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บทคดัย่อ  วคัซนีป้องกนัโรคอจุจาระร่วงจากไวรสัโรตา อาจถกูบรรจเุข้าในแผนการสร้างเสรมิภมูคิุม้กนัโรคแห่งชาตใินอนาคต

เพื่อลดอัตราการตายของทารกและเด็กเล็กที่เกิดจากโรคอุจจาระร่วง จึงมีความจ�ำเป็นที่จะต้องมีการควบคุมคุณภาพวัคซีน 

เพื่อให้แน่ใจในความปลอดภัยและประสิทธิภาพของวัคซีน ในการนี้จ�ำเป็นต้องเตรียมไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว

เพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพของวัคซีนในห้องปฏิบัติการ ในการศึกษานี้ได้หาสภาวะที่เหมาะสมส�ำหรับการเตรียมไวรัสโรตา

สายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวโดยให้ติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีความเข้มข้นของ trypsin ที่แตกต่างกัน และศึกษา

การเกบ็ไวรสัในน�ำ้เลีย้งเซลล์และเซลล์ทีถ่กูตดิเชือ้ในสภาวะต่างๆ คอืหลงัถกูแช่แขง็และละลายจ�ำนวน 1 ครัง้ 2 ครัง้ และ 3 ครัง้ 

ตามล�ำดับ เทียบกับการเก็บไวรัสโดยตรงจากน�้ำเลี้ยงเซลล์และเซลล์ที่ถูกติดเชื้อเพื่อน�ำสภาวะที่เหมาะสมมาเตรียมและก�ำหนด

ค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เด่ียวผลการศึกษาพบว่าความเข้มข้น 7.5 µg/ml trypsin/washing 

medium ทั้งใน titration medium และ maintenance medium สามารถเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยง 

MA104 และเกบ็ไวรสัแบบแช่แขง็และละลายเพยีงครัง้เดยีวเป็นสภาวะทีเ่หมาะต่อการเตรยีมไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์

เดี่ยวเนื่องจากให้ค่าความแรงของไวรัสโรตาสูงที่สุด  เป็น 7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร กับค่าพิสัยอยู่ในช่วง 7.46-8.40 

log10CCID50/1.5 มลิลลิติร และค่าทีไ่ด้แต่ละค่าจากผูว้เิคราะห์ 3 ราย มคีวามแตกต่างไม่เกิน 0.5 log10CCID50/1.5 มลิลลิติร 

จงึสรปุได้ว่าไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีมขึน้ในห้องปฏบิตักิารนีส้ามารถน�ำมาใช้เป็นไวรสัอ้างองิในการควบคุม

คุณภาพวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว
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บทน�ำ

วคัซนีป้องกนัโรคอจุจาระร่วงโรตา หรอืวคัซนีไวรสัโรตา (Rotavirus vaccine) ได้ขึน้ทะเบยีนในประเทศไทย

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2548(1) วัคซีนนี้เป็นไวรัสโรตาเชื้อเป็นชนิดรับประทาน สามารถให้โดยการหยอดกินทางปาก วัคซีน 

ไวรัสโรตาที่ใช้ในประเทศและทั่วโลกอย่างแพร่หลายมี 2 ชนิด คือ Monovalent human rotavirus vaccine 

สายพันธ์ุ P1A [8]G1 เป็นวัคซีนไวรสัโรตาซีโรทัยป์เดีย่ว และ Multivalenthuman-bovine rotavirus reassortant 

vaccine ซึ่งเป็นวัคซีนไวรัสโรตาต่อหลายซีโรทัยป์เนื่องจากเป็นไวรัสลูกผสม (reassortant) ที่มีโปรตีนชั้นนอก 

G1, G2, G3 และ G4 ที่ได้จากไวรัสโรตาของคน และ P protein ชนิด P7 [5] ได้จากไวรัสโรตาของวัว(1) เมื่อ  

ปี พ.ศ. 2553 ประเทศไทยได้ทดลองให้วัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว (monovalent vaccine) ในเด็กอายุต�่ำกว่า 

6 เดือน จ�ำนวน 15,000 คน ในระยะเวลา 3 ปี โดยมีจังหวัดสุโขทัยเป็นจังหวัดน�ำร่อง ขณะนี้ยังไม่ทราบผลการทดลอง 

หากผลการให้วัคซีนเป็นที่น่าพอใจ คาดว่าในปี พ.ศ. 2558 จะบรรจุวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดียวเข้าในแผนการสร้าง

