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ชลดา เพ็ชรไทย กนกพร โลหอมรินทรชัย กัสมา บุญมาก อภิชัย ศุภสารสาทร และ สุภาพร ภูมิอมร
สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรด
อิสระในวัคซีนปองกันเชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบี 

โดย HPAEC-PAD

บทคดัยอ วคัซนีปองกนัเชือ้ฮโีมฟลสุ อนิฟลเูอนเซ ชนดิบ ี(วคัซนีฮบิ) เปนวคัซีนปองกนัโรคเยือ่หุมสมองอกัเสบและปอดอกัเสบ
ในเด็กเล็ก ผลิตจากสวนโพลีแซคคาไรดของเชื้อ Haemophilus infl uenzae type b การตรวจหาปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม
และโพลแีซคคาไรดอสิระเปนพารามเิตอรสาํคญัในการควบคมุคณุภาพวคัซนี ซึง่องคการอนามยัโลกแนะนาํวธิ ีHPAEC-PAD 
ในการตรวจวิเคราะห เนื่องจากเปนวิธีที่มีความถูกตอง แมนยําสูง เหมาะสําหรับการตรวจหาสารโพลีแซคคาไรค การศึกษานี้
ใชคอลัมนชนิดแลกเปลี่ยนไอออนลบ อุณหภูมิคอลัมน 30 องศาเซลเซียส สารละลายตัวพาเปน 580 mM NaOH อัตราการ
ไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที ปริมาณที่ฉีด 50 ไมโครลิตร ตรวจวัดดวยเครื่อง PAD ผลการศึกษาพบวากราฟสารมาตรฐานมีความ
เปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.15 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9999 ความเที่ยง
เมื่อทดสอบในวันเดียวกันไดคารอยละสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณ
โพลีแซคคาไรดอิสระเทากับ 3.38 และ 1.61 ตามลําดับ และตางวันกันไดคารอยละสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ
ของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระเทากับ 4.47 และ 3.22 ตามลําดับ วิธีมีความแมนสามารถ
ตรวจวัดสารมาตรฐานที่ใสในวัคซีนรวม DTP-HB-Hib ไดคารอยละการคืนกลับอยูระหวาง 96.74 และ 103.37 ตามลําดับ 
วิธีมีความจําเพาะ สามารถวิเคราะหปริมาณโพลีแซกคาไรดในวัคซีนไดตั้งแต 0.15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาอุณหภูมิ
คอลัมนและระยะเวลาการยอยดวยกรดมีผลตอการวิเคราะห สรุปไดวาวิธีนี้สามารถใชเปนวิธีวิเคราะหในหองปฏิบัติการ
ของสถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ได 

คําสําคัญ: วัคซีนปองกันเชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบี, ปริมาณโพลีแซคคาไรด, HPAEC-PAD, การทดสอบความ             
 ถูกตองของวิธี
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

บทนํา

โรคติด เชื้ อฮี โมฟลุ สอินฟลู เอนเซ  ชนิดบี

(Haemophilus influenzae type b) หรอืเรยีกสัน้ๆ วา 

ฮิบ (Hib) เปนโรคที่มีความสําคัญในเด็กเล็ก โดยเฉพาะ

ที่อายุต่ำกวา 2 ป เชื้อฮิบกอใหเกิดโรคที่สําคัญ เชน โรค

เยื่อหุมสมองอักเสบ โรคติดเชื้อในกระแสเลือด โรคปอด

อักเสบ โรคขออักเสบ และโรคหูชั้นกลางอักเสบ โดยเชื้อ

จะแพรกระจายจากคนสูคนผานทางละอองในอากาศ และ

การสัมผัสโดยตรงกับสารคัดหล่ังของทางเดินหายใจ(1) 

สำหรับประเทศไทยจากการศึกษาของกรมควบคุมโรค 

กระทรวงสาธารณสุข ในป พ.ศ. 2543–2544 พบอุบัติ

การณของโรคเยื่อหุมสมองอักเสบจากเช้ือฮิบ 6.1 ราย

ตอประชากรเด็กอายุต่ำกวา 5 ป แสนคนตอป ซึ่งถือวา

คอนขางต่ำ(2) ถึงแมอุบัติการณโรคจะต่ำ แตหากเกิดการ

ติดเชื้อนี้จะมีอาการรุนแรงได ดวยเหตุนี้การปองกันโรค

ทำไดโดยการฉดีวคัซนีปองกนัเชือ้ฮโีมฟลสุ อนิฟลเูอนเซ

ชนดิบ ีหรือวคัซนีฮบิ (Haemophilus influenzae type b

vaccine; Hib vaccine) เพื่อสรางภูมิตานทาน และลด

อุบัติการณของการติดเชื้อฮิบลงได 

วคัซนีฮบิ ผลติจากสวนโพลแีซคคาไรดของเช้ือฮิบ

มลีกัษณะโครงสรางเปน linear polymer ของ 3-b-D-

ribofuranosyl (1ï1) D-ribitol-5-phosphate

(PRP) นำมา conjugate กับโปรตีนพาหะ ซึ่งอาจ

เปน CRM197 toxoid ของเชื้อบาดทะยักหรือคอตีบ 

วัคซีนฮิบมี 2 ชนิด คือ วัคซีนชนิดเดี่ยวและวัคซีนรวม

ซึ่งวัคซีนรวมจะรวมอยูกับวัคซีนคอตีบ บาดทะยัก 

ไอกรน ตับอักเสบบี หรือโปลิโอชนิดฉีด ขึ้นอยูกับ

บริษัทผูผลิต(1,3,4) ปจจุบันประเทศไทยไดบรรจุวัคซีน

รวมคอตีบ บาดทะยัก ไอกรน ตับอักเสบบี และฮิบ

อยูในแผนงานการสรางเสริมภูมิคุมกันแหงชาติตั้งแตป 

พ.ศ. 2562(5) ใชฉีดเขากลามเน้ือในเดก็อายตุัง้แต 2 เดอืน

ข้ึนไป ทำใหมีการนำวัคซีนรวมที่มีฮิบเปนสวนประกอบ

มาขึ้นทะเบียนตำรับยาในประเทศไทยเพิ่มมากขึ้นเปน

อยางมาก สำหรับการขึ้นทะเบียนตำรับในประเทศไทย

จะตองมีการตรวจวิเคราะหคุณภาพ โดยสถาบันชีววัตถุ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย เปนหองปฏิบัติการควบคุม

