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           Abstract
Background: Identity testing is a crucial process that should be conducted on the 
pneumococcal conjugate vaccine to verify its identity for quality control purposes. The 
vaccine consists of purified polysaccharides from each serogroup of Streptococcus 
pneumoniae, conjugated with diphtheria cross-reactive material (CRM197), as specified 
in the registration dossier. Therefore, this testing ensures that recipients can trust the 
quality, efficacy, and safety of the vaccine. The identity test of the pneumococcal conjugate 
vaccine is a newly developed identity testing method by the Institute of Biological Products.

Objectives: To develop and validate a standard method for identity testing of 
pneumococcal polysaccharides and the CRM197 carrier protein using the slot blot assay 
to verify the identity of the pneumococcal conjugate vaccine.
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Methods: The optimum conditions were determined based on the specific reaction 
between the antigen and antibody, making them suitable for testing. Additionally, 
method validation was confirmed for two parameters including specificity and intermediate 
precision.

Results: The results of the optimum conditions for the identity test of pneumococcal 
polysaccharides and the carrier protein diphtheria Cross Reactive Material (CRM197) in 
pneumococcal conjugate vaccines, using the slot blot assay, demonstrated that each 
antigen was specific to its corresponding serotype antibody, leading to the formation of 
an antigen-antibody complex. Therefore, this method must be performed according to 
the specified protocol to accurately verify the identity of the vaccine. Validation results 
revealed high specificity: pneumococcal conjugate vaccine samples displayed distinct 
dark purple bands, indicating positive identification, while meningococcal vaccine samples 
showed a negative result, represented by a white band on the nitrocellulose membrane. 
Furthermore, intermediate precision was confirmed by two independent analysts, both 
of them obtained consistent results. In both cases, dark purple bands appeared on the 
nitrocellulose membrane, indicating positive identification. Therefore, this method 
successfully passed validation and can be adopted as a standard procedure.

Conclusions: The study results revealed that the identity test for pneumococcal 
polysaccharides and the CRM197 carrier protein using the slot blot assay met the validation 
requirements. Consequently, it is suitable for use as a standard method for the registration 
of the pneumococcal conjugate vaccine in Thailand.

Keywords: streptococcus pneumoniae, pneumococcal conjugate vaccine, slot blot assay, 
dossier registration

            บทคัดยอ
ความสําคัญ: การตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกต เปนรายการ

ทดสอบหนึง่ทีม่คีวามสําคัญในการควบคุมคุณภาพวคัซนี เพือ่ยนืยนัวาวัคซนีประกอบดวยโพลแีซคคาไรด

ของเชือ้แบคทเีรยี Streptococcus pneumoniae และ CRM197 ทีใ่ชเปนโปรตนีพาหะ ตรงตามซโีรไทป

ที่ระบุในทะเบียนตํารับยาชีววัตถุ เพ่ือใหผูไดรับวัคซีนมีความม่ันใจในคุณภาพ ประสิทธิภาพ และความ

ปลอดภัย ซ่ึงทางสถาบนัชวีวตัถยุงัไมเคยมรีายการตรวจสอบเอกลกัษณของวคัซนีปองกันโรคปอดอกัเสบ

ชนิดคอนจูเกตดวยวิธี Slot blot มากอน
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วตัถปุระสงค: เพือ่ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสม และตรวจสอบความถกูตองของวธิตีรวจสอบเอกลกัษณของ 

Pneumococcal polysaccharides และโปรตีนพาหะ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิด

คอนจูเกตดวยวิธี Slot blot ในการนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการสําหรับตรวจยืนยัน

เอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกต

วิธีการวิจัย: ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีดวยการศึกษาปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและ

แอนติบอดี และศึกษาตรวจสอบความถูกตองของวิธีในพารามิเตอร การตรวจสอบความจําเพาะของวิธี 

และการตรวจสอบความเที่ยงของวิธี 

ผลการศึกษา: ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจสอบเอกลักษณของ pneumococcal 

polysaccharides และ carrier protein ชนิด diphtheria Cross Reactive Material (CRM197) 

ในวคัซีนปองกนัโรคปอดอกัเสบชนดิคอนจเูกต (pneumococcal conjugate vaccine) ดวยวธิ ีslot blot 

พบวาแอนติเจนแตละชนิดมีความจําเพาะตอแอนติบอดีซีโรไทปของตนเองจึงจะสามารถเกิดปฏิกิริยา

จาํเพาะระหวางแอนตเิจนและแอนตบิอดี (antigen-antibody complex) ได ซ่ึงการทดสอบนีต้องปฏิบติั

ตามแมแบบของการทดสอบที่กําหนดไว จึงสามารถตรวจวิเคราะหเอกลักษณของวัคซีนไดอยางถูกตอง 

และเมื่อศึกษาความถูกตองของวิธี พบวาวิธีมีความจําเพาะสูง โดยตัวอยางวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ

ชนิดคอนจูเกตปรากฏแถบสีมวงเขม ซึ่งแสดงผลเปนบวก (positive identification) และวัคซีนปองกัน

