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บทคดัย่อ 	 จากที่มีรายงานวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่ใช้กับสัตว์ในประเทศไทยไม่ผ่านเกณฑ์ความแรงในบางต�ำรับ 

การศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินคุณภาพความแรงของวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่ใช้ในประเทศ

ระหว่างปี พ.ศ. 2560 ถงึ 2562 ด้วยวิธมีาตรฐาน National Institutes of Health (NIH) Test ที่ใช้สตัว์ทดลอง และ

ตรวจปริมาณแอนตเิจนไกลโคโปรตนีในหลอดทดลอง โดยเกบ็ตวัอย่างภาคสมคัรใจจากผู้น�ำเข้าวัคซีนต�ำรับที่ยังไม่

เคยมปีระวัตติรวจความแรงโดยห้องปฏบิตักิารควบคุมคุณภาพในประเทศ น�ำมาตรวจความแรงด้วยวิธ ีNIH โดยฉีด

วัคซีนเข้าช่องท้องหนูถบีจักรเพ่ือสร้างภมูคุ้ิมกนัแล้วจึงฉีดเช้ือไวรัสพิษสนัุขบ้าลงสมอง ค�ำนวณค่าความแรงเทยีบจาก

ค่าวัคซีนมาตรฐานสากล และตรวจปริมาณไกลโคโปรตนีในวัคซีนด้วยวิธ ี sandwich ELISA ผลการศกึษาพบว่า 

ตวัอย่างที่ตรวจความแรงด้วยวิธ ีNIH จ�ำนวน 11 รุ่นการผลิตจาก 6 ต�ำรับ มีค่าความแรงอยู่ระหว่าง 1.09 -17.12 

IU ต่อโดส ผ่านเกณฑข์ั้นต�่ำ 1.0 IU ต่อโดส ขององค์การอนามยัโลก องค์การโรคระบาดสตัว์สากล และต�ำรายายุโรป 

มตีวัอย่าง 2 รุ่นการผลิตจาก 2 ต�ำรับที่รายงานผลไม่ได้เน่ืองจากไม่ผ่านเกณฑค์วบคุมการทดสอบ การตรวจปริมาณ

ไกลโคโปรตนี พบว่า วัคซีน 29 รุ่นการผลิต จาก 12 ต�ำรับ มค่ีาอยู่ระหว่าง 1.14-10.33 IU ต่อโดส ซ่ึงการตรวจน้ียัง

ไม่มีเกณฑย์อมรับที่เป็นสากล ผลตรวจความแรงจากสองวิธมีีแนวโน้มไปในทศิทางเดียวกนั วัคซีนรุ่นการผลิตที่มา

จากต�ำรับเดียวกนัมีค่าใกล้เคียงกนั และมีค่าแตกต่างกนัระหว่างต�ำรับ สรุปได้ว่าวัคซีนทุกรุ่นการผลิตและทุกต�ำรับ

ที่ตรวจมค่ีาความแรงเมื่อตรวจด้วยวิธ ี NIH ผ่านเกณฑย์อมรับขั้นต�่ำของสากล อย่างไรกต็ามควรมกีารตรวจความ

แรงเพ่ิมเตมิในต�ำรับที่ยังไม่มีผลวิเคราะห์ความแรงด้วยวิธ ี NIH และควรตรวจตดิตามความแรงในวัคซีนต�ำรับที่ค่า

ความแรงอยู่ใกล้ค่าเกณฑย์อมรับขั้นต�่ำ นอกจากน้ี ควรตรวจปริมาณไกลโคโปรตีนของแต่ละต�ำรับเพ่ิมเติมเพ่ือใช้

ก�ำหนดค่าเกณฑย์อมรับที่เหมาะสมของแต่ละต�ำรับต่อไป
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การประเมินคุณภาพความแรงวคัซีนป้องกนัโรคพษิสุนขับา้ในสตัวข์องประเทศไทย

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2565 ปีที ่31 ฉบบัที ่1 173

บทน�ำ
โรคพิษสนัุขบ้าเกดิจากเช้ือไวรัสเรปีส ์ (Rabies lys-

savirus) ซ่ึงจัดอยู่ในจีนัส Lyssavirus ท�ำให้เกดิการตดิ-

เช้ือของระบบประสาท ที่มีอันตรายรุนแรงถึงเสียชีวิต

เน่ืองจากยังไม่มยีาที่ใช้ในการรักษา โรคน้ีสามารถตดิต่อ

ได้จากสตัว์สู่คน และสามารถป้องกนัได้โดยการให้วัคซีน

ทั้งในคนและสตัว์ สตัว์เล้ียงลูกด้วยนมทุกชนิดสามารถ 

ติดเช้ือเป็นโรคได้ โดยพบว่าสนัุขและแมวเป็นสตัว์ที่น�ำ

โรคมาสู่คนได้บ่อยที่สุด(1) ปัจจุบันโรคน้ียังเป็นปัญหา

สาธารณสขุที่ส�ำคัญในหลายประเทศรวมทั้งประเทศไทย 

แต่ละปีทั่วโลกมผู้ีเสยีชีวิตประมาณ 59,000 คน สาเหตุ

ส่วนใหญ่ร้อยละ 99.0 ของการตดิเช้ือในคนเกดิจากการ

ถูกสนัุขบ้ากดั และร้อยละ 40.0 เป็นเดก็ในประเทศแถบ

เอเชียและแอฟริกา(2,3) จากข้อมูลของประเทศไทยแต่ละ

ปีคาดว่ามผู้ีถูกสนัุขกดัไม่ต�ำ่กว่า 1 ล้านคน(1) และมรีายงาน

ผู้เสยีชีวิตด้วยโรคพิษสนัุขบ้าระหว่างปี พ.ศ. 2558 ถงึ 

2562 จ�ำนวน 5, 14, 11, 18 และ 3 คน ตามล�ำดบั 

ขณะที่รายงานสตัว์ติดเช้ือพิษสนัุขบ้าคิดเป็นร้อยละของ

ตวัอย่างส่งตรวจแต่ละปีเทา่กบั 3.8, 6.9, 9.8, 15.3 และ 

5.0 ตามล�ำดับและพบการติดเช้ือในสุนัข สูงสุด(4-8) 

