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บรรณาธิการแถลง

วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เป็นสื่อส�าหรับเผยแพร่องค์ความรู้และนวัตกรรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

และสาธารณสุข ที่เกิดจากงานวิจัยหรืองานประจ�ามาต่อเนื่องนานกว่า 60 ปี ปัจจุบันได้รับการจัดอยู่ในวารสารกลุ่มที่ 2 

จากศูนย์ดัชนีการอ้างอิงวารสารไทย (Thai Journal Citation Index Center) และบทความที่เผยแพร่ในวารสาร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์นั้น ความถูกต้องทั้งหมดเป็นความรับผิดชอบของผู้นิพนธ์  

บรรณาธกิารได้รบัแจ้งแก้ไขความถกูต้องของตารางแสดงผลการศกึษาของบทความเรือ่ง การใช้ Accuracy  Profile  

ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast and  Mold Count Plate ส�าหรับ 

การตรวจหาปริมาณยีสต์และราในเครื่องดื่ม ที่ตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ปีที่ 59 ฉบับท่ี 3  

กรกฎาคม-กันยายน 2560 หน้า 152-170 ซึ่งได้ด�าเนินการปรับแก้ดังปรากฏในวารสารออนไลน์ฉบับที่บทความดังกล่าว

ตีพิมพ์แล้ว

บรรณาธิการจึงขอเรียนแจ้งผู้อ่านวารสารเรื่องดังกล่าวมา ณ ที่นี้

  บุษราวรรณ ศรีวรรธนะ

  บรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์





ค�าแนะน�าส�าหรับผู้นิพนธ์

 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ รับตีพิมพ์เผยแพร่บทความด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 

เกี่ยวกับ ชีววัตถุ เคร่ืองมือแพทย์ เคร่ืองส�าอาง ยาที่เป็นเภสัชเคมีภัณฑ์ อาหารและเครื่องดื่ม สมุนไพร 

ยาเสพติด วัตถุอันตราย รังสี โรคติดต่อ โรคไม่ติดต่อ พาหะน�าโรค การประเมินความเสี่ยง การพัฒนา

เทคโนโลยีวิจัยทางคลินิก ระบบบริหารจัดการคุณภาพ และอื่นๆ โดยตีพิมพ์ทุกสามเดือน ปีละส่ีฉบับ 

ได้แก่ 1) ฉบับเดือนมกราคม-มีนาคม 2) เดือนเมษายน-มิถุนายน 3) เดือนกรกฎาคม-กันยายน และ 

4) เดือนตุลาคม-ธันวาคม

ประเภทของบทความ 

 บทความสามารถเขียนได้ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษโดยแบ่งบทความออกเป็นประเภทต่าง ๆ  

ดังนี้

1. นิพนธ์ต้นฉบับ 

 เป็นรายงานผลการศึกษาวิจัย พัฒนาเทคโนโลยี หรือพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการท่ีมีการ

วางรูปแบบและด�าเนินการศึกษาวิจัยพัฒนา ตลอดจนวิเคราะห์ข้อมูลอย่างถูกต้องตามหลักวิชาการ

2. รายงานจากห้องปฏิบัติการ 

 เป็นรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่มีผู้น�าตัวอย่างมาส่งตรวจ หรือรายงาน 

ผลการด�าเนินงานที่เป็นงานประจ�า 

3. กรณีศึกษา 

 เป็นรายงานผลการศึกษาโดยใช้กลุม่ตัวอย่างไม่มากนกั ท้ังนีอ้าจอยูภ่ายใต้ตัวแปรท่ีควบคมุได้ หรอื

สภาพแวดล้อมที่ไม่สามารถควบคุมได้ เพื่อทดสอบทฤษฎีหรือท�าความเข้าใจถึงปรากฏการณ์บางอย่าง

4. บทความปริทัศน์ 

 เป็นบทความที่ได้จากการทบทวนหรือรวบรวมความรู้วิชาการเรื่องใดเรื่องหนึ่งจากต�ารา วารสาร

วิชาการหรือหนังสือต่างๆ มาวิเคราะห์และเรียบเรียง และควรมีความเห็นของผู้รวบรวมเพิ่มเติมด้วย 

เพื่อให้ได้บทความใหม่ที่มีความชัดเจนในประเด็นต่างๆ 

5. บทความทั่วไป 

 เป็นบทความทางวิทยาศาสตร์ที่ไม่ลงลึกในรายละเอียดมากนัก หรือเป็นบทความเกี่ยวกับระบบท่ี

สนับสนุนการด�าเนินงานเพื่อให้น่าเชื่อถือ หรือสามารถด�าเนินการได้อย่างเป็นระบบ เช่นรายงานการพัฒนา



ระบบสนับสนุนการท�างาน การพัฒนาระบบเทคโนโลยีสารสนเทศ การพัฒนาระบบบริหารจัดการคุณภาพ
ตามมาตรฐานสากล หรืออาจเป็นการเขียนถึงเรื่องราวที่อยู่ในความสนใจของประชาชน เป็นต้น

6. จดหมายถึงบรรณาธิการ 
 เป็นบทความที่ผู้อ่านวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เขียนถึงบรรณาธิการหรือเจ้าของบทความ
ที่ตีพิมพ์ในวารสารฯ แล้ว ทั้งนี้เพื่อเสนอแนะหรือแสดงข้อคิดเห็นเกี่ยวกับวารสารฯ หรือบทความนั้นๆ

7. สารติดต่อสั้น 
 เป็นรายงานวิจัยที่ด�าเนินการแล้วเสร็จซึ่งมีประเด็นการศึกษาไม่มากนักแต่มีรายละเอียดครบถ้วน
ตามหลักเกณฑ์ของงานวิจัย หรือเป็นรายงานการศึกษาวิจัยอย่างย่อโดยอาจเป็นข้อมูลที่ศึกษาเพิ่มเติมจาก
รายงานการศึกษาวิจัยที่ได้เคยตีพิมพ์แล้ว หรืออาจเป็นการรายงานผลการศึกษาบางส่วนที่อยู่ในความสนใจ
ของสาธารณะหรือตอบปัญหาที่เกิดขึ้นในขณะนั้น

8. บทความพิเศษ 
 เป็นบทความทีม่ีเนือ้หาไม่เข้าขา่ยบทความข้างต้น  แตเ่ปน็ความรู้หรอืข้อคิดเห็นเกีย่วกับเหตุการณ์
ปัจจุบันซึ่งเกี่ยวข้องกับการแพทย์และสาธารณสุข เพือ่น�าไปประยุกต์ใช้ในภารกิจที่เกี่ยวข้อง

 ทั้งนี้บทความที่ส่งตีพิมพ์จะต้องไม่เคยตีพิมพ์ หรือก�าลังตีพิมพ์ในวารสารฉบับอื่นมาก่อน 

การพิจารณาบทความ
 บทความทุกเร่ืองจะต้องผ่านการพิจารณาตรวจแก้จากผู้เชี่ยวชาญในสาขาที่เกี่ยวข้องอย่างน้อย 2 
คน โดยบรรณาธิการจะเป็นผู้พิจารณาคัดเลือกผู้เชี่ยวชาญทบทวนบทความพิจารณาเบื้องต้น 2 คนแรก และ 
หากจ�าเป็นอาจคดัเลอืกผู้เช่ียวชาญคนที ่3 พจิารณาทบทวนบทความเพิม่เตมิ บรรณาธกิารจะเป็นผูพ้จิารณา
ค�าแนะน�าของผูเ้ชีย่วชาญทัง้หมดและแจ้งแก่ผูนิ้พนธ์เพ่ือแก้ไข (ถ้ามี) การแก้ไขอาจส่งให้ผูเ้ชีย่วชาญพิจารณา
ตรวจสอบ โดยบรรณาธิการเป็นผู ้ตรวจสอบบทความข้ันสุดท้ายก่อนส่งตีพิมพ์ ซึ่งกองบรรณาธิการ 
ขอสงวนสิทธิ์ในการตรวจแก้ไขต้นฉบับและพิจารณาตีพิมพ์ตามล�าดับก่อนหลัง

ความรับผิดชอบ
 บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถือเป็นผลงานทางวิชาการ และเป็นความ
เห็นส่วนตัวของผู้นิพนธ์ ไม่ใช่ความเห็นของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หรือกองบรรณาธิการ ผู้นิพนธ์ 
ต้องรับผิดชอบต่อบทความของตน

จริยธรรมในการวิจัย
 กรณีที่เป็นบทความรายงานผลการวิจัยที่ท�าการศึกษาวิจัยในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างใดๆ จากมนุษย์ 
การวิจัยนั้นๆ ต้องผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ และกรณีที่เป็น
บทความที่รายงานผลการศึกษาวิจัยที่ใช้สัตว์ทดลอง การวิจัยน้ันๆ ต้องผ่านการพิจารณาอนุมัติจาก 
คณะกรรมการจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลอง



การเตรียมต้นฉบับ
 ภาษาที่ใช้คือ ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ต้นฉบับภาษาไทย ควรใช้ภาษาไทยให้มากที่สุดเท่าที่ 
จะท�าได้ ค�าศัพท์เฉพาะหรือค�าศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทยแล้ว แต่ยังไม่เป็นที่ทราบกัน 
อย่างแพร่หลาย หรือแปลแล้วเข้าใจยาก ให้ใส่ภาษาอังกฤษก�ากบัไว้ในวงเลบ็ หรอือนโุลมให้ใช้ภาษาองักฤษได้
 ต้นฉบับควรพิมพ์บนกระดาษขาวขนาด A4 ใช้ตัวอักษร (font) ชนิด Angsana New ขนาดตัว
อักษร 16 พิมพ์บรรทัดคู่ (หรือแต่ละบรรทัดให้ห่างอย่างน้อย 6 มม.) พิมพ์หน้าเดียวและใส่เลขก�ากับ 
ทุกหน้า โดยเว้นขอบด้านซ้ายและด้านบน 3.5 ซม. ด้านขวาและด้านล่าง 2.5 ซม. 
 หน้าแรกของต้นฉบับประกอบด้วยชื่อเร่ือง ชื่อผู้นิพนธ์และผู้ร่วมนิพนธ์ ชื่อผู้นิพนธ์ท่ีท�าหน้าที่
ประสานงานกับคณะบรรณาธิการ และสถานที่ท�างานที่สามารถติดต่อได้ทางไปรษณีย์ และชื่อเรื่องโดยย่อ 
(running title) ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ
 หน้าที่สองเป็นบทคัดย่อ ต้องเขียนทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ความยาวไม่เกิน 250 ค�า โดย
บทคัดย่อควรครอบคลุมที่มาของหัวข้อวิจัย วัตถุประสงค์ ขอบเขตการวิจัย วิธีท�าหรือวิธีการรวบรวมข้อมูล 
ท่ีส�าคญัโดยย่อ ผลใช้เฉพาะข้อมลูหลกัทีส่�าคญัและสถติท่ีิใช้ (ถ้าจ�าเป็น) และหลกัการหรอืองค์ความรูส้�าคญั
ทีพ่บใหม่ ท้ายบทคดัย่อภาษาองักฤษให้มคี�าส�าคญัของบทความ (key word) ไม่เกนิ 5 ค�า เป็นภาษาองักฤษ 
         ต้นฉบับหน้าที่สามเป็นต้นไปเป็นส่วนของเนื้อเรื่อง ควรใช้ภาษาที่ง่าย สั้น กะทัดรัด และชัดเจน
         หากเป็นบทความประเภทนิพนธ์ต้นฉบับ และรายงานจากห้องปฏิบัติการให้เรียงล�าดับดังนี้ : 

 บทน�า ในบทน�านี้ควรกล่าวถึงสมมุติฐานหรือหลักการเหตุผลท่ีศึกษา รวมท้ังวัตถุประสงค์ของ 
การศึกษาเมื่ออ้างอิงควรเลือกใช้เฉพาะเอกสารอ้างอิงที่ส�าคัญและเป็นปัจจุบัน 

 วัสดุและวิธีการ ในส่วนนี้ให้ข้อมูลทางวิชาการที่มากพอที่ผู้สนใจสามารถท�างานนี้ซ�้าได้ เช่น  
กลุ่มตัวอย่างหรือข้อมูลที่ศึกษาวิธีสุ่มเก็บตัวอย่างหรือข้อมูล วิธีวิเคราะห์ตัวอย่างหรือข้อมูล วิธีการค�านวณ
หรือวิเคราะห์ข้อมูล และสถิติที่ใช้ เป็นต้น ทั้งนี้หากมีการใช้น�้ายา สารเคมี อุปกรณ์ เครื่องมือ หรือจุลชีพที่
เป็นปัจจยัส�าคญัทีอ่าจมผีลกระทบต่อผลของการศกึษาวจัิย ให้ระบแุหล่งท่ีมาของน�า้ยา หรือเกรดของสารเคมี 
หรือโมเดลของเครื่องมือ หรือสายพันธุ์ของจุลชีพในส่วนที่เกี่ยวข้องให้ละเอียด

 กรณีเป็นบทความของการศึกษาในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างจากมนุษย์หรือการศึกษาที่ใช้สัตว์ทดลอง
ให้ใส่ชือ่คณะกรรมการจริยธรรมหรือคณะกรรมการพจิารณาการวจัิยประจ�าสถาบนั และหมายเลขอ้างองิทีไ่ด้
รับอนุมัติ

 ผล ให้น�าเสนอผลงานตามล�าดบั หลกีเลีย่งการใช้กราฟหรอืภาพท่ีไม่จ�าเป็น ถ้ามีตารางข้อมูลกราฟ 
หรือภาพให้เสนอพร้อมกับค�าอธิบายที่มีเนื้อหาชัดเจนครบถ้วน

 วจิารณ์ วจิารณ์สิง่ทีค้่นพบและอาจเปรียบเทียบกับงานท่ีผูอ่ื้นท�าและเผยแพร่ไว้ก่อนหน้าน้ีแล้ว ทัง้นี้
ควรระวังไม่น�าส่วนของผลมากล่าวซ�้าในส่วนน้ี หากจ�าเป็นต้องกล่าวถึงควรเขียนผลในภาพรวมท่ีส�าคัญ  
และอาจเขียนถึงผลกระทบตามหลักวิชาการที่อาจเกิดขึ้นหรือการน�าไปใช้ประโยชน์จากผลการศึกษาวิจัยนี้