คณุภาพวัคซนีภาครฐัแหงเดยีวของประเทศ เพือ่ยนืยนัวา

วัคซีนที่นำมาขึ้นทะเบียนมีคุณภาพและมีความปลอดภัย

ตามมาตรฐาน ในการตรวจวิเคราะหคุณภาพของวัคซีน

สามารถตรวจสอบโดยใช วิ ธีทางหองปฏิบัติการ

ทั้งทางดานชีวภาพ กายภาพ และดานเคมี รายการ

วิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด (polysaccharide)

หรือปริมาณแอนติเจนรวมและอิสระเปนพารามิเตอร

หนึง่ทีม่คีวามสำคญัในการตรวจวเิคราะหคณุภาพวคัซนี(6)

เพ่ือยืนยันวาวัคซีนมีปริมาณโพลีแซคคาไรดตรงตาม

ขอกำหนดผลิตภัณฑที่ระบุในทะเบียนตำรับยาชีววัตถุ

ซึ่ งขอกำหนดผลิตภัณฑสวนใหญของปริมาณโพลี

แซคคาไรดรวมอยูระหวางรอยละ 80 ถงึ 120 ของปรมิาณ

ที่เติมลงไป (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระจะมีคานอยกวาหรือเทากับ

รอยละ 20 เปอรเซ็นตของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม 

วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด

หรือปริมาณแอนติเจนในวัคซีนฮิบ องคการอนามัยโลก

(WHO) ไดแนะนำหลายวิธี เชน Colorimetric 

Method, Immunological Method และ Chromato-

graphic Method เปนตน(6) ซึ่งบางวิธียังมีขอจำกัด

สำหรับหองปฏิบัติการภาครัฐ เชน การตรวจดวยเทคนิค 

ELISA ถึงแมจะเปนวิธีที่มีความจำเพาะ และผูผลิต

บางรายใชวิธีนี้ในการตรวจคุณภาพของวัคซีน แตตอง

ใชสารแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่จำเพาะตอวัคซีนของ

แตละบริษัท จึงมีความจำเพาะที่จำกัดและอาจมีแนวโนม

ที่จะใหผลบวกหรือผลลบปลอม เนื่องจากขอผิดพลาด

ทางเทคนิค การปนเปอนของตัวอยาง การใชสารเคมี

คุณภาพต่ำ ความไมเสถียรจากการไวตออุณหภูมิที่

เปลี่ยนแปลง และอื่นๆ แตวิธี High Performance

Anion Exchange Chromatography with Pulse 

Amperometric Detection (HPAEC-PAD) เปน

วิธี High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) ที่เหมาะสมสำหรับการตรวจหาสารจำพวก

คารโบไฮเดรต (carbohydrate) โอลิโกแซคคาไรด 

(oligosaccharide) และโพลีแซคคาไรด เนื่องจากเปน

วิธีที่มีความถูกตอง แมนยำสูง(7) และไมมีความจำเปน

ตองใชสารจากผูผลิต จึงเหมาะสมที่จะนำมาใชเปนวิธี

มาตรฐานของหองปฏิบัติการได และในปจจุบันบริษัท

ผูผลิตวัคซีนสวนใหญจะใชวิธี HPAEC-PAD ในการ

ตรวจวิเคราะห โดยวิธีนี้จะอาศัยความแตกตางของอัตรา
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

การเคลื่อนที่ของแตละองคประกอบของสารบนเฟสคงที่ 

(Stationary Phase) ภายใตการพาของเฟสเคลื่อนที่ 

(Mobile Phase) โดยใช Anion-exchange Column 

ที่เปนเฟสคงที่ มีสารตัวกลาง (Ion Exchanger) เปน

ประจุบวก ซึ่งจะจับกับสารละลายท่ีมีประจุลบดวยแรง 

Electrostatic force เมื่อสารถูกปลอยออกมา จะผาน

เครื่องตรวจวัดสัญญาณชนิด PAD ซึ่งเปน Electro-

chemical detector จากนั้นคำนวณหาปริมาณของสาร

โดยอานคาจากกราฟมาตรฐานท่ีเตรยีมจากสารมาตรฐาน

ระดับความเขมขนตางๆ

การศึกษาครั้งนี้จึงดำเนินการพัฒนาและทดสอบ

ความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด

รวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ โดย

วิธี HPAEC-PAD เพื่อนำมาใชเปนวิธีวิเคราะหในการ

ตรวจทางหองปฏิบัติการสำหรับการควบคุมคุณภาพของ

วคัซนีฮบิในประเทศไทย ซึง่จะทำใหผูบรโิภคไดรบัวคัซนี

ทีมี่คณุภาพเปนไปตามมาตรฐานผลิตภณัฑและมาตรฐาน

สากลในการปองกันโรคได

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคม:ี นำ้ HPLC grade; conductivity 18.2 

MW CAS No. 7732-18-5 (Ligand Scientific, 

Thailand), methanol HPLC grade CAS No.

67-56-1 (J.T. Baker, USA), 1N NaOH  CAS No.

1310-73-2 (Merck, Germany), NaH2PO4,

NaCl, HCl; analytical grade (Sigma-Aldrich, 

USA) และ H25Na2O16P analytical grade (BDH, 

England)

สารมาตรฐาน: WHO International Standard

Heamophilus influenzae b polysaccharide 

poly-ribosyl-ribitol-phosphate (PRP) code 

02/208 (National Institute for Biological 

Standards and Control (NIBSC), UK)(8) ใชสำหรบั

การทดสอบความเหมาะสมของระบบ และ Adonitol

(Ribitol) CAS No. 488-81-3 (Sigma-Aldrich, 

USA)(9) ใชสำหรับสรางกราฟมาตรฐาน และใชเปนสาร

ควบคุมผลบวก (Positive Control)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่อง HPLC รุน LC-20ADXR (Nexera,

Shimadzu, Japan), Software LabSolution

(Shimadzu, Japan), Pulse Amperometric 

Detector รุน ED743 (GL Sciences, Japan) โดย

ใชคอลัมนแยกสารชนิด CarboPac MA1 analytical 

column ขนาด 4 x 250 มลิลเิมตร (Dionex, USA) และ 

CarboPac MA1 guard column (Dionex, USA) 

