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บทคดัย่อ 
Penicillium marneffei  จดัเป็นเช้ือราสองรูปท่ีข้ึนกบัอุณหภูมิ เป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือราฉวยโอกาส ทัว่ร่างกาย 

มกัพบในผูป่้วยท่ีติดเช้ือ human immunodeficiency virus (HIV) การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาการตรวจวนิิจฉยัโรค
ติดเช้ือดังกล่าวอย่างรวดเร็วโดยวิธี inhibition immunochromatographic assay (Inh-ICA strip) เพื่อตรวจหาแอนติเจนใน
ระยะยีสตข์องเช้ือ P. marneffei ในซีร่ัมของผูป่้วย การทดสอบประกอบดว้ย โมโนโคลนอล แอนติบอดี 4D1 (MAb 4D1) 
และ cytoplasmic yeast antigen (CYA) ของ P. marneffei โดยการท า MAb 4D1 ให้บริสุทธ์ิด้วยหลกัการ protein G affinity 
chromatography ผลการทดสอบ immuno-reactivity และ specificity พบว่า MAb 4D1 ท าปฏิกิริยาได้กับโปรตีนของ P. 
marneffei ในระยะยีสต์เท่านั้น ไม่พบการท าปฏิกิริยากบัโปรตีนของเช้ือราก่อโรคชนิดอ่ืนๆ เม่ือทดสอบดว้ยวิธี indirect 
ELISA และ immunoblotting และเม่ือน าแอนติเจนและแอนติบอดีดงักล่าว มาทดสอบดว้ยวธีิ indirect inhibition ELISA ผล
ของค่า normalized relative binding (B/B0) จากการสร้างกราฟมาตรฐานพบวา่ ค่าความเขม้ขน้ของการยบัย ั้งจาก CYA ของ 
P. marneffei อยูใ่นช่วง 10-50 µg/ml เป็นช่วงความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม สามารถน าไปใชศึ้กษาในขั้นตอนการพฒันา Inh-ICA 
strip  ต่อไป 

 

ABSTRACT 
Penicillium marneffei is a thermally dimorphic fungus that can cause of opportunistic systemic mycoses in a patient 

infected with the human immunodeficiency virus (HIV). The purpose of this research was to develop the inhibition 
immunochromatographic assay (Inh-ICA strip) for detection of P. marneffei yeast antigens in patient sera. The system 
employed P. marneffei yeast phase specific monoclonal antibody 4D1 (MAb 4D1) and P. marneffei cytoplasmic yeast antigen 
(CYA). MAb 4D1 was concentrated and purified with protein G affinity chromatography and then determined the immuno-
reactivity and specificity with indirect ELISA and immunoblotting. The  result showed that MAb 4D1 was strongly reactive 
for P. marneffei CYA only but unable to react with other commonly pathogenic fungi. Demonstration of the normalized 
relative binding curve (B/B0) in an indirect inhibition ELISA was constructed with various concentrations of P. marneffei 
CYA inhibitor showing the inhibit concentrations were ranged  from 10-50 µg/ml. Therefore, this concentration of optimizing 
P. marneffei CYA inhibitors can be applied in development of an Inh-ICA strip test. 
 

ค าส าคญั:  โรคติดเช้ือรา เพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอ โมโนโคลนอล แอนติบอดี 4D1 การทดสอบ Inh-ICA strip 
Keywords: Penicilliosis marneffei, Monoclonal antibody 4D1 (MAb 4D1), Inh-ICA strip test 
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บทน า 
Penicillium marneffei ห รื อ  Talaromyces 

marneffei (Samson et al., 2011) จดัเป็นเช้ือราฉวยโอกาส
ก่อโรคอุบติัใหม่ เป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือราทัว่ร่างกาย 
(opportunistic systemic mycoses) โดยเฉพาะในผู ้ป่วยท่ี
ติด เช้ื อ human immunodeficiency virus (HIV) พบการ
ระบาดของเช้ือน้ีในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
ไดแ้ก่ ไทย, ตะวนัออกเฉียงเหนือของอินเดีย, จีน, ฮ่องกง, 
เวียดนาม และ ไตห้วนั (Supparatpinyo el al., 1994; Deng 
et al., 1988) เช้ือชนิดน้ีมีคุณสมบติัเป็นราสองรูปท่ีข้ึนกบั
การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ  (thermally dimorphic 
fungus) โดยท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส  พบการเจริญ
ของเช้ือ อยู่ในรูปของราสาย (mold phase) ลักษณะ
เห มื อนกับ เช้ื อ  Penicillium spp. และพบการส ร้ าง
สารละลายสีแดงแพร่ไปในอาหารเล้ียงเช้ือ ในขณะท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทั้ งท่ีสภาวะในร่างกายของ
โฮสต์ (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro) เช้ือจะ
เปล่ียนรูปการเจริญอยู่ในรูปของเซลล์ยีสต์ (yeast-like 
phase) ขนาด 2 - 6 µm และพบการแบ่งตัวแบบ binary 
fission และ  P. marneffei เป็นเช้ือชนิดเดียวใน Genus 
Penicillium ท่ีมีคุณสมบัติเป็นเช้ือราสองรูป (Kaufman     
et al., 1995; Vanittanakom et al., 2006) 

ในอดีตท่ีผ่านมาพบว่าการติดเช้ือ P. marneffei 
มกัพบในผูป่้วยภูมิคุม้กันบกพร่องโดยเฉพาะในผูป่้วย
โรคเอดส์ แต่ในปัจจุบันพบว่า กลุ่มผู ้ป่วยท่ีมีความ
ผิ ด ป ก ติ ข องระบ บ ภู มิ คุ ้ ม กั น อ่ื น ๆ  (Non AIDS- 
immunodeficiency syndrome) กลับพบอุบัติการณ์ของ
การติดเช้ือ P. marneffei เพ่ิมสูงข้ึน เช่นในผูป่้วยโรค SLE 
(systemic lupus erythematosus), ผู ้ป่ วยโรคมะเร็ง และ 
ผูป่้วยเปล่ียนถ่ายอวยัวะ ท่ีไดรั้บยากดภูมิคุม้กนั รวมทั้ ง
ผูป่้วยกลุ่มโรคภูมิคุม้กนัท าลายตนเอง ท่ีมีการสร้าง anti-
interferon-gamma autoantibody (Anti - IFN-γ antibody) 
ซ่ึงพบรายงานในผูป่้วย adult-onset immunodeficiency  
syndrome จากการศึกษาพบว่าผู ้ป่วยกลุ่มน้ีมีลักษณะ
อาการทางคลินิก ผลตรวจทางหอ้งปฏิบติัการ และ ผลการ
ตอบสนองต่อการรักษาดว้ยสารตา้นเช้ือรา  ท่ีแตกต่างกบั

