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บทคัดย่อ การศกึษาน้ีมวัีตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของวิธ ีHPAEC-PAD ในการตรวจหาปริมาณแอนตเิจนของ

วัคซีนป้องกนั Haemophilus influenzae type B โดยมกีารเตรียมความพร้อมทางห้องปฏบิตักิาร ตรวจหาสภาวะที่

เหมาะสม และตรวจสอบความถูกต้องเหมาะสมของวิธใีนรายการ ความเป็นเส้นตรงและช่วงค่าของการวิเคราะห์ ความ 

จ�ำเพาะของวิธ ีความเที่ยง ความแม่น ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบและขดีจ�ำกดัของการวัดเชิงปริมาณ ผลการศกึษาพบ

ว่า กราฟสารมาตรฐาน ribitol มคีวามเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.15 และ 10.50 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร มี

สมการถดถอยเชิงเส้น Y= 2E+06X+5946 และค่าสมัประสทิธิ์สหสมัพันธเ์ทา่กบั 1 การทดสอบ F-test ได้ค่า

มากกว่าค่า F-critical ที่ alpha 0.05 วิธมีคีวามจ�ำเพาะสามารถแยกพีคของสาร ribitol ที่ retention time เฉล่ีย±ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 16.45±0.30 นาท ีร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธเ์ทา่กบั 1.83 ความเที่ยงเมื่อทดสอบ

วัคซีนในวันเดียวกนัหกคร้ังและต่างวันกนัหกคร้ังได้ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของปริมาณแอนติเจนเท่ากบั 

16.94±0.40 และ 16.95±0.79 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล�ำดบั ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธเ์ทา่กบั 

2.38 และ 4.66 ตามล�ำดบั วิธมีคีวามแม่นสามารถตรวจวัดสาร ribitol ที่ใส่ในวัคซีนรวมคอตบี บาดทะยัก ไอกรนทั้ง

ตวั ตบัอกัเสบบ ีและฮิบ ทั้ง 3 ย่ีห้อ ได้ค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ระหว่าง 83.56 และ 97.14 มขีดีจ�ำกดัของการตรวจ

พบสาร ribitol ที่ 0.07 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และขดีจ�ำกดัของการตรวจวัดเชิงปริมาณที่ 0.22 ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร การตรวจสอบวิธทุีกรายการผ่านเกณฑก์ารยอมรับที่ตั้งไว้ จึงสรปุได้ว่าวิธ ีHPAEC-PAD ที่น�ำมาศกึษาน้ีมี

ความถูกต้อง แม่นย�ำ เช่ือถอืได้ ส�ำหรับการตรวจหาปริมาณแอนตเิจนในวัคซีนฮิบ ที่ผสมรวมกบั คอตบี บาดทะยัก 

ไอกรน และตบัอกัเสบบ ี จึงสามารถน�ำมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานเพ่ือการควบคุมคุณภาพความแรงของวัคซีนฮิบทาง 

ห้องปฏบิตักิารควบคุมคุณภาพภาครัฐได้ ซ่ึงจะท�ำให้ผู้บริโภคได้ใช้วัคซีนที่มปีระสทิธภิาพความแรงตรงตามมาตร-

ฐานของผลิตภัณฑแ์ละมาตรฐานสากล
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Validation for Determination of Haemophilus influenzae Type B Vaccine’s Antigen Content by HPAEC-PAD Method

บทน�ำ
เช้ือ Haemophilus influenzae type B หรือที่เรียก

สั้นๆ ว่า เช้ือฮิบน้ัน เป็นแบคทเีรียแกรมลบ (gram-neg-

ative coccobacillus) ที่เป็นสาเหตสุ�ำคัญของการเกดิโรค

เย่ือหุ้มสมองอกัเสบและปอดอกัเสบในเดก็เลก็นอกจาก

น้ียังท�ำให้เกดิการติดเช้ือในกระแสเลือด โรคหูช้ันกลาง

อกัเสบ โรคข้ออกัเสบ เช้ือน้ีอยู่ในระบบทางเดินหายใจ

ของมนุษย์ สามารถแพร่กระจายโดยผ่านทางละออง

อากาศและการสมัผสัโดยตรงกบัสารคัดหล่ังของทางเดนิ

หายใจ ปัจจุบนัมวัีคซีนที่สามารถใช้ป้องกนัโรคในเดก็เลก็

โดยมทีั้งวัคซีนชนิดเดี่ยวและวัคซีนรวม ซ่ึงวัคซีนรวมส่วน

ใหญ่จะรวมอยู่กบัวัคซีนคอตบี บาดทะยัก ไอกรน ตบั- 

อกัเสบบ ีหรือโปลิโอชนิดฉีด ขึ้นอยู่กบัชนิดผลิตภณัฑข์อง

ผู้ผลิต(1-4) หลายประเทศได้บรรจุวัคซีนน้ีอยู่ในแผนงาน

สร้างเสริมภมูิคุ้มกนัโรคของประเทศ ซ่ึงภายในปี พ.ศ. 

2560 มจี�ำนวนถงึ 191 ประเทศที่ใช้วัคซีนน้ี(5) 

