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           Abstract

Background: Pertussis is prevented by a combined acellular pertussis vaccine that 

contains Pertussis Toxoid (PTs) and Filamentous Haemagglutinin (FHA) as the main 

constituents. PTd is an inactivated Pertussis toxin (PT). The specific toxicity test of residual 

PT remaining in the vaccine must be controlled in order to meet the standard requirements 

to ensure the safety of vaccines. Some traditional methods were tested toxicity in mice 

which caused animal suffering. Therefore, the alternative CHO cell assay was developed 

for replacement of animal testing by In vitro assay following 3Rs concept. CHO–K1 cells 

had a specific response to PT. Then, the exposure of residual PT caused CHO–K1 cells 

morphological changes to rosette their shapes.
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Objectives: To develop and use this as the alternative method for the determination 

of specific toxicity of PT in the combined vaccine which contains acellular pertussis by 

Chinese Hamster Ovary (CHO) cell assay by monitoring residual PT in finished product.

Methods: A validation method study of specific toxicity of PT in combined vaccine which 

contains acellular pertussis by CHO cell assay was conducted. The qualitative assay was 

examined in two parameters of specificity and limits of detection which was based on 

the international ICH guideline. One sample of tetanus toxoid, reduced diphtheria toxoid, 

acellular pertussis combined vaccine (Tdap) was used to study optimal conditions and 

examined the validity of the method.

Results: The results of validation with pertussis toxin (JNIH–5, NIBSC) were proved that 

the methods were specific to pertussis toxin that showed rosette-shaped clusters of 

CHO cells. The lowest limit of detection of pertussis toxin was 0.0015 IU/mL. One sample 

of Diphtheria -Tetanus - acellular Pertussis Vaccine combined vaccine was removed 

adjuvant and was tested by CHO cell assay. The negative presented results indicated 

that the vaccine sample absented residual pertussis toxin.

Conclusion: This assay was appropriate to be adapted as a standard method for specific 

toxicity based on residual pertussis toxin in a combined vaccine containing acellular 

pertussis in both local and imported vaccine products.

Keywords: acellular pertussis vaccine, pertussis toxin, specifiic toxiciy, Chinese Hamster 

Ovary (CHO) cell
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            บทคัดยอ
ความสาํคญั: โรคไอกรนสามารถปองกนัดวยวคัซนีรวมท่ีมไีอกรนชนดิไรเซลล (Acellular pertussis: aP) 

ที่มี Pertussis toxoid (PTd) และ Filamentous Haemagglutnin (FHA) เปนองคประกอบหลัก 

ซึ่ง PTd คือท็อกซอยดที่ไดมาจากการทําให Pertussis toxin (PT) หมดความเปนพิษลง เพื่อใหมั่นใจ

ในความปลอดภัยของวัคซีน จึงตองควบคุมระดับความเปนพิษจาก PT ที่อาจหลงเหลืออยูในวัคซีน

ใหตามขอกําหนดมาตรฐาน โดยการทดสอบ Specific toxicity ที่ใชหนูถีบจักรเปนสัตวทดลอง (In vivo) 

แตกอใหเกดิความทรมานตอสตัวทดลอง ดังนัน้วิธีทางเลอืก Chinese Hamster Ovary (CHO) cell assay 

จึงไดถูกพัฒนาขึ้นเพื่อทดแทนการใชสัตวทดลองตามหลักการ 3R โดยเซลล CHO-K1 มีความจําเพาะ

ตอ PT หากพบ PT หลงเหลอือยู สงผลทาํใหเซลล CHO–K1 เกดิการเปลีย่นแปลงรปูรางเกาะกลุมคลาย

รูปดอกกุหลาบ

วัตถุประสงค: เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนในวัคซีนรวมสําเร็จรูปที่มี

ไอกรนชนดิไรเปนองคประกอบโดยใชวิธีทางเลอืก CHO cell assay สาํหรบัใชตรวจตดิตามทอ็กซนิไอกรน

ที่อาจหลงเหลืออยูในผลิตภัณฑวัคซีน

วิธีการวิจัย: ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือ

ในวคัซนีรวมทีม่ไีอกรนชนดิไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใชเซลลเพาะเลีย้ง CHO cells ซึง่เปนวธิตีรวจสอบ

ในเชงิคณุภาพจงึดาํเนนิการศกึษาความถกูตองของวธิใีน 2 พารามเิตอร คอื การตรวจสอบความจาํเพาะ

ของวธิ ีและขดีจาํกดัของการตรวจพบ โดยอางองิตามขอกาํหนดสากล ICH guideline เพือ่ศึกษาสภาวะ

ที่เหมาะสมและความถูกตองของวิธี และดําเนินการทดสอบความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่

