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แบบสรปุผูบ้ริหาร 
(Executive Summary) 

สาํนักงานคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ 
_______________________________________ 

 
1. รายละเอียดเกีTยวกบัแผนงานวิจยั 
1.1 ชืTอเรืTอง 

ภาษาไทย แผนงานวจิยัการศกึษาเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนดิเอในประเทศไทย: เชื�อไวรสั 
 ไขห้วดันก และไขห้วดัใหญ่สุกร        

ภาษาองักฤษ Research program on the study of influenza A in Thailand:  avian influenza  
 and swine influenza viruses  

แผนงานวิจยันี�ประกอบด้วย 4 โครงการวิจยัคือ  
โครงการทีT 1 การศกึษาบทบาทของนกกระทาในการทาํหน้าที@เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลกูผสม 
   ชนดิใหมข่องเชื�อไขห้วดัใหญ่  
  (Genetic reassortment of influenza viruses using quail as mixing vessel model) 

 
โครงการทีT 2 การสาํรวจหาอุบตักิารณ์ของการตดิเชื�อขา้มชนดิสตัวข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ 
  (Investigation of cross-species transmission of avian, human & swine influenza A  
  viruses) 
 
โครงการทีT 3  การศกึษานํารอ่งในการพฒันาชุดตรวจสอบเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ: ชดุตรวจสารพนัธกุรรม  

และชดุตรวจแอนตบิอด ี
(Preliminary study on the development of test kits for influenza A viruses: nucleic acid 
and antibody tests) 

 
โครงการทีT 4 การเฝ้าระวงัการเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในฟารม์สกุรในปี 

2010 
  (Monitoring of genetic changes of 2010 swine influenza viruses in swine farms)  
 

1.2 ชืTอคณะผูวิ้จยั 
ผูอ้าํนวยการแผนงาน   รศ. น.สพ. ดร. อลงกร  อมรศลิป์ 
     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   
     ถนน องัรดีนูงัต ์  ปทมุวนั  กรงุเทพ 10330  
     โทรศพัท ์  0-2218-9577 โทรสาร   0-2218-9577 
     Email: Alongkorn.a@chula.ac.th
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ทีTปรกึษาแผนงานวิจยั  ศ. นพ. ยง  ภู่วรวรรณ 
     ศนูยเ์ชี@ยวชาญเฉพาะทางไวรสัวทิยาคลนิกิ 
     คณะแพทยศาสตร ์   จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   
    ศ. น.สพ.ดร. รุง่โรจน์ ธนาวงษ์นุเวช  
     หน่วยชนัสตูรโรคสตัว ์และภาควชิาพยาธวิทิยา 
     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
ผูร้ว่มงานวิจยั  
 หวัหน้าโครงการวิจยัทีT 1 รศ. น.สพ. ดร. สมศกัดิ k  ภคัภญิโญ 
     หน่วยโรคสตัวปี์ก ภาควชิาอายุรศาสตร ์
     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   
 หวัหน้าโครงการวิจยัทีT 2  รศ. น.สพ. ดร. อลงกร  อมรศลิป์ 
     หวัหน้าหน่วยปฎบิตักิารวจิยัโรคอุบตัใิหม่และอุบตัซิํ�าในสตัว ์
     ภาควชิาสตัวแพทยสาธารณสขุ 
     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั    
   และ อ. สพ.ญ ดร. จฑุาทพิย ์เขยีวเจรญิ  
     หน่วยไวรสัวทิยา ภาควชิาพยาธวิทิยา 
     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   
 หวัหน้าโครงการวิจยัทีT 3 รศ. น.สพ. ดร. อลงกร  อมรศลิป์ 
     หวัหน้าหน่วยปฎบิตักิารวจิยัโรคอุบตัใิหม่และอุบตัซิํ�าในสตัว ์
     ภาควชิาสตัวแพทยสาธารณสขุ 
     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   
 หวัหน้าโครงการวิจยัทีT 4 รศ. สพ.ญ ดร. สนันิภา  สรุฑตัต์ 
     หวัหน้าศนูยว์จิยัโรคอุบตัใิหมแ่ละอุบตัซิํ�าในสตัว์   
     ภาควชิาจลุชวีวทิยา 

     คณะสตัวแพทยศาสตร ์  จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั   
 
1.3 งบประมาณและระยะเวลาทาํวิจยั  

ไดร้บังบประมาณ ประจาํปีงบประมาณ พ.ศ. ……2553…..งบประมาณที@ไดร้บั…….4,300,000…...…บาท 
ระยะเวลาทาํการวจิยั…………………..1..ปี……  ตั �งแต่….7..พฤษภาคม..2553..ถงึ..6..พฤษภาคม..2554 
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 2. สรปุโครงการวิจยั  
 
ความเป็นมาของแผนงานวิจยั 

โรคไขห้วดัใหญ่ (Influenza) เกดิจากเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (Influenza type A virus) ในประเทศ
ไทยเชื�อไขห้วดัใหญ่ทาํใหเ้กดิการระบาดของโรคไขห้วดัใหญ่ในสตัวปี์กและสตัวเ์ลี�ยงลกูดว้ยนมหลายชนิดรวมทั �ง
คน แผนงานวจิยัครั �งนี�เป็นการศกึษาเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในประเทศไทย ทั �งเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่สตัวปี์ก
และไขห้วดัใหญ่สกุร เพื@อนําไปสูก่ารเฝ้าระวงั การควบคุมและการป้องกนัโรคไขห้วดัใหญ่ในคนและสตัว ์ แผน
งานวจิยันี�ประกอบดว้ยโครงการวจิยั 4 โครงการเพื@อศกึษาขอ้มลู 1) บทบาทของนกกระทาในการทาํหน้าที@เป็น
โฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนิดใหมข่องเชื�อไขห้วดัใหญ่  2) อุบตักิารณ์ของการตดิเชื�อขา้มชนิดสตัว์
ของเชื�อไขห้วดัใหญ่ โดยเฉพาะในประชากรสตัวแ์ละคนที@เป็นกลุ่มเสี@ยง  3) การพฒันานําร่องชุดตรวจสาร
พนัธุกรรมแบบงา่ยดว้ยวธิ ีPCR-LAMP และชดุตรวจแอนตบิอดดีว้ยวธิ ีNP-ELISA  4) การเฝ้าระวงัการ
เปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในชว่งปี 2553-2554  

 
วตัถปุระสงคห์ลกัของแผนงานวิจยั 

วตัถุประสงคห์ลกัของแผนงานวจิยั คอืการศกึษาเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในประเทศไทย ทั �งเชื�อไวรสั
ไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กและไขห้วดัใหญ่สกุร เพื@อนําไปสูก่ารเฝ้าระวงั การควบคุมและการป้องกนัโรคไขห้วดัใหญ่ใน
คนและสตัวใ์นอนาคต   

