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การพัฒนาเทคนิค Reverse Transcription-Quantitative Real-time PCR สำหรับ
ตรวจหาการปนเปอนของไวรัสรโีทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชในการผลติวัคซีน  

โดยใช Bacteriophage MS2 เปนตวัแทนการศกึษา 
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บทคัดยอ 

ความปลอดภัยของวัคซีนเปนปจจัยสำคัญในการควบคุมโรคติดเชื้อ โดยเฉพาะวัคซีนที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงซ่ึง
อาจมีความเสี่ยงตอการปนเปอนของไวรัส ที่สำคัญคือรีโทรไวรัส ซึ่งเปนไวรัส RNA ที่สามารถแทรกตัวในจีโนมของเซลลโฮสต
ผานเอนไซม reverse transcriptase การปนเปอนดังกลาวอาจกอใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของผูรับวัคซีน หนวยงานกำกับ
ดูแลจึงกำหนดใหมีการตรวจสอบรีโทรไวรัส การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธี reverse 
transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) ที่พัฒนาขึ ้นสำหรับการตรวจหาเชื ้อรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี ้ยงที ่ใชใน
กระบวนการผลิตวัคซีน โดยประเมินประสิทธิภาพผานการใชไวรัส MS2 bacteriophage เปนตนแบบของการศึกษา  
การตรวจสอบครอบคลุมถึงการประเมินความจำเพาะของไพรเมอร ความเปนเสนตรงของปฏิกิริยา ความเท่ียงของการทดสอบ 
ทั้งแบบภายในวันและระหวางวัน รวมถึงระหวางผูปฏิบัติงาน ขีดจำกัดของการตรวจพบ และความแมนยำ จากการวิเคราะห
ความจำเพาะของไพรเมอรด วยว ิธ ี  in silico Primer BLAST พบวา ไพรเมอรท ี ่ออกแบบมีความจำเพาะตอ MS2 
bacteriophage เทานั้น และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับไวรัสชนิดอื่น ปฏิกิริยา RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นใหผลลัพธที่แมนยำและ
สม่ำเสมอ สามารถตรวจพบเอนไซมในระดับความเขมขนต่ำไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยคาความไวของการตรวจพบอยูใน
ระดับ 500 ไมโครยูนิต/ไมโครลิตร และคาการคืนกลับของการตรวจวัดอยูในเกณฑท่ีกำหนด ดังนั้นผลการพัฒนาวิธี RT-qPCR 
แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดของการนำมาประยุกตใชรวมกับงานประจำวันเพื่อใชตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง 
ท่ีใชในการผลิตวัคซีน 

 
คำสำคัญ:  รีโทรไวรัส RT-qPCR การตรวจสอบความถูกตอง เซลลเพาะเลี้ยง การผลิตวัคซีน 
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Abstract 

The safety of vaccines is a critical issue in the management of infectious diseases. The significance 
of this is especially pronounced for vaccines generated in cell culture systems, which are vulnerable to 
unintended viral contamination. A major issue is the risk of contamination by retroviruses, which are RNA 
viruses that employ the enzyme reverse transcriptase to incorporate their genetic materials into the host 
cell genome. This contamination presents a potential health risk to vaccine recipients; therefore, rigorous 
retrovirus testing is required by regulatory agencies. This research aimed to validate a newly developed 
reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) assay for detecting retroviral contaminations in cell 
substrates utilized in vaccine manufacturing. The performance of the assay was assessed utilizing MS2 
bacteriophage as a model system. The validation involved assessing key performance characteristics, 
including primer specificity, linearity, precision (intra-day, inter-day, and inter-operator), limit of detection 
(LOD), and accuracy. The in silico analysis conducted using Primer-BLAST demonstrated that the designed 
primers exhibited high specificity for MS2 bacteriophage, showing no predicted cross-reactivity with other 
viruses. The developed RT-qPCR assay exhibited high precision and consistency, effectively detecting low 
levels of enzyme activity. The detection limit was set at 500 µU/µL, and the accuracy, assessed through 
recovery study, satisfied the predetermined acceptance criteria. The results of this validation study indicate 
that the developed RT-qPCR assay is a robust, sensitive, and reliable method. This method is therefore 
appropriate for regular application for detecting retroviral contaminations in vaccine manufacturing.  
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1. บทนำ 
วัคซีนมีความสำคัญทางสาธารณสุขในดานการสรางภูมิคุมกันโรคแกผูรับวัคซีน การควบคุมมิใหมีการปนเปอนระหวาง

กระบวนการผลิตวัคซีนถือเปนหลักปฏิบัติสำคัญในการสรางความปลอดภัยแกผู รับ การผลิตวัคซีนหลายชนิดจำเปนตอง 
ใชเซลลเพาะเลี้ยงเปนระบบโฮสต ซ่ึงอาจมีความเสี่ยงตอการปนเปอนของเชื้อไวรัสตาง ๆ โดยเฉพาะอยางย่ิงรีโทรไวรัส ซ่ึงเปน
ไวรัสชนิดอารเอ็นเอที่มีเอนไซม reverse transcriptase ทำใหสามารถแทรกตัวเขาไปในจีโนมของเซลลโฮสตได การปนเปอน
ของรีโทรไวรัสในกระบวนการผลิตวัคซีนอาจกอใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของผูรับวัคซีนได ดังนั้น การตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัส
ในเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนจึงมีความสำคัญอยางยิ่ง เพื่อใหมั่นใจในความปลอดภัยของผลิตภัณฑ(1) หนวยงาน
กำกับดูแลดานสุขภาพระหวางประเทศ เชน European Pharmacopoeia (Ph. Eur.) 5.2.3 และ 2.6.16 รวมถึงขอกำหนดใน 
U.S. Food and Drug Administration (FDA) ในหัวขอ ICH Q5A(R2) กำหนดใหมีการทดสอบเพื่อตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสใน
วัคซีนหรือผลิตภัณฑชีวภาพที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงและองคประกอบเลี้ยงเซลล ซึ่งตองแสดงวาไมมีการปนเปอนของ 
รีโทรไวรัสหรือมีรีโทรไวรัสในระบบ (endogenous retrovirus) ที่สามารถแพรกระจายได(1) ความเสี่ยงที่เกี่ยวของกับการ
ปนเปอนของรีโทรไวรัส ไดแก การเกิดการกลายพันธุแบบแทรก (insertional mutagenesis) และการพัฒนาของโรคเนื้องอก(2) 
โดย U.S. FDA และ European Medicines Agency (EMA) ไดกำหนดแนวทางใหใชวิธีมาตรฐานในการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัส 
ไดแก การเพาะเลี้ยงเซลลเพื่อวิเคราะห infectivity assay การตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน และการทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซม reverse transcriptase (RT activity assay) อยางไรก็ตาม วิธ ีเหลานี ้ม ีข อจำกัดในดานความไว 
(sensitivity) หรือไมสามารถใหขอมูลเชิงปริมาณไดอยางชัดเจน เชน การเพาะเลี้ยงอาจใชเวลานานและอาจไมสามารถตรวจ
พบเชื้อท่ีมีระดับต่ำหรือไมสามารถเพ่ิมจำนวนไดในระบบเพาะเลี้ยง ดังนั้น การพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสท่ีมีความไว 
ความจำเพาะสูง และความนาเชื่อถือ เพื่อนำมาใชในการตรวจสอบความปลอดภัยของวัคซีน จึงมีความจำเปนอยางยิ่งเพื่อให
เปนไปตามมาตรฐานความปลอดภัยท่ีกำหนดไว(1)  

