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Pre-historic viral diseases: Smallpox, polio, rabies

http://www.asia.si.edu/collections/singleObject.cfm?ObjectNumber=F1953.91

Ramses or Rameses V

We know about diseases before knowing the causative agents.

http://www.asia.si.edu/collections/singleObject.cfm?ObjectNumber=F1953.91
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- Finlay ซึง่เป็นแพทยช์าวควิบาสณันิษฐานวา่การตดิต่อของโรคเกดิจากการถกูยุงกดัไมใ่ช ่  
จากการสมัผสัโดยตรง แต่ Walter Reed เป็นผูพ้สิจูน์ทฤษฎนีี้โดยทดลองใหยุ้งทีต่ดิเชือ้กดั
อาสาสมคัร ผลทีไ่ดก้ค็อื ผูร้ว่มงานชือ่ Carolls ป่วย แต่ Lazear มอีาการรนุแรงจนถงึชวีติ

- โรคนี้ม ีAedes aegypti เป็นยุงพาหะ เป็นโรคประจ าถิน่ของแอฟรกิาและอเมรกิาใต้ มอีตัรา 
ตาย 20-60%.

Walter Reed

ไวรสัก่อโรคในคนตวัแรกท่ีพบ คือ Yellow fever virus
-มกีารกล่าวถงึเป็นครัง้แรกเมือ่กลางศตวรรษที ่16 ใน Yucatán
เมก็ซโิก ทาสทีต่ดิเชือ้ไวรสัถกูน าจากแอฟรกิามาขายทางโลกตะวนัตก
และท าใหเ้กดิการระบาดของโรคไขเ้หลอืงขึน้ประมาณปี 1648
- สามารถแยกเชือ้ YFV ไดใ้นปี 1927



Methods of virus discovery

•Viral isolation and identification

• Electron microscopy

•Histo/cytopathology

•Nucleotide sequencing

• Seroarcheology

•Virus recovering



SARS coronavirus-1

• โรค severe acute respiratory syndrome (SARS) เป็นโรคทางเดนิหายใจทีเ่ป็น zoonotic 
disease มคีา้งคาวเป็นรงัโรค มสีาเหตุเกดิจาก SARS coronavirus-1 
• ผูป่้วยมอีาการไขส้งู และบางรายกลายเป็นปอดบวมรุนแรง หายใจล าบาก (ARDS)
• โรคน่าจะเกดิในจนีตอนใตต้ัง้แต่ปลายปี 2002 และมรีายงานครัง้แรกในเดอืน ก.พ. 2003 โดย
แพทยท์ีต่ดิเชือ้จากผูป่้วยเมอืงกวางตุง้น าเชือ้มาสูฮ่อ่งกงก่อนทีจ่ะแพรต่่อๆกนัไป 29 ประเทศ
ในโลก ผูป่้วยสว่นใหญ่อยูใ่นเอเชยี Malik Peiris, Univ of Hong Kong เป็นคนแรกทีค่น้พบ
ไวรสันี้ 
• เมือ่โรคสงบพบวา่มรีายงานผูป่้วยประมาณ 8469 คน อตัราตาย 10-11% ไมพ่บผูป่้วยอกีเลย
หลงัจากการระบาดเลก็ๆในปี 2004 สิน้สดุลง
• ประเทศไทยรายงาน probable cases 9 ราย ตาย 2 ราย



Discovery of SARS coronavirus 2003

CPE of Vero E6 inoculated 
with respiratory sample

Morphology and size of virus particles 
in culture fluid are suggestive of 
coronavirus.

- Identify by immunofluorescence staining 
 with antiserum against  animal coronavirus
- RT-PCR using ORF 1b (pol) primers 
- Nucleotide sequencing of PCR products of 
     405 nucleotides in length

The virus isolate was used to prepare 
antigens for antibody testing by 
indirect IF and ELISA

Immohistochemical staining of lung tissue

Ksiazek, et al.
N Eng J Med 10 Apr 2003



Dr.Carlos Urbani

- Index case ทีต่ดิเชือ้จากฮอ่งกงน าโรคมาแพรร่ะบาด
รนุแรงทีเ่วยีตนาม 
- Dr.Carlos Urbani แพทยช์าวอติาลซีึง่เป็นเจา้หน้าทีข่อง 
WHO ประจ าเวยีตนามไดร้ว่มท าการสบืสวนโรค และตดิเชือ้ 
- Dr.Urbani เริม่มอีาการระหวา่งการบนิมาทีก่รงุเทพ จงึได้
แจง้ใหส้าธารณสขุไทยทราบล่วงหน้า และถกูรบัตวัจาก
เครือ่งบนิไปเขา้ท าการรกัษาทีส่ถาบนับ าราศนราดูรจน
กระทัง่เสยีชวีติ



