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การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการทดสอบ Enzyme-Linked Immunospot 

เพื่อวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่ผลิตสารอินเตอร์เฟียรอนแกมมา

บทคัดย่อ

	 	 Enzyme-Linked Immunospot (ELISPOT) เป็นวิธีการทดสอบที่สามารถวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่ผลิตสารอินเตอร์ 

เฟียรอนแกมมาที่มีความไวมากที่สุด การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการทดสอบ ELISPOT เพื่อ

วเิคราะหป์รมิาณเซลลท์ีผ่ลติสารอนิเตอรเ์ฟยีรอนแกมมา (IFN-γ) ตอ่เชือ้ Burkholderia pseudomallei และ dengue virus 

ในอาสาสมัครสุขภาพดี โดยได้ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต IFN-γ ได้แก่ ปริมาณ peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) ระยะเวลาการกระตุ้นเซลล์ และความเข้มข้นของเชื้อโรคที่ใช้ ผลการศึกษาพบว่าเมื่อกระตุ้น PBMCs ปริมาณ 2.5 

x 10
4
 เซลล์ ด้วย  phytohemagglutinin ที่ความเข้มข้น 3 μg/ml จะทำ�ให้มีปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ จำ�นวนมากและอยู่

ในชว่งเหมาะสมทีส่ามารถตรวจนบัจำ�นวนดว้ยกลอ้ง Stereomicroscope สว่นการกระตุน้ดว้ยเชือ้โรคนัน้พบวา่ตอ้งเพิม่จำ�นวน 

PBMCs เป็น 5 x 10
5
 เซลล์ และกระตุ้นด้วยเชื้อ B. pseudomallei  ความเข้มข้น 3 x 10

6
 cfu/ml หรือ dengue virus 

ที่การเจือจางระดับ 1:2,700 จึงจะสามารถตรวจพบปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ ได้มากที่สุดแต่ยังเหมาะสมสำ�หรับการตรวจ
นับจำ�นวน  ผู้วิจัยได้นำ�สภาวะท่ีเหมาะสมที่ศึกษาได้ทั้งหมดไปทดสอบในอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 8 ราย  พบว่าเชื้อโรค 

B. pseudomallei และ dengue virus สามารถกระตุ้นเซลล์ PBMCs ให้ผลิต IFN-γ เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ medium 
control แต่ปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ ต่อเชื้อโรคแต่ละชนิดในแต่ละบุคคลแตกต่างกัน โดยปริมาณเซลล์ที่ผลิตสาร IFN-γ 

เมื่อกระตุ้นด้วยเชื้อ B. pseudomallei สัมพันธ์กับการกระตุ้นด้วย dengue virus อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  ผลการศึกษา

ทำ�ให้ทราบข้อมูลพื้นฐานของการผลิต IFN-γ เพื่อตอบสนองต่อเชื้อ B. pseudomallei และ dengue virus ที่สามารถนำ�ไป

ใช้ในการคัดกรองเปปไทด์ที่มีศักยภาพในการกระตุ้นการผลิต IFN-γ เพื่อนำ�ไปผลิตเป็นวัคซีน
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Optimization of Enzyme-Linked Immunospot Assay for quantitative 

analysis of interferon gamma producing cells

Abstract

	 	 Enzyme-Linked Immunospot (ELISPOT) is the most sensitive assay for the enumeration of IFN-γ produc-
ing cells at single cell level. This study aimed to optimize the ELISPOT assay to study the IFN-γ production in 
response to B. pseudomallei and dengue virus in healthy individuals. The optimal peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) concentrations, incubation time and concentration of each stimulator to maximize IFN-γ production 
were examined. The results showed that using PBMCs at 2.5 x 10

4
 cells and stimulating with a positive control 

stimulator, phytohemagglutinin (PHA), at 3 μg/ml was the optimal condition for IFN-γ responses. The number 
of IFN-γ-Spot Forming Cell (IFN-γ-SFC) was appropriate for enumeration by Stereomicroscope.  In contrast,  
incubation of 5 x 10

5
 PBMCs with 3 x 10

6
 cfu/ml heat-killed B. pseudomallei or dengue virus at a dilution 

of 1:2,700 was the optimal condition. These optimal conditions were then used to study the IFN-γ production 
in 8 healthy volunteers. The results clearly showed that B. pseudomallei and dengue virus could stimulate all 

healthy PBMCs to produce IFN-γ at higher levels than those of medium control. However, the degree of IFN-γ 

responses was different for each individual. Moreover, linear regression analysis showed that the number of 

IFN-γ-SFC obtained from  B. pseudomallei stimulation was correlated with the dengue virus stimulation. In 

conclusion, in this study, the ELISPOT for IFN-γ production using B. pseudomallei and dengue virus stimulations 

have been optimized. Our results of IFN-γ production in response to B. pseudomallei and dengue virus provides 

basic information for further study on the ability of B. pseudomallei or dengue’s peptides in IFN-γ induction 
in screening for vaccine candidate.
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บทนำ�

	 	 ภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ (Cell-Mediated Immunity) 

เป็นภูมิต้านทานของร่างกายที่อาศัยเซลล์ T lymphocytes 

ในการกำ�จัดเชื้อจุลชีพที่อาศัยและแบ่งตัวภายในเซลล์ โดย

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ดังกล่าวเกิดขึ้น

ได้สองทางตามลักษณะของเชื้อที่หลบอยู่ในเซลล์ คือ หาก

เชื้อถูกจับกินและอยู่ใน phagosome ของ phagocytic cells 

เซลล์ที่ติดเชื้อจะนำ�เสนอเปปไทด์ของเชื้อผ่านทางโมเลกุล 

MHC-class II ให้รับรู้อย่างจำ�เพาะกับ T cell receptor 

ของ CD4+T cells หรอื หากจลุชพีหนอีอกจาก phagosome 

เข้าไปอยู่ใน cytoplasm ของเซลล์ เซลล์ที่จับกินจะนำ�เสนอ 

เปปไทด์ผ่านทาง MHC-class I ให้รับรู้อย่างจำ�เพาะกับ 

CD8+T cells   เมื่อเกดิการรบัรูอ้ยา่งจำ�เพาะระหวา่งสญัญาณ 

MHC กับ TCR  CD4+ หรือ CD8+T cells จะถูกกระตุ้น

ให้หลั่ง cytokines เช่น IFN-γ, TNF-γ เพื่อกระตุ้นเซลล์
ที่จับกินเชื้อให้มีความสามารถในการทำ�ลายเชื้อมากขึ้น หรือ 

CD8+T cells บางกลุ่มจะสามารถทำ�ลายเซลล์ที่ติดเชื้อ

โดยการหลั่งสาร perforin หรือ Granzyme เพื่อย่อยสลาย

เซลล์ที่ติดเชื้อได้ โดยตรง
(1)
 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคน์ที่

