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บทคัดย่อ เซลล์เพาะเลี้ยง Vero เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดต่อเน่ืองท่ีน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนไวรัสหลายชนิดเน่ืองจาก 
มคีวามปลอดภยั ไม่ก่อให้เกิดมะเร็งและการติดเชือ้ไวรัสแอบแฝง ทัง้น้ีขึน้กับกระบวนการผลิต การท�าให้บริสุทธิ ์และการตรวจสอบ 
ควบคุมคุณภาพที่ดี โดยปัจจุบันองค์การอนามัยโลกให้การยอมรับปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยงไม่เกิน 
10 นาโนกรัมต่อโด๊สในผลติภณัฑ์วคัซีน สถาบันชวีวตัถุจึงได้พฒันาวธีิการวเิคราะห์หา DNA ตกค้างในวคัซีนด้วยวธิ ีReal-time 
PCR โดยตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในตัวอย่างวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปจ�านวน 16 ตัวอย่าง 
และตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์ต่างๆ ผลการศึกษาพบว่าทุกตัวอย่างมีปริมาณ DNA ตกค้างอยู่ระหว่าง 
0.49-4.48 นาโนกรัมต่อโด๊ส ซึ่งต�่ากว่าเกณฑ์ก�าหนด เมื่อตรวจสอบความถูกต้องของวิธีพบว่า การทดสอบความเป็นเส้นตรง
และช่วงการวิเคราะห์มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.990 ในทุกชุดการทดสอบ โดยช่วงวิเคราะห์ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 
0.03-3,000  พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา วิธีมีความแม่นที่ดี สามารถตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ที่เติมลงไปใน
ตัวท�าละลายวัคซีนได้ โดยมีค่าการคืนกลับที่ร้อยละ 87 มีความเที่ยงของวิธีดีเมื่อท�าการทดสอบในวันและเวลาเดียวกัน 
มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนไม่เกินร้อยละ 25 และในการทดสอบความคงทนของวิธี ซึ่งใช้ผู้วิเคราะห์ 2 คน พบว่าผลใน 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างมีค่าใกล้เคียงกัน โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนรวมไม่เกินร้อยละ 25 
แสดงว่าวธิมีคีวามคงทนดี สรุปได้ว่าวธีิ Real-time PCR ทีพ่ฒันาขึน้น้ี เมือ่น�ามาใช้ตรวจวเิคราะห์หา DNA ตกค้างในผลติภัณฑ์
วัคซีนเป็นวิธีที่มีความเป็นเส้นตรง ความแม่น ความเที่ยง และความคงทนของวิธีดี



150
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

Determination of Residual Vero Cell DNA in Viral Vaccines  Sukanlayanee Chaimee et al.

บทน�า
เซลล์เพาะเลีย้ง Vero เป็นเซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่อเน่ือง (Continuous cell lineage) ท่ีเตรยีมมาจากเซลล์ไต 

