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บทคัดย่อ
 วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลลที่ผลิตในประเทศไทยมี pertussis toxin เปนองคประกอบหลัก ผูวิจัยจึงได

พัฒนาวิธีการตรวจความแรงตอ pertussis toxin ในวัคซีนโดยวิธี Mouse Immunogenicity Test (MIT) ซึ่งเปน

การตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอ pertussis toxin (anti-PT) โดยฉีดวัคซีนในหนูถีบจักรและนําเลือดที่ไดมา

ตรวจหาปรมิาณ anti-PT ดวยเทคนคิ ELISA ผลการทดสอบพบวา วธินีีม้คีวามจาํเพาะ สามารถบอกความแตกตาง

ของปริมาณ anti-PT ระหวางกลุมทดสอบกบักลุมควบคมุได โดยกราฟแสดงความสมัพนัธระหวางปริมาณ anti-PT 

ตอคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรมีความเปนเสนตรงในชวงความเขมขนของ anti-PT ระหวาง 1.95–

4,000.00 mIU/mL ซึ่งคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) และคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) มากกวา 0.99 ขีดจํากัด

ในการวัดมีคาตํ่าสุดเทากับ 1.95 mIU/mL และคาสูงสุดเทากับ 4,000.00 mIU/mL ชวงคาพิสัยมีคาระหวาง 

7.81–500.00 mIU/mL การทดสอบความแมนพบมีคาความคลาดเคลื่อนสัมพัทธอยูระหวาง -2.11–2.37 

การทดสอบความเที่ยงมีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนอยูระหวาง 5.57–11.51 การทดสอบความทนของวิธีตอ

การเปลี่ยนแปลงสภาวะตางๆ มีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน อยูระหวาง 6.47–9.08 จากผลการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธี พบวาขอมูลขางตนอยูในเกณฑที่สากลยอมรับ แสดงใหเห็นวาวิธีที่พัฒนาข้ึนมีความถูกตอง

แมนยาํเชือ่ถอืได สามารถใชเปนวิธมีาตรฐานในการตรวจวิเคราะหความแรงโดยตรวจปรมิาณ anti-PT ดวยวธิ ีMIT 

เพื่อใชควบคุมคุณภาพดานความแรงวัคซีนของไอกรนชนิดไรเซลลไดอยางเหมาะสม

คําสําคัญ: วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล ปริมาณแอนติบอดีตอ Pertussis toxin indirect ELISA Mouse 

Immunogenicity test
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บทนํา
 วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล (acellular) เปน
วัคซีนท่ีผลติจากสวนสารสกดัเฉพาะบางสวนของตวัเชือ้
ไอกรน ทีส่ามารถกระตุนใหรางกายสรางภมูคิุมกนัโรค 
โดยสวนประกอบของเชือ้ไอกรนทีม่รีายงานนาํมาผลติ
วัคซีน ไดแก Pertussis Toxin (PT), Filamentous 
Hemagglutinin (FHA), Pertactin (PRN) และ 
Fimbrial agglutinogen (FIM) ซึ่งวัคซีนที่ผลิตจาก
แตละบริษัทอาจมีสวนประกอบของเชื้อไอกรน
แตกตางกันได ตั้งแต 2 ถึง 4 สวนประกอบขางตน 
แตทั้งนี้วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลลจะมี PT และ FHA 
เปนสวนประกอบหลัก โดยจะใชรวมกับท็อกซอยด
ของเช้ือคอตีบและบาดทะยักเปนวัคซีนรวมคอตีบ-
บาดทะยัก-ไอกรนชนิดไรเซลล (DTaP) ซ่ึงขอดีของ
วคัซนีไอกรนชนิดไรเซลล ทาํใหมปีฏกิริยิาทีไ่มพึงประสงค 
นอยกวาวัคซีนเดิมที่เปนวัคซีนรวมคอตีบ-บาดทะยัก-

ไอกรน ชนิดทั้งเซลล (whole cell)(1) PT เดิมนั้น
เรียกวา lymphocytosis-promoting factor เปน
สวนประกอบหลักในกลไกการกอโรคไอกรน และ
มีบทบาทสําคัญในการกระตุนภูมิคุมกัน มีโครงสรางที่ 
ประกอบดวย 5 subunits คอื S1 ถงึ S5 ทีแ่ตกตางกนั 
โดยสวนของ subunit S1 เปน A protomer ซึ่งมี
ขนาดใหญกวา subunits อืน่ และเปนสวนทีอ่อกฤทธิ ์
(active) ทีเ่ชือ่มเปน A-B class กบั S5 ของ B oligomer 
ที่มี S2, S3 และ S5 อยางละหนึ่งชุด และ S4 สองชุด 
(S2-S4-S5-S4-S3) เชือ่มกัน โดย B oligomer ทาํหนาที่
ชวยใหตัว PT จับ (binding) กับ ciliated cell ของ
ทางเดินหายใจ สวน FHA มโีมเลกุลขนาดใหญ 367-kDa 
รปู hairpin-shaped เมือ่เชือ้เขาสูระบบทางเดินหายใจ
สวนบน จะทําหนาที่เกาะกับ ciliated respiratory 
epithelium ทําใหตัวเชื้อไอกรนอยูในระบบทางเดิน

