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การพััฒนาและการตรวจสอบความถูกูต้องของ 
วิธิีตีรวจวิเิคราะห์์หาเช้ื้�อไวรัสปนเป้ื้�อนในเซลล์์ Vero  

ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีนีโดยใช้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงตรวจสอบ

บทคัดย่อ  เซลล์เพาะเลี้ยง Vero ที่ใช้ในการผลิตวัคซีนต้องมีการควบคุมคุณภาพอย่างเข้มงวด การตรวจหาเชื้อไวรัสปนเปื้อน

ในเซลล์ตั้งต้นโดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยงตรวจสอบ เป็นรายการหน่ึงในข้อกำ�หนดขององค์การอนามัยโลก ดังน้ันในการศึกษานี้ 

จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบดังกล่าว โดยทำ�การวิเคราะห์หาปริมาณที่เหมาะสม 

ของเซลล์เพาะเลี้ยงตรวจสอบ 3 ชนิด ประกอบด้วยเซลล์ Vero 76, MRC-5 และ Vero (ชนิดเดียวกันกับที่ใช้ในการผลิต

วัคซีน) และเชื้อไวรัสตัวแทน 2 ชนิด คือ เชื้อไวรัส measles และ bovine parainfluenza type 3 (BPIV3) ในการศึกษา

ครัง้นีไ้ดน้ำ�ตวัอยา่งเซลล ์Vero ปรมิาณ 1 × 107 เซลลต์อ่มลิลลิติร มาวเิคราะหห์าเชือ้ไวรสัปนเปือ้นในเซลลเ์พาะเลีย้งตรวจสอบ 

ทัง้ 3 ชนิด โดยการตรวจดคูวามผดิปกติของเซลลห์ลงัการตดิเชือ้ (cytopathic effect) การตรวจปฏกิิริยาการดดูซบัเมด็เลือดแดง 

บนผวิเซลลต์ดิเชือ้ (hemadsorption) และการเกาะกลุม่ของเมด็เลอืดแดง (hemagglutination) ผลการทดสอบพบวา่ วธิน้ีี

มคีวามจำ�เพาะใหผ้ลบวกกบัไวรสั measles และ BPIV3 และมขีีดจำ�กดัของการตรวจทีค่วามแรงต่ำ�สดุ 0.1 และ 0.01 CCID
50
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บทนำ�

การผลิิตวััคซีีนไวรััสส่่วนใหญ่่ต้้องใช้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงในขั้้�นตอนการผลิิต โดยชนิิดของเซลล์์ที่่�นำมาใช้้นั้้�น 

ขึ้้�นอยู่่�กับัข้อ้มูลูการพัฒันาวััคซีีนของผู้้�ผลิติ ทั้้�งนี้้�เซลล์เ์พาะเลี้้�ยงทุกุชนิดิที่่�จะนำมาใช้ใ้นการผลิตินั้้�นจะต้อ้งมีมีาตรฐานตาม 

ข้อ้กำหนดขององค์์การอนามัยัโลก ระบุุแหล่ง่ที่่�มา มีปีระวัตัิทิี่่�สามารถสืืบค้้นได้ ้และมีกีารควบคุมุคุุณภาพตามข้อ้กำหนด

อย่่างเข้้มงวด สำหรัับเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero เป็็นเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�นิิยมนำมาใช้้ในการผลิิตชีีววััตถุุหลายชนิิด เช่่น วััคซีีน

ป้้องกัันโรคโปลิิโอทั้้�งชนิิดฉีีดและชนิิดกิิน วััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้า วััคซีีนป้้องกัันโรคอุุจจาระร่่วงจากไวรััสโรต้้า 

วััคซีีนป้้องกัันโรคไข้้สมองอัักเสบเจอีี วััคซีีนป้้องกัันโรคไข้้เลืือดออก วััคซีีนป้้องกัันโรคไข้้หวััดใหญ่่ เป็็นต้้น เซลล์์ชนิิดนี้้�

มีีต้้นกำเนิิดมาจากไตของลิิง (African green monkey) นำมาใช้้ในการผลิิตวััคซีีนนานกว่่า 30 ปีี(1,2) องค์์การอนามััย

โลกกำหนดให้้ใช้้เซลล์์ Vero ของสถาบัันเมอร์์ริิเออร์์ (Institute Merieux) ที่่� passage No. 124 เป็็นเซลล์์ตั้้�งต้้น

ของกระบวนการผลิิต (master cell bank) สำหรัับใช้้ในการผลิิตวััคซีีน โดยพบว่่ามีีการใช้้ทั่่�วโลกหลายล้้านโดส(2)  

การควบคุุมคุุณภาพของเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนตามมาตรฐานจะต้้องมีีการทดสอบคุุณลัักษณะของเซลล์์ 

เพาะเลี้้�ยง ได้้แก่่ การตรวจสอบเอกลัักษณ์์ การตรวจความปลอดเชื้้�อ การตรวจหาเชื้้�อวััณโรค การตรวจหาการปนเปื้้�อน

ของเชื้้�อมััยโคพลาสมา การทดสอบ tumorigenicity การทดสอบ oncogenicity และการตรวจหาเชื้้�อไวรััสต่่างๆ 

ที่่�อาจปนเปื้้�อนอยู่่�ในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง(3)

การตรวจสอบหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�ใช้้ในการผลิิตเป็็นรายการทดสอบที่่�สำคััญ เนื่่�องจาก

ในขั้้�นตอนการผลิิตมีีความเสี่่�ยงในการปนเปื้้�อนเชื้้�อไวรััสได้้จากหลายสาเหตุุ เช่่น จากวััตถุุดิิบที่่�นำมาใช้้ในขั้้�นตอน 

การผลิิต จากสภาวะแวดล้้อม จากขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงาน ซึ่่�งรวมถึึงการใช้้อาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีีซีีรััมวััว 

เป็็นส่่วนประกอบ(4,5) การใช้้เอนไซม์์ trypsin จากหมููในการย่่อยเซลล์์(4-6) การทดสอบควบคุุมคุุณภาพเซลล์์ 

เพาะเลี้้�ยงเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในการผลิิตวััคซีีนนั้้�น ต้้องทำการทดสอบตั้้�งแต่่ master cell bank เซลล์์ 

ที่่�ใช้้ในกระบวนการผลิิต (working cell bank) รวมไปถึึงเซลล์์ที่่�ใช้้สำหรัับตรวจสอบหลัังกระบวนการผลิิตเสร็็จสิ้้�น  

(end-of-production cell) ประกอบด้้วยวิิธีีวิิเคราะห์์ที่่�หลากหลาย ได้้แก่่ การทดสอบในสััตว์์ทดลองและไข่่ไก่่ฟััก 

