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           Abstract
Background: Diphtheria and Tetanus are able to prevent as a combined vaccine that containing 
Diphtheria Toxoid (DT) and Tetanus Toxoid (TT) that are adsorbed on aluminum gel to boost 
the immune response. Therefore, the adsorption level of toxoids must be controlled according 
to the product specifications in order to ensure vaccine quality. The determination of degree 
adsorption of DT and TT in the combined vaccine was conducted by a Sandwich Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) technique which was performed to be used as an 
analytical method. 

Objectives: To be used as the determination of degree adsorption of Diphtheria Toxoid and 
Tetanus Toxoid in combined vaccine. 

Methods: Validation method study of analyzing the adsorption level of DT and TT in combined 
vaccines by using Sandwich ELISA technique in parameters of accuracy, precision, robustness, 
specificity, linearity, Limits of Quantification (LOQ), and range. 

Results: The results showed that the accuracy, precision, and robustness met the acceptance 
criteria. The specificity result of the method was compliance with the standard. The linearity 
yielded the correlation coefficient (r) greater than 0.99. The LOQ ranged from 1.72 to 880 
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mLf/mL for DT and 0.07 to 550 mLf/mL for TT. The range of DT concentrations was between 
3.44 and 110 mLf/mL, while the range of TT concentrations was between 1.08 and 34.50 
mLf/mL.

Conclusions: This assay was appropriate to be adopted as a nation standard method. The 
average adsorption degree of DT and TT from four lots of vaccines manufactured in 2019–2020 
were more than 90%, and in accordance with product specifications.

Keywords: degree adsorption, diphtheria toxoid, tetanus toxoid, sandwich ELISA

            บทคัดยอ
ความสําคัญ:  โรคคอตีบและบาดทะยักสามารถปองกันดวยวัคซีนรวมที่มีท็อกซอยดเช้ือคอตีบ (Diphtheria 
Toxoid: DT) และท็อกซอยดเชื้อบาดทะยัก (Tetanus Toxoid: TT) เปนองคประกอบจะถูกดูดซับบน
อลมูเินยีมเจล ซึง่ทาํหนาท่ี เสรมิการกระตุนภมูคิุมกนั จงึตองมกีารควบคมุระดบัการดดูซบัใหไดตามขอกาํหนด
มาตรฐานของวัคซีน เพื่อการควบคุมคุณภาพ  

วัตถุประสงค:  เพื่อใชเปนวิธีตรวจวิเคราะหระดับการดูดซับของท็อกซอยดเชื้อคอตีบ และท็อกซอยดเชื้อ
บาดทะยัก ในวัคซีนรวม

วิธีการวิจัย:  ศึกษาความถูกตองของวิเคราะหระดับการดูดซับของท็อกซอยดเชื้อคอตีบ และท็อกซอยดเชื้อ
บาดทะยักในวัคซีนรวมดวยเทคนิค Sandwich ELISA ในพารามิเตอร ความแมน ความเที่ยง ความทน 
ความจําเพาะ ความเปนเสนตรง ขีดจํากัดตํ่าสุดและสูงสุด และพิสัย 

ผลการศึกษา:  คาความแมน ความเท่ียงและความทนของวิธี ผานเกณฑการทดสอบ มีความจําเพาะ และ
ความเปนเสนตรงของ DT และ TT มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) มากกวา 0.99 พบ DT มีขีดจํากัดตํ่าสุด
และสูงสุด (Limits of Quantification: LOQ) เทากับ 1.72 และ 880 mLf (Limit of Flocculation)/mL 
ชวงคาพสิยัอยูระหวาง 3.44–110 mLf/mL ขณะทีค่า LOQ ของการตรวจ TT เทากบั 0.07 และ 550 mLf/mL 
ชวงคาพิสัยอยูระหวาง 1.08–34.50 mLf/mL

สรุป:  วิธีการตรวจวิเคราะหระดับการดูดซับของท็อกซอยดเช้ือคอตีบ และบาดทะยักในวัคซีนรวม ดวย 
sandwich ELISA มีความถูกตองเหมาะสมที่นํามาใชเปนวิธีมาตรฐานของประเทศ เมื่อนํามาดําเนินการตรวจ
วิเคราะหระดับการดูดซับของ DT และ TT ตัวอยางวัคซีนรวมคอตีบ บาดทะยักในป พ.ศ. 2562 และ 2563 
รวมจํานวน 4 รุนการผลิต พบวามีระดับการดูดซับของ DT และ TT มากกวารอยละ 90 เปนไปตามขอกําหนด
มาตรฐานของผลิตภัณฑ

คําสําคัญ:  ระดับการดูดซับ ท็อกซอยดเชื้อคอตีบ ท็อกซอยดเชื้อบาดทะยัก Sandwich ELISA
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บทนํา
 โรคคอตีบ (diphtheria) เปนโรคที่เกิดจาก
ติดเช้ือแบคทีเรีย Corynebacterium diphtheria 
โดยการหายใจเอาละอองอากาศจากผูปวยหรือผู
ท่ีเปนพาหะของเชือ้ ผูปวยมอีาการตดิเช้ือในทางเดนิ
หายใจสวนบน มไีขหากเปนรุนแรงจะมีอาการเจ็บคอ 
เกดิการเนาตายของเซลลเย่ือบผิุวและเนือ้เย่ือในบริเวณ
ที่ติดเชื้อเปนแผนสีเทา (pseudo membrane) 
ทีค่อหอยซึง่อาจอุดกัน้ทางหายใจและทาํใหเกดิอาการ
ไอเสยีงกอง สวนโรคบาดทะยัก (tetanus) ทีเ่กิดจาก
เชื้อแบคทีเรีย Clostridium tetani เขาสูรางกาย
ทางบาดแผลที่สัมผัสกับเชื้อ สวนในเด็กแรกเกิด
จะเกิดจากการตัดสายสะดือที่ไมสะอาดและมารดา
ไมมีภูมิคุมกันตอสารพิษของเชื้อ โดยตัวเชื้อจะสราง
สารพิษ tetanus toxin ยับยั้งการทํางานของเซลล
เสนประสาทสวนปลาย ทําใหเกดิอมัพาตของกลามเนือ้ 
โดยมีอาการขากรรไกรแข็ง อาปากไมได มีคอแข็ง1 
ซึง่โรคติดเช้ือจากคอตบีและบาดทะยักสามารถปองกนั
ดวยวัคซีน
 วัคซีนคอตีบและบาดทะยักเปนวัคซีน
เชื้อตายประกอบดวยท็อกซอยดจากเชื้อคอตีบและ
ท็อกซอยดจากเชื้อบาดทะยัก มีอะลูมิเนียมเจลเปน
สารเสริมฤทธ์ิ (adjuvant) เปนวัคซีนรวมปองกัน
โรคคอตีบ-บาดทะยัก (dT, DT) และรวมวัคซีนอื่น 
ไดแก วคัซนีรวมปองกนัโรคคอตบี-บาดทะยกั-ไอกรน 
(DTP) วคัซนีรวมคอตีบ-บาดทะยกั-ไอกรน-ตบัอักเสบบ ี
(DTP-HB) และวัคซีนรวมคอตีบ-บาดทะยัก-ไอกรน-
ไวรัสตับอักเสบบี และเชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ 
ชนิดบี (DTP-HB-Hib) โดย DTP เปนวัคซีนท่ีใชใน
แผนงานสรางเสริมภูมิคุมกันโรคของประเทศไทย
ตั้งแตป พ.ศ. 2520 และนําวัคซีน dT เขามาใชเม่ือ
ป พ.ศ. 2525 ใชเพือ่สรางเสรมิภมูคุิมกันปฐมภูมิ และ
เพื่อการกระตุนภูมิคุมกันหลังจากการวัคซีนมาแลว2 
โดยวคัซนีทีจ่ะนาํไปใชตองไดรบัการขึน้ทะเบียนตาํรบั 
และผานกระบวนการรับรองรุนการผลิตกอนการ
จําหนายในทองตลาด
 วัคซีนรวมที่มี diphtheria และ tetanus 
มีการควบคุมคุณภาพดานความแรง ความปลอดภัย

