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ข้อแนะน ำส ำหรับผู้เขยีน 
 

 วารสารชีวผลิตภณัฑ ์ก าหนดออกปีละ 2 ฉบบั คือ เดือนมีนาคมและกนัยายน  
 

1. เร่ืองที่จะน ำลง 
1.1   ผลงานวิจยั (Research article) เป็นการเสนอผลการวิจยัท่ีผูเ้ขียนได้ท าข้ึนเอง มีการก าหนด

ปัญหาและวตัถุประสงคท่ี์ชดัเจน มีการรวบรวมขอ้มลู วิเคราะห ์สรุปและอภิปรายผลการวิจยั 
อนัน าไปสู่ความกา้วหนา้ทางวิชาการ 

1.2   บทความทางวิชาการ (Technical article) เป็นงานเขียนขนาดสั้น ซ่ึงมีการก าหนดประเดน็ท่ี
ชดัเจนโดยผูเ้ขียนเรียบเรียงจากผลงานทางวิชาการของตนเอง หรือของผูอ่ื้นในลกัษณะท่ีเป็น
การวิเคราะห์ วิจารณ์ หรือเสนอแนวความคิดใหม่ ๆ จากพ้ืนฐานทางวิชาการนั้นๆท่ีรวบรวม
ขอ้มูลความคิดเห็นและประสบการณ์ ของผูเ้ขียน 

1.3 บทความปริทรรศน์ (Review article) คือบทความท่ีรวบรวมผลงาน หรือแนวคิดเร่ืองใดเร่ือง
หน่ึงโดยเฉพาะ ซ่ึงเคยลงตีพิมพ์มาแลว้ น ามาวิเคราะห์ วิจารณ์ เพ่ือให้เกิดความกระจ่างใน
เร่ืองนั้นยิ่งข้ึน  

1.4   เร่ืองอ่ืน ๆท่ีคณะบรรณาธิการวารสารพิจารณาเห็นสมควร 
2. กำรจดัท ำต้นฉบับ 

2.1 ตน้ฉบบัท่ีจะเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภณัฑต์อ้งไดรั้บการอนุมติัใหเ้ผยแพร่จากตน้สงักดั และ
ตอ้งไม่เป็นเร่ืองท่ีเคยเผยแพร่หรืออยูร่ะหวา่งการพิจารณาเพ่ือเผยแพร่ในส่ืออ่ืน 

2.2 การพิมพผ์ลงานทางวิชาการ 

2.2.1 ตัวพิมพ์ ใช้ตัวอักษร Angsana New แบบปกติ ขนาด 15 ช่ือหัวข้อใหญ่ เช่น ช่ือเร่ือง 
บทคัดย่อ บทน ำ อุปกรณ์และวิธีกำร ผล วิจำรณ์ สรุป กิตติกรรมประกำศ 
และ เอกสำรอ้ำงองิ ใชต้วัอกัษรแบบหนา (Bold) ขนาด 17 ส่วนหัวขอ้ย่อย เช่น ค ำส ำคัญ 
ตำรำง รูปภำพ เป็นตน้ พิมพโ์ดยใชต้วัอกัษรแบบหนา ขนาด 15  

2.2.2  กระดำษที่ใช้พิมพ์  ใชก้ระดาษ A4 พิมพห์นา้เดียว จ านวนไม่เกิน 10 หนา้ 
2.2.3  กำรเว้นที่ว่ำงขอบกระดำษ  ดา้นบนท่ี 6.5 ซม. และดา้นซ้ายท่ี 4.5 ซม. ส่วนดา้นขวาและ

ล่างท่ี 1.5 ซม. 
2.2.4  กำรล ำดับหน้ำ   ใช้หมายเลข 1,2,3…... ท่ีก่ึงกลางหน้า ดา้นบน และใชต้วัอกัษรปกติ

ขนาด 15 
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2.2.5  ตำรำง รูปภำพ แผนภูมิ กรำฟ  จดัพิมพแ์ยกหนา้เฉพาะ และจดัวางหลงัเอกสารอา้งอิง 
โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
 ตาราง ระบุเลขท่ีของตาราง (table number) ช่ือของตาราง (table title) หัวตาราง 

(table heading) และท่ีมาของตาราง (ถา้มี) ให้ท าเป็นภาษาองักฤษหรือภาษาไทยทั้ง
ตาราง พิมพอ์ยู่ในหนา้เดียวกนัทั้งหมด ถา้ตารางมีความยาวเกิน 1 หนา้ ให้พิมพส่์วน
ท่ีเหลือในหนา้ถดัไปโดยพิมพเ์ลขท่ีตารางและตามดว้ยค าว่า (ต่อ) ค าบรรยายตาราง
ใหเ้ขียนไวด้า้นบนของตาราง 

 รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ ควรเป็นภาพขาวด า และท าเช่นเดียวกบัตาราง แต่ค าบรรยาย
ใหเ้ขียนไวด้า้นล่าง 

2.2.6  กำรพิมพ์ช่ือวิทยำศำสตร์ของส่ิงมีชีวิต ช่ือวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการตั้งช่ือระบบ
ทวินาม (Binomial nomenclature) พิมพ์ดว้ยตวัเอน เช่น Escherichia coli ในกรณีไม่
ระบุช่ือสปีชีส์หรือตอ้งการกล่าวถึงหลายสปีชีส์ เช่น Salmonella spp. 

3. ต้นฉบับเพื่อพิจำรณำเผยแพร่ในวำรสำรชีวผลิตภัณฑ์ 
3.1   จัดท าต้นฉบับผลงานทางวิชาการ (original manuscript) แ ล ะส า เน า  (photocopied 

manuscript) อ ีกจ านวน 3 ชุด  พร้อมแผ ่นบนัทึกไฟล ์ข อ้ม ูลอิเล ็กทรอนิกส์ ที ่ระ บุ
รายละเอียดช่ือผลงาน ช่ือเจา้ของผลงาน  และท่ีอยู่พร้อมเบอร์โทรศพัท์ 

3.2  ส่งตน้ฉบบัทั้งหมดพร้อมเอกสารน าส่งถึง 
 กองบรรณาธิการวารสารชีวผลิตภณัฑ์ 
 ส านักเทคโนโลยีชีวภณัฑ์สัตว ์อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 

              โทรศพัท ์0-4431-1476  ต่อ 122, 123 โทรสาร 0-4431-5931 
3.3  ไม่ส่งคืนตน้ฉบบั 
3.4  ตน้ฉบบัท่ีส่งใหพิ้จารณาจะมีใบตอบรับใหเ้จา้ของผลงาน และจะแจง้ผลการพิจารณาใหท้ราบ

ภายใน 2 เดือน 
3.5  ผลงานทางวิชาการท่ีไดร้ับการเผยแพร่ในวารสาร เจา้ของผลงาน (เฉพาะช่ือแรก) จะไดร้ับ

วารสารชีวผลิตภณัฑ์ จ านวน 1 เล่ม พร้อม reprint จ านวน 5 ชุด 
 4. กำรล ำดบัเร่ือง 

4.1 ช่ือเร่ือง (Title) ตั้งช่ือใหส้ั้นและส่ือความหมายไดดี้  
4.2 ชื่อผู้ เข ียนและผู้ ร่วมงำน  (Author and co-workers) เขียนชื่อนามสกุลเต็มทั้งภาษาไทย

และภาษาองักฤษ วางก่ึงกลางใตช่ื้อเร่ือง พร้อมทั้งสถานท่ีท างานท่ีติดต่อไดส้ะดวก พิมพเ์ป็น
เชิงอรรถ  
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4.3 บทคัดย่อ (Abstract) สั้นไดเ้น้ือความคลุมเร่ืองทั้งหมด โดยเฉพาะวตัถุประสงค ์วิธีการ และผล
การทดลองความยาวไม่ควรเกิน 15 บรรทดั ภาษาไทยและภาษาองักฤษเขียนแยกหนา้  

4.4 ค ำส ำคัญ (Key words) ค าหรือข้อความสั้ น ๆ ท่ีมีความหมายแสดงถึงความเป็นไปของการ
ทดลองนั้น ๆ ไม่เกิน 5 ค าส าคญั โดยพิมพอ์ยูใ่ตบ้ทคดัยอ่ 

4.5  เนือ้หำ (Text) ส าหรับผลงานวิจยัประกอบดว้ย 
4.5.1  บทน ำ (Introduction) บรรยายถึงความเป็นมาและวตัถุประสงค ์รวมทั้งควรมีการทบทวน

วรรณกรรม (literature review) ประกอบ 
 4.5.2  อุปกรณ์และวิธีกำร (Materials and Methods) ถา้เป็นการคิดคน้ข้ึนใหม่ควรอธิบายอย่าง

ละเอียด แต่ถา้เป็นท่ีทราบกนั ควรเขียนในลกัษณะอา้งอิงถึง ถา้เป็นช่ือการคา้ใหท้ าเป็น
เชิงอรรถ 

 4.5.3  ผล (Results) บรรยายผลการทดลองให้เขา้ใจง่าย อาจเสนอเป็นตาราง รูปภาพ หรือ
กราฟ  พร้อมค าบรรยายประกอบ  

 4.5.4  วิจำรณ์  (Discussion) วิจารณ์ถึงหลกัการที่แสดงออกมาจากผลการทดลอง เพื ่อ
สนับสนุน หรือคดัคา้นทฤษฎีท่ีมีผูเ้สนอมาก่อน เพ่ือเปรียบเทียบกบัผลการทดลองและ
การตีความหมายของผูอ่ื้น เนน้ถึงปัญหาขอ้โตแ้ยง้ในสาระส าคญัของเร่ืองท่ีก าลงักล่าวถึง 
และการน าผลไปใชใ้หเ้ป็นประโยชน ์

 4.5.5  สรุป (Conclusion) เขียนใจความท่ีส าคญัและคุณค่าของงานเพ่ือผูอ่้านเขา้ใจไดง่้ายข้ึน 
 4.5.6  กิตติกรรมประกำศ  (Acknowledgement) ระบุแหล่งสน ับสนุนทุนวิจยั  เค ร่ืองมือ 

อุปกรณ์ และความช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ 
 4.5.7  เอกสำรอ้ำงองิ (References)  

ก.  กำรอ้ำงองิในเนือ้เร่ือง  
1. วารสารหรือหนังสือ เม่ืออยู่ตน้ประโยค เช่น นพพร (2539), Lin and Lee (1981) 

เม่ืออยูก่ลางหรือทา้ยประโยค เช่น (วิไลและคณะ, 2532; Kumakai et al., 1961) 
กรณี อา้งอิงเอกสารหลายเร่ืองท่ีเขียนโดยผูแ้ต่งคนเดียวกนัและปีท่ีพิมพซ์ ้ ากนั ให้
ใช ้a b c หรือ d ตามหลงัปีท่ีพิมพส์ าหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช ้ก ข 
ค หรือ ง ตามหลงัปีท่ีพิมพ ์ส าหรับเอกสารภาษาไทย เช่น  เจือ และคณะ (2516ก),  
Katz (1984a) 

2. บุคคลหรือขอ้มลูท่ีไม่เคยลงพิมพม์าก่อน ใหอ้า้งเฉพาะในเน้ือเร่ืองเท่านั้น ไม่ตอ้ง
น าไปรวมในรายช่ือเอกสารอ้างอิง เช่น .....similar results (Layton, R. B. and 



 
 
 
 
 

 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ปีท่ี 22 ฉบับท่ี 2 กันยายน 2556                          4                     J. Vet. Biol. Vol. 22 No. 2 September 2013 

Weathers, C. C., unpublished data), .....for other bacteria (Jones, A. X., personal 
communication) 

3. เอกสารท่ีหน่วยงานเป็นผูจ้ดัท า ให้ระบุช่ือหน่วยงานเต็มในการอา้งถึงคร้ังแรก 
และระบุช่ือย่อท่ีเป็นทางการหลงัเคร่ืองหมายจุลภาค (,) การอา้งถึงคร้ังต่อไปให้
ใชช่ื้อยอ่นั้น กรณีท่ีไม่มีช่ือย่อ ให้ระบุช่ือหน่วยงานเต็มทุกคร้ัง เช่น (องค์การ
รับส่งสินคา้และพสัดุภณัฑ,์ ร.ส.พ., 2519)  

ข. กำรเขียนเอกสำรอ้ำงอิงท้ำยเร่ือง เ ร่ิมจากเอกสารอ ้างอิงภาษาไทยเขียนเรียง
ตามล าดับพยญัชนะของผูเ้ขียน เอกสารอา้งอิงภาษาองักฤษเขียนเรียงล าดบัช่ือสกุล
ตามดว้ยช่ือยอ่ของผูเ้ขียน 
1) วารสาร ระบุช่ือผูเ้ขียน ตามดว้ยปี ช่ือเร่ือง ช่ือย่อวารสาร ปีท่ี ฉบบัท่ี และหนา้ท่ี

อา้งถึง  เช่น 
สายพิณ ขุมทรัพย ์ สุรพล ขุมทรัพย ์และจาตุรนต์ พลราช  2544   การเจริญเติบโตของ

เซลล ์IFFA-3 ชนิดแขวนลอยในมีเดียมท่ีมีกรดอะมิโนและวิตามินผสม
ส าเร็จ วารสารชีวผลิตภณัฑ์ 11(1-2): 27-35 

Johnson, R. H. and Collings, D. F. 1971. Transplacental infection of piglets with 
a porcine parvovirus. Res. Vet. Sci. 12: 570-572. 

กรณีอา้งอิงเอกสารหลายเร่ืองท่ีเขียนโดยผูแ้ต่งคนเดียวกนัและปีท่ีพิมพซ์ ้ ากนั ให้
ใช ้a b c หรือ d ตามหลงัปีท่ีพิมพ ์ส าหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช ้ก ข ค 
หรือ ง ตามหลงัปีท่ีพิมพ ์ส าหรับเอกสารภาษาไทย เช่น   
Carter, G.R. 1963a. A discussion of recent developments relating to Pasteurella hemolytica 

with special reference to strains pathogenic for cattle. Can. Vet. J. 4(7): 
170–174.  

Carter, G.R. 1963b. Immunological differentiation of type B and E strains of 
Pasteurella multocida. Can. Vet. J. 4(3): 61–63. 

2) หนงัสือ ระบุช่ือผูเ้ขียน ปีท่ีพิมพ ์ช่ือเร่ือง บรรณาธิการ (ถา้มีบรรณาธิการหลายคน
ใหอ้า้งทุกคน) ช่ือหนงัสือ คร้ังท่ีพิมพ ์ส านกัพิมพ ์เมืองท่ีพิมพ ์ประเทศ หนา้แรก
และหนา้สุดทา้ยท่ีอา้งถึง ส าหรับหนงัสือภาษาองักฤษ ถา้อา้งเพียง 1 หนา้ ใช ้p. 
ถา้อา้งอิงหลายหนา้ใช ้pp. เช่น  
กองแผนงาน กรมปศุสัตว ์2543 ขอ้มูลจ านวนปศุสัตวใ์นประเทศไทย โรงพิมพ์

ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจ ากดั กรุงเทพฯ หนา้ 81 
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ไพโรจน์ จ๋วงพานิช  2520 โรคออ้ยท่ีเกิดจากเช้ือรา ใน เกษม สุขสถาน และอุดม พูลเกษ 
บรรณาธิการ หลกัการท าไร่ออ้ย  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  กรุงเทพฯ 
หนา้ 141-145 

Office International des Epizooties. 2000. Principles of Veterinary Vaccine 
Production. In Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 4th 
ed. OIE. Paris, France. p. 42. 