(kidney epithelial cell) ลิง African green monkey(1) สามารถเพาะเลี้ยงได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ เซลล ์
เพาะเลี้ยงชนิดนี้ได้ถูกน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนไวรัสเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ. 1980 และองค์การอนามัยโลกได้รับรองว่า
เป็นเซลล์ที่สามารถน�ามาใช้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงในการผลิตวัคซีนส�าหรับมนุษย์ได้(2) ปัจจุบันเซลล์เพาะเลี้ยง Vero 
ได้ถกูน�ามาใช้ในการผลติวัคซีนไวรสัอย่างแพร่หลาย ได้แก่ วัคซีนป้องกนัโรคโปลโิอ วัคซีนป้องกนัโรคพษิสนัุขบ้า วัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอี วัคซีนไวรัสโรตา และวัคซีนป้องกันโรคไวรัสตับอักเสบชนิดเอ เป็นต้น วัคซีนไวรัสต่างๆ 
เหล่าน้ีบางชนิดมีการน�ามาจ�าหน่ายภายในประเทศไทยและใช้ในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคในปัจจุบัน เช่น วัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีทั้งชนิดเช้ือตาย บางชนิดก�าลังพัฒนาเพื่อการผลิตและจ�าหน่ายในอนาคต เช่น วัคซีน
ป้องกันไข้สมองอักเสบเจอีชนิดเช้ือเป็น อย่างไรก็ตาม ถือว่าประเทศไทยยังไม่มีประสบการณ์ในการผลิตวัคซีนโดย 
ใช้เซลล์เพาะเล้ียงเพื่อจ�าหน่ายต้ังแต่ต้นน�้าจนถึงปลายน�้า และเน่ืองจากเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดน้ีเป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด 
ต่อเนื่อง ในดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) ของเซลล์จึงมียีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งอยู่ ซึ่งหากใน
กระบวนการผลิตมีการก�าจัดออกได้ไม่หมด และมีปริมาณ DNA ของเซลล์ตกค้าง (Residual DNA) ในผลิตภัณฑ์
วัคซีนมากเกินไปอาจท�าให้ผู้รับวัคซีนมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งได(้3) นอกจากน้ียังมีความเสี่ยงจากการติดเช้ือ
ไวรัสแอบแฝง ซ่ึงเป็นไวรัสประเภทที่มีการเพิ่มจ�านวนโดยการแทรกสารพันธุกรรมเข้ากับเซลล์เจ้าบ้าน เช่น ไวรัสก่อ 
โรคเอดส์  ไวรัสก่อโรคเริม ซึ่งอาจแฝงมากับ DNA ตกค้าง จากเซลล์เพาะเลี้ยงได้ ดังนั้น ในการผลิตวัคซีนไวรัสผู้ผลิต
จึงมีความจ�าเป็นต้องตรวจสอบการปนเปื้อน DNA ตกค้างทั้งในขั้นตอนการผลิตจนถึงผลิตภัณฑ์วัคซีนส�าเร็จรูป 
เพื่อให้มั่นใจว่าในผลิตภัณฑ์วัคซีนมีปริมาณ DNA ตกค้างจากเซลล์เพาะเลี้ยงไม่มากเกินเกณฑ์ก�าหนด โดยองค์การ
อนามัยโลกได้ก�าหนดมาตรฐานของปริมาณ DNA ตกค้างไว้ที่ไม่เกิน 10 นาโนกรัมต่อโด๊ส(4) ส�าหรับวิธีที่ใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างในกระบวนการผลิต และในผลิตภัณฑ์ส�าเร็จรูปมีหลายวิธี เช่น วิธี Pico 
Green method(5)  วิธี hybridization(6) วิธี Threshold(7) และวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสในสภาพจริง 
(Real-time Polymerase Chain Reaction, Real-time PCR)(8) ซึ่งวิธีการเหล่านี้เป็นวิธีการที่มีการใช้กันอย่าง
แพร่หลายในผู้ผลิตวัคซีนที่มีการใช้เซลล์เพาะเลี้ยงในการผลิต (cell-based vaccine) โดยผู้ผลิตจะเลือกใช้วิธีที่มี
ความไว (sensitivity) และเหมาะสมกับขั้นตอนการผลิต จนได้เป็นผลิตภัณฑ์วัคซีนส�าเร็จรูป(8) อย่างไรก็ตาม วิธีการ
เหล่าน้ียังไม่ได้ถูกก�าหนดเป็นวิธีมาตรฐานของประเทศ และยังไม่ได้มีการน�ามาใช้ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนใน 
หน่วยงานควบคมุก�ากบัภาครฐั ส�าหรบัการวิเคราะห์หาปรมิาณ DNA ตกค้างโดยวิธ ีReal-time PCR มผีูท้�าการศึกษา
ไว้ โดยมกีารศึกษาความถกูต้องของวิธใีนพารามเิตอร์ต่างๆ ได้แก่ การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ 
(linearity and range) การทดสอบความแม่น (accuracy) การทดสอบความเที่ยง (precision) การหาขีดจ�ากัด
ของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) และขีดจ�ากัดของการวิเคราะห์เชิงปรมิาณ (limit of quantitation, LOQ)
ในการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง CHO (Chainese Hamster Ovary cells) และเชื้อแบคทีเรีย 
E. coli ในผลิตภัณฑ์ชีววัตถุเพื่อการรักษา (biopharmaceutical products)(9, 10) พบว่าเป็นวิธีที่มีความถูกต้อง 
สามารถใช้ได้ดี มีความไว มีความจ�าเพาะ และใช้ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์สั้น และสามารถตรวจวิเคราะห์ได ้
หลายตัวอย่างในเวลาเดียวกัน การศึกษาวิจัยน้ีจึงมุ่งเน้นที่จะพัฒนาวิธีการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง 
Vero ในผลติภณัฑ์วัคซีนไวรสั และศึกษาความถกูต้องของวิธ ีReal-time PCR เพือ่น�าวิธดีงักล่าวมาใช้เป็นวิธีมาตรฐาน
ของประเทศต่อไป
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การตรวจหาสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลิตภณัฑ์วคัซีนไวรัส  สกัุลยาณี  ไชยม ีและคณะ

วัสดุและวิธีการ
วัคซีนตัวอย่าง

ตัวอย่างวัคซีนที่น�ามาทดสอบเป็นวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปซ่ึงมีการใช้เซลล์ Vero เป็นวัตถุดิบในการผลิต และ 
น�ามาส่งตรวจเพื่อขอรับรองรุ่นการผลิตในประเทศกับสถาบันชีววัตถุทั้งหมดจ�านวน 16 ตัวอย่าง ได้แก่ วัคซีนป้องกัน
โรคพิษสุนัขบ้าจ�านวน 11 ตัวอย่าง ในจ�านวนนี้เป็นวัคซีนที่ผลิตในประเทศ 10 ตัวอย่าง และน�าเข้า 1 ตัวอย่าง วัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีชนิดเช้ือเป็นซ่ึงเป็นวัคซีนน�าเข้าจ�านวน 4 ตัวอย่าง และวัคซีนรวม คอตีบ บาดทะยัก 
ไอกรนชนิดไม่มีเซลล์ โปลิโอชนิดฉีด ฮิบ และตับอักเสบบี (DTaP+IPV+HIB+HBV) ซ่ึงเป็นวัคซีนน�าเข้าจ�านวน 
1 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นวัคซีนที่มีการใช้เซลล์ Vero ในการผลิต และน�ามาส่งตรวจเพื่อขอรับรองรุ่นการผลิตในประเทศกับ
สถาบันชีววัตถุ

