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บทคัดย่อ 

 วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเป็นสารสําคัญในการทดสอบความแรงของวัคซีน ซ่ึงต้องใช้ตรวจวิเคราะห์ไป
พร้อมกับตัวอย่าง ปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสําหรับใช้กับวัคซีนไอกรนไร้เซลล์ (aP) ท่ีผลิตใน
ประเทศ ห้องปฏิบัติการภาครัฐและผู้ผลิตจึงร่วมมือกันท่ีจะจัดเตรียมวัคซีน aP มาตรฐานอ้างอิงของประเทศ 
วัตถุประสงค์การศึกษานี้คือการทําแห้งวัคซีน aP ท่ีมีส่วนประกอบของ Pertussis toxin (PT) และ 
Filamentous Hemagglutinin (FHA) และกําหนดค่าความแรงเพ่ือใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานของประเทศ 
ขั้นตอนประกอบด้วยการเตรียมสูตรผสมวัคซีนเหลว aP การทําแห้งวัคซีนแบบเยือกแข็ง การประเมิน
ประสิทธิภาพการทําแห้งโดยตรวจสอบคุณภาพวัคซีนเบ้ืองต้น และการกําหนดค่าความแรง aP ผลการศึกษาได้
วัคซีน aP ผงแห้งบรรจุในขวดแก้วปิดผนึกท่ีมีคุณภาพผ่านการทดสอบเบ้ืองต้นของลักษณะกายภาพ ความแรง 
ปริมาณแอนติเจน ระดับการดูดซับของแอนติเจน ความช้ืน การละลาย กรด-ด่าง ปริมาณเอ็นโดทอกซิน และ
ความปราศจากเช้ือ ผลการสอบเทียบค่าความแรงด้วยวิธี mouse immunogenicity โดยห้องปฏิบัติการ
ภาครัฐและผู้ผลิตแห่งละ 4 คร้ัง พบว่าได้ช่วงค่าความแรงสัมพัทธ์ระดับภูมิคุ้มกันต่อ PT เท่ากับ 0.8-1.2 และ 
0.3-0.6 โดยมีช่วงค่าต่ําสุด-สูงสุด ของความเช่ือม่ันร้อยละ 95 แต่ละแห่งอยู่ระหว่าง 0.4-1.8 และ 0.2-0.8 
ตามลําดับ ขณะท่ีมีช่วงค่าความแรงสัมพัทธ์ระดับภูมิคุ้มกันต่อ FHA ของภาครัฐและผู้ผลิตเท่ากับ 0.8-1.4 และ 
0.6-0.9 และมีช่วงค่าต่ําสุด-สูงสุดความเช่ือม่ันร้อยละ 95 แต่ละแห่งเท่ากับ 0.4-2.6 และ 0.4-1.2  ตามลําดับ 
การคํานวณค่าความแรงจากสองห้องปฏิบัติการได้ค่าเฉล่ียถ่วงน้ําหนักเรขาคณิตความแรงสัมพัทธ์ PT เท่ากับ 
0.51 มีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่ระหว่าง 0.45-0.59 และได้ค่าเฉล่ียถ่วงน้ําหนักเรขาคณิตความแรง
สัมพัทธ์ของ FHA เท่ากับ 0.83 มีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่ระหว่าง 0.72-0.96  ซ่ึงได้กําหนดและ
ประกาศให้เป็นค่าความแรงของวัคซีน aP อ้างอิงมาตรฐานของประเทศ สรุปได้ว่าการศึกษานี้สามารถ
จัดเตรียมวัคซีน aP ผงแห้งเพ่ือใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานของประเทศท่ีใช้ควบคุมคุณภาพความแรงวัคซีน 
aP ได้สําเร็จ เพ่ือผู้บริโภคได้รับวัคซีนท่ีมีประสิทธิภาพ ความปลอดภัยตามมาตรฐาน  
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Abstract: 
Reference standard vaccine is an important substance that must be analyzed with 

sample. Currently, there is no the national reference standard vaccine for controlling the 
potency assay of acellular pertussis (aP) vaccine produced in country. Therefore, national 
control laboratory (NCL) and a manufacturer collaborated to produce a national reference 
freeze-dried aP vaccine. The objective of this study was to freeze-dry aP vaccine, which 
contained pertussis toxin (PT) and filamentous hemagglutinin (FHA) and established the 
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potency value for using as a national reference standard. The procedures consisted of 
formulating the liquid aP vaccine, freeze-drying, evaluating freeze-drying effectiveness by 
preliminary testing and establishment aP potency. The result showed that the freeze-dried 
aP vaccine produced in glass vials with stopper closures were tested and passed the 
preliminary tests including appearance, potency, antigen content, degree of adsorption, 
moisture content, reconstitution, pH, endotoxin content and sterility. The potency 
determined by mouse immunogenicity test, four assays from each laboratory, revealed that 
range of relative potency of PT from NCL and manufacturer were 0.8-1.2  and 0.3-0.6 with 
range of 95% confidence limits of 0.4-1.8 and 0.2-0.8, respectively. Range of relative potency 
of FHA from NCL and manufacturer were 8-1.4 and 0.6-0.9 with range of 95% confidence 
limits each of 0.4-2.6 and 0.4-1.2, respectively. The weighted geometric mean of relative 
potency of PT calculated from both labs was 0.51 with 95% confidence limits of 0.45 -0.59 
while weighted geometric mean of relative potency of FHA was 0.83 with 95% confidence 
limits of 0.72-0.96. These values were established and announced as the potency of national 
reference standard aP vaccine. In conclusion, this study succeed to produced freeze-dried aP 
for using as the national reference standard to control potency of aP vaccine for consumers 
getting effective and safe vaccine according to standards.  
Keywords: freeze-drying, potency, acellular pertussis vaccine  
บทนํา 

วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเป็นสารสําคัญในการตรวจวิเคราะห์ความแรงของวัคซีนซ่ึงต้องใช้ทดสอบควบคู่
ไปกับวัคซีนตัวอย่างทุกคร้ัง เป็นตัวบ่งบอกถึงความน่าเช่ือถือของผลการวิเคราะห์ และเนื่องจากการกําหนดค่า
ความแรงของวัคซีนบางชนิดไม่สามารถกําหนดเป็นค่าท่ีแน่นอนได้สาเหตุจากองค์ประกอบของวัคซีนผลิตจาก
ส่ิงมีชีวิต การทดสอบความแรงต้องอาศัยส่ิงมีชีวิตเช่นกัน ทําให้ผลการทดสอบมีความแปรปรวนสูง จึงต้อง
กําหนดค่าความแรงเป็นค่าความแรงสัมพัทธ์ท่ีสามารถสอบกลับไปยังวัคซีนมาตรฐานท่ีใช้ทดสอบในมนุษย์แล้ว
ให้ผลในการป้องกันโรคได้ดี สําหรับวัคซีนไอกรนใช้ป้องกันโรคไอกรนท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 

Bordetella pertussis ปัจจุบันมีวัคซีนไอกรนอยู่สองชนิด ได้แก่ วัคซีนไอกรนท่ีผลิตโดยใช้เช้ือท้ังตัว (whole 
cell pertussis (wP) vaccine) และวัคซีนท่ีผลิตโดยใช้ส่วนสกัดของตัวเช้ือท่ีเรียกว่าวัคซีนไอกรนไร้เซลล์ 
(acellular pertussis (aP) vaccine) โดยส่วนสกัดของเช้ือท่ีนํามาผลิตวัคซีน aP ปัจจุบันประกอบด้วยส่วน
หนึ่งหรือหลายส่วนของ pertussis toxin (PT) ท่ีทําให้หมดความเป็นพิษ หรือ filamentous hemagglutinin 
(FHA),  69 kDa outer-membrane protein ท่ีเรียกอีกช่ือว่า pertactin (PRN) และ fimbrial-2 and 
fimbrial-3 antigens (FIM) ซ่ึงสูตรวัคซีนของแต่ละผู้ผลิตจะมีความแตกต่างกันในการเลือกใช้ส่วนสกัดอย่าง
หนึ่งอย่างใดหรือหลายส่วนข้างต้นมาผลิตวัคซีนขึ้นอยู่กับการวิจัยพัฒนาและการผลิตของแต่ละบริษัท(1,2) ด้วย
ความหลากหลายของสูตรตํารับวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ ส่งผลถึงกลไกในการออกฤทธ์ิท่ีมีความหลากหลาย
ด้วยเช่นกัน ทําให้ผู้ผลิตต้องจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานขึ้นใช้เอง เนื่องจากไม่มีวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานท่ีจะ
นํามาใช้ควบคุมคุมคุณภาพความแรงท่ีเป็นมาตรฐานสากลสําหรับวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ ดังนั้นความแรงของ
วัคซีนในแต่ละผู้ผลิตจึงไม่สามารถนํามาเปรียบเทียบกันได้ การตรวจวิเคราะห์ค่าความแรงของวัคซีน aP อาจใช้
วิธีตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง เช่น mouse immunogenicity test (MIT), modified 
intracerebral challenge assay (MICA) หรือวิธีวิเคราะห์อ่ืนท่ีได้รับการอนุมัติจากหน่วยงานควบคุมกํากับ
ของประเทศ(3) ซ่ึงมีความต่างจากวัคซีนไอกรนชนิดท้ังตัวท่ีมีวิธีการตรวจวิเคราะห์ และวัคซีนมาตรฐานสากล  
สามารถกําหนดเกณฑ์มาตรฐานสําหรับการตรวจสอบค่าความแรงของวัคซีนไอกรนได้เหมือนกันทุกบริษัท 
ตามท่ีองค์การอนามัยโลกกําหนดค่าความแรงไว้ให้ไม่น้อยกว่า 4 หน่วยสากลต่อโด๊ส(4)  การตรวจสอบความแรง
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วัคซีนโดยห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพภาครัฐกรณีท่ีไม่มีวัคซีนมาตรฐานสากลต้องใช้วัคซีนอ้างอิงของผู้ผลิต
นั้นๆ และใช้วิธีตรวจวิเคราะห์เดียวกันในการตัดสินผล ดังนั้นการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานร่วมกับผู้ผลิต
จะช่วยลดความขัดแย้งของผลการทดสอบท่ีแตกต่างกันได้ และหากสามารถจัดเตรียมให้อยู่ในรูปวัคซีนผงแห้ง
ได้จะทําให้วัคซีนมีความคงสภาพสูงเนื่องจากความช้ืนต่ํา เก็บไว้ใช้ได้นาน มีความสะดวกในการขนส่งเก็บรักษา 
ท้ังนี้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานต้องมีค่าความแรงอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ แต่เนื่องจากแอนติเจนท่ีเป็นองค์ประกอบ
ในวัคซีนเป็นสารจําพวกโปรตีนมีความเส่ือมสลายได้ง่าย การพัฒนาสูตรตํารับและกระบวนการทําแห้งจึงมี
ความสําคัญ การทําแห้งท่ีนิยมใช้สําหรับวัคซีนหรือยาชีววัตถุวิธีหนึ่งคือการทําแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-
drying)(5,6) ซ่ึงสูตรตํารับและรูปแบบสภาวะการทําแห้งท่ีเหมาะสมนั้นต้องทําการศึกษาเฉพาะของแต่ละราย
เพ่ือให้ได้วัคซีนมาตรฐานตรงตามคุณสมบัติข้างต้น 

 สําหรับวัคซีน aP ท่ีผลิตในประเทศไทยเป็นวัคซีนท่ีผลิตโดยใช้เทคนิคการตัดต่อยีนของเช้ือ B. 

pertussis ให้สามารถผลิต recombinant PT ท่ีไม่เป็นพิษ และสามารถผลิต FHA โดยมีส่วนประกอบ PT 
และ FHA ชนิดละ 5 ไมโครกรัมต่อโด๊ส ดูดซับบน aluminium hydroxide ท่ีเป็นสารเสริมฤทธ์ิ (adjuvant)  

