
 5 

บทคัดย่อ 

 

การศกึษานีจ้ึงมุง่เป้าท่ีจะพฒันาวคัซีนไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ชนิดเชือ้ตายสาํหรับฉีดเข้ากล้าม โดยผลิตไวรัสจาก

ไข่ไก่ฟักและผสมแอดจแูวนท์ในสตูรตํารับเพ่ือช่วยลดปริมาณของแอนติเจนท่ีจะใช้ รวมทัง้จะทําให้ภมูิต้านทานตอบสนองต่อ

วคัซีนมีความครอบคลมุและมีอายนุาน  ก่อนดําเนินการวิจยัจะทําการปรับปรุงห้องปฏิบตัิการ ให้เป็นห้องชีวนิรภยัระดบั 2+ 

สาํหรับเพาะไวรัส พบวา่ระบบตา่งๆของห้องปฏิบตัิการท่ีปรับปรุงแล้วผา่นเกณฑ์มาตรฐานสาํหรับห้องปฏิบตัิการ BSL2+  และ

ผา่นการรับรองการประเมินความเสีย่งทางชีวภาพในระดบัมหาวิทยาลยั 

 

การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟักและผลิตเป็นวคัซีนแอนติเจน จะผลิตจากหวัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 สายพนัธุ์

วคัซีน A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) จาก US-CDC โดยการฉีดในไข่ไก่ฟัก (embryonated egg) เพ่ือใช้เป็นหวั

เชือ้ไวรัส และ Master seed เพ่ือเตรียมไวรัสตัง้ต้น พบความเข้มข้นของไวรัสโดยวิธี Hemagglutination Test = 256-512 และ

128 HAU/50 ul สาํหรับหวัเชือ้ไวรัส และ Master seed และโดยวิธี Plaque assay = 3.8 x 107 PFU/ml สาํหรับ Master seed 

ตามลาํดบั และพบวา่ความเข้มข้นของไวรัสของ Master seed 0.5 HAU/ 200 ul/ 1 ใบ จะใช้เพ่ิมจํานวนไวรัสในไขไ่ก่ฟักแล้วให้

ได้ปริมาณแอนติเจนสงูสดุ และประหยดั Master seed มากท่ีสดุซึ่งจะนําไปใช้เพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟัก จํานวนไข่ท่ีดีท่ีสามารถ

เก็บนํา้ไข่ได้เหลือประมาณ 90-96 ใบจากการเพาะไข่ 100 ใบ พบว่าปริมาณไวรัสท่ีผ่านการกําจัดสิ่งเจือปนไม่ทําให้ไวรัส

สญูเสียไป แต่พบว่าการทําให้เข้มข้นขึน้ มีผลทําให้ปริมาณไวรัสสญูเสียไป 26.5%  จากนัน้สามารถทําให้เชือ้ตายจากการ

ตรวจสอบเชือ้ตาย ตามวิธีการของ CDC โดยสารเคมีท่ีใช้ คือ Beta-propiolactone แล้วทําให้ไวรัสแอนติเจนบริสุทธ์ิ โดย

ขัน้ตอน Affinity chromatography พบว่ามีการสญูเสียค่อนข้างมากและขัน้ตอน Tangential Flow Filtration จะมีการสญูเสีย

15.41% สําหรับแอนติเจนมาตรฐานและแอนติบอดีสําหรับตรวจวดัปริมาณแอนติเจน H1N1 2009 ท่ีจะได้จาก UK-CDC, 

Division of Virology, National Institute for Biological Standards and Control, United Kingdom  

 

การเตรียมตํารับวัคซีนผสมแอดจูแวนท์ จะใช้แอดจูแวนท์ท่ีนําเข้าชนิดอิมัลชันชนิดนํา้มันในนํา้จาก Infectious 

Disease Research Institute ประเทศสหรัฐอเมริกา ส่วนแอดจูแวนท์ชนิดอนุภาคท่ีผลิตเองจะเลือกใช้ polylactide-co-

glycolide (PLGA), ไคโตซาน (CS) และaluminium hydroxide (Al(OH)3 ) มาเตรียมเป็นแอดจูแวนท์ชนิดอนุภาคขนาด