ส�ำหรับประเทศไทยจากการศึกษาของกรมควบคุม

โรค กระทรวงสาธารณสขุ ในปี พ.ศ. 2543-2544 พบ

อุบัติการณ์ของโรคเย่ือหุ้มสมองอกัเสบจากเช้ือฮิบ 6.1 

รายต่อประชากรเดก็อายุต�่ำกว่า 5 ปีแสนคนต่อปี ซ่ึงถอืว่า

ค่อนข้างต�่ำ(6) วัคซีนจึงยังไม่บรรจุอยู่ในแผนงานสร้าง

เสริมภมูคุ้ิมกนัของประเทศในขณะน้ันด้วยราคาวัคซีนยัง

สงูอยู่มาก วัคซีนฮิบจึงยังเป็นเพียงวัคซีนทางเลือกของ

ประเทศไทยในการสร้างภมูิคุ้มกนัโรคให้กบัเดก็เลก็ แต่

ปัจจุบันสถานการณ์ได้เปล่ียนแปลงไปข้อมูลการน�ำเข้า

วัคซีนจากหน่วยงานภาครัฐที่ท�ำหน้าที่ควบคุมให้การ

รับรองรุ่นการผลิตวัคซีนก่อนจ�ำหน่าย พบว่ามีแนวโน้ม

น�ำเข้าวัคซีนฮิบเพ่ิมขึ้ นทุกปีโดยเฉพาะในรูปของวัคซีน

รวม และในปี พ.ศ. 2561 กรมควบคุมโรคมีแผนน�ำ

วัคซีนรวม คอตบี บาดทะยัก ไอกรนทั้งตวั ตบัอกัเสบบี

และฮิบ บรรจุเข้าใช้ในงานสร้างเสริมภมูิคุ้มกนัโรคของ

ประเทศ(7) จึงส่งผลให้มจี�ำนวนวัคซีนฮิบในรปูวัคซีนผสม

ที่น�ำมาใช้ในประเทศเพ่ิมปริมาณขึ้นอย่างมาก และรวม

ถึงมีแหล่งผลิตมาจากหลากหลายประเทศ ท�ำให้ห้อง-

ปฏบิัติการควบคุมคุณภาพภาครัฐต้องท�ำการตรวจสอบ

คุณภาพวัคซีนน้ีอย่างเข้มงวด ตั้งแต่การขึ้นทะเบยีน การ

ควบคุมรุ่นการผลิต และการตรวจสอบกรณมีปัีญหาหลัง

การใช้ เพ่ือการคุ้มครองผู้บริโภคให้ได้รับวัคซีนที่มคุีณ-

ภาพและความปลอดภัยตามมาตรฐาน 

แม้ที่ผ่านมาห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพภาครัฐ

ของไทยสามารถตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัย

ของวัคซีนตามรายการที่องค์การอนามยัโลกก�ำหนด(8) แต่

พบว่าการตรวจความแรงหรือปริมาณแอนติเจนของวัค

ซีนฮิบ ทางห้องปฏบิัติการยังไม่สามารถตรวจได้อย่างมี

ประสทิธภิาพด้วยมข้ีอจ�ำกดัของวิธกีบัตวัอย่าง เน่ืองจาก

วัคซีนฮิบมีความหลากหลายของรูปลักษณแ์อนติเจนแม้

จะเป็นวัคซีนชนิดเดยีวกนั ซ่ึงเกดิจากกระบวนการผลิตที่

แตกต่างกันของผู้ผลิตแต่ละรายที่พัฒนาผลิตภัณฑ์(9) 

และผู้ผลิตแต่ละรายกใ็ช้วิธตีรวจที่แตกต่างกนัจึงเป็นข้อ

จ�ำกดัประการส�ำคัญในการพัฒนาวิธมีาตรฐานที่จะน�ำมา

ตรวจหาความแรงโดยห้องปฏิบัติการภาครัฐที่ผ่านมา 

องค์การอนามัยโลกได้ตระหนักถงึปัญหาดังกล่าวและได้

ท�ำการศึกษาและพัฒนาวิธี high performance Anion 

exchange chromatography with pulse amperometric 

Detector (HPAEC-PAD) ส�ำหรับน�ำไปใช้ตรวจปริมาณ

แอนติเจนของวัคซีนฮิบที่อยู่ในรูปวัคซีนรวมคอตีบ 

บาดทะยัก ไอกรนทั้งตัว และตับอักเสบบี(10,11) แต่

เน่ืองจากห้องปฏบิัติการของหน่วยงานยังไม่เคยมีการใช้

เทคนิคการตรวจวิเคราะห์แบบ HPAEC-PAD กับ

ผลิตภัณฑใ์ดมาก่อน จึงถอืเป็นจุดเร่ิมต้นของการพัฒนา

เทคนิควิธีใหม่ในห้องปฏบิัติการควบคุมคุณภาพวัคซีน

ภาครัฐของประเทศ

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาและตรวจ

สอบความถูกต้องเหมาะสมของวิธ ีHPAEC-PAD ในการ

ตรวจปริมาณแอนตเิจนของวัคซีนป้องกนัโรคจากเช้ือฮิบ 

เพ่ือให้ได้วิธีมาตรฐานที่น�ำมาใช้ตรวจวิเคราะห์ควบคุม

คุณภาพความแรงวัคซีนฮิบของห้องปฏิบัติการควบคุม

คุณภาพภาครัฐของประเทศไทย ซ่ึงจะท�ำให้ผู้บริโภคได้

ใช้วัคซีนที่มคุีณภาพในการป้องกนัโรคจากเช้ือฮิบ



การตรวจสอบความถูกต้องของวิธ ีHPAEC-PAD ในการวิเคราะห์ปริมาณแอนตเิจนของวัคซีน Haemophilus influenzae Type B

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2562 ปีที ่28 ฉบบัที ่3 563

ของสาร ribitol เทา่กบั 3 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร กรอง