 
วตัถุประสงคข์องแต่ละโครงการประกอบดว้ย 

โครงการวจิยัที@ 1.  การศกึษาบทบาทของนกกระทาในการทาํหน้าที@เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสั 
 ลกูผสมชนิดใหมข่องเชื�อไขห้วดัใหญ่  

วตัถุประสงคเ์ชงิกจิกรรมของโครงการประกอบดว้ย 
1.1  การเตรยีมสตัวท์ดลองและการใหเ้ชื�อไวรสั  
1.2. การสงัเกตอาการทางคลนิิก การตรวจทางพยาธวิทิยา การศกึษาการ

ปลดปล่อยไวรสั  
1.3. การศกึษาไวรสัลกูผสม 

โครงการวจิยัที@ 2.   การสาํรวจหาอุบตักิารณ์ของการตดิเชื�อขา้มชนดิสตัวข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ
วตัถุประสงคเ์ชงิกจิกรรมของโครงการประกอบดว้ย 

2.1  การคดัเลอืกกลุ่มเป้าหมาย (ประชากรกลุม่เสี@ยงต่อการตดิเชื�อ)  
2.2  การเกบ็ตวัอย่างเลอืดในคนและสกุร   
2.3  การตรวจตวัอย่างซรี ั @มดว้ยวธิ ีhemagglutination-inhibition (HI) test  
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โครงการวจิยัที@ 3.   การศกึษานํารอ่งในการพฒันาชุดตรวจสอบเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ: ชดุตรวจสาร
พนัธุกรรม และชดุตรวจแอนตบิอด ี

  วตัถุประสงคเ์ชงิกจิกรรมของโครงการประกอบดว้ย 
3.1   การพฒันาชุดตรวจสารพนัธกุรรมแบบงา่ย เพื@อตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดั

ใหญ่ชนดิเอ 
3.2   การพฒันาชุดตรวจแอนตบิอดตีอ่การตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอในสตัว์

หลายชนดิ      
โครงการวจิยัที@ 4.   การเฝ้าระวงัการเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในฟารม์สกุร       

ในปี 2010 
 วตัถุประสงคเ์ชงิกจิกรรมของโครงการประกอบดว้ย 

4.1   เกบ็ตวัอย่างจากสกุรในฟารม์ และเพาะแยกเชื�อและตรวจพสิจูน์เชื�อ 
 ไขห้วดัใหญ่สกุร   
4.2   ถอดรหสัพนัธกุรรมทั �งหมดของเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร 
4.3   วเิคราะหก์ารเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร 
 ในประเทศไทย 

   
 

ผลการวิจยั กลุม่เป้าหมาย ประโยชน์ทีTได้รบัจากโครงการ และการนําไปใช้ประโยชน์ 
 

ผลการวจิยัการศกึษาเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในประเทศไทย ทั �งเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กและ
ไขห้วดัใหญ่สกุร  เมื@อศกึษาบทบาทของนกกระทาต่อการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ พบว่านกกระทามคีวามไวและ
สามารถตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กชนิดไมร่นุแรง H3N2 และเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร H1N1 ได ้โดยที@เชื�อไวรสั
สามารถเพิ@มจาํนวนไดด้ใีนนกกระทา และนกกระทาปลดปล่อยไวรสัในระบบทางเดนิหายใจ นอกจากนี�ยงัพบว่า 
นกกระทาสามารถทาํหน้าที@เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลูกผสมชนิดใหมไ่ด ้เมื@อศกึษาการตดิเชื�อหรอืการมี
แอนตบิอดต่ีอเชื�อไขห้วดัใหญ่สุกรและเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน ในสกุรและคนในฟารม์สกุรในประเทศไทยระหว่างปี
พ.ศ. 2553-2554 พบว่าสกุรมแีอนตบิอดต่ีอเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรสายพนัธุ ์ H1N1, H3N2 และเชื�อไขห้วดัใหญ่ 
H1N1 2009 เชน่เดยีวกบัคนในฟารม์สกุรมแีอนตบิอดต่ีอเชื�อไขห้วดัใหญ่ H1N1 2009 และเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร 
H1N1, H3N2  ซึ@งแสดงใหเ้หน็ว่าสกุรและคนสามารถตดิเชื�อขา้มระหว่างเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรและเชื�อไขห้วดัใหญ่
ในคน (โดยเฉพาะเชื�อไขห้วดัใหญ่ H1N1 2009) และประชากรคนกลุ่มเสี@ยงที@พบการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่มาก คอื
กลุ่มที@ทาํงานใกลช้ดิกบัสกุร เมื@อศกึษาการเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในฟารม์สกุรใน
ประเทศไทยระหว่างปีพ.ศ. 2553-2554 พบว่าสามารถแยกเชื�อไวรสัได ้4 ตวัอย่างและจาํแนกสายพนัธุเ์ป็นเชื�อ
ไขห้วดัใหญ่สกุรประจาํถิ@น (swH1N1) จาํนวน 2 ตวัอยา่ง และเป็นเชื�อไขห้วดัใหญ่ 2009 (pH1N1) จาํนวน 2 
ตวัอย่าง แสดงใหเ้หน็ว่าในปีพ.ศ. 2553-2554 สกุรในฟารม์สว่นใหญ่ตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรประจาํถิ@น (swH1N1) 
และเชื�อไขห้วดัใหญ่ 2009 (pH1N1) โดยที@เชื�อไขห้วดัใหญ่ที@แยกไดม้รีหสัพนัธุกรรมที@หลากหลายและแตกต่างกนั 
เมื@อศกึษาพฒันานํารอ่งชดุตรวจสารพนัธุกรรมและชดุตรวจแอนตบิอด ีสาํหรบัตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดัใหญ่ พบวา่
ไดพ้ฒันานํารอ่งชดุตรวจสารพนัธุกรรมแบบงา่ย (PCR-LAMP) ซึ@งทดสอบแลว้ว่าเป็นวธิทีี@มคีวามไว ความจาํเพาะ 
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และความแมน่ยาํในระดบัสงู แต่มคีวามน่าเชื@อถอือยูใ่นระดบัที@ไมน่่าพอใจ ดงันั �นจงึยงัไมค่วรนําชดุตรวจไป
ทดสอบยงัสถานที@จรงิหรอืในฟารม์ และควรมกีารปรบัปรงุวธิ ีPCR-LAMP ใหค้งที@ นอกจากนี�ยงัพฒันานํารอ่งชดุ
ตรวจแอนตบิอดต่ีอการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (NP-ELISA) โดยไดโ้ปรตนี NP สาํหรบัพฒันา ELISA ต่อไป 
อยา่งไรกต็ามการวจิยัครั �งนี�ยงัไมไ่ดพ้ฒันาเป็นชดุตรวจ NP-ELISA เนื@องจากโปรตนีที@ได ้มคีวามจาํเพาะตํ@าและมี
ปรมิาณน้อย 
 

