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บทคดัย่อ หน่วยงานควบคุมกาํกับของรัฐในประเทศจาํเป็นต้องจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเพื� อนาํมาใช้ในการ

ควบคมุคณุภาพค่าความแรงของวัคซีนที�ใช้ในประเทศ ดงันั�นจึงได้มกีารจดัเตรียมวคัซีนบซีีจอ้ีางองิมาตรฐานเพื�อให้

มรีะยะเวลาการใช้ได้ในระยะยาว ซึ�งจะเป็นประโยชน์ต่อการควบคุมรุ่นการผลิตอย่างต่อเนื�องของวัคซีนบซีีจีที�ผลิต

ในประเทศ ดาํเนินการศึกษาโดยนาํวัคซนีบซีจีีชนิดนํ�าที�ได้รับจากผู้ผลิตมาแบ่งบรรจุขวดและทาํแห้งแบบเยือกแขง็

ในห้องปฏบิตักิาร และควบคุมคุณภาพในพารามเิตอร์ที�สาํคญัพร้อมทั�งประเมนิความคงตวัของวัคซีน ผลการศึกษา

พบว่าวัคซีนบีซีจีผงแห้งมีลักษณะทางกายภาพที� ดี มีความชื� นร้อยละ �.�� มีค่าความแรงที� ดีอยู่ ในเกณฑ์

มาตรฐานระหว่าง � - 26 x 106 cfu/มลิลิลิตร มคีวามสามารถในการละลายประมาณ ��� วินาทโีดยปราศจาก

ความแตกต่างของค่าความเป็นกรด-ด่างระหว่างก่อนและหลั งการทาํแห้ง (pH 6.93 และ pH 6.97)

และไม่พบการปนเปื� อนของเชื� อรา แบคทีเรียและมัยโคพลาสมา เมื�อนาํมาประเมินความคงตัวที�อุณหภูมิ -��

องศาเซลเซียสในระยะยาว วัคซีนบซีีจียังคงให้ค่าความแรงได้นานกว่า � ปี ที�ทาํการศึกษา แสดงให้เหน็ว่า วัคซีนมี

ความคงตวัที�ดยัีงไม่เสื�อมสลายที� -�� องศาเซลเซียส และเมื�อเกบ็วัคซีนในสภาวะเร่ง ผลการศึกษาแสดงให้เหน็ว่า

วัคซีนมีความคงตวัที�อุณหภมู ิ-�� และ � องศาเซลเซียส นานกว่า �� สปัดาห์ และอุณหภมู ิ�� องศาเซลเซียส

นานกว่า � สปัดาห์ ในขณะที�อุณหภมู ิ �� องศาเซลเซียส เกบ็ได้นานเพียง � สปัดาห์ วัคซีนที�เกบ็ที�อุณหภมูสิงู

(อุณหภมู ิ�� องศาเซลเซียส นาน � สปัดาห์) นาํไปสูค่่าความแรงที�ลดลง เนื�องจากจาํนวนเชื�อที�นบัได้ตํ�ากว่าร้อยละ

�� แต่อย่างไรกต็ามการศึกษานี�  สามารถยืนยันว่าวัคซีนยังคงให้ค่าความแรงนาน � ปี ซึ�งชี� ให้เหน็ว่ามคีวามเป็น

วัคซีนบซีีจีอ้างองิมาตรฐาน

คาํสาํคัญ: วคัซีนบีซีจี, บีซีจีอา้งอิงมาตรฐาน, วคัซีนผงแหง้, ความคงตวั

วารสารวิชาการสาธารณสุข
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บทนํา
การทาํแห้งแบบเยือกแขง็ (lyophilization) เป็นวิธี

การทาํแห้งที�สามารถคงคุณลักษณะทางกายภาพและ

องค์ประกอบทางเคมีของผลิตภัณฑ์ได้ดี(1) จึงมีการนาํ

วิธีการทาํแห้งมาใช้กับงานหลายประเภท ไม่ว่าจะเป็น

ด้านการเกษตร อาหาร เครื�องสาํอาง เภสชักรรม และ

การแพทย์(2-6) วัคซนีจัดเป็นยาชีววัตถุที�ได้จากสิ�งมีชีวิตมี

ขั�นตอนการผลิตมีความแปรปรวนสูง รวมทั�งการตรวจ

วิเคราะห์คุณภาพไม่สามารถวิเคราะห์ได้โดยวิธีทางเคมี

เพียงอย่างเดยีว ต้องอาศยัการตรวจทางชีววธิ ี(bioassay)
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ในการกาํหนดค่าความแรง(7-10) และทั�วไปโครงสร้าง