การสกัด DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero จากตัวอย่างวัคซีน
ละลายตัวอย่างวัคซีนด้วยตัวท�าละลายส�าหรับวัคซีนชนิดนั้นๆ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้ว

สกัด DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero โดยใช้ชุดน�้ายาสกัด DNA ส�าเร็จรูป PrepSEQ® Residual DNA sample 
preparation kit (Life Technologies, Applied biosystems®, USA) โดยน�าตัวอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมกับ proteinase K buffer/proteinase K mix ปริมาตร 70 ไมโครลิตร จากนั้นน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ปล่อยให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง เติม lysis buffer ปริมาตร 360 ไมโครลิตร เติม magnetic 
particle ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ binding solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร  แล้วผสมให้เข้ากัน จากนั้น 
ปั่นผสม นาน 5 นาที น�าไปปั่นตกอย่างรวดเร็ว เป็นเวลา 15 วินาที น�าหลอดตัวอย่างไปตั้งบน magnetic stand นาน 
5 นาที ดูดส่วนใส (supernatant) ทิ้ง หลังจากน้ันล้าง DNA ด้วย wash solution ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
จ�านวน 2 ครั้ง และใส่ elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
จากนั้นปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที ดูดส่วนใส (eluted DNA) ซึ่งเป็นสารสกัด DNA  น�าไป 
เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน�าไปใช้ในการทดสอบต่อไป

การตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์ Vero โดยวิธี Real-time PCR
ท�าการวิเคราะห์หาปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero โดยใช้ resDNASEQ®

Quantitative DNA kits (Life Technologies, Applied biosystems®, USA) ซ่ึงการเตรียมปฏิกิริยา 
ท�าโดยผสม DNA ตัวอย่างท่ีได้จากการสกัด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน reaction mix (ประกอบด้วย 10x 
primer/probe mix, 2x enviromental master mix และน�้ากลั่น) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน MicroAmp® 

Fast optical 96-well reaction plates โดย 1 ตัวอย่างจะท�า 3 ซ�้า (หยอดตัวอย่างจ�านวน 3 หลุมต่อ 1 ตัวอย่าง) 
จากน้ันน�าไปเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม Applied Biosystems 7500 Fast instrument (Applied 
Biosystems, Foster city, CA, USA) และวิเคราะห์ผลการทดสอบโดยใช้ Applied Biosystems® 7500 System 
SDS Software ค่าจากการค�านวณโดยโปรแกรมที่ได้จะเป็นค่าเฉลี่ยจากจ�านวน 3 ซ�้าของตัวอย่าง

การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื่อใช้หาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์ Vero ในผลิตภัณฑ์
วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป    

การสร้างกราฟมาตรฐานท�าโดยเจือจาง DNA ควบคุมของเซลล์ Vero (Vero cell DNA control) ที่มีอยู่
ในชุดน�้ายาทดสอบ resDNASEQ® Quantitative DNA Kits Part No. 4458444, Applied Biosystems ตั้งแต่ 
3 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา - 30 เฟมโตกรัมต่อปฏิกิริยา โดยท�าปฏิกิริยาของ DNA ควบคุมทุกครั้งที่มีการทดสอบ และ
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จะต้องมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient; R2) มากกว่า 0.98 ส�าหรับผลลบควบคุมจาก 
Negative Extraction Control (NEG) ใช้เป็น blank sample ซ่ึงในการทดสอบน้ีใช้ตวัท�าละลายวัคซีน (vaccine 
diluent) โดยการสกัดด้วย PrepSEQ® Residual DNA sample preparation kit (Life Technologies, 
Applied biosystems®, USA)ไปพร้อมกับตัวอย่าง เพื่อยืนยันว่าในน�้ายาที่ใช้สกัด DNA ไม่มี DNA ปนเปื้อนมา 
ส่วน Extraction/Recovery Control (ERC) ท�าโดยเติม DNA ควบคุม ปริมาตร 10 พิโคกรัม ลงในตัวท�าละลาย
วัคซีน จากนั้นท�าการสกัดและท�าปฏิกิริยาไปพร้อมกับตัวอย่าง เพื่อดูประสิทธิภาพของการสกัด DNA และการคืนกลับ 
(recovery) ของ DNA  นอกจากน้ีในชุดทดสอบ resDNASEQ® Quantitative DNA kits ยังมี Internal 
Positive Control (IPC) ซ่ึงเป็น DNA ที่มีล�าดับเบสไม่ซ�้ากับ DNA ของเซลล์ Vero ผสมรวมอยู่ใน 2x 
enviromental master mix ซึ่งจะควบคุมการท�าปฏิกิริยาทุกครั้งของการทดสอบว่ามีประสิทธิภาพหรือไม่

การทดสอบความถูกต้องของวิธี
การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and Range)
การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ที่เหมาะสมส�าหรับการทดสอบของวิธี ท�าการทดสอบ

