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Abstract  
 
Project Code  : MRG5080350 
Project Title : Th1 and Th2 cytokine expression in common mosquito borne infected samples in  

   Thailand  
Investigator  :  Natthanej  Luplertlop 
  Lecturer in Department of Microbiology and Immunology 
  Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University 
E-mail Address : natthanej.lup@mahidol.ac.th 
Project Period : 30 Months 
 Dengue and malaria infection are two common vector borne diseases which 
annually affect million of people in many countries. Both of diseases show variety of 
clinical presentation from mild to severe signs and symptoms of Dengue fever (DF) to 
Dengue hemorrhagic fever (DHF) in Dengue infection, and low and high parasitemia in 
malaria infection. This study intends to find biomarker(s) for early detection through the 
immune response of Th1 and Th2 cytokine expressions between Dengue virus type 2 
(DENV-2) infection and Plasmodium falciparum (P.falciparum) malaria infection 
composed of mild and severe form comparing to normal human sera (NHS). A high 
through-put of the magnetic bead-based Bio-Plex assay which applied to detect the 
expression of Th1 and Th2 cytokines by using small volume sera samples which run in 
only once. Results showed the significant difference higher of Th1 and Th2 cytokine 
expressions: interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, and tumor necrosis factor (TNF)-α, in 
DENV-2 and P.falciparum malaria infection than NHS at p-value < 0.05. For DENV-2 
infection showed a slightly expression of Th1 and Th2 cytokines were higher in DHF 
than DF, except IL-13. For P.falciparum malaria infection, high parasitemia was 
significant difference higher expressions of IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-α at p-value 
< 0.05. Both DENV-2 and P.falciparum malaria infection remarkable presented IL-10 
expression, highest among other cytokines expression and higher in severe form. 
Therefore, it is worth noting that IL-10 plays an important role in severity of infection 
and pathogenesis.  
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 เชื้อไวรัสเดงกีและเชื้อมาลาเรีย จัดเปนสองกลุมโรคที่อยูในกลุมโรคติดตอนําโดยแมลงท่ีพบไดบอย 
และยังเปนกลุมโรคท่ีสงผลกระทบตอประชากรหลายลานคนในหลายๆประเทศ ท้ังนี้พบวา โรคท้ังสองจะมี
การแสดงออกทางคลินิคท่ีมีความรุนแรงตั้งแตรุนแรงนอยจนถึงรุนแรงมาก กลาวคือในกลุมติดเชื้อไวรัสเดงกี 
จะสามารถแสดงออกถึงความรุนแรงไดตั้งแต Dengue fever (DF) จนถึง  Dengue hemorrhagic fever (DHF)  
และสําหรับเชื้อมาลาเรียนั้น ความรุนแรงของโรคจะขึ้นกับปริมาณเชื้อในกระแสเลือด(parasitemia)  โดย
สามารถแสดงออกไดตั้งแต low parasitemia จนถึงระดับ high parasitemia 

สําหรับการศึกษานี้มุงเนนท่ีจะหาตัวแทนของการแสดงออกของbiomarkers ท่ีแสดงออกในระยะ
เร่ิมตนของโรค และมีความเปนไปไดท่ีจะใชในการวิเคราะหความรุนแรงของโรค เพ่ือนําไปสูการรักษาและการ
เฝาระวังโรคในผูปวยไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยbiomarkersท่ีดําเนินการศึกษาวิจัยจะเปนกลุม cytokines ท่ี
แสดงออกมาจาก  T-helper cells(Th)1 และ Th2 เปรียบเทียบในกลุมผูติดเชื้อไวรัสเดงกีท่ีมีความรุนแรง
แตกตางกัน กับกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียท่ีมีปริมาณ parasitemia ท่ีแตกตางกัน โดยกลุมควบคุมจะใชกลุมคน
ปกติ (normal human sera (NHS)) สําหรับการตรวจวัดระดับ cytokines จะใชวิธีการของ magnetic bead-
based Bio-Plex assay ซึ่งเปนวิธีการท่ีสามารถตรวจการแสดงออกของ cytokines ไดครั้งละหลายชนิดโดย
อาศัยปริมาณซีรัมเพียงเล็กนอย (20 ไมโครลิตร)  

การศึกษานี้ศึกษาการแสดงออกของ8 cytokines ประกอบดวย interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, 
IL-13, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, and tumor 
necrosis factor (TNF)-α พบวากลุมผูปวยติดเชื้อไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2 และผูติดเชื้อมาลาเรียชนิด  
P.falciparum มีการแสดงออกของ cytokines ท้ัง 8 ในปริมาณที่สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ ( p-
value < 0.05) โดยผูท่ีติดเชื้อไวรัสเดงกีชนิด DHF จะมีการแสดงออกของ cytokines สูงกวากลุม DF ท้ัง 7 
cytokines ยกเวน IL-13  สําหรับกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียชนิด P.falciparum  จะพบวากลุม high parasitemia 
จะมีการแสดงออกของ IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-α ท่ีสูงกวากลุม low parasitemia อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ ( p-value < 0.05)  เมื่อเปรียบเทียบระหวากลุมผูติดเชื้อไวรัสเดงกีกับผูติดเชื้อมาลาเรียท้ังสองกลุม
ความรุนแรง จะพบวามีการแสดงออกของ IL-10  สูงอยางชัดเจนในกลุมของ severe form (DHF และ High 
parasitemia) ดังนั้นจะเห็นไดวา IL-10 นั้นมีความสําคัญในการนําไปศึกษาตอเพ่ือพัฒนาเครื่องมือตรวจวัด 
biomarkers เพ่ือตรวจพยากรณความรุนแรงของโรคและนําไปสูการศึกษาในแนวลึกเกี่ยวกับพยาธิกําเนิดของ
โรคตอไป 
 
คําหลัก : Dengue, Malaria, T helper, Cytokines, BioPlex 



 

กิตตกิรรมประกาศ 
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มหาวิทยาลัย 
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Executive Summary  
โครงการการแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงท่ีพบบอยในประเทศไทย 

 
สัญญาเลขที่ MRG5380006 

 
1. ความสําคัญและที่มาของปญหา 
โรคติดตอท่ีนําโดยยุง จัดเปนโรคที่พบบอยในประเทศเขตรอนและแถบเสนศูนยสูตร มีการแพรกระจายเพ่ิมมากขึ้น

เร่ือยๆ ท้ังในประเทศภูมิภาคเอเซีย และประเทศตะวันตก สงผลใหมีผูเจ็บปวยและเสียชีวิตเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเรื่อยๆ 
สาเหตุหนึ่งมาจากการที่โลกมีภาวะโลกรอนเพ่ิมมากขึ้น สงผลใหวงจรชีวิตของยุงมีรอบของการเจริญเติบโตเร็วขึ้น และมี
ระยะเวลาในการกินเลือดในแตละวันเพ่ิมมากขึ้น จึงจัดเปนปจจัยหนึ่งของการเพ่ิมปริมาณของยุงและยังสงผลตอการระบาด
ของโรคติดตอนําโดยยุงเพ่ิมขึ้น นอกจากผลกระทบจากการเพิ่มปริมาณยุงแลว พยาธิกําเนิดของโรคติดตอนําโดยยุงก็มีผล
ตอการเพ่ิมอัตราการติดเชื้อ และปวยตายเพ่ิมขึ้นเชนกัน ในประเทศไทย โรคติดตอนําโดยยุงท่ีพบบอยคือไขเลือดออก และ
ไขมาลาเรีย   

  กรณีไขเลือดออก ในปจจุบันยังไมมีขอสรุปท่ีแนชัดสําหรับพยาธิกําเนิดของโรค จึงสงผลใหการพัฒนา
ยารักษาและวัคซีนปองกันเปนไปไดอยางชาๆ 

 กรณีโรคมาลาเรีย เปนท่ีทราบกันวาจังหวัดตามแนวชายแดนของประเทศไทยยังคงมีอัตราการติดเชื้อสูง 
และยังพบอัตราการดื้อยาเพ่ิมมากขึ้นสงผลกระทบในดานระบาดวิทยาและความรุนแรงของโรค 

 
จากการศึกษาของทีมผูวิจัยท่ีทําการศึกษาเกี่ยวกับ Matrix metalloproteinases enzymes (MMPs) ในโรคไขเลือดออก 
พบวามีผลตอความรุนแรงของโรคโดยเฉพาะเกี่ยวของกับการเพ่ิม permeability ของเสนเลือด ซึ่งสวนหนึ่งของการ
ศึกษาวิจัยพบวามีการเพ่ิมจํานวนของ TNFα ท่ีสอดคลองกับการแสดงออกของ MMPs จากผลการทดลองดังกลาวทีม
ผูวิจัยจึงเห็นวาความสัมพันธของการแสดงออกของ cytokines นาจะมีผลกระทบตอ permeability ของเสนเลือดและมี
ความสัมพันธกับ cytokines ในกลุมของ Th1และ Th2 ซึ่งเปนเซลลในระบบภูมิคุมกันหลักท่ีสงผลกระตุนใหมีการสราง 
TNFα เชนกัน ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงความรุนแรงของโรคติดตอนําโดยยุง ในกรณีของไขมาลาเรียจะพบวาเมื่อผูปวยอยูในขั้น
วิกฤตมักจะเสียชีวิตดวยภาวะของ vascular leakage เชน pulmonary edema brain edema และ hepatic failure และ/
หรือ renal failure ซึ่งสอดคลองกับสาเหตุการตายของไขเลือดออกเชนกัน ดวยเหตุนี้ทีมผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาการ
แสดงออกของ cytokines จากกลุมของ Th1 และ Th2 เปรียบเทียบระหวางไขเลือดออก และมาลาเรีย เปรียบเทียบกับกลุม
ผูมีสุขภาพแข็งแรง (กลุมควบคุม) เพ่ือหาความสัมพันธของ cytokines ตางๆ และการแสดงออกของ cytokines วากลุม 
cytokine ชนิดใดท่ีสงผลตอความรุนแรงในแตละโรค  
 
 

2. วัตถุประสงค 

 เพ่ือศึกษาตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันเพ่ือบงบอกระดับความรุนแรงของโรค   
 เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางของตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันในกลุมโรคนําโดยยุงท่ีพบบอยในประเทศ

ไทย โดยเฉพาะในกลุมไวรัส(ไวรัสเดงกี)และโปรโตซัว(มาลาเรีย) 
 เพ่ือศึกษาความสัมพันธของตัวชี้วัดกับพยาธิกําเนิดของโรคนําโดยยุงท่ีพบบอยในประเทศไทย 
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3. ระเบียบวิธีวจิัย 
 

Study design : Experimental study  
สถานที่วิจัย : 

 หนวยปฏิบตักิารประยุกต ภาควชิาสุขวทิยาเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล  

 ศูนยวินิจฉัยโรคเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะแบงการศึกษาออกเปน 7 ขัน้ตอนใหญๆ ดังนี้ :  
 

