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บทคัดย่อ วัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ที่ผลิตในประเทศมี Filamentous Hemagglutinin (FHA) เป็นสารส�ำคัญชนิดหนึ่ง 

ซึ่งต้องมีการควบคุมความแรงให้ได้มาตรฐาน การศึกษานี้จึงท�ำการพัฒนางานตรวจวิเคราะห์เพื่อควบคุมคุณภาพวัคซีนในห้อง

ปฏิบัติการ ซึ่งได้ด�ำเนินการศึกษาความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดีต่อ Filamentous Haemagglutinin ในซีรัม

หนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์โดย ELISA ผลการศึกษา พบว่าวิธีมีความจ�ำเพาะและมีความเป็นเส้นตรงในช่วง 

ความเข้มข้นของ anti-FHA ระหว่าง 1.95–4,000 mIU/ml มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.99 ขีดจ�ำกัดการวัด 

เชิงปริมาณเท่ากับ 3.91 และ 4,000 mIU/ml ช่วงค่าพิสัยอยู่ระหว่าง 15.62–1,000 mlU/ml ความแม่นมีค่า 

ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์อยู่ระหว่าง -1.34–1.69% ความเที่ยงมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนอยู่ระหว่าง 2.23–20.00% 

และความทนของวิธีมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนอยู่ระหว่าง 12.21–19.68% ผลแสดงให้เห็นว่าวิธีมีความถูกต้องเหมาะสม 

สามารถใช้ตรวจความแรงต่อ FHA ของวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ได้

ค�ำส�ำคัญ: วัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์, ความแรง, anti-FHA, ELISA
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บทนำ�

โรคไอกรน (Pertussis) เป็นโรคติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจส่วนบน ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย  

Bordetella pertussis ผู้ป่วยจะมีอาการไอที่เป็นเอกลักษณ์ เป็นเสียงที่เกิดจากการหายใจล�ำบากตามหลังอาการไอ 

ที่เรียกว่า Whooping cough โรคไอกรนติดต่อกันได้ง่าย โดยเชื้อจะกระจายอยู่ในละอองของเสมหะ น�้ำมูก น�้ำลาย 

ของผู้ป่วย และจะตดิต่อกนัเม่ือละอองเช้ือเข้าสูร่ะบบทางเดนิหายใจ ส่วนใหญ่ตดิเชือ้มาจากผูใ้หญ่ในครอบครวัซึง่มกีาร

ติดเชือ้แต่ไม่มอีาการ (carrier) หรอืมีอาการไม่มาก โรคไอกรนเป็นได้กับทารกตัง้แต่เดอืนแรก(1) เดก็ทารกอายนุ้อยกว่า 

6 เดือนที่มีภาวะแทรกซ้อน เกิดปอดอักเสบจากการติดเชื้อจะมีอาการรุนแรงและอัตราการเสียชีวิตสูง(2) ปัจจุบันแม้ว่า

มีวัคซีนส�ำหรับป้องกันโรคไอกรนแต่ยังไม่สามารถก�ำจัดให้หมดไปได้(3)

วัคซีนป้องกันโรคไอกรนมี 2 ชนิด คือ วัคซีนไอกรนชนิดที่ท�ำจากแบคทีเรียทั้งเซลล์ (whole cell: wP) และ

ชนิดไร้เซลล์ (acellular: aP) ซึ่งผสมอยู่กับวัคซีนรวมคอตีบ-บาดทะยัก เป็นวัคซีน DTwP หรือ DTaP วัคซีนทั้ง 

2 ชนิดนี้มีประสิทธิภาพไม่ต่างกัน โดย DTwP เป็นวัคซีนที่ใช้ในแผนงานสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคของประเทศไทย

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2520 แต่ DTwP นั้น จะท�ำให้เกิดอาการข้างเคียงมากกว่า DTaP โดยเด็กที่ได้รับวัคซีน DTwP  

อาจจะมไีข้สูง มอีาการชกั กรดีร้องนาน หรอืมีภาวะตัวอ่อนและไม่ตอบสนอง (hypotonic hyporesponsive episode) 

ซึ่งเกิดขึ้นภายใน 48 ชั่วโมง หลังได้รับวัคซีน wP ซึ่งวัคซีน aP ไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาที่ไม่พึงประสงค์ดังกล่าว(4) วัคซีน 

aP เป็นวัคซีนที่ผลิตจากสารสกัดเฉพาะบางส่วนของตัวเช้ือไอกรนที่สามารถกระตุ้นให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้มกันโรค 

โดยส่วนประกอบของเชื้อไอกรนที่น�ำมาผลิตวัคซีน ได้แก่ Pertussis toxin (PT), Filamentous hemagglutinin 

(FHA), Pertactin (PRN) และ Fimbrial agglutinogen (FIM) โดยวัคซีนที่ผลิตมาจากแต่ละบริษัท 

จะมีส่วนประกอบของเชื้อไอกรนแตกต่างกันได้ต้ังแต่ 2 ถึง 4 ส่วนประกอบ ทั้งนี้วัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์จะมี PT 

และ FHA เป็นส่วนประกอบหลัก FHA เป็นโมเลกุลใหญ่ขนาด 367-kDa มีโครงสร้างเป็นรูป hairpin-shaped  

เมือ่เชือ้ไอกรนเข้าสูร่ะบบทางเดนิหายใจส่วนบน FHA จะท�ำหน้าทีเ่กาะกบั ciliated respiratory epithelium ท�ำให้