ผูป่้วยโรคเอดส์ท่ีติดเช้ือ P. marneffei อีกดว้ย  (Browne et 
al., 2012; Kawila et al., 2013)    

การตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือรา P. marneffei 
ตอ้งอาศัยความถูกตอ้งและความรวดเร็วในการวินิจฉัย 
เพ่ือช่วยให้แพทยใ์ห้การรักษาผูป่้วยไดอ้ยา่งรวดเร็วและ
เหมาะสม เป็นการช่วยลดอตัราการเสียชีวติของผูป่้วยจาก
โรคน้ี การวินิจฉัยโรคติดเช้ือ P. marneffei สามารถท าได้
โดยการตรวจจาก tissue biopsy ดว้ยวธีิการทางเซลลว์ทิยา 
การแยกเพาะเช้ือ และการวินิจฉัยจ าแนกชนิดเช้ือ จากส่ิง
ส่งตรวจของผูป่้วย โดยเฉพาะการแยกเพาะเช้ือนั้นถือเป็น
วิธีมาตรฐาน แต่ต้องใช้ระยะเวลานานประมาณ 1-2 
สัปดาห์ จึงสามารถตรวจพบการเจริญของเช้ือจากส่ิงส่ง
ตรวจ ดังนั้ นการตรวจวินิจฉัย โดยวิธีการทางวิทยา
ภูมิคุม้กนัจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง ท่ีสามารถช่วยวินิจฉัย
การติดเช้ือ P. marneffei ไดร้วดเร็ว จากการศึกษาท่ีผา่นมา
พบวา่ผูป่้วยเอดส์ท่ีติดเช้ือ P. marneffei ร่วมดว้ย มกัมีการ
สร้างแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ P. marneffei ในระดับ
ต ่ าๆ  แต่ มี ระดับแอนติ เจนของเช้ือ P. marneffei ใน
ระดบัสูง (Wong et al., 2011) 

ดังนั้ น จึ งมี การพัฒนา วิ ธี การทางวิทยา
ภูมิคุม้กนัเพ่ือตรวจหาแอนติเจนของเช้ือ P. marneffei มา
อย่างต่อเน่ือง โดยการผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ
แอนติ เจนของเช้ื อ P. marneffei ทั้ งชนิ ด   polyclonal 
antibodies (PAbs) แ ล ะ  monoclonal antibodies (MAbs) 
การผลิต MAbs ต่อแอนติเจนของ P. marneffei ท่ีผ่านมา
พบวา่ MAbs ท่ีไดม้กัเกิดปฏิกิริยาขา้มกลุ่ม กบัแอนติเจน
ของเช้ือราก่อโรคชนิดอ่ืนๆ ดังนั้ นการผลิต MAbs ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อเช้ือ P. marneffei เท่านั้น จึงเป็นขั้นตอนท่ี
ส าคญั จากการศึกษาของ Rafferty ในปี ค.ศ.2004 มีการ
ทดลองใช ้cyclophosphamide ซ่ึงเป็น immunosuppressive 
agentsร่วมกบักระบวนการผลิต MAbs เพื่อใหแ้อนติบอดี
ท่ีได ้มีความจ าเพาะกบั แอนติเจนในระยะยีสต์ ของเช้ือ 
P. marneffei เท่านั้ น โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม กับ
แอนติเจนของเช้ือราชนิดอ่ืนๆ (Rafferty Ph.D. thesis, 
2004) จากการศึกษาพบว่า MAb 4D1 มีความจ าเพาะกับ
เช้ื อ  P. marneffei ใน รูปของเซลล์ ยี สต์  (yeast phase 
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specific MAb) โ ด ย ส าม า ร ถ จั บ ไ ด้ กั บ  N-linked 
glycosylated mannoprotein ขนาด 50-180 กิโลดาลตัน 
และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกลุ่มกบัเช้ือ P. marneffei ท่ีอยูใ่น
รูปของราสาย รวมทั้งเช้ือราก่อโรคในมนุษยช์นิดอ่ืนๆ 

ในปัจจุบันน้ีมีวิธีการทางวิทยาภูมิคุ ้มกันซ่ึง
เรียกวา่ เทคนิค rapid lateral-flow immunochromatographic 
assay (rapid ICA strip test) ซ่ึ งอาศัยหลักการ one step 
antigen-antibody  interaction ในการวินิจฉัยโรคติดเช้ือ 
โดยวธีิการน้ีมีความรวดเร็ว สามารถใชง้านไดง่้าย และใช้
ระยะเวลาในการอ่านผล ประมาณ 10 นาที  โดยไม่
จ าเป็นตอ้งอาศยัผูท่ี้มีทกัษะและประสบการณ์ หรือความ
เช่ียวชาญในการอ่านผล ในปัจจุบันได้มีการพฒันาชุด
ตรวจวินิจฉัย ซ่ึงอาศยัหลกัการ lateral flow assay ในการ
ตรวจคัดกรองหาแอนติเจนจากแคปซูลของเช้ือรา 
Cryptococcus neoformans ซ่ึงเป็นเช้ือราฉวยโอกาสก่อ
โรคในผูป่้วยท่ีมีภูมิคุม้กนับกพร่องท่ีพบไดบ่้อย โดยใช ้ 
MAbs ท่ี มีความจ าเพาะกับแคปซูลแอนติเจนของ C. 
neoformans มาใช้ ในการตรวจคัดกรองการติดเช้ือ C. 
neoformans ในซีร่ัมและน ้ าไขสันหลงัของผูป่้วย (Hansen 
et al., 2013) 

การศึกษาในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือพฒันาวิธี 
inhibition lateral-flow immunochromatographic assay 
(Inh-ICA strip) โด ยใช้  MAb 4D1 ใน ก ารต รวจห า
แอนติเจนของ P. marneffei ในซีร่ัม เพื่อใช้ในการตรวจ
คดักรองหาแอนติเจนของ P. marneffei ในส่ิงส่งตรวจได ้
ซ่ึงง่ายต่อการใชง้านและแปลผลไดร้วดเร็ว  เน่ืองจากใน
ปัจจุบันยงัไม่มีการศึกษาใช้ MAb 4D1 ในการตรวจหา
แอนติเจนของ P. marneffei โดยอาศยัหลกัการดังกล่าวมา
ก่อน  

 

วตัถุประสงค์การวจิยั 

 พฒันาการตรวจวินิจฉัยเพื่อหาแอนติเจนของ 
P. marneffei ใน ซี ร่ัม  ด้วยวิ ธี  Inhibition lateral-flow 
immunochromatographic assay (Inh-IC) โดยใช้ MAb 
4D1 และประเมินประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโดย
เปรียบเทียบกบัวธีิมาตรฐานคือ วิธีการเพาะแยกเช้ือ P. 
marneffei จากเลือด 

วธีิการวจิยั 

1. การเตรียม P. marneffei cytoplasmic 
yeast antigen (CYA)      

เพ า ะ เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ ร า   P. marneffei CBS 
119456 รวมทั้ ง เช้ื อ ร า ก่ อ โรคช นิ ด อ่ื น ๆ  ได้ แ ก่  
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 
Histoplasma capsulatum, C. neoformans แ ล ะ 
Penicillium sp. บนอาหาร potato dextrose agar (PDA: 
Difco TM) แล้วน าไป  incubate ท่ี อุณหภู มิ  25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั จากนั้นท าการเก็บโคนิเดียของ
เช้ือ และ inoculate โคนิ เดียของเช้ือ จ านวน 5x106 
conidia/ml ลงใน brain heart infusion (BHI: DifcoTM) 
broth แล้วน าไป incubate โดยการเขย่าท่ี  150 rpm ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วนั จากนั้ น
น าไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าเช้ือเปล่ียน
รูปร่างไปเป็น yeast cell และ yeast like arthroconidia 
เติม 0.02%  thimerosal เพ่ือฆ่าเช้ือ แล้วน าไปป่ันเพื่อ
แยกเซลล์ยีสต์ หลังจากนั้ นน าเซลล์ยีสต์ท่ีได้ ใส่ใน 
PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมลงไปใน chamber ของ
เ ค ร่ื อ ง  bead beater homogenizer (Biospec, 
Bartlesville, OK, USA) จากนั้นเติม glass beads ขนาด 
0.5 มิลลิเมตร และเติม protease inhibitors ให้มีความ
เข้มข้นสุดท้ายดังน้ีคือ 50 mM ของ IAA (iodoacetic 
acid), 50 mM ข อ ง  PMSF (phenylmethanesulphonyl 
fluoride) แล ะ  500 mM ข อ งEDTA  (Jeavons et al., 
1998) น าไปแตกเซลล์ 30-35 คร้ังๆละ 1 นาที จากนั้น
น าส่วน supernatant ใส่ใน centrifuge tube ขนาด 50 
มิลลิลิตร น าไปป่ันท่ีความเร็ว 8,000 rpm นาน 15 นาที 
เพื่อแยกเศษเซลลอ์อก น า supernatant ท่ีไดไ้ปวดัความ
เข้ม ข้น ข อ งโป ร ตี น ด้ ว ยวิ ธี  dye-binding method 
(Bradford) และ เก็บ โปรตีน ท่ี อุณห ภู มิ  -20 องศ า
เซลเซียส หลงัจากนั้นน าไปตรวจสอบโปรตีนดว้ยวิธี 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE), immunoblotting แ ล ะ 
indirect ELISA ต่อไป 
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2.  การเตรียม purified MAb 4D1 จาก 4D1 
hybridoma clone cell   

น า hybridoma clone ของ MAb 4D1 มา
เ พ า ะ เ ล้ี ย ง ใ น  hybridoma serum-free medium 
(GibcoTM) เพื่อให้มีการสร้างแอนติบอดีและท าการ
ท ด ส อ บ  activity ข อ งMAb 4D1 ด้ ว ย วิ ธี  indirect 
ELISA แล้วจึงท าการเก็บ supernatant ไวท่ี้ -20 องศา
เซลเซียส หลงัจากนั้นน า supernatant ทั้ งหมดมาท าให้
เข้มข้น (concentrate) ด้วย Vivaspin 20 Ultrafiltration 
devices (MWCO: 30,000 Da: GE Healthcare) โดยท า
ให ้supernatant  เขม้ขน้ข้ึน 10 เท่า หลงัจากนั้นจึงน าไป 
purified เพื่อแยกเอาเฉพาะแอนติบอดีออกมา โดยใช้
ห ลั ก ก า ร  protein G affinity chromatography ผ่ า น 
HiTrapTM Protein G HP (GE Healthcare) ซ่ึ ง  MAb 
4D1 นั้ น มี คุณสมบั ติ เป็น  IgG1 ซ่ึ งมี ส่ วนของ Fc 
portion ท่ี สามารถจับได้กับ  recombinant protein G 
ของ group G Streptococci ไดเ้ป็นอย่างดี หลงัจากนั้น
ท าการ elute ออกมาด้วย 0.1 M glycine-HCl pH 2.7 
จากนั้นน าไป dialysis กับ1x PBS ด้วย dialysis tubing 
เพ่ือก าจัดเกลือส่วนเกินออกและเก็บแอนติบอดีท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นน าไปทดสอบ 
activity แ ล ะ  purity ด้ ว ย วิ ธี  SDS-PAGE, 
immunoblotting, indirect immunofluorescence staining 
และ indirect ELISA  

