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1.  	�������#$�%�&��'��(��������)�� 
 D*	�������	�.
/����
�?#�@
�����/,A6),�<�
/811>E�����'�%
�56D1��'%'�'(1��1�)����)�5
�.
/,
+��)���� hemagglutinin �)�/�A�)��	����
�P����1+���� ��	��� H1, H3, H5, H7 �1+ H9 �1+
��)���� NP �)�/�A�)��	����
�P��1��%/)�1+�5 ��%�����.
�
�?#�@
�����/,A6),�<�
,1
�%��'(1��56
�
%
�" D1���5()%������>�)���/���)�/�A�)���1+��������1�
� ��	D1����5�(A)   H-1  specific MAb 
/%A6)���)�/��_��1	�,���
%5 MAb )��
��	)� 2-3 '(1�%5(�-�%����/�%
+�%�.
����
�	/�9� captured 
MAb �1+/��A) detecting MAb    H-3 specific MAb %5 4 '(1��56�
%
�" inhibit hemagglutination 
�)�/�A�)�
�,��C�>  inf/A/Panama 2007/99 ��	  �1+�%� cross react ��� subtype )A6�:  H-5 specific 
MAb %5 3 '(1��56
�	D1��� '��/�9� 2 '(1��56
�	D1 HA positive '�� Western blot 8#6�
�	D1���
� 
immunofluorescent staining /������ ����)5� 1 '(1�
�	D1�������%��5/��
 2 '(1���� '����	
�)����)�5�56%5(�-�%�����56�5�56�
%
�"
�	/�9� MAb �56/�%
+�%
��
����)�������
�: ��	��� 
�g������
 sandwich ELISA, hemagglutination inhibition, immunofluorescence �1+ Western blot   
H-7 specific MAb ��	 MAb �56%5(�-�%�����5�.
���)��
��	)� 5 '(1� 8#6�/�9��)����)�5�56%5 epitope 
�����
���� �
����)�/�A�)��	�,���
�)����)�5����1�
���
%5(�-�%�����56�5�.
������C5 ELISA    H-9 
specific MAb %5 6 '(1��56/�%
+�%����
��.
%

�	�����	����C5 ELISA  �1+�%� crossreact ��� 
subtype )A6�:    Nucleoprotein-specific MAb �
%
�"��	
�/811>E�����'�%
�56%5(�
%�.
/,
+��	
�.
��� 3 '(1�    Influenza B specific MAb �
%
�"��	
�/811>E�����'�%
�56%5(�
%�.
/,
+��	
�.
��� 15 '(1�    
����� recombinant nucleoprotein �)� Influenza A ��	�.
/����
�/��_������1	�
'��
�	 prokaryotic expression system ����
�D1�� recombinant  HA %5)�����(�56�%��
%
�"D1��
'���5�
� prokaryotic system ��	"#��%	��
�+
�	�+���
�'(1��5��1+/�156����1���
��)��5�
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�1
���C5  �#���	��������'(���
��1+
�	��C5�
���	
�'���5�
� eukaryotic expression system '��
�	 
baculovirus  8#6��
%
�"��	
� recombinant H5 HA ��	�.
/�_��1	�   �-+�5�D*	��������)�*�
��+���
�
�.
/����
��
�/�A6)����C������)� Hybridoma cell �56D1�� MAb �56%5(�
%�.
/,
+��) HA �)�/�A�) 
influenza A  ���1+���� ��%���� Hybridoma cell �56D1�� MAb �56%5(�
%�.
/,
+��) NP �1+ matrix 
protein �)� influenza A �1+ Hybridoma cell �56D1�� MAb �56%5(�
%�.
/,
+��) HA �)� influenza 
B   �1+���C�����,1
�%��'(1��56�
%
�"D1���5()%������>�)���/���)����� HA �)� H5 �1+,
1
�%��'(1��56�
%
�"D1���5()%������>�)���/���)����� NP  �)� influenza A �	��  

/%A6)���,�C�56 7 ,q?���
�� 2550 - ?*��>�
���+��%�����
����������r ?�. ��	�"1���
�
(�
%�.
/�_� s������������=����	����������
�%�'���1���
���')/8�/8)�> �������)�'1�t '��
(�
%�.
/�_��5� "A)/�9�������#6��)��
����/�
�$P�
�.
(�P�	
��
C
�-����)��1
���+/�?��6�'1� 
��6�(A) s�
����/�A�)��	������
�����>t 8#6�%5�
��,����+�
�)��
����/�_��)�/�A�)�����  

