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บทคัดย่อ การวิเคราะห์ค่าความแรงของวัคซีนบซีีจีในงานควบคุมคุณภาพ มวิีธมีาตรฐานที่ก�ำหนดไว้โดยองค์การอนามยัโลก

คือวิธกีารเพาะเช้ือ แล้วค�ำนวณหาปริมาณเช้ือในหน่วย colony forming unit ต่อโดส๊ วิธน้ีีมีข้อจ�ำกดัคือ ใช้ระยะเวลา

ในการทดสอบนาน เน่ืองจากเช้ือ mycobacteria มกีารเจริญช้า ท�ำให้ต้องใช้เวลาในการทดสอบนานถงึ 4 สปัดาห์ 

และผลการทดสอบยังมคีวามแปรปรวนสงู การศกึษาน้ีจึงมแีนวคิดจะน�ำวิธทีางเลือกคือการตรวจหาปริมาณ ATP 

ภายในเซลล์ ซ่ึงใช้เวลาวิเคราะห์ผลเพียง 2 วันเทา่น้ัน เพ่ือยืนยันว่าวิธทีางเลือกเหมาะสมที่จะน�ำมาใช้แทนวิธเีดมิ จึง

จ�ำเป็นต้องตรวจสอบความถูกต้องของวิธ ี โดยท�ำการศกึษาในพารามเิตอร์ที่ส�ำคัญได้แก่ ความแม่น ความเที่ยงทั้ง

การทดสอบซ�ำ้ในวันเดยีวกนัและต่างวันกนั รวมถงึ ความคงทนของวิธ ีผลการศกึษาพบว่า วิธทีางเลือกน้ีมคีวามแม่น

ที่ด ี โดยมค่ีาการคืนกลับที่ 91.73% มคีวามเที่ยงที่ดจีากการท�ำซ�ำ้ในวันเดยีวกนัและในวันและเวลาที่ต่างกนั โดยมี

ค่าสมัประสทิธิ์ความแปรปรวนน้อยว่า 20.00% ส่วนความคงทนซ่ึงทดสอบโดยผู้ปฏบิตั ิ 2 คน ไม่มคีวามแตกต่าง

ของผลการทดสอบทางสถติ ิ (p>0.05) และมค่ีาสมัประสทิธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่า 10.00% นอกจากน้ีพบว่ามี

ความสมัพันธส์งูระหว่างวิธกีารวัดปริมาณ ATP ภายในเซลล์กบัวิธกีารเพาะเช้ือ สรปุได้ว่าวิธกีารตรวจหาปริมาณ 

ATP ภายในเซลล์ เป็นวิธทีี่เรว็ ไว ประหยัดเวลา และเป็นวิธทีี่น่าเช่ือถอื เหมาะส�ำหรับน�ำมาใช้ในการวิเคราะห์ค่า

ความแรงของวัคซีนบซีีจี และสามารถน�ำมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานในการควบคุมรุ่นการผลิตวัคซีนบซีีจีในประเทศไทย
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บทน�ำ
วัคซีนป้องกนัโรควัณโรค หรือวัคซีนบซีีจี ที่มีการใช้

งานในประเทศไทย เป็นวัคซีนเช้ือเป็นที่ผลิตจาก Myco-

bacterium bovis สายพันธุ ์ Tokyo-1 ซ่ึงถูกท�ำให้อ่อน

ฤทธิ์ โดยเช้ือแบคทเีรียน้ีสามารถกระตุ้นให้เกดิภมูคุ้ิมกนั

ได้ วัคซีนน้ีถูกบรรจุเข้าในแผนสร้างเสริมภมูิคุ้มกนัโรค

ในเดก็ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2520(1) การรับรองรุ่นการผลิต

นอกจากจะพิจารณาเอกสารสรปุกระบวนการผลิตแล้ว จะ

ต้องด�ำเนินการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏบิัติการควบคู่

ไปด้วย ตั้งแต่อดตีจนถงึปัจจุบนัการวิเคราะห์ค่าความแรง
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ของวัคซีนบีซีจีที่ก�ำหนดไว้โดยองค์การอนามัยโลกและ   

ทีใ่ช้กนัอย่างแพร่หลายคือวิธกีารเพาะเช้ือในอาหารเล้ียง-

เช้ือที่เหมาะสม แล้วค�ำนวณหาปริมาณเช้ือมีชีวิตใน  

วัคซีน(2-4) ซ่ึงวิธน้ีีต้องเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจ�ำนวนมาก

