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การประเมินค่าความแรงของวคัซีนโรตาซีโรทยัป์เดียว:
เปรียบเทียบระหว่างการยอ้ม crystal violet กบัการยอ้ม

immunoperoxidase
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บทคดัย่อ ในปี ���� วัคซีนโรตาจะถูกนาํมาใช้ในแผนงานสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคของเดก็ในประเทศ การควบคุม

คุณภาพรุ่นการผลิตวัคซีนโรตาจึงมีความจาํเป็น โดยเฉพาะการควบคุมค่าความแรงซึ�งเป็นตัวบ่งบอกทางอ้อม

ถึงประสิทธิภาพของวัคซีน การศึกษามีวัตถุประสงค์เพื� อทดลองหาวิธีที� เหมาะสมในการประเมินค่าความแรง

สาํหรบัวคัซนีโรตาชนดิซโีรทยัป์เดยีว โดยเปรียบเทยีบการย้อมด้วย crystal violet กบัการ ย้อมด้วย immunoperoxidase

ภายหลังการตดิเชื� อไวรัส โรตาในเซลลเ์พาะเลี�ยง MA104 ผลการศึกษาพบว่าการประเมนิความแรงจากการย้อม

ด้วยวิธ ี immunoperoxidaseให้ค่าความแรงที�สงูกว่าการย้อมด้วย crystal violet เนื�องจากมคีวามไวของวิธมีากกว่า

ถึงแม้ว่าวิธกีารย้อมด้วย crystal violet ไม่เหมาะสมสาํหรับการตรวจสอบความแรงของ rotavirus vaccine แต่เป็น

วิธทีี�ใช้อย่างกว้างขวางสาํหรบัประเมนิความแรงวคัซนีไวรสัเชื�อเป็นอื�นๆ นอกจากนี�การย้อมด้วย immunoperoxidase

แสดงความแม่นเมื�อเทยีบกบัเกณฑท์ี�กาํหนดของผู้ผลติ ซึ�งค่าความแรงต้องมากกว่า � logCCID
50

/dose/1.5 มลิลลิิตร

และแสดงค่าร้อยละของความแปรปรวนตํ�าสาํหรับค่าความเที�ยง โดยไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติโิดย

independent Student’s t-test (p>0.05) ชี� ให้เหน็ว่าการย้อมด้วย immunoperoxidase มีความเหมาะสมสาํหรับ

นาํมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานสาํหรับการควบคุมรุ่นการผลติของวัคซีนโรตา เพื�อรองรับการให้วัคซีนในแผนสร้างเสริม

ภมูคิุ้มกนัโรคแห่งชาติ

คาํสาํคัญ: วคัซีนโรตา, การประเมินค่าความแรงของวคัซีน

วารสารวิชาการสาธารณสุข

ปีที� �� ฉบบัที� �  มกราคม - กมุภาพนัธ ์����
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บทนํา
ไวรัสโรตา (rotavirus) เป็นไวรัสที�พบในอุจจาระ

และลาํไส้เลก็ ก่อให้เกดิโรคท้องร่วงในทารกอายุตํ�ากว่า

3 เดือนและผู้ ใหญ่ ในแต่ละปีมี เด็กตายเนื� องจาก

ไวรัสโรตา ประมาณ 400,000 ถึง 500,000 คน โดย

พบว่า ร้อยละ90 เป็นเดก็จากประเทศกาํลังพัฒนา(1)

ไวรัสโรตาแบ่งออกเป็น 7 กลุ่ม คือ A, B, C เป็นไวรัส

ก่อโรคในคน และ D, E, F และ G พบ เฉพาะในสตัว์

โดยพบมากคือ กลุ่ม A ก่อให้เกิดโรคในคนมากถึง

ร้อยละ 90 เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงเฉียบพลัน

ในเดก็(2,3)

ปัจจุบันวัคซีนโรตา (rotavirus vaccine) เป็นชนิด

หยอดปากให้แก่เดก็ก่อนอายุ � เดือน � ครั�ง ห่างกนั �

เดอืน จึงจะสามารถป้องกนัโรคท้องร่วงจากไวรัสโรตาได้

วัคซีนโรตาเป็นวัคซีนเชื� อเป็นอ่อนฤทธิ�ของไวรัสโรตา

ที�ใช้ในประเทศมี � ชนิด คือวัคซีน Rotarix สายพันธุท์ี�
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ใช้ผลิตคือ RIX 4414 ซีโรทัยป์เดียว G1P ผลิตโดย