ใช้สําหรับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในผู้ท่ีมีอายุตั้งแต่ 11 ขึ้นไป(7) การตรวจวิเคราะห์ค่าความแรงของวัคซีนใช้วิธี 
MIT ซ่ึงต้องใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสําหรับการตรวจวิเคราะห์เพ่ือเปรียบเทียบค่าระดับภูมิคุ้มกันของวัคซีนรุ่น
ท่ีตรวจ โดยแสดงค่าเป็นความแรงสัมพัทธ์ (relative potency) ของระดับภูมิคุ้มกันต่อ PT และ FHA ใน
สัตว์ทดลอง เนื่องจากยังไม่มีวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานของประเทศท่ีจะนํามาใช้ตรวจวิเคราะห์ค่าความแรงของ
วัคซีนจึงได้มีความร่วมมือกันระหว่างผู้ผลิตและสถาบันชีววัตถุ  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซ่ึงเป็น
ห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพวัคซีนภาครัฐของประเทศ ท่ีจะจัดเตรียมวัคซีน aP อ้างอิงมาตรฐานของประเทศ 
ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์หลักคือ การทําแห้งวัคซีน aP ท่ีมีส่วนประกอบของ Pertussis toxin (PT) 
และ Filamentous Hemagglutinin (FHA) และกําหนดค่าความแรงเพ่ือใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานของ
ประเทศในการควบคุมคุณภาพวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ท่ีผลิตในประเทศต่อไป โดยมีขั้นตอนการศึกษา
ประกอบด้วยการเตรียมสูตรผสมวัคซีนเหลว aP การทําแห้งวัคซีนแบบเยือกแข็ง การประเมินประสิทธิภาพการ
ทําแห้งโดยตรวจสอบคุณภาพวัคซีนเบ้ืองต้น และการกําหนดค่าความแรงโดยวิธี MIT    
ระยะเวลาดําเนินการ ระหว่างปีงบประมาณ 2560-2561 
วิธีการศึกษา  
สารเคมีและสารมาตรฐาน 

สารเคมี: AR grade, NaHCO3, Na2CO3, NaOH, HCl, NaCl, KCl, Na2HPO4•2H2O, KH2PO4, 

Tween 20, Dextran, 3.5% polygeline,  Bovine Serum Albumin (BSA) (Cat.No. A3059, Sigma-
Aldrich), Rabbit anti-mouse IgG (H+L) horseradish peroxidase (HRP) conjugate (Cat. No. ab 
6728, Abcam), SureBlue ReserveTM (Cat no. 53-00-00, TMB microwell peroxidase substrate 1-
component, KPL)   

สารมาตรฐาน: วัคซีน aP มาตรฐานอ้างอิง (In-house reference acellular pertussis vaccine, 
code No. FB-PE25001) เพ่ือใช้สอบเทียบค่าความแรงกับวัคซีนตัวอย่าง In-house PT standard in 40% 
glycerol ท่ีได้สอบเทียบกับ 1st international reference standard PT (Code: JNIH-5, NIBSC, UK) และ 
In-house FHA standard in 40% glycerol ท่ีได้สอบเทียบกับ international reference standard 
FHA(Code: 90/520, NIBSC, UK) จากบริษัทไบโอเนท-เอเชีย, WHO reference reagent, Bordetella 

pertussis anti-serum (mouse) 1RR (Code: 97/642, NIBSC, UK) ซ่ึงกําหนดค่า anti-FHA antibody 
titer และ anti-PT antibody titer ในหน่วยสากลต่อมิลลิลิตร 

วัคซีนเหลว  aP (10X final bulk) จากบริษัทไบโอเนท-เอเชีย ท่ีมีความเข้มข้นของสารเป็น 10 เท่า
ของวัคซีนสําเร็จรูป ประกอบด้วย PT และ FHA ความเข้มข้นชนิดละ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร Al(OH)

3
  

4.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ NaCl 150 มิลลิโมลาร์ 
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เครื่องมือและอุปกรณ์ 
เคร่ืองอ่านอีไลซ่าแบบไมโครเพลท เคร่ืองช่ังสาร กระบอกและเข็มฉีดยาสําหรับฉีดสัตว์ทดลอง ตู้เย็น

ควบคุมอุณหภูมิ 2-8 oC ตู้แช่แข็งควบคุมอุณหภูมิ -20 oC  ตู้ชีวนิรภัย เคร่ืองทําแห้งแบบเยือกแข็ง 
(lyophilizer) รุ่น Lyolab, LT ของ lyophilization systems, INC. ประเทศสหรัฐอเมริกา  
การเตรียมสูตรตํารับวัคซีนเหลวและการทําแห้งแบบเยือกแข็ง  
 ผสม 10X final bulk กับสารละลาย Dextran  และ 3.5% Polygeline ท่ีผ่านการกรองด้วยแผ่น
กรองขนาด 0.22 ไมครอน ในขวดแก้ว Duran ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ 10X final bulk 50%(v/v), 
Dextran 4%(w/v) และ 3.5%  Polygeline 10%(v/v) กวนให้เข้ากันท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC ภายใต้สภาวะปลอด
เช้ือในตู้ชีวนิรภัย แล้วแบ่งบรรจุลงในขวดแก้วชนิด borosilicate type I ขนาด 3 มิลลิลิตร ขวดละ 0.5 
มิลลิลิตร ปิดฝาขวดแบบคร่ึงเดียวด้วยจุกยาง  แล้วนําไปทําแห้งด้วย lyophilizer  ท่ีตั้งค่าสภาวะการทํางาน
ของเคร่ืองในขั้นตอนแช่แข็ง (Freezing process) ให้มีอุณหภูมิ -50 oC ความดัน (vacuum) 3000 mTorr 
นาน 5 ช่ัวโมง ขั้นปฐมภูมิของการทําแห้ง (Primary drying phase) คงอุณหภูมิเร่ิมต้นท่ี -50 oC, vacuum 
3000 mTorr จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิ และลด vacuum ไปตามลําดับ จนถึงอุณหภูมิ 36 oC,  vacuum 23 
mTorr รวมระยะเวลาประมาณ 47 ช่ัวโมง  ขั้นทุติยภูมิของการทําแห้ง (Secondary drying phase) คง
อุณหภูมิท่ี 36 oC, vacuum 23 mTorr นาน 50 ช่ัวโมง ดังตารางท่ี 1 
ตารางที่ 1 การกําหนดสภาวะการทําแห้ง 
ตัวแปร Freezing 