องค์การอนามัยโลก (World Health Organization) 

องค์การโรคระบาดสตัว์ระหว่างประเทศ (Office Inter-

national des Epizooties) องค์กรอาหารและการเกษตร

แห่งสหประชาชาต ิ(Food and Agriculture Organization 

of the United Nations) องค์กรรณรงค์ควบคุมโรคพิษ-

สนัุขบ้า (Global Alliance for Rabies Control) ได้ก�ำหนด

เป้าหมายร่วมกนัว่าภายในปี พ.ศ. 2573 ทัว่โลกต้องไม่มี

ผู้เสยีชีวิตจากโรคพิษสนัุขบ้า “Zero human rabies deaths 

by 2030”(2,3) 

ประเทศไทยได้ด�ำเนินโครงการสัตว์ปลอดโรค คน

ปลอดภัย จากโรคพิษสนัุขบ้า มีเป้าหมายกวาดล้างโรค

พิษสนัุขบ้าให้หมดไปจากประเทศไทย และการควบคุม

ป้องกนัการแพร่ระบาดของโรคในสตัว์โดยการให้วัคซีน

เป็นกลยุทธ์หน่ึงภายใต้แผนยุทธศาสตร์การด�ำเนิน

โครงการที่มคีวามส�ำคัญ(9-11) 

วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่ใช้ส�ำหรับสัตว์ใน

ประเทศไทยทั้งหมดเป็นวัคซีนน�ำเข้ามาจากต่างประเทศ 

การควบคุมก�ำกับคุณภาพวัคซีนให้มีมาตรฐานตามข้อ

ก�ำหนดของแต่ละผลิตภัณฑเ์ป็นเร่ืองส�ำคัญ โดยเฉพาะ

การตรวจวิเคราะห์ด้านความแรง ซ่ึงหมายถึงความ

สามารถในการป้องกนัโรค วัคซีนที่มีค่าความแรงต�่ำกว่า

เกณฑย์อมรับจะไม่สามารถป้องกนัการเกดิโรคในสตัว์ได้ 

และส่งผลให้เกิดการแพร่เช้ือโรคมาสู่คน วิธีมาตรฐาน

สากลที่ใช้วิเคราะห์ความแรงของวัคซีนคือวิธทีดสอบใน

สัตว์ทดลองที่เรียกว่า National Institutes of Health 

(NIH) test ซ่ึงพัฒนาเร่ิมต้นโดย National Institutes of 

Health สหรัฐอเมริกา และองค์การอนามยัโลกได้น�ำมาใช้

เป็นวิธมีาตรฐานสากลในการทดสอบความแรงของวัคซีน

ป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้า(12) ก�ำหนดเกณฑย์อมรับค่าความ

แรงต้องไม่ต�่ำกว่า 1.0 IU ต่อโดส โดยองค์การอนามยั

โลก(13) องค์การโรคระบาดสตัว์ระหว่างประเทศ(14) และ

ต�ำรายายุโรป(15) ปัจจุบนัมกีารพัฒนาวิธทีางเลือกเพ่ือน�ำ

มาใช้แทนวิธ ีNIH เช่น การตรวจหาปริมาณแอนตเิจน-

ไกลโคโปรตนีหรือการตรวจวัดระดบัภมูคุ้ิมกนั แต่การน�ำ

วิธทีางเลือกเหล่าน้ีมาใช้ยังมีข้อจ�ำกดั จ�ำเป็นต้องท�ำการ

ศกึษาเพ่ิมเตมิในแต่ละห้องปฏบิตักิารเพ่ือก�ำหนดเกณฑ์

ยอมรับที่เหมาะสมของแต่ละผลิตภัณฑ์

จากข้อมูลของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดย

สถาบันชีววัตถุซ่ึงเป็นห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ

วัคซีนภาครัฐของประเทศ ที่ท�ำการเกบ็และตรวจตวัอย่าง

วัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้าในสตัว์ จากสถานบริการและ

คลินิกในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลปี พ.ศ. 

2555 ถงึ 2556 และในพ้ืนที่ภาคเหนือ 17 จังหวัด ปี 

พ.ศ. 2557 ถงึ 2558 จ�ำนวนรวมทั้งสิ้น 108 ตวัอย่าง 

พบว่า วัคซีนส่วนใหญ่ 107 ตวัอย่าง จาก 7 ทะเบยีนต�ำรับ 

ยังคงมีความแรงผ่านเกณฑ์ขั้นต�่ำ และพบตัวอย่าง 1 

ต�ำรับที่มค่ีาความแรงต�่ำกว่าเกณฑ์(16,17) คือ DOG-VAC 

Rabia เลขทะเบยีน 1F6/53(B)(18) ซ่ึงได้ยกเลิกทะเบยีน

ไปแล้วแสดงให้เหน็ว่าวัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้าที่ใช้

ส�ำหรับสตัว์ในประเทศยังคงมคีวามเสี่ยงทีอ่าจมคีวามแรง
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ต�่ำกว่าเกณฑ์ป้องกันโรคได้ ส�ำหรับการขนส่งและเกบ็

