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คณะผู้วิจยัขอขอบพระคณุสาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแหง่ชาตท่ีิเลง็เห็นความสาํคญัของการพฒันาการผลติวคัซีน

เพ่ือให้ใช้ในประเทศ โดยให้การสนบัสนนุทนุอดุหนนุการวิจยัเพ่ือพฒันาเศรษฐกิจและสงัคมด้วยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

ประจําปีงบประมาณ 2552 แก่โครงการวิจยัเร่ือง “การพฒันาวคัซีนเชือ้ตายไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 เพ่ือใช้ทางคลนิิก” 

นอกจากนีข้อกราบขอบพระคณุคณะกรรมการผู้ทรงคณุวฒุิท่ีให้ข้อคิดเห็นและคําแนะนําอนัเป็นประโยชน์ให้การวจิยันี ้ 
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บทสรุปสาํหรับผู้บริหาร 

 

สืบเน่ืองจากการแพร่ระบาดของ โรคใข้หวดัใหญ่ ในศตวรรษนี ้คือไข้หวดัใหญ่สเปน (H1N1)  เมื่อปี 1918-1919 

ไข้หวดัใหญ่เอเชีย (H2N2) เมื่อปี 1957-1958 ไข้หวดัใหญ่ฮ่องกง (H3N2) ปี 1968-1968 รวมทัง้ไข้หวดัใหญ่ชนิดใหม่ H1N1 

2009 ซึ่งมีการแลกเปลี่ยนชิน้จีโนมของไวรัสไข้หวดัใหญ่ของหม ูนก และคน ทําให้นกัวิทยาศาสตร์มีความกงัวลว่าเชือ้ไข้หวดั

ใหญ่ H1N1 2009 อาจจะมีการเปลีย่นแปลงทางด้านพนัธุกรรมซึง่อาจนําไปสูก่ารเกิดโรครุนแรงในอนาคตข้างหน้าได้ 

 

วัคซีนจัดเป็นเคร่ืองมือปฐมภูมิในการป้องกันโรคต่างๆ ซึ่งทั่วโลกรวมทัง้องค์การอนามัยโรคได้ประกาศเพ่ิม

ความสําคญัของการป้องกนัโรคมากกว่าการรักษา สําหรับวคัซีนไข้หวดัใหญ่  H1N1 2009 ในปัจจุบนัยงัไม่มีการจดัจําหน่าย

วคัซีนป้องกันโรคไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009  ท่ีมีประสิทธิภาพ  นอกจากนี ้ วคัซีนป้องกนัโรคไข้หวดัใหญ่ตามฤดกูาลไม่แสดง

การป้องกนัต่อไวรัสโรคไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ได้ ปัจจบุนับริษัทท่ีผลติและจําหนา่ยวคัซีนระดบันานาชาติหลายบริษัทกําลงั

เร่งมือในการผลติวคัซีนไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 สําหรับประเทศไทย องค์การเภสชักรรมก็เร่งมือในการผลิตวคัซีนเช่นกนัโดย

จะผลติวคัซีนไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ชนิดเชือ้เป็นสาํหรับพน่จมกูด้วยการซือ้เทคโนโลยีจากประเทศรัสเซีย  และเช่นกนักําลงั

การผลติจะไมเ่พียงพอ ต้องนําเข้าจากตา่งประเทศ   

 

การศกึษานีค้ณะผู้วิจยัซึง่ประกอบด้วยผู้ เช่ียวชาญจากหลากหลายสาขามีความมุง่มัน่ท่ีจะพฒันาวคัซีนไข้หวดัใหญ่ 

H1N1 2009 ชนิดเชือ้ตายสาํหรับฉีดเข้ากล้าม โดยการผลติไวรัสด้วยกรรมวิธีเพาะในไขไ่ก่ฟักและนําเอาแอดจแูวนท์ซึง่เป็นสาร

เสริมฤทธ์ิผสมในสตูรตํารับเพ่ือช่วยลดปริมาณของแอนติเจนท่ีจะใช้ รวมทัง้จะทําให้ภูมิต้านทานตอบสนองต่อวคัซีนมีความ

ครอบคลุมและมีอายุนาน  เพ่ือเป็นทางเลือกหนึ่งให้รัฐในการผลิตวคัซีนโดยในกรณีมีการระบาดของโรคระลอกใหม่ โดย

สามารถใช้กระบวนการผลติของวคัซีนท่ีมีการผลิตท่ีองค์การเภสชักรรมในปัจจุบนัได้ นอกจากนีอ้งค์ความรู้ท่ีได้สามารถนําไป

ประยกุต์กบัแอนติเจนและระบบนําสง่แอนติเจนอ่ืนๆ รวมทัง้เป็นการพฒันาบคุคลากรด้านวคัซีนให้เพียงพอกบัความต้องการ

ของประเทศ ให้สามารถพึง่พาตนเองได้ 

  

ก่อนดําเนินการวิจัยจะทําการปรับปรุงห้องปฏิบตัิการท่ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล ให้เป็นห้องชีวนิรภยั

ระดบั 2+ สําหรับเพาะไวรัส ทําให้ได้ห้องปฏิบตัิการท่ีผา่น เกณฑ์มาตรฐานสาํหรับห้องปฏิบตัิการ BSL2+  และผา่นการรับรอง

การประเมินความเสีย่งทางชีวภาพในระดบัมหาวิทยาลยั การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟักและผลติเป็นวคัซีนแอนติเจน จะผลติจาก

หัวเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ H1N1 2009 สายพันธ์ุวัคซีน A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) ท่ีได้รับการแนะนําจาก 

WHO และได้รับจาก US-CDC โดยการฉีดในไข่ไก่ฟัก (embryonated egg) โดยศึกษาได้ขัน้ตอนเทคนิกการผลิตท่ีให้ปริมาณ

ไวรัสมากท่ีสดุ และสามารถทําให้เชือ้ตายจากการตรวจสอบเชือ้ตาย ตามวิธีการของ CDC แล้วทําให้ไวรัสแอนติเจนบริสทุธ์ิเพ่ือ

ใช้ในการเตรียมเป็นตํารับวคัซีน ทัง้นีไ้ด้เปรียบเทียบกบัแอนติเจนมาตรฐานและแอนติบอดีสําหรับตรวจวดัปริมาณแอนติเจน 

H1N1 2009ท่ีจะได้จาก UK-CDC, Division of Virology, National Institute for Biological Standards and Control, United 

Kingdom ซึง่ได้มาตรฐานโลก 
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การเตรียมตํารับวัคซีนผสมแอดจูแวนท์ จะใช้แอดจูแวนท์ท่ีนําเข้าชนิดอิมัลชันชนิดนํา้มันในนํา้จาก Infectious 

Disease Research Institute ประเทศสหรัฐอเมริกาท่ีผ่านการทดสอบแล้วว่าปลอดภยั และได้พฒันาสตูรตํารับแอดจูแวนท์

ชนิดอนภุาคขนาดไมโครเมตรท่ีผลิตเองจาก polylactide-co-glycolide (PLGA), ไคโตซาน (CS) และ aluminium hydroxide, 

(Al(OH)3 ) ซึ่งสารแต่ละขนิดได้ยอมรับให้ใช้ได้ในเภสชัตํารับ และเตรียมโดยเทคนิค double emulsion solvent evaporation 

ซึง่ขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก และสามารถขยายการผลิตได้ง่าย  อนภุาคทัง้  3 ชนิด ท่ีได้มีคณุสมบตัิท่ีเหมาะสมทางเคมีฟิสิกค์ในการ

เป็นแอดจแูวนท์ ซึง่ต้องศกึษาคณุสมบตัิอ่ืนๆตอ่ไป 

 

ตํารับวคัซีนท่ีเตรียมตามมาตรฐาน GMP  เมื่อทดลองหาประสทิธิภาพชองแอนติเจนท่ีเตรียมขึน้เองและประสทิธิภาพของ

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

มีนยัสาํคญัเมื่อเปรียบเทียบกบัตาํรับนํา้กลัน่ เมื่อเพ่ิม แอดจแูวนท์  Complete Freund’s adjuvant พบวา่ titer จะขึน้สงู

มากกวา่เมื่อไมม่ี แอดจแูวนท์อยา่งเดน่ชดัโดยเฉพาะเมื่อให้ dose ท่ี 2 เมื่อใช้ TLR3 agonist เป็นแอดจแูวนท์ พบวา่สามารถ

เพ่ิม titer ได้เช่นกนั แตป่ระสทิธภาพการกระตุ้นภมูิค้มกนั จะน้อยกวา่การใช้ Complete Freund’s adjuvant เมื่อทําการ

ทดลองเพ่ือหาประสทิธิภาพชองแอนติเจนท่ีผลติขึน้ lot ใหมแ่ละประสทิธิภาพของแอดจแูวนท์ Complete Freund’s adjuvant 

ในหน ูBALB/c mice เพศเมยี 12 ตวัเปรียบเทียบกบัตํารับแอนติเจนท่ีผลติขึน้เดิม พบวา่ แอนตเิจนท่ีผลติขึน้ใหมนี่ส้ามารถ

กระตุ้นภมูิค้มกนั ใหเ่กิด HAI titer อยา่งมีนยัสาํคญั เมิอเพ่ิม Complete Freund’s adjuvant ผลยืนยนัการทดลองเดมิวา่ 

Freund’s complete adjuvant  จะช่วยเพ่ิมประสทิธิภาพในการกระตุ้นให้ HAI titer สงูกวา่เมื่อไมม่ี แอดจแูวนท์อยา่งเดน่ชดั  

เมื่อทดสอบประสทิธิภาพของแอนติเจนท่ีเตรียม lot เดิมและไมม่แีอดจแูวนท์ใดๆ พบวา่ แอนตเิจนสามารถกระตุ้นภมูิค้มกนั ให่

เกิด HAI titer อยา่งมีนยัสาํคญั อยา่งไรก็ตามผลการกระตุ้นภมูคิุ้มกนั ท่ีได้จะตํา่กวา่ท่ีได้กบัหนเูพศผู้ แม้เมื่อทดสอบทางสถิติ

ไมพ่บวา่ มีความแตกตา่งอยา่งมนียัสาํคญั ซึง่โดยปกติแล้ว การตอบสนองของหนเูพศเมยีมกัให้คา่สงูกวา่หนเูพศผู้  เน่ืองจาก

ระดบัของ HAI titer ในหนมูีคา่ไมส่งูพอท่ีจะตดัสนิใจทําในลงิ ทําให้คณะผู้วจิยัตดัสนิใจยตุิการทดสอบในลงิ 

 

ประโยชน์จากการศกึษาจะได้ขัน้ตอนในการผลติแอนติเจนเชือ้ตายไข้หวดัใหญ่  H1N1 2009 จากไขไ่ก่ฟักซึง่ยงัไมม่ีผู้

ศกึษามาก่อนในประเทศ ได้แอดจูแวนท์ชนิดอนภุาคท่ีมีขนาดไมโครเมตรท่ีผลิตเองในประเทศด้วยกรรมวิธีทีไม่ยุง่ยาก ได้สตูร

ตํารับวคัซีนท่ีผสมกับแอดจูแวนท์ Complete Freund’s adjuvant ทําให้สามารถลดจํานวนแอนติเจนในตํารับ ทราบผลการ

กระตุ้นภูมิค้มกันในสตัว์เล็ก รวมทัง้ได้พัฒนา ผลิตและเกิดความร่วมมือของบุคคลากรด้านวัคซีนซึ่งมีจํานวนน้อยมากใน

ประเทศ และเป็นการเตรียมพร้อมเพ่ือการพึง่พาตนเองไมเ่ฉพาะเมื่อมีการระบาดของโรค 
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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. 
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.   
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บทนํา 

 

ในศตวรรษท่ีผา่นมา ได้เกิดการระบาดโรคใข้หวดัใหญ่ 3 ครัง้ คือไข้หวดัใหญ่สเปน (H1N1)  เมื่อปี 1918-1919 

ไข้หวดัใหญ่เอเชีย (H2N2) เมื่อปี 1957-1958 และไข้หวดัใหญ่ฮ่องกง (H3N2) ปี 1968-1968  การระบาดใหญ่ทัง้ 3 ครัง้นีทํ้าให้

ผู้ เช่ียวชาญด้านโรคไข้หวดัใหญ่สว่นใหญ่เช่ือวา่การระบาดจะเกิดเป็นวงจรโดยการระบาดครัง้ถดัไปนา่จะถึงวงจรดงักลา่วแล้ว 

 

 ระหวา่งเดือน มี.ค 2009  มีการรายงานโรคไข้หวดัใหญ่ชนิดใหมท่ี่ประเทศเมก็ซิโก  โดยมกีารแพร่หลายไปยงั

สหรัฐอเมริกา และประเทศอ่ืน ๆ ทัว่โลก โดยเชือ้ก่อโรคเป็นไวรัสสายพนัธุ์ใหมซ่ึง่ได้รับการเรียกช่ือวา่ H1N1 2009 ไวรัสสายพนัธุ์ใหมนี่ ้

มีการแลกเปลีย่นชิน้จีโนมของไวรัสไข้หวดัใหญ่ของหม ูนก และคน โดยจะแสดงการเปลีย่นแปลงของสารฮีเมกกากลตูินินและนิวรามินิ

เดส เมื่อเปรียบเทียบกบัไวรัส H1N1 สายพนัธุ์เดมิ แม้ไวรัสใหมนี่จ้ะไมก่อ่ให้เกิดอนัตรายขัน้รุนแรงมาก แตก่ารแพร่ระบาดในมนษุย์

เป็นไปอยา่งกว้างขวาง โดยวนัท่ี 12 กรกฎาคม 2009 องค์การอนามยัโลกได้ประกาศการระบาดของ H1N1 (ตามตารางท่ี 1) 

 

ตารางท่ี 1  การระบาดของ H1N1 

 
  

ปัจจบุนัเชือ้ไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ได้ระบาดไปมากกวา่ 130 ประเทศ ซึง่การระบาดนีเ้กิดขึน้อยา่งกว้างขวางมากกวา่ไข้หวดั

ใหญ่ธรรมดา ถึงแม้นวา่จะไมก่่อให้เกิดโรครุนแรง แตน่กัวิทยาศาสตร์มีความกงัวลวา่เชือ้ไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 อาจจะมกีาร

เปลีย่นแปลงทางด้านพนัธุกรรมซึง่อาจนําไปสูก่ารเกิดโรครุนแรงในอนาคตข้างหน้าได้ 

 

วคัซีนจดัเป็นเคร่ืองมือปฐมภมูิในการป้องกนัโรคไข้หวดัใหญ่  H1N1 2009  อยา่งไรก็ตามในปัจจบุนัยงัไมม่ีการจดัจําหนา่ย

วคัซนีป้องกนัโรคไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009  ท่ีมีประสทิธิภาพ  นอกจากนี ้ วคัซีนป้องกนัโรคไข้หวดัใหญ่ตามฤดกูาลไมแ่สดงการ

ป้องกนัตอ่ไวรัสโรคไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ได้ ปัจจบุนับริษัทท่ีผลติและจําหนา่ยวคัซีนระดบันานาชาติหลายบริษัทกําลงัเร่งมือใน

การผลติวคัซีนไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 และมีการคาดการณ์วา่จะไมเ่พียงพอตอ่ความต้องการของโลก จนคาดการณ์วา่อาจมีการแยง่

ชิงวคัซีนกนัได้ หากการระบาดยงัไมบ่รรเทาลง สาํหรับประเทศไทย องค์การเภสชักรรมก็เร่งมือในการผลติวคัซีนเช่นกนัโดยจะผลติ

วคัซนีไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ชนิดเชือ้เป็นสาํหรับพน่จมกูด้วยการซือ้เทคโนโลยีจากประเทศรัสเซีย  และเช่นกนักําลงัการผลติจะไม่

เพียงพอ ต้องนําเข้าจากตา่งประเทศ   
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    การตอบสนองทางภมูคิุ้มกนัของร่างกาย  ประกอบด้วยการตอบสนองทางภมูคิุ้มกนัชนิดท่ีมมีาแตกํ่าเนิด (innate immune 

responses)  และการตอบสนองทางภมูคิ35◌ุ◌ม้กนัชนิดท่ีได้รับในภายหลงั (acquired immune responses)  ซึง่การตอบสนองชนิด

หลงันีย้งัสามารถแบง่ยอ่ยออกได้อีก 2 ชนิดคือ  การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัชนิด humoral และชนิด cell-mediated  โดยร่างกายจะ

พฒันาการตอบสนองขึน้หลงัจากท่ีเกิดการตดิเชือ้ ทัง้นีเ้พ่ือป้องกนัการแพร่กระจายของจลุนิทรีย์ก่อโรค และในขณะเดยีวกนั ก็ทํา

หน้าท่ีกําจดัจลุนิทรีย์ก่อโรคนัน้ออกจากร่างกายด้วย  จึงมีประสทิธิภาพในการป้องกนัการตดิเชือ้ผา่น “ความจํา” ของระบบภมูิคุ้มกนั

โดยอาศยัการตอบสนองของ memory T และ B cells  อีกด้วย (McNeela and Mills, 2001) 

 

เป็นท่ีทราบกนัทัว่ไปวา่ การให้วคัซีนมวีตัถปุระสงค์เพ่ือการะตุ้นภมูิคุ้มกนัท่ีเพียงพอและยาวนานตอ่การป้องกนัโรคตดิเชือ้  

ในขณะท่ีวคัซีนท่ีทําจากเชือ้ออ่นแรง (Live-attenuated vaccine) สามารถกระตุ้นภมูิคุ้มกนัได้ดี  วคัซีนท่ีทําจากการทําให้เชือ้ตาย 

(Inactivated vaccine) ซึง่สามารถแบง่ยอ่ยเป็น 2 ชนิด ทัง้ตวัไวรัส (whole virus) และแบบชิน้สว่นไวรัส (splitted virion) และวคัซีน

ชนิด subunit มกัต้องการการเตมิแอดจแูวนท์เพ่ือเพ่ิมประสทิธิภาพ  วคัซีนสาํหรับกระตุ้นให้ร่างกายสร้างภมูิคุ้มกนัโรค  ซึง่มใีช้กนัอยู่

โดยทัว่ไปนัน้ เร่ิมพฒันามาจากวคัซีนแบคทีเรีย หรือไวรัส ชนิดเชือ้เป็น แตถ่กูทําให้ออ่นแรงลง  แม้วา่วคัซีนชนิดเชือ้เป็นนีจ้ะสามารถ

กระตุ้นการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของร่างกายได้ทัง้ชนิด humoral และชนิด cell-mediated ก็ตาม แตต่วัวคัซีนเอง  อาจเปลีย่น

กลบัไปอยูใ่นรูปท่ีมีฤทธ์ิแรงขึน้  อนัอาจก่อให้เกิดการติดเชือ้เสยีเอง  แทนการกระตุ้นการสร้างภมูคิุ้มกนัของร่างกายได้ ในขณะท่ีวคัซีน

เชือ้ตาย และวคัซีนชนิด subunit  ซึง่แม้จะมีความปลอดภยัมากขึน้ แตก็่สามารถกระตุ้นการตอบสนองได้เพียงเฉพาะชนิด humoral 

เทา่นัน้  โดยไมก่ระตุ้นให้เกิดการตอบสนองชนิด cell-mediated  ซึง่จําเป็นตอ่การกําจดัจลุนิทรีย์กอ่โรคท่ีหลบซอ่นอยูภ่ายในเซล (Ada 

and Blanden, 1994; Ada, 2004)  ยิ่งไปกวา่นัน้ วคัซีนชนิด subunit  ซึง่ประกอบด้วยชิน้สว่นของจลุนิทรีย์ก่อโรค เฉพาะสว่นท่ีมี

คณุสมบตัิแอนตเิจนเทา่นัน้ ยงัมคีวามสามารถในการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัท่ีคอ่นข้างตํา่อีกด้วย (Storni et al, 2005)  จึงต้องการแอดจู

แวนท์และ/หรือระบบนําสง่วคัซีนแอนติเจน  ซึง่สามารถเสริมการตอบสนองทางภมูคิุ้มกนัของร่างกายตอ่แอนติเจนนัน้ ๆ ให้อยูใ่นระดบั

ท่ีนา่พอใจได้  ด้วยเหตนีุจ้งึมคีวามจําเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะต้องพฒันาสตูรตํารับ วิธีการ หรือแนวทางในการให้วคัซีน เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการ

ตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัตอ่แอนติเจน หรือจลุนิทรีย์ก่อโรคท่ีรวดเร็ว ปลอดภยั และมีประสทิธิภาพ 

 

นบัตัง้แตก่ารค้นพบฤทธ์ิเสริมการกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนั (adjuvant activity)  ในการป้องกนัโรคติดตอ่เชือ้ของสารประกอบ

อะลมูิเนียมเมื่อ 80 ปี แล้ว สารตา่ง ๆ กวา่ 100 ชนิดได้ถกูทดสอบฤทธ์ินีท้ัง้ใน pre-clinic และ clinic (Glenny et al., 1926, Vogel 

and Powel, 1995)  พบวา่มเีพียงอะลมูิเนียมไฮดรอกไซด์และอะลมูิเนียมฟอสเฟต ท่ีเป็นท่ียอมรับกนัทัว่ไปให้ไช้ได้ในวคัซีนมนษุย์ 

