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บทคัดย่อ  ในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจาก
เชื้อ ตามวิธีที่ก�ำหนดไว้ใน มอก. 531 จะใช้เทคนิค Direct Contact แต่วิธีนี้พบปัญหาบ้างเมื่อทดสอบตัวอย่างที่อยู่ในรูปแบบ
ของถุงและขวด ดังนั้น เพื่อให้ได้วิธีการทดสอบใหม่ที่เหมาะสม จึงได้ทดสอบตัวอย่างภาชนะพลาสติกจ�ำนวน 34 ตัวอย่าง 
เปรียบเทียบวิธีตาม มอก. 531 กับวิธีใหม่ คือ เทคนิค Agar Diffusion โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อ L-929 ด้วยอาหาร 
เลี้ยงเซลล์ Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) ที่มี fetal bovine serum (FBS) ร้อยละ 5 จนเซลล์โตเป็น
ชั้นเดี่ยว จากนั้นเติมอาหาร MEM ที่มีวุ ้นร้อยละ 1.5 และสีย้อม neutral red ก่อนวางช้ินตัวอย่างบนช้ันวุ้น สังเกต 
การตายของเซลล์ในบริเวณด้านใต้และรอบๆ ชิ้นตัวอย่าง การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง และจ�ำนวนของเซลล์ที่มีชีวิต ภายหลัง 
การสัมผัสกับชิ้นตัวอย่าง 24 ชั่วโมง โดยใช้แผ่นพลาสติก USP Positive Bioreaction RS เป็นตัวควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก 
จากการทดสอบพบว่า ทัง้ 2 วธิใีห้ผลไม่แตกต่างกนัอย่างมนัียส�ำคญัทางสถิติ (P>0.05) เทคนิค Agar Diffusion เหมาะส�ำหรบั
พลาสติกทั้งชนิด โพลิเอทิลีน โพลิโพรพิลีน โพลิไวนิลคลอไรด์ และพลาสติกชั้น ดังนั้นเทคนิค Agar Diffusion จึงเป็น 
วิธีที่เหมาะสมที่จะน�ำมาใช้แทนที่เทคนิค Direct Contact
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บทน�ำ

ภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเชื้อ เช่น หลอดบรรจุยาฉีด (ampoule) ขวดบรรจุยาฉีด 

(vial) ถงุพลาสตกิส�ำหรบับรรจนุ�ำ้เกลอื ถงุพลาสตกิส�ำหรบับรรจโุลหติ เป็นต้น มทีัง้ทีท่�ำจากแก้วและพลาสตกิ ภาชนะ

บรรจุเภสัชภัณฑ์ที่ท�ำจากแก้วแม้ว่าจะป้องกันการซึมผ่านของก๊าซและไอน�้ำได้ดี และสามารถท�ำให้ปราศจากเช้ือและ

ก�ำจัดสารก่อไข้ โดยใช้อุณหภูมิสูงได้ แต่มีข้อเสียคือ แตกง่าย และอาจมีออกไซด์ของโลหะบางชนิดที่เป็นส่วนผสมของ

แก้วหลุดออกมาปนเปื้อนกับเภสัชภัณฑ์ที่บรรจุอยู่ ท�ำให้เภสัชภัณฑ์มีความเป็นกรด-ด่างสูงขึ้น ดังนั้นจึงมีการพัฒนา

ภาชนะบรรจผุลติภณัฑ์เภสชัท่ีท�ำจากพลาสตกิขึน้มา ซึง่มนี�ำ้หนกัเบา ไม่แตกร้าว มคีวามยดืหยุน่ ผลติเป็นรปูแบบต่างๆ

ได้ง่าย วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุเภสัชภัณฑ์ ได้แก่ โพลิเอทิลีน (PE) โพลิโพรพิลีน (PP) 

โพลิไวนิลคลอไรด์ (PVC) และพลาสติกชั้น (laminar) อย่างไรก็ตาม พลาสติกที่น�ำมาผลิตเป็นภาชนะบรรจุต้อง 

ไม่ท�ำปฏิกิริยากับเภสัชภัณฑ์ที่บรรจุจนท�ำให้คุณภาพเปล่ียนแปลงไป และเกิดผลข้างเคียงของตัวยา กล่าวคือภาชนะ