ใน MicroAmp®Fast Optical 96-well Reaction Plates โดยเริ่มจากเตรียม DNA ควบคุม ที่มีความเข้มข้น 
3,000, 300, 30, 3, 0.3  และ 0.03 พิโคกรมัต่อหลมุ ตามล�าดบั จากน้ันน�าไปวิเคราะห์หาปรมิาณสารพนัธกุรรมตกค้าง
ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ด้วยวิธี Real-time PCR โดยแต่ละความเข้มข้นท�าซ�้า 3 ครั้ง เครื่องจะท�าการสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับความเข้มข้นของ DNA ควบคุม และวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธ์ออกมา ซึ่งต้องมีค่ามากกว่า 0.990  

 
การตรวจสอบความแม่นของวิธี (Accuracy)
เพ่ือตรวจสอบความแม่นของวิธี โดยตรวจสอบค่าการคืนกลับ (% recovery) ซ่ึงด�าเนินการทดสอบ 

โดยวิธีเติม Vero cell DNA control จ�านวน 10 พิโคกรัม ลงในตัวท�าละลายวัคซีน โดยท�าการทดสอบ 3 ซ�้า ที่เป็น
อิสระต่อกัน ผสมให้เข้ากัน จากนั้นท�าการสกัด DNA และตรวจหาปริมาณ Vero cell DNA ผลที่ได้น�ามาวิเคราะห์ 
หาค่าการคืนกลับ ซึ่งควรมีค่าอยู่ในช่วง 80-120% โดยค�านวนค่าการคืนกลับ ดังนี้

% Recovery = (ปริมาณ Vero cell DNA ที่วัดได้ - ปริมาณ Vero cell DNA จากตัวท�าละลายวัคซีน) × 100
ค่าจริงของปริมาณ Vero DNA control

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธี (Precision)
การตรวจสอบความเที่ยงของวิธี โดยท�าการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์

วัคซีนป้องกนัโรคพษิสนัุขบ้าจ�านวน 3 รุน่การผลติ ในวันและเวลาเดยีวกนั 3 คร้ัง แล้วน�าผลการทดสอบทีไ่ด้มาวิเคราะห์
หาค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (% geometric coefficient of variation, GCV) ซึ่งควรมีค่าไม่เกิน 25%

การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness)
การทดสอบความคงทนของวิธที�าโดยท�าการทดสอบหาปรมิาณ Vero cell DNA ในผลติภณัฑ์วัคซีนป้องกนั

โรคพษิสนัุขบ้าจ�านวน 1 รุน่การผลติ โดยผูวิ้เคราะห์ 2 คน คนละ 3 ซ�า้ แล้วน�าผลการทดสอบมาวิเคราะห์หาค่าสมัประสทิธิ์
ความแปรปรวน ซึ่งควรมีค่าไม่เกิน 25%
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การตรวจหาสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลิตภณัฑ์วคัซีนไวรัส  สกัุลยาณี  ไชยม ีและคณะ

ผล
จากการตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป จ�านวน 

16 ตัวอย่าง ได้แก่ วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า วัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีเชื้อเป็น และวัคซีนรวม คอตีบ 
บาดทะยัก ไอกรน ชนิดไม่มีเซลล์ โปลิโอชนิดฉีด ฮิบ ตับอักเสบบี (DTaP+IPV+HIB+HBV) ด้วยวิธี Real-time 
PCR ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ปริมาณ DNA ตกค้างจากกราฟมาตรฐาน (ภาพที่ 1) จากผลการทดลองพบว่าปริมาณสาร
พันธกุรรมทีต่รวจพบในทกุตวัอย่างมปีรมิาณทีต่�า่มากอยูร่ะหว่าง 0.49 - 4.48 นาโนกรมั/โด๊ส (ตารางที ่1) และปรมิาณ
ของ DNA ที่ตรวจพบในแต่ละรุ่นการผลิตของวัคซีนชนิดเดียวกัน หรือต่างชนิดกันให้ปริมาณสารพันธุกรรมตกค้าง 
ที่แตกต่างกันไป แต่ค่าที่ได้ต�่ากว่าเกณฑ์มาตรฐานที่ก�าหนดโดยองค์การอนามัยโลก
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Standard ตัวอย่างวัคซีนส�าเร็จรูป

ภาพท่ี 1  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ตรวจวัดได้ (∆Rn) กับจ�านวนรอบของปฏิกิริยา (บน)  
และผลการวิเคราะห์ปริมาณ DNA ตกค้าง ของวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป จ�านวน 16 ตัวอย่าง จากกราฟมาตรฐานซึ่งแสดงความ
สัมพันธ์ระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับปริมาณของ Vero cell DNA control ที่ระดับความเข้มข้น 3,000, 300, 30, 
3, 0.3 และ 0.03 พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา ด้วยวิธี Real-time PCR (ล่าง)

CT
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ผลการตรวจสอบความถูกต้องวิธี
การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์
จากการตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ของกราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค�านวณหาปริมาณ 

DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero โดยใช้ DNA ควบคมุ ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ โปรแกรมจะค�านวณและสร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหว่างปรมิาณแสงฟลอูอเรสเซนต์ทีต่รวจวัดได้ (∆Rn) กับจ�านวนรอบของปฏกิิริยา (amplification plot) 
และสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับความเข้มข้นของ DNA ควบคุม (ภาพที่ 2)  พบว่า
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของวิธีอยู่ที่ 0.998, 0.999 และ 0.999 ตามล�าดับ  (ตารางที่ 2)  เครื่องจะท�าการสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับความเข้มข้นของ DNA ควบคุม และวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธ์ออกมา ซึ่งต้องมีค่ามากกว่า 0.990  

ตารางที่ 1 การตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์ Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปโดยวิธี Real-time PCR

ล�าดับที่ ตัวอย่าง แหล่งผลิต** ปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์
    เพาะเลี้ยง Vero (นาโนกรัมต่อโด๊ส)

 1 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 1 L 1.15
 2 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 2 L 0.68
 3 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 3 L 1.85
 4 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 4 L 1.73
 5 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 5 L 0.49
 6 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 6 L 1.76
 7 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 7 L 3.36
 8 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 8 L 0.24
 9 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 9 L 0.67
 10 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 10 L 1.84
 11 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 11 I <0.0015*
 12 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 1 I < 0.00075
 13 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 2 I < 0.00075
 14 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 3 I 0.0015
 15 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 4 I 0.0042
 16 วัคซีนรวมคอตีบ บาดทะยัก ไอกรนชนิดไม่มีเซลล์  I <0.00075
   โปลิโอชนิดฉีด ฮิบ และตับอักเสบบี 
  (DTaP+IPV+HIB+HBV) 

 * ตัวอย่างวัคซีนทุกตัวอย่างมีปริมาตรบรรจุ 500 ไมโครลิตรต่อโด๊ส ยกเว้นตัวอย่างที่ 15 มีปริมาตรบรรจุ 1 มิลลิลิตรต่อโด๊ส และ 
  ขีดจ�ากัดของการวิเคราะห์ (limit of detection: LOD) ของชุดทดสอบ resDNASEQ® Quantitative Vero DNA เท่ากับ  
  0.0015 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร
 ** L: หมายถึงวัคซีนที่ผลิตในประเทศ (Local vaccine) และ I: หมายถึงวัคซีนที่น�าเข้าจากต่างประเทศ (Imported vaccine)
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ภาพท่ี 2  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ตรวจวัดได้ (∆Rn) กับจ�านวนรอบของปฏิกิริยา (บน) 
และกราฟมาตรฐานซ่ึงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับปริมาณของ Vero cell DNA control 
ที่ระดับความเข้มข้น 3,000, 300, 30, 3, 0.3 และ 0.03 พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา ด้วยวิธี Real-time PCR (ล่าง)

 ครั้งที่ท�าการทดสอบ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

ตารางท่ี 2  ผลการศกึษาการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์ โดยวธิ ีReal-time PCR ในการหาค่าสมัประสทิธ์ิ
สหสัมพันธ์จากการสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ DNA ควบคุมที่ความเข้มข้น 3,000, 300, 30, 3, 0.3  และ 0.03 พิโคกรัม 
ต่อหลุม ตามล�าดับ

 1 0.998
 2 0.999
 3 0.999
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การตรวจสอบความแม่นของวิธี
เมื่อท�าการเติม DNA ควบคุมของเซลล์ Vero ปริมาณ 10 พิโคกรัม ลงในตัวท�าละลายวัคซีน แล้วน�ามา

วิเคราะห์หาปริมาณ DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero จ�านวน 3 ซ�้า พบว่าวิธีสามารถตรวจพบปริมาณของ DNA ได้
โดยมค่ีาเฉลีย่เรขาคณิต (Geometric Mean, GM) ที ่8.76 พิโคกรมั มค่ีาเบ่ียงเบนมาตรฐานเรขาคณติ (Geometric 
Standard Deviation, GSD) ที่ 1.24 และค่าการคืนกลับที่ 87.6% (ตารางที่ 3) 

ตารางท่ี 3 ผลการตรวจความแม่นของวิธี Real-time PCR ในการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ควบคุมของเซลล์ Vero 
ปริมาณ 10 พิโคกรัม ที่เติมลงในตัวท�าละลายวัคซีน 

 
ตัวอย่างที่

 ปริมาณสารพันธุกรรมตกค้าง
  (นาโนกรัมต่อโด๊ส) GM GSD % Recovery

 1 10.94
 2 7.06   
 3 8.70   

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธี
เมือ่ท�าการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลติภณัฑ์วัคซีนป้องกนัโรคพษิสนัุขบ้าจ�านวน 

