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บทคดัย่อ ในการผลิตวัคซีนทุกขั�นตอนมีความแปรปรวนสูงดังนั�นในการควบคุมคุณภาพวัคซีนทั�งหมดต้องอาศัยวัสดุ-

อ้างองิในการทดสอบ วัคซนีโรตาเป็นวัคซนีที�ประเทศไทยกาํลงัจะบรรจุเข้าในแผนสร้างเสริมภมูคิุ้มกนัโรค การรับรอง

รุ่นการผลติจึงเป็นสิ�งจาํเป็นเพื�อสนับสนุนด้านคุณภาพ ประสทิธภิาพและความปลอดภยัของวัคซีน ปัญหาคอื ปัจจุบนั

วัคซีนมาตรฐานสากลยังไม่มใีช้ ดงันั�นเพื�อให้วัคซีนผ่านการรับรองรุ่นการผลิตในมาตรฐานเดยีวกนั การศึกษานี�จึงมี

วัตถุประสงคเ์พื�อทาํแห้งไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวเชื� อเป็นสาํหรับใช้เป็นวัคซีนอ้างองิมาตรฐานของประเทศ ดาํเนิน-

การศึกษาโดยเพิ�มจาํนวนไวรัสในเซลล์เพาะเลี� ยงให้ได้ปริมาณไวรัสที�มากพอและนาํมาผ่านกระบวนการทาํแห้ง

ให้ได้เป็นไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นแบบผงแห้ง จากนั�นตรวจสอบคุณลักษณะทางกายภาพ ความชื�น ความแรง

และตัวแปรอื�นๆ ร่วมกับการทดสอบ ความคงตัวในสภาวะเร่งเทียบกบัการจัดเกบ็ในสภาวะปกติคือ -��OC จาก

ผลการทดสอบพารามเิตอร์ที�จาํเป็นใน เบื�องต้นพบว่าไวรัสโรตาเชื�อเป็นผงแห้ง มลัีกษณะทางกายภาพที�ด ีมีความชื�น

เฉลี�ยร้อยละ �.�� มค่ีาสมัประสทิธิ�ความแปรปรวน (%CV) ของการบรรจุร้อยละ �.�� โดยใช้ระยะเวลาในการละลาย

น้อยกว่า � นาท ีมค่ีา pH เฉลี�ย �.�� และไม่พบการปนเปื� อนของเชื�อจุลินทรีย์ที�ทาํการทดสอบ เมื�อประเมนิความแรง

หลังทาํแห้งพบว่า มค่ีาความแรงเฉลี�ย �.�� logCCID
50

/0.5ml สงูกว่า � logCCID
50

/ml ซึ�งเป็นเกณฑม์าตรฐาน

ที�ผู้ผลิตวัคซีนโรตาซีโรทัยป์เดี�ยวกาํหนด นอกจากนี� เมื�อประเมินความเป็นเนื� อเดียวกนัของวัคซีนในการแบ่งบรรจุ

ตามมาตรฐานการผลติวสัดอุ้างองิ (ISO Guide 34:2009) ค่าความแรงเฉลี�ยที�ได้เป็น �.�� logCCID
50

/0.5ml คดิเป็น

%CV 2.34 (p=0.298) จากการประเมินในเบื�องต้น แสดงให้เหน็ว่าทุกพารามิเตอร์อยู่ใน เกณฑม์าตรฐาน เมื�อ

ทดสอบความคงตวัในสภาวะเร่งที�อุณหภมูต่ิางๆ คอื -��oC, 4oC, 20oC, 37oC และ ��oC ในระยะเวลาต่างๆ กนั

ตั�งแต่ �, �, �, �, �, �, �, � และ �� สปัดาห์ พบว่ามคีวามคงตวัที�สภาวะอุณหภมูสิงูถึง ��oC ได้ถึง � สปัดาห์ และ

ที� ��oC ได้ถึง � สปัดาห์ ยิ�งไปกว่านั�น การเกบ็ ที�อุณหภมู ิ -��, � และ ��oC ค่าความแรงที�ได้ไม่แตกต่างจาก

การเกบ็ที� -��oC นานถงึ �� สปัดาห์ แสดงให้เหน็ถงึไวรสัโรตาซโีรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นที�เตรยีมได้มคีวามคงตวัในสภาวะ

เร่งสูงกว่าที� เคยศึกษามาก่อน ทาํให้สามารถยืนยันได้ว่าไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี�ยวเชื� อเป็นนี�  สามารถนาํมาใช้เป็น

วัคซีนมาตรฐานได้ แต่อย่างไรกต็ามต้องมีการตรวจตดิตามความคงตวัที�อุณหภมูทิี�จัดเกบ็เป็นระยะๆ เหมอืนวัคซีน-

มาตรฐานทั�วไป

คาํสาํคัญ: วคัซีนไวรสัโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวเชื� อเป็นผงแหง้,  ความแรง, ความคงตวั

วารสารวิชาการสาธารณสุข
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บทนํา
วัสดุอ้างอิง (reference materials) มีความสาํคัญ