และคุณสมบัติทางเคมีและฟสิกส วัคซีนแตละรุน
ตองไดรบัการตรวจสอบคณุภาพ ประสทิธภิาพทกุรุน
การผลิต การตรวจวิเคราะหระดับการดูดซับของ
ทอ็กซอยดเชือ้คอตบี (Diphtheria Toxoid: DT) และ
ท็อกซอยดเชื้อบาดทะยัก (Tetanus Toxoid: TT) 
ในวัคซีนรวมดวยเทคนิค Sandwich ELISA เปนวิธี
ท่ีใชควบคุมคุณภาพ ความสม่ําเสมอของวัคซีนท่ีมี 
diphtheria และ tetanus เปนองคประกอบ

วัตถุประสงค
 1. เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของวธีิตรวจ
วิเคราะหระดับการดูดซับของท็อกซอยดเชื้อคอตีบ 
และทอ็กซอยดเช้ือบาดทะยกัในวคัซนีรวมดวยเทคนิค 
Sandwich ELISA
 2. เพือ่ใชเปนวธิมีาตรฐานในการตรวจสอบ
คุณภาพ ประสิทธิภาพ ประกอบการขึ้นทะเบียนยา 
และกอนการจําหนายวัคซีนแตละรุน

ระเบียบวิธีการวิจัย
วิธีการวิจัย
 การวิเคราะหระดับการดูดซับ (degree 
of adsorption) ของ DT และ TT ในวัคซีน เปน
การวิเคราะหระดับการดูดซับของแอนติเจนกับสาร
เสริมฤทธิ์ (adjuvant) โดยคํานวณเปนคารอยละ
การดูดซับของแอนติเจนในวัคซีนระหวางแอนติเจน
ทัง้หมด (total antigen) และแอนตเิจนทีไ่มถกูดดูซบั
ดวยสารเสริมฤทธิ์ (non-adsorbed antigen) โดย
การวิเคราะหปริมาณ total antigen นําตัวอยาง
วัคซีนมา desorb เพื่อใหแอนติเจนถูกแยกออกจาก 
adjuvant ดวยสาร desorption solution สวน
การวิเคราะหปริมาณ non-adsorbed antigen 
จะไมมกีารเติม desorption solution ลงในตวัอยาง
วัคซีน เพื่อใหทราบวาแอนติเจนที่ไมถูกดูดซับดวย 
adjuvant จะหลงเหลอือยูในตวัอยางวคัซนีในปรมิาณ
มากนอยเพียงใด 
 หลงัจากนัน้ทาํการวเิคราะหปรมิาณแอนตเิจน
ดวยวิธี Sandwich ELISA ซึ่งอาศัยปฏิกิริยาการจับ
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อยางจําเพาะของแอนติเจนตอแอนติบอดี โดยเติม 
coating antibody (mouse monoclonal antibody 
to diphtheria toxin or Mouse monoclonal 
antibody to tetanus toxin) ทีจ่าํเพาะตอแอนตเิจน
เคลือบอยูท่ีกนหลุม แลวเตมิตวัอยางวคัซนีทีต่องการ
ทดสอบลงในเพลทที่เตรียมไว หลังจากนั้นเติม 
detection antibody (rabbit polyclonal antibody 
to diphtheria toxin or rabbit polyclonal 
antibody to tetanus toxin) และใชการตรวจ
ติดตามปฏิกิริยาดวย secondary antibody (goat 
polyclonal secondary antibody to Rabbit IgG 
(H+L) HRP conjugated) หากตวัอยางมแีอนตเิจน
ที่ตองการทดสอบ เมื่อเติม substrate solution, 
Tetramethylbenzidine (TMB) แลว TMB จะถูกยอย
ดวยเอนไซม HRP จะเกิดสารสีนํ้าเงิน และเติม stop 
solution (1N HCl) เพื่อหยุดปฏิกิริยา ซึ่งจะทําให
สารสีนํ้าเงินเปลี่ยนเปนสีเหลือง นําเพลททดสอบ
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 450 nm 
(OD450 nm) ดวยโปรแกรม Tecan, Magellan ของ
เครื่อง ELISA reader
สารเคมีและสารมาตรฐาน
 สารเคมี: AR grade, Sodium chloride 
(NaCl), Potassium chloride (KCl), Sodium 
hydrogen phosphate (Na2HPO4•2H2O), Potas-
sium hydrogen phosphate (KH2PO4), Sodium 
carbonate (Na2CO3), Sodium hydrogen 
carbonate (NaHCO3), Tri-sodium citrate 
(Na3C6H5O7) Tween 20, Hydrochloric acid (HCl) 
37%, Bovine Serum Albumin (BSA) (Cat. No. 
A3059, Sigma Aldrich), Mouse monoclonal 
antibody to Diphtheria toxin (Cat. No. Ab51882, 
Abcam), Rabbit polyclonal antibody to 
Diphtheria toxin (Cat. No. Ab53828, Abcam), 
Goat polyclonal secondary antibody to Rabbit 
IgG (H+L) HRP conjugated (Cat. No. Ab6721, 
Abcam), SureBlue ReserveTM (Cat. No. 5120-
0080, TMB Microwell Peroxidase Substrate 
1-component, KPL), WHO International 