พลาสตกินัน้ต้องไม่ปล่อยสารปนเป้ือนกบัเภสชัภณัฑ์ในปรมิาณทีท่�ำให้เกิดพษิเป็นอันตรายต่อสขุภาพ และต้องไม่ดดูซมึ

โมเลกุลหรือไอออนของสารต่างๆ ในเภสัชภัณฑ์ ดังนั้นจึงจ�ำเป็นต้องทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ของภาชนะบรรจุว่า 

เหมาะกับเภสัชภัณฑ์ที่จะบรรจุ(1-2)

ภาชนะพลาสตกิบรรจุผลิตภัณฑ์เภสชัปราศจากเชือ้ (มอก. 531)(3) เป็นผลติภณัฑ์ทีม่พีระราชกฤษฎกีาก�ำหนด

ให้ต้องเป็นไปตามมาตรฐานทีก่�ำหนด หรอืเป็นมาตรฐานทีใ่ช้บงัคบั กล่าวคอื ภาชนะพลาสตกิทีบ่รรจเุภสชัภณัฑ์ส�ำหรบั

ฉีด ทั้งปริมาตรมากและปริมาตรน้อย ทั้งที่ผลิตในประเทศ และน�ำเข้าเพื่อจ�ำหน่ายในประเทศ ต้องได้รับการควบคุม

คุณภาพตามข้อก�ำหนดของส�ำนักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม  คือ ต้องมีการตรวจคุณภาพทั้งทางฟิสิกส์ เคมี 

และชวีภาพก่อน จึงจะสามารถน�ำมาบรรจุเภสชัภณัฑ์เพือ่จ�ำหน่ายได้ การทดสอบคุณลกัษณะทางชีวภาพม ี4 หวัข้อ ได้แก่ 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง การทดสอบหาสารไพโรเจน การทดสอบการท�ำลายเม็ดเลือด และ

การทดสอบการซึมผ่านเข้าออกของเชื้อจุลินทรีย์ 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง (Cytotoxicity Test) ตาม มอก. 531 น้ัน เป็น 

การทดสอบโดยใช้เทคนิค Direct Contact คือ วางช้ินตัวอย่างลงในหลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์โดยตรง วิธีนี้ยังม ี

ข้อจ�ำกัดส�ำหรับพลาสติกชนิด high density และ low density เนื่องจากพลาสติกนี้อาจจะไปกดทับให้เซลล์ตายได้ 

หรืออาจจะลอยไปมาในหลุมทดสอบ จนอาจท�ำให้ผลการทดสอบผิดพลาดได้ อีกทั้งภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์

เภสัชปราศจากเชื้อในประเทศไทยมีทั้งในรูปแบบของขวด และในรูปแบบของถุง การทดสอบตามวิธีใน มอก. 531 

จงึอาจไม่เหมาะสมกบัรปูแบบของตวัอย่างในปัจจบุนั ซึง่มกีารพฒันารปูร่างลกัษณะและขนาดไปเป็นอนัมาก จงึมคีวาม

จ�ำเป็นต้องพัฒนาวิธีการทดสอบโดยใช้เทคนิคใหม่ เพื่อให้ได้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง น่าเชื่อถือ และเหมาะสมกับ 

สภาพตัวอย่างในปัจจุบัน

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงในเภสัชต�ำรับและมาตรฐานต่างๆ เช่น United States 

Pharmacopeia (USP)(4) American Society for Testing and Materials (ASTM)(5) และ ISO 10993, ISO 

7405(6-7) สามารถแบ่งได้เป็น 3 เทคนิค ได้แก่ Elution, Direct Contact และ Agar Diffusion วิธีการทดสอบโดย

เทคนิค Elution จ�ำเป็นต้องมีขั้นตอนการสกัดตัวอย่างก่อนน�ำมาทดสอบกับเซลล์ที่เลี้ยงเป็น monolayer วิธีการ

ทดสอบโดยเทคนิค Agar Diffusion เป็นวิธีที่นิยมใช้ทดสอบตัวอย่างที่มีน�้ำหนักมาก เช่น เครื่องมือแพทย์ วัสดุทาง