ตัวเชือ้อยู่ในระบบทางเดินหายใจได้ แล้วปล่อย PT ซ่ึงเป็น exotoxin ทีม่ฤีทธิท์างชีวภาพกระตุน้ lymphocytosis และ 

pancreatic islet cell activity รวมทั้งเหนี่ยวน�ำท�ำให้ร่างกายไวต่อฮีสตามีน(2)

การผลิตวัคซีน aP ของแต่ละบริษัทจะมีความแตกต่างกัน ได้แก่ ความหลากหลายของสายพันธุ์ 

ตัวเชื้อไอกรน วิธีที่ใช้ในการผลิต วิธีที่ใช้สกัดส่วนประกอบของเชื้อ วิธีการท�ำให้ PT หมดพิษ (detoxified) กลายเป็น  

Pertussis toxoid (PTxd) รวมท้ังปรมิาณ PT และ FHA ทีใ่ช้เข้าสตูรผสมเป็นวคัซนี จงึท�ำให้วคัซนีมข้ีอก�ำหนดเฉพาะ 

(product-specific) ของแต่ละชนิด (brand) ต่างกัน(2) วัคซีนเหล่านี้ต้องได้รับการตรวจสอบคุณภาพ ประสิทธิภาพ 

ประกอบการขึ้นทะเบียนยา และก่อนการจ�ำหน่ายแต่ละรุ่น(5) ปัจจุบันวัคซีน aP ที่ผลิตในประเทศเป็นวัคซีน aP แบบ  

รีคอมบิแนนท์ ซึ่งเป็นวัคซีนตัวแรกที่ได้พัฒนาขึ้นโดยนักวิจัยไทย ได้รับการจดสิทธิบัตรในหลายประเทศ(6) ใช้วิธีทาง

พันธุวิศวกรรมเพื่อท�ำให้ความเป็นพิษของโปรตีนแอนติเจนหมดไป ซึ่งให้ผลดีกว่า ปลอดภัยกว่า และมีประสิทธิภาพ

มากกว่าการใช้สารเคมี(7)

การตรวจสอบคุณภาพวัคซีน aP ด้านความแรง เป็นการวัดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (Immunological 

activity) ซึ่งมี 2 วิธี คือ mouse immunogenicity test (MIT) และ modified mouse intracerebral  

challenge assay (MICA) โดยวิธี MIT เป็นวิธีการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีในซีรัมของหนูถีบจักรที่กระตุ้นด้วย

วัคซีน aP โดยใช้ ELISA(8,9) เป็นวิธีท่ีใช้วัดระดับภูมิคุ้มกันที่ไม่ต้องใช้ตัวเช้ือไอกรนฉีดเข้าสมองหนูถีบจักรซึ่งจะ

ท�ำให้สัตว์ทดลองมีความเจ็บปวดทรมานมากเหมือนการทดสอบด้วยวิธี MICA แต่อย่างไรก็ตามก่อนที่จะน�ำวิธีการ

ทดสอบมาใช้งาน หน่วยงานผู้ควบคุมคุณภาพภาครัฐ คือ สถาบันชีววัตถุ ต้องท�ำการศึกษาความถูกต้องของวิธีก่อน 

เนื่องจากความจ�ำเพาะของวคัซนี (Product-specific vaccine) ต่อการทดสอบ การตอบสนองทางภูมคิุ้มกนัของสัตว์

ทดลองทีใ่ช้และความแตกต่างในรายละเอยีดขัน้ตอนวธิขีองแต่ละห้องปฏบิตักิาร(6) ดงันัน้คณะผูว้จิยัจงึได้พฒันาวธิกีาร 
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ตรวจสอบคณุภาพวัคซีน aP โดยท�ำการศกึษาความถูกต้องของวธิวีเิคราะห์ปรมิาณแอนตบิอดต่ีอ FHA ในซรีมัหนถีูบจกัร 

ที่ฉีดวัคซีน aP โดย ELISA แบบ Indirect เพื่อใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพด้านความแรงของวัคซีน 

aP ของประเทศ ซึ่งมีหลักการการทดสอบที่ใช้เพลทที่มี FHA แอนติเจนของวัคซีน aP เคลือบอยู่ที่ก้นหลุม แล้วใส่ 

ตวัอย่างซีรมัลงไปในหลุม บ่มในอณุหภูมิท่ี 37 oC แอนตบิอดใีนซีรมัจะจบักับแอนตเิจนอย่างจ�ำเพาะ และเมือ่เตมิเอนไซม์ 

HRP congugated ลงไปจับกับแอนติบอดีแอนติเจนคอมเพลกซ์ แล้วเติม substrate จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ HRP 

เกิดสารสีน�้ำเงิน จากนั้นเติมสารเพื่อหยุดปฏิกิริยา สารสีน�้ำเงินเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ซึ่งความเข้มของสีจะแปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของแอนติบอดีในตัวอย่าง

วัสดุและวิธีการ 

สารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน: WHO Reference Reagent Bordetella pertussis anti-serum (mouse) 1RR (Code: 

97/642, NIBSC, UK) ที่มี anti-FHA antibody (WHO Ref. 97/642), In-house FHA standard in 40% 

glycerol สารมาตรฐานจากผู้ผลิตที่ได้สอบเทียบกับ international reference standard FHA (Code: 90/520, 

NIBSC, UK) และวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ (acellular pertussis vaccine)

สารเคมี

สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบเป็นชนิด Analytical Reagent grade (AR grade) ได้แก่ Sodium chloride 

(Merck, Germany), Potassium chloride (Sigma-Aldrich, USA), Sodium hydrogen phosphate 

(Merck, Germany), Potassium hydrogen phosphate (Merck, Germany), Sodium carbonate (Merck, 

Germany), Sodium hydrogen carbonate (Sigma-Aldrich, USA), Tween 20 (Merck, Germany), 