Standard 2nd International Standard for 
Diphtheria Toxoid (Code: 02/176, NIBSC) 
และ WHO International standard for Tetanus 
Toxoid (NIBSC Code: 04/150, NIBSC)
การเตรียมสาร
 สารมาตรฐาน
 สารมาตรฐาน WHO International 
Standard 2nd International Standard for 
Diphtheria Toxoid (Code: 02/176, NIBSC) 
ทําการเจือจางใหได 6 ความเขมขนดวย diluent 
buffer ตั้งแตความเขมขนที่ 3.44, 6.88, 13.75, 
27.50, 55.00 และ 110.00 mLf/mL เพือ่ใชสาํหรบั
เปนกราฟมาตรฐานในการคํานวณปริมาณแอนติเจน 
DT ในตัวอยางวัคซีน ในขณะที่สารมาตรฐาน WHO 
International standard for Tetanus Toxoid 
(NIBSC Code: 04/150, NIBSC) ทําการเจือจาง
ใหได 6 ความเขมขนดวย diluent buffer ตั้งแต
ความเขมขนที่ 1.08, 2.16, 4.31, 8.63, 17.25 และ 
34.50 mLf/mL เพื่อใชสําหรับเปนกราฟมาตรฐาน
ในการคํานวณหาปริมาณแอนติเจน TT ในตัวอยาง
วัคซีน
 Coating buffer (pH 9.6)
 ช่ัง Na2CO3 น้ําหนกั 1.59 g. และ NaHCO3 
นํ้าหนัก 2.93 g. ละลายดวย high-purity water 
ปริมาตร 800 mL ปรับ pH ใหมีคา 9.6 ดวย 1N 
NaOH หรือ 20% HCl แลวจึงเติม high-purity 
water ใหครบปริมาตร 1,000 mL
 Phosphate buffer saline (10X PBS) 
pH 7.4
 ชัง่ NaCl นํา้หนกั 80 g., KCl นํา้หนัก 2 g., 
Na2HPO4•2H2O นํา้หนกั 14.4 g., KH2PO4 นํา้หนกั 
2.4 g. ละลายดวย High-Purity water ปริมาตร 
800 mL ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 1N NaOH หรือ 
20% HCl แลวจึงเติม High-Purity water ใหครบ
ปริมาตร 1000 mL
 Washing buffer (Phosphate buffer 
saline with the detergent tween 20: (PBST))
 ผสม 10X PBS ปริมาตร 200 mL กับ 
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Tween 20 ปริมาตร 1 mL ในขวดแกวใหเขากัน 
จากนั้นเติม High-Purity water ใหครบปริมาตร 
2000 mL
 Blocking buffer (3% w/v of BSA 
in PBST)
 ชัง่ BSA นํา้หนกั 3 g. แลวนาํไปละลายดวย 
PBST ปริมาตร 90 mL ใน volumetric flask จน 
BSA ละลายหมด จากนั้นเติม 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) ปริมาตร 100 mL กับ PBST ปริมาตร 
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: 20000
 1N HCl
 ผสม HCl 37% ปริมาตร 20.73 mL กับ 
High-Purity water ปรมิาณ 229.27 mL ในขวดแกว
ใหเขากัน
การเตรียมตัวอยางวัคซีน
 Tetanus toxoid, reduced diphtheria 
toxoid and recombinant acellular pertussis 
vaccine (Tdap) รุนการผลติที ่6005A ทาํการเตรยีม
ตวัอยางวคัซนี โดยแบงตวัอยางออกเปน 2 สวน คอื
สวน total antigen และ non-adsorbed antigen 
สําหรับตัวอยางสวน total antigen เตรียมไดจาก
การเติม desorption solution (20% (w/v) tri-
sodium citrate in 2XPBST) ลงในตัวอยางวัคซีน
ในอตัราสวน 1:1 ผสมใหเขากนั แลวบมในตูบมควบคมุ
ที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 16–20 ชั่วโมง เม่ือครบ
เวลาจงึปนเหวีย่งที ่6,000 รอบตอนาที ทีอ่ณุหภมิู 4ºC 
เปนเวลา 2 นาท ีเกบ็เฉพาะสวนใส (supernatant) 
ในขณะที่การเตรียมตัวอยางสวน non-adsorbed 
antigen ใหนําตัวอยางวัคซีน บมในตูบมควบคุม
ที่อุณหภูมิเปนเวลา 16–20 ชั่วโมง โดยไมตองเติม 

