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บทคััดย่่อ	 วิิธีีมาตรฐานสำหรัับการหาค่่าความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าในตำรายา กำหนดให้้ใช้้วิิธีีทดสอบในสััตว์์ทดลอง 

โดยวิิธีี mouse neutralizing test แต่่ปััจจุุบัันเหตุุผลทางจริิยธรรมด้้านการใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ได้้มีีแนวทาง 

ลดการใช้้สััตว์์ทดลองตามหลัักการ 3Rs คณะผู้้�วิิจััยจึึงได้้พััฒนาวิิธีีการทดสอบความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าโดยวิิธีี indirect 

ELISA เพื่่�อทดแทนวิิธีีการใช้้สััตว์์ทดลอง ผลการวิิจััยพบว่่าวิิธีีนี้้�มีีความจำเพาะกัับเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามีีความแม่่นโดยมีีค่่า  

%Recovery เท่่ากัับ 93.54 วิิธีีมีีความเป็็นเส้้นตรงเมื่่�อสร้้างกราฟความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่า OD กั บค่่าความเจืือจางตััวอย่่าง 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 1/7,500 ถึึง 1/120,000 เท่่า โดยมีีค่่า R2 ≥ 0.99 ซึ่่ �งทำให้้ช่่วงความแรงของผลิิตภััณฑ์์ที่่�เหมาะสม 

กัับการทดสอบด้้วยวิิธีีนี้้� คืื อ 0.2-0.8 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร วิิธีีมีีความเที่่�ยงจากการทดสอบในวัันเดีียวกันและต่่างวััน 

โดยมีีค่่า %CV เท่่ากัับ 7.65 และ 5.13 ตามลำดัับ การศึึกษาความทนของวิิธีีเมื่่�อเปลี่่�ยนผู้้�วิิเคราะห์์ ชนิ ดของเพลท และ 

ระยะเวลาการทำปฏิิกิิริิยาระหว่่างแอนติิเจนกัับแอนติิบอดีีทั้้�งหมด พบว่่าไม่่มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ แสดงให้้เห็็นว่่า 

วิิธีีการทดสอบความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าโดยวิิธีี indirect ELISA ที่่ �พััฒนาขึ้้�นนี้้�มีีความถููกต้้อง สามารถนำมาใช้ ้

ในการทดสอบความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าในห้้องปฏิิบััติิการ และนำมาใช้้ต่่อยอดในการศึึกษาความสััมพัันธ์์ค่่าความแรง 

จากวิิธีี direct ELISA กัับค่่าความแรงจากวิิธีีมาตรฐานต่่อไปในอนาคต

คำสำคััญ: ค่่าความแรง, เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า, Indirect ELISA
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บทนำ�

ประเทศไทยตั้้�งอยู่่�ในภููมิิศาสตร์์เขตร้้อนจึึงมีีงูู

อาศััยอยู่่�ชุุกชุุม หลายชนิดเป็็นงููที่่�มีีพิิษร้้ายแรงที่่�ทำให้้

เสีียชีีวิิตได้้ ปััจจุุบัันวิิธีีในการรัักษาผู้้�ป่่วยที่่�ถููกงููกััดทำโดย 

การให้้เซรุ่่�มแก้้พิษิงููที่่�ตรงกัับชนิดของงูู และเซรุ่่�มแก้้พิษิงูู 

ต้อ้งมีีประสิิทธิิภาพตามที่่�ระบุุไว้้ในฉลากจึึงจะเช่ื่�อมั่่�นได้้ว่า่ 

สามารถใช้้รัักษาผู้้�ป่่วยได้้ เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเป็็นยาชีีววััตถุุ 

ที่่�ใช้้ในการรัักษาแบบ passive immunity ผลิิตโดย 

การนำพิษิงูไูปฉีดีกระตุ้้�นในสัตัว์ข์นาดใหญ่ ่เช่น่ ม้า้ เป็น็ต้น้  

เพ่ื่�อให้้สร้้างภููมิิคุ้้�มกัันชนิิดอิิมมููโนโกลบููลิินจีี (IgG)  

ที่่�จำเพาะต่่อพิิษงููชนิิดนั้้�นๆ จากนั้้�นเจาะเก็็บเลืือดเพื่่�อนำ

พลาสมาไปตกตะกอนด้้วยเกลืือให้้ได้้อิิมมููโนโกลบููลิิน 

ที่่�มีีความบริิสุุทธิ์์� นำไปกรองและปรัับสููตรให้้ได้้เป็็น 

ผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููป เพื่่�อนำไปใช้้ในการรัักษาผู้้�ป่่วยต่่อไป 

เนื่่�องจากเซรุ่่�มแก้้พิิษงููนั้้�นจััดเป็็นยาชีีววััตถุุ ซึ่่ �งมีี 

แนวทางการควบคุุมคุุณภาพตามองค์์การอนามััยโลก(1)  

ประเทศไทยจึึงมีีกฎหมายกำหนดให้้ผู้้�ผลิิตต้้องมีี 

การรัับรองรุ่่�นการผลิิตก่่อนจำหน่่าย สถาบัันชีีววัตถุุ  

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เป็็นห้้องปฏิิบััติิการกลาง 

ที่่�ได้้รัับมอบอำนาจดัังกล่่าวจากสำนัักงานคณะกรรมการ 

อาหารและยา กำหนดให้้ผู้้�ผลิิตต้้องมีีการนำส่่งตััวอย่่าง

เพื่่�อนำมาทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการ พร้ ้อมส่่งเอกสาร

สรุุปกระบวนการผลิิตเพ่ื่�อพิจิารณาร่่วมกัับผลการทดสอบ

และยืืนยัันคุุณภาพของผลิิตภััณฑ์์ว่่าเป็็นไปตามเกณฑ์์ 

ที่่�กำหนดตามที่่�ได้้ยื่่�นขึ้้�นทะเบีียนไว้้  โดยหนึ่่�งในการทดสอบ 

คุุณภาพที่่�สำคััญ คืือ การทดสอบความแรง (potency)  