หลั่งออกมาจากเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันหลังจากถูกกระตุ้น

ดว้ยเชือ้จลุชพีหรอืโปรตนีสว่นประกอบของเชือ้จะชว่ยในการ

ประเมินสภาพการทำ�งานของเซลล์ในภาวะติดเชื้อและหรือ

การประเมินศักยภาพของเชื้อหรือโปรตีนของเชื้อในการกระ

ตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ 

	 	 การตรวจวัดระดับการสร้างไซโตไคน์ที่เกิดจากการ

ตอบสนองของ T cells ต่อแอนติเจนที่จำ�เพาะสามารถทำ�ได้

หลายวธิ ีไดแ้ก ่การวดัปรมิาณของไซโตไคนท์ัง้หมดทีห่ลัง่ออก

มาในส่วนใสที่ได้จากการกระตุ้นเซลล์ร่วมกับเชื้อที่ต้องการ

ศึกษาโดยการใช้วิธี Enzyme-Linked Immunosorbent As-

say (ELISA)  การตรวจนบัจำ�นวนเซลลท์ีส่รา้งไซโตไคนด์ว้ย

วิธี ELISPOT การตรวจวัดการสร้างไซโตไคน์ภายในเซลล์

และบ่งบอกชนิดของเซลล์ที่ผลิตด้วยวิธี Flow cytometry 

และตรวจวัดการแสดงออกของ mRNA ของไซโตไคน์ด้วย

วิธี Real-time PCR
(2)
 อย่างไรก็ตาม Tassignon J และคณะ

ได้ศึกษาเปรียบเทียบผลการวัดการสร้าง IFN-γ ทั้ง 4 วิธี
จากเซลล์ของอาสาสมัครสุขภาพดีที่ถูกกระตุ้นด้วย tetanus 

toxoid antigen ในหลอดทดลองช่วงก่อนและหลังการได้

รับวัคซีนป้องกันโรคบาดทะยัก พบว่า ELISPOT สามารถ

ตรวจวัดการสร้าง IFN-γ ได้ผลบวกถึงร้อยละ 93 ดังนั้น 

ELISPOT จึงเป็นวิธีที่ให้ความไวในการติดตามการทำ�งาน

ของเซลล์มากที่สุด
(3)
 

	 	 เชื้อ Burkholderia pseudomallei และ dengue 

virus เป็นกลุ่มเชือ้จลุชพีที่สามารถหลบซอ่นและเพิ่มจำ�นวน

ไดภ้ายในเซลล ์การตดิเชือ้ B. pseudomallei  เปน็สาเหตขุอง

โรคเมลอิอยโดสสิ สว่นการตดิเชือ้ dengue virus เปน็สาเหตุ

ของโรคไข้เลือดออก ปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนที่มีประสิทธิภาพ

ในการป้องกันโรคทั้งสอง การตรวจวัดแอนติบอดีต่อเชื้อใน

ประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบว่าประชากรมากกว่า

ร้อยละ 80 มีแอนติบอดีต่อเชื้อ dengue virus หรือ  

B. pseudomallei แสดงให้เห็นว่าประชากรในพื้นที่มีการ

ติดเชื้อตามธรรมชาติแต่ไม่แสดงอาการ
(4,5)
 แม้ประชากร

ส่วนใหญ่ในพื้นที่ระบาดมีการสร้างภูมิคุ้มกันด้านแอนติบอดี

ต่อเชื้อแต่อุบัติการของโรคเมลิออยโดสิสหรือไข้เลือดออก

ยังคงสูงอยู่ ชี้ให้เห็นถึงระบบภูมิคุ้มกันด้านแอนติบอดีอาจ

จะไม่สามารถป้องกันการติดเชื้อโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

ดังนั้นการศึกษาระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล ์ ซึ่งเป็นกลไกหลัก

ในการตา้นเชือ้ทีห่ลบซอ่นภายในเซลล์ อาจจะเปน็แนวทางใน

การประเมินประสิทธิภาพในการกำ�จัดเชื้อของกลุ่มประชากร

ในพื้นที่ระบาดได้ 

	 	 ในการศกึษานีม้วีตัถปุระสงคเ์พื่อศกึษาสภาวะทีเ่หมาะ

สมของเทคนิค ELISPOT เพื่อศึกษาการสร้าง IFN-γ ใน
การตอบสนองตอ่เชือ้ทีม่อียูต่ามธรรมชาติ ขอ้มลูที่ไดจ้ากการ

ศกึษาจะเปน็ประโยชนส์ำ�หรบัการศกึษาเพื่อคน้หาโปรตนีและ

เปปไทด์จากเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใช้เป็นวัคซีนต่อไป 

วัสดุและวิธีการศึกษา

1. 	กลุ่มประชากร 

    		 ตวัอยา่งเลอืดที่ใชศ้กึษาทัง้หมดไดร้บัความอนเุคราะห์

จากอาสาสมัครสุขภาพดีอายุ 18 ปีขึ้นไป ที่เข้ามาบริจาค

เลอืดทีค่ลงัเลอืดกลาง โรงพยาบาลศรนีครนิทร ์มหาวทิยาลยั

ขอนแกน่  โครงการวจิยันี้ไดผ้า่นการรบัรองจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น เลขที่ 

HE470506

2.	 การเก็บตัวอย่างเลือดและการเตรียม Peripheral 

Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

	 	 ตัวอย่างเลือดรวมจากอาสาสมัครสุขภาพดีปริมาตร 

12 มิลลิลิตร เจาะเก็บใส่หลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง heparin 
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จากนั้นปั่นแยกชั้นด้วย Ficoll-Histopaque เพื่อเก็บเฉพาะ

เซลล์ชนิด PBMCs นำ�ไปล้าง 2 ครั้งด้วย phosphate buff-

ered saline (PBS) และปรับปริมาณเซลล์ PBMCs ให้ ได้

ตามปริมาตรที่ต้องการด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 ที่

มีส่วนผสม 10 % fetal bovine serum (10% RPMI)

3.	 ตัวกระตุ้นและเชื้อที่ใช้ ในการศึกษา

	 3.1 	ตัวกระตุ้นควบคุม (Control stimuli) 

	 	 ในการศกึษาครัง้นี้ใชอ้าหารเลีย้งเซลล ์10% RPMI 

เป็น negative control หรือ medium control และ ใช้  

phytohemagglutinin (PHA) เปน็ positive control เนื่องจาก 

PHA เปน็สารไมโตเจนทีส่ามารถกระตุน้ T cells ใน PBMCs 

ให้เกิดการแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนและผลิต IFN-γ(6) 

	 3.2	 เชื้อโรคที่ใช้ ในการศึกษา

		  3.2.1	Heat-killed B. pseudomallei strain 

K96243 

	 	 นำ�เชือ้ทีแ่ยกไดม้าเพาะเลีย้งใน LB broth agar เปน็

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกเชื้อออกเป็นสองส่วน ส่วนแรก

