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ผลิตภัณฑ์จากพลาสมา (plasma derivatives หรือ plasma 

products) เริ่มถือก�ำเนิดขึ้นในปี ค.ศ. 1940 โดย Dr. Edwin J. 

Cohn แห่งมหาวิทยาลัยฮาร์วาร์ด ซึ่งเป็นผู้พัฒนากระบวนการแยก

โปรตีนจากพลาสมามนุษย์ที่เรียกว่า Cohn fractionation process 

เพื่อต้องการแยกอัลบูมินซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักประมาณ ร้อยละ 

55 ของโปรตีนทั้งหมดในพลาสมา   ส�ำหรับใช้รักษาอาการ shock 

และ burns แก่ทหารในสมัยสงครามโลกครั้งที่สอง  หลังจากนั้น

ได้มีผลิตภัณฑ์จากพลาสมาชนิดอื่นๆ ตามมา เช่น intramuscular 

immunoglobulin (IMIG) ในปี ค.ศ. 1950   purified factor 

VIII และ factor IX ในปี ค.ศ. 1960   และ intravenous im-

munoglobulin (IVIG) ในปี ค.ศ. 1980 เป็นต้น1-3

ทั้งนี้เนื่องจากพบว่า เชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดโรค (infectious 

virus) สามารถปนเปื้อนมาในโลหิตและพลาสมาที่ได้รับบริจาคจาก

มนุษย์ได้4,5 โดยเชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคที่พบสามารถแบ่งได้เป็น 

2 กลุ่มใหญ่คือ enveloped virus เชื้อไวรัสกลุ่มนี้จะมีเปลือกชั้น

นอกหุ้มล้อมรอบ nucleocapsid อีกชั้นหนึ่ง ซึ่งเปลือกชั้นนอก

อาจเป็นโปรตีนหรือชั้นไขมันก็ได้ เช่น hepatitis B virus (HBV), 

hepatitis C virus (HCV)  และ human immunodeficiency 

virus (HIV)   อีกกลุ่มคือ non-enveloped virus เชื้อไวรัส

กลุ่มนี้จะไม่มีเปลือกชั้นนอกหุ้มล้อมรอบมีเฉพาะ nucleocapsid 

เท่านั้น ซึ่งเชื้อไวรัสกลุ่มนี้จะมีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมสูง  

เช่น hepatitis E virus (HEV), hepatitis A virus (HAV) 

และ parvovirus B19 เป็นต้น โดยองค์การอนามัยโลกระบุว่าใน

พลาสมาที่รับบริจาคจากมนุษย์ถ้าไม่มีการตรวจคัดกรองผู้บริจาค

ก่อนการรับบริจาคโลหิตหรือก่อนการรับบริจาคพลาสมา สามารถ

มีเชื้อไวรัสปนเปื้อนได้4 (Table 1)

ดังนั้นผลิตภัณฑ์จากพลาสมาที่ผลิตจากพลาสมาของมนุษย์จะ
มีความปลอดภัยต่อเชื้อไวรัสได้ต้องประกอบด้วย การคัดเลือกผู้
บริจาคโลหิตหรือผู้บริจาคพลาสมา (donor selection) ที่มีคุณภาพ
เพื่อลดความเสี่ยงในการที่จะได้รับโลหิตหรือพลาสมาที่มีเชื้อไวรัส
ปนเปื้อน การตรวจสอบโลหิตหรือพลาสมาที่รับบริจาครวมถึงการ
ตรวจสอบพลาสมาในขั้นตอนเริ่มต้นของกระบวนการผลิตด้วยวิธี
การทางห้องปฏิบัติการ (testing of donations and plasma 
pools) ที่เป็นไปตามมาตรฐานสากล เช่น วิธี nucleic acid am-
plification technology (NAT) เป็นต้น4  และวิธีการยับยั้งการ
ท�ำงานของเชื้อไวรัส (viral inactivation) หรือวิธีการก�ำจัดเชื้อ
ไวรัส (viral removal) ในกระบวนการผลิต 

จากข้อมูลในอดีตพบว่า มีรายงานการติดเชื้อ HBV, HCV และ 
HIV ในผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วยผลิตภัณฑ์จากพลาสมา5  ส่ง
ผลให้บริษัทผู้ผลิตผลิตภัณฑ์จากพลาสมาท�ำการศึกษาเพื่อพัฒนา
เรื่อง viral inactivation หรือเรื่อง viral removal ในกระบวนการ
ผลิต เพื่อให้ผลิตภัณฑ์มีความปลอดภัยเพิ่มขึ้น

การท�ำ viral inactivation หรือ viral removal ในกระบวนการ
ผลิตสามารถท�ำได้หลายวิธี โดยกระบวนการผลิตที่ดีควรจะประกอบ
ด้วยการท�ำ viral inactivation ร่วมกับการท�ำ viral removal ซึ่ง
การท�ำให้มีประสิทธิภาพจะต้องสามารถก�ำจัดหรือยับยั้งการท�ำงานของ
เชื้อไวรัสได้มากกว่าหรือเท่ากับ 4 log