ตรวจหาโดยใช้้กล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอน (electron microscope) การทดสอบด้้วยวิิธีีทางชีีวโมเลกุุล และการ

ใช้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงตรวจสอบ (indicator cells) เพื่่�อให้้มั่่�นใจว่่าในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�ใช้้ในการผลิิตไม่่มีีการปนเปื้้�อน 

ของเชื้้�อไวรัสั(3) สำหรับัการตรวจหาเชื้้�อไวรัสัปนเปื้้�อนโดยการใช้ ้indicator cells ในการทดสอบนั้้�น ชนิดิของ indicator 

cells ที่่�ใช้้ขึ้้�นกัับเซลล์์ในกระบวนการผลิิตวััคซีีนที่่�ต้้องการตรวจสอบว่่ามีีความเสี่่�ยงต่่อการปนเปื้้�อนจากเชื้้�อไวรััส

ชนิิดใด รวมถึึงตามข้้อกำหนดต้้องใช้้เซลล์์ที่่�มีีต้้นกำเนิิดจากเซลล์์ของมนุุษย์์และสััตว์์ตระกููลไพรเมต (human and a 

non-human primate cell line) ซึ่่�งไวต่่อเชื้้�อไวรััสที่่�อาจปนเปื้้�อนจากมนุุษย์์ด้้วย ในการตรวจสอบเซลล์์เพาะเลี้้�ยง 

Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน ต้้องใช้้ indicator cells อย่่างน้้อย 3 ชนิิด ได้้แก่่ เซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ซึ่่�งเป็็นเซลล์์ชนิิด

เดีียวกัับที่่�ใช้้ในการผลิิต เซลล์์เพาะเลี้้�ยง MRC-5 ซึ่่�งเป็็น human diploid cell และเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero 76 ซึ่่�งเป็็น 

non-human primate cell line ใช้้ตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนที่่�ก่อให้้เกิิดความผิิดปกติิต่่อโครงสร้้างของเซลล์์ 

หลัังติดิเชื้้�อ (cytopathic viruses) และเชื้้�อไวรััสที่่�ก่อให้้เกิดิปฏิิกิริิยิาการเกาะกลุ่่�มของเม็็ดเลืือดแดง (hemadsorbing 

viruses) ได้้ ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ ประกอบด้้วยการทดสอบ 3 วิิธีี ได้้แก่่ การตรวจหาความผิิดปกติิของเซลล์์ 

หลัังการติิดเชื้้�อไวรััส (cytopathic effect; CPE) การทดสอบปฏิิกิิริิยาการดููดซัับเม็็ดเลืือดแดงบนผิิวของ indicator 

cells (hemadsorption) และการทดสอบการเกาะกลุ่่�มของเม็็ดเลืือดแดง (hemagglutination)(7-9) 

ประเทศไทยเป็็นประเทศหนึ่่�งที่่�มีการศึึกษาวิิจัยัพััฒนาอุุตสาหกรรมการผลิิตวััคซีีนไวรััส เพื่่�อให้้สามารถพึ่่�งพา

ตนเองได้้และลดการนำเข้้าวััคซีีน จึึงมีีความจำเป็็นต้้องมีีการตรวจวิิเคราะห์์คุุณสมบััติิและควบคุุมคุุณภาพของเซลล์์ 

เพาะเลี้้�ยงที่่�จะนำมาใช้้ในการผลิิตวััคซีีน แต่่เนื่่�องจากประสบปััญหาไม่่มีีห้้องปฏิิบััติิการที่่�สามารถตรวจวิิเคราะห์์

คุุณลัักษณะของเซลล์์เพาะเลี้้�ยงรวมถึึงการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััสได้้ ต้้องส่่งเซลล์์เพาะเลี้้�ยงตั้้�งต้้นสำหรัับการผลิิต 



การตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน	   สุุกััลยาณีี ไชยมีี และคณะ
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ไปตรวจสอบที่่�ห้้องปฏิิบััติิการต่่างประเทศ เพื่่�อยืืนยัันคุุณภาพของเซลล์์ ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้�มุ่่�งหวัังที่่�จะพััฒนาวิิธีีการ

ตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวัคัซีนีโดยใช้้ indicator cells ซึ่่�งเป็็นหนึ่่�งในรายการ 

ตรวจวิิเคราะห์์ที่่�สำคััญตามมาตรฐานสากล(3,7,8) รวมถึึงตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ เพื่่�อให้้สามารถ

นำมาถ่่ายทอดยัังผู้้�ผลิิตวััคซีีนภายในประเทศ หรืือให้้บริิการตรวจสอบคุุณภาพเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนต่่อ

ไปได้้ในอนาคต 

วัสดุและวิธีการ

อาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์

ในการทดสอบใช้้อาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ ได้้แก่่ อาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ Vero 76 และ Vero (ชนิิดเดีียวกัับเซลล์์

ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน) ประกอบด้้วย Dulbecco's Modified Eagle’s Medium; DMEM (Cat. No. 30-2002, 

ATCC) 900 มิิลลิิลิิตร และ fetal bovine serum; FBS (Cat. No. 30-2020, ATCC) 100 มิิลลิิลิิตร อาหาร

เพาะเลี้้�ยงเซลล์์ MRC-5 ประกอบด้้วย Eagle’s Minimum Essential Medium; EMEM (Cat. No. 30-2003, 

ATCC) 900 มิิลลิิลิิตร และ FBS (Cat. No. 30-2020, ATCC) 100 มิิลลิิลิิตร 

เซลล์์เพาะเลี้้�ยง

ตัวัอย่า่งเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ในการผลิิตวัคัซีนีที่่�ต้อ้งการตรวจสอบ นำมาเพาะเลี้้�ยงและเพิ่่�มจำนวน ภายใน

สถาบัันชีีววััตถุุ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

indicator cells ที่่�ใช้้ในการทดสอบมีี 3 ชนิิด คืือ เซลล์์ Vero (ชนิิดเดีียวกัับเซลล์์ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน) 

เซลล์์ MRC-5 (Cat. No. CCL-171, ATCC) และเซลล์์ Vero 76 (Cat. No. CRL-1587, ATCC) 

เชื้้�อไวรััสมาตรฐาน

เชื้้�อไวรััสมาตรฐาน 3 ชนิิด คืือ bovine parainfluenza virus type 3 (BPIV3) (Cat. No. VR-739, 

ATCC), measles virus รุ่่�นการผลิิต LyoMV210214 และ sendai virus (Cat. No. VR-105, ATCC) โดยเชื้้�อไวรััส 