รักษาวัคซีนในห่วงโซ่ความเยน็ตามสถานบริการต่างๆ ยัง

คงมปีระสทิธภิาพ จึงไม่พบวัคซีนที่เกบ็มาตรวจจากสถาน

ที่เกบ็ต่างกนัเสยีสภาพความแรงไป จึงเป็นที่มาของการ

ศึกษาน้ีที่เน้นการตรวจความแรงเพ่ิมเติมในตัวอย่าง

วัคซีนที่มีทะเบยีนในประเทศระหว่างปี พ.ศ. 2560 ถงึ 

2562 โดยตรวจวัคซีนต�ำรับที่ยังไม่เคยมปีระวัตกิารตรวจ

วิเคราะห์ความแรงโดยห้องปฏบิตักิารภาครัฐของประเทศ

มาก่อน และมวัีตถุประสงค์ 2 ข้อคือ 1) เพ่ือตรวจประเมนิ

ความแรงของวัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้าส�ำหรับสตัว์ที่

ใช้ในประเทศไทยด้วยวิธ ีNIH และ 2) เพ่ือตรวจปริมาณ

ไกลโคโปรตีนในวัคซีนซ่ึงเป็นแอนติเจนส�ำคัญในการ 

กระตุ้นภมูคุ้ิมกนั ซ่ึงอาจใช้เป็นวิธทีางเลือกในการประเมนิ

ความแรงของวัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้า โดยไม่ต้องใช้

สตัว์ทดลอง 

วิธีการศึกษา
สารเคมแีละสารมาตรฐาน

สารเคมี: AR grade, NaCl, Na
2
HPO

4
.10H

2
O,  

KH
2
PO, NaOH, HCl, Normal horse serum (Gibco, 

Cat. No. 16050), Equine anti-rabies immunoglob-

ulin (TRCS ERIG), Anti-rabies virus glycoprotein 

antibody (Lifespan Biosciences, Inc, Cat. No. LS-

C75305), Donkey anti-mouse IgG secondary anti-

body (HRP) (Lifespan Biosciences, Inc, Cat. No. 

LS-C60841), Bovine serum albumin (BSA) (Sigma, 

Cat. No. A2153), 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 

(TMB) substrate kit (Thermo Fisher Scientific, Cat.

No. 34021), Tween-20, H
2
SO

4
, KCl, NaH-

PO
4
.12H

2
O, KH

2
PO

4
, Sucrose 

สารมาตรฐาน: วัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้าอ้างองิ

ส�ำหรับใช้งาน (working reference preparation (WRP); 

IBP code RaV181215)) ที่สอบเทยีบค่าความแรงกบั

วัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้ามาตรฐานสากล (WHO in-

ternational standard the 6th international standard for 

rabies vaccine: NIBSC code 07/162) และเช้ือไวรัส

พิษสนัุขบ้ามาตรฐาน ส�ำหรับตรวจความแรง (Challenge 

virus standard (CVS) จากสถาบันชีววัตถุ กรม-

วิทยาศาสตร์การแพทย์

เครือ่งมือและอุปกรณ์

ตู้ ชีวนิรภัย เคร่ืองอ่านอิไลซ่าแบบไมโครเพลท    

เคร่ืองช่ังสารความละเอยีด 0.01 มิลลิกรัม กระบอกและ

เขม็ฉีดยาส�ำหรับฉีดสตัว์ทดลอง ตู้ เยน็ควบคุมอุณหภมู ิ

2-8 องศาเซลเซียส ตู้แช่แขง็ควบคุมอุณหภูมิ -20    

องศาเซลเซียส และ -70 องศาเซลเซียส ปิเปตอตัโนมตั ิ

เคร่ืองเขย่าผสมสารละลาย ตู้อบเพาะเช้ือ หลอดส�ำหรับ

ป่ันเหว่ียงปลอดเช้ือ เคร่ืองวัดความเป็นกรด-ด่าง และ

เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ 

การเตรียมสาร 

•	 Phosphate buffer saline, pH 7.20 (PBS): 

ละลาย NaCl 17.73 กรัม, Na
2
HPO

4
.10H

2
O 

6.18 กรัม, KH
2
PO 0.88 กรัม ด้วยน�ำ้บริสทุธิ์ 

1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH 7.20 ฆ่าเช้ือด้วย  

เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ

•	 Normal horse serum 2% (v/v) ในน�ำ้กล่ัน

•	 Carbonate-bicarbonate buffer: ผสมสารละลาย 

0.10 M sodium carbonate 80 มิลลิตร, 0.10 M 

sodium bicarbonate 170 มลิลิลิตร และน�ำ้กล่ัน 

750 มลิลิลิตร ปรับ pH 9.60 

•	 Blocking buffer: ละลาย sucrose 50.00 กรัม 

และ BSA 3.00 กรัม ใน carbonate-bicarbonate 

buffer 1,000 มลิลิลิตร ปรับ pH 9.60 กรองด้วย

แผ่นกรอง 0.22 ไมครอน

•	 Washing solution: ละลาย NaCl 0.80 กรัม, KCl 

0.20 กรัม, Na
2
HPO

4
.12H

2
O 1.13 กรัม และ 

KH
2
PO

4
 0.2 กรัม ด้วยน�ำ้กล่ัน 100 มิลลิลิตร 

เติม Tween-20 0.50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร 

1,000 มลิลิลิตร ด้วยน�ำ้กล่ัน ปรับ pH 7.00 

•	 Dilution buffer: ละลาย BSA 5.00 กรัม ใน 

washing solution 1,000 มลิลิลิตร ปรับ pH 7.00 
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กรองด้วยแผ่นกรอง 0.22 ไมครอน

