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บทคัดย่อ
 การทดสอบความแรงของแอนตเิจนหรอืสารกระตุนภมูคิุมกนัเปนกระบวนการทีส่าํคญัของการประเมิน
ประสิทธภิาพวคัซนี ปจจบุนัประเทศไทยทดสอบความแรงของวคัซนีปองกนัโรคคอตบีโดยวธิ ีneutralization test 
(US potency method) ในหนูตะเภา ซึ่งไดผลการทดสอบเปนคาประมาณโดยไมสามารถระบุเปนคาที่แนนอนได 
การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหภูมิคุมกันในหนูถีบจักรดวยเทคนิค ELISA ซึ่งใหผลการทดสอบมีคาเชิงปริมาณ
ในหนวย International Unit (IU) สามารถนาํผลมาวเิคราะหแนวโนมเทยีบกบัผลการทดสอบของผูผลติได จงึเปน
วิธทีางเลอืกเพือ่ทดแทนวิธดีัง้เดมิ จากการตรวจสอบความถูกตองของวธิพีบวา ทกุผลการทดสอบท่ีระดับความเช่ือม่ัน
รอยละ 95 ของทุกคา ความแรงที่ไดมีคาอยูระหวางรอยละ 50 ถึง 200 ตามขอกําหนดขององคการอนามัยโลก 
คาระดับภูมิคุมกันของหนูถีบจักรตอวัคซีนตัวอยางจะแปรผันตามระดับความเจือจางของวัคซีนในลักษณะเปน
เสนตรง ขนานกับคาระดับภูมิคุมกันของหนูถีบจักรตอวัคซีนมาตรฐาน ผลการทดสอบซํ้าในวันเดียวกัน 3 คร้ัง 
มีคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%CV) เทากับรอยละ 1.15 และ 13.81 ตามลําดับ 
ผลการทดสอบระหวางวนั พบวา คาเบีย่งเบนมาตรฐานเทากบั 1.89 และคา %CV เทากบั 8.42 สวนผลการทดสอบ
โดยผูวิเคราะห 2 คน มคีาเบีย่งเบนมาตรฐานเทากับ 1.07 และคา %CV เทากบั 7.03 และไมพบวามีคาแตกตางกนั
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากการศึกษาดังกลาวนี้แสดงใหเห็นวิธีที่ใหผลการทดสอบที่มีประสิทธิภาพ 
จึงเปนอีกวิธีมาตรฐานทางเลือกในการทดสอบคาความแรงของวัคซีนปองกันโรคคอตีบเพื่อประเมินประสิทธิภาพ
ของวัคซีน ซึ่งจะสามารถลดระยะเวลาการทดสอบ และลดความเสี่ยงจากการสัมผัสพิษ (toxin) ที่จะเกิดขึ้นใน
ขั้นตอน neutralization ได
คําสําคัญ:  วัคซีนปองกันโรคคอตีบ การประเมินการสรางภูมิคุมกัน เทคนิค ELISA
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Abstract
 Potency test of antigen or immunizing agent is an important process test of vaccine 
efficacy. In Thailand, the potency test of diphtheria vaccines is a using neutralization test in guinea 
pigs (US potency method) which the result is the estimation value, but it cannot demonstrate 
the exact value. Development of immunological test in mice by using ELISA technique will get 
quantitative results in international unit (IU) that can use to compare with the manufacturers' test 
results. ELISA technique is an alternative to replace the former neutralization test (US potency 
method).  The method validation results show that every examination result at 95% confidence 
level met the strength by 50-200% as adhere to the specification of World Health Organization. 
The immunizing level of mice to vaccines varied with diluted linearity of vaccines and parallel 
to standard immunizing level. The replicate test results on the same day at third times got the 
standard deviation (SD) and coefficients of variance (%CV) at 1.15 and 13.81 respectively; the 
replicate test during day was SD and %CV at 1.89 and 8.42. For the test results by two analysists 
explored that it got SD and %CV at 1.07 and 7.03 respectively which it was not statistically 
significant difference (p> 0.05). In conclusion, the study demonstrates that the method Products 
results as efficiency. It can be one in standard alternative on potency test of diphtheria vaccine 
to assess the effectiveness of the vaccine which it can reduce examination time and decrease 
the risk of toxin exposure in the process neutralization. 
Key words: diphtheria vaccine, immunological test, ELISA