BPIV3 และ measles virus เพิ่่�มจำนวนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero และหาค่่าความแรง (titer) โดยวิิธีีการไตเตรท 

ในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง (microtitration) เพื่่�อหาค่่า cell culture infectious dose 50%/mL (CCID
50
/mL) สำหรัับ 

sendai virus นำมาเพิ่่�มจำนวนในไข่่ไก่่ฟััก และทดสอบความแรงด้้วยวิิธีี hemagglutination

การเตรีียมตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน

นำตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ตัวัแทนเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนมาเพิ่่�มจำนวนในขวดเลี้้�ยงเซลล์์ 

(cell culture flask) ขนาด 225 ตารางเซนติิเมตร ปรัับเซลล์์ให้้มีีความเข้้มข้้น 1 × 107 เซลล์์ต่่อปริิมาตรที่่�ใช้้ 

ในการทดสอบในอาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ (2 มิิลลิิลิิตร) การศึึกษานี้้�ให้้เตรีียมอย่่างน้้อย 40 มิิลลิิลิิตร ทำให้้เซลล์์แตก

โดยการแช่่แข็็งแบบเฉีียบพลัันที่่�อุุณหภููมิิ –70 องศาเซลเซีียส ในตู้้�แช่่แข็็ง (deep freezer model 8417, Forma 

Scientific, USA) นำมาละลายในอ่่างน้้ำควบคุุมอุุณหภููมิิ (water bath model SW22, Julabo, Germany) 

ที่่� 37 องศาเซลเซีียส (freeze-thawed) จำนวน 3 รอบ จากนั้้�นนำมาปั่่�นตกตะกอนด้้วยเครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยงความเร็็วสููง 

(high speed centrifuge model CAX 370, Tomy, Japan) ที่่� 1,200 รอบต่่อนาทีี นาน 5 นาทีี เก็็บเฉพาะ

ส่่วนใสของน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ (cell lysate) โดยใช้้ปิิเปตดููดส่่วนใสใส่่ในหลอดทดลอง ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร ปริิมาตร  

หลอดละ 3 มิิลลิิลิิตร สำหรัับนำไปใช้้ในการตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์ กรณีีไม่่สามารถนำมาตรวจวิิเคราะห์์ได้้

ทัันทีีให้้เก็็บไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ –70 องศาเซลเซีียส โดยไม่่ควรเก็็บไว้้นานเกิิน 7 วััน
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การตรวจวิิเคราะห์์เชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน(8)

การตรวจวิิเคราะห์์ประกอบด้้วย 3 วิิธีีทดสอบ ได้้แก่่ การตรวจหา CPE ใน indicator cells ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส

ปนเปื้้�อน การตรวจวิิเคราะห์์ hemadsorption และ hemagglutination

การตรวจหา CPE ใน indicator cells ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อน

นำ indicator cells ทั้้�ง 3 ชนิิด ได้้แก่่ เซลล์์ Vero, MRC-5 และ Vero 76 ที่่�เพาะเลี้้�ยงในขวดเลี้้�ยงเซลล์์ 

ขนาด 25 ตารางเซนติเิมตร เป็็นเวลา 16 – 24 ชั่่�วโมง มาล้้างผิวิหน้า้เซลล์์ด้ว้ย phosphate buffered saline (PBS(-)) 

จากนั้้�นเติมิตัวัอย่า่ง cell lysate ของตัวัอย่า่งเซลล์เ์พาะเลี้้�ยง Vero ปริมิาตร 2 มิลิลิลิิติร ใส่ล่งในขวดเพาะเลี้้�ยงเซลล์ท์ี่่�มีี 

indicator cells ที่่�ใช้้ทดสอบ สำหรัับกลุ่่�มควบคุุมลบให้้เติิมเฉพาะอาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ปริิมาตร 2 มิิลลิิลิิตร จากนั้้�น 

นำไปบ่่มในตู้้�อบเพาะเชื้้�อแบบใช้้คาร์์บอนไดออกไซด์์ (CO
2 
incubator model CB 170, Binder, Germany) 

ที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ที่่�มีี 5% คาร์์บอนไดออกไซด์์ นาน 2 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบกำหนดเวลา เติิมอาหารเพาะเลี้้�ยง

เซลล์์สำหรัับ indicator cell แต่่ละชนิิด ปริิมาตร 3 มิิลลิิลิิตร โดยเซลล์์ Vero และเซลล์์ Vero 76 ให้้บ่่มต่่อนาน 7 วััน 

ส่่วนเซลล์์ MRC-5 ให้้บ่่มต่่อนาน 14 วััน ระหว่่างนี้้�อ่่านผลการทดสอบภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์แบบหััวกลัับ (inverted 

microscope model CK2, Olympus, Japan) ทุุกวััน เพื่่�อตรวจหา CPE ของเซลล์์ที่่�มีีการติิดเชื้้�อไวรััส เมื่่�อครบ

กำหนดเวลา นำ indicator cells ชุุดแรกไปทำให้้เซลล์์แตกโดยการทำ freeze-thawed 3 ครั้้�ง จากนั้้�นนำมาปั่่�น 

ตกตะกอนที่่� 1,200 รอบต่่อนาทีี นาน 5 นาทีี เก็็บเฉพาะส่่วนใสเพื่่�อนำไปทำการทดสอบหา CPE ในรอบที่่� 2 ซึ่่�งทำการ

ทดสอบเช่่นเดีียวกัับการทดสอบรอบแรก ตัวัอย่่าง cell lysate ซึ่่�งได้้จากการทำให้้เซลล์์แตกในรอบที่่� 2 นี้้� นำไปทดสอบ

การหา CPE ของเชื้้�อไวรัสัที่่�ปนเปื้้�อนในรอบที่่� 3 ในเพลทสำหรับัเพาะเลี้้�ยงเซลล์์แบบ 6 หลุมุ (6-well flat bottom cell 

culture plate, Cat. No. CLS3335, Corning) ก่อ่นการทดสอบให้ล้้า้งเซลล์ด์้ว้ย PBS(-) ปริมิาตร 3 มิลิลิลิิติร 1 ครั้้�ง 

แล้้วจึึงเติิมตััวอย่่าง cell lysate ที่่�ได้้จากการทำให้้เซลล์์แตกในรอบที่่� 2 ลงไปปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตร จำนวน 2 หลุุม 

ต่่อชนิิดของ indicator cells สำหรัับหลุุมกลุ่่�มควบคุุมลบให้้เติิมด้้วยอาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์จำนวน 2 หลุุม และหลุุม

ที่่�เป็็นกลุ่่�มควบคุุมบวกให้้เติิมเชื้้�อไวรััสมาตรฐานชนิิดละ 2 หลุุม ได้้แก่่ BPIV3 และ measles virus มีีค่่าความแรง 

