
23วารสารอาหารและยา ปที่ 29 ฉบับที่ 3: กันยายน - ธันวาคม 2565

บทความวิจัย Research Article

สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา
Food and Drug Administration

การพัฒนาและตรวจสอบความถูกตองของวิธีตรวจสอบการปนเปอน
เชื้อไวรัสที่จําเพาะจากวัว ในเซลลเพาะเลี้ยงวีโร
สุภาภรณ ชุมพล1  สุกัลยาณี ไชยมี1  วิริยามาตย เจริญคุณธรรม1  สุภาพร ภูมิอมร1

1สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี
ที่อยูติดตอ: สุภาภรณ ชุมพล สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ถนนติวานนท อําเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี 11000 
supaporn.c@dmsc.mail.go.th

Method Development and Validation for Detecting Specific Bovine 
Adventitious Viruses Contaminated in Vero Cell Substrates
Supaporn Chumpol1, Sukanlayanee Chaimee1, Wereyamarst Jaroenkunathum1, Supaporn Phumiamorn1

1 Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Nonthaburi, Thailand 
Contact address: Supaporn Chumpol, Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, 
Mueang District, Nonthaburi, 11000, Thailand, supaporn.c@dmsc.mail.go.th

Received: 21 January 2022, Revised: 29 May 2022, Accepted: 23 June 2022

       Abstract
Background: Cell substrates are used in the production of vaccines, which must be quality 
controlled in accordance with World Health Organization requirements. Detection of bovine 
adventitious virus contaminants in cell substrates is one of the important item tested to confirm 
that the cell in the production are not contaminated by bovine virus. This study strengthened 
the laboratory’s capacity for characterization and quality control of cells so they are able to 
be transmitted to Thai domestic vaccine manufacturers and provide quality inspection services 
for Vero cells used vaccine production.

Objectives: The purpose of this study was to optimize and validate method for the detecting 
specific bovine adventitious viruses in Vero cell substrates. This method was used as a standard 
laboratory method for testing the quality of Vero cell substrates in vaccine production.

Methods: The optimal conditions of three analytical techniques including cytopathic effect 
(CPE), hemadsorption and immunofluorescence assay (IFA) were investigated. In addition, 
validation method study was performed on the parameters of specificity and limit of detection.

Results: The results of optimal conditions showed that the appropriate cell numbers of bovine 
turbinate cells (BT), Madin-Darby bovine kidney cells (MDBK) and African green monkey kidney 
cells (Vero) for CPE formation were 1x105, 4x104 and 4x104 cells/mL, respectively. CPE results 
were consistent with those of IFA, except REO-3 that did not cause CPE in BT cell, but the virus 
was detected by IFA. The hemadsorption assay was positive only by BPI-3 and BPV viruses. 
The developed methods were specific to five specific bovine viruses and the lowest viral titers 
for those bovine viruses were 0.01, 0.1, 0.1, 0.01 and 0.001 CCID50/mL, respectively.
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Conclusions: The optimal conditions and validation of detecting specific bovine adventitious 
viruses contaminated in Vero cell substrates were studied using three methods including CPE, 
hemadsorption and Immunofluorescent assay. The results found that all three methods were 
able to detect specific bovine viral contamination and met the acceptance criteria. The standard 
method for detecting specific bovine adventitious viruses contaminated in Vero cell was 
obtained to assess the safety and purity of the Vero cell substrates used in vaccine production.
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            บทคัดยอ
ความสาํคญั:  เซลลเพาะเลีย้งทีใ่ชในการผลติวคัซนีตองควบคมุคณุภาพตามขอกาํหนดขององคการอนามยัโลก 
การตรวจหาเชื้อไวรัสปนเปอนจากวัวในเซลลตั้งตนเปนหนึ่งในรายการทดสอบสําคัญ เพ่ือยืนยันวาเซลลที่ใช
ในการผลิตไมมีการปนเปอนจากเชื้อไวรัสวัว โดยการศึกษานี้เปนการเสริมสรางศักยภาพหองปฏิบัติการในการ
ตรวจสอบคุณลักษณะและการควบคุมคุณภาพเซลล เพื่อใหสามารถนํามาถายทอดไปยังผูผลิตวัคซีนภายใน
ประเทศ และใหบริการตรวจสอบคุณภาพเซลลวีโรที่ใชในการผลิตวัคซีน

วตัถุประสงค:  เพือ่ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสม และตรวจสอบความถูกตองของวธิตีรวจสอบการปนเปอนเชือ้ไวรสั
ทีจ่าํเพาะจากววัในเซลลเพาะเลีย้งวโีร เพือ่ใชเปนวธิมีาตรฐานทางหองปฏบิตักิารในการตรวจคณุภาพเซลลเพาะเลีย้ง
วโีรทีใ่ชในการผลิตวัคซีน

วธิกีารวิจยั:  เปนการวิจยัเชงิทดลองโดยศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของเทคนคิในการตรวจวเิคราะห 3 วธิ ีไดแก 
การตรวจหาความผดิปกตขิองเซลลหลงัการติดเชือ้ (Cytopathic Effect: CPE) การตรวจปฏกิิริยาการเกาะติดของ
เมด็เลอืดแดงบนผวิเซลลทีต่ดิเชือ้ (hemadsorption) และการทดสอบอิมมูโนฟลอูอเรสเซนต (Immunofluorescent 
Assay: IFA) และตรวจสอบความถกูตองของวธิใีนพารามเิตอร หาความจําเพาะของวธิ ีและขดีจาํกดัของการตรวจพบ

ผลการศกึษา:  ผลการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมพบวาจาํนวนเซลล Bovine Turbinate cells (BT), Madin-Darby 
bovine kidney cells (MDBK) และ African green monkey kidney cells (Vero) ทีเ่หมาะสมสาํหรบัการเกดิ 
CPE ในเซลล คอื 1x105, 4x104 และ 4x104 cells/mL ตามลาํดบั และผลการเกดิ CPE มคีวามสอดคลองกบั
การทดสอบ IFA ยกเวนไวรัส REO-3 ที่ไมพบ CPE ในเซลล BT แตตรวจพบไวรัสไดดวยวิธี IFA ในขณะที่การ
เกาะติดของเม็ดเลือดแดงนั้นพบเฉพาะในเซลลที่ติดเชื้อไวรัส BPI-3 และ BPV ผลการตรวจสอบความถูกตอง
ของวธิท่ีีพฒันาขึน้ พบวามคีวามจาํเพาะตอเชือ้ไวรสัววัทัง้ 5 ชนดิ และใหคาความแรงต่ําสดุทีต่รวจพบได 0.01, 
0.1, 0.1, 0.01 และ 0.001 CCID50 /mL ตามลําดับ