Dutta, S. K., Shankarappa, B. and Mattingly-Napier, B. 1991. Antigenic analysis of 
Ehrlichia risticii isolates. In Plowright, W., Rossdale, P. D., Wade, J. F. (ed.), 
Equine Infectious Diseases VI Proceedings of the Sixth International Conference 
7-11 July 1991. R&W Publication (Newmarket) Limited. Suffolk, UK. 
pp. 61-65. 

Van Oirschot, J. T. 1986. Hog Cholera. In Leman, A. D. (ed.), Diseases of 
Swine, 6th ed. Iowa State University Press. Iowa. pp. 293-297. 

3) เวบ็ไซต ์ระบุช่ือผูเ้ขียน ปีท่ีพิมพ ์ช่ือเร่ือง ช่ือหนงัสือ (ถา้มี) แหล่งท่ีมาและวนัท่ี
เขา้ถึง เช่น 
จนัทรา แป้นตุม้  จุฑาพร ศรีวิพฒัน์  วรวิทย ์แสงสิงแกว้ และพ่ึงพิศ ดุลยพชัร์ 2541

อาห ารจากข้ าวโพด  คู่ มื อ ส่ ง เส ริ ม ก าร เก ษ ต ร ท่ี  4 3   แห ล่ ง ท่ี ม า 
http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm  27 มีนาคม 2541 

Boscos, C. M. 2004.  Canine TVT: Clinical findings, Diagnosis and Treatment. The 
29 th World Congress of the World Small  Animal Veterinary 
Association. 6-9 October 2004. Rhodes, Greece. Available from 
http://www.vin.com/proceedings/Proceedings.plx [Accessed 10 January 2006]. 
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จำกกองบรรณำธิกำร 
 

เน้ือหาของวารสารฉบบัน้ีประกอบดว้ย ผลงานการศึกษาทดลองของนกัวิชาการส านกัเทคโนโลยี-
ชีวภณัฑส์ัตว ์ซ่ึงเป็นเร่ืองท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาชีวภณัฑใ์นการตรวจสอบและเทคนิคการผลิตท่ีเก่ียวกบั
ไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือย รวม 3 เร่ือง ซ่ึงแมว้า่ผลงานวิชาการเหล่าน้ีจะยงัไม่ก่อใหเ้กิดนวตักรรมเป็นผลิตภณัฑท่ี์
น าออกสู่ผูใ้ชห้รือเกษตรกรโดยตรง   แต่มีความส าคญัในการน าไปสู่การต่อยอดทางวิชาการต่อไปเพ่ือให้ไดม้าซ่ึง
ผลิตภณัฑ์ท่ีมีคุณภาพดียิ่งข้ึน นอกจากน้ียงัมีบทความทางวิชาการท่ีเป็นความรู้และหลกัการเบ้ืองตน้ดา้นความ
ปลอดภยัและความมัน่คงทางชีวภาพของหอ้งปฏิบติัการ และเกร็ดความรู้สั้น  ๆท่ีเกิดจากประสบการณ์การท างานซ่ึง
น ามาบอกเล่าเป็นการเผยแพร่ความรู้ท่ีแฝงอยู ่ซ่ึงบางคร้ังไม่สามารถหาอ่านไดจ้ากต ารา เพ่ือเป็นองคค์วามรู้แก่ผูอ่้าน
ภายใตค้อลมัน์ท่ีช่ือว่า เข็มในกองฟาง  โดยในฉบบัน้ีเป็นเกร็ดความรู้เก่ียวกบัการท างานทดลองท่ีใชห้นูไมซ์ ซ่ึงจะ
เป็นประโยชนก์บัผูท่ี้มีปัญหาการท าเคร่ืองหมายและการควบคุมหนูไมซ์เพ่ือการทดลอง 
 กองบรรณาธิการหวงัเป็นอยา่งยิ่งว่าวารสารชีวผลิตภณัฑฉ์บบัน้ีจะเป็นประโยชน์ในการด าเนินงาน
วิชาการของนกัวิชาการและเป็นขอ้มลูแก่ผูเ้ก่ียวขอ้งและผูส้นใจทุกท่าน 
 
 
               ขอขอบคุณ 
        สพ.ญ.รัชนี  อตัถิ 

        บรรณาธิการ  
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พฒันำกำรผลติชุดตรวจสอบโรคปำกและเท้ำเป่ือยโดยวธิอีไีลซ่ำ 
 

วิไล ลินจงสุบงกช1   ก่ิงกานต ์บุญสุยา สีโย2   จุฬานีย ์น่วมจิตร์2 
ปิยภรณ์ เจริญผล2    จรรยา สมานิตย์2   โสภา สิงคลีบุตร2   รัตนีย ์ทองทา2 

 

บทคดัย่อ 
 

 ชุดตรวจสอบโรคปากและเท้าเป่ือยไทป์ O, A และ Asia1 โดยวิธีอีไลซ่า ได้ถูกพัฒนาและ
ตรวจสอบความใชไ้ด ้ซ่ึงไดแ้ก่ แอนติเจนชนิดเขม้ขน้ (concentrated antigen),  rabbit trapping antibody และ 
guinea pig detecting antibody   จากการตรวจสอบความใชไ้ดข้องแอนติเจนโดยการไตเตรทดว้ยวิธีอีไลซ่า 
พบว่ามีความจ าเพาะสูงต่อไทป์ O, A และ Asia1โดยให้ค่า working dilution ท่ี 1:512, 1:1024 และ 1:1024 
ตามล าดบั  นอกจากน้ียงัพบว่าแอนติเจนชนิดเขม้ขน้สามารถเก็บรักษาคุณภาพไดย้าวนานไม่ต ่ากว่า 1 ปี  
ส่ วน  rabbit trapping antibody และ  guinea pig detecting antibody ไท ป์  O, A และ  Asia1 เม่ื อท าก าร
ตรวจสอบความใชไ้ด ้โดยวิธีไตเตรท พบว่า rabbit trapping antibody ให ้working dilution หรือ optimal dilution 
สูงท่ี  1:12800 ทั้ ง 3 ไทป์    ในขณะท่ี  guinea pig  detecting antibody ให้  working dilution ห รือ  optimal 
dilution สูงท่ี 1:3200 ทั้ง 3 ไทป์  แสดงถึงมีความจ าเพาะและความไวสูง สรุปโดยภาพรวมการพฒันาการ
ผลิตชุดสารตรวจสอบเหล่าน้ี สามารถน ามาใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรคปากและเทา้เป่ือยโดยวิธีอีไลซ่า และ
ยงัเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉยัโรคไดอ้ย่างถูกตอ้งและแม่นย  ายิ่งข้ึน นอกจากน้ีพบว่าสาร
ตรวจสอบดังกล่าวสามารถเก็บรักษาคุณภาพท่ีอุณหภูมิ -20oC ได้ยาวนาน ดังนั้ นชุดสารตรวจสอบท่ี
พัฒนาข้ึนจะเป็นประโยชน์ทั้ งด้านลดการน าเข้าและประหยดังบประมาณประจ าปีในการสั่งซ้ือจาก
ต่างประเทศ 
  
 
ค ำส ำคัญ:  ชุดสารตรวจสอบ   โรคปากและเทา้เป่ือย   อีไลซ่า 
 
 

 

1  ผูเ้ช่ียวชาญดา้นโรคปากและเทา้เป่ือย ท่ีปรึกษากรมปศุสตัว ์  
2  ศูนยอ์า้งอิงโรคปากและเทา้เป่ือย ภูมิภาคเอเซียตะวนัออกเฉียงใต ้ปากช่อง  นครราชสีมา  30130 
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บทน ำ 
  

โรคปากและเทา้เป่ือยเป็นโรคระบาดเกิดจากเช้ือไวรัส  ติดต่อง่าย และแพร่กระจายไดอ้ย่างรวดเร็ว
ในสัตว์เศรษฐกิจ ส่งผลท าให้การส่งออกสัตว์หรือผลิตภัณฑ์สัตว์ไปยงัต่างประเทศไม่ได้ เน่ืองจาก
ต่างประเทศใชเ้ป็นขอ้กีดกนัทางการคา้  โรคปากและเทา้เป่ือยมีทั้งหมด 7 ไทป์คือ O, A , Asia1, C, SAT1, 
SAT2 และ SAT3  (Brooksby and Rogers, 1975)  ซ่ึงในแต่ละไทป์ไม่ให้ความคุ้มข้ามซ่ึงกันและกัน 
นอกจากน้ียงัแบ่งออกเป็นไวรัสชนิดย่อยอีกประมาณ 64 subtype (Pereira,1977) โดยแบ่งตามคุณสมบัติของ
แอนติเจนของไวรัสแต่ละชนิด  พบระบาดในประเทศไทยเพียง 3 ไทป์คือ O,  A และ Asia1  การตรวจวินิจฉัยโรค
ท่ีใหป้ระสิทธิผลถูกตอ้ง แม่นย  า อ่านผลรวดเร็วและไดม้าตรฐานตามหลกัวิชาการ  จะส่งผลเพ่ิมประสิทธิภาพ
ดา้นการป้องกนัและควบคุมโรคปากและเทา้เป่ือยทั้งในระดบัประเทศและระดบัภูมิภาคให้บรรลุผลส าเร็จ
ตามเป้าประสงค ์กรมปศุสัตวมี์นโยบายและแผนยุทธศาสตร์หลกัในการป้องกนัและควบคุมโรคปากและเทา้เป่ือย 
โดยเนน้ควบคุมการเคล่ือนยา้ยสตัว ์และฉีดวคัซีนสตัวใ์นพ้ืนท่ีใหไ้ด ้80% ของประชากรสตัวท์ั้งประเทศเพ่ือ
เสริมสร้างภูมิคุ ้มกันให้กับสัตว์ให้ได้ herd immunity ไม่ต ่ ากว่า 80% ซ่ึงทางระบาดวิทยาถือว่าสามารถ
ป้องกนัโรคจากการระบาดได ้  การตรวจหาไวรัส (antigen detection) ในสัตวป่์วย และการตรวจหาแอนติบอดี 
(antibody detection) ในสัตวท่ี์ไดรั้บการฉีดวคัซีนหรือไดรั้บการติดเช้ือ โดยการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสโรค
ปากและเท้าเป่ือยไทป์ O, A และ Asia1 ซ่ึงสามารถตรวจได้หลายวิธี ได้แก่  Complement fixation (CF) test 
(Casey, 1995), Virus neutralization test (Rweyemamu et al., 1987) ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธี  Indirect Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคปากและเทา้เป่ือย โดยตรวจหาแอนติเจน
ดว้ยวิธี  ELISA  typing จากตวัอยา่งเยื่อล้ินหรือเยื่อกีบของสตัวป่์วย  (Roeder and Le Blanc Smith, 1987)  ซ่ึง
พบวา่ใหค้วามไวและแม่นย  ากวา่วิธี CF test  (Ferris and Dawson, 1988; Westbury et al., 1988) นอกจากน้ียงั
ไดมี้การพฒันาเทคนิค ELISA มาใช้ตรวจหาแอนติบอดี ไดแ้ก่  liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) 
(Hamblin et al., 1987) ซ่ึงให้ความไวและความจ าเพาะมากกว่า วิธี VN test ถึง 2-2.5 เท่า (Westbury et al., 
1988; Linchongsubongkoch and Janukit, 1994)  สารตรวจสอบท่ีใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยโรคด้วยวิธี 
ELISA ทั้ง antigen detection และ antibody detection ที่ใชป้ัจจุบนั เป็นสารตรวจสอบที่ผลิตที่ศ ูนย์
อา้งอิงโรคปากและเทา้เป่ือยภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้เพ่ือใชภ้ายในศูนยแ์ละแจกจ่ายใหก้บัหน่วยงาน
ศูนยวิ์จยัและพฒันาการสตัวแพทยข์องกรมปศุสัตว ์ หรือบางคร้ังแจกจ่ายใหก้บัหน่วยงานต่างประเทศภายใต้
โ ค ร งก าร  South East Asia and China Foot and Mouth Disease Control (SEACFMD) Campaign  ส า ร
ต ร ว จส อ บ เห ล่ า น้ี ไ ด้ แ ก่  rabbit trapping antibody serum, guinea pig detecting antibody serum แ ล ะ 
inactivated FMD antigen ของไวรัสไทป์ O, A และ Asia1 ซ่ึงเป็นสารตรวจสอบท่ีมีลักษณะเป็น fresh 
reagent โดยเฉพาะอย่างยิ่ง inactivated FMD antigen จะมีความไม่คงทนต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม  



 
 
 
 
 

 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ปีท่ี 22 ฉบับท่ี 2 กันยายน 2556                          9                     J. Vet. Biol. Vol. 22 No. 2 September 2013 

การเกบ็รักษาไม่ยาวนานและคุณภาพของแอนติเจนเส่ือมง่าย   ส่วนสาร rabbit trapping antibody และ guinea 
pig detecting antibody มีความบริสุทธ์ิไม่เพียงพอ จะส่งผลให้เกิดปฏิกิริยากบัโปรทีนต่างๆ (non specific 
blinding reaction) ในซีรัมได ้ท าใหเ้กิด background สูงรวมถึงการเกิดปฏิกิริยาขา้ม serotype (cross reaction) 
ส่งผลให้การตรวจสอบผิดพลาดได ้ดังนั้นการวิจยัในคร้ังน้ีจะเป็นการพฒันาการผลิตชุดสารตรวจสอบ
ส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเป่ือย antigen detection และ antibody detection รวมทั้ ง
ตรวจสอบความใช้ได้ของสารตรวจสอบไดแ้ก่ rabbit trapping antibody, guinea pig detecting antibody และ 
inactivated FMD antigen ทั้งดา้นความบริสุทธ์ิ ความจ าเพาะ ความไว  และคุณภาพการเก็บรักษา  เพ่ือลดการ
สูญเสียและลดค่าใชจ่้ายในการสัง่ซ้ือจากต่างประเทศ  
   

อปุกรณ์และวธีิกำร 
  

 เตรียมแอนตเิจนโรคปำกและเท้ำเป่ือยชนิดเข้มข้น 
 เพาะเล้ียงไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือยไทป์ O, A และ Asia1 ลงบนเซลล ์BHK-21 ท าการ inactivate 
ดว้ย 2% binaryethyleneimine (BEI)  น าไปอุ่นใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 26C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ท าให้
แอนติเจนเขม้ขน้โดยการตกตะกอนดว้ย 7% polyethylene glycol (PEG 6000)   ละลายตะกอนดว้ย PBS หรือ 
Tris-Hcl ให้มีปริมาณความเข้มข้นประมาณ 20 เท่าจากปริมาตรเร่ิมต้น  เติม 1% bovine serum albumin 
(BSA) เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาคุณภาพ ท าการตรวจสอบความใช้ได้ของ antigen ได้แก่ complete 
inactivation โดยผ่านลงบนเซลล์เพาะเล้ียงต่อเน่ืองกันจ านวน 3 คร้ัง,  ตรวจ cross reaction และworking 
dilution หรือ optimal dilution โดยวิธี antigen titration ดว้ยวิธี ELISA ก่อนน าไปใช ้
 

