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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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