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           Abstract
Background: Cell lines are crucial for the production of vaccines and other biological 
products. Detecting adventitious viruses in these cell lines is a critical requirement set by 
the World Health Organization (WHO) to prevent misidentification and cross-species 
contamination.

Objectives: This study aimed to develop and validate a method for detecting Porcine 
parvovirus (PPV) contamination in cell cultures used for vaccine production using Real-
time PCR and to implement this method as a standard procedure for quality control of 
cell cultures in vaccine production.

Methods: This experimental research studied from November 2021 to October 2022 
that investigated the optimal conditions for a technique to analyze the quantity of virus 
from pigs in cell cultures used for vaccine production using Real-time PCR. It also examined 
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the method's accuracy in terms of parameters such as linearity and analytical range, 
specificity, precision, accuracy, minimum detectable amount, and sensitivity.

Results: The results showed that the designed primers and probes effectively amplified 
the target genes of PPV without cross-reacting with other viruses. The standard curve 
demonstrated linearity with a working range between 8 and 4 log10 copies/µl and an R² 
value exceeding 0.9996. The coefficient of variation (CV) for intra-day, inter-day, and 
inter-analyst reproducibility was within the acceptable range of less than 25%. Accuracy 
analysis showed %CV of 0.510% and %recovery ranging from 101.39% to 100.66%. The 
limit of detection (LOD95%) was established at 1,857 copies/µl. The Real-time PCR assays 
exhibited high sensitivity, detecting PPV at a concentration of 7.5 TCID50/ml or 4 log10 
copies/µl in PPV-infected ST cells.

Conclusions: The findings indicated that the developed method was effective and 
reliable for detecting Porcine parvovirus in cell lines used for vaccine production.

Keywords: method validation, porcine parvovirus, real-time PCR

            บทคัดยอ
ความสาํคญั: เซลลเพาะเลีย้งมบีทบาทสาํคญัในการผลติวคัซนีหลากหลายชนดิ แตหากเกดิการปนเปอน
ไวรัสจากวัตถุดิบในการผลิตวัคซีนหรือสารชีววัตถุ อาจกอโรคและเปนปจจัยเสี่ยงที่มีความสําคัญตอผูรับ
วคัซนีหรอืสารชวีวตัถน้ัุน  การตรวจหาเชือ้ไวรัสปนเปอนในเซลลเพาะเลีย้งเปนหน่ึงในขอกําหนดท่ีองคการ
อนามยัโลกระบไุว เพ่ือปองกันการปนเปอนของเชือ้จลุนิทรยีและการขามสายพนัธุระหวางชนิด ซ่ึงทดสอบ
วิธีการตรวจหาการปนเปอนของเชื้อไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนมีหลายวิธี แตวิธี 
Real-time PCR ยังไมมีการทดสอบในสถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทยของไทย

วัตถุประสงค: เพื่อพัฒนาและทดสอบวิธีการตรวจหาการปนเปอนของเช้ือไวรัส PPV ในเซลลเพาะเล้ียง
ท่ีใชในการผลิตวัคซีนดวยวิธี Real-time PCR และเพื่อใชเปนวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพเซลล
เพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีน

วิธีการวิจัย: เปนการวิจัยเชิงทดลองระหวางเดือนพฤศจิกายน 2564 ถึงตุลาคม 2565 โดยศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมของเทคนิคในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณไวรัสจากหมูในเซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในการผลิต
วัคซีนดวยวิธีเรียลไทมพีซีอาร และตรวจสอบความถูกตองของวิธีในพารามิเตอร การตรวจสอบความเปน
เสนตรงและชวงการวเิคราะห ความจาํเพาะ ความเทีย่ง ความแมน ปรมิาณขัน้ตํา่สดุของการตรวจพบได 
และความไว
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บทนํา
 ตั้งแตป ค.ศ. 1950 เปนตนมา เซลล