ซึ่่�งวิิธีีทดสอบตามคำแนะนำขององค์์การอนามััยโลก 

และตำรายาสากลต่่างๆ(1-3) กำหนดให้้ใช้้วิิธีีวิิเคราะห์์ใน

สัตัว์ท์ดลอง โดยวิธิี ีmouse neutralizing test (MNT)  

เป็็นวิิธีีทดสอบมาตรฐาน

ปััจจุุบันการจััดหาสััตว์์ทดลองทำได้้ยากและ 

มีีราคาแพง รวมถึึงการผลิิตสััตว์์ทดลองต้้องอยู่่�ภายใต้้ 

พระราชบัญญัตัิสิัตัว์เ์พื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์(4) นอกจากนี้้� 

การทดสอบในสััตว์์ทดลองมีีความแปรปรวนของผลการ

ทดสอบ นั กวิิจััยได้้พยายามคิิดค้้นวิิธีีการทดสอบแทน 

วิิธีีการใช้้สััตว์์ทดลองตามหลัักการ 3Rs (reduction,  

replacement and refinement) โดยหนึ่่�งในวิิธีีที่่�นิิยม 

ใช้้อย่่างแพร่่หลาย คืือ วิิธีี enzyme linked immuno- 

sorbent assay (ELISA) โดยอาศััยหลัักการจัับกััน

อย่่างจำเพาะระหว่่างแอนติิเจนและแอนติิบอดีี วิิธีีนี้้� 

มีีการพััฒนามานาน จนเป็็นที่่�ยอมรัับว่่าเป็็นวิิธีีมาตรฐาน 

ทางชีวีเคมีแีละเป็็นวิธิีทีี่่�นักัวิจิัยัหลายรายเลืือกใช้้ เพื่่�อเป็น็ 

วิิธีีทดแทนการทดสอบหาความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู 

ในสััตว์์ทดลอง(5-7) อย่่างไรก็็ตาม เนื่่�องจากเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู 

มีีความจำเพาะต่่อชนิิดของงููตามภููมิิศาสตร์์ ดั ังนั้้�น

แต่่ละประเทศจึึงมีีปััญหางููพิิษที่่�แตกต่่างกััน ผลการวิิจััย 

ในพื้้�นที่่�หนึ่่�งอาจไม่่สามารถนำมาใช้้ในอีีกพื้้�นที่่�หนึ่่�งได้้ 

คณะผู้้�วิิจััยจึึงเริ่่�มพััฒนาวิิธีี indirect ELISA เพื่่�อ

วิิเคราะห์์การหาค่่าความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าที่่�ผลิิต 

ในประเทศ และทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีดัังกล่่าวว่า 

สามารถนำมาใช้้ทดสอบหาค่่าความแรงของเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าในห้้องปฏิิบััติิการได้้จริิง และนำมาใช้้ต่อ่ยอด 

ในการศึึกษาเปรีียบเทีียบกัับค่่าความแรงที่่�ได้้จากวิิธีี 

MNT ซึ่่�งเป็็นวิิธีีมาตราฐานต่่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

เครื่่�องอ่่านผล ELISA แบบไมโครเพลทรุ่่�น  

ELx808 (BioTek, USA) เครื่่�องล้้างไมโครเพลท 

(Biorad, USA) ตู้้�บ่ ่มเพาะเชื้้�อควบคุุมอุุณหภููมิิ  

25 องศาเซลเชีียส (BioTek, USA) ตู้้�บ่มเพาะเชื้้�อควบคุุม

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเชีียส (BioTek, USA) ตู้้� เย็็น

ควบคุุมอุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส (BioTek, USA)  

96-well plate cat. no. 3590 (Costar, USA)  

และ cat. no. 439454 (Thermo Scientific, USA) 

การเตรีียมสารละลาย

coating buffer ป ระกอบด้้วย 50 mM  

carbonate buffer pH 9.6 สารละลาย 10xPBS 

ประกอบด้้วย 0.15M phosphate buffer saline  

pH 7.2 สารละลาย PBST ป ระกอบด้้วย 0.05%  

Tween 20 (sigma) ใน 1xPBS washing buffer 

ประกอบด้้วย 0.05% Tween 20 ใน 0.9% sodium  

chlorine (normal saline) blocking buffer  
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ประกอบด้้วย 2% BSA (sigma) ใน PBST diluting 

buffer ประกอบด้้วย 0.5% BSA ใน PBST Alkaline  

phosphate substrate solution (PierceTM)  

PNPP-Phosphatase substrate kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA) และ 2N NaOH 

แอนติิบอดีี

goat anti-equine IgG (H+L)-alkaline 

phosphatase (Southern Biotech, USA)

สารมาตรฐาน

เซรุ่่�มแก้้พิิษงูู เห่่ าชนิิดผงแห้้ง  รุ่ ่�นการผลิิต 

NK00217 (สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) และพิษิงููเห่า่ 

ชนิิดผงแห้้ง รุ่ �นการผลิิต CV170211 (สถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย)

ตััวอย่่าง

เซรุ่่�มแก้้ พิิษงูู เห่่า  รุ่ ่�นการผลิิต NK00117  

(สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) ตััวอย่่างสำหรัับทดสอบ

หััวข้อความจำเพาะ ได้้แก่่ เซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา  

รุ่่�นการผลิิต BC00118 (สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) 

และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้ รุ่ ่�นการผลิิต TA00118 

(สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) 

ตััวอย่่างทุุกรุ่่�นการผลิิตมีีคุุณลัักษณะเป็็นไปตาม 

ข้้อกำหนดของผลิิตที่่�มีีการขึ้้�นทะเบีียนไว้้และผ่่าน 

การรัับรองรุ่่�นการผลิิตโดยสถาบัันชีีววััตถุุ

การเตรีียมสารมาตรฐานและตััวอย่่าง

เจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ ่�นการผลิิต NK00217  

(ระบุุโดยผู้้�ผลิิต: เมื่่�อละลายด้้วยน้้ำกลั่่�น 10 มิ ลลิิลิิตร  

จะมีีความแรงเท่่ากัับ 0.75 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)  