Hydrochloric acid 37% (Merck, Germany), Bovine Serum Albumin (BSA)(Sigma-Aldrich, USA), 

Rabbit anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate (Abcam, England), TMB Microwell Peroxidase 

Substrate (KPL, USA)

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่อง Microplate reader infinite F200 Pro (Tecan สวิตเซอร์แลนด์) เครื่อง Microplate wash: 

ImmunoWashTM 1575 (BIO-RAD สหรฐัอเมรกิา) ตู้อบควบคมุอณุหภมู ิ37 oC (memmert สหพนัธ์สาธารณรัฐ

เยอรมนี)

ตัวอย่าง

ซีรัมหนูถีบจักรที่ได้รับการฉีดการกระตุ้นด้วยวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์

การเตรียมตัวอย่าง

การเตรียมวัคซีนส�ำหรับฉีดสัตว์ทดลอง: ท�ำการเตรียมวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ (acellular pertussis 

vaccine, code No. FB-PE25001) โดยเตรียมวัคซีน 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 เป็นวัคซีนไม่เจือจาง (undiluted) 

กลุ่มที่ 2 เป็นวัคซีนเจือจางด้วย Phosphate Buffer Saline (PBS) ได้เป็นวัคซีนความเจือจาง 1/6.25 และกลุ่มที่ 3 

เป็นวัคซีนความเจือจางด้วย PBS ได้เป็นวัคซีนความเจือจาง 1/15.625
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การกระตุ้นภูมิคุ้มกันและการเตรียมซีรัมจากสัตว์ทดลอง:  ท�ำการฉีดวัคซีนหนูถีบจักรกลุ่มละ 16 ตัว จ�ำนวน 

3 กลุ่ม โดยกลุ่มที ่1 ฉดีวัคซนีท่ีไม่เจอืจาง (undiluted) กลุม่ที ่2 ฉดีวคัซนีความเจอืจาง 1/6.25 และกลุม่ที ่3 ฉดีวคัซีน

ความเจอืจาง 1/15.625 และฉดีหนดู้วย PBS จ�ำนวน 10 ตวั เป็นกลุม่ควบคมุ โดยฉดีเข้าช่องท้อง (Intraperitoneal) 

ตัวละ 0.5 ml หลังจากนั้น 35 วัน ท�ำการสลบหนูด้วยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ก่อนเจาะเลือด น�ำเลือดแต่ละตัวแยกใส่

ในหลอด ปั่นแยกซีรัมด้วยเครื่องปั่นความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดซีรัมของแต่ละหลอดมารวมกัน 

(Pooled serum) ในแต่ละกลุ่มแล้วเก็บที่อุณหภูมิต�่ำกว่า -20 oC

การเจอืจางซีรมัหนูถบีจักร:  เจือจางซีรมัหนดู้วย diluent Buffer 0.3% (w/v) BSA ใน PBST  โดยกลุม่ที ่1 

เป็นซีรัมหนูที่ฉีดวัคซีน undiluted เป็นกลุ่มที่มีระดับ anti-FHA สูง (High titer group) เจือจาง 1,000, 2,000, 

4,000 และ 8,000 เท่า กลุ่มที่ 2 เป็นซีรัมหนูที่ฉีดวัคซีนความเจือจาง 1/6.25 เป็นกลุ่มที่มีระดับ anti-FHA ปานกลาง 

(Medium titer group) เจือจาง 400, 800, 16,000 และ 3,200 เท่า กลุ่มที่ 3 เป็นซีรัมหนูที่ฉีดวัคซีนความเจือจาง 

1/15.625 เป็นกลุ่มที่มีระดับ anti-FHA ต�่ำ (Low titer group) เจือจาง 150, 300, 600 และ 1,200 เท่า ส่วนกลุ่ม

ควบคุม (Normal mouse serum) เจือจาง 50 เท่า

สัตว์ทดลอง

หนูถีบจักรสายพันธุ์ ICR อายุ 5 สัปดาห์ หรือน�้ำหนัก 25–30 กรัม จ�ำนวน 46 ตัว จ�ำนวน 1 กลุ่ม จาก 

ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม (โครงการได้รับการอนุมัติใช้สัตว์ทดลองเพื่องานวิจัย

โดยคณะกรรมการดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์ทดลอง กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขโครงการ 59-033)

การตรวจวิเคราะห์

ท�ำการวิเคราะห์โดยเทคนิค ELISA แบบ Indirect โดยใช้เพลทที่มี FHA แอนติเจนของวัคซีน aP เคลือบ

อยู่ที่ก้นหลุม แล้วใส่ตัวอย่างซีรัมลงไปในหลุม บ่มในอุณหภูมิที่เหมาะสม Anti-FHA ในซีรัมจะจับกับแอนติเจนอย่าง

จ�ำเพาะ และเมื่อเติมเอนไซม์ HRP conjugated ลงไปจับกับแอนติบอดีแอนติเจนคอมเพลกซ์ แล้วเติม substrate 

จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ HRP เกิดสารสีน�้ำเงิน จากนั้นเติม stop solution เพื่อหยุดปฏิกิริยา สารสีน�้ำเงินเปลี่ยนเป็น

สเีหลอืงและน�ำไปวดัค่าการดดูกลนืแสง ซึง่ความเข้มของสจีะแปรผนัโดยตรงกบัความเข้มข้นของแอนติบอดใีนตวัอย่าง 

โดยมีรายละเอียดดังนี้

เคลือบเพลท 96 หลุม (Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plates, Thermo  