หลงเหลอืในวคัซนีรวม Tetanus toxoid, reduced diphtheria toxoid, acellular pertussis vaccine 

(Tdap) จํานวน 1 ตัวอยาง 

ผลการศึกษา: ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีดวยสารมาตรฐานท็อกซินไอกรน (JNIH-5, NIBSC) 

พบวาวิธีมีความจําเพาะตอท็อกซินไอกรน พบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปดอกกุหลาบอยางชัดเจน 

จึงเปนวิธีที่มีความจําเพาะ และขีดจํากัดของปริมาณ PT ตํ่าสุดที่สามารถตรวจพบจากการอานผลการ

ทดสอบ มีคาเทากับ 0.0015 IU/mL และเมื่อนําวิธีมาใชทดสอบกับวัคซีนปองกันโรคคอตีบ บาดทะยัก 

และไอกรนชนดิไรเซลล จํานวน 1 ตวัอยางทีก่าํจัดสารเสรมิฤทธิอ์อก พบวาตวัอยางใหผลเปนลบ แสดงวา

วัคซีนตัวอยางไมมีท็อกซินไอกรนหลงเหลือ
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บทนํา
 โรคไอกรน (Pertussis) เปนโรคท่ีเกิดจาก

เชื้อแบคทีเรีย Bordetella pertussis ซึ่งกอโรค

ในคนเทานั้น โรคไอกรนในเด็กโตและผูใหญ มักมี

อาการไมรุนแรง และแยกไดยากจากการติดเชื้อ

อ่ืน ๆ ที่ทําใหมีอาการของระบบทางเดินหายใจ

แตในเด็กเล็กอาการไอจะรุนแรงจนหยุดหายใจ 

และมีอาการไอแบบ paroxysms (ไอเปนชุด ๆ 

อยางรุนแรง) อาการหายใจเขามีเสียงดัง 

(whooping) และจากขอมูลรายงานผูปวยสงสัย

โรคคอตีบในประเทศไทย ป พ.ศ. 2560 พบวา

ไดรับรายงานผูปวยจาํนวน 32 ราย อัตราปวย 0.01 

ตอประชากรแสนคน โดยมีผูปวยเสียชีวิต 1 ราย1 

 วัคซีนไอกรนผลิตจากแอนติเจนของเชื้อ

ไอกรนที่นํามาผลิตวัคซีน ไดแก Pertussis toxin 

(PT), Filamentous hemagglutinin (FHA), 

Pertactin (PRN) และ Fimbria agglutinogen 

(FIM) ซ่ึงวคัซีนม ี2 ชนดิ ไดแก วคัซนีไอกรนชนดิ

ทั้งตัวเซลล (whole cell: wP) และวัคซีนไอกรน

ชนิดไรเซลล (acellular: aP) ซึ่งเปนวัคซีนที่ผลิต

จากสวนสารสกดัเฉพาะบางสวนของตวัเช้ือไอกรน

ตั้งแต 2 ถึง 4 สวนประกอบที่สามารถกระตุนให

รางกายสรางภมิูคุมกนัโรคได โดยจะม ีPT และ FHA 

เปนสวนประกอบหลัก และใชรวมกับท็อกซอยด

ของเชือ้คอตีบและบาดทะยักเปนวัคซีนรวมคอตีบ-

บาดทะยัก-ไอกรนชนิดไรเซลล (Diphtheria-

tetanus-acellular pertussis vaccine: Tdap) 

ขอดีของวัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล (aP) อาการ

ไมพึงประสงคจากการใชวัคซีนนอยกวาวัคซีน

ชนิดทั้งเซลล (whole cell)1 

 ในการผลิตวัคซีนตองผานการตรวจสอบ

คุณภาพวัคซีนทางหองปฏิบัติการจากผู ผลิต 

และผานการทดสอบดานความปลอดภัย (safety) 

การทดสอบดานประสิทธิภาพ (efficacy) และ

การทดสอบดานเคม-ีกายภาพ (Physical-chemistry)

 และไดรับการอนุญาตข้ึนทะเบียนจากสํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา ทัง้นีว้คัซนีของแตละ

บรษิทัจะมคีวามแตกตางกนั ไดแก ความหลากหลาย

ของสายพันธุตัวเชื้อไอกรน วิธีที่ใชในการผลิต 

วิธีการทําให PT หมดพิษ (detoxified) กลายเปน 

Pertussis toxoid (PTxd) และปริมาณ PT และ 

สรุป: วิธีการตรวจวิเคราะหความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มีไอกรน

ชนดิไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใชเซลลเพาะเลีย้ง CHO cell มคีวามจําเพาะเหมาะสมสามารถนํามาใช