สรปุ: จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม และตรวจสอบความถูกตองของวธิตีรวจสอบการปนเปอนเชือ้ไวรสัทีจ่าํเพาะ
จากวัวในเซลลเพาะเลี้ยงวีโร โดยใชเทคนิคตรวจวิเคราะห 3 วิธี ไดแก การตรวจหาความผิดปกติของเซลล
หลงัการตดิเชือ้ การเกดิปฏกิริยิาเกาะตดิของเม็ดเลอืดแดงบนผวิเซลล และการทดสอบแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะกบั
เชื้อไวรัสดวยเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนต พบวาวิธีทั้ง 3 สามารถตรวจสอบการปนเปอนเชื้อไวรัสที่จําเพาะ
จากวัวได และผลการทดสอบเปนไปตามเกณฑที่กําหนด จึงไดวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการในการตรวจหา
เชื้อไวรัสปนเปอนจากวัวในเซลลเพาะเลี้ยงวีโร ซึ่งเปนรายการทดสอบหนึ่งในการตรวจประเมินความปลอดภัย
และความบริสุทธิ์ของเซลลวีโรที่ใชในการผลิตวัคซีนได 

คําสําคัญ: เซลลวีโร เชื้อไวรัสปนเปอนจากวัว เซลลทดสอบท่ีจําเพาะ การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
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บทนํา
 เซลลเพาะเลีย้งวโีร (Vero cell) เปนเซลล

ทีน่ยิมนาํมาใชผลติวัคซนีปองกนัโรคอยางแพรหลาย 

โดยเฉพาะวคัซนีปองกนัโรคท่ีผลติจากเช้ือไวรสั รวมถึง

วัคซีนปองกันโรคโควิด-19 ที่ใชเซลลเพาะเลี้ยงวีโร

ในการเพิ่มปริมาณเช้ือไวรัส สําหรับผลิตแอนติเจน

ในวคัซีน โดยเซลลเพาะเลีย้งวโีรเปนเซลลทีไ่ดจากไต

ของลิงเขียวแอฟริกัน (African green monkey 

kidney cell) ซึง่เปนเซลลชนิดแรกทีไ่ดรับการรับรอง

จาก WHO สําหรับใชในการผลิตวัคซีนในมนุษย1 

กระบวนการผลติวคัซีนตามมาตรฐานสากลตองมกีาร

ควบคมุคณุภาพเซลลเพาะเลีย้ง ตัง้แตเซลลตนกาํเนดิ 

(master cell bank) เซลลที่ใชสําหรับการผลิต 

(working cell bank) เซลลที่ใชสําหรับการทดสอบ

หลังการผลิตเสร็จสิ้น (end of production cells) 

ซึ่งตองมีการทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล

เพาะเลี้ยงทางหองปฏิบัติการ เชน การตรวจสอบ

เอกลักษณ การตรวจความปลอดเชื้อ การตรวจหา

การปนเปอนของเช้ือแบคทเีรยีและเช้ือรา การตรวจหา

การปนเปอนของเชื้อมัยโคพลาสมา การทดสอบ 

Tumorigenicity การทดสอบ oncogenicity และ

การตรวจหาเชื้อไวรัสตาง ๆ ที่อาจปนเปอนอยูใน

เซลลเพาะเลี้ยง (adventitious agents) เปนตน2 

โดย master cell bank จะตองทําการทดสอบ

ทุกหัวขอที่กําหนดไวตามแนวทางสากล ในขณะที่ 

working cell bank และ end of production cells 

จะทดสอบเพียงบางหัวขอที่จําเปน3 และการตรวจ

หาเชื้อไวรัสปนเปอนในเซลลเพาะเลี้ยง เปนรายการ

ทดสอบหนึ่งที่ใชในการประเมินความปลอดภัยและ

ความบริสุทธิ์ของเซลลตั้งตน โดยวิธีการทดสอบหา

เชื้อไวรัสปนเปอนสามารถทําไดหลายวิธี เชน ตรวจ

โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ตรวจดวยวิธีทาง

ชวีโมเลกลุ ตรวจโดยใชสตัวทดลอง และตรวจโดยใช

เซลลเพาะเลีย้ง4 สาํหรับวธิตีรวจการปนเปอนเชือ้ไวรสั

จากวัวโดยใชเซลลเพาะเล้ียง (Indicator cells) 

เปนหนึง่ในรายการตรวจหาเช้ือไวรสัปนเปอนในเซลล

เพาะเลี้ยงวีโร ใชสําหรับทดสอบคุณภาพของเซลล

เพาะเลีย้งทีใ่ชในการผลติ ซึง่ขัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณ

เซลลเพาะเลี้ยงเพ่ือใชผลิตแอนติเจนในวัคซีน จะมี

การใชซรีัม่จากวัว (bovine serum) เปนองคประกอบ

ในอาหารเลี้ยงเซลล ทําใหเกิดความเสี่ยงที่อาจมีการ

ปนเปอนของเชื้อไวรัสที่มาจากวัวได5 

 ประเทศไทยมนีโยบายสงเสรมิอตุสาหกรรม

ยาชีววัตถุภายในประเทศ เพื่อลดการนําเขาและเพิ่ม

โอกาสการเขาถงึยาชวีวตัถขุองประชาชน ซึง่ปจจบุนั

มีการพัฒนาการผลิตวัคซีนไวรัสหลายชนิดจากเซลล

เพาะเลี้ยงวีโร แตยังไมมีหองปฏิบัติการที่ใหบริการ

ทดสอบการปนเปอนเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง

สําหรับการผลิตวัคซีนและยาชีววัตถุ ดังนั้นสถาบัน

ชวีวตัถใุนฐานะหองปฏบิตักิารควบคมุคณุภาพวคัซนี

และยาชีววัตถุภาครัฐ จึงมีจุดมุงหมายในการพัฒนา

วิธีตรวจหาการปนเปอนเชื้อไวรัสท่ีจําเพาะจากวัว

ในเซลลเพาะเลีย้ง โดยใช indicator cells 3 ชนดิ คอื 

เซลลเพาะเลีย้งทีม่าจากววั และเซลลเพาะเลีย้งทีเ่ปน

ชนดิเดียวกับเซลลทีใ่ชในการผลติวคัซีน ซึง่พจิารณา

จากความจําเพาะของเชื้อไวรัสกับเซลล และความ

สามารถในการเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสในเซลล2 

การวเิคราะหประกอบดวย 3 วธิ ีไดแก การตรวจหา

ความผิดปกตขิองเซลลหลงัการตดิเช้ือ (Cytopathic 

Effect: CPE) การเกดิปฏกิริยิาเกาะตดิของเมด็เลอืดแดง

บนผิวเซลล (hemadsorption) และการทดสอบ

แอนติบอดีที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสดวยเทคนิคอิมมูโน

ฟลอูอเรสเซนต (Immunofluorescent Assay: IFA) 

และตรวจสอบความถูกตองของวิธีเพื่อมาใชเปนวิธี

มาตรฐานทางหองปฏิบัติการ และเพิ่มศักยภาพของ

หองปฏบิติัการควบคมุคณุภาพภาครัฐในการคุมครอง

ผูบรโิภค ใหไดรบัวคัซนีและยาชวีวตัถุทีม่คีวามปลอดภยั 

รวมทัง้ยังเปนการสนบัสนุนงานวจิยัพฒันาวคัซีนและ

ยาชีววัตถุของประเทศ



26 THAI FOOD AND DRUG JOURNAL Vol. 29 No. 3: SEPTEMBER - DECEMBER 2022

วัตถุประสงค
 1. เพือ่ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม และตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีตรวจสอบการปนเปอนเชื้อไวรัส
ที่จําเพาะจากวัวในเซลลเพาะเลี้ยงวีโร
 2. เพือ่ใชเปนวธิมีาตรฐานทางหองปฏบัิตกิาร
ในการตรวจคุณภาพเซลลเพาะเลี้ยงวีโรที่ใชในการ
ผลิตวัคซีน

