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           Abstract
Background: Quantitative analysis of meningococcal vaccine serotype C antigen is an 

important test for quality control of vaccine. Vaccine must be confirmed that contains 

the specific antigen corresponding to the registration dossier. So, the quality, efficacy 

and safety of vaccine are importance for public confidence in vaccines. HPAEC-PAD is 

known for its high accuracy and precision, establishing it as the gold standard method 

recommended by WHO for the analysis of carbohydrates, oligosaccharides, and 

polysaccharides. However, this method has not yet been used to check meningococcal 

vaccine quality in Thailand. 
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Objectives: Optimization and validation of Meningococcal serotype C antigen content 

were investigated for use as standard methods in the laboratory.

Methods: The optimum conditions and validate the method were studied in various 

parameters, including linearity and range, precision, accuracy, specificity, limit of detection, 

limit of quantification and robustness.

Results: The standard curve was linear in the concentration range of 0.47 and 15.00 µg/ml, 

and the correlation coefficient was 0.9996. The precision of total antigen and free antigen 

on six times in the same day showed a percentage of standard deviation of 0.55 and 1.90, 

respectively, whereas the precision of total antigen and free antigen on six different days 

showed a percentage of standard deviation of 3.71 and 6.83, respectively. The accuracy 

of measuring the standard substances used in the meningococcal vaccine was investigated, 

and the results showed that the percentage of recovery of total antigen was between 

81.01 and 116.05. The percentage of recovery of free antigen was between 80.78 and 

114.25. The limit of detection and quantification were shown as 0.15 and 0.46 µg/ml, 

respectively. The specificity showed there was no interference from other substances and 

could separate the target antigen from others. In addition, this method was durable when 

analysts were changed. Therefore, the results proved that all parameters of the validation 

method passed the acceptance criteria.

Conclusions: The study revealed that the Meningococcal serotype C antigen content by 

HPAEC-PAD passed validation and all met the requirements. Therefore, this method is 

suitable for use as a standard method for determining Meningococcal serotype C antigen 

content. 

Keywords: Neisseria meningitides, Meningococcal vaccine, Serotype C, HPAEC-PAD
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            บทคัดยอ
ความสําคัญ: การตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน ซีโรไทป ซี ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 

เปนรายการทดสอบที่มีความสําคัญในการควบคุมคุณภาพวัคซีน เพื่อยืนยันวาวัคซีนมีปริมาณแอนติเจน

ตรงตามที่ระบุในทะเบียนตํารับยาชีววัตถุและผูไดรับวัคซีนมีความมั่นใจในคุณภาพ ประสิทธิภาพ และ

ความปลอดภัย ซึ่งวิธี HPAEC-PAD นั้น เปนวิธีที่องคการอนามัยโลกแนะนํา และเปนเทคนิคหน่ึงที่ใช

ในการตรวจวเิคราะหคารโบไฮเดรต โอลโิกแซคคาไรคและโพลแีซคคาไรค โดยวธินีีม้คีวามถกูตอง และ

แมนยําสูง และยังไมมีการนํามาใชตรวจสอบคุณภาพวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนในประเทศไทย

วัตถุประสงค: ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมและตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณแอนติเจน 

ซีโรไทป ซี ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน เพื่อนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการ 

วิธีการวิจัย: หาสภาวะที่เหมาะสมและตรวจสอบความถูกตองของวิธีในพารามิเตอรดังนี้ ความเปน

เสนตรงและชวงของการวัด ความเที่ยง ความแมน ความจําเพาะ ขีดจํากัดของการตรวจพบ ขีดจํากัด

ของการวัดเชิงปริมาณ และความทนของวิธี 

ผลการศกึษา: กราฟมาตรฐานมคีวามเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.47 และ 15.00 µg ตอ ml และ

คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9996 ความเที่ยงเมื่อทดสอบวัคซีนในวันเดียวกันหกครั้งของปริมาณ

แอนติเจนทั้งหมดและปริมาณแอนติเจนอิสระไดคารอยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 0.55 และ 

1.90 ความเทีย่งเมือ่ทดสอบวคัซนีตางวนักนัหกคร้ัง ปริมาณแอนติเจนท้ังหมดและปริมาณแอนติเจนอสิระ

ไดคารอยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 3.71 และ 6.83 วิธีมีความแมนสามารถตรวจวัดสาร

มาตรฐานที่ใสในวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนไดคารอยละการคืนกลับของปริมาณแอนติเจนทั้งหมด

อยูระหวาง 81.01 และ 116.05 และคารอยละการคืนกลับปริมาณแอนติเจนอิสระอยูระหวาง 80.78 

และ 114.25 มีขีดจํากัดของการตรวจพบและขีดจํากัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณที่ 0.15 และ 0.46 

ไมโครกรัมตอml วิธีมีความจําเพาะคือไมมีการรบกวนจากสารอื่นและสามารถแยกสารที่สนใจออกจาก

สารอ่ืนๆได และวิธีนี้มีความทนเมื่อมีการเปลี่ยนนักวิเคราะห ดังนั้นการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ผานเกณฑการยอมรับในทุกรายการทดสอบ

สรุป: การศึกษานี้พบวาวิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจนของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 

ซีโรไทป ซี โดย HPAEC-PAD ผานการตรวจสอบความถูกตองของวิธี และเปนไปตามเกณฑกําหนด 

ดังนั้นวิธีนี้จึงมีความเหมาะสมสําหรับใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน

ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ซีโรไทป ซี ทางหองปฏิบัติการ 

คาํสาํคญั: เชือ้ Neisseria meningitides, วัคซีนปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอน, ซีโรไทป ซี, วธิ ีHPAEC-PAD
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บทนํา 
 โรคไขกาฬหลังแอนเกดิจากเชือ้ Neisseria 