เสริมภูมิคุ้มกันโรคแห่งชาติ เพ่ือลดอัตราการป่วยของเด็กไทยจากโรคอุจจาระร่วงซึ่งสูงถึงปีละกว่า 1 แสนราย(2) 

และมีความเป็นไปได้ท่ีจะมีการน�ำวัคซีนไวรัสโรตามาใช้ในอนาคตอันใกล้นี้ ดังนั้นการควบคุมคุณภาพวัคซีนไวรัส 

โรตาซีโรทัยป์เดี่ยวทุก lot ที่น�ำเข้ามาใช้ในประเทศจึงมีความส�ำคัญ(3) โดยเฉพาะค่าความแรงของวัคซีนเป็นปัจจัยหนึ่ง

ที่ส�ำคัญต่อประสิทธิภาพของวัคซีน และวัคซีนแต่ละชนิดมีการก�ำหนดค่าความแรงที่แตกต่างกัน ซึ่งการทดสอบค่า 

ความแรงของวัคซีนทุกชนิดต้องด�ำเนินการควบคู่ไปกับวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานทุกครั้ง  ซึ่งอาจใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

สากลที่องค์การอนามัยโลกผลิต(4) แต่เน่ืองจากวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสากลส�ำหรับวัคซีนโรตานั้นยังไม่มีการผลิต 

จึงเป็นหน้าที่ของหน่วยควบคุมก�ำกับภาครัฐในแต่ละประเทศต้องจัดหาหรือจัดเตรียมขึ้น เพื่อน�ำมาใช้ในการควบคุม

คณุภาพวคัซนีดงักล่าวในห้องปฏบิตักิาร การศกึษานีไ้ด้ทดลองหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติไวรสัอ้างอิงส�ำหรบัวคัซนี

ไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวโดยการเพาะเลี้ยงไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียงจากการทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้องกับการติดเชื้อ

ของไวรัสโรตาในเซลล์เพาะเลี้ยงพบว่าต้องอาศัย trypsin ช่วยกระตุ้นในการติดเช้ือ(5-7) จึงได้ทดลองให้ไวรัสโรตา 

สายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีปริมาณความเข้มข้นของ trypsin ที่แตกต่างกัน 

รวมทั้งศึกษาการเก็บไวรัสในน�้ำเลี้ยงเซลล์และเซลล์ที่ติดเช้ือในสภาวะต่างๆ หลังถูกแช่แข็งและละลายจ�ำนวน 1 คร้ัง 

2 ครั้งและ 3 ครั้ง เทียบกับการเก็บไวรัสโดยตรงจากน�้ำเลี้ยงเซลล์ แล้วจึงท�ำการจัดเตรียมไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีน 

ซีโรทัยป์เดี่ยวและท�ำการก�ำหนดค่าความแรงขึ้น   เพื่อน�ำมาใช้ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวใน

ห้องปฏิบัติการต่อไป

วัสดุและวิธีการ

วัคซีน

น�ำวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวจากผู้ผลิตที่น�ำเข้ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งผู้ผลิตก�ำหนดค่าความแรง 

ของวัคซีนโรตาต้องไม่น้อยกว่า 6 log10CCID50/dose/1.5 มิลลิลิตร

เซลล์เพาะเลี้ยง

เซลล์เพาะเลี้ยง MA104 (CCT WLB1998/12cell bank) ซึ่งมีก�ำเนิดจาก African green monkey 

foetal kidney ซึ่งมีความจ�ำเพาะต่อไวรัสโรตา(8) ได้รับความอนุเคราะห์จากผู้ผลิต
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แอนติบอดี

โมโนโคนอลแอนติบอดี 2C9 ซ่ึงมีความจ�ำเพาะต่อแอนติเจนของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวส�ำหรับใช้ใน 

การย้อมเซลล์ติดเชื้อโดยใช้เทคนิค immunoperoxidasestaining(3) ได้รับความเอื้อเฟื้อจากผู้ผลิต

อาหารเลี้ยงเซลล์

อาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbeco’s Modified Eagle Minimum (DMEM) (Cat. No.31660-026, Gibco) 

ที่มี 2% ซีรั่มจากลูกวัว (fetal bovine serum, Cat. No. 26140-079, Gibco), 1%L-glutamine (Cat.No. 