ด้วยแผ่นกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน

เครือ่งมือและวสัดุอุปกรณ์

เคร่ือง HPLC รุ่น LC-20AD และ software LC 

solution ของบริษัท Shimadzu ประเทศญ่ีปุ่น Pulse am-

perometric detector รุ่น ED723 ของบริษัท GL Scienc-

es ประเทศญ่ีปุ่น โดยใช้คอลัมป์แยกสารชนิด CarboPac 

MA1 analytical column ขนาด 4x250 มลิลิเมตร และ 

CarboPac MA1 guard column ของบริษัท Dionex 

ประเทศสหรัฐอเมริกา

เคร่ืองช่ังความละเอยีดทศนิยม 2 และ 5 ต�ำแหน่ง   

ตู้ เยน็ควบคุมอณุหภมู ิ2-8o เซลเซียส ตู้แช่แขง็ควบคุม

อณุหภมู ิ-20o เซลเซียส ตู้อบความร้อน ตู้ดูดควัน เคร่ือง

ป่ันเหว่ียงแบบควบคุมความเยน็ เคร่ืองเขย่าผสม เคร่ือง

ดูดสญูญากาศ แผ่นกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน 

หลอด cryotube ขนาด 2 มลิลิลิตร หลอดแก้วทนกรด 

(glass microtube with gasket Teflon plug) ขนาด 4 

มิลลิลิตร เคร่ืองแก้ว ไมโครปิเปตขนาด 10-1,000 

ไมโครลิตร

ตวัอย่างและการเตรียมตวัอย่าง

ตวัอย่าง: วัคซีนรวม คอตบี บาดทะยัก ไอกรน ตบัอกั

เสบบี และฮิบ (DTPw-HepB-Hib) ที่ขึ้นทะเบียนใน

ประเทศไทย

การเตรียมตวัอย่าง: น�ำวัคซีนรุ่นการผลิตเดยีวกนัมา

เทรวมกนัให้มปีริมาตรอย่างน้อย 7 มลิลิลิตร ผสมให้เป็น

เน้ือเดยีวกนัด้วยการเขย่าประมาณ 30 วินาท ีจากน้ันดูด

วัคซีนปริมาตร 1 มลิลิลิตร แบ่งใส่หลอด micro tube เพ่ือ

น�ำไปย่อยด้วยกรดต่อไป 

การย่อยตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานด้วยกรด 

(acid hydrolysis) เป็นขั้นตอนสลายโพลิเมอร์ (depo-

lymerization): ดูดตัวอย่างสารละลายมาตรฐานส�ำหรับ

ใช้งานที่ความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมผลบวก แบ่ง

ใส่ในหลอดแก้วทนกรด หลอดละ 1 มลิลิลิตร แล้วเตมิ 

6 N HCl ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น�ำไปอบในตู้อบร้อน

ที่อณุหภมู ิ100±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จาก

วิธีการศึกษา
ขั้นตอนด�ำเนินการประกอบด้วย การจัดหาและเตรียม

ความพร้อมของเคร่ืองมือ วัสดุ อุปกรณ์ สารเคมี สาร

มาตรฐาน และตวัอย่างวัคซีน ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะ-

สมของวิธวิีเคราะห์ แล้วจึงท�ำการตรวจสอบความถูกต้อง

ของวิธกีบัตวัอย่างวัคซีน

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคม:ี water HPLC grade; conductivity 18.2 

MW CAS No. 7732-18-5 ของ Ligand scientific, 

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

Baker, NaH
2
PO

4
, NaCl, NaOH, HCl; analytical grade 

ของ Sigma-Aldrich, H
25

Na
2
O

16
P analytical grade ของ 

BDH 

สารมาตรฐาน: WHO international standard Heam-

ophilus influenzae b polysaccharide poly-ribosyl-rib-

itol-phosphate (PRP) code 02/208 ของ National 

Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) 

สหราชอาณาจักร ใช้ส�ำหรับการทดสอบความเหมาะสม

ของระบบ Adonitol (Ribitol) CAS No. 488-81-3 

ของ Sigma-Aldrich ใช้ส�ำหรับสร้างกราฟมาตรฐาน และ

ใช้เป็นสารควบคุมผลบวก (positive control sample)

การเตรียมสารละลายมาตรฐานเข้มข้น: ช่ังสาร

มาตรฐาน ribitol น�ำ้หนัก 15 มลิลิกรัม ใส่ในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 100 มลิลิลิตร แล้วเตมิน�ำ้ที่ก�ำจัดแกส๊แล้ว 

ละลายให้เข้ากนัและปรับปริมาตรด้วยน�ำ้ดงักล่าวให้ครบ 

100 มลิลิลิตร แบ่งสารละลายลงในหลอด cryotube ขนาด 

2 มลิลิลิตร น�ำไปเกบ็ไว้ทีตู่้แช่แขง็อณุหภมู ิ–20o เซลเซียส 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานส�ำหรับใช้งาน: เจือ

จางสารละลายมาตรฐานเข้มข้นด้วยน�ำ้ที่ก�ำจัดแกส๊แล้ว

ก่อนการใช้งาน ให้มคีวามเข้มข้นของสาร ribitol เทา่กบั 

0.15, 0.75, 1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 ไมโครกรัม

ต่อมลิลิลิตรในหลอดทดลองเพ่ือใช้สร้างกราฟมาตรฐาน

การเตรียมสารควบคุมผลบวก: เตรียมโดยใช้สาร 

ribitol ต่างรุ่นการผลิตกบัที่ใช้เตรียมกราฟมาตรฐาน น�ำ

มาช่ังและละลายด้วยน�ำ้ที่ก�ำจัดแกส๊แล้วให้มคีวามเข้มข้น
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น้ันท�ำให้เยน็ที่อุณหภมูิ 5±3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10±2 นาท ี แล้วเตมิสารละลาย 1 M NaOH ปริมาตร