โรคไขกาฬหลังแอนใหผลการทดสอบเปนผลลบ (negative identification) จะปรากฏแถบสขีาวบนแผน 

nitrocellulose membrane และผลการศึกษาความเท่ียงของวธีิ โดยผูวเิคราะห 2 คน ทีเ่ปนอสิระตอกนั 

พบวาผลการทดสอบทัง้ 2 คนเปนไปตามเกณฑทีก่าํหนด โดยปรากฏแถบสมีวงเขมบนแผน nitrocellulose 

membrane ซึ่งแสดงผลการทดสอบเปนบวกของนักวิเคราะหทั้ง 2 คน ดังนั้นวิธีนี้จึงผานการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธี และสามารถนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการได

สรุป: การศึกษาน้ีพบวาวิธีตรวจสอบเอกลักษณของ pneumococcal polysaccharides และ CRM197 

ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกต ดวยวิธี slot blot ผานการตรวจสอบความถูกตองของวิธี 

ซึ่งเปนไปตามเกณฑกําหนด ดังนั้นวิธีนี้จึงมีความเหมาะสมสําหรับนําวิธีมาใชเปนวิธีมาตรฐานทางหอง

ปฏิบัติการ เพื่อใชประกอบการการขอขึ้นทะเบียนตํารับยาชีววัตถุจําหนายในประเทศ

คําสําคัญ: สเตรปโตคอคคัส นิวโมเนียอี วัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกต วิธี slot blot 

ขึ้นทะเบียนตํารับยาชีววัตถุ
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บทนํา
 โรคปอดอักเสบ (pneumonitis) หรือ