และมีการเตรียมที่ยุ่งยากซับซ้อน ไม่เหมือนอาหารเล้ียง

เช้ือแบคทเีรียทัว่ไป และเน่ืองจากเช้ือ mycobacteria เป็น

แบคทเีรียที่มกีารเจริญช้า การเกดิโคโลนีบนอาหารเล้ียง

เช้ือใช้เวลานานประมาณ 1 เดอืน(5) การอ่านผลโดยการ

นับโคโลนีของเช้ือที่ขึ้นในอาหารต้องอาศัยความช�ำนาญ

ส่งผลให้การทดสอบมีความแปรปรวนสงู(6) มีหลายการ

ศกึษาได้น�ำวิธกีารหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์มาใช้ใน

การตรวจหาเช้ือที่มีชีวิตในวัคซีน(7-11) ซ่ึงวิธน้ีีมีขั้นตอน

การด�ำเนินการที่รวดเรว็ สามารถลดระยะเวลาการตรวจ

วิเคราะห์ลงเหลือ 2 วัน โดยอาศยัหลักการที่ adenosine 

triphosphate (ATP) ซ่ึงพบในเซลล์ที่มชีีวิต ท�ำปฏกิริิยา

กบัเอน็ไซม ์Firefly luciferase โดยม ีluciferin เป็น sub-

strate ท�ำให้เกดิการเปล่งแสง bioluminescence ออกมา 

ซ่ึงสามารถวัดค่าการเปล่งแสงได้ด้วยเคร่ือง luminome-

ter(7,8) ปัจจุบนัยังไม่มหีน่วยงานควบคุมก�ำกบัประเทศใด

ใช้วิธีน้ีในการตรวจหาค่าความแรงของวัคซีนบีซีจีเพ่ือ

รับรองรุ่นการผลิต และหากตรวจสอบความถูกต้องของ

วิธแีล้วพบว่าวิธน้ีีมคีวามเหมาะสมจริงประเทศไทยจะเป็น

ประเทศแรกที่ใช้วิธีน้ีในการรับรองรุ่นการผลิตวัคซีน-    

บซีีจี 

การศกึษาวิจัยน้ีมวัีตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความถูก

ต้องของวิธีการหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์ ใน

พารามเิตอร์ต่างๆ ที่ส�ำคัญ ได้แก่ ความแม่น (accuracy) 

ความเที่ยง (precision) ความจ�ำเพาะ (specificity) และ

ความคงทน (robustness) โดยใช้วัคซีนอ้างองิมาตรฐาน

ที่ใช้ในประเทศเป็นตัวควบคุมผลการทดสอบร่วมกับ

วัคซีนอ้างองิมาตรฐานสากลที่ทราบค่าในหน่วยนาโนกรัม

ของ ATP พร้อมกบัประเมนิค่าความแรงของวัคซีนอ้างองิ

มาตรฐาน และตวัอย่างในประเทศจ�ำนวน 15 รุ่นการผลิต 

ซ่ึงเป็นตัวอย่างวัคซีนที่ส่งตรวจยังสถาบันชีววัตถุ กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์เพ่ือขอรับรองรุ่นการผลิตใน พ.ศ. 

2560 - 2561 โดยการวิเคราะห์ปริมาณ ATP ภายใน

เซลล์เปรียบเทยีบกบัวิธมีาตรฐานเดิม เพ่ือแสดงให้เหน็

ว่าวิธทีางเลือกน้ีสามารถน�ำมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานได้

วิธีการศึกษา
วคัซีนมาตรฐาน

วัคซีนบซีีจีมาตรฐานสากล รุ่นการผลิต 07/272 (The 

1st WHO reference reagent for BCG vaccine of Tokyo 

172 sub-strain) ได้จากหน่วยงาน National Institute of 

Biological Standards and Control (NIBSC) ซ่ึงมีค่า

ความแรงเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธเีพาะเช้ือเทา่กบั 49.4 x 106 

CFU ต่อมิลลิลิตร ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากบั 5.9 x 

106 CFU ต่อมลิลิลิตร และมีค่าความแรงเมื่อวิเคราะห์

ด้วยวิธกีารหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์เทา่กบั 217.6 

นาโนกรัมต่อหลอด ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากบั 27.5 

นาโนกรัมต่อหลอด ส�ำหรับวัคซีนบีซีจีอ้างองิมาตรฐาน

ของประเทศ ได้รับจากสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ซ่ึง

ได้ก�ำหนดรุ่นการผลิตเป็น BCG220316 ในห้องปฏบิตัิ

การหลังจากการก�ำหนดค่าความแรงร่วมกับผู้ผลิตใน

ประเทศแล้ว พบว่ามีค่าความแรงเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี

เพาะเช้ือเทา่กบั 15.88 x 106 CFU ต่อมลิลิลิตร มช่ีวง

ค่าที่ยอมรับได้ส�ำหรับการใช้งานเทา่กบั 6.93 x 106 – 

24.82 x 106 CFU ต่อมลิลิลิตร

วคัซีนตวัอย่าง

วัคซีนบซีีจีตัวอย่างที่น�ำมาทดสอบ เป็นตัวอย่างที่ส่ง

มาจากสถานเสาวภา สภากาชาดไทย จ�ำนวน 15 รุ่น        

การผลิตที่ขอรับรองรุ่นการผลิตที่สถาบันชีววัตถุ กรม-

วิทยาศาสตร์การแพทย์ ในปี พ.ศ. 2560 - 2561

เครือ่งมือและอุปกรณ์

เคร่ืองอ่านปฏกิริิยาบนไมโครเพลทรุ่น Centro XS3 

LB960 Microplate Luminometer (BERTHOLD tech-

nologies) ส�ำหรับการวัดค่าการเปล่งแสง biolumines-

cence

อาหารเล้ียงเช้ือและชดุน�้ ำยาทดสอบส�ำเร็จรูป

อาหารเล้ียงเช้ือ Dubos oleic albumin complex 
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เตรียมโดยการช่ัง Dubos broth base (Cat No.238510, 