ทันตกรรม จุกยาง เป็นต้น(8-12) และสามารถทดสอบกับตัวอย่างที่มีรูปร่างต่างๆ ได้ วิธีการทดสอบโดยใช้เทคนิค  

Direct Contact และ Agar Diffusion มีวิธีการทดสอบที่คล้ายกันและมีวิธีการประเมินผลที่เหมือนกัน คือ วิธี 

Direct Contact เป็นการทดสอบโดยวางชิ้นตัวอย่างบนเซลล์ที่เลี้ยงเป็น monolayer โดยตรง ส่วนวิธี Agar  

Diffusion เป็นการทดสอบโดยมีการเทชั้นวุ้นบนเซลล์ที่เลี้ยงเป็น monolayer ก่อนที่จะวางช้ินตัวอย่าง ดังนั้น 

ในการวิจัยครั้งนี้ จึงศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการน�ำวิธีการทดสอบแบบ Agar Diffusion มาใช้แทนที่วิธีการทดสอบ

แบบเดิม คือ วิธี Direct Contact ของมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม
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วัสดุและวิธีการ

1.	 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี

1.1	 ภาชนะพลาสตกิส�ำหรบับรรจุเภสัชภณัฑ์ปราศจากเช้ือ ซึง่ถูกส่งมาตรวจคุณลกัษณะทางชีวภาพ ในระหว่าง

ปีงบประมาณ 2553- 2555 จ�ำนวนรวมทั้งสิ้น 34 ตัวอย่าง

1.2	 เซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง L-929 mammalian fibroblast cell (ATCC cell line CCL1, NCTC 

clone 929)

1.3	 เครื่องมือ ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์ชนิดอินเวอร์ท (inverted microscope) ตู้อบเพาะเช้ือ แบบใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ ไมโครมิเตอร์ haemocytometer และ laminar flow cabinet 

1.4	 อุปกรณ์ ได้แก่ ขวดส�ำหรับเพาะเล้ียงเซลล์ (tissue culture flask) ถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 6 หลุม 

(6-well tissue culture petridish) ไมโครปิเปต ปิเปต เครื่องแก้วต่างๆ

1.5	 สารเคมี ได้แก่ Phosphate Buffer Solution, Trypsin Solution (0.25 g/100 ml), สีย้อม  

Trypan Blue, สารละลาย Neutral Red 50 µg/ml, 1% Sodium Bicarbonate Solution, Glutamine  

Solution (29.2 g/100 ml)

1.6	 อาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญเติบโต Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) ที่มี 

Fetal Bovine Serum 5%

1.7	 อาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญเติบโตที่มีวุ้น 1.5% โดยการเตรียม MEM ให้มีความเข้มข้นเป็น 

2 เท่า (2X) และมี Fetal Bovine Serum 10% และสารละลาย neutral red 2% น�ำไปอุ่นที่ 47 องศาเซลเซียส 

ผสมกับวุ้น 3% ที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส 

1.8	 วัสดุมาตรฐาน

	 -	 วัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก (Positive Material Control) คือแผ่น USP Positive  

Bioreaction RS 

	 -	 วัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ (Negative Material Control) คือแผ่น USP High-density 

Polyethylene RS 

2.	 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

2.1	 การเตรียมตัวอย่าง

ตัดภาชนะพลาสติกตรงบริเวณที่โค้งน้อยที่สุดและมีเนื้อสม�่ำเสมอ ตัดชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ และ

ชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวกให้มีพื้นที่ผิวไม่น้อยกว่า 100 ตารางมิลลิเมตร ท�ำการฆ่าเชื้อโดยแช่ในแอลกอฮอล์ 

70% เป็นเวลาประมาณ 1 นาที

2.2	 การเตรียมเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

น�ำเซลล์เน้ือเยื่อ L-929 ท่ีเพาะเล้ียงไว้ในขวดส�ำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ ล้างด้วย Phosphate Buffer  

Solution เติม Trypsin Solution เพื่อให้เซลล์หลุดล่อนจากพื้นผิวขวด แล้วจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญ

เติบโต (อาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ที่มี Fetal Bovine Serum 5%) ให้ได้สารแขวนตะกอนของเซลล์ที่เป็นเนื้อเดียวกัน 

น�ำสารแขวนตะกอนท่ีได้ไปวัดความเข้มข้นของเซลล์ โดยนบัจ�ำนวนเซลล์ทีม่ชีีวติพร้อมทัง้ค�ำนวณความเข้มข้นของเซลล์

ในสารแขวนตะกอน โดยใช้เครื่องมือนับเม็ดเลือด (Heamocytometer) จากนั้นเจือจางสารแขวนตะกอนของเซลล์นี้

ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญเติบโต ให้ได้ความเข้มข้น 2 × 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น�ำสารแขวนตะกอนของ
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เซลล์ที่เจือจางแล้วเติมลงในถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 6 หลุม หลุมละ 3 มิลลิลิตร น�ำไปบ่มในตู้อบเพาะเช้ือชนิดที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่น้อยกว่า 1 วัน จนเซลล์โตเป็นชั้นเดี่ยว 

(monolayer) อย่างน้อย 80% ของพื้นที่เลี้ยงเซลล์

2.3	 วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง โดยเทคนิค Direct Contact

เมื่อเซลล์โตเป็นชั้นเดี่ยว ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในถาดเลี้ยงเซลล์แต่ละหลุมออก เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับ

การเจริญเติบโต หลุมละ 0.8 มิลลิลิตร วางชิ้นตัวอย่างทดสอบ 2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผล

บวก 2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ 1 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น และอีกหลุมเป็น blank จากนั้น 

น�ำถาดเลี้ยงเซลล์ไปบ่มในตู้อบเพาะเชื้อชนิดที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 

24 ชั่วโมง ดูความเป็นพิษที่เกิดกับเซลล์ โดยดูลักษณะของเซลล์และวงใส (zone) ด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกการตาย

ของเซลล์ การเปลีย่นแปลงรปูร่าง (morphological change) และความหนาแน่นของเซลล์ทีม่ชีีวิต (cell density) แล้ว 

ประเมนิผล (ตารางที่ 1) หลังจากนั้นท�ำการยึด (fix) และย้อมสีเซลล์ให้ติดบนถาดเลี้ยงเซลล์ด้วยสารละลาย 

ฟอร์มาลินคริสทัลไวโอเลต การทดสอบจะถือว่า ตัวอย่างไม่เป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เมื่อชิ้นตัวอย่างมีความ

เป็นพิษต่อเซลล์เนือ้เยือ่เพาะเลีย้งไม่มากกว่าระดบั 2 และการทดสอบจะมผีลเช่ือถอืได้ เมือ่ blank และช้ินวสัดคุวบคมุ

เพ่ือยนืยนัผลลบไม่เป็นพษิต่อเซลล์เนือ้เยือ่เพาะเลีย้ง (ระดบั 0) และชิน้วสัดคุวบคมุเพือ่ยนืยนัผลบวกเป็นพษิต่อเซลล์

เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงในระดับ 3 ขึ้นไป

2.4	 วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง โดยเทคนิค Agar Diffusion

เมื่อเซลล์โตเป็นชั้นเดี่ยว ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในถาดเลี้ยงเซลล์แต่ละหลุมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์

ส�ำหรับการเจริญเติบโต ที่มีวุ้น 1.5% หลุมละ 3 มิลลิลิตร รอให้แข็งในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที วางชิ้นตัวอย่างทดสอบ 

2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก 2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ 

1 หลมุ หลมุละ 1 ชิน้ และอกีหลุมเป็น  blank จากนัน้น�ำถาดเลีย้งเซลล์ไปบ่มในตูอ้บเพาะเชือ้ชนดิทีม่คีาร์บอนไดออกไซด์ 

5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง ดูความเป็นพิษที่เกิดกับเซลล์ โดยดูลักษณะของเซลล์และ

วงใส ด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกการตายของเซลล์ การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง และความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิต แล้ว

ประเมินผลตาม (ตารางที่ 1) 

	 0	 ไม่เป็นพิษ (none)	 ไม่พบวงใสรอบๆ หรือภายใต้ชิ้นทดสอบ

	 1	 เป็นพิษน้อยมาก (slightly)	 พบเซลล์มีรูปร่างผิดปกติภายใต้ชิ้นทดสอบ

	 2	 เป็นพิษน้อย (mild)	 มีเซลล์ตายเป็นวงจ�ำกัดอยู่ในพื้นที่ใต้ชิ้นทดสอบ

	 3	 เป็นพิษปานกลาง (moderate)	 มีเซลล์ตายเป็นวงใสแผ่ขยายออกจากชิ้นทดสอบ 	

			   0.5 – 1.0 ซม.