นำ�ไปตรวจนับปริมาณเชื้อด้วยการนำ�เชื้อไปเพลทลงบน LB 

agar บม่เพาะขา้มคนืแลว้นำ�ไปนบัจำ�นวนโคโลนี เพื่อคำ�นวณ

เป็นปริมาณเชื้อต่อมิลลิลิตร (cfu/ml) ส่วนที่สองนำ�เชื้อที่ได้

ไปทำ�ให้ตายโดยใช้ความร้อน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

20 นาที จากนั้นนำ�เชื้อที่ตายแล้วบางส่วนเพลทลง LB agar 

เพื่อทดสอบว่าเชื้อตายและไม่มีเชื้ออื่นปนเปื้อน

	 	 3.2.2	Dengue virus serotype 1 

	 	 เชือ้ไวรสัไดร้บัความอนเุคราะหจ์าก กรมวทิยาศาสตร ์

การแพทย ์กระทรวงสาธารณสขุ การเตรยีมไวรสัทำ�ได้โดยฉดี

ไวรสัเขา้ไปในหนตูวัออ่น ประมาณ 3-7 วนัเพื่อใหห้นเูกดิการ

ติดเชื้อในสมอง จากนั้นสกัดไวรัสจากสมองหนูโดยบดสมอง

หนูแล้วปั่นให้ sediment ตกร่วมกับ sucrose เก็บส่วนใสซึ่ง

มีไวรัสอยู่แล้วทำ�ให้แห้งทันที
(7)

4.	 การทดสอบการสร้าง IFN-γ จากเซลล์ PBMCs ด้วย

เทคนิค ELISPOT 

	 	 การทดสอบ ELISPOT ในการศึกษานี้ใช้เพลทชนิด

ทีก่น้หลมุเปน็แบบ nitrocellulose (polyvinylidene difluo-

ride (PVDF) membrane plates, Millipore) ก่อนนำ�ไปใช้ 

ต้องปรับสภาพเพลทให้เปียกด้วยการเติม 15 % Alcohol 

หลุมละ 15 μl เป็นเวลา 1 นาที และล้างออกด้วย PBS 

2 ครั้ง ก่อนเคลือบเพลทด้วยแอนติบอดีต่อ IFN-γ ของ
มนุษย์โดยใช้ 1-D1K anti-human IFN-γ monoclonal 
antibody (Mabtech) ความเข้มข้น 15 μg/ml ปริมาณ 50 
μl ต่อหลุม แช่เย็น 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นล้าง
เพลทเอาแอนติบอดีส่วนเกินออกด้วย PBS แล้วเติม 10 % 

RPMI หลุมละ 200 μl ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาล้างเพลท 6 ครั้งด้วย PBS จากนั้นเติม PBMCs 

ที่ปรับปริมาตรเซลล์ตามต้องการปริมาตร 100 μl ต่อหลุม 
และเลี้ยงเซลล์ดังกล่าวร่วมกันกับตัวกระตุ้นที่ความเข้มข้น

ต่างๆ   จากนั้นนำ�เพลทไปอบเพาะใน CO
2
 incubator ที่

อุณหภูมิ 37 °C ตามระยะเวลาที่ต้องการศึกษา เมื่อครบ

เวลาตามที่ต้องการ ล้างเซลล์ออกด้วย PBS 7 ครั้งแล้วเติม 

Biotinylated anti-human IFN-γ mAb (Mabtech) ความ
เขม้ขน้ 1 μg/ml หลมุละ 200 μl วางเพลทไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง
เป็นเวลา  3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างด้วย PBS อีก 7 ครั้ง 

ตามด้วย Streptavidin-alkaline phosphatase (Mabtech) 

เข้มข้น 1 μg/ml หลุมละ 200 μl เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง
ส่วนเกินออก 7 ครั้ง เติม TMB peroxidase substrate 

(Bio-Rad) ปริมาตร 100 μl นาน 10-15 นาที เพื่อให้เกิดสี 
ขั้นตอนสุดท้ายเติมนํ้ากลั่น 100 μl เพื่อหยุดปฏิกิริยา ซึ่งสี
จะเกดิขึน้รอบเซลลท์ีเ่กดิปฏกิริยิาโดยหนึง่จดุแทนหนึง่เซลล์

ทีส่รา้ง IFN-γ (Spot Forming Cell/SFC) จากนัน้ลา้งเพลท
อีก 2 รอบด้วยนํ้ากลั่น ตากเพลทให้แห้งในที่มืด ขั้นตอน

สุดท้ายนำ�เพลทที่ได้ตรวจนับจำ�นวนจุด (spot) ด้วยกล้อง

สเตอริโอไมโครสโคป (Stereomicroscope) จำ�นวน spot ที่

นับได้นำ�ไปวิเคราะห์และแสดงผลในหน่วยต่อ 10
6
 PBMCs 

(IFN-γ-SFC/106
 PBMCs)

5.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 	 การเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ ที่เกิด
จากการกระตุ้นด้วยเชื้อและ medium control ใช้สถิติ 

Mann-Whitney t test ส่วนการวิเคราะห์ความสัมพันธ์

ระหว่างปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ จากการกระตุ้นด้วยเชื้อ 
B. pseudomallei และ Dengue virus serotype 1 ใช้การ

ทดสอบ linear regression กราฟและข้อมูลทางสถิติจัดทำ�

โดยใช้ โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ GraphPad Prism จาก

ประเทศสหรัฐอเมริกา
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ผลการศึกษา

การศกึษาภาวะทีเ่หมาะสมเพื่อตรวจนบัจำ�นวนเซลลท์ีผ่ลติ 

IFN-γ เมื่อกระตุ้นด้วยสาร PHA   

	 	 เพื่อให้การปรับมาตรฐาน ELISPOT มีความน่าเชื่อ

ถือ ได้นำ� PHA ซึ่งเป็นสารที่สามารกระตุ้น T cells ให้สร้าง 

IFN-γ มาใช้ในการศึกษา โดยศึกษาปริมาณ PBMCs ตั้งต้น
และความเข้มข้นของ PHA ที่เหมาะสมเพื่อให้ ได้จำ�นวน

เซลล์ที่ผลิต IFN-γ เหมาะสมสำ�หรับการนับจำ�นวนโดยการ
ใช้กล้อง Stereomicroscope ในการทดลองได้เปรียบเทียบ 

PBMCs ปริมาณ 2.5 x 10
4
 และ 2.5 x 10

5
 เซลล์ต่อ

หลุมและกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 10 และ 20 μg/
ml จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์เพื่อให้เกิดการกระตุ้นการผลิต 

