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เปรียบเทียบผลการใชโบไวนคาลฟซีรั่ม 1% กับ 2% ในการเตรียมมีเดียมชนิดไมใชซีร่ัม 

ในการเพาะเซลล BHK-21 C13 และเพาะไวรัส Type O 189 
                                       

                                                                                                   

อารีย เกตุสุวรรณวงศ 1 

บทคัดย่อ 

            การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบการใช โบไวนคาลฟซีรั่ม 1% กับ 2% ในมีเดียมชนิด serum 

free medium ตัวอยาง A และ ตัวอยาง B ในการเพาะเลี้ยงเซลล BHK-21 C13 ชนิดแขวนลอยแบบตอเนื่อง 

รวมถึงทดสอบการนำเซลลไปเพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทป โอ 189  

            ผลการเพาะเซลลทดสอบตัวอยางละ  5  passage เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา ตัวอยาง A  เติม 1% 

และ 2% โบไวนคาลฟซีรั่ม มีคา Multiplication rate เทากับ 3.00±1.06 เทา และ 2.43±0.98 เทา มีจำนวนเซลล 

เทากับ 3.98±0.53 x 106 cell/ml และ 3.78±0.37 x 106 cell/ml ตามลำดับ ตัวอยาง B เติม 1% และ 2% โบ

ไวนคาลฟซีรั่ม มีคา Multiplication rate เทากับ 2.51±0.23 เทา และ 2.01±0.55 เทา ตามลำดับ มีจำนวนเซลล

เทากับ 3.30±0.50 x 106 cell/ml และ 3.11±0.53 x 106 cell/ml ตามลำดับ ผลการเพาะเลี้ยงเซลลเมื่อวัดจาก

คา Multiplication rate ไมมีความแตกตางทางสถิตริะหวางตัวอยาง A และ ตัวอยาง B (P<0.05)   

            ผลการเพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป โอ 189 ทดสอบเซลล จากตัวอยาง A  เติม 1% และ 

2% โบไวนคาลฟซีรั่ม มีคา 146 S ไวรัสเทากับ 3.40 µg/ml  และ 5.10 µg/ml  มีคา TCID50  เทากับ 8.30 

 log TCID50 /ml และ 8.10 log TCID50 /ml ตามลำดับ ตัวอยาง B เติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรั่มมีคา 146 

S ไวรัสเทากับ 1.8 µg/ml และ 1.40 µg/ml มีคา TCID50 เทากับ 7.70 log TCID50 /ml และ 7.60 log TCID50 

/ml ตามลำดับ           

            การศึกษาในครั้งนีส้รุปไดวา มีเดียมชนิด serum free medium ทั้ง 2 ตัวอยาง สามารถนำมาปรับใชใน

การเพาะเซลล BHK-21 C13   ของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตวไดทั้งการเติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรั่ม ผล

การนำเซลลไปทดสอบเพาะไวรัส มีคาอยูในเกณฑของงานผลิตไวรัส 
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Comparison of 1% and 2% Bovine Calf Serum in Serum free Medium 

for BHK-21 C13 cell line and FMD Virus Type O 189 Culture 

Aree katsuwonnawong 1 

Abstract 

            The objective of this study was to comparative 2 commercial brand of serum free 

medium sample A and sample B for culture BHK-21 C13 suspension cell and test for culture FMD 

virus type O 189 by additive 1% and 2% bovine calf serum.   

            The results of 5 passage cell cultures for 48 hours. Sample A additive 1% and 2% 

bovine calf serum cell multiplication rate was 3.00±1.06 and 2.51±0.23 times, cell number count 

was 3.98±0.53 and 3.78±0.37 x 106 cells /ml respectively. Sample B additive 1% and 2% bovine 

calf serum cell multiplication rate was 2.43±0.98 and 2.03±0.55 times, cell number count was 

3.30±0.50 and 3.11±0.53 x 106 cells /ml respectively.  the cell multiplication rate of sample A and 

sample B have no significant different. (P<0.05) 

            The tests for culture FMD virus type O 189 BHK-21 C13 suspension cell from, Sample A 

additive 1% and 2% bovine calf serum 146 S virus particles was 3.40 and 5.10 µg/ml, TCID50 was 

8.3 and 8.7 log TCID50 /ml respectively. Sample B additive 1% and 2% bovine calf serum 146S 

virus particles was 1.8 and 1.40 µg/ml, TCID50 was 7.70 and 7.60 log TCID50 /ml respectively. 