 สรุป เน้นสิ่งที่พบใหม่ที่ส�าคัญจากการศึกษานี้ และเชื่อมโยงการสรุปกับวัตถุประสงค์



 ตารางและภาพ ให้แยกออกจากเนื้อเรื่อง หน้าละ 1 รายการ ภาพถ่ายควรเป็นภาพขาวด�าที่มีความ
ชัดเจน ขนาดไม่เล็กกว่าโปสการ์ด ส่วนภาพวาดควรวาดบนกระดาษขาวอย่างดีด้วยหมึกด�าลายเส้นคมและ

ชัดเจน ในส่วนของเนื้อเรื่องที่ต้องการแสดงตารางหรือภาพ ให้เว้นที่ว่างพอสมควรและให้เขียนในกรอบว่า

                                       ใส่ตารางที่ 1     หรือ       ภาพที่ 1

 กิตติกรรมประกาศ (ถ้ามี)

 เอกสารอ้างอิง การอ้างเอกสารในเนื้อเรื่องให้ใช้ระบบของ the Uniform Requirements style 

(the Vancouver Citation style) ส่วนเอกสารอ้างอิงท้ายเรื่องให้อ้างเฉพาะบทความที่ตีพิมพ์แล้วใน 

สิ่งตีพิมพ์ปฐมภูมิเท่านั้น การเรียงล�าดับเอกสารอ้างอิงให้เรียงตามล�าดับการอ้างอิง ผู้นิพนธ์ต้องรับผิดชอบ

ในความถูกต้องของเอกสารอ้างอิง สามารถดูรายละเอียดเพิ่มเติมได้ที่

 URL: http//www2.dmsc.go.th/Web/DMSC.LIB/page5.html

 URL: http//www2.dmsc.go.th/Web/DMSC.LIB/VANCOUV.PDF

 ผู้นิพนธ์ตั้งแต่ 1 ถึง 6 คน ให้ใส่ชื่อทุกคน ถ้ามีมากกว่า 6 คนให้ใส่ชื่อ 6 คนแรกตามด้วย และคณะ 

หรือ et al กรณีบทความไม่มีชื่อผู้นิพนธ์ให้ใช้ชื่อเอกสารแทนชื่อผู้นิพนธ์

การเขียนเอกสารอ้างอิงให้ใช้รูปแบบดังตัวอย่าง

1. การอ้างบทความวารสาร (Article in Journal)

ตัวอย่าง : สุภาวรรณ  จงธรรมวัฒน์, บ�ารุง  คงดี, วิชัย  ประสาททอง, มณี  เขม้นเขตรการ, จิราภรณ์ 

อ�่าพันธุ์, กมล  ฝอยหิรัญ และคณะ. การส�ารวจคุณภาพถุงยางอนามัยทั่วประเทศ. ว กรมวิทย 2540;39(2): 

67-74.

2. การอ้างหนังสือหรือต�ารา (Text/Guideline)

ตัวอย่าง : ธีระพร  วุฒยวนิช. บรรณาธิการ. เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์. เชียงใหม่ : คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่; 2546.

3. การอ้างเฉพาะบทในต�ารา (Chapter in the text)

ตัวอย่าง : ทวศีกัด์ิ  แทนวันด.ี การวินจิฉัยโรคตบัจากไวรสัทางคลนิิก. ใน : สริฤิกษ์  ทรงศวิไิล. บรรณาธกิาร. 

ตับอักเสบจากไวรัส. กรุงเทพฯ : บางกอกบล๊อก; 2543. เล่ม 1. หน้า 281-309.

4. การอ้างกฎหมาย (Legal material)

ตัวอย่าง : พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 61 (พ.ศ. 2524)  

ราชกิจจานุเบกษา เล่ม 98 ตอนที่ 157 (วันที่ 7 กันยายน 2524)

5. การอ้างสิ่งพิมพ์ขององค์กรหรือหน่วยงาน (Organization as author and publisher)

ตัวอย่าง : กรมสนับสนุนบริการสุขภาพ กระทรวงสาธารณสุข. แผนยุทธศาสตร์การด�าเนินงานสุขภาพ 

ภาคประชาชน. พิมพ์ครั้งที่ 2. กรุงเทพมหานคร : ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย; 2546.



6. การอ้างรายงานการสัมมนา/ประชุมวิชาการ (Conference paper)
ตัวอย่าง : วิยะดา  เจริญศิริวัฒน์. เอกสารการประชุมสัมมนาเฉลิมพระเกียรติเรื่อง การคัดกรองภาวะพร่อง
ไทรอยด์ฮอร์โมนในทารกแรกเกิดเพื่อป้องกันปัญญาอ่อน. วันที่ 25 พฤศจิกายน 2542. นนทบุรี : กรม
วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข; 2542.

7. การอ้างวิทยานิพนธ์ (Dissertation)
ตัวอย่าง : มณี เขม้นเขตรการ. ผลของ N-acetylcysteine ต่อการป้องกันพิษของพาราควอทในหนูขาว 
[วิทยานิพนธ์]. ภาควิชาพิษวิทยา, คณะวิทยาศาสตร์. เชียงใหม่ : มหาวิทยาลัยเชียงใหม่; 2547.

8. การอ้างสื่ออิเล็กทรอนิกส์ (Electronic material)
 8.1 วารสารออนไลน์ (Journal on Internet)
 ตวัอย่าง : ชวนพศิ ยิม้สมบตั.ิ การประเมินคณุภาพการตรวจหาเชือ้มาลาเรยีบนฟิล์มโลหติบางด้วย
กล้องจุลทรรศน์. ว กรมวิทย พ [วารสารออนไลน์]. 2548; [สืบค้น 29 ก.ย. 2548]; 47(2):[8 หน้า].  
เข้าถึงได้จาก : URL: http://www.dmsc.moph.go.th/net/jms/
 8.2 เว็บไซต์ (WWW site)
 ตัวอย่าง : กรมควบคุมโรค. การป้องกันควบคุมโรคไข้หวัดนก Avian Influenza (Bird Flu).
[ออนไลน์]. 2548; [สืบค้น 28 ก.ย. 2548];[1 หน้า]. เข้าถึงได้ที่ : URL: http://www-ddc.moph.go.
th/Bird_Flu_main.html.
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การตรวจสอบสายพันธุ์ย่อยของเชื้อ 

BCG Tokyo 172-1 ในวัคซีนป้องกันวัณโรค

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

การด�าเนินการ จงึได้พัฒนาและตรวจสอบความถกูต้องของวิธวีเิคราะห์ด้วยเทคนคิ Real-Time Polymerase Chain Reaction  

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

2557 และ 2558 จ�านวน 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



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

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�่ากว่า 14 สายพันธุ์ ซึ่งมีที่มาจากเชื้อตั้งต้นที่เดียวกันคือ Pasteur Institute of Paris 

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

สายพันธุ์ Tokyo 172 ที่ใช้ผลิตวัคซีนของประเทศญี่ปุ่นประกอบด้วยสายพันธุ์ย่อย 2 ชนิดคือ subtype I และ  

subtype II(9) ที่สามารถจ�าแนกความต่างกันทาง 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�าแหน่งดงักล่าว 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�าเชื้อ 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�า้เหลอืงอักเสบ (Lymphadenitis) รวมทัง้ BCG osteitis 

และ Disseminated BCG disease โดยมีข้อสังเกตว่าปี 2553 และ 2554 มีจ�านวนผู้ป่วยเกิดอาการไม่พึงประสงค์ 

สูงกว่าช่วงที่ผ่านมาอย่างชัดเจน ซึ่งหน่วยงานที่เกี่ยวข้องและผู้ผลิตได้ร่วมกันสอบสวนหาสาเหตุที่ท�าให้เกิดอาการ 

ข้างเคียงโดยมีสมมติฐานว่าสาเหตุอาจเกิดได้จากหลายปัจจัย เช่น เทคนิคการฉีดที่ไม่ถูกต้องอาจฉีดลึกเกินหรือฉีด 

ในต�าแหน่งทีไ่ม่เหมาะสม ปรมิาตรของวคัซนีทีฉ่ดีต่อครัง้ 0.1 มลิลลิติร ซึง่มากกว่าวคัซนีบรษิทัอืน่ทีใ่ช้เพยีง 0.05 มลิลลิติร 

คุณภาพวัคซีนมีการเปลี่ยนแปลงไป รวมทั้งอาจเกิดจากภาวะสุขภาพภูมิคุ้มกันของผู้ที่ได้รับวัคซีนแต่ละคน ในส่วน 

ของคุณภาพวัคซีนนั้นมีการตรวจสอบและยืนยันแล้วว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการผลิตและผลการควบคุม

คณุภาพยงัสม�า่เสมอคงเดมิ(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�าให้เกิดข้อสงสัยในคุณภาพวัคซีนเกี่ยวกับปริมาณ 

ของสายพันธุ์ย่อยในวัคซีนของประเทศไทยว่ามี subtype II ที่สูงแตกต่างจากวัคซีนประเทศอื่นหรือไม่ แต่เนื่องจาก 

การตรวจสอบคุณภาพของวัคซีน BCG ตามมาตรฐานขององค์การอนามัยโลกไม่ได้ก�าหนดให้ตรวจหาปริมาณของ 

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�าการตรวจสอบ 

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

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างและเชื้อมาตรฐาน

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

ที่ผลิตปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 โดยแต่ละปีทดสอบตัวอย่างวัคซีน จ�านวน 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�า้ยาส�าหรับเพ่ิมปรมิาณสารพนัธกุรรมด้วยปฏกิิรยิาลกูโซ่ (PCR) KAPA 2G Fast Multiplex  

PCR Kit (Cat.No. KK5801) ผลิตภัณฑ์ของ Kapabiosystems ประเทศสหรัฐอเมริกา ชุดน�้ายาส�าหรับ 

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�ากับ 

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

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารละลาย Sauton เตรียมตามวิธีที่ระบุในวิธีมาตรฐานการตรวจสอบความแรงและความคงตัวของวัคซีน 

BCG(17) 
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การออกแบบ Primer และ Probe ส�าหรับการตรวจด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) และ 

Real-Time PCR

Primer ส�าหรับตรวจสอบสายพันธุ์ของเชื้อบีซีจีด้วยวิธี PCR และ Real-Time PCR ออกแบบโดยอาศัย

ความต่างระหว่าง 2 subtypes ในต�าแหน่ง RV3405c ของ RD16 region ซึ่ง Primer ส�าหรับตรวจสอบด้วยวิธี 

PCR อ้างอิงต�าแหน่งจากล�าดับนิวคลิโอไทด์ของ 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�าหรับตรวจสอบ murB ซึ่งเป็น housekeeping gene ของเชื้อ BCG

ตารางที่ 1 ล�าดับนิวคลิโอไทด์ ต�าแหน่ง และคุณสมบัติของ Primer โดยวิธี PCR

ตารางที่ 2 ล�าดับนิวคลิโอไทด์ ต�าแหน่ง 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�าหรบัการตรวจด้วยวิธ ี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�าแหน่งของ murB gene 

ซึ่งเป็นยีนที่จ�าเป็นเกี่ยวข้องกับขบวนการสังเคราะห์ peptidoglycan ของผนังเซลล์ของเชื้อ Mycobacterium(19) 

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

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

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

BX248333.1(20) ซึ่งได้แสดงล�าดับนิวคลิโอไทด์ในตารางที่ 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�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห์ ตรวจสอบและเลือกโคโลนีเดี่ยวแยกแต่ละโคโลนีละลาย 

ในสารละลาย Sauton แล้ว subculture ต่อไปจนเห็นลักษณะโคโลนีของเชื้อมีลักษณะเดียว จึงน�ามาตรวจยืนยัน 

subtype I และ subtype II ด้วยวิธี PCR จากนั้นท�าการเพิ่มจ�านวนเช้ือจากโคโลนีเดี่ยวโดยน�ามาเพาะเลี้ยง 

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

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

การเตรียมดีเอ็นเอ BCG subtype I และ BCG subtype II 

ท�าการสกัด Genomic DNA(21) โดยน�าเช้ือ subtype I และ subtype II ที่เพาะข้างต้นปั่นตกตะกอน 

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

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

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

alcohol อตัราส่วน 24:1 น�าไปป่ันท่ีความเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ีนาน 5 นาท ีดดูส่วนใสด้านบนน�ามาก�าจดั 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�าไปปั่นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที  

นาน 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง ปั่นล้างซ�้า 5 ครั้ง แล้วเติม TE ก่อนน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  

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

น�ามาตรวจวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของสายพันธุ์ย่อยด้วยเครื่อง QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System 

วิเคราะห์ผลโดยโปรแกรม QuantStudioTM Software V1.3

ตารางที่ 3 ล�าดับนิวคลิโอไทด์  และต�าแหน่งของ 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�าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาทดสอบโดยปฏิกิริยา 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�้ากลั่น 1.6 ไมโครลิตร และ 2x master mix 6 ไมโครลิตร แล้ว

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

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จ�านวน 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�าผลิตผล 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�าดับ 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�าปฏิกิริยาโดยดูความจ�าเพาะของการเพิ่มขยายสายพันธุ์ย่อยเป้าหมาย 

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�าดบั แล้วน�าไปท�าปฏกิิรยิาในปรมิาตรรวมแต่ละหลอด 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�า้กลัน่ 0.5 ไมโครลิตร 

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

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

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

ค�านวณ % 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�าเพาะกับส่วน murB gene เป้าหมาย
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การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี

ท�าการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ 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�าซ�้าในวันเดียวกัน (repeatability)  

โดยท�าการวิเคราะห์หา % BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG รุ่นการผลิตเดียวกันจ�านวน 6 ขวด แต่ละขวด 

ท�าการวิเคราะห์ 3 ซ�้า ท�าการวิเคราะห์ในวันและเวลาเดียวกัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียว วิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ 

ความแปรปรวน (% coefficient of variation, %CV) และการท�าซ�้าต่างวัน (Intermediate precision) โดย 

ท�าการวิเคราะห์หา % BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีน BCG รุ่นการผลิตเดียวกันจ�านวน 6 ขวด โดยแต่ละขวด 

ท�าการวิเคราะห์ 3 ซ�้า ท�าการวิเคราะห์ต่างวัน 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�าการทดสอบ 6 ซ�้า ที่เป็นอิสระต่อกัน 

