรวจพบไดในเด็กท่ีมีอาการอุจจารระรวงในประเทศไทยถึงแมจะ

ตรวจพบไดอัตราท่ีคอนขางต่ําก็ตาม รายงานการวิจัยในครั้งนี้ถือเปนรายงานแรกของการตรวจพบ Cosavirus 

และ Saffold virus genotype 6 ในผูปวยเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงในประเทศไทย 
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Executive Summary 

 

ช่ือโครงการ (ภาษาไทย) :  การตรวจหาคุณลักษณะเฉพาะระดับโมเลกุลของเชื้อไวรัสซาฟโฟลและ    

โคซาในผูปวยเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวง 

(ภาษาอังกฤษ) :   Molecular detection and genetic characterization of saffold 

virus and cosavirus in pediatric patients with diarrhea 

ช่ือหัวหนาโครงการ (ภาษาไทย) :  ดร. ภัทรา  คํารินทร 

                     (ภาษาอังกฤษ) :  Dr. Pattara  Khamrin 

            (ตําแหนงทางวิชาการ) :  อาจารย 

ช่ือนักวิจัยท่ีปรึกษา (ภาษาไทย) :  ศาสตราจารย ดร. นิวัตน  มณีกาญจน 

                     (ภาษาอังกฤษ) :  Professor Niwat  Maneekarn 

                 (ตําแหนงวิชาการ) :  ศาสตราจารย 

สถานท่ีติดตอ : 

 ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 โทรศัพท 053 945332 ตอ 108 

 โทรสาร  053 217144 

ระยะเวลาดําเนนิงานและงบประมาณการทําวิจัย : 2 ป / 480,000 บาท 

ผลงานการตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ : Khamrin P, Maneekarn N. Detection and genetic 

characterization of cosavirus in a pediatric patient with diarrhea. Arch Virol. 2014. 159: 2485-

2489. (Impact factor 2.03) 

สรุปความสําคัญ ท่ีมา และวัตถุประสงคของปญหาวิจัย 

โรคอุจจาระรวงหรือโรค Acute gastroenteritis เปนการอักเสบของกระเพาะอาหารและลําไสแบบ

เฉียบพลัน เม่ือไมนานมานี้ ไดมีความกาวหนาในการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเพ่ือหาสาเหตุของเชื้อไวรัสท่ี

supaveerin
Rectangle
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เก่ียวของกับการเกิดโรคอุจจาระรวงโดยใชเทคนิคท่ีมีชื่อวา metagenomic analysis ทําใหทราบวายังมีไวรัส

ใหมๆ อีกหลายชนิดท่ีเก่ียวของกับการเกิดโรคอุจจาระรวงในผูปวย ดังนั้นการศึกษาไวรัสกลุมใหมท่ีเพ่ิงมีการ

คนพบนี้จึงมีความสําคัญและเปนหัวขอท่ีนาสนใจท่ีจําเปนตองมีการทําวิจัยตอไป 

ในป ค.ศ. 2007 และ 2008 ไดมีรายงานการคนพบไวรัสชนิดใหมสองตัวจากผูปวยท่ีมีอาการอุจจาระ

รวง คือ “Saffold virus” และ “Cosavirus”  จากการสืบคนในฐานขอมูล PubMed พบวามีขอมูลการศึกษา

ท่ีเก่ียวของกับไวรัสท้ังสองชนิดนี้อยูนอยมากเนื่องจากเปนไวรัสชนิดใหมท่ีเพ่ิงมีรายงานการคนพบ ดังนั้นผูวิจัย

และคณะจึงมีความสนใจท่ีจะทําการศึกษาไวรัสท้ังสองชนิดนี้ โดยวัตถุประสงคของการวิจัยในครั้งนี้คือ 

ตรวจหา Saffold virus และ Cosavirus และ จําแนก genotypes ของ Saffold virus และ Cosavirus จาก

อุจจาระของผูปวยเด็กท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลในจังหวัดเชียงใหม  เพ่ือศึกษาความสัมพันธของเชื้อ

ไวรัสกับการกอโรคอุจจาระรวงในผูปวย  โดยวิธีการวิจัยท่ีใชในการศึกษาในครั้งนี้คือ RT-PCR, nucleotide 

sequencing, และ bioinformatics analysis 

ผลการศึกษาวิจัย 

จากตัวอยางอุจจาระท่ีทําการศึกษาท้ังสิ้น 411 ตัวอยาง ตรวจพบ Cosavirus อยู 1 ตัวอยาง (CMH-

N199-11) คิดเปนรอยละ 0.2 ตรวจพบ Saffold virus อยู 3 ตัวอยาง (CMH-S052-10, CMH-N031-11, 

CMH-N120-11) คิดเปนรอยละ 0.7 ของตัวอยางท้ังหมดท่ีทําการวิเคราะหในการศึกษาในครั้งนี้   สําหรับการ

จัดจําแนก genotype ของ Cosavirus โดยการศึกษาลําดับ nucleotide sequence พบวา CMH-N199-11 

มีลําดับ nucleotide ใกลเคียงกับ Cosavirus species A, genotype A6 (HCoSV-A6) สายพันธุ SH1 ท่ีแยก

ไดกอนหนานี้จากประเทศจีน  สวน Saffold virus ท่ีตรวจพบอยู 3 ตัวอยาง พบวามีอยู 1 ตัวอยางคือ CMH-

N120-11 เปน Saffold virus genotype 1 (SAFV-1) สวนอีก 2 ตัวอยางคือ CMH-S052-10 และ CMH-

N032-11 เปน SAFV-6 โดยพบวาเชื้อท้ัง 3 ตัวอยางนี้เปนเชื้อท่ีมีความสัมพันธใกลชิดกับ Saffold virus ท่ี

แยกไดกอนหนานี้จากประเทศปากีสถาน และจากการวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับ nucleotide ของตัวเชื้อ 

พบวาลําดับ nucleotide ในสวนของโปรตีนโครงสรางโดยเฉพาะในสวนของ P1 region เปน region ท่ี

เหมาะสมในการใชจัดจําแนก genotype ของตัวเชื้อ  ซ่ึงผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสในกลุมของ 

Cosavirus และ Saffold virus ท่ีพบในประเทศไทยนาจะมีตนกําเนิดทางวิวัฒนาการรวมกับเชื้อท่ีระบาดใน
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ประเทศอ่ืนๆ ในทวีปเอเชีย  รายงานการวิจัยในครั้งนี้ถือเปนรายงานครั้งแรกของการตรวจพบ Cosavirus 

และ Saffold virus genotype 6 ในผูปวยเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงในประเทศไทย 

ประโยชนท่ีไดรับ 

1. ทราบความชุกของการติดเชื้อ Cosavirus และ Saffold virus ท่ีทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงในผูปวย

เด็กท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลในจังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย 

2. เขาใจถึงคุณลักษณะพ้ืนฐานทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของ Cosavirus และ Saffold virus  โดย

พบวาการศึกษาเพ่ือจัดจําแนกชนิดของ genotype ของไวรัสเหลานี้ควรทําการศึกษาโดยการ

วิเคราะหความแตกตางของลําดับ nucleotide ในสวนของโปรตีนโครงสรางโดยเฉพาะในสวนของ P1 

region หรือ full-length sequence 

3. หลังจากเสร็จงานวิจัยโครงการนี้ ผลการศึกษาท่ีไดสามารถตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

เพ่ือเผยแพรขอมูลงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับ Cosavirus และ Saffold virus ท่ีไดจากการศึกษาใน

ประเทศไทย 
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เนื้อหางานวิจัยฉบับสมบรูณ 

 

1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

โรคอุจจาระรวงหรือโรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบแบบเฉียบพลัน (Acute gastroenteritis) 

เปนภาวะการอักเสบของกระเพาะอาหารและลําไสท่ีเกิดข้ึนแบบเฉียบพลัน โดยสาเหตุอาจเกิดจากการติด

เชื้อไวรัส แบคทีเรีย หรือโปรโตซัวก็ได จากการนําเอาความรูและเทคโนโลยีทางดานอณูชีววิทยา 

(Molecular biology) มาประยุกตใชในการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสาเหตุของการเกิดโรคอุจจาระรวง 

ทําใหทราบวา เชื้อไวรัสเปนสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวง โดยมีไวรัสหลายชนิดท่ีเปนสาเหตุไดแก 

Rotavirus, Norovirus, Sapovirus, Astrovirus, Adenovirus, Enterovirus, Parechovirus, Aichi 

virus, และ Bocavirus เปนตน (Chaimongkol et al., 2013) 

เม่ือไมนานมานี้ ไดมีความกาวหนาในการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย เพ่ือหาสาเหตุของเชื้อไวรัสท่ี

เก่ียวของกับการเกิดโรคอุจจาระรวงโดยใชเทคนิคท่ีมีชื่อวา metagenomic analysis ทําใหทราบวายังมี

ไวรัสใหมๆ อีกหลายชนิดท่ีเก่ียวของกับการเกิดโรคอุจจาระรวงในผูปวยนอกเหนือจาก Rotavirus, 

Norovirus, Sapovirus, Astrovirus, Adenovirus, Enterovirus, Parechovirus, Aichi virus, และ 

Bocavirus  ซ่ึงการศึกษาไวรัสชนิดใหมๆ เหลานี้ยังมีขอมูลท่ีคอนขางจํากัดในแงของระบาดวิทยาและ

กลไกการกอโรคในมนุษย ดังนั้นการศึกษาไวรัสกลุมใหมท่ีเพ่ิงมีการคนพบนี้จึงมีความสําคัญและเปนหัวขอ

ท่ีนาสนใจท่ีจําเปนตองมีการศึกษาและทําวิจัยตอไป 

ในป ค.ศ. 2007 และ 2008 ไดมีรายงานการคนพบไวรัสชนิดใหมสองชนิด จากผูปวยท่ีมีอาการ

อุจจาระรวง คือ “Saffold virus” และ “Cosavirus”  โดย Saffold virus แยกไดครั้งแรกจากอุจจาระ

ของเด็กท่ีเปนไขโดยไมทราบสาเหตุ (fever of unknown origin) สวน Cosavirus พบครั้งแรกในอุจจาระ

ของเด็กท่ีมีอาการอัมพาตท่ีไมเก่ียวของกับการติดเชื้อ Poliovirus (non-polio acute flaccid paralysis) 

(Jones et al., 2007; Kapoor et al., 2008) จากการสืบคนในฐานขอมูล PubMed พบวามีขอมูล

การศึกษาท่ีเก่ียวของกับไวรัสท้ังสองชนิดนี้อยูนอยมากเนื่องจากเปนไวรัสชนิดใหมท่ีเพ่ิงมีการรายงานการ

คนพบเม่ือไมนานมานี้  สําหรับในประเทศไทย จากการสืบคนขอมูลท่ีผานมา มีเพียงการศึกษาเดียวท่ีได
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รายงานการตรวจพบ Cosavirus ในผูปวยผูใหญท่ีมีอาการอุจจาระรวงในจังหวัดเชียงใหม (Khamrin et 

al., 2012) โดยพบวาจากผูปวย 150 ราย พบการติดเชื้อ Cosavirus ในผูปวยเพียง 1 รายเทานั้น และ

พบวาเปน Cosavirus species C (HCoSV-C)   สําหรับ Saffold virus จากการศึกษาท่ีผานมาพบวา 

เด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงในจังหวัดเชียงใหมในชวงป ค.ศ. 2007 และ 2012-2013 พบวารอยละ 2.7 

และ 1.5 เกิดการติดเชื้อ Saffold virus ตามลําดับ โดยเชื้อท่ีพบระบาดในจังหวัดเชียงใหม คือ 

genotoype 1, 2, 3, 4 (SAFV-1 ถึง SAFV-4) (Khamrin et al., 2011; Yodmeeklin et al., 2015)  

ดังนั้นผูวิจัยและคณะจึงมีความสนใจท่ีจะทําการศึกษาและวิเคราะหคุณลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสท้ัง

สองชนิดนี้ในผูปวยเด็กท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลดวยโรคอุจจาระรวงในจังหวัดเชียงใหม 

 

2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

2.1 ตรวจหา Saffold virus และ Cosavirus จากอุจจาระของผูปวยเด็กท่ีเขารับการรักษาใน

โรงพยาบาลในจังหวัดเชียงใหม  เพ่ือศึกษาความสัมพันธของเชื้อไวรัสกับการกอโรคอุจจาระ

รวงในผูปวย 

2.2   จําแนก genotypes ของ Saffold virus และ Cosavirus เพ่ือใหทราบคุณลักษณะทาง

พันธุกรรมของเชื้อไวรัสท้ังสองตัวนี้ท่ีมีการระบาดในเขตจังหวัดเชียงใหม 

 

3. ระเบียบวิธีวิจัย 

 ทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากผูปวยเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงท่ีเขารับการรักษาใน

โรงพยาบาลในจังหวัดเชียงใหมจํานวนท้ังสิ้น 411 ราย  

 โดยตัวอยางท้ังหมดท่ีเก็บได ถูกนําไปศึกษาตอเพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ Saffold 

virus และ Cosavirus ดวยวธิี RT-nested PCR ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

1. สกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสจากตัวอยางอุจจาระ 

2. สรางสาย complementary DNA ดวยวิธี Reverse Transcription Reaction โดย

ใช Random primer 
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3. นํา cDNA ท่ีไดมาทําการตรวจวาเปน cDNA ของเชื้อ Saffold virus หรือไม ดวยวิธี 

Nested PCR 

4. นํา cDNA ท่ีไดมาทําการตรวจวาเปน cDNA ของเชื้อ Cosavirus หรือไม ดวยวิธี 

Nested PCR 

5. ตัวอยางท่ีใหผลบวกตอเชื้อ Saffold virus และ Cosavirus จะถูกนําไปทํา DNA 

sequencing เพ่ือทําการวิเคราะห full-genome sequence ของตัวเชื้อ (Saffold 

virus มีขนาดประมาณ 7.8 kb, Cosavirus มีขนาดประมาณ 7.3 kb) เพ่ือศึกษา 

genetic background ของเชื้อไวรัสท่ีพบตอไป 

6. นํา full-genome sequence ท่ีไดไปวิเคราะหดวยวิธี Bioinformatic analysis 

 

4. ผลการวิจัยและสรุปผลการวิจัย 

 

1) การตรวจหา Cosavirus 

การตรวจหา Cosavirus ในตัวอยางเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงในจังหวัดเชียงใหม 

จากตัวอยางอุจจาระท่ีทําการศึกษาท้ังสิ้น 411 ตัวอยาง ตรวจพบ Cosavirus อยู 1 ตัวอยาง 

(strain CMH-N199-11) คิดเปนรอยละ 0.2 ของตัวอยางท้ังหมดท่ีทําการวิเคราะหในการศึกษาใน

ครั้งนี้   สําหรับการจัดจําแนก genotype ของ Cosavirus ในเบื้องตนโดยการศึกษาลําดับ 

nucleotide sequence ในสวน 5’ untranslated region (5’ UTR) พบวาเชื้อไวรัสสายพันธุนี้ มี

ความใกลเคียงกับเชื้อ Cosavirus species A (HCoSV-A) และมีลําดับ nucleotide sequence 

ใกลเคียงกับ Cosavius virus สายพันธุ SH1 ท่ีแยกไดจากประเทศจีน (Dai et al., 2010)  ดังนั้น

ผูวิจัยจึงไดทําการวิเคราะหเชื้อไวรัสท่ีพบเพ่ิมเติม โดยการศึกษา full-genome sequence analysis 