            In conclusion both commercial brand of serum free medium by additive 1% and 2% 

bovine calf serum can apply to culture Bureau of Veterinary Biologics BHK-21 C13 Suspension 

cell. The test for culture FMD virus type O 189 were accepted.  
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บทนำ 

  วัคซีนโรคปากและเทาเปอยที่ผลิตโดยสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตว (สทช.) กรมปศุสัตว ใชวิธีการผลิต
แบบ Suspension cell culture เพาะขยายเชื้อไวรัสใน BHK-21 C13  suspension cell  การผลิตวิธีนี้สามารถ
ผลิตไวรัสไดปริมาณมาก เนื่องจากเซลล BHK-21 C13 เปนเซลลที่เพาะเลี้ยงงาย เชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
(Foot and Mouth Disease; FMDV) สามารถเจริญเติบโตไดดีและใหแอนติเจนที่มีคุณภาพสูง จึงนิยมเพาะเลี้ยง
ไวรัสในเซลลชนิดนี้เพื่อผลิตวัคซีนในระดับอุตสาหกรรม (MacPherson et al., 1962) การเพาะเลี้ยงเซลล BHK-
21 C13 ของ สทช. เพาะเลี้ยงใน Growth medium serum (GMS) ซึ่งเปนสูตรมีเดียมที่ดัดแปลงจาก Minimal 
Essential Medium (MEM) โดยสูตรของ GMS จะมีการปรับแตงสารที่จำเปนตอการแบงตัวและเจริญเติบโตของ
เซลลเพ่ิมเติม แตเดิมการเพาะเลี้ยงเซลล BHK-21 C13 suspension ใชซีรมัเขมขน 10% (v/v) ในอาหารเพาะเลี้ยง 
ตอมาจากการศึกษาของพยนตและเชิงชาย (2533) เรื่องการเพาะเลี้ยงเซลล BHK-21 C13  suspension ดวย
อาหารเพาะเลี้ยงเซลลที่มีซีรัมเขมขน 5% (v/v) พบวาเซลลยังเจริญเติบโตไดดี ฝายผลิตวัคซีนโรคปากและเทา
เปอยและวัคซีนลัมปสกินจึงไดปรับเปลี่ยนความเขมขนของซีรั่มใน GMS เปน 5% (v/v) ทำใหลดการใชซีรัมลงไป
ไดมาก อยางไรก็ตาม การเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารเพาะเลี้ยงเซลลที่มีซีรัมเปนองคประกอบ อาจพบขอเสียหลาย
ประการ เชน ปริมาณโปรตีนตกคาง ซีรัมในแตละชุดการผลิต อาจมีคุณภาพไมสม่ำเสมอซึ่งยากตอการควบคุม 
สงผลใหการเจริญเติบโตและผลผลิตของเซลลไมสม่ำเสมอ ไมคุ มทุนสำหรับการนำมาเพาะเลี ้ยงเซลลใน 
bioreactor ขนาดใหญ (Gstraunthaler et al., 2013)  