บทนํา
 โรคคอตบี เปนโรคติดเชือ้เฉียบพลนัของระบบ
ทางเดนิหายใจ เกดิจากเชือ้แบคทเีรยี Corynebacterium 
diphtheriae ซ่ึงมีรปูทรงแทงและยอมตดิสแีกรมบวก 
พิษที่เชื้อขับออกมาจะไปที่กลามเนื้อหัวใจและปลาย
ประสาท ทําใหเกิดการอักเสบ ซึ่งถาเปนรุนแรงจะมี
การตีบตันของทางเดินหายใจ จึงไดช่ือวาโรคคอตีบ 
อาจทําใหถึงเสียชีวิตได เชื้อจะพบในคนเทานั้น โดย
อาจพบอยูในจมูกหรือลําคอของผูปวยหรือผูติดเชื้อ
โดยไมมีอาการเรียกวาเปนพาหะ (carrier) ติดตอกัน
ไดงายดวยการไดรับเช้ือโดยตรงจากการไอ จาม รดกนั 
หรอืพูดคุยกนัในระยะใกลชดิ เชือ้สามารถเขาสูผูสมัผสั
ทางปากหรือทางการหายใจ บางครั้งอาจติดตอกันได
โดยการใชภาชนะรวมกัน(1,2)

 วัคซีนปองกันโรคคอตีบถูกกําหนดใหอยูใน
แผนสรางเสริมภูมิคุมกันโรคของประเทศในรูปของ
วัคซีนรวม คอตีบ บาดทะยัก ไอกรน ซึ่งทุกคนจะไดรับ
วัคซีนนี้ในวัยเด็กโดยไมมีคาใชจายที่สถานบริการ
สาธารณสุขของรัฐ สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร
การแพทยมหีนาทีใ่นการตรวจวเิคราะหเพือ่การควบคมุ

คุณภาพวัคซีนกอนออกจําหนาย ปจจุบันไดทดสอบ
คาความแรงของวัคซีนปองกันโรคคอตีบในหนูตะเภา
โดยวิธี neutralization (US potency method) 
ซึ่งเปนการทดสอบเชิงคุณภาพ ผลการทดสอบท่ีได
ไมสามารถกําหนดคาท่ีแนนอนของวัคซีนออกมาได 
ผลทีไ่ดเปนเพยีงคาประมาณเทยีบกบัคาของ Antitoxin 
มาตรฐานทําใหไมสามารถวิเคราะหแนวโนม (trend 
analysis) คาความแรงของวัคซีนได(3) วิธีการทดสอบ
คาความแรงของวัคซีนปองกันโรคคอตีบที่องคการ
อนามยัโลกใหการยอมรบัเปนวิธมีาตรฐานคือวธิ ีlethal 
challenge test และการตรวจหาระดับภูมิคุมกันใน
หนตูะเภาซึง่เปนการทดสอบเชิงปริมาณ ผลการทดสอบ
ที่ไดเมื่อเทียบกับวัคซีนมาตรฐานสากลจะมีหนวยเปน 
International Unit สามารถสื่อถึงประสิทธิภาพของ
การสรางภูมิคุมกันในเด็กทารกได เนื่องจากสาเหตุ
การขาดแคลนหนูตะเภาที่ตองใชเวลานานในการ
ขยายพันธุ องคการอนามยัโลกจึงแนะนาํทางเลอืกใหทาํ
การทดสอบภูมิคุมกันในหนูถีบจักรได(4,5) ดวยเหตุนี้
ผูวิจัยจึงไดศึกษาการทดสอบระดับภูมิคุมกันของหนู
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ถีบจักรดวยเทคนิค ELISA เนื่องจากมีความสะดวก 
ทําไดงาย ราคาถูก และลดระยะเวลาของการทดสอบ
ดวยวธิ ีlethal challenge test และทาํการตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีเพื่อใหม่ันใจวาวิธีการทดสอบ
ความแรงของวัคซีนโรคคอตบีโดยการวดัระดบัภมิูคุมกนั
ดวยเทคนิค ELISA นี้ มีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใช
เปนวิธีมาตรฐานอีกวิธีหนึ่งในหองปฏิบัติการ 