บริษัท GlaxoSmithKline Biologicals s.a, Belgium

และวัคซีน Rotateq ซึ�งประกอบด้วย 5 ซีโรทยัป์คอื G1,

G2, G3, G4 และ P1 เป็นวัคซีนที�ผลติจากสายพันธุไ์วรัส

ในคนรวมกับสายพันธุ์ที�ได้จากวัว(4-6) ซึ�งวัคซีนทั�งสอง

ได้รับการขึ�นทะเบียนในประเทศไทยในปี 2548 ต่อมา

ในปี 2554 กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสขุ ได้

ทดลองให้วัคซีนโรตาซีโรทัยป์เดียวในเดก็ไทยที�จังหวัด

สโุขทยั โดยมีความคาดหวังว่าในปี 2558 จะนาํ วัคซีน

โรตาเข้าบรรจุไว้ในแผนการสร้างเสริมภมูคุ้ิมกนัโรคแห่ง-

ชาติเพื�อลดอัตราการตายของเดก็ไทย(7) สอดคล้องกับ

องค์การอนามัยโลกที�แนะนาํให้แต่ละประเทศทั�วโลก

รวมถึงประเทศไทยนาํวัคซีนโรตาบรรจุในโปรแกรม

สร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคแห่งชาติ(1) ทาํให้ในอนาคต

ประเทศไทยต้องนาํเข้ าวัคซีนโรตาเป็นจาํนวนมาก

เพื�อรองรับแผนงานสร้างเสริมภมูคุ้ิมกนัโรคของประเทศ

ดั งนั� นการประกั นคุณภาพการผลิตวั คซีนโดยการ

ควบคุมคุณภาพก่อนจาํหน่ายในกระบวนการควบคุมรุ่น

การผลิต (lot-by-lot release process) จึ งเป็น

สิ�งสาํคญั(8,9) นอกจากการควบคุมคุณภาพวัคซีนทางเคมี

ฟิสกิส ์การตรวจสอบความเป็นพิษ เพื�อดูความปลอดภยั

ตลอดจนการตรวจสอบความเป็นเอกลักษณ์ตามมาตร-

ฐานขององค์การอนามัยโลกแล้ว(10,11) สิ�งสาํคัญที�เป็น

ตัวบ่งบอกวัคซีนนั�นมีประสทิธภิาพหรือไม่ คือการตรวจ

สอบค่าความแรงของวัคซีน ซึ�งการตรวจสอบคา่ความแรง

ของวัคซีนโรตาเชื� อเป็นซีโรทัยป์เดียว (monovalent

rotavirus vaccine) สามารถตรวจหาปริมาณไวรัสได้

โดยตรงโดยวิธี 50% cell culture infective dose

(CCID
50

) เหมือนวัคซีนไวรัสเชื�อเป็นทั�วๆไป(3,11-14) ซึ�ง

เป็นการนับจาํนวนหลุมของเซลล์เพาะเลี� ยงที� พบว่า

ถูกทาํลาย โดยไวรัสโรตาและทาํให้เซลล์เกิดการเปลี�ยน

แปลงที�เรียกว่า cytopathic effect (CPE) เปรียบเทยีบกบั

จาํนวนหลุมที�ไม่พบ CPE แล้วคาํนวณความเจือจางของ

ไวรัสสูงสุดที�มีจาํนวนหลุมเซลล์เพาะเลี� ยงที� เกิด CPE

คิดเป็นร้อยละ 50 ของจาํนวนหลุมเซลล์เพาะเลี� ยงทั�ง

หมด มีหน่วยเป็น 50% cell culture infective dose

(CCID
50

)(11) สามารถอา่นผลโดยการย้อมส ีcrystal vio-

let หรือ immunoperoxidase ซึ�งวิธ ีimmunoperoxidase

นี� เป็นวิธีที� ใช้ในการประเมินค่าความแรงของวัคซีน

โรตาของผู้ผลิตในต่างประเทศ

การศึกษานี�  มี วัตถุประสงค์ เพื� อวิ เคราะห์หาวิธี

ที�เหมาะสม สาํหรับนาํมาใช้ในการประเมินค่าความแรง

ของวัคซีนโรตา เพื� อนาํมาใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการ

ควบคุมรุ่นการผลิตของวัคซีนโรตาจากต่างประเทศ

ในการรองรับแผนงานสร้างเสริมภูมิ คุ้มกันโรคของ

ประเทศในอนาคต

วิธีการศึกษา
เป็นการตรวจสอบค่าความแรงของวัคซนีโรตาเชื�อเป็น

ซีโรทัยป์เดียวโดยวิธี 50% CCID
50

 ซึ�งนับจาํนวนหลุม

ของเซลล์เพาะเลี� ยง MA104 ที� ถูกทาํลายโดยไวรัส

โรตาแล้วเกดิ cytopathic effect เปรียบเทยีบผลระหว่าง

การย้ อมด้ วย crystal violet กั บการย้ อมด้ วย

immunoperoxidase แล้วคาํนวณหาค่าความแรงโดย

ใช้สตูรที�ดัดแปลงมาจาก Spearman & Kaber(15)