ระดับโมเลกุลของวัคซีนส่ วนใหญ่ เป็นโปรตีนหรือ

ไกลโคโปรตนีแอนติเจน ซึ�งค่อนข้างไวต่อการเสื�อมสลาย

จากความร้อน ดงันั�น การทาํแห้งแบบเยอืกแขง็ นอกจาก

จะรั กษาคุณลักษณะของไกลโคโปรตี นแอนติ เจน

ไม่ให้เสื�อมสลายง่ายแล้ว ยังมีประโยชน์ในแง่การเกบ็

รักษาง่าย สะดวกต่อการขนสง่ และมคีวามคงตวั สามารถ

เกบ็ได้นาน(1) ปัญหาที�พบคือบางครั�งวัคซีนบีซีจีผงแห้ง

จากผู้ผลิตมอีายุการใช้งานสั�น ทาํให้ต้องมกีารสอบเทยีบ

ค่าใหม่ ซึ� งส่งผลให้การรับรองรุ่นการผลิตต้องหยุด

ชะงักเพื�อรอการเตรียมวัคซีนมาตรฐานใหม่ ซึ�งใช้เวลา

อย่างน้อย 2-3 เดือน และโดยปกติวัคซีนสาํเรจ็รูปชนิด

ผงแห้งโดยทั�วไปสามารถเกบ็ที� 4 องศาเซลเซียสได้นาน

2-3 ปี (11,12) แต่การจัดเตรียมวัคซนีที�นาํมาใช้เป็นวัคซีน

อ้างอิงมาตรฐาน จาํเป็นต้องมีการจัดเกบ็ที�นานและมี

ปริมาณที� มากพอที� จะใช้ในระยะเวลาหลายปีโดยที�

วัคซีนยังคงมีความคงตัวสูงกว่าวัคซีนทั�วไป(1,6) องค์-

การอนามัยโลกได้เห็นความสาํคัญของการจัดเตรียม

วัคซีนมาตรฐานสากลชนิดผงแห้งแบบเยือกแขง็เพื�อนาํ

มาใช้ในการควบคุมคุณภาพวัคซีน จึงได้กาํหนดให้ห้อง

ปฏบัิติการสากลขององค์การอนามัยโลก ซึ�งได้แก่ Na-

tional Institute of Biological Standardization for Con-

trol (NIBSC), CLB/Sequins Foundation, Netherlands

และ Staten, Denmark เป็นแหล่งผลิตวัคซีนมาตรฐาน

สากลเพื� อแจกจ่ายให้กับห้องปฏิบัติการของหน่วยงาน

ภาครัฐทั�วโลก ปัญหาคือ องค์การอนามัยโลกสามารถให้

วัคซีนมาตรฐานสากลได้ในปริมาณที�จาํกดั ซึ�งไม่เพียงพอ

ต่อการใช้งาน ด้วยเหตุผลดังกล่าว องค์การอนามัยโลก

จึงแนะนาํให้หน่วยงานที� เป็นผู้กาํกับคุณภาพวัคซีน

ของรัฐจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานขึ� นเองในห้อง

ปฏบัิติการเป็น working reference standard prepara-

tion หรือ in-house reference standard สาํหรับการ

ควบคุมคุณภาพวัคซีนของแต่ละประเทศ(11) ทาํให้

ผู้ผลิตของประเทศและหน่วยงานควบคุมกาํกับของรัฐ

ใช้วัคซีนอ้างองิชนิดเดียวกัน ซึ�งจะเป็นประโยชน์ต่อการ

ลดความขัดแย้งของผลการทดสอบระหว่างสองห้อง

ปฏบัิติการ ต่างจากในอดีตที�หน่วยงานผู้ผลิตและหน่วย

งานควบคุมกาํกับภาครัฐใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานที�

แตกต่างกัน ทาํให้ไม่มีเกณฑ์มาตรฐานในการตัดสนิผล

กรณีผลการทดสอบให้ค่าความแรงแตกต่างกนัอย่างเหน็

ได้ชัดของสองห้องปฏิบัติการ ดังนั�นจึงมีความจาํเป็น

สาํหรับหน่วยงานควบคุมคุณภาพวัคซีนของประเทศใน

ภาครัฐต้องจัดเตรียมวัคซนีอ้างองิมาตฐานเพื�อใช้ร่วมกนั

กับผู้ผลิต

วัคซีนป้องกันโรควัณโรคหรือวัคซีนบีซีจีเป็นวัคซีน

หนึ�งที�ประเทศไทยผลิตและใช้ในประเทศเป็นเวลานาน

การควบคุมคุณภาพวคัซีนกอ่นจาํหน่ายในแต่ละรุ่นการผลิต

(lot release) จาํเป็นต้องใช้วัคซีนอ้างองิมาตรฐานทุกครั�ง

ที�มีการทดสอบความแรงของวัคซีนบีซีจี การจัดเตรียม

วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเพื�อใช้เป็น working reference

standard preparation หรือ national reference standard

ร่วมกับผู้ผลิตในประเทศในการควบคุมคุณภาพวัคซีน

บีซีจี ผู้วิจัยจึงทาํการศึกษาความคงตัวทั�งในสภาวะปกติ

และสภาวะเร่ง เพื�อประเมนิว่าวัคซีนอ้างองิมาตรฐานที�จัด

เตรียมขึ� นในห้องปฏิบัติการมีความคงตัวที� ดี เหมาะ

สาํหรับนาํมาใช้ในประเทศในอนาคต

วิธีการศึกษา
วคัซีนอา้งอิงมาตรฐานเดิมที�ใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ

วัคซีนบีซีจีอ้างอิงมาตรฐานที�ใช้ในห้องปฏิบัติการ

รุ่นการผลิต บีซีจี130110 เป็นวัคซีนเชื�อเป็น จัดเตรียม

โดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย และใช้งานร่วมกัน

ระหว่างหน่วยควบคุมกาํกับของรัฐและผู้ผลิต ผ่านการ

ทดสอบค่าความแรงร่วมกับวัคซีนบีซีจีมาตรฐานสากล

ขององค์การอนามัยโลก รุ่นการผลิต บีซีจี 07/272

ซึ�งกาํหนดค่าความแรง 125x106 colony forming unit

(cfu)/หลอด เตรียมขึ�นโดย National Institute of Bio-

logical Standards and Control (NIBSC) ประเทศ

สหราชอาณาจักร โดยความแรงที�ประกาศค่าร่วมกัน

อยู่ระหว่าง 2 - 26 x 106 cfu/มิลลิลิตร

วคัซีนบซีีจีจากผูผ้ลิต

วั คซี นบี ซี จี ชนิ ดนํ�า  เตรี ยมโดยสถานเสาวภา

สภากาชาดไทย ปริมาตร 300 มิลลิลิตร
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

วสัดุอุปกรณ์

- เครื� องทาํแห้งแบบเยือกแข็ง รุ่น Lyolab, LT

ผลิตจากประเทศสหรัฐอเมริกา

- เครื�อง Karl Fischer สาํหรับวัดปริมาณความชื�น

ในวัคซีน

- ไข่ไก่สด เบอร์ �

- อาหารเลี� ยงเชื� อ Lowenstein Jensen medium

(DIFCO, Cat. No. 244420)

- สารทาํละลายวัคซีน Sauton solution

การบรรจุ

บรรจุวัคซีนบีซี จีตามสูตรตาํรับจากสถานเสาวภา

สภากาชาดไทย โดยบรรจุปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร

ในขวดแก้วใส (Borosilicate glass type I) ขนาด 3

มิลลิลิตรด้วย automatic dispenser ใช้ tip ขนาด 10

มิลลิลิตร และปิดขวดด้วยจุกยางในระดับครึ� งจุกยาง

ภายใต้ตู้ปลอดเชื�อ

กระบวนการทําแหง้แบบเยือกแข็ง

ทาํการศึกษากระบวนการทาํแห้งแบบเยือกแขง็โดย

ใช้เครื�องทาํแห้งรุ่น Lyolab, LT ซึ�งได้ปรับสภาวะการ

ทาํแห้งมาจากการทาํแห้งวัคซีนเจอีมาตรฐาน(13) เพื�อหา

สภาวะการทาํแห้งที�เหมาะสมสาํหรับวัคซีนบีซีจี โดยตั�ง

โปรแกรมกาํหนดให้อุณหภูมิเยือกแข็งเท่ากับ -60

องศาเซลเซียส นาน � ชั�วโมง จากนั�นในขั�นปฐมภมิูของ

กระบวนการทาํแห้งกเ็พิ�มอุณหภมูิเป็น 0 องศาเซลเซยีส

ปรับความดันเทา่กับ ��� mTorr นาน �� ชั�วโมง และ

ในขั�นทุติยภูมิของกระบวนการทาํแห้ง ที�อุณหภูมิ 35

องศาเซลเซียส ปรับความดันเทา่กับ 0 mTorr (ตารางที�

1)

การประเมินประสิทธิภาพการทําแหง้

ก่อนการทาํแห้ง

สุ่ มชั� งนํ�า หนักขวดก่อนและหลั งบรรจุตั วอย่าง

จาํนวนอย่างละ 6 ขวดเพื�อหานํ�าหนักก่อนการทาํแห้ง

วัคซีนบีซีจีที�บรรจุ เพื�อพิจารณาค่าร้อยละสัมประสิทธิ�

ความแปรปรวน (% Coefficient of Variation - %CV)