desorption solution เมื่อครบเวลาจึงปนเหวี่ยงที่ 
6,000 รอบตอนาท ีทีอ่ณุหภมู ิ4ºC เปนเวลา 2 นาท ี
เกบ็เฉพาะสวนใส (supernatant) เพือ่นาํมาใชสาํหรบั
การทดสอบ
เครื่องมือทดสอบ
 Microplate reader รุน infinite F200 
Pro ผลิตภัณฑของ Tecan ประเทศสวิตเซอรแลนด, 
Microplate wash: ImmunoWashTM 1575 
ผลติภณัฑของ BIO-RAD ประเทศสหรฐัอเมรกิา ตูอบ
ควบคุมอุณหภูมิ 37ºC ผลิตภัณฑของ Memmert 
ประเทศสหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี
การทดสอบ
 การเจือจางความเขมขนตัวอยางวัคซีน
เพื่อใชในการวิเคราะห
 สําหรับการทดสอบระดับการดูดซับของ
แอนติเจน DT ทําการวิเคราะหปริมาณแอนติเจน
ในสวน total antigen ทําการเจือจางความเขมขน
ตวัอยางจาํนวน 4 dilutions คือ 1/50, 1/100, 1/200 
และ 1/400 ซึง่เจอืจางแบบ two-fold serial dilution 
ดวย diluent buffer ในขณะทีก่ารวเิคราะหปรมิาณ
แอนติเจนในสวน non-adsorbed antigen จะทํา
การเจอืจางความเขมขนตวัอยางจํานวน 4 dilutions 
คือ 1/2, 1/4, 1/8 และ 1/16 ซึ่งเจือจางแบบ two-
fold serial dilution ดวย diluent buffer สําหรับ
การทดสอบหาระดับการดูดซับของแอนติเจน TT 
ทําการวิเคราะหปริมาณแอนติเจนในสวน Total 
antigen ทําการเจือจางความเขมขนตัวอยางจํานวน 
4 dilutions คอื 1/200, 1/400, 1/800 และ 1/1,600 
ซึ่งเจือจางแบบ two-fold serial dilution ดวย 
diluent buffer ในขณะที่การวิเคราะหปริมาณ
แอนติเจนในสวน non-adsorbed antigen เตรียม
การเจือจางความเขมขนตวัอยางจาํนวน 4 dilutions 
คือ 1/2, 1/4, 1/8 และ 1/16 ซึ่งปฏิบัติเชนเดียวกับ
การทดสอบระดับการดูดซับของแอนติเจน DT
 ขัน้ตอนการตรวจวเิคราะหระดบัการดดูซบั
ของ DT และ TT ในวคัซนีรวมดวยวธิ ีSandwich 
ELISA
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 เคลอืบเพลททดสอบดวยแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะ 
สาํหรับการทดสอบระดบัการดดูซบัของแอนตเิจน DT 
ทําการเคลือบเพลททดสอบดวย mouse mAb to 
Diphtheria toxin (Cat No. Ab51882, Abcam) 
เจือจางความเขมขนที่ 1/700 เติมหลุมละ 100 µL 
ลงใน 96 wells plate (Nunc MaxiSorp™ flat-
bottom, Thermo Fisher Scientific Inc.) และ
สําหรับการทดสอบระดับการดูดซับของแอนติเจน 
TT ทําการเคลือบเพลททดสอบดวย mouse mAb 
to Tetanus toxin (Cat no. Ab26247, Abcam) 
เจอืจางความเขมขนที ่1/5,000 เตมิหลมุละ 100 µL 
ลงใน 96 wells plate แลวจึงปดเพลทดวยแผน 
plate sealer แลวนําเพลททดสอบเก็บไวท่ีตูเย็น 
อณุหภมู ิ2-8ºC เปนเวลา 16–18 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา
นาํเพลททดสอบออกจากตูเย็น แลวลางดวย washing 
buffer หลมุละ 300 µL จาํนวน 3 ครัง้ โดยใชเครือ่ง 
Microplate washer แลวเติม blocking buffer 
หลุมละ 150 µL จากนั้นปดเพลทดวยแผน plate 
sealer และบมในตูบมควบคมุท่ีอณุหภมิู 37ºC เปน
เวลา 1 ชัว่โมง แลวทาํการลางดวย washing buffer 
หลังจากนัน้เติมสารมาตรฐาน WHO International 
Standard 2nd International Standard for 
Diphtheria Toxoid (Code: 02/176, NIBSC) 
ที่ทําการเจือจางความเขมขน 3.44, 6.88, 13.75, 
27.50, 55.00 และ 110.00 mLf/mL เตมิลงในเพลท
ทดสอบปริมาตร 100 µL ตอหลุม 
 สําหรับการทดสอบของแอนติเจน TT เติม
สารมาตรฐาน WHO International standard for 
Tetanus Toxoid (NIBSC Code: 04/150, NIBSC) 
ทาํการเจอืจางความเขมขน 1.08, 2.16, 4.31, 8.63, 
17.25 และ 34.50 mLf/mL เตมิลงในเพลททดสอบ
ปริมาตร 100 µL ตอหลุม ถัดมาเติมตัวอยางวัคซีน
ทีเ่จือจางความเขมขนทีเ่หมาะสมดงัคาํอธิบายขางตน 
ปรมิาตร 100 µL ตอหลุม และเตมิ blank (diluent 
buffer) ปริมาตร 100 µL จากนั้นปดเพลทดวย 
plate sealer แลวนําไปบมในตูบมอุณหภูมิ 37ºC 
นาน 1 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลานาํเพลทลางดวย washing 

buffer หลงัจากนัน้สาํหรบัเพลสทดสอบของแอนติเจน 
DT เติม Rabbit polyclonal antibody to 
Diphtheria toxin (Cat. No. Ab53828, Abcam) 
เจือจางความเขมขนที่ 1/7,000 หลุมละ 100 µL 
ในขณะทีเ่พลสทดสอบของแอนติเจน TT เติม Rabbit 
polyclonal antibody to Tetanus Toxin (Cat. 
No. Ab53829, Abcam) เจือจางความเขมขนที่ 
1/3,000 หลุมละ 100 µL และบมในตูบมอุณหภูมิ 
37ºC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาลางเพลทดวย 
washing buffer และทัง้เพลททดสอบแอนตเิจน DT 
และ TT เตมิ Goat-polyclonal secondary antibody 
to rabbit IgG (H+L) HRP conjugated (Cat no. 
Ab6721, Abcam) ดวยระดบัการเจอืจางความเขมขน 
1/70,000 หลุมละ 100 µL และบมในตูบมอุณหภูมิ 
37ºC เปนเวลา 1 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาลางเพลทดวย 
washing buffer และเตมิ TMB substrate หลมุละ 
100 µL แตละแถวหยอดหางกัน 10 วินาที บมที่
อุณหภูมิหองและปองกันแสง เปนเวลา 3.50–4.00 
นาที แลวจึงเติม Stop solution (1N HCl) หลุมละ 
100 µL เพื่อหยุดปฏิกิริยา ทําการอานคาการดูด
กลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่นแสง 450 nm ดวย
เครื่อง ELISA microplate reader  
 การคํานวณคาระดับการดูดซับของ DT 
และ TT ในวัคซีน (degree of adsorption)
 โปรแกรม Tecan, MagellamTM ของ
เครื่อง ELISA reader จะนําคา OD ของตัวอยาง
เทียบกับคา OD ของสารมาตรฐาน และคํานวณคา
เปนปริมาณแอนติเจนที่วัดได และนํามาวิเคราะห
ระดบัการดดูซบัของแอนตเิจนดวยการใชสมการดงันี้
degree of adsorption (%) = [(total antigen 
content–non adsorbed antigen)/total antigen 
content] x 100
 โดย total antigen content คือ ปริมาณ
แอนติเจนทั้งหมดที่ไดจากตัวอยางวัคซีนในสวนที่ถูก 
desorbed ดวย desorption solution และ non-
adsorbed antigen content คือ ปรมิาณแอนตเิจน
ที่ไดจากตัวอยางวัคซีนท่ีไมผานการ desorbed



