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              Swine influenza virus (SIV) is an influenza A virus causius an acute respiratory 
disease in swine. The virus is classified as a member of the family Orthomyxoviridae. Up to 
date, three major subtypes of SIV, H1N1, H1N2 and H3N2, are circulating in swine 
populations throughout the world. In this study, A/SW/Thailand/KU5.1/04 (H3N2) was 
isolated and its eight genes were characterized and analyzed. Genotyping and phylogenetic 
analyses demonstrated that KU5.1 virus may be a triple reassortant comprising of the HA and 
NA genes from human-like influenza viruses from North America, the NS and NP genes from 
a SIV closely related to North American swine viruses and the M, PA, PB1 and PB2 genes 
related to those of European SIV. The results restate that transmission of influenza A virus 
among human and swine populations is common. International live-animal trading may be an 
important mean for SIV transmission among countries in analogy to the transmission of global 
Flu via aviation. In addition, we also expressed M gene of an SIV, A/SW/Thailand/KU7.2/04 
(H3N2) in E. coli. The viral RNA was extracted from MDCK cells infected with the SIV 
subtype H3N2. The viral RNA was extracted and used as template for M gene by RT-PCR 
using specific primer. The M1 gene was cloned into the pQE30 and expressed in E.coli. The 
recombinant M1 protein was used as an antigen for the production of polyclonal antibodies in 
rabbit. The results indicated that the polyclonal antibodies could detect influenza A virus in 
infected cells by immunoperoxidase monolayer assay (IPMA). Therefore, the recombinant M1 
protein and the rabbit hyperimmune serum may be used for diagnostic purposes. 
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�����&��^Q�&#�2)'����* Orthomyxoviridae  �YZ#��^��Q�ก����
ก
�ก 2 �k� �Y# othos �����������)� straight �
Y# standard �
Y# correct 0�� myxo �����������)� 
mucous �)���k��)� influenza �/_��k���Z��Q�ก������	�� influential �����������)� epidemic 
(
�
�&) $�
�����*��^/
�ก#
&%�� 4 ���& �Y# ���& �# 
� c� 0�� Thogotovirus 

 
ก�
0
)����&"#�$�
��$"%���&'�()��^�#�����!���
�	�����/
�ก�
 $&%0ก) 
 
1.  Qk������
��� !ก

���Z


Q!#�2)���'�#�!���$�
�� j%��/_�$�
��$"%���&'�()���&�# 

0��
� Q���Qk������
��� !ก

� 8 ��� �)�� $�
��$"%���&'�()���&c� �� 7 ��� �ก��%� ��� NA 
(Lamb and Choppin, 1983) 

 
2.  �!���
�	�����0	ก	)��"#�0#�	��Q�
���)�� NP 0�� M1 �k��
�
$�
��$"%���&'�()

���& �# �������
j0
)�##ก�/_� subtype �)#� $&%#�ก �&���Q�
��Q�ก��ก�������0	ก	)��"#�
0#�	��Q�
� HA 0�� NA ��Z#�2)
���YZ#�!%�"#�#�!���$�
�� /aQQ!
�� HA 0
)�$&%�/_� 16 ���& (H1-
H16) 0�� NA 0
)�$&%�/_� 9 ���& (N1-N9) 

 
3.  ����0	ก	)��"#����&��Z�������	��Z$�
������
j	�&�"%�$/0����ก�
���Z�Qk����$&% �Y# 

$�
��$"%���&'�()���& �# ����
j	�&$&%'� �� ��	�*/|ก 0��'���	�*���^���2ก&%���� ��)� �%� �!ก
 
0���̂k� 0��/����� �/_�	%� �)��$�
��$"%���&'�()���& 
� 0��c� Q��
ก�
	�&��Y^#
���)�����/_�
���ก 0	)��
������)�����
j0�ก��Y^#$�
��$"%���&'�()���& 
� $&%'�0���̂k� (Osterhaus et al., 
2000) 0��0�ก��Y^#$�
��'�()���& c� $&%'��!ก
 (Guo and Ulrich, 1984) #�ก&%�� �k��
�
�ก�̂k� 
(water bird) ����
j	�&��Y^#$&%�!ก subtypes �&�$�)0�&�#�ก�
 QX��k���%���Z�/_�����0�
)��Y^#
'�%ก�
��	�*���&#YZ�b 
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4.  �!���
�	�����0	ก	)��"#� surface glycoprotein (HA 0�� NA) "#�$�
��$"%���&'�()
���& �# cXZ���ก�
�/��Z��0/��
)#� 0��$�)����Z��กก�)� $�
��$"%���&'�()���& 
� 0	)'� $�
��
$"%���&'�()���& c� �� single glycoprotein ��Z����%���Z���ก����ก�)� cXZ����!���
�	�
)��ก��"#� 
Hemagglutinin-Esterase-Fusion (HEF) 

 
5.  ����0	ก	)��'�ก�
�
%���/
	��Qk�����'�$�
��0	)�����&��Z�ก�&"X^�'�"
��ก�
���Z�

Qk����"#�$�
�� 
 
�k��
�
 thogovirus ���$�)�/_���Z�
�
0�)��&��ก 0	)�
�)� thogovirus Q�/
�ก#
$/&%�� 

tickborne viruses ��Z����
��
%��0����ก��������� !ก

���Z������������ *ก�
$�
��$"%���&'�()
���& �# 
� 0��c� (Leahy et al., 1997) 0��/
�ก#
&%�� glycoprotein ��������&�&��� (Morse et al., 
1992) 

 
��Y^#$�
��$"%���&'�() j2ก�k����$&%�)��&%�� ����
%#� ��)� ��Z#!���2�� 56°C ��� 3 ��Z���� 

��Z#!���2�� 60°C ��� 30 ���� 0����
����	)��b ��)� ��
��Z���!���
�	�'�ก�
�����$"��� (lipid 
solvents), formalin, beta-propiolactone, oxidizing agents, sodium dodecylsulfate, hydroxylamine, 
ammonium ions 0�� iodine compounds 0	)��Y^#��^����
j ��#�2)$&%���'���Z�"�
j)�� ��)� �̂k��2ก 
�̂k�	� �̂k���� ����� #!QQ�
�0��'�0��)��̂k���Z/��/��#���Y^# (Easterday et al., 1997) 
 
��ก���)C��������������������������H��� $� 
 

#�!���$�
��$"%���&'�()���& �# Q�/
�ก#
$/&%����
��� !ก

����& RNA ��%��&�Z�� 
����
 (Lamb and Krug, 1996) ��ก����/_�0�)� (segment) Qk���� 8 0�)� �&��� NP ���
)��$/
ก�
������ !ก

� (RNA genome) �
��ก�)� ribonucleoprotein (RNP) ��ก�
Q�&�
���	���/_�0�)��ก���� 
(helical nucleocapsid) ����YZ#�!%� (envelope) �%#�
#
 ��^��#ก�/_� lipid membrane ��Z$&%Q�ก �c��*
�Q%�
%�� �� glycoproteins 3 ���& $&%0ก) HA 0�� NA �/_�/!���YZ�##ก�� (spikes) �)�� glycoprotein 
#�ก���&��XZ� �Y# ion-channel protein (M2) �/�Y#ก��^�'��/_� matrix protein (M1) ��Z�k�'�%��Y^#��

2/
)�� "��&"#�#�!���$�
������%�1)���2��*ก���/
���� 80-120 ������	
 ���'�#�!���
$�
���������� !ก

�cXZ�����������&�
��/
���� 13.5 ก����
� 


Q!
��� (code) �k��
�
ก�
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�����
���* �/
	��"#�$�
�� 10 ���& (Murphy & Webster, 1996, Ghendin et al., 2005) &��0�&�
'������Z 1 $&%0ก) 

 

 
 
B���*J 1  ��ก���"#���Y^#$�
��$"%���&'�()���&�# 
�*J��: Heinen (2002) 
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polymerase complex /
�ก#
&%���/
	����Z�
%��Q�ก������ !ก

�"��&'�() 3 0�)� �Y# 
PB1, PB2 0�� PA �&� PB2 0�� PB1 ��������� 2,341 �������#$�&* PB2 /
�ก#
$/&%��
ก
&#����� 759 	�� 0�� PB1 /
�ก#
$/&%��ก
&#����� 757 	�� cXZ��/
	����^��#����&�/_�
�/
	����Z���!���
�	��/_��
� ��/
�Q!�!� ��/_�
�ก (+28) ��Z pH 6.5 �)�� PA ��������� 2,233      
�������#&* /
�ก#
$/&%��ก
&#����� 716 	�� ��/
�Q!�!� ��/_��
 (-13.5) ��Z pH 6.5 '�ก�
0�ก
����0	ก	)��"#��/
	����^�������&��^ #�����!���
�	�"#��/
	����Z���YZ#���Z	��"��&/
�Q!'� 
isoelectric focusing gel �
�/
	����Z���!���
�	��/_�&)�� 2 ���& �Y# PB2 0�� PB1 0���/
	����Z��
�!���
�	��/_�ก
& 1 ���& �Y# PA (Horisberger, 1980) ����Q�ก��ก�
�
%���/
	����^�������&��^
0�%� �/
	��Q�
��ก���/_� complex '�$c�	����cX� 0�����YZ#��2)���������	)#$/ cXZ� PB2 PB1 
0�� PA Q��
%�� polymerase complex �k��
�
ก�
 transcription 0��ก�
 replication "#�#�!���
$�
��  

 
hemagglutinin (HA) �/_��/
	����Z�
%��Q�ก������ !ก

�0�)���Z 4 cXZ���������� 1,778              

�������#$�&* /
�ก#
$/&%��ก
#����� 566 	�� ก�
��Z���YZ#�
��ก��)���^��YZ#���Q�ก��������
j
"#���Y^#$�
�� '�ก�
�k�'�%�ก�& agglutination "#���U&��Y#&0&� (Hirst, 1941) �&�Q�Q�
ก�
 sialic 
acid�containing receptor ��Z������Qk����� �/
	�����&��^����%���Z�k���(�Y# �k���%���Z�/_� 
attachment site "#�$�
�� ��ZQ�
ก�
	��
�
 (receptor) "#��c��* �k�'�%�ก�&ก�
�ก��	�&"#���^��)��
$�
��ก�
�c��* 0�� HA ����k�'�%$�
��1)���"%��2)�c��* (penetraion) �Q%�
%��$&% �&��ก�&"
��ก�
 
endocytosis ก)#���ZQ��ก�&ก�
 fusion "#� envelope "#�$�
��ก�
1���"#� endosome �k�'�%�ก�&ก�

/�)#� nucleocapsid �"%��2)�c��* cXZ��
��ก"�^�	#���^�)� ก�
j#&�/�Y#ก�!%� (uncoating) �#กQ�ก��^ HA 
����/_�0#�	��Q����ก"#���Y^#$�
��'�ก�
	)#�2%ก�
 neutralizing antibody ��Zj2ก1��	"X^�'�"���ก�&
ก�
0�
)ก
�Q��"#���Y^#$�
�� ก�
�
%�� HA �ก�&"X^�'�$c�	����cX�

���� membrane-bound 
ribosome Q�ก��^�Q����YZ#��"%��2) endoplasmic reticulum "#��c��*��Z	�&��Y^#�&��/_��/
	����^��&��� 
(single peptide) �Y# HA0 ����Q�ก��^�����
jj2ก	�&##ก�/_� HA1 0�� HA2 cXZ���YZ#�	)#ก��&%��
��� �$&c��$�&* "�^�	#�ก�
	�&��YZ#'�%$&%�/
	����^��#��)����^ Q��k�'�%$�
������������
j'�
ก�
	�&��Y^#�
Y#�"%��2)�c��*$&% cXZ��k�&�
ก
&#�����"#�	k�0��)�'�ก�
	�&"#� HA0 ��^ #�QQ���
���������� *ก�
��������
!�0
�"#�ก�
�ก�&�
�0����������
j'�ก�
0�
)ก
�Q����Y^#�2)
��Y^#��YZ#	)��b$&% (Fouchier et al., 2005) �/
	�� HA ���'�%'�ก�
0
)� subtype "#���Y^#$�
��$"%���&
'�()���& �# cXZ�0
)�##ก$&%�/_� 16 ���& (H1-H16)  
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nucleoprotein (NP) �/_��/
	����Z�
%��Q�ก������ !ก

�0�)���Z 5 ��������� 1,565 ������
�#$�&* /
�ก#
$/&%��ก
#����� 498 	�� �/
	���)��'�() �Y# arginine 0����/
�Q!�!� ��/_�
�ก 
(+14) �� pH 6.5 (Winter et al., 1981) ก�
�����
���* NP �ก�&"X^�'�$c�	����cX� 0�%�j2ก�)�$/'�
��������� (Lin and Lai, 1983) NP �/_��/
	����
��
%�����ก��Z�k���("#�#�!���$�
�� �/_��)����Z
Q�
ก�
��
��� !ก

� 
���
��ก�)� RNP �/
	�� NP �/_�0#�	��Q����&��XZ���Z'�%�/_�	��0�ก���&
"#���Y^#$�
��$"%���&'�() (type � specific antigen) ##ก�/_� ���& �# 
� 0��c�$&%  �&��k�&�
������
�#$�&*���'���� NP "#���Y^# SIV ���& �#  Q�0	ก	)��ก�
���&#YZ�b  �&����������Y#�"#��k�&�

�������#$�&*	)�����&ก��/
���� 60% 0	)���'�ก�!)�"#�$�
��$"%���&'�()���& �# �&���ก�� 0	)
	)�� strain ก��Q����k�&�
�������Y#�"#��������#$�&*/
���� 90% (Olsen et al., 2000) 
�#กQ�ก��^ NP ����/_�	�����ก'�ก�
�k�'�%�ก�& cross reaction "#� cytotoxic T lymphocytes '�ก�

	)#	%����Y^#$�
��$"%���&'�()��Z�k�ก�
�Xก��'���2"��0��'��� (Yewdell et al., 1989) '��)���%��
"#�ก�
	�&��Y^#$�
��'��c��* �
�)��/
	�� NP Q�j2ก	�&�&� cellular caspase Q�ก 56 ก���&��	�� 
�&"��&���/_� 53 ก���&��	�� cXZ��/_�ก�

)�
#ก�)�
�����^�/_�
����
�Z�	%�"#�ก�
�ก�& apoptosis 
'��c��*��Z	�&��Y^# (Zhirnov et al., 1999)  

 
neuraminidase (NA) �/_��/
	����Z�
%��Q�ก������ !ก

�0�)���Z 6 ��������� 1,413       

�������#$�&* /
�ก#
$/&%��ก
#����� 453 	�� �&� NA /
�ก#
$/&%���)�� head domain cXZ�
�k���%���Z�/_��#�$c�* 0���)��ก%�� (stalk) �/_���Z�ก��ก�
��YZ#�!%��c��* NA �/_��/
	��#�ก���&��XZ�
��Z#�2)
� envelope ��)��&���ก�
 HA 0��'�%0
)� subtype "#���Y^#$�
��$"%���&'�()���& �# (subtype 
� specific glycoprotein) ��)�ก�� '�/aQQ!
��0
)�##ก$&%�/_� 9 ���& (Colman, 1989) �Y# N1 jX� N9 
�/
	�� NA ���!���
�	��/_� enzyme '�ก�
�)#� sialic acid ##กQ�ก glycoprotein 
�1���c��* 
(Palese et al., 1974) ��%���Z��Z�k���("#��/
	�����&��^'�"
��ก�
���Z�Qk����"#�$�
�� �Y#�/_�	��
��Z�)��0�ก sialic acid ##กQ�ก HA NA 0��

����1��"#��c��*"����Z$�
��กk����##ก�#ก�c��* 
0���/_�0#�	��Q�#�ก���&��XZ� ��Zก
�	!%�'�%
)��ก���
%��0#�	�
#&�Qk����� 

 
matrix protein (M1) 0�� ion-channel protein (M2) �/_��/
	����Z�
%��Q�ก������ !ก

�

0�)���Z 7 ��������� 1,027 �������#$�&* 0
)�##ก�/_� M1 0�� M2 �&� M1 /
�ก#
$/&%��
ก
&#����� 252 	�� �)�� M2 /
�ก#
$/&%��ก
&#����� 97 	�� cXZ� M1 Q�#�2)���'	%��^� envelope 
����%���Z�k�'�%��
��
%��"#�#�!���$�
��������0"U�0
� 0����
2/
)�� �&� M1 Q�Q�
ก�
�)��
/�����Z�YZ��"%�$/'�$c�	����cX�"#� HA NA 0�� M2 �#กQ�ก��^ M1 ���Q�
ก�
 RNP &%�� 0��
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j%��/
	�� M1 $�)$&%j2ก0�ก##กQ�ก RNP ���'�$c�	����cX� RNP กU$�)����
jj2ก�)��"��2)
���������$&% (Martin and Helenius, 1991) 0	)����Q�กก�
	�&��Y^# ก�
�)��/
	�� M1 �"%�$/'�
���������Q��k�'�%�ก�&ก�

��"#� RNP 	��'��)��ZQ�j2ก�)�##กQ�ก�c��*	)#$/ (Martin et al., 
1982) �)�� M2 �
ก
�Q��#�2)
�1��"#� envelope "#�$�
�� �k���%���Z�/_��)#����1)��"#�#�##�
	)��b (ion-channel) ��YZ#�)��'�"
��ก�
�"%��2)�c��*"#�$�
��'�"�^�	#� prenetration 0�� 
uncoating �#กQ�ก��^ M2 ����k���%���Z�/��Z��0/�����������/_�ก
&&)��'� golgi apparatus $&% 
(Sugrue and Hay, 1991)  

 
non structural protein (NS1) 0�� NS2 �/_��/
	����Zj2ก0/�
�����Q�ก unspliced mRNA 

0�� spliced mRNAQ�ก������ !ก

�0�)���Z 8 ��������� 890 �������#$�&* 0
)�##ก�/_� non 
structural protein1 (NS1) 0�� NS2 �&� NS1 /
�ก#
$/&%��ก
#����� 230 	�� �)�� NS2 
/
�ก#
$/&%��ก
#����� 121 	�� cXZ� NS1 Q��
'��c��*��Z	�&��Y^# 0	)Q�$�)�
'�#�!���$�
�� QX�

�
!�)��/
	�����&��^$�)'�)�/
	����
��
%�� (Krug and Etkind, 1973) NS1 �
'����������"#�
�c��*��Z	�&��Y^#0���
#�2)
� polysome (Compans,1973) �/
	�� NS1 /
�ก#
$/&%�� nuclear 
export signal (NES) ��Z�/_�ก
&#������k�&�
��^�b��Z�� leucine Qk������ก (leucine � rich sequence) 
�
�)��/
	�����&��^�k���%���Z�ก�Z��ก�
ก�
��
��^�ก
�
��ก�
�����
���*0��ก�
"��)� RNA "#�
�c��*##ก�#ก��������� (Ludwing et al., 2002) �)���/
	�� NS2 Q��
'�#�!���$�
���&�Q�Q�
 
NP 
��#�2)'� RNP complex �&��
�)� NS2 Q�$/Q�
ก�
 M1 ��YZ#�)��'�"
��ก�
���Z�Qk����"#�
$�
���&��`���ก�
���YZ#��%�� RNP complex ##กQ�ก��������� &����^� NS2 QX�j2ก�
��ก�)� Nuclear 
Export Protein (NEP) (Brown, 2000) 

 
��YZ#�Q�ก��Y^#$�
��$"%���&'�()�/_� RNA virus 0����
��� !ก

�����ก����/_�0�)�

Qk���� 8 0�)� QX��k�'�%���#ก���ก�&ก�
�/��Z��0/�� 0��0�ก�/��Z����
��� !ก

�
���)����Y^#$&%
�)#�"%���)�� �k�'�%�ก�&ก�
�/��Z��0/��"#�0#�	��Q���Z�
��ก�)� �Antigenic drift 0�� Antigenic 
shift� antigenic drift �/_�ก�
�/��Z��0/��0#�	��Q�0

�)#��/_��)#�$/�
$&%'�$�
��$"%���&
'�()�!ก���& cXZ�ก�$กก�
�ก�& antigenic drift ��^��ก�&Q�ก"
��ก�
 mutation 0	) antigenic shift �

�`���'�$"%���&'�()���& �# �/_�ก�
�/��Z��0/�������Zกk���&��ก��� surface antigen Q�ก
���Z�
$&% HA �
Y# NA subtype '��) ���&��Z
)��ก��"#� host $�)���
2%Q�ก��ก)#� QX��k�'�%��Y^#����
j��

���ก�2���!%�ก�� "#� host $&% �k�'�%�ก�&ก�

�
�&#�)��
!�0
��/_���ก�%�� &����^�QX���
��ก�
����

����0���Xก��ก�
ก������ !*"#���Y^#$�
��#�2)	�#&���� ��YZ#��ZQ�����
j��Y#ก��Y^#$�
����Z
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�������'�ก�
1��	���c���k��
�
���
Y#��	�* �
Y#'�%�/_�"%#�2����
�
�&�����'�ก�
/�#�ก�� 
��
�!� 0��กk�Q�&�
� 
 

��A�ก��Ac����(��$���������������������H��� $� 

 
��Y^#$�
��$"%���&'�()�"%��2)�c��*�&�'�% receptor�binding site cXZ�#�2)��Z�)��/�������ก!� 

HA Q�
ก�
 sialic acid ��Z��YZ#�#�2)ก�
 galactose ��Z/������"#� polysaccharide 
� glycoprotein 
�
Y# glycolipid &%����� � α 2,3 �
Y# α 2,6 �&���Y^#$�
��$"%���&'�()��Z	)�������� !*Q���
����Qk�����ก�
 sialic acid ��Z��YZ#�#�2)ก�
 galactose ��Z	)��ก�� �&�#�Q�/_���� � α 2,3 �
Y# α 2,6 
cXZ���Z����)���^"X^�#�2)ก�
 ก
&#������ZQk��������'� receptor�binding pocket "#� HA (Weis et al., 
1988) �ก	��#�)����)� j%��/_������
*�
$��&
	 '��k�$�%"#���	�*/|กQ�/
�ก#
&%�� sialic acid ��Z
��YZ#�ก�
 galactose &%����� � α 2,3 �)��'���#&���!ก
/
�ก#
&%�� sialic acid ��Z��YZ#�ก�
 
galactose &%����� � α 2,3 0��α 2,6 0��'���#&��"#���!��* �����
*�
$��&
	/
�ก#
&%�� 
sialic acid ��Z��YZ#�ก�
 galactose &%����� � α 2,6 (Ito et al., 1998) �/_��)��'�() cXZ�����Qk�����
"#� HA 	
��)�� sialic acid $�)�)�Q��/_���Z��YZ#�ก�
 galactose &%����� � α 2,3 �
Y# α 2,6 �/_�
ก!(0Q�k���(��ZQ�Qk�ก�&ก�
j)���#&"#���Y^#$�
��$"%���&'�()Q�ก��	�*/|ก�2)��!��*�&�	
� 

 
����Q�ก$�
���ก��1����c��*0�%� Q��ก�&"
��ก�
 receptor�mediated endocytosis ��1�'�%

#�!���$�
���"%��2)�c��*'���ก���j!��#��&�c� (endosomal vesicle) cXZ�"
��ก�
&��ก�)���ก�&Q�ก
ก�
�k���
�"%��c��*1)�� clathrin�coated membrane cXZ� clathrin�coated membrane�bound vesicle 
Q� form 	���&�ก�
��
�"%�

���� coated�pit domain ��ZQk�����"#���YZ#�!%��c��* ����Q�กก�
�"%�$/
"#�$�
��'�j!��#��&�c� (internalization) 0�%��)�� clathrin coat Q���!&##กQ�ก membrane 
0����ก�
��#�
��"#�j!��#��&�c�ก�
 lyzosome �����/_�ก
&���'�j!��#��&�c� Q����Z�
��ก"X^��
YZ#�b�&�Q��
�Z��/_�ก
&#)#�ก)#� �
��ก�)����^�)� primary endosome 0��Q�	��&%���)�� 
late endosome cXZ��������/_�ก
&�2� ก�
�k�'�%�ก�&ก
&'�j!��#��&�c� ����
j�k�$&%�&�ก�
 
pump H+ �"%�'�j!��#��&�c� �&�'�% ATPase 

 
"�^�	#�ก�
j#&�/�Y#ก�!%�"#�#�!���$�
��'�j!��#��&�c� �ก�&"X^��&�#�����)������/_�

ก
&"#�#��*/
�ก#
	)��b 0��	����Z�k�'�%�ก�&ก
& �k��
�
ก�
��Z RNPs "#���Y^#$�
��$"%���&'�()
Q�1)���"%�$/'� cytosol ��^� RNPs Q�	%#�1)����YZ#�!%�"#�#�!���$�
���#� 0��1)����YZ#�!%�"#�j!�
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�#��&�c� cXZ�Q��ก�&����Q�กก�
��YZ#�
��"#���YZ#�!%�$�
�� �&�ก�
'�% HA �/_�	��ก���'�ก�

��YZ#�ก�
��YZ#�!%��c��* (Murphy & Webster, 1996) �"%�ก�
��YZ#�!%�$�
�� ��YZ#�Q�ก��
��� !ก

�"#�
$�
���/_� RNA ����
 '�#�!���"#�$�
��Q��k��#� RNA polymerase �"%����
%#�ก�
#�!��� 
0���k�ก�
�
%����� RNA ���
�ก��Z�/_��2)��ก�
��Z�/_�����
 (complementary RNA) cXZ����#�
���&�Y# 1) mRNA ��Z�� 5x cap 0�� poly A tail 0�� 2) Template RNA ��Z����������	U����'�%�/_�
0�)0

"#�ก�
�
%�������� !ก

� �&�ก�
�
%�� RNA "#�$�
��$"%���&'�()��^���&Q��ก�&
���'���������� �/
	��Q�j2ก�
%����Z$c�	����cX� cXZ��/
	����Z�
%��Q�ก������ !ก

���^� 8 
��� Q�����%���Z0	ก	)��ก�� &��0�&�'�	�
����Z 1 

 
'�ก�
�
%����� RNA ����
 Q�	%#�#������� RNA ���
�ก ��Z�ก�&Q�ก"
��ก�


j#&
����/_�	%�0

 ����Q�ก��^�QX���ก�

���)��/
�ก#
	)��b "#� RNP "X^�'����������ก)#�
0�%�QX�j2ก�)�1)��##ก���2)$c�	����cX�&%��ก�
�k����"#��/
	�� NS2 0�� M1 '�"����Z
�/
	����Z#�2)
���YZ#�!%�$�
�� Q�j2ก�
%��"X^�'� endoplasmic reticulum 0��1)��##ก����� golgi 
apparatus �2)1���c��* Q�ก��^� RNP Q��"%���
��ก��'	%1���c��*�ก�&"
��ก�
 assembly 0�� 
budding 1)����YZ#�!%��c��* �&��� HA 0�� NA 0�
ก#�2) &��0�&�'������Z 2 
 

�
!/"�^�	#��k���('���Q
����	"#���Y^#$�
�� ��&����^  
 
1. ก�
�"%�Q�
ก�
 host cell (binding) �&�'�% HA 
2. ก�
�"%��2)�c��* (internalisation) 
3. ก�
/�)#���
��� !ก

�"#�$�
�� (uncoating) 
4. ก�
1��	��
��� !ก

� �/
	�� 0����
#���
��*��ZQk��/_�'�ก�
�
%��$�
��
!)�'��) 

(synthesis of viral proteins) 
5. ก�
##กQ�ก host cell (budding) �&�'�% NA �/_�	����Z�)��0�ก sialic acid ##กQ�ก HA 

NA 0��

����1��"#��c��*"����Z$�
��กk����##ก�#ก�c��* 
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(�����*J 1  �!���
�	�0���/
	����Z�
%��Q�ก��
��� !ก

�"#�$"%���&'�()���&�# 
 

���
��� !ก

� 

"��& 
(Qk�����
�) 

�/
	�� ��%���Z 

1 2341 PB2 �/_��)����XZ�"#� RNA transcriptase complex  

2 2341 PB1 ��%���Z�/_� endonuclease activity  ก
�	!%�ก�
���Z�"#��������#-
$�&* 0���/_��)����XZ�"#� RNA transcriptase 0�� replicase 
complex 

3 2233 PA �/_��)����XZ�"#� RNA transcriptase 0�� replicase complex 

4 1778 HA �/_� surface glycoprotein ���ก��Z�k���%���Z�/_� receptor binding 
�k�'�%�ก�&ก�
��YZ#�ก��
���)����YZ#�!%��c��*"#� host ก�
 ��Y^#
$�
�� ��YZ#�k�$/�2)ก�
	�&��Y^# 

5 1565 NP ����%���Z'�ก�
/
�ก#
	��"#� RNA �/_� ribonucleoprotein 
0���ก�Z��"%#�ก�
ก
�
��ก�
�����
���* RNA "#���Y^#$�
�� 
(viral synthesis) 