ปอดบวม เปนอาการอักเสบของเนือ้ปอด สวนใหญ

เกดิจากการตดิเชือ้ Streptococcus pneumoniae 

ที่อาศัยตามปกติในลําคอของคน เชื้อชนิดนี้มี

มากกวา 90 ซโีรไทป อตัราการกอโรคแตละซีโรไทป

มีความแตกตางกัน1 การแพรเชื้อระหวางคน

มกัเกดิจากการสมัผสัละอองฝอยของทางเดนิหายใจ 

ผูที่ติดเชื้อไวรัสทางเดินหายใจสวนบนอยูกอนจะ

ติดเชื้อนี้ไดงายขึ้น จึงมักพบโรคนี้ไดบอยในชวง

ฤดูฝนและฤดูหนาว เชื้อนี้ทําใหเกิดโรคไดหลาย

ระบบท่ีสําคัญคือ โรคหูชั้นกลางอักเสบ โรคไซนัส

อักเสบ และสามารถทําใหเกิดโรคติดเชื้อรุกราน

ซึ่งมีความรุนแรง ไดแก โรคเย่ือหุมสมองอักเสบ 

การติดเชื้อในกระแสเลือด และโรคปอดอักเสบ 

เปนตน สามารถพบไดทุกเพศทกุวัย ในวยัเดก็เลก็

อายุตํ่ากวา 2 ป ผูที่มีอายุ 65 ปขึ้นไป และผูที่มี

ภาวะภูมติานทานต่ํา บางรายการตดิเช้ืออาจรนุแรง

และทาํใหเสยีชวีติได โดยภมิูคุมกันโรคตอเช้ือแตละ

ซีโรไทปมีความจําเพาะไมสามารถปองกันโรค

จากภูมิคุมกันที่เกิดจากเชื้อซีโรไทปอื่นได1 วิธีการ

ปองกันโรคทําไดโดยการฉีดวัคซีนเพื่อสรางภูมิ

ตานทาน ซ่ึงมคีวามสาํคัญมาก โดยเฉพาะอยางยิง่

ในผูสงูอายหุรอืผูทีม่โีรคประจาํตวัทีร่ะบบภมูคิุมกนั

ไมแขง็แรง มคีวามเสีย่งตอการตดิเชือ้และมอีาการ

รุนแรงไดมากกวาผูที่ภูมิคุมกันปกติ2

 วัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบในปจจุบัน

ผลิตมาจากสวนโพลีแซคคาไรดของเชื้อแบคทีเรีย 

Streptococcus pneumoniae โดยวัคซีนมี 

2 ชนดิ ไดแก ชนดิโพลแีซคคาไรด (non-conjugate 

polysaccharide) และชนดิคอนจเูกต (conjugate 

polysaccharide) ซึ่งชนิดคอนจูเกตจะนําสวน

แอนติเจนของแตละซีโรไทปเชื่อมตอกับ carrier 

protein2 โดยวัคซีนชนิดโพลีแซคคาไรดมีขอดอย

เปน T- independent ไมสามารถกระตุนภมูคิุมกนั

โรคในเด็กเล็กที่อายุตํ่ากวา 2 ป จึงมีการพัฒนา

วคัซนีท่ีนาํสวนโพลแีซคคาไรดแอนตเิจนบนแคปซลู

ของเชือ้มาจับกบัโปรตนีพาหะเพือ่เปลีย่นแอนตเิจน

ใหเปน T-dependent ทําใหกระตุนภูมคิุมกนัไดดี 

และสามารถกระตุนภูมิคุมกันเม่ือมีการฉีดซํ้าได3 

วัคซีนที่จําหนายในประเทศไทยมีทั้งชนิดโพลีแซค

คาไรด 23 ซีโรไทป และชนิดคอนจูเกต 13 และ 

15 ซีโรไทป 

 ความมัน่ใจในความปลอดภยัและประสทิธภิาพ

ของวัคซีน จึงมีความจําเปนตองมีการประกัน

คุณภาพของผลิตภัณฑดวยการตรวจวิเคราะห

คณุภาพของวคัซีนโดยใชวธิทีางดานความปลอดภัย 

ดานเอกลักษณและความแรง รวมถึงดานเคมีและ

ฟสกิสในหองปฏบิติัการ ซึง่การตรวจสอบเอกลกัษณ

เปนการตรวจวิเคราะหหนึ่งที่มีความสําคัญในการ

ควบคมุคณุภาพวคัซีน3 ซ่ึงเดิมการประกนัคณุภาพ

ของผลิตภัณฑนั้นทําโดยการพิจารณาเอกสาร

กระบวนการผลิต ตอมาทางสถาบันชีววัตถุ 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย มีการพัฒนาและ

ตรวจสอบความถูกตองของวธีิตรวจสอบเอกลกัษณ

ของโพลแีซคคาไรด pneumococcal polysaccha

rides และโปรตีนพาหะชนิด diphtheria Cross 

Reactive Material (CRM197) ในวัคซีนปองกัน

โรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกตดวยวิธี slot blot 

และวธินีีทํ้าใหมีการตรวจวเิคราะหในผลติภณัฑวัคซีน 

เพือ่ยนืยนัวาวคัซนีนัน้ประกอบดวยโพลแีซคคาไรด

ตรงตามซีโรไทปที่ระบุในทะเบียนตํารับยาชีววัตถุ 

และเพื่อสรางความมั่นใจในคุณภาพของวัคซีน

ตรงตามมาตรฐานของผลติภณัฑ โดยท่ีวธิ ีslot blot 

นั้นมีความไว และความจําเพาะสูงที่สามารถบงชี้

เอกลักษณของโพลีแซคคาไรดแตละซีโรไทป 
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และบงชี้เอกลักษณของโปรตีนพาหะที่เชื่อมตอ

อยูกบัโพลแีซคคาไรดได ซึง่ทางสถาบนัชวีวตัถนุัน้ 

ยังไมมีการเปดใหบริการตรวจวิเคราะหมากอน 

ดงันัน้ การศกึษานีจ้งึดําเนนิการพฒันาวธีิตรวจสอบ

เอกลักษณโดยใชวิธี slot blot ซึ่งเปนการขยาย

ขดีความสามารถของหองปฏบัิตกิารตรวจวิเคราะห

รายการใหม เพ่ือนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานทาง

หองปฏิบัติการสถาบันชีววัตถุตอไป

วัตถุประสงค
 1. เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสม และ

ตรวจสอบความถูกตองของวธีิตรวจสอบเอกลักษณ

ของ pneumococcal polysaccharides และ

โปรตีนพาหะ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอด

อักเสบ ดวยวิธี slot blot

 2. เพือ่ใชเปนวิธีมาตรฐานทางหองปฏิบติัการ

ในการตรวจสอบเอกลักษณของ pneumococcal 

polysaccharides และโปรตีนพาหะ CRM197 

ในวคัซนีปองกันโรคปอดอักเสบ ดวยวิธี slot blot

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีการวิจัย 

 เปนการวิจัยเชิงทดลอง โดยดําเนินการ

ศึกษาความถูกตองของวิธีดวยสารแอนติบอดี

ท่ีมคีวามจาํเพาะสําหรบัแอนติเจนแตละชนดิ และ

ตวัอยางวคัซีนปองกนัโรคปอดอักเสบชนดิคอนจเูกต 

ชนิด 13 ซีโรไทป จํานวน 1 รุนการผลิต ที่มีการ

นําเขามาขึ้นทะเบียนในประเทศไทย โดยทําการ

ตรวจสอบความจาํเพาะของวิธี ซ่ึงใชวัคซีนปองกนั

โรคไขกาฬหลังแอนเพื่อยืนยันความจําเพาะของวิธี 

และทําการตรวจสอบความเที่ยงของวิธี โดยผู

วิเคราะห 2 คน ทําการทดสอบจํานวน 3 คร้ัง 

ที่เปนอิสระตอกัน 

กลุมตัวอยาง

 วคัซนีปองกนัโรคปอดอกัเสบชนดิคอนจเูกต 

ชนดิ 13 ซโีรไทป (pneumococcal polysaccha-

rides serotype 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 

18C, 19A, 19F, 23F และ carrier protein 

ชนิด diphtheria CRM197 conjugate vaccine) 

