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BCG Tokyo 172-1 ในวัคซีนป้องกันวัณโรค

ที่ผลิตในประเทศไทย โดยวิธี Real-Time PCR
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บทคัดย่อ	 การตรวจสอบสายพนัธุย่์อยของเชือ้ BCG Tokyo 172-1 ในวคัซนีป้องกนัวณัโรคทีผ่ลติในประเทศไทย ยังไม่มี

การด�ำเนินการ จงึได้พัฒนาและตรวจสอบความถกูต้องของวิธวีเิคราะห์ด้วยเทคนคิ Real-Time Polymerase Chain Reaction  

(Real-Time PCR) เพือ่ตรวจหาปริมาณสายพันธุย่์อยของเชือ้ในวคัซนีทีผ่ลติจากสถานเสาวภา สภากาชาดไทยใน ปี พ.ศ. 2555  

2557 และ 2558 จ�ำนวน 15 รุน่การผลติ จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์พบว่ามค่ีาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ  

>0.99 ค่าความเที่ยงตรงมีสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน <10% และความถูกต้องมีค่าการคืนกลับอยู่ระหว่าง 105-130%  

โดยการตรวจหาเช้ือสายพนัธุย่์อยในวคัซนี พบว่าม ีsubtype II น้อยกว่า 10% ในวคัซนี 12 รุน่ และมค่ีามากกว่า 10% ในวคัซนี 3 รุน่ 

ทีผ่ลิตในปี 2555 จากการศกึษานีแ้สดงว่าวธิ ีReal-Time PCR ทีพ่ฒันาขึน้สามารถใช้ตรวจหาปรมิาณดเีอน็เอของสายพนัธุย่์อย

ของเช้ือ BCG Tokyo 172-1 ในวคัซนี และวคัซนี BCG ของไทยมเีช้ือ BCG ทัง้สองสายพนัธุย่์อย
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บทน�ำ

วัคซีน BCG เป็นวัคซีนป้องกันวัณโรคชนิดเช้ือเป็นอ่อนฤทธิ์ ที่ใช้ในแผนงานสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรค 

ของประเทศไทยตัง้แต่ปี พ.ศ. 2520(1,2,3) ใช้ฉีดเข้าทางช้ันผวิหนงัให้กบัเดก็แรกเกิด ปัจจบุนัวคัซนีทีผ่ลติในประเทศไทย

โดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ผลิตจากเชื้อ Mycobacterium bovis BCG สายพันธุ์ Tokyo 172-1 ที่ได้รับ 

มาจากประเทศญีปุ่น่ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2531(4) ซึง่เป็นหนึง่ในสามสายพนัธุห์ลกัทีม่กีารใช้กนัทัว่โลกมากทีส่ดุผ่านการจดัหา 

สนับสนุนโดย UNICEF อีกสองสายพันธุ์ ได้แก่ Danish 1331 และ Russian BCG-I ทั้งนี้มีรายงานว่าสายพันธุ์ 

ที่ใช้ผลิตวัคซีนในปัจจุบันมีไม่ต�่ำกว่า 14 สายพันธุ์ ซึ่งมีที่มาจากเชื้อตั้งต้นที่เดียวกันคือ Pasteur Institute of Paris 

และน�ำไปเพาะเลี้ยงผลิตต่อ จนเกิดการเปลี่ยนแปลงทางยีนที่ต่างกัน(5,6,7,8) ในปี พ.ศ. 2544 มีรายงานว่าเช้ือ BCG  

สายพันธุ์ Tokyo 172 ที่ใช้ผลิตวัคซีนของประเทศญี่ปุ่นประกอบด้วยสายพันธุ์ย่อย 2 ชนิดคือ subtype I และ  

subtype II(9) ที่สามารถจ�ำแนกความต่างกันทาง phenotype และ genotype โดย subtype I มีลักษณะโคโลนี 

แบบเรยีบ เมือ่เลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 7H10 agar และมกีารขาดหายไปของดเีอน็เอ 22 คูเ่บส (base pairs: bp) 

ในบริเวณ Rv3405c (transcriptional regulatory protein) ของ Region of difference (RD)16 ขณะท่ี  

subtype II มลัีกษณะโคโลนีแบบหยาบ และไม่มีการขาดหายของดีเอ็นเอในต�ำแหน่งดงักล่าว subtype I มคีวามสามารถ 

ในการเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อและในอวัยวะหนูทดลอง สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ดีกว่า subtype II อีกทั้ง 

มีปริมาณสัดส่วนเชื้อในวัคซีนมากกว่า 90% ซึ่งเป็นไปได้ว่าคุณสมบัติ high viability และทนต่อความร้อนของเชื้อ 

BCG Tokyo 172 นั้นจะเป็นคุณสมบัติของ subtype I(10, 11) การเพิ่มขึ้นของ subtype I อาจเกิดจาก subtype II 

มีการกลายพันธุ์ภายหลังจากที่มีการน�ำเชื้อ BCG เข้าประเทศญี่ปุ่นเมื่อปี พ.ศ. 2467 ซึ่งการขาดหายไปของดีเอ็นเอ 

ที่บริเวณ RD16 นี้ไม่พบใน BCG substrains อื่นๆ(12) 

ข้อมูลการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ภายหลังได้รับวัคซีน จากคณะแพทยศาสตร์ ศิริราชพยาบาล ที่ได้ติดตาม 

ในช่วง 10 ปี ระหว่าง พ.ศ. 2550-2559 พบว่ามีอาการต่อมน�ำ้เหลอืงอักเสบ (Lymphadenitis) รวมทัง้ BCG osteitis 

และ Disseminated BCG disease โดยมีข้อสังเกตว่าปี 2553 และ 2554 มีจ�ำนวนผู้ป่วยเกิดอาการไม่พึงประสงค์ 

สูงกว่าช่วงที่ผ่านมาอย่างชัดเจน ซึ่งหน่วยงานที่เกี่ยวข้องและผู้ผลิตได้ร่วมกันสอบสวนหาสาเหตุที่ท�ำให้เกิดอาการ 

ข้างเคียงโดยมีสมมติฐานว่าสาเหตุอาจเกิดได้จากหลายปัจจัย เช่น เทคนิคการฉีดที่ไม่ถูกต้องอาจฉีดลึกเกินหรือฉีด 