เพาะเลี้ยงเปนสารตั้งตนที่มีบทบาทสําคัญในการ

ผลิตวัคซีนหรือชีววัตถุ โดยผูผลิตจําเปนตองมี

การควบคมุคณุภาพเซลลเพาะเลีย้งใหอยูในสภาวะ

ที่เหมาะสมและใหปลอดภัยจากการปนเปอน 

เปนไปตามมาตรฐานสากลและตามขอกําหนด

มาตรฐานขององคการอนามัยโลก ภายใตหัวขอ 

Cell substrates for the production of vaccines 

for human use หรอื Recommendations for 

the evaluation of animal cell cultures as 

substrates for the manufacture of biological 

medicinal products and for the characteri

zation of cell banks1,2 ซึ่งหากเกิดการปนเปอน

ไวรัสจากวัตถุดิบในการผลิตวัคซีนหรือสารชีววัตถุ 

อาจกอโรคและเปนปจจัยเสี่ยงที่มีความสําคัญตอ

ผูรับวัคซีนหรือสารชีววัตถุนั้น 

 การทดสอบหาการปนเปอนไวรสัในเซลล

เพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนหรือสารชีววัตถุ

ถอืเปนรายการทดสอบทีส่าํคญั เนือ่งจากกระบวน

การผลิตวัคซีนมีความเสี่ยงตอการปนเปอนไวรัส

จากหลายสาเหตุ เชน เซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชใน

กระบวนการผลติ สภาพแวดลอมในหองปฏบิติัการ 

และการใชอาหารเลีย้งเซลลเพาะเลีย้งทีป่ระกอบดวย 

Bovine serum รวมถึงการใช porcine trypsin 

ในกระบวนการ trypsinization จากรายงานใน

ป 1960 พบวามีการปนเปอนของไวรัสในสกุล 

Parvovirus ในเซลลเพาะเลีย้งมนษุยหลายสายพนัธุ 

โดยจากการศกึษาพบวา การติดเชือ้ PPV ในเซลล

เพาะเลี้ยงอาจเกิดจากการใช porcine trypsin 

ที่ปนเปอนไวรัส Porcine Parvovirus (PPV)1-2 

เปนไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในหมู โดยเปนไวรัสชนิด 

DNA สายเดี่ยว มีการคนพบคร้ังแรกในป 1965 

ที่ประเทศเยอรมนี โดยพบการปนเปอนในเซลล

เพาะเลี้ยงสุกร (Porcine primary cell) ที่ใช

เพาะเลี้ยงเช้ือไวรัส Classical Swine Fever 

(CSFV)5 จากนั้นมีรายงานการพบ PPV ในหลาย

ผลการศกึษา: ผลการทดลองพบวา primers และ probes ทีอ่อกแบบขึน้สามารถเพิม่ปรมิาณยนีเปาหมาย
ของไวรัส PPV ไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับไวรัสชนิดอื่น กราฟมาตรฐานของ PPV 
DNA มีชวงความเปนเสนตรงอยูระหวาง 8 -4 log10 copies/µl โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r²) 
เทากบั 0.9996 การวิเคราะหความสามารถในการทําซํา้ ทัง้การวเิคราะหในวนัเดยีวกนั การวเิคราะหตางวนั 
และการวิเคราะหโดยนักวิเคราะหที่แตกตางกัน พบวาคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (CV) อยูในเกณฑ
ที่ยอมรับได (CV< 25%) การทดสอบความแมนยําของวิธีมีคา %CV เทากับ 0.510 และมีรอยละ
การกลับคืนอยูในชวง 101.391-100.663 เม่ือศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจพบการปนเปอน พบวา
ขีดจํากัดของการตรวจพบที่ใหผลบวกสูงถึง 95% อยูที่ 1,857 copies/µl และความไวในการตรวจหา
ปริมาณไวรัส PPV ในเซลลเพาะเล้ียง ST อยูที่ 7.5 TCID50/ml หรือ 4 log10 copies/µl

สรุป: วิธีการท่ีพัฒนาขึ้นน้ีมีความเหมาะสมและสามารถนําไปใชในการวิเคราะหปริมาณไวรัสจากหมู
ในเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนไดอยางมีประสิทธิภาพ

คําสําคัญ: การทดสอบความถูกตอง ไวรัสจากหมู เรียลไทม พีซีอาร
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ประเทศ เชน บราซิล และเกาหลีใต6 อาการทาง

คลินิกของหมูที่ติดเชื้อ PPV คือ การแทงและ

การตายในครรภ รายงานกอนหนานี้ยังชี้ใหเห็นวา

เชื้อไวรัสจากหมูอาจปนเปอนในเซลลเพาะเลี้ยง

ที่ใชในกระบวนการผลิตวัคซีนหรือชีววัตถุได 

องคการอาหารและยาของสหรฐั (FDA) และองคการ

ยาแหงสหภาพยุโรป (EMA) ไดออกคําแนะนําให

ทดสอบการปนเปอนของ PPV ในวคัซนีหรอืชวีวัตถุ

ที่ใช porcine trypsin5-6 

 การทดสอบหาการปนเปอนไวรสัในเซลล

เพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนหรือสารชีววัตถุ 

มีหลายวิธีเชน การเพาะเชื้อไวรัส (viral culture) 

การใชวิธีทางเซรุมวิทยา (serological assays) 

เชน ELISA การทดสอบแบบ hemadsorption 

หรือ hemagglutination แตวิธีการวิเคราะหโดย

เทคนิค Real-time PCR ไดรับการยอมรับอยาง

กวางขวางในฐานะเครื่องมือที่มีความไวและ

ความจําเพาะสงูสาํหรับการตรวจสอบการปนเปอน

ไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยง วิธีนี้ไมเพียงชวยให

สามารถตรวจพบไวรสัในปรมิาณทีน่อยมาก แตยัง

ชวยลดความเสี่ยงของผลลบลวงและผลบวกลวง

ทีอ่าจเกดิขึน้ในกระบวนการตรวจสอบ การพัฒนา

วิธี Real-time PCR สําหรับการตรวจสอบไวรัส 

PPV ในเซลลเพาะเลี้ยงจึงมีความสําคัญอยางย่ิง

ในการรบัรองคณุภาพและความปลอดภยัของวคัซนี

ที่ผลิต ดังน้ัน สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย จงึไดพฒันาวิธีการตรวจหาการปนเปอน

ไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลีย้งทีใ่ชในการผลติวคัซนี

ดวยเทคนิค Real-time PCR ซึ่งมีความไวและ

ความจาํเพาะสงู การศกึษาไดครอบคลมุการทดสอบ

ดานความจําเพาะ ความเปนเสนตรง ความแมนยํา 

การหาขดีจาํกัดของการตรวจพบ และการทดสอบ

ในสภาวะแวดลอมที่มีการรบกวน เพื่อรองรับ

การตรวจวเิคราะหในงานประจาํ และใหบรกิารแก

หนวยงานภายนอก เพือ่สรางความม่ันใจในคณุภาพ

ของวัคซีนหรือชีววัตถุ นอกจากน้ียังเปนการวาง

รากฐานใหวิธีนี้เปนมาตรฐานของประเทศไทย

ในอนาคต

วัตถุประสงค
 1. เพือ่พฒันาและทดสอบวธิกีารตรวจหา

การปนเปอนของเชือ้ไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลีย้ง

ที่ใชในการผลิตวัคซีนดวยเทคนิค Real-time PCR

 2. เพื่อใชเปนวิธีมาตรฐานในการควบคุม

คุณภาพเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีน

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีวิจัย

 การวิจัยเชิงทดลองน้ีดําเนินการระหวาง

เดือนพฤศจิกายน 2564 ถึงตุลาคม 2565 โดยทํา

การทดสอบเพือ่ศกึษาความถูกตองของวิธีการตรวจ

หาการปนเปอนไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยงที่ใช

ในการผลิตวัคซีนดวยเทคนิค Real-time PCR 

โดยใชเซลลเพาะเล้ียง Vero cell เปนตวัแทนเซลล

เพาะเลีย้งท่ีใชในการผลติวคัซีน โดยจัดเตรียมและ

เพิ่มปริมาณภายในสถาบันชีววัตถุ ซึ่งเซลลเหลานี้

ไดมาจากสายเซลลไตของลิงแอฟริกันกรีนมังกี 

(Afrian green monkey kidney cell line,  

ATCC CCL-81) รุนการผลิต 70006073 

กลุมตัวอยาง

 เช้ือไวรัสมาตรฐาน ใชเช้ือ Porcine 

parvovirus (PPV) ATCC VR-742 โดยจัดเตรียม

ภายในสถาบันชีววัตถุ รุนการผลิต 64161544 

โดยเช้ือ PPV จะถกูนาํมาเพิม่จาํนวนดวย swine 

testes (ST) cell line ภายในขวดขนาด 75 ml-flash 

ทีป่ระกอบดวย Minimum Essential Media (MEM) 