1. การเตรียมไวรัสเดงกี และตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัสเดงกี  
ทําการเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีทั้งสี่ซีโรทัยป (Lab strain) โดยเพาะเลี้ยงในเซลลยุง (C6/36) 

แลวทําการตรวจสอบคุณลักษณะของไวรสัเดงกีเพ่ือดู titration, virulence ดวยวธิ ีDouble overlay 
plaque assay โดยปริมาณไวรัสทีต่องการในแตละการทดลองอยางต่ํา 5*106 PFU/ml และยนืยัน
ชนิดของไวรัสเดงกีดวยวิธ ีLanciotti RT/Nested PCR  
 

2. ทําการศึกษาการแสดงออกของเซลลระบบภูมิคุมกันภายหลังการติดเชื้อดวยไวรสัเดงกี  
• เตรียมเซลลในระบบภูมิคุมกัน(THP-1 cells) (31-32) เพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเดงกี

และดูการแสดงออกของ cytokines  
• นําไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2  infect เขาสู THP-1 โดยใช multiplication of infection เทากับ 

1 และทําการเก็บ supernatant ในชวงเวลาที ่6, 12, 24 ชั่วโมงภายหลังการกระตุนดวยไวรัส 
  

3. นําsupernatants ที่ไดจากขอ (b) มาทําการตรวจสอบหา Matrix metalloproteinase enzyme 
(MMP-2 และ MMP-9) ดวยวิธ ีGelatinolytic zymography และตรวจสอบหาระดับของTh1 และ Th2 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) เพ่ือการศึกษาเปรยีบเทียบชนิดและ
ความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNγ และ TNFα) เปรยีบเทียบกับ Proteinase enzyme (MMP-2 
และ MMP-9) ในซีโรทัยป2 
 

4. เก็บตวัอยางซีรัมของผูปวยโรคไขเลือดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue hemorrhagic 
fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวินิจฉัยของแพทย (Clinical base diagnosis) เพ่ือการศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับ
ของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 
และ TNF

α
)เปรียบเทยีบผลกบักลุม 

THP-1 ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
)  
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5. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูมีสุขภาพแข็งแรง (Normal human sera) จํานวน 10 คน เพ่ือการศึกษา

เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับ

ของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-

based multiplex assays (BioRad
®
) โดยมีขอกําหนดสําหรับอาสาสมัครเขารวมโครงการวิจัยมีดังนี้  

 Inclusion criteria  
o สุขภาพแข็งแรง  
o อายุ 15 ปขี้นไป  
o ปฏิเสธโรคประจําตวัตดิตอเรื้อรัง หรือโรคทางระบบภูมิคุมกันและระบบ

โลหิต  
o ปฏิเสธการใชยาหรือผลิตภัณฑที่มีผลตอความผิดปกติของระบบภูมิคุมกัน

กอนเขารวมโครงการอยางนอย  
o ผูเขารวมโครงการมีความยินดีเขารวมโครงการดวยความเต็มใจ ภายใต

การตัดสินใจของผูปวยเอง  
 Exclusion criteria  

o ปฏิเสธการเขารวมโครงการวิจัย  
 

6. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูปวยที่ไดรบัการวินิจฉัยวาเปนโรคมาลาเรียดวยวธิ ีThick and Thin 
blood film diagnosis จํานวนกลุมละ 10 คน  

• Plasmodium falciparum (High parasite counted : ≥ 50/1000 RBC)  
• Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)  

ทําการศึกษาเปรียบเทยีบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ี

Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
)  

 
7. นําขอมูลการแสดงออกของ ความแตกตางของ Cytokines ของ ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ี

Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) มาวิเคราะหเปรียบเทยีบปริมาณการ

แสดงออก โดยการหาความแตกตางในแตละกลุมดวยวิธ ีANOVA และ/หรือ non-Parametric ชนิด 
K-independent variables และทําการศึกษาหาความสมัพันธระหวางกลุมดวยวธิ ีCorrelation  
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4. แผนการดําเนินงานวิจัยตลอดโครงการในแตละชวง 6 เดือน 
 

 
 

5. ผลงาน/ หัวขอเร่ืองท่ีคาดวาจะตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติในแตละป 

 ปท่ี1 :  
o  ไมมีการตีพิมพ 

 ปท่ี 2 :  
o ไมมีการตีพิมพ 

 
 ปท่ี 2 : ชวงขยายทุน (กรกฎาคม 2555 – พฤศจิกายน 2555) 

o Protein expression in the salivary glands of dengue-infected Aedes aegypti mosquitoes 
and blood feeding success. Southeast Asian J TropMed Public Health. Accepted. 

(IF 0.604) 
o Potential Anti-oxidative Activity of Crude Rice Oil Extracted from Cadmium-

contaminated Rice as Determined Using an In Vitro Primary Human Fibroblast Cell 
Model. Journal of Agricultural Science. Accepted.    (IF 2.041) 

o T helper (TH)1 and Th2 cytokine expressions in common mosquito-borne diseases in 
Thailand: Dengue and Malaria by Magnetic bead-based BioPlex assay.  Southeast 
Asian J TropMed Public Health. In Press. 

(IF 0.604)  



 

การแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย 
 

 

1 

บทนํา 
 

 
ปจจุบันโรคตดิตอนําโดยยุงนับเปนปญหาท่ีสําคัญมากทางสาธารณสุขในประเทศไทยและยัง

สงผลไปยังประเทศตางๆมากมาย ไมเฉพาะประเทศแถบเขตรอน ตามรายงานทางระบาดวิทยาพบวา 
อัตราการปวยและอัตราการตายโดยโรคตดิตอนําโดยยุง เชน ไขเลือดออก และมาลาเรีย พบวาน้ีมี
จํานวนเพิ่มมากขึ้นทุกป(1-3) ตลอดจนสามารถกอโรคที่มีความรุนแรงเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ทําใหมีอัตรา
การปวยและอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้น ทั้งน้ีเน่ืองมาจากมีปจจัยที่สําคัญอยู 3 ปจจัยคือ การพัฒนา
ความเปนเมืองเพ่ิมมากขึ้น(4-5) ภาวะโรครอนที่สงผลตอพฤติกรรมและการเจริญของยุงพาหะ(6-8) อีก
ทั้งพยาธิกําเนิดของการกอความรุนแรงของโรคยังคงคลุมเครืออยู สงผลใหการพัฒนาการดูแลรักษา
และการปองกันจึงเปนไปไดอยางลาชา และยังสงผลกระทบตอการเกิดภาวะด้ือยาไดในกรณีโรคท่ีมี
ยารักษาจําเพาะเชนมาลาเรยี  

เม่ือกลาวถึงพยาธิกําเนิดของโรค มีการศึกษาถึงความสัมพันธของการแสดงออกของ 
cytokines กับการสงผลตอความรุนแรงของโรคไดแก  

• การเพ่ิมการแสดงออกของ Matrix metalloproteinase enzyme(9-10) , Nitric oxide(11-12) , 
TNF-α(13-15) , IL-8(16), Complement(17-18) , และกลุมcytokines ทีห่ลั่งจากDendritic cells(19-20)  ที่
ไดรับการกระตุนดวยไวรัสเดงกี ซึ่งการแสดงออกของ cytokines ตางๆนั้น สอดคลองกับการกระตุน
การเพ่ิม vascular permeability ในกลุมผูปวยไขเลือดออก(21) สงผลตอความรุนแรงของโรค
ไขเลือดออกเพ่ิมมากขึ้น  

• การเพ่ิมการแสดงออกของ IL-10 (22), IFN- γ 
(23)และ IL-6(23) ,TNF-α

(24-26) และกลุม
cytokines จาก CD4 T cells(27-28) พบวากลุม cytokines ตางๆ สงผลกระทบตอความรุนแรงของโรค
มาลาเรีย โดยพบวาถามีการแสดงออกของcytokines ตางๆขางตนจะสงผลทําใหผูปวยเปน severe 
malaria และ/หรือ cerebral malaria เพ่ิมมากขึ้น  

 
จากผลการศกึษาดังกลาวขางตนเกี่ยวกบัความสัมพันธของการแสดงออกของ cytokines 

โดยเฉพาะกลุม cytokines จาก Th และ Th วามีผลตอความรุนแรงของโรค12ติดตอนําโดยยุงทั้งไวรัส
เดงกี ไวรัสชคิุนกุนยา และเชื้อมาลาเรีย ดังนั้นทีมผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาการแสดงออกของ 
Th1/ Th2cytokines และหาความสัมพันธของ cytokines ดังกลาวเพ่ือเปนแนวทางในการหาตัวชีว้ัดที่
มีความสัมพันธตอความรุนแรงของโรคติดตอนําโดยยุง และกําหนดตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันที่ใช
เปนมาตรฐานในการศึกษาพยาธิกําเนิดของโรคที่มีพยาธิสภาพใกลเคียงกับกลุมผูปวยโรค
ไขเลือดออก และมาลาเรีย และสามารถนาํไปประยุกตใชในการพัฒนาการศึกษาพยาธิกําเนิดที่
เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน และเครื่องมือคัดกรองความรุนแรงของโรค สงผลถงึประสิทธิภาพในการ
รักษาผูปวย และครอบคลุมถึงงานดานระบาดวิทยาโดยหวังผลในการลดอัตราการปวยตายจากโรค
ไขเลือดออก และโรคมาลาเรียตอไป 



 

การแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย 
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วัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัย 
 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันเพื่อบงบอกระดับความรุนแรงของโรค  

(To determine the indicators of immune system for disease severity classification)  

2. เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางของตัวชี้วัดทางระบบภูมิคุมกันในกลุมโรคนําโดยยุงที่พบบอย
ในประเทศไทย โดยเฉพาะในกลุมไวรัส(ไวรัสเดงกี)และโปรโตซัว(มาลาเรีย)  

(To compare the difference of immune indicators in common mosquito borne 
diseases in Thailand particularly in virus group (Dengue) and blood protozoa 
(Malaria))  

3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของตัวชีว้ัดกับพยาธิกําเนดิของโรคนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย  

(To evaluate the correlation of the effective indicators and immunopathology of 
common mosquito borne diseases in Thailand)  

 
วิธีการดําเนินการวิจัยและวิธีการประเมินผลการทดลอง 

Study design : Experimental study  
สถานที่วิจัย : 

 หนวยปฏิบตักิารประยุกต ภาควิชาสุขวทิยาเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล  

 ศูนยวินิจฉัยโรคเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะแบงการศึกษาออกเปน 7 ขัน้ตอนใหญๆ ดังนี้ :  
 

1. การเตรียมไวรัสเดงกี และตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัสเดงกี  
ทําการเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีทั้งสี่ซีโรทัยป (Lab strain) โดยเพาะเลี้ยงในเซลลยุง 