ด้้วยน้้ำกลั่่�น 12.5 มิ ลลิิลิิตร เพื่่�อให้้ได้้ความแรงเริ่่�มต้้น  

0.6 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่ �งเป็็นเกณฑ์์ขั้้�นต่่ำที่่�ยอมรัับ 

สำหรัับการตรวจผ่่านในกระบวนการควบคุุมคุุณภาพ  

เพื่่�อใช้เ้ป็็นตัวัแทนสารมาตรฐานสำหรัับคำนวณค่า่ความแรง 

ตััวอย่่าง และเป็็นความแรงเริ่่�มต้้นสำหรัับการทดสอบ

ความเป็็นเส้้นตรง 

เจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ ่�นการผลิิต NK00217 

ด้้วยน้้ำกลั่่�น 10.66 มิิลลิิลิิตร เพื่่�อให้้ได้้ความแรงเริ่่�มต้้น  

0.8 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร แบ่่งใส่่หลอดทดลอง จำนวน  

4 หลอด ๆ  ละ 1, 0.75, 0.5 และ 0.25 มิลิลิิลิติร ตามลำดัับ  

จากนั้้�นเติิมน้้ำกลั่่�นหลอดที่่� 2 ถึึงหลอดที่่� 4 ให้้มีีปริิมาตร  

1 มิ ิลลิิลิิตร จะได้้สารละลายเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าความแรง 

0.6, 0.4 และ 0.2 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ  

สำหรัับทดสอบความถููกต้้องช่่วงของวิิธีี

เจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ ่�นการผลิิต NK00217  

ให้้ได้้ความเข้้มข้้น 5 และ 0.5 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

เตรีียมโดยนำเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ �นการผลิิต NK00217  

จำนวน 2 ขวด (ระบุุโดยผู้้�ผลิิต: เมื่่�อละลายด้้วยน้้ำกลั่่�น  

10 มิ ลลิิลิิตร จะมีีความแรงเท่่ากัับ 0.75 มิ ลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร) ขวดแรกละลายด้้วยน้้ำกลั่่�น ปริ มาตร  

15 มิ ลลิิลิิตร ได้้ความแรง 0.5 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

ขวดที่่� 2 ละลายด้้วยน้้ำกลั่่�นปริมาตร 1.5 มิ ลลิิลิิตร  

ได้้ความแรง 5 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร สำหรัับการศึึกษา

ความถููกต้้องในความแม่่นยำของวิิธีี 

เจืือจางตััวอย่า่งเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูทูับัสมิงิคลาและเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้ ด้้วยน้้ำกลั่่�นปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร  

ได้ค้วามแรง 0.45 มิลลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร และ 1.1 มิลลิกิรัมั 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ สำหรัับการศึึกษาความถููกต้้อง

ความจำเพาะของวิิธีี

สถิิติิที่่�ใช้้ในการวิิเคราะห์์

ค่่าสััมประสิิทธิ์์�แสดงการตััดสิินใจ (coefficient  

of determination: R2) ใช้้ในการอธิิบายความ

แปรปรวนที่่�ตััวแปรอิิสระ สามารถอธิิบายตััวแปรตาม  

ใน linear regression model ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation: SD) และค่่าสััมประสิิทธิ์์� 

การแปรผััน (coefficient of variance: CV) ใช้้ในการ 

พิิจารณาการหาความเที่่�ยงของการวิิเคราะห์์ค่่าความแรง  

สถิิติิวิิเคราะห์์ t-test และ one-way ANOVA ถููกใช้้ 

ในการเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่างสภาวะ
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การศึึกษาความถููกต้้องของวิิธีีการ(8)

ELISA เป็็นการใช้้หลัักการความจำเพาะระหว่่าง

แอนติบิอดี ี(antibody) และแอนติเิจน (antigen) โดยใช้้ 

เอนไซม์์ (enzyme) เพื่่�อช่่วยทำให้้สัังเกตเห็็นสีีที่่�เกิิดขึ้้�น 

เมื่่�อทำปฏิิกิิริิยากัับสารตั้้�งต้้น (substrate) คว ามเข้้ม 

ของสีีที่่�เกิิดขึ้้�นเป็็นสััดส่่วนกัับปริมาณของแอนติิเจนหรืือ 

แอนติบิอดีทีี่่�ปรากฏในตัวัอย่า่ง  ซึ่่�งในกรณีนีี้้�แอนติเิจนเป็น็ 

พิิษงููและแอนติิบอดีีเป็็นเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู

ชั่่�งพิษิงูเูห่า่ชนิดิผงแห้ง้ให้ม้ีนี้้ำหนักั 5-10 มิลิลิกิรัมั  

ละลายด้้วยน้้ำกลั่่�นให้้มีีความเข้้มข้้น 1 มิ ลลิิกรััมต่่อ 

มิิลลิิลิิตร แล้้วเจืือจางด้้วย coating buffer ให้้มีีปริิมาณ 

ของพิิษงููเห่่า 0.5 ไมโครกรััมต่่อหลุุม ปริ ิมาตรหลุุมละ  

50 ไมโครลิิตร นำเพลทบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเชีียส  

เป็็นเวลา 12-18 ชั่่ �วโมง ล้ ้างด้้วย washing buffer  

300 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม 4 ครั้้ �ง เติิมเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

ตััวอย่่างและเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐานเจืือจางโดยใช้ ้ 

diluting buffer แบบ 2-fold dilution จำนวน  

7 ค่า่การเจืือจาง จาก 1/3,750 ถึงึ 1/240,000 ลงในเพลท  

50 ไมโครลิิตร ทำซ้้ำค่่าการเจืือจางละ 2 หลุุม จากนั้้�น 

บ่ม่เพลทที่่�อุุณหภูมูิ ิ25 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง  

ล้้างด้้วย washing buffer 300 ไมโครลิิตร 4 ครั้้ �ง  

เติิม goat anti-horse alkaline phosphatase  

conjugate ที่่�เจืือจางด้้วย diluting buffer อััตราส่่วน  

1 ต่่อ 2,000 ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร บ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิิ 

