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กิตติกรรมประกาศ 
 

คณะผู้วจิยัจากจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยัขอขอบพระคุณส านักงานพฒันาวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งชาต ิ
(สวทช.) ส าหรบัทุนวจิยัในการท าโครงการวจิยัครัง้นี้ใหส้ าเรจ็ลุล่วงไปได้ดว้ยด ีขอขอบพระคุณนายสตัวแพทย ์เจา้หน้าที่
สาธารณสุข รวมถึงชาวบ้านในพื้นที่จงัหวดัน่าน ส าหรบัความช่วยเหลอืในการเกบ็ตวัอย่าง และการประสานงานตลอด
ระยะเวลาของการท าโครงการวจิยัครัง้นี้ คณะผูว้จิยัมคีวามซาบซึง้ในความช่วยเหลอืในครัง้นี้เป็นอย่างยิง่ ขอขอบพระคุณ
อาจารย์ นิสติ และเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบตัิการของภาควิชาจุลววีวทิยา คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
ส าหรบัขอ้แนะน า และความช่วยเหลอืในการเกบ็ตวัอย่าง ขอขอบพระคุณอาจารย์วรรณพร วุฒเิอกอนันต์ และเจา้หน้าที ่
แห่งหน่วยวจิยัโรคเขตรอ้นมหดิล-อ๊อกฟอรด์ คณะเวชศาสตรเ์ขตรอ้น มหาวทิยาลยัมหดิล ส าหรบัองคค์วามรูใ้นการเพาะ
แยกเชือ้ และการตรวจเชือ้เลปโตสไปรา 
 คณะผู้วจิยัหวงัเป็นอย่างยิง่ว่าความรูท้ีไ่ดจ้ากการวจิยัครัง้นี้จะเป็นประโยชน์อย่างยิง่ในแง่ของขอ้มูลทางระบาด
วทิยาของโรคเลปโตสไปโรสสิ เพื่อน าไปสูก่ารควบคุม และป้องกนัโรคนี้ไดใ้นอนาคต 
   

ทมีวจิยัคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล ขอแสดงความขอบคุณสถาบนัวจิยัระบบสาธารณสุขที่ใหทุ้น
สนบัสนุนโครงการวจิยั และทมีวจิยัขอแสดงความขอบคุณผูใ้หค้วามช่วยเหลอืในสว่นของการลงพื้นทีเ่พื่อตดิตามผูป่้วยโรค
ฉี่หนูและเกบ็ตวัอย่างจากผูป่้วย สตัว ์และสิง่แวดลอ้มในเขตจงัหวดัน่าน โดยมรีายนามดงัต่อไปนี้  

คุณคนึง ค ารงัส ีเจา้หน้าทีร่ะบาดวทิยา ส านกังานสาธารณสขุจงัหวดัน่าน ผูใ้หข้อ้มลูผูป่้วยในพืน้ที ่ 
นายแพทยด์เิรก สุดแดน ผู้อ านวยการโรงพยาบาลท่าวงัผาและคุณนภาภรณ์ ฝายนันทะ หวัหน้าหอ้งปฏบิตักิาร

โรงพยาบาลท่าวงัผา นายจรญู ดวงธแิละทมีหอ้งปฏบิตักิารโรงพยาบาลท่าวงัผา ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ทีข่อง
อ าเภอท่าวงัผา  

นายวนิัย พุฒป้ี  ผูอ้ านวยการโรงพยาบาลสง่เสรมิสขุภาพต าบล (รพ.สต.) บา้นสบขุน่ ต าบลป่าคา อ าเภอท่าวงัผา 
และเจา้หน้าทีป่ระจ า รพ.สต. บา้นสบขุน่ ทมีอาสาสมคัรสาธารณสุขประจ าหมู่บา้น (อสม.) และชาวบา้นหมู่บา้นสบขุน่ ผูใ้ห้
ขอ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ทีศ่กึษา ณ บา้นสบขุน่ ต าบลป่าคา อ าเภอท่าวงัผา  

นายสวุทิย ์ไชยวโิน นกัวชิาการสาธารณสขุช านาญการ สาธารณสุขอ าเภอ (สสอ.) เชยีงกลาง ผูป้ระสานงานกลาง 
อ. เชยีงกลาง  นายวรกรณ์ เขือ่นธนะ ผูอ้ านวยการ รพ.สต. เชยีงคาน ทมีเจา้หน้าทีป่ระจ า รพ.สต. เชยีงคาน และทมี อสม. 
ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่อ. เชยีงกลาง  

นายพเิชยีร บุดแกร สสอ. เมอืงน่าน ผูป้ระสานงานกลาง อ. เมอืงน่าน นายพรีะวฒัน์ บุญเทพ เจา้หน้าที่ประจ า 
รพ.สต. ผาสงิห์ ผูใ้ห้ขอ้มูลและช่วยเหลอืในการลงพื้นที่ ต. ผาสงิห์ นางพรพมิล ร้านชติวงศ์ และ นางดวงสมร วงศฉ์ายา 
เจา้หน้าทีป่ระจ า รพ.สต. ถมืตอง และทมี ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่ต. ถมืตอง 
นายวเิชยีร อนิต๊ะ เจา้หน้าทีป่ระจ า รพ.สต. ไชยสถาน ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่ต. ไชยสถาน 

นายสงกรานต์ เสนนันตา สสอ. ภูเพยีง ผูป้ระสานงานกลาง อ. ภูเพยีง นางศุภลกัษณ์ เสนนันตา และนายสวาท 
มานนั เจา้หน้าทีป่ระจ า รพ.สต. นาปัง ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่ต. นาปัง อ. ภูเพยีง 

นายบรรจง จนัทรอ์นิทร ์สสอ. เวยีงสา ผูป้ระสานงานกลาง อ. เวยีงสา นายสมคดิ พมิพบุตร เจา้หน้าทีป่ระจ า รพ.
สต. บา้นนาเคยีน ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่ต. จอมจนัทรเ์หนือ อ. เวยีงสา 
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นางสาวบุณยวรี ์กาวนุี พยาบาลวชิาชพี โรงพยาบาลนาหมื่น ผูป้ระสานงานกลาง อ. นาหมื่น และเป็นผูใ้หข้อ้มูล
และช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่ต. บ่อแกว้ นางสาวนฤมล ธุปะละ เจา้พนักงานทนัตสาธารณสุขช านาญงาน รพ.สต. ปิงหลวง 
ผูใ้หข้อ้มลูและช่วยเหลอืในการลงพืน้ที ่ต. ปิงหลวง 
และขอขอบคุณผูป่้วยโรคฉี่หนูทุกท่านทีใ่หข้อ้มลูแก่โครงการ  

นอกจากน้ีทมีวจิยัขอขอบคุณผูใ้หค้วามช่วยเหลอืการตรวจวเิคราะหท์างหอ้งปฏบิตักิาร โดยมรีายนามดงัต่อไปนี้  
นางวรรณพร วุฒิเอกอนันต์ นักวิจยัอาวุโส และเจ้าหน้าที่ประจ าห้องปฏิบัติการหน่วยวิจยั Mahidol-Oxford 

Research Unit (MORU) ผูท้ีใ่หค้ าแนะน าและความช่วยเหลอืเรื่องการเพาะแยกเชือ้เลปโตสไปรา  
ดร. จนัจริา ไทยผดุงพานิช นักวจิยัอาวุโส หน่วยวจิยั Mahidol-Oxford Research Unit (MORU) ผูท้ีใ่หค้ าแนะน า

และความช่วยเหลอืเรื่องเทคนิคการจ าแนกสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราดว้ยวธิ ีMLST 
สตัวแพทยห์ญงิ ดร. ดวงใจ สวุรรณ์เจรญิ หวัหน้าศนูยเ์ลปโตสไปโรสสิ สถาบนัสขุภาพสตัวแ์ห่งชาต ิและเจา้หน้าที่

ประจ าศนูยเ์ลปโตสไปโรสสิ ผูใ้หค้วามช่วยเหลอืในการตรวจวเิคราะหท์างหอ้งปฏบิตักิารดว้ยวธิ ีMAT 
รองศาสตราจารย์ ดร. รศนา วงศ์รตันชีวิน อาจารย์ประจ าภาควิขาขีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย 

ขอนแก่น และนายจ ารสั แกว้แรมเรอืน นกัวจิยั ศนูยว์จิยัโรคเมลอิอยโดสสิ คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น ผูใ้ห้
ความช่วยเหลอืในการทดสอบความรุนแรงของเชือ้เลปโตสไปราในหนูแฮมสเตอร์ 
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บทคดัย่อ 
  

 โรคฉี่หนู หรอื “leptospirosis” เป็นโรคติดต่อจากสตัว์สู่คนที่ส าคญั ซึ่งพบการระบาดของโรคได้ในหลายประเทศทัว่โลก
รวมทัง้ประเทศไทย การระบาดทีเ่กดิขึน้ในแต่ละประเทศและแต่ละพืน้ทีม่คีวามแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิดของเชือ้ทีพ่บและ แหล่งรงั
โรค (reservoir host) ประจ าทอ้งถิน่นัน้  ๆดงันัน้ขอ้มลูความเชื่อมโยง ของเชือ้ทีพ่บในแหล่งรงัโรคในพืน้ทีท่ีพ่บการระบาดของโรค จงึ
เป็นขอ้มูลพืน้ฐานที่ส าคญัและจ าเป็นในการน าไปใชป้ระกอบกบัขอ้มูลการศกึษาของเชื้อที่ไดจ้ากคน สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มในพื้นที่
เดยีวกนัเพื่อท าความเขา้ใจวงจรการตดิต่อของโรคและเขา้ใจปฏสิมัพนัธ ์(interaction) ระหว่างเชือ้กบัคน สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้ม ให้ดี
ยิง่ขึน้ ตามแนวทางการแกปั้ญหาแบบสขุภาพหนึ่งเดยีว (One Health approach)  
 ดว้ยเหตุนี้กลุ่มวจิยัจงึเสนอแนวทางการวจิยัทีม่วีตัถุประสงคเ์พื่อ ศกึษาความสมัพนัธท์างสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไป
รา ทีแ่ยกไดจ้ากผู้ป่วย ปศุสตัว ์สตัวเ์ลี้ยง สตัวใ์นธรรมชาต ิและสิง่แวดลอ้มในเขตจงัหวดัน่าน ซึ่งเป็นพืน้ทีท่ีพ่บโรคฉี่หนู
เป็นประจ า โดยเป็นการค้นหาตัวเชื้อเลปโตสไปรา ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ รวมถึงสตัว์เลี้ยงของผู้ป่วย ปศุสตัว์ สตัว์ป่า และ
สิง่แวดล้อมที่อยู่ในพื้นที่เดียวกันกับผู้ป่วย  และท าการส ารวจหาตัวเชื้อ ในสตัว์เลี้ยง ปศุสตัว์ สตัว์ในธรรมชาติ และ
สิง่แวดล้อม ในพื้นที่เป้าหมายอย่างต่อเนื่องเป็นประจ าตลอดระยะเวลาการศึกษา 2 ปี โดยตัวอย่างตรวจจะถูกท าการ
วนิิจฉยัโดยวธิกีารเพาะแยกเชือ้และPCR  ตวัอย่างซรีัม่จะถูกตรวจดว้ยวธิ ีMAT และ immunoblotting เพื่อตรวจหา serovar  
เชือ้เลปโตสไปราทีเ่พาะแยกไดจ้ะน ามาท าการศกึษา genome fingerprint ของเชือ้ดว้ยวธิ ีMLST และ PFGE ผลการศกึษาพบว่า
ในพื้นที่จงัหวดัน่านซึง่เป็นพื้นที่ทีม่กีารระบาดของโรคเลปโตสไปโรสิสมคีวามหลากหลายของสายพนัธเ์ชื้อเลปโตสไปรา 
โดยพบสายพนัธ์ของเชื้อเลปโตสไปราที่สามารถระบุชนิดไดห้ลกัๆ ได้แก่ L. interrogans, L. weilii, L. kmetyi ซึ่งทัง้หมด
เป็น pathogenic Leptospira จากขอ้มลูของตน้ไมไ้ฟโลเจเนตกิพบความสมัพนัธข์องสายววิฒันาการของเชือ้เลปโตสไปราที่
แยกได้จากคนและหนู แต่พบว่าจากขอ้มูลของ MLST พบว่าเชือ้ที่แยกได้จากคน, สตัว ์และสิง่แวดล้อม มตี้นก าเนิดหรอื
ทีม่า (Clone) ทีแ่ตกต่างกนัซึง่สอดคลอ้งกบัรปูแบบของ PFGE ทีแ่ตกต่างกนั นอกจากนี้ผูว้จิยัท าการศกึษาถงึลกัษณะของ
การตดิเชือ้และการตอบสนองทางภูมคิุม้กนัต่อเชือ้เลปโตสไปราในสกุรและววั  โดยท าการ inoculate สตัวด์ว้ยเชือ้เลปโตส
ไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศไทย เพื่อศกึษาธรรมชาตขิองการตดิเชือ้ พยาธวิทิยาจากการตดิเชื้อ และความสามารถ
ของสุกรและววัในการปล่อยเชือ้เลปโตสไปรา รวมถงึรปูแบบทางซรีัม่วทิยาของการตอบสนองทางภูมคิุม้กนัในสุกรและววัที่
ตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วย เพื่อทีจ่ะท าใหท้ราบถงึความสามารถในการเป็นแหล่งรงัโรคของเชือ้เลปโตสไปรา ที่
ก่อโรคในคน  ระยะเวลาและปรมิาณในการปล่อยเชือ้  การตอบสนองของระบบภูมคิุม้กนัหลงัการตดิเชือ้ ผลการทดสอบใน
สกุรพบสตัวท์ดลองมกีารตอบสนองทางซรีัม่วทิยาหลงัไดร้บัเชือ้ แต่ไม่พบตวัเชือ้ในตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะ รวมถงึไม่พบ
ตวัเชือ้ทีแ่อบแฝงอยู่ในอวยัวะของสตัวท์ดลอง อย่างไรกต็ามขอ้มูลทีไ่ดจ้ากการศกึษาของโครงการจะเป็นประโยชน์ในการ
วางแผนควบคุมและป้องกนัโรคเลปโตสไปโรสสิภายในประเทศไทยต่อไป 
 