ผลการวจิยัครั �งนี�กลุ่มเป้าหมายที@จะไดร้บัประโยชน์จากแผนงานวจิยั คอืหน่วยงานราชการที@เกี@ยวขอ้ง 
เชน่ กรมปศุสตัว ์กระทรวงเกษตรและสหกรณ์  กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ กรมอุทยาน
แหง่ชาต ิสตัวป์า่และพนัธุพ์ชื โดยสามารถนําขอ้มลูที@ไดจ้ากการศกึษาวจิยัไปใชใ้นการประกอบการวางแผนการ
ควบคุมและป้องกนัการระบาดของโรคไขห้วดัใหญ่ในคนและสตัว ์ เช่น ขอ้มลูนกกระทาสามารถทาํหน้าที@เป็น
โฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนิดใหมไ่ด ้ดงันั �นการเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ควรมุง้เน้นไปยงัการเฝ้าระวงั
เชื�อไขห้วดัใหญ่ในนกกระทา รวมทั �งขอ้มลูสกุรและคนสามารถตดิเชื�อขา้มระหวา่งเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรและเชื�อ
ไขห้วดัใหญ่ในคน ดงันั �นควรมกีารเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ในประชากรคนกลุ่มเสี@ยงและสุกรอย่างสมํ@าเสมอ  
นอกจากนี�สกุรในฟารม์สามารถตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรประจาํถิ@นและเชื�อไขห้วดัใหญ่ H1N1 2009 ดงันั �นการเฝ้า
ระวงัโรคในสกุรกม็คีวามสาํคญัเชน่เดยีวกนั การพฒันานํารอ่งชดุตรวจสอบเพื@อการตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดัใหญ่ จะ
มปีระโยชน์ต่อหน่วยงานต่างๆ ทั �งภาครฐัและเอกชน รวมทั �งสถาบนัการศกึษา เมื@อมกีารถ่ายทอดเทคโนโลยเีพื@อ
สามารถนําไปใชแ้ละปฎบิตังิานไดจ้รงิในอนาคต 
  

ผลงานวจิยัครั �งนี�สามารถนําไปใชป้ระโยชน์ โดยนําเสนอขอ้มลูที@ไดไ้ปยงัหน่วยงานที@เกี@ยวขอ้งกบัการ

วางแผนควบคุมป้องกนัการระบาดของเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอทั �งในสตัวแ์ละมนุษย ์ โดยใหข้อ้เสนอที@สาํคญัคอื 

การเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ นอกจากจะใหค้วามสาํคญัในการเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ในไก่และเป็ดแลว้ ควร

มุง่เน้นการเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ในนกกระทาและสกุร ทั �งนี�เนื@องจากผลการวจิยัชี�ใหเ้หน็ว่า นกกระทาเมื@อตดิ

เชื�อไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กและเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรแลว้ สามารถปลดปล่อยเชื�อไวรสัในระบบทางเดนิหายใจ และนก

กระทาสามารถทาํหน้าที@เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนิดใหม่ได ้เชน่เดยีวกบัสกุรที@สามารถตดิเชื�อ

ไขห้วดัใหญ่สกุรและเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน และสกุรกม็รีายงานว่า เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนิด

ใหมไ่ดเ้ชน่กนั นอกจากนี�ผลการวจิยัยงัชี�ถงึการตดิเชื�อขา้มระหว่างเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรและเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน 

ในสกุรและคนในฟารม์ ซึ@งแสดงถงึปจัจยัเสี@ยงดา้นอาชพีต่อการเกดิโรคไขห้วดัใหญ่ ดงันั �นการเฝ้าระวงัโรคในคน

ในประชากรกลุ่มเสี@ยงกม็คีวามสาํคญัและตอ้งคาํนงึถงึ  การพฒันานําร่องของชดุตรวจสารพนัธุกรรมและชดุตรวจ

แอนตบิอดเีพื@อตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดัใหญ่ จะเป็นจดุเริ@มตน้ในการพฒันาชดุตรวจสอบที@มปีระสทิธภิาพและมี

ประโยชน์ในการเฝ้าระวงัโรคในสตัวปี์กและสตัวช์นดิอื@นๆ ไดใ้นอนาคต  

ขอ้เสนอแนะสาํหรบัการต่อยอดผลงานวจิยั ควรสนบัสนุนการเฝ้าระวงัโรคและเชื�อไขห้วดัใหญ่อย่าง

ต่อเนื@อง โดยเฉพาะสตัวท์ี@มคีวามไวต่อโรคไขห้วดัใหญ่ (สตัวปี์ก) สตัวท์ี@เป็นแหล่งรงัโรค (เป็ด นกนํ�า และนกป่า) 

และสตัว์ที@สามารถเป็นโฮสตต์วักลาง (นกกระทาและสกุร)  โดยเฉพาะการเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ในสกุร ซึ@งมี
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ความสาํคญัและมหีลกัฐานเด่นชดัในการตดิเชื�อขา้มระหว่างเชื�อไขห้วดัใหญ่ในสกุรและคน นอกจากนี�การ

สนบัสนุนต่อยอดการพฒันาชดุตรวจสารพนัธุกรรมและชดุตรวจแอนตบิอดเีพื@อการตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดัใหญ่ จะ

เป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ และอาจพฒันานําไปใชป้ระโยชน์ในเชงิพาณิชยไ์ดใ้นอนาคต  
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ชืTอแผนงานวิจยั แผนงานวิจยัการศึกษาเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในประเทศไทย: เชื�อไวรสั 
 ไข้หวดันก และไข้หวดัใหญ่สุกร        
  
 