25 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ชั่่ �วโมง จากนั้้�นล้้างด้้วย 

washing buffer 300 ไมโครลิิตร 4 ครั้้�ง เติิม alkaline  

phosphate substrate solution ตามวิธิีทีี่่�ระบุุในฉลาก 

ลงในหลุุม ปริ ิมาตรหลุุมละ 100 ไมโครลิิตร บ่ ่มเพลท 

ในที่่�มืืดที่่�อุุณหภูมูิหิ้อ้ง เป็น็เวลา 30 นาที ีเติมิ 2N NaOH  

เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยา ปริ ิมาตร 50 ไมโครลิิตร อ่ ่านค่่า 

การดููดกลืืนแสง (OD) ที่่� 405 นาโนเมตร ด้ วยเครื่�อง

อ่่านผล ELISA

การคำนวณค่่าความแรง

นำค่่า OD ที่่ �วััดได้้มาคำนวณหาค่่าความแรง 

ของตััวอย่่างเปรีียบเทีียบกัับเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน 

โดยใช้้สถิิติิแบบ parallel line assay(8) ด้ วย

โปรแกรม Bioassay Assist (National Institute of  

Infectious Diseases) ทั้้ �งนี้้�กำหนดให้้ใช้้ค่่า OD  

อย่่างน้้อย 4 ค่่าระดัับการเจืือจางที่่�มีีความเป็็นเส้้นตรง

โดยพิิจารณาค่่า F value ที่่ �แสดงใน parallelism  

และ linearity ว่ าข้้อมููลทั้้�งหมดไม่่มีีค่่าแตกต่่างกััน 

อย่่างมีีนััยสำคััญ เป็็นเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้จากการคำนวณ 

ทางสถิิติิ โดยผลการทดสอบจะแสดงค่่า invalid  

เมื่่�อมีี parallelism หรืือ linearity ที่่ �แตกต่่างกััน 

อย่่างมีีนััยสำคััญ

การทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี(9)

ความเป็็นเส้้นตรง (linearity) และการหาช่่วงของวิธีิี  

(range) 

ทดสอบความเป็็นเส้้นตรง โดยการเจืือจางเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐานที่่�ความแรงเริ่่�มต้้น 0.6 มิ ิลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร จำนวน 7 ระดัับการเจืือจาง ได้้แก่่ 1/3,750,  

1/7,500, 1/15,000, 1/30,000, 1/60,000, 1/120,000 

และ 1/240,000 สร้้างกราฟระหว่่างค่่า OD และ log 

ค่่าความเจืือจาง โดยมีีเกณฑ์์ว่่าต้้องมีีอย่่างน้้อย 4 ค่่า 

ความเจืือจางที่่�มีีความเป็็นเส้้นตรง (ค่่า R2 ≥ 0.95) 

การทดสอบช่่วงของวิิธีี โดยการเจืือจางเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน จำนวน 4 คว ามแรง ได้้แก่่ 0.2,  

0.4, 0.6 และ 0.8 มิลลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร  นำแต่ล่ะตัวัอย่า่ง 

หาค่่าความแรงตามวิิธีีที่่�ระบุุ ค ำนวณค่่าความแรงโดยใช้้ 

โปรแกรม Bioassay Assist หัวัข้อ้ parallel line assay  

พิจิารณา linear relationship ระหว่า่งค่า่ความแรงที่่�ได้้

จากการคำนวณเปรียบเทีียบกัับค่่าความแรงที่่�วััดได้้จริิง 

โดยช่ว่งความแรงที่่�เหมาะสมของวิธีิีจะต้้องมีค่ี่า R2 ≥ 0.95

ความจำเพาะของวิิธีี (specificity) 

หาค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้  

เปรียบเทีียบกัับเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่่ามาตรฐาน ผลการทดสอบ 

ของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููชนิิดอ่ื่�นต้้องให้้ผลลบ (non-

reaction) หรืือไม่่สามารถหาค่่าได้้ (invalid)
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การเปลี่่�ยนแปลงระยะเวลาการทำปฏิิกิิริิยา 

ระหว่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าและพิิษงููเห่่า 

ทดสอบช่่ วง เวลาในการบ่่มตัั วอย่่ า ง เซรุ่่� ม 

แก้้พิิษงููเห่่า เพื่่�อให้้ทำปฏิิกิิริิยากัับพิิษงููเห่่าในหลุุม 

ที่่�ระยะเวลา 30 90 และ 120 นาทีี เปรียบเทีียบผล 

การทดสอบที่่�ได้้กัับการบ่่มที่่�ระยะเวลา 60 นาทีี 

อุุณหภููมิิในขั้้�นตอนการเคลืือบเพลท 

ทดสอบระยะเวลาและอุุณหภููมิิที่่�ใช้้ในขั้้�นตอน

การเคลืือบเพลท 3 สภาวะ ได้้แก่่ บ่ มที่่�อุุณหภููมิิ  

2-8 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18 ชั่่ �วโมง ที่่ �อุุณหภููมิิ  

2-8 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 30 ชั่่ �วโมง และอุุณหภููมิิ  

37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 2 ชั่่ �วโมง เปรีียบเทีียบ 

ค่่าความแรงที่่�ได้้กัับที่่�สภาวะ 2-8 องศาเซลเซีียส  

เป็็นเวลา 18 ชั่่�วโมง 

เกณฑ์์กำหนดของการทดสอบความทนของวิิธี ี

ทั้้�งหมด คืือ ไม่่มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

เมื่่�อทดสอบโดยวิิธีี  Independent t-test หรืือ  

one-way ANOVA ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

ผล

การทดสอบความเป็็นเส้้นตรง และช่่วงความแรง 

ที่่�เหมาะสมของวิธิีวีิเิคราะห์ ์พบว่า่ที่่�ระดับัความแรงตั้้�งต้น้  

0.6 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ที่่ �ค่่าการเจืือจาง 5 ระดัับ  