Abstract
   Acellular pertussis vaccines are contained pertussis toxin (PT) as a major active substrate 
component, which are produced in Thailand. Then, the researchers developed a method for 
determination of the anti-PT antibody titer used to control the potency of the vaccine using 
mouse immunogenicity test (MIT). The MIT is a non-lethal animal model designed to evaluate 
antibody responses in immunized mice to the PT antigen claimed to contribute to vaccine 
efficacy by ELISA technique. The validation method showed a good specification by separation 
of anti-PT antibody titer between vaccine test group and negative control group. The linearity 
was found at the range of anti-PT antibody titer from 1.95 to 4000.00 mIU/mL, with the coefficient 
of correlation and the coefficient of determination were greater than 0.99. The lower limit of 
quantitation was 1.95 mIU/mL and the upper limit of quantitation was 4,000.00 mIU/mL. The 
range ranged from 7.81 to 500.00 mIU/mL. The accuracy had the percentage relative error (%RE) 
between -2.11 to 2.37%. The precision varied from 5.57 to 11.51 percentage of variance 
coefficient (%CV). The method was robust to the test system and analyzers, %CV was 6.47 to 
9.08. Based on the validation results, the method demonstrates that the method is reliable 
and suitable. It can be used as a standard method for the detection of anti-PT antibody to 
effectively control the quality of acellular pertussis vaccine.
Key words: acellular pertussis vaccine, Anti-PT antibody titer, indirect ELISA, mouse 
immunogenicity test
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หายใจได(2) เชื้อไอกรนมีการเจริญเติบโตและหลั่ง PT 
ซ่ึงเปน exotoxin ที่มี Biological activity กระตุน 
lymphocytosis และ pancreatic islet cell activity 
รวมทัง้เหนีย่วนาํทาํใหไวตอฮีสตามีนออกมา ในการผลติ
วัคซีนของแตละบริษัทจะมีความแตกตางกัน ไดแก 
ความหลากหลายของสายพันธุตัวเชื้อไอกรน วิธีที่ใช
ในการผลิต วิธีการทําให PT หมดพิษ (detoxified) 
กลายเปน Pertussis Toxoid (PTxd) และปรมิาณ PT 
และ FHA ท่ีใชผลิตวัคซีน ทําใหวัคซีนมีขอกําหนด
ของผลิตภัณฑตางกัน (product-specific) สงผลตอ
ประสิทธิภาพและความปลอดภัยของวัคซีนที่ผูบริโภค
จะไดรบัการตรวจสอบคณุภาพ ประสิทธภิาพของวคัซนี
ไอกรนชนิดไรเซลลกอนผลิตภัณฑออกสูทองตลอด 
จึงเปนขั้นตอนที่มีความสําคัญและจําเปนที่ตองตรวจ
วิเคราะหยืนยันโดยหองปฏิบัติการภาครัฐ ซึ่งวิธีการ
ตรวจความแรงของวัคซนีทําไดโดยการประเมินการสราง
ภูมิคุมกันหรือแอนติบอดิตอสวนประกอบของเชื้อใน
วัคซีนจากหนูถีบจักรที่ไดรับวัคซีน

วัตถุประสงค์
 1. เพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธีตรวจ
วิเคราะหความแรงวัคซนีปองกันโรคไอกรนชนิดไรเซลล
ดวยวิธี Mouse Immunogenicity Test (MIT)  
 2. เพื่อใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบ
คุณภาพ ประสิทธิภาพ ประกอบการขึ้นทะเบียนยา 
และกอนการจําหนายวัคซีนแตละรุน

ระเบียบวิธีการวิจัย
 วิธีการศึกษา
 เริม่จากการตรวจวเิคราะหความแรงหาระดบั
ภูมิคุมกันตอสวน PT ท่ีมีอยูในวัคซีน โดยทีมวิจัยได
ประสานความรวมมอืกับผูผลติวคัซีนในประเทศในการ
พฒันาวธิตีรวจวเิคราะหสําหรับนาํมาใชในหองปฏบิตักิาร 
การควบคุมคุณภาพภาครัฐ โดยวิธีความแรงวัคซีน
ไอกรนชนดิไรเซลล ใชวิธี MIT(3) เปนการตรวจหาระดบั
แอนติบอดิตอท็อกซอยด (PTxd) จากซีรั่มหนูถีบจักร 