ไมโครเมตร โดยเทคนิค double emulsion solvent evaporation  พบว่าอนภุาค PLGA มีขนาดต่างกนัขึน้กบัตวัแปรของสตูร

ตํารับและเคร่ืองมือในการผลิต การกระจายขนาดค่อนข้างแคบ รูปร่างของอนภุาคจาก optical  microscope และ SEM จะ

เห็นเป็นทรงกลม สกัษณะพืน้ผิวจาก AFM จะเรียบเมื่อไมไ่ด้เคลือบ แตจ่ะเป็นเจลเมื่อเคลอืบด้วย CS และมีลกัษณะขรุขระเมื่อ

เคลือบด้วย Al(OH)3  ประจุบนพืน้ผิวของอนภุาค PLGA จะเป็นค่า – และเปลี่ยนเป็น + เมื่อเคลือบ   ปริมาณสารทําละลาย

อินทรีย์ท่ีหลงเหลอืเข้าเกณฑ์มาตรฐาน  

 

ตํารับวคัซีนท่ีเตรียมตามมาตรฐาน GMP  เมื่อทดลองหาประสทิธิภาพชองแอนติเจนท่ีเตรียมขึน้เองและประสทิธิภาพของ

แอดจแูวนท์ ในหน ูBALB/c mice เพศผู้  16 ตวั พบวา่แอนตเิจนท่ีผลติขึน้เองนีส้ามารถกระตุ้นภมูคิุ้มกนั ใหเ่กิด HAI titer อยา่ง

มีนยัสาํคญัเมื่อเปรียบเทียบกบัตาํรับนํา้กลัน่ (α = 0.05)  เมื่อเพ่ิม แอดจแูวนท์  Complete Freund’s adjuvant พบวา่ titer จะ
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ขึน้สงูมากกวา่เมื่อไมม่ี แอดจแูวนท์อยา่งเดน่ชดัโดยเฉพาะเมื่อให้ dose ท่ี 2 เมื่อใช้ TLR3 agonist เป็นแอดจแูวนท์ พบวา่

สามารถเพ่ิม titer ได้เช่นกนั แตป่ระสทิธภาพการกระตุ้นภมูคิุ้มกนั จะน้อยกวา่การใช้ Complete Freund’s adjuvant เมื่อทํา

การทดลองเพ่ือหาประสทิธิภาพชองแอนติเจนท่ีผลติขึน้ lot ใหมแ่ละประสทิธิภาพของแอดจแูวนท์ Complete Freund’s 

adjuvant ในหน ูBALB/c mice เพศเมีย 12 ตวัเปรียบเทียบกบัตํารับแอนติเจนท่ีผลติขึน้เดิม พบวา่ แอนติเจนท่ีผลติขึน้ใหมนี่ ้

สามารถกระตุ้นภมูิค้มกนั ใหเ่กิด HAI titer อยา่งมีนยัสาํคญั (α = 0.05) เมิอเพ่ิม Complete Freund’s adjuvant ผลยืนยนัการ

ทดลองเดมิวา่ Freund’s complete adjuvant  จะช่วยเพ่ิมประสทิธิภาพในการกระตุ้นให้ HAI titer สงูกวา่เมื่อไมม่ี แอดจแูวนท์

อยา่งเดน่ชดั  เมื่อทดสอบประสทิธิภาพของแอนตเิจนท่ีเตรียม lot เดิมและไมม่ีแอดจแูวนท์ใดๆ พบวา่ แอนตเิจนสามารถ

กระตุ้นภมูิคุ้มกนั ใหเ่กิด HAI titer อยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งไรก็ตามผลการกระตุ้นภมูิคุ้มกนั ท่ีได้จะตํ่ากวา่ท่ีได้กบัหนเูพศผู้  แม้

เมื่อทดสอบทางสถิติไมพ่บวา่ มคีวามแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั (α = 0.05) ซึง่โดยปกติแล้ว การตอบสนองของหนเูพศเมยีมกั

