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           Abstract
Background: Herbal medicinal products are accepted in modern medicine circles as 

alternatives that are increasingly being used to treat disease. It is important to control 

the quality of raw materials to control the growth of germs in drug production, such as 

by baking them with low heat at a temperature of 50 degrees Celsius and sending them 

for irradiation before being sold, which takes time and costs. Therefore, large quantities 

must be sent in order to cover the operating costs. However, it is found that currently 

there are studies that use ozone to control the growth of germs in herbal products and 

the food industry, but no studies have been found on turmeric. This research therefore 

proposes a method for eliminating germs in herbs and increasing efficiency in the 

production of herbal medicines with ozone as an alternative to producing standardized 

Thai traditional medicines.
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            บทคัดยอ
ความสําคัญ: ผลิตภัณฑยาจากสมุนไพรเปนที่ยอมรับในวงการแพทยแผนปจจุบันซ่ึงเปนทางเลือกท่ี
ถูกนํามาใชการรักษาโรคมากขึ้น ขมิ้นนับเปนหน่ึงในสารตั้งตนที่ใชในการผลิตยาแผนไทยหลายตํารับ 
ซึ่งการควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบเพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของเช้ือในการผลิตยาจึงเปนเร่ืองสําคัญ 
เชน การอบดวยความรอนตํา่ทีอ่ณุหภมู ิ50ºC และการสงไปฉายรงัสกีอนวางจาํหนายซึง่ตองใชระยะเวลา
และคาใชจายจึงตองสงในปริมาณมากเพื่อใหคุมกับคาใชจายในการดําเนินการ อยางไรก็ตาม พบวาปจจุบัน
มีผลการศึกษาที่มีการนําโอโซนมาใชควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อผลิตภัณฑสมุนไพรและอุตสาหกรรม
อาหาร แตยังไมพบการศึกษาของขมิ้นชัน งานวิจัยนี้จึงเสนอวิธีการกําจัดเช้ือสําหรับสมุนไพรและเพิ่ม
ประสทิธภิาพสาํหรับการผลติยาสมุนไพรดวยโอโซน เพือ่เปนทางเลอืกในการผลติยาแผนไทยทีไ่ดมาตรฐาน

Objectives: To study the process of germs eliminating by drying the traditional method, 
we created a turmeric germs elimination device using ozone that does not affect the 
important substances in the herb for Thai traditional medicine production and studied 
to compare the amount of the important substance curcumin and the efficiency of germs 
eliminating in the decontamination process by drying and using ozone.

Methods: Turmeric powder (200 g) was treated with ozone with a production capacity 
of 60 g/h for a period of 120 minutes in a closed system. Samples of Turmeric powder 
that was disinfected using ozone were analyzed for the amount of microorganisms 
(FDA BAM online 2001 (Chapter 3)), yeasts and mold (FDA BAM online 2001 (Chapter 18)). 
Thin -layer Chromatography was used to indicate the curcumin level with silica gel GF254 
for stationary phase and Toluene: chloroform: ethanol (49:49:2) for mobile phase. The 
curcumin level was investigated in normal light, UV 254 nm, UV 366 nm and Vanillin-
sulfuric acid test solution.     

Results: Results show that the turmeric powder that has been eliminated by heat 
treatment (conventional method) found that Microbial levels were at 4.3x102 CFU/g, 
yeast and mold levels were at 1.4x102 CFU/g, respectively, while turmeric powder that 
was treated with ozone for 120 minutes was found to have microbial levels at <250EAPC. 
CFU/g, levels of yeast and mold were <10 CFU/g, respectively. The thin-layer chromatography 
results were confirmed that ozone treatment in turmeric did not affect the curcumin level.

Conclusions: Ozone treatment is effective to eliminate germs in turmeric powder and 
does not affect the important substance curcumin in turmeric that will be used in the 
Thai traditional medicine production.

Keywords: sanitization machine, dried herb, ozone, turmeric
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วัตถุประสงค: เพ่ือศึกษากระบวนการกําจัดเชื้อดวยการอบแหงแบบดั้งเดิมและสรางอุปกรณกําจัดเช้ือ
ในขมิ้นดวยโอโซนที่ไมกระทบตอสารสําคัญในสมุนไพรสําหรับใชทํายาแผนไทย และศึกษาเปรียบเทียบ
ปริมาณการใหสารสําคัญ curcumin และประสิทธิภาพการกําจัดเชื้อของขมิ้นในกระบวนการกําจัดเชื้อ
ดวยการอบแหงและการใชโอโซน

วิธีการวิจัย: เปนการวิจัยประยุกตดําเนินการต้ังแตเดือนเมษายนถึงตุลาคม 2566 คัดเลือกตัวอยาง
วิธีเจาะจง (purposive sampling) โรงงานผลิตยาแผนไทยที่มีกระบวนการอบแหงขมิ้นชันดวยกรรมวิธี
ตากแดด 1 แหง จากนั้นออกแบบและสรางเครื่องกําจัดเชื้อในยาสมุนไพรขมิ้นผงแบบโอโซนปริมาณ 
60 g/h ในพ้ืนที่ปดโดยมีการหมุนเวียนโอโซนเพื่อการกระจายท่ีท่ัวถึง ดําเนินการเก็บตัวอยางขมิ้นชัน
ในพื้นที่อําเภอพนม จังหวัดสุราษฎรธานีมาลางทําความสะอาด หั่นเปนชิ้นขนาด 1 cm ปริมาณ 2 kg 
นําไปตากจนแหงดวยวิธีการอบแหงดวยแสงแดดธรรมชาติแบบด้ังเดิมที่อุณหภูมิ 50ºC นํามาบดละเอียด 
แลวแบงผงขมิ้นเปน 2 กลุม ไดแก กลุมควบคุมที่ผานการอบแหงดวยความรอนที่อุณหภูมิ 50ºC และ
กลุมทดลองท่ีกําจัดเชื้อดวยการอบโอโซน กลุมละ 1 kg และสุมตักตัวอยางขมิ้นผงปริมาณ 200 g เพื่อ
ทดสอบเปรียบเทียบการใหสารสําคัญดวยวิธี Thin-layer Chromatography ในสภาวะที่แตกตางกัน 
และเปรียบเทียบปริมาณจุลินทรียและประสิทธิภาพการกําจัดเชื้อทั้ง 2 กลุมดวยวิธี FDA BAM online 
2001 โดยที่กลุมทดลองไดมีการอบดวยโอโซนที่กําลังการผลิต 60g/h เปนระยะเวลา 120 นาที 

ผลการศึกษา: กระบวนการอบแหงและกําจัดเชื้อในยาสมุนไพรขมิ้นผงในการผลิตยาแผนไทยของกลุม
ตัวอยางควบคุม พบวา มีขั้นตอนกระบวนการเริ่มจาก 1.นําขมิ้นมาลางทําความสะอาดและทําการหั่น
เปนชิน้มคีวามหนา 1 cm 2.นาํขมิน้ทีผ่านการลางทาํความสะอาดไปอบแหงดวยความรอน 50ºC 3.นาํไป
บดละเอียดดวยเครื่องบดแบบลูกกล้ิงและนําไปผสมตามสูตรตํารับตอไป และ เม่ือสรางเครื่องกําจัดเช้ือ
ในยาสมุนไพรขมิน้ผงแบบโอโซนปรมิาณ 60 g/h ในพืน้ทีป่ดโดยไดเพ่ิมกระบวนการตอจากกระบวนการ
ของกลุมควบคุม ซึ่งผลการเปรียบเทียบพบวา กลุมควบคุมมีขอจํากัดของการอบแหงข้ึนอยูกับฤดูหรือ
สภาพอากาศเชนฤดูฝนจึงตองใชกระบวนการใหความรอนดวยไฟฟาซึ่งอาจสงผลตอสารสําคัญในขมิ้น 
ขณะทีก่ารโอโซนใชระยะเวลาสัน้กวาและมปีระสทิธิภาพมากกวา แตความสามารถกําจัดเช้ือเฉพาะบรเิวณ
พื้นผิวเทานั้น สําหรับผลทดสอบการใหสารสําคัญขมิ้นผง พบวา กลุมควบคุมมีระดับจุลินทรีย ยีสตและ
เชื้อราที่ 4.3x102 และ 1.4x102 CFU/g ขณะที่กลุมทดลอง <250EAPC CFU/g และ <10 CFU/g 
ตามลาํดบั ซึง่ผลทัง้ 2 กลุมพบเขามาตรฐานทีก่าํหนด สวนการทดสอบปรมิาณสาร Curcumin ในสภาวะ
แสงปกต ิภายใต UV 254 nm ภายใต UV 366 nm และ Vanillin-sulfuric acid test solution พบวา 
ตัวอยางทั้ง 2 กลุมมีการกําจัดเชื้อในขมิ้นไมสงผลตอปริมาณสาร Curcumin 

สรุป: การใชกระบวนการอบแบบโอโซนในขมิ้นชันมีประสิทธิภาพกําจัดเชื้อในปริมาณที่สูงกวาในระยะ
เวลาที่สั้นกวากระบวนการกําจัดเชื้อดวยวิธีอบแหงที่อุณหภูมิ 50ºC โดยไมสงผลกระทบตอสารสําคัญ 
Curcumin นอกจากนัน้ สามารถควบคมุปจจยัดานฤดกูาลไดดีกวา รวมถงึใชเวลาและคาใชจายนอยกวา
เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการกําจัดเชื้อแบบดั้งเดิม

คําสําคัญ: การกําจัดเชื้อ ยาสมุนไพร ขมิ้น โอโซน
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บทนํา
 ปจจุบันผลิตภัณฑยาจากสมุนไพร 

เปนที่ยอมรับในวงการแพทยแผนปจจุบันซึ่งเปน

อกีหนึง่ทางเลอืกทีถ่กูนาํมาใชการรกัษาโรคมากขึน้ 

โดยเห็นไดอยางชัดเจนในชวงที่ประเทศไทยเผชิญ

กับสถานการณ COVID-19 อีกทั้งมีการผลิตยา

จากสมุนไพรเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งขมิ้น

ถือเปนหนึ่งในสารตั้งตนการผลิตยาแผนไทยหลาย

ตํารับ การควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบในการผลิต

ยาสมนุไพรจงึเปนเรือ่งทีส่าํคญั โดยเฉพาะอยางยิง่

ในกระบวนการผลติทีไ่ดมาตรฐานควบคมุการเจรญิ

เตบิโตของเช้ือท่ีอาจจะเกดิขึน้ประกอบดวย การอบ

ดวยความรอนต่ําที่อุณหภูมิ 50ºC เพื่อทําให

วตัถุดิบแหงซึง่สามารถกาํจดัเช้ือทีอ่าจจะเกิดขึน้ได 

และสงไปทําการฉายรังสีที่สถาบันเทคโนโลยี

นิวเคลียรแหงชาติ (องคการมหาชน) ซึ่งสามารถ

เลอืกระดบัการฉายรังสไีดตามวัตถปุระสงคในกรณี

ที่เปนยาแผนไทยไดแก ลดปริมาณจุลินทรียและ

จุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค (ปริมาณรังสีดูดกลืน 

2-20 kGy) และการปลอดเชื้อ (sterilization) 

(ปริมาณรังสีดูดกลืน 15 -50 kGy) แตการสงไป

กําจัดเชื้อดวยรังสีแกมมากอนที่จะวางจําหนาย

ตองใชระยะเวลาและคาใชจายในการขนสง ดังน้ัน 

การสงไปทําการกําจัดเชื้อในแตละครั้งจึงตองสงใน

ปรมิาณมากเพือ่ใหคุมกบัคาใชจายในการดาํเนนิการ  

 เมื่อพิจารณาถึงกระบวนการควบคุม

การเจริญเติบโตของเชื้อดวยวิธีอื่น เชน การใช

โอโซน ซ่ึงจากการทบทวนวรรณกรรมพบวามี

การใชโอโซนอยางแพรหลาย อาทิ การศึกษา

การใชงานในผลิตภัณฑอาหาร พบวาโอโซนมี

ศักยภาพของในการลดและกาํจัดเช้ือ Salmonella 

บนออริกาโนแหง โดยการบําบัดดวยโอโซนสูงสุด 

120 นาที ที่ระดับความเขมขนของโอโซนคงที่

สองแบบ (2.8 และ 5.3 mg/l) ซึ่งจากการศึกษา

พบวามกีารลดลงอยางมนียัสาํคัญ ในการนบัเพลต

แอโรบกิและยสีตและจํานวนเช้ือราหลงัใชโอโซนท่ี 

2.8 mg/l เปนเวลา 120 นาทีตามลําดับ การทํา

โอโซนที ่5.3 mg/l เปนเวลา 90 นาท ีพบวาจาํนวน

ของจลุนิทรยีลดลง ซึง่ผลการทดลองแสดงใหเหน็วา

การบาํบัดดวยโอโซนเปนทางเลอืกทีมี่ประสทิธภิาพ

ในการลดจํานวนเช้ือจุลินทรียในออริกาโนแหง1 

นอกจากนั้น ไดมีการศึกษาการใชโอโซนในการ

กําจัดเชื้อในอุตสาหกรรมสมุนไพรและเครื่องเทศ 

ซึ่งรากชะเอม และใบสะระแหน มีอัตราการเกิด

เชื้อราสูงที่สุดในขณะที่ยี่หราดํา และยี่หรามีอัตรา

การเกิดเช้ือราตํ่าท่ีสุด ซึ่งไดทําการศึกษาการเกิด

เช้ือราและตานเช้ือราในสมุนไพร และเคร่ืองเทศ

ตากแหง 9 ชนดิ พบวาการใชโอโซนทีค่วามเขมขน 

3 ppm ท่ีเวลา 280 นาที สามารถลดจํานวน

เชื้อราได รอยละ 96.39 ถึง 98.26 และพบวา 

การผลติสปอรของ A. humicola และ Trichderma 

viride ลดลงเมื่อสัมผัสกับกาซโอโซน 210 นาที 

มีการลดลงอยางมีนัยสําคัญ2 อีกท้ังการศึกษา

ประสิทธิภาพการกําจัดเชื้อในเคร่ืองเทศ หัวหอม 

และพริกไทยดําซึง่เปนสวนผสมทีใ่ชกนัท่ัวไปในการ

ปรุงอาหารที่บาน3 โดยใชการผสมผสานเทคโนโลยี

การบําบัดดวยแสงอัลตราไวโอเลต โอโซน และ

แสงอินฟราเรด เพื่อทําการประเมินประสิทธิภาพ

ในการขจัดการปนเปอนของหวัหอม และพริกไทยดาํ 

โดยทําการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ 

Escherichia coli ซึง่ผลการศกึษาพบวาเทคโนโลยี

การบําบัดดวยแสงอัลตราไวโอเลต โอโซน และ
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แสงอินฟราเรด มีประสิทธิภาพมากในการขจัด

การปนเปอนของเครื่องเทศ รวมถึงอาหารแหง4 

และสามารถใชในการดําเนินการขจัดการปนเปอน

ของแบคทีเรียหลายสายพันธุ

 การศึกษาการใชโอโซนในเทคโนโลยี

การแปรรูปอาหารที่ไมใชความรอนที่เปนมิตรกับ

สิง่แวดลอม5-6 และมีความคุมคา ซึง่ใชแทนความรอน

ในกระบวนการผลิตธัญพืช เนื่องจากสามารถใช

กาํจดัเชือ้จลุนิทรยีและยอยสลายสารพิษจากเชือ้รา

ในธญัพชื และชวยเพิม่การงอกของเมลด็7 ซึง่จาก

ผลการศึกษาพบวา การใชโอโซนสามารถสราง

มั่นใจไดวาผลิตภัณฑขั้นตอนสุดทายปลอดภัย

และความสามารถยืดระยะเวลาในการเก็บรักษา

เมล็ดพันธุ ดังนั้น โอโซนจึงเปนเทคโนโลยีที่มี

คุณสมบัติในรักษาคุณภาพของเมล็ดธัญพืช และ

ผลิตภัณฑจากธัญพืช6,8 รวมถึงสามารถกําจัดเชื้อ

และแมลงศัตรูพืชไดอีกดวย9 นอกจากนั้นโอโซน

ถกูนาํมาใชในเหด็หลนิจอื (G. lucidum) โดยพบวา

การใชโอโซนความเขมขนของโอโซน 5 ppm 

เปนเวลา 48 ชั่วโมง มีผลในการเสริมสรางสาร

ออกฤทธิท์างชวีภาพของเหด็หลินจอื เชน ปรมิาณ

ฟนอลิกรวม ฟลาโวนอยด พอลิแซ็กคาไรดที่

ละลายนํ้าได และกรดกาโนเดอริกมีคาเพิ่มขึ้น10

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาถึงกระบวนการ

ผลิตแผนไทยโดยใชขมิน้ชนัอบดวยพลงังานแสงแดด

แบบดงัเดมิ และสรางกระบวนการอบขมิน้ชนัดวย

วิธีการอบโอโซน เพื่อเปรียบเทียบสารสําคัญของ 

Curcumin และประสิทธิภาพของการกําจัดเชื้อ

ของขม้ินในกระบวนการผลิตยาแผนไทยท้ังสองแบบ

วัตถุประสงค
 1. เพื่อศึกษากระบวนการกําจัดเช้ือดวย

การอบแหงแบบดัง้เดมิและสรางอปุกรณกาํจดัเชือ้

ในขม้ินดวยโอโซนที่ไมกระทบตอสารสําคัญใน

สมุนไพรสําหรับใชทํายาแผนไทย

 2. เพื่อศึกษาปริมาณการใหสารสําคัญ 

Curcumin ของขมิน้ในกระบวนการกาํจัดเชือ้ดวย

การอบแหงและการใชโอโซน

 3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดเชื้อ

ในขม้ินสาํหรับใชทํายาแผนไทยเปรียบเทียบระหวาง

การกําจัดเชื้อดวยวิธีอบแหงและการใชโอโซน 

ระเบียบวิธีการวิจัย
วิธีวิจัย

 งานวจัิยนีเ้ปนการวจัิยประยกุตดําเนนิการ

ตั้งแตเดือนเมษายน - ตุลาคม 2566 

กลุมตัวอยาง

 1. คดัเลอืกตวัอยางสถานทีผ่ลติยาแผนไทย

ที่มีกระบวนการอบแหงแบบใชพลังแสงอาทิตย 

โดยคดัเลอืกใชวธิเีจาะจง (purposive sampling) 

จากสถานทีผ่ลติ 1 แหง คอื โรงงานผลติยาแผนไทย 

พระพรหมโอสถคลินิกการแพทยแผนไทย 

อ.พระพรหม จ.นครศรีธรรมราช

 2. ใชตัวอยางขมิน้ จากแหลงปลูกในพืน้ที ่

อ.พนม จ.สรุาษฎรธาน ีจาํนวน 2 kg เพือ่ทําการตัด 

อบแหง และบดละเอียด กําหนดคุณลักษณะของ

ขมิ้นตัวอยางที่คัดเลือกไดแก ไมมีรอยแตก ไมมี

ตาํหนท่ีิผวิ ในกรณีทีมี่ตาํหนติองมองเหน็ไดไมชดัเจน

และไมมีผลกระทบตอลักษณะภายนอกของขมิน้ชนั
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 3. แบงกลุมตัวอยางที่ผานกระบวนการ

อบแหงและกําจดัเช้ือเปน 2 กลุม ไดแก กลุมควบคมุ 

ทีอ่บแหงดวยความรอนจากแสงอาทิตยดวยอณุหภูม ิ

50ºC เพียงอยางเดียว และกลุมที่อบแหงดวย

ความรอนจากแสงอาทิตยดวยอุณหภูมิ 50ºC 

รวมกบัการอบโอโซน (กลุมทดลอง) กลุมละ 1 kg 

มาสุมตวัอยางผงขมิน้เพ่ือตรวจวิเคราะหในปรมิาณ

กลุมละ 200 g 

เครื่องมือ

 1. การศึกษาดูงานใชเครื่องมือในการ

บันทึก ซึ่งประกอบดวยแบบบันทึกนํ้าหนักขม้ิน 

และระยะเวลาทีใ่ชในการศึกษากระบวนการกาํจดั

เชื้อดวยโอโซน

 2. อุปกรณผลิตโอโซนปริมาณ 60 g/h 

ในพื้นที่ปดขนาดกวาง 0.75 m ยาว 0.70 m 

สงู 1.50 m และมีการออกแบบระบบการหมนุเวยีน

โอโซน เพื่อเพิ่มการกระจายตัวของโอโซนนําไปสู

การเพิ่มพื้นที่สัมผัสของโอโซนและขมิ้นผง 

 3. อุปกรณเครื่องมือที่ใชอบแหงดวย

ความรอนจากแสงอาทิตย ไดแก หองอบสมุนไพร

ดวยความรอนจากพลังงานแสงอาทิตย

 4. อุปกรณที่ใช ไดแก เครื่องชั่งนํ้าหนัก 

และตะแกรงสําหรับกรองผงขมิ้น

ขั้นตอนดําเนินการ 

 1. ศึกษากระบวนการอบแหงและ

กําจัดเชื้อที่ใชในการผลิตยาแผนไทยในปจจุบัน 

โดยการลงพื้นที่ไปศึกษา ณ โรงงานผลิตยา

แผนไทย พระพรหมโอสถคลนิกิการแพทยแผนไทย 

อ.พระพรหม จ.นครศรธีรรมราช เพือ่ทําการศกึษา

และวิเคราะหขั้นตอนการทํางาน 

 2. ออกแบบและสรางเครื่องกําจัดเชื้อ

ในยาสมุนไพรขมิ้นผงแบบโอโซนปริมาณ 60 g/h 

ในพืน้ทีป่ด ซ่ึงการออกแบบใหโอโซนมกีารหมุนเวยีน

เพื่อการกระจายท่ีท่ัวถึง เพื่อประสิทธิภาพในการ

กําจัดเชื้อของโอโซน 

 3. นาํตัวอยางขมิน้ทีเ่ก็บตวัอยางจากพืน้ที ่

อ.พนม จ.สุราษฎรธานี มาลางทําความสะอาด 

หัน่เปนชิน้ขนาดความหนา 1 cm ในปริมาณ 2 kg 

นําไปตากจนแหงดวยวิธีการอบแหงดวยพลัง

แสงอาทิตยแบบดั้งเดิมที่อุณหภูมิ 50ºC จนขมิ้น

มีลักษณะแหง จากนั้นนําเขาสูกระบวนการบด

ละเอียดดวยเครื่องบดสมุนไพร จากนั้นแบงตัวที่

บดละเอียดแลวอยางเปน 2 กลุม กลุมละ 1 kg 

ไดแก กลุมตวัอยางทีผ่านการอบแหงดวยความรอน

ที่อุณหภูมิ 50ºC เพียงอยางเดียว (กลุมควบคุม) 

