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การทดสอบความแรงของอิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี
ที่จําหนายในประเทศไทย
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      Abstract
Background: The prevention or treatment for people without immunity who were close-contacted 
with hepatitis B infection is to apply human hepatitis B immunoglobulin (HBIG) immediately 
together with hepatitis B vaccine. The potency of human hepatitis B immunoglobulin expresses 
their competency to bind to Hepatitis B surface antigens. At present, there are five product brands 
that were approved by the Thai Food and Drug Administration. Three brands are distributed in 
Thailand, one is produced in the country and the other two are imported. Each manufacturer 
company uses different immunoassay methods to test the potency of HBIG according to European 
pharmacopoeia 9.0, whereas the Institute of Biological Products has no method of HBIG potency 
testing. Hence, study must be conducted for the potency test of HBIG products to be used as 
a standard method of testing products distributed in the country.

Objectives: To prove that the testing method is suitable and can be used as a standard method 
for potency test on all HBIG products that are distributed in Thailand.

Methodology: This study selected a commercial test kits for quantitative determination of anti-HBs 
in serum or plasma with Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) technique which is validated 
by international standard. Then, the research used it to examine the potency of HBIG products 
that distributed in the country between 2016 and 2019 in using samples from three product 
brands including 15 lots of the production and compare the results with the test results of the 
manufacturers to prove that it can be used as a standard method.

Results: Using the commercial test kit to examine antibody to hepatitis B virus in serum or plasma 
of patients to test the potency by ELISA method in 15 lots of 3 product brands found that the 
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test results were similar to those of the manufacturers; there were not statistically significant 
difference (p>0.05). The results met the requirements of the European Pharmacopeia 9.0 and 
specification of each licensed products in the country. The application of the commercial test kit 
can reduce the test preparation period and decrease a variation of substance providing. Moreover, 
using international standard substance reference on the World Health Organization and use the 
same dilution method as the samples yielded the test results more reliable.

Conclusions: The results indicate that the commercial test kit is suitable and able to be use as 
a standard method for potency determination in all products that distributed in Thailand.  
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     บทคัดยอ
ความสําคัญ: การปองกันหรือรักษาผูสัมผัสโรคไวรัสตับอักเสบชนิดบีในผูที่ไมมีภูมิคุมกันมากอน คือการใหอิมมูโน
โกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบีทันที รวมกับการใหวัคซีนปองกันโรคไวรัสตับอักเสบชนิดบี ซ่ึงความแรงของ
อิมมูโนโกลบูลิน จะแสดงถึงความสามารถตอการจับกับแอนติเจนที่ทําใหกอโรค ปจจุบันมีผลิตภัณฑที่ผานการ
ข้ึนทะเบียนกับสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา 5 ยี่หอ โดยมีการจําหนายในประเทศไทย จํานวน 3 ยี่หอ 
เปนผลิตภัณฑที่ผลิตในประเทศ 1 ยี่หอ และนําเขาจากตางประเทศ 2 ยี่หอ โดยท่ีแตละบริษัทผูผลิตจะใชวิธี 
Immunoassay เพื่อหาคาความแรงของผลิตภัณฑตามตํารายายุโรปดวยวิธีการแตกตางกัน ในขณะที่สถาบันชีววัตถุ
ยงัไมมีวิธกีารทดสอบความแรงของอมิมโูนโกลบลิูนปองกนัโรคตับอักเสบชนดิบ ี(HBIG) จงึตองมกีารศกึษาการตรวจ
วิเคราะหความแรงของ HBIG เพื่อใชเปนวิธีมาตรฐานการตรวจวิเคราะหผลิตภัณฑที่จําหนายในประเทศ

วัตถุประสงค: เพื่อแสดงใหเห็นวาวิธีการตรวจวิเคราะห มีความเหมาะสม สามารถนํามาใชเปนวิธีในการตรวจ
วิเคราะหความแรงของอิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี ในทุกยี่หอที่จําหนายในประเทศไทย