เตรียมอนุภำค 146 S ของไวรัสโรคปำกและเท้ำเป่ือยไทป์ O, A และ Asia1 
 น ้ ายาไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยท่ีผ่านการ inactivate ด้วย 2% binary ethyleneimine (BEI)   
(Bahnemann, 1975) ท าการตกตะกอนดว้ย 7% PEG 6000 และท าให้เขม้ขน้ประมาณ 200-250 เท่า โดยการ
ป่ันด้วยเคร่ือง ultracentrifuge ภายใต้สูญญากาศท่ีความเร็ว 30,000 rpm เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  ท าการแยก
อนุภาค 146S ท่ีบริสุทธ์ิโดยผ่าน 15-45 % sucrose density gradient ultracentrifugation ท่ีความเร็วรอบ 27,000 rpm  
เป็นเวลา 4 ชัว่โมง (Brown and Cartwright, 1968; Cowan, 1968)  ท าการเก็บหลอดท่ีมีปริมาณ 146S สูง(peak)โดย
ใช ้fraction collector ท่ีต่อเขา้กบัเคร่ือง monitor  ใช ้spectophotometor  วดัค่า optical density (OD) ท่ีความยาว
คล่ืน 254 นาโนมิเตอร์ เพ่ือค านวณค่าปริมาณอนุภาค 146S (ug/ml) (Bachrach et al., 1964)  เก็บเป็นสต๊อก
ในตู ้-80oC ก่อนน าไปฉีดเขา้กระต่ายและหนูตะเภาต่อไป 
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เตรียม rabbit trapping antibody ของไวรัสโรคปำกและเท้ำเป่ือยไทป์ O, A และ Asia1 
เจือจางอนุภาค 146S จากสต๊อกดว้ย 0.01M PBS ให้มีปริมาณ 50ไมโครกรัมต่อกระต่าย 1 ตวั  น ามาผสม

กับ complete Freund’s  adjuvant ปริมาตรเท่ากัน ผสมสารทั้ งสองให้เข้ากันจนได้ emulsion ท่ีเป็นเน้ือเดียวกัน  
น าไปฉีดเขา้กลา้มเน้ือกระต่าย หลงัจากนั้น 28 วนั ท าการฉีดซ ้ าโดยใช ้146S ในปริมาณ 25 ไมโครกรัมต่อกระต่าย 
1 ตวั ผสมกบั incomplete Freund’s adjuvant ปริมาตรเท่ากนั ผสมสารทั้งสองให้เขา้กนัจนได ้emulsion ท่ีเป็นเน้ือ
เดียวกนั ฉีดเขา้กลา้มเน้ือกระต่าย ท าการเจาะเลือดหลงัฉีดคร้ังท่ีสอง 10 วนั แยกซีรัมน าไปตรวจสอบความใชไ้ด้
โดยตรวจ cross reaction  และตรวจ หา working dilution ก่อนเก็บเป็นสต๊อกส าหรับใชเ้ป็นสารตรวจสอบในงาน 
ELISA ต่อไป   
 

เตรียม guinea pig detecting antibody ของไวรัสไทป์ O, A และ Asia1 
เจือจางอนุภาค 146S จากสต๊อกด้วย 0.01M PBS ให้มีปริมาณ 25 ไมโครกรัมต่อหนูตะเภา 1 ตัว 

น ามาผสมกบั complete Freund’s  adjuvant ปริมาตรเท่ากนั ผสมสารทั้งสองใหเ้ขา้กนัจนได ้emulsion ท่ีเป็น
เน้ือเดียวกนั น าไปฉีดเขา้กลา้มเน้ือหนูตะเภา  หลงัจากนั้น 28 วนัท าการเจาะเลือดแยกซีรัมน าไปตรวจสอบ
ความใชไ้ด้โดยตรวจ cross reaction และตรวจหา working dilution ก่อนเก็บเป็นสต๊อกส าหรับใช้เป็นสาร
ตรวจสอบในงาน ELISA ต่อไป   
 

ตรวจสอบควำมใช้ได้ของชุดสำรตรวจสอบ  
ชุดสารตรวจสอบท่ีผลิตไดคื้อ  แอนติเจนชนิดเขม้ขน้,  rabbit trapping antibody และ guinea pig 

detecting antibodyไทป์ O, A และ Asia1น ามาตรวจสอบความใชไ้ดโ้ดยวิธี titration เพ่ือหา working dilution 
และตรวจสอบ cross reaction เพ่ือให้มัน่ใจว่าสารตรวจสอบเหล่าน่ีมีความจ าเพาะและมีความไวโดยไม่มี 
cross binding reaction กบัไวรัสไทป์อ่ืน ดงัน้ี 

Antigen titration ส ำหรับแอนตเิจนชนิดเข้มข้นไทป์ O, A และ Asia1 
coat เพลทดว้ย rabbit trapping antibody  ต่อไทป์ O, A และ Asia1 ลงบน ELISA เพลท ในความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ท้ิงคา้งคืนในตูเ้ยน็ วนัรุ่งข้ึนเตรียมตวัอย่างแอนติเจนเขม้ขน้ของแต่ละไทป์โดยเจือจาง
แบบ two fold serial dilution เร่ิม ท่ี  1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 จนถึง 1:8192 ตามล าดับ  เติมลงบนเพลท  
incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย guinea pig detecting antibody ของแต่ละไทป์ลง
บนเพลท  incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  เตรียมสารละลาย conjugate เติมลงในเพลท incubate ท่ี 37oC เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย substrate ปล่อยไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที เติมสารละลายของกรดซลัฟูริค 
(H2SO4) เพ่ือหยดุปฏิกิริยาของ substrate  อ่านค่า optical density (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนมิเตอร์  และหา
ค่า optimal dilution หรือ working dilution ของไวรัสแต่ละไทป์ โดยอ่านค่าท่ี dilution สูงสุดของไวรัสท่ีให้
ค่า OD อยูใ่นช่วง 1.5-1.8  
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Rabbit trapping serum titration ต่อไวรัสไทป์ O, A และ Asia1 
coat เพลทดว้ยตวัอย่าง rabbit trapping antibody ของแต่ละไทป์ โดยการเจือจางแบบ two fold serial 

dilution เร่ิมท่ี  1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 จนถึง 1:10240 ตามล าดับ ท้ิงค้างคืนในตู้เย็น   
วนัรุ่งข้ึนเตรียมสารละลายแอนติเจนของแต่ละไทป์โดยใชค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีผ่านการ titrate มาแลว้เติม
ลงบนเพลท ท าการ incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย guinea pig detecting antibody 
ของแต่ละไทป์ลงบนเพลท  incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เตรียมสารละลาย conjugate เติมลงในเพลท 
incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นเติมสารละลาย substrate ปล่อยไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 20 นาที  เติม
สารละลายของกรดซลัฟูริคเพ่ือหยดุปฏิกิริยาของ substrate  อ่านค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนมิเตอร์ และ
หาค่า optimal dilution หรือ working dilution ของ rabbit serumแต่ละไทป์ โดยอ่านค่าท่ี dilution สูงสุด serum 
ท่ีใหค่้า OD อยูใ่นช่วง 1.5-1.8  

Guinea pig serum titration ต่อไวรัสไทป์ O, A และ Asia1 
coat เพลทด้วย rabbit trapping antibody ต่อไทป์ O, A และ Asia1 ลงบน ELISA เพลท ในความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสม   ท้ิงคา้งคืนในตูเ้ยน็ วนัรุ่งข้ึนเตรียมสารละลายแอนติเจนของแต่ละไทป์โดยใช้ความ
เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีผ่านการ titrate มาแลว้เติมลงบนเพลท ท าการ incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
เตรียมตัวอย่าง guinea pig serum ของแต่ละไทป์ โดยการเจือจางแบบ two fold serial dilution เร่ิมท่ี 1:100, 
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 จนถึง 1:6400 ตามล าดบั เติมลงบนเพลท ท าการ incubate ท่ี 37oC เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง เตรียมสารละลาย conjugate เติมลงในเพลท incubate ท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติม
สารละลาย substrate ปล่อยไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที  เติมสารละลายของกรดซลัฟริูค  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ 
substrate  อ่านค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนมิเตอร์และหาค่า optimal dilution หรือ working dilution 
ของ guinea pig serum แต่ละไทป์โดยอ่านค่าท่ี dilution สูงสุด serum ท่ีใหค่้า OD อยูใ่นช่วง 1.5-1.8  

 

ตรวจสอบควำมคงทนของแอนตเิจนชนิดเข้มข้น 
การตรวจสอบความคงทนของแอนติเจนชนิดเขม้ขน้ไทป์ O, A และ Asia1 หลงัเก็บรักษาในตูแ้ช่แข็ง

อุณหภูมิ -20oC เป็นเวลา 12 เดือน ตั้ งแต่เดือนมกราคม ถึงเดือนธันวาคม ท าการสุ่มตัวอย่างทุกเดือนมา
ตรวจสอบคุณภาพโดยวิธี antigen titration 
 

ผล 
 

การพฒันาผลิตชุดสารตรวจสอบส าหรับใชต้รวจวินิจฉยัโรคปากและเทา้เป่ือยโดยวิธี ELISA นั้นสาร
ตรวจสอบท่ีผลิตไดมี้ดงัน้ี แอนติเจนชนิดเขม้ขน้, rabbit trapping antibody และguinea pig detecting antibody 
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ไทป์ O, A และ Asia1 ซ่ึงได้ผ่านการตรวจสอบความใช้ได้และความจ าเพาะโดยวิธี antigen titration, cross 
reaction titration และ working dilution  ผลดงัแสดงในรูปแผนภูมิท่ี 1, 2 และ 3 ตามล าดบั  

ผลการตรวจสอบความใชไ้ดข้องแอนติเจนชนิดเขม้ขน้ พบวา่แอนติเจนไทป์ O , A และ Asia1 ชนิด
เขม้ขน้ท่ีผลิตไดใ้ห ้working dilution  ท่ี 1:512, 1:1024 และ 1:1024 ตามล าดบั และพบว่าไม่มี cross reaction 
กบัไทป์อ่ืน  ดงัแสดงในตารางท่ี 1   

ผลการตรวจสอบความคงทนของแอนติเจนชนิดเขม้ขน้ไทป์ O, A และ Asia1ท่ีเก็บรักษาในตูแ้ช่แข็ง 
-20oC เป็นเวลานาน 12 เดือน ผลปรากฏว่า แอนติเจนแต่ละไทป์ยงัคงมีคุณภาพให ้antigen titer สูง โดยมีค่า 
OD อยูใ่นช่วง 2.5–2.8 ดงัแสดงในแผนภูมิท่ี 1    

ผลการตรวจสอบความใชไ้ดข้อง rabbit trapping antibody โดยการตรวจหา working dilution ของ
ไทป์ O, A และ Asia1 ไดค่้า working dilution ท่ี 1:12800 ทั้ง 3 ไทป์  ดงัแสดงในแผนภูมิท่ี 2    

ผลการตรวจสอบความใชไ้ดข้อง guinea pig detecting antibody  โดยการตรวจหา working dilution 
ของไทป์ O, A และ Asia1 ไดค่้า working dilution ท่ี 1:3200 ทั้ง 3 ไทป์ ดงัแสดงในแผนภูมิท่ี 3    

 

สรุปและวจิำรณ์ 
 

การพฒันาการผลิตชุดตรวจสอบโรคปากแลเทา้เป่ือยไทป์ O, A และ Asia1 ไดแ้ก่ แอนติเจนชนิดเขม้ขน้  
rabbit trapping antibody และ guinea pig detecting antibody พบว่าสารตรวจสอบท่ีผลิตไดมี้ความเขม้ขน้และความ
บริสุทธ์ิสูงระดบัหน่ึง เป็นสารท่ีมีคุณภาพ ให้ความจ าเพาะและความไวสูงในแต่ละไทป์ ซ่ึงปัจจุบนัได้มีการ
แจกจ่ายสารตรวจสอบเหล่าน้ีให้กบัหน่วยงานในกรมปศุสัตวไ์ดแ้ก่ ศูนยอ์า้งอิงโรคปากและเทา้เป่ือย  สถาบนั
สุขภาพสัตวแ์ห่งชาติ และศูนยว์ิจยัและพฒันาการสัตวแพทยป์ระจ าภูมิภาคเพื่อน าไปใชใ้นงานตรวจ
วินิจฉยัโรคปากและเทา้เป่ือย เพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉยัโรคไดอ้ย่างถูกตอ้งและ
ยงัใหค้วามจ าเพาะและความไวสูง นอกจากน้ียงัพบว่าสารตรวจสอบท่ีผลิตเป็นแอนติเจนท่ีมีความเขม้ขน้
ประมาณ 20 เท่า เม่ือน ามาตรวจโดยวิธี antigen titration พบว่าใหค้่า working dilution สูงตั้งแต่ 1:512 ถึง 
1:1024  (ตารางท่ี 1) ซ่ึงการใช ้working dilution ท่ีสูง จะสามารถเพ่ิมความจ าเพาะใหสู้งข้ึนและยงัสามารถ
แกป้ัญหาเร่ือง background อนัเนื ่องมาจาก non specific binding reaction และการเกิด cross reaction 
ระหว่างไทป์อื่นได ้การผลิตดว้ยวิธีน้ีจึงไดแ้อนติเจนที่มีความจ าเพาะสูงและจะส่งผลใหก้ารตรวจ
วินิจฉยัโรคปากและเทา้เป่ือยไดอ้ย่างถูกตอ้งและแม่นย  า  จากการทดสอบความคงทนในการเก็บรักษา
คุณภาพของแอนติเจนทั้ง 3 ไทป์ โดยการสุ่มตรวจสอบ antigen titration ทุกเดือนเป็นเวลานาน 12 เดือน 
พบว่าแอนติเจนดงักล่าวไม่มีการเส่ือมคุณภาพ ยงัคงให ้titer ในระดบัสูงและคงท่ี ไดค้่า OD อยู่ระหว่าง 
2.5 ถึง 2.8 (แผนภูมิที่ 1) ในการศึกษาวิจยัคร้ังน้ีไม่ไดท้ าการทดลองต่อหลงัเก็บรักษาเกินระยะเวลา 1 ปี 
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ส่วนกรณีการตรวจสอบ rabbit trapping antibody และ guinea pig detecting antibody ไทป์ O, A และ 
Asia1 ในแผนภูมิที่ 2 และ 3 พบว่าให ้working dilution ค่อนขา้งสูงและไม่มี cross reaction กบัไทป์อื่น  
แสดงถึงความจ าเพาะสูง ซ่ึงสามารถน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อเพิ่มปริมาณหรือขยายการผลิตในเชิงพาณิชย์
ไดใ้นอนาคต  โดยเพิ่มอุปกรณ์และครุภณัฑว์ิทยาศาสตร์ท่ีจ าเป็นบางอย่าง เช่น อุปกรณ์ส าหรับการขยาย
ปริมาณการเพาะเล้ียงเซลลแ์ละเพาะเล้ียงไวรัส  เคร่ืองท าไวรัสใหเ้ขม้ขน้และบริสุทธ์ิเป็นตน้ จากผลส าเร็จ
ในการพฒันาการผลิตชุดสารตรวจสอบเหล่าน้ีจะสามารถประหยดังบประมาณประจ าปีไดปี้ละหลายลา้น
บาท โดยไม่จ าเป็นตอ้งสั่งซ้ือจากต่างประเทศ  ปัจจุบนัชุดสารตรวจสอบส าหรับตรวจวินิจฉยัโรคปากและ
เทา้เป่ือยทั้งหมด 7 ไทป์  จะมีแหล่งผลิตและจ าหน่ายท่ีหน่วยงาน World Reference Laboratory for FMD, 
Pirbrigth  Laboratory ประเทศองักฤษเท่านั้น ซ่ึงสารตรวจสอบเหล่าน้ีมีราคาสูงมาก ดงันั้นในการวิจยัและ
พฒันาการผลิตชุดสารตรวจสอบคร้ังน้ีพบว่าไดส้ารตรวจสอบท่ีมีคุณภาพ ไดม้าตรฐาน ราคาประหยดั  รวมทั้ง
สามารถแจกจ่ายใหก้บัหน่วยงานต่างๆในกรมปศุสัตว ์และศูนยวิ์จยัและพฒันาการสัตวแพทยท์ั้ง 7 แห่งของ
กรมปศุสัตว์ เพื ่อใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรคและการตรวจเฝ้าระวงัโรคปากและเทา้เป่ือยตามแผน
ยุทธศาสตร์กรมปศุส ัตวไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ   นอกจากน้ียงัสามารถแจกจ่ายหรือจ าหน่ายใหก้บั
หน่วยงานต่างประเทศโดยเฉพาะประเทศสมาชิก OIE ภายใตโ้ครงการ South East Asia and China Foot 
Mouth Disease Control Campaign   (SEACFMD) ใหบ้รรลุเป้าหมายและผลส าเร็จส าหรับการยื่นขอรับ
รองจาก OIE ในการจดัตั้งเขตปลอดโรคปากและเทา้เป่ือยโดยฉีดวคัซีนในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้
ภายในปี คศ. 2020 ตามแผนยุทธศาสตร์ SEACFMD 2020 Roadmap 
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ตำรำงที่ 1   แสดงการตรวจสอบความใช้ไดข้องไวรัสชนิดเขม้ขน้ไทป์ O, A และ Asia1 โดยวิธี antigen 
titration และตรวจหา working dilution และ cross reaction   สรุปผลการหา working dilution 
โดยอ่านค่าท่ี OD ช่วง 1.5-1.8 ของไทป์ O, A และ Asia1 เท่ากับ 1:512, 1: 1024 และ 1:1024 
ตามล าดบั 