	 4	 เป็นพิษรุนแรง (severe)	 มีเซลล์ตายเป็นวงใสแผ่ขยายออกจากชิ้นทดสอบ	

			   มากกว่า 1.0 ซม.

ตารางที่ 1 การประเมินระดับความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

	 ระดับ	 ปฏิกิริยา	 สภาพของเซลล์เนื้อเยื่อ

	 (grade)	 (reactivity)	 (Description of Reactivity Zone)
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ผล

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจาก

เชื้อที่ผลิตและน�ำเข้ามาในประเทศ ซึ่งถูกส่งมาตรวจคุณลักษณะทางชีวภาพ ในระหว่างปี 2553 - 2555 จ�ำนวน 34 

ตัวอย่าง โดยวิธีตาม มอก. 531 คือ เทคนิค Direct Contact และวิธีใหม่ คือ เทคนิค Agar Diffusion พบว่า 

ทั้ง 2 วิธีให้ผลการทดสอบที่ไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 2)

BOE-1, BOE-2, BOE-3, 	 PE	 ขวด	 0	 0

BOE-4, BOE-6, BOE-7, 

BOE-10, BOE-11, 

BOE-12, BOE-13,  

BOE-14	

BOE-8, BOE-9	 PE	 ขวด	 1	 0

BOE-5		  PE	 ขวด	 1	 1

BOP-1, BOP-2, 	 PP	 ขวด	 0	 0

BOP-3, BOP-4, 

BOP-6, BOP-7, 

BOP-9, BOP-10, 

BOP-11, BOP-12, 

BOP-13		

BOP-5, BOP-8	 PP	 ขวด	 1	 1

BAP-1, BAP-2, 	 PP	 ถุง	 0	 0

BAP-3, BAP-4,	

BAV-1		  PVC	 ถุง	 0	 0

BAL-1, BAL-2	 ชั้น	 ถุง	 0	 0

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัช

ปราศจากเชื้อเปรียบเทียบระหว่าง เทคนิค Direct Contact และเทคนิค Agar Diffusion

	
ตัวอย่าง	 ชนิดพลาสติก

	 รูปแบบ	 Direct Contact	 Agar Diffusion

			   Grade	 Grade

วิจารณ์

เมื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของตัวอย่างภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัช

ปราศจากเชื้อ จ�ำนวน 34 ตัวอย่าง ตามวิธีที่ก�ำหนดใน มอก. หรือเทคนิค Direct Contact เปรียบเทียบกับเทคนิค 

Agar Diffusion พบว่า ทั้ง 2 วิธีให้ผลไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P>0.05) แม้ว่าจะมีภาชนะพลาสติก
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ชนิดขวดจ�ำนวน 2 ตัวอย่าง ที่ให้ผลการทดสอบทั้ง 2 วิธี ที่ต่างกันบ้าง ซึ่ง 2 ตัวอย่างเป็นภาชนะพลาสติกที่ท�ำจาก PE 

โดยพบว่า เทคนิค Direct Contact มีความเป็นพิษมากกว่าเทคนิค Agar Diffusion ทั้ง 2 ตัวอย่าง ทั้งนี้อาจเนื่อง

มาจาก ภาชนะพลาสติกอาจเป็นชนิด high density มีน�้ำหนักมาก เมื่อท�ำการทดสอบโดยเทคนิค Direct Contact 

ชิ้นพลาสติกนี้จะไปกดทับท�ำให้เซลล์ใต้ชิ้นทดสอบตายได้ หรือภาชนะพลาสติกอาจเป็นชนิด low density มีน�้ำหนัก