ที่ถูกฉีดกระตุนดวยวัคซีนไอกรน ชนิดไรเซลล โดยใช
เทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) (serology in mice)(4) และไดทาํการตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นตามหลักเกณฑของ 
ICH Guideline(5) โดยมีรายการศกึษาความเหมาะสม
ของวิธไีดแก ความเปนเสนตรงและชวงของการวเิคราะห 
ความจําเพาะ ขดีจาํกดัเชงิปรมิาณ ความแมน ความเทีย่ง 
และความทนของวิธี 
 สารเคมีและสารมาตรฐาน
 In-house PT standard for coating ELISA 
plate (Bio-net Asia), Secondary antibody: Rabbit 
anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate Cat. No. 
ab 6728 (Abcam), KPL SureBlue ReserveTM 
TMB Microwell Peroxidase Substrate 1-component 
(SeraCare), Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma 
Aldrich), Sodium chloride (NaCl), Potassium 
chloride (KCl), Sodium hydrogen phosphate 
(Na2HPO4), Potassium hydrogen phosphate 
(K2HPO4), Sodium carbonate (Na2CO3), Sodium 
hydrogen carbonate (NaHCO3), Tween 20, 
Hydrochloric acid (HCl) 37%, High-Purity water 
และ WHO Reference Reagent Bordetella pertussis 
anti-serum (mouse) 1RR NIBSC code: 97/642(6) 
(WHO Ref. 97/642), วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล 
ของผูผลิตในประเทศ
 การเตรียมสาร
 สารมาตรฐาน
 ทําการเจือจาง WHO Ref. 97/642 ดวย 
Diluent buffer ใหมีความเขมขนเทากับ 0.5, 0.25, 
0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156 และ 0.0078 IU/mL
 Coating buffer (pH 9.6)
 ชัง่ Na2CO3 นํา้หนกั 1.59 กรมั และ NaHCO3 
นํ้าหนัก 2.93 กรัม ละลายดวย High-Purity water 
ปรมิาตร 800 mL ปรับ pH ใหมีคา 9.6 ดวย 1N NaOH 
หรอื 20% HCl แลวจงึเตมิ High-Purity water ใหครบ
ปริมาตร 1,000 mL
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 Phosphate buffer saline (10X PBS) 
pH 7.4
 ชั่ง NaCl นํ้าหนัก 80 กรัม, KCl นํ้าหนัก 
2 กรมั, Na2HPO4•2H2O นํา้หนกั 14.4 กรมั, KH2PO4 
นํ้าหนัก 2.4 กรัม ละลายดวย High-Purity water 
ปรมิาตร 800 mL ปรบั pH ใหได 7.4 ดวย 1N NaOH 
หรือ 20% HCl แลวจึงเติม High-Purity water 
ใหครบปริมาตร 1,000 mL
 Washing buffer (Phosphate buffer 
saline with the detergent tween 20: (PBST))
 ผสม 10X PBS ปรมิาตร 200 mL กบั Tween 
20 ปริมาตร 1 mL ในขวดแกวใหเขากัน จากนั้นเติม 
High-Purity water ใหครบปริมาตร 2,000 mL
 Blocking buffer (3% w/v of BSA in PBST)
 ชัง่ BSA นํา้หนกั 3 กรัม แลวนําไปละลายดวย 
PBST ปริมาตร 90 mL ใน volumetric flask จน BSA 
ละลายหมด จากนัน้เติม PBST ใหครบปริมาตร 100 mL
 Diluent buffer (0.3% v/v of BSA in PBST)
 ผสม Blocking buffer (3% w/v of BSA 
in PBST) ปรมิาตร 100 mL กบั PBST ปรมิาตร 900 mL 
ในขวดแกวใหเขากัน
 Rabbit-anti-mouse IgG HRP conjugate
 เจือจาง Rabbit-anti-mouse IgG HRP 
conjugate ดวย PBST ในอัตราสวน 1:20,000
 1N HCL
 ผสม Hydrochloric acid 37% ปริมาตร 
20.73 mL กบั High-Purity water ปริมาณ 229.27 mL 
ในขวดแกวใหเขากัน
 เครื่องมือทดสอบ
 Microplate reader รุน infinite F200 Pro 
ผลิตภัณฑของ Tecan  ประเทศสวิตเซอรแลนด, 
Microplate wash: ImmunoWashTM 1575 ผลิตภณัฑ
ของ BIO-RAD ประเทศสหรัฐอเมริกา ตูอบควบคุม
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเชียส (Cº)  ผลิตภัณฑของ 
memmert ประเทศสหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี

 หนูถีบจักร
 ใชหนูถีบจักรอายุ 5 สัปดาห กลุมละ 16 ตัว 
จํานวน 3 กลุม สําหรับฉีดวัคซีน กลุมที่ 1 ฉีดวัคซีน
ไอกรนชนิดไรเซลลที่ไมตองเจือจาง (undiluted) 
เปนกลุม High titer serum กลุมท่ี 2 ฉดีวคัซนีไอกรน
ชนิดไรเซลลความเจือจาง 1:6.25 เปนกลุม Medium 
titer serum และกลุมที ่3 ฉดีวคัซนีไอกรนชนดิไรเซลล
ความเจือจาง 1:15.625 เปนกลุม Low titer serum 
และใชหนูถีบจักร กลุมละ 10 ตัว จํานวน 1 กลุม 
ฉดีดวยตวัทาํละลาย เปนกลุมควบคมุ (Normal mouse 
serum)  โดยฉีดเขาชองทอง (Intraperitoneal) 
ตัวละ 0.5 mL หลังจากฉีดกระตุนภูมิคุมกันเปนเวลา 
35 วนั ทาํการเจาะเลอืดจากหวัใจปรมิาณตวัละ 1 mL 
นาํเลอืดมาปนแยกซร่ัีมแตละกลุม เกบ็ท่ีอณุหภมู ิ-30ºC 
เพื่อรอการนําไปวิเคราะห
 การทดสอบ
 เจอืจาง In-house PT standard for coating 
ELISA plate ใหไดความเข็มขน 1.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (µg/mL) ดวย Coating buffer ใสลง 96 
well plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร (µL) นําไปบม
ทีอ่ณุหภมิู 2–8ºC ไวขามคนื ลาง plate ดวย Washing 
buffer 400 µL สามครั้ง ใสสารละลาย Blocking 
buffer หลุมละ 150 µL นําไปบมที่อุณหภูมิ 37±2ºC 
เปนระยะเวลา 1 ชัว่โมง ลาง plate แลวใสสารมาตรฐาน 
(anti-PT antibody, WHO Ref. 97/642) ที่เตรียมไว 
ซีรั่มจากหนูกลุม High titer serum, Medium titer 
serum, Low titer serum และกลุมควบคุมหลุมละ 
100 µL นําไปบม ที่อุณหภูมิ 37±2ºC เปนระยะเวลา 
1 ชัว่โมง ลาง plate แลวเติม Rabbit-anti-mouse IgG 
(H+L) HRP conjugate 100 µL ตอหลุม นําไปบม 
ทีอ่ณุหภูมิ 37±2ºC เปนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง plate 
แลวใส 3,3', 5, 5' - tetramethylbenzidine (TMB) 
peroxidase substrate (ready to use) 100 µL 
ตอหลมุ ทาํใหเกดิสนีํา้เงนิ จบัเวลา 3 นาท ีแลวใสเตมิ 
1N HCL 100 µL ตอหลมุเพือ่หยดุปฏิกิรยิา (ดังรปูที ่1) 
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เสร็จแลวนําไปอานดวย เครื่อง Microplate reader 
ทีค่วามยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร คาแอนตบิอดิทีอ่านได 
ถกูนํามาคาํนวณคาเฉล่ีย (Average) และความแปรปรวน
ใน Excel

รูปที่ 1  ขั้นตอนวิธีทดสอบ Indirect ELISA

 การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 
(method of validation)
 ความเปนเสนตรง (linearity) : คุณสมบัติ
ทีบ่อกวาสญัญานของเครือ่งมือวดัแปรเปลีย่นเปนสดัสวน
โดยตรงกับความเขมขนของสารที่กําลังศึกษา
 ทําการเจือจางสารมาตรฐาน WHO Ref. 
97/642 ดวย diluent buffer จากความเขมขน 34000 
มิลลิอินเตอรเนช่ันแนลยูนิตตอมิลลิลิตร (mIU/mL) 
เปน 4,000 mIU/mL แลวเจือจางแบบ two folds 
serial dilution เปน 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 
62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.90, 1.95 mIU/mL 
ตามลาํดบั และทาํซ้ําทัง้หมดรวม 6 ซํา้ตอความเขมขน 
นาํไปทดสอบ Indirect PT ELISA โดยใช five parameter 
model และวเิคราะหขอมลูโดย software ของเครือ่ง
อาน ELISA ประเมนิความสมัพนัธระหวางความเขมขน
แอนตบิอดกิบัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 450 
นาโนเมตร (nm) โดยใชความสมรูปคาสัมประสิทธิ์

