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บทคดัย่อ หน่วยงานควบคุมกาํกับภาครัฐใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานที�ผ่านการสอบเทียบกับวัคซีนมาตรฐานสากลในการ

ควบคุมคุณภาพผลการทดสอบในห้องปฏบิตักิารของผลิตภัณฑว์ัคซีนในอุตสาหกรรม โดยการทดสอบตวัอย่างวัคซีน

ต้องทาํควบคู่ไปกบัวัคซีนอ้างองิมาตรฐานเสมอ การศึกษานี�มวีัตถุประสงคเ์พื�อประเมนิประสทิธภิาพของการทาํแห้ง

และความคงตัวที�สภาวะเร่งของวัคซีนไวรัสหัดที�จัดเตรียมในห้องปฏิบัติการโดยการเพาะเลี� ยงไวรัสในเซลล์ Vero

และนาํไวรัสที�ทราบค่าปริมาณไวรัสมาจัดเตรียมด้วยสตูรตาํรับที�เหมาะสมสาํหรับกระบวนการทาํแห้งเพื�อเกบ็วัคซีน

เป็นเวลานาน หลังการทาํแห้ง จะตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ ความชื�น ความแรงและตัวแปรอื�นๆ ที�เกี�ยวข้อง

เพื� อประเมินประสิทธิภาพของการทาํแห้ง ก่อนนาํมาประเมินความคงตัวของวัคซีนไวรัสหัดในสภาวะเร่ง

จากผลการทดสอบวคัซีนไวรัสหัดผงแห้งแสดงลักษณะทางกายภาพที�ด ีมคีวามชื�นตํ�าร้อยละ �.�� ค่าความแรง �.��

logCCID
50

 ต่อ �.� มิลลิลิตร ซึ�งถือว่ายังมีค่าความแรงที�สงู แม้จะผ่านกระบวนการทาํแห้ง และจากการทดสอบ

ในตวัแปรอื�นๆ พบว่ามคีวามแปรปรวนของการบรรจุอยู่ที�ร้อยละ �.�� ระยะเวลาในการละลายประมาณ �.�� นาที

และค่า pH 7.32 รวมถึงไม่พบการปนเปื� อนเชื�อ แบคทเีรีย รา และมยัโคพลาสมา เมื�อศึกษาความคงตวัในสภาวะเร่ง

ที�อุณหภมูสิงูขึ�น (�, ��, �� และ �� องศาเซลเซียส) ในระยะเวลาต่างๆ กนั (�, �, �, �, �, � และ �� สปัดาห์)

โดยเกบ็วคัซนีที� –70 และ –20 องศาเซลเซยีส พบว่าวคัซนีไวรสัหดันี�สามารถจดัเกบ็ได้ที� –70 หรือ –20 องศาเซลเซยีส

เนื�องจากไม่มคีวามแตกต่างของค่าความแรงทั�งในสภาวะเร่งและสภาวะปกต ิอย่างไรกต็ามการจดัเกบ็วคัซนีที� –70 หรือ

–20 องศาเซลเซี ยส จะสูญเสี ยค่ าความแรงมากขึ� นกับอุณหภูมิ ที� สู งขึ� นและช่ วงระยะเวลาที� นาน

โดยวัคซีนไวรัสหัดที�จัดเตรียมขึ�นมคีวามคงตวัที�ดทีี�อุณหภมู ิ–70, –20 และ � องศาเซลเซียส ได้นาน �� สปัดาห์

ชี�ให้เหน็ว่ามกีารสญูเสยีค่าไวรัสไตเตอรไ์ม่เกนิ � logCCID
50

 ของค่าความแรงปกตทิี� �.�� logCCID
50

 ต่อ �.� มลิลลิติร

จากการศึ กษาประสิ ทธิ ภ าพหลั งก ารทาํ แ ห้ งและประ เมิ นความคงตั วที� สภาวะ เ ร่ ง ของวั คซี นนี�

สามารถยืนยันได้ว่าวัคซีนไวรัสหัดที�เตรียมขึ�นในห้องปฏิบัติการสามารถนาํมาใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในการ

ควบคุมคุณภาพค่าความแรงของวัคซีนหัดได้ ในขณะที�สภาวะการจัดเกบ็จริง ควรต้องติดตามค่าความแรงอย่าง

สมํ�าเสมอเพื�อประเมนิความคงตวัในระยะยาวของวัคซนีไวรสัหัดต่อไป
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บทนํา
ในการควบคุมกาํกับคุณภาพทางห้องปฏิบัติการของ

วัคซีนทุกชนิด โดยหน่วยงานควบคุมกาํกับภาครัฐจาํเป็น

ต้องมีการควบคุมด้านการทดสอบค่าความแรงทางห้อง

ปฏิบัติการ โดยใช้ วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานที� ทราบค่า

แน่นอนในการหาค่าความแรงของตวัอย่างวัคซีน โดยต้อง

ทดสอบคู่ขนานไปกบัวัคซีนอ้างองิมาตรฐานเสมอ เพื�อให้

ผลการทดสอบน่าเชื�อถอื สามารถเทยีบผลกบัห้องปฏบัิต-ิ

การอื� นๆได้(1) แต่ เนื� องจากวัคซีนมาตรฐานสากลที�

จัดเตรียมโดยหน่วยงาน National Institute of Biologi-

cal Standardization for Control (NIBSC) ประเทศ

สหราชอาณาจักร ซึ�งถือเป็นห้องปฏบัิตกิารขององค์การ-

อนามัยโลกมีจาํนวนจาํกัดไม่สามารถแจกจ่ายให้แก่

หน่วยงานควบคุมกาํกับภาครัฐได้ทั� งหมด องค์การ-

อนามัยโลกจึงแนะนาํให้หน่วยงานควบคุมกาํกับภาครัฐ

ในแต่ละประเทศจัดเตรียมวัคซีนอ้ างอิ งมาตรฐาน

ขึ� นเองในประเทศโดยสามารถจัดเตรียมได้ทั� งในรูป

ของเหลวแช่แข็งหรือผงแห้ง ขึ� นกับคุณลักษณะของ

วัคซีนนั�นๆ ซึ�งการจัดเตรียมโดยการทาํแห้งแบบเยือกแขง็

(lyophilization) เป็นวิ ธีการทาํแห้งที� สามารถคง

คุณลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของ

ผลิตภัณฑ์ได้ดี(2,3) ประกอบกับวัคซีนมีโครงสร้างระดับ

โมเลกุลเป็นโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนแอนติเจน ซึ� ง

ค่อนข้างไวต่อการเสื� อมสลายจากความร้อน ดังนั� น

การทาํแห้งแบบเยือกแขง็ นอกจากการรักษาคุณลักษณะ

ของไกลโคโปรตีนแอนติเจนไม่ให้เสื� อมสลายง่ายแล้ว

ยังมีประโยชนใ์นแง่การเกบ็รักษางา่ย สะดวกต่อการขนสง่

และมีความคงตัว(stable) สามารถเก็บได้นานด้วย(1)

โดยทั�วไปวัคซนีสาํเรจ็รูปชนิดผงแห้งที�ใช้ฉีดเข้าสูร่่างกาย

สามารถเกบ็ที� 4 องศาเซลเซยีส ได้นานอย่างน้อย 2-3ปี(1)