6 1413 NA �/_� surface glycoprotein �k���%���Z neuraminidase activity 

7 1027 M1 Matrix protein �/_��/
	����Z�k���(���	��#�2)'	% lipid bilayer 
�)��'�%��Y^#��
2/
)�� 

  M2 ����%���Z�/_� ion channel �������k���('��)��ก�
/�)#���

��� !ก

�"#�$�
�� (virus uncoating) 

8 890 NS1 �/_� non-sructural protein ����%���Z�/_�	�� interferon response 
inhibitor  

  NS2 ����%���Z���YZ#��%�� RNP complex ##กQ�ก��������� (nuclear 
export of viral RNA) 0���ก�Z��"%#�ก�
ก�

��	��"#�$�
�� 
(viral assembly) 

 

�*J��: Brown (2000) 
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B���*J 2  ��Q
ก�
Qk��#�	���#�"#�$�
��$"%���&'�()���&�# 
�*J��: Heinen (2002) 
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�������������ก� (Swine influenza ) 

 
����	!"#��
� 

 
 �
�$"%���&'�()�!ก
 (swine influenza) ������	!Q�ก��Y^#$�
��$"%���&'�() ���& �# ��Z
�
��ก�)�$�
��$"%���&'�()�!ก
 (swine influenza virus; SIV) ��Y^# SIV Q�Q�
ก�
	��
�
 (receptor) 
�
�c��*��YZ#
! (epithelial cell) "#�
�

����&�����'Q0��/#&"#��!ก
 �&��c��*"#��!ก
Q���	��
�

��ZQk����� 2 0

 �Y# α2-3-galactose sialic acid cXZ��/_����&�&���ก�
'���	�*/|ก 0�� α2-6-
galactose sialic acid �/_����&�&���ก�
��Z�
'��� (Ito et al., 1998) QX���ก�
ก�
	�&��Y^#$�
��
$"%���&'�()Q�ก��$/�!ก
 �
Y#Q�ก�!ก
$/�����#�2)
)#�b ��YZ#�Q�ก�!ก
��	��
�

�1���c��*��Z
����
jQ�
ก�
$�
��$"%���&'�() ��Z��Q�ก��	�*/|ก0����	�*���^���2ก&%����#YZ�b �!ก
QX��/
��

���Y#��YZ#ก���'�ก�
1��
��"#������� !ก

��
Y# �mixing vessel� ��YZ#��ก�
	�&��Y^#$�
�� 2 
���&'��c��*�&���ก�� #�Q�k�'�%�ก�&ก�
1��
��ก�� (reassortment) $&%$�
��	��'��)�ก�&"X^� 
(reassortant virus) (Ito et al., 1998) ��Y^# SIV Q��k�'�%�ก�&ก�
	��0�������������"#��c��* 0	)
#�)��$
กU&��c��*���)���^�����
j��ZQ�j2ก�
%���&0��$&%'��) j%�$�)��ก�
	�&��Y^#0
����
��0�
ก
c%#� ��YZ#�Q�ก�)���Y^# SIV ����
jj2กกk�Q�&$&%#�)��
�&�
U�'�
�

����&�����'Q (Thacker et al., 
2001) ��
�����ก�
	
�Q�
��Y^# SIV 3 subtypes ���กb �Y# H1N1, H3N2 0�� H1N2 (Olsen, 
2002; Choi et al., 2002) 0��#�Q�
���& H3N1 (Lekcharoensuk et al., 2006; Ma et al., 2006) 
0�� H1N7 (Brown et al., 1996) $&%&%��  
 
 �j��ก�
�*"#��
�$"%���&'�()�!ก
 
 
 �
�$"%���&'�()�!ก
�
�
�^�0
ก'�/| 1918 cXZ��/_������&���ก�
ก�

�
�&"#� Spanish 
influenza '��� (Webster et al., 1992) 0����Y^#$�
��j2ก����0�ก�
�^�0
ก'�/| 1930 (Shop, 1931) 
cXZ���ก��������� !ก

���������%����X�ก�
$"%���&'�()'��� ������ !* H1N1 (Reid et al., 
1999) '�/| 1998 ���	#����Y#"#�/
������
�}#��
�ก��
$"%���&'�()������ !* H3N2 cXZ�
/
�ก#
&%�������� !ก

���Z$&%
�
��Q�ก $�
��$"%���&'�()�!ก
 �� 0����	�*/|ก (Karasin et al., 
2000) 0��'�/| 1999 ��ก�
�
$�
��$"%���&'�()�!ก
������ !* H1N2 cXZ��/_�ก�
1��
��ก��

���)��$�
��$"%���&'�()�!ก
������ !* H3N2 0�� ������ !* H1N1 &�^��&�� (classical H1N1 SIV) 
(Karasin et al., 2000) $"%���&'�()�!ก
��ก�
0�
)ก
�Q����Z���ก��)��&���ก�
$"%���&'�()'��� 
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Q�กก�
�Xก�����c�
��������
�)��!ก
	�&��Y^#���& H1N1 0�� H3N2 	���k�&�
'�#�	
��)��&����^ 
92% 0�� 57% ��Z�
������'�/| 1996 ; 73% 0�� 62% ��Z��/�'�/| 1992 ; 55% 0�� 51% ��Z��#
���
'�/| 1993 0�� 60% 0�� 30% '�/| 1990 ; 54% 0�� 13% '�/| 2001 ��Z��� #
*0��&* (Heinen, 
2002) '�/
����$�� Kupradinan (1991) 0�� �!Q�
�0����� (2548) $&%
�����ก�
0�ก��Y^#$�
�� 
H1N1 Q�ก�!ก
��Z��#�ก�

�

����&�����'Q�)��	%� 1��k�
�Qก�
	�&��Y^# H1N1 '��!ก
&%���� � 
ELISA Q�ก 15 Q�����&'�/
����$���
0#�	�
#&�	)#��Y^# H1N1 '��!ก
�)#0�)��� !* 44% (Q�ก 
33 ��
*�) 0��'��!ก
"!� 20% (Q�ก��
*�) �&��
#�	
�ก�
	�&��Y^#�2���ZQ�����&��
/}� 0��

��
!
�cXZ��/_��"	�Y^���Z���^���!ก
���0�)� (#�
!��, �././.)  
 
 �#กQ�ก��^������
�����ก�
	
�Q�
0#�	�
#&�	)#��Y^#$�
���!ก
 ���& H1 Q�ก12%��Z�k����
'ก�%��&ก�
�!ก
 (Kluska et al.,1961; Schnurrenberger et al.,1970) 0��'���Z�!&กU����
j�Y����$&%
�)� ��Y^#$�
��$"%���&'�()"#��!ก
����
j	�&	)#�2)��$&% Q�กก�
�
��Y^#$�
��'��!ก
0��12%���^��
�!ก
��Z�/_���Y^#���&�&���ก��0�����������Y#�ก�� ��^����0#�	��Q�0����� !ก

�ก�
��Y^#$�
���!ก

���& H1N1 ����Q�ก��^�กU��
�����ก�
0�ก��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
$&%Q�ก��/���&%��#�ก�
"#�

�

���'Q (Dasco et al.,1984) 
���
�^�กU�k�'�%12%/�����������	 (Rota et al., 1989; Wentworthet et. 
al.,1997) 12%/����!ก
��������1��ก�
�!ก
/���0����Y^#$�
�����& H1N1 ��Z0�ก$&%Q�ก12%/���������
'ก�%��&ก�
 classical swine influenza virus H1N1 (Alexander and Brown, 2000) �!ก
����
j	�&
��Y^#$"%���&'�()'���0���k�'�%/���$&% (Brown et al.,1995; Katsuda et al., 1995) 0������
j	�&
��Y^#$�
��$"%���&'�()"#���	�*/|ก (Avian influenza virus; AIV) $&% (Kida et al., 1994) �!ก
QX��/_� 
intermediate host "#���0����	�*/|ก (Scholtissek et. al., 1983) ��YZ#�Q�ก�!ก
�� receptor ��Z
����
jQ�
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()"#���cXZ��/_� α2-6-galactose sialic acid 0��"#���	�*/|กcXZ�
�� α2-3-galactose sialic acid &����^��!ก
QX��k���%���Z�/_� �mixing vessel� '�ก�
�ก�&ก�
1��
��
"#������� !ก

� (genetic reassortment) 
���)����Y^#$�
��$"%���&'�()"#���0����	�*/|ก cXZ�
#�Q�k�'�%�ก�&��Y^#$�
��$"%���&'�()�2ก1�������� !*'��)b$&%�)�� (Ito et al.,1998) '���
�"#�
����b/
���� �ก�	
ก
��ก���^���!ก
 $ก)0���/_&0

/�)#�
��ก������
%�� �!ก
QX����#ก��	�&
��Y^#$"%���&'�() "#���0����	�*/|ก�
%#�ก��$&% 0��"����Y^#���Z�Qk����กU�ก�&ก�
0�ก�/��Z�����
��� !ก

�"#���Y^#0	)�����& �!ก
�������k���(#�)����Z�	)#
�
�&�����0������	!"#�$"%���&'�()
'��� ��YZ#�Q�ก��Y^# classical swine influenza virus H1N1 �/_���Y^#�
���	�*	�&�� 0������
j0�
)
�2)��$&%�&�	
� 0���#กQ�ก��^��!ก
�/_� intermediate host 0�� mixing vessels �k�'�%�ก�&���
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��� !* ��Y^#$"%���&'�()'��)b cXZ�1��1���
���)����Y^#$�
��$"%���&'�()"#���	�*/|ก���&	)��b"#�
��
����^�"#��!ก
�#� (Myers et al., 2007) 
 
 ��ก���#�ก�
��������ก 
 
 �
���^�k�'�%�!ก
0�&�#�ก�
"#�
�

����&�����'Q��%��ก�
����Z�/_����& �!ก
Q���
#�ก�
$"%�2�/
���� 40.5�41.7°C cX� �̂k����ก�& ���'Q�k�
�ก #�Q���̂k��2ก $#0��Q�� ����

!�0
�"#�#�ก�
/���"X^�ก�
���&"#���Y^#��Z$&%
�
 #��!"#��!ก
 �2���!%��
� ����ก�
���^�� 
������
��& 0������	�&��Y^#���&#YZ�b0�
กc%#� (Heinen, 2002) #�	
�ก�
	�&��Y^#'��2�#�Q�2�jX� 
100% 0	)#�	
�ก�
	��	Zk�ก�)� 5% (Kida et al., 1994) �!ก
Q����/����/_�/ก	�$&%�
U� �&���Z�$/
�!ก
Q�0�&�#�ก�
/������/
���� 5-7 ��� ����Q�ก��^�Q�����/_�/ก	��!ก
#�Q	��$&% j%���ก�

	�&��Y^#0
����
��0�
กc%#� (Heinen, 2002) �!ก
��Z���2���!%�Q�ก0�)�
Y#�!ก
��Z���$&%
�
��Y^#��ก)#�
#�Q/����������Uก�%#� 0�%�)��
���^Q�$�)�k�'�%�!ก
	�� 0	)ก�
	�&��Y^#��1�	)#�!"����!ก
�k�'�%
�̂k����ก�& &����^�QX�	%#�'�%����'�ก�
"!��!ก
���"X^� ก)#'�%�ก�&����������������
�}ก�Q ��Z
/
����#��ก����ก�
/
���������������������
�}ก�Q Q�กก�
	�&��Y^#$�
��$"%���&'�()'��!ก

�k�'�%�2(����/
���� 7 /#�&*/	�� 0���&��`��Z�jX�/|�� 65 �%��/#�&* (Kay et al., 1994) 
 
 ก�
	�&	)# 
 
 ��Y^#$"%���&'�()�!ก
Q�	�&	)#Q�ก�!ก
$/�2)�!ก
1)�����Q�2ก0���# (nasopharyngeal) �&�
$�
��Q�##ก��ก�
��Z���&���Z�'�Q�2ก 0��Q�	�&Q�กก�
Q�� $# �
Y#ก�
���1����Z���&���Z���Z����Y^#
$�
��/�#�2)�&�	
� (Heinen, 2002) ก�

�
�&"#��
�'���
*��!ก
Q�
�&�
U� �&��!ก
Q�/���
�
%#�bก�� �&2ก�
กU��#�� ���	)#ก�

�
�&$&% ��)�'��)��	)#
���)���&2���2)�&2���� Q��
#�	
�
ก�
/���"#��!ก
'���
*����Z�"X^� (Easterday and Reeth, 1999)  
 

ก�
	
�Q����Q`�� 
 

 ก�
����Q`���
�	�&��Y^#$�
���&���Z�$/Q�'�%��ก���#�ก�
��������ก 
)��ก�
ก�
����Q`��
����%#�/y�
�	�ก�
cXZ��� 3 �� ����กb �Y# ก�
0�ก0��ก�
���2Q�*��Y^#$�
�� ก�
	
�Q��0#�	��Q�Q�ก
	��#�)�� 0��ก�
	
�Q��0#�	�
#&�'�c�
�� (�!&�, 2549) 0���������Q`��ก�
	�&��Y^#$�
��$"%���&
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'�() #�QQ�'�%ก�
	
�Q��0#�	��Q�'��c��*��Z	�&��Y^#&%��ก�
�%#�&2&%��ก�%#�Q!��

��*��2##�
�
�c�	* �
Y#�&�#
��0#�	��Q�'�	��#�)����Z��)�	
�Q&%���� � Rapid test cXZ�Q�
#ก$&%������)�	�&
��Y^#$"%���&'�() �)��ก�
	
�Q����
��� !ก

�&%���� � RT-PCR (Reverse Transcriptase 
Polymerase Chain Reaction) Q�ก	��#�)����Z���Z	
�Q�
Y#Q�กก�
�������^����Y^# ����
j�Y����ก�

	�&��Y^# 0��'�%0�ก���&"#�$�
��$&% (Choi et al., 2002) �)��ก�
0�ก��Y^#$�
��jY#�)��/_��� �
��	
}�� (gold standard) '�ก�

)���^jX����&"#���Y^# Q��
�
1�$&%���'� 10-14 ��� cXZ�Q�'�%ก�

�������^��'��c��* �
Y#���^��'�$")�aก 0	)���^��'��c��*Q���������&�กก�)� �c��*��Z����'�%'�ก�

�������^����Y^#$"%���&'�()�!ก
�Y# �c��* Madin Darby Canine Kidney (MDCK) ����
j	
�Q&2ก�

�/��Z��0/��
2/
)��"#��c��* (cytopathic effect, CPE) cXZ��ก�&Q�กก�
	�&��Y^#$�
�� �)��ก�
�&�#