 

   

   
              
 
   
 
 
 
 
 
 

  

 แผนภูมทิี่ 1  แสดงค่าการตรวจสอบคุณภาพ  ความคงทนของไวรัสชนิดเขม้ขน้ไทป์ O, A และ Asia1 ท่ีเกบ็ 
                       รักษาในตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20oC  เป็นเวลานาน 12 เดือน โดยสุ่มตวัอยา่งตรวจทุกเดือน 
 

 

 



 
 
 
 
 

 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ปีท่ี 22 ฉบับท่ี 2 กันยายน 2556                          16                     J. Vet. Biol. Vol. 22 No. 2 September 2013 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
   

 
แผนภูมิที่ 2  แสดงผลการตรวจสอบความใชไ้ดข้อง rabbit trapping antibody โดยตรวจหา working dilution 

ของไทป์ O, A และ Asia1  ตามล าดบั    
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิที่ 3  แสดงผลการตรวจสอบความใช้ได้ของ guinea pig detecting antibodyโดยตรวจหา working 
dilution ของไทป์ O, A และ Asia1 ตามล าดบั     
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Development of production of foot and mouth disease ELISA reagent kit 
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Abstract 
 

The production of ELISA reagents used for foot and mouth disease diagnosis were developed and 
validated, those reagents were concentrated antigen, rabbit trapping antibody and guinea pig detecting 
antibody against serotype O, A and Asia1, respectively. The validation of concentrated antigen using 
ELISA titration assay was demonstrated specificity that illustrated the high working dilution of serotype O, 
A and Asia1 at 1:512, 1:1024 and 1:1024 respectively. In addition, a keeping quality of concentrated 
antigen was investigated; the result demonstrated a high antigen titer that prolonged stability up to one 
year. The validation of rabbit trapping and guinea pig detecting antibody were carried out, the high 
working dilution of rabbit antiserum to serotype O, A and Asia1 was found at 1:12800, while working 
dilution of guinea pig antiserum to serotype O, A and Asia1 was found at 1:3200. This result indicated a 
high specificity and sensitivity of all reagents. In conclusion, the developed ELISA reagents could be used 
to enhance the efficacy and accuracy of foot and mouth disease diagnosis and those reagents could be kept 
freezer -20oC for a long time which prolonged high quality. Thus, these developed reagents will be benefit 
for reducing of importing and saving of annual budget for purchasing the reagents from foreign country.       
 
 

Key words:  Reagent kit, foot and mouth disease, ELISA  
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เปรียบเทยีบวธีิกำรลดอณุหภูมใินกำรเกบ็รักษำเซลล์ BHK21C13ชนิดแขวนลอย 
 

อนุรักษ ์ ตระการรังสี1   สายพิณ ขมุทรัพย์1   
 

บทคดัย่อ 
 

เปรียบเทียบวิธีการลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาเซลล์ BHK21C13 ชนิดแขวนลอย 2 วิธี คือ
การควบคุมอตัราการลดอุณหภูมิดว้ยเคร่ืองแช่เยือกแข็งและการลดอุณหภูมิตามล าดบัจาก 4°ซ.  -20°ซ. 
และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80°ซ. ทดสอบการรอดชีวิตและจ านวนเซลลเ์ฉล่ียทุก 3 เดือน หลงัเก็บเป็นเวลา 
2 ปี พบว่าเซลล์ท่ีเก็บด้วยเคร่ืองแช่เยือกแข็งเซลล์มีเปอร์เซ็นต์รอดชีวิตและจ านวนเซลล์เฉล่ียในแต่ละ 
passage ท่ีน าเซลล์มาเพาะเล้ียงหลงัเก็บสูงกว่าเซลล์ท่ีเก็บดว้ยการลดอุณหภูมิตามล าดบัอย่างมีนัยส าคัญ 
(P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบการใชมี้เดียมส าหรับแช่เยือกแข็งท่ีมีและไม่มีซีรัม ในการเก็บรักษาเซลลแ์ต่ละวิธี 
พบว่า การรอดชีวิตและจ านวนเซลล์เฉล่ียไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (P>0.05) นอกจากน้ีในการเพาะเล้ียง
เซลลห์ลงัเกบ็รักษาตั้งแต่ 12 เดือนข้ึนไป เพ่ือใหมี้จ านวนเพียงพอส าหรับใชเ้ป็นเซลลต์ั้งตน้ในการเพาะขยาย
เซลลใ์นระดบัอุตสาหกรรม เซลล์ท่ีเก็บดว้ยเคร่ืองแช่เยือกแข็งตอ้งการการเพาะเล้ียงดว้ยจ านวน passage 
นอ้ยกว่าเซลลท่ี์เก็บดว้ยการลดอุณหภูมิตามล าดบั ดงันั้นสามารถใชเ้คร่ืองแช่เยือกแข็งเซลลใ์นการเก็บรักษา
เซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอย โดยใชมี้เดียมส าหรับแช่เยือกแขง็ท่ีมีหรือไม่มีซีรัมได ้ 
 
 
ค ำส ำคัญ:   เซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอย   การรักษาสภาพเยือกแขง็   การลดอุณหภูมิ 
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                                                                                บทน ำ 
 

การเก็บรักษาเซลล ์BHK21C13 ของส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตวเ์พ่ือใชเ้ป็นเซลลเ์ร่ิมตน้ในการผลิต
วคัซีนโรคปากและเทา้เป่ือยใน growth medium for suspension (GMS) ท่ีมี 20% fetal calf serum (FCS) และ 
10% dimethylsulfoxide (DMSO)โดยใช้เซลล์จ านวน 1 x 107 เซลล์/มล. บรรจุขวดละ 10 มล. ซ่ึงการเก็บ
รักษาเซลลใ์นปัจจุบนัโดยการลดอุณหภูมิเป็นล าดบัขั้นจากอุณหภูมิ 4°ซ. นาน 2 ชม. ยา้ยไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20°ซ. 
นาน 1 ชม. หลงัจากนั้นจึงน ามาเก็บท่ีอุณหภูมิ -80°ซ. การเก็บโดยวิธีน้ี สามารถเก็บรักษาเซลลไ์ดน้าน 24 เดือน 
แต่ขั้นตอนน้ีมีความยุ่งยากและใช้เวลานาน นอกจากน้ีอตัราการรอดชีวิตประมาณ 60% และตอ้งใช้เวลา
เพาะเล้ียงเร่ิมตน้ 3-5 passages เซลลจึ์งสามารถขยายต่อไปได ้     

การเก็บรักษาเซลล์นอกจากใช้วิธีการยา้ยขวดบรรจุเซลลจ์ากตูแ้ช่แข็งอุณหภูมิต่างๆ เพ่ือการลด
อุณหภูมิแลว้อาจใช้เคร่ืองแช่เยือกแข็งเซลล์ (Cryogenic freezer) ซ่ึงสามารถควบคุมการลดอุณหภูมิดว้ย
ไนโตรเจนเหลวไดอ้ย่างสม ่าเสมอ  ตั้งแต่ 0.1°ซ./นาที ถึง 50°ซ./นาที และท าความเยน็ไดถึ้ง -170°ซ. จาก
การศึกษาของ Mazur (1984) พบว่าการเก็บรักษาเซลลไ์ข่ของหนูไมซ์ในไนโตรเจนเหลว โดยลดอุณหภูมิลง
ในอตัรา 2°ซ./นาที เม่ือน ามาละลายท าให้เซลลไ์ข่ของหนูมีอตัราการรอดชีวิตถึง 70 % จึงมีแนวคิดท่ีจะน า
เคร่ืองแช่เยือกแขง็เซลลม์าใชใ้นการเกบ็รักษาเซลลเ์พ่ือช่วยลดขั้นตอนการยา้ยขวดบรรจุเซลล ์และเพ่ิมอตัรา
การรอดชีวิตของเซลล ์BHK21C13  ซ่ึงมีผลต่อเวลาในการเพาะเล้ียงเซลลเ์ร่ิมตน้ เพ่ือใหไ้ดป้ริมาณเซลลม์าก
เพียงพอส าหรับการเพาะขยายเซลลใ์นถงัขนาดใหญ่   

นอกจากน้ีการใชมี้เดียมในการเก็บรักษาเซลลส์ามารถใช ้Serum-free medium for cryopreservation 
(Cryo-SFM) ซ่ึงเป็นมีเดียมท่ีไม่มีซีรัมเป็นส่วนประกอบท าใหค้วบคุมคุณภาพไดง่้าย ไม่มีความผนัแปรจาก
ผลิตภณัฑธ์รรมชาติ และใชเ้ป็นมีเดียมมาตรฐานระหว่างห้องทดลองต่างๆ การเลือกใชมี้เดียมให้เหมาะสม
กบัชนิดของเซลลจ์ะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงเซลล ์(Freshney, 2005) 

ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจะเปรียบเทียบการใชเ้คร่ืองแช่เยือกแข็งเซลลก์บัวิธีการยา้ยขวดบรรจุเซลล์
จากตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่างๆ และเปรียบเทียบการใช้มีเดียมท่ีประกอบด้วย Cryo-SFM แทนมีเดียมเดิมท่ี
ประกอบดว้ย GMS + 20% FCS + 10% DMSO เพ่ือเป็นทางเลือกในการเก็บรักษาเซลล์ท่ีเหมาะสม น ามา
ปรับปรุงพฒันากระบวนการเกบ็รักษาและผลิตเซลลท่ี์มีคุณภาพ   

 

                                                             อปุกรณ์และวธีิกำร 
 

เซลล์ 
 เซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอย  passage ท่ี 15-20     
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มเีดยีม 
1. มีเดียมส าหรับเกบ็รักษาเซลล ์

1.1 Growth medium for suspension (GMS)1 ท่ีมี 20% fetal calf serum (FCS)2 และ 10%   
    dimethylsulfoxide (DMSO)3  

1.2 Cryo-SFM4 
2. มีเดียมส าหรับเพาะเล้ียงเซลล ์ประกอบดว้ย GMS ท่ีมี 5% FCS 

 

 เคร่ืองแช่เยอืกแข็งเซลล์5 (Cryogenic freezer) 
เป็นเคร่ืองควบคุมการท าความเยน็ดว้ยไนโตรเจนเหลว  (liquid nitrogen) ท าใหส้ามารถลดอุณหภูมิ

ได้อย่างรวดเร็ว ช่วยลดขั้นตอนการเก็บรักษาเซลล์สามารถท าความเย็นได้ถึง -170°ซ. สามารถปรับลด
อุณหภูมิเพ่ือท าความเยน็ในอตัราตั้งแต่ 0.1°ซ./นาที ถึง 50°ซ./นาที ช่องเยือกแขง็ (freezing chamber) มีขนาด   
300 x 250 x 350  มม. (กวา้ง x ยาว x สูง) สามารถใส่ขวดขนาด 20 มล. ได ้144 ขวด  

 

 กำรเพำะเลีย้งเซลล์ BHK21C13                                                                                                                          
เพาะเล้ียงเซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอยในขวดเพาะเล้ียงเซลลข์นาด 2 ลิตรแบบเติมอากาศท่ีมี 

GMS ท่ีผสม 5% FCS จ านวน 3 ขวด ท่ีอุณหภูมิ 37°ซ. เป็นเวลา 2 วนัให้ไดจ้ านวนเซลลต่์อขวด เท่ากบั 
3.2 x 106 เซลล/์มล.   

 

วธีิกำรเกบ็รักษำเซลล์ BHK21C13 
แบ่งเซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอยท่ีเพาะเล้ียงไดใ้นแต่ละขวด ออกเป็น 4 กลุ่ม ๆ ละ 250 มล.  

แลว้น าเซลล์ทั้ง 4 กลุ่มไปป่ันเหว่ียงดว้ยเคร่ืองเซนตริฟิวจ์ยี่ห้อ Tomy Seiko model RB-18TS  ความเร็ว 
1,000  รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ. น าตะกอนเซลล์แต่ละกลุ่มผสมในมีเดียมท่ีต่างกนั 
(ตารางท่ี 1) ให้ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์เท่ากบั 1 x 107 เซลล์/มล.  แบ่งเซลล์ใส่ขวดเก็บเซลล์ขนาดความจุ 
20 มล. ขวดละ 10 มล. จ านวน 8 ขวด/กลุ่ม ท าวิธีเดียวกนัน้ีจนครบทั้ง 3 ขวด แลว้น าไปเก็บรักษาโดย
วิธีท่ีต่างกนัทั้ง 4 กลุ่ม                                              
 
1Amresco, America Lot no.1712C419 
2Biological Industries, Israel Lot no.215079   
3BDH Laboratory Supplies Poole,England Lot no.K23327888 648 
4Promocell,Germany Lot no.6082503 
5Nicool Plus PC Air Liquidtm, France                  
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ตำรำงที่ 1 ส่วนประกอบของมีเดียมและวิธีการเกบ็รักษาเซลลแ์ต่ละกลุ่ม 
 
                                        
กลุ่มท่ี 

             ส่วนประกอบมีเดียมแต่ละขวด (มล.)               วิธีเกบ็รักษาเซลล ์                 
 GMS FCS DMSO Cryo- SFM 

1 
2 
3 
4 

7 
7 
- 
- 

2 
2 
- 
- 

1 
1 
- 
- 

- 
- 

10 
10 

     วิธีท่ีใชปั้จจุบนั* 
     ใชเ้คร่ืองแช่เยือกแขง็เซลล*์* 
     วิธีท่ีใชปั้จจุบนั* 
     ใชเ้คร่ืองแช่เยือกแขง็เซลล*์* 

 *  แช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4°ซ. 2 ชั่วโมง และท่ีอุณหภูมิ -20°ซ. 1 ชั่วโมง น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80°ซ.                      
**ใชเ้คร่ืองแช่เยือกแขง็เซลลโ์ดยลดอุณหภูมิลงในอตัรา 2 °ซ./นาที จนถึงอุณหภูมิ -40°ซ.  และลดลงในอตัรา  
     5°ซ./นาที จนถึงอุณหภูมิ -80°ซ. น าไปเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -80°ซ.  
 