แต่การจัดเตรียมวคัซีนที�นาํมาใช้เป็นวัคซนีอ้างองิมาตรฐาน

จาํเป็นต้องมกีารจัดเกบ็ที�นานกว่าและมีปริมาณที�มากพอ

ที�จะใช้ในระยะเวลาหลายปีโดยที�ยังคงความคงตัวสูงกว่า

วัคซนีทั�วไป(2,3) การศึกษานี�ได้จัดเตรียมวัคซีนไวรัสหัดใน

รูปผงแห้งตามสูตรตาํรับที�เหมาะสมกับเครื�องทาํแห้งใน

ห้องปฏิบัติการเพื�อศึกษาประสิทธิภาพหลังการทาํแห้ง

รวมทั�งความคงตวัในสภาวะเร่ง เพื�อเป็นข้อมูลยนืยันได้ว่า

วัคซีนไวรัสหัดที� เตรียมขึ� นมีความเหมาะสมที� จะนาํ

มาใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานของประเทศต่อไป

วิธีการศึกษา
เครื�องมือและอุปกรณ์

เครื�องทาํแห้งรุ่น Lyolab (LT, India) ตู้แช่แขง็ -��

องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan) ตู้ แช่แขง็ -�� องศา

เซลเซียส (EVERmed, Italy) ตู้ อบเพาะเชื� อแบบ

ใช้คาร์บอนไดออกไซด์ �� องศาเซลเซียส (NuAire,

USA) กล้องจุลทรรศน์แบบอนิเวิร์ส (Olympus, Japan)

เครื� องปั� นเหวี� ยงความเร็วสู งแบบควบคุมอุณหภู มิ

(Tommy, Japan) pH meter (Orion, USA) เครื�องชั�ง �

ตาํแหน่ง (Sartorius, Germany) Automatic dispenser

(Eppendorf, Germany) เครื� องเพิ� มปริมาณสาร

พันธกุรรม (Bio-Rad, USA) เครื�องวิเคราะห์หาปริมาณ

นํ�า  (Metrohm, Switzerland) และ ตู้ปราศจากเชื� อ

แบบคลาส II (NuAire, USA)

สารละลายและสารเคมี

Trypan blue (Sigma, USA), Dulbecco’s Phos-

phate Buffer Saline ที�ไม่มี Ca++ และ Mg++ (PBS-)

(Sigma, USA), Trypsin-EDTA (Gibco, USA), Dex-

tran (Sigma, USA), Lactose (Fluka, Netherlands),

Sucrose (Sigma, USA), Arginine monohydrochloride

(Sigma, USA), Glutamic acid (Sigma, USA), Po-

tassium phosphate dibasic (Sigma, USA), Potassium

phosphate monobasic (Sigma, USA) และ Mycoplasma

detection kit (Minerva Biolabs, Germany)

วคัซีนไวรสัหดัมาตรฐานสากล

วัคซีนไวรัสหัดมาตรฐานสากลเป็นวัคซีนเชื� อเป็น

อ่อนฤทธิ� (Code No. 92/648) ได้รับจากหน่วยงาน

National Institute of Biological Standardization for
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ประสทิธภิาพของการทาํแห้งและความคงตวัที�สภาวะเร่งของวัคซีนหัดอ้างองิมาตรฐาน

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

Control (NIBSC) ประเทศสหราชอาณาจักร กาํหนด

ค่าความแรงของวัคซีนมาตรฐานสากลเท่ากับ 4.30

logCCID
50

 ต่อมิลลิลิตร ได้ถูกนาํมาใช้จัดเตรียมเป็น

วัคซีนหัดอ้างอิงมาตรฐานในเซลล์เพาะเลี� ยง

เซลลเ์พาะลี� ยง

เซลล์เพาะเลี�ยง Vero (African Green Monkey Kid-

ney cell; ATCC CCL-81, USA) ได้รับจากบริษัท

องค์การเภสัชกรรม-เมอร์ริเออร์ชีววัตถุ จาํกัด นาํมา

เพาะเลี� ยงในห้องปฏิบัติการโดยใช้อาหารเลี� ยงเซลล์

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Cat.

No. 31600-026, Gibco USA) ที�มีซีรั�ม (inactivated

fetal bovine serum (FBS), Cat. No. 26140-079,

Gibco USA) 5% และ �.�% NaHCO
3 
(Cat. No. S-

5716, Sigma) 1.8% โดยเพาะเลี�ยงที� 37 องศาเซลเซียส

ในสภาวะที�ม ี5% CO
2

การย่อยเซลลเ์พาะเลี� ยง

นาํเซลล์ Vero ที�แผ่เป็นผืนที�เรียกว่า monolayer cells

ที�เพาะเลี� ยงในขวดพลาสติกสาํหรับเลี� ยงเซลล์มาล้าง �

ครั�ง ด้วยบัฟเฟอร์ Dulbecco’s phosphate buffer saline

ที�ไม่มี Ca++ และ Mg++ เป็นองค์ประกอบ (PBS-) จากนั�น

เซลล์จะถูกย่อยด้วย trypsin-EDTA ความเข้มข้นของ

trypsin-EDTA 0.025% นาน 1- 3 นาท ี โดยสังเกต

เซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ถ้าเซลล์มีลักษณะเริ�มหดตัว

กลม จึงเท trypsin-EDTA ทิ�ง และเคาะขวดเลี� ยงเซลล์

เพื� อให้เซลล์หลุดจากพื� นผิว จากนั� นดูดเป่าเซลล์ด้วย

อาหารเลี� ยงเซลล์ขึ� นลงโดยใช้ไปเปต เพื�อให้เซลล์หลุด

เป็นเซลล์เดี�ยวๆ จากนั�นนับจาํนวนเซลล์โดยใช้ haemo-

cytometer ด้วยสย้ีอม trypan blue ความเข้มข้น �.2%

ใน PBS- เซลล์ที�มีชีวิตจะไม่ติดส ีเนื�องจาก เซลล์สามารถ

ขับสี ออกจากเซลล์ ได้  (trypan blue exclusion)

ในขณะที�เซลล์ตายจะติดสีนํ�าเงินของ trypan blue

การเพิ�มปริมาณไวรสัในเซลลเ์พาะเลี� ยงเพื�อเตรียม

วคัซีนไวรสัหดั

เซลล์เพาะเลี�ยง Vero ที�แผ่เป็นผืนจะถูกทาํให้ติดเชื�อ

ด้วยไวรัสจากวัคซีนไวรัสหัดอ้างอิงมาตรฐานสากล

ที�อัตราส่วนระหว่างไวรัสต่อเซลล์เพาะเลี� ยง (multiplic-

ity of infection, MOI) ระหว่าง 0.01-0.05 ในอาหาร

เลี� ยงเซลล์ที�มี 2% FBS นาน �-� วัน จะเหน็ลักษณะ

การเปลี� ยนแปลงของเซลล์ เพาะเลี� ยงภายหลังจาก

การติดเชื�อด้วยไวรัส ที�เรียกว่า cytopathic effect (CPE)

เกิดขึ�น เกบ็เซลล์เพาะเลี�ยงเมื�อมีจาํนวน CPE ประมาณ

ร้อยละ 80-90 ในตู้ แช่แข็ง -70 องศาเซลเซียส

หลังจากนั�นทาํให้เซลล์เพาะเลี� ยงแตกโดยการละลายและ

แช่แขง็ (freeze and thaw) 3 ครั�ง ทาํการปั�นที� �,���

รอบต่อนาท ีนาน 15 นาท ีที�อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส

เกบ็สว่นใส ซึ�งมีไวรัสโดยทาํการแบ่งบรรจุไวรัสเป็นหลอด

หลอดละ 20-30 มิลลิลิตร เกบ็ที� -70 องศาเซลเซียส

เพื� อนาํมาใช้เตรียมวัคซีนไวรัสหัดเชื� อเป็นชนิดผงแห้ง

และทาํการตรวจปริมาณไวรัสเบื� องต้น ถ้าปริมาณไวรัส

ที� ได้ตํ�ากว่าวัคซีนมาตรฐานสากล จะเพิ� มจาํนวนไวรัส

ในเซลล์เพาะเลี� ยงต่อโดยนาํไวรัสหัด ที� เตรียมได้ไป

เพิ� มจาํนวนในเซลล์เพาะเลี� ยง Vero ต่ออีกครั� งตาม

วิธกีารข้างต้น

การเตรียมสูตรตํารับสําหรับการทําแห้งแบบ

เยือกแข็ง

ศึกษาการทาํแห้งแบบเยือกแขง็ในหลายสูตรตาํรับ

เพื�อหาองค์ประกอบที�เหมาะสมที�สุดสาํหรับการทาํแห้ง

โดยปรับใช้สว่นประกอบจากสตูรตาํรับวัคซีนไวรัส คางทูม

เชื� อเป็น(4) และนาํมาปรับเปลี�ยนองค์ประกอบบางส่วน

เพื�อหาสูตรตาํรับที�เหมาะสม ซึ�งจะพิจารณาปัจจัยดังนี�

มีค่าความแรงที� ดี มีอัตราการสูญเสียค่าความแรงจาก

การทาํแห้งน้อย มีลักษณะของเนื� อวัคซีนที�ดี มีปริมาณ

ความชื�นน้อย เป็นต้น ซึ�งสตูรตาํรับที�เหมาะสม ประกอบ

ด้วย dextran 4.5% (w/v), lactose 9% (w/v), su-

crose 9% (w/v), arginine monohydrochloride 1.815%
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(w/v), glutamic acid 0.94% (w/v), gelatin 1.5%

(w/v), potassium phosphate dibasic 1.13% (w/v),

และ potassium phosphate monobasic 0.48% (w/v)

ในนํ�า กลั� นปราศจากเชื� อ โดยองค์ประกอบทั� งหมด

จะเตรียมให้มีความเข้มข้นเป็น � เท่า เพื�อผสมกบัวัคซีน

ไวรัสหัดที�เตรียมขึ�นในอัตราส่วน �:1

การบรรจุ

บรรจุวัคซนีไวรัสหดัปริมาตร 0.5 มลิลิลิตรในขวดแก้ว

(Borosilicate glass type I) ขนาด 3 มิลลิลิตร ด้วย au-

tomatic dispenser โดยเลือก tip ขนาด 10 มิลลิลิตร

ภายใต้ตู้ปลอดเชื�อ ปิดขวดด้วยจุกยางในระดับครึ�งจุกยาง

(half stoppering) ขนย้ายขวดเข้าเครื�องทาํแห้งแบบเยือก

แขง็ภายในห้องปลอดเชื� อ

กระบวนการทําแหง้แบบเยือกแข็ง

ทาํการศึกษากระบวนการทาํแห้งแบบเยือกแขง็โดย

ใช้เครื� องทาํแห้งรุ่น Lyolab, LT ซึ� งได้ปรับสภาวะ

การทาํแห้งมาจากการทาํแห้งวัคซีนไวรัสคางทูม(4)

เพื�อหาสภาวะการทาํแห้งที�เหมาะสมสาํหรับวัคซีนไวรัสหดั

โดยตั�งโปรแกรมกาํหนดให้อุณหภมูิแช่แขง็เท่ากับ -60

องศาเซลเซียส นาน 9 ชั� วโมง จากนั� นในขั�นปฐมภูมิ

ของกระบวนการทาํแห้ง (primary drying process)

เพิ�มอุณหภูมิเป็น -30 องศาเซลเซียส ปรับความดัน

เท่ากับ 200 mTorr นาน 59 ชั�วโมง และในขั�นทุติยภมิู

ของกระบวนการทาํแห้ง (secondary drying process)

ปรับเพิ�มอุณหภมูิเป็น 35 องศาเซลเซียส ปรับความดัน

เท่ากับ 0 mTorr นาน 15 ชั�วโมง ดังตารางที� 1

การประเมินประสิทธิภาพการทําแหง้

ก่อนการทําแหง้

สุม่ชั�งนํ�าหนักขวดแก้วก่อนการบรรจุ จาํนวน 10 ขวด

แล้วนาํมาบรรจุวัคซีนไวรัสหัด ทาํการชั�งนํ�าหนัก เพื�อหา

นํ�าหนักของวัคซนีไวรัสหัดที�บรรจุ พิจารณาค่าสมัประสทิธิ�

ความแปรปรวน (%CV) ของการแบ่งบรรจุ

หลงัการทําแหง้

นาํวัคซนีไวรัสหดัที�เตรียมขึ�นมาประเมินประสทิธภิาพ

ของวั คซี นหลั งการทาํ แห้ งโดยตรวจสอบลั กษณะ

ทางกายภาพด้วยตาเปล่า(3) ตรวจสอบหาปริมาณ ความชื�น

ที�หลงเหลือโดยวิธี Karl Fischer(5) กล่าวคือ วัคซีน

ไวรัสหัดที� เตรียมขึ� นต้องมีลักษณะทางกายภาพที� ดี

ได้มาตรฐานสากล และค่าความชื� นที� เหลือต้องตํ�ากว่า

ร้อยละ 3 จึงนาํมาศึกษาตั วแปรอื� นๆ ที� เกี� ยวข้อง

ตามลาํดับดังนี�  (1) ตรวจสอบค่าความแรงโดยวิธ ี Cell

Culture Infective Dose ที�  50% (CCID
50

)(6) และ

ดูอัตราการลดลงของค่าความแรงภายหลังการทาํแห้ง

(2) ตรวจดูสัมประสิทธิ� ความแปรปรวนของการแบ่ง

บรรจุโดยสุ่มชั�งนํ�าหนัก (3) การตรวจสอบระยะเวลาการ

ละลายตัวด้วยนํ�ากลั� น (reconstitution time)(2) (4)

ตรวจสอบความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยเครื�อง pH meter

ผลการตรวจสอบตัวแปรดังกล่าว นาํมาหาค่าเฉลี� ย

เลขคณิ ต (Mean) ค่ าเบี� ยงเบนมาตรฐาน (SD)

และค่าสัมประสิทธิ�ความแปรปรวน (%CV) ของการ

ตารางที� 1 กระบวนการการทําแหง้แบบเยอืกแข็ง

       Parameters         Freezing                  Primary Drying               Secondary Drying

Shelf Temperature (oC) -60 -60 -60 -30 -30 35 35 35

(slope)  (slope) (slope)

Time (minutes) 60 480 60 60 3540 60 900 -

Vacuum (mtorr) - - 1000 1000 200 0 0 0
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ประสทิธภิาพของการทาํแห้งและความคงตวัที�สภาวะเร่งของวัคซีนหัดอ้างองิมาตรฐาน

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

บรรจุเพื�อแสดงความเที�ยงของการประเมินประสทิธภิาพ

หลังการทาํแห้ง พร้อมกับตรวจสอบการปนเปื� อน

ของเชื� อรา แบคทีเรียอื�นๆ ตามข้อกาํหนดขององค์การ

อนามัยโลก โดยใช้เชื�อมาตรฐานสากลเป็น positive con-

trol และตรวจสอบการปนเปื� อนเชื� อมัยโคพลาสมาโดย

ใช้เทคนิค PCR(7,8)

การตรวจหาความแรงของวัคซีนไวรัสหัดใน

เซลลเ์พาะเลี� ยง

วัคซีนไวรัสหัดที�เตรียมขึ� นในสูตรตาํรับที�เหมาะสม

จะถูกนาํมาตรวจสอบความแรงเพื�อหาปริมาณไวรัสตาม

วิธีมาตรฐานสากลขององค์การอนามัยโลกซึ�งกาํหนดขึ� น

เพื� อใช้ในการตรวจสอบความแรงของตัวอย่างวัคซีน

ไวรัสหัด(6,9,10) โดยนาํวัคซีนไวรัสหัดมาเจือจางในแต่ละ

ขั�นเป็น 1:100.5 โดยเริ�มที�ระดบัความเจือจาง 10-2.0 จนถงึ

10-7.0 จากนั� นนาํแต่ละความเจือจางหยอดลงไปใน

ไมโครเพลทชนิด 96 หลุมปริมาตร 0.05 มิลลิลิตรต่อ

หลุม ที� มีอาหารเลี� ยงเซลล์ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร

จาํนวนความเจือจางละ 8 หลุม โดยมีหลุมที�ไม่ใส่ไวรัส

เป็นหลุมควบคุมที� มีเฉพาะอาหารเลี� ยงเซลล์ หลังจาก

นั�นเติมเซลล์เพาะเลี�ยง Vero จาํนวน 2.0 x 105 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อหลุม นาํไปบ่มที�

37 องศาเซลเซียส นาน 5-7 วัน ในสภาวะที�ม ี5% CO
2

ตรวจนับจาํนวน CPE ที� เกิดขึ� นในแต่ละหลุม และ

นาํมาคาํนวณหาค่าความแรงเฉลี� ยเลขคณิต (Mean)

ในหน่วย logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร ซึ�งในการจัด

เตรียมเป็นวัคซีนอ้างองิมาตรฐาน ค่าความแรงเฉลี�ยที�ได้

กาํหนดว่าจะต้องมีค่าสูงกว่าวัคซีนอ้างมาตรฐานสากล

อย่างน้อย 1 logCCID
50 

จึงจะนาํมาใช้ในการทาํแห้ง

การคํานวณค่าความแรงโดยวิธี CCID
50

การคาํนวณค่าความแรงของวัคซีนไวรัสหดัที�เตรียมขึ�น

ในห้องปฏบัิติการใช้สตูรที�ดัดแปลงมาจาก Spearman &

Kaber(6) ดังนี�

logCCID
50 

= - ส่วนกลับของความเจือจางตํ�าสดุที�ใช้ + [(Σ จาํนวนหลุมที�พบ CPE ทั�งหมด – 0.5) X 0.5]

                                                                      จาํนวนหลุมในแต่ละความเจือจาง

ค่าความแรงที�ได้เป็นหน่วย logCCID
50

 ต่อ �.� มิลลิลิตร

การตรวจสอบความคงตัวของวัคซีนไวรัสหัดใน

เซลลเ์พาะเลี� ยง

การประเมินความคงตัวของวัคซีนไวรัสหัดที�เตรียม

ขึ� น โดยวัดปริมาณไวรัสในรูปความแรงเพื�อดูการลดลง

ของคา่ความแรงในสภาวะเร่ง เกบ็วัคซนีไวรัสหัดผงแห้งที�

อุณหภมูิ -70 องศาเซลเซียส และที�อุณหภมูิ -20 องศา

เซลเซียส โดยเกบ็ที�อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จะ

ศึกษาที�อณุหภมิู -20, 4, 20, 37 และ 45 องศาเซลเซยีส

โดยเทียบกับการเก็บที� อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส

ส่วนวัคซีนไวรัสหัดเกบ็ที�อุณหภูมิ -�� องศาเซลเซียส

จะศึกษาที�อุณหภมูิ 4, 20, 37 และ 45 องศาเซลเซียส

โดยเทียบกับการเก็บที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

ทั�งสองสภาวะจะทดสอบสภาวะเร่งที�ระยะ เวลา 1, 2, 3,

4, 6, 8 และ 12 สปัดาห์

ผลการศึกษา
ลักษณะทางกายภาพและปริมาณความชื� นที�

หลงเหลือหลงัการทําแหง้

ลักษณะของวัคซีนไวรัสหัดหลังการทาํแห้งพบว่า

มีลักษณะเป็นก้อนสีขาวเหลืองอมส้ม เนื� ออัดแน่น

ไม่มีรูพรุน เมื�อเคาะไม่เกิดการยุบตัวและไม่แตกเป็นชิ�น

และจากการสุ่มตรวจจาํนวน �� ขวดพบว่า ปริมาณ
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ความชื� นที�หลงเหลือหลังการทาํแห้งเฉลี�ยคิดเป็นร้อยละ

1.50 โดยมี %CV เท่ากับ ��.�� (ตารางที� �)

ค่าความแรงหลงัการทําแหง้

การตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนไวรัสหัดเป็น

ตวัแปรที�สาํคัญที�สดุสาํหรับการนาํวัคซีนไวรัสหัดที�เตรียม

ขึ�นในห้องปฏบิัติการมาใช้เป็นวัคซีนหัดอ้างอิงมาตรฐาน

ดั งนั� นการตรวจสอบค่าความแรงจะเป็นตัวบ่งบอก

ประสิทธิภาพของการทาํแห้งแบบเยือกแข็งที� สาํคัญ

ตารางที� 3 แสดงค่าความแรงเฉลี�ยจาํนวน 3 ค่าที�ทาํการ

ทดสอบที�เป็นอิสระแก่กัน พบว่าก่อนทาํแห้งมีค่าความ

แรงเฉลี�ยเทา่กบั 5.67 logCCID
50

 ต่อ 0.5 มลิลิลิตร หลัง

ทาํแห้งมีค่าความแรงเฉลี�ยเทา่กบั 5.29 logCCID
50

 ต่อ

0.5 มิลลิลิตร คิดเป็นอัตราการสญูเสยีค่าความแรงเฉลี�ย

หลังการทาํแห้งเทา่กบัร้อยละ 6.62

การทดสอบในตวัแปรอื�นๆ หลงัการทําแหง้

ผลการศกึษาตวัแปรอื�นๆ โดยการสุม่ตรวจจาํนวน 10

ขวด พบว่าค่านํ�าหนักของวัคซีนในรูปของเหลวของ

การแบ่งบรรจุคิดเป็น %CV เทา่กบั 0.35 นั�นคือ ในการ

บรรจุแต่ละขวดมีนํ�าหนักของการแบ่งบรรจุแตกต่างกัน

คิดเป็นร้อยละ 0.35 ส่วนระยะเวลาการละลายด้วย

ตารางที� � การตรวจสอบทางกายภาพและปริมาณความชื� นที�

              หลงเหลือหลงัการทําแหง้*

ลักษณะทางกายภาพ              ขวดที�   ปริมาณความชื�น (%)

1 1.14

2 1.97

3 1.24

4 1.25

5 1.13

6 1.91

7 1.09

8 1.75

9 1.64

10 1.88

Mean 1.50

SD 0.36

%CV 24.14

* การวัดปริมาณความชื�นได้จากการสุ่มตวัอย่างจาํนวน 10 ขวด

โดยระบุค่าปริมาณความชื� นเฉลี� ย (Mean) ค่าเบี� ยงเบน-

มาตรฐาน (Standard Deviation, SD) และร้อยละสมัประสทิธิ�

ความแปรปรวน (% Coefficient of Variation, %CV)

ตารางที� 3 การทดสอบค่าความแรงก่อนและหลงัการทําแหง้

                                        ค่าความแรง (logCCID
50

/ 0.5 มลิลิลิตร) (n=3)

       ก่อนทาํแห้งแบบเยือกแขง็a                 หลังทาํแห้งแบบเยือกแขง็b         อตัราการสญูเสยีค่าความแรงc (ร้อยละ)

5.88 5.44 6.62

5.69 5.25

5.44 5.19

Mean = 5.67 Mean = 5.29

SD = 0.22 SD = 0.13

%CV = 3.87% %CV = 2.46%

a หมายถึงค่าความแรงของวัคซีนไวรัสหัด ก่อนการทาํแห้ง  b หมายถึงค่าความแรงของวัคซีนไวรัสหัดหลงัการทาํแห้ง

     c หมายถงึเปอรเ์ซน็ตก์ารสญูเสยีค่าความแรงหลงัการทาํแห้งเมื�อเปรยีบเทยีบกบัค่าความแรงก่อนทาํแห้งซึ�งถอืเป็น 100 เปอรเ์ซน็ต์

      ทาํการทดลอง 3 ซํ�าที�เป็นอสิระแก่กนั
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ประสทิธภิาพของการทาํแห้งและความคงตวัที�สภาวะเร่งของวัคซีนหัดอ้างองิมาตรฐาน

