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ความชุกของการตรวจแยกไวรัสโพลิโอมาไดจากปสสาวะพบไดบอยในผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองหรือ
ไดรับยากดภูมิ การศึกษานีท้ําขึ้นเพื่อศึกษาถึงความชกุของการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK, JC, WU, 
KI, Merkel cell หรือ MC และ Trichodysplasia spinulosa หรือTSPyV) ในปสสาวะของผูปวยเด็กโรคลูปส
ที่ไดรับยากดภูมิ รวมกับการประเมินความสัมพันธระหวางลักษณะทางคลินิกของผูปวยกลุมน้ีและการตรวจ
พบไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะโดยวิธีการ polymerase chain reaction (PCR) ผูปวยโรคลูปสอายนุอยกวา 
18 ป จํานวน 50 คนไดเขารวมการศึกษา ขอมูลลักษณะทางคลินิกของผูปวยไดจากเวชระเบยีน จากผลการ
ตรวจปสสาวะพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK จํานวน 16 ราย (32%) ซึ่งมีคาสูงกวาคาความชุกที่รายงานในเด็ก
ปกติ พบไวรสัโพลิโอมาชนิด JC จํานวน 8 ราย (16%) ซึ่งมีคาใกลเคียงกับความชุกที่รายงานในเด็กปกติ 
ตรวจไมพบไวรัสโพลิโอมาชนิด WU, KI, MC และ TSPyV เม่ือตรวจวัดปริมาณ transforming growth 
factor (TGF)-ß ในปสสาวะพบวาระดับ TGF-ß/creatinine ของผูปวยที่ตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด JC สูง
กวาผูปวยทีต่รวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK, ผูปวยที่ตรวจไมพบไวรสัโพลิโอมาและเด็กปกติอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ระดับ anti-double stranded DNA ของผูปวยทีต่รวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด JC มีระดับ
ต่ํากวาในผูปวยที่ตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK และผูปวยทีต่รวจไมพบไวรัสโพลิโอมาอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ ผูปวยเด็กโรคลูปสควรไดรับการตรวจหาไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะเนื่องจากมีความชุกสูงกวาใน
เด็กปกติโดยเฉพาะไวรัสโพลิโอมาชนิด BK อยางไรก็ตามความสัมพันธระหวางลักษณะทางคลินกิของผูปวย
กลุมน้ีและการตรวจพบไวรสัโพลิโอมาในปสสาวะยังไมชัดเจนและตองการการศึกษาเพ่ิมเติม 
 
คําหลัก : ไวรัสโพลิโอมา ผูปวยเด็กโรคลูปส ยากดภูมิ TGF-ß 
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Abstract  
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Abstract: 
Background: 
The prevalence of polyomavirus reactivation was higher in immunocompromised patients than in 
normal population. This study was done to investigate prevalence and the association between 
viruria of five polyomaviruses (BK, JC, WU, KI, Merkel cell or MC and Trichodysplasia spinulosa or 
TSPyV) and clinical manifestations of pediatric patients with systemic lupus erythematosus (SLE) 
on long-term immunosuppressants.  
  
Material and Methods: 
Pediatric patients (younger than 18 years of age) with the diagnosis of SLE were recruited. Clinical 
characteristics of the patients were obtained from medical record review. Blood were evaluated for 
platelet counts, hemoglobin, anti-double stranded (ds) DNA antibody and creatinine levels. 
Glomerular filtration rate (GFR) was calculated by using serum creatinine. Urine profiles were 
assessed by urinalysis. DNA was extracted from centrifuged urine and polyomavirus DNA was 
amplified by using specific primers for BK, JC, WU, KI, MC and TSPyV. Urine transforming growth 
factor (TGF)-ß 1 levels were measured by ELISA. Urine specimens from 30 healthy children were 
used as controls. 
 
Results: 



Fifty patients (9 males and 41 females) with the mean age of 13±2.8 years (range 4-21 years) 
were included in the study. Trichodysplasia spinulosa was not observed in any patients. 
Polyomavirus was identified in urine specimens from 24 patients. BK viruria was found in 16 
patients (32%) whereas JC was found in 8 patients (16%). WU, KI and TSPyV were not isolated 
from urine specimens of any patients. Only single virus was isolated from each urine specimen. 
There was no significant difference among the age, type of immunosuppressants, hemoglobin 
levels, platelet counts, GFR and urinary profiles of patients with BK viruria, JC viruria and without 
viruria. Urine TGF- ß/creatinine levels was significantly higher in patients with JC viruria than those 
with BK viruria, without polyomaviruria and controls (P<0.05). Remission of SLE (defined by 
negative anti-ds DNA antibody) was found in a higher rate in patients with JC viruria compared with 
patients with BK viruria or without viruria (P<0.03).   
 
Conclusion: 
The prevalence of BK viruria was higher in pediatric patients with SLE on long term 
immunosuppressants. The clinical significance of BK viruria in this group of patients has yet to be 
determined. Minimization of immunosuppressants and close clinical monitoring are extremely 
crucial to prevent BK nephropathy. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords : polyomavirus, pediatric, systemic lupus erythematosus, immunosuppression, 
TGF-ß 
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Executive summary 
 
1. Significance and Background 
 

The polyomaviruses are composed of small, non-enveloped, icosahedral virions with a 
supercoiled double-stranded DNA genome. The virion consists of 72 pentamers of the major capsid 
protein VP1, with each pentamer associated with a single copy of the minor capsid protein VP2 or 
VP3. Polyomaviruses have very restricted host ranges. The first human polyomaviruses, BK virus 
(BKV) and JC virus (JCV) were isolated in 1971 from urine and brain tissue of patients, respectively. 
KI polyomavirus (KI), WU polyomavirus (WU) were just isolated in 2007 and Merkel cell 
polyomavirus (MCV) in 2008. Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (TSPyV) is most recently 
identified in 2011. 
 