IFN-γ เปน็เวลา 18 ชัว่โมง โดยการทดสอบจะทำ�ซํา้สองหลมุ 
(duplicate) จากนัน้ตรวจนบัจำ�นวนเซลลท์ีส่รา้ง IFN-γ ดว้ย
กล้อง Stereomicroscope ผลการทดลองพบว่า สาร PHA 

สามารถกระตุ้น PBMCs ให้ผลิต IFN-γ เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบ
เทียบกับที่ medium control และเมื่อกระตุ้น PBMCs 2.5 

x 10
4
 เซลล์ ด้วย PHA ความเข้นข้น 10 μg/ml สามารถ

ตรวจนับจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ ได้ แต่การใช้ PBMCs 
2.5 x 10

5
 เซลล์ จะทำ�ให้มีจำ�นวน spot มากเกินไป จนไม่

สามารถนับจำ�นวนได้ การกระตุ้นเซลล์ด้วย PHA ความเข้ม

ข้น 20 μg/ml ทำ�ให้มีปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ มากกว่า
ที่ความเข้มข้น 10 μg/ml (รูปที่ 1) และเมื่อศึกษาผลของ

ความเข้มข้นของ PHA โดยศึกษาความเข้มข้นที่ 1, 3, 10 

และ 20 μg/ml กระตุ้น PBMCs 2.5 x 104
 เซลล์ ผลการ

ทดลองพบวา่จำ�นวนเซลลท์ีผ่ลติ IFN-γ เพิม่ขึน้ตามความเขม้
ข้นของ PHA (รูปที่ 2) โดยความเข้มข้น 3 μg/ml สามารถ
กระตุ้นให้มีจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ ใกล้เคียงกับการกระ
ตุ้นที่ความเข้มข้น 10 และ 20 μg/ml ดังนั้นในการศึกษาใน
ลำ�ดับต่อไป จึงเลือกใช้ PBMCs ปริมาณ 2.5 x 10

4
 เซลล์ 

กระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 3 μg/ml เพื่อเป็น positive 
control และใช้ศึกษาควบคู่ไปกับการกระตุ้นด้วยเชื้อที่สนใจ

ทุกครั้ง

รูปที่ 1	 การศึกษาเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ PBMCs ที่เหมาะสมสำ�หรับกระตุ้นด้วย PHA เพื่อให้มีปริมาณเซลล์ที่ผลิต 

IFN-γ เหมาะสมสำ�หรับตรวจนับจำ�นวนด้วยกล้อง Stereomicroscope ด้วยวิธี ELISPOT. PBMCs ปริมาณ 2.5 
x 10

4
 และ 2.5 x 10

5
 เซลล์กระตุ้นด้วย medium control และ PHA ความเข้มข้น 10 และ 20 μg/ml ระยะเวลา 

18 ชั่วโมงจากนั้นตรวจนับจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ (IFN-γ-Spot Forming Cells; IFN-γ-SFC) หรือจำ�นวนจุด 
(spot) ด้วยกล้อง stereomicroscope. N (Numerous) หมายถึง จำ�นวนจุดมากจนไม่สามารถตรวจนับจำ�นวนได้ 
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การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการสร้าง IFN-γ เพื่อตอบสนอง

ตอ่เชือ้ heat killed B. pseudomallei และ Dengue virus

	 	 นำ�เชื้อสองชนิด ได้แก่ B. pseudomallei และ 

dengue virus มาศกึษา โดยการศกึษาประกอบดว้ยการศกึษา

ปัจจัยด้านระยะเวลา จำ�นวน PBMCs และ ความเข้มข้นของ

เชื้อที่เหมาะสมสำ�หรับการผลิต IFN-γ 

	 	 ในการศึกษาเชื้อ hk-Bp เริ่มแรกไดเ้ลือกใช ้PBMCs 

ปริมาณ 2.5 x 10
5
 เซลล์ กระตุ้นด้วยเชือ้ในอัตราส่วน 3 เท่า

ของจำ�นวน PBMCs เป็นเวลา 4, 18, และ 42 ชั่วโมง ผล

การทดลองพบว่าเชื้อ hk-Bp สามารถกระตุ้น PBMCs ของ

คนสุขภาพดีให้ผลิต IFN-γ ได้ตั้งแต่ 4 ชั่วโมงและจำ�นวน
เซลล์ที่ผลิต IFN-γ เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ใช้กระตุ้นเซลล์ 
ปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ มากที่สุดเมื่อกระตุ้นเซลล์เป็น
เวลา 42 ชั่วโมง (รูปที่ 3) แม้การกระตุ้นเซลล์ 42 ชั่วโมง

จะทำ�ให้ตรวจพบจำ�นวน spot มากขึ้น แต่จำ�นวนเซลล์ที่ผลิต 

IFN-γ ที่นับได้จริงยังมีจำ�นวนน้อยมาก ผู้วิจัยจึงได้ทดลอง
เพิ่มปริมาณ PBMCs เป็น 5 x 10

5
 และทดสอบการกระ

ตุน้ PBMCs ปรมิาณดงักลา่วโดยใชอ้ตัราสว่นระหวา่งจำ�นวน 

PBMCs กับความเข้มข้นของ hk-Bp  3, 6 และ 9 เท่า ใน

อาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 3 ราย พบว่าเมื่อใช้ PBMCs 

ปริมาณ 5 x 10
5
 (รูปที่ 4B) จะทำ�ให้มีจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต 

IFN-γ มากขึน้ และทำ�ใหเ้หน็การผลติ IFN-γ ไดแ้ตกตา่งกนั
ในแต่ละคนอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ PBMCs 

ปริมาณ 2.5 x 10
5
 (รูปที่ 4A)  และการใช้ความเข้มข้นของ 

hk-Bp 6 เท่า สามารถกระตุ้นเซลล์ให้ผลิต IFN-γ มากกว่า
การใช้เชื้อ 3 เท่าแต่ใกล้เคียงกับการใช้เชื้อ 9 เท่า ดังนั้นการ

ใช้ PBMCs 5x10
5
 เซลล์ กระตุ้นด้วยเชื้อ 6 เท่า นาน 42 

ชั่วโมงจึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมเพื่อนำ�ไปใช้ศึกษาการสร้าง 

IFN-γ เพื่อตอบสนองต่อ hk-Bp

รูปที่ 2	 การศึกษาความเข้มข้นของ PHA ที่เหมาะสมสำ�หรับกระตุ้นการผลิต IFN-γ.   PBMCs ปริมาณ 2.5x104
 เซลล์ 

กระตุ้นด้วย medium control และ PHA ความเข้ม 1, 3, 10 และ 20 μg/ml ระยะเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นตรวจ
นับจำ�นวน spot ที่เกิดขึ้น ปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ แสดงในหน่วย IFN-γ-SFC/106

 PBMCs
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รูปที่ 3	 การศึกษาการผลิต IFN-γ จากการกระตุ้นด้วยเชื้อ heat killed Burkholderia pseudomallei (hk-Bp) และ PHA 