เปนวิธีมาตรฐานในการดําเนินการตรวจวิเคราะหความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนท่ีหลงเหลือ

ในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลลทั้งผลิตภัณฑวัคซีนภายในประเทศและนําเขามาจากตางประเทศได

คําสําคัญ: วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล ท็อกซินไอกรน ความเปนพิษเฉพาะ เซลลเพาะเลี้ยง Chinese 

Hamster Ovary (CHO)
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FHA ที่ใชผลิตวัคซีน ทําใหวัคซีนมีขอกําหนดของ

ผลติภณัฑตางกนั (product-specification) สงผล

ตอประสิทธิภาพและความปลอดภัยของวัคซีน

ที่ผูบริโภคจะไดรับการควบคุมคุณภาพวัคซีน  

 อยางไรก็ตามการทดสอบดานความปลอดภยั

และประสิทธิภาพของวัคซีน จําเปนตองใชสัตว

ทดลองเปนจํานวนมากในการทดสอบตอครั้งเพื่อ

การทดสอบความเปนพิษ (Abnormal toxicity) 

ความเปนพิษเฉพาะ (Specific toxicity) และ

ความแรงหรือการทดสอบการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกัน (Potency/Immunogenicity test) 

ของวัคซีน ดังนั้นการลดการใชสัตวทดลองลงใน

การทดสอบผลิตภัณฑ เปนเร่ืองที่ควรดําเนินการ

ใหสอดคลองตามหลกันโยบาย 3Rs (Replacement, 

Reduction and Refinement) ที่ ลด ละ เลิก

การใชสตัวทดลอง2 ซ่ึงการตรวจสอบความเปนพิษ

เฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือในวัคซีนรวม

ที่มีไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใช

เซลลเพาะเลีย้ง Chinese Hamster Ovary (CHO)4-5 

เปนการทดสอบที่สามารถนํามาปรับใชแทนวิธี

การทดสอบความเปนพิษเฉพาะจากทอ็กซนิไอกรน

ชนิดไรเซลลที่ใชสัตวทดลอง โดยการตรวจสอบ

ความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนในวัคซีนไอกรน

ชนิดไรเซลล โดยใชเซลล CHO-K1 ที่ใชในการ

ตรวจหา pertussis toxin (PT) ที่อาจหลงเหลือ

อยูใน purified pertussis bulk หลังจากผาน

กระบวนการทําใหหมดพิษ (detoxification) 

โดยองคการอนามยัโลก3 กาํหนดใหเปนวธิทีดสอบ

ทางเลือกสําหรับติดตามความสมํ่าเสมอของ

ผลิตภัณฑ (in-house monitoring pertussis 

toxicity) แตมีขอจํากัดของวิธีคือ สารเสริมฤทธิ์ 

(Aluminium adjuvant) ในวัคซีนมีความเปนพิษ

ตอเซลล CHO–K1 จึงเปนที่มาในการพัฒนาวิธี

ตรวจสอบความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนที่ใช

ทดสอบในวัคซีน (final product) เพื่อใชทดแทน

การทดสอบในสตัวทดลองตามหลกั 3Rs และนาํมา

ใชเปนวธิมีาตรฐานตรวจความเปนพษิจากทอ็กซนิ

ไอกรนในผลิตภัณฑวัคซีนรวมสําเร็จรูปได โดย

ปจจุบันยังไมมีการนํามาใชทดสอบในตัวอยาง

ผลิตภัณฑวัคซีนชนิดนี้ มีเพียงขอมูลจากงานวิจัย

ตีพิมพในวารสารตางประเทศเทานั้น  

วัตถุประสงค
 1. เพือ่พฒันาวธิกีารตรวจสอบความเปน

พษิจากทอ็กซนิไอกรนในวคัซนีรวมทีม่ไีอกรนชนดิ

ไรเซลลเปนองคประกอบโดยใชวธิทีางเลอืก CHO 

cell assay

 2. เพือ่ใชเปนวธิมีาตรฐานในการตรวจสอบ

คณุภาพดานความปลอดภยัของวคัซนีรวมทีม่ไีอกรน

ชนิดไรเซลล

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีการวิจัย

 เปนการวิจัยเชิงทดลอง โดยศึกษาความ

ถูกตองของวิธีดวยสารมาตรฐาน WHO Interna-

tional Standard Bordetella Pertussis Toxin 
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(LPF) PT 1st NIBSC Code: JNIH-5 และตวัอยาง