��0#�	�
#&�Q�กc�
������
j�k�$&%������ � $&%0ก) neutralization test, hemagglutination 
inhibition test 0�� enzyme linked immunosorbent assay �/_�	%� (Heinen, 2002) 
 
 ����$�0������Qk�����"#�ก�
�&�#
����%#�/y�
�	�ก�
"X^�ก�
/aQQ������b#�)��
$&%0ก) 
�������'�ก�
�กU
	��#�)�� �� �ก�
�กU
0�����&	��#�)����Z'�% 	k�0��)���Z�k�ก�
�กU
	��#�)�� 
�!����"#�	��#�)����Z	
�Q�#
 0��ก�
��Y#ก������'�ก�
	
�Q�#
����Y^# �/_�	%� (�!&�, 2549) 
 
 ก�
��
�!�/�#�ก��0��
�ก�� 
 

ก�
��
�!�0��/�#�ก���
�$"%���&'�()�!ก
��^��������k���( ��YZ#�Q�ก$�
��$"%���&'�()
�!ก
��1�ก
��
	)#��^���
�ก�Q0������������k���('����
�
�&�����0������	!"#�$"%���&'�()
'��� ��Y^# classical swine influenza virus, H1N1 �/_���Y^#�
���	�*	�&�� 0������
j0�
)�2)��$&%
�&�	
� (zoonosis) #�ก��^��!ก
�/_� intermediate host 0�� mixing vessels �k�'�%�ก�&������ !*��Y^#
$"%���&'�()'��)b cXZ�1��1���
���)����Y^#$�
�� influenza "#���	�*/|ก���&	)��b"#���
����^�
"#��!ก
�#� �� �ก�
��Z&���Z�!&'�ก�
Q�&ก�
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
�Y# ก�
/�#�ก��ก�
�ก�& 0��
0�
)
�
�&"#��
� (#�
!��, �././.) �&�Qk�ก�&ก�
���YZ#��%���2���	�* ���������ก���Z��ก�
cY^#��	�*
��'��)�����Z�'��2� 0�����ก���Z��ก�
�k���	�*��0�&�'���ZcXZ���	�*����
j���1��ก�
��	�*#YZ�b 

��jX�ก�
Q�&ก�
��
*�0��ก�
�!"���
����
*���Z&�0���"%���& �#กQ�กQ��/_�ก�
/�#�ก���
�'�
�!ก
0�%�����)���&�������Z��Q�กก�

�
�&"#�$"%���&'�()'���&%�� �#กQ�ก��^��������c�����& 
live-attenuated virus vaccines 0�� inactivated virus vaccines '�%�k��
�
/�#�ก���
�$"%���&'�()
�!ก
 (Heinen, 2002)  
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�)��ก�

�ก��Q�
�ก��	��#�ก�
�&�'�%��/y��������YZ#/�#�ก��ก�
	�&��Y^#0�
กc%#� 
(secondary infection) ��Z#�QQ��ก�&"X^�$&% Q�	%#���ก�
Q�&ก�
�!"���
��'���
*���Z&� ��)� /
�
����
�#ก0����Z�0�&�%#�'�%0�%� ��#�& ��ก�
�)����)���Y^# #�ก��^���
�&�
Y#���ก���Z��������
��&��ZQ�
�ก�&ก�
�!ก
 ��)�ก�
���YZ#��%����	�* �
Y#�k���	�*Q�ก	)����Z��
��ก�� 0����YZ#�)�ก�!)��!ก
��Z���	�&
��Y^# SIV $/�
��)�0�%� Q�	%#��k�������#�&0���)���Y^#'��
��
Y#�'�%��Z�'Qก)#���ZQ��!ก

!)�
	)#$/�"%������^�� ��YZ#/�#�ก��ก�
	�&��Y^#$/����!ก
ก�!)�'��) (Carol, 1996) 
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��#ก��	&�����*ก�� 
 

1.  %Lก����ก�����������ก��������������������������ก���������	 H3N2 ��f� 8 �*� 

 

1.1  ก�
����0�ก��Y^#$�
�� (Virus Isolation) 
 

�k�ก�
����0�ก��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 KU7.2, KU5.1, KU5.2, KU6.1, KU21, 
KU45 0�� KU58 �&� KU7.2 0�� KU5.1 �กU
Q�ก��
*��!ก
Q�����&��
!
� KU5.2 �กU
Q�ก��
*�
�!ก
Q�����&�!�

�
!
� KU6.1 �กU
Q�ก��
*��!ก
Q�����&��
/}� 0�� KU21, KU45 0�� KU58 
�กU
Q�ก��
*��!ก
Q�����&
��
!
� �k�ก�
/��� (swab) 	��#�)��Q�ก

������
�Q�2ก"#��!ก
��Z0�&�
#�ก�
 $# ���'Q�k�
�ก 0��#)#�0
� �"�)���
�������Z�� nasal swab #�)��0
� ก
#�1)��01)�
ก
#�"��& 0.2 µ Q�ก��^� inoculate virus suspension /
���� 1 ml ��
��c��* MDCK #
��Z 37oC 
��� 1 ��Z���� ก)#��	��#���
���^����Y^# Dulbeccoxs Modified Eagle Medium (DMEM) ��Z
/
�ก#
&%�� 1 µg/ml TPCR treated trypsin 0.3% bovine serum albumin 0����/y������ ����Q�ก 
inoculation Q��กU
 flask ��Z


Q!�c��*��Z��$�
��$�%'�	2% CO2 incubator ��Z#!���2�� 37

oC ��� 48 
��Z���� ����ก	��ก���"#� cytopatic effect (CPE) ��Z�ก�&"X^� Q�ก��^��k�ก�
	
�Q�#
��Y^#$�
��
$"%���&'�()�!ก
&%���� � Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA) �&�'�% Monoclonal 
antibody ��ZQk�����	)#�/
	�� NP "#� SIV �/_�	���&�#
  

 
1.2  ก�
	
�Q�#
��Y^#$�
��&%���� � immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) 

 

�k�ก�
�)#��c��*'�%��!&�/_��c��*�&�Z��&%�� 0.1% trypsin Qk���� 1 ml ����'�%�c��*
��!&�/_��c��*�&�Z��b Q�ก��^��	�� 1X PBS Qk���� 5 ml 0�%�&2&��
�������^���&'�)��#&"��& 
15 ml �k�$//a����Z 1,500 rpm ��� 5 ���� 0�%��k�	�ก#��c��*$/�ก��Z�
��$�&*�2)ก�
�c��*��
�!� 
��^�'�%0�%���Z#!���2���%#� �k��$�&*$/ fix '� 4% formalin �&�'�)'� jar '�%�)�� 10 ���� �%���$�&*
$/0�)'� 0.5% saponin 10 ���� 0�%��%���$�&*&%�� PBS ��Z1��&%�� 0.5% tween 80 Q�ก��^��	�� 
monoclonal antibody 	)# NP ��Z�QY#Q�� 1:2000 '�%�)��	��#�)�� ����$�&*'� moist chamber �k�
��^���&#
 ��Z 37oC ��� 1 ��Z���� 0�%��k��$�&*$/�%��&%�� PBS ��Z1��&%�� 0.5% tween 80 Q�ก��^�
�	�� antibody 	)# Ig G "#���2��Z	�&`��ก&%�� peroxidase cXZ��QY#Q�� 1: 250 '�%�)��	��#�)�� ���
�$�&*��'� moist chamber �k���^���&#
 ��Z 37oC ��� 1 ��Z���� 0�%��k��$�&*$/�%��&%�� PBS ��Z
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1��&%�� 0.5% tween 80 Q�ก��^��	����
����� DAB (3,3x Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
dehydrate) ��^�$�%��Z#!���2���%#�/
���� 10-15 ���� 0�%��k�$/&2&%��ก�%#�Q!��

��* #)��1��c��*
��Z	�&��Y^#Q�'�%���̂k�	��0&� 

 
1.3  ก�
�ก�& RNA  

 
�k�ก�
�ก�& RNA �&�'�%�̂k����^���c��*&%�� Trizol® (Invitrogen) 	���� ���Z0���k��&�



����12%1��	 &����^ �k��̂k����^���c��*��Z����Y^#$�
��Qk���� 500 µl �	�� Trizol® (Invitrogen) 500 µl 1��
�
�b'�%�"%�ก�� 
)���Z#!���2���%#� 10 ���� 0�%��	�� cholofrom 200 µl �"�)�'�%�"%�ก�� 
)���Z
#!���2���%#� 10 ���� �k�$//a����Z 11,000 x g ��� 10 ���� ��Z#!���2�� 4 °C 0�%��%���)��'�$/��� 
microcentrifuge tube '��) 0�%��	�� isopropanol ��)�ก�
/
���	
��Z�%��##ก�� �"�)�'�%�"%�ก��0�%�
�k�$/0�)'��̂k�0"U���� 10 ���� ����Q�ก��^�/a����Z 11,000 x g ��� 10 ���� ��Z#!���2�� 4 °C ��YZ#�กU

	�ก#� RNA 0�%��k�$//a���%��&%�� 75% Ethanol 500 µl /a����Z 11,000 x g ��� 5 ���� �k�	�ก#� 
RNA ��Z$&%���k�'�%0�%���Z#!���2���%#� 0�%�QX������	�ก#�&%�� distilled water ��YZ#'�%�/_� 
template '�ก�
�k� cDNA 	)#$/ 

 
1.4  ก�
���Z�/
���� DNA &%���� �ก�
 reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(RT-PCR)  
 

�k�ก�
�����
���* DNA Q�ก RNA 0�����Z�Qk���� DNA &%���� � RT-PCR �&�'�% 
primer cXZ�������Qk�����	)#��� PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M 0�� NS &��0�&�'�	�
����Z 2 

 
'�/y�ก�
�����Z��/
���	

����^���&  25  µl /
�ก#
$/&%�� 2x reaction mix 

(Invitrogen) Qk���� 12.5 µl forward 0�� reverse primers ��Z�����"%�"%� 10 pmol #�)���� 2.5 µl 
�#�$c�*SuperScripTMIII RT/Platinum® Taq Mix (Invitrogen) Qk���� 0.5 µl 0�� RNA Qk���� 7 
µl �&�	�^�#!���2�� cDNA synthesis ��Z 45 oC ��� 60 ����  pre-denaturation ��Z 94 oC ��� 10 ����  
denature ��Z 94oC ��� 30 ������  annealing ��Z 55oC ��� 30 ������  extension ��Z 72oC ��� 1 ���� 
Qk���� 35 
#
 0�� final extension ��Z 72oC  ��� 10 ����  
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�k�ก�
	
�Q�#
"��&"#� PCR product �&��/
��
����
ก�
 standard DNA (DNA 
marker) �&�'�% 1.0 % agarose gel �/_�	��ก���'�ก�
�k� electrophoresis 0��'�% 1xTA (Tris-
actate) �/_� buffer ��Z'�%'�ก�
���YZ���Z"#� PCR product �&�1)������$����"��& 100 volt ��� 
30 ���� Q�ก��^��k�$/�%#�&%�� ethidium bromide 0�%�	
�Q�#
"��&���'	%0�� UV &%����
YZ#� 
UV illuminator 

 
1.5  ก�
�ก�& DNA Q�ก�Q� (Gel purification) 

 
�k�ก�
	�&0j
 DNA ��Z	%#�ก�
 Q�ก agarose gel '�)'� microcentrifuge tube '��) 

Q�ก��^�0�ก DNA '�%

��!� ��	���� ���Z0���k��&�

����12%1��	 (Nucleospin®) &����^ �	�� 200  µl 
buffer NT 0�%��k�$/ incubate ��Z 50OC /
���� 5-10 ���� vortex �!กb 2-3 ���� Q��Q������
��& 0�%�j)��$/��Z NucleoSpin® Extract II column �k�$//a�� 1 ���� ��Z 11,000 x g ���̂k��)����Z1)��
�#����*��^� �%���#����*&%�� 600 µl buffer NT3 �k�$//a�� 1 ���� ��Z 11,000 x g ���̂k��)����Z1)��
�#����*��^� 0�%��k�'�% silica membrane 0�%� �&��k�$/ centrifuge 2 ���� ��Z 11,000 x g Q�ก��^��%��
�#����*$/��� microcentrifuge tube '��) �	�� 10 µl elution buffer 	�^�$�%��Z#!���2���%#� 1-2 ���� 
0�%��k�$//a�� 1 ���� ��Z 11,000 x g ��YZ#�กU
 DNA Q�ก silica membrane 

 
1.6  ก�
���k�&�
�
� (DNA Sequencing) 

 
'�ก�
���k�&�
�
�Q��)� PCR products �
Y# plasmid ��Z�����"#� SIV $/��Z ��)��



�ก�
������ (Bioservice unit: BSU) ก
!���������
 �
Y#��Z�%#�/y�
�	�ก�
 DNA ��������� 
(DNA TECH) ������������ก�	
���	
* ������"	กk�0��0�� ��YZ#�k�ก�
���k�&�
�
�&%��
��
YZ#� Automated DNA sequencing �&��� � dideoxy chain termination 

 
1.7  ก�
�/
��
����
�
� (Alignment) 

 

��YZ#$&%�k�&�
�
���0�%� Q��k��k�&�
�
���Z$&%$/�/
��
����
ก�
�k�&�
�
�'� Genbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) �&�'�%�/
0ก
�  Megabast ��YZ#�� sequence "#������Z������
��%����X�ก����ก��Z�!& cXZ�����
j�k�ก�
����
���*$&%Q�ก��%�	)��"#� NCBI ��YZ#	
�Q�#
�)��k�&�
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�
���Z$&%��^��/_�"#� Swine influenza virus 0�������"#� SIV '� database ��Z���k�&�
�
�
���Y#�ก�
"#� DNA ��Z amplified $&%��ก��Z�!&  

 
1.8  ก�
������������ *������ !ก

�
���)��$�
��$"%���&'�()'��!ก
��Z�
'�/
����
$��0��'�	)��/
���� (phylogenetic tree) 

 
�k�ก�
 retrieve DNA sequence "#���^� 8 ��� "#� SIV Q�ก database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Q�ก��^��k�ก�
�
�����YZ#�/
��
����
�k�&�
�
�&%���/
0ก
� 
CLUSTAL W (DNA star) 	�&�`����)����Z���������ก������YZ#�k� subalignment  Q�ก��^��k�
"%#�2����/
��
����
0��Q�&���������� * '�
2/"#� phylogenetic tree &%���/
0ก
� MEGA4 
(Tamura et al., 2007) 