(C6/36) แลวทาํการตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัสเดงกีเพ่ือดู titration, virulence ดวยวิธ ี
Double overlay plaque assay โดยปริมาณไวรัสที่ตองการในแตละการทดลองอยางต่ํา 
5*106 PFU/ml และยืนยันชนิดของไวรัสเดงกีดวยวิธ ีLanciotti RT/Nested PCR  
 



 

การแสดงออกของ Cytokines จาก Th1 และ Th2 ในตัวอยางโรคติดตอนําโดยยุงที่พบบอยในประเทศไทย 
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2. ทําการศึกษาการแสดงออกของเซลลระบบภูมิคุมกันภายหลังการติดเชื้อดวยไวรสัเดงกี  
• เตรียมเซลลในระบบภูมิคุมกัน(THP-1 cells) (31-32) เพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส

เดงกีและดูการแสดงออกของ cytokines  
• นําไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2  infect เขาสู THP-1 โดยใช multiplication of infection 

เทากับ 1 และทําการเก็บ supernatant ในชวงเวลาที ่6, 12, 24 ชั่วโมงภายหลังการกระตุน
ดวยไวรัส 

  
3. นําsupernatants ที่ไดจากขอ (b) มาทําการตรวจสอบหา Matrix metalloproteinase enzyme 

(MMP-2 และ MMP-9) ดวยวิธ ีGelatinolytic zymography และตรวจสอบหาระดับของTh1 

และ Th2 ดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) เพ่ือการศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะทําการศึกษา
ระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNγ และ TNFα) เปรยีบเทียบ
กับ Proteinase enzyme (MMP-2 และ MMP-9) ในซีโรทัยป2 
 

4. เก็บตวัอยางซีรัมของผูปวยโรคไขเลือดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue 
hemorrhagic fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวินิจฉัยของแพทย (Clinical base 
diagnosis) เพ่ือการศึกษาเปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ 
Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 

และ TNF
α
)เปรียบเทยีบผลกับกลุม THP-1 ดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex 

assays (BioRad
®
)  

 
5. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูมีสุขภาพแข็งแรง (Normal human sera) จํานวน 10 คน เพ่ือ

การศึกษาเปรยีบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) โดยมีขอกําหนดสําหรับ

อาสาสมัครเขารวมโครงการวิจัยมีดังนี้  
 Inclusion criteria  

o สุขภาพแข็งแรง  
o อายุ 15 ปขี้นไป  
o ปฏิเสธโรคประจําตวัตดิตอเรื้อรัง หรือโรคทางระบบภูมิคุมกันและ

ระบบโลหิต  
o ปฏิเสธการใชยาหรือผลิตภัณฑที่มีผลตอความผิดปกติของระบบ

ภูมิคุมกันกอนเขารวมโครงการอยางนอย  
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o ผูเขารวมโครงการมีความยินดีเขารวมโครงการดวยความเต็มใจ 
ภายใตการตัดสินใจของผูปวยเอง  

 Exclusion criteria  
o ปฏิเสธการเขารวมโครงการวิจัย  

 
6. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูปวยที่ไดรบัการวินิจฉัยวาเปนโรคมาลาเรียดวยวธิ ีThick and 

Thin blood film diagnosis จํานวนกลุมละ 10 คน  
• Plasmodium falciparum (High parasite counted : ≥ 50/1000 RBC)  
• Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)  

ทําการศึกษาเปรียบเทยีบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
)  

 
7. นําขอมูลการแสดงออกของ ความแตกตางของ Cytokines ของ ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) มาวิเคราะหเปรียบเทียบ

ปริมาณการแสดงออก โดยการหาความแตกตางในแตละกลุมดวยวธิ ีANOVA และ/หรือ non-
Parametric ชนิด K-independent variables และทําการศึกษาหาความสัมพันธระหวางกลุม
ดวยวธิ ีCorrelation  
 

 
ประโยชนทีค่าดวาจะไดรบั 

• ทําใหทราบลักษณะ รูปแบบการเปลี่ยนแปลงของ cytokines ภายหลังการถูกกระตุนดวยจุล
ชีพ โดยเฉพาะกลุมจุลชีพตดิตอนําโดยยุง 

• นําความรูทีไ่ดไปพัฒนาการศึกษาเปรยีบเทียบพยาธกํิาเนิดของโรคติดตอนําโดยยุง และ
ทราบถึงตวับงชี้ความรุนแรงของโรคเพื่อนําไปเปนตวัควบคุมในการศึกษาทดลองทางพยาธิ
กําเนิด  

• นําความรูทีไ่ดไปศึกษาเปรียบเทียบและหาความสัมพันธระหวางโฮสต จุลชีพและการ
ตอบสนอง รวมถึงความจําเพาะของยุงพาะหะตอโรคตดิตอนําโดยยุง  

• นําความรูทีไ่ดไปใชพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยการตดิเชื้อโรคติดตอนําโดยยุงโดยใชพ้ืน
ฐานความรูทางระบบภูมิคุมกันและ cytokines ในการศกึษาครั้งนี ้เพ่ือใชในการพยากรณโรค
และเฝาระวังในการรักษาผูปวย  
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

 
1. การเพาะเลี้ยงไวรัสเดงกีในหองปฏิบัตกิาร 

เชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป คือ DV1-Hawaii, DV2-16681, DV3-H87 และ DV4-
H241 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวินจิฉัยโรคไขเลอืดออก คณะเวชศาสตรเขตรอน(TDC) 
สําหรับวธิีการเตรียมไวรัสจะทําโดยการเพิ่มจํานวนไวรัสใน culture flask  (Costar, USA) 
ขนาด 75 m2 ที่คาความสมัพันธของไวรัสตอเซลล C6/36(multiplication of infection, moi) 
เทากับ 1 หลงัจากกระตุนเซลลดวยไวรัส 90 นาที จึงเติม 5 ml ของอาหารเลี้ยงเซลล (RPMI 
medium; Gibco, USA) ที่มี 10% fetal bovine serum(Gibco, USA)  1%non-essential 
amino acid (Gibco, USA) และ 1% penicillin-streptomycin (Gibco, USA) ลงใน culture 
flask แลวจึงนําไป incubate เซลลที่ 28C 5%CO2 incubator หลังจากน้ัน รอจนเกิด 
cytopathic effect ไดประมาณ 50-70% จึงทําการ freeze ตัวอยางที่ -70C เพ่ือนําไป
ตรวจสอบหาปริมาณไวรัสตอไป 
 

2. การตรวจสอบคุณสมบัตขิองเชื้อไวรัสเดงกี 
a. ตรวจสอบดวยวิธี Animal tissue culture 

 เตรียมเซลลทีจ่ะใชในการตรวจสอบคุณสมบัติของไวรัสเดงกี ในการ
ทดลองนี้ใชเซลล LLC-MK2 โดยทําการใสเซลลลงใน 6-well plate 
ปริมาณเทากับ 1*105 cells/well รอจนเซลลเต็ม plate ซึ่งจะมีปริมาณ
เซลลเทากับ 5*105 cells/well โดยใชเวลาประมาณ 3 วัน 

 นําตัวอยางไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป ทีเ่ก็บไวที่ -70C มาละลายที ่
37C ทํา 10-fold dilution ตัวอยางในอาหารเลี้ยงเซลล (MEM 
medium; Gibco, USA)  

 นําตัวอยางที ่ diluted แลวมาหยดบนเซลลทีเ่ตรียมไว 1 diluent : 1 
well ทําการกระตุนโดยการเขยา plate ทุกๆ 15 นาที จนครบ 90 นาที 

 เตรียม First overlay ซึ่งประกอบไปดวย 2X-Medium (Hank’s 
balance salt solution, RPMI FBS) และ 2% agarose 

 เก็บตวัอยางทีเ่ติม first overlay ใน  37C 5%CO2 incubator 
ประมาณ 1 สัปดาห หลังจากน้ันทําการเติม second overlay (2x-
medium + 4% neutral red+ 2% agarose) เก็บตัวอยางไวในใน  
37C 5%CO2 incubator เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง แลวนํามานับ
จํานวน plaque formation และ วัดขนาดของ plaque ที่ตรวจพบ 
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 ตรวจสอบคุณสมบัติของไวรัสเดงกีดวยวธิ ี Immunofluorescence และ 
blotting assay ที่จําเพาะตอไวรัสเดงกี(ไมจําเพาะซีโรทัยป)  โดย
เลือกใช primary antibody ตอ E-protein ของไวรัสเดงกี ในอัตราสวน 
1: 500 และใช secondary antibody คือ anti-goat ในอัตราสวน 1: 
5000 และตรวจสอบผลการทดลองโดยการดู Inverted fluorescence 
microscope และ chemiluminescence (BioRad, USA) ตามลําดับ 

 
b. ตรวจสอบดวยวิธี RT/Nested PCR-Lanciotti primer set 

 ทําการ extract ตัวอยางเพ่ือเตรียม RNA ดวย QIAamp viral RNA 
extraction kits (วิธีการตาม protocol ของ kits) 

 ทําการตรวจสอบปริมาณ RNA และ ความบริสทุธิข์อง RNAจาก 
extracted samples ที่ 260 และ 280 nm 

 ตรวจสอบตัวอยางไวรัสเดงกีดวยวธิี RT-PCR โดยใช Qiagen-one 
step RT-PCR kits (วิธีการตาม protocol ของ kits) และใช ไพรเมอร
ของ lanciotti set (16-19) 

 

 

 

ภาพที่1 แสดงตําแหนงของ Lanciotti primer set (8) 
 

RT-PCR primer set : 
Forward : 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 
Reverse : 5’ CAAAGCYCCTTCMGMYGACAT 3’ 
(M=A+C; Y=C+T) 
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Thermal cycler : 
RT-condition : 42C ระยะเวลานาน 60 นาที 
PCR-condition : จํานวน 35 รอบ 

 Denature: 94C ระยะเวลานาน 30 วินาที 
 Annealing: 55C ระยะเวลานาน 1 นาที 
 Extension: 72C ระยะเวลานาน 2 นาที 

Stable condition 4-8 C ระยะเวลานาน 60 นาที 
 
 นําตัวอยางที่ไดจาก RT-PCR มาทําการตรวจสอบหาซีโรทัยป ของ

ไวรัสเดงกีดวยวิธี Nested-PCR โดยใช Qiagen-Taq PCR kits 
(วิธีการตาม protocol ของ kits) 

 
Nested-PCR primer set : 
Forward : 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 
Reverse 1 : 5’ CGTCTCAGTGATCCGGGGRC 3’ 
Reverse 2 : 5’ CGCCACAAGGGCCATGAACAG 3’ 
Reverse 3 : 5’ TAACATCATCATGAGACAGAGC 3’ 
Reverse 4 : 5’ CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 3’ 
(R= A+G) 
Thermal cycler : 
Nested PCR-condition : จํานวน 25 รอบ 