หลอดละ 400 ไมโครลิตร น�ำไปเกบ็ไว้ที่อณุหภมู ิ 5±3 

องศาเซลเซียสระหว่างรอการทดสอบด้วย HPAEC-PAD 

ต่อไป แล้วน�ำไปกรองด้วยแผ่นกรอง Nylon ขนาด 0.22 

ไมครอน ก่อนวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC

ส�ำหรับตัวอย่างวัคซีนที่ย่อยแล้วให้เจือจางต่อด้วย

สารละลาย 70 mM NaOH ในอตัราส่วน 1:19 เพ่ือให้มี

ปริมาณของสาร PRP อยู่ในช่วงค่ากราฟมาตรฐาน ผสม

ให้สารละลายเข้ากนัด้วย vortex แล้วน�ำไปกรองด้วยแผ่น

กรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน ก่อนวิเคราะห์ด้วย

เคร่ือง HPLC

การตรวจวิเคราะหป์ริมาณแอนติเจน(PRP) ดว้ย

เครือ่ง HPAEC-PAD

น�ำสารละลายมาตรฐานส�ำหรับใช้งาน สารควบคุมผล

บวก และสารละลายตัวอย่างที่ย่อยด้วยกรดแล้วข้างต้น 

มาตรวจวัดปริมาณสารด้วยเคร่ือง HPAEC-PAD ที่ใช้

สภาวะการท�ำงานประกอบด้วยคอลัมป์แยกสารชนิด Car-

boPac MA1 analytical column ขนาด 4x250 มลิลิเมตร 

พร้อม CarboPac MA1 guard column ตั้งอณุหภมูขิอง 

column chamber และอณุหภมูขิอง auto sampler cham-

ber ไว้ที่ 30 และ 4 องศาเซลเซียสตามล�ำดบั reference 

electrode ชนิด AgCl ปริมาตรการฉีดตัวอย่างต่อคร้ัง

เท่ากบั 50 ไมโครลิตร สารตัวพา (eluent): isocrat-

ic-580 mM NaOH ปรับอตัราการไหล 0.4 มลิลิลิตรต่อ

นาท ีตวัตรวจวัดสญัญาณชนิด Pulse amperometric de-

tector ตั้งระยะเวลาการท�ำงานแต่ละรอบ 40 นาท ีค�ำนวณ

ค่าปริมาณแอนตเิจน PRP โดยอ่านค่าจากกราฟมาตรฐาน

ของ ribitol ที่เคร่ืองค�ำนวณให้แล้วน�ำมาแปลงค่าให้เป็น

ปริมาณ PRP โดยคูณด้วย dilution factor และ conver-

sion factor ที่มีค่าเท่ากบั 2.42 (conversion factor) 

ค�ำนวณจากน�ำ้หนักโมเลกุลของ PRP repeating units: 

368.5(12) หารด้วยน�้ำหนักโมเลกุลของสาร ribitol: 

152.15(13) 

การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจ

วิเคราะห์

ท�ำการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธ ีHPAEC-

PAD ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ribitol เพ่ือให้ได้

ช่วงความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่จะน�ำมาใช้เป็น cal-

ibration curve ที่มคีวามเป็นเส้นตรง และการทดสอบกบั

ตัวอย่างหาระดับการเจือจางที่ เหมาะสมส�ำหรับการ

วิเคราะห์ 

การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์

ความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน และช่วงค่า

ของการวิเคราะห์

วิเคราะห์สารละลายมาตรฐานส�ำหรับการใช้งานที่มี

ความเข้มข้นของสาร ribitol เท่ากบั 0.15, 0.75, 1.50, 

4.50, 7.50 และ 10.50 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร ด้วย

เคร่ือง HPAEC-PAD ความเข้มข้นละ 3 ซ�ำ้ต่อรอบการ

วิเคราะห์ จ�ำนวน 6 การทดสอบทีเ่ป็นอสิระต่อกนั ค�ำนวณ

สมการถดถอยเชิงเส้น (linear regression equation) และ

ค่าสมัประสทิธิ์สหสมัพันธ ์ (coefficient of correlation; 

r) เกณฑย์อมรับค่า r ต้องไม่น้อยกว่า 0.995

การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธีตรวจวิเคราะห์

ท�ำการเปรียบเทยีบ retention time ของพีคจากโคร-

มาโตแกรมของสารมาตรฐาน ribitol กบัตัวอย่างวัคซีน 

จ�ำนวน 6 การทดสอบ ค�ำนวณค่าเฉล่ียและส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ retention time เกณฑย์อมรับส่วนเบี่ยง-

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard deviation; 

RSD) ต้องไม่เกนิร้อยละ 5.0

การทดสอบความเทีย่ง

ท�ำการศึกษาใน 2 หัวข้อคือ (1) การท�ำซ�ำ้ในวัน

เดยีวกนั: ใช้ตวัอย่างวัคซีนเดยีวกนัจ�ำนวน 6 ขวด ที่น�ำ

มาเตรียมแบบอสิระต่อกนั วิเคราะห์ขวดละ 3 ซ�ำ้ ในวัน

เดยีวกนั และ (2) การวิเคราะห์ต่างวัน: ใช้ตวัอย่างวัคซีน

เดยีวกนั น�ำมาเตรียมและวิเคราะห์ 6 การทดสอบต่างวัน

กัน วิเคราะห์วันละ 3 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าเฉล่ีย ปริมาณ

แอนติเจน ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และส่วนเบี่ยงเบน
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มาตรฐานสมัพัทธ ์ เกณฑย์อมรับต้องมีค่าส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพัทธไ์ม่เกนิร้อยละ 5.0

การทดสอบความแม่น

เตมิสารละลาย ribitol ที่ทราบค่าลงในวัคซีนแล้วน�ำ

ไปย่อยด้วยกรด วิเคราะห์หาปริมาณแอนติเจนในวัคซีน

ที่เตมิและไม่ได้เตมิสารละลาย ribitol ค�ำนวณค่าร้อยละ

การคืนกลับ (% recovery) ปริมาณ ribitol เกณฑย์อมรับ

ค่าร้อยละการคืนกลับต้องอยู่ในช่วง 80-120

การหาขีดจ�ำกดัของการตรวจพบ (LOD) และ    

ขีดจ�ำกดัของการวดัเชิงปริมาณ (LOQ)

LOD และ LOQ ค�ำนวณจากค่า slope และ standard 

deviation of Y intercept ของกราฟมาตรฐาน ribitol 

จ�ำนวน 6 ค่า ด้วยสมการ LOD = (3xó)/M และ LOQ= 

(10xó)/M เมื่อ ó = standard deviation of Y intercept, 

M = mean of slope

ผลการศึกษา
จากการทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมของวิธ ี

HPAEC-PAD ในการตรวจปริมาณ ribitol ได้สภาวะที่

เหมาะสมในการตั้ งค่าส�ำหรับใช้งานตรวจวิเคราะห์

ตัวอย่าง ประกอบด้วย อุณหภูมิในช่องฉีดสาร และ

อณุหภมูขิอง column ให้ตั้งค่าที่ 4 และ 30 องศาเซลเซียส 

ตามล�ำดบั อตัราการไหลของตวัชะ 0.4 มลิลิลิตรต่อนาท ี

เมื่อเร่ิมการตรวจให้ล้าง column ด้วย 1M NaOH เป็น

เวลา 1 ช่ัวโมงแล้วจึงชะต่อด้วย 580 mM NaOH อกี 

1ช่ัวโมง ปริมาตรการฉีดตวัอย่างคร้ังละ 50 ไมโครลิตร 

ตวัชะ (eluent) ที่ใช้คือ Isocratic-580 mM NaOH โดย

ตั้งเวลาแต่ละรอบทดสอบไว้ที่ 40 นาท ี(ตารางที่ 1)

การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธี HPAEC-PAD

ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน และช่วงค่าของ

การวิเคราะห์ เมื่อน�ำค่าพ้ืนทีใ่ต้กราฟและความเข้มข้นของ

สารมาตรฐาน ribitol ที่ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 0.15 

และ 10.50 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร มาสร้างกราฟ จะได้

กราฟที่มีความเป็นเส้นตรงทั้ง 6 การทดสอบที่ท�ำแบบ

อสิระต่างวันกนั ดงัแสดงในภาพที่ 1 ซ่ึงทุกการทดสอบมี

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 1.00 โดยมีสมการ

ถดถอยเชิงเส้นจากค่าเฉล่ียของการทดสอบ 6 คร้ังคือ 

Y=2E+06X+5946 และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

เทา่กบั 1.00

การทดสอบค่าความเป็นเส้นตรงด้วย F-test ได้ค่า

ตารางที ่1 สภาวะทีเ่หมาะสมส�ำหรบัการตรวจวิเคราะหส์าร ribitol โดยวิธี HPAEC-PAD

                Parameter	                                                                       Setting

Column and guard column	 CarboPac MA1 

Column Temperature	 30°C

Detection	 Pulsed Amperometric detection

Reference Electrode	 AgCl

Elution conditions/eluent	 Isocratic – 580 mM NaOH

Wash-regeneration condition/ equilibration	 Before starting an analysis, washing with 1M NaOH for 1h, 

   	 equilibration with 580 mM NaOH for 1h

Auto sampler temperature	 4°C

Injection Volume	 50 µL

Flow rate	 0.4 mL/min

Run time	 40 min

Software for data acquisition and processing	 LC solution   
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มากกว่า ค่า F-critical value ที่ alpha เทา่กบั 0.05 ทั้ง 

6 การทดสอบ ผลจากกราฟ residual plot พบว่ามกีาร 

กระจายของค่าทั้งด้านบนและด้านล่างของแกน X แสดง

ตวัอย่างในภาพที่ 2 และ Line fit plot ค่า Y ที่ตรวจวัด

ได้มีค่าใกล้เคียงกบัค่า Y ที่ค�ำนวณได้ (predicted Y) 

แสดงตวัอย่างในภาพที่ 3 ซ่ึงพบลักษณะคล้ายกนัน้ีในทั้ง 

6 การทดสอบ 

ผลการทดสอบความจ�ำเพาะของวิธ ีแสดงให้เหน็จาก 

peak ใน chromatogram ของสารมาตรฐาน ribitol ที่แยก

ได้จากคอลัมป์ มีค่าเฉล่ีย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ 

retention time จ�ำนวน 6 การทดสอบ (108 คร้ังของการ

ฉีดสาร) เทา่กบั 16.45±0.30 นาท ีมค่ีาร้อยละส่วนเบี่ยง

เบนมาตรฐานสมัพัทธเ์ท่ากบั 1.83 chromatogram ของ

สารควบคุมบวก และตวัอย่างวัคซีน DTPw-HepB-Hib 

A, DTPw-HepB-Hib B และ DTPw-HepB-Hib C ที่

ต�ำแหน่ง peak แสดง retention time อยู่ในช่วงเวลาเดยีว

ภาพที ่1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่าพื้ นทีใ่ตก้ราฟ (แกน Y) และความเขม้ขน้ของสาร ribitol 0.15, 

0.75, 1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (แกน X) จ�ำนวน 6 การทดสอบ

ภาพที ่2 ตวัอย่างกราฟ Residual plot ของการตรวจวิเคราะหส์าร ribitol ทีค่วามเขม้ขน้ 0.15, 0.75, 1.50, 4.50, 7.50 

และ 10.50 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรดว้ยวิธี HPAEC-PAD
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วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2562 ปีที ่28 ฉบบัที ่3 567

ภาพที ่3 ตวัอย่างกราฟ Line fit plot ของการตรวจวิเคราะหส์าร ribitol ทีค่วามเขม้ขน้ 0.15, 0.75, 1.50, 4.50, 7.50 

และ 10.50 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรดว้ยวิธี HPAEC-PAD

ภาพที ่4 Chromatogram ของสารมาตรฐาน สารควบคุม และวคัซีน DTPw-HepB-Hib จ�ำนวน 3 ยีห่อ้ 

หมายเหต ุ	 หมายเลข 1. Standard ribitol 		  หมายเลข 2. Positive control

		  หมายเลข 3. วัคซีน DTPw-HepB-Hib B 	 หมายเลข 4 วัคซีน DTPw-HepB-Hib C

		  หมายเลข 5 วัคซีน DTPw-HepB-Hib A 	 หมายเลข 6 PRP

กบัสารมาตรฐาน ribitol ดงัแสดงในภาพที่ 4

ผลทดสอบความเที่ยง เมื่อท�ำซ�ำ้ในวันเดียวกันของ

ตวัอย่างวัคซีนเดยีวกนัจ�ำนวน 6 คร้ัง ได้ค่าเฉล่ียปริมาณ

แอนติเจน(PRP)±ส่วนเบี่ ยงเบนมาตรฐานเท่ากับ 

16.94±0.4 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และร้อยละส่วนเบี่ยง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 2.38 และเมื่อวิเคราะห์

ตัวอย่างเดียวกันจ�ำนวน 6 คร้ังที่ท�ำต่างวันได้ค่าเฉล่ีย

ปริมาณแอนติเจน±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากับ 
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16.95±0.79 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และร้อยละส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธเ์ทา่กบั 4.66 (ตารางที่ 2)

ผลการทดสอบความแม่นเมื่อท�ำการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณ ribitol ใน 3 ระดับความเข้มข้นที่เติมลงไปใน

ตวัอย่างวัคซีน DTPw-HepB-Hib 3 ย่ีห้อ ได้ค่าร้อยละ

การคืนกลับอยู่ระหว่าง 83.56 และ 97.14 (ตารางที่ 3)