  ปจจุบันมีการนำ serum free medium และ low serum medium มาใชเพาะเลี ้ยงเซลลอยาง
แพรหลาย มีเดียมดังกลาวประกอบดวยสารเคมีเชนเดียวกับ Basal Essential Medium (BEM) ทั่วไปแตเพ่ิม
สารอาหารและฮอรโมนที่ทดแทน โบไวนคาลฟซีรัม  คือ L-Glutamine, 2-mercaptoethanol, 2-aminoethanol 
(ethanolamine) Transferrin, และ  Insulin (Taupier et al.,1989) ซึ่งเพียงพอสำหรับการเจริญเติบโตของเซลล 
สงผลใหเซลลเจริญเติบโตและใหผลผลิตสม่ำเสมอ กระบวนการการทำบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑสามารถทำไดงายขึ้น 
ชวยลดความเสี่ยงจากการปนเปอนของจุลินทรีย โปรตีนกอโรค รวมทั้งการปนเปอนจากสวนประกอบอื่นๆในซรัีม 
ที่สงผลตอคุณภาพของผลิตภัณฑ (Even et al., 2006) นอกจากสามารถลดตนทุนการผลิตจากการใชซีรัมแลว ยัง
สามารถหลีกเลี่ยงปญหาทางจริยธรรมจากการใชสารที่มีตนกำเนิดจากสัตวในกระบวนการผลิตไดอีกดวย 
            การนำ serum free  medium ดังกลาวมาใชในการเพาะเซลลของ สทช. ยังไมสามารถนำมาใชได
เนื่องจากเซลลของ สทช. ทำการเพาะดวย GMS 5% โบไวนคาลฟซีรั่ม มานาน ไดมีการทดลองนำ serum free 
medium มาเพาะเลี้ยงเซลล BHK-21 C13  suspension ของ สทช. เซลลโตเพียง passage แรก ไมสามารถ 
Subculture เพ่ือเพาะเลี้ยงตอได   
            การศึกษาในครั้งมีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบการใชโบไวนคาลฟซีรั่ม 1% และ 2% (v/v)  เพาะเลี้ยง
เซลล BHK-21 C13  suspension cell ใน serum free  medium จำนวน 2 ตัวอยาง เนื่องจากปจจุบัน การผลิต
ชีวภัณฑ ผูผลิตมีการเปลี่ยน วิธีการจากการใชไขไก หรือ ผานสัตวทดลอง มาเปนการใชเซลลไลนมากข้ึนทำโบไวน
คาลฟซรีัม่  ซึ่งเปนวัตถุดิบสำคญัในการเตรียมมีเดียมสำหรับเพาะเซลล มีราคาสูงข้ึนมากสงผลใหตนทุนในการผลิต
สูงข้ึน  ผลที่ไดจากการศึกษานำไปเปนขอมูลเพ่ือปรับปรุงงานผลิตมีเดียมและลดตนทุนการผลิตตอไป  
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วิธีการวิจัย 

            1. มีเดียมและซีรัม่ 

     มีเดียมที่ใชศึกษาคือ มีเดียมสำหรับเพาะเลี้ยงเซลลชนิดไมใชซีรั่ม (serum free medium) แบบผง
สำเร็จรูป จำนวน 2 ตัวอยาง คือ Unknow A และ Unknow B มีสูตรสารเคมีเชนเดียวกับ GMS+0% serum  โดย
เพิ ่มสารทดแทน serum คือ L-Glutamine, 2-mercaptoethanol, 2-aminoethanol (ethanolamine) 
Transferrin, และ  Insulin (Taupier et al.,1989) มีเดียมที ่ใชเพาะไวรัส คือ GMS+0% serum (Rhone 
merieux, 1986a) และซีรั่มที่ใชศกึษาคือ โบไวนคาลฟซีรั่ม1  
            2. เซลลและไวรัส 

     เซลลที่ใชศึกษาคือ BHK-21 C13  suspension ไวรัสที่ใชศึกษาคือ FMD virus type O 189 จากฝาย
ผลิตวัคซีนโรคปากและเทาเปอยฯ  
            3. การเพาะเลี้ยงเซลล 
               เพาะเลี้ยงเซลล BHK-21 C13  ใน  serum free medium 2 ชนิดที่มีการเติม โบไวนคาลฟซีรัม  1% 

และ 2% (v/v) ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ในขวดแกวชนิดเติมอากาศ (wolff flask) ขนาด 2 ลิตร เพาะเลี้ยงปริมาณ 