3.  การทดสอบความบริสุทธ์ิ (purity) และ 
immuno-reactivity ของ MAb 4D1                                            

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิ MAb 4D1 ท่ีได้
โดยใชว้ธีิ SDS-PAGE และ immunoblotting  ทั้งน้ีหาก 
MAb 4D1 ท่ี purified ไดมี้ความบริสุทธ์ิสูง จะค านวณ
ความ เข้มข้นของ  MAb 4D1 จาก  molar extinction 
coefficient ของ IgG บริสุท ธ์ิท่ีค่า 1 หน่วยของการ
ดูดกลืนแสงท่ี OD 280 nm (1 absorbance unit at OD 
280 nm) (Harlow et.al, 1988) 

 
 

3.1 การทดสอบความบริสุทธ์ิ ของMAb 
4D1                                             

ทดสอบความบ ริสุท ธ์ิของ MAb 
4D1 หลังจากการ  purified และ dialysis โดยใช้วิ ธี 
SDS-PAGE น าตวัอยา่ง MAb 4D1 ท่ีแยกไดน้ ามาผสม
กับ protein loading buffer และไปต้มในน ้ าเดือดเป็น
เว ล า  5 น า ที  ก่ อ น น า โป ร ตี น ม าแ ยก ส่ วน ใน 
polyacrelamide gel เม่ือครบเวลา น าเจลมายอ้มสีด้วย 
colloidal blue staining  kit (Novex® in VitroGen)  
เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนของ IgG ในสภาวะ 
reducing condition กับแถบสีของโปรตีนมาตรฐาน 
(Thermo Scientific) และท าการตรวจสอบชนิดของ 
MAb 4D1 ท่ีแยกไดว้า่มีคุณสมบติัเป็น mouse IgG โดย
ท าการถ่ายโปรตีนลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมม
เ บ ร น  (Hybond®) ด้ ว ย ชุ ด  Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic Transfer Cell จากนั้ นทดสอบโปรตีน
ตั ว อ ย่ า ง กั บ  HRP conjugated goat anti-mouse IgG 
antibodies (Jackson, West Grove, Pa) เจือจาง 1:1,000 
แ ล ะ  4-CN/ H2O2 chromogenic substrate (Sigma) 
เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนของ IgG ท่ีเกิดข้ึน
เทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน 

3.2 ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม จ า เพ า ะ 
(specificity) ของ MAb 4D1 ด้วยวิธี immunoblotting 
และ indirect ELISA 

การทดสอบความจ าเพาะของ MAb 
4D1 ต่ อ  P. marneffei CYA นั้ น  น า ตั ว อ ย่ า ง 
cytoplasmic mold antigen (CMA) และ CYA ของเช้ือ
ราช นิ ด ต่ างๆ  ท่ี สกัด ได้  ใช้วิ ธี  SDS-PAGE และ 
immunoblotting มาท าการศึกษา โดยวิธีการไดอ้ธิบาย
ไวใ้นขอ้ 3.1 ในส่วนของการทดสอบ indirect ELISA  
ท า ก า ร เค ลื อ บ  Maxisorp 96 well microtiter plate 
(Nunc) ดว้ย  CMA และ CYA ของเช้ือราแต่ละชนิด ซ่ึง
เจือจางใน 0.06 M carbonate buffer (pH 9.6) เข้มข้น 
2.5 µg/ml ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน 
เม่ือครบเวลาน า plate มาล้างด้วย PBS-0.05% Tween 
20  จ าน วน  3  ค ร้ัง  แล้ว  block plate ด้วย  5% BSA 

- 681 -



 

 

 

 

MMO11-5 

(Sigma) เม่ือล้าง plate แล้ว เติม MAb 4D1  เข้มข้น 
1.25 µg/ml น า ไ ป  incubate ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  37 อ ง ศ า
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากครบเวลาท าการ
ลา้ง plate จ านวน 3 คร้ังจากนั้ นเติม HRP conjugated 
goat anti-mouse IgG antibodies แ ล้ วน าไป incubate 
นาน 1 ชั่วโมง ท าการลา้ง plate เม่ือครบเวลา จากนั้ น
เ ติ ม  TMB/H2O2 chromogenic substrate (BioFX 
Laboratories SurModics®) น า ไ ป  incubate ท่ี
อุณหภูมิห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 15 นาที แลว้เติม 2M 
H2SO4  เพ่ือหยดุปฏิกิริยา น าไปวดัค่า OD ท่ี 450 nm 

3.3  การทดสอบ immuno-reactivity 
ของ MAb 4D1 ด้วยวธีิ indirect 
immunofluorescence staining (IFA) 

3.3.1 น า โ ค นิ เ ดี ย ข อ ง เ ช้ื อ  P. 
marneffei CBS 119456 จ านวน  1x108 conidia/ml ม า
เพาะเล้ียงบนอาหาร 1% bacteriological peptone agar 
(Oxoid®) น าไป incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียส ใน 5% 
CO2 เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนั้นน ามายอ้มด้วย MAb 
4D1 ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงและลา้งออก
ดว้ย PBS-0.05% Tween 20 จ านวน 3 คร้ังจากนั้นยอ้ม
ต่อด้วย Alexa Fluor 488 conjugated goat anti- mouse 
IgG antibodies (molecular probes®) ท่ี  37 อ ง ศ า
เซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง ลา้งออก 3 คร้ังน าไปส่องภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (Nikon eclipse 50i) 

3.3.2 ท าการกระตุน้ THP-1 human 
acute monocytic leukemia cell line ด้ ว ย  phorbol 
myristate acetate (PMA) เ ข้ ม ข้ น  100 ng/ml ใ น 
complete RPMI 1640 (GibcoTM) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง
บ น  treated glass cover slip ใน  6 well tissue culture 
plate จากนั้ นท าการ infection เซลล์ THP-1 จ านวน 
2x106cells/ml ดว้ยโคนิเดีย ของเช้ือ P. marneffei CBS 
119456 ในขนาด MOI เท่ากับ 2 เป็นเวลา 36 ชั่วโมง 
จากนั้นท าการตรึงเซลล์บนแผ่น glass cover slip ด้วย 
3.7% formaldehyde แ ล ะ  permeabilized ด้ ว ย  0.2% 
Triton-X 100 จากนั้นท าการยอ้มเซลล์โดยวิธี indirect 
immunofluorescence staining เช่นเดียวกบัวธีิการในขอ้ 