กระนัน้สารทัง้สองนีย้งัได้รับการตรวจสอบอยา่งเข้มข้นในระยะหลงั เน่ืองจากพบวา่ อาจเก่ียวข้องกบัการเกิด macrophagic 

myofascititis (Gherardi et al., 2001)  และแนวโน้มของพิษอะลมูิเนียมท่ีสะสมในร่างกายท่ีอาจเก่ียวข้องกบั amyotropic lateral 

scherosis,  โรคอลัไซเมอร์ และ dialysis-associated dementia (Petrovsky and Aguilar, 2004)  สว่นระบบอิมลัชนัชนิดนํา้มนัใน

นํา้และ monophosphoryl lipid A เพ่ิงเร่ิมได้รับการยอมรับในกลุม่ประเทศสหภาพยโุรปให้ใช้ในวคัซีนสาํหรับมนษุย์ได้เมื่อไมน่านมานี ้

(O’Hagan and De gregorio, 2009)  
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เน่ืองจากการสาธารณสขุมีแนวโน้มท่ีจะใช้วคัซีนเพ่ิมขึน้ทัง้ในรูปแบบการป้องกนัและการรักษาโรคตา่ง ๆ ดงันัน้การค้นหาสาร

หรือกลุม่สารประกอบท่ีมีคณุสมบตัิเป็นแอดจแูวนท์จึงเป็นไปอยา่งเข้มข้น  แอดจแูวนท์ท่ีดี ควรมคีณุสมบตัิคงตวัสงู  สามารถสลายตวั

ได้ในร่างกาย ราคาถกู โดยตวัเองจะเฉ่ือยไมก่่อให้เกิดการกระตุ้นภมูิคุ้มกนั แตจ่ะชว่ยเสริมฤทธ์ิให้เกิดการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัท่ีเหมาะสม

ไมว่า่จะเป็นชนิด cellular หรือ antibody immunity ขึน้กบัความต้องการในการป้องกนัโรค (Ebelman, 1980)  โดยแอดจแูวนท์จะทํา

หน้าท่ีเพ่ิมการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัของแอนติเจนทัง้ชนิดบริสทุธ์ิหรือชนิด recombinant ลดปริมาณแอนติเจนหรือจํานวนครัง้ในการให้

วคัซนีท่ีใช้ป้องกนัโรค  เพ่ิมประสทิธิภาพของวคัซีนในเด็กแรกเกิด ผู้สงูอาย ุ และ immuno-compromised persons รวมทัง้ใช้เป็น

ระบบนําสง่แอนตเิจน 

 

มีการศกึษามากมาย ถงึการนําอนภุาค มาใช้เป็นแอดจแูวนท์และระบบนําสง่วคัซีนแอนตเิจน เพ่ือกระตุ้นการสร้างภมูิคุ้มกนั

ของร่างกาย ( Singh and O’Hagan, 2003; Aguilar and Rodriguiz, 2007)  เมื่อแอนตเิจนหรือระบบนําสง่วคัซีนแอนตเิจนในรูปของ

อนภุาคผา่นเข้าสูร่่างกาย  แอนติเจนหรือระบบนําสง่แอนติเจนนัน้  จําเป็นต้องผา่นกระบวนการเปลีย่นแปลง  และกระบวนการ

นําเสนอแอนตเิจน (antigen processing and presentation)  โดยอาศยัการทํางานของกลุม่เซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนัท่ีเรียกวา่เซลล์

นําเสนอแอนตเิจน (antigen presenting cells, APCs) เช่น มาโครฟาจ (macrophages, M  )  และเดนไดรติกเซลล์ (dendritic cells, 

DCs)  เป็นต้น จึงจะสามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภมูคิุ้มกนัได้ (Zinkernagel, 2002)  อนัตรกิริยาระหวา่งระบบนําสง่วคัซีน

แอนติเจนหรืออนภุาค กบัเซลล์นําเสนอแอนตเิจนดงักลา่ว  จึงเป็นขัน้ตอนสาํคญัขัน้ตอนแรกในการกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทาง

ภมูิคุ้มกนัของร่างกาย  ปัจจยัสาํคญัประการหนึง่  ซึง่พบวา่มีผลตอ่การเกิดอนัตรกิริยาดงักลา่ว ก็คือ คณุสมบตัิทางเคมีฟิสกิส์ของ

ระบบนําสง่วคัซีนแอนตเิจน หรืออนภุาคนัน้ ๆ โดยเฉพาะอยา่งยิง่คณุสมบตัิท่ีบริเวณผิวอนภุาค (Ahsan  et al., 2002; Tabata and 

lkada, 1988) 

 

แอดจแูวนท์ท่ีมีการศกึษากนันอกจากกลุม่อะลมูิเนียมแล้ว (Sokolovska, Hem and HogenEsch, 2007; Hansen et al 2007) 

สารในกลุม่อนภุาคได้รับความสนใจมาก เน่ืองจากให้การออกฤทธ์ินานแบบ depot effect และให้การกระตุ้นภมุิคุ้มกนัทัง้แบบ  

cellular และแบบ humoral ตวัอยา่งเช่น อิมลัชนัทัง้ชนิดนํา้ในนํา้มนัและนํา้มนัในนํา้, ลโิปโซม, polymeric microspheres, 

15COMs®, virus-like particles  กลุม่อ่ืนๆได้แก่ พอลแิซคคาไรด์, nucleic acids, ซยัโตไคน (Aguilar and Rodriguer, 2007) โดย

ธรรมชาติของอนภุาคทัง้ขนาดและโครงสร้างทางเคมจีะเป็นเคร่ืองตดัสนิถึงประสทิธิภาพในการช่วยกระตุ้นภมูิคุ้มกนั (Jansen et al., 

2005) โดยสว่นประกอบทางเคมจีะเป็นตวัชว่ยตดัสนิถึงประเภทของการกระตุ้นภมูิคุ้มกนั เช่นชนิดของ antibody ท่ี B cells ผลติ และ

ชนิดของซยัโตไคนท่ี T cells หลัง่ ทําให้ระบบนีเ้ป็นกลุม่แอดจแูวนท์ ท่ีได้รับการศกึษาวจิยัมากท่ีสดุ  โดยเฉพาะการเป็นแอดจแูวนท์

สาํหรับวคัซีนชนิดหนว่ยยอ่ย (subunit) และชนิด DNA (Storni et al., 2005) 

  

ระบบอิมลัชนัทัง้ชนิดนํา้ในนํา้มนัและชนิดนํา้มนัในนํา้จดัเป็นแอดจแูวนท์ท่ีมกีลไกการเกิด depot ท่ีบริเวณท่ีฉีด ปลดปลอ่ย

แอนติเจนอยา่งช้า และกระตุ้นเซลล์ท่ีผลติแอนติบอดี เดิมพบการเกิดอาการข้างเคียงจากการใช้ระบบอิมลัชนัเป็นแอดจแูวนท์ เช่น 

บวมแดง เกิดตุม่หนอง เป็นต้น (Aguilar and Rodriguez 2007) แตปั่จจบุนั มกีารพฒันาระบบนีโ้ดยยงัคงความเป็นแอดจแูวนท์ท่ีมี

ประสทิธิภาพ แตม่ีความคงตวัมากขึน้และหนืดน้อยลง  ทําให้งา่ยตอ่การฉีดและลดการแพ้ โดยพฒันาในรูปของระบบอิมลัชนัชนิด

นํา้มนัในนํา้ให้มีขนาดระดบันาโนเมตร (Ott, Barchfeld and Van Nest, 1995) เช่น การพฒันาแอดจแูวนท์เหลา่นีแ้ละนํามาตัง้เป็น
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สตูรตํารับวคัซีนสาํหรับป้องกนั HIV, มาลาเรียและมะเร็งเต้านม ( O’Hagan et al,2002; Alonso et al, 2004; Hariharan and 

Hanna, 1998)  โดยมีสตูรตาํรับท่ีได้รับการยอมรับในกลุม่ประเทศสหภาพยโุรปและผลติออกจําหนา่ยในรูปวคัซีนไข้หวดัใหญ่ตาม

ฤดกูาล (Fluad®) และในรูปวคัซนีไข้หวดัใหญ่ H5N1 (Focetria®) ท่ีได้รับการยอมรับในการระบาดโรค วคัซีนทัง้สองจะใช้ MF 59 ซึง่

เป็นระบบอิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ท◌ี◌่มีขนาดระดบันาโนเมตรเป็นแอดจแูวนท์ 

(www.novartis.ch/downloads/.../2007_09_Novartis_for_BS.pdf, accessed Aug 4, 2009) และในรูปวคัซีนไข้หวดัใหญ่H5N1 

(Prepandrix®, Pandemrix®) ท่ีได้รับการยอมรับในการระบาดโรคท่ีใช้ อิมลัชนันํา้มนัในนํา้ (AS03) ผสมกบัวิตามิน อี  (O’Hagan 

and DeGregorio, 2009) 

 

Monophosphoryl lipid A (MPL) เป็นไขมนัท่ีทําหน้าท่ีเป็น Toll-like Receptors (TLR 4) agonist โดย TLR เป็นโปรตีน

transmembrane signaling ท่ีแสดงออกโดยเซลล์ในระบบภมูคิ◌ุ◌ม้กนัของสตัว์เลีย้งลดูด้วยนม TLR มีความสาํคญัในยทุธศาสตร์

ของวคัซีนเน่ืองจากการสง่ผลเพ่ิมจํานวน monocyte / macrophage and dendritic cells โดย TLR จะจดจํา pathogen-specific 

molecular patterns (PAMPs) แล้วควบคมุและเพ่ิมระดบัการตอบสนองของ B cell และ T cell (Baldridge and Crane, 1999) โดย

การวจิยัมกัใช้เป็นแอดจแูวนท์ผสมกบัแอดจแูวนท์ตวัอ่ืนท่ีมกีลไกการออกฤทธ์ิตา่งกนัเพ่ือเสริมฤทธ์ิกนั (Wyde et al 2001; Giannini 

et al, 2006; Kazzaz et al, 2006, Wheeler 2006; Goto et al, 2009) เช่น สตูรตํารับวคัซีนสาํหรับมาลาเรียโดยใช้ MPL ผสมกบั 

Alum (Garçon, Van Mechele and Wettendorff, 2006)  MPL ผสมกบัอิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ (Alonso, 2004) การใช้ MPL ผสม

กบั Alum ในวคัซีนป้องกนัโรคตบัอกัเสบ B ท่ีได้รับการอนมุตัิให้จําหนา่ยแล้วในช่ือ Fendrix® (Aguilar and Rodriguez 2007) และใน

วคัซีนป้องกนัโรคมะเร็งปากมดลกู ท่ีได้รับการอนมุตัใิห้จําหนา่ยแล้วในช่ือ Cervarix® (O’Hagan and De gregorio, 2009) 

 

 วัตถุประสงค์ของโครงการ  

การศกึษานีจ้ึงมุง่เป้าไปยงัการพฒันาวคัซีนไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ชนิดเชือ้ตาย โดบผลติไวรัสด้วยกรรมวิธีเพาะในไขไ่ก่ฟัก

และพฒันาสตูรตาํรับวคัซนีเชือ้ตายโรคไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 สาํหรับฉีดเข้ากล้ามตามรูปแบบปกติ รวมทัง้จะนําเอาแอดจแูวนท์ซึง่

เป็นสารเสริมฤทธ์ิผสมในสตูรตาํรับเพ่ือช่วยลดปริมาณของแอนตเิจนท่ีจะใช้ รวมทัง้จะทําให้ภมูิต้านทานตอบสนองตอ่วคัซีนมีความ

ครอบคลมุและมีอายนุาน  เพ่ือเป็นทางเลอืกหนึง่ให้รัฐในการผลติวคัซีนโดยในกรณีมีการระบาดของโรคระลอกใหมห่รือยงัไมซ่า จะ

สามารถใช้กระบวนการผลติ (production line) ของวคัซีนไข้สมองอกัเสบ เจ อี ท่ีมีการผลติท่ีองค์การเภสชักรรมในปัจจบุนัได้ 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

1. แอนติเจนจะผลติจากไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 เชือ้ตาย โดยการเพาะในไขไ่ก่ฟัก และแยกสว่นแอนติเจน 

2. สตูรตํารับวคัซีนประกอบด้วยไวรัสเชือ้ตายไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 และสารเสริมฤทธ์ิภมูิคุ้มกนั (แอดจแูวนท์) 

อิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้เปรียบเทียบกบัสตูรท่ีไมม่ีแอดจแูวนท์ 

3. ผลติแอดจแูวนท์ชนิดอนภุาค polylactide-co-glycolide ขนาดไมโครเมตร 

4. การกระตุ้นภมูคิุ้มกนัและความปลอดภยัของตาํรับวคัซีนท่ีเตรียมได้จะศกึษาในหนmูouse และลงิ โดยการฉีดเข้า

กล้าม 

 

http://www.novartis.ch/downloads/.../2007_09_Novartis_for_BS.pdf


 17 

วิธีดาํเนินการวิจัย  

 

1. การปรับปรุงห้องปลอดภยัระดับ BSL2+ 

 

 เน่ืองจากการผลติแอนติเจนจําเป็นต้องกระทําในห้องปลอดภยัระดบั BSL2+ จึงจําเป็นต้องปรับปรุงห้องปฏิบตัิการซึง่

ตัง้อยูท่ี่คณะวิทยาศาสตร์ ม.มหิดล ดงัแสดงในรูปท่ี 1 ให้เป็นห้องชีวนิรภยัระดบั 2+ (Biosafety Level 2 enhance) โดยได้

ดําเนินการปรับปรุงหลกัๆ ดงันี ้ 

1. ตรวจสอบรอยร่ัวหมดทัง้หมด และทําการซอ่มแซม 

2. เปลีย่น HEPA filter ทัง้ของ biosafety cabinet และ ในห้องทัง้หมด เน่ืองจากมีอาย ุ6 ปีแล้วและใช้การไมไ่ด้แล้ว 

3.  ติดตัง้เคร่ืองปรับอากาศในห้อง locker room และเจาะประตท่ีูห้อง change room และ locker room เพ่ือให้

ทางเข้าออกเป็นคนละทาง และลดปัญหา condensing 

4. นําอปุกรณ์ Air-shower ออก เน่ืองจากไมม่คีวามจําป็นต้องใช้ และเพ่ือเพ่ิมพืน้ท่ี 

5. ปรับระบบ automation ท่ีควบคมุห้องให้มี mode กลางคืน ท่ีคอ่ยๆ เพ่ิมอณุหภมูิ และลดปริมาณอากาศไหลเวียน 

เพ่ือลดปัญหา condensing ในเวลาเช้ามืด เน่ืองจากตกึมีการปิด chiller อีกทัง้จะชว่ยประหยดัไฟ 

6. ตรวจสอบการทํางานของ biosafety cabinet ทัง้ 3 ตวั และปรับปรุงตามความเหมาะสม 

7. ติดตัง้ manual pressure gauge ซึง่มองเห็นได้สะดวก 

8. ย้ายเคร่ืองสแกนบตัรเข้า-ออกห้องปฏิบตัิการมาไว้ท่ีประตหู้อง locker room 

9. ทําการทดสอบระบบ ตรวจสอบ directional airflow  

10. ทําการปรับปรุงเคร่ือง autoclave 2 ประต ูซึง่มกีารตดิตัง้อยูแ่ล้ว ให้สามารถใช้งานได้ตามปกต ิเพ่ือให้การเข้าของ

ขยะติดเชือ้ภายในห้องและการออกขยะท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว มีการเข้า-ออกตา่งประตกูนั เพ่ือเพ่ิมความปลอดภยั

มากขึน้ 

 

เมื่อทําการปรับปรุงห้องปฏิบตัิการชีวนิรภยัระดบั 2+ แล้ว ได้ดําเนินการทดสอบการทํางานของห้องเสมือนมีการใช้

งานปกติเป็นเวลา 1-2 เดือน จากนัน้ผู้ เช่ียวชาญจากบริษัทโกลบอลเทค จํากดั ได้ดาํเนินการตรวจสอบระบบของ

ห้องปฏิบตัิการชีวนิรภยัระดบั 2+ ซึง่ประกอบด้วย การตรวจสอบการร่ัวของ HEPA Filters ของห้องปฏิบตัิการ HAPA 

Filters ของ Biosafety cabinet และ HEPA Filter ท่ีติดตัง้ตรงจดุก่อนปลอ่ยอากาศภายในห้องปฏิบตัิการออกสูอ่ากาศ

ภายนอกอาคาร การตรวจสอบคา่ความดนัภายในห้องตา่งๆ คา่อณุหภมูิ คา่ความชืน้ ทิศทางการไหลเวียนของอากาศ 

และระบบอ่ืนๆ ท่ีจําเป็นตา่งๆ ให้ได้ตามคา่มาตรฐาน นอกจากห้องปฏิบตัิการท่ีปรับปรุงใหมไ่ด้รับการผา่นการรับรองการ

ประเมินความเสีย่งทางชีวภาพเรียบร้อยแล้ว จากคณะอนกุรรมการความปลอดภยัทางชีวภาพ ของคณะวิทยาศาสตร์ ยงั

ต้องมกีารดาํเนินการขอคาํรับรองการประเมินความเสีย่งทางชีวภาพ ในระดบัมหาวิทยาลยัด้วย   
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2. การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟักและผลิตเป็นวัคซนีแอนติเจน 

 
2.1 หวัเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ H1N1 2009 สายพันธ์ุวัคซีน 

ดําเนินการขอหวัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ท่ีเป็นสายพนัธุ์วคัซีน A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) 

ซึง่เป็นสายพนัธุ์ท่ีแนะนําโดย WHO และขอได้จาก US-CDC  

      

ไวรัสท่ีได้ นําไปเพ่ิมจํานวนโดยการฉีดลงในไขไ่ก่ฟัก (embryonated egg) ท่ีสะอาดอาย ุ9 วนั แล้วบม่ไว้เป็นเวลา 3 

วนั ท่ีอณุหภมูิ 37 oC หลงัจากนัน้เก็บสว่นนํา้ไขเ่พ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ไวรัส (Pre-Master seed) ตอ่มาได้ทําการเตรียม Master 

seed โดยวิธีการท่ีกลา่วมาข้างต้น เพ่ือเตรียมไวรัสตัง้ต้นท่ีจะใช้ในการเพาะไวรัสจากไขไ่ก่ฟักและผลติเป็นวคัซีนแอนติเจน ใน

เบือ้งต้นได้ทําการตรวจวดัความเข้มข้นของไวรัสโดยการจบักนัระหวา่งโปรตีนบนผิวของไวรัส (Hemagglutinin) กบั Receptor 

บนผิวเม็ดเลอืดแดงของหา่น (GRBC) ซึง่เรียกวา่วิธี Hemagglutination Test  และทําการวดัความเข้มข้นของไวรัสจาก

ความสามารถในการติดเชือ้ (Infectious unit) โดยวิธี Plaque assay 

 

2.2 การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟักและผลิตเป็นวคัซีนแอนติเจน 

 

2.2.1 การหาปริมาณไวรัสที่เหมาะสมที่ทําให้ได้จาํนวนไวรัสสูงสุด 

ไวรัส Master seed ท่ีปริมาณตา่งๆ (512 – 0.5 Hemagglutination units, HAU) ได้นําไปเพ่ิมจํานวนโดยการฉีดลง

ในไขไ่ก่ฟัก (embryonated egg) ท่ีสะอาดอาย ุ11 วนั จํานวน 4 ใบตอ่ 1 Dose แล้วบม่ไว้เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอณุหภมูิ 37 oC 

หลงัจากนัน้เก็บสว่นนํา้ไขม่าตรวจสอบความเข้มข้นของ HAU ของไวรัส โดยวิธี Hemagglutination Test 

 

2.2.2 การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟัก การกําจัดสิ่งเจอืปนข้ันต้น และการทําให้เข้มข้นขึน้ 

เตรียมไวรัสท่ีมีความเข้มข้นจาก ผลการทดลองข้อ 2.2.1 แล้วเพ่ิมจํานวนตามวิธีท่ีกลา่วข้างต้น โดยใช้ไขไ่ก่ฟักจํานวน 

100 ใบ หลงัจากบ่มเป็นเวลา 3 วนั นํา้ไข่ผ่านการกําจดัเอาสว่นท่ีเป็น particle ขนาดใหญ่กว่าขนาดของไวรัสทิง้ ขัน้ตอนแรก 

นํา้ไข่ผ่านการ centrifuge ท่ีความเร็ว 4,000 rpm 5 นาที หลงัจากนัน้สว่น supernatant จะนํามาป่ันท่ีความเร็ว 10,000 rpm 

15 นาที โดยทัง้สองขัน้ตอนจะทําท่ีอณุหภมูิ 4 oC สว่นท่ีเป็น pellet จะนํามาเติม 1.5 M NaCl แล้ววางบนนํา้แข็ง 1 ชัว่โมง เพ่ือ

ทําการดึงเชือ้ไวรัสท่ีเกาะติดอยู่กบัเศษก้อนเซลล์ออกมาอยู่ในสารละลาย หลงัจากนัน้ป่ันท่ี 1,500 rpm 5 นาที เพ่ือแยกสว่น

ตะกอนทิง้ไป (Hughes et al, 2007) สว่น supernatant ได้นําไปรวมกับส่วน supernatant ท่ีผ่านการป่ันท่ี 10,000 rpm แล้ว

นําไปกรองด้วย sterile filter membrane ท่ีมี ขนาด 0.8 um และ 0.22 um ตามลําดับ แล้วทําให้เชือ้ไวรัสเข้มข้นขึน้โดยวิธี 

Tangential Flow Filtration (TFF) (1,000 KDa MWCO, Millipore) ในทกุๆ ขัน้ตอนได้เก็บตวัอย่าง 200 – 1,000 ul เพ่ือใช้ใน