10 
ขึ้นไปของปริมาณเชื้อไวรัส

เริ่มต้นโดย 1 log
10
 จะเท่ากับประสิทธิภาพในการก�ำจัดจ�ำนวนเชื้อ

ไวรัสได้ร้อยละ 90 ของปริมาณเชื้อไวรัสเริ่มต้น หรือลดลงประมาณ 
10 เท่า ดังนั้นการก�ำจัดหรือยับยั้งการท�ำงานของเชื้อไวรัสได้มากกว่า
หรือเท่ากับ 4 log

10
 ขึ้นไป จะเท่ากับประสิทธิภาพในการก�ำจัดจ�ำนวน

เชื้อไวรัสได้มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 99.99 ของปริมาณเชื้อไวรัส
เริ่มต้น หรือลดลงมากกว่าหรือเท่ากับ 10,000 เท่า4,6,7

บทความฟื้นวิชา

การท�ำ Viral inactivation และ viral removal ในผลิตภัณฑ์จากพลาสมา
ศิริวรรณ  ปิ่นนพมณี
ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

Table 1  Viruses in plasma from unscreened donor blood

Virus
Prevalence

in donor blood

Viral titre

(GE/mL)

Calculated titre in 

plasma pool (GE/mL)*

Hepatitis B virus 1/10,000 103 - 108 0 - 104

Hepatitis C virus 1/50 - 1/100 104 - 106 102 - 104

Human immunodeficiency virus 1/1,000 - 1/10,000 103 - 107 0 - 104

Hepatitis A virus 1/500,000 103 - 105 0 - 101

Parvovirus B19 1/1,000 - 1/7,000 102 - 1012 0 - 109

Assumes the pooling of 10,000 units
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การท�ำ Viral inactivation และ viral removal ในกระบวนการ

ผลิตผลิตภัณฑ์จากพลาสมา 

การท�ำ viral inactivation ในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์จาก

พลาสมาซึ่งเป็นที่นิยมได้แก่ physical methods และ chemi-

cal methods  ส่วนการท�ำ viral removal ในกระบวนการผลิต

ผลิตภัณฑ์จากพลาสมาซึ่งเป็นที่นิยมได้แก่ precipitation, chro-

matography และ filtration4,6

Viral inactivation (การยบัยัง้การท�ำงานของเชือ้ไวรัส) ประกอบ

ด้วย

1.	 Physical method  วิธีการที่นิยมคือการใช้ความร้อน

ในการ inactivate เชื้อไวรัส โดยความร้อนจะท�ำให้ชิ้นส่วนของ

เชื้อไวรัสถูกแยกออกเป็นโปรตีนเดี่ยวหรือยูนิตย่อยขนาดเล็กที่ไม่

ติดเชื้อ  หรือยับยั้งการแบ่งตัวของเชื้อไวรัส  หรือท�ำให้โครงสร้าง

ของเชื้อไวรัสเสียสภาพไป   วิธีการใช้ความร้อนสามารถใช้ได้ใน

กรณีที่โปรตีนที่ต้องการในผลิตภัณฑ์มีความคงทนต่อความร้อนสูง

กว่าเชื้อไวรัส ซึ่งโดยทั่วไปในผลิตภัณฑ์จะมีการเติม stabilizers 

เพื่อเพิ่มความคงตัวให้แก่โปรตีนที่ต้องการในผลิตภัณฑ์7,8  การใช้

ความร้อนในการ inactivate เชื้อไวรัสสามารถแบ่งตามลักษณะ

ของความร้อนที่ใช้ได้แก่ pasteurization, dry heat treatment   

และ stream heat treatment or vapour heat treatment4,6,7 

	 1.1	 Pasteurization เป็นการให้ความร้อนกับผลิตภัณฑ์

ด้วยของเหลวที่อุณหภูมิ 60 ± 0.5 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10-

11 ชั่วโมงอย่างต่อเนื่อง วิธีนี้มีประสิทธิภาพดีในการ inactivate  

เชื้อไวรัสชนิด enveloped virus และยังสามารถ inactivate เชื้อ

ไวรัสชนิด non-enveloped virus ได้บางชนิด  รวมถึงเชื้อ HIV, 

HBV และ HCV เป็นต้น4-6  ประสิทธิภาพของการ inactivate  

เชื้อไวรัสด้วยวิธี pasteurization นี้มีความสัมพันธ์กับส่วนประกอบ

ในผลิตภัณฑ์และความเข้มข้นของ stabilizers ที่ใช้  เนื่องจาก 

stabilizers นอกจากจะมีคุณสมบัติในการช่วยเพิ่มความคงตัวให้

กับโปรตีนที่ต้องการแล้ว แต่ก็มีคุณสมบัติในการช่วยปกป้องเชื้อ

ไวรัสโดยเฉพาะเชื้อไวรัสชนิด non-enveloped virus ได้ด้วย 

ดังนั้นการพิจารณาเลือกความเข้มข้นของ stabilizers จึงเป็นสิ่ง

ส�ำคัญ ควรพิจารณาเลือกความเข้มข้นของ stabilizers ที่สามารถ

รักษา biological activity ของโมเลกุลโปรตีนที่ต้องการให้ได้มาก

ที่สุด ขณะเดียวกันก็สามารถ inactivate เชื้อไวรัสได้มากที่สุด

ด้วยเช่นกัน นอกจากนี้อีกสิ่งหนึ่งที่ต้องค�ำนึงถึงคือ ถังพาสเจอร์

ไรส์ โดยทุกส่วนของถังพาสเจอร์ไรส์จะต้องได้รับความร้อนอย่าง

ทั่วถึงและเท่าเทียมกัน  เพื่อให้อุณหภูมิของผลิตภัณฑ์ขณะท�ำการ 

pasteurize คงที่9  ในประเทศสหรัฐอเมริกาได้มีการแนะน�ำให้ใช้

กระบวนการ pasteurization ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 10 ชั่วโมงในผลิตภัณฑ์ albumin ตั้งแต่เดือนมิถุนายน 

