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มีการประมาณการวาหนึ่งในสามของประชากรโลกติดเชื้อวัณโรคแบบแอบแฝง หรือเรยีกวา 
Latent Tuberculosis infection (LTBI)  ปจจบัุนยังไมมีตัวบงชี้ทางชีวภาพที่สามารถบอกถึงสภาวะ
ปราศจากเชือ้ของผูปวยภายหลังการรักษาได คณะผูวจิัยจึงมีวัตถุประสงคในการศึกษาและวเิคราะหหา
ตัวชี้วัดสภาวะปราศจากเชือ้ (clearance stage) จากเซลลภายหลังการใชยาตานเช้ือกอวณัโรค โดยใช 
แมคโครฟาจท่ีติดเชือ้ Mycobacterium tuberculosis (MTB) เปนตนแบบ แลวเปรียบเทียบโปรตีนที่ถูก
สรางขึ้นในระยะติดเชือ้กับสภาวะปราศจากเชื้อ ดวยวิธตีัดโปรตีนดวยเอ็นไซม trypsin ในเจล (in-gel 
tryptic digestion) ตอดวยการทํา liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC MS/MS) 
โดยนําโปรตีนรวมนอกเซลล (จากน้ําเลี้ยงเซลล) และ โปรตีนรวมในเซลล (องคประกอบในเซลลจากการ
ทําใหแตกแลว) โดยใชเซลลแมคโครฟาจชนิด THP-1 (จํานวน 3 x 106 เซลล) ที่ติดเชือ้วัณโรคสายพันธุ 
H37Rv ดวยอัตราสวนระหวางเชื้อและเซลล 1:1 ซึ่งเชื้อในเซลลถูกฆาดวยยาสัดสวน isoniazid 3 
ไมโครกรัม และ ยา rifampicin 9 ไมโครกรัม จากน้ันโปรตีนรวมจึงถูกเก็บมาวเิคราะหในวันท่ี 1 (สภาวะ
ติดเชือ้) และวนัท่ี 5 หลังจากเติมยาแลว (สภาวะปราศจากเชือ้) โดยสภาวะปราศจากเชื้อวัดจากการไมพบ 
MTB ในเซลลแมคโครฟาจ จากนั้นจึงเตรียมโปรตีนท่ีสกัดไดเพือ่วิเคราะหดวย LC MS/MS ผลการศึกษา
พบวามีชนิดของโปรตีนภายในเซลลจากการทดลอง 3 ซํ้า และอีก 1 ตวัอยางโปรตีนรวมจากสามซํ้าของ
การทดลองรวมกันที่แตกตางกันระหวางสภาวะติดเชื้อและปราศจากเช้ือ ในสวนภายในเซลล จํานวน 
5,142 ชนิด  และภายนอกเซลลจํานวน 2,680 ชนิด  โดยมีโปรตนีท่ีพบเฉพาะสภาวะติดเชื้อ (ไมพบใน
สภาวะปราศจากเชื้อ) อยางนอย 2 ใน 4 ซํ้า จากภายนอกเซลล 4 ชนิด และภายในเซลลจํานวน 18 ชนิด 
และมีโปรตีนท่ีพบเฉพาะสภาวะปราศจากเชื้อ (ไมพบในสภาวะติดเชื้อ) อยางนอย 2 ใน 4 ซํ้า  จาก
ภายนอกเซลลจํานวน 9 ชนิด  และภายในเซลล 12 ชนิด โดย CAECAM18 และ ras GTPase เปน
โปรตีนท่ีมีแนวโนมที่ดีในการใชเปนตัวบงชี้สภาวะปราศจากเช้ือวัณโรค เนือ่งจากพบซ้ําๆ ในการทดลอง
พบปริมาณสูง และเปนโปรตีนท่ีมีมีหนาท่ีสัมพันธกับการติดเช้ือวณัโรค โปรตีนเหลาน้ีอาจจะสามารถ
นํามาเปนตัวชี้วัดสภาวะปราศจากเชื้อวณัโรคภายหลังจากการรักษาได 
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One-third of the world population was infected with Mycobacterium tuberculosis (MTB) and was 
defined as latent tuberculosis infection (LTBI). So far, no biomarker for determining the clearance 
stage of MTB infection after treatment. We aim to analyze the potential biomarkers indicating the 
clearance stage of MTB infection by using macrophage infection model. Comparative proteomic 
analysis between MTB infection stage and clearance stage were performed by using in-gel tryptic 
digestion followed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (GeLC MS/MS). 
Extracellular (culture supernatant) and intracellular (cell lysate) proteomes from activated THP-1 
macrophages (3 x 106 cells) infected with MTB H37Rv strain (MOI = 1) and treated with 3 μg of 
isoniazid and 9 μg of rifampicin for 1 day (infection stage) and 5 days (clearance stage) post 
infection were extracted, processed for GeLC MS/MS. Clearance stage was defined as the 
condition with no viable MTB from infected macrophages. Three different proteomes from 3 
independent experiments and one pooled sample from those were analyzed. There were overall 
5,142 and 2,680 protein elements were found in intracellular and extracellular proteome, 
respectively, in at least one experiment from all independent experiments. There were 4 
extracellular and 18 intracellular that uniquely found in the infection stage (at least 2 in 4 replica 
experiments) and were not found in non-infection control conditions. There were 9 extracellular 
and 12 intracellular proteins in the clearance stage. CAECAM18 and ras GTPase were promising 
to use as MTB clearance biomarker due to their consistent results from independent 
experiments, presence with high quantity and the associated function to MTB infection. These 
proteins were the potential biomarkers to indicate the clearance stage of MTB infection after anti-
tuberculous treatment. 
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