Difco) ปริมาณ 0.7 กรัม และ Bovine albumin (Cat 

No. A4503-10G, Sigma) ปริมาณ 0.5 กรัม ใส่ลงใน

ขวดแก้วขนาด 250 มลิลิลิตร จากน้ันเตมิน�ำ้กล่ันปริมาตร 

100 มลิลิลิตร และ Tween 80 (Cat No. P4780, Sig-

ma) ปริมาตร 45 ไมโครลิตร กวนให้เข้ากนั แล้วน�ำไป

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

น�ำ้ยาสกดั ATP (Extractant B/S, Cat.No. 31-103, 

Biothema) ซ่ึงประกอบด้วยชุดน�ำ้ยาทดสอบส�ำเรจ็รปู cell 

viability kit (Cat. No.188-441, Biothema) ที่มี ATP 

reagent SL, Diluent B, ATP Standard 10 ไมโครโมล

ต่อลิตร 

วิธีทดสอบ

ท�ำการละลายตัวอย่างวัคซีนบีซีจี 1 ขวดด้วยอาหาร

เล้ียงเช้ือ Dubos oleic albumin complex ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร จากน้ันดูดวัคซีนที่ละลายแล้วใส่ลงในหลอด

ทดลองแบบฝาเกลียวขนาด 2 มิลลิลิตร หุ้มด้วยกระ-

ดาษฟลอยดเ์พ่ือป้องกนัแสง แล้วน�ำไปบ่มทีตู่้อบเพาะเช้ือ

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 22-26 ช่ัวโมง เมื่อ

ครบก�ำหนดเวลา น�ำตัวอย่างมาเจือจางด้วยอาหารเล้ียง

เช้ือ Dubos oleic albumin complex โดยเร่ิมจากหลอดที่

ไม่เจือจาง และเจือจางเป็น 1:2 และ 1:4 ตามล�ำดบั จาก

น้ันน�ำไปสกดั ATP โดยน�ำน�ำ้ยา Extractant B/S ที่แบ่ง

ใส่หลอดทดลองไว้ปริมาตร 900 ไมโครลิตร มาต้มที่

อณุหภมู ิ96 – 98 องศาเซลเซียส นาน 2 นาท ีแล้วเตมิ

ตวัอย่างวัคซีนที่เจือจางไว้ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลง

ในหลอดน�ำ้ยา Extractant B/S ป่ันให้เข้ากนั แล้วน�ำไป

ต้มที่อณุหภมู ิ96 – 98 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ีเมื่อ

ครบเวลา ปล่อยให้เยน็ลงที่อุณหภมูิห้องอย่างน้อย 30 

นาท ีในการทดสอบทุกคร้ังให้ท�ำควบคู่กบัหลอดควบคุม

ทีใ่ห้ผลลบ (negative control) และวัคซีนอ้างองิมาตรฐาน 

จากน้ันให้ใช้ปิเปตดูดตวัอย่างที่ผ่านการสกดั ATP แล้ว 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ลงในไมโครเพลทสขีาวทบึ 

(white microplate) โดยท�ำ 3 หลุมในแต่ละระดบัความ

เจือจาง แล้วเตมิ ATP reagent SL ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 

ลงในทุกหลุมที่มตีวัอย่างพร้อม negative control แล้วน�ำ

ไปอ่านผลการทดสอบ โดยเคร่ือง Centro XS3 LB960 

Microplate Luminometer ซ่ึงเคร่ืองจะอ่านผลเป็นค่าการ

เปล่งแสง (luminescence; I
smp

) ในการอ่านค่าการเปล่ง

แสงของเคร่ืองน้ัน ต้องตั้งค่าเวลาการอ่านไว้ที่ 1 วินาที

ต่อหลุม เน่ืองจากค่าการเปล่งแสงจะลดลงตามเวลา เมื่อ

เคร่ืองอ่านผลการทดสอบในรอบแรกแล้ว ให้น�ำเพลท

ออกจากเคร่ือง แล้วเติม ATP standard ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงในตวัอย่างทุกหลุม จากน้ันน�ำเพลทไปวัด

ค่าการเปล่งแสง (luminescence; I
smp+std

) อกีคร้ังหน่ึง แล้ว

น�ำผลที่ได้ไปค�ำนวณหาค่า ATP

การค�ำนวณค่า ATP ให้มหีน่วยเป็น นาโนกรัมต่อโดส๊ 

โดยใช้สตูรดงัน้ี

ATP
smp

 = [I
smp

/(I
smp +std 

- I
smp

) x 100 x 50 

x10 x 573.1 x dilution factor]/1000
- 	เมื่อ ATP smp คือค่า ATP ของตวัอย่าง

- 	I
smp

 คือค่าการเปล่งแสง luminescence ของตวัอย่าง

-	I
smp +std

 คือค่าการเปล่งแสง luminescence ของ

ตวัอย่างหลังการเตมิ ATP standard

-	Factor 100 คือความเข้มข้นของ ATP standard 

100 พิโคโมล

-	Factor 50 คือค่า dilution factor จากการใช้ตวัอย่าง 

BCG culture ในการทดสอบ 20 ไมโครลิตร จากทั้งหมด 

1 มลิลิลิตร

-	Factor 10 คือค่า dilution factor จากขั้นตอนการ

สกดั ATP ซ่ึงใช้น�ำ้ยาสกดั Extractant B/S ปริมาตร 900 

ไมโครลิตร ผสมกบัตวัอย่าง BCG culture ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร

-	573.1 คือมวลโมเลกุลของ ATP

การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีการหาปริมาณ 

ATP

การตรวจสอบความแม่นของวิธกีารหาปริมาณ ATP: 