ในต�ำแหน่งทีไ่ม่เหมาะสม ปรมิาตรของวคัซนีทีฉ่ดีต่อครัง้ 0.1 มลิลลิติร ซึง่มากกว่าวคัซนีบรษิทัอืน่ทีใ่ช้เพยีง 0.05 มลิลลิติร 

คุณภาพวัคซีนมีการเปลี่ยนแปลงไป รวมทั้งอาจเกิดจากภาวะสุขภาพภูมิคุ้มกันของผู้ที่ได้รับวัคซีนแต่ละคน ในส่วน 

ของคุณภาพวัคซีนนั้นมีการตรวจสอบและยืนยันแล้วว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการผลิตและผลการควบคุม

คณุภาพยงัสม�ำ่เสมอคงเดมิ(13) และในปลายปี พ.ศ. 2558 มรีายงานการศกึษาของ Wada T. และคณะเกีย่วกบัปรมิาณ

ของ subtype I และ subtype II ของวัคซีน BCG รายงานว่า วัคซีนจากประเทศไทยตรวจแล้วพบเป็นเชื้อ BCG  

subtype II ทั้งหมด โดยไม่พบ subtype I ขณะที่วัคซีน BCG ของประเทศญี่ปุ่นตรวจพบ subtype II ไม่เกิน 5% 

และวัคซีนของประเทศไต้หวันมี subtype II ประมาณ 40%(14) จึงท�ำให้เกิดข้อสงสัยในคุณภาพวัคซีนเกี่ยวกับปริมาณ 

ของสายพันธุ์ย่อยในวัคซีนของประเทศไทยว่ามี subtype II ที่สูงแตกต่างจากวัคซีนประเทศอื่นหรือไม่ แต่เนื่องจาก 

การตรวจสอบคุณภาพของวัคซีน BCG ตามมาตรฐานขององค์การอนามัยโลกไม่ได้ก�ำหนดให้ตรวจหาปริมาณของ 

สายพันธุย่์อยของเชือ้ในการผลติและการควบคมุคณุภาพของวคัซนี BCG(5) จงึยงัไม่มวีธิใีนการตรวจสอบสายพนัธุย่์อย

ในห้องปฏิบัติการภาครัฐและผู้ผลิตของประเทศไทย 
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การศึกษาน้ีได้พัฒนาและประเมินความถูกต้องเหมาะสมของวิธี Real-Time Polymerase Chain  

Reaction (Real time-PCR) ท่ีใช้ตรวจหาสายพันธุย่์อยของเชือ้ BCG Tokyo 172-1 ในวคัซนี และท�ำการตรวจสอบ 

สายพันธุ์ย่อยของเชื้อในวัคซีน BCG ที่ผลิตในประเทศ ในปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างและเชื้อมาตรฐาน

วัคซีน BCG สายพันธุ์ Tokyo 172-1 ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย จ�ำนวน 15 รุ่นการผลิต  

ที่ผลิตปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 โดยแต่ละปีทดสอบตัวอย่างวัคซีน จ�ำนวน 5 รุ่นการผลิต

เชื้อ BCG Tokyo 172 subtype II สายพันธุ์ BCG/pSO246 lot 29092000 จากศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพ

ทางการแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึง่ม ีpSO246 plasmid ทีด่ือ้ต่อยาปฏิชีวนะ Kanamycin ใช้ในการเตรยีม 

ดีเอ็นเอมาตรฐาน subtype II

ดีเอ็นเอของ BCG Tokyo 172 subtype I และ subtype II จากคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล  

ใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุมในการตรวจสอบ subtype ด้วยวิธี PCR

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมรุ่น ProFlexTM PCR System และเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

ในสภาพจรงิรุน่ QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System ของ Applied Biosystems ประเทศสหรฐัอเมรกิา 

เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ (Spectrophotometer) รุ่น Nanodrop 2000/2000c ของ Thermo Scienctific  

ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation system) รุ่น GeneSnap ของ Syngene  

ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Electrophoresis) รุ่น MUPID-eXU ของ Advance 

ประเทศสหรัฐอเมริกา

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ

Agarose, Ethidium bromide, 10x TE buffer, Phosphate buffer saline, TE buffer pH 8.0 low 

EDTA (molecular biology grade), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) และ Proteinase K (recombinant, 

PCR grade) ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา Cetyl Trimethyl Ammonium  

Bromide (CTAB) และ RNase A solution (Cat.No. A7973) ผลิตภัณฑ์ของ Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา 

TBE Buffer และชดุน�ำ้ยาส�ำหรับเพ่ิมปรมิาณสารพนัธกุรรมด้วยปฏกิิรยิาลกูโซ่ (PCR) KAPA 2G Fast Multiplex  

PCR Kit (Cat.No. KK5801) ผลิตภัณฑ์ของ Kapabiosystems ประเทศสหรัฐอเมริกา ชุดน�้ำยาส�ำหรับ 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา Real-Time PCR, QPCR Probe Master Mix LRox (Cat. No. 

BR0500502) และ 50 bp DNA Ladder (Cat. No. BR0800400) ผลติภณัฑ์ของ Biotechrabbit ประเทศสหพนัธ์

สาธารณรัฐเยอรมนี 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Middlebrook 7H9 broth (Cat.No. 271310) และอาหารเล้ียงเช้ือ Mycobacteria 

7H11 agar (Cat.No. 283810) ของ Difco TM, BD ประเทศสหรัฐอเมริกา เตรียมตามวิธีที่ระบุในเอกสารก�ำกับ 

ของผู้ผลิต(15,16) ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ BCG subtype I ส�ำหรับ subtype II เติม kanamycin ในอาหารให้มี 

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารละลาย Sauton เตรียมตามวิธีที่ระบุในวิธีมาตรฐานการตรวจสอบความแรงและความคงตัวของวัคซีน 

BCG(17)	



Subpopulations of BCG Tokyo 172-1 in Tuberculosis Vaccine	  Wereyarmarst Jaroenkunathum et al.