สหสมัพนัธ (goodness of fit with a coefficient of 
correlation: r) ตองมีคามากกวา 0.95 และความสมัพนัธ
เชิงเสนตรงระหวางคาความเขมขนแอนติบอดิจริงกับ
คาความเขมขนแอนตบิอดทิีว่ดัไดโดยใชคาสมัประสิทธิ์
แสดงการตัดสินใจ (coefficient of determination: r2) 
ตองมีคามากกวา 0.95 
 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 
Quantitation: LOQ) : ระดบัความเขมขนตํา่สดุและ
ระดับความเขมขนสูงสุดของสารที่วิธีจะตรวจพบได
 จากการทดสอบความเปนเสนตรง สามารถ
อานคาตํา่ของขดีจาํกดัในการวดัเชงิปรมิาณ (the Lower 
Limit of Quantification: LLOQ) และคาสูงของ
ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (the Upper Limit of 
Quantification: ULOQ) โดยพจิารณาจากความเขมขน
ของแอนตบิอดทิีต่ํา่สดุและความเขมขนของแอนตบิอดิ
ที่สูงสุด คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (Coefficient 
of Variance: CV) ไมเกิน 20% และคาความคลาดเคลือ่น
สัมพัทธ (Relative error: RE) ของความเขมขน
แอนติบอดิมาตรฐานอยูระหวาง 80 ถึง 120% (20% 
Relative error)
 คํานวณไดจาก RE = [BC-NC]/NC
 โดย BC (Back calculation anti-PT 
antibody concentration: IU/mL) = ความเขมขน
ของตัวอยางที่ไดจากการตรวจวิเคราะห
 NC (Nominal concentration: IU/mL) = 
ความเขมขนสารมาตรฐาน
 พสิยั (range) : ชวงของการใชงาน ชวงของ
ความเขมขนทีว่ธิตีรวจวดัสารทีก่าํลงัศกึษาได คอื ชวง
ระดับความเขมขนสูงสุดและต่ําสุดท่ีวิธีวิเคราะหน้ัน
มคีา linearity, precision และ accuracy อยูในเกณฑ
กําหนด
 จากการทดสอบความเปนเสนตรงและขีดจาํกดั
ในการวดัเชงิปรมิาณ สามารถเลอืกพสิยัชวงทีเ่หมาะสม
โดยพิจารณาจากความเขมขนของแอนติบอดิที่มีคา
อยูระหวาง LLOQ และ ULOQ มจํีานวนคาความเขมขน
ของสารมาตรฐานอยางนอย 6 คา โดยคาสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน (CV) ไมเกิน 15% และคาความ
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คลาดเคล่ือนสัมพทัธ (RE) ของความเขมขนแอนตบิอดิ
มาตรฐานอยูระหวาง ±15%
 ความจําเพาะ (specificity) : คุณสมบัติ
ทีบ่อกวาวิธีจะไมตอบสนองตอสารอืน่ทีไ่มใชสารทีก่าํลัง
ศึกษา ทดสอบหาคา Anti-PT antibody จํานวน
หกกลุม
 กลุมท่ี 1 เปนซีรั่มหนูถีบจักร High titer 
ความเจือจาง 1X, 4X, 16X, 64X, 256X, 1024X, 
4096X และ 16384X
 กลุมที่ 2 เปนซรีัม่หนถูบีจกัร Medium titer 
ความเจือจาง 1X, 4X, 16X, 64X, 256X, 1024X, 
4096X และ 16384X
 กลุมที่ 3 เปนซีรั่มหนูถีบจักร Low titer 
ความเจือจาง 1X, 4X, 16X, 64X, 256X, 1024X, 
4096X และ 16384X
 กลุมที ่4 เปนซรีัม่หนถูบีจกัร Normal mouse 
serum ความเจือจาง 1X, 4X, 16X, 64X, 256X, 
1024X, 4096X และ 16384X
 กลุมที ่5 เปน Diluent buffer ความเจอืจาง 
1X, 4X, 16X, 64X, 256X, 1024X, 4096X และ 
16384X
 กลุมท่ี 6 เปนสารมาตรฐาน WHO Ref. 
97/642 ความเจือจาง 64X, 256X, 1024X, 4096X 
และ 16384X
 นําคาดูดกลืนแสง (Absorbance: OD) 
แตละความเจอืจางมาประเมนิความสมัพนัธระหวาง 
Signal to noise (S/N) ratio กับ Serum dilution 
ซึ่งจะแสดงความแตกตางกันระหวางกลุม โดยซีรั่ม
หนูถีบจักรที่ถูกฉีดกระตุ นดวยวัคซีนควรแสดง 
response ในระดับสูง ในขณะท่ีกลุมควบคุมแสดง 
response ในระดับต่ํา และไมควรพบ response 
ใน Diluent buffer
 ความแมนยํา (accuracy) : คณุสมบตัทิีบ่อก
ความใกลเคยีงของคาทีวิ่เคราะหไดดวยวิธีกับคาอางอิง
 ทําการเจือจาง WHO Ref. 97/642 ดวย 
diluent buffer จากความเขมขน 34000 mIU/mL 
เปน 500 mIU/mL แลวเจือจางแบบ two folds 