วคัซนีรวมทีม่ไีอกรนชนดิไรเซลล tetanus toxoid, 

reduced diphtheria toxoid, acellular 

pertussis vaccine (Tdap) เปนองคประกอบ 

จํานวน 1 ตัวอยาง ใชเซลลเพาะเลี้ยง Chinese 

Hamster Ovary (CHO–K1) ทําการตรวจสอบ 

3 ซํ้าที่เปนอิสระตอกันใน 1 ชุดการทดสอบ

ขั้นตอนการศึกษา

 1. นําตัวอยางวัคซีนวัคซีนไอกรนชนิด

ไรเซลล จาํนวน 3 ขวด ขวดละ 0.5 mL รวมเปน

ปริมาตร 1.5 mL มาผสมกันดวย vortex mixer 

จนเปนเนื้อเดียวกัน (homogenized vaccine) 

ดูดวัคซนีปริมาตร 0.5 ml ใสใน Protein LoBind 

tube ขนาด 1.5 ml เตมิ 10% W/V Solution of 

tri-sodium citrate in 2xPBST ปริมาตร 0.5 mL 

ลงไป ผสมกันดวย vortex mixer บมที่อุณหภูมิ 

37ºC เปนเวลา 16-20 ชัว่โมง นาํออกมาผสมกนั

ดวย vortex mixer แลวจงึปนเหวีย่งท่ี 6,000 rpm 

เปนเวลา 2 นาที เก็บสวนใส (supernatant) 

ที่ไดใน Protein Lo-bind tube ขนาด 1.5 ml 

ทําการเจือจางความเขมขนของตัวอยาง 1:10 

ดวยอาหารเลีย้งเซลล F–12K medium ท่ีเติม 10% 

(w/v) FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin 

โดยเตมิ supernatant ปริมาตร 300 ul ลงในอาหาร

เลี้ยงเซลล F-12K medium ปริมาตร 1,200 µl 

แบงตวัอยางทีผ่านการเจอืจาง 1:10 ออกเปน 2 สวน 

คือ Unspiked และ Spiked sample โดย 

Unspiked sample คือ ตัวอยางวัคซีนที่ไมเติม 

PT ลงไป ขณะที่ Spiked sample คือ ตัวอยาง

วัคซีนที่เติม PT ลงไป โดยเติม PT ความเขมขน 

2 IU/mL ปริมาตร 16.25 µl ลงในตัวอยางวัคซีน 

ปริมาตร 633.75 µl ผสมใหเขากัน แลวนําไปเก็บ

ที่อุณหภูมิ 4ºC กอนการทดสอบ

 2. เตรยีมสารมาตรฐานเพือ่ใชเปน positive 

control ทําการเจือจาง WHO International 

Standard Bordetella Pertussis Toxin (LPF) 

PT 1st NIBSC Code: JNIH-5 ดวย PBS(-) ใหได

ความเขมขนตั้งตน 0.05 IU/mL ดังรูปที่ 1

รูปที่ 1 แบบการเจือจาง WHO International Standard Bordetella pertussis toxin (LPF) PT 1st 

NIBSC Code: JNIH–5 ดวย PBS(-)
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 3. เตรียมเพลททดสอบ โดยเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล F–12K medium ที่เติม 10% (w/v) 

FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin ปรมิาตร

หลุมละ 100 µl ลงในเพลท Sterile Tissue 

culture 96 wells plate, Flat bottom with 

Lid ในแถว B ถึง H ตั้งแตคอลัมนที่ 1–9 เติมสาร

มาตรฐาน (Positive control) ซึ่งเตรียมไดจาก

ขอ 10.3.1 ปริมาตร 200 µl ลงในเพลททดสอบ

ตําแหนง A1, A2 และ A3 (3 ซํ้า) เติม Spiked 

sample ซึ่งเตรียมไดจากขอ 10.2.9 ปริมาตร 

200 µl ลงในเพลททดสอบตาํแหนง A4, A5 และ 

A6 (3 ซํ้า) เติม Unspiked sample ซึ่งเตรียมได

จากขอ 10.2.8 ปริมาตร 200 ul ลงในเพลท

ทดสอบตาํแหนง A7, A8 และ A9 (3 ซ้ํา) เจือจาง

สารมาตรฐานดวย F–12K medium ที่เติม 10% 

(w/v) FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin 

โดยเจอืจางแบบ 2-fold serial dilution เริม่จาก

แถว A ถึง G ในคอลัมนที่ 1, 2 และ 3 จะได

ความเขมขนของสารมาตรฐาน 7 คา ไดแก 0.05, 

0.025, 0.0125, 0.0063, 0.0031, 0.0016 และ 

0.0008 IU/mL เจือจาง Spiked sample ดวย 

F-12K medium ทีเ่ตมิ 10% (w/v) FBS และ 1% 

Penicillin-Streptomycin โดยเจอืจางแบบ 2-fold 

serial dilution เร่ิมจากแถว A ถึง G ในคอลัมน

ที ่4, 5 และ 6 จะไดความเขมขนทายสดุที ่spiked 

PT ลงไป เทากบั 0.05, 0.025, 0.0125, 0.0063, 

0.0031, 0.0016 และ 0.0008 IU/mL เจือจาง 

Unspiked sample ดวย F–12K medium ทีเ่ตมิ 

10% (w/v) FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin 

โดยเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เริม่จาก

แถว A ถึง G ในคอลัมนที่ 7, 8 และ 9 จะไดระดับ

เจือจางความเขมขนของตัวอยางวคัซนี 1:10–1:640 

 4. เตรยีมเซลลเพาะเลีย้ง นําเซลล CHO–K1 

เพาะเลี้ยงดวยอาหาร F–12K ท่ีเติม 10% (w/v) 

FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin บมใน

ตูอบเพาะเชือ้แบบใชคารบอนไดออกไซดทีอ่ณุหภมู ิ

37ºC โดยทําการ passage cell 1:10 แลวนําไป

บมในตูอบเพาะเช้ือแบบใชคารบอนไดออกไซด

ที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 48 ช่ัวโมง ยอยเซลลดวย 

0.05% Trypsin-EDTA solution นาน 1-2 นาทแีลว 

re-suspense ดวยอาหารเลี้ยงเซลล F–12K 

ที่เติม 10% (w/v) FBS และ 1% Penicillin-

Streptomycin นับจํานวนเซลลที่มีชีวิตโดยวิธี 

Trypan blue exclusion ดวย hemacytometer 

และปรบัความเขมขนเซลลเทากบั 2x104 cells/mL 

 5. ทดสอบ โดยเติมเซลล CHO–K1 

ที่เตรียมไว ปริมาตร 100 ul ลงในเพลททดสอบ 

โดยเติมเซลลลงทุกหลุมในตําแหนง A1–A9 จนถึง 

H1–H9 และกอนนําเพลทไปบมโดยตั้งทิ้งไวเพ่ือ

ความสะดวกในการมองเหน็สณัฐานวทิยาของเซลล

ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที นําเพลททดสอบไป

บมในตูอบเพาะเช้ือแบบใชคารบอนไดออกไซด 

(CO2 incubator) อุณหภูมิ 37ºC นาน 40–48 

ชัว่โมง การอานผล เมือ่ครบเวลา นาํเพลททดสอบ

เคาะเทอาหารเลี้ยงเซลล และลางเซลล 1 รอบ

ดวยอาหารเล้ียงเซลล F–12K medium ที่ไมเติม 
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FBS แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล F–12K medium 

ท่ีไมเตมิ FBS ปริมาตร 200 ul ตอหลมุ แลวจงึนาํ

ไปสองภายใตกลองจุลทรรศน phase contrast 

ทีก่าํลงัขยายเลนสใกลวัตถุ 10x เพือ่สงัเกตลกัษณะ

สัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง CHO–K1 โดย

หากพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 เปนรูป

ดอกกุหลาบมากกวาหรือเทากับ 10 clustering 

ขึ้นไป ใหรายงานผลเปนบวก (+) ในขณะที่หาก

ไมพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 หรือพบ

การเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 เปนรูปดอกกุหลาบ

นอยกวาหรือเทากับ 9 clustering ใหรายงานผล

เปนลบ (–)

 6. ศกึษาความถูกตองของวิธี (Validation 

method)4 โดยการตรวจสอบความจําเพาะของ

วิธี (Specificity) นํา WHO 1st International 

standard for pertussis toxin (JNIH-5) มาเตรียม

ใหมคีวามเขมขน 1 IU/mL มาเตมิ (spike) ลงใน

ตัวอยางวคัซีนรวมทีมี่ไอกรนชนดิไรเซลล (Tdap) 

โดยเติมลงในอัตราสวน 1:10 (V/V) เพื่อทดสอบ

ความจาํเพาะของวิธดีวยการสงัเกตการเปลีย่นแปลง

สณัฐานวิทยาของเซลล CHO–K1 ทาํการทดสอบ

พรอมกบั Positive control (สารมาตรฐาน WHO 

1st International standard for pertussis toxin; 

NIBSC code JNIH-5), Negative control 

(F–12K Medium) และตัวอยางวัคซีนรวมที่มี

ไอกรนชนิดไรเซลล (Tdap) ที่ไมมีการ spike PT 

โดยทําการตรวจสอบความจําเพาะของวิธีทดสอบ 

3 ซ้ํา ใน 1 ชดุการทดสอบ และผูอานผลการทดสอบ

จํานวน 3 คน โดยมีเกณฑการทดสอบดังนี้ 

 1. Positive control (JNIH–5, NIBSC) 

ตองตรวจพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 

เปนรูปดอกกุหลาบ (rosette shapes) มากกวา

หรอืเทากับ 10 กลุม ภายใน 1 หลมุทดสอบ แสดงวา

เปนผลบวก (ตองเกิดผลบวกเทานั้น)