กำรเพำะขยำยเซลล์ BHK21C13 หลงักำรเกบ็รักษำ 

น าเซลลท่ี์เก็บไวจ้ากทั้ง 4 กลุ่ม ๆ ละ 3 ขวด มาเพาะเล้ียงทุก ๆ  3 เดือน จนครบ 24 เดือนโดยน ามา
ละลายในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 °ซ. จนละลายหมด ภายในเวลาไม่เกิน 5 นาที แลว้น าไปป่ัน
เหว่ียงความเร็ว 1,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ. เก็บตะกอนเซลลผ์สมกบัมีเดียม (5% FCS 
+ GMS)   pH 7.2 ปริมาตร  200 มล.  ในขวด Roux นบัจ านวนเซลลเ์พ่ือหาอตัราการรอดชีวิตของเซลล ์แลว้
น าไปเพาะเล้ียงในขวด Roux  ท่ีอุณหภูมิ 37°ซ.   กวนดว้ยแท่งแม่เหล็กความเร็วรอบ 400 รอบ/ นาที เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างเซลล ์20 มล. เพ่ือนับจ านวนเซลล ์ท่ีมีชีวิต ตรวจดูความสมบูรณ์ของเซลลท์ั้ง
ขนาดและรูปร่างของเซลล ์และค านวณหาอตัราการเจริญเติบโตของเซลล ์ท าการเพาะเล้ียงต่อไป 5 passages  
โดยในแต่ละ passage ใชเ้ซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีมีชีวิตในแต่ละขวดจ านวนเท่ากบั 0.5 x 106 เซลล/์ มล. ในมีเดียม (5% FCS 
+ GMS)  pH 7.2 ปริมาตร 200 มล. แลว้น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37°ซ.  กวนดว้ยความเร็วรอบ 400 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างเซลล ์20 มล. เพ่ือนับจ านวน เซลลท่ี์มีชีวิตตรวจดูความสมบูรณ์ของเซลล ์
และค านวณหาเปอร์เซ็นตร์อดชีวิตเปรียบเทียบกบัจ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้และเปรียบเทียบ passage ท่ีใหป้ริมาณ
เซลล์ไม่น้อยกว่า 2.4 x 106 เซลล์/มล. ตามมาตรฐานวิธีปฏิบัติงานการเพาะเล้ียงเซลล์ BHK21C13 ชนิด
แขวนลอยในถงัเฟอร์เมนเตอร์ขนาด 50 ลิตร (ส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตว์, 2555) ซ่ึงใชเ้ป็นเกณฑต์ดัสิน
ในการน าไปเพาะขยายเซลลเ์พ่ือการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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กำรวเิครำะห์ผล   
โดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์รอดชีวิตของเซลล์และจ านวนเซลลเ์ฉล่ียในแต่ละ passage เม่ือน ามา

เพาะเล้ียงหลงัจากเก็บรักษาของทั้ง 4 กลุ่มแลว้น ามาเปรียบเทียบทางสถิติโดย One-way ANOVA (multiple 
comparison แบบ Scheffe ) 
 กำรนับจ ำนวนเซลล์ (Billie and Francis, 1981) 

 น าตัวอย่างเซลล์ปริมาตร 0.5 มล. ยอ้มสีเซลล์ด้วย Trypan blue ปริมาตร 0.5 มล. น าเซลล์มาใส่
สไลดส์ าหรับนบัเมด็เลือด (Hemocytometer) ชนิด Spencer bright line นบัจ านวนเซลล ์ท่ีอยู่บริเวณช่องขอบ
ทั้งส่ีมุมของสไลด์ทั้งหมด ซ่ึงมีปริมาตรช่องละ 1 x 10-4 มล. น าจ านวนเซลล์ที่น ับไดไ้ปค านวณหา
ความเขม้ขน้ของเซลล/์มล.                                                                                                                                                                                                 
                                   โดยใชสู้ตร   C  =   ny x 104   เซลล/์ มล.  
                                                                       4                                             

C  คือ ความเขม้ขน้ของเซลล/์มล.    
n  คือ จ านวนเซลลท่ี์อยูบ่ริเวณช่องขอบทั้งส่ีมุมของสไลด ์ทั้งหมด 
y  คือ dilution factor ของตวัอย่าง 

 

ผล 
 

 พบว่าเปอร์เซ็นตร์อดชีวิตเฉล่ียของเซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอยทั้ง 4 กลุ่มหลงัเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 
3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 เดือน กลุ่มท่ี 2 และ 4 มีเปอร์เซ็นต์รอดชีวิตเฉล่ียสูงกว่ากลุ่มท่ี 1 อย่างมีนัยส าคัญ  
(P<0.05) ส่วนกลุ่มท่ี 3 และกลุ่มท่ี 1 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) ดังตารางท่ี 2 เม่ือน าเซลล ์
BHK21C13 ชนิดแขวนลอยทั้ง 4 กลุ่มหลงัเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 เดือน ตามล าดบั มา
เพาะเล้ียงจ านวน 5 passages  พบว่าจ านวนเซลล์เฉล่ียในทุก passage ของกลุ่มท่ี 2 และ 4 สูงกว่ากลุ่มท่ี 1 อย่างมี
นยัส าคญั (P<0.05) ส่วนกลุ่มท่ี 3 และกลุ่มท่ี 1 ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P>0.05) ดงัตารางท่ี 3 
 

วจิำรณ์ 
 

 จากผลการทดลอง (ตารางท่ี 2) พบว่าการเก็บรักษาเซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอย ท่ีอุณหภูมิ        
-80°ซ. โดยใชเ้คร่ืองแช่เยือกแข็งเซลล ์เปอร์เซ็นตร์อดชีวิตของเซลลแ์ละจ านวนเซลลเ์ฉล่ียในแต่ละ passage 
สูงกว่าวิธีการเก็บท่ีใชใ้นปัจจุบนัอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) เม่ือน ามาเพาะเล้ียงหลงัจากการเกบ็รักษา ทั้งน้ี 
เป็นเพราะการเก็บรักษาเซลลโ์ดยวิธีปัจจุบนั จะท าใหเ้กิดผลึกน ้าแข็งภายนอกเซลลก่์อนท่ีจะเกิดผลึกน ้าแข็ง
ภายในเซลล ์ซ่ึงผลึกน ้าแข็งภายนอกเซลลน้ี์จะท าใหเ้กิดความเสียหายต่อผนงัเซลล ์ของเหลวภายในเซลลจ์ะ
ไหลออกสู่ภายนอกเซลล ์ซ่ึงท าใหเ้ซลลเ์สียหายและตายได ้การเกบ็รักษาเซลลโ์ดยใชเ้คร่ืองแช่เยือกแขง็เซลล์
ท าให้เซลลเ์ยน็ลงอย่างรวดเร็ว จะท าให้เกิดผลึกน ้ าแข็งภายในเซลลแ์ละภายนอกเซลลใ์นเวลาใกลเ้คียงกนั 
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ผลึกน ้ าแข็งท่ีเกิดข้ึนมีขนาดเล็กผนังเซลล์จึงไม่เสียหาย เซลล์ยงัคงสภาพและเก็บรักษาได้เป็นเวลานาน 
(Mazur, 1984) มีเปอร์เซ็นตร์อดชีวิตท่ีสูงข้ึนและขั้นตอนการเกบ็ใชเ้วลานอ้ยกวา่  

 นอกจากน้ีการใชเ้คร่ืองแช่เยือกแข็งเซลลย์งัช่วยลดจ านวน passage ในการเพาะเล้ียงเซลลห์ลงัการ
เกบ็รักษา เพ่ือน าไปเป็นเซลลเ์ร่ิมตน้ในการเพาะขยายเพ่ือผลิตเซลลใ์นระดบัอุตสาหกรรมต่อไป (ตารางท่ี 3) 
ท าใหป้ระหยดัเวลา และลดขั้นตอนการปฏิบติังาน 

 เม่ือเปรียบเทียบการใชมี้เดียม 2 ชนิด การใช ้Cryo-SFM จะใหผ้ลใกลเ้คียงกบัการใชมี้เดียมท่ีมีซีรัม 
แสดงว่าสามารถใชท้ดแทนกนัได ้ทั้งน้ีตอ้งเปรียบเทียบขอ้ดีขอ้เสียในดา้นต่างๆ เช่น ตน้ทุน คุณภาพ และ
ความสะดวกในการใชง้าน 
 

สรุป 
 

 วิธีการลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาเซลลช์นิดแขวนลอยโดยการใชเ้คร่ืองแช่เยือกแข็งเซลลซ่ึ์งสามารถ
ควบคุมอตัราการลดอุณหภูมิอย่างสม ่าเสมอ ดว้ยไนโตรเจนเหลว ดีกว่าวิธีท่ีใชใ้นปัจจุบนัซ่ึงลดอุณหภูมิโดยน า
เซลลไ์ปแช่ในอุณหภูมิ 4°ซ.   -20°ซ.  และ -80°ซ.  ดงันั้นสามารถน าเคร่ืองแช่เยือกแข็งเซลลม์าใชใ้นการเก็บรักษา
เซลลแ์ทนวิธีการเดิมได ้โดยใชมี้เดียม GMS+FCS+DMSO หรือมีเดียม Cryo-SFM 
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ปรมิาณเซลล์ ปรมิาณเซลล์ ปรมิาณเซลล์ ปรมิาณเซลล์
 (× 108เซลล์/ขวด)  (× 108เซลล์/ขวด)  (× 108เซลล์/ขวด)  (× 108เซลล์/ขวด)

   ± SD    ± SD    ± SD    ± SD    ± SD    ± SD    ± SD    ± SD

3 0.78±0.02 78.3±1.5a 0.87±0.03 87.3±2.5b 0.76±0.02 76.3±1.5a 0.86±0.01 86.0±1.0b

6 0.75±0.01 75.0±1.0a 0.85±0.02 85.3±1.5b 0.73±0.02 72.5±1.5a 0.82±0.01 82.0±1.0b

9 0.71±0.02 71.0±2.0a 0.81±0.02 81.3±1.5b 0.70±0.02 69.7±1.5a 0.79±0.01 79.3±1.2b

12 0.68±0.02 68.3±1.5a 0.80±0.01 80.0±1.0b 0.65±0.01 65.0±1.0a 0.77±0.01 77.0±1.0b

15 0.66±0.01 66.0±1.0a 0.77±0.01 77.0±1.0b 0.62±0.01 62.0±1.0a 0.75±0.01 75.3±0.6b

18 0.64±0.02 63.7±1.2a 0.74±0.01 74.0±1.0b 0.59±0.02 59.0±2.0a 0.71±0.02 71.3±1.5b

21 0.61±0.01 61.0±1.0a 0.71±0.01 71.3±0.6b 0.58±0.02 58.0±2.0a 0.67±0.02 67.3±1.5b

24 0.59±0.02 58.7±2.1a 0.68±0.02 68.0±2.0b 0.55±0.03 55.0±2.6a 0.64±0.01 64.0±1.0b

หลังเก็บ 

(เดือน)
% รอดชีวิต % รอดชีวิต % รอดชีวิต % รอดชีวิต

กลุ่ม 1 กลุ่ม 2 กลุ่ม 3 กลุ่ม 4

x x x x x x x x

ตำรำงที่ 2 ปริมาณและเปอร์เซ็นตร์อดชีวิตของเซลล ์ BHK21C13 ชนิดแขวนลอยหลงัเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 24 เดือน 

                     
 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ:  ตวัอกัษร a, b ท่ีต่างกนัเหนือตวัเลขในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั  (P<0.05)   
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ตำรำงที่ 3 ปริมาณเซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอย 5 passages เม่ือน ามาเพาะเล้ียงหลงัเกบ็รักษาไวเ้ป็นเวลา 

                  24 เดือน 

กลุ่ม 1 กลุ่ม 2 กลุ่ม 3 กลุ่ม 4
ปริมาณเซลล์ ปริมาณเซลล์ ปริมาณเซลล์ ปริมาณเซลล์ 

(×106 เซลล์/มล.) (×106 เซลล์/มล.) (×106 เซลล์/มล.) (×106 เซลล์/มล.)
 ± SD  ± SD  ± SD  ± SD

3 1 2.45±0.02a 2.56±0.05b 2.45±0.02a 2.50±0.03b

2 2.47±0.01a 2.63±0.05b 2.46±0.02a 2.54±0.05b

3 2.50±0.02a 2.74±0.08b 2.49±0.02a 2.55±0.04b

4 2.51±0.01a 2.85±0.12b 2.52±0.04a 2.69±0.15b

5 2.54±0.01a 2.91±0.08b 2.55±0.06a 2.73±0.12b

6 1 2.06±0.02a 2.32±0.07b 2.03±0.02a 2.24±0.05b

2 2.45±0.02a 2.60±0.07b 2.50±0.05a 2.54±0.04b

3 2.48±0.01a 2.70±0.06b 2.51±0.06a 2.57±0.06b

4 2.51±0.02a 2.83±0.10b 2.55±0.06a 2.60±0.08b

5 2.53±0.01a 2.89±0.06b 2.57±0.07a 2.74±0.12b

9 1 1.92±0.03a 2.14±0.05b 1.83±0.03a 2.08±0.06b

2 2.43±0.02a 2.52±0.04b 2.25±0.17a 2.47±0.02b

3 2.47±0.02a 2.61±0.08b 2.46±0.01a 2.52±0.05b

4 2.49±0.02a 2.73±0.11b 2.49±0.03a 2.58±0.04b

5 2.51±0.02a 2.83±0.07b 2.51±0.07a 2.69±0.10b

12 1 1.83±0.02a 2.10±0.15b 1.74±0.02a 1.94±0.06b

2 2.25±0.02a 2.49±0.04b 2.11±0.03a 2.49±0.03b

3 2.44±0.03a 2.61±0.11b 2.42±0.03a 2.54±0.06b

4 2.52±0.01a 2.74±0.14b 2.47±0.02a 2.61±0.06b

5 2.54±0.02a 2.82±0.09b 2.49±0.01a 2.80±0.09b

15 1 1.51±0.02a 1.79±0.03b 1.58±0.04a 1.81±0.06b

2 2.03±0.02a 2.37±0.02b 1.84±0.05a 2.26±0.12b

3 2.44±0.04a 2.64±0.12b 2.14±0.03a 2.49±0.02b

4 2.51±0.04a 2.69±0.08b 2.42±0.03a 2.60±0.03b

5 2.55±0.05a 2.78±0.05b 2.47±0.02a 2.75±0.06b

หลังเก็บ 

(เดือน)
Passage

x x x x
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ตำรำงที่ 3 ปริมาณเซลล ์BHK21C13 ชนิดแขวนลอย 5 passages เม่ือน ามาเพาะเล้ียงหลงัเกบ็รักษาไวเ้ป็นเวลา  
                  24 เดือน (ต่อ) 
 