การวิเคราะห full-genome sequence 

Cosavirus species A (HCoSV-A) ท่ีพบ 1 ตัวอยาง (CMH-N199-11) ไดมีการ submit 

full-genome sequence ข้ึนทะเบียนไวในฐานขอมูล NCBI (The National Center for 
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Biotechnology Information) โดยมี accession number คือ KJ396940 ซ่ึงมีรายละเอียดและ

ลําดับ full-genome sequence ดังนี้ 

> CMH-N199-11 (HCoSV-A) 

Length = 7,317 base pairs 

G+C content = 43.87% 

A+T content = 56.13% 

Nucleotide   Number    Mol% 

     A          2001     27.35 

     C          1652     22.58 

     G          1558     21.29 

     T          2106     28.78 

 

> CMH-N199-11 

GGCTATGTCAAAGCAATACAGTGTGTGCAAGGCGTACACGCTCAAGGCGGAGACTTAGGCC 

TCACAGATTGTGTTTTGTGTTATTGGATGCTGGATGGTCACGTTGGAGACTGCATGTGGC 

AGTCTTGAAACGTGTGGTTTGACGTCTATCCATTACGGCAGTGGGTGGAGTACTGCAAAG 

ATGTCACCGTGCTTTACACGGTTTTTGAACCCCACACCGGCTGTTTGGCGCTTGCAGGAC 

AGCAGGTTTATTTTCTTATGTTCTTTATTTCTAGCCAGCAGGGTTCTATCCTGTTGGGCG 

GAGTGATACTCCCGTTCCTTCTTGGACAGATTGCCTCCACGACCTTTGTGGATCTCAAGG 

TGATCAAGTCACTGGTGAATAGAGCGAAGGTTGAGGAGACCTGAGGAATTTCCATGTGGC 

TTTGCCAGGAGTTGTAGCGATGCTGTGTGTGTGTGCGGATTTCCCCTCATGGCAACATGA 

GCCTCACAGGCCGAAAGCCCTGTCCGAAAGGACCCACACAGTGGAGCAACCCCAGCTCCC 

TCCTACAAAGCTTTGTGAGAATGAACTCACGTTTATTCTTCTTTATTCTCTATTTACATC 

AGGCCCCAAAGATGTCCTGAAGGTACCTTGTGTATCTGGGCATGAGCACCATCAACTACC 

CGGACTTGCACTTTGGTGCAGACGCATGTGGTGACCCAGCCCCTCTGCTTCGGCAGAGGG 

GCTTTCGCTCGCTCAGCACGAGATCTGATCAGGAGCCCCTCCCAGTGTGCTTTACACCTG 

GCGGGGGGTTAAAAATTGCCCAAGGCCTGGCACAATAACCTAGGGGACTAGGTTTACCTT 

TTGTTAACAATGTCTGTCATTATGGGTGCAAACAACAGCAAAGAATCAGTGTCCAGCAAT 

GGCAACGAGGGAACAATTGTTAATAACTTTTATTCAAACCAGTATTATGCTTCTATTGAT 

GCTTCTGCCCAAGGTGTTGGGACCTCTACTACTCCTGAAAACGGCAACGTATCTGGCTTT 

CTTGGACTTGCAAGCAGTGCTTTTAATGCTCTCTCTTTTCTCGCCTCCCCGCGAGTAGAG 

AACTCAACATATCAGGAAGATAGGATTTTATCGCGCGTAGCAGGCAATACATCTATAAAC 

TCTCAAGCTTCAGAAGGGGTTTTGTGTGCTTACGCGCATGAAACCGACGGTTCAGATCCT 

ACTTCTTGTGGTGACACCCCCAGCAAAGGAACTGCAGCAACAGATAGAAGTTTCATAGTA 

CAACTCCAGCAATGGTCCACAACACAGGCCGCATATGATGCTCAGTGGGTCCGCCTCACA 

CAAGAACTGCGGGCGGATAACAAAGGTAATGTGTTTGCAAAAAATCTGAAAACTCACTCA 

TATGCAAAGATGGGATTCGAGGTAACACTTCAGGTCAACACCTCTCCGTTCCATTGTGGT 

TTGGTTGGACTGTTTCTTGTCCCCGAATTCACCAGATTCGGGCCAGACAACTTGACATGG 

CAGGATGTAACAACCCGACTTTCTCTTGTGAACAATACTGCTTTATATGACCCCCAAAAT 
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TATGCAGGAGATAGGGCTTTAGACACTGATGGCTCTTTTGATATGGCGGATTTTTCGCCT 

GAACAATTCATGCTGTTTCCCCACCAGTTTATAAATCCCAAAGACACTAATATTGCTACT 

GTTAGAGTCCCATATGTTAATATAGCCCCTACTAGTGATACCACTGTTCATACAGTTTGG 

ACAGCGGTGGTAATGGTGATAGTTCCCCTCTACTATTCATCAGGTGCTTCTCCAACAGTT 

AATATGACAATGACTATTACTCCTGTGAATTCAGTGTTTAATGGACTGCGTCATTCGGCG 

CAGACCCCTATTCCTACTAGGCCTTTTCACAACTTTAACCAGTTCAACACCACGGTGCCT 

CTTCGCACCGAGCCATGCTATGGTATGACTGTGACCCCTCCAGTTGATTACATGCCTCCA 

CCAGTTGAAGATCTCATGTCTTTGGCCCAGGTGCCTTGCTTCCTGTCGGTTGCCTTTTCT 

GACAATAGTATTAAGGGTTTTCCTTACTTTGCTGTTAGCAATACGGAACAAGGGAGAAAA 

TTGTTTTCTAGTGGTGTAGTGTTATCAGATCCCCACTATCAACACACTTTGCTTTCAAAT 

TTGGCTCGCTTCTTCTGCAATTATCGCGGAAGCATACAATTTGATTTTGTTGCCGCCACA 

ACTGCCCTGACCCGTGGTAAGTTGCTTATAGCTTATTCTCCTCCAGGTGCCAATGAGCCC 

GCATCTATTGACCAGGCTATGATGGGGACTTATGCAATTTGGGATCTTGGACTGCAGTCA 

ACTTTCAATTTTGTTGTTCCTTTCATATCGGCAACTGACTTTCGCTACAATCAAGTAGCA 

ATCGCTTCAGCTTTGAATTCTGATGGATGGCTTACAGTTTGGATGCTTAACCCATTGACT 

TACCCACCCAATACACCCCCAACCCAACAGATTGTCATGATGCTTTCTGCAGGTAAGGAC 

TTCTCTTTCAGACTTCCAATTTCACCAGGTATAGCACAAGGGATTGGCGAACAAGACCCA 

CATGACAATATGGAGTGTGGACAGGTTGATGACAAAGATGCGTCCATGTTCTCCGGACAT 

TCTGTTTCTCTCCCCACGCCTCACACACTGTGTTCCTTTTTCTATGACAGATACCGCATG 

ATTGGAATTGTGCGTTCAACAAACAGAAATTCACCAAAACTTAAGACACCTCTGGAAGCA 

GGCAAAATAATGAATTTGGTCAAATATTTCAAGATTGAATCGGCATATACACCCCAACCA 

GAACATGCTATCGGTCTAACTCCAGTACCTAACTTGAATGGAGTTCCCTTGTCCGCTTTC 

CTTAATGCCAAATCTACTGCATCCAAGAAAAGGTTAAGACTTGTTAAAGGAGACTTTCAG 

TTGAATTATTGCTGTCCTTTTACTTATGCTAAGTTTGATCTTGAATTTACAGTGGTGCCC 

CCTGCTAGCTTTGCATCTGATTATATAGTTCACTGGTATCCTCCAGGTGCCCCTATTGAT 

ACTGCTGAGATCATGTTTGGAATGAATGCTACTGACACTGAGTTTCAAGACAATGGAGAA 

AACATGAGTTCAGCTCAACTCTCATATAACCCTACTTTTTACGCCAGAGGACCTACTAAA 

GTCTGTGCAGTAGTACCTTTTTGTTTACCTACTTCTCTATTGCCTCTTTATTTTGATGGT 

TATCCAGACTATGCAAAAACTCCTGGCTTGTATGGGACTTCTCCAGCTTCTACCTTTGGT 

ACTATTTTTGTTGAATCAGACACAGAAGCACGCTTCCATGTTTACATCAGGTACAAAAAT 

TTCAAGGGTTACCTACCTAGACCACTAATTAGAACAACACACATACCCTTGGCAAGTCGC 

AACAGAAGACAGGTGGCGGGTAGTGTGCTTACTAGAGAGATTACTAGGGAAGAACGAGAA 

GTTGCCAGGCAACTCCTCCTTATTTCAGGTGATATTGAGTCCAACCCAGGTCCTGCATTT 

AATCCAGAATACACTGTACATGGCCCAGTAACAGATTTGATTCAATTGGCTAGAAAACCA 

GAAACAGTTGATAATGTAAACAGACTTCTGACTACTCTTAACACCCTTATGGCTAAATGG 

AACAACCTTAAAGAGACTGTTACAGATGCTGTGTTTCTTAGAGACATGGTGTGTCTTCTT 

GTAAAACTTACCTCTTTACTCTACCTGGTTCACGGACAAGGACCAGGTGCTTACTTTGCT 

GCTGCTTCTATATTGATGGCTGATGGGATATCTTTCTTTGATTGGTATGAAAAGATTAAA 

ATCTTCATGGCAAGAAAACTCAGAGTTTCCCCCCCTTTCTTTCCCAGTGCCCAGGGACCA 

GATCTTAGAGATTTTGTGACTTTCTTCAACGCTGCGCGTGGAGCGCAGTGGATGATTGAT 

TCTCTTAAATCCCTCATATCTTGGATTAAACAGTGGCTTGAACTTGAGGAAGAAAATGAA 

GCAGTACAACTTGAAAAGATGTTAATTGAATCTCCCAGACACTGCAAGGCAATAAATGAT 

TACAACAGAGGTGACTCTTTCCAACGACCGACTAACTCTTTTGAATTCATGGACAGACTT 

GTGGAATGTGCTACTAAACTCGGGAGGGTTCAAATTGCAACATACTTTAGAAATTTCACC 

ACAGCCGATTCTGATACTAGCAGACCAGAGCCGGTGGTGCTTGTTCTGCGCGGGAAACCA 

GGCGCAGGCAAATCAGCTGCAGCTACTGTCATCGCTGCTGCAGTCTCCAAATTGTTAGTA 

GGAAGTCAATCAGTTTATACACTTTCTCCAGATACAGAACACATGGATGGATATCATGGT 

CAATTTGTGACCTTGATGGATGACCTTGGACAAAACCCAGACGGTGAAGACTTCAGATGT 

TTCTGTCAAATGGTTTCATGTGCTCAGTACCGCCCCGCCATGGCTGATCTTAAAGACAAG 

GGAATCCTGTTTACTTCTAGACTTTTGATTGCTACCACCAATTTACCAGACTTCAATCCC 
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GTTACTATTTCAGATCCTCGCGCCCTTGACAGGCGCATTACCTTCGATATCCACGTTACA 

CCAGGCTCTGCTGCAACCAAGAATGGGAAACTCGACTTGGCTGCGGCCCTCAAACCCGAT 

GGACCCGGTGAACACCCTTACACTTCTGACTGTCCCATTCTCCACACTACTGGACTTCTT 

TTGAAAAACCTCAGAAACAACCAGACTATGAATGTAAAGGACCTTGTTGACCTTA 

TCGTGAGAAGAATTAAACATAAGAAAGAAGTAGGAAACATGCTTGACTCTCTAGTTGCCC 

AGGGACCTACAATGATTGTTGGCTATACTAAGGATGATGATGGCATTGCGATTGTGGACT 

GTCTCGAAGAATGGAACAAGATTAAGGACAAGAAAAAGAAACAGCTTGCTTTGGAAATGG 

TTGCCCAGGAGCTTAAAGACAAACATGAAGAACATAAGGGAACAATTAAACTTTTGAAAA 

TGTTTGTCACAGGTTTGGGTGTCGTCGCTGCCGTTGCAGGAGCGTACGCCACAATGAAAT 

ATTTCACTAAAGACAAACCAGAGGAAACCAAGGAACCAGAGGAAAAGAATGAAGAAAGAG 

AAGAGTCCAAAGAAGCTGCTGGTCCGTACAATGGGCCAACAAAGAAAGAAATTAAAACAT 

TGAAGCTCAAGGCCCAGAGTCCTCTTATGGATATGGAAAAGAAGATCTCTCAGAATGTTA 

TGCCCTTTCAGATTTGGTACAACGGAAAGAAGTATACCCAGTCTTGTTTGGCAATAGGTA 

AAAGAGTGATTCTTGTAAACAAACATGCTTTTGAATCAGTGGATAACAAATTCATTGTGA 

ATCAGAAAGAATACACACTAGATCAGGTTACAGCTATTTCCCTTGATTGTGGGTCAGGTG 

TTACAGATGTGTGTGCTATTTGCTTGCCCCCAGGCCCAGATTTCAAATCAATAAAGAAAC 

ACTTCCTACCTTTTAACACTACTATGTTTCCAGGCACCCGCCTGACTATTCTCTCGAATG 

ACCACTACCCTATGTCCAGAGAAGGGTCTTTCCTTCGCTTTGAGGATGAAGTTCCCACCA 

ACATAGGTCAGATGCCCTTTGTGATGCTTTACAAATCAACCTCTTACTTTGGTATGTGTG 

GTTCAGTTGTGTGTAGTAGATTTGTTGATGGAGGAGGAATAATTGGAATGCACTGTGCAG 

GTGGAGGCGGAGTCAGTGTTGGAACCCGTTTGACTGCTAGAATGATTGAATCAGTTTTTG 

ATTATTTCTACCCACCAGTTGCTCAGGGAATTATTGAAAATACAGAGACAGGACCCCGTG 

TGCATGTGCCCAGACAATCCAAATTAAAAAGAACTCATGCCACTTATCCGGCAACGGACA 

AGTTTGGCCCAGCTGCACTCTCGCGGTACGATCCGCGTCTTAATGAAGGAGTAGACCTTG 

ATACAGTGATCTTTTCAAAACACACCCATAATACTTTGATTGATAAAGAATCCACTTTTA 

GGAAAGCTCTTGATATGGCAGCAGAAATTTATGGTGAAAAGTTCAGAGGAAATGATTTCT 

CCCCTCTTTCAGTTGAAGATGCAATTCTTGGAGTACCCGGACTCGACCGTTTGGACCCCA 

ACACAGCTTCAGGACTTCCTTACACAAAGACCAGAAGACAGATGATTGACTTCAA 

CACAGGACAGATTTTGGACGATACTCTTAAGTGTCGACTTGGACAATGGCTTGCTGGACG 

ACCTCCTCAGGAAGTACATTACCAGACATTTCTCAAGGATGAAATCAGGCCCATCGAAAA 

GGTCAAAGCAGGAAAAACCAGAATAATTGATGTTCCTCCTCTTGATCATGTCATTGCCTT 

CAGAATGCTCTTTGGCAAATTCATTGCCCACTACCACTTGAACTTTGGCTTTAAAACAGG 

CTCTGCTATTGGTTGTGACCCAGATGTTGCTTGGGCTTCTTTCGGCTTTGAGCTCAGTGG 

CTTTCCTTATCTGTATGATTTTGATTACTCAAACTTTGATGCTTCTCACAGCACTTCAAT 

CTTTGAAATCTTAGATCAGAAATTCTTTTCTCCAGAATTAGGTTTTGATCCTAGATGCTC 

ACTTCTCTTGAAATCCCTTGCAGTTTCAACCCACTGTTATGAGAACAAGAGACTCCAGAT 

TGCTGGAGGGCTTCCCTCCGGCACGGCAGGTACCTCAGTACTGAACACCGTGATAAACAA 

TATCATTTTTCACGGTGCATTGTATCACACTTACACTAATTTTGAGTGGGATGACATCAG 

TATGTTAGCCTACGGCGATGACATTGTTGTTGCCTCCAAATTCGAACTTGACTTGGTTAT 

GGTTAAGGCTTTCATGAACCGGATTGGCTACAAGATTACCCCTGCAGACAAAAGTGACGA 

ATTCAGACCAAAGTGTATGGATGACATTTGCTTCTTAAAGAGGCGTTTTGTTAAAGTTGC 

TGGAGTTTGGGCTCCAGTGATGGAAACTGAAAACCTCGAGGCAATGTTGTCTTGGTACAA 

ACCAGGAACTCTTAATGAAAAGCTCCAGAGTGTCTCAAGACTTGCCCATTTCTCAGGACG 

TGACGTATATGACCGCCTTTTCAAGCCCTTCATTCGTGATGGGTTTGACGTCACACCTTG 

GAAACAGTTACACTTGGAATGGCTTAATAAGTTATCAGCTTAAAGAATTTTGAATTGGCA 

TTTCAAATTTATTTTGAATTTGGCTTTTAATTCGTTCTTAATTTGGTTATTTATTGGGTA 

TAATCA 
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P1 P2 P3

ตารางท่ี 1 การเปรียบเทียบ full-genome sequence ระหวาง CMH-N199-11 กับ Cosavirus 

species ตางๆ 

Region* 

Nucleotide sequence identity (%) 