?�. ���%������@�� )��'��
 ��')/�('�'1�5 �.
��� 8#6�/�9����@��
���%����+���
� ����. ���������
�
��1+u
(/)��� ���%�.
/���
'(���
�������1+,�<�
 s������������=����	����������
�%�'���1���
�
��')/8�/8)�>t '��%���/�	��
�,�<�
������������=���56%5(�
%�.
/,
+��)
/�A�)�������	�������
��
�
�	'%'�'(1��1�)����)�5�56,�<�
�#����	
�
��+/�?��� �1+%5(�
%�.
/,
+��)/�A�)�������	�������
�,��C�> H5 �56
�.
1���,���+�
�)�*���6�'1� ��������5�
�	/�('�'1�5��')/8�/8)�> 8#6�
�	
)��u
(�%�/�1_��
'�  /�A6)%��)/�	
����)����)�5 8#6�/�9�/�('�'1�5
�%��)�'1� �
��
���+/%��
��+���C�u
,
��
������)� ,���
�������%5(�
%��
��
������*����
����������/��%"#� 100 
/��
  '��
�	/�1
����/,5�� 15 �
�5 ��	�.
�
�D1���+���)���
����%
��A6) INNOVA Platinum® H5 
Biosensor �1+ AIV Biosensor (�
(
��+%
-���1+ 300 �
�) ���/�9� s���������	���������
��')/8�/8)�>�56D1����	
�/���,
-���>�������)�'1�t �-+�5���	�.
�
���+/%����+���C�u
,�)����
����)��
�/�	%����
%�1������
?
���>
��+����
�1
��	)��g������
��1+u
(��
% �1+��	�A6���
�+/�5�����C������1	�   
 �	
��
�,�<�
������������ H1-H3-H5 '����C5 Multiplex RT-PCR �1+ Multiplex TaqMan 
real-time RT-PCR D*	�������	/,�6%�.
����5���
�: ��	��� GADPH, Matrix �)������ Flu A �1+ B �1+
�5� HA �)������ Flu A �
�,��C�> H1, H3, H5 �
����)��
��56/(���	?#�@
��)���	
�5��1+�A���� 
subtype /,A6)
�	/�9� positive control   �1+��	))���� primer/ probe �1	� (-+D*	�������	���)�
/�(��( Multiplex RT-PCR �1+ Multiplex TaqMan real-time RT-PCR �56,�<�
�#�� ,���
 
�	D1
�
���� type (A/B) �1+ subtype (H1/H3/H5) ��	)��
�"*��	)� �1+�%���.
 /%A6)���)���������
�+���
�/����
�
�������
�: '��/=,
+ �%�,���
%5 cross amplification ��)����� FluA subtype 
)A6�: ��%�������%5(�
%�� (sensitivity) (�)��	
��*� /�(��(����1�
��
%
�"�.
��	)��
����/�_� '��
������	u
�
� 2-6 ��6�'%��1����	�����6�������� '���%��.
/�9��	)�%5/�A�)�56%5�5���
���6������������ �1+
%5(�

�	��
�
��
������56�%��*���� �#�%5(�
%/�%
+�%
��
��.
����+����>
�	
��
������=���
����/�A�)
��	)��
�%5��+���C�u
, (-+D*	�������	�5,�%,>D1�
�����1�
�1�
� Journal of Virology Methods �1+ 
Tohoku Journal of Experimental Medicine �1+��	�"1���
�(�
%�.
/�_��)������������1�
� /%A6)
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1���+�����+�
?/��P�������
�"�
��)�/�('�'1�5
�/���
�
C
�-��+'���>���)�(>���56/�56���	)�
�1.
�����)��   

 
'������
��� 2551 �5���+��D1�.
/�_���	D1�
�������	
����������	�������	������������

�.
���  5 �������5� 
1. INNOVA Platinum® H5 Biosensor 
2. INNOVA Platinum® Avian Influenza Virus Biosensor (Flu A) 
3. Rapid immunochromatography test ��) H5 
4. ������������ H1-H3-H5 '����C5 Multiplex RT-PCR  
5. ������������ H1-H3-H5  '����C5 Multiplex TaqMan real-time RT-PCR 

 
2. 	�������#$�%�&�����*+���
�����	 ������,�� #$� ��(�- 
    ��(85���)����'�(��	����
�P��56%5
�	���)�*�
��$������%5(�
%�
%
�"
��
���)����'�(��	���
�.
/,
+��)������
�,��C�>
��
�,��C�>��#6�8#6�%5�
��+�
�
�������: /��
���� �%�(�)�(1�%�
���)����
���������
�,��C�> �1+�+�	)�%5�
�D1����(85��#��
�%������ /�A6)��
�/�A�)�����%5�
��������/)�
�1)�/�1
 D*	������#�%5���(���56�	)��
��
�	)%*1,A��B
�/,A6)�.
���*��
�D1����(85�)/����+��(>8#6�
�
%
�"
�	��)����'�(�56/����
��
����/�A�)
��1��%��	����
�P���	����
�,��C�> '���%��	)�%5�
�
/�156����1��
�,��C�>�)�/�A�)�56�.
%
D1�������������
%��C5�
�����/��% D*	������#�/1A)�?#�@
�
�
�)���)��
�u*%�(�	%�������+��/811>��)�5� PB2, NP �1+ M �)�/�A�)�������	����
�P��1+�����
��	������ /,A6)�*��
%5')�
�/����g������
�	
%�
�,��C�>�����A)�%� �1+�.
%
��	
��D��56������������
�)��5��56%5�
��)���)���)�+��u*%�(�	%������/811>
��+����*� /,A6)/1A)����������5�)�����@>�56%5�
�
�)���)��*�/�1�
����%
��+�)�����	)%*1)A6�:�1+,�<�
��)�)�D1��/�9���(85�)/����+��(>
�
)�
(�   
    '��
��-+�5�D*	�������	�.
�
�(����� PBMC �
�)
�
�%�(�(�����56/(�/�9���	����
�P�%