 Denature: 94C ระยะเวลานาน 30 วินาที 
 Annealing: 55C ระยะเวลานาน 1 นาที 
 Extension: 72C ระยะเวลานาน 2 นาที 

Stable condition 4-8C ระยะเวลานาน 60 นาที 
 
 นํามาตรวจสอบซีโรทัยปของ PCR-products ดวย 1.5% agorose 

a. RT-PCR product size : 656 bp 
b. Nested Product size for Dengue-1 : 482 bp 
c. Nested Product size for Dengue-2 : 119 bp 
d. Nested Product size for Dengue-3 : 290 bp 
e. Nested Product size for Dengue-4 : 392 bp 
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม Matrix metalloproteinases และผลกระทบที่มีตอ

พยาธิกําเนิดของโรคไขเลอืดออก เพ่ือใชเปนตัวควบคุมในการตรวจหาระดับ cytokines 
ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) 

a. การเตรียมตวัอยางเพ่ือทําการศึกษาการแสดงออกของ Matrix 
metalloproteinases ดวยวธิี zymography 
 เตรียมเซลลทีจ่ะใชในการทดลองคือ THP-1 cells โดยใสลงใน 6-well 

plate ปริมาณประมาณ 1* 105 cells 
 เตรียมไวรัสแตละซีโรทัยปที่ปริมาณ 1* 105 PFU เพ่ือใหไดคา moi=1 
 ทําการ infect ไวรัสแตละซีโรทัยปลงในแตละเซลล ใชเวลาในการ infect 

ประมาณ 90 นาที  
 ทําการเก็บตัวอยางของ supernation ที่ระยะเวลา 6, 12, 24 ชั่วโมง

ภายหลังการ infected 
 นํา supernatant แตละเซลล/ ซีโรทัยป/ เวลา นํามาทาํการตรวจสอบหา

การแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases ดวยวิธี 
zymography ตามวิธีการของ Luplertlop, et al. 2006 (9-10) 

 
b. เปรียบเทียบการแสดงออกของ เอนไซม Matrix metalloproteinases  สําหรับ

ดวยวธิี zymographyตามวธิีการของ Luplertlop, et al. 2006 (9-10) 
 

4. เก็บตวัอยางซีรัมของผูปวยโรคไขเลือดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue 
hemorrhagic fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวินิจฉัยของแพทย (Clinical base 
diagnosis)  พรอมทั้งตรวจยืนยันการตดิเชื้อไขเลือดออก ตามวิธีการวิจัยที่ 1-2  

5. จัดแบงซีรัมผูปวยไขเลือดออกใสใน ependolf tubes อยางละ 50 ไมโครลิตร เพ่ือศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะ
ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 
และ 

TNF
α
)เปรียบเทียบผลกับกลุม THP-1 ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays 

(BioRad
®
)  

6. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูมีสุขภาพแข็งแรง (Normal human sera) จํานวน 10 คน 
แบงซีรัมใส ependolf tubes อยางละ 50 ไมโครลิตร เพ่ือการศึกษาเปรียบเทียบชนิดและ
ความแตกตางของ Cytokines ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-

4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ี Magnetic bead-

based multiplex assays (BioRad
®
)  
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8. เก็บตวัอยางซีรัมจากกลุมผูปวยที่ไดรบัการวินิจฉัยวาเปนโรคมาลาเรียดวยวธิ ีThick and 
Thin blood film diagnosis จํานวนกลุมละ 10 คน  

• Plasmodium falciparum (High parasite counted : ≥ 50/1000 RBC)  
• Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)  

จัดแบงซีรัมผูปวยใส ependolf tubes อยางละ 50 ไมโครลิตร ทําการศึกษาเปรยีบเทียบชนิด
และความแตกตางของ Cytokines ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-

4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-based 

multiplex assays (BioRad
®
)  

 
นําซีรัมของผูปวยไขเลือดออก ชนิด DF และ DHF , ซีรัมผูปวยมาลาเรีย ชนิด high 

และ low parasitemia รวมถึงอาสาสมัครปกติ อยางละ 10 ตัวอยาง ปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
ตรวจหา Cytokines ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-

10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex 

assays (BioRad
®
)  ตามขัน้ตอนของบรษิัทที่นํามาสนับสนุนการศึกษาวิจัยนี้  

 
9. นําขอมูลการแสดงออกของ ความแตกตางของ Cytokines ของ ของ Th

1 
และ Th

2 
(โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) 

ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) มาวิเคราะหเปรียบเทียบ

ปริมาณการแสดงออก โดยการหาความแตกตางในแตละกลุมดวยวธิ ีANOVA และ/หรือ non-
Parametric ชนิด K-independent variables และทําการศึกษาหาความสัมพันธระหวางกลุม
ดวยวธิ ีCorrelation  
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ผลการวิจัย 
 
 

 การตรวจสอบหาปริมาณไวรัสเดงกี ซีโรทัยปสอง โดยใชวธิีการตรวจสอบหาตําแหนงและ
ขนาดของ PCR products ของ Lanciotti primer set โดยพบวาขนาดของ PCR product 
ของไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง จะมีขนาดที่ 119 bp. ดังภาพ 2 
 
 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงตําแหนงและขนาดของ Nested-PCR products ของไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง มี
ขนาด เทากับ 119 bp,  
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 การตรวจหาการแสดงออกของ matrix metalloproteinases enzymes (MMPs) จาก 
THP-1 cells ภายหลังการกระตุนดวยไวรัสเดงกี ซีโรทัยปสอง ที ่ moi=1 พบวามีการ
แสดงออกของปริมาณ MMP-2 ในปรมิาณที่สูงกวา MMP-9 โดยพบวามีการแสดงออก
สูงสุดในชวงเวลาที่ 6 ชัว่โมงหลังกระตุนดวยไวรัสเดงกี ซีโรทัยปสอง ดังภาพ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 แสดงการแสดงออกของ matrix metalloproteinases enzymes ชนิดที่ 2 และ 
ชนิดที่ 9 จาก supernatants ที่ไดจากตัวอยางของ THP-1+ Dengue virus 2 
 
 

 เม่ือดําเนินการตรวจวัดระดับของ  IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 

และ TNF
α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) เปรียบเทียบ

ระหวางกลุมของ THP-1 และกลุม THP-1 ที่กระตุนดวยไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง 
(ดําเนินการทดลองแบบ independent ทั้งหมด 5 คร้ัง) พบวา กลุมที่มีการติดเชื้อไวรัส
เดงกี ซีโรทัยปสองนั้นจะมีการแสดงออกของปริมาณ ของ IL-2, IL-5, IL-10, IL-12, IL-
13, GM-CSF, IFNγ และ TNFα  สูงกวากลุมที่ไมไดรับการกระตุนดวยไวรัสเดงกีอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ยกเวน IL-4 มีความแตกตางเพียงเล็กนอย อยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ
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 นํากลุมซีรัมตวัอยางทั้ง 5 กลุมคือกลุมอาสาสมัคร กลุมผูปวยไขเลือดออก และกลุมผูปวย
มาลาเรีย มาตรวจหาเปรียบเทียบความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN

γ 

และ TNF
α
)ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) พบวาทั้งกลุม

ผูติดเชื้อไขเลอืดออกและกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียมีการแสดงออกของ cytokines ที่สูงกวา
กลุมอาสาสมัครอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ ดังตารางที่.......... 

 
ตารางที่ 1  แสดงการเปรียบเทียบการแสดงออกของ Th1 และ Th2 cytokines 

Expression level (median, min, max in ng/μl) Cytokines 

Dengue (n=20) Malaria (n=20) NHS (n=10) 

P-value 

IL-2 14.5 

(8.5,169.5) 

29.0  

(6.0, 59.1) 

7.9  

(7.5, 8.8) 

<0.001 

IL-4 10.0 

(6.0, 173.0) 

9.4  

(6.0, 19.7) 

6.7  

(6.5, 7.5) 

0.001 

IL-5 6.8 

(2.5, 249.0) 

4.1  

(3, 6.4) 

3.4  

(2.5, 4.0) 

0.006 

IL-10 395.9 

(31.0, 1,882.0 ) 

3,169.7  

(1,600.0, 8,172.0) 

37.0  

(32.5, 39) 

<0.001 

IL-13 11.0 

(7.0, 64.5) 

8.9  

(7.4, 11.7) 

8.0  

(6.8, 9.8) 

0.007 

GM-CSF 14.5 

(7.5, 226.5) 

12.0  

(6.5, 21.0) 

8.0  

(7.5, 8.7) 

0.005 

IFN-γ 15.8 

(6.0, 273.3) 

10.7  

(6.0, 19.0) 

6.8  

(5.8, 7.4) 

<0.001 

TNF-α 7.0 

(5.0, 54.8) 

16.5  

(6.5, 44.7) 

5.9  

(5.0, 7.0) 

0.001 
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 การตรวจเปรยีบเทียบการแสดงออกของ Cytokines ของ Th1 และ Th2 (โดยจะ

ทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ 

TNF
α
)ดวยวิธ ี Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) ในกลุมผูติดเชื้อ

ไขเลือดออก ชนิด DF และ DHF  กลุมผูติดเชือ้มาลาเรีย ชนิด high และ low 
parasitemia เปรียบเทยีบกบักลุมอาสาสมัคร พบวา : (ดังภาพที่4) 
  
o เม่ือนําซีรัมของผูปวยไขเลอืดออกชนิด Dengue fever (DF) และ Dengue 

hemorrhagic fever (DHF) กลุมละ 10 คนจากการวนิิจฉัยของแพทย (Clinical 
base diagnosis)  พรอมทั้งตรวจยืนยันการติดเชื้อไขเลือดออกดวยวธิี PCR 
แลว จึงนําซีรมัตัวอยางมาตรวจหาความแตกตางของ Cytokines ของ Th1 และ 
Th2 (โดยจะทําการศึกษาระดับของ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-
CSF, IFN

γ 
และ TNF

α
)ดวยวธิ ี Magnetic bead-based multiplex assays 

(BioRad
®
) พบวา กลุม DHF มีการแสดงออกของ cytokines ทั้ง 7 ชนิดสูงกวา

กลุม DF อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ยกเวน IL-13 ที่มีความแตกตาง 
โดยพบวา DHF มีการแสดงออกในปริมาณที่เพ่ิมขึ้นกวา DF แตไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) 

o สําหรับกลุมผูติดเชื้อมาลาเรียชนิด P.falciparum  จะพบวากลุม high 
parasitemia จะมีการแสดงออกของ IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-α ที่สูง
กวากลุม low parasitemia อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ ( p-value < 0.05)  

o เม่ือเปรียบเทยีบระหวากลุมผูติดเชื้อไวรัสเดงกีกับผูตดิเชื้อมาลาเรียทั้งสองกลุม
ความรุนแรง จะพบวามีการแสดงออกของ IL-10  สูงอยางชัดเจนในกลุมของ 
severe form (DHF และ High parasitemia)   
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ภาพที่ 4 แสดงการแสดงออกของ ระดับ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ 