4 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 61 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2562

การออกแบบ Primer และ Probe ส�ำหรับการตรวจด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) และ 

Real-Time PCR

Primer ส�ำหรับตรวจสอบสายพันธุ์ของเชื้อบีซีจีด้วยวิธี PCR และ Real-Time PCR ออกแบบโดยอาศัย

ความต่างระหว่าง 2 subtypes ในต�ำแหน่ง RV3405c ของ RD16 region ซึ่ง Primer ส�ำหรับตรวจสอบด้วยวิธี 

PCR อ้างอิงต�ำแหน่งจากล�ำดับนิวคลิโอไทด์ของ Mycobacterium bovis BCG strain Tokyo 172 substrain 

TRCS, complete genome, Query ID: CP014566.1(18) แสดงในตารางที่ 1 และ murB-Fw และ murB-Rv  

เป็น primer ส�ำหรับตรวจสอบ murB ซึ่งเป็น housekeeping gene ของเชื้อ BCG

ตารางที่ 1	 ล�ำดับนิวคลิโอไทด์ ต�ำแหน่ง และคุณสมบัติของ Primer โดยวิธี PCR

ตารางที่ 2	 ล�ำดับนิวคลิโอไทด์ ต�ำแหน่ง และคุณสมบัติของ Primer โดยวิธี Real-Time PCR

Primer Sequence 5’ to 3’ Position* Tm (oC) %GC

BCG-RD16-Fw CGTTCGATGATGTCAGCGG 3809348-3809366 60.3 57.89

BCG-RD16-Rv CAAGGACCAACTGGTTGGGG 3809399-3809418 62.7 60.00

murB-Fw GATAGTGCCGCTCGCTTTTC 3799061-3799080 56.92 55.00

murB-Rv GTAGTTGGAGGACGGCATGAC 3799169-3799189 58.37 57.14

Primer Sequence 5’ to 3’ Position* Tm (oC) %GC

BCG I/II -Fw CGGGATATCCGTCCAGCAGTGCC 3777567-3777589 65.48 65.22

BCG II -Rv CGAAGCTGACCAGACTGTTGCACTCC 3777648-3777673 64.40 57.69

murB-Fw GATAGTGCCGCTCGCTTTTC 3767223-3767242 56.92 55.00

murB-Rv GTAGTTGGAGGACGGCATGAC 3767331-3767351 58.37 57.14

*อ้างอิง Mycobacterium bovis BCG strain Tokyo 172 substrain TRCS, complete genome, Query ID: 

CP014566.1

*อ้างอิง Mycobacterium bovis subsp. bovis AF2122/97 complete genome, Query ID: BX248333.1

ส�ำหรบัการตรวจด้วยวิธ ีReal-Time PCR ออกแบบ primer และ probe 2 ชดุ คอื ชุดทีใ่ช้ตรวจหาปรมิาณ

ดีเอ็นเอของ subtype II ประกอบด้วย BCG I/II–Fw primer และ BCG II–Rv primer และตรวจวัดโดยใช้  

RD16-probe ท่ีติดฉลากด้วยสารเรืองแสง FAM และชุดที่ใช้ตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ BCG ทั้งหมด  

ประกอบด้วย subtype I และ subtype II โดยออกแบบให้ primer และ probe จับอยู่ในต�ำแหน่งของ murB gene 

ซึ่งเป็นยีนที่จ�ำเป็นเกี่ยวข้องกับขบวนการสังเคราะห์ peptidoglycan ของผนังเซลล์ของเชื้อ Mycobacterium(19) 

ซึ่งเป็นต�ำแหน่งที่ห่างจากส่วน RD16 มา 10 kb ใช้ murB-Fw และ murB-Rv primer และใช้ murB-probe 

ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง NED ต�ำแหน่งของ primers และ probes ของวิธี Real-Time PCR อ้างอิงมาจาก

ล�ำดับนิวคลิโอไทด์ของ Mycobacterium bovis subsp. bovis AF2122/97 complete genome, Query ID: 

BX248333.1(20) ซึ่งได้แสดงล�ำดับนิวคลิโอไทด์ในตารางที่ 2 และ 3
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การเพาะเลี้ยงเชื้อจากวัคซีนเพื่อแยกโคโลนีเดี่ยวของ BCG Tokyo 172 subtype I และ subtype II

ละลายวัคซีน BCG ด้วยสารละลาย Sauton แล้วเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mycobacteria 7H11 agar  

น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห์ ตรวจสอบและเลือกโคโลนีเดี่ยวแยกแต่ละโคโลนีละลาย 

ในสารละลาย Sauton แล้ว subculture ต่อไปจนเห็นลักษณะโคโลนีของเชื้อมีลักษณะเดียว จึงน�ำมาตรวจยืนยัน 

subtype I และ subtype II ด้วยวิธี PCR จากนั้นท�ำการเพิ่มจ�ำนวนเช้ือจากโคโลนีเดี่ยวโดยน�ำมาเพาะเลี้ยง 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Middlebrook 7H9 broth น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห์ เติม glycerol  

ให้มีความเข้มข้น 25% (v/v) แล้วเก็บเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส

การเตรียมดีเอ็นเอ BCG subtype I และ BCG subtype II 

ท�ำการสกัด Genomic DNA(21) โดยน�ำเช้ือ subtype I และ subtype II ที่เพาะข้างต้นปั่นตกตะกอน 

และล้างตะกอนด้วย 0.1x TE buffer จากนั้นละลายเชื้อด้วย 0.1x TE buffer น�ำไปต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

นาน 20 นาที แตกเซลล์ด้วย lysozyme ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นย่อยโปรตีนด้วย 10% SDS/

proteinase K แล้วเติม 5M NaCl และสารละลาย CTAB/NaCl เพื่อก�ำจัดสารอื่น แล้วเติม chloroform/isoamyl 

alcohol อตัราส่วน 24:1 น�ำไปป่ันท่ีความเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ีนาน 5 นาท ีดดูส่วนใสด้านบนน�ำมาก�ำจดั RNA ด้วย  

RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย absolute ethanol ปั่นที่ความเร็ว 10,000 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ดูดส่วนใสด้านบนทิ้งแล้วเติม cold 70% ethanol ปั่นล้างที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  

ที่อุณหภูมิห้อง ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง ปล่อยตะกอนให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้วละลายตะกอนด้วย 0.1x TE buffer  

วดัปริมาณดเีอน็เอด้วยเครือ่งวัดปรมิาณดเีอน็เอ แล้วเก็บดเีอ็นเอไว้ท่ีอุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เพือ่ใช้เป็นตวัควบคมุ

การตรวจสอบสายพันธุ์และเป็นดีเอ็นเอมาตรฐานของวิธี Real-Time PCR

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างวัคซีน BCG เพื่อตรวจหาสายพันธุ์ย่อยด้วยวิธี Real-Time PCR 	

ละลายวัคซีน BCG ด้วย TE buffer น�ำไปปั่นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที  

นาน 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง ปั่นล้างซ�้ำ 5 ครั้ง แล้วเติม TE ก่อนน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  