วัตถุประสงค์
 เพื่อพัฒนาวิธีประเมินคุณภาพวัคซีนปองกัน
โรคคอตีบที่ใหผลเปนหนวยที่นับได สามารถวิเคราะห
แนวโนมคณุภาพ (trend analysis) ของวคัซีนได และ
ลดระยะเวลาในกระบวนการตรวจวเิคราะห สาํหรบัเปน
ทางเลือกในการควบคุมคุณภาพวัคซีนที่ใชในประเทศ

ระเบียบวิธีวิจัย
 ขอบเขตการดําเนินงาน
 ในการศึกษานี้เปนการหาสภาวะของการ
ทดสอบความแรงของวัคซีนปองกันโรคคอตีบจาก
การตรวจวัดระดับภูมิคุมกันในหนูถีบจักรโดยเทคนิค 
ELISA จากวัคซีนรวม (DTP vaccine) ซึ่งผลิตโดย
บริษัท BioFarma ประเทศอินโดนีเซีย ที่นําสงตรวจ
ในสถาบันชวีวตัถุในป 2558 และตรวจสอบความถูกตอง
ของวิธโีดยใชวคัซนีรวม DTP ชนดิเดยีวกัน 1 รุนการผลิต
 ระยะเวลาดําเนินการ 
 ตุลาคม 2558 ถึงเมษายน 2560
 วิธีการวิจัย
 เปนการพัฒนาวิธีการทดสอบความแรงของ
วคัซนีปองกนัโรคคอตบีโดยการวเิคราะหระดบัภมูคิุมกัน
ในหนูถีบจักร ดวยการหาสภาวะของการทดสอบท่ี
เหมาะสมกับหองปฏิบัติการ และทําการตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีเพือ่ใหม่ันใจวาวธินีีใ้หผลการทดสอบ
ทีถ่กูตอง แมนยาํ สามารถใชเปนวธิมีาตรฐานได โดยมี
ขั้นตอนการดําเนินงานดังนี้
        1. วางแผนการทดสอบ จดัหาวคัซนีตวัอยาง วคัซนี
มาตรฐาน สัตวทดลอง และวัสดุอุปกรณวิทยาศาสตร
        2. ศกึษาเพือ่หาสภาวะทีเ่หมาะสมของการทดสอบ

 - กระตุนภูมิคุมกันในหนูถีบจักร: หาระดับ
ความเขมขนของวคัซีนและวคัซนีมาตรฐานทีจ่ะกระตุน
ภมูคิุมกนั (Antibodies) ใหมรีะดบัทีแ่ปรผนัตามระดบั
ความเขมขน (Dose response)
 - ตรวจวัดระดับภูมิคุ มกันโดยวิธี ELISA: 
หาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของสารตางๆ ดังนี้
      i. Standard diphtheria toxoid 
      ii. Serum หนูถีบจักร 
      iii. Standard diphtheria antiserum 
      iv. Peroxidase conjugate 
 - สรุปวิธีทดสอบ
 3. ตรวจสอบความถกูตองของวธิ ีประกอบดวย
การตรวจสอบความเที่ยง (precision) ในวันเดียวกัน 
(within-day variation หรอื intra-assay variation) 
ตางวัน (between-day variation) การทดสอบ
เปรยีบเทยีบระหวางผูวเิคราะห 2 คน (intermediate 
precision) และความเปนเสนตรงของการทดสอบ 
(linearity)(6,7)