TNF
α
) ดวยวธิ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad

®
) เปรียบเทียบระหวางกลุมผูติด

เชื้อไวรัสเดงกีซีโรทัยปสอง ผูติดเชื้อมาลาเรีย และกลุมอาสาสมัคร
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ขอวิจารณ 
  

 
 โรคติดตอที่นาํโดยยุง จัดเปนโรคที่พบบอยในประเทศเขตรอนและแถบเสนศูนยสตูร มี
การแพรกระจายเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งในประเทศภูมิภาคเอเซีย และประเทศตะวันตก สงผลใหมีผู
เจ็บปวยและเสียชีวติเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเร่ือยๆ สาเหตุหนึ่งมาจากการที่โลกมีภาวะโลกรอนเพ่ิมมาก
ขึ้น สงผลใหวงจรชีวิตของยุงมีรอบของการเจริญเติบโตเร็วขึ้น และมีระยะเวลาในการกินเลือดในแตละ
วันเพิ่มมากขึน้ จึงจัดเปนปจจัยหนึ่งของการเพิ่มปริมาณของยุงและยังสงผลตอการระบาดของ
โรคติดตอนําโดยยุงเพ่ิมขึ้น 
 นอกจากผลกระทบจากการเพิ่มปริมาณยุงแลว พยาธิกําเนิดของโรคติดตอนําโดยยุงก็มี
ผลตอการเพ่ิมอัตราการตดิเชื้อ และปวยตายเพิ่มขึ้นเชนกัน ในประเทศไทย โรคติดตอนําโดยยุงที่พบ
บอยคือไขเลือดออก และไขมาลาเรีย 

• กรณีไขเลอืดออก ในปจจุบันยังไมมีขอสรุปที่แนชัดสําหรับพยาธิกําเนิดของโรค จึง
สงผลใหการพัฒนายารักษาและวคัซีนปองกันเปนไปไดอยางชาๆ 
• กรณีโรคมาลาเรีย เปนที่ทราบกันวาจังหวัดตามแนวชายแดนของประเทศไทยยังคงมี
อัตราการติดเชื้อสูง และยังพบอัตราการด้ือยาเพ่ิมมากขึ้นสงผลกระทบในดานระบาด
วิทยาและความรุนแรงของโรค 

 
 จากการศึกษาของทีมผูวิจัยที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับ Matrix metalloproteinases 
enzymes (MMPs) ในโรคไขเลือดออก พบวามีผลตอความรุนแรงของโรคโดยเฉพาะเกี่ยวของกับการ
เพ่ิม permeability ของเสนเลือด ซึ่งสวนหนึ่งของการศึกษาวิจัยพบวามีการเพ่ิมจํานวนของ TNFα ที่
สอดคลองกับการแสดงออกของ MMPs จากผลการทดลองดังกลาวทีมผูวิจัยจึงเห็นวาความสัมพันธ
ของการแสดงออกของ cytokines นาจะมีผลกระทบตอ permeability ของเสนเลือดและมี
ความสัมพันธกับ cytokines ในกลุมของ Th1และ Th2 ซึ่งเปนเซลลในระบบภูมิคุมกันหลักที่สงผล
กระตุนใหมีการสราง TNFα เชนกัน ซึ่งเม่ือพิจารณาถึงความรุนแรงของโรคติดตอนําโดยยุง ในกรณี 
ของไขมาลาเรียนั้น พบวาเม่ือผูปวยอยูในขั้นวิกฤตมักจะเสียชวีิตดวยภาวะของ vascular leakage 
เชน pulmonary edema brain edema และ hepatic failure และ/หรือ renal failure ซึ่งสอดคลองกับ
สาเหตุการตายของไขเลือดออกเชนกัน ดวยเหตุนีท้ีมผูวิจัยจึงสนใจที่จะทําการศึกษาการแสดงออก
ของ cytokines จากกลุมของ Th1 และ Th2 เปรียบเทยีบระหวางไขเลือดออก และมาลาเรีย 
เปรียบเทียบกบักลุมอาสาสมัครผูมีสุขภาพแข็งแรง(กลุมควบคุม) เพ่ือหาความสัมพันธของ cytokines 
ตางๆ วากลุม cytokine ชนิดใดที่สงผลตอความรุนแรงในแตละโรค โดยใชไวรัสเดงกีเปนแมแบบใน
การศึกษาทั้งในหองปฏิบัติการ และซีรัมของผูปวย  

 จากผลการศกึษาวิจัยในครัง้นี้พบวา การแสดงออกของ 8 cytokines ซึ่งเปนกลุม 
cytokines ทีมี่ความเกี่ยวของกับ Th1 และ Th2 อันประกอบดวย interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5,     
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IL-10, IL-13, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-γ, 
and tumor necrosis factor (TNF)-α พบวากลุมผูปวยติดเชื้อไวรัสเดงกี ซีโรทัยป 2 และผูติดเชื้อ
มาลาเรียชนิด  P.falciparum มีการแสดงออกของ cytokines ทั้ง 8 ในปริมาณทีสู่งกวากลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ ( p-value < 0.05) โดยผูที่ติดเชื้อไวรัสเดงกีชนิด DHF จะมีการแสดงออกของ 
cytokines สูงกวากลุม DF ทั้ง 7 cytokines ยกเวน IL-13  สําหรับกลุมผูตดิเชื้อมาลาเรียชนิด 
P.falciparum  จะพบวากลุม high parasitemia จะมีการแสดงออกของ IL-4, IL-10, GM-CSF, and 
TNF-α ที่สูงกวากลุม low parasitemia อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p-value < 0.05)  เม่ือ
เปรียบเทียบระหวากลุมผูตดิเชื้อไวรัสเดงกีกับผูติดเชื้อมาลาเรียทั้งสองกลุมความรุนแรง จะพบวามี
การแสดงออกของ IL-10  สูงอยางชัดเจนในกลุมของ severe form (DHF และ High parasitemia)  

 
ดังนั้นจะเห็นไดวา IL-10 นั้นมีความสําคัญในการนําไปศึกษาตอเพ่ือพัฒนาเคร่ืองมือตรวจวัด 

biomarkers เพ่ือตรวจพยากรณความรุนแรงของโรคและนําไปสูการศึกษาในแนวลึกเก่ียวกบัพยาธิ
กําเนิดของโรคตอไป 
 
 จากผลการทดลองดังกลาวขางตน สามารถประเมินขอดีและขอเสียของงานวิจัยในครั้งนี้

ไดดังนี้คือ 

 ขอดีของการวิจัยในครั้งนี้คือ  
o สามารถนําขอมูลการทดลองคร้ังนี้ไปเปนพื้นฐานเบื้องตนในการศึกษา

พยาธิกําเนิดของไขเลือดออกและไขมาลาเรียในแนวลกึตอไป 
o สามารถนําเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อไปพัฒนาตัวชีว้ัดและเคร่ืองมือที่

เหมาะสมสําหรับการเฝาระวังผูปวยไขเลอืดออกและไขมาลาเรียตอไป 
อันจะสงผลตอการเฝาระวัง และการพยากรณโรคที่มีประสิทธภิาพ 
สงผลใหอัตราการเสียชีวติของผูปวยลดนอยลง 
 

 ขอเสียของการวิจัยในครั้งนี ้
o การศึกษาวิจัยนี้ใชเพียงกลุม cytokines จาก Th1 และ Th2 ซึ่งอาจเปน

เพียงกลุม cytokines ที่สงผลตอพยาธิกําเนิดได แตอาจจะมีการ
ตอบสนองที่ชากวากลุม cytokines หรือ chemokines จาก innate 
immune cells เชน NK cells หรือ NKT cells รวมถึงกลุม Antigen 
presenting cells ที่ตอบสนองตอการติดเชื้อจุลชีพที่เรว็กวา 

o การศึกษานี้ใชกลุมประชากรตัวอยางทีน่อยเกินไป จึงเห็นวาควรตอง
เพ่ิมปริมาณประชากรตวัอยางในการศึกษาเพ่ิมเติม 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 

จากผลการทดลองดังกลาวขางตนพบวาวิธีการศึกษาหาตัวชีว้ัดความรุนแรงของโรคติดตอนํา
โดยยุงดวยวิธ ีMagnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) จัดเปนวิธีการหน่ึงที่ใชปริมาณ
ตัวอยางสิ่งสงตรวจนอย(<20 ไมโครลิตร) และสามารถตรวจหา cytokines ไดตั้งแต 1-30 ชนิด (ซึ่ง
การทดลองนี้ใชเพียง 8 ชนิด) ในระยะเวลาไมเกิน 2 ชั่วโมง ดังนั้นขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้จึง
สามารถนําไปเปนพ้ืนฐานสาํหรับการศึกษาวิจัยในแนวลึกดาน molecular immunology รวมถึงการ 
ศึกษาความสมัพันธของ cytokines และ cell signaling หรือสารอ่ืนๆที่มีความสัมพันธและเกี่ยวของ
กับพยาธิกําเนิด และความรุนแรงของโรคอ่ืนๆตอไป ทั้งน้ีเพ่ือเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพในการเฝา
ระวังผูปวย การพยากรณโรค อีกทั้งยังสามารถนําไปใชเปนพ้ืนฐานสําหรับการศกึษาพยาธิกําเนิดของ
โรคเชน โรคติดตอ โรคไมติดตอ โรคท่ีมีพาหะนําโรค หรือโรคที่ไมมีพาหะนําโรคอ่ืนๆตอไป ซึ่ง
การศึกษาตางๆจะนําไปสูการพัฒนาการดูแลรักษาผูปวย ทั้งในรปูแบบการพฒันาเคร่ืองมือตรวจวัด
ความรุนแรงของโรคเพื่อใชในการพยากรณโรค สงผลตอการเฝาระวังโรคที่มีประสทิธิภาพตอไป 
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ปญหาที่พบในการทําการวิจัย 
 
 

 การศึกษาวิจัยนี้ ตองมีการขออนุมัตจากคณะกรรมการจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย
ของคณะเวชศาสตรเขตรอนกอนเร่ิมตนดําเนินการวิจัย ซึ่งใชเวลานานมากในการตรวจ
แกไข ซึ่งระยะเวลาที่ผานการอนุมัต เปนระยะเวลาที่ความชุกของโรคลดนอยลง ทําให
ตองใชเวลาในการเก็บตวัอยางส่ิงสงตรวจนานขึ้นกวาแผนงานที่ไดวางไว 

 ปญหาการประสบภัยพิบตัิธรรมชาติ (อุทกภัย 2554) สงผลทําใหการดําเนินการวิจัยดังน้ี 
 ไมสามารถดําเนินการวิจัยไดอยางตอเน่ือง และเปนชวงระยะเวลาทีมี่การระบาด