G-3126, Sigma), 7.5% NaHCO3 (Cat.No.S-5716, Sigma) 3%, 1% Penicillin (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)

น�้ำยาเพื่อใช้ล้างเซลล์ในการทดสอบ (washing medium) เตรียมโดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีส่วนผสม

ของซีรั่มจากลูกวัว 

อาหารเลี้ยงเชื้อไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว (virus growth medium/titration medium)

อาหารเลี้ยงเชื้อไวรัสโรตา (titration medium) เตรียมโดยเติม trypsin (Cat.No.27250-018, Gibco) 

ความเข้มข้นต่างๆ กันลงไปใน washing medium ใช้ในช่วงการกระตุ้นไวรัสและให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์

อาหารเลี้ยงเชื้อไวรัสโรตา (maintenance medium) ใช้ในช่วงของการบ่มเพื่อเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตา 

ซีโรทัยป์เดี่ยว

ผลของ trypsin ต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง

น�ำวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวมาเจือจางใน titration medium อัตราส่วน 1:1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

นาน 50-60 นาที เป็นการกระตุ้นไวรัสโรตา จากนั้นเติมลงในฟลาสค์ที่มีเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 เจริญอยู่ 80-95% 

ปริมาตร 1 มล./ฟลาสค์ 175 cm2 อัตราส่วนของไวรัสต่อเซลล์เป็น 0.01 โดยประมาณ บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง

เพื่อให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ ในขั้นตอนนี้ titration medium ที่ใช้จะมีความเข้มข้นของ trypsin แตกต่างกันเป็น 3 สภาวะ

ดังนี้ 7.5 µg/mltrypsin/washing medium, 0.75 µg/ml trypsin/washing medium และ 0.375 µg/ml 

trypsin/washing mediumเมื่อครบเวลาเติม maintenance medium ปริมาตร 10-15 มล. แล้วน�ำไปบ่มท่ี  

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% CO2 นาน 4 วัน ขั้นตอนนี้ maintenance medium ที่ใช้มี 3 สภาวะ คือ 

titration medium, washing medium ที่เติม 1% ของซีรั่มจากลูกวัว และ washing medium เพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว

การเก็บไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวในสภาวะต่างๆ

หลังการเพาะเลี้ยงไวรัสในเซลล์นาน 4 วัน จะเกิดการติดเช้ือในเซลล์เพาะเลี้ยงประมาณ 80-90% เก็บ 

(harvest) ไวรัสใน 4 สภาวะ คือ 1) เก็บไวรัสจากเซลล์เพาะเลี้ยง  โดยดูดทั้ง maintenance medium และเซลล์ 

ที่ติดเชื้อจากฟลาสค์ไปปั่นที่ 3,000 รอบ นาน 10 นาที และเก็บส่วนใสที่มีไวรัสไว้ 2) เก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและ

ละลาย (freeze-thaw) 1 ครั้ง ท�ำโดยการน�ำฟลาสค์ที่ติดเชื้อไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส นาน 1 วันแล้ว

น�ำมาละลาย 1 ครั้ง (1F-T) ดูดทั้ง maintenance medium และเซลล์ที่ติดเชื้อไปปั่นที่ 3,000 รอบ นาน 10 นาที 

และเก็บส่วนใสที่มีไวรัสไว้  3)  เก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและละลาย 2 ครั้ง โดยท�ำเหมือนข้อ 2) แต่น�ำฟลาสค์ที่ติดเชื้อ

ไวรสัไปแช่แข็งและน�ำมาละลายจ�ำนวน 2 ครัง้ (2 F-T) 4) เก็บไวรสัหลงัการเก็บแช่แขง็และละลาย 3 ครัง้ โดยท�ำเหมือน
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ข้อ 2) แต่น�ำฟลาสค์ที่ติดเชื้อไวรัสไปแช่แข็งและน�ำมาละลายจ�ำนวน 3 ครั้ง (3F-T) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ

เก็บไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว

การประเมินค่าความแรงของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว

เลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 จ�ำนวน 2.0 × 105 เซลล์ในปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรในเพลทชนิด 96 หลุม 

นาน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์จากนั้นน�ำวัคซีนตัวอย่างที่มี 

เชื้อไวรัสโรตาอ่อนฤทธิ์มากระตุ้นด้วย trypsin ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยเจือจางไวรัสเป็น 1:10 ใน titration 

medium บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 50-60 นาที ในสภาวะที่มี trypsin จากนั้นเจือจางไวรัสแต่ละขั้นเป็น 1:100.5 