การตรวจวดัความเข้มข้นของไวรัสโดยวิธี Hemagglutination Test และคํานวณปริมาณไวรัสท่ีสญูเสยีไปในแตล่ะขัน้ตอน  

 

2.2.3 การทําให้เชื้อตายและการทดสอบเชื้อตาย 

หลงัจากนัน้เชือ้ไวรัสเข้มข้นได้นํามาทําการทําให้เชือ้ไมม่ีความสามารถในการติดเชือ้ แตส่ว่นของ Hemagglutinin ยงั 

active ตามวิธีการของ CDC โดยสารเคมีท่ีใช้ คือ Beta-propiolactone หลงัจากนัน้ inactivated virus ได้ถกูนํามาตรวจสอบ
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วา่ไวรัสไม่มีความสามารถในการติดเชือ้แล้ว ด้วยการใสไ่วรัสเชือ้ตายใน MDCK cell culture เป็นเวลา 6 วนั ตรวจสอบพยาธิ

สภาพของเซลล์และวดัความเข้มข้นของไวรัสท่ีอาจผลิตออกมาในสว่นอาหารของเซลล์ โดยวิธี Hemagglutination Test และ 

Plaque assay 

 

2.2.4 การทําให้ไวรัสแอนติเจนบริสุทธ์ิ 

เมื่อไวรัสตายแล้วจึงนําออกมาแยกโปรตีนอ่ืนๆออกจากไวรัสโดยใช้ Affinity Chromatography ซึ่งใช้ Cellufine 

Sulfate (Wolff MW et al, 2010) เป็นตวัจบักบัไวรัส  โดยใช้เคร่ือง Fast Liquid Chromatography (FPLC) (GE) การเก็บไวรัส

ท่ีจับอยู่ใน column ทําโดยการล้างด้วย Buffer แล้วชะออกด้วย Buffer ท่ีมีเกลือ NaCl ท่ีความเข้มข้นช่วง 0.1 – 3 Molar 

จากนัน้ทําการกําจดัเกลอืความเข้มข้นสงูออกจากไวรัสโดยวธีิ Tangential Flow Filtration (300 KDa MWCO, Millipore) ไวรัส

ถกูเก็บใน Phosphate Buffer Saline (pH 7.2) ท่ี 4oC เพ่ือรอการตรวจสอบความบริสทุธ์ิและวดัปริมาณ active HA แอนติเจน

ตอ่ไปก่อนท่ีจะนําไปทําให้แตก  

 

3. แอนติเจนมาตรฐานและแอนติบอดีสาํหรับตรวจวัดปริมาณแอนติเจน H1N1 2009 

 

ในการตรวจวดัปริมาณ ความเข้มข้น และความจําเพาะของวคัซนีแอนติเจนท่ีเตรียมได้ จําเป็นต้องใช้แอนติเจนมาตรฐาน 

และแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่สายพนัธุ์ของไวรัสเพ่ือให้ความเข้มข้นท่ีวดัได้มีความถกูต้อง แมน่ยํามากยิ่งขึน้ ทางคณะผู้วิจยัจึงได้

ดําเนินการขอแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีแนะนําโดย WHO  และขอได้จาก UK-CDC, Division of Virology, National Institute 

for Biological Standards and Control, Blanche Lane, South Mimms, Potters Bar, Hertfordshire, EN6 3QG, United 

Kingdom. standards@nibsc.hpa.org.uk  

   

1. แอนติเจนมาตรฐานของไวรัสสายพนัธุ์  A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) ซึง่ผา่นการเพ่ิมจํานวนในเซลล์, 

Reference Lot number 09/174, ความเข้มข้น 45-55 ug HA / ml เตรียมเมื่อ 28 สงิหาคม 2552  

2. แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ไวรัสสายพนัธุ์  A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) ซึง่เป็นแอนติบอดีท่ีเตรียมในแกะ 

แอนติบอดี Lot number 09/152 เตรียมเมื่อ 21 ก.ค. 2552 

 

4. เตรียมตาํรับวคัซีนผสมแอดจูแวนท์ 

4.1 แอดจูแวนท์ทีนํ่าเข้า 

ติดตอ่สัง่ซือ้ แอดจแูวนท์ อิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ (oil in water emulsion) จาก Infectious Disease Research 

Institute, Seattle ประเทศสหรัฐอเมริกา เพ่ือนํามาผสมกบั แอนตเิจนและผลติเป็นวคัซีน ตามมาตรฐาน GMP โดยอิมลัชนัท่ีใช้

มีรายงานวา่ปลอดภยั รวมทัง้ใช้ Complete Freund’s Adjuvant จะนิยมใช้และ มจํีาหนา่ยเพ่ือใฃ้ในการศกึษาวิจยัใน

สตัว์ทดลอง แอดจแูวนท์อีกชนิดคือชนิด Toll-like Receptor 3 (TLR3) agonist ซึง่มีการจําหนา่ยจากตา่งประเทศ 

4.2  แอดจูแวนท์ชนิดอนุภาคที่คณะผู้วิจัยผลติเอง 

mailto:standards@nibsc.hpa.org.uk
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คณ ะผู้ วิ จัยคัด เลือก ท่ี จะใช้  polylactide-co-glycolide (PLGA), ไค โต ซาน  (CS) และaluminium hydroxide  

(Al(OH)3 ) มาเตรียมเป็น แอดจแูวนท์ ด้วยเป็นสารท่ีมีความปลอดภยัและมีรายงานวา่สามารถเสริมฤทธ์ิวคัซีนได้มาเตรียมเป็น

แอดจแูวนท์ชนิดอนภุาคขนาดไมโครเมตร 

4.2.1 แอดจูแวนท์ชนิดอนภุาคของ polylactide-co-glycolide (PLGA) 

เตรียมอนภุาค PLGA ด้วยวิธีเทคนิค double emulsion solvent evaporation (Prieto et al., 1994) โดยมีตวัแปรของ

สตูรตํารับเพ่ือให้ได้ขนาดและคณุสมบตัิทางเคมีฟิสกิส์ตามต้องการดงันี ้ 

ก. อตัราสว่นปริมาตรของนํา้และนํา้มนัใน emulsion ปฐมภมูิ  

ข. ความเข้มข้นของ polyvinyl alcohol (PVA)  

ค. อตัราสว่นปริมาตร emulsion ปฐมภมู:ิสารละลาย PVA  

ง. ชนิดของเคร่ือง sonicator ขณะเตรียม emulsion ทตุิยภมูิ  

ละลาย PLGA ให้ได้ 5% นํา้หนกั/นํา้หนกัในสารทําละลาย dichloromethane (DCM) จากนัน้ผสมนํา้ลงใน 8 มล 

ของสารละลาย PLGA ให้ได้อตัราสว่นปริมาตร 1:2.5, 1:5 และ 1:10 โดยการใช้ probe sonicator มาตรฐานท่ีมี

เส้นผา่ศนูย์กลาง 3 มม ท่ี 20 output เป็นเวลา 10 วินาทีเพ่ือให้เกิด w/o emulsion ปฐมภมู ิ เติมสารละลาย polyvinyl alcohol 

(PVA)ความเข้มข้น 1%, 2% และ 4% นํา้หนกัตอ่ปริมาตรลงใน emulsion ปฐมภมู ิในอตัราสว่นปริมาตร emulsion ปฐมภมู:ิ

สารละลาย PVA ท่ี 1:2 และ 1:4 เพ่ือให้ได้ emulsions ทตุิยภมูิโดยวิธี sonication แบบ bath sonicator หรือ probe sonicator  

จากนัน้ทําให้เจือจางด้วย 1% นํา้หนกั/ปริมาตรของ PVA ในปริมาณ 100 มล แล้วระเหยสารทําละลายโดยการกวนท่ี 500 รอบ

ตอ่นาทีเป็นเวลา 3 ชัว่โมง ล้างอนภุาคท่ีได้ด้วยนํา้กลัน่และเก็บรวบรวมโดยการ centrifugation ท่ี 10,000 g เป็นเวลา 5 นาที  

4.2.2 แอดจูแวนท์ชนิดอนภุาคของ PLGA ทีเ่คลือบดว้ยไคโตซาน (CS)  

เตรียมโดยการเตมิ CS ความเข้มข้น 2% นํา้หนกัตอ่ปริมาตรลงในอนภุาค PLGA ท่ีได้ 4.2.1 ท่ี centrifugation แล้ว

หรือระหวา่งการผสมในขัน้ตอนการเจือจางด้วยสารละลาย PVA โดยปริมาตรของ CS ท่ีเติมจะให้เกินพอสาํหรับการเคลอืบ 

จากนัน้ vortex เป็นเวลา 15 นาทีและเขยา่เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ก่อนการทิง้ไว้ข้ามคืน  CS สว่นเกินจะถกูแยกออกโดยการ 

centrifugation ท่ี 10,000 g เป็นเวลา 5 นาที 

4.2.3 แอดจูแวนท์ชนิดอนภุาคของ PLGA ทีเ่คลือบดว้ย Al(OH)3  

จะทําการเติม Al(OH)3  ความเข้มข้น 0.75% หรือ 1.5% นํา้หนกัตอ่ปริมาตร ลงบนอนภุาคท่ี centrifugation แล้วโดย

ปริมาณของ aluminium = 0.85 มก สาํหรับแตล่ะ dose ของวคัซนีท่ีใช้กบัมนษุย์ตาม US code of federal regulations 

(610.15(a)) ท่ีอนญุาตไมเ่กิน 0.85 มกตอ่ dose  

  

4.3 การประเมินคุณสมบตัิของอนุภาค 

 4.3.1 ขนาดและการกระจายขนาด 
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 ขนาดและการกระจายขนาดของอนภุาคจะทําการประเมินดว้ยเคร่ือง laser diffractometer (Mastersizer 2000, 

Malvern, UK) โดยการกระจายตวัอยา่งในสารละลาย tween 80 ท่ีมีความเข้มข้น  1% ปริมาตร/ปริมาตร แล้วทําการ bath 

sonicate เพ่ือการจายอนภุาคกอ่นการอา่นคา่เป็นขนาด percentile size ท่ี 10, 50 and 90% โดยรายงานเป็น D(v,0.1),  

D(v,0.5) และ D(v,0.9)  การกระจายขนาดจะวดัเป็นคา่ absolute deviation จาก median โดยรายงานเป็นคา่ uniformity  

4.3.2 รูปร่างของอนภุาค 

รูปร่างของอนภุาคจะดจูาก optical microscopes (E200, Nikon Eclipse, Japan) แล้วจะดจูาก scanning electron 

microscopy (SEM, JEOL, JSM-5410LV, Jeol, Japan) ซึง่ตวัอยา่งจะติดกบั  specimen holder โดยใช้เทปกาวสองหน้า 

แล้วเคลอืบด้วยทองก่อนนําไปสอ่งและถ่ายภาพ 

 

4.3.3 สกัษณะพืน้ผิวของอนภุาค 

สกัษณะพืน้ผิวของอนภุาคจะดจูาก atomic force microscopy (SPA 400-DFM, Seiko Instruments Inc., Japan) 

โดยตวัอยา่งจะตดิกบัฟิล์มบางบนแทน่ใสและเรียบก่อนการให้ลาํแสงเลเซอร์ บนัทกึเป็นลกัษณะพืน้ผิวสามมติ ิ  

 4.3.4 ประจุบนพืน้ผิว  

 วดัประจบุนพืน้ผิวด้วย photon correlation spectrophotometer (Zetasizer nanoseries, Nano-ZS, Malvern, UK) 

โดยเจือจางตวัอยา่งเป็น 2 มล แล้ววดัประจบุนพืน้ผิวอนภุาคท่ี 25°ซ  

4.3.5 ปริมาณสารทําละลายอินทรีย์ทีห่ลงเหลือ 

วดัปริมาณสารทําละลายอินทรีย์ท่ีหลงเหลอืในอนภุาค PLGA ท่ีคดัเลอืกแล้วด้วยวิธี chromatography (Schimudzu 

GC-7AG, Japan) บรรจตุวัอยา่ง 3 มล ใน vial แล้วปิดสนิทก่อนนําไปทําให้ร้อนท่ี 50ºซเพ่ือระเหย  dichloromethane ซึง่จะถกู

ฉีดผา่น 5% SE-30 column (3.3mm.x 2mm.) ภายใต้สภาวะดงันี ้: อณุหภมูิ column 50ºซ,  อณุหภมูิท่ีฉีด 180ºซ,  อตัราการ

ไหลของไนโตรเจน 20 มล/นาที  เส้นกราฟมาตรฐานของความเข้มข้นตา่งๆ ก็ดาํเนินด้วยวิธีเดยีวกนั 

 

 4.4 การเตรียมตาํรับวัคซนีตามมาตรฐาน GMP 

  เตรียมตาํรับวคัซีนผสมแอดจูแวนท์ 

แอดจูแวนท์ทีนํ่าเข้า 

 เน่ืองจาก แอดจแูวนท์ชนิด นํา้ในนํา้มนั ยงัไมไ่ด้มีการจดัสง่ให้ จงึได้ใช้ Complete Freund’s Adjuvant ซึง่เป็น 

adjuvant ท่ีประกอบด้วย mannide monooleate, paraffin oil และ Mycobacterinum butyricumท่ี inactivate และทําให้แห้ง

แล้ว Complete Freund’s Adjuvant จะนิยมใช้และ มีจําหนา่ยเพ่ือใฃ้ในการศกึษาวจิยัในสตัว์ทดลอง แอดจแูวนท์อีกชนิดคือ

ชนิด Toll-like Receptor 3 (TLR3) agonist โดยนํามาผสมให้เข้ากนัตามหลกั GMP ตํารับวคัซีนจะเตรียมจากแอนตเิจนท่ีทําให้

บริสทุธ์ิและทราบปริมาณความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้นของ haemagglutinin (HA) 1 ug HA/0.1 ml  
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นอกจากนีย้งัเตรียมตาํรับวคัซีนซํา้เพ่ือศกึษาถงึความสามารถในการผลติซํา้ โดยได้เตรียมแอนตเิจนขึน้ใหมต่าม

กรรมวิธีเดิมทกุประการ และใช้ Complete Freund’s Adjuvant โดยนํามาผสมให้เข้ากนัตามหลกั GMP ตํารับวคัซีนจะเตรียม

จากแอนติเจนท่ีทําให้บริสทุธ์ิและทราบปริมาณความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้นของ haemagglutinin (HA) 1 ug HA/0.1 ml  

 

5. การทดสอบในสตัว์ทดลอง  (หนู mice) 

ในการศกึษาประสทิธิภาพของแอนติเจนและแอดจแูวนท์  หน ุBalb/c mice อาย ุ4 สปัดาห์ จํานวน 16 ตวัจากสาํนกั

สตัว์ทดลองแหง่ชาติ ศาลายา จะถกูสุม่มาใช้ในการศกึษาโดยแบง่เป็น 4 กลุม่ดงันี ้

1. นํา้กลัน่เป็น control (n=4) 

2. วคัซีน H1N1 2009 split ความเข้มข้น 1 ug HA/0.1 ml ท่ีไมม่ีแอดจแูวนท์ (n=4) 

3. วคัซีน H1N1 2009 split ความเข้มข้น 1 ug HA/0.1 ml ท่ีมีแอดจแูวนท์ Complete Freund’s (n=4) 

4. วคัซีน H1N1 2009 split ความเข้มข้น 1 ug HA/0.1 ml ท่ีมีแอดจแูวนท์ TLR3 agonist (n=4) 

หนแูตล่ะตวัจะถกูฉิดวคัซีนสตูรข้างต้นในปริมาตรครัง้ละ 0.1 ml โดยฉีดเข้ากล้ามเนือ้ 2 ครัง้ ณ วนัท่ี 0 และ ท่ี 19 

 

ในการศกึษาถงึความสามารถในการเตรียมซํา้ได้ หน ุBalb/c mice เพศเมยี อาย ุ10 สปัดาห์ จํานวน 12 ตวัจากสาํนกั

สตัว์ทดลองแหง่ชาติ ศาลายา จะถกูสุม่มาใช้ในการศกึษาโดยแบง่เป็น - กลุม่ดงันี ้

1. วคัซีน H1N1 2009 split ความเข้มข้น 1 ug HA/0.1 ml ท่ีเตรียมใหมแ่ละไมม่ีแอดจแูวนท์ (n=4) 

2. วคัซีน H1N1 2009 split ความเข้มข้น 1 ug HA/0.1 ml ท่ีเตรียมเดมิและไมม่แีอดจแูวนท์ (n=4) 

3. วคัซีน H1N1 2009 split ความเข้มข้น 1 ug HA/0.1 ml ท่ีเตรียมใหมแ่ละมีแอดจแูวนท์ Complete 

Freund’s (n=4) 

หนแูตล่ะตวัจะถกูฉิดวคัซีนสตูรข้างต้นในปริมาตรครัง้ละ 0.1 ml โดยฉีดเข้ากล้ามเนือ้ 2 ครัง้ ณ วนัท่ี 0 และ ท่ี 19 

 

การวัดความปลอดภัยเบื้องต้น 

บริเวณท่ีฉีดจะถกูตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาตา่งๆ ท่ีอาจเกิดขึน้ เช่น ผ่ืนแดง บวม ตุม่ ฝีหนองหรือลกัษณะความ

ผิดปกติอ่ืนๆ  

 

การวัดภมิูต้านทาน 

จะทําการเก็บ serum ก่อนฉีดวคัซีน วนัท่ี 0 และหลงัฉีดวนัท่ี 11 และ 33 หลงัการฉีดวคัซีนแตล่ะครัง้ โดยนํา้เหลอืงจะ

นําไปตรวจหาแอนตีบอดีตอ่ HA โดยวิธี hemagglutination inhibition assay 

 

ทัง้นี ้protocol การศกึษาได้รับการอนมุตัจิากคณะกรรมการจริยธรรมในการใช้สตัว์ทดลองคณะทนัตแพทย์ศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

 

การศกึษาในลงิจะศกึษาท่ีแผนกสตัว์ทดลองของ USAMC-AFRIMS ซึง่เป็นแผนกสตัว์ทดลองท่ีใหญ่ท่ีสดุในเอซยี และ

ได้รับการรับรองจาก Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) และ
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ได้รับการยอมรับจาก Animal Welfare Assurance on file with the Office of Laboratory Animal Welfare (OLAW), U.S. 

National Institutes of Health (NIH) 
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ผลการวิจัยและอภปิราย/วิจารณ์  

 
1. การปรับปรุงห้องปลอดภยัระดับ BSL2+ 

 

 การปรับปรุงห้องปฏิบตักิาร ได้ดาํเนินการทัง้ 10 หวัข้อ ซึง่สามารถแสดงแบบ (Layout) ของห้องปฏิบตัิการท่ีปรับเปลีย่น

เป็นแบบในรูปท่ี 2 และสว่นผงั manual pressure gauge จะแสดงในรูปท่ี 3 หลงัจากท่ีมกีารปรับปรุงห้องเรียบร้อยแล้ว 

ห้องปฏิบตัิการได้มกีารตรวจสอบระบบให้ได้ตามคา่มาตรฐานในเบือ้งต้นแล้ว เช่น คา่อณุหภมูิ คา่ความชืน้ ทิศทางการ

ไหลเวียนของอากาศ คา่ความดนั ภายในห้องตา่งๆ รวมถึง ภายใน biosafety cabinet ทัง้ 3 ตวั เมื่อการทดสอบการทํางานของ

ห้องปฏิบตัิการเป็นเวลา 2-3 เดือน ได้รับรายงานผลการตรวจสอบ ระบบอากาศของห้องปฏิบตัิการ BIOSAFETY 

LABORATORY-2 ENHANCED จากบริษัทโกลบอลเทค จํากดั เรียบร้อยแล้ว (CERTIFICATION NO. CR 153) ดงัแสดงใน

ภาคผนวก 1 โดยระบบตา่งๆ “ผา่น (PASSED)” เกณฑ์มาตรฐานสาํหรับห้องปฏิบตัิการ BSL2+ นอกจากนี ้ ห้องปฏิบตัิการยงั

ผา่นการรับรองการประเมินความเสีย่งทางชีวภาพในระดบัมหาวิทยาลยั ดงัแสดงในเอกสาร Conferment of Biosafety 

Certificate Mahidol University, Thailand (Approval No. MU 2010-001) ในภาคผนวก 2 

 

 นอกจากนีไ้ด้มีการทําคูม่ือ Standard Operating Procedure (SOP) ในการปฏิบตัิงานในห้องชีวนิรภยัระดบั 2+ 

(Biosafety Level 2 enhance) ท่ีปรับปรุงใหมด้่วย 

 

2. หัวเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 สายพันธ์ุวัคซนี 

 

ในการเตรียม Pre-master seed และ Master seed พบวา่ไวรัสท่ีขอมาจาก CDC ยงัสามารถทําให้เพ่ิมจํานวนในไข่

ไก่ฟักได้ ผู้วิจยัจงึเตรียมไวรัสเพ่ือเป็นหวัเชือ้ตัง้ต้นเอาไว้เป็น 2 หวัเชือ้ตัง้ต้นคือ Pre-Master seed และ Master seed ซึง่ความ

เข้มข้นและปริมาตรท่ีเตรียมแสดงในตารางท่ี 2 

 

ตารางท่ี 2 เข้มข้นและปริมาตรท่ีเตรียมของ Pre-Master seed และ Master seed 

หัวเชือ้ตัง้ต้น 
ความเข้นข้นไวรัส*       

(HA units/ 50ul) 

ความเข้มข้นไวรัส**  

(PFU/ml)  

ปริมาตรไวรัส

ทัง้หมด (ml) 