1,000 มิลลิลิตร/รอบการผลิต (passage) ปริมาณเซลลเริ่มตน อยูระหวาง 0.5-1.0x106 cell/ml ปรับ pH 7.00 

ควบคุมอุณหภูมิที่ 36.5-37 °C ระยะเวลาการเพาะ 48 ชั่วโมง เติมอากาศ 10 ลิตร/ชั่วโมง รอบปน 60-70รอบ/

นาที  และทำการตรวจสอบจำนวนเซลลที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมงหลังการเพาะเลี้ยง เมื่อครบเวลาเพาะเลี้ยงเซลล 

นำเซลลตกตะกอนโดยการปนเหวี่ยง (centrifuge2) 324 xg อุณหภูมิ 4 °C 10 นาที (Rhone merieux, 1986b) 

เพื่อนำเซลลมาเพาะเลี้ยงใน passage ตอไป การเพาะเซลลจะเพาะ 5 passage เพื่อใหเซลลสามารถปรับตัวและ

เจริญเติบโตไดอยางตอเนื่องใน มีเดียมทดลอง ที่มีความเขมขนของ โบไวนคาลฟซรีัม 1% และ 2% (v/v) ในอาหาร

เพาะเลี้ยง  

            4. การเพาะเลี้ยงไวรัส 
               เพาะเลี้ยง FMD virus type O 189 ดวย BHK-21 C13  suspension cells ที่ผานการเพาะเลี้ยงใน

มีเดียมทดลองในขอ 3 passage ท่ี 5 ใน ขวดแกวชนิดเติมอากาศ (wolff flask) ขนาด 2 ลิตร โดยนำเซลลที่ผาน

การตกตะกอนมาเติมมีเดียม GMS+0% serum  ปริมาณเซลล 2.5x106 cell/ml จากนั้นเติม Seed virus 5% 

โดยปริมาตร เพาะไวรัสท่ีอุณหภูมิ 36.5-37 oC คา pH 7.4-7.6 รอบปน 60-70 rpm เพาะเลี้ยงไวรัสเปนเวลา 18- 

24 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลง cytopathic effect (CPE) เมื่อ CPE มากกวา 80% จึงเก็บไวรัส (harvest) ทำ

การสลัดแยกกากเซลลโดยการ centrifuge2 ที่ 2,026 xg อุณหภูมิ 4oC นาน 20 นาท ี(Rhone merieux, 1986d) 

จากนั้นแยกเก็บน้ำไวรัสเพ่ือนำไปทดสอบในขั้นตอนตอไป     

    

 
1 ยี่หอ moregate  ประเทศ นิวซีแลนด    2 ยี่หอ Beckman coulter รุน J6-MI  ประเทศ สหรัฐอเมริกา 
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            5. การตรวจสอบปริมาณ 146S   
     หาปริมาณอนุภาค 146 S โดยใชวิธีการแยกสวนในซูโครสกราเดียนท (sucrose density gradient : 

SDG) ที่ระดับความเขมขน 15–45% ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge1 และ rotor swing type  SW41Ti   
19,160 xg เป นเวลา 3 ช ั ่ว โมง 30 นาท ี  ท ี ่  4°C  จากน ั ้นนำไปว ัดค าด ูดกล ืนแสง โดยเคร ื ่อง  UV 
spectrophotometer2 ที่ความยาวคลื่น 254 nm หาพื้นที่ใตกราฟ (Rhone merieux, 1986f) คำนวณปริมาณ
อนุภาค 146 S เทียบกับ standard curve ซึ่งมีหนวย µg/ml (ไชยาและนพพร, 2543) 
            6. การตรวจสอบปริมาณเชื้อไวรัสที่มีชีวิต (TCID50) 