โดยเริ่มที่ระดับความเจือจาง 10-3.0 - 10-7.5 ด้วย titration medium โดยก่อนเติมวัคซีนตัวอย่างในแต่ละ 

ความเจือจาง ล้างเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ในเพลท 96 หลุม ด้วย washing medium ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/หลุม 

2 ครั้ง เพื่อเอาซีรั่มที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ออก เนื่องจากซีรั่มจะหยุดการท�ำงานของ trypsin จากนั้นดูด washing 

medium ออกประมาณ 0.18 มิลลิลิตร ก่อนเติมวัคซีนตัวอย่างในแต่ละความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/หลุม 

ความเจือจางละ 8 หลุม น�ำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์นาน 6 วัน จากนั้น 

ล้างเพลทด้วย washing medium ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/หลุม จ�ำนวน 1 ครั้งแล้ว fix เซลล์ด้วย 80% acetone ที่

แช่เย็นทิ้งให้เพลทแห้ง จากนั้นย้อมหาปริมาณแอนติเจนของ rotavius ด้วยวิธีimmunoperoxidasestaining(9)  

โดยเติม monoclonal antibody 2C9 ที่เจือจาง 250 เท่า ด้วย 5% skimmed milk (Cat.No.70166, Fluka) ใน 

PBS- ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/หลุมลงในเพลท บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมงจากนั้นล้างเพลท 4 ครั้ง

ด้วย PBS- และเติม anti-mouse IgG-peroxidase (Cat. No. 12-349, Millipore) ที่เจือจาง 400 เท่า ซึ่งได้

จากการหาค่าความเจือจางที่เหมาะสมโดยใช้ 5% skimmed milk (Cat. No.70166, Fluka) ใน PBS- ปริมาตร 

0.05 มิลลิลิตร/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงจากนั้นล้างเพลท 4 ครั้งด้วย PBS- ก่อนเติม 

0.05 มิลลิลิตร/หลุมของสารละลายที่มี 3,3’-Diaminobenzidine tablet (DAB) และ urea hydrogen peroxide 

tablet อย่างละ 1 เม็ด (Cat. No. D4418, Sigma) ในน�้ำกลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 

20 นาที และล้าง 3 ครั้ง ด้วยน�้ำประปา อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยนับจ�ำนวนหลุมที่มีเซลล์ติดสีน�้ำตาล 

ซึ่งเกิดจากการที่เซลล์ติดเชื้อไวรัสโรตา น�ำจ�ำนวนหลุมที่ให้ผลบวกมาค�ำนวณหาค่าความแรงหรือปริมาณไวรัสโรตา

ทั้งหมด มีหน่วยเป็น Cell culture infective dose 50% (CCID50) 1.5 มิลลิลิตร

การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้น

ประเมินค่าความแรงของไวรัสอ้างอิงมาตรฐานไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ เพื่อใช้

เป็น in-house reference standard โดยท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ โดยผู้ปฏิบัติงาน 3 ราย

การค�ำนวณค่าความแรง

ค�ำนวณค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นให้องปฏิบัติการ โดยใช้สูตรที่

ดัดแปลงมาจาก Kaber(10) ดังนี้

	

		                                            	 ∑ จ�ำนวนหลุมทั้งหมดที่มี CPE - 0.5   × 0.5	
Log10CCID50   =  - ส่วนกลับของความเจือจางต�่ำสุดที่ใช้ +
			   จ�ำนวนหลุมในแต่ละความเจือจาง

							     

[ [ [[
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ค�ำนวณค่าความแรงท่ีได้ในรปูของ CCID50/50 ไมโครลติรและรายงานผลเป็น CCID50/โด๊ส/1.5 มลิลลิติร  

ค่าความแรงที่ได้ในแต่ละครั้งที่ทดสอบต้องมีความแตกต่างไม่เกิน 0.5 log10CCID50

ผล

ลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังการติดเชื้อด้วยไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว

ลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 หลังการติดเชื้อไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว โดยสังเกตเห็น

เซลล์เริ่มมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปที่เรียกว่า cytopathic effect (CPE) หลังการติดเชื้อนาน 4 วัน เมื่อย้อมสีด้วยวิธี 

immunoperoxidase จะเห็นสีน�้ำตาลภายในเซลล์ (ภาพที่ 1 a)   ซึ่งลักษณะดังกล่าวจะไม่เห็นในเซลล์ควบคุม 