จํานวน 1 รุนการผลติ ท่ีมกีารนาํเขามาขึน้ทะเบยีน

ในประเทศไทย

 สารแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสําหรับ

แอนตเิจนแตละชนดิ ไดแก monoclonal antibody 

serotype 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 

19A, 19F และ 23F, rabbit polyclonal CRM197 

antibody (ยีห่อ Pfizer) และ Protein A/G-HRP 

(Thermo scientific Product No. 32490)

เครื่องมือและอุปกรณ

 1. ชดุอุปกรณ Bio-Dot® SF Apparatus 

(Cat. No. 170-6542, BIO-RAD), แผนเมมเบรน 

nitrocellulose membrane precut, 0.45 µm, 

9 x 12 cm. (Cat. No. 162-0117, BIO-RAD), 

แผน filter paper (Cat. No. 162-0161, BIO-RAD), 

เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมความเย็น, หลอดทดลอง

พลาสติกฝาเกลียว ขนาด 15 และ 50 ml หลอด

ทดลอง Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml, 

Automatic pipette ขนาด 5-50 µl, 20-200 µl 

และ 100-1,000 µl 

 2. สารเคมีและนํ้ายาทดสอบที่ใชในการ

ทดสอบ ไดแก 10x tris buffer saline (10x TBS) 

(Cat. No. 170-6435, BIO-RAD), bovine serum 

albumin (BSA) (CAS. No. 9048-46-8, Sigma-

Aldrich), 1x TBS with 0.05%Tween 20® (TTBS) 

(washing buffer), 3% BSA in 1x TBS (blocking 

solution), 1% BSA in 1x TTBS (diluent), 1M 

sulfuric acid (stop solution), aluminium 
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phosphate stock suspension, 4CN peroxidase 

substrate (Cat. No. 5420-0022, Sera Care) 

และ peroxidase substrate (Cat. No. 5120-

0038, Sera Care) 

 3. สารมาตรฐานที่ใชเปนวัคซีนอางอิง

มาตรฐาน (reference vaccine: 13v PNC control 

vaccine ยี่หอ Pfizer) 

ขั้นตอนการศึกษา

 การตรวจสอบเอกลกัษณของ pneumo

coccal polysaccharides และโปรตีนพาหะ 

CRM197 ในวัคซีน 

 1. เตรยีมตัวอยางวัคซีนและวัคซีนอางอิง

มาตรฐานทีใ่ชในการทดสอบ โดยนําตวัอยางวัคซีน

มา pooled รวมกัน ใสในหลอดทดลอง เติม 

aluminium salt ลงในหลอดทดลอง แลวบมไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปปน

หมนุเหว่ียง เกบ็สวนตะกอนกนหลอด เตมินํา้กลัน่

ลงไป แลวนําไปปนหมุนเหว่ียง เก็บสวนตะกอน

กนหลอด จากนั้นเติมนํ้ากลั่นลงไปผสมใหเขากัน 

แลวเตมิ 1M sodium hydroxide และ 1M citric 

acid ซ่ึงในขั้นตอนนี้ทําเพื่อกําจัด aluminium 

salt ออกจากตัวอยาง

 2. เตรยีมแผน nitrocellulose membrane 

และแผน filter paper โดยการนําแผน filter 

paper จํานวน 3 แผน แชใน 1xTBS และนําแผน 

nitrocellulose membrane แชลงในน้ํา แลวนําไป

แชใน 1xTBS 

 3. เตมิตวัอยางวคัซนี วคัซนีอางองิมาตรฐาน 

และ negative control (diluent) ลงบนแผน 

nitrocellulose membrane ตามตําแหนงที่

กําหนดไว แลวเปด valve ใชแรงดันสุญญากาศ

เพื่อใหตัวอยางถูกดูดผานแผนเมมเบรน จากนั้น

ลางแตละหลมุดวย 1xTBS แลวเปด valve แรงดัน

สุญญากาศดูดสารใหผานแผนเมมเบรน โดยทํา

การลางแผนเมมเบรนในข้ันตอนน้ีจํานวน 2 รอบ

 4. เติม specific antibody โดยเตรียม 

specific antibody ทีม่คีวามจําเพาะตอแอนติเจน

แตละซโีรไทป โดยเจอืจางความเขมขนทีเ่หมาะสมดวย 

1% BSA in TTBS แลวเติม specific antibody 

ทีม่คีวามจาํเพาะแตละแอนตเิจน เตมิลงในตาํแหนง

ที่กําหนดไว แลวทําการบมที่อุณหภูมิหองนาน 

1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาใหเปด valve แรงดัน

สุญญากาศดูดสารใหผานแผนเมมเบรน จากนั้น

ลางทันทีดวยสาร TTBS แลวทําการเปด valve 

แรงดันสุญญากาศดูดสารใหผานแผนเมมเบรน 

โดยทําการลางแผนเมมเบรนในข้ันตอนนี้จํานวน 

2 รอบ

 5. การ blocking ใหทําการยายแผน 

nitrocellulose membrane ใสในกลองพลาสติก

ทีเ่ตมิสาร blocking solution (3% BSA in 1xTBS) 