ปี ค.ศ. 1945  ทั้งนี้มีรายงานการศึกษาพบว่า กระบวนการผลิต 

albumin โดยใช้กระบวนการตกตะกอนด้วยแอลกอฮอล์เย็นร่วม

กับการ pasteurization สามารถ inactivate เชื้อไวรัสตับอักเสบ

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ10  และยังพบว่าหลังการท�ำ pasteuriza-

tion 6 ชั่วโมง ไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อของเชื้อไวรัสชนิด 

enveloped virus ได้11  นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาในผลิตภัณฑ์ 

coagulation factor concentrates ของบริษัท ZLB Behring 

พบว่าการท�ำ pasteurization ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 10 ชั่วโมง สามารถ inactivate เชื้อ emerging viruses  

เช่น  west nile virus (WNV), SARS coronavirus, avian 

influenza viruses  และ HEV ได้อย่างมีประสิทธิภาพ12

	 1.2	 Dry heat treatment เป็นการให้ความร้อนแห้งกับ

ผลิตภัณฑ์ชนิดแห้ง (lyophilized products) ที่บรรจุในภาชนะ

บรรจุสุดท้าย ทั้งนี้ความสามารถในการ inactivate เชื้อไวรัสด้วย

วิธี dry heat treatment มีความสัมพันธ์กับความชื้นที่เหลืออยู่ใน

ผลิตภัณฑ์ โดยเชื้อไวรัสจะมีความคงทนต่อความร้อนเพิ่มสูงขึ้นใน

ผลิตภัณฑ์ชนิดแห้ง พบว่าในผลิตภัณฑ์ชนิดแห้งที่มีความชื้นเหลือ

อยู่ 0.3 เปอร์เซ็นต์ การท�ำ dry heat treatment จะมีประสิทธิภาพ

ในการ inactivate เชื้อไวรัสส่วนใหญ่ได้4,5,9  ในระยะแรกของการ 

inactivate เชื้อไวรัสด้วยการท�ำ dry heat treatment เป็นการให้

ความร้อนแก่ผลิตภัณฑ์ชนิดแห้งที่อุณหภูมิ 60-68 องศาเซลเซียส 

เป็นระยะเวลา 24-72 ชั่วโมงอย่างต่อเนื่อง   พบว่าอุณหภูมิในช่วง

นี้สามารถ inactivate เชื้อ HIV  แต่ไม่เพียงพอที่จะ inactivate 

เชื้อ HBV และ HCV  จึงได้มีการพัฒนาโดยการให้ความร้อนแก่

ผลิตภัณฑ์ชนิดแห้งเพิ่มขึ้นเป็น 80 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 

72 ชั่วโมงอย่างต่อเนื่อง พบว่าสามารถ inactivate เชื้อไวรัสทั้ง

ชนิด enveloped viruses และ non-enveloped viruses เช่น 

HBV, HCV, HIV และ HAV ได้อย่างมีนัยส�ำคัญ5,7,10  ปัจจุบันได้

มีการพัฒนาโดยการให้ความร้อนแก่ผลิตภัณฑ์ชนิดแห้งที่อุณหภูมิ 

100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที เช่น ในผลิตภัณฑ์ 

antihemophilic factor VIII เข้มข้นชนิดแห้ง มีการ inactivate 

เชื้อไวรัสด้วยการให้ความร้อนแก่ผลิตภัณฑ์ที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส  เป็นระยะเวลา 30 นาที  ร่วมกับการท�ำ solvent/deter-

gent treatment พบว่า activity ของ factor VIII ลดลงประมาณ 

5 เปอร์เซ็นต์  โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทางกายภาพ

และทางชีวเคมีที่ส�ำคัญของ factor VIII  หลังการท�ำ dry heat 

treatment  เมื่อเปรียบเทียบกับก่อนการท�ำ dry heat treatment  

และผลิตภัณฑ์ factor VIII ยังมีความคงตัวนานถึง 24 เดือนเมื่อ

เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบ
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ว่าการให้ความร้อนแก่ผลิตภัณฑ์ชนิดแห้งที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส สามารถ inactivate เชื้อไวรัสได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

โดยพบว่าเชื้อ HAV, HIV และ Encephalomyocarditis virus 

(EMCV) ถูก inactivate อย่างสมบูรณ์ภายในระยะเวลา 10 นาที  

และพบว่าสามารถ inactivate เชื้อไวรัสได้ ดังนี้  HAV ลดได้  

≥ 5.55 log
10
, EMCV ลดได้ ≥ 5.87 log

10
, HIV ลดได้ ≥ 5.15 

log
10
, Bovine herpesvirus (BHV) ลดได้ ≥ 6.13 log

10
, 

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) ลดได้ ≥ 4.46 log
10
   

จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า การท�ำ dry heat treatment 

ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที ช่วยเพิ่ม

ความปลอดภัยต่อเชื้อไวรัสโดยไม่ท�ำลายประสิทธิภาพของ factor 

VIII  และยังมีประสิทธิภาพในการ inactivate เชื้อไวรัสชนิด non-

enveloped viruses โดยเฉพาะเชื้อ HAV ซึ่งทนต่อ solvent/

detergent treatment ได้13

	 1.3	 Stream heat treatment or vapour heat treat-

ment เป็นการให้ความร้อนชื้นกับผลิตภัณฑ์ชนิดแห้งในขั้น inter-

mediate products9 ด้วยการให้ความร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 60-80 

องศาเซลเซียส ความดัน 1,190 ถึง 1,375 mbar เป็นระยะเวลา 

10 ชั่วโมงอย่างต่อเนื่อง ซึ่งจะด�ำเนินการในระหว่างกระบวนการ

ท�ำแห้งผลิตภัณฑ์ เมื่อผลิตภัณฑ์อยู่ในรูป freeze-dried inter-

mediate bulk ผลิตภัณฑ์จะถูกล�ำเลียงสู่ถังสแตนเลส และมี

การปล่อยความร้อนชื้นเข้าไปอย่างช้าๆ ตามปริมาณที่ค�ำนวณไว้

จนผลิตภัณฑ์มีปริมาณน�้ำประมาณ 7-8 เปอร์เซ็นต์ weight by 

weight (% W/W) จากนั้นผลิตภัณฑ์จะถูกล�ำเลียงสู่กระบอกส

แตนเลสซ่ึงมีการเติมไนโตรเจนแห้งเข้าไปในกระบอกสแตนเลส

เพื่อไล่ออกซิเจนออก ต่อจากนั้นกระบอกสแตนเลสนี้จะถูกส่งไป

ยังตู้ท�ำความร้อนที่มีตัวท�ำความร้อน  และพัดลมเพื่อช่วยในการก

ระจายความร้อนให้ทั่วถึง โดยกระบอกสแตนเลสนี้จะถูกหมุนไป

ทุกทิศทางจนสิ้นสุดกระบวนการให้ความร้อนชื้น จากข้อมูลทาง

คลินิกบ่งชี้ว่าวิธีนี้สามารถ inactivate เชื้อไวรัสชนิด enveloped 

virusesได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น HIV และ hepatitis viruses4,7  

2.	 Chemical methods  

	 2.1	 Solvent/Detergent treatment (SD treatment) 

ออกฤทธิ์โดยไปท�ำลายไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ของ enveloped viruses 

ท�ำให้ไวรัสไม่สามารถจับกับเซลล์ของ hostได้  การใช้ SD treatment 

จะไม่ส่งผลต่อโปรตีนที่ต้องการในผลิตภัณฑ์ เนื่องจากสาร SD จะ

มีผลต่อไขมันและอนุพันธ์ของไขมันเท่านั้น  ดังนั้นการ inactivate 

เชิ้อไวรัสด้วยวิธีนี้จึงสามารถ inactivate เชื้อไวรัสชนิด enveloped 

viruses รวมถึง WNV, HIV, HBV และ HCV ได้ แต่ไม่สามารถ 

inactivate เชื้อไวรัสชนิด non-enveloped virus ได้4,5,7,9,14 การ 

inactivate เชื้อไวรัสด้วยวิธี SD treatment  ถูกพัฒนาขึ้นโดย 

Edward Shanbrom ซึ่งได้คิดค้นการ inactivate เชื้อไวรัสตับ

อักเสบโดยใช้สาร detergents เช่น Triton X-100 จากนั้นในปี  

ค.ศ. 1986-1987  Prince & Bernhard Horowitz และคณะ 

ได้พัฒนาขั้นตอนการท�ำ SD treatment เพื่อ inactivate เชื้อ

ไวรัสในพลาสมา โดย SD treatment ประกอบด้วยส่วนผสม

ของสาร solvents เช่น tri-nbutylphosphate (TNBP) และ

สาร detergents เช่น Tween 80, Triton X-100 หรือ sodium 

cholate เป็นต้น  การผสมของสาร SD กับสารละลายพลาสมา

โปรตีนในอัตราส่วนที่เหมาะสมจึงจะมีผลต่อการ inactivate เชื้อ

ไวรัส ทั้งนี้ในการศึกษาทดลองประสิทธิภาพของการท�ำ SD treat-

ment  ในการ inactivate เชื้อไวรัส จะต้องเลือกสภาวะที่เป็น  

worst case ในการศึกษาทดลอง เช่น อุณหภูมิที่ต�่ำที่สุด  ความ

เข้มข้นที่ต�่ำที่สุดของสาร SD ที่ให้ใช้  และความเข้มข้นที่สูงที่สุด

ของผลิตภัณฑ์ เป็นต้น  จากรายงานการศึกษาพบว่าการท�ำ SD 

treatment สามารถ inactivate เชื้อ HBV, HCV และ HIV ได้

อย่างมีนัยส�ำคัญ และอัตราส่วนผสมของ 0.3 เปอร์เซ็นต์ volume 

by volume (% v/v) TNBP กับ 1 เปอร์เซ็นต์ volume by 

volume (% v/v) Triton X-100  หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศา

เซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที สามารถ inactivate เชื้อไวรัส

ชนิด enveloped viruses ในผลิตภัณฑ์ high purity factor 

VIII concentrate Replenate® ได้มากกว่า 4-6 log
10
  แต่ทั้งนี้

การ inactivate เชื้อไวรัสโดยวิธี SD treatment  จ�ำเป็นจะต้อง

เพิ่มขั้นตอนในการก�ำจัดสาร SD ออกจากผลิตภัณฑ์ด้วย4,5,14,15 

	 2.2	 Acid pH / Low pH  การใช้สภาวะความเป็นกรด 

ในอดีตถูกออกแบบมาเพื่อลดการเกิด immunoglobulin G (IgG) 

aggregation และ anticomplementary activity  ต่อมาจึง

ได้มีการพัฒนาเพื่อวัตถุประสงค์ในการ inactivate เชื้อไวรัส ซึ่ง

การ inactivate เชื้อไวรัสในสภาวะความเป็นกรดได้นั้นขึ้นกับ

ปัจจัยต่างๆ เช่น pH, time, temperature, pepsin content,  

protein content และ solute content เป็นต้น4-7 โดยเมื่ออยู่ใน

สภาวะที่เป็นกรดเชื้อไวรัสชนิด enveloped viruses จะถูกท�ำให้

เสียสภาพ แต่ทั้งนี้พบว่าโปรตีนส่วนใหญ่ก็จะถูกท�ำให้เสียสภาพด้วย

เช่นกัน ยกเว้น immunoglobulin ซึ่งมีรายงานการศึกษาการใช้ 

pH 4-treatment ที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะ

เวลามากกว่า 20 ชั่วโมง ในการเตรียม immunoglobulin พบว่า

สามารถ inactivate เชื้อ HIV ได้มากกว่า 5-8 log
10

7  นอกจาก

นี้พบว่าการใช้สภาวะความเป็นกรดสามารถ inactivate เชื้อไวรัส

ชนิด enveloped viruses ได้มากกว่า 4 log
10

16 และสามารถ 

inactivated เชื้อไวรัสชนิด non-enveloped viruses บางชนิด  

เช่น human parvovirus B19 V ได้9
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Viral removal (การก�ำจัดเชื้อไวรัส)  ประกอบด้วย

1.	 Precipitation  

	 1.1 Cold ethanol precipitation  การตกตะกอนด้วย 

เอทานอลเย็นเป็นวิธีการที่ใช้ในกระบวนการท�ำ plasma fractiona- 

tion อย่างกว้างขวาง วิธีการตกตะกอนพลาสมาโปรตีนด้วย 

เอทานอลเย็นอาศัยความแตกต่างในการละลายของโปรตีนแต่ละ

ชนิดในพลาสมาที่ไม่เท่ากัน โดยควบคุมการเปลี่ยนแปลงความเข้ม

ข้นของแอลกอฮอล์ อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรด-ด่าง ท�ำให้

โปรตีนแต่ละชนิดตกตะกอนออกมาในล�ำดับขั้นที่ต่างกัน2,5 ทั้งนี้

พบว่าการตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็นสามารถแยกเชื้อไวรัสที่มี

ขนาดใหญ่ออกจากโปรตีนที่ต้องการได้บางส่วน โดยเชื้อไวรัสที่

มีโครงสร้างขนาดใหญ่มีแนวโน้มท่ีจะตกตะกอนออกมาในล�ำดับ

แรกของกระบวนการท�ำ plasma fractionation และกระบวนการ

ท�ำ plasma fractionation เป็นการแยกระหว่างส่วนของตะกอน

โปรตีนและส่วนของของเหลว ท�ำให้เชื้อไวรัสที่ถูกแยกออกไปอยู่ใน

ส่วนของตะกอนโปรตีนหรือส่วนของของเหลว เมื่อมีการน�ำเฉพาะ

ส่วนของตะกอนโปรตีนหรือส่วนของของเหลวมาใช้ในการผลิตขั้น

ต่อไปจึงท�ำให้เชื้อไวรัสถูกลดจ�ำนวนลง แต่อย่างไรก็ดีถ้าน�ำอีกส่วน

หนึ่งไปใช้งานก็จะมีเชื้อไวรัสอยู่ในส่วนนั้นเช่นกัน  มีรายงานการ

ศึกษาพบว่าการตกตะกอน fraction III จากตะกอน fraction 

II+III เพื่อให้ได้ตะกอนโปรตีนส�ำหรับน�ำไปผลิต immunoglobulin  

สามารถลดเชื้อไวรัสชนิด enveloped viruses และเชื้อไวรัสชนิด 

non-enveloped viruses ได้อย่างน้อย 3 log
10
 หรือการตกตะกอน 

fraction IV  ซึ่งมีความเข้มข้นของแอลกอฮอล์เป็น 40 เปอร์เซ็นต์ 

พบว่าสามารถ inactivate เชื้อ HIV ได้อย่างสมบูรณ์ และสามารถ 

inactivate เชื้อไวรัสชนิด enveloped viruses ได้หลายชนิดอย่าง

มีนัยส�ำคัญ แต่ไม่สามารถก�ำจัดเชื้อไวรัสชนิด non-enveloped 

viruses ได้อย่างมีนัยส�ำคัญ5  ทั้งนี้ได้มีการเก็บข้อมูลจากโรงงาน

ผลิตผลิตภัณฑ์จากพลาสมาหลายๆ แห่ง ถึงความปลอดภัยจากเชื้อ

ไวรัสของผลิตภัณฑ์ immunoglobulin และ albumin ที่ใช้วิธีการ

ก�ำจัดเชื้อไวรัสด้วยการตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็นพบว่า สามารถ