ระเบียบวิธีการวิจัย
วิธีวิจัย
 เปนการวิจัยเชิงทดลอง โดยใชตัวอยาง
เซลลเพาะเลีย้ง Vero เปนตวัแทนของเซลลเพาะเลีย้ง
ที่ใชในการผลิตวัคซีน เพาะเลี้ยงและเพิ่มจํานวน
ภายในสถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
โดยใชเซลล indicator cells 3 ชนิด ไดแก Bovine 
turbinate cells (BT; CRL-1390, ATCC) Madin-
Darby bovine kidney cells (MDBK; CCL-22, 
ATCC) และ African green monkey kidney cells 
(Vero) ชนิดเดียวกันกับเซลลท่ีใชในการผลิตวัคซีน 
(Vero same sp.) 
ขั้นตอนการศึกษา
 1. นําตัวอยางเซลลเพาะเลีย้ง Vero ตวัแทน
เซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนมาเพิ่มจํานวน 
แลวปรบัใหมคีวามเขมขนของเซลลประมาณ 1 x 107 
cells/mL ปริมาตร 20 mL นํามาทําใหเซลลแตก
โดยเกบ็ไวทีอ่ณุหภูม ิ-70๐C ทิง้ไวจนแขง็ตวั ประมาณ 
1-2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาละลายในอางนํ้าควบคุม
อณุหภมูทิี ่37๐C โดยทาํขัน้ตอน freeze-thaw cycle 
จํานวน 3 รอบ นํามาปนตกตะกอนที่ 1,200 รอบ
ตอนาที นาน 5 นาที แลวเก็บเฉพาะนํ้าเลี้ยงเซลล 
(cell lysate) มาแบงบรรจใุนหลอดสาํหรบัปน ขนาด 
15 mL ปริมาตรหลอดละ 3 mL สําหรับนําไปใช
ในการตรวจหาการปนเปอนเชือ้ไวรสัทีจ่าํเพาะจากววั
ในเซลล Vero 
 2. เตรียมเซลลเพาะเลี้ยง indicator cells 
สําหรับใชในการทดสอบ โดยมีรายละเอียดอาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล ดังน้ี สําหรับเซลล BT ใชอาหาร
เลี้ยงเซลลสําเร็จรูป Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium: DMEM (Cat No. 30-2002, ATCC) ทีเ่ตมิ 
10% Horse serum (Cat No. 30-2040, ATCC) 
สําหรับเซลล MDBK ใชอาหารเลี้ยงเซลลสําเร็จรูป 
Eagle’s Minimum Essential Medium: EMEM 
(Cat No. 30-2003, ATCC) ทีเ่ตมิ 10% Horse serum 
(Cat No. 30-2040, ATCC) สําหรบัเซลล Vero same sp. 
ใชอาหารเลีย้งเซลลสําเร็จรูป Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium: DMEM (Cat No. 30-2002, ATCC) 
ทีเ่ตมิ 10% Fetal Bovine serum (Cat No. 30-2020, 
ATCC) และทําการเพาะเลี้ยง Indicator cells 
แตละชนดิในฟลาสกขนาด 25 cm2 ชนดิละ 2 ฟลาสก 
โดยเตรยีมเซลล BT จํานวน 1x105 cells/mL ปรมิาตร 
5 mL เซลล MDBK จํานวน 4x104 cells/mL ปรมิาตร 
5 mL และเซลล Vero same sp. 4x104 cells/mL 
ปริมาตร 5 mL แลวนําไปบมที่ตูอบเพาะเชื้ออุณหภูมิ 
37๐C แบบใช 5% CO2 นาน 16-24 ชั่วโมง
 3. เตรยีมเชือ้ไวรสัมาตรฐาน เพือ่ใชเปนกลุม
ควบคมุบวก (positive control) ใชเช้ือไวรสัมาตรฐาน 
จาํนวน 5 ชนดิ ไดแก Bovine Parainfluenza virus 3 
(BPI-3; VR-739, ATCC), Bovine Parvovirus (BPV; 
VR-767, ATCC), Bovine Adenovirus 3 (BAV-3; 
VR-639, ATCC), Bovine Viral Diarrhea Virus 
(BVDV; VR-534, ATCC), และ Reovirus 3 (REO-3; 
VR-232, ATCC) โดยทาํการเจอืจางใหมคีาความแรง 
100 CCID50 /mL
 4. ตรวจสอบการปนเปอนเชือ้ไวรสัทีจ่าํเพาะ
จากววัในเซลลเพาะเลีย้งวโีร ดวย 3 วิธทีดสอบ ไดแก 
การตรวจหาความผิดปกติของเซลลหลังการติดเชื้อ 
(CPE) การตรวจปฏกิริยิาการเกาะตดิของเมด็เลอืดแดง
บนผวิเซลลทีต่ดิเชือ้ (hemadsorption) และการทดสอบ
แอนติบอดีที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสดวยเทคนิคอิมมูโน
ฟลูออเรสเซนต (IFA) 
 5. ตรวจหาความผิดปกติของเซลลหลัง
การตดิเชือ้ โดยนาํตวัอยางนํา้เล้ียงเซลล (cell lysate) 
ของตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยงวีโรที่เก็บไวที่อุณหภูมิ 
-70๐C มาละลายที่อุณหภูมิ 37๐C จากนั้นเติมลงไป
ใน Indicator cells ทัง้ 3 ชนดิ ไดแก เซลล BT, MDBK 
และ Vero same sp. อาย ุ16-24 ชัว่โมง ท่ีไดเตรยีมไว
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ขางตนแลว ปรมิาตรฟลาสกละ 2 mL สาํหรบัฟลาสก
ที่ใชเปนกลุมควบคุมลบใหเติมอาหารเลี้ยงเซลล
วีโรแทน จากนั้นนําไปบมที่ตูอบเพาะเชื้ออุณหภูมิ 
37๐C แบบใช 5% CO2 นาน 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
กาํหนดเวลา เติมอาหารเลีย้งเซลลสําหรบั Indicator 
cells แตละชนดิ ปริมาตร 3 mL แลวนําไปบมทีตู่อบ
เพาะเชือ้อณุหภมู ิ37๐C แบบใช 5% CO2 นาน 7 วนั 
ระหวางนี้สังเกตการณเปลี่ยนแปลงของเซลลภายใต
กลองจุลทรรศนทกุวนั เมือ่ครบกาํหนดเวลาจงึนาํเซลล 
Indicator cells ทีผ่านการทดสอบชดุแรกทําใหเซลล
แตกโดยทาํ freeze-thawed จาํนวน 3 ครัง้ แลวปน
ตกตะกอนที ่1,200 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ีเกบ็เฉพาะ
สวนใสเพือ่นําไปตรวจหา CPE ในรอบท่ี 2 ซึง่ทาํการ
ทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบรอบแรก ตัวอยาง 
cell lysate ซึง่ไดจากการทาํใหเซลลแตกในรอบที ่2 
นีจ้ะนาํไปตรวจหา CPE ในรอบท่ี 3 ซึง่ทําการทดสอบ
ในเพลทสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลแบบ 6 หลุม (6 well 
tissue culture plate) ซึง่มี Indicator cells ชนดิละ 
1 เพลท โดยกอนการทดสอบใหทาํการลางเซลลดวย 
PBS(-) ปริมาตร 3 mL กอน 1 ครัง้ แลวจงึเตมิตัวอยาง 
cell lysate ที่ไดจากการทําใหเซลลแตกในรอบที่ 2 
ปริมาตร 1 mL ลงไป จํานวน 2 หลุม ตอชนิดของ 
Indicator cells สําหรับหลุมที่เปนหลุมควบคุมลบ
ใหใชอาหารเลี้ยงเซลลวีโรแทน และหลุมที่เปนกลุม
ควบคุมบวกใหเติมเชื้อไวรัสมาตรฐาน โดยเติมเชื้อ
ไวรัส BPI-3 ซึ่งผานการเจือจางใหมีคาความแรง
ประมาณ 100 CCID50 /mL หลุมละ 1 mL จากนั้น
นําไปบมที่ตูอบเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37๐C แบบใช 5% 
CO2 นาน 2 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดเวลา เติมอาหาร
เลีย้งเซลลสําหรับ Indicator cells แตละชนดิลงไปอกี 
3 mL จากนัน้นาํไปบมทีตู่อบเพาะเชือ้อณุหภมิู 37๐C 
แบบใช 5% CO2 นาน 7 วัน ระหวางนี้อานผลการ
ทดสอบภายใตกลองจุลทรรศนทุกวัน โดยหากไมมี
การเกิด CPE ใหบันทึกผลเปนลบ และหากมี CPE 
ใหบันทึกผลเปนบวก และนําเซลล indicator cells 
แตละชนดิ ซึง่ยงัคงเกาะอยูท่ีผวิหนาของเพลททดสอบ
นําไปตรวจปฏิกิริยาการเกาะติดของเม็ดเลือดแดง
บนผิวเซลลที่ติดเชื้อตอไป