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

นํ�ากลั�นปราศจากเชื�อ พบว่าวัคซนีไวรัสหัดสามารถละลาย

จนได้สารละลายที�ใสใน ระยะเวลาเฉลี�ยประมาณ 1.38

นาท ีสว่นค่า pH หลงัการทาํแห้ง เทา่กบั �.�� ไม่แตกต่าง

จากก่อนทาํแห้ง (pH = 7.22) และเมื�อนาํมาทดสอบ

การปนเปื� อนเชื�ออื�นๆ ไม่พบว่า วัคซีนไวรัสหดัที�เตรียมขึ�น

มีการปนเปื� อนของเชื� อแบคทีเรีย เชื� อราและเชื� อมัยโค-

พลาสมา (ตารางที� �)

การประเมนิความคงตวัในสภาวะเร่งที�อณุหภูมิต่างๆ

หลงัเก็บที� -�� องศาเซลเซียส

ในการประเมนิความคงตวัของวัคซนีไวรัสหัดโดยตรวจ

สอบค่าความแรง เพื� อดูว่าวัคซีนไวรัสหัดที� เตรียมขึ� น

เหมาะสาํหรับการนาํมาใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานใน

ประเทศหรือไม่ วัคซีนไวรัสหัดผงแห้งได้ ถูกเก็บที�

อุณหภมูิ -70 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส

ในภาพที�  1 แสดงการจัดเก็บวัคซีนในสภาวะเร่งที�

อุณหภมูิต่างๆ ได้แก่ -20, 4, 20, 37 และ 45 องศา

เซลเซียส ที�ระยะเวลาต่างๆ กนั คือ 1, 2, 3, 4, 6, 8

และ 12 สปัดาห์ เทยีบกบัการเกบ็ที� -70 องศาเซลเซียส

โดยเกบ็วัคซีนไวรัสหัดจาํนวน 10 ขวดในสภาวะเร่งที�

อุณหภมูิและเวลาต่างๆ กันและนาํมา 1 ขวด เพื�อตรวจ

สอบความคงตัวโดยทาํการทดสอบขวดละ 2 ซํ�า ผลการ

ทดสอบหาคา่ความแรงในสภาวะเร่งเพื�อดูความคงตวัของวคัซีน

(ภาพที�  1) พบว่าการจัดเก็บที�อุณหภูมิ -70 องศา

เซลเซียส ในระยะเวลาต่างๆ ที� �, 2, 3, 4, 6, 8 และ

12 สัปดาห์ ค่าความแรงที�ได้ไม่แตกต่างกันอยู่ในเกณฑ์

ที�ยอมรับได้คือ 5.34, 5.34, 5.09, 5.47, 4.88, 5.03

และ 5.34 logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร ตามลาํดับ

เมื�อเทียบกับค่าความแรงเฉลี�ยก่อนการจัดเกบ็ที� 5.29

logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร (ตาราง 3) ซึ�งค่าความแรง

ตารางที� 4 ผลการทดสอบความแปรปรวนของการแบง่บรรจุ ระยะเวลาในการละลาย pH และการทดสอบความปราศจากเชื� อ*

สมัประสทิธิ�ความแปรปรวน    ระยะเวลาในการละลาย         pHa                          การทดสอบความปราศจากเชื�อ

 ของการแบ่งบรรจุ (%CV)    ด้วยนํ�ากลั�น  (นาท)ี                                  แบคทเีรีย        รา        มยัโคพลาสมา

            (n = 10)               (n = 10)               (n = 10)

0.55942 1.38 7.30

0.55528 1.38 7.31

0.55573 1.35 7.33

0.55923 1.37 7.34

0.55815 1.40 7.34

0.55629 1.39 7.32   ไม่พบ   ไม่พบ       ไม่พบ

0.56050 1.38 7.33

0.55560 1.38 7.33

0.55720 1.30 7.32

0.55968 1.43 7.32

Mean  = 0.55771 Mean = 1.38 Mean = 7.32

     SD = 0.00193    SD = 0.03    SD = 0.01

       %CV = 0.34669 %CV = 2.45 %CV = 0.17

* ได้แสดงผลการทดสอบตวัแปรต่างๆ ของสตูรตาํรับ นาํมาใช้เป็นข้อมลูประกอบเพื�อยนืยนัว่าวัคซนีไวรัสหดันี� เหมาะสาํหรับนาํมา

ใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในห้องปฏิบัติการต่อไป ทาํการสุ่มตรวจจาํนวน 10 ขวด (n= 10), a เป็นค่า pH หลังการ

ทาํแห้งแบบเยือกแขง็ ซึ�งก่อนทาํแห้งแบบเยือกแขง็วัคซนีไวรัสหัดม ีpH เฉลี�ยเท่ากบั �.��
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ลดลงไม่เกิน 1 logCCID
50 

คือที� 4.29 logCCID
50

 ต่อ

0.5 มิลลิลิตร ซึ� งคิดจากค่าความแรงเริ� มต้นที�  5.29

logCCID
50

 ต่อ 0.5 มลิลิลิตร (ภาพที� 1) และผลการเกบ็ที�

-70 องศาเซลเซียส ค่าความแรงที� ได้ไม่แตกต่างกับ

ที� สภาวะเร่งที� อุณหภูมิ -20 และ 4 องศาเซลเซียส

ที�ระยะเวลา �, 2, 3, 4, 6, 8 และ 12 สปัดาห์และ 20

องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 สปัดาห์ สว่น

การเกบ็ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัคซีนไวรัสหัด

มีความคงตัวดีที� 1 สปัดาห์ เทา่นั�น ส่วนที�ระยะเวลา 6, 8

และ 12 สัปดาห์  ที� อุณหภู มิ  20 องศาเซลเซี ยส

ค่าความแรงลดลงมากกว่า 1 logCCID
50 

และไม่มีความ

คงตัวในสภาวะดังกล่าวเช่นเดียวกับการเกบ็ที�สภาวะเร่ง

37 องศาเซลเซี ยส นาน 2-12 สัปดาห์และ 45

องศาเซลเซียส นาน 1 สปัดาห์ เป็นต้นไป (ภาพที� 1)

การประเมนิความคงตวัในสภาวะเร่งที�อณุหภูมิต่างๆ

หลงัเก็บที� -�� องศาเซลเซียส

ในการประเมนิความคงตวัโดยตรวจสอบคา่ความแรงของ

วัคซีนไวรัสหัดที�ถูกแบ่งเกบ็ที�อณุหภมู ิ-�� องศาเซลเซยีส

และตรวจสอบความคงตวัที� สภาวะเร่งที�อณุหภมูต่ิางๆ คือ

4, 20, 37 และ 45 องศา เซลเซียส ที�ระยะเวลา 1, 2,

3, 4, 6, 8 และ 12 สปัดาห์ เทยีบกับการจัดเกบ็ที� -20

องศาเซลเซียส โดยเกบ็วัคซีนไวรัสหัดจาํนวน 10 ขวด

ในสภาวะเร่งที�อุณหภมูิและเวลาต่างๆ กนั และนาํมา 1

ขวดเพื� อตรวจสอบความคงตัวในสภาวะเร่งโดยทาํการ

ทดสอบขวดละ 2 ซํ�า  ผลการทดสอบหาค่าความแรง

(ภาพที� 2) พบว่า ที�อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ที�ระยะ

เวลา �, 2, 3, 4, 6, 8 และ 12 สัปดาห์ ค่าความ

แรงเฉลี�ยที�ได้คือ 5.44, 5.38, 5.38, 5.47, 5.09, 5.00

และ 5.09 logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร และที�อุณหภมูิ

4 องศาเซลเซียส ค่าความแรงที�ได้ไม่แตกต่างจากค่า

ความแรงที�อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียสที�ระยะเวลา 1-

12 สัปดาห์ ส่วนการเกบ็ที�อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส

วัคซีนไวรัสหัด มีความคงตัวดีที�  1, 2, 3 และ 4

สปัดาห์และ 1 สปัดาห์ที� 37 องศาเซลเซียส (ภาพที� 2)