process 
Primary drying phase 

 
Secondary 
drying 
phase 

ระยะ 1 2 1 2 3 4 5 6 7 1 
อุณหภูมิ (oC) -50 -50 -50 -50 -35 -30 -25 -25 36 36 
เวลา (min)  0 300 0 60 60 1176 300 1176 60 3000 
Vacuum (mTorr) 3000 - 3000 75 75 75 75 75 23 23 
เม่ือครบระยะเวลาแล้วเติมแก๊สไนโตรเจนด้วยความดัน 450,000 mTorr ปิดฝาขวดวัคซีนให้สนิท แล้วนําออก
จากเคร่ืองปิดครอบทับด้วยฝาอลูมิเนียม ติดฉลาก นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 oC  
การประเมินประสิทธิภาพการทําแห้ง 
ก่อนการทําแห้ง: สุ่มขวดท่ีบรรจุวัคซีนเหลวก่อนการทําแห้งมาช่ังน้ําหนัก เพ่ือตรวจความสมํ่าเสมอของการ
แบ่งบรรจุ (%CV of aliquot) โดยช่ังน้ําหนักของขวดบรรจุวัคซีนเหลวพร้อมจุกยางปิดฝาของแต่ละขวด ด้วย
เคร่ืองช่ังความละเอียด 0.0001 กรัม แล้วหักค่าด้วยน้ําหนักของขวดเปล่าและจุกยาง คํานวณค่าเฉล่ียน้ําหนัก
ของวัคซีนแต่ละขวด และร้อยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV)   
หลังการทําแห้ง: สุ่มตัวอย่างวัคซีนผงแห้งท่ีเตรียมได้มาตรวจสอบคุณภาพในรายการ คุณลักษณะทางกายภาพ 
(appearance) ด้วยตาเปล่า(8) ปริมาณความช้ืน(moisture content) ด้วยวิธี Volumetric Karl-Fisher 
titration (9) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ด้วยเคร่ือง pH meter(10)  ระยะเวลาการละลาย (reconstitution 
time)(11)  ความปราศจากเช้ือราและแบคทีเรีย (sterility) ด้วยวิธี direct inoculation(12) การปนเป้ือนเช้ือมัย
โคพลาสมาด้วยวิธี Polymerase chain reaction(13) ปริมาณเอนโดทอกซิน (endotoxin content) ด้วยวิธี 
gel clot (14)  relative potency ของ PT และ FHA ตรวจด้วยวิธี MIT สําหรับปริมาณแอนติเจน (antigen 
content) PT และ FHA ร้อยละการดูดซับของแอนติเจนกับ adjuvant (degree of adsorption)  ตรวจด้วย 
Sandwich ELISA มีขั้นตอนโดยย่อดังนี้ 

Antigen content  (PT/FHA): เคลือบเพลท 96 หลุมด้วย polyclonal antibody ท่ีจําเพาะต่อ PT หรือ 
FHA แล้วเติม 3% BSA (blocking agent) จากนั้นเติมวัคซีนท่ีจะทดสอบ แอนติเจนมาตรฐาน PT หรือ FHA 
ท่ีความเข้มข้นต่างๆลงไป นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 oC, 1 ช่ัวโมง ล้างเพลทด้วย phosphate buffer saline ท่ีมี 
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0.05% Tween 20 (PBST)  เติม monoclonal antibody ต่อ PT หรือ FHA  จากนั้นจึงเติม secondary 
antibody ท่ีติดอยู่กับ enzyme horseradish peroxidase แล้วจึงเติมสาร 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB) substrate ให้เกิดสี วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

Degree of adsorption: ตรวจหาปริมาณท้ังหมดของแอนติเจน (total antigen content) PT หรือ FHA 
โดยเติมสารละลาย 20% (w/v) tri-sodium citrate ท่ีผสมใน 2XPBST ลงในวัคซีนด้วยอัตราส่วน 1:1  นําไป
อบท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 16-20 ช่ัวโมง จากนั้นป่ันท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที เก็บส่วน
ใสไปตรวจหาปริมาณแอนติเจน PT หรือ FHA ด้วยวิธี Sandwich ELISA ข้างต้น สําหรับการหาปริมาณ
แอนติเจนท่ีเป็นอิสระ (non-adsorbed antigen) ให้ทําการป่ันวัคซีนท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที นาน 
2 นาที เก็บส่วนใสไปตรวจหาปริมาณแอนติเจน PT หรือ FHA ด้วยวิธี Sandwich ELISA  คํานวณ Degree of 
adsorption  ด้วยสมการ 

 

Degree	of	adsorption(%)= �Total	antigen	content-Non	adsorbed	antigen	content�
Total	antigen	content 		x	100 

 
 

เกณฑ์ยอมรับของการตรวจสอบ %CV of aliquot ใช้เกณฑ์กําหนดจากตัวอย่างของ National 
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) สหราชอาณาจักร ท่ีกําหนดไว้ไม่เกิน 1% 
สําหรับสารท่ีมีความหนืด(15) ส่วนรายการและเกณฑ์ในการตัดสินผลของการทดสอบอ่ืนๆ มาจากการ
ประยุกต์ใช้เกณฑ์ท่ีกําหนดในวัคซีนสําเร็จรูปชนิดน้ํา aP ของผู้ผลิต ซ่ึงสอดคล้องกับข้อแนะนําขององค์การ
อนามัยโลกสําหรับวัคซีน aP(3) ร่วมกับข้อมูลการควบคุมคุณภาพของวัคซีนผงแห้งท่ัวไป เช่น ปริมาณความช้ืน
วัคซีนผงแห้งส่วนมากกําหนดการยอมรับท่ีไม่เกิน 3%  ความปราศจากเช้ือต้องไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือราและ
แบคทีเรีย  ความเป็นกรด-ด่าง ควรมีค่าอยู่ระหว่าง 6-8,  Degree of adsorption ต้องไม่ต่ํากว่า 90% เป็นต้น 
และมีรายการท่ีเป็นการตรวจสอบเพ่ือเป็นข้อมูลของวัคซีนด้วยไม่มีมาตรฐานอ้างอิงเฉพาะกําหนดไว้  
การเตรียมสาร 
  WHO reference reagent, Bordetella pertussis anti-serum (mouse) 1RR stock solution: 
ละลายด้วยน้ํากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่ํากว่า -20 oC 
 coating buffer: 0.1 M Sodium carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6  

phosphate buffer saline 10 X (PBS), pH 7.4: ช่ัง NaCl 80 กรัม, KCl 2 กรัม, Na2HPO4•2H2O 
14.4 กรัม KH2PO4 2.4 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน ปรับ pH 7.4 ด้วย 1N NaOH หรือ 1N HCl เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 
2-8 oC  

washing buffer: phosphate Buffer Saline with 0.05% Tween20, pH 7.4 (PBST)  
 diluent buffer: 0.3% (w/v) BSA in PBST 
 blocking buffer: 3% (w/v) BSA in PBST 
 secondary antibody: เจือจาง Rabbit anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate ด้วย diluent 
buffer 1/20,000  
สัตว์ทดลอง 