ที่ เวลา 4, 18 และ 42 ชั่วโมง ด้วยวิธี ELISPOT A) PBMCs ปริมาณ 2.5 x 10
5
 เซลล์บ่มเพาะเลี้ยงกับเชื้อ 

hk-Bp 7.5 x 10
5
 cfu/ml เปรียบเทียบกับ Medium  B) PBMCs ปริมาณ 2.5 x 10

4
 เซลล์กระตุ้นด้วย PHA 3 

μg/ml ในตัวอย่างเลือดจากอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 1 ราย

รูปที่ 4	 การศึกษาผลของปริมาณ PBMCs และความเข้มข้นของเชื้อ hk-Bp ต่อการผลิต  IFN-γ ในอาสาสมัครสุขภาพดี
จำ�นวน 3 ราย. กระตุ้น PBMCs ปริมาณ 2.5 x 10

5
 (A) และ 5 x 10

5
 cells (B) ด้วย hk-Bp โดยใช้อัตราส่วน

ของปริมาตรเชื้อต่อจำ�นวน PBMCs 3, 6 และ 9 เท่า เป็นเวลา 42 ชั่วโมง จากนั้นนับปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ 

ด้วยวิธี ELISPOT. H1-3 แสดงถึงอาสาสมัครสุขภาพดีรายที่ 1-3 

	 	 สว่นการศกึษา dengue virus นัน้ไดเ้ลอืกใช ้PBMCs 

ปริมาณ 5 x 10
5
 กระตุ้นด้วยเชื้อเป็นเวลา 42 ชั่วโมงเช่น

เดยีวกนักบั hk-Bp และไดเ้ลอืก dengue serotype 1 (Den1) 

เป็นตัวแทนในการศึกษา โดยได้ศึกษาความเข้มข้นของเชื้อที่

ระดับการเจือจาง 1:300, 1:900 และ 1:2,700 ต่อการสร้าง 

IFN-γ ในอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 2 ราย พบว่ารายแรก
การใช้เชื้อที่ 1:2,700 ทำ�ให้เกิดการสร้าง IFN-γ ได้มาก

ที่สุด (รูป 5A) ส่วนรายที่สอง กลับกระตุ้นการสร้าง IFN-γ 

ได้น้อยที่สุด (รูป 5B)  ส่วนการตอบสนองต่อ PHA พบว่า

สูงทั้งสองราย ทำ�ให้สรุปได้ว่าไม่ว่าจะเลือกความเข้มข้นใดก็

สามารถกระตุ้นเซลล์ให้สร้าง IFN-γ ได้มากกว่า medium 
control และปริมาณเซลล์ที่สร้างไม่ต่างกันมากนัก ดังนั้นผู้

วิจัยจึงได้เลือกความเข้มข้น 1:2,700 ซึ่งเป็นปริมาณเชื้อที่

น้อยที่สุด 
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การสร้าง IFN-γ ตอบสนองต่อเชื้อ heat killed B. pseu-

domallei และ Dengue virus serotype 1 ของอาสาสมคัร

สุขภาพดีจำ�นวน 8 ราย

	 	 ได้นำ�สภาวะที่เหมาะสมของการกระตุ้นของเชื้อทั้ง

สองชนิดมาทดสอบในกลุ่มประชากรจำ�นวน 8 คน โดยใช้ 

PBMCs ปริมาณ 5 x 10
5
 เซลล์มากระตุ้นด้วยเชื้อ hk-Bp 

เข้มข้น 3 x 10
6
 cfu/ml และ Den1 เจือจาง 1:2,700 ส่วน 

positive control ใช้ PBMCs ปริมาณ 2.5 x 10
4
 เซลล์

กระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 3 μg/ml ใช้เวลาบ่มเพาะ
เลื้ยงเซลล์กับตัวกระตุ้นในเพลทที่เคลือบด้วยแอนติบอดี

ต่อ IFN-γ เป็นเวลา 42 ชั่วโมง พบว่า PHA และเชื้อทั้ง

สองชนิดสามารถกระตุ้น PBMCs จากอาสาสมัครทั้ง 8 ราย 

ให้สร้าง IFN-γ ได้มากกว่า medium control อย่างมีนัย
สำ�คัญ โดยแต่ละรายสามารถตอบสนองต่อเชื้อที่กระตุ้นได้

แตกต่างกัน อาสาสมัครทุกรายมีปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ 

ตอบสนองต่อ Den1 ตํ่ากว่า B. pseudomallei (รูปที่ 6A) 

อย่างไรก็ตามเมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของปริมาณเซลล์ที่

ผลิต IFN-γ ต่อเชื้อทั้งสองชนิดในอาสาสมัครแต่ละรายโดย
ใชก้ารวเิคราะหท์างสถติแิบบ linear regression ผลการศกึษา

แสดงให้เห็นว่าการสร้าง IFN-γ ในการตอบสนองต่อเชื้อ
ทั้งสองชนิดมีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำ�คัญ (r

 2
 = 0.7)

(รูปที่ 6B)

รูปที่ 5	 การศึกษาความเข้มข้นของเชื้อไวรัสเด็งกี่ที่เหมาะสมสำ�หรับการผลิต  IFN-γ  ในอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 2 ราย 
(A และ B). กระตุ้น PBMCs ปริมาณ 5 x 10

5
 เซลล์ ด้วยเชื้อไวรัสเด็งกี่ซีโรไทป์ 1 (Den 1) เจือจาง 1:300, 

1:900 และ 1:2,700 และ PBMCs 2.5 x 10
4
 เซลล์กระตุ้น ด้วย PHA 3 μg/ml เป็นเวลา 42 ชั่วโมง
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วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

	 	 ELISPOT เป็นวิธีมาตรฐานที่นิยมนำ�มาใช้ติดตาม

การทำ�งานของระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ต่อโปรตีนของเชื้อ

ในคนไขห้รอือาสาสมคัรหลงัจากไดร้บัวคัซนี
(8)
 การศกึษานี้ได้

ศกึษาถงึสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิ ีELISPOT เพื่อใหส้ามารถ

นำ�ไปประยุกต์กับห้องปฏิบัติการทั่วไป โดยศึกษาการสร้าง 

IFN-γ ต่อเชื้อ B. pseudomallei และ dengue virus เริ่ม

แรกได้ศึกษาถึงปัจจัยที่มีผลต่อการสร้าง IFN-γ และผลต่อ
การนับจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ โดยใช้กล้อง Stereomi-
croscope ซึ่งเป็นเครื่องมือที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการทั่วไป ผล

การทดลองพบวา่การใช ้PBMCs เริม่ตน้แค ่2.5 x 10
4
 เซลล ์

กระตุ้นด้วย PHA 3 μg/ml ก็สามารถตรวจพบปริมาณเซลล์
ที่ผลิต IFN-γ ได้สูงและอยู่ในช่วงที่สามารถนับจำ�นวนโดย
ใช้กล้องได้ ส่วนการกระตุ้นด้วยเชื้อนั้นต้องเพิ่ม PBMCs 