จาํนวน 

tube 

ปริมาตร/ tube 

(ml) 

1. Pre-master seed 256 – 512 ไมไ่ด้วดั 3 3 1 

2. Master seed 128 3.8 x 107 10 40 0.25 

*Hemagglutination Test 

**Plaque assay (PFU = Plaque forming Units) 

 

หวัเชือ้ทัง้สองนีเ้ก็บแช่แข็งไว้ในตู้อณุหภมูิ -80oC เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ตัง้ต้นในการผลติวคัซีนแอนติเจนตอ่ไป สว่นความ

เข้มข้นของไวรัสของหวัเชือ้ตัง้ต้นเป็นข้อมลูท่ีสาํคญัท่ีจะใช้ในการปรับเพ่ือหาปริมาณไวรัสตัง้ต้นท่ีเหมาะสมในการใช้เพ่ิม
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จํานวนไวรัสในไขไ่ก่ฟักแล้วให้ได้ปริมาณแอนตเิจนสงูสดุ โดยการเพ่ิมจํานวนไวรัสสายพนัธ์ุวคัซีนนีส้ามารถดําเนินการได้ใน 

BSL2 enhance 
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รูปท่ี 2 แบบแสดงพ้ืนท่ีหลงัจากปรับปรุง  
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รูปท่ี 3 แบบแสดงตําแหนง่ท่ีตดิตัง้ manual pressure gauge (MP)



 29 

3. การหาปริมาณไวรัสที่เหมาะสมที่ทาํให้ได้จาํนวนไวรัสสูงสุด 

ผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 3 พบวา่ปริมาณไวรัส Master seed ตัง้ต้นท่ีฉีดลงในไขไ่ก่ฟัก 32 

HAU/ 200 ul ถึง 512 HAU/ 200 ul จะได้ความเข้มข้นของ HA 32 ถึง 128 HAU/ 50 ul เมื่อใช้ปริมาณไวรัส 

Master seed ตัง้ต้น 0.5 – 8 HAU/ 200 ul ความเข้มข้นของไวรัสท่ีได้จะอยูใ่นช่วง 128 – 256 HAU/ 50 ul  

 

ตารางที่ 3 แสดงความเข้มข้นของไวรัสท่ีได้เมื่อเร่ิมด้วยไวรัส Master seed ปริมาณตา่งๆ 

ปริมาณไวรัสตัง้ต้น  

(HAU/ 200 ul/ 1 ใบ) 

ความเข้มข้นของไวรัส (HAU/ 50 ul) 

(ผลจากไข ่4 ใบ) 

512 32 - 128 

128 32 - 64 

32 32-128 

8 128-256 

2 128 

0.5 128-256 

 

 

จากข้อมลูข้างต้น ผู้วิจยัจงึเลอืกใช้ ความเข้มข้นของไวรัสของหวัเชือ้ตัง้ต้น 0.5 HAU/ 200 ul/ 1 ใบ เพ่ือ

ใช้เพ่ิมจํานวนไวรัสในไขไ่ก่ฟักแล้วให้ได้ปริมาณแอนตเิจนสงูสดุ และประหยดั Master seed มากท่ีสดุ 

 

4. การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟัก การกาํจดัสิ่งเจอืปนขัน้ต้น และการทาํให้เข้มข้นขึน้ 

จากการเตรียมไวรัสจํานวน 2 ครัง้ ครัง้ละ 100 ใบ พบวา่หลงัจากได้รับไขม่ีประมาณ 2-5 ใบท่ีไม่

สามารถใช้ฉีดไวรัสได้ เน่ืองจากไมม่ีตวัออ่น หรือไขแ่ตกร้าว เป็นต้น หลงัจากบม่เชือ้ในไขไ่ก่ฟักเป็นเวลา 3 วนั ไก่

สว่นใหญ่ยงัมีชีวิตอยู ่ แตจ่ะมีบางใบท่ีไก่ตายเน่ืองมาจากความยากในการฉีดไวรัสลงในไข ่ ปลายเขม็อาจจะไป

ถกูอวยัวะท่ีสาํคญั ซึง่ทําให้จํานวนไขท่ี่ดีท่ีสามารถเก็บนํา้ไขไ่ด้เหลอืประมาณ 90-96 ใบ ในทกุๆ ขัน้ตอนของการ

ทําไวรัสให้บริสทุธ์ินํา้ไขห่รือไวรัสถกูแบง่เก็บประมาณ 200 – 1,000 ul เพ่ือวดัปริมาณความเข้มข้นของไวรัสท่ี

อาจจะสญูเสยีไปบ้าง ปริมาตรและความเข้มข้นของไวรัสท่ีวดัได้แสดงดงัตารางท่ี 4 

 

พบวา่ปริมาณไวรัสท่ีผา่นการกําจดัสิง่เจือปนขัน้ต้นแล้วไมทํ่าให้ไวรัสสญูเสยีไป แตเ่มื่อเทียบปริมาณ

ไวรัสระหวา่งก่อนและหลงัการทําให้เข้มข้นขึน้ ปริมาณไวรัสสญูเสยีไป 26.5% ซึง่ไมไ่ด้เกิดจากการร่ัวของ 

Membrane แตเ่น่ืองจากการวดัความเข้มข้นของไวรัสด้วยวิธีนีส้ามารถเกิดคา่คาดเคลือ่นได้ 2 เทา่ ไมส่ามารถ

หาปริมาณท่ีแนน่อนได้ อยา่งไรก็ดี ปริมาณไวรัสจะวดัด้วยวิธีมาตรฐาน คือวิธี single-radial-immunodiffusion 

tests (SRID) (Wood JM et al, 1983) เพ่ือท่ีจะทําให้ได้ปริมาณแอนติเจนท่ีแนน่อน 
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ตารางท่ี 4 ปริมาณไวรัสท่ีเตรียมได้ และเปอร์เซ็นต์ของปริมาณไวรัสท่ีสญูเสยีไปในแตล่ะขัน้ตอนของการ

กําจดัสิง่เจือปนขัน้ต้น และการทําให้เข้มข้นขึน้ 

ไวรัสในแต่ละขัน้ตอน 
ปริมาตร 

(ml) 

HA titer 

(HAU/ 50ul) 
Total HAU 

ปริมาณ

ไวรัสที่

สูญเสีย(%) 

ไวรัสในนํา้ไขต่ัง้ต้น 1,375 128 3.52x 106  

ไวรัสในนํา้ไขก่่อนการทําให้เข้มข้น 1,400 128 3.58x 106 0 

ไวรัสในนํา้ไขห่ลงัจากทํา TFF (1,000 KDa MWCO) 51.4 2,560 2.63 x 106 26.5 * 

ไวรัสในสว่นท่ีสามารถผา่น membrane (1,000 KDa MWCO) 1,350 0 0 0 

HAU = HA units 

 

5. การทาํให้เชือ้ตายและการทดสอบเชือ้ตาย 

ไวรัสทัง้หมดท่ีเข้มข้นได้นําไปเตมิ Beta-propiolactone (BPL) เพ่ือทําการทําให้หมดความสามารถใน

การติดเชือ้ผลการตรวจวดัปริมาณ HA แอนติเจน (HAU) และปริมาณไวรัสท่ีสามารถตดิเชือ้ได้ (PFU) หลงัจาก

ทําให้เชือ้ตายแสดงในตารางท่ี 5 จะเห็นวา่ไวรัสก่อนเตมิสารยงัมคีวามสามารถในการติดเชือ้ แตห่ลงัจากทําให้

เชือ้ตายไวรัสไมม่คีวามสามารถในการติดเชือ้แตย่งัสามารถเกิด Hemagglutination ได้ แสดงวา่ HA แอนติเจน

บนผิวของไวรัสยงั active แสดงวา่วิธีการทําให้เชือ้ตายมีประสทิธิภาพ 

 

ตารางท่ี 5 ปริมาณ HA แอนติเจน (HAU) และปริมาณไวรัสท่ีสามารถตดิเชือ้ได้ (PFU) หลงัจากทําให้เชือ้ตาย 

ไวรัสในแต่ละขัน้ตอน 
ปริมาตร 

(ml) 

HA titer 

(HAU/ 

50ul) 

Total HAU 
PFU titer 

(PFU/ ml) 
Total PFU 

ไวรัสในนํา้ไขต่ัง้ต้น 1,375 128 3.52x 106 1.12 x107 1.53 x1010 

ไวรัสในนํา้ไขห่ลงัการทําให้เข้มข้น 51.4 2,560 2.63 x 106 5.4x107 2.78x109 

ไวรัสในนํา้ไขห่ลงัจากทําใหเชือ้ตาย  56 1,024 2.86 x 106 0 0 

 

 

6. การทาํให้ไวรัสแอนตเิจนบริสุทธ์ิ 

6.1 Affinity chromatography 

หลงัจากทํา Affinity chromatography ผลการวดั HA titer ของไวรัสท่ีไหลผา่น column ออกมาในแต่

ละขัน้ตอนแสดงในตารางท่ี 6 โดยเร่ิมจาก BPL-H1N1 1x106 HAU การกรองด้วย filter ขนาด 0.45 um ก่อน

นําไปทํา Affinity chromatography จะทําให้ปริมาณลดลง อาจจะเป็นเพราะไวรัสไปจบักบัโปรตนีในนํา้ไขท่ี่ยงั

เหลอือยู ่ทําให้ไมส่ามารถกรองผา่นลงมาได้ ขัน้ตอน Adsorption คือทําให้ไวรัสเกาะกบั cellufine sulfate ท่ีอยู่

ใน column สว่นโปรตีนอ่ืนๆ จะหลดุออกมา จะเห็นได้วา่ไมม่ีไวรัสไหลผา่นออกมาแตเ่กาะอยูใ่น column 
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ขัน้ตอน Washing ไมม่ีไวรัสหลดุออกมาเช่นกนั เมื่อชะไวรัสออกมาจาก column แล้ววดัปริมาณไวรัสได้ 

604,800 HAU อยา่งไรก็ดี จะต้องทําการวดัปริมาณแอนติเจนอีกครัง้โดยวิธี SRID เพ่ือทราบ % ปริมาณไวรัสท่ี

สญูเสยีท่ีแนน่อน 

 

ตารางท่ี 6 ปริมาณไวรัส และเปอร์เซน็ต์ของปริมาณไวรัสท่ีสญูเสยีไปในแตล่ะขัน้ตอนของการทํา Affinity 

chromatography 

ไวรัสในแตล่ะขัน้ตอน 
ปริมาตร 

(ml) 
Total HAU 

ปริมาณไวรัสท่ี

สญูเสยี (%) 

ไวรัสท่ีทําให้ตายด้วย BPL  50   1,024,000   

ไวรัสท่ีทําให้ตายด้วย BPL แล้วเจือจาง 1:1 ด้วย Adsorption Buffer  100 1,024,000 0 

ไวรัสท่ีทําให้ตายด้วย BPL แล้วเจือจาง 1:1 ด้วย Adsorption Buffer 

แล้วกรองผา่น filter ขนาด 0.45 um  
100 512,000 50 

ไวรัสท่ีไมเ่กาะอยูใ่น column ในขัน้ตอน  Adsorption 110             -    0 

ไวรัสท่ีไมเ่กาะอยูใ่น column ในขัน้ตอน  Washing 80             -    0 

ไวรัสท่ีถกูชะออกจาก column 104 604,800 40.94 

 

6.2 Tangential Flow Filtration (300 KDa MWCO, Millipore) 

ไวรัสท่ีได้จากการทํา Affinity chromatography ได้นํามากําจดัเกลอื NaCl ในปริมาณมากออกโดยวิธี 

TFF (300K Da MWCO) ผลจากการวดั HA titer ในขัน้ตอนตา่งๆ แสดงในตารางท่ี 7 ในขัน้ตอนนีไ้วรัสสว่นหนึง่

จะสญูเสยีไปจากการเก็บตวัอยา่งออกมาวดั HA titer และจะต้องทําการวดัปริมาณแอนตเิจนอีกครัง้โดยวิธี 

SRID เพ่ือทราบ % ปริมาณไวรัสท่ีสญูเสยีท่ีแนน่อน 

 

ตารางท่ี 7 ปริมาณไวรัส และเปอร์เซ็นต์ของปริมาณไวรัสท่ีสญูเสยีไปในแตล่ะขัน้ตอนของการทํา TFF 

ไวรัสในแตล่ะขัน้ตอน 
ปริมาตร 

(ml) 
Total HAU 

%ปริมาณไวรัสท่ี

สญูเสยี 

ไวรัสท่ีได้จากการทํา Affinity chromatography 104 5.32 x 105  

ไวรัสเข้มข้นท่ีผา่นการกําจดัเกลอืออกไปแล้ว 39  4.50 x 105 15.41 

สว่นท่ีไหลผา่น membrane  80 0 0 

 

 

6. แอนตเิจนมาตรฐานและแอนติบอดสีาํหรับตรวจวดัปริมาณแอนติเจน H1N1 2009 
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ดําเนินการขอและได้รับเรียบร้อยแล้วจาก UK-CDC, Division of Virology, National Institute for 

Biological Standards and Control, Blanche Lane, South Mimms, Potters Bar, Hertfordshire, EN6 3QG, 

United Kingdom 

 

7. การเตรียมแอดจูแวนท์ชนิดอนุภาค PLGA 

 การเตรียมแอดจแูวนท์ชนิดอนภุาคไมไ่ด้อยูใ่นแผนงานในปีแรก แตค่ณะผู้วจิยัเห็นควรเร่งพฒันาแอดจู

แวนท์ท่ีผลติได้เองภายในประเทศ อีกทัง้เป็นไปตามคาํเสนอแนะของผู้ทรงคณุวฒุิ รวมทัง้เดิมจะมกีารใช้แอดจู

แวนท์ผสม ซึง่นา่จะเป็นทางเลอืกอีกทางหนึง่ได้ 

 

7.1 ปัจจยัของสูตรตํารบัและชนิดของเคร่ืองมือทีมี่ผลต่อต่อขนาดและการกระจายขนาดของอนภุาค PLGA 

 อนภุาค PLGA สามารถเตรียมได้โดยจะมีขนาดระหวา่ง 0.68-7.88 µm และ uniformity ระหวา่ง 0.27-

5.46 เมื่อเตรียมโดย probe sonicator ระหวา่งกระบวนการผลติทัง้ emulsion ปฐมภมูิและทตุิยภมู ิ และมีขนาด

ใหญ่ขึน้มากอยา่งเห็นได้ชดัเมื่อใช้เทคนิค bath sonication ระหวา่งกระบวนการผลติทัง้ emulsion ทตุิยภมูิดงั

แสดงในภาพท่ี  4 

เมื่อใช้แรงเทา่กนัจาก probe sonicator ขนาดอนภุาคและการกระจายขนาดจะลดลงอยา่งชดัเจนเมื่อ

ลดอตัราสว่นของ primary w/o ratio จาก 1:2.5 ไปยงั 1:10.  แนวโน้มนีจ้ะพบในทกุสตูรท่ีม ี % of PVA และ

อตัราสว่นของ secondary w/o ratio ตา่งกนั Parikh et al. [2003] และ Jeffery, Davis and O’Hagan [1993] 

ได้รายงานผลของการเพ่ิมปริมาตรของวฏัภาคภายในของ emulsion ปฐมภมูิจะเพ่ิมขนาดของขนาดอนภุาคของ 

PLGA   

ขนาดของอนภุาคจะลดลงเลก็น้อยเมื่อลดอตัราสว่นของ (w/o)/w emulsion ทตุิยภมู ิจาก 1:2 เป็น 1:4 

โดยคา่ uniformity ของทกุสตูรจะ <2 และขนาดของอนภุาคจะคอ่ยๆ ลดลงเมื่อเพ่ิม % ของ PVA จาก 1% ถึง 

4% ในทกุสตูรท่ีมอีตัราสว่นของ w/o และ (w/o)/w ratios ตา่งกนั    

สาํหรับผลของเคร่ือง sonicator พบวา่ probe sonicator ให้อนภุาคท่ีเลก็กวา่ bath sonicator 

ประมาณ 10 เทา่ ในทกุ % ของPVA นอกจากนีค้า่ uniformity ของอนภุาคท่ีเตรียมจาก probe sonicator จะ

น้อยกวา่ bath sonicator   
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รูปที่  4 ผลของอตัราสว่น w/o ของ emulsion ปฐมภมูิ อตัราสว่น (w/o)/w ของ emulsion ทตุิยภมู ิ% PVA ของ

of emulsion ทตุิยภมู ิและเคร่ือง sonicator ตอ่ขนาดและการกระจายขนาดอนภุาค (กราฟแทง่ท่ีไมม่ีและมีลาย

ของแตล่ะคูต่ามลาํดบั) ของอนภุาค PLGA ท่ีเตรียมจาก probe sonicator และ bath sonicator 

 

 7.2 คุณสมบัติของอนุภาค PLGAท่ีคัดขนาด 

 คณุสมบตัทิางเคมีฟิสกิค์ของอนภุาค PLGA จากสตูรท่ีคดัขนาด คือ 1, 5 และ 15 µm จะแสดงใน

ตารางท่ี 8 โดยเลอืกจากการเตรียมสตูรท่ีให้ขนาดใกล้เคยีงกบัขนาดท่ีต้องการ เน่ืองจากมีรายงานวา่ อนภุาค

ขนาดไมโครเมตรจะกระตุ้นการตอบสนองของภมูิคุ้มกนัดกีวา่ขนาดนาโนเมตร และจะเลอืกสตูรท่ีมีคณุสมบตัิ

การกระจายขนาดน้อยด้วย  

 โดยปกตปิระจขุองสารละลาย PLGA จะมีคา่ประมาณ -45 mv (Sahoo et. al., 2002; Stolnik et al., 

1995)   เมื่อเตรียมเป็นอนภุาคท่ีมี PVA เป็น stabilizer จะมีประจพืุน้ผิวเพ่ิมขึน้อยา่งชดัเจนเป็น -5.38 ถึง -7.42 

โดยมีคา่ใกล้เคียงกบัท่ีมีรายงานมาก่อนหน้านี ้คือ ประมาณ -6.5 ถึง -15mv ท่ี pH 7  และ -5 ถึง -10mv ท่ี pH 6 

(Sahoo et. al., 2002)   

(w/o)/w ratio of 2º emulsion  

 (1:4) 

 
(w/o)/w ratio of 2º emulsion 

 (1:2) 
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สาํหรับสารละลายอินทรีย์ท่ีหลงเหลอือยูใ่นอนภุาค พบวา่อนภุาคขนาดใหญ่จะมีปริมาณมากกวา่

อนภุาคขนาดเลก็ เน่ืองจากพืน้ท่ีผิวน้อยกวา่ ทําให้การระเหยช้ากวา่ อยา่งไรก็ตาม ทกุขนาดจะมสีารตกค้างน้อย

กวา่ท่ีระบใุนเภสชัตาํรับของอเมริการ (USP 23) ท่ีกําหนดไมใ่ห้เกิน 75 ppm  

 รูปร่างและลกัษณะผิวของอนภุาค PLGA ทัง้ 3 ขนาดท่ีปรากฏภายใต้ optical microscope (รูปท่ี 5, 

A1-A3) และจาก SEM (รูปท่ี 6, A1-A3) และ.AFM (รูปท่ี 7, A1).  พบวา่มีความสอดคล้องกนัคอื มีรูปร่างทรง

กลมและผิวเรียบ ไมพ่บวา่มรุีพรุน  
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ตารางท่ี 8 ตวัแปรสตูรตํารับ ลกัษณะของอนภุาคและผลของ CS และ Al(OH)3 ตอ่ขนาด การกระจายขนาด ประจท่ีุผิว และปริมาณสารละลายอินทรีย์ท่ีหลงเหลอืของสตูรตํารับท่ี

คดัเลอืก 

1 Input force of secondary emulsion, 2 Volume ratio of primary w/o emulsion, 3 Volume ratio of secondary (w/o)/w emulsion, 4 %PVA of secondary emulsion 

Size selected 

formulations (µm) 

  Sonicator  

input force1 

 w/o ratio 2 

 

(w/o)/w ratio 3 

 

%PVA4 

(w/v) 

Chitosan  

(%w/v) 

 Al(OH)3  

(%w/v) 

Median size 

(µm), uniformity 

n=3 

Zeta potential 

(mv±SD) 

n=3 

Solvent residue 

(ppm±SD) 

n=3 

1 

 

 

 

5 

 

 

 

15 

Probe 

 

 

 

Probe  
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2% 

 

0.2 
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0.2 

 

 

- 

0.2 

- 

- 

0.75 

1.5 

- 

- 

0.75 

1.5 

- 

- 

0.75 

1.5 

0.92, 0.27 

1.22, 7.72 

1.62, 1.59 

3.44, 2.22 

5.26, 1.57 

7.59, 2.52 

6.87, 2.34 

6.89, 2.96 

16.76, 2.03 

17.18, 2.77 

16.85, 1.98 

16.95, 1.83 

-5.38±0.13 

+22.17±2.67 

+15.36±1.27 

+16.90±0.12 

-7.42±0.31 

+23.23±2.93 

+16.40±0.38 

+19.71±1.40 

-6.90±0.86 

+25.62±4.85 

+22.45±2.66 

+19.52±3.95 

10.98±0.24 

 

 

 

11.52±0.19 

 

 

 

21.32±0.68 

 

  

 

 

32 



 36 

                     
        A    B   C 

                                    
    D       E 

รูปที่ 5  รูปลกัษณ์ของอนภุาค PLGA ขนาด 1µm (A), 5µm (B), 15µm (C) และขนาด 1µm ท่ีเคลอืบด้วย CS, 1C (D) และ

ขนาด 1µm ท่ีเคลอืบด้วย  Al(OH)3, 1A, (E) ภายใต้กล้อง optical microscope (x 20). 