เบา เมื่อท�ำการทดสอบโดยเทคนิค Direct Contact ชิ้นพลาสติกนี้จะเคลื่อนที่ไปมาในหลุมทดสอบท�ำให้เซลล์ใต้ชิ้น

ทดสอบตายได้ หรืออาจเกิดจากสารพิษที่มีอยู่ในช้ินพลาสติกอาจไม่ละลายหรือถูกดูดซับไว้ในช้ันวุ้น มีผลท�ำให้ความ

เข้มข้นของสารพิษลดลงเมื่อซึมผ่านชั้นวุ้นมาสัมผัสกับเซลล์ จึงพบความเป็นพิษโดยเทคนิค Direct Contact มากกว่า

เทคนิค Agar Diffusion(8) อย่างไรก็ตามเมื่อท�ำการเปรียบเทียบขนาดวงใสของช้ินวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก 

พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลไม่แตกต่างกัน คือ มีขนาดวงใส 0.5 – 0.7 เซนติเมตร แสดงให้เห็นว่า สารพิษที่หลุดรอดออกมา

สามารถละลายและซึมผ่านชั้นวุ้นลงมาสัมผัสกับเซลล์ได้ 

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของตัวอย่างภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัช

ปราศจากเชื้อที่อยู่ในรูปถุง จ�ำนวน 7 ตัวอย่าง แม้พบว่า ทุกตัวอย่างให้ผลไม่ต่างกัน แต่เนื่องจากถุงมีความบางมากกว่า

ขวด จึงมีโอกาสเกิดการเคลื่อนที่ของตัวอย่างภายในหลุมทดสอบ เมื่อท�ำการทดสอบด้วยเทคนิค Direct Contact 

จ�ำเป็นต้องระวังในเรื่องดังกล่าวเป็นอย่างมาก ซึ่งจะมีผลท�ำให้เกิดการแปลผลที่ผิดได้ การน�ำเทคนิค Agar Diffusion 

มาใช้แทนที่จึงช่วยแก้ปัญหาดังกล่าวได้

เมื่อประเมินผลตามเกณฑ์ท่ี มอก. ก�ำหนด พบว่า ทุกตัวอย่างเข้ามาตรฐานทั้ง 2 วิธี ซึ่งสอดคล้องกับ 

การศึกษาของทวีทรัพย์และคณะซึ่งรายงานถึงคุณภาพของภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุเภสัชภัณฑ์ปราศจากเชื้อ 

ในประเทศไทย(13) ทัง้นีเ้นือ่งจาก ต�ำรายา USP ได้ก�ำหนดให้เมด็พลาสตกิทีน่�ำมาใช้ในการผลติภาชนะพลาสตกิส�ำหรบั

บรรจเุภสชัภณัฑ์ต้องผ่านการทดสอบคณุภาพและความปลอดภยัก่อน ถ้าไม่ผ่านกไ็ม่สามารถน�ำมาใช้ในการผลติภาชนะ

พลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเชื้อได้(3)

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงที่ก�ำหนดใน มอก. 531 เป็นเทคนิค Direct Contact 

วิธีนี้แม้จะสามารถสกัดและทดสอบตัวอย่างได้ในเวลาเดียวกัน ท�ำให้สามารถประหยัดเวลาในการทดสอบ คือ เมื่อวาง

ชิ้นทดสอบลงในหลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ อาหารเลี้ยงเซลล์จะสกัดเอาสารพิษจากชิ้นตัวอย่างออกมา และลงสัมผัสกับ

เซลล์โดยตรง ท�ำให้ช่วยลดข้ันตอนในการสกดั สามารถใช้ตวัอย่างทีม่ด้ีานเรยีบเพยีงแค่ 1 ด้าน ก็สามารถน�ำมาใช้ประเมนิ

ความเป็นพิษได้ อย่างไรก็ตาม วิธีนี้ไม่เหมาะกับตัวอย่างที่เป็นโลหะหรือตัวอย่างที่มีพื้นผิวไม่เรียบ รวมทั้งตัวอย่างท่ี