(ภาพที่ 1 b) ที่ไม่ติดเชื้อที่ก�ำลังขยาย 40x

ภาพที่ 1  ลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ภายหลังการติดเชื้อไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว (1a) 

เทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ปกติ (1b)  

             เซลล์ MA104 ที่ติดเชื้อไวรัสโรตา	 เซลล์ MA104 ปกติ

		  (ก�ำลังขยาย 40X)	 (ก�ำลังขยาย 40X)

	 1a	 1b

ผลของ trypsin ต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง

จากผลการศึกษาพบว่าการใช้ trypsin ที่ความเข้มข้นสูงสุดคือ 7.5 µg/ml trypsin/ washing medium

ในช่วงการให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์โดย titration medium และช่วงการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโดย maintenancemedium 

ให้ปริมาณไวรัสสูงที่สุดคือ 6.86 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ในขณะที่ปริมาณไวรัสลดลงเมื่อใช้ความเข้มข้น trypsin 

ที่ 0.75 µg/ml trypsin/washing medium (4.05 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร) และ 0.375 µg/ml trypsin/ 

washing medium (3.86  log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร) ในสภาวะที่ 7.5 µg/ml trypsin/washing medium แต่

ในอาหาร maintenancemedium เป็น washing medium ที่เติม 1% ของซีรั่ม และ washing medium จะให้

ปริมาณไวรัสเท่ากับ 3.93 และ 4.30 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่างจากการใช้ที่ 0.75 µg/ml trypsin/

washing medium และ 0.375 µg/ml trypsin/washing medium ในอาหาร maintenancemedium เป็น 

washing medium ทีเ่ตมิ 1% ของซรีัม่ และ washing medium คอื 4.05, 3.80, 4.55 และ 4.24  log10CCID50/1.5 

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ (ตารางที่ 1)
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การเปรียบเทียบปริมาณไวรัสจากการเก็บไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในสภาวะต่างๆ

จากการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ในสภาวะที่ความ 

เข้มข้น trypsin เป็น 0.75 µg/ml trypsin/washing medium และเก็บน�้ำเลี้ยงเซลล์ที่มีไวรัสโดยวิธีที่แตกต่างกัน 

4 รูปแบบ คือ 1) เก็บโดยตรง  2) 1F-T  3) 2F-T และ 4) 3F-T  ผลการทดลองพบว่าในสภาวะการทดลอง 3 ซ�้ำ 

ที่เป็นอิสระแก่กันโดยผู้วิเคราะห์ 3 ราย  การเก็บไวรัส โดยตรงให้ค่าปริมาณไวรัสเฉลี่ยเท่ากับ 6.68 log10CCID50/1.5 

มิลลิลิตร ซึ่งต�่ำกว่าปริมาณไวรัสที่ได้จากการเก็บโดยวิธี 1F-T และวิธี 3F-T ที่ให้ปริมาณไวรัสเฉลี่ยเท่ากัน คือ 6.97 

log10CCID50/1.5 มิลลิลิตรอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติโดย One-Way ANOVA (p <0.05 ) เช่นเดียวกับปริมาณไวรัส

ที่เก็บโดยวิธี 2F-T คือ106.47 CCID50/1.5 ml (p <0.05) และการเก็บโดยวิธี 2F-T ให้ค่าความแรงที่แตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับการจัดเก็บไวรัสโดยวิธี 1F-T และวิธี 3F-T (p <0.05) การเก็บโดยวิธี 1F-T และ

วิธี 3F-T ให้ปริมาณไวรัสเฉลี่ยมากที่สุด ดังนั้นเพื่อลดเวลาการเก็บวัคซีนไวรัสลงจะใช้วิธี 1F-T มาเตรียมไวรัส 

โรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวอ้างอิงเพ่ือน�ำมาใช้เป็น in-house reference standard ในห้องปฏิบัติการ 

(ตารางที่ 2)

	 7.5 µg/mltrypsin/	 7.5 µg/mltrypsin/washing medium	 6.86

	
washing medium

	 washing medium+ 1% FBS	 3.93

		  washing medium	 4.3

	 0.75 µg/mltrypsin/	 0.75 µg/mltrypsin/washing medium	 4.05

	
washing medium

	 washing medium+ 1% FBS	 4.05

		  washing medium	 3.8

	 0.375 µg/mltrypsin/	 0.375 µg/mltrypsin/ washing medium	 3.86

	
washing medium

	 washing medium+ 1% FBS	 4.55

		  washing medium	 4.24

ตารางที่ 1  ผลของ trypsin ต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง

	 สภาวะของอาหาร ค่าเฉลี่ยของ virus titer
(log10CCID50/1.5 ml)Titration medium	 Maintenance medium

		  การทดลองที่ 1	 การทดลองที่ 2	 การทดลองที่ 3	 G.M.