บทคดัยอ่ 
 

โรคไขห้วดัใหญ่ (Influenza) เกดิจากเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (Influenza type A virus) ในประเทศ
ไทยเชื�อไขห้วดัใหญ่ทาํใหก้ารระบาดของโรคไขห้วดัใหญ่ในสตัวปี์กและสตัวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนมหลายชนิดรวมทั �งคน 
แผนงานวจิยันี�มวีตัถุประสงค ์เพื@อศกึษาเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในประเทศไทย ทั �งเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่สตัว์
ปีกและไขห้วดัใหญ่สกุร เพื@อนําไปสูก่ารเฝ้าระวงั การควบคุมและการป้องกนัโรคไขห้วดัใหญ่ในคนและสตัวใ์น
อนาคต วธิดีาํเนนิแผนงานวจิยัประกอบดว้ยโครงการวจิยั 4 โครงการ คอื โครงการที@ 1 การศกึษาบทบาทของนก
กระทาในการทาํหน้าที@เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนิดใหม่ของเชื�อไขห้วดัใหญ่ โครงการที@ 2 การ
สาํรวจหาอุบตักิารณ์ของการตดิเชื�อขา้มชนิดสตัวข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอ โครงการที@ 3 การศกึษานํารอ่งในการ
พฒันาชดุตรวจสอบเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอ: ชุดตรวจสารพนัธกุรรมและชดุตรวจแอนตบิอด ีโครงการที@ 4 การเฝ้า
ระวงัการเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในฟารม์สกุรในปี 2010 ผลของแผนงานวจิยัครั �ง
นี� พบว่า 1) เชื�อไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กชนิดไมร่นุแรง H3N2 และเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร H1N1 สามารถเพิ@มจาํนวนได้
ในนกกระทา และนกกระทาสามารถปลดปล่อยไวรสัออกมาทางระบบทางเดนิหายใจ และสรปุไดว้่า นกกระทา
สามารถทาํหน้าที@เป็นโฮสต์ตวักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนิดใหมไ่ด ้ 2) สกุรและคนสามารถตดิเชื�อขา้ม
ระหวา่งเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรและเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน (โดยเฉพาะเชื�อไขห้วดัใหญ่ 2009) และประชากรคนกลุ่ม
เสี@ยงที@พบการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่มาก คอืกลุ่มที@ทํางานใกลช้ดิกบัสกุร 3) สามารถพฒันานํารอ่ง ชุดตรวจสาร
พนัธุกรรมแบบงา่ย (PCR-LAMP) ซึ@งเป็นวธิทีี@มคีวามไว ความจาํเพาะ และความแม่นยาํในระดบัสงู แต่มคีวาม
น่าเชื@อถอือยูใ่นระดบัที@ไมน่่าพอใจ และพฒันานํารอ่งชดุตรวจแอนตบิอดต่ีอการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอ (NP-
ELISA) โดยไดโ้ปรตนี NP สาํหรบัพฒันา ELISA assay ต่อไป  4) ในปีพ.ศ. 2553-2554 ไดต้รวจพบเชื�อไขห้วดั
ใหญ่สกุรประจาํถิ@น (swH1N1) และเชื�อไขห้วดัใหญ่ 2009 (pH1N1) ในฟารม์สุกรโดยที@เชื�อไขห้วดัใหญ่ที@แยกไดม้ี
รหสัพนัธุกรรมที@หลากหลายและแตกต่างกนั โดยสรุปประโยชน์ของแผนงานวจิยัครั �งนี� คอืไดข้อ้มลูที@เกี@ยวขอ้งกบั
เชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในประเทศไทย ทั �งเชื�อไวรสัไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กและไขห้วดัใหญ่สกุร เชน่ 1) ไดท้ราบ
ความไวของนกกระทาต่อการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ และไดข้อ้มลูในการผลติไวรสัลกูผสมชนิดใหมข่องเชื�อไขห้วดั
ใหญ่ในนกกระทา 2) ไดข้อ้มลูของขอบเขตและแนวโน้มของปญัหาโรคไขห้วดัใหญ่สกุรสูค่นและโรคไขห้วดัใหญ่ใน
คนสูส่กุร รวมทั �งปจัจยัเสี@ยงต่อการเกดิโรค 3) ไดพ้ฒันานํารอ่งชดุตรวจสอบเพื@อไปใชไ้ดจ้รงิในหอ้งปฏบิตักิาร และ
นําไปใชใ้นการเฝ้าระวงัโรคไขห้วดัใหญ่ในสตัวแ์ละคน 4) ไดข้อ้มลูการเกดิโรค ชนดิสายพนัธุ ์การเปลี@ยนแปลงและ
การกลายพนัธุ ์ระบาดวทิยาระดบัโมเลกุลของเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในประเทศไทย อนัจะนําไปสูก่ารพฒันาระบบ
การเฝ้าระวงั การควบคุมและการป้องกนัโรคไขห้วดัใหญ่ในคนและสตัวใ์นอนาคต 
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Research program:  Research program on the study of influenza A in Thailand: avian influenza 
and swine influenza viruses 

 
Abstract 

 
Influenza is caused by influenza type A virus. In Thailand, influenza A viruses cause disease 

outbreaks in avian and mammal species as well as human.  The objective of this research program is to 
study influenza A viruses in Thailand including avian influenza and swine influenza viruses for the overall 
goal of monitoring, control and prevention of influenza in human and animals. This research program 
composes of 4 projects following: project 1: Genetic reassortment of influenza viruses using quail as 
mixing vessel model, project 2: Investigation of cross-species transmission of influenza A viruses, project 
3: Preliminary study on the development of test kits for influenza A viruses: nucleic acid and antibody 
tests, and project 4: Monitoring of genetic changes of 2010 swine influenza viruses in swine farms.  The 
results of the research projects were 1) Low pathogenic avian influenza H3N2 and swine influenza H1N1 
viruses can replicate in quails.  The viruses were released and shed in respiratory tract of the birds.  
Moreover, reassortment of influenza viruses was found in quails as mixing vessel model.  2) Serological 
study showed interspecies transmission of influenza viruses (especially pandemic H1N1 2009) between 
pigs and human. Occupational risk of influenza transmission was identified. Humans who were in close 
contact with animals had high risk. 3) The PCR-LAMP assay was developed. The assay had high 
sensitivity, specificity and validity with moderate reliability.  In addition, the cloned NP protein was 
available for the development of NP-ELISA. 4) In 2010-2011, the endemic swine influenza viruses 
(swH1N1) and pandemic H1N1 2009 (pH1N1) were isolated from swine farms.  The viruses were 
clustered into different groups with some nucleotide polymorphisms.  In summary, the benefit of this 
research program is providing the useful information of influenza A viruses in Thailand (both avian 
influenza and swine influenza).  For examples 1) quail susceptibility to influenza infection and role of 
quail as mixing vessel were clearly shown. 2). Information of interspecies transmission of swine influenza 
in human and human influenza in swine was shown.  Moreover, occupational risk of influenza 
interspecies transmission was identified. 3). Nucleic acid and antibody test kits for influenza detection 
were preliminarily developed and used in the laboratory.  In addition, application to the field for 
monitoring of influenza in animals and human will be very useful.  4). Information of swine influenza 
viruses, subtype, genetic changes and mutation as well as molecular epidemiology of the viruses in 
Thailand was provided.  In conclusion, the information gained from this research program will be very 
useful for planning and development of the monitoring, control and prevention programs of influenza in 
human and animals in the future.  
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โครงการวิจยัทีT 1 
ชืTอโครงการวิจยั การศึกษาบทบาทของนกกระทาในการทาํหน้าทีTเป็นโฮสต์ตวักลางในการผลิตไวรสั 
   ลูกผสมชนิดใหม่ของเชื�อไข้หวดัใหญ่  
 

บทคดัยอ่ 

 
เชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (influenza virus type A) เป็นเชื�อไวรสัที@ทาํใหเ้กดิโรคไขห้วดัใหญ่ในสตัวปี์กหลาย