 4. วิเคราะห และสรุปผล

ผลการวิจัย 
 ไดสภาวะการทดสอบที่เหมาะสมดังนี้
 1. การกระตุนภมิูคุมกนัในหนถูบีจกัร ฉดีวคัซนี
ตัวอยาง (DTP vaccine, BioFarma ประเทศอนิโดนเีซยี) 
และวคัซนีมาตรฐาน (National Institute for Biological 
Standards and Control, ประเทศ สหราชอาณาจกัร; 
NIBSC code 07/216) ทีเ่จอืจางดวย Normal saline 
solution (NSS) ระดับ 1:4 1:8 1:16 และ 1:32 
บริเวณใตผิวหนัง (subcutaneous) ขาหลังของหนู
ถีบจักรสายพันธุ ICR ซึ่งเปนสัตวเล้ียงเพื่อเพาะพันธุ 
(outbred mice) เพศผูนํ้าหนัก 10 ถึง 14 กรัม) โดย
ฉีดหนูตัวละ 0.5 มิลลิลิตร ความเจือจางละ 10 ตัว 
สาํหรบัหนใูนกลุมควบคุมฉีด NSS ตวัละ 0.5 มิลลลิติร 
หลังจากนั้น 4 สัปดาห ทําการเจาะเลือดหนูถีบจักร
จากหวัใจแตละตวั แลวนาํมาปนแยกซรีัม่เกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ
-20 องศาเซลเซยีส ระหวางรอการนําไปวเิคราะหระดับ
ภูมิคุมกัน 
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ตารางที่ 1  ผลการทดสอบ within-day variation หรือ intra-assay variation

หมายเหตุ  WGO-Mean  =  weighted geometric mean
 WGO-SD  =  weighted geometric standard deviation
 %GCV  =  percent geometric coefficient of variation 

 2. การตรวจวดัระดบัภมูคิุมกันดวยวธิ ีELISA 
เจือจางวัคซีนมาตรฐาน Diphtheria toxoid (NIBSC 
02/176) ดวยสารละลาย carbonate coating buffer 
pH 9.6 ในอัตราสวน 1:2000 ใสลงในหลุม 96-well 
plate (Nunc Maxisorb) ทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 
100 ไมโครลติร นาํไปบมทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส
นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ลางเพลทดวยสารละลาย phos
phate buffer saline (PBS) -0.05% tween 20 (PBS-T) 
ปรมิาตรหลุมละ 300 ไมโครลติร จํานวน 3 ครัง้ จากนัน้
เตมิสารละลาย PBS-T- 5% bovine serum albumin 
(BSA) หลมุละ 150 ไมโครลติรเพือ่ใหวคัซนีมาตรฐาน
ทีเ่คลอืบในหลมุตดิแนน แลวนาํเพลทไปบมทีอ่ณุหภมิู 
37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง ลางเพลทดวย PBS-T 
3 คร้ัง เตมิซีรัม่หนแูตละตัวทีเ่จอืจางดวย PBS-T + 1% 
BSA ในอัตราสวน 1:16 และ Standard Diphtheria 
antiserum (NIBSC 98/572) ทีเ่จอืจางดวย PBS-T + 
1% BSA ในอัตราสวน 1:1000 หลมุละ 200 ไมโครลติร 
ในแถว A ดังแสดงในภาพที่ 1 และหยอด PBS-T + 
1% BSA ในแถว B-H ทุกหลมุ ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 
ทาํการเจอืจางลดลงเปนลําดบั 2 เทา (2 fold dilution) 
จากแถว B-H แลวนาํไปบมท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ชั่วโมง ครบกําหนดแลวลางเพลทเชนเดิม 
เติม anti mouse peroxidase conjugate IgG 
(Chemicon® Cat no. 12-349) เจอืจางดวย PBS-T 
+ 1% BSA ในอัตรสวน 1:40000 ในแนวที่ 2 ถึง 11 
ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร สําหรับทําปฏิกิริยา
กับซรีัม่หนูถบีจักร และ anti guinea pig44 peroxidase 
conjugate IgG (Sigma-Aldrich® Cat no. A7289) 
เจอืจางดวย PBS-T + 1% BSA ในอตัรสวน 1:10000 
ในแนวที่ 1 และ 12 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