ค าส าคญั: เชือ้เลปโตสไปรา, จงัหวดัน่าน, ประเทศไทย, สขุภาพหนึ่งเดยีว 
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บทคดัย่อ 

(โครงการย่อยท่ี 1.2) 
 
 จงัหวดัน่านเป็นจงัหวดัหนึ่งของประเทศไทยทีพ่บอุบตักิารณ์ของการเกดิโรคเลปโตสไปโรสสิในคน และพบความว่า
มคีวามสมัพนัธข์องสายววิฒันาการของเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากหนูและคน แต่ยงัคงขาดขอ้มลูในสว่นของสตัวช์นิดอื่น 
เช่น โค สกุร สนุขั วตัถุประสงคข์องการวจิยัครัง้นี้คอื เพื่อตรวจหาเชือ้และเพาะแยกเชือ้เลปโตสไปราก่อโรคดว้ยวธิทีางซรีมั
วทิยา MAT วธิทีางอณูชวีโมเลกุล rrs nested PCR และการเพาะแยกเชือ้ ระบุชนิดของเชื้อด้วยวธิ ีnear-full length 16S 
rRNA sequencing หาความสมัพนัธท์างสายววิฒันาการดว้ยการวเิคราะห์ต้นไมไ้ฟโลเจเนตกิ และศกึษาระบาดวทิยาเชงิ
โมเลกุลด้วยวธิ ีMLST และ PFGE ในตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะของสตัวเ์ลีย้งจ านวนทัง้สิน้ 525 ตวัอย่าง ในจงัหวดัน่าน 
ระหว่างปี 2556 ถงึ 2558 
 ผลทางซรีมัวทิยาดว้ยวธิ ีMAT พบความชุกของโรคในพืน้ที ่8.06% (95% confident interval (CI) 4.38-11.74) ซโีร
วารท์ีพ่บมากทีส่ดุในพืน้ทีค่อื Shermani รองลงงมาคอื Sejroe และ Tarassovi ตามล าดบั 
 ผลทางอณูชวีโมเลกุล rrs nested PCR พบความชุกของโรครอ้ยละ 7.42 (95% confident interval (CI) 5.18-9.66) 
ผลจาก DNA sequencing จาก rrs amplicon และตน้ไมไ้ฟโลเจเนตกิ พบว่าสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราทีพ่บในสตัวใ์น
พืน้ทีป่ระกอบด้วย L. interrogans, L. weilii และ Unidentified Leptospira species สามารถแยกเชือ้เลปโตสไปราบรสิุทธิ ์
ได้จากปัสสาวะของสุนัข 4 ตัว ระบุชนิดของสายพนัธุ์เชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธ ีnear-full length 16S rRNA sequencing 
พบว่าเป็น L. interrogans (n=2) และ L. weilii (n=2) 
 การศกึษาระบาดวทิยาเชงิโมเลกุลของสายพนัธุเ์ลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากสุนัขดว้ยวธิ ีMLST พบว่าได ้Sequence 
type (STs) ใหม่  คือ ST26 ST33 ส าหรับ L. interrogans และ ST94 ส าหรับ L. weilii พบว่า ST26 และ ST33 เป็น 
singleton โดยไม่มีจุดก าเนิดหรอืบรรพบุรุษร่วมกบัเชื้อเลปโตสไปราที่มกีารรายงานในฐานขอ้มูล ในขณะที่ ST94 เป็น 
putative founder ของ ST193 และ ST183 ทีพ่บในคนประเทศจนีและลาว การศึกษาครัง้นี้ ให้ข้อมูลที่มีความส าคัญ
ทางด้านระบาดวทิยาของโรคเลปโตสไปโรสสิในสตัว์เลี้ยงในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรค ซึ่งอาจน าไปสู่แนวทางในการ
ควบคุม และป้องกนัโรคนี้ไดใ้นอนาคต 
 
ค าส าคญั: ระบาดวทิยา, เชือ้เลปโตสไปรา, สตัวเ์ลีย้ง, จงัหวดัน่าน, ประเทศไทย 
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Abstract 
 

Nan province is an index area of leptospirosis study model in Thailand where provided the evidence 
linkage between human and rodents but lack of a data in domestic animals such as cattle, pigs and dogs. This 
study aimed to detect and isolate the pathogenic Leptospira spp. from domestic animals by serological assay, 
Microscopic Agglutination Test (MAT), molecular assay, rrs nested polymerase chain reaction (PCR), and culture. 
Identification Leptospira species by near-full length 16S rRNA sequencing, determination Leptospira genetic 
relationship and clonality by constructed phylogenetic tree and MLST and PFGE from a total of 525 sample of 
bloods and urine from animal in Nan province during 2013 to 2015.  

Overall, the seroprevalence to leptospiral detection by MAT was 8.09% (95% confident interval (CI) 4.38-
11.74). The major leptospiral serogroup was Shermani and the minor serogroup were Sejroe and Tarassovi, 
respectively. 

By rrs nested PCR, 7.42% (95% confident interval (CI) 5.18-9.66) of samples were positive to pathogenic 
Leptospira spp.. DNA sequencing and phylogenetic analysis found the positive samples were clustered in a 
branch of L. interrogans, L. weilii and unidentified Leptospira spp.. We could successfully isolate four leptospires 
from dogs and identification Leptospira species by near-full length 16S rRNA sequencing revealed L. interrogans 
(n=2) and L. weilii (n=2). 

In molecular epidemiological study by MLST, we found novel sequence type (STs) of Leptospira; ST26 
and ST33 for L. interrogans and ST94 for L. weilii. ST26 and ST33 was a singleton without clonality to Leptospira 
species in database. ST94, however, was a putative founder of ST193 and ST183 isolated from human 
leptospirosis in China and Laos.  

Our study provides an important epidemiological information of animal leptospirosis in an endemic area 
that may be continually useful for disease control and prevention strategies. 
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บทน า 
 
 

“Leptospirosis” หรอื “โรคฉี่หนู” เป็นโรคตดิต่อจากสตัวส์ูค่น (Zoonotic disease) ทีเ่ป็นปัญหาส าคญัทัว่โลกรวมถงึประเทศ
ไทย โดยมรีายงานการตดิเชือ้ในสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมมากถงึกว่า 150 สายพนัธุ ์(Ko A et al, 2009) โรคนี้มสีาเหตุจากเชือ้แบคทเีรยีที่
มรีปูร่างเป็นเกลยีวจ าพวก (genus) Leptospira สายพนัธุท์ีก่่อโรคซึง่สามารถแบ่งย่อยไดอ้กีกว่า 250 serovars (Levett PN, 2001; Ko 
Al et al, 2009; Adler B et al, 2010) โดยธรรมชาตเิชือ้ชนิดนี้อาศยัอยูใ่นท่อหลอดไตของสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม ซึง่สตัวท์ีเ่ป็นรงัโรค 
(reservoir host) ส าคญัไดแ้กห่นู นอกจากนี้ยงัมสีตัวอ์ืน่ๆอกี ไดแ้ก่ โค, กระบอื, มา้, แกะ, แพะ, สกุร, สนุัข เป็นตน้ เชือ้นี้ยงัพบไดใ้น
สิง่แวดลอ้มทัว่ไป เชน่ น ้าและดนิ การตดิเชือ้ในคนและสตัวเ์กดิจากการสมัผสัปัสสาวะของสตัวท์ีม่กีารตดิเชือ้โดยตรงหรอืสมัผสัน ้า
และดนิทีป่นเป้ือนเชือ้  

การระบาดของโรคฉี่หนูพบไดใ้นหลายประเทศทัว่โลก ซึง่มคีวามแตกต่างกนัของ serovar ของเชือ้ทีร่ะบาดในแต่ละประเทศ 
และแมใ้นประเทศเดยีวกนัแต่ต่างพืน้ที ่กย็งัพบการระบาดของเชือ้ทีม่ ีserovar ต่างกนั ซึง่การทีพ่บเชือ้ต่าง serovar นัน้อาจขึน้อยู่กบั 
reservoir host ของแต่ละพืน้ทีห่รอืประเทศนัน้  ๆ(Gautam R et al, 2010; Sykes JE et al, 2010; Kositanont U et al, 2007; Adesiyun 
AA et al, 2006; Evangelista KV, 2010; Victoriano AF et al, 2009) นอกจากนี้ serovar ทีแ่ตกต่างกนัยงัมผีลในการสรา้งภูมคิุม้กนัต่อ
เชือ้ Leptospira ซึง่มคีวามจ าเพาะเจาะจงกบัแต่ละ serovar (Sykes JE et al, 2010) ส าหรบัในประเทศไทยมกีารศกึษาโรคฉี่หนูทัง้
ในคนและสตัว ์ โดยมรีายงานการศกึษาในปศุสตัวแ์ละสตัวป์ระจ าถิน่อกีหลายชนิด แต่ยงัไมม่รีายงานใดทีบ่ง่ชีค้วามสมัพนัธร์ะหว่าง
การเกดิโรคในคนและในสตัว ์ยิง่ไปกว่านัน้ ขอ้มลูทางระบาดวทิยาในสตัวถ์อืว่ามจี านวนจ ากดั โดยเฉพาะอยา่งยิง่ขอ้มลูทาง serovar 
ของเชือ้ ดงันัน้ปัจจยัส าคญัทีช่ว่ยในการควบคมุการระบาดของโรคฉี่หนูคอืการมฐีานขอ้มลู serovar ของเชือ้ในสตัวร์งัโรค ซึง่
ฐานขอ้มลูดงักล่าวสามารถเชื่อมโยงความสมัพนัธข์องเชือ้กบัขอ้มลูทีไ่ดจ้ากคนและสิง่แวดลอ้ม เพื่อใหเ้กดิความเขา้ใจวงจรการตดิต่อ
โรคและเขา้ใจปฏสิมัพนัธ ์(interaction) ระหว่างเชือ้กบัคน สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้ม ซึง่จะน าไปสูก่ารแกปั้ญหาแบบองคร์วม (One Health 
approach) โดยผสานศาสตรแ์ต่ละสาขาเขา้ดว้ยกนั  