HCoSV-A6 HCoSV-A1 HCoSV-A19 HCoSV-A20 HCoSV-E1 HCoSV-F1 HCoSV-D6/E2 

SH1 0553 PK6187 NG263 Australia/81 PK5006 NG385 

VP4 97.0 97.0 96.0 95.0 80.3 77.9 78.9 

VP2 90.2 63.6 66.5 70.4 56.0 65.2 58.3 

VP3 89.0 67.3 65.2 68.9 59.7 60.4 62.2 

VP1 85.6 59.3 57.7 57.8 46.4 50.7 48.8 

2A 82.2 60.0 59.3 60.4 47.7 37.2 42.2 

2B 82.9 84.8 81.8 84.5 64.7 66.1 64.4 

2C 84.4 85.8 85.8 86.8 69.5 64.7 70.7 

3A 82.0 80.8 80.8 88.0 60.1 61.8 59.3 

3B 85.9 87.7 84.2 84.2 77.1 75.4 80.7 

3C 86.0 87.5 88.5 88.0 60.5 59.1 61.9 

3D 91.6 92.6 90.6 92.6 67.8 66.8 67.5 

Complete-

sequence 
87.3 77.2 77.2 78.6 60.6 61.8 61.4 

* Gene mapping ของ Cosavirus (adapted from http://www.picornaviridae.com) 

  

จากการวิเคราะหเปรียบเทียบ complete coding sequence ในสวนของ 11 gene 

regions (VP4, VP2, VP3, VP1, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D) ของ CMH-N199-11 กับ 

Cosavirus species ตางๆ พบวา CMH-N199-11 มีลําดับ nucleotide ใกลเคียงกับ Cosavirus 

species A, genotype A6 (HCoSV-A6) สายพันธุ SH1 ท่ีแยกไดกอนหนานี้จากประเทศจีน  โดยมี

ความเหมือนกันของลําดับ nucleotide อยูท่ีรอยละ 87.3  ในขณะท่ีเม่ือเปรียบเทียบกับ 

Cosavirus species A แตเปน genotype อ่ืน พบวามีความเหมือนกันของลําดับ nucleotide 

sequence ลดลงมาอยูท่ีรอยละ 77.2 ถึง 78.6  และพบวาความเหมือนของลําดับ nucleotide  
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ยิ่งลดลงเม่ือเทียบกับเชื้อใน species อ่ืนๆ คือพบอยูท่ีรอยละ 60.6 ถึง 61.8 ซ่ึงผลการเปรียบเทียบ

ลําดับ nucleotide ท่ีไดจากท้ัง full-genome sequence ชวยยืนยันผลการ typing ในเบื้องตนวา 

CMH-N199-11 จัดจําแนกไดเปน Cosavirus ใน species A, genotype 6 (HCoSV-A6)    และ

เม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับ nucleotide ในสวนของ genome ในแตละ region จาก VP4 ถึง 

3D พบวา ลําดับ nucleotide ในสวนของ VP4 มีความ conserve มากท่ีสุด และ ลําดับ 

nucleotide ในสวนของ VP1 และ 2A มีความแตกตางกันในระหวาง Cosavirus ท่ีตาง species 

กัน (ตารางท่ี 1) 

 

รูปภาพท่ี 1 การศึกษาวิวัฒนาการของ Cosavirus CMH-N199-11 เปรียบเทียบกับ Cosavirus สายพันธุ

อ่ืนๆ โดย (A) แสดงการวิเคราะหในสวนของ complete coding sequence และ (B) แสดงการ

วิเคราะหในสวนของ VP1 capsid region 

 

(A) 

 

 

 

 

FJ438903.6344.HCoSV-A2

FJ438902.0553.HCoSV-A1

FJ438904.6572.HCoSV-A3

 CMH-N199-11

GU968209.SH1.HCoSV-A

JN867759.PK6187.HCoSV-A19

JN867756.NG263.HCoSV-A20

JN867758.PK5006.HCoSV-F1

FJ438907.2263.HCoSV-B1

FJ555055.Australia/81.HCoSV-E1

FJ438908.5004.HCoSV-D1

JN867757.NG385.HCoSV-E/D

EF165067.Saffold virus

100

100

84

100100

86

92

0.1

HCoSV-A

HCoSV-F
HCoSV-B
HCoSV-E
HCoSV-D

HCoSV-E/D
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(B) 

 

 

ผลการศึกษาวิวัฒนาการของ Cosavirus CMH-N199-11 เปรียบเทียบกับ Cosavirus สาย

พันธุอ่ืนๆ ดวยวิธี Phylogenetic analysis โดยการวิเคราะหลําดับ nucleotide ในสวนของ 

complete coding sequence ดังแสดงในภาพ A แสดงใหเห็นวา Cosavirus CMH-N199-11 ท่ี

แยกไดจากการศึกษาในครั้งนี้จัดกลุมรวมกับเชื้อมาตรฐานท่ีเปน Cosavirus species A และมี

ความสัมพันธใกลชิดกับ Cosavirus สายพันธุ SH1 ท่ีแยกไดกอนหนานี้จากประเทศจีนมากท่ีสุด  

สําหรับการวิเคราะหลําดับ nucleotide ในสวนของ VP1 ซ่ึงกําหนดการสราง capsid 

protein ของตัวเชื้อไวรัส และเปน region ท่ีนิยมใชในการวิเคราะหเพ่ือจัดจําแนก genotype ของ

JN867790.TN06-S231.HCoSV-A6

GU968209.SH1.HCoSV-A

 CMH-N199-11

JQ811822.NP8-2.HCoSV-A6

JN867771.NG6.HCoSV-A5

JQ811821.NP8-1.HCoSV-A24

JN867776.NG18.HCoSV-A8

JN867768.NP11.HCoSV-A7

JQ811831.NG213-2.HCoSV-A23

JQ811825.NG295-1.HCoSV-A22

JN867772.NG11.HCoSV-A10

JN867765.NP7.HCoSV-A9

FJ438904.6572.HCoSV-A3

JN867756.NG263.HCoSV-A20

JQ811826.NG295-2.HCoSV-A21

JN867759.PK6187.HCoSV-A19

JN867775.NG15.HCoSV-A18

JN867764.NP6.HCoSV-A13

FJ438902.0553.HCoSV-A1

JN867760.NP1.HCoSV-A11

JN867774.NG14.HCoSV-A12

JN867787.TN06-E34.HCoSV-A17

FJ438903.6344.HCoSV-A2

JQ811829.NG376.HCoSV-A14

JN867767.NP10.HCoSV-A16

JN867780.NG23.HCoSV-A15

FJ438907.2263.HCoSV-B1

100

100

100

97

100

100

98

100

99

100

95

84

97

0.1
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เชื้อในกลุมนี้ พบวาเม่ือทําการวิเคราะห Cosavirus CMH-N199-11 เทียบกับเชื้อมาตรฐาน 

genotype A1 ถึง A24 พบวา เชื้อท่ีแยกไดจากการศึกษาในครั้งนี้มีความสัมพันธใกลชิดกับ 

Cosavirus genotype A6 สายพันธ SH1, TN06-S231, และ NP8-2 ซ่ึงใหผลตรงกับการวิเคราะห

โดยใช complete coding sequence ดังแสดงในภาพ A ขางตน 

โดยสรุป ผลท่ีไดจากการตรวจหา Cosavirus ในศึกษานี้พบวา ไวรัสชนิดนี้พบไดอัตราท่ี

คอนขางต่ําในเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวง จากผลการวิเคราะหคุณลักษณะทางพันธุกรรมของตัวเชื้อ

พบวาเชื้อท่ีแยกไดในประเทศไทยมีวิวัฒนาการใกลเคียงกับเชื้อท่ีพบในประเทศจีน จึงเกิดขอ

สันนิษฐานวา Cosavirus ท่ีพบในประเทศไทยและประเทศจีนนาจะมีตนกําเนิดทางวิวัฒนาการ

รวมกันมากอน โดยเชื้อท่ีแยกไดสามารถจัดจําแนกอยูใน species A, genotype 6 (HCoSV-A6) ซ่ึง

แตกตางจากเชื้อท่ีเคยแยกไดในผูปวยผูใหญ ซ่ึงพบวาเปน Cosavirus species C   รายงานการ

คนพบ Cosavirus ในครั้งนี้ถือเปนรายงานแรกของการตรวจพบ Cosavirus ในผูปวยเด็กท่ีมีอาการ

อุจจาระรวงในประเทศไทย 

 

2) การตรวจหา Saffold virus 

การตรวจหา Saffold virus ในตัวอยางเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงในจังหวัดเชียงใหม 

จากตัวอยางอุจจาระท่ีทําการศึกษาท้ังสิ้น 411 ตัวอยาง ตรวจพบ Saffold virus อยู 3 

ตัวอยาง (strains CMH-S052-10, CMH-N031-11, CMH-N120-11) คิดเปนรอยละ 0.7  โดยท้ัง 3 

ตัวอยางไดนําไปศึกษาตอเพ่ือทําการ identify genotype ดวยการวิเคราะห partial sequence ของ 

VP1 gene ซ่ึงพบวามีอยู 1 ตัวอยางคือ CMH-N120-11 เปน Saffold virus genotype 1 (SAFV-1) 

สวนอีก 2 ตัวอยางคือ CMH-S052-10 และ CMH-N032-11 เปน SAFV-6   ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือก

ตัวแทน ของ SAFV-1 และ SAFV-6 อยางละ 1 ตัวอยางมาทําการวิเคราะหเพ่ิมเติมโดยการศึกษา 

full-genome sequence analysis 
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การวิเคราะห full-genome sequence 

ตัวแทนของ Saffold virus SAFV-1 และ SAFV-6 ท่ีไดทําการวิเคราะหมีลําดับ nucleotide 

ของ full-genome sequence ดังนี้ 

> CMH-N120-11 (SAFV-1)  

Length = 7,833 base pairs 

G+C content = 43.10% 

A+T content = 56.90% 

Nucleotide   Number    Mol% 

     A          2249     28.71 

     C          1794     22.90 

     G          1582     20.20 

          T          2208     28.19 

 

> CMH-N120-11 

CTAATCAGAGGAAAGTCAGCATTTTCCGGCCCAGGCTAAGAGAAACATATAAGTTAGATT 

TGATCTAAATCCCTTGACGAATTCGAAACGAGATGTTCTCCCTCCCTTGCCGCTTGTTCA 

CACCCATTTATCTAATTCGGCCTTCCGTAACAAGCCCCTCGGTGAAAGAACCTCTCTCTT 

TTCGACGTGGTTGGAATTAACATCATTTCCGACGAAAGTGCTATCATGCCTCCCCGATTA 

TGTAATGTTTTCTGCCCTGCTGGGCGGAACATTCTCGGGTTGAGAAACCTTGATCTCTTT 

CCTTTGGAACCTTGGTTCCCCCGGTCTAAGCCGCTTGGAATATGACAGGGTTATTTTCTT 

TATCTTATTTCTACTTTCACGGGTTCTATCCGTGAAAAGGGTACGTGTTGCCCCTTCCTT 

CTCCGGAGAATTCACACGGCGGTCTTTCCGTCTCTCGACAAGTGTGAATGCAACATGCCG 

GAAACGGTGAAGAAAGCAGTTTTCTGCGGAAGTCTAGAATGCGCATCGAAACAGCTGTAG 

CGACCTCACAGTAGCAGCGGACTCCCCTCTTGGCGACAAGAGCCTCTGCGGCCAAAAGCC 

CCGTGGATAAGATCCACTGCTGTGAGCGGTGCAACCCCAGCACCCTGATTCGATGAACAT 

TCTTTACGGAACCAGAGGATGGCTTTCTTAAGCCCTCCGGTAGAGAAGCCAAGAATGTCC 

TGAAGGTACCCCGCGTGCGGGATCTGATCAGGAGACCAATTGACTGTGCTCTACACCGTC 

ACTTTGGTTTAAAAACTGTCACAGCTTCTCCAAACCAAGTGGTCTTGGTTTTCTAATTTT 

ATTGACTGGCAATATGGCGTGCAAACACGGATACCCGTTTTTGTGCCCTCTTTGTACTGC 

CATTGACATCTCTTCGGATGGATCTTTTGCTCTTCTATATGATGGCGAATGGTATCCAAC 

TGATCTCCTGACTGTTGACTTGGACGACGATGTGTTTCATCCCCTGGATTCTATCATGGA 

ATGGACTGATCTACCATTGATTCAAGATGTGTTGATGGAACCACAAGGCAACTCCAATTC 

TTCAGACAAAAACAATTCACAATCTTCTGGGAATGAAGGTGTCATTATCAACAATTATTA 

CTCCAACCAATACCAGAATTCAATTGACCTTTCCGCCAATGCCAACGGTGTAGGCAAGGA 

AAATTCTAAGCCACAAGGTCAATTAATGAATATTCTTGGAAGCGCGGCTGACGCCTTCAA 

AAACATTGCCCCGCTTCTCATGGACCAAGACACTGAAGAAATGACCAACCTTTCTGACAG 

AGTGTCATCAGACACTGCAGGCAATACGGCCACAAACACTCAGTCTACAGTGGGTCGTTT 

GTTTGCATTTGGCTCGAGACACAAGGGAAAACACCCAGCGTCTTGTGCGGACACCGCCAC 
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TGACAAAGTGCTCGCTGCGGAGAGATACTACACTCTCAAATTGGTTACTTGGACTATGAC 