A 
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รูปที่  6  ภาพSEM ของ PLGA, PLGA ท่ีเคลือบด้วย CS, 0.75% Al(OH)3 และ1.5% Al(OH)3 conjugated PLGA 

particles (A to D, ตามลาํดบั) ท่ีมีขนาดอนภุาค 1, 5 และ 15 µm (1,2,3 ตามลาํดบั). 

B 

C 

D 

1 2 3 
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รูปที่7 ลกัษณะผิวของ PLGA (A1), PVA (A2), PLGA ท่ีเคลอืบด้วย CS(B1), CS (B2), PLGA ท่ีเคลอืบด้วย 0.75% Al(OH)3 (C1) และ Al(OH)3 (C2) จากการใช้เทคนิค AFM 
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A1 

A2 

B1 

B2 

C1 

C2 
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8. การเตรียมแอดจูแวนท์ชนิดอนุภาค PLGA ที่เคลอืบด้วย CS  

 การเคลอืบด้วย CS จะเพ่ิมขนาดของอนภุาค PLGA เพียงเลก็น้อยดงัแสดงในตารางท่ี 8 เช่นเดียวกบัคา่การ

กระจายขนาดท่ีมีคา่เพ่ิมขึน้โดยจะเห็นได้ชดัท่ีอนภุาคขนาด 1 µm สว่นประจบุนผิวอนภุาคจะเพ่ิมขึน้อยา่งชดัเจนจากคา่ -

เป็นคา่ +22 ถึง +25mv 

จากภาพ optical microscope  ในรูปท่ี 5, D พบวา่อนภุาคจากสตูรตํารับ 1 1 µm มีขนาดใหญ่กวา่ท่ีไมไ่ด้เคลอืบ

และคล้ายไมไ่ด้แยกจากกนัเป็นอิสระ จาก SEM ในรูปท่ี 6, 1B-3B  พบวา่ อนภุาคขนาด 1 µm จะเกาะกนัอยา่งหลวมๆ โดย

ชัน้ของ CS มากกวา่อนภุาคขนาดใหญ่ สว่นผลจาก AFM แสดงในรูปท่ี 7 พบวา่ ลกัษณะผิวของอนภุาค PLGA (รูปท่ี 7, 

A1) จะเรียบ ในขณะท่ีเคลอืบด้วย CS จะเห็นชัน้เจลใสๆ ของ CS เคลอืบอยูด้่านนอก (รูปท่ี 7, B1) 

 

9. การเตรียมแอดจูแวนท์ชนิดอนุภาค PLGA ที่เคลอืบด้วย Al(OH)3  

เมื่อเคลอืบด้วย Al(OH)3 อนภุาค PLGA ขนาด 1 µm จะใหญ่ขึน้โดยผลจะชดัเจนเมื่อเคลอืบด้วยความเข้มข้น 

1.5% Al(OH)3 ดงัแสดงในตารางท่ี 8 เช่นเดียวกบัคา่การกระจายขนาดท่ีมคีา่เพ่ิมขึน้โดยจะเห็นได้ชดัท่ีอนภุาคขนาด 1 µm 

สว่นประจบุนผิวอนภุาคจะเพ่ิมขึน้อยา่งชดัเจนจากคา่ -เป็นคา่ + แตค่า่ท่ีได้ยงัน้อยกวา่คา่ท่ีได้จากอนภุาคท่ีเคลอืบด้วย CS 

 

ลกัษณะผิวชองอนภุาค PLGA ท่ีเคลอืบด้วย Al(OH)3 ในรูปท่ี 5, D พบวา่ อนภุาคจะเกาะกนัเป็นแพ สว่น SEM 

ในรูปท่ี 6, 1C-3C, 1D-4D พบวา่  อนภุาคมีทรงกลมท่ีมีชัน้สขีาวขุน่เคลอืบอยูภ่ายนอก นอกจากนี ้Al(OH)3 ท่ีความเข้มข้น 

0.75% เพียงพอท่ีจะเคลอืบอนภุาคขนาด 1 µm แตไ่มพ่อสาํหรับอนภุาคขนาด 5 และ 15 µm อยา่งไรก็ตามท่ีความเข้มข้น 

1.5% เพียงพอท่ีจะเคลอืบอนภุาคขนาด 5 และ 15µm   จาก AFM ในรูปท่ี 7, C1 และ C2 ผิวของอนภุาคท่ีเคลอืบด้วย 

Al(OH)3 จะขรุขระ ไมเ่รียบ  

 

เตรียมตาํรับวัคซีนผสมแอดจแูวนท์ 

เน่ืองจากแอดจแูวนท์ชนิด o/w emulsion ซึง่ได้มีติดตอ่กบั Dr. Steven Reed (President of Infectious Disease 

Research Institute, Seattle) เก่ียวกบั oil/water emulsion adjuvant แตย่งัไมไ่ด้รับสารดงักลา่ว คณะผู้วิจยัจึงศกึษา

ประสทิธิภาพของแอนติเจนและ แอดจแูวนท์ใน หน ูBALB/c mouse โดยใช้ แอดจแูวนท์ 2 ชนิด Complete Freund’s 

Adjuvant ซึง่เป็น adjuvant ท่ีนิยมใช้และมีจําหนา่ยเพ่ือใฃ้ในการศกึษาวจิยัในสตัว์ทดลอง รวมทัง้แอดจแูวนท์ชนิด Toll-

like Receptor 3 agonist (TLR3 agonist)  ท่ีมีรายงานวา่มีประสทิธภาพ 

 

การศึกษาในสัตว์ทดลอง (หนู mice) 
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การศกึษาในหน ู mice คณะผู้วิจยัได้ทําเพ่ิมเติมจากข้อเสนอโครงการเดมิท่ีระบใุห้ศกึษาในลงิ เน่ืองจาก

แอนติเจนท่ีเตรียมขึน้เป็นแอนตเิจนท่ีผลติขึน้ด้วยเทคนิคนวตักรรมของคณะผู้วิจยัเอง แม้จะผา่นการทดสอบทางหลอด

ทดลองแล้ววา่มีปริมาณแอนติเจนท่ีมีประสทิธิภาพ แตย่งัไมเ่คยมีการทดสอบกบัสตัว์ทดลองมากอ่น จึงปรับแผนให้มี

การศกึษาในสตัว์เลก็ก่อนการศกึษาในลงิ  พบวา่ คา่เฉลีย่และคา่ความแปรปรวนของ HAI titer จาก serum ในการทดลอง

ในหนจูะแสดงในรูปท่ี 1 โดยในกลุม่แรกซึง่เป็นกลุม่ควบคมุท่ีได้รับนํา้เกลอื จะมีปริมาณ titer ตํ่ากวา่ 20  ในช่วงเวลาท่ีสุม่

ตวัอยา่ง serum ทัง้ก่อนและหลงัการให้วคัซีนเข้ากล้ามในแตล่ะ dose  ในกลุม่ท่ี 2 ท่ีได้รับแอนติเจนและไมม่ีแอดจแูวนท์

ใดๆ พบวา่ คา่ HAI titer มีคา่สงูขึน้เมื่อให้แอนติเจน คา่ท่ีได้จาก ก่อนการให้ วคัซีนจะตํา่กวา่หลงัการให้ dose ท่ี 1 และท่ี 2 

ตามลาํดบั โดยคา่titer ท่ีได้หลงัการให้ dose ท่ี 2 จะสงูกวา่ 75 แสดงวา่ แอนติเจนท่ีผลติขึน้เองนีส้ามารถกระตุ้นภมูิค้มกนั 

ใหเ่กิด HAI titer อยา่งมีนยัสาํคญั 

 

เมิอเพ่ิม แอดจแูวนท์  Complete Freund’s adjuvant พบวา่ หลงัการให้วคัซนีครัง้ท่ี 1 จะมีคา่ titer สงูกวา่ 

ก่อนให้เลก็น้อย แต ่titer จะขึน้สงูมาก เป็น > 1280 เมื่อให้ dose ท่ี 2 แสดงวา่ Freund’s complete adjuvant  จะชว่ยเพ่ิม

ประสทิธิภาพในการกระตุ้นให้ HAI titer สงูกวา่เมื่อไมม่ี แอดจแูวนท์อยา่งเดน่ชดั  เมื่อใช้ TLR3 agonist เป็นแอดจแูวนท์ 

พบวา่สามารถเพ่ิม titer ได้เช่นกนั แตป่ระสทิธภาพการกระตุ้นภมูิค้มกนั จะไมเ่ทียบเทา่กบัการใช้ Complete Freund’s 

adjuvant โดยคา่ HAI titer จะอยูท่ี่ ประมาณ 630 เมื่อให้ dose ท่ี 2  
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รูปท่ี 8  HAI titer จาก serum ของ BALB/c mice หลงัการให้วคัซีนท่ีประกอบด้วยแอนตเิจนท่ีผลติขึน้เอง (group 

2), แอนติเจนท่ีผลติขึน้เองและ complete Freund’s adjuvant (group 2), แอนติเจนท่ีผลติขึน้เองและ toll-like 

receptor 3 agonist (group 4) เปรียบเทียบกนันํา้กลัน่ (group 1) เมื่อให้ความเข้มข้นของแอนติเจน 1 ug 

HA/0.1 ml จํานวน 2 ครัง้เข้ากล้าม เมื่อวนัท่ี 0, 19 และสุม่ตวัอยา่ง serum วนัท่ี 0, 11 และ 33 (n=4) 
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สาํหรับการทดลองเพ่ือศกึษาถึงประสทิธิภาพของการเตรียมแอนติเจนซํา้ พบวา่ คา่เฉลีย่และคา่ความ

แปรปรวนของ HAI titer จาก serum ในการทดลองในหนจูะแสดงในรูปท่ี 9 โดยในกลุม่แรกซึง่เป็นกลุม่ท่ีได้รับแอนติเจนท่ี

เตรียมlot ใหม ่และไมม่ีแอดจแูวนท์ใดๆ พบวา่ คา่ HAI titer มีคา่สงูขึน้เมื่อให้แอนติเจน คา่ท่ีได้จาก ก่อนการให้ วคัซีนจะ

ตํ่ากวา่หลงัการให้ dose ท่ี 1 และท่ี 2 ตามลาํดบั โดยคา่titer ท่ีได้หลงัการให้ dose ท่ี 2 จะมคีา่ 17.5 แสดงวา่ แอนตเิจนท่ี

ผลติขึน้เองนีส้ามารถกระตุ้นภมูค้ิมกนั ใหเ่กิด HAI titer อยา่งมีนยัสาํคญั 

  

ในกลุม่ท่ี 2 ท่ีได้รับแอนติเจนท่ีเตรียม lot เดมิและไมม่ีแอดจแูวนท์ใดๆ พบวา่ คา่ HAI titer มีคา่สงูขึน้เช่นกนั

เมื่อให้แอนติเจน คา่ท่ีได้จาก ก่อนการให้ วคัซีนจะตํ่ากวา่หลงัการให้ dose ท่ี 1 และท่ี 2 ตามลาํดบั โดยคา่titer ท่ีได้หลงั

การให้ dose ท่ี 2 จะมี่คา่ 22.5 แสดงวา่ แอนติเจนท่ีผลติขึน้เองนีส้ามารถกระตุ้นภมูค้ิมกนั ใหเ่กิด HAI titer อยา่งมี

นยัสาํคญั อยา่งไรก็ตาม คา่ HAI titer ท่ีได้จะตํา่กวา่HAI titer ท่ีให้กบัหนเูพศผู้ ท่ีได้รายงานในการทดลองครัง้ท่ีแล้วซึง่มีคา่ 

ท่ี 75.00  

 

จากผลของแอนติเจนทัง้สอง lot เมื่อทดสอบทางสถิติไมพ่บวา่ HAI titer จากแอนติเจนท่ีผลติทัง้สอง lot มี

ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญั ซึง่โดยปกติแล้ว การตอบสนองของหนเูพศเมียมกัให้คา่สงูกวา่หนเูพศผู้  (α = 0.05) 

 

เมิอเพ่ิม แอดจแูวนท์  Complete Freund’s adjuvant พบวา่ หลงัการให้วคัซีนครัง้ท่ี 2 จะมคีา่ titer สงูขึน้มาก 

เป็น 100 ซึง่ยืนยนัการทดลองเดมิวา่ Freund’s complete adjuvant  จะชว่ยเพ่ิมประสทิธิภาพในการกระตุ้นให้คา่ HAI titer 

สงูกวา่เมื่อไมม่ี แอดจแูวนท์อยา่งเดน่ชดั   
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รูปท่ี 9 HAI titer จาก serum ของ BALB/c mice หลงัการให้วคัซีนท่ีประกอบด้วยแอนตเิจนท่ีผลติขึน้เองlot ใหม ่

และ lot เก่า (group 1, 2 ตามลาํดบั), แอนติเจนท่ีผลติขึน้เองlot ใหม ่และ complete Freund’s adjuvant (group 

3) เมื่อให้ความเข้มข้นของแอนตเิจน 1 ug HA/0.1 ml จํานวน 2 ครัง้เข้ากล้าม เมื่อวนัท่ี 0, 19 และสุม่ตวัอยา่ง 

serum วนัท่ี 0, 11 และ 33 (n=4) 
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การศึกษาในลิง (non-human primate) 

 

 คณะผู้วิจยัได้มีการติดตอ่กบัหวัหน้าแผนกสตัว์ทดลองของ USAMC-AFRIMS ซึง่เป็นแผนกสตัว์ทดลองท่ี

ใหญ่ท่ีสดุในเอซีย และได้รับการรับรองจาก Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal 

Care (AAALAC) และได้รับการยอมรับจาก Animal Welfare Assurance on file with the Office of Laboratory Animal 

Welfare (OLAW), U.S. National Institutes of Health (NIH) เก่ียวกบัจํานวนลงิท่ีจะใช้ในการทดสอบ H1N1 vaccine 

รวมทัง้การคดิคา่ใช้จ่ายในการทดลองในลงิ โดยได้ยืนยนัจาก หวัหน้าแผนกสตัว์ทดลองของ USAMC-AFRIMS เร่ืองจํานวน

ลงิท่ีแข็งแรงสมบรูณ์พร้อมสถานท่ีเลีย้งท่ีจะใช้ในการทดสอบ H1N1 vaccine วา่มีจํานวนเพียงพอกบัความต้องการของ

โครงการ โดยการคิดคา่ใช้จ่ายลงิตวัละประมาณ 250,000 บาทขึน้กบัอตัราแลกเปลีย่นเงินตราในช่วงเวลาท่ีจะใช้ลงิ ตาม

เอกสาร CRADA ในภาคผนวก 6  

   

 สว่น animal use protocol ตามภาคผนวก 7 ได้มีการปรับแผนโดยลดจํานวนสตูรตํารับท่ีใช้แอดจแูวนท์ 

โดยได้ทําสญัญาวา่จ้างกบัแผนกสตัว์ทดลองของ USAMC-AFRIMS ใหทํ่าการศกึษาในลงิเรียบร้อยแล้ว  

 

เน่ืองจากระดบัของ HAI titer ในหนมูีคา่ไมส่งูพอท่ีจะตดัสนิใจทําในลงิ และคา่ใช้จา่ยในการทดสอบในสตัว์

ใหญ่จะสงูมากประมาณ 70% ของงบประมาณท่ีได้รับ จึงเห็นไมส่มควรทําการทดสอบในสตัว์ใหญ่ โดยคณะผู้วิจยัยินดคีืน

เงินสว่นท่ีเหลอืแก่ วช เพ่ือใช่ประโยชน์อยา่งอ่ืนตอ่ไป 
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สรุปและเสนอแนะเก่ียวกับการวิจัยในขัน้ต่อไป ตลอดจนประโยชน์ในทางประยุกต์ของ

ผลการวิจัยท่ีได้ 

 

การศึกษานีม้ีเป้าหมายท่ีจะพฒันาวคัซีนไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 ชนิดเชือ้ตายสําหรับฉีดเข้ากล้าม โดยผลิต

ไวรัสด้วยกรรมวิธีเพาะในไข่ไก่ฟักและนําเอาแอดจูแวนท์ซึ่งเป็นสารเสริมฤทธ์ิผสมในสตูรตํารับ เพ่ือช่วยลดปริมาณของ

แอนติเจนท่ีจะใช้ รวมทัง้จะทําให้ภมูิต้านทานตอบสนองต่อวคัซีนมีความครอบคลมุและมีอายนุาน  เพ่ือเป็นทางเลือกหนึ่ง

ให้รัฐในการผลติวคัซีนโดยในกรณีมีการระบาดของโรคระลอกใหม ่โดยสามารถใช้กระบวนการผลติของวคัซีนท่ีมีการผลติท่ี

องค์การเภสชักรรมในปัจจบุนัได้  

 

ก่อนดําเนินการวิจัยจะทําการปรับปรุงห้องปฏิบัติการ ให้เป็นห้องชีวนิรภัยระดับ 2+ สําหรับเพาะไวรัส พบว่า

ระบบต่างๆ ของห้องปฏิบตัิการท่ีปรับปรุงแล้วผา่น เกณฑ์มาตรฐานสาํหรับห้องปฏิบตัิการ BSL2+  และผา่นการรับรองการ

ประเมินความเสีย่งทางชีวภาพในระดบัมหาวิทยาลยั การเพาะไวรัสจากไข่ไก่ฟักและผลติเป็นวคัซีนแอนติเจน จะผลิตจาก

หวัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1 2009 สายพนัธุ์วคัซีน  A/California/07/09NYMC X-179A (H1N1) ท่ีได้รับการแนะนําจาก 

WHO และได้รับจาก US-CDC โดยการฉีดในไข่ไก่ฟัก (embryonated egg) โดยศึกษาขึน้ตอนการเตรียม Premaster 

Seed และ Master Seed เพ่ือนําไปศึกษาและได้ขัน้ตอนเทคนิคการผลิตท่ีให้ปริมาณไวรัสมากท่ีสดุ นอกจากนีส้ามารถทํา

ให้เชือ้ตายจากการตรวจสอบเชือ้ตายตามวิธีการของ CDC แล้วทําให้ไวรัสแอนติเจนบริสทุธ์ิเพ่ือใช้ในการเตรียมเป็นตํารับ

วคัซีน ทัง้นีไ้ด้เปรียบเทียบกับแอนติเจนมาตรฐานและแอนติบอดีสําหรับตรวจวดัปริมาณแอนติเจน H1N1 2009 ท่ีจะได้

จาก UK-CDC, Division of Virology, National Institute for Biological Standards and Control, United Kingdom ซึ่ง

ได้มาตรฐานโลก 

 

การเตรียมตํารับวคัซีนผสมแอดจูแวนท์ จะใช้แอดจูแวนท์ท่ีนําเข้าชนิด อิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้จาก Infectious 

Disease Research Institute ประเทศสหรัฐอเมริกาท่ีผา่นการทดสอบแล้ววา่ปลอดภยั และได้พฒันาสตูรตํารับแอดจแูวนท์

ชนิดอนุภาคขนาดไมโครเมตรท่ีผลิตเองจาก  polylactide-co-glycolide (PLGA), ไคโตซาน (CS) และ aluminium 

hydroxide (Al(OH)3 ) ซึง่สารแตล่ะชนิดได้ยอมรับให้ใช้ได้ในเภสชัตํารับ และเตรียมโดยเทคนิค double emulsion solvent 

evaporation ซึ่งขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก และสามารถขยายการผลิตได้ง่าย  อนภุาคทัง้ 3 ชนิด ท่ีได้มีคุณสมบตัิท่ีเหมาะสมทาง

เคมีฟิสกิค์ในการเป็นแอดจแูวนท์ ซึง่ต้องศกึษาคณุสมบตัิอ่ืนๆ ตอ่ไป 

 

ตํารับวคัซีนท่ีเตรียมตามมาตรฐาน GMP จะมีแอนติเจนเดี่ยว และเมื่อมีการเติมแอดจูแวนท์ในตํารับ  รวมทัง้

ศึกษาผลของการเตรียมซํา้ โดยศึกษาประสิทธิภาพการกระตุ้นภมูิต้านทานและความปลอดภยั ใน ในหน ูBalb/c mouse 

โดยฉีดเข้ากล้าม 2 ครัง้ ณ สปัดาห์ท่ี 0 และ 2 เพ่ือเตรียมศึกษาในลิง non-human primate พบว่าแอนติเจนท่ีเตรียมขึน้

สามารถกระตุ้นภมูิคุ้มกนัได้ดีกว่าการให้นํา้กลัน่ การเติมแอดจแูวนท์จะช่วยเพ่ิมประสทิธิภาะในการกระตุ้นภมูิคุ้มกนั และ

การเตรียมแอนติเจนครัง้ท่ี2 สามารถให้การกระตุ้นเหมือนเดิม อย่างไรก็ตามผลการกระตุ้นยงัไม่สูงพอท่ีจะดําเนินการ

ทดสอบตอ่ในลงิ 
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 ในการวิจยัครัง้นี ้ขาด Ultracentrifuge ท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีจะรองรับบริเวณ allantoic fluid ท่ีใช้ เน่ืองจากข้อจํากดั

ดงักลา่ว ทําให้ผู้วิจยัได้ปรับเปลีย่นวิธีการโดยไมผ่า่นขัน้ตอน Ultracentrifuge ซึง่เป็นวธีิการท่ีเร่ิมนํามาใช้มากขึน้ใน

อตุสาหกรรมการผลติวคัซีน ทําให้เรียนรู้วิธีใหม่ๆ ในการทําให้ได้ไวรัสท่ีบริสทุธ์ิขึน้ ได้แก่ 