 6. ตรวจปฏิกริยิาการเกาะติดของเม็ดเลอืดแดง
บนผิวเซลลที่ติดเชื้อ (hemadsorption) โดยนําเซลล 
indicator cells แตละชนิดที่ผานการตรวจหา CPE 
ซึ่งอยูในเพลทสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลแบบ 6 หลุม 
มาทําการทดสอบตอดวยวิธี hemadsorption โดย
ลางผวิหนาเซลลดวย PBS(-) ปริมาตร 3 mL แลวเติม
สารละลาย 0.5% (v/v) เม็ดเลือดแดงไกผสมกับ
เม็ดเลือดแดงของหนูตะเภา หลุมละ 2 mL โดยแบง 
1 ชดุการทดสอบของเซลล indicator cells แตละชนดิ 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 2-8๐C สวนอีก 1 ชุดบมไวที่
อณุหภมิูหอง 25-30๐C นาน 2 ชัว่โมง เมือ่ครบกําหนด
เวลานํามาลางดวย PBS(-) ปริมาตรหลุมละ 3 mL 
จํานวน 3 ครั้ง แลวนําไปอานผลการทดสอบภายใต
กลองจุลทรรศน โดยหลุมที่เกิดปฏิกิริยาการเกาะติด
ของเม็ดเลือดแดงบนผิวเซลลติดเชื้อใหบันทึกผล
เปนบวก และหากไมมกีารเกาะตดิของเมด็เลอืดแดง
ใหบันทึกผลเปนลบ
 7. ทดสอบแอนตบิอดทีีจํ่าเพาะกบัเช้ือไวรสั
ดวยเทคนิคอมิมูโนฟลอูอเรสเซนต (IFA) โดยทีก่อนทาํ
การทดสอบ IFA นําตัวอยาง cell lysate จากการ
ตรวจหา CPE ในรอบที ่2 ซึง่ผานการทาํใหเซลลแตก
โดยทํา freeze-thawed จํานวน 3 ครั้ง แลวปนตก
ตะกอนที่ 1,200 รอบตอนาที นาน 5 นาที นําไป
ตรวจหา CPE รอบที ่3 ในเพลทเพาะเลีย้งเซลลแบบ 
48 หลุม โดยลางผิวหนาเซลลดวย PBS(-) ปริมาตร 
1 mL แลวเติมตัวอยางนํ้าเลี้ยงเซลล หลุมละ 1 mL 
จากนัน้นาํไปบมทีตู่อบเพาะเชือ้อณุหภมู ิ37๐C แบบ
ใช 5% CO2 นาน 2 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดเวลา 
เติมอาหารเลี้ยงเซลลสําหรับ Indicator cells 
แตละชนิด ปริมาตร 500 µL แลวนําไปบมที่ตูอบ
เพาะเช้ืออณุหภมิู 37๐C แบบใช 5% CO2 นาน 7 วัน 
เมื่อครบระยะเวลาใหนํามาทดสอบดวยวิธี IFA โดย
ลางผวิหนาเซลลดวย PBS(-) ปรมิาตรหลมุละ 500 µL 
แลวทําการ fix เซลลดวย 80% cold acetone 
ปรมิาตรหลมุละ 100 µL แลวนาํเพลทไปบมท่ีตูแชแขง็
อุณหภูมิ -10๐C ถึง -20๐C นาน 30 นาที เมื่อครบ
เวลากําจัด 80% cold acetone แลวรอใหเพลท
แหงสนิท ข้ันตอนถัดไปเติมแอนติบอดีที่ติดฉลาก
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ดวยสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนท (FITC) ซึ่งมีความ
จําเพาะเชื้อไวรัสแตละชนิด ไดแก BPI-3-FITC 
conjugate, BPV-FITC conjugate, BAV-3-FITC 
conjugate, BVDV-FITC conjugate และ REO-3- 
FITC conjugate โดยเตมิแอนตบิอดีหลมุละ 100 µL 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 2-8๐C นาน 18-20 ชั่วโมง 
เมื่อครบเวลากําจัดแอนติบอดี และลางดวย PBS(-) 
ปริมาตรหลุมละ 200 µL และอานผลการทดสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนท หากมีการ
เรอืงแสงสเีขยีวใหถือวาใหบนัทกึผลบวก และหากไมมี
การเรืองแสงใหบันทึกผลเปนลบ
 8. ตรวจสอบความถูกตองของวิธี โดยหา
ความจาํเพาะของวธีิ (specificity) โดยตรวจเชือ้ไวรสั 
5 ชนิด ไดแก เชื้อไวรัส BPI-3, BPV, BAV-3, BVDV 
และ REO-3 ที่ผานการเจือจางใหมีคาความแรงอยู
ระหวาง 10-100 CCID50 /mL มาเติม (spike) 
ลงในตัวอยาง cell lysate ของเซลลเพาะเล้ียงวีโร 
อตัราสวน 1:10 จากนัน้ทดสอบเปรยีบเทยีบกบักลุม
ควบคุมบวก (เชือ้ไวรสัทีเ่จือจางดวยอาหารเลีย้งเซลล) 
กลุมควบคุมลบ (มีเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลล) และ
กลุมตัวอยาง cell lysate ของเซลลเพาะเลี้ยงวีโร
ที่ไมมีการ spike เช้ือไวรัส โดยมีเกณฑการทดสอบ
ดังนี้ ตัวอยาง cell lysate ของเซลลเพาะเลี้ยงวีโร
ที่มีการ spike เชื้อไวรัสแตละชนิดตองตรวจพบ
การปนเปอนของเชื้อไวรัส โดยตรวจพบ CPE ท่ีมี
ลักษณะจําเพาะของเชื้อไวรัสนั้น บนผิวของเซลล
เพาะเลี้ยงท่ีเปน indicator cells หรือใหผลบวก
ในการทดสอบ hemadsorption หรือใหผลบวก
ในการทดสอบ IFA เชนเดียวกับกลุมควบคุมบวก 
สวนกลุมควบคุมลบ และกลุมตัวอยาง cell lysate 
ของเซลลเพาะเลี้ยงวีโรที่ไมมีการ spike เชื้อไวรัส 
ตองไมพบ CPE และใหผลลบในการทดสอบ 
hemadsorption และ IFA เชนเดยีวกบักลุมควบคมุลบ
 ทาํการหาขดีจาํกดัของการตรวจพบของวธิ ี
(Limit of Detection: LOD) โดยนําเชื้อไวรัสที่ใช
สาํหรบักลุมควบคมุบวก ไดแก เชือ้ไวรสั BPI-3, BPV, 
BAV-3, BVDV และ REO-3 มาเจือจางดวยอาหาร
เลีย้งเซลลใหมคีวามแรง ที ่0.00001, 0.0001, 0.001,

0.01, 0.1, 1.0, 10.0, 100.0, 1000.0 CCID50 /mL 
นาํมาทดสอบเปรยีบเทยีบกบักลุมควบคุมลบ จากนัน้
อานคา LOD จากระดับความแรงตํ่าสุดที่สามารถ
ตรวจพบการปนเปอนของเชือ้ไวรสั โดยตองสามารถ
ตรวจพบการปนเปอนไดจากการพบ CPE หรอืใหผล
บวกในการทดสอบ hemadsorption หรือ IFA