โดยที�อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส นาน 6 สปัดาห์ขึ�นไป

ค่าความแรงลดลงมากกว่า 1 logCCID
50 

เช่นเดียวกับ

การทดสอบที�อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 - 12

สปัดาห์และ 45 องศาเซลเซียส นาน 1 สปัดาห์เป็นต้นไป

(ภาพที� 2)

ภาพที� 1 การประเมินค่าความคงตวัในสภาวะเร่ง ที�อุณหภูมิต่างๆ หลงัเก็บที�อุณหภูมิ  -7�  องศาเซลเซียส

-�� องศาเซลเซยีส

-�� องศาเซลเซยีส

 � องศาเซลเซยีส

�� องศาเซลเซยีส

�� องศาเซลเซยีส

�� องศาเซลเซยีส

ค่าความแรงที�แสดงถงึ
ความคงตวัของวคัซนี

ระยะเวลา (สปัดาห)์
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ประสทิธภิาพของการทาํแห้งและความคงตวัที�สภาวะเร่งของวัคซีนหัดอ้างองิมาตรฐาน

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

วิจารณ์
ลักษณะทางกายภาพและปริมาณความชื� นที�

หลงเหลือหลงัการทําแหง้

สูตรตาํรับที�นาํมาใช้ในการเตรียมวัคซีนไวรัสหัดนี�

เป็นสตูรตาํรับที�มอีงค์ประกอบ 3 สว่นที�สาํคญัสาํหรับการ

ทาํแห้งแบบเยือกแขง็ทั�วไปคือ (1) ส่วนที�เป็นสารสาํคัญ

ที�เรียกว่า active ingredient คือไวรัสหัดที�เตรียมขึ� นใน

ห้องปฏบัิติการ (2) ส่วนที�เป็นสารเพิ�มปริมาณหรือส่วน

ผสมอื�นๆ ที�ผสมลงไป ที�เรียกว่า excipient เพื�อให้ได้

สว่นประกอบที�เหมาะสมและ (3) สว่นที�เป็นตวัทาํละลาย

ที� เ รี ยกว่ า solvent เพื� อเพิ� มการละลายของสาร

สาํคัญให้ดีขึ� น(2) โดยได้ทาํการศึกษาในหลายสูตรตาํรับ

เพื�อหาองค์ประกอบที�เหมาะสมที�สุดสาํหรับการทาํแห้ง

วัคซีนไวรัสหัดโดยปรับส่วนประกอบจากสูตรตาํรับของ

วัคซีนไวรัสคางทูมเชื�อเป็น(4) ที�ได้ทาํการศึกษาก่อนหน้านี�

แล้วทาํการประเมินคุณลักษณะเบื�องต้นที�เหมาะสมของสตูร

ตาํรับโดยพิจารณาจากลักษณะทางกายภาพ และชีวภาพ

พบว่าลักษณะทางกายภาพหลังการทาํแห้งเป็นก้อน

อั ดกั นแน่นเมื� อเคาะจะไม่ แตกเป็ นชิ� นๆ ซึ� งเป็ น

ลักษณะของเค้กที�ด ีที�เรียกว่า uniform distribution(3) และ

เมื�อสุม่ตรวจหาปริมาณความชื�นที�หลงเหลือหลังการทาํแห้ง

พบว่ามีปริมาณความชื� นเหลือเฉลี�ยเพียงร้อยละ 1.50

ซึ�งตํ�ากว่าปริมาณความชื� นของวัคซีนไวรัสผงแห้งทั�วไป

ที�กาํหนดไม่เกินร้อยละ 3(9,10) และเมื�อเทียบกับวัคซีน

มาตรฐานสากลที�ผลิตโดยห้องปฏิบัติการขององค์การ-

อนามัยโลกจะพบว่าค่าปริมาณความชื� นหลงเหลือโดย

ประมาณร้อยละ 0.1- 2.9 ขึ� นกับชนิดวัคซีนหรือ

ชีววัตถุและ excipient ที� ใช้ (2) อย่างไรก็ตามถือว่า

วัคซีนไวรัสหัดที� เตรียมได้มีลักษณะทางกายภาพที� ดี

และให้ปริมาณความชื�นที�ตํ�าอยู่ในเกณฑ์ที�ดี

ค่าความแรงหลงัการทําแหง้

เนื�องจากในการทาํแห้งวัคซีน จะต้องมีกระบวนการที�

สญูเสยีนํ�า ซึ�งอาจจะสง่ผลกระทบกบัไวรัสที�เป็น สารสาํคัญ

ดังนั�นจึงต้องมีการตรวจสอบหาปริมาณไวรัสที�เหลืออยู่

โดยการตรวจสอบค่าความแรง ผลการทดสอบพบว่า

ค่าความแรงเฉลี�ยก่อนการทาํแห้งมีค่า 5.67 logCCID
50

ต่อ 0.5 มิลลิลิตร และหลั งการทาํแห้งมี ค่า 5.29

logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร ซึ�งคิดเป็นอัตราการสูญเสยี

เท่ากับร้อยละ 6.62 จะเหน็ว่าอัตราการสูญเสยีค่าความ

ภาพที� � การประเมินค่าความคงตวัในสภาวะเร่ง ที�อุณหภูมิต่างๆ หลงัเก็บที�อุณหภูมิ  -��  องศาเซลเซียส

-�� องศาเซลเซยีส

 � องศาเซลเซยีส

�� องศาเซลเซยีส

�� องศาเซลเซยีส

�� องศาเซลเซยีส

ค่าความแรงที�แสดงถงึ
ความคงตวัของวคัซนี
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แรงหลังการทาํแห้งตํ�าและไม่เกินร้อยละ 25.0 ตามคาํ

แนะนาํของหน่วยงาน NIBSC ซึ�งมีประสบการณ์การทาํ

แห้งวัคซีนมาตรฐานสากล นอกจากนี� ค่าความแรงที�ได้

สูงกว่าค่าความแรงของวัคซีนหัดมาตรฐานสากล ซึ� ง

ความแรงของวั คซี นมาตรฐานสากลเท่ ากั บ �.��

logCCID
50

 ต่อมิลลิลิตร

การทดสอบในตวัแปรอื�นๆ หลงัการทําแหง้

เมื�อนาํวัคซีนไวรัสหัดมาตรวจสอบประสทิธภิาพของ

การทาํแห้งกบัตวัแปรอื�นๆ เช่น นํ�าหนักวัคซีนไวรัสที�บรรจุ

pH ตรวจสอบระยะเวลาการละลายตัวด้วยนํ�ากลั�น และ

ความปราศจากการปนเปื� อนของเชื� อแบคทีเรีย เชื� อรา

และเชื� อมัยโคพลาสมา พบว่าค่าสัมประสิทธิ� ความ

แปรปรวนของการบรรจุ คิดเป็นร้อยละ 0.35 ซึ�งตํ�ากว่า

ร้อยละ 1.0 และตํ�ากว่าที� เคยมีการศึกษามาก่อน(4,11)

นั�นคือการแบ่งบรรจุแต่ละขวดมีโอกาสเกิดการกระจาย

ของนํ�าหนักเกดิขึ�นเทา่ๆ กนั ส่วนระยะเวลาในการละลาย

หลังจากเติมนํ�ากลั�น พบว่าวัคซีนไวรัสหัดละลายสมบูรณ์

ใช้เวลา นานประมาณ 1.38 นาท ี(%CV เทา่กบั 2.45)