สาํหรับการผลิตและการควบคุมคุณภาพวัคซีนทั�งหมด

เนื�องจากการผลิตวัคซีนมีความแปรปรวนสูงตลอดทุก

ขั�นตอนของการผลิตและการควบคุมคุณภาพ (1) ดังนั�น

การจัดเตรียมวัสดุอ้างอิง จึงมีความสาํคัญและจาํเป็นใน

การตดัสนิว่ากระบวนการผลิตว่ามคีวามสมํ�าเสมอหรือไม่

ถ้าการผลิตวัสดุอ้างอิงไม่ดีพอ อาจส่งผลต่อผลการทด-

สอบของวัคซีนที�ไม่ได้มาตรฐาน โดยเฉพาะค่าความแรง

การผลิตวัสดุอ้างอิงสาํหรับการทดสอบค่าความแรงของ

วัคซีนทั�วไปนั�น สามารถจัดเตรียมได้เป็นวัคซีนมาตรฐาน

ปฐมภมูิ (primary vaccine standards) หรือวัคซีนมาตร-

ฐานทุติยภมูิ (secondary vaccine standards)(1) ซึ�งการ

ผลติ primary vaccine standards มกัจัดเตรียมโดยหน่วย-

งานที�เป็นที�ยอมรับในระดบัสากล เช่น ห้องปฏบัิติการของ

องค์การอนามยัโลก ที�สาํคัญและเป็นที�รู้จกักนัอย่างแพร่-

หลายคือหน่วยงาน National Institute of Biological

Standards and Control (NIBSC) ประเทศสหราช-

อาณาจักร สาํหรับ secondary vaccine standards นั�น

หลายหน่วยงานทั�งผู้ ผลิตวัคซีนและหน่วยงานควบคุม

กาํกบัภาครัฐในหลายประเทศ ได้จัดเตรียมขึ�นเพื�อใช้เป็น

working reference preparation สาํหรับใช้ในห้องปฏบัิต-ิ

การ ซึ� งต้องคาํนึงถึงคุณลักษณะของวัคซีนแต่ละชนิด

อย่างไรกต็ามการจัดเตรียม working reference prepa-

ration เพื�อใช้ในระดับประเทศหรือระดับภมิูภาคเอเซีย-

ตะวันออกเฉียงใต้ จะต้องคาํนึงถึงปริมาณที� มากพอ

สาํหรับใช้ในระยะยาว มีความคงตัวสูง และต้องมีการ

ตรวจตดิตามคุณภาพเป็นระยะๆ(1) เพื�อให้แน่ใจว่า วัคซีน

อ้างอิงมาตรฐานนั�นสามารถนาํมาใช้ในการควบคุมคุณ-

ภาพวัคซีนได้

สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ�งเป็น

หน่วยงานควบคุมกาํกับภาครัฐด้านชีววัตถุของประเทศ

มกีารจัดเตรียมวัคซีนอ้างองิมาตรฐานสาํหรับวัคซนีในรูป

ผงแห้งที�มีประสิทธภิาพที�ดี เช่น วัคซีนคางทูม(2) วัคซีน

บีซีจี(3) และวัคซีนหัด(4) ซึ�งส่วนใหญ่เป็นวัคซีนที�ใช้ใน

แผนสร้างเสริมภมูิคุ้มกันโรค

วัคซีนไวรัสโรตาที� ใช้ในการป้องกันโรคอุจาระร่วง

ในเดก็เลก็ เป็นเชื�อไวรัสอ่อน ฤทธิ�ของไวรัสโรตา ให้โดย

การหยอดทางปาก(5) วัคซีนได้ขึ�นทะเบียนในประเทศ

ตั�งแต่ปี 2548(6) เป็นวัคซีนซีโรทยัป์เดยีวที�กรมควบคุม-

โรคกระทรวงสาธารณสขุ มแีผนจะบรรจุเป็นวัคซนีพื�นฐาน

หรือวัคซีนภาคบังคับตามแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรค

แห่งชาติในปี 2558(7) การรับรองรุ่นการผลิตจึงเป็นสิ�ง

จาํเป็น เพื�อสนับสนุนด้านคุณภาพ ประสิทธิภาพและ

ความปลอดภัยของวัคซีน(8) ปัญหาคือ ปัจจุบันวัคซีน

มาตรฐานสากลยังไม่มีใช้(9) การควบคุมกาํกบัในหน่วย-

งานภาครัฐต้องอาศยั working reference preparation จาก

หน่วยงานผู้ผลิตเทา่นั�น ดงันั�น เพื�อให้วัคซีนผ่านการรับ-

รองรุ่นการผลติในมาตรฐานเดยีวกัน หน่วยงานควบคุม-

กาํกับภาครัฐด้านวัคซีน จึงได้จัดเตรียมวัคซีนอ้างอิง

มาตรฐานสาํหรับวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดียว และ

ทาํการทดสอบพารามิเตอร์ที�จาํเป็นในเบื� องต้น ได้แก่

การตรวจสอบคุณลักษณะทางกายภาพ ความชื�น ค่าสมั-

ประสทิธิ�ความแปรปรวนของการบรรจุ  ระยะเวลาในการ

ละลาย ค่า pH  ตรวจสอบความปราศจากเชื�อ ประเมิน

ประสิทธิภาพการทาํแห้งเปรียบเทียบก่อนและหลังทาํ

แห้ง ร้อยละการสูญเสียค่าความแรงหลังการทาํแห้ง

ประเมินความเป็นเนื�อเดยีวกนัของวัคซีนในการแบ่งบรรจุ

ตามมาตรฐานการผลิตวัสดุอ้างอิง (ISO Guide 34:

2009)  พร้อมทั� งประเมินความคงตัวในสภาวะเร่ง

เปรียบเทียบกบัอุณหภมูิจัดเกบ็ปกติ

การศกึษานี�มวัีตถุประสงคเ์พื�อทาํแห้งไวรัสโรตา ซีโร-

ทัยป์เดี�ยวเชื� อเป็นสาํหรับใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

ของประเทศ พร้อมทั� งยืนยันความเหมาะสมจากการ

ทดสอบในพารามิเตอร์ที�จาํเป็น ว่าสามารถนาํไปใช้เป็น

วัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน ในระดับประเทศและระดับภมิู-

ภาคเอเซียตะวันออกเฉียงใต้ได้ต่อไป
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การทาํแห้งไวรสัโรตาซโีรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นเพื�อใช้เป็นวคัซีนอ้างองิมาตรฐานของประเทศ

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

วิธีการศึกษา
การเพาะเลี� ยงเซลล์

เซลล์เพาะเลี�ยง MA104 (CCT WLB1998/12 cell

bank) เป็น African green monkey foetal kidney ซึ�ง

มีความจาํเพาะต่อไวรัสโรตา(5,9) ได้รับจากผู้ผลิต บริษัท

แกล็กโซสมิทไคล์นจาํกัด เลี� ยงในอาหารเลี� ยงเซลล์

(growth medium) เตรียมโดย Dulbeco’s Modified

Eagle Minimum (DMEM) (Cat. No.31660-026,

Gibco) ที�ม ี5% ซีรั�มจากลูกวัว (fetal bovine serum, Cat.