ผลการศึกษา
 การพัฒนาวิธีตรวจการปนเปอนเชื้อไวรัส
ที่จําเพาะจากวัวในเซลลเพาะเลี้ยงวีโร โดยใช 
indicator cells 3 ชนิด คือ เซลล BT, MDBK และ 
Vero same sp. นาํมาทดสอบการตดิเชือ้ไวรสัจากววั 
5 ชนดิ ไดแก BPI-3, BPV, BAV-3, BVDV และ REO-3 
โดยใชการตรวจหาเชือ้ไวรสั 3 วธิ ีไดแก การตรวจหา 
CPE การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาเกาะติดของเม็ด
เลือดแดง และการทดสอบแอนติบอดีที่จําเพาะกับ
เชื้อไวรัสดวยเทคนิค IFA ผลการศึกษาพบวาจํานวน
เซลล BT, MDBK และ Vero same sp. ที่เหมาะสม
สําหรับการทดสอบการเกิด CPE ในฟลาสกขนาด 
25 ตารางเซนติเมตร ปริมาตร 5 mL คือ 1x105, 
4x104 และ 4x104 cells/mL ตามลาํดบั และจาํนวน
เซลล BT, MDBK และ Vero same sp. ที่เหมาะสม
สาํหรบัการทดสอบการเกดิ CPE และ hemadsorption 
ในเพลททดสอบ 6 หลมุ ปรมิาตร 3 mL คอื 6x104, 
3x104 และ 3x103 cells/mL ตามลาํดบั และจาํนวน
เซลล BT, MDBK และ Vero same sp. ทีเ่หมาะสม
สาํหรบัการทดสอบการทดสอบการเกิด CPE และ IFA 
ในเพลททดสอบ 48 หลุม ปริมาตร 1 mL คอื 2x104, 
1x104 และ 1x104 cells/mL ตามลําดับ
   ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี
ในการตรวจสอบความจําเพาะของวิธีการตรวจสอบ
การปนเปอนเชือ้ไวรสัทีจ่าํเพาะจากววั พบวาทัง้ 3 วธิี
ทดสอบเปนไปตามเกณฑที่กําหนด โดยการตรวจหา 
CPE ในตวัอยาง cell lysate ทีม่กีาร spike เชือ้ไวรสั
ลงไป สามารถตรวจพบการเกิด CPE ที่มีลักษณะ
จาํเพาะในเซลล indicator cells ดงันี ้เชือ้ไวรสั BPI-3 
พบ CPE ใน indicator cells ทั้ง 3 ชนิด เชื้อไวรัส 
BPV พบ CPE เฉพาะในเซลล BT เชื้อไวรัส BAV-3 
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และ BVDV พบ CPE ในเซลล BT และ MDBK และ
เชือ้ไวรัส REO-3 พบ CPE ในเซลล Vero same sp. 
และ MDBK (ภาพที่ 1) ซึ่งการตรวจหาเชื้อไวรัส
แตละชนิดโดยใชเซลล indicator cells จําเปนตอง
พบการเกิด CPE ในเซลล indicator cells อยางนอย 
1 ชนดิจาก 3 ชนดิ เพือ่ยืนยันวาตวัอยางมีการปนเปอน
เชื้อไวรัส ในขณะที่ตัวอยาง cell lysate ที่ไมมีการ 
spike เชื้อไวรัส และกลุมควบคุมลบไมพบ CPE 
ในเซลล indicator cells ทั้ง 3 ชนิด

 ผลการตรวจสอบความถกูตองของวธิใีนการ
ตรวจสอบความจําเพาะของวิธี hemadsorption 
พบวาตัวอยาง cell lysate ท่ีมีการ spike เชื้อไวรัส 
ใหผลการทดสอบเปนบวกเพียง 2 ชนิด คือ BPI-3 
ใหผลบวกในเซลล indicator cells ทั้ง 3 ชนิด และ
เชือ้ไวรสั BPV ใหผลบวกเฉพาะในเซลล BT ในขณะที่
ตัวอยาง cell lysate ที่ไมมีการเติมเชื้อไวรัส และ
กลุมควบคุมลบใหผลการทดสอบเปนลบ ดังรูปท่ี 2

รูปที่ 1 ผลการตรวจหา CPE ใน Indicator cells ชนิดตางๆ เปรียบเทียบกับ Negative control
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 ผลการตรวจสอบความถกูตองของวิธีในการ
ตรวจสอบความจาํเพาะของวธิกีารทดสอบแอนติบอดี
ที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสดวยเทคนิค IFA พบวาตัวอยาง 
cell lysate ทีม่กีาร spike เชือ้ไวรสัใหผลการทดสอบ
เปนบวกสอดคลองกับการเกิด CPE โดยเม่ือผลการ
ทดสอบ CPE เปนบวก จะพบวาผลการทดสอบ IFA 
เปนบวกดวยเชนกัน ยกเวนเชื้อไวรัส REO-3 ไมพบ 
CPE ในเซลล BT แตตรวจพบเชือ้ไวรสัไดดวยวธิกีาร
ทดสอบ IFA ดงัรปูที ่3 ในขณะทีต่วัอยาง cell lysate 
ทีไ่มมกีารเตมิเชือ้ไวรสั และกลุมควบคมุลบใหผลการ
ทดสอบเปนลบ
 ผลการตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ 
(LOD) พบวา เช้ือไวรัส ไดแก BPI-3, BPV, BAV-3, 
BVDV และ REO-3 ใหคาตํ่าสุดที่ตรวจพบได 0.01, 
0.1, 0.1, 0.01 และ 0.001 CCID50 /mL ตามลาํดบั 
โดยศึกษาจากการทดสอบการตรวจหา CPE, 
hemadsorption และ IFA ซึ่งระดับคาตํ่าสุดที่
สามารถตรวจพบการปนเปอนของเชือ้ไวรสัชนดิตาง ๆ 
ในแตละ indicator cells และแตละรายการทดสอบ 
ดังตารางที่ 1

รปูที ่3 ผลการทดสอบแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะกบัเชือ้ไวรสั
ดวยเทคนิค IFA

รปูที ่2 ผลการตรวจปฏกิริยิาการเกาะตดิของเม็ดเลือด
แดงบนผิวเซลลทีต่ดิเช้ือ (hemadsorption) ในเซลล
เพาะเลี้ยงที่เปน Indicator cells

หมายเหต:ุ a คอื Vero same sp., b คอื BT, c คือ MDBK 

และ d คือ Negative control
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ไวรัส Indicator cells
คาตํ่าสุดที่ตรวจพบเชื้อไวรัส (CCID50 /mL)

hemadsorptionการตรวจหา CPE IFA

BPI-3

BPV

BAV-3

BVDV

REO-3

Vero (same sp.)
BT

MDBK
Vero (same sp.)