วิธี HPAEC-PAD มีขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ

ปริมาณสาร ribitol อยู่ที่ระดับ 0.07 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และมีขีดจ�ำกัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณที่

ระดบั 0.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ซ่ึงค�ำนวณมาจากค่า 

slope และ Y-intercept ของกราฟสารมาตรฐาน ribitol 

จ�ำนวน 6 การทดสอบ (ตารางที่ 4 )

ตารางที ่2 	ผลวิเคราะหป์ริมาณแอนติเจน (PRP) ใน

	 ตวัอย่างวคัซีน DTPw-HepB-Hib เดียวกนั 

	 เมือ่วิเคราะหใ์นวนัเดียวกนัจ�ำนวน 6 การทดสอบ 

	 และต่างวนัจ�ำนวน 6 การทดสอบ

     คร้ังที่	   ปริมาณของแอนตเิจน (PRP) (µg/ml)

	                       วันเดยีว	          ต่างวัน

1	 16.31	 16.31

2	 16.62	 16.14

3	 16.94	 16.46

4	 17.26	 16.94

5	 17.26	 17.91

6	 17.26	 17.91

Mean±SD	 16.94±0.40	 16.95±0.79

%RSD	 2.38	 4.66

ตารางที ่3 รอ้ยละการคืนกลบัของสาร ribitol ความเขม้ขน้ 2.50, 3.75 และ 5.25 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรทีเ่ติมลงไปใน

ตวัอย่างวคัซีน DTPw-HepB-Hib จ�ำนวน 3 ยีห่อ้ 

              วัคซีนย่ีห้อ	                                            ร้อยละการคืนกลับของสาร ribitol

	                                                     ความเข้มข้นของสาร ribitol ที่เตมิลงในวัคซีน (µg/ml)

	                                                                2.25	             3.75	        5.25

DTPw-HepB-Hib A 	 83.56	 83.47	 90.10

DTPw-HepB-Hib B 	 93.33	 95.47	 97.14

DTPw-HepB-Hib C 	 95.56	 96.00	 94.48

ตารางที ่4 	แสดงค่า LOD และ LOQ ทีค่�ำนวณจาก slope และ Y-intercept ของกราฟมาตรฐานสาร ribitol ทีค่วามเขม้ขน้ 

0.15, 0.70, 1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 ไมโครกรมัต่อมิลลิตร จ�ำนวน 6 การทดสอบ 

              คร้ังที่ 	                           Slope	                Y-intercept	                LOD	                LOQ

1	 1810730	 7040

2	 1820160	 -1353		

3	 1833940	 16927		

4	 2067790	 81734		

5	 2185720	 -22398		

6	 2400130	 -46276		

Mean	 2019745	 5946		

SD	 241901	 43473	 0.07	 0.22



การตรวจสอบความถูกต้องของวิธ ีHPAEC-PAD ในการวิเคราะห์ปริมาณแอนตเิจนของวัคซีน Haemophilus influenzae Type B

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2562 ปีที ่28 ฉบบัที ่3 569

วิจารณ์
การตรวจวัดปริมาณแอนติเจนของวัคซีนฮิบเป็น

รายการตรวจที่ส�ำคัญรายการหน่ึงในการควบคุมคุณภาพ

วัคซีนฮิบที่ระบุในข้อแนะน�ำขององค์การอนามยัโลก(8) ซ่ึง

สื่อถงึความแรงของวัคซีนในการป้องกนัโรค ผู้ผลิตจะต้อง

ควบคุมการผลิตให้มีปริมาณแอนติเจนคงที่สม�่ำเสมอใน

วัคซีนทุกรุ่นเช่นเดยีวกบัรุ่นการผลิตที่ใช้ศกึษาทางคลินิก

แล้วได้ผลป้องกันโรคเป็นที่ยอมรับให้จดขึ้ นทะเบียน

ส�ำหรับจ�ำหน่าย และห้องปฏบิตักิารควบคุมคุณภาพภาค

รัฐหากจ�ำเป็นต้องตรวจวิเคราะห์คุณภาพวัคซีนจะต้องใช้

วิธทีี่มคีวามถูกต้อง แม่นย�ำ เช่ือถอืได้ตามระบบคุณภาพ

ในการตัดสินผล ซ่ึงข้อมูลจากสูตรต�ำรับวัคซีนฮิบใน

ปัจจุบนัทั้งชนิดวัคซีนเดี่ยวและวัคซีนรวมจะมปีริมาณของ

แอนตเิจน (PRP) อยู่ในช่วง 7.5-10 ไมโครกรัมต่อโดส๊ 

(0.5 มลิลิลิตร) หรือ 15-20 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร(3) 

ที่เช่ือมต่ออยู่กับโปรตีนตัวน�ำ (carrier protein) ชนิด

ต่างๆ ในสดัส่วนทีก่ �ำหนดชัดเจนของแต่ละสตูรต�ำรับ การ

ตรวจหาปริมาณแอนตเิจนของวัคซีนฮิบ โดยวิธ ีHPAEC-

PAD ที่ต้องท�ำการย่อยสารตัวอย่างด้วยกรดก่อนน้ัน

เน่ืองจากส่วนแอนตเิจนของ Hib มโีครงสร้างเป็นลักษณะ 

linear polymer ของ 3-b-D-ribofuranosyl(1�1) 

D-ribitol-5-phosphate (PRP) จึงต้องการท�ำสลาย

โพลิเมอร์ให้แยกส่วน ribitol ให้เป็นอสิระก่อนที่จะน�ำมา

ผ่านคอลัมป์ตรวจวัด แล้วจึงค�ำนวณกลับด้วยค่า conver-

sion factor ให้เป็นค่าแอนติเจน PRR วิธีน้ีเป็นวิธีที่มี

ประสทิธภิาพในการแยกสารที่มีประจุและขนาดโมเลกุล

ที่ต่างกันได้อย่างดีด้วยเทคนิคการแยกของโครมาโต-

กราฟฟ่ีแบบเปล่ียนประจุ และการตรวจจับสญัญาณแบบ 

elelctrochemical เมื่อพิจารณา peak ของสารมาตรฐาน 

ribitol สารควบคุม (PRP) และตวัอย่างวัคซีนทั้ง 3 ย่ีห้อ 

กจ็ะพบว่ามคีวามสามารถแยก peak ที่ให้ retention time 

ในช่วงเวลาตรงกนักบัสาร ribitol แสดงถงึความจ�ำเพาะ

ของวิธีได้ และเมื่อน�ำมาตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร

มาตรฐาน ribitol กใ็ห้ผลวิเคราะห์แสดงความสมัพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารกับพ้ืนที่ใต้กราฟแบบเป็น