No. 26140-079, Gibco), 1%L-glutamine (Cat.No.

G-3126, Sigma), 7.5% NaHCO
3 
(Cat.No.S-5716,

Sigma) 3% และ 1% 1M HEPES (Cat.No.H-6147,

Sigma)

แอนติบอดี

โมโนโคนอลแอนติบอดี 2C9 ซึ�งมีความจาํเพาะต่อ

แอนติเจนของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี�ยวสาํหรับใช้ในการ

ย้อมเซลล์ตดิเชื�อโดยใช้เทคนคิ immunoperoxidase stain-

ing(9) ได้รับจากผู้ผลิต บริษัทแกลก็โซสมิทไคล์นจาํกัด

อาหารที�ใชใ้นการเพิ�มจํานวนและตรวจวเิคราะหไ์วรสั

อาหารเลี�ยงเซลล์ (maintenance medium) เตรียมโดย

Dulbeco’s Modified Eagle Minimum (DMEM) (Cat.

No.31660-026, Gibco) ที�ม ี2% ซีรั�มจากลูกวัว (fetal

bovine serum, Cat. No. 26140-079, Gibco), 1%

L-glutamine (Cat.No.G-3126, Sigma), 7.5%

NaHCO
3 
(Cat.No.S-5716, Sigma) 3%, 1% penicil-

lin (10,000 units/มิลลิลิตร) (Cat.No.P-3032,

Sigma) 1% streptomycin (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

(Cat.No.S-9137, Sigma) และ 1% 1M HEPES

(Cat.No.H-6147, Sigma)

นํ�ายาเพื�อใช้ล้างเซลล์ในการทดสอบ (washing me-

dium) เตรียมโดยอาหารเลี� ยงเซลล์ (maintenance me-

dium) ที�ไม่มีส่วนผสมของซีรั�มจากลูกวัว

อาหารเลี�ยงเชื�อไวรัสโรตา (titration medium) เตรียม

โดยเติม 300 ไมโครลิตร ของ 0.25 % trypsin (Cat.No.

27250-018, Gibco) ลงไปใน washing medium

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เพื�อใช้กระตุ้นไวรัสในการเข้า

สู่เซลล์

การเพิ�มจํานวนไวรสัโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวในเซลลเ์พาะ-

เลี� ยงและการเก็บไวรสั

นาํวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวมาเจือจางใน titra-

tion medium อตัราสว่น �:� บ่มที�อณุหภมูห้ิอง นาน ��-

�� นาท ีจากนั�นเติมลงในฟลาสค์ที�ใช้เลี� ยงเซลล์ (tissue

culture flask) ที�มีเซลล์เพาะเลี� ยง MA104 ที�มีอายุ �

วันปริมาตร � มล./tissue culture flask 175 cm2 อัตรา-

ส่วนของไวรัสต่อเซลล์เป็น 0.01 โดยประมาณ บ่มที�

อุณหภมูิห้อง นาน 1 ชั�วโมง เพื�อให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ เมื�อ

ครบเวลาเติม maintenance medium ปริมาตร ��-��

มล. แล้วนาํไปบ่มที� 37oC ในสภาวะที�มี 5% CO
2
 นาน 4

วัน หลังการเพาะเลี� ยงไวรัสเซลล์จะเกิดการติดเชื� อไวรัส

ประมาณ 80-90% เกบ็ (harvest)ไวรัสใน tissue cul-

ture flask ไปแช่แข็งที�อุณหภูมิ -��OC นาน 1 วัน

และนาํมาละลาย (freeze-thaw) 1 ครั�ง จากนั�นใช้ไปเปต

ดูดเป่าเซลล์ที� ติดเชื� อไวรัสให้หลุดจากฟลาสค์ และ

นาํไปใส่ใน centrifuge tube เพื�อปั�นที� 3,000 รอบ นาน

10 นาท ีแล้วเกบ็ส่วนใสที�มีไวรัสไว้ที�อุณหภมูิ -��OC

การเตรียมสูตรตํารบัสําหรบัการทําแหง้แบบเยอืก-

แข็ง

สตูรตาํรับสาํหรับการทาํแห้งแบบเยือกแขง็ ประกอบ

ด้วย dextran 5.5% (w/v), lactose 10% (w/v), hu-

man albumin 0.5%(%v/v) ในนํ�ากลั�นปราศจากเชื�อโดย

องคป์ระกอบทั�งหมดจะเตรียมให้มคีวามเข้มข้นเป็น � เทา่

เพื�อผสมกบัไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวที�เตรียมขึ�นในอตัราสว่น

1:1

การบรรจุ

บรรจุวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี� ยวปริมาตร 0.5

มิลลิลิตรในขวดแก้ว (Borosilicate glass type I) ขนาด

3 มิลลิลิตร ด้วย automatic dispenserโดยเลือก tip ขนาด

10 มิลลิลิตร ภายใต้ตู้ปลอดเชื� อปิดขวดด้วยจุกยางใน

ระดบัครึ�งจุกยาง (half stoppering) ขนย้ายขวดเข้าเครื�อง-

ทาํแห้งแบบเยือกแขง็ภายในห้องปลอดเชื� อ
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กระบวนการทําแหง้แบบเยือกแข็ง

ทาํการศึกษากระบวนการทาํแห้งแบบเยือกแขง็โดย

ใช้เครื�องทาํแห้งรุ่น Lyolab, LT ซึ�งได้ปรับสภาวะการทาํ

แห้งมาจากการทาํแห้งวัคซีนไวรัสหดั(4) เพื�อหาสภาวะการ

ทาํแห้งที�เหมาะสมสาํหรับไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยว โดยตั�ง

