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บทคัดย่อ  ได้ท�ำการทวนสอบความใช้ได้ของเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เพื่อตรวจหา
ปริมาณแอนติเจน (adsorbed antigen) และการดูดซับแอนติเจน (degree of adsorption) ของสารเสริมฤทธิ์ในวัคซีน
ป้องกนัโรคคอตีบ พบวา่การทดสอบความเทีย่งโดยการวิเคราะหใ์นวันเดยีวกนัมคีา่เบี่ยงเบน (SD) และเปอร์เซน็ต์สมัประสทิธิ์
ความแปรปรวน (%CV) ของการทดสอบปริมาณ adsorbed antigen และ degree of adsorption เท่ากับ 1.01, 1.44 และ 
1.00, 0.29 ตามล�ำดับ ส�ำหรับการทดสอบต่างวันมีค่า SD และ %CV ของการทดสอบปริมาณ adsorbed antigen และ 
degree of adsorption  เท่ากับ 1.01, 1.38 และ 1.01, 0.59 ตามล�ำดับ การทดสอบความทนของวิธีโดยเปรียบเทียบผลจาก
ผู้ท�ำการทดสอบ 2 ราย มีค่า SD และ %CV ของการทดสอบปริมาณ adsorbed antigen และ degree of adsorption 
เท่ากับ 1.01, 1.19 และ 1.01, 0.83 ตามล�ำดบั ส�ำหรบัการทดสอบความจ�ำเพาะพบว่าไม่เกิดปฏกิิรยิาข้ามกลุ่มกับวคัซนีป้องกัน
โรคบาดทะยกัมาตรฐาน การทดสอบนีแ้สดงว่าวธิ ีELISA มคีวามเหมาะสมส�ำหรบัใช้เป็นวธิตีรวจวเิคราะห์เพือ่เฝ้าระวงัคณุภาพ
การผลิตวัคซีนป้องกันโรคคอตีบในแต่ละรุ่นการผลิตได้

ค�ำส�ำคัญ: แอนติเจนเชื้อคอตีบ, ปริมาณแอนติเจน, การทวนสอบวิธี
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บทน�ำ

โรคคอตีบ (Diphtheria) เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Corynebacterium diphtheriae เป็นโรคติดเชื้อทาง

เดินหายใจเฉียบพลัน ติดต่อทางการไอและจาม เชื้อจะอยู่ในโพรงจมูก ในล�ำคอของผู้ป่วย อาการป่วย คือ มีไข้ พิษของ

เชื้อจะท�ำลายกล้ามเนื้อหัวใจและเส้นประสาทส่วนปลาย ท�ำให้ล�ำคออักเสบและมีแผ่นเยื่อในล�ำคอ ในรายที่รุนแรงจะ

ท�ำให้ทางเดินหายใจตีบตัน และอาจเสียชีวิตได้(1, 2) ประเทศไทยมีการใช้วัคซีนป้องกันโรคคอตีบในแผนสร้างเสริม

ภูมิคุ้มกันโรคของประเทศเป็นเวลานานกว่า 20 ปีแล้ว เพื่อลดอัตราการเกิดโรคคอตีบในเด็ก   ปัจจุบันได้มีการรณรงค์

ให้มกีารฉดีวัคซนีในผูใ้หญ่เนือ่งจากพบว่าระดบัภมูคิุม้กนัของผูใ้หญ่ในกลุม่อาย ุ20-50 ปี ไม่เพยีงพอ เสีย่งต่อการเป็น

โรคคอตีบได้สงู นอกจากน้ีมรีายงานการระบาดของโรคคอตีบในประเทศเพือ่นบ้านอย่างต่อเนือ่ง อกีทัง้การเป็นสมาชกิ

ของประชาคมเศรษฐกจิอาเซยีน ท�ำให้มีประชากรจากประเทศเพือ่นบ้านเดนิทางเข้าออกประเทศไทยมากขึน้ จงึมคีวาม

เสี่ยงที่เชื้อก่อโรคคอตีบอาจแพร่กระจายและระบาดได้(2) 