3.3.1 และยอ้มนิวเคลียสของเซลล์ดว้ย 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) น า ไ ป ส่ อ ง ภ าย ใ ต้ ก ล้ อ ง
จุลทรรศน์ Nikon eclipse 50i 

4.  การทดสอบ indirect inhibition 
enzyme-linked immunosorbent assay (Indirect 
Inh-ELISA) 

4.1  การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 
P. marneffei CYA แล ะ  MAb 4D1 ที่ ใ ช้ ใน ก ารท า
ปฏิกริิยาด้วยวธีิ block titration  

ท าก าร เค ลื อบ  Maxisorp 96 well 
microtiter plate ด้ ว ย   CYA ซ่ึ ง เจื อ จ าง ใน  0.06 M 
carbonate buffer (pH 9.6) โดยการเจือจาง CYA แบบ 
two-fold dilution ให้มีความเขม้ขน้อยู่ในช่วง 10 - 2.5 
µg/ml เติมแต่ละความเข้มข้น ลงใน microtiter plate 
แล้วน าไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาขา้มคืน จากนั้นลา้ง plateดว้ย PBS-0.05% Tween 
20 จ านวน 3 คร้ัง จากนั้ น block plate ด้วย 5% BSA 
เม่ือครบเวลาน า plate ไปลา้ง จากนั้นเติม MAb 4D1 ท่ี
ถูกเจือจางให้ มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 2.5 - 0.625 
µg/ml  น าไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ท าการล้าง plate 
จ านวน 3 คร้ัง จากนั้นเติม HRP conjugated goat anti-
mouse IgG antibodies ท่ี เจือจาง 1:1,000 เป็น เวลา 1 
ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ท าการล้าง plate จากนั้ นเติม 
TMB/H2O2 น าไป incubate ท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืด เป็น
เวลา 15 นาที แล้วเติม 2M H2SO4  เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
น าไปวดัค่า OD ท่ี 450 nm 

4.2  การทดสอบ Indirect Inh-ELISA  
ในการทดสอบ Indirect Inh-ELISA 

จะใชว้ิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Gómez และคณะ ค.ศ. 1997  
โดยน า P. marneffei CYA เจือจางใน normal human 
AB serum (Sigma) ท่ี มีความเข้มข้นอยู่ใน ช่วง 115 
µg/ml - 30 ng/ml เ ติ ม ล ง ใน  96-well round bottom 
microtiter plate (Nunc) จากนั้ น เติม MAb 4D1 ท่ี เจือ
จางใน diluting buffer ท่ีความเขม้ขน้ 1.25 µg/ml น าไป 
incubate บน shaking incubator ท่ีอุณหภูมิ  25 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  และ น าไป incubate ท่ี
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็น เวลาข้ามคืน  เรียก
ขั้นตอนน้ีว่าการเตรียม incubation plate เพื่อให้เกิด P. 
marneffei CYA - MAb 4D1 immune complex จากนั้ น
น าส่วนผสม ท่ีได้ ไปทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA 
ต่อไป โดยใช ้P. marneffei CYA เขม้ขน้ 2.5 µg/ml ใน
การ coat plate เพ่ือน าไปใช้เป็นค่ามาตรฐาน โดย
ค าน วณ จ าก ค่ า  % relative binding (%B/B0) (Sathe 
et.al. 2012) 

5.  หลักการของการทดสอบ Inh-ICA strip 
test     

การทดสอบ Inh-ICA strip เพื่อตรวจหา
แอนติเจนท่ีอยู่ในซีร่ัมผูป่้วยโดยใช้ MAb 4D1 มาติด
ฉลากกับอนุภาคของ gold nanoparticle ขนาด 40 nm 
เรียกว่า colloidal gold conjugated MAb 4D1 หากใน
ซี ร่ัม ท่ี ท าการทดสอบ มี  yeast antigen ของเช้ือ  P. 
marneffei ป รากฏอยู่ ก็ จะ เกิดการท าป ฏิ กิ ริยากับ 
colloidal gold conjugated MAb 4D1 เ กิ ด เป็ น  yeast 
antigen - colloidal gold conjugated MAb 4D1 immune 
complex ซ่ึงหากในซีร่ัมมีปริมาณ yeast antigen อยู่สูง
มาก colloidal gold conjugated MAb 4D1 จะถูกใช้ไป
จนหมด ไม่เหลือ free colloidal gold conjugated MAb 
4D1 อ ยู่  ห ลังจ ากนั้ น  yeast antigen - colloidal gold 
conjugated MAb 4D1 immune complex ทั้งหมดจะถูก
ท าใหเ้คล่ือนท่ีไปดว้ย capillary flow จากการดึงดูดดว้ย 
absorbing pad ซ่ึงอยู่ท่ีส่วนปลายสุดของแผ่น strip ไป
ถึงต าแหน่งท่ีเป็น test line ซ่ึงจะถูกเคลือบเอาไวด้้วย 
P.marneffei CYA จ ะ ไ ม่ เกิ ด ก ารท าป ฏิ กิ ริ ย ากั บ
แอนติเจนท่ีถูกเคลือบเอาไว ้ดังนั้ น immune complex 
ดงักล่าว ก็จะเคล่ือนท่ีต่อไปจนถึงต าแหน่งของ control 
line ซ่ึ ง เ ป็ น  anti-immunoglobulin isotype antibody 
ส่วนของ colloidal gold conjugated MAb 4D1 ก็จะถูก
จับ เอ าไว้ท าให้ ป รากฏแถบ สีของ  colloidal gold 
conjugated MAb 4D1 ซ่ึงจะปรากฏเป็นแถบสีเพียง
แถบ เดียวบน  reaction pad (analytical nitrocellulose 
membrane) ในทางตรงกนัขา้ม หากในซีร่ัมทดสอบไม่