วคัซีนตวัอย่าง

การศึกษานี�  ใช้วัคซีนโรตาซีโรทัยป์เดียวจากบริษัท

ผู้ผลิตที�นาํเข้าวัคซีนโรตาในประเทศไทย  โดยบริษัท

กาํหนดค่าความแรงของวัคซีนโรตาต้องไม่น้อยกว่า 6 log

CCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร

เซลลเ์พาะเลี� ยง

เซลล์เพาะเลี�ยง MA104 (CCT WLB1998/12cell

bank) เป็น African green monkey foetal kidney

ซึ�งมีความจาํเพาะต่อไวรัสโรตา ได้รับความอนุเคราะห์

จากบริษัทผู้ผลิต

แอนติบอดี

โมโนโคนอลแอนติบอดี 2C9 สาํหรับใช้ในการย้อม

immunoperoxidase ได้รับจากบริษัทผู้ผลิต

อาหารเลี� ยงเซลล์

อาหารเลี� ยงเซลล์ Dulbeco’s modified eagle mini-
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mum (DMEM) (Cat. No.31660-026, Gibco)

ที�มีซี รั� มจากลูกวัว (fetal bovine serum, Cat. No.

26140-079, Gibco) 2%, L-glutamine (Cat. No.

G-3126, Sigma) 1%, 7.5% NaHCO
3 
(Cat.No.S-

5716, Sigma) 3%, Penicillin (10,000 units/

มิลลิลิตร) ( Cat. No. P-3032, Sigma) ที�ม ีstrepto-

mycin (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) (Cat. No. S-9137,

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

Sigma) 1% โดยเพาะเลี� ยงที�  37 องศาเซลเซียส

ในสภาวะที�มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์

อาหารเพื� อใช้ล้างเซลล์ในการทดสอบ (washing

medium) เตรียมโดยใช้อาหารเลี� ยงเซลล์ที� ไม่มีส่วน

ผสมของซีรั�มจากลูกวัว

อาหารเลี� ยงเชื� อไวรสัโรตา

อาหารเลี�ยงเชื�อไวรัสโรตาสาํหรับการทดสอบ (titra-

tion medium) เตรียมโดยเติม �.��% trypsin (Cat. No.

27250-018, Gibco) ใน phosphate buffer saline

(PBS-) pH 7.2-7.4 ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตรลงใน

washing medium ปริมาตร ��� มิลลิลิตร

การประเมินค่าความแรงของวคัซีนโรตา

เลี� ยงเซลล์เพาะเลี� ยง MA104 จาํนวน 2.0 x105

เซลล์ในปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในเพลทชนิด 96 หลุม

(96-well plate) นาน 24 ชั� วโมง ที� อุณหภูมิ 37

องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์

จากนั�นนาํวัคซีนตัวอย่างที�มีเชื� อไวรัสโรตาอ่อนฤทธิ�มา

กระตุ้ นด้ วย 0.25% trypsin (activate virus)

ที� อยู่ ในอาหารเลี� ยงเชื� อไวรั ส titration medium

โดยเจือจางไวรัสเป็น 1:10 บ่มที�อุณหภมูิห้อง นาน 50-

60 นาที จากนั� นเจือจางไวรัสแต่ละขั� นเป็น 1:100.5

โดยเริ� มที� ระดับความเจือจาง 10-3.0- 10-7.5 โดย

ก่อนเติมวัคซนีตัวอย่างในแต่ละความเจือจาง เซลล์เพาะ

เลี�ยง MA104 ในเพลท 96 หลุม จะถูกล้างด้วยอาหาร

เลี�ยงเซลล์ washing medium ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/

หลุม จาํนวน � ครั� ง เพื� อเอา ซีรั� มที� อยู่ ในอาหาร

เลี� ยงเซลล์ออก เนื� องจากซีรั�ม จะหยุดการทาํงานของ

trypsin จากนั�นดูด washing medium ออกประมาณ 0.18

มิลลิลิตร ก่อนเติมวัคซีนตัวอย่างในแต่ละความเจือจาง

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/หลุม ความเจือจางละ � หลุม

นาํไปบ่มที�  37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที� มี  5%

คาร์บอนไดออกไซด์ นาน 7 วัน

การยอ้ม crystal violet

หลังจากบ่มครบ � วัน ตรวจนับจาํนวนหลุมที�ไวรัส

ทาํลายเซลล์เกิด CPE ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ

อินเวอร์ท แล้ว fix เซลล์ด้วย 5% formaldehyde นาน

30 นาท ีและย้อมเซลล์ด้วย 0.2% crystal violet ใน PBS-

pH 7.2-7.4 นาน 5 นาท ีจากนั�นล้างสีสว่นเกินออกให้

หมดด้วยนํ�าประปา ปล่อยให้สแีห้งและนับจาํนวน CPE

ภายใต้ กล้ อง จุ ลทรรศน์ แบบอิ นเวอร์ ทเพื� อนาํ

มาคาํนวณหาความแรงหรือปริมาณไวรัสทั� งหมดใน

วัคซีนตัวอย่างมีหน่วยเป็น logCCID
50

/dose/มล.