ของการแบ่งบรรจุ

หลงัการทําแหง้

นาํ วัคซีนบีซี จีที� ผ่ านการทาํแห้งแบบเยือกแข็ง

มาประเมินประสิทธิภาพของวัคซีนบี ซี จีหลังการทาํ

แห้งแบบเยือกแขง็ โดยตรวจสอบลักษณะภายนอกของ

ผงแห้งด้วยตาเปล่า(6) และตรวจสอบหาปริมาณความชื�น

โดยวิธ ีKarl Fischer(14) พร้อมกับการศึกษาตัวแปรอื�นๆ

ตามลาํดับ ดังนี�  (1) ตรวจสอบค่าความแรงโดยวิธี

การตรวจนับ จาํนวนแบคทีเรียบีซีจีในอาหารเลี� ยงเชื� อ

(total particle count)(15,16) หลังการทาํแห้ง (2) ตรวจดู

สัมประสิทธิ�ความแปรปรวนของการแบ่งบรรจุโดยสุ่ม

ชั� งนํ�าหนักเปรียบเทียบก่อนและหลังการทาํแห้งแบบ

เยอืกแขง็ (3) การตรวจสอบระยะเวลาการละลายตวัด้วย

นํ�ากลั�น (reconstitution time)(1) (4) ตรวจสอบความเป็น

กรด-ด่างโดยเครื�อง pH meter ผลการตรวจสอบตัวแปร

ดังกล่าวนาํมาหาค่าเฉลี�ยเรขาคณิต (geometric mean -

GM) ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐาน (SD) และค่าร้อยละ สมั-

ประสิทธิ�ความแปรปรวน (%CV) ของการบรรจุเพื� อ

แสดงความเที�ยงของการประเมินประสิทธิภาพหลังการ

ทาํแห้ง พร้อมกับตรวจสอบการปราศจากการปนเปื� อน

ตารางที� � การกําหนดสถานะการทําแหง้

                        ตวัแปร                     Freezing step      Primary drying process    Secondary drying process

อุณหภมูขิองการทาํแห้ง (องศาเซลเซียส) -60 (slope) -60 0 (slope) 0 35 (slope) 35

ระยะเวลา (นาท)ี 10 480 60 2160 60 300

ความดนั (mtorr) - - 300 300 0 0
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ของเชื�อรา แบคทเีรีย (sterility test) ตามมาตรฐานสากล

โดยใช้เชื� อมาตรฐานสากลเป็นตัวควบคุมผลบวก(17)

และตรวจสอบการปนเปื� อนเชื� อมัยโคพาสมาโดยใช้

เทคนิคปฏกิริิยาลูกโซ่โพลีเมอรเรส (polymerase chain

reaction) (18)

วิธีการเตรียมองคป์ระกอบอาหารเลี� ยงเชื� อ

- การเตรียมอาหาร

ชั�งอาหารเลี�ยงเชื�อ Lowenstein Jensen ปริมาณ 37.2

กรัม ละลายในนํ�ากลั�น 600 มิลลิลิตร ที�มี glycerol

(Sigma, Cat. No. G5150) ปริมาตร 12 มิลลิลิตร

นาํ ไปต้มจนกระทั� ง Lowenstein Jensen medium

ละลายก่อนนาํไปนึ�งฆ่าเชื�อที�อณุหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส

ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ� ว นาน 15 นาท ีจากนั�น

อุ่นที�อุณหภมูิ 45-60 องศาเซลเซียส เพื�อผสมรวมกบั

ไข่ไก่สด

- การเตรียมไข่ไก่สด

นาํไข่ไก่สดเบอร์ � (ประมาณ �� ใบ) มาล้างทาํ

ความสะอาดด้วยนํ�ากลั�น และเช็ดด้วย ��% alcohol

กอ่นใสใ่นบิกเกอร์ที�ปราศจากเชื�อ จากนั�นนาํไข่ตอกลงไป

ในบีกเกอร์ปราศจากเชื�ออกีใบหนึ�งปริมาตรประมาณ 1.1

ลิตร นาํไปปั�นในเครื�องผสมสารที�ปราศจากเชื� อ ตวงใส่

กระบวกตวงให้มีปริมาตร 1 ลิตร

- การเตรียมสว่นผสมเพื�อใช้เลี� ยงเชื�อบีซีจี

นาํอาหารที�เกบ็ที�อุณหภมูิ 45 - 60 องศาเซลเซียส

นาํมาผสมไข่ไก่สดที�ปั�นแล้ว ผสมให้เข้ากันโดยใช้แท่ง

แม่เหล็กกวนสาร แบ่งใส่หลอดทดลองฝาเกลียวปราศ

จากเชื�อหลอดละ 8 มิลลิลิตรโดยใช้เครื�องจ่ายสาร วาง

เอียงใน rack จากนั� นนาํไปต้มที�อุณหภูมิ 85 องศา

เซลเซียส นาน 45 - 50 นาท ี เกบ็อาหารเลี�ยงเชื�อไว้ที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์เพื� อให้

ผิวหน้าแห้งสนิท ก่อนนาํมาเกบ็ที�อุณหภมู ิ2 - 8 องศา-

เซลเซียส

วิ ธี เตรียมสารทําละลายวัคซีนในอาหารเลี� ยง

Sauton

ชั� งและผสมสารเคมีต่างๆ ได้แก่ L-asparagine

monohydrate �.��� กรัม Citric acid tri-sodium salt

dehydrate 0.5 กรัม K
2
HPO

4
 anhydrate 0.125 กรัม

MgSO
4
.H

2
O 0.125 กรัม Ferric ammonium citrate

0.0125 กรัม glycerin 19 มิลลิลิตร และนํ�ากลั�น ���

มลิลลิิตร ละลายให้เข้ากนั จากนั�นเจือจางสารละลายเป็น

1:4 ด้วยนํ�ากลั�น และปรับค่า pH ให้อยู่ในช่วง �.� –

�.� โดยใช้  �M NH
4
OH หรือ 1M Citric acid

จากนั�นแบ่งใส่ขวดแก้วขนาด ��� มิลลิลิตร นาํไปนึ�ง

ฆ่าเชื� อที� อุณหภูมิ ��� องศาเซลเซียสความดัน ��

ปอนด์/ตารางนิ� ว นาน �� นาที ทิ� งให้เยน็ แล้วนาํไป

เกบ็ไว้ที�อุณหภมูิ �-� องศาเซลเซียส

การศึกษาค่าความแรงของวคัซีนบีซีจี

ละลายวัคซีนบี ซีจีผงแห้งที� เตรียมขึ� นด้วยอาหาร

เลี�ยงเชื�อ Sauton และเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที�กาํหนด