มี yeast  antigen ของเช้ือ  P. marneffei ปรากฏอยู ่หรือ
มีในระดบัท่ีต ่ากวา่ lower limited of detection ของการ
ทดสอบน้ี colloidal gold conjugated MAb 4D1 ซ่ึงเป็น 
free MAb จะมาท าปฏิกิริยากับ P. marneffei CYA ท่ี 
test line แทน และท่ี control line ก็จะปรากฏแถบสีดว้ย
เช่นกนั ซ่ึงจะปรากฏเป็นแถบสี 2 แถบบน reaction pad 
(รูปท่ี 1) 

 
 รูปที่ 1 แสดงแผนภาพและหลกัการของการ
เต รี ย ม ชุ ด ต ร ว จ ส อ บ  inhibition lateral-flow 
immunochromatographic assay (Inh-ICA strip) ด้ ว ย 
MAb 4 D1  เพื่ อ ต ร ว จ ห า  P. marneffei yeast phase 
antigen ในซีร่ัมของผูป่้วย (ดดัแปลงจาก Khamta et.al. 
2009) 
 

ผลการวจิยั 

1.  ผลการ เต รียม  purified MAb 4D1, P. 
marneffei CYA และการทดสอบ immuno-reactivity 

เม่ือท าการ concentrate และ purify MAb 
4D1 แลว้เสร็จจึงน าแต่ละ pool fraction มาทดสอบดว้ย
วิธี  SDS-PAGE และ immunoblotting พบว่า purified 
MAb 4D1 มีความบริสุทธ์ิอยูใ่นระดบัท่ีเพียงพอต่อการ
น าไปใชท้ดสอบดว้ยวธีิการทางวิทยาภูมิคุม้กนัอ่ืนๆได ้ 
(S3  และ S4  รูป ท่ี  2A) เม่ื อ เที ยบกับ  concentrated 
supernatant ก่อนท่ีจะท าการ purify ออกมา (S2 รูปท่ี 
2A) โดยขนาดของ IgG ในสภาวะ reducing condition 
มีขนาดของ heavy chain และ light chain ท่ีมีน ้ าหนัก
โมเลกลุ อยูท่ี่ประมาณ 50 และ 25 kDa ตามล าดบัซ่ึงผล
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น้ีสอดคลอ้งกบัผลการทดสอบ immunoblotting ท่ียอ้ม
ด้ ว ย  HRP conjugated goat anti-mouse IgG Ab (S3 
และ S4 รูปท่ี 2B ) ผลการวดัและค านวณความเขม้ขน้
จากค่า molar extinction coefficient ของ IgG บริสุทธ์ิท่ี
ค่า 1 หน่วยของการดูดกลืนแสงท่ี OD 280 nm คือ 1.35 
(Harlow et.al, 1988) ไดค้่าความเขม้ขน้ของ MAb 4D1  
คือ 1.05 mg/ml และเม่ือน า MAb 4D1 ไปทดสอบดว้ย
วิธี immunoblotting พบว่าแอนติบอดีน้ีท าปฏิกิริยาได้
กบัโปรตีนของ P. marneffei ในระยะยีสต์เท่านั้น โดย
ลักษณะของ band ท่ีปรากฏจะมีลักษณะเฉพาะของ 
glycosylated protein band เป็ น ลั ก ษ ณ ะ ท่ี เรี ย ก ว่ า 
“broad high molecular mass smear”  มีขนาดระหว่าง 
50-150 kDa โดยไม่พบการท าปฏิกิริยากบัโปรตีนของ 
P. marneffei ใ น ร ะ ย ะ  mold แ ล ะ  mycelium แ ล ะ 
โปรตีนของเช้ือราก่อโรคชนิดอ่ืนๆ (รูปท่ี 3 B) ซ่ึงผล 
การทดลองน้ี ก็ให้ผลสอดคล้องกับการทดสอบ
ความจ าเพาะ (specificity) ดว้ยวิธี indirect ELISA (รูป
ท่ี4) ส่วนผลการทดสอบ immuno-reactivity ของ MAb 
4D1  ด้ ว ย วิ ธี   indirect immunofluorescence staining 
(IFA) พบว่า MAb 4D1 สามารถท าปฏิกิริยากับได้กับ 
P. marneffei ในระยะยีสตท์ั้งสภาวะท่ีเพาะเล้ียงใน 1% 
peptone agar (in vitro) และ ในสภาวะท่ีเช้ือเจริญอยู่
ภายในไซโตพลาซึมของ THP-1 human macrophage 
cell line ทั้ งน้ีพบว่าแอนติบอดีชนิดน้ีท าปฏิกิริยาได้
เ ป็ น อ ย่ า ง ดี  ( strongly reactivity) กั บ  antigenic 
determinant เป้าหมายบนผนังเซลล์ของ P. marneffei 
ในระยะยสีต ์(รูปท่ี 5) 

 รูปที่ 2 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิ (purities) 
ของ MAb 4D1 ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น mouse IgG ทั้งก่อน
และหลังจากท่ีผ่าน  HiTrapTM Protein G HP affinity 
chromatography column โดยวิธี SDS-PAGE (A) และ
ท ด ส อ บ ยื น ยัน ช นิ ด ข อ ง  mouse IgG ด้ ว ย วิ ธี 
immunoblotting (B) 
 Marker แถบโปรตีนมาตรฐาน  (Thermo 
Scientific) 
 S1, MAb 4D1 hybridoma supernatant (ก่อน 
concentrate) 
 S2, MAb 4D1 hybridoma supernatant (หลัง 
concentrate) 
 S3, Eluate & dialysis MAb 4D1 fraction 1 
 S4, Eluate & dialysis MAb 4D1 fraction 2 
 S5, Non purified MAb 4D1 ใช้เป็น positive 
control 