•	 Coating antibody: เจือจาง Equine anti-rabies 

immunoglobulin (TRCS ERIG) (ที่มีปริมาณ

โปรตีนต�่ำกว่า 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ด้วย 

PBS ให้มรีะดบัความเจือจาง 1: 100

•	 Detection antibody: เจือจาง Mouse anti-rabies 

virus glycoprotein monoclonal antibody ด้วย 

dilution buffer ให้มีระดับความเจือจาง 1: 

25,000 

•	 Secondary antibody: เจือจาง Donkey an-

ti-mouse antibody ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม ์

Horseradish peroxidase ด้วย dilution buffer ให้

มรีะดบัความเจือจาง 1:75,000 

•	 Substrate: TMB substrate kit 

ตวัอย่างทีใ่ชใ้นการศึกษา

วัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้าส�ำหรับสตัว์ ที่มทีะเบยีน

ในประเทศไทยระหว่างปี พ.ศ. 2560 ถงึ 2562 ตวัอย่าง

ที่ ส่งตรวจความแรงในสัตว์ทดลองเป็นตัวอย่างของ

ทะเบยีนต�ำรับที่ยังไม่เคยมปีระวัตกิารตรวจความแรงจาก

สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 8 

ต�ำรับ 13 รุ่นการผลิต รุ่นการผลิตละ 30 ขวด จากผู้ผลิต 

3 บริษัท และผู้รับอนุญาตน�ำเข้า 3 ราย และตวัอย่างที่ส่ง

ตรวจปริมาณไกลโคโปรตีนเป็นตัวอย่างของวัคซีนที่มี

ทะเบียนและน�ำเข้ามาใช้ในประเทศในช่วงท�ำการศึกษา

จ�ำนวน 12 ต�ำรับ 29 รุ่นการผลิต รุ่นการผลิตละ 3-10 

ขวด จากผู้ผลิต 5 บริษัท และผู้รับอนุญาตน�ำเข้า 6 ราย 

โดยเจ้าหน้าที่กลุ่มก�ำกับดูแลหลังออกสู่ตลาด ส�ำนักยา 

ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ตดิต่อประสานงาน

บริษัทน�ำเข้าวัคซีนให้จัดส่งตัวอย่างวัคซีนที่เกบ็รักษา

สภาวะอุณหภูมิภายใต้ห่วงโซ่ความเยน็ให้กับสถาบัน-   

ชีววัตถุโดยตรง ตวัอย่างที่ส่งตรวจคร้ังน้ีเป็นไปโดยความ

สมคัรใจของบริษัทผู้รับอนุญาตน�ำเข้า 

สตัวท์ดลอง

หนูถบีจักร สายพันธุ ์ICR (Imprinting Control Re-

gion) เพศเดียวกนั สขุภาพดี น�ำ้หนักระหว่าง 13-16 

กรัม แบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่ม 

•	 กลุ่มที่ 1 ฉีดวัคซีนมาตรฐานที่เจือจางแล้ว 4 ระดบั 

ระดับความเจือจางละ 16 ตัว รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 

64 ตวั

•	 กลุ่มที่ 2 ฉีดวัคซีนตวัอย่างที่เจือจางแล้ว 4 ระดบั 

ระดบัความเจือจางละ 16 ตวั จ�ำนวนทั้งสิ้น 64 ตวั 

•	 กลุ่มที่ 3 กลุ่มควบคุมความแรงของ CVS จ�ำนวน 

40 ตวั 

การศึกษาน้ีได้รับการอนุมัติใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองาน

วิจัยโดยคณะกรรมการดูแลการเล้ียงและใช้สตัว์ทดลอง 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวิทยาศาสตร์-

การแพทย์ หมายเลขโครงการ 61-031

การตรวจวิเคราะหค่์าความแรงของวคัซีนโดยวิธี 

NIH(12,19) 

เจือจางวัคซีนมาตรฐาน (WRP) และวัคซีนตวัอย่าง

ด้วย PBS ให้มคีวามเจือจาง 4 ระดบั น�ำไปฉีดกระตุ้น

ภมูิคุ้มกันในหนูถีบจักรโดยฉีดเข้าช่องท้องตัวละ 0.50 

มลิลิลิตร ความเจือจางละ 16 ตวั และฉีดกระตุ้นวัคซีน

คร้ังที่สองห่างจากคร้ังแรก 7 วัน หลังจากน้ัน 7 วันจึงฉีด

เช้ือไวรัส CVS ที่เจือจางด้วย 2% (v/v) Normal horse 

serum ให้มค่ีาเทา่กบั 25 เท่าของ LD
50

 (50% Lethal 

dose) ต่อปริมาตร 0.03 มลิลิลิตร เข้าสมอง (intra-ce-

rebral) ตวัละ 0.03 มิลลิลิตร และฉีด CVS ที่เจือจาง 4 

ระดบัให้กบัหนูกลุ่มควบคุมที่ระดบัเจือจางละ 10 ตวัเพ่ือ

น�ำไปไทเทรต CVS ที่ใช้ในกลุ่มควบคุม สงัเกตอาการของ

หนูหลังจากฉีดเช้ือ CVS ต่ออกี 14 วัน และนับจ�ำนวน

หนูที่รอดชีวิต น�ำมาค�ำนวณความแรงโดยเปรียบเทยีบ

ระดบัความเข้มข้นของวัคซีนที่ท�ำให้หนูไม่เป็นโรคร้อยละ 

50.0 (50.0% Effective dose, ED
50

) ของหนูกลุ่มที่ได้

รับวัคซีนตวัอย่างกบักลุ่มที่ได้รับวัคซีนมาตรฐาน โดยเร่ิม

นับหนูจ�ำนวนเร่ิมต้นในวันที่ 5 หลังจากฉีดเช้ือ CVS และ

นับจ�ำนวนหนูที่รอดชีวิตโดยไม่แสดงอาการป่วยและตาย

ในวันที่ 14 หลังจากฉีดเช้ือ CVS ค�ำนวณค่าความแรง

โดยใช้โปรแกรมสถติ ิProbit analysis(20)
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การตรวจปริมาณไกลโคโปรตีนในวคัซีนโดยวิธี 