หนูถีบจักร สายพันธ์ุ IRC เพศเดียวกัน น้ําหนักระหว่าง 14-16 กรัม หรืออายุ 5 สัปดาห์แบ่งหนู
ทดลองออกเป็น 3 กลุ่มด้วยวิธีการสุ่ม กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม จํานวน 10 ตัว กลุ่มท่ี 2 กลุ่มท่ีฉีดกระตุ้นด้วย
วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานจํานวน 16 ตัวต่อความเจือจาง  และกลุ่มท่ี 3 กลุ่มท่ีฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนทดสอบจํานวน 
16 ตัวต่อความเจือจาง (โครงการได้รับการอนุมัติใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองานวิจัยโดยคณะกรรมการดูแลการเล้ียง
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และใช้สัตว์ทดลอง สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขโครงการ 61-
023) 
ตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่างสําหรับสอบเทียบและกําหนดค่าความแรงด้วยวิธี MIT 

ตัวอย่าง: วัคซีน aP ชนิดผงแห้ง รุ่นการผลิตท่ี aP110817 ท่ีได้จากการเตรียมตามวิธีการข้างต้น 
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันและการเตรียมซีรั่มจากสัตว์ทดลอง 

ละลายวัคซีนผงแห้ง 2 ขวด ด้วย PBS buffer 10 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียว และนําวัคซีนอ้างอิง
มาตรฐาน10 มิลลิลิตร มาเจือจางแต่ละชุดต่อด้วย PBS buffer ให้เป็น 3ระดับความเจือจางในอัตราส่วน
ตัวอย่างวัคซีน:PBS buffer  เท่ากับ 1:1.5 (high titer), 1:5.25 (medium titer)  และ 1:14.625 (low titer) 
แล้วแยกฉีดวัคซีนและวัคซีนมาตรฐานเข้าช่องท้องของหนูถีบจักรตัวละ 0.5 มิลลิลิตร กลุ่มความเจือจางละ 16 
ตัว ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมฉีดด้วย PBS buffer จํานวน 10 ตัว หลังจากนั้น 35 วัน ทําการสลบหนูด้วยแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ก่อนเจาะเลือดแยกแต่ละตัวใส่ในหลอด ป่ันแยกซีร่ัมด้วยเคร่ืองป่ันความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่ในหลอด เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 oC  
การตรวจวิเคราะห์หาระดับภูมิคุ้มกันต่อ FHA และ PT ด้วยเทคนิค indirect ELISA 

เคลือบเพลท 96 หลุมด้วย FHA หรือ PT  ท่ีเจือจางด้วย coating buffer มีความเข้มข้นอยู่ระหว่าง  
1.0-1.5  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม  นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC ท้ิงไว้หนึ่งคืน 
ล้างเพลทด้วย PBST จากนั้นเติม blocking buffer นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37+2 oC นานอย่างน้อย 1 ช่ัวโมง 

เจือจางสารมาตรฐาน anti-FHA antibody ด้วย diluent buffer ให้มีความเข้มข้น 0.5, 0.25, 
0.125, 0.0625, 0.0312 และ 0.0156  หน่วยสากลต่อมิลลิลิตร และเจือจางสารมาตรฐาน anti-PT antibody 
ให้มีความเข้มข้น 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156 และ 0.0078 หน่วยสากลต่อมิลลิลิตร  

เจือจางซีร่ัมของหนูแต่ละตัวในกลุ่มท่ีฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนและกลุ่มวัคซีนมาตรฐานรวมถึงกลุ่มควบคุม 
โดยเร่ิมต้นเจือจางด้วย diluent buffer ในอัตราส่วนซีร่ัม:diluent buffer เท่ากับ  1:49 จากนั้นเจือจางซีร่ัม
ของหนูในแต่ละกลุ่มต่อด้วย diluent buffer ให้มีระดับการเจือจางของซีร่ัมเป็น 1/1,000, 1/2,000, 1/4,000 
และ 1/8,000 สําหรับกลุ่ม high titer และ เจือจางเป็น 1/400, 1/800, 1/1,600 และ 1/3,200 สําหรับกลุ่ม 
medium titer โดยกลุ่ม low titer เจือจางเป็น 1/150, 1/300, 1/600 และ 1/1,200 ตามลําดับ 

นําสารละลายมาตรฐาน anti-FHA antibody หรือ anti-PT antibody และซีร่ัมของหนูท่ีเจือจาง
แล้วแต่ละตัวในแต่ละกลุ่ม รวมถึงซีร่ัมท่ีเจือจางของกลุ่มควบคุม แยกใส่ลงในหลุมท่ีเตรียมไว้ นําไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 oC นาน 60 นาที ล้างเพลทด้วย PBST  แล้วเติมสารละลาย Rabbit anti-mouse IgG (H+L) 
HRP conjugate นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 60 นาที ล้างเพลทด้วย PBST เติมสาร SureBlue 
ReserveTM ท้ิงไว้อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 3-5 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 N HCl อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
450 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง ELISA  microplate reader คํานวณค่าเฉล่ีย anti-FHA antibody titer และ 
anti-PT antibody titer ของสัตว์ทดลองแต่ละตัวด้วยโปรแกรม Bio assay assist, parallel line ท่ีพัฒนา
โดย National Institute of Infectious Diseases ประเทศญี่ปุ่น  
การกําหนดค่าความแรงของวัคซีน aP  
  ทําการตรวจวิเคราะห์ความแรงระดับภูมิคุ้มกันต่อ PT และ FHA ของวัคซีน aP ผงแห้ง โดย
เปรียบเทียบกับค่าความแรงของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน (code No. FB-PE25001) ด้วยวิธี MIT รายงานเป็น 
relative potency โดยห้องปฏิบัติการผู้ผลิต และห้องปฏิบัติการภาครัฐ ห้องปฏิบัติการละ 4 การทดสอบ แล้ว
นําผลจากสองห้องปฏิบัติการมาคํานวณค่าเฉล่ียถ่วงน้ําหนักเรขาคณิต (weighted geometric mean) ของ 
relative potency   และค่าต่ําสุดและค่าสูงสุดท่ีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95 แล้วจึงกําหนดและประกาศค่า
ความแรงของระดับภูมิกันต่อ PT และ FHA วัคซีนท่ีได้เพ่ือนํามาใช้เป็นวัคซีน aPอ้างอิงมาตรฐานของประเทศ 
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ผลการศึกษา 
การจัดเตรียมคร้ังนี้ได้วัคซีนไอกรนไร้เซลล์ ผงแห้งขนาดบรรจุขวดละ 0.5 มิลลิลิตร ประมาณ 800 