โปรแกรมกาํหนดให้อุณหภมูิแช่แขง็เท่ากับ -60 องศา

เซลเซยีส นาน 7 ชั�วโมง จากนั�นในขั�นปฐมภมูขิองกระบวน

การทาํแห้ง (primary drying process) เพิ�มอุณหภมูิเป็น

-30 องศาเซลเซียสปรับความดันเท่ากบั 1000 mTorr

นาน 15 ชั�วโมง และในขั�นทุตยิภมูขิองกระบวนการทาํแห้ง

(secondary drying process) ปรับเพิ�มอุณหภมูิเป็น 35

องศาเซลเซียส ปรับความดันเทา่กบั 0 mTorr นาน 15

ชั�วโมง ดังตารางที� 1

การประเมินประสิทธิภาพการทําแหง้

ก่อนการทาํแห้ง

สุม่ชั�งนํ�าหนักขวดแก้วก่อนการบรรจุ จาํนวน 10 ขวด

แล้วนาํมาบรรจุไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยว ทาํการชั�งนํ�าหนัก

เพื�อหานํ�าหนักของวัคซีนไวรัสหัดที�บรรจุ เพื�อพิจารณา

ค่าสมัประสทิธิ�ความแปรปรวน (%CV) ของการแบ่งบรรจุ

และทาํการสุ่มตัวอย่างที�บรรจุไวรัสแล้วเพื� อตรวจสอบ

ความแรงก่อนการทาํแห้งจาํนวน � ขวด

หลังการทาํแห้ง

ประเมินประสิทธิภาพไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี�ยวแบบ

ผงแห้งโดยตรวจสอบลักษณะทางกายภาพด้วยตาเปล่า(10)

ตรวจสอบหาปริมาณความชื� นที�หลงเหลือโดยวิธี Karl

Fischer(11) หากผ่านเกณฑก์าํหนด คือต้องมีลักษณะทาง

กายภาพที�ดแีละคา่ความชื�นที�เหลือต้องตํ�ากว่าร้อยละ 3.0

จึงศึกษาตัวแปรอื�นๆ ดังนี�

1. ตรวจสอบค่าความแรงโดยวิธี Cell Culture In-

fective Dose ที� 50% (CCID
50

)(5,9) และดูอัตรา

การลดลงของค่าความแรงภายหลังการทาํแห้ง

2. ตรวจดูสัมประสิทธิ�ความแปรปรวนของการแบ่ง

บรรจุโดยสุ่มชั�งนํ�าหนัก

3. การตรวจสอบระยะเวลาการละลายตัวด้วยนํ�า-

กลั�น (reconstitution time)(12)

4. ตรวจสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยเครื�อง

pH meter ผลการตรวจสอบตัวแปรดังกล่าว

นาํมาหาค่าเฉลี�ยเลขคณิต (Mean) ค่าเบี�ยงเบน

มาตรฐาน (SD)

5. ค่าสมัประสทิธิ�ความแปรปรวน (%CV) ของการ

บรรจุ เพื�อแสดงความเที�ยงของการประเมนิประ-

สทิธภิาพหลังการทาํแห้ง พร้อมกับตรวจสอบการ

ปนปื� อนของเชื�อรา แบคทเีรียอื�นๆ ตามข้อกาํหนด

ขององค์การอนามยัโลก โดยใช้เชื�อมาตรฐานสากล

เป็น positive control และตรวจสอบการปนเปื� อน

เชื�อมัยโคพลาสมาโดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่-

โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction -

PCR)(13,14 )

การประเมินค่าความแรงของไวรสัโรตาซีโรทยัป์-

เดี�ยว(15 )

เลี�ยงเซลล์เพาะเลี�ยง MA104 จาํนวน 2.0 x105 เซลล์

ในปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในเพลทชนิด 96 หลุม นาน

24 ชั�วโมง ที�อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี

5% คาร์บอนไดออกไซด์ จากนั�นนาํไวรัสโรตาซีโรทัยป์

เดี�ยวแบบผงแห้งที�จัดเตรียมขึ�นมาละลายด้วยนํ�ากลั�น �.�

มล. จากนั�นเจือจางไวรัสใน titration medium เป็น 1:10

ตารางที� � การกําหนดสถานะการทําแหง้

             ตวัแปร                           Freezing step   Primary Drying Process         Secondary Drying Process

อุณหภมูขิองการทาํแห้ง (องศาเซลเซียส) -60 -60 -30 -30 -10 10 35 35

                                                       (slope)                (slope)                     (slope)     (slope)   (slope)

ระยะเวลา(นาท)ี 10 480 60 3540 120 120 150 900

ควมดนั (mtorr) - - 200 200 0 0 0 0
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การทาํแห้งไวรสัโรตาซโีรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นเพื�อใช้เป็นวคัซีนอ้างองิมาตรฐานของประเทศ