ชนดิ การวจิยัครั �งนี�มวีตัถุประสงคเ์พื@อศกึษาผลการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอในนกกระทา และศกึษาบทบาทของ
นกกระทาในการทาํหน้าที@เป็นโฮสต์ตวักลางในการผลติไวรสัลกูผสมชนดิใหมข่องเชื�อไขห้วดัใหญ่  วธิดีาํเนนิการ
วจิยัประกอบดว้ย ระยะที@ 1 การเตรยีมสตัวท์ดลองและการใหเ้ชื�อไวรสั ระยะที@ 2 การสงัเกตอาการทางคลนิิก การ
ตรวจทางพยาธวิทิยา การศกึษาการปลดปล่อยไวรสั และระยะที@ 3 การศกึษาไวรสัลกูผสม โดยการวจิยัครั �งนี�ได้
ทดลองใหเ้ชื�อไวรสัแก่นกกระทาญี@ปุน่จาํนวน 6 กลุ่มคอื กลุม่ที@ 1 ไดร้บัเชื�อไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กชนดิไม่รนุแรง 
H3N2 (n=15) กลุ่มที@ 2 ไดร้บัเชื�อไขห้วดัใหญ่สุกร H1N1 (n=15) กลุ่มที@ 3 กลุ่ม co-infection (H1N1 & H3N2) 
(n=15) กลุ่มที@ 4 กลุ่มควบคุมลบ (n=15) กลุ่มที@ 5 กลุ่มการตดิต่อเชื�อจากนกในกลุ่มที@ 1 (n=5) กลุ่มที@ 6 กลุ่มการ
ตดิต่อเชื�อจากนกในกลุ่มที@ 2 (n=5)   ผลการวจิยัครั �งนี�พบว่าเชื�อไขห้วดัใหญ่ทั �ง 2 สายพนัธุ ์คอืเชื�อไขห้วดัใหญ่
สตัวปี์กชนิดไมร่นุแรง H3N2 และเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร H1N1 รวมทั �งการตดิเชื�อรว่มทั �งสองสายพนัธุ ์สามารถทาํ
ใหเ้กดิการตดิเชื�อและไวรสัสามารถเพิ@มจาํนวนไดใ้นนกกระทา  โดยนกกระทาที@ไดร้บัเชื�อมอีาการปกตแิละไมพ่บ
การปว่ยตายจนถงึวนัสดุทา้ยของการทดลอง  นกกระทาที@ไดร้บัเชื�อไขห้วดันกชนิดไมร่นุแรง H3N2 และนกกระทา
ที@ไดร้บัเชื�อ co-infection พบมรีอยโรคทางพยาธแิละจลุพยาธรินุแรงกว่ากลุ่มที@ไดร้บัเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร H1N1 
และนกกระทาที@เป็น contact birds อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิรวมทั �งนกกระทาที@ไดร้บัเชื�อ co-infection จะ
ปลดปล่อยไวรสัออกมาปรมิาณสงูกว่านกกระทาที@ไดร้บัเชื�อไขห้วดัใหญ่สตัว์ปีกชนดิไม่รนุแรง H3N2 และเชื�อ
ไขห้วดัใหญ่สกุร H1N1 และนกกระทาที@เป็น contact birds อย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ินอกจากนี�ผลการวจิยัพบว่า 
นกกระทาสามารถทาํหน้าที@เป็นโฮสตต์วักลางในการผลติไวรสัลูกผสมชนิดใหมไ่ด ้ โดยพบเชื�อไวรสัลกูผสม 
(reassortant genotype) จากการปลดปล่อยไวรสัออกมาทางท่อลมของนกกระทาจาํนวน 1 isolate จาก plaque-
purified viruses  ซึ@งเชื�อไวรสัลกูผสมเป็นเชื�อไวรสัสายพนัธุ ์H3N1 ที@มลีกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี 7 ยนีมาจาก
เชื�อไขห้วดัใหญ่สตัวปี์กชนิดไมรุ่นแรง H3N2 ยกเวน้ยนี NA ของเชื�อไวรสัลกูผสมที@มาจากเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร 
H1N1  การวจิยัครั �งนี�มปีระโยชน์คอื ทาํใหท้ราบความไวของนกกระทาตอ่การตดิเชื�อและเกดิโรคจากเชื�อไขห้วดั
ใหญ่สตัวปี์กชนิดไมร่นุแรง H3N2 และเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร H1N1 รวมทั �งไดข้อ้มลูในการผลติไวรสัลกูผสมชนิด
ใหมข่องเชื�อไขห้วดัใหญ่ในนกกระทา และสามารถนําขอ้มลูที@ไดม้าประกอบการวางแผนควบคมุป้องกนัการระบาด
ของเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ ทั �งในประชากรสตัวแ์ละประชากรมนุษยต์อ่ไป      
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Project 1:  Genetic reassortment of influenza viruses using quail as mixing vessel model 
 

Abstract  
 

Influenza A virus causes influenza in several avian species.  The objectives of this study are to 
study influenza A virus infection in quails and role of quails as mixing vessel for new influenza 
reassortant. The study consisted of 3 steps including 1) animal and influenza virus preparations and 
challenges 2) clinical, pathological and viral shedding observations 3) genetic reassortment observation.  
In this study, quails were divided into 6 groups and challenged with: group 1) low pathogenic avian 
influenza H3N2 (n=15), group 2) swine influenza H1N1 (n=15), group 3) co-infection (H1N1 & H3N2) 
(n=15), group 4) negative control (n=15), group 5) contact birds in group 1 (n=5) and group 6) contact 
birds in group 2 (n=5).  The results showed that low pathogenic avian influenza virus (H3N2) and swine 
influenza virus (H1N1) as well as co-infection (H3N2 & H1N1) could infect and replicate in quails. Quails 
showed no clinical signs and no mortality by the end of the experiment (day 7). Quails in group 1 (low 
pathogenic avian influenza H3N2) and group 3 (co-infection) showed more severe pathogenic and 
histopathogenic lesions than animals in group 2 (swine influenza H1N1), group 5 and 6 (contact birds), 
with statistically significant.  In addition, quails in co-infection group (group 3) had higher viral shedding 
than quails infected with low pathogenic avian influenza H3N2 (group 1) and swine influenza H1N1 
(group 2) and contact birds (group 5 and 6). The results from the study also confirmed that quails could 
serve as mixing vessel for new influenza reassortants. One new reassortant genotype, H3N1, was 
identified from tracheal swab of a quail by plaque-purification. The genetic of H3N1 virus revealed that 7 
genes were acquired from low pathogenic avian influenza H3N2, while NA gene was acquired from 
swine influenza H1N1.  In summary, this study provided information of sensitivity of quails with the 
infection of low pathogenic avian influenza H3N2 and swine influenza H1N1 viruses as well as the 
information of new influenza reassortant from quails as mixing vessel.  The information gained from the 
study can be used for the prevention and control influenza A virus infection in both human and animal 
populations.                  
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โครงการวิจยัทีT 2 
ชืTอโครงการวิจยั  การสาํรวจหาอบุติัการณ์ของการติดเชื�อข้ามชนิดสตัวข์องเชื�อไข้หวดัใหญ่ชนิดเอ 
 