3 รุ่นการผลิต ในวันและเวลาเดียวกัน 3 ครั้งต่อรุ่นการผลิต พบว่าในวัคซีนตัวอย่างที่ 1 ตรวจพบปริมาณของ DNA 
จากเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ตกค้างอยู่ในผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าเฉลี่ยเรขาคณิตอยู่ที่ 2.56 นาโนกรัมต่อโด๊ส มีค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานเรขาคณิตที่ 1.31 นาโนกรัมต่อโด๊ส และมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ 27.14% ในวัคซีนตัวอย่างที่ 2 
ตรวจพบปรมิาณของ DNA จากเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ตกค้างอยูใ่นผลติภณัฑ์ โดยมค่ีาเฉลีย่เรขาคณติอยูท่ี ่3.59 นาโนกรัม
ต่อโด๊ส มีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเรขาคณิตที่ 1.19 นาโนกรัมต่อโด๊ส และมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ 17.16% 
และในวัคซีนตัวอย่างที่ 3 ตรวจพบปริมาณของ DNA จากเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ตกค้างอยู่ในผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าเฉลี่ย
เรขาคณิตอยู่ที่ 4.58 นาโนกรัมต่อโด๊ส มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิตที่ 1.12 นาโนกรัมต่อโด๊ส และมีค่าสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวนที่ 11.40%  (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4  ผลการตรวจสอบความเที่ยงของวิธี Real-time PCR ในการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero 
ในผลิตภัณฑ์วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าจ�านวน 3 รุ่นการผลิต
 

ตัวอย่าง ขวดที่
 ปริมาณ DNA ตกค้าง

   (นาโนกรัมต่อโด๊ส) GM GSD %GCV

วัคซีนพิษสุนัขบ้า 1 1.91 
รุ่นการผลิตที่ 1 2 3.21 2.56 1.31 27.14
 3 2.75 

วัคซีนพิษสุนัขบ้า   1 3.37
รุ่นการผลิตที่ 2 2 4.36 3.59 1.19 17.16 
 3 3.16   

วัคซีนพิษสุนัขบ้า 3 1 5.18 
รุ่นการผลิตที่ 3 2 4.48 4.58 1.12 11.40 
 3 4.14

 8.76 1.24 87.6 %
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การตรวจหาสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลิตภณัฑ์วคัซีนไวรัส  สกัุลยาณี  ไชยม ีและคณะ

การทดสอบความคงทนของวิธี
จากการท�าการวเิคราะห์หาปรมิาณสารพนัธกุรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลติภณัฑ์วัคซีนป้องกนั

โรคพิษสุนัขบ้า จ�านวน 1 รุ่นการผลิต โดยผู้ตรวจวิเคราะห์ 2 คน คนละ 3 ซ�้า ในวันและเวลาเดียวกัน พบว่ามีผลการ
วิเคราะห์ทีใ่กล้เคยีงกนั  คอื มค่ีาเฉลีย่เรขาคณติอยูท่ี ่3.99 และ 4.85 นาโนกรมัต่อโด๊ส มค่ีาเบ่ียงเบนมาตรฐานเรขาคณติ
ที่ 1.12 และ 1.11 และมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ 11.25 และ 10.54 ในผู้วิเคราะห์คนที่ 1 และคนที่ 2  
ตามล�าดับ และเมื่อน�ามาค�านวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิตรวมของการทดสอบ จะมีค่าเท่ากับ 1.11 และมีค่า
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเท่ากับ 10.42% (ตารางที่ 5)

ตารางท่ี 5  ผลการทดสอบความคงทนของวธีิ Real-time PCR โดยท�าการวเิคราะห์หาปริมาณสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์
เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้ารุ่นการผลิตเดียวกัน 

 ครั้งที่
 ปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero

  (นาโนกรัมต่อโด๊ส)
  ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 ผู้วิเคราะห์คนที่ 2

1 4.03 4.96
2 4.44 5.31
3 3.55 4.32

G.M. 3.99 4.85
Geo S.D. 1.12 1.11
Geo C.V. 11.25  10.54

G.M. (รวม)  4.40
Geo S.D. (รวม)  1.11
% Geo C.V. (รวม)  10.42

วิจารณ์
ปัจจบัุนวัคซีนไวรสัหลายชนิดมกีารผลติโดยใช้เซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่อเน่ือง ซ่ึงคณุสมบัตขิองเซลล์เพาะเลีย้ง

เหล่าน้ีได้มีการศึกษาแล้วว่าสามารถน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนได้ มีความปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดมะเร็งและการติดเช้ือ
ไวรัสโดยไม่พึงประสงค์ โดยเฉพาะถ้าในการผลิตนั้นมีกระบวนการท�าให้บริสุทธิ์ (purification) มีกระบวนการตรวจ
สอบควบคมุคณุภาพทีดี่ และม ีDNA ของเซลล์เพาะเลีย้งท่ีใช้ผลติในผลติภณัฑ์วัคซีนเป็นไปตามเกณฑ์ทีก่�าหนดไว้โดย
องค์การอนามัยโลก(11)  

เซลล์เพาะเลีย้ง Vero เป็นเซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่อเน่ืองทีผู้่ผลติน�ามาใช้ในการผลติวัคซีนไวรสัอย่างแพร่หลาย 
มากกว่า 80% ของวัคซีนไวรัสที่มีการจ�าหน่าย และใช้ในการสร้างเสริมภูมิคุ้มกันของประชากรทั่วโลกผลิตจากเซลล์ 
ชนิดนี้(3) ซึ่งถือเป็นเซลล์ที่ทั่วโลกรู้จักกันดี และมีการศึกษาถึงความปลอดภัย สามารถน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนได้ 