วิธีการวิจัย: คัดเลือกชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปสําหรับตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีในซีรั่มหรือพลาสมามาใชตรวจ
ความแรงของอมิมโูนโกลบูลินดวยเทคนคิ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ซึง่ผานการตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีตามมาตรฐานสากลแลว จากนัน้นาํมาทดสอบประสทิธภิาพกบัผลติภณัฑทีจํ่าหนายในประเทศ
ระหวางป 2559-2562 ในตวัอยาง 3 ยีห่อ รวม 15 รุนการผลติ และเปรยีบเทยีบผลกบัผลตรวจวเิคราะหของผูผลติ
เพื่อพิสูจนวาสามารถนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานได 

ผลการศึกษา: ใชชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสตับอักเสบชนิดบีในซีร่ัมหรือพลาสมาของ
ผูปวยมาทดสอบความแรงดวยวธิ ีELISA ในตวัอยาง 3 ยีห่อ รวม 15 รุนการผลติ ผลการทดสอบความแรงใกลเคยีง
กบัผลการตรวจวเิคราะหของบรษิทัผูผลติ โดยพบวาไมมคีวามแตกตางอยางมนียัสําคญั (p>0.05) โดยผลการทดสอบ
ที่ไดเปนไปตามขอกําหนดของตํารายายุโรป 9.0 และเกณฑกําหนดของแตละผลิตภัณฑท่ีข้ึนทะเบียนในประเทศ 
โดยในการประยกุตใชชดุนํา้ยาทดสอบสาํเรจ็รปูนี ้สามารถลดระยะเวลาในการเตรยีมการทดสอบ และความแปรปรวน
จากการเตรียมสาร รวมทั้งการเลือกใชสารมาตรฐานสากลจากองคการอนามัยโลกโดยตรง และใชวิธีการเจือจาง
ในรูปแบบเดียวกับตัวอยาง  ทําใหผลการทดสอบเชื่อถือไดมากขึ้น

สรุป: ชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูป มีความเหมาะสม สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะหความแรง
ของ HBIG ไดทุกผลิตภัณฑที่จําหนายในประเทศ

คําสําคัญ: ความแรง ELISA ชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูป อิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี
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บทนํา
 ไวรัสตับอักเสบชนิดบี เปนไวรัสที่สามารถ
ติดตอผานทางเลือด การมีเพศสัมพันธ และการใช
ของมีคมรวมระหวางบุคคล เด็กแรกเกิดอาจติดเช้ือ
จากมารดาที่เปนพาหะในขณะคลอดหรือหลังคลอด 
ซึ่งผูติดเชื้ออาจมีหรือไมมีอาการตับอักเสบ รางกาย
จะสรางภูมิคุมกันเพื่อรักษาอาการปวยใหหายเองได 
หรืออาจติดเชื้อเร้ือรังไปตลอดชีวิต1 การปองกัน
หลงัสมัผสัโรคในกรณท่ีีผูสมัผัสไมมีภมิูคุมกนัมากอนคอื 
การใหอิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี
ท่ีไดจากมนุษย (Human Hepatitis B Immuno
globulin: HBIG) ทันทีหรือภายใน 24 ชั่วโมงหลัง
สมัผสั ตามดวยการใหวคัซนีปองกนัโรคไวรสัตบัอกัเสบ
ชนดิบี2 ซึง่ HBIG เตรียมไดจากพลาสมาของผูบรจิาค
โลหติทีม่ภีมูติานทานสูงตอไวรสัโรคตบัอกัเสบชนิดบี3 
ปจจุบันมีผลิตภัณฑที่ข้ึนทะเบียนกับสํานักงาน
คณะกรรมการอาหารและยาทั้งสิ้น 5 ยี่หอ 6 ตํารับ 
แตมีจําหนายในประเทศไทยในชวงป 2559-2562 
จาํนวน 3 ยีห่อ เปนผลติภัณฑทีผ่ลติภายในประเทศ 
1 ยี่หอ และนําเขาจากตางประเทศ 2 ยี่หอ4 
 การรักษาน้ัน อิมมูโนโกลบูลินจะจับกับ 
hepatitis B surface antigen ในผูปวยเพือ่ปองกนั
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ซึ่งประสิทธิภาพหรือ
ความแรงของอมิมโูนโกลบลูนิ จะแสดงถงึความสามารถ
ตอการจับกับแอนติเจนดังกลาว ดังนั้น หนวยงาน
ควบคุมกํากับทางหองปฏิบัติการ จึงจําเปนตอง
ควบคมุคณุภาพของชวีวตัถทุีจ่าํหนายในประเทศไทย 
เพื่อตรวจสอบวาการผลิตหรือการนําเขา HBIG นั้น 
มคีณุภาพเปนไปตามทีข่ึน้ทะเบยีน โดยเฉพาะอยางยิง่
ผลติภณัฑทีผ่ลติในประเทศท่ีตองมกีารควบคุมคณุภาพ
ทางหองปฏิบัติการในทุกรายการทดสอบเพื่อการ
รับรองรุนการผลิต รวมทั้งทําใหไดผลิตภัณฑท่ีมี
คุณภาพ ความปลอดภัย และประสิทธิภาพ
 แตเนื่องจากสถาบันชีววัตถุยังไมมีวิธีการ
ทดสอบความแรงของอมิมูโนโกลบลูนิปองกันโรคตบั
อักเสบชนิดบี จึงไดพัฒนาวิธีนี้ขึ้นมา เพื่อใชเปนวิธี
มาตรฐานในการตรวจวิเคราะหผลิตภัณฑที่ผลิต