เป็น 5 x 10
5
 เซลล์ ถึงจะตรวจพบการสร้าง IFN-γ ทั้งนี้

เนื่องจาก PHA เป็นโปรตีนที่สามารถกระตุ้น T cell ให้แบ่ง

ตวัเพิม่จำ�นวนโดยไมต่อ้งอาศยัการรบัรูอ้ยา่งจำ�เพาะ สว่นการ

ใช้เชื้อต้องอาศัยความจำ�เพาะระหว่าง T cells กับ antigen 

presenting cells ดังนั้นการใช้ PBMCs เพิ่มขึ้นจึงเป็นการ

เพิ่มโอกาสให้ตรวจพบ T cell ที่จำ�เพาะกับเชื้อ ปัจจัยอื่นที่

มีผลต่อระดับการสร้าง IFN-γ ได้แก่ ระยะเวลา และ ความ
เข้มข้นของเชื้อ ซึ่งจากการศึกษาพบว่าการบ่มเพาะเชื้อกับ

เซลล์นานขึ้นทำ�ให้ตรวจพบเซลล์ที่ผลิต IFN-γ และระยะ
เวลา 42 ชั่วโมงจะทำ�ให้เซลล์ผลิต IFN-γ มากที่สุด ส่วน
ความเขม้ขน้ของเชือ้ การศกึษาพบวา่ใช ้hk-Bp เขม้ขน้ 6 เทา่

ของ PBMCs จะทำ�ให้เกิดการสร้าง IFN-γ สูงแตกต่างจาก
การใช้เชื้อ 3 เท่าและจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ  มีปริมาณ
ใกล้เคียงกับการใช้เชื้อ 9 เท่า ส่วนการใช้เชื้อไวรัสเด็งกี่ผล

จากการศึกษาในตัวอย่างของอาสาสมัคร 2 รายพบว่ามีแนว

โน้มไม่เหมือนกัน คือ รายแรกผลการกระตุ้นด้วย Den 1 ที่

เจือจาง 1:2,700 จะสามารถกระตุ้นเซลล์ที่ผลิต IFN-γ สูง
กวา่การเจอืจางระดบัอื่น สว่นรายทีส่องเมื่อกระตุน้เซลลด์ว้ย 

Den 1 ระดับเจือจางที่ 1:300 จะให้ผลการผลิต IFN-γ สูง
ที่สุด อย่างไรก็ตามหากพิจารณาระดับการผลิต IFN-γ ใน
รายที่สองที่เกิดจากการกระตุ้นด้วย Den 1 ระดับเจือจาง 

1:2,700 และ 1:300 ซึ่งใช้เชื้อต่างกันถึง 9 เท่า จะเห็นว่ามี

ปรมิาณเซลลท์ีผ่ลติ IFN-γ เพิม่ขึน้เพยีงประมาณ 20 เซลล/์
10

6
 PBMCs ซึ่งถือว่าน้อยมาก และเนื่องจากเชื้อโรคที่ใช้ ใน

การศกึษามปีริมาณจำ�กดั ดงันัน้ผูว้จิยัจงึเลอืกใชก้ารเจอืจางที่ 

1:2,700 การที่พบว่าเชื้อความเข้มข้นตํ่าสามารถกระตุ้นให้

รูปที่ 6	 การศึกษาการสร้าง IFN-γ ตอบสนองต่อ hk-Bp และ Den1 ของอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 8 ราย. A)เลือดรวม
จากอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 8 ราย นำ�มาแยก PBMCs และปรับ PBMCs ปริมาณ 5 x 10

5
 เซลล์ กระตุ้นด้วย 

hk-Bp 3 x 10
6
 cfu/ml และ Den1 เจือจาง 1:2,700 และ PBMCs 2.5 x 10

4
 เซลล์ กระตุ้นด้วย PHA 3 μg/

ml ระยะเวลา 42 ชั่วโมง จากนั้นตรวจนับจำ�นวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ เปรียบเทียบกับ medium control ด้วยวิธี 
ELISPOT.  ** และ *** แสดงถึงค่า P-value < 0.01 และ P < 0.001 จากการเปรียบเทียบโดยใช้ Mann-

Whitney t test. B) การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ ตอบสนองต่อเชื้อ hk-Bp และ 
Den 1 ด้วยการใช้สถิติ linear regression
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สร้าง IFN-γ ได้ ใกล้เคียงกับการใช้เชื้อความเข้นข้นสูงอาจ
เป็นเพราะส่วนประกอบของเชื้อโรคมีปริมาณเหมาะสมกับ 

antigen presenting cells ที่อยู่ใน PBMCs แล้วจึงทำ�ให้แม้

จะเปลีย่นแปลงปรมิาณเชือ้แตม่กีารตอบสนองเทา่เดมิ ดงันัน้

เมื่อทราบสภาวะทีเ่หมาะสมสำ�หรบัการกระตุน้ PBMCs เพื่อ

ให้สร้าง IFN-γ ต่อ PHA และ เชื้อแล้ว จึงได้นำ�สภาวะที่
เหมาะสมนำ�ไปทดสอบจริงในตัวอย่างอาสาสมัครสุขภาพดี

จำ�นวน 8 ราย

	 	 ผลการศกึษาการสรา้ง IFN-γ ตอ่เชือ้ hk-Bp และ Den 
1 พบว่าอาสาสมัครทุกรายสามารถผลิต IFN-γ ตอบสนอง
ต่อเชื้อทั้งสองชนิดนี้เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ medium  

control แต่ปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ แต่ละรายมีปริมาณ
แตกตา่งกนั ซึง่ระดบัการตอบสนองตอ่เชือ้ทีแ่ตกตา่งกนัขึน้อยู่

กบัประวตักิารสมัผสัหรอืตดิเชือ้ตามธรรมชาตซิึง่จะสง่ผลใหม้ี

การพฒันา memory T cells ทีจ่ำ�เพาะกบัเชือ้ในแตล่ะคนแตก

ตา่งกนั การศกึษาทีผ่า่นมาของ Tassignon J และคณะโดยใช้

วิธี ELISA, ELISPOT, Flow cytometry และ real-time 

PCR ทดสอบการผลิต IFN-γ ต่อ tetanus toxoid antigen 
ของอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 14 ราย  ก่อนและหลังการ

ได้รับวัคซีนป้องกันโรคบาดทะยัก 7 วัน ผลการทดลองพบว่า

เมื่อใช้วิธี ELISPOT สามารถตรวจพบอาสาสมัครจำ�นวนสูง

ที่สุด คือ 13 ใน 14 ราย ที่ผลิต IFN-γ ต่อ tetanus toxoid 
antigen สูงขึ้นหลังจากได้รับวัคซีน คิดเป็นผลบวกร้อยละ 