It is suggested that polyomavirus infection occurs during childhood as BKV seropositivity 
reaches 90% in children aged 5 to 9 and JCV positivity reaches 50-60% after the age of 108. The 
mode of transmission of BKV and JCV is not completely understood but the discovery of 
nonintegrated forms of BKV DNA in tonsillar tissues of children with respiratory diseases suggests 
that respiratory transmission is the principal mode of transmission11. Primary infections with BKV and 
JCV are typically subclinical or linked to a mild respiratory illness. Subsequently, the virus spreads to 
the cells of the kidney and urinary tract which become the tissues of lifelong persistent infection. 
BKV DNA can be detected in 30-50% of normal kidney tissue whereas JCV DNA can be found in 
10-50% of normal kidney tissue. Approximately, 5% of immunocompetent individuals have BKV 
viruria while 20-30% of those have JCV viruria. The prevalence of polyomavirus viruria is much 
higher in immunocompromised individuals ranging from 50-100% for BKV and approximately 40% 
for JCV. 
 

Since the initial discovery of KI and WU from respiratory specimens, available data suggest 
that primary infection with KI or WU occurs during childhood similar to that of BKV and JCV. The 
pathogenicity of KI and WU remains speculative since viral sequences were detected at similar 
frequencies in asymptomatic control patients and in patients with respiratory illnesses. The 
prevalence of KI and WU infection diagnosed by viral isolation from respiratory secretion were 
reported as 8% and 1% in immunocompetent patients and 18% and 5% in patients with stem cell 
transplantation. In a report studying the prevalence of KI and WU in respiratory secretion of children 
in Thailand, the prevalence of KI was lower than WU (2% vs. 6%). The prevalence and 
consequences of KI, WU, MCV and TSPyV viruria in immunocompromised children are not known. 
 

In contrast to asymptomatic infection in immunocompetent hosts, human polyomaviral 
infection can cause severe diseases in immunocompromised individuals.  The fact that the levels of 
BKV viruria were correlated with the degree of immunosuppression suggested that the diseases 
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were the result of the reactivation of the latent infection rather than reinfection. Reactivation of the 
virus has been observed in individuals with altered immune conditions including solid organ 
transplantation, bone marrow transplantation (BMT), autoimmune diseases such as systemic lupus 
erythematosus (SLE) and patients with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). How the host 
immunity controls the severity of infection from polyomavirus remains unknown.  
 

For BKV, the consequences of viral reactivation are severely observed in kidney transplant 
patients leading to polyomavirus nephropathy (PVN). BKV viruria and viremia are found in up to 
80% of kidney transplant patients and 10% of the patients develop PVN and allograft loss. PVN 
occurs almost exclusively in transplanted kidneys but hardly affect native kidneys without a clear 
explanation. There have been only a few case reports of PVN in native kidney after cord blood 
transplantation. The current standard diagnosis of PVN is made by histopathology or 
immunohistochemistry analysis of kidney biopsies. In patients with BMT, BKV infection usually 
manifests with acute hemorrhagic cystitis.  
 

By contrast, JCV viruria does not correlate with the degree of immunosuppression. JCV 
caused a few reported cases of JCV nephropathy in patients with kidney transplantation. JCV often 
causes neurologic manifestations as periventricular leukomalacia (PML) in immunocompromised 
patients particularly in patients with AIDS. Considering similarities between BKV and JCV in 
nucleotide sequences and potential route of transmission, more research is warranted to investigate 
whether infection with KI and WU can cause persistent viruria and create produce adverse effects 
on kidney tissues. 
 

Although histopathology of a kidney biopsy tissue is the gold standard for diagnosis of 
kidney injury, it is an invasive procedure and can cause significant morbidity. Several studies have 
confirmed that serum creatinine is an unreliable indicator during acute changes in kidney function. 
Hence, several early predictive urinary biomarkers including transforming growth factor (TGF)-ß.  
 

Although the prevalence of polyomavirus viruria is extremely high and the consequences of 
polyomavirus reactivation can be life threatening, there have not yet been any researches studying 
the effect of polyomavirus viruria in children with SLE on immunosuppressants. In regard to the 
invasiveness of the kidney biopsy procedure, we proposed to study the urinary biomarkers including 
TGF- ß and clinical manifestations of children who develop polyomavirus viruria. 
 