ของโรคไขเลอืดออก และมาลาเรีย แตไมสามารถดําเนินการเก็บตวัอยางส่ิงสง
ตรวจได จึงตองเลื่อนกําหนดการเก็บตวัอยางสิ่งสงตรวจ เปนชวงเดือน มกราคม 
– มีนาคม 2555 ซึ่งเปนชวงที่การระบาดของโรคดังกลาวมีปริมาณนอย 

 ปญหาไฟฟาดับโดยไมมีผูดูแลเน่ืองจากประสบอุทกภัย สงผลใหไวรัสที่เก็บไว
ละลาย ทําใหตองเร่ิมดําเนินการเพ่ิมปริมาณไวรัสใหม ผูวิจัยจึงเลือกใช เดงกี
ไวรัสซีโรทัยปสอง เปนตัวแทน เน่ืองจากสามารถเพิ่มปริมาณไดเร็วและยังคงมี
ปริมาณไวรัสพอสําหรับการวิจัย 

 การตรวจวิเคราะห Cytokines ของ Th
1 
และ Th

2 
(โดยจะทําการศึกษาระดับของ 

IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN
γ 
และ TNF

α
) ดวยวธิ ี

Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) นั้น เน่ืองดวยเครื่องมือ

ดังกลาวยังไมไดดําเนินการซ้ือไวในครอบครองของคณะเวชศาสตรเขตรอน จึง
ตองดําเนินการวิจัยภายใตความอนุเคราะหของบริษัทผูจําหนาย  ซึ่งทางบริษัท
ติดปญหาอุทกภัยทําใหไมสามารถมาบริการไดตามเวลา อีกทั้งสารเคมีก็ตองใช
เวลาในการสั่งซ้ือนานและคางอยูที่หนวยงานรัฐบาลทีต่รวจรับนานกวาจะ
สามารถเบิกมาใชได 

 ดวยปญหาอุทกภัยดังกลาวคอนขางรุนแรงและยืดเย้ือ ทีมผูวิจัยจึงนํางานวิจัยที่
สามารถทําไดในชวงเวลาดังกลาวเพราะผูวิจัยไดเก็บตวัอยางไวบางแลว และ
เปนโครงการที่ยังไมมีทุนวจัิยสนับสนุน มาทําการศึกษาวิจัยแทน โดยใชเงิน
สนับสนุนจากทุนที่ไดรับในครั้งนี้ดําเนินการจนสามารถปดโครงการอ่ืนๆได 3 
โครงการในชวงเวลาการรอการดําเนินการโครงการวิจัยหลัก โดยโครงการทั้ง 3 
โครงการมีดังนี้  

o  การศึกษาผลของสารสกัดจากขาวที่ปนเปอนแคดเมียมตอการยับยัง้
อนุมูลอิสระ (นําเสนองานประชุมวิชาการการประชุมพฤกษศาสตรแหง
ประเทศไทย และดําเนินการสงตีพิมพวารสารตางประเทศ) 
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o การศึกษาผลของกาวไหมตอการชะลอความชรา (ดําเนินการสงตีพิมพ
วารสารตางประเทศ) 

o บทบาทของโปรตีนจากนํ้าลายยุงลาย (เปนโครงการตอเน่ืองจากที่ได
ดําเนินการศึกษาวิจัยและจดสิทธิบตัรรวมกับประเทศฝรั่งเศส และ
ดําเนินการสงตีพิมพวารสารตางประเทศ) 

o ภาวะโรคผิวหนังที่เกิดในชวงอุทกภัยในประเทศไทย ป 2554 
(นําเสนองานประชุมวชิาการสมาคมแพทยผิวหนังแหงประเทศไทย) 

 เน่ืองดวยหัวหนาโครงการไดดําเนินการยายภาควิชา จากภาควิชาสุขวทิยาเขตรอนไป
ภาควิชาจุลชวีวทิยาและอิมมิวโนโลยี ทําใหตองมีการจัดตั้งหองปฏิบัติการวิจัยในครั้งนี้
ใหมและยังตองมีการส่ังซื้อสารเคมี รวมถงึเครื่องมือที่พรอมสําหรับการวิจัยครั้งน้ีใหม จึง
ตองมีการส่ังสารเคมีเบื้องตนเปนจํานวนมาก กอปรกับราคาของสารเคมีที่ซื้อในขณะที่ทํา
การวิจัยเม่ือเปรียบเทยีบกบัราคาที่เสนอไปในชวงแรกของการขอทุนสนับสนุนการวิจัยมี
ราคาเพ่ิมสูงขึน้อยางมาก จึงมีความจําเปนที่ตองกําหนดขอบเขตของการศกึษาวจัิยใหม
อีกคร้ังโดยยึดหลักของหัวขอวิจัยที่สอดคลองกับหัวขอเดิมมากที่สุด ทําใหผูวิจัยตองขอ
ลดการวิจัยในบางสวนออกไป 
 

 
*** ดวยเหตผุลดังกลาวขางตน ทําใหผูวิจัยตองขอขยายระยะเวลาการดําเนินโครงการวิจัย จากชวง
ระยะเวลาการดําเนินการวิจัยที่ไดทําสัญญากับทุน ตัง้แตวันที่ 15 กรกฎาคม 2555 ถึงวนัที่ 14 
กรกฎาคม 2555 ไปเปนสิ้นสุดโครงการวันที่ 14 ธันวาคม 2555 
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แผนการศึกษาวิจัยตอเนื่องจากงานวิจัยครั้งนี้ 
 
 

จากผลการทดลองในครั้งนี้มีหลายๆคําถามที่เกิดขึ้นในระหวางการศึกษาวิจัยทําใหทีมผูวิจัยมี
แผนการสําหรับการศึกษาวิจัยตอเน่ือง เพ่ือใหคําถามตางๆท่ีเกิดขึ้นในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ไดรับ
คําตอบและหวังผลในการพฒันาพ้ืนฐานความรู ความเขาใจในพยาธิกําเนิดของโรคไขเลือดออกน้ัน 
ทีมผูวิจัยมีแผนการศึกษาวจัิยตอเน่ืองดังนี้ : 
  

 ศึกษาหา cytokines ของ T cells อ่ืนๆที่มีความเกี่ยวของกับ cytokines ที่ใชทดลองน้ี 
เพ่ือหาความแตกตางของการแสดงออกที่ชัดเจนขึ้น 

 ศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของ cytokines และสารอ่ืนๆ ในกลุมของ Innate 
immune cells เชน PMN, NK และ NKT cells ที่มีความเก่ียวพันกับความรุนแรงของโรค 
โดยจะมุงเนนที่ไขเลือดออกเปนแมแบบ  

 จากกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาวิจัยนี้เปนกลุมตวัอยางที่เปนโรคตดิตอนําโดยยุง ทีม
ผูวิจัยจึงเล็งเห็นวา นาจะดําเนินการศึกษาหาความสัมพันธระหวางนํ้าลายยุงพาหะกับ
การกระตุน cytokines จากคน  

 ทดลองใช Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad
®
) กับสารอ่ืนๆที่ไดจากยุง

พาหะ เปรียบเทียบในแตละกลุมยุงพาหะท่ีเปน principle vector และ accidental vector 
เพ่ือดูความแตกตางและหาความจําเพาะของโปรตีนหรือสารอ่ืนๆที่มีความสัมพันธ
ระหวางความจําเพาะของยุงพาหะกับจุลชีพ 

 ศึกษาและพัฒนาเครื่องมือตรวจวัดการแสดงออกของ cytokines ที่สามารถใชไดใน
งานวิจัยในภาคสนาม ที่มีประสิทธิภาพที่ดี แตราคาไมสูงมากนัก เพ่ือใหสามารถใชได
จริงในโรงพยาบาลในตางจังหวัด สถานีอนามัย เปนตน 
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PROTEIN EXPRESSION IN THE SALIVARY GLANDS OF 
DENGUE-INFECTED AEDES AEGYPTI MOSQUITOES 

AND BLOOD-FEEDING SUCCESS
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Abstract. Mosquito salivary glands (SG) play an essential role in food digestion 
and pathogen transmission. The function of the salivary components during 
infection is poorly understood. In this study, female Aedes aegypti mosquitoes 
were infected with dengue virus serotype 2 (DENV-2) via an artificial membrane 
feeding apparatus. The mosquito SGs were examined for DENV-2 infection for 
14 days post-infection (dpi). The amount of dengue virus increased throughout 
the 14 dpi. Three different meals were provided for the Ae. aegypti mosquitoes. 
SG protein expression was compared among sugar-fed (SF), blood-fed (BF), and 
dengue-infected blood-fed (DF) mosquitoes using SDS-PAGE coupled with densi-
tometric analysis. The SG of SF mosquitoes had fewer protein bands than those of 
BF and DF mosquitoes. The major SG proteins seen among BF and DF mosquitoes 
had molecular weights of 12-15, 25-30, 35-40, 45-50, 55-60 kDa and 61-67 kDa. We 
compared the SG protein band expression profiles in BF and DF mosquitoes. Two 
bands (35-40 and 61-67 kDa) were expressed more by DF mosquitoes and 3 differ-
ent bands (25-30, 45-50, and 55-60 kDa) were expressed more by BF mosquitoes. 
These SG proteins may have some role in facilitating blood-feeding and dengue 
infection. We speculate these specific SG proteins in dengue-infected mosquitoes 
may increase the chance of blood-feeding and virus transmission by infected mos-
quitoes. These results may be useful for designing additional tools to investigate 
the interaction between Ae. aegypti SG and the dengue virus. 

Keywords: Aedes, blood feeding, dengue, mosquito, protein, salivary gland

INTRODUCTION

Dengue fever is an important mos-
quito-borne disease. The World Health 
Organization has estimated the incidence 
of dengue fever is 50-100 million cases 
annually (WHO, 2007). The dengue virus 
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is transmitted to humans by the bite of 
an infected female Aedes mosquito with 
Aedes aegypti being the principle vector 
for dengue virus (Gubler, 1998). There 
are no currently available commercial 
dengue vaccines or antiviral agents effec-
tive against dengue virus. Understanding 
mosquito-pathogen interactions is essen-
tial to determining how the pathogen de-
velops in the vector prior to transmission. 
This may provide information to help 
develop a vaccine or method to control 
the spread of the disease.