หรือจําหนายในประเทศเพื่อยืนยันวาเปนไปตามท่ี
ขึ้นทะเบียนไวจริง ซึ่งเปนบทบาทหนาที่ของสถาบัน
ชวีวตัถ ุกรมวทิยาศาสตรการแพทย ทีเ่ปนหนวยงาน
เดียวในประเทศที่ทําหนาที่ควบคุมคุณภาพชีววัตถุ
ทางหองปฏบิติัการ การศึกษานีไ้ดใชชดุนํา้ยาทดสอบ
สาํเรจ็รปูทีใ่ชในการตรวจหาแอนตบิอดตีอแอนตเิจน
ในซีรั่มหรือพลาสมาของมนุษยมาตรวจวิเคราะห
ความแรงของ HBIG โดยใชหลักการของ Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) และ
ไดทําการศึกษาความถูกตองของวิธี (method 
validation) มากอนแลว พรอมกบัคดัเลอืกชดุนํา้ยา
ทดสอบท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุดจากหลายยี่หอ
ท่ีมีจําหนายในประเทศไทยโดยพิจารณาในแงของ
ประสิทธิภาพ ความไว และราคา ดังนั้นจึงไดทํา
การวิเคราะหความแรงของผลิตภัณฑเพื่อนํามาใช
ทดสอบกับตัวอยางผลิตภัณฑที่จําหนายในประเทศ
แทนการใชซีรั่มหรือพลาสมาในการตรวจ ซ่ึงแตละ
บริษัทผูผลิตมีการพัฒนาใชในการตรวจผลิตภัณฑ
ของตนเอง ดวยเทคนิคของการเตรียมตัวอยาง วธิกีาร 
และย่ีหอของชุดทดสอบท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกับ
ผลติภณัฑ ทรพัยากร และเครือ่งมอืของแตละบรษิทั
ผูผลิต ซึ่งกอนหนานี้วิธีการทดสอบความแรงของ
อิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี ไดทํา
การทดสอบความถกูตองตามมาตรฐานสากลในหวัขอ
ความจําเพาะเจาะจง ความสัมพันธเชิงเสนตรงและ
ชวงการใชงาน ความแมน ความเที่ยง ขีดจํากัดใน
การวัดเชิงปริมาณ และความทนของวิธีจากการใช
เครือ่งวดัและโปรแกรมคาํนวณ ซึง่ผลทีไ่ดผานเกณฑ
ขอกําหนดในทุกหัวขอ การศึกษานี้จึงนําวิธีดังกลาว
มาทาํการตรวจวิเคราะหในผลติภณัฑหลากหลายยีห่อ
ทีจ่าํหนายในประเทศไทย และเปรยีบเทียบความแรง
ของอิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบีของ
ผูผลิตที่จําหนายในประเทศ เพื่อแสดงใหเห็นวา
วิธีการตรวจวิเคราะหท่ีพัฒนาขึ้นมีความเหมาะสม 
สามารถนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานของประเทศได
ในทุกยี่หอที่จําหนายในประเทศ
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วัตถุประสงค
 เพื่อแสดงใหเห็นวาวิธีการตรวจวิเคราะห
ที่ผานการทดสอบความถูกตองของวิธีตามมาตรฐาน
สากลของสถาบันชีววัตถุมีความเหมาะสม สามารถ
นํามาใชเปนวิธีในการตรวจวิเคราะหความแรง
ของอิมมูโนโกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี 
ในทุกยี่หอที่จําหนายในประเทศ