Sandwich ELISA(21) 

เคลือบเพลท 96 หลุม ด้วย coating antibody หลุม

ละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส 3 

ช่ัวโมง แล้วเกบ็ต่อที่อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียส 1 คืน เท

สารละลายออกจากเพลท แล้วเตมิ blocking buffer หลุม

ละ 300 ไมโครลิตร แล้วน�ำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 1 

ช่ัวโมง ล้างเพลทด้วย washing solution หลุมละ 200 

ไมโครลิตร จ�ำนวน 4 คร้ัง เตมิวัคซีนมาตรฐาน (WRP) 

และวัคซีนตัวอย่างที่เจือจางด้วย dilution buffer ความ

เจือจางต่างๆ หลุมละ 200 ไมโครลิตร และเตมิ dilution 

buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในหลุมควบคุม น�ำไป

บ่มที่อณุหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส 90 นาท ี จากน้ันล้าง

เพลทด้วย washing solution 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 

จ�ำนวน 5 คร้ัง ใส่ detection antibody หลุมละ 200 

ไมโครลิตร น�ำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 90 นาท ีล้าง

เพลทด้วย washing solution 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 

จ�ำนวน 5 คร้ัง แล้วจึงเตมิ secondary antibody หลุมละ 

200 ไมโครลิตร น�ำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 60 นาท ี

ล้างเพลทด้วย washing solution 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 

จ�ำนวน 6 คร้ัง แล้วจึงเติม substrate หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บ่มในกล่องทบึแสง 30 นาท ีหยุดปฏกิริิยา

ด้วยการเตมิกรดซัลฟูริกความเข้มข้น 2 โมลาร์ หลุมละ 

50 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร ค�ำนวณหาปริมาณไกลโคโปรตีนด้วย

โปรแกรม Parallel line(22) 

ผลการศึกษา
ตัวอย่างวัคซีนที่ส่งตรวจจ�ำแนกตามทะเบียนต�ำรับ 

ประกอบด้วยวัคซีนที่ตรวจความแรงโดยวิธ ีNIH จ�ำนวน 

8 ต�ำรับ รวม 13 รุ่นการผลิต ซ่ึงเป็นต�ำรับวัคซีนป้องกนั

โรคพิษสนัุขบ้าเดี่ยว 1 ต�ำรับ และเป็นต�ำรับวัคซีนรวมโรค 

7 ต�ำรับ ส�ำหรับวัคซีนที่ตรวจปริมาณไกลโคโปรตีนโดย

วิธ ีSandwich ELISA มจี�ำนวน 12 ต�ำรับ รวม 29 รุ่น

การผลิต เป็นทะเบยีนต�ำรับวัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้า

เดี่ยว 5 ต�ำรับ และเป็นทะเบียนต�ำรับวัคซีนรวมโรค 7 

ต�ำรับ โดยวัคซีนรวมโรคมส่ีวนประกอบของแอนตเิจนเช้ือ

รวมกนัตั้งแต่ 3 ชนิดจนถงึ 9 ชนิด

ผลวิเคราะห์ค่าความแรงโดยวิธ ีNIH พบวัคซีนมค่ีา

ความแรงต�่ำสดุคือ 1.09 IU ต่อโดส (1 มลิลิลิตร) และ

ค่าสงูสดุคือ 17.12 IU ต่อโดส โดยมวัีคซีน 2 รุ่นการผลิต

จาก 2 ทะเบยีนต�ำรับ คือ A1 และ C1 ที่ผลไม่สามารถ

รายงานได้เน่ืองจากผลการทดสอบไม่อยู่ในเกณฑค์วบคุม

ถอืเป็น invalid test และพบวัคซีน 2 ต�ำรับคือ G และ H 

ที่มีค่าความแรงต�่ำกว่า 2 IU ต่อโดส ทุกรุ่นการผลิต       

รายละเอยีดแสดงในตารางที่ 1 

ผลตรวจวิเคราะห์ปริมาณไกลโคโปรตนีโดยวิธ ีSand-

wich ELISA ในวัคซีน 12 ต�ำรับ จ�ำนวน 29 รุ่นการผลิต 

พบว่า มีปริมาณไกลโคโปรตีนแตกต่างกนัระหว่างต�ำรับ

โดยมช่ีวงค่าอยู่ระหว่าง 1.14 ถงึ 10.33 IU ต่อโดส โดย

วัคซีนทะเบียนต�ำรับ F มีปริมาณไกลโคโปรตีนสงูทั้ง 2 

รุ่นการผลิต ตวัอย่างวัคซีนทีม่าจากทะเบยีนต�ำรับเดยีวกนั

มปีริมาณไกลโคโปรตนีที่ใกล้เคียงกนั รายละเอยีดแสดง

ในตารางที่ 2 

ผลการศกึษาความแรงของวัคซีนตวัอย่างรุ่นการผลิต

เดยีวกนัที่ตรวจโดยวิธ ีNIH และปริมาณไกลโคโปรตนีที่

ตรวจโดยวิธ ีSandwich ELISA จ�ำนวน 11 รุ่นการผลิต 

ตารางที ่1 	ผลวิเคราะหค่์าความแรงของวคัซีนป้องกนัพษิสุนขั

บา้ทีใ่ชส้�ำหรบัสตัวด์ว้ยวิธี NIH จ�ำนวน 8 ทะเบยีน

ต�ำรบั (13 รุ่นการผลิต)

    ทะเบยีนต�ำรับ	   รุ่นการผลิต (ค่าความแรง IU ต่อโดส)

