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 การผลิตวัคซีนปองกันโรคไขหวดันกสายพันธุ H5N1 จากไวรัสธรรมชาติ ประสบปญหา
เนื่องจากไวรสัทําใหไขไกฟกตายกอน 24 ช่ัวโมงทําใหไดผลผลิตต่ํา สวนวัคซีนทีผ่ลิตจากไวรัส
ชนิด H5 แตเปนสายพันธุอ่ืน (heterologous) มักจะใหภูมคิุมกันไมเต็มที่ การศึกษาครั้งนี้เปนการ
ใชเทคนิค reverse genetics ในการสราง seed virus vaccineโดยการโคลนยีน HA และ ยีน NA จาก 
HPAI H5N1 และยนีอีกหกทอนจาก swine influenza A virus (H1N1) จะถูกใชเปนยนีแกนหลัก 
ทําการดัดแปลงยีน HA โดยทําการกําจัดสวนของ polybasic amino acids บริเวณ cleavage site เพื่อ
ลดความรุนแรงในการกอโรค หลังจากนั้นทําการโคลนแตละยีนเขาไปยังพลาสมิดทีแ่สดงออกได
สองทิศทาง (pDZ) และทําการสราง reassortant โดยใช พลาสมิด pDZ ที่มียีน HA ที่ผานการ
ดัดแปลงแลวและพลาสมิด pDZ ที่มียีน NA ของ HPAI H5N1 และ ยนี PB2, PB1, PA, NP, M 
และ NS ของ SIV  H1N1  นาํพลาสมิดทั้งสองอันเขาเซลลผสมระหวางเซลล 293T และ Madin-
Darby Kidney (MDCK) อนุภาคไวรัส (rg H5N1) ที่เก็บจากสารละลายเหนอืเซลล (supernatant) 
สามารถทําใหไขไกฟกอายุ 10 วันติดเชื้อ ผลของการเพิ่มปริมาณสายพันธุกรรมทั้งแปดทอนดวย 
RT-PCR พบวาไวรัสมียีนครบทั้ง 8 ทอน และประกอบดวยยีน HA ที่ผานการดัดแปลงแลวซ่ึงไมมี 
polybasic amino acid และยนี NA ของ HPAI H5N1 และ ยีน PB2, PB1, PA, NP, M และ NS ของ 
swine influenza virus (SIV) H1N1 ตามที่ตองการ ไวรัสที่ไดจาก allantoic fluid มีไตเตอร 2×109 

TCID50 /ml นอกจากนี้ ไวรัสที่ไดสามารถทําใหเซลล MDCK ติดเชื้อและสามารถยืนยันการตดิเชื้อ
ไดดวยวิธี immunofluorescent test และการที่ไวรัสสามารถทําใหเกิด plaque ไดนั้นตองอาศัย 
trypsin ผลจากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเหน็วาสามารถพัฒนา seed virus สําหรับใชในการผลิต
วัคซีนปองกันโรคไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ไดเปนผลสําเร็จ  
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