ก�ำจัดเชื้อไวรัสได้หลายชนิด17 โดยโรงงานหลายแห่งใช้วิธีการแยก

ส่วนของตะกอนโปรตีนและส่วนของของเหลวออกจากกันด้วยการ

ปั่นแยก (centrifugation)  ดังนั้นจึงได้มีการเสนอวิธีการในการ

แยกส่วนของตะกอนโปรตีนและส่วนของของเหลวออกจากกันด้วย

การกรองขึ้น เพราะในการกรองจะมีการเติมสารช่วยกรอง (filter 

aids) เพื่อป้องกันการอุดตันของตัวกรอง   นอกจากนี้สารช่วยกรอง

นี้ยังมีคุณสมบัติในการช่วยดูดซับเชื้อไวรัสไว้ด้วย ซึ่งเป็นการช่วย

ก�ำจัดเชื้อไวรัสออกจากส่วนของเหลวได้อีกทางหนึ่ง  แต่อย่างไร

ก็ดีไม่แนะน�ำให้ใช้วิธีการตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็นเพื่อเป็นการ

ก�ำจัดเชื้อไวรัสเพียงวิธีเดียวในกระบวนการผลิต เนื่องจากเมื่อมีการ

เปลี่ยนแปลงสภาวะเพียงเล็กน้อยในกระบวนการผลิตก็อาจส่งผล

ต่อการแยกส่วนของตะกอนโปรตีนกับส่วนของของเหลวและการ

แยกส่วนของเชื้อไวรัสได้  ดังนั้นควรใช้วิธีการ viral inactiva-

tion หรือ viral removal วิธีอื่นร่วมกับวิธีการตกตะกอนด้วย 

เอทานอลเย็น4,17

	 1.2	 Polyethylene glycol (PEG) precipitation 

PEG มีคุณสมบัติเป็นสารเฉื่อยซึ่งไม่ท�ำให้โปรตีนเสียสภาพและ

สามารถละลายน�้ำได้ สารละลายที่มี PEG เป็นส่วนประกอบจะ

ท�ำให้ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนกับน�้ำลดลง ท�ำให้โปรตีนตกตะกอน

ออกมาพร้อมกับเชื้อไวรัส เมื่อท�ำการแยกส่วนของตะกอนโปรตีนกับ

ส่วนของสารละลายด้วยการปั่นแยกหรือการกรองก็เท่ากับเป็นการ

ลดเชื้อไวรัสลงเช่นเดียวกับวิธีการตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็นโดย

ทั่วไปการใช้วิธี PEG precipitation สามารถลดเชื้อไวรัสลงได้ 3-4 

log
10
  ซึ่งการลดเชื้อไวรัสมีความสัมพันธ์กับปริมาณของ PEG5

2.	 Chromatography  ถือเป็นขั้นตอนหนึ่งในการท�ำโปรตีน

ให้บริสุทธิ์ ขั้นตอน chromatrography โดยทั่วไปใช้ในการก�ำจัด

สิ่งปนเปื้อนในกระบวนการผลิต chromatography สามารถแยก

โปรตีนท่ีต้องการได้ โดยอาศัยความแตกต่างของลักษณะทาง

กายภาพเคมีของโปรตีนแต่ละชนิด  การใช้ chromatography 

ในการท�ำ plasma fractionation โดยทั่วไปมี 2 แบบ คือ affinity 

chromatography และ ion-exchange chromatography 

โดย affinity chromatography อาศัย biologic ligands เช่น  

แอนติบอดีในการจับกับโปรตีนที่ต้องการแบบเฉพาะเจาะจง จึง

ใช้แยกโมเลกุลของโปรตีนที่มีความสัมพันธ์กันอย่างใกล้ชิดได้    

ส่วน ion-exchange chromatography อาศัยความแตกต่าง

ของประจุไฟฟ้าในการแยกโปรตีนที่ต้องการ ท�ำให้การใช้ chro-

matography สามารถแยกเชื้อไวรัสชนิด enveloped viruses 

และ non-enveloped viruses ออกจากโมเลกุลของโปรตีน

ที่ต้องการได้อย่างมีนัยส�ำคัญ  อย่างไรก็ตามเชื้อไวรัสสามารถ

จับกับโมเลกุลของโปรตีนหรือเรซิ่นได้ ดังนั้นการที่ chromato-

graphy จะสามารถก�ำจัดเชื้อไวรัสออกจากผลิตภัณฑ์ได้จึงขึ้นกับ

หลายปัจจัยได้แก่ รูปทรงทางเรขาคณิตของคอลัมน์ องค์ประกอบ

และอัตราการไหลของสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้   ขั้นตอนการล้าง 

intermediate  องค์ประกอบของเรซิ่น และอายุการใช้งานของ 

เรซิ่น ซึ่งปัจจัยเหล่านี้จะต้องถูกก�ำหนดและควบคุมอย่างเคร่งครัด 

นอกจากนี้เชื้อไวรัสสามารถติดแน่นกับเรซิ่นได้ ดังนั้นการก�ำจัดเชื้อ

ไวรัสออกจากเรซิ่นรวมถึงอุปกรณ์ของ chromatography ที่ใช้

งานก็เป็นสิ่งส�ำคัญที่ต้องค�ำนึงถึง เพื่อหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนของ

เชื้อไวรัสจาก Lot การผลิตหนึ่ง ไปสู่อีก Lot การผลิตหนึ่ง ซึ่ง 
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เรซิ่นที่ใช้งานส่วนใหญ่สามารถทนต่อการ inactivate เชื้อไวรัส

ด้วยสารเคมีหรือวิธีทางกายภาพได้ เช่น การแช่เรซิ่นข้ามคืนด้วย 

0.1-1 N sodium hydroxide  หรือ hydrochloric acid  หรือ

สภาวะการออกซิไดซ์ด้วย sodium hypochlorite  หรือการใช้

อุณหภูมิสูงๆ เช่น การนึ่งฆ่าเชื้อ เป็นต้น ซึ่งการเลือกวิธีการฆ่า

เชื้อไวรัสนั้นขึ้นกับชนิดเรซิ่นที่ใช้งาน4,5,9

3.	 Nanofiltration  เป็นเทคนิคที่ถูกออกแบบมาเฉพาะใน

การก�ำจัดเชื้อไวรัส โดยอาศัยขนาด pore size ของตัวกรอง ซึ่ง 

pore size ของตัวกรองจะต้องมีขนาดเล็กกว่าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง

ของเชื้อไวรัส และ pore size ของตัวกรองจะต้องมีขนาดใหญ่

กว่าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโมเลกุลของโปรตีนที่ต้องการ เพื่อให้

โมเลกุลของโปรตีนที่ต้องการสามารถผ่านตัวกรองไปได้แต่เชื้อไวรัส

จะถูกกรองไว้  อย่างไรก็ตามในผลิตภัณฑ์ที่โมเลกุลของโปรตีนที่

ต้องการมีขนาดใหญ่ หรือเกิดการรวมตัวกัน (aggregates) แล้ว

มีขนาดใหญ่กว่าเชื้อไวรัสก็ไม่สามารถใช้วิธี  nanofiltration ได้4,7  

เทคนิค nanofiltration จะมีประสิทธิภาพในการก�ำจัดเชื้อไวรัส

หรือไม่ขึ้นกับหลายปัจจัย เช่น แรงของอุทกพลศาสตร์ (hydrody-

namic force)  การดูดซับเชื้อไวรัสไว้บนพื้นผิวของตัวกรอง และ

การก�ำจัดเชื้อไวรัสที่ถูกจับไว้ในรูป antigen-antibody complexes 

หรือ lipid complexes9   นอกจากนี้การใช้วิธีก�ำจัดเชื้อไวรัสด้วย

วิธี nanofiltration ต้องมีการทดสอบความสมบูรณ์ของตัวกรอง 

(filter integrity test) ทั้งก่อนและหลังการใช้งานทุกครั้งตามวิธี

ที่บริษัทผู้ผลิตตัวกรองแนะน�ำ ถ้าการทดสอบความสมบูรณ์ของ

ตัวกรองหลังการใช้งานไม่ผ่าน ผลิตภัณฑ์นั้นจะต้องผ่านขั้นตอน 

nanofiltration ซ�้ำอีกครั้ง และตัวกรองนาโนจะใช้งานได้เพียงครั้ง

เดียวเท่านั้นห้ามใช้งานซ�้ำ4 แต่ทั้งนี้ข้อดีของการก�ำจัดเชื้อไวรัสด้วย

วิธี nanofiltration คือ สภาวะของผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องปรับความ