สาํหรับทําปฏกิิริยากบั Standard Diphtheria antiserum 
บมเพลทที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
ลางเพลท แลวเติม Tetramethilbenzidine (TMB 
Life technologies®00-2019) ปรมิาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองปองกันไมใหโดนแสง
เปนเวลา 15-20 นาท ีหยดุปฏกิริยิาดวยการเตมิ 0.5M 
H2SO4 ปริมาตรหลมุละ 50 ไมโครลติร จากน้ันนําเพลท
ไปอานคาดูดกลืนแสง (optical density : OD) 
ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
 3. ผลการทดสอบคาความแรงของวัคซีน 
นําคาระดับภูมิคุมกันของหนูถีบจักรตอวัคซีนตัวอยาง
แตละความเจือจางมาวเิคราะหเทียบกับผลระดบัภมิูคุมกัน
ของหนูถบีจกัรตอวัคซนีมาตรฐานท่ีทราบคาดวยสมการ
เสนตรง คาความแรงของตวัอยางวคัซนีเปนคาสมัพทัธ 
(Relative) กับวัคซีนมาตรฐานที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% (95% confidence limits) ในหนวยเปน 
International Unit (IU) 
 การทดสอบจํานวน 9 ชุดการทดสอบ มีคา
ความแรงของวัคซีนเฉล่ีย 1276.12 IU/ml คาความ
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.07 และคาสัมประสิทธิ์ความ
แปรปรวน 7.03% 
 4. การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
    4.1 การทดสอบความเทีย่ง (Precision): 
คาความเชือ่มัน่ที ่95% ของทกุผลการทดสอบจะตองมคีา
อยูระหวาง 50 ถงึ 200% ของคาความแรงของวคัซนีนัน้
    การทดสอบ within-day variation 
หรือ intra-assay variation แสดงผลการทดสอบ
ดงัตารางที ่1 โดยคาเบีย่งเบนมาตรฐาน และคาสมัประสทิธิ์
ความแปรปรวนของการทดสอบซํา้ 3 ครัง้ในวนัเดยีวกนั
มีคา 1.15 และ 13.81% ตามลําดับ

Upper limit คาความแรง (IU/ml) Lower limitครั้งที่

2,391.73
2,074.29
1,982.65
1,585.59

1,230.92
1,235.18
1,174.87
1,211.14

798.84
868.04
823.52
925.11
1.15
13.81

1
2
3

WGO-Mean
WGO-SD
%GCV
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 การทดสอบ between-day variation แสดงผลการทดสอบดังตารางท่ี 2 โดยคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
และคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของการทดสอบ 3 ครั้งตางวันกันมีคา 1.89 และ 8.42% ตามลําดับ

 การทดสอบ intermediate precision แสดงผลการทดสอบดังตารางที่ 3 โดยผลการทดสอบของ
ผูทดสอบทั้ง 2 คนมีคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.07 และสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเทากับ 7.03% และเม่ือนําผล
การทดสอบมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติไมพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 4

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบ between-day variation
Upper limit คาความแรง (IU/ml) Lower limitครั้งที่

2,391.73
2,074.29
1,982.65
2,034.81
1,764.89
2,074.29
1,482.77

1,230.92
1,235.18
1,174.87
1,394.09
1,221.19
1,235.19
1,257.54

798.84
868.04
823.52

1,027.49
913.51
868.04

1,066.52
1.89
8.42

1

2
3
4

WGO-Mean
WGO-SD
%GCV

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ Intermediate precision
Upper limit คาความแรง (IU/ml) Lower limitครั้งที่ผูทดสอบ

2,391.73
2,074.29
1,982.65
2,034.81
1,764.89
2,074.29
1,937.21
2,173.48
2,851.24
1,464.38

1,230.92
1,235.18
1,174.87
1,394.09
1,221.19
1,235.19
1,294.54
1,372.73
1,270.33
1,276.12

798.84
868.04
823.52

1,027.49
913.51
868.04
940.87
963.29
754.59

1,112.07
1.07
7.03

1

2
3
4

WGO-Mean
WGO-SD
%GCV

ผูทดสอบ 1

ผูทดสอบ 2

ตารางที่ 4  ขอมูลเปรียบเทียบผลการทดสอบระหวางผูทดสอบ 2 คนดวย T-Test: Two-Sample Assuming 
Equal Variances

Variable 2Variable 1

 
1,312.53333
2,864.26003

3
2

 
1,248.573333
5,605.452747

6
5

1.957033468
0.371824117
19.29640965

F-Test: Two-Sample for Variances
Mean
Variance
Observations
df
F
P(F<=f) one-tail
F Critical one-tail
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 4.2 การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity) 
ทกุการทดสอบคาดูดกลนืแสงจากการทดสอบวธิ ีELISA 
และ relative antibody titre ของซีร่ัมหนูถีบจักร
แปรผนัตามระดบัความเขมขนเปนเสนตรง และในแตละ
การทดสอบคา relative antibody titre ของซีรั่ม
หนูถีบจักรในกลุมที่ไดรับวัคซีนตัวอยางมีความเปน
เสนตรงขนานกับกลุมที่ไดรับวัคซีนมาตรฐาน   