meningitides เปนแบคทเีรยีแกรมลบ มีรปูรางกลม

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

ไดทางการไอ จาม การสมัผสักับนํา้มกู นํา้ลาย และ

มักพบในสถานท่ีคนอยูรวมกันหนาแนน และมี

สขุาภบิาลสิง่แวดลอมไมถกูสขุลกัษณะ เมือ่ตดิเชือ้

ทําใหมีอาการไขสูง ปวดศีรษะ คล่ืนไส อาเจียน 

คอแขง็ ชัก มจีดุเลือดออกทีผิ่วหนงั จ้ําเลือดขนาด

ใหญหรือผืน่แดง ใตผิวหนงั พยาธิสภาพทีส่าํคญัคือ 

เย่ือหุมสมองอกัเสบ และการตดิเชือ้ในกระแสเลอืด

อยางรุนแรง ทําใหผูปวยเสียชีวิตไดภายใน 6-24 

ชั่วโมง เชื้อ N. meningitides ถูกจําแนกตาม

โพลีแซคคาไรดแคปซูลแบงเปน 13 ซีโรไทป ไดแก 

A, B, C, E, X, Y, Z, W, H, I, K, L และ 29E โดย

ซีโรไทปสําคัญในการกอโรคในคนมี 6 ซีโรไทป คือ 

ซโีรไทปกรุป A, B, C, W, X และ Y1 วธิกีารปองกนั

โรคทําไดโดยการฉีดวัคซีนเพื่อสรางภูมิตานทาน

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ซึ่งมีความสําคัญมาก

สําหรับผูที่ตองเดินทางไปยังพื้นท่ีที่มีการระบาด

ของโรค และควรไดรับการฉีดวัคซีนปองกันโรคไข

กาฬหลังแอน กอนการเดินทาง 7-10 วัน2

 วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน เปน

วัคซีนผลิตมาจากสวนโพลีแซคคาไรดของเชื้อ

แบคทีเรีย N. meningitidis โดยวัคซีนปองกันโรค

ไขกาฬหลงัแอนม ี2 ชนดิ คือ (1) ชนิดโพลแีซคคาไรด

ท่ีไมมีการเชื่อมกับสารโปรตีน (Non-conjugate 

polysaccharide) มีคุณสมบัติเปน T cell 

independent ซึ่งจะกระตุนการสรางภูมิคุมกัน

ไดไมดีในเด็กที่มีอายุตํ่ากวา 2 ป และไมสามารถ

กระตุน immunological memory ในทุกอายุ 

ระบบภูมิคุมกันจะลดลงภายหลังการฉีดวัคซีน

ประมาณ 5 ถงึ 10 ป การฉดีซํา้จะไมทาํใหรางกาย

มีภมิูคุมกนัสงูขึน้แบบ boosting effect (memory) 

และ (2) ชนิดโพลีแซคคาไรดท่ีมีการเช่ือมกับสาร

โปรตีน (Conjugate polysaccharide) ซึง่สามารถ

กระตุนภมูคิุมกันโดยผานระบบ T cell dependent 

เกิดการตอบสนองไดดีในเด็กที่มีอายุต่ํากวา 2 ป 

และเกิดการสราง memory B cell ทําใหเกิด 

booster response เมื่อมีการฉีดซํ้าได3

 ปจจบุนัวคัซนีปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอน

ที่มีจําหนายในประเทศไทยมีองคประกอบของ

แอนติเจนจากเช้ือ N. meningitidis จํานวน 4 

ซีโรไทป คอื A, C, Y และ W135 และเพ่ือใหผูไดรบั

วัคซีนมีความมั่นใจในคุณภาพ จึงมีความจําเปน

ตองตรวจสอบคุณภาพวัคซีนใหมีประสิทธิภาพ

ในการปองกนัโรค การตรวจสอบคณุภาพของวคัซนี

สามารถตรวจสอบโดยใชวิธีทางหองปฏิบัติการ

ทั้งทางดานชีวภาพ กายภาพ และดานเคมี ซ่ึง

รายการวิเคราะหปริมาณแอนติเจนหรือความแรง 

เปนพารามิเตอรหนึ่งที่มีความสําคัญในการควบคุม

คุณภาพวัคซีน3 เพื่อยืนยันวาวัคซีนมีปริมาณ

แอนติเจนตรงตามท่ีระบใุนทะเบยีนตํารบัยาชวีวตัถุ 

 ในการตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน

หรือความแรงในวคัซนีแบคทเีรยีชนดิโพลีแซคคาไรด 

องคการอนามัยโลก (WHO) ไดแนะนําหลายวิธี 

เชน colorimetric method, chromatographic 

method (HPLC), serological method 

และ High Performance Anion Exchange 

Chromatography with Pulse Amperometric 

Detection (HPAEC-PAD) เปนตน3 ซึ่งบางวิธียังมี

ขอจํากัดสําหรับหองปฏิบัติการภาครัฐซึ่งมีความ

จําเปนที่ตองใชสารจากผูผลิต จึงไมเปนท่ีนิยม 

สวนวิธี HPAEC-PAD เปนวิธีท่ีมีความถูกตอง 

แมนยําสูง และไมมีความจําเปนตองใชสารจาก

ผูผลติ จึงเหมาะสมนาํมาใชเปนวิธีมาตรฐานของหอง
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ปฏิบัติการได และในปจจุบันบริษัทผูผลิตวัคซีน

สวนใหญจะใชวิธี HPAEC-PAD ในการตรวจวเิคราะห 

เนื่องจากเปนเทคนิคหนึ่งที่ใชในการตรวจหาสาร

จําพวกคารโบไฮเดรต และเหมาะสมในการตรวจ

วิเคราะหโอลิโกแซคคาไรคและโพลีแซคคาไรค 

และเปนวิธีที่มีความถูกตอง แมนยําสูง4 ซึ่งอาศัย

ความแตกตางของอัตราการเคลื่อนท่ีของแตละ

องคประกอบของสารบนเฟสคงที่ (stationary 

phase) ภายใตการพาของเฟสเคลื่อนที่ (mobile 

phase) โดยใช anion-exchange column ทีเ่ปน

เฟสคงที่ มีสารตัวกลาง (ion exchanger) เปน

ประจุบวกซึ่งจะจับกับสารละลายที่มีประจุลบ

ดวยแรง electrostatic force จากนั้นใชเฟส

เคลื่อนที่เพิ่ม pH หรือเพิ่ม ionic strength เพื่อ

ไปปรับ pH ใหตรงกับ pI ของสารที่จับกับสาร

ตัวกลางทําใหมีประจุเปนศูนยและสารจะถูกปลอย

ออกมา ผานเคร่ืองตรวจวัดสัญญาณชนิด PAD 

ซึ่งเปน electrochemical detector จากนั้น

คํานวณหาปริมาณของสารโดยอานคาจากกราฟ

มาตรฐานทีเ่ตรยีมจากสารมาตรฐานทีร่ะดบัความ

เขมขนตาง ๆ 

 การศึกษาครั้งน้ีจึงดําเนินการพัฒนาวิธี

วเิคราะหปรมิาณแอนตเิจน ซโีรไทป C ของวคัซนี

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ดวยวิธี HPAEC-PAD 

เพื่อนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจทาง

หองปฏบิตักิารสาํหรบัการควบคมุคณุภาพของวคัซนี 

ซึ่งจากเดิมยังไมมีวิธีที่นํามาใชตรวจสอบคุณภาพ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนในประเทศไทย

วัตถุประสงค
 1. เพือ่ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม และตรวจ

สอบความถกูตองของวิธีวิเคราะหปรมิาณแอนตเิจน 

ซีโรไทป ซี ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 

ดวยวิธี HPAEC-PAD

 2. เพือ่ใชเปนวธิมีาตรฐานทางหองปฏบิตัิ

การในการวิเคราะหปริมาณแอนติเจน ซีโรไทป ซี 

ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ดวยวิธี 

HPAEC-PAD

ระเบียบวิธีการวิจัย  

เครื่องมือและอุปกรณ

 เครือ่ง HPLC รุน LC-20ADXR (Nexera) 

และ Software LabSolution ของบรษิทั Shimudzu 

ประเทศญี่ปุน Pulse amperometric detector 

รุน ED743 ของบรษิทั GL Sciences ประเทศญีปุ่น 

โดยใชคอลัมปแยกสารชนิด CarboPac PA1 

analytical column ขนาด 4 x 250 mm และ 

CarboPac PA1 guard column ของบรษิทั Dionex 

ประเทศสหรัฐอเมริกา

 เครื่องชั่งความละเอียดทศนิยม 2 และ 

5 ตาํแหนง ตูเยน็ควบคมุอณุหภมู ิ2-8  Cํ ตูแชแขง็

ควบคมุอณุหภมู ิ-30  Cํ ตูอบความรอน ตูดดูควนั 

เครือ่งปนเหวีย่งควบคุมความเยน็ เคร่ืองเขยาผสม 

เคร่ืองดูดสญุญากาศ แผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 

ไมครอน หลอด cryotube ขนาด 2 ml หลอดแกว

ทนกรด (glass microtube with gasket Teflon 

plug) ขนาด 4 ml เครื่องแกว ไมโครปเปตขนาด 

10-1,000 ไมโครลิตร

สารเคมี

 สารเคมีที่ใชในการทดสอบ ไดแก water 

HPLC grade; conductivity 18.2 MΩ CAS 

No. 7732-18-5 ของ Ligand scientific, 1N 

NaOH solution CAS No. 1310-73-2 ของ Merck, 

methanol HPLC grade CAS No. 67-56-1 ของ 

J.T. Baker, Sodium Deoxycholate CAS No. 

302-95-4 ของ Sigma-Aldrich, NaOAc CAS 
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No. 127-09-3 analytical grade ของ Merck, 

HCl CAS No. 7647-01-0 analytical grade ของ 

Merck, NaCl CAS No. 7647-14-5 analytical 

grade ของ Merck, KCl CAS No. 7447-40-7 

analytical grade ของ Merck, Na2HPO4 CAS 

No. 7558-79-4 analytical grade ของ Merck, 

KH2PO4 CAS No. 7758-11-4 analytical grade 

ของ Merck 

สารมาตรฐานและการเตรียมสารมาตรฐาน

 WHO International standard for 

Meningococcal serogroup C polysaccharide 

code 08/214 ของ National Institute for 

Biological Standards and Control (NIBSC)5 

ใชสําหรับสรางกราฟมาตรฐาน และ N-acety

lneuraminic acid (Neu5Ac) CAS No. 131-48-6 

ของ Sigma-Aldrich ใชเปนสารควบคุมผลบวก

 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเขมขน 

โดยเติมนํา้ทีกํ่าจดัแกสแลวปรมิาตร 1 ml ลงในขวด

ที่บรรจุสารมาตรฐาน ผสมจนเปนเน้ือเดียวกัน 

อยางนอย 2 ชัว่โมงท่ีอณุหภูมหิอง จากน้ันแบงบรรจุ

ลงใน cryotube ปริมาตร 2 ml เก็บที่อุณหภูมิ 

-20  ํC โดยจะไดความเขมขนของสารละลายสาร

มาตรฐานเขมขนเทากับ 1.192 ± 0.192 mg ตอ ml

 การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับ

ใชงาน โดยเจือจางสารละลายมาตรฐานเขมขน

ปรมิาตร 840 ไมโครลติร ดวยนํา้ทีก่าํจดัแกสลงใน

แลวลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 ml ปรบัปรมิาตร

ดวยนํ้าดังกลาวใหครบ 10 ml ผสมจนเปนเนื้อ

เดยีวกัน จากนัน้แบงบรรจลุงใน cryotube ปรมิาตร 

2 ml เก็บทีอ่ณุหภมู ิ-20  Cํ โดยจะไดความเขมขน

ของสารละลายสารมาตรฐานสาํหรบัใชงานเทากบั 

100 ไมโครกรัม (µg)ตอ ml

 การเตรียมกราฟมาตรฐาน โดยเจือจาง

สารละลายมาตรฐานสาํหรบัใชงานดวยนํา้ทีก่าํจดั 

แกสแลว ใหมีความเขมขนเทากับ 0.47, 0.94, 

1.88, 3.75, 7.50 และ 15.00 µg ตอ ml ในหลอด

ทดลอง ผสมจนเปนเนือ้เดยีวกนั กรองดวยแผนกรอง 

Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน

 การเตรียมสารควบคมุผลบวกเขมขน โดยชัง่ 

Neu5Ac น้ําหนัก 10 มิลลิกรัม ลงในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 100 ml แลวเติมนํ้าที่กําจัดแกส

แลวละลายใหเขากัน และปรับปริมาตรดวยนํ้า

ดังกลาวใหครบ 100 ml ผสมจนเปนเนื้อเดียวกัน 

จากนัน้แบงบรรจลุงใน cryotube ปรมิาตร 2 ml 

เก็บที่อุณหภูมิ -20  ํC 

 การเตรียมสารควบคุมผลบวกสําหรับ

ใชงาน โดยเจอืจางสารควบคมุผลบวกเขมขนปรมิาตร 

100 ไมโครลิตร ลงในขวดขนาด 2 ml ที่บรรจุนํ้า

ท่ีกําจัดแกสแลวปริมาตร 900 ไมโครลิตร (µl) 

ผสมจนเปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยแผนกรอง 

Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน โดยจะไดความเขมขน

ของสารควบคุมผลบวกสําหรับใชงานเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอ ml 

ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง

 วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนชนิด

คอนจูเกต (Meningococcal polysaccharide 

serogroup A, C, Y and W135 Conjugate 

Vaccine) จํานวน 1 รุนการผลิต ท่ีขึ้นทะเบียน

ในประเทศไทย 

 การเตรียมตัวอยางสําหรับทดสอบ โดย

นาํวคัซนีมาเทรวมกนัใหมีปริมาตรอยางนอย 2.5 ml 

ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันดวยการเขยาประมาณ 

30 วินาที 

 การเตรียมตัวอยางเพื่อใชในการทดสอบ

หาปรมิาณแอนติเจนทัง้หมด โดยดดูวคัซนีทีเ่ตรยีมไว

ปรมิาตร 1 ml ลงในหลอดแกวทนกรด เพือ่นาํไป
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ยอยดวยกรดตอไป

 การเตรียมตัวอยางเพื่อใชในการทดสอบ

หาปรมิาณแอนตเิจนอสิระ โดยดดูวัคซีนท่ีเตรยีมไว

ปรมิาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอด microtube 

จากนัน้เตมิ 10X PBS ปรมิาตร 50 µl ผสมใหเปน

เนือ้เดยีวกนั เตมิ DOC ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 100 µl ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไป

แชในนํ้าแข็งเปนเวลา 30 นาที จากน้ันเติม HCl 

ความเขมขน 1N ปริมาตร 50 µl ผสมใหเปน

เน้ือเดียวกัน นําไปแชในนํ้าแข็งเปนเวลา 5 นาที 

ผสมใหเปนเนือ้เดยีวกันอกีครัง้กอนนาํไปปนเหวีย่ง

ที่ความเร็ว 2,300 g อุณหภูมิ 10  ํC เปนเวลา 

30 นาที จากนั้นดูดสวนใสปริมาตร 1 ml ลงใน

หลอดแกวทนกรด เพื่อนําไปยอยดวยกรดตอไป  

 การยอยตัวอยางและสารมาตรฐานดวยกรด 

(acid hydrolysis)6-9 เปนขั้นตอนสลายโพลิเมอร 

(depolymerization) โดยการดดูสารละลายสาํหรบั

กราฟมาตรฐาน ตัวอยางเพ่ือใชในการทดสอบ

หาปริมาณแอนติเจนทั้งหมด และตัวอยางเพื่อใช

ในการทดสอบหาปรมิาณแอนติเจนอสิระ ปรมิาตร

หลอดละ 1 ml แลวเติม HCl ความเขมขน 1N 

ปริมาตร 100 µl นําไปอบในตูอบรอนที่อุณหภูมิ 

80  ํC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําใหเย็น

ที่อุณหภูมิ 4  ํC เปนเวลา 10 นาที ผสมใหเปน

เนื้อเดียวกัน กรองดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 

0.22 ไมครอน สําหรับสารควบคุมผลบวกสําหรับ

ใชงานไมตองผานขั้นตอนยอยดวยกรด

การตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน ซีโรไทป ซี 

ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนดวยวิธี 

HPAEC-PAD 

 นําสารละลายสําหรับกราฟมาตรฐาน 

สารควบคุมผลบวกสําหรับใชงาน ตัวอยางเพ่ือใช

ในการทดสอบหาปริมาณแอนติเจนทั้งหมด และ

ตัวอยางเพ่ือใชในการทดสอบหาปริมาณแอนติเจน

อิสระท่ียอยดวยกรดแลวมาตรวจวัดปริมาณดวย

เคร่ือง HPAEC-PAD6-9 ที่ใชสภาวะการทํางาน

ประกอบดวยคอลัมป CarboPac PA1 analytical 

column ขนาด 4 x 250 mm และ CarboPac 

PA1 guard column ตั้งอุณหภูมิของ column 

oven chamber และ auto sampler chamber 

ไวที ่30 และ 4  Cํ ตามลาํดบั reference electrode 

ชนิด AgCl ปริมาตรการฉีดตอครั้งเทากับ 10 µl 

ใช 100 mM NaOH with 80 mM NaOAc เปนสาร

ตวัพา ปรบัอตัราการไหล 1.0 ml ตอนาท ีตวัตรวจ

วัดสัญญาณชนดิ Pulse Amperometric Detector 

ตัง้ระยะเวลาการทาํงานแตละรอบ 12 นาท ีคํานวณ

คาปริมาณแอนติเจน โดยอานจากกราฟมาตรฐาน

ที่เครื่องคํานวณ

การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีตรวจ

วิเคราะห

 ทาํการทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิ ี

HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ

แอนติเจน ซีโรไทป ซี เพื่อใหไดชวงความเขมขน

ของสารมาตรฐานทีจ่ะนาํมาใชเปนกราฟมาตรฐาน

ที่มีความเปนเสนตรง และทดสอบกับตัวอยางที่

ระดับการเจือจางเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห

การตรวจสอบความถูกตองของวิธ1ี0-11

 1. ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน

และชวงของการวัด วิเคราะหสารละลายสําหรับ

กราฟมาตรฐานทีม่คีวามเขมขนเทากบั 0.47, 0.94, 

1.88, 3.75, 7.50 และ 15.00 µg ตอ ml ดวยเครือ่ง 

HPAEC-PAD ความเขมขนละ 3 ซํ้าตอรอบการ

วิเคราะห คํานวณสมการถดถอยเชิงเสน (linear 

regression equation) และคาสัมประสทิธิส์หสมัพนัธ 

(coefficient of correlation: r) เกณฑการยอมรบั

คา r เทากับ 0.998
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 2. การทดสอบความเที่ยง โดยทําการ