��)� �.
��� 38 �
�  �1+�.
�
�))���� �1+���/(�
+�> overlapping peptides �)�'���5� Matrix, NP 
�1+ PB2 �
� consensus sequence �56��	�
��
� alignment �)� sequence �
��������	����
�P��
�
,��C�>��
�:  ��	����5�  M1: 31 /�	�, M2: 18 /�	�, NP: 67 /�	��1+ PB2: 90 /�	� /%A6)�.
 peptide �)�
'���5����1+�1��%%
 pool ��%������ 2-D matrix �1	��.
%
���)��
��)���)��)� T-cell �)�
)
�
�%�(� �	�� ELISPOT ,���
 %5�
��)���)���)  M1=6 �
�  M2= 4 �
� NP= 9 �
��1+ 
PB2=15 �
� '���56 PB2 
�	D1�
��)���)��*����"#� 506 SFU/106 PBMC (����"#��
�/�9� 
immunodominant peptide �)�'���5� PB2)   
        �
��
��.
 individual peptide mapping /,A6)��/(�
+�>��
�
��)���)�����1�
�/����
� 
peptide /�	�
�,���
 %5 immunogenic peptides �����%� 30 /�	� '�� peptides  �)�'���5� PB2 �56
�	
�
��)���)��)� T cell �*���� (A) RG20, KP20, EG20, IG20 �1+ ER20  8#6�/�9� peptide �56)�*�
���/�- C-terminal �)� PB2  �)��
��5����,���
 peptides /�1�
�5���+��	� T cell D�
����� CD4+ �1+ 
CD8+ �1+�.

�	/����
��1�6� IL-2 �1+ INF-γ �	��  �
��
�/��5��/�5�� peptide sequence ��� 
B
��	)%*1 Los Alamos ,���
  IG20 �1+  ER20 %5(�
% conserve %
�����
� human flu �1+ bird flu 
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(100% identity)  ���� 3 /�	��56/�1A)�_ conserve ��
����
����� 95-100% identity ������
 response 
D�
�'���5� PB2 �5�%5(�-�%����
��
���+��	�u*%�(�	%�������	
%�
�,��C�> �1+��
�+�
%
�"
�	 
peptide /�1�
�5�/�9�������#6�
��
�,�<�
 universal influenza DNA vaccine ��)����	
�)�
(�    
       �$�����.
(�P�56�.

�	D*	������	�������)��5��� ��A)D*	��%D��'�(���/�A�)�%�����)
�
� %5
�1
���+�
� �$�����.
(�P)��
���#6���	��� �
��)���)��
�u*%�(�	%����56%5��+���C�u
, D*	������#�%���
�56�+?#�@
�
��)���)��
�u*%�(�	%�����������
���.
�1+�+��/811>
���((1�)��1��%�5�/��5��/�5��
���D*	���/�A�)��	����
�P� /,A6)�+�����
�	)%*1�.
(�P�.
�����
�,�<�
��(85�8#6��
%
�"��+��	�
�	
/���u*%�(�	%����	
%�
�,��C�>�+���
�D*	�56���/�A�)�����
��1��%�������	����
�P��	�����/)���	  '��

��-+�5� D*	�������	�.
/����
����)��
�)����)�5��) H5N1 �)�D*	�����1+D*	�56�)��5����
��
����
/�A�)��	������ '��
�	/�(��( microneutralization test (NT), HI �1+ Western Blot ,���
 NT titer  
/,�6%�#�� 4 /��

�����
�>�56 2-3 �1�� onset �1+�
%
�")�*���	�
�"#� 3 �� '��
�D*	�����56/�9� 
compromised host �+�%��
%
�"����,� titer ��	 �����5��)����)�5�56/����#��
�D*	��������
�P� 
�
%
�"�.
�g������
�	
% clade ��	 (EID journal �1	�/%A6)/�A)� ,.(. 51 �-+�5�����%���	����
��)�
���
�:�
��
��
� )��
����_�
%D*	������+����
%)5�(����) 
 �.
���� �	
� Cellular immune response D*	�������	�.
�
���	
� recombinant vaccinia )��
�
�	)� 3 ��� �56%5�5� NP, M, HA �.
����
�	
� CTL assay /,A6)?#�@
u*%�(�	%�������	
% subtype /��_�
�1	� �-+�5�)�*��+���
��
���1)� '��%5�	)�.
���(A) ��	/1A)��56/�
+��	�
�D*	�������%
-�	)� (�
%
�	)�.
����)�(-+���%�
�����C��%�)���+�����
C
�-���) 8#6����D1
�	��	/811> PBMC ���%
-
�	)��
%���	�� �#���	/�156��%
?#�@