28 THAI FOOD AND DRUG JOURNAL Vol. 28 No. 3: SEPTEMBER - DECEMBER 2021

การตรวจสอบความถูกตองของวิธี (method 
validation)3

 การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity) 
 ทาํการเจือจางสารมาตรฐาน WHO Inter-
national Standard 2nd for Diphtheria Toxoid 
(Code: 02/176, NIBSC) โดยกําหนดความเขมขน 
16 จุดความเขมขน (nominal concentration) 
ไดแก 0.05, 0.11, 0.21, 0.43, 0.86, 1.72, 3.44, 
6.88, 13.75, 27.50, 55.00, 110.00, 220.00, 
440.00, 880.00 และ 1,760.00 mLf/mL โดยมี
การเจือจางแบบ Two-fold serial dilution และ
เตรยีม 6 ชดุการทดสอบทีเ่ปนอสิระตอกนั ซึง่ปฏบิตัิ
เชนเดียวกับสารมาตรฐาน WHO International 
standard for Tetanus Toxoid (NIBSC Code: 
04/150, NIBSC) โดยกําหนดความเขมขน 16 จุด
ความเขมขน (nominal concentration) ไดแก 
0.03, 0.07, 0.13, 0.27, 0.54, 1.08, 2.16, 4.31, 
8.63, 17.25, 34.50, 69.00, 138.00, 276.00, 
552.00 และ 1,104.00 mLf/mL แลวนาํมาทดสอบ
ดวยวิธี Sandwich ELISA และอานผลที่ OD450 nm 
เพื่อประเมินความสัมพันธระหวางความเขมขน
แอนติเจนกับคาการดูดกลืนแสง โดยใชความสมรูป
คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (goodness of fit with 
a coefficient of correlation (r)) ตองมีคามากกวา 
0.95 และความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางคาความ
เขมขนแอนติเจนจริงกับคาความเขมขนแอนติเจน
ที่วัดได โดยใชคาสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ 
(coefficient of determination (r2)) ตองมีคา
มากกวา 0.95
 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 
Quantitation: LOQ) 
 จากการทดสอบความเปนเสนตรง สามารถ
อานคาตํา่ของขดีจาํกัดในการวดัเชงิปรมิาณ (Lower 
limit of quantification: LLOQ)) และคาสูงของ
ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Upper limit of 
quantification: ULOQ) โดยพจิารณาจากความเขมขน
ของแอนติเจนที่ตํ่าสุดและที่สูงสุด คาสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน (%CV) นอยกวาหรือเทากับ 20% 

และคาความคลาดเคลือ่นสมัพทัธ (%relative error: 
%RE) ของความเขมขนแอนตเิจนมาตรฐานอยูระหวาง 
±20% โดย %RE คํานวณไดจาก %RE = 100 x 
(BC-NC)/NC, BC คือ ความเขมขนที่คํานวณได และ 
NC คือ ความเขมขนจริง
 พิสัย (range) 
 จากการทดสอบความเปนเสนตรงและ
ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ สามารถเลือกพิสัย
ชวงที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากความเขมขนของ
แอนติเจนที่มีคาอยูระหวาง LLOQ และ ULOQ 
มีจํานวนคาความเขมขนของสารมาตรฐานอยางนอย 
6 คา โดยคา %CV ไมเกิน 15% และคา %RE ของ
ความเขมขนแอนติเจนมาตรฐานอยูระหวาง ±15% 
 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) 
 เปนการทดสอบหาปรมิาณแอนตเิจนจําเพาะ
ในตวัอยางแตละชนดิ เพือ่ทดสอบความจาํเพาะของ
วิธีวิเคราะห โดยทดสอบกับตัวอยาง ดังนี้ 
 - ตวัอยางวคัซนี Tdap เจอืจางความเขมขน
ที่ 1/200, 1/400, 1/800 ดวยการเจือจางแบบ 
Two-fold serial dilution ซึ่งคิดเปน 125, 62.5, 
และ 31.25 mLf/mL
 - สารมาตรฐาน WHO International 
Standard 2nd International Standard for 
Diphtheria Toxoid (Code: 02/176, NIBSC) 
เจือจางความเขมขนที่ 12.5, 25, 50 และ 100 
mLf/mL
 - สารมาตรฐาน WHO International 
standard for Tetanus Toxoid (Code: 04/150, 
NIBSC) เจือจางความเขมขนที่ 12.5, 25, 50 และ 
100 mLf/mL
 - In-house PT standard (Bio-net Asia) 
เจอืจางความเขมขนที ่12.5, 25, 50 และ 100 ng/mL
 - In-house FHA standard (Bio-net Asia) 
เจอืจางความเขมขนที ่12.5, 25, 50 และ 100 ng/mL
 - DT standard (NIBSC Code: 02/176) 
เจอืจางความเขมขนท่ี 12.5, 25, 50 และ 100 mLf/mL
 - TT standard (NIBSC Code: 04/150) 
เจอืจางความเขมขนท่ี 12.5, 25, 50 และ 100 mLf/mL
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 นําคาดูดกลนืแสง (OD) แตละความเจือจาง
มาประเมนิความสัมพนัธระหวาง the specific signal 
to noise (S/N) ratio กบัความเขมขนของแอนตเิจน
มาตรฐาน โดยตัวอยางวัคซีนในแตละความเจือจาง 
จะแสดงคา S/N ratio ซึ่งแปรผันตรงกับปริมาณ
แอนติเจนที่เพิ่มขึ้น และไมควรพบ response ใน 
Diluent buffer
การทดสอบความแมน (accuracy) 
 เปนการทดสอบความแมนยําในการหา
ปริมาณแอนตเิจน DT โดยทาํการเจือจางความเขมขน
สารมาตรฐาน WHO International Standard 2nd 
International Standard for Diphtheria Toxoid 
(Code: 02/176, NIBSC) ดวย diluent buffer 
ใหเทากับ 200, 500 และ 1,000 mLf/mL แลวจึง 
spiked สารมาตรฐานทีเ่ตรยีมไว ลงในตวัอยางวคัซนี
เพือ่ใหไดความเขมขนทายสดุเทากบั 10, 25 และ 50 
mLf/mL ตามลําดบั สาํหรบัการทดสอบความแมนยาํ
ในการหาปริมาณแอนติเจน TT โดยทําการเจือจาง
ความเขมขนสารมาตรฐาน WHO International 
standard for Tetanus Toxoid (Code: 04/150, 
NIBSC) ดวย diluent buffer ใหเทากับ 40, 100 
และ 300 mLf/mL แลวจึง spiked สารมาตรฐาน
ทีเ่ตรียมไว ลงในตวัอยางวคัซนีเพือ่ใหไดความเขมขน
ทายสุดเทากับ 2, 5 และ 15 mLf/mL ซึ่งทําการ
ศึกษาในตัวอยางวัคซีนทั้งในสวน Total antigen 
และ Non-adsorbed antigen โดย Total antigen 
สําหรับการทดสอบ DT ทําการเจือจางความเขมขน
ของตัวอยางวัคซีนเทากับ 1:400 และสําหรับการ
ทดสอบ TT ทาํการเจอืจางความเขมขนวคัซนีเทากบั 
1: 800 ในขณะที่ Non-adsorbed antigen ทั้ง
การทดสอบ DT และ TT ใชตัวอยางวัคซีนแบบ 
Undilute ในแตละความเขมขนทําการทดสอบ
จํานวน 3 ซํ้า จากนั้นนําผลการวิเคราะหมาคํานวณ
คาเฉลี่ยรอยละของการคืนกลับ (% Recovery) 
ซึ่งตองอยูภายในชวง 70-130%
การทดสอบความเที่ยง (precision) 
 การวิเคราะหซํ้าในวันเดียวกัน (repeata-
bility) ทําการวิเคราะหหาปริมาณ DT และ TT 