วัคซีนป้องกันโรคคอตีบอยู่ในรูปของวัคซีนผสมของคอตีบ และบาดทะยัก หรือวัคซีนผสมของคอตีบ 

บาดทะยัก และไอกรน โดยวัคซีนป้องกันโรคคอตีบประกอบด้วย  diphtheria toxoid ที่ถูกดูดซับ (adsorbed) ด้วย

สารเสรมิฤทธิ ์(adjuvant)  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยสถาบนัชวีวตัถ ุได้มกีารประเมนิคณุภาพวคัซนีทัง้ประกอบ

การข้ึนทะเบยีน และรบัรองรุน่การผลติก่อนการจ�ำหน่ายในท้องตลาด (Lot release) ประกอบด้วยการทดสอบค่าความ

แรง ความปลอดภัย และการทดสอบทางเคมี เพื่อให้มั่นใจว่าวัคซีนมีประสิทธิภาพดีตามมาตรฐานสากล ขณะที่การ

รับรองรุ่นการผลิตเป็นการเฝ้าระวังความสม�่ำเสมอของการผลิตจากการประเมินความสอดคล้องของผลการวิเคราะห์

เทยีบกบัรุน่การผลิตท่ีได้ทดสอบเพือ่ข้ึนทะเบยีนไว้ และเป็นเครือ่งมอืส�ำคญัส�ำหรบัการควบคมุคณุภาพวคัซีน(3)  ปัจจบุนั

การตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนป้องกันโรคคอตีบใช้วิธี neutralization test (US Potency method)(4)   

ในหนตูะเภา ซึง่เป็นการทดสอบทีบ่อกเพยีงความสามารถในการกระตุน้ภมูคิุม้กนัว่ามากกว่าหรอืน้อยกว่าเมือ่เทยีบกบั

วัคซีนมาตรฐาน แต่ระบุเป็น International Unit (IU) ที่ใช้เปรียบเทียบระหว่างวัคซีนแต่ละรุ่นไม่ได้  นอกจากนี้

กระบวนการตรวจวิเคราะห์ในสัตว์ทดลองใช้เวลาอย่างน้อย 45 วัน  และเมื่อรวมกับขั้นตอนด�ำเนินการอื่นๆ แล้วจะมี

ผลให้กระบวนการประเมนิคุณภาพใช้เวลาไม่น้อยกว่า 60 วนั ส่งผลให้กระบวนการรบัรองรุน่การผลติวคัซนีป้องกนัโรค

คอตีบที่ผลิตในประเทศใช้ระยะเวลานาน  

วิธีการหาค่าแอนติเจนในวัคซีนโดยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  เป็น

วิธีหนึ่งที่องค์การอนามัยโลกได้แนะน�ำไว้(5) แม้ว่าวิธีการนี้ไม่สามารถบ่งบอกถึงประสิทธิภาพในการสร้างภูมิคุ้มกันได้

เช่นเดียวกับวิธีการตรวจสอบความแรงในสัตว์ทดลอง แต่ผลการทดสอบที่ได้สามารถน�ำมาวิเคราะห์แนวโน้ม และ 

เฝ้าระวังคุณภาพการผลิตได้ ปัจจุบันได้มีการใช้การตรวจหาปริมาณแอนติเจนในวัคซีนส�ำหรับการเฝ้าระวังความ

สม�ำ่เสมอในการผลิตแทนการตรวจสอบค่าความแรงในสตัว์ทดลองเพือ่ให้สอดคล้องกับหลกัจรยิธรรมการใช้สตัว์ทดลอง 

3Rs คือ การหลีกเลี่ยงการใช้สัตว์โดยใช้วิธีอื่นทดแทน (replacement) ลดการใช้สัตว์ทดลองให้น้อยที่สุด โดยยังให้

ความแม่นย�ำ (reduction)  ให้สัตว์ทรมานน้อยทีส่ดุ (refinement) เช่น การหาปรมิาณไกลโคโปรตนีในวคัซนีป้องกนั