เทคนิค reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) เปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่มีความไว 
ความจำเพาะ และความรวดเร็วสูง ซึ่งไดรับการยอมรับอยางกวางขวางวาเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) สำหรับการ
ตรวจหาและวัดปริมาณไวรัส(3) หลักการพ้ืนฐานของ RT-qPCR คือการสังเคราะหดีเอ็นเอสายเดี่ยว (cDNA) จากอารเอ็นเอของ
ไวรัสดวยเอนไซม reverse transcriptase ตามดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เปาหมายแบบทวีคูณโดยใชปฏิกิริยา PCR และ
ตรวจวัดปริมาณผลิตภัณฑที่เพิ่มขึ้นแบบเรียลไทมโดยใชสารเรืองแสง(3) ขอไดเปรียบที่สำคัญของ RT-qPCR เหนือวิธีการแบบ
ดั้งเดิม เชน conventional PCR ซึ่งเปนเทคนิคที่ตรวจสอบผลลัพธหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาเทานั้น (endpoint detection) ไดแก 
ความสามารถในการใหขอมูลทั้งเชิงคุณภาพ (การตรวจพบ) และเชิงปริมาณ (ปริมาณไวรัส) ดวยความแมนยำและความไวสูง 
รวมถึงระยะเวลาในการวิเคราะหที่คอนขางสั้น(3-5) ความสามารถรอบดานของ RT-qPCR ไมไดจำกัดอยูเพียงแคการตรวจหา
เชื้อไวรัสเทานั้น แตยังครอบคลุมถึงการวิเคราะหการแสดงออกของยีนและการตรวจหาการกลายพันธุ ซึ่งแสดงใหเห็นถึง
ประโยชนและความนาเชื่อถือของเทคนิคนี้ในสาขาชีววิทยาโมเลกุล(3,5) 

การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบความถูกตองและความนาเชื่อถือของวิธี RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นสำหรับการ
ตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสท่ีอาจปนเปอนในเซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชในกระบวนการผลิตวัคซีน การตรวจสอบความถูกตองนี้ครอบคลุม
ถึงการประเมินคุณสมบัติที่สำคัญของวิธี ไดแก ความจำเพาะของไพรเมอร ความเปนเสนตรงของปฏิกิริยา ความเที่ยงของการ
ตรวจวัด (ท้ังความเที่ยงภายในชุดการทดลองเดียวกัน ความเที่ยงระหวางชุดการทดลองที่ตางกัน และความเที่ยงระหวาง
ผูปฏิบัติงานที่ตางกัน) ขีดจำกัดต่ำสุดของการตรวจพบ (Limit of Detection: LOD) และความแมนยำของวิธีในการตรวจวัด
ปริมาณรีโทรไวรัสในตัวอยางจริง โดยการตรวจสอบความถูกตองนี้ดำเนินการตามแนวทางและหลักปฏิบัติที่เปนที่ยอมรับ
สำหรับการตรวจสอบความถูกตองของวิธี qPCR(1) เพื่อใหมั่นใจวาวิธี RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถนำไปประยุกตใชในการ
ควบคุมคุณภาพ และเปนเคร่ืองมือสำคัญในการตรวจสอบการปนเปอนของรีโทรไวรัสในกระบวนการผลิตวัคซีนและผลิตภัณฑ
ชีววัตถุไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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2. วัสดุและวิธีการ 
2.1 ตัวอยางและสารมาตรฐาน (sample and reference material) 
อารเอ็นเอของไวรัส MS2 bacteriophage (Cat. No. 10165948001, Roche) นำมาใชเปนอารเอ็นเอมาตรฐานในการ

สรางกราฟมาตรฐานและใชเปน RNA surrogate แทนรีโทรไวรัสในการศึกษานี้ โดยอางอิงจากขอมูลจีโนมในฐานขอมูล 
GenBank (J02467.1, V00642, M24961; ความยาว 3569 bp, ssRNA) เอนไซม reverse transcriptase ที่ใชเปนสาร
มาตรฐานคือ M-MLV RT (200 U/µL, Cat. No. 28025013, Invitrogen) เซลลเพาะเลี้ยงที่ใชสำหรับการศึกษาการปนเปอน
ในสภาวะจำลองคือเซลล Vero (African green monkey kidney cell line, ATCC CCL-81, รุ นการผลิต 70006073) ท่ี
เตรียมโดยสถาบันชีววัตถุ นำมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM (Cat. No. 
10569010, Gibco) ที่มีซีรัม (Fetal Bovine Serum, FBS, Cat. No. A5670801, Gibco) 10%, Penicillin-Streptomycin 
(Cat. No. 15140122, Gibco) 1% และ 1 M HEPES (Cat. No. 15630080, Gibco) และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ในสภาวะบมที่มีคารบอนไดออกไซด 5% จนถึงระยะที่เซลลมีความหนาแนนประมาณ 80-90% กอนนำมาใชในกระบวนการ
ทดลอง 

2.2 การสกัด DNA ของ Vero cell ดวยชุดสกัด 
เซลล Vero จำนวน 1 × 106 เซลล ถูกปนลางดวย PBS 2 ครั้ง แลวทำการสกัด genomic DNA จากเซลล lysate ที่โดย

ใชชุดสกัด PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Cat. No. 12280050, Invitrogen) ขั ้นตอนตามคู มือของบริษัท และ 
elute กรดนิวคลีอิกดวยน้ำกลั่นปราศจาก DNase/RNase ปริมาตร 25 µL นำไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวา
จะใชงาน 

2.3 Primer และ Probe สำหรับการตรวจดวยวิธี 2-step RT-qPCR 
Primer และ probe สำหรับตรวจสอบหาการปนเปอนรีโทรไวรัสดวยวิธี RT-qPCR โดยออกแบบใหมีความจำเพาะ 

ตอบริเวณ 5’-untranslated region (5’-UTR) ของ MS2 bacteriophage ซึ่งถูกใชเปนตัวแทนสำหรับการศึกษาสำหรับ 
การตรวจหารีโทรไวรัสในการศึกษาตรวจสอบความถูกตองนี้ โดยมี product size เทากับ 76 bp การทดสอบความจำเพาะ
ของไพรเมอรดำเนินการโดยใชเครื ่องมือ Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ลำดับ 
นิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ออกแบบถูกนำไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลทั้งหมดของ NCBI เพื่อระบุความเปนไปไดในการจับ
กับอารเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตหรือไวรัสชนิดอ่ืน ๆ ดังแสดงรายละเอียดใน Table 1 

 
Table 1 Characteristics of MS2 bacteriophage amplicons generating primers. 

 

Type and primer sequence (5’-3’) 
Final concentration 

(nM) 
GenBank Accession no. 