 
2.  ก��)C��&��ก��&�����ก���)#�(*� M1 

 
2.1  ก�
�����
���* M1 gene &%�������� RT-PCR 
 

�ก�& viral RNA Q�ก��Y^#$�
�� SIV ������ !* H3N2 (A/SW/Thailand/KU7.2/04) ��Z
0�ก$&%'�/
����$��'�/| 2004 Q�ก�����	�0������	
* ������������ก�	
���	
* ������"	
กk�0��0�� �&�'�% Trizol® (Invitrogen) �k� RNA ��Z�ก�&$&%��'�%�/_�	%�0

�k��
�
ก�

�����
���* cDNA 0�����Z�Qk���� DNA �&��� � RT-PCR �&�'�% specific primer ��Z##ก0

'�%
Qk�����	)# M1 gene �Y# McloneSIV1 (5x CGC GGA TCC GGT CCC CTC AAA GCC 3x) 0�� 
McloneSIV2 (5x CGG GGT ACC TCA CTT GAA TCG CTG 3x) �k��
�
ก�
�����
���* M gene 
"#���Y^#$�
�� SIV cXZ� primers &��ก�)��/
�ก#
&%��	k�0��)�	�&Qk�����"#��#�$c�* BamHI 0�� 
KpnI 	���k�&�
 '�/y�ก�
�����Z��/
���	
��
�&�
�� 25 µl /
�ก#
$/&%�� 2x reaction mix 
(Invitrogen) Qk���� 12.5 µl Forward 0�� Reverse primer �����"%�"%� 10 pmol #�)���� 2.5 µl 
�#�$c�* SuperScripTMIII RT/Platinum® Taq Mix (Invitrogen) Qk���� 0.5 µl 0�� RNA Qk���� 7 
µl �&�	�^�#!���2���k��
�
 cDNA synthesis 45 oC ��� 60 ���� ��YZ#��ก�
�����
���* cDNA 0�%�Q�
�"%��2)ก�
�k� PCR �&������ cXZ�/
�ก#
&%�� #!���2�� pre-denaturation ��Z 94oC ��� 10 ����  
denaturation ��Z 94oC ��� 30 ������  annealing ��Z 55oC ��� 30 ������  extension ��Z 72oC ��� 1 
���� Qk���� 40 
#
 0�� final extension ��Z 72oC ��� 10 ���� �k�ก�
	
�Q�#
"��&"#� PCR 
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product �&��/
��
����
ก�
 standard DNA (DNA marker) �&�'�% 1.0 % agarose gel �/_�	��ก���
'�ก�
�k� electrophoresis 0��'�% 1xTA �/_� buffer ��Z'�%'�ก�
���YZ#���Z"#� PCR product �&�1)��
����$������Z������	)����ก�* 100 volt ��� 30 ���� Q�ก��^��k�$/�%#�&%�� ethidium bromide 0�%�
	
�Q�#
"��&���'	%0�� UV &%����
YZ#� gel document 0���กU
 PCR product ��Z#!���2�� 4 oC 
��YZ#'�%'�ก�
����	)#$/ 

 
2.2  ก�
���� M1 gene "#���Y^#$�
�� SIV �k��
�
ก�
1��	�/
	���2ก1�� M1 

 

�k� PCR product �����"%��2) TA cloning vector (RBC) �&��k�ก�
 ligate ��Z#!���2�� 
16 oC ���"%���Y� $&%�/_� pTA_M �k�������&�"%��2)�c��*0
����
�� E.coli ������ !* DH5α &%���� � 
������� (chemically transformation) �k�ก�
	
�Q�#
����Q�ก�!���
�	�	%����/y������ 
ampicillin 0�� �� � PCR �&�'�% primer ��ZQk�����ก�
��� M 0���Y��������j2ก	%#�"#�����&�ก�

���k�&�
�
�&%����
YZ#� Automated DNA sequencing �&��� � dideoxy chain termination ��YZ#
�/
��
����
ก�
�k�&�
�
���Z��
�����'�}��"%#�2� Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) �&�'�%
�/
0ก
� Bioedit version 7.0.9.0 Q�ก��^����^�� E.coli '�#���
���� LB broth ��Z����/y������ 
ampicillin �����"%�"%� 100 µg/ml ��YZ#���Z�/
����0���ก�&������&&%���� � alkaline lysis method 

(Sambrook et al., 1989) �k�����/������ subclone �"%��2) protein expression vector (pQE30) �&�
�k�������& pTA_M 0�� pQE30 ��Z�ก�&$&%��	�&&%���#�$c�*	�&Qk�������Z##ก0

$�%��Z/��� 5x 
0�� 3x "#���� �Y# BamHI 0�� KpnI ����Q�ก��^���YZ#���^��#��)���"%�&%��ก��	���� �"%��	%���YZ#
�
%�� pQE30_M �k�������& pQE30_M �"%��2)�c��*0
����
�� E.coli ������ !* DH5α &%���� � 
transformation ��&��Y#ก����Q�ก�!���
�	�	%����/y������ ampicillin 0���� � PCR  

 
2.3  ก�
1��	0��ก�
	
�Q�#
�/
	���2ก1�� M1 
 

���^�� E.coli DH5α ��Z�� ������& pQE30_M '� LB broth ��Z����/y������ ampicillin 
(100 µg/ml) ��YZ#���Z�/
����0���ก�&������&Q�ก��^�j)����� M1 �"%��2)��Y^# E.coli ������ !* M15 
��YZ#����Z���k�'�%�ก�&ก�
�
%���/
	�� �k�ก�
�&�#
0����&��Y#ก������Z'�%1�
�ก$/�����
���*
�/
	�� �&����^�� E.coli ������ !* M15 ��Z��������& pQE30_M '�#���
 LB broth ��Z����/y����� 
ampicillin (100 µg/ml) 0�� kanamycin (25 µg/ml) '���
YZ#� shaking incubator �����
U� 200 rpm 
��Z#!���2�� 37 oC ���"%���Y� 0�%� subculture ��'�#���
���&�&���ก��'���&�)�� 1:50 ���^��	)#$/
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��Z#!���2�� 37 oC ��� 3 ��Z���� ����Z���k�'�%�ก�&ก�
�
%���/
	��&%�� isopropyl β-D-1 
thiogalactopyranoside (IPTG) ��Z�����"%�"%� 1.0 mM 0���k�$/���^��	)#��� 3 ��Z���� 0�%��k�$/
/a������Z����Z�����
U� 4000xg ��� 20 ���� #!���2�� 4 oC ��YZ#�กU
	�ก#��c��* 0���k�ก�

	
�Q�#

2/0

"#��/
	����Z$&% �&�0
)��)��	�ก#��c��*��/a��0�ก�������'���
����� 
1xSTE pH 8.0 (10mM Tris-Cl pH8.0, 1mM EDTA pH8.0 0�� 10 mM NaCl) /
���	
 200 µl 
0���	�� lysozyme '�%�������"%�"%��!&�%�� 30 mg/ml /a��	ก	�ก#���Z�����
U� 4,500 ×g ��� 1 
���� 0�ก�)��'�&%��
�0��	�ก#� �&��)��'�&%��
��/_�	��0��"#� soluble protein 0��
	�ก#��/_�	��0�� insoluble protein (inclusion body) ����Q�ก��^��k���^��#��)����	
�Q�#

&%�� SDS-PAGE 1)�� gel ��Z�������"%�"%� 15% 

 
2.4  ก�
�k��/
	��'�%

��!� ��
���)�� (partial purification) 
 

Q�กก�
	
�Q�#

2/0

"#��/
	���
�)���
2/0

�/_� inclusion bodies QX��k��)��
	�ก#��c��*���%���/
	����Z$�)	%#�ก�
##ก&%�� urea ��Z�����"%�"%� 8 M �k�$//a������Z����Z
�����
U� 4,000 ×g ��� 20 ���� ��Z#!���2�� 4 °C �กU
�)��	�ก#��c��*�������&%�� 10% 
sarcosine '� 1x STE pH 8.0 0�� sonicate 3 �
�^� ��Z 5 amplitude micron ��� 1 ���� Q�ก��^�/a��
����Z����Z�����
U� 4,500 ×g ��� 5 ���� �%���)��'�'�) microtube ��#&'��) 0�%��	�� 10% Triton 
X-100 1��'�%�"%�ก��0���กU
��Z#!���2�� -20 �
Y# -80 °C ��YZ#'�%�k��
�
�/_� protein antigen '�ก�

ก
�	!%�'�%�ก�&ก�
�
%��0#�	�
#&�'�ก
�	)�� 

 
2.5  ก�
�k� western blot analysis 
 

�k�ก�
	
�Q�#
����Qk�����"#��/
	���2ก1�� M1 (recombinant M protein) ��Z
1��	$&% �&��� � western blot �k� �/
	���2ก1�� M1 ��0�ก"��&&%�� SDS-PAGE 1)�� gel ��Z��
�����"%�"%� 15%�&�1)������$������Z������	)����ก�* 90 volt ��� 120 ���� �k�ก�
�%���/
	��
Q�ก�Q���'� nitrocellulose membrane &%����
YZ#� transfer gel &%��ก
�0�$���� 250 mA ��� 3 
��Z���� �k��)��"#��Q�$/�%#�&%�� Coomassie blue staining ��YZ#	
�Q�#
ก�
 transfer 0�%��k� 
membrane $/	
�Q�#
&%��ก�
�k� blotting �&�Q�
�U#ก membrane &%�� 10% skim milk (10% 
dry skim milk '� 1x PBST) ��Z#!���2�� 4 oC ���"%���Y� Q�ก��^��k� membrane ��	�&0
)��/_��#�
ก�!)� ก�!)�0
ก�k���
)���Z 37 oC ��� 1 ��Z���� '�c�
��"#��!ก
��Z/ก	� 0����Z��0#�	�
#&�	)#$"%���&
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'�() ���&�# (primary antibody) �&��k�ก�
�QY#Q��c�
���!ก
��Z#�	
��)�� 1:200 0��'�% Protein G ��Z
	�&`��ก&%�� peroxidase (ZYMEDTM) �/_� secondary antibody '�#�	
��)�� 1:500 �)��ก�!)���Z
�#��k���
)���Z 37 oC ��� 1 ��Z���� '�c�
��"#�$ก)��Z/ก	� 0����Z��0#�	�
#&�	)#$"%���&'�() ���&
�# (primary antibody) �&��k�ก�
�QY#Q��c�
��$ก)��Z#�	
��)�� 1:200 0��'�% antibody 	)# Ig G "#�
$ก)��Z	�&`��ก&%�� peroxidase (ZYMEDTM) �/_�  secondary antibody '�#�	
��)�� 1:500 0��'�% 
DAB (3,3x Diaminobenzidine tetrahydrochloride dehydrate) �/_� substrate ��^�$�%Q��ก�&�� 0��
��!&/y�ก�
���&%�� �̂k�ก��Z� (Harlow and Lane, 1988) 

 
2.6  ก�
ก
�	!%�'�%�ก�&�2���!%�ก��'�ก
�	)��0��ก�
	
�Q�#
0#�	�
#&�	)#�/
	��

�2ก1�� M1 0���c��*	�&��Y^# 
 

�k��/
	���2ก1�� M1 ��Z1)��ก�
�k� partial purification 1��ก�
 complete Freundxs 
adjuvant (SIGMA®) #�	
��)�� 1:1 `�&��YZ#ก
�	!%�ก�
�
%���2���!%�ก��'�ก
�	)�� �&�`�&ก
�	!%��2��
��^���& 3 �
�^� 0	)���
�^��)��ก�� 1 ��/&��* ����Q�ก`�&c^k��
�^���Z 3 �/_����� 1 ��/&��* QX��k�ก�
�กU

c�
��"#�ก
�	)����YZ#�k���	
�Q�#
��0#�	�
#&�	)#�/
	���2ก1�� M1 �&��� � dot blotting ��YZ#
��#�	
��)��
���)��c�
��ก�
	���QY#Q�� (diluent) ��Z���������Z����
j�k�/y�ก�
���$&%ก�
0#�	��Q� 
�/
	���2ก1�� M1 �&��
�Z�Q�ก 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1,600, 1:3,200, 1:6,400 0�� 
1:12,800 �&�'�% goat anti-rabbit peroxidase (ZYMEDTM) �QY#Q����Z#�	
��)�� 1:500 �/_� 
secondary antibody 0��'�% DAB �/_� substrate ����Q�ก��^��&�#
����Qk�����"#�0#�	�
#&���Z
1��	$&%	)#��Y^#$�
�� SIV ������ !* H3N2 &%���� � immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) 
�&��k�ก�
�)#��c��*�������^�� MDCK ��Z	�&��Y^#$�
�� SIV ������ !* H3N2 '�%��!&�/_��c��*�&�Z��
&%�� 0.1% trypsin Q�ก��^��	�� 1X PBS �k���
�������^���&$//a����Z 1,500 rpm ��� 5 ���� 0�%�
�k�	�ก#��c��*$/�ก��Z���
��$�&*�2)ก�
�c��*��
�!� ��^�'�%0�%���Z#!���2���%#� �k��$�&*$/ fix '� 
4% formalin ��� 10 ���� �%���$�&*$/'�)'� 0.5% saponin ��� 10 ���� Q�ก��^��	��c�
����Zก
�	!%�
$&%Q�กก
�	)�� '�#�	
��)�� 1:400 �/_� primary antibody 0��'�% goat anti-rabbit peroxidase �/_� 
secondary antibody '�#�	
��)�� 1: 500 Q�ก��^��	�� DAB �/_� substrate ��^�$�%��Z#!���2���%#�
/
���� 10-15 ���� 0�%��k�$/&2&%��ก�%#�Q!��

��* #)��1��c��*��Z	�&��Y^#Q�'�%���̂k�	��0&� 
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(�����*J 2  �k�&�
�
�"#� primer ��Z'�%'�ก�
���Z�Qk���� DNA "#� SIV 0��"��&"#� DNA 
 

Primers ��� �k�&�
�
� 0��)�#%��#�� 
NS_F NS AGCAAAAGCAGGGTGACAAA Zou.,1997 
NS_R NS AGTAGAAACAAGGGTGTTTTTT Zou.,1997 
M_F M CTCGAGCAAAAGCAGGTAGAT Zou.,1997 
M_R M AGTAGAAACAAGGTAGTTTTTT Zou.,1997 
NA_F NA AGCAAAAGCAGGAGTTTAAAATG Zou.,1997 
NA_R NA AGTAGAAACAAGGAGTTTTTT Zou.,1997 
NP_F NP CTCGAGAGCAAAAGCAGGGT Zou.,1997 
NP_R NP AGTAGAAACAAGGGTATTTTTC Zou.,1997 
HA_F HA GATCGCTCTTCTGGGAGCAAAAGC