ศึกษาใน 2 หัวขอคือ (1) การทําซํ้าในวันเดียวกัน 

โดยใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจํานวน 6 ซ้ํา

ในวันเดียวกัน และ (2) การวิเคราะหตางวัน โดย

ใชตัวอยางเดียวกัน นํามาเตรียมและวิเคราะห 6 

การทดสอบตางวนักัน วิเคราะหวนัละ 3 ซํา้ คาํนวณ

คาเฉลีย่ปรมิาณแอนตเิจน สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน 

และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เกณฑการ

ยอมรับตองมีสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของ

การทําซํ้าในวันเดียวกันไมเกินรอยละ 5 และ

การวิเคราะหตางวันไมเกินรอยละ 10 

 3. การทดสอบความแมน โดยเติมสาร

ละลายมาตรฐานจาํนวน 3 ความเขมขนทีอ่ยูในชวง

กราฟมาตรฐานลงในตวัอยาง วเิคราะหความเขมขน

ละ 3 ซํ้า คํานวณรอยละการคืนกลับ เกณฑการ

ยอมรบัตองมรีอยละการคนืกลบัอยูในระหวางรอยละ 

80 และ 120

 4. การทดสอบความจาํเพาะของวธิ ีทาํโดย

เปรยีบเทยีบ retention time ของพคีจากโครมา

โตแกรมของสารมาตรฐาน สารควบคุมผลบวก

สาํหรับใชงาน ตวัอยางสําหรบัทดสอบ กบัตวัอยาง

วคัซนีชนดิอืน่ จาํนวน 3 ซ้ํา ตวัอยางสาํหรบัทดสอบ

จะตองปรากฏพีคจากโครมาโตแกรมที่ retention 

time ใกลเคียงกับพีคจากโครมาโตแกรมของสาร

มาตรฐานและสารควบคุมผลบวกสําหรับใชงาน

 5. การหาขดีจาํกดัของการตรวจพบคาํนวณ

จากคาความเขมขนสารทีใ่หคาสญัญาณเปน 3 เทา

ของสัญญาณรบกวนและขีดจํากัดของการวัดเชิง

ปริมาณคํานวณจาก ความเขมขนของสารท่ีใหคา

สัญญาณเปน 10 เทาของสัญญาณรบกวน

 6. การทดสอบความทนของวิธี โดยการ

เปลี่ยนนักวิเคราะห ทําการทดสอบโดยใชตัวอยาง

เดียวกัน นํามาเตรียมและวิเคราะหจํานวน 3 

การทดสอบ ตางวัน ตางนักวิเคราะห วิเคราะห

คร้ังละ 3 ซ้ํา ทําการเปรียบเทียบผลวิเคราะห

ที่ตรวจโดยนักวิเคราะหคนที่ 1 และนักวิเคราะห

คนที ่2 ดวยสถติ ิIndependent sample T-test

ผลการศึกษา                
ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี

    การตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน 

ซโีรไทป ซี ดวยวธิ ีHPAEC-PAD ไดสภาวะทีเ่หมาะสม

ในการตัง้คาการตรวจวิเคราะหตวัอยาง ประกอบดวย 

ใชคอลัมป CarboPac PA1 analytical column 

ขนาด 4 x 250 mm และ CarboPac PA1 guard 

column ต้ังอณุหภมิูของ column oven chamber 

และ auto sampler chamber ไวท่ี 30 และ 4  Cํ 

ตามลําดับ ปริมาตรการฉีดตอครั้งเทากับ 10 µl 

ใช 100 mM NaOH with 80 mM NaOAc เปน

สารตัวพา ปรับอัตราการไหล 1.0 ml ตอนาที 

ตัง้ระยะเวลาการทาํงานแตละรอบ 12 นาท ีดงัแสดง

ในตารางที่ 1

Column and guard column

Column Temperature

Detection

Gold Electrode

Parameter Setting

CarboPac PA1 

30°C

Pulsed Amperometric detection

Not disposable

ตารางท่ี 1 สภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจวเิคราะหปริมาณแอนตเิจน ซโีรไทป ซี โดยวธิ ีHPAEC-PAD
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Reference Electrode

Elution conditions/eluent

Autosampler temperature

Injection Volume

Flow rate

Run time

Software for data acquisition and processing

Parameter Setting

AgCl

Isocratic – 100 mM NaOH with 80 mM NaOAc

4°C

10 µl

1.0 ml/min

12 min

LabSolution

ตารางท่ี 1 สภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน ซีโรไทป ซี โดยวธิ ีHPAEC-PAD (ตอ)

ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

 ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน

และชวงของการวัด เมื่อนําคาพ้ืนที่ใตกราฟและ

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขมขน

ระหวาง 0.47 และ 15.00 µg ตอ ml มาสรางกราฟ 

จะไดกราฟที่มีความเปนเสนตรง ดังแสดงในรูปที่ 1 

มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9996 โดย

มีสมการถดถอยเชิงเสน y = 9805x+146.76 

การทดสอบความเปนเสนตรงดวย F-test ไดคา

รปูที ่1 ความสมัพันธระหวางคาพืน้ทีใ่ตกราฟ (แกน Y) และความเขมขนของสารละลายมาตรฐานท่ี 0.47, 

0.94, 1.88, 3.75, 7.50 และ 15.00 µg ตอ ml (แกน X)

มากกวาคา F-critical ที ่alpha 0.05 ผลจากกราฟ 

residual plot พบวามกีารกระจายของจดุเพิม่ขึน้

ทีค่วามเขมขนสูงของแกน X รอบ ๆ คาศนูยแสดงวา

กราฟมีความสัมพันธอยางเปนเสนตรง แตมีความ

แปรปรวนสงู ดงัแสดงในภาพที ่2 และกราฟ line 

fit plot พบการเรียงตัวของจุดคา y ท่ีตรวจวัด

ไดเทียบกับ predicted y มีคาใกลเคียงกันเปน

การยืนยันใหเห็นวากราฟเปนเสนตรง ดังแสดง

ในรูปที่ 3

0

100000

200000

0 2 6 8 10 12 16

*105

(
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รปูที ่3 Line fit plot ของการตรวจวิเคราะหสารมาตรฐานความเขมขนที ่0.47, 0.94, 1.88, 3.75, 7.50 

และ 15.00 µg ตอ ml ดวยวิธี HPAEC-PAD

 ผลการทดสอบความเที่ยง เมื่อทําซํ้า

ในวนัเดยีวกนั ใชตวัอยางเดยีวกนั วเิคราะหจาํนวน 

6 ซํา้ในวันเดยีวกัน พบวาคาสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน

สัมพัทธของ Total polysaccharide ที่คํานวณ

ไดเทากับ 0.55 และ Free polysaccharide ที่

คาํนวณไดเทากบั 1.90 ซ่ึงอยูในเกณฑท่ียอมรับได

คอืไมเกนิรอยละ 5 ดงัแสดงในตารางที ่2

รปูที ่2 Residual plot ของการตรวจวเิคราะหสารมาตรฐานความเขมขนที ่0.47, 0.94, 1.88, 3.75, 7.50 

และ 15.00 µg ตอ ml ดวยวธิ ีHPAEC-PAD
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1