ขวด โดยในขั้นตอนหลังแบ่งบรรจุวัคซีนเหลวลงขวดก่อนทําแห้งได้ตรวจสอบความสมํ่าเสมอของการแบ่งบรรจุ 
พบมีค่าน้ําหนักเฉล่ียของวัคซีนต่อขวดเท่ากับ 0.5161 กรัม  %CV เท่ากับ 0.23  ผลวิเคราะห์คุณภาพเบ้ืองต้น
ของวัคซีนผงแห้งพบ ลักษณะทางกายภาพมีลักษณะเป็นผงแห้งจับตัวเป็นก้อนเค้กสีขาว (รูปท่ี1) มีค่าเฉล่ีย
ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.94 มีปริมาณความช้ืนเฉล่ีย 0.85% มีค่าเฉล่ียระยะวลาในการละลาย 36.09 

วินาที มีปริมาณเฉล่ียแอนติเจน PT และ FHA เท่ากับ 30.70 และ 14.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าเฉล่ีย 
degree of adsorption ของ PT เท่ากับ 94.3% ขณะท่ีมีค่าเฉล่ีย degree of adsorption ของ FHA  
มากกว่า 99% การทดสอบความแรงเบ้ืองต้นได้ค่า relative potency ของ PT เท่ากับ 0.6 และ FHA เท่ากับ 
0.6  ไม่พบการปนเป้ือนเช้ือรา แบคทีเรีย และมัยโคพลาสมาในวัคซีน ผลตรวจปริมาณเอนโดทอกซินมีค่าน้อย
กว่า 1.5 EU ต่อโด๊ส รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 ภาพถ่ายวัคซีนผงแห้ง aP ที่เตรียมได้ในขวดแก้วปิดผนึก 

ผลวิเคราะห์ความแรงระดับภูมิกันต่อ PT และ FHA ของวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ผงแห้ง รุ่นการผลิต
ท่ี aP110817 โดยห้องปฏิบัติการภาครัฐจํานวน 4 การทดสอบ ได้ค่า relative potency ของ PT อยู่ระหว่าง 
0.8-1.2  โดยท่ีระดับความเช่ือม่ันร้อยละ 95 มีค่าต่ําสุดและสูงสุดอยู่ระหว่าง 0.4-1.8  และมีค่า relative 

potency ของ FHA อยู่ระหว่าง 0.8-1.4  โดยมีช่วงค่าต่ําสุดและสูงสุดท่ีระดับความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่
ในช่วงค่า 0.4-2.6  ดังแสดงในตารางท่ี 3 

ตารางที่ 2 ผลทดสอบคุณภาพเบ้ืองต้นของวัคซีนไอกรนไร้เซลล์ ผงแห้ง รุ่นการผลิตท่ี aP110817 

รายการทดสอบ ผลวิเคราะห์ 
(ค่าเฉล่ีย+SD), n=จํานวนขวดหรือ
จํานวนครั้งการทดสอบ 

เกณฑ์ยอมรับ 

%CV of aliquot น้ําหนักต่อขวด 0.5161+0.0012 g, 

%CV 0.23, n=14 ขวด 

ไม่เกิน 1% 

appearance ผงแห้งจับตัวเป็นก้อนแผ่นสีขาว, n=11 

ขวด 

ผงแห้งจับตัวเป็นก้อนแผ่นสี
ขาว 

pH 6.94+0.06, n=3 การทดสอบ 6.0-8.0 

moisture content 0.85+0.46, n=10 ขวด ไม่เกิน 3% 

reconstitution time 36.09+7.75, n=11 ขวด ไม่เกิน 180 วินาที 

sterility ไม่พบการปนเป้ือนเช้ือรา แบคทีเรีย และ
มัยโคพลาสมา 

ปราศจากการปนเป้ือนเช้ือรา
แบคทีเรียและมัยโคพลาสมา 

antigen content  รายงานเป็นข้อมูล 
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-  PT 
- FHA 

- 30.70+0.46 µg/ml, n=3 การทดสอบ 
- 14.8+0.85 µg/ml,  n=3 การทดสอบ 

degree of adsorption 
-  PT 
- FHA 

 
- 94.3+1.15, n=3 การทดสอบ 
- >99, n=3 การทดสอบ 

ไม่ต่ํากว่า 90% 

Relative potency 
-PT (95% confidence limit) 
-FHA (95% confidence limit) 

 
- 0.6 (0.4-0.8) 
- 0.6 (0.4-0.8) 

รายงานเป็นข้อมูล 

endotoxin content < 1.5 EU/โด๊ส(0.5ml) รายงานเป็นข้อมูล 
 
ตารางที่ 3 ค่าความแรงสัมพัทธ์ของระดับภูมิคุ้มกันต่อ PT และ FHA ของวัคซีน aP รุ่นการผลิต 110817 ทํา

การทดสอบด้วยวิธี MIT โดยห้องปฏิบัติการภาครัฐ จํานวน 4 การทดสอบ   
ครั้งที่ทดสอบ ค่าความแรงสัมพัทธ์ต่อวัคซีนมาตรฐานรุ่นการผลิต FB-PE25001 

(95% confidence limit) 
 Anti-PT antibody Anti-FHA antibody 

1 0.8 (0.4-1.4) 1.2 (0.6-2.2) 

2 0.8 (0.4-1.0) 1.2 (0.8-2.0) 

3 0.8 (0.4-1.2) 0.8 (0.4-1.6) 

4 1.2 (0.8-1.8) 1.4 (0.8-2.6) 