ดว้ยเหตุนี้กลุ่มวจิยัจงึเหน็ความส าคญัของการศกึษาวงจรความสมัพนัธท์าง genotype และ phenotype (serovar) ของเชือ้ 
Leptospira ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วย  สตัวเ์ลีย้งไดแ้ก ่สนุขั แมว และปศุสตัว ์ซึง่มคีวามใกลช้ดิกบัผูป่้วย และสตัวต์ามธรรมชาตทิีพ่บใน
ทอ้งถิน่นัน้ๆโดยเฉพาะหนู รวมถงึสิง่แวดลอ้มทีส่ตัวน์ัน้อาศยัอยู่ โดยมขีอบเขตการศกึษาครอบคลุมทัง้ในและนอกพืน้ทีท่ีม่ขีอ้มลูการ
ระบาด ผลจากการศกึษาจะไดข้อ้มลู genotype และ phenotype (serovar) ของสตัวใ์นแต่ละทอ้งถิน่ซึง่เป็นขอ้มลูพืน้ฐานทีเ่ป็น
ประโยชน์ สามารถน ามาเชื่อมโยงกบัขอ้มลูการเกดิโรคในคนซึง่น าไปสูก่ารหามาตรการป้องกนัและควบคุมโรคทีเ่หมาะสมทัง้ในสว่น
ของการพฒันาวคัซนีในคนและสตัว ์การควบคมุประชากรสตัวท์ีเ่ป็นรงัโรคส าคญั รวมถงึการวางแผนนโยบายในการแกไ้ขปัญหาระยะ
ยาวใหม้ปีระสทิธภิาพมากขึน้ อกีทัง้ยงัมขีอ้มลูการศกึษาทีพ่บว่า หนูอาจเป็นแหล่งรงัโรค (reservoir) ทีส่ าคญัต่อการระบาด
ของโรคเลปโตสไปโรซสิในหลายๆพืน้ทีข่องประเทศไทย นอกจากนี้จากขอ้มลูก่อนหน้านี้ทีศ่กึษาถงึ serovars ของเชือ้ 
Leptospira ทีพ่บในหนูของประเทศไทย พบว่ายงัไม่สามารถเชื่อมโยงการแพรต่ดิเชือ้ในสตัวแ์ละคนไขไ้ดด้เีท่าทีค่วร 
กล่าวคอืในคนมกัพบการตดิเชือ้ L. . autumnalis L. icterohaemorrhagiae  L. hebdomadis, L. bataviae และ L. akiyami 
แต่ในหนูพบการตดิเชือ้ L. javanica L. . autumnalis L.hebdomadis L. canicola  L. sejroe  L. pyrogenes และ L. akiyami  
แสดงว่าในประเทศไทยยงัมสีตัวช์นิดอื่นๆทีส่ามารถเป็นแหล่งรงัโรคทีส่ าคญัไดอ้กีเช่น สตัวเ์คีย้วเอือ้ง สกุรและสตัวป่์าต่างๆ
ในธรรมชาต ิเป็นตน้ ทีอ่าจสามารถแพร่เชือ้เลปโตสไปโรสสิชนดิ serovar ทีก่่อโรคในคนได ้ อย่างไรกต็าม ขอ้มลูการศกึษา
ถงึ ธรรมชาตขิองการตดิเชือ้ (natural infection) โดยการใหเ้ชือ้ (inoculate) เลปโตสไปโรสสิแก่สตัวเ์คีย้วเอือ้ง และสกุร ยงั
มอียู่อย่างจ ากดั ท าใหย้งัขาดขอ้มลูทีจ่ะน าไปใชใ้นสนบัสนุนการด าเนินการควบคุมและป้องกนัโรคในทีส่ดุอาท ิ ลกัษณะของ
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การตดิเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุท์ีก่่อโรคในคน  ระยะเวลาและปรมิาณในการปล่อยเชือ้  การตอบสนองของระบบภูมคิุม้กนั
หลงัการตดิเชือ้ และภาวะการเกดิการตดิเชือ้แบบเรือ้รงั (chronic infection) หรอืแอบแฝง (latent infection) เป็นตน้ ดงันัน้
ในงานวจิยันี้ยงัมวีตัถุประสงคใ์นการศกึษาธรรมชาตขิองการตดิเชือ้ (natural infection) เลปโตสไปราในสตัวเ์คีย้วเอือ้ง และ
สกุร   โดยการใหส้ตัวท์ดลองตดิเชือ้ (experimental infection) เลปโตสไปราสายพนัธุท์ีแ่ยกเชือ้ไดจ้ากผูป่้วย ซึง่ขอ้มลูทีไ่ด้
จากการศกึษาจากทัง้ 2 โครงการย่อยนี้จะท าใหเ้ขา้ใจกลไกการระบาดและการเกดิโรค เลปโตสไปโรซสิ ทีเ่ชื่อมโยงระหว่าง
สตัวท์ีเ่ป็นแหล่งรงัโรคในธรรมชาตกิบัการเกดิโรคในคน ไดช้ดัเจนยิง่ขึน้ซึง่ท าใหส้ามารถใชข้อ้มลูทีไ่ดจ้าการศกึษาไป
ประกอบในการวางแผนควบคมุและป้องกนัโรคเลปโตสไปโรสสิภายในประเทศไทยใหม้ปีระสทิธภิาพยิง่ขึน้ต่อไป  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการย่อยท่ี 1.1 
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โครงการบูรณาการความรูท้างระบาดวิทยาและนวตักรรมรองรบัโรคเลปโตสไปโรสิส 

โดยทีมวิจยัของ อ. กลัลยานี คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัมหิดล 
 

1. กลุ่มประชากรท่ีศึกษา 

                 ประชากรไทยทีม่แีหล่งพกัอาศยั ในพืน้ทีอ่ าเภอต่างๆ (15 อ าเภอ) ของจงัหวดัน่าน  ซึง่เป็นพืน้ทีเ่กษตรกรรม

ทีม่กีารเลีย้งปศุสตัว ์   โดยกลุ่มประชากรทีจ่ะศกึษาเหล่าน้ีจะไดร้บัหนงัสอืเชญิเพื่อเขา้ร่วมในการศกึษา และใบยนิยอมเพื่อ

เขา้ร่วมในการศกึษาจะถูกเชญิเขา้ร่วมการศกึษา ตามเกณฑม์าตรฐานจรยิธรรมการวจิยัในคนจากคณะกรรมการจรยิธรรม

การวจิยัในคนคณะแพทยศ์าสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ีมหาวทิยาลยัมหดิล (รหสั ethical approval no.ID-04-56-44 )   

    โดยแบ่งเป็นสองกลุ่มคอื  
1.1 ผูป่้วยในหรอืผูป่้วยนอก ทีม่าตรวจรบัการรกัษาดว้ยอาการไขเ้ฉียบพลนั ในโรงพยาบาลชุมชนและ

โรงพยาบาลต่างๆ ของจงัหวดัน่าน  

1.2 กลุ่มอา้งองิ   เกณฑก์ารคดัเลอืกของประชากรทีเ่ขา้รว่มการศกึษาจะตอ้งไม่มไีข ้ และมผีลตรวจลบ

ต่อการตรวจดว้ยวธิ ีLEPkit  ณ วนัตรวจคดักรอง  ประกอบดว้ยคนปกตทิัว่ไปทีม่าตรวจสขุภาพ ใน

โรงพยาบาลของจงัหวดัน่าน 

เพื่อใหป้ระชากรทีเ่ขา้ร่วมมคีวามเขา้ใจ และลดการสญูหายของประชากรทีเ่ขา้ร่วมการศกึษา ขณะด าเนินการศกึษาตลอด
ระยะเวลา 3  ปี ( พศ.2556-2558)   ทมีผูว้จิยัจะประชุมขอความร่วมมอื อาสาสมคัรสาธารณสุข  และเจา้หน้าที่ สาธารณสขุ 
ในการท าความเขา้ใจเกีย่วกบัวธิกีารวจิยัแก่ประชากรทีเ่ขา้รว่ม  
 
2.  ตวัอยา่งเลือด ของกลุ่มประชากรท่ีศึกษา  
2.1  การเกบ็ตวัอย่างเลอืดโดยแพทยแ์ละพยาบาลทีไ่ดร้บัมอบหมาย  เพื่อตรวจดว้ยชุดตรวจตน้แบบชนิดรวดเรว็ ( LEPkit)   
2.2 ถา้ตวัอย่างใหผ้ลบวกต่อการตดิเชือ้ ตวัอย่างนัน้จะน ามาตรวจโดยวธิเีพาะแยกเชือ้และสง่ตรวจทางหอ้งปฏบิตักิารอื่นๆ 
ตามมาตรฐานการรกัษาโรค   รวมทัง้ท าการสมัภาษณ์รายบคุคล   เพื่อเกบ็ขอ้มลูดา้นปัจจยัเสีย่ง          
2.3. ขัน้ตอนการเกบ็ขอ้มลู 

2.3.1 การเกบ็ขอ้มลูดา้นปัจจยัเสีย่ง (ตวัแปรตน้) 
ทมีผูว้จิยัจะท าการสมัภาษณ์รายบุคคลในกลุ่มประชากรทีศ่กึษา โดยจะท าการสมัภาษณ์ทีบ่า้นของ

ประชากรทีศ่กึษา และตดิตามสมัภาษณ์ภายใน 1-2 สปัดาห ์ หลงัทราบผลตรวจจาก LEPkit  ในวนัแรกทีม่า
โรงพยาบาล   โดยขอ้มลูการสมัภาษณ์ในแต่ละครัง้ประกอบดว้ย ขอ้มลูปัจจยัเสีย่งหลกัประกอบดว้ย ประวตักิาร
ท างานทีเ่กีย่วขอ้งกบัปศุสตัว ์ จ านวนปีทีท่ างาน ลกัษณะงานทีท่ า การใชถุ้งมอื รองเทา้บทูเมือ่ท างานกบัปศุสตัว ์
ลกัษณะฟารม์ปศุสต้ว ์จ านวนปศุสต้วใ์นฟารม์ ขอ้มลูทัว่ไป และขอ้มลูปัจจยักวนประกอบดว้ย ทีอ่ยู่ อายุ เพศ การ
เลีย้งสตัว ์  ประวตักิารเจบ็ป่วยทีส่ าคญั ลกัษณะการบรโิภคอาหารและน ้าดื่ม ลกัษณะสขุาภบิาลในบรเิวณทีอ่ยู่
อาศยั การท าความสะอาดภายในบา้น รอบบา้น และการพบร่องรอยของหนู 
2.3.2 การเกบ็ขอ้มลูดา้นผลลพัธ ์(ตวัแปรตาม) 

ประชากรทีศ่กึษาจะไดร้บัการสอบถามประวตักิารมไีขท้ีบ่า้น  สอบถามถงึวนัเริม่ป่วย และผูท้ีอ่ยู่ใกลช้ดิ
ในครอบครวั หรอืผูท้ีม่ปีระวตัเิคยป่วยโรคฉี่หนูมาก่อน ทมีผูว้จิยัจะตรวจสอบขอ้มลูเวชระเบยีนจากโรงพยาบาล
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ชุมชนในพืน้ที ่ เพื่อตรวจสอบวา่มปีระชากรทีศ่กึษาเขา้มารบัการรกัษาเน่ืองจากไขไ้ม่ทราบสาเหตุ หรอืเป็นผูป่้วย
สงสยัโรคเลปโตสไปโรซสิหรอืไม่        ถา้ตรวจพบว่าม ี  ผูป่้วยทีอ่ยู่ในกลุ่มประชากรศกึษาจะไดร้บัการตดิต่อให้
มาทีโ่รงพยาบาลอกีครัง้ เพื่อท าเกบ็ตวัอย่างเลอืดประมาณ 5 มลิลลิติร   ตวัอย่างเลอืดนัน้จะน ามาตรวจหาการตดิ
เชือ้เลปโตสไปราดว้ยวธิ ี LEPkit    ถา้ตวัอย่างใหผ้ลบวกต่อการตดิเชือ้ ประชากรทีศ่กึษานัน้ จะไดร้บัการ
สมัภาษณ์สอบสวนหา ประวตักิารเจบ็ป่วยและพืน้ทีเ่สีย่งทีส่งสยัสมัผสัโรค เพื่อแจง้ผลบ่งบอกทศิทางการส ารวจที่
เกีย่วขอ้งของผูป่้วย สง่ต่อกบัทมีวจิยัร่วมใน  โครงการย่อยท่ี 1.2 และ1.3   (คณะสตัวแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์ 
และมหาวทิยาลยัมหดิล )  ต่อไป   
 