วิจารณ์และอภิปรายผล
 คาความแรงของวัคซีนปองกันโรคคอตีบที่ได
จากการศึกษานี้ใหคาของการทดสอบสูงกวาที่ผูผลิต
ทาํการทดสอบโดยหาปรมิาณภมูคิุมกันของหนูถีบจักร
ในเซลลเพาะเลีย้ง Vero (228 IU/ml) ประมาณ 5 เทา
ซึง่ตํา่กวาการศกึษาของ R. Winsnes และคณะ ทีพ่บวา
มีคาสูงกวาประมาณ 10 เทา(8) แตทั้งน้ีอาจมีปจจัย
ดานสภาวะอืน่ๆ แตกตางกนั การตรวจสอบความถูกตอง
ของการหาคาความแรงของวคัซนีปองกนัโรคคอตบีดวย
การวิเคราะหหาปริมาณแอนติบอดีของหนูถีบจักรตอ
วัคซีนโดยวธิ ีELISA พบวาผลการทดสอบทกุคาทีร่ะดบั
ความเชือ่มัน่ 95% มคีาอยูระหวาง 50 ถึง 200% ของ
คาความแรงตามขอกําหนดขององคการอนามัยโลก(4,5) 
เมือ่ทําการทดสอบตวัอยางวคัซนีในวนัและเวลาเดยีวกนั 
จาํนวน 3 การทดสอบ มคีาเบีย่งเบนมาตรฐานเทากบั 
1.15 และคา %CV เทากับ 13.81 การทดสอบคา
ความแรงของวัคซีนตัวอยางตางวันและเวลากัน 

(Separate experiment) พบวาคาเบีย่งเบนมาตรฐาน
เทากับ 1.89 และคา %CV เทากับ 8.42 สวนผล
การทดสอบโดยผูวเิคราะห 2 คน มคีาเบ่ียงเบนมาตรฐาน
เทากบั 1.07 และคา %CV เทากบั 7.03 และไมพบวา
มคีวามแตกตางกนัอยางมนียัสาํคัญทางสถติ ิ(p>0.05) 
ซ่ึงเห็นไดวา วิธีการวิเคราะหหาปริมาณภูมิคุมกัน
ของหนูถีบจักรตอวัคซีน โดยวิธี ELISA แมมีขั้นตอน
การทดสอบในสัตวทดลองซึ่งมีความเบี่ยงเบนสูง 
แตคาสมัประสทิธิค์วามแปรปรวนของผลการทดสอบทัง้ 
ความเที่ยง และความคงทนของวิธีมีคาตํ่ากวา 15% 
ซึ่งถือวาอยูในเกณฑที่ดี(9)

 การหาคาความแรงของวคัซีนปองกนัโรคคอตีบ 
โดยวิเคราะหหาปริมาณภูมิคุมกันของหนูถีบจักรตอ
วัคซีน โดยวิธี ELISA แมจะยังไมสามารถหลีกเลี่ยง
การใชสตัวทดลองได อกีทัง้ยงัคงมคีวามยุงยากในขัน้ตอน
ของการกระตุนภูมิคุมกันวัคซีนในหนูถีบจักรท่ีตองมี
การสุมเพื่อจัดกลุมของหนู และตองมีชวงเวลาพักให
หนถูบีจกัรคุนชนิกับสภาวะแวดลอมกอนทาํการทดสอบ
เชนเดียวกับวธิด้ัีงเดิม คอื neutralization test แตวธิน้ีี
จะไดผลการทดสอบเชิงปริมาณ สามารถวิเคราะห
แนวโนมเชงิคณุภาพได นอกจากนีใ้นข้ันตอนการทดสอบ
ดวยเทคนิค ELISA มีความสะดวก สามารถทดสอบ
และทราบผลไดภายใน 1 วัน ซ่ึงจะชวยลดระยะเวลา
การทดสอบลงไดอยางนอย 1 สปัดาห อกีทัง้ยงัชวยลด
ความเสี่ยงของผูวิเคราะหท่ีจะตองสัมผัสกับพิษของ