           ผลวิเคราะห์ค่าความแรงโดยห้องปฏิบัติการผู้ผลิตจํานวน 4 การทดสอบ ได้ค่า relative potency 
ของ PT อยู่ระหว่าง 0.3-0.6 โดยมีช่วงค่าต่ําสุดและสูงสุดท่ีระดับความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่ระหว่าง 0.2-0.8   
และได้ค่า relative potency ของ FHA อยู่ระหว่าง 0.6-0.9 โดยมีช่วงค่าต่ําสุดและสูงสุดท่ีระดับความเช่ือม่ัน
ร้อยละ 95 อยู่ในช่วงค่า 0.4-1.2  ดังแสดงในตารางท่ี 4 
ตารางที่ 4 ค่าความแรงสัมพัทธ์ของระดับภูมิคุ้มกันต่อ PT และ FHA  ของวัคซีน aP รุ่นการผลิต 110817 ทํา

การทดสอบด้วยวิธี MIT โดยห้องปฏิบัติการผู้ผลิต จํานวน 4 การทดสอบ 
ครั้งที่ทดสอบ ค่าความแรงสัมพัทธ์ต่อวัคซีนมาตรฐานรุ่นการผลิต FB-PE25001 

(95% confidence limit) 
 Anti-PT antibody Anti-FHA antibody 

1 0.6 (0.4-0.8) 0.9 (0.6-1.2) 

2 0.3 (0.2-0.4) 0.6 (0.4-0.8) 

3 0.3 (0.2-0.4) 0.6 (0.4-0.8) 

4 0.4 (0.3-0.6) 0.9 (0.6-1.2) 

 ผลคํานวณค่า relative potency ของ PT และ FHA ในวัคซีน aP ผงแห้ง รุ่นการผลิตท่ี aP110817 
จาก 2 ห้องปฏิบัติการ รวม 8 การทดสอบ ด้วย weighted geometric mean ได้ค่า relative potency ของ 
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PT เท่ากับ 0.51 โดยมีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95  อยู่ระหว่าง 0.45 และ 0.59  ในขณะท่ี relative 
potency ของ FHA มีค่าเท่ากับ 0.83 และมีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่ระหว่าง 0.72 และ 0.96 เม่ือ
เทียบกับค่าความแรงของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน รุ่นการผลิต FB-PE25001   
อภิปรายผล 

การทําแห้งวัคซีนแบบเยือกแข็งนั้นทําให้สามารถคงคุณสมบัติทางเคมีและชีวภาพของสารแอนติเจนท่ี
เป็นโปรตีนไว้ได้ดี โดยในระหว่างการศึกษาคณะผู้วิจัยได้มีการทดลองสูตรส่วนผสมสารเหลวท่ีจะนํามารวมกับ
แอนติเจน PT และ FHA ของวัคซีนแล้วให้ได้รูปร่างของเนื้อผงแห้งท่ีมีลักษณะเป็นแผ่นเค้กสีขาว ความช้ืนต่ํา 
และละลายได้ดี จนเม่ือได้สภาวะเหมาะสมแล้วจึงนํามาผสมรวมกับแอนติเจน ซ่ึงขั้นตอนนี้เป็นการประยุกต์ใช้
ความรู้และประสบการณ์จากการเตรียมวัคซีนผงแห้งท่ีผ่านมาของหน่วยงาน จะเห็นได้ว่ามีการเติมสารท่ีไม่ได้
เป็นส่วนผสมในสูตรตํารับวัคซีน aP ท่ีผลิตใช้ในคน เช่น Dextran และ polygeline เพ่ือทําให้แอนติเจนมี
ความคงสภาพ และทําให้รูปร่างของผงแห้งมีความสวยงาม ละลายง่าย และในการเตรียมสูตรวัคซีน aP เหลวท่ี
จะเข้าสู่กระบวนการทําแห้งจะต้องใช้ความเข้มข้นของแอนติเจนท่ีสูงมากกว่าสูตรท่ีใช้ในวัคซีนปกติ เพราะเม่ือ
ผ่านขั้นตอนของการทําแห้งแล้วความแรงของแอนติเจนนั้นจะลดลงไปจากเดิม ประเด็นสําคัญส่วนนี้คือให้
สามารถเตรียมวัคซีนผงแห้งท่ีมีค่าความแรงของวัคซีนระดับสูง เพ่ือจะเก็บไว้ใช้ได้เป็นระยะเวลานาน ใน
การศึกษานี้ใช้วัคซีนเหลวท่ีมีความเข้มข้นของสารเป็น 10 เท่าของวัคซีนสําเร็จรูปซ่ึงเป็นความเข้มข้นสูงสุดท่ี
เตรียมได้เนื่องจากข้อจํากัดของการละลาย กระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็งด้วยเคร่ือง lyophilizer ท่ี
หน่วยงานใช้นั้นกําหนดสภาวะ freezing process, primary drying phase และ secondary drying phase 
ตามท่ีระบุในวิธีการเป็นสภาวะท่ีคณะผู้วิจัยได้ทําการศึกษาทดสอบและปรับสภาวะให้เหมาะสมสําหรับการทํา
แห้งวัคซีน aP ซ่ึงใช้เวลาในการทําแห้งด้วยเคร่ือง lyophilizer รวมกันประมาณ 4-5 วัน และตลอด
กระบวนการในการเตรียมวัคซีนจะต้องทําโดยหลักเทคนิคการปราศจากเช้ือจนกว่าภาชนะท่ีบรรจุวัคซีนจะถูก
ปิดสนิท เพ่ือป้องกันการปนเป้ือนเช้ือจุลชีพ จะเห็นได้ว่าสูตรท่ีใช้ในการเตรียมวัคซีนและสภาวะการทําแห้งคร้ัง
นี้สามารถผลิตวัคซีน aP ผงแห้งท่ีให้รูปร่างของเนื้อเค้กท่ีดี มีความช้ืนต่ํา สามารถละลายน้ําได้ดี มีคุณลักษณะ
ตามท่ีต้องการ จากผลการทดสอบค่าความแรงเบ้ืองต้น การทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน ความสามารถในการ
ละลาย ความเป็นกรด-ด่าง ความช้ืน ความปราศจากเช้ือแบคทีเรียเช้ือราและมัยโคพลาสมา ปริมาณเอนโด
ทอกซิน ระดับการดูดซับของแอนติเจน พบว่าอยู่ในเกณฑ์ยอมรับทุกพารามิเตอร์ โดยมีค่า relative potency 
เบ้ืองต้นของ PT และ FHA เท่ากับ 0.6 เม่ือเทียบกับวัคซีนมาตรฐานท่ีใช้ศึกษา ซ่ึงข้อมูลผลการทดสอบ
เบ้ืองต้นนี้มีความสําคัญท่ีใช้ในการตัดสินใจเลือกวัคซีนสําหรับเข้าสู่ขั้นตอนของการสอบเทียบกําหนดค่าความ
แรงเพ่ือใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานต่อไป 