มค่ีา pH กอ่นและหลงัทาํแห้งไม่แตกต่างกนัคอื 7.22 และ

7.32 (%CV เท่ากับ 0.17) นอกจากนี� ไม่พบการปน

เปื� อนเชื� ออื�นๆ เช่น แบคทีเรีย รา และมัยโคพลาสมา

ซึ� งผลการศึกษาในตัวแปรอื�นๆ แสดงให้เห็นว่าวัคซีน

ไวรัสหัดมีคุณลักษณะที�ดี ที� เหมาะสาํหรับนาํมาใช้เป็น

วัคซีนหัดอ้างอิงมาตรฐาน แต่ต้องมีการประเมินความ

คงตัวในสภาวะเร่งซึ� งจะตัวแปรสาํคัญในการประเมิน

ประสทิธิภาพการจัดเตรียมวัคซีนหัดอ้างอิงมาตาฐาน

การประเมนิความคงตวัในระยะสั�นที�อณุหภูมต่ิางๆ

หลงัจดัเก็บที� -�� องศาเซลเซียส

โดยทั� วไปวัคซีนชนิดแห้งจะเก็บที� อุณหภูมิ 2-8

องศาเซลเซียส แต่วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานชนิดผงแห้ง

มี ข้ อแนะนาํ ให้ เก็บในอุณหภูมิ ตํ�า กว่ าวัคซีนทั� วไป

และนยิมเกบ็ที� -20 องศาเซลเซียส ซึ�งจะให้คา่ความคงตัว

ที� ดีและเก็บไว้ใช้ได้นานกว่าการเก็บที� อุณหภูมิ 2-8

องศาเซลเซี ยส(1) ในการศึ กษานี� จึ งได้ เก็บวั คซี น

ไวรัสหัดที� อุณหภูมิ  -70 องศาเซลเซียส และ -20

องศาเซลเซยีส กอ่นนาํมาศึกษาสภาวะเร่งที�อณุหภมูสิงูขึ�น

เพื�อประเมนิความคงตวัของวัคซีนในระยะสั�นตั�งแต่ �, 2,

3, 4, 6, 8 และ 12 สปัดาห์ ผลการทดสอบพบว่าการเกบ็

วัคซีนไวรัสหัดที� อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสให้ค่า

ความแรงไม่แตกต่างจากการเกบ็วัคซนีไวรัสหัด ที�อณุหภมูิ

-20 องศาเซลเซียส โดยมค่ีาความแรงที�ลดลงไม่แตกต่าง

กนัทุกอณุหภมิูและระยะเวลาของการจัดเกบ็ในสภาวะเร่ง

(ภาพที� 1 และภาพที� 2) แสดงให้เหน็ว่าวัคซีนไวรัสหัด

หลังการทาํแห้งสามารถเกบ็วัคซีนได้ทั�งที�อุณหภูมิ -70

องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส โดยยังคง

มีลักษณะทางกายภาพเหมือนเดิมในภาพที� 1 แสดงการ

จัดเกบ็วัคซนีในสภาวะเร่งที�อณุหภมูต่ิางๆ ได้แก่ -20, 4,

20, 37 และ 45 องศาเซลเซียส ผลการทดสอบหาค่า

ความแรงในสภาวะเร่งเพื�อประเมนิความคงตัวของวัคซีน

พบว่าการเกบ็ที�อณุหภมิู –70, –20 และ 4 องศาเซลเซียส

ในระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 6, 8 และ 12 สัปดาห์

ค่าความแรงที�ได้ไม่แตกต่างกนั เมื�อเทยีบกบัค่าความแรง

เฉลี�ยกอ่นการจัดเกบ็ที� 5.29 logCCID
50

 ต่อ 0.5 มลิลลิิตร

(ตาราง 3) โดยวัคซีนไวรัสหัดยังคงให้ค่าความคงตัวดี

เนื� องจากค่ าความแรงลดลงไม่ เกิน 1 logCCID
50

นั�นคือค่าความแรงที�ได้สงูกว่า 4.29 logCCID
50

 ต่อ 0.5

มลิลิลิตร แต่เมื�อระยะเวลาการทดสอบนานขึ�นที� 6, 8 และ

12 สัปดาห์ที�อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส ค่าความแรง

ลดลงมากกว่า 1 logCCID
50

 เช่นเดียวกับการเก็บที�

สภาวะเร่ง 37 องศาเซลเซียส ตั�งแต่ 2 สปัดาห์และ 45

องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์เป็นต้นไป (ภาพที� 1)

แสดงให้เห็นว่าความแรงของวัคซีนไวรัสหัดที� ลดลง

มากกว่า 1 logCCID
50 

มี ผลกระทบต่อความคงตัวของ

วัคซีนไวรัสหัด ซึ� งสภาวะดั งกล่าวเป็นสภาวะที� ไม่

เหมาะสมต่อการเกบ็ แสดงให้เหน็ว่า ความแรงที�ลดลง

ทาํให้ค่าความคงตัวของวัคซีนไวรัสหัดลดลงตามระยะ

เวลาและอุณหภมูิที�สงูขึ�น
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ประสทิธภิาพของการทาํแห้งและความคงตวัที�สภาวะเร่งของวัคซีนหัดอ้างองิมาตรฐาน

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

การประเมนิความคงตวัในระยะสั�นที�อณุหภูมต่ิางๆ

หลงัจดัเก็บที� -�� องศาเซลเซียส

เมื� อเก็บวัคซีนที� อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส

และตรวจสอบความคงตัวที�สภาวะเร่งที�อณุหภมูต่ิางๆ คือ

4, 20, 37 และ 45 องศาเซลเซียส นาน 1, 2, 3, 4, 6,

8 และ 12 สปัดาห์ (ภาพที� �) พบว่าที�อุณหภมูิ –20

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

12 สัปดาห์ วัคซีนไวรัสหัดยังคงให้ค่าความแรงที�ดีเมื�อ

เทียบกับค่าความแรงเฉลี� ยก่อนการจัดเก็บที�  5.29

logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร (ตาราง 3) เช่นเดียว

กับการทดสอบที�อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส นาน 1, 2,

3 และ 4 สปัดาห์ และอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ที� 1

สัปดาห์ เนื� องจากการลดลงของค่าความแรงไม่เกิน �

logCCID
50

 นั�นคือ �.�� logCCID
50

 ต่อ 0.5 มิลลิลิตร

จึงถือว่าวัคซนีไวรัสหัดยงัคงมคี่าความคงตวัที�ดทีี�อณุหภมูิ

ดังกล่าว ซึ�งจะเหน็ได้ว่าผลการทดลองที�ได้ในภาพที� 1

และภาพที� 2 ให้ผลการทดสอบที�สอดคล้องกนัในสภาวะ

เร่งทั�งอณุหภมูแิละระยะเวลาที�ทาํการทดสอบ แสดงว่าการ

ประเมนิความคงตัวของวัคซีนไวรัสหัดที�จัดเกบ็ที�อณุหภมิู

–70 และ –20 องศาเซลเซียส ให้ผลไม่แตกต่างกนั ดงันั�น

การจัดเก็บที� ใดที�หนึ� งไม่ส่งผลกระทบต่อการประเมิน

ความคงตัวในสภาวะเร่งที�อุณหภูมิสูงขึ� น ซึ�งข้อมูลงาน

วิจัยที�ได้นี� จะเป็นประโยชน์สนับสนุนการขนส่งในกรณี

เกิดปัญหาในระบบห่วงโซ่ความเย็นว่าวัคซีนหัดอ้างอิง

มาตรฐานจะมีความคงตัวสามารถใช้งานได้ แม้จะมีการ

เปลี�ยนแปลงของอุณหภมูิในการขนส่ง โดยเปรียบเทยีบ

ระหว่างระยะและอุณหภมูทิี�เปลี�ยนแปลงไป อย่างไรกต็าม

เนื� องจากวัคซีนมาตรฐานสากลมักไม่กาํหนดวันหมด-

อายุ (1) แต่จะต้องมีการตรวจสอบค่าความแรงเพื� อ

ประเมินความคงตัวในระยะยาว ร่ วมกับการจัดทาํ

แนวโน้มค่าความแรงของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเพื�อเป็น