Scientific™, USA) ด้วย FHA antigen (In-house FHA standard in 40% glycerol) ที่เจือจางด้วย coating 

buffer ให้มีความเข้มข้น 1.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 oC ข้ามคืน 

ล้างเพลทด้วย PBST โดยใช้เครื่อง Microplate wash: ImmunoWashTM 1575 (BIO-RAD, USA) จากนั้น

เติม blocking buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลุม น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37±2 oC นาน 1 ชั่วโมง ในตู้อบควบคุม

อุณหภูมิ 37 °C (Memmert, Germany) ใส่สารมาตรฐาน anti-FHA (WHO Ref. 97/642) และซีรัมของหนู 

แต่กลุ่มปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC  นาน 60 นาที ล้างเพลทด้วย PBST แล้วเติมสารละลาย 

Rabbit anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate (Abcam, UK) ที่เจือจาง 20,000 เท่า ด้วย diluent Buffer 

(0.3% (w/v) BSA ใน PBST ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC  นาน 60 นาที ล้างเพลทด้วย 

PBST เติมสาร SureBlue ReserveTM; TMB Microwell Peroxidase Substrate (KPL, USA) ทิง้ไว้อุณหภมูห้ิอง 

เป็นระยะเวลา 3 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 N HCl, Hydrochloric acid 37% (Merck, Germany) อ่านค่า 

การดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง TMB Microwell Peroxidase Substrate (KPL, USA) ได้ค่า 

FHA แอนติบอดี โดยโปรแกรมให้เครื่องค�ำนวณค่า FHA แอนติบอดี ของตัวอย่างเทียบค่ากับสารมาตรฐานที่ทราบ 

ค่า FHA แอนติบอดีให้อัตโนมัติ
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การศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(10,11)

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ท�ำการเจอืจาง WHO Ref. 97/642 ทีม่ ีAnti-FHA antibody 

ด้วย diluent buffer จากระดับความเข้มข้น 286,000 mIU/ml เป็น 4,000, 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 

31.25, 15.62, 7.81, 3.90, 1.95 mIU/ml ระดับความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำ ตรวจหาปริมาณด้วยเทคนิค Indirect FHA 

ELISA และวิเคราะห์ข้อมลูโดย software ของเคร่ือง Microplate reader infinite F200 Pro (Tecan, Switzerland) 

ค�ำนวณค่าความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นแอนติบอดีกับค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้ความสมรูป (Equality) 

คือค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (goodness of fit with a coefficient of correlation (r)) ต้องมีค่ามากกว่า 0.95 

และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างค่าความเข้มข้นแอนติบอดีจริงกับค่าความเข้มข้นแอนติบอดีที่วัดได้ โดย 

ใช้ค่าสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ (coefficient of determination (r2)) ต้องมีค่ามากกว่า 0.95

ขีดจ�ำกดัในการวัดเชงิปรมิาณ (Limit of quantitation; LOQ) จากการทดสอบความเป็นเส้นตรง สามารถ

อ่านค่าต�่ำของขีดจ�ำกัดในการวัดเชิงปริมาณ (the lower limit of quantification (LLOQ)) และค่าสูงของขีดจ�ำกัด

ในการวัดเชิงปริมาณ (the upper limit of quantification (ULOQ)) พิจารณาจากความเข้มข้นของแอนติบอดี 

ทีต่�ำ่สุดและทีส่งูสุด ค่าสมัประสิทธิค์วามแปรปรวน (%CV) ไม่เกิน 20% และค่าความคลาดเคลือ่นสมัพัทธ์ (%relative 

error (%RE)) อยูร่ะหว่าง ±20% ของความเข้มข้นแอนตบิอด ีโดย %RE ค�ำนวณได้จาก %RE = 100 × (BC-NC)/NC, 

BC = ความเข้มข้นที่ค�ำนวณได้ และ NC = ความเข้มข้นจริง

พิสัย (Range) จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและขดีจ�ำกดัในการวดัเชิงปรมิาณ สามารถเลอืกพสัิยช่วงที่

เหมาะสมโดยพิจารณาจากความเข้มข้นของแอนติบอดีที่มีค่าอยู่ระหว่าง LLOQ และ ULOQ มีจ�ำนวนค่าความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐานอย่างน้อย 6 ค่า โดยค่า %CV ไม่เกิน 15% และค่า %RE ของความเข้มข้นแอนติบอดีมาตรฐาน 

อยู่ระหว่าง ±15% ของความเข้มข้นแอนติบอดี

การทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity) ทดสอบหาค่า Anti-FHA antibody ในตัวอย่าง

-	 ซีรัมหนูถีบจักรจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยวัคซีนความเข้มข้นต่างๆ ตามการกระตุ้นภูมิคุ้มกันและ 

การเตรียมซีรัมจากสัตว์ทดลองข้างต้น (High titer group, Medium titer group, Low titer group, Normal 

mouse serum) และ Diluent buffer ที่ความเจือจาง 1, 4, 16, 32, 64, 256, 1,024, 4,096 และ 16,384 เท่า

-	 แอนติบอดีมาตรฐาน: WHO Ref. 97/642 ที่มี Anti-FHA ความเจือจาง 64, 256, 1,024, 4,096 

และ 16,384 เท่า

น�ำค่าดดูกลนืแสง (OD) แต่ละความเจอืจางมาประเมนิความสมัพนัธ์ระหว่าง the specific signal to noise 

(S/N) ratio กับ Serum dilution โดยน�ำค่า OD ของ Diluent buffer ที่วัดได้ไปหารกับค่า OD ของตัวอย่างอื่นๆ 

ซึ่ง S/N ratio จะแสดงความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ โดยซีรัมหนูถีบจักร High titer group, 