ค�านวณการคืนกลับ (% 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�านวน 

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�ามาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ 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�าหรับดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อสายพันธุ์ BCG/pSO246 พบว่ามีขนาดของผลิตผล PCR เท่ากับ 93 bp (ภาพที่ 2) 

แสดงว่าเป็น subtype II จึงน�าไปใช้ศึกษาความเป็นเส้นตรง ความแม่นย�าและความถูกต้องของวิธี Real-Time PCR 
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ภาพที่ 1 ผลการตรวจสายพันธุ์เชื้อที่เพาะเลี้ยงจากวัคซีน BCG จากปฏิกิริยา PCR ที่น�ามาแยกขนาดโดยใช้  

 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�้ากลั่น)

ภาพที่ 2 ผลการตรวจสายพันธุเ์ชือ้ BCG /pSO246 จากปฏกิริยิา PCR ทีน่�ามาแยกขนาดโดยใช้ 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�้ากลั่น)
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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�านวน 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�าหรับกราฟมาตรฐาน

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�าดับ

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�่าสุดในระดับ 0.01 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ผลการศึกษา precision ในหัวข้อ repeatability  

เมื่อท�าการวิเคราะห์หา % ดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในตัวอย่างวัคซีนจ�านวน 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�าหรับผลการศึกษา 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



สายพันธุ์ย่อยของเชื้อ BCG Tokyo 172-1 ในวัคซีนวัณโรค วิริยามาตย์  เจริญคุณธรรม และคณะ

11วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 61 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2562

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�าตัวอย่างวัคซีน BCG ที่ผลิตปี พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 จ�านวนปีละ 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�าดบั 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�่ากว่า 8 ครั้ง ซึ่งอาจเกิดจากการที่สายพันธุ์ย่อยของเชื้อ BCG  
ในวัคซีนส่วนใหญ่เป็น subtype I ซึ่งเป็น subtype ที่มีลักษณะเป็น “spreading colonies”(22) ท�าให้ 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�านวนคร้ังของการ subculture ที่เพิ่มขึ้น สามารถส่งผลให้ปริมาณเชื้อ BCG Tokyo 172 subtype II ลดลง  
ท�าให้การเพาะแยกเชือ้ subtype II จากวคัซนีท�าได้ยาก นอกจากน้ีลกัษณะจ�าเพาะของเชือ้ BCG ทีผ่วิเซลล์มกัเกาะกนั  
การแยกให้เป็นเชื้อเดี่ยวในการ subculture ต้องท�าการ 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�าแหน่ง 
ของ RD16 region จากการใช้ primer และ probe ที่ออกแบบไว้ 2 ชุด คือ ชุดที่ใช้ตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอ 
ของ subtype II และชุดที่ใช้ตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ BCG ทั้งหมด ท�าให้สามารถค�านวณปริมาณของเช้ือ 

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�าและความเที่ยงตรงของวิธี แสดงให้เห็นว่าวิธี Real-Time PCR 

สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของ BCG subtype II ในวัคซีนตัวอย่างได้อย่างเที่ยงตรง มีค่าสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวนต�่า ทั้งการท�าซ�้าในวันเดียวและต่างวันกัน วิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอของ BCG 

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

การคนืกลับถงึ 130 ซึง่อาจเกดิจาก matrix ท่ีใช้ในการเตรยีมกราฟมาตรฐานกบั matrix ทีใ่ช้ในการตรวจความแม่นย�า 

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�าให้ค่าเบี่ยงเบนค่อนข้างสูงในการตรวจวัดปริมาณที่ต�่า จึงเป็นไปได้ที่จะตรวจพบ

ปริมาณ subtype II ได้ค่าสูงกว่าค่าจริงในวัคซีน ซึ่งส่วนมากจะมี subtype II ต�่ากว่า 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�าไปใช้เพาะเลีย้งเพิม่ปรมิาณ 

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

ค่อนข้างต�่าคงที่และใกล้เคียงกัน ส�าหรับปี พ.ศ. 2556 ไม่มีการผลิตวัคซีนจึงไม่มีตัวอย่างน�ามาศึกษา

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�าไปใช้ยนืยนัคณุภาพวคัซนี BCG ทีผ่ลติในประเทศไทยว่ามีสดัส่วนของ 

สายพันธุ์ย่อยเชื้อ BCG ที่ไม่แตกต่างจากวัคซีนของต่างประเทศ จึงไม่น่าจะเป็นสาเหตุที่ท�าให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์

หลงัการใช้วคัซนีเพิม่ข้ึนในช่วงเวลาท่ีผ่านมา การสอบสวนหาสาเหตขุองอาการไม่พึงประสงค์ทีเ่พิม่ขึน้นัน้จงึควรพจิารณา

ปัจจัยอื่นด้วย 

สรุป

ข้อมูลจากการตรวจสอบความเหมาะสมของวิธีแสดงให้เห็นว่าวิธี Real-Time PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถ

ตรวจวิเคราะห์ BCG subtype II ในวัคซีนได้ถูกต้อง แม่นย�า และเมื่อน�ามาใช้ตรวจสอบสายพันธุ์ย่อยในวัคซีน 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�าไปประยุกต์ใช้เพื่อเป็น 

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

Vaccine Produced in Thailand 
using Real-Time PCR

Wereyarmarst Jaroenkunathum*  Sompong Sapsutthipas*  Nuanjun Wichukchinda** 

and Supaporn Phumiamorn* 
*Institute of Biological Products, **Medical Life Science Institute, Department of Medical Sciences, 

Nonthaburi 11000, Thailand

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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การสร้างเซลล์ลูกผสม Dendritic cells กับเซลล์

มะเร็งเต้านมในหลอดทดลองเพื่อกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกัน
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บทคัดย่อ	 Dendritic	cells	(DCs)	ของผูป่้วยมะเรง็ไม่สามารถตรวจจบัและน�าเสนอเซลล์มะเรง็เพือ่กระตุน้เซลล์เมด็เลอืดขาว 

ให้ท�างานได้อย่างมปีระสิทธภิาพ	ท�าให้เกดิการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง	การศกึษานีเ้พือ่เพิม่ประสทิธภิาพ	DCs	ในหลอดทดลอง 

และกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด	 T	 lymphocyte	 และ	 Natural	 Killer	 (NK)	 cell	 ให้ท�าลายเซลล์มะเร็งเต้านม	 

โดยคัดแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท์จาก	Buffy	 coat	 ของโลหิตบริจาคจ�านวน	 6	 ราย	 กระตุ้นให้เป็น	DCs	 ด้วย	

GM-CSF	และ	IL-4	เป็นเวลา	6	วัน	และตรวจวัดคุณสมบัติของ	DCs	ด้วยวิธี	Flow	Cytometry	พบว่าเซลล์ดังกล่าวมีการ

แสดงออกของ	CD11c	และ	HLA-DR	และลดการแสดงออกของ	CD14	จากนั้นน�า	DCs	มาสร้างเซลล์ลูกผสมกับเซลล์มะเร็ง

เต้านม	(MCF-7)	ตรวจวัดผลส�าเร็จการสร้างเซลล์ลูกผสม	ด้วยวิธี	Flow	Cytometry	พบว่าสามารถสร้างเซลล์ลูกผสมได้	คิด

เป็นร้อยละเฉลี่ย	34.67	จากการทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ลูกผสม	พบว่าสามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	lymphocyte	 

เฉลีย่จากร้อยละ	24.55	เป็นร้อยละ	72.00	และเพ่ิมประสทิธิภาพ	NK	cell	ในการท�าลายเซลล์มะเร็งเต้านมเฉลีย่จากร้อยละ	22.91 

เป็นร้อยละ	65.59	การศึกษานี้สามารถเป็นต้นแบบในการเพาะเลี้ยงเซลล์ลูกผสม	DCs	และเพื่อใช้พัฒนาเป็นทางเลือกส�าหรับ

รักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมต่อไป
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บทน�า

รายงานอุบัติการณ์มะเร็งรายใหม่ของประเทศไทย	 พบมะเร็งเต้านมสูงเป็นอันดับหนึ่งในหญิงไทย	 คิดเป็น 

ร้อยละ	 41.96	 ของผู้ป่วยมะเร็งท้ังหมด(1)	 การรักษามะเร็งด้วยการผ่าตัด	 การฉายแสง	 และการให้ยาเคมีบ�าบัด	 

ไม่สามารถท�าลายเซลล์มะเรง็ได้ท้ังหมด	ยงัมีการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ไปยงัอวยัวะต่าง	ๆ 	ได้ทัว่ร่างกาย	เนือ่งจาก

เซลล์มะเร็งของผู้ป่วยสามารถยับยั้งการท�างานของระบบภูมิคุ้มกันท�าให้เกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งมากขึ้น(2) 

การวจิยัพัฒนาวิธรีกัษามะเรง็ให้มีประสทิธภิาพ	ไม่กลบัมาเป็นซ�า้หรือแพร่กระจาย	จงึมคีวามจ�าเป็น	ปัจจุบนัมกีารพฒันา

รกัษามะเรง็โดยกระตุน้ภูมิต้านทานในผูป่้วย	โดยใช้วธิกีระตุน้เซลล์ของผูป่้วยเองหรอืน�าเซลล์ของผูอ้ืน่มากระตุน้ภมิูคุ้มกัน 

ในผู้ป่วย	 เพื่อท�าให้สามารถท�าลายและยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้	 ปัจจุบันการเพิ่มประสิทธิภาพ 

ของ	Dendritic	cells	(DCs)	เป็นทางเลือกที่ได้รับความสนใจอย่างมาก	เนื่องจาก	DCs	เป็นเซลล์ที่ตรวจจับน�าเสนอ

เซลล์มะเร็งและกระตุ้นการแบ่งตัวของ	T	lymphocyte	เพื่อเสริมการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน	และกระตุ้นการท�างาน

ของ	NK	cell	เพือ่ท�าลายเซลล์มะเรง็อย่างมีประสทิธภิาพ(3-4)	โดยมรีายงานว่าการสร้างเซลล์ลกูผสม	DCs	กบัเซลล์มะเร็ง 

ชนิดต่าง	ๆ	สามารถกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันให้ตอบสนองและท�าลายเซลล์มะเร็งอย่างมีประสิทธิภาพ(5,	6) 

วิธีการสร้างเซลล์ลูกผสม	DCs	 ในระดับห้องปฏิบัติการสามารถท�าได้หลายวิธี	 ได้แก่	 1)	 วิธีทางกายภาพ	 

เช่น	การใช้กระแสไฟฟ้าเหนี่ยวน�าให้เกิดการเชื่อมกันระหว่างเซลล์(7)	2)	วิธีทางชีวภาพ	เช่น	การใช้ไวรัสเป็นตัวน�าพา	 

ให้สร้างเซลล์ลูกผสมในเซลล์เป้าหมาย(8)	และ	3)	วิธีการใช้สารเคมีที่มีคุณสมบัติท�าให้เกิดการเชื่อมกันระหว่าง	DCs	

และเซลล์มะเร็ง	เช่น	สารเคมี	polyethylene	glycol(9)	lysplecithin(10)	และ	fusogen(11)	เป็นต้น

การศึกษานี้ได้กระตุ้น	DCs	 โดยสร้างเซลล์ลูกผสม	DCs	กับเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง	

โดยใช้	polyethylene	glycol	และทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ลูกผสม	DCs	ต่อการแบ่งตัวของ	T	lymphocyte	

และกระตุ้นการท�างานของ	NK	cell	

วัสดุและวิธีการ

การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านม

เพาะเลีย้งเซลล์มะเรง็เต้านม	MCF-7	(ATCC®HTB-22™,	human	breast	cancer	adenocarcinoma 

cell	 line)	 ใน	 culture	 flask	 ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์	Dulbecco	Modified	Eagle	Medium	 (Thermo	Fisher	 

Scientific,	Carlsbad,	CA,	USA)	1%	Penicillin/Streptomycin	(Thermo	Fisher	Scientific,	Carlsbad,	 

CA,	USA)	และ	10%	fetal	bovine	serum	(FBS;	Grand	Island	Biological	Company,	Grand	Island,	 

NY,	 USA)	 บ่มเซลล์มะเร็งในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์	 ที่อุณหภูมิ	 37	 องศาเซลเซียส	 (๐ซ)	 ในสภาวะที่มี	 5%	 CO
2
  

ตรวจดูการเจริญของเซลล์มะเร็งภายใต้กล้องจุลทรรศน์	 เม่ือเซลล์มะเร็งแบ่งตัวจนได้เซลล์ประมาณร้อยละ	 80-90	 

ของพ้ืนทีเ่พาะเลีย้ง	จงึน�ามาย่อยด้วยสารละลาย	0.05%	Trypsin-EDTA	(Thermo	Fisher	Scientific,	Carlsbad,	

CA,	USA)	ที่อุณหภูมิ	37๐ซ	ในสภาวะที่มี	5%	CO
2
	นาน	2-5	นาที	แล้วน�าเซลล์ที่ย่อยได้ไปเพาะเลี้ยงต่อ	หรือน�าไป

ทดลองในขั้นตอนต่อไป

การเตรียม DCs

น�า	 Leukocyte-Enriched	Buffy	 coats	 จากอาสาสมัครจ�านวน	 6	 ราย	 มาปั่นคัดแยก	 Peripheral	 

Blood	Mononuclear	Cells	(PBMC)	โดยใช้	IsoPrep	(Robbins	Scientific,	Sunny-vale,	CA,	USA)	แล้ว

น�ามาคัดแยกเซลล์โมโนซัยท์	ด้วยวิธี	CD14	positive	cells	purification	โดยใช้	Immunomagnetic	Microbeads	

(Miltenyi	Biotech,	 Bergisch	Gladbach,	Germany)	 ตรวจสอบความบริสุทธิ์	 (purity)	 และความเหมือน	 

(identity)	ของเซลล์โมโนซัยท์โดยวิธ	ีFlow	cytometry	ด้วยเคร่ือง	FACS	Calibur	instrument	(BD	Biosciences, 
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San	 Jose,	CA,	USA)	น�าเซลล์โมโนซัยท์	 ที่ได้มากระตุ้นให้เป็น	DCs	 โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ	 37๐ซ	 ในสภาวะ 

ที่มี	5%	CO
2
	ในอาหารเลี้ยงเซลล์	RPMI	1640	Medium	(Thermo	Fisher	Scientific,	Carlsbad,	CA,	USA)	 

ที่มีไซโตไคน์	 1,000	 unit/ml	 Granulocyte-macrophage	 colony-stimulating	 factor	 (GM-CSF;	 

Miltenyi	 Biotech,	 Bergisch	Gladbach,	 Germany)	 500	 unit/ml	 interleukin-4	 (IL-4;	Miltenyi	 

Biotech,	Bergisch	Gladbach,	Germany)	10%	FBS	และ	1%	penicillin/streptomycin	เป็นเวลา	5-7	วัน	 

โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก	2	วัน	เมื่อครบเวลา	ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเซลล์โมโนซัยท์ไปเป็นเซลล์	DCs	

โดยย้อมกลุ่มของโปรตีนบนผิวเซลล์	(Cluster	of	differentiation,	CD)	ที่ปรากฏขึ้นหรือเปลี่ยนแปลงไปหลังจาก

การกระตุ้นเซลล์โมโนซัยท์ด้วยไซโตไคน์	 GM-CSF	 และ	 IL-4	 โดยย้อมด้วยสาร	 antibody	 ที่จ�าเพาะกับโปรตีน 

ชนดิต่าง	ๆ 	บนผวิเซลล์	และตดิฉลากด้วยสารเรอืงแสง	(fluorophore)	ได้แก่	anti-CD14-FITC,	anti-CD11c-FITC, 

anti-HLA-DR-PE	monoclonal	antibody;	Thermo	Fisher	Scientific,	Carlsbad,	CA,	USA)	ตรวจวดัโปรตนี 

บนผวิเซลล์ทีจ่บักบั	antibody	ด้วยเครือ่ง	FACS	Calibur	instrument	(BD	Biosciences,	San	Jose,	CA,	USA).	