เครื่องชั่งความละเอียดทศนิยม 2 และ 5 ตำแหนง 

(Sartorius, Germany), ตูเย็นควบคุมอุณหภูมิ 2−8 

องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan), ตูแชแข็งควบคุม

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Haier, China),

ตูอบความรอน (Memmert, Germany), ตูดูดควัน 

(Kottermann, Germany), เครื่องปนเหวี่ยงแบบ

ควบคุมความเย็น (Kubota, Japan), เครื่องเขยาผสม 

(Scientific Industries, USA), เครื่องดูดสูญญากาศ 

(Gast, USA), แผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน 

(Corning, USA), หลอด cryotube ขนาด 2 มิลลิลิตร 

(Eppendorf, Germany), หลอดแกวทนกรด (glass 

microtube with gasket Teflon plug) ขนาด 4 

มลิลลิติร (Agilent, USA), เครือ่งแกว และไมโครปเปต 

ขนาด 1−1,000 ไมโครลิตร (Finnpipette, Finland)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

การเตรียมสารละลายมาตรฐานเขมขน: ชั่งสาร

มาตรฐาน ribitol น้ำหนัก 15 มิลลิกรัม ใสในขวด

ปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ำที่กำจัดแกส

ละลายใหเขากันและปรับปริมาตรดวยน้ำดังกลาวใหครบ 

100 มิลลิลิตร แบงสารละลายลงในหลอด cryotube 

ขนาด 2 มิลลิลิตร นำไปเก็บไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 

องศาเซลเซียส 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานสำหรับใชงาน: 

เจือจางสารละลายมาตรฐานเขมขน ribitol ดวยน้ำที่

กำจัดแกสกอนการใชงานใหมีความเขมขนของ ribitol

เทากับ 0.15, 0.75, 1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เพื่อใชสราง

กราฟมาตรฐาน กรองดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 

ไมครอน
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การเตรียมสารควบคุมผลบวก: เตรียมโดยใชสาร 

ribitol ตางรุนการผลิตกับท่ีใชเตรียมกราฟมาตรฐาน

นำมาชั่งและละลายดวยน้ำที่กำจัดแกสใหมีความเขมขน

ของสาร ribitol เทากับ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กรอง

ดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน

ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง

ตัวอยาง: วัคซีนรวม คอตีบ บาดทะยัก ไอกรน 

ตบัอกัเสบบ ีและฮบิ (DTP-HepB-Hib) ท่ีขึน้ทะเบยีน

ในประเทศไทย จำนวน 1 รุนการผลิต

การเตรียมตัวอยาง: นำวัคซีนรุนการผลิตเดียวกัน

เทรวมกนัใหมปีรมิาตรอยางนอย 8 มิลลลิติร ผสมใหเปน

เนื้อเดียวกันดวยการเขยาประมาณ 30 วินาที 

การเตรียมตัวอยางเพื่อใชในการวิเคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดรวม: ดูดวัคซีนที่ เตรียมไวปริมาตร

1 มิลลิลิตร ลงในหลอดแกวทนกรด เพื่อนำไปยอยดวย

กรดตอไป

การเตรียมตัวอยางเพื่อใชในการวิเคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระ: เติมวัคซีนท่ีเตรียมไว ปริมาตร 

4 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร

เติม Phosphate Buffer, 5 mM pH 6.8 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ปรบัปรมิาตรเปน 5 มลิลลิติร และผสมใหเขากัน

จากนั้นเขยาอยางนอย 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง นำไปปน

เหวีย่งที ่2,300 g เวลา 30 นาที อณุหภูมิ 10 องศาเซลเซยีส

สวนใสที่ได นำไปผาน SPE C4 Cartridge เพื่อแยก

โพลีแซคคาไรดอิสระจากโพลีแซคคาไรดรวม แลวนำไป

ยอยดวยกรดตอไป 

การยอยตวัอยางและสารละลายมาตรฐานดวยกรด

(acid hydrolysis) เปนขั้นตอนสลายโพลิเมอร

(depolymerization) โดยดูดตัวอยางสารละลาย

มาตรฐานสำหรับใชงานที่ความเขมขนตางๆ และสาร

ควบคุมผลบวก ใสในหลอดแกวทนกรด หลอดละ 

1 มิลลิลิตร เติม 6 N HCl ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

นำไปอบในตูอบรอนที่อุณหภูมิ 100±2 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันทำใหเย็นท่ีอุณหภูมิ 5±3 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10±2 นาที เติมสารละลาย 

1 M NaOH ปริมาตรหลอดละ 400 ไมโครลิตร นำ

ไปกรองดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน 

กอนวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC สำหรับตัวอยางวัคซีน

เพื่อวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมที่ยอยแลวให

เจอืจางดวยสารละลาย 70 mM NaOH เพือ่ใหมปีรมิาณ

โพลีแซคคาไรดอยูในชวงคากราฟมาตรฐาน ผสมให

สารละลายเขากัน แลวนำไปกรองดวยแผนกรอง Nylon 

ขนาด 0.22 ไมครอน กอนวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจวิเคราะห

ทำการทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมของวิธี

HPAEC-PAD ในการตรวจวิ เคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

ในวคัซนีฮบิ เพือ่ใหไดชวงความเขมขนของสารมาตรฐาน

ที่จะนำมาใชเปนกราฟมาตรฐานที่มีความเปนเสนตรง

และทดสอบกับตัวอยางที่ระดับการเจือจางเหมาะสม

สำหรบัการวเิคราะห ซึง่สภาวะทีท่ำการศกึษา  ประกอบดวย

ขั้นตอนการยอยดวยกรดเพื่อสลายสายโพลีแซคคาไรด

ใหไดสวน ribitol อิสระกอนนำมาผานคอลัมนวิเคราะห

โดยเลือกความเขมขนกรด ปริมาตรท่ีใช อุณหภูมิ

และเวลาที่สามารถยอยโพลีแซคคาไรดในตัวอยาง

ไดดแีละใชระยะเวลาในการยอยเหมาะสม รวมทัง้สามารถ

แยกพีค (peak) ไดดี การเลือกชวงความเขมขนของ

สารมาตรฐาน ซึ่งชวงความเขมขนท่ีเหมาะสม ตอง

ครอบคลุมกับปริมาณโพลีแซคคาไรดในตัวอยางและ

มีความเปนเสนตรง 

การตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ โดย 

HPAEC-PAD

นำสารละลายมาตรฐานสำหรบัใชงาน สารควบคมุ

ผลบวก และสารละลายตวัอยางทีย่อยดวยกรดแลวขางตน

มาตรวจวัดดวยเครื่อง HPAEC-PAD ที่ใชสภาวะ

การทำงาน ประกอบดวย คอลัมนแยกสารชนิด

CarboPac MA1 analytical column ขนาด 4 x 250 

มิลลิเมตร พรอม CarboPac MA1 guard column ตั้ง

อณุหภมูขิอง column chamber และอณุหภมูขิอง auto

sampler chamber ไวที่ 30 และ 4 องศาเซลเซียส

ตามลำดบั ใช working และ reference electrode ชนดิ 

Gold และ AgCl ตามลำดับ ปริมาตรการฉีดตัวอยาง

ตอครั้งเทากับ 50 ไมโครลิตร ใช 580 mM NaOH

เปนสารตัวพา ปรับอัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

ตัวตรวจวัดสัญญาณชนิด Pulse amperometric

ตัง้ระยะเวลาการทำงานแตละรอบ 40 นาที คำนวณปริมาณ

โพลีแซคคาไรด โดยอานคาจากกราฟมาตรฐานของ 

ribitol ที่เครื่องคำนวณให นำมาแปลงคาใหเปนปริมาณ

โพลีแซคคาไรด โดยคูณดวย dilution factor และ 

conversion factor ที่มีคาเทากับ 2.42 (conversion

factor) คำนวณจากน้ำหนักโมเลกลุของ PRP repeating

units หารดวยน้ำหนักโมเลกุลของสาร ribitol(10−12)

การทดสอบความพรอมของระบบ (System Suit-

ability)

ฉดีสารมาตรฐาน PRP ท่ีระดบัความเจอืจาง 1:20 

และ 1:40 โดยระดับความเจือจางละ 3 ซ้ำ คำนวณสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เกณฑการยอมรับตองมีสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของแตละระดับความเจือจาง

ตองไมเกินรอยละ 5 และผลวิเคราะหที่ไดตองมีปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอยูในระหวางรอยละ 80 และ 120 ของ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดของสารมาตรฐาน PRP ที่ใช

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห(13,14)

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน และชวง

คาของการวิเคราะห (Linearity and Range)

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานสำหรับการใชงาน

ที่มีความเขมขนของสาร ribitol เทากับ 0.15, 0.75, 

1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ดวยเครื่อง HPAEC-PAD ความเขมขนละ 3 ซ้ำ สราง

กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสาร ribitol และ

พ้ืนที่ใตกราฟ คำนวณสมการถดถอยเชิงเสน (Linear 

regression Equation) และคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 

(Coefficient of Correlation; r) เกณฑการยอมรบัคา r

ตองไมนอยกวา 0.998

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

ทำการศึกษาใน 2 หัวขอคือ 1) การทำซ้ำในวัน

เดียวกัน โดยใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจำนวน 9 ซ้ำ

ในวันเดียวกัน โดยนักวิ เคราะหคนเดียวกัน และ

2) การวิเคราะหตางวัน โดยใชตัวอยางเดียวกัน นำมา

เตรียมและวิเคราะห 6 การทดสอบตางวันกัน วิเคราะห

วันละ 3 ซ้ำ โดยนักวิเคราะหคนเดียวกัน คำนวณคาเฉลี่ย

ปริมาณโพลีแซคคาไรด สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และ

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เกณฑการยอมรับตอง

มีสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของปริมาณโพลีแซค

คาไรดรวมไมเกินรอยละ 5 และปริมาณโพลีแซคคาไรด

อิสระไมเกินรอยละ 10 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห

ตางวันดวยสถิติ Independent T-test ซึ่งผลการ

วิเคราะหจะตองไมแตกตางกัน

การทดสอบความแมน (Accuracy)

เติมสารละลายมาตรฐาน จำนวน 3 ความเขมขน

ที่อยูในชวงกราฟมาตรฐานลงในวัคซีนตัวอยาง วิเคราะห

ความเขมขนละ 3 ซ้ำ คำนวณรอยละการคืนกลับ เกณฑ

การยอมรับของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมตองมีรอยละ

การคืนกลับอยูระหวางรอยละ 90 และ 110 และปริมาณ

โพลแีซคคาไรดอสิระตองมรีอยละการคนืกลบัอยูระหวาง

รอยละ 80 และ 120

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (Specificity)

เปรยีบเทยีบ Retention Time (RT) ของพคีจาก

โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน สารควบคุมผลบวก

สำหรับใชงาน ตัวอยางสำหรับทดสอบ กับตัวอยางวัคซีน

ชนิดอ่ืน ตัวอยางสำหรับทดสอบจะตองปรากฏพีคจาก

โครมาโตแกรมที ่RT ใกลเคยีงกบัพคีจากโครมาโตแกรม

ของสารมาตรฐานและสารควบคุมผลบวกสำหรับใชงาน

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of 

Detection; LOD) และขีดจำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (Limit of Quantitation; LOQ)

LOD คำนวณจากคาความเขมขนสารที่ใหคา

สัญญาณเปน 3 เทาของสัญญาณรบกวน และ LOQ 

คำนวณจาก ความเขมขนของสารทีใ่หคาสญัญาณเปน 10 

เทาของสัญญาณรบกวน

การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

ทำการศกึษาใน 3 ตวัแปร คอื 1) อายขุองสารตวัพา

2) อุณหภูมิของคอลัมน และ 3) ระยะเวลาการยอย

ดวยกรด ทำการวิเคราะหโดยใชตัวอยางเดียวกัน 

นำมาเตรยีมและวเิคราะหจำนวนตวัแปรละ 3 การทดสอบ 

ตางวัน ทำการวิเคราะหครั้งละ 3 ซ้ำ และเปรียบเทียบผล

การวิเคราะหทางสถิติ
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด 

(Estimation of Measurement Uncertainty)