(Gibco, USA) ที่มี 10% fetal bovine serum 

(Gibco, USA) 1% HEPES (Gibco, USA) และ 
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1% Sodium pyruvates (Gibco, USA) จากนัน้

ทาํการเก็บเชือ้ไวรสัโดยการ freeze-thawed 3 คร้ัง 

จากนั้นเก็บเซลล lysate ที่อุณหภูมิ -80ºC

เครื่องมือและอุปกรณ

 1. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมใน

สภาพจรงิ QuantStudio™ 6 Flex Real-Time 

PCR System

 2. ฐานขอมูล BLASTN วิเคราะหความ

จําเพาะของ primer/probe สําหรับการทดสอบ

ปฏิกิริยา Real-time PCR ดวยการทดสอบแบบ 

in-silico

ขั้นตอนการศึกษา

 1. การสกดั DNA ของ PPV ดวยชดุสกัด 

โดยสกัด genomic DNA ของ PPV จากเซลล 

lysate ทีม่เีช้ือไวรสัปรมิาตร 200 µl โดยใชชดุสกดั 

PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen, 

Carlsbad-CA–USA) ขั้นตอนตามคูมือของบริษัท 

นํา genomic DNA ที่สกัดไดไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 

-80ºC จนกวาจะใชงาน

 2. Primer และ Probe สาํหรบัการตรวจ

ดวยวิธี Real-time PCR โดย Primer สําหรับ

ตรวจสอบหาการปนเปอนเชื้อไวรัส PPV ดวยวิธี 

Real-time PCR โดยออกแบบ primer และ probe 

มีความจําเพาะตอยีนที่ครอบคลุมสวน NS1 โดย

อางอิง Non-structural protein NS1 gene, 

complete จากฐานขอมลู GenBank accession 

number JN400524 ซึง่เปนตวัแทนสารพนัธกุรรม

ของเชือ้ไวรสั PPV จากการศึกษาความจําเพาะของ 

primer/probe ที่ใชในการศึกษานี้แบบ in-silico 

โดยเปรยีบเทยีบกบัฐานขอมลูทางพนัธกุรรม NCBI 

(National Center for Biotechnology Infor

mation) ดวยเครื่องมือ BLASTN8 ซึ่ง primer/

probe สังเคราะหโดย Macrogen มีรายละเอียด

ไดแก

 - Forward-NS1-3’-CAACAGACATGG

AATGGGAATCAGA-5’

 - Reverse-NS1-3’-TTTAACAAGAGAA

TCAAAAATCAGTACTTGCC-5’

 - Probe-FAM-3’-AAATCGACAGCC

TCACAAAA-5’-BHQ1

 3. ทําการเพิ่มสารพันธุกรรม PPV และ 

BPV โดยเตรยีมสกัดสารพนัธุกรรม (ดีเอ็นเอ) PPV 

และ BPV มาเจือจางใหไดความเขมขน 10log10 

copies/µl ตามวิธคีาํนวณดงันี ้การคาํนวณเปลีย่น

ความเขมขนของดีเอน็เอจากหนวย ng เปน copy 

numbers อางอิงจาก Whelan9 

 การทํา real-time PCR โดยเตรียม

ปฏกิริยิา real-time PCR ดงันี ้RNase free water 

6.75 µl, TaqMan Universal PCR Master Mix 

(2X) 10 µl, forward primer 0.5 µl (250 nM), 

reverse primer 0.5 µl (250 nM) และ probe 

0.25 µl (125 nM) ปริมาตร 18 µl หลังจากนั้น

เติม DNA 2 µl ไดแกตัวอยาง ดีเอ็นเอของ PPV 

และ negative control ใสในหลอดปฏิกิริยาได

ปริมาตรรวม 20 µl 

 ทาํการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดวยเครือ่ง Real-

time PCR โดยต้ังโปรแกรม ท่ี UNG activation 

อุณหภูมิ 50ºC 2 นาที ตามดวย Taq activation 

อุณหภูมิ 95ºC 10 นาที เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

จาํนวน 40 รอบ ประกอบดวย denaturation step 

ท่ีอณุหภมิู 95ºC 15 วนิาที annealing/extension 

step ท่ีอุณหภูมิ 60ºC 1 นาที เม่ือครบ 40 รอบ 

hold ท่ีอุณหภูมิ 4ºC วิเคราะหผลการทดสอบ

โดยใช Applied Biosystems® 7500 System 

SDS Software 

 4. สรางกราฟมาตรฐาน (standard curve) 

เตรียมสารละลายดีเอ็นเอ PPV ที่ใหมีความเขมขน 

9log10 copies/µl จากนั้นเจือจางสารละลาย
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ดีเอ็นเอใหมีความเขมขน ต้ังแต 8log10–4log10 

copies/µl นาํมาวิเคราะหดวยวธิ ีReal-time PCR 

และสรางกราฟมาตรฐาน โดยแสดงความสัมพันธ

ระหวาง cycle threshold (Ct) และ log10 

copies/µl แลวจึงนําคา Ct ที่ไดจากการทดสอบ

ในแตละความเขมขนมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

เพื่อคํานวณกลับเปนปริมาณไวรัสในหนวย log10 

copies/µl ตรวจสอบความเปนเสนตรงโดยการหา

คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) ซึ่งคาที่ยอมรับได

จะตองมีคา R2≥0.998 เปนคาตามเกณฑการยอมรับ

 5. ทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห 

(method validation) พารามิเตอรที่ในการ

ทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหดวย Real-time 

PCR อางอิงตาม guidelines for validation of 

qualitative real-time PCR methods10 และ 

requirements for evaluating the performance 

of quantification methods for nucleic acid 

target sequences qPCR and dPCR (ISO 

20395:2019(en)11

 5.1 การตรวจสอบความเปนเสนตรง 

(linearity) และชวงการวิเคราะห (Range) 