ACAAAAACCTTTTGACCACGTTCGCATACCTCTTCCACACGTGCTAGCAGGCAAACAGGG 

TGGTGTTTTCGGGTCTACTCTCCGGAGACACTATCTTTGCAAATGCGGGTGGCGCATACA 

GGTTCAGTGCAATGCTTCTCAATTTCATGCAGGCTCTTTGTTAGTGTTCATGGCCCCAGA 

ATTTGACACTTCTTCATATTCTGCAACCAAAGATCCCACCGGAGAAGAGCCCTTCAAGGT 

TGACACCACGTGGCAGACAGGTCCTCTTCGTGGTCACTCCTACGAAGACAAATCCACTCA 

AACCCTTCGACCATTGGCACTTAACCATCAGAACCATTGGCAATGGACAGTTTACCCTCA 

TCAAATTTTGAATTTGAGAACGAACACAACATGTGATCTGGAGGTACCATATGTAAATAT 

TTGCCCAACTTCATCTTGGACGCAGCATGCAAATTGGACCATCGTGGTGGCCGTCCTTTC 

TCCTTTACAGTACACTACAGGCTCGGCCACAGAAGTGGACATTACTCTATCAATACAACC 

AGTGAAACCAGTGTTCAATGGTTTAAGACATTCAGTTTTAGAAGCAGACAGTCCAATACC 

AGTAACTGTTAGGGAGCATGCAGGCACCTTCTTTTCTACTACCCCAGATAATACTGTTCC 

AGTCTACGGAAAAACCGTAGCAACACCATCTGATTACATGTGTGGAGAATTTACAGACCT 

GTTGTCATTGTGCAAAATTCCAACTTTCCTTGGTAATGTCTCTTCAACACAAAGGCTTCC 

TTACTTTTCAGCAACAAACACAGTTCCGACTAACGCTTTAGTGACATATCAGGTCTCTCT 

GTCATGTTCTTGCATGGCCAATTCTATGCTGGCATCAGTTGCTAGGAATTTCAATCAATA 

CAGGGGTTCCTTAAATTACTTGTTTGTTTTCACAGGTAGCGCCATGACAAAAGGAAAATT 

CCTTATTTCCTACACACCACCTGGTGCAGGGAAACCAACAACTAGAGACCAAGCTATGCA 

AGCTACTTATGCCATTTGGGATTTAGGATTAAACTCTAGTTATAATTTCACTGTTCCTTT 

CATCTCTCCAACACATTACAGACAAACTTCTTACACAACTCCATCTATTACTTCTGTAGA 

TGGGTGGCTTTCTGTTTGGCAACTCACGCCTCTTACTTACCCTGTAGGCTGTCCTTCTAA 

TTCTGACATCCTCACACTCGTGTCGGGTGGGGATGACTTCACTCTAAGGATGCCGATTTC 

TCCAACCAAGTACACCCCGCAAGGTGTGGACAATGCTGAGAAGGGAAAGGTCTCAGACGA 

CAACGCATCAGCTGACTTTGTTGCTGTTCCGATCCAACTTCCCGAAAACCAAACTGAAGT 

TTCTTTCTTTTATGACAGAGCAGTTCTTGCTTCGGCTTTGGCAGTGGGAACAAACCAGGG 

CTTGAACAATTCCTTCTCTTTGGAATCTGCTTCGGGAGTTATGAACAACATTCTTTTGAC 

ACCATTACCCAGTGACAGGCTCAAAGAAAACGAGTTCGGTTTAGACGAACAACACAGATG 

GTTGAGTTTCCAATCAGCAACTAGTTCAACTCCCCCTTATAGAACCAAACAAGACTGGAA 

TTTCTTGATGTTCTCTCCTTTCACTTACTACAAGTGTGATCTGGAAGTGACCCTTTCTCT 

CAACTCAGGAAATGCAGCTGGGGCTGTAGTTAGGTACGTACCTAGCGGTGCTCCGGTAGA 

CATAACAACCCAAACAATGCCTTTCACTCCTTCTCTTGCGGACACTCGAGACCCACACAT 

GTGGTTGGTAGGTGCTGGATCTACAAACCAAATTTCCTTTGTACTGCCCTACACCTCCCC 

ATTATCTGTCCTGCCCGCTGTGTGGTTTAACGGGTTCTCTGACTTTTCCAATACTTCACG 

CTTTGGCGTTGCTCCAACCTCAGACTTTGGAAGATTATTTGTTCAGGGATCTGATAGATT 

TTCCGTGCATTTCAGGTACAAGAAAATGCGAGTCTTTTGTCCAAGACCCACAGTTTTCTT 

TCCTTGGCCTTCCGAGTCTGTTTCAAAAATTCATGCCAACACACCAGTCCAAATCTTGGA 

ACTTCAAGACCCTATTTCAATGTATAGAGTAGATCTTTTCATAAACTTTTCAGATGAAAT 

CATTCAGTTCACTTACAAAGTTCACGGTAGAACAGTTTGCCAATATGAAATCCCTGGCTT 

TGGTCTATCTCGCTCTGGACGTCTTCTTGTGTGCATGGGCGAGAAGCCCTGCCAACTCCC 

CATTTCCACTCCCAAGTGTTTCTACCACATCGTTTTCACCGGTTCCAGAAATTCTTTTGG 

TGTGTCCATTTACAAAGCAAGGTACAGACCTTGGAAACAGCCTCTTCATGATGAACTTTA 

CGACTATGGTTTCTCCACTTTCACTGACTTCTTCAAAGCTGTTAGGGACTATCATGCCTC 

TTATTATAAGCAAAGACTTCAGCATGATATTGAAACAAACCCAGGACCCGTCCAGTCGGT 

TTTTCAGTTGCAAGGTGGGGTGCTAACTAAATCCCAAGCACCCATGTCGGGATTACAGAG 

TATGTTACTGAGAGCAATTGGGATTGAAGCTGATTGTACAGAGTTCACCAGAGCAGTTAA 

TTTGATCACAGACTTGTGCAACACCTGGGAGAGCGCTAAAACAACACTGTCTTCTCCCGA 

ATTCTGGACCAAAATGGTGATGAGAATTGTCAAAATGGTCGCTGCTTCAGTTCTTTATCT 

ACACAATCCAGATTTGACCACCACTGTTTGTTTATCTTTGATGGCCGGAATTGACATTCT 

CACTAACGACAGTGTTTTTAACTGGTTGTCCTCCAAACTTTCTAAATTTTTCCACACTCC 

CGCCCCCCCCATTGTCCCACTTCTCCAACAACAGTCTCCTATTAGGGAAGCAAATGACAA 
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TTTCAACTTGGCTAAAAACATAGAATGGGCAATAAAAACAATAAAAAGAATAGTTGAATG 

GATTACTTCATGGTTCAAACAAGAAGAGACTAGTCCTCAGGCTAAACTAGACAAAATGTT 

AGAAGACTTTCCAGAACACTGTGCCTCCATTCTAGCTATGAGAAATGGGAGAAAAGCATA 

CACTGATTGTACTGGTGCATTTAAGTACTTCGAACAACTTTACAATTTGGCAGTACAATG 

TAAAAGAATACCACTAGCTACTTTGTGTGAAAAATTTAAGAACAAACACGACCATGCTGT 

GGCCAGGCCAGAACCTGTGGTTGTTGTGTTGCGAGGAAATGCTGGACAAGGAAAATCCGT 

GACCAGTCAAATCATCGCTCAAGCGGTTTCCAAACTTTCATTTGGCCGTCAATCAGTTTA 

CTCTCTTCCACCAGATTCTGATTATTTGGATGGTTATGAGAATCAATACTCAGTGATCAT 

GGATGATTTAGGACAAAATCCTGACGGAGAAGATTTTAAAGTGTTCTGTCAAATGGTTTC 

AAGCACAAATTTTCTTCCAAATATGGCCCACTTGGAAAAGAAAGGAACCCCTTTTACTTC 

AAACTTCATAATAGCAACAACCAACCTTCCCAAGTTTCGACCCGTCACCGTAGCTCACTA 

CCCAGCTGTTGATAGAAGAATCACCTTTGATCTGACCGTTGAGGCAGGAAATGAATGTGT 

TACTCACAATGGAATGTTGAATGTAGAGAAGGCTTTTGAAGAAATTCCAGGAAAACCACA 

ATTGGATTGTTTCAACACTGATTGCAGACTACTCCATAAGAGAGGGGTGCGGTTTGTATG 

TAACCGCACAAAGAATGTCTACAACCTTCAACAAGTAGTAAAAATGGTGAAGAACACCAT 

TGATAACAAGGTGGAAAATCTAAAGAAAATGAATACATTGGTTGCCCAATCACCTGGTAA 

TGACATGGACTATGTGTTGACTTGCCTGAGACAAACAAATGCTGCATTACAAGATCAAAT 

TGATGAACTCCAAGAGGCCTTTAATCAGGCTCAAGAAAGACAGAATTTCCTATCAGATTG 

GCTTAAAGTTTCTGCAATTGTTTTCGCATCTATTGCTTCTTTGTCTGCAGTTTGTAAATT 

GGTTTCCAGATTCAAAAATTTGGTGTGTCCGGCTCCTGTCCAAATACAATTATCCGAAGG 

AGAACAAGCTGCTTACTCTGGAGGCAAGAAAGGAGAGAAGCAAACACTCCAGGTTTTGGA 

CGTACAAGGTGGAGGAAAGATCGTAGCCCAGGCTGGGAACCCGGTCATGGACTATGAGGT 

GAATATCGCTAAGAACATGGTCACCCCTATTACTTTCTTTTATGCAGACAAGGCACAAGT 

CACACAATCCTGCTTGTTGGTCAAAGGGCACCTTTTTGTGGTCAATAGACATGTGGCTGA 

AACTGACTGGTGCGCTTTTGAACTCAAAGGCACACGGCATGAGAGAGATTCGGTACAGAT 

GAGATCAGTGAATAAATCTGGGATGGAAGTTGATTTGACTTTTGTGAAAGTTATTAAAGG 

ACCTCTTTTCAAAGACAATTCCAAGAAATTTTGTTCCAAGAATGATGACTTTCCGGCTAG 

AAATGAAACTGTGACAGGGATTATGAATACTGGAGTACCCTTCGTCTTCACTGGAAAATT 

CTTGATTGGTAATCAACCGGTTAACACAACCACTGGTGCATGTTTCAATCATTGCATACA 

CTATAGAGCCACAACACATCGAGGCTGGTGTGGGTCAGCTCTCATTTGTCATGTCAACGG 

GAAAAAGGCTGTGTACGCAATGCACTCGGCTGGTGGAGGAGGCATAGCTGCCGCTACTAT 

AATCACTCAGGAAATGATTGAAGCTGCTGAAAAGGCCTTAGATTGTCTAACTCCTCAAGG 

TGCTATAGTTGAAATAGGCATTGACACAGTTGTGCATGTTCCAAGGAAAACCAAATTACG 

TAGAACAGTGGCACATCCTTGCTTCCAACCTAAGTTTGAACCTGCTGTCCTCTCACGTTA 

CGACCCCAGGACCACAAAGGATGTAGACCAGGTTGCTTTTTCTAAGCACACTACTAATTT 

GGAAGAACTTCCATCTGTTTTCTCCATGGTTGCAAAAGAGTATGCTAACAGAGTGTTCAC 

AACAATAGGTAAAGAAAATCAAATTTTGACCCCAGAACAAGCTATTTTAGGGCTGCCAGG 

TATGGATCCAATGGAAAAGGACACTTCGCCTGGTTTGCCTTATACTCAACAAGGCCTAAA 

AAGAGCTCAGTTGGTAAATTTTGAGCAAGGCACTATGACACAAAACCTAAAAGAAGCACA 

TACTAAATTAACTGTAGGAAATTATGAAGACATTTTGTACCAAAGTTTTTTGAAAGACGA 

AATTAGGCCTATAGAGAAAATTCATGAAGCGAAGACTAGAATCGTAGACGTCCCCCCTTT 

TCATCACTGTATCTGGGGACGTCAACTGTTAGGGCGCTTTGCATCTAGATTTCAAACTAA 

CCCTGGATTGGATTTAGGCTCAGCAATTGGTACTGACCCTGACACAGATTGGACTGCTTT 

TGCCTTTCAACTCTTACAATACAAATATGTCTACGATGTAGATTATTCTAACTTTGATGC 

TTCACATTCCACTGCAATGTTTGAAATTTTGATTGAGAACTTCTTTACGGTTGAAAATGG 

ATTTGATGAAAGAATAGGAGACTACCTAAGATCCCTTGCAGTCTCCCGACACGCTTTTGA 

AGAGAGAAGAGTTCTAGTTAAGGGTGGCCTCCCGTCAGGGTGCGCCGCCACGAGCATGTT 

AAACACTATTATAAACAATATAGTAATTAGAGCAGCATTGCATTTAACATATTCAAATTT 

TGAATTTGATGACATCAAAGTTCTGTCTTATGGTGATGATTTACTCATCGCCACAAATTA 

CCAAATCAATTTTAATCTTGTCAAACAAAGATTAGCACCCTTCAATTACAAGATTACACC 
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TGCTAACAAGACTGTTGAATTTCCTGAAATTTCTAATCTTTATGAGGTTACCTTTTTAAA 

GAGAAAATTTGTCAGACACAATTCTTGTTTATTTAAGCCTCAAATGGACACAGAAAATTT 

GAAAGCAATGGTTAGCTACTGTAGACCAGGTACGTTAAAGGAAAAGCTCAACTCTATTGC 

ACTGCTGGCGGTGCACTCAGGGAAGAGTGTCTACGATGAAATTTTCGACCCTTTTCGTCG 

TATCGGAATAATAGTTCCAGAACATAGTACCATGCTCTATAGATGGCTCAATCTATTTAG 

ATGAACATCCTCTCGATCGGATCGCAACGTGTTACCCAAGAATCCACTTGGGTGTACGCG 

GCCGTTCTGACGTTGGAATTCTGTAGATGAAAG 

 

> CMH-N031-11 (SAFV-6) 

Length = 7,717 base pairs 

G+C content = 42.93% 

A+T content = 57.07% 

Nucleotide   Number    Mol% 

     A          2288     29.65 

     C          1758     22.78 

     G          1555     20.15 

    T          2116     27.42 

 

>CMH-N031-11 

CTAATCAGAGGAAAGTCAGCATTTTCCGGCCCAGGCTAAGAG 

AAACATATAAGTTAGATTTGATTTCAATCCCTTGACGAAATCGGGATGAGAAGTTCTCCC 

TCCCTTGCCGCTTGTTCACACCCTCTCCTTGTAATTCGGCCCTTGTGACAAGCCCCTTG 

GTGAAAGAACCTCTCTCTTCCTGACGTGGTTGGAATTAACATCATTTCCGACGAAAGTGC 

TATCATGCCTCCCCGATTATGTGGTGTTTTCTGCCCTGCTGGGCGGAGCATTCTCGGGTT 

GAGAAATCTTGACTCTTTTCTTTTGGAACCTTGGTTCCCCCGGTCTAAGCCGCTTGGAAT 

ATGACAGGGTTATCTTCTATTTCTAATTTCTACTTTCATGGGTTCTATCCATGAAAAGGG 

TATGTGTTGCCCCTTCCTTCTTTGGAGAATTCACACGGCGGTCTTTCCGTCTCTCGAAAA 

GTGTGAATGCAACATGCCGGAAACGGTGAAGAAAACAGTTGTCTGTGGAAGTCTAGAGTG 

CGCATCGAAACAGCTGTAGCGACCTCACAGTAGCAGCGGAATCCCCTCTTGGCGACAAGA 

GCCTCTGCGGCCAAAAGCCCCGTGGATAAGATCCACTGCTGTGAGCGGTGCAGCCCCAGC 

ACCCTGGTTCGATGATCACTCTTTACTGAACCAGAGAATGGTTTTCTTAAGCCCTCCGGT 

AGAGAAGCCAAGAATGTCCTGAAGGTACCCCGCGTGCGGGATCTGATCAGGAGACCAAAT 

GAGAGTGCTCTACACTGTCACTTTGGTTTAAAAACTGTCACAGCTTCTCCAAACCAAGTG 

GTCTTGGTTTTCTAATTTTGTTAAATGGCAGTATGGCGTGCAAACACGGATACCCGTTTT 

TGTGCCCTCTTTGTACGGCCATTGAAACCACTCCCGACGGTTCGTTTGCTTTGCTGTTCG 

ATAATGAATGGTACCCAACTGATCTCCTAACCACGGACTTGGATGACGATGTATTTTATC 

CCCAAGATTGTTTAATGGACTGGACAGATCTACCATTAATTCACGATATAGTAATGGAAC 

CACAAGGAAATTCAAACTCTTCAGACAAAAACAATTCACAGTCTTCAGGCAATGAAGGCG 

TGATTATCAACAATTACTACTCTAACCAATATCAAAATTCAATAGACCTTTCTGCTAACG 

CCAATGGTGTCGGCAAAGAAAACTCCAAACCACAAGGTCAACTGATGAACATTCTCGGCA 

GCGCAGCCGATGCTTTCAAAAACATTGCCCCTCTTCTTATGGATCAAGACACTGAAGAAA 
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TGACCAACCTTTCAGACAGGGTTGCCTCTGATACAGCTGGCAATACGGCTACAAACACTC 