บทคดัยอ่ 
 

เชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ 3 สายพนัธุ ์H1N1 H1N2 และ H3N2 ทาํใหเ้กดิโรคไขห้วดัใหญ่ในสุกรทั @วโลก และ
สามารถตดิเชื�อและทาํใหเ้กดิโรคไดใ้นคน การวจิยัครั �งนี�มวีตัถุประสงคเ์พื@อศกึษาอุบตักิารณ์ของการตดิเชื�อขา้ม
ชนดิสตัวข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ โดยเฉพาะการตดิเชื�อขา้มในสกุรและคนในฟารม์สกุร ของเชื�อไขห้วดัใหญ่
สกุรและเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน  วธิดีาํเนนิการวจิยัประกอบดว้ย ระยะที@ 1 การคดัเลอืกกลุ่มเป้าหมาย (ประชากร
กลุ่มเสี@ยงต่อการตดิเชื�อ)  ระยะที@ 2 การเกบ็ตวัอยา่งเลอืดในคนและสกุร  และระยะที@ 3 การตรวจตวัอย่างซรี ั @มดว้ย
วธิ ีhemagglutination-inhibition (HI) test โดยการศกึษาครั �งนี�ไดเ้กบ็ตวัอย่างซรี ั @มสกุรจาํนวน 501 ตวัอย่าง จาก
ฟารม์สกุร 11 ฟารม์ในจงัหวดัสระบรุ ีราชบุร ีนครปฐม สุพรรณบุร ีนครสวรรค ์พษิณุโลก ชลบรุ ีและปราจนีบุร ีซึ@ง
เป็นจงัหวดัที@มกีารเลี�ยงสกุรหนาแน่น และตวัอย่างซรี ั @มคนจาํนวน 301 ตวัอย่าง จากฟารม์สกุรจาํนวน 2 ฟารม์ใน
จงัหวดัราชบรุแีละชลบุร ีเพื@อตรวจหาแอนตบิอดต่ีอเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร (swH1N1-06,  swH3N2-07, pH1N1-09) 
และเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน (huH1N1-07) รวมทั �ง homologous strains (SA43-H1N1-09, RC15-H1N1-09 และ 
PS73-H1N1-10) ผลการวจิยัครั �งนี�พบว่า สกุรมแีอนตบิอดต่ีอ swH1N1-06 มากที@สดุ (62%) รองลงมาเป็น 
homologous strains ในฟารม์สกุร และ pH1N1-09 ในขณะที@พบสกุรมแีอนตบิอดต่ีอ swH3N2-07 น้อยที@สุด เมื@อ
วเิคราะหต์ามกลุ่มอายสุกุร พบการกระจายของสกุรที@มแีอนตบิอดต่ีอ swH1N1-06 สงูในทกุกลุม่อาย ุนอกจากนี�
ผลการวจิยัยงัพบว่า คนในฟารม์สกุรมแีอนตบิอดต่ีอเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร (swH1N1-06, swH3N2-07 และ 
pH1N1-09) มากกว่าเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน (huH1N1-07) และพบว่าพนกังานทุกกลุ่มหน้าที@ในฟารม์ มแีอนตบิอดี
ต่อเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร (swH1N1-06) โดยที@สตัวแพทยม์แีอนตบิอดต่ีอเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรมากที@สดุ รองลงมา
เป็นพนกังานในเลา้สกุร โดยสรุปผลการวจิยัครั �งนี�แสดงใหเ้หน็วา่ สกุรและคนสามารถตดิเชื�อขา้มระหว่างเชื�อ
ไขห้วดัใหญ่สกุรและเชื�อไขห้วดัใหญ่ในคน และประชากรคนกลุ่มเสี@ยงที@พบการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่มาก คอืกลุ่มที@
ทาํงานใกลช้ดิกบัสกุร ประโยชน์ของการวจิยัครั �งนี�ทาํใหไ้ดข้อ้มลูของขอบเขตและแนวโน้มของปญัหาโรคไขห้วดั
ใหญ่สกุรสูค่นและโรคไขห้วดัใหญ่ในคนสูส่กุร รวมทั �งแสดงปจัจยัเสี@ยงต่อการเกดิโรค โดยเฉพาะการแพรก่ระจาย
ของโรคที@อาจมผีลมาจากปจัจยัดา้นอาชพี เพื@อวางแนวทางการจดัการเพื@อลดปจัจยัเสี@ยงของการเกดิโรค และ
วางแผนควบคุมและป้องกนัการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอในสกุรและคนต่อไป 
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Project 2:  Investigation of cross-species transmission of avian, human & swine influenza A 
viruses 

 
Abstract 

 
Influenza A virus subtype H1N1, H1N2 and H3N2 cause influenza in swine worldwide and can 

infect and cause influenza in humans.  The objective of this project is to investigate the cross-species 
transmission of influenza viruses in swine and human in swine farms.  This project composed of 3 
phases including phase 1) selection of target population (high risk population), phase 2) blood sample 
collection from humans and swines, and phase 3) serum testing by using hemagglutination-inhibition (HI) 
test.  Five hundred and one swine serum samples were collected from 11 swine farms in the provinces 
with high density of swine populations (Saraburi, Ratchaburi, Nakhon Pathom, Suphanburi, Nakhon 
Sawan, Phitsanulok, Chonburi and Prachinburi).  Three hundred and one human serum samples were 
also collected from 2 swine farms in Ratchaburi and Chonburi.  All serum samples were subjected for 
antibody titer test against swine influenza viruses (swH1N1-06, swH3N2-07, pH1N1-09), human 
influenza virus (huH1N1-07) and homologous viruses (SA43-H1N1-09, RC15-H1N1-09, PS73-H1N1-10).  
The result showed that swine had highest antibody titer against swH1N1-06 (62%) and then homologous 
strains, pH1N1-09 and swH3N2-07, respectively.  Swine of all age groups had highest antibody titer 
against swH1N1-06.  The results also showed that human working in swine farms had antibody against 
swH1N1-06, swH3N2-07, pH1N1-09 more than huH1N1-07.  In addition, human of all occupations had 
antibody against swH1N1-06.  The highest antibody titers were found in veterinarian and swine 
caretakers, respectively.  In summary the results showed the evidence of cross-species transmission of 
swine influenza and human influenza viruses.  High risk populations were those who in direct contact 
with the animals.  The benefit of the study is baseline information of inter-species transmission of swine 
influenza virus in humans and human influenza virus in swine. Occupational risk for influenza infection 
was also identified and should be focused to reduce the risks. The information gained from th study can 
be used for planning influenza prevention and control strategies in swine and human in the future.   
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โครงการวิจยัทีT 3 
ชืTอโครงการวิจยั  การศึกษานํารอ่งในการพฒันาชดุตรวจสอบเชื�อไข้หวดัใหญ่ชนิดเอ: ชุดตรวจสาร 

พนัธกุรรม และชดุตรวจแอนติบอดี 

 
บทคดัยอ่ 

 