โดยแชแผนเมมเบรนในกลอง และเก็บไวทีอ่ณุหภูมิ

หองนาน 60 นาที หลังจากครบเวลานาํแผนเมมเบรน

แชในสาร TTBS เก็บไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที 

โดยทําการแชแผนเมมเบรนในสาร TTBS จํานวน 

2 รอบ

 6. เตมิ secondary antibody โดยเตรยีม 

protein A/G-HRP เจือจางที่ระดับความเขมขน 

1: 2500 ดวย 1% BSA in TTBS ยายแผน nitro-

cellulose membrane แชลงในกลองพลาสติก

ทีเ่ติมสาร protein A/G-HRP และเกบ็ไวทีอุ่ณหภมูิ

หองนาน 60 นาท ีหลงัจากครบเวลานาํแผนเมมเบรน

แชในสาร TTBS เกบ็ไวท่ีอณุหภูมหิองนาน 5 นาที 

แลวยายแผนเมมเบรนแชในสาร 1xTBS นาน 5 นาที

 7. ขั้นตอนปฏิกิริยาการเกิดสี โดยการ

เตรียมผสมสารซับสเตรท 4CN peroxidase 

substrate และ peroxidase substrate ในสดัสวน 

1:1 แลวเตมิลงในกลองพลาสตกิ หลงัจากนัน้แชแผน 

membrane จะปรากฏแถบแบนสมีวงเขมภายใน 



53วารสารอาหารและยา ปที่ 32 ฉบับที่ 1: มกราคม – เมษายน 2568

5 นาที หลังจากครบเวลายายแผน membrane 
แชลงในนํ้า แลวปลอยใหแผน membrane 
แหงธรรมชาติ 
 8. อานผล โดยตัวอยางวัคซีนปรากฏ
แถบสีมวงเขมในตําแหนง pneumococcal 
polysaccharides ทั้ง 13 ซีโรไทป และปรากฏ
แถบสมีวงเขมในตาํแหนง CRM197 แสดงวาตวัอยาง
วัคซีนนี้ประกอบดวยแอนติเจนในแตละซีโรไทป
ชนิด Pneumococcal polysaccharides ท่ีมี
ความจาํเพาะ และเชือ่มตอกบัโปรตนีพาหะ CRM197 
ใหรายงานผลการทดสอบเปนผลบวก ในขณะท่ี
ตวัอยางวคัซนีทีป่รากฏแถบสขีาว แสดงวาตวัอยาง
วัคซีนไมมีแอนติเจนดังกลาว ใหรายงานผลการ
ทดสอบเปนผลลบ 
 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
 การตรวจสอบความถกูตองของวธิตีรวจสอบ
เอกลกัษณของ pneumococcal polysaccharides 
และโปรตีนพาหะ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรค
ปอดอกัเสบ ดวยวธีิ slot blot เปนรายการทดสอบ
เชิงคุณภาพ (qualitative assay) เพื่อระบุความ
จําเพาะของ pneumococcal polysaccharides 
serotype 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 
19A, 19F, 23F และ carrier protein ชนิด 
diphtheria CRM197 conjugate vaccine โดย

รายงานผลเปนบวกหรือลบ จึงมีการดําเนินการ
ตรวจสอบความถูกตองของวิธีใน 2 พารามิเตอร 
ไดแก การตรวจสอบความจําเพาะของวิธี และ
ความเที่ยงของวิธี ตามขอกําหนดมาตรฐาน ICH 
guideline4

 การหาความจําเพาะของวธีิ เพือ่ตรวจสอบ
เอกลักษณของ pneumococcal polysaccharides 
และ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ 
โดยเตรียมตัวอยางวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ 
วัคซีนอางอิงมาตรฐาน และวัคซีนอื่นซึ่งในการ
ทดสอบนี้ใชเปนวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 
ประกอบดวยแอนติเจนชนิด polysaccharide 
ทีผ่ลติจากเชือ้ N. meningitidis จาํนวน 4 ซโีรกรุป 
คือ A C Y และ W135 จับกับท็อกซอยดของเช้ือ
คอตีบซึ่งใชเปนโปรตีนพาหะ จากนั้นเติมตัวอยาง
ลงบนแผน nitrocellulose membrane โดยใช
อปุกรณ Bio-Dot® SF Apparatus (ดงัรปูที ่1) และ
อานผลการทดสอบโดยการเติม 4-chloro-naphthol 
(CN) peroxidase substrate ซึ่งแตละชองของ
อุปกรณ Bio-Dot® SF apparatus แสดงถึง
แอนติเจนแตละชนิด (ดังตารางท่ี 1) การแปลผล
หากผลการทดสอบใหผลบวก จะปรากฏแถบ
สีมวงเขมบนแผน nitrocellulose membrane 
ในขณะที่ผลลบจะปรากฏแถบสีขาว