AATCAACTGTAGGCCGTTTGTTTGGATACGCGATGAGGCATAAAGGAAAACACCCTACTT 

CTTGCGCTGACAAAGCGACTGACAAGGTGTTGGCTGCTGAAAGATATTACACTCTGAAAC 

TAGCAACTTGGACACCTACACGTAAAGCTTTTGATCACATCAGAGTACCATTTCCCCACA 

TTCTTTCCGGCGAGGATGGTGGTGTGTTCGGAGCGACTCTCAGGAGACACTATCTGTGTA 

AGTGTGGCTGGAGAATTCAAGTACAGTGCAATGCTTCCCAGTTCCATGCTGGTTCACTAC 

TCGTATTCATGGCCCCAGAATTTGACACTTCTCCCTATGAGTCAGAAGGAGAACCGGATA 

GAAATAAGGTTTTCTCCATGGACACTGATTGGCAACAAGGTGCGAAATGTTTACGTGGGC 

ATTCCTTTGAATCAAGGACTTCCCAAGAGATGAGACCACTTTCTCTAAACCACCAAAATT 

TCTGGCAGTGGACTGTGTACCCCCATCAGATTTTGAATTTGAGAACAAACACCACCTGTG 

ACCTGGAAGTACCTTATGTGAACATTTGCCCAACATCCTCTTGGACGCAACACGCAAATT 

GGACGCTGGTCATAGCCGTTCTGACACCCTTACAATGCCCGTCAGGATCAGCGACCAATG 

TGGAAATCACTGCTTCTATACAACCAGTGAAGCCAGTATTTAACGGACTGAGACACGCAG 

TAATGGAACCCAACAGCCCCTTTCCTGTAACGGTCCGCGAACATGCTGGCACATTTTATT 

CAACCACACCTGACACTACAGTTCCCGTATATGGGAAGACAATCTCCACACCTGCAGACT 

ATATGTGTGGTGAGTTCACCGATCTATTGTCTCTGTGCAAAATACCAACTTTTGTGGGAA 

ATAAATCTGATACTGATTGGAATCCGTTCTTTTCTTCCACTAATACAGTAAAAGAAACAG 

AAGCGCTTGTTACTTACCAAGTCACTCTCTCTTCCACAAACCTTGCGAACACGATGCTGT 

CCGCTGTCGCAAGAAACTTCAACCAGTACAGAGGATCATTGAACTTTTTGTTTGTTTTCA 

CTGGCAGTGCAATGGTAAAAGGAAAGTTTCTCATATCTTACACCCCCCCCGGTGCTGACA 

AGCCCAAGAACAGAAATCAGGCGATGCAGGCCACTTACGCTATTTGGGACCTTGGACTGA 

ATTCTAGTTACAATTTTACTGTGCCTTTTATTTCACCTACACATTTCCGTCAGACCTCCT 

ACACCAGTCCTACTATCACCTCGGTGGATGGTTGGATTTCTGTTTGGCAGTTGACACCAC 

TGACATATCCCGCTAATACACCTGTCCATTCTGACATTTTAACTCTTGTTTCTGGCGGTG 

AGGATTTTACACTTCGAATGCCCATCACTCCCACAAAATACGTTCCTCAAGGTGTGGACA 

ATGCTGAAAAAGGAAAAGTTTCTGATGATAATGCTTCTACCGATTTTGTTGCGGAACCAG 

TCAAACTACCAGAAAACCAAACTGAGGTTGCTTTCTTCTACGACCGAGCTACTCAAGCTG 

CGGTCATTGCACCAAGCCAAAATTTCTCTCAAACGTTCGCCCTTAAAACGGTGGAAACTA 

CGATGAATCAAGCTCTTTTGACACCTTTGCCAAACTATAAAGTAAACCAGTCTAAAGAAG 

AACTTGTTGAACAATACCGTTGGCTGGAAACAATTGGGACTGACAAACAGCCACCTTTTA 

AGACCAAACAGGACTGGAACTTTATTATGTTCTCACCATTCACTTACTACAAATGTGATC 

TGGAAGTGACCTTGACGGCGACAGCTAACGAGAGTCAAGGAGCGGTAGTACGCTACACCC 

CTTGCGGAGCACCCACTGACCTAACCACGCAGACAATGAGTCTGGTTCCTTCTTTGTCTG 

ACACAAGAGACCCACATATGTGGTTCGTGGGACCAGGAACTACAAACCAAACCTCATTCG 

TCTTACCTTTCACTTCACCTCTCTCAGTGCTACCGGCCGTGTGGTTCAATGGTTACGCTA 

ACTTTAACAATACTTCCAGATATGGTGTTGCCCCAAATGCAGACTTTGGCAGGTTGTTCA 

TCCAAGGCAATGGTAATTTTTCTATACACTTTAGATACAAGAAGATGAGAGTTTTCTGCC 

CTAGACCAACAGTGTATTTTCCATGGCCAACTGACGCACGAACTACTAAAATACATGCTG 

AAAACTTCATCCCCATACTAGAAGTACAAAATCCAGTTTCAATCTATAGAGTTGATTTGT 

TTATAAATTTCTCAGATGAAATTATCCAATTCACTTACAAAGTTCATGGTAGAACGGTTT 

GCCAATATGAAATTCCCGGTTTCGGCCTGTCTCGTTCTGGGCGCCTTCTTGTCTGCATGG 

GCGAGAAACCTTGTCAACTGCCAATTTCTACCCCTAAATGTTTCTACCACATTGTCTTCA 

CTGGTTCCAGGAATTCTTTTGGAGTGTCCATATATAAAGCAAGATACAGACCTTGGAAAC 

AGCCTCTTCATGATGAACTCAACGACTATGGTTTCTCCACCTTCACTGACTTCTTTAAAG 

CTGTTAGAGATTATCACGCTACCTATTACAAACAGAGACTACAACACGACATAGAGACAA 

ACCCTGGACCTGTCCAGTCGGTTTTTCAGTTGCAAGGTGGGGTGCTAACCAAATCCCAAG 

CACCCATGTCAGGTCTCCAAAGTATGTTATTAAGAGCAATTGGAATTGAAGCTGATTGCA 

CAGAATTCACCAGAGCAGTTAATTTGATTACAGATTTGTGCAATACCTGGGAGAGCGCGA 

AAACGACACTCTCCTCTCCTGAGTTCTGGACCAAAATGGTGATGAGGATTGTAAAAATGG 

TAGCTGCTTCAGTCCTTTACTTACACAACCCAGATTTAACCACTACTGTCTGTTTATCTT 



22 
 

TGATGGCTGGAATTGACATTCTCACTAACGACAGTGTTTTTAACTGGTTGTCCTCCAAAC 

TTTCTAAATTTTTCCACACTCCCGCTCCCCCCACTGTCCCACTTCTCCAACAACAGTCTC 

CTATTAGGGAAGCAAATGACAATTTCAACTTGGCCAAAAACATAGAATGGGCAATAAAAA 

CAATAAAAAGAATAGTTGAATGGATTACTTCATGGTTCAAACAAGAAGAGACTAGTCCTC 

AGGCTAAACTAGACAAAATGTTAGTAGACTTTCCAGAGCACTGTGCCTCCATTTTAGCTA 

TGAGAAATGGGAGAAAAGCATACACTGATTGTACTGGTGCATTTAAGTATTTCGAACAAC 

TTTATAATTTGGCAGTACAATGTAAAAGAATACCACTAGCCACTTTGTGTGAAAAATTTA 

AGAACAAACACGACCATGCTGTGGCCAGGCCAGAACCTGTGGTTGTTGTGCTGCGAGGAA 

ATGCTGGACAAGGAAAATCCGTGACCAGTCAAATCATCGCTCAAGCAGTTTCCAAACTTT 

CATTTGGCCGTCAATCAGTTTACTCTCTTCCACCAGACTCTGATTATTTGGATGGTTATG 

AGAATCAATACTCAGTGATCATGGATGATTTAGGACAAAATCCTGACGGAGAAGATTTTA 

AAGTGTTCTGTCAAATGGTTTCAAGCACAAATTTTCTTCCAAATATGGCCCACTTGGAAA 

AGAAAGGAACCCCTTTTACTTCAAACTTCATAATAGCAACAACCAACCTTCCCAAGTTTC 

GACCCGTCACCGTAGCTCACTACCCAGCTGTTGATAGAAGAATCACCTTTGATCTGACCG 

TTGAGGCAGGAGATGAATGTGTCACTCACAATGGAATGTTGGATGTAGAAAAGGCTTTTG 

AAGAAATTCCAGGAAAACCACAATTGGATTGTTTCAACACTGATTGTAGACTACTCCATA 

AGAGAGGGGTGCGGTTTGTATGTAACCGCACAAAGAATGTCTACAACCTTCAACAGGTAG 

TAAAAATGGTGAAGAACACCATTGATAACAAGGTGGAAAATCTAAAGAAAATGAATACAT 

TGGTTGCCCAATCACCTGGTAATGACATGGACTATGTATTGACTTGCCTGAGACAAACAA 

ATGCTGCATTACAAGATCAAATTGATGAACTCCAAGAGGCCTTTAATCAGGCTCAAGAAA 

GACAGAATTTCCTATCAGATTGGCTTAAAGTTTCTGCAATTGTTTTCGCATCTATTGCCT 

CTTTGTCTGCAGTTTGTAAATTAGTTTCCAGATTCAAAAATTTGGTGTGTCCGGCTCCTG 

TCCAAATACAATTATCCGAAGGAGAACAAGCTGCTTACTCTGGAGGCAAGAAAGGAGAAA 

AGCAAACACTCCAGGTTTTGGACGTACAAGGTGGAGGAAAGATCGTAGCCCAGGCTGGGA 

ACCCGGTCATGGACTATGAGGTGAATATCGCAAAGAACATGGTCACCCCTATTACTTTCT 

TTTATGCAGACAAGGCACAAGTCACACAATCCTGCTTGTTGATCAAAGGGCACCTCCTTG 

TGGTCAATAGACATGTGGCTGAAACTGACTGGTGCGCTTTTGAACTCAAAGGCACACGGC 

ATGAGAGAGATTCGGTACAGATGAGATCAGTGAATAAATCTGGAATGGAAGTTGATTTGA 

CTTTTGTGAAAGTTGTTAAAGGACCTCTGTTCAAAGACAATTCCAAGAAATTTTGTTCCA 

AGAATGATGACTTTCCGGCTAGAAATGAAACTGTCACAGGGATTATGAATACTGGAGTAC 

CCTTCGTCTTCACTGGAAAATTCTTGATTGGCAATCAACCGGTTAACACAACCACTGGTG 

CATGTTTCAATCATTGCATACACTACAGAGCCACAACACATCGAGGCTGGTGTGGGTCAG 

CTCTCATTTGCCATGTCAACGGCAAAAAGGCTGTGTACGCAATGCACTCAGCTGGTGGAG 

GAGGCATAGCTGCCGCCACTATAATCACTCAGGAAATGATTGGAGCTGCTGAAAAGGCCT 

TGGATTGTTTAACTCCTCAAGGTGCTATAGTTGAAATAGGCATTGACACAGTTGTGCATG 

TTCCAAGGAAAACCAAATTACGTAGAACAGTGGCACATCCTTGTTTCCAACCTAAGTTTG 

AACCTGCTGTCCTCTCACGTTACGACCCCAGAACCACAAAAGATGTAGACCAGGTTGCTT 

TTTCTAAGCACACTACTAATTTGGAAGAACTTCCATCTGTTTTCTCCATGGTTGCAAAAG 

AGTATGCTAACAGAGTGTTCACAACAATAGGTAAAGAAAATCAAATCTTGACCCCAGAAC 

AAGCTATTTTAGGGCTACCAGGTATGGATCCAATGGAAAAGGACACTTCGCCTGGTTTGC 

CTTATACTCAACAAGGCCTAAAAAGGGCTCAGTTGGTAAATTTTGAGCAAGGCACTATGA 

CACAAAACCTAAAAGAAGCACATACTAAATTAACTGTAGGAAATTATGAAGACATTTTGT 

ACCAAAGTTTTTTGAAAGACGAAATTAGGCCTATAGAGAAAATTCATGAAGCGAAGACTA 

GAATCGTAGACGTCCCCCCTTTTCATCACTGTATCTGGGGACGTCAACTGTTAGGGCGCT 

TTGCATCTAGATTTCAAACTAACCCCGGATTGGATTTAGGCTCAGCAATTGGCACTGATC 

CTGACACAGATTGGACTGCTTTTGCCTTTCAACTCTTACAATACAAATATGTCTACGATG 

TAGATTATTCTAACTTTGATGCTTCACATTCCACTGCAATGTTTGAAATTTTGGTTGAAA 

ACTTCTTTACAGTTGAAAATGGATTTGATGAAAGAATAGGAGACTACCTAAGATCCCTTG 

CAGTCTCCCGACACGCCTTTGAAGAGAGAAGAGTTCTAGTTAAGGGTGGCCTCCCGTCAG 

GGTGCGCCGCCACGAGCATGTTAAACACTATTATAAACAATATAGTAATTAGAGCAGCAT 



23 
 

P1 P2 P3

TGCATTTGACATATTCAAATTTTGAATTTGATGACATCAAAGTTCTGTCTTATGGTGATG 

ATTTACTCATCGCCACAAATTACCAAATCAATTTTAATCTTGTCAAACAAAGATTAGCAC 

CCTTCAATTACAAGATTACACCTGCTAACAAGACTGTTGAATTTCCTGAAATTTCTAATC 

TTTATGAGGTTACCTTTTTAAAGAGAAAATTTGTCAGACACAATTCTTGTTTATTTAAGC 

CTCAAATGGACACAGAAAATTTGAAAGCAATGGTTAGCTACTGTAGACCAGGTACGTTAA 

AGGAAAAGCTCAACTCTATTGCACTGCTGGCGGTGCACTCAGGGAAGAGTGTCTA 

CGACGAAATCTTCGACCCGTTTCGCCGTATTGGAATAATAGTTCCAGAACATAGTACCATG 

 

ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบ full-genome sequence ของ SAFV-1 (CMH-N120-11) และ SAFV-6 

(CMH-N031-11) กับ Saffold virus genotype ตางๆ 

Reference strains Nucleotide sequence identity 

Full-length* P1 P2 P3 

    