ข้อมูลต่อการใช้งาน และการจัดเตรียมใหม่กรณีค่าความ

แรงตํ�ากว่าเกณฑม์าตรฐานที�กาํหนดไว้หลังการสอบเทยีบ

สรุป

ในการควบคุมคุณภาพค่าความแรงของวัคซีนหัด

จาํเป็นต้องมวัีคซีนอ้างองิมาตรฐานสาํหรับวัคซีนหัดมาใช้

ในการทดสอบทุกครั� ง เพื� อความน่าเชื� อถือของผลการ

ทดสอบที�สามารถเทยีบได้กบัห้องปฏบิตักิารอื�นๆ ได้อย่าง

มมีาตรฐาน ดงันั�นวัคซนีอ้างองิมาตรฐานควรมคีุณสมบัติ

เกบ็ไว้ใช้ได้นาน โดยยงัคงให้ค่าความแรงที�ดอียู่ในเกณฑ์

ที�ยอมรับได้ วัคซีนไวรัสหัดได้จากการเพิ�มจาํนวนไวรัสใน

เซลล์ เพาะเลี� ยง Vero แล้วนาํมาทาํแห้งในสภาวะที�

เหมาะสม จากนั�นตรวจสอบประสทิธภิาพหลังการทาํแห้ง

ที�สาํคัญคือ ลักษณะทางกายภาพ ความชื� นที�หลงเหลือ

และค่ าความแรงในสภาวะเร่ ง นอกจากนี� ยั งตรวจ

สอบตัวแปรอื� นๆ เพื� อใช้ เป็นข้อมูลประกอบ เช่น

ค่าสัมประสิทธิ�ความแปรปรวนของการบรรจุ ระยะเวลา

ในการละลายด้วยนํ�ากลั�น ค่า pH และการปราศจากเชื�อ

อื�นๆ เช่น เชื�อแบคทเีรีย รา และมัยโคพลาสมา ผลการ

ทดสอบวัคซีนไวรัสหัดที�เตรียมได้ สามารถนาํมาใช้เป็น

วัคซีนอ้างองิมาตรฐานได้ เนื�องจากสูตรตาํรับที�เตรียมขึ�น

ให้ลักษณะทางกายภาพที�ดี มีค่าความชื� นหลงเหลือตํ�า

ร้อยละ 1.50 ค่าความแรงสงู 5.29 logCCID
50

 ต่อ 0.5

มิลลิลิตรโดยมีการสูญเสียค่าความแรงหลังการทาํแห้ง

เพียงร้อยละ 6.62 เมื�อศึกษาตัวแปรอื�นๆ ที�เกี�ยวข้อง

พบว่ามีความแปรปรวนของการบรรจุ ร้อยละ 0.35

ระยะเวลาในการละลายหลงัจากเตมินํ�ากลั�นใช้เวลาประมาณ

1.38 นาที  ค่ า pH มี การเปลี� ยนแปลงน้ อยมาก

หลังการทาํแห้ง นอกจากนี� ไม่พบการปนเปื� อนเชื� ออื�นๆ

เช่น แบคทเีรีย รา และมัยโคพลาสมา เมื�อศึกษาความ

คงตัวในสภาวะเร่งที�อณุหภมูสิงูขึ�น ในระยะเวลาต่างๆ กนั

โดยเกบ็วัคซีนใน 2 สภาวะคือ –70 และ –20 องศา

เซลเซยีส พบว่าวัคซีนไวรัสหัดเมื�อเป็นผงแห้งสามารถจัด

เกบ็ที� –70 หรือ –20 องศาเซลเซียส ได้โดยให้ค่าความ

แรงที�ไม่แตกต่างกันในสภาวะเร่ง สาํหรับการประเมิน

ความคงตัว พบว่าการจัดเกบ็วัคซีนไวรัสหัดที� –70 หรือ

–20 องศาเซลเซียส วัคซีนจะสูญเสียค่าความแรงมาก
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ตามอุณหภมูิที�สงูขึ�น และระยะเวลา ที�นานขึ�น ซึ�งเกณฑ์

การยอมรับคือค่าความแรงต้องไม่ลดลงมากกว่า 1

logCCID
50 

ของค่าความแรงปกติที� 5.29 logCCID
50

 ต่อ

0.5 มิลลิ ลิตร จึงจะถือว่าวัคซีนไวรัสหัดยังคงมี ค่า

ความคงตัวที� ดี  จากผลการจัดเตรียมวัคซีนไวรัสหัด

เพื�อศกึษาประสทิธภิาพหลงัการทาํแห้งและประเมนิความคงตวั

ในสภาวะเร่ง พบว่าวัคซีนไวรัสหัดนี� มีความคงตัวที�ดี

ในสภาวะการจัดเกบ็ที� –70, –20 และ 4 องศาเซลเซียส

อย่างน้อย 12 สัปดาห์ ซึ� งสามารถนาํมาใช้เป็นวัคซีน

อ้างอิงมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพค่าความแรงของ

วัคซีนหัดได้ แต่อย่างไรก็ตามยังคงต้องตรวจสอบค่า

ความแรงที�อุณหภูมิจัดเกบ็จริงเป็นระยะๆ เพื� อศึกษา

ความคงตัวในระยะยาวและติดตามแนวโน้มค่าความแรง

ของวัคซีนหัดอ้างองิมาตรฐานต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคณุบริษทัองคก์ารเภสชักรรมเมอรริ์เออรช์วีวตัถุ
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Abstract: Efficiency of Freeze-Drying and Stability in Stress Conditions of Measles Vaccine Reference Standard

Teeranart Jivapaisarnpong, B.Sc.; Jiradej Patchim, B.Sc.; Assajun Amen, B.Sc.; Natthakarn Mingngamsup,

B.Sc.; Supaporn Phumiamorn, B.Sc., M.Sc., Ph.D.

Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health, Maeung Dis-

trict, Nonthaburi, 11000

Journal of Health Science 2015;24:161-73.

Vaccine reference standards are used by a national control laboratory for quality control of vaccine

products. The purpose is to use vaccine reference standard calibrated against an international reference

standard for being control of testing results in laboratory. Therefore, testing vaccine samples should always

be tested in parallel with a vaccine reference standard. In this study, a measles virus vaccine was prepared

in the laboratory by virus cultivation on monolayer of Vero cells and a known viral titer was formulated

with a suitable formula of the freeze-drying process in order to store it for a long time. After freeze-

drying, the efficiency of freeze-dried vaccine was performed on determination of physical characteristics,

moisture content, and potency as well as other related parameters before evaluating the stability of the

vaccine in stress conditions. The test results showed that the lyophilized measles vaccine had good physical

characteristics, a low residual moisture content of 1.50% and a high potency value of 5.29 logCCID
50

/

0.5 milliliter. Tests on other parameters revealed that the variation of filling was 0.35%, reconstitution

time was approximately 1.38 minutes and pH value was 7.32; and the vaccine was free from bacterial,

fungal and mycoplasma contamination. The stability test of the vaccine in stress conditions at higher

temperatures (4, 20, 37 and 45°C) after various time periods (1, 2, 3, 4, 6, 8 and 12 weeks) by storage

the vaccine at -70°C and -20°C showed that the vaccine potency values were not different. Therefore, the

vaccine can be stored at either -70°C or -20°C. However, the vaccine kept at -70°C or -20°C was

found to lose potency at higher temperatures and longer storage time. Conversely, the vaccine showed good

stability at -70°C, -20°C and 4°C for 12 weeks, indicating by the loss of the vaccine potency was not

more than 1 logCCID
50

 of the normal potency value at 5.29 logCCID
50

/0.5 milliliter. The study con-

firmed that the measles virus vaccine prepared in the laboratory can be used as a vaccine reference standard

for the control of potency values of measles vaccine, whereas in real storage conditions, the vaccine

potency values should be continuously monitored to evaluate the long-term stability of the vaccine.

Key words: measles virus vaccine, vaccine reference standard, potency, stability