ตวัอย่าง	Leukocyte-Enriched	Buffy	coats	จากอาสาสมัคร	ได้รบัความอนเุคราะห์จากศนูย์บรกิารโลหิต

แห่งชาต	ิสภากาชาดไทย	โดยได้รบัการยนิยอมตามกระบวนการบรจิาคโลหติ	และไม่สามารถระบถึุงตวับคุคลผู้บริจาคได้	

การคัดแยก T lymphocyte (CD3+) หรือ NK cell (CD3- CD56+)

คัดแยก	 T	 lymphocyte	 (CD3+)	 ด้วยชุด	 EasySep™	Human	CD3	 Positive	 Selection	Kit	 

(STEM	CELL	 technologies,	 Vancouver,	 Canada)	 และคัดแยก	 NK	 cell	 (CD3- CD56+)	 ด้วยชุด	 

Easy	Sep™	Human	CD56	Positive	Selection	Kit	(STEM	CELL	technologies,	Vancouver,	Canada)	 

โดยน�า	 PBMCs	 ปริมาณ	 1	 x	 108	 เซลล์	 เติมลงใน	EasySep® CD3	Positive	 selection	 cocktail	 ปริมาตร	 

100	ไมโครลิตร/มิลลิลิตร	ส�าหรับคัดแยก	T	lymphocyte	หรือ	EasySep®	CD56	Positive	selection	cocktail	 

ส�าหรบัคดัแยก	NK	cell	ผสมเบา	ๆ 	แล้ว	บ่มที	่25±5	๐ซ	เป็นเวลา	15	นาท	ีแล้วเตมิ	EasySep®magnetic	nanoparticles	 

cocktail	ปริมาตร	50	ไมโครลิตร/มิลลิลิตร	ส�าหรับ	T	lymphocyte	หรือ	NK	cell	น�าไปบ่มที่	25±5๐ซ	เป็นเวลา	 

10	 นาที	 แล้วปรับปริมาตรให้ได้	 2.5	 มิลลิลิตร	 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์	 RPMI	 1640	 และ	 10%	 FBS	 จากนั้น 

น�าไปวางใน	EasySep®Magnet	เป็นเวลา	5	นาที	จึงเท	supernatant	ทิ้ง	แล้วเติม	RPMI	1640	และ	10%	FBS	 

ปริมาตร	2.5	มลิลลิติร	ท�าซ�า้เช่นเดมิ	หลงัจากน้ันตรวจวดัคณุสมบตัขิองเซลล์ด้วยเครือ่ง	FACS	Calibur	instrument	 

(BD	Biosciences,	San	Jose,	CA,	USA)

การสร้างเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells) 

ผสมเซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	จากอาสาสมัครแต่ละราย	(มีการแสดงออกของโปรตีน	HLA-DR	บนผิวเซลล์,	 

HLA-DR+)	กับเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง	MCF-7	(มีการแสดงออกของโปรตีน	MUC1	บนผิวเซลล์,	MUC1+)  

ในอัตราส่วน	 10:1	 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น	 10	 มิลลิลิตร	 ด้วย	RPMI	 1640	 และ	 10%	FBS	 จากนั้นน�าไปปั่นท่ี	 

1,500	rpm	เป็นเวลา	10	นาที	แล้วเติม	50%	polyethylene	glycol	(Sigma,	St.	Louis,	MO,	USA)	ปริมาตร	

1	มิลลิลิตร	น�าไปบ่มที่	37๐ซ	ในสภาวะที่มี	5%	CO
2
	เป็นเวลา	5	นาที	เมื่อครบเวลาเติม	RPMI	1640	และ	10%FBS 

ปริมาตร	 5	 มิลลิลิตร	 แล้วน�าไปปั่นที่	 1,500	 rpm	 เป็นเวลา	 5	 นาที	 จากนั้นเติม	RPMI	 1640	 และ	 10%FBS	 ท่ี

มี	1,000	unit/ml	GM-CSF	และ	500	unit/ml	IL-4	และน�าไปเลี้ยงที่	37๐ซ	ในสภาวะที่มี	5%	CO
2	
เป็นเวลา	 

24-48	 ชั่วโมง	 เมื่อครบเวลาตรวจวัดคุณสมบัติของเซลล์ลูกผสมที่ได้ด้วยเครื่อง	 FACS	Calibur	 instrument	 

(BD	Biosciences,	San	Jose,	CA,	USA)	โดยเซลล์ลูกผสม	DCs	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	ต้องมีการ

แสดงออกของโปรตีนทั้ง	HLA-DR	และ	MUC1	บนผิวเซลล์	น�าเซลล์ลูกผสมไปปั่นที่	1,200	rpm	เป็นเวลา	10	นาที	

แล้วน�าไปทดสอบประสิทธิภาพต่อไป
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การทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ลูกผสม DCs

การเพ่ิมจ�านวน T lymphocytes	น�าเซลล์ลูกผสม	DCs	กับเซลล์มะเรง็เต้านม	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	 

ที่เตรียมได้มาทดสอบประสิทธิภาพ	 ด้วยการวัดผลกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	 lymphocyte	 โดยน�า	 T	 lymphocyte	 

ทีแ่ยกไว้มาย้อมด้วยสารเรอืงแสง	Carboxyfluorescein	succinimidylester	(CFSE;	Thermo	Fisher	Scientific, 

Carlsbad,	CA,	USA)	ทีค่วามเข้มข้น	5	ไมโครโมล่าร์	เป็นเวลา	15	นาท	ีแล้วน�ามาเพาะเลีย้งร่วมกับเซลล์ลกูผสม	โดยน�าไป 

บ่มที	่37๐ซ	ในสภาวะท่ีมี	5%	CO
2
	เป็นเวลา	72	ช่ัวโมง	เมือ่ครบเวลาน�าเซลล์มาย้อมด้วยสารเรืองแสง	Propidiumiodide 

(PI;	 Thermo	 Fisher	 Scientific,	 Carlsbad,	 CA,	 USA)	 ตรวจวัด	 T	 lymphocyte	 ที่เพิ่มจ�านวนด้วย 

เครื่อง	 	 Guava®easyCyte	 Flow	Cytometer	 (Millipore	Corp,	Hayward,CA,	USA)	 โดยที่	 negative	 

control	คือ	T	lymphocyte	ที่ถูกกระตุ้นด้วย	DCs	ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม	(DCs	non-fusion	cells)	และ	positive	 

control	คือ	T	lymphocyte	ที่ถูกกระตุ้นด้วย	Phytohemagglutinin	(PHA;	Sigma,	St.	Louis,	MO,	USA)	

ความเข้มข้น	 10	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 โดย	 T	 lymphocyte	 ที่ถูกกระตุ้น	 (แสดงผลเป็น	%)	 มีการติดสี	 CFSE	 

และย้อมไม่ติดสี	PI	

การเพิม่ความสามารถ NK cell ในการท�าลายเซลล์มะเรง็เต้านม	น�า	NK	cell	ทีค่ดัแยกไว้มากระตุน้ด้วยเซลล์

ลูกผสม	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	เมื่อครบเวลา	น�า	NK	cell	ที่ถูกกระตุ้นมาเพาะเลี้ยง 

ร่วมกับเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง	MCF-7	ที่ย้อมด้วยสารเรืองแสง	CFSE	ที่ขนาดความเข้มข้น	 5	 ไมโครโมล่าร	์

เป็นเวลา	15	นาที	หลังจากบ่มที่	37๐ซ	ในสภาวะที่มี	5%	CO
2	
เป็นเวลา	4	-	6	ชั่วโมง	จึงน�ามาย้อมสารเรืองแสง	PI	 

และตรวจวัดการท�าลายเซลล์มะเร็งเต้านม	ด้วยเครื่อง	Guava ®	easyCyte	Flow	Cytometers	(Millipore	Corp,	 

Hayward,	CA,	USA)	 โดยที่	 negative	 control	 คือ	NK	 cell	 ที่ถูกกระตุ้นด้วย	DCs	 ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม	 

(DCs	non-fusion	cells)	และ	positive	control	คือ	NK	cell	ที่ถูกกระตุ้นด้วย	PHA	ความเข้มข้น	10	ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร	โดยเซลล์มะเร็งเต้านมที่ถูกท�าลาย	(แสดงผลเป็น	%)	ย้อมติดสี	CFSE	และสี	PI	

ผล

การเพาะเลี้ยง DCs

ผลการคัดแยกเซลล์โมโนซัยท์และน�ามาเพาะเลี้ยงกระตุ้นด้วยไซโตไคน์	GM-CSF	 และ	 IL-4	 เพื่อให ้

เปลี่ยนคุณสมบัติจากเซลล์โมโนซัยท์ไปเป็น	DCs	 จากการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์โมโนซัยท์หลังกระตุ้น	พบว่า

บนผิวเซลล์โมโนซัยท์ที่เปลี่ยนเป็น	 DCs	 ของอาสาสมัครแต่ละราย	 มีการแสดงออกของโปรตีน	 CD14	 บนผิวเซลล์	 

ลดลง	 ขณะที่	 CD11c	 และ	HLA-DR	มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น	 ได้เซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	 (DCs	 generation)	 

ส�าเร็จเฉลีย่	ร้อยละ	97.33	(ตารางท่ี	1)	ผลตรวจวดัคุณสมบัตขิอง	DCs	จากอาสาสมคัร	6	ราย	ด้วยเครือ่ง	flow	cytometer	 

(ภาพที่	 1)	 โดยเซลล์เพาะเลี้ยง	 DCs	 ลดการแสดงออกของโปรตีน	 CD	 14	 และมีการแสดงออกของโปรตีน 

ทั้ง	CD11c	และ	HLA-DR	(CD11c+ HLA-DR+)	บนผิวเซลล์
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ภาพที่ 1	 คุณสมบัติเซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	จากอาสาสมัคร	(Donor)	ทั้งหมด	6	ราย	หลังจากคัดแยกเซลล์โมโนซัยท์ 

	 และกระตุ้นด้วย	GM-CSF	และ	IL-4	เพื่อเปลี่ยนเป็นเซลล์	DCs	ตรวจวัดด้วยเครื่อง	Flow	cytometer	 

	 โดยคดัแยกตามขนาด	ส่วนประกอบโครงสร้างภายในเซลล์	(side	scatter,	SSC-Height)	และการแสดงออก 

	 ของโปรตีน	CD14		CD11c	และ	HLA-DR	บนผิวเซลล์	
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การสร้างเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells)

สร้างเซลล์ลกูผสม	DCs	กบัเซลล์มะเรง็เต้านม	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	โดยน�าเซลล์เพาะเลีย้ง	DCs	 

ของอาสาสมัครแต่ละราย	ท่ีมีคณุสมบตัแิสดงออกโปรตนี	HLA-DR	บนผวิเซลล์	(HLA-DR+)	มาผสมกบัเซลล์มะเร็ง

เต้านมเพาะเลีย้ง	ท่ีมีคณุสมบตัแิสดงออกโปรตนี	MUC1	บนผวิเซลล์	(MUC1+)	โดยใช้สารเคม	ีpolyethylene	glycol	

เพ่ือให้เซลล์รวมกนัได้เซลล์ลกูผสม	พบว่า	DCs	ของอาสาสมคัรทัง้	6	ราย	สามารถรวมกบั	MCF-7	ได้ผลอตัราการสร้าง

เซลล์ลูกผสมส�าเร็จ	เฉลี่ยร้อยละ	34.67	(ตารางที่	1)	ผลตรวจวัดคุณสมบัติของเซลล์ลูกผสมจากเซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	 

จากอาสาสมัคร	 6	 ราย	 ด้วยเครื่อง	 flow	 cytometer	 (ภาพที่	 2)	 โดยเซลล์ลูกผสมมีการแสดงออกของโปรตีน 

บนผิวเซลล์ทั้ง	HLA-DR	และ	MUC1	(HLA-DR+ MUC1+)	ขณะที่เซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม	

มีการแสดงออกเฉพาะโปรตีน	HLA-DR	บนผิวเท่านั้น	(HLA-DR+) 

ภาพที่ 2	 คุณสมบัตเิซลล์ลูกผสม	DCs	กบัเซลล์มะเรง็เต้านม	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	จากอาสาสมคัร	(Donor) 

	 ทั้งหมด	6	ราย	ตรวจวัดโปรตีน	HLA-DR	และ	MUC1	บนผิวเซลล์	ด้วยเครื่อง	Flow	cytometer	
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การทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells)