 

1. Tangential flow filtration (TFF) เป็นวิธีกําจดัโปรตีนท่ีไมต้่องการออกจาก particle ของไวรัส โดยใช้ขนาดของโมเลกลุ

เป็นตวัแยก เน่ืองจากไวรัสมีอนภุาคคอ่นข้างใหญ่เมื่อเทียบกบัโปรตีนอ่ืนๆ การใช้ TFF ขนาด 1000 KDa ของ 

Millipore หรือ 500 KDa ของ PALL สามารถกําจดัโปรตีนอ่ืนท่ีไมใ่ช่ไวรัสออกไปได้มาก โดยสญูเสยีไวรัสน้อย 

นอกจากนีย้งัสามารถทําให้ไวรัสท่ีได้มีความเข้มข้นขึน้ถงึ 10 – 20 เทา่ โดยไมเ่สยีความสามารถในการติดเชือ้ไป 

(infectivity) แม้วา่จะมกีารใช้อยูบ้่างในอตุสาหกรรมเก่ียวกบัโปรตีน แตใ่นการผลติไวรัส ยงัมีท่ีใช้จํากดั โดยเฉพาะใน

ประเทศไทย เทคนิคนีน้า่จะมีประโยชน์ในอนาคตในงานวจิยั และภาคการผลติเก่ียวกบัไวรัส 

 

2. Affinity chromatography ในงานวิจยันี ้นอกจากจะใช้ TFF ในการแยกไวรัสให้บริสทุธ์ิและเข้มข้นขึน้แล้ว ยงัใช้วิธี 

affinity chromatography ร่วมด้วย เพ่ือให้ไวรัสท่ีได้บริสทุธ์ิมากขึน้ ซึง่ผู้วิจยัได้ใช้สาร Cellufine sulfate ซึง่มี

คณุสมบตัิเป็น cellulose ท่ีมี activated group เป็น sulfate ester ซึง่สามารถ bind particle ของไวรัสได้ดี มีการ

ทดสอบกบัไวรัสหลายชนิด รวมถงึไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

 

คณะผู้วิจยันา่จะเป็นกลุม่แรกในประเทศไทยท่ีนําเอา Cellufine sulfate มาใช้ ในการแยกเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ให้

บริสทุธ์ิ ซึง่พบวา่ได้ผลดี แม้จะเสยีปริมาณไวรัสไปประมาณ 50% แตเ่มื่อเทียบกบัวิธี Ultracentrifuge แล้ว พบวา่

อตัราการสญูเสยีน้อยกวา่ ทัง้นีอ้ตัราการสญูเสยีอาจลดลงอีกได้หากมกีารเปลีย่นแปลงสภาวะตา่งๆให้เหมาะสม 

(optimization) ซึง่อาจต้องใช้เวลา ข้อดีของวิธีนีค้ือ Cellufine sulfate สามารถใช้ซํา้ได้หลายครัง้ ใช้ได้ทัง้กบั lived, 

inactivated, หรือ ruptured ไวรัส 

 

3. Assay ตา่งๆท่ีใช้ในการประเมินวคัซีนไข้หวดัใหญ่ 

เน่ืองจากในระหวา่งการทําการวจิยันัน้ ต้องประเมินปริมาณไวรัสและโปรตีนจากขัน้ตอนตา่งๆ ทําให้มีการพฒันา

เทคนิคตา่งๆดงัตอ่ไปนี ้ในห้องปฏิบตัิการ และสามารถทําได้อยา่งชํานาญ 

3.1. Hemagglutination and Hemagglutination inhibition 

3.2. Plaque assay 

3.3. Tissue culture infection dose assay (TCID) 

3.4. ELISA for Hemagglutinin (Quantitative) 

3.5. Western blot assay for Hemagglutinin / Neuraminidase 
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3.6. Single radial immunodiffusion (SRID) สาํหรับวดัปริมาณ HA ซึง่เป็นวิธีมาตรฐาน ในการวดั HA 

concentration 

 

อย่างไรก็ดี อปุสรรคสําคญัในการวิจยัครัง้นี ้คือ การสญูเสียโปรตีน HA ในระหว่างการทําให้บริสทุธ์ิ หลงัจากใช้ 

detergent ทําให้ particle ของไวรัสแตก ในขัน้ตอนการกําจดั detergent ยงัไมส่ามารถเอา detergent ออกได้ตํ่ากวา่ระดบั

ท่ียอมรับได้ เน่ืองจากเมื่อระดบั detergent ตํ่ามาก โปรตีน HA จะ aggregate และเกาะติดกับ membrane ท่ีใช้ purify 

ดงันัน้ขัน้ตอนนีย้งัจําเป็นต้องพฒันา 

 

ทําให้ประโยชน์จากการศกึษาจะได้แนวทางขัน้ตอนท่ีเหมาะสมในการผลิตแอนติเจนเชือ้ตายไข้หวดัใหญ่  H1N1 

2009 จากไขไ่ก่ฟักซึง่ยงัไมม่ีผู้ศกึษามากอ่นในประเทศ ได้แอดจแูวนท์ชนิดอนภุาคท่ีมีขนาดไมโครเมตรท่ีผลติเองในประเทศ

ด้วยกรรมวิธีทีไม่ยุ่งยาก นอกจากนีย้งัได้พฒันา ผลิตและเกิดความร่วมมือของบคุคลากรด้านวคัซีนซึ่งมีจํานวนน้อยและ

กระจดักระจายในประเทศ และเป็นการเตรียมพร้อมเพ่ือการพึง่พาตนเองไมเ่ฉพาะเมื่อมีการระบาดของโรค 

 

ข้อเสนอแนะในการทําวิจัยขัน้ต่อไป ควรปรับปรุงขัน้ตอนการทําให้แอนติเจนบริสุทธ์ิเพ่ือให้ได้ yield มากขึน้ 

รวมทัง้การพัฒนาต่อยอดของแอดจูแวนท์ชนิดอนุภาคท่ีผลิตได้เองโดยการศึกษาในเซลล์เพาะเลีย้งและในสตัว์ทดลอง 

ตลอดจนการพฒันาระบบในสง่ในเส้นทางอ่ืนๆ เช่น ให้ใต้ลิน้ ให้หยอดจมกู รวมทัง้การใช้แอนติเจนอ่ืนๆ เป็นต้น 
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ศนูย์สตัว์ทดลองแหง่ชาติ   มหาวทิยาลยัมหิดล 

999 ถนนพทุธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพทุธมณฑล จงัหวดันครปฐม 73170 

โทร. 02-4419699 (เบอร์ตรง) 02-4419342, 02-4419698 ตอ่ 111, โทรสาร 02-4410910 

E-mail address :  nlacserv@mahidol.ac.th 

ช่ือผู้ติดตอ่ …รศ.ทญ.ดร.รังสินี มหานนท์ หรือ นายนพดล สะอาดเอี่ยม ……… 

                    E-mail address :  rangsini.m@chula.ac.th หรือ  manutd200101@yahoo.com………………………… 

สถานท่ีทํางาน       ห้องปฏิบัติการอมิมูโนวิทยา คณะทนัตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

ตึกสมเด็จย่า 93 ช้ัน 10 ห้อง  1016 

เขตปทุมวนั   กรุงเทพมหานคร  10330 

โทรศพัท์…0-2218-8861-2…………………โทรสาร …0-2218-8861-2…………………… 

ออกใบสง่สนิค้าในนาม/ ออกใบเสร็จในนาม(ต้องเป็นข้อมลูเดยีวกนั) 

                     คณะทนัตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

สถานท่ีสง่สนิค้า ห้องปฏิบัติการอมิมูโนวิทยา คณะทนัตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

             ตึกสมเด็จย่า 93 ช้ัน 10 ห้อง  1016 

หมายเหต ุ……………………………………………………………………………………………………………………… 

กรุณาใช้ใบสั่ง 1 ใบต่อผู้สั่ง 1 รายเท่านัน้ 

วนัที่

ต้องการ 

ชนิดสตัว์/

ผลิตภณัฑ์ 

อาย ุ

 (สปัดาห์) 

นํา้หนกั  

(กรัม) 

เพศ จํานวน หมายเหต ุ เลขที่ใบสัง่ (เฉพาะ

เจ้าหน้าที่ศนูย์สตัว์ทดลอง

ฯ) 

18 

มกราค

ม2554 

mouse/BALB/c 4 20-40 Male 25   

1 

มีนาคม 

2554 

mouse/BALB/c 4 20-40 Femal

e 

25 ได้ก่อนกําหนด

กรุณาโทรแจ้ง 

 

 

 

       

 

 

       

บันทกึเพิ่มเติมสาํหรับลกูค้า       สาํหรับเจ้าหน้าที่ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาตเิท่านัน้ 

                                                                                          บนัทกึใบสัง่จองสนิค้า วนัท่ี...............................เวลา

.......................... 

                                                                                          โดย.....................................................  

 

mailto:nlacserv@mahidol.ac.th
mailto:rangsini.m@chula.ac.th
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…..………………………… 

Protocol Review No. □□□□□□□  

Protocol review numbers are composed of the last two digits of Christian Era, followed by two digits of faculty 

code number, and the last three digits run by faculty IACUC on queue. 

**ให้กรอกหมายเลข 2 ตวัแรกเป็นปี ค.ศ.ตามด้วยรหสัของคณะ 2 ตวั และ 3 ตวัท้ายเป็นลาํดบัการขออนญุาตใช้สตัว์** 

Animal Use Protocol Title: Testing immunogenicity of influenza H1N1 2009 vaccine in a mouse model. 

โครงการใช้สัตว์เร่ือง:.ทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดภมูิต้านทานของโรคของวคัซีนไข้หวดัใหญ่ 

H1N1 2009 ในการทดลองในหน ู

Principal Investigator: Associate Professor Rangsini Mahanonda   

Address:   Department of Periodontology, Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University 

   Telephone no: 02 2188861 Mobile phone: 089 8978288 

   E-mail address rangsini.m@chula.ac.th  

Classification:  √ Research ○Testing ○Biomaterial production ○Teaching 

  ○Breeding ○Others, please specify……………................…………….............………… 

Anticipated Project Period: Dec2010-April 2011 

Funding Source(s): National Research Council of Thailand 

Grant has been: √ Submitted 

○Approved, If approved, duration of approval…………………...................................……………. 

 Your signature, as P.I. on this application, verifies that the information herein is true and correct and 

that you will comply with standard of animal care and use established under ethical principles and guidelines 

for the use of animals for scientific purposes and policies of Chulalongkorn University. 

 

Signature of P.I. / Instructor.………………………………...................… 
(……/……../………….) 
Signature of Attending veterinarian or Authorized person.…………..........…….…(……/……../………….) 

Signature of Associate Dean / Deputy Director (Research)...……………..........…...(……/……../………….) 

For official CU-ACUC 

CHULALONGKORN UNIVERSITY 

ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE (CU-ACUC) 
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1. Protocol reviewed on…………………………../………/…….   

By CU-ACUC Faculty/Institute…………………………….. 

       2.  Result   □ Approved □ Approved with minor correction □ Not approved 

Signature of Chairman……………………………………….………... 

Signature of Secretary…………………………………………………. 
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Faculty or Institute: Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University 

Animal Use Protocol Title: Testing immunogenicity of influenza H1N1 2009 vaccine in a mouse model. 

โครงการใช้สัตว์เร่ือง(ถา้มีภาษาไทยโปรดระบุ) ทดสอบความสามารถในการทาํใหเ้กิดภูมิตา้นทานของโรค

ของวคัซีนไขห้วดัใหญ่ H1N1 2009 ในการทดลองในหนู 

โครงการนีข้ออนุญาตเพือ่การวจัิยในหัวข้อเร่ืองต่อไปนี้ (เฉพาะกรณทีีช่ื่อเร่ืองไม่ตรงกันหรือมากกว่า 1 

โครงการวจัิย) (This animal use protocol title will include these following research titles) 

....................................................................................................................................................................... 

Principal Investigator:  Associate Professor Rangsini Mahanonda   

Address: Department of Periodontology, Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University 

Telephone no: 02 2188861 Mobile phone: 089 8978288 

E-mail address rangsini.m@chula.ac.th  

Co-Investigator(s) involving animal use: 

Name / Surname Address Position Phone Fax / E- mail 

Pornchai 

Jansisyanont 

Department of Oral 

Maxillofacial 

Surgery, Faculty of 

Dentistry, 

Chulalongkorn 

University 

Associate 

Professor  
02-
2188593 

02-
2188581 
 

jpornchai@hotmail.com  
 

Garnpimol 

Ritthidej 

Faculty of 

Pharmarcy, 

Chulalongkorn 

University 

Professor  Garnpimol.R@chula.ac.th 

Arunee  

Thitithanyanont,  

Faculty of Science, 

Mahidol University 

Associate 

Professor 

02-2015528 662-6445411 

scaty@mahidol.ac.th 

RESEARCH PROTOCOL FORMAT 

FOR  A PERMISSION OF ANIMAL CARE AND USE 

mailto:jpornchai@hotmail.com
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1. Non-technical summary: (ใหก้รอกขอ้มูลเป็นภาษาองักฤษหรือไทยความยาวไม่เกิน 250 คาํ สาํหรับให้

บุคคลทัว่ไปอ่านแลว้เขา้ใจประโยชน์ของงานวิจยัท่ีจาํเป็นตอ้งใชส้ัตวแ์ละการกระทาํต่อตวัสัตว)์ 

Safe and effective influenza vaccines are the best way to fight against an influenza pandemic. At 

present, Thailand does not have capability to produce its own influenza vaccine and has to depend on 

vaccine production from western countries. In an influenza pandemic, the availability of a pandemic 

vaccine will be delayed by several months due to the viral production and vaccine formulation. In addition, 

the limitation of world production capacity will restrict global access to the vaccine. In 2009, Thailand was 

chosen by World Health Organization (WHO) for a program to expand global pandemic influenza 

production using live attenuated influenza virus. Furthermore, the Thai government funding agency : The 

National Research Council of Thailand (NRCT) also has funded a group of scientists from Chulalongkorn 

and Mahidol University to develop an influenza vaccine which requires small amount of antigen and 

induces broad immunity. 

 

2. Objective: As part of our research development process, we will test immunogenicity of our influenza H1N1 

2009 vaccine in a mouse model first before going to non-human primates. Therefore, the main objective of this 

study is to test if our vaccine preparation (split vaccine) is immunogenic in BALB/c mice. 

 

3. Experimental design:  Influenza H1N1 2009 split vaccine will be provided By Dr. Arunee. BALB/c 

mice (4-8 weeks) to be used in this study will be purchased from National Animal Center, Mahidol 

University and housed at Floor7, Pre-clinic Building, Faculty of Dentristy, Chulalongkorn University.  

Healthy naïve mice will be selected and randomized into 3 groups as follows: 

    

         Group                                                                                          Route                   N 

 

        1) Saline control                                                                             IM                       5 

        2) H1N1 2009 vaccine (7.0 ug HA)                                               IM                       5    

        3) H1N1 2009 vaccine (7.0 ug HA) in oil in water emulsion        IM                       5                                  

 

Total animals:                                                                                                                    15 
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Note:  IM = intramuscular 

BALB/c mice (4-8 weeks) will be maintained under SPF conditions. Mice will be immunized at hind leg on 

days 0 and 14 with 7 ug of H1N1 2009 hemaglutinin (HA) in 0.5 ml with or without oil in water emulsion.  

Blood will be collected at days 10 and 24 and assayed for HA-specific antibody production by 

hemagglutination assay. We do not expect any toxicity from vaccination.  In the event of an adverse 

reaction, observations will be made daily and documented in the laboratory note book.   

  

Hemagglutinatio Inhibition (HI) Assay:  

To detect antibodies that inhibit binding of influenza virus to cells, serum samples will be treated with 

receptor-destroying enzyme and subsequently heat-inactivated. Serial dilutions will be preincubated with 

pre-determined concentration of inactivated influenza H1N1 2009  in microtiter plates at room temperature 

for at least 15 min after which red blood cells (RBCs) from goose will be added. RBCs will be allowed to 

settle at room temperature until cells in the RBC control form a compact negative pattern. If an 

antigen/antibody reaction occurs, hemagglutination of the RBCs will be inhibited.  Inhibition will be 

graded as “+” for inhibition of HA, “+” for partial inhibition, and “-”for no inhibition. The HI titer is the 

reciprocal of the last dilution of antiserum that completely inhibits hemagglutination.  

 

4. Data analysis / Statistical method: Antibody responses between groups will be compared by using the 

Student’s t test and the Mann-Whitney U test (non-normally distributed data). P-value of less than 0.05 will 

be considered statistically significant.    

 

5. Animal model and species justification: 

 5.1 Description of animals 

Common name Strain / Stock Age Weight Sex Number 

mouse BALB/c 4-8 weeks 20-40g Male or 

female 

15 

 

Special consideration (e.g. SPF-- please specify): maintained under SPF condition 

Source / Vendor: National Animal Center, Mahidol University  
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5.2 Scientific justification for animal species and number requested 

 5.2.1 Explain why the proposed species is / are the most appropriate. 

 BALB/c mice are commonly used for pre-clinical  testing vaccine immunogenicity.  

 5.2.2 Provide and explanation of how the numbers of animals to be used in each group or total were 

appropriate based on scientific and statistical requirement to achieve objectives 

 Five mice per group will be used (total 15 for 3 groups). Mice are inbred animal and their 

immunresponses  to vaccine are similar in each animal. In general, for this kind of study, 4-5 mice per group  is 

enough to test statistical significance. 

 

6. Animal care: 

 6.1 Husbandry consideration: 

  6.1.1 Experimental place    Nursing place 

 √ Building : Pre-clinic, floor7   √ Building: Pre-clinic, floor7  

 √ Room: animal center     √ Room:  animal center  

  6.1.2 Housing System: 

○Strictly hygienic conventional  ○IVC   

   √ Environmental chamber   ○Isolator 

   ○Others, please specify 

  6.1.3 Caging: 

   √ Solid bottom, open top  ○Static filtered top cages 

   ○Metabolic cages   ○Individual ventilated cage (IVC)  

   ○Others, please specify 

  6.1.4 Cage size (W x L x H): 25x40x17cm. 

  6.1.5 Caging materials: 

   √Plastic  ○Stainless steel ○Others, please specify 

 6.1.6 Number of animals / cage: 5 animal per cage 

  6.1.7 Environmental requirements: 

   Temperature: 25+2 oC 

   Humidity: 45-55% 
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   Light:  √Standard fluorescent  

     ○Others, please specify 

   Light cycle: √Standard 12 : 12  

     ○Others, please specify 

  6.1.8 Food: 

   Type of food: √Standard diet 

     ○Others, please specify 

   Feeding schedule:  

√Ad libitum  

     ○Others, please specify 

  6.1.9 Water: 

   Type of water: ○Hyperchlorinated………ppm   ○Acidified, pH 

     ○RO-UV   

     √Others, please specify: Autoclaved water 

   Provision of water:  

√Ad libitum  

     ○Others, please specify 

6.1.10 Bedding:  √Wood shaving ○Sawdust 

     ○Paper  ○Other, please specify 

 6.2 Attending veterinary care: (Describe the routine veterinary care.)  

√Standard: Change bedding, water, and food daily 

   ○Others, please specify 

 

7. Animal welfare: 

 7.1 Does the purposed research duplicate any previous work? 

  √Yes (explain why it is scientifically necessary to duplicate the experiment) 

  We reviewed published articles during 2009-2010 (the out break of pandemic H1N1 2009 

was first reported in March, 2009, Mexico) and found one  article that similar to this proposed study. As we 

mentioned earlier that our research project has been funded by NRCT to develop a pandemic influenza 
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vaccine for clinical use. Split vaccine H1N1 2009 is locally produced by one of our team; Dr. Arunee and it 

is critical to test if our vaccine is immunogenic in a mouse model. If the results from mouse study look 

promising, we will then evaluate in non-human primates that are phylogenetic closer to humans.  

  ○No: Keyword search……………….…….…………………………………………. 

   Literature search……………………………………………………………….. 

   Database search....…………………..…………………………………………… 

 

7.2 Briefly describe how you have considered each of the following regarding 3Rs or why they 

are not applicable: 

  7.2.1 Replacement of animals (e.g., with in vitro models, computer models or less sentient 

animals)… Alternatives were considered, including computer modeling and cell cultures (such as in vitro 

models of humoral and cellular immunity).  No model or in vitro system is currently available that 

adequately predicts immune responses to influenza vaccines. 

 

  7.2.2 Reduction in the number of animals (e.g., using appropriate statistical methods in the 

design analysis of the study; reduction in experimental variability by using animals of defined genetic or 

microbiological status; sharing tissue among investigators): This protocol uses previous murine model data 

to assure the least number of animals will be used to achieve statistical significance and meaningful data.  

  7.2.3 Refinement of experimental procedures to minimize pain or distress (e.g., early 

endpoint; use of analgesics, anesthetics or sedatives; techniques that reduce stress in the animal): 

This protocol uses environment enrich strategies such as food treats, group housing, All animal 

manipulations and procedures are conducted by well-trained staffs.   

 

 7.3 Potential animal pain and distress assessment: 

  7.3.1 Pain or Distress Classification (USDA Classifications) 

○Classification B 

√Classification C   

○Classification D 

○Classification E       
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   7.3.2 During the study: 

1. How often will the clinical condition of animals be monitored? 

 After vaccination, animal will be observed daily for adverse reactions.    