ระเบียบวิธีการวิจัย
เครื่องมือและอุปกรณ
 1. เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท 
(microplate reader) รุน ELx808IU ของบริษัท 
BioTek สําหรับใชในการวัดคาการดูดกลืนแสง
 2. เครื่องบมเพาะเช้ือ (incubator) แบบ
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 ±1 ºC
 3. เครือ่งลางเพลทแบบอตัโนมตั ิ(automatic 
plate washer)
ชดุน้ํายาทดสอบสาํเรจ็รปู สารมาตรฐาน และตวัอยาง
 ชดุทดสอบ  Monoelisa™ Anti-HBs Plus 
ของบริษัท Bio-Rad ประกอบดวย 96-well plate 
ท่ีเคลือบดวย HBsAg (subtypes ad and ay) 
Conjugate ที่เปน horseradish peroxidase-
labeled HBsAg (human, subtypes ad and ay) 
สารตัง้ตน (substrate) ทีเ่ปน 3.3’, 5.5’ tetramet
hylbenzidine (TMB) เพื่อทําปฏิกิริยากับเอนไซม 
นํา้ยาสําหรับเจอืจาง Conjugate (conjugate diluent) 
นํ้ายาสําหรับเจือจางตัวอยาง (specimen diluent) 
นํา้ยาสาํหรับเจอืจางสารตัง้ตน (substrate diluent) 
น้ํายาสําหรับลางเพลท (washing solution) และ
นํา้ยาหยดุปฏกิิรยิา (stop solution) ทีเ่ปน sulfuric 
acid solution โดยมีตัวควบคุมการทดสอบ คือ 
Anti-HBs negative control 10 mIU/ml และ 
Positive Control 100 mIU/ml5 เก็บที่อุณหภูมิ 
2-8 ºC โดยเก็บไวในกลองบรรจุภัณฑของชุดนํ้ายา
ทดสอบที่ปองกันแสงไดนานจนถึงวันหมดอายุของ
ชุดนํ้ายาทดสอบ