เพือ่เป็นการตรวจสอบผลติภณัฑ์วัคซีนไวรสัทีผ่ลติจากเซลล์เพาะเลีย้งชนิดน้ีและมกีารขอรบัรองรุน่การผลติ
ในประเทศ รวมถึงได้พัฒนาวิธีการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป
ด้วยวิธี Real-time PCR การศึกษาน้ีจึงได้ท�าการตรวจหาปริมาณ DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ที่ตกค้างอยู ่
ในตัวอย่างวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปจ�านวน 16 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นวัคซีนที่มีการใช้เซลล์ Vero ในการผลิต และน�ามาส่งตรวจ
เพ่ือขอรับรองรุ่นการผลิตในประเทศกับสถาบันชีววัตถุโดยวิธีดังกล่าว ผลการทดลองพบ DNA ตกค้างในปริมาณ 
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ต�่ากว่าเกณฑ์ที่ก�าหนดไว้โดยองค์การอนามัยโลกในทุกตัวอย่างท่ีน�ามาทดสอบ แม้ว่าค่าปริมาณ DNA จะมีความ 
แตกต่างกันในแต่ละผลิตภัณฑ์และต่างกันในแต่ละรุ่นการผลิต ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าการสกัดเอาสารพันธุกรรมออกจาก
ผลิตภัณฑ์ในแต่ละรุ่น หรือแม้แต่รุ่นเดียวกันในกระบวนการผลิตวัคซีนนั้นไม่สามารถก�าหนดค่าที่แน่นอนได้  จึงท�าให้
ปริมาณที่ตรวจพบมีความแตกต่างกัน 

เพ่ือเป็นการยนืยันว่าวิธทีีใ่ช้ในการวิเคราะห์เป็นวิธทีีเ่หมาะสม ให้ผลการวิเคราะห์ทีถ่กูต้อง จงึได้ท�าการตรวจ
สอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์ที่ส�าคัญ ได้แก่ 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์พบว่า มค่ีาสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธ์ มากกว่า 0.990 ในทกุ
ชุดการทดสอบ ซ่ึงแสดงให้เหน็ว่าค่า cycle threshold (Ct) กบัปรมิาณของ Vero cell DNA control มคีวามสมัพนัธ์
กัน และสามารถน�ามาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ได้ โดยช่วงวิเคราะห์ที่
เหมาะสมอยู่ระหว่าง 0.03-3,000 พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา 

ในการตรวจสอบความแม่นของวิธี โดยการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ควบคุมของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero 
จ�านวน 10 พิโคกรัม ที่เติมลงในตัวท�าละลายวัคซีนนั้น คณะผู้ศึกษาวิจัยเลือกใช้ปริมาณ DNA นี้ เนื่องจากเป็นปริมาณ
ที่ต�่า ใกล้เคียงกับค่าที่ตรวจพบจริงในตัวอย่างวัคซีน และอยู่ในช่วงวิเคราะห์ที่เหมาะสม คือ อยู่ในระหว่าง 0.03-3,000 
พิโคกรมั จากการศึกษาพบว่า วิธน้ีีสามารถตรวจหา DNA ควบคมุของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ทีเ่ตมิลงไปในตวัท�าละลาย
วัคซีนได้ โดยมีค่าการคืนกลับที่ 87% ซึ่งอยู่ในช่วง 80-120% จึงถือว่าวิธีมีความแม่นที่ดี

ส่วนการตรวจสอบความเทีย่งของวิธน้ัีน ใช้ตวัอย่างวัคซีนในการทดสอบเพือ่ให้มสีภาวะใกล้เคียงกับเมือ่ต้อง
ท�าการทดสอบในตัวอย่างวัคซีนจริงๆ โดยคัดเลือกจากวัคซีนตัวอย่างจ�านวน 16  ตัวอย่าง ที่ท�าการศึกษามาแล้ว 
ในขัน้ต้น และมปีรมิาณของ DNA ตกค้างในระดบัทีส่ามารถตรวจวิเคราะห์ได้จ�านวน 3 รุน่การผลติ เมือ่ท�าการทดสอบ
ในวันและเวลาเดยีวกนั (within-day variation) มค่ีาสมัประสทิธิค์วามแปรปรวนที ่27.14%, 17.16% และ 11.40% 
ตามล�าดับ ซึ่งตามที่ก�าหนดไว้ควรมีค่าไม่เกิน 25% แต่จะเห็นว่าในตัวอย่างที่ 1 ของวัคซีนพิษสุนัขบ้าที่น�ามาใช้ในการ
ศึกษาความเที่ยงนั้นมีค่าเกินกว่าเกณฑ์ที่ก�าหนดไว้ ในขณะที่อีกสองตัวอย่างมีค่าไม่เกินเกณฑ์ก�าหนด อย่างไรก็ตาม 
ในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนนี้ เป็นการวิเคราะห์หาสาร
ซ่ึงมปีริมาณน้อยมากในผลติภณัฑ์วัคซีน มหีน่วยเป็นพโิคกรมั และนาโนกรมั ท�าให้มผีลต่อการค�านวณหาค่าสมัประสทิธิ์
ความแปรปรวนได้ แต่จากผลการทดสอบมีค่าไม่ต่างจากเกณฑ์ก�าหนดมากนัก และ 2 ใน 3 ตัวอย่างที่ท�าการวิเคราะห์
มีค่าผ่านเกณฑ์ จึงถือว่าเป็นวิธีมีความแปรปรวนของผลการทดสอบน้อย แสดงว่าวิธีมีความเที่ยงดี 