การตรวจสอบความแม่นท�ำการโดยด�ำเนินการทดสอบค่า

ความแรงด้วยการวิเคราะห์หาปริมาณ ATP ในวัคซีน-    

บีซีจีมาตรฐานสากล รุ่นการผลิต 07/272 ซ่ึงมีค่าที่
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ก�ำหนดไว้เทา่กบั 217.6 นาโนกรัมต่อหลอด ท�ำซ�ำ้จ�ำนวน 

3 คร้ังที่เป็นอสิระต่อกนั แล้วน�ำผลการทดสอบที่ได้มา

ค�ำนวณหาค่าการคืนกลับ (%recovery) ซ่ึงควรอยู่ในช่วง 

80.0-120.0% โดยค�ำนวณค่าการคืนกลับดงัน้ี

%recovery = (ปริมาณ ATP ภายในเซลล์ที่วัดได้ใน

ตวัอย่างวัคซีน x 100)/ค่าความแรงที่ก�ำหนดไว้

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธกีารหาปริมาณ ATP: 

การตรวจสอบความเทีย่งใช้วัคซีนบซีีจีอ้างองิมาตรฐานรุ่น

การผลิต BCG220316 ในการศกึษา โดยน�ำมาทดสอบ

หาปริมาณ ATP ใน 2 พารามเิตอร์ ได้แก่

การทดสอบซ�ำ้ในวันเดียวกนั (repeatability): โดย

ท�ำการทดสอบค่าความแรงของวัคซีนบซีีจีอ้างองิมาตรฐาน

ด้วยการวิเคราะห์หาปริมาณ ATP จ�ำนวน 6 คร้ัง ในวันและ

เวลาเดียวกนั น�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณค่าสมัประสทิธิ์ความ

แปรปรวน (%Geometric coefficient of variation; 

%GCV) ของการทดสอบ ซ่ึงก�ำหนดไม่เกนิ 20.0% 

การทดสอบซ�ำ้ต่างวัน (Intermediate precision): โดย

ท�ำการทดสอบค่าความแรงของวัคซีนบี ซี จี อ้างอิง

มาตรฐานด้วยการวิเคราะห์หาปริมาณ ATP จ�ำนวน 6 

คร้ัง ต่างวันและเวลากนั น�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณค่า %GCV 

ซ่ึงก�ำหนดไม่เกนิ 20.0% 

การตรวจสอบความคงทนของวิธกีารหาปริมาณ ATP: 

การตรวจสอบความคงทนด�ำเนินการโดยท�ำการทดสอบ

ค่าความแรงของวัคซีนบีซีจีอ้างองิมาตรฐานรุ่นการผลิต 

BCG220316 ด้วยการวิเคราะห์หาปริมาณ ATP โดย    

ผู้วิเคราะห์ 2 คน ท�ำการทดสอบคนละ 3 คร้ัง ในวันและ

เวลาที่ต่างกนั คร้ังละ 1 ตวัอย่าง

การเปรียบเทยีบผลการทดสอบกบัวิธกีารเพาะเช้ือ

การเปรียบเทยีบผลการทดสอบกบัวิธกีารเพาะเล้ียง

เช้ือ ด�ำเนินการโดยท�ำการวิเคราะห์ปริมาณ ATP เปรียบ

เทยีบกบัผลการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ Lowen-

stein-Jensen โดยใช้วัคซีนบีซีจีอ้างองิมาตรฐานรุ่นการ

ผลิต BCG220316 จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ ต่อการทดสอบ นอกจาก

น้ียังท�ำการศกึษาเปรียบเทยีบในตวัอย่างวัคซีนที่ส่งตรวจ

เพ่ือขอรับรองรุ่นการผลิต จ�ำนวน 15 รุ่น โดยท�ำการ

วิเคราะห์หาปริมาณ ATP ของตวัอย่างวัคซีน รุ่นการผลิต

ละ 3 ซ�ำ้เปรียบเทยีบกบัผลการวิเคราะห์โดยวิธกีารเพาะ

เล้ียงเช้ือในที่ท�ำการทดสอบในช่วงเวลาเดียวกนั และมี

การรายงานผลในการให้การรับรองรุ่นการผลิตจาก

สถาบนัชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ผลการศึกษา
การตรวจสอบความแม่นของวิธกีารหาปริมาณ ATP

จากการตรวจสอบความแม่นของวิธีการหาปริมาณ 

ATP โดยการทดสอบค่าความแรงของวัคซีนบีซีจี

มาตรฐานสากล รุ่นการผลิต 07/272 ด้วยการวิเคราะห์

หาปริมาณ ATP ภายในเซลล์ จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ พบว่าวิธกีาร

หาปริมาณ ATP สามารถทดสอบค่าความแรงของวัคซีน

มาตรฐานสากลได้โดยมีค่าเฉล่ียเรขาคณิต (Geometric 

Mean, GM) เท่ากับ 199.02 นาโนกรัมต่อโดส๊ มค่ีา

เบี่ยงเบนเรขาคณติ (Geometric Standard deviation, GSD) 

เทา่กบั 1.10 และมค่ีาการคืนกลับที ่91.73% (ตารางที ่1)