3. ขัน้ตอนการทดสอบทางห้องปฏิบติัการ และการวิเคราะหข์้อมูล 
3.1   ชุดตรวจโรคฉี่หนูตน้แบบ    (LEPkit- prototype )   ส าหรบัจ าแนกโรคของผูป่้วยระยะแรกป่วย 

         เป็นนวตักรรมทีผ่ลติใชใ้นประเทศ ส าหรบัตรวจภูมคิุม้กนัโรคฉี่หนูในระยะเฉียบพลนั    ( anti- Leptospira-LPS  
IgM  antibody)   เป็นชุดตรวจชนิดรวดเรว็แบบ   Immunochromatographic test  หรอื  LPS-based rapid test  ใช้
ตรวจกบัตวัอย่างซรีัม่ของกลุ่มประชากรทีศ่กึษา  อ่านผลไดภ้ายใน 20 นาท ี

 
3.2 การตรวจวนิิจฉยัโรควธิมีาตรฐาน   Microscopic Agglutination Test   (MAT)    
             3.2.1   น าตวัอย่างตรวจครัง้แรกของผูป่้วย และตวัอย่างซรีัม่คูใ่นระยะตดิตามยนืยนัการตดิเชือ้โรคฉี่หนู 
     โดยสง่ตรวจ MAT  ทีส่ถาบนัสขุภาพสตัว ์ ทดสอบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานจ านวน  24 ชนิด (serovars)    
      ไดแ้ก ่ Serovars  Autumnalis, Bratislava, Bataviae, Djasman, Grippothyphosa, Hebdomadis,   
       Icterohemorrhage, Javanica, Ranarum, Sejroe และ Shermani    
           3.2.2    การทดสอบ ใสซ่รีัม่ท าปฏกิริยิากบัเชือ้ดงักล่าว ทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมงและตรวจอ่านผลดว้ย
กลอ้งพืน้มดื  (dark field microscope) 
 
3.3 การตรวจวเิคราะหเ์ชือ้ โดยวธิ ีSDS-PAGE / Immunoblotting   

         การทดสอบคุณลกัษณะของเชือ้เลปโตสไปรา โดยการแยกดว้ยวธิ ีSDS-PAGE  และเตรยีมเป็นแอนตเิจน
บนแผ่นตรวจ  (Immunoblot)   เพื่อตรวจกบัตวัอย่างแอนตซิรีมัของสตัวท์ดลอง หรอืทดสอบกบัซรีมัผูป่้วยหรอืคน
ปกต ิ

 3.3.1 ทดสอบกบัแอนตซิรีมัมาตรฐาน  ทีผ่ลติไดใ้นสตัวท์ดลองทีส่รา้งแอนตบิอดจี าเพาะต่อเชือ้แต่ละสายพนัธุ์ 
(serovar specific antiserum)  ทีส่นใจศกึษา   

 3.3.2   แอนตซิรีมัทีจ่ าพาะบ่งชีช้นิดสายพนัธุก์่อโรค (pathogenic specific antibodies)  ตรงต าแหน่งโปรตนีของเชือ้
ก่อโรคชนิด     LipL21, LipL32 และ  LipL41  (provided by David Hakke)     

 3.3.3   ทดสอบกบัซรีมัของคน  
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3.4  การตรวจวิเคราะห์เชื้อด้วยวิธ ีPCR    เพื่อเปรยีบเทียบลกัษณะโมเลกุลของเชื้อที่พบในคน สตัว์กบัเชื้อที่พบจาก
สิง่แวดลอ้ม   
            3.4.1     สกดั DNA จากเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากคน สตัว ์และ สิง่แวดลอ้ม (ดนิและน ้า) 

      3.4.2    โดยใช ้primer จ าเพาะต่อยนี 16s rRNA และ lipL32 ของเชือ้เลปโตสไปราตรวจตดิตาม 
         
ผลการทดลอง 
 

1.      กลุ่มประชากรท่ีศึกษา  และกลุ่มอ้างอิง (ปกติทัว่ไป)  
 กลุ่มผูป่้วยสงสยัทางคลนีิค   ทัง้สิน้จ านวน  63   ราย 
            ผลส ารวจคัดกรองผู้ ป่วยที่สงสัยเบื้องต้นระหว่าง เดือนมิถุนายน 2556  ถึงสิงหาคม 2558          
สามารถคดักรองผูป่้วยทางคลนีิคไดจ้ านวน  63   ราย  ส่ วนใหญ่อาชพี เกษตรกรรม ท านาท าไร่ ปลูกพชื เลีย้ง
สตัวห์รอืคลุกคลกีบัสตัว ์    จบัปลาหรอืสตัวน์ ้า   มกีจิกรรมหรอืประวตัสิอบสวนโรคทีเ่สีย่งสมัผสัต่อสิง่แวดลอ้ม
ตามแหล่งดนิและแหล่งน ้าตามธรรมชาต ิ และเจาะเลอืดตรวจเพื่อบ่งชีโ้รคระยะเฉียบพลนั   ไดผ้ลดงันี้  
1.1  ผลตรวจดว้ยชุดตรวจโรคฉี่หนูต้นแบบ (LEPkit) และชุดตรวจอื่นๆ ทีม่ใีช้ตรวจในโรงพยาบาล    ดว้ย
ตวัอย่างตรวจซรีมั (clotted blood) หรอืพลาสมา ของผู้ป่วยจ านวน 63 ราย   สามารถตรวจพบบ่งบอกโรคเป็น
ผู้ป่วยได้จ านวน 44 ราย คิดเป็น 69.8 %     เมื่อเทียบกบัผลตรวจโดยใช้กบัชุดตรวจอื่นปรากฏให้ผลบวกที่มี
ความไวต ่ากว่าละบ่งชีโ้รคไดน้้อยกว่า (ชุดตรวจ SD ) โดยไดผ้ลบวก   9.6 %    ดงัภาพแสดงแนบที ่1  

 
 
 
 
 

 รปูภาพที ่1 ผลตรวจคดักรองผูป่้วยดว้ยชุดตรวจโรคฉี่หนู 
  ตน้แบบ (LEPkit) เทยีบกบัชุดตรวจอื่นๆ 
 
 
 
 
 
 

1.2 ผลการตรวจวนิิจฉยัโรคทาง Microscopic Agglutination Test (MAT) โดยใชต้วัอย่างตรวจซรีมัครัง้แรก

ของผูป่้วย   35 ราย และตวัอย่างซรีัม่คู่ตดิตามเพื่อยนืยนัการตดิเชือ้โรคฉี่หนูได ้จ านวน  13  ราย   โดยสง่ตรวจ

สถาบนัสขุภาพสตัว ์  สรุปตรวจพบมแีอนตบิอดต่ีอเชือ้  11 ชนดิ จากจ านวนทัง้สิน้ 24  ชนิด  (serovars)   ไดแ้ก ่ 

Serovars  Autumnalis, Bratislava, Bataviae, Djasman, Grippothyphosa, Hebdomadis, Icterohemorrhage, 

Javanica, Ranarum, Sejroe และ Shermani   
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 เชื้อก่อโรคที่น่าจะเป็นสาเหตุพบจากผู้ป่วยที่สร้างแอนติบอดเีกดิขึน้ต่อเชื้อดงักล่าว    เรยีงล าดบัพบได้  ดงันี้    

1.   Shermani      2. Bratislava  และ 3. Ranarum   คดิเป็นสดัสว่น  72.7 %  66.7 % และ 24.2 %           

 การแปลผล:     การบ่งชี้ว่าผู้ป่วยมีการติดเชื้ออย่างเฉียบพลัน ( acute infection )  ตัดสินโดยใช้ค่า

ตรวจวัดมาตรฐาน  MAT   ส าหรบัตัวอย่างครัง้แรกหรือครัง้เดียว เมื่อมีระดับ  Titer  ≥ 400    และส าหรับ

ตวัอย่างตรวจคู่ ใช้ค่าตรวจที่เพิ่มสูงขึน้จากเดิม ( seroconversion )    หรอือย่างน้อย  4 เท่า   ( 4 fold rising 

titer)    

 ดงันัน้ จงึสามารถพิสจูน์ตรวจพบเป็นผูป่้วยติดเชื้อโรคฉี่หนูและเกดิขึน้เฉียบพลนัอยู่ เพียง  4   รายจาก

จ านวนตรวจ  35 ราย  ( 8/35)    หรอืคดิเป็น รอ้ยละ 22.9    

1.3 การส ารวจขอ้มลูของผูป่้วย  

  โดยอาศยัการสอบสวนโรคทางระบาดวทิยาจากผูป่้วยทุกราย           หลงัตรวจไดผ้ลบวกชุดตรวจโรคฉี่
หนูต้นแบบ  (LEPkit)  แลว้ ทมีงาน วชิาการดา้นสาธารณสขุ    ซึง่สมัภาษณ์เกบ็ขอ้มลูพืน้ฐานตามแบบสอบสวน
โรค เกีย่วกบัอายุ เพศ อาชพี ประวตัเิสีย่งและกจิกรรมทีส่มัผสัก่อนป่วย ทีบ่่งชีค้วามเสีย่งต่อโรคฉี่หนูและบ่งบอก
ทศิทางการลงส ารวจคน้หาเชือ้ในพืน้ทีเ่สีย่ง ตามขอ้มลูทีไ่ดจ้ากผูป่้วยหรอืผูเ้คยป่วยโรคฉี่หนู  ทัง้ภายในช่วงเวลา
เดียวกนัหรอืต่างช่วงเวลากนั  ตลอดจนกลุ่มผู้ป่วยที่อยู่ต่างพื้นที่หรืออยู่ใกล้เคียงกนั  แต่ต่างเวลาการส ารวจ
ตดิตามสาเหตุ        

 
 

2. ผลการเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราจากผูป่้วยและการพิสูจน์สายพนัธุ ์
 

2.1  เชือ้เลปโตสไปราก่อโรคทีไ่ดจ้ากผูป่้วย 

              การส ารวจตดิตามผูป่้วย ช่วงระหว่าง ปี 2556 -2558   โดยการเพาะแยกเชือ้ สามารถแยกได ้เชือ้เลปโตสไปรา
ก่อโรคจากคนไขเ้พยีงหนึ่งราย  (Pu004)    ในปี 2556   จากหญงิไทย อายุ 41 ปีไม่ทราบอาชพี  ซึง่อยู่ในอ าเภอปัว ( Pua 
District  = Latitude. 19.1833°, Longitude. 100.9167°)       
                  ที่น่าสนใจพิสูจน์พบเป็นเชื้อเลปโตสไปราก่อโรคสายพนัธุ์ใหม่  ซึ่งยงัไม่เคยมรีายงานมาก่อน   โดยการ
วิเคราะห์ตรวจวิธี Multilocus Sequence Typing (MLST)     พบเป็น  Sequence Type (ST)  เรียก ST 211   โดยใช ้ 
Multiple  locus variant  ส าหรบัสารพนัธุกรรมจาก  7 housekeeping  gene  ซึ่งมอี านาจแยกแยะความหลากหลายของ
สายพนัธุ์  ได้แก่ pntA, sucA, pfkB, tpiA, mreA glmU และ fadD    โดยการประมวลผลล าดบัพนัธุกรรมและจดัแผนภาพ 
(dendrogram)   และถอดรหัสเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล  ในการระบุให้หมายเลข loci ของแต่ละยีน และชนิดของ 
sequence type  ซึง่อา้งองิจากเวปไซท ์http://leptospira.mlst.net (Thaipadungpanit et al., 2007)          