ในการทดสอบความคงทนของวิธี ซึ่งใช้ผู้วิเคราะห์ 2 คนในการทดสอบ พบว่าผลในการวิเคราะห์หาปริมาณ 
DNA ตกค้างมีค่าใกล้เคียงกัน แสดงว่าวิธีมีความคงทนดี 

การศึกษาความถูกต้องของวิธี Real-time PCR ในการตรวจหา DNA ตกค้างน้ีเป็นไปตามเกณฑ์ที่ 
ก�าหนดไว้(12) และเป็นไปในแนวทางเดยีวกนักบัการศึกษาทีผ่่านมา ซ่ึงท�าการตรวจสอบความถกูต้องของวิธใีนการตรวจหา 
DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง CHO (Chainese Hamster Ovary cells) และเช้ือแบคทีเรีย E. coli 
ในผลิตภัณฑ์ชีววัตถุเพื่อการรักษา (biopharmaceutical products)(9, 10) แต่ยังขาดการตรวจสอบความถูกต้องใน
บางพารามิเตอร์ ได้แก่ การหาขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) และขีดจ�ากัดของการวิเคราะห์
เชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) แต่เนื่องจากชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้มีการ
ก�าหนดขดีจ�ากดัของการตรวจพบไว้ท่ี 0.0015 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร ซ่ึงต�า่กว่าเกณฑ์ทีก่�าหนดไว้โดยองค์การอนามัยโลก 
มาก ทางคณะผู้ท�าการศึกษาวิจัยจึงไม่ได้ท�าการศึกษาในสองพารามิเตอร์น้ี อย่างไรก็ตามในการศึกษาต่อไป หากมี 
การศึกษาเพิ่มเติมในสองพารามิเตอร์นี้ ก็จะช่วยให้การศึกษาความถูกต้องของวิธีมีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น
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การตรวจหาสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลิตภณัฑ์วคัซีนไวรัส  สกัุลยาณี  ไชยม ีและคณะ

สรุป
จากการศึกษาการตรวจวิเคราะห์หา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในตัวอย่างผลิตภณัฑ์วัคซีนไวรสั

ส�าเร็จรูป และการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและ 
ช่วงการวิเคราะห์ ความแม่น ความเที่ยง และความคงทนของวิธีแสดงให้เห็นว่าวิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นน้ี 
เป็นวิธีที่ดี มีความเหมาะสม สามารถน�ามาใช้ส�าหรับตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์
วัคซีนไวรัสได้ หากในอนาคตมีการศึกษาในสองพารามิเตอร์ ได้แก่ การหาขีดจ�ากัดของการตรวจพบ และขีดจ�ากัดของ
การวิเคราะห์เชิงปรมิาณเพิม่เตมิอาจน�ามาก�าหนดเป็นวิธมีาตรฐานภายในห้องปฏบัิตกิารเพือ่เป็นการคุม้ครองผูบ้รโิภค
ได้ และการศึกษานี้สามารถใช้เป็นแนวทางในการขยายขอบข่ายการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์หา DNA ตกค้างของ
เซลล์เพาะเลี้ยงชนิดอื่นๆ ในผลิตภัณฑ์ชีววัตถุต่อไปได้
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ABSTRACT Vero cells are continuous cell lines which are used as a substrate for producing many 
viral vaccines because of their safety, non-tumorigenicity and non-latent viruses. However, the safety 
of the vaccines using the Vero cell also depends on the production, purification, and quality control 
processes. The World Health Organization currently recommends 10 ng/dose as an upper limit of DNA 
residue for any vaccines produced from continuous cell lines. Institute of Biological Products had 
validated the Real-time PCR method to determine residual DNA of Vero cells in viral vaccine. Sixteen 
Vero cell-based vaccine samples were employed. The testing results showed that small amounts 
of residual DNA were present in all samples from 0.49 to 4.48 ng/dose, which is lower than WHO’s 
specification. From the analysis of linearity and range, it was found that the appropriate working range 
was 0.03-3,000 pg/reaction and the correlation coefficient was more than 0.990. For the accuracy, 
the recovery rate was 87% which was within the acceptance limit (80-120%). This method showed good 
repeatability when the test was conducted in the same day and at the same time and the coefficient of 
variance was less than 25%. For the analysis of robustness using two different analysts, it was found that 
the results were very close to each other and the coefficient of variance was less than 25%. Therefore, this 
method also showed good robustness. In conclusion, this developed real-time PCR when had been used 
for determination of residual Vero cell DNA in viral vaccines showed good results in linearity, accuracy, 
precision and robustness. 
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