นาน 20 นาที แล้วปั่นที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบน 

น�ำมาตรวจวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของสายพันธุ์ย่อยด้วยเครื่อง QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System 

วิเคราะห์ผลโดยโปรแกรม QuantStudioTM Software V1.3

ตารางที่ 3	 ล�ำดับนิวคลิโอไทด์  และต�ำแหน่งของ Probe โดยวิธี Real-Time PCR

Probe Sequence 5’ to 3’ Position*

RD16-Probe VICGGCTAAGACCCGCCCATGTCGGTCMGBNFQ 3777591-3777614

murB-Probe NEDCGGCAAGAGTCGGATGCCGTAGTAGAAGMGBNFQ 3767246-3767273

*อ้างอิง Mycobacterium bovis subsp.bovis AF2122/97 complete genome, Query ID: BX248333.1
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การตรวจสอบสายพันธุ์ย่อยของเชื้อโคโลนีเดี่ยวด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR)

น�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาทดสอบโดยปฏิกิริยา PCR ที่มีปริมาตรรวมทั้งหมด 12 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 

ดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร BCG-RD16-Fw 0.5 µM, BCG-RD16-Rv 0.5 µM, murB-Fw 0.5 µM  

และ murB-Rv 0.5 µM ชนิดละ 0.6 ไมโครลิตร น�้ำกลั่น 1.6 ไมโครลิตร และ 2x master mix 6 ไมโครลิตร แล้ว

ท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง PCR โดยตั้งโปรแกรม Pre-PCR ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที ให้

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จ�ำนวน 35 รอบ แต่ละรอบประกอบด้วย denaturation step ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  

15 วินาที annealing step ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 15 วินาที และ chain elongation step ท่ีอุณหภูมิ  

72 องศาเซลเซียส 30 วินาที เม่ือครบ 35 รอบ แล้วตามด้วย post-PCR ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที  

และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากน้ันน�ำผลิตผล PCR ที่ได้มาแยกขนาดด้วย gel electrophoresis โดยใช้  

agarose gel ความเข้มข้น 2% (w/v) ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ ย้อมแผ่นเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 

ถ่ายภาพภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง gel documentation โดย BCG subtype I และ subtype II ตรวจพบ band 

ที่ขนาด 71 และ 93 bp ตามล�ำดับ ขณะที่ murB gene ซึ่งเป็น house keeping gene ตรวจพบที่ขนาด 128 bp  

เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 50 bp 

การพฒันาวิธตีรวจวเิคราะห์ปรมิาณดเีอน็เอของสายพนัธ์ุย่อย BCG Tokyo 172-1 ด้วยวธิ ีReal-Time PCR 

ตรวจด้วยหลักการ TaqMan hydrolysis probe Real-Time PCR โดยใช้ primer และ probe 2 ชุด 

ตามที่แสดงไว้ในตารางที่ 2 และ 3 

การศึกษาสภาวะเหมาะสมของการท�ำปฏิกิริยาโดยดูความจ�ำเพาะของการเพิ่มขยายสายพันธุ์ย่อยเป้าหมาย 

เตรยีมดีเอน็เอ BCG subtype II โดยเจือจางดเีอน็เอของ BCG subtype II ด้วย TE buffer pH 8.0 ให้มีความเข้มข้น  

1,000, 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 พโิคกรมัต่อไมโครลติร เพือ่ใช้สร้างกราฟมาตรฐาน ส่วนการตรวจสอบความถูกต้องของวธิี  

ใช้ดีเอ็นเอของ BCG subtype I และ subtype II ที่เจือจางให้มีสัดส่วน % ดีเอ็นเอของ BCG subtype I: BCG 

subtype II เป็น 95:5, 60:40 และ 5:95 ตามล�ำดบั แล้วน�ำไปท�ำปฏกิิรยิาในปรมิาตรรวมแต่ละหลอด 15.85 ไมโครลติร  

ซึ่งประกอบด้วย DNA template ของสารมาตรฐาน (DNA subtype II) และวัคซีนตัวอย่างแยกหลอด หลอดละ  

2 ไมโครลิตร โดยใส่สารในแต่ละหลอดประกอบด้วย 10 µM BCG I/II-Fw และ 10 µM BCG II-Rv อย่างละ  

1.2 ไมโครลิตร 10 µM murB-Fw 0.6 ไมโครลิตร 10 µM murB-Rv 0.6 ไมโครลิตร 2 µM RD16-Probe 1.5  

ไมโครลิตร 2 µM murB-Probe 0.75 ไมโครลติร 2x qPCR master mix 7.5 ไมโครลติร และน�ำ้กลัน่ 0.5 ไมโครลิตร 

ตรวจปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System โดยโปรแกรม Pre-PCR  

ต้ังค่าทีอ่ณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีเพ่ิมปรมิาณดเีอน็เอ จ�ำนวน 40 รอบ แต่ละรอบประกอบด้วย denaturation step 

ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที annealing/chain elongation step ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

ค�ำนวณ % BCG subtype II = [ปริมาณดีเอ็นเอของ BCG subtype II (พิโคกรัมต่อไมโครลิตร)/ 

ปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมดของ BCG (พิโคกรัมต่อไมโครลิตร)] x100 

โดยปรมิาณดเีอน็เอของ BCG subtype II วเิคราะห์ได้จากการใช้ชดุ Primer (BCG I/II-Fw, BCG II –Rv)  

และ RD16-Probe ที่สามารถจับกับ BCG subtype II ซึ่งส่วน RD16 ไม่มีการขาดหายไปของ 22-bp ได้เท่านั้น  

ส่วนการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ BCG ทั้งหมดใช้ชุด Primer (murB-Fw, murB-Rv) และ murB-Probe  

ที่จ�ำเพาะกับส่วน murB gene เป้าหมาย
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การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี

ท�ำการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ ความเที่ยงตรง และความถูกต้อง 

ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and Range) ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอของ BCG  

subtype II ความเข้มข้น 1,000, 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ด้วยเครื่อง QuantStudio 6  

Flex Real-Time PCR System สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (C
T
) กับความเข้มข้นของ DNA  

วิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, r2) 

ความเที่ยงตรง (Precision) ตรวจสอบใน 2 หัวข้อ ได้แก่ การท�ำซ�้ำในวันเดียวกัน (repeatability)  

โดยท�ำการวิเคราะห์หา % BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG รุ่นการผลิตเดียวกันจ�ำนวน 6 ขวด แต่ละขวด 