	 เก็บโดยตรง	 6.74	 6.68	 6.61	 6.68

	 1F-T *	 6.99	 6.8	 7.11	 6.97

	 2F-T	 6.49	 6.49	 6.43	 6.47

	 3F-T *	 7.05	 6.99	 6.86	 6.97

การเก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและละลาย (freeze-thaw) 1 ครั้ง 1F-T* และเก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและ

ละลาย (freeze-thaw) 3 ครัง้ 3F-T* ไม่มีความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคัญทางสถิตโิดย One-Way ANOVA (p>0.05)

ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบปริมาณไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวจากการเก็บไวรัสในสภาวะต่างๆ 

	 สภาวะการจัดเก็บไวรัส	 virus titer (log10CCID50/1.5 ml)
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การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ

เม่ือน�ำไวรสัโรตาสายพันธุวั์คซีนซีโรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีมขึน้เพือ่ใช้เป็นไวรสัอ้างอิงในห้องปฏบิตักิาร (in-house 

reference) มาหาค่าความแรงโดยผู้ปฏิบัติ 3 ราย ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ จ�ำนวน 2 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน ค่าความแรง

เฉล่ียของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานท่ีเตรียมในห้องปฏิบัติการจากผู้ปฏิบัติ 3 ราย เท่ากับ 8.03, 7.86 และ 7.88 

log10CCID50/1.5 ml (n= 3) โดยมีค่าความแรงรวมเฉลี่ย (n= 18) เท่ากับ 7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร 

เมื่อน�ำมาหาค่าพิสัย (G.M. ± 3SD) มีค่าเท่ากับ 7.46- 8.40 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร (ตารางที่ 3)

	 รายที่ 1 (n= 6)	 รายที่ 2 (n= 6)	 รายที่ 3 (n= 6)

	 8.05, 7.99, 8.11	 7.74, 8.05, 7.80	 7.74, 7.93, 7.68

	 8.11, 7.99,7.93	 8.05, 7.86, 7.68	 7.99, 8.18, 7.80

	 G.M. = 8.03	 G.M. = 7.86	 G.M. = 7.88

	 SD = 0.07	 SD = 0.16	 SD = 0.18

		  G.M. รวม = 7.93

		  SD รวม = 0.16

		  G.M. ± 3SD = 7.46- 8.40

ตารางที่ 3  การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้น

ค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้น

ในห้องปฏิบัติการ โดยผู้สอบเทียบ 3 ราย (log10CCID50/1.5 ml)

วิจารณ์

ไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวจะท�ำให้เซลล์ MA104 เกิด CPE ในระยะเวลา 4-6 วัน ซึ่งสามารถ

พิสจูน์ได้เมือ่ย้อมหาแอนตเิจนของไวรสัท่ีอยูภ่ายในไซโตพลาสซมึของเซลล์ทีต่ดิเชือ้ไวรสัด้วยวธิ ีimmunoperoxidase 

จากการทบทวนวรรณกรรมไวรสัโรตาจะตดิเชือ้ในเซลล์เพาะเลีย้งได้ดต้ีองอาศยั trypsin ในการช่วยให้ไวรสัเข้าสูเ่ซลล์

ได้ง่ายขึ้น(5-7) จึงท�ำการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมของความเข้มข้น trypsin พบว่าการใช้ 7.5 µg/ml trypsin/ 

washing medium ทั้งใน titration medium และ maintenance medium ได้ค่าปริมาณไวรัสสูงสุด 6.86 

log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ส่วนท่ีสภาวะอืน่ๆ ทีล่ดความเข้มข้น trypsin ลง 10 และ 20 เท่า (0.75 µg ,0.375 µg/ml 

trypsin) ทั้งใน titration medium และ maintenance medium ปริมาณไวรัสที่ได้จะลดลงและมีค่าใกล้เคียงกัน 