ประเมนิคาความไมแนนอนของการตรวจวเิคราะห 

เพื่อใหเปนไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

โดยคํานึงถึงแหลงความไมแนนอนทุกแหลง เม่ือรวมคา

ความไมแนนอนท้ังหมด คํานวณคาความไมแนนอนขยาย

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ผล

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจวิเคราะห

จากการทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมของ

วิธี HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

ในวัคซีนฮิบ ไดสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห 

ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 สภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับวิธี HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและ 

 ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ

Parameter Setting

Column and Guard Column

Column Temperature

Detection

Gold Electrode

Reference Electrode

Elution Conditions/Eluent

Wash-Regeneration Condition/Equilibration

Autosampler Temperature

Injection Volume

Flow Rate

Run Time

Software for Data Acquisition and Processing

CarboPac MA1 

30°C

Pulsed Amperometric detection

Not disposable

AgCl

Isocratic – 580 mM NaOH

Before starting an analysis, washing with NaOH 

1M for 1h, equilibration with NaOH 580 mM for 1h

4°C

50 µL

0.4 mL/min

40 min

LabSolution

การทดสอบความพรอมของระบบเมื่อฉีดสาร

มาตรฐาน PRP ที่ระดับความเจือจาง 1:20 และ 1:40 

โดยฉีดระดับความเจือจางละ 3 ซ้ำ คำนวณสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ พบวาปริมาณโพลีแซคคาไรดของสาร

มาตรฐาน PRP ทีร่ะดบัความเจอืจาง 1:20 มคีาเฉลีย่เทากบั 

16.83 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และมีคาสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพทัธเทากบั 0.59 ท่ีระดบัความเจอืจาง 1:40 

มีคาเฉลี่ยเทากับ 17.98 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

มคีาสวนเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากบั 0.78 ดงัแสดง

ในตารางที่ 2 

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน และชวงคาของ

การวิเคราะห (Linearity and Range)

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน และ

ชวงคาของการวิเคราะห เมื่อนำคาพื้นที่ใตกราฟและ

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน ribitol ที่มีความ

เขมขนระหวาง 0.15 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

มาสรางกราฟ จะไดกราฟที่มีความเปนเสนตรง มีคา

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9999 โดยมีสมการ

ถดถอยเชงิเสน y = 328266 x-21075 ดังแสดงในภาพท่ี 1

การทดสอบความเปนเสนตรงดวย F-test ไดคามากกวา

คา F-critical ที ่alpha 0.05 ผลจากกราฟ Residual Plot
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความพรอมของระบบเมือ่วเิคราะหสารมาตรฐาน PRP ทีร่ะดบัความเจอืจาง 1:20 และ 1:40

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรด (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

1:20 1:40

1

2

3

16.74

16.82

16.93

17.99

18.12

17.84

คาเฉลี่ย

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ

16.83

0.10

0.59

17.98

0.14

0.78

พบวามกีารกระจายตวัของคารอบๆ ของแกน X ดงัแสดง

ในภาพที่ 2 และกราฟ Line Fit Plot พบการเรียงตัว

ของจุดคา y ที่ตรวจวัดไดเทียบกับ predicted y มีคา

ใกลเคียงกันเปนการยืนยันใหเห็นวากราฟเปนเสนตรง

ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาพื้นที่ใตกราฟ (แกน Y) และความเขมขนของสารละลาย

 มาตรฐาน ribitol ที่มีความเขมขนระหวาง 0.15 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (แกน X)

ภาพที่ 2 กราฟ Residual Plot ของการตรวจวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน ribitol ที่มีความเขมขนระหวาง 0.15 

 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

การทดสอบความเท่ียง เม่ือทำซ้ำในวันเดียวกัน

ใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจำนวน 9 ซ้ำในวันเดียวกัน 

พบวาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของปริมาณ

โพลแีซคคาไรดรวมท่ีคำนวณไดเทากบั 3.38 และ ปรมิาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระที่คำนวณไดเทากับ 1.61 ซึ่งอยู

ในเกณฑที่ยอมรับ คือ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ

ของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมไมเกินรอยละ 5 และ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระไมเกินรอยละ 10 ดังแสดง

ในตารางที่ 3

ภาพที่ 3 กราฟ line fit plot ของการตรวจวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน ribitol ที่มีความเขมขนระหวาง 0.15

 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตารางที่ 3 ผลการศึกษาความเที่ยงเมื่อทำซ้ำในวันเดียวกัน ใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจำนวน 9 ซ้ำในวันเดียวกัน

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรด (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

1

2

3

4

5

6

7

8

9

5.42

5.65

6.02

5.93

5.93

5.71

5.54

5.93

5.68

1.18

1.18

1.19

1.17

1.19

1.14

1.16

1.15

1.20

คาเฉลี่ย

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (รอยละ)

5.76

0.19

3.38

1.17

0.02

1.61
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

การทดสอบความเที่ยง เม่ือใชตัวอยางวัคซีน

เดียวกัน เตรียมตัวอยางใหมในแตละวัน ทำการวิเคราะห

ตางวนั จำนวน 6 วนั วิเคราะหวันละ 3 ซ้ำ โดยนักวิเคราะห

คนเดียวกัน พบวาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ

ของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมที่คำนวณไดเทากับ 4.47 

และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระที่คำนวณไดเทากับ 

3.22 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับคือสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมไมเกินรอยละ 5

และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระไมเกินรอยละ 10

ดังแสดงในตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 ผลการศึกษาความเที่ยง เมื่อใชตัวอยางวัคซีนเดียวกัน เตรียมตัวอยางใหมในแตละวัน ทำการวิเคราะห

 ตางวัน จำนวน 6 วัน วิเคราะหวันละ 3 ซ้ำ

วันที่

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ฉีดครั้งที่ 1 ฉีดครั้งที่ 2 ฉีดครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย ฉีดครั้งที่ 1 ฉีดครั้งที่ 2 ฉีดครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย

1
2
3
4
5
6

6.62
6.35
6.39
6.64
5.34
5.90

6.51
6.44
6.54
6.70
8.73
6.36

6.96
6.73
6.55
8.02
5.60
6.13

6.70
6.50
6.49
7.12
6.56
6.13

1.25
1.21
1.13
1.29
1.18
1.13

1.15
1.14
1.10
1.14
1.18
1.10

1.16
1.14
1.12
1.24
1.19
1.12

1.19
1.16
1.12
1.22
1.18
1.12

คาเฉลี่ย
สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (รอยละ)