A	 A1 (invalid)

B	 B1(5.09)

C	 C1 (invalid) 

D	 D1 (1.37), D2 (2.44)

E	 E1(1.76), E2 (3.89)

F	 F1(17.12), F2 (11.82)

G	 G1(1.25), G2 (1.30)

H	 H1(1.69), H2 (1.09)
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แสดงให้เหน็แนวโน้มค่าความแรงโดยรวมของวัคซีนเมื่อ

ตรวจโดยวิธทีั้งสองมทีศิทางไปในทางเดยีวกนั ตามภาพ

ที่ 1

วิจารณ์
ผลการตรวจตัวอย่างด้วยวิธี NIH แสดงให้เห็นว่า

วัคซีน 6 ทะเบยีนต�ำรับที่ตรวจและอ่านผลได้มีค่าความ

แรงมากกว่า 1 IU ต่อโดส ซ่ึงผ่านเกณฑข์ั้นต�่ำขององค์การ

อนามยัโลก องค์การโรคระบาดสตัว์ระหว่างประเทศ และ

ต�ำรายาของยุโรป โดยวัคซีนตวัอย่างรุ่นการผลิตที่มาจาก

ทะเบยีนต�ำรับเดยีวกนัค่าความแรงที่ได้มค่ีาใกล้เคียงกนั 

และทะเบยีนต�ำรับทีม่ค่ีาความแรงสงูแตกต่างอย่างชัดเจน

คือทะเบียนต�ำรับ F ที่มีค่าความแรงทั้งสองรุ่นการผลิต

มากกว่า 10 IU ต่อโดส ขณะที่วัคซีนส่วนใหญ่มค่ีาต�่ำกว่า 

3 IU ต่อโดส โดยเฉพาะวัคซีน 2 ทะเบยีนต�ำรับคือ G 

และ H มค่ีาความแรงค่อนข้างต�่ำน้อยกว่า 2 IU ต่อโดส 

ทุกรุ่นการผลิต แสดงถงึความแตกต่างของระดบัความแรง

ตารางที ่2 	ปริมาณไกลโคโปรตีนในวคัซีนป้องกนัโรคพษิสุนขั-

บา้ทีใ่ชส้�ำหรบัสตัว ์ตรวจโดยวิธี Sandwich ELISA 

จ�ำนวน 12 ทะเบยีนต�ำรบั (29 รุ่นการผลิต)

ทะเบยีนต�ำรับ   รุ่นการผลิต (ปริมาณไกลโคโปรตนี IU ต่อโดส)

A	 A1 (2.64), A2 (3.53) 

B 	 B1 (1.78), B2 (1.14), B3 (1.56)

C	 C1 (2.53)

D	 D1 (3.76), D2 (3.23)

E	 E1 (1.52), E2 (1.31)

F	 F1 (7.34), F2 (10.33)

G	 G1 (3.27), G2 (3.57)

H	 H1 (3.93), H2 (3.86)

J	 J1 (5.08), J2 (5.31), J3 (5.00), 

	 J4 (5.81)

K	 K1 (4.34), K2 (4.74), K3 (5.88), 

	 K4 (5.61)

L	 L1 (4.83), L2 (7.66), L3 (8.95)

N	 N1 (3.69), N2 (2.41)

ภาพที ่1	 ค่าความแรง และปริมาณไกลโคโปรตีนของวคัซีนป้องกนัโรคพษิสุนขับา้ทีใ่ชส้�ำหรบัสตัว ์ จ�ำนวน 6 ทะเบยีนต�ำรบั 

(11 รุ่นการผลิต)

            B1          D1        D2         E1         E2         F1         F2         G1         G2         H1         H2

ทะเบยีนต�ำรบัและรุ่นการผลิต

NIH (IU/dose) Glycoprotein (IU/dose)
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ในวัคซีนแต่ละทะเบยีนต�ำรับ จากข้อมูลในทะเบยีนต�ำรับ

มีการระบุค่าความแรงของวัคซีนแต่ละต�ำรับไว้แตกต่าง

กนัตั้งแต่ไม่ต�่ำกว่า 1 IU ต่อโดส จนถงึไม่ต�่ำกว่า 3 IU 

ต่อโดส ในการศกึษาน้ีมตีวัอย่าง 2 ทะเบยีนต�ำรับ คือ A 

และ C ที่ไม่สามารถรายงานผลได้เน่ืองจากค่าของการ

ทดสอบไม่อยู่ในเกณฑค์วบคุมจึงถอืว่าเป็น invalid test 

เน่ืองจากการตรวจความแรงโดยวิธ ี NIH มีค่าใช้จ่ายสงู

ประมาณ 1 แสนบาทต่อตวัอย่าง และใช้เวลานานประมาณ 

1 เดอืนจึงจะทราบผล จึงวางแผนตรวจเพียง 2 รุ่นการ

ผลิตต่อทะเบยีนต�ำรับ เพ่ือให้ได้ข้อมูลเบื้องต้นและไม่มี

การตรวจซ�ำ้ ทั้งน้ีธรรมชาติของการวิเคราะห์ที่ใช้สัตว์

ทดลอง ผลที่ได้จะมคีวามเบี่ยงเบนค่อนข้างสงู 

จากผลการศึกษาคร้ังน้ีร่วมกับผลการศึกษาของ

สถาบนัชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เมื่อปี พ.ศ. 