2

3

4

5

6

Mean

SD

%RSD

ครั้งที่
ปริมาณ Polysaccharide (µg/ml)

Free polysaccharideTotal polysaccharide

7.13

7.24

7.25

7.22

7.20

7.20

7.21

0.04

0.55

1.49

1.50

1.45

1.47

1.43

1.43

1.46

0.03

1.90

ตารางที่ 2 ผลการศึกษาความเที่ยงเมื่อทําซํ้าในวันเดียวกัน ใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจํานวน 6 ซํ้า

ในวันเดียวกัน

1

2

3

4

5

6

วันที่
ปริมาณ Total polysaccharide (µg/ml) ปริมาณ Free polysaccharide (µg/ml)

ฉีดครั้งที่ 1

7.13

7.41

7.30

7.37

8.05

7.71

ฉีดครั้งที่ 2

7.24

7.43

7.25

7.33

7.99

7.78

Mean

SD

%RSD

ฉีดครั้งที่ 3

7.25

7.42

7.21

7.31

7.93

7.66

Mean

7.21

7.42

7.25

7.34

7.99

7.72

7.49

0.28

3.71

ฉีดครั้งที่ 1

1.49

1.33

1.31

1.38

1.49

1.45

ฉีดครั้งที่ 2

1.50

1.29

1.22

1.29

1.53

1.34

Mean

SD

%RSD

ฉีดครั้งที่ 3

1.45

1.30

1.23

1.30

1.52

1.30

Mean

1.48

1.31

1.25

1.32

1.51

1.36

1.37

0.09

6.83

ตารางที่ 3 ผลการศึกษาความเที่ยง เมื่อใชตัวอยางวัคซีนเดียวกัน เตรียมตัวอยางใหมในแตละวัน 

ทําการวิเคราะหตางวันจํานวน 6 วัน วิเคราะหวันละ 3 ซํ้า

 ผลการทดสอบความเท่ียง เม่ือใชตวัอยาง

วคัซีนเดียวกัน เตรียมตวัอยางใหมในแตละวนั ทําการ

วเิคราะหตางวนัจาํนวน 6 วนั วิเคราะหวันละ 3 ซ้ํา 

โดยนักวิเคราะหคนเดียวกัน พบวาสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธของ Total polysaccharide 

ทีค่าํนวณไดเทากบั 3.71 และ Free polysaccharide 

ที่คํานวณไดเทากับ 6.83 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับ

ไดคือไมเกินรอยละ 10 ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตามลําดับ



57วารสารอาหารและยา ปที่ 31 ฉบับที่ 2: พฤษภาคม – สิงหาคม 2567

 ผลการทดสอบความแมน เม่ือเติมสาร

ละลายมาตรฐานจํานวน 3 ความเขมขนที่อยูใน

ชวงกราฟมาตรฐานลงในตัวอยาง วิเคราะหความ

เขมขนละ 3 ซ้ํา พบวาคารอยละการคืนกลับของ 

Total polysaccharide อยูระหวาง 81.01 และ 

116.05 และคารอยละการคืนกลับของ Free 

polysaccharide อยูระหวาง 80.78 และ 114.25 

ซึ่งอยูในเกณฑการยอมรับ คือ ตองมีคารอยละ

การคนืกลับอยูระหวางรอยละ 80 และ 120 ดงัแสดง

ในตารางที่ 4

 ผลการทดสอบความจาํเพาะของวธีิแสดง

ใหเห็นจาก retention time (RT) ของพีคจาก

โครมาโตแกรม โดยสารละลาย blank และตวัอยาง

วัคซีนชนิดอื่น ไมปรากฏพีครบกวนการวิเคราะห 

รูปที่ 4 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน สารควบคุมผลลบ สารควบคุมผลบวก ตัวอยางสําหรับทดสอบ 

กับตัวอยางวัคซีนชนิดอื่น

หมายเหตุ:  (1) สารละลาย Blank (Negative control) (2) Free polysaccharide (ตัวอยางสําหรับทดสอบ) (3) Internal control 
(N-acetylneuraminic acid) (Positive control) (4) สารมาตรฐาน MenC WHO 1st International Standard (5) Total 
polysaccharide (ตัวอยางสําหรับทดสอบ) (6) ตัวอยางวัคซีนชนิดอื่น

สวนตัวอยางสําหรับทดสอบ ปรากฏพีคท่ี RT 

ใกลเคียงกับพีคสารมาตรฐาน MenC และสาร

ควบคุมผลบวกสําหรับใชงาน ดังแสดงในรูปที่ 4

รอยละการคืนกลับของสารมาตรฐาน

ความเขมขนของสารมาตรฐานที่เติมลงในวัคซีน (µg/ml)

Total polysaccharide Free polysaccharide

1.88

98.20

97.62

86.31

ครั้งที่

1

2

3

3.75

116.05

81.01

93.35

7.50

101.89

100.82

92.15

0.47

100.92

94.51

80.78

1.88

92.40

114.25

89.74

3.75

92.79

92.90

100.54

ตารางที่ 4 รอยละการคืนกลับของการเติมสารมาตรฐานในตัวอยาง จํานวน 3 ความเขมขน
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1

2

3

Mean

SD

%RSD

ครั้งที่
ปริมาณ Total polysaccharide (µg/ml) ปริมาณ Free polysaccharide (µg/ml)

นักวิเคราะหคนที่ 1

9.17

9.04

9.26

9.16

0.09

0.99

นักวิเคราะหคนที่ 2

9.12

9.16

9.41

9.23

0.13

1.37

นักวิเคราะหคนที่ 1

1.48

1.31

1.51

1.43

0.09

6.37

นักวิเคราะหคนที่ 2

1.50

1.42

1.73

1.55

0.13

8.49

ตารางที่ 6 ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปล่ียนนักวิเคราะห

ครั้งที่

1

2

3

4

5

6

Mean

LOD (µg/ml)

0.15

0.15

0.17

0.12

0.18

0.14

0.15

LOQ (µg/ml)

0.46

0.45

0.53

0.37

0.53

0.42

0.46

ตารางที ่5 แสดงคา LOD และ LOQ ทีค่าํนวณจากคาความเขมขนสารทีใ่หคาสัญญาณ (S/N) เปน 3 และ 