100 CCID
50
/mL หลุุมละ 1 มิิลลิิลิิตร จากนั้้�นนำไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ที่่�มีี 5% คาร์์บอนไดออกไซด์์ 

นาน 2 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบกำหนดเวลา เติิมอาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์สำหรัับ indicator cell แต่่ละชนิิดลงไป 2 มิิลลิิลิิตร 

นำไปบ่่มต่อ่ในสภาวะเช่่นเดีียวกับัการทดสอบในรอบที่่� 1 และรอบที่่� 2 อ่า่นผลการทดสอบภายใต้้กล้อ้งจุลุทรรศน์์ทุกุวััน 

เมื่่�อครบกำหนดเวลาหรืือพบว่่ามีี CPE มากเกิินกว่่า 80% ของพื้้�นที่่�ผิิวเซลล์์ที่่�เป็็น indicator cells ให้้เก็็บตััวอย่่าง 

น้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ไปทดสอบ hemagglutination ส่่วนตััวเซลล์์ indicator cell แต่่ละชนิิดที่่�ยังคงเกาะอยู่่�ที่่�ผิวหน้้าของ

เพลท ให้้นำไปใช้้ทดสอบ hemadsorption ต่่อไป

การทดสอบ hemadsorption

เตรีียมสารละลายเม็็ดเลืือดแดงไก่่ผสมเม็็ดเลืือดแดงหนููตะเภา ความเข้้มข้้น 0.5% โดยใช้้ปิิเปตดููดเลืือด

ไก่่ในสารละลาย Alsever (จััดซื้้�อจากโรงพยาบาลบ้้านสััตว์์ศาลายา) หรืือเลืือดหนููตะเภาในสารละลาย Alsever 

(จััดซื้้�อจากศููนย์์สััตว์์ทดลอง มหาวิิทยาลััยมหิิดล) ปริิมาตร 3 มิิลลิิลิิตร ใส่่ลงในหลอดสำหรัับปั่่�นขนาด 15 มิิลลิิลิิตร 

เติิม PBS(-) อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร ปั่่�นล้้างด้้วยเครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยงความเร็็วสููง 

ที่่�ความเร็็วรอบ 2,000 รอบต่่อนาทีี อย่่างน้้อย 3 ครั้้�ง ปิิเปตส่่วนใสทิ้้�ง ใช้้ไมโครปิิเปตดููดส่่วนของเม็็ดเลืือดแดงสััตว์์

แต่่ละชนิิด ปริิมาตร 100 ไมโครลิิตร เติิมลงใน PBS(-) ซึ่่�งแช่่เย็็นไว้้แล้้วในขวดแก้้ว ปริิมาตร 19.9 มิิลลิิลิิตร ในขั้้�น

ตอนนี้้�จะได้้เม็ด็เลืือดแดงไก่่ และเม็็ดเลืือดแดงหนููตะเภาที่่�มีความเข้้มข้น้ 0.5% ให้้นำทั้้�ง 2 ส่ว่นมาผสมกัันในอััตราส่่วน 

1:1 เขย่่าให้้เข้้ากัันแล้้วนำไปใช้้ในการทดสอบ 



การตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน	   สุุกััลยาณีี ไชยมีี และคณะ

757วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2564

การทดสอบ hemadsorption ทำโดย แบ่่งการทดสอบเป็็น 2 ชุุด นำ indicator cell แต่่ละชนิิดที่่�ผ่่าน 

การทดสอบหา CPE ใน indicator cells จากการทดสอบก่่อนหน้้าและอยู่่�ในเพลทสำหรัับเพาะเลี้้�ยงเซลล์์แบบ 

6 หลุุม ทำการทดสอบต่่อ โดยล้้างผิิวหน้้าเซลล์์ด้้วย PBS(-) อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส ปริิมาตร 3 มิิลลิิลิิตร 

จากนั้้�นเติิมสารละลายเม็็ดเลืือดแดงไก่่ผสมกัับเม็็ดเลืือดแดงของหนููตะเภาอััตราส่่วน 1:1 ความเข้้มข้้น 0.5% ที่่�เตรีียม

ไว้้ใส่่ลงในแต่่ละหลุุม หลุุมละ 2 มิิลลิิลิิตร จนครบทุุกหลุุมและทุุกเพลท นำชุุดการทดสอบชุุดแรกของ indicator cell 

แต่่ละชนิิด ไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส ส่่วนอีีก 1 ชุุด บ่่มไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส นาน 2 ชั่่�วโมง  

เมื่่�อครบกำหนดเวลานำมาล้้างผิิวหน้้าของแต่่ละหลุุมด้้วย PBS(-) อุุณหภููมิิห้้อง ปริิมาตร 2 มิิลลิิลิิตร จำนวน 2 ครั้้�ง 

อ่่านผลการทดสอบใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ โดยหลุุมที่่�เกิิดปฏิิกิิริิยา hemadsorption ให้้บัันทึึกผลเป็็นบวก หากไม่่เกิิด

ปฏิิกิิริิยาให้้บัันทึึกผลเป็็นลบ

การทดสอบ hemagglutination

การทดสอบ hemagglutination ทำโดยแบ่่งการทดสอบเป็็น 2 ชุุด นำน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์จากตััวอย่่างที่่�ผ่่าน

การทดสอบหา CPE ของเชื้้�อไวรััสที่่�ปนเปื้้�อนมาแล้้ว นำไปปั่่�นที่่� 1,200 รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี จากนั้้�นนำส่่วน

ใสมาหยอดลงในเพลทสำหรัับเพาะเลี้้�ยงเซลล์์แบบ 96 หลุุม (96-well round bottom cell culture plate, Cat. 