2555 - 2558(16,17) ท�ำให้วัคซีนป้องกนัโรคพิษสนัุขบ้า

ส�ำหรับสตัว์ที่ใช้ในประเทศ มกีารตรวจวิเคราะห์ความแรง

ด้วยวิธ ี NIH ไปแล้วจ�ำนวน 13 ทะเบียนต�ำรับ และมี

วัคซีนอีกอย่างน้อย 2 ทะเบียนต�ำรับที่มีทะเบียนใช้ใน

ประเทศยังไม่มปีระวัตติรวจความแรงจากห้องปฏบิตักิาร

ภาครัฐ ผลการศกึษาคร้ังน้ีบ่งช้ีว่าวัคซีนยังมคีวามเสี่ยงที่

จะตกมาตรฐานความแรงได้ โดยเฉพาะวัคซีนต�ำรับที่มค่ีา

ความแรงต�่ำหากต้องเกบ็ไว้ใช้เป็นเวลานาน ขณะที่ข้อมูล

การรายงานวัคซีนป้องกันโรคพิษสนัุขบ้าตกมาตรฐานสู่

สาธารณะน้ันมค่ีอนข้างจ�ำกดั แต่กม็ข้ีอมูลบางประเทศที่

รายงานวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่ใช้กับสัตว์(23,24) 

และวัคซีนที่ใช้กบัคน(25-27) มคุีณภาพต�่ำกว่ามาตรฐาน จึง

มีข้อแนะน�ำว่าควรพิจารณาตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเพ่ิม

เตมิให้ครบทุกทะเบยีนต�ำรับที่ใช้ในประเทศ รวมถงึการ

ตรวจความแรงในวัคซีนที่จะน�ำมาขึ้นทะเบียนใหม่ และ

ควรมกีารตรวจตดิตามต่อในวัคซีนต�ำรับที่มค่ีาความแรง

ต�่ำใกล้ค่าเกณฑย์อมรับ และควรพิจารณาใช้เกณฑต์ดัสนิ

ความแรงตามข้อก�ำหนดจ�ำเพาะของวัคซีนแต่ละต�ำรับที่

ได้ขึ้ นทะเบียนไว้ เชิงระบบอาจมีการก�ำหนดให้ตรวจ

วิเคราะห์คุณภาพความแรงของวัคซีนประกอบการขึ้ น

ทะเบยีน ก�ำหนดความถี่ของการตรวจวิเคราะห์ความแรง

ของตวัอย่างประกอบการรับรองรุ่นการผลิต ร่วมกบัการ

วางแผนการตรวจตดิตามความแรงหลังการจ�ำหน่าย เพ่ือ

สร้างความมั่นใจในคุณภาพของวัคซีน และลดการส่ง

ตรวจตวัอย่างซ�ำ้ซ้อนจากผู้จัดซ้ือ 

ส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไกลโคโปรตีนใน

วัคซีนพิษสนัุขบ้ามกีารศกึษาจ�ำนวนมาก(28-34) เพ่ือน�ำมา

ใช้เป็นวิธทีางเลือกในการทดสอบความแรงแทนวิธ ีNIH 

ตามหลักปฏิบัติสากลในการเลิก ลด และการบรรเทา

ความทรมานของสตัว์ทดลอง 3Rs (replacement, reduc-

tion and refinement)(35) การตรวจวิเคราะห์มีสาร

มาตรฐานสากลที่ประกาศค่าไกลโคโปรตนีส�ำหรับใช้เป็น

ค่าอ้างองิ(36) ปัจจุบนัผู้ผลิตบางรายได้ตรวจปริมาณไกล-

โคโปรตนีในสารตวักลางที่ได้จากกระบวนการผลิตเพ่ือใช้

เตรียมวัคซีนส�ำเรจ็รูป ซ่ึงปริมาณไกลโคโปรตีนมีความ

สมัพันธก์บัค่าความแรงของวัคซีนในแต่ละผู้ผลิต เป็นวิธี

ที่ท �ำได้เรว็ไม่ต้องใช้สตัว์ทดลอง ประหยัดค่าใช้จ่าย และ

มคีวามเบี่ยงเบนของผลต�่ำกว่าวิธทีดสอบที่ใช้สตัว์ทดลอง 

คณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะน�ำมาเป็นวิธทีางเลือกในการ