 สําหรับการกําหนดค่าวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานจะต้องทําการตรวจวิเคราะห์ในจํานวนท่ีให้ผลวิเคราะห์
เพียงพอเช่ือถือได้ตามข้อแนะนําขององค์การอนามัยโลก(15) ซ่ึงขึ้นอยู่ กับชนิดของวัคซีนและสารท่ีเป็น
องค์ประกอบ วิธีการสอบเทียบท่ีปฏิบัติโดยท่ัวไปจะทําการทดสอบไม่น้อยกว่า 3 คร้ัง ในการศึกษานี้จึงได้
กําหนดจํานวนการทดสอบของแต่ละห้องปฏิบัติการไว้ท่ี 4 การทดสอบ หรือ 8 ค่าผลการทดสอบจากสอง
ห้องปฏิบัติการซ่ึงนับว่าเพียงพอต่อการนํามากําหนดค่าร่วมกัน ผลการสอบเทียบวัคซีน aP ท่ีเตรียมได้ร่วมกัน
ระหว่างห้องปฏิบัติการมีค่าเฉล่ียถ่วงน้ําหนักเรขาคณิตความแรงสัมพัทธ์ของ PT และ FHA เท่ากับ 0.51 และ 
0.83  เม่ือเทียบค่าความแรงกับวัคซีนมาตรฐานรุ่นการผลิตท่ี FB-PE25001  ซ่ึงเป็นวัคซีนรุ่นท่ีได้ผ่านการศึกษา
ในมนุษย์มาแล้ว หากพิจารณาผลจากแต่ละแห่งจะเห็นได้ว่าค่าความแรงของ PT และ FHA จากห้องปฏิบัติการ
เดียวกันจะมีค่าใกล้เคียงกัน ขณะท่ีค่าความแรงจากต่างห้องปฏิบัติการจะมีค่าค่อนข้างต่างกัน ซ่ึงเป็นค่า
เบ่ียงเบนท่ีพบได้เสมอระหว่างห้องปฏิบัติการโดยเฉพาะการทดสอบท่ีใช้สัตว์ทดดลองจะให้ค่าเบ่ียงเบนท่ีสูงกว่า
การทดสอบในหลอดทดลอง และเป็นจุดสําคัญท่ีทําให้เกิดความแตกต่างในการตัดสินผลการทดสอบระหว่าง
ห้องปฏิบัติการ  ดังนั้นการศึกษาค่าความแรงร่วมกันจะทําให้การกําหนดค่าความแรงนั้นรวมปัจจัยท่ีมี
ผลกระทบต่อการวิเคราะห์ท่ีได้ในแต่ละห้องปฏิบัติการไว้แล้ว ลดความต่างของผลวิเคราะห์ ซ่ึงค่าความแรงท่ี
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สอบเทียบร่วมกันนี้ได้ถูกกําหนดและประกาศให้เป็นค่าความแรงของวัคซีน aP ผงแห้งอ้างอิงมาตรฐานของ
ประเทศ ท่ีจะใช้ทดสอบค่าความแรงของห้องปฏิบัติการผู้ผลิตและหน่วยควบคุมคุณภาพภาครัฐเพ่ือการควบคุม
คุณภาพของวัคซีน aP ท่ีผลิตในประเทศต่อไป ท้ังนี้ห้องปฏิบัติการยังคงต้องติดตามตรวจสอบความคงตัวของ
วัคซีนนี้เป็นระยะ เพ่ือใช้เป็นวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในระยะเวลาอย่างน้อย 3-5 ปี 
สรุปผล 

การศึกษานี้สามารถทําแห้งวัคซีนไอกรนไร้เซลล์ซ่ึงมีส่วนประกอบของแอนติเจน PT และ FHA ท่ี
เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ ได้วัคซีน aP ผงแห้งท่ีมีคุณภาพผ่านเกณฑ์มาตรฐาน มีค่าความแรงสัมพัทธ์ทดสอบ
โดยวิธี MIT ของ PT เท่ากับ 0.51 ท่ีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่ระหว่าง 0.45-0.59 และ FHA มีค่าเท่ากับ 
0.83  มีช่วงความเช่ือม่ันร้อยละ 95 อยู่ระหว่าง 0.72-0.96  ซ่ึงค่าท่ีได้ถูกกําหนดและประกาศให้เป็นค่าความ
แรงของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานไอกรนไร้เซลล์ของประเทศ เพ่ือใช้ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนท่ีผลิตในประเทศ 
ซ่ึงจะทําให้ผู้บริโภคได้ใช้วัคซีนไอกรนไร้เซลล์ท่ีมีคุณภาพตามมาตรฐานสามารถป้องกันโรคได้ตามวัตถุประสงค์ 
ข้อเสนอแนะ 

การผลิตวัคซีนหรือยาชีววัตถุผงแห้งอ้างอิงมาตรฐานของประเทศ ยังต้องมีการการพัฒนาต่อยอดต่อไป
เพ่ือรองรับอุตสาหกรรมยาชีวเภสัชภัณฑ์ในประเทศท่ีจะมีเพ่ิมขึ้น ซ่ึงเป็นส่วนหนึ่งภายใต้ยุทธศาสตร์ขับเคล่ือน
ประเทศไทย 4.0 จึงควรมีการเตรียมความพร้อมด้านคน เคร่ืองมือ และเทคนิคการทําแห้งท่ีทันสมัย ท่ีสามารถ
ผลิตสารมาตรฐานได้คร้ังละปริมาณมากเพียงพอต่อความต้องการในอนาคต 
กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณ คุณสุกัลยาณี ไชยมี ท่ีช่วยประสานในการจัดทําข้อมูล เจ้าหน้าท่ีของสถาบันชีววัตถุ และ
เจ้าหน้าท่ีของผู้ผลิตท่ีมีส่วนเก่ียวข้องในโครงการนี้ทุกท่าน ท่ีทําให้การดําเนินงานสําเร็จลุล่วงด้วยดี 
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