�/1A)��)�(����� �1	�?#�@
�	��/�(��( ELISPOT assay 
��� '�� ,���
 ��+%
- 70% �)��1��%(�����  /(�/�9���	����
�P�%
��)� 8#6�
��1��%����1�
��	)�
%5u*%�(�	%�����)��	����
�P� ����%���
���
�+%5 epitope �56�
%
�"�.
�g������
�	
%�
�,��C�>����� 
H5N1 ��A)�%� (-+D*	������#���	/1A)�?#�@
/=,
+ NP ��)� '����	�.
/����
����/(�
+�> peptide 
�.
��� 49 /�	� /,A6)�
 common epitope 
�(����� 25 �
�  ,� peptide �.
��� 5 /�	� �1+ 
�
�.
�������%5/,5�� 4 �.
������56�)�(1	)����D1�56/(�%5�
��
� 8#6�)
�/�9�/,�
+%5 HLA �56�����
���� 
�)��
��5�%5�
��A����D1 ELISPOT �	�� Flow cytometry 8#6�,���
 
�'���5� NP ,� CD4 epitope 
%
����
 CD8 epitope  '������ �1���
�����/�156���
�������1	� D*	�����(
���
�+��
� epitope �56
��
�+�
%
�"�.
�g������
�	
%�
�,��C�>����� H5N1 ��	 '���+�
��
�D1��	
��
��
�=����%�*�->
��)�� 
 �.
������(85���	��������� reverse genetic �56 ?.�,.��+/���B /)A�)��
��1 �.
/����
��1	�
/��_����� ��	"*��.
%
���)�
���� �1+ ferret /�9��56/�5���	)��1	� ,���
%5(�
%�1)�u�� �1+�
%
�"
��+��	�u*%�(�	%�����	
�����>��1)����� 2 ���� D*	������#���	��1)�=5�
��������$� ,���

� allantoic 
fluid �)����%5���%
-�)���/������ H5 /��
��� 20 ng/uL �
������#���	�.
�
������)������	����
����1�
������ %�C. 
�	�.
�
�/15���/811> MDCK 
�"���%�� /,A6)
�	��	�u
�+�56/�%
+�%
��
�/15���
/811>��)�� 8#6��-+�5��
� %�C. �����+���$P�

��
�/15���/811>
�"���%�� '���-+�5�/�	
u
,
'�����% A2 ��	��+�
��
����
�(-+/���
���>/���	)��)
�	�"
��56����� BSL2+ �
�(-��5
(-+/��?
���>/���	)�
�	�����������/�5���	)��1	� )��
����_�
%D*	��������%5�$P�

������)��
����
)��u
(�����))��
� allantoic fluid �)��������$� '��,���
 �1�� inactivate ������	�� β-
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propiolactone �1	�,���
 '���5�%5�
����+�)� (,�u
��1����
/�9�'���5� Hemagglutinin) 8#6�%5
�$P�

��
� purification D*	������#��.
���$���1+�.
����
�8#6�%5�����)�*��	�����.

�	/�	%�	��#��'�� 
ultrafiltration �1+ ultracentrifugation �1���
������.
�
���������))�%
'�� sucrose-gradient 
ultracentrifugation �1+ anion exchange chromatography 8#6�,���
 ����%��
%
�"��������))�%

��	 )��
����_�
%�+%5�
����/(�A6)� Zonal centrifugation �
�)�(>�
�/u������% (GPO) ��
�+%5
')�
��
%
�"��������))�%
��	)��
�%5��+���C�u
, /�A6)��
��	)� BSL2+ ����%��1	�/��_� �#�����%�
�
%
�"/�	
�.
/����
���	 ((���1	�/��_��� 2551 �5� �1+��
�+��	D1�
���1)�u
�
�,q@u
(% 
2552 �5� 

D1�56��	�
����'(���
��5� �.

�	/�
%5/�(��(
��
���	
��������	�������56%5(�-1��@-+�
%
�	)��
���	)��
����/�_� '���
%
�"��	
� rgH5N1 /,A6)/�9���(85������	� (seed vaccine) �56)
�%5
��+'���>
��
����%A)����
��+�
�
�P��)���	����
�P���)�� �1+�
�%5������56%5(�-1��@-+�
�
�)���/��/�156����/����#��
�)�
(� �
�'(���
��+�
%
�"��	
���(85������	� �
����������������	
)��
�����
1 
3. 	�������#$�%�&����(
���������
�����	 
           ?.���/,_P �1+(-+��	/��)�
�D1���)����)�5��)'���5���
�: �)��������	����
�P����� 
H5N1 (avian influenza virus H5N1) 
��*�����)�D1��u�-�>�	����/,A6)�
�,�<�

�	
��
����@
 
(treatment) D*	����'�(��	����
�P���A) intervene '�(
�D*	��%D��/�A�)�������%�%5)
�
� �	��/�(��(
�
����/,1�> �1+/��)�
�,�<�
�
��.
����)����)�5�
�/�56���56%5(�
%�.
/,
+��)'���5��.
(�P�)�
����� H5N1 /�	
���.
�
�1�1	
�/���������
��.
�
��)�'���5���
�: u
�
�/811>�)�'E��>   '��
D*	�������	(��/1A)������ H5N1 �
�,��C�>�56�+�
�
���+/�?��� �1+�.
�
����)��
�u
�+/�%
+�%

��
�/,�6%���%
-�)��5� HA �1+ NA ���
%
�"�
�u
�+�56/�%
+�%
��
�/,�6%���%
-�5���	�1	� 
�
������#���	�.
�
�/��5�% Recombinant expression vectors 8#6������ HA �1+ NA genes �1+"�
�
')� (transform) /�	
�*�/811>��(�5/�5� E.coli /,A6)��	
�/�9�'(1��56������5������)���	 �1+/%A6)�.
�
�
�����)�1.
���/���1	�,���
��	���������5��56"*��	)������)��5� ������� �#�%5'(1��56������5� HA �1+ 
NA 8#6�,�	)%�+�.
��?#�@