 2. Negative control (อาหารเลีย้งเซลล) 

ตองไมพบการเกาะกลุมรูปดอกกุหลาบของเซลล 

CHO–K1 หากพบการเกาะกลุมตองมีจํานวน

นอยกวาหรอืเทากับ 9 กลุม ภายใน 1 หลมุทดสอบ 

แสดงวาเปนผลลบ (ตองเกิดผลลบเทานั้น)

 3. ตวัอยางวคัซนีทีม่กีาร spike pertussis 

toxin ตองตรวจพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 

เปนรูปดอกกุหลาบ (rosette shapes) มากกวา

หรือเทากับ 10 กลุม ภายใน 1 หลุมทดสอบ 

แสดงวาเปนผลบวก (ตองเกิดผลบวกเทานั้น)

 4. ตัวอยางวัคซีนที่ไมมีการ spike ตอง

ไมพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 รูปดอก

กหุลาบ หากพบการเกาะกลุมตองมีจํานวนนอยกวา

หรอืเทากบั 9 กลุม ภายใน 1 หลมุทดสอบ แสดงวา

เปนผลลบ (ตองเกิดผลลบเทานั้น)

 และตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจ

พบ (Limit of detection) โดยนํา WHO 1st 

International standard for pertussis toxin 

เจือจางใหมีความเขมขนตั้งตนเทากับ 4 IU/mL 

ดวยอาหารเลีย้งเซลล F-12K แลวทําการเจอืจาง 

PT reference ตอเนื่องแบบ Two-fold serial 

dilution ใหมีความเขมขน 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 

0.025, 0.0125, 0.0063, 0.0031, 0.0016, 

0.0008, 0.0004 และ 0.0002 IU/mL และ
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ทําการทดสอบเทียบกับ Negative control 

ซึง่การตรวจสอบขดีจาํกดัของวธิดีาํเนนิการทดสอบ

จาํนวน 3 ครัง้ เปนอสิระตอกัน โดยทําการทดสอบ

ความเขมขนละ 3 ซํ้า และผูอานผลการทดสอบ

จาํนวน 3 คน อานคา LOD จากระดบัความเขมขน

ต่ําสุดที่ตองตรวจพบการเกาะกลุมของเซลล 

CHO–K1 เปนรูปคลายดอกกุหลาบ (rosette 

shapes) มากกวาหรือเทากับ 10 กลุม ภายใน 

1 หลุมทดสอบ แสดงวาผลเปนบวก

ผลการศึกษา 
ผลการตรวจสอบความจาํเพาะของวธิ ี(Specificity)

 พบวา ผูวิเคราะหทั้ง 3 ทาน อานผล

การทดสอบตรงกัน กลาวคือ Positive control 

(JNIH–5, NIBSC) ที่ระดับความเขมขนทายสุด 

0.05 IU/mL พบวาผูอานผลการทดสอบทัง้ 3 ทาน 

ตรวจพบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปคลาย

ดอกกุหลาบ (rosette shape) มากกวา 10 กลุม/

หลมุทดสอบ จึงรายงานผลเปนบวก (+) (ตารางที ่1 

และรปูที ่2A) Negative control (อาหารเลีย้งเซลล) 

พบวาผูอานผลการทดสอบทั้ง 3 ทาน ตรวจไมพบ

การเกาะกลุมของเซลล CHO-K1 จงึรายงานผลเปน

ลบ (–) (ตารางที่ 1 และรูปท่ี 2B) ตัวอยางวัคซีน 

วัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลล (Tdap) ที่มีการ 

spike pertussis toxin ท่ีระดับความเขมขนทายสดุ 

0.05 IU/mL พบวาผูอานผลการทดสอบท้ัง 3 ทาน 

ตรวจพบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปคลาย

ดอกกุหลาบ (rosette shape) มากกวา 10 กลุม/

หลมุทดสอบ จึงรายงานผลเปนบวก (+) (ตารางท่ี 1 

และรูปที่ 2C) ในขณะที่ตัวอยางวัคซีน วัคซีนรวม

ที่มีไอกรนชนิดไรเซลล (Tdap) ท่ีไมมีการ spike 

pertussis toxin พบวาผูอานผลการทดสอบทั้ง 

3 ทาน ตรวจไมพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 

จงึรายงานผลเปนลบ (–) (ตารางที ่1 และรปูที ่2D)

ผูอานผลการทดสอบ คนที่ 3คนที่ 2คนที่ 1

ตัวอยาง

จํานวนซํ้า

Positive control

(0.05 IU/mL)