antigens ในตัวอยางวัคซีนสวน total antigen 
และ non-adsorbed antigen จํานวน 6 ซํ้า ตอ
ความเขมขน โดยผูวิเคราะห 1 คน ทําการทดสอบ
วนัเดียว จากนัน้นาํคาปริมาณแอนตเิจนท่ีได มาคํานวณ 
%CV ซึ่งจะตองมีคานอยกวาหรือเทากับ 15% 
 การวิเคราะหซํ้าตางวัน (intermediate 
precision) ทาํการวเิคราะหหาปรมิาณ DT และ TT 
ในตวัอยางวคัซนีทัง้ในสวน total antigen และ non-
adsorbed antigen จํานวน 6 ซํ้า ตอความเขมขน 
โดยผูวเิคราะห 1 คน ทาํการทดสอบตางวนั จากนัน้
นําคาปริมาณแอนติเจนที่ไดมาคํานวณคา %CV 
ซึ่งจะตองมีคานอยกวาหรือเทากับ 15%  
การทดสอบความทนของวิธี (robustness)
 ทําการวิเคราะหหาปริมาณ DT และ TT 
antigens ในตวัอยางวคัซนีทัง้ในสวน total antigen 
และ non-adsorbed antigen ซึ่งทําการทดสอบ 
จาํนวน 6 ซํา้ ตอ 1 ความเขมขนโดยผูทดสอบ 3 คน 
และทําการทดสอบคนละวัน จากนั้นวิเคราะหหา
ปริมาณแอนติเจนที่ได นํามาคํานวณคา %CV ซึ่ง
จะตองมีคานอยกวาหรือเทากับ 15% 
 
ผลการศึกษา
การตรวจสอบความใชไดของวิธี
 ผลการทดสอบความเปนเสนตรง แสดงคา 
OD450 nm ที่ไดนํามาคํานวณหาปริมาณแอนติเจน 
DT และ TT ในแตละจุดความเขมขน และคาเฉลี่ย 
คา SD %CV และ %RE โดยกราฟความสัมพันธ
ระหวางคา OD450 nm และปริมาณแอนติเจนของ 
DT และ TT แสดงคา goodness of fit with a 
coefficient of correlation (r) เฉลี่ยจากกราฟ
แตละเสนไดเทากบั 1.000 และความสมัพนัธระหวาง
ปริมาณแอนติเจนที่คาดหวัง (nominal antigen 
concentration) และปรมิาณแอนตเิจนทีว่เิคราะหได 
(back calculation) สําหรับแอนติเจน DT มีคา 
coefficient of determination (r2) เทากบั 0.9967 
ดังรูปที่ 1 ในขณะท่ีแอนติเจน TT มีคา r2 เทากับ 
0.9986 ดังรูปที่ 2 ซึ่งสอดคลองตามเกณฑกําหนด
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 ผลการศกึษาขีดจํากัดในการวัดเชงิปรมิาณ
สาํหรับแอนตเิจน DT พบวา คา LLOQ เทากับ 1.72 
mLf/mL โดย %CV เทากบั 8.67 และ %RE เทากับ 
18.70 ในขณะที่คา ULOQ เทากับ 880 mLf/mL 
โดย %CV เทากับ 7.99 และ %RE เทากับ -14.21 
ซึง่สอดคลองตามเกณฑกําหนด สวนขดีจํากดัในการ
วดัเชงิปรมิาณสาํหรบัแอนตเิจน TT พบวา คา LLOQ 
เทากับ 0.07 mLf/mL โดย %CV เทากับ 11.18 
และ %RE เทากบั 14.29 ในขณะทีค่า ULOQ เทากบั 
552 mLf/mL โดย %CV เทากบั 15.41 และ %RE 
เทากับ 17.79
 จากการทดสอบความเปนเสนตรงและ
ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ สามารถเลือกพิสัย
ชวงที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากความเขมขนของ
แอนตเิจน DT ทีม่คีาอยูระหวาง LLOQ และ ULOQ 
ไดคาความเขมขนของสารมาตรฐาน 6 คา คือ 3.44, 
6.88, 13.75, 27.50, 55.00 และ 110.00 mLf/mL 
โดยม ี%CV เทากบั 10.96, 8.50, 10.49, 3.23, 2.81 
และ 1.43 ตามลําดบั และมีคา %RE เทากับ -7.61,
-0.49, 0.97, -1.87, -0.97 และ 3.76 ตามลําดับ 
สวนการทดสอบความเปนเสนตรงและขดีจาํกัดในการ
วดัเชิงปรมิาณ สามารถเลือกพสัิยชวงทีเ่หมาะสมโดย
พิจารณาจากความเขมขนของแอนติเจน TT ที่มีคา
อยูระหวาง LLOQ และ ULOQ ไดคาความเขมขน
ของสารมาตรฐาน 6 คา คอื 1.08, 2.16, 4.31, 8.63, 