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

(10-1) บ่มที�อณุหภมูห้ิอง นาน 50-60 นาท ีเมื�อครบเวลา

เจือจางไวรัสแต่ละขั�นเป็น 1:100.5 โดยเริ�มที�ระดับความ

เจือจาง 10-3.0- 10-7.5 ด้วย titration medium โดย

ก่อนเติมวัคซีนตัวอย่างในแต่ละความเจือจาง ล้างเซลล์

เพาะเลี� ยง MA104 ในเพลท 96 หลุม ด้วย washing

medium ปริมาตร �.� มิลลิลิตร/หลุม � ครั�ง เพื�อเอา

ซีรั�มที�อยู่ในอาหารเลี� ยงเซลล์ออก เนื�องจากซีรั�มจะหยุด

การทาํงานของ trypsin จากนั�นดูด washing medium ออก

ประมาณ 0.18 มิลลิลติร ก่อนเตมิวัคซนีตัวอย่างในแต่ละ

ความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/หลุม ความเจือจาง

ละ � หลุม นาํไปบ่มที� 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี

5% คาร์บอนไดออกไซด ์นาน 6 วัน จากนั�นล้างเพลทด้วย

washing medium ปริมาตร �.� มิลลิลิตร/หลุม จาํนวน

� ครั�งแล้ว fix เซลล์ด้วย ��% acetone ที�แช่เยน็ ทิ�งให้

เพลทแห้ง จากนั�นย้อมหาปริมาณแอนตเิจนของ rotavius

ด้วยวิธ ีimmunoperoxidase staining(5,9) โดยเติม mono-

clonal antibody 2C9 ที�เจือจาง 250 เท่า ด้วย 5%

skimmed milk (Cat.No.70166, Fluka) ใน PBS-

ปริมาตร �.� มิลลิลิตร/หลุมลงในเพลท บ่มที�อุณหภมูิ

37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั�วโมง จากนั�นล้างเพลท 4

ครั�งด้วย PBS- และเติม anti-mouse IgG-peroxidase

(Cat. No. 12-349, Millipore) ที�เจือจาง 400 เทา่ ซึ�งได้

จากการหาค่าความเจือจางที�เหมาะสมโดยใช้ 5% skim-

med milk (Cat. No.70166, Fluka) ใน PBS- ปริมาตร

�.�� มิลลิลิตร/หลุม บ่มที�อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส

นาน 1 ชั�วโมง จากนั�นล้างเพลท 4 ครั�งด้วย PBS- กอ่นเตมิ

0.05 มิลลิลิตร/หลุมของสารละลายที� มี  3,3’-Di-

aminobenzidine tablet (DAB) และ urea hydrogen per-

oxide tablet อย่างละ 1 เมด็ (Cat. No. D4418, Sigma)

ในนํ�ากลั�นปริมาตร �� มิลลิลิตร บ่มที�อุณหภมูิห้อง นาน

20 นาที และล้าง 3 ครั�งด้วยนํ�าประปา อ่านผลภายใต้

กล้องจุลทรรศน์โดยนับจาํนวนหลุมที�มีเซลล์ติดสนีํ�าตาล

ซึ�งเกดิจากการที�เซลล์ติดเชื�อไวรัสโรตา นาํจาํนวนหลุมที�

ให้ผลบวกมาคาํนวณหาค่าความแรงหรือปริมาณไวรัสโรตา

ทั�งหมด มีหน่วยเป็น Cell culture infective dose 50%

(CCID
50

) 0.5 มิลลิลิตร

การคาํนวณค่าความแรง

คาํนวณค่าความแรงของไวรัส ใช้สูตรที�ดัดแปลงมา

จาก Kaber(16) ดังนี�

 Log
10

CCID
50

= - สว่นกลับของความเจือจางตํ�าสดุที�ใช้

       Σ จาํนวนหลุมทั�งหมดที�มี CPE

         จาํนวนหลุมในแต่ละความเจือจาง

คาํนวณค่าความแรงที� ได้ในรูปของ CCID
50

/50

ไมโครลิตร และรายงานผลเป็น CCID
50

/โดส๊/0.5 มิลลิ-

ลิตร ค่าความแรงที�ได้ในแต่ละครั�งที�ทดสอบต้องมีความ

แตกต่างไม่เกิน 0.5 log
10

CCID
50

การประเมินความเป็นเนื� อเดียวกันของไวรัสโรตา-

ซีโรทยัป์เดี�ยวแบบผงแห้งโดยวัดจากค่าความแรง

การประเมินความเป็นเนื� อเดียวกันของไวรัสโรตา-

ซีโรทยัป์เดี�ยวแบบผงแห้งที�เตรียมขึ�น ทาํโดยการสุ่มเกบ็

ตัวอย่างจาํนวนไม่น้อยกว่า = √ X (X หมายถึง จาํนวน

ตัวอย่างทั� งหมดที� เตรียมได้) แต่ต้องไม่น้อยกว่า ��

ตัวอย่าง แล้วนาํค่าความแรงที�ได้มาคาํนวณค่าทางสถิติ

โดยใช้การวิเคราะหค์วามแปรปรวนแบบจาํแนกทางเดยีว

(one way ANOVA)

การประเมินความคงตัวในสภาวะเร่ง

การประเมินความคงตัวของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี�ยว

แบบผงแห้งที�เตรียมขึ� นโดยดูการลดลงของค่าความแรง

ในสภาวะเร่ง หลังเกบ็ที�อุณหภมูิ -20, 4, 20, 37 และ

45 องศาเซลเซียส ที�ระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 6, 8 และ

12 สปัดาห์ โดยเทยีบกบัการเกบ็ที�อุณหภมูิจัดเกบ็ปกติ

-70 องศาเซลเซียส

ผลการศึกษา
ลกัษณะทางกายภาพหลงัการทําแหง้แบบเยอืกแข็ง

ลักษณะทางกายภาพของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี� ยว

แบบผงแห้ง (ภาพที� 1) มีลักษณะเป็นก้อนสชีมพูอ่อน

แห้ง อัดแน่น ไม่มีรูพรุน เมื�อเคาะไม่เกิดการยุบตัวและ

+ [                               ][                              ]- 0.5   x 0.5
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ไม่แตกเป็นชิ�นๆ

ปริมาณความชื� นที�หลงเหลือหลงัการทําแหง้

การตรวจหาปริมาณความชื� นที�หลงเหลือหลังการ

ทาํแห้ง พบว่าจากการสุ่มตรวจจาํนวน 6 หลอด พบมี

ปริมาณความชื�นสงูสดุร้อยละ �.�� ตํ�าสดุร้อยละ �.��

เฉลี� ยคิดเป็นร้อยละ 0.52 ซึ� งอยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน

(น้อยกว่าร้อยละ 3.0)