การยอ้ม immunoperoxidase

หลังจากบ่มครบ � วัน ตรวจนับจาํนวนหลุมที�ไวรัส

ทาํลายเซลล์เกิด CPE ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ

อนิเวอร์ท แล้วจึงนาํเพลทที�ถูกตดิเชื�อมาล้างด้วย washing

medium ปริมาตร �.� มลิลลิิตร/หลุม จาํนวน � ครั�งแล้ว

fix เซลล์ด้วย 80% cool acetone แล้วนาํมาเติม mono-

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

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

ปริมาตร �.� มิลลิลิตร/หลุม บ่มที� อุณหภูมิ  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 เท่า ซึ� งได้จาก

การหาค่าความเจือจางที�เหมาะสมโดย 5% skimmed

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

มิลลิลิตร/หลุม บ่มที�อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน

1 ชั�วโมง จากนั�นล้างเพลท 4 ครั�งด้วย PBS- ก่อนเติม

3,3’-Diaminobenzidine tablet (DAB) และ urea hy-

drogen peroxide tablet อย่างละ 1 เมด็ (Cat. No.
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

D4418, Sigma) ลงในนํ�ากลั�นปริมาตร �� มิลลิลิตร

ผสมและเติมลงในเพลทปริมาตร �.�� มิลลิลิตร/หลุม

บ่ มที� อุ ณหภู มิ ห้ อง นาน 20 นาที  และล้ าง 3

ครั�งด้วยนํ�าประปา อ่านผลและนับจาํนวนหลุมที�มีเซลล์

ติดสีนํ�าตาลภายในเซลล์ซึ� งให้ผลบวกที� เกิดจากการ

ติดเชื� อไวรัสโรตาในเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ นาํมา

คาํนวณหาค่าความแรงหรือปริมาณไวรัสโรตาทั�งหมด

มีหน่วยเป็น log CCID
50

/1.5 มิลลิลิตร

การคํานวณค่าความแรง

ก า ร คาํ น วณ ค่ า ค ว า มแ ร งข อ ง วั ค ซี น โ รต า

โดยใช้สตูรที�ดัดแปลงมาจาก Spearman & Kaber ดังนี�

 logCCID
50

 = - starting dilution(log) +     Σ no. of CPE - 0.5       x dilution step(log)
                                                    no. of well in each dilution

ค่าความแรงที�ได้ในรูป logCCID
50

/0.1 มิลลิลิตร

จะถูกรายงานผลเป็น log CCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร

โดยถือว่าค่าความแรงที�ได้ในแต่ละครั�งที�ทดสอบต้องมี

ค่าความแตกต่างไม่เกิน 0.5 logCCID
50

ผลการศึกษา
ลกัษณะของเซลลเ์พาะเลี� ยงหลงัถูกติดเชื� อดว้ย

ไวรสัโรตาเมื�อยอ้มดว้ย crystal violet

ภาพที� 1 แสดงการเปลี�ยนแปลงของเซลล์เพาะเลี�ยง

MA104 หลังถูกติดเชื� อด้วยไวรัสโรตา นาน 5-7 วัน

เมื� อย้อมสีด้วย crystal violet จากการดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ชนิดอินเวอร์ทกาํลังขยาย 50x โดยเซลล์มี

ลักษณะเปลี�ยนแปลงไปและถูกทาํลายหลุดเป็นช่องว่าง

ในขณะที�เซลล์ปกติมีการติดสนีํ�าเงินของ crystal violet

บริเวณไซโทพลาซึมและนิวเคลียสของเซลล์ (a) เหมือน

กับเซลล์ควบคุม (b) ที�ไม่ได้ใส่วัคซีนโรตาลงในเซลล์

เพาะเลี� ยง

ลกัษณะของเซลลเ์พาะเลี� ยงหลงัถูกติดเชื� อดว้ย

(b)  เซลล์เพาะเลี�ยงMA104 ที�ไม่ถูกตดิเชื�อ

        จากภาพกาํลังขยาย ��X

ภาพที� � ลกัษณะของเซลลเ์พาะเลี� ยงหลงัถูกติดเชื� อดว้ยไวรสัโรตาเมื�อยอ้มดว้ย crystal violet

(a) เซลล์เพาะเลี�ยงMA104 ที�ถูกตดิเชื�อ
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ไวรสัโรตาเมื�อยอ้มดว้ย immunoperoxidase