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธกีารหาปริมาณ ATP

ในการตรวจสอบความเที่ยงของวิธีการหาปริมาณ 

ATP เมื่อท�ำการวิเคราะห์ค่าความแรงของวัคซีนบีซีจี

อ้างองิมาตรฐาน รุ่นการผลิต BCG220316 จ�ำนวน 6 

คร้ัง ในวันและเวลาเดยีวกนั พบว่า มปีริมาณของ ATP ที่

ได้ใกล้เคียงกนัมากในจ�ำนวน 6 คร้ัง ทีท่ �ำการทดสอบ โดย

มี GM เท่ากบั 150.02 นาโนกรัมต่อโดส๊ มีค่า GSD 

เท่ากบั 1.08 และค่า %GCVเท่ากบั 7.74% และเมื่อ

ท�ำการทดสอบในวัคซีนบซีีจีอ้างองิมาตรฐานรุ่นการผลิต

เดยีวกนั จ�ำนวน 6 คร้ังที่วันและเวลาต่างกัน พบว่ายัง

คงมีปริมาณ ATP ใกล้เคียงกัน โดยมีค่า GM เท่ากับ 

140.35 นาโนกรัมต่อโดส๊ มค่ีา GSD เทา่กบั 1.01 และ

มค่ีา %GCV เป็น 5.57% (ตารางที่ 2) ซ่ึงยังคงเป็นไป

ตามเกณฑค์ือม ี%GCV ไม่เกนิ 20%

การตรวจสอบความคงทนของวิธีการหาปริมาณ 

ATP

ในการตรวจสอบความคงทนของวิธีการหาปริมาณ 

ATP เมื่อท�ำการทดสอบค่าความแรงของวัคซีนบซีีจีอ้างองิ



ความถูกต้องของวิธกีารตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ค่าความแรงของวัคซีนบซีีจีที่ผลิตในประเทศไทย

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2562 ปีที ่28 ฉบบัที ่2 373

มาตรฐาน รุ่นการผลิต BCG220316 ด้วยวิธกีารวิเคราะห์

ปริมาณ ATP โดยผู้วิเคราะห์ 2 คน คนละ 3 คร้ัง ในวัน

และเวลาต่างกนั คร้ังละ 1 ตัวอย่าง พบว่าผู้วิเคราะห์ทั้ง 

2 คนมีผลการทดสอบที่ใกล้เคียงกัน คือคนที่ 1 มีค่า 

GM เท่ากับ 150.02 นาโนกรัมต่อโด๊ส และค่า 

%GCVเทา่กบั 7.7% ส่วนคนที่ 2 ม ีGM เทา่กบั 142.98 

นาโนกรัมต่อโดส๊ โดยม ี%GCV เทา่กบั 12.6% เมื่อน�ำ

ผลที่ได้มารวมกนัได้ค่า GM เทา่กบั 146.46 นาโนกรัม

ต่อโดส๊ และค่า %GCV เทา่กบั 10.3% เพ่ือเป็นการยืนยัน

ผลการศกึษาจึงได้น�ำมาวิเคราะห์ค่าทางสถติเิพ่ิมเตมิ พบ

ว่าข้อมูลมกีารแจกแจงแบบปกต ิ(normal distribution) 

และเน่ืองจากข้อมูลผลการทดสอบของผู้วิเคราะห์ทั้งสอง

เป็นอสิระต่อกนั จึงท�ำการวิเคราะห์ความแตกต่างต่อด้วย

สถติแิบบ 2-independent sample (Mann-Whitney test) 

พบว่าผลการทดสอบของนักวิเคราะห์ทั้ง 2 คน ไม่มคีวาม

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญคือ p=0.394 (p>0.05) 

(ตารางที่ 3)

การเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัวิธีการเพาะเช้ือ 

เพ่ือเป็นการศกึษาความสมัพันธข์องปริมาณ ATP ที่

วัดได้กับการหาปริมาณเช้ือด้วยวิธีการเพาะเช้ือบีซีจีใน

อาหารที่จ�ำเพาะ วัคซีนบีซีจีอ้างองิมาตรฐานรุ่นการผลิต 

BCG220316 จึงได้ถูกน�ำมาใช้ในการศกึษาเปรียบเทยีบ 

ผลการทดสอบแสดงดงัภาพที่ 1 จะเหน็ได้ว่าค่าปริมาณ 

ATP ที่ตรวจพบในการทดสอบทั้ง 6 ตัวอย่างมีค่าอยู่

ตารางที ่1	 การตรวจสอบความแม่นของวิธีการตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล ์ ในการวิเคราะหค่์าความแรงของวคัซีน-     

บซีีจีมาตรฐานสากล รุ่นการผลิต 07/272

          การทดสอบคร้ังที่	         ปริมาณ ATP (นาโนกรัมต่อโดส๊)*	       GM	                GSD 	        % recovery

	 1	 196.73	

	 2	 181.53	 199.02	 1.10	 91.73	

	 3	 220.72			 

* วัคซีนบซีีจีมาตรฐานสากล รุ่นการผลิต 07/272 มกีารก�ำหนดค่าปริมาณ ATP เทา่กบั 217.6 นาโนกรัมต่อหลอด

ตารางที ่2 	การตรวจสอบความเทีย่งของวิธีการตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล ์ ในการวิเคราะหค่์าความแรงของวคัซีน-    

บซีีจีอา้งอิงมาตรฐานรุ่นการผลิต BCG220316 

	                                                       ปริมาณ ATP (นาโนกรัมต่อโดส๊)