93
(3)
 หากเปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัยพบว่าการ

ทดสอบ ELISPOT ตอ่เชือ้ใหผ้ลบวกถงึรอ้ยละ 100 อยา่งไร

กต็ามหากเพิม่จำ�นวนตวัอยา่งอาจจะทำ�ใหต้รวจพบความหลาก

หลายของการสร้าง IFN-γ ตอบสนองต่อเชื้อมากขึ้น  
	 	 ในการศกึษาครัง้นีเ้มื่อกระตุน้ PBMCs จากอาสาสมคัร 

สุขภาพดีด้วย PHA พบว่าได้ปริมาณเซลล์ที่ผลิต IFN-γ อยู่
ระหว่าง 5,000-15,000 เซลล์/10

6
 PBMCs ซึ่งใกล้เคียง

กับการศึกษาของ Makitalo B และคณะ ที่ได้ ใช้ PBMCs 

จํานวน 1 x 10
5
 เซลล์กระตุ้นด้วย PHA ที่ความเข้มข้น 5 

μg/ml เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เเละสามารถนับจํานวนเซลล์ที่
สร้าง IFN-γ อยู่ระหว่าง 1,000-5,000 เซลล์/105 PBMCs 

หรือเฉลี่ย  10,000 เซลล์/10
6
 PBMCs 

(9)
 ส่วนการศึกษา

ของ Tippayawat P และคณะที่ใช้ PBMCs จากอาสา

สมัครสุภาพดีในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

กระตุ้นด้วยเชื้อ heat-killed B. pseudomallei พบว่าสา

มารถนับจํานวนเซลล์ที่ผลิต IFN-γ  ได้ระหว่าง 50-1,200 

เซลล์/10
6
 PBMCs ซึ่งใกล้เคียงกับจํานวนที่ตรวจนับได้ใน

การศึกษานี้ ซึ่งอยู่ระหว่าง 50-500 เซลล์/10
6
 PBMCs

(10)
 

ส่วนการกระตุ้น PBMCs จากอาสาสมัครสุขภาพดีด้วยเชื้อ 

dengue virus ยงัไมม่รีายงานการศกึษาอื่นที่ใชต้วักระตุน้เปน็

ตัวเชื้อ  แต่มีรายงานการศึกษาของ Imrie A และคณะซึ่งใช้ 

PBMCs จากผู้ป่วยที่หายจากไข้เลือดออกและนาํมากระตุ้น

ด้วยเปปไทด์ส่วน Nonstructural protein 3 และ 5 (NS3 

และ NS5) ของเชื้อ Den 1 ผลพบว่าจํานวนเซลล์ที่ผลิต 

IFN-γ อยู่ในช่วง 37-1130 เซลล์/106 
PBMCs

(11)
 สําหรับ

การศึกษาเบื้องต้นในครั้งนี้จากอาสาสมัครสุขภาพดี ก็พบอยู่

ในช่วงดังกล่าว คือ 50-200 เซลล์/10
6
 PBMCs ทั้งหมดนี้

จงึแสดงใหเ้หน็วา่สภาวะเหมาะสมสําหรบัการทดสอบดว้ยวธิี 

ELISPOT ที่ใชศ้กึษาในครัง้นีม้มีาตรฐานเทยีบเคยีงไดก้บัการ

ศกึษาอื่น สมควรทีจ่ะมกีารนาํไปศกึษาเพิม่เตมิจาํนวนตวัอยา่ง

หรือประยุกต์ใช้กับโรคติดเชื้ออื่นต่อไป

	 	 เชื้อแบคทีเรีย B. pseudomallei และไวรัสเด็งกี่ 

(dengue virus) เป็นเชื้อที่สามารถหลบซ่อนและแบ่งตัว

ภายในเซลล์และเป็นเชื้อที่พบบ่อยในภาคตะวันออกเฉียง

เหนือของประเทศไทย การติดเชื้อตามธรรมชาติของคน

ที่อาศัยอยู่ในพื้นที่ระบาดมีการพัฒนาภูมิคุ้มกันด้านเซลล์

ทั้งด้านเซลล์และแอนติบอดีเพื่อป้องกันการติดเชื้อ
(12,13)

 

อย่างไรก็ตามในแง่ภูมิคุ้มกันที่มีประสิทธิภาพในการป้องกัน

การติดเชื้อยังไม่กระจ่างมากนัก แต่การศึกษาในหนูที่ติด

เชื้อ B. pseudomallei พบว่า IFN-γ ที่ผลิตจาก T cells 
และ NK cells มีบทบาทสำ�คัญทำ�ให้หนูรอดชีวิตจากการ

ติดเชื้อ
(14,15)

 จากผลการศึกษาการผลิต IFN-γ ต่อเชื้อ
ทั้งสองชนิดในอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 8 ราย ผลการ

ทดลองพบว่าปริมาณการสร้าง IFN-γ เพื่อตอบสนองต่อ
เชื้อทั้งสองชนิดมีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำ�คัญ แสดง

ให้เห็นว่าอาสาสมัครน่าจะเคยสัมผัสกับเชื้อสองชนิดจึง

สามารถพัฒนาระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ต่อเชื้อทั้งสอง

ชนิดได้ภายในร่างกาย ดังนั้นเพื่ออธิบายผลการทดลองเพิ่ม

เติมควรตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อ B. psuedomallei 

และ dengue virus ในตวัอยา่งเลอืดของอาสาสมคัรแตล่ะราย

	 	 ELISPOT เป็นเทคนิคที่มีความไวสูง เนื่องจากวิธี

นี้ใช้การบ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ร่วมกับกระตุ้นเชื้อภายในหลุม

เพลทที่เคลือบแอนติบอดีต่อไซโตไคน์ที่ต้องการตรวจหาอยู่

แล้ว ดังนั้นระหว่างการกระตุ้นเซลล์และมีการหลั่งไซโตไคน ์

ไซโตไคน์จะถูกจับด้วยแอนบอดีที่ถูกเคลือบไว้และไม่ได้เจือ
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จางในอาหารเลี้ยงเซลล์ นอกจากนี้วิธีนี้ยังเป็นวิธีที่มีความ

จำ�เพาะระหว่างเชื้อหรือโปรตีนจากเชื้อกับกลุ่มเซลล์ที่ตอบ

สนองสงู เนื่องจากการกระตุน้เซลลต์อ้งอาศยักระบวนการรบั

รูก้ารนำ�เสนอแอนตเิจนผา่นทางโมเลกลุ MHC จำ�เพาะกบั T 

cell receptor ของ  CD4+ หรือ CD8+T cells ที่จำ�เพาะ  

และเมื่อเกิดการรับรู้ระหว่าง TCR กับ MHC peptide com-

plex จะส่งสัญญาณให้เซลล์ผลิต IFN-γ และจะถูกจับด้วย
แอนติบอดีที่เคลือบอยู่แล้ว ทำ�ให้ IFN-γ ที่หลั่งออกมาไม่
สามารถไปจับกับ IFN-γ receptor ซึ่งจะทำ�ให้มีเซลล์อื่นที่
ตอบสนองแบบไมจ่ำ�เพาะกบัแอนตเิจน  นอกจากนี ้ELISPOT  