CMH-N031-11 CMH-N120-11 CMH-N031-11 CMH-N120-11 CMH-N031-11 CMH-N120-11 CMH-N031-11 CMH-N120-11 

SAFV-1 (AB747248) 83.2 92.6 69.4 93.7 89.5 91.3 91.9 91.6 

SAFV-2 (EU376394) 80.5 82.4 67.8 72.3 86.6 87.8 88.0 88.1 

SAFV-3 (HQ902242) 80.6 80.7 68.9 69.0 86.8 87.2 87.0 86.8 

SAFV-4 (AB747251) 82.7 84.4 68.8 72.5 88.6 90.3 91.2 91.2 

SAFV-5 (FJ463615) 84.6 83.2 75.3 69.5 90.0 91.5 88.3 88.0 

SAFV-6 (FJ463617) 88.1 83.9 83.6 69.1 89.0 90.9 91.6 91.4 

SAFV-7 (AB747254) 82.3 83.1 69.4 70.1 89.1 90.3 88.9 88.7 

SAFV-8 (AB747255) 82.4 83.4 68.8 69.8 89.0 90.6 89.6 89.4 

SAFV-9 (AB747256) 82.0 82.6 69.6 69.5 89.0 91.2 88.0 87.7 

SAFV-10 (AB747257) 82.2 83.5 67.8 70.0 88.6 91.0 91.5 91.1 

SAFV-11 (AB747258) 82.3 82.4 70.0 68.5 88.5 89.0 88.5 88.2 

* Gene mapping ของ Saffold virus (adapted from http://www.picornaviridae.com) 

 

 

 จากการวิเคราะหเปรียบเทียบ full-genome sequence ในของ CMH-N031-11 และ 

CMH-N120-11 กับ Saffold virus ตางๆ พบวา CMH-N031-11 มีลําดับ nucleotide ใกลเคียง

กับเชื้อมาตรฐานของ Saffold virus genotype 6 (SAFV-6) โดยมีคาความเหมือนของลําดับ 

nucleotide อยูท่ีรอยละ 88.1  ในขณะท่ีเม่ือเปรียบเทียบกับ Saffold virus genotype อ่ืนๆ คือ 

SAFV-1 ถึง SAFV-5 และ SAFV-7 ถึง SAFV-11 พบวามีความเหมือนกันของลําดับ nucleotide 

ลดลงมาอยูท่ีรอยละ 80.5 ถึง 84.6   และเม่ือทําการเปรียบเทียบ full-genome sequence ของ 

CMH-N120-11 พบวา ลําดับ nucleotide ท่ีไดมีความใกลเคียงกับเชื้อมาตรฐานของ Saffold 

virus genotype 1 (SAFV-1) โดยมีคาความเหมือนของลําดับ nucleotide อยูท่ีรอยละ 92.6  

ในขณะท่ีเม่ือเปรียบเทียบกับ Saffold virus genotype อ่ืนๆ คือ SAFV-2 ถึง SAFV-11 พบวามี



24 
 

ความเหมือนกันของลําดับ nucleotide ลดลงมาอยูท่ีรอยละ 80.7 ถึง 84.4  ซ่ึงผลการเปรียบเทียบ

ลําดับ nucleotide ท่ีไดจาก full-genome sequence ชวยยืนยันผลการ typing โดยการ

วิเคราะห partial sequence ของ VP1 gene ในเบื้องตนวา CMH-N031-11 จัดจาํแนกไดเปน 

SAFV-6 และ CMH-N120-11 จัดจําแนกไดเปน SAFV-1 (ตารางท่ี 2) 

 สําหรับการวิเคราะหความเหมือนกันของลําดับ nucleotide ในแตละ region คือ P1, P2, 

และ P3 พบวา คาความเหมือนกันของลําดับ nucleotide ในสวนของ P1 region ซ่ึงเปนสวนท่ี

กําหนดการสรางโปรตีนโครงสราง (structural protein) ของตัวเชื้อนั้น ใหผลการในจัดจําแนก 

genotype ท่ีตรงกับการวิเคราะหโดยใช full-genome sequence ในขณะท่ีคาความเหมือนกัน

ของลําดับ nucleotide ท่ีไดจาก P2 และ P3 regions ไมสามารถนํามาวิเคราะหเพ่ือบงบอกชนิด

ของ genotype ได (ตารางท่ี 2)  ซ่ึงผลท่ีไดแสดงใหเห็นวา การจัดจําแนก genotype ของเชื้อใน

กลุม Saffold virus สามารถทําไดโดยการวิเคราะห full-genome sequence หรือ P1 region 

(ตารางท่ี 2) 
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SAFV1 SAFV2 SAFV3 SAFV4 SAFV5 SAFV6 SAFV7 SAFV8 SAFV9 SAFV10 SAFV11

รูปภาพท่ี 2 การศึกษาวิวัฒนาการของ Safffold virus CMH-N031-11 และ CMH-N120-11  

เปรียบเทียบกับ Saffold virus สายพันธุอ่ืนๆ โดยตัวแทนของเช้ือจากแตละ genotype จะแสดงโดยใชสี

ท่ีแตกตางกัน และ (A) แสดงการวิเคราะหในสวนของ complete coding sequence, (B) แสดงการ

วิเคราะหในสวนของ P1 region, (C) แสดงการวิเคราะหในสวนของ P2 region, และ (D) แสดงการ

วิเคราะหในสวนของ P3 region 

(A) 

 

EU376394.UC1.SAFV-2

JF813004.Can112051-06.SAFV-2

EU681176.D/VI2229/2004.SAFV-2

GU943518.BCHU79.SAFV-2

AB747249.Pak-2491.SAFV-2

AB747251.Pak-3164.SAFV-4

EF165067.California/81.SAFV-1

 CMH-N120-11

AB747248.Pak-3097.SAFV-1

JX122401.GL368.SAFV-1

JX122400.GL352.SAFV-1

JX122402.GL362.SAFV-1

AB747258.Pak-2338.SAFV-11

AB747255.Pak-3486.SAFV-8

AB747254.Pak-2106.SAFV-7

AB747256.Pak-2457.SAFV-9

AB747257.Pak-2325.SAFV-10

FJ463617.Pak6572.SAFV-6

AB747253.Pak-1570.SAFV-6

 CMH-N031-11

FJ463615.Pak5003.SAFV-5

AB747252.Pak-3290.SAFV-5

FJ463616.Pak5152.SAFV-5

EU681178.D/VI2273/2004.SAFV-3

GU943513.BCH1031.SAFV-3

HQ902242.JPN08-404.SAFV-3
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ผลการศึกษาวิวัฒนาการของ Saffold virus CMH-N031-11 และ CMH-N120-11 

เปรียบเทียบกับ Saffold virus สายพันธุมาตรฐานอ่ืนๆ ดวยวิธี Phylogenetic analysis โดยการ

วิเคราะหลําดับ nucleotide ในสวนของ full-length sequence ดังแสดงในรูปภาพท่ี 2 (A) แสดง

ใหเห็นวา Saffold virus สามารถแบงกลุมออกไดเปน 11 genotypes โดยเชื้อไวรัสท่ีเปนตัวแทนของ
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แตละ genotype จะ form cluster อยูดวยกัน  และเม่ือดูการจัดกลุมของ CMH-N031-11 และ 

CMH-N120-11 ท่ีแยกไดจากการศึกษาในครั้งนี้   พบวา CMH-N031-11 เปนเชื้อท่ีมีความสัมพันธ

ใกลชิดกับ SAFV-6 สายพันธุ Pak6572 และ Pak-1570 ท่ีแยกไดกอนหนานี้จากประเทศปากีสถาน 

(Blinkova et al., 2009)  สาํหรับ CMH-N120-11 พบวาเปนเชื้อท่ีมีความสัมพันธใกลชิดกับ SAFV-

1 สายพันธุ Pak-3097 จากประเทศปากีสถานเชนกัน 

สําหรับ Phylogenetic analysis ท่ีทําการวิเคราะห gene ในสวนของ P1, P2, และ P3 พบวา ผล

การวิเคราะหลําดับ nucleotide เฉพาะในสวนของ P1 เทานั้นท่ีใหผลการจัดจําแนก genotype 

ตรงกับการวิเคราะหโดยใช full-length sequence คือ CMH-N031-11 จัดจําแนกไดเปน SAFV-6 

และ CMH-N120-11 จัดจําแนกไดเปน SAFV-1 (รูปภาพท่ี 2 (B)) ซ่ึงแตกตางจากผลการศึกษาใน

สวนของ P2 และ P3 regions (รูปภาพท่ี 2 (C) และ (D)) ท่ีใหผลการจัดจําแนกไมสัมพันธกับ

ชนิดของ genotypes ดังเชนการพบวา SAFV-2 และ SAFV-3 จัดกลุมอยูรวมกัน ในขณะท่ี CMH-

N031-11 และ CMH-N120-11 ท่ีแยกไดจากการศึกษาในครั้งนี้ มีลําดับ nucleotide ท่ีใกลเคียงกัน

ในสวนของ P2 และ P3 regions โดยพบวาผลท่ีไดสอดคลองกับคาความเหมือนกันของลําดับ 

nucleotide ดังแสดงในตารางท่ี 2 ขางตน   ซ่ึงแสดงใหเห็นวา การจัดจําแนก genotype ของ 

Saffold virus สามารถทําไดโดยการวิเคราะห full-genome sequence หรือ P1 region เทานั้น 

โดยสรุป ผลท่ีไดจากการตรวจหา Saffold virus ในศึกษานี้พบวา ไวรัสชนิดนี้พบไดอัตราท่ี

คอนขางต่ําในเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวง จากผลการวิเคราะหคุณลักษณะทางพันธุกรรมของตัวเชื้อ

พบวาเชื้อท่ีแยกไดในประเทศไทยมีวิวัฒนาการใกลเคียงกับเชื้อท่ีพบในประเทศปากีสถาน โดยเชื้อท่ี

พบในการศึกษาในครั้งนี้ คือ CMH-N120-11 เปน SAFV-1 สวนอีก 2 ตัวอยางคือ CMH-S052-10 

และ CMH-N032-11 เปน SAFV-6 รายงานการคนพบ Saffold virus ในครั้งนี้ถือเปนรายงานแรก

ของการตรวจพบ SAFV-6 ในผูปวยเด็กท่ีมีอาการอุจจาระรวงในประเทศไทย นอกเหนือจาก SAFV-1 

ถึง SAFV-4 ท่ีเคยมีรายมาแลวกอนหนานี้  
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5. ประโยชนท่ีไดรับ 

นอกเหนือจากเชื้อไวรัสท่ีเราทราบกันดีวาเปนสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวง ดังเชน 

Rotavirus, Norovirus, Sapovirus, Astrovirus, Adenovirus, Enterovirus, Parechovirus, Aichi 

virus, และ Bocavirus แลว การศึกษาในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวา Cosavirus และ Saffold virus ก็

ถือเปนไวรัสท่ีพบไดในเด็กท่ีมีอาการอุจจารระรวงในจังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย ถึงแมอุบัติการณ

การตรวจพบจะคอนขางต่ําก็ตาม  จากรายงานการคนพบไวรัสท้ังสองชนิดนี้ครั้งแรกในป ค.ศ. 2007 

และ 2008 จนกระท่ังถึงปจจุบัน ขอมูลการศึกษาดานระบาดวิทยา ความรุนแรงในการกอโรค รวมถึง

คุณลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสเหลานี้ยังมีอยูอยางจํากัด ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้

นอกจากจะไดขอมูลทางดานระบาดวิทยาแลว ยังทําใหผูวิจัยไดเขาใจถึงคุณลักษณะพ้ืนฐานทาง

พันธุกรรมของไวรัสท้ังสองชนิดนี้ โดยพบวาการศึกษาเพ่ือจัดจําแนกชนิดของ genotype ของไวรัส

เหลานี้ควรทําการศึกษาโดยการวิเคราะหความแตกตางของลําดับ nucleotide ในสวนของโปรตีน

โครงสรางโดยเฉพาะในสวนของ P1 region หรือ full-length sequence  ซ่ึงผลการศึกษาท้ัง 

Cosavirus และ Saffold virus ในประเทศไทยพบวาเชื้อท่ีพบระบาดมีความหลากหลายทาง

พันธุกรรม โดยสามารถตรวจพบชนิดของ genotype ท่ีแตกตางกัน และเชื้อสวนใหญมีตนกําเนิดทาง

วิวัฒนาการรวมกับเชื้อท่ีระบาดในประเทศอ่ืนๆ ในแถบทวีปเอเชีย 
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Abstract Human cosavirus (HCoSV) is a newly discov-

ered virus of the family Picornaviridae. A total of 411

fecal specimens were collected from children admitted to

hospitals with acute gastroenteritis symptoms in Chiang

Mai, Thailand, in 2010-2011 and screened for HCoSV by

an RT-nested PCR method. HCoSV was found in a single

specimen (CMH-N199-11) collected from a 3-year-old

boy. This represents the first report of HCoSV infection in

a pediatric patient with diarrhea in Thailand. Analysis of

the complete coding sequence revealed that this HCoSV

was most similar to the Chinese HCoSV-A reference strain

SH1, and belonged to genotype A6. The data imply that

HCoSVs detected in Thailand and China share the same

evolutionary ancestor. Our results emphasize the need for

further research to understand the distribution, genetic

diversity, and association of the HCoSV with acute gas-

troenteritis in humans.

Keywords Cosavirus � Diarrhea � Children � Thailand

Acute gastroenteritis is one of the most common diseases

in children and adults and continues to be a significant

cause of morbidity and mortality worldwide [4]. Recently,

human cosavirus (HCoSV), a new member of the family

Picornaviridae, was originally identified from stool sam-

ples of both healthy children and non-polio acute flaccid

paralysis (AFP) patients in Pakistan and Afghanistan [7].

Subsequently, HCoSVs were also isolated from feces of

diarrhea or non-polio AFP patients in several countries

worldwide [2, 3, 10, 11, 13]. However, in several molec-

ular epidemiological studies, HCoSVs have also been

detected in stool samples of asymptomatic control subjects

[3, 7, 8, 13]. In addition, contaminations by HCoSVs have

been found in treated and untreated sewage water and in

river water samples [1, 5]. Presumably, the HCoSVs are

transmitted primarily via the fecal-oral route, either by

person-to-person contact or by ingestion of contaminated

food or water.

The genome of HCoSV is a positive-sense, single-

stranded RNA of approximately 7.0 to 7.6 kilobases in

length. The genome consists of four structural viral pro-

teins (VP1-VP4) and seven nonstructural proteins (2A, 2B,

2C, 3A, 3B, 3C, 3D) [6, 7]. HCoSVs can be divided into at

least 6 genetic groups (A to F), with more than 30 geno-

types [9]. For HCoSV pathogenesis and evolution, while

the viruses are thought to be gastrointestinal pathogens

because they have been found in fecal samples, the viral

replication process and evolutionary mechanism are not yet

understood. Viral genome recombination is thought to be

one of the mechanisms by which HCoSV evolves [9].

Therefore, analysis of full-length genome sequences of

HCoSV may be helpful for investigating the genetic

diversity and evolution of this virus. Here, we report the

detection and genetic characterization of HCoSV in a

pediatric patient with diarrhea in Thailand.

A total of 411 stool specimens were collected from

children under 5 years of age with diarrhea at two hospitals

in Chiang Mai, Thailand. The study period was 2 years,

from January, 2010 to December, 2011. Only pediatric

patients who had a clinical diagnosis of acute gastroen-

teritis with watery stool samples were included in this

study. In addition, the same set of specimens was also

screened for other diarrheal viruses, including group A, B,

and C rotaviruses, adenovirus, norovirus GI and GII,
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sapovirus, astrovirus, Aichi virus, human parechovirus and

enterovirus, using RT-multiplex PCR protocols described

previously [12, 15, 16]. The study was conducted with the

approval of the Ethical Committee for Human Rights

Related to Human Experimentation, Faculty of Medicine,

Chiang Mai University (No. 181/2554).