6.58
0.29
4.47

คาเฉลี่ย
สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (รอยละ)

1.16
0.04
3.22

การทดสอบความแมน (Accuracy)

การทดสอบความแมน เมือ่เตมิสารละลายมาตรฐาน

ribitol จำนวน 3 ความเขมขนที่เติมลงในวัคซีนตัวอยาง

ที่อยูในชวงกราฟมาตรฐานลงในตัวอยาง วิเคราะห

ความเขมขนละ 3 ซ้ำ พบวาคารอยละการคืนกลับของ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมอยูระหวางรอยละ 93.75

และ 106.67 และคารอยละการคืนกลับของปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระอยูระหวางรอยละ 92.11 และ 

115.79 ซึง่อยูในเกณฑการยอมรบั คอื ปรมิาณโพลแีซค-

คาไรดรวมตองมีรอยละการคืนกลับอยูระหวางรอยละ 

90 และ 110 และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระตองมี

รอยละการคนืกลบัอยูระหวางรอยละ 80 และ 120 ดงัแสดง

ในตารางที่ 5

ตารางที่ 5 รอยละการคืนกลับของการเติมสารมาตรฐาน ribitol ในตัวอยาง จำนวน 3 ความเขมขน เติมลงในวัคซีน

 ตัวอยาง

ครั้งที่

รอยละการคืนกลับของสารมาตรฐาน ribitol

ความเขมขนของ ribitol ที่เติมลงในวัคซีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

0.75 4.50 7.50 0.75 4.50 7.50

1

2

3

105.41

100.00

93.75

100.00

99.11

96.89

98.14

106.67

98.94

115.79

92.11

94.59

94.67

97.78

97.78

111.17

101.87

97.07



37วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (Specificity)

การทดสอบความจำเพาะของวิธี แสดงใหเห็น

จาก Retention Time (RT) ของพีคจากโครมาโต

แกรม โดยสารละลาย blank และตัวอยางวัคซีนชนิดอื่น

ไมปรากฏพีครบกวนการวิเคราะห สวนตัวอยางสำหรับ

ทดสอบ ปรากฏพีคที่ RT ใกลเคียงกับพีคสารมาตรฐาน 

ribitol และสารควบคุมผลบวกสำหรับใชงาน ดังแสดง

ในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน สารควบคุมผลลบ สารควบคุมผลบวก ตัวอยางสำหรับทดสอบกับ

 ตัวอยางวัคซีนชนิดอื่น  (1) NaCl (2) สารมาตรฐาน ribitol (3) สารละลาย blank (negative control) 

 (4) positive control (CP) (5) โพลีแซคคาไรดรวม (ตัวอยางสำหรับทดสอบ) และ (6) ตัวอยาง

 วัคซีนชนิดอื่น 

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

ขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) อยูที่ระดับ 

0.02 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร และขดีจำกดัของการวดัเชงิ

ปรมิาณ (LOQ) อยูท่ีระดบั 0.05 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร 

ซึ่งคำนวณจากคาความเขมขนสารท่ีใหคาสัญญาณเปน 

3 และ 10 เทาของสัญญาณรบกวนของกราฟมาตรฐาน 

จำนวน 6 คร้ัง ดังแสดงในตารางที่ 6 แตจากตารางจะ

เห็นวาคาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณท่ีคำนวณไดมี

คาเทากบั 0.05 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ซึง่ตำ่กวาปรมิาณ

ความเขมขนตำ่สดุของสารมาตรฐานคอื 0.15 ไมโครกรมั

ตอมิลลิลิตร ดังนั้นจึงกำหนดคาขีดจำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณที่ 0.15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนคาความ

เขมขนต่ำสุดของสารมาตรฐาน

การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

การทดสอบความทนของวิธี เมื่อเปลี่ยนอายุ

ของสารตัวพาที่เตรียมไวอายุ 0, 7 และ 14 วัน ทำการ

วิเคราะหตัวอยาง จำนวน 3 ซ้ำ พบวาปริมาณโพลีแซค-

คาไรดรวมมีคาเฉลี่ย 6.45, 6.64 และ 6.72 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ และปริมาณโพลีแซคคาไรด

อิสระมีคาเฉล่ีย 1.29, 1.29 และ 1.26 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 7
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

เปรยีบเทยีบผลการวิเคราะหดวยสถติ ิOne-way

ANOVA พบวาปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมมีคา Sig 

เทากับ 0.862 และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระมีคา Sig 

เทากับ 0.838 ซึ่งมากกวา 0.05 แสดงวาผลการทดสอบ

ที่ตรวจโดยใชสารตัวพาที่เตรียมไวอายุ 0, 7 และ 14 วัน

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ระดับ 0.05 

การทดสอบความทนของวิธี เมื่อเปล่ียนอุณหภูมิ

ของคอลัมนจากเดิม 30 องศาเซลเซียส เปน 25 องศา

เซลเซียส ทำการวิเคราะหตัวอยาง จำนวน 3 ซ้ำ พบวา

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมมีคาเฉลี่ย 6.45 และ 6.19

ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ตามลำดบั และปรมิาณโพลแีซค-

คาไรดอิสระมีคาเฉลี่ย 1.29 และ 1.39 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่ 6 แสดงคา LOD และ LOQ ที่คำนวณจากคาความเขมขนสารที่ใหคาสัญญาณ (S/N) เปน 3 และ 10

  เทาของสัญญาณรบกวนของกราฟมาตรฐาน

ครั้งที่
LOD

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

LOQ

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

1

2

3

4

5

6

0.01

0.01

0.01

0.02

0.02

0.02

0.04

0.04

0.05

0.05

0.05

0.05

คาเฉลี่ย 0.02 0.05

ตารางที่ 7 ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปลี่ยนอายุของสารตัวพาที่เตรียมไวอายุ 0, 7 และ 14 วัน