และกลุมตวัอยางทีจ่ะถกูนาํไปกาํจดัเชือ้ดวยการอบ

โอโซน เปนระยะเวลา 120 นาที (กลุมทดลอง)

 4. วเิคราะหและเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพ

การกําจัดเชื้อ โดย

     - วัดระดับของจุลินทรีย (Aerobic 

Plate Count) ดวยวิธี FDA BAM online 2001 

(Chapter 3)(11)

     - วัดปริมาณ Escherichia coli ดวย

วิธี AOAC(2019) 991.1412

     - วดัปรมิาณ Salmonella spp ดวย

วิธี ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020(E)13 

 5. วิเคราะห Yeasts และ Molds ดวย

วิธี FDA BAM online 2001 (Chapter 18)14 

 6. ทดสอบ Curcumin และผลการกระทบ

ทีอ่าจจะเกดิขึน้ตอสารสาํคัญทีใ่ชเปนตวัยาโดยวธิี
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ทางเภสัชศาสตรนําสมุนไพรที่ผานการกําจัดเช้ือ

ดวยโอโซนไปทําการทดสอบดวยวิธี Thin-layer 

Chromatography โดยใช silica gel GF254 

เปนวัฏภาคคงที่และใช Toluene: chloroform: 

ethanol (49:49:2) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ โดยจะ

ตรวจสอบผลดวยการสังเกตภายใตแสงปกติ, 

ภายใตแสง UV 254 nm, ภายใตแสง UV 366 nm 

และสเปรยดวย Vanillin-sulfuric acid Test 

solution15

การวิเคราะหขอมูล

 เปนการวิเคราะหเชิงคุณภาพ โดย

 - กําหนดคาสารสําคัญมาตรฐานของ

ผงขมิ้น ที่ 1 mg/1 ml methanol 

 - วิเคราะหประสิทธิภาพการกําจัดเชื้อ 

โดยกาํหนดคามาตรฐานจลุนิทรยี Aerobic plate 

count ไมมากกวา 5x104 CFU/g คา Yeasts และ 

Molds ไมมากกวา 5x102 CFU/g ตองไมพบ

แซลโมเนลลา (Salmonella spp.) ใน 25 g หรือ 

25 ml และไมพบเอสเชอรเิชีย โคไล (Escherichia 

coli)16 ใน 1 กรัม หรือ 1 มิลลิลิตร

ผลการศึกษา
1. กระบวนการอบแหงและกําจัดเชื้อในยา

สมุนไพรขมิ้นผงในการผลิตยาแผนไทย 

 จากการศึกษากระบวนการอบแหงและ

กําจัดเชื้อในยาสมุนไพรขมิ้นผงในการผลิตยา

แผนไทยของกลุมตัวอยางท่ีทําการศึกษา พบวา 

มีขั้นตอนกระบวนการเริ่มจาก 1.นําขมิ้นมาลาง

ทาํความสะอาดและทาํการหัน่เปนชิน้มคีวามหนา 

1 cm  2.นําขมิ้นที่ผานการลางทําความสะอาด

ไปอบแหงดวยความรอน 50ºC 3.นําไปบดละเอียด

ดวยเครื่องบดแบบลูกกลิ้งและนําไปผสมตามสูตร

ตํารับตอไป (ดังรูปที่ 1)

รปูที ่1 กระบวนการอบและกาํจดัเชือ้ในยาสมนุไพร

ขมิน้ผงในการผลติยาแผนไทย



59วารสารอาหารและยา ปที่ 31 ฉบับที่ 1: มกราคม - เมษายน 2567

2. อุปกรณที่สรางขึ้นในกระบวนการอบโดยใช

โอโซนกําจัดเชื้อในยาสมุนไพรขมิ้นผงในการ

ผลิตยาแผนไทย 

 สรางอุปกรณในกระบวนการการอบ

โดยใชโอโซนเพ่ือการศึกษาในครั้งนี้ โดยอุปกรณ

ท่ีสรางขึน้คอื อปุกรณกําจัดเชือ้ดวยโอโซนซึง่เปน

อุปกรณกําจัดเชื้อในยาสมุนไพรขมิ้นผงดวยโอโซน

ปริมาณ 60 g/h ในพื้นที่ปดที่ทําหนาที่กําจัด

เชื้อที่ปนเปอนในขมิ้นผง (ดังรูปที่ 2) สําหรับ

กระบวนการอบโดยใชโอโซนและกําจดัเช้ือเริม่จาก 

1.นําขมิ้นมาลางทําความสะอาดและทําการห่ัน

เปนชิ้นมีความหนา 1 เซนติเมตร 2.นําขมิ้นที่ผาน

การลางทําความสะอาดไปอบแหงดวยความรอน 

50ºC 3.นาํไปบดละเอยีดดวยเคร่ืองบดแบบลกูกลิง้ 

4.นาํขมิน้ผงไปอบดวยโอโซน 5.นาํขมิน้ผงไปผสม

ตามสูตรตํารับตอไป (ดังรูปที่ 3)

รูปที่ 2 อุปกรณที่สรางขึ้นในกระบวนการอบโดย

ใชโอโซนและกาํจดัเชือ้ในยาสมุนไพรขม้ินผงในการ

ผลิตยาแผนไทย

รูปที่ 3 กระบวนการอบแหงและกําจัดเชื้อในยา

สมุนไพรขมิ้นผงในการผลิตยาแผนไทย

 เมือ่เปรยีบเทยีบขัน้ตอนกระบวนการอบ

ทั้งสองวิธี (ดังตารางที่ 1) พบวา ในกระบวนการ

การอบแหงดวยแสงแดด มีขอดีของการอบแหง 

คอืสามารถทาํใหสมุนไพรแหง และสามารถกาํจดัเชือ้

ไดดวยไมสงผลกระทบตอสารสําคัญในขม้ิน แตมี

ขอจํากัดของการอบแหง คือประสิทธิภาพของ

กระบวนการอบแหงข้ึนอยูกับสภาพอากาศ เชน
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เมือ่อยูในฤดฝูน ก็จะทําใหกระบวนการนี ้ไมสามารถ

ดําเนินการได ทางผูผลิตยาสมุนไพรจําเปนตองใช

กระบวนการใหความรอนดวยไฟฟา ซึ่งอาจจะ

สงผลตอสารสําคัญในขมิ้น

 สวนกระบวนการหรอืข้ันตอนกรรมวิธีการ

กาํจดัเชือ้ดวยโอโซน พบวา มขีอดีของการกาํจัดเช้ือ

ดวยโอโซน คือ สามารถทําไดในระยะเวลาอันสั้น

และมีประสิทธิภาพ เมื่อเทียบกับการกําจัดเชื้อ

ดวยแสงแดดธรรมชาติ แตมีขอจํากัดของการ

กําจัดเช้ือดวยโอโซนคือ โอโซนมีความสามารถ

ในการกําจัดเชื้อบริเวณพื้นผิวเทานั้น ไมมีความ

สามารถในการทะลุทะลวงได ดังนั้นสมุนไพร

ทีจ่ะนาํมากาํจดัเชือ้ดวยโอโซนควรจะเปนลกัษณะ

เปนชิ้นเล็ก ๆ

3. ผลทดสอบการใหสารสาํคญัและประสทิธภิาพ

การกําจัดเชื้อในขมิ้น 

 3.1 การใหสารสาํคญัหรอืการเปลีย่นแปลง

ของสาร Curcumin 

 ผลการทดสอบการใหสารสําคัญของสาร 

Curcumin และผลการกระทบที่อาจจะเกิดขึ้น

ตอสารสําคญัทีใ่ชเปนตัวยาโดยวธิทีางเภสัชศาสตร

ดวยวธิ ีThin-layer Chromatography ในกลุมท่ี 1 

ตัวอยางควบคุม (ตัวอยางขมิ้นผงที่ไดรับการกําจัด

เช้ือดวยความรอน 50ºC) กลุมที่ 2 กลุมทดลอง 

(ตัวอยางขมิ้นผงที่ไดรับการกําจัดเชื้อดวยโอโซน) 

และกลุมที ่3 Curcumin (Standard) ซึง่ถกูนาํมา

ใชในการอางองิ โดยทดสอบในสภาวะทีแ่ตกตางกนั 

4 สภาวะ ไดแก ก.การสังเกตภายใตแสงปกติ 

ข.การสังเกตภายใตแสง UV 254 nm ค.การสังเกต

ภายใตแสง UV 366 nm และ ง.การสเปรยดวย 

Vanillin-sulfuric acid Test solution เพื่อทํา

การเปรียบเทียบการมีอยูของสาร Curcumin 

ในสภาวะทีแ่ตกตางกนั พบวากระบวนการกําจดัเชือ้

ในขม้ินท้ัง 2 วธิไีมสงผลตอปริมาณสาร Curcumin 

เมื่อเปรียบเทียบกับ standard

 อยางไรกต็ามพบวามีการเปลีย่นแปลงของ

สารบางตัวที่มีการเพิ่มขึ้นและลดลงซึ่งไมสามารถ

ระบุไดดวยวิธี Thin-layer Chromatography 

(ดังรูปที่ 4) ซึ่งจะเห็นไดวาเมื่อทําการทดสอบ

ในสภาวะที ่2 (รปูที ่4 ข.) จะพบสารบางตวัทีเ่พ่ิมขึน้

และในการทดสอบในสภาวะท่ี 4 (รูปท่ี 4 ง.) 

มีสารบางตัวท่ีลดลง ในตัวอยางกลุมที่ใชโอโซน

ในการกําจัดเช้ือ

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบขั้นตอนกระบวนการกําจัดเช้ือแบบอบแหงและการใชโอโซน

ขั้นตอนกระบวนการ

กําจัดเชื้อ

ระยะเวลาที่ใช ขอดี ขอจํากัด

การอบแหงดวยแสง

ธรรมชาติ

- ใชเวลานาน ไมสามารถทาํนายได

ทั้งนี้ขึ้นกับสภาพอากาศ

สามารถดาํเนนิการอบแหง

พรอมกับการกาํจดัเชือ้ได

พรอมกัน

ไมสามารถระบุไดขึ้นกับสภาพ

อากาศ ซ่ึงในทางปฏิบัติจะทํา

การอบดวยความรอนจนแหง

การใชโอโซน 

(ในกรณทีีว่ตัถดุบิไดรับ

การอบแหงมาแลว)

- สามารถกําจัดไดเฉพาะบริเวณ

พื้นผิว ไมสามารถทะลุทะลวงได

- ไมสามารถในการใชอบแหงได

- สามารถกาํจดัเช้ือไดเฉพาะพ้ืนผวิ 

ไมสามารถทะลุทะลวงได

สามารถกาํจัดเช้ือปนเปอน

ไดในระยะเวลาที่ส้ันกวา

120 นาที
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 3.2 ประสิทธิภาพการกําจัดเชื้อ

 ผลการวิเคราะหประสิทธิภาพการกําจัด

เชือ้โดยการวดัปรมิาณ Escherichia coli ดวยวิธี 

AOAC(2019) 991.1412  ในตัวอยางกลุมที่ 1 

ตวัอยางควบคมุ และกลุมที ่2 กลุมทดลอง พบวา 

มคีา<10 CFU/g ในตัวอยางท้ังสองกลุม ซ่ึงเปนไป

ตามมาตรฐานที่กําหนด16 

 เมื่อทดสอบการวิเคราะหประสิทธิภาพ

การกําจดัเช้ือโดยการวดัปรมิาณ Salmonella spp. 

ดวยวิธี ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020(E)13 

ในกลุมตัวอยางทั้งสองกลุม พบวาไมสามารถ

ตรวจวัดได ดังนั้นผูวิจัยจึงไดใหความสําคัญใน

สวนประกอบของเชื้อปนเปอนในสวนที่วัดไดดวย 

Aerobic Plate Count ดวยวิธี FDA BAM 

online 2001 (Chapter 3)11  ผลการทดสอบ

พบวา ในตัวอยางกลุมที่ 1 ตัวอยางควบคุม และ

กลุมที ่2 กลุมทดลอง มคีา Aerobic Plate Count 

4.3x102 CFU/g และ <250 EAPC CFU/g 

ตามลําดับ 11 ในขณะท่ีผลการทดสอบ Yeasts 

และ Molds ดวยวิธี FDA BAM online 2001 

(Chapter 18)14 พบวา ในตวัอยางกลุมที ่1 ตวัอยาง

ควบคุม และกลุมท่ี 2 กลุมทดลอง มีระดับของ 

Yeasts และ Molds อยูที่  1.4x102 CFU/g และ 

<10 CFU/g ตามลําดับ ซึ่งเปนไปตามมาตรฐาน

ที่กําหนด16  (ดังตารางที่ 2)

รปูที ่4 ผลทดสอบสาร Curcumin ในขมิน้ผงดวยวธิ ีThin-layer Chromatography ในสภาวะท่ีแตกตางกนั  

ก. ข. ค. ง.
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ตารางที ่2 ผลการวิเคราะหประสิทธิภาพการกาํจัดเชือ้ของขมิน้ผงในกลุมตวัอยางแบบอบแหงและโอโซน

อภิปรายผล  
 งานวจิยันีไ้ดเริม่ตนจากการวิเคราะหขม้ิน

เน่ืองจากขมิน้เปนสมนุไพรพืน้ฐานทีใ่ชเปนสวนผสม

ในยาหลายตํารับ จากผลการวิเคราะห Aerobic 

Plate Count และ Yeasts และ Molds พบตํา่กวา

มาตรฐานความปลอดภัยที่กําหนดในประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เรื่อง เกณฑมาตรฐาน 

คาความบริสุทธิ์หรือคุณลักษณะอื่นอันมีความ

สําคัญตอคุณภาพสําหรับตํารับผลิตภัณฑสมุนไพร

ท่ีขึ้นทะเบียน แจงรายละเอียด หรือจดแจง พ.ศ. 

2564 เน่ืองจากโอโซนมีประสิทธิภาพสูงในการ

กําจัดเชื้อในระยะเวลาที่สั้นกวาเมื่อเปรียบเทียบ

กบัการกาํจดัเชือ้ปนเปอนดวยวิธอีบดวยความรอน

ธรรมชาติ จากผลการทดลองท่ีพบวาขม้ินผงที่

ผานการอบดวยโอโซนพบวามีระดับของจุลินทรีย

ทีต่ํา่กวาวธิอีบดวยความรอน ซึง่วธิอีบดวยความรอน 

มรีะดบัจลุนิทรยี 4.3x102 CFU/g ในขณะทีข่มิน้ผง

ที่ผานการกําจัดเชื้อดวยโอโซนมีระดับจุลินทรีย

<250EAPC CFU/g จากผลการวิเคราะหพบวา

ระดับของจุลินทรียในกลุมที่ไดรับการกําจัดเชื้อ

ดวยโอโซนมีระดับเชื้อปนเปอนลดลงประมาณ 

100 เทา สอดคลองหรือแตกตางจากงานวิจัยของ 

Torlak E1 ซึ่งมีการใชโอโซนในการกําจัดเชื้อ 

Salmonella และ microbial ในออริกาโนแหง 

รวมถึง Ouf SA2 ที่ไดนําโอโซนไปใชในการตาน

การปนเปอนของเช้ือราในสมนุไพรตากแหง ซ่ึงเปน

การแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือ

ปนเปอนตาง ๆ บนสมุนไพรแหงของโอโซน 

 นอกจากนั้น ขมิ้นผงที่ผานการอบดวย

โอโซนท่ีพบวามีระดับของยีสตและเชื้อราที่ตํ่ากวา

วธิอีบดวยความรอน ซึง่วธิอีบดวยความรอน มรีะดบั

ยีสตและเชื้อรา 1.4x102 CFU/g ในขณะที่ขมิ้นผง

ท่ีผานการกําจดัเชือ้ดวยโอโซนมรีะดับยสีตและเช้ือรา 

<10 CFU/g จากผลการวิเคราะหระดับยีสตและ

เชื้อรา พบวาระดับยีสตและเชื้อรา ในกลุมที่ไดรับ

การกําจัดเชื้อดวยโอโซนมีระดับเชื้อปนเปอนลดลง

ประมาณ 100 เทาสอดคลองกับผลการวิเคราะห

ระดับจุลินทรีย ซึ่งแสดงใหเห็นวาการใชโอโซน

มปีระสทิธภิาพสงูในการกาํจัดเชือ้เมือ่เปรียบเทียบ

กับการกําจัดเช้ือปนเปอนโดยใชความรอนจาก

ธรรมชาติ  

 อยางไรก็ตามถึงแมวาผลการวิเคราะห

สามารถบอกไดวาไมมผีลกระทบกบัระดบั Curcumin 

ในตวัอยางขมิน้ผง แตกย็งัพบการเปลีย่นแปลงของ

สารในขมิ้นผง โดยที่มีการเพิ่มขึ้นและลดลงของ

สารบางตัว โดยสังเกตไดจากความเขมของแถบสี

ท่ีมีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งการใช Thin-layer 

Chromatography ไมสามารถระบไุดวาสารท่ีเกดิ

การเปลี่ยนแปลงคือสารอะไรที่อยู ในขมิ้นผง 

รายการทดสอบ ตัวอยางอบแหง ตัวอยางโอโซน คามาตรฐาน

Aerobic Plate Count

Escherichia coli

Salmonella spp

Yeasts และ Molds

ไมมากกวา 5 x 104 CFU/g

ไมพบ Escherichia coli 

ใน 1 กรัม หรือ 1 มิลลิลิตร 

ไมพบ Salmonella spp.

ใน 25 กรัม หรือ 25 มิลลิลิตร

ไมมากกวา 5 x 102 CFU/g

<250 EAPC CFU/g

<10 CFU/g

Not detected

<10 CFU/g

4.3 x 102 CFU/g

<10 CFU/g

Not detected

1.4 x 102 CFU/g
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เนื่องจากในขั้นตอนการวิเคราะหไดทําการใช 

Curcumin standard เพยีงชนดิเดยีวจึงไมสามารถ

วิเคราะหสารชนิดอื่น ๆ ได ดังนั้นจึงตองทําการ

วิจัยเชิงลึกเพื่อทําการคนหาโดยใชวิธี High 

performance liquid Chromatography เพือ่ทาํ

การวิเคราะหหาสารท่ีไมทราบคาในเชิงลึกตอไป

 เมือ่พจิารณาถึงขอจาํกัดของกระบวนการ

แบบดังเดิมที่พบวาในฤดูฝนหรือในกรณีที่ไมมี

แสงแดดจะทาํใหเวลาในกระบวนการอบแหงเพ่ิมข้ึน

และไมสามารถทีจ่ะกําหนดได และในกรณทีีฝ่นตก

ตอเน่ืองสงผลใหไมมแีสดงแดดและมคีวามชืน้เกดิขึน้ 

ทาํใหทางผูประกอบการจาํเปนตองใชกระบวนการ

กาํจดัเชือ้ดวยความรอนทีใ่ชไฟฟาหรือแกสธรรมชาติ

ทาํใหเปนการสิน้เปลอืงเปนอยางมาก นอกจากน้ัน

ยงัตองควบคมุความรอนใหอยูในระดบัท่ีเหมาะสม

ที่จะไปสงผลกระทบตอสารสําคัญในสมุนไพร 

ซึง่เมือ่เปรยีบเทยีบกบัการใชโอโซน จะมขีอไดเปรยีบ

ไดแกสามารถกําจัดเชื้อปนเปอนไดในระยะเวลา

ที่สั้นกวากระบวนการกําจัดเชื้อดวยความรอนที่ 

และสามารถดําเนินการไดตลอดเวลาโดยไมมี

ผลกระทบจากฤดูกาล สงผลใหผูผลิตสามารถ

เพิม่กาํลงัการผลติยาสมนุไพรไดมากขึน้โดยไมสงผล

กระทบตอสารสําคัญในตัวสมุนไพร 

สรุปผล
 การใชกระบวนการกําจัดเชื้อดวยโอโซน

ในขมิน้ผงมปีระสทิธิภาพในการกําจดัเช้ือปนเปอน

ที่สูงกวาในระยะเวลาที่สั้นกวากระบวนการกําจัด

เชือ้แบบดัง้เดิม โดยสามารถลดปรมิาณเช้ือปนเปอน

ไดประมาณ 100 เทา โดยที่ไมสงผลกระทบตอ

ปรมิาณสารสาํคญั Curcumin อกีดวย นอกจากนัน้ 

กระบวนการกาํจดัเชือ้ดวยโอโซน สามารถควบคมุ

ปจจัยดานฤดูกาล และ ระยะเวลาในการกําจัดเชื้อ

ไดดกีวาเมือ่เปรยีบเทยีบกบักระบวนการกาํจดัเชือ้

แบบดั้งเดิม สงผลใหสามารถควบคุมคุณภาพของ

ยาแผนไทยใหอยูในเกณฑมาตรฐานได

ขอเสนอแนะ
 1. กระบวนการกําจัดเช้ือดวยโอโซน

ในการผลิตสมุนไพรจากขมิ้นสามารถไปใชกับ

การกําจัดเชื้อในสมุนไพรอื่น ๆ ไดในรูปแบบของ

สมนุไพรทีม่ลีกัษณะเปนชิน้ขนาดเลก็เพือ่ทาํใหเกดิ

พืน้ทีผ่วิสมัผสัมาก ๆ เนือ่งจากโอโซนมปีระสทิธภิาพ

ในการกําจดัเชือ้ในบรเิวณพืน้ผิวเทานัน้ ไมสามารถ

ทะลุทะลวงได

 2. ควรวเิคราะหหาระดับความเขมขนของ

โอโซนและระยะเวลาในการกําจัดเช้ือท่ีเหมาะสม

ในกระบวนการกําจัดเช้ือ เพื่อใชในการกําจัดเช้ือ

สมุนไพรชนิดตาง ๆ และ สรางสภาพแวดลอมของ

ระบบมปีระสทิธภิาพสงูสดุในการกาํจัดเชือ้สาํหรับ

สมุนไพรชนิดตาง ๆ

 3. ควรวิจัยเชงิลกึเพ่ือทําการคนหาโดยใช

วธิ ีHigh performance liquid Chromatography 

เพือ่ทาํวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของสารในขมิน้ผง

ตอไป 
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           Abstract

Background: Pertussis is prevented by a combined acellular pertussis vaccine that 

contains Pertussis Toxoid (PTs) and Filamentous Haemagglutinin (FHA) as the main 

constituents. PTd is an inactivated Pertussis toxin (PT). The specific toxicity test of residual 

PT remaining in the vaccine must be controlled in order to meet the standard requirements 

to ensure the safety of vaccines. Some traditional methods were tested toxicity in mice 

which caused animal suffering. Therefore, the alternative CHO cell assay was developed 

for replacement of animal testing by In vitro assay following 3Rs concept. CHO–K1 cells 

had a specific response to PT. Then, the exposure of residual PT caused CHO–K1 cells 

morphological changes to rosette their shapes.
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Objectives: To develop and use this as the alternative method for the determination 

of specific toxicity of PT in the combined vaccine which contains acellular pertussis by 

Chinese Hamster Ovary (CHO) cell assay by monitoring residual PT in finished product.