2. Objectives of the study 

2.1. To study the prevalence of polyomavirus (BK, JC, WU, KI, merkel cell or MC and 
trichodysplasia spinulosa or TS) viruria in children with SLE receiving immunosuppressants 

2.2. To study the association of polyomavirus viruria on clinical characteristics and urinary 
transforming growth factor (TGF)-ß in children with SLE receiving immunosuppressants 
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3. Patients and Methods 

3.1. Patients  
Study population: 50 children aged 0-18 years with SLE receiving immunosuppressants 
Control group: 30 immunocompetent children aged 10-15 years  

3.2. Methods 
Specimen collection 
After informed consent was obtained, pertinent demographic data were recorded. Each subject 
provided 5 ml of blood and 50 ml of urine specimen. The complete blood count, serum creatinine, 
complement 3 level, anti-double stranded DNA, urinalysis, urine protein and urine creatinine was 
measured at the certified central laboratory of King Chulalongkorn Memorial Hospital. The urine 
samples was centrifuged at 2000 x g for 5 minutes. Supernatants and precipitates was stored in 
aliquots at -80 oC until further used. 
Polyomavirus detection 
DNA will be extracted from centrifuged urine using TRI REAGENT® LS (Molecular 
Research Center, Inc., Cincinnati, OH) and the resulting pellets were dissolved in 20 ul of 8mM 
NaOH solution or DEPC-treated water for DNA. Polyomaviral DNA will be amplified using techniques 
previously described25 by using specific primers for BK/ JC/ KI/ WU/MC and TS polyomaviruses.  
Quantification of urine TGF-ß by ELISA 
Urine TGF- ß was measured with commercially available ELISA kits (Quantikine, R&D Inc., 
Minnesota, MN). 
Data analysis 
For continuous variable, the Student’s t-test was used to compare variables between 2 groups, and 
ANOVA was used to compare variables among the groups. For categorical variable, the X2 test was 
used for comparison. P values of less than 0.05 were considered as statistical significance. 
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2. วัตถุประสงคของโครงการ 
2.1. เพ่ือศึกษาถึงความชุกของการตรวจแยกไวรัสโพลิโอมาชนิด BK, JC, WU, KI, MCV และ 

TSPyV ในปสสาวะของผูปวยเด็กโรคลูปสที่ไดรับยากดภูมิ   
2.2. เพ่ือศึกษาถึงความสัมพันธระหวางการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะของผูปวยเด็ก

โรคลูปสที่ไดรบัยากดภูมิ และลักษณะทางคลินิกและระดับ TGF-ß ในปสสาวะ  
3. วิธีทดลอง 

3.1. ประชากรที่ทาํการศึกษา ไดแก ผูปวยเด็กโรคลูปสอายนุอยกวา 18 ปที่ติดตามการรักษาที่
แผนกกุมารเวชกรรม โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ที่ไดรับยากดภูมิ เชน prednisolone, 
tacrolimus, mycophenolate mofetil, cyclophosphamide or rapamycin 

3.2. ประชากรกลุมควบคุม ไดแก เด็กปกติอายุ 10-15 ป 
การทดลองนี้ไดผานการรับรองจากจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
3.3. ระเบียบวิธีวจิัย 

 
Specimen collection 
After informed consent is obtained, pertinent demographic data will be recorded. Each 
subject will provide 5 ml of blood and 50 ml of urine specimen. Blood were evaluated for 
platelet counts, hemoglobin, anti-double stranded (ds) DNA antibody and creatinine levels. 
Glomerular filtration rate (GFR) was calculated by using serum creatinine. Urine profiles 
were assessed by urinalysis. Urine protein and urine creatinine will be measured at the 
certified central laboratory of King Chulalongkorn Memorial Hospital. The urine samples will 
be centrifuged at 2000 x g for 5 minutes. Supernatants and precipitates will be stored in 
aliquots at -80 oC until further used. Urine specimens from 30 healthy children were used 
as controls. 
 
Viral purification 

Virus particles were separated by ultra-centrifuge; ProteomeLab™ XL-A/XL-I 
(Beckman Coulter) 40,000 rpm, 3hrs at 4 ˚C. Then, the particles were kept and dissolved 
with 500 l PBS  
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Nucleic acid extraction and cDNA synthesis 
DNA were extracted by Phenol/Chloroform extraction and final elution of the nucleic 

acids with 30 l of distilled water.  
 
Specific primer designs 

 Nucleotide sequences of JC virus, BK virus, WU virus, KI virus, MCV, TSV and �-
globin gene (internal control) were obtained from the Gen Bank database. More than 40 
sequences of each target gene were subjected to multiple alignments using the BioEdit 
Sequence Alignment Editor Version 7.0.9.0. The conserved regions were selected as 
candidate primers for the in silico specificity test by BLAST analysis (available online at 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) to ensure the specificity of the selected primers 
without cross-amplification of genes. Subsequently, the candidate primers were evaluated 
by Oligos primer design software version 9.1 (Ruslan Kalendar, Institute of Biotechnology, 
University of Helsinki, Finland) to ensure absence of primer-dimers, self-pairing and 
secondary structure. All specific primers used in this study were synthesized by BioDesign 
Co.,Ltd., Pathumthani, Thailand and are summarized in Table 1. 
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ตารางที่ 1: Primers used for nested PCR amplification of polyomaviruses 
 

Primer name Primer Position 
Product size 
(base pair) 

JC/BK_4337F 5' -CCTTATTMACACCYTTACAAATTAA-3' 
4337-
4361 

KI/WU_4337F 5' -CATTATTAACWCCTTTACARAATAA-3' 
4337-
4361 

SP6-
JC/BK_4585R 

5' –GATTTAGGTGACACTATAGTCAGTCA 
AGCTGTRTTTAGTAATA-3' 

4585-
4562 

SP6-
KI/WU_4585R 

5' –GATTTAGGTGACACTATAGTGTCWCAW 
GCTGTATTTAGTAATA-3' 