การตรวจหาเชื�อไขห้วดัใหญ่สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 วธิใีหญ่ๆ คอื การตรวจพสิจูน์แอนตเิจนของเชื�อไวรสั 
และการตรวจพสิจูน์แอนตบิอดต่ีอเชื�อไวรสั การวจิยัครั �งนี�มวีตัถุประสงค ์เพื@อพฒันาชุดตรวจสอบเชื�อไขห้วดัใหญ่
ชนดิเอ ประกอบดว้ย 1) การพฒันาชดุตรวจสารพนัธกุรรมแบบงา่ยเพื@อตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (PCR-
LAMP) และ 2) การพฒันาชดุตรวจแอนตบิอดตีอ่การตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอในสตัวห์ลายชนดิ (NP-ELISA) 
วธิดีาํเนนิการวจิยัการพฒันาชดุตรวจสารพนัธุกรรมประกอบดว้ย ระยะที@ 1 การเตรยีมเชื�อสายพนัธุอ์า้งองิ ระยะที@ 
2 การพฒันาชดุตรวจสอบ (M gene) และระยะที@ 3 การทดสอบการใชง้านชดุตรวจสอบสาํหรบัใชใ้นฟารม์และ
สถานที@จรงิ โดยผลการวจิยัครั �งนี�ไดอ้อกแบบ primers จาํนวน 4 สายที@จาํเพาะต่อยนี M และไดส้ภาวะที@เหมาะสม
สาํหรบัวธิ ีPCR-LAMP คอื อุณหภูม ิ63 ° C 60 นาท ีและความเขม้ขน้ของ Bst DNA polymerase 1 Unit และ 
MgSO4 6 mM  วธิ ีPCR-LAMP นี�มคีวามสามารถในการตรวจพสิจูน์เชื�อไวรสัไดใ้นปรมิาณ 102 EID 50 หรอื
เทยีบเท่ากบั RNA ที@ 1.7 pg และผลการทดสอบพบว่า วธินีี�มคีวามไวและความจาํเพาะสงู 100% และมคีวาม
แมน่ยาํสงู 88-100% และความน่าเชื@อถอื 83.33% และเมื@อนําชุดทดสอบไปใชง้านกบัตวัอย่างจากสถานที@จรงิ  
ชดุตรวจสอบใหผ้ลสอดคลอ้งกบัวธิมีาตรฐานที@ปฎบิตัใินหอ้งปฎบิตักิารเพยีง 76.92% ซึ@งถอืว่าน้อยกว่าที@
คาดการณ์ไว ้โดยสรปุสามารถพฒันานํารอ่งชดุตรวจสารพนัธุกรรมแบบงา่ย ซึ@งเป็นวธิที ี@มคีวามไว ความจาํเพาะ 
และความแมน่ยาํในระดบัสงู แต่มคีวามน่าเชื@อถอือยูใ่นระดบัที@ไมน่่าพอใจ ทั �งนี�ควรมกีารปรบัปรงุวธิ ีPCR-LAMP 
ใหค้งที@ สาํหรบัวธิดีาํเนนิการวจิยัการพฒันาชดุตรวจแอนตบิอด ีประกอบดว้ยระยะที@ 1 การออกแบบ primers และ
การ cloning NP gene ระยะที@ 2 การทาํ protein expression และระยะที@  3 ELISA preparation โดยผลการวจิยั
ครั �งนี�พบว่า ได ้clone NP gene ใน vector system และไดโ้ปรตนีขนาด 68 kDa และไดท้ดสอบ NP- expressed 
protein เบื�องตน้กบั positive และ negative control serum อย่างไรกต็ามผลการทดสอบพบว่า NP- expressed 
protein มคีวามจาํเพาะตํ@าและมปีรมิาณน้อย โดยสรปุการศกึษาครั �งนี�ไดผ้ลติ และทดสอบ NP- expressed 
protein แต่ยงัไมส่ามารถพฒันาเป็นชดุตรวจแอนตบิอดต่ีอการตดิเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนดิเอ (NP-ELISA) ไดเ้สรจ็
สมบรูณ์ ประโยชน์ของการวจิยัครั �งนี�คอื 1) การพฒันาชดุตรวจสารพนัธกุรรมแบบงา่ย จะสามารถนําชดุตรวจสอบ
ไปใชไ้ดจ้รงิในหอ้งปฏบิตักิารและในพื�นที@จรงิในอนาตค และจะมปีระโยชน์อยา่งมากในการตรวจคดักรองโรค
ไขห้วดัใหญ่ในสตัวปี์กและนกอพยพ  2) การพฒันาชุดตรวจแอนตบิอด ีจะสามารถนําชดุตรวจสอบไปใชไ้ดใ้นสตัว์
หลายชนดิ และมปีระโยชน์ในการศกึษาการตดิเชื�อขา้มในสตัวแ์ละคน  
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Project 3:  Preliminary study on the development of test kits for influenza A viruses: nucleic acid  
    and antibody tests  

 
Abstract 

 
Detection of influenza A virus can be applied by 2 major approaches, the identification of antigen 

and antibody.  The objectives of this study is to develop test kits for influenza A viruses including 1) the 
development of rapid nucleic acid test for influenza A virus (PCR-LAMP) and 2) the development of 
antibody test for influenza A virus infection (NP-ELISA).  The PCR-LAMP development composes of 3 
phases including, phase 1) preparation of reference influenza strains, phase 2) development of nucleic 
acid test for M gene, and phase 3) application of nucleic acid test in the farms.  PCR-LAMP was 
developed by designing 4 M-gene specific primers and testing for optimized conditions.  The optimized 
conditions for PCR-LAMP was incubation at temperature 63 ° C for 60 min with Bst DNA polymerase 
1 Unit and MgSO4 6 mM.  The minimum detectable concentration for the PCR-LAMP was 102 EID50 or 
1.7 pg of RNA.  This assay had high sensitivity and specificity (100%) with 88-100% validity and 83.33% 
reliability.  However, PCR-LAMP had moderate concordance with standard tests (76.92%) when applied 
to field samples.  In summary, this study had developed rapid nucleic acid test with high sensitivity, high 
specificity and high validity with moderate reliability.  However, evaluation of conditions and reagents for 
PCR-LAMP should be conducted for improving the assay.  The NP-ELISA development composes of 3 
phases including, phase 1) cloning of NP gene, phase 2) protein expression, and phase 3) ELISA 
preparation.  The results showed that NP gene had been cloned into vector system and expressed 
expected NP-protein of 68 kDa.  The NP-expressed protein was examined with positive and negative 
control serum.  However, the result showed that NP-expressed protein had low specificity and only small 
amount of protein was produced.  In summary, this study had provided NP-expressed protein, however 
the NP-ELISA was not yet available, since the protein had low specificity and low yield.  The benefits of 
the study are 1) rapid nucleic acid test (PCR-LAMP) can be applied for the laboratories and fields in the 
future and can be used as rapid influenza screening test for monitoring of influenza in avian and wild 
bird species, 2 antibody test (NP-ELISA) can be used for testing influenza infection in several animal 
species and will be useful for monitoring inter-species transmission.   
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โครงการวิจยัทีT 4                
ชืTอโครงการวิจยั การเฝ้าระวงัการเปลีTยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไข้หวดัใหญ่สกุรในฟารม์สกุร       

ในปี 2010 
   

บทคดัยอ่ 

 