Medium titer group, Low titer group ที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนควรแสดง antibody response ในระดับสูงกว่า

กลุ่มควบคมุ Normal mouse serum ทีแ่สดง antibody response ในระดบัต�ำ่ และไม่ควรพบ antibody response 

ใน Diluent buffer เนื่องจากไม่ได้ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยวัคซีน

การทดสอบความแม่น (Accuracy) เจือจาง WHO Ref. 97/642 ที่มี anti-FHA ด้วย diluent buffer 

จากระดับความเข้มข้น 286,000 mIU/ml เป็น 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 และ 15.62 mIU/ml ระดับ

ความเข้มข้นละ 2 ซ�้ำ ต่อการทดสอบจ�ำนวน 3 การทดสอบ น�ำผลการทดสอบมาค�ำนวณค่า %RE โดยค่า %RE 

ต้องอยู่ระหว่าง ±20%(11) ของความเข้มข้นแอนติบอดี
การทดสอบความเที่ยง (Precision)
การวิเคราะห์ซ�ำ้ในวันเดยีวกนั (Repeatability) ท�ำการทดสอบค่า Anti-FHA antibody titer ในตวัอย่าง 

ซีรัมหนูถีบจักรตามการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การเตรียมซีรัมจากสัตว์ทดลองและการเจือจางซีรัมหนูถีบจักรข้างต้น คือ 
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High titer group, Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum โดยทดสอบ 
ในวันและเวลาเดียวกันจ�ำนวน 3 การทดสอบ จากนั้นน�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณ %CV ซึ่งจะต้องมีค่าไม่เกิน 20%(11)

การวิเคราะห์ซ�้ำต่างวัน (Intermediated Precision) ท�ำการทดสอบค่า Anti-FHA antibody titer ใน
ตัวอย่างซรีมัหนถูบีจกัรตามการกระตุ้นภมูคิุม้กนั การเตรยีมซรีมัจากสตัว์ทดลองและการเจอืจางซรีมัหนถูบีจกัรข้างต้น 
คือ High titer group, Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum โดยทดสอบ 
ต่างวันและเวลากันอย่างน้อย 3 ครั้ง ครั้งละ 1 การทดสอบ จากนั้นน�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณ %CV ซึ่งจะต้องมีค่า 
ไม่เกิน 20% (11)

การทดสอบความทนของวิธี (Robustness) การทดสอบค่า Anti-FHA antibody titer ในตัวอย่างซีรัม 
ตามการกระตุน้ภมิูคุม้กนั การเตรยีมซรีมัจากสตัว์ทดลองและการเจอืจางซีรัมหนถูบีจกัรข้างต้น คอื High titer group, 
Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum ด้วยผู้วิเคราะห์ 2 คน โดยทดสอบคนละ 
3 การทดสอบ น�ำผลที่ได้จากทั้ง 2 คน มาค�ำนวณ %CV ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับไว้ที่ %CV ไม่เกิน 20%(11)

ผล

การศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงที่ระดับความเข้มข้น 4,000, 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 

15.62, 7.81, 3.90 และ 1.95 mIU/ml ระดบัความเข้มข้นละ 6 ซ�ำ้ ได้ค่าความเข้มข้นของ anti FHA antibody เฉลีย่ของ
แต่ละระดบัความเข้มข้นมคีวามลดหลัน่กนัตามล�ำดบัความเข้มข้นทีใ่ช้ในการทดสอบจาก 3,782.45 ถงึ 2.41 mIU/ml 
ดังแสดงในตารางที่ 1 และพบว่ามีค่า goodness of fit with a coefficient of correlation (r) เฉลี่ยจากกราฟ
แต่ละเส้นได้เท่ากับ 0.99993 ดังแสดงในภาพที่ 1 และมีค่า a coefficient of determination (r2) เท่ากับ 0.9973 
ดังแสดงในภาพที่ 2

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงด้วยเทคนิค Indirect FHA ELISA 

No.

Nominal 

concentra-

tion

Indirect FHA ELISA

Back calculation anti FHA antibody centration

(mIU/ml)
Average

(mIU/ml)
SD %CV %RE

Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6

1 4,000.00 3,715.5 3,539.3 3,800.1 3,849.8 3,885.2 3,904.8 3,782.45 137.10 3.62 -5.44

2 2,000.00 2,183.4 2,214.4 2,116.1 2,067.4 2,077.4 2,057 2,119.28 65.56 3.09 5.96

3 1,000.00 976.66 987.05 991.03 1004 987.96 1,002 991.45 10.19 1.03 -0.86

4 500.00 484.19 482.72 489.46 490.12 496.16 489.61 488.71 4.80 0.98 -2.26

5 250.00 257.18 252.5 250.93 247.58 250.12 250.92 251.54 3.20 1.27 0.62

6 125.00 126.79 129.54 126.83 130.38 126.54 127.8 127.98 1.61 1.26 2.38

7 62.50 63.321 64.199 65.114 62.957 63.302 62.483 63.56 0.95 1.49 1.70

8 31.25 29.782 29.385 29.817 29.718 30.04 29.987 29.79 0.23 0.78 -4.68

9 15.63 14.936 14.72 14.587 15.208 15.648 15.792 15.15 0.49 3.25 -3.08

10 7.81 7.218 7.0903 7.1835 7.3313 7.631 7.7302 7.36 0.26 3.52 -5.71

11 3.91 3.9943 4.0776 4.2254 3.9511 3.8807 3.8726 4.00 0.13 3.35 2.31

12 1.95 2.6113 2.5523 2.4327 2.4675 2.2154 2.1518 2.41 0.18 7.64 23.34

Rep. = การทดสอบซ�้ำ 
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ภาพที่ 1 	ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Anti-FHA กับค่าการดดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 nm  