   2. Who will monitor the clinical condition of the animals? 

 Dr. Pornchai and Dr. Rangsini  

 

7.3.3 Are the animals expected to experience any specific study-induced related problem or 

any health problems as a result of the phenotype of the animal? 

  √No  

  ○Yes, please answer the following question:  

   7.3.3.1. Describe the expected problems. 

.…………………………………..…………………………………………………………………….......... 

   7.3.3.2 What criteria will be use to assess pain, distress, or discomfort? 

√Inactivity  

○Loss of appetite 

√Loss of weight: □5% □10% □15% √20% weight loss  

√Restlessness  

○Abnormal resting postures, somnolence or hunched posture 

○Licking, biting, scratching, or shaking a particular area 

○Failure to show normal patterns of inquisitiveness 

○Failure to groom, causing and unkempt appearance 

○Guarding (protecting the painful area) 

○Loss of  mobility 

○Red stain around the eyes of rats 

○Unresponsiveness 

○Labored breathing 

○Others, please specify 

7.4 Analgesics :  

Common name Drug concentration Dose Route of administration 



 76 

    

    

    

 

7.5 Anesthesia (Pre-anesthetic and anesthetic): 

√No  ○Yes  

If yes, please answer the following questions: 

Common name Drug concentration Dose Route of administration 

    

    

    

    

 

7.5.1  Who is responsible for maintaining anesthesia…………………………............................... 

7.5.2  Methods used to monitor anesthesia, frequency of monitoring……………........................... 

 7.5.3  What criteria will be used to assess level of anesthesia? 

○Respiration rate 

○Heart rate 

○ECG 

○Toe pinch 

○Tail pinch 

○Corneal reflex 

○Color of mucous membrane 

○Muscular relaxation 

○Others (pulse oximeter, respiometer) please, specify……………………………… 

 7.5.4  How animals are kept warm 

 7.5. Describe post-anesthetic treatment or intervention ……............................................................ 

 

8. Surgery: 
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  √No  ○Yes 

If yes, please answer the following questions: 

8.1 Surgical procedure is: ○Non-survival  ○Survival 

    ○One time  ○Multiple  

8.2 Location / Room number for surgical procedure will be conducted. 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

8.3 Surgeon / Qualification: 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

8.4 Procedure: 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

…………………………………..………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………… 

8.5 Detail the previsions for both pre-and postoperative care 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

8.6 Describe long-term care of any chronic survival procedures: 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

8.7 Multiple Survival Surgery Procedures: Please provide scientific justification  

…………………………………..…………………………………………………………………………... 

8.8 Who will be responsible for post-surgical care and treatment? 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

 

9. Blood or Body Fluid Withdrawal / Tissue Collection / Injections, Tail Clip, Gavaging: 

 √Blood Withdrawal: 

  Anatomic Location: tail vein (first blood collection) and heart (second blood collection)

  Needle size/Catheter and length: Tail incision will be used for first blood collection. Heart 

puncture will be employed for second blood collection using needle size 25-27 gauge  

  Volume Collected: 0.1-0.2 ml (first blood collection) and 1 ml (second blood collection) 

  Frequency: 2 times 

 ○Body Fluid Withdrawal: 
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  Anatomic Location…………………………………………………………...   

  Needle size/Catheter and length……………………………………………… 

  Volume Collected……………………………………………………………. 

  Frequency …………………………………………………………………… 

 ○Tissue Collection:  

  Anatomic Location…………………………………………………………...   

  Needle size/Catheter and length……………………………………………… 

  Biopsy size……..……………………………………………………………. 

  Frequency …………………………………………………………………… 

 √Injection/Infusion: 

  Anatomic Location: Hind leg  (intramuscular injection)   

  Needle size/Catheter and length: size 23 gauge 

  Volume Administered: 0.05 ml 

  Frequency (per day): one dose at day 0 and one dose at day 10 

  Chemical/Drug: influenza vaccine (protein)       

 ○Gavaging   

  Needle size/Catheter and length……………………………………………… 

  Volume Administered………………………………………………………… 

  Frequency…………………………………………………………………….. 

  Chemical/Drug ………………………………………………………………………   

 ○Others (please specify)…………………................................................................................... 

 

10. Restraint with Mechanical Devices (in conscious animals): 

√No ○Yes 

If yes, please answer the following questions: 

 Describe device, duration of restraint, frequency of observation, condition procedures, and 

steps to assure comfort and well-being. 

…………………………………..………………………………………………………………………… 

If prolonged restraint is used, must provide justification………………………………… 
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11. Projects Involving Food and Water Deprivation, or Dietary Manipulation: 

√No  ○Yes 

If, yes describe methodology: 

  ○Individual animal’s weight is monitored every………..days. 

  ○Individual animal’s weight is not monitored. 

 

Item Amount 

Restricted/Added 

Duration Compound 

Supplemented 

Compound 

Deleted 

Frequency 

Food 

Restriction 

     

Fluid 

Restriction 

     

Nutrient 

Alterations 

     

 

12. Tumor/ disease models/ toxicity testing: 

 √No  ○Yes 

 If  yes, describe methodology used for tumor/disease and /or toxicity testing. 

…………………………………..…………...……………………………………………………………… 

 

13. Behavioral studies/Pain models/: 

√No  ○Yes 

 If  yes, describe methodology used behavioral studies. 

………………………………..……………………………………………………………………………... 

 

14. Euthanasia / Disposition of animals: 

 14.1 Disposal of animals after completion of activity: 

  √Euthanatized  

  ○Return to production / breeding unit / facility inventory 
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  ○Transfer to another research project: 

    (please list Protocol No. and Investigator)……………………………………... 

  ○Others, please describe………………………………………………………………. 

 

 14.2 Chemicals/Drugs used for euthanasia 

Common name Dose Route of administration Other (please describe) 

CO2 Over dose inhalation  

    

    

 

15. Experimental endpoint: (State the projected study endpoint for the animals. Indicate whether recovery, 

euthanasia, or death is expected; and the specific plan for determining when the animal experimentation 

phase will be stopped). The study endpoint is the last collection of blood at day 24 (day 0 = first dose).  

 Early Endpoint is used (the animals are humanely euthanized prior to the expected terminate study 

day): ○No  ○Yes 

 

 If yes, early endpoint criteria  are…………………………………………………………… 

 

16. Biohazard / Safety: 

 ○Infectious agent is (are) used: specify………………………………………………. 

  □Animal bio-safety level (ABSL)…………… 

○Biohazardous chemical or carcinogen or radioactive material is (are) used: 

specify………………....................................................................................................... 

 √None  

 Explain any safety precautions or programs designed to protect personnel from biohazards and any 

surveillance procedures in place to monitor potential exposures.  

 Only assigned  personnel can enter the animal rooms unaccompanied.  Appropriate personal 

protective equipment including lab coats, mask, gloves, are routinely worn before entering the animal rooms 

and at all times when providing care and handling of animals. 
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Explain how the waste is decontaminated and disposed of. 

 Biohazard waste containers for sharps shall be kept in all study rooms and treatment areas, for 

disposal of needles, syringes, etc.  Sharps and non-sharp material waste will put in separate biohazard 

containers. Seventy percent alcohol or Dettol will be used for cleaning surface area before and after using.   

 

 List primary safety equipment and personnel protective equipment requirements. 

 Lab coats, mask, gloves  

 

 List procedures if accident, injury or illness occurs. 

 Cleaning the wound by flushing with sterile water and apply antibiotic medication. If the wound 

does not improve in 10 days, go to see doctor. Report an accident  to the principal investigator. 

 

 List specific treatment provision for accidental exposure. 

 Cleaning the wound by flushing with sterile water and apply antibiotic medication. If the wound 

does not improve in 10 days, go to see doctor. Report an accident  to the principal investigator. 

 

 List relevant occupational medical health provision. 

 NONE   

 

            

      Signature………………………………………… 

        (Rangsini Mahanonda)  

        (Principal Investigator) 

       

      Date……………………………………………… 
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Request for a Full CRADA to Collaborate with Party Outside the Federal Government 

 

INSTRUCTIONS 

 

Instructions for filling out the request form for initiating a Cooperative Research and Development Agreement (CRADA): 

 

1.   All information requested must be filled in the form.  If something does 
not apply, respond with “N/A”. 

2.   If project is funded by the outside party, you must send this request, 
using the table provided in section 5.  FUNDING, to the Resource 
Management, to assure that all appropriate direct/indirect costs are 
captured.  The person in RM assigned this review function is:   

 
Avonda.Robinson@us.army.mil    

301 319 9672 
 

3.  Once the budget is approved, your division director must send an 
approval to the ORTA BEFORE the request is reviewed by the 
Agreements Review Committee (ARC).  

4.   CRADAs partners can include:  Businesses, Universities, Nonprofit 
organizations, and Local and State Governments, Foreign Governments 
(provided the collaboration is related to public health issue and the 
Statement of work is very specific) 
 

1. WRAIR PI INFORMATION 

 

A. Your Name as PI:  Sathit Pichyangkul, Ph.D.   B.  PI Title: Director of Immunology and 

Vaccinology Research Program   

 

C. Division: Department of Immunology and Medicine, USAMC-AFRIMS 

 

D. Phone: 662 696 2794         

 

E. Email: sathitp@afrims.org 

 

F. RAD: F 

mailto:Avonda.Robinson@us.army.mil
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If the PI is a contractor at WRAIR, then provide the information of the Contracting agency: 

 

g. Name of Contracting agency:  

 

h. COR on the Contract:   

 

i. Phone of Contract agency:   

 

j. Email of point of contact of Contract agency:  

 

 

 

 

2. COOPERATOR’S INFORMATION 

 

A. Name of Party: Chulalongkorn University 

 

B. Address of Party: Faculty of  Pharmarcy, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand 

 

C. Category of Party: Local University (Bangkok, Thailand) 

 

D. Name of Party’s PI: Garnpimol C Ritthidej 

 

E. PI Title: Professor 

 

F. PI’s Phone Number:02 218 8273, 086 017 2820 

 

G. PI’s Fax Number: 02 218 8279 

 

H. Email address for PI: Garnpimol.R@chula.ac.th  

 

I. Name of Party’s Administrative Point-of-Contact (POC): Professor Dr. Kua Wongboonsin 

(Ask the PI who administers this type of agreement) 
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J. Admin POC’s Phone Number: 02 218 3395, 081 666 2756 (Vice President of Research) 

 

K. Email of Admin POC: kua.w@chula.ac.th 

 

If there is more than one partner, then copy A – L and add all information for each partner. 

 

3. STATEMENT OF WORK (SOW) FOR THE COLLABORATION 

 

A. Does the SOW involve a clinical study?  NO 

 

If answer to A is YES, then Skip forward to #4. 

 

The SOW for preclinical studies needs to be provided in accordance with the format and description 

provided below to include: title, background and agrees to statements. 

 

B. Title of Project: Evaluation of the immunogenicity of influenza H1N1 2009 vaccine formulated with 

stable oil in water emulsion in non-human primates 

 

C. Background:  

A: 

B: 

C: 

D: 

E: 

F: 

G: 

H: 

I: 

J: 

K: 

L: 
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Provide in the box below a brief description of the project and of what value it is to WRAIR.  Include a 

statement of how this project will benefit the military mission of WRAIR and the RAD you are working 

under. Describe the partner you have chosen to work with and why (i.e., what type of expertise the 

partner have and how this will benefit WRAIR).  

 

D. Scope: 

WRAIR agrees to: (list a series of statements in the box that follows indicating what WRAIR will be doing as 

part of the Statement of Work) 

Background: Safe and effective influenza vaccines are the best way to fight against an influenza pandemic. At 

present, Thailand does not have capability to produce its own influenza vaccine and has to depend on vaccine 

production from western countries. In an influenza pandemic, the availability of a pandemic vaccine will be 

delayed by several months due to the viral production and vaccine formulation. In addition, the limitation of 

world production capacity will restrict global access to the vaccine. In 2009, Thailand was chosen by WHO for 

a program to expand global pandemic influenza production using live attenuated influenza virus. Furthermore, 

the National Research Council of Thailand (NRCT) has funded a group of scientists from Chulalongkorn and 

Mahidol University to develop an adjuvanted influenza vaccine which requires small amount of antigen and 

induces broad immunity. 

 
Military relevance: More than 40,000 U. S. military members died from “Spanish flu” (H1N1) during 

World War I (1918-19). Presently, we are in the post pandemic period of the H1N1 2009 influenza which rapidly 

spread around the world last year. Fortunately, the pandemic H1N1 has not been as severe as first feared. The 

magnitude of disease severity similar to seasonal influenza with case fatality rate (CFR) of about =0.003. If the 

next pandemic will cause CFR similar to “Spanish flu” (2%), such a pandemic could threaten U.S. national 

security at both the military and civilian levels. The Department of Defense’s mission is to preserve combat 

capabilities and readiness, and save lives of military personnel and families. The present study will serve this 

mission by advancing understanding of how adjuvant could enhance vaccine immunogenicity, thereby 

increasing the potential for development of effective pandemic influenza vaccines.  
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Partner agrees to: (list a series of statements in the box indicating what the partner will be doing as part of 

the Statement of Work.  

 

E. Has the CRADA partner reviewed and approved the SOW? YES  

 

 

4. GENERAL QUESTIONS RELATED TO STATEMENT OF WORK  

 

A. Does the SOW involve a WRAIR Animal Use Protocol? YES 

  If yes, please provide Protocol#: NA  

B. Does the SOW involve Human Use (including serum, or any human tissue)? NO 

            If yes, have you contacted the Division of Human Subjects Protection (DHSP)?  

   OR 

  If yes, if you have a WRAIR Human Use Protocol# please provide here:        and go to C. 

 

 

 

 

C. If you have provided a WRAIR Human Use Protocol number,  than  provide the pages 
from the consent form in that protocol that demonstrates that the samples being used under 
this requested collaboration can  be used for the purpose stated in the Statement of Work. 

1) Prepare and obtain approved animal use protocol by AFRIMS IACUC and USAMRMC. 

2) Provide healthy rhesus monkeys that have not been exposed to influenza. 

3) Receive influenza vaccines  from  Chulalongkorn University and vaccination will be conducted with 

agreed schedule set by the AFRIMS project manager and the Chulalongkorn  project manager. 

4) Collecting blood from rhesus monkeys with agreed schedule set by both parties. 

1) Appoint Chulalongkorn project manager to work with AFRIMS project manager. 

2) Provide AFRIMS with influenza vaccines. 

3) Work with AFRIMS project manager to define and agree on the report requirement and format. 

4) Deliver funds to WRAIR that will cover of all work performed. 
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Note: For collaborations that are specifically Clinical Trials, then you need to include a Clinical Trials 

Agreement (CTA) that takes the place of the statement of work.  You will still do a CRADA to address the terms 

of the agreement and the CTA will be added on to the CRADA as an appendix. The point of contact for clinical 

trials agreements is:  

                                         LTC Melanie Guerrero    

                    Email: Melanie.Guerrero@us.army.mil        Phone:   

 

CTA ONLY: 

A. Have you contacted LTC Guerrero? N/A 

 

5. FUNDING 

 

A. Is this project funded by the outside Party? YES 

 

If answer to A is NO, then please name the WRAIR fund site being used for this project: 

 

 

If the answer is YES, then before you submit this form to your Div Director, you need to provide the 

budget to Resource Management (Avonda Robinson) as directed page 1 of this request form.) 

If the answer is YES, then please provide your budget, using the table below. You can add rows if 

necessary. Note: you need to determine yearly costs in addition to total cost. 

      

mailto:Melanie.Guerrero@us.army.mil
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Do not release your budget to your partner until it has been reviewed and approved by the Resource 

Management 

 

6. PATENTS 

 

A. Does the work outlined in the SOW use any WRAIR patented or technologies? NO 

 

If so, please provide patent applications numbers or issued patent numbers here: 

 

 

 

Project Year Year 1 Year 2 Year 3 Year 4 Total 
Personnel      
Contracts      
Supplies      
Equipment      
Other 

1) Rhesus 
monmkeys 
(N=12), 
duration of the 
study = 57 
days  

2) Preparation of 
animal use 
protocol and 
immunization 

 

 
 
$60,773 
 
 
 
 
 
$7,500 

    

Direct cost 
Indirect cost 

$68,273 
$27,992 

    

Grand Total                 $96,265 
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ภาคผนวก 7 
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PROTOCOL TITLE:  Evaluation of the immunogenicity of influenza H1N1 
2009 vaccine formulated with stable oil in water emulsion in non-human 
primates  
 
PRINCIPAL INVESTIGATORS:  Sathit Pichyangkul, Ph.D. 

           
 
CO-INVESTIGATORS:  
                    
                   USAMC- AFRIMS: Rawiwan Im-erbsin, DVM 
 
                   Mahidol University: Arunee Thitithanyanont, MD 
 
                   Chulalongkorn University: Garnpimol C Ritthidej, Ph.D. 
                                                    
                                                            Rangsini Mahanonda, DDS, Ph.D. 
 
                                     
 
 
NON-TECHNICAL SYNOPSIS 

 
Safe and effective influenza vaccines are the best way to fight against an 
influenza pandemic. At present, Thailand does not have capability to 
produce its own influenza vaccine and has to depend on vaccine 
production from western countries. In an influenza pandemic, the 
availability of a pandemic vaccine will be delayed by several months due 
to the viral production and vaccine formulation. In addition, the limitation 
of world production capacity will restrict global access to the vaccine. In 
2009, Thailand was chosen by WHO for a program to expand global 
pandemic influenza production using live attenuated influenza virus. 
Furthermore, the National Research Council of Thailand (NRCT) has 
funded a group of scientists from Chulalongkorn and Mahidol University 
to develop an adjuvanted influenza vaccine which requires small amount 
of antigen and induces broad immunity. 
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II. BACKGROUND 
 

II.1. Background 
 
Historical data suggest that we have lived together with influenza 
epidermics as early as 1173 (1). However, the causative agent was not 
identified until 1930s (2). Influenza is caused by RNA viruses belonging 
to the family orthomyxoviridae, and is classified into 3 types (A, B and C), 
based on its core protein. Current evidence indicates that influenza A 
viruses infect both humans and animals (including birds), B viruses infect 
humans only, and C viruses infect humans and pigs only. Influenza A 
viruses are further divided into subtypes on the basis of the surface 
glycoproteins, hemagglutinin and neuraminidase, of which 16 H subtypes 
(H1-H16) and 9 N subtypes (N1-N9) have been identified. There are no 
known subtypes of influenza B and C viruses.  
 
Seasonal epidemic causes by antigenic drift, whereas pandemics are 
due to antigenic shift resulting from virus reassortment. The 1918 
Spanish flu pandemic(H1N1) recognized as the worst ever influenza 
pandemic that killed 40-50 million people worldwide. Asian Flu (H2N2) 
and Hong Kong Flu (H3N2) pandemic were reported in 1957 and 1968, 
causing 2-3millions and 1 million deaths, respectively.  

 
The outbreak of avian influenza H5N1 in Hong Kong in 1997 (3) caused 
great concern worldwide due to the high case-fatality rate (CFR) of about 
60%. Most human cases to date have arisen from close contact with 
poultry or poultry waste products; human-to human transmission 
evidently remains limited (4). Since each pandemic since 1918 caused by 
3 different subtypes of influenza A viruses (H1, H2, and H3), most 
influenza experts at the time believed that the next pandemic would be 
likely caused by the new subtype and derived from avian influenza virus. 
However this speculation proved to be wrong. In early 2009, the outbreak 
of novel influenza H1N1 was first reported in  Mexico, rapidly spread 
around the world and developed as pandemic in June 2009.  
A new strain of influenza virus, designated influenza H1N1 2009, which is 
a reassortant of swine, avian and human influenza viruses was identified 
as the etiologic agent (5). This new virus exhibits significant epitope 
differences in both hemagglutinin and neuraminidase (antigenic shift) 
compared with previously circulating H1N1 viruses. 
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Early animal data in mice, monkeys and ferret suggested that the 
pandemic H1N1 2009 induced more severe disease than seasonal H1N1 
(6). However epidemiological data suggests that the pandemic H1N1 has 
not been as severe as first feared. The magnitude of disease severity 
similar to seasonal influenza with case fatality rate (CFR) of about 
=0.003. 
 
To date, only viruses for the H1, H2 and H3 subtypes are known to have 
caused pandemic. It is impossible for scientists to predict what 
subtype/strain of influenza viruses will cause the next pandemic. In the 
event of a pandemic, vaccination is universally regarded as the most cost 
effective public intervention for preventing influenza infection and 
reducing disease burden. Although there is an advance in research 
regarding influenza pandemic vaccines, there still will be a production lag 
of approximately 5-6 months from time the pandemic virus is isolated 
until the time formulated and available from manufacturers for 
distribution. In addition, the limitation of world production capacity will 
restrict global access to the vaccine. In response to these challenges, 
WHO has recommended to design more potent and effective vaccines 
that are: a) capable of inducing protective responses after one dose, 
especially with low dose of antigen, and /or b) induce broad spectrum 
and long-lasting immunity against both seasonal and pandemic influenza 
strains.  
 
Adjuvants have been used to enhance both quality and quantity of 
immune responses. The antigen sparing potential of adjuvants could also 
substantially increase the number of doses of vaccine (7). In this study 
we propose to evaluate the immunogenicity of influenza H1N1 2009 
formulated with adjuvant containing stable oil in water emulsion. This line 
of investigation will provide critical information that can be used to better 
design new generation of influenza pandemic vaccines. 
 

II.2. Literature Search for Duplication 
 

 II.2.1. Sources Searched:  BIOSIS, BRD, DTIC, EMBASE, FEDRIP, MEDLINE, 
and SciSearch.  
 