No. CLS3367, Corning) หลุุมละ 50 ไมโครลิิตร ด้้วยไมโครปิิเปตแบบหลายช่่อง โดยเริ่่�มหยอดจากตััวอย่่างที่่� 

เป็็นกลุ่่�มควบคุุมลบ ตััวอย่่าง cell lysate จากเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�ส่่งตรวจ และกลุ่่�มควบคุุมบวกของการทดสอบ  

hemagglutination ซึ่่�งใช้เ้ชื้้�อไวรัสั sendai ที่่�เจือืจางในอัตัราส่ว่น 1:4 โดยหยอดตลอดแถวในแนวตั้้�งของเพลท จำนวน 

8 หลุุม จากนั้้�นเติิมสารละลายเม็็ดเลืือดแดงไก่่ผสมกัับเม็็ดเลืือดแดงของหนููตะเภา ความเข้้มข้้น 0.5% หลุุมละ 50 

ไมโครลิิตร ทำการทดสอบชุุดละ 2 เพลท จากนั้้�นนำไปบ่่มที่่� 2-8 องศาเซลเซีียส จำนวน 1 ชุุด และที่่� 37 องศาเซลเซีียส 

1 ชุุด เป็็นเวลา 45 นาทีี อ่่านผลการทดสอบ โดยหลุุมที่่�เม็็ดเลืือดแดงแผ่่กระจายตััวเป็็นร่่างแห ให้้บัันทึึกผลการทดสอบ

เป็็นบวก ส่่วนหลุุมที่่�เกิิดเม็็ดกระดุุมของเม็็ดเลืือดแดงที่่�ก้้นหลุุมให้้บัันทึึกผลเป็็นลบ

การตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีี(10,11)

เนื่่�องจากเป็็นการตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน ซึ่่�งเป็็นการปนเปื้้�อน 

ในปริมิาณที่่�น้อ้ย และเป็น็การตรวจวิเิคราะห์ใ์นเชิงิคุุณภาพ ดังันั้้�นในการตรวจสอบความถูกูต้อ้งของวิธิีกีารตรวจวิเิคราะห์์

เชื้้�อไวรัสัปนเปื้้�อนในเซลล์ ์Vero ที่่�ใช้ใ้นการผลิติวัคัซีนีโดยใช้เ้ซลล์เ์พาะเลี้้�ยงตรวจสอบ มีกีารดำเนินิการใน 2 พารามิเิตอร์์ 

ได้้แก่่ การตรวจสอบความจำเพาะของวิิธีี (specificity) และขีีดจำกััดของการตรวจพบ (limit of detection; LOD) 

การตรวจสอบความจำเพาะของวิิธีี 

ทำการทดสอบโดยนำเชื้้�อไวรัสัที่่�ใช้ใ้นกลุ่่�มควบคุมุบวก ได้แ้ก่ ่เชื้้�อไวรัสั measles และ BPIV3 ที่่�ผ่า่นการเจือืจาง 

ให้้มีีค่่าความแรง อยู่่�ระหว่่าง 10-100 CCID
50
/mL มา spike ลงใน cell lysate ของตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero 

โดยเติิมลงในอััตราส่่วน 1:10 จากนั้้�นทำการทดสอบโดยเปรีียบเทีียบกัับเชื้้�อไวรััสที่่�เจืือจางด้้วยอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ตัวัอย่่าง 

cell lysate ของเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero และกลุ่่�มควบคุุมลบ ซึ่่�งมีีเกณฑ์์การทดสอบดัังนี้้� ตััวอย่่าง cell lysate ของเซลล์์

เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�มีีการ spike เชื้้�อไวรััส measles และ BPIV3 ต้้องตรวจพบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััส โดยตรวจพบ 

CPE ที่่�มีีลัักษณะจำเพาะของเชื้้�อไวรััสนั้้�นๆ บนผิิวของเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�เป็็น indicator cells หรืือให้้ผลบวกในการ

ทดสอบ hemadsorption หรืือ hemagglutination เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุมบวก ส่่วน cell lysate ของเซลล์์ 

เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�ไม่่มีีการ spike เชื้้�อไวรัสั ต้อ้งไม่พ่บ CPE ของเชื้้�อไวรัสั และให้ผ้ลลบในการทดสอบ hemadsorption 

และ hemagglutination เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ
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การตรวจสอบขีีดจำกััดของการตรวจพบ

ทำการทดสอบโดยนำเชื้้�อไวรััสที่่�ใช้้สำหรัับกลุ่่�มควบคุุมบวก ได้้แก่่ เชื้้�อไวรััส measles และ BPIV3 เจืือจาง

ด้้วยอาหารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ให้้มีีค่่าความแรง ที่่� 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 10.0, 100.0 และ 1,000.0 

CCID
50

/mL นำการทดสอบมาเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ จากนั้้�นอ่่านค่่า LOD จากระดัับความแรงต่่ำสุุด 

ที่่�สามารถตรวจพบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััส โดยต้้องตรวจพบการปนเปื้้�อนจากการเกิิด CPE หรืือให้้ผลบวกในการ

ทดสอบ hemagglutination หรืือ hemadsorption 

ผล

การตรวจหา CPE ใน indicator cells ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อน

ในการตรวจหา CPE ของเชื้้�อไวรััสในตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�มีีการเติิมเชื้้�อไวรััสควบคุุมบวก  

ได้้แก่่ measles และ BPIV3 สามารถตรวจพบเชื้้�อไวรััสได้้ โดย measles เกิิด CPE ที่่�มีีลัักษณะเซลล์์ที่่�ติดเชื้้�อ 

เกิิดการหลอมรวมกัันของนิิวเคลีียส (multinucleated giant cells) และ BPIV3 เกิิด CPE ที่่�เซลล์์ หดตััว กลม  

และพบเซลล์์ที่่�ถููกทำลายอย่่างเห็็นได้้ชััด ซึ่่�งเป็็นลัักษณะจำเพาะของเชื้้�อไวรััสนั้้�นๆ ในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�เป็็น indica-

tor cells ที่่�ใช้้ในการทดสอบ ผลการทดสอบให้้ผลเช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุมบวก ยกเว้้นในเซลล์์ MRC-5 ซึ่่�งไม่่พบ 

การเกิิด CPE ของเชื้้�อไวรััส BPIV3 ดัังแสดงในภาพที่่� 1

	 CPE in measles virus infected cell	 CPE in BPIV3 infected cell	 Negative control

Vero 76

Vero

MRC-5

ภาพที่่� 1 	การเกิิด CPE ของเชื้้�อไวรััส measles และ BPIV3 ในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero 76, Vero และ MRC-5 

	 เปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ
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การทดสอบ hemadsorption

เมื่่�อนำ indicator cells ชนิิดต่่าง ๆ  ซึ่่�งผ่่านการตรวจหา CPE ของเชื้้�อไวรััสในรอบที่่� 3 ทำการทดสอบ 

hemadsorption พบว่่าในตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�มีีการ spike เชื้้�อไวรััสกลุ่่�มควบคุุมบวก สามารถตรวจพบ

การเกิิดปฏิิกิิริิยา hemadsorption บนผิิว indicator cells ทั้้�ง 3 ชนิิด ซึ่่�งให้้ผลการทดสอบเช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุม

บวก ขณะที่่�ในตััวอย่่างเซลล์์ Vero ที่่�ไม่่เติิมเชื้้�อไวรััสกลุ่่�มควบคุุมบวก ไม่่พบการเกิิดปฏิิกิิริิยา hemadsorption หรืือ