โรคพิษสุนัขบ้า โดยเทคนิค ELISA หรือ SRD(6) เป็นต้น 

การศึกษานี้เพื่อหาวิธีทางเลือกที่เหมาะสมส�ำหรับการทดสอบในกระบวนการรับรองรุ่นการผลิตของวัคซีน

ป้องกันโรคคอตีบ หรือน�ำมาใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ
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วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างวัคซีน วัคซีนมาตรฐาน และสารมาตรฐาน

ตัวอย่างส�ำหรับการทดสอบ: วัคซีนรวมป้องกันโรคคอตีบ บาดทะยัก ไอกรน (DTP vaccine) รุ่นการผลิต 

0005812 บริษัท Bio Farma  ประเทศอินโดนีเซีย 

วัคซีนมาตรฐาน: Diphtheria toxoid (NIBSC code 02/176) ความเข้มข้นปริมาณแอนติเจน 1100 

Limes flocculation (Lf) units ผลิตจาก National Institute for Biological Standards and Control, 

ประเทศสหราชอาณาจักร 

สารมาตรฐาน: Tetanus Toxoid (NIBSC code 04/150) และ Diphtheria Polyclonal Antibody 

(NIBSC code 10/128) ท้ังหมดผลติจาก National Institute for Biological Standards and Control, ประเทศ

สหราชอาณาจักร 

การเตรียมตัวอย่างวัคซีน และวัคซีนมาตรฐาน

ตัวอย่างวัคซีน 

ท�ำการเตรียมตัวอย่างวัคซีนโดยแบ่งเป็น 2 ชุด คือ ชุดที่หนึ่ง ปั่นเก็บส่วนใส แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ก่อนน�ำมาใช้เจือจาง ด้วย carbonate coating buffer (3.7 กรัม NaHCO
3
, 0.64 กรัม Na

2
CO

3

ในน�ำกล่ัน 1 ลิตร) pH 9.6 ในอตัราส่วน 1:10 เพือ่ท�ำการทดสอบหาปรมิาณแอนติเจนอสิระทีไ่ม่ถกูดดูซบัโดยสารเสรมิ

ฤทธิ์ (non-adsorbed antigen) และชุดท่ีสอง ท�ำการผสมตัวอย่างวัคซีนกับ 20% w/v tri-sodium citrate 

ในน�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 1:2 เพื่อ  desorption  จากนั้นน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง  

แล้วน�ำไปป่ันเกบ็ส่วนใสทีอ่ณุหภมิู 4 องศาเซลเซยีส โดยเจอืจาง ด้วย carbonate coating buffer ในอตัราส่วน 1:100 

ก่อนน�ำมาใช้ทดสอบหาปริมาณ Adsorbed antigen 

วัคซีนมาตรฐาน (NIBSC 02/176) เตรียมให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.25 Lf/ml โดยเจือจางด้วย 

carbonate coating buffer 

วิธีวิเคราะห์

น�ำตัวอย่างวัคซีน และวัคซีนมาตรฐานที่เตรียม ปริมาตร  100 µl มาหยดลงใน ELISA plates (96- well; 

Nunc MaxiSorp™ round-bottom 449824, Thermo Fisher Scientific, USA) แล้วเจือจาง (2-fold  

dilution) ด้วย carbonate coating buffer pH 9.6 เป็นจ�ำนวน 8 dilutions จากแถว A ถึง H โดยตัวควบคุมวิธี

วิเคราะห์ (blank) คือ carbonate coating buffer จากนั้นน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

เมื่อครบก�ำหนดเวลา ล้างด้วย  Phosphate buffer saline-Tween [PBS-T: PBS + 0.05% (V/V) Tween 20] 

3 ครั้ง เติม blocking solution [PBS-T + 2.5% (V/V) Bovine serum albumin (BSA)] ปริมาตร 150 µl/

well น�ำไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง แล้วเติม Guinea 

pig anti diphtheria IgG (NIBSC10/128) ที่ขนาดเจือจาง 1:200 ปริมาตร 100 µl/well  บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง จากนั้นเติม anti GP peroxides conjugate IgG 