รูปที่ 1  อุปกรณ Bio-Dot® SF apparatus สําหรับตรวจสอบเอกลักษณของ pneumococcal poly-
saccharides และ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ ดวยวิธี slot blot 

A: ชุดอุปกรณ Bio-Dot® SF apparatus และ B: สวนประกอบของชุดอุปกรณ Bio-Dot® SF apparatus
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ตารางที่ 1  ชองตําแหนงตัวอยาง และวัคซีนอางอิงมาตรฐานบนแผน nitrocellulose membrane 
ที่วางบนชุดอุปกรณ Bio-Dot® SF Apparatus สําหรับตรวจสอบเอกลักษณของ pneumococcal 
polysaccharides และ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ ดวยวิธี slot blot

การทดสอบความเที่ยงของวิธี
 ทําการทดสอบโดยผูวิเคราะห 2 คน
ที่เปนอิสระตอกัน ใชตัวอยาง pneumococcal 
polysaccharides ชนิด 13 ซีโรไทป และโปรตีน
พาหะ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ 
จํานวน 1 รุนการผลิต และผูวิเคราะหแตละคน
ทําการทดสอบจํานวน 3 ครั้ง ศึกษาโดยทําการ
เตรียมตัวอยางวัคซีน และวัคซีนอางอิงมาตรฐาน 
แลวเติมตัวอยางลงบนแผน nitrocellulose 
membrane โดยใชอุปกรณ Bio-Dot® SF 
Apparatus และอานผลการทดสอบดวยการเติม 
4-chloro-naphthol (CN) peroxidase substrate 
การแปลผลหากผลการทดสอบใหผลบวก จะปรากฏ
แถบสมีวงเขมบนแผน nitrocellulose membrane 
ในขณะที่ผลลบจะปรากฏแถบสีขาว 

ผลการศึกษา
การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
 ผลการตรวจสอบความจําเพาะของวิธี 
(specificity) การทดสอบเอกลักษณของ pneu-
mococcal polysaccharides และโปรตนีพาหะ 
CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ ดวยวิธี 
slot blot assay ดําเนินการทดสอบโดยใชวัคซีน
ปองกันโรคปอดอักเสบ วัคซีนอางอิงมาตรฐานที่ใช
เปน positive control และวัคซีนอื่นซ่ึงในการ
ทดสอบนี้ใชวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 
เพือ่ยืนยนัวาวธิมีีความจําเพาะตอแอนติเจนท่ีจําเพาะ
แตละชนิดเทานั้น ผลการทดสอบโดยใชวัคซีนอ่ืน
ที่ไมใชวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ ซึ่งทดสอบ
วัคซีนโรคไขกาฬหลังแอน พบวาไมมีการเกิด
ปฏิกิริยาจําเพาะ antigen-antibody complex 
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ซึง่เปนการจบักันระหวางแอนตบิอดีทีม่คีวามจาํเพาะ
ตอแอนติเจนนั้น โดยแสดงผลการทดสอบดังนี้
 1. ตัวอยางวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ 
ใหผลการทดสอบเปนผลบวก โดย pneumococcal 
polysaccharides แตละซโีรไทป (13 ซโีรไทป) และ
โปรตนีพาหะ CRM197 ปรากฏแถบสมีวงเขมบนแผน 
nitrocellulose membrane ทั้งหมด 13 แบน 
ซึ่งเปนไปตามตําแหนงที่กําหนดไว (ดังรูปที่ 2)  
 2. ตัวอยางวัคซีนอางอิงมาตรฐาน ใหผล
การทดสอบเปนผลบวก โดย pneumococcal 
polysaccharides แตละซีโรไทป (13 ซีโรไทป) 

และโปรตีนพาหะ CRM197 ปรากฏแถบสีมวงเขม
บนแผน nitrocellulose membrane ทั้งหมด 
13 แบน ซึ่งเปนไปตามตําแหนงที่กําหนดไว 
(ดังรูปที่ 2 และ 3)  
 3. negative control คือ diluent 
(1%BSA in 1x TTBS) ใหผลการทดสอบเปนผลลบ 
โดยปรากฏแถบสีขาวบนแผน nitrocellulose 
membrane ซึ่งเปนไปตามตําแหนงที่กําหนดไว
 4. วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน 
ใหผลการทดสอบเปนผลลบ โดยไมแตกตางจาก 
negative control (ดังรูปที่ 3)

 ผลการตรวจสอบความเที่ยงของวิธี 
(intermediate precision) เมื่อทําการทดสอบ
โดยผูวเิคราะห 2 คน ทีเ่ปนอสิระตอกนั ใชตวัอยาง
วัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบรุนการผลิตเดียวกัน 
และผูวิเคราะหแตละคนทําการทดสอบจํานวน 
3 ครั้ง พบวาผลการทดสอบผูวิเคราะหทั้ง 2 คน 
ในตวัอยางวคัซนีปองกนัโรคปอดอกัเสบและวคัซนี
อางอิงมาตรฐานใหผลการทดสอบเปนผลบวก 
โดย pneumococcal polysaccharides แตละ