ให้คา่สงูกวา่หนเูพศผู้  เน่ืองจากระดบัของ HAI titer ในหนมูคีา่ไมส่งูพอท่ีจะศกึษาลงิ  
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Abstract 

 

The objective of this study was to develop intramuscular, inactivated influenza H1N1 2009 vaccine for 

clinical use by virus production from embryonated eggs and with adjuvant in order to reduce the amount of 

antigen used, to activate and prolonged both immune responses.    Prior to virus experiment, the laboratory had to 

be renovated to meet the standard of Biosafety Level 2 enhance. It was found that all facility systems in the 

renovated laboratory substantially passed the requirement. Moreover, Conferment of Biosafety Certificate has 

been issued at university level.   

 

Virus production from embryonated egg and antigen vaccine production were prepared from influenza 

H1N1 2009 virus, vaccine strain A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) from US-CDC. The obtained virus was 

injected into embryonated egg to prepare Pre-master Seed and Master Seed for initial virus preparation. The virus 

concentrations determined from hemagglutination test were 256-512 แ ล ะ 128 HAU/50 50 ul for the Pre-master 

Seed and Master seed and from Plaque assay was 3.8 x 107 PFU/ml for Master seed, respectively. It was also 

found that the concentration of Master Seed 0.5 HAU/ 200 ul/egg would increase the number of virus in 

embryonated egg to obtain the highest amount of antigen, thus the most saving of Master Seed.. This 

concentration was to use in further virus production. The egg media could be collected from 90-96 good eggs out 

of 100 injected eggs.    Elimination of contamination did not reduce the amount of virus but concentrating 

procedure lost 26.5% of virus. The inactivation was performed and confirmed by CDC method using beta-

propiolactone. It was noted that there was much loss in affinity chromatography stage in virus purification while 

15.4% loss was found in the tangential flow filtration stage. The standard antigen and antibody for determination of 

the amount of antigen H1N1 2009 was gifted from UK-CDC, Division of Virology, National Institute for Biological 

Standards and Control, United Kingdom  

 

The formulation preparation of adjuvanted vaccine contained the imported adjuvant, o/w emulsion from 

Infectious Disease Research Institute, USA. The self-prepared, particulate adjuvants were obtained by using   

polylactide-co-glycolide (PLGA), chitosan (CS) and aluminium hydroxide (Al(OH)3 ). Microparticles as adjuvants 

were prepared by double emulsion solvent evaporation technique.  It was revealed that the PLGA particles had 

different sizes depended on the formulation parameters and equipment used. The size distribution expressed as 

uniformity was quite narrow. Particle appearance from optical microscope and SEM showed spherical shape.  

Surface morphology from AFM revealed smooth PLGA surface when not coated, but appeared as gel layer when 

coated with CS and rough surface when coated with Al(OH)3.  Surface charge of PLGA particles were – values 

and changed to + when coated. The inorganic solvent residue was within the standard requirement.    
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Vaccine formulations were prepared following GMP procedure. Efficay of the prepared antigen and 

commercial adjuvants were tested on 16 male Balb/c mice. It was found that the prepared antigen could 

significantly stimulate immune response detected from HAI titer when compared to distilled water (α = 0.05). 

When Complete Freund’s adjuvant was added, the titer was higher especially after second dose.  When TLR3 

agonist was used as adjuvant, higher titer was also obtained but the titer was lower than when usung Complete 

Freund’s adjuvant. Reproducibility of antigen was tested by comparing the first and second lot on 12 female 

Balb/c mice. The second lot of antigen also significantly produced higher titer than distilled water (α = 0.05). 

Addition of Complete Freund’s adjuvant confirmed the efficiency of adjuvant when compared to non-adjuvant 

formulation.  The first lot of antigen without adjuvant also could significantly induce immune response but with 

lower titer than when tested on male animals although there was no statistical difference (α = 0.05). Normally, 

immune response from female animals is higher than male animals. Due to low HAI titer obtained in mice, study 

on monkey was not pursued. 

 