The mosquito salivary gland (SG) 
plays an essential role in food ingestion 
and dengue virus transmission. Mosquito 
saliva contains various anti-hemostatic 
agents, which enable the mosquito to 
feed quickly and efficiently, avoiding the 
defensive response of the host (Beerntsen 
et al, 2000). These molecules are secreted 
in the distal lateral and median lobes 
of the SG (Ribeiro et al, 1984; James and 
Rossignol, 1991; James, 1994). Male mos-
quitoes are incapable of blood-feeding 
due to a lack of these specialized regions, 
consequentially they only feed on nectar. 
Determination of SG proteins among Ae. 
aegypti (Valenzulela et al, 2002; Ribeiro et 
al, 2007; Almeras et al, 2010), Ae. albopictus 
(Arca et al, 2007), Anopheles gambiae (Fran-
cischetti et al, 2002; Arca et al, 2005) and 
Culex pipiens quinquefasciatus (Ribeiro et al, 
2004) mosquitoes has been conducted. In 
a study of SG proteins from female Ae. ae-
gypti (Wasinpiyamongkol et al, 2010) and 
Anopheles barbirostris complex (Jariyapan 
et al, 2010) mosquitoes, the majority of 
SG proteins were found to be involved 
in blood feeding. These anti-hemostatic 
molecules include anti-platelet factors 
(apyrases), the anticoagulant factor Xa 
(Ribeiro et al, 1984; Champagne et al, 
1995; Smartt et al, 1995; Stark and James, 

1998), vasodilators (sialokinins) (Ribeiro, 
1992; Champagne and Ribeiro, 1994), D7 
proteins (James et al, 1991) and a-amylase 
(Grossman and James, 1993). The saliva of 
mosquitoes has also been demonstrated to 
enhance pathogen transmission (Edwards 
et al, 1998; Schneider and Higgs, 2008). 

Previous studies of Leishmania major 
have shown mice injected with the SG 
extract of sand flies and L. major had a 
greater parasite burden than mice injected 
with parasite alone (Titus and Ribeiro, 
1988). Mice experimentally infected with 
West Nile virus through mosquito bite 
had higher viremia levels than those in-
fected without a mosquito bite (Styer et al, 
2011). The features of mosquito saliva that 
might facilitate pathogen transmission 
include vasodilation, inhibition of platelet 
activation and suppression of inflamma-
tion (Champagne et al, 1994, 1995). The 
sequestration of inflammatory mediators, 
such as biogenic amines and leukotrienes, 
is an important function of the abundant 
D7 protein in Ae. aegypti saliva (Calvo et al, 
2006, 2009). Therefore, saliva not only 
facilitates blood-feeding, but also plays 
a vital role in viral infection and trans-
mission. Although, the roles of various 
mosquito SG components in preventing 
vertebrate hemostasis have been relatively 
well-documented, the roles of such com-
pounds in modulating dengue virus infec-
tion and promoting transmission have not 
been clearly described. The aims of this 
study were to evaluate the expression 
of mosquito SG proteins in relationship 
to dengue-infected blood-feeding and 
the effect of SG proteins in dengue virus 
infected female mosquitoes on feeding 
behavior and virus transmission in order 
to better understand the complex role of 
SG protein on blood meals and pathogen 
transmission. 
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MATERIALS AND METHODS

Mosquitoes and dengue virus
Lab raised Aedes aegypti mosquitoes 

were maintained on 10% sugar solution 
at 28ºC, 70-80% relative humidity on 
12:12 hour light:dark photoperiods at 
the Department of Medical Entomology, 
Faculty of Tropical Medicine, Mahidol 
University. Dengue virus serotype 2 
strain 16681(DENV-2-16681) was used for 
the study, obtained from the TROPMED 
Dengue Diagnostic Center (TDC), Faculty 
of Tropical Medicine, Mahidol University, 
Thailand. The concentration of virus used 
in this study was approximately 1.7x107 
PFU/ml.
Mosquito infection

Five to 7 day-old adult female mos-
quitoes were orally infected with dengue 
virus via an artificial membrane feeding 
apparatus (Ward et al, 1978). Mosquitoes 
were divided into three treatment groups: 
1) those fed on 10% sugar solution (SF); 
2) those fed on defibrinated human blood 
(BF); 3) those fed on defibrinated human 
blood with dengue virus (DF). Engorged 
mosquitoes were collected from each 
group 1 day post-infection (dpi), 3 dpi, 5 
dpi, 9 dpi and 14 dpi. 
Salivary gland dissection and preparation

Mosquito SG tissue samples were 
dissected in a drop of cold sterile PBS (pH 
7.4); the tissue was washed three times 
with sterile PBS. The SG samples were 
then homogenized with a pellet pestle 
and centrifuged at 14,000 rpm for 45 
minutes at 4ºC and then the supernatant 
was collected. The concentrations of SG 
proteins and RNA supernatant were then 
determined using a Nanodrop ND-1000, 
version 3.3.1 (Thermo Scientific, Hamton, 
NH). The SG supernatant was stored at 
-80ºC until used.

Dengue viral detection
RNA was extracted from mosquito 

SG at each time-point using a QIAamp 
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valen-
cia, CA) following the manufacturer’s 
instructions. The presence of dengue 
viral RNA was determined using reverse 
transcriptase-PCR (RT-PCR) as described 
by Lanciotti et al (1992). RT-PCR was car-
ried out on 0.5 µg of SG RNA using a On-
estep RT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) following the manufacturer’s pro-
tocol. The following primers were used: 
DENV-2_F: 5’-CAATATGCTGAAAC-
GCGCGAGAAACCG-3’, DENV-2_R: 
5’-CCACAAGGGCCATGAACAG-3’, and 
ribosomal protein S7, rpS7_F: 5’ TCAGT-
GTACAAGAAGCTGACCGGA-3’, and 
rpS7_R: 5’-AACGATGCAGCACAAA-
GATG-3’, was used as an internal control. 
The RT-PCR products were detected by 
gel electrophoresis with ethidium bro-
mide staining. The gel was digitized us-
ing the Gene Genius Gel documentation 
system with Gene Snap software (Syngene 
Laboratories, Cambridge, UK) for ultra-
violet visualization.
Characterization of SG protein profiles

The SG proteins were separated using 
SDS-PAGE with a discontinuous system 
as described by Laemmli (1970) with some 
modifications. Determination of SG pro-
teins in BF and DF mosquitoes was con-
ducted in triplicate. Twenty micrograms 
of SG protein per lane was mixed in a 1:1 
ratio (v/v) with 2% sodium dodecyl sulfate 
(SDS) gel loading buffer [50 mM Tris-HCl 
(pH 6.8), 100 mM DTT, 2% (w/v) SDS, 10% 
b-mercaptoethanol, 0.1% (w/v) bromo-
phenol blue and 10% (v/v) glycerol]. The 
mixture was heated to 100ºC for 3 minutes 
in a hot well and then loaded into wells 
with 12% acrylamide gel (40 µl/well). The 
electrophoresis was conducted at 110 V, 
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300 mA for 45 minutes. After electropho-
resis, the SG proteins were detected with 
0.2% Coomassie® brilliant blue stain. The 
molecular weights of the SG proteins were 
determined by comparing the relative 
electrophoretic mobility of an unknown 
component with standard protein markers 
(Bio-Rad, Hercules, CA). Digital images 
of protein bands were captured at 600 
dpi using a color scanner (SPEC). A linear 
relationship was obtained by plotting the 
relative mobility of the protein markers 
against the logarithmic values for their 
molecular weight. The density of band 
expression was determined using Gene-
tools version 4.0 (Syngene Laboratories, 
Cambridge, UK).

Statistical analysis
SPSS version 13.0 (SPSS, Chicago, IL) 

was used to compare the expressions of 
the DENV bands at each time-point and to 
compare the SG protein bands between BF 
and DF mosquitoes. Differences between 
BF and DF mosquito SG protein bands 
were analyzed using a standard t-test to 
determine statistical significance. Statisti-
cal significance was set at p ≤ 0.01.

RESULTS

DENV-2 replication among the female Ae. 
aegypti salivary glands (SG)

The DENV-2 replication in the mos-
quito SG increased slowly during the 

Table 1
Aedes aegypti mosquito salivary gland proteins.

Proteins Molecular weight References

Apyrase (Aed a 1) 62-68 kDa Ribeiro et al, 1984; 
  Smartt et al, 1995;
  Champagne et al, 1995;
  Peng et al, 2001
Anticoagulant-factor Xa 54 kDa Stark and James, 1998
Salivary serpin putative anticoagulant 47-50 kDa Orlandi-Pradines et al, 2007;
  Almeras et al, 2010
Aed a X1, Aed a X2 37-44 kDa Peng et al, 1998, 1999
Female-specific protein, D7 (Aed a 2) 36-39 kDa James et al, 1991;
  Peng et al, 1998;
  Almeras et al, 2010
Aed a 3, Putative 30 kDa allergen-like protein 23-30 kDa Xu et al, 1998;
  Simons and Peng, 2001;
  Ribeiro et al, 2007;
  Orlandi-Pradines et al, 2007;
  Almeras et al, 2010
Adenosine deaminase 53-59 kDa Ribeiro et al, 2001;
  Almeras et al, 2010
Angiopoietins-like protein 23-30 kDa Hackett et al, 2000;
  Valenzuela et al, 2002
Antigen-5 protein family 23-30 kDa Schreiber et al, 1997
Vasodilator sialokinins 1.4 kDa Beerntsen et al,1999;
  Ribeiro, 1992
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Fig 1–Number of DENV-2 viruses in salivary glands of Ae. aegypti 
by day post-infection.

Fig 3–Intensity of female Ae. aegypti salivary gland proteins 14 
days post-infection

Fig 2–Electrophoresis of salivary gland proteins among A) 
sugar-fed, B) blood-fed, and C) DENV-2 infected blood-
fed female Ae. aegypti mosquitoes 14 days post-infection.

first 3 dpi, then increased 
rapidly until it reached a 
peak 14 dpi (Fig 1). 
Salivary gland protein 
profiles

We observed consid-
erable variation in protein 
profiles by meal type; the 
bands ranged in molecular 
weight from 12 kDa to 
>170 kDa (Fig 2). At 14 dpi 
9 SG protein bands were 
observed with molecular 
weights of 12-15, 25-30, 
35-40, 45-50, 55-60, and 61-
67 kDa. Most of the bands 
were found in the BF and 
DF groups, with fewer 
protein bands seen in the 
SF group (Fig 2).

T h e  d e n s i t i e s  o f 
band expression of 5 of 
the 9 SG protein bands 
(25-30, 35-40, 45-50, 55-
60 kDa and 61-67 kDa) 
were significantly differ-
ent between DF and BF 
mosquitoes (Fig 3), ie, 
two protein bands (35-40 
and 61-67 kDa) were ex-
pressed in a significantly 
higher amount (p ≤ 0.01) 
among DF mosquitoes, 
while three protein bands 
(25-30 kDa, 45-50 kDa and 
55-60 kDa) were expressed 
in a significantly higher 
amount (p ≤ 0.01) among 
BF mosquitoes. The other 
4 SG protein bands (12-
15, 25-30, and 35-40 kDa) 
exhibited similar expres-
sions in both DF and BF 
mosquitoes (p > 0.01). 
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Some proteins were expressed to a greater 
extent among DF mosquitoes and some 
were expressed to a greater extent among 
BF mosquitoes and some by both groups 
(Fig 3).