 สารมาตรฐานสากลที่ใชเปน WHO Inter
national standard 2nd International standard 
for anti-hepatitis B surface antigen (anti-HBs) 
immunoglobulin, human (NIBSC code: 07/164) 
ไดจากหนวยงาน National Institute for Biological 
Standards and Control (NIBSC) ประเทศสหราช
อาณาจักร กําหนดคาความแรงเทากับ 100 IU/ml 
เก็บที่อุณหภูมิ -30 ºC6 
 ตัวอยางที่ใชในการทดสอบเปนผลิตภัณฑ
อมิมูโนโกลบูลนิปองกนัโรคตบัอกัเสบชนดิบีทีไ่ดจาก
มนุษย ทีจ่าํหนายในประเทศไทย ต้ังแตป 2559-2562 
จาํนวน 3 ยีห่อ 15 รุนการผลติ เก็บทีอ่ณุหภูม ิ2-8 ºC  
การเตรียมสารมาตรฐานและตัวอยาง
 สารมาตรฐานและตัวอยาง นํามาเจือจาง
ใหไดความเขมขน 0.015625, 0.03125, 0.0625, 
0.125 และ 0.25 IU/ml ดวยนํ้ายาเจือจางตัวอยาง
จากชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูป 
การคํานวณ
 คํานวณคาความแรงดวยโปรแกรม Gen5 
(version 1.11) โดยเทียบกับสารมาตรฐาน คูณดวย
ความเขมขนกอนเจือจาง รายงานผลการวิเคราะห
เปน IU/ml7 หรอืใชโปรแกรม parallel line assay 
(version Bioassay assist 3.031995) โดยกําหนด
เกณฑมาตรฐาน ไดแก คาความสัมพันธของการเตรยีม
สารมาตรฐานและตัวอยาง (preparation) ตองไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ คาความสัมพันธ
ระหวางสารมาตรฐานและตัวอยางในลักษณะของ 
dose-response (regression) ตองอยูในเกณฑ
ของความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 และกราฟที่ไดตองมี
ความสัมพันธระหวางสารมาตรฐานและตัวอยาง
ในลักษณะคูขนาน (parallelism) และเปนเสนตรง 
(linearity)8 และเปรยีบเทยีบผลการทดสอบระหวาง
สถาบันชีววัตถุและบริษัทผูผลิตในแตละรุนการผลิต
โดยใชสถิติ paired t-test
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วิธีวิเคราะห
 นาํสารมาตรฐานสากลและตวัอยางทีเ่ตรยีมไว
ในแตละความเขมขน พรอมทัง้ตวัควบคุมการทดสอบ 
Anti-HBs negative control และ Positive Control 
ใสลงในหลุมของ 96-well plate หลุมละ 100 µl 
และใสนํ้ายาสําหรับเจือจางตัวอยาง 100 µl/หลุม 
นาํไปบมทีอ่ณุหภูม ิ37±1 ºC นาน 60±5 นาท ีจากนัน้
ลางเพลทดวยน้ํายาสาํหรบัลางเพลท 375 µl ตอหลมุ
 แชทิง้ไว 30-60 วนิาที ทาํการลางเพลท 4 ครัง้ดวย
เคร่ืองลางอตัโนมตั ิจากนัน้ซบัดวยกระดาษรองซบันํา้
ใหเพลทแหง แลวเติม conjugate (horseradish 
peroxidase-labeled HBsAg (human, subtypes 
ad and ay)) 100 µl/หลุม และนําไปบมในที่มืด
ที่อุณหภูมิ 37±1 ºC นาน 60±5 นาที ลางเพลทอีก 
4 ครั้ง กอนเติมสารตั้งตน 3.3’, 5.5’ tetramethyl
benzidine (TMB) 100 ul/หลุม และนาํไปบมในทีม่ดื
ที่อุณหภูมิ 18-30 ºC นาน 30±5 นาที 
 เมื่อสารตั้งตนถูกยอยจะเกิดสารสีนํ้าเงิน 
ซึง่ความเขมของสีจะแปรผนัโดยตรงกบัความเขมขน
ของแอนตบิอดีในตวัอยาง จากนัน้เตมิ sulfuric acid 
solution เพื่อหยุดปฏิกิริยา ซึ่งทําใหสารสีนํ้าเงิน
เปลี่ยนเปนสีเหลือง และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ทีค่วามยาวคลืน่ที ่450 นาโนเมตร (nm) (reference 
wavelength 620-700 nm) ดวยเครือ่งอานปฏิกิรยิา

บนไมโครเพลท คาํนวณผลโดยใชโปรแกรม Gen5 หรอื 
parallel line5-8 จากนั้นเปรียบเทียบผลกับผูผลิต
ในตวัอยางทีบ่รษิทัยืน่คาํขอหนงัสอืรบัรองรุนการผลิต
สําหรับยาชีววัตถุที่ใชสําหรับมนุษยเพื่อจําหนายใน
ประเทศไทย โดยบริษัทไดดําเนินการตามประกาศ
สาํนกังานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ือง กาํหนด
หลกัเกณฑ และวิธกีารขอรบัหนงัสอืรบัรองรุนการผลติ
ยาชีววัตถุ และกําหนดแบบคําขอ และแบบหนังสือ
รับรองรุนการผลิตยาชีววัตถุที่ตองสงตัวอยางและ
เอกสารหลกัฐานใหสถาบนัชวีวตัถรุบัรอง9 ซึง่บริษทั
ระบุวาใชวิธี Immunoassay ตามตํารายายุโรป

