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ABSTRACT 

( Hand Foot and Mouth Disease is a common exanthema of young children, 

characterized by fever, rash on the palm and bottoms of the feet and ulcers in the oral 

cavity. In this study, the entire region of CVA16 genome for 22 CVA16 strains 

associated with HFMD in Sarawak (Malaysia Borneo), isolated between 1997 and 2008 

were successfully sequenced. There were 25 sets of full eVA16 genome primers which 

were designed in such a way that it targets the whole genome of eVA16 regions in 

addition to three anti-sense gene specific primers that were used to amplify the 5'UTR 

region and two sense gene-specific primers that were used to amplify the 3' UTR region 

of the CV A 16 genome. These primers successfully amplified the expected product size 

from extracted RNA ~f all 22 isolates.) 

Nucleotide sequence comparisons based on the complete VP 1 gene (891 

nucleotides) demonstrated two distinct eVA16 genogroups, designated A and B. The 

genetic variation within genogroups (13.5% or fewer nucleotide differences) was less 

than the variation between genogroups (26.7 to 31.0%). Oenogroup A consists of the 

prototype strain, eVA16-0-10, isolated in South Africa in 1951. All 22 eVA16 

Sarawak strains characterized in this study are members of subgenogroup B 1 which can 

be further divided into three smaller clusters known as Bla, BIb and Blc, consistent 

with the nomenclature of previous author. CVAl6 strains within a cluster tend to be 

more similar to each other than to other eVA16 viruses of different cluster. 

Neighbor-joining nucleotide sequence phylogenies were then constructed 

separately for each of the major functional regions in the genome. At the 5' DTR 

genomic region, eVA16 strains studied branched out together with eVA16-0-1 0, and 

segregated away from the outgroup strain HEV71-BrCr. A similar tree topology 
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depicting the characteristic grouping of CV A 16 was obtained using each of the capsid 

genomic regions (VP4 to VP1) and the first non-structural gene region of the CVA16 

genome, 2A gene. However, using the 2B to 2C and 3AB to 3D of the P2 and P3 

regions, respectively, isolates of CV A 16 segregated away from the respective prototype 

strain G-lO into a cluster together with HEV71-BrCr. The radically incongruent tree 

topologies between the structural and nonstructural regions of the genome suggested 

that recombination might have played a significant role in the evolution of the CVA16 

strains examined. 

Evidence from the similarity plots and bootscanning analyses of the full genome 

sequence supports the possible occurrence of inter-type recombination involving 

CVA16 and HEV71-BrCr perhaps as a result of previous recombination event. 

Phylogenetic trees, similarity plots and bootscanning analyses reveal evidence of 

mosaicism in the non-structural coding region, 2A of CVA16 local strains. Bootscan 

graphs showed that starting from the PI region of the genome to nucleotide position 

3628, approximately in the 3'-terminal part of the 2A gene region, high bootstrap 

support for clustering between CV A 16 strain G-I0 and CV A 16 local strains was 

observed for all CVA16 strains studied. After this position (nucleotide position 3628) to 

the 3' end of the genome, high bootstrap support for clustering between the HEV71­

BrCr and 22 CVA16 local strains from this study was observed. These finding indicated 

that recombination had possibly occurred at nucleotide position 3617 to 3634, 

corresponding to the 3'-terminal part of the 2A region, in line with results from the 

similarity plot analyses. This suggests that RNA recombination is a common 

mechanism for enterovirus evolution and that recombination within the non structural 
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regions of the genome (P2 and P3) has been observed among members of the same 

species. 
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ABSTRA K 


Penyakit kaki, tangan dan mulut merupakan exanthema biasa di kalangan anak­

anak muda, yang dicirikan oleh demam, ruam pada tapak tangan dan bahagian bawah 

tapak kaki, dan ulser di dalam rongga mulut. Dalam kajian ini, seluruh kawasan genom 

untuk 22 strain eVAJ6 yang berkaitan dengan HFMD di Sarawak (Malaysia Borneo), 

yang telah dipencilkan antara tahun J 997 dan 2008 lelah berjaya diperolehi urutannya. 