ท�ำการวิเคราะห์ 3 ซ�้ำ ท�ำการวิเคราะห์ในวันและเวลาเดียวกัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียว วิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ 

ความแปรปรวน (% coefficient of variation, %CV) และการท�ำซ�้ำต่างวัน (Intermediate precision) โดย 

ท�ำการวิเคราะห์หา % BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG รุ่นการผลิตเดียวกันจ�ำนวน 6 ขวด โดยแต่ละขวด 

ท�ำการวิเคราะห์ 3 ซ�้ำ ท�ำการวิเคราะห์ต่างวัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียว วิเคราะห์หา %CV 

ความถูกต้อง (Accuracy) ตรวจสอบค่าร้อยละการคืนกลับ (%Recovery) ของปริมาณดีเอ็นเอ BCG 

subtype II ในตัวอย่างที่เตรียมให้มีสัดส่วน % ดีเอ็นเอของ BCG subtype I: BCG subtype II ที่ 95:5, 60:40 

และ 5:95 ท�ำการทดสอบ 6 ซ�้ำ ที่เป็นอิสระต่อกัน 

ค�ำนวณการคืนกลับ (% Recovery) ดังนี้

% Recovery = (% ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ที่วัดได้/ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II  

ที่ทราบค่า) x 100

การตรวจปริมาณของ % BCG subtype II ในวัคซีน BCG Tokyo 172-1 ด้วยวิธี Real-Time PCR

วิเคราะห์หา % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG ด้วยวิธี Real-Time PCR จ�ำนวน 

15 รุ่นการผลิต ที่ผลิตในปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 โดยทดสอบรุ่นการผลิตตัวอย่างละ 3 ขวด ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์และแสดงโดยสถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ ร้อยละ ค่าเฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)

ผล

การเพาะเลี้ยงเชื้อและการตรวจสอบสายพันธุ์

ลักษณะโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ BCG ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงวัคซีน BCG บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mycobacteria 

7H11 agar พบว่าโคโลนีทั้ง 8 โคโลนีที่เลือกมามีลักษณะคล้ายคลึงกัน คือมีสีเหลืองอ่อน เรียบ ขอบหยัก นูนตรงกลาง

เล็กน้อย ส่วนเชือ้ BCG subtype II สายพนัธุ ์BCG/pSO246 เมือ่น�ำมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ Mycobacteria 

7H11 agar ที่มี kanamycin พบว่าโคโลนีมีลักษณะสีเหลืองอ่อน ขอบหยัก ย่นขรุขระทั้งโคโลนี 

เมื่อตรวจสอบสายพันธุ์ย่อยของเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้ด้วยวิธี PCR (ภาพที่ 1) พบว่าทั้ง 8 โคโลนีที่เลือกมาจาก

การเพาะเลี้ยงวัคซีนมีขนาดของผลิตผล PCR เท่ากับ 71 bp แสดงว่าเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้ทั้งหมดเป็น BCG subtype 

I ส�ำหรับดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อสายพันธุ์ BCG/pSO246 พบว่ามีขนาดของผลิตผล PCR เท่ากับ 93 bp (ภาพที่ 2) 

แสดงว่าเป็น subtype II จึงน�ำไปใช้ศึกษาความเป็นเส้นตรง ความแม่นย�ำและความถูกต้องของวิธี Real-Time PCR 
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ภาพที่ 1	 ผลการตรวจสายพันธุ์เชื้อที่เพาะเลี้ยงจากวัคซีน BCG จากปฏิกิริยา PCR ที่น�ำมาแยกขนาดโดยใช้  

	 gel electrophoresis บน 2% agarose

	 Lane M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 50 bp Ladder; Lane 1-8: ดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อที่เพาะเลี้ยงจาก 

	 วคัซนี 8 โคโลน ีLane 9: ดเีอน็เอของ BCG subtype I control; Lane 10: ดเีอน็เอของ BCG subtype II  

	 control; Lane 11: negative control (น�้ำกลั่น)

ภาพที่ 2	 ผลการตรวจสายพันธุเ์ชือ้ BCG /pSO246 จากปฏกิริยิา PCR ทีน่�ำมาแยกขนาดโดยใช้ gel electrophoresis 

 	 บน 2% agarose

	 Lane M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 50 bp Ladder; Lane 1: BCG/pSO246; Lane 2: ดีเอ็นเอของ  

	 BCG subtype I control; Lane 3: ดีเอ็นเอของ BCG subtype II control; Lane 4: negative  

	 control (น�้ำกลั่น)
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การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนา

ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี Real-Time PCR ในการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของสายพันธุ์ย่อย 

เชื้อ BCG พบว่ากราฟมาตรฐานที่เตรียมจาก BCG subtype II DNA มีความเป็นเส้นตรงที่ช่วงค่าความเข้มข้น 

ของ DNA ระหว่าง 0.01-1,000 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ดังแสดงในภาพที่ 3 ตัวอย่างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า 

cycle threshold (CT) กับความเข้มข้นของดีเอ็นเอของส่วน RD16 target (บน) และ murB gene target (ล่าง)  

ผลวิเคราะห์ค่าของกราฟมาตรฐานจ�ำนวน 6 ครั้ง แสดงในตารางที่ 4 พบว่ากราฟมาตรฐานของชุด RD16 target 

(BCG_I/II-R) มีค่าเฉล่ีย (mean)± ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) ของ slope เท่ากับ -3.457±0.083, Y-Intercept 

เท่ากับ 31.093±0.591, r2 เท่ากับ 0.998±0.001 และ % efficiency เท่ากับ 94.741±3.152 ส�ำหรับกราฟมาตรฐาน

ของชุด murB gene target มีค่า slope เท่ากับ -3.523+0.069, Y-Intercept เท่ากับ 30.699±0.423, r2 เท่ากับ  

0.996±0.003 และ % efficiency เท่ากับ 92.312±2.502 ตามล�ำดับ

ภาพที่ 3	 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า cycle threshold (CT) กับปริมาณดีเอ็นเอของ BCG subtype II   

	 ที่ความเข้มข้นระหว่าง 0.01 - 1,000 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร (pg/µl) ด้วยวิธี Real-Time PCR
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จากกราฟมาตรฐานของดีเอ็นเอของ BCG subtype II แสดงให้เห็นว่าวิธีนี้สามารถตรวจดีเอ็นเอของ 