4585-
4562 

248 

JC/BK_4390F 5' -TAATTATTAATTGCWGAMACTCTATG-3' 
4390-
4415 

KI/WU_4390F 5' -AAGTTATTAAYAGCACTAACTCTATG-3' 
4390-
4415 

SP6-
JC/BK_4585R 

5' –GATTTAGGTGACACTATAGTCAGTCA 
AGCTGTRTTTAGTAATA-3' 

4585-
4562 

SP6-
KI/WU_4585R 

5' –GATTTAGGTGACACTATAGTGTCWCAW 
GCTGTATTTAGTAATA-3' 

4585-
4562 

195 

MCV_F552 5'-GCAACTTAGAGATTCTAAGTGC-3' 552-574 
MCV_F644 5'-ACGTGGGGAGAGTGTTTTTGC-3' 644-664 
MCV_R860 5'-GTCATAAATAACCTTTCTTTGA-3' 839-860 

216 

TSV_F552 5'-TGACAGTTGAAGGCCTATCTGC-3' 552-574 
TSV_F644 5'-ACCTGGGATGCTGTCAGAAGC-3' 644-664 
TSV_R860 5'-GGCAAATGTTTGTACCCCTGGA-3' 839-860 

216 
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Detection of polyomaviruses by nested PCR amplification 
The reaction mixture for the first round of nested PCR included 10 l of 2.5× 

Eppendorf MasterMix (Eppendorf, Hamburg, Germany), 1 l of DNA template, 0.2 M final 
concentration of each primer and nuclease-free water to a final volume of 25 l. The PCR 
reactions were performed in a thermal cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) under the 
following conditions: initial denaturation at 94 ˚C for 3 min, 40 cycles of amplification 
consisting of 94 ˚C for 30 sec, 55 ˚C for 30 sec, and 72 ˚C for 1min, and final extension at 
72˚C for 7min. The second round of nested PCR was performed using a similar reaction 
mixture and thermal cycling profile as described above but changing the primer pair and 
using the PCR product from the first round as a template for nested amplification. The PCR 
products obtained from the second round of amplification were analyzed by 2% agarose gel 
electropholysis at 100 volts, for 40 minutes. Subsequently, the agarose gel was stained 
with ethidium bromide and visualized under UV transillumination. The expected size of each 
amplified product is summarized in Table 1. 

 
DNA purification and nucleotide sequencing 

The PCR products of interest were purified by using the Perfect Prep Gel Cleanup Kit 
(Eppendorf, Hamburg, Germany) following the company’s protocol with the final elution 
performed in 40 l of elution buffer. The purified DNA was subjected to nucleotide 
sequence determination by a commercially available sequencing service (1st BASE 
Laboratories, Selangor Darul Ehsan, Malaysia).   
 
Sequencing analysis 

Nucleotide sequences were analyzed by BLAST analysis tool 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.9.0 
[14] and Chromas Lite version 2.01 (Technelysium Pty Ltd).  
 
Quantification of Urine TGF-ß  
Urine TGF-ß was measured with commercially available ELISA kits (Quantikine, R&D 
Systems, Inc, Minneapolis, MN). 
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Data analysis 
For continuous variable, the Student’s t-test will be used and for categorical variable, the X2 
test will be used for calculation. P values of less than 0.05 will be considered as statistical 
significance. 
 
5. ผลการทดลอง 
เม่ือเสร็จสิ้นการศึกษา ไดรวบรวมผูปวยเด็กโรคลูปสจํานวน 50 คน อายุ 4-18 ปไดเขารวมใน
การศึกษานี้ ขอมูลทางคลินกิของผูปวยเด็กโรคลูปสแสดงไวในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 ลกัษณะทางคลนิิกของผูปวยเด็กโรคลูปส 
 

Patient characteristics  

Gender distribution (male:female) 9:41 
Age (years)  13±2.8 
Immunosuppressive medications (number)  
Prednisolone  50  
Mycophenolate mofetil 33 
Cyclophosphamide 25 
Azathioprine 4 
Tacrolimus 3 

 
จากผลการตรวจหาไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะของผูปวย พบไวรัสโพลโิอมาในปสสาวะของ

ผูปวยจํานวน 24 ราย โดยพบเปนไวรัส BK จํานวน 16 ราย (รอยละ 32) ไวรัส JC จํานวน 8 ราย 
(รอยละ 16) ตรวจไมพบไวรัส WU, KI, MCVหรือ TSPyV ในตวัอยางปสสาวะของผูปวย จากแตละ
ตัวอยางปสสาวะของผูปวยที่ตรวจพบไวรัสโพลิโอมา สามารถแยกไวรัสโพลิโอมาไดเพียงชนิดเดียว
เทาน้ัน ตารางที่ 3 เปรียบเทียบความชุกของไวรัสโพลโิอมาที่ไดจากการศึกษานี้กับความชุกของ
ไวรัสโพลิโอมาที่รายงานในการศึกษาในอดีต 
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ตารางที่ 3 เปรียบเทยีบความชุกของไวรัสโพลิโอมาที่ไดจากการศึกษานี้กับความชุกของไวรัสโพลิ
โอมาที่รายงานในการศึกษาในอดีต 
 

ความชุก (%) 
ประชากรปกต ิ ผูปวยโรคลูปส ผูปวยเด็กโรคลูปส 

 
Polyomavirus 

0-19 ป 20-89 ป  0-18 ป 

BKV viruria 15-22 [1] 15-45 [1], 0.96[2] 
17.2[3] 18.6 [4] 