ตั้้�งแต่่ 1/7,500, 1/15,000, 1/30,000, 1/60,000  

และ 1/120,000 สามารถสร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่าง 

ค่่า OD กั บค่่า log ของระดัับการเจืือจางที่่�ให้้ค่่า R2  

เท่่ากัับ 0.9991 ดั ังแสดงในภาพที่่� 1A และพบว่่า

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าที่่�มีีค่่าความแรงเริ่่�มต้้น 0.8 มิ ลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร และเจืือจางเป็็น 0.6, 0.4 และ 0.2 มิิลลิิกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร เป็็นช่่วงที่่�สามารถนำมาทดสอบด้้วยวิิธี ี 

indirect ELISA ได้ ้จากการคำนวณความแรงได้เ้ท่า่กับั 

0.77, 0.59, 0.42 และ 0.21 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

ตามลำดัับ โดยมีีค่่า R2 เท่่ากัับ 0.9971 ในกราฟ linear 

relationship ดั ังแสดงในภาพที่่� 1B แต่่ที่่�ความแรง 

0.2 มิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ค่า่การเจืือจางที่่�เหมาะสมลดลง 

เหลืือเพีียงช่่วง 4 ระดัับ คืือ 1/7,500 ถึึง 1/60,000 

ความแม่่นของวิิธีี (accuracy)

เตรีียมตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู เห่่า คว ามแรง  

0.5 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตร จำนวน  

2 หลอด เติิมเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า คว ามแรง 5 มิ ิลลิิกรััม 

ต่อ่มิลิลิิลิติร ปริมาตร 20 ไมโครลิิตร ลงในหลอดที่่� 1 และ

เติมิน้้ำกลั่่�นปริมาตร 20 ไมโครลิิตร แทนเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่่า 

ความแรง 5 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ลงในหลอดที่่� 2  

นำตััวอย่่างทั้้�งสองหลอดไปหาค่่าความแรงเปรีียบเทีียบ 

กัับเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน แล้้วคำนวณหาค่่า   

%Recovery การเปรียบเทีียบค่่าความแรงที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจาก 

การเติิมเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าเข้้มข้้นลงไปเทีียบกัับหลอด 

ที่่�เติิมน้้ำกลั่่�น โดยมีีเกณฑ์์ยอมรัับอยู่่�ระหว่่าง 80-120% 

ของความแรงที่่�คาดไว้้ จากสููตร

%Recovery = ความแรงที่่�วััดได้้ × 100

	 	         ความแรงที่่�คาดไว้้

ความเที่่�ยงของวิิธีี (precision)

หาค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

จำนวน 1 รุ่ �นการผลิิต จำนวน 6 ครั้้ �ง ในวัันเดีียวกััน  

เพ่ื่�อหาค่า่ repeatability และหาค่า่ความแรงของตััวอย่่าง 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าจำนวน 1 รุ่ ่�นการผลิิต จำนวน 3 ครั้้ �ง 

แบบต่่างวัันกััน เพื่่�อหาค่่า intermediate precision  

นำผลการทดสอบมาคำนวณเปอร์์เซ็็นต์์สััมประสิิทธิ์์� 

ความแปรผััน (%CV) โดยมีีเกณฑ์์การยอมรัับค่่า %CV 

ต้้องน้้อยกว่่า 10%

ความทนของวิิธีี (robustness)

การเปลี่่�ยนผู้้�วิิเคราะห์์

ทดสอบตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าขวดเดีียวกััน 

โดยผู้้�วิิเคราะห์์ 2 คนๆ ละ 3 ครั้้�ง จากนั้้�นเปรีียบเทีียบ 

ผลการทดสอบระหว่่างนัักวิิเคราะห์์ 

การเปลี่่�ยนยี่่�ห้้อเพลท 

ทดสอบตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าขวดเดีียวกััน  

โดยใช้้เพลทยี่่�ห้้อ Costar และ Thermo Scientific  

ยี่่�ห้้อละ 3 ครั้้�ง 
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การทดสอบหาความจำเพาะของวิิธีี พ บว่่าวิิธีีนี้้� 

มีคีวามจำเพาะต่อ่เซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่่า แต่ไ่ม่่จำเพาะต่่อเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้  

แสดงจากกราฟความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่า OD และ  

log dilution ดังัแสดงในภาพที่่� 2 เมื่่�อวิเิคราะห์์ค่า่ความแรง 

โดยใช้้ parallel line assay พ บว่่าตััวอย่่างเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าแสดงค่่า F value ในหััวข้้อ parallelism  

ภาพที่่� 1	 ความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงความแรงของวิธิีต่ี่อเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่่า (A) ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่า่การดููดกลืืนแสง 

	 (OD 405 nm) กั ับระดัับการเจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน (log dilution) 5 ระดัับการเจืือจาง  

	 โดยเริ่่�มจากเซรุ่่�มแก้พิ้ิษงูเูห่า่ที่่�มีีค่า่ความแรงเริ่่�มต้น้ 0.8 มิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร และ (B) linear relationship  

	 ของค่่าความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน ระหว่่างค่่าความแรงที่่�วััดได้้จริิงกัับค่่าความแรงที่่�ได้้จากการ 

	 คำนวณ โดยค่่า R2 แสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างตััวแปรใน linear regression model

และ linearity ไม่่มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ  

และสามารถหาค่่าความแรงได้้ เท่่ากัับ 0.78 มิ ลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ในขณะที่่�ไม่่สามารถคำนวณหาค่่าความแรง

ในตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลาและเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู

เขีียวหางไหม้้เนื่่�องจากให้้ผล invalid ในการทดสอบ 

ทางสถิิติิ โดยใช้้ parallel line assay

ภาพที่่� 2	ความจำเพาะของวิิธีีต่่อเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า เซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้  

	 โดยพิิจารณาจากความสัมัพันัธ์ร์ะหว่า่งการดูดูกลืืนแสง (OD 405 nm) กับัระดับัการเจืือจางเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่า่ 

	 มาตรฐาน (log dilution) 5 ระดัับการเจืือจาง ของตััวอย่่างทั้้�ง 3 ชนิ ิด เปรีียบเทีียบกัับเซรุ่่�มพิิษงููเห่่า 

	 มาตรฐาน ค่่า R2 แสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างตััวแปรใน linear regression model
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การทดสอบความแม่่นของวิิธีี พ บว่่าเม่ื่�อหาค่่า

ความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าที่่�ถููกเติิมด้้วย 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าเข้้มข้้น จำนวน 3 ครั้้�ง ได้้ค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 

0.56 มิลลิกิรััมต่อ่มิิลลิิลิติร เม่ื่�อนำไปคำนวณค่า่ความแรง 

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นโดยเปรีียบเทีียบกัับตััวอย่่างที่่�เติิมด้้วยน้้ำกลั่่�น 

ได้้ค่่า %Recovery อยู่่�ระหว่่าง 80-120% ดั ังแสดง 

ในตารางที่่� 1 

การทดสอบความเที่่�ยงของวิธิี ีพบว่่าวิธิีมีีีความเที่่�ยง 

เมื่่�อทำการทดสอบค่่าความแรงในวัันเดีียวกััน และ 

ต่่างวัันกัันมีีค่่า %CV เท่่ากัับ 7.65% และ 5.13%  

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 1	การทดสอบความแม่่นในการหาความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

ตารางที่่� 2	การทดสอบความเที่่�ยงของวิิธีีในการหาค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

ครั้้�งที่่� 

ความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�ม

แก้้พิิษงููเห่่า 

(มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)
%Recovery

ความแรงที่่�ต้้องการ ผลที่่�ได้้จาก Spike

1 0.06 0.59 98.21

2 0.60 0.58 96.32

3 0.60 0.52 86.09

%Recovery 93.54

ความเที่่�ยงของวิิธีี

ความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

(มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) ค่่าเฉลี่่�ย SD %CV

1 2 3 4 5 6

Repeatability

(6 ซ้้ำใน 1 วััน)

0.89 0.81 0.76 0.77 0.75 0.72 0.78 0.06 7.65

Intermediate

precision (3 วััน)

0.78 0.74 0.82  - -  - 0.78 0.04 5.13

การทดสอบความทนของวิิธีี โดยการเปรีียบเทีียบ

ผลระหว่่างผู้้�วิิเคราะห์์สองคน และการทดสอบความทน 

ของวิิธีี โดยการใช้้ เพลทต่่างยี่่�ห้้อกััน พ บว่่าให้้ผล 

ไม่่แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ ดั ังแสดงในภาพที่่� 3A  

และ 3B การเปลี่่�ยนแปลงระยะเวลาในการทำปฏิิกิิริิยา

ระหว่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าและพิิษงููเห่่าที่่� 30, 90 และ  

120 นาทีี เปรีียบเทีียบกัับเวลา 60 นาทีี พบว่่าที่่�เวลา 30  

และ 90 นาทีี ให้้ผลไม่่แตกต่่างกัันกัับที่่�เวลา 60 นาทีี  

ซึ่่�งไม่่สามารถคำนวณค่่าความแรงได้้จากการทดสอบที่่� 

120 นาทีี ดั งแสดงในภาพที่่� 3C การทดสอบความทน 

ของวิธิีต่ี่อระยะเวลาในการบ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิ ิ2-8 องศา 

เซลเซีียส พบว่่าค่่าความแรงที่่�ได้้ระหว่่าง 1 และ 2 คืื น  

ไม่่แตกต่่างกััน ยกเว้้นที่่�สภาวะ 37 องศาเซลเชีียส  

เป็็นเวลา 2 ชั่่�วโมง ค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษ

งููเห่่าที่่�ได้้สููงกว่่าจากสภาวะอื่่�น ดัังแสดงในภาพที่่� 3D



Potency Test of Cobra Antivenin by Indirect ELISA	 Paisan Pangjunan and Wipawee Wongchana

30 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2566

วิจารณ์

การพััฒนาวิิธีี indirect ELISA เพื่่�อวิิเคราะห์์หา 

ความแรงของเซรุ่่�มแก้พิ้ิษงูเูห่า่ พบว่า่ วิิธีมีีคีวามจำเพาะต่อ่

เซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่า่และมีีช่ว่งความเป็็นเส้้นตรง อย่า่งไรก็็ตาม  

เมื่่�อกำหนดให้้ความแรงตั้้�งต้้น เท่่ากัับ 0.2 มิ ิลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร พ บเพีียง 4 ค่่าความเจืือจางที่่�ยัังคงความ 

เป็็นเส้้นตรง คืือ 1/7,500, 1/15,000, 1/30,000, และ  

1/60,000 ซึ่่�งยังัเพียีงพอต่่อการนำมาคำนวณค่า่ทางสถิิติิ  

ทั้้�งนี้้� อาจเกิดิจากตัวัอย่า่งถูกูเจืือจางจนปริมิาณแอนติบิอดีี 

ไม่่เพีียงพอที่่�จะทำให้้ เกิิดปฏิิกิิริิยาที่่� เหมาะสมกัับ 

แอนติิเจนได้้ จากข้้อมููลผู้้�ผลิิตที่่�ผ่่านมาเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

ที่่�ส่ง่ตรวจวิิเคราะห์มี์ีความแรงระหว่า่ง 0.6 - 0.8 มิลิลิิกรัมั 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่ �งเป็็นไปตามข้้อกำหนดของผลิิตภััณฑ์์ 

สำเร็็จรููป ดั ังนั้้�นช่่วงของวิิธีีจึึงครอบคลุุมการวิิเคราะห์์ 

ค่่าความแรงของผลิิตภััณฑ์์ นอกจากนี้้�จากการทดสอบ 

ความทนของวิธิีต่ี่อปัจัจััยด้า้นอุุณหภููมิิและเวลาในการบ่่ม 

มีีผลต่่อการวิิเคราะห์์ค่่าความแรงเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า  

ซึ่่�งอาจเกิิดจากปััจจััยความคงตััวและปฎิิกิิริิยาจัับกััน 

ของโปรตีีนในสภาวะดัังกล่่าวไม่่เหมาะสมกัับวิิธีี 

การพััฒนาวิิธีีการทดสอบความแรงของเซรุ่่�ม 

แก้พ้ิษิงูเูห่า่ไทย (Naja kaouthia) เริ่่�มตั้้�งแต่ ่ค.ศ. 1991 

โดย Rungsiwongse J. และ Ratanabangkoon K.(10) 