������)��
��.
�
�����))� (expression) /�9�'���5�1*�D�%�1	� 
(recombinant HA and NA protein) D*	�������	�.
/����
���"#�%5 human ScFv ��) recombinant HA 
�56�
%
�" neutralized hemagglutinating activity �)� H5N1 virus ��	  �)��
��5����%5 human ScFv 
�56%5(�
%�.
/,
+��) native HA �)� H5N1 virus �56�
%
�" neutralize hemagglutinating activity 
�)� H5N1 virus �56%5��)/%_�/1A)�����)�%��@�>��	�	��  ��%�����-+�5�%5 human ScFv �56��������
����
�)� H5N1 virus ��� receptor �� host cells �1	�  D*	����������	�.
/��)�
�����1�
�
��
���+��%
���
�
�  AI CONF 2008 - '����%�����C
�5 '���
�����1�
�%5(�
%(1	
�(1#�����
��)����@�� 
Crucell ���������	
��
�������� phage display library 
����������������������� human 
monoclonal antibody ������
 �!���"#�$�"��%#$��� H5N1 ��� ����&����
%�
%	�#��&��#�&
'(�"'"��
����!
��
����')���$���!�#��*&������
�+,�"��%#$� �$,������*�&�����������#�&���
�	�
���������
��������������&��-�$��#�����
 ��&����#����"#�$�"��%#$��� H5N1 
�%��������"�� ����"'�#��
�$,����������
%����$,�  �$���&��-��#�%�.���
�+,� H5N1 
%������#��"�� �#�&�������%����������
�$,������*�&��, �+� Crucell 
��#�/����0������������
�
��
 �!
��,�� 
��1!�����*�&���2�����������
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���������
������
��� �����!&�����*�
����0��������#�� %���!&�������"'
��
����')���$���!�$�3�
�����,
������ �1+
��-+�5��
����������1�
�%5(�
%�	
���	
��%
� ���
%
�"%5�)����)�5�
�
/�56���)�%��@�>�56�
%
�"�������'���5� HA �1+ NA �)������ H5N1 /�9��56/�5���	)��1	�(therapeutic 
human ScFv anti-HA �1+ NA) �)��
��5������	)�(>(�
%�*	
������)�/�(��(�
��.
����)����)�5
/�	
�*�/811> �1+�
%
�"���/(�
+�>'���5��56�+/�A6)%��)����)����)�5�
�/�56����	/�9��56/�5���	)��1	�
/������ 
            ?.,��1,��C>  �����	�.
�
����)� micro NT test ,���
�
%
�"����,� Antibody ��	/�_�
�56����56�+�+/�1
 5 ��� �1+���,���
 Antibody ����1�
��
%
�"(�)�*�
����D*	���/�A�)�56�
��1	���	�
�
"#� 3 �� �56 titer �*�"#� 1,280-2,560 ����
�	/�_�"#���
�+%5(�
%/�9�����	
��
�
�	 Antibody �
�
D*	�����56�
��1	�%

�	
��
����@
D*	���/�A�)�
�
�%���	  
 �?.�
�/�, ���%��� ?.,��1,��C> �����	�.
�
�?#�@
��+���C�u
,�)� hyperimmune serum 

��
���)�����1+���@
�
����/�A�)�������	������
�����>��1)�  '��
��-+�5�(-+D*	�����
�	%	
 
Pony D1�� hyperimmune serum '���.
�
� immunize %	
 2 ��� �	�� inactivated Rg virus �56%5 HA 
�
�������
�,��C�> H5N1-KAN1 �56 HA titer �+��� 1:128 '�� D�%��� complete Freund�s adjuvant 

�)���
���� 1:1 �1	���+�
�=5�%	

����/�-��
�:  3-4 �.
����� (�.
�����1+ 200 µl)  �1���
�=5�
(�����56 1 �1+/�
+/1A)�%
���)� immune response ��) ����� Influenza A/ Chicken/ 
Thailand(Bangkok(vsmu-3/ 2004 (H5N1)) ,���
 %5 NT titer ��) 
��+��� 1:320 ���/����� 
(abscess) ��
�
�P��#��
�����
�>�56 2 '���%�����)
�
�����)A6�: ���%�	�� �#������
���+��	�
�
(������)�� �56��+��%�)
�	/�156�������)��)��*����> �1+/��A) 
�	���� completed Freund�s ��� 
Incompleted Freund�s adjuvant 
��
� immunize %	
  '���
�
�	 Complete Fruend�s adjuvant 
(��D�%�����(85� �1	�����=5����1+ 100-200 µl �+����1� tissue reaction �
��
� immunize 
�
(������� �1+
�	�)��*����>)A6�
��
� booster /��� Incompleted Freund�s adjuvant, Aluminum 
hydroxide ��%�����)
�	(-+D*	�����,��
�-
�
� immunize �	�� inactivated whole virus '���%�%5
�)��*����>��)� /,A6)
�	�
%
�"�.
D1�
���1)�����56%5�)��*����>%
/��5��/�5�������	 