เจอืจางสารละลายดเีอน็เอใหมคีวามเขมขน ตัง้แต 

8log10–4log10 copies/µl นาํมาวเิคราะหดวยวธิ ี

Real-time PCR ทําการทดสอบ 3 ซํ้า นําขอมูล

ทีไ่ดมาสรางกราฟเสนตรงแสดงความสมัพนัธระหวาง 

cycle threshold (Ct) และความเขมขนของสาร

ละลาย PPV โดยคา R2 ควรมีคามากกวา 0.998

 5.2 การทดสอบความจําเพาะของวิธี

วเิคราะห (specificity) ทําการทดสอบความจาํเพาะ

ของวิธีกับไวรัส PPV โดยทดสอบเบื้องตนกับไวรัส 

BPV ทําปฏิกิริยา Real-time PCR โดยทําการ

ทดสอบจาํนวน 3 ซํา้ และตรวจสอบความจาํเพาะ

ของวิธีโดยเปรียบเทียบ fluorescence signal 

ของปฏิกิริยา ระหวางไวรัส PPV และ BPV

 5.3 การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธี

วิเคราะห (precision) ใน 3 หัวขอคือ

      5.3.1 Repeatability (intra-assay 

precision) วเิคราะหความทาํซํา้ไดของวธีิวเิคราะห

โดยเตรียมสารละลายดีเอ็นเอ PPV ความเขมขน 

7log10, 6log10 และ 5log10copies/µl ทําการ

ทดสอบซํ้า 3 ครั้ง ในวันและเวลาเดียวกัน โดย

ผูวิเคราะหคนเดียว โดยคา %CV ≤ 25 เปนคา

ตามเกณฑการยอมรับ 

      5.3.2 Reproducibility (inter-assay 

precision) วิเคราะหความเที่ยงของวิธีวิเคราะห

โดยเตรียมสารละลายดีเอ็นเอ PPV ความเขมขน 

7log10, 6log10 และ 5log10 copies/µl โดยแตละ

ความเขมขนทําการทดสอบ 3 ซํ้า ในวันและเวลา

ท่ีแตกตางกัน โดยผูวิเคราะหคนเดียว โดยคา 

%CV≤35 เปนคาตามเกณฑการยอมรับ

      5.3.3 Intermediated precision 

ทําการเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ PPV เชนเดียวกับ

การทดสอบ Repeatability โดยนกัวเิคราะห 2 คน 

ทําการทดสอบตางวัน ดวยเครือ่งมือเดิม ทําคนละ 

6 ซํา้ รวม 12 ซ้ํา แลวคํานวนหาคา %CV โดยใชเกณฑ

พิจารณาเดียวกันกับการทดสอบ Repeatability

 5.4 การทดสอบความแมนของวิธวีเิคราะห 

(accuracy) การเตรียมสารละลายดีเอ็นเอ PPV 

ที่ความเขมขน 8log10 และ 6log10 copies/µl 

ทําการหยดสารละลายดีเอ็นเอ PPV ในแตละ

ความเขมขน 1 µl ลงในตวัอยางอาหารเลีย้งเซลล

ท่ีมีเซลลเพาะเล้ียง Vero โดยใชตัวอยางอาหาร

เลี้ยงเซลลที่มีเซลลเพาะเลี้ยง Vero ที่ไมไดทํา

การหยดเปน negative control และใชสารละลาย

ดเีอ็นเอ PPV เปน positive control ทาํการทดสอบ

ดวยวิธี Real-time PCR จํานวน 3 ซํ้า คํานวณหา

คา copies/µl โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดย

ความแมนของวธิวีเิคราะหคาํนวณไดจากคารอยละ
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การกลับคืน (%Recovery) โดยคาที่ยอมรับได
อยูในชวง 80-120% 
 6. หาปริมาณขั้นตํ่าสุดของไวรัส PPV 
ทีต่รวจพบได (Lower Limit of Detection: LOD) 
เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทดสอบ
ปฏกิริยิา Real-time PCR แลวหาปรมิาณข้ันตํา่สดุ
ของไวรัส PPV ที่ตรวจพบได โดยเจือจางดีเอ็นเอ 
PPV มาตรฐานจากปริมาณเชื้อตั้งตน 5log10 
copies/µl ซ่ึงอยูบริเวณชวงที่ความเขมขนของ
สารพันธุกรรมลดลงจนไมสามารถตรวจจับไดหรือ
อยูในระดบัต่ําทีไ่มสามารถวัดผลไดอยางมีนัยสาํคัญ 
(abatement zone) ทาํการเจอืจางแบบ 2-fold 
dilution ดวย RNase-free water มีปรมิาณไวรสั
ลดลงตามลาํดบัดงันี ้5x104, 2.5x104, 1.25x104, 
6.25x103, 3.125x103, 1.56x103 และ 7.8x102 
copies/µl จากนั้นนําไปทดสอบดวย Real-
time PCR โดยทดสอบที่ความเขมขนละ 8 ซํ้า 
ซึ่งคาปริมาณขั้นตํ่าสุดของการตรวจพบตองมีคา 
%Positive rate ≥ 95% (LOD95%PCR)
 7. ตรวจหาปริมาณไวรสัในเซลลเพาะเลีย้ง 
ST และ Vero โดยวิธี plaque titration assay 
เตรยีมเซลลเพาะเลีย้ง ST และ Vero ท่ีความเขมขน 
1x104 cell/ml ใสในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม 
ปริมาตร หลุมละ 50 µl บมที่อุณหภูมิ 37ºC, 
5% CO2 นาน 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจางไวรัส 
PPV แบบ 10-fold dilution ลงในหลุมที่มีเซลล
เพาะเลี้ยง ST และ Vero หลุมละ 50 µl ทําซ้ํา
ความเจือจางละ 8 หลุม จํานวน 12 dilution 
บมตอที่อุณหภูมิ 37ºC, 5% CO2 นาน 11 วัน
 เมื่อครบกําหนดทําการลางเซลลดวย 
Hank's buffer จํานวน 2 ครั้ง ทําการยึดเซลล 
ดวย 4% formaldehyde หลุมละ 100 µl นาน 
30 นาท ีดดูสารละลายทิง้ลางดวยนํา้ประปา จากนัน้
ยอมเซลลดวย 0.5% Crystal violet ใน ethanol 
และ formaldehyde ปริมาตรหลุมละ 50 µl 