ได้พ้ัฒันาวิธิี ีELISA ในการประเมินิค่่าความแรงของเซรุ่่�ม 

แก้พ้ิษิงูเูห่า่ไทยที่่�ผลิติจากม้า้ กำหนดให้เ้ซรุ่่�มแก้้พิษิงูเูห่่า 

รุ่่�นการผลิิตหนึ่่�งเป็็นค่่าผลบวก (positive control)  

และศึึกษาเปรียบเทีียบการเคลืือบเพลทด้้วย crude  

venom, toxin fraction และ purified neurotoxin  

ที่่�ได้จ้ากพิษิงูเูห่า่ไทย พบว่า่การใช้้ purified neurotoxin 

เคลืือบเพลท ให้ค่้่า correlation coefficients (r) ที่่�ดีทีี่่�สุุด 

คืือ 0.95 (p < 0.001) อย่า่งไรก็ต็ามการเตรียีม purified 

neurotoxin มี ีกระบวนการที่่�อาจก่่อให้้เกิิดอัันตรายต่่อ 

ผู้้�ปฎิบิัตัิงิาน ในขณะที่่� crude venom ที่่�เก็บ็จากงูสูามารถ

นำมาเก็็บในรููปผงแห้้ง มี ีความเป็็นพิิษที่่�น้้อยกว่่า และ 

มีคีวามคงตัวัสูงู ทั้้�งนี้้�ผลจากการศึกึษาความถูกูต้อ้งของวิธิีี

ซึ่่�งใช้ ้crude venom พิษิงูเูห่า่ผงแห้ง้ในการเคลืือบเพลท  

แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีีสามารถวิิเคราะห์์ค่่าความแรงเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าได้้อย่่างถููกต้้องและแม่่นยำ 

ภาพที่่� 3	ความทนของวิิธีีในการหาค่า่ความแรงในสภาวะที่่�แตกต่า่งกััน (A) นักัวิเิคราะห์ต์่า่งคน (B) ชนิดิของเพลท (C)  

	 ระยะเวลาในการทำปฏิิกิิริิยาระหว่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ากัับพิิษงููเห่่าในเพลทที่่� 30, 60 และ 90 นาทีี และ (D)  

	 การเปลี่่�ยนอุุณหภููมิิในการบ่่มเพลทในขั้้�นตอนการเคลืือบเพลทด้้วยพิิษงููเห่่า (**มีีความแตกต่่างอย่่างมีี 

	 นััยสำคััญทางสถิิติิ, n.s. ไม่่มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ) 

2-8๐C 2-8๐C 37๐C
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ในปีี ค .ศ. 2014 Kumar S และคณะ(11) ได้้ 

พััฒนาและตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีวิิเคราะห์์ 

ความแรงของเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่่าอินิเดียี (Naja naja) ด้ว้ย

วิิธีี ELISA เพื่่�อใช้้หาค่่าความแรงผลิิตภััณฑ์์เบื้้�องต้้น 

(screening test)ในกระบวนการผลิิต โดยใช้้เซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าอิินเดีีย ความแรง 0.66 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร

เป็็นสารมาตรฐาน เพื่่�อกำหนดค่่า inverse antibody  

titre แล้้วทดสอบตััวอย่่างเซรุ่่�มจากกระบวนการผลิิต 

โดยวิิ ธีี ELISA และวิิเคราะห์์ค่่าการดููดกลืืนแสง 

ของตััวอย่่างมาเปรีียบเทีียบกัับค่่าของสารมาตรฐาน  

เพื่่�อหาค่่า inverse antibody titre สำหรัับคำนวณ 

ค่า่ความแรง หน่ว่ยมิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ในขณะเดียีวกัน

นำตััวอย่่างดัังกล่่าวไปทดสอบหาค่่าความแรงโดยวิิธีี 

MNT ซึ่่ �งเป็็นวิิธีีมาตรฐานโดยตรง เม่ื่�อเปรีียบเทีียบ 

ค่่าความแรงที่่�ได้้จากทั้้�งสองวิิธีี พ บว่่ามีีความสััมพัันธ์์กััน 

จากการศึึกษาของ Kumar S และคณะ(11) แสดงให้้เห็็น

ว่่าวิิธีี ELISA และ MNT เป็็นวิิธีีที่่�ใช้้แทนกัันได้้ ทั้้ �งนี้้� 

วิธิี ีELISA ที่่�  Kumar S  และคณะ  พัฒนาขึ้้�นมีวีัตัถุุประสงค์์

เพื่่�อหาค่่าความแรงของผลิิตภััณฑ์์ที่่�อยู่่�ระหว่่างการผลิิต  

ซึ่่�งยัังไม่่เป็็นผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููป  และใช้้เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

อิินเดีียสารมาตรฐานในการหาค่่าความแรง โดยไม่่มีีการ 

แสดงผลเปรียบเทีียบค่่าความแรงที่่�ผลิิตได้้กัับเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน ขณะที่่�การศึึกษาในรายงานฉบัับนี้้� 

พััฒนาหาค่่าความแรงของผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููปเพ่ื่�อการ 

ปล่อ่ยผ่า่นและใช้โ้ปรแกรมทางสถิติิ ิparallel line assay  

ในการหาค่่าความแรงเปรีียบเทีียบกัับความแรงเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููมาตรฐานที่่�ทราบค่่า ซึ่่ �งวิิธีีทางสถิิติิดัังกล่่าว 

มีีระบุุในตำรายามาตราฐานสากล 

ในปีี ค .ศ. 2018 Khaing EM และคณะ(12)  

ได้้พััฒนาและตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีี วิิเคราะห์์

ความแรงของเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูแูมวเซา (Daboia  siamensis) 

ซึ่่�งเป็็นงููพิิษที่่�พบในประเทศไทย ด้ ้วยวิิธีี  ELISA  

ในตััวอย่่างที่่�เป็็นเลืือดม้้าที่่�ถูกูกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน ก่อนจะนำ 