     คร้ังที่                                   การทดสอบซ�ำ้ในวันและเวลาเดยีวกนั             การทดสอบซ�ำ้ในต่างวันและเวลา

1	 151.03	 142.46

2	 155.45	 149.57

3	 159.20	 146.37

4	 129.74	 134.08

5	 150.03	 141.21

6	 156.68	 129.44

GM	 150.02	 140.35

GSD	 1.08	 1.01

%GCV	 7.74%	 5.57%
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ระหว่าง 109.11 – 132.79 นาโนกรัมต่อโดส๊ และการ

ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธกีารเพาะเช้ือมค่ีาอยู่ระหว่าง 15.52 

– 22.49 x 106 CFU ต่อโดส๊ ซ่ึงจะเหน็ได้ว่าเส้นกราฟ

ของทั้งสองวิธมีคีวามสมัพันธก์นัอย่างเหน็ได้ชัด

เมื่อทดลองน�ำตวัอย่างวัคซีนบซีีจีที่ส่งตรวจเพ่ือขอรับ

รองรุ่นการผลิตจ�ำนวน 15 รุ่นการผลิต มาทดสอบค่า

ความแรง โดยวิธกีารวิเคราะห์ปริมาณ ATP ซ�ำ้ 3 คร้ังต่อ

ตวัอย่าง แล้วน�ำค่า GM ที่ได้จากแต่ละตวัอย่างมาเปรียบ

เทยีบกบัค่าความแรงที่ได้จากวิธกีารเพาะเล้ียงเช้ือ ซ่ึงค่า

น้ีได้จากการออกผลรับรองรุ่นการผลิตเพ่ืออนุญาตให้มี

การจ�ำหน่ายภายในประเทศ ผลทีไ่ด้แสดงดงัภาพที ่2 โดย

จะเหน็ว่าค่าปริมาณ ATP ที่ได้จากตวัอย่างทั้งหมด 15 รุ่น 

การผลิตให้ผลที่ได้สอดคล้องไปในแนวทางเดยีวกนั

วิจารณ์
วัคซีนบีซีจีเป็นวัคซีนป้องกันโรควัณโรคเพียงชนิด

เดยีวในปัจจุบนัที่มกีารใช้งานมานานกว่า 80 ปี และเป็น

วัคซีนทีม่กีารผลิตในประเทศ ดงัน้ัน วัคซีนน้ีจึงจ�ำเป็นต้อง

ผ่านตรวจสอบคุณภาพเพ่ือการรับรองรุ่นการผลิตก่อน

จ�ำหน่ายทุกคร้ัง ปัจจุบันการตรวจสอบคุณภาพวัคซีน-     

บีซีจี โดยเฉพาะการทดสอบค่าความแรงของผลิตภัณฑ์

วัคซีนส�ำเรจ็รปูต้องใช้ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์นาน 

และทุกประเทศยังคงใช้วิธดีั้งเดมิตามมาตรฐานสากลคือ

วิธกีารนับจ�ำนวนเช้ือที่ได้จากการเพาะเช้ือในอาหารเล้ียง

เช้ือที่เหมาะสม(2–4) แต่วิธน้ีีกม็ีข้อจ�ำกดัหลายด้าน เช่น 

การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือที่ยุ่งยากซับซ้อน การทดสอบ

ในห้องปฏบิัติการใช้เวลานานเน่ืองจากใช้หลอดทดลอง

จ�ำนวนมาก และการเพาะเล้ียงเช้ือให้เพ่ิมจ�ำนวนจนเหน็

เป็นโคโลนีของเช้ือใช้เวลานานประมาณ 1 เดือนจึงจะ

สามารถตรวจนับจ�ำนวนโคโลนีและออกผลรับรองรุ่นการ

ผลิตวัคซีนได้ นอกจากน้ียังมคีวามแปรปรวนของผลการ

ทดสอบสงูที่เกดิจากการนับโคโลนีที่อาจมีการเกาะกลุ่ม

ในหลอดทดลอง(11) วิธกีารตรวจหาปริมาณ ATP ภายใน

เซลล์เป็นวิธทีางเลือกหน่ึงที่ให้ผลรวดเรว็ สามารถท�ำการ

ตารางที ่3 	การตรวจสอบความคงทนของวิธีการตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล ์ในการวิเคราะหค่์าความแรงของวคัซีน-   

บซีีจีอา้งอิงมาตรฐานรุ่นการผลิต BCG030313 ในการทดสอบจ�ำนวน 3 ครั้งทีเ่ป็นอิสระแก่กนั โดยนกัวิเคราะห ์

2 คน

              การทดสอบคร้ังที่	                               ปริมาณ ATP (นาโนกรัมต่อโดส๊)

                                                                 ผู้วิเคราะห์คนที่ 1                ผู้วิเคราะห์คนที่ 2

1	 151.03	 142.04

2	 155.45	 152.43

3	 159.20	 156.27

4	 129.74	 113.29

5	 150.03	 146.74

6	 156.68	 151.90

GM	 150.02	 142.98

GSD	 1.08	 1.13

%GCV	 7.74	 12.61

GM (รวม)	 146.46

GSD (รวม)	 1.10

%GCV (รวม)	 10.28
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ภาพที ่1 	ความสมัพนัธร์ะหว่างผลการทดสอบค่าความแรงของวคัซีนบีซีจีอา้งอิงมาตรฐานรุ่นการผลิต BCG220316 เมือ่