ท้ิงไว 30 นาที แลวดูดสียอมท้ิง ลางดวยนํา้ประปา 
หาไตเตอรของไวรัสคํานวณตามวิธีของ Reed 
และ Muench ความเขมขนของไวรัสแสดงเปน 
TCID50/ml
 8. ทดสอบหาความไว (sensitivity) 
ในการตรวจหาปรมิาณไวรสั PPV ในเซลลเพาะเลีย้ง 
ST และ Vero โดย Real-time PCR เตรียมเซลล
เพาะเลี้ยง ST และ Vero ที่ความเขมขน 1x104 
cell/ml ใสในจานเพาะเลีย้งชนดิ 96 หลมุ ปรมิาตร
หลุมละ 50 µl บมที่อุณหภูมิ 37ºC, 5% CO2 
นาน 24 ชัว่โมง ทําการเจือจางไวรัส PPV ใหไดคา
ความเขมขนของไวรัสเทากับ 106.5, 107, 107.5 
และ 108 ml จากนั้นหยอดลงในหลุมที่มีเซลล
เพาะเล้ียง ST และ Vero หลุมละ 50 µl ทําซ้ํา
ความเจือจางละ 4 หลุม บมตอที่อุณหภูมิ 37ºC, 
5% CO2 นาน 72 ชัว่โมง สงัเกตการเปลีย่นแปลง
ทางพยาธสิภาพทกุวนั เมือ่ครบกาํหนด 72 ชัว่โมง 
เก็บ cell culture supernatant เพื่อหาปริมาณ
ไวรัสดวยเทคนิค RT-PCR

ผลการศึกษา
ผลการทดสอบความจาํเพาะของ Primer/probe
 ผลการศกึษาพบวา primer/probe ทีใ่ช
ในการศึกษามีความจําเพาะตอไวรัส PPV มากกวา
รอยละ 99 (Identities 100%) โดยไมพบปฏกิริยิา
ขามตอไวรัสสายพันธุอื่น (cross-reactivity) 
เมือ่ตรวจสอบความจาํเพาะของ primer/probe 
ในการตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR 
พบวาปรากฏสัญญาณ Fluorescence เฉพาะใน
ดเีอน็เอทีส่กดัไดจาก PPV เทานัน้ สาํหรบัตวัอยาง 
Bovine parvovirus ไมปรากฏสัญญาณ 
Fluorescence จึงสรุปเบื้องตนวาไพรเมอรที่ใช
ในการศึกษานี้ มีความจําเพาะตอไวรัส PPV โดย
ไมพบปฏิกิริยาขามตอ parvovirus สายพันธุอื่น 
ดังแสดงในรูปที่ 1
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การทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน 

(Calibration curve)

 กราฟมาตรฐานไดแสดงความสัมพันธ

ระหวางคา Cycle threshold (Ct) กับปริมาณ

ของยีน NS1 ในตัวอยาง PPV ssDNA ที่ระดับ

ความเขมขน 8–4 log10 copies/ul ตอปฏิกิริยา 

ซึง่แสดง amplification curve ของการตรวจหา

ยีน NS1 ดวยวิธี Real-time PCR โดยแสดง

ความสัมพันธระหวางปริมาณสัญญาณเรืองแสง

รูปที่ 1 ผลการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรตอการทดสอบหาการปนเปอนไวรัส PPV ดวยการ

ทดสอบ Real-time PCR

รูปที่ 2 การทดสอบความใชไดของวิธี Real-time PCR

ของ reporter ที่วัดได (Delta Rn; ∆Rn) กับ

จํานวนรอบของปฏิกิริยา ทดสอบกราฟมาตรฐาน

ของ PPV ที่ชวงความเขมขนของไวรัส PPV ที่ 

4log10–8log10 copies/µl มีความสัมพันธเปน

เสนตรงดังสมการ y=-3.9281x+54.834 และมคีา

สมัประสิทธิส์หสมัพนัธ (correlation coefficient, r) 

เทากบั r2= 0.9996 โดยที ่x คอื ความเขมขนของ

ไวรสั PPV (log10 copies/µl) และ y คอื ct value) 

ดังรูปที่ 2
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การทดสอบความเที่ยง (Precision)
 จากการวิเคราะหการทําซํ้าในวันเดียวกัน 
สําหรับการหาปริมาณไวรัส PPV โดยใชตัวอยาง
ดีเอ็นเอมาตรฐานของไวรัส PPV ท่ีความเขมขน 
5log10, 6log10 และ 7log10 copies/µl จํานวน 
4 ซ้ํา พบคาสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวน 
(Coefficient of Variation, %CV) เทากบั 0.708, 

ตารางที่ 2 ผลทดสอบความเที่ยงโดยการทดสอบซํ้าในวันเดียวกันและทําซํ้าในระหวางวัน

ตารางที่ 3 ผลทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะหซํ้าโดยตางนักวิเคราะห (Precision)

 จากการวิเคราะหซ้ําตางนักวิเคราะห 
ในการทดสอบหาปริมาณไวรัส PPV โดยผูตรวจ
วเิคราะห 2 คน คนละ 3 ซํา้ ท่ีความเขมขน 5log10, 
6log10 และ 7log10 copies/µl ในวันและเวลา
เดียวกัน พบวามีผลการวิเคราะหที่ใกลเคียงกัน 

โดยมีคา พบวามีคา %CV เทากับ 5.433, 1.988 
และ 1.189 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 
ซึ่งมีคา %CV นอยกวา 25% เปนไปตามเกณฑ
การทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 3

0.243 และ 0.684 ตามลาํดับ เมือ่ทาํการวเิคราะห
ซํ้าระหวางวัน เปนเวลา 3 วัน วันละ 4 ซํ้า พบวา
มีคา %CV เทากับ 6.825, 7.513 และ 7.624 
ตามลาํดับ ซ่ึงมคีา %CV นอยกวา 25% และ 35% 
สําหรับการทดสอบการทําซํ้าในวันเดียวกันและ
การทาํซํา้ในระหวางวนั เปนไปตามเกณฑการทดสอบ 
ดังแสดงในตารางที่ 2