Methods: A validation method study of specific toxicity of PT in combined vaccine which 

contains acellular pertussis by CHO cell assay was conducted. The qualitative assay was 

examined in two parameters of specificity and limits of detection which was based on 

the international ICH guideline. One sample of tetanus toxoid, reduced diphtheria toxoid, 

acellular pertussis combined vaccine (Tdap) was used to study optimal conditions and 

examined the validity of the method.

Results: The results of validation with pertussis toxin (JNIH–5, NIBSC) were proved that 

the methods were specific to pertussis toxin that showed rosette-shaped clusters of 

CHO cells. The lowest limit of detection of pertussis toxin was 0.0015 IU/mL. One sample 

of Diphtheria -Tetanus - acellular Pertussis Vaccine combined vaccine was removed 

adjuvant and was tested by CHO cell assay. The negative presented results indicated 

that the vaccine sample absented residual pertussis toxin.

Conclusion: This assay was appropriate to be adapted as a standard method for specific 

toxicity based on residual pertussis toxin in a combined vaccine containing acellular 

pertussis in both local and imported vaccine products.

Keywords: acellular pertussis vaccine, pertussis toxin, specifiic toxiciy, Chinese Hamster 

Ovary (CHO) cell
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            บทคัดยอ
ความสาํคญั: โรคไอกรนสามารถปองกนัดวยวคัซนีรวมท่ีมไีอกรนชนดิไรเซลล (Acellular pertussis: aP) 

ที่มี Pertussis toxoid (PTd) และ Filamentous Haemagglutnin (FHA) เปนองคประกอบหลัก 

ซึ่ง PTd คือท็อกซอยดที่ไดมาจากการทําให Pertussis toxin (PT) หมดความเปนพิษลง เพื่อใหมั่นใจ

ในความปลอดภัยของวัคซีน จึงตองควบคุมระดับความเปนพิษจาก PT ที่อาจหลงเหลืออยูในวัคซีน

ใหตามขอกําหนดมาตรฐาน โดยการทดสอบ Specific toxicity ที่ใชหนูถีบจักรเปนสัตวทดลอง (In vivo) 

แตกอใหเกดิความทรมานตอสตัวทดลอง ดังนัน้วิธีทางเลอืก Chinese Hamster Ovary (CHO) cell assay 

จึงไดถูกพัฒนาขึ้นเพื่อทดแทนการใชสัตวทดลองตามหลักการ 3R โดยเซลล CHO-K1 มีความจําเพาะ

ตอ PT หากพบ PT หลงเหลอือยู สงผลทาํใหเซลล CHO–K1 เกดิการเปลีย่นแปลงรปูรางเกาะกลุมคลาย

รูปดอกกุหลาบ

วัตถุประสงค: เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนในวัคซีนรวมสําเร็จรูปที่มี

ไอกรนชนดิไรเปนองคประกอบโดยใชวิธีทางเลอืก CHO cell assay สาํหรบัใชตรวจตดิตามทอ็กซนิไอกรน

ที่อาจหลงเหลืออยูในผลิตภัณฑวัคซีน

วิธีการวิจัย: ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือ

ในวคัซนีรวมทีม่ไีอกรนชนดิไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใชเซลลเพาะเลีย้ง CHO cells ซึง่เปนวธิตีรวจสอบ

ในเชงิคณุภาพจงึดาํเนนิการศกึษาความถกูตองของวธิใีน 2 พารามเิตอร คอื การตรวจสอบความจาํเพาะ

ของวธิ ีและขดีจาํกดัของการตรวจพบ โดยอางองิตามขอกาํหนดสากล ICH guideline เพือ่ศึกษาสภาวะ

ที่เหมาะสมและความถูกตองของวิธี และดําเนินการทดสอบความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่

หลงเหลอืในวคัซนีรวม Tetanus toxoid, reduced diphtheria toxoid, acellular pertussis vaccine 

(Tdap) จํานวน 1 ตัวอยาง 

ผลการศึกษา: ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีดวยสารมาตรฐานท็อกซินไอกรน (JNIH-5, NIBSC) 

พบวาวิธีมีความจําเพาะตอท็อกซินไอกรน พบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปดอกกุหลาบอยางชัดเจน 

จึงเปนวิธีที่มีความจําเพาะ และขีดจํากัดของปริมาณ PT ตํ่าสุดที่สามารถตรวจพบจากการอานผลการ

ทดสอบ มีคาเทากับ 0.0015 IU/mL และเมื่อนําวิธีมาใชทดสอบกับวัคซีนปองกันโรคคอตีบ บาดทะยัก 

และไอกรนชนดิไรเซลล จํานวน 1 ตวัอยางทีก่าํจัดสารเสรมิฤทธิอ์อก พบวาตวัอยางใหผลเปนลบ แสดงวา

วัคซีนตัวอยางไมมีท็อกซินไอกรนหลงเหลือ
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บทนํา
 โรคไอกรน (Pertussis) เปนโรคท่ีเกิดจาก

เชื้อแบคทีเรีย Bordetella pertussis ซึ่งกอโรค

ในคนเทานั้น โรคไอกรนในเด็กโตและผูใหญ มักมี

อาการไมรุนแรง และแยกไดยากจากการติดเชื้อ

อ่ืน ๆ ที่ทําใหมีอาการของระบบทางเดินหายใจ

แตในเด็กเล็กอาการไอจะรุนแรงจนหยุดหายใจ 

และมีอาการไอแบบ paroxysms (ไอเปนชุด ๆ 

อยางรุนแรง) อาการหายใจเขามีเสียงดัง 

(whooping) และจากขอมูลรายงานผูปวยสงสัย

โรคคอตีบในประเทศไทย ป พ.ศ. 2560 พบวา

ไดรับรายงานผูปวยจาํนวน 32 ราย อัตราปวย 0.01 

ตอประชากรแสนคน โดยมีผูปวยเสียชีวิต 1 ราย1 

 วัคซีนไอกรนผลิตจากแอนติเจนของเชื้อ

ไอกรนที่นํามาผลิตวัคซีน ไดแก Pertussis toxin 

(PT), Filamentous hemagglutinin (FHA), 

Pertactin (PRN) และ Fimbria agglutinogen 

(FIM) ซ่ึงวคัซีนม ี2 ชนดิ ไดแก วคัซนีไอกรนชนดิ

ทั้งตัวเซลล (whole cell: wP) และวัคซีนไอกรน

ชนิดไรเซลล (acellular: aP) ซึ่งเปนวัคซีนที่ผลิต

จากสวนสารสกดัเฉพาะบางสวนของตวัเช้ือไอกรน

ตั้งแต 2 ถึง 4 สวนประกอบที่สามารถกระตุนให

รางกายสรางภมิูคุมกนัโรคได โดยจะม ีPT และ FHA 

เปนสวนประกอบหลัก และใชรวมกับท็อกซอยด

ของเชือ้คอตีบและบาดทะยักเปนวัคซีนรวมคอตีบ-

บาดทะยัก-ไอกรนชนิดไรเซลล (Diphtheria-

tetanus-acellular pertussis vaccine: Tdap) 

ขอดีของวัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล (aP) อาการ

ไมพึงประสงคจากการใชวัคซีนนอยกวาวัคซีน

ชนิดทั้งเซลล (whole cell)1 

 ในการผลิตวัคซีนตองผานการตรวจสอบ

คุณภาพวัคซีนทางหองปฏิบัติการจากผู ผลิต 

และผานการทดสอบดานความปลอดภัย (safety) 

การทดสอบดานประสิทธิภาพ (efficacy) และ

การทดสอบดานเคม-ีกายภาพ (Physical-chemistry)

 และไดรับการอนุญาตข้ึนทะเบียนจากสํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา ทัง้นีว้คัซนีของแตละ

บรษิทัจะมคีวามแตกตางกนั ไดแก ความหลากหลาย

ของสายพันธุตัวเชื้อไอกรน วิธีที่ใชในการผลิต 

วิธีการทําให PT หมดพิษ (detoxified) กลายเปน 

Pertussis toxoid (PTxd) และปริมาณ PT และ 

สรุป: วิธีการตรวจวิเคราะหความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มีไอกรน

ชนดิไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใชเซลลเพาะเลีย้ง CHO cell มคีวามจําเพาะเหมาะสมสามารถนํามาใช

เปนวิธีมาตรฐานในการดําเนินการตรวจวิเคราะหความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนท่ีหลงเหลือ

ในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลลทั้งผลิตภัณฑวัคซีนภายในประเทศและนําเขามาจากตางประเทศได

คําสําคัญ: วัคซีนไอกรนชนิดไรเซลล ท็อกซินไอกรน ความเปนพิษเฉพาะ เซลลเพาะเลี้ยง Chinese 

Hamster Ovary (CHO)
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FHA ที่ใชผลิตวัคซีน ทําใหวัคซีนมีขอกําหนดของ

ผลติภณัฑตางกนั (product-specification) สงผล

ตอประสิทธิภาพและความปลอดภัยของวัคซีน

ที่ผูบริโภคจะไดรับการควบคุมคุณภาพวัคซีน  

 อยางไรก็ตามการทดสอบดานความปลอดภยั

และประสิทธิภาพของวัคซีน จําเปนตองใชสัตว

ทดลองเปนจํานวนมากในการทดสอบตอครั้งเพื่อ

การทดสอบความเปนพิษ (Abnormal toxicity) 

ความเปนพิษเฉพาะ (Specific toxicity) และ

ความแรงหรือการทดสอบการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกัน (Potency/Immunogenicity test) 

ของวัคซีน ดังนั้นการลดการใชสัตวทดลองลงใน

การทดสอบผลิตภัณฑ เปนเร่ืองที่ควรดําเนินการ

ใหสอดคลองตามหลกันโยบาย 3Rs (Replacement, 

Reduction and Refinement) ที่ ลด ละ เลิก

การใชสตัวทดลอง2 ซ่ึงการตรวจสอบความเปนพิษ

เฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือในวัคซีนรวม

ที่มีไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใช

เซลลเพาะเลีย้ง Chinese Hamster Ovary (CHO)4-5 

เปนการทดสอบที่สามารถนํามาปรับใชแทนวิธี

การทดสอบความเปนพิษเฉพาะจากทอ็กซนิไอกรน

ชนิดไรเซลลที่ใชสัตวทดลอง โดยการตรวจสอบ

ความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนในวัคซีนไอกรน

ชนิดไรเซลล โดยใชเซลล CHO-K1 ที่ใชในการ

ตรวจหา pertussis toxin (PT) ที่อาจหลงเหลือ

อยูใน purified pertussis bulk หลังจากผาน

กระบวนการทําใหหมดพิษ (detoxification) 

โดยองคการอนามยัโลก3 กาํหนดใหเปนวธิทีดสอบ

ทางเลือกสําหรับติดตามความสมํ่าเสมอของ

ผลิตภัณฑ (in-house monitoring pertussis 

toxicity) แตมีขอจํากัดของวิธีคือ สารเสริมฤทธิ์ 

(Aluminium adjuvant) ในวัคซีนมีความเปนพิษ

ตอเซลล CHO–K1 จึงเปนที่มาในการพัฒนาวิธี

ตรวจสอบความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนที่ใช

ทดสอบในวัคซีน (final product) เพื่อใชทดแทน

การทดสอบในสตัวทดลองตามหลกั 3Rs และนาํมา

ใชเปนวธิมีาตรฐานตรวจความเปนพษิจากทอ็กซนิ

ไอกรนในผลิตภัณฑวัคซีนรวมสําเร็จรูปได โดย

ปจจุบันยังไมมีการนํามาใชทดสอบในตัวอยาง

ผลิตภัณฑวัคซีนชนิดนี้ มีเพียงขอมูลจากงานวิจัย

ตีพิมพในวารสารตางประเทศเทานั้น  

วัตถุประสงค
 1. เพือ่พฒันาวธิกีารตรวจสอบความเปน

พษิจากทอ็กซนิไอกรนในวคัซนีรวมทีม่ไีอกรนชนดิ

ไรเซลลเปนองคประกอบโดยใชวธิทีางเลอืก CHO 

cell assay

 2. เพือ่ใชเปนวธิมีาตรฐานในการตรวจสอบ

คณุภาพดานความปลอดภยัของวคัซนีรวมทีม่ไีอกรน

ชนิดไรเซลล

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีการวิจัย

 เปนการวิจัยเชิงทดลอง โดยศึกษาความ

ถูกตองของวิธีดวยสารมาตรฐาน WHO Interna-

tional Standard Bordetella Pertussis Toxin 
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(LPF) PT 1st NIBSC Code: JNIH-5 และตวัอยาง

วคัซนีรวมทีม่ไีอกรนชนดิไรเซลล tetanus toxoid, 

reduced diphtheria toxoid, acellular 

pertussis vaccine (Tdap) เปนองคประกอบ 

จํานวน 1 ตัวอยาง ใชเซลลเพาะเลี้ยง Chinese 

Hamster Ovary (CHO–K1) ทําการตรวจสอบ 

3 ซํ้าที่เปนอิสระตอกันใน 1 ชุดการทดสอบ

ขั้นตอนการศึกษา

 1. นําตัวอยางวัคซีนวัคซีนไอกรนชนิด

ไรเซลล จาํนวน 3 ขวด ขวดละ 0.5 mL รวมเปน

ปริมาตร 1.5 mL มาผสมกันดวย vortex mixer 

จนเปนเนื้อเดียวกัน (homogenized vaccine) 

ดูดวัคซนีปริมาตร 0.5 ml ใสใน Protein LoBind 

tube ขนาด 1.5 ml เตมิ 10% W/V Solution of 

tri-sodium citrate in 2xPBST ปริมาตร 0.5 mL 

ลงไป ผสมกันดวย vortex mixer บมที่อุณหภูมิ 

37ºC เปนเวลา 16-20 ชัว่โมง นาํออกมาผสมกนั

ดวย vortex mixer แลวจงึปนเหวีย่งท่ี 6,000 rpm 

เปนเวลา 2 นาที เก็บสวนใส (supernatant) 

ที่ไดใน Protein Lo-bind tube ขนาด 1.5 ml 

ทําการเจือจางความเขมขนของตัวอยาง 1:10 

ดวยอาหารเลีย้งเซลล F–12K medium ท่ีเติม 10% 

(w/v) FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin 

โดยเตมิ supernatant ปริมาตร 300 ul ลงในอาหาร

เลี้ยงเซลล F-12K medium ปริมาตร 1,200 µl 

แบงตวัอยางทีผ่านการเจอืจาง 1:10 ออกเปน 2 สวน 

คือ Unspiked และ Spiked sample โดย 

Unspiked sample คือ ตัวอยางวัคซีนที่ไมเติม 

PT ลงไป ขณะที่ Spiked sample คือ ตัวอยาง

วัคซีนที่เติม PT ลงไป โดยเติม PT ความเขมขน 

2 IU/mL ปริมาตร 16.25 µl ลงในตัวอยางวัคซีน 

ปริมาตร 633.75 µl ผสมใหเขากัน แลวนําไปเก็บ

ที่อุณหภูมิ 4ºC กอนการทดสอบ

 2. เตรยีมสารมาตรฐานเพือ่ใชเปน positive 

control ทําการเจือจาง WHO International 

Standard Bordetella Pertussis Toxin (LPF) 

PT 1st NIBSC Code: JNIH-5 ดวย PBS(-) ใหได

ความเขมขนตั้งตน 0.05 IU/mL ดังรูปที่ 1

รูปที่ 1 แบบการเจือจาง WHO International Standard Bordetella pertussis toxin (LPF) PT 1st 

NIBSC Code: JNIH–5 ดวย PBS(-)
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 3. เตรียมเพลททดสอบ โดยเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล F–12K medium ที่เติม 10% (w/v) 

FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin ปรมิาตร

หลุมละ 100 µl ลงในเพลท Sterile Tissue 

culture 96 wells plate, Flat bottom with 

Lid ในแถว B ถึง H ตั้งแตคอลัมนที่ 1–9 เติมสาร

มาตรฐาน (Positive control) ซึ่งเตรียมไดจาก

ขอ 10.3.1 ปริมาตร 200 µl ลงในเพลททดสอบ

ตําแหนง A1, A2 และ A3 (3 ซํ้า) เติม Spiked 

sample ซึ่งเตรียมไดจากขอ 10.2.9 ปริมาตร 

200 µl ลงในเพลททดสอบตาํแหนง A4, A5 และ 

A6 (3 ซํ้า) เติม Unspiked sample ซึ่งเตรียมได

จากขอ 10.2.8 ปริมาตร 200 ul ลงในเพลท

ทดสอบตาํแหนง A7, A8 และ A9 (3 ซ้ํา) เจือจาง

สารมาตรฐานดวย F–12K medium ที่เติม 10% 

(w/v) FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin 

โดยเจอืจางแบบ 2-fold serial dilution เริม่จาก

แถว A ถึง G ในคอลัมนที่ 1, 2 และ 3 จะได

ความเขมขนของสารมาตรฐาน 7 คา ไดแก 0.05, 

0.025, 0.0125, 0.0063, 0.0031, 0.0016 และ 

0.0008 IU/mL เจือจาง Spiked sample ดวย 

F-12K medium ทีเ่ตมิ 10% (w/v) FBS และ 1% 

Penicillin-Streptomycin โดยเจอืจางแบบ 2-fold 

serial dilution เร่ิมจากแถว A ถึง G ในคอลัมน

ที ่4, 5 และ 6 จะไดความเขมขนทายสดุที ่spiked 

PT ลงไป เทากบั 0.05, 0.025, 0.0125, 0.0063, 

0.0031, 0.0016 และ 0.0008 IU/mL เจือจาง 

Unspiked sample ดวย F–12K medium ทีเ่ตมิ 

10% (w/v) FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin 

โดยเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เริม่จาก

แถว A ถึง G ในคอลัมนที่ 7, 8 และ 9 จะไดระดับ

เจือจางความเขมขนของตัวอยางวคัซนี 1:10–1:640 

 4. เตรยีมเซลลเพาะเลีย้ง นําเซลล CHO–K1 

เพาะเลี้ยงดวยอาหาร F–12K ท่ีเติม 10% (w/v) 

FBS และ 1% Penicillin-Streptomycin บมใน

ตูอบเพาะเชือ้แบบใชคารบอนไดออกไซดทีอ่ณุหภมู ิ

37ºC โดยทําการ passage cell 1:10 แลวนําไป

บมในตูอบเพาะเช้ือแบบใชคารบอนไดออกไซด

ที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 48 ช่ัวโมง ยอยเซลลดวย 

0.05% Trypsin-EDTA solution นาน 1-2 นาทแีลว 

re-suspense ดวยอาหารเลี้ยงเซลล F–12K 

ที่เติม 10% (w/v) FBS และ 1% Penicillin-

Streptomycin นับจํานวนเซลลที่มีชีวิตโดยวิธี 

Trypan blue exclusion ดวย hemacytometer 

และปรบัความเขมขนเซลลเทากบั 2x104 cells/mL 

 5. ทดสอบ โดยเติมเซลล CHO–K1 

ที่เตรียมไว ปริมาตร 100 ul ลงในเพลททดสอบ 

โดยเติมเซลลลงทุกหลุมในตําแหนง A1–A9 จนถึง 

H1–H9 และกอนนําเพลทไปบมโดยตั้งทิ้งไวเพ่ือ

ความสะดวกในการมองเหน็สณัฐานวทิยาของเซลล

ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที นําเพลททดสอบไป

บมในตูอบเพาะเช้ือแบบใชคารบอนไดออกไซด 

(CO2 incubator) อุณหภูมิ 37ºC นาน 40–48 

ชัว่โมง การอานผล เมือ่ครบเวลา นาํเพลททดสอบ

เคาะเทอาหารเลี้ยงเซลล และลางเซลล 1 รอบ

ดวยอาหารเล้ียงเซลล F–12K medium ที่ไมเติม 
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FBS แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล F–12K medium 

ท่ีไมเตมิ FBS ปริมาตร 200 ul ตอหลมุ แลวจงึนาํ

ไปสองภายใตกลองจุลทรรศน phase contrast 

ทีก่าํลงัขยายเลนสใกลวัตถุ 10x เพือ่สงัเกตลกัษณะ

สัณฐานวิทยาของเซลลเพาะเลี้ยง CHO–K1 โดย

หากพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 เปนรูป

ดอกกุหลาบมากกวาหรือเทากับ 10 clustering 

ขึ้นไป ใหรายงานผลเปนบวก (+) ในขณะที่หาก

ไมพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 หรือพบ

การเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 เปนรูปดอกกุหลาบ

นอยกวาหรือเทากับ 9 clustering ใหรายงานผล

เปนลบ (–)

 6. ศกึษาความถูกตองของวิธี (Validation 

method)4 โดยการตรวจสอบความจําเพาะของ

วิธี (Specificity) นํา WHO 1st International 

standard for pertussis toxin (JNIH-5) มาเตรียม

ใหมคีวามเขมขน 1 IU/mL มาเตมิ (spike) ลงใน

ตัวอยางวคัซีนรวมทีมี่ไอกรนชนดิไรเซลล (Tdap) 

โดยเติมลงในอัตราสวน 1:10 (V/V) เพื่อทดสอบ

ความจาํเพาะของวิธดีวยการสงัเกตการเปลีย่นแปลง

สณัฐานวิทยาของเซลล CHO–K1 ทาํการทดสอบ

พรอมกบั Positive control (สารมาตรฐาน WHO 

1st International standard for pertussis toxin; 

NIBSC code JNIH-5), Negative control 

(F–12K Medium) และตัวอยางวัคซีนรวมที่มี

ไอกรนชนิดไรเซลล (Tdap) ที่ไมมีการ spike PT 

โดยทําการตรวจสอบความจําเพาะของวิธีทดสอบ 

3 ซ้ํา ใน 1 ชดุการทดสอบ และผูอานผลการทดสอบ

จํานวน 3 คน โดยมีเกณฑการทดสอบดังนี้ 

 1. Positive control (JNIH–5, NIBSC) 

ตองตรวจพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 

เปนรูปดอกกุหลาบ (rosette shapes) มากกวา

หรอืเทากับ 10 กลุม ภายใน 1 หลมุทดสอบ แสดงวา

เปนผลบวก (ตองเกิดผลบวกเทานั้น)

 2. Negative control (อาหารเลีย้งเซลล) 

ตองไมพบการเกาะกลุมรูปดอกกุหลาบของเซลล 

CHO–K1 หากพบการเกาะกลุมตองมีจํานวน

นอยกวาหรอืเทากับ 9 กลุม ภายใน 1 หลมุทดสอบ 

แสดงวาเปนผลลบ (ตองเกิดผลลบเทานั้น)