Influenza virus discovery
• โรคไข้หวัดใหญ่เป็นโรคเก่าแก่  Hippocrates ได้อธิบายอาการที่น่าจะเป็นโรค
ไข้หวัดใหญ่ไว้ตั้งแต่ 412 ปีก่อนคริสตศักราช แต่ pandemic flu ถูกบันทึกไว้เป็น
ครั้งแรกในปี 1580 
•สามารถแยกเชื้อ swine influenza virus ได้ในปี ค.ศ. 1930s (Sw/Iowa/30)

•สามารถเพาะเชื้อ human influenza virus ได้โดยใช้ไข่ฟักในปี ค.ศ.1933
(2476) ท าให้สรุปได้ว่าโรคไข้หวัดใหญ่นั้นมีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อไวรัส ไม่ใช่
แบคทีเรีย Haemophilus influenzae (Bacillus influenzae) ซึ่งน าไปสู่การ
ผลิตวัคซีนในปี 1942 ในที่สุด



Influenza pandemics

Virus isolation since 1933

 Asian flu H2N2 in 1957 (mortality 0.02-0.05%)

 Hong Kong flu H3N2 in 1968 (mortality 0.03%)

 Pandemic A/H1N1 in 2009 (mortality 0.001-0.007%)

Seroarchaeology

 1889-1898 Asiatic (Russian) flu A(H2N2)

 1899-1917 A/H3N8

 Spanish flu H1N1 in 1918 (mortality 1-3%)



Spanish flu, the pandemic of legend

Spanish flu (Feb 1918- Apr 1920), the mother of all pandemics.
It was the most virulent pandemic flu in human history.
It did not originate in Asia, not in Spain, but probably in Kansas, U.S. 
It was the ancestor of swine flu virus.- human to pig transmission?



Recovering the Spanish flu virus

•1918 – Deaths of 72 of 80 villagers in 5 days
•1951 Johan Hultin, a 25 yr old-Swedish microbiologist and Ph.D. student at 

Univ. of Iowa และคณะ เดนิทางไป Brevig Mission เพือ่เกบ็ชิน้เนื้อปอด
•Huntin พยายามแยกเชือ้จากเนื้อเยือ่ปอดของผูเ้สยีชวีติ 4 ราย โดยใชว้ธิแียกเชือ้
ในไขฟั่ก แต่ไมป่ระสบความส าเรจ็

CDC Archive

Johan Hultin



• ในปี 1997 Taubenberger และคณะ จาก Armed Forces Institute of Pathology, 
Washington, D.C. ตพีมิพผ์ลงานการคน้พบชิน้สว่นของ viral genome ใน formalin fixed 
tissues ของทหารรายหน่ึงซึง่เสยีชวีติในปี 1918
• Hultin, a retired pathologist ในวยั 72 ปีกลบัไป Brevig Mission อกีครัง้เพือ่เกบ็ชิน้เนื้อปอด 
• จากชิน้เน้ือของผูห้ญงิชาวไอนุ (Inuit)  Taubenberger และ Ann Reid ไดพ้บ viral genomes
และ รายงานการพบ complete viral genome ในปี 2005.

Hultin at the Brevig Mission gravesite 
in 1997, 46 yrs after his attempt to 
rescue viruses.



- Peter Palese และ Adolfo Garcia-Sastre, Mount Sinai School of 
Medicine, NYC ท าการสรา้ง complete recombinant plasmids โดย 
ใช ้reverse genetics technique

- Tumpey at CDC recovered the virus in July-August 2005 ใน BSL3 
enhanced laboratory

A/Brevig Mission/1/18 (H1N1)

The 1918 virus
      C. Goldsmith.  CDC Public Health Library 



Gilbertson and Subbaroa. Ann Rev Virol 2023: 10: 25.