AGGGGATAATTCTAT 
Hoffmann et al., 2001 

HA_R HA CATCGCTCTTCTATTAGTAGAAAC
AAGGGTGTTTTTAAT 

Hoffmann et al., 2001 

PA_1_F PA GATCGCTCTTCTGGGAGCGAAAGC
AGGTACTGAT 

Hoffmann et al., 2001 

PA_1_R PA ATGCTCAATTTAAGGCATCC Designed in this study 
PA_2_F PA GAGGGCAAGCTTTCTCAAATG Designed in this study 
PA_2_R PA CAAGAACACAATACTTCTCCC Designed in this study 
PA_3_F PA GGGTTCATTGTAAAAGGGAGATC Designed in this study 
PA_3_R PA CATCGCTCTTCTATTAGTAGAAAC

AAGGTACTT 
Hoffmann et al., 2001 

PB1_1_F PB1 GATCGCTCTTCTGGGAGCGAAAGC
AGGCAAACCA 

Hoffmann et al., 2001 

PB1_1_R PB1 CATTTTTCTCACAACATTTGCC Designed in this study 
PB1_2_F PB1 GTACTTCGTAGAAACACT Designed in this study 
PB1_2_R PB1 TGCTGGTCCAAGATCATTGTT Designed in this study 
PB1_3_F PB1 AGCCAATTTCAGTATGGAG Designed in this study 
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(�����*J 2  (	)#) 
 

Primers ��� �k�&�
�
� 0��)�#%��#�� 
PB1_3_R PB1 CATCGCTCTTCTATTAGTAGAAAC

AAGGCATTT 
Hoffmann et al., 2001 

PB2_1_F PB2 GATCGCTCTTCTGGGAGCGAAAGC
AGGTCAAATA 

Hoffmann et al., 2001 

PB2_1_R PB2 ACCAATTTGTGTGCTGTGGCACA Designed in this study 
PB2_2_F PB2 ACCTGCTGGGACAGATGTACACT Designed in this study 
PB2_2_R PB2 TCCGTTGATTCTCCACATCAT Designed in this study 
PB2_3_F PB2 CTTGAGAGTTCGAGATCAGC Designed in this study 

PB2_3_R PB2 CATCGCTCTTCTATTAGTAGAAAC
AAGGTCGTTT 

Hoffmann et al., 2001 
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'�&����A���	 
 

1.  ก��%Lก����ก�����������ก��������������������������ก���������	 H3N2 ��f� 8 �*� 

 

1.1  ก�
����0�ก��Y^#$�
�� 0��ก�
0�ก subtype 
 

Q�กก�
����0�ก��Y^#$�
����Z$&%Q�ก nasal swab "#��!ก
��Z��#�ก�
���
�

����&��
���'Q ��)�ก�
$# ���'Q�k�
�ก 0��#)#������ ��^� 7 	��#�)��'��c��* MDCK ��Z���^��'�#���
���^��
��Y^# DMEM �
��ก���"#� CPE ���'� 2-3 �������Q�กก�
�������^�� (�����Z 3) Q�ก��^��k�ก�

	
�Q�#
��Y^#$�
��$"%���&'�() &%���� � IPMA �&�'�% monoclonal antibody ��ZQk�����	)#�/
	�� 
NP "#� SIV �/_�	���&�#
 �
�)���ก�
�k�/y�ก�
���ก��
���)�� monoclonal antibody ก�
�c��*��Z
	�&��Y^#$�
����Z#�2)���'��c��* MDCK Q���U�$&%Q�ก�c��*	�&��Y^#$�
��Q������̂k�	��0&�"#� 
peroxide ��YZ#����
ก�
�c��*/ก	���Z$�)	�&�� (�����Z 4) 0�&�'�%��U��)���Y^#$�
����Z�������^��'��c��* 
MDCK �/_���Y^#$�
��$"%���&'�() 
 

��YZ#�k�ก�
�ก�& RNA Q�ก	��#�)���̂k����^���c��* MDCK ��Z	�&��Y^#$�
��$"%���&'�() 
0�%�'�%�/_�0�)0

'�ก�
�����
���* DNA Q�ก RNA &%���� � RT-PCR �&�'�% primer cXZ���
����Qk�����	)#��� PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M 0�� NS (�����Z 5 0�� 6) ��YZ#���k�&�
�
�
"#����0	)��0�)� �&��)�$/����
���*�k�&�
�
� ��Z��)��

�ก�
������ (BioService Unit: BSU) 
/
����$�� 0��$&%�k�ก�
	�^��YZ#��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
��Z����0�ก$&% �Y# 
A/SW/Thailand/KU7.2/04 (KU7.2) Q�ก��
*��!ก
Q�����&��
!
� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
(KU5.1) Q�ก��
*��!ก
Q�����&��
!
� A/SW/Thailand/KU5.2/04 (KU5.2) Q�ก��
*��!ก
Q�����&
�!�

�
!
� A/SW/Thailand/KU6.1/04 (KU6.1) Q�ก��
*��!ก
Q�����&��
/}�  
A/SW/Thailand/KU21/06 (KU21) Q�ก��
*��!ก
Q�����&
��
!
� A/SW/Thailand/KU45/06 (KU45) 
Q�ก��
*��!ก
Q�����&
��
!
� 0�� A/SW/Thailand/KU58/06 (KU58) Q�ก��
*��!ก
Q�����&
��
!
� 
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(ก)                                                             (�) 

 

B���*J 3  0�&���ก���ก�
�ก�& cytopatic effect (CPE) "#���Y^#$"%���&'�()�!ก
 
(ก) �Y# �c��* MDCK ��Z/ก	�  
(") �Y# �c��* MDCK ��Z	�&��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
cXZ��ก�&��ก��� CPE "X^� 
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(ก)                                                                            (�) 

 

B���*J 4  ก�
�&�#
��Y^#$�
��$"%���&'�()&%���� � IPMA  
(ก) �Y# �c��* MDCK ��Z/ก	� ��YZ#�&�#
&%���� � IPMA �c��*Q�$�)	�&���̂k�	��0&� 
(") �Y# �c��* MDCK ��Z	�&��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ��YZ#�&�#
&%���� � IPMA �
�)���     
ก�
�k�/y�ก�
���
���)��0#�	�
#&�ก�
	����Y^#$�
�� �k�'�%�c��*��Z	�&��Y^#	�&���̂k�	��0&� 
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B���*J 5  ก�
	
�Q�#
"��& PCR product "#���� NS, M, NA, NP 0�� HA "#���Y^#$"%���&'�()
�!ก
 ������ !* H3N2 �&�'�% primer ��ZQk����� (Zou.,1997; Hoffmann et al., 2001) &%�� 
1% agarose gel electrophoresis 

 �)#���Z 1 = DNA marker 
 �)#���Z 2 = PCR product "#� ��� NS  
 �)#���Z 3 = PCR product "#� ��� M  
 �)#���Z 4 = PCR product "#� ��� NP 
 �)#���Z 5 = PCR product "#� ��� NA 
 �)#���Z 6 = PCR product "#� ��� HA 
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B���*J 6  ก�
	
�Q�#
"��& PCR product "#���� PA, PB1 0�� PB2 "#���Y^#$"%���&'�()�!ก
 

������ !* H3N2 �&�'�% primer ��ZQk����� (Hoffmann et al., 2001) &%�� 1% agarose gel 
electrophoresis 

 �)#���Z 1 = DNA marker 
 �)#���Z 2 = PCR product "#� ��� PA (Segment 1)  
 �)#���Z 3 = PCR product "#� ��� PA (Segment 2)  
 �)#���Z 4 = PCR product "#� ��� PA (Segment 3)  
 �)#���Z 5 = PCR product "#� ��� PB1 (Segment 1)  
 �)#���Z 6 = PCR product "#� ��� PB1 (Segment 2)  
 �)#���Z 7 = PCR product "#� ��� PB1 (Segment 3)  
 �)#���Z 8 = PCR product "#� ��� PB2 (Segment 1)  
 �)#���Z 9 = PCR product "#� ��� PB2 (Segment 2)  
   �)#���Z 10 = PCR product "#� ��� PB2 (Segment 3)  



 

33 

1.2  ก�
����
���*�k�&�
�
� (Sequence Analysis) 
 

Q�ก	�
����Z 3 0�&�'�%��U�'�0	)���"#���Y^#$�
��$"%���&'�() subtype H3N2 ��Z����
0�ก$&%��^� 7 	��#�)�� ��YZ#�/
��
����
�������Y#�'�0	)�������^� 8 ��� #�2)
���)�� 99.2%-100% 
�&���Z��� PA 0����� NS ���������Y#�ก��'�0	)�������ก '�"����Z��� HA ������0	ก	)��ก��
��กก�)� �Y#
���)�� 99.2%-99.7% �)��#�ก 5 �����Z���Y#"#���^� 7 	��#�)���
�)����)�����
���Y#�ก����กก�)� 99.5% &����^�QX���Y#ก A/SW/Thailand/KU5.1/04 �/_�	��0��"#���^� 7 	��#�)��
'�ก�
����
���*��ก��������� !ก

�"#���Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 	)#$/ �&�
�k�ก�
�����
���*�����^� 8 ��� "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 0

�	U���� 0�%��)�$/���k�&�
�
�
��Z BSU 0�%��k��k�&�
�
���^���%�"#�0	)�������Z$&% $/�/
��
����
�������Y#�ก�
�k�&�
�
� ��Z��

�����'�}��"%#�2� Genbank �&���Y#ก'�%�� � Megablast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) '�
	�
����Z 3 $&%0�&�'�%��U��)� ��� HA 0�� NA "#� $�
��$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 ��^���
�)����Z��%��ก�
 $�
��$"%���&'�() ������ !* H3N2 ��Z����0�ก$&%Q�ก'�����ก��Z�!& (A/New 
York/584/1996) �)����� PB2 ��������%��ก�
��Y^#$�
����Z����0�กQ�ก'��� (A/Thailand/271/05) 
cXZ��/_���Y^#$�
����Z������'ก�%��&ก�
��Y^#$�
��'��!ก
 (Komadina, et al., 2007) �)��#�ก 5 �����Z���Y#
��������%��ก�
 SIV '� subtype ��Z0	ก	)��ก��##ก$/	����Z0�&�$�%'� 	�
����Z 4 

 
(�����*J 3  �/#
*�c�	* identity '�0	)�����"#���Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ��Z�k�ก�
�Xก����^� 7    

	��#�)�� 
���)��/| 2004-2006 
 

��� PB2 PB1 PA HA NP NA M NS 

	k�0��)�"#��k�&�
������
�#$�&*��Z'�%'�ก�


�/
��
����
 
108-551 62-374 61-343 43-636 100-652 49-881 47-639 12-524 

% �������Y#�ก��"#�'�
0	)����� (% identity) 

99.5-100 99.7-100 100 99.2-99.7 99.8-100 99.7-100 99.8-100 100 
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(�����*J 4  0�&�1�ก�
�/
��
����
��^� 8 ����&��� � Megablast analysis "#���Y^# SIV subtype 
H3N2 (A/SW/Thailand/KU5.1/04) ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()��Z��
�����Q�ก }��"%#�2� 
Genbank 

 

��� 
$�
������Z�)��������Y#�ก����ก

��Z�!& 
������ !*�)#� % �������Y#� 

0��)���Z��"#���Y^#$�
��
$"%���&'�() 

PB2 A/Thailand/271/05 H1N1 94 �� 

PB1 A/SW/Leipzig/1/97 H3N2 96 �!ก
 

PA A/SW/Italy/2064/99 H1N2 95 �!ก
 

HA A/New York/584/96 H3N2 96 �� 

NP A/SW/IN/1726/88 H1N1 95 �!ก
 

NA A/New York/584/96 H3N2 95 �� 

M A/SW/Leipzig/145/92 H3N2 96 �!ก
 

NS A/WI/4775/94 H1N1 96 �!ก
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1.3  ก�
������������ *������ !ก

�"#�0	)�����"#���Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 
subtype H3N2 &%��01��2��	%�$�% (Phylogenetic Analysis)  

 
01��2��	%�$�%"#����������� *"#���� ��^� 8 0�)�"#� A/SW/Thailand/KU5.1/2004 

��Z����0�ก$&% 0�&�'�
2/�����Z 7- 15 �&�����s��ก�
"#���� HA $&%0�ก��Q�ก$�
��$"%���&'�()
'���0��'��!ก
 cXZ�0
)�##ก�/_� 5 ก�!)��Y# $�
��$"%���&'�()"#����!��

�� (ancient human)  
$�
��$"%���&'�()"#����!�ก��� (middle age human)  $�
��$"%���&'�()"#����!�/aQQ!
�� 
(recent Flu A)  $�
��$"%���&'�()�!ก
ก�!)���Z 1 Q�ก���	#����Y#"#�/
������
�}#��
�ก� 
(cluster I North American swine) (Webby et al., 2000) 0�� $�
��$"%���&'�()�!ก
��Z��Q�ก
/
����0j
�!�
/ (European swine) (�����Z 7) $�
��'�ก�!)� recent Flu A ����
j0
)��)#�##ก
$&%�/_� 3 ก�!)��)#� $&%0ก) $�
��$"%���&'�()'�������'��)ก�)� (more recent human)  $�
��$"%���&
'�()'�������'��) (recent human) 0�� $�
��$"%���&'�()�!ก
ก�!)���Z 3 Q�ก���	#����Y#"#�
/
������
�}#��
�ก� (cluster III North American swine Flu) (Webby et al., 2000) cXZ���Y^#$�
�� 
KU5.1 0�� ��Y^#$�
�� subtype H3N2 ��Z�
'�/
����$�� '�/| 2005 #�2)'�ก�!)��)#� $"%���&'�()
'�������'��) (recent human) 0��������'ก�%��&ก�
 A/New York/584/96 (H3N2) cXZ��/_�$�
��
$"%���&'�()��Z0�ก$&%Q�ก'��� 

 
�k��
�
��� NA ��ก���"#�01��2��	%�$�%��Z$&%��������%��ก�
��� HA (�����Z 8) �&�

01��2��$&%0
)���� NA "#�$�
��'���0���!ก
##ก�/_� 4 ก�!)� �Y# $�
��$"%���&'�()'����!�
�

�� (ancient Flu A)  $�
��$"%���&'�()'����!�ก��� (middle age human)  $�
��$"%���&'�()
'����!�/aQQ!
�� (recent Flu A) 0�� $�
��$"%���&'�()�!ก
��Z��Q�ก/
����0j
�!�
/ (European 
swine) cXZ�$�
��'�ก�!)� recent Flu A ���0
)��/_�ก�!)��)#�#�ก 3 ก�!)� $&%0ก) $�
��$"%���&'�()'���
����'��)ก�)� (more recent human virus)  $�
��$"%���&'�()�!ก
Q�ก���	#����Y#"#�/
����
��
�}#��
�ก� (North American SIV) 0��$�
��$"%���&'�()'�������'��) (recent human virus) 
cXZ�ก�!)��)#� more recent human virus 0�� North American SIV ������������ *'ก�%��&ก����ก
0���)�Q��� common ancestor 
)��ก�� Q�ก01��2��"#���^� HA 0�� NA �
�)� ��Y^#$�
�� KU5.1 Q�&
#�2)'�ก�!)��)#� recent human virus ���Y#�ก�� 0����^��2)���������'ก�%��&#�)����กก�
 A/New 
York/584/96 (H3N2) cXZ�$�
����Z0�กQ�ก��	����^กU����� !ก

���%��ก�
$�
����Z'�%'�ก�
1��	���c��
�k��
�
/�#�ก��$"%���&'�()'��� '�/| 1995 �Y# A/Nanchang/933/95 (H3N2) 0�� 
A/Wuhan/359/95 (H3N2) (MMRR, CDC, USA) &%�� 
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B���*J 7  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� HA1 "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 

�/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
MEGA 4.0 0�����Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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B���*J 8  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� NA "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04
�/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 �
'��!ก
$�� 	�^�0	)/| 1978 (Nerome et al., 
1981) ��ก��� antigenic "#���Y^#��������%����X�ก�
$�
��$"%���&'�()'��� ������ !* H3N2 
'��)�������&���ก�� 	�^�0	)��^�กU���$�)��
�����"#���Y^#$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 '�/
����
$�� �/_���������/| #�Q��YZ#���Q�ก$�)��ก�
�k�
�Q����Y^#$�
��กU�/_�$&% Q�ก
���Z�'�/| 2004 $&%
��ก�
	
�Q�
��ก���0#�	�
#&���Z������Qk�����	)#$"%���&'�()�!ก
������ !* H3N2 '�ก�

�k�
�Qก�
	�&��Y^#$"%���&'�() ���&�# '��!ก
Q�ก 5 Q�����&��Z��
�����ก�

�
�&"#�$"%���&�ก 
(Parchariyanon et al., 2006) ก�
�Xก���
�^���^0�&�'�%��U��)�$�
��$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 
�����#�2)'��!ก
$�� 0�%�)�Q�$�)��
�����ก�

�
�&"#��
�กU	�� 0����Y^#$"%���&'�()�!ก
��Z�Xก��
��^ (A/SW/Thailand/KU5.1/04) $&%j2ก����0�ก��Y^#0���Xก����ก��������� !ก

�"#���^� 8 ��� 
0����YZ#�k�ก�
�/
��
����
ก��
���)�����"#�$"%���&'�()�!ก
��Zj2ก0�ก$&%'�/| 2006 �
�)�������
��%����X�ก����ก ��YZ#�k�ก�
�/
��
����
�k�&�
�
� (align) "#� KU5.1 ก�
�k�&�
�
���Z��
�����'�
}��"%#�2� Genbank �
�)� ��� HA 0�� NA ������%����X�ก�
 A/SW/Ratchaburi/NIAH9426/05 
cXZ��/_���Y^#$"%���&'�()�!ก
��Z�
'�/
����$�� (Chutinimitkul et al., 2008) �&����)��������Y#�
"#���� HA 0����� NA ��Z 99.1% 0�� 99.6 % 	���k�&�
 1���Z##ก��
)�
#ก$&%�)��!ก
'�/
����
$����ก�
	�&��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
$�)	Zk�ก�)� 4 /| 

 
��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 ��
�����ก�
�
'��!ก
�#��������/
���� 


����^��!ก
$�� cXZ�$&%
�
��� HA 0�� NA ��Q�ก��Y^#$�
��$"%���&'�()'���'��)��������^� 
(Shortridge and Webster, 1979; Nerome et al., 1981) ��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
��Z0�ก$&%Q�ก
/
����(�Z/!�� (A/SW/Wadayama/5/69) 0��Q�ก/
����$�� (A/SW/Bangkok/9/78) ��ก���
0#�	��Q�"#���� HA ��Z�
��^���������%����X�ก�
��� HA "#���Y^#$�
��$"%���&'�()'��� 
A/Aicki/2/68 0�� A/Bangkok/36/78 	���k�&�
 (Nerome et al., 1981) ��� HA "#�$"%���&'�()
�!ก
��Z�
'��)#�ก� A/SW/Hong Kong/34/76 ����ก������0#�	��Q���Z'ก�%�����ก�
$�
��$"%���&
'�()'��� A/Victoria/3/75 '��)����^� (Shortridge and Webster, 1979) '�ก�
����
���*��ก���
������ !ก

�"#���Y^# KU5.1 "#���� HA 0�� NA �
�)�������	)��ก�
$�
��$"%���&'�()'��� 
������ !* H3N2 ��Z�
'�/
����$��'��)�������&���ก�� (Chutinimitkul et al., 2008) 

 
�k��
�
01��2��	%�$�%"#���� NS, M, NP, PA 0�� PB2 ��^�������0	ก	)��ก�
01��2��

	%�$�%"#� HA 0�� NA #�)���&)���& ��YZ#�Q�ก01��2��	%�$�%"#���^� 4 �����^����
j0�ก$�
��
$"%���&'�()'��� 0��'��!ก
$&%#�)����&�Q� cXZ�0
)�##ก�/_��#�ก�!)����ก	����ก���"#� host 
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species (�����Z 9 - 14) 0���������
j0
)�ก�!)��)#�$&%�/_� 5 ก�!)� �Y# $�
��$"%���&'�()'����!�
�

�� (ancient human)  $�
��$"%���&'�()'����!�ก��� (middle age human)  $�
��$"%���&'�()
'����!�/aQQ!
�� (recent human)  $�
��$"%���&'�()�!ก
��Z��Q�ก/
����0j
�!�
/ (European 
swine) 0�� $�
��$"%���&'�()�!ก
Q�ก���	#����Y#"#�/
������
�}#��
�ก� (North American 
swine) �&���� NS 0�� NP "#���Y^#$�
�� KU5.1 Q�j2กQ�&#�2)'�ก�!)� North American swine cXZ���� 
NS ������������ *'ก�%ก�
 A/WI/4755/1994 (H1N1) cXZ�$�
��	����^�/_�$�
��'��!ก
��Z	�&$/�2)�� 
(Wentworth et al., 1997) 0��Q�ก��ก���"#�ก�Z���Z��^�"#�$�
����^��#�	����^ ��^$&%�)�$�
����^��#���
���������� *�ก�Z��"%#�ก�� cXZ��/_�$/$&%�)� A/WI/4755/1994 (H1N1) #�QQ��/_� donor "#���� NS 
"#���Y^#$�
�� KU5.1 �#กQ�ก��^��� NS "#���Y^#$�
�� KU5.1 ������������ *'ก�%��&ก�
 
A/WI/4755/1994 (H1N1) 0�� A/SW/Iowa/1/85 (IA1/85) ��กก�)� A/Thailand/271/05 (TH271) 
cXZ��/_� $�
��$"%���&'�()'���cXZ���%��ก�
$�
��$"%���&'�()�!ก
 (swine-liked human virus) ��Z
��!������#�2)'��)�������&���ก�� (Komadina et al., 2007) cXZ��/_�ก�

)�
#ก�)� TH271 #�QQ�
$�)$&%
�
��� NS Q�ก KU5.1 0	)กU#�QQ��/_�$/$&%�)�$�
����^��#���^#�QQ�$&%
�
��� NS ��Q�ก
0��)���Z��$�
����Z��������%����X�ก�� 

 
'��)��"#�����s��ก�
"#�01��2��	%�$�%"#���� NP 0�ก##ก$&%�/_�$�
��Q�ก�� 0��

Q�ก�!ก
 0
)��/_� 4 ก�!)� �Y# $�
��$"%���&'�()'����!��

�� (ancient Flu A)  $�
��$"%���&'�()
'����!�/aQQ!
�� (recent human)  $�
��$"%���&'�()�!ก
��Z��Q�ก/
����0j
�!�
/ (European 
swine) 0��$�
��$"%���&'�()�!ก
Q�ก���	#����Y#"#�/
������
�}#��
�ก� (North American 
swine) (�����Z 10) cXZ���� NP '�ก�!)� North American SIV ������'ก�%��&ก�
ก�!)� human 
influenza virus ��กก�)�ก�!)� European SIV #����ZQ
��0�%� North American SIV $&%
�
��� NP ��
Q�ก classical SIV H1N1 (Webby et al., 2000) 0	) European SIV ��^�$&%
�
��� NP Q�ก��ก��	�*/|ก 
(Brown et al., 1998) �)����� NP "#� KU5.1 Q�&#�2)'�ก�!)� North American SIV 0��������
'ก�%��&ก�
 A/SW/IN/1726/1988 0�� A/SW/IA/1/1985 cXZ���YZ#����ก	&2Q��
�)� ��^� ��� NS 0�� NP 
	)��กU������'ก�%��&ก�
 A/SW/IA/1/1985 cXZ�#�QQ��/_�$/$&%�)� KU5.1 ��^�#�QQ�$&%
�
��� NS 
0�� NP Q�ก0��)��&���ก�� cXZ�#�Q�/_� SIV Q�ก#��
�ก�	#����Y#  
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B���*J 9  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� NS "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
               �/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
               MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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B���*J 10  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� NP "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
                   �/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
                    MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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2/01��2��	%�$�%"#���� M PA 0�� PB2 0
)�$&%�/_� 4 ก�!)� �Y# $�
��$"%���&'�()'���
�!��

�� (ancient Flu A)  $�
��$"%���&'�()'����!�/aQQ!
�� (recent human)  $�
��$"%���&'�()
�!ก
Q�ก���	#����Y#"#�/
������
�}#��
�ก� (North American swine) 0�� $�
��$"%���&'�()
�!ก
��Z��Q�ก/
����0j
�!�
/ (European swine) (�����Z 11, 12 0�� 14) �k��
�
01��2��"#���� 
M PA 0�� PB2 "#� KU5.1 ��^�Q�&#�2)'�ก�!)� SIV Q�ก���/�!�
/ 0����'ก�%��&ก�
$�
�� TH271 
(A/Thailand/271/05) ��Z0�ก$&%Q�ก/
����$�� (Komadina et al., 2007) 0��$�
�� HK1774 
(A/Hong Kong/1774/99) ��Z0�ก$&%Q�ก/
�����)#�ก� (Gregory et al., 2001) �)��01��2��	%�$�%
"#���� PB1 ��^�0
)�##ก$&%�/_� 4 ก�!)� �Y# $�
��$"%���&'�()'����!��

�� (ancient Flu A)  
$�
��$"%���&'�()'����!�/aQQ!
�� (recent human)  $�
��$"%���&'�()�!ก
�!�ก�����Z�
���	#�
���Y#"#�/
������
�}#��
�ก�(middle age North American swine) 0��$�
��$"%���&'�()�!ก

��Z��Q�ก/
����0j
�!�
/ (European swine) (�����Z 13) cXZ���Y^#$�
�� KU5.1 Q�&#�2)'�ก�!)� 
European SIV 0��������'ก�%��&ก�
$�
�� TH271 (H1N1) cXZ��/_�$�
��$"%���&'�()"#�����Z��
����
!�0
���%����X�ก�
$�
��$"%���&'�()�!ก
 (swine-liked human influenza virus) (Komadina 
et al., 2007) 

 
��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 KU5.1 #�QQ��ก�&Q�กก�
1��
��ก��Q�ก���0��)� (triple 

reassortant) �&���� HA 0����� NA $&%��Q�ก��Y^#$�
����Z��%��ก�
��Z�
'��� (human-like 
influenza virus) cXZ��
���	#����Y#"#�/
������
�}#��
�ก� �)����� NS 0����� NP $&%��Q�ก
��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
��Z��%����X�ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ��Z�
���	#����Y#"#�
/
������
�}#��
�ก� 0��#�ก 4 ��� �Y# M PA PB1 0�� PB2 ��^� ��������%����X�ก�
��Y^#$�
��
$"%���&'�()�!ก
��Z�
'����/�!�
/ ก�
1��
��ก��"#���Y^#$�
�� KU5.1 �)�Q��ก�&"X^��#��
�^� 
�&�Q��ก�&Q�กก�
�k��"%��!ก
��Z��Q�ก/
������
�}#��
�ก� 0��Q�ก/
����'����/�!�
/ (ก
�/�!
��	�* ก
��
���ก�	
0����ก
�*) cXZ�ก�
0�ก�/��Z���k��"%��)�##ก��	�*������	Q�ก	)����	� #�QQ�
�/_���	!1��k���(��Z�k�'�%�ก�&ก�
0�
)ก
�Q��"#���Y^#$"%���&'�()�!ก
Q�ก/
������XZ�$/�2)#�ก
/
������XZ�$&% 
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B���*J 11  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� M "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
                 �/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
                 MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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B���*J 12  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� PA "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
                  �/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
                  MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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B���*J 13  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� PB1 "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
                 �/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
                 MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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B���*J 14  0�&�01��2��	%�$�% (Phylogenetic tree) "#���� PB2 "#� A/SW/Thailand/KU5.1/04 
                 �/
��
����
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�()#YZ�bQ�ก}��"%#�2�'� Genbank &%���/
0ก
� 
                 MEGA 4.0 ���Z������)���YZ#jY#"#�01��2���&�'�%ก�
 bootstrap 1000 �
�^� 
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2.  ก��)C��&��ก��&�����ก���)#�(*� M1 

 
2.1 ก�
�����
���* 0��ก�
������� M1 
 

Q�กก�
�k� RT-PCR �&�'�% primer ��ZQk�����	)#��� M1 "#���Y^#$�
��$"%���&'�()��^� 
�
�)�$&% PCR product ��Z��"��& 702 bp (�����Z 15) 0����YZ#�k� PCR product ��Z$&%������'� TA 
cloning kit 0�� transform ��'� E.coli DH5α �k�ก�
��&��Y#ก�c��*��Z$&%
�
������& �&�&2Q�ก��
"#���������Z$&%��"�� (Blue-white screening) 0������
j�Q
�(�	�
�	$&%'�#���
���^����Y^#��Z����
/y������0#���c���� Q�ก��^��k���������"����^���	
�Q�#
�Y�����)������ M1 0�
ก#�2)Q
���&��k� 
PCR &%�� primers ��ZQk�����	)# M1 gene ��YZ#�Y����1� 0�����k�&�
�
�"#�������Z$&%�&�
	