 3. ตวัอยางวคัซนีทีม่กีาร spike pertussis 

toxin ตองตรวจพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 

เปนรูปดอกกุหลาบ (rosette shapes) มากกวา

หรือเทากับ 10 กลุม ภายใน 1 หลุมทดสอบ 

แสดงวาเปนผลบวก (ตองเกิดผลบวกเทานั้น)

 4. ตัวอยางวัคซีนที่ไมมีการ spike ตอง

ไมพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 รูปดอก

กหุลาบ หากพบการเกาะกลุมตองมีจํานวนนอยกวา

หรอืเทากบั 9 กลุม ภายใน 1 หลมุทดสอบ แสดงวา

เปนผลลบ (ตองเกิดผลลบเทานั้น)

 และตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจ

พบ (Limit of detection) โดยนํา WHO 1st 

International standard for pertussis toxin 

เจือจางใหมีความเขมขนตั้งตนเทากับ 4 IU/mL 

ดวยอาหารเลีย้งเซลล F-12K แลวทําการเจอืจาง 

PT reference ตอเนื่องแบบ Two-fold serial 

dilution ใหมีความเขมขน 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 

0.025, 0.0125, 0.0063, 0.0031, 0.0016, 

0.0008, 0.0004 และ 0.0002 IU/mL และ
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ทําการทดสอบเทียบกับ Negative control 

ซึง่การตรวจสอบขดีจาํกดัของวธิดีาํเนนิการทดสอบ

จาํนวน 3 ครัง้ เปนอสิระตอกัน โดยทําการทดสอบ

ความเขมขนละ 3 ซํ้า และผูอานผลการทดสอบ

จาํนวน 3 คน อานคา LOD จากระดบัความเขมขน

ต่ําสุดที่ตองตรวจพบการเกาะกลุมของเซลล 

CHO–K1 เปนรูปคลายดอกกุหลาบ (rosette 

shapes) มากกวาหรือเทากับ 10 กลุม ภายใน 

1 หลุมทดสอบ แสดงวาผลเปนบวก

ผลการศึกษา 
ผลการตรวจสอบความจาํเพาะของวธิ ี(Specificity)

 พบวา ผูวิเคราะหทั้ง 3 ทาน อานผล

การทดสอบตรงกัน กลาวคือ Positive control 

(JNIH–5, NIBSC) ที่ระดับความเขมขนทายสุด 

0.05 IU/mL พบวาผูอานผลการทดสอบทัง้ 3 ทาน 

ตรวจพบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปคลาย

ดอกกุหลาบ (rosette shape) มากกวา 10 กลุม/

หลมุทดสอบ จึงรายงานผลเปนบวก (+) (ตารางที ่1 

และรปูที ่2A) Negative control (อาหารเลีย้งเซลล) 

พบวาผูอานผลการทดสอบทั้ง 3 ทาน ตรวจไมพบ

การเกาะกลุมของเซลล CHO-K1 จงึรายงานผลเปน

ลบ (–) (ตารางที่ 1 และรูปท่ี 2B) ตัวอยางวัคซีน 

วัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลล (Tdap) ที่มีการ 

spike pertussis toxin ท่ีระดับความเขมขนทายสดุ 

0.05 IU/mL พบวาผูอานผลการทดสอบท้ัง 3 ทาน 

ตรวจพบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปคลาย

ดอกกุหลาบ (rosette shape) มากกวา 10 กลุม/

หลมุทดสอบ จึงรายงานผลเปนบวก (+) (ตารางท่ี 1 

และรูปที่ 2C) ในขณะที่ตัวอยางวัคซีน วัคซีนรวม

ที่มีไอกรนชนิดไรเซลล (Tdap) ท่ีไมมีการ spike 

pertussis toxin พบวาผูอานผลการทดสอบทั้ง 

3 ทาน ตรวจไมพบการเกาะกลุมของเซลล CHO–K1 

จงึรายงานผลเปนลบ (–) (ตารางที ่1 และรปูที ่2D)

ผูอานผลการทดสอบ คนที่ 3คนที่ 2คนที่ 1

ตัวอยาง

จํานวนซํ้า

Positive control

(0.05 IU/mL)

Spiked PT in vaccine

(0.05 IU/mL)

Unspiked vaccine

Negative control

2

+

+

-

-

3

+

+

-

-

1

+

+

-

-

การตรวจสอบความจําเพาะของวิธี (Specificity)

2

+

+

-

-

3

+

+

-

-

1

+

+

-

-

2

+

+

-

-

3

+

+

-

-

1

+

+

-

-

ตารางที่ 1 ผลการศึกษาความจําเพาะของวิธีการตรวจสอบความเปนพิษเฉพาะจากท็อกซินไอกรน

ที่หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ ดวยวิธี CHO cell assay
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รปูที ่2 ผลการศกึษาความจําเพาะของวิธีการตรวจสอบความเปนพษิเฉพาะจากทอ็กซนิไอกรนทีห่ลงเหลอื

ในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ ดวยวิธี CHO cell assay โดยรูป A: Positive 

control (0.05 IU/mL), B: Negative control, C: Spiked PT in vaccine (0.05 IU/mL) และ D: 

Unspiked vaccine ลูกศรสีดําแสดงตัวอยางตําแหนงที่พบการเรียงตัวของเซลล CHO-K1 การเกาะกลุม

เปนรูปดอกกุหลาบ (rosette shape)

ผลการตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ 

(Limit of detection)

 จากการศึกษาขดีจํากัดของการตรวจพบ

ปริมาณท็อกซินไอกรนดวยวิธีทดสอบ CHO cell 

assay พบวาผูอานผลการทดสอบแตละทานสงัเกต

เห็นการเกาะกลุมเปนรูปดอกกุหลาบในแตละซํ้า

ของการทดสอบที่แตกตางกัน ซึ่งมีการตรวจพบ

ปรมิาณ PT ตํา่สดุเทากับ 0.0008 IU/mL (รปูท่ี 3) 

เมื่อคํานวณคาเฉลี่ยจากทั้ง 3 ครั้งของการทดสอบ 

พบวามีคาเฉลีย่เทากบั 0.0015 IU/mL (ตารางที ่2) 

โดยการทดสอบในแตละครั้งปริมาณ PT ตํ่าสุดของ

การตรวจพบจะอยูในชวง 0.0008–0.0031 IU/mL 

เนื่องจากเปนการทดสอบ bioassay ที่ใชเซลล

เพาะเลีย้งในการทดสอบ โดยสงัเกตการตอบสนอง

ของเซลล CHO-K1 ตอสาร PT และการตอบสนอง

ของเซลลในแตละครัง้ของการทดสอบอาจแตกตางกัน 

อีกทั้งผูอานแตละทานมีการสังเกตและนับจํานวน

เซลลรูปดอกกุหลาบที่อาจแตกตางกันได แตตอง

ไมแตกตางกนัเกนิกวา 2 ระดบัการเจอืจางความเขมขน 

ตามเกณฑที่ยอมรับ (WHO/IVB/11.11, 2013)3
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ตารางที่ 2 ผลตรวจสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of detection) ทําการทดสอบจํานวน 3 ครั้ง

รปูที ่3 ผลการศกึษาขีดจาํกดัของการตรวจพบปรมิาณ pertussis toxin (JNIH-5, NIBSC) ดวยวิธีทดสอบ 

CHO cell assay 

ผูอานผลการทดสอบ คาเฉลี่ยในแตละครั้ง

ของการทดสอบ

(IU/mL)

คนที่ 3คนที่ 2

ขีดจํากัดของการตรวจพบ PT

(IU/mL)

วันที่

อานผล

วันที่

ทดสอบ

ครั้งที่

ทดสอบ

คนที่ 1

   1

   2

   3

คาเฉลี่ยทั้ง 3 ครั้งของการทดสอบ

0.0011

0.0008

0.0021

0.0013

0.0015

0.0009

0.0021

0.0015

0.0023

0.0011

0.0026

0.0020

10/02/64

04/03/64

17/03/64

08/02/64

02/03/64

15/03/64

0.0011

0.0008

0.0016

0.0012
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อภิปรายผล
 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ตรวจสอบความเปนพิษจากท็อกซินไอกรนที่

หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไรเซลล

เปนองคประกอบ โดยใชเซลลเพาะเลีย้ง CHO–K1 

ในการทดสอบ เปนรายการทดสอบในเชิง semi-

qualitative สังเกตผลการเปลี่ยนแปลงลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาของเซลล CHO–K1 หากมี PT 

หลงเหลอืในวคัซนี เซลล CHO–K1 จะเปลีย่นแปลง

รูปรางเกาะกลุมคลายรูปดอกกุหลาบ (rosette 

shapes) ซึ่งจากทฤษฎีขางตน ทางคณะผูวิจัย

จึงดําเนินการศึกษาพัฒนาวิธีทดสอบเพื่อนํามาใช

ในการตรวจหา PT ท่ีอาจหลงเหลอือยูในผลติภัณฑ

วัคซีนสําเร็จรูป โดยหาสภาวะที่เหมาะสม

สําหรับการทดสอบ พบวาจํานวนเซลล CHO–K1 

ทีเ่หมาะสมในเพลท 96 หลมุ คอื 2x104 cells/mL 

และระยะเวลาในการอานผลคือ 48 ชั่วโมง เมื่อ

เปรียบเทียบกับผลงานวิจัยของ Isbrucker et al., 

20165 และ Wagner et al., 20176 ซึ่งศึกษา

วิธีทดสอบ CHO cell assay เพื่อนํามาใชในการ

ตรวจหา PT ทีอ่าจหลงเหลืออยูในผลติภณัฑวัคซีน

สําเร็จรูป พบวาความเขมขนเซลล CHO–K1 

ที่เหมาะสมเทากับ 2x104 cells/mL เนื่องจาก

จาํนวนเซลลทีเ่หมาะสมจะสงทาํใหสังเกตการเกิด

เซลลเกาะกลุมรูปดอกกหุลาบเมือ่ตรวจพบ PT ได

อยางชัดเจน และระยะเวลาในการอานผลควร

อานผลภายในชวง 40-48 ชัว่โมง เนือ่งจากหากบม

เพลททดสอบเกินกวา 48 ชั่วโมงทําใหสังเกตผล

การเกาะกลุมของเซลลเปนรูปดอกกุหลาบยาก 

ซึ่งเปนผลมาจากเซลลสามารถเติบโตเพิ่มจํานวน

มากขึ้นไดตามปกติจนไมสามารถสังเกตเห็นเซลล

เกาะกลุมรปูดอกกุหลาบได ดังนัน้ระยะเวลาในการ

อานผลทีเ่หมาะสมคอื 48 ชัว่โมง ซึง่เปนระยะเวลา

เดียวกนักบัการศกึษาของงานวจิยัอ่ืน5-6 และเมือ่ได

สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทดสอบคณะผูวิจัย

ดําเนินการตรวจสอบความถูกตองของวิธีใน 2 

พารามิเตอร ไดแก การตรวจสอบความจําเพาะ

ของวธิ ี(Specificity) และขดีจาํกดัของการตรวจพบ 

(Limit of detection) ซ่ึงดําเนนิการตามขอกาํหนด

มาตรฐาน5 ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม 

พบวา และผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ดวยสารมาตรฐานท็อกซนิไอกรน (JNIH-5, NIBSC) 

พบวาวิธีมีความจําเพาะตอท็อกซินไอกรน พบการ

เกาะกลุมของเซลลเปนรปูดอกกหุลาบอยางชดัเจน 

และขีดจํากัดความเขมขนตํ่าสุดที่ตรวจพบจาก

การอานผลไดเทากับ 0.0015 IU/ml และเม่ือนํา

วธิมีาใชทดสอบกบัวคัซนีรวมท่ีมีไอกรนชนดิไรเซลล

เปนองคประกอบ พบวาตัวอยางใหผลเปนลบ 

แสดงวาวัคซีนตัวอยางไมมีท็อกซินไอกรน

หลงเหลืออยู

 

สรุปผล
 จากผลการศึกษาวิธีตรวจสอบความเปน

พิษจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือในวัคซีนรวมที่มี

ไอกรนชนิดไรเซลลเปนองคประกอบ โดยใชเซลล

เพาะเลีย้งดวยวธิ ีCHO cell assay มคีวามจาํเพาะ

ของวิธี พบการเกาะกลุมของเซลลเปนรูปดอก

กุหลาบชัดเจน และขีดจํากัดของการตรวจพบ PT 

ไดต่ําสุด 0.0015 IU/ml วิธีนี้จึงเปนวิธีทางเลือก

เพือ่ใชทดแทนการทดสอบในสตัวทดลองตามหลกั 

3Rs และนาํมาใชเปนวธิมีาตรฐานตรวจความเปนพษิ

จากท็อกซินไอกรนในผลิตภัณฑวัคซีนรวมได
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ขอเสนอแนะ
 วิธี CHO cell assay มีขอจํากัดคือ 

สารเสริมฤทธิ์ท่ีมีอยูในวัคซีนรวมตองมีปริมาณ

ไมมากกวา 1.5 mg/dose จงึสามารถนาํมาทดสอบ

โดยวิธีนี้ได เน่ืองจากสารเสริมฤทธิ์ในวัคซีนทําให

เกิดความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง CHO และ

สารเสรมิฤทธิใ์นวคัซีนแตละตาํรับมีปรมิาณไมเทากนั 

จึงตองมีการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในแตละ

ตาํรบัยากอนนาํมาใชในการตรวจสอบความเปนพษิ

เฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลืออยูในวัคซีน
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           Abstract
Background: An identity test is an important test that is performed on the meningococcal 

vaccine to verify its identity for quality control of the vaccine. The meningococcal 

conjugate vaccine consists of purified polysaccharides from Neisseria meningitidis, and 

each serogroup of meningococcal polysaccharide conjugates with a diphtheria toxoid 

carrier protein that corresponds to the registration dossier, so that vaccine recipients can 

be confident in the quality of the vaccine according to the product's standards. Therefore, 

the agency has expanded its ability to validate the identity of meningococcal vaccines. 

This testing has not been previously available for the quality control service of 

meningococcal conjugate vaccines.

Objective: To develop and validate method of the identity test of the meningococcal 

conjugate vaccine for use as standard methods in the laboratory.
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Methods: The optimum conditions were determined by the specific reaction between 

the antigen and the antibody that was suitable for testing. In addition, the method 

validation was verified for two parameters, including specificity and intermediate precision. 

Results: The results of the optimum conditions of the identity test for meningococcal 

conjugate vaccine by indirect ELISA showed that the optimum dilution level of each 

antibody has a specified dilution factor. The N. meningitidis antiserum group A was diluted 

at 1:10,000, while the N. meningitidis antiserum C, Y, and W135 groups were diluted 

at 1:5,000, respectively. In addition, this assay must be tested according to the designated 

plate templates so that it can be a valid analysis because each type of antigen has a 

specific antibody. Moreover, the result of the validation method was found that this 

method was highly specific to the reaction between antigen and antibody. These were 

calculated from the ratio values of each type of antigen, which presented the ratio values 

in the range of 17.69 - 40.78, while there were no specific reactions between antigen 

and antibody; the ratio values were very low, in the range of -0.02 - 4.95. Thus, the identity 

of each antigen can be determined, and there was no cross-reaction among the serogroups. 

The OD450 nm value of the blank was less than 0.1, which met the acceptance criteria. 

The results of intermediate precision by two independent analysts showed that the results 

of both analysts met the criteria, and the average ratios of standard substances and 

vaccine samples were not significantly different between the two analysts at the 95% 

confidence interval.

Conclusions: The results of the study revealed that the identity test for the meningococcal 

conjugate vaccine using the indirect ELISA technique met the requirements for validation. 

Therefore, it is suitable for use as a standard method for submitting the registration of 

the meningococcal vaccine in Thailand. 

Keywords: Identity test, meningococcal conjugate vaccine, method validation, ELISA 

technique
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            บทคัดยอ
ความสําคัญ: การตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน เปนรายการทดสอบหนึ่งที่

มคีวามสาํคญัในการควบคมุคณุภาพวคัซีน เพ่ือยนืยนัวาวคัซนีประกอบดวยโพลแีซคคาไรดของเชือ้แบคทีเรีย 

Neisseria meningitidis แตละซีโรกรุปเชื่อมตอกับท็อกซอยดเช้ือคอตีบที่ใชเปนโปรตีนพาหะ ตรงตาม

ซีโรกรุปที่ระบุในทะเบียนตํารับยาชีววัตถุ เพื่อสรางความมั่นใจในคุณภาพของวัคซีนตามมาตรฐานของ

ผลิตภัณฑ ดังนั้นหนวยงานไดขยายขีดความสามารถในการตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรค

ไขกาฬหลังแอน ซึ่งเปนรายการทดสอบที่ยังไมเคยใหบริการมากอนสําหรับการตรวจควบคุมคุณภาพ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต

วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสม และตรวจสอบความถูกตองของวิธีตรวจสอบเอกลักษณของ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต เพ่ือนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการในการ

ตรวจยืนยันเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต 

วิธีการวิจัย: การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีดวยการศึกษาปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและ

แอนตบิอด ีและศกึษาการตรวจสอบความถกูตองของวธิใีนพารามิเตอร หัวขอความจําเพาะ และความเทีย่ง

ของวิธีวิเคราะห

ผลการศกึษา: การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิตีรวจสอบเอกลกัษณของวคัซนีปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอน

ชนิดคอนจเูกตดวยเทคนคิ Indirect ELISA พบวาระดับการเจอืจางความเขมขนของแอนตบิอดีทีเ่หมาะสม

ตอการทดสอบสําหรับแอนติเจนแตละชนิดแตกตางกัน โดยสารแอนติบอดี N. meningitidis antiserum 

group A เตรยีมทีร่ะดบัเจือจางความเขมขน 1:10,000 ในขณะทีแ่อนติบอดี N. meningitidis antiserum 

group C, Y และ W135 เตรียมที่ระดับเจือจางความเขมขน 1:5,000 ตามลําดับ และวิธีการทดสอบนี้

ตองทําการทดสอบตามแมแบบของเพลททดสอบที่กําหนดไว จึงสามารถตรวจวิเคราะหเอกลักษณของ

วัคซีนไดอยางถูกตอง เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมีความจําเพาะตอแอนติบอดี และผลการศึกษาความ

ถูกตองของวิธีนี้ พบวาวิธีมีความจําเพาะสูง โดยคํานวณจากคา Ratio ของแอนติเจนแตละชนิด ซึ่งมีคา 

Ratio อยูในชวง 17.69 – 40.78 ในขณะทีห่ากไมเกดิปฏกิริิยาจาํเพาะระหวางแอนตเิจนและแอนตบิอด ี

คา Ratio มีคานอยมากอยูในชวง -0.02 – 4.95 จึงสามารถระบุเอกลักษณของแอนติเจนแตละชนิด

ไดอยางจําเพาะ โดยไมมกีารเกดิ cross reaction ขามซโีรกรุปกัน และคา OD450 nm ของ blank ในเพลท

ทดสอบมคีานอยกวา 0.1 ซ่ึงเปนไปตามเกณฑทีกํ่าหนด และผลการศกึษาความเทีย่งของวธิ ีโดยผูวเิคราะห 

2 คน ที่เปนอิสระตอกัน พบวาผลการทดสอบทั้ง 2 คนเปนไปตามเกณฑที่กําหนด และคาเฉล่ีย Ratio 

ของสารมาตรฐานและตัวอยางวัคซีนจากการทดสอบของนักวิเคราะหท้ัง 2 คน ไมแตกตางกันอยางมีนัย

สําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%
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สรุป: การศึกษานี้พบวาวิธีตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกตดวย

เทคนิค Indirect ELISA ผานการตรวจสอบความถูกตองของวิธี ซึ่งเปนไปตามเกณฑกําหนด ดังน้ันวิธีน้ี

จงึมคีวามเหมาะสมสาํหรบันาํวธิมีาใชเปนวธิมีาตรฐานทางหองปฏบิติัการ เพือ่ใชประกอบการขอขึน้ทะเบยีน

ตํารับยาชีววัตถุจําหนายในประเทศ

คําสําคัญ: การตรวจสอบเอกลักษณ วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต การตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธี เทคนิค Indirect ELISA

บทนํา
 โรคไขกาฬหลงัแอนเกดิจากเช้ือ Neisseria 

meningitides ซ่ึงเปนแบคทเีรยีกรัมลบ รูปรางกลม

คลายเมลด็ถัว่ อยูกนัเปนคู ๆ สามารถแพรกระจาย

ไดทางการไอ จาม การสัมผัสกับน้ํามูก นํ้าลาย 

และมักพบในสถานท่ีคนอยูรวมกันหนาแนน 

และมีสุขาภิบาลสิ่งแวดลอมไมถูกสุขลักษณะ1 

เชื้อ N. meningitides ถูกจําแนกตามโพลีแซค

คาไรดแคปซลู อยางนอย 13 ซโีรกรุป ไดแก A, B, 

C, E, X, Y, Z, W, H, I, K และ L1  โดยซีโรกรุป

สาํคญัในการกอโรคในคนม ี6 ซีโรกรุป คอื ซีโรกรุป 

A, B, C, W, X และ Y2 วิธีการปองกันโรคทําได

โดยการฉีดวัคซีนเพื่อสรางภูมิตานทาน ซึ่งวัคซีน

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอนมีความสําคัญมาก

สําหรับผูที่ตองเดินทางไปยังตางประเทศในพื้นที่

มกีารระบาดของโรคเปนประจาํ โดยผูท่ีจะเดนิทาง

ควรไดรับการฉีดวัคซีนกอนการเดินทาง 7-10 วัน3

 วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ที่ใช

ในปจจุบันผลิตมาจากสวนโพลีแซคคาไรดของ

เชื้อแบคทีเรีย N. meningitidis โดยวัคซีนปองกัน

โรคปองกันโรคไขกาฬหลังแอนมี 2 ชนิด ไดแก 

ชนดิโพลแีซคคาไรดและชนดิคอนจเูกต แตปจจุบัน

มีการข้ึนทะเบียนเฉพาะวัคซีนชนิดคอนจูเกต 

เนื่องจากสามารถกระตุนภูมิคุมกันโดยผานระบบ 

T cell dependent เกิดการตอบสนองไดดีในเด็ก

ที่มีอายุตํ่ากวา 2 ป และสามารถกระตุนภูมิคุมกัน

เมือ่มกีารฉดีซํา้ได4 วคัซนีปองกันโรคไขกาฬหลงัแอน

ที่มีจําหนายในประเทศไทยมีองคประกอบของ

แอนติเจนจากเชื้อ N. meningitidis จํานวน 4 

ซโีรกรุป คอื A, C, Y และ W135 จบักับทอ็กซอยด

ของเช้ือคอตีบซึ่งใชเปนโปรตีนพาหะ และเพื่อให

ผูไดรับวัคซีนมีความมั่นใจในความปลอดภัย และ

ประสิทธิภาพ จึงมีความจําเปนตองตรวจสอบ

คุณภาพใหมีความปลอดภัย และประสิทธิภาพ

ในการปองกนัโรค การตรวจสอบคณุภาพของวคัซีน

สามารถตรวจสอบโดยใชวธิทีางดานชวีภาพ กายภาพ 

และเคมีในหองปฏิบัติการ ซึ่งรายการตรวจสอบ

เอกลักษณ เปนการตรวจวิเคราะหหนึ่งที่มีความ

สําคัญในการควบคุมคุณภาพวัคซีน4 เพื่อยืนยันวา

วัคซีนนั้นประกอบดวยโพลีแซคคาไรดตรงตาม

ซีโรกรุปที่ระบุในทะเบียนตํารับยาชีววัตถุ และ

เพื่อสรางความมั่นใจในคุณภาพของวัคซีนตรงตาม

มาตรฐานของผลิตภัณฑ ดังนั้น จึงไดขยาย
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ขีดความสามารถทางหองปฏิบัติการสําหรับ

การตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรค

ไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต ซึ่งเปนรายการ

ทดสอบที่หนวยงานยังไมเคยใหบริการมากอน 

ในงานวิจัยครั้งนี้ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสม และ

ดาํเนินการตรวจสอบความถกูตองของวิธีตรวจสอบ

เอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ชนิดคอนจูเกต โดยใชเทคนิค Indirect ELISA 

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

เพื่อนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการ

สถาบันชีววัตถุตอไป

วัตถุประสงค
 1. เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสม และ

ตรวจสอบความถกูตองของวิธตีรวจสอบเอกลกัษณ

ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลงัแอนชนดิคอนจเูกต

ดวยเทคนิค Indirect ELISA

 2. เพ่ือใชเปนวิธีมาตรฐานทางหอง

ปฏิบตักิารในการตรวจสอบเอกลกัษณของวัคซีน

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกตดวย

เทคนคิ Indirect ELISA

ระเบียบวิธีการวิจัย
สารมาตรฐาน

 สารมาตรฐานที่มีความจําเพาะสําหรับ

แอนตเิจนแตละชนดิ ไดแก WHO International 

standard for Meningococcal serogroup 

A polysaccharide (13/246, NIBSC), 

Meningococcal serogroup C polysaccharide 

(08/214, NIBSC), Meningococcal serogroup 

Y polysaccharide (16/206, NIBSC) และ Mening-

ococcal serogroup W135 polysaccharide 

(16/152, NIBSC)

ตัวอยาง

 วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิด

คอนจูเกต (Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y and W135 Diphtheria 

Toxoid Conjugate Vaccine) จํานวน 1 รุน

การผลิต และวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ชนดิคอนจเูกต (Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y and W135 Tetanus Toxoid 

Conjugate Vaccine) จํานวน 1 รุนการผลิต 

ซึ่งเปนตัวแทนตัวอยางวัคซีนท่ีมีการนําเขามาวาง

จําหนายในประเทศไทย

เครื่องมือและอุปกรณ

 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (ELISA 

reader) ยี่หอ Tecan รุน Infinite F200 Pro, 

เครื่องลางไมโครเพลทอัตโนมัติ ยี่หอ BIO-RAD 

รุน ImmunoWash 1575, ตูอบเพาะเชือ้อุณหภมิูตํา่ 

(อุณหภูมิ 25ºC), ตูชีวนิรภัย (Biological Safety 

Cabinat, Class II, BSC Type B2), 96 well 

plate Maxisorp NUNC-IMMUNO PLATE 

(Cat. No. 439454, Thermo Fisher Scientific), 

หลอดทดลองพลาสติกฝาเกลียว ขนาด 15 และ 

50 ml, หลอดทดลอง Eppendorf tube ขนาด 

1.5 ml, Automatic pipette ขนาด 5-50 µl, 

20-200 µl และ 100-1,000 µl และ Multichannel 

pipette ขนาด 50-300 µl 
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สารแอนติบอดี 

 สารแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสําหรับ

แอนติเจนแตละชนิด ไดแก N. meningitidis 

antiserum group A (Cat. No. 222281, BD), 

N. meningitidis antiserum group C (Cat. 

No. 222301, BD), N. meningitidis antiserum 

group Y (Cat. No. 228811, BD), N. meningitidis 

antiserum group W135 (Cat. No. 222531, BD), 

Rabbit anti-Diphtheria toxin (Ab53828, 

Abcam), Rabbit anti-Tetanus toxin (Ab53829, 

Abcam) และ Goat polyclonal antibody to 

Rabbit IgG (H+L) HRP conjugated (Ab6721, 

Abcam)

สารเคมีและนํ้ายาทดสอบ

 สารเคมแีละนํา้ยาทดสอบทีใ่ชในการทดสอบ 

ไดแก 10x phosphate buffered saline pH 7.4, 

10% normal goat serum (GNS) ยีห่อ Thermo 

Fisher Scientific, bovine serum albumin 

(BSA) ย่ีหอ Sigma-Aldrich, 1x phosphate 

buffered saline (PBS) pH 7.4 with 0.05% 

tween 20 (washing buffer), 1x PBS pH 7.4 

(diluent), coating buffer for positive control 

(2 µg/ml BSA in 1x PBS), 1M sulfuric acid 

(stop solution) ยี่หอ Merck และสารสับสเตรท 

SureBlue ReserveTM TMB 1-Component 

Microwell Peroxidase Substrate (Cat. No. 

5120-0080, KPL)

การตรวจสอบเอกลกัษณของวัคซนีปองกนัโรค

ไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกตดวยเทคนิค 

Indirect ELISA 

 1. ขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง และสาร

มาตรฐานใชสําหรับเคลือบกนเพลททดสอบ 

ทําการเจือจางตัวอยางวัคซีนใหมีความเขมขนของ 

meningococcal polysaccharide แตละซโีรกรุป 

ประมาณ 1 µg/ml ดวย 1x PBS และเตรียมสาร

มาตรฐานใหมีความเขมขนของ meningococcal 

polysaccharide แตละซโีรกรุป ประมาณ 1 µg/ml 

ดวย 1x PBS ที่เติม BSA 2 µg/ml หลังจากนั้น

เติมตัวอยางวัคซีน และสารมาตรฐานลงในเพลท

ทดสอบ (96 well plate) เติมลงในตําแหนงท่ี

กําหนดไว ปริมาตรหลุมละ 100 ul โดยเพลท

ทดสอบ 1 plate สามารถตรวจสอบเอกลักษณ

ของวัคซนีไดสงูสดุ 7 ตัวอยาง แลวนาํเพลททดสอบ

ไปบมที่ตูบม อุณหภูมิ 25ºC นาน 18-24 ช่ัวโมง 

เมื่อครบเวลานําเพลททดสอบลางดวย washing 

buffer หลุมละ 300 ul จํานวน 3 ครั้ง โดยใช

เครื่องลางไมโครเพลทอัตโนมัติ และเคาะเพลท

บนกระดาษซับใหแหง

 2. ขั้นตอน Blocking plate เติม 10% 

GNS ปรมิาตรหลมุละ 100 ul แลวนาํเพลททดสอบ

ไปบมทีตู่บมอณุหภูม ิ25ºC นาน 1 ชัว่โมง เมือ่ครบ

เวลานาํเพลททดสอบลางตามวธิขีางตน และเคาะ

เพลทบนกระดาษซับใหแหง
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 3. ขั้นตอนการเติม Primary antibody 

เตรียม primary antibody ที่มีความจําเพาะตอ

แอนติเจนแตละซีโรกรุป โดยเจือจางความเขมขน

ท่ีเหมาะสมดวย diluent ดังนี้ N. meningitidis 

antiserum group A, Rabbit anti-Diphtheria 

toxin และ Rabbit anti-Tetanus toxin 

เจือจางที่ระดับความเขมขน 1:10,000 สวน 

N. meningitidis antiserum group C, 

N. meningitidis antiserum group Y และ 

N. meningitidis antiserum group W135 

เจือจางที่ระดับความเขมขน 1:5,000 ตามลําดับ 

แลวเติม primary antibody ที่มีความจําเพาะ

แตละแอนติเจน เติมลงในตําแหนงที่กําหนดไว 

ปริมาตรหลุมละ 100 ul แลวนําเพลททดสอบ

ไปบมท่ีตู บมอุณหภูมิ 25ºC นาน 1 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลานําเพลททดสอบลางตามวิธีขางตน 

และเคาะเพลทบนกระดาษซับใหแหง

 4. ขัน้ตอนการเติม Secondary antibody 

เตรียม Goat polyclonal antibody to Rabbit 

IgG (H+L) HRP conjugated เจือจางที่ระดับ

ความเขมขน 1: 25,000 ดวย diluent แลวเติมลง

ในเพลททดสอบทกุหลุม ปรมิาตรหลมุละ 100 ul 

นําเพลททดสอบไปบมที่ตูบม อุณหภูมิ 25ºC 

นาน 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานําเพลททดสอบ

ลางตามวิธีขางตน และเคาะเพลทบนกระดาษซับ

ใหแหง 

 5. ข้ันตอนปฏิกิริยาการเกิดสี และการ

อานผล เติมสารสับสเตรท (TMB substrate) 

ปริมาตรหลุมละ 100 ul ลงในเพลททดสอบ

ทุกหลุม บมใหเกิดสีที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที 

มกีารปองกนัแสง หากเกดิปฏิกริยิาจาํเพาะระหวาง

แอนตเิจนกบัแอนตบิอดตีรวจตดิตามดวย secondary 

antibody ที่ติดฉลากดวยเอนไซม HRP เมื่อเติม

สับสเตรทลงไป สับสเตรทจะถูกยอยดวยเอนไซม 

HRP เกดิเปนสารสนีํา้เงิน และเมือ่ครบเวลา 10 นาท ี

เติม 1M sulfuric acid (stop solution) ปรมิาตร

หลุมละ 50 ul เพื่อหยุดปฏิกิริยาโดยจะเกิดการ

เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปนสีเหลือง แลวนําเพลท

ทดสอบไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 

450 nm ดวยเครือ่ง ELISA reader และนาํผลมา

คํานวณ ratio ระหวางคา OD450 nm ของตัวอยาง

วัคซีน ตอคาเฉลี่ย OD450 nm ของ blank รายงาน

ผลบวกเมือ่คา ratio ของตัวอยางวคัซนีมีคามากกวา 

7.0 และรายงานผลเปนลบเมื่อคา ratio มีคา

นอยกวาหรือเทากับ 7.0

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี

 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี 

อาศยัหลกัการของการเกิดปฏิกริิยาจาํเพาะระหวาง

แอนติเจนและแอนติบอดี โดยหาระดับเจือจาง

ความเขมขนท่ีเหมาะสมของ Primary และ 

Secondary antibody เพือ่ใชสาํหรับการทดสอบ 

ทําการเจือจางระดับความเขมขนของ primary 

antibody ในแตละชนิด ดังนี้ N. meningitidis 

antiserum group A, N. meningitidis antiserum 

group C, N. meningitidis antiserum group Y, 

N. meningitidis antiserum group W135, 
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anti-diphtheria toxoid และ anti-Tetanus 

toxin เจือจางความเขมขนดวยสาร diluent 

ที่ระดับ 1:1,000, 1:5,000 และ 1:10,000 และ

ทาํการเจอืจางระดับความเขมขนของ secondary 

antibody (anti-rabbit IgG HRP conjugated) 

ดวยสาร diluent ท่ีระดบั 1:10,000 และ 1:25,000 

หลังจากนั้นดําเนินการทดสอบเอกลักษณของ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต

ดวยเทคนิค Indirect ELISA และพิจารณา

คาการดูดกลืนแสง (optical density; OD) 

ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น

ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีแตละชนิด 

โดยคาการดดูกลนืแสง OD450 nm ของสารมาตรฐาน

และตัวอยางวัคซีนจะตองมีคานอยกวา 3.0 และ

คาการดูดกลืนแสง OD450 nm ของ blank ตองมีคา

นอยกวา 0.16-8 

การตรวจสอบความถูกตองของวิธี

 การตรวจสอบความถกูตองของวธีิตรวจสอบ

เอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ชนิดคอนจูเกตโดยใชเทคนิค Indirect ELISA 

เปนรายการทดสอบเชิงคุณภาพ (qualitative 

assay) เพือ่ระบคุวามจําเพาะของ Meningococcal 

polysaccharide ในแตละซีโรกรุป A, C, Y และ 

W135 ที่เชื่อมตอกับ Diphtheria Toxoid carrier 

protein โดยรายงานผลเปนบวก (positive) 

หรอืลบ (negative) จึงมีการดาํเนนิการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธีใน 2 พารามิเตอร ไดแก 

การตรวจสอบความจําเพาะของวิธี (specificity) 

และความเทีย่งของวิธี (intermediate precision)5

 การหาความจําเพาะของวิธี เพ่ือยืนยันวา

วธิมีคีวามจาํเพาะตอแอนตเิจนทีจ่าํเพาะแตละชนดิ

เทานั้น ตองไมเกิด cross reaction ระหวาง 

non-target antigen กับ antibody ศึกษาโดย

ทาํการเจอืจางความเขมขนของตวัอยางวคัซนี และ

สารมาตรฐานของแตละซโีรกรุป เทากบั 1 µg/ml 

จากนั้นดําเนินการทดสอบดวยเทคนิค Indirect 

ELISA แลวอานผลการทดสอบดวยการพิจารณา

ความสัมพันธระหวาง คา OD450 nm ของตัวอยาง 

ตอคาเฉลี่ย OD450 nm ของ blank ทําการทดสอบ

จํานวน 3 ครัง้ ซึง่เกณฑกําหนดมดัีงน้ี (1) ตัวอยาง

วคัซนีและสารมาตรฐานจะตองมคีา Ratio มากกวา 

7.0 (2) Non-target จะตองไมเกดิ cross reaction 

ระหวางแอนติเจน polysaccharide กบัแอนตบิอดี

ของซีโรกรุปอื่น ๆ เชน การเกิดปฏิกิริยาระหวาง

แอนตเิจนซโีรกรุป A ตอแอนตบิอด ีAnti-Men C, 

Anti-Men Y และ Anti-Men W135 จะตองมีคา 

Ratio นอยกวาหรือเทากับ 7.0 (3) Non-target 

จะตองไมเกิด cross reaction ระหวางแอนติเจน 

DT carrier protein กับแอนติบอดีของ Anti-

Tetanus toxoid จะตองมีคา Ratio นอยกวา

หรือเทากับ 7.0 และ (4) คาเฉลี่ย OD450 nm ของ

 blank จะตองมีคานอยกวา 0.1

 การทดสอบความเที่ยงของวิธี ทําการ

ทดสอบโดยนักวิเคราะห 2 คน ที่เปนอิสระตอกัน 

ใชตวัอยางวคัซนี Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y and W135 Diphtheria 

Toxoid Conjugate Vaccine จาํนวน 1 รุนการผลติ 

และทาํการทดสอบจํานวน 3 ครัง้ ทดสอบตางวนักนั 
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โดยทําการเจอืจางความเขมขนของตวัอยางวัคซนี 

และสารมาตรฐานของแตละซีโรกรุป เทากับ 

1 µg/ml จากนั้นดําเนินการทดสอบดวยเทคนิค 

Indirect ELISA อานผลการทดสอบดวยการพิจารณา

ความสัมพันธระหวาง คา OD450 nm ของตัวอยาง 

ตอคาเฉลี่ย OD450 nm ของ blank ทําการทดสอบ

จํานวน 3 ครั้ง ซ่ึงเกณฑกําหนด ดังนี้ (1) ผลการ

ทดสอบของผูวิเคราะหทั้ง 2 คน ที่เปนอิสระตอกัน 

ตองมคีา Ratio ของตวัอยางวคัซนี และสารมาตรฐาน

เปนไปในรปูแบบเดยีวกนั และ (2) คาเฉลีย่ OD450 nm 

ของ blank จะตองมีคานอยกวา 0.1 นอกจากนี้

ทําการวิเคราะหขอมูลผลการทดสอบระหวาง

นักวิเคราะห 2 คนทางสถิติ โดยใช F-Test Two-

Sample for Variances และ T-Test Two-

Sample Assuming Equal Variances 

การวิเคราะหขอมูล

 รายงานผลการทดสอบ แปลผลเปนบวก 

(positive) หรือ ลบ (negative) โดยคํานวณจาก

สัดสวนคา OD450 nm ของตัวอยางวัคซีนในแตละ

แอนตเิจน ตอคาเฉลีย่ OD450 nm ของ blank ตาม

สูตรคํานวณ

Ratio =        
(A450 value of sample)

          
(Average A450 value of plate blank)

 เมือ่สดัสวนของคา OD450 nm ของตวัอยาง

ตอคาเฉลีย่ OD450 nm ของ blank มคีามากกวา 7.0 

ใหรายงานผลเปนบวก รายงานผลลบเมื่อสัดสวน

ของคา OD450 nm ของตวัอยางตอคาเฉลีย่ OD450 nm 

ของ blank มีคานอยกวาหรือเทากับ 7.0 ทั้งนี้

แอนติเจนแตละชนิดท่ีเปนสวนประกอบในวัคซีน

ตองเปนไปตามที่ไดรับการขึ้นทะเบียนตํารับยา

ชีววัตถุ

ผลการศึกษา
ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี

    พบวาระดับเจือจางความเขมขนของสาร 

primary antibody ที่เหมาะสมตอการทดสอบ 

สําหรับแอนติเจนแตละซีโรกรุปแตกตางกัน คือ

สารแอนติบอดี N. meningitidis antiserum 

group A ตองเจอืจางระดับความเขมขนที ่1:10,000 

ในขณะที่แอนติเจนซีโรกรุป N. meningitidis 

antiserum group C, Y และ W135 ตองเจือจาง

ระดับความเขมขนที่ 1:5,000 ตามลําดับ และสาร

แอนติบอดี Rabbit anti-Diphtheria toxin และ 

Rabbit anti-Tetanus toxin ใชสําหรับตรวจ

เอกลกัษณโปรตนีพาหะตองเจอืจางระดบัความเขมขน

ที ่1:10,000 ซึง่ระดบัเจือจางความเขมขนของสาร

แตละชนดิดงักลาว มีผลโดยตรงตอคาการดดูกลนืแสง

ท่ีความยาวคลืน่ 450 nm ของแอนติเจนแตละชนดิ 

ในขณะที่สารแอนติบอดี secondary antibody 

(Goat polyclonal antibody to Rabbit IgG 

(H+L) HRP conjugated) ตองเจือจางที่ระดับ 

1: 25,000 สงผลตอคาการดูดกลนืแสงท่ีความยาว

คล่ืน 450 nm ของแอนติเจนแตละชนิด และคา 

blank ใหเปนไปตามเกณฑกาํหนด โดยคา blank 

จะตองมีคานอยกวา 0.1 หากใชความเขมขนของ 

secondary antibody ท่ีสูงเกินไป จะสงผลให

คาการดูดกลืนแสงของ blank มีคาสูงเกิน 0.1 
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ตารางที ่1 ผลการทดสอบความจําเพาะของวิธีตรวจสอบเอกลกัษณของวคัซนีปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอน

ชนิดคอนจูเกต (Meningococcal polysaccharide serogroup A, C, Y and W135 Diphtheria 

Toxoid Conjugate Vaccine) โดยใชเทคนิค Indirect ELISA

Specificity test
OD450nm

1st time

Ratio OD450nm

2nd time

Ratio OD450nm

3rd time

Ratio

ซึ่งไมผานเกณฑกําหนด จึงไมสามารถวิเคราะห

ผลการทดสอบได

ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี

 การทดสอบความจําเพาะของวิธี 

(specificity) เมื่อทดสอบกับสารมาตรฐาน 

Meningococcal polysaccharide serogroup 

A, C, Y และ W135 (NIBSC) ที่ใชเปน positive 

control จํานวน 3 ครั้ง เพ่ือยืนยันวาวิธีมีความ

จําเพาะตอแอนติเจนที่จําเพาะแตละชนิด ผลการ

ทดสอบพบวาแอนตเิจนแตละชนิด มคีา ratio >7.0 

ซึ่งใหผลการทดสอบเปนบวก มีความจําเพาะ

เจาะจงในแอนติเจนแตละชนิด เปนไปตามเกณฑ

ที่กําหนด และจากการทดสอบทั้ง 3 ครั้ง คาที่ได

เปนไปในรูปแบบเดียวกัน (ตารางที่ 1) และเมื่อ

ทดสอบกับตวัอยางวคัซนีปองกันโรคไขกาฬหลงัแอน

ชนิดคอนจูเกต ผลการทดสอบพบวา แอนติเจน

แตละชนดิของ Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y และ W135 มคีา ratio >7.0 

และผลการทดสอบแอนติเจน Diphtheria toxoid 

ซ่ึงใชเปน carrier protein ในตัวอยางวคัซีนพบวา

มีคา ratio >7.0 ซึ่งใหผลการทดสอบเปนบวก 

มีความจําเพาะเจาะจงในแอนติเจนแตละชนิด 

เปนไปตามเกณฑทีกํ่าหนด และจากการทดสอบทัง้ 

3 ครัง้ คาทีไ่ดเปนไปในรปูแบบเดยีวกัน (ตารางที ่1) 

Diluent buffer

Positive control (NIBSC)