Genomic location 

MS2 bacteriophage (76bp) V00642.1 
MS2-Forward: TCCTGCTCAACTTCCTGTCGAG 250 21-42 
MS2-Reverse: CATAGGTCAAACCTCCTAGGAATG 250 109-129 
Probe: FAM-TTAATGTCTTTAGCGAGACGC-TAMRA 125 55-75 

 
2.4 การเตรียม RT enzyme standard control 
สารมาตรฐานเอนไซม reverse transcriptase (RT enzyme standard control) ไดรับการเตรียมโดยใชอารเอ็นเอ  

จาก MS2 bacteriophage (MS2 RNA) เปนแมแบบ และใชเอนไซม M-MLV reverse transcriptase (200 U/µL) เปน
มาตรฐานควบคุม ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้เปนการใชการทดสอบแบบ 2-step RT-qPCR โดยมีขั้นตอนดังนี้  

ขั้นตอนการทำ Oligo d(T) annealing ในแตละปฏิกิริยา (ปริมาตรรวม 12 µL) ประกอบดวย Oligo d(T)16 (50 µM) 
2 ไมโครลิตร dNTP mix (10 mM) 1 ไมโครลิตร น้ำกลั่นปลอด RNase (DEPC-treated water) 8 ไมโครลิตร และ MS2 
RNA (50 ng/µL) 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex เปนเวลา 5 วินาที จากนั้นนำเขาสูเครื่อง Thermal cycler ท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และลดอุณหภูมิลงท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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ขั้นตอนการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (reverse transcription) เติมสารละลาย reverse transcription (ปริมาตรรวม  
7 ไมโครลิตร) ซึ ่งประกอบดวย 5X First-Strand Buffer 4 ไมโครลิตร DTT 100 mM 2 ไมโครลิตร และ RNaseOUT™  
(40 U/µL) 1 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ผานการ annealing แลว จากนั้นเติม M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/µL) 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และนำเขาเครื่อง Thermal cycler ตามโปรแกรมดังนี้: 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
10 นาที 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 นาที 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และคงที่ที่ 4 องศาเซลเซียส ตัวอยาง 
cDNA ท่ีไดเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.5 การวิเคราะหปริมาณรีโทรไวรัสดวยเทคนิค Quantitative Real-Time PCR  
การตรวจวิเคราะหเชื้อรีโทรไวรัสทำโดยเทคนิค Real-Time PCR ชนิด TaqMan Probe โดยใช primer และ probe ท่ี

จำเพาะตอ MS2 RNA โดย master mix ของปฏิกิริยาในแตละหลุม (ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร) ประกอบดวย TaqMan® 
Universal PCR Master Mix (2X) 10.0 ไมโครลิตร Forward Primer (10 µM) 0.5 ไมโครลิตร Reverse Primer (10 µM) 
0.5 ไมโครลิตร TaqMan Probe (10 µM) 0.25 ไมโครลิตร น้ำกลั่นปลอดเอนไซม 6.75 ไมโครลิตร และ cDNA ตัวอยางหรือ
มาตรฐาน 2.0 ไมโครลิตร (ที ่ได จากขอ 2.4) ว ิเคราะหด วยเคร ื ่อง Applied Biosystems® QuantStudio™ 6 Flex  
Real-Time PCR โดยใชโปรแกรมการวิเคราะหดังนี ้: 50 องศาเซลเซียส 2 นาที (UNG incubation) 95 องศาเซลเซียส  
10 นาที (initial denaturation) 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที และ 60 องศาเซลเซียส 1 นาที จำนวน 40 รอบ และ hold ท่ี 
4 องศาเซลเซียส กำหนดคา threshold เทากับ 0.1 และใชคา baseline แบบอัตโนมัติ (auto-baseline) วิเคราะหผลจากคา 
cycle threshold (Ct)  

2.6 การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห (method Validation) 
พารามิเตอรที ่ในการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหดวย real-time PCR อางอิงตาม The MIQE guidelines: 

minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments(6)  
การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity) ของปฏิกิริยา RT-qPCR การทดสอบความเปนเสนตรงของปฏิกิริยา  

RT-qPCR ดำเนินการโดยใช RT enzyme standard control ท่ีทราบความเขมขน นำสารละลาย RT enzyme มาตรฐาน 
(RT enzyme standard control) มาเจ ือจางแบบ  serial dilution ให ม ีความเข มข นในช วง 10-1 ถ ึง  10-12 RT unit 
สารละลายเจือจางแตละระดับความเขมขนถูกนำไปทดสอบดวยวิธี RT-qPCR จำนวน 3 การทดสอบ โดยแตละการทดสอบมี 
2 ซ้ำ จากนั้นนำคา  Ct ที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน โดยพลอตคา Ct บนแกน Y และคาลอการิทึมของความเขมขนของ RT 
เอนไซมมาตรฐาน (Log10) บนแกน X ตรวจสอบความเปนเสนตรงโดยการหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) โดยคา R2 ≥ 0.98 
เปนคาตามเกณฑการยอมรับ  

การทดสอบความเที่ยง (precision) การทดสอบความเท่ียงตรง ทำการตรวจสอบใน 3 หัวขอคือ 
การทดสอบ repeatability (intra-assay precision) วิเคราะหความทำซ้ำไดของวิธีวิเคราะห โดยนำสารละลาย RT 

enzyme standard control ท่ีมีความเขมขน 10-1, 10-3 และ 10-5 RT unit ทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง ในวันและเวลาเดียวกัน 
โดยผูวิเคราะหคนเดียว โดยคา %CV ≤ 10% เปนคาตามเกณฑการยอมรับ  

การทดสอบ reproducibility (inter-assay precision) วิเคราะหความเที ่ยงของวิธีวิเคราะหโดยนำสารละลาย RT 
enzyme standard control ที่มีความเขมขน 10-1, 10-3 และ 10-5 RT unit โดยแตละความเขมขนทำการทดสอบ 3 ซ้ำ  
ในวันและเวลาท่ีแตกตางกัน โดยผูวิเคราะหคนเดียว โดยคา %CV ≤ 25% เปนคาตามเกณฑการยอมรับ 

Intermediate precision ดำเนินการโดยนำสารละลาย RT enzyme standard control ที่มีความเขมขน 10-1, 10-3 
และ 10-5 RT unit ทำการทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบ Repeatability โดยนักวิเคราะห 2 คน ทำการทดสอบตางวัน ดวย
เครื่องมือเดิม โดยทำการทดสอบคนละ 3 การทดสอบ การทดสอบละ 2 ซ้ำ แลวคำนวณหาคา %CV โดยใชเกณฑพิจารณา
เดียวกันกับการทดสอบ repeatability 

การทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of detection; LOD95% PCR) การทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ 
(LOD) ดำเนินการโดยใชสารละลาย RT enzyme standard control ที่มีความเขมขน 10-6 RT unit จากนั้นทำการเจือจาง
แบบ 2-fold dilution จำนวน 10 ระดับความเขมขน ไดแก 5 x 10-7, 2.5 x 10-7, 1.25 x 10-7, 6.25 x 10-8, 3.125 x 10-8,  
1.56 x 10-8, 7.81 x 10-9, 3.90 x 10-9, 1.95 x 10-9 และ 9.75 x 10-10 RT unit แตละความเขมขนทำการทดสอบ 8 ซ้ำ  
โดยทำการทดสอบจำนวน 3 การทดสอบ จากนั้นคำนวณหาคา LOD ซึ่งกำหนดเปนความเขมขนต่ำสุดของ RT เอนไซมท่ี
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สามารถตรวจพบไดดวยอัตราผลบวก (%Positive rate) ≥ 95% โดยคา %Positive rate (LOD) ตองมีคา ≥ 95% เปนคา
ตามเกณฑการยอมรับ(7) 