แสดงว่าความเข้มข้น trypsin มีส่วนส�ำคญัมากในการส่งเสรมิการเพิม่จ�ำนวนไวรสัโรตาในการทดลองนีจ้งึใช้ 7.5 µg/ml 

trypsin/washing medium เป็นสภาวะเหมาะสมของอาหารที่ใช้เพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล ์

เพาะเลี้ยง MA104 สอดคล้องกับที่มีการศึกษามาก่อนคือใช้ความเข้มข้น trypsin ระหว่าง 1-10 µg/ml(5-7)

วิธีการจัดเก็บไวรัสก็เป็นวิธีหนึ่งในการเพิ่มปริมาณไวรัสให้มากขึ้นการศึกษานี้ได้ทดลองหาสภาวะ 

การเก็บไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวที่เหมาะสมใน 4 สภาวะ ผลการทดสอบพบว่าวิธีการเก็บโดยการแช่แข็งและละลาย 

เพียง 1 ครั้ง ก็เพียงพอต่อการเก็บไวรัสโรตาอีกทั้งยังประหยัดเวลา โดยให้ปริมาณไวรัสสูงสุดเท่ากับการแช่แข็งและ

ละลาย 3 ครั้ง ซึ่งโดยทั่วไปการเก็บไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงมักเก็บโดยการแช่แข็งและละลายอย่างน้อย 3 ครั้ง เนื่องจาก

เป็นวิธีเก็บที่ให้ปริมาณไวรัสเพิ่มขึ้นจากเดิมที่เก็บน�้ำเลี้ยงเซลล์โดยตรง(5)
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การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่จัดเตรียมขึ้น พบว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์

วคัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีจ่ดัเตรยีมขึน้ในสภาวะทีเ่หมาะสมในการตดิเช้ือไวรสัโรตาในเซลล์โดยใช้ความเข้มข้น 7.5 µg/ml 

trypsin/washing medium และจัดเก็บไวรัสโดยวิธีแช่แข็งและละลาย 1 ครั้ง พบว่าไวรัสที่ได้มีค่าความแรงเฉลี่ยสูง

ถึง 7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร โดยมีค่าพิสัยอยู่ระหว่าง 7.46- 8.40 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร นอกจากนี้

ค่าที่ได้แต่ละค่ามีความแตกต่างของผลการทดสอบในแต่ละคนไม่เกิน 0.5 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ซึ่งเป็น 

ค่ามาตรฐานสากลท่ียอมรับผลการทดสอบว่าไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละครั้งที่ท�ำการทดสอบ(11) จึงสรุปว่าช่วง 

ค่าความแรงที่ได้สามารถน�ำมาใช้เป็นค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่จัดเตรียมขึ้นโดย 

ก�ำหนดว่า เมื่อใดที่ท�ำการทดสอบวัคซีนตัวอย่างแต่ละครั้ง   ค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว

อ้างอิงจะต้องอยู่ในช่วงค่าที่ก�ำหนดทุกครั้ง หากไม่อยู่ในช่วงค่าที่ก�ำหนดจะถือว่าผลการทดสอบในครั้งนั้นไม่ผ่านการ

ทดสอบค่าความแรงจะต้องมีการทดสอบซ�ำ้ นอกจากนีค่้าความแรงของไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีม

ขึน้เองสงูกว่าค่ามาตรฐานท่ี WHO ก�ำหนดคอืวัคซนีตวัอย่างต้องมค่ีาความแรงไม่น้อยกว่า 6 log10CCID50/1.5 มลิลลิติร 

โดยไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นจะน�ำมาใช้ทดสอบควบคู่ไปกับวัคซีนตัวอย่างทุกครั้ง จึงควร 

มีองค์ประกอบของสารส�ำคัญที่ใกล้เคียงกัน เพื่อยืนยันผลการทดสอบในแต่ละครั้งว่าให้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง และ 

น่าเชื่อถือ การศึกษานี้ไม่สามารถระบุได้ว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมได้ในห้องปฏิบัติการ 

มคีวามคงตวั (stability) มากน้อยเพยีงใด ซึง่จะต้องท�ำการศกึษาต่อไป รวมทัง้การหาวธิจีดัเตรยีมไวรสัโรตาสายพนัธุ์

วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในรูปผงแห้งเพื่อให้มีความคงตัวมากขึ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการเก็บไว้ใช้เป็นระยะเวลานานๆ 