เปรียบเทียบระหว่างการทดสอบดว้ยวิธีการตรวจหา ATP ภายในเซลลก์บัการหาปริมาณเช้ือบซีีจีโดยการเพาะเช้ือ

ภาพที ่2 	ความสมัพนัธร์ะหว่างผลการทดสอบค่าความแรงของตวัอย่างวคัซีนบซีีจีทีส่่งตรวจเพือ่ขรบัรองรุ่นการผลิตยงัสถาบนั

ชีววตัถุ กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์จ�ำนวน 15 รุ่นการผลิต เมือ่เปรียบเทียบระหว่างการทดสอบดว้ยวิธีการตรวจ

หา ATP ภายในเซลลก์บัการหาปริมาณเช้ือบซีีจีโดยการเพาะเช้ือ
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วิเคราะห์ได้หลายตัวอย่างในเวลาเดียวกนั มีวิธกีารที่ไม่

ยุ่งยาก ท�ำให้วิธน้ีีมีการศกึษากนัมากเพ่ือน�ำมาใช้ในการ

ตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนบซีีจี(7–11) ก่อนหน้าน้ีเคย

มกีารศกึษาว่าวิธกีารตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์น้ี

สามารถตรวจวัคซีนบีซีจีได้ทุกสายพันธุ์(11) แต่กยั็งไม่มี

การน�ำมาใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจรับรองรุ่นการ

ผลิตวัคซีนบซีีจี งานวิจัยน้ีจึงได้ท�ำการศกึษาเพ่ือยืนยันว่า

วิธทีางเลือกโดยการตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์น้ี

สามารถน�ำมาใช้ในการตรวจหาค่าความแรงของวัคซีน-  

บีซีจีได้จริง โดยท�ำการศึกษาความถูกต้องของวิธเีพ่ือน�ำ
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วิธน้ีีมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานในการควบคุมรุ่นการผลิตวัคซี