 ?. )u��
��1+(-+��	�.
/����
����)��
�
�D1��u�-�>C��%�
���56%5q�C�r��������
�/,�6%�.
��� 
�)�/�A�)�������	����
�P� /,A6)�.
%
���/(�
+�>�1+����/�156��'(����	
��
�/�1�
����
�	%5��+���C�u
,�56�5���

��A)
�1	/(5����� oseltamivir  8#6��-+�5�(-+D*	�������	��	���)�(�
%/�9�,�@�)��
������.
��� 40 �
�
���� �1+���)�q�C�r�
��������/�A�)����� H5N1 ��	�
������56))�q�C�r�.
��� 2 �
����� �1+��#6�
� 2 ����
���� ��	"*��.
%
/��5�%�
�
�	��	���%
-%
�  /,A6)�.
%
����
�))��
��
������5� �1+�
%
�"����
���	 
12 ���� �1+/��6%�
�*��'(����	
���	�1	� 1 ���� 

��.����PP
 �1+(-+��	���%��C5�
�D1��/)��8%>����
%���/��
��5��> �56�
%
�"�.
%

�	
��
�
����(����)��
�
�))�q�C�r�������/�A�)��	��������	)��
�%5��+���C�u
, %5(�
/�5��/��
����
�����'���
�

�	/�A�)�����'����� �1+��	�A6������C��������%��C5�5�/�9��56/�5���	)��1	� 
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4. 	��01	2���,����3�� 
             ?.,��1,��C> �
�(-+�,��?
���>?����
�,�
�
1 ��	�.
�
�/��
�+���/�A�)��	�������A�)�
 
oseltamivir '��)
?���1���
��)� NP reduction based ELISA   (*���� plaque reduction assay 
'������/�1
�56D�
�%
 ��"#��$������ ����%�,���
%5/�A�)�A�)�
/����#��  �1+�+���(�����
%/�A�)������
�
(��1+����>/,A6)/��
�+����
��A�)�
)��
���)/�A6)���)��  

�?.�
�/�, ����
�� ��	�.
�
�D1�� Standard serum 
��
�/��
�+����
��1
�,��C�>�)�/�A�)
�������	�������
�,��C�> H5N1  '���-+�5�(-+D*	�������	D1�� standard serum �
� ferret '���
� 
immunize ferret �	�� whole inactivate RG virus �.
��� 4 (���� ,���
  ferret �
%
�"��	
�
�)����)�5
��+����56��
,)
� 8#6��-+�5��.
1�����)�85��%���/�A�)�������	�������56�����	�
�����>���
/�A�)
�C��%�
����
�: ��%����/�A�)��	�������1+��	����
�P��56�����	�
�D*	���� ��% 13 isolates 
            '�����% A2 �����	
�	�������� ?. �� �
�(-+�,��?
���> ���
� 
�	�.
�
�?#�@
�+�
�
����
 '���.
�
�/��
�+����1+����
%�
�/�156����1��
�,��C�>�)���	������ '��/�9��
�����
%�
�
/�156����1�
��+���'%/1��1 /,A6)/�9��	)%*1
��
�(
��
�->�
�,��C�>/�A�)��	����������
�%�8#6�%5
(�
%/�9�����	�56�+�������#��
�)�
(� 8#6��
��
�/�_����)��
� cloacal swab, tracheal swab �
�
����>���%5�5��� �1+����/�A�)�
�����>����
� ��������1
��� 2549 "#��	��� 2551 �
� �.��)�(
� ,����� 
�1+�(�����(> %
")����������%� 8 �5� (whole genome sequencing) �.
��� 3 ���)��
� %

��/(�
+�>(�
%��%,��C>�
�,��C����% �1+/��5��/�5��1.
������)+%�'�
�'���5���
�: ,���
 /�A�)�56
�����	/%A6)/�A)�%��
(% �� 2551 �
� ,����� �1+�(�����(> �
%1.
��� /�9�������56���(�%5(�
%
�������1+%51��@-+�
�,��C����%�56���)�*�
��1��%/�5�����������56�+�
���������� 2547 (clade 1) '��
����%�%5�
��1
�,��C�>���/�-  receptor binding site �)� Hemagglutinin �1+���)+%�'��.
(�P�56�.