การกระตุ้นเพิ่มจ�านวนของ T lymphocyte 

น�าเซลล์ลูกผสม	DCs	 (DCs	-	MCF-7	 fusion	 cells)	มาทดสอบประสิทธิภาพกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	 

T	lymphocyte	พบว่าเซลล์ลูกผสมของอาสาสมัครทั้ง	6	ราย	สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	lymphocyte	ได้เฉลี่ย 

ร้อยละ	75.89	ขณะที่เซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม	(DCs	non-fusion	cells)	กระตุ้น	T	lymphocyte	

เฉลี่ยร้อยละ	24.55	(ตารางที่	1)	ผลทดสอบกระตุ้น	T	lymphocyte	ด้วยเซลล์ลูกผสม	DCs	-	MCF-7	fusion	cells	 

จากอาสาสมัคร	 6	 ราย	 (ภาพท่ี	 3)	 โดย	 T	 lymphocyte	 ที่ถูกกระตุ้นและเพิ่มจ�านวนมีการติดสี	 CFSE	 ลดลง 

และไม่ติดสี	PI	

ภาพที่ 3	 ผลทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ลูกผสมกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	lymphocytes		จากอาสาสมัคร	(Donor)	 

	 ทั้งหมด	6	ราย	ตรวจวัดด้วยเครื่อง	Flow	cytometer	

	 Negative	control:	T	lymphocytes	ถูกกระตุน้ด้วย	DCs	ทีไ่ม่ได้สร้างเซลล์ลูกผสม	(แสดงเฉพาะ	Donor	1)	

	 Positive	control:	T	lymphocytes	ถูกกระตุ้นด้วย	PHA	(แสดงเฉพาะ	Donor	1)
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การท�าลายเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงโดย NK cell 

ผลทดสอบประสทิธภิาพเซลล์ลกูผสม	DCs	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	ต่อการกระตุน้	NK	cell	ให้ท�าลาย 

เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง	MCF-7	พบว่าเซลล์ลูกผสม	DCs	สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ	NK	cell	ให้ท�าลายเซลล์ 

มะเร็งเต้านมได้สูงสุดถึง	ร้อยละ	68.89	ขณะที่เซลล์เพาะเลี้ยง	DCs	ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม	(DCs	non-fusion	cells)	 

กระตุ้น	NK	cell	ท�าลายเซลล์มะเร็งเต้านม	เฉลี่ยร้อยละ	22.91	(ตารางที่	1)	ผลทดสอบเซลล์ลูกผสม	DCs	-	MCF-7	

fusion	cells	จากอาสาสมัคร	6	ราย	(ภาพที่	4)	โดยเซลล์มะเร็งเต้านมที่ถูกท�าลายจะย้อมติดทั้งสี	CFSE	และสี	PI	

ภาพที่ 4 ผลทดสอบประสทิธภิาพเซลล์ลกูผสมกระตุน้	NK	cells	ท�าลายเซลล์มะเรง็เต้านม	จากอาสาสมคัร	(Donor)	 

	 ทั้งหมด	6	ราย	ตรวจวัดด้วยเครื่อง	Flow	cytometer	

	 Negative	control:	NK	cells	ถูกกระตุ้นด้วย	DCs	ที่ไม่ได้สร้างเซลล์ลูกผสม	(แสดงเฉพาะ	Donor	1)	

	 Positive	control:	NK	cells	ถูกกระตุ้นด้วย	PHA	(แสดงเฉพาะ	Donor	1)
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ตารางที่ 1	ผลการเพาะเลี้ยง	DCs	(DCs	generation)	การสร้างเซลล์ลูกผสม	(DCs	-	MCF-7	fusion	cells)	 

	 และประสิทธภิาพของเซลล์ลูกผสมต่อการเพิม่จ�านวนของ	T	lymphocyte	และการท�าลายเซลล์มะเรง็เต้านม 

	 ของ	NK	cell	ของอาสาสมัคร	(Donor)	6	ราย

DCs	features	(%) Donor Mean	(%)

1 2 3 4 5 6

DCs	generation	

DCs	–	MCF-7	fusion	cells	

DCs	-	MCF-7	fusion	cells	induced	

T	cell	proliferation	

DCs	non	-	fusion	cells	induced

T	cell	proliferation	

DCs	-	MCF-7	fusion	cells	induced

NK	cell	kill	MCF-7	cells

DCs	non	-	fusion	cells	induced	

NK	cell	kill	MCF-7	cells

98

35

72.68

27.13

68.78

23.13

97

33

70.69

25.47

65.79

24.58

96

36

75.89

26.48

67.87

25.34

98

36

74.87

24.15

60.08

23.47

97

34

69.39

22.64

66.89

23.78

98

34

68.49

21.47

64.74

21.89

97.33

34.67

72.00

24.55

65.69

22.91

วิจารณ์

การสร้างเซลล์ลูกผสมเป็นทางเลือกเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ	DCs	ในหลอดทดลองเพื่อให้	DCs	สามารถ

ตรวจจบั	น�าเสนอเซลล์มะเรง็และกระตุน้การตอบสนองทางภมูคุ้ิมกัน	การศกึษานีใ้ช้	polyethylene	glycol	มวลโมเลกลุ	 

1450	ความเข้มข้น	50%	ซ่ึงสามารถเพิม่แรงตงึผวิ		ชกัน�าให้เกดิความไม่เสถยีร	ท�าลายเยือ่หุม้เซลล์ท�าให้เกดิการเชือ่มกัน 

ระหว่างเซลล์	 และไม่เกิดผลเสียต่อเซลล์	 (9,	 12)	 เพื่อสร้างเซลล์ลูกผสม	DCs	 จากอาสาสมัครสุขภาพดีกับเซลล์มะเร็ง 

เต้านมเพาะเลี้ยงที่ได้อัตราความส�าเร็จเฉลี่ย	34.67%	สอดคล้องกับรายงานการสร้างเซลล์ลูกผสม	DCs-tumor	cells 

ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม	 ที่อัตราส่วน	DCs	 ต่อเซลล์มะเร็ง	 3:1	 ถึง	 10:1	 ใน	 50%	 polyethylene	 glycol	 พบว่า	 

ได้ผลความส�าเรจ็	18-71%	แตกต่างกนัในผูป่้วยแต่ละราย	(13)	การสร้างเซลล์ลกูผสมในผู้ป่วยเนือ้งอกไกลโอม่า	(Glioma)	 

ในอตัราส่วน	DCs	ต่อเซลล์มะเรง็	3:1	ใน	50%	polyethylene	glycol	พบว่าได้ผลความส�าเรจ็	66.2%	(14)	และการสร้าง 

เซลล์ลูกผสม	DCs	กับเซลล์มะเร็งล�าไส้	ที่อัตราส่วน	10:1	ใน	50%	polyethylene	glycol	พบว่าผลจากเซลล์มะเร็ง

ล�าไส้เพาะเลี้ยงได้ความส�าเร็จ	 34.50%	 และผลจากเซลล์มะเร็งล�าไส้จากตัวผู้ป่วยเองได้ความส�าเร็จ	 33.28%	 (15) 

ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อความส�าเร็จการสร้างเซลล์ลูกผสม	 ได้แก่	 แหล่งที่มาของ	DCs	 ชนิดของเซลล์มะเร็งที่น�ามากระตุ้น	

และวิธีการสร้างเซลล์ลูกผสม	(16,	17)
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ผลทดสอบประสิทธภิาพเซลล์ลกูผสม	DCs	พบว่าเซลล์ลกูผสม	DCs	ทีเ่ตรยีมจากอาสาสมคัรกบัเซลล์มะเรง็

เต้านมเพาะเลี้ยง	 สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	 lymphocyte	 และเพิ่มประสิทธิภาพ	NK	 cell	 ให้ท�าลายเซลล์

มะเร็งเต้านมเพิ่มมากข้ึน	 สอดคล้องกับรายงานวิจัยอ่ืนที่พบว่าเซลล์ลูกผสม	DCs	 สามารถกระตุ้น	 T	 lymphocyte	 

เมือ่ทดสอบกับมะเรง็หลายชนิด	ท้ังในระดบัห้องปฏิบตักิาร	สตัว์ทดลอง	และการวจิยัทางคลนิิก	ดงัเช่นเซลล์ลกูผสม	DCs	 

จากผูป่้วยมะเรง็เต้านมสามารถกระตุน้การเพ่ิมจ�านวนของ	T	lymphocyte	และเมือ่น�าไปฉีดกระตุน้ในผูป่้วยมะเรง็เต้านม 

สามารถกระตุ้น	CD4+	and	CD8+	T	lymphocyte	ให้สร้างไซโตไคน์	INF-γ เพิ่มมากขึ้น	(18,	19)	รวมทั้งรายงานวิจัย

ทดสอบเซลล์ลูกผสม	DCs	กับเซลล์มะเร็งเต้านมจากหนูทดลองเพาะเลี้ยงและเซลล์ลูกผสม	DCs	กับเซลล์มะเร็งล�าไส้	 

พบว่ากระตุ้นการเพิ่มจ�านวนของ	T	lymphocyte	และกระตุ้น	specific	CD8+	T	lymphocyte	ให้สามารถท�าลาย

เซลล์มะเร็งล�าไส้ได้เพ่ิมมากขึ้น	 (20,	 21)	 เช่นเดียวกับการทดสอบเซลล์ลูกผสม	DCs	 กับเซลล์มะเร็งศีรษะและคอ	 

สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	 lymphocyte	 และกระตุ้นการสร้าง	 INF-γ	 ในระดับสูง	 และเซลล์ลูกผสมเมื่อน�า
ไปฉีดในหนูทดลองที่ท�าให้ป่วยเป็นมะเร็งศีรษะและคอ	 พบว่าหนูมีอัตราการรอดชีวิตสูงขึ้น	 (22)	ทั้งนี้อาจเกิดจากการที่	 

DCs	สามารถน�าเสนอเซลล์มะเร็งได้ทั้งทาง	MHC	class	I	และ	MHC	class	II	จึงกระตุ้น	T	lymphocyte	ได้ทั้งชนิด	

T	helper	cell	(CD4+)	และ	T	cytotoxicity	cell	(CD8+)	ท�าให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้มากขึ้น	(15,	23)	

การศึกษานี้เป็นการสร้างเซลล์ลูกผสม	DCs	ที่เตรียมจากอาสาสมัครกับเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติ

การ	การศึกษาคุณสมบัติในการกระตุ้นในสัตว์ทดลอง	และประยุกต์ใช้เซลล์ลูกผสม	DCs	ส�าหรับการศึกษาทางคลินิก

จะน�าไปสู่การประยุกต์ใช้รักษาผู้ป่วยมะเร็งต่อไป

สรุป

การเพาะเลี้ยง	DCs	 จากอาสาสมัครสุขภาพดีโดยกระตุ้นด้วยเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงเพื่อสร้างเซลล์

ลูกผสมในหลอดทดลอง	สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�านวน	T	lymphocyte	และเพิ่มประสิทธิภาพ	NK	Cell	ให้ท�าลาย

เซลล์มะเร็งเต้านมเพิ่มมากขึ้น	ซึ่งอาจน�าไปสู่การศึกษาทางคลินิกเพื่อสร้างเซลล์ลูกผสมส�าหรับกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 

ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม	ที่อาจเป็นประโยชน์ต่อการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมแต่ละรายได้	

กิตติกรรมประกาศ

การศึกษานี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	 ขอขอบคุณนายแพทย์สมชาย	

แสงกิจพร	ที่สนับสนุนการด�าเนินการวิจัย	นายสมภพ	คชหาร	และ	นางสาวทัศนีย์	ทองดี	ที่ช่วยเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง

เต้านม	 และขอขอบคุณห้องปฏิบัติการด้านโรคเอดส์และโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์	 ศูนย์ความร่วมมือไทย-สหรัฐฯ 

ด้านสาธารณสุขที่ให้ความอนุเคราะห์การใช้เครื่อง	Guava®	easyCyte	Flow	Cytometer
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In vitro Generation of Dendritic 
Cell - Breast Cancer Cell Hybrids

For Induction of Cellular Immunity

Supaporn  Suparak* Tawanchai  Sangcharoen* and Busarawan  Sriwanthana**
*National Institute of Health ** Medical Sciences Technical Office, Department of Medical Sciences, 

Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract	 Dendritic	cells	(DCs)	of	cancer	patients	are	unable	to	effectively	process	and	present	tumor	
associated	antigens	to	immune	cells,	resulting	in	a	spread	of	cancer	cells.	Our	study	was	to	enhance	in vitro 
efficacy	of	DCs	to	further	induce	activities	of	T	lymphocytes	and	Natural	Killer	(NK)	cells	for	inhibition/
reduction	 of	 a	 growth	 of	 a	 breast	 cancer	 cell	 line	 (MCF-7).	Human	monocytes,	 derived	 from	buffy	 coat	 
of	 six	 normal	 blood	 donors,	were	 positively	 selected	 and	 generated	DCs	 by	 culturing	with	 recombinant	 
GM-CSF	and	IL-4	for	6	days.	Human	monocyte-derived	DCs	were	determined	by	a	decrease	in	a	level	of	CD14	 
and	an	increase	in	CD11c	and	HLA-DR	levels	by	flow	cytometry.	The	DCs	were	further	pulsed	with	breast	 
cancer	cell	lines	(MCF-7)	to	generate	DCs	-	MCF-7	tumor	fusion	cells	with	a	mean	success	rate	at	34.67%.	 
The	DCs	-	MCF-7	fusion	cells	were	able	to	stimulate	T	cell	proliferation	as	well	as	to	enhance	NK	cells	 
activities	 to	 kill	MCF-7	 from	 an	 average	 of	 22.45%	 to	 72.00%	 and	 22.91%	 to	 65.69%,	 respectively.	 
Our	study	demonstrated	a	model	for	in vitro	generation	of	effective	human	monocyte	derived	DCs	-	tumor	
fusion	cells	and	a	possibility	to	further	develop	alternative	method	to	treat	cancer	patients.	