ผลการศึกษา
 ในการคัดเลือกชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูป
เพื่อใชในการตรวจวิเคราะหผลิตภัณฑของอิมมูโน
โกลบูลินปองกันโรคตับอักเสบชนิดบี ไดคัดเลือก
ชดุนํา้ยาทดสอบสาํเรจ็รปูท่ีมจํีาหนายในประเทศไทย 
โดยมชีวงของการตรวจวัดทีค่รอบคลมุไดกวางระหวาง 
10 -1,000 mIU/ml เมื่อนํามาทดสอบหาสภาวะ 
ทาํใหความสมัพนัธระหวางสารมาตรฐานและตวัอยาง
มีลักษณะคูขนาน (parallelism) และเปนเสนตรง 
(linearity) ไดผลการทดสอบความแรงในตัวอยาง
ท่ีคาใกลเคียงกับผลการตรวจวิเคราะหของบริษัท
ผูผลิต ดังรูปที่ 1

รูปที่ 1 ความสัมพันธระหวางสารมาตรฐานและตัวอยางในลักษณะคูขนาน (parallelism) และเปนเสนตรง 
(linearity) ดวยโปรแกรม Gen5 (ก) และ parallel line assay (ข) 

*A คือ ผลิตภัณฑ HBIG  ** B คือ สารมาตรฐาน anti-hepatitis B surface antigen (anti-HBs) immunoglobulin
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 จากการทดสอบความแรงของอมิมโูนโกลบลูนิ

ที่ใชปองกันโรคไวรัสตับอักเสบชนิดบี โดยวิธีไดผาน

การตรวจสอบความถูกตองของวิธีแลว ในตัวอยางที่

จาํหนายในประเทศไทยป 2559-2562 จาํนวน 3 ย่ีหอ 

(A B และ C) โดยตัวอยาง A จํานวน 2 รุนการผลิต 

ตัวอยาง B จํานวน 10 รุนการผลิต และตัวอยาง C 

จํานวน 3 รุนการผลิต รวม 15 รุนการผลิต พบวา

ในตัวอยาง A B และ C ผลการตรวจวิเคราะหให

คาความแรง 84-86, 196-284 และ 302-377 IU/ml 

ตามลาํดบั ในขณะทีผู่ผลติตรวจวเิคราะหไดคาความแรง 

58, 204-234 และ 290-356 IU/ml ตามลําดับ 

ดังตารางที่ 1 

 เมือ่วเิคราะหทางสถติโิดยใช paired t-test 

พบวา ผลการวเิคราะหของผูผลติและสถาบนัชวีวตัถุ

ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดยมีคา p-value=0.55

 นอกจากนี้ พบวาคาท่ีไดเปนไปตามเกณฑกําหนดของผลิตภัณฑที่ขึ้นทะเบียนไว โดยพบวาผลการ

วิเคราะหคาความแรงของตัวอยาง A B และ C มีคามากกวา 50 180 และ 200 IU/ml ตามลําดับ ดังรูปที่ 2

หมายเหตุ * คาที่ไดนํามาวิเคราะหทางสถิติโดยใช paired t-test   
พบวาผลการวิเคราะหของทั้งสองหนวยงานไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดยมีคา p-value 0.55

ตารางที ่1 ความแรงของ HBIG เปรยีบเทยีบระหวาง
ผูผลิตและสถาบันชีววัตถุ

รูปที่ 2 ความแรงของ HBIG ของผูผลิตและผูวิเคราะหเทียบกับเกณฑกําหนดของผลิตภัณฑแตละยี่หอ

สถาบันชีววัตถุ*ผูผลิต*

ความแรง (IU/ml)

ขอกําหนดยุโรป
ตัวอยาง รุนการผลิต

84

86

245

284

219

241

219

222

220

197

226

196

346

302

377

58

58

225

204

220

234

221

217
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213
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290

356

≥50
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อภิปรายผล
 ตามตาํรายายโุรป 9.0 กําหนดวิธกีารตรวจ