10 เทาของสัญญาณรบกวนของกราฟมาตรฐาน

 ขดีจาํกดัของการตรวจพบอยูท่ีระดบั 0.15 

µg ตอ ml และขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ

อยูที่ระดับ 0.46 µg ตอ ml ซึ่งคํานวณจากคา

ความเขมขนสารที่ใหคาสัญญาณเปน 3 และ 10 

เทาของสัญญาณรบกวนของกราฟมาตรฐาน 

ตามลําดับ จํานวน 6 ครั้ง ดังแสดงในตารางที่ 5

 ผลการทดสอบความทนของวธีิ เม่ือเปลีย่น

นกัวิเคราะห ทาํการวเิคราะหตัวอยางจาํนวน 3 ซํา้ 

พบวาปริมาณ Total polysaccharide ที่ตรวจ

โดยนกัวเิคราะหคนที ่1 มีคาเฉลีย่ 9.16 µg ตอ ml 

สวนนกัวเิคราะหคนท่ี 2 มคีาเฉลีย่ 9.23 µg ตอ ml 

และปริมาณ Free polysaccharide ที่ตรวจโดย

นักวิเคราะหคนท่ี 1 มีคาเฉล่ีย 1.43 µg ตอ ml 

สวนนกัวิเคราะหคนท่ี 2 มคีาเฉล่ีย 1.55 µg ตอ ml 

ดังแสดงในตารางที่ 6 

 ผลการเปรียบเทียบผลวิเคราะห total 

polysaccharide และ Free polysaccharide 

ที่ตรวจโดยนักวิเคราะหคนที่ 1 และนักวิเคราะห

คนที่ 2 ดวยสถิติ Independent ample T-test 

พบวามคีา Sig. (2-tailed) มากกวา 0.05 แสดงวา

ผลการทดสอบทีต่รวจโดยนกัวเิคราะหคนที ่1 และ

นักวิเคราะหคนท่ี 2 ไมมีความแตกตางกันอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 
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อภิปรายผล
 การตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน 

ซีโรไทป ซี ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 

เปนรายการทดสอบที่สําคัญรายการหน่ึงในการ

ควบคุมคุณภาพวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ที่ระบุในขอแนะนําขององคการอนามัยโลก3 ซึ่ง

แสดงถึงความแรงของวัคซีนในการปองกันโรค 

ในกระบวนการผลิตวัคซีน ผูผลิตจะตองควบคุม

การผลิตใหมีปริมาณแอนติเจนคงที่และสมํ่าเสมอ

ในทกุรุนการผลติตรงตามท่ีระบใุนทะเบยีนตํารบัยา 

อกีทัง้หองปฏบัิตกิารภาครฐัท่ีมีหนาทีใ่นการควบคมุ

คณุภาพ จะตองใชวธิตีรวจวเิคราะหทีม่คีวามถกูตอง 

แมนยํา และเชื่อถือได วิธี HPAEC-PAD เปนหนึ่ง

ในวิธีที่แนะนํา ซึ่ง HPAEC มีความสามารถในการ

แยกคารโบไฮเดรตไดทุกประเภทของ ออดิทอล 

อะมิโนซูการ โมโนแซคคาไรค โอลิโกแซคคาไรค

และโพลีแซคคาไรค ตามลักษณะโครงสราง อีกทั้ง

คารโบไฮเดรตยังมีความเปนกรดออน จะสามารถ

แยกไดโดยใช highly efficient anion-exchange 

column สวน PAD เปน electrochemical 

detector ใชในการแยกสารที่มีสวนประกอบ

ของ electroactive groups โดยอาศัยกลไก 

electrocatalytic oxidation ซึง่จะสามารถแยกดวย 

high resolution ดังนัน้ HPAEC-PAD จึงเปนเทคนคิ

หนึ่งที่ใชในการตรวจหาคารโบไฮเดรตและเปนวิธี

ทีเ่หมาะสมในการตรวจวิเคราะหโอลโิกแซคคาไรค

และโพลีแซคคาไรค4 

 วคัซนีปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอน เปนวคัซีน

แบคทีเรียชนิดโพลีแซคคาไรด ผลิตมาจากสวน

โพลแีซคคาไรดของเช้ือแบคทีเรยี N. meningitidis  

ซึ่งในปจจุบันวัคซีนมีหลายซีโรไทป เชน A, C, Y 

และ W135 โดยในแตละซีโรไทปจะแตกตางกัน

ที่ชนิดนํ้าตาลในสายโพลีแซคคาไรด การศึกษา

ครั้งนี้ไดพัฒนาวิธี HPAEC-PAD มาใชเพื่อตรวจ

วเิคราะหปรมิาณแอนตเิจน ซโีรไทป ซ ีของวคัซนี

ปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ซ่ึงในการตรวจหา

ปริมาณแอนติเจนของซีโรไทป ซี จะทําการวัด

ปรมิาณของ N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) 

ท่ีเปนสวนหนึ่งในลักษณะโครงสรางแอนติเจน

ของไขกาฬหลังแอน ซีโรไทป ซี ที่เปน Poly-α2,

9-N-acetylneuraminic acid (variable C7 and 

C8 O-acetylation) และกอนนําไปวิเคราะห

จะตองทําการยอยสลายโครงสรางแอนติเจน

ดวยกรดกอนเพ่ือใหได Neu5AC อสิระ4,7 แลวนาํมา

ผานคอลัมปที่ใชในการทดสอบที่สามารถแยกสาร

ทีม่ปีระจุและขนาดโมเลกลุทีต่างกนัไดอยางดีดวย

เทคนคิโครมาโตกราฟฟแบบแลกเปล่ียนประจุ และ

ตรวจวดัสญัญาณแบบ electrochemical นอกจากนี ้

วิธีที่จะใชในการควบคุมคุณภาพวัคซีนในหอง

ปฏบิตักิารจาํเปนตองผานการตรวจสอบความถกูตอง

ของวิธ ีเพือ่ใหมัน่ใจวาผลวิเคราะหท่ีตรวจไดดวยวิธี

ดงักลาวมีความถกูตองและนาเช่ือถอื โดยวธิวีเิคราะห

นี้จะใชคอลัมปแยกสารชนิด CarboPac PA1 

analytical column ขนาด 4 x 250 mm และ

CarboPac PA1 guard column ทีอ่ณุหภมู ิ30  Cํ 

ปริมาตรการฉีดตอครั้งเทากับ 10 µl ใช 100 mM 

NaOH with 80 mM NaOAc เปนสารตัวพา 

ปรับอัตราการไหล 1.0 ml ตอนาที ตัวตรวจวัด

สัญญาณชนิด PAD ตั้งระยะเวลาการทํางานแตละ

รอบ 12 นาที ผลการตรวจสอบความถูกตอง
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ของวิธีเปนไปตามเกณฑที่กําหนด ซ่ึงพบวากราฟ

มาตรฐานมีความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 

0.47 และ 15.00 µg ตอ ml และมีคาสัมประสิทธิ์

สหสมัพนัธเทากับ 0.9996 ความเทีย่งเมือ่ทดสอบ

วัคซีนในวันเดียวกันหกครั้งของปริมาณแอนติเจน

ทั้งหมดและปริมาณแอนติเจนอิสระไดคารอยละ

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 0.55 และ 1.90 

ความเท่ียงเมื่อทดสอบวัคซีนตางวันกันหกครั้ง 

ปริมาณแอนติเจนทั้งหมดและปริมาณแอนติเจน

อสิระไดคารอยละเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 

3.71 และ 6.83 วธีิมีความแมนสามารถตรวจวดัสาร

มาตรฐานที่ใสในวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ไดคารอยละการคืนกลับของปริมาณแอนติเจน

ทั้งหมดอยูระหวาง 81.01 และ 116.05 และคา

รอยละการคนืกลบัปรมิาณแอนตเิจนอสิระอยูระหวาง 

80.78 และ 114.25 มขีดีจํากดัของการตรวจพบและ

ขีดจํากัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณที่ 0.15 และ 

0.46 µg ตอ ml นอกจากนี้วิธีมีความจําเพาะคือ

ไมมีการรบกวนจากสารอื่นและสามารถแยกสาร

ที่สนใจออกจากสารอื่น ๆ ได และมีความทนเม่ือ

มีการเปล่ียนนักวิเคราะห จากผลการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธีแสดงใหเห็นวาสามารถนําวิธี

ดงักลาวมาใชเปนวธิมีาตรฐานสาํหรบัตรวจคณุภาพ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน ซีโรไทป ซี ได 

อีกทั้งในปจจุบันสวนใหญไดใชวิธี HPAEC-PAD 

ในการตรวจวัดปริมาณแอนติเจน8-9 

 ดงันัน้วธิ ีHPAEC-PAD ทีพั่ฒนาข้ึนในหอง

ปฏิบัติการ และตรวจสอบความถูกตองของวิธีนี้ 

จึงตอบโจทยการนําไปใชไดดี นอกจากใชในการ

ตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน ซีโรไทป ซี ของ

วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนแลว หนวยงาน

ยังสามารถนาํไปเปนแนวทางปรบัใชเพือ่การพฒันา

วิธีตรวจหาปริมาณแอนติเจนของวัคซีนปองกันโรค

ไขกาฬหลงัแอนในซโีรไทปอืน่ และวคัซนีโพลแีซค

คาไรดชนดิอืน่เพือ่การควบคมุคณุภาพ เชน วคัซนี

ไขไทฟอยด12 วัคซีนฮิบ13-14 ได จึงเปนการเพิ่ม

ศกัยภาพของหองปฏิบัติการภาครฐัในการคุมครอง

ผูบริโภคดานวัคซีนใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 

สรุปผล
 สภาวะที่แนะนําของงานวิจัยนี้มีความ

เหมาะสม และไดทําการตรวจสอบความถูกตอง

ของวธิ ีHPAEC-PAD ในการตรวจวเิคราะหปรมิาณ

แอนติเจน ซีโรไทป ซี ของวัคซีนปองกันโรคไข

กาฬหลังแอนแลวพบวาอยูในเกณฑมาตรฐาน

ในทุกหัวขอ แสดงวาวิธี HPAEC-PAD มีความ

เหมาะสม และเปนหนึง่ในวธิทีีแ่นะนาํในการตรวจ

ทางหองปฏิบัติการเพื่อวิเคราะหปริมาณแอนติเจน 

ซโีรไทป ซ ี ของวัคซีนปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอน 

ซึง่จะทาํใหผูบรโิภคไดรบัวคัซนีทีม่คุีณภาพ มปีรมิาณ

แอนตเิจนตรงตามมาตรฐานผลติภณัฑและมาตรฐาน

สากลที่สามารถปองกันโรคได 

ขอเสนอแนะ
 ปจจุบันวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ที่มีจําหนายในประเทศไทยมีองคประกอบของ

แอนติเจนจากเชื้อ N. meningitidis จํานวน 4 

ซโีรกรุป คอื A, C, Y และ W135 และเพือ่ใหผูไดรบั

วัคซีนมีความมั่นใจในคุณภาพ จึงมีความจําเปน

ตองตรวจสอบคุณภาพวัคซีนใหมีความปลอดภัย 
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และมีประสิทธิภาพในการปองกันโรค รายการ

วิเคราะหปริมาณแอนติเจนหรือความแรง เปน

พารามิเตอรหนึ่งที่มีความสําคัญในการตรวจสอบ

คณุภาพวคัซนี เพือ่ยนืยนัวาวคัซนีมปีรมิาณแอนตเิจน

ตรงตามที่ระบุในทะเบียนตํารับยาชีววัตถุ

 การตรวจวิเคราะหปริมาณแอนติเจน

ของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอนในครั้งนี้

ไดทําการพัฒนาและตรวจสอบความถูกตองของ

วิธีเฉพาะซีโรไทป ซี เทานั้น และเมื่อนําไปตรวจ

วเิคราะหในวคัซนีปองกนัโรคไขกาฬหลงัแอนยีห่ออืน่ 

ตองดําเนินการทวนสอบความเหมาะสมของวิธี

ในหัวขอความแมนเพิ่มเติม การเก็บรักษาสาร

มาตรฐานตองเก็บรักษาในอุณหภูมิที่กําหนดไว 

และแบงสาร (aliquot) ใสหลอดทดลอง ปรมิาตร

ใหเพียงพอสําหรับการนํามาใชครั้งเดียวแลวทิ้ง 

เพือ่ลดการแชแข็งละลายหลายครัง้ (freeze-thaw 

cycle) นอกจากนีก้ารทดสอบในแตละคร้ังควรเตรยีม

สารเคมีใหมทุกครั้ง ทั้งนี้องคความรูที่ไดสามารถ

พฒันาตอยอดพฒันาวธิใีนการตรวจวเิคราะหปรมิาณ

แอนติเจนของวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ในซีโรไทปอื่นและวัคซีนโพลีแซคคาไรดชนิดอื่นได

ตอไป 
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