ยังเป็นวิธีที่ทำ�ได้ง่าย และสามารถประยุกต์การตรวจนับ

จำ�นวน spot ด้วยการใช้กล้อง Stereomicroscope ซึ่งเป็น

เครืองมือในห้องปฏิติการทั่วไป อย่างไรก็ตามหากต้องการ

ศึกษาในตัวอย่างจำ�นวนมาก สามารถใช้เครื่องนับอัตโนมัติ 

(ELISPOT reader) หรือหากต้องการตรวจวัดไซโตไคน์ 

หลายชนิด ในปัจจุบันวิธีนี้ได้รับการพัฒนาการย้อมเซลล์ที่

ผลิตไซโตไคน์สองชนิดในเซลล์เดี่ยวซึ่งจะให้ผลที่มีความ

ไวมากกว่า Flow cytometry
(16)
 นอกจากนี้หากต้องการบ่ง

บอกชนิดเซลล์ที่สร้าง IFN-γ สามารถนำ� PBMCs ไปแยก
เซลล์ผ่าน Immuno Magnetic Beads ก่อนการกระตุ้นเพื่อ

วิเคราะห์ชนิดของเซลล์ที่สร้าง IFN-γ ด้วยวิธี ELISPOT  

กิตติกรรมประกาศ

	 	 งานวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งของวิทยานิพนธ์ หลักสูตร 

ชีวเวชศาสตร์ บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่ง  

จิราวรรณ มหาวันตัง ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากศูนย์วิจัย

และพฒันาการตรวจวนิจิฉยัทางหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทย ์

(ศวป.) คณะเทคนคิการแพทย ์มหาวทิยาลยัขอนแกน่ และดวง

จนัทร ์สวุรรณแสน ไดร้บัทนุสนบัสนนุจากโครงการปรญิญาเอก 

กาญจนาภิเษก สำ�นักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย

เอกสารอ้างอิง

1.	 Abbas AK. Lichtman AH. Cellular and molecular 

immunology. 5
th
 ed. Philadelphia: Saunders; 2003: 

299.

2. 	 Clay TM, Hobeika AC, Mosca PJ, Lyerly HK, 

Morse MA. Assays for monitoring cellular immune  

responses to active immunotherapy of cancer. Clin 

Cancer Res 2001; 7: 1127-35.

3.	 Tassignon J, Burny W, Dahmani S, Zhou L, 

Stordeur P, Byl B, et al. Monitoring of cellular 

responses after vaccination against tetanus toxoid: 

comparison of the measurement of IFN-gamma 

production by ELISA, ELISPOT, flow cytometry 

and real-time PCR. J Immunol Methods 2005; 

305: 188-98.

4.	 Charoenwong P, Lumbiganon P, Puapermpoonsiri 

S. The prevalence of the indirect hemagglutina-

tion test for melioidosis in children in an endemic 

area. Southeast Asian J Trop Med Public Health 

1992; 23: 698-701.

5. 	 Innis BL, Nisalak A, Nimmannitya S, Kusaler-

dchariya S, Chongswasdi V, Suntayakorn S, et 

al. An Enzyme-Linked Immunosorbent Assay to 

characterize dengue infections where Dengue and 

Japanese encephalitis co-circulate. Am J Trop Med 

Hyg 1989; 40: 418-27.

6.	 Nowell PC. Phytohemagglutinin: an initiator of 

mitosis in cultures of normal human leukocytes. 

Cancer Res 1960; 20: 462-6.

7.	 Clarke DH, Casals J. Techniques for hemag-

glutination and hemagglutination-inhibition with 

arthropod-borne viruses. Am J Trop Med Hyg 

1958; 7: 561-73.

8.	 Currier JR, Kuta EG, Turk E, Earhart LB, Loomis-

Price L, Janetzki S, et al. A panel of MHC class 

I restricted viral peptides for use as a quality 

control for vaccine trial ELISPOT assays. J Im-

munol Methods 2002; 260: 157-72.

9.	 Makitalo B, Andersson M, Arestrom I, Karlen K, 

Villinger F, Ansari A, et al. ELISPOT and ELISA 

analysis of spontaneous, mitogen-induced and 

antigen-specific cytokine production in cynomol-

gus and rhesus macaques. J Immunol Methods 

2002; 270: 85-97.

10.	 Tippayawat P, Saenwongsa W, Mahawantung J, 

Suwannasaen D, Chetchotisakd P, Limmathurot-

sakul D, et al. Phenotypic and functional char-



251J Med Tech Phy Ther • Vol.22 No.3 • September-December 2010

acterization of human memory T cell responses 

to Burkholderia pseudomallei. PLoS Negl Trop 

Dis 2009; 3: e407.

11.	 Imrie A, Meeks J, Gurary A, Sukhbataar M, Kit-

sutani P, Effler P, et al. Differential functional 

avidity of dengue virus-specific T-cell clones for 

variant peptides representing heterologous and 

previously encountered serotypes. J Virol 2007; 

81: 10081-91.

12. 	Govan B, Ketheesan N. Exposure to Burkholderia 

pseudomallei induces cell-mediated immunity in 

healthy individuals. Clin Microbiol Infect 2004; 

10: 585-7.

13.	 Mangada MM, Endy TP, Nisalak A, Chunsuttiwat 

S, Vaughn DW, Libraty DH, et al. Dengue-specific 

T cell responses in peripheral blood mononuclear 

cells obtained prior to secondary dengue virus 

infections in Thai schoolchildren. J Infect Dis 

2002; 15: 1697-703.

14.	 Lertmemongkolchai G, Cai G, Hunter CA, Ban-

croft GJ. Bystander activation of CD8+ T cells 

contributes to the rapid production of IFN-gamma 

in response to bacterial pathogens. J Immunol 

2001; 166: 1097-105.

15.	 Santanirand P, Harley VS, Dance DA, Drasar BS, 

Bancroft GJ. Obligatory role of gamma interferon 

for host survival in a murine model of infection 

with Burkholderia pseudomallei. Infect Immun 

1999; 67: 3593-600.

16.	 Boulet S, Ndongala ML, Peretz Y, Boisvert MP, 

Boulassel MR, Tremblay C, et al. A dual color 

ELISPOT method for the simultaneous detection 

of IL-2 and IFN-gamma HIV-specific immune 

responses. J Immunol Methods 2007; 320: 18-29.