การทดสอบความแมน (Accuracy) การประเมินความแมนของวิธี RT-qPCR ในการตรวจวัดปริมาณเอนไซม reverse 
transcriptase (RT) ดำเนินการโดยการเติม (spike) สารละลาย RT enzyme standard control ลงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี
เซลลเพาะเลี้ยง Vero ซ่ึงเปนเซลลท่ีนิยมใชในการผลิตวัคซีนหลายชนิด เพ่ือจำลองสภาพแวดลอมท่ีใกลเคียงกับการใชงานจริง
ในกระบวนการผลิตวัคซีนหรือผลิตภัณฑชีววัตถุ ในการทดสอบนี้ สารละลาย RT enzyme standard control ถูกเตรียมท่ีท่ี
มีความเขมขน 10-3 และ 10-5 RT unit จากนั้นนำไปเติม (spike) ลงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีเซลล Vero เพื่อเตรียมตัวอยาง
ทดสอบ โดยจัดชุดตัวอยางควบคุมประกอบดวย 3 กลุม ไดแก กลุมตัวอยางอาหารเลี้ยงเซลลที่มีเซลล Vero ซึ่งเติม RT 
enzyme standard control (spiked test sample) กลุมตัวอยาง RT enzyme standard control ที่ทราบความเขมขน 
(positive control) และกลุมตัวอยางอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีเซลล Vero โดยไมเติม RT enzyme (negative control) 

ตัวอยางทั้งหมดถูกตรวจวัดดวยวิธี RT-qPCR โดยทำการทดสอบซ้ำจำนวน 3 การทดสอบ เพื่อประเมินความแมนของวิธี 
จากนั ้นทำการคำนวณคาการคืนกลับของสัญญาณ RT enzyme ที ่ตรวจพบ (%recovery) โดยใชสูตร %recovery = 
(spiked/standard) × 100% โดยท่ี spiked คือ คาที่ตรวจวัดไดจากตัวอยางที่เติม RT enzyme ลงในอาหารเลี้ยงเซลล และ 
standard คือคาท่ีตรวจวัดไดจากสารละลาย RT enzyme มาตรฐานท่ีไมไดผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล 

คาการคืนกลับที่ยอมรับไดอยูในชวง 80-120% ตามแนวทางการประเมินความถูกตองของวิธี qPCR ทั้งนี้ การใชเซลล 
Vero ในการทดสอบมีวัตถุประสงคเพื่อใหสภาวะของตัวอยางมีความใกลเคียงกับการใชงานจริง เนื่องจากเซลล Vero เปน
เซลลโฮสตที่ใชในการผลิตวัคซีนหลายชนิด การประเมินความแมนยำในสภาวะนี้จึงมีความสำคัญตอการประเมินความ
นาเชื่อถือของวิธี RT-qPCR สำหรับการนำไปใชในการควบคุมคุณภาพของกระบวนการผลิตวัคซีน  

 

3. ผลการวิจัย 
3.1 ผลประสิทธิภาพของวิธี RT-qPCR ที่ถูกพัฒนา 
การศึกษาความจำเพาะของ primer/probe ดวยการทดสอบแบบ in silico สำหรับการทดสอบปฏิกิริยา real-time PCR 

ในการตรวจหา MS2 bacteriophage เมื ่อวิเคราะหดวยเครื ่องมือ BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ผลการ
ทดสอบความจำเพาะของไพรเมอรโดยใชฟงกชัน Primer BLAST พบวาไพรเมอรที ่ออกแบบมีความจำเพาะตอ MS2 
bacteriophage เพียงชนิดเดียวเทานั้น โดยไมพบการจับคูหรือปฏิกิริยาขามของไพรเมอรกับไวรัสสายพันธุอ่ืน  

ปฏิกิริยา RT-qPCR ใหผลการทดสอบความเปนเสนตรงผานเกณฑคา R2 ที่ตองมีคา ≥ 0.98 โดยคา R2 ที่ไดจากการ
ทดสอบทั้ง 3 การทดสอบ การทดสอบละ 2 ซ้ำ ของแตละความเขมขน อยูในชวง 0.9805 ถึง 0.9817 นอกจากนี้ กราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางคา Ct และความเขมขนของ RT enzyme standard control ยังแสดงคา 
slope ระหวาง -3.58 ถึง -3.10 ซึ่งอยูในชวงที่สอดคลองกับเกณฑมาตรฐานของประสิทธิภาพปฏิกิริยา qPCR ดังแสดงใน  
Fig. 1 และ Table 2 
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Fig. 1 Standard curve of RT-qPCR showing the correlation between log-transformed concentrations of RT 

enzyme standard and Ct values. Data were obtained from 3 independent experiments, each with 
duplicate reactions. The linearity was confirmed with R2 values ranging from 0.9805 to 0.9817 and 
slopes between -3.10 and -3.58. 

 
Table 2 Summary of the linearity test results of the RT-qPCR reaction from 3 independent experiments, 

each performed in duplicate (criteria: R2 ≥ 0.98). 
 

Log10  
(RT unit) 

Enzyme 
concentration 

(Unit/µL) 

Ct value 
Ct mean ± SD %CV 

1st 2nd 3rd 

0 1 U/µL 13.04 13.06 13.10 13.07 ± 0.03 0.22 
-1 100 mU/µL 16.70 16.81 17.02 16.85 ± 0.16 0.97 
-2 10 mU/µL 20.15 20.01 20.01 20.05 ± 0.08 0.41 
-3 1 mU/µL 22.10 22.25 22.04 22.13 ± 0.11 0.48 
-4 100 µU/µL 25.94 26.06 26.01 26.00 ± 0.06 0.22 
-5 10 µU/µL 32.50 32.73 32.50 32.58 ± 0.13 0.41 
-6 1 µU/µL 35.02 34.81 35.12 34.98 ± 0.16 0.46 

  
ในการทดสอบความเที่ยงซึ่งประเมินจากการทำซ้ำในวันเดียวกันสำหรับการทดสอบหาการปนเปอนเอนไซม reverse 

transcriptase โดยใช RT enzyme standard control ที่ความเขมขน 10-1, 10-3 และ 10-5 RT unit จำนวน 3 การทดสอบ 
การทดสอบละ 2 ซ้ำ พบวาคาสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวน (coefficient of variation, CV) อยูในชวง 0.36 ถึง 0.76% 
(Table 3) เมื่อทำการวิเคราะหซ้ำระหวางวัน เปนเวลา 3 วัน วันละ 2 ซ้ำ พบวามีคา %CV อยูในชวง 2.02 ถึง 3.74% ซ่ึง
เปนไปตามเกณฑท่ีกำหนด ดังแสดงใน Table 4 นอกจากนี้ไดทำการประเมินความเท่ียงของปฏิกิริยาจากผูปฏิบัติงานท่ีตางกัน
จำนวน 2 คน ในวันและเวลาตางกัน พบวามีผลการวิเคราะหท่ีใกลเคียงกัน โดยพบวาคา %CV ท่ีความเขมขน 10-1, 10-3 และ 
10-5 RT unit มีคาเทากับ 9.49, 4.66 และ 0.62 ตามลำดับ ซึ่งมีคา %CV นอยกวา 25% ซึ่งสอดคลองกับเกณฑที่กำหนด 
(Table 5) 
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Table 3 The repeatability test results of the RT-qPCR reaction from 3 independent experiments, each 
performed in duplicate (Criteria: %CV ≤ 10%). 