การทดสอบความแมน (Accuracy)
 พบวา Amplification curve ระหวาง
ตวัอยางทีเ่ตมิไวรสั PPV และไวรสั PPV มาตรฐาน 
มคีา ct value ทีใ่กลเคยีงกนัในท้ังสองความเขมขน
ที ่8 และ 6 log10 copies/ul (รูปที ่3) โดยมคีา % 

recovery อยู ในชวง 101.391-100.663 
ซึง่อยูในชวง 80-120% และคาเฉลีย่ %CV เทากับ 
0.510 อยูในชวง ดังแสดงตารางที่ 4 แสดงวา
วิธีวิเคราะหทีพ่ฒันาข้ึนนีม้คีวามถูกตองและแมนยํา
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ผลการศึกษาขีดตํ่าสุดที่สามารถตรวจสอบ 

(Limit of Detection: LOD) ปรมิาณไวรสั PPV 

 จาก Guidelines for validation of 

qualitative real-time PCR methods ไดกาํหนด

คาขีดจํากัดของการตรวจดวยเทคนิค Real-time 

PCR คือการทดสอบตองใหคาผลบวกมาก 95% 

(95%LOD)9 

 ผลการตรวจสอบการปนเปอนของไวรัส 

PPV ทีร่ะดบัความเขมขนทีแ่ตกตางกนั เมือ่ตรวจสอบ

ดวยวิธี Real-time PCR พบวาสามารถตรวจสอบ

ระดับตํ่าสุดที่ใหผลบวก 100% มีปริมาณไวรัส

รปูที ่3 Amplification curve ของตวัอยางอาหารเลีย้งเซลลทีม่เีซลลเพาะเลีย้ง Vero ทีม่กีาร spike 

ไวรสั PPV เปรยีบเทยีบกบัไวรสั PPV มาตรฐาน

ตารางที่ 4 รอยละของการกลับคืน (% recovery) ของการวิเคราะห

ประมาณ 12,500 copies/µl โดยใหผลการทดสอบ

ตรงกนัทัง้ 3 ซํา้ ขณะทีก่ารเจอืจางลงใหไดปรมิาณ

ไวรัสประมาณ 6,250 และ 3,125 copies/µl 

ใหผลบวกที่ 87.5% และ 25% ตามลําดับ 

เมื่อคํานวณทางสถิติและสรางกราฟความสัมพันธ

ระหวาง %Positive results กับปริมาณไวรัส 

(log10 copies/µl) พบวาปรมิาณขัน้ตํา่ของไวรสั 

PPV ท่ีใหคาผลบวกมาก 95% เทากับ 1,857 

copies/µl หรือเทียบเทากบั 3.2log10 copies/µl 

ดังแสดงในรูปที่ 4
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ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง 
ST และ Vero โดยวธิ ีplaque titration assay
 การตรวจหา titers ของไวรัส PPV ใน
เซลลเพาะเลีย้ง ST และ Vero โดยใชการทดสอบ 
plaque titration assay พบวาหลงัจากทําการเพิม่
ปริมาณไวรสั PPV ในเซลลเพาะเลีย้ง ST และ Vero 
เปนเวลา 11 วัน ไวรสั PPV มคีาความเขมขนเฉลีย่
เทากับ 6.5 log10TCID50/ml ในเซลลเพาะเลี้ยง 
ST โดยในเซลลเพาะเลี้ยง Vero ไมพบการติดเช้ือ
ไวรัส PPV ในทุกความเขมขน
ผลการทดสอบหาความไว (Sensitivity) ในการ
ตรวจหาปริมาณไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยง 
ST และ Vero โดย Real-time PCR
 การศกึษาเปรยีบเทยีบการตรวจหาปรมิาณ
ไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยง ST และ Vero โดย
นาํนํา้เล้ียงเซลลเพาะเลีย้งทีม่กีารตดิเชือ้ไวรัส PPV 
ที่ความเขมขนตางกัน มาหาปริมาณไวรัสดวยวิธี 
Real-time PCR 
 จากการเพาะเช้ือไวรัส PPV ดวยเซลล
เพาะเลี้ยง ST และ Vero ที่ปริมาณเชื้อไวรัส
ความเขมขนเริม่ตน 6.5, 7, 7.5 และ 8 TCID50/ml 

รูปที่ 4 การศึกษาขีดต่ําสุดที่สามารถตรวจพบ DNA ของไวรัส PPV ในระดับความเขมขน 8 ระดับ 
เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค Real-time PCR ที่ 40 cycle

หรอืปรมิาณ 5.2, 4.6, 4.6 และ 4.3 log10 copies/µl 
เปนเวลา 72 ชัว่โมง พบวาไมมกีารเกิดความผดิปกติ
ตอโครงสรางของเซลลหลงัติดเชือ้ไวรสั (cytopathic 
effect) ในเซลลเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (รูปที่ 5) 
 เมือ่นาํนํา้เลีย้งเซลลเพาะเลีย้งมาหาปรมิาณ
ไวรัส PPV ดวยวิธี Real-time PCR ผลการศึกษา
พบวาที่ความเขมขน 6.5, 7 และ 7.5 TCID50/ml 
การทดสอบใหผลบวกท้ังหมดในเซลลเพาะเลีย้ง ST 
โดยปริมาณ copies number ของไวรัส PPV 
มีความสัมพันธกับปริมาณความเขมขนเริ่มตน
ของไวรัส PPV ท่ีทําการติดเช้ือในเซลลเพาะเลี้ยง 
ในขณะท่ีเซลลเพาะเลี้ยง Vero ใหผลบวกท่ี
ความเขมขน 6.5 TCID50/ml เม่ือทําการหาปริมาณ
ไวรสั PPV ดวยวธิ ีReal-time PCR พบวาปรมิาณ 
copies number ของไวรัส PPV มีคาประมาณ 
4.3 log10 copies/µl ซึ่งนอยกวาความเขมเริ่มตน 
5.2 log10 copies/µl ดังแสดงในตารางที่ 5 
 ผลการทดลองบงชีว้าวธิ ีReal-time PCR 
มีความไวในการตรวจหาปริมาณไวรัส PPV ในเซลล
เพาะเลีย้ง ST โดย ต่ําสดุ 7.5 TCID50/ml โดยไมพบ
การเพิ่มปริมาณไวรัสในเซลลเพาะเล้ียง Vero
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อภิปรายผล
 การศกึษานีเ้ปนการพฒันาเทคนคิ Real-
time PCR สาํหรบัการตรวจหาไวรสัจากหมู (PPV) 
ในเซลลเพาะเลีย้งทีใ่ชในการผลิตวัคซนีหรือชีววตัถ ุ
ซึ่งเปนวิธีที่ความจําเพาะและมีความไวสูง มีความ
สามารถในการทําซํ้าได มีความไวในการตรวจพบ
การปนเปอนของเชือ้ไวรสัในเซลลเพาะเลีย้ง Soares 
และคณะ ไดทําการศึกษาทางระบาดวิทยาของ
การตดิเชือ้ PPV ในสกุรดวยวิธ ีhemagglutination 