�Q�#
�k�&�
�
� �
�)� primer ��Z'�%'�ก�
�k� PCR ������Qk�����	)#��� M1 "#���Y^#$"%���&
'�() �k�ก�
�Y����1��k�&�
�
�Q�ก PCR product 0���/
��
����
ก�
�k�&�
�
�"#� influenza A 
viruses ��Z0�ก$&%Q�ก�!ก
 (A/swine/Leipzig/145/92(H3N2)) ��2/�� (A/wild 
boar/Germany/WS169/2006(H3N2)) $ก)��� (A/turkey/Germany/3/91(H1N1)) �� 
(A/Philippines/344/2004(H1N2)) 0�� $ก) (A/chicken/Hubei/wk/1997(H5N1)) cXZ���
�����'� 
}��"%#�2� Genbank �
�)��k�&�
�
���������%����X�/
���� 93-97% �)�� amino acid ������
��%����X�ก��/
���� 97-99% (�����Z 16) 0����YZ#�k� amino acid "#�$"%���&'�()���&
� 0��c� 
���/
��
����
�
��������%����X������ 46.7% 0�� 30.2% 	���k�&�
 0�&�'�%��U��)���� M ��Z1��	
$&%��^�������Qk�����	)#��� M "#�$�
��$"%���&'�() ���&�# ��กก�)����&
� 0��c� 
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B���*J 15  ก�
	
�Q�#
 PCR Product "#���� M ��Z$&%Q�กก�
�k� RT-PCR �&�'�% primer ��Z

Qk����� &%�� 1% agarose gel electrophoresis  
�)#� M  = DNA marker  
�)#� 1,2 = PCR Product "��& 702 bp 
�)#� 3    = Negative control 
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B���*J 16  ก�
�/
��
����
�k�&�
ก
&#�����"#���� M ��Z����$&%ก�
�k�&�
ก
&#�����"#�$�
��
$"%���&'�()���&�# ��Z0�ก$&%Q�ก A/swine/Leipzig/145/92(H3N2) (DQ186981), A/wild 
boar/Germany/WS169/2006(H3N2) (AM746618), A/turkey/Germany/3/91(H1N1) 
(Z26859), A/Philippines/344/2004(H1N2) (EF101742) 0�� 
A/chicken/Hubei/wk/1997(H5N1) (DQ997124) cXZ���
�����'�}��"%#�2� Gen Bank 
�&�'�%�/
0ก
� Bioedit version 7.0.9.0 
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2.2  ก�
1��	 0��ก�
/
���������Qk�����"#��/
	���2ก1�� M1 
 

Q�กก�
���^����Y^# E.coli ��YZ#�ก�&������&0��	�&&%���#�$c�*	�&Qk����� BamHI 0��
KpnI 0�������"%��2) expression vector (pQE30) ��Z	�&&%���#�$c�*	�&Qk��������&�&���ก�� 0�%��k�
ก�
 transform �"%� E coli ������ !* DH5α 0�� subclone ��'� E coli ������ !* M15 ��YZ#ก
�	!%�
'�%�ก�&ก�
�
%��
��#�
�0���*�/
	���
�)���ก�
�
%���/
	��cXZ���"��&/
���� 26 kDa (�����Z 
17) �/
	�� M1 ��Z�����
���*Q�ก E. coli �)��'�()#�2)'�
2/ inclusion body ���'��c��* ��YZ#�Q�ก
0j
�/
	��/
�กy��&�Q�#�2)'�	�ก#��c��* ��YZ#	
�Q�#
�&�ก�
0�ก�/
	��&%�� SDS-PAGE 
'� 15% gel Q�ก��^��k��/
	��'�%

��!� ��
���)��0���k�$/'�% ��YZ#�k��/
	���2ก1�� M1 $/
	
�Q�#
����Qk�����&%���� � Western blot ก�
c�
��"#��!ก
0��$ก)��Z��0#�	�
#&�	)#��Y^#$�
��
$"%���&'�() ���&�# �
�)��ก�&0j
���̂k�	��	
�	k�0��)�/
���� 26 kDa 0	)$�)"X^�0j
���̂k�	����Z
	k�0��)�/
���� 26 kDa '�c�
���!ก
0��$ก)��Z/ก	� (�����Z 18) cXZ�0�&�'�%��U��)��/
	���2ก1�� 
M1 ��^������Qk�����	)#0#�	�
#&�"#���	�*��Z	�&��Y^#$�
��$"%���&'�()���& �# $&% 

 

2.3  ก�
ก
�	!%�'�%�ก�&ก�
	#
��#�����2���!%�ก��'�ก
�	)��0��	
�Q�#
ก�
�k�
/y�ก�
���"#�0#�	�
#&�	)#�/
	���2ก1�� M1 

 

��YZ#�k�c�
��Q�กก
�	)����Zj2กก
�	!%�&%�� �/
	���2ก1�� M1 ��	
�Q�#
��
0#�	�
#&�	)#�/
	��&��ก�)��&%���� � dot blotting �
�)� c�
��Q�กก
�	)������
j�k�/y�ก�
���#�)��
Qk�����ก�
 �/
	���2ก1�� M1 �)��ก�
�&�#
��$	�	#
* "#� hyperimmune serum Q�กก
�	)��
��Z$&%�&�ก�
�k��QY#Q��	���k�&�
0

�#���)� (two-fold serial dilution) Q�ก 1:100 jX� 1:12,800 
0��/�)#�'�%�k�/y�ก�
���ก�
 �/
	���2ก1�� M1 �
�)� 0#�	�
#&�����
j�k�/y�ก�
���ก�
0#�	��Q�
$&%�!ก�����"%�"%� (�����Z 19) cXZ�0�&��)�/
	���2ก1�� M1 ���!���
�	��/_�0#�	��Q���Z&� 0�� 
hyperimmune serum Q�กก
�	)�� ��$	�	#
*�2���กก�)� 1:12,800 

 
 ��YZ#�k�0#�	�
#&�&��ก�)����	
�Q�#
ก�
�k�/y�ก�
���ก�
��Y^#$"%���&'�()�!ก
 ������ !* 
H3N2 '��c��* MDCK &%���� � IPMA �
�)���ก�
�k�/y�ก�
���ก��
���)��0#�	�
#&�ก�
��Y^#$�
��
$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 ��Z #�2)���'��c��* MDCK Q���U�$&%Q�ก�c��*	�&��Y^#$�
��Q�����
�̂k�	��0&�"#� DAB ��YZ#����
ก�
�c��*/ก	���Z$�)	�&�� (�����Z 20) 0�&�'�%��U��)�0#�	�
#&���Z$&%
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Q�กก�
ก
�	!%�'�%�ก�&ก�
1��	&%���/
	���2ก1�� M1 ��^�����
j�k�/y�ก�
���$&%ก�
��Y^#$�
��
$"%���&'�()'��c��*�������^�� 
 
 &����^�0#�	�
#&���Z1��	$&%��^QX�����
j�k���'�%'�ก�
	
�Q�#
 0������Q`����Y^#$�
��
$"%���&'�()'��c��*�������^����Z������)���ก�
	�&��Y^#$&% cXZ��/_�ก�
����Q`��ก�
	�&��Y^#$"%���&'�()
���&�# #�ก�� ���XZ���Z'�%����
�&�
U� 0���)��ก�)��� �ก�
ก�
����0�ก��Y^#Q�ก$")�aก �
Y#Q�ก�c��*
�������^�� cXZ��/_��� ���	
}����Z������Qk������2� 0	)	%#�'�%
�������'�ก�
	
�Q�#
�&��`��Z�
/
���� 5 ��� 0	)#�Q�����กก�)���/&��*��ก��Y^#��/
�����%#� (Shalit et.al., 1985) �����Q��'�
�
�^���^���/���������ก'�ก�
1��	�/
	���2ก1�� ��Zj2ก�#ก
���Q�ก��� M cXZ��/_��/
	����
��
%��
"#���Y^#$"%���&'�() ��Z'�%0�ก���&"#���Y^#$�
��$"%���&'�()�)��/_����& �# 
� �
Y# c���Z��
����Qk������2� (Lamb and Lai, 1981; Bucker-White et al., 1986; Ito et al., 1991) ��YZ#�k���
/
��!ก	*'�%'�ก�
����Q`���
�$"%���&'�()���&�# '���	�* '�%�ก�&����
�&�
U� j2ก	%#� #�ก��^�
�/
	���2ก1�� M1 ��Z$&% �������
j��
�!��!����0��/
����ก�
1��	��YZ#'�%$&%	������
	%#�ก�
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B���*J 17  ก�
	
�Q�#
�/
	���2ก1�� M1 '� E.coli. M15 &%���� � SDS-PAGE 1)�� 
15% gel 
�)#���Z 1 = Molecular Weight Marker (kDa)  
�)#���Z 2 = �/
	����Z$&%Q�ก E.coli. M15 ��Z��������& pQE30-M1 0	)$�)j2ก

ก
�	!%�&%�� IPTG 
�)#���Z 3 = �/
	����Z$&%Q�ก E.coli. M15 ��Z��������& pQE30-M1 ��Zj2กก
�	!%�

&%�� IPTG cXZ�����
j1��	�/
	���2ก1�� M1 ��Z��"��&/
���� 
26 kDa 

�)#���Z 4 = �/
	����Z$&%Q�ก E.coli. M15 ��Z��������& pQE30 0	)$�)j2กก
�	!%�
&%�� IPTG 

�)#���Z 5 = �/
	����Z$&%Q�ก E.coli. M15 ��Z��������& pQE30 ��Zj2กก
�	!%�&%�� 
IPTG 
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B���*J 18  ก�
�&�#
�/
	���2ก1�� M1 ก�
 0#�	�
#&�Q�ก��	�*���&	)��b &%���� � 
Western blot  
�)#���Z 1 = Molecular Weight Marker (kDa)  
�)#���Z 2 = 0#�	�
#&�Q�ก$ก)/ก	�  
�)#���Z 3 = 0#�	�
#&�Q�ก$ก)��Z	�&��Y^#$"%���&'�() ������ !* H5N1  
�)#���Z 4 = 0#�	�
#&�Q�ก�!ก
/ก	�  
�)#���Z 5 = 0#�	�
#&�Q�ก�!ก
	�&��Y^#$"%���&'�() ������ !* H3N2 
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B���*J 19  ก�
�&�#
0#�	�
#&�	)#�/
	���2ก1�� M1 Q�กc�
��ก
�	)���&��� � Dot blotting �&� 
                 '�%#�	
��)��
���)��c�
��ก�
	���QY#Q�� 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1,600, 1:3,200, 
                 1:6,400 0��1:12,800 	���k�&�
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(ก)                                                                 (�) 
 

B���*J 20  ก�
�&�#
ก�
�k�/y�ก�
���"#�0#�	�
#&���Z1��	$&%ก�
��Y^#$"%���&'�()�!ก
 ������ !* 
                 H3N2 ��Z	�&'��c��*�������^�� MDCK &%���� � Immunoperoxidase monolayer assay 
                 (IPMA)  


2/ ก �Y#�c��* MDCK ��Z/ก	� 

2/ " �Y#�c��* MDCK ��Z	�&��Y^#$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 �
�)���YZ#�k�/y�ก�
���
ก�
0#�	�
#&�&��ก�)�� �c��*��Z	�&��Y^#$�
��Q�	�&���̂k�	���"%� 
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���# 
 

1. 1�ก�
�Xก����ก��������� !ก

�"#���Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
 ������ !* H3N2 ��Z�k�
ก�
�กU
	��#�)��'�/
����$�� 
���)��/| 2004-2006 �
�)���Y^#$�
����Z�Xก����^�/_� #�QQ��ก�&Q�ก
ก�
1��
��ก�� (reassortant) �&�$&%
�
 ��� HA 0�� ��� NA ��Q�ก $�
��$"%���&'�()��Z����ก���
��%��$�
��$"%���&'�()'��� (human-like influenza virus) cXZ���0��)���Z��Q�ก�!ก
���	#����Y#
"#�/
����#��
�ก� (North American swine) �)����� NS 0�� ��� NP �/_������Z��Q�ก$�
��
$"%���&'�()�!ก
(SIV) cXZ�����'ก�%��&ก�
 North American SIV �)����� M ��� PA ��� PB1 0��
��� PB2 ��^� �/_������Z��Q�ก SIV cXZ�����'ก�%��&ก�
 European SIV �&�ก�
�ก�& reassortant "#�
��Y^#$�
��$"%���&'�()�!ก
'�/
����$�� �)�Q���Q�กก�

��ก��"#���Y^#��Z��#�2)0�%�'�/
����ก�

��Y^#��Z��Q�กก�
�k��"%��!ก
��Z��Q�ก/
����#��
�ก� 0��Q�ก/
����'����/�!�
/ 

 
2. 1�Q�กก�
���� 0��ก�
0�&�##ก"#��/
	�� M1 cXZ��Xก��Q�ก��Y^#$�
��$"%���&'�()

�!ก
 A/SW/Thailand/KU7.2/04 �
�)� primer ��Z##ก0

�k��
�
������� M1 ��^�������Qk�����
	)# ��� M1 "#���Y^#$�
���&��Y����Q�ก1�ก�
����
���*�k�&�
�
�"#� PCR product ��Z$&%Q�กก�

�����
���*&%�������� RT-PCR �/
��
����
ก�
�k�&�
�
�"#���Y^#$�
��$"%���&'�() ��Z��
�����'�
}��"%#�2� Genbank 0����YZ#�k���^� PCR product �k�ก�
������ expression vector pQE30 
����
j����Z���k�'�%�ก�&ก�
1��	 �/
	���2ก1�� M1 $&%'���Y^# E.coli ������ !* M15 cXZ���"��&
/
���� 26 kDa 0���/
	���2ก1�� M1 ����
jก
�	!%�'�%�ก�&ก�
1��	0#�	�
#&�'�ก
�	)��$&% 
cXZ�0#�	�
#&���Z$&%����
j�k�'�%�ก�&/y�ก�
���$&% ��YZ#�k����&�#
ก�
��Y^#$�
��$"%���&'�() '�
�c��* MDCK &����^��/
	���2ก1��0��0#�	�
#&���Z1��	$&%Q�ก E. coli ��^ QX�������Qk����� 0��
������k��
�
��ZQ��k�$/��s��	)#��YZ#'�%'�ก�
	
�Q�#
��	�*��Z	�&��Y^#$�
��$"%���&'�() ���& �# 
#�����)� ������ !* H3N2 '��!ก
 �
Y# ������ !* H5N1 '���	�*/|ก �
Y#'���	�*���^���2ก&%�������&
#YZ� ��YZ#�/_�/
�����*'�ก�
����Q`���
�$"%���&'�() ���&�# 	)#$/ 
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