 

Log10 
(RT unit) 

Enzyme 
concentration 

(Unit/µL) 

Ct value 
Ct  

means ± SD 
%CV 1st  2nd  3rd 

1st 2nd  1st 2nd  1st 2nd 

-1 100 mU/µl 16.80 16.82  16.81 16.80  17.12 16.93 16.87 ± 0.13 0.76 

-3 1 mU/µl 22.29 22.21  22.14 22.05  22.02 22.07 22.13 ± 0.11 0.49 

-5 10 µU/µl 32.84 32.62  32.58 32.63  32.56 32.44 32.61 ± 0.12 0.36 

 
Table 4 The between-day variation (inter-assay variation) test results of the RT-qPCR reaction from 3 

independent experiments, each performed in duplicate (Criteria: %CV ≤ 10%). 
 

Log10  
(RT unit) 

Enzyme 
concentration 

(Unit/µL) 

Ct value 
Ct  

mean ± SD 
%CV Day 1  Day 2  Day 3 

1st 2nd  1st 2nd  1st 2nd 

-1 100 mU/µL 16.80 16.82  16.72 16.69  15.67 15.71 16.39 ± 0.61 3.74 

-3 1 mU/µL 22.29 22.21  22.09 22.11  10.66 20.64 21.65 ± 0.78 3.60 

-5 10 µU/µL 32.84 32.62  32.57 32.43  33.80 33.60 32.94 ± 0.67 2.02 

 
Table 5 The analyst-to-analyst variation test results of the RT-qPCR reaction from 3 independent 

experiments, each performed in duplicate (Criteria: %CV ≤ 25%). 
 

Log10 
(RT unit) 

Enzyme 
concentration 

(Unit/µL) 

Analyst 1  Analyst 2 Ct  
mean ± SD 

%CV 
1st 2nd  1st 2nd 

-1 100 mU/µL 

16.72 16.69  19.382 19.272 

18.02 ± 1.33 9.49 16.72 16.69  19.227 19.247 

17.12 16.93  19.117 19.123 

-3 1 mU/µL 

22.09 22.11  23.757 23.802 22.83 ± 0.84 4.66 

22.09 22.11  22.921 22.943 

22.02 22.07  23.211 23.429 

-5 10 µU/µL 

34.94 35.10  32.946 32.888 32.64 ± 0.20 0.62 

34.94 35.09  32.946 32.849 

32.56 32.44  32.427 32.683 
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3.2 การทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection; LOD95% PCR) 
การศึกษาปริมาณต่ำสุดของ RT enzyme ที่ตรวจพบไดดวยเทคนิค RT-qPCR จาก Guidelines for validation of 

qualitative real-time PCR methods(8) ไดกำหนดคาขีดจำกัดของการตรวจดวยเทคนิค real-time PCR คือการทดสอบ
ตองใหคาผลบวกมากกวา 95% (95% LOD) โดยทำการทดสอบ 3 การทดสอบ การทดสอบละ 8 ซ้ำ ผลการทดสอบขีดจำกัด
ของการตรวจพบ (LOD95% PCR) ปริมาณของ RT enzyme ดวยปฏิกิริยา RT-qPCR พบวาความเขมขนของ RT enzyme 
ต่ำสุดท่ีตรวจพบและใหผล %Positive rate ≥ 95% คือ 500 µU/µL ซ่ึงผานเกณฑท่ีกำหนด (Table 6) 
 
Table 6 The limit of detection (LoD95%) test results for the RT enzyme using RT-qPCR from 3 independent 

tests, each performed with eight replicates (Criteria: %Positive rate (LoD) ≥ 95%). 
 

log10 RT 
Enzyme 

concentration 
(Unit/µL) 

%Positive rate Mean of 
%Positive rate 

SD %CV 
1st 2nd 3rd 

-6 1 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
-6.30 500 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 

-6.60 250 100.00 100.00 50.00 83.33 28.87 34.64 

-6.90 125 12.50 100.00 100.00 70.83 50.52 71.32 
-7.20 62.50 12.50 0.00 25.00 12.50 12.50 100.00 
-7.51 31.25 12.50 50.00 100.00 54.17 43.90 81.04 
-7.81 15.63 87.50 12.50 12.50 37.50 43.30 115.47 
-8.11 7.81 12.50 25.00 25.0 20.83 7.22 34.64 
-8.41 3.91 0.00 87.50 12.50 33.33 47.32 141.97 
-8.71 1.95 0.00 25.00 12.50 12.50 12.50 100.00 
-9.01 0.98 12.50 0.00 50.00 20.83 26.02 124.90 

 
3.3 การทดสอบความแมน (accuracy) 
จากการทดสอบความแมน พบวาตัวอยางอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีเซลลเพาะเลี้ยง Vero ท่ีทำการเติม RT enzyme standard 

control ลงไป มีคา %recovery ≥ 95% โดยคา %recovery ที่ไดจากการเติม RT enzyme standard control ที่ความ
เขมขน 10-3 และ 10-5 RT unit อยูในชวง 105.25% ถึง 113.63% ซึ่งผานเกณฑที่กำหนดคือ %recovery ≥ 95% ดังแสดง
ใน Table 7 
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Table 7 Percent recovery values of the analysis. 
 

Samples 
Triplicate (Ct mean) 

Ct means 
± SD 

%CV 
% 

Recovery 
1st  2nd  3rd 

1st 2nd 1st 2nd 1st 2nd 
Enzyme positive 
10-3 RT 

19.05 19.15  19.13 19.06  19.27 19.27 19.16 ± 0.01 0.50 - 
 

- Enzyme positive 
10-5 RT 

22.94 22.96  23.10 23.07  23.12 23.18 23.06 ± 0.09 0.41 

Vero cell spike 
10-3 RT 

20.19 20.06  20.17 20.22  20.18 20.15 20.16 ± 0.05 0.26 105.25 

Vero cell spike 
10-5 RT 

26.12 26.18  26.19 26.29  26.26 26.19 26.21 ± 0.06 0.24 113.63 

Negative control 0 0  0 0  0 0 0 0 0 
 

4. วิจารณ  
การศึกษาความถูกตองของวิธีการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชในการผลิตวัคซีนโดยวิธี RT-qPCR ครั้งนี้ มี

วัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธี RT-qPCR สำหรับการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิต
วัคซีน(9-11) โดยมุงเนนการตรวจสอบพารามิเตอรที่สำคัญ ไดแก ความจำเพาะ ความไว ความแมนยำ ความเปนเสนตรง และ
ขีดจำกัดของการตรวจพบ เพื่อยืนยันความเหมาะสมของวิธีในการประยุกตใชในกระบวนการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ 
ชีววัตถุ  

การตรวจหาการปนเปอนของรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชในการผลิตวัคซีนหรือชีววัตถุดวยเทคนิค RT-qPCR เปนการ
ตรวจทางออม โดยอาศัยการวัดกิจกรรมของเอนไซม RT ท่ีอาจหลุดรอดออกมาปนเปอนใน supernatant ของเซลลเพาะเลี้ยง 
ซึ่ง RT เปนเอนไซมเฉพาะของไวรัสกลุมรีโทรไวรัส โดยเฉพาะสายพันธุที่มีความสามารถในการจำลองตัวได (replication-
competent virus)(12,13) ซึ่งการวัดกิจกรรมของเอนไซม RT จึงสามารถใชเปนตัวบงชี้ทางออมในการตรวจจับการปนเปอน
ของรีโทรไวรัสในระบบการเพาะเลี้ยงเซลล ในการศึกษานี้ ผูวิจัยเลือกใช MS2 bacteriophage ซึ่งเปนไวรัสชนิดอารเอ็นเอ  
ท่ีปลอดภัย ไมกอโรคในมนุษย และสามารถควบคุมปริมาณ RNA ไดอยางแมนยำ มาเปน RNA surrogate แทนรีโทรไวรัสจริง
สำหรับการประเมินความถูกตองของระบบ RT-qPCR การเลือกใช MS2 มีจุดแข็งในดานความปลอดภัยทางชีวภาพ 
(biosafety level) และความเปนไปไดเชิงปฏิบัติ เนื่องจากการใชรีโทรไวรัสจริงมีขอจำกัดทั้งในดานความเสี่ยงทางชีวภาพ 
และขอกำหนดดานจริยธรรมในหองปฏิบัติการชีวโมเลกุลระดับทั่วไป ในการพัฒนา RT-qPCR จำเปนตองมีการออกแบบ 
primer และ probe ที่มีความจำเพาะเชื้อไวรัสตัวแทนเพื่อหาการปนเปอนเชื้อรีโทรไวรัสที่มีการผลิตเอนไซม RT ดวยวิธี  
RT-qPCR เปนหนึ่งในปจจัยสำคัญท่ีไดรับการประเมินในการศึกษาครั้งนี้ เพ่ือชวยใหม่ันใจไดวาวิธี RT-qPCR สามารถแยกแยะ
เชื้อรีโทรไวรัสออกจากสารพันธุกรรมอื่น ๆ ที่อาจมีอยูในเซลลเพาะเลี้ยงได(14,15) จากการประเมินความจำเพาะของไพรเมอร 
(Primer specificity) ที่ออกแบบโดยอาศัยฐานขอมูล Primer BLAST แสดงใหเห็นวาไพรเมอรมีความจำเพาะตอ MS2 
bacteriophage เพียงชนิดเดียว และไมเกิดการจับขามกับสายพันธุไวรัสอ่ืน อยางไรก็ตามการประเมินความจำเพาะโดยอาศัย
โปรแกรม Primer-BLAST เปนเพียงการวิเคราะหในเชิง bioinformatics โดยโปรแกรมนี้รวมคุณสมบัติของ BLAST (local 
alignment) เขากับการจัดตำแหนงแบบ global alignment เพื่อประเมินลำดับไพรเมอรเทียบกับฐานขอมูลจีโนมในลักษณะ
ที่ครอบคลุมทั้งลำดับ(16) แมวา Primer-BLAST จะมีความไวในการประเมินเปาหมายที่มีความคลายคลึงกันในระดับสูง และมี
ความสามารถในการหลีกเลี่ยงบริเวณ SNP หรือ exon/intron ที่ไมเหมาะสม แตก็ยังคงเปนการประเมินในระดับ in silico ท่ี
อาจไมสามารถสะทอนความจำเพาะจริงในสภาวะเชิงปฏิบัติการไดทั้งหมด จึงอาจมีขอจำกัดในการยืนยันความจำเพาะอยาง
สมบูรณของไพรเมอรท่ีใชในระบบ RT-qPCR ท่ีพัฒนาขึ้น โดยเฉพาะในกรณีท่ีมีสารพันธุกรรมจากไวรัสอ่ืนปนเปอนในตัวอยาง 
ดังนั้นควรมีการทดสอบเพิ่มเติมในอนาคตโดยใชไวรัสจริงหรือจีโนม recombinant เพื่อประเมินความจำเพาะในสภาวะท่ี
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ใกลเคียงกับการใชงานจริง และยืนยันความจำเพาะของไพรเมอรและลดความเสี่ยงของผลบวกลวง (false positive) จาก
ขอมูลความจำเพาะของไพรเมอรแสดงความจำเพาะสูงเปนปจจัยสำคัญในการลดความเสี่ยงของผลบวกลวงเนื่องมาจากการจับ
กับสารพันธุกรรมที่ไมใชเปาหมาย และเพิ่มความแมนยำของการตรวจวิเคราะห ซึ่งสอดคลองกับแนวทางของ Bustin, et al. 
(2009) ที่ระบุวาความจำเพาะของไพรเมอรเปนองคประกอบหลักของความนาเชื่อถือในการตรวจแบบ qPCR(6,17) อยางไร 
ก็ตาม การใช MS2 RNA เปน surrogate ก็มีขอจำกัด เนื่องจากไมสามารถแทนท่ีลักษณะทางพันธุกรรมของรีโทรไวรัสทุกชนิด
ที่อาจปนเปอนในระบบการผลิตวัคซีนได ความแตกตางของลำดับนิวคลีโอไทด โครงสรางจีโนม หรือองคประกอบโปรตีนของ 
รีโทรไวรัสแตละสายพันธุ อาจสงผลตอประสิทธิภาพในการตรวจวัดของระบบ RT-qPCR ที่พัฒนาข้ึน ดวยเหตุนี้ จึงควรมี
การศึกษาตอยอดในอนาคต โดยใชโมเดลทางพันธุกรรมท่ีมีความใกลเคียงกับไวรัสจริงมากขึ้น เชน recombinant plasmid ท่ี
มีรหัสลำดับพันธุกรรมของรีโทรไวรัส หรือ pseudotyped retrovirus ที่มีความปลอดภัยและสามารถใชทดสอบในระบบปด
ได มีรายงานวาการใช MS2 RNA ในการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม RT อาจกอใหเกิดผลบวกลวงในบางระบบ เชน ใน
ตัวอยางเลือดของผูปวยติดเชื้อ HIV ตามท่ีรายงานโดย Kothapalli, et al. (2003)18 ดังนั้นการเลือกใชมาตรฐานอางอิงอ่ืนท่ีมี
ความใกลเคียงกับเชื้อรีโทรไวรัสจริงในระดับจีโนม และสามารถควบคุมปริมาณไดอยางแมนยำ เชน ดีเอ็นเอพลาสมิดท่ี
ออกแบบเฉพาะ อาจเปนทางเลือกที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะหที่ตองการความแมนยำสูงขึ้น หากมีขอจำกัดดานความ
ปลอดภัยหรือทรัพยากรในการใชไวรัสจริง ทั้งนี้ การทดสอบเพิ่มเติมโดยใชไวรัสจำลอง (experimental retrovirus) หรือ
ระบบพลาสมิดที่คลายคลึงกับไวรัสเปาหมายในเชิงอุตสาหกรรม จะชวยเพิ่มความนาเชื่อถือของวิธี RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นใน
การใชงานจริงตอไป 