The HCoSV genome was first extracted from the

supernatant of a 10 % fecal suspension using a QIAamp

Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Germany). The presence

of HCoSV was detected by an RT-nested PCR that targeted

and amplified the 50 untranslated region (UTR) [7].

The amplified PCR product of HCoSV was subjected to

direct sequencing using a BigDye Terminator Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).

The sequence was compared with those of reference strains

available in the NCBI GenBank database using the BLAST

server (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). In addition, the

complete coding sequence (VP4, VP2, VP3, VP1, 2A, 2B,

2C, 3A, 3B, 3C, 3D) of the detected HCoSV strain was

determined. cDNA generated by reverse transcription using

random hexamer primers (Takara, Shiga, Japan) was used

as a template for amplification of the complete coding

region of the genome. The accession number of the HCoSV

sequence, available in the GenBank database, is KJ396940.

The complete coding sequence as well as the individual

regions encoding VP4, VP2, VP3, VP1, 2A, 2B, 2C, 3A,

3B, 3C, and 3D were compared with those of HCoSV

reference strains available in the NCBI GenBank database.

Phylogenetic trees of the complete coding sequence and the

VP1 coding region were constructed by the maximum-

likelihood algorithm, using MEGA (v5.20) software [14].

Out of a total of 411 fecal specimens collected, HCoSV,

designated CMH-N199-11, was found in one specimen

(0.2 %) collected from a child admitted to hospital with

diarrhea. HCoSV CMH-N199-11 was collected in

December 2011 from a 3-year-old boy admitted with acute

gastroenteritis at Nakornping Hospital, Chiang Mai prov-

ince, Thailand. At the time of admission, the patient had

low-grade fever, nausea, and vomiting without abdominal

pain. Mild dehydration with watery diarrhea was recorded

and the number of diarrheal episodes per day was up to

three. It was interesting to note that a mixed infection of

HCoSV with group A rotavirus and enterovirus was found

in this patient.

Initially, the HCoSV CMH-N199-11 strain was charac-

terized by analyzing the partial 50 UTR region. This CMH-

N199-11 strain had a highest pairwise nucleotide sequence

identity (98 %) with the HCoSV-A SH1, 5192, 5008, 5046,

and 0553 strains across the partial 50 UTR region. This

HCoSV strain was analyzed further by amplification of the

complete coding sequence and compared with those of

seven complete sequences of HCoSV strains available in

the NCBI GenBank database (Table 1). It was observed

that the polyprotein coding sequence from the VP4 to 3D

region (excluding the 50 and 30 untranslated sequences) was

6,372 nucleotides long and encoded a potential polyprotein

precursor of 2,123 amino acids. Analysis of the full-length

sequence of CMH-N199-11 showed that it was closely

related to HCoSV-A (SH1, 0553, PK6187, NG263), with

nucleotide sequence identity ranging from 77.2 % to

87.3 %, and it displayed the highest nucleotide sequence

identity to the HCoSV-A Chinese SH1 strain (GU968209),

at 87.3 %. In contrast, comparison with HCoSV-E,

HCoSV-F, HCoSV-D/E revealed sequence identities

ranging only from 60.6 % to 61.8 %. Analysis of each

genome region from VP4 to 3D revealed that the VP4

Table 1 Comparison of the complete coding region of HCoSV CMH-N199-11 to those of HCoSV-A, HCoSV-E, HCoSV-F, and HCoSV-D/E

Region Nucleotide sequence identity (%)

HCoSV-A HCoSV-A1 HCoSV-A19 HCoSV-A20 HCoSV-E1 HCoSV-F1 HCoSV-D6/E2

SH1 0553 PK6187 NG263 Australia/81 PK5006 NG385

VP4 97.0 97.0 96.0 95.0 80.3 77.9 78.9

VP2 90.2 63.6 66.5 70.4 56.0 65.2 58.3

VP3 89.0 67.3 65.2 68.9 59.7 60.4 62.2

VP1 85.6 59.3 57.7 57.8 46.4 50.7 48.8

2A 82.2 60.0 59.3 60.4 47.7 37.2 42.2

2B 82.9 84.8 81.8 84.5 64.7 66.1 64.4

2C 84.4 85.8 85.8 86.8 69.5 64.7 70.7

3A 82.0 80.8 80.8 88.0 60.1 61.8 59.3

3B 85.9 87.7 84.2 84.2 77.1 75.4 80.7

3C 86.0 87.5 88.5 88.0 60.5 59.1 61.9

3D 91.6 92.6 90.6 92.6 67.8 66.8 67.5

Coding sequence 87.3 77.2 77.2 78.6 60.6 61.8 61.4
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coding region was the most conserved among the different

HCoSVs. The nucleotide sequence identity of the VP4 of

CMH-N199-11 to other HCoSV-A isolates ranged from

95.0 % to 97.0 %, while they varied from 77.9 % to

80.3 % when compared with those of HCoSV-E, HCoSV-

F, and HCoSV-D/E. As seen in picornaviruses, the VP1

coding sequence is the most exposed and immunodominant

part of the capsid protein and is the most variable among

(A)

(B)

Fig. 1 Phylogenetic analysis of the complete coding region (A) and

VP1 (B) of HCoSV CMH-N199-11 and reference strains. Phyloge-

netic trees were generated using the maximum-likelihood algorithm

in MEGA v5.20. Scale bars indicate nucleotide substitutions per site,

and bootstrap values ([80) are indicated for the corresponding nodes.

The HCoSV strain detected in the present study is presented in

boldface with a black dot symbol
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different HCoSVs [9]. In our study, comparison between

the VP1 sequence of CMH-N199-11 and those of other

HCoSV strains (HCoSV-A1, HCoSV-A19, HCoSV-A20,

HCoSV-E, HCoSV-F, HCoSV-D/E) revealed nucleotide

sequence identities ranging from 46.4 % to 59.3 %. It was

found that the VP1 of CMH-N199-11 showed a high level

of nucleotide sequence identity only to the VP1 sequence

of the SH1 reference strain, at 85.6 %.

Eleven full-length sequences of HCoSV were analyzed

together with the CMH-N199-11 strain by nucleotide

multialignment and phylogenetic analysis. The results

confirmed that the HCoSV detected in this study belonged

to the species Cosavirus A and formed an exclusive

monophyletic branch with the HCoSV-A SH1 strain

(Fig. 1A). Based on VP1 analysis, the species Cosavirus A

includes at least 24 genotypes [9]. In order to identify the

genotype of the HCoSV detected in this study, the VP1 of

CMH-N199-11 was compared with those of the established

HCoSV-A1 to A24 reference strains. It was observed that

the nucleotide sequence of CMH-N199-11 shared the

highest level of identity with the HCoSV-A6 genotype

strain TN06-S231 (JN867790), at 89.9 %, followed by the

SH1 strain at 87.5 %. However, when compared with the

remaining genotypes, the nucleotide sequence identities

ranged from 57.4 % to 69.2 %. In addition, a phylogenetic

tree was constructed on the basis of the VP1 nucleotide

sequences of CMH-N199-11 and HCoSV-A1 to HCoSV-

A24 (Fig. 1B). This analysis clearly showed that the CMH-

N199-11 strain is located in a separate branch together with

the TN06-S231and SH1 HCoSV reference strains. There-

fore, our results indicate that CMH-N199-11 together with

the SH1 strain belong to the HCoSV-A6 genotype.

The present study reports the prevalence and character-

istics of HCoSV for the first time in a pediatric patient

admitted to hospital with diarrhea in the Chiang Mai area of

northern Thailand. This report also describes the genetic

background of HCoSV detected in the country. The low rate

of detection of HCoSV in this studied population suggests

that HCoSV is an uncommon cause of acute gastroenteritis

in hospitalized patients in Chiang Mai, Thailand. The

HCoSV strain CMH-N199-11 was isolated from the spo-

radic case of a 3-year-old boy admitted to hospital with

acute gastroenteritis in December 2011. In addition to acute

gastroenteritis, this pediatric patient presented with clinical

symptoms of vomiting and fever. From a literature search,

the only other initial report of HCoSV in Thailand was

carried out in 2008 [10]. In that study, a single case of

HCoSV infection was found in an adult patient with diar-

rhea, while the specimens collected from children admitted

to the same hospital with diarrhea were all negative for

HCoSV. Analysis of the nucleotide sequence of the 50 UTR

revealed that this virus was HCoSV-D, whereas the HCoSV

found in the present study belonged to HCoSV-A. Since the

detection rate of HCoSV in our study was relatively low and

the virus was found in a coinfection with other diarrheal

viruses including group A rotavirus and enterovirus, this

findings raise concern about an etiologic role of HCoSV in

gastroenteritis. Further study using a quantitative RT-PCR

method to monitor the viral load of each virus and to

evaluate viral shedding in follow-up stool samples may be

necessary. Although HCoSV may not act as the major

causative agent of diarrhea, the question whether or not this

virus might be a co-factor for other viral agents or may

require helper viruses to establish disease in human remains

unclear. In order to clarify this point, further extensive

epidemiological surveillance with larger numbers of clini-

cal specimens and screening for other types of viruses is

necessary. The study may provide a better understanding of

the distribution, genetic diversity, and association of viral

agents with acute gastroenteritis in humans.

The complete coding sequence and phylogenetic ana-

lysis of the HCoSV isolate detected in this study showed it

to be highly similar to the HCoSV Chinese SH1 strain [3].

These viruses shared the complete coding sequence at a

high level (87.3 %), and both of them belonged to HCoSV-

A6. The data imply that HCoSVs isolated in Thailand and

China share the same evolutionary ancestor. As revealed by

analysis of complete coding sequences, VP4 was highly

similar among the different HCoSVs, while the VP1 region

showed the highest level of nucleotide sequence diver-

gence. Therefore, our data support the report of Kap-

usinszky et al. [9] that VP1 is particularly suitable for

distinguishing genotypes of HCoSV.

Since the detection rate of HCoSV in stool specimens

was relatively low, and because the study was not per-

formed in healthy individuals, the association of this viral

agent with diarrhea in humans is still unclear. In addition,

to obtain further information on HCoSV infections, sero-

prevalence studies may help to estimate the anti-HCoSV

antibody prevalence in human populations. In summary,

this study presents the detection rate and genetic back-

ground information on an HCoSV strain in a pediatric

patient with acute gastroenteritis in Thailand.
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Diarrheal virus infections in pediatric patients with 
acute diarrhea, Chiang Mai, Thailand 

Chaimongkol et al., Clin Lab. 2012;58:117-23. 

Group A rotavirus 
27.5% 

Norovirus 

12.5% Sapovirus 
3.1% 

Astrovirus 
0.6% 

Adenovirus 
0.6% 

Parechovirus 
1.9% 

Enterovirus 
2.5% 

Mix infection 
4.3% 

Negative 
46.9% 

Unknown / Novel viruses ? 
• Cosavirus 
• Saffold virus 
• Bocavirus 
• etc. 
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Cosavirus derived from common stool-associated picornavirus 

 Human cosavirus (HCoSV), a new member in Picornaviridae 

family, was originally identified from stool samples of both 

healthy children and non-polio acute flaccid paralysis patients 

in Pakistan and Afghanistan. 
(Kapoor et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2008, 105:20482-7) 
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http://www.expasy.org/viralzone/all_by_species/97.html 

Human Cosavirus (HCoSV) 

  Icosahedral symmetry, ~20-30 nm in diameter  

 

 Genome : positive-sense,  

 single-stranded RNA ~ 7.0-7.6 kilobases in length 

 Genome structure 

 

 

 
 

 6 species (HCoSV-A to HCoSV-F) 

 HCoSV-A : 24 genotypes (VP1 sequence) 

Capsid (Structural protein) (Nontructural protein) 
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 A stool sample from a 64-year-old woman collected in Scotland was positive for 

HCoSV by RT-PCR [Kapoor et al., 2008]. 
 

 A report from the United States / Japan demonstrated that HCoSVs were also 

detected in untreated sewage samples [Blinkova et al., 2009 / Haramota et al., 2014]. 
 

 In China, HCoSV was reported from healthy (1.6%) and diarrheic children (3.2%) 
[Dai et al., 2010]. 
 

 In Chiang Mai, Thailand, a single case of HCoSV was reported from adult patient 

with diarrhea (0.6%) [Khamrin et al., 2012]. 

 

 

 

 

Detections of HCoSV 

To detect and characterize HCoSV in children admitted to hospitals with diarrhea 

in Chiang Mai, Thailand 
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 Specimen collection  

No. : 411 stool samples 

Symptom : Diarrhea 

Col. date : Jan 2010 – Dec 2011 

Children admitted to 2 hospitals in Chiang Mai, Thailand 

 (Maharaj Nakorn Chiang Mai / Nakornping hospitals) 

  RT-nested PCR : HCoSV 
(Kapoor et al Proc Natl Acad Sci U S A. 2008, 105:20482-7) 

DKV-N5U-F1 DKV-N5U-R2 

DKV-N5U-R3 DKV-N5U-F2 

441 bp 

316 bp 
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 Human Cosavirus detection : 1/411 (0.2%) 

CMH-N199-11 3-year-old boy admitted with acute gastroenteritis at 

Nakornping Hospital, December 2011. 

Clinical symptoms Low-grade fever, nausea, vomiting,  

   mild dehydration, diarrheal episodes = 3/day 

 CMH-N199-11 : Complete genome sequence analysis 
Capsid (Structural protein) (Nontructural protein) 

6,372 nt / 2,123 aa 
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NCBI accession number : KJ396940 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/613487339?report=genbank 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/613487339?report=genbank
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87.3% 

Phylogenetic analysis of complete coding sequence 

 FJ438903.6344.HCoSV-A2 

 FJ438902.0553.HCoSV-A1 

 FJ438904.6572.HCoSV-A3 

 CMH-N199-11 
 GU968209.SH1.HCoSV-A (China) 

 JN867759.PK6187.HCoSV-A19 

 JN867756.NG263.HCoSV-A20 

 JN867758.PK5006.HCoSV-F1 

 FJ438907.2263.HCoSV-B1 

 FJ555055.Australia/81.HCoSV-E1 

 FJ438908.5004.HCoSV-D1 

 JN867757.NG385.HCoSV-E/D 

 EF165067.Saffold virus 

100 

100 

84 

100 100 

86 

92 

0.1 

HCoSV-A 

HCoSV-F 
HCoSV-B 
HCoSV-E 
HCoSV-D 

HCoSV-E/D 
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87-89% 

Phylogenetic analysis of VP1 sequence for HCoSV-A genotyping 

 JN867790.TN06-S231.HCoSV-A6 
 GU968209.SH1.HCoSV-A6 

 CMH-N199-11 
 JQ811822.NP8-2.HCoSV-A6 

 JN867771.NG6.HCoSV-A5 
 JQ811821.NP8-1.HCoSV-A24 
 JN867776.NG18.HCoSV-A8 

 JN867768.NP11.HCoSV-A7 
 JQ811831.NG213-2.HCoSV-A23 

 JQ811825.NG295-1.HCoSV-A22 
 JN867772.NG11.HCoSV-A10 

 JN867765.NP7.HCoSV-A9 
 FJ438904.6572.HCoSV-A3 

 JN867756.NG263.HCoSV-A20 
 JQ811826.NG295-2.HCoSV-A21 

 JN867759.PK6187.HCoSV-A19 
 JN867775.NG15.HCoSV-A18 

 JN867764.NP6.HCoSV-A13 
 FJ438902.0553.HCoSV-A1 

 JN867760.NP1.HCoSV-A11 
 JN867774.NG14.HCoSV-A12 

 JN867787.TN06-E34.HCoSV-A17 
 FJ438903.6344.HCoSV-A2 

 JQ811829.NG376.HCoSV-A14 
 JN867767.NP10.HCoSV-A16 

 JN867780.NG23.HCoSV-A15 
 FJ438907.2263.HCoSV-B1 

100 

100 

100 

97 

100 

100 

98 

100 

99 

100 

95 

84 
97 

0.1 

57-69% 
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Conclusions 
 HCoSV was found in a single specimen collected from a 3-year-old boy 

with acute gastroenteritis. 
 