Keywords: Dendritic cells, T lymphocyte, NK cell, MCF-7, breast cancer
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Molecular laboratory testing for 
dengue serotypes at Bamrasnaradura 

Infectious Diseases Institute

Sumonmal Uttayamakul*  Ravee Nitiyanontakij  Supatsa Dedsatit 

Sarinee Reawrang  Patama Suttha and Visal Moolasart
Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute, Department of Disease Control, Tiwanond Road, 

Nonthaburi 11000,  Thailand

Abstract Dengue virus (DENV) infection is a major serious health problem in many tropical countries 

including Thailand. DENV comprises of 4 serotypes (DENV-1 to DENV-4) and co-circulation of DENV  

and Chikungunya virus (CHIKV) has been reported in areas where dengue is common. This study aims  

to investigate genetic materials of DENV and CHIKV including serotype distribution of DENV in  

dengue-suspected patients using real-time polymerase chain reaction (real-time PCR). The study was  

conducted during 2016-2017 at Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute and a total of 100 patients  

(29 children and 71 adults) were enrolled. The laboratory findings in dengue-suspected patients was  

screened by platelet count of ≤ 100,000 cells/µl, DENV NS1 antigen positive, or anti-DENV IgM positive.  

From 100 DENV-suspected cases, 37 cases were detected for DENV by real-time PCR. No CHIKV  

was detected. The results showed that 27 cases (73%) were admitted to the hospital, 18 cases (48.6%)  

had platelet count <100,000 cells/µl, 37 cases (100%) had NS1 antigen positive and 17 cases (45.9%)  

had anti-DENV IgM positive. The distribution of DENV-2, DENV-4, DENV-3 and DENV-1 serotypes  

was 43.2%, 32.4%, 18.9% and 5.4%, respectively. Rapid screening test results for NS1 antigen were  

concordant with those by real-time PCR. Serotype distribution using molecular testing could be useful for  

studies on correlation between viral diversity and host immune response.

Keywords: dengue, serotype, molecular testing
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Introduction

Dengue virus (DENV) infection has been becoming a serious public health problem in 

many tropical countries(1-3) including Thailand. Dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock  

syndrome (DSS) are characterized by increased vascular permeability and are causes of death(4-6). 

Fever caused by Chikungunya virus (CHIKV) shares some clinical signs with dengue and can be  

misdiagnosed in areas where dengue is common(7). DENVs are positive stranded-RNA viruses  

belonging to genus Flavivirus, family Flaviviridae. All serotypes of DENV are transmitted  

by mosquitoes Aedes aegypti and Aedes albopictus. Since Aedes mosquitoes can be vectors  

of both DENV and CHIKV, and endemic areas of these two viruses often overlap, co-circulation  

of DENV and CHIKV has been reported in various geographic areas(7, 8). DENVs are classified  

into 4 serotypes, DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4(9) with a broad range of symptoms(5, 6). 

Factors that are important for a spread of disease vary in each area depending on host immunity, 

type of virus and vector, population density, and mobility(5). Awareness on the removal of mosquito 

breeding sites is essential to prevent and control dengue outbreaks(5). 

The dengue virus has been a major health problem in Thailand since the first out-

break in 1958(10-11). There was an epidemic of dengue diseases widespread among the country(12).  

Co-circulation of 4 serotypes of DENV was also demonstrated in Bangkok(11). A meta-analysis 

of dengue severity in Southeast Asia region showed that DENV-3 and DENV-4 were strongly 

associated with dengue hemorrhagic fever (DHF) whereas DENV-2 and DENV-4 were strongly 

associated with dengue shock syndrome (DSS)(13). 

The objective of the present study was to investigate the distribution of DENV  

and CHIKV circulating among clinically suspected patients at Bamrasnaradura Infectious  

Diseases Institute and to identify the serotype of DENV using real-time PCR.

Materials and Methods

Ethical considerations

The study was approved by the Institutional Review Board of Bamrasnaradura Infectious 

Diseases Institute on August 5, 2016 with the project code S003h/59.

 

Study site and population

This study was conducted at Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute, Department 

of Disease Control, Ministry of Public Health, Nonthaburi, Thailand. A prospective study with  

suspected dengue patients was conducted between 2016 and 2017. The study included 100 febrile  

cases of children aged between 7 and 15 years and adults aged between 15 and 60 years,  

whose parents or patients themselves gave written informed consent to be enrolled. Dengue  

suspected symptoms were identified by following laboratory findings; platelet count less than or 

equal to 100,000 cell/µl, dengue NS1 antigen-positive, or anti-dengue IgM-positive. The participants 

should have at least one DENV-confirmed laboratory finding as inclusion criteria. 
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Laboratory testing 

SD Bioline Dengue NS1 Antigen immuno-chromatography assay (SD Bioline, South Korea)  

is designed to detect DENV NS1 antigen with one step assay. Panbio Dengue Duo cassette  

(Panbio, Australia) was used to detect Dengue IgM and IgG in serum. 

DENV serotyping and CHIKV detection by real-time PCR were performed according 

to the manufacturer’s instructions. Briefly, 400 µl of serum specimens were extracted for total  

nucleic acid [MagnaPure Compact, (Roche Diagnostics GmbH, Germany)] and detected  

by DENV-CHIKV multiplex real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

assay (abTESTM DENV/CHIKU5 qPCR I kit, AITbiotech, Singapore) using a CFX96TM real-time  

PCR cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Five microliter (µl) of extracted nucleic acid was  

added to 20 µl of PCR mixture which was composed of reaction buffer, reverse transcriptase/Taq  

enzyme mix, primer/probe mix, PCR enhance template and Nuclease-free water. PCR cycling 

conditions were established and validated on Bio-Rad CFX96 as indicated in the package insert. 

It was composed of 3 phases in cDNA synthesis for 1 cycle at 53๐C for 10 minutes, Taq activation 

for 1 cycle at 95๐C for 2 minutes 30 seconds, amplification for 42 cycles at 95๐C for 17 seconds,  

59๐C for 31 seconds, 68๐C for 32 seconds. The signal detection of DENV-1 to 4 and CHIKV were 

determined at Cy5, FAM, Texas Red, Quasar 705 and HEX channels, respectively. Positive and  

negative controls were included in every run of PCR. Nuclease-free water was used as a negative  

control. The result was regarded true negative for DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 and CHIKV  

when the CY5, FAM, Texas Red, Q705 and HEX channels were not detected. An amplification 

signal detected in the respective fluorescence channel was considered as a positive result.

Data analysis

For descriptive analyses, data were summarized for median and ranges for hematological 

parameters. The percentage was used for categorical variables and calculated for serotype  

distribution among 100 dengue suspected patients.

Results

Sample population and testing results

A total of 100 febrile cases of 7 to 58 years old with suspected dengue infection between 

2016 and 2017 were enrolled in the present study. There were 29 children (14 boys and 15 girls) 

and 71 adults (30 males and 41 females) participated in this study. Study population was 65% of  

in-patient department (IPD) cases and 35% of out-patient department (OPD) cases. Laboratory  

testing of NS1 antigen-positive, anti-dengue IgM-positive, and platelet count less than  

100,000 cells/µl were 59, 67 and 29 cases, respectively. The median of fever duration was 4 days 

(1-9 days). The median of white blood cell counts on the blood collection date was 4,750 cells/µl 

(1,600-17,900 cells/µl) and the median of percentage of hematocrit was 42% (27-53%).



Molecular Testing for Dengue Serotyping   Sumonmal Uttayamakul et al.

34 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 61 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2562

For laboratory findings of at least 1 inclusion criteria, there were 37 cases (100%) with  

NS1 positive, 17 cases (45.9%) with IgM positive and 18 cases (48.6%) with platelet less  

than 100,000 cells/µl. Among negative DENV RNA cases, there were 37 IPD cases (58.7%)  

and 26 OPD cases (41.2%). There were 22 cases (34.9%) with NS1 positive, 50 cases (79.3%)  

with IgM positive, and 11 cases (17.5%) with platelet less than 100,000 cells/µl. All dengue  

suspected cases with inclusion criteria of laboratory findings were summarized in Figure 1.

Figure 1. Results of laboratory findings of cases enrolled with at least one inclusion criteria. 

The median age of 37 DENV RNA positive cases was 22 years (8-54 years). The median  

of fever duration was 3 with a range from 1-6 days. The median of white blood cell counts  

was 3,700 cells/µl (1,600-9,600 cells/µl) and for hematocrit was 43% (31-59%).  The median  

of platelet count was 108,000 cells/µl (21,000-293,000 cells/µl). Laboratory testing for DENV  

NS1 antigen was positive in all 37 cases (100%). DENV IgM and IgG antibody was positive for  

17 (45.9%) and 14 (37.8%) cases, respectively. The results were summarized in Table 1.
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Table 1. Laboratory findings and real-time PCR of DENV serotypes of 37 DENV detected cases.  

 [+ : positive result, - : negative  result, NA : No Assay]

ID Gender Age 

(Years) 

Duration 

of fever 

(Days)

Platelet 

(cells/

µL) 

DENV 

NS1 Ag 

Anti-

DENV 

IgM 

Anti-

DENV 

IgG 

Serotype

DENV001 M 40 3 83,000 + NA NA DENV-4

DENV005 F 40 3 129,000 + - - DENV-2

DENV006 M 22 4 59,000 + + + DENV-4

DENV008 M 32 6 21,000 + NA NA DENV-4

DENV009 F 29 5 56,000 + NA NA DENV-2

DENV010 F 37 4 142,000 + + + DENV-4

DENV011 F 24 3 167,000 + - - DENV-2

DENV012 M 41 3 92,000 + + + DENV-4

DENV014 F 17 5 79,000 + NA NA DENV-2

DENV016 F 54 1 184,000 + - - DENV-3

DENV019 M 22 4 79,000 + + + DENV-3 

DENV020 M 18 4 72,000 + - - DENV-4 

DENV023 M 22 3 51,000 + + + DENV-2 

DENV025 F 8 3 81,000 + + + DENV-3 

DENV026 F 22 5 29,000 + - - DENV-2 

DENV031 F 33 4 68,000 + - - DENV-1 

DENV035 M 37 4 293,000 + - - DENV-2

DENV037 M 22 2 139,000 + NA NA DENV-4

DENV038 F 23 3 119,000 + NA NA DENV-2 

DENV044 F 33 5 31,000 + + + DENV-2 

DENV046 M 10 5 174,000 + NA NA DENV-4

DENV049 M 17 2 156,000 + NA NA DENV-3

DENV052 F 15 5 29,000 + NA NA DENV-2

DENV055 F 29 3 192,000 + + - DENV-3

DENV056 M 21 3 163,000 + NA NA DENV-2

DENV059 M 13 2 149,000 + - - DENV-3

DENV061 M 20 3 196,000 + + + DENV-2

DENV066 F 26 5 148,000 + NA NA DENV-3

DENV074 M 48 2 162,000 + + - DENV-2

DENV077 M 10 2 210,000 + + + DENV-2

DENV086 F 9 5 131,000 + + + DENV-2

DENV087 F 16 3 99,000 + - - DENV-1

DENV088 M 9 5 23,000 + + + DENV-4

DENV091 M 15 2 91,000 + + - DENV-4

DENV092 M 8 2 50,000 + + + DENV-4

DENV093 F 39 4 150,000 + + + DENV-2

DENV098 F 9 2 108,000 + + + DENV-4
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Real-time PCR results

The nucleic acid of dengue virus was detected in 37 serum specimens by real-time PCR 

while chikungunya virus was not detected. The number of cases of DENV-1, DENV-2, DENV-3 

and DENV-4 were 2, 16, 7 and 12, respectively, as shown in Figure 2. 

Figure 2. Dengue serotypes found in 37 serum specimens 

Discussion

The co-circulation of multiple DENV serotypes occurred in Nonthaburi region, central 

part of Thailand, during 2016 to 2017, was shown in this study. All serotypes of DENV were  

found while CHIKV was not detected. DENV-2 was the most prevalence serotype (43.2%) found 

in our study,  which was similar to another study conducted during May – October 2016. DENV-2  

was predominantly found in 3 hospitals in the southern part of Thailand(14). In contrast,  

a previous study showed that all 4 DENV serotypes co-circulated among 5 hospitals in Bangkok  

during 2015-2016 with DENV-4 as the predominant serotype(15). The majority of serotype  

distribution was 45% of DENV-4, followed by 29% of DENV-3, 17% of DENV-2 and 8% of   

DENV-1(15),  while DENV-2 was most frequently detected in our study. It indicated that the predominant  

DENV serotype varied by year with seasonal fluctuation concordance. Therefore, to determine the  

serotypes that spread in each endemic area where DENV can be repeatedly infected is essential(16, 17).

Dengue infection can be diagnosed by both serological test and molecular method.  

The dengue RNA can be detected in the acute phase of serum samples when patients developed  

clinical symptoms such as fever. DENV isolation, dengue antigen detection, and/or dengue  

antibody detection can be found in dengue-confirmed cases with clinical manifestation(5). 

Our present study could demonstrate that all 37 DENV NS1 antigen positive samples, collected  

within 6 days after the onset of fever were DENV-positive by qPCR kit, suggesting that real-time  

PCR can be used to detect dengue infection within the period of dengue viremia. 
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This study indicated that the molecular testing provided more accurate diagnosis of 

dengue infection. It is also implied that serotype distribution and further genotype analysis could  

possibly provide information on a correlation of viral diversity and host immune response especially 

antibody dependent enhancement. 

Conclusion

Our study demonstrated all 4 serotypes were circulated throughout the year.  