ดังตารางที� 2 จากนั�นนาํวัคซีนที�เจือจางได้ในฟลาสค์ C,

D และ E มาเพาะในอาหารเลี� ยงเชื�อ โดยฟลาสค์ C และ

D จะใช้อาหารเลี� ยงเชื�อจาํนวน � หลอด และ ฟลาสค ์E

จะใช้อาหารเลี� ยงเชื�อ �� หลอด ปริมาณของสารละลาย

วัคซีนที� ใช้ ต่อหลอดเท่ากับ �.� มิลลิ ลิตร โดยใช้

ปิเปตแก้วขนาด � มิลลิลิตรในการหยดสารละลายวัคซนี

และเกลี� ยสารละลายในหลอดอาหารเลี� ยงเชื� อให้ซึม

ลงในผิวหน้าอาหารจนแห้ง ปิดฝาหลอดให้แน่น จากนั�น

นาํไปบ่มที�อุณหภมูิ �� องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา �

สปัดาห ์เมื�อครบกาํหนดเวลานาํออกมานบัจาํนวนโคโล-

นีที� เกิดขึ� น แล้วนาํไปคาํนวณผลโดยใช้โปรแกรมการ

คาํนวณที� สร้ างขึ� นในโปรแกรม Microsoft Excel

การทดสอบค่าความแรงของวัคซีนจะทาํการทดสอบ

ควบคู่ไปกบัวัคซนีอ้างองิมาต รฐานเดิมที�ได้จากการสอบ

เทียบค่ามาแล้วรุ่นการผลิต บีซีจี������ โดยผลการ

ทดสอบจะยอมรั บได้ เมื� อค่ าความแรงของวั คซี น

อ้างอิงมาตรฐานอยู่ในช่วงค่าที�กาํหนด (� - 26 x 106

cfu/มิลลิลิตร) เท่านั�น

การประเมินความคงตัวที� อุณหภูมิปกติ -��

องศาเซลเซียส ในระยะยาว

วัคซีนบีซีจีที�เตรียมขึ� นได้ถูกนาํมาจัดเกบ็ที�อุณหภมูิ
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การประเมินความคงตวัของวัคซีนบซีจีีชนิดผงแห้งสาํหรับใช้เป็นวัคซีนอ้างองิมาตรฐานในประเทศ

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

-70 องศาเซลเซียส ซึ� งตํ�ากว่าที�อุณหภูมิทั�วไปที� เกบ็

วัคซีนตัวอย่างสาํหรับฉีดในคน เพื�อประเมินความคงตัว

ในระยะยาวที�อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส โดยการ

ตรวจสอบค่าความแรงที�ระยะเวลาต่างๆดังนี�  1 ปี 1 ปี

5 เดือน 1 ปี 7 เดือน 1 ปี 10 เดือน และ 2 ปี

การประเมินความคงตวัที�อุณหภูมิต่างๆ

ในการประเมินความคงตัวของวัคซีนบีซีจีที�จะนาํมา

ใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในประเทศนั�น วัคซีนบีซีจี

ผงแห้งได้ถูกจัดเกบ็ไว้ที�อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส

และตรวจสอบความคงตัวที�สภาวะเร่งที�อุณหภูมิต่างๆ

ได้แก่  -20, 4, 20, 37 และ 45 องศาเซลเซียส

ที�ระยะเวลาต่างๆ กนั ได้แก่ �, 2, 4, 6, 8 และ 16

สัปดาห์ โดยเกบ็วัคซีนบีซีจีอ้างอิงมาตรฐานจาํนวน 3

หลอดในสภาวะเร่งที�อณุหภมิูและเวลาตา่งๆกนัและนาํมา

1 หลอด เพื�อตรวจสอบความคงตัวในสภาวะเร่ง เทยีบ

กับค่าความแรงที� อุณหภูมิ  -70 องศาเซลเซียสไป

พร้อมกัน โดยทาํการเจือจางวัคซีนตาม ตารางที� 2 และ

นาํวัคซีนที�เจือจางได้ในฟลาสค์ C, D และ E มาเพาะ

ในอาหารเลี� ยงเชื�อ โดยฟลาสค์ C และ D จะใช้อาหาร

เลี�ยงเชื�อจาํนวน � หลอด และ ฟลาสค์ E จะใช้อาหาร

เลี� ยงเชื� อ �� หลอด ปริมาณของสารละลายวัคซีนที�ใช้

ต่อหลอดเท่ากับ �.� มิลลิลิตร สาํหรับที�อุณหภมิู 37

องศาเซลเซียสและ 45 องศาเซลเซียส เนื�องจากปริมาณ

เชื� อบี ซี จี รอดชี วิตจะมี น้ อยกว่ าที� อุณหภู มิตํ�า มาก

จะนาํ วัคซีนที� เจือจางได้ในฟลาสค์  B, C และ D

มาเพาะในอาหารเลี� ยงเชื�อแทน โดยในฟลาสค์ B และ C

จะใช้อาหารเลี� ยงเชื� อจาํนวน � หลอด และ ฟลาสค์ E

จะใช้อาหารเลี� ยงเชื�อ �� หลอดโดยใช้ปิเปตแก้วขนาด �

มิลลิลิตรในการหยดสารละลายวัคซีน และเกลี� ยสาร-

ละลายในหลอดอาหารเลี� ยงเชื� อให้ซึมลงในผิวหน้า

อาหารจนแห้ง ปิดฝาหลอดให้แน่น จากนั�นนาํไปบ่มที�

อุณหภมูิ �� องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา � สัปดาห์

เมื� อครบกาํหนดเวลานาํ ออกมานับจาํนวนโคโลนี

ที� เกิดขึ� น แล้วนาํไปคาํนวณผลโดยใช้โปรแกรมการ

คาํนวณที� สร้ างขึ� นในโปรแกรม Microsoft Excel

การทดสอบค่าความแรงของวัคซีนจะทาํการทดสอบ

ควบคู่ไปกบัวัคซนีอ้างองิมาตรฐานระดับประเทศ รุ่นการ

ผลิต BCG 130110 โดยผลการทดสอบจะยอมรับได้

เมื�อค่าความแรงของวัคซีนมาตรฐานที�ใช้ควบคุมอยู่ใน

ช่วงค่าที�กาํหนด (� - 26 x 106 cfu/มิลลิลิตร) เท่านั�น

และค่าความคงตวัของวัคซีนบีซีจีจะผ่านเกณฑม์าตรฐาน

สากลได้ เชื�อที�รอดชีวิตต้องมากกว่าร้อยละ 20(16)

การคํานวณ

การคาํนวณค่าความแรงของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

สามารถคาํนวณได้จากสตูรขององค์การอนามัยโลก(19)

ตารางที� � การเจือจางวคัซีนอา้งอิงมาตรฐานสากล และวคัซีนอา้งอิงมาตรฐานระดบัประเทศ

                                    ปริมาตรของวัคซีน        อาหารเลี�ยงเชื�อ Sauton         ฟลาสค์            ความเจือจาง

                                                 (มลิลลิติร)                    (มิลลลิติร)