อย่างไรก็ตาม การจัดเตรียมไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในรูปของเหลวนี้ จัดเก็บเป็นหลอดบรรจุไว้ใช้เพียง

พอในแต่ละครัง้ท่ีท�ำการทดสอบ เพือ่ป้องกนัการลดลงของไวรสัในขณะเดยีวกนัจะมกีารประเมนิค่าความแรงของวคัซีน

ตัวอย่างเป็นระยะๆ และศึกษาแนวโน้มการใช้ไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่จัดเตรียมขึ้นตามข้อแนะน�ำ 

ของ WHO 

สรุป

วัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว ก�ำลังจะถูกน�ำมาใช้ในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคในเด็กของประเทศไทย 

ท�ำให้การควบคุมคุณภาพวัคซีนไวรัสโรตาของประเทศจะมีปริมาณเพิ่มขึ้น การจัดเตรียมและก�ำหนดค่าความแรงของ

ไวรัสโรตาสายพันธุวั์คซนีซโีรทัยป์เดีย่วจึงมีความส�ำคญัในห้องปฏบิตักิาร การศกึษานีไ้ด้เตรยีมไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนี

ซโีรทยัป์เดีย่วขึน้โดยศกึษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเพิม่จ�ำนวนไวรสัในเซลล์เพาะเลีย้งพร้อมวธิกีารเกบ็ไวรสัเพือ่ให้

ได้ปริมาณไวรัสท่ีมากและเพียงพอต่อการน�ำไปใช้ในระยะเวลา 3-5 ปี จากการศึกษาพบว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์ 

วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวเพิ่มจ�ำนวนได้ดีในเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ในสภาวะที่มีความเข้มข้น 7.5 µg/ml trypsin/ 

washing medium ซึ่งให้ค่าความแรงสูงสุดเมื่อเทียบกับสภาวะอื่นๆ ที่มีความเข้มข้น trypsin น้อยกว่า นอกจากนี้

การเก็บไวรัสโดยการแช่แข็งและละลาย 1 ครั้ง เพียงพอและเหมาะสมส�ำหรับการเก็บไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทยัป์

เดีย่วเมือ่ตรวจสอบค่าความแรงท่ีได้ พบว่าไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีมได้ค่าความแรงเฉลีย่สงูเท่ากบั 

7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร โดยมีค่าพิสัยในช่วง 7.46- 8.40 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ซึ่งค่าที่ได้แต่ละค่า

มีความแตกต่างไม่เกิน 0.5 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร จึงสรุปได้ว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียม

ขึ้นในห้องปฏิบัติการสามารถน�ำมาใช้เป็นไวรัสอ้างอิงในการควบคุมคุณภาพค่าความแรงของวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์ 

เดี่ยวได้
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rotavirus monovalent vaccine strain 

to use as a referencerotavirus for 
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Abstract  Rotavirus vaccine will be introduced to National Immunization Program in the future to 
reduce child mortality in Thailand caused a severe diarrhea in infants and children. Quality control of 
the vaccine to ensure the safety and effectiveness of rotavirus vaccine will be increased as well. Therefore, 
it is necessary to prepare rotavirus monovalent vaccine strain for using in quality control laboratory. 
This study was to determine optimal conditions for preparation of rotavirus monovalent vaccine strain 
infected cell culture in the presence of various concentrations of trypsin and to study harvesting virus 
in culture fluid in various conditions after freeze-thaw cycle 1 time, 2 times and 3 times, respectively  
comparing with harvesting viral vaccine directly from culture supernatant. Optimal conditions were 
used for the preparation of rotavirus monovalent vaccine strain that would be assigned with the potency 
values. The result showed that use of trypsin couldenhance rotavirus quantity in MA104 cells. Trypsin 
at 7.5 µg/ml trypsin/washing mediumboth in the titration medium and the maintenance medium and 
harvesting virus with 1F-T method were optimal conditions for preparation of rotavirus vaccine due 
to a highest potency values. When optimal conditions used for preparation of   rotavirus monovalent 
vaccine strain, it was found that the geometric mean was 7.93 log10CCID50/1.5 ml with the range between 
7.46-8.40 log10CCID50/1.5 ml. Each individual value from three analysts was not more than 0.5 
log10CCID50/1.5 ml. It can be concluded that rotavirus monovalent vaccine strain prepared in the 
laboratory can be used as a reference rotavirus for quality control of monovalent rotavirus vaccine potency.

Key words: Rotavirus vaccine, potency