ซโีรไทป (13 ซโีรไทป; 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 
14, 18C, 19A, 19F และ 23F) และโปรตนีพาหะ 
CRM197 ปรากฏแถบสมีวงเขมบนแผน nitrocellulose 
membrane ทัง้หมด 13 แบน ซ่ึงเปนไปตามตาํแหนง
ทีก่าํหนดไว และผลการทดสอบของผูวเิคราะหทัง้ 
2 คน ในสวนของ negative control ใหผลการ
ทดสอบเปนผลลบ โดยปรากฏแถบสีขาวบนแผน 
nitrocellulose membrane ในตาํแหนงทีก่าํหนดไว 
(ดงัรูปที ่4) และสรปุผลการทดสอบ ดงัตารางที ่2

รปูที ่3  ผลการทดสอบการตรวจสอบความจําเพาะ
ของวิธีตรวจสอบเอกลักษณของ pneumococcal 
polysaccharides และโปรตีนพาหะ CRM197 
ในวคัซนีปองกนัโรคปอดอกัเสบ ดวยวิธ ีslot blot 
assay โดยทดสอบกับวัคซีนอางอิงมาตรฐานและ
ตัวอยางวัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

รปูที ่2  ผลการทดสอบการตรวจสอบความจําเพาะ
ของวธิตีรวจสอบเอกลกัษณของ pneumococcal 
polysaccharides และ CRM197 ในวัคซีนปองกัน
โรคปอดอกัเสบ ดวยวธิ ีslot blot assay โดยทดสอบ
กบัวคัซนีอางองิมาตรฐานและตวัอยางวคัซีนปองกัน
โรคปอดอักเสบ
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รปูที ่4  ผลการทดสอบความเทีย่งของวิธตีรวจสอบเอกลกัษณของ pneumococcal polysaccharides 
และ CRM197 ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบดวยวิธี slot blot assay โดยรูป A: ผูวิเคราะหคนที่ 1 
ซึ่งทําการทดสอบจํานวน 3 ครั้ง และ B: ผูวิเคราะหคนที่ 2 ซึ่งทําการทดสอบจํานวน 3 ครั้ง

ตารางที ่2 ผลการทดสอบความเท่ียงของวิธีตรวจสอบเอกลกัษณของ pneumococcal polysaccharides 
และโปรตนีพาหะชนดิ CRM197 ในวัคซีนปองกนัโรคปอดอกัเสบ ดวยวิธ ีslot blot assay ของผูวเิคราะห 
2 คน จํานวน 3 ครั้ง โดยตัวอยางวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกตปรากฏแถบสีมวงเขม 
แสดงผลเปนบวก (POS) และปรากฏแถบสีขาว แสดงผลเปนลบ (NEG)



57วารสารอาหารและยา ปที่ 32 ฉบับที่ 1: มกราคม – เมษายน 2568

อภิปรายผล
 การตรวจสอบเอกลกัษณของวคัซนีปองกนั

โรคปอดอกัเสบชนดิคอนจเูกต เปนรายการทดสอบ

หน่ึงที่มีความสําคัญในการควบคุมคุณภาพ

กระบวนการผลิตวัคซีน ตั้งแตขั้นตอนระหวาง

การผลิตไปจนถึงไดเปนผลิตภัณฑวัคซีน ไดแก 

ขัน้ตอนผลติ purified polysaccharide, purified 

carrier protein, monovalent bulk conjugates 

และ final product3,6 สําหรับวิธีที่ใชในการ

ตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคปอด

อักเสบชนิดคอนจูเกต ตาม World Health 

Organization (WHO) แนะนําใหใชวิธี Nuclear 

Magnetic Resonance (NMR) หรอืวิธ ีserological 

test3 ซึ่งวิธี NMR เปนวิธีที่ใชเครื่องมือจําเพาะที่

ไมไดเปนเคร่ืองมอืทีใ่ชทัว่ไปจงึเปนขอจาํกัดในการ

นําใชเพื่อการควบคุมคุณภาพในระหวางกระบวน

การผลิต3 ในขณะที่วิธี serological test เปนวิธี

การตรวจหาแอนตเิจนหรือแอนตบิอดดีวยเทคนคิ

Slot blot ซึ่งเปนวิธีที่ใชเครื่องมือที่มีในหอง

ปฏบิตักิาร5-6 อาศยัหลกัการแอนติเจนทีส่นใจจับกบั

แอนตบิอดทีีจ่าํเพาะ เกดิปฏกิริยิาทีจํ่าเพาะตอกัน 

และแสดงผลการทดสอบเปนแถบสี จึงเหมาะ

สําหรับใชในการควบคมุคณุภาพกระบวนการผลติ5 

การศกึษาครัง้นีไ้ดนาํเทคนคิ slot blot มาใชเปน

วิธีตรวจสอบเอกลักษณของวัคซีนปองกันโรคปอด

อักเสบชนิดคอนจูเกต โดยดําเนินการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธีตาม ICH guideline4 ผลการ