PS serogroup A 

PS serogroup C 

PS serogroup Y 

PS serogroup W135 

Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y and W135 

Diphtheria Toxoid Conjugate Vaccine

PS serogroup A in vaccine

PS serogroup C in vaccine

PS serogroup Y in vaccine

PS serogroup W135 in vaccine

Diphtheria toxoid in vaccine

*คาเฉลี่ยของคา blank จํานวน 6 หลุม

0.0788*

1.8850

1.5916

1.8815

1.8301

1.7922

2.4035

1.3937

1.9706

2.5599

1.00

23.93

20.21

23.89

23.23

22.75

30.51

17.69

25.02

32.50

0.0613*

1.5937

1.7086

1.4601

1.4252

1.7886

2.6168

2.1645

2.1729

2.4845

1.00

25.99

27.87

23.81

23.24

29.17

42.68

35.30

35.44

40.52

0.0494*

1.0831

1.5152

1.3017

1.1743

1.3026

2.0133

1.6711

1.6459

1.9178

1.00

21.94

30.69

26.37

23.79

26.39

40.78

33.85

33.34

38.85
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 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยา cross 

reaction ระหวางแอนตเิจน Meningococcal 

polysaccharide กับสารแอนติบอดีที่ผลิตจาก

ซีโรกรุปอื่น 

 ผลการทดสอบพบวาวิธีน้ีไมมีการเกิด

ปฏิกิริยา cross reaction ขามซีโรกรุ ปกัน 

ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาขึ้นไดเฉพาะแอนติเจนและ

แอนติบอดีจําเพาะของซีโรกรุปตัวมันเองเทานั้น 

ไมเกิดปฏิกิริยากับซีโรกรุปอื่น ๆ โดยแสดงผล

การทดสอบดังนี้

 - ไมพบการเกดิปฏิกริยิาระหวางแอนตเิจน 

Men A ตอแอนตบิอด ีAnti-Men C, Anti-Men Y 

และ Anti-Men W135 โดยคา ratio ≤ 7.0 ซึ่งให

ผลการทดสอบเปนลบ เปนไปตามเกณฑที่กําหนด 

 - ไมพบการเกดิปฏกิริยิาระหวางแอนตเิจน 

Men C ตอแอนติบอดี Anti-Men A, Anti-Men Y 

และ Anti-Men W135 โดยคา ratio ≤ 7.0 ซึ่งให

ผลการทดสอบเปนลบ เปนไปตามเกณฑที่กําหนด 

 - ไมพบการเกดิปฏกิริยิาระหวางแอนตเิจน 

Men Y ตอแอนติบอดี Anti-Men A, Anti-Men C 

และ Anti-Men W135 โดยคา ratio ≤ 7.0 ซึง่ให

ผลการทดสอบเปนลบ เปนไปตามเกณฑที่กําหนด 

 - ไมพบการเกดิปฏกิริิยาระหวางแอนติเจน 

Men W135 ตอแอนติบอดี Anti-Men A, Anti-

Men C และ Anti-Men Y โดยคา ratio ≤ 7.0 

ซึ่งใหผลการทดสอบเปนลบ เปนไปตามเกณฑที่

กาํหนด จึงสามารถยนืยนัไดวาวธินีีม้คีวามจําเพาะสงู 

(รูปที่ 1)

รูปที่ 1 ผลการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา cross reaction ระหวางแอนติเจน Meningococcal 

polysaccharide กับสารแอนติบอดีที่ผลิตจากซีโรกรุปอ่ืน ๆ
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 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยา cross 

reaction ระหวางแอนติเจน Diphtheria 

toxoid กับแอนติบอดีของ anti-Tetanus 

 ผลการทดสอบพบวาไมเกิดปฏิกิริยา 

cross reaction ระหวาง DT กับ anti-Tetanus 

จึงสามารถยืนยันไดวาวิธีนี้มีความจําเพาะสูง 

ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาขึ้นไดเฉพาะแอนติเจนและ

แอนตบิอดจีาํเพาะของตวัมนัเองเทานัน้ (ตารางที ่2)

 การทดสอบความเที่ยงของวิธี (Inter-

mediate precision) 

 1. เมื่อทดสอบความเที่ยงของวิธี โดย

ผูวิเคราะห 2 คน ทีเ่ปนอสิระตอกนั ผลการทดสอบ

พบวาสารมาตรฐานของแอนติเจนแตละชนิด 

Meningococcal polysaccharide serogroup 

A, C, Y และ W135 (NIBSC) มีคา ratio > 7.0 

ใหเปนการทดสอบเปนบวกทกุซโีรไทป ซ่ึงผูวเิคราะห

ทั้งสองคนใหผลการทดสอบไปในรูปแบบเดียวกัน 

และเปนไปตามเกณฑที่กําหนด (ตารางที่ 3) และ

นําขอมูลมาวิเคราะหทางสถิติโดยใชสถิติ F-Test 

Two-Sample for Variances และ T-Test 

Two-Sample Assuming Equal Variances 

ในการวิเคราะหขอมูลผลการทดสอบระหวาง

นักวิเคราะห 2 คน พบวาคาเฉลี่ย Ratio ของ

สารมาตรฐานท้ัง 4 ซีโรกรุปจากการทดสอบ

ของนักวิเคราะหท้ัง 2 คน คา P(T<=t) two-tail 

= 0.086 ซึ่งมีคามากกวา p-value ดังนั้นขอมูล

คาเฉลี่ย Ratio ของสารมาตรฐานท้ัง 4 ซีโรกรุป

จากการทดสอบของผูวิเคราะหทั้ง 2 คน จึงไม

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 2 ผลการศึกษาการเกิดปฏิกิริยา cross reaction ระหวางแอนติเจน Diphtheria toxoid 

carrier protein ในวัคซีนตอชนิดของสารแอนติบอดี ไดแก Rabbit anti-Diphtheria toxin และ 

Rabbit anti-Tetanus toxin 

Antigen
1st time

Ratio

2nd time

Ratio

3rd time

Ratio

Diphtheria toxoid 

(Meningococcal 

polysaccharide serogroup A, 

C, Y and W135 Diphtheria 

Toxoid Conjugate Vaccine)

Rabbit anti-Diphtheria toxin 

Rabbit anti-Tetanus toxin

32.50

0.16

40.52

-0.02

38.85

0.12
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ตารางที่ 3 ผลการศึกษาความเที่ยงของวิธี ทดสอบดวยสารมาตรฐานของแอนติเจนแตละชนิด 

Meningococcal polysaccharide serogroup A, C, Y และ W135 (NIBSC)  

Serogroup/

Analyst

Ratio of WHO International standard for Meningococcal

polysaccharide in each serogroup

CA Y W135

Analyst 1

Analyst 2

41.37

31.90

22.00

17.64

27.67

33.21

42.74

32.47

23.56

23.20

29.72

36.02

43.72

33.46

23.19

19.41

29.84

31.59

39.74

31.10

22.01

17.43

29.25

28.19

ตารางที ่4 ผลการวเิคราะหขอมลูทางสถิตขิองชุดขอมลูสารมาตรฐาน โดยใชสถติ ิF-Test Two-Sample 

for Variances และ T-Test Two-Sample Assuming Equal Variances

F-Test Two-Sample for Variances ผูวิเคราะห 1 ผูวิเคราะห 2

Mean

Variance

df

F

P(F<=f) one-tail

F Critical one-tail

32.27166667

68.30428788

11

1.812356057

0.169245309

3.473699051

26.93083333

37.68811742

11

 t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances ผูวิเคราะห 1 ผูวิเคราะห 2

Mean

Variance

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

32.27166667

68.30428788

52.99620265

0

22

1.797058747

0.043034681

1.717144374

0.086069361

2.073873068

26.930833

37.688117
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 2. เมื่อทดสอบความเที่ยงของวิธี 

โดยผูวิเคราะห 2 คน ที่เปนอิสระตอกัน ผลการ

ทดสอบพบวาตัวอยางวัคซีน Meningococcal 

polysaccharide serogroup A, C, Y and 

W135 Diphtheria Toxoid Conjugate Vaccine 

มีคา ratio > 7.0 ใหเปนการทดสอบเปนบวก

ทุกซีโรไทป และแอนติเจน Diphtheria toxoid 

ในตัวอยางวัคซีน พบวามีคา ratio > 7.0 ใหเปน

การทดสอบเปนบวก และผูวิเคราะหทั้งสองคน

ใหผลการทดสอบไปในรูปแบบเดียวกัน ซึ่งเปนไป

ตามเกณฑที่กําหนด (ตารางที่ 5) และนําขอมูล

มาวิเคราะหทางสถิติโดยใชสถิติ F-Test Two-

Sample for Variances และ T-Test Two-

Sample Assuming Equal Variances ในการ

วิเคราะหขอมลูผลการทดสอบระหวางนกัวิเคราะห 

2 คน พบวาคาเฉลี่ย Ratio ของตัวอยางวัคซีน

ท้ัง 4 ซีโรกรุปจากการทดสอบของนักวิเคราะห

ทัง้ 2 คน คา P(T<=t) two-tail = 0.6573 ซึง่มคีา

มากกวา p-value ดังนั้นขอมูลคาเฉลี่ย Ratio 

ของสารมาตรฐานทั้ง 4 ซีโรกรุปจากการทดสอบ

ของผูวิเคราะหท้ัง 2 คนจึงไมแตกตางกันอยาง

มนียัสาํคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (ตารางที ่6)

ตารางที ่5 ผลการศกึษาความเท่ียงของวิธ ีทดสอบดวยตัวอยางวัคซนี Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y and W135 Diphtheria Toxoid Conjugate Vaccine

Serogroup/

Analyst

Ratio of Meningococcal polysaccharide serogroup A, C, Y

and W135 Diphtheria Toxoid Conjugate Vaccine

CA Y W135 DT

Analyst 1

Analyst 2

43.61

45.77

28.68

35.66

38.05

47.16

36.52

36.30

21.49

25.84

30.91

37.21

43.33

42.49

25.29

35.31

35.62

45.39

43.16

43.28

25.12

34.01

36.10

44.55

44.30

45.16

29.21

36.93

40.63

48.79

ตารางที ่6 ผลการวิเคราะหขอมลูทางสถิตขิองชดุขอมลูตวัอยางวคัซนี โดยใชสถติ ิF-Test Two-Sample 

for Variances และ T-Test Two-Sample Assuming Equal Variances

F-Test Two-Sample for Variances ผูวิเคราะห 1 ผูวิเคราะห 2

Mean

Variance

df

F

P(F<=f) one-tail

F Critical one-tail

36.914

74.10058286

14

1.913113959

0.118567124

2.978587524

38.144

38.73296857
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อภิปรายผล
 รายการตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีน

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต

(Identity test) เปนรายการทดสอบที่ใชตรวจ

ควบคุมคุณภาพกระบวนการผลิตวัคซีน ตั้งแต

ขัน้ตอนระหวางการผลติไปจนถงึไดเปนผลติภณัฑ

วคัซนี ไดแก ขัน้ตอนผลติ purified polysaccharide, 

purified carrier protein, monovalent bulk 

conjugates และ final product4, 6 สําหรับวิธี

ที่ใชในการตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกัน

โรคไขกาฬหลงัแอนชนดิคอนจเูกต World Health 

Organization (WHO) แนะนําใหใชวิธี Nuclear 

Magnetic Resonance (NMR) หรือวธิ ีserological 

test4 ซึ่งวิธี NMR เปนวิธีที่ใชเครื่องมือจําเพาะ

ซึ่งไมไดเปนเครื่องมือท่ีใชทั่วไปจึงเปนขอจํากัด

ในการนําใชเพื่อการควบคุมคุณภาพในระหวาง

กระบวนการผลติ6 ในขณะทีวิ่ธี serological test 

เปนวิธีการตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีดวย

เทคนิค enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA) ซึ่งเปนวิธีที่ใชเครื่องมือที่มีในหอง

ปฏบิตักิาร อาศยัหลกัการแอนตเิจนทีส่นใจจบักบั

แอนติบอดีที่จําเพาะ เกิดปฏิกิริยาที่จําเพาะตอกัน 

และตรวจวัดผลการทดสอบดวยเครื่องวัดคาการ

ดูดกลืนแสง จึงเหมาะสําหรับใชในการควบคุม

คุณภาพกระบวนการผลิต การศึกษาครั้งนี้ไดนํา

เทคนิค Indirect ELISA มาใชเปนวิธีตรวจสอบ

เอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ชนิดคอนจูเกต โดยดําเนินการศึกษาสภาวะที่

เหมาะสมของวิธี โดยกําหนดความเขมขนของ

แอนติเจนแตละซีโรกรุปคงที่ประมาณ 1 µg/ml 

เพือ่หาระดบัเจอืจางความเขมขนของสาร primary 

antibody และสาร secondary antibody 

ทีเ่หมาะสมสาํหรบัทาํปฏกิริยิากบัแอนตเิจนทีส่นใจ 

ตารางที ่6 ผลการวิเคราะหขอมลูทางสถิตขิองชดุขอมลูตวัอยางวคัซนี โดยใชสถติ ิF-Test Two-Sample 

for Variances และ T-Test Two-Sample Assuming Equal Variances (ตอ)

 t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances ผูวิเคราะห 1 ผูวิเคราะห 2

Mean

Variance

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

36.914

74.10058286

56.41677571

0

28

-0.448468157

0.328633378

1.701130934

0.657266756

2.048407142

38.144

38.73296857
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โดยรายการทดสอบน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบ

เอกลักษณแอนติเจนที่เปนสวนประกอบอยูใน

ผลิตภัณฑวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิด

คอนจเูกต ไดแก Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y และ W135 โดยมโีปรตีนพาหะ 

ไดแก Diphtheria toxoid หรอื Tetanus toxoid 

ซึง่ชนดิของโปรตนีพาหะท่ีเปนสวนประกอบในวัคซนี

ข้ึนอยูกับการศึกษาสวนประกอบทางการคาของ

ผูผลติ การเกิดปฏิกริยิาทีจ่าํเพาะระหวางแอนตเิจน

และแอนติบอดีท่ีเหมาะสมขึ้นอยูกับการเจือจาง

ระดับความเขมขนของแอนติบอดี5 โดยคาการดูด

กลืนแสง (optical density; OD) ของตัวอยาง

จะตองมีคานอยกวา 3.0 หากมีคา OD มากกวา 

3.0 สงผลใหเกิดความผิดพลาดในการอานผล 

และผลการทดสอบไมมีความนาเชื่อถือ ตองมีการ

เจอืจางระดบัความเขมขนของแอนตบิอดใีหคา OD 

อยูในชวงที่อานคาไดถูกตอง7 จากการศึกษา

ระดับการเจือจางความเขมขนของสาร primary 

antibody และ secondary antibody พบวา

แอนติบอดีแตละชนิดมีระดับเจือจางความเขมขน

ที่แตกตางกัน ขึ้นอยู กับปฏิกิริยา antigen-

antibody reaction ทีจ่าํเพาะ โดยสารแอนตบิอด ี

N. meningitidis antiserum ในแตละซีโรกรุป 

ระดับการเจือจางความเขมขนที่เหมาะสมเทากับ 

1:5,000 (สาํหรบัซีโรกรุป C, Y และ W135) และ 

1:10,000 (สาํหรับซโีรกรุป A) สวนสารแอนตบิอด ี

Rabbit anti-Diphtheria toxin และ Rabbit 

anti-Tetanus toxin ใชสําหรับตรวจเอกลักษณ

โปรตนีพาหะ ระดบัเจอืจางความเขมขนทีเ่หมาะสม

เทากับ 1:10,000 ในขณะที่สารแอนติบอดี 

secondary antibody (Goat polyclonal 

antibody to Rabbit IgG (H+L) HRP conjugated) 

ระดับการเจือจางความเขมขนท่ีเหมาะสมเทากับ 

1: 25,000 สงผลใหคา OD ของตัวอยางและ

สารมาตรฐานทีใ่ชในการทดสอบ อานคา OD450nm 

อยูในชวง 1.1 - 2.6 ซ่ึงอยูในชวงการวัดผลท่ีมี

ความถูกตอง และไมเกินความสามารถของเครื่อง 

ELISA reader ในการอานคาไดอยางถูกตอง 

และเกณฑกําหนดมาตรฐานคา OD ของ blank 

ในเพลททดสอบจะตองมีคานอยกวา 0.18 

ผลจากตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรค

ไขกาฬหลงัแอนชนิดคอนจูเกตดวยเทคนคิ Indirect 

ELISA พบวาคา OD450nm ของ blank มคีานอยกวา 

0.1 ซึ่งผลการทดสอบเปนไปตามเกณฑกําหนด 

เมื่อวิธีผานการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมแลว 

ดําเนินการตรวจสอบความถูกตองของวิธีตาม 

ICH guideline5 ผลการศึกษาความจําเพาะของ

วิธีใหผลการทดสอบเปนไปตามเกณฑกําหนด 

(ตารางท่ี 1, 2 และรูปท่ี 1) แสดงใหเห็นวาวิธี

มีความจําเพาะสูง โดยแอนติบอดีแตละชนิด

มคีวามจําเพาะตอแอนตเิจนชนดิใดชนดิหนึง่เทาน้ัน 

ไมมีการเกิด cross reaction ขามแอนติเจนกัน 

เนื่องจากแอนติเจนที่เปนสวนประกอบในวัคซีน

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ผลิตจากแคปซูลของ

เชื้อแบคทีเรีย N. meningitidis ซึ่งเปนสารโพลี

แซคคาไรด โดยโพลีแซคคาไรดแตละซีโรกรุป

จําแนกจากโครงสรางโพลีแซคคาไรดแคปซูล 

และความจําเพาะทางภูมิคุมกัน9-10 โดยจากผล
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การศกึษาการเกิดปฏกิิริยา cross reaction ระหวาง

แอนติเจน Meningococcal polysaccharide 

กับแอนติบอดีของซีโรกรุปอื่น ๆ ยืนยันวาวิธีนี้

สามารถระบุเอกลักษณของแอนติเจนแตละชนิด

อยางจาํเพาะและถูกตอง และผลการศึกษาความเท่ียง

ของวิธี โดยผูวิเคราะห 2 คน ที่เปนอิสระตอกัน 

พบวาผลการทดสอบท้ัง 2 คนไปในรปูแบบเดยีวกนั 

และเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด (ตารางที ่3 และ 5) 

เมือ่นําขอมลูมาวเิคราะหโดยใชสถิต ิF-Test Two-

Sample for Variances และ T-Test Two-S

ample Assuming Equal Variances พบวา

คาเฉล่ีย Ratio ของสารมาตรฐานและตัวอยาง

วัคซีนจากการทดสอบของนักวิเคราะหทั้ง 2 คน 

ไมแตกตางกันอยางมนียัสาํคญั ทีร่ะดบัความเชือ่ม่ัน 

95% (ตารางที่ 4 และ 6) แสดงวาวิธีนี้มีความ

เท่ียงสงู สามารถใชวธินีีใ้นการตรวจสอบเอกลกัษณ

ของวคัซนีปองกันโรคไขกาฬหลงัแอนชนิดคอนจูเกต

ดวยเทคนิค Indirect ELISA ได และวิธีน้ีไดถูก

นํามาใชเปนวิธีมาตรฐานสําหรับตรวจคุณภาพ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกต

เพือ่ประกอบการขึน้ทะเบยีนตาํรบัยาในประเทศไทย

สรุปผล
 การศึกษานี้ไดพัฒนาและตรวจสอบ

ความถกูตองของวธิตีรวจสอบเอกลกัษณของวคัซีน

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกตดวย

เทคนคิ Indirect ELISA พบวาวธินีีม้คีวามจาํเพาะ

สูงตอโพลีแซคคาไรดในแตละซีโรกรุป ไดแก 

serogroups A, C, Y and W135 ซึง่แตละซโีรกรุป

ไมเกิด cross reaction ตอกัน จึงสามารถบงช้ี

เอกลักษณของโพลีแซคคาไรดแตละซีโรกรุปได 

และสามารถบงช้ีเอกลักษณของโปรตีนพาหะ 

(carrier protein) ทีเ่ช่ือมตออยูกับโพลแีซคคาไรด 

ซึ่งวิธีนี้สามารถบงชี้โปรตีนพาหะชนิด Diphtheria 

toxoid และ Tetanus toxoid carrier protein ได 

โดยโปรตนีพาหะแตละชนดิไมเกดิ cross reaction 

ตอกัน และวิธีนี้มีความเที่ยง โดยผลการทดสอบ

จากผูวิเคราะหทัง้ 2 คนเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 

และไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% ดังนั้นวิธีนี้จึงมีความถูกตอง และ

เหมาะสมสําหรับนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทาง

หองปฏิบัติการได

ขอเสนอแนะ
 การตรวจสอบเอกลกัษณของวคัซีนปองกัน

โรคไขกาฬหลังแอนชนิดคอนจูเกตดวยเทคนิค 

Indirect ELISA เปนวิธีท่ีมีความจําเพาะสูงตอ

แอนติเจนจําเพาะเทานั้น วิธีนี้จึงสามารถตรวจ

วิเคราะหไดเฉพาะแอนติเจนจําเพาะ ไดแก 

N. meningitidis serogroup A, C, Y และ W135

 และ carrier protein ชนิด Diphtheria toxoid 

และ Tetanus toxoid เทานั้น หากวัคซีนมี

สวนประกอบเปนแอนติเจนชนิดอื่น ๆ เชน โพลี

แซคคาไรดซีโรกรุปอื่น หรือ carrier protein 

ชนดิอืน่ ตองดาํเนนิการศกึษาความเหมาะสมของวธิ ี

และศึกษาความถูกตองของวิธีใหจําเพาะสําหรับ

แอนติเจนนั้น ๆ ตอไป ไดแก การเกิดปฏิกิริยาที่

จําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม
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ขึ้นอยูกับการเจือจางระดับความเขมขนของ

แอนติบอดี โดยคาการดูดกลืนของตัวอยางและ

สารมาตรฐานท่ีใชในการทดสอบควรอานคา 

OD450nm อยูในชวง 1.1 - 2.6 ซ่ึงเปนชวงการวัดผล

ที่มีความถูกตอง และไมเกินความสามารถของ

เครื่องอานผล และคาการดูดกลืนแสงของ blank 

ตองมีคานอยกวา 0.1 นอกจากน้ีการเก็บรักษา

สารมาตรฐาน สารแอนติบอดีตองเก็บรักษาในชวง

อุณหภูมทิีก่าํหนดไว และทําการแบงสาร (aliquot) 

ใสหลอดทดลอง ปริมาตรใหเพียงพอสําหรับการ

นํามาใชครั้งเดียวแลวทิ้ง เพื่อลดการแชแข็งและ

การละลายหลายครั้ง (Freeze-Thaw cycle) 

และการทดสอบในแตละคร้ังควรเตรียมสารเคมี

ใหมทุกครั้ง 

กิตติกรรมประกาศ
 ขอขอบคุณสํานักงานคณะกรรมการ

สงเสริมวิทยาศาสตร วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.) 