*log10 copies/ul
** N/A; Not available

รปูที ่5 ลกัษณะของเซลลเพาะเล้ียง ST เทยีบกับเซลลเพาะเลีย้ง Vero หลงัไดรบัเชือ้ไวรสั PPV คาความ
เขมขนตางกัน ที่เวลา 72 ชั่วโมง (100x)

ตารางท่ี 5 การทดสอบหาความไว (Sensitivity) ในการตรวจหาปรมิาณไวรสั PPV ในเซลลเพาะเลีย้ง ST 
และ Vero โดย Real-time PCR

assay และไดทําการเปรียบเทียบกับวิธี nested-
PCR โดยออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอ 
NS1 ผลการศึกษาพบวา PCR สามารถตรวจพบ
การปนเปอน PPV ในตัวอยางไดสงูกวาการทดสอบ
ดวยเทคนิค hemagglutination12 ปจจุบันไดนํา
เทคนิค Real-time PCR มาใชในการตรวจสอบ
การปนเปอนของเชือ้ PPV ในหม ูโดยใชเทคโนโลยี 
TaqMan probe และไพรเมอรที่มีความจําเพาะ
ตอตาํแหนง NS1 ของ PPV ผูวจัิยไดทาํการทดสอบ
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ความจําเพาะของ primer และ probe ที่ใชเพ่ิม
ปริมาณ DNA สุกรโดยใช primer ที่ออกแบบ
ใหมคีวามจาํเพาะเจาะจงตอ Genomic DNA สกุร 
ในสวน Non-structural protein 1 (NS1) โดย
ใหผลบวกเฉพาะ DNA ที่สกัดไดจากไวรัส PPV 
และไมเกิด cross-contamination กับ Bovine 
parvovirus ผลการศึกษาสอดคลองกับงานวิจัย
ของ Chen และคณะ ซึ่งทําการตรวจหาเชื้อ PPV 
ในสุกร โดยใชเทคโนโลยี TaqMan probe PCR 
ซึง่มคีวามจาํเพาะตอตําแหนง VP2 ของ PPV โดย
มคีา limit of detection เทากบั 2.08 genome 
copy equivalent (gce) เมื่อทําการเปรียบเทียบ
กบัวธีิ conventional PCR พบวา ตวัอยางทัง้หมด
ที่เปนผลบวกสามารถตรวจพบดวยวิธี real-time 
PCR เมือ่เทยีบกบัวธิ ีconventional PCR ซึง่ใหผล 
false negative แสดงใหเห็นวา real-time PCR 
สามารถเพิม่ขดีจาํกัดในการตรวจวเิคราะหตัวอยาง
ที่มีการปนเปอนของ PPV ได13

 การทดสอบ in-silico พบวา primer/
probe ที่ออกแบบมี Tm ที่เหมาะสม (55–60ºC) 
และมี GC content 50% ซึ่งชวยใหการจับกับ
ลําดับเปาหมายมีเสถียรภาพ นอกจากน้ี ไมพบ
การจับที่ไมจําเพาะในฐานขอมูล BLAST และไมมี
การเกดิ hairpin หรอื dimer ในโครงสรางทตุยิภมิู 
ซึง่ผลทดสอบสอดคลองกับการทดสอบแบบ in-vitro 
การทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน
ในชวงความเขมขนของไวรัส PPV ได 8 – 4log10 
copies/µl โดยมีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (R2) 
เทากับ 0.9996 จากผลการทดสอบความถูกตอง
ของวิธีวิเคราะห พบวาไดคาสัมประสิทธ์ิความ
แปรปรวน (%CV) เปนไปตามเกณฑการยอมรบัได 
โดยคาสัมประสิทธิ์ของการแปรผัน (CV) ที่ได
การวิเคราะหดวยเทคนิค Real-time PCR มีคา 
%CV อยูระหวาง 10-35%14-16 หรอืมคีานอยกวา 
≤ 25% สําหรับการทดสอบ repeatability และ 
≤ 35% สําหรับการทดสอบ reproducibility17 

เมื่อทําการทดสอบความแมนของวิธีทดสอบไดคา 
%CV เทากบั 0.510 โดยมีคาเฉล่ียรอยละการกลบัคนื
อยูในชวง 101.391 - 100.663 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการ
ตรวจสอบการปนเปอนของไวรัส PPV ดวยเทคนคิ 
real-time PCR พบวา ขดีจาํกัดของการตรวจพบ
ทีใ่หคาผลบวกมาก 95% เทากบั 1,857 copies/µl 
ซึง่ขดีจาํกดัของการทดสอบมคีาสงูกวาผลการศกึษา
ของ Wilhelm และคณะ ในป ค.ศ. 2006 ระบวุา 
SYBR® Green real-time PCR มีความแมนยํา
ในการตรวจหาการติดเชื้อ PPV ในเนื้อเยื่อสุกร 
โดยทําการศึกษาตําแหนงยีน VP2 ซ่ึงระดับ
การปนเปอนดีเอ็นเอความเขมตํ่าสุดที่สามารถ
ตรวจพบไดคอื 6×100 - 6×101 DNA copies/ul13 
แตเน่ืองจาก SYBR Green สามารถเขาจบักับตาํแหนง 
minor groove ของ double stranded DNA 
ซึง่ไมไดจาํเพาะตอตาํแหนงทีต่องการศกึษาโดยตรง 
ซ่ึงอาจเกิด false positive หรือประสิทธิภาพ
การทดสอบลดลง แตกตางจากเทคนิค TaqMan 
probe18-19