 
รูปที่  3 แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะ 

(specificity) ข อ ง  MAb 4D1 ต่ อ  CYA ข อ ง เช้ื อ  P. 
marneffei (A) การน า CYA และ CMA ของเช้ือราชนิด
ต่างๆ มาแยกขนาดด้วย  วิธี SDS-PAGE (B) แสดงภาพ
ของ immunoblotting โดยการใช้ MAb 4D1 ท าปฏิกิริยา
กบัแอนติเจนของเช้ือราชนิดต่างๆ 
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 รูปที่  4  ผลการทดสอบ immuno-reactivity 
ของ MAb 4D1 ด้วยวิธี  indirect ELISA  เพื่ อพิ สูจน์
ความจ าเพาะ (specificity) โดยการวดัค่า OD ท่ี 450 nm 
เปรียบเทียบกับเช้ือราชนิดต่างๆ ( error bar แสดงค่า 
mean OD  ± SD ของการทดสอบซ ้ า 3 คร้ัง) 
 

 
รูปที่ 5  ผลการทดสอบ immuno-reactivity ของ 

MAb 4D1 ด้วยวิธี  indirect immunofluorescence staining 
(IFA) พบว่า MAb 4D1 สามารถท าปฏิกิริยากบัได้กบั P. 
marneffei ในระยะยีสต์ทั้ งสภาวะท่ี เพาะเล้ียงใน 1% 
peptone agar (A และ B) และ ในสภาวะท่ีเช้ือเจริญอยู่
ภายในไซโตพลาซึมของ THP-1 human macrophage  (C 
และ D) 

2.  ผลการทดสอบ indirect inhibition ELISA 
จากการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม

ใน ก ารท าป ฏิ กิ ริ ย าร ะห ว่ าง  MAb 4D1 แ ล ะ  P. 

marneffei CYA ด้ ว ย วิ ธี  block titration ส าห รั บ วิ ธี 
indirect ELISA โดยสร้างกราฟเพื่อแสดงความสมัพนัธ์
ระหว่างปริมาณของแอนติบอดีและแอนติเจนกับค่า 
OD ท่ี  450 nm โดยความ เข้มข้น ท่ี เหมาะสมของ
แอนติบอดีท่ีจะใช้ท าปฏิกิริยาเป็นค่า OD ของความ
เขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีเร่ิมขนานกับแกน X หรือ ค่า 
OD ท่ีความเขม้ขน้ของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีต ่า
ท่ีสุดท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาได ้ 

จากผลการไตเตรตพบว่าความเข้มข้น ท่ี
เหมาะสมของ MAb 4D1 เท่ากับ 1.25 µg/ml และ P. 
marneffei CYA เท่ากบั 2.5 µg/ml เม่ือไดค้วามเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมของทั้ ง MAb 4D1 และ P. marneffei CYA 
ส าห รับการทดสอบ  indirect ELISA แล้วจึงน ามา
ทดสอบด้วยวิธี indirect inhibition ELISAโดยการน า 
P. marneffei CYA เ จื อ จ า ง ใ น  normal human AB 
serum ท่ีความเขม้ขน้ 115.2 µg/ml - 30 ng/ml จากนั้ น
ค านวณค่า % relative binding (%B/B0 value) โดยใช้
สมัพนัธ์ %B/B0 = (A-A ex/A0-A ex) x 100  
ซ่ึงก าหนดให ้

A คือ ค่า OD ของแอนติเจนในแต่ละความ
เขม้ขน้  

A0 คือ ค่า OD ของ P. marneffei CYA โดยท่ี 
P. marneffei CYA น้ีไม่ไดถู้กยบัย ั้ง ด้วยแอนติเจนใน 
inhibition plate (ใหค้่า OD สูงท่ีสุด) 
  Aex คือ ค่ า OD ของ  P. marneffei CYA ท่ี มี
ความเขม้ขน้สูงท่ีสุด ท่ีท าปฏิกิริยา กับ MAb 4D1 ใน 
inhibition plate (ใหค้่า OD ต ่าท่ีสุด) 

เม่ือพิจารณาจากกราฟ (รูปท่ี 6) จะพบว่า ท่ี
ความเขม้ขน้ท่ีสูงท่ีสุดของ  P. marneffei CYA inhibitor ท่ี 
MAb 4D1 สามารถจบัไดท้ั้ งหมด คือ ให้ผลของ %B/B0 
value ท่ี  0 % binding คื อ  P. marneffei CYA inhibitor 
เข้ ม ข้ น  115.2 µg/ml  ใน ข ณ ะ ท่ี  P. marneffei CYA 
inhibitor  เข้มข้น  52.7 และ 28.8 µg/ml จะให้ ผลของ 
%B/B0 value ป ร ะ ม าณ  3.64 แ ล ะ  8.14 % binding 
ตามล าดบั จากผลการทดสอบ indirect  inhibition ELISA 
น้ีสามารถน าไปใช ้ประมาณค่าของความเขม้ขน้ของ P. 
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marneffei CYA inhibitor ไปทดสอบ หาช่วงของ limited 

of detection ของวิธี Inh-ICA ซ่ึงคาดว่าอยู่ในช่วง 10-50 
µg/ml ต่อไป 

 
รูป ที่  6  กราฟ แสด งก าร  inhibit ข อ ง  P. 

marneffei CYA inhibitor โด ยก ารท ดสอบ  indirect 
inhibition ELISA แกน X แสดงค่าความเขม้ขน้ของ P. 
marneffei CYA inhibitor แ ก น  Y แ ส ด ง ค่ า ค่ า  % 
relative binding (%B/B0 value) โดยใชส้ัมพนัธ์ %B/B0 

= (A-A ex/A0-A ex) x 100 (error bar แสดงค่า mean OD  
± SD ของการทดสอบซ ้ า 2 คร้ัง) 
 

อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
ในปัจจุบนัมีวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือ P.    

marneffei ทางห้องปฏิบัติการโดยใชว้ิธีการเพาะเช้ือจาก
เลือดในกรณีท่ีผูป่้วยมีภาวะ fungemia หรือ disseminated 
penicilliosis อย่างไรก็ตามพบว่าการเพาะเช้ือจากเลือด 
รวมทั้ งการวินิ จฉัยแยกชนิดเช้ือนั้ นจ าเป็นต้องใช้
ระยะเวลาในการวนิิจฉัยอยา่งนอ้ย 1-2 สัปดาห์ ซ่ึงอาจไม่
ทนัต่อการใหก้ารรักษาผูป่้วย ดงันั้นการตรวจวินิจฉัยทาง
วิทยาภูมิคุม้กนัจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีมีความรวดเร็ว
ในการวินิจฉัย จึงมีความพยายามพฒันาวิธีการตรวจทาง