วัคซนีก่อนการเจือจาง 1.0 99.0 A 1 : 102

ฟลาสค ์A 1.0 99.0 B 1 : 104

ฟลาสค ์B 2.0 2.0 C 1 : 2 x 104

ฟลาสค ์B 2.0 6.0 D 1 : 4 x 104

ฟลาสค ์B 1.0 7.0 E 1 : 8 x 104
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ผลการศึกษา
�. การประเมินประสิทธิภาพการทําแหง้

1.1 ลักษณะทางกายภาพหลังการทาํแห้งแบบ

เยือกแขง็

จากการทาํแห้งวัคซีนบีซีจี พบลักษณะทางกายภาพ

ของผงแห้ง (ภาพที� 1) มีลักษณะเป็นก้อนสีขาวแห้ง

อัดแน่นเมื�อเคาะไม่เกิดการยุบตัวและไม่แตกเป็นชิ�นๆ

1.2 ผลการตรวจหาปริมาณความชื�นที�หลงเหลือหลัง

การทาํแห้ง

ผลการตรวจหาปริมาณความชื�นที�หลงเหลือหลังการ

ทาํแห้งของวัคซีนบีซีจีผงแห้ง พบว่าจากการสุ่มตรวจ

จาํนวน 4 หลอด พบมปีริมาณความชื�นเฉลี�ยร้อยละ 0.87

ซึ�งตํ�ากว่าค่าความชื�นของวัคซีนทั�วไป (ตารางที� �)

 1.3. ผลการทดสอบตัวแปรอื�นๆ

ผลการทดสอบสัมประสิทธิความแปรปรวนของ

การแบ่งบรรจุโดยสุ่มตรวจจาํนวน 6 หลอด พบว่ามีค่า

เฉลี�ยเท่ากับร้อยละ 0.57 ส่วนตัวแปรอื�นๆได้สุ่มตรวจ

จาํนวน 3 ตัวอย่าง พบว่าความสามารถในการละลาย

มีค่าเฉลี�ยเทา่กบั 100 วินาท ี (%CV=11.53) ค่า pH

ก่อนและหลังทาํแห้งไม่แตกต่างกันมีค่าเท่ากับ 6.93

(%CV=0.55) และ 6.97 (%CV=0.74) และไม่พบการ

ปนเปื� อนของเชื� อรา แบคทีเรียและมัยโคพลาสมาใน

วัคซีนบีซีจีผงแห้ง (ตารางที� �)

 1.4. การทดสอบค่าความแรงหลังการทาํแห้ง

การตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนบีซีจีผงแห้ง

เป็นตัวแปรที�สาํคัญต่อการนาํมาใช้ในห้องปฏิบัติการ

และเป็นตวับ่งบอกประสทิธภิาพของการทาํแห้ง ตารางที�

5 แสดงค่าความแรงเฉลี� ยของวัคซีนบีซี จีที� เก็บที�

อณุหภมูปิกต ิ-70 องศาเซลเซียส จากการทดสอบจาํนวน

3 ครั� งที� เป็นอิสระแก่กัน ได้ค่าความแรงเฉลี�ยเท่ากับ

22.52x 106 cfu/มิลลิลิตร

�. การทดสอบค่าความแรงที�อุณหภูมปิกติ -��

องศาเซลเซียส ในระยะยาว

วัคซีนผงแห้งจะถูกจัดเก็บที� อุณหภูมิปกติ -70

องศาเซลเซียสในระยะยาวเพื�อดวูนัหมดอายุของวัคซนีบซีีจี

รูปที� 1 ลกัษณะทางกายภาพหลงัการทําแหง้แบบเยอืกแข็ง*

*ลักษณะผงแห้งของวัคซนีบซีจีเีป็นก้อนสขีาวเนื�อละเอยีด

ตารางที� � การตรวจหาปริมาณความชื� นที�หลงเหลือภายหลงั

             การทําแหง้แบบเยือกแข็ง

       ครั�งที�               ปริมาณความชื�น (%)(n=4)

1 0.82

2 1.03

3 0.91

4 0.70

GM 0.86

SD 0.14

%CV 16.20

ผลการทดสอบในระยะเวลาพบว่าวัคซีนที�เกบ็นานถงึ 1 ปี

1 ปี 5 เดือน 1 ปี 7 เดือน 1 ปี 10 เดือน จนกระทั�ง 2 ปี

ค่าความแรงที� ได้เป็น 15.39x 106 cfu/ มิลลิลิตร,

16.52x 106 cfu/มิลลิลิตร, 15.39x 106 cfu/มลิลลิิตร,

22.52x 106 cfu/มิลลิลิตรและ 17.96 x 106 cfu/

มิลลิลิตร ซึ�งยังให้ค่าความแรงที�ดีอยู่ในช่วงค่าที�กาํหนด

(ตารางที� �)

�. การประเมินความคงตวัของวคัซีนบซีีจีผงแหง้

ที�อุณหภูมต่ิางๆ

เมื� อนาํ วัคซีนบี ซี จีผงแห้งมาเก็บในสภาวะเร่งที�

อุณหภูมิสูงกว่าปกติคือ -20, 4, 20, 37 และ 45
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

องศาเซลเซยีส ตามลาํดบั ในระยะเวลาตา่งๆกนั เทยีบกบั

การเกบ็ในสภาวะปกติที� -70 องศาเซลเซียสเมื�อนาํมา

ศึกษาค่าความคงตัวในสภาวะเร่งเทียบกับค่าความแรง

ที�อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื� อดูร้อยละของเชื� อ

ที�รอดชีวิต ผลการทดลองพบว่า การเกบ็ที�อุณหภมูิ -20

องศาเซลเซียส ที� ระยะเวลา 16 สัปดาห์ วัคซีนมีค่า

ความแรง 16.47x 106 cfu/มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ

ของเชื� อรอดชีวิตประมาณ 100 ใกล้เคียงกับการเกบ็

วัคซีนที� 4 องศาเซลเซยีส นาน 2 สปัดาห ์ซึ�งค่าความแรง

เกือบเทา่เดิมเท่ากับ 16.70 x106, 12.70 x106 cfu/

มิ ลลิ ลิตร ร้ อยละของเชื� อรอดชี วิต ประมาณ 80

ในขณะที�การเกบ็วัคซีนที� 20 องศาเซลเซียส ระยะเวลา

2, 4, 6 และ 8 สปัดาห์ คา่ความแรงลดลงเลก็น้อยเทา่กบั

14.24x106, 11.63x106, 10.14x106 และ 11.61x106

cfu/มิลลิลิตรโดยมีร้อยละของการรอดชีวิตใกล้เคียงกัน

ร้อยละ 80.68, 76.01, 66.27 และ 70.26 ตามลาํดับ

ซึ� งค่าความแรงไม่แตกต่างจากการเก็บที�  37 องศา-

เซลเซียส นาน 1 และ 2 สัปดาห์ (ค่าความแรงเป็น

12.07x106 cfu/มิลลิลิตรและ 10.57x106 cfu/

มิลลิลิตร) มีร้อยละของการรอดชีวิตประมาณ 75 และ

ตารางที� � การทดสอบค่าความแรงหลงัการทําแหง้*

      ครั�งที�                ค่าความแรงของวัคซีนบซีจีีผงแห้ง

                                      (x106 cfu/มล.)