 การศึกษาเปรียบเทียบความไวในการ
ตรวจพบเชื้อไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยงดวยวิธี 
plaque titration assay และวิธ ีReal-time PCR 
เนื่องจากเซลลเพาะเลี้ยง ST ใชเปนแบบจําลอง
สําหรับการศึกษาไวรัส PPV ซึ่งมีความไวตอการ
ตดิเช้ือในระดบัสงู โดยไวรสั PPV สามารถจบัและ
เขาสูเซลลเพื่อใชในการแบงตัวได นอกจากนี้
จาํเปนตองทาํการศึกษาการตดิเชือ้ในเซลลเพาะเลีย้ง 
Vero cell เนือ่งจากเปนเพาะเลีย้งท่ีใชในการผลติ
วคัซนีและชวีวตัถหุลายชนดิซึง่อาจเกิดการปนเปอน
ของไวรัส PPV ได จากการศึกษาการติดเช้ือไวรัส 
PPV ในเซลลเพาะเล้ียง ST และ Vero เปนเวลา 
72 ชัว่โมง จากนัน้ดลัูกษณะสณัฐานวิทยาของเซลล
ท่ีเปลี่ยนไป จากการศึกษาพบวา เซลลเพาะเลี้ยง
ทั้ง 2 ชนิด ไมเกิด cytopathic effect จากนั้น
นาํนํา้เลีย้งเซลลเพาะเลีย้งมาหาปริมาณไวรัส PPV 
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ดวยเทคนคิ Real-time PCR พบวา ความไวในการ
ตรวจหาปริมาณไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยง ST 
มคีาเทากบั 7.5 TCID50/ml โดยหลงัจากการติดเชือ้
เปนเวลา 72 ชัว่โมง โดยปรมิาณ copies number 
ของไวรัส PPV ในเซลลเพาะเลี้ยง Vero มีปริมาณ
นอยกวาความเขมเริม่ตน ซ่ึงสอดคลองกับรายงาน
กอนหนาทีร่ะบุวาไวรสั PPV จะสามารถเพ่ิมจํานวน
ไดในเซลล PK15 (swine kidney), Vero (African 
green monkey kidney) และ Marc 145 (fetal 
rhesus monkey kidney) cells ได 20,21

 การผลการทดสอบแสดงใหเหน็วา Real-
time PCR สามารถตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ
ไวรัส PPV ไดในระดับตํ่า โดยสามารถตรวจหา
การปนเปอนในตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยงและใหผล
การทดสอบเปนบวก ซึ่งมีความรวดเร็วกวาการ
ทดสอบดวยเทคนิค Plaque assay และสามารถ
ตัวสอบไดกอนการเปลี่ยนแปลงลักษณะพยาธิ
สภาพของเซลล 

สรุปผล
 จากการพัฒนาเทคนิค real-time PCR 
เพื่อใชในการตรวจหาเชื้อไวรัส PPV ในเซลล
เพาะเลี้ยงที่ใชในการผลิตวัคซีนในงานวิจัยนี้แสดง
ใหเห็นวาวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นนี้ เปนเทคนิคที่
มีศักยภาพและผานเกณฑการยอมรับ โดยมีความ
ถูกตอง แมนยํา และมีความไวสามารถใหผลการ
ทดสอบที่รวดเร็ว นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบ
ดีเอ็นเอเปาหมายไดที่ระดับความเขมขนตํ่าและ
มีความจําเพาะตอไวรัสที่ตองการทดสอบ ดวย
คณุสมบัตเิหลาน้ีจงึสามารถนาํมาใชเปนวธีิมาตรฐาน
ในการตรวจวเิคราะหวัคซนีหรือชีววตัถขุองประเทศ
ในอนาคต เพื่อใหเกิดความปลอดภัยตอผูบริโภค

ขอเสนอแนะ
 1. ควรมกีารศึกษาความไวและความจําเพาะ
ของเทคนิค Real-time PCR กับสายพันธุของไวรัส

ทีห่ลากหลาย เนือ่งจากในงานวจิยัน้ีไดทาํการทดสอบ
ความจําเพาะของ primer/probe เฉพาะกับ
สายพันธุมาตรฐานของ PPV และ Bovine 
parvovirus (BPV) เทาน้ัน จึงควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมโดยครอบคลมุ adventitious ในสายพันธุ
ทีห่ลากหลาย เพือ่ตรวจสอบความครอบคลมุและ
ประสิทธิภาพของ primer/probe ท่ีออกแบบใน
สถานการณจริง
 2. มีการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
เทคนิค Real-time PCR กับวิธีการวิเคราะหอื่น
อยางเปนระบบ แมวาผลการศกึษานีจ้ะแสดงใหเหน็วา
เทคนคิ Real-time PCR มคีวามไวและความแมนยาํ
สูง แตยังไมมีการเปรียบเทียบเชิงสถิติกับวิธีอื่น 
เชน ddPCR หรือ Next-generation sequencing 
ซึง่การศกึษาท่ีเปรียบเทียบประสทิธิภาพของแตละ
เทคนคิอยางเปนระบบจะชวยยนืยนัความเหมาะสม
ของวิธีในการใชงานในหองปฏิบัติการจริง
 3. ควรขยายการทดสอบไปยังเซลล
เพาะเลีย้งชนดิอืน่ทีใ่ชในอตุสาหกรรมการผลติวคัซนี 
จากผลการศกึษา พบวาเซลลเพาะเลีย้ง ST มคีวามไว
ตอการติดเชื้อ PPV ขณะที่เซลลเพาะเลี้ยง Vero 
ไมพบการเพิ่มจํานวนของไวรัส อยางไรก็ตาม 
ในกระบวนการผลิตวัคซีนยงัมกีารใชเซลลเพาะเลีย้ง
ชนิดอื่น เชน CHO, MRC5 และ BHK-21 ดังนั้น 
ควรมีการประเมินความสามารถของเทคนิค Real-
time PCR ในการตรวจหาเช้ือ PPV ในเซลล
เพาะเลีย้งอืน่ ๆ เพือ่ใหสามารถประยกุตใชวธิกีารนี้
ไดอยางครอบคลุมในทุกบริบทของอุตสาหกรรม
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