เส้นตรงทั้งการวิเคราะห์แบบ regression และสหสมัพันธ ์

และเมื่อวิเคราะห์แอนติเจนของวัคซีนฮิบที่ผสมรวมอยู่

กบัวัคซีนคอตบี บาดทะยัก ไอกรน ตบัอกัเสบบน้ัีนให้ผล

การทดสอบของวิธทีี่มีความเที่ยงทั้งการท�ำซ�ำ้ในวันเดียว 

กันและต่างวันโดยมีค่าเบี่ยงเบนสัมพัทธ์ไม่เกินร้อยละ 

5.0 และมคีวามแม่นในการวิเคราะห์มากกว่าร้อยละ 90.0 

ในวัคซีนต่างผู้ผลิต ยกเว้นวัคซีน DTPw-HepB-Hib A 

ที่แสดงผลค่าวิเคราะห์ได้ต�่ำกว่าร้อยละ 90.0 เมื่อความ

เข้มข้นของ ribitol ที่เตมิลงในวัคซีนน้อยกว่า 5.25 ไม-

โครกรัมต่อมลิลิลิตร สณันิษฐานว่าอาจมสีารองค์ประกอบ

ที่ผสมในวัคซีนน้ีที่รบกวนการตรวจวัด แต่ค่าที่ได้ยังอยู่

ในเกณฑ์ยอมรับที่ก�ำหนดค่าร้อยละการคืนกลับไว้ที่ 

80.0-120.0 จึงยังถอืว่าเป็นวิธทีี่ยอมรับน�ำมาใช้ได้แต่

ยังต้องให้ความส�ำคัญที่อาจตรวจวัดได้ปริมาณสาร-

แอนติเจนต�่ำกว่าค่าจริง ดังน้ันควรมีการตรวจวิเคราะห์

เพ่ิมเตมิและเปรียบเทยีบผลกบัค่าที่ผู้ผลิตตรวจวัดได้ใน

ตัวอย่างเดียวกันเมื่อมีตัวอย่างน�ำเข้าจ�ำนวนมากขึ้ น 

ส�ำหรับค่าต�่ำสดุที่วิธตีรวจวิเคราะห์ได้อย่างมคีวามเช่ือมั่น

แสดงด้วยค่าขดีจ�ำกดัของการวัดเชิงปริมาณที่ปริมาณสาร 

ribitol 0.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือเทา่กบัปริมาณ

แอนตเิจน PRP 0.53 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตรซ่ึงถอืว่าอยู่

ในระดบัที่สามารถน�ำมาตรวจปริมาณแอนตเิจนในวัคซีน

ฮิบได้อย่างน่าเช่ือถือ แต่กยั็งมีข้อจ�ำกัดที่ใช้ได้เฉพาะ

ตวัอย่างวัคซีนที่ไม่มสีารจ�ำพวกแลคโตส๊ หรือไรโบส ซ่ึง

มกัใส่เป็นสารคงสภาพในวัคซีนบางชนิด เช่น วัคซีนรวม

คอตบี บาดทะยัก ไอกรนชนิดไร้เซลล์ ตบัอกัเสบบ ีและ

ฮิบ ที่สามารถรบกวนการตรวจวัดท�ำให้ได้ค่าสงูเกนิจริง

ได้ ดังน้ันหากเป็นตัวอย่างใหม่จะต้องท�ำการทดสอบ

ความแม่นของวิธีกับตัวอย่างเพ่ือยืนยันความเหมาะสม

ของวิธกีบัตวัอย่างเสยีก่อน เมื่อเปรียบเทยีบวิธ ีHPAEC-

PAD กบัวิธตีรวจปริมาณ PRP อื่น เช่น วิธตีรวจหาปริมาณ 

ribose ด้วย Bial reaction(14) หรือ orcinol test(15) หรือ

ตรวจปริมาณฟอสฟอรัสด้วย Chen method(16) แล้ว

ค�ำนวณปริมาณ PRP ซ่ึงเป็นวิธตีรวจทางเคมทีี่ห้องปฏบิตัิ

การเคยใช้ทดสอบกบัวัคซีนฮิบในอดตีแต่ได้ถูกยกเลิกไป



Journal of Health Science 2019 Vol. 28 No. 3570

Validation for Determination of Haemophilus influenzae Type B Vaccine’s Antigen Content by HPAEC-PAD Method