การตรวจสอบค่าตวัแปรอื�นๆ

ผลการทดสอบสัมประสิทธิความแปรปรวนของการ

แบ่งบรรจุโดยสุ่มตรวจจาํนวน 10 หลอด พบว่ามีค่า

เฉลี�ยเทา่กบัร้อยละ 0.23 (เกณฑก์าํหนดน้อยกว่าร้อยละ

1.00) ส่วนตัวแปรอื�นๆ ได้แก่ ความสามารถในการ

ละลาย ได้สุ่มตรวจจาํนวน � ตัวอย่าง มีค่าเฉลี�ยเทา่กบั

37.67 วินาท ี(%CV= 36.55) (เกณฑก์าํหนดน้อยกว่า

� นาท)ี ค่า pH ก่อนทาํแห้ง �.�� และหลังทาํแห้งเทา่กบั

7.76 (เกณฑ์กาํหนด pH 6-8) และไม่พบการปนเปื� อน

ของเชื�อรา แบคทเีรียและมัยโคพลาสมา (ตารางที� 2)

ค่าความแรงก่อนและหลงัการทําแหง้

ค่าความแรงของไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวผงแห้ง เป็น

ตัวแปรที�สาํคัญที�จะบ่งบอกถึงประสิทธิภาพของการทาํ-

แห้ง จากการตรวจสอบค่าความแรงของไวรัสโรตาซีโร-

ทยัป์เดี�ยว ก่อนและหลังการทาํแห้งจาํนวน 3 ครั�งที�เป็น

อิสระต่อกันพบว่าก่อนทาํแห้งมีค่าความแรงเฉลี�ย 7.41

log
10

CCID
50

/0.5ml และหลังทาํแห้งมค่ีาความแรงเฉลี�ย

7.14 log
10

CCID
50

/0.5ml ร้อยละของการสูญเสียค่า

ความแรงเท่ากับ �.�� (เกณฑ์กาํหนดน้อยกว่าร้อยละ

25.00)

การประเมินความเป็นเนื� อเดียวกนั

จากการประเมินค่าความแรงของวัคซนีตวัอย่างจาํนวน

�� ขวด โดยทาํซํ�าจาํนวน � ครั�ง ได้ค่าความแรงทั�งหมด

�� ค่า เพื�อนาํมาวิเคราะห์ทางสถิตพิบว่าค่าความแรงเฉลี�ย

7.34 log
10

CCID
50

/0.5ml (%CV=2.34) และค่าความ

แรงที�ได้ทั�ง �� ค่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญ

ที�ระดับความเชื�อมั�นที� ��% (p=0.298) (Fcal= 1.41,

ตารางที� � การทดสอบตวัแปรอื�นๆ

พารามเิตอร์ต่างๆ      สมัประสทิธิ�ความแปรปรวน    ระยะเวลาในการละลาย        pH               pH           การทดสอบ

                    (%CV) ของการแบ่งบรรจุ      ด้วยนํ�ากลั�น (วินาท)ี    ก่อนทาํแห้ง    หลงัทาํแห้ง  ความปราศจากเชื�อ

                               (n= 10)                        (n= 9)                (n= 3)

ผลการทดสอบ 0.23 Mean 37.67 7.46 Mean 7.76 ไม่พบ

SD 13.77 SD 0.04

% CV 36.55 %CV 0.45

เกณฑก์าํหนด ไม่เกนิ �% < ��� วินาที 6 - 8 6 - 8 ไม่พบ

ภาพที� 1 ลกัษณะทางกายภาพหลงัการทําแหง้แบบเยือกแข็ง
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การทาํแห้งไวรสัโรตาซโีรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นเพื�อใช้เป็นวคัซีนอ้างองิมาตรฐานของประเทศ

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

Fcrit=3.02) (ภาพที� 2)

การประเมินความคงตวัในสภาวะเร่ง

เมื�อนาํไวรัสโรตาซโีรทยัป์เดี�ยวแบบผงแห้งมาประเมิน

ความคงตัวในสภาวะเร่งโดยนาํไปเกบ็ในอุณหภูมิที�สูง

กว่าสภาวะปกติตั� งแต่  -20, 4, 20, 37 และ 45

องศาเซลเซียส ตามลาํดับ ที�ระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 6,

8, 12 สปัดาห์ เทยีบกบัการเกบ็ในสภาวะปกติที� -��oC

พบว่า ค่าความแรงไวรัสโรตาผงแห้งที� เก ็บที�อุณหภูมิ

45oC และที� ��oC มีค่าความแรงลดลงตํ�ากว่าเกณฑ์-

มาตรฐานคือ 6 log
10

CCID
50

/dose เมื�อเกบ็ไว้นาน �

สัปดาห์และ � สัปดาห์ตามลาํดับ ในขณะที�สภาวะจัด

เกบ็ที� -20, 4 และ 20oC ไวรัสโรตายังมีค่าความแรง

ผ่านเกณฑ์มาตรฐานไม่แตกต่างจากการเกบ็ที�  -��oC

ที�ระยะเวลา �� สปัดาห์ (ภาพที� 3)

ภาพที� 2  การประเมินความเป็นเนื� อเดียวกนั

ภาพที� 3 ค่าความแรงของไวรสัโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวแบบผงแหง้ที�อุณหภูมิต่างๆ

ค่
าค

วา
ม

แร
ง 

(L
og

C
C
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0
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วิจารณ์
จากการศึกษาดูลักษณะทางกายภาพที�เหมาะสมของ