Spiked PT in vaccine

(0.05 IU/mL)

Unspiked vaccine

Negative control

2

+

+

-

-

3

+

+

-

-

1

+

+

-

-

การตรวจสอบความจําเพาะของวิธี (Specificity)

2

+

+

-

-

3

+

+

-

-

1

+

+

-

-

2

+

+

-

-

3

+

+

-

-

1

+

+

-

-

ตารางที่ 1 ผลการศึกษาความจําเพาะของวิธีการตรวจสอบความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรน

ที่หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ ดวยวิธี CHO cell assay
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รปูที ่2 ผลการศกึษาความจําเพาะของวิธีการตรวจสอบความเปนพษิเฉพาะจากทอ็กซนิไอกรนทีห่ลงเหลอื

ในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ ดวยวิธี CHO cell assay โดยรูป A: Positive 

control (0.05 IU/mL), B: Negative control, C: Spiked PT in vaccine (0.05 IU/mL) และ D: 

Unspiked vaccine ลูกศรสีดําแสดงตัวอยางตําแหนงที่พบการเรียงตัวของเซลล CHO-K1 การเกาะกลุม

เปนรูปดอกกุหลาบ (rosette shape)

ผลการตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ 

(Limit of detection)

 จากการศึกษาขดีจํากัดของการตรวจพบ

ปริมาณท็อกซินไอกรนดวยวิธีทดสอบ CHO cell 

assay พบวาผูอานผลการทดสอบแตละทานสงัเกต

เห็นการเกาะกลุมเปนรูปดอกกุหลาบในแตละซํ้า

ของการทดสอบที่แตกตางกัน ซึ่งมีการตรวจพบ

ปรมิาณ PT ตํา่สดุเทากับ 0.0008 IU/mL (รปูท่ี 3) 

เมื่อคํานวณคาเฉลี่ยจากทั้ง 3 ครั้งของการทดสอบ 

พบวามีคาเฉลีย่เทากบั 0.0015 IU/mL (ตารางที ่2) 

โดยการทดสอบในแตละครั้งปริมาณ PT ตํ่าสุดของ

การตรวจพบจะอยูในชวง 0.0008–0.0031 IU/mL 

เนื่องจากเปนการทดสอบ bioassay ที่ใชเซลล

เพาะเลีย้งในการทดสอบ โดยสงัเกตการตอบสนอง

ของเซลล CHO-K1 ตอสาร PT และการตอบสนอง

ของเซลลในแตละครัง้ของการทดสอบอาจแตกตางกัน 

อีกทั้งผูอานแตละทานมีการสังเกตและนับจํานวน

เซลลรูปดอกกุหลาบที่อาจแตกตางกันได แตตอง

ไมแตกตางกนัเกนิกวา 2 ระดบัการเจอืจางความเขมขน 

ตามเกณฑที่ยอมรับ (WHO/IVB/11.11, 2013)3
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ตารางที่ 2 ผลตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of detection) ทําการทดสอบจํานวน 3 ครั้ง

รปูที ่3 ผลการศกึษาขีดจาํกดัของการตรวจพบปรมิาณ pertussis toxin (JNIH-5, NIBSC) ดวยวิธีทดสอบ 

CHO cell assay 

ผูอานผลการทดสอบ คาเฉลี่ยในแตละครั้ง

ของการทดสอบ

(IU/mL)

คนที่ 3คนที่ 2

ขีดจํากัดของการตรวจพบ PT

(IU/mL)

วันที่

อานผล

วันที่

ทดสอบ

ครั้งที่

ทดสอบ

คนที่ 1

   1

   2

   3

คาเฉลี่ยทั้ง 3 ครั้งของการทดสอบ

0.0011

0.0008

0.0021

0.0013

0.0015

0.0009

0.0021

0.0015

0.0023

0.0011

0.0026

0.0020

10/02/64

04/03/64

17/03/64

08/02/64

02/03/64

15/03/64

0.0011

0.0008

0.0016

0.0012
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อภิปรายผล
 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ตรวจสอบความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนที่

หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลล

เปนองคประกอบ โดยใชเซลลเพาะเลีย้ง CHO–K1 

ในการทดสอบ เปนรายการทดสอบในเชิง semi-

qualitative สังเกตผลการเปลี่ยนแปลงลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาของเซลล CHO–K1 หากมี PT 