serial dilution เปน 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 
7.81 mIU/mL ตามลาํดบั และทาํสองซํา้ตอความเขมขน
จํานวนสามการทดสอบ นําผลการทดสอบ มาคํานวณ 
คาความคลาดเคลือ่นสมัพทัธ (%RE) ของความเขมขน
แอนติบอดิมาตรฐาน ตองมีคาอยูระหวาง ±20%
 การทดสอบความเที่ยงตรง (precision) : 
คณุสมบัติทีบ่อกการกระจายของคาแตละคาทีว่เิคราะห
ไดรอบๆ คาเฉลี่ย
 การวเิคราะหซํา้ในวนัเดยีวกนั (repeatability)
 ทําการทดสอบคา Anti-PT antibody titer 
ในตัวอยางซีร่ัมหนูถีบจักรกลุม High titer group, 
Medium titer group, Low titer group และ Normal 
mouse serum โดยทดสอบในวันและเวลาเดียวกัน 
อยางนอยจาํนวนสามการทดสอบ จากนัน้นาํคาทีไ่ดมา
คาํนวณคาสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน (CV) ซึง่จะตอง
มีคาไมเกิน 20%
 การวเิคราะหซํา้ตางวนั (reproducibility)
 ทําการทดสอบคา Anti-PT antibody titer 
ในตัวอยางซีรั่มหนูถีบจักรกลุม High titer group, 
Medium titer group, Low titer group และ 
Normal mouse serum โดยทดสอบตางวนัและเวลากนั 
อยางนอยสามครัง้ๆ ละหน่ึงการทดสอบ จากนัน้นาํคา
ท่ีไดมาคํานวณคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (CV) 
ซึ่งจะตองมีคาไมเกิน 20% 
 ความทนของวธิ ี(robustness) : คณุสมบตัิ
ที่บอกความทนของวิธีเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงหรือ
เบี่ยงเบนสภาวะบางประการไปจากท่ีกําหนดไว หรือ
หมายถึงคุณสมบัติที่บอกระดับความเที่ยงของผล
วิเคราะหที่ไดจากการทําซ้ําภายใตผูวิเคราะหหรือ
สภาวะที่เปลี่ยนไป
 ผูวเิคราะห 2 คน ทาํการทดสอบคา Anti-PT 
antibody titer ในตวัอยางซรีัม่กลุม High titer group, 
Medium titer group, Low titer group และ Normal 
mouse serum โดยทดสอบคนละสามการทดสอบ 
นําผลที่ไดจากท้ังสองคนมาคํานวณคาสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน (CV) กําหนดเกณฑยอมรับไว ไมเกิน 
20%
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ผลการศึกษา
 การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity)
 ผลการทดสอบความเปนเสนตรงโดยใชสาร
มาตรฐาน WHO Ref. 97/642 ที่ความเขมขน 4,000, 
2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 
7.81, 3.90, 1.95 mIU/mL จาํนวน 6 ซํา้ตอความเขมขน 

จากขอมูล (ดังตารางที่ 1 และ ดังรูปที่ 2) พบวา
มีคา goodness of fit with a coefficient of 
correlation (r) เฉลี่ยเทากับ 0.99993 และมีคา 
a coefficient of determination (r2) เทากับ 
0.99987 ดังรูปที่ 3

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความเปนเสนตรงดวยเทคนิค Indirect PT ELISA

รูปที่ 2  ความสัมพนัธระหวางความเขมขนของ Anti-PT กบัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 450 nm (Linear 
Relationship of Indirect PT ELISA)

Indirect PT ELISA standard plot
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 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

Quantitation: LOQ) 

 คา the lower limit of quantification 

(LLOQ) และ the upper limit of quantification 

(ULOQ) พจิารณาขีดจํากดัตํา่สดุในการวดัเชงิปรมิาณ 

(LLOQ) และขีดจาํกัดสูงสดุในการวดัเชงิปริมาณ (ULOQ) 

จากขอมลูตารางท่ี 1 คา LLOQ และคา ULOQ เทากบั 

1.95 mIU/mL (%CV = 10.92, %RE = 6.02) และ 

4000 mIU/mL (%CV = 3.34, %RE = -3.43) 

ตามลําดับ 

 พิสัย (range)

 จากการทดสอบความเปนเสนตรงและขีดจาํกดั

ในการวัดเชงิปริมาณ สามารถเลอืกพสิยัชวงทีเ่หมาะสม

โดยพจิารณาพสิยัจากความเขมขนของแอนตบิอดทิีม่คีา

อยูระหวาง LLOQ และ ULOQ จากขอมูลตารางที่ 1

ไดคาความเขมขนของสารมาตรฐาน 7 คา คอืแอนตบิอดิ

ความเขมขนที ่7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125, 250 

และ 500 mIU/mL โดยมี %CV เทากับ 2.65, 2.52, 

1.36, 2.22, 2.40, 1.71 และ 3.59 ตามลําดับ และ

มีคา %RE เทากับ -0.38, -4.13, 1.71, 0.06, 0.97, 

-0.32 และ -1.52 ตามลําดับ

 ความจําเพาะ (specificity)