1 23.05

2 24.18

3 20.32

GM 22.52

SD 1.98

%CV 8.80

* หลังการทาํแห้งวัคซีนบีซีจี จะถูกนาํมาเก็บที� อุณหภูมิ -��

องศาเซลเซียส ก่อนการทดสอบค่าความแรง

ตารางที� � การประเมินความคงตวัที�อุณหภูมิปกติ -��

              องศาเซลเซียสในระยะยาว*

      ระยะเวลา     ค่าความแรงของวัคซีนบซีีจีผงแห้ง

                                 (x106 cfu/มล.)

� ปี  15.39

� ปี � เดือน 16.52

� ปี � เดือน 15.39

� ปี�� เดอืน 22.52

� ปี 17.96

* หลังการทาํแห้ง วัคซนีบซีจีี จะถูกนาํมาเกบ็ที�อุณหภมู ิ-��

องศาเซลเซยีสในระยะยาวเพื�อประเมนิความคงตวัของวคัซนี

ตารางที� � การทดสอบตวัแปรอื�นๆ*

สมัประสทิธิ�ความแปรปรวน    ระยะเวลาในการละลาย    pH (n=3)a         pH (n= 3)b      การทดสอบ          การทดสอบ

ของการแบ่งบรรจุ (%CV)      ด้วยนํ�ากลั�น (วินาท)ี     ก่อนทาํแห้ง    หลังทาํแห้ง        ความแรงc          ความปราศจากเชื�อd

             (n= 6)              (n= 6)     (n= 6)         (n= 6)      (x106 cfu/มิลลติร)    (n= 6)

                                                                                                       (n= 3)

0.57 GM 100.00 GM 6.93 GM 6.97 GM 22.52 ไม่พบ

SD 11.53 SD 0.04 SD 0.05% SD 1.98

% CV 11.53 % CV 0.55 CV 0.74 %CV 8.8

*ผลการทดสอบตัวแปรอื�นๆ เพื�อนาํมาใช้ยืนยันว่าวัคซีนบีซีจีนี� เหมาะสาํ หรับนาํมาใช้เป็นวัคซนีอ้างอิงมาตรฐานในห้องปฏิบัติการต่อไป

โดยทาํการสุ่มตรวจพารามิเตอร์ที�สาํคัญดังนี� , a เป็นค่า pH ก่อนการทาํแห้งแบบเยือกแขง็ ซึ�งก่อนทาํแห้งแบบเยือกแขง็วัคซีนบีซีจี มี pH

อยู่ระหว่าง �.��- �.�� (n= 6), b เป็นค่า pH หลังการทาํแห้งแบบเยือกแขง็ ซึ�งหลังทาํแห้งแบบเยือกแขง็วัคซีนบีซจีี มี pH อยู่ระหว่าง

6.93-6.97 (n= 6), ส่วน c เป็นค่าความแรงเฉลี�ย ซึ�งค่าความแรงที�ได้ควรอยู่ระหว่าง ��.��- 24.18x106 cfu/มิลลิตร, d เป็นการ

ทดสอบความปราศจากเชื�อจุลินทรีย์ทั�งเชื�อรา แบคทเีรียและมัยโคพลาสมา
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64 แต่ที�ระยะเวลา 4 สัปดาห์ ความแรงลดลงเหลือ

6.78x106 cfu/มิลลิลิตร ร้อยละของเชื� อรอดชีวิต

เหลือเท่ากับ 39 อย่างไรกต็ามเมื�อเกบ็ที�ระยะเวลา 6

สัปดาห์ ร้อยละของเชื� อรอดชีวิตลดลงอย่างรวดเร็ว

ประมาณ 5 เช่นเดียวกบัการเกบ็ที�อุณหภมูิ 45 องศา-

เซลเซียส นาน 1 สัปดาห์ มีเชื� อรอดชีวิตเหลือเพียง

ประมาณร้อยละ 7 (ตารางที� �) ซึ�งตํ�ากว่าเกณฑม์าตรฐาน

ที�ว่าค่าความคงตัวของวัคซีนบีซีจีตามมาตรฐานสากลจะ

ต้องมีเชื�อที�รอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 20

วิจารณ์
การจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในประเทศมี

จุดประสงค์เพื� อต้องการนาํมาใช้เป็นชีววัตถุมาตร-

ฐานในห้องปฏิ บัติ การของประเทศที� มี ผู้ ผลิ ตและ

หน่ วยงานควบคุ มกาํ กั บของรั ฐใช้ ในการควบคุ ม

คุณภาพค่าความแรงของวัคซีนในแต่ละรุ่นการผลิต เพื�อ

ลดปัญหาการตัดสินผลกรณีที� ค่าความแรงของห้อง-

ปฏิบัติการของผู้ผลิตและของหน่วยงานควบคุมกาํกับ

ภาครัฐมีความแตกต่างกัน จากการนาํวัคซีนจากผู้ผลิต

ตารางที� � การประเมินความคงตวัที�อุณหภูมิต่างๆ*

       ระยะเวลา               ค่าความแรงของวคัซีนบีซีจีผงแหง้ที�อุณหภูมิต่างๆ(x106 cfu/มล.)/(รอ้ยละของเชื� อรอดชีวิต)*

                               -20oC         4oC       20 oC       37 oC         45 oC

� สปัดาห์ ND ND ND P = 16.52 P = 17.18

S = 12.07 S = 1.13

(73.09%) (6.58%)

� สปัดาห์ ND P = 18.27 P = 18.24 P = 16.52 ND

S = 16.70 S = 14.74 S = 10.52

(91.40%) (80.68%) (63.95%)

� สปัดาห์ ND ND P = 15.39 P = 17.18 ND

S = 11.63 S = 6.78

(76.01%) (39.48%)

� สปัดาห์ ND ND P = 15.39 P = 15.39 ND

S = 10.14 S = 0.86

(66.27%) (5.19%)

� สปัดาห์ ND ND P = 16.52 ND ND

S = 11.61

(70.26%)

�� สปัดาห์ P = 15.39 P = 15.39 ND ND ND

S = 16.47 S = 12.70

(107.02%) (83.01%)

* ความคงตวั (Stability, S) ของวคัซีนบีซีจี หาได้จากค่าความแรง (Potency, P) ของวัคซนีที�หลงเหลอืหลงัการเกบ็วัคซีนในอุณหภมูิต่างๆ

โดยตรวจสอบร้อยละของเชื� อรอดชีวิตเทยีบกับค่าความแรงของวัคซีนที�เกบ็อุณหภูมิ -�� องศาเซลเซียส ค่าความแรงของวัคซีนที�ได้

ต้องอยู่ในช่วงค่าที�กาํหนดระหว่าง � – 26 x106 cfu/มล. และค่าความคงตัวจะผ่านเกณฑ์มาตรฐานสากล ค่าร้อยละของเชื� อที�

รอดชีวิตต้องมากกว่าร้อยละ ��, P หมายถึงค่าความแรงของวัคซีนที�อุณหภมูิ -��  องศาเซลเซยีส S หมายถึงค่าความคงตัวที�ได้จาก

การเกบ็ในสภาวะเร่ง ND (Not Done) หมายถึงไม่ได้ทาํการทดสอบ
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

มาทาํแห้งในห้องปฏิบัติการ และตรวจสอบคุณสมบัติ

ของวัคซีนหลังการทาํแห้งพบว่า วัคซีนบีซีจีผงแห้งที�

เตรียมขึ�นมีลักษณะทางกายภาพที�ดีเป็นผงแห้งอัดแน่น

เมื� อเคาะไม่เกิดการยุบตัวและไม่แตกเป็นชิ� น เรียก

ลักษณะเป็น uniform distribution(6) ส่วนการตรวจสอบ

ปริมาณความชื� นที�หลงเหลือหลังการทาํแห้ง ซึ� งเป็น

ตัวแปรหนึ� งที� สาํคัญสาํหรับการทาํแห้งวัคซีนเพราะ

จะเป็นตัวบ่งบอกถึงความคงตัวของวัคซีน(1,6,13) ดังนั�น

การทาํแห้งแบบเยือกแขง็จาํเป็นต้องตรวจสอบปริมาณ

ความชื�นหลังการทาํแห้ง โดยทั�วไปวัคซีนสาํเร็จรูปชนิด

ผงแห้ง (lyophilized products) จะต้องมปีริมาณความชื�น

ระหว่ างร้อยละ 1- 5 ขึ� นกับชนิดของวัคซีนและ

ผลิตภัณฑ์ (17) NIBSC ซึ� งเป็นหน่วยงานที� ผลิตสาร

อ้างอิงมาตรฐานทางชีววัตถุให้กับองค์การอนามัยโลก

สามารถเตรียมสารอ้างอิงมาตรฐานสากลที� มีปริมาณ

ความชื�นตํ�าประมาณร้อยละ 0.1- 2.9 และสามารถใช้ได้

นานกว่า 10-20 ปี ทั�งนี� ขึ� นกับชนิดวัคซีนหรือชีววัตถุ

และสารผสมที�ใช้ (1) จากการทดสอบปริมาณความชื� น

ของวัคซีนบีซีจีแบบผงแห้งที�เตรียมขึ�นในห้องปฏบิัติการ

พบว่ามปีริมาณความชื�นตํ�ากว่าร้อยละ 3 โดยอยู่ที�ร้อยละ

0.86 (ตารางที� �) จึงทาํให้เชื�อได้ว่า วัคซีนน่าจะมีอายุ

การใช้งานนานหลายปี เมื�อตรวจสอบตวัแปรอื�นๆ พบว่า

วัคซีนที�แบ่งบรรจุลงในหลอดมีความเป็นเนื� อเดียวกัน

เนื�องจากให้สมัประสทิธิ�ความแปรปรวน (%CV) ของการ

แบ่งบรรจุเท่ากับร้อยละ 0.57 ความสามารถในการ

ละลายเฉลี�ย 100 วินาท ีค่าความเป็นกรด-ด่าง ก่อนและ

หลังการทาํแห้งไม่แตกต่างกันเท่ากับ 6.93 (%CV

เท่ากับ 0.55) และ 6.97 (%CV เทา่กบั 0.74) และไม่

พบการปนเปื� อนของเชื�อรา แบคทเีรียและมยัโคพลาสมา

(ตารางที� �) เมื�อตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนหลัง

การทาํแห้งพบว่าวัคซีนผงแห้งให้ค่าความแรงเฉลี� ย

เท่ากับ 22.52 x 106 cfu/มิลลิลิตรโดยตรวจสอบค่า

ความแรงหลังเกบ็ในอุณหภมูิปกติ -70 องศาเซลเซียส

ค่าความแรงเฉลี�ยเท่ากับ 16.35x 106cfu/มิลลิลิตร

(ตารางที� 6) ซึ� งค่าที�ได้อยู่ในช่วงค่าของวัคซีนอ้างอิง

มาตรฐานเดิมที� ผลิตจากผู้ ผลิตในประเทศระหว่าง

12.67x106 - 24.18x106 cfu/มลิลลิิตร แสดงว่าวัคซีน

บีซีจีที�เตรียมขึ�นมีค่าความแรงดี และเมื�อเกบ็ที�อุณหภมูิ

-70 องศาเซลเซยีสในระยะยาวเพื�อดูวันหมดอายุ พบว่า

วัคซีนบีซีจีผงแห้งยังคงให้ค่าความแรงที�ดีอยู่ในเกณฑ์

มาตรฐานนานกว่า 2 ปี (ตารางที� �) นั�นคือวัคซีนบีซีจี

ชนิดผงแห้งยังมีความคงตัวที� ดีและมีอายุการใช้งาน

ได้อย่างน้อย 2 ปี สว่นการประเมินความคงตัวในสภาวะ

เร่งที� จัดเก็บวัคซีนในอุณหภูมิสูงกว่าปกติทั� งในระยะ

สั� นและยาวเพื� อดู แนวโน้มของการเสื� อมคุณภาพ

รวดเร็วมากน้อยเพียงใด ผลการทดสอบพบว่าค่าความ

คงตัวของวัคซีนบีซีจีผงแห้งเมื�อเกบ็ที�อุณหภมูต่ิางๆและ

นาํค่าความแรงที� ได้มาเทียบกับค่าความแรงที� เก ็บใน

สภาวะปกติ เพื�อหาค่าร้อยละของเชื� อรอดชีวิต ผลการ

ทดสอบพบว่าในสภาวะปกติคือที� -70 องศาเซลเซียส

ค่าความแรงที�ได้หลังการทาํแห้งอยู่ในเกณฑค์่ามาตรฐาน

ของวัคซีนบีซีจี คือระหว่าง � - 26 x 106 cfu/มิลลิลิตร

เมื�อเทยีบค่าความแรงที�เกบ็ในอุณหภมูิต่างๆ ในสภาวะ

เร่งคือ -20, 4, 20, 37 และ 45 องศาเซลเซียส

ตามลาํดับ ที�ระยะเวลาต่างๆกัน ผลการทดลองพบว่า

การเกบ็ที�อุณหภมูิ -20 และ 4 องศาเซลเซียส นาน 16

สปัดาห์ วัคซีนยังคงมีค่าความคงตัวที�ดี เนื�องจากมีเชื� อ

รอดชีวิตสูงถึงร้อยละ 100 และ 80 กล่าวคือ วัคซีน

สามารถทนต่อความร้อนได้ดีที� สภาวะดังกล่าวนาน

มากกว่า 16 สปัดาห์ ในขณะที�การเกบ็วัคซีนที� 20 องศา

เซลเซียส ค่าความคงตัวที�ระยะเวลา 4, 6 และ 8 สปัดาห์

ลดลงเลก็น้อย และมีเชื� อรอดชีวิตใกล้เคียงกัน ร้อยละ

76, 66 และ 70 ตามลาํดบั แสดงว่าวัคซีนทนต่ออณุหภมิู

20 องศาเซลเซียสได้นานมากกว่า 8 สัปดาห์ และทนต่อ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสถึง 4 สัปดาห์ เนื� องจาก