ไปผลิิตเป็็นผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููป  โดยใช้้วิิธีีการคำนวณ

ค่่าความแรงของตััวอย่่างจากการเปรีียบเทีียบค่่าการดููด 

กลืืนแสงกัับสารมาตรฐานเช่่นเดีียวกัันกัับ Kumar S  

และคณะ การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่า การพััฒนาวิิธีีการ 

ตรวจหาความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููโดยวิิธีี ELISA 

สามารถขยายขอบข่่ายการนำไปใช้้ในเซรุ่่�มแก้้พิิษงููอื่่�นๆ 

ได้้นอกเหนืือจากเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นถึึงทิิศทางที่่�นัักวิิจััย 

มุ่่�งเน้น้หาวิธิีทีี่่�สามารถทดแทนการใช้ส้ัตัว์ท์ดลอง สำหรับั

ทดสอบเซรุ่่�มแก้้พิิษงููที่่�อยู่่�ในขั้้�นตอนระหว่่างการผลิิต 

เป็็นหลััก เนื่่�องจากปััจจุุบัันคำแนะนำขององค์์การอนามััย

โลกและตำรายาสากล กำหนดให้้วิธิีกีารทดสอบความแรง 

โดยวิิธีี MNT เป็็นวิิธีีมาตรฐานในการทดสอบเพื่่�อปล่่อย

ผ่่านผลิิตภััณฑ์์และเพื่่�อการวางจำหน่่าย 

จากวิิธีีการใช้้สััตว์์ทดลอง หรืือ MNT เป็็น 

วิธิีมีาตรฐาน เนื่่�องจากวัดัประสิทิธิภิาพจากความสามารถ

ของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููในการป้้องกัันชีีวิิตของสััตว์์ทดลอง 

ให้ร้อดชีีวิติจากพิษิงูู อย่า่งไรก็ต็ามแนวโน้ม้ของจริยิธรรม

การใช้้สััตว์์ทดลองทั่่�วโลกที่่�มีีความเข้้มงวดขึ้้�น โดย 

เฉพาะอย่่างยิ่่�งการผลัักดัันการลดการใช้้สััตว์์ทดลองตาม 

หลักัการ 3Rs หากมีขี้อ้มูลูการเปรียีบเทียีบผลการทดสอบ 

ระหว่่างการใช้้สััตว์์ทดลองและ ELISA ว่ ่าทั้้�งสองวิิธีี

สามารถใช้้ทดแทนกัันได้้ สามารถใช้้เป็็นข้้อมููลสนัับสนุุน 

การนำวิิธีี ELISA มาใช้้เป็็นวิิธีีมาตรฐานในการให้้ 

ผลิิตภััณฑ์์วางจำหน่่ายได้้ เช่่นเดีียวกัับการทดสอบความแรง 

ผลิิตภััณฑ์์ human tetanus immunoglobulin  

ที่่�มีรีะบุุในตำรายาสากล(13) อย่า่งไรก็ต็ามการจัดัเตรียีมสาร 

มาตรฐานเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าระดัับประเทศมีีความสำคััญ  

เพื่่�อให้้เกิิดมาตรฐานร่่วมกัันในการตรวจวิเิคราะห์์ผลิิตภััณฑ์ ์

สำเร็็จรููป  ระหว่่างหน่่วยงานกำกัับภาครัฐและผู้้�ผลิิต  

รวมถึึงการนำสารมาตรฐานมาใช้้ในการศึกึษาค่่าความแรง 

เปรียบเทีียบระหว่่างทั้้�งสองวิิธีี นอกจากนี้้�คาดหวัังว่่า 

จะสามารถถ่ายทอดวิิธีี Indirect ELISA ให้้กัับผู้้�ผลิิต 

ในประเทศ สำหรัับนำไปใช้้คััดกรองความแรงพลาสมา 

ของม้า้ที่่�ถูกูเจาะเก็บ็เลืือด หรืือการตรวจวิเิคราะห์ร์ะหว่า่ง 

กระบวนการผลิิต ซึ่่ �งไม่่ได้้มีีข้้อกำหนดว่่าต้้องใช้้วิิธีี

มาตรฐานในการทดสอบ เป็็นการลดการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ของผู้้�ผลิิตลง และเป็็นข้้อมููลสนัับสนุุนทางวิิชาการ 

ในด้้านที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับจรรยาบรรณการใช้้สััตว์์เพื่่�องาน 

ทางวิิทยาศาสตร์์ตามหลัักการ 3Rs ต่่อไป



Potency Test of Cobra Antivenin by Indirect ELISA	 Paisan Pangjunan and Wipawee Wongchana

32 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2566

สรุป

วิิธีี indirect ELISA ในการวิิเคราะห์์ความแรง

เซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่า่ที่่�พัฒันาขึ้้�น มีความจำเพาะและผ่่านเกณฑ์์ 
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Development of Indirect Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay for Potency Testing 

of Cobra Antivenin

ABSTRACT	 The potency test of cobra antivenin using a mouse neutralizing test is a standard  

method that is recommended in Thai Pharmacopoeia while the 3Rs principle is recently mentioned  

according to animal ethics. For that reason, indirect ELISA was developed and validated to replace  

the use of animals. The results showed that the method was specific to cobra antivenin. The percentage  

of recovery showed the accuracy of the method at 93.54%. The linearity was acceptable (R2 ≥ 0.99) when 

the relationship between the cobra antivenin serum sample serial dilution from 1/7,500 to 1/120,000  

and the OD was plotted. The method was suitable for testing the sample at concentrations ranging  

between 0.2 and 0.8 mg/ml. The repeatability and intermediate precision showed percentages  

of coefficient of variation (%CV) were 7.65% and 5.13% respectively. The robustness was acceptable  

by varying the analysts, assay plates, and reaction times between antigen and antibody which did  

not show a significant difference. Taken together, the indirect ELISA method proposed to test the  

potency of cobra antivenin was reliable. It could be applied to study the correlation between the potency  

value obtained from indirect ELISA and the standard method in the future.

Keywords:  Potency test, Cobra antivenin, Indirect ELISA