(Chemicon® AP193P, Sigma-Aldrich, USA) ที่ขนาดเจือจาง 1:10000 ปริมาตร  100 µl/well บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง แล้วเติม Tetramethilbenzidine (TMB Life technologies®00-2019, 

Thermo Fisher Scientific,USA) ปรมิาตร100 µl/well บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิองโดยไม่ให้โดนแสงเป็นเวลา 15-20 นาที 

จึงหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 0.5M H
2
SO

4
 ปริมาตร 50 µl/well แล้วอ่านค่าดูดกลืนแสง (Optical Density: OD) 

ที่ความยาวคลื่น 450 nm  ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Infinite® 200 PRO, TECAN, Switzerland) 
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ค�ำนวณผลโดยใช้โปรแกรม parallel line (Bioassay assist; National Institute of Infectious Disease, 

Japan) ระหว่างความเข้มข้น และการดูดกลืนแสง

การทดสอบความเที่ยง (precision)

1.	 การทดสอบซ�้ำในวันเดียว  Intra-assay หรือ repeatability 

ท�ำการทดสอบหาปริมาณ adsorbed antigen, non-adsorbed antigen และร้อยละการดูดซับแอนติเจน

ของสารเสริมฤทธิ์ (degree of adsorption) ของวัคซีนตัวอย่างในวันและเวลาเดียวกันอย่างน้อย 3 การทดสอบ 

ที่เป็นอิสระต่อกัน น�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนซึ่งจะต้องมีค่า < 10%

2.	 การทดสอบซ�้ำต่างวัน Inter-assay หรือ reproducibility 

ท�ำการทดสอบหาปริมาณ adsorbed antigen, non-adsorbed antigen และร้อยละ degree of  

adsorption ของวัคซีนตัวอย่าง ต่างวันและเวลากัน (separate experiment) อย่างน้อย 3 การทดสอบ น�ำค่าที่ได้

มาค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนซึ่งจะต้องมีค่า < 10%

การทดสอบความทนของวิธี (Ruggedness/Robustness)

ท�ำการทดสอบหาปริมาณ adsorbed antigen, non-adsorbed antigen และร้อยละ degree of  

adsorption ของวัคซีนตัวอย่าง จากผู้วิเคราะห์ 2 คนๆ ละ 3 การทดสอบ น�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์ 

ความแปรปรวนซึ่งจะต้องมีค่า < 10%

การทดสอบความเหมาะสมของระบบ และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (System suitability and linearity) 

ตรวจสอบผลการทดสอบค่าความสัมพันธ์ของการเตรียมวัคซีนมาตรฐานและวัคซีนตัวอย่าง ต้องเป็นไป 

ในลักษณะ dose response (regression) ในระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเส้นตรง (linearity) คู่ขนาน 

(parallelism) (r2 > 98%) ซึ่งหากไม่เป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนดโปรแกรม parallel line จะไม่สามารถค�ำนวณผลได้

การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี (Specificity) 

ท�ำการทดสอบด้วยวัคซีนป้องกันโรคบาดทะยักมาตรฐานเทียบกับวัคซีนรวมป้องกันโรคคอตีบ บาดทะยัก 

และไอกรน ในสภาวะการทดสอบที่เหมือนกัน ค่า OD ของผลการทดสอบแอนติบอดีต่อวัคซีนป้องกันโรคบาดทะยัก

มาตรฐานต้องไม่แตกต่างจาก blank 

การค�ำนวณ

ค�ำนวณหาปรมิาณแอนติเจนด้วยโปรแกรม parallel line assay โดยค่าความสมัพนัธ์ระหว่างวคัซนีมาตรฐาน

และวัคซีนตัวอย่างเป็นลักษณะ dose response (regression) ในระดับความเช่ือมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ (95% 

Confidence Interval)  เป็นเส้นตรง (linearity) และคู่ขนาน (parallelism) ผลที่ได้น�ำมาหาค่าเฉลี่ยแบบถ่วงน�้ำ

หนัก (weighted geometric mean: WGO-Mean) ค่าช่วงการยอมรับบนและล่าง (upper-lower limit) 

ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน (weighted geometric standard deviation : WGO-SD) และค่าสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน 

(percent geometric coefficient of variation: % GCV) ส�ำหรับค่าร้อยละการดูดซับแอนติเจน (Degree of 

adsorption) ค�ำนวณโดยค่าเฉลี่ยเรขาคณิต (geometric mean : GO-Mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิต 

(geometric standard deviation: GSD)  และวเิคราะห์ผลความจ�ำเพาะของวธิกีารทดสอบโดยเปรยีบเทยีบค่า OD 

และผลการทดสอบแอนติบอดีต่อวัคซีนป้องกันโรคบาดทะยักมาตรฐาน ด้วยสถิติ  Paired t-test(7)
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ผล

การทดสอบความเที่ยง (precision)

การทดสอบซ�้ำในวันเดียว  Intra-assay หรือ repeatability: ผลการทดสอบหาปริมาณ adsorbed 

antigen, non-adsorbed antigen และ degree of adsorption ของวัคซีนตัวอย่างในวันและเวลาเดียวกัน  

อย่างน้อย 3 การทดสอบ ที่เป็นอิสระต่อกัน ผลวิเคราะห์ปริมาณ adsorbed antigen ทั้ง 3 ซ�้ำ มีค่า WGO-SD เท่ากับ 

1.01 และ %GCV เท่ากับ 1.44 ส�ำหรับ degree of adsorption มีค่า GSD เท่ากับ 1.00 และ %GCV เท่ากับ 0.29 

(ตารางที่ 1) ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนด  

ครั้งที่
Adsorbed 

antigen (Lf/ml)
Lower limit Upper limit

Non-adsorbed 

antigen (Lf/ml)

Degree of 

adsorption (%)

1 29.60 28.12 31.26 2.38 91.95
2 30.17 28.75 31.67 2.27 92.48
3 29.62 28.29 31.01 2.31 92.20

WGO-Mean 29.80 28.97 30.65 GO-Mean 92.21

WGSD 1.01        GSD 1.00

%GCV 1.44 %GCV 0.29

WGO-Mean: weighted geometric mean	 WGO-SD: weighted geometric standard deviation 
%GCV: percent geometric coefficient of variation	 GO-Mean: geometric mean 
GSD: geometric standard deviation

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบความเที่ยงโดยการวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน 

การทดสอบซ�้ำต่างวัน Inter-assay หรือ reproducibility 

ผลการทดสอบหาปริมาณ adsorbed antigen, non-adsorbed antigen และ degree of adsorption 

ของวัคซีนตัวอย่างต่างวันและเวลากัน (separate experiment) อย่างน้อย 3 การทดสอบ ผลวิเคราะห์ปริมาณ  

adsorbed antigen ทั้ง 3 วัน มีค่า WGO-SD เท่ากับ 1.01 และ %GCV เท่ากับ 1.38 ส�ำหรับ degree of  

adsorption มี่ค่า GSD เท่ากับ 1.01 และ %GCV เท่ากับ 0.59 (ตารางที่ 2) 

การทดสอบความทนของวิธี 

ผลการทดสอบหาปริมาณ adsorbed antigen, non-adsorbed antigen และ degree of adsorption 

ของวัคซีนตัวอย่าง จากผู้วิเคราะห์ 2 คน คนละ 3 การทดสอบ ผลวิเคราะห์ปริมาณ adsorbed antigen มีค่า  

WGO-SD เท่ากับ 1.01 และ %GCV เท่ากับ 1.19 ส�ำหรับ degree of adsorption มีค่า GSD เท่ากับ 1.01 และ 

%GCV เท่ากับ 0.83 ซึ่งผลการทดสอบมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่า 10 (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความคงทนของวิธี  

ผู้ทดสอบ ครั้งที่
Adsorbed 

antigen (Lf/ml)
Lower 
limit

Upper 
limit

Non-adsorbed 
antigen (Lf/ml)

Degree of 
adsorption (%)

รายที่ 1 1 27.36 22.93 32.6 1.94 92.91

1 29.60 28.12 31.26 2.38 91.95

2 30.17 28.75 31.67 2.27 92.48

3 29.62 28.29 31.01 2.31 92.20

4 28.01 25.07 31.27 1.93 93.32

5 27.36 22.93 32.6 2.02 92.91

รายที่ 2 1 27.23 25.38 29.23 2.56 91.06

2 30.5 28.57 32.55 1.94 92.91

3 28.64 22.96 35.33 1.87 93.32

WGO-Mean 29.45 28.77 30.15 GO-Mean 92.53

WGSD 1.01 GSD 1.01

%GCV 1.19 %GCV 0.83

WGO-Mean: weighted geometric mean	 WGO-SD: weighted geometric standard deviation 
%GCV: percent geometric coefficient of variation 	 GO-Mean: geometric mean 
GSD: geometric standard deviation 	

วันที่ ครั้งที่
Adsorbed 

antigen (Lf/ml)
Lower
limit

Upper
limit

Non-adsorbed 
antigen (Lf/ml)

Degree of 
adsorption (%)

1 1 29.60 28.12 31.26 2.38 91.95

2 30.17 28.75 31.67 2.27 92.48

3 29.62 28.29 31.01 2.31 92.20

   2 1 28.01 25.07 31.27 1.87 93.32

   3 1 27.36 22.93 32.6 1.94 92.91

WGO-Mean 29.63 28.84 30.44 GO-Mean 92.58

WGSD 1.014 GSD 1.01

%GCV 1.38 %GCV 0.59

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเที่ยงโดยการวิเคราะห์ซ�้ำต่างวัน

WGO-Mean: weighted geometric mean	 WGO-SD: weighted geometric standard deviation 
%GCV: percent geometric coefficient of variation 	 GO-Mean: geometric mean 
GSD: geometric standard deviation 
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การทดสอบความเหมาะสมของระบบ และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง

เมื่อพิจารณาค่า OD ของตัวอยา่งวัคซีนและวัคซีนมาตรฐาน พบวา่แปรผันตามระดับการเจือจาง และเป็น 

คู่ขนานกับผลการทดสอบวัคซีนมาตรฐาน ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนด ดังแสดงในภาพที่ 1 

การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี

	 การทดสอบด้วยวัคซีนป้องกันโรคบาดทะยักมาตรฐานเทียบกับวัคซีนรวมป้องกันโรคคอตีบ บาดทะยัก 

และไอกรน ไม่พบว่าเทคนิค ELISA นี้ตรวจจับแอนติเจนวัคซีนป้องกันบาดทะยักที่เป็นองค์ประกอบหนึ่งของวัคซีน

รวมได้ ดังแสดงในภาพที่ 2 โดยค่า OD ที่อ่านได้ไม่แตกต่างจาก blank (p = 0.082)
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วิจารณ์

ผลจากการทดสอบความเที่ยงของการทดสอบพบว่าค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของการทดสอบทั้งหมด 

ไม่ว่าจะเป็นการทดสอบในวันเดียวกัน ต่างวัน โดยนักวิเคราะห์คนเดียว หรือ 2 คน ให้ค่าต�่ำกว่าร้อยละ 2 จากการ

ทดสอบความจ�ำเพาะของวิธีไม่พบการตรวจจับแอนติเจนวัคซีนป้องกันบาดทะยัก และค่า OD ของผลการทดสอบไม่มี

ความแตกต่างจากตัวควบคุม (blank) แสดงให้เห็นว่าการทดสอบนี้มีความจ�ำเพาะ แม้ว่า antibody ที่ใช้จะเป็น 

polyclonal antibody เท่านั้น  ส�ำหรับความเป็นเส้นตรง หรือ linearity  เป็นคุณสมบัติที่ส�ำคัญของการวิเคราะห์

ด้วยสมการเส้นตรง หรือ parallel line(3) ดังนั้นทุกผลการทดสอบที่สามารถค�ำนวณค่าได้จึงต้องผ่านคุณสมบัตินี้  

ซึ่งผลการทดสอบทุกครั้งและทุกค่าแสดงถึงความเป็นเส้นตรง ค่าดูดกลืนแสงลดลงตามระดับการเจือจางของตัวอย่าง 

และผลการทดสอบเป็นไปในลกัษณะคูข่นานกบัวคัซนีมาตรฐาน ผลการทดสอบทีไ่ด้สอดคล้องกบัข้อก�ำหนดสากลทีร่ะบุ

ให้วัคซีนรวมมีปริมาณ Diphtheria antigen 6.7-25 Lf/ dose (0.5 ml)(8) จากการศึกษาวิธีการหาปริมาณ Diph-

theria antigen ในวัคซีนรวมป้องกันโรคคอตีบ บาดทะยัก และไอกรน โดยเทคนิค ELISA สามารถชี้ให้เห็นว่าวิธีนี้

มคีวามเทีย่ง ความคงทน ความจ�ำเพาะ และความเป็นเส้นตรงของวธิ ีสอดคล้องกบัทีร่ะบใุนแนวทางขององค์การอนามยั

โลก(5, 8, 9) เหมาะสมท่ีจะน�ำมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานในห้องปฏิบตักิารเพือ่การเฝ้าระวงัคุณภาพการผลติของวคัซนีในแต่ละ

รุ่นได้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Laura C. และคณะ(10) วิธีนี้สามารถลดระยะเวลาการวิเคราะห์ ลดความถี ่

ในการตรวจสอบความแรงในสัตว์ทดลองสอดคล้องตามหลักจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลอง นอกจากนี้จะสามารถลด 

ค่าใช้จ่ายได้

สรุป

วธิกีารตรวจวิเคราะห์ปรมิาณแอนตเิจน diphtheria โดยเทคนคิ ELISA เป็นวธิทีีม่คีวามจ�ำเพาะสงู มีความ

เที่ยง แม่นย�ำ มีความคงทน เชื่อถือได้ ให้ผลรวดเร็ว เหมาะสมต่อการน�ำไปใช้เป็นงานประจ�ำเพื่อการเฝ้าระวังการผลิต

ของวัคซีนป้องกันโรคคอตีบในแต่ละรุ่นการผลิต และเพื่อลดความถี่การตรวจสอบความแรง เป็นการลดปริมาณการใช้

สัตว์ทดลอง และสามารถใช้ควบคุมคุณภาพวัคซีนให้มีมาตรฐานตามที่ได้ขึ้นทะเบียนไว้ 

Lo
g 

O
pt

ic
al

 D
en

si
ty

 (
O

D
 4

50
 n

m
.)

Log dilution

ภาพที่ 2  การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี (Specificity)



Method Verification for Determination of Diphtheria Antigen	 Sakalin Trisiriwanich et al.

84 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 62 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2563

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ ดร. สุภาพร ภูมิอมร ผู้อ�ำนวยการสถาบันชีววัตถุ และ นางวิชชุดา จริยะพันธุ์ ผู้ทรงคุณวุฒ ิ

ด้านวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตร์การแพทย์ (ชีววิทยา) ที่กรุณาให้ค�ำปรึกษา ค�ำแนะน�ำและสนับสนุน จนท�ำให้ผลงาน

วิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วงไปด้วยดี

เอกสารอ้างอิง 

	1.	Diphtheria. In: Centers for Disease Control and Prevention Epidemiology and prevention of 

vaccine-preventable diseases. 13th ed. [online]. 2015; [cited 2015 Sep 15]; [12 screens]. Available 

from: URL: http://www.cdc.gov/vaccines/pubs/pinkbook/downloads/dip.pdf.

	2.	ส�ำนักงานสารนิเทศและประชาสัมพันธ์ กระทรวงสาธารณสุข. สธ. ชี้ผู้ใหญ่วัย 20-50 ปี เสี่ยงป่วย “โรคคอตีบ” 

รณรงค์ฉีดวัคซีนป้องกันฟรี เฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระเทพฯ. ข่าวเพื่อสื่อมวลชน. [ออนไลน์]. 15 ม.ค. 2558; 

[สืบค้น 3 พ.ค. 2561]; [1 หน้า]. เข้าถึงได้จาก: URL: http://dcd.ddc.moph.go.th/uploads/pdf/ข่าวสาร

นิเทศ%20dT%2015-01-58.pdf.

	3.	สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์. การควบคุมก�ำกับคุณภาพวัคซีนโดยการรับรองรุ่นการผลิต (lot  

release) ของประเทศไทย. กรุงเทพฯ: บริษัท Full Forse จ�ำกัด; 2557.

	4.	Gupta RK, Siber GR. Use of in vitro Vero cell assay and ELISA in the United States potency 

test of vaccines containing adsorbed diphtheria and tetanus toxoids. Dev Biol Stand 1996; 86: 

207-15.

	5.	Chapter II: testing for diphtheria vaccines. In: World Health Organization. Manual for  

quality control of diphtheria, tetanus and pertussis vaccines, WHO/IVB/11.11. Geneva,  

Switzerland: Department of Immunization, Vaccines and Biologicals; 2013. p. 30-51.

	6.	World Health Organization. International collaborative study to assess the suitability of the 

candidate 7th WHO International Standard for rabies vaccine, WHO/BS/2018.2335. [online]. 

2018;  [cited 20 Jun 19]; [40 screens]. Available from: URL: https://www.who.int/biologicals/

BS.2018.2335_7th_IS_Rabies_Vaccine.pdf.

	7.	Niroumand H, Zain MFM, Jamil MA. Statistical methods for comparison of data sets of  

construction methods and building evaluation. Procedia Soc Behav Sci 2013; 89: 218-21.

	8.	World Health Organization. Observed rate of vaccine reactions diphtheria, pertussis, tetanus 

vaccines. [online] 2014; [cited 4 Sep 15]; [10 screens]. Available from: URL: http://www.who.

int/vaccine_safety/initiative/tools/DTP_vaccine_rates_information_sheet.pdf.

	9.	World Health Organization. Immunological basis for immunization/Module 2: diphtheria, 

WHO/EPI/GEN/93.12. Geneva, Switzerland: Department of Vaccines and Biologicals; 2001.

10.	Coombes L, Stickings P, Tierney R, Rigsby P, Sesardic D. Development and use of a novel in 

vitro assay for testing of diphtheria toxoid in combination vaccine. J Immunol Methods 2009; 

350(1-2): 142-9.

Antigen



การทวนสอบวิธีตรวจปริมาณแอนติเจนของ Diphtheria	 สกาลิน ไตรศิริวาณิชย์ และคณะ

85วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 62 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2563

Sakalin Trisiriwanich  and Ubonwan Chaiarayalert
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi, 11000, 

Thailand.

Method Verification for Determination of 

Diphtheria Antigen in Diphtheria Vaccine 

ABSTRACT  This study was aimed to verify an Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) used to 
determine an amount of diphtheria antigen (adsorbed antigen) and degree of adsorption in diphtheria 
vaccine. The results revealed that standard deviations (SD) and percentages of coefficient of variation  
(% CV) for adsorbed antigen and degree of adsorption in intra-assay precision were 1.01, 1.44 and 1.00, 
0.29, respectively, while those of inter-assay precision were 1.01, 1.38 and 1.01, 0.59, respectively.  
For robustness analysis, values of SD and %CV for adsorbed antigen and degree of adsorption were 1.01, 
1.19 and 1.01, 0.83, respectively, as determined by each analyst. In addition, no cross reaction to standard 
tetanus vaccine was shown, indicating that the method is specific to combined DTP vaccine. Our study 
could suggest that ELISA is appropriate to use as an alternative method to monitor consistency of  
diphtheria vaccine production.    
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