 ผลการทดสอบหาคา Anti-PT antibody 

ซีรั่มหนูถีบจักรที่ถูกฉีดกระตุนดวยวัคซีน (High titer 

group, Medium titer group, Low titer group) 

พบวาความสัมพันธระหวาง S/N ratio กับ Anti-PT 

antibody ใน Serum dilution แสดง response 

ในระดับที่สูงกวาซีรั่มหนูถีบจักรกลุมควบคุมอยาง

ชัดเจน และไมพบ response ใน diluent buffer 

ดังรูปที่ 4

รูปที่ 3  ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง nominal anti-PT antibody concentration (NC) แกน Y กับคา 
back calculated concentration (BC) แกน X

,

,

,

,

,

,

,

,

, , , , , , , ,
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 การทดสอบความแมนยํา (accuracy)
 ผลการทดสอบ WHO Ref. 97/642 
ความเขมขน 7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125, 250 
และ 500 mIU/mL จํานวน 3 การทดสอบ แสดงคา 

%RE ของ Anti-PT antibody เทากับ -1.19, 2.37, 
-1.89, 0.09, 2.10, -2.11, และ 0.14 ตามลําดับ 
ดังตารางที่ 2

 การทดสอบความเที่ยง (precision) 
 การวเิคราะหซํา้ในวนัเดยีวกนั (repeatability)
 จากการทดสอบคา Anti-PT antibody titer 
ในตัวอยางซีรั่มกลุม High titer, Medium titer, 

Low titer และกลุมควบคุม ในวันและเวลาเดียวกัน 
อยางนอยจํานวนสามการทดสอบ ได %CV เทากับ 
5.57, 11.51, 7.81 และ 4.46 ตามลําดับ

รูปที่ 4  ความสัมพนัธระหวาง S/N ration กบั Anti-PT antibody ในSerum dilution

ตารางที่ 2  คา Relative Error (RE) ในการทดสอบความแมนยําของวิธี

7.81

15.63

31.25

62.50

125.00

250.00

500.00

7.56

16.53

30.04

62.93

126.65

247.47

502.34

7.81

15.77

30.68

62.75

129.55

238.83

513.56

7.79

15.70

31.26

61.98

126.66

247.84

486.24

7.72

16.00

30.66

62.56

127.62

244.71

500.71

0.14

0.46

0.61

0.51

1.67

5.10

13.73

1.82

2.90

2.00

0.81

1.31

2.08

2.74

-1.19

2.37

-1.89

0.09

2.10

-2.11

0.14
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 การวิเคราะหซํา้ตางวนั (reproducibility)

 จากการทดสอบคา Anti-PT antibody titer 

ในตัวอยางซีรั่มกลุม High titer, Medium titer, 

Low titer และกลุมควบคุม ตางวัน และเวลากัน 

จาํนวนสามการทดสอบ ได %CV เทากบั 10.97, 7.53, 

8.77 และ 17.23 ตามลําดับ

 การทดสอบความทนของวธิ ี(robustness)

 ผลการทดสอบจากผูวิเคราะหสองคน ไดคา 

Anti-PT antibody titer ในตัวอยางซีรั่มกลุม High 

titer, Medium titer, Low titer และกลุมควบคุม 

คนละสามการทดสอบ ไดคา %CV เทากับ 7.62, 

6.47, 9.08 และ 18.93 ตามลําดับ

อภิปรายผล
 จากผลการทดสอบในทุกพารามิเตอรมีผล

เปนไปตามเกณฑกําหนดของแตละพารามิเตอรแสดง

ใหเหน็วา วธิตีรวจวเิคราะหความแรงวัคซนีปองกนัโรค

ไอกรนชนดิไรเซลลดวยวธีิ Mouse Immunogenicity 

Test (MIT) ที่ไดพัฒนาข้ึนนี้มีความถูกตองเหมาะสม 

สามารถนาํมาใชควบคมุคุณภาพความแรงวคัซนีปองกนั

โรคไอกรนชนดิไรเซลล โดยใชเทคนิค indirect ELISA 

ในการตรวจประเมนิระดบัความเขมขนของแอนตบิอดี

ในซีรั่มหนูถีบจักรที่ไดรับการฉีดกระตุนภูมิคุมกันดวย

วัคซีนปองกันโรคไอกรนชนิดไรเซลลที่มี PT เปน

สวนประกอบ เปนวิธีท่ีมคีวามจําเพาะและความแมนยาํ

สามารถจําแนกระดับความเขมขนของแอนติบอดี

ในซีร่ัมหนูถีบจักรโดยผลการทดสอบความจําเพาะ

แสดงใหเหน็วาระดบัความเขมขนของแอนตบิอดใินซร่ัีม

หนูถีบจักรที่ไดรับการกระตุนดวยวัคซีนสูงกวาในซีรั่ม

หนูถีบจักรที่ไดรับการฉีดดวยตัวทําละลาย

 ผูวิจัยใช วิธี MIT เปนวิธีทาง serological 

หาคาระดบัความเขมขนของแอนตบิอดติามขอกาํหนด

ของตํารายายุโรป(4)  ซึ่งเปนวิธีเดียวกับผูผลิตวัคซีน 

Tetanus toxoid, reduced diphtheria toxoid, 

Recombinant acellular pertussis vaccine (Tdap) 