DISCUSSION

Once a mosquito is infected with an 
arbovirus, it is capable of transmitting that 
virus for the rest of its life. The concentra-
tion of dengue virus in the SG gradually 
increased throughout the study. These 
findings suggest Ae. aegypti is a remark-
ably competent vector (Armstrong and 
Rico-Hesse, 2003; Salazar et al, 2007). A 
previous study using fluorescence stain-
ing demonstrated DENV-2 reached a 
maximum concentration by 14 dpi (Watt 
et al, 1987). The time from when the mos-
quito becomes infected with dengue virus 
until transmission is 7-14 dpi, called the 
extrinsic incubation period (EPI) (Salazar 
et al, 2007). Thus, the first 14 dpi are a good 
time to investigate changes in mosquito 
SG proteins during infection (Salazar et 
al, 2007; Zhang et al, 2010). The present 
study supports previous reports that Ae-
des mosquito SG are susceptible to dengue 
infection and transmission (Salazar et al, 
2007). Understanding SG infection with 
dengue virus and how replication facili-
tates dissemination can aid in a greater 
understanding of vector-virus interactions 
on dengue transmission. 
Salivary gland proteins by meal type

A previous study showed mosquito 
SG are comprised of fewer than 20 protein 
bands, as demonstrated by a SDS PAGE 
(Racioppi and Spielman, 1987). In the 
present study, SF mosquitoes had fewer 
protein bands than BF and DF mosquitoes. 
The major SG proteins seen in BF and DF 
mosquitoes had molecular weights in the 
ranges of 12-15, 25-30, 35-40, 45-50, 55-60 

and 61-67 kDa (Fig 2). Two bands (35-40 
and 61-67 kDa) were expressed more by 
DF mosquitoes and three bands (25-30, 
45-50, and 55-60 kDa) were expressed 
more by BF mosquitoes (Fig 3).  Compar-
ing the effects of the blood meal on SG 
protein expression revealed the protein 
band density among SF mosquitoes was 
different than that in BF mosquitoes. Our 
observations are similar to a previous 
study comparing differences in SG protein 
expression between sugar- and blood-fed 
female Ae. aegypti mosquitoes (Wasin-
piyamongkol et al, 2010) who found those 
SG proteins up-regulated in SF mosqui-
toes tended to be housekeeping proteins, 
those related to energy metabolism (Das 
et al, 2010); whereas, the SG proteins up-
regulated in BF mosquitoes were proteins 
that facilitated the blood-feeding process. 
Our study found the SG of BF and DF 
mosquitoes expressed different levels of 
some proteins after blood feeding than SF 
mosquitoes. 

Several authors have studied the 
proteins from the SG of Ae. aegypti; Va-
lenzuela et al (2002) identified 10 amino-
terminal sequences obtained by Edman 
degradation with 1D SDS-PAGE from SG 
proteins. Ribeiro et al (2007) succeeded 
in identifying 24 SG proteins using 2D 
gel electrophoresis. The majority of SG 
proteins related to blood feeding in Ae. 
aegypti have been classified according to 
their known or predicted cellular loca-
tion, biological function or allergenicity 
using proteomic approaches (Valenzulela 
et al, 2002; Ribeiro et al, 2007; Orlandi-
Pradines et al, 2007; Almeras et al, 2010; 
Wasinpiyamongkol et al, 2010). These 
include the D7 family, salivary serpin anti-
coagulant, salivary apyrase, angiopoietin, 
antigen-5 protein, adenosine deaminase 
and certain salivary allergens (Table 1). 
However, there has been little work on 
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the role of SG proteins in Ae. aegypti mos-
quitoes infected with dengue virus. 

In our study expression of some SG 
proteins in DF and BF mosquitoes was 
different. This suggests dengue infection 
induces expression of specific proteins 
and normal blood-feeding induces ex-
pression of different proteins. A previous 
study suggested this difference in protein 
expression may be an extensive process 
and there may be post-translational 
modifications of protein among infected 
mosquitoes (Choumet et al, 2007). Many 
studies support the hypothesis the pres-
ence of pathogens in mosquito SG not 
only induces modifications in saliva com-
position but also induces modifications 
in insect behavior (Rossignal et al, 1984; 
Garcia et al, 1994; Mourya et al, 2003; Luz 
et al, 2011).

The behavior of insect vectors may 
be affected by infection with viruses, 
parasites (Grimstad et al, 1980; Rowland 
and Lindsay, 1986) or symbionts (Evans 
et al, 2009; Moreira et al, 2009). There is 
evidence the dengue virus can alter the 
behavior of Ae. aegypti mosquitoes. For ex-
ample, dengue-infected mosquitoes spend 
a longer time feeding than non-infected 
mosquitoes (Platt et al, 1997). Ae. aegypti 
female mosquitoes experimentally-in-
fected with dengue virus have increased 
locomotor activity, which can increase 
their chances of finding a suitable host and 
their biting rate (Lima-Camara et al, 2011). 
Previous studies found viral infection 
may only affect behavior if certain organs 
are infected (Platt et al, 1997). Pathogens 
must travel from the insect’s midgut epi-
thelial cells into the lymph, and then to 
other organs to ultimately reach the SG. 
Ae. aegypti SG may play a major role in 
dengue virus transmission and express a 
variety of bioactive components in saliva 
that facilitate blood-feeding by inhibiting 

hemostatic activity. We hypothesized SG 
proteins expressed among infected female 
mosquitoes may affect blood-feeding 
behavior and enhance virus transmis-
sion. We investigated some of these SG 
proteins by looking at how they influence 
mosquito feeding and probing behavior. 
Our observations were performed 14 dpi, 
a time corresponding to a late stage in SG 
infection when the dengue virus should 
be at a high concentration (Fig 1).

To identify SG proteins with signifi-
cantly-altered expression in DF mosqui-
toes, we made predictions based on previ-
ously identified SG proteins isolated with 
a SDS-PAGE that yielded amino-terminal 
sequencing with Edman’s degradation 
(Valenzuela et al, 2002). Our predictions 
were based on previously described pro-
teins identified by proteomic approaches 
(Valenzuela et al, 2002; Orlandi-Pradines 
et al, 2007; Ribeiro et al, 2007; Almeras 
et al, 2010).

Five SG protein bands were selected 
based on their predicted involvement in 
the anti-hemostatic process, being major 
Ae. aegypti SG secretory proteins. Of the 
three SG-protein bands with less expres-
sion among DF than BF mosquitoes, the 
first SG protein band (25-30 kDa) was 
believed to be a salivary allergen (Si-
mons and Peng, 2001), a member of the 
aegyptin family (Ribeiro et al, 2007), part 
of the antigen-5 family (Schreiber et al, 
1997), or an angiopoietin (Hackett et al, 
2000; Valenzuela et al, 2002). The func-
tion of these SG proteins is unclear, thus 
we cannot anticipate the consequences of 
altering their expression during dengue 
infection and the blood-feeding process. 
The second band (45-50 kDa) is similar 
to salivary serpin putatively associated 
with the salivary factor Xa-directed an-
ticlotting of Ae. aegypti (Stark and James, 
1998). The last band (55-60 kDa) may be 
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the previously described salivary ad-
enosine deaminase (ADA) (Ribeiro et al, 
2001). Adenosine deaminase hydrolyzes 
adenosine to make inosine and ammonia; 
removal of adenosine may inhibit platelet 
aggregation and mast cell degranulation. 
Inosine interferes with host coagulation 
at the bite site to inhibit the production of 
inflammatory cytokines. These processes 
may facilitate blood feeding (Hasko et al, 
2000; Ribeiro et al, 2001; Valenzuela et al, 
2002). The SG protein bands expressed in 
smaller amounts among DF mosquitoes 
(25-30, 45-50 and 55-60 kDa) may be four 
proteins. These include the 30 kDa sali-
vary protein allergen, the antigen-5 family, 
the salivary factor Xa-directed anticlotting 
and adenosine deaminase (Table 1). The 
present study suggests the expressed SG 
proteins are likely to play a role, either 
directly or indirectly, in the feeding pro-
cess. These proteins have been found to 
be significantly regulated by blood feed-
ing by Ae. aegypti mosquitoes (Das et al, 
2010; Wasinpiyamongkol et al, 2010). It is 
possible that the expression of these SG 
proteins is related to blood feeding.  

Two SG protein bands were highly 
expressed among DF mosquitoes. A 35-
40 kDa band had a strong similarity to 
the D7 protein family (James et al, 1991). 
D7-protein, a major SG secretory protein 
identified in Ae. aegypti mosquitoes, ex-
ists in two forms. The long form (~30-35 
kDa) is found exclusively in mosquitoes 
(James et al, 1991). The D7 protein is 
expressed predominantly in the SG of 
adult female mosquitoes, especially in 
the distal-lateral and median lobes (Su-
wan et al, 2002). The D7 protein has been 
shown to bind to biogenic amines, which 
may antagonize vasoconstriction, plate-
let aggregation and pain during feeding 
(Calvo et al, 2006). This protein may act 
as an anti-hemostatic factor (Arca et al, 

2007). Its sequestration by D7 proteins 
could antagonize these host defense func-
tions, thus promoting blood acquisition 
and pathogen transmission (Calvo et al, 
2006). Another 61-67 kDa band could be a 
salivary apyrase (Champagne et al, 1995). 
Salivary apyrases in Ae. aegypti mosqui-
toes are members of a protein family that 
includes 5’ nucleotidases (Champagne et 
al, 1995), which are expressed specifically 
in the distal-lateral and median lobes of 
SG mosquitoes (Ribeiro et al, 1984; Smartt 
et al, 1995). Salivary apyrase is known 
to facilitate blood-feeding by inhibiting 
platelet aggregation (Champagne et al, 
1995). The level of apyrase activity is cor-
related with the length of probing time 
during feeding, suggesting the enzyme 
facilitates the speed of locating blood 
(Ribeiro, 1987). Salivary apyrase is known 
to have anti-inflammatory and vasodila-
tory activity while the D7 family proteins 
show anti-platelet activity (James et al, 
1991; Champagne et al, 1995). Higher 
levels of these proteins may result in an 
increase in mosquito blood-feeding capac-
ity. A previous study revealed that aber-
rant feeding behavior manifested after 
increased probing resulting in reduced 
feeding. Reduced feeding was reported 
for Ae. triseriatus mosquitoes orally-
infected with Lacrosse virus (Grimstad 
et al, 1980) and in Ae. aegypti mosquitoes 
parenterally-infected with Semliki Forest 
virus (Mims et al, 1966). The dengue virus 
may stimulate over-expression of certain 
SG proteins among Aedes mosquitoes, 
modifying their behavior to enhance 
virus transmission. Our study provides 
a better understanding of the relation-
ship between SG proteins expressed in 
dengue infected mosquitoes and changes 
in blood-feeding behavior. We speculate 
the specific SG proteins found in dengue-
infected female mosquitoes may increase 
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blood-feeding and virus transmission by 
infected mosquitoes.
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