สตูรตาํรับที�ใช้พบว่า ลกัษณะทางกายภาพหลังการทาํแห้ง

เป็นก้อนอัดกนัแน่น ไม่มีรูพรุน เมื�อเคาะจะไม่แตกเป็น

ชิ�นๆ (ภาพที� �) ซึ�งเป็นลักษณะทางกายภาพที�ด ีที�เรียกว่า

uniform distribution (10) และเมื�อสุ่มตรวจหาปริมาณ

ความชื� นที�หลงเหลือหลังการทาํแห้ง พบว่ามีปริมาณ

ความชื�นเหลือเฉลี�ยร้อยละ 0.52 ซึ�งตํ�ากว่าปริมาณความ

ชื�นของวัคซีนไวรัสผงแห้งที�ใช้ฉีดในคนเพื�อป้องกันโรค-

ทั�วไปที�กาํหนดไม่เกนิร้อยละ 3.00(17) และเมื�อเทยีบกบั

วัคซีนอ้างองิมาตรฐานสากลที�ผลติโดยห้องปฏบิัตกิารของ

องค์การอนามัยโลกจะพบว่า ค่าปริมาณความชื� นหลง-

เหลือโดยประมาณร้อยละ 0.1- 2.9 ซึ�งจะแตกต่างกนัขึ�น

กบัคุณลกัษณะเฉพาะของผลิตภณัฑแ์ละสตูรตาํรับที�ใช้ให้

เหมาะสมกบัเชื�อจุลินทรีย์หรือแอนติเจนนั�นๆ อย่างไรก็

ตามความคงตัวของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสากลสามารถ

ใช้ได้นานกว่า �� – �� ปี(12) ซึ�งการจัดเตรียมวัคซีน

ไวรัสโรตานี� มีความชื� นหลงเหลืออยู่ในช่วงเดียวกับที�พบ

ทั�วไปในวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสากล จึงเชื�อได้ว่า วัคซีน

มาตรฐานที�เตรียมขึ�นนี� น่าจะมคีวามคงตวัที�ยาว เมื�อศกึษา

ตัวแปรอื�นๆ พบว่าค่าสัมประสิทธิ�ความแปรปรวนของ

การแบ่งบรรจุ เท่ากับร้อยละ 0.23 ซึ� งอยู่ในเกณฑ์

มาตรฐานที�กาํนดไว้สาํหรับของเหลวข้นไม่ควรเกนิร้อย-

ละ �.�� ความสามารถในการละลายตวัด้วยนํ�ากลั�นเฉลี�ย

ประมาณ �� วินาท ี ตามเกณฑ์กาํหนดควรน้อยกว่า �

นาที(18) เมื�อตรวจสอบความเป็นกรด-ด่าง หลังการทาํแห้ง

อยู่ที� 7.76 ซึ�งไม่มคีวามแตกตา่งกนักบัค่าความเป็นกรด-

ด่างก่อนการทาํแห้ง นอกจากนี� ไม่พบการปนเปื� อนของ

เชื�อรา แบคทเีรียอื�นๆ และเชื�อมยัโคพลาสมา(9-14) (ตาราง

ที� 2 ) อตัราการลดลงของค่าความแรงภายหลังการทาํแห้ง

เท่ากับร้อยละ 3.65 ซึ�งเป็นอัตราค่อนข้างตํ�าและไม่เกนิ

ร้อยละ 25.00 ตามที�กาํหนดไว้ โดยทั�วไปถ้าค่าความแรง

ลดลงมาก แสดงถึงสูตรตาํรับของการทาํแห้งอาจไม่

เหมาะสม(12) ในการทดลองนี�ได้สตูรตาํรับที�น่าจะเหมาะ-

สม เนื� องจากมีการลดลงของค่าความแรงอยู่ในระดับ

ที�ตํ�าและค่าความแรงหลังการทาํแห้งพบเฉลี�ยสูงกว่า 6

logCCID
50

/does ซึ� งสูงกว่าค่าความแรงที� ฉีดในเด็ก

ที�ผู้ผลิตกาํหนดคือไม่น้อยกว่า 6 logCCID
50

/does เมื�อ

ตรวจสอบความเป็นเนื�อเดยีวกนัตามข้อกาํหนดมาตรฐาน

การผลิตวัสดุอ้างอิง(ISO Guide 34:2009) พบว่า ค่า

ความแรงเฉลี�ยที�ได้เป็น 7.34 logCCID
50

/0.5ml คดิเป็น

%CV เทา่กับ 2.34 โดยแต่ละค่าไม่มีความแตกต่างกัน

ทางสถิติ (ภาพที� �) แสดงว่าการแบ่งบรรจุมีความแตก-

ต่างของค่าความแรงในแต่ละขวดน้อยมาก เมื�อทดสอบ

ความคงตัวในสภาวะเร่งโดยจัดเกบ็ที�อณุหภมูสิงูกว่าปกติ

ที� -20oC, 4oC, 20oC, 37oC และ 45oC ในระยะเวลา

ต่างๆ กันตั�งแต่ 1, 2, 3, 4, 6, 8 และ 12 สปัดาห์ พบว่า

การเก็บที�อุณหภูมิ -20, 4 และ 20oC ค่าความแรง

ที�ได้ไม่แตกต่างจากการเกบ็ที� -��oC นานถงึ �� สปัดาห์

สามารถเก็บที�  ��oCได้นานถึง � สัปดาห์ และยิ� งไป

กว่านั� นที�อุณหภูมิสูงถึง ��oC ได้นานถึง � สัปดาห์

ค่าความแรงที�ได้ไม่แตกต่างจากการเกบ็ที� -��oC นาน ��

สปัดาห์ (ภาพที� 3) ซึ�งการเกบ็ที� ��oC นาน � สปัดาห์

เป็นระยะเวลายาวนานที�สุดของวัคซีนมาตรฐานที�เคยได้

มีการจัดเตรียมมาถือเป็นสภาวะความคงตัวที�ดีมาก ซึ�ง

จากประสบการณ์การทาํแห้งวัคซีนมาตรฐานมาเช่น

วัคซีนคางทูม(2) วัคซีนบีซีจี(3) และวัคซีนหัด(4) ยังไม่เคย

พบว่าวัคซีนมาตรฐานนั�นทนต่ออุณหภูมิ 45oC นาน 1

สปัดาห ์ขณะนี�มคีวามคงตวัยาวนานมากกว่า � ปี จึงทาํให้

เชื�อได้ว่าวัคซีนมาตรฐานโรตาที�เตรียมได้น่าจะมีความ

คงตัวยาวนานมากกว่า � ปีขึ�นไปแน่นอน

สรุป

วัคซีนโรตาเป็นวัคซีนที�ประเทศไทยกาํลังจะบรรจุเข้า

ในแผนสร้างเสริมภมูิคุ้มกันโรค เนื�องจากขณะนี� ยังไม่มี

วัคซีนมาตรฐานสากล หน่วยงานควบคุมกาํกับด้านวัคซีน

จึงจาํเป็นต้องจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสาํหรับ

วัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี�ยวขึ� นเพื�อใช้ในการควบคุม