เป็นพลาสติกชนิด high density หรือ low density เนื่องจาก ตัวอย่างพลาสติกชนิด high density อาจท�ำให้เกิด

การกดทับบนเซลล์เนื้อเยื่อท�ำให้เซลล์ตาย ส่วนตัวอย่างพลาสติกชนิด low density อาจท�ำให้ชิ้นตัวอย่างเกิดการ

เคล่ือนที่ท�ำให้เซลล์ตายได้ ทั้งนี้การตายเกิดจากลักษณะทางกายภาพของตัวอย่าง ไม่ได้เกิดจากสารพิษที่หลุดรอด 

ออกมา ท�ำให้เกิดการแปลผลที่ผิดพลาดได้(4, 8)

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงที่น�ำมาแทนที่วิธีเดิมเป็นเทคนิค Agar Diffusion วิธีนี้

สามารถสกดัและทดสอบตวัอย่างได้ในเวลาเดยีวกนั ท�ำให้สามารถประหยดัเวลาในการทดสอบ เช่นเดยีวกนักบัเทคนคิ 

Direct Contact วิธีนี้ยังสามารถทดสอบกับตัวอย่างที่มีลักษณะทางกายภาพแตกต่างกันได้และไม่ข้ึนกับ material 

density เนื่องจากมีชั้นวุ้นรองรับน�้ำหนักไว้ หรือถ้าตัวอย่างมีพื้นที่ผิวไม่เรียบหรือมีขนาดเล็ก ก็สามารถน�ำตัวอย่าง 

มาสกัดและน�ำสารสกัดหยดลงบนกระดาษกรองก่อนที่จะน�ำมาทดสอบได้(6-8) ดังนั้นมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม 

จึงน่าจะมีการปรับเปลี่ยนวิธีการทดสอบจากเทคนิคเดิม คือ Direct Contact เป็นเทคนิคใหม่ คือ Agar Diffusion  

ซึ่งเป็นเทคนิคที่เหมาะที่จะน�ำมาใช้ทดสอบกับภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเช้ือในประเทศไทยที่ม ี

ทั้งในรูปแบบของขวด และในรูปแบบของถุง ซึ่งมีการผลิตมาจากวัตถุดิบทั้ง PE PP PVC และพลาสติกชั้นได้
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วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงแบบ Agar Diffusion  เป็นวิธีที่มีความไว ให้ผลการ

ทดสอบที่มีความน่าเชื่อถือ สามารถทดสอบกับตัวอย่างที่มีลักษณะทางกายภาพแตกต่างกันซึ่งมีทั้งในรูปแบบของขวด 

และในรูปแบบของถงุ นอกจากนี้ยังสามารถน�ำไปประยกุตใ์ช้กับมาตรฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมอื่นๆ ทีเ่กี่ยวข้อง เช่น 

มอก. 1298 ภาชนะพลาสติกปราศจากเชื้อส�ำหรับบรรจุโลหิตและส่วนประกอบของโลหิตได้อีกด้วย 
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ABSTRACT  Even though direct contact technique was used to screen the cytotoxicity of plastic  
parenteral containers according to TIS 531, some difficulties were encountered when samples having 
bag and bottle forms were found moving in the wells during testing. In order to be able to test all types 
of containers, agar diffusion technique was applied to evaluate 34 plastic parenteral containers parallel 
with direct contact technique. The L-929 cultures were grown to monolayer in Eagle’s Minimum  
Essential Medium (MEM) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS). After incubation, the agar 
layer (1.5%) supplemented with MEM in 5% FBS and neutral-red stain was added to replace the medium. 
The samples were cut and placed on the agar layer. After 24–hour exposure, the cell monolayers 
were observed for cell deaths beneath and surrounding the samples as well as changes in morphology 
and cell densities. In this study, USP Positive Bioreaction RS were used as positive material control.  
There were no statistical differences between both techniques (P>0.05). However, the agar diffusion  
technique was a useful method for screening plastic parenteral containers made from polyethylene,  
polypropylene, polyvinyl chloride and laminar. Therefore, it could be another useful method to be  
implemented for the cytotoxicity testing scheme in order to replace the direct contact technique.

Key words: Cytotoxicity testing, Plastic parenteral container, Agar diffusion technique