17.25 และ 34.50 mLf/mL โดยมี %CV เทากับ 
10.68, 9.23, 11.72, 8.09, 2.76 และ 5.06 ตามลาํดบั 
และมีคา %RE เทากับ -8.49, 6.71, 9.16, -7.67, 
-0.74 และ -1.60 ตามลําดับ
 ผลการทดสอบ specificity ของวธิ ีSandwich 
ELISA สําหรับ DT พบวาคา S/N ratio ของ DT 
standard และ Tdap vaccine มีคาเพิ่มสูงขึ้น
แปรผันตรงกับระดับความเขมขนของตัวอยางทีเ่พิม่ขึน้ 
ดงัรปูที ่3 ในขณะทีผ่ลการทดสอบของ non-target 
antigen ไดแก in-house PT standard, in-house 
FHA standard และ in-house TT standard 
พบวาคา S/N ratio นอยกวา 1.00 เชนเดียวกับ
ผลการทดสอบของ desorption solution และ 
dilution buffer ที่มีคา S/N ratio นอยกวาหรือ
เทากบั 1.00 จงึสรปุไดวา วธิทีดสอบนีม้คีวามจําเพาะ
สําหรับการหาปริมาณ DT
 ผลการทดสอบ specificity ของวธิ ีSandwich 
ELISA สําหรับ TT พบวาคา S/N ratio ของ TT 
standard และ Tdap vaccine มีคาเพิ่มสูงขึ้น
แปรผนัตรงกบัระดบัความเขมขนของตวัอยางทีเ่พิม่ขึน้ 
ดังรูปที่ 4 ในขณะที่ผลการทดสอบของ non-target 
antigen ไดแก in-house PT standard และ in-
house DT standard พบวาคา S/N ratio นอยกวา
หรือเทากับ 1.00 เชนเดียวกับผลการทดสอบของ 
desorption solution และ dilution buffer ที่มี

รูปที่ 1 ความสัมพันธระหวาง nominal antigen 
concentration [NC] กับคา back calculated 
concentration [BC] สําหรับการหาปริมาณ DT 
antigen ในชวงความเขมขน 0.05–1,760 mLf/mL 
ที่มีคา r2 เทากับ 0.9967

รูปที่ 2 ความสัมพันธระหวาง nominal antigen 
concentration [NC] กับคา back calculated 
concentration [BC] สําหรับการหาปริมาณ TT 
antigen ในชวงความเขมขน 0.03–1,104 mLf/mL 
ที่มีคา r2 เทากับ 0.9986
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คา S/N ratio นอยกวาหรือเทากับ 1.00 แตสําหรับ in-house FHA standard พบวามีคา S/N ratio 
ที่ความเขมขนสูงสุดมีคา S/N ratio เทากับ 3.43 ซ่ึงถือวามีผลนอยมากเม่ือเทียบกับความเขมขนสูงสุดของ 
TT standard ซ่ึงมคีา S/N ratio เทากบั 17.22 จงึสรปุไดวา วิธทีดสอบน้ีมคีวามจาํเพาะสาํหรับการหาปริมาณ TT

   ผลการศึกษาความแมนของวิธีทดสอบ
ในการหาปริมาณแอนตเิจน DT ในตวัอยางวัคซนีรวม 
(Tdap) โดยการ spiked DT standard จํานวน 
3 ความเขมขนลงในตัวอยางวัคซีนในสวน Total 
antigen และ Non-adsorbed antigen พบวาใหคา 
%Recovery อยูในชวง 83-105% ซึง่สอดคลองตาม
เกณฑกําหนด ดังตารางท่ี 1 ในขณะที่ผลการศึกษา

ความแมนของวธิทีดสอบในการหาปรมิาณแอนติเจน 
TT ในตัวอยางวัคซีน โดยการ spiked TT standard 
จํานวน 3 ความเขมขนลงในตัวอยางวัคซีนในสวน 
Total antigen และ Non-adsorbed antigen 
พบวาใหคา %Recovery อยูในชวง 101-129% 
ซึ่งสอดคลองตามเกณฑกําหนดเชนกัน ดังตารางที่ 2

ตารางที ่2 ผลการทดสอบความแมนในการหาปรมิาณ 
TT antigen ในตัวอยางวัคซีนดวยวิธี Sandwich 
ELISA

ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบความแมนในการหาปรมิาณ 
DT antigen ในตัวอยางวัคซีนดวยวิธี Sandwich 
ELISA

รปูท่ี 3 ความสัมพนัธระหวาง S/N ratio กบัปรมิาณ
แอนตเิจน DT ในตวัอยางแตละประเภทดวย Sandwich 
ELISA

รูปที่ 4 ความสัมพันธระหวาง S/N ratio กับปริมาณ
แอนตเิจน TT ในตวัอยางแตละประเภทดวย Sandwich 
ELISA

% RecoveryBack calculation
of TT (mLf/mL)
Average (n=3)

Spiked
sample

Sample name

121%

94%

90%

N/A

129%

115%

101%

N/A

108%

104%

119%

2.49

4.79

13.57

0.38

3.60

5.89

14.05

0.25

2.94

5.24

16.44

2 mLf/mL

5 mLf/mL

15 mLf/mL

Unspiked

2 mLf/mL

5 mLf/mL

15 mLf/mL

Unspiked

2 mLf/mL

5 mLf/mL

15 mLf/mL

Spiked antigen in 

diluent buffer

Total antigen of 

Tdap (1:400)

Non-adsorbed 

antigen of Tdap 

(Undilute)

% RecoveryBack calculation
of DT (mLf/mL)
Average (n=3)

Spiked
sample

Sample name

104%

77%

81%

N/A

83%

88%

105%

N/A

92%

88%

85%

10.37

19.30

40.64

26.13

34.80

42.74

68.90

2.22

11.89

18.95

36.90

10 mLf/mL

25 mLf/mL

50 mLf/mL

Unspiked

10 mLf/mL

25 mLf/mL

50 mLf/mL

Unspiked

10 mLf/mL

25 mLf/mL

50 mLf/mL

Spiked antigen in 

diluent buffer

Total antigen of 

Tdap (1:400)