แล้วด้วยไม่สามารถตรวจได้กบัวัคซีนที่มใีนปัจจุบนั จาก

การสงัเกตุพบว่าวิธเีดิมมักได้ค่าที่เบี่ยงเบนสงูแม้ท�ำการ

วิเคราะห์ในตัวอย่างเดียวกัน และไม่สามารถตรวจกับ

วัคซีนที่อยู่ในรูปวัคซีนรวมได้ ในขณะที่วิธีใหม่น้ีให้ผล

วิเคราะห์ที่มีความแม่นย�ำ ถูกต้องสงูกว่า สามารถใช้กบั

วัคซีนที่เป็นวัคซีนรวมได้ด ีโดยมีรายงานการศกึษาที่ต่าง

ประเทศสนับสนุน(17-19) ส�ำหรับวิธตีรวจปริมาณ PRP ที่

ใช้เทคนิคการตรวจแบบ ELISA มข้ีอดคีือความจ�ำเพาะ

ของการจับระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีสามารถลด

การรบกวนจากสารผสมอื่น และผู้ผลิตบางรายมีใช้วิธน้ีี

ในการตรวจคุณภาพของวัคซีนแต่ปัจจุบนัได้ปรับมาใช้วิธ ี

HPAEC-PAD เป็นส่วนใหญ่ และมบีทความวิจัยที่ศกึษา

พัฒนาวิธีน้ีส�ำหรับตรวจคุณภาพวัคซีนในช่วงของการ

พัฒนาผลิตภณัฑ์(20) แต่วิธ ีELISA ยังเป็นข้อจ�ำกดัส�ำหรับ

ห้องปฏบิัติการภาครัฐที่ต้องตรวจวัคซีนจากหลายแหล่ง

ผลิต เน่ืองจากต้องใช้สารแอนติเจนและแอนติบอดีที่

จ�ำเพาะกบัวัคซีนแต่ละบริษัทท�ำให้มีความยุ่งยากในการ

พัฒนาและตรวจสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของแต่ละวัค-

ซีนที่ต้องขอสารจากผู้ผลิตเป็นคร้ังคราวจึงไม่เป็นที่นิยม 

ดังน้ันวิธ ี HPAEC-PAD ที่พัฒนาขึ้นในห้องปฏบิัติการ

และตรวจสอบแล้วน้ีจึงตอบโจทย์การน�ำไปใช้ได้ดกีว่า ซ่ึง

นอกจากใช้ในการตรวจหาปริมาณแอนตเิจนในวัคซีนฮิบ

แล้วหน่วยงานยังสามารถน�ำไปต่อยอดในการพัฒนาวิธี

ตรวจหาปริมาณแอนตเิจนของวัคซีนโพลีแซคคาไรดช์นิด

อื่นเพ่ือการควบคุมคุณภาพ เช่น วัคซีนไข้ไทฟอยด์(21) 

วัคซีนไข้กาฬหลังแอ่นที่มีหลายซีโรทยัป์(22) ได้อกีต่อไป 

จึงเป็นการเพ่ิมศกัยภาพของห้องปฏบิตักิารภาครัฐในการ

คุ้มครองผู้บริโภคด้านวัคซีนให้มปีระสทิธภิาพย่ิงขึ้น

สรุป

วิธ ีHPAEC-PAD ที่ย่อยสารตวัอย่างด้วยกรดน้ันมี

ความสามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณแอนตเิจนของวัคซีน

ฮิบ ได้อย่างมคีวามถูกต้อง แม่นย�ำ เช่ือถอืได้ สามารถน�ำ

มาใช้เป็นวิธมีาตรฐานของห้องปฏบิตักิารควบคุมคุณภาพ

ภาครัฐส�ำหรับตรวจความแรงวัคซีนฮิบในวัคซีนรวม

คอตบี บาดทะยัก ไอกรนทั้งตวั และตบัอกัเสบบ ีที่ไม่มี

สารจ�ำพวกแลคโตส๊ หรือไรโบส๊ ได้อย่างเหมาะสมเพ่ือ

การควบคุมคุณภาพความแรงของวัคซีนฮิบให้เป็นไปตาม

มาตรฐานส�ำหรับวัคซีนที่ตรวจเพ่ือการขึ้นทะเบียน และ

การตรวจยืนยันคุณภาพในการรับรองรุ่นการผลิต และ

หลังการจ�ำหน่าย ซ่ึงจะท�ำให้ผู้บริโภคได้รับวัคซีนที่มี

คุณภาพความแรงตรงตามมาตรฐานของผลิตภัณฑแ์ละ

มาตรฐานสากลที่สามารถป้องกนัโรคได้ และยังสามารถ

พัฒนาต่อยอดวิธน้ีีในการตรวจวิเคราะห์ควบคุมความแรง

ของวัคซีนโพลีแซคคาไรดช์นิดอื่นได้ต่อไป
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Validation for Determination of Haemophilus influenzae Type B Vaccine’s Antigen Content by HPAEC-PAD Method

Abstract: 	Method Validation for Determination of Haemophilus influenzae Type B Vaccine’s Antigen Content by 

High Performance Anion Exchange Chromatography with Pulse Amperometric Detection 

Wereyarmarst Jaroenkunathum, M.Sc. (Biochemistry); Chonlada Pethai, B.Sc. (Microbiology); Kanok-

phon Ritthitham, B.Sc. (Biology); Supaporn Phumiamorn, Ph.D. (Virology)

Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health, Thailand

Journal of Health Science 2019;28:561-72.

The objective of this study was to validate the method for determination of Haemophilus influenzae 

type B vaccine’s antigen content by HPAEC-PAD. The validation steps were comprised of laboratory 

preparedness, method optimization and method validation. Parameters of method validation included lin-

earity and range, specificity, precision, accuracy, limit of detection and limit of quantitation. The results 

showed that the ribitol standard curve had linearity where the ranges of concentration were between 0.15 

and 10.50 µg/ml. The linear regression equation was Y=2E+06X+5946 and value of coefficience 

of correlation was 1. The F-test value was more than F-critical value at alpha 0.05. The method had 

specificity for ribitol which showed peak eluted at retention time of mean±standard deviation (SD) of 

16.45±0.30 min and the percentage of relative standard (%RSD) was 1.83. The precision presented a 

mean±SD of antigen content determined by six tests within the first day and then six single daily tests 

thereafter were 16.94±0.40 and 16.95±0.79 µg/ml, respectively, while %RSD were 2.38 and 4.66, 

respectively. Accuracy showed percent recovery of ribitol content which was added to 3 brands of diph-

theria, tetanus, whole cell pertussis, Hepatitis B and Hib combined vaccine, they were between 83.56 and 

97.14. The limit of ribitol detection was 0.07 µg/ml and limit of ribitol quantitation was 0.22 µg/ml. 

The result of all parameters met the pre-defined acceptance limit. In conclusion, HPAEC-PAD method 

is precise, accurate and reliable for determination of Hib’s antigen when combined in diphtheria, tetanus, 

whole cell pertussis and Hepatitis B vaccines. It can be used as a standard method for national laboratory 

quality control of Hib vaccine’s potency. Consumers should only get the qualified vaccines which have 

met both product and international standards.
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