BT
MDBK

Vero (same sp.)
BT

MDBK
Vero (same sp.)

BT
MDBK

Vero (same sp.)
BT

MDBK

0.01
0.1

0.01
-

0.1
-
-

0.1
0.1

-
1.0

0.01
0.001
1000
0.001

0.01
0.1

0.01
-

0.1
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

0.1
0.1

0.01
-

0.1
-
-

0.1
0.1

-
1.0

0.01
0.001

-
0.1

ตารางที ่1 ผลการตรวจสอบขดีจํากัดของการตรวจพบการปนเปอนของเชือ้ไวรสัชนดิตาง ๆ ใน indicator cells 
แตละชนิด เมื่อทดสอบดวยวิธีการตรวจหา CPE, hemadsorption และ IFA

อภิปรายผล
 วิธีตรวจหาการปนเป อนของเชื้อไวรัส
ที่จําเพาะจากวัวในตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยงวีโร โดย
ใช indicator cells เปนรายการทดสอบเพือ่ควบคมุ
คณุภาพของเซลลเพาะเล้ียงทีใ่ชเปนสารตัง้ตนในการ
ผลิตวัคซีนตามขอกําหนดขององคการอนามัยโลก 
โดยเฉพาะการผลิตวัคซีนไวรัสที่จําเปนตองใชเซลล
เพาะเลี้ยงในการเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส สําหรับผลิต
แอนตเิจนสาระสาํคญัท่ีใชในวคัซนี และเซลลเพาะเลีย้ง
วโีรทีใ่ชในการผลิตวคัซนีมปีระวตักิารเพาะเลีย้งเซลล
โดยใชซีรั่มวัว เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเซลล 
เซลลวีโรนั้นตองมีการตรวจหาการปนเปอนของ
เชือ้ไวรสัทีจ่าํเพาะจากววั โดยเฉพาะอยางยิง่เช้ือไวรัส
ทีอ่าจพบและกอใหเกดิโรคได ไดแก BVDV, BPI-3, BPV, 
REO-3, BAV, rabies virus, vesicular stomatitis 
virus เปนตน2 ทางคณะผูวจิยัจงึไดพฒันาวธีิโดยศกึษา
สภาวะเหมาะสมของ indicator cells แตละชนิด 
เพื่อใชในการตรวจหาเชื้อไวรัสที่จําเพาะจากวัวทั้ง 
3 วิธี ไดแก การตรวจหา CPE การทดสอบการเกิด
ปฏิกิริยาเกาะติดของเม็ดเลือดแดงบนผิวเซลล และ
การทดสอบแอนติบอดีที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสดวย

เทคนิค IFA และทําการตรวจสอบความถกูตองของวธิี
เนือ่งจากรายการวเิคราะหนีเ้ปนการตรวจหาเชือ้ไวรสั
ทีอ่าจมกีารปนเปอนในตวัอยางเซลลเพาะเลีย้ง ซึง่ใช
ตรวจหาการปนเปอนของเชื้อไวรัสในปริมาณนอย6 
ดังนั้นจึงดําเนินการตรวจสอบความถูกตองของวิธีใน 
2 พารามเิตอร คอื การทดสอบหาความจําเพาะของวธิ ี
(specificity) และขดีจาํกดัของการตรวจพบ (LOD)7-8 
 ผลการตรวจหาสภาวะเหมาะสมของ 
indicator cells สําหรับการตรวจหา CPE ในฟลาสก 
25 cm2 ตองเตรียมจํานวนเซลล BT, MDBK และ 
Vero same sp. ประมาณ 1x105, 4x104 และ 4x104 
cells/mL ตามลาํดบั สาํหรบัการตรวจหา CPE และ 
hemadsorption ในเพลททดสอบ 6 หลุม ตองเตรียม
จํานวนเซลลประมาณ 6x104, 3x104 และ 3x103 
cells/mL ตามลําดับ และสําหรับการตรวจหา CPE 
และ IFA ในเพลททดสอบ 48 หลมุ ตองเตรียมจาํนวน
เซลลประมาณ 2x104, 1x104 และ 1x104 cells/mL 
ตามลําดับ ซึ่งการหาจํานวนเซลลที่เหมาะสมสําหรับ
แตละการทดสอบมคีวามจาํเปนตองศกึษา เนือ่งจาก
เซลล indicator cells นํามาทดสอบดวยวิธี Co-



32 THAI FOOD AND DRUG JOURNAL Vol. 29 No. 3: SEPTEMBER - DECEMBER 2022

cultivation ดังนั้นเซลลตองมีการเรียงตัวเปน 
monolayer culture และมีสภาพท่ีแข็งแรงอยูได
นานถงึ 7-14 วนัเพือ่สงัเกตการเปลีย่นแปลงของเซลล 
ซึ่งหากเซลลตั้งตนที่ใชผลิตวัคซีนมีการปนเปอนโดย
เชื้อไวรัสจะสามารถสังเกตการณเกิด CPE ได9

 ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีพบวา 
วิธมีคีวามจาํเพาะสามารถตรวจพบการปนเปอนของ
เชือ้ไวรสัจากววัท้ัง 5 สายพนัธุ ไดแก เชือ้ไวรสั BPI-3, 
BPV, BAV-3, BVDV และ REO-3 เมื่อมีการ spike 
เชือ้ไวรสัทีม่ปีรมิาณนอย ๆ ลงไปทีค่วามแรงประมาณ 
1-10 CCID50 /mL โดยการตรวจพบ CPE ใน 
Indicator cell ชนดิใดชนิดหน่ึงจาก 3 ชนิด อาจเกิด 
CPE ไดในบางเซลลหรอืทุกเซลล ขึน้กับความเหมาะสม
ของเซลลตอเชือ้ไวรัสท่ีใชในการศึกษา ไวรสับางชนดิ
อาจมกีารติดเชือ้ในเซลลได แตไมเกดิ CPE ขึน้ จงึตอง
มีการยืนยันการติดเชื้อดวยการทดสอบอ่ืน เชน 
hemadsorption หรือ IFA2 จากการศึกษาพบวา
การเกิด CPE ใหผลสอดคลองกบัการทดสอบอมิมูโน
ฟลอูอเรสเซนต ยกเวนไวรสั reovirus 3 ทีไ่มพบ CPE 
ในเซลล BT แตตรวจพบไวรสัไดดวยวธิ ีIFA ดงัแสดง
ในภาพที ่1 และ 3 และผลการศกึษา hemadsorption 
พบวาเซลล indicator cells ท่ีติดเชื้อไวรัส BPI-3 
และ BPV เกิดการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงที่
ผวิเซลลตดิเชือ้ ดงัแสดงในภาพที ่2 ซึง่ปฏกิริยิานีเ้กดิขึน้
เมื่อเซลลเพาะเลี้ยงติดเช้ือไวรัสในกลุม influenza 
และ parainfluenza viruses จะมีการแสดงออก
ของโปรตีนเปลือกหุมของเชือ้ไวรสั (hemagglutinin) 
บนผิวเซลลเพาะเลี้ยง ซึ่ง hemagglutinin เปนสาร
ประเภทไกลโคโปรตนีทาํหนาทีเ่ปนตวัรบัลแิกนดบนผวิ
ของเมด็เลือดแดง ทาํใหเมด็เลอืดแดงสามารถเกาะกับ
ผวิเซลลทีต่ดิเชือ้ได10-11 สาํหรับการตรวจสอบขดีจาํกดั
ของการตรวจพบ (LOD) ใชเชื้อไวรัสแตละชนิดท่ีคา
ความแรงตัง้แต 0.00001-1000 CCID50 /mL เพือ่หา
ระดับคาความแรงตํ่าสุดท่ีสามารถตรวจพบเชื้อไวรัส
ปนเปอนในเซลลเพาะเลี้ยง ผลการทดสอบพบวา
เชื้อไวรัสแตละสายพันธุ มีขีดจํากัดของการตรวจพบ
ท่ีระดบัคาความแรงตํา่สดุไมเทากนั โดยเชือ้ไวรสั REO-3

สามารถตรวจพบการปนเปอนไดทีร่ะดบัคาความแรง
ตํา่สดุ 0.001 CCID50 /mL ในขณะทีเ่ชือ้ไวรสั BPI-3 
และ BVDV สามารถตรวจพบการปนเปอนไดทีร่ะดบั
คาความแรงตํ่าสุด 0.01 CCID50 /mL และเชื้อไวรัส 
BPV และ BAV-3 สามารถตรวจพบการปนเปอนไดที่
ระดบัคาความแรงตํา่สดุ 0.1 CCID50 /mL ดงัตารางที ่1 
ซึ่งการตรวจสอบ LOD บงชี้ถึงความนาเชื่อถือของ
วิธีวามีความไวสามารถตรวจพบการปนเปอนของ
เชื้อไวรัสที่คาความแรงระดับใด โดยทั่วไปเมื่อใชเซลล 
indicator cells ในการทดสอบ พบวาความไวในการ
ตรวจพบเชือ้ไวรสัท่ีระดับความแรงต่ําสุด 0.1 หรอื 
0.01 CCID50 /mL4 

สรุปผล
 คณะผูวิจัยไดพัฒนาและตรวจสอบความ
ถกูตองของวธิตีรวจหาการปนเปอนเชือ้ไวรสัทีจ่าํเพาะ
จากววัในเซลลเพาะเลีย้งวโีรทีใ่ชสาํหรับการผลติวคัซนี 
อาศยัเทคนคิ co-cultivation โดยใชเซลล indicator 
cells จาํนวน 3 ชนดิ คอื เซลล BT, MDBK และ Vero 
ชนิดเดียวกับที่ใชในการผลิตวัคซีนในการทดสอบ 
พบวาวิธีนี้มีความจําเพาะตอเชื้อไวรัสจําเพาะจากวัว
ทั้ง 5 สายพันธุ ไดแก BPI-3, BPV, BAV-3, BVDV 
และ REO-3 และสามารถกําหนดคาความแรงตํ่าสุด
ท่ีสามารถตรวจพบการปนเปอนของเชื้อไวรัสไดใน
ระดบัคาความแรง 0.01, 0.1, 0.1, 0.01 และ 0.001 
CCID50 /mL ตามลาํดบั และจากผลการศกึษาทัง้หมด
สรุปไดวาวิธีตรวจการปนเปอนเชื้อไวรัสที่จําเพาะ
จากววัในเซลลเพาะเลีย้งวโีรทีใ่ชสาํหรบัการผลติวคัซนี 
โดยใช indicator cells ในการทดสอบ เปนวิธีท่ีมี
ความถูกตอง และเหมาะสมสามารถนํามาใชเปนวิธี
มาตรฐานในหองปฏิบัติการได

ขอเสนอแนะ
 เซลลเพาะเลีย้ง indicator cells (เซลล BT, 
MDBK และ Vero same sp.) ตองมกีารตรวจสอบ
คุณภาพของเซลลกอนการนํามาใชในการทดสอบ 
ไดแก การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย
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มัยโคพลาสมา (Mycoplasma sp.) การตรวจสอบ
ความปราศจากเช้ือ (Sterility) และตรวจสอบ
การเจริญเติบโตของเซลลเปนปกติ

กิตติกรรมประกาศ
 ขอขอบคณุสถาบนัวัคซนีแหงชาต ิ(องคการ
มหาชน) ที่ไดมอบทุนสนับสนุนการพัฒนาภายใต
โครงการการเสริมสรางศักยภาพของหองปฏิบัติการ
ภาครัฐ ในการตรวจสอบคุณลักษณะและการควบคุม
คุณภาพเซลลเพาะเลี้ยง Vero สําหรับใชในการผลิต
วคัซนี และขอขอบคณุสถาบนัชวีวตัถ ุกรมวทิยาศาสตร
การแพทย ในการสนบัสนนุการดาํเนนิงานในทกุดาน
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