32[3] 71.6[4] 32 

JCV viruria 10-15 [1] 40-70 [1] 34.8[2] 67 [5] 16 
WuV viruria ยังไมเคยมีรายงาน 0 ยังไมเคยมีรายงาน 0 
KiV viruria ยังไมเคยมีรายงาน 0 ยังไมเคยมีรายงาน 0 
MCV viruria ยังไมเคยมีรายงาน ยังไมเคยมีรายงาน ยังไมเคยมีรายงาน 0 
TsPyV viruria ยังไมเคยมีรายงาน ยังไมเคยมีรายงาน ยังไมเคยมีรายงาน 0 

 
ระดับ TGF-ß ในปสสาวะของผูปวยเด็กโรคลูปสทีต่รวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด JC สูงกวา

ผูปวยเด็กโรคลูปสทีต่รวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK และผูปวยเด็กโรคลูปสทีต่รวจไมพบไวรัสโพลิ
โอมา (ตารางที่ 4) ระดับ TGF-ß/creatinine ratio ในปสสาวะของเด็กปกติมีคา 0.009±0.029 
ng/mg ของครีแอทินิน  

ลักษณะทางคลินิกของผูปวยเด็กโรคลูปสที่ตรวจพบโพลิโอมาไวรัสในปสสาวะ แสดงไวใน
ตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ลกัษณะทางคลนิิกของผูปวยเด็กโรคลูปสทีต่รวจพบโพลโิอมาไวรัสในปสสาวะเม่ือเทียบ
กับผูปวยที่ตรวจไมพบโพลโิอมาไวรัสในปสสาวะและเด็กปกต ิ
 

 BK JC No viruria P 

Number (%) 16 (32) 8 (16) 26 (52)  
Male  1 2 6  
Female 15 6 20  
Age (years) 13.8±3.0 13.1±4.1 13.5±2.2  
Hemoglobin (g/dL) 11.3±1.7 12.2±1.9 11.5±2.1  
White blood count (x 103/mm3) 9.0±4.1 8.9±4.6 8.4±4.0  
Platelet count (x103) 324±90 284±62 273±94  
Serum creatinine (mg/dL)  0.86±1.03 0.65±0.25 0.75±0.50  
Complement 3 (mg/dL) 80.9±32.1 77.9±30.2 95.4±54.0  
Anti-double stranded DNA (number) 8 (50) 0 (0) 11 (42) <0.05 
Urine red blood cell (number) 3 (19) 4 (50) 12 (46)  
Urine white blood cell (number) 2 (13) 3 (38) 11 (42)  
Urine protein/creatinine ratio 1.99±3.85 3.95±5.91 1.73±1.81  
Urine TGF- ß/creatinine (ng/mg) 0.09±0.34 0.30±0.34 0.13±0.57 <0.05 

 
phylogenetic tree ของไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ทั้ง 16 สายพันธุทีแ่ยกไดผูปวยเด็กโรคลูปส

ในการศึกษานี้เทียบกับไวรัสโพลิโอมาชนิด BK สายพันธุอ่ืนๆ ที่รายงานไวในฐานขอมูลของ 
Genbank แสดงในรูปที่ 2 
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รูปที่ 2 phylogenetic tree ของไวรัสโพลโิอมาชนิด BK ทั้ง 16 สายพันธุที่แยกไดผูปวยเด็กโรคลปูส 
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6. สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
ไวรัสโพลิโอมาเปนไวรัสชนดิ DNA ที่ไมมี envelop โครงสรางของไวรัสโพลิโอมาประกอบดวย 

icosahedral capsid และ double-stranded DNA (ds-DNA) ที่มีลักษณะเปนวงกลมประกอบดวยคูเบส
ประมาณ 5300 คู โดยในสวนของ double-stranded DNA ของไวรัสสามารถแบงออกไดเปน 3 สวน [2] 
(รูปที่ 3) ดังนี้ 

1. early region ประกอบดวยขอมูลทางพันธุกรรมซึ่งเม่ือถูกถอดรหัสจะได large tumor 
antigen (T-ag) และ small tumor antigen (t-ag) 

2. late region ประกอบดวยขอมูลทางพันธกุรรมซึ่งเม่ือถูกถอดรหัสจะไดโปรตีนซ่ึงเปน
โครงสราง capsid ของไวรัส ไดแก VP1, VP2 และ VP3 นอกจากน้ันยังได agnoprotein 

3. noncoding control region (NCCR) ซึ่งมีหนาที่เปนจุดเร่ิมตนของการเพิ่มจํานวนของ
ไวรัสและการสรางโปรตีนตางๆ NCCR สามารถแบงออกเปนสวนยอยชื่อ O, P, Q, R และ S [2] ดังรูปที่ 3 
 

 
 
รูปที่ 3 โครงสรางทางพันธุกรรมของไวรัสโพลิโอมา [2] (ดัดแปลงจากเอกสารอางอิงที่ 2) 

 
โปรตีน T-ag ของไวรัสโพลโิอมาเปนโปรตีนที่ทําหนาทีห่ลายประการ หนาที่สําคัญ คือ ควบคุมการ