2.2  ผลตรวจพสิจูน์ลกัษณะและสายพนัธุข์องเชือ้ทีแ่ยกจากคนและสิง่แวดลอ้มโดยใชว้ธิ ี  Immnublotting และ PCR    
           เชือ้ทีแ่ยกจากผู้ป่วยไดใ้นโครงการฯ  เมื่อปี พศ. 2556  ( คศ. 2013)      พบเพยีงหนึ่งราย  ( Pu004 )  
ซึ่งอยู่ในพื้นที่อ าเภอปัว  จ ังหวดัน่าน   ได้น ามาศึกษาเปรยีบเทียบกบัเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยระยะก่อนหน้า
ประมาณ  3 ปี  ในปี พศ. 2553  ปี  ( คศ. 2010)     ซึง่ไดจ้ากผูป่้วย ในพืน้ที ่อ าเภอปัว เช่นเดยีวกนั    โดยการ
เปรยีบเทยีบลกัษณะของเชือ้  2  แบบ ทัง้ทาง ดา้น antigenicity  ดว้ยวธิ ี  Immnublotting    และตรวจทางดา้น

http://leptospira.mlst.net/
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สารพันธุกรรมด้วยวิธี  MultlLocus  Sequence Typing   (MLST)       ร่วมกบัวิธี    16s RNA  gene  typing             
ไดผ้ลสรุป ดงันี้ 
 
2.2.1 ผลตรวจพสิจูน์ลกัษณะและสายพนัธุเ์ชือ้จากคน  พบเป็นเชือ้เลปโตสไปราชนิดก่อโรค แต่ต่างสายพนัธุใ์น
ระดบั species     ตารางที ่1 
 
ตารางท่ี 1 ผลตรวจพสิจูน์ลกัษณะและสายพนัธุเ์ชือ้จากคน 

ตารางท่ี 
1 

Serovar 
สรปุเช้ือท่ีแยกได้จากคนและส่ิงแวดล้อมภายในจงัหวดัน่าน 

Phylogenetics 
Strain 
(Name) 

Sources* Province District 
year-

collection 
isolates 

01 Undesignated L.interrogans 53-N05 human Nan Puo 2010 yes 
02a Undesignated L.weilii 53-N01a human Nan Puo 2010 yes 
02b Undesignated L.weilii 53-N01b human Nan Puo 2010 yes 
03 Undesignated ST 211 56-PU004 human Nan Puo 2013 yes 
04 Undesignated L.kmetyi Ev 09 soil Nan Tha Wang Pha 2013 yes 
05 Undesignated L.kmetyi Ev 16 soil Nan Tha Wang Pha 2013 yes 
06 Undesignated L.kmetyi Ev 39 soil Nan Tha Wang Pha 2014 yes 
07 Undesignated L.wolffii Ev 01 soil Nan Tha Wang Pha 2013 yes 
08 Undesignated L.wolffii Ev 35 soil Nan Tha Wang Pha 2014 yes 
09 Undesignated L.wolffii Ev 36 soil Nan Tha Wang Pha 2014 yes 
10 Undesignated L.interrogans Ev 27 water Nan Tha Wang Pha 2014 yes 
11 Undesignated L.kmetyi Ev 10 water Nan Tha Wang Pha 2013 yes 
12 Undesignated L.weilii Ev 28 water Nan Tha Wang Pha 2014 yes 
13 Undesignated L.wolffii Ev 14 water Nan Tha Wang Pha 2013 yes 

 

               การแปลผลตรวจ PCR  ทีจ่ าแนกบ่งบอกสายพนัธุก์่อโรคได ้ จากผลตรวจพบ  +lipL32/+16s-rRNA              

และบ่งบอกเชือ้ชนิดไม่ก่อโรคจากผล  +16s-rRNA   สว่นเชือ้ทีใ่หผ้ลตรวจทีแ่ตกต่างไมต่รงกบัเชือ้ 2 กลุ่มขา้งตน้ 

จดัเป็นกลุ่มกลาง     (Intermediate)    

            ดงันัน้ ผลตรวจของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากสิง่แวดลอ้มดนิและน ้าจ านวน 10 ตวัอย่าง ไดผ้ลวเิคราะหร์่วมกบัเชือ้จาก

คนในชว่งปีเดยีวกนั (พ.ศ 2556)  พบมลีกัษณะบ่งชีบ้นแผ่นตรวจ (Immunoblot pattern) ตรงกนัตรงต าแหน่งรว่มของ

เชือ้เลปโตสไปราทุกชนิด (common reactive bands) ซึง่เป็นโปรตนีขนาด 35/36 KDa และแถบ 

Lipopolysaccharides (LPS)   พบไดห้ลายแถบทีม่ขีนาดเลก็  (10-20 KDa)    สว่นลกัษณะบ่งชีข้องเชือ้ก่อโรค 

(Pathogenic specific bands)  จะปรากฏตรงต าแหน่งโปรตนีของ   LipL21, LipL32 และ LipL41         ตวัอย่างเชือ้

จากสืง่แวดลอ้ม   10   ตวัอย่าง (ตารางที ่2  และรปูที ่2 และ 3)  สามารถบ่งชีเ้ป็นเชือ้ก่อโรค คลา้ยกบัเชือ้ทีแ่ยกได้

จากผูป่้วยทัง้  3 ราย  (Pu004,N001 & N005) ) ส าหรบัเชือ้ทีม่ลีกัษณะไมต่รงตามทีก่ล่าวขา้งตน้และมลีกัษณแตกต่าง

ออกไปควรวเิคราะหเ์พิม่เตมิในเชงิลกึ หรอืวธิอีื่นๆ ต่อไป 
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ตารางท่ี 2  ผลตรวจ immunoblotting ของเชือ้ทีแ่ยกไดผู้ป่้วยและสิง่แวดลอ้ม 

 

 

 
 
รปูท่ี 2    แสดงต าแหน่งส าคญับน    immunoblot 

 

 

 

 

 
 

 
 
รปูท่ี 3  ลกัษณะบ่งชี ้ตรงต าแหน่ง 41,32,21 kDa    
ระหว่างเชือ้จากสิง่แวดลอ้ม  (Lane 1-13)    
เทยีบกบัเชือ้ก่อโรค  (Lane 14, Sejroe)    
และเชือ้ชนิดทีไ่ม่ก่อโรค (Lane 15, Patoc )   
 
 
 
 
 
 

ตารางที ่2 

ตัวอย่างเช้ือ 
LPS  35-36 LipL21 LipL32 LipL41    

      Molecular  
         typing         

 Pu-004 
 (N001-N005)      

/ double band / / / Unknown 

# 1, # 9, #16, #39 / double band / / / pathogenic 

#17, #35 / double band / ? / intermediate 

#10, #14, #19, #27  
#28, #33, #36 

/ single band - - - Non-pathogenic 

     

35/36 
kDa 

  LPS  10-20 kDa 

 41 kDa 

      21      kDa 
    

32 kDa 

Lane 1  = en# 1 
* 

Lane 2  = en#16 
*  
Lane 3  = en#39 
* 

Lane 4  = en#  9 
* 

Lane   5  =  en 
#35_i 
Lane   6  =  en 
#17_i 

Lane 7  = en#10 

Lane 8  = en#33 

Lane 9  = en#19 

Lane 10 = en#14 

Lane 11 = en#27 

Lane 12 = en#28 

Lane 13 = en#36 

Lane 14 = Sejroe 

Lane 15 = Patoc  
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2.2.2 การพสิจูน์สายพนัธุเ์ชือ้จากคน สตัว ์และ สิง่แวดลอ้ม 
        เชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยในโครงการนี้  เมื่อปี พ.ศ  2556      เปรียบเทียบกับ เชื้อที่แยกได้จาก สตัว์และ 
สิง่แวดลอ้ม (โครงการย่อย 1.3)   ส่วนใหญ่พบอยู่ในพืน้ที ่บา้นสบขุ่น ต าบลป่าคา อ าเภอท่าวงัผา จงัหวดัน่าน    ได้
น ามาตรวจวเิคราะหร์่วมกนักบัเชือ้ทีไ่ดจ้ากผูป่้วยในช่วงปีเดยีวกนั (พ.ศ 2556)  แต่ต่างพืน้ที ่( อ าเภอปัว)     และใน
ต่างช่วงเวลากนั (พ.ศ 2553) แต่อยู่ในพืน้ทีเ่ดยีวกนั    
 
 แสดงผลดงัตารางที ่3 
   
ตารางท่ี 3    ผลการทดสอบลกัษณะและสายพนัธุข์องเช้ือท่ีแยกจากคนและส่ิงแวดล้อม  

Code 
 

Isolation 
Year 

Blast 
 via 

GenBank 
accession 
no. 

16s-RNA gene a 

 & Taxonomy 
Leptospira 
Species 

Source 
 

env-9 2013 
 

EF536997.1 
Grippotyphosa isolate 
UT130  

L. kirschneri 
ดนิ / ท่าวงัผา 

env-9 2013 
 

EF536996.1 isolate H1  L. kirschneri ดนิ / ท่าวงัผา 

env10 2013 
 

EF536998.1 isolate H2  L. kirschneri น ้า / ท่าวงัผา 

env16 2013 
 

EF536997.1 
Grippotyphosa isolate 
UT130  

L. kirschneri 
ดนิ / ท่าวงัผา 

env27 2013 
 

EF536983.1 Autumnalis isolate L0594  L. interrogans น ้า / ท่าวงัผา 

env27 2013   EF536990.1 Pyrogenes isolate L0374  L. interrogans น ้า / ท่าวงัผา 

env39 2013 
 

EF536997.1 
Grippotyphosa isolate 
UT130  

L. kirschneri 
ดนิ / ท่าวงัผา 

N005  2010 NR_074481.1 b Lai str. 56601 strain 56601 L. interrogans คน / ปัว 

N005  2010 
 

CP001221.1 
Lai str. IPAV chromosome 1 

c  
L. interrogans 

คน / ปัว 

N005  2010   EF537003.1 Nanla  L. interrogans คน / ปัว 

Pu004 2013 ST211 d 
 

new strain   คน / ปัว 

   

  a     complete nucleotide sequence of a16S ribosomal RNA 
gene 

          b     The National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) 
          c     avirulent  strain 
         d     Multilocus sequence typing   (MLST) 
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ขอ้มลูการตรวจวเิคราะหเ์ชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ กนั ในธรรมชาต ิ (ตารางที ่1   ขา้งตน้)      ไดแ้ก่ 

ตวัอย่าง   env 9 ,env 10 ,env 16, env 27 และ  env 39    เป็นเชือ้ทีม่าจากแหล่งน ้าและดนิ  อยู่ภายในพืน้ทีอ่ าเภอ
ท่าวงัผา  จงัหวดัน่านและมสี่วนเกี่ยวขอ้งสมัพนัธ์กบัผู้ป่วยที่ลงพื้นที่ท ากิจกรรมก่อนการป่วย   หลงัการติดตามลง
ส ารวจและเก็บตัวอย่างที่สงสยั  (โดยทีมงานโครงการที่ 1.3)   เพื่อท าการเพาะเลี้ยงแยกเชื้อทางห้องปฏิบัติการ 
(โครงการที ่1.1 และ 1.3  ร่วมกนัศกึษา)    สามารถตรวจแยกเชือ้และท าการทดสอบสายพนัธุ ์ โดยใช ้ primers 16S 
rRNA เพื่อจ าแนกเชือ้ leptospira sp. ออกจากแบคทเีรยีชนิดอื่น  ส่วนการจ าแนกเชือ้ไดเ้ป็นชดิก่อโรค/  pathogenic 
Leptospira sp. และไม่ก่อโรค/ non- pathogenic Leptospira sp    โดยใชว้ธิ ีPCR   ในการแยกแยะจาก primer 3 คู่
ประกอบดว้ย primer คู่ที ่1: 16s rRNA primers (31-341 nt)  ซึง่มคีวามจ าเพาะต่อ genus Leptospira  สว่น primer คู่
ที่ 2: 16s rRNA primers (171-258 nt)  ที่จ าเพาะต่อ pathogenic และ intermediate Leptospira และ primer คู่ที่ 3: 
LipL32 primers ทีม่คีวามจ าเพาะต่อ pathogenic Leptospira   
            สว่นการเปรยีบเทยีบสายพนัธุจ์ากความคลา้ยคลงึในล าดบันิวคลโีอไทดเ์ทยีบกบัทีม่กีารรายงานไวแ้ลว้
ในฐานข้อมูล   GenBank   database  (Accession number)    โดยเฉพาะจาก   complete nucleotide sequence  
ของ 16S ribosomal RNA gene     พบเชือ้ก่อโรคหลากหลายชนิดจากสิง่แวดลอ้ม ไดแ้ก่  
         Leptospira kirschneri isolate H2         พบส าหรบัเชือ้   env 9  
        L. kirschneri   serovar  Grippotyphosa isolate UT130     พบทัง้เชือ้  env 16  และ env 39 
         L. kirschneri isolate  H1            พบส าหรบัเชือ้   env 9  
        L. interrogans   serovar  Autumnalis isolate L0594   พบส าหรบัเชือ้   env 27 
        L. interrogans   serovar   Pyrogenes isolate L0374    พบส าหรบัเชือ้   env 27 