     หาปริมาณไวรัสดวยวิธี Tissue Culture Infectious Dose (TCID50)  โดยเจือจางเชื้อ FMDV แบบ 
10- fold serial dilution  จากนั้นนำไวรัสมาเติมลงใน 96-well plates หลุมละ 100 µl เติม primary lamb 
kidney cell ที่มีปรมิาณเซลล 106 cell/ml  หลุมละ 100-150 µl บมในตูบมเซลลอุณหภูมิ 37 oC  5% CO2 เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบการเกิด CPE คำนวณปริมาณเชื้อที่ไตเตรทได รายงานผลเปนTCID50/ml โดยใช 
Spearman–Kärber Method (Spearman, 1908; Kärber, 1931) 
            7. การตรวจสอบความปราศจากเชื้อ                                        

     โดยใชมีเดียม 2 ชนิดคือ fluid thioglycolate medium (FTM) และ soyabean casein digest 
medium (SCDM) โดย FTM บมที่อุณหภูมิ 30-35 oC และ SCDM บมท่ี อุณหภูมิ 20-25 oC เปนเวลา 14 วัน 
(WOAH, 2024) อานผลโดยการสังเกตความขุนของอาหารทุกวันตองไมพบความขุน 
            8. การบันทึกผลและวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ  
               บันทึกจำนวนของเซลล BHK-21 C13  ที่มีชีวิตเปนจำนวน cell/ml เมื่อเริ่มการเพาะเลี้ยงและ 48 

ชั่วโมงหลังการเพาะเลี้ยง คำนวณอัตราการแบงตัว (multiplication rate) ของเซลลเพาะเลี้ยงทุก passage จาก

จำนวนเซลลที่เพาะเลี้ยงไดลบดวยจำนวนเซลลเริ่มตน นำผลที่ไดหารดวยจำนวนเซลลเริ่มตน (อารียและวรัญู, 

2546) นำขอมูลผลการเพาะเลี้ยงของ BHK-21 C13  suspension cells ที่เพาะเลี้ยงใน  serum free medium 

เติม โบไวนคาลฟซีรัม  1% และ 2% (v/v) ทั้ง 2 ตัวอยาง มาวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติ ดวย T- 

test ผลการนำเซลลไปเพาะไวรัส แสดงผลปริมาณ146S และคา  TCID50  โดยใชสถิติเชิงพรรณนา  

  ผล 

                ผลการเพาะทดสอบ BHK-21 C13  suspension cell ใน serum free medium ตัวอยาง A  เติม 1% 

โบไวนคาลฟซีรั่ม จำนวน  5  passage มีคา multiplication rate เทากับ 3.00±1.06  จำนวนเซลลหลังการ

เพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมงเทากับ 3.98±0.53 x106 cell/ml (ตารางที่ 1, รูปที่ 1)ผลการเพาะทดสอบ BHK-21 C13  

suspension cell ใน serum free medium ตัวอยาง A  เติม 2% โบไวนคาลฟซรีัม่  จำนวน  5 passage มีคา  

             
1 ยี่หอ Backman coulter รุน SW 41Ti ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2 ยี่หอ Biotech รุน LKB UvicordS ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 multiplication rate เทากับ 2.51±0.23  จำนวนเซลลหลังการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมงเทากับ 3.78±0.37 x 106           

cell/ml  (ตารางที่ 1, รูปที่ 1) ผลการเพาะทดสอบ BHK-21 C13  suspension cell ใน serum free medium 

ตัวอยาง B  เติม 1% โบไวนคาลฟซีรั่ม  จำนวน  5 passage มีคา multiplication rate เทากับ 2.43±0.98  

จำนวนเซลล หลังการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมงเทากับ 3.30±0.50 x 106 cell/ml  (ตารางท่ี 1, รูปที่ 1) ผลการเพาะ 

 ทดสอบ BHK-21 C13  suspension cell ใน serum free medium ตัวอยาง B  เติม 2% โบไวนคาลฟซีร่ัม  

จำนวน  5 passage มีคา multiplication rate เทากับ 2.03±0.55  มีจำนวนเซลลหลังการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง

เทากับ 3.11±0.53 x 106 cell/ml  (ตารางที่ 1, รูปที่ 1) ผลการเปรียบเทียบคา multiplication rate ระหวาง 

serum free medium ตัวอยาง A  กับ ตัวอยาง B ไมมีความความแตกตางทางสถิต ิ(P<0.05)  

            ผลการทดสอบเพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป โอ 189 ดวยเซลลที่เพาะจาก serum free 

medium ตัวอยาง A  เติม 1% โบไวนคาลฟซีร่ัม  มีคา 146 S ไวรัสเทากับ 3.4 µg/ml  และมีคา TCID50  เทากับ 

8.3 log TCID50 /ml (รูปที ่2, รูปที่ 3) ผลการทดสอบเพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป โอ 189 ดวยเซลลท่ี

เพาะจาก serum free medium ตัวอยาง A  เติม 2% โบไวนคาลฟซีร่ัม  มีคา 146 S ไวรัสเทากับ 5.10 µg/ml 

และมีคา TCID50  เทากับ 8.10 logTCID50 /ml (รูปที่ 2, รูปที่ 3) ผลการทดสอบเพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทา

เปอย ไทป โอ 189 ดวยเซลล ที่เพาะจาก serum free medium ตัวอยาง B  เติม 1% โบไวนคาลฟซีรั่ม  มีคา 146 

S ไวรัสเทากับ 1.8 µg/ml และมีคา TCID50  เทากับ 7.70 logTCID50 /ml (รูปท่ี 2, รูปที่ 3) ผลการทดสอบ

เพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป โอ 189 ดวยเซลลที่เพาะจาก serum free medium ตัวอยาง B  เติม 

2% โบไวนคาลฟซรีัม่  มีคา 146 S ไวรัสเทากับ 1.40 µg/ml และมีคา TCID50 เทากับ 7.60 logTCID50 /ml  

(รูปที ่2, รูปที ่3) 

 

วิจารณ 

            จากผลการเพาะเลี้ยงเซลล BHK-21 C13 suspension  ใน serum free medium ตัวอยาง  เติม 1% 

และ 2% โบไวนคาลฟซีรั่ม  จำนวน  5  passage ทั้ง unknown A และ unknown  B มคีาจำนวนเซลลเพาะเลี้ยง

ที่ 48 ชั่วโมง อยูในเกณฑของงานผลิตเซลล ซึ่งจะอยูระหวาง 2.0 x 106- 2.8 x 106 cell/ml (พยนต, 2547) และ

คา multiplication rate ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) เซลลที่เพาะเลี้ยงใน serum free 

medium ทั้ง ตัวอยาง A และตัวอยาง B สามารถนำไปเพาะเลี้ยง FMD virus type O 189 มีคา 146 S ไวรัส และ

คา TCID50 อยูในเกณฑของงานผลติไวรัส 

            ในการทดลองครั้งนี้ ผลการเพาะเซลลดวยการเติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรั่ม  ใหผลในการเพาะ

เซลลไมตางกัน ดังนั้นจึงแปลผลไดวา การเติม โบไวนคาลฟซีรั่ม  ลงในมีเดียม ชนิดนี้ในระดับ 1% ก็เพียงพอแลว

และสามารถนำขอมูลไปเปรียบเทียบราคาตนทุนในการเพาะเซลลไดโดยคดิจากราคาตอลิตร ของ GMS +5% โบไวน

คาลฟซรีัม่  เทียบราคากับ serum free medium +1% โบไวนคาลฟซีรัม่   

            ดังนั้นหาก โบไวนคาลฟซีรั่ม  ซึ่งเปนวัตถุดิบหลักที่สำคัญในการเพาะเลี้ยงเซลล มีราคาสูงขึ้นในอนาคต

และทำใหเพิ่มตนทุนสำหรับการใชเพาะเลี้ยงเซลลในระดับอุตสาหกรรม การปรับราคาจำหนายชีวภัณฑขึ้นตาม
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ตนทุนทำไดยาก เนื่องจากนโยบายของกรมปศุสัตว ที่ผลิตชีวภัณฑเพื่อชวยเหลือเกษตรกรในประเทศ สทช.