ภาพที� 2 แสดงลักษณะของเซลล์เพาะเลี�ยง MA104

หลังถูกติดเชื�อด้วยไวรัสโรตาเมื�อย้อมด้วย immunoper-

oxidase จากการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดอินเวอร์ท

กาํลังขยาย 100x หลังถูกติดเชื�อไวรัสโรตานาน 5-7 วัน

เซลล์มีลักษณะเปลี� ยนแปลงไปอย่างเห็นได้ชัดมีการ

ติดสีนํ�าตาลบริเวณไซโทพลาซึมและนิวเคลียสของเซลล์

(a) เมื�อเทยีบกบัเซลล์ควบคุม (b) ที�ไม่ได้ใสวั่คซีนโรตา

ลงในเซลล์เพาะเลี� ยง กาํลังขยาย 100x

การเปรียบเทยีบการประเมนิค่าความแรงของวคัซีนโรตา

จากทั�ง � วิธี

การตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนโรตา ได้ศึกษา

เปรียบเทียบโดยการย้อมเซลล์ด้วย crystal violet กับ

การย้อมเซลล์ด้วย immunoperoxidase จากการทดสอบ

โดยทั�ง 2 วิธีพร้อมกันในสภาวะที�ใช้วัคซีนตัวอย่างและ

เซลล์เพาะเลี� ยงเดียวกัน จาํนวน 6 การทดสอบ ที�เป็น

อิสระแก่กนั (ตารางที� 1)

ค่าความแรงของวัคซีนโรตา ที�ได้จากการย้อมด้วย

crystal violet จากการทดสอบ 6 ค่า พบว่าให้ค่า

ความแรงตํ�ากว่าการย้อมด้วย immunoperoxidase ใน

ทุกค่าโดยมีค่าความแรงเฉลี�ย (geometric mean, G.M.)

เท่ากับ 5.98 logCCID
50

/1.5 มิลลิลิตร โดยมีค่า

สมัประสทิธิ�ความแปรปรวนอยู่ที� 3.45% ในขณะที�การ

ย้อมด้วย immunoperoxidase ให้ค่าความแรงเฉลี� ย

มากกว่าเทา่กบั 6.20 logCCID
50

/1.5 มลิลิลิตร ค่า %CV

เท่ากับ 2.46 ซึ�งค่า %CV ตํ�ากว่าการย้อมด้วย crystal

violet เมื� อวิ เคราะห์ความแตกต่างระหว่าง 2 วิธี

พบว่าทั�งสองวิธไีม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถิต ิ(p>0.05)

โดย independent Student’s t-test

การตรวจสอบความแม่นของวิธี immunoperoxi-

dase

เมื�อพบว่าวิธีการย้อม immunoperoxidase มีความ

เหมาะสมมากกว่าการย้อมด้วย crystal violet จึงได้นาํวิธี

การย้อมสด้ีวย immunoperoxidase มาทดสอบความแม่น

ของวิธีเทยีบกับข้อกาํหนดของบริษัทที�ระบุว่า ค่าความ

แรง ของวัคซีนตัวอย่างต้องมีค่ามากกว่า 6 logCCID
50

/

dose/1.5 มิลลิลิตร ทาํการทดสอบ 6 ครั�งที�เป็นอิสระ

แก่ กัน ค่ าความแรงที� ได้ ในแต่ละครั� งมากกว่ า 6

logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตรโดยมีค่าความแรงเฉลี�ย

ที�ได้เท่ากับ 6.11 logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร ค่า

%CV เทา่กบั �.��% (ตารางที� �)

ภาพที� � ลกัษณะของเซลลเ์พาะเลี� ยงหลงัถูกติดเชื� อดว้ยไวรสัโรตาเมื�อยอ้มดว้ย immunoperoxidase

(b) เซลล์เพาะเลี�ยงMA104 ที�ไม่ถูกตดิเชื�อ จาก

      ภาพกาํลังขยาย 100X

(a) เซลล์เพาะเลี�ยงMA104 ที�ถูกตดิเชื�อ
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ตารางที� � การเปรียบเทียบการประเมินค่าความแรงของ

   วคัซีนโรตาจากทั�ง � วิธี*

   ครั�งที�                                 วิธี

     Immunoperoxidase    Crystal violet

  (log CCID
50

/�.� มล.)a   (log CCID
50

/�.� มล.)b

  1 6.18 6.05

  2 5.99 5.68

  3 6.18 5.99

  4 6.30 5.99

  5 6.11 5.86

  6 6.43 6.30

G.M. 6.20 5.98

SD 0.15 0.21

%CV 2.46 3.45

* ค่าความแรงของตัวอย่างวัคซนีโรตาจากผู้ผลิตจากการทดสอบ �

ครั�ง, a หมายถึงการตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนโรตาด้วยวิธี

ย้อม immunoperoxidase, b หมายถงึการตรวจสอบค่าความแรงของ

วัคซนีโรตาด้วยวิธกีารย้อมด้วยส ีcrystal violet โดยระบุค่าความแรง

เฉลี� ยเรขาคณิตเป็น G.M. มีหน่วยเป็น log CCID
50

/�.� มล.

ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐาน (SD) และค่าเปอร์เซน็ต์สัมประสิทธิ�ความ

แปรปรวน (% coefficient of variation, %CV) เมื�อเปรียบเทยีบ

ค่าความแรงของ � วิธทีางสถิติโดยใช้ Independent Samples t-test

พบว่าค่าความแรงที� ได้จากวิธี immunoperoxidase ไม่มีความ

แตกต่างกนัทางสถิต ิ(p>0.05) เมื�อเทยีบกบัวิธกีาร ย้อมด้วยส ีcrys-

tal violet

ตารางที� � การตรวจสอบความแมน่ของวธีิ immunoperoxidase

ครั�งที�                       วิธ ีImmunoperoxidase

                               (log CCID
50

/�.� มล.)a

  1 6.11

  2 6.05

  3 6.18

  4 6.05

  5 6.11

  6 6.18

G.M. รวม 6.11

SD รวม 0.06

%CV รวม 0.95

*ค่าความแรงของตัวอย่างวัคซีนโรตาจากผู้ผลิตจากการทดสอบ �

ครั�ง, a หมายถึงการตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนโรตาด้วยวิธี

immunoperoxidase โดยระบุค่าความแรงเฉลี�ยเรขาคณิตเป็น G.M.

มหีน่วยเป็น log CCID
50

/dose/1.5 มล. ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐาน (SD)

และค่าเปอร์เซน็ต์สัมประสิทธิ�ความแปรปรวน (% coefficient of

variation, %CV)

การตรวจสอบความเที�ยงของวิธี immunoperoxi-

dase

เมื�อนาํวิธ ีimmunoperoxidase มาทดสอบความเที�ยง

โดยทาํการทดสอบ 3 ค่า โดยผู้ปฏบัิติงาน 2 คนที�เป็น

อสิระแกก่นั พบว่าค่าความแรงเฉลี�ยที�ได้จากผู้ปฏบัิติงาน

คนที� 1 เทา่กบั 6.30 logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร

(%CV รวม 1.98) และผู้ปฏิบัติงานคนที�  2 ได้ค่า

ความแรงเฉลี� ยเท่ากับ 6.36 logCCID
50

/dose/1.5

มิลลิลิตร (%CV รวม 1.02) อย่างไรกต็ามค่าความแรง

ของผู้ปฏิบัติคนที�  1 และคนที�  � พบว่า ไม่มีความ

แตกต่างกันทางสถิติ  (p>0.05) โดย independent

Student’s t-test (ตารางที� �)

ตารางที� �  การตรวจสอบความเที�ยงของวิธี immuno-

   peroxidase*

ครั�งที�           ค่าความแรง (log CCID
50

/�.� มล.) (a)

                 ผู้ปฏบิตัคินที� �          ผู้ปฏบิตัคินที� �

     1 6.43 6.30

     2 6.30 6.43

     3 6.18 6.36

G.M. รวม 6.30 6.36

SD รวม 0.13 0.07

%CV รวม 1.98 1.02

* ผู้ผลิตวัคซีนโรตาไวรัสกาํหนดไว้ว่า ค่าความแรงของวัคซีนต้อง

ไม่น้อยกว่า � log CCID
50

/dose/1.5 มล. (a) หมายถึงการตรวจ

สอบค่าความแรงของวัคซีนโรตาไวรัสโดยวิธี immunoperoxidase

โดยระบุค่าความแรงเฉลี�ยเรขาคณิตเป็น G.M. ในรูป log CCID
50

/

dose/1.5 มล. ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐาน (SD) ตลอดจนค่าเปอร์เซน็ต์

สัมประสิทธิ�ความแปรปรวน (% coefficient of variation, %CV)

เมื�อเปรียบเทียบค่าความแรงของ � ผู้ปฏิบัติการทางสถิติโดยใช้

Independent Samples t-test พบว่าค่าความแรงที�ได้จากผู้ปฏบัิตกิาร

คนที� � ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) เมื�อเทยีบกับ

ผู้ปฏบัิติการคนที� �
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วิจารณ์
เซลล์เพาะเลี� ยง MA104 เป็นเซลล์ที�มีความไวต่อ

ไวรัส โรตาที�ทาํให้เกดิอุจจาระร่วงในเดก็ทารกแรกเกดิ(3)