 
 

3. ความสมัพนัธข์องเช้ือก่อโรคในคนและการก่อโรคในสตัวเ์ลีย้ง  ก าลงัอยูใ่นระหว่างด าเนินการโดยโครงการ
ย่อย ที ่1.2    
 

4.  การตรวจวิเคราะหแ์ละพิสจูน์หาความสมัพนัธข์องสายพนัธุโ์ดยเทคนิคและวิธีการอ่ืนๆ  ไดแ้กว่ธิ ี  
nested PCR  และ Immunoblotting     ยงัรอด าเนินการต่อไป   

 
ข้อวิจารณ์  
 
1.  การติดตามปัญหาโรคฉี่หนู โดยผสมผสานการใช้นวตักรรมชุดตรวจโรคและแนวทางการส ารวจโรคทางระบาดวทิยา 
เพื่อบ่งชีโ้รคของผูป่้วยระยะเฉียบพลนัและตดิตามคา้หาพืน้ทีเ่สีย่งและปัจจยัเสีย่งต่างๆทีเ่กีย่วขอ้งกบัการป่วยในช่วงการ
ด าเนินโครงการ ระหว่าง เดอืนพฤษภาคม 2556 ถงึเดอืน สงิหาคม 2558   เพื่อติดตามต้นเหตุทีท่ าใหผู้ป่้ วยเกดิการป่วย
หรอืมโีอกาสติดต่อรบัเชือ้ก่อโรคก่อนป่วย   ทัง้นี้จากการใชผ้ลติภณัฑ์ชุดตรวจต้นแบบ (LPS-based rapid test kit)  เพื่อ
จ าแนกโรคของผูป่้วยซึง่ทีม่อีาการไขเ้ฉียบพลนัและประวตัเิสีย่งสมัผสัเชือ้   ซึง่การวนิิจฉยัโรคไดใ้นระยะแรกรบัผูป่้วยโรคฉี่
หนูหรอืเลปโตสไปโรสสิ ในโรงพยาบาลชุมชน มคีวามส าคญั ร่วมกบัการซกัประวตัิตรวจร่างกายและตรวจอาการต่างๆ  
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หากเครื่องมือชุดทดสอบสามารถตรวจใช้ได้ผล มคีวามสะดวกรวดเรว็และไม่ยุ่งยาก จะก่อให้เกดิประโยชน์ ในการดูแล
รกัษาโรคเลปโตสไปโรสสิทีร่วดเรว็ ทนัเวลาและลดความเสีย่งของการเกดิความรุนแรงในผูป่้วยทีไ่ดร้บัการดแูลรกัษาทีล่่าชา้    
 
2 นอกจากการตรวจพบผูป่้วยโรคฉี่หนูทีร่ะบุชีช้ดัไดร้วดเรว็ทนัการณ์แลว้   ยงัท าใหก้ารตดิตามควบคุมโรคทีม่สีิง่แวดลอ้ม
และปัจจยัเสี่ยงในธรรมชาติต่างๆภายในชุมชน ซึ่งเป็นพื้นที่ระบาดหรือเกิดโรคประจ าถิ่น  (endemic area)  มีโอกาส
ด าเนินการไดท้นัท่วงทหีรอืมปีระสทิธผิลมากขึน้  ลดความเสีย่งต่อปัญหาการเปลีย่นแปลงของสภาพแวดลอ้มและธรรมชาติ
ตามพื้นดนิและแหล่งน ้าธรรมชาติต่างๆ   น าไปสู่การสบืค้นหาสาเหตุก่อโรคที่สงสยั จากสตัว์เลี้ยงหรอืสตัว์รงัโรค  ตาม
พืน้ดนิหรอืแหล่งน ้าทีส่งสยัปนเป้ือนและผูป่้วยอาจรบัเชือ้ตดิต่อได ้          
              ดงัเช่นโครงการไดบู้รณาการร่วมกบัโครงการย่อย ที ่2- 3  ซึง่ทางกลุ่มงานระบาดและสตัวแพทยด์ าเนินส ารวจ
เกบ็ตวัอย่างและเฝ้าระวงัพื้นที่เสีย่ง (Environmental Surveillance)   จนสามารถแยกพบเชื้อได้ตามแหล่งต่างๆ มทีัง้คน 
สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มจากดนิและน ้า ของพืน้ทีส่ ารวจ ในโครงการฯ     
 
 3.  ในภาพรวมมกีารพบพืน้ทีเ่สีย่งแวดลอ้มอยู่ตามธรรมชาต ิ  และแนวโน้มการพบเชือ้เลปโตสไปราชนิดสายพนัธุก์่อโรค 
(pathogenic leptospire s)   และไม่ก่อโรค (non pathogenic leptospires)   รวมทัง้สายพนัธุก์ ่ากึง่ก่อโรค ( intermediate)  
ปนเปือนอยู่ในธรรมชาติที่แวดล้อมของผู้คนในชุมชน      โดยเฉพาะเชื้อก่อโรค    pathogenic Leptospira interrogans  
และ  Leptospira kirschneri     ซึ่งกระจายอยู่ตามแหล่งน ้าหรอืดนิทัว่ไป ใกลช้ดิกบัคนในชุมชน              คนปกตทิี่อยู่ใน
พืน้ทีเ่สีย่งของจงัหวดัน่าน   อาจมโีอกาสเสีย่งต่อโรคไดเ้ช่นกนั   เป็นความเสีย่งทีต่อ้งด าเนินการ สรา้งมาตรฐาน แจง้เตอืน
และใหค้วามรูก้บัประชาชนในการป้องกนัตนเอง        
 
 ขอ้จ ากดัของการลงพืน้ทีส่ ารวจ   ไดแ้ก่   

1. ดา้นการส ารวจภายใน ระยะเวลาและสถานที ่     เพื่อเกบ็ตวัอย่างตรวจ จาก คน สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มไม่
อาจเกดิขึน้ไดภ้ายในวนัเดยีวกนั      เนื่องจากตอ้งการเวลา ส าหรบัการตรวจและสอบสวนโรค ใหแ้น่
ชดั ระดบัหนึ่งก่อนลงส ารวจสมัผสัพืน้ที ่เสีย่ง          สว่นใหญ่ ผูป่้วยและเหตุก่อโรคไมไ่ดเ้กดิต่อเนื่อง
ทุกวนั  จงึเป็นปัจจยัที ่ไม่สามารถก าหนดใหแ้น่นอนได ้     

2.   นอกจากนี้วถิีชวีติจรงิของผู้ป่วยก่อนป่วยและหลงัป่วย  จะมกีารสมัผสัและ เกี่ยวขอ้งกบัปัจจยัเสีย่ง
หลากหลายและเป็นวงกวา้ง  ดงันัน้พื้นที่เกดิเหตุ  เวลาและต าแหน่งที่จะระบุบ่งบอกการสมัผสัเชื้อ
ของผู้ป่วยจึงไม่สามารถก าหนดได้อย่างเจาะจง    เพียงแต่ โอกาสสัมผัสที่มีบ่อยครัง้และเป็น
เวลานานๆ  จะใช ้เป็นตวัวดัความเสีย่ง ร่วมกบัการพบเชือ้ก่อโรค         

3.   การส ารวจเฝ้าระวงัโรคทางระบาดวทิยา  ตามแนวทางของโครงการนี้    ไดพ้สิจูน์แลว้ว่ามเีชือ้ก่อโรคฉี่
หนูมีอยู่จรงิในธรรมชาติ และติดตามส ารวจได้อย่างรวดเร็วภายใน 1-2  สปัดาห์หรอืภายในเดือน
เดยีวกนักบัเหตุเกดิ   จดัว่าเป็นการส ารวจตรวจคน้ทางระบาดวทิยาทีม่ปีระสทิธภิาพไดผ้ลและรวดเรว็
กว่าทีเ่คยปรากฏมาก่อน          

               ผลประโยชน์ทีส่ าคญั ไดแ้ก่    นอกเหนือจากความสามารถในการลดความเสีย่งของโรคในผูป่้วย จากการบ่งชี้
โรคไดร้วดเรว็และรบัการรกัษาทีเ่รว็  เป็นผลดต่ีอชวีติและอนาคต ตลอดจนเศรษฐกจิและครอบครวั    ยงัน าไปสูก่ารพฒันา
กลไกการเฝ้าระวงัและควบคุมป้องกนัโรค ของประเทศทีม่ทีศิทางชดัเจนขึน้       
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สรปุและข้อเสนอแนะ  
 

ประโยชน์ท่ีได้รบัจากการวิจยั 

1. อุบตักิารของการตดิเชือ้เลปโตสไปราของคน ในพืน้ทีเ่สีย่งทีส่ ารวจพบใน จงัหวดัน่าน    
2. ชนิดและสายพนัธุ ์ ( strain , species  serogroups หรอื  serovars)   ทีพ่บทัง้คน สตัว ์และสิง่แวดลอ้ม ทีม่ี

ความสมัพนัธเ์ชงิระบาดวทิยา 
3. น าผลการศกึษาทีไ่ดไ้ปใชใ้นการป้องกนัและควบคุมโรคฉี่หนูไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 

องค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาโครงการฯ  ได้มีการขยายน าไปใช้ในการสบืค้นผู้ป่วยในพื้นที่อื่นและ
คน้พบเชือ้โรคฉี่หนูจากสิง่แวดลอ้มในธรรมชาตทิีแ่ตกต่างออกไปจากโครงการ ไดแ้ก่ 
3.1        การตรวจพบเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากแหล่งน ้าในธรรมชาตอิยู่ในพืน้ทีเ่กษตรปลกูขา้ว ในอ าเภอหนอง
กุง   จงัหวดัอุดรธานี  โดยไดจ้ากการตดิตามบ่งชีท้ศิจากผูป่้วยไดท้ านองเดยีวกนั  หลงัจากทดลองตรวจ
ด้วยชุดตรวจต้นแบบ   (LEPkit)   และได้ผลแสดง น่าจะป่วยด้วยโรคฉี่หนู    และ ท าการสอบสวน
ประวตักิ่อนป่วยประมาณ 2 เดอืนก่อนหน้า  พบสมัผสัสิง่แวดลอ้ม โดยการลงพืน้ทีจ่บัปลาจบัสตัวต์าม
แหล่งดินและน ้ าธรรมชาติ     จึงให้ติดตามส ารวจพื้นที่สงสยัดังกล่าว  จนสามารถแยกเชื้อได้  1  
ตวัอย่าง ซึง่อยู่ระหว่างการตรวจพสิจูน์สายพนัธุต่์อไป 
3.2          การต่อยอดใชป้ระโยชน์ทีไ่ดผ้ลทีแ่ตกต่างอกีแห่ง  อยู่ในจงัหวดัขอนแก่น          
            ปรากฏพบเชื้อก่อโรค (L. interrogans) ได้จากตัวอ่อนพยาธิใบไม้ตับ (metacercaria)    
ตลอดจนแยกเชือ้ไดท้ัง้ชนิดก่อโรค (pathogenic strain) และสงสยัก่อโรค (intermediate strain)    
จากตวัอย่าง ดนิ น ้า และปลา  ทีท่ าการส ารวจหลงัจาก มผีูอ้าศยัในพืน้ที ่ตรวจผลบวกชุดตรวจต้นแบบ   
(LEPkit)    แม้จะไม่แสดงอาการป่วยแต่อาจเป็นผู้ที่ป่วยไม่ชดัเจนและหายจากโรคได้เอง   แต่เสี่ยง
สมัผสัสิง่แวดลอ้มทัง้หมดทีส่บืคน้พบดงักล่าว    