ให้้ผลการทดสอบเป็็นลบ เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ ดัังแสดงในภาพที่่� 2

BPIV3 positive control BPIV3 negative control

Vero 76

Vero

MRC-5

ภาพที่่� 2 	 ผลการทดสอบ hemadsorption ใน indicator cells ชนิิดต่่างๆ เมื่่�อมีีการ spike เชื้้�อไวรััส BPIV3 

	 โดยเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ ลููกศรแสดงบริิเวณที่่�เกิิดปฏิิกิิริิยา hemadsorption บนผิิวของ 

 	 indicator cells

การทดสอบ hemagglutination 

เมื่่�อนำน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ของ indicator cells ชนิิดต่่าง ๆ ซึ่่�งผ่่านการตรวจหา CPE รอบที่่� 3 มาทำการทดสอบ 

hemagglutination พบว่า่หากตััวอย่า่งเติมิเชื้้�อไวรัสั BPIV3 ในตัวัอย่า่งเซลล์ ์Vero เกิดิปฏิกิิิริยิา hemagglutination 

หรืือให้้ผลการทดสอบเป็็นบวกทุุกชนิิด เช่่นเดีียวกัับหลุุมที่่�เป็็นกลุ่่�มควบคุุมบวก ขณะที่่�ตััวอย่่างเซลล์์ Vero ซึ่่�งเติิม 

เชื้้�อไวรััส measles ให้้ผลการทดสอบเป็็นลบทั้้�งหมด เช่่นเดีียวกัับตััวอย่่างน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ Vero และกลุ่่�มควบคุุมลบ 

ดัังแสดงในภาพที่่� 3
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การตรวจสอบความจำเพาะของวิิธีี 

เมื่่�อทำการ spike เชื้้�อไวรััส measles และ BPIV3 ลงใน cell lysate ที่่�ได้้จากตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง 

Vero เพื่่�อเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเซลล์์ที่่�มีีการปนเปื้้�อนจากเชื้้�อไวรััสโดยวิิธีีการทดสอบที่่�พัฒนาขึ้้�นนี้้�สามารถตรวจ

พบเชื้้�อไวรััสเมื่่�อตรวจสอบหาการเกิิด CPE ใน indicator cells ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนได้้ เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุม

บวก ในขณะที่่�ไม่่พบการเกิิด CPE ในตััวอย่่าง cell lysate ของเซลล์์ Vero ที่่�ไม่่มีีการ spike เชื้้�อ เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�ม 

ควบคุุมลบ และ indicator cell ชนิิด MRC-5 

เมื่่�อนำเซลล์์ที่่�อยู่่�ในเพลทหลัังการทดสอบด้้วยการตรวจหา CPE มาทดสอบต่่อด้้วยวิิธีี hemadsorption 

พบว่่าในหลุุมที่่�มีีการเติิม cell lysate ที่่�มีีการ spike เชื้้�อไวรััส measles และ BPIV3 ให้้ผลเป็็นบวกใน indicator 

cells ทั้้�ง 3 ชนิิด รวมทั้้�งเซลล์์ MRC-5 ซึ่่�งไม่่พบการเกิิด CPE ในการทดสอบก่่อนหน้้านั้้�น ในขณะที่่�หลุุมที่่�มีีการเติิม

ตััวอย่่าง cell lysate ของเซลล์์ Vero ที่่�ไม่่มีีการ spike เชื้้�อ ให้้ผลการทดสอบเป็็นลบ เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ 

สำหรับัน้ำ้เลี้้�ยงเซลล์ท์ี่่�เก็บ็จากหลุมุที่่�ผ่า่นการตรวจหา CPE ได้น้ำมาทดสอบต่อ่ด้ว้ยวิธิี ีhemagglutination 

พบว่่าน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�ได้้จากหลุุมที่่�มีการ spike เชื้้�อไวรััส BPIV3 ให้้ผลการทดสอบเป็็นบวกเช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มควบคุุมบวก 

ในขณะที่่�น้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�ได้้จากหลุุมที่่�มีีการ spike เชื้้�อไวรััส measles ให้้ผลการทดสอบเป็็นลบ เช่่นเดีียวกัับน้้ำเลี้้�ยง

เซลล์์ที่่�ได้้จากหลุุมที่่�ไม่่มีีการ spike เชื้้�อ และกลุ่่�มควบคุุมลบ ดัังแสดงในตารางที่่� 1 แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�น

สามารถตรวจพบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััสได้้ เมื่่�อในตััวอย่่างเซลล์์ Vero ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนมีีเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อน

โดยมีีผลการทดสอบเป็็นบวกในวิิธีีการทดสอบใดการทดสอบหนึ่่�ง จากการตรวจหา CPE ของเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส หรืือ 

hemadsorption หรืือ hemagglutination อาจให้้ผลบวกมากกว่่า 1 วิธิีไีด้ ้และไม่่พบการปนเปื้้�อนหรืือให้้ผลเป็็นลบ 

เมื่่�อไม่่มีีการ spike เชื้้�อไวรััส

	 BPIV3 	 Measles  	Sample  	 -VE  	 +VE

	 ภาพที่่� 3  ผลการทดสอบ hemagglutination
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ตารางที่่� 1	 ผลการตรวจสอบความจำเพาะของวิิธีีการตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ที่่�ใช้้ 

		  ในการผลิิตวััคซีีนโดยเทคนิิคการเพาะเลี้้�ยงร่่วมในเซลล์์ตรวจสอบ

*ND: Not done

การตรวจสอบขีีดจำกััดของการตรวจพบ

พบว่า่ใน indicator cells ทั้้�ง 3 ชนิดิ ได้แ้ก่ ่เซลล์ ์Vero 76, Vero และ MRC-5 เกิดิลักัษณะ CPE ที่่�เฉพาะ 

ของเชื้้�อไวรััสแต่ล่ะชนิิด แต่่ในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง MRC-5 ไม่่เกิิด CPE ของเชื้้�อไวรัสั BPIV 3 ดังัแสดงในภาพที่่� 1 ในขณะที่่� 

ผลจากการทดสอบ hemadsorption ที่่�อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส และที่่�อุุณหภููมิิห้้องให้้ผลการทดสอบเหมืือนกััน 

โดยสามารถตรวจพบการเกิิดปฏิิกิิริิยาการ hemadsorption บนผิิวของ indicator cells ทั้้�ง 3 ชนิิด โดยค่่าความแรง

ต่่ำสุุดของเชื้้�อไวรััส measles และ BPIV3 ที่่�ตรวจพบได้้จากการตรวจหา CPE ของเชื้้�อใน indicator cells คืือ 0.1 