ตรวจความแรงของวัคซีนป้องกันพิษสุนัขบ้าเพ่ือการ

ควบคุมคุณภาพ แต่เน่ืองจากไม่สามารถก�ำหนดค่า

ปริมาณไกลโคโปรตนีในวัคซีนที่เป็นค่ากลางมาตรฐานได้

เพราะแต่ละสตูรต�ำรับวัคซีนมอีงค์ประกอบที่แตกต่างกนั 

จึงต้องท�ำการศึกษาและก�ำหนดค่าเกณฑย์อมรับเฉพาะ

ของวัคซีนแต่ละย่ีห้อ โดยทดสอบกบัตวัอย่างหลายรุ่นการ

ผลิตในแต่ละต�ำรับ ผลวิเคราะห์ปริมาณไกลโคโปรตนีโดย

วิธ ี ELISA ในวัคซีนจ�ำนวนทั้งสิ้น 29 รุ่นการผลิตจาก

วัคซีน 12 ทะเบยีนต�ำรับ แสดงให้เหน็ว่าตวัอย่างวัคซีน

ที่มาจากทะเบียนต�ำรับเดียวกันมีปริมาณไกลโคโปรตีน

ใกล้เคียงกนั และค่ามคีวามแตกต่างกนัระหว่างต�ำรับโดย

มช่ีวงค่าอยู่ระหว่าง 1.14 -10.33 IU ต่อโดส ทั้งน้ีวัคซีน

ต�ำรับเดียวกันค่าความแรงและปริมาณไกลโคโปรตีน

แสดงค่าใกล้เคียงกนัระหว่างรุ่นการผลิต ค่าความแรงเมื่อ

ตรวจด้วยวิธ ีNIH และปริมาณไกลโคโปรตนีในวัคซีนโดย

รวมมแีนวโน้มไปในทางเดยีวกนั โดยเฉพาะเมื่อค่าความ

แรงสงูขึ้นปริมาณไกลโคโปรตีนกส็งูขึ้นชัดเจน แนวโน้ม



การประเมินคุณภาพความแรงวคัซีนป้องกนัโรคพษิสุนขับา้ในสตัวข์องประเทศไทย

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2565 ปีที ่31 ฉบบัที ่1 179

ระหว่างรุ่นการผลิตที่มาจากทะเบียนต�ำรับเดียวกนัยังไม่

สามารถสรุปได้เน่ืองจากมีจ�ำนวนตัวอย่างน้อยเพียงสอง

รุ่นการผลิต ขณะที่ข้อมูลผลทดสอบไกลโคโปรตีนของ

แต่ละทะเบียนต�ำรับยังน้อยเกนิไปที่จะก�ำหนดค่าเกณฑ์

การยอมของปริมาณไกลโคโปรตนีในแต่ละทะเบยีนต�ำรับ 

จึงยังต้องมกีารตรวจตวัอย่างเพ่ิมเตมิให้ได้จ�ำนวนที่เพียง

พอก่อนน�ำมาใช้ทดสอบตดัสนิผลและวางแผนการด�ำเนิน

การต่อไปได้ ในเบื้องต้นอาจใช้เป็นวิธกีารตรวจสอบความ

แรงของวัคซีนที่ต้องทดสอบก่อนปล่อยผ่านวัคซีนกรณมีี

ความจ�ำเป็นเร่งด่วนเพ่ือช่วยลดระยะเวลา และหากมีข้อ

สงสยัจึงตรวจตดัสนิด้วยวิธ ีNIH ต่อไป 

สรุป

วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่ใช้ส�ำหรับสัตว์ใน

ประเทศไทย ได้ผ่านการตรวจยืนยันคุณภาพความแรง

ด้วยวิธมีาตรฐาน NIH จากห้องปฏบิตักิารควบคุมคุณภาพ

ภาครัฐเพ่ิมเติมในการศึกษาคร้ังน้ี จ�ำนวน 6 ทะเบียน

ต�ำรับ มผีลค่าความแรงมากกว่า 1 IU ต่อโดส ถอืว่าผ่าน

เกณฑย์อมรับขั้นต�่ำของสากล อย่างไรกต็ามควรตรวจเพ่ิม

เตมิในวัคซีนทะเบยีนต�ำรับที่ยังไม่เคยมกีารตรวจความ-

แรงโดยห้องปฏบิตักิารภาครัฐของประเทศ และควรตรวจ

ตดิตามวัคซีนทะเบยีนต�ำรับที่ได้ค่าความแรงต�่ำกว่า 2 IU 

ต่อโดส และควรพิจารณาเกณฑ์การตัดสินโดยใช้ข้อ

ก�ำหนดเฉพาะของแต่ละต�ำรับแทนเกณฑข้์อก�ำหนดขั้นต�่ำ 

ส�ำหรับการตรวจปริมาณไกลโคโปรตีนในวัคซีนยังต้องมี

การตรวจตัวอย่างเพ่ิมในแต่ละทะเบียนต�ำรับเพ่ือน�ำมา

ก�ำหนดค่าเกณฑ์ยอมรับที่เหมาะสมของแต่ละทะเบียน

ต�ำรับต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณสถาบันวคัซีนแห่งชาติที่สนับสนุนงบ

ด�ำเนินงานในโครงการน้ี และขอขอบคณุเจา้หนา้ทีข่อง

สถาบนัชีววตัถ ุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เจา้หนา้ที่

ของกองยา ส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา และ

เจา้หนา้ทีข่องบริษทัน�ำเขา้วคัซีนป้องกนัโรคพิษสนุขับา้ที่

มีส่วนเกีย่วขอ้งในโครงการน้ีทุกท่าน ทีมี่ส่วนท�ำใหก้าร

ด�ำเนินงานส�ำเรจ็ลลุ่วง
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Some veterinary rabies vaccines used in Thailand had been found substandard potency. The objec-

tive of this study was to assess the potency of veterinary rabies vaccines used in country during 2017-

2019 by the standard method National Institutes of Health (NIH) test which is the in-vivo assay, and 

also to determine the antigen content by in-vitro assay. The potency of samples, which were collected 

from voluntary companies, had never been determined by the local national control laboratory. NIH assay, 

mice were immunized with rabies vaccine and subsequently challenged with rabies virus into the brain. 

The results were calculated and compared with international reference vaccine. Glycoprotein content was 

determined by Sandwich ELISA. The results showed that the potency from NIH assay of 11 vaccine lots 

from 6 registration dossiers had a range of 1.09-17.12 IU/dose. All sample lots met the minimum ac-

ceptance criteria recommended by the World Health Organization, Office International des Epizooties and 

European pharmacopeia which must be not less than 1.0 IU/dose. There were 2 lots which had invalid 

results. The glycoprotein content was determined in 29 vaccine lots from 12 registration dossiers, the 

results revealed that glycoprotein content had a range of 1.14-10.33 IU/dose for which there was no in-

ternational specification. The result of both NIH and glycoprotein assays showed the same trend; and  the 

vaccines from the same dossiers had similar potency values whereas the difference dossiers had different 

but similar values. In summary, all rabies vaccine lots met the minimum acceptance criteria. However, 

the potency assay should be performed on vaccines which have never been tested and should continue 

to monitor the potency of vaccines which are close to the minimum acceptance criteria. In addition, the 

determination of glycoprotein content of each vaccine should be continued to obtain enough results for 

criterion establishment of vaccine quality monitoring.

Keywords: rabies vaccine; potency; glycoprotein; NIH test