คุณภาพวัคซีนให้มีประสิทธิภาพและความปลอดภัย

ก่อนนาํเข้ามาใช้ในประเทศ โดยเพิ�มจาํนวนไวรัสให้ได้
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การทาํแห้งไวรสัโรตาซโีรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นเพื�อใช้เป็นวคัซีนอ้างองิมาตรฐานของประเทศ

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ปริมาณมากพอและนาํมาผ่านกระบวนการทาํแห้งให้ได้

เป็นไวรัสโรตาซีโรทยัป์เดี�ยวเชื�อเป็นแบบผงแห้ง จากนั�น

ตรวจสอบคุณลักษณะทางกายภาพ ความชื� น ความแรง

และตวัแปรอื�นๆ ร่วมกบัการทดสอบความคงตวัในสภาวะ

เร่งเทียบกับการจัดเกบ็ในสภาวะปกติ พบว่าไวรัสโรตา

ซีโรทัยป์เดี�ยวเชื� อเป็นผงแห้ง มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อ

การนาํมาใช้เป็นวัคซีนมาตรฐานของประเทศ เนื�องจาก

มีลักษณะทางกายภาพที�ดี ความชื� นตํ�ากว่าร้อยละ 1 มี

อตัราการลดลงของค่าความแรงตํ�าเพียงร้อยละ �.�� และ

มีค่าความแรงสูงกว่าเกณฑ์ที�กาํหนดของผู้ผลิต มีความ

เป็นเนื� อเดียวกันตามมาตรฐาน ISO Guide 34:2009

การเกบ็วัคซีนที�อณุหภมู ิ-20, 4 และ 20OC ค่าความแรง

ที�ได้ไม่แตกต่างจากการเก็บที�  -70OC ได้นานถึง 12

สปัดาห์ และเกบ็ที� ��oC ได้นานถึง 6 สปัดาห์ นอกจากนี�

ที�อุณหภมูิสงู 45OC เกบ็ได้นานถึง 2 สปัดาห์ ซึ�งนับว่า

ยาวนานที�สุดของวัคซีนมาตรฐานทั�วไปที� เคยได้ศึกษา

มาก่อน แสดงให้เหน็ว่าวัคซีนอ้างองิมาตรฐานที�เตรียมได้

นั� นมีคุณสมบัติทุกประการผ่านตามเกณฑ์ที�กาํหนดไว้

มีความคงตัวดี และมีแนวโน้มสงูต่อการเกบ็ไว้ใช้ได้นาน

อย่างไรกต็าม จะมีการตรวจติดตามความคงตัวในระยะ

ยาวที�อุณหภูมิที�จัดเกบ็เพื�อวิเคราะห์แนวโน้มค่าความ-

แรงเป็นระยะๆ เหมือนกับวัคซีนมาตรฐานสากลทั�วไป

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณผูท้รงคณุวุฒิ นางธีรนารถ จิวะไพศาล-

พงศ ์ที�ใหก้ารสนบัสนุนการทํางานวจิยัในครั �งนี� และบริษทั
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Abstract: Freeze-Drying of Monovalent Rotavirus for Use as a National Vaccine Reference Standard

Natthakarn Mingngamsup, B.Sc.; Assajun Amen, B.Sc.; Supaporn Phumiamorn, B.Sc., M.Sc., Ph.D.

Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences

Journal of Health Science 2016;25:897-907.

A vaccine production process generally has a high degree of variability. So, the quality control of

vaccines requires reference materials for vaccine quality testing. Thailand will include a rotavirus vaccine

in its Expanded Programme on Immunization soon. The certification of lot release is necessary to support

the quality, efficacy and safety control of a vaccine. The National Control Laboratory (NCL) requires a

vaccine reference standard, but currently there is no international reference material for rotavirus vaccine.

So, in order to certify the lot release for all lots of the vaccine using the same standards, this study aimed

to freeze-dry monovalent rotavirus for use as a national vaccine reference. It was conducted by using viral

propagation on cell culture to have enough viral load and a freeze-drying process. Then the prepared

vaccine reference standard was checked for physical characteristics, moisture content, and potency as well

as other related parameters, to test stability of vaccine in accelerated conditions compared with that in a

normal condition at -70oC. The test results showed that the it had good physical characteristics, a low

residual moisture content of 0.52%, the coefficient of variation (CV) of packing of 0.23%, reconstitution

time less than 1 minute, and a pH value 7.76; and the vaccine was free of bacterial, fungal and myco-

plasma contamination. The potency values of vaccine after drying were 7.14 log CCID
50

/0.5 ml. The

average potency of over 6 logCCID
50

/0.5ml, which conform to the requirements of vaccine manufactur-

ers. In addition, when evaluating the homogeneity of the vaccine in different vials according to the require-

ments for reference material producers (ISO Guide 34:2009), it was found that the mean value was 7.34

logCCID
50

 /0.5ml with the CV of 2.34% (p=0.298). The preliminary assessment showed that all pa-

rameters were within the standards. The stability test of the vaccine in accelerated conditions at -20, 4,

20, 37 and 45oC after storage for 1, 2, 3, 4, 6, 8 and 12 weeks showed that the vaccine stability was still

high at 45oC for 2 weeks and at 37 oC for 6 weeks. Moreover, after being stored at -20, 4 and 20oC, the

vaccine’s potency values were not different from those at -70oC for up to 12 weeks. The stability of the

monovalent rotavirus vaccine reference standard in accelerated conditions is greater than ever before. Thus,

it is confirmed that the vaccine reference standard can be used for this quality control purpose. However,

the vaccine potency has to be periodically monitored at the set storage temperature in a manner similar to

that for other vaccine reference standards.
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