สามารถพิจารณาแนวทางการใช serum free medium โดยการเติม 1% โบไวนคาลฟซีรัม  ทดแทนการผลิต

แบบเดิม ซึ่งจากผลการศึกษาในครั้งนี้ สามารถเพาะเซลลไดแบบตอเนื่องหรือหากสามารถทำการปรับสภาพเซลล

ใหสามารถโตใน 100 % serum free medium ไดก็มีแนวโนมที่เปนไปไดในอนาคต สทช.อาจผลิตวัคซีนโรคปาก

และเทาเปอยใดโดยไมตองใช โบไวนคาลฟซีรั่ม    

            ผลที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้สอดคลองกับจากการศึกษาของ Hela et al. (2001) ทดลองเพาะเลี้ยง

เซลล BHK-21 C13 ในมีเดียมที่ปราศจากซีรั่ม 2 ชนิดและมีเดียมที่ปราศจากโปรตีนจากสัตว 3 ชนิด พบวาเซลล

สามารถเจริญเติบโตไดดีและเมื่อนำไปเพาะเลี้ยงไวรัสใหผลผลิตของไวรัสดีตามไปดวย และสอดคลองกับผล

การศึกษาของ Paul et al. (2016) ท่ีไดพัฒนาสูตรมีเดียมที่ปราศจากโปรตีนจากสัตวและซีรั่มปรับสารอาหารให

เหมาะสมสำหรับการเจริญเติบโตของเซลล BHK-21 C13 suspension ผลการเพาะเลี้ยงเซลลพบวาเซลลที่ไดมี

ความหนาแนนสูง คาไตเตอรและปริมาณ 146S ของ FMDV ที่ผลิตไดมีความสม่ำเสมอมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ

การเพาะเลี้ยงแบบปกติ และเมื่อตรวจสอบการกระตุนทางภูมิคุมกัน พบวามรีะดับภูมิคุมกันเทากัน ซึ่งแสดงใหเห็น

วาสามารถผลิตวัคซีน FMD ในมีเดยีมท่ีไมมีสวนประกอบของโปรตีนและซีรัมได ขอดีของการการลดปริมาณซีรั่มท่ี

ใชเพาะเลี้ยงเซลลลง นอกจากชวยลดตนทุนการผลิตวัคซีนแลว ยังชวยลดความเสี่ยงจากการปนเปอนทางชีวภาพ 

โปรตีนกอโรค การปนเปอนของสารที่ไมทราบองคประกอบที่แนชัดในซีรั่ม รวมทั้งเลี่ยงปญหาทางจริยธรรมจาก

การใชสารท่ีมีตนกำเนิดจากสัตวในกระบวนการผลิต      

สรุป 

              การศึกษาในครั้งน้ีสรุปไดวา มีเดียมชนิด serum free medium ทั้ง 2 ตัวอยาง สามารถนำมาปรับใชใน

การเพาะเซลล BHK-21 C13   ของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตวไดท้ังการเติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรั่ม เซลล

ที่เพาะเลี้ยงจาก serum free medium ทั้ง 2 ตัวอยางสามารถนำไปเพาะเลี้ยงไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป โอ 

189 โดยมีคา 146 S ไวรัส และมีคา TCID50  อยูในเกณฑของงานผลิตวัคซีนโรคปากและเทาเปอย 
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ตารางท่ี 1 แสดงคาการแบงตัวของ BHK-21 C13  suspension cell ท่ีเพาะเล้ียงใน unknown A และ 

              unknown B serum free medium 

Sample Multiplication rate (times) 

(mean±SD) 

Number of 

passages 

unknown A 

+1% โบไวนคาลฟซีรัม  

3.00±1.06 5 

unknown A 

+2% โบไวนคาลฟซีรัม  

2.43±0.98 5 

unknown B 

+1% โบไวนคาลฟซีรัม  

2.51±0.23 5 

unknown B 

+2% โบไวนคาลฟซีรัม  

2.01±0.55 5 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
       unknown A             1% โบไวนคาลฟซีรัม              2% โบไวนคาลฟซีรัม              
       unknown B             1% โบไวนคาลฟซีรัม              2% โบไวนคาลฟซีรัม               