 Analysis of complete genome sequence revealed that this HCoSV strain 

was HCoSV-A6 and most closely related to the Chinese HCoSV strain. 
 

 This study is the first report of HCoSV infection in children with diarrhea in 

Thailand. 
 

 Our results emphasize the need for further research to understand the 

distribution, genetic diversity, and viral pathogenicity of HCoSV in 

humans. 
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                     FLPFNTTMFPGTRLTILSNDHYPMSREGSFLRFEDEVPTNIGQMPFVMLYKSTSYFGM
                     CGSVVCSRFVDGGGIIGMHCAGGGGVSVGTRLTARMIESVFDYFYPPVAQGIIENTET
                     GPRVHVPRQSKLKRTHATYPATDKFGPAALSRYDPRLNEGVDLDTVIFSKHTHNTLID
                     KESTFRKALDMAAEIYGEKFRGNDFSPLSVEDAILGVPGLDRLDPNTASGLPYTKTRR
                     QMIDFNTGQILDDTLKCRLGQWLAGRPPQEVHYQTFLKDEIRPIEKVKAGKTRIIDVP
                     PLDHVIAFRMLFGKFIAHYHLNFGFKTGSAIGCDPDVAWASFGFELSGFPYLYDFDYS
                     NFDASHSTSIFEILDQKFFSPELGFDPRCSLLLKSLAVSTHCYENKRLQIAGGLPSGT
                     AGTSVLNTVINNIIFHGALYHTYTNFEWDDISMLAYGDDIVVASKFELDLVMVKAFMN
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                     RIGYKITPADKSDEFRPKCMDDICFLKRRFVKVAGVWAPVMETENLEAMLSWYKPGTL
                     NEKLQSVSRLAHFSGRDVYDRLFKPFIRDGFDVTPWKQLHLEWLNKLSA"
ORIGIN      
        1 ggctatgtca aagcaataca gtgtgtgcaa ggcgtacacg ctcaaggcgg agacttaggc
       61 ctcacagatt gtgttttgtg ttattggatg ctggatggtc acgttggaga ctgcatgtgg
      121 cagtcttgaa acgtgtggtt tgacgtctat ccattacggc agtgggtgga gtactgcaaa
      181 gatgtcaccg tgctttacac ggtttttgaa ccccacaccg gctgtttggc gcttgcagga
      241 cagcaggttt attttcttat gttctttatt tctagccagc agggttctat cctgttgggc
      301 ggagtgatac tcccgttcct tcttggacag attgcctcca cgacctttgt ggatctcaag
      361 gtgatcaagt cactggtgaa tagagcgaag gttgaggaga cctgaggaat ttccatgtgg
      421 ctttgccagg agttgtagcg atgctgtgtg tgtgtgcgga tttcccctca tggcaacatg
      481 agcctcacag gccgaaagcc ctgtccgaaa ggacccacac agtggagcaa ccccagctcc
      541 ctcctacaaa gctttgtgag aatgaactca cgtttattct tctttattct ctatttacat
      601 caggccccaa agatgtcctg aaggtacctt gtgtatctgg gcatgagcac catcaactac
      661 ccggacttgc actttggtgc agacgcatgt ggtgacccag cccctctgct tcggcagagg
      721 ggctttcgct cgctcagcac gagatctgat caggagcccc tcccagtgtg ctttacacct
      781 ggcggggggt taaaaattgc ccaaggcctg gcacaataac ctaggggact aggtttacct
      841 tttgttaaca atgtctgtca ttatgggtgc aaacaacagc aaagaatcag tgtccagcaa
      901 tggcaacgag ggaacaattg ttaataactt ttattcaaac cagtattatg cttctattga
      961 tgcttctgcc caaggtgttg ggacctctac tactcctgaa aacggcaacg tatctggctt
     1021 tcttggactt gcaagcagtg cttttaatgc tctctctttt ctcgcctccc cgcgagtaga
     1081 gaactcaaca tatcaggaag ataggatttt atcgcgcgta gcaggcaata catctataaa
     1141 ctctcaagct tcagaagggg ttttgtgtgc ttacgcgcat gaaaccgacg gttcagatcc
     1201 tacttcttgt ggtgacaccc ccagcaaagg aactgcagca acagatagaa gtttcatagt
     1261 acaactccag caatggtcca caacacaggc cgcatatgat gctcagtggg tccgcctcac
     1321 acaagaactg cgggcggata acaaaggtaa tgtgtttgca aaaaatctga aaactcactc
     1381 atatgcaaag atgggattcg aggtaacact tcaggtcaac acctctccgt tccattgtgg
     1441 tttggttgga ctgtttcttg tccccgaatt caccagattc gggccagaca acttgacatg
     1501 gcaggatgta acaacccgac tttctcttgt gaacaatact gctttatatg acccccaaaa
     1561 ttatgcagga gatagggctt tagacactga tggctctttt gatatggcgg atttttcgcc
     1621 tgaacaattc atgctgtttc cccaccagtt tataaatccc aaagacacta atattgctac
     1681 tgttagagtc ccatatgtta atatagcccc tactagtgat accactgttc atacagtttg
     1741 gacagcggtg gtaatggtga tagttcccct ctactattca tcaggtgctt ctccaacagt
     1801 taatatgaca atgactatta ctcctgtgaa ttcagtgttt aatggactgc gtcattcggc
     1861 gcagacccct attcctacta ggccttttca caactttaac cagttcaaca ccacggtgcc
     1921 tcttcgcacc gagccatgct atggtatgac tgtgacccct ccagttgatt acatgcctcc
     1981 accagttgaa gatctcatgt ctttggccca ggtgccttgc ttcctgtcgg ttgccttttc
     2041 tgacaatagt attaagggtt ttccttactt tgctgttagc aatacggaac aagggagaaa
     2101 attgttttct agtggtgtag tgttatcaga tccccactat caacacactt tgctttcaaa
     2161 tttggctcgc ttcttctgca attatcgcgg aagcatacaa tttgattttg ttgccgccac
     2221 aactgccctg acccgtggta agttgcttat agcttattct cctccaggtg ccaatgagcc
     2281 cgcatctatt gaccaggcta tgatggggac ttatgcaatt tgggatcttg gactgcagtc
     2341 aactttcaat tttgttgttc ctttcatatc ggcaactgac tttcgctaca atcaagtagc
     2401 aatcgcttca gctttgaatt ctgatggatg gcttacagtt tggatgctta acccattgac
     2461 ttacccaccc aatacacccc caacccaaca gattgtcatg atgctttctg caggtaagga
     2521 cttctctttc agacttccaa tttcaccagg tatagcacaa gggattggcg aacaagaccc
     2581 acatgacaat atggagtgtg gacaggttga tgacaaagat gcgtccatgt tctccggaca
     2641 ttctgtttct ctccccacgc ctcacacact gtgttccttt ttctatgaca gataccgcat
     2701 gattggaatt gtgcgttcaa caaacagaaa ttcaccaaaa cttaagacac ctctggaagc
     2761 aggcaaaata atgaatttgg tcaaatattt caagattgaa tcggcatata caccccaacc
     2821 agaacatgct atcggtctaa ctccagtacc taacttgaat ggagttccct tgtccgcttt
     2881 ccttaatgcc aaatctactg catccaagaa aaggttaaga cttgttaaag gagactttca
     2941 gttgaattat tgctgtcctt ttacttatgc taagtttgat cttgaattta cagtggtgcc
     3001 ccctgctagc tttgcatctg attatatagt tcactggtat cctccaggtg cccctattga
     3061 tactgctgag atcatgtttg gaatgaatgc tactgacact gagtttcaag acaatggaga
     3121 aaacatgagt tcagctcaac tctcatataa ccctactttt tacgccagag gacctactaa
     3181 agtctgtgca gtagtacctt tttgtttacc tacttctcta ttgcctcttt attttgatgg
     3241 ttatccagac tatgcaaaaa ctcctggctt gtatgggact tctccagctt ctacctttgg
     3301 tactattttt gttgaatcag acacagaagc acgcttccat gtttacatca ggtacaaaaa
     3361 tttcaagggt tacctaccta gaccactaat tagaacaaca cacataccct tggcaagtcg
     3421 caacagaaga caggtggcgg gtagtgtgct tactagagag attactaggg aagaacgaga
     3481 agttgccagg caactcctcc ttatttcagg tgatattgag tccaacccag gtcctgcatt
     3541 taatccagaa tacactgtac atggcccagt aacagatttg attcaattgg ctagaaaacc
     3601 agaaacagtt gataatgtaa acagacttct gactactctt aacaccctta tggctaaatg
     3661 gaacaacctt aaagagactg ttacagatgc tgtgtttctt agagacatgg tgtgtcttct
     3721 tgtaaaactt acctctttac tctacctggt tcacggacaa ggaccaggtg cttactttgc
     3781 tgctgcttct atattgatgg ctgatgggat atctttcttt gattggtatg aaaagattaa
     3841 aatcttcatg gcaagaaaac tcagagtttc cccccctttc tttcccagtg cccagggacc
     3901 agatcttaga gattttgtga ctttcttcaa cgctgcgcgt ggagcgcagt ggatgattga
     3961 ttctcttaaa tccctcatat cttggattaa acagtggctt gaacttgagg aagaaaatga
     4021 agcagtacaa cttgaaaaga tgttaattga atctcccaga cactgcaagg caataaatga
     4081 ttacaacaga ggtgactctt tccaacgacc gactaactct tttgaattca tggacagact
     4141 tgtggaatgt gctactaaac tcgggagggt tcaaattgca acatacttta gaaatttcac
     4201 cacagccgat tctgatacta gcagaccaga gccggtggtg cttgttctgc gcgggaaacc
     4261 aggcgcaggc aaatcagctg cagctactgt catcgctgct gcagtctcca aattgttagt
     4321 aggaagtcaa tcagtttata cactttctcc agatacagaa cacatggatg gatatcatgg
     4381 tcaatttgtg accttgatgg atgaccttgg acaaaaccca gacggtgaag acttcagatg
     4441 tttctgtcaa atggtttcat gtgctcagta ccgccccgcc atggctgatc ttaaagacaa
     4501 gggaatcctg tttacttcta gacttttgat tgctaccacc aatttaccag acttcaatcc
     4561 cgttactatt tcagatcctc gcgcccttga caggcgcatt accttcgata tccacgttac
     4621 accaggctct gctgcaacca agaatgggaa actcgacttg gctgcggccc tcaaacccga
     4681 tggacccggt gaacaccctt acacttctga ctgtcccatt ctccacacta ctggacttct
     4741 tttgaaaaac ctcagaaaca accagactat gaatgtaaag gaccttgttg accttatcgt
     4801 gagaagaatt aaacataaga aagaagtagg aaacatgctt gactctctag ttgcccaggg
     4861 acctacaatg attgttggct atactaagga tgatgatggc attgcgattg tggactgtct
     4921 cgaagaatgg aacaagatta aggacaagaa aaagaaacag cttgctttgg aaatggttgc
     4981 ccaggagctt aaagacaaac atgaagaaca taagggaaca attaaacttt tgaaaatgtt
     5041 tgtcacaggt ttgggtgtcg tcgctgccgt tgcaggagcg tacgccacaa tgaaatattt
     5101 cactaaagac aaaccagagg aaaccaagga accagaggaa aagaatgaag aaagagaaga
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     5161 gtccaaagaa gctgctggtc cgtacaatgg gccaacaaag aaagaaatta aaacattgaa
     5221 gctcaaggcc cagagtcctc ttatggatat ggaaaagaag atctctcaga atgttatgcc
     5281 ctttcagatt tggtacaacg gaaagaagta tacccagtct tgtttggcaa taggtaaaag
     5341 agtgattctt gtaaacaaac atgcttttga atcagtggat aacaaattca ttgtgaatca
     5401 gaaagaatac acactagatc aggttacagc tatttccctt gattgtgggt caggtgttac
     5461 agatgtgtgt gctatttgct tgcccccagg cccagatttc aaatcaataa agaaacactt
     5521 cctacctttt aacactacta tgtttccagg cacccgcctg actattctct cgaatgacca
     5581 ctaccctatg tccagagaag ggtctttcct tcgctttgag gatgaagttc ccaccaacat
     5641 aggtcagatg ccctttgtga tgctttacaa atcaacctct tactttggta tgtgtggttc
     5701 agttgtgtgt agtagatttg ttgatggagg aggaataatt ggaatgcact gtgcaggtgg
     5761 aggcggagtc agtgttggaa cccgtttgac tgctagaatg attgaatcag tttttgatta
     5821 tttctaccca ccagttgctc agggaattat tgaaaataca gagacaggac cccgtgtgca
     5881 tgtgcccaga caatccaaat taaaaagaac tcatgccact tatccggcaa cggacaagtt
     5941 tggcccagct gcactctcgc ggtacgatcc gcgtcttaat gaaggagtag accttgatac
     6001 agtgatcttt tcaaaacaca cccataatac tttgattgat aaagaatcca cttttaggaa
     6061 agctcttgat atggcagcag aaatttatgg tgaaaagttc agaggaaatg atttctcccc
     6121 tctttcagtt gaagatgcaa ttcttggagt acccggactc gaccgtttgg accccaacac
     6181 agcttcagga cttccttaca caaagaccag aagacagatg attgacttca acacaggaca
     6241 gattttggac gatactctta agtgtcgact tggacaatgg cttgctggac gacctcctca
     6301 ggaagtacat taccagacat ttctcaagga tgaaatcagg cccatcgaaa aggtcaaagc
     6361 aggaaaaacc agaataattg atgttcctcc tcttgatcat gtcattgcct tcagaatgct
     6421 ctttggcaaa ttcattgccc actaccactt gaactttggc tttaaaacag gctctgctat
     6481 tggttgtgac ccagatgttg cttgggcttc tttcggcttt gagctcagtg gctttcctta
     6541 tctgtatgat tttgattact caaactttga tgcttctcac agcacttcaa tctttgaaat
     6601 cttagatcag aaattctttt ctccagaatt aggttttgat cctagatgct cacttctctt
     6661 gaaatccctt gcagtttcaa cccactgtta tgagaacaag agactccaga ttgctggagg
     6721 gcttccctcc ggcacggcag gtacctcagt actgaacacc gtgataaaca atatcatttt
     6781 tcacggtgca ttgtatcaca cttacactaa ttttgagtgg gatgacatca gtatgttagc
     6841 ctacggcgat gacattgttg ttgcctccaa attcgaactt gacttggtta tggttaaggc
     6901 tttcatgaac cggattggct acaagattac ccctgcagac aaaagtgacg aattcagacc
     6961 aaagtgtatg gatgacattt gcttcttaaa gaggcgtttt gttaaagttg ctggagtttg
     7021 ggctccagtg atggaaactg aaaacctcga ggcaatgttg tcttggtaca aaccaggaac
     7081 tcttaatgaa aagctccaga gtgtctcaag acttgcccat ttctcaggac gtgacgtata
     7141 tgaccgcctt ttcaagccct tcattcgtga tgggtttgac gtcacacctt ggaaacagtt
     7201 acacttggaa tggcttaata agttatcagc ttaaagaatt ttgaattggc atttcaaatt
     7261 tattttgaat ttggctttta attcgttctt aatttggtta tttattgggt ataatca
//
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