กลุ่ม 1 กลุ่ม 2 กลุ่ม 3 กลุ่ม 4
ปริมาณเซลล์ ปริมาณเซลล์ ปริมาณเซลล์ ปริมาณเซลล์ 

(×106 เซลล์/มล.) (×106 เซลล์/มล.) (×106 เซลล์/มล.) (×106 เซลล์/มล.) ± SD  ± SD  ± SD  ± SD
18 1 1.32±0.02a 1.84±0.10b 1.62±0.11a 1.66±0.07b

2 1.46±0.06a 2.34±0.05b 1.78±0.10a 2.26±0.11b

3 2.02±0.05a 2.50±0.04b 2.09±0.06a 2.49±0.04b

4 2.42±0.03a 2.64±0.06b 2.43±0.02a 2.60±0.08b

5 2.45±0.03a 2.76±0.06b 2.45±0.02a 2.70±0.06b

21 1 1.20±0.02a 1.69±0.14b 1.17±0.02a 1.56±0.07b

2 1.51±0.03a 2.03±0.26b 1.31±0.03a 1.84±0.12b

3 1.81±0.07a 2.38±0.08b 1.84±0.03a 2.21±0.17b

4 2.05±0.21a 2.55±0.09b 2.28±0.03a 2.37±0.03b

5 2.44±0.04a 2.68±0.05b 2.46±0.09a 2.65±0.09b

24 1 0.88±0.04a 1.42±0.10b 0.87±0.02a 1.29±0.05b

2 1.25±0.09a 1.78±0.08b 1.16±0.03a 1.80±0.13b

3 1.56±0.14a 2.33±0.08b 1.33±0.02a 2.13±0.12b

4 2.12±0.13a 2.47±0.02b 1.80±0.08a 2.36±0.04b

5 2.43±0.03a 2.50±0.21b 2.43±0.02a 2.63±0.07b

หลังเก็บ 

(เดือน)
Passage

x x x x

 
 

 หมายเหตุ : ตวัหนาหมายถึง Passage ท่ีผา่นเกณฑ ์(จ านวนเซลลไ์ม่นอ้ยกวา่  2.4x106 เซลล/์มล.) ใชเ้พาะขยายจ านวน    
                    ต่อไป 
                  : ตวัอกัษร a, b ท่ีต่างกนัเหนือตวัเลขในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าค ญ (P<0.05)  
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Comparison of temperature reduction methods in the cryopreservation of 
BHK21C13 suspension cell 

 
Anurak Trakarnrungsee1 Saipin khumsub1 

 

Abstract 
 

Two temperature reduction methods in the cryopreservation of  BHK21C13 suspension cells were 
compared, i.e. a controlled- rate freezing by using cryogenic freezer and step freezing at 4 °C, -20°C then 
stored at -80°C. After storage, cell viability and average cell count were tested every three months for two years. 
The result showed that cells frozen by using  cryogenic freezer had significantly (P <0.05) higher percentage of 
viable  cells and cell number in each passage of cell recovery than cells frozen by step freezing. When 
compared the cryopreservative medium with serum to the medium without serum in each method, the 
viability and average cell count were not significantly different (P >0.05). In addition, for cells recovery after 
12 months of  longer storage to obtain sufficient number of cells for starting the cell expansion in an 
industrial scale, cells frozen by cryogenic freezer needed to be subcultured for less passages than cells 
frozen by step freezing. Therefore, cryogenic freezer could be used for storage BHK21C13 suspension cells 
in either serum containing medium or serum free cryopreservative medium. 
  
 
Key words:  BHK21C13 suspension cells, cryopreservation, temperature reduction methods 
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                             กำรท ำไวรัสโรคปำกและเท้ำเป่ือยให้เข้มข้นโดยใช้เคร่ืองกรอง 
แบบเมมเบรนเส้นใยกลวงชนิดโพลีซัลโฟน   

 
อมรรัตน ์สวสัด์ิสิงห์1    ก่ิงกานต ์บุญสุยา สีโย2  

 

บทคดัย่อ 
 

ศึกษาการท าไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือยไทป์ O189 ใหเ้ขม้ขน้ดว้ยเคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเส้นใยกลวง
ชนิดโพลีซลัโฟนท่ี MWCO 100,000 และ 500,000 ดาลตนั โดยเก็บตวัอยา่งก่อนการกรองและท่ีความเขม้ขน้ 
40 และ 100 เท่า น ามาหาปริมาณอนุภาค 146S ด้วยวิธี  sucrose density gradient ultracentrifugation เพ่ือ
เปรียบเทียบค่าเปอร์เซ็นต์ recovery และหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry method  เพ่ือเปรียบเทียบค่า
เปอร์เซ็นต ์purity พบวาเปอร์เซ็นต ์recovery ของอนุภาค 146S หลงัผ่านเคร่ืองกรองท่ี MWCO 100,000 และ 
500,000 ดาลตนั ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p >  0.05) ส าหรับค่า purity พบว่าท่ี MWCO 500,000 
ดาลตนั มีเปอร์เซ็นต ์purity สูงกวา่ท่ี MWCO 100,000 ดาลตนั อย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05) การทดลองคร้ังน้ี
แสดงใหเ้ห็นวา่เคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเสน้ใยกลวงชนิดโพลีซลัโฟน ท่ี MWCO 500,000 ดาลตนั สามารถ
กรองไวรัสไดบ้ริสุทธ์ิกว่าท่ี MWCO 100,000 ดาลตนั ทั้งน้ีการเลือกใช ้MWCO ตอ้งค านึงถึงวตัถุประสงค ์
ปัจจยัอ่ืน ๆ รวมทั้งสภาวะในการกรองและความบริสุทธ์ิท่ีตอ้งการ   
 
 
ค ำส ำคัญ:  เคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเส้นใยกลวง, โพลีซลัโฟนเมมเบรน, ไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือย 
 

 

 

 

 

 

 

1 ส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ตัว ์อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
2 ศูนยอ์า้งอิงโรคปากและเทา้เป่ือย ภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทน ำ 
 
ส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตวผ์ลิตวคัซีนโรคปากและเทา้เป่ือยดว้ยวิธี suspension cell culture method 

(Makarasen and Sinsuwonkwat, 1982)  ซ่ึงมีกระบวนการผลิตเร่ิมตั้ งแต่ การเพาะเล้ียงเซลล์ BHK21C13 แบบ
แขวนลอย การเพาะและเพิ่มปริมาณไวรัส  การแยกส่วนน ้ าไวรัสออกจากกากเซลล ์การท าไวรัสให้
เขม้ขน้และบริสุทธ์ิ การท าให้ไวรัสหมดฤทธ์ิในการก่อโรคและเก็บรักษาไวรัสท่ีเขม้ขน้และบริสุทธ์ิใน
ไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -198oC เพื่อเก็บเป็นสต็อกแอนติเจนส าหรับน าไปผสมเป็นวคัซีน การผลิต
วคัซีนโรคปากและเทา้เป่ือยในปัจจุบนัจะผลิตเป็นวคัซีนที่มีความบริสุท ธ์ิ (purified vaccine) สูง
ปราศจากการปนเป้ือนส่วน non structure protein, NSPs ของไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือยตามมาตรฐาน  
World organization for animal health, OIE (2012) ทั้งน้ีวคัซีนท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจะตอ้งมีปริมาณอนุภาค 
146S สูง ซ่ึง Crowther (1986) พบว่าอนุภาค146S และ 75S มีคุณสมบติัเป็น immunogen สามารถกระตุน้
ระบบภูมิคุม้กนัไดด้ี ดงันั้นในกระบวนการผลิตวคัซีนโดยเฉพาะขั้นตอนการท าไวรัสให้เขม้ขน้และ
บริสุทธ์ิเพื่อจดัเก็บเป็นสต๊อกแอนติเจนและน าไปผสมเป็นวคัซีนนั้น จ าเป็นตอ้งผลิตแอนติเจนที่มี
ปริมาณอนุภาค 146S มากท่ีสุด เพ่ือให้ไดว้คัซีนท่ีมีประสิทธิภาพและให้ความคุม้โรคสูง 

กระบวนการ ultrafiltration เป็นกระบวนการท าความเขม้ขน้โดยแยกสารโมเลกุลใหญ่ เช่น โปรตีน 
เอนไซม ์รวมทั้งแบคทีเรียและจุลชีพอ่ืนๆ ออกจากน ้าและสารโมเลกุลเลก็อ่ืนๆ ซ่ึงอาศยัแรงดนัต ่าเป็นแรงขบั
ดนัใหข้องเหลวเคล่ือนผา่นช่องวา่งของเมมเบรนในการแยกอนุภาคแขวนลอยท่ีมีขนาดใหญ่ออกจากของเหลว 
ส่วนใหญ่ใชก้บัอนุภาคท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกลุ (molecular weight cut off, MWCO) 1,000-1,000,000 ดาลตนั วสัดุ
ท่ีใช้เป็นเมมเบรนในกระบวนการ ultrafiltration ได้แก่ โพลีซัลโฟน เซลลูโลส อะซีเตท โพลีพรอพิลีน 
ไนลอน โพลีไวนิลคลอไรด ์เป็นตน้ (พฒันพงษ,์ 2552)  ซ่ึงโพลีซลัโฟนเป็นเมมเบรนท่ีมีความแข็งแรงสูง  
ทนอุณหภูมิไดต้ั้งแต่ -100 ถึง 150 องศาเซลเซียส สามารถฆ่าเช้ือโดยการน่ึงดว้ยไอน ้ าและสารเคมีได ้มีความ
ทนทานทั้งในกรด-ด่าง (pH 2-13) (GE Healthcare Bio-Science, 2014)   

มีรายงานการท าให้ไวรัสเขม้ขน้โดยกระบวนการ ultrafiltration โดยใช้เมมเบรนชนิดโพลีซัลโฟน  
ใน Polio virus, Baboon endogenous virus (BaEV), Rubella virus, Influenza virus และ Enteric virus 
(Zhi-Guo and Clark, 1994) นอกจากน้ียงัมีการใชเ้มมเบรนชนิดโพลีซัลโฟน มาใชใ้นการกรองไวรัสโรค
ปากและเทา้เป่ือยให้เขม้ขน้ในกระบวนการผลิตวคัซีนโรคปากและเทา้เป่ือยของประเทศอาร์เจนตินา  (GE 
Healthcare Bio-Science, 2014) โดยบริษทัผูผ้ลิตแนะน าใหเ้ลือกเมมเบรนท่ีมี MWCO ขนาดเลก็กว่าโมเลกุล
เป้าหมาย 3-5 เท่า (GE Healthcare Bio-Science, 2007) ซ่ึงอนุภาค 146S ของไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยมี
ขนาดน ้าหนกัโมเลกลุเท่ากบั 8.08 x106 ดาลตนั  จึงมีแนวคิดท่ีจะศึกษาเคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเสน้ใยกลวง 
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ชนิดโพลีซัลโฟน MWCO ที่ 100,000 และ 500,000 ดาลตนั ในการท าไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือยให้
เขม้ขน้และบริสุทธ์ิสูงข้ึน เพ่ือน ามาใชเ้ป็นขอ้มูลในการสนบัสนุนและพฒันากระบวนการผลิตวคัซีนโรค
ปากและเท า้เป่ือยของส านกั เทคโนโลยีชีวภณัฑส์ ัตว  ์กรมปศุส ัตวใ์ห ้ไดม้าตรฐานสา กลและมี
ประสิทธิภาพดียิ่งข้ึน เพ่ือรองรับการเขา้สู่ประชาคมเศรษฐกิจอาเซียน หรือ AEC ในอนาคต  
  

อปุกรณ์และวธีิกำร 
 

ตวัอย่ำงไวรัสโรคปำกและเท้ำเป่ือย 

ไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือยไทป์ O189 จากฝ่ายผลิตวคัซีนโรคปากและเทา้เป่ือย ซ่ึงเพาะเล้ียงโดยใช้
เซลล ์BHK21C13  แบบแขวนลอย  และเกิด cytopathic effect (CPE) อย่างสมบรูณ์ภายใน 20-24 ชัว่โมง และ
ผ่านการท าใหน้ ้าไวรัสใสโดยแยกกากเซลลท้ิ์งดว้ยการป่ันเหว่ียงแบบต่อเน่ืองและกรองผ่านไส้กรองขนาด
รูกรอง 3 ไมครอน เกบ็ตวัอยา่งจ านวน 5 ชุด ชุดละ 10 ลิตร   

เคร่ืองกรอง 

เคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเส้นใยกลวงชนิดโพลีซัลโฟนประกอบดว้ย Peristaltic pump1  และชุดไส้กรอง
เมมเบรนเส้นใยกลวงชนิดโพลีซัลโฟน ขนาด MWCO ท่ี 100,0002 และ 500,0003 ดาลตัน  ซ่ึงมีพ้ืนท่ีการ
กรอง 650 ตร.ซม.  