วิเคราะหความแรงของอิมมูโนโกลบูลินปองกันโรค

ตบัอกัเสบชนิดบทีีไ่ดจากมนษุยโดยวธิ ีimmunoassay 

ซึ่งมีหลากหลายวิธีขึ้นอยูกับความสามารถของหอง

ปฏิบตักิาร การศกึษานีไ้ดประยกุตใชชดุนํา้ยาทดสอบ

สาํเรจ็รปูทีใ่ชในการหาแอนตบิอดตีอไวรสัตบัอกัเสบ

ชนิดบีในซีรั่ม หรือพลาสมาของผูปวยมาใชในการ

วิเคราะหความแรงของผลติภณัฑแทน โดยในทองตลาด

มชีดุนํา้ยาทดสอบสําเรจ็รปูอยางนอย 13 ยีห่อ และ

แตละยี่หอใชวิธีแตกตางกันไป เชน Radioimmu

noassay Enzyme-Link Immunosorbent Assay 

Chemiluminescence และ Fluorescence 

เปนตน10-14  โดยการศึกษากอนหนานี้ไดคัดเลือก

จากสามชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปที่มีจําหนายใน

ประเทศไทยและนาํมาตรวจสอบความถกูตองของวิธ ี

โดยมีชวงของการตรวจวัดที่ครอบคลุมและกวาง

ระหวาง 10-1,000  mIU/ml ในขณะที่ชุดนํ้ายา

ทดสอบสําเร็จรูปอีกสองยี่หอ มีชวงในการทดสอบ

แคบอยูระหวาง 10-100 หรือ 10-160 mIU/ml 

ซึ่งการเลือกชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปดังกลาวทําให

ลดความผิดพลาดของการเจอืจางใหนอยลงในขัน้ตอน

การเตรียมตัวอยาง เนื่องจากคาความแรงของบาง

ผลติภณัฑมีคามากกวา 200,000 mIU/ml และพบวา

ความสมัพนัธระหวางสารมาตรฐานและตัวอยางเปน

แบบลกัษณะคูขนาน (parallelism) และเปนเสนตรง 

(linearity) อยูในเกณฑ ซึง่แสดงถึงชดุนํา้ยาทดสอบ

สาํเรจ็รูปมคีวามเหมาะสมกบัเครือ่งมอืทีใ่ช นอกจากน้ี

สามารถเทียบคาความแรงกับสารมาตรฐานสากลได 

อีกทั้งเปนหนึ่งในชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปที่รวมใน

การกําหนดคาความแรงของสารมาตรฐานสากล

ขององคการอนามัยโลก (WHO International 

standard 2nd International standard for 

anti-hepatitis B surface antigen (anti-HBs) 

immunoglobulin, human)15

 เมื่อนําชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปที่ไดและ

ใชวิธีที่ผานการทดสอบความถูกตองขางตนมาตรวจ

วิเคราะหโดยใชหลักการ ELISA ในตัวอยาง 3 ยี่หอ 

รวม 15 รุนการผลิต พบวาจากผลการวิเคราะห

ของผูผลิต และสถาบันชีววัตถุไมมีความแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) และผลการทดสอบที่ได