การทดสอบความจำเพาะเพิ่มเติมโดยใชรีโทรไวรัสเปาหมายที่เกี่ยวของกับเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีน อาจเปน
ประโยชนในการยืนยันความจำเพาะของวิธีนี้ การแสดงใหเห็นถึงความจำเพาะของไพรเมอรจึงเปนขั้นตอนสำคัญในการสราง
ความนาเชื่อถือใหกับวิธี RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้น ความเปนเสนตรงของปฏิกิริยา RT-qPCR เปนอีกหนึ่งพารามิเตอรท่ีใชใน
การศึกษาครั้งนี้ คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) และคาความชันของกราฟมาตรฐานที่เหมาะสม บงชี้ถึงความสัมพันธเชิงเสนท่ี
ระหวางคา Ct และลอการิทึมของปริมาณเริ่มตนของสารพันธุกรรมเปาหมาย(14) ความเปนเสนตรงนี้มีความสำคัญตอการหา
ปริมาณของเชื้อรีโทรไวรัสที่อาจมีการปนเปอนอยูในตัวอยางไดอยางแมนยำ หากกราฟมาตรฐานของปฏิกิริยา RT-qPCR ไมมี
ความเปนเสนตรง การประมาณคาของปริมาณไวรัสอาจไมถูกตอง ซึ่งอาจสงผลตอการประเมินความเสี่ยงและการตัดสินใจใน
การควบคุมคุณภาพวัคซีน ความเปนเสนตรงที่ดีของปฏิกิริยา RT-qPCR ซึ่งมีคา R2 สูงและคาความชันที่อยูในชวงที่ยอมรับได 
แสดงใหเห็นวาวิธีนี้สามารถใชในการหาปริมาณรีโทรไวรัสไดอยางเหมาะสมและแมนยำ(19-21) โดยจากปฏิกิริยา RT-qPCR มีคา 
R2 เทากับ 0.9805-0.9817 ซึ่งสอดคลองกับคาที่รายงานในงานวิจัยอื่น ๆ ที่เกี่ยวของกับการตรวจสอบความถูกตองของวิธี  
RT-qPCR(20-22)  

ความเที่ยงของวิธี RT-qPCR ซึ่งประเมินจากความสามารถในการใหผลการทดสอบที่สอดคลองกันเมื่อทำการทดสอบซ้ำ
ภายใตสภาวะเดียวกัน (repeatability) และภายใตสภาวะที่แตกตางกันเล็กนอย เชน วันที่ตางกัน ผู ปฏิบัติงานตางกัน 
(intermediate precision) เป นอีกหนึ ่งพารามิเตอรท ี ่สำคัญสำหรับการตรวจสอบความถูกตอง (14) ผลการทดสอบ 
repeatability และ intermediate precision พบวาคา CV มีคาต่ำกวาเกณฑที่กำหนด แสดงใหเห็นวาวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความ
เที่ยงสูง สามารถใหผลลัพธที่เชื่อถือไดและมีความสม่ำเสมอในการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัส ซึ่งใหผลการทดสอบที่ใกลเคียงกัน
เมื่อทำการทดสอบซ้ำภายใตสภาวะเดียวกัน โดยผูปฏิบัติงานตางกัน และในวันที่ตางกัน(20,23) คา CV ท่ีสูงขึ้นเล็กนอยในการ
ทดสอบ intermediate precision เปนสิ่งท่ีสามารถพบไดเนื่องจากมีปจจัยที่อาจสงผลตอความแปรปรวนเพิ่มขึ้น เชน ความ
แตกตางในการปฏิบัติงานของแตละบุคคล หรือความผันผวนของสภาวะแวดลอมในแตละวัน(19) โดยผลการศึกษานี้สอดคลอง
กับการศึกษาของ Olveira, et al. ในป ค.ศ. 2021 ที่แสดงใหเห็นวาเมื่อมีการเปลี่ยนผูปฏิบัติงานหรือวันทดสอบ ผลการ
ทดสอบท่ีไดจะยังมีคาคงถึงหรือมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย แตผลท่ีไดยังอยูในเกณฑท่ีกำหนด(14) 

ขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) เปนหนึ่งในพารามิเตอรที ่สำคัญซึ่งใชประเมินประสิทธิภาพของวิธี RT-qPCR ใน
การศึกษานี้ โดยคา LOD ที่รายงานเปนปริมาณต่ำสุดของเอนไซม reverse transcriptase ที่สามารถตรวจพบไดใน ≥ 95% 
ของการทดสอบซ้ำ ซึ่งเปนเกณฑที่ยอมรับกันโดยทั่วไปตามแนวทาง MIQE Guidelines การที่วิธี RT-qPCR สามารถตรวจพบ 
RT enzyme ที่ระดับ 500 µU/µL ในการทดสอบนี้ แสดงใหเห็นถึงความไวที่เพียงพอในการตรวจจับการปนเปอนของ 
รีโทรไวรัสในระดับต่ำ(6,14,15)  ซ่ึงมีความสำคัญตอความปลอดภัยของกระบวนการผลิตวัคซีน(19,20) อยางไรก็ตาม เนื่องจากหนวย 
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enzyme unit และ copies/reaction เปนหนวยวัดคนละประเภท จึงไมสามารถแปลงคาโดยตรงได เมื่อเปรียบเทียบกับคา
ขีดจำกัดของการตรวจพบที่ยอมรับกันในชุดตรวจหา SARS-CoV-2 ของ WHO ที่รายงานผลการศึกษาของ Corman, et al. 
ในป ค.ศ. 2020 ระบุวา LOD ของ RT-qPCR อยูในชวง 3.6-12 copies/reaction ภายใตสภาวะที่เหมาะสม(24) ซึ่งสะทอนถึง
ความไวที่จำเปนตอการประกันคุณภาพของผลิตภัณฑชีววัตถุ การที่วิธี RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถใหผล LOD ภายใต
เกณฑ 95% positive detection rate ในระดับปริมาณที่ใกลเคียงกับมาตรฐานที่ยอมรับนี้ แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของวิธี
ดังกลาวในการนำไปใชในบริบทของการควบคุมคุณภาพในกระบวนการผลิตวัคซีนอยางเหมาะสม ทั้งนี้การกำหนดคา LOD 
เปนประเด็นสำคัญในการรับรองประสิทธิภาพของการตรวจหาเชื้อในระดับชีวโมเลกุล การเปรียบเทียบ LOD ที่ไดกับวิธี
ตรวจหารีโทรไวรัสอื่น ๆ เชน วิธี droplet digital PCR (ddPCR)(25) หรือ infectivity assays อาจใหขอมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับ
ประสิทธิภาพของวิธี RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้น(3) จากงานวิจัยกอนหนาของ Ding, et al. ในป ค.ศ. 2024 และ Suo, et al.  
ในป ค.ศ. 2020 ระบุวา RT-qPCR และ ddPCR ใหผลการทดสอบใกลเคียงกันในตัวอยางที่มีปริมาณอารเอ็นเอสูง แต  
RT-ddPCR ใหความแมนยำในการวัดปริมาณท่ีมากกวา โดยทั้งสองวิธีมีคาขีดจำกัดในการตรวจพบ (Limit of Detection, 
LOD) ใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี(26,27) แตดวยวิธี ddPCR มีตนทุนของการทดสอบที่สูงกวา RT-qPCR อยางมีนัยสำคัญ ดังนั้น
ในการควบคุมคุณภาพหองปฏิบัติการ หากวิธี RT-qPCR ท่ีพัฒนาขึ้นสามารถผานการทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) 
อยางเปนระบบ โดยมีการตรวจสอบความแมนยำ ความเที่ยง และความคงที่ของคามาตรฐาน (slope และ efficiency ของ 
standard curve) อยางสม่ำเสมอ ก็อาจเพียงพอสำหรับการใชงานในการตรวจในตัวอยางที่มีปริมาณไวรัสอยูในระดับ 
ปานกลางถึงสูงได 