หลงเหลอืในวคัซนี เซลล CHO–K1 จะเปลีย่นแปลง

รูปรางเกาะกลุมคลายรูปดอกกุหลาบ (rosette 

shapes) ซึ่งจากทฤษฎีขางตน ทางคณะผูวิจัย

จึงดําเนินการศึกษาพัฒนาวิธีทดสอบเพื่อนํามาใช

ในการตรวจหา PT ท่ีอาจหลงเหลอือยูในผลติภัณฑ

วัคซีนสําเร็จรูป โดยหาสภาวะที่เหมาะสม

สําหรับการทดสอบ พบวาจํานวนเซลล CHO–K1 

ทีเ่หมาะสมในเพลท 96 หลมุ คอื 2x104 cells/mL 

และระยะเวลาในการอานผลคือ 48 ชั่วโมง เมื่อ

เปรียบเทียบกับผลงานวิจัยของ Isbrucker et al., 

20165 และ Wagner et al., 20176 ซึ่งศึกษา

วิธีทดสอบ CHO cell assay เพื่อนํามาใชในการ

ตรวจหา PT ทีอ่าจหลงเหลืออยูในผลติภณัฑวัคซีน

สําเร็จรูป พบวาความเขมขนเซลล CHO–K1 

ที่เหมาะสมเทากับ 2x104 cells/mL เนื่องจาก

จาํนวนเซลลทีเ่หมาะสมจะสงทาํใหสังเกตการเกิด

เซลลเกาะกลุมรูปดอกกหุลาบเมือ่ตรวจพบ PT ได

อยางชัดเจน และระยะเวลาในการอานผลควร

อานผลภายในชวง 40-48 ชัว่โมง เนือ่งจากหากบม

เพลททดสอบเกินกวา 48 ชั่วโมงทําใหสังเกตผล

การเกาะกลุมของเซลลเปนรูปดอกกุหลาบยาก 

ซึ่งเปนผลมาจากเซลลสามารถเติบโตเพิ่มจํานวน

มากขึ้นไดตามปกติจนไมสามารถสังเกตเห็นเซลล

เกาะกลุมรปูดอกกุหลาบได ดังนัน้ระยะเวลาในการ

อานผลทีเ่หมาะสมคอื 48 ชัว่โมง ซึง่เปนระยะเวลา

เดียวกนักบัการศกึษาของงานวจิยัอ่ืน5-6 และเมือ่ได

สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทดสอบคณะผูวิจัย

ดําเนินการตรวจสอบความถูกตองของวิธีใน 2 

พารามิเตอร ไดแก การตรวจสอบความจําเพาะ

ของวธิ ี(Specificity) และขดีจาํกดัของการตรวจพบ 

(Limit of detection) ซ่ึงดําเนนิการตามขอกาํหนด

มาตรฐาน5 ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม 

พบวา และผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ดวยสารมาตรฐานท็อกซนิไอกรน (JNIH-5, NIBSC) 

พบวาวิธีมีความจําเพาะตอท็อกซินไอกรน พบการ

เกาะกลุมของเซลลเปนรปูดอกกหุลาบอยางชดัเจน 

และขีดจํากัดความเขมขนตํ่าสุดที่ตรวจพบจาก

การอานผลไดเทากับ 0.0015 IU/ml และเม่ือนํา

วธิมีาใชทดสอบกบัวคัซนีรวมท่ีมีไอกรนชนดิไรเซลล

เปนองคประกอบ พบวาตัวอยางใหผลเปนลบ 

แสดงวาวัคซีนตัวอยางไมมีท็อกซินไอกรน

หลงเหลืออยู

 

สรุปผล
 จากผลการศึกษาวิธีตรวจสอบความเปน

พิษจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มี

ไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใชเซลล

เพาะเลีย้งดวยวธิ ีCHO cell assay มคีวามจาํเพาะ

ของวิธี พบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปดอก

กุหลาบชัดเจน และขีดจํากัดของการตรวจพบ PT 

ไดต่ําสุด 0.0015 IU/ml วิธีนี้จึงเปนวิธีทางเลือก

เพือ่ใชทดแทนการทดสอบในสตัวทดลองตามหลกั 

3Rs และนาํมาใชเปนวธิมีาตรฐานตรวจความเปนพษิ

จากท็อกซินไอกรนในผลิตภัณฑวัคซีนรวมได
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ขอเสนอแนะ
 วิธี CHO cell assay มีขอจํากัดคือ 

สารเสริมฤทธิ์ท่ีมีอยูในวัคซีนรวมตองมีปริมาณ

ไมมากกวา 1.5 mg/dose จงึสามารถนาํมาทดสอบ

โดยวิธีนี้ได เน่ืองจากสารเสริมฤทธิ์ในวัคซีนทําให

เกิดความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง CHO และ

สารเสรมิฤทธิใ์นวคัซีนแตละตาํรับมีปรมิาณไมเทากนั 

จึงตองมีการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในแตละ

ตาํรบัยากอนนาํมาใชในการตรวจสอบความเปนพษิ

เฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลืออยูในวัคซีน
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