Information on serotype distribution would be beneficial for epidemiological studies for disease 

control and prevention.
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สุมนมาลย์ อุทยมกุล  รวี นิธิยานนทกิจ  สุภัทรษา เดชสถิตย์  ศาริณี เรี่ยวแรง  ปฐมา สุทธา  

และวิศัลย์ มูลศาสตร์
สถาบันบ�าราศนราดูร กรมควบคุมโรค ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

การตรวจสายพันธุ์ของเชื้อเดงกี

ด้วยวิธีอณูชีวโมเลกุลที่สถาบันบ�าราศนราดูร

บทคัดย่อ โรคไข้เลือดออกที่เกิดจากเชื้อไวรัสเดงกี (Dengue virus: DENV) เป็นปัญหาส�าคัญในประเทศแถบเขตร้อน 

รวมถงึประเทศไทย สายพันธุไ์วรสัเดงกปีระกอบด้วย 4 serotype (DENV-1 ถงึ DENV-4) และมรีายงานพบการแพร่กระจาย 

ของ DENV และ Chikungunya virus (CHIKV) ในพื้นที่ที่มีการระบาดของไข้เลือดออก การศึกษานี้มีวัตถุประสงค ์

เพือ่ตรวจหาสารพนัธกุรรมของ DENV และ CHIKV ด้วยวธิ ีreal-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

ในผู้มารับการรักษาที่สถาบันบ�าราศนราดูรที่สงสัยไข้เลือดออก ระหว่างปี พ.ศ. 2559-2560 โดยคัดเลือกผู้ป่วยที่ตรวจพบ 

เกลด็เลอืด ≤100,000 เซลล์/ไมโครลติร หรอืพบผลบวกของ DENV NS1 antigen หรอื anti-DENV IgM จ�านวน 100 ราย  

แบ่งเป็นผู้ใหญ่ 71 ราย และเด็ก 29 ราย ผลตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ DENV และ CHIKV ด้วยวิธี real-time PCR  

ไม่พบการติดเชื้อ CHIKV แต่พบ DENV 37 ราย ซึ่งเป็นผู้ป่วยที่พักรักษาในโรงพยาบาล 27 ราย (ร้อยละ 73) ผู้ป่วย 18 ราย  

(ร้อยละ 48.6) มีเกล็ดเลือด <100,000 เซลล์/ไมโครลิตร DENV NS1 antigen ให้ผลบวก 37 ราย (ร้อยละ 100)  

และพบผลบวก IgM 17 ราย (ร้อยละ 45.9) ผลการตรวจด้วยวิธี real-time PCR พบสายพันธุ์ของ DENV-1 จ�านวน 2 ราย  

(ร้อยละ 5.4)  DENV-2 จ�านวน 16 ราย (ร้อยละ 43.2) DENV-3 จ�านวน 7 ราย (ร้อยละ 18.9) และ DENV-4  

จ�านวน 12 ราย (ร้อยละ 32.4) จากการศกึษาครัง้นีพ้บว่ามกีารกระจายของเชือ้ไวรสัเดงกทีกุสายพนัธุ ์และการตรวจหาสายพนัธุ ์

ของเชื้อเดงกีด้วยวิธีอณูชีวโมเลกุลให้ผลวินิจฉัยที่ชัดเจน และสอดคล้องกับผลการตรวจแอนติเจน DENV NS1 การศึกษานี้ 

แสดงว่าการจ�าแนกสายพันธุ์ด้วยวิธีอณูชีวโมเลกุลมีประโยชน์ต่อการศึกษาความสัมพันธ์ของความหลากหลายของไวรัส 

และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของผู้ติดเชื้อไวรัสเดงกี
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การวิเคราะห์สิ่งแปลกปลอม

ในผลิตภัณฑ์อาหารประเภทเส้น
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บทคัดย่อ	 การพบสิง่แปลกปลอมทีม่ขีนาดเลก็	น�า้หนกัเบา	(light	filth)	เกนิปรมิาณทีก่�าหนดในอาหารประเภทเส้นของไทย 

ท�าให้เกิดการกกักนัการน�าเข้าประเทศสหรฐัอเมรกิา	จงึได้ศกึษาหาสิง่แปลกปลอมดงักล่าวในอาหารประเภทเส้นจ�านวน	100	ตวัอย่าง	 

ได้แก่	ก๋วยเตี๋ยว	บะหมี่	และวุ้นเส้น	จ�านวน	85,	12	และ	3	ตัวอย่าง	ตามล�าดับ	 โดยเป็นการสุ่มเก็บในเขตกรุงเทพมหานคร 

และปริมณฑล	และ	5	จังหวัดในภาคกลาง	ระหว่างเดือนพฤศจิกายน	2558	ถึงเดือนกันยายน	2560	และวิเคราะห์ตามวิธี	AOAC	

982.32-2016,	Light	filth	in	rice	flours	(powders),	extruded	in	rice	products,	and	rice	paper	พบสิ่งแปลกปลอม	

ได้แก่	ชิ้นส่วนแมลง	ไร	เหาหนังสือ	ขนคน	ขนนก	ขนแมว/สุนัข	และขนหนู	จ�านวน	100,	52,	42,	79,	27,	26	และ	20	ตัวอย่าง	

ตามล�าดับ	ในจ�านวนนี้พบสิ่งแปลกปลอมประเภทชิ้นส่วนแมลงเกินเกณฑ์ก�าหนดของ	The	United	States	Food	and	Drug	

Administration	(US	FDA)	จ�านวน	31	ตัวอย่าง	โดยพบในก๋วยเตี๋ยว	จ�านวน	29	ตัวอย่าง	และบะหมี่	จ�านวน	2	ตัวอย่าง	 

การตรวจพบดังกล่าวแสดงว่ากระบวนการผลิต	สถานที่	และสุขลักษณะการผลิตส่วนบุคคลควรได้รับการปรับปรุง	
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บทน�า

อาหารประเภทเส้นเป็นอาหารท่ีคนไทยนยิมรบัประทานรองจากข้าว	แบ่งเป็น	3	กลุม่คือ	เส้นก๋วยเตีย๋ว/เส้นหมี่ 

บะหมี่/แผ่นเกี๊ยว	และวุ้นเส้น	ที่สามารถน�าไปประกอบอาหารได้หลากหลายชนิดตามความนิยมของผู้บริโภค

ก๋วยเตี๋ยวเป็นผลิตภัณฑ์จากเมล็ดข้าวหักหรือปลายข้าวเจ้า	 น�าข้าวไปแช่น�้าจนเมล็ดข้าวน่ิม	 จึงน�าไปโม่ให้

ละเอยีด	ทิง้ให้แป้งนอนก้น	น�าแป้งท่ีได้นวดเป็นแผ่นๆ	แล้วน�าไปตากจนแห้ง	น�าไปบดให้ละเอียดเป็นผง	จะได้แป้งข้าวเจ้า 

หลังจากนี้น�าไปแปรรูปเป็นเส้นก๋วยเตี๋ยวได้หลากหลายชนิด(1)	 และอาจผสมด้วยแป้งชนิดอ่ืน	 อาทิ	 แป้งมันส�าปะหลัง	 

เพื่อช่วยลดความแข็งและเพิ่มความใส	 แป้งท้าวยายม่อม	 เพื่อช่วยลดความแข็งและท�าให้เส้นนุ่มเหนียวขึ้น(2)	 ขณะที่

บะหม่ีเป็นผลิตภัณฑ์ท�ามาจากเมล็ดข้าวสาลีชนิดแข็งและชนิดอ่อนผสมกันในสัดส่วนที่เหมาะสม	 ซึ่งเมื่อแปรรูปจะได้

แป้งสาลีทีม่ปีรมิาณโปรตนีประมาณร้อยละ	10-11(3)	ส่วนวุน้เส้นเป็นผลติภัณฑ์ท�าจากเมลด็ถัว่เขยีว	ซึง่มคีาร์โบไฮเดรต

เป็นส่วนประกอบร้อยละ	56	มีโปรตีน	ไขมัน	วิตามิน	อะไมโลส	และอะไมโลเพคติน(4)

ปัจจบุนัอตุสาหกรรมอาหารประเภทเส้น	เช่น	เส้นก๋วยเตีย๋ว	ผลติเพือ่ใช้บรโิภคในประเทศเป็นหลกั	และส่งไป

จ�าหน่ายในต่างประเทศบ้าง	ได้แก่	ฮ่องกง	เกาหล	ีญีปุ่น่	และสหรฐัอเมรกิา	มกี�าลงัผลติประมาณ	70,000	กโิลกรมัต่อวนั	 

โดยมีผู้ประกอบการกว่า	 400	 ราย	 ในระดับครัวเรือน	 โรงงานอุตสาหกรรมขนาดใหญ่	 และอุตสาหกรรมขนาดกลาง 

และขนาดย่อม	(SMEs)	กระจายอยูท่กุภมูภิาคของประเทศ	มมีลูค่าการบรโิภคภายในประเทศเฉล่ียต่อปีนบั	10,000	ล้านบาท 

และมมีลูค่าการส่งออก	1,400	ล้านบาท(5)	ซึง่ขณะนีเ้ส้นก๋วยเตีย๋วถูกควบคมุด้วยประกาศกระทรวงสาธารณสขุ	(ฉบบัที	่193)	 

พ.ศ.	 2543	 เรื่อง	 วิธีการผลิต	 เครื่องมือเครื่องใช้ในการผลิต	 และการเก็บรักษาอาหาร	 แต่ยังไม่มีมาตรฐานคุณภาพ

สิ่งแปลกปลอมที่มีน�้าหนักเบา	 (light	 filth)	 ซึ่งสามารถแยกออกจากผลิตภัณฑ์โดยใช้ของเหลวผสมระหว่าง 

สารกลุ่มน�้ามันและน�้า	 สิ่งแปลกปลอมประเภทนี้จะลอยตัวอยู่ในน�้ามัน	 ตัวอย่าง	 เช่น	 แมลง	 ช้ินส่วนแมลง	 ขนหนู	 

ขนคน	และขนนก	เป็นต้น(6)	ท�าให้สนิค้าท่ีส่งไปจ�าหน่ายยงัประเทศสหรฐัอเมริกาถกูกกักนัเนือ่งจากตรวจพบ	light	filth	 

เกินเกณฑ์ก�าหนด(7)	การศึกษานี้เป็นการวิเคราะห์หาสิ่งแปลกปลอมในผลิตภัณฑ์ประเภท	ก๋วยเตี๋ยว	บะหมี่	และวุ้นเส้น	

เพื่อเป็นการคุ้มครองและแจ้งเตือนภัยแก่ผู้บริโภค	 อีกทั้งผู้ประกอบการสามารถน�าไปใช้ปรับปรุงและพัฒนากระบวน 

การผลิต	และอาจใช้ประกอบการพิจารณาของหน่วยงานรับผิดชอบเพื่อก�าหนดเกณฑ์คุณภาพ

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างศึกษา

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ประเภทเส้นสดที่สุ่มเก็บจากตลาดจังหวัดนนทบุรี	 ปทุมธานี	 กรุงเทพฯ	 สมุทรปราการ	

พระนครศรีอยุธยา	นครนายก	สิงห์บุรี	อ่างทอง	และสระบุรี	รวมทั้งตัวอย่างจากส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา	 

ระหว่างเดือนพฤศจิกายน	2558	ถึง	เดือนกันยายน	2560	ประกอบด้วยก๋วยเตี๋ยว	บะหมี่	และวุ้นเส้น	จ�านวน	85,	12	 

และ	3	ตัวอย่าง	ตามล�าดับ	

การตรวจวิเคราะห์

กำรตรวจหำสิ่งแปลกปลอมด้วยตำเปล่ำ	(8)

น�าตัวอย่างมากระจายลงบนกระดาษสขีาว	และดดู้วยตาเปล่า	(visual	examination)	รวบรวมสิง่แปลกปลอม 

ที่ตรวจพบเพื่อท�าการตรวจจ�าแนกชนิดและจ�านวนสิ่งแปลกปลอม
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กำรตรวจหำสิ่งแปลกปลอมที่มีน�้ำหนักเบำ 

วเิคราะห์ตามวิธ	ีAOAC	982.32,	Light	Filth	in	Rice	Flours	(Powders),	Extruded	Rice	Products,	 

and	Rice	Paper(6)	โดยน�าตัวอย่างจ�านวน	225	กรัม	ต้มในน�้าเดือดนาน	10	นาที	จากนั้นเทลงบน	sieve	no.	230	 

(Endecotts	Limited,	องักฤษ)	แล้วใช้น�า้ร้อนฉดีพ่นจนน�า้ใส	จงึถ่ายสิง่ทีต่กค้างบน	sieve	ลงในบกีเกอร์แล้วปรับปรมิาตร 

ด้วย	isopropanol	40%	ให้ได้	800	มิลลิลิตร	หลังจากเติม	paraffin	oil	จึงน�าไปต้มนาน	3	นาที	จากนั้นถ่ายส่วนผสม 

ลงใน	 percolator	 ที่มี	 isopropanol	 40%	 อยู่	 300	 มิลลิลิตร	 แล้วเติม	 isopropanol	 40%	 ให้ปริมาตรห่างจาก 

ขอบด้านบนของ	percolator	3	เซนตเิมตร	ตัง้ท้ิงไว้	5	นาท	ีปล่อยช้ันของเหลวออกจนส่วนล่างของช้ันน�า้มนัอยูส่งูจากฐาน 

percolator	5	เซนติเมตร	ท�าซ�้าโดยใช้		isopropanol	20%	น�าชั้นน�้ามันไปกรองบนกระดาษกรอง	(Whatman	No.	8	 

(Whatman	 International,	 อังกฤษ))	 แล้วตรวจหาสิ่งแปลกปลอมด้วย	 widefield	 zoom	 stereoscopic	 

microscope	(Olympus	Optical,	ญีปุ่น่)	ทีก่�าลงัขยาย	30	เท่า	(6)	และตรวจจ�าแนกชนดิชิน้ส่วนของแมลงหรอืขนสตัว์	

ด้วย	compound	microscope	(Olympus	Optical,	ญี่ปุ่น)	โดยเปรียบเทียบอ้างอิงจากสมุดภาพ(9)	

ผล

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ประเภทเส้นจ�านวน	 100	 ตัวอย่าง	 ตรวจไม่พบสิ่งแปลกปลอมที่มองเห็นด้วยตาเปล่า	 

แต่เมือ่น�ามาตรวจภายใต้กล้องจลุทรรศน์ทีก่�าลงัขยาย	30	เท่า	(ตารางที	่1)	พบสิง่แปลกปลอมทีม่ขีนาดเลก็น�า้หนกัเบา	 

ได้แก่	 ชิ้นส่วนแมลง	 ไร	 เหาหนังสือ	 ขนคน	 ขนนก	 ขนแมว/สุนัข	 และขนหนู	 จ�านวน	 100,	 52,	 42,	 79,	 27,	 26	 

และ	20	ตัวอย่าง	ตามล�าดับ	โดยพบชิ้นส่วนแมลง	ไร	เหาหนังสือ	ขนคน	ขนนก	ขนแมว/สุนัข	และขนหนูในก๋วยเตี๋ยว