ร้อยละของเชื� อรอดชีวิตเหลือร้อยละ 39 ในขณะที� 6

สัปดาห์ วัคซีนไม่สามารถทนต่อความร้อนที� 37 องศา

เซลเซียส (ร้อยละของเชื� อรอดชีวิตเท่ากับ 5.19)

เช่นเดียวกับการเกบ็ที�อุณหภมิู 45 องศาเซลเซียสนาน 1

สัปดาห์ (ร้อยละของเชื� อรอดชีวิตเท่ากับ 6.58) จาก

ผลการทดสอบความคงตัวของวัคซีนบีซีจีสามารถสรุป

ได้ว่า วัคซีนบีซีจีผงแห้งสามารถนาํมาใช้เป็นวัคซีนอ้างองิ
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มาตรฐานได้ เนื�องจากให้ความคงตัวที�ดใีนอณุหภมูปิกติ

นานถึง 2 ปี อย่างไรกต็ามความคงตัวของวัคซีนบีซีจี

จะต้องติดตามต่อไปเพื� อดูความคงตัวของวัคซีนบีซีจี

ที� จะนาํมาใช้ เป็นวัคซีนอ้ างอิ งมาตรฐานว่ามีความ

คงตัวนานที�สดุกี�ปี สว่นในสภาวะเร่งวัคซีนสามารถทนต่อ

ความร้อนได้ดีที�อุณหภมูิ -20 และ 4 องศาเซลเซียสได้

นานมากกว่า 16 สปัดาห์ และอณุหภมู ิ20 องศาเซลเซยีส

ได้นานกว่า 8 สัปดาห์ แต่สามารถเกบ็ที�อุณหภูมิ 37

องศาเซลเซียส ได้นาน 4 สัปดาห์

สรุป

การเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสาํหรับวัคซีนบีซีจี

เพื� อนาํมาใช้ในการควบคุมคุณภาพรุ่นการผลิตของ

วัคซีนบีซีจีในประเทศ ห้องปฏบัิติการจาํเป็นต้องเตรียม

วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานที�มีความคงตัวที�ดีโดยการทาํแห้ง

แบบเยือกแขง็และศึกษาพารามเิตอร์ต่างๆรวมถงึความแรง

และการประเมินความคงตวั เพื�อเป็นการยนืยันว่า วัคซีน

บีซีจีผงแห้งมีความเหมาะสมต่อการ นาํมาใช้เป็นวัคซีน

อ้างอิงมาตรฐาน ผลการศึกษาพบว่าวัคซีนบีซีจีผงแห้ง

ที� จัดเตรียมขึ� นในห้องปฏิบัติการมีค่าความแรงที� ดี

หลังการทาํแห้งและสามารถเกบ็ที�อุณหภูมิปกติ -70

องศาเซลเซียสได้นานมากกว่า 2 ปี และในสภาวะเร่ง

ซึ� งเป็นตัวบ่งบอกความคงทนของวัคซีนในสภาวะที�

วัคซีนเก็บในสภาพที� เปลี�ยนแปลงไปจากเดิม ผลการ

ศึกษาวัคซีนบีซีจี พบว่าสามารถทนต่อความร้อนได้ดี

ที�อุณหภมูิ -20 และ 4 องศาเซลเซียสนานมากกว่า 16

สัปดาห์ และอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นานกว่า 8

สปัดาห ์แต่ที�อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียสเกบ็ได้นานเพียง

4 สัปดาห์และวัคซีนจะไม่ทนต่ออุณหภูมิ 45 องศา-

เซลเซียส เนื�องจากปริมาณเชื� อรอดชีวิตตํ�ากว่าร้อยละ

20 เมื�อเกบ็ไว้นาน � สปัดาห์ อย่างไรกต็าม ค่าความแรง

และความคงตวัที�ได้อยู่ในเกณฑม์าตรฐานที�ยอมรับได้ คอื

ระหว่าง � - �� x106cfu/มิลลิลิตร ดังนั�น จากการ

ศึกษาทาํให้สามารถยืนยันได้ว่า วัคซีนบีซีจีชนิดผงแห้ง

ที�เตรียมขึ�นในห้องปฏบัิติการสามารถนาํมาใช้เป็นวัคซีน

อ้างองิมาตรฐานในประเทศที�ผู้ผลิตและหน่วยงานควบ-

คุมกาํกบัของรัฐสามารถใช้ร่วมกนัในการควบคุมรุ่นการ

ผลิตวัคซีนบีซีจีของประเทศในอนาคตได้
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Abstract: Estimation of Stability of lyophilized BCG Vaccine for Use as an In-Country Reference Standard

Vaccine

Supaporn Phumiamorn, B.Sc., M.Sc., Ph.D.; Assajun Amen, B.Sc.; Jiradej Patchim, B.Sc.; Sirinadda

Rumporn, B.Sc.; Sukanlayanee Chaimee, B.Sc., M.Sc.

Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences

Journal of Health Science 2014;23:369-80.

National control laboratory is necessary to prepare vaccine reference standard in order to quality

control potency values in the country. Therefore, to prepare and use BCG vaccine for long that will be

beneficial to continually lot-release control of BCG vaccine produced in the country. In the experiment,

BCG vaccine in liquid form obtained from manufacturer was distributed into vials and prepared in a

freeze-dried in laboratory and controlled the quality of necessary parameters, including estimation of

stability of vaccine. It was found that lyophilized BCG vaccines showed good physical characteristics

with moisture residue of 0.86%, potency values within an acceptable range (2 - 26 x 106 cfu/ml)

reconstitution time approximately 100 second without difference of pH values between before and after

freeze dried (pH 6.93 and pH 6.97) as well as no contamination of fungi, bacteria and mycoplasma.

When estimation of stability test at temperature -70 OC for long term storage, lyophilized BCG vaccines

were still potent till 2 years. It was shown that vaccines were stable, not deteriorated at -70 OC during

the study. When vaccine exposed at stress conditions, the result also indicated that BCG vaccines were

stable at -20OC and 4 OC for longer than 16 weeks and temperature at 20 OC for longer than 8 weeks,

while it was deteriorated at 37 OC after 4 weeks. However, exposure at higher temperature (45 OC for

1 week) led to deterioration of potency because of a percentage of culturable particles less than 20%.

However, from this study it can be confirmed that estimation of stability for lyophilized BCG vaccines

remain potent for 2 years, it indicates that it can be potent enough for being as an in-country reference

standard vaccine.

Key words: BCG, BCG reference standard, freeze-dried, stability