ศกึษาความจาํเพาะของวธิใีหผลการทดสอบเปนไป

ตามเกณฑกําหนด (ดงัรูปที ่2 และรปูที ่3) แสดงใหเหน็

วาวิธีมีความจําเพาะสูง โดยแอนติบอดีแตละชนิด

มคีวามจาํเพาะตอแอนติเจนชนดิใดชนดิหนึง่เทานัน้

ไมพบการเกิดปฏิกิริยา cross reaction ขาม

ซโีรไทปกนั เนือ่งจากแอนตเิจนทีเ่ปนสวนประกอบ

ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ ผลิตจากแคปซูล

ของเชือ้แบคทเีรยี Streptococcus pneumoniae 

ซึ่งเปนสารโพลีแซคคาไรด โดยโพลีแซคคาไรด

แตละซโีรไทปจาํแนกจากโครงสรางโพลแีซคคาไรด

แคปซูล และความจําเพาะทางภูมิคุมกัน7-8 เพื่อ

ยืนยันวาวธิน้ีีสามารถระบเุอกลกัษณของแอนติเจน

แตละชนิดไดอยางถูกตอง และผลการศึกษา

ความเทีย่งของวธิ ีโดยผูวเิคราะห 2 คน ทีเ่ปนอสิระ

ตอกัน ใชตัวอยางวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ

รุนการผลิตเดียวกัน และผูวิเคราะหแตละคนทํา

การทดสอบจํานวน 3 ครั้ง พบวาผลการทดสอบ

ทั้ง 2 คน เปนไปในรูปแบบเดียวกัน และเปนไป

ตามเกณฑทีก่าํหนด (ดงัรูปที ่4) แสดงวาวิธนีีม้คีวาม

เท่ียงสูง สามารถใชวิธีน้ีเพื่อตรวจสอบเอกลักษณ

ของวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกต 

ดวยเทคนคิ slot blot ได และวธินีีส้ามารถใชเปน

วธิมีาตรฐานสาํหรบัการตรวจคณุภาพวคัซนีปองกนั

โรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกตได

สรุปผล
 การศึกษานี้ไดพัฒนาและตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธีตรวจสอบเอกลักษณของ 

pneumococcal polysaccharides และ CRM197 

ในวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบ ดวยวิธี slot blot 

พบวาวิธีนี้มีความจําเพาะสูงตอ pneumococcal 

polysaccharides serotype 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 

7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F และ carrier 

protein ชนิด diphtheria cross reactive 

material (CRM197) จึงสามารถบงชี้เอกลักษณ

ของโพลีแซคคาไรดแตละซีโรไทป และสามารถ

บงช้ีเอกลักษณของโปรตีนพาหะที่เชื่อมตออยูกับ

โพลีแซคคาไรดได อีกทั้งวิธีนี้ยังมีความเที่ยงสูง 
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โดยผลการทดสอบจากผูวิเคราะหทั้ง 2 คน

ไมแตกตางกัน ดังนั้น วิธีนี้จึงมีความเหมาะสม

สาํหรบันาํมาใชเปนวธิมีาตรฐานในการตรวจสอบ

คุณภาพวัคซีนปองกันโรคปอดอักเสบในหอง

ปฏบิตักิารได

ขอเสนอแนะ
 การตรวจสอบเอกลกัษณของวคัซีนปองกนั

โรคปอดอักเสบชนิดคอนจูเกตดวยเทคนิค slot 

blot เปนวิธีที่มีความจําเพาะสูงตอแอนติเจน

จําเพาะเทานั้น วิธีน้ีจึงสามารถตรวจวิเคราะหได

เฉพาะแอนติเจนจําเพาะตอ pneumococcal 

polysaccharides serotype 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 

7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F และโปรตนีพาหะ 

ชนิด Diphtheria cross reactive material 

(CRM197) เทาน้ัน หากสวนประกอบในวัคซีน

ประกอบดวยแอนติเจนชนิดอื่น ๆ เชน โพลีแซค

คาไรดซีโรไทปอื่น หรือ carrier protein ชนิดอื่น 

ตองดําเนินการศึกษาความเหมาะสมของวิธี และ

ศึกษาความถูกตองของวิธีใหจําเพาะสําหรับ

แอนติเจนนัน้ ๆ ตอไป และการทดสอบในแตละครัง้

ควรเตรียมสารเคมีใหมทุกครั้ง นอกจากนี้การเก็บ

รักษาสารมาตรฐาน สารแอนติบอดีตองเก็บรักษา

ในอณุหภูมทิีกํ่าหนดไว และแบงสารใสหลอดทดลอง 

ปริมาตรใหเพียงพอสําหรับการนํามาใชครั้งเดียว

แลวทิง้ เพ่ือลดการแชแข็งละลายหลายคร้ัง (Freeze-

Thaw cycle) 
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