กำรท ำไวรัสให้เข้มข้น 

แบ่งตวัอยา่งไวรัสแต่ละชุดเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ลิตร ดงัน้ี 
กลุ่มท่ี 1  กรองโดยใชเ้มมเบรนขนาด MWCO ท่ี 100,000 ดาลตนั 

 กลุ่มท่ี 2  กรองโดยใชเ้มมเบรนขนาด MWCO ท่ี 500,000 ดาลตนั 
โดยตั้งค่าความเร็วรอบการหมุนของเคร่ืองป๊ัม เท่ากบั 260 รอบ/นาที และแรงดนัเท่ากบั 5 บาร์ เกบ็ 

ตวัอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ก่อนการกรองและท่ีความเขม้ขน้ 40 เท่า และ 100 เท่า เพ่ือตรวจหาปริมาณ
อนุภาค 146S และปริมาณโปรตีน  

 
1 รุ่น QuixstandTM Benchtop System ของบริษทั GE Healthcare Bio-Science, USA 
2 Xampler cartride: Cat. No. UFP-100-C-4MA  ของบริษทั GE Healthcare Bio-Science, USA 
3 Xampler cartride: Cat. No. UFP-500-C-4MA ของบริษทั GE Healthcare Bio-Science, USA 
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กำรตรวจวเิครำะห์ตวัอย่ำง 
น าตวัอยา่งไวรัสท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ยเคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเสน้ใยกลวงชนิดโพลีซลัโฟน 

ขนาด MWCO ท่ี 100,000 และ 500,000 ดาลตนั ในแต่ละชุดของแต่ละกลุ่ม มาตรวจหาปริมาณอนุภาค 146S    
โดยใช้วิธี 15-45 % sucrose density gradient ultracentrifugation (ไชยาและนพพร, 2543) และตรวจหา
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951) 

กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

ค านวณหา percent recovery (% recovery) ของอนุภาค 146S และหา percent purity (% purity) ของ
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดในตวัอยา่งไวรัสเขม้ขน้ ดงัน้ี    
 
        % Recovery =      total amount of 146S particle in the concentrate  X 100 

                                      total amount of 146S particle in the original volume 
 
  % Purity =   (total protein before concentration – total protein after concentration) X100  
                                                      total protein before concentration 

ค านวณค่าทางสถิติและเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่ง MWCO ท่ี 100,000 และ 500,000 ดาลตนั 
โดยวิธี student t-test 
 

ผล 
 

                ผลการศึกษาพบว่าน ้ าไวรัสก่อนการท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ยการกรองมีค่าปริมาณเฉล่ียของอนุภาค 146S 
เท่ากบั 4.08  1.58 µg/ml และปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 4.49  3.31 mg/ml และไวรัสท่ีท าใหเ้ขม้ขน้ 
40 เท่าของ MWCO ท่ี 100,000 และ 500,000 ดาลตัน มีค่าเฉล่ียของอนุภาค 146S เท่ากับ 148.4    3.82  µg/ml  
และ 156.4  59.94  µg/ml ตามล าดับ  และปริมาณโปรตีนทั้ งหมดมีค่าเท่ากับ 33.37  3.79mg/ml และ 
25.80  4.73 mg/ml ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) และไวรัสท่ีท าให้เขม้ขน้ 100 เท่าของ MWCO ท่ี 100,000 และ 
500,000 ดาลตัน มีค่าเฉล่ียของอนุภาค 146S เท่ากับ 373  111.12 µg/ml และ 387.4  125.76 µg/ml 
ตามล าดบั และปริมาณโปรตีนทั้งหมดมีค่าเท่ากบั 50.00 ± 1.86 mg/ml และ 37.03 ± 2.65 mg/ml ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 2) 
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สรุปและวจิำรณ์ 
 

จากผลการศึกษาการใช้เคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเส้นใยกลวงชนิดโพลีซัลโฟนพบว่า ค่า purity 
ของ MWCO ท่ี 500,000 ทั้งความเขม้ขน้ 40 และ 100 เท่า มีเปอร์เซ็นต ์purity สูงกวา่ MWCO ท่ี 100,000 ดาลตนั 
อย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05) สอดคลอ้งกบัขอ้มูลของ Barteling (2002) วา่เม่ือใช ้MWCO ท่ีมีขนาดใหญ่จะท า
ให้มีความบริสุทธ์ิมากข้ึน จากการทดลองหาเปอร์เซ็นต์ recovery ของอนุภาค 146S หลงัผ่านเคร่ืองกรอง 
MWCO ท่ี 100,000 และ 500,000 ดาลตนั พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (p > 0.05) แสดงใหเ้ห็น
ว่าเคร่ืองกรองแบบเมมเบรนเส้นใยกลวงชนิดโพลีซลัโฟน ขนาด MWCO ท่ี 500,000 ดาลตนัสามารถกรอง
ไวรัสให้มีความบริสุทธ์ิมากกว่า MWCO ท่ี 100,000 ดาลตนั ทั้งน้ีการเลือกใชข้นาด MWCO ตอ้งค านึงถึง
วตัถุประสงค์ สภาวะในการกรอง ความบริสุทธ์ิและปริมาณไวรัสท่ีต้องการ รวมทั้ งปัจจัยอ่ืนๆ และถ้า
น าไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมตอ้งมีการศึกษาเพ่ิมเติม ดงันั้นจากการศึกษาคร้ังน้ีพอสรุปไดว้า่สามารถน าเคร่ือง
กรองแบบเมมเบรนเส้นใยกลวงชนิดโพลีซลัโฟน มาใชใ้นการท าใหไ้วรัสเขม้ขน้ได ้ และสามารถใชเ้ป็นขอ้มูล
สนบัสนุนเพ่ือปรับปรุงและพฒันากระบวนการผลิตวคัซีนโรคปากและเทา้เป่ือยของส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ตัว ์
กรมปศุสตัวใ์หไ้ดม้าตรฐานสากล 
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ตำรำงที่ 1  ผลการวิเคราะห์ตวัอยา่งไวรัสท่ีท าใหเ้ขม้ขน้ 40 เท่า  
 

              กำรวเิครำะห์ 
        MWCO (ดำลตัน)            

          100,000                      500,000   

146S (µg/ml) (mean SD)                  148.443.32 156.459.94 
Total protein content  (mg/ml) (mean  SD)                   33.373.79      25.804.73 

% Recovery 92.98a 95.84a 
% Purity 81.30a 85.09b 
ตวัอกัษร a, b ท่ีต่างกนัในแต่ละแถวหมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) 

 
 
ตำรำงที่ 2  ผลการวิเคราะห์ตวัอยา่งไวรัสท่ีท าใหเ้ขม้ขน้ 100 เท่า  
 

              กำรวเิครำะห์ 
        MWCO (ดำลตัน)            

          100,000                      500,000   

146S (µg/ml) (mean SD)                  373111.12 387.4125.76 
Total protein content  (mg/ml) (mean  SD)                   50.00±1.86      37.03 ±2.65 

% Recovery 93.34a 96.09a 
% Purity 87.64a 91.45b 
ตวัอกัษร a, b ท่ีต่างกนัในแต่ละแถวหมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ปีท่ี 22 ฉบับท่ี 2 กันยายน 2556                          35                     J. Vet. Biol. Vol. 22 No. 2 September 2013 

Concentration of foot and mouth disease virus by hollow fiber 
ultrafiltration using polysulfone membrane 

 
Amornrat Sawatsing1    Kingkarn Boonsuya Seeyo2  

 

Abstract 
 

The concentration of foot and mouth disease virus (FMD) virus type O189 by polysulfone hollow 
fiber ultrafiltration  was studied. Clarified FMD viral fluids were concentrated by ultrafiltration using the 
polysulfone membrane with molecular weight cutoff (MWCO) values of 100,000 and 500,000 Daltons.  
The samples were collected before the ultrafiltration process and after 40 and 100 times concentrations. 
The quantification of 146S particles by sucrose density gradient ultracentrifugation and total protein by 
Lowry method were carried out to determine recovery and purity of 146S particles. The recovery of 146S 
particles after ultrafiltration, at 40 and 100 times concentrations, using the  membrane with MWCO of 
100,000 Daltons were found to be no significant difference with MWCO of 500,000 Daltons. For the 
purity, using MWCO 500,000 Daltons resulted in significantly higher purity than the MWCO of 100,000 
Daltons.  This experiment indicated that the hollow fiber ultrafiltration using polysulfone membrane with 
higher MWCO tend to give a better purity concentrated virus than the lower MWCO. However, the 
selection of an appropriate membrane pore size requires the consideration of other factors including 
operating conditions and the purity requirement of the final product, for further pilot scale experiment. 
 
 
Key words:  hollow fiber ultrafiltration, polysulfone membrane, foot and mouth disease virus 
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ควำมรู้และหลกักำรเบือ้งต้นด้ำน Bio-safety และ Bio- security ห้องปฏบิัตกิำร 
(Knowledge and basic principle of laboratory biosafety and biosecurity) 

 
สพ.ญ.วิไล ลินจงสุบงกช1 

                

หลกักำรและเหตุผล 
 

เน่ืองจากกรมปศุสัตวมี์นโยบายในการพฒันาศกัยภาพห้องปฏิบติัการให้มีขีดความสามารถในการ
ตรวจสอบและตรวจวินิจฉัยโรคทางสัตวแพทยไ์ด้อย่างมีประสิทธิภาพได้มาตรฐานสากลและมีความ
ปลอดภยัทางชีวภาพทั้งต่อผูป้ฏิบติังานและต่อส่ิงแวดลอ้ม  เพ่ือสอดคลอ้งและรองรับโรคระบาดในปัจจุบนั
ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นโรคอุบติัใหม่  บางคร้ังเป็นโรคท่ีเกิดอุบติัซ ้ า หรือโรคประจ าถ่ินท่ีระบาดอย่างต่อเน่ืองซ่ึง
อาจมีสาเหตุมาจากการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัหรือการกลายพนัธ์ุของเช้ือหรือผลกระทบจากภาวะโลกร้อน    
ท าให้เกิดความรุนแรงและอนัตรายมากข้ึน ไดแ้ก่โรคไขห้วดันก (Avian influenza), โรคไขห้วดัใหญ่สาย
พนัธ์ุใหม่  หรือโรคปากและเท้าเป่ือยชนิด exotic เป็นต้น ส่งผลให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจอย่าง
มหาศาล   ด้วยเหตุผลดังกล่าวจึงมีการจดัท าระบบมาตรการความปลอดภยัและความมัน่คงทางชีวภาพของ
ห้องปฏิบัติการของหน่วยงานภายในกรมปศุสัตว์ห รือ Laboratory Bio-safety and Bio-security โดยมี
วตัถุประสงคเ์พ่ือให้เกิดความรู้และความเขา้ใจในการปฏิบติังานท่ีเก่ียวกบัเช้ืออนัตรายไดอ้ย่างถูกตอ้ง เป็น
การลดความเส่ียง เพ่ิมความปลอดภยัใหก้บัผูป้ฏิบติังานและป้องกนัการร่ัวไหลของเช้ืออนัตรายไปสู่ชุมชน
และส่ิงแวดลอ้ม  

Bio-safety หรือความปลอดทางชีวภาพ เป็นหลักการและวิธีปฏิบัติมาตรฐานของเจ้าหน้าท่ี
หอ้งปฏิบติัการใหส้ามารถปฏิบติังานกบัเช้ืออนัตรายไดอ้ยา่งปลอดภยั โดยมีอุปกรณ์ท่ีสามารถควบคุมใหเ้กิด
ความปลอดภยัและป้องกนัการแพร่กระจายเช้ือไม่ใหเ้ป็นอนัตรายต่อผูป้ฏิบติังาน 

Bio-security หรือความมัน่คงทางชีวภาพ เป็นหลกัการและวิธีปฏิบติัมาตรฐานดา้นความปลอดภยั
ในการป้องกนัคน สัตวห์รือส่ิงมีชีวิตใหมี้ความปลอดภยัจากเช้ือโรค และเป็นการป้องกนัไม่ใหเ้ช้ืออนัตรายมี
ผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม  จ าเป็นต้องมีการติดตั้ งระบบการควบคุมความปลอดภัยของอาคารหรือ
หอ้งปฏิบติัการอยา่งสมบูรณ์ (complete microsecurity system) 

 
 
1 ผูเ้ช่ียวชาญดา้นโรคปากและเทา้เป่ือย ท่ีปรึกษากรมปศุสตัว ์ สถาบนัสุขภาพสตัวแ์ห่งชาติ    
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หลกักำรและมำตรฐำนเบือ้งต้นของ bio-safety and bio-security laboratory 
 

หลกัการดา้นความปลอดภัยและความมัน่คงทางชีวภาพเก่ียวกับการปฏิบัติงานกับเช้ืออนัตราย
ประกอบดว้ยอุปกรณ์ส าหรับควบคุมความปลอดภยัผูป้ฏิบติังานเช่น personnel protective equipment (PPE) 
ไดแ้ก่  เส้ือกาวน์   ถุงมือ หมวก ผา้ปิดปาก แว่นตานิรภยั หรืออุปกรณ์ส าหรับป้องกนัเช้ือไดแ้ก่ biological 
safety cabinet class II , UV light cabinet  ตูน่ึ้งหรืออบฆ่าเช้ือ (autoclave or hot oven) เป็นตน้ 

ส าหรับระบบความปลอดภยัของหอ้งปฏิบติัการหรืออาคารท่ีมีความปลอดภยัทางชีวภาพ ตอ้งมีการ
ออกแบบให้ถูกตอ้งตามมาตรฐานและสามารถใชง้านไดอ้ย่างสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพตามหลกั Bio-
security laboratory ซ่ึงสามารถแบ่งระดบัหอ้งปฏิบติัการหรืออาคารตามมาตรฐานสากล ได ้4 ระดบั ดงัน้ี 

  
1.  ควำมปลอดภัยทำงชีวภำพระดบั1 (Bio-safety laboratory level-1, BSL-1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.  ควำมปลอดภัยทำงชีวภำพระดบั 2 (Bio-safety laboratory level-2, BSL-2)   
 
 
 
  
            
 
 
 
 

                เป็นหอ้งปฏิบติัการท่ีปฏิบติังานเก่ียวกบัเช้ือ
ท่ีมีความเส่ียงปานกลาง  ไม่ติดต่อโดยทางเดินหายใจ 
เช่ น  hepatitis B, Salmonella, Measles virus, toxoplasma 
เป็นต้น  อุปกรณ์ ควบ คุมความปลอดภัยได้แ ก่ 
biological safety cabinet มี เค ร่ือ งหมาย  biohazard 
บอกช่ือโรคและช่ือบุคคลท่ีเขา้ปฏิบติั งานในห้องน้ี   
มีอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ท่ีจ าเป็น  อุปกรณ์ป้องกนัไดแ้ก่ 
เส้ือกาวน ์ถุงมือ แวน่ตานิรภยั   
 
 

                 เป็นห้องปฏิบัติการท่ีปฏิบัติงานเก่ียวกับ
เช้ือท่ีไม่ก่อให้เกิดโรคหรือเป็นอันตรายต่อมนุษย ์
สัตว ์หรือผูป้ฏิบติังาน  หอ้งปฏิบติัการเป็นแบบปิดมี
ประตูชั้นเดียว โต๊ะปฏิบติังาน  อา้งลา้งมือ  อุปกรณ์
ไดแ้ก่ Fume hood,   เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์เบ้ืองตน้, 
เส้ือกาวน์ ถุงมือและแว่นตานิรภัย ไม่จ าเป็นต้อง
อาบน ้าเขา้-ออก  
 

 

 Fume hood 

 Fume hood 
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3.  ควำมปลอดภัยทำงชีวภำพระดบั 3 ( Bio-safety laboratory level-3, BSL-3)  
เป็นห้องปฏิบัติการท่ีปฏิบติังานเก่ียวกบัเช้ือก่อให้เกิดโรคหรือเป็นอนัตรายกับมนุษย ์สัตวห์รือ

ผูป้ฏิบติังานและติดต่อโดยทางเดินหายใจ ระดบัอนัตรายเช้ืออาจเป็นอนัตรายถึงชีวิตหรือเป็นโรคท่ีไม่เคยมี
ระบาดในประเทศ เช่น FMD exotic type, Avian influenza, H5N1, H1N1 หรือ H7N9 เป็นต้น   อุปกรณ์
ควบคุมความปลอดภยัไดแ้ก่ biological safety cabinet class II  เคร่ืองมือวิทยาศาตร์ท่ีจ าเพาะเพ่ือป้องกนัการ
แพร่กระจาย มีเค ร่ืองหมาย biohazard   เข้มงวดกับบุคคลเข้า-ออกและต้องปฏิบัติตามคู่ มือการใช้
ห้องปฏิบติัการอย่างเคร่งครัด  ตอ้งแสดงช่ือผูมี้สิทธิใช้ห้องปฏิบติัการ  มีการควบคุมบุคคลภายนอกเขา้มา
บริเวณเขตควบคุม โดยใช ้access door หรือกุญแจเฉพาะ อาคารหรือห้องปฏิบติัการตอ้งมีการติดตั้งระบบ
ควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพเพ่ือป้องกันการร่ัวไหลเช้ือไปสู่ส่ิงแวดลอ้ม (complete microsecurity 
system)  ไดแ้ก่ระบบความดนัติดลบ (negative pressure system),  ระบบดกักรองเช้ือทางอากาศ (HEPA filter 
system) ท่ีมีประสิทธิภาพกรองไม่นอ้ยกว่า 99.99% ก่อนปล่อยอากาศออกนอกอาคาร,   ระบบจ่ายอากาศเขา้-
ออก 100%  ตอ้งไม่มีการดึงอากาศภายในกลบัเขา้มาใชใ้หม่,  ระบบบ าบดัน ้าเสีย (biowaste treatment) ตอ้ง
ผ่านกระบวนการฆ่าเช้ือก่อนปล่อยออกนอกอาคาร,   ผูป้ฏิบติังานตอ้งเปล่ียนชุดปฏิบติัการแบบ 100% และ
ตอ้งอาบน ้า สระผมก่อนออกนอกพ้ืนท่ีเขตควบคุม,   มีประตูเขา้-ออกเป็นแบบ air-locked system ส าหรับควบคุม
และรักษาความดนัติดลบใหค้งท่ี   
 