�	/����
��A�)�
 Oseltamivir �1+ Amantadine �� neuraminidase �1+ M2 �
%1.
���  ����������56
��	�
���)�(
����/�9������ clade 2.3.4 �56,��
��+���))�/=5��
�	�)��5� 1
� /�5���
%�)��� 
�1+u
(�+���))�/=5��/��A)�)���� �_����%�%5�
�/�156����1�
�����.
(�P/������ �-+�5���	 submit 
1.
���/���56��	 /�	
B
��	)%*1�)� GenBank '���56�+)��P
�
�	%5�
� release �	)%*1
��� 2552    
�.
�����
�/��
�+���/�A�)��	�������
�,��C�>�������6.
 ��A) LPAI ���� (-+D*	�����,������  subtype 
H8N4 8#6�%5�
��
�)�*��%�%
�
���+/�?�(�
�
 �5� �1+ ����B� �1+��	")������5� HA �1+ NA 
,���
 %5(�
%
�1	/(5���������� A/duck/Yangzhou/02/05 %
��56��� �1+�%�,�1��@-+ Multiple 
insertion of basic amino acids ���/�- cleavage site ���5� HA  �)��
��5������	�.
�
��.
���
����� H3N2 ��	/,�6%/��% �1+�%�,���
%5�
��1
�,��C�>�	
%�
%,��C�>�
�(�������>������)��
�
�  
)��
����_�
% /�A6)��
��
��+�
��)��������	������
���+/�?��� %5�.
���1�1� ���)��
������56
��	�
�,A���56�+�
��_%5�.
���1�1� �
�'(���
��#��)��
��+�+/�1
))��� �����
�+/�_����)��
�
��������������	(���
%�.
����56/��)��	 '���%��)����
�������������+%
-/,�6%/��% 

 
5. 	���
����
�-�����4
%�5�6���	+7��	�,%��!�	��������
	��(���'�5���
�����	 

 
��
�?#�@
�
�?#�@
���
��)� quasispecies �)�/�A�)��	������  (H5N1) ��)�
�/�156��  
host �1+ host susceptibility  ����D*	�������	�.
�
�/�_�/�A�)�
� cloacal swabs ���
���
��56/�_���	
��������� 2004-2006 �.
��� 364 '(1� ,�)���
�
�/��� quasispecies  ��	������� 30%-60% �1+
�
%
�"����1��%��	/�9� 2 �1��%�
%1��@-+/���56��	 ��	��� major population 8#6��%
�"#� �*�����)�
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1.
���/���56,�%
��56����
�'(1������%��56���)� �1+�56/�1A)/�9� minor  population ��%����,� 
mutation /���������� substitution �1+/��A) deletion  ������� 1 �.
����� ��"#� 8 �.
�����  '��
� 
major population (�� 2004-2005) %5 sequence �)� NA gene �56/�%A)���� (identical) �1+����1��%
)��
����/�����������56%5�
��
��
�,�
���+/�?)A6� ����
�	/�_���
�
��+�
�
��� 2005 
/�A6)�%
�
�/�A�)�56%5)�*��1	�
��� 2004 '��    ���"�
��������)%

��
��+�
��� 2005 
����
���
� 
colony /��% �1+/�9�����	��
%5���
���
��.
�����#6�
� colony �)��#��)�+/,_�/�9� reservoir 
��������� 2004   ����
� minor  population �56"*����"�
��������"���� %5)���
����/,�6%%
��#��)��
�%5
����.
(�P�
��"���   �
�?#�@
���
��)� quasispecies ��)�
��,����+�
������)����+��
�: �)�
��)�*�
��+���
��.
/����
� �#�����%���	�	)����  ���,� quasispecies 
��*�����56 binding site 
/�%A)� H5N1 �)�(�  ��%�����
�'(���
�����%���+��D1�.
/�_�
��
�
�	 differentiate primary 
bronchial epithelial cells /�A6)��
��
���1)��	�� differentiated cell �� 2 passages ,���
/811>
�
��1+�	)%�%�����5 tubulin 8#6�/�9� marker �)��
���	
� cilia �#��)/��)�����D��
���
�	 
undifferentiated cells ��� /�A6)��
���	��1)�/�A�)��	��1	�,���
 ������
%
�"/,�6%�.
���
� 
primary cells ��	 �1+�
�?*��>� �1+(-+���%�
�)��P
�
�	�����D��_�+�.
/����
���)����5  

�?.?��C��
 ��	�.
�
�?#�@
���
��)� quasispecies �)�/�A�)��	������  (H5N1) ��)�
�
/�156�� host  �1+ host  susceptibility '���.
�
�?#�@
 Quasispecies �)������
� cloacal swab 

� HA, NA, �1+ NS  : �
�?#�@
 Quasispecies pattern �)� receptor binding site 
� HA ,�
(�
%�1
��1
��*� �-+�5����%�������� ).���� 
��
��.
 MD simulation /,A6)�*��
 (�
%�1
��1
��5�
���D1��)��+���C�u
,�
���� SA2-3 ��A) SA2-6 ��A)�%� ���� pattern �)� NS �_%5(�
%�1
��1
�
(�)��	
��*� �������%�%5����
��
����)����
�(�
%�1
��1
��5���)(�
%�������)������ 
�.
���� pattern �)� NA ��	���%�
���� ).��,��> �.
 MD simulation /,A6)�.
�
����
��)�(�
%
�1
��1
���)�
�����)��
 Oseltamivir ,���
 quasispecies �
�1��@-+ 1���+���C�u
,�
����
�)��
 �#�/�9�����	��
 �
�
�	�
���@
D*	���/�A�) H5N1 �
����
���
�)
��%���	D1�5/��
�56(�� 

 
6. �
��	�����	�������4
 (KM) 