มคีามากกวาคาความแรงทีป่รากฏบนฉลากยาชวีวตัถ ุ

A B และ C ซึง่มคีวามสอดคลองกบัเกณฑขอกําหนด

ในตํารายายุโรป 9.0 ท่ีกําหนดคาความแรงของ

อมิมโูนโกลบลูนิปองกนัโรคตบัอกัเสบชนดิบทีีไ่ดจาก

มนุษยสําหรับฉีดเขาหลอดเลือดดํา (intravenous 

administration) ตองมีคาความแรงไมนอยกวา 

50 IU/ml (ตัวอยาง A) และคาความแรงของ

อมิมโูนโกลบลูนิปองกนัโรคตบัอกัเสบชนดิบทีีไ่ดจาก

มนุษยสําหรับฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular 

administration) หรอืฉดีใตผวิหนงั (subcutaneous 

administration) ตองมีคาความแรงไมนอยกวา 

100 IU/ml (ตวัอยาง B และ C) ซึง่แสดงถงึตวัอยาง

ท้ังหมดผานเกณฑกําหนดของตํารายุโรปและตาม

เกณฑกําหนดของผลิตภัณฑที่ขึ้นทะเบียนไว12-13 

แตอยางไรกต็ามในตวัอยาง A พบวาผลการวเิคราะห

ของผูผลิต (58 IU/ml) มีคาตํ่ากวาผลวิเคราะหของ

สถาบันชีววัตถุ (84-86 IU/ml) และสูงกวาเกณฑ

กําหนดที่ผูผลิตขึ้นทะเบียนไว 50 IU/ml ซึ่งสาเหตุ

อาจเกิดจากตัวอยาง A เปนผลิตภัณฑผงแหงท่ีมี

องคประกอบแตกตางจากตัวอยาง B และ C ทําให

การละลายอาจไมสมบูรณในขั้นตอนการเตรียม

ตัวอยางเนื่องจากมีความหนืดจากสารท่ีทําใหเกิด

ความคงตัว (stabilizer) และเมื่อนํามาเจือจาง 

ผลที่ไดอาจคลาดเคลื่อนจากความเปนจริง ดังนั้น

เพือ่แกปญหาดงักลาวอาจตองระมดัระวงัในชวงของ

การเตรยีมตวัอยางมากขึน้ และเนือ่งจากตวัอยาง A 

มีจํานวนรุนการผลิตจํากัด อาจตองทําการวิเคราะห

หาความแรงเพ่ือเก็บขอมูลใหมากข้ึนเพื่อดูแนวโนม

คาความแรงที่ไดตอไป
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 ในการประยกุตใชชดุน้ํายาทดสอบสาํเรจ็รปูน้ี 

สามารถลดระยะเวลาในการเตรียมการทดสอบจาก 

2-3 วัน เหลือไมถึง 1 วัน และลดความแปรปรวน

จากการเตรียมสารเองในแตละครั้ง และการเลือกใช

สารมาตรฐานสากลจากองคการอนามัยโลกโดยตรง 

และใชวิธีการเจือจางในรูปแบบเดียวกับตัวอยาง 

ทําใหผลการทดสอบเชื่อถือไดมากขึ้น

สรุปผล
 จากการตรวจวเิคราะหความแรงของตวัอยาง

ผลติภณัฑอิมมโูนโกลบลิูนปองกนัโรคตบัอกัเสบชนดิบ ี

ทีม่จีาํหนายในป 2559-2562 โดยใชชุดนํา้ยาทดสอบ

สําเร็จรูปที่ผานการคัดเลือกแลววามีความเหมาะสม 

เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะหกับผูผลิตใน

แตละผลิตภัณฑ พบวาคาความแรงท่ีไดเปนไปตาม

ขอกําหนดของตํารายายุโรปและเกณฑกําหนดของ

ผลิตภัณฑที่ขึ้นทะเบียน และคาความแรงท่ีไดจาก

ผูวิเคราะหและผูผลิตในแตละผลิตภัณฑไมมีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

ซึ่งแสดงใหเห็นวาชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปที่ใช

มีความเหมาะสม สามารถนํามาใชเปนวิธีมาตรฐาน

ในการตรวจวิเคราะหความแรงของอิมมูโนโกลบูลิน

ปองกันโรคตับอักเสบชนิดบีที่จําหนายในประเทศได 

ทาํใหมัน่ใจไดวาคาความแรงเปนไปตามทีข่ึน้ทะเบยีนไว 

สงผลใหประชาชนไดรับชีววัตถุที่มีคุณภาพ

ขอเสนอแนะ
 เนือ่งจากจาํนวนตวัอยาง A และ C มจีาํหนาย

ในประเทศไทยเพยีง 2-3 รุน เทานัน้ ซึง่ยงัตองมกีาร

ศึกษาขอมูลและตรวจวิเคราะหตัวอยางเพิ่มเติมอยาง

ตอเนื่อง นอกจากนี้ยังมีขอจํากัดในเรื่องชุดนํ้ายา

ทดสอบสําเร็จรูปที่มีจําหนายในประเทศไทยมีนอย 

และบางชดุนํา้ยาทดสอบสาํเรจ็รปูตองอาศัยเครือ่งมือ

เฉพาะในการวิเคราะห ทําใหตองเลือกใชชุดนํ้ายา

ทดสอบทีเ่หมาะสมกับเคร่ืองมือทีใ่ชในหองปฏบิติัการ

เปนหลัก หากในอนาคตชุดนํ้ายาทดสอบขาดแคลน

อาจจําเปนตองใชชุดนํ้ายาทดสอบอื่นมาทดแทน 

ซึ่งจะตองมีการตรวจสอบความถูกตองของวิธีตอไป
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