ภูมิคุม้กนัวิทยาเพ่ือวินิจฉัยการติดเช้ือ  P. marneffei โดย
มุ่งเนน้การตรวจหาแอนติเจนของเช้ือเป็นหลกั โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ในปัจจุบนัเทคนิค rapid ICA strip test ไดรั้บความ
นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการโดยทั่วไป โดยการใช้เป็น
ขั้นตอนการตรวจคดักรอง (screening) เพื่อหาแอนติเจน
ของเช้ือก่อโรคชนิดต่างๆ ซ่ึงในกรณีของ เช้ือราก่อโรค
ไดแ้ก่การใชเ้ทคนิคดงักล่าว ตรวจหาแคปซูลของเช้ือ C. 
neoformans ซ่ึ ง เป็ น ส่ วน ข อ ง glucuronoxylomannan 
antigen (Hansen et al., 2013) ท าให้สามารถทราบผลได้
อย่างรวดเร็ว ชุดทดสอบสามารถใช้งานได้ง่าย ซ่ึงเป็น
ประโยชน์ต่อแพทยใ์นการวางแผนรักษาผูป่้วย การศึกษา
คร้ังน้ีไดอ้อกแบบการทดสอบ rapid ICA strip test โดยใช้
หลักการ inhibition ICA ซ่ึงมีข้อดีคือ สามารถประเมิน
ระดบัแอนติเจนของ เช้ือ P. marneffei จากตวัอย่างตรวจ
ได้ในระดับหน่ึ ง จากการทดสอบ limit of detection 
(LOD) ของ strip test  จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ เม่ือ
ท าการ concentrate และ purify MAb 4D1 แลว้เสร็จน ามา
ทดสอบดว้ยวิธี SDS-PAGE และ immunoblotting พบว่า 
purified MAb 4D1 มีความบริสุทธ์ิ อยูใ่นระดบัท่ีเพียงพอ
ต่อการน าไปใชท้ดสอบดว้ยวธีิ indirect inhibition  ELISA 
และ inh- ICA strip ได ้และเม่ือน า MAb 4D1 ไปทดสอบ
ความจ าเพาะดว้ยวิธี immunoblotting และ indirect ELISA 
พบว่าแอนติบอดีน้ีท าปฏิกิริยาได้กับโปรตีนของ P. 
marneffei ในระยะยีสตเ์ท่านั้น  โดยไม่พบการท าปฏิกิริยา
กบั โปรตีนของ P. marneffei ในระยะราสาย (mold phase) 
และโปรตีนของเช้ื อราก่อโรคชนิ ดอ่ืนๆ จากผล 
immunoblotting พบว่าแถบของ immunogenic protein มี
ลั กษณ ะของ“broad high molecular mass smear” ท่ี มี
ขนาดระหว่าง 50-150 kDa ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมา
พบว่า antigenic determinant ท่ี เป็นเป้าหมายของ MAb 
4D1 นั้ น  เ ป็ น  N-linked mannosylated glycoproteins  
(Rafferty Ph.D. thesis, 2004) จากการศึกษาท่ี ผ่ านมา 
พบว่า มีการแยก mannoprotein จากผนังเซลล์ของ P. 
marneffei เรียกว่า Mp1p protein ซ่ึงมีการแสดงออกท่ี
แตกต่างกันระหว่าง ระยะราสาย และระยะยีสต์ โดยมี
น ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 90 kDa พบว่า mannoprotein 
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ชนิดน้ีมีความจ าเพาะต่อ P. marneffei สูงไม่พบการท า
ปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเช้ือราก่อโรคชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ C. 
albicans, H. capsulatum และ C. neoformans (Cao et al., 
1988) ลักษณะของ mannosylated glycoproteins นั้ น มี
คุณสมบติัเป็น immunodominant epitope สามารถกระตุน้
ระบบภูมิคุ ้มกันของโฮสต์ได้ดี  ซ่ึงปัจจุบันได้มีการ
จ าแนกชนิดของ mannoprotein ในเช้ือราก่อโรคหลาย
ชนิดไดแ้ก่ C. neoformans, C. albicans, A. fumigatus และ
A. flavus และพิสูจน์แล้วว่า mannosylated glycoproteins 
มี คุณสมบัติ เป็น immunogen สามารถกระตุ ้นระบบ
ภูมิคุม้กนัของโฮสตไ์ด ้(Mansour et al.,2003)  

จากผลการทดสอบ immuno-reactivity ด้วยวิธี
indirect immunofluorescence staining (IFA) พบว่า MAb 
4D1 สามารถท าปฏิกิริยากบั P. marneffei ในระยะยีสต์ท่ี 
37 องศาเซลเซียส  ทั้ งสภาวะท่ีเพาะเล้ียงใน 1%  peptone 
(in vitro) และ ในสภาวะท่ีเช้ือเจริญอยู่ภายในไซโตพลา
ซึม ของ THP-1 macrophage ในส่วนของการทดสอบ 
indirect inhibition ELISA จากกราฟมาตรฐานจากค่ า 
relative binding (B/B0) พบค่าความเขม้ขน้ของ CYA ของ 
P. marneffei ท่ีใชใ้นการยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 10-50 µg/ml เป็น
ช่วงความเข้มข้นท่ี เหมาะสมท่ีจะน าไปใช้ศึกษาใน
ขั้ นตอนการพัฒนา Inh-ICA strip  ต่อไป ซ่ึงขั้ นตอน
ต่อไป เป็นการน า MAb 4D1ไปติดฉลากดว้ย อนุภาคของ 
colloidal gold และทดสอบระบบด้วยวิธี direct dot-blot 
immunoassay และ inhibition direct dot blot immunoassay 
โดยการน าค่าความเข้มข้น P. marneffei CYA ท่ีได้จาก
การทดสอบ indirect inhibition ELISA น้ีไปใชใ้นการหา
ความเข้มข้นของตวัยบัย ั้งเพ่ือหา limit of detection ของ 
strip test ต่อไป 
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