                         การตดิตามปัญหาโรคฉี่หนู ตามกระบวนการกระบวนการศกึษาและใชป้ระโยชน์จากผลติภณัฑต์น้แบบ 
ในแนวทางเดยีวกบัโครงการร่วมครัง้นี้   นอกจากสามารถช่วยวนิิจฉัยโรคทีไ่ด้ผลรวดเรว็ตัง้แต่แรกป่วยและ แพทยร์กัษา
ผูป่้วยไดท้นัท่วงท ีไม่เกดิโรครุนแรงตามมา  ยงัน าไปสูก่ารเฝ้าระวงัป้องกนัและลอความเสีย่งของประชาชนในพืน้ที ่    ซึง่
ไดผ้ลเป็นทีป่ระจกัษ์ ในพืน้ทีจ่งัหวดัน่าน  และยงัคน้พบความรูใ้หม่เกีย่วกบัการเกดิโรคร่วม (co infection) ระหว่างโรคฉี่หนู
และโรคพยาธใิบไมต้บัในคนไทย    
        
              การประยุกตใ์ชป้ระโยชน์ของการวจิยัและนวตักรรมในครัง้นี้  จะไดม้กีารขยายผลต่อยอดออกไป นื้นทีต่่างๆมาก
ขึน้ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคใต้ ที่มปัีญหาโรคทีเ่ปลีย่นแปลงจากเดมิ มผีู้เสยีชวีติมากขึน้จากปัญหาขาดชุด
ตรวจที่ใชไ้ดผ้ล   แผนงานต่อไปจะมกีารร่วมจดัท าโครงการ เพื่อการควบคุมป้องกนัปัญหาโรคฉี่หนูให้ครอบคลุมมากขึน้
ต่อไป  โดยกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสขุ  จะมสีว่นร่วมและผลกัดนัใหเ้ป็นรปูธรรมในอนาคตต่อไป   
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โครงการย่อยท่ี 1.2 
 

ความสมัพนัธร์ะหวา่งการจ าแนกทางซีรัม่วิทยาและพนัธกุรรมของเช้ือเลปโตสไปราท่ีแยก ได้จากสตัวพ์าหะใน
เขตจงัหวดัน่าน 

โดยทีมวิจยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 

 พืน้ท่ีศึกษา 
คณะผูว้จิยัไดก้ าหนดพืน้ทีเ่ป้าหมายในเขตจงัหวดัน่าน โดยคดัเลอืกพืน้ทีท่ีม่ผีูป่้วยทีซ่ึง่แพทยว์นิิจฉยัว่าเป็นโรคฉี่

หนู หรอืมปีระวตัเิสีย่งต่อการสมัผสัโรค หรอืเป็นไขไ้ม่ทราบสาเหตุ โดยมไีขส้งูมากกว่า 38 องศาเซลเซยีส ภายหลงัตรวจ
พบและยืนยันพบผู้ป่วยจากการทดสอบคัดกรองขัน้ต้น  จะมีข ัน้ตอนการเก็บข้อมูลทางระบาดวิทยาเพื่อวิเคราะห์
สถานการณ์และก าหนดขอบเขตรายละเอยีดของพื้นที่เป้าหมายส ารวจ จากนัน้จะมกีารเกบ็ตวัอย่างน ้า และ ดนิ ซึ่งเป็น
ปัจจยัทีส่งสยั  ในพืน้ทีท่ีร่ะบุเป็นเป้าหมายจะออกส ารวจสิง่แวดลอ้ม หรอืบรเิวณคอกเลีย้งสตัว ์หรอืโรงฆา่สตัว์     (โดยทมี
สตัวแพทยจ์ะท าการเกบ็ตวัอย่างเลอืดสตัว ์หรอืชิน้เน้ือ หรอืตวัอย่างปัสสาวะ)   เพื่อด าเนินการสุ่มตวัอย่างสตัวร์อ้ยละ 10  
ของจ านวนสตัวท์ัง้หมดทีผู่ป่้วยมปีระวตัสิมัผสั  พรอ้มเกบ็ขอ้มูลมกีารสอบถามสภาพการเลีย้งสตัว ์ เพื่อหาความเสีย่งของ
การตดิเชือ้ระหว่างสตัวแ์ละคน นอกเหนือจากการเกบ็ตวัอย่างสตัวต์ามบรเิวณเป้าหมายระบุใหแ้ลว้  ทางทมีวจิยัของคณะ
สตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั จะท าการส ารวจและเกบ็ตวัอย่างจากสตัว์เพิม่เติม ใน อ าเภอเวียงสา และ 
อ าเภอปัว เป็นจ านวนไม่ต ่ากว่า 2 ครัง้/ปี  เป็นเวลา 2 ปี รวมไม่ต ่ากว่า 4 ครัง้โดยจะเกบ็ตวัอย่างจากสตัว์เลี้ยง ปศุสตัว ์
รวมไปถงึสิง่แวดลอ้ม เช่น น ้า 

ทมีวจิยัของคณะสตัวแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดล จะท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างสตัว์และสิง่แวดล้อม
ตลอดปีเป็นระยะเวลา 2 ปีในพื้นที่ศกึษาบรเิวณบ้านสบขุ่น หมู่ 7 ต าบลป่าคา อ าเภอท่าวงัผา จงัหวดัน่าน ซึ่งเป็นพื้นที่
เดยีวกนักบัทีม่กีลุ่มผูป่้วยเมือ่เดอืนมถุินายน พศ. 2556 ซึง่มกีารชีเ้ป้าพืน้ทีโ่ดยส านกัระบาดวทิยา ทัง้นี้การก าหนดชีเ้ป้าพื้น
ที่มาจากกลุ่มผู้ที่ได้ผลบวกคัดกรองโรคด้วยชุดตรวจพิเศษแบบรวดเรว็ (LEPkit) ร่วมกบัผลวิเคราะห์ทางระบาดวิทยา
เบือ้งตน้จากผูป่้วยทีเ่ขา้รบัการรกัษาในโรงพยาบาล   

 
การเกบ็ตวัอย่าง  

การเกบ็ตวัอย่างจากสตัว์เป็น โดยผ่านความเห็นชอบจากคณะกรรมการพิจารณาจรรยาบรรณการใช้สตัว์เพื่อ
การศึกษา คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ตัวอย่างและวธิีการเกบ็ตัวอย่าง (โดยอบรมเรื่องการเก็บ
ตัวอย่างและขัน้ตอนการส่งอย่างถูกต้องให้กบัคนในพื้นที่ที่ร่วมโครงการ) เก็บตัวอย่างในอาหารเลี้ยงเชื้อขนส่งที่ผสม 
1%bovine serum albumin และ 5-fluorouracil 100-200 g/ml (Faine, 1999) ในภาชนะทีค่วบคุมอุณหภูมไิม่เกนิ 5 oC                                                                                                            
 ทมีวจิยัคณะสตัวแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยัมกีารด าเนินการปฏบิตัจิรงิเริม่ตัง้แต่ มนีาคม 2556 ถึง
ปัจจุบนั โดยเกบ็ทัง้สิน้ 6 ครัง้ ตวัอย่างทีเ่กบ็ไดแ้ก่        

- ตวัอย่างโค ปัสสาวะไม่ต ่ากว่า 10 มล. และเลอืดไม่ต ่าว่า 5 มล.                                                                    
- ตวัอย่างสกุรแทง้ระยะทา้ย  เกบ็ชิน้เนื้อจาก รก เลอืดหรอืน ้าปัสสาวะแม่สกุรจ านวนไม่ต ่ากว่า 5 มล.                 
- ตวัอย่างสนุขัและแมว โดยเกบ็เลอืดและน ้าปัสสาวะ  โดยเลอืกจากสตัวท์ีเ่คยมปีระวตัขิองอาการไขส้งู และยงัไม่ได้

ท าวคัซนี 
- ตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม เช่น น ้า 
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การวินิจฉัยเช้ือ  
 การเพาะแยกเช้ือ 
 การเพาะเลีย้งเชือ้จากสิง่สง่ตรวจ ในอาหารเลีย้งเชือ้แบบ semi - solid EMJH ทีผ่สม 3% ซรีัม่ 
กระต่าย, 5-fluorouracil และ 1% agarose (Heisey et al., 1988; Faine, 1999) และ EMJH broth ท าการตรวจสอบเชื้อ
ทุก 7 วนัจนครบ 1 เดอืน จากนัน้ตรวจเชือ้ทุกเดอืนจนครบ 6 เดอืน ดว้ย dark field microscopy และ เพาะเชือ้บรสิุทธใ์น 
EMJH brothเก็บเชื้อบริสุทธ์ใน passage ที่ 2-5 เอาไว้ในตู้เย็น – 80 o C เพื่อเตรียมใช้ส าหรบัวิธีทางอณูชีวโมเลกุล
ต่อไป    
 การเพาะเลีย้งเชือ้จากสิง่สง่ตรวจในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด LVW agar ท าตามขอ้แนะน าของ  
วุฒเิอกอนนัตแ์ละคณะ (Wuthiekanun et al., 2013; Wuthiekanun et al., 2014) 
 การคดักรองตวัอย่างด้วยวิธี 16S rRNA PCR และ rrs nested PCR 

 สกดั DNA จากสิง่ตรวจด้วยชุดสกดัส าเรจ็รูป ยนืยนัความบรสิุทธ์ของ DNA template ด้วยspectrophotometer  
ใช้ primers ที่ 16S rRNA ในการตรวจสอบขัน้ต้น  จากนัน้ใช้ rrs nested PCR ที่จ าเพาะกับเชื้อ intermediate และ 
pathogenic Leptospira sp. ตามปฏบิตัวิธิขีอง Boonsilp และคณะ (Boonsilp et al., 2011) 

  การส ารวจสถานภาพการติดเช้ือด้วย Microscopic agglutination test     

 ใชเ้ชือ้ Leptospira spp. ทัง้ 26 serovars เป็นแอนตเิจนเพื่อท าปฏกิรยิากบัแอนตบิอดต่ีอเลปโตสไปโรซสี ในซรีัม่
ของสตัวท์ีต่อ้งการทดสอบ จะเกดิปฏกิรยิาการจบักลุ่ม (Agglutination) เมื่อด ูดว้ยกลอ้ง dark field ผลบวกจะเกดิการเกาะ
กลุ่มกนัของเชื้อ Leptospira การตรวจใช้ซีรัม่ต่อเชื้อมาตรฐานเป็น positive control และใช้ Phosphate buffer solution 
(PBS) บรสิทุธเ์ป็น negative control  ผลไตเตอร ์จะตดัสนิทีห่ลุมสดุทา้ยทีใ่หผ้ล 80 % agglutination  

 การจ าแนกสายพนัธุข์องเช้ือท่ีแยกได้ด้วยวิธี Multi Locus Sequence Typing (MLST)          

 ท าการแยก DNA จากเชือ้เลปโตสไปราก่อโรคทีบ่รสิุทธด์ว้ยชุดสกดั DNA จากนัน้เพิม่จ านวน DNA ของยนีทัง้ 7 
housekeeping ยนี ที่ได้รบัการพิสูจน์ว่ามอี านาจแยกแยะในการระบุความหลากหลายของสายพนัธุ์ ได้แก่ glmU, pntA, 
sucA, tpiA, pfkB, mreA และ caiB (Boonsilp et al., 2013) ดว้ยวธิ ีPCR สกดัผลผลติ PCR ใหบ้รสิทุธ ์และน าไปล าดบัสาย
พันธุกรรม DNA (DNA sequencing)  จากนัน้ประมวลผลล าดับสายพันธุกรรมและจัดแผนภาพ (dendrogram) ด้วย
โปรแกรม Vector NTI, BioEdit และ Mega4 น าขอ้มูลจากการล าดบัสายพนัธุกรรมไปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มูลเพื่อระบุ
ห ม าย เล ข  loci ข อ งแ ต่ ล ะยี น  แ ล ะ ระบุ ช นิ ด ข อ ง  sequence type ผ่ าน เวป ไซ ท์ ที่  http://leptospira.mlst.net 
(Thaipadungpanit et al., 2007) 