นบซีีจีเป็นแห่งแรกของประเทศไทย การศกึษาน้ีได้ท�ำการ

ทดสอบในหลายพารามิเตอร์โดยใช้วัคซีนบซีีจีมาตรฐาน

สากล รุ่นการผลิต 07/272 ที่ทราบค่ามาตรฐานทั้งวิธี

การเพาะเล้ียงเช้ือและวิธตีรวจหาปริมาณ ATP เพ่ือยืนยัน

ว่าการตรวจหาปริมาณ ATP ในการวิจัยน้ีได้ค่าที่ใกล้เคียง

กบัห้องปฏบิตักิารขององค์การอนามยัโลกคือ NIBSC ที่

ผลิตวัคซีนมาตรฐานสากล ในขณะเดยีวกนัได้ใช้วัคซีน-  

บีซีจีอ้างอิงมาตรฐานของประเทศ รุ่นการผลิต BCG-

220316 ที่ใช้ในห้องปฏบิตักิารร่วมกบัผู้ผลิตในประเทศ

ในการทดสอบค่าความแรงคู่ขนานไปกบัตัวอย่างวัคซีน  

บซีีจีทุกคร้ัง ซ่ึงวัคซีนอ้างองิมาตรฐานน้ีได้ผ่านการก�ำหนด

ค่าความแรงโดยวิธกีารเพาะเช้ือร่วมกบัผู้ผลิตมาแล้ว ผล

การศึกษาพบว่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ใช้ในการทดสอบ

ความถูกต้องของวิธ ี มีผลอยู่ในเกณฑท์ี่ก�ำหนดไว้ วิธมีี

ความแม่น โดยมค่ีาการคืนกลับอยู่ที่ 91.7% มคีวามเที่ยง

เมื่อท�ำการศกึษาในวันและเวลาเดยีวกนั และต่างเวลากนั

มค่ีา %GCV ที่ 7.7% และ 5.6% ตามล�ำดบั นอกจากน้ี

วิธยัีงมคีวามคงทนทีด่ ีเมื่อท�ำการทดสอบค่าความแรงของ

วัคซีนบีซีจีอ้างอิงมาตรฐานโดยผู้ปฏิบัติ 2 คน พบค่า 

%GCV เทา่กบั 10.3% ต�่ำกว่าเกณฑท์ี่ก�ำหนดไว้ที่ไม่น้อย

กว่า 20.0% ซ่ึงผลการศกึษาน้ีมคีวามสอดคล้องกบัที่เคย

มีการศึกษาไว้ในตัวอย่างวัคซีนบีซีจีสายพันธุ์ Danish 

1331(9) จากการทดสอบความถูกต้องของวิธ ีผู้วิจัยยังได้

ศึกษาถึงความสมัพันธข์องวิธกีารตรวจหาปริมาณ ATP 

ภายในเซลล์ กบัวิธกีารวิเคราะห์ค่าความแรงด้วยวิธกีาร

เพาะเช้ือ ผลการเปรียบเทยีบค่าความแรงทั้ง 2 วิธ ีจ�ำนวน 

6 ค่าการทดสอบ พบว่า ทั้งสองวิธใีห้ผลที่สอดคล้องกนั

และเมื่อทดสอบกบัตัวอย่างวัคซีนบีซีจีที่ส่งตรวจรับรอง

รุ่นการผลิตจ�ำนวน 15 รุ่น (ภาพที ่2) จะเหน็ว่าค่าปริมาณ 

ATP ที่ทดสอบได้มีความสอดคล้องกันกับการทดสอบ

ด้วยวิธีเพาะเช้ือ และจะเหน็ได้ชัดว่าวิธีการวิเคราะห์หา

ปริมาณ ATP ภายในเซลล์ในตัวอย่างวัคซีนมีความ

แปรปรวนของผลการทดสอบน้อยกว่า ซ่ึงสอดคล้องกบั

การศึกษาที่มีมาก่อนหน้าน้ี(10,11) หากจะน�ำวิธกีารตรวจ

หาปริมาณ ATP ภายในเซลล์มาใช้ในการตรวจวิเคราะห์

ค่าความแรงของวัคซีนเพ่ือทดแทนวิธีมาตรฐานเดิม 

แต่ละห้องปฏิบัติการควรตรวจสอบความถูกต้อง และ

ศกึษาความสมัพันธข์องวิธกีารตรวจหาปริมาณ ATP กบั

วิธีมาตรฐานเดิม โดยศึกษาแยกเป็นรายผลิตภัณฑ์(12) 

ส�ำหรับการศกึษาน้ีจะเหน็ว่าผลการตรวจสอบความถูกต้อง

ของวิธีอยู่ในเกณฑ์ก�ำหนดในทุกพารามิเตอร์ มีความ

แปรปรวนของวิธตี�่ำ ใช้ระยะเวลาในการทดสอบน้อย และ

ค่าการทดสอบที่ได้จากวิธน้ีีมคีวามสอดคล้องกบัปริมาณ

เช้ือต่อโดส๊ในวัคซีน แสดงว่าวิธกีารวิเคราะห์ปริมาณ ATP 

น่าจะสามารถน�ำมาใช้เป็นวิธทีางเลือกส�ำหรับวัคซีนบีซีจี

ในประเทศไทยได้ 

สรุป
การตรวจสอบค่าความแรง เพ่ือใช้ในการควบคุม

คุณภาพวัคซีนบซีีจีน้ัน ใช้ระยะเวลานาน เน่ืองจากในการ

ทดสอบทุกประเทศใช้วิธดีั้งเดมิคือการเพาะเช้ือซ่ึงเป็นวิธี

มาตรฐานที่ยอมรับกนัทั่วไปในการทดสอบ แม้จะมคีวาม

พยายามในการน�ำวิธทีางเลือกอื่นมาใช้ ซ่ึงวิธทีี่ศกึษากนั

มากคือวิธีการตรวจหาปริมาณ ATP ภายในเซลล์ แต่

ปัจจุบันยังไม่มีประเทศใดใช้วิธีน้ีเป็นวิธีมาตรฐานของ

ประเทศในการควบคุมรุ่นการผลิต หากวิธทีางเลือกน้ีได้

รับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธแีล้ว กน่็าจะน�ำมา

ทดแทนวิธเีดมิได้ จากการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณ ATP เพ่ือใช้ในการทดสอบหาค่า

ความแรงของวัคซีนบซีีจี ในพารามเิตอร์ต่างๆ แสดงให้

เหน็ว่าวิธกีารทดสอบน้ีมคีวามแม่น ความเที่ยง และความ

คงทนของวิธทีี่ดี และเมื่อศึกษาถงึความสมัพันธร์ะหว่าง

วิธีน้ีกับวิธีการเพาะเช้ือ ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้อยู่ใน

ปัจจุบนัพบว่ามีความสมัพันธก์นั ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อ

การลดเวลาการทดสอบ และสามารถทดสอบได้หลาย

ตวัอย่างในเวลาเดยีวกนั โดยประเทศไทยจะเป็นประเทศ

แรกที่น�ำวิธทีางเลือกน้ีมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานในการตรวจ

รับรองรุ่นการผลิตวัคซีนบซีีจี
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Abstract: 	Method Validation of Intracellular ATP assay for Potency Test of BCG Vaccine Produced in Thailand 
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An analysis of BCG potency values with the standard method defined by the World Health Or-

ganisation is culturable viable count. The potency of vaccine is calculated from the number of live at-

tenuated bacteria in a colony forming unit per dose. The limitations of this method include a lengthy test 

period (due to slow growth of mycobacteria and 4-week incubation period) and the high variability of 

CFU assay results. In this study, we used an alternative method, intracellular ATP assay that could be 

performed more rapidly, in only 2 days to quantify the BCG potency. To ensure that the ATP assay was 

appropriate to estimate the potency of BCG vaccines, it is essential to conduct the bioassay validation by 

studying main parameters such as accuracy, precision (both repeatability and intermediate precision) as 

well as the robustness of test. The study showed good accuracy (91.73% recovery), precision tests (geo-

metric coefficient of variation (GCV) less than 20%) for both repeatability and intermediate precision. 

For robustness test, there was no significant difference of the test results by two analysts (p>0.05); and 

the GCV was less than 10%, indicating that this assay showed good robustness as well. In addition, a 

high correlation was observed between intracellular ATP concentrations and the number of viable bacilli 

in vaccine samples. Overall, these data indicate that the intracellular ATP assay can be done rapidly; it is 

sensitive, less time-consuming, and reliable. It is should be a suitable alternative method for potency test 

of BCG vaccines; and could be routinely used as a standard method for the lot release of BCG vaccines 

in Thailand.
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