และ 0.01 CCID
50
/mL ตามลำดัับ อย่่างไรก็็ตามในการทดสอบ hemagglutination พบว่่ามีีเพีียงเชื้้�อไวรััส BPIV3 

ที่่�สามารถตรวจพบได้้ที่่�ความแรงต่่ำสุุดคืือ 0.01 CCID
50
/mL แต่่เมื่่�อทดสอบด้้วยเชื้้�อไวรััส measles ซึ่่�งแม้้จะให้้ 

ผลบวกจากการทดสอบ CPE และการทดสอบ hemadsorption ในน้ำ้เลี้้�ยงเซลล์ท์ี่่�ได้จ้าก indicator cells ทุกุชนิดิพบว่า่ 

ให้้ผลการทดสอบเป็็นลบในการทดสอบ hemagglutination ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 2 	ผลการศึึกษาขีีดจำกััดของการตรวจพบของวิิธีีการตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero 

	ที่่� ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนโดยเทคนิิคการเพาะเลี้้�ยงร่่วมในเซลล์์ตรวจสอบ

การทดสอบหา CPE การทดสอบ hemadsorption การทดสอบ hemagglutination

ไวรััส Indicator 
cells

ค่่าต่่ำสุุด
ที่่�ตรวจพบ 

(CCID
50
/mL)

+VE -VE ค่่าต่่ำสุุด
ที่่�ตรวจพบ 

(CCID
50
/mL)

+VE -VE ค่่าต่่ำสุุด
ที่่�ตรวจพบ 

(CCID
50
/mL)

+VE -VE

measles Vero 76 0.1 + -ve 0.1 + -ve -ve + -ve

Vero 1 + -ve 1 + -ve -ve + -ve

MRC-5 1 + -ve 1 + -ve -ve + -ve

BPIV3 Vero 76 0.01 + -ve 0.01 + -ve 0.01 + -ve

Vero 0.1 + -ve 0.1 + -ve 0.1 + -ve

MRC-5 -ve -ve -ve 10 + -ve 10 + -ve

การทดสอบหา CPE hemadsorption hemagglutination การแปลผล

ตััวอย่่าง Vero76 Vero MRC-5 Vero76 Vero MRC-5 Vero76 Vero MRC-5

น้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ 
Vero

-ve -ve -ve -ve -ve -ve -ve -ve -ve negative

น้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ Vero
+ measles virus

+ + + + + + -ve -ve -ve positive

น้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ Vero 
+ BPVI3

+ + -ve + + + + + + positive

measles positive
 control

+ + + + + + ND ND ND positive

BPIV3 positive
control

+ + -ve + + + ND ND ND positive

sendai virus 
positive control

ND* ND ND ND ND ND + + + positive

negative control -ve -ve -ve -ve -ve -ve -ve -ve -ve negative
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วิจารณ์

ในการนำวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero โดยเทคนิิคที่่�ใช้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยง 

ในการทดสอบมาใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์เพื่่�อควบคุุมคุุณภาพเซลล์์สำหรัับใช้้ในการผลิิตวััคซีีนนั้้�น จำเป็็นต้้อง 

ตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีก่่อน เพื่่�อให้้มั่่�นใจได้้ว่่าวิิธีีที่่�ใช้้มีีความถููกต้้องและเหมาะสม เนื่่�องจากเป็็นการตรวจหา 

การปนเปื้้�อนของสารที่่�มีีปริิมาณน้้อยมากในตััวอย่่างที่่�ตรวจ(12) ในการตรวจสอบความถููกต้้องจึึงทำใน 2 พารามิิเตอร์์ 

คืือ การทดสอบหาความจำเพาะของวิิธีี และขีีดจำกััดของการตรวจพบ(10,11) ในการตรวจสอบความจำเพาะของวิิธีี 

สามารถตรวจพบการปนเปื้้�อนได้้ตามข้้อกำหนด แม้้ว่่าในเซลล์์ MRC-5 ไม่่พบการเกิิด CPE ของเซลล์์ที่่�

ติิดเชื้้�อไวรััส BPIV3 ซึ่่�งอาจเกิิดจากเซลล์์ดัังกล่่าวสามารถติิดเชื้้�อได้้แต่่ไม่่เกิิด CPE และให้้ผลการทดสอบ

เป็็นบวกในการทดสอบ hemadsorption และ hemagglutination ในขณะที่่�การทดสอบเมื่่�อใช้้เชื้้�อไวรััส 

measles พบว่่าในการทดสอบ hemagglutination ให้้ผลการทดสอบเป็็นลบทั้้�งหมด เมื่่�อมีีการ spike เชื้้�อ

ไวรััสในตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero ทั้้�งที่่�เชื้้�อไวรััส measles เป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�มีโปรตีีน hemagglutinin 

จากข้้อมููลที่่�มีีการศึึกษามาก่่อนหน้้า พบว่่าเชื้้�อไวรััสชนิิดนี้้�ในน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์มีีปริิมาณต่่ำกว่่าในเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อมาก และ

เสีียความสามารถในการติิดเชื้้�อเมื่่�ออยู่่�นอกเซลล์์ที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ภายใน 13 ชั่่�วโมง(13) จึึงเป็็นไปได้้ว่่าผล

การทดสอบ hemagglutination ให้้ผลลบ ซึ่่�งผลการทดสอบในกลุ่่�มควบคุุมบวกที่่�ใช้้เชื้้�อไวรััส measles ก็็ให้้ผลการ

ทดสอบเช่่นเดีียวกััน อย่่างไรก็็ตามในการทดสอบหา CPE สามารถตรวจพบ CPE ของเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััสได้้ชััดเจน 

และให้้ผลบวกในการทดสอบ hemadsorption

สำหรัับการตรวจสอบความถููกต้้องในการทดสอบความจำเพาะของวิิธีี พบว่่าสามารถตรวจพบการปนเปื้้�อน

ของเชื้้�อไวรััสได้้ตามข้้อกำหนด และในการทดสอบขีีดจำกััดของการตรวจพบ สามารถกำหนดค่่าความแรงต่่ำสุุดที่่�

สามารถตรวจพบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััสที่่�ใช้้ทดสอบได้้ โดยเชื้้�อไวรััส measles สามารถตรวจพบได้้ที่่�ระดัับความ

แรงต่่ำสุุด 0.1 CCID
50
/mL และเชื้้�อไวรััส BPIV3 สามารถตรวจพบได้้ที่่�ระดัับความแรงต่่ำสุุด 0.01 CCID