BCG subtype II ได้ต�่ำสุดในระดับ 0.01 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ผลการศึกษา precision ในหัวข้อ repeatability  

เมื่อท�ำการวิเคราะห์หา % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีนจ�ำนวน 6 ขวด พบว่า % ดีเอ็นเอของ  

BCG subtype II อยู่ในช่วงค่า 3.07-3.95%, mean+SD เท่ากับ 3.62±0.33% และ %CV เท่ากับ 9.09 (ตารางที่ 5)  

ส�ำหรับผลการศึกษา intermediate precision พบ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II อยู่ในช่วงค่า 3.31-3.95%,  

mean±SD เท่ากับ 3.62±0.23 และ %CV เท่ากับ 6.32 (ตารางที่ 6) 

ตารางที่ 4	 ค่ากราฟมาตรฐานดีเอ็นเอของ BCG subtype II ที่ความเข้มข้นระหว่าง 0.01-1,000 พิโคกรัม 

	 ต่อไมโครลิตร โดยวิธี Real-Time PCR 

ตารางที่ 5	 ความเที่ยงตรงของวิธี Real-time PCR ในการวิเคราะห์ปริมาณ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II  

	 ของวัคซีน BCG โดยทดสอบในวันและเวลาเดียวกัน (Repeatability)

ตัวอย่างวัคซีน ดีเอ็นเอทั้งหมด

ของ BCG (pg/µl)

ดีเอ็นเอ

ของ subtype II (pg/µl)

% ดีเอ็นเอ

ของ BCG subtype II

1 22.407 0.854 3.81

2 26.207 1.000 3.81

3 22.947 0.847 3.69

4 31.550 1.247 3.95

5 35.582 1.092 3.07

6 27.761 0.942 3.39

mean±SD 3.62±0.33

%CV 9.09

ครั้งที่
r2 Y-intercept Slope %efficiency

BCG_I/II-R murB BCG_I/II-R murB BCG_I/II-R murB BCG_I/II-R murB

1 0.999 0.999 30.624 30.409 -3.438 -3.469 95.389 94.208

2 0.996 0.992 31.791 30.927 -3.324 -3.408 99.918 96.510

3 0.999 0.998 31.194 30.841 -3.520 -3.573 92.367 90.478

4 0.997 0.996 30.467 30.063 -3.541 -3.549 91.615 91.335

5 1.000 0.994 30.696 30.681 -3.410 -3.581 96.448 90.232

6 0.998 0.995 31.784 31.275 -3.510 -3.555 92.708 91.111

mean 0.998 0.996 31.093 30.699 -3.457 -3.523 94.741 92.312

SD 0.001 0.003 0.591 0.423 0.083 0.069 3.152 2.502
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ตารางที่ 6	 ความเที่ยงตรงของวิธี Real-time PCR ในการวิเคราะห์ปริมาณ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II  
	 ของวัคซีน BCG โดยทดสอบต่างวัน (Intermediate precision)

ตารางที่ 7	 ความถูกต้องของวิธี Real-time PCR ในการวิเคราะห์ปริมาณ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II 

ครั้งที่ ดีเอ็นเอทั้งหมด

ของ BCG (pg/µl)

ดีเอ็นเอ

ของ subtype II (pg/µl)

% ดีเอ็นเอ 

BCG subtype II

1 22.583 0.818 3.62

2 33.918 1.339 3.95

3 24.665 0.815 3.31

4 39.578 1.456 3.68

5 40.053 1.543 3.85

6 27.491 0.964 3.51

mean±SD 3.62±0.23

%CV 6.32

ผลการศึกษา accuracy แสดง % recovery ในตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีเตรียมให้มีสัดส่วนของ subtype I: 
subtype II จาก 95:5, 60:40 และ 5:95 พบว่าที่ตัวอย่าง subtype II 5% สามารถตรวจ subtype II ได้ค่า mean 
เท่ากับ 6.49%, recovery เท่ากับ 130% ขณะที่ตัวอย่าง subtype II 40% สามารถตรวจได้ค่า mean เท่ากับ 44.43%, 
recovery เท่ากับ 111% และเมื่อตัวอย่าง subtype II เป็น 95% สามารถตรวจพบ subtype II ได้ค่า mean เท่ากับ 
99.63 และ recovery เท่ากับ 105% แสดงรายละเอียดในตารางที่ 7 

% ดีเอ็นเอ BCG 
subtype I: 
subtype II

ตัวอย่าง ดีเอ็นเอทั้งหมด
ของ BCG 
(pg/µl)

ดีเอ็นเอของ 
subtype II 

(pg/µl)

% ดีเอ็นเอ
ของ BCG 

subtype II

Mean % recovery

95:5

1
2
3
4
5
6

18.229
18.651
19.881
19.585
19.059
20.320

1.160
1.136
1.246
1.293
1.289
1.397

6.37
6.09
6.27
6.60
6.76
6.87

6.49 130

60:40

1
2
3
4
5
6

18.738
19.840
20.798
19.524
19.493
22.618

8.254
8.343
8.877
8.538
9.154
10.661

44.05
42.05
42.68
43.73
46.96
47.13

44.43 111

5:95

1
2
3
4
5
6

17.514
19.100
18.933
18.631
18.822
19.997

17.262
19.003
17.950
19.219
18.947
20.223

98.56
99.49
94.81
103.15
100.66
101.13

99.63 105
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ปริมาณของ % BCG subtype II ในวัคซีน BCG Tokyo 172-1
จากการน�ำตัวอย่างวัคซีน BCG ที่ผลิตปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 จ�ำนวนปีละ 5 รุ่นการผลิต มาตรวจ

หาปริมาณ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ด้วยวิธี Real-Time PCR พบว่าวัคซีนที่ผลิตปี พ.ศ. 2555 มีค่าเฉลี่ย  
% ดีเอ็นเอของ BCG subtype II อยู่ระหว่าง 7.04-15.25 ขณะที่วัคซีนผลิตปี พ.ศ. 2557 และ 2558 มีค่าเฉลี่ยอยู่ 
ระหว่าง 4.98-7.63 และ 4.26-6.59 ตามล�ำดบั โดยมีค่า %CV ของแต่ละรุน่การผลติของทัง้สามปีอยูใ่นช่วงค่า 1.46-10.11  
ดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่ 8	 ปริมาณ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG ที่ผลิตในประเทศ