ที่ไดมอบทุนสนับสนุนการพัฒนาภายใตโครงการ

การพัฒนานวัตกรรมการควบคุมคุณภาพวัคซีน

แบคทีเรียชนิดโพลีแซกคาไรด และขอขอบคุณ

สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

ในการสนับสนุนการดําเนินงานในทุกดาน
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ยกขึ้น (superscript) แสดงหนวยงานตนสังกัดไวทายชื่อผูนิพนธ 
ทั้งนี้ สําหรับชื่อภาษาอังกฤษใหใสเครื่องหมายจุลภาค (,) ดานหลัง
ชื่อผูนิพนธแตละคน 
        2.2 หนวยงานตนสงักัด ใหใสตวัเลขยกข้ึนหนาชือ่หนวยงาน
เรียงลําดับเริ่มจากเลข 1 โดยแสดงช่ือหนวยงานระดับรอง และ
หนวยงานหลกั ตามดวยจังหวดั สวนภาษาองักฤษ ใหมเีครือ่งหมาย
จุลภาค (,) คั่นในแตละขอความ และมี Thailand ตอทายจังหวัด 
และใสเคร่ืองหมาย full stop (.) ดานทายของแตละคน ยกเวน
ชื่อผูนิพนธลําดับสุดทายไมตองใสเครื่องหมาย full stop
        2.3 ทีอ่ยูตดิตอ และ Contact address: ใหแสดงชือ่ผูตดิตอหลกั 
ตามดวยหนวยงาน ถนน อําเภอ จังหวัด รหัสไปรษณีย และอีเมล
สวนภาษาอังกฤษ ใหเพิ่ม Thailand หลังรหัสไปรษณีย

การเขียนบทความวิจัย
        เปนงานวจิยัทีเ่ปนองคความรู โดยมีเนือ้หาความยาวไมควรเกิน 
10-13 หนา ประกอบดวย 
1. Abstract ภาษาอังกฤษ และบทคัดยอภษาไทย
        ความยาวของแตละภาษาไมควรเกิน 350 -450 คาํ เปนการยอ
สาระสําคัญเฉพาะที่จําเปน ระบุตัวเลขทางสถิติที่สําคัญ ไมตองมี
เชิงอรรถอางอิง ใชภาษาที่รัดกุมดวยประโยคสมบูรณ มีการเขียน 
tense ไวยากรณภาษาอังกฤษเปนแบบ past tense (ยกเวน
ขอเสนอแนะ) บทคัดยอภาษาไทยและภาษาอังกฤษตองมีเนื้อหา
ที่ถูกตองตรงกัน (ตัวอยางบทความวิจัยหนาเว็บไซต) 
        Tips:
        1. ตวัอยางวตัถปุระสงค เชน The purposes of this study were 
to examine/ investigate/explore/find out/compare …, …., and ….
        2. วธิกีารวจิยั เปนการนาํเสนอขอมลูเก่ียวกบัรปูแบบการวจิยั 
ประชากร กลุมตัวอยาง เครื่องมือวิจัย และการรวบรวมขอมูล 
ตัวอยางการเขียน เชน The study was a quantitative/
qualitative/documentary/survey/experimental research….
        3. ผลการวิจัย เพื่อนําเสนอขอคนพบหรือผลวิจัยหลัก ๆ 
ที่เปนคําตอบของงานวิจัย โดยนําเสนอเปนขอ ๆ ใหสอดคลองกับ
วตัถปุระสงค ไมตองนาํเสนอเกีย่วกบัขอมลูทัว่ไปของประชากรหรอื
กลุมตวัอยาง ยกเวนเปนงานวจิยัทีเ่กีย่วกับคณุลกัษณะของประชากร
หรือกลุมตัวอยางโดยตรง
        ตัวอยาง The result (s) was/were as follow: ..., …, and ....
     The study revealed that ..., ..., and ... 
        4. สรุป เปนการสรุปผลการศึกษาที่เปนขอคนพบสําคัญ 
พรอมท้ังอาจมขีอเสนอแนะเพ่ิมเติมเพือ่การนาํงานวิจยัไปใชประโยชน 
นําเสนอเฉพาะที่เห็นวาสําคัญเปนขอ ๆ
        ตัวอยาง The study suggested that …
       It was recommended that …
        5. คําสําคัญ หรือ key words 3 - 5 คํา หมายถึง คําหรือวลี
ที่แสดงประเด็นหรือสาระในระดับกวางที่ผูนิพนธกําหนดขึ้นเพื่อใช
แทนเนื้อหาใจความสําคัญของงานวิจัย ใหงายตอการสืบคน ทําให
ผูอานสามารถคัดเลือกบทความวิจัย หรือจัดกลุมเอกสารวิจัยตาม
ประเภทหรือใจความสําคัญไดรวดเร็ว มีประสิทธิภาพ

คำแนะนำสำหรับผูนิพนธบทความวิจัยและบทความวิชาการ

       วารสารอาหารและยา เปนวารสารดานวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีมีวัตถุประสงคเพื่อใชเปนสื่อกลางและเปนเวทีทาง
วิชาการในการเผยแพรผลงานวิจัย และบทความวิชาการดาน
ผลิตภัณฑสุขภาพของนักวิชาการ ภาครัฐ มหาวิทยาลัย องคกร
เอกชน และประชาชน มกีาํหนดพิมพเผยแพรวารสารปละ 3 ฉบบั 
คอื ฉบบัที ่1 เดอืนมกราคม–เมษายน ฉบบัที ่2 เดอืนพฤษภาคม–
สงิหาคม และฉบบัที ่3 เดอืนกนัยายน–ธนัวาคม โดยมีขอกาํหนด
การพิจารณารับและเผยแพรบทความวิจัย และบทความวิชาการ 
ดังนี้
       1. เปนบทความที่ไมเคยตีพิมพ เปดเผย หรือเผยแพรดวย
ส่ือหรือวิธีการใด ๆ และที่ใดมากอน 
       2. เปนผลงานที่มีระยะเวลาดําเนินการแลวเสร็จนับถึง
วันที่สงเรื่องไวพิจารณาไมเกิน 5 ป
       3. กรณีที่ผูนิพนธตองการยกเลิกหรือไมประสงคลงตีพิมพ 
ตองแจงพรอมกับสงแบบฟอรมยกเลิกการตีพิมพสงมาท่ีกอง
บรรณาธิการ
       4. กองบรรณาธิการ ขอสงวนสิทธิ์ในการเปลี่ยนแปลงและ
ตัดสนิใจในการรบัเรือ่งไวพจิารณา ตรวจทาน ตพีมิพ หรอืลาํดบั
การตีพิมพตามความสําคัญกอนหลังตามความเหมาะสม

การสงตนฉบับ
       สงบทความออนไลนผานเว็บไซตวารสารอาหารและยา 
https://he01.tci-thaijo.org/index.php/
fdajournal/index หรือ QR Code เทานั้น 
โดยทําการสมัครสมาชิก และเขาสูระบบ 
เพื่อสงตนฉบับและแบบฟอรมลงตีพิมพ
วารสารอาหารและยา กําหนดรูปแบบตัวอักษรตนฉบับตามท่ี
วารสารกําหนด จัดพิมพดวยโปรแกรม Microsoft Word 
ขนาดกระดาษ A4 แบบแนวต้ัง ใชตัวอักษร TH SarabunPSK 
ขนาด 16 point (ยกเวนหัวขอใหญใช 18 point) และใสเลข
หนาดานขวาลาง

การจัดทําชื่อบทความและขอมูลผูนิพนธ
1. ชื่อบทความ
        ใหใชภาษาเปนทางการ ความยาวไมเกิน 125 ตัวอักษร 
ขนาด 18 point ดวยตัวอักษรหนา ชิดขอบดานซาย โดยท่ีชื่อ
บทความควรใหกระชับ ไมใชคําฟุมเฟอย สอดคลองกับเนื้อหาที่
ชดัเจน ตรงไปตรงมา ครอบคลมุประเด็นของเร่ือง สือ่สารถงึเนือ้หา
ของเร่ืองกเวน preposition และ article
2. ขอมูลผูนิพนธ
        ใชตัวอักษรขนาด 14 point ประกอบดวย 
        2.1 ชือ่และนามสกลุจรงิ (first name and family name) 
โดยไมใสคํานําหนาชื่อ ใหเรียงลําดับความสําคัญชื่อแรกเปน
ผูนพินธหลกั ตามดวยช่ือผูนิพนธลาํดบัรองจนครบ และใสตวัเลข
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7. สรุปผล
        การสรปุผลวจิยัตองไดองคความรูใหม โดยทีผู่เขยีนตองสรปุ
เนื้อหาประเด็นและสาระสําคัญหรือขอคนของงานวิจัยสั้น ๆ ดวย
ภาษาที่ชัดเจนและรัดกุม วาตอบโจทยวัตถุประสงค หรือที่มาของ
ปญหา หรือสมมุติฐาน หรือคําถามการวิจัยหรือไมอยางไร 
8. ขอเสนอแนะ
        ความยาวประมาณคร่ึงหนา เปนการเขยีนเพ่ือใหขอมลู คาํแนะนาํ 
แนวทาง หรือวิธีการใด ๆ แกผูเกี่ยวของ เพื่อนําไปใชประโยชน
ในดานตาง ๆ อาทิ การพัฒนา การปรับปรุง การเปล่ียนแปลง หรือ
เพิ่มประสิทธิภาพการดําเนินการ ซึ่งมีหลักการเขียน 2 ประการคือ 
(1) ขอเสนอแนะจากผลการวิจัย โดยอาจเสนอแนะในเชิงนโยบาย 
หรอืในเชงิปฏิบตักิารก็ได (2) ขอเสนอแนะสาํหรบัการวจัิยครัง้ตอไป 
เพื่อใหผูอื่นที่สนใจในหัวขอใกลเคียงกันสามารถนําไปศึกษาวิจัย
เพ่ิมเติมในอนาคต เชน ขยายขอบเขตการวิจยั เพ่ิมตัวแปร หรือศกึษา
ประชากรในกลุมอื่น หรือการศึกษาเปรียบเทียบ เปนตน
9. เอกสารอางอิงแบบ Vancouver
        การอางอิงไมควรเกิน 20 อางอิง ผูนิพนธตองมีการคนควา
รวบรวมสารสนเทศจากแหลงตาง ๆ โดยเฉพาะวารสาร เอกสาร
ที่มีความสําคัญจริง ๆ เปนการนํารายการอางอิงจากทายบทความ
ใสเชิงอรรถอางอิงทั้งหมดตามที่ปรากฏในเนื้อเรื่อง มารวบรวม
เขียนไวที่ทายบทความโดยเรียงลําดับและตองสอดคลองกับลําดับที่
ในรายการอางอิงทายบทความ 

การเขียนบทความวิชาการ
        เปนขอเขยีนเชิงสาระทีผู่เขยีนต้ังใจหยิบยกประเดน็ใดประเดน็หน่ึง 
หรือปรากฏการณที่เกิดขึ้นในแวดวงวิชาการ วิชาชีพ เพื่อวิเคราะห
หรือวิพากษหรือมีทัศนะหรือใหแนวคิดใหม ใหผูอานทราบหรือ
ปรบัเปลีย่นแนวคดิ ความเช่ือมาสูแนวคดิของผูเขยีน โดยเนนการให
ขอมลูความรูเปนสาํคัญ และตองมขีอมลูทางวชิาการ เอกสารอางองิ 
และเหตผุลทีพิ่สูจนได เพือ่สรางความนาเชือ่ถอืใหแกผูอาน ประกอบดวย
1. บทนํา
        เปนสวนทีจ่งูใจผูอานใหเกดิความสนใจ อาจกลาวถงึวตัถปุระสงค
ของการเขียน หรือบอกที่มาของการเขียน และระบุขอบเขตของ
บทความน้ัน ๆ เพื่อใหผูอานไมคาดหวังเกินขอบเขตที่กําหนดไว 
ซึง่จะชวยในการปพ้ืูนฐานหรอืกรอบแนวคดิใหผูอานเขาใจเนือ้หาสาระ
ของบทความที่จะนําเสนอ (ไมตองเขียน “บทนํา”)
2. เนื้อเรื่อง
        เปนการนําเสนอขอมูลเนื้อหาสาระที่เขาใจงายและรวดเร็ว 
การนาํเสนอเนือ้เรือ่งอาจแบงเปนประเดน็ หรอืหวัขอยอย หรอืลาํดับ
เหตกุารณตามความเหมาะสมของบทความนัน้ ๆ อาจมกีารวเิคราะห 
วิพากษ วิจารณดวยขอมูลอางอิงที่นาเชื่อถือ
3. บทสรุป
        ใหเขยีนหวัขอ “บทสรปุ” โดยเปนการสรปุประเดน็สาํคญัของ
บทความอยางสัน้ ๆ ทายบท ซึง่อาจบอกถงึผลลพัธวา สิง่ทีก่ลาวมา
มีความสาํคัญอยางไร จะนําไปใชอะไรไดบาง จะทาํใหเกดิอะไรตอไป 
หรืออาจต้ังประเด็นคําถามหรอืประเด็นทิง้ทายเพือ่กระตุนใหผูอาน
ไดแสวงหาความรู หรือคิดคนพัฒนาเรื่องนั้นตอไป 
4. การเขียนเอกสารอางอิงแบบ Vancouver

2. บทนํา
        ความยาวประมาณ 1 หนาครึง่ เปนการเสนอปญหา เหตผุล 
หรือท่ีมาของงานวิจัย มีขอมูลทุติยภูมิที่ชี้ใหเห็นปญหา โดยอาจ
ยกสถานการณมาประกอบเหตผุลของการนาํมาแกไขปญหานัน้ ๆ 
และเนนเหตผุลทีศ่กึษาเพือ่นาํเขาสูการศกึษาใหไดผลเพือ่แกปญหา
การวิจัยหรือตอบคําถามที่ตั้งไว 
3. วัตถุประสงค
        ระบุเปนขอ 
4. ระเบียบวิธีการวิจัย
        ความยาวประมาณ 1 หนาครึง่ อธบิายวธิกีารวจิยั ระยะเวลา
การศึกษา พืน้ที ่แหลงทีม่าของขอมลู ประชากรและกลุมตัวอยาง 
เครื่องมือในการวิจัย การรวบรวมขอมูล การวิเคราะหขอมูล 
การใชสถิติ และนิยาม (กรณีจําเปนตองมี)
5. ผลการศึกษา
        ความยาวประมาณ 5 หนาครึง่ อธบิายสิง่ท่ีไดจากการวจิยั 
โดยเสนอหลกัฐาน และขอมลูอยางเปนระเบยีบ ไมซบัซอน บรรยาย
เปนรอยแกว มีลําดับการนําเสนอผลการศึกษาตามวัตถุประสงค
ที่ตั้งไวดวยภาษาที่เขาใจงาย หากมีตัวเลขและตัวแปรมากควรใช
ตารางหรือรูป โดยใหอธิบายความหมายของผลที่คนพบหรือ
วิเคราะหขอมูลสําคัญที่ตองการนําเสนอ อาจมีการอภิปรายผล
ไปพรอมกันได โดยที่ชื่อตาราง ใหอยูบนตาราง และชื่อรูปใหอยู
ใตรูป ทั้งนี้ จํานวนตารางและรูปรวมกันไมควรเกิน 5 ภาพ
6. อภิปรายผล
        ความยาวประมาณ 1 หนาครึ่ง เปนการแปรผลขอคนพบ
จากผลการศึกษาในลักษณะการตีความและประเมินผลการวิจัย
เพื่อยืนยันผลที่ไดวานาเชื่อถือ ถูกตอง เปนจริงหรือไม อยางไร 
ทาํไมผลจงึเปนอยางนี ้และเขยีนอภิปรายโดยอาศัยแนวคิด ทฤษฎี 
และผลการวิจัยคนอื่นเพื่อชี้ใหเห็นวาผลวิจัยไปสอดคลองหรือ
ขัดแยงกับผลการวิจัยของผูอื่นอยางไร สอดคลองในประเด็นใด 
ขัดแยงประเด็นใดซึ่งตองหาสาเหตุหรือเหตุผลมาอธิบาย ทําไม
จึงเปนเชนนั้น ซึ่งหลักการเขียนที่สําคัญมี 4 - 5 ประการคือ 
(1) ศึกษาอะไร เพื่อบอกวัตถุประสงคหรือสมมุติฐานใหทราบ 
(2) ผลที่ไดรับเปนอยางไร เพื่อบอกขอคนพบวาเจออะไรบาง 
(3) เปนเพราะอะไร เพ่ือใหเหตุผลวาเกิดข้ึนไดอยางไร ทําไมจึง
เปนเชนนั้น (4) สอดคลองกับใคร เพื่อบอกวาขอคนพบนี้มีใคร
ที่ทําวิจัยแลวพบในลักษณะเดียวกันบางหรือขัดแยงกับใครบาง 
(5) มขีอจาํกดัหรอืไม (ถามี) เพ่ือใหผูอานตดัสนิใจเร่ืองความเท่ียงตรง 
(validity) ของผลวจิยัและขอจํากดัทีจ่ะนําไปสูการใหขอเสนอแนะ
เพื่อการวิจัยครั้งตอไปและการนําผลวิจัยไปใช
        Tips: การเขียนใหนาอาน ควรเขียนเปนลําดับขั้นตอน
เพื่อใหผูอานเขาใจงาย ดังนี้
        1. ไมควรอภปิรายผลจากการวจัิยท้ังหมด แตควรเลอืกเฉพาะ
ประเดน็สาํคญัหรอืส่ิงท่ีเราสนใจในแตละประเดน็ เพือ่อภปิรายผล
เชิงลึกในแตละดาน
        2. ควรเริม่ตนอภปิรายดวยผลการวจิยัเชิงปริมาณ ตามดวย
เชิงคุณภาพ
        3. ควรใหเหตุผลรอยเรียงกันไปและอางอิงงานวิจัยของ
คนอื่นอยางนอย 3 คน ในแตละประเด็น
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        การเขียนอางอิงเอกสาร เปนสิ่งที่แสดงถึงหลักฐานความ
นาเชื่อถือของผลงาน และแหลงความรูที่สามารถสืบคนเพื่อ
ตรวจสอบความถูกตองและคนควาเพ่ิมเติม เพ่ือเพ่ิมพูนความรู 
ความเขาใจ และการศึกษาตอยอดในเรื่องที่อางอิงนั้น ๆ ซึ่ง
บทความในวารสารอาหารและยา เปนวารสารทางการแพทยและ
วทิยาศาสตรการแพทย จงึกาํหนดใหใชการอางองิแบบ Vancouver 
เนื่องจากเปนท่ียอมรับจากคณะกรรมการบรรณาธิการวารสาร
ทางการแพทยนานาชาติ (International Committee of 
Medical Journal Editors: ICMJE) โดยมีรูปแบบการเขียน
เอกสารอางอิง 2 สวน คือ การอางอิงในเนื้อหาหรือเชิงอรรถ 
และการอางอิงทายเลม
1. อางอิงในเนื้อหาหรือเชิงอรรถ (in-text citation) 
        เมื่อนําขอมูลผลงานของบุคคลอื่นมาอางอิงในผลงานวิจัย
หรือผลงานวชิาการ การเขียนใหใสตวัเลขตามลําดบัของการอางองิ
ยกขึ้น (superscript) หลังขอความหรือชื่อผูเขียน และใชเลข
ลําดับเดิมเมื่ออางอิงซํ้าทุกครั้ง โดยมีวิธีอางอิง ไดแก
        1.1 การอางองิเนนผูเขยีน ใหใสหมายเลขลาํดบัการอางองิ
หลังชื่อผูเขียนเจาของผลงาน 
             ตัวอยาง จากการศึกษาของ Mitsu และ Appavu1 
และ AHSP2 กลาววา การขาดความรูและการฝกทกัษะอาจนําไปสู
การเกิดความคลาดเคลื่อนทางยาได
        1.2 การอางองิเนนเนือ้หา ใหใสหมายเลขลาํดบัการอางองิ
หลังขอความ
             1) อางอิงรายการเดียว 
             ตัวอยาง เช้ือ P. aeruginosa เปนแบคทเีรยีแกรมลบ 
รูปแทง ไมสรางสปอร และเคลื่อนท่ีได พบท่ัวไปในสิ่งแวดลอม 
ดิน นํ้า อุจจาระ และบนพื้นผิววัสดุอินทรียที่สัมผัสนํ้า1

             2) อางอิงหลายรายการพรอมกัน กรณีที่เลขลําดับ
การอางอิงเปนลําดับท่ีตอเนื่องกันใหใชเคร่ืองหมายยติภังค (-) 
คั่นระหวางตัวเลข แตหากลําดับไมตอเนื่องกันใหใชเครื่องหมาย
จุลภาค (,) คั่นระหวางตัวเลขโดยไมตองเวนชองวาง
             ตัวอยาง องคการอนามัยโลกไดเล็งเห็นถึงวิกฤตของ
ปญหาของคณุภาพยาเพราะพบวายาทีมี่คณุภาพตํา่กวามาตรฐาน
พบไดทั่วโลก แมในประเทศที่พัฒนาแลว โดยผลสํารวจของ
องคการอนามัยโลกพบปญหาคุณภาพยาทั่วโลกรอยละ 10 โดย
รอยละ 50 พบในทวีปเอเชียและทวีปแอฟริกา1-2

             ตัวอยาง สาเหตุของการใชไนเตรทที่พบจากตัวอยาง
สถานทีใ่นการสุมเกบ็ตวัอยางเนือ่งจากเปนสถานทีท่ีม่กีารจาํหนาย
อยูเปนประจํา ผูจัดจําหนายผลิตภัณฑจะรับผลิตภัณฑเนื้อสัตว
แปรรูปมาจากพอคาคนกลางอีกที ดังนั้นเพื่อเปนการลดคาขนสง
และสามารถเก็บไวไดนาน จึงตองมีการใสในไตรทยืดอายุของ
ผลติภณัฑ โดยไนเตรทจะเขาไปชะลอการเกดิปฏิกริยิาออกซิเดชัน่
ของไขมันและยังมีสวนชวยในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชือ้โรคตาง ๆ อกีทัง้ยงัชวยในการตรงึสหีรอืทําใหสเีกดิความเสถยีร
เพื่อใหผลิตภัณฑมีความนารับประทานอีกดวย โดยจะเติมลงใน
ผลติภัณฑเน้ือสตัวแปรรูปประเภทกลุมเนือ้หมกัตาง ๆ เชน แฮม 
และแหนม เปนตน2,9

2. การอางอิงทายเลมหรือบรรณานุกรม 
        เปนการนาํรายการทีอ่างองิในเนือ้หา มารวบรวมไวในสวนทาย
ของบทความภายใตหัวขอเอกสารอางอิง เรียงตัวเลขเปนลําดับ 
1, 2, 3, .... ชิดขอบซาย โดยท่ีตัวเลขตองตรงตามลําดับการอางอิง
ในเน้ือหา ซึ่งการเขียนเอกสารอางอิงจะมีความแตกตางกันตาม
ประเภทของเอกสารที่นํามาอางอิง เชน หนังสือ บทความวารสาร 
เอกสารจากอินเทอรเน็ต 