Terdapat 25 set primer genom eVAJ6 yang lengkap yang telah direka khusus 

mensasarkan keseluruhan kawasan genom eVAJ6 dengan penambahan tiga anti-sense 

gen primer khusus untuk membanyakkan kawasan 5' UTR dan dua sense gen primer 

khusus untuk membanyakkan kawasan 3' UTR genom eVAJ6. Primer ini telah berjaya 

meningkatkan produk dengan saiz yang dijangka daripada kesemua 22 RNA yang telah 

diesktrak 

Perbandingan penjujukan nukleotida berdasarkan gen VPJ yang lengkap (89J 

nukleolida) menunjukkan dua genogroup eVAJ6 yang berbeza, yang dinamakan A dan 

B. Var/asi genetik dalam genogroups (J 3.5% atau kurang perbezaan nukleotida) 

adalah kurang berbanding variasi antara genogroups (26.7 sehingga 31.0%). 

Genogroup A terdiri daripada strain prototaip, eVAJ6-G-JO, yang dipencilkan di 

Afrika Selalan pada tahun J95J. Kesemua 22 strain eVAJ6 Sarawak yang dicirikan di 

dalam kajian ini adalah ahli-ahli subgenogroup BJ yang kemudiannya boleh 

dibahagikan lagi kepada tiga kelompok yang lebih kecil yang dikenali sebagai BJ a, BJ b 

dan BJc, elaras dengan tatanama oleh pengarang terdahulu. Strain eVAJ6 daripada 

satu kelompok yang sama cenderung untuk menjadi lebih serupa antara satu sama lain 

berbanding virus eVAJ6 lain yang datang dari kelompok yang berbeza. Filogeni 

neighbour-joining urutan nukleotida kemudian dibina secara berasingan bagi setiap 
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kawasan lungsi utama yang terdapat dalam genom. Pada kawasan genom 5' UTR, 

strain CVA 16 yang dilwji bercabang keluar bersama-sama dengan CVAI6-G-I0, dan 

dipisahlcan dari dari outgroup strain HEV71-BrCr. Topologi pokok yang sama yang 

menggambarlwn perkumpulan ciri CVA16 seperti ini turut diperolehi apabi/a 

menggunalwn setiap Iwwasan genomik capsid (VP4 sehingga VPl) dan Iwwasan gen 

bulcan struktur yang pertama dalam genom CVAI6, iaitu gen 2A. Walau 

bagaimanapun, dengan menggunalwn gen 2B sehingga 2C dan gen 3AB sehingga 3D 

yang masing-masing mewakili kawasan P2 dan P3, telah mengasinglwn CVA16 jauh 

daripada strain prototaip G-I0, masing-masing ke dalam satu kelompok bersama-sama 

dengan HEV71-BrCr. Pokok topologi yang secara radilwlnya tidak sama antara 

kawasan struktur dan bulwn struktur dalam genom mencadanglwn bahawa rekombinasi 

mungkin telah memainkan peranan penting dalam evolusi strain CVA 16 yang diperiksa. 

Bukti dar; plot persamaan dan analisis bootscanning urutan genom yang lenglwp 

menyokong kemungkinan berlakunya jenis rekombinasi yang melibatlwn CVA16 dan 

HEV71-BrCr sebagai akibat peristiwa rekombinasi yang telah berlaku pada suatu 

ketilca dahulu. Pokok filogenetik, plot persamaan dan analisis bootscanning 

mendedahkan bukti mosaicism di kawasan bulwn struktur pengkodan, 2A dalam strain 

CVA6 tempatan. Gambarajah bootscan menunjuklwn bahawa bermula dari kawasan 

genom PI pada kedudulwn nukleotida 3628, iaitu kira-kira dalam bahagian 3'-terminal 

dalam lcawasan gen 2A, sokongan bootstrap yang tinggi untuk clustering an tara strain 

CVA16 G-I0 dan strain CVA16 tempatan telah diperhatilwn untuk kesemua CVA16 

strain yang dilwji. Selepas kedudulwn ini (kedudulwn nukleotida 3628) sehingga 

lcawasan 3 ' akhir genom, sokongan bootstrap yang tinggi untuk clustering antara 

HEV71-BrCr dan 22 strain CVA16 tempatan daripada Iwjian ini telah diperhatilwn. 
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Keputusan ini menunjukkan bahawa rekombinasi mungkin telah berlaku pada 

kedudukan nukleotida 3617 hingga 3634, yang sepadan dengan bahagian 3'-terminal 

do/am gen 2A, selaras dengan keputusan daripada anal isis plot persamaan. Kajian ini 

mencadangkan bahawa rekombinasi RNA adalah satu mekanisme yang biasa berlaku 

untuk evolusi enterovirus dan rekombinasi dalam kawasan genom bukan struktur (P2 

dan P3) telah diperhatikan berlaku di kalangan ahli-ahli daripada spesies yang soma. 
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