ปี พ.ศ. รุ่นการผลิต ขวดที่
% ดีเอ็นเอของ  

BCG subtype II
ค่าเฉลี่ย SD %CV

2555

A

1 7.19

7.04 0.13 1.892 6.96

3 6.96

B

1 10.40

10.31 0.15 1.462 10.14

3 10.40

C

1 15.47

15.25 0.32 2.132 14.88

3 15.41

D

1 9.12

8.55 0.58 6.732 8.55

3 7.97

E

1 13.82

12.92 0.80 6.162 12.31

3 12.63

2557

F

1 5.20

5.15 0.18 3.502 5.30

3 4.95

G

1 4.77

4.99 0.20 3.952 5.15

3 5.05

H

1 5.22

4.98 0.34 6.802 5.12

3 4.59

I

1 6.24

6.22 0.10 1.632 6.11

3 6.31

J

1 7.79

7.63 0.15 1.992 7.60

3 7.49
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ปี พ.ศ. รุ่นการผลิต ขวดที่
% ดีเอ็นเอของ  

BCG subtype II
ค่าเฉลี่ย SD %CV

2558

K

1 6.64

6.05 0.58 9.512 5.49

3 6.02

L

1 5.04

5.37 0.54 10.112 6.00

3 5.08

M

1 6.03

6.07 0.14 2.382 5.95

3 6.23

N

1 6.80

6.59 0.41 6.282 6.85

3 6.11

O

1 4.25

4.26 0.17 4.002 4.09

3 4.43

วิจารณ์

การเพาะเลี้ยงเชื้อจากวัคซีน BCG เพื่อแยกโคโลนีเดี่ยวของสายพันธุ์ย่อย BCG Tokyo 172 subtype I  
และ subtype II ที่ใช้เตรียมดีเอ็นเอมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Real-Time PCR พบว่าเป็น BCG  
subtype I ทั้งหมด ซ่ึงมีขนาดของ PCR amplicon น้อยกว่า BCG subtype II สอดคล้องกับการรายงาน 
ของ Honda I. และคณะ(10) ที่รายงานลักษณะโคโลนีแบบเรียบและแบบหยาบ และพบการขาดหายของนิวคลีโอไทด์
ของ BCG Tokyo 172 subtype I แสดงให้เห็นว่าการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถแยก BCG subtype II ได้จากการ 
เพาะเลี้ยงเชื้อจากวัคซีนแม้มีการ subculture ไปไม่ต�่ำกว่า 8 ครั้ง ซึ่งอาจเกิดจากการที่สายพันธุ์ย่อยของเชื้อ BCG  
ในวัคซีนส่วนใหญ่เป็น subtype I ซึ่งเป็น subtype ที่มีลักษณะเป็น “spreading colonies”(22) ท�ำให้ type I  
เจรญิเตบิโตได้ดีกว่า type II และสอดคล้องกบัการรายงานของ Shibayama K. และคณะ(23) ทีพ่บ subtype II 19.5%  
ใน BCG Tokyo 172-1 และลดลงเหลือเพียง 3.6% เมื่อมีการ subculture ต่อมาเป็น Tokyo 172-2 แสดงว่า 
จ�ำนวนคร้ังของการ subculture ที่เพิ่มขึ้น สามารถส่งผลให้ปริมาณเชื้อ BCG Tokyo 172 subtype II ลดลง  
ท�ำให้การเพาะแยกเชือ้ subtype II จากวคัซนีท�ำได้ยาก นอกจากน้ีลกัษณะจ�ำเพาะของเชือ้ BCG ทีผ่วิเซลล์มกัเกาะกนั  
การแยกให้เป็นเชื้อเดี่ยวในการ subculture ต้องท�ำการ subculture มากกว่า 20 ครั้งขึ้นไป จึงจะสามารถแยก 
สายพนัธุท์ีป่นกนัอยูไ่ด้ ในการศกึษาน้ีจึงได้ใช้เชือ้ BCG Tokyo 172 subtype II สายพนัธุ ์BCG/pSO246 ทีต่รวจสอบ 
คุณสมบัติทางกายภาพและตรวจยืนยัน subtype ด้วย PCR เพื่อเตรียมดีเอ็นเอมาตรฐานของ subtype II 

วิธี Real-Time PCR ที่ใช้ในการศึกษานี้ได้มีการพัฒนาดัดแปลงมาจากวิธีของ Shibayama K.  
และคณะ(23) ในการตรวจหา subtype I และ subtype II โดยอาศัยความต่างระหว่าง 2 subtypes ในต�ำแหน่ง 
ของ RD16 region จากการใช้ primer และ probe ที่ออกแบบไว้ 2 ชุด คือ ชุดที่ใช้ตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอ 
ของ subtype II และชุดที่ใช้ตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ BCG ทั้งหมด ท�ำให้สามารถค�ำนวณปริมาณของเช้ือ 

BCG subtype I ในวัคซีน BCG ได้ 

ตารางที่ 8	 ปริมาณ % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG ที่ผลิตในประเทศ (ต่อ)
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ผลการประเมินความถกูต้องเหมาะสมของวิธ ีReal-Time PCR พบว่ากราฟมาตรฐานของการตรวจวเิคราะห์

ดเีอน็เอ มคีวามเป็นเส้นตรงในช่วงของการวเิคราะห์ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ทีช่่วงความเข้มข้น 0.01-1,000 พโิคกรัม 

ต่อไมโครลิตร ซึ่งผลการตรวจสอบความแม่นย�ำและความเที่ยงตรงของวิธี แสดงให้เห็นว่าวิธี Real-Time PCR 

สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในวัคซีนตัวอย่างได้อย่างเที่ยงตรง มีค่าสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวนต�่ำ ทั้งการท�ำซ�้ำในวันเดียวและต่างวันกัน วิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอของ BCG 

subtype II ได้ใกล้เคียงกับค่าจริง แต่เมื่อปริมาณดีเอ็นเอของ BCG subtype II มีระดับต�่ำที่ 5% ได้ค่าร้อยละ 

การคนืกลับถงึ 130 ซึง่อาจเกดิจาก matrix ท่ีใช้ในการเตรยีมกราฟมาตรฐานกบั matrix ทีใ่ช้ในการตรวจความแม่นย�ำ 

น้ันต่างกัน กล่าวคือกราฟมาตรฐานดีเอ็นเอของ BCG subtype II นั้น murB gene target จะถูกเจือจางด้วย 

ดีเอ็นเอของ BCG subtype II เพียงอย่างเดียว ขณะที่การศึกษาความแม่น murB gene target จะถูกเจือจางด้วย