ตารางที่ 4  (ตอ)

Variable 2Variable 1

 

1,312.533333
2,864.260033

3

 

1,248.573333
5,605.452747

6
4,822.254829

0
7

-1.302561911
0.116969286
1.894578604
0.233938572
2.364624251

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Mean
Variance
Observations
Pooled Variance
Hypothesized Mean Difference
df
t Stat
P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail
t Critical two-tail
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เชื้อคอตีบในกระบวนการ neutralization ดวย และ
ขอดทีีสํ่าคญัของเทคนิค ELISA คือ สามารถประยกุตใช
สําหรับการทดสอบคาความแรงของวัคซีนปองกัน
โรคบาดทะยกัและวคัซนีปองกนัโรคไอกรนชนดิไรเซลล 
(Acellular) ได โดยวัคซีนที่อยูในรูปวัคซีนรวมคอตีบ 
บาดทะยกั และไอกรน สามารถนาํซรีัม่ของหนถูบีจกัร
ชุดเดียวกันมาทําการทดสอบหาคาความแรงของท้ัง 
3 วัคซีนไดในคราวเดียว(10)  ทั้งนี้แมขั้นตอนการหา
สภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบ ELISA อาจตองใช
เวลามาก เชนระดับการเจือจางของวัคซีนที่เหมาะสม
ในการกระตุนภูมคิุมกัน การหาระดับความเจอืจางของ
ซรีัม่หน ูและ antitoxin มาตรฐาน ทีใ่ชทดสอบ ELISA 
แตเม่ือผานกระบวนการนีแ้ลว จะสามารถลดระยะเวลา
ของการทดสอบลงได การศึกษานี้เลือกใช standard 
Diphtheria antiserum ซ่ึงเตรียมข้ึนจากหนูตะเภา 
ตามที่องคการอนามัยโลกไดกําหนดมาตรฐานไวแลว 
เนือ่งจากไมสามารถหา antiserum มาตรฐานทีเ่ตรยีม
จากหนถูบีจกัรได ทัง้น้ีผูวิจัยไดวเิคราะหแลววา ไมมผีล
กระทบตอการวเิคราะหคาความแรงสัมพทัธ (Relative 
potency)(4,5)  

บทสรุป
 การวิเคราะหคาความแรงของวัคซีนปองกัน
โรคคอตีบ โดยการหาระดับภูมิคุ มกันดวยเทคนิค 
ELISA นี้ เปนวิธีที่ใหผลการทดสอบที่มีประสิทธิภาพ 
จึงอาจเปนอีกหนึ่งวิธีมาตรฐานท่ีเปนทางเลือกในการ
ทดสอบคาความแรงของวัคซีนปองกันโรคคอตีบเพื่อ
ประเมินประสิทธิภาพของวัคซีน ซ่ึงไดผลการทดสอบ
เชิงปริมาณออกมาในหนวย International Unit 
สามารถนาํมาวเิคราะหคาแนวโนมคุณภาพของวคัซนีได 
ลดระยะเวลาการทดสอบ และลดความเส่ียงจากการ
สัมผัสออกซินในกระบวนการ neutralization ได

ข้อจํากัด
 เนื่องจากการตรวจสอบความถูกตองของวิธี
ไมไดทําการทดสอบเทียบกับวิธี challenge method 

ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานเพราะขาดแคลนหนูตะเภา ดังนั้น
การนําวธินีีม้าใชในหองปฏบิตักิารจงึตองทําการทดสอบ
เพิม่เตมิในหลายรุนการผลติเพือ่เก็บขอมลูและกาํหนด
คาเฉลี่ย และชวงคาเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ยอมรับได
ของผลการวิเคราะหในแตละครั้งที่ผลิตวัคซีน
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 ขอขอบคณุ ดร. สภุาพร ภมิูอมร ผูอาํนวยการ
สถาบันชีววัตถุ และนายธีระพล คชาชีวะ ที่ชวยให
คาํปรกึษา คาํแนะนาํแกไข และใหการสนบัสนนุ จนทาํให
ผลงานวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไปดวยดี
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