โดยวัคซีนปองกันโรคไอกรนชนิดไรเซลลที่นํามารวม

เปนวคัซนีรวมน้ี ผลิตในประเทศ เปนชนิดรีคอมบแินนท 

ซึ่งเปนวัคซีนปองกันโรคไอกรนชนิดไรเซลลตัวแรก 

ที่ไดพัฒนาขึ้นโดยนักวิจัยไทย การควบคุมคุณภาพ

วัคซีนปองกันโรคไอกรนชนิดไรเซลลดานความแรง

ใชวิธี MIT เนื่องจากเปนวิธีที่จําเพาะตอผลิตภัณฑ 

โดยผูวิจัยและผูผลติวคัซีนใชสารมาตรฐานชนิดเดียวกนั 

ใชสัตวทดลองคือหนูถีบจักรที่มีสายพันธุ และแหลง

ขยายพันธุสัตวทดลองมาจากแหลงเดียวกัน ปจจัย

สิง่แวดลอมของการทดสอบคลายกนั สงผลใหลดปญหา

การตัดสินผลในกรณีใชวิธีตรวจวิเคราะหตางกัน 

ผลการวิจัยที่ไดมีความสอดคลองเปนไปในแนวทาง

เดียวกันกับผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีจาก

ผูผลิต สวนความตางกันระหวางผูผลิตกับผูวิจัยคือ

จํานวนระดับความเจือจางของวัคซีนที่นําไปกระตุน

ภูมิคุมกันในหนูถีบจักร โดยผูผลิตวัคซีนใชการกระตุน

ระดับภูมิคุมในหนูถีบจักรจํานวนสี่ความเจือจาง (1:1, 

1:2.5, 1:6.25 และ 1:15.625) สวนทางผูวิจัยใชวัคซีน

กระตุนระดับภูมคิุมในหนถีูบจกัรจาํนวนสามความเจือจาง 

(1:1, 1:6.25 และ 1:15.625) แตใชความเจือจาง

ความเขมขนหัวและทาย คือ 1:1 และ 1:15.625 

เชนเดียวกันกับทางผูผลิต เนื่องจากขอจํากัดทาง

จํานวนสัตวทดลอง บุคลากร และงบประมาณที่ใชใน

การทดสอบ รวมทัง้ขอกาํหนดขององคการอนามยัโลก

ที่ระบุไววาสามารถใชความเจือจางที่เหมาะสมหนึ่ง

ความเจอืจางในการทดสอบ(3) โดยยงัคงใหความเชือ่มัน่

เชนเดิม

 การศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ความแรงตอ PT ในวคัซนีปองกนัโรคไอกรนชนดิไรเซลล 

ดวยวิธี Mouse Immunogenicity test นี้สามารถ

นาํไปเปนแนวทางพฒันาความถกูตองของวธิวีเิคราะห

ความแรงตอแอนติเจนอ่ืนในวัคซีนปองกันโรคไอกรน

ชนิดไรเซลลได รวมถึงการนําไปประยุกตใชสําหรับ

การตรวจวเิคราะหหาระดบัภมูคุมกนัจากวคัซนีชนิดอืน่

หรือระดับภูมิคุมกันจากมนุษยที่ไดรับวัคซีนชนิดตางๆ
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สรุปผล
 วธิกีารตรวจวเิคราะหความแรงวคัซนีปองกนั

โรคไอกรนชนิดไรเซลล (Anti-PT antibody titer 

determination) ดวยวิธี Mouse Immunogenicity 

Test (MIT) ทีพ่ฒันาขึน้นีส้ามารถตรวจวเิคราะหปรมิาณ 

Antibody ตอ PT ในวัคซีนปองกันโรคไอกรนชนิด

ไรเซลลไดอยางเหมาะสม สามารถใชทดสอบเพือ่ประกอบ

การขึน้ทะเบยีนตาํรบัยาและการขอรบัรองรุนการผลติ

กอนที่วัคซีนจะจําหนาย เมื่อนํามาทดสอบความแรง 

(Anti-PT antibody titer determination) วคัซนี TdaP 

ทีผ่ลติในประเทศป พ.ศ. 2559, 2560, 2561 และ 2562 

มคีาความแรงเปนไปตามขอกาํหนดเชนเดยีวกับผลของ

ผูผลิต และขอมูลที่ไดเปนประโยชนยืนยันคุณภาพ

วัคซีน TdaP ที่ผลิตในประเทศไทย 
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