50
/mL 

ผลการทดสอบนี้้�สอดคล้้องกัับการศึึกษาที่่�มีีมาก่่อนหน้้า ซึ่่�งมีีการตรวจพบเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนที่่�ระดัับความแรงต่่ำสุุด

ต่่ำกว่่า 1.0 CCID
50
/mL แต่่มีีการใช้้ชุุด indicator cells ต่่างกัันคืือ เซลล์์ Vero, MRC-5 และ Hela(6) ซึ่่�ง 

ในการศึึกษานี้้�หากใช้้เชื้้�อไวรััสในการศึึกษาเพื่่�อตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีมากกว่่านี้้� จะทำให้้ผลการศึึกษาสมบููรณ์์

มากยิ่่�งขึ้้�น จากผลการศึึกษาพบว่่า วิิธีีการวิิเคราะห์์หาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero สำหรัับการผลิิตวััคซีีน 

โดยเทคนิิคที่่�ใช้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงตรวจสอบ สามารถนำมาใช้้ในการทดสอบหาเชื้้�อไวรััสที่่�ปนเปื้้�อนได้้หากใช้้ indicator 

cells ที่่�เหมาะสม ทั้้�งนี้้�ในการจะตรวจหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�เป็็นสารตั้้�งต้้นสำหรัับการผลิิตวััคซีีน

หรืือชีีววััตถุุจำเป็็นต้้องใช้้หลายวิิธีีทดสอบประกอบกััน เนื่่�องจากวิิธีีการทดสอบนี้้�ยัังมีีข้้อจำกััด คืือจะสามารถตรวจพบ

การปนเปื้้�อนได้้เฉพาะเมื่่�อเชื้้�อไวรััสที่่�ปนเปื้้�อนนั้้�นเป็็นชนิิดที่่�ทำให้้เกิิด CPE ใน indicator cells ที่่�ใช้้ในการทดสอบ

ได้้ หรืือเป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�สามารถก่่อให้้เกิิดปฏิิกิิริิยา hemadsorption หรืือ hemagglutination เท่่านั้้�น(14) การศึึกษานี้้� 

นำไปสู่่�การเปิิดบริิการทดสอบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััสทั่่�วไปในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero สำหรัับการผลิิตวััคซีีน นัับเป็็น

นวััตกรรมบริิการของสถาบัันชีีววััตถุุ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ซึ่่�งเปิิดให้้บริิการตั้้�งแต่่เดืือนสิิงหาคม พ.ศ. 2564(15) 

และในอนาคตอาจนำไปประยุุกต์์ใช้้ในกรณีีเซลล์์ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนหรืือชีีววััตถุุเป็็นเซลล์์เพาะเลี้้�ยงชนิิดอื่่�นๆ ได้้  

โดยต้้องมีีการเลืือกชนิิดของ indicator cells เพื่่�อใช้้ในการทดสอบให้้เหมาะสมกัับเชื้้�อไวรััสที่่�มีีความเสี่่�ยงต่่อ 

การปนเปื้้�อนในเซลล์์ที่่�ใช้้ในการผลิิตชนิิดนั้้�น รวมถึึงตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีก่่อนที่่�จะใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์ 

หาการปนเปื้้�อนในตััวอย่่างเซลล์์เพาะเลี้้�ยงต่่อไป
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สรุป

การทดสอบหาเชื้้�อไวรััสปนเปื้้�อนในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง Vero โดยเทคนิิคที่่�ใช้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงตรวจสอบ  

(indicator cells) เป็็นวิิธีีที่่�มีีความถููกต้้อง โดยผ่่านการตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีใน 2 พารามิิเตอร์์ คืือ  

การทดสอบหาความจำเพาะของวิธิีแีละขีดีจำกัดัของการตรวจพบ โดยในการตรวจสอบความจำเพาะของวิธิีพีบว่า่สามารถ 

ตรวจพบการปนเปื้้�อนได้ต้ามข้อ้กำหนด และในการตรวจสอบขีดีจำกัดัของการตรวจพบ สามารถกำหนดค่า่ความแรงต่ำ่สุดุ 

ที่่�สามารถตรวจพบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อไวรััสที่่�ใช้้ทดสอบได้้ โดยในการศึึกษานี้้�สามารถตรวจพบเชื้้�อไวรััสที่่�ปนเปื้้�อน 

ที่่�ใช้ใ้นการศึกึษาได้ท้ี่่�ระดับัความแรงต่ำ่สุดุ 0.01 CCID
50
/mL จากการศึกึษาครั้้�งนี้้�สามารถนำมาใช้ใ้นการทดสอบหาเชื้้�อ

ไวรััสที่่�ปนเปื้้�อนในเซลล์์ Vero ซึ่่�งใช้้ในการผลิิตวััคซีีนหรืือชีีววััตถุุได้้ หากใช้้เซลล์์เป้้าหมายสำหรัับการทดสอบที่่�เหมาะสม

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณสถาบัันวััคซีีนแห่่งชาติิ (องค์์การมหาชน) ที่่�ได้้สนัับสนุุนทุุนเพื่่�อการพััฒนาภายใต้้โครงการ 

การเสริมิสร้า้งศักัยภาพของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารภาครัฐั ในการตรวจสอบคุณุลักัษณะและการควบคุมุคุณุภาพเซลล์เ์พาะเลี้้�ยง 

Vero สำหรับัใช้ใ้นการผลิติวััคซีนี และขอขอบคุณุสถาบันัชีวีวััตถุุ กรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์ที่่�สนับัสนุนุการดำเนินิงาน 

ในทุุกด้้าน 
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1

Development and Validation for 
Determination of Adventitious Viruses 

in Vero Cells Used for Vaccine Production 
Using Indicator Cells

ABSTRACT  A Vero cell substrate used to produce vaccines requires strict quality control. The determination 
of adventitious viruses by using indicator cells is one of the tests according to the WHO requirements. 
Therefore, the objectives of this study were to develop and validate a testing method to determine  
adventitious viruses in Vero cells. The optimal concentration of three indicator cells including Vero 76, 
MRC-5 and Vero cells (the same species used in the vaccine production) and the titers of two representative 
measles virus and bovine parainfluenza virus type 3 (BPIV3) were analyzed. In this study, a Vero cell 
culture (1 × 107 cells/mL) was used for detection of viral contamination with co-culture in three indicator 
cells by observation of cytopathic effect (CPE), hemadsorption and hemagglutination. The results showed 
that this method had specificity that was positive to measles virus and BPIV3 at the limitation of lowest 
titers of 0.1 and 0.01 CCID

50
/mL, respectively. It is thus indicated that this method could be beneficial to 

determine the contamination of adventitious viruses in Vero cells used for vaccine production in laboratory.
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