เป็นกรด-ด่าง osmolarity และอุณหภูมิ  เป็นผลให้คุณสมบัติทาง

ชีวภาพของโปรตีนที่ต้องการไม่ได้รับผลกระทบอย่างมีนัยส�ำคัญ5 

และข้อดีอีกประการของวิธีการ nanofiltration คือ protein 

activity recovered ได้ดีถึงร้อยละ 90-957   ทั้งนี้ได้มีรายงาน

การศึกษา viral validations ของผลิตภัณฑ์ CRTS-Lille factor  

IX และ factor XI ตาม European guidelines พบว่า ตัว

กรอง BMM planova ขนาด 15 และ 35 นาโนเมตร สามารถ

ก�ำจัดเชื้อไวรัสได้ 7 model viruses อย่างมีนัยส�ำคัญมากกว่า 5-7 

log
10
  ซึ่งไวรัส 7 model viruses นี้รวมถึง poliovirus sabin 1 

และ bovine parovovirus ซึ่งเป็นไวรัสชนิด non-enveloped 

viruses ขนาดเล็ก18  และยังมีรายงานการศึกษาพบว่าตัวกรองที่

มีขนาด pore size 15 และ 35 นาโนเมตร สามารถก�ำจัด mu-

rine xenotropic retrovirus, Simian virus 40 (SV40) และ 

pseudorabies virus  จากสารละลาย immunoglobulin G 

(IgG) และ immunoglobulin M (IgM) ได้ 6-7 log
10
  รวมถึง

เชื้อไวรัสขนาดเล็กเช่น Encephalomyocarditis virus (EMCV),  

HAV และ Porcine Parvovirus (PPV) สามารถถูกก�ำจัดด้วย

วิธีการ nanofiltration ได้อย่างมีนัยส�ำคัญ4

จากข้อมูลการท�ำ viral inactivation  หรือ viral removal  ใน

กระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์จากพลาสมาที่กล่าวมาข้างต้นสามารถ

สรุปได้ ดังแสดงใน Table 2  และพบว่าผลิตภัณฑ์จากพลาสมาที่

มีอยู่ในท้องตลาดเป็นส่วนใหญ่ในปัจจุบันใช้วิธีการ viral inacti-

vation และ viral removal ในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์4 ดัง

แสดงใน Table 3

สรุป

ผู้ผลิตผลิตภัณฑ์จากพลาสมาสามารถเลือกใช้วิธีการท�ำ viral 

inactivation หรือ viral removal  ในกระบวนการผลิตได้หลาย

วิธี  การเลือกวิธีที่เหมาะสมเพื่อน�ำมาใช้ในกระบวนการผลิตจ�ำเป็น

ต้องพิจารณาถึงขนาดโมเลกุลและคุณสมบัติของโปรตีนที่ต้องการ 

รวมถึง activity  และความคงตัวของโปรตีนหลังผ่านการท�ำ viral 

inactivation หรือ viral removal   วิธีการท�ำโปรตีนให้บริสุทธิ์

ของโรงงานผู้ผลิต ปริมาณและชนิดของเชื้อไวรัสที่ผู้ผลิตค�ำนึงถึง 

รวมถึงข้อดี ข้อเสีย ของการท�ำ viral inactivation และ viral 

removal แต่ละวิธีเป็นส�ำคัญ  ทั้งนี้เพื่อให้ผลิตภัณฑ์จากพลาสมา

มีความปลอดภัยอย่างสูงสุด
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Table 2  Characteristics of well recognized procedures for virus inactivation and virus removal

Procedures Treatment Advantages

Virus inactivation Pasteurization - Inactivates both enveloped and some non-enveloped 

viruses including HAV

- Relatively simple equipment

Dry heat treatment - Inactivates both enveloped and some non-enveloped 

viruses including HAV

- Treatment applied on the final container

Stream heat treatment or 

Vapour heat treatment

- Inactivates both enveloped and some non-enveloped 

viruses including HAV

Solvent/Detergent 

treatment

- Very efficient against enveloped viruses

- Does not denature proteins

- High process recovery

- Relatively simple equipment

Acid pH / Low pH - Effective against enveloped viruses

- Relatively simple equipment

Virus removal Cold ethanol precipitation - Purifies protein

- Can be effective against both enveloped and non-

enveloped viruses including HAV and parvovirus B19

Polyethylene glycol (PEG) 

precipitation

- Purifies protein

- Does not denature proteins

- Can be effective against both enveloped and non-enveloped 

viruses 

Chromatography - Purifies protein

- Can be effective against both enveloped and non-enveloped 

viruses including HAV and parvovirus B19

Nanofiltration - Effective against enveloped viruses

- Can be effective against non-enveloped viruses including 

HAV and parvovirus B19

- Does not denature proteins

- High recovery of “smaller” proteins such as coagulation 

factor IX

- Risk of downstream contamination limited when performed 

just prior to aseptic filling



การท�ำ Viral inactivation และ viral removal ในผลิตภัณฑ์จากพลาสมา

วารสาร​โลหิต​วิทยา​และ​เวชศาสตร​บริการ​โลหิต  ป​ที่ 29  ฉบับ​ที่ 2  เมษายน-มิถุนายน 2562

151

Table 3  Established applications of dedicated viral inactivation and removal procedures to marketed plasma 

products

Product type Treatment

Albumin - Cold ethanol precipitaion

- Terminal pasteurization

IgG - Solvent/detergent treatment

- Pasteurization

- Incubation at pH 4

- Nanofiltration (35 nm or less)

Factor VIII and Factor IX - Solvent/detergent treatment

- Pasteurization

- Stream-treatment

- Nanofiltration (35 nm or less)

- Terminal dry-heat treatment

Prothrombin complex - Solvent/detergent treatment

- Pasteurization

- Nanofiltration (35 nm or less)

Fibrin sealant - Solvent/detergent treatment

- Pasteurization

- Stream-treatment

Von Willebrand factor - Pasteurization

- Nanofiltration (35 nm or less)

Factor XI - Terminal dry-heat treatment

Antithrombin III - Solvent/detergent treatment

- Pasteurization

- Nanofiltration (35 nm or less)

Alpha-1-proteinase inhibitor - Pasteurization

C1-inhibitor - Stream-treatment

Plasma - Solvent/detergent treatment
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