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

Day 0 Day 7 Day 14 Day 0 Day 7 Day 14

1

2

3

6.37

6.52

6.46

6.38

6.49

7.04

6.57

7.77

5.81

1.29

1.31

1.28

1.27

1.23

1.36

1.19

1.24

1.36

คาเฉลี่ย 6.45 6.64 6.72 1.29 1.29 1.26

ตารางที่ 8  ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปล่ียนอุณหภูมิของคอลัมนจากเดิม 30 องศาเซลเซียส เปน
 25 องศาเซลเซียส

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

30 องศาเซลเซียส 25 องศาเซลเซียส 30 องศาเซลเซียส 25 องศาเซลเซียส

1

2

3

6.37

6.52

6.46

5.97

6.16

6.45

1.29

1.31

1.28

1.39

1.36

1.42

คาเฉลี่ย 6.45 6.19 1.29 1.39
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

เปรยีบเทียบผลการวิเคราะหดวยสถติ ิIndepen-

dent Sample T-test พบวาปรมิาณโพลีแซคคาไรดรวม

มีคา Sig เทากับ 0.154 ซึ่งมากกวา 0.05 แสดงวาไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

แตปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระมีคา Sig เทากับ 0.008 

ซึ่งนอยกวา 0.05 แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัย

สำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05

การทดสอบความทนของวธิ ีเมือ่เปลีย่นระยะเวลา

การยอยดวยกรดจากเดิม 2 ช่ัวโมง เปน 1.30 ชั่วโมง 

ทำการวิเคราะหตัวอยาง จำนวน 3 ซ้ำ พบวาปริมาณ

โพลแีซคคาไรดรวมมคีาเฉลีย่ 6.45 และ 3.54 ไมโครกรมั

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ และปริมาณโพลีแซคคาไรด

อิสระมีคาเฉลี่ย 1.29 และ 1.27 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 9

ตารางที่ 9  ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปลี่ยนระยะเวลาการยอยดวยกรดจากเดิม 2 ช่ัวโมง เปน

 1.30 ชั่วโมง

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

2 ชั่วโมง 1.30 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 1.30 ชั่วโมง

1

2

3

6.37

6.52

6.46

3.71

3.51

3.40

1.29

1.31

1.28

1.26

1.30

1.24

คาเฉลี่ย 6.45 3.54 1.29 1.27

เปรยีบเทียบผลการวิเคราะหดวยสถติ ิIndepen-

dent Sample T-test พบวาปริมาณโพลีแซคคาไรด

รวมมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 แสดงวามี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

แตปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระมีคา Sig เทากับ 0.248 

ซึ่งมากกวา 0.05 แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05

การประเมนิคาความไมแนนอนของการวดั (Estima-

tion of Measurement Uncertainty)

การประมาณคาความไมแนนอนของการตรวจ

วเิคราะห แสดงใหเหน็ถงึสายโซการสอบกลบัไดของการวัด

โดยพิจารณาแหลงความไมแนนอนที่จะมีผลกระทบ

ตอการตรวจวิเคราะห ไดแก ความไมแนนอนจาก

ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบเคร่ืองมือ 

ความเขมขนของตัวอยางที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน 

ความเท่ียงของวิธีเมื่อทำซ้ำ และคารอยละการคืนกลับ

ของการทดสอบความถูกตองของวธิ ีนำมาคำนวณคาความ

ไมแนนอนรวม (Combined Uncertainty; uc) และ

คาความไมแนนอนขยาย (Expanded Uncertainty; U)

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชคา Coverage

Factor (k) เทากับ 2 ไดคา U ของปรมิาณโพลแีซคคาไรด

รวมเทากับ 2.99 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ U ของ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระเทากับ 0.25 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 5 และ 6
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

ภาพที่ 5 องคประกอบแหลงความไมแนนอนของการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมที่ตรวจโดยวิธี

  HPAEC-PAD

ภาพที่ 6 องคประกอบแหลงความไมแนนอนของการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระที่ตรวจโดยวิธี

 HPAEC-PAD

หมายเหตุ: Recovery  = คารอยละการคืนกลับของการทดสอบความถูกตองของวิธี

 RSD = ความเที่ยงของวิธีเมื่อทำซ้ำ

 Vs = ปริมาตรของตัวอยาง

 Cx = ความเขมขนของสารมาตรฐาน

 Co = ความเขมขนของตัวอยางที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน

 PRP =  ความเขมขนของตัวอยางที่รายงาน
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

วิจารณ

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธี 

HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหปรมิาณโพลแีซค-

คาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ

เพ่ือนำมาใชเปนวิธีวิเคราะหของหองปฏิบัติการควบคุม

คุณภาพ สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

สำหรับตรวจสอบคุณภาพวัคซีนท่ีมี วัคซีนฮิบเปน

สวนประกอบ ผลการทดสอบความถูกตองของวิธี พบวา

เปนไปตามเกณฑที่กำหนด แสดงวาวิธีมีความเหมาะสม

ถูกตอง แมนยำ และเชื่อถือได นอกจากนี้ไดทำการ

ทดสอบความคงทนของวิธ ีจำนวน 3 ตวัแปร ประกอบดวย

อายุของสารตัวพา อุณหภูมิของคอลัมน และระยะเวลา

การยอยดวยกรด เพ่ือบงชี้วาเม่ือทั้ง 3 ตัวแปร มีการ

เปลี่ยนแปลงไปจะสงผลตอการตรวจวิเคราะหหรือไม

จากผลการทดสอบพบวาระยะเวลาการยอยดวยกรด

และอุณหภูมิคอลัมนมีผลตอการวิเคราะห แสดงวาทั้ง 2 

ตัวแปรเปนจุดวิกฤติของวิธี ผูทำการวิเคราะหตองใสใจ 

ระมัดระวังและควบคุมการตรวจวิเคราะหอยางใกลชิด 

เนือ่งจากระยะเวลาการยอยดวยกรดมีผลตอการสลายสาย

โพลีแซคคาไรดของเชื้อ Haemophilus influenzae 

type b ซึง่มคีณุสมบตัเิปนแอนตเิจนของวคัซนีใหแยกสวน 

ribitol ที่อยูในสายโพลีแซคคาไรดใหเปนอิสระกอน

ที่จะนำมาผานคอลัมนเพื่อตรวจวัด หากใชระยะเวลา

ไมเหมาะสมจะทำใหพีคของโครมาโตแกรมที่แสดงออก

มาไมปรากฏเปนพีคเดี่ยว ทำใหไมสามารถคำนวณพีค

ของตัวอยางเทียบกับพีคของสารมาตรฐานได นอกจากนี้

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิคอลัมน จะทำใหผลการ

วิเคราะหเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม เนื่องจากอุณหภูมิ