 II.2.2. Date of Search:  12-01-2010 
 II.2.3. Period of Search: 15 years 
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 II.2.4. Key Words of Search:  Search #1: influenza H1N1 2009 vaccine, And 
adjuvant , And stable oil in water emulsion, And (rhesus OR monkey). 

 II.2.5. Results of Search: The literature search showed 106 hits. Overall, the 
study described in this protocol is not duplicating any previous work in the area of 
adjuvanted influenza H1N1 2009 vaccine. 

 
III. OBJECTIVE/HYPOTHESIS 
 

1) To measure the immunogenicity of influenza H1N1 2009 vaccine 
formulated with stable oil in water emulsion.  

2) To test whether this adjuvanted influenza vaccine induces optimal 
immunity with low dose of antigen.  

3) To test if this adjuvanted influenza vaccine induces broad immunity 
against different subtypes of influenza A viruses. 

 
 
 
IV. MILITARY RELEVANCE 
 

More than 40,000 U. S. military members died from “Spanish flu” (H1N1) 
during World War I (1918-19). Presently, we are in the post pandemic 
period of the H1N1 2009 influenza which rapidly spread around the world 
in 2009. Fortunately, the pandemic H1N1 has not been as severe as first 
feared. The magnitude of disease severity similar to seasonal influenza 
with CFR of about =0.003. If the next pandemic will cause CFR similar to 
“Spanish flu” (2%), such a pandemic could threaten U.S. national security 
at both the military and civilian levels. The Department of Defense’s 
mission is to preserve combat capabilities and readiness, and save lives 
of military personnel and families. The present study will serve this 
mission by advancing understanding of how adjuvant could enhance 
vaccine immunogenicity, thereby increasing the potential for development 
of effective pandemic influenza vaccines. 
 
 
V. MATERIALS AND METHODS 
 
 V.1. Experimental Design and General Procedures 
 

V.1.1. Experiment 1:  Vaccine and adjuvant will be provided by Mahidol 
and Chulalongkorn University. Rhesus monkeys to be used in this study 
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will be selected from the AFRIMS availability pool and housed individually 
at AFRIMS, Building 5. Healthy rhesus monkeys which have never been 
vaccinated with influenza vaccine will be selected and randomized into 3 
groups as follows: 
    
         Group                                                                      Route                   
N 
 
        1) H1N1 2009 vaccine (7.5 ug HA)                            IM                       
4 
        2) Adjuvanted H1N1 2009 vaccine (7.5 ug HA)         IM                       
4    
        3) Adjuvanted H1N1 2009 vaccine (3.75 ug HA)       IM                       
4                                  
 
Total monkeys:                                                                                            
12 
Note: adjuvant = stable oil in water emulsion 
          HA = hemagglutinin  
          IM = intramuscular 
 
 Baseline blood samples will be taken and a physical exam for general 
health will be performed at Day -14. Two immunizations will be made with 
the designated vaccines (0.5 ml) by IM into alternate legs on days 0 (left 
leg) and day 28 (right leg). The amount of vaccine used is 7.5 ug of HA 
which is equivalent to the dose used in children 6-35 months. In the event 
of an adverse reaction, observations will be made daily and documented 
on the VET-GP-008-F5 until resolution of the adverse reaction and 
treatment will be instituted when indicated at the discretion of the 
attending veterinarian.   
Peripheral blood mononuclear cells will be collected at days -14, 14 and 
42 after vaccination to analyze cell-mediated immune responses against 
influenza vaccine. Additional 2 ml of blood will be collected at days -14, 
14 and 42 for measurement of antibody production. Antibody responses 
to viral hemagglutinin will be measured by hemagglutination inhibition 
assay (HI). Antigen-specific T cell responses will be evaluated by 
intracellular cytokine staining (ICS) for IL-2 and IFN-g after in vitro re-
stimulation of peripheral blood mononuclear cells. All monkeys are 
expected to survive.  After day 42, animals will be released from the 
study and may be returned to the colony for use on other studies. 
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      V.2.1 Data Analysis: Unlike mice, monkeys are outbred populations 
and the numbers of animals in each group are too small for testing 
statistic significance. 
 
 

      V.2.2 Justification for Animal Group Size:  We will have four 
animals per group. A study like this designed primarily to detect trends as 
opposed to statistical significance.   
 

 
      
 V.3. Laboratory Animals Required and Justification  
 
 V.3.1. Non-animal Alternatives Considered:  Alternatives were 
considered, including computer modeling and cell cultures (such as in 
vitro models of humoral and cellular immunity).  No model or in vitro 
system is currently available that adequately predicts in humans or 
monkeys physiologic and immune responses to malaria vaccines. 
  
 V.3.2. Animal Model and Species Justification:  Animal vaccine 
models are justified predictors of human responses to vaccines. 
Phylogenetically, rhesus monkeys are closely related to humans and are 
commonly used to evaluate vaccine safety and immunogenicity.  
Selection of the rhesus monkey model over other animal models is 
further justified because 1) the availability of specialized reagents for 
rhesus monkeys enables detailed analyses of immune responses not 
obtainable on other primate models and 2) our immunology and 
vaccinology research program at AFRIMS has extensive experience with 
rhesus monkey studies in the last 15 years. 
 
          V.3.3. Laboratory Animals  
 
 V.3.3.1. Genus and Species: Macaca mulatta 
 
 V.3.3.2. Strain/Stock:  Indian origin 
 
 V.3.3.3. Source/Vendor:  AFRIMS Department of Veterinary 
Medicine 
 
 V.3.3.4. Age:  5-10 years at entry 
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 V.3.3.5. Weight: at least 5.0 kg  
 
 V.3.3.6. Sex:  male and female 
 
 V.3.3.7. Special Considerations: All monkeys have never 
received influenza vaccine and have low back ground reactivity to 
influenza hemagglutinin, and meet the following requirements; 1) good 
general health, 2) intact spleen, 3) negative serology for SIV, SRV, 
STLV-1, and B-virus (Cercopithecine herpesvirus 1), and 4) negative 
tuberculin responder.   
  
           V.3.4. Number of Animals Required (By Species): 12 
 
 V.3.5. Refinement, Reduction, Replacement:   
 
 V.3.5.1. Refinement: This protocol participates in the 
Department of Veterinary Medicine’s environment enrichment program 
that includes food treats, toys, group housing, and positive interaction 
with humans. This protocol uses non-lethal endpoints. 
 
 V.3.5.2. Reduction:  This protocol uses previous mouse model 
data to assure the least number of animals will be used to achieve 
meaningful data in monkeys. 
 
 V.3.5.3. Replacement: NA 
 
 V.4. Technical Methods:   
 
 V.4.1. Pain/Distress Assessment:   
 
 V.4.1.1. APHIS Form 7023 Information 
 
 V.4.1.1.1. Number of animals  
 
 V.4.1.1.1.1. Column C: 12   
 
 V.4.1.1.1.2. Column D: 0 
 
 V.4.1.1.1.3. Column E: 0  
Adverse vaccine reactions are not anticipated. If any vaccine reactions 
result in a change of the pain category, the category will be revised. Final 
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numbers in all pain categories will be reported to the IACUC at the 
conclusion of the study. 
 
 V.4.1.2. Pain Relief/Prevention 
 
 V.4.1.2.1. Anesthesia/Analgesia Tranquilization: Animals 
will be handled as little as possible.  All animals will be given 5-20 mg/kg 
ketamine hydrochloride intramuscularly (IM) for anesthesia IAW VM SOP 
L-VC-12-00, Non-human Primate Injectable Anesthesia when 
phlebotomized,or vaccinated.  
 
 V.4.1.2.2. Pre- and Post-procedural Provisions: 
Monkeys will be fasted for 12 hours prior to regularly scheduled 
anesthestic events and monitored for any complications following 
phlebotomy during recovery from anesthesia IAW SOP L-VC-0012 
Injectable NHP Anesthesis.    
 
 V.4.1.2.3. Paralytics: NA  
 
 V.4.1.3. Literature Search for Alternatives to Painful or 
Distressful Procedures: NA  
                              
                             V.4.1.4. Unalleviated Painful/Distressful Procedure Justification: NA 
 
             V.4.2. Prolonged Restraint: NA 
 
             V.4.3. Surgery: NA 
 
 
            V.4.4. Animal Manipulations  
 
 V.4.4.1. Injections: All laboratory personnel will follow USAMC-
AFRIMS Safety and Occupational Health SOPs. Injections, anesthetics, 
control buffers, and vaccines will be administered by IM injection VM 
SOP L-VC-104-00, using a 22G-27G needle (1/2” to 1" in length). 
 
 V.4.4.2. Biosamples:  Phlebotomy will be conducted in 
accordance with VM SOP L-VC-22-00, Nonhuman Primate Phlebotomy. 
Up to 10% of the circulating blood volume can be taken every 3 to 4 
weeks. The circulating blood volume for a rhesus monkey is estimated to 
be 54 ml/kg. Thus, using the lowest weight in kg of a rhesus monkey that 
is eligible for enrollment (5kg = 270 ml total blood volume), up to 27 ml 
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can be safely drawn every 3 to 4 weeks from each monkey. The total 
blood volume to be obtained in this protocol will be in accordance with 
these “volume per time” guidelines. 
 
 V.4.4.3. Adjuvants: Stable oil in water emulsion was previously 
used with malaria vaccine and showed no toxicity. 
 
 V.4.4.4, Monoclonal Antibody (MAbs) Production: NA  
 
 V.4.4.5. Animal Identification: Permanent chest tattoo numbers 
and cage tags identify all monkeys. 
 
 V.4.4.6. Behavioral Studies: NA  
 
 V.4.4.7. Other Procedures : NA 
 V.4.4.8. Tissue Sharing : NA 
 
 V.4.5. Study Endpoint: The study endpoint is the last collection of 
blood at day 42. At the conclusion of this study, the primates will be 
released from the protocol and will be available for reassignment to other 
studies. No death or disability is anticipated as a result of participation in 
this study. If any animal dies while on study, the carcass will be double 
wrapped in plastic bags, placed in the refrigerator in the necropsy room, 
and the veterinary pathologist will conduct a complete gross and 
histopathological examination to identify any study related pathology in 
accordance with VM SOP P-NE-01-00, Nonhuman Primate Necropsy 
Procedures.   
 
 V.4.6. Euthanasia: There is no requirement or expectation of 
euthanasia.  However, if an animal becomes critically ill or comatose, it 
may, at the discretion of the attending veterinarian, be euthanized.  
Euthanasia will be in according with SOP L-GP-02-00, Small Mammal 
Euthanasia.   
 
 V.5. Veterinary Care 
 
 V.5.1. Husbandry Considerations: Animals will be cared for IAW 
Department of Veterinary Medicine SOPs.  Monkeys are housed 
individually in standard squeeze-type stainless steel cages at a minimum 
floor space of 4.4 square foot IAW DVM SOP L-NP-03-00, Maximum 
Cage Capacity for Nonhuman Primates. The care and maintenance of 
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macaques as described in approved Department of Veterinary Medicine 
SOPs will be strictly adhered to.  Cages are cleaned daily and sanitized 
biweekly. Monkeys are fed complete, commercially prepared monkey 
chow twice daily and mixed fresh vegetables and fruit at least four times 
per week.  Chlorinated water is provided ad libitum via automatic 
watering valves.  Animal activity, feed consumption, and other clinical 
signs will be observed and recorded IAW DVM SOP L-GP-05-00, 
Monitoring of Animal Health  
 
 V.5.1.1. Study Room: Non-human primates on study will be 
housed in individual cages in one room located in Wing C at Building 5, 
USAMC-AFRIMS.   
 
 V.5.1.2. Special Husbandry Provisions: Monkeys will be 
individually housed to avoid possible injury due to fighting, which may 
alter the immune response.  
 
 V.5.1.3. Exceptions: None 
 
 V.5.2. Veterinary Medical Care 
 
 V.5.2.1. Routine Veterinary Medical Care: Veterinary care is 
provided IAW Department of Veterinary Medicine SOPs.  AALAS certified 
animal technicians or veterinary technicians will observe animals a 
minimum of three times daily and will notify a veterinarian if problems are 
noted.  Critical conditions from vaccine reactions are not expected to 
develop.  Any illness or injury will be documented on the daily clinical 
score sheet VET-GP-008-F5 and will be reported to the attending 
veterinarian and the PI for consultation prior to treatment unless it is an 
emergency.  Illness or injury will be treated by the veterinarian-on-duty or 
by veterinary technicians under guidance and supervision of a 
veterinarian.  Quantities of feed consumed, activity, and other clinical 
signs are recorded on VM Form A79.    
 
 V.5.2.2. Emergency Veterinary Medical Care: All emergency 
and after hours clinical care will be provided by veterinary and technical 
staff in the Department of Veterinary Medicine, USAMC-AFRIMS.  
 
 V.5.3. Environmental Enrichment : 
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 V.5.3.1. Enrichment Strategy: Enrichment Program will be 
conducted IAW Department of Veterinary Medicine VM SOP L-NP-05 
(Enrichment Program of Non-human Primates). 
 
 V.5.3.2. Enrichment Restriction : NA 
 
VI. STUDY PERSONNEL QUALIFICATIONS AND TRAINING  
 
 VI.1. Principal Investigators 
 

NAME QUALIFICATION ANIMAL CARE 
AND USE 
TRAINING 

PROCEDURES 

Sathit 
Pichyangkul 

Dr. Pichyangkul, 
Director of Immunology 
and Vaccinology  
Program will be 
supervising overall 
research activity at 
AFRIMS. He will not 
handle or perform any 
animal handling and 
procedure 

IACUC training 
2005, NHP training 
2001. 

Ph.D. >20 years 
experience in the 
field, > 45 
publications related 
to immunology and 
vaccinology 

 
Arunee  
Thitithanyanont 
 
Garnpimol C 
Ritthidej 
 
 
Rangsini 
Mahanonda 
 
 
 
 
 
Rawiwan  
Im-erbsin  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dr. Rawiwan will be 
supervising all 
veterinary care and 
manipulation of 
monkeys and sample 
collection. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

 
 
 
 
Will not perform any 
hand-on animal 
procedures 
 
 
 
 
 
 
 
DVM., certified LAT 
with 5 years of 
experience working 
with non-human 
primates (vaccines 
and drugs). She will 
be a primary 
veterinarian who 
monitors clinical 
signs and provides 
veterinary treatment 
as needed to the 
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studied animal in 
consultation with the 
PI and attending 
veterinarian. 

 
 
 VI.2. Technicians: Qualified personnel (veterinarians and technicians) 
provide husbandry and veterinary care or monitoring for the non-human 
primates in this study.  All basic procedures are performed by 
experienced veterinary technicians under the supervision of Dr. Hinds 
(Attending Veterinarian), Dr. Rawiwan. Several technicians are certified 
at the technologist, technician, and assistant laboratory animal technician 
levels of the American Association for Laboratory Animal Science 
(AALAS).  The DVM personnel received training on humane care and 
use of laboratory animals in March 2009.  The DVM also proceeds 1-4 
hours of training/week including SOPs, occupation health and safety, 
personnel hygiene, zoonotic diseases and laboratory animal sciences.  
Personnel training records are available in the DVM archive. 
 

NAME QUALIFICATION ANIMAL CARE 
AND USE 
TRAINING 

PROCEDURES 

Srawuth 
Komchareon 

He will supervise all 
animal technicians 
providing husbandry for 
all monkeys, maintain 
monkey database, 
assists Dr. Rawiwan to 
schedule the study 
plan, and assist in 
entering and verifying 
data. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

BSc, MS, 7 years of 
experience, Certified 
AALAS Laboratory 
Animal Technologist 

Arvuth Kaewsupo Perform animal 
observations and 
common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia 
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Laboratory Animal 
Technician, 37 years 
of experience 

Phongsak 
Maneerat 

Perform animal 
observations and 
common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia 
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 
32 years of 
experience 
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Mana Saithasao Perform animal 
observations and 
common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia 
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

BSc, Certified AALAS 
Laboratory Animal 
Technologist, 6 years 
of experience 

Alongkorn 
Hanrujirakomjoen 

Perform animal 
observations and 
common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia  
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

BSc, Certified AALAS 
Laboratory Animal 
Technician, 4 years 
of experience 

Thonglor 
Detkokao 

Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia  
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 
14 years of 
experience 

Suvit Boonkali Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia  
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 
20 years of 
experience 

Samruay 
Jecksaeng 

Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia  
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Laboratory Animal 
Technician, 10 years 
of experience 

Vittavat Sankalee Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia  
and blood collection. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Laboratory Animal 
Technologist, 6 years 
of experience 

Yongyut 
Kongkaew 

Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

BSc, Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 6 
years of experience 

Surayuth 
Seegaewin 

Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 7 
years of experience 

Sakda Sanon Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

BSc, Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 3 
years of experience 
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Sonchai 
Jansuwan 

Perform animal care, 
handling, observations 
and common animal 
procedure such as 
ketamine anesthesia. 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 
 

BSc, Certified AALAS 
Assistant Laboratory 
Animal Technician, 3 
years of experience 

Amnart Andaeng  Perform animal 
handling 

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09. 

BSc, 4 years of 
experience 

Chaisit 
Pornkhunviwat 

Perform animal 
handling  

The Humane Care 
and Use of 
Laboratory Animal 
in March 09 

BSc, 2 years of 
experience 

 
VII. BIOHAZARD/SAFETY: Only assigned DVM personnel can enter the 
animal rooms unaccompanied.  Appropriate personal protective 
equipment including disposable lab coats, head-covers, N-95 dust-mist 
respirators, safety eyewear, gloves, and boots are routinely worn before 
entering the animal rooms and at all times when providing care and 
handling of animals (DVM SOP L-GP-16-00, L-NP-15-00, Personal 
Protective Equipment and Safe Nonhuman Primate) Handling). All 
laboratory personnel will always wear PPE and must practice all safety 
measures in laboratories following SOP numbers CMD-LS-000-00 
(Biosafety in Laboratory), CMD-LS-003-00 (Bloodborn Pathogen 
Exposure Control Plan), and AFRIMS Safety and Occupational Health 
policy 07-04.  After completion the study, all vaccines will be destroyed 
by autoclave or incineration. Animal Biosafety Level-2 Procedures will be 
followed when bleeding or handling monkey specimens. All non-human 
primates should be considered to be potentially herpes B virus-positive 
and appropriate caution exercised while inoculating, bleeding, and 
handling non-human primate blood and sera.  All personnel who handle 
rhesus monkeys and their blood samples were trained and advised of the 
potential hazards associated with rhesus monkeys in March 2009. They 
follow safety handling techniques and precautions required to prevent 
herpes B virus exposure.  Animal bites and injuries are handled in 
accordance with DVM SOP AOH-02-00, Animal Bites and Other Injuries.  
Biohazard waste containers for sharps shall be kept in all study rooms 
and treatment areas, for disposal of needles, syringes, etc.  Sharp 
containers from monkey procedures are appropriately incinerated 
according to DVM SOP AWM-01-00, Biohazard Waste and Sharps 
Management. 
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B. Appendix II: Schedule of Events:   
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IX. ASSURANCES: The law specifically requires several written 
assurances from the Principal Investigator. Please read and sign the 
assurances as indicated. 
 
 As the Principal Investigator on this protocol, I acknowledge my 
responsibilities and provide assurances for the following: 
 
 A. Animal Use: The animals authorized for use in this protocol will be 
used only in the activities and in the manner described herein, unless a 
modification is specifically approved by the IACUC prior to its 
implementation. 
 
 B. Duplication of Effort: I have made every effort to ensure that this 
protocol is not an unnecessary duplication of previous experiments. 
 
 C. Statistical Assurance: I assure that I have consulted with a qualified 
individual who evaluated the experimental design with respect to the 
statistical analysis, and that the minimum number of animals needed for 
scientific validity will be used. 
 
 D. Biohazard/Safety: I have taken into consideration and made the 
proper coordinations regarding all applicable rules and regulations 
concerning radiation protection, biosafety, recombinant issues, and so 
forth, in the preparation of this protocol. 
 
 E. Training: I verify that the personnel performing the animal 
procedures/manipulations/observations described in this protocol are 
technically competent and have been properly trained to ensure that no 
unnecessary pain or distress will be caused to the animals as a result of 
the procedures/manipulations. 
 
 F. Responsibility: I acknowledge the inherent moral, ethical and 
administrative obligations associated with the performance of this animal 
use protocol, and I assure that all individuals associated with this project 
will demonstrate a concern for the health, comfort, welfare, and well-
being of the research animals. Additionally, I pledge to conduct this study 
in the spirit of the fourth "R," namely "Responsibility," which the DOD has 
embraced for implementing animal use alternatives where feasible and 
conducting humane and lawful research. 
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 G. Scientific Review: This proposed animal use protocol has received 
appropriate peer scientific review and is consistent with good scientific 
research practice. 
 
 H. Painful Procedures: (A signature for this assurance is required by 
the Principal Investigator if the research being conducted has the 
potential to cause more than momentary or slight pain or distress even if 
an anesthetic or analgesic is used to relieve the pain and/or distress.) 
 
 I am conducting biomedical experiments, which may potentially cause 
more than momentary or slight pain or distress to animals. This potential 
pain and/or distress WILL or WILL NOT (circle one or both, if applicable) 
be relieved with the use of anesthetics, analgesics, and/or tranquilizers. I 
have considered alternatives to such procedures; however, I have 
determined that alternative procedures are not available to accomplish 
the objectives of this proposed experiment. 
 
Sathit Pichyangkul 
__________________________________________________________
______ 
(PRINT) First Name, Ml, Last Name of Principal Investigator  
 
 
__________________________________________________________
______ 
Signature    Date (YYYYMMMDD) 
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