/,A6)
�	�
�(��(�%�1+��)����'�(
�	%5��+���C�u
,�1+�����)�"
��
�->/��������1+�)����
�
�/���'�(���/�A�))�����
�%��56)
��+/����#��
�)�
(� 
��-+�56��+/�?��� ����%�%5%
��B
��)�
�+���
�/��
�+���'�(���/�A�)
�����*�-
�
�����
�(��1+����> �����
�������
��)�u
(��B�1+
/)���  ���������+/�?����#�(��%5�
������%���(��  �	)%*1�
����
�
� ��%����/(�A)��
��������� 
�1+�
�,�<�
�+��/��
�+���'�(����*�-
�
��#�� /,A6)���������
��.
/����
��)��+��/��
�+���
'�( /,A6)
�	��+/�?���%5�+���
�/��
�+���'�(���/�A�))�����
�%��56/�	%��_��1+%5��+���C�u
,�56�5��6��#��  
�	��/���D1����1�
��#���	%5�
�
�	���/,A6)����.
/)��
��	)/��)/����'��
� /�A6)� s�+���
�/��
�+���'�(
���/�A�))�����
�%��)���+/�?���t u
�
�	�
�����
�����
�'�� %*1��C��
C
�-��������
�� �1+%5 ,.). D?. 
�,. �
% ������C�> ����������
1���,��?
���>,�+%����/�1	
 /�9������	
'(���
� '��%5�+�+/�1
'(���
� 
1 ��  �������/�A)�����
�� 2550 � /�A)�����
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1. �"
��
�->�$�������)�'�(���/�A�))�����
�%� (Emerging infectious disease)  
• �
�������"
��
�->�$�������)�'�(���/�A�))�����
�%�     
• ��)����(��'�(���/�A�))�����
�%�
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• ���'�	%�
�/���'�(���/�A�))�����
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���+/�?�1+�
���
���+/�?   
• (�
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����1.
���(�
%�.
(�P�)�'�(���/�A�))�����
�%�
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�.
���(�
% (Disease definition)  �)�'�(���/�A�))�����
�%��)���+/�?��� 
• �
���/(�
+�>(�
%/�56����)�
�/���'�(�+�
��
�'�(���/�A�))�����
�%� 

2. �
�������+���
�/��
�+����
�/���'�(
�(��1+
�����> (Existing disease surveillance system)  
�)���+/�?��� �1+�+����
�
�
��   
• )�(>��+�)��)��+���
�/��
�+���'�(�+�
�
�(��1+
�����>   
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��	)%*1�
��	
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C
�-���
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���>  �1+/�('�'1�5�)��+���
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�+���'�( 
• �+��/(�A)��
��
��	)��g������
�/,A6)�
����������=��'�(�+�
�
�(��1+
�����>   
• �+�����������
�/��
�+���'�(  �1+�+��)A6�: �56/�56���	)� 
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���������-���%�1+�+���
�/��
�+���'�(���/�A�))�����
�%��$������ 
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��
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�/��
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��
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/�	
��	
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�/��
�+���'�(���/�A�))�����
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�����
�����
��+��/(�A)��
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�/��
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• �
�����
�����
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�/��
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��
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�+��/��
�+���'�(���/�A�))�����
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�+��/��
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��
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��
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�
�/��
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• ����
��
�,�<�
�
�,�<�
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��)�����+��/��
�+���'�( 
• ����
��
�,�<�
�+��/�('�'1�5�
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����������
�/��
�+���'�(   
• ����
��
��*�-
�
��+��/��
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�)�
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�����> 

5.  �	)/��)����'��
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�/��
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�%�%%)��)��+�
�
����
�1+�
�����
��+���	��/�('�'1�5�%��
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'(���
�� ��	/��) ����
��
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2551 31/10/2550 701005489 �
� ��
������ ���������������
� !������"�#�"��$%"���%��&'��(�)�*%�*+" 
Hemaggulutinin 6%7�89:%�+����6;<+��=<>* subtype H5 

"�7��+������8��  ����CD�, "��
����FCG�  
�7H�+���, "��&��"
��  
�
(
�� 

2551 6/11/2550 701005627 �
� ��
������ 8D���+&���%��"��%���(9 %��+&<��89:%�+����6;<+��"C8"�� H5 $�)8"�� 
influenza A 

"�7��+������8�� ����CD�, "��
����FCG� 
�7H�+���, "�7H���
�(�� 
+����)&���� 

2551 11/6/2551 801002945 �
� ��
������ C���+���C��!����%"����"�+����"����="�����$�)C��=8; "�7��+�DC�>>� �7�C������CD� 
"�7��+����  �%9:%+���&��� "�7��+
�C�D+�� �D>>�M�C� 

2551 31/10/2550 701005489 �
� ��
������ ��������������
� !������"�#�"%�$%"���%��&'��(�)�*%�*+" 
Hemagglutinin 6%7�89:%�6;<+��=<>* subtype H5 

"�7��+������8�� ����CD�, "��
����FCG� 
�7H�+���, "��&��"
�� 
�
(
�� 

 
Prototype products ������ 9 '�� 

����R3(
�#,,=$�(R�ST-/
�3�V�V$�+ 

'�7�(
�#,,=$�(R�ST-/�3�V�V$�+ 	�������W'
���V�'�- 

1. �	����D1��u�-�>�+���
)���
����% 

��������	�����.
���������
/�A�)�������	�������1��% H5 
'����C5��')/8�/8)�> (H5 Biosensor) 

������������=��%5(�
%�.
/,
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