รูปที่ 1. กราฟแสดงจำนวนเซลล BHK-21 C13  เฉลี่ย 5 passage จากการเพาะเล้ียงใน  Unknown A   
          และ Unknown B  serum free medium เติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรัม   
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        unknown A                       1% โบไวนคาลฟซีรัม           2% โบไวนคาลฟซีรัม              
       unknown B                            1% โบไวนคาลฟซีรัม           2% โบไวนคาลฟซีรัม           

 รูปที่ 2 คา 146 S ไวรัสโรคปากและเทาเปอย Type O 189 จากเซลลเพาะเลี้ยงใน  Unknown A  
          และ Unknown B serum free medium เติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรัม   
         

 

 

 

 

   

 

 

  
        unknown A                   1% โบไวนคาลฟซีรัม           2% โบไวนคาลฟซีรัม              
       unknown B                   1% โบไวนคาลฟซีรัม           2% โบไวนคาลฟซีรัม  

 รูปที่ 3 คา TCID50 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย Type O 189 จากเซลลเพาะเล้ียงใน unknown A   

          และ unknown B serum free medium เติม 1% และ 2% โบไวนคาลฟซีรมั          
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ภาคผนวก 

ตารางท่ี 1 แสดงขอมูลการเพาะเซลล BHK-21 C13 และ คา146 S, TCID50  ไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป โอ 189 

 
Sample 

cell 
Passage 

Cell start 
0 hours 

(x 106 cell 
/ml) 

Cell count  
24 hours 

(x 106 cell  
/ml) 

Cell count 
48 hours 

(x 106 cell 
/ml) 

Multiplication 

rate 

 (times) 
 

Cell Initial 
virus culture 

(x 106 cell 
/ml) 

FMDV 
Type O189 

146 S 

(µg/ml) 

FMDV 
Type O 189 

TCID50 

(log TCID50 

/ml) 
Sample A 

+ 

1% โบไวนคาลฟ
ซรีัม  

 

1 
2 
3 
4 
5 

1.10 
1.04 
0.68 
1.15 
1.18 

1.88 
2.41 
1.72 
2.64 
1.93 

3.15                                      
3.95 
3.91 
4.35 
4.53 

1.86 
2.80 
4.75 
2.78 
2.84 

- 
- 
- 
- 

2.50 

- 
- 
- 
- 

3.4 

- 
- 
- 
- 

8.3 

Sample A 
+ 

2% โบไวนคาลฟ
ซรีัม  

1 
2 
3 
4 
5 

1.06 
1.00 
0.69 
1.11 
1.12 

1.52 
2.31 
1.49 
2.61 
1.44 

2.43 
3.69 
3.41 
3.36 
3.62 

1.29 
2.69 
3.94 
2.03 
2.23 

- 
- 
- 
- 

2.50 

- 
- 
- 
- 

1.8 

- 
- 
- 
- 

7.7 
Sample B 

+ 

1% โบไวนคาลฟ
ซรีัม  

1 
2 
3 
4 
5 

0.98 
1.08 
1.08 
1.11 
1.12 

 

1.58 
3.08 
1.50 
2.90 
1.55 

3.18 
3.75 
4.18 
3.97 
3.81 

2.24 
2.47 
2.87 
2.58 
2.40 

- 
- 
- 
- 

2.50 

- 
- 
- 
- 

5.1 

- 
- 
- 
- 

8.1 

Sample B 
+ 

2% โบไวนคาลฟ
ซรีัม  

1 
2 
3 
4 
5 
 

1.08 
1.01 
1.05 
1.13 
0.96 

1.48 
2.56 
1.35 
2.55 
1.32 

 

3.32 
3.09 
2.25 
3.57 
3.51 

2.07 
2.06 
1.14 
2.16 
2.65 

- 
- 
- 
- 

2.50 

- 
- 
- 
- 

1.4 

- 
- 
- 
- 

7.6 
 

 