หลักการทั่วไปของการเขียนเอกสารอางอิง
1. ชื่อผูเขียน (authors) 
        ชือ่ผูเขยีนคนไทย ใหใชชือ่ตามดวยนามสกลุ สวนภาษาองักฤษ
ใหใชนามสกลุขึน้ตน (family name) ตามดวยอกัษรยอชือ่ตนตวัแรก 
(first name) และอกัษรยอชือ่กลาง (ถาม)ี กรณผีูเขยีนเปนนติบิคุคล 
เชน หนวยงาน องคกร สถาบนั ใหใสชือ่หนวยงาน ตามดวยหนวยงาน
รองตามลําดับ (ถามี) โดยมีเครื่องหมายมหภาคภาคคั่น (.) เชน 
สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา. กองยา. 
2. ชื่อเรื่อง (title)
        2.1 ชือ่เรือ่งภาษาองักฤษ อกัษรตวัแรกใหใชตวัอกัษรพมิพใหญ 
นอกนั้นใชตัวพิมพเล็ก ยกเวนเปนชื่อเฉพาะ เชน ชื่อคน ชื่อประเทศ 
ชื่อเมือง ชื่อสารเคมี
        2.2 กรณมีีชือ่เรือ่งยอย ใหใชเครือ่งหมายทวภิาค (:) หลงัชือ่หลกั 
และเวน 1 ตัวอักษร
3. ครั้งที่พิมพ (edition) ของหนังสือ 
        ใสเฉพาะการจดัพมิพต้ังแตครัง้ที ่2 เปนตนไป โดยใสตอจาก
ชือ่เรือ่ง ตามดวยเครือ่งหมายมหภาค (.) และเวน 1 ตวัอกัษร ตวัอยาง 
พิมพครั้งที่ 2. หรือ 2nd ed.
4. สถานทีพิ่มพ หรอืสํานกัพมิพของหนังสอื (place or publisher) 
        4.1 มีรูปแบบคือ ชื่อจังหวัดหรือชื่อเมือง: สถานที่พิมพ; 
ปทีพ่มิพ ตวัอยาง กรงุเทพฯ: บอรน ท ูบ;ี 2563. ทัง้นี ้กรณหีนงัสอื
ภาษาองักฤษท่ีมีช่ือเมืองไมเปนท่ีรูจักแพรหลายใหระบุชือ่รัฐกาํกบัไว
ในวงเล็บดวย เชน St Louis (MO) Mosby; 2020.
        4.2 ใหตัดคาํประกอบอ่ืนในชือ่สาํนกัพิมพออก เชน หางหุนสวน
จาํกดั บรษิทั จํากดั Publisher, Limited (Ltd.), Co., Incorporated 
(Inc.), and company, and sons 
        4.3 กรณีเปนหนวยงานหรือสถาบันเปนผูจัดพิมพ ใหใชชื่อ
หนวยงานรอง ตามดวยหนวยงานใหญ โดยเวน 1 ตัวอักษร เชน 
นนทบุรี: กองยุทธศาสตรและแผนงาน สํานักงานคณะกรรมการ
อาหารและยา; 2563.
        4.4 หากไมปรากฏสถานที่พิมพ ใหใช [place unknown 
หรือไมปรากฏสถานที่พิมพ] 
5. ปที่พิมพ (year) 
        ใหใสตวัเลขป พ.ศ. หรอืป ค.ศ. ตามดวยเครือ่งหมายมหพัภาค (.)
6. เลขหนา (page) 
        เลขหนาของบทความวารสาร บทใดบทหนึ่งในหนังสือ หรือ
เอกสารประกอบการประชุม ใหใสตัวเลขหนาแรก -หนาสุดทาย 
โดยใชตัวเต็มสําหรับหนาแรก และตัดตัวเลขซํ้าออกสําหรับหนา
สุดทาย เชน หนา 2536 -49

คำแนะนำการเขียนเอกสารอางอิงแบบ Vancouver



101วารสารอาหารและยา ปที่ 31 ฉบับที่ 1: มกราคม - เมษายน 2567

รปูแบบการอางองิแตละประเภทของแหลงขอมลู
1. หนังสือ
        1.1 หนังสือและตํารา  
ช่ือผูแตง. ช่ือหนังสือ. ครั้งที่พิมพ หรือ ed. สถานที่พิมพ: 
สํานักพิมพ; ปพิมพ. 
ตัวอยาง
1. รุงรัตน เหลอืงนทีเทพ. พชืเครือ่งเทศ และสมนุไพร. กรุงเทพฯ: 
    โอเดียนสโตร; 2540. 
2. Janeway CA, Travers P, Walport M, Shlomchik, M. 
    Immunobiology. 5th ed. New York: Garland Publishing; 
    2001.
        1.2 หนังสือที่มีผูเขียนเฉพาะบท และมีบรรณาธิการ
ชือ่ผูแตง. ชือ่บท. ใน/In: ชือ่บรรณาธกิาร, บรรณาธิการ. ช่ือหนงัสอื. 
คร้ังทีพ่มิพ. เมืองทีพ่มิพ: สาํนกัพมิพ; ปพมิพ. หนา/p. หนาแรก-
หนาสุดทาย.
ตัวอยาง
1. เกรียงศกัด์ิ จีระแพทย. การใหสารนํา้และเกลือแร. ใน: มนตร ี
    ตูจินดา, วินัย สุวัตถี, อรุณ วงษจิราษฎร, ประอร ชวลิตธํารง, 
    พภิพ จริภญิโญ, บรรณาธกิาร. กมุารเวชศาสตร. พมิพครัง้ที ่2. 
    กรุงเทพฯ: เรือนแกวการพิมพ; 2540. หนา 424-78.
2. Hamera J. Performanceehtnography. In: Lincoln YS, 
    Denzin NK, editors. Strategies of qualitative inquiry. 
    Thousand Oaks (CA): Sage; 2013. P. 205-31.
2. การอางองิบทความในวารสารทางวชิาการ 
ชื่อผูแตง. ชื่อบทความ. ชื่อวารสาร ปพิมพ;ปที่(เลมที่):หนาแรก-
หนาสุดทาย.
        ทัง้นี ้ชือ่วารสารใหใชชือ่ยอตามมาตรฐานสากลท่ีกาํหนดไว
ใน Index Medicus โดยตรวจสอบไดจาก เวบ็ไซต http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed และคลิกที่ Journals in NCBI 
Databases 
ตัวอยาง
1. อรณุรตัน อรณุเมือง. การพฒันาคณุภาพการใหบริการงานควบคมุ 
    กาํกบัผลติภณัฑและบรกิารสขุภาพกอนออกสูตลาด สาํนกังาน
    สาธารณสขุจงัหวัดชัยนาท. วารสารอาหารและยา 2561;25(1):
    53-63. 
2. Kane RA, Kane RL. Effect of genetic testing for risk of 
    Alzheimer's disease. N Engl J Med 2009;361:298-9. 
3. เอกสาร
        3.1 เอกสารการประชมุ/รายงานการประชมุ 
ชือ่บรรณาธกิาร, บรรณาธกิาร. ชือ่เรือ่ง. ชือ่การประชมุ; ป เดอืน 
วนัท่ีประชมุ; สถานทีจ่ดัประชมุ. เมอืงทีพ่มิพ: สาํนกัพมิพ; ปพิมพ. 
p. หรอืหนาแรก-หนาสดุทาย.
ตัวอยาง
1. สขุเกษม โฆษติเศรษฐ, รตันา เตยีงทพิย. การหาโปรตนีในปสสาวะ
    ท่ีบงช้ีโรคไตดวยวธิโีปรตนีโนมิกส. ใน: ขจร ลกัษณชยปกรณ,
   บรรณาธิการ. ประชุมวิชาการคณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย

    ธรรมศาสตร ประจาํป 2552 Changes: new trends in medicine; 
    วันที่ 14 -17 กรกฎาคม 2552; ณ หองประชุมแพทยโดม 2. 
    คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ศนูยรงัสติ. กรงุเทพฯ: 
    มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร; 2552. หนา 23-40.
2. Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, 
    privacy and security in medical informatics. In: Lun KC, 
    Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. 
    Proceedings of the 7th World Congress in Medical 
    Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland, 
    Amsterdam: North-Holland; 1992. P. 1561-5.
        3.2 บทความทีน่าํเสนอในการประชมุ
ชือ่ผูแตง. ช่ือบทความ. ใน/In: ชือ่บรรณาธิการ, บรรณาธกิาร. ชือ่เร่ือง. 
ชื่อการประชุม;ครั้งที่ประชุม. วันเดือนปที่ประชุม; สถานท่ีประชุม: 
เมืองทีพ่มิพ: สาํนักพมิพ; ปทีพิ่มพ. หนา. 
ตัวอยาง
1. ธรีะ ฤชุตระกลู. Coagulopathy in liver diseases. ใน: ปยะวฒัน 
    โกมลมิศร, ทวีศักดิ์ แทนวันดี, อนุชิต จูฑะพุทธิ, บรรณาธิการ. 
    Vascular of the liver. การประชุมวิชาการประจําป ครั้งที่ 4 
    Vascular diseases of the liver; 12-14 มี.ค.2552; เพชรบุรี. 
    [กรุงเทพฯ]: สมาคมโรคตับ (ประเทศไทย); 2552. หนา 1-13.
2. Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza’s com
    putational effort statistic for enetic programming. In: 
    Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG, 
    editors. Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings 
    of the 5th European Conference on Genetic Programming; 
    2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. 
    p. 182-91.
        3.3 เอกสารวิทยานิพนธ 
ชื่อผูแตง. ชื่อเรื่อง [ประเภท/ระดับปริญญา]. เมืองท่ีพิมพ: 
มหาวิทยาลัย; ปที่ไดปริญญา.
ตัวอยาง
1. พงษพฒัน เวชสทิธ์ิ. การศึกษาโปรตนีจากพษิงูแมวเซาทีมี่ผลตอ
    การทํางานจองไตในหนูขาว [ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต]. 
    กรุงเทพฯ: มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ; 2542.
2. Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly's 
    access and utilization [Dissertation]. St. Louis, (MO): 
    Washington University; 1995.
        3.4 เอกสารกฎหมาย 
ชือ่หนวยงานเจาของกฎหมาย. ชือ่กฎหมาย และป. หนงัสอืทีเ่ผยแพร 
เลมที่, ตอนที่ (ลงวันที่).
ตัวอยาง
1. พระราชกฤษฎีกาเงินสวัสดิการเกี่ยวกับการรักษาพยาบาล พ.ศ. 
    2521. ราชกิจจานุเบกษา เลมที่ 95, ตอนท่ี 30 ก ฉบับพิเศษ 
    (ลงวันที่ 16 มีนาคม 2521).
2. กระทรวงสาธารณสขุ. ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัที ่281) 
    พ.ศ. 2547 เรือ่ง วตัถเุจอืปนอาหาร. ราชกจิจานเุบกษา ฉบบัประกาศ
    ทั่วไป เลมท่ี 121, ตอนพิเศษ 97 ง (ลงวันท่ี 6 กันยายน 2547).
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4. เอกสารอิเล็กทรอนิกส
        4.1 หนังสืออิเล็กทรอนิกส
ชื่อผูแตง. ชื่อหนังสือ [อินเทอรเน็ต/Internet]. ครั้งที่พิมพ. 
เมืองที่พิมพ: สํานักพิมพ; ปที่พิมพ [เขาถึงเมื่อ วันเดือนปหรือ 
cited year month date]. เขาถึงไดจากหรือ Available from: 
http:// (ไมมีจุด full stop)
ตัวอยาง
1. ศภุศลิป สนุทรา. ผลของวติามินดีตอการเกดิ การปองกนัและ
    การรักษาโรคกระดกูพรนุ [อนิเทอรเน็ต]. ขอนแกน: กลุมศึกษา
    วจิยัโรคกระดกูพรนุ คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัขอนแกน; 
    2557 [เขาถงึเมือ่ 8 ก.ย. 2557]. เขาถงึไดจาก: http://www.
    osteokku.com/osteokkyu_o/ebook/vitamind.html
2. Foley KM, Improving palliative care for cancer [Internet]. 
    Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 
    Jul 9]. Available from: http://www.nap.edu/catalog/
    10149/improving -palliative-care-for-cancer
        4.2 บทความวารสารอิเล็กทรอนิกส 
ชื่อผูแตง. ชื่อบทความ. ชื่อวารสาร [อินเทอรเน็ต/Internet]. 
ปพิมพ [เขาถึงเม่ือ วันเดือนป หรือ cited year month date]; 
ปที่(ฉบับที่):หนาแรก- สุดทาย. เขาถึงไดจาก หรือ Available 
from: http:// (ไมมีจุด full stop)
ตัวอยาง
1. มรกต จรูญวรรธนะ. สถานการณและปญหาการเขาถงึยากลุม
    โอปออยส กรณศีกึษา สาํนกังานคณะกรรมการอาหารและยา. 
    วารสารอาหารและยา [อนิเทอรเนต็]. 2563 [เขาถึงเมือ่ 30 มิ.ย. 
    2563]; 27(1):13-27. เขาถงึไดจาก: https://he01.tci-thaijo.org/
    index.php/fdajournal/article/view/243292/165179
2. Annas GJ. Resurrection of a stem-cell funding barrier-
    Dickey-Wicker in court. N Engl J Med [Internet]. 2010 
    [cited 2011 Jun 15];363:1687-9. Available from: http://
    www.nejm.org/doi/pdf/10.1056/NEJMp1010466
        4.3 วารสารอิเลก็ทรอนิกสทีม่หีมายเลข Digital Object 
Identifier (DOI)
ชือ่ผูแตง. ช่ือบทความ. ชือ่ยอวารสาร ป;ปที:่เลขหนา (ท่ีม ีe กํากบั). 
doi: xxxxxxxxxxx.หมายเลขประจาํเอกสารในฐานขอมลู PubMed 
(PubMed PMID): xxxxxxxx.
ตัวอยาง
1. Zhang M, Holman CD, Price SD, Sanfilippo FM,Preen DB, 

    Bulsara MK. Comorbidity and repeat admission to hospital 
    for adverse drug reactions in older adults: retrospective 
    cohort study. BMJ 2009;338:a2752. doi: 10.1136/bmj.a2752.
        4.4 เอกสารจากอนิเทอรเนต็ (อางองิท้ังเวบ็ไซต)
ชือ่ผูจดัทาํหรือหนวยงาน. ชือ่เร่ือง [อนิเทอรเนต็]. เมือง: ช่ือหนวยงาน; 
ปทีเ่ผยแพร [เขาถงึเมือ่ วนั เดอืน ป หรอื cited year month date]. 
เขาถึงไดจาก หรือ Available from: http:// 
ตัวอยาง
1. สาํนกังานมาตรฐานผลติภณัฑอุตสาหกรรม. มาตรฐานผลติภณัฑ
    ชุมชน ขนมจีน (มผช. 500/2547). [อินเทอรเน็ต]. กรุงเทพฯ: 
    สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม; 2547 [เขาถึงเมื่อ 
    10 ต.ค. 2562]. เขาถึงไดจาก: http://tcps.tisi.go.th/pub/
    tcps500_47.pdf
2. Ranchon F, Salles G, Späth HM, Schwiertz V, Vantard N, 
    Parat S, et al. Chemotherapeutic errors in hospitalised 
    cancer patients: attributable damage and extra costs 
    [Internet]. 2011 [cited 2016 Aug 9]. Available from: 
    https://bmccancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/
    1471-2407-11-478
        4.5 เอกสารจากสวนหน่ึงของ homepage หรือ website 
ชื่อเว็บไซต [อินเทอรเน็ต/Internet]. เมืองที่พิมพ: สํานักพิมพ; 
ปพิมพ. ชื่อเรื่องที่นํามาอาง; ปพิมพของเรื่องท่ีนํามาอาง [วันที่
ปรบัปรงุ/updated  ป เดอืน วนั;  เขาถงึเมือ่/cited ป เดอืน วนั]; 
[ประมาณ...น./about screens/p.]. เขาถงึไดจาก หรอื Available 
from: http:// 
ตัวอยาง
1. สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา [อินเทอรเน็ต]. นนทบุรี: 
    สาํนักงาน; c2020. แนวทางการปฏบัิติ ดานการจัดเตรียมสถานท่ี 
    การเก็บรักษาและการควบคุมการใชสําหรับผูขอรับอนุญาตปลูก 
    ซึง่ยาเสพตดิใหโทษในประเภท 5 เฉพาะกญัชา; [เขาถงึเมือ่ 6 ม.ค. 
    2564]; [ประมาณ 1 น.]. เขาถึงไดจาก: https://cannabis.fda.
    moph.go.th/form/form-farm/
2. AMA: helping doctors help patients [Internet]. Chicago: 
    American Medical Association; c1995-2007. Medical 
    liability crisis map; [update 2006 Dec 20; cited 2007 
    Mar 20]. [about 2 screens]. Available from: http://www.
    ama-assn.org/ama/noindex/category/11871.html
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หลักเกณฑ�การพิจารณาตีพิมพ�บทความ
1. เปนบทความท่ี ไมเคยตีพิมพท่ี ใดมากอน หรือไมอยูระหวาง
   เสนอตีพิมพในวารสารอื่น เวนแตเปนการเรียบเรียงหรือ
   เพิ่มองคความรูใหม  
2. เปนบทความท่ีมีคุณคาทางวิชาการ สงเสริมใหเกิดการคนควา
   ตอยอดงานวิจัยและงานวิชาการ และใชอางอิงได
3. กองบรรณาธิการจะประเมินบทความเบ้ืองตนโดยพิจารณา
   ความสอดคลองของขอบเขตของวารสารกับเน้ือหาบทความ 
    และรูปแบบการพิมพตามขอกำหนด
4. กองบรรณาธิการจะสงบทความที่พิจารณาเบื้องตน
   หรือบทความที่ผูนิพนธแกไขเบื้องตนสงใหผูทรงคุณวุฒิ 
   (peer review) 2-3 คนพิจารณาเปนแบบ (double blind)

5. บทความท่ีรับตีพิมพตองผานการพิจารณาจากผูทรงคุณวุฒิ
6. เน้ือหาหรือขอความในบทความในวารสารเปนความคิดเห็น
   ของผูนิพนธ ดังน้ันสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา
   และกองบรรณาธิการวารสารฯ ไมจำเปนตองเห็นพองหรือ
   รับผิดชอบ
7. สัดสวนจำนวนเรื่องในการตีพิมพแตละฉบับ กำหนดให
   สัดสวนผูนิพนธภายในหนวยงานตองนอยกวาหรือเทากับ
   ผูนิพนธภานนอก ตามหลักเกณฑ TCI 
8. การรับตีพิมพจะเรียงลำดับจากวันที่สงบทความ ยกเวน
   มีบทความที่เขากับสถานการณหรือประเด็นเรงดวน
9. การตีพิมพแตละฉบับ ผูนิพนธหลักสามารถลงไดฉบับละ 
   1 เรื่อง
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จริยธรรมในการตีพิมพ�ผลงานในวารสารอาหารและยา

(Publication Ethics)

บทบาทและหนาที่ของบรรณาธิการวารสาร 
1.  บรรณาธิการขอพิจารณาบทความ ท่ีมีรูปแบบครบถวนตามขอกำหนดเทาน้ัน หากบทความน้ัน

    ไมตรงตามขอกำหนดกองบรรณาธิการฯ มีสิทธิ์ในการปฏิเสธตีพิมพ

2.  บรรณาธิการตองไมมีสวนไดสวนเสียกับผูนิพนธ

3.  บรรณาธิการไมรับตีพิมพบทความที่เคยตีพิมพมากอนแลว

4.  บรรณาธิการสามารถออกหนังสือตอบรับการตีพิมพใหในกรณีท่ีบทความน้ันสงผูประเมินแลว

    พรอมจะตีพิมพ

บทบาทและหนาที่ของผูนิพนธ 
1.  ผูนิพนธตองสงบทความมาลงตีพิมพที่ไมเคยสงวารสารอื่นมากอน และจะไมนำบทความ

    สงวารสารอื่นระหวางที่รอพิจารณาลงตีพิมพ

2.  ผูนิพนธตองเขียนบทความตามคำแนะนำของผูนิพนธที่วารสารกำหนด

3.  ผูนิพนธตองสงบทความที่ไมมีการคัดลอก เลียนแบบ ผลงานของทานอื่น

4.  ผูนิพนธตองตรวจสอบการเขียนเอกสารอางอิงทั้งหมดกอนสงมาตีพิมพ

บทบาทและหนาที่ของผูทรงคุณวุฒิ  
1.  ผูทรงคุณวุฒิตองไมมีสวนไดสวนเสียกับผูนิพนธ

2.  ผูทรงคุณวุฒิไมควรแสดงความคิดเห็นสวนตัวในการประเมินบทความในการตัดสิน

3.  ผูทรงคุณวุฒิจะตองคำนึงถึงคุณภาพของบทความ และประเมินดวยความเขมขน

4.  ผูทรงคุณวุฒิเปนผูมีความเชี่ยวชาญ มีความรูความเขาใจในเนื้อหาบทความที่ประเมิน

    อยางแทจริง

 



เชิญชวนส่ง
บทความวิจัยและ
บทความวิชาการ  
   หากสนใจโปรดส�งไปยัง https://www.tci-thaijo.org/

index.php/fdajournal โดยทําการสมัครสมาชิก หรือ login 

และทาํการส�งต�นฉบบับทความผ�านระบบ Online Submission 

วารสารอาหารและยา ได้รับการรับรองโดยศูนย์อ้างอิงวารสารไทย (Thai Journal 
Citation Index Centre - TCI) สาขาวารสารสาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ในระดับที่ 2 มีระยะการรับรองถึงวันท่ี 31 ธันวาคม 2567

รบัตีพมิพ�บทความคณุภาพ

ในด�านการคุ�มครองผู�บรโิภค

ด�านผลิตภณัฑ�สุขภาพ

โดยมีกลุ�มเป�าหมายคอื

นักวชิาการ นกัศกึษา และ

บุคลากรทีส่นใจ

ท้ังในและนอกหน�วยงาน
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บทความว�ชาการ

การว�เคราะห�สถานการณ�

การเฝ�าระวังความปลอดภัย

ของยาใหม�ในโรงพยาบาล

การพัฒนาความสามารถห�องปฏิบัติการตรวจว�เคราะห� 

และสร�างเคร�อข�ายเฝ�าระวังคุณภาพอาหารกัญชากัญชง

ในประเทศไทย

บทความว�จัย

การใช�เทคโนโลยีนาโนพอร�เพื่อบ�งชี้เอกลักษณ�สายพันธุ�และประเมินความปลอดภัย
จุลินทรีย�โพรไบโอติก

ประสิทธิภาพการกำจัดเชื้อในขมิ�น

ในกระบวนการผลิตยาแผนไทยด�วย

โอโซน

การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต�องของว�ธีตรวจสอบเอกลักษณ�

ของวัคซีนป�องกันโรคไข�กาฬหลังแอ�นชนิดคอนจ�เกตด�วยเทคนิค 

Indirect ELISA

การตรวจสอบความเป�นพ�ษเฉพาะจากท็อกซินไอกรนที่หลงเหลือ

ในวัคซีนรวมที่มีไอกรนชนิดไร�เซลล�เป�นองค�ประกอบ โดยใช�เซลล�

เพาะเลี้ยงของเซลส�รังไข�หนูแฮมสเตอร�จ�น
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