Spanish flu virus, the mother of all pandemics



Avian influenza or bird flu (ไข้หวัดนก)

• โรคไข้หวัดนกซึ่งท าให้สัตว์ปีกล้มตายเป็นจ านวนมากเรียกว่า fowl plaque การ
ระบาดของโรคมีบันทึกเป็นครั้งแรกในอิตาลี ในปี 1878  และต่อมา fowl plaque 
ได้รับชื่อใหม่ว่า highly pathogenic avian influenza (HPAI).
•H5N1 HPAI virus ถูกแยกได้ตั้งแต่ปี 1959  
•การระบาดของ H5N1 HPAI ในปัจจุบัน เกิดขึ้นเป็นวงกว้างใน 5 ทวีป ในสัตว์นับ
ร้อย species มีความรุนแรงอย่างที่ไม่เคยเกิดขึ้นมาก่อนในอดีต อาจเรียกว่าเป็น 
panzootic หรือ pandemic ของสัตว์
•การติดเชื้อ H5N1 ในคนมีรายงานเป็นครั้งแรกที่ฮ่องกงในปี 1997 มีผู้ติดเชื้อ 18
ราย เสียชีวิต 6 ราย (อัตราตาย 33.3%)



Endotracheal cell smears from chicken stained with  flu A Ab

Siriraj Virology Lab

Discovery of H5N1 HPAI virus in Thailand in December 2002
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663 bp

BLAST of sequence of 606 nucleotides in HA gene 

H5N1 : AF216737
H5N1 : AF216721

H5N1 : AY075030
H5N1 : AY075027
H5N1 : AF098545

H5N1 : AY075033

Discovery of the first H5N1 patient at Siriraj Hospital
(The second case of Thailand), January 2003 

Epithelial cells from NP wash of the patient stained with FluA Ab

Conventional RT-PCR for H5
Using WHO primers for 1997 virus



Laboratory investigation of the last H5N1 AI case of Thailand,
Jul-Aug 2006

• RT-PCR yielded negative results using respiratory samples 
from this patient for about 9 times. The patient received 
oseltamivir treatment  2 days before specimen collection.

• H5N1 AI was laboratory confirmed in specimens collected at 
autopsy.



Lung

Lung

Nong Bualumpoo case

Lung

Discovery of the last H5N1 AI case of Thailand by indirect IF staining 
of autopsy tissues using fluA MAb

Trachea



Conclusion to discovery of the last H5N1 AI case

• RT-PCR yielded inconclusive results of all organ tissues investigated.

• Neutralizing antibody titers < 10 in paired blood

• Positive IF staining for nucleoprotein Ag of flu A  

• Of all autopsy tissues investigated, the virus isolates were obtained 
from only 3 kinds of clinical specimens

 A/Thailand/NBL1/2006-L from lung

 A/Thailand/NBL1/2006-T from trachea

 A/Thailand/NBL1/2006-F from intestinal fecal specimen

• Complete genome sequences of the virus isolates by Sanger method, 
and of paraffin embedded tissues by NGS



Pandemic H1N1 2009 in Thailand(May-Oct 2009)

(Nov 2009-Apr 2010)

(May-Oct 2010)

10 Aug 2010: WHO announced a post-pandemic phase.

Iamsirithaworn S, et al.Siriraj Med J 2011;63:64-67

25 Apr 2009: WHO announced Public Health 
Emergency of International Concern.

11 Jun 2009: WHO announced the pandemic phrase of H1N1.
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RT-PCR result of the first imported case of pandemic flu A (H1N1) 2009 



Electron microscopy: A tool for discovery of uncultivable viruses

• Rotavirus: The virus particles were detected in cytoplasm of 
intestinal epithelial cells from a biopsied tissue of a child by Ruth 
Bishop, et al. in 1973.

• Human papillomavirus was first identified in 1949 by Strauss et al., 
bur zur Hausen used DNA cloning technique to discover the 
association of HPV with cervical cancer.    



Virus characterization 

• Host-range 

• Appearance of cytopathic effect, growth rate

• Cytopathology, pathogenesis

• Other biological properties: hemagglutination/hemagglutination

• Plaque formation: morphology, size

• Enveloped/non-enveloped

• Genome: DNA or RNA, linear, segmented, length

• Antigenic, serotypic/genotypic  characterization

• Virulence markers

• Antiviral drug susceptibility

• Etc.



Can “Next Generation Sequencing” replace virus isolation method? 



Siddel, et al. J Gen Virol 2023: 104, issue 5.

Virus taxonomy
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