เซลลด์งักล่าวจึงนาํมาใช้ในการศกึษาหาปริมาณไวรัสโรตา

ในขณะเดียวกันวัคซีนไวรัสเชื� อเป็นโดยทั�วไปการตรวจ

สอบความแรงจะตรวจหาปริมาณไวรัสที�มีอยู่ทั�งหมดใน

วัคซีนตวัอย่าง ซึ�งสามารถตรวจได้โดยวิธ ีplaque forma-

tion หรือวิธ ีCCID
50

 หรือวิธ ีegg infective dose 50%

(EID
50

)ขึ�นกบัความเหมาะสมของไวรัสแต่ละชนดิ(5,12-14)

ซึ�งวัคซีนโรตาเป็นวัคซีนไวรัสเชื�อเป็น องค์การอนามยัโลก

ได้ออกข้อกาํหนดระบุค่าความแรงเป็นหน่วย CCID
50

โดยการนั บจาํ นวนหลุ มที� เกิ ดการติ ดเชื� อเหมื อน

วัคซีนไวรัสเชื� อเป็นอื�นๆ เช่น วัคซีนโปลิโอ และวัคซีน

รวมหัดหัดเยอรมันและคางทูม การศึกษานี� จึงเปรียบ

เทียบการย้อมด้วย crystal violet ซึ� งเป็นวิธีที� ง่าย

เทียบกับการย้อมด้วย immunoperoxidase ซึ� งเป็นวิธี

ที�บริษัทผู้ผลิตนาํมาใช้ จากนั� นคาํนวณปริมาณไวรัส

ในรูปแบบ CCID
50

ผลการทดลองพบว่าการตรวจหาค่าความแรงของ

วัคซีนโรตาโดยการย้อม crystal violet กับวิธี ย้อม

immunoperoxidase สามารถตรวจพบเซลล์ MA104

มีการเปลี� ยนแปลงเนื� องจากการติดเชื� อไวรัสโรตาได้

เมื�อเทียบกับเซลล์ควบคุม แต่การย้อมด้วย immuno-

peroxidase จะเหน็ลักษณะการเปลี�ยนแปลงของเซลล์

หลังการติดเชื� อ (cytopathic effect, CPE) ชัดเจนขึ� น

หลังการย้อม ในขณะที�การย้อมด้วย crystal violet นั�น

บางครั� งยากต่อการเห็นเซลล์มีการติดเชื� อ โดยเฉพาะ

ในกรณีที�ปริมาณไวรัสถูกเจือจางให้น้อยลง นอกจากนี�

การย้อมด้วย immunoperoxidase ให้ค่าความแรงที�สูง

กว่าการย้อมด้วย crystal violet แสดงให้เหน็ว่าการย้อม

ด้วยทั� งสองวิธีมีความไวที� แตกต่างกันทาํให้ค่าความ

แรงที�ได้แตกต่างกันในทุกครั�งที�ทาํการทดสอบ นั�นคือ

การย้อมด้วย immunoperoxidase สามารถตรวจหา

จาํนวนหลุมที�เกิดการ ติดเชื� อไวรัสโรตาได้มากกว่าการ

ย้อมด้วย crystal violet ถึงแม้ว่าทั�ง 2 วิธีจะไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p>0.05) แต่เมื�อ