ดีเอ็นเอของ BCG subtype II และ subtype I ประกอบกับกราฟมาตรฐานของ murB gene ค่า copy number 

จะตกอยู่ในช่วง 10-100 พิโคกรัม ท�ำให้ค่าเบี่ยงเบนค่อนข้างสูงในการตรวจวัดปริมาณที่ต�่ำ จึงเป็นไปได้ที่จะตรวจพบ

ปริมาณ subtype II ได้ค่าสูงกว่าค่าจริงในวัคซีน ซึ่งส่วนมากจะมี subtype II ต�่ำกว่า 10%(7,23) 

จากการตรวจวิเคราะห์ปรมิาณของ subtype II ในวคัซนีทีผ่ลติในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558  

ทั้ง 15 รุ่นการผลิต พบว่าวัคซีน BCG ของประเทศไทยมีเชื้อสายพันธุ์ย่อยทั้งสองสายพันธุ์ไม่แตกต่างจากวัคซีน 

ที่ผลิตจากต่างประเทศ(7,23) โดยพบว่ามี subtype II น้อยกว่า 10% ในวัคซีน 12 รุ่น และมี subtype II มากกว่า 10%  

ในวัคซีน 3 รุ่น ที่ผลิตในปี 2555 โดยมีค่าใกล้เคียงกันในรุ่นการผลิตเดียวกันและรุ่นที่ผลิตในปีเดียวกัน ท้ังนี้พบว่า

วัคซีนที่ผลิตในปี พ.ศ. 2555 มีปริมาณและความเบี่ยงเบนระหว่างรุ่นการผลิตค่อนข้างสูง เมื่อเทียบกับวัคซีนท่ีผลิต 

ในปี พ.ศ. 2557 และ 2558 ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าข้ันตอนการเลือกลกัษณะโคโลนขีองเช้ือเพือ่น�ำไปใช้เพาะเลีย้งเพิม่ปรมิาณ 

ในกระบวนการผลิตวัคซีนปี พ.ศ. 2557 และ 2558 มีความเข้มงวดมากขึ้น จึงท�ำให้มีปริมาณ subtype II ในวัคซีน

ค่อนข้างต�่ำคงที่และใกล้เคียงกัน ส�ำหรับปี พ.ศ. 2556 ไม่มีการผลิตวัคซีนจึงไม่มีตัวอย่างน�ำมาศึกษา

ผลการตรวจสอบสายพันธุ์ย่อยของเชื้อ BCG ในวัคซีนที่ผลิตในประเทศ ยืนยันได้ชัดเจนว่าวัคซีน BCG  

ที่ผลิตในประเทศไทยนั้น ประกอบด้วยเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ย่อย โดยวัคซีนส่วนใหญ่พบเชื้อ subtype II น้อยกว่า 10%  

จึงเป็นข้อมูลที่ตรงข้ามกับผลการศึกษาของ Wada T. และคณะ(14) ที่รายงานว่าวัคซีน BCG ที่ผลิตจากประเทศไทย

เป็น BCG subtype II 100% จากข้อมลูนีไ้ด้น�ำไปใช้ยนืยนัคณุภาพวคัซนี BCG ทีผ่ลติในประเทศไทยว่ามีสดัส่วนของ 

สายพันธุ์ย่อยเชื้อ BCG ที่ไม่แตกต่างจากวัคซีนของต่างประเทศ จึงไม่น่าจะเป็นสาเหตุที่ท�ำให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์

หลงัการใช้วคัซนีเพิม่ข้ึนในช่วงเวลาท่ีผ่านมา การสอบสวนหาสาเหตขุองอาการไม่พึงประสงค์ทีเ่พิม่ขึน้นัน้จงึควรพจิารณา

ปัจจัยอื่นด้วย 

สรุป

ข้อมูลจากการตรวจสอบความเหมาะสมของวิธีแสดงให้เห็นว่าวิธี Real-Time PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถ

ตรวจวิเคราะห์ BCG subtype II ในวัคซีนได้ถูกต้อง แม่นย�ำ และเมื่อน�ำมาใช้ตรวจสอบสายพันธุ์ย่อยในวัคซีน BCG 

ที่ผลิตปี 2555, 2557 และ 2558 พบว่าวัคซีน BCG ของประเทศไทยมีเชื้อสายพันธุ์ย่อยทั้งสองสายพันธุ์ไม่แตกต่าง 

จากวัคซีนที่ผลิตจากต่างประเทศ โดยวัคซีนส่วนใหญ่มี subtype II น้อยกว่า 10% ข้อมูลที่ได้เป็นประโยชน์ใช้ยืนยัน

คุณภาพวัคซีน BCG ที่ผลิตในประเทศไทย และอธิบายสัดส่วนของสายพันธุ์ย่อยเชื้อ BCG ในการสอบสวนหาสาเหตุ 

การเกิดอาการไม่พึงประสงค์หลังได้รับวัคซีน ซ่ึงวิธี Real-Time PCR ที่พัฒนาขึ้นจะน�ำไปประยุกต์ใช้เพื่อเป็น 

วิธีมาตรฐานในการตรวจติดตามสัดส่วนสายพันธุ์ย่อยของเชื้อ BCG ในวัคซีนเพื่อการควบคุมคุณภาพวัคซีนต่อไป
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Investigation of BCG Tokyo 172-1 
Subpopulations in Tuberculosis 

Vaccine Produced in Thailand 
using Real-Time PCR
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Abstract	 Subpopulations of BCG Tokyo-172-1 in tuberculosis vaccines manufactured in Thailand have 

not been investigated, therefore, a method using Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR)  

was developed and validated to determine BCG Tokyo-172-1 subpopulations in 15 lots of vaccines  

manufactured in 2012, 2014 and 2015. Our validation results showed good performance on linearity  

with coefficient of determination (r2) was greater than 0.99. The developed method demonstrated its  

precision and accuracy, as determined by percentages of coefficient of variance (CV) and recovery range,  

was <10 and 105-130, respectively. In addition, less than 10% of subtype II was found in 12 lots and more 

than 10% of subtype II was determined in 3 lots that were produced in 2012. Our study suggested that  

the established Real-Time PCR method was suitable to detect subpopulations of BCG Tokyo-172-1 and BCG  

vaccine produced in Thailand contained both subtypes. 

Keywords: BCG Tokyo 172-1, tuberculosis vaccine, Real-Time PCR
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