แบงตัวและการสรางโปรตีนของไวรัส และควบคุมการทํางานและการตาย (apoptosis) ของเซลที่ติดเชื้อ
ไวรัสโพลิโอมา T-ag ยังเปนโปรตีนที่บงชี้วามี reactivation ของไวรัสโพลิโอมาเกิดขึ้นดวย จากการ
การศึกษาในสัตวทดลองพบวาหนูทีท่ําใหเกิดการติดเชื้อไวรัสโพลิโอมาชนิด BK สามารถสรางสาร
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ภูมิคุมกัน (antibody) ตอ T-ag และตอ ds-DNA (anti-ds DNA) ของหนูได [6] การศึกษาในผูปวยโรคลูปส
พบวาไดผลการทดลองที่คลายคลึงกัน คอื เม่ือเกิดการกระตุนของไวรัสโพลิโอมาที่อยูในรางกาย 
(reactivation) นอกจากกระตุนการสราง antibody ตอ T-ag แลวยังพบ anti-ds DNA และ antibody ตอ
โปรตีนอ่ืนๆ ที่สัมพันธกับ DNA ดวย เชน histone [6] โดย T-ag สามารถจับไดกับ ds-DNA ของเซลและ
ของตัวไวรัสเอง เม่ือ T-ag จับกับ ds-DNA ของเซล จะทําให ds-DNA ของเซลกลายเปนสารที่มี
ความสามารถในการสรางภูมิคุมกันตอตนเองได โดยอาศัยการกระตุนการทํางานของ B-lymphocyte และ 
T-lymphocyte ดังรูปที่ 4 โดย B-lymphocyte สามารถถูกกระตุนโดย DNA และโปรตีนอ่ืนๆ ทีส่ัมพันธกับ 
DNA โดยการสราง antibody สวน T-lymphocyte จะถูกกระตุนดวย T-ag ภายหลังจากที่ T-ag จับกับ 
DNA  

anti-ds DNA นี้นอกจากเปนหน่ึงในขอกําหนดสําหรับการวินิจฉัยโรคลูปสแลว [7] ยังเปน 
antibody ที่อาจทําใหเกิดโรคไตอักเสบเนื่องจากโรคลูปส (lupus nephritis) ดวย [8] 
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รูปที่ 4 ไวรัสโพลิโอมากระตุนการทํางานของ B-lymphocyte และ T-lymphocyte เม่ือมีการ reactivation 
ของไวรัสโพลโิอมาในรางกายผูปวยโรคลปูส [2] (ดัดแปลงจากเอกสารอางอิงที่ 2) 

การติดเชื้อไวรัสโพลิโอมาพบไดบอยในประชากรทัว่ไปโดยการติดเชือ้มักจะเริ่มตั้งแตในวัยเด็กและ
มักไมมีอาการ อัตราการติดเชื้อไวรัสโพลโิอมาเพ่ิมขึ้นตามอายุ โดยในประชากรทัว่ไปสามารถตรวจพบ 
antibody ตอไวรัสโพลิโอมาสูงถึงเกือบรอยละ 100 [9] หลังจากการติดเชื้อไวรัสโพลิโอมา ไวรัสจะแฝงตวั
อยูในระยะสงบ (Latent phase) ในประชากรทั่วไปมักไมพบ reactivation ของไวรัสโพลิโอมา แต 
reactivation ของไวรัสโพลโิอมาพบไดบอยในผูปวยทีมี่ภูมิคุมกันบกพรองหรือในผูปวยที่ไดรบัยากดภูมิ 
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[10] เม่ือมี reactivation ของไวรัสโพลิโอมาจะสามารถตรวจพบไวรัสไดจากตัวอยางปสสาวะ โดยอาจตรวจ
พบ decoy cell หรือตรวจพบ DNA ของไวรัสโพลิโอมาดวยวธิี polymerase chain reaction (PCR) ใน
การศึกษานี้เลอืกที่จะใชการตรวจหา DNA ของไวรัสโพลิโอมาดวยวิธ ีPCR เน่ืองจากเปนการตรวจที่มี
ความไวและความจําเพาะสงูสุด 

ความชุกของการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะชนิด BK และ JC เพ่ิมขึ้นตามอายุโดยความมี
รายงานการแยกไวรัสโพลิโอมาชนิด BK จากปสสาวะของผูปวยโรคลปูสเปนคร้ังแรกใน พ.ศ. 2521 [11] 
โดยความชุกของการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิดตางๆ แสดงไวในตารางที่ 3 สําหรับไวรัสโพลโิอมาชนิด 
JC, WU, KI, MC และ TsPy ยังไมมีรายงานความชุกในผูปวยโรคลปูส การศึกษานี้เปนการศึกษาแรกที่
รายงานความชุกของไวรัสโพลิโอมาทั้ง 6 ชนิดในผูปวยเด็กโรคลูปส  

ความชุกของไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ในปสสาวะของผูปวยเด็กโรคลปูสที่ไดรับยากดภูมิคุมกันสูง
กวาในประชากรเด็กปกติที่เคยมีรายงานไว [1] แตใกลเคียงกับความชุกของไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ใน
ปสสาวะในผูปวยผูใหญโรคลูปสที่มีรายงานไวที่รอยละ 32 เชนเดียวกัน [3]  

ความชุกของโพลิโอมาชนิด JC ในปสสาวะของผูปวยเด็กโรคลูปสที่ไดรับยากดภูมิคุมกันต่ํากวา
ความชุกของไวรัสโพลิโอมาชนิด JC ในปสสาวะในประชากรปกติและในผูปวยโรคลูปสที่รายงานไว [12] 
อยางไรก็ตามความชุกของไวรัสโพลิโอมาชนิด JC ในปสสาวะในประชากรปกติมีความสัมพันธกับอายุของ
ผูปวย โดยความชุกจะเพ่ิมสูงขึ้นเม่ือทําการศึกษาในประชากรที่มีอายุมากขึ้น [13] ขอสังเกตนี้แสดงใหเห็น
วาปจจัยหลายอยางมีผลตอ reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ในผูปวยโรคลูปส ซึ่งอาจมีสาเหตุ
เน่ืองมาจากความแตกตางของโรคและความรุนแรงของการกดภูมิคุมกันมีความสัมพันธกับอัตราการกําเริบ
ของไวรัสโพลโิอมา [14]  