พิจารณาตามเกณฑท์ี�กาํหนดของบริษัทผู้ผลิต จะพบว่า

ค่าความแรงที� ได้จากการย้อมด้วย crystal violet

มี ค่ าความแรงเฉลี� ย 5.98 logCCID
50

/dose/1.5

มิลลิลิตร (ตํ�ากว่า 6 logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร

ที� ระบุโดยบริษัท) ซึ� งไม่ผ่านเกณฑ์ของบริษัทผู้ผลิต

ในขณะที�การย้อมด้วย immunoperoxidase จะให้ผลการ

ทดสอบผ่านเกณฑ์เนื� องจากค่าความแรงเฉลี� ยเท่ากับ

6.20 logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร (สูงกว่า 6

logCCID
50

/dose/1.5 มลิลลิิตร ที�ระบโุดยบริษทั) ดงันั�น

การย้อมด้วย crystal violet อาจจะไม่เหมาะสมสาํหรับ

การประเมินค่าความแรงสาํหรับ rotavirus vaccine ซึ�งมี

โอกาสให้ผลการวิเคราะห์แตกต่างจากผู้ผลิต และอาจ

สร้ างความขัดแย้งของผลการทดสอบได้ เนื� องจาก

ใช้วิธทีี�แตกต่างจากบริษัทผู้ผลิต ดังนั�นเพื�อยืนยันว่าวิธี

immunoperoxidase มีความแม่นของวิธ ีจึงนาํวิธกีารย้อม

immunoperoxidase มาทดสอบความแม่น (ดังตารางที�

2) แต่เนื� องจากไม่มีวัคซีนมาตรฐานสากลให้เทียบค่า

ความแรง จึงเปรียบเทยีบค่าความแรงกบัวัคซีนตัวอย่าง

ของบริษทั นั�นคอืวัคซีนตัวอย่างต้องให้ค่าความแรงเฉลี�ย

มากกว่า 6 logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร ผลการ

ทดสอบความแม่นพบว่า ในทุกการทดสอบให้ค่าความ

แรงมากกว่า 6 logCCID
50

/dose/1.5 มิลลิลิตร ซึ� ง

สอดคล้องกับเกณฑ์มาตรฐานของผู้ผลิต และเมื� อนาํ

วิธดีังกล่าวมาศึกษาความเที�ยงของวิธ ี(ตารางที� 3) เพื�อ

ยืนยันว่ าวิธีการย้อม immunoperoxidase มีความ

เหมาะสมจริง จึงทาํการทดสอบโดยผู้ปฏิบัติ 2 คน

พบว่ าค่ าความแรงที� ได้ ไม่ มี แตกต่ างกั นทางสถิติ

(p>0.05) และมีค่าร้อยละความแปรปรวนตํ�า ผลการ

ทดสอบสามารถยืนยันได้ว่าวิธีการตรวจหาค่าความ

แรงของวัคซีนโรตาซีโรทัยป์เดียวโดยการย้อมด้วยวิธี

immuno-peroxidase มีความแม่นและความเที�ยงของ

การทดสอบ ซึ�งสามารถนาํวิธกีารย้อม immunoproxidase

มาใช้ในการตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนโรตา

ซีโรทัยป์เดียวสาํหรับการควบคุมคุณภาพวัคซีนเพื� อ

รองรับการรับรองรุ่นการผลิตของวัคซีนให้ได้มาตรฐาน

เพื� อให้ เด็กไทยได้ รับวัคซีนโรตาซีโรทัยป์ เดียวที� มี
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การประเมนิค่าความแรงของวัคซีนโรตาซีโรทยัป์เดยีว: เปรียบเทยีบการย้อมด้วย crystal violet กบั immunoperoxidase

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

ประสทิธภิาพและความปลอดภยัในแผนงานสร้างเสริม-

ภมูิคุ้มกันโรคของประเทศในอนาคต

สรุป

การศกึษาในครั�งนี�ได้หาวิธทีี�เหมาะสมในการตรวจหาค่า

ความแรงของวัคซีนโรตาซีโรทยัป์เดียวโดยเปรียบเทยีบ

การย้อมเซลล์ภายหลังการติดเชื� อไวรัสโรตาด้วยวิธีการ

ย้อม immunoperoxidase เทยีบกบัการย้อมด้วย crystal

violet ซึ�งพบว่าวิธ ีimmunoperoxidase มค่ีาความแรงที�สงู

กว่าการย้อมด้วย crystal violet และผ่านเกณฑม์าตรฐาน

ค่าความแรงที�กาํหนด นอกจากนี�  ยังมีความแม่นและ

ความเที� ยงของการทดสอบ ดังนั� นการตรวจสอบค่า

ความแรงของวัคซีนโรตาโดยวิธี immunoperoxidase

มคีวามเหมาะสม สามารถนาํมาใช้ในการควบคุมคณุภาพ

ค่าความแรงของวัคซีนโรตาซีโรทัยป์เดียวเพื� อรองรับ

การให้วัคซีนในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคแห่งชาติ

ในอนาคต

กิติกรรมประกาศ
ขอขอบคณุผูอํ้านวยการสถาบนัชีววตัถ ุนางธีรนารถ

จิวะไพศาลพงศ์ ที�ให้การสนับสนุนงานวิจ ัยนี�  ทาํให้

ผลงานวิจยันี�สาํเร็จลงได้
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Abstract: Evaluating Potency Values of Monovalent Rotavirus Vaccine: Comparison between Crystal Violet Stain-
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A human rotavirus vaccine will be included in the National Expanded Programme on Immuni-

zation in 2015. Thus, quality control of the vaccine is required, particularly in the control of potency

values to verify vaccine efficacy in the market. The objective of this study was to compare two staining

methods for assessing vaccine potency, the crystal violet and the immunoperoxidase, in the detection of

rotaviral infection of MA104 cells. It was found that immunoperoxidase method yielded higher sensi-

tivity than that of crystal violet. In addition, it showed compatible accuracy with the specification of the

vaccine manufacturer which specified that the potency values should be higher than 6 logCCID
50

/dose/

1.5 ml. The immunoperoxidase staining method also had high precision as observed by the non-

significant variations of the outcomes of two analyses. Thus, immunoperoxidase staining was a more

suitable method for lot-release control of rotavirus vaccines to support the National Expanded Programme

on Immunization.
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