คอลัมนมีผลตอประสิทธิภาพในการแยกสาร ซึ่งจะทำให

การแยกสารไม มีความเสถียรและสม่ำเสมอ เมื่อ

เปรียบเทียบวิธี HPAEC-PAD ท่ีทำการพัฒนานี้กับ

วิธีตรวจปริมาณโพลีแซกคาไรดในวัคซีนฮิบวิธีอ่ืน เชน 

การตรวจหาปริมาณ ribose ดวย Bial’s reaction หรือ 

orcinol test(15) หรอืตรวจปรมิาณฟอสฟอรสัดวย Chen 

method(16) แลวคำนวณเปนปริมาณโพลีแซคคาไรด

ซึ่งเปนวิธีตรวจทางเคมีที่เคยใชทดสอบกับวัคซีนฮิบ

ในอดีต พบวาวิธีดังกลาวมักไดคาท่ีเบี่ยงเบนสูงแม

ทำการวิเคราะหในตัวอยางเดียวกันและไมสามารถตรวจ

กบัวคัซนีทีอ่ยูในรปูวคัซนีรวมได ในขณะทีว่ธิ ีHPAEC-

PAD ใหผลวิเคราะหที่มีความแมนยำ ถูกตองสูงกวา 

สามารถใชกับวัคซีนที่เปนวัคซีนรวมไดดี(11,12,17) สำหรับ

เทคนิคการตรวจแบบ ELISA มีขอดี คือ ความจำเพาะ

ของการจับระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีสามารถ

ลดการรบกวนจากสารผสมอื่น แตวิธี ELISA ยังมีขอ

จำกัด เนื่องจากตองใชสารแอนติเจนและแอนติบอดี

หลากหลายที่จำเพาะกับวัคซีนแตละบริษัท(17) ดังนั้นวิธี 

HPAEC-PAD ท่ีพฒันาขึน้ และไดทดสอบความถกูตอง

ของวิธีแลว จึงตอบโจทยการนำไปใชไดดี นอกจาก

ใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดของ

วัคซีนฮิบแลว ยังสามารถนำไปเปนแนวทางปรับใช

การพัฒนาวิธีตรวจหาปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีน

โพลีแซคคาไรดชนิดอื่นเพื่อการควบคุมคุณภาพ เชน 

วัคซีนไขไทฟอยด(18) วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ได(19–21) จึงเปนการเพิ่มศักยภาพของหองปฏิบัติการ

สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ในการ

คุมครองผูบริโภคดานวัคซีนใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 

อยางไรก็ตาม ยังมีขอจำกัดเกี่ยวกับตัวอยาง คือ หลังจาก

พัฒนาวิธีแลวเสร็จ ยังไมมีตัวอยางวัคซีนจริง สงตรวจ

วิเคราะห ดังนั้นจึงจะรวบรวมตัวอยาง เพื่อนำมาตรวจ

วิเคราะหตอไป หากไดผลตามเกณฑจะไดกำหนด

เปนวิธีมาตรฐานของหองปฏิบัติการนี้ตอไป

สรุป

สภาวะที่ระบุในงานวิจัยครั้งนี้มีความเหมาะสม 

และผลการทดสอบความถูกตองของวิธี HPAEC-PAD 

ในการตรวจวเิคราะหปรมิาณโพลแีซคคาไรดในวคัซีนฮบิ

พบวาอยูในเกณฑมาตรฐานในทุกหัวขอ แสดงวาวิธี 

HPAEC-PAD มคีวามเหมาะสม ถูกตอง แมนยำ เช่ือถอืได

ทั้งนี้วิธีที่พัฒนาในครั้งนี้ไดเปดใหบริการตั้งแตเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2566(22) เพื่อจะทำใหผูบริโภคไดรับ

วัคซีนที่มีฮิบเปนสวนประกอบที่มีคุณภาพ เปนไปตาม

มาตรฐานผลติภัณฑและมาตรฐานสากลในการปองกันโรค

ได และวิธีนี้สามารถพัฒนาตอยอดในการตรวจวิเคราะห

ปริมาณโพลีแซคคาไรดของวัคซีนโพลีแซคคาไรดชนิด

อื่นตอไปได 
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Method Development and Validation 
for Determination of Total and Free 

Polysaccharide Content in Heamophilus 
infl uenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD

ABSTRACT The Haemophilus influenzae type b (Hib) vaccine is used to prevent meningitis and
pneumonia in young children. It is produced from the polysaccharide component of Haemophilus influenzae 
type b. In the quality control of the Hib vaccine, determining the total and free polysaccharide contents 
is a crucial parameter, and the World Health Organization (WHO) recommends using the HPAEC-PAD 
method for analysis due to its accuracy and precision, which is well-suited for detecting polysaccharides. 
This study, the method involved using an anion exchange column with a column temperature of 30°C,
a mobile phase of 580 mM NaOH, a flow rate of 0.4 mL/min, and an injection volume of 50 µL. Detection
was performed using a PAD detector. The results showed that the standard curve was linear in the
concentration range from 0.15 to 10.50 µg/mL, with a correlation coefficient of 0.9999. The precision on 
the same day showed the relative standard deviations for total and free polysaccharide contents of 3.38% 
and 1.61%, respectively, while intermediate precision showed the relative standard deviations of 4.47% 
and 3.22%, respectively. The method was accurate, with the recovery of standard substances added to 
the DTP-HB-Hib combined vaccine ranging between 96.74% and 103.37%. The method demonstrated 
specificity and capability of analyzing polysaccharide content in the vaccine from 0.15 µg/mL. Additionally,
column temperature and acid hydrolysis duration were found to affect the analysis. In conclusion, this 
method can be used as an analytical method in the laboratory of the Institute of Biological Products, 
Department of Medical Sciences, Thailand for the Hib vaccine quality control purposes.

Keywords: The Haemophilus influenzae type b vaccine, Polysaccharide content, HPAEC-PAD, Method 
 validation