สําหรับไวรัสโพลิโอมาชนิด WU และ KI นั้นยังไมพบรายงานการแยกไวรัสชนิดน้ีจากปสสาวะของ
ประชากรทัว่ไป [15] แตสามารถแยกไดจากปสสาวะของผูปวยที่ไดรบัการปลูกถายไต โดยความชุกของ
ไวรัสโพลิโอมาชนิด WU ในปสสาวะอยูที่รอยละ 2 สวนความชุกของไวรัสโพลิโอมาชนิด KI ในปสสาวะอยู
ที่รอยละ 12 [16] แตจากการศึกษานี้ไมพบไวรัสโพลิโอมาชนิด WU และ KI จากปสสาวะของผูปวยเด็ก
โรคลูปส สําหรับไวรัสโพลิโอมาชนิด MC และ TsPy ยังไมมีรายงานการตรวจแยกไวรัสทั้ง 2 ชนิดน้ีไดจาก
ปสสาวะของประชากรทัว่ไป และจากการศึกษานี้ก็ไมสามารถตรวจแยกไวรัสโพลโิอมาชนิด MC และ TsPy 
จากตัวอยางปสสาวะของผูปวยเด็กโรคลปูสเชนกัน  

จากการศึกษาในเซลเพาะเลี้ยง พบวาเซลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากทอไตสวนตน (Primary human renal 
proximal tubule epithelial cell หรือ RPTE ที่ติดเชื้อไวรัสโพลิโอมาชนิด BK สายพันธ TU จะมีการเพ่ิม
ของระดับ T-ag ซึ่งเปนโปรตีนที่บงชี้วามี reactivation ของไวรัสโพลิโอมาเกิดขึ้นอยางมีนัยสําคัญเม่ือไดรับ 
TGF- ß เม่ือเทียบกับเซล RPTE ที่ติดเช้ือไวรัสโพลิโอมาชนิด BK สายพันธ TU ที่ไมไดรับ TGF- ß [17] 
นอกจากนั้นยังมีการศึกษาที่แสดงใหเห็นวา TGF- ß สามารถกระตุนการเพ่ิมจํานวนของไวรัสโพลิโอมา
ชนิด JC ในเซล human glia ดวย [18]  TGF- ß เปน cytokine ที่ผลิตไดจากเซลหลายชนิดรวมทั้ง renal 
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epithelial cell ซึ่งเปนเซลทีจํ่าเพาะตอไวรัสโพลิโอมา ระดับของ TGF- ß สามารถเพ่ิมสูงขึ้นในโรคไต
อักเสบบางชนิด เชน IgA nephropathy หรือ Focal segmental glomerulosclerosis และในโรคไตที่มี
พยาธิสภาพแบบ fibrosis [19] พบวา TGF- ß ที่อยูในระบบหมุนเวียนมีการกําจัดออกทางไตนอยมาก 
ดังนั้นปริมาณ TGF- ß ในปสสาวะนาจะสามารถบอกถึงปริมาณ TGF- ß ที่ถูกสรางขึ้นในไต [20] ใน
การศึกษานี้จึงไดมีการวัดปริมาณ TGF- ß ในปสสาวะโดยเทียบเปนอัตราสวนกับปริมาณครีแอทินินใน
ปสสาวะเพ่ือปองกันตัวแปรกวน คือ ความเขมขนของปสสาวะ จากการศึกษาพบวาระดับของ TGF- ß ใน
ปสสาวะของผูปวยเด็กลปูสที่ตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด JC สูงกวาระดับของระดับของ TGF- ß ใน
ปสสาวะของผูปวยเด็กกลุมอ่ืนและเด็กปกติกลุมควบคมุอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิแสดงใหเห็นวา 
reactivation ของไวรัสโพลโิอมาชนิด JC มีความสัมพันธกับ TGF- ß คลายกับขอมูลที่สังเกตไดจากการ
ทดลองในเซล human glia ที่รายงานไวกอนหนา สําหรับระดับของ TGF- ß ในปสสาวะของผูปวยเด็กลูปส
ที่ตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK นั้นมีคาใกลเคียงกบัปสสาวะของผูปวยเด็กลปูสที่ตรวจไมพบไวรัสโพลิ
โอมา รายงานจากการศึกษากอนหนาพบวา reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด BK สายพันธุ TU อยู
ภายใตการควบคุมของ TGF- ß [17] เน่ืองจากการศึกษานี้สามารถตรวจแยกไวรัสโพลิโอมาชนิด BK สาย
พันธุ TU ไดจากปสสาวะของผูปวยเพียงรายเดียว ซึ่งสามารถอธิบายถึงการไมพบความสัมพันธระหวาง
การตรวจแยกไวรัสโพลิโอมาชนิด BK จากปสสาวะของผูปวยและระดบั TGF- ß ในปสสาวะ โดย 
reactivation ของไวรัสโพลโิอมาชนิด BK สายพันธุอ่ืนๆ อาจอยูใตการควบคุมของกลไกอ่ืนๆ ที่
นอกเหนือไปจากการควบคุมดวย TGF- ß และแตกตางจาก reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด JC 