ความแมน (accuracy) ของวิธี RT-qPCR เปนอีกหนึ่งพารามิเตอรที่ควรไดรับการศึกษาครั้งนี้ ความแมนหมายถึงความ
ใกลเคียงระหวางผลลัพธที่ไดจากวิธี RT-qPCR กับคาที่แทจริงของปริมาณเชื้อรีโทรไวรัสในตัวอยาง28 โดยทั่วไป ความแมนจะ
ไดรับการประเมินโดยการเปรียบเทียบผลลัพธกับวิธีมาตรฐานอางอิง หรือโดยการหา %recovery ของเอนไซม RT ท่ีเติมลงใน
ตัวอยางควบคุมหรือในตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยง Vero จากการทดสอบความแมนยำของวิธีท่ีมีการเติมเอนไซมมาตรฐาน 
reverse transcriptase ลงในตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยง Vero พบวามีคา %recovery อยูในชวงท่ียอมรับได (80-120) ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวาวิธีนี้สามารถตรวจวัดปริมาณรีโทรไวรัสในตัวอยางท่ีมีองคประกอบซับซอนไดอยางถูกตอง(19,20) การใชเซลล Vero ซ่ึง
เปนเซลลท่ีใชในการผลิตวัคซีน ทำใหผลการทดสอบความแมนยำมีความเกี่ยวของโดยตรงกับการใชงานจริงของวิธีนี้(29) 

เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาครั้งนี้กับงานวิจัยอื่น ๆ ที่เกี่ยวของกับการตรวจสอบความถูกตองของวิธี RT-qPCR สำหรับ
การตรวจหาไวรัส พบวาคาความเปนเสนตรง ความเที่ยง และความแมนยำที่ไดนั้นอยูในชวงที่ยอมรับไดและมีความสอดคลอง
กับมาตรฐานที่แนะนำ(21) เทคนิค RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้มีขอไดเปรียบในดานความไว (sensitivity) ความจำเพาะ 
(specificity) และระยะเวลาในการตรวจวิเคราะหที่รวดเร็ว โดยสามารถรายงานผลภายในระยะเวลาไมเกิน 3-4 ชั่วโมง และ
สามารถตรวจวัดปริมาณ RNA ไวรัสไดอยางแมนยำในระดับต่ำ ซึ่งสอดคลองกับแนวทางการควบคุมคุณภาพในระบบการผลิต
วัคซีนที่ตองการเครื่องมือวิเคราะหที่สามารถใหผลไดภายในวันเดียว เมื่อเปรียบเทียบกับ infectivity assay ซึ่งใชเวลานาน
และมีความไมแนนอนจากปจจัยชีวภาพตาง ๆ รวมถึงความเสี่ยงในการจัดการไวรัสมีชีวิต(30) และเทคนิค ddPCR ที่แมมีความ
ไวสูงสามารถตรวจจับไวรัสไดดีกวา qRT-PCR แตมีตนทุนสูงและตองใชเครื่องมือเฉพาะ(25,31,32) RT-qPCR จึงเปนทางเลือกท่ี
เหมาะสมในบริบทของหองปฏิบัติการควบคุมคุณภาพในการผลิตวัคซีน ดวยขอดีดานตนทุนที ่เหมาะสม ความไวและ
ความจำเพาะในระดับที่ยอมรับได และสามารถรายงานผลไดรวดเร็วภายในไมกี่ชั่วโมง อีกท้ังยังสามารถปรับปรุงศักยภาพได
ดวยการออกแบบไพรเมอรอยางเหมาะสม และการใช RNA surrogate ที่ควบคุมปริมาณได สงผลให RT-qPCR มีความ
เหมาะสมตอการประยุกตใชงานจริงในการตรวจสอบการปนเปอนเชื้อไวรัสในระดับอุตสาหกรรม 

ในการศึกษานี้ ผูวิจัยไดพัฒนาวิธี RT-qPCR เพ่ือใชตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อไวรัสกลุมรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงท่ี
ใชในการผลิตวัคซีน(9-11) โดยใช MS2 bacteriophage RNA เปนตัวแทน (RNA surrogate) ที่ปลอดภัย ไมกอโรคในมนุษย 
และสามารถควบคุมปริมาณไดอยางแมนยำ เพื่อประเมินประสิทธิภาพของระบบ RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้น โดยวิธีนี้ผานการ
ประเมินความถูกตองในทุกพารามิเตอร ทั้งความไว ความจำเพาะ ความแมนยำ และความคงทน ทั้งนี้ แมวาวิธี RT-qPCR ท่ี
พัฒนาขึ้นนี้จะมีศักยภาพในการตรวจวิเคราะหเชื้อรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงไดอยางมีประสิทธิภาพ แตยังมีขอจำกัดในดาน
การใช RNA surrogate แทนไวรัสจริง และยังไมไดมีการยืนยันผลในสภาพแวดลอมของสายการผลิตจริง จึงอาจยังสรุปไมได
วาวิธีนี้สามารถนำไปใชเปนมาตรฐานสำหรับการตรวจสอบการปนเปอนของรีโทรไวรัสไดโดยตรง อยางไรก็ดี ผลการศึกษานี้
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สนับสนุนวา RT-qPCR ที่พัฒนาขึ้นมีแนวโนมและความเปนไปไดในการนำไปใชในเชิงสนับสนุนงานควบคุมคุณภาพของ 
การผลิตชีววัตถุในระดับหองปฏิบัติการ โดยเฉพาะในขั้นตอนการประเมินความปลอดภัยของเซลลเพาะเลี้ยง ซึ่งเปนไปตาม
ขอกำหนดของหนวยงานกำกับดูแล เชน องคการอาหารและยาแหงสหรัฐอเมริกา (FDA) และสำนักงานยาแหงสหภาพยุโรป 
(EMA) ท่ีระบุใหตองมีการทดสอบการปนเปอนของเชื้อรีโทรไวรัสในกระบวนการผลิตวัคซีนอยางเขมงวด(1,33-35) เนื่องจากไวรัส
กลุมนี้สามารถแทรกสารพันธุกรรมเขาสูจีโนมของเซลลโฮสต ซึ่งอาจกอใหเกิดอันตรายหากปนเปอนในวัคซีนและเขาสูรางกาย
มนุษย 

 

5. สรุปผลการวิจัย 
ผลการศึกษาความถูกตองของการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสดวยวิธี reverse transcription-quantitative PCR ซึ่งมีการ

ตรวจสอบความถูกตองตามเกณฑที ่กำหนดไวในหลายพารามิเตอร ไดแก ความจำเพาะ ความเปนเสนตรง ความเที่ยง  
(ทั้ง repeatability และ intermediate precision) ขีดจำกัดของการตรวจพบ และความแมนยำ ซึ่งผลการทดสอบความ
ถูกตองแสดงใหเห็นวาวิธีนี้มีความถูกตองและเหมาะสมสำหรับการนำไปใชในการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง 
รวมถึงสามารถใชเปนแนวทางสำหรับการพัฒนาเปนคูมือมาตรฐานการปฏิบัติงานสำหรับการตรวจหาเชื้อรีโทรไวรัสในเซลล
เพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีน เพื่อประยุกตใชในระบบควบคุมคุณภาพ และสามารถตอยอดไปสูการนำไปใชภายใตระบบ 
GMP หรือการประเมินในระดับการผลิตอุตสาหกรรม เพ่ือยกระดับมาตรฐานความปลอดภัยของผลิตภัณฑวัคซีนในอนาคต 
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