Non-adsorbed 

antigen of Tdap 

(Undilute)
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  ผลการศึกษาความเที่ยง ซึ่งศึกษาผล
การวิเคราะหซํ้าในวันเดียวกัน (repeatability) โดย
ทดสอบหาปริมาณแอนติเจน DT ในตัวอยางวัคซีน 
พบวาในสวน total antigen มคีา %CV เทากบั 3.61% 
และผลการวิเคราะหซํ้าตางวัน (intermediate 
precision) โดยทดสอบหาปริมาณแอนติเจน DT 
ในตัวอยางวัคซีน ตางวัน และเวลากัน จํานวน 3 
การทดสอบ พบวาในสวน Total antigen ใหได %CV 
เทากับ 14.92% ในขณะที่ผลการทดสอบในสวน 
Non-adsorbed antigen มีคานอยมากไมสามารถ
คํานวณได (< min) และเมื่อคํานวณ degree of 
adsorption ของแอนติเจน DT content ในวัคซีน
ชนดินีม้คีาเทากบั 100% ในขณะเดียวกนัมกีารดาํเนนิ
การศกึษาความเทีย่งในการวเิคราะหปรมิาณแอนตเิจน 
TT โดยดําเนนิการเชนเดยีวกบัการวเิคราะหปรมิาณ DT 
ในตัวอยางวคัซีน พบวาผลการศกึษา repeatability 
ในสวน total antigen มีคา %CV เทากับ 14.26% 
และผลการศกึษา intermediate precision ในสวน 
total antigen ใหได %CV เทากบั 12.61% ในขณะท่ี
ผลการทดสอบในสวน non-adsorbed antigen 
มีคานอยมากไมสามารถคํานวณได (< Min) ดังนั้น
เมือ่คาํนวณ degree of adsorption ของแอนตเิจน 
TT content ในวัคซีนชนิดนี้มีคาเทากับ 100%
 ผลการศึกษาความทนของวธีิ (robustness) 
จากผูวเิคราะหจาํนวน 3 คน ภายใตการทดสอบตางวัน 
และตางเวลา พบวาปริมาณแอนติเจน DT ในสวน 
total antigen โดยผูวิเคราะห 3 คน มีคาเทากับ 
4.47, 3.97 และ 4.27 Lf/mL เม่ือคาํนวณคา %CV 
เทากับ 5.99% ซึ่งสอดคลองกับเกณฑที่กําหนดไว 
(ตารางที ่5) ในขณะท่ีปริมาณแอนตเิจน DT ในสวน 
non-adsorbed antigen มีคานอยมากไมสามารถ
คํานวณได (< min) และเมื่อคํานวณ degree of 
adsorption ของ DT antigen ในวัคซีนชนิดนี้มีคา
เทากับ 100% ในขณะเดยีวกนัมกีารดาํเนินการศึกษา
ความคงทนของวธิใีนการหาวเิคราะหปริมาณแอนตเิจน 
TT โดยดําเนินการเชนเดียวกับการวิเคราะหปริมาณ 

DT ในตัวอยางวัคซีน พบวาในสวน total antigen 
โดยผูวิเคราะห 3 คน มีคาเทากับ 1.78, 1.68 และ 
2.13 Lf/mL เมื่อคํานวณคา %CV เทากับ 12.68% 
ซ่ึงสอดคลองกับเกณฑท่ีกําหนดไว โดยปริมาณ
แอนติเจน TT ในสวน non-adsorbed antigen 
มคีานอยมากไมสามารถคาํนวณได (< min) และเมือ่
คาํนวณ degree of adsorption ของ TT antigen 
ในวัคซีนชนิดนี้มีคาเทากับ 100%

อภิปรายผล
 วัคซีนรวมที่มีองคประกอบของ DT และ 
TT เปนวัคซีนท่ีผลิตจาก diphtheria toxin และ 
tetanus toxin ตามลําดับ ซึ่งทําใหหมดฤทธิ์ดวย
สารเคมกีลายเปน toxoid และนาํ toxoid ทีบ่รสิทุธิ์
แลวไป adsorbed ดวยสารเสรมิฤทธิ ์(adjuvant) ชนดิ 
aluminium salt ซึ่งใชสําหรับสรางเสริมภูมิคุมกัน
เพื่อใชในการปองกันโรคคอตีบและบาดทะยัก 
 การตรวจสอบความถกูตองของวธิ ี(method 
validation) ของวิธีวิเคราะหระดับการดูดซับของ
ท็อกซอยดเชื้อคอตีบ และท็อกซอยดเชื้อบาดทะยัก 
ในวคัซนีรวมดวยวธิ ีSandwich ELISA ผลการทดสอบ
พบวาเปนไปตามเกณฑกําหนดในทุกพารามิเตอร 
ซึง่แสดงใหเหน็วา วธิวีเิคราะหทีท่าํการศกึษา มคีวาม
ถูกตองเหมาะสม สามารถนํามาใชควบคุมคุณภาพ
วคัซนีรวม tetanus toxoid, reduced diphtheria 
toxoid, recombinant acellular pertussis vaccine 
(Tdap) เพือ่ใชในการตรวจประเมินคณุภาพวัคซีนรวม
ในประเทศไทย โดยสามารถประเมินคุณภาพไดทั้ง
ปรมิาณแอนตเิจน DT, TT ในหนวย Lf/mL และระดบั
การดูดซับของท็อกซอยดเชื้อคอตีบ (DT antigen)4 
และและทอ็กซอยดเชือ้บาดทะยกั (TT antigen)5 ดวย 
adjuvant ในหนวย degree of adsorption (%) 
และสามารถนําหลักการการวิเคราะหนี้ไปปรับใช
ในการหาระดับการดูดซับของแอนติเจนชนิดอื่นท่ี 
adsorbed ดวยสารเสรมิฤทธ์ิชนดิ aluminium salt 
ในวัคซีนอื่น ๆ เพื่อใชในการควบคุมคุณภาพได 
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แตตองพิจารณาถึงปริมาณแอนติเจนในแตละวัคซีน
ที่แตกตางกันตามรูปแบบการผลิตและการศึกษา
ทางคลินิกสงผลใหขอกาํหนดการดดูซบัของแอนตเิจน
บนอะลูมิเนียมเปนขอกําหนดที่จําเพาะของแตละ
ผลิตภัณฑ (product specific) ตามที่ผูผลิตระบุไว

สรุปผล
 วิธีวิเคราะหระดบัการดดูซบัของทอ็กซอยด
เชือ้คอตีบและบาดทะยกัในวคัซนีรวมดวยวธิ ีSandwich 
ELISA สามารถนํามาใชเปนวธิมีาตรฐานในการวเิคราะห
ปรมิาณ DT และ TT ในวัคซีน เพือ่ใชในการควบคมุ
คุณภาพวัคซีนในประเทศไทยกอนท่ีจะจําหนาย 
เมื่อนํามาทดสอบระดับการดูดซับของท็อกซอยด
เชื้อคอตีบและบาดทะยักในวัคซีน TdaP ที่ผลิต
ป พ.ศ. 2562 และ 2563 มคีาระดบัการดดูซับเปนไป
ตามขอกําหนดมาตรฐานของผูผลิต และขอมูลที่ได
เปนประโยชนในการยืนยันคุณภาพวัคซีน TdaP 
ที่ใชในประเทศไทย 

กิตติกรรมประกาศ
 ขอขอบคณุสถาบนัวคัซนีแหงชาต ิ(องคการ
มหาชน) ทีไ่ดมอบทนุสนบัสนนุโครงการ และขอขอบคณุ 
บรษิทั ไบโอเนท เอเชยี จาํกดั ในการสนบัสนนุตวัอยาง
วัคซีนเพื่อใชในการทดสอบ
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