จ�านวน	 85,	 46,	 38,	 67,	 26,	 25	 และ	 18	 ตัวอย่าง	 ในบะหมี่จ�านวน	 12,	 6,	 4,	 9,	 1,	 0,	 2	 ตัวอย่าง	 ตามล�าดับ	 

ขณะที่ตรวจพบเฉพาะชิ้นส่วนแมลงและขนแมว/สุนัข	ในวุ้นเส้น	จ�านวน	3	และ	1	ตัวอย่าง	

ตารางที่ 1 สิ่งแปลกปลอมประเภท	light	filth	ที่ตรวจพบในผลิตภัณฑ์ประเภทเส้นตามกลุ่มวัตถุดิบ

ชนิดสิ่งแปลกปลอม																																																																 	 จ�านวนตัวอย่าง	(%)

	 พบ	 ไม่พบ

ชิ้นส่วนแมลง (5 - >800 ชิ้น)

ก๋วยเตี๋ยว	 85	 (100.00)	 0	(0.00)

บะหมี่	 12	 (100.00)	 0	(0.00)

วุ้นเส้น	 3	 (100.00)	 0	(0.00)										

รวม	 100	 (100.00)	 0	(0.00)

ไร (1-8 ตัว)

ก๋วยเตี๋ยว		 46	 (54.12)	 39	(45.88)							

บะหมี่	 6	 (50.00)	 6	(50.00)							

วุ้นเส้น	 0	 (0.00)	 3	(100.00)							

รวม		 52	 (52.00)	 48	(48.00)
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ตารางที่ 1 สิ่งแปลกปลอมประเภท	light	filth	ที่ตรวจพบในผลิตภัณฑ์ประเภทเส้นตามกลุ่มวัตถุดิบ	(ต่อ)

ชนิดสิ่งแปลกปลอม																																																																 	 จ�านวนตัวอย่าง	(%)

	 พบ	 ไม่พบ

เหาหนังสือ (1-4 ตัว)

ก๋วยเตี๋ยว				 38	 (44.71)	 47	(55.29)							

บะหมี่	 4	 (33.33)	 8	(66.67)							

วุ้นเส้น	 0	 (0.00)		 3	(0.00)							

รวม	 42	 (42.00)	 58	(58.00)

ขนคน (1-10 เส้น)

ก๋วยเตี๋ยว	 67	 (78.82)	 18	(21.18)																																																																			

บะหมี่	 9	 (75.00)	 3	(25.00)							

วุ้นเส้น	 3	 (100.00)	 0	(0.00)							

รวม	 79	 (79.00)	 21	(21.00)

ขนนก (1-6 เส้น)

ก๋วยเตี๋ยว						 26	 (30.59)	 59	(69.41)							

บะหมี่		 1	 (8.33)		 11	(91.67)							

วุ้นเส้น	 0	 (0.00)	 3	(0.00)							

รวม		 27	 (27.00)	 73	(73.00)

ขนแมว/สุนัข (1-4 เส้น)

ก๋วยเตี๋ยว	 25	 (29.41)	 60	(70.59)											

บะหมี่	 0	 (0.00)	 12	(100.00)							

วุ้นเส้น	 1	 (33.33)		 2	(66.67)							

รวม			 26	 (26.00)		 74	(74.00)

ขนหนู (1-3 เส้น)

ก๋วยเตี๋ยว	 18	 (21.18)		 67	(78.82)							

บะหมี่	 2	 (16.67)	 10	(83.33)							

วุ้นเส้น				 0	 (0.00)	 3	(100.00)							

รวม																																		 20	 (20.00)	 80	(80.00)

ส�าหรับจ�านวนชิ้นส่วนแมลงพบตัวอย่างที่มีจ�านวนชิ้นส่วนแมลงมากกว่าข้อก�าหนด	Defect	Action	Levels	

(DAL)	ของ	The	United	States	Food	and	Drug	Administration	(US	FDA)(10)	กล่าวคือ	พบมากกว่า	225	

ชิ้น	ในก๋วยเตี๋ยว	และในบะหมี่	จ�านวน	29	(ร้อยละ	34.12)	และ	2	ตัวอย่าง	(ร้อยละ	16.67)	ตามล�าดับ	(ตารางที่	2)
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ส�าหรบัสิง่แปลกปลอมประเภทขนสตัว์	ได้แก่	ขนคน	ขนนก	ขนแมว/สนุขั	และขนหน	ูทีต่รวจพบในก๋วยเต๋ียว	

และบะหมี	่เม่ือน�ามาหาความสมัพันธ์ทางสถติโิดยใช้ไคสแคว์	ทีร่ะดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ	95	(ตารางที	่3)	พบว่าตวัอย่าง

ก๋วยเตีย๋วและบะหม่ีตรวจพบสิง่แปลกปลอมประเภทขนสตัว์แตกต่างกนัอย่างมีนยัส�าคญัทางสถติ	ิโดยพบขนแมว/สนุขั	

ในก๋วยเตี๋ยวมากกว่าบะหมี่	ส่วนขนคน	ขนนก	และขนหนูไม่มีความสัมพันธ์กับชนิดของตัวอย่าง

ตารางที่ 2	จ�านวนตัวอย่าง	(ร้อยละ)	ที่ตรวจพบชิ้นส่วนแมลงในผลิตภัณฑ์ประเภทเส้น

ตารางที่ 3 จ�านวนตัวอย่าง	(ร้อยละ)	ที่ตรวจพบเส้นขนในตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวและบะหมี่

จ�านวนชิ้นส่วนแมลง จ�านวนตัวอย่าง	(ร้อยละ)

ก๋วยเตี๋ยว บะหมี่ วุ้นเส้น

1-100	ชิ้น 37	(43.53) 8	(66.67) 3	(100.00)

101-200	ชิ้น 15	(17.65) 2	(16.67) 0	(0.00)

201-224	ชิ้น 4	(4.71) 0	(0.00) 0	(0.00)

≥	225		ชิ้น 29	(34.12) 2	(16.67) 0	(0.00)

ชนิดเส้นขน จ�านวนตัวอย่าง	(ร้อยละ) χ2

ก๋วยเตี๋ยว บะหมี่

ขนคน 67	(78.82) 9	(75.00) 0.09

ขนนก 26	(30.59) 1	(8.33) 1.60

ขนแมว/สุนัข 25	(29.41) 0	(0.00) 8.91*

ขนหนู 18	(21.18) 2	(16.67) 0.00

วิจารณ์

ผลการตรวจอาหารประเภทเส้น	ได้แก่	ก๋วยเตี๋ยว	85	ตัวอย่าง	บะหมี่	12	ตัวอย่าง	และวุ้นเส้น	3	ตัวอย่าง	 

พบชิน้ส่วนแมลงในทุกตวัอย่าง	อาจเน่ืองจากแป้งซ่ึงเป็นวตัถดุบิในการท�าผลติภณัฑ์ประเภทเส้นนัน้เป็นอาหารของแมลง	 

ท�าให้แมลงเจริญเตบิโตและขยายพนัธุ	์เมือ่น�าวตัถดุบิดงักล่าวมาแปรรปู	ท�าให้แมลงแตกเป็นช้ินเลก็กระจายอยูใ่นผลติภณัฑ์	 

ส่วนการปนเปื้อนของไรและเหาหนังสือ	 อาจเกิดจากวัตถุดิบที่ไม่สะอาด	 จากการเก็บรักษาที่ไม่มีภาชนะปิดสนิทหรือ 

การเก็บในโรงเรือนที่สกปรกท�าให้แมลงกินวัตถุดิบเป็นอาหาร	เจริญเติบโตและขยายพันธุ์

การตรวจพบขนคน	 บ่งชี้ถึงสุขลักษณะการผลิตที่ต้องปรับปรุง	 กล่าวคือ	 บุคลากรที่มีหน้าที่สัมผัสอาหาร 

ต้องปฏิบัติให้ถูกต้องตามหลักสุขลักษณะ	โดยสวมถุงมือที่อยู่ในสภาพที่สมบูรณ์	สะอาด	และมีการล้างฆ่าเชื้อสม�่าเสมอ	 

รวมทั้งมีการสวมหมวก	 ตาข่าย	 หรือผ้าคลุมผมเพื่อป้องกันการปนเปื้อนจากเส้นผม	 รังแค	 และสิ่งสกปรกอื่น	 ๆ	 

ในส่วนของศีรษะลงในกระบวนการผลิตและผลิตภัณฑ์(11)	ขณะที่การพบขนนก	ขนแมว/ขนสุนัข	และขนหนู	ชี้ให้เห็นว่า 

*p	≤	0.05
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ในอาคารผลิตควรติดตั้งอุปกรณ์ที่ป้องกันสัตว์และแมลง	 เช่น	มุ้งลวด	ม่านพลาสติก	ตาข่ายดัก	และตะแกรง	ดักสัตว์ 

ทางท่อระบายน�า้	เป็นต้น	การปิดกัน้ผนังรอบอาคารผลติต้องค�านงึถงึเรือ่งของแสงสว่าง	การระบายอากาศและความร้อน

ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการผลิต	โดยเฉพาะกระบวนการผลิตเส้นก๋วยเตี๋ยวที่ต้องมีการนึ่งแผ่นแป้ง	และสภาพเครื่องจักร

และบริเวณผลิตโดยรอบต้องสะอาด	 กรณีโรงงานมีช่องว่างระหว่างหลังคากับผนังอาคารที่ไม่สามารถเชื่อมติดกัน 

ควรติดมุ้งลวดหรือตาข่ายรอบช่องว่าง	เพื่อป้องกันสัตว์พาหนะเข้าไปในอาคาร(11)

เมื่อเปรียบเทียบคุณภาพอาหารประเภทเส้นตามข้อก�าหนด	DAL	ของ	US	FDA	ที่ก�าหนดว่า	หากตรวจพบ 

ชิ้นส่วนแมลงเท่ากับหรือมากกว่า	 225	 ชิ้น	 หรือขนหนูเท่ากับหรือมากกว่า	 4.5	 เส้น	 ในผลิตภัณฑ์	 สินค้าจะถูกกักกัน	 

การพบว่าก๋วยเตี๋ยวมีการปนเปื้อนจากชิ้นส่วนแมลงมากกว่าเกณฑ์ก�าหนดในสัดส่วนที่สูงกว่าผลิตภัณฑ์อาหารประเภท 

เส้นอื่น	 ๆ	 ที่ท�าการศึกษา	 อาจเกิดจากใช้วัตถุดิบที่คุณภาพต�่ามีการปนเปื้อนจากแมลงและชิ้นส่วนแมลงจ�านวนมาก	

มาตรการควบคุมสุขลักษณะการผลิตในขั้นตอนต่าง	 ๆ	 ระบบป้องกันแมลงและสัตว์ยังไม่ดี	 หรือผู้ผลิตยังผลิตด้วย 

วธิดีัง้เดมิ	ไม่มกีารจดัการกระบวนการผลติอาหารตามหลกัเกณฑ์วธิกีารทีดี่ในการผลติ	ใช้เทคโนโลยกีารผลติไม่ทนัสมยั	

ท�าให้ได้ผลิตภัณฑ์มีคุณภาพต�่า	

ข้อมูลจากการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าควรมีการก�าหนดเกณฑ์สิ่งแปลกปลอมที่มีน�้าหนักเบา	 (light	 filth)	 

ในผลิตภัณฑ์อาหารประเภทเส้น	เพื่อควบคุมคุณภาพการผลิต	ซึ่งนอกจากจะเป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภคในประเทศแล้ว	

ยังจะช่วยส่งเสริมการแข่งขันในเวทีการค้าโลกอีกด้วย	

สรุป

การตรวจวิเคราะห์สิ่งแปลกปลอมในอาหารประเภทเส้นพบส่ิงแปลกปลอมต่าง	ๆ	 ได้แก่	 ช้ินส่วนแมลง	 ไร	 

เหาหนังสือ	 ขนคน	 ขนนก	 ขนแมว/สุนัข	 และขนหนู	 โดยพบสิ่งแปลกปลอมประเภทชิ้นส่วนแมลงเกิน	 225	 ช้ิน	 

ตามข้อก�าหนด	Defect	Action	Levels	 ของ	US	FDA	 เป็นส่ิงบ่งช้ีประสิทธิภาพการควบคุมสุขลักษณะการผลิต 

ในข้ันตอนต่าง	 ๆ	 รวมทั้งระบบการป้องกันแมลงและสัตว์	 ผู้ผลิตควรน�าหลักเกณฑ์วิธีการที่ดีในการผลิตอาหารมา 

ใช้ในการผลิต	เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่สะอาดเป็นที่ยอมรับส�าหรับผู้บริโภคและการส่งออก
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Analysis of Light Filth 
in Noodle Products

Kuntong  Pednog Kokeiat  Sarttarin and Kanogwan  Toonsakool
Bureau of Quality and Safety of Food Department of Medical Sciences Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand.

Abstract	 Light	filth	found	in	noodle	products	from	Thailand	resulted	in	products	quarantine	at	the	United	 
States	 of	 America.	 This	 study	 was	 to	 determine	 the	 presence	 of	 light	 filth	 in	 100	 noodle	 products,	 
including	rice	noodle,	egg	noodle	and	bean	vermicelli	in	the	number	of	85,	12	and	3	samples,	respectively,	
collected	 from	Bangkok	Metropolitan	Region	 and	 5	 province	 in	 central	 Thailand	 during	November	 2015	 
to	 September	 2017.	 	 The	 light	 filth	 test	 was	 performed	 using	 official	methods	 as	 described	 in	 AOAC	 
982.32-2016,	Light	filth	 in	 rice	flours	 (powders),	 extruded	 in	 rice	 products,	 and	 rice	 paper.	The	 results	 
revealed	that	 insect	 fragments,	mite,	psocids,	human	hair,	 feather,	cat/dog	hair	and	rat	hair	were	found	 
in	 100,	 52,	 42,	 79,	 27,	 26	 and	 20	 samples,	 respectively.	A	number	 of	 insect	 fragments	 over	 a	 regulation	 
of	the	United	States	Food	and	Drug	Administration	was	found	in	31	products	of	which	29	and	2	were	found	
in	 rice	 noodles	 and	 egg	 noodles,	 respectively.	 The	 study	 suggested	 that	 a	 production	 process,	 a	 location	 
and	a	personal	hygiene	should	be	considered	for	improvement.

Keywords: Light Filth, Noodle products
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