การจ าแนกสายพนัธุข์องเช้ือท่ีแยกได้ด้วยวิธี Pulsed-field gel electrophoresis       
ท าการละลายเชือ้บรสิุทธแ์ละปรบัความเขม้ขน้สุดท้ายใหเ้ท่ากบั  9 x 108 c ells/ml. บรรจุภายใน 2% low-melting-

point agarose blocks เกบ็ใน Tris-EDTA ทีอุ่ณหภูม ิ 4oC  แบคทเีรยีภายในเจลจะถูกย่อยดว้ย lysis buffer ทีม่เีอนไซมท์ี่
ส าคญัไดแ้ก่ proteinase K, lysozyme และ lysostaphin DNA ต้นแบบจะถูกเตรยีมไวท้ี ่20 U เพื่อการตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะใน 100 l NotI ใช ้Salmonella serotype Branderup strain H9812 ทีถู่กตดัดว้ย XbaI เป็นกลุ่มควบคุมมาตรฐาน
การทดสอบ ภายหลังจากการเตรียม DNA เพื่อพร้อมแสดงลายพิมพ์ลายนิ้วมือแล้ว น าเจลบรรจุ DNA เข้าสู่เครื่อง 
contour-clamped homogeneous electric field (CHEF) (CHEF-DRII, Bio-rad, Hercules, California).  เพื่ อแยกส่วน 
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DNA  ภายหลงัจากกระบวนการแยก DNA แล้ว เจลที่มีลายนิ้วมอื DNA จะถูกแสดงด้วย  1 g/ml ethidium bromide 
(Machry et al., 2010) 

 

รายงานผลการทดลอง  

ทีมวิจยัคณะสตัวแพทยศาสตรจ์ฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 จากการเกบ็ตวัอย่างทัง้ 6 ครัง้ ระหว่างเดอืน มนีาคม 2556 ถึง สงิหาคม 2558 คณะผู้วจิยัได้เกบ็ตัวอย่างจาก
อ าเภอเมอืง อ าเภอท่าวงัผา  และอ าเภอเชยีงกลาง จงัหวดัน่าน ไดต้วัอย่างเป็น ตวัอย่างปัสสาวะ และ/หรอืตวัอย่างเลอืด 
จาก โค กระบือ สุกร สุนัข แมว หนู แกะ ผู้ป่วย และตัวอย่างน ้าจากสิง่แวดล้อม รวมทัง้สิน้ 525 ตัวอย่าง ดงัแสดงตาม
ตารางท่ี 4  

ตารางท่ี 4 แสดงจ านวนตวัอย่างทัง้หมดทีไ่ดจ้ากคน สตัว ์และสิง่แวดลอ้ม ระหวา่งเดอืนมนีาคม 2556 ถงึ สงิหาคม 2558  

Duration Animal 
Muang Nan 

Tha Wang Pha/ 
Chiang Klang Total 

Urine/kidney Blood Urine Blood Water 
          

March 2013 - 
September 2015 

     
  

Cattle 27 69 97 0 0 193 
Buffaloes 3 1 4 0 0 8 
Pigs 4 0 138 0 0 142 
Dogs 14 31 44 59 0 148 
Cats 1 5 0 0 0 6 
Rodent 6 0 0 0 0 6 
Goats 1 0 0 0 0 1 
Humans 0 0 7 0 0 7 
Water 0 0 0 0 14 14 

 
    

  
Total 56 106 290 59 14 525 
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ผลการทดลอง  
ทมีวจิยัคณะสตัวแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ในการเกบ็ตวัอย่างระหว่างเดอืนมนีาคม 2556 ถงึ สงิหาคม 2558 ตวัอย่างปัสสาวะและน ้าจากสิง่แวดลอ้ม ไดถู้ก
น ามาเพ าะแยกเชื้ อ ใน อาหารเลี้ย งเชื้ อแบบ  liquid EMJH และ semi-solid EMJH พบลักษณ ะ Leptospira-like 
microorganism ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดมดืจ านวน 11 ตวัอย่าง เป็นตวัอย่างจากปัสสาวะโค 1 ตวัอย่าง, ปัสสาวะสกุร 6 
ตวัอย่าง และปัสสาวะสุนขั 4 ตวัอย่าง สามารถแยกเชือ้เลปโตสไปราไดจ้ากปัสสาวะสนุัขจ านวน 4 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 
0.76 ของตวัอย่างทัง้หมด. เชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากสนุขัแสดงในภาพที ่4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูภาพท่ี 4 แสดงลกัษณะโคโลนีของเชือ้เลปโตสไปราบนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด Leptospira Vanaporn 
Wuthiekanun (LVW) agar (A) และลกัษณะ Leptospira-like microorganism ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดมดืก าลงัขยาย 
40X (B) 
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 ผลทางซรีัม่วทิยาจากการตรวจดว้ยวธิ ีMicroscopic agglutination test (MAT) จากตวัอย่างจากโค, กระบอื, สนุัข 
และแมว จ านวน 210 ตวัอย่าง โดยม ีcut-off titer ที ่> 1 : 80 พบว่า มตีวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกทัง้สิน้ 17 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ย
ละ 8.06 โดยเป็นตัวอย่างจากโค จ านวน 17 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 10.62 (17/150) จากตัวอย่างทัง้หมดที่เก็บในโค 
ในขณะทีต่วัอย่างเลอืดจากสตัววช์นิดอื่นใหผ้ลลบต่อ MAT 
 ซโีรกรุ๊ปที่พบมากที่สุดในพื้นที่ คือ Shermani พบร้อยละ 4.76 (10/210) รองลงมาคือ Sejroe พบร้อยละ 0.94 
(2/210) และ Tarassovi พบรอ้ยละ 0.47 (1/210) พบ Multiple serogroups ในตวัอย่างจ านวน 4 ตวัอย่างทีค่่า MAT titer > 
1 : 80 เท่ากนั ประกอบไปดว้ยซโีรกรุ๊ปIcterohaemorrhagiae/Sarmin 
/Sejroe หรอื Shermani/Tarasovi เป็นตน้ ตารางที ่5 แสดงจ านวนตวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกต่อ MAT 
 
ตารางท่ี 5 แสดงจ านวนตวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกต่อการตรวจดว้ย MAT (cut-off titer > 1:80) 

Serogroup  
No. of animals seropositive titer 
(n=210) Frequency  
1:80 1:160 1:320 

Single 
    Sejroe 2 

  
0.94% (2/210) 

Shermani 6 3 1 4.76% (10/210) 

Tarasovi 1 
  

0.47% (1/210) 
Multiple 

    Djasiman/Grippotyphosa† 1 1 
 

0.47% (1/210) 
Icterohaemorrhagiae/ 
Sarmin/Sejroe 1 

  
0.47% (1/210) 

Shermani/Tarasovi 1 
  

0.47% (1/210) 

Shermani/Icterohaemorrhagiae 1 
  

0.47% (1/210) 

Total 
   

8.09% (17/210) 
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 ผลการตรวจทางอณูชวีโมเลกุลดว้ยวธิ ีrrs nested PCR พบตวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกทัง้สิน้ 39 ตวัอย่าง เป็นตวัอย่าง
จากโค, สกุร, สนุขั, แพะ,คน และน ้า จ านวน 16, 12, 6, 1, 1, และ 3 คดิเป็นรอ้ยละ 12.2, 8.4, 10.3, 100, 14.2 และ 21.4 
ตามล าดบัดงัแสดงในตารางที ่6 
 
ตารางท่ี 6 แสดงจ านวนรอ้ยละและจ านวนสตัวท์ีใ่หผ้ลต่อ rrs nested PCR 

Type 
   

 No.of tested sample 
   

Total of positive rrs nested PCR (n=39) 

Cattle  131 12.2% (16/131) 

Pigs 142 8.4% (12/142) 

Dogs 58 10.3% (6/58) 

Humans  7 14.2% (1/7) 

Water  14 21.4% (3/14) 

Goats  1 100% (1/1) 

Cats 1 0 

Rodent 6 0 

Total  360 10.8% (39/360) 

 
 
 ตวัอย่างปัสสาวะและน ้าทีใ่หผ้ลบวกต่อ rrs nested PCR จะถูกส่งไปท า DNA sequencing เพื่อระบุชนิดของเชือ้
เปรยีบเทียบกบัฐานข้อมูลใน GenBank database พบว่า มีตัวอย่างจ านวน 11 ตัวอย่างอยู่ในกลุ่มของ L. interrogans 
ประกอบไปด้วยตวัอย่างจากคน, สตัว์ (โค,สุกร,สุนัข) และสิง่แวดลอ้ม (น ้า) มตีวัอย่างจ านวน 25 ตวัอย่าง อยู่ในกลุ่ม L. 
weilii ประกอบไปดว้ยตวัอย่างจาก สตัว ์(โค,สุกร,สุนขั) และสิง่แวดลอ้ม (น ้า) และมตีวัอย่างจ านวน 3 ตวัอย่างจากโค ทีไ่ม่
สามารถระบุชนิดของเชือ้ไดแ้ต่มคีวามใกลเ้คยีงกบั L. alexanderi (CUB9,CUB11) และ L. borgpetersenii (CUB15) 
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รปูภาพท่ี 5 แสดง Phylogenetic tree ของล าดบันิวคลโิอไทดจ์ากยนี rrs (443 bp). อกัษรสเีขยีวแสดง pathogenic 
Leptospira จาก GenBank database, อกัษรสสีม้แสดง Intermediate Leptospira จาก GenBank database, อกัษรสฟ้ีา
แสดง culture-negative,PCR positive samples และอกัษรสชีมพแูสดง culture-positive,PCR positive samples 
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 เพื่อเป็นการยนืยนัชนิดของเชือ้ Leptospira spp. ตวัอย่างบรสิทุธิท์ีส่ามารถแยกไดจ้ากปัสสาวะสนุขั จ านวน 4 
ตวัอย่างไดถู้กน ามาท า near full-length 16S rRNA sequencing และ Multi Locus Sequence Typing (MLST) พบวา่ 
ตวัอย่างเชือ้บรสิทุธิข์องเชือ้ Leptospira spp. ทีแ่ยกได ้ มคีวามคลา้ยคลงึกบั L. interrogans และ L. weilli ( 99% 
Maximum Identity) จากการท า near full-length 16S rRNA sequencing และ ให ้sequence type (ST) ชนิดใหม่ จากการ
ท า MLST คอื ST26 และ ST33 จาก L. interrogans และ ST94 จาก L. weilli ดงัแสดงในตารางท่ี 8 

ตารางท่ี 7 แสดงผล species ของเชือ้ Leptospira spp. และเปอรเ์ซน็ตก์ารระบุเชือ้โดย near full-length 16S rRNA 
sequencing  

Sample strain Host Species Max  identity 
D05 Dog Leptospira  interrogans 99% 
D06 Dog Leptospira  weilii 99% 
D08 Dog Leptospira  interrogans 99% 
D13 Dog Leptospira  weilii 99% 

 

ตารางท่ี 8 แสดงผล species ของเชือ้ Leptospira spp. และ Sequence type (ST) โดย Multi Locus Sequence Typing 
(MLST)  

Sample strain Host Species ST 
D05 Dog Leptospira  interrogans 26 
D06 Dog Leptospira  weilii 94 
D08 Dog Leptospira  interrogans 33 
D13 Dog Leptospira  weilii 94 
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รปูภาพท่ี 6 แสดง Clonal complex ของเชือ้ Leptospira interrogans โดย Sequence Type (ST) ทีแ่ยกไดจ้ากสนุขั คอื 
ST26 และ ST33 มลีกัษณะเป็น singleton และไม่สมัพนัธก์บั ST ทีเ่คยพบ 
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รปูภาพท่ี 7 แสดง Clonal complex ของเชือ้ Leptospira weilii โดย Sequence Type (ST) ทีแ่ยกไดจ้ากสนุขั คอื ST94 มี
ลกัษณะเป็น single locus