 
 
 
 
  
 
 
           
 
 
 
 
 

 

 
 

  

ภาพระบบ microsecurity อาคาร BSL3 ของศูนยอ์า้งอิงโรคปากและเทา้เป่ือยฯ ไดแ้ก่ ระบบจ่ายอากาศเขา้-ออก  ระบบ
ดกักรองเช้ือทางอากาศ ระบบบ าบดัน ้าเสีย อุปกรณ์ฆ่าเช้ือต่าง  ๆเช่น pass box,  dunk tank และ 2-door autoclave  เป็นตน้ 
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4.  ควำมปลอดภัยทำงชีวภำพระดบั 4 (Bio-safety laboratory level-4, BSL-4)                                            
เป็นห้องปฏิบติัการท่ีปฏิบัติงานเก่ียวกบัเช้ือท่ีก่อโรคหรือเป็นอนัตรายถึงชีวิตและมีโอกาสติดผู ้

ปฎิบติังานไดสู้ง ไดแ้ก่โรคติดต่อระหว่างคนและสัตว ์เช่น NIPPA, SARS เป็นตน้ อุปกรณ์ท่ีควบคุมความ
ปลอดภยัไดแ้ก่ ตู ้isolator และตอ้งอยู่ในพ้ืนท่ีความดนัติดลบสูงกว่าปกติ พร้อมอุปกรณ์ฆ่าเช้ืออยู่ภายใน 
เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ท่ีจ าเพาะเพ่ือป้องกนัการกระจายเช้ือ ชุดปฏิบติัการพิเศษป้องกนัการติดเช้ือระหว่าง
ปฏิบติังาน มีการฉีดพ่นน ้ายาฆ่าเช้ือเส้ือผา้ผูป้ฏิบติังานและตอ้งอาบน ้าและเปล่ียนชุดใหม่ก่อนออกนอกพ้ืนท่ี
ปฏิบติังาน 
 
 
 
 
 
 

ตวัอยา่งเคร่ืองหมาย Biohazard, ตู ้isolator และชุดปฏิบติัการพิเศษส าหรับเจา้หนา้ท่ีผูป้ฏิบติังานใน 
หอ้งปฏิบติัการ BSL4 (แหล่งรูปภาพ: Australian Animal Health Laboratory, AAHL, ออสเตรเลีย) 

  
 
 
      
 
 
 

ตวัอยา่งอุปกรณ์ควบคุมความปลอภยัผูป้ฏิบติังาน (Personnel Protective Equipment, PPE) ท่ีใชใ้น 
หอ้งปฏิบติัการ (แหล่งรูปภาพ :  Australian Animal Health Laboratory, AAHL, ออสเตรเลีย) 

 

เอกสำรอ้ำงองิ 
-  Biosafety in microbiological and Biomedical Laboratories, CDC , NIH, 4th Edition 1999. 
-  Laboratory Biosafety Manual, 3rd Edition, World  Health Organization (WHO), Geneva, 2004. 
 
 

 

 



 
 
 
 
 

 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ปีท่ี 22 ฉบับท่ี 2 กันยายน 2556                          40                     J. Vet. Biol. Vol. 22 No. 2 September 2013 

 
 
 
 
 
 
 
 

“เขม็ในกองฟำง” 
 

ความรู้ที่แฝงในตัวบุคคลเปรียบเหมือนเข็มที่ซ่อนอยู่ในกองฟาง  
ถ้าค้นหาพบและน าออกมาใช้กส็ามารถก่อประโยชน์ได้ 

 
ความรู้ท่ีมีอยู่ในตวัคน ถา้ไม่มีการน าออกมาเปิดเผย ถ่ายทอด แลกเปล่ียนความรู้ระหว่างกนั ในท่ีสุด 

ความรู้กจ็ะสูญหายไปพร้อมตวัคนนั้น 
ความรู้ท่ีขาดการจดัเก็บอย่างมีระบบ และไม่มีการน าความรู้นั้นไปใชป้ระโยชน์ในการปฏิบติังาน 

ความรู้นั้นกจ็ะไม่ย ัง่ยืน 
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กำรท ำเคร่ืองหมำยหนูไมซ์ด้วยวธีิง่ำยๆ 
(Simple method for mouse identification) 

 
สพ.ญ.รัชนี อตัถิ1 

 
การทดสอบคุณภาพวคัซีนของส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ตัว ์เช่น การทดสอบความปลอดภยั และ

ความคุม้โรคของวคัซีน ส่วนใหญ่วิเคราะห์ผลโดยการนับจ านวนสัตวท์ดลองท่ีมีปฏิกิริยาตอบสนองต่อ
วคัซีนเป็นอตัราหรือเปอร์เซ็นตส์ัตวร์อด หรือตาย หรือแสดงอาการป่วยจากจ านวนสัตวท์ั้งหมดท่ีใชใ้นการ
ทดลอง ซ่ึงมกัใชส้ัตวท์ดลองขนาดเลก็เช่น หนูไมซ์ หนูตะเภา เป็ด หรือไก่ จึงไม่จ าเป็นตอ้งท าเคร่ืองหมายท่ี
ตวัสัตว ์เพียงแต่มีป้ายช่ือระบุเป็นกลุ่มทดลองติดท่ีกรงหรือคอก  แต่บางการทดลอง เช่น การติดตามระดบั
ภูมิคุม้โรค ท่ีตอ้งเจาะเลือดเป็นระยะ และตอ้งใชผ้ลการทดลองรายตวั จ าเป็นตอ้งท าเคร่ืองหมายท่ีตวัสัตว ์
เช่น เป็ด ไก่ ใชวิ้ธีหนีบเบอร์ท่ีปีก ซ่ึงมกัไม่ค่อยมีปัญหาอะไร เพราะมีการใชบ่้อย จึงมีอุปกรณ์พร้อม แต่
ส าหรับหนูไมซ์ซ่ึงในส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตวย์งัไม่เคยมีการทดลองท่ีตอ้งติดตามผลเป็นรายตวัมาก่อน
จึงตอ้งหาวิธีท าเคร่ืองหมายท่ีเหมาะสม  
 วิธีท าเคร่ืองหมายท่ีตวัหนูไมซ์มีหลายวิธี ดงัน้ี 
              1. การแตม้สี               
 2. การเจาะรูใบหู                                   
 3. การติดเบอร์หู 
 4. การฝังไมโครชิบ 
 5. การสกั 
           

 

 
1 ผูเ้ช่ียวชาญดา้นพฒันาแบคทีเรียวคัซีนส าหรับสตัว ์ส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ตัว ์
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ท่ีมา:http://www.theodra.com/rodent_laboratory/identification.html 
 

จากวิธีท่ีกล่าวมาขา้งตน้ทั้งหมดตอ้งใชอุ้ปกรณ์ทั้งส้ิน แต่วิธีท่ี 1 การแตม้สี ใชอุ้ปกรณ์ท่ีหาง่ายกวา่วิธีอ่ืน 
เพียงแต่เลือกวา่จะใชอ้ะไรมาแตม้สีท่ีจะท าใหสี้ติด เดิมใชป้ากกา permanent marker ซ่ึงใชใ้นหอ้งแลปทัว่ไป 
น ามาเขียนท่ีหลงั ขาหนา้และขาหลงั ตามแต่ก าหนดรหสัว่าแตม้สีท่ีต าแหน่งใดอ่านเป็นหมายเลขอะไร แต่สี
ท่ีเขียนดว้ย permanent marker ไวติ้ดอยู่เพียงวนัเดียวสีก็จางหายไปหมดท าให้เกิดปัญหาในการทดลอง จึง
แกปั้ญหาเฉพาะหนา้โดย แตม้สีทบัทุกวนั ซ่ึงท าใหยุ้ง่ยากและเสียเวลามาก   

ต่อมามีโอกาสคุยกบัเพ่ือนร่วมอาชีพชาวไตห้วนั ซกัถามกนัไปมาในวงสนทนาก็ไดค้วามรู้วา่ เขาใช ้
Picric acid แตม้สีท่ีขนหนูไมซ์ เป็นสีเหลือง สีติดทนนานหลายเดือน  แต่ก็ตอ้งจดัหาซ้ือมาเพราะห้องแลป
ของส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตวไ์ม่ไดใ้ชส้ารน้ีเลย เพ่ือนอีกคนเล่าว่าเคยมีคนเอายายอ้มผมของคนน่ีแหละมาท า
เคร่ืองหมายท่ีตวัววั หรือหมู จึงเกิดความคิด หายายอ้มผมมาใช้บ้างซ่ึงก็ไดผ้ลดีมาก เพราะขนของสัตวก์็
เหมือนผมคนนัน่เอง  หลงัจากนั้นก็ใชย้ายอ้มผมของคนยี่หอ้ท่ีเป็นครีมในซองเลก็ๆเพราะราคาไม่แพง น ามา
แตม้สีท าเคร่ืองหมายท่ีตวัหนูไมซ์ไดเ้ป็นร้อยตวั สีติดทนนานตลอดการทดลองประมาณ 2 เดือน และหากสี
เร่ิมจางก็เติมสีไดต้ลอดเวลา  ซ่ึงปัจจุบนัยงัคงท าเคร่ืองหมายหนูทดลองดว้ยการใช้ยายอ้มผมน้ีอยู่เพราะ
สะดวกและปลอดภยั ไม่ท าใหห้นูทดลองเจบ็ปวด               

                     
 
 
 
 
 
 

การใช ้permanent marker สีจางหายภายใน 1-2 วนั 

1-2 วนั 
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การใชย้ายอ้มผมแตม้  สีติดทนนานอยา่งนอ้ย  2 เดือน 
 

การท าเคร่ืองหมายส่วนใหญ่จะใส่หนูขาวในกล่อง ๆละ 5 ตวั ดงันั้นท าเคร่ืองหมายตวัหนูขาวใน
กล่องโดยแตม้ยายอ้มผมท่ีหนูไมซ์บนต าแหน่งท่ีแตกต่างกนัเพียง 5 ต าแหน่งเท่านั้น ผนวกกบัเลขก ากบัเบอร์
กล่องแต่ละกล่องก็สามารถระบุตวัหนูไมซ์ในการทดลองไดอ้ยา่งไม่สบัสนแลว้ ดว้ยวิธีง่าย  ๆค่าใชจ่้ายไม่แพง 

 

ตวัอย่ำงกำรก ำหนดรหัสประจ ำตวัหนู 
 

 

              
                                
 
 

 2 เดือน 

 1   2  5   3   4 
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หลอดกกัหนูไมซ์อย่ำงง่ำย !!! 
(Simple mouse restrainer) 

 

อารีรัตน ์แพงเพง็1 
สพ.ญ.วราพร สินสุวงศว์ฒัน์1 

 

ปกติเราจะคุน้เคยกบัการควบคุมหนูดว้ยมือ โดยการจบัหนังคอและล็อคหางหนู แต่บางคร้ังการ
ควบคุมหนูก็ไม่ง่ายอย่างท่ีคิด โดยเฉพาะมือใหม่หรือมือเก่าแต่ห่างหาย มกัจะบีบหนงัคอหนูไม่อยู่และจะ
โดนหนูแวง้กดัไดบ่้อยคร้ัง หรือบางคร้ังบีบหนงัคอผิดต าแหน่ง หนูอาจหายใจไม่ออกและส้ินใจคามือได ้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพตวัอยา่ง เทคนิคการจบัหนูดว้ยมือเปล่า โดยการดึงหนงัคอและลอ็คหางหนู 
 

ดว้ยปัญหาดงักล่าว “หลอดกกัหนูอย่างง่าย” จึงถูก
ท าข้ึนเพ่ือช่วยในการควบคุมหนูไมซ์ขณะปฏิบติังานเจาะ
เลือด หรือฉีดวคัซีน โดยหลอดน้ีสามารถช่วยลดความ
เจบ็ปวด ความเครียดของหนู จากการบีบจบั และยงัสามารถ
ช่วยป้องกนัผูป้ฏิบติังานจากการโดนกดั  
 
1 กลุ่มวิจยัและพฒันา ส านกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ตัว ์

B A 

C 
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หลอดกกัหนู ถูกท ำขึน้จำกวสัดุง่ำยๆ ดงันี ้
1.  กระบอกฉีดยา ขนาด 60 มล.  
2.  มีดคตัเตอร์ 
3.   ปากกา 
4.   ลวดยาว 15 ซม. หรือลวดหนีบกระดาษใหญ่ 
มวีธีิกำรท ำ  3 ขั้นตอน ดงันี ้
1. ตดัส่วนปลายใหเ้ป็นช่องเปิด  
2.     ตดัตามแนวยาวของหลอดใหเ้ป็นช่องสีเหล่ียมผืนผา้ขนาด ประมาณ  5X1 ซม. 
3. เจาะรูท่ีปลายหลอดดา้นช่องเปิด เพ่ือใชส้อดลวดส าหรับกั้นหนู  

 
 
 
 
 
 

 

วธีิกำรใช้งำนหลอด 
1. จบัหนูท่ีส่วนปลายหาง และวางหนูไวบ้นโต๊ะหรือฝากรง 
 
 

 
 
 
 

2.   ปล่อยหนูใหว่ิ้งเขา้หลอดกกั 
 
 
 
 
 

 

1 
2 

3 
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3.   สอดลวดผา่นรู เพ่ือกั้นหนูไว ้  จากนั้นดนักา้นหลอดลงเพ่ือใหช่้องพอดีกบัตวัหนู  
 
 
 
 
 
 
 

ตวัอย่ำงกำรใช้งำนหลอดกกัหนูอย่ำงง่ำย 
 

1. การฉีดยาเขา้ใตผ้ิวหนงั ดึงหนงัท่ีหลงัของหนู ผา่นช่องท่ีเจาะตามแนวหลอด 
 
 
 
 
 
 
 

           
 

2.   การฉีดยาเขา้กลา้ม   ดึงขาหลงัของหนูออกมาทางช่องท่ีเจาะตามแนวหลอด 
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3.   การเจาะเลือดท่ีหาง   
 

    
 
 
 
 

 
 

ข้อเสนอแนะ   
สามารถน าแนวคิดของ “หลอดกกัหนู” ไปประยุกต์ใช้กบัสัตวท่ี์มีขนาดใหญ่ข้ึน เช่น หนูตะเภา 

กระต่าย เป็นตน้ ทั้งน้ีควรค านึงถึงขนาดท่อกกัให้เหมาะสมกบัขนาดสัตว ์เพ่ือไม่ให้สัตวเ์ครียด และอึดอดั
เกินไป   
 
 
 
 
 
 
 