โรคไขห้วดัใหญ่สกุรเกดิจากเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร โดยในสกุรพบเชื�อไขห้วดัใหญ่ชนิดเอสายพนัธุ ์H1N1, 
H1N2 และ H3N2 แพรร่ะบาดอยู่ในหลายประเทศทั @วโลกรวมทั �งในประเทศไทย  การวจิยัครั �งนี�มวีตัถุประสงค ์เพื@อ
เฝ้าระวงัการเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรในฟารม์สกุร โดยการเกบ็ตวัอย่างจากฟารม์
สกุร ตรวจพสิจูน์และวเิคราะหก์ารเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรที@แยกไดจ้ากฟารม์สกุร
ในประเทศไทยระหว่างปีพ.ศ. 2553-2554  วธิดีาํเนนิการวจิยัประกอบดว้ย ระยะที@ 1 การเกบ็ตวัอยา่งจากสกุรใน
ฟารม์ และเพาะแยกเชื�อและตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร  ระยะที@ 2 การถอดรหสัพนัธุกรรมทั �งหมดของเชื�อ
ไขห้วดัใหญ่สกุร และระยะที@ 3 การวเิคราะหก์ารเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรใน
ประเทศไทย โดยผลการวจิยัครั �งนี�ไดเ้กบ็ตวัอยา่งจากการป้ายจมกูจาํนวน 600 ตวัอย่าง และปอดจาํนวน 14 
ตวัอย่าง จากฟารม์สกุร 13 ฟารม์ ใน 7 จงัหวดั ในเขตภาคกลางและภาคตะวนัออก ผลการตรวจพสิจูน์เชื�อไขห้วดั
ใหญ่สกุรพบว่า มตีวัอยา่งที@ใหผ้ลบวกต่อ M gene ของเชื�อไขห้วดัใหญ่สุกรจาํนวน 8 ตวัอย่างคดิเป็น 1.3% และ
เมื@อเพาะแยกเชื�อไวรสัสามารถแยกเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรได ้4 ตวัอยา่ง คอื A/swine/Thailand/CU-SPL2/2010 
(H1N1), A/swine/Thailand/CU-SPL4/2010 (H1N1), A/swine/Thailand/CU-SPN47/2010 (H1N1) และ 
A/swine/Thailand/CU-SPN65/2010 (H1N1) และสามารถแยกสายพนัธุไ์ดเ้ป็น เชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรประจาํถิ@น 
H1N1 (swH1N1) จาํนวน 2 ตวัอยา่ง และเป็นเชื�อไขห้วดัใหญ่ H1N1 2009 (pH1N1) จาํนวน 2 ตวัอยา่ง และ
สามารถถอดรหสัพนัธกุรรมทั �งหมด (8 ยนี) ของเชื�อไวรสัทั �ง 4 ตวัอย่าง  ผลการวเิคาะหค์วามสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมของเชื�อไวรสัพบว่า เชื�อไวรสัทั �ง 4 ตวัอย่างมลีกัษณะการจดักลุ่มในแบบเดยีวกนัคอื HA gene เป็น 
classic swine lineage และ NA gene เป็น avian-like swine lineage อยา่งไรกต็ามเมื@อวเิคราะหใ์นรายละเอยีด
กลุ่มย่อยพบว่า กลุ่มเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรประจาํถิ@น (swH1N1) และเชื�อไขห้วดัใหญ่ 2009 (pH1N1) สามารถแยก
กลุ่มย่อยจากกนัอย่างชดัเจน  ผลการวเิคราะหร์หสัพนัธุกรรมของเชื�อไขห้วดัใหญ่สุกรไดว้เิคราะหล์าํดบักรดอะมิ
โนในบรเิวณ HA-cleavage site,  receptor binding sites, glycosylation sites และ antigenic sites พบว่าเชื�อ
ไขห้วดัใหญ่สกุรมกีารเปลี@ยนแปลงของกรดอะมโินสงูที@ antigenic sites  ประโยชน์ของการวจิยัครั �งนี�ทาํใหไ้ด้
ขอ้มลูลกัษณะของการเกดิโรคไขห้วดัใหญ่สกุร ซึ@งทาํใหท้ราบชนดิสายพนัธุท์ี@ทาํใหเ้กดิการตดิเชื�อในฟารม์สกุร 
ทราบขอ้มลูการเปลี@ยนแปลงและการกลายพนัธุข์องเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุร ทราบขอ้มลูทางระบาดวทิยาระดบั
โมเลกุลถงึที@มาของเชื�อ ซึ@งผลการเฝ้าระวงัเชื�อไขห้วดัใหญ่สกุรนี�ทาํใหส้ามารถที@จะวางแผนป้องกนัการ
แพรก่ระจายของเชื�อไวรสัในฝงูสกุรไดใ้นอนาคต 
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Project 4:  Monitoring of genetic changes of 2010 swine influenza viruses in swine farms  
 

Abstract 
 

Swine influenza virus (SIV) causes influenza in swine population.  SIV commonly found in swine 
are influenza A subtypes H1N1, H1N2 and H3N2 and spread in several countries worldwide. The 
objective of this porject is to monitor genetic changes or mutations of SIV from swine farms during 2010-
2011.  This project composes of 3 phases including phase 1) sample collection from swine farms and 
SIV isolation and identification, phase 2) whole genome sequencing of the SIVs, and phase 3) analysis 
of genetic changes or mutations of SIV from Thailand.  In this study, 600 nasal swab samples and 14 
lung samples were collected from 13 swine farms in 7 provinces in central and eastern parts of Thailand. 
The results showed that 8 samples (1.3%) were positive for influenza virus (M gene). Four out of 8 
samples were isolated and designated as A/swine/ Thailand/CU-SPL2/2010 (H1N1), A/swine/Thailand/ 
CU-SPL4/2010 (H1N1), A/swine/Thailand/CU-SPN47 /2010 (H1N1) and A/swine/Thailand/CU-
SPN65/2010 (H1N1).  In detail, two isolates were identified as influenza virus subtype H1N1 circulating 
in Thai swine population (swH1N1) and 2 isolates were identified as pandemic influenza H1N1 2009 
(pH1N1). In addition, whole genome sequences of all 4 SIV from the study were elucidated and 
subjected for genetic analysis.  Phylogenetic analysis showed that HA gene of all 4 SIV were grouped 
into classic swine lineage and NA gene were clustered into avian-like swine lineage.   However the 
swH1N1 and pH1N1 can be further separated into 2 subgroups of classic swine lineage. Genetic 
analysis showed that amino acids at HA cleavage site, receptor binding sites, glycosylation sites were 
conserved, while antigenic sites of the SIV contained high polymorphic amino acids. The benefits of the 
study include the information of SIV infection and subtype of SIV circulating in Thai swine farms, the 
information of genetic changes or mutations of SIV and the information of epidemiological origin of the 
viruses.  The information gained from the study can be used for the prevention of SIV infection and 
transmission in swine.    

 
 

 
 

 
 