การศึกษาหลายรายงานพยายามหาความสัมพันธระหวางการติดเชือ้ไวรัสโพลิโอมาชนิด BK กับ
อาการแสดงทางคลินิกและความรุนแรงของโรคลูปสในผูใหญ รายงานของ Lu และคณะพบวาผูปวยลปูสที่
มีการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ในปสสาวะมีปริมาณเกล็ดเลอืดต่ํากวาผูปวยลูปสที่ไมมีการตรวจพบ
ไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ในปสสาวะ [4] แตไมสัมพันธกับการทํางานของไต ระดับความกําเริบของโรคเม่ือ
วัดโดย SLE disease activity index (SLEDAI) score การตรวจพบ anti-ds DNA อัตราสวนระหวางเม็ด
เลือดขาว CD4 ตอ CD8 [3] การศึกษานีไ้ดรายงานแนวโนมของความสัมพันธระหวางระยะเวลาของการ
เกิด lupus nephritis การไดรับยากดภูมิอ่ืนรวมไปกับยาสเตียรอยดและปริมาณโปรตีนในปสสาวะของ
ผูปวยลปูสที่มีการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK ในปสสาวะ [3] อยางไรก็ตามยังไมเคยมีรายงาน
ความสัมพันธระหวางลักษณะทางคลินิกของผูปวยลปูสที่มีการตรวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด JC ในปสสาวะ 

รายงานนี้ไดศึกษาถึงลักษณะทางคลินิกและการตรวจทางหองปฏิบัติการในผูปวยเด็กลูปสทีต่รวจ
พบไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะโดยเทียบกบัผูปวยเด็กลปูสที่ตรวจไมพบไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะ ผล
การศึกษาพบวาลักษณะทางคลินิกและผลการตรวจทางหองปฏิบัติการของผูปวยเด็กที่ตรวจพบไวรัสโพลิ
โอมาชนิด BK และ JC ในปสสาวะไมแตกตางกันและไมแตกตางจากผูปวยทีต่รวจไมพบไวรัสโพลิโอมาใน
ปสสาวะยกเวนระดับของ anti-ds DNA โดยจากผลการศึกษาพบวาผูปวยเด็กทีต่รวจพบไวรัสโพลิโอมา
ชนิด JC ในปสสาวะตรวจไมพบ anti-ds DNA มากกวาผูปวยเด็กทีต่รวจพบไวรัสโพลิโอมาชนิด BK หรือ
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ผูปวยทีต่รวจไมพบไวรัสโพลิโอมาในปสสาวะ โดยขอสันนิษฐานทีอ่าจอธิบายผลของการทดลองในสวนนี้ 
ไดแก ปริมาณและระยะเวลาที่ไดรับยากดภูมิที่แตกตางกันในผูปวยแตละกลุม รายงานจากการศึกษาใน
อดีตแสดงใหเห็นวาระดับ TGF- ß มีความสัมพันธกับปริมาณยากดภูมิที่ไดรับ [21, 22]  ในผูปวยโรคลปูส
ที่ไดรับยากดภูมิในระดับสงูมักจะอยูในระยะสงบและมกัจะตรวจไมพบ anti-ds DNA ดังนั้นการตรวจไมพบ 
anti-ds DNA ในผูปวยเด็กโรคลูปสทีส่ามารถตรวจแยกไวรัสโพลิโอมาชนิด JC ในปสสาวะอาจไมไดเปนผล
โดยตรงจาก reactivation ของไวรัสแตอาจเปนผลทางออมจากปจจัยทางดานภูมิคุมกันซ่ึงจําเปนตองไดรับ
การศึกษาเพ่ิมเติมตอไป 

โดยสรุป ผูปวยเด็กโรคลูปสที่ไดรับยากดภูมิเรื้อรังพบ reactivation ของไวรัสโพลโิอมาชนิด BK ใน
ความชุกที่สูงกวาเด็กปกติ สวนความชุกของ reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด JC ในผูปวยเด็กกลุมน้ี
ใกลเคยีงกับเด็กปกติ ไมพบ reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด WU, KI, MC และ TsPy ในผูปวยเด็ก
โรคลูปสที่ไดรบัยากดภูมิ ในผูปวยเด็กโรคลูปสที่พบ reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด JC พบวา 
reactivation ของไวรัสมีความสัมพันธกับระดับ TGF- ß ในปสสาวะและอัตราการตรวจพบ anti-ds DNA 
ในผูปวยกลุมนี้จะต่ํากวาผูปวยโรคลูปสที่ไมพบ reactivation ของไวรัส 
โพลิโอมาหรือพบ reactivation ของไวรัสโพลิโอมาชนิด BK โดยความสําคัญทางคลนิิกของการตรวจพบน้ี
ตองการการศกึษาเพ่ิมเติม 
  

7. Output ที่ไดจากโครงการ 
7.1. บทคัดยอของงานวิจัยนี้ไดรบัใหนําเสนอแบบโปสเตอรที่งานประชุมระดับนานาชาติ 15th 

International Congress on Infectious disease วันที่ 14 มิถุนายน 2555 
7.2. บทนิพนธตนฉบับกําลังอยูในระหวางการเขียนเพ่ือสงติพิมพในวารสารระดับนานาชาต ิ
7.3. องคความรูที่เกิดขึ้นชวยปรบัปรุงการดูแลผูปวยเด็กลูปสใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
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