	 (Linear Relationship of Indirect FHA ELISA)

ภาพที่ 2	 ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่าง nominal anti-FHA antibody concentration (NC) แกน Y  

	 กับค่า back calculated concentration (BC) แกน X

ค่า the lower limit of quantification (LLOQ) และ the upper limit of quantification (ULOQ) 

พิจารณาจากตารางที่ 1 ได้ค่า LLOQ และค่า ULOQ เท่ากับ 3.91 mIU/ml (%CV = 3.35, %RE = 2.31) และ 

4,000 mIU/ml (%CV = 3.62, %RE = -5.44) ตามล�ำดับ
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จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและขีดจ�ำกัดในการวัดเชิงปริมาณ พบว่าพิสัย (Range) มีช่วงที่เหมาะสม

คือ 15.63 ถึง 1,000 mlU/ml โดยพิจารณาจากความเข้มข้นของแอนติบอดีที่มีค่าอยู่ระหว่าง LLOQ และ ULOQ 

ได้ค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 7 ค่า คือ แอนติบอดีความเข้มข้นที่ 15.63, 31.25, 62.50, 125, 250, 500 และ 

1,000 mlU/ml โดยมี %CV เท่ากับ 3.25, 0.78, 1.49, 1.26, 1.27, 0.98 และ 1.03 ตามล�ำดับ และมีค่า %RE 

เท่ากับ -3.08,-4.68, 1.70, 2.38, 0.62, -2.62 และ -0.86 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 

ผลการศกึษาความจ�ำเพาะ (Specificity) ค่า Anti-PT antibody ซีรมัหนถูบีจกัรทีถ่กูฉีดกระตุน้ด้วยวคัซนี 

กลุ่ม High titer group, Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum เมื่อน�ำค่า 

ดูดกลืนแสง (OD) แต่ละความเจือจางมาประเมินความสัมพันธ์ระหว่าง S/N ratio กับค่า Anti-FHA antibody 

ในแต่ละ Serum dilution พบว่าแสดงความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มตัวอย่างซีรัมหนูถีบจักร High titer group, 

Medium titer group, Low titer group ที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีน มีระดับ antibody response สูงกว่ากลุ่ม

ควบคุม Normal mouse serum อย่างชัดเจน โดยกลุ่มควบคุม Normal mouse serum จะมี antibody response 

ในระดับต�่ำ และไม่พบ antibody response ใน Diluent buffer ดังแสดงในภาพที่ 3 

ภาพที่ 3  แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง S/N ration กับ Anti-FHA antibody ใน Serum dilution

ผลการศึกษาความแม่น (Accuracy) ที่ทดสอบ Anti-FHA ความเข้มข้น 15.63, 31.25, 62.50, 125, 

250, 500 และ 1,000 mlU/ml จ�ำนวน 3 การทดสอบ แสดงค่า %RE ของ Anti-FHA antibody เท่ากับ -0.36, 

0.89, -1.34, 1.69, -0.80, -0.73 และ 0.64 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2) โดยสรุปค่า %RE อยู่ระหว่าง ±20% ของความ

เข้มข้นแอนติบอดี
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ผลการศึกษาความเท่ียง (Precision) การวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability) ที่ทดสอบค่า  

Anti-FHA antibody titer ในตัวอย่างซีรัมกลุ่ม High titer, Medium titer, Low titer และกลุ่มควบคุม  

ในวันและเวลาเดียวกันอย่างน้อยจ�ำนวน 3 การทดสอบ ได้ %CV เท่ากับ 2.30, 9.37, 10.93 และ 12.64 ตามล�ำดับ 

ดงัแสดงในตารางท่ี 3  ส่วนการวเิคราะห์ซ�ำ้ต่างวนั (Intermediated Precision) ทีท่ดสอบค่า Anti-FHA antibody titer 

ในตัวอย่างซีรัมกลุ่ม High titer, Medium titer, Low titer และกลุ่มควบคุม ต่างวันและเวลากันจ�ำนวน 3  

การทดสอบ ได้ %CV 2.36, 20.00, 13.59 และ 15.70 ตามล�ำดับ ดงัแสดงในตารางที ่4  โดยสรปุ %CV มค่ีาไม่เกนิ 20%

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ Repeatability 

ตารางที่ 2  ค่า %RE ในการทดสอบความแม่นของวิธี

Standard Anti-FHA 
IgG antibody (mIU/ml)

Assay 1 Assay 2 Assay 3 Mean SD %CV %RE

15.63 15.67 15.39 15.66 15.57 0.16 1.00 -0.36
31.25 31.45 31.76 31.38 31.53 0.20 0.63 0.89
62.50 61.04 62.58 61.37 61.66 0.81 1.31 -1.34
125.00 129.01 123.66 128.66 127.11 2.99 2.35 1.69
250.00 243.97 254.17 245.85 248.00 5.43 2.19 -0.80
500.00 505.92 500.11 504.92 503.65 3.11 0.62 0.73
1000.00 998.60 1017.10 1003.60 1006.43 9.57 0.95 0.64

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Repeatability)

Sample name
Sample 
Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average
(IU/ml)

SD %CV
Assay 1 Assay 2 Assay 3

High titer mice sera

1,000X 375.79 345.52 333.15 351.49

2,000X 398.48 414.73 393.29 402.17

4,000X 414.72 459.12 467.99 447.28

8,000X 474.63 520.44 492.98 496.02

Mean 415.90 434.95 421.85 424.24 9.74 2.30

Medium titer mice sera

400X 111.28 118.07 121.22 116.86

800X 121.41 136.55 147.94 135.30

1,600X 130.96 165.63 155.99 150.86

3,200X 140.09 178.73 166.27 161.70

Mean 125.94 149.75 147.85 141.18 13.23 9.37

Low titer mice sera

150X 16.98 18.53 20.38 18.63

300X 19.45 23.55 25.32 22.77

600X 22.15 26.85 26.50 25.17

1,200X 26.16 30.79 32.89 29.95

Mean 21.18 24.93 26.27 24.13 2.64 10.93

Normal mice sera 50X 0.68 1.08a 0.81 0.74 0.09 12.64
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ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ Intermediated Precision

ผลการศึกษาความทนของวิธี (Robustness) จากผู้วิเคราะห์ 2 คน ได้ค่า Anti-FHA antibody titer 

ในตัวอย่างซีรัมกลุ่ม High titer, Medium titer, Low titer และกลุ่มควบคุม คนละ 3 การทดสอบ ได้ค่า %CV 

เท่ากับ 12.21, 19.68, 18.27 และ 17.82 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 5 โดยสรุป %CV มีค่าไม่เกิน 20%

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบ Robustness

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Intermediated Precision)

Sample name
Sample 
Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average
(IU/ml)

SD %CV
Day 1 Day 2 Day 3

High titer mice sera

1,000X 322.25 411.25 375.79 369.76

2,000X 401.82 441.00 398.48 413.77

4,000X 446.64 451.22 414.72 437.53

8,000X 482.53 423.19 474.63 460.12

Mean 413.31 431.67 415.90 420.29 9.93 2.36

Medium titer mice sera

400X 116.40 88.55 111.28 105.41

800X 137.50 93.71 121.41 117.54

1,600X 153.96 97.23 130.96 127.38

3,200X 160.90 92.15 140.09 131.04

Mean 139.49 92.91 125.94 119.45 23.96 20.00

Low titer mice sera

150X 15.46 16.23 16.98 16.22

300X 22.14 17.69 19.45 19.76

600X 24.02 17.42 22.15 21.19

1,200X 26.22 16.28 26.16 22.89

Mean 21.96 16.91 21.18 20.02 2.72 13.59

Normal mice sera 50X 0.85 1.18a 0.68 0.76 0.12 15.70

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Robustness)

Sample name
Sample 

Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average

(IU/ml)
SD %CV

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6

High titer mice sera

1,000X 322.25 411.25 375.79 322.48 299.20 298.31 338.21

2,000X 401.82 441.00 398.48 371.84 328.31 315.48 376.15

4,000X 446.64 451.22 414.72 417.26 340.63 329.48 399.99

8,000X 482.53 423.19 474.63 456.32 347.87 347.66 422.03

Mean 413.31 431.67 415.90 391.97 329.00 322.73 384.10 46.89 12.21
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วิจารณ์

จากผลการศึกษาความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดีต่อ FHA ในซีรัมหนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีน aP 

โดย ELISA ทุกพารามิเตอร์มีผลเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนดของแต่ละพารามิเตอร์ แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ 

ทีท่�ำการศึกษามีความถกูต้อง มีความแม่นย�ำ มีความจ�ำเพาะเจาะจง สอดคล้องกบัการศกึษาของผู้ผลติวคัซนี aP ภายใน

ประเทศ ถึงแม้ว่าผู้วิจัยใช้วัคซีนกระตุ้นระดับภูมิคุ้มกันในหนูถีบจักรจ�ำนวนสามความเจือจาง (1/1, 1/6.25 และ 

1/15.625) ส่วนผู้ผลิตวัคซีนใช้การกระตุ้นระดับภูมิคุ้มในหนูถีบจักรจ�ำนวน 4 ความเจือจาง (1/1, 1/2.5, 1/6.25 

และ 1/15.625) ผลการทดสอบที่ได้มีความสอดคล้องเป็นไปในแนวทางเดียวกันกับการทดสอบความถูกต้องของวิธี 

จากผู้ผลิต(6), (7) เนื่องจากเป็นวิธีที่จ�ำเพาะต่อผลิตภัณฑ์ มีการใช้สารมาตรฐานชนิดเดียวกัน สายพันธุ์สัตว์ทดลองที่ใช้

เป็นสายพันธุเ์ดยีวกนั เครือ่งมือและอปุกรณ์เหมอืนกนั รวมถงึมปัีจจยัสิง่แวดล้อมของการทดสอบคล้ายกนั ท�ำให้ผลการ

ศึกษาที่ได้ไม่แตกต่างกัน สามารถน�ำไปใช้ทดสอบเพื่อควบคุมคุณภาพวัคซีน aP ได้ ในกรณีการศึกษาความทนของวิธี 

(Robustness) ใช้ผู้วิเคราะห์ 2 คน เนื่องจากข้อจ�ำกัดของปริมาณซีรัมจากหนูถีบจักรที่น�ำมาศึกษาเหลือปริมาณน้อย

ไม่พอทดสอบด้วยผู้วิเคราะห์ 3 คน อย่างไรก็ตามจะศึกษา robustness ในประเด็นอื่น ๆ  เพิ่มเติมต่อไป เช่น อุณหภูมิ

และช่วงระยะเวลาที่ใช้ท�ำปฏิกิริยาการทดสอบที่แตกต่างกัน

การหาระดับแอนตบิอดเีป็นข้ันตอนหนึง่ของการวดัการตอบสนองทางภมูคิุม้กนั (Immunological activity) 

ที่เรียกว่า mouse immunogenicity test (MIT) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีในซีรัมของหนูถีบจักร

ที่กระตุ้นด้วยวัคซีน aP เพ่ือใช้ในการประเมินความแรงของวัคซีน โดยต้องทดสอบเปรียบเทียบระดับแอนติบอด ี

ต่อ FHA ในซีรัมหนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเทียบกับระดับแอนติบอดีต่อ FHA ในซีรัม 

หนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนอ้างอิงจ�ำเพาะหรือวัคซีนควบคุม (a product-specific reference or control vaccine)(8) 

การศกึษาความถกูต้องของวิธกีารวัดปรมิาณแอนตบิอดต่ีอ FHA ในซรีมัหนถีูบจกัรทีฉ่ดีวคัซนี aP ด้วย ELI-

SA นี ้เมือ่น�ำไปทดสอบตัวอย่างวัคซีน Boostagen ทีผู้่ผลติส่งตรวจเพือ่ประกอบการขึน้ทะเบยีนยาและควบคุมคณุภาพ

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Robustness)

Sample name
Sample 

Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average

(IU/ml)
SD %CV

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6

Medium titer mice sera

400X 116.40 88.55 111.28 111.55 81.88 74.46 97.35

800X 137.50 93.71 121.41 126.35 91.35 82.13 108.74

1,600X 153.96 97.23 130.96 134.74 114.52 89.23 120.11

3,200X 160.90 92.15 140.09 137.33 151.86 81.22 127.26

Mean 139.49 92.91 125.94 127.49 109.90 81.76 112.92 22.22 19.68

Low titer mice sera

150X 15.46 16.23 16.98 17.48 14.63 13.15 15.65

300X 22.14 17.69 19.45 22.13 17.34 14.74 18.92

600X 24.02 17.42 22.15 23.42 17.84 15.55 20.07

1,200X 26.22 16.28 26.16 27.59 18.46 12.55 21.21

Mean 21.96 16.91 21.18 22.66 17.07 14.00 18.96 3.46 18.27

Normal mice sera 50X 0.85 1.18 0.68 1.17 1.45 0.88 1.02 0.18 17.82

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบ Robustness (ต่อ)
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ก่อนจ�ำหน่าย พบว่าความแรง FHA ผ่านเกณฑ์ตามข้อก�ำหนดของผลิตภัณฑ์ ดังแสดงในตารางที่ 6 และวิธีการทดสอบ

ยงัสามารถน�ำไปใช้เป็นแนวทางพฒันาความถกูต้องของวธิวีเิคราะห์ความแรงต่อแอนตเิจนอ่ืนในวคัซนีไอกรนไร้เซลล์ได้ 

รวมถึงสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์หาระดับภูมิคุ้มกันจากวัคซีนชนิดอ่ืนหรือระดับภูมิคุ้มกัน 

จากมนุษย์ที่ได้รับวัคซีนชนิดต่าง ๆ

ตารางที่ 6  ความแรง FHA ในวัคซีน Boostagen

ปี พ.ศ. รุ่นการผลิต
Relative potency of FHA

ข้อก�ำหนดของผลิตภัณฑ์
สถาบันชีววัตถุ ผู้ผลิตวัคซีน

2559 A 0.79 1.39

≥ 0.5
2560

B 0.68 0.90

C 0.80 1.60

2561 D 0.61 1.20

2562 E 0.90 1.10

สรุป

จากการประเมินความถูกต้องของวิธีการวัดปริมาณแอนติบอดีต่อ FHA ในซีรัมหนูถีบจักรท่ีฉีดวัคซีน 

aP ด้วย ELISA ท�ำให้ได้วิธีวิเคราะห์ความแรงวัคซีนที่เป็นการวัดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (Immunological  

activity) ใช้เป็นคู่มือมาตรฐานการปฏิบัติงาน สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดีต่อ FHA ในวัคซีน aP  

ได้ถูกต้องแม่นย�ำ และน�ำไปใช้ทดสอบความแรง (Anti-FHA antibody titer determination) วัคซีน aP ที่ผลิต

ในประเทศตั้งแต่ปี 2559 จนถึงปัจจุบัน

กิติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ที่เป็นผู้สนับสนุนงบประมาณ และขอขอบคุณ 

บริษัท ไบโอเนท เอเชีย จ�ำกัด ที่ให้ค�ำแนะน�ำ การสนับสนุน Antigen-FHA และตัวอย่างวัคซีน ท�ำให้งานวิจัยนี้ส�ำเร็จ

ลุล่วงไปด้วยดี
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Analytical Method Validation of ELISA for 

Quantification of Mouse Antibody Titer 

Against Filamentous Haemagglutinin of 

Acellular Pertussis Vaccine 

Apichai Supasansatorn  Ratchanon Rakcheep  Assjan Amen  Wereyamarst Jaroenkunathum 

and Supaporn Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Abstract Acellular pertussis vaccine produced in Thailand contains filamentous haemagglutinin 

(FHA) whose potency needs to be controlled. This study aims to develop an analytical method to  

quantify a mouse antibody titer against FHA using the ELISA. The method showed a specificity detection 

of anti-FHA antibody titer in the vaccine test group compared with the control group. The linearity in 

concentrations ranged from 1.95 to 4,000 mIU/ml, the coefficient of correlation(r) was greater than 0.99. 

The limit of quantification ranged from 3.91 to 4,000 mIU/ml. The range of anti-FHA titer was between 

15.625 and 1,000 mlU/ml. Its accuracy showed a percentage relative error between -1.34% and 1.69%. 

Its precision varied from 2.23% to 20.00% of variance coefficient (%CV). The %CV of the robustness of 

the assay was 12.21–19.68%. The data demonstrate that the method is reliable and suitable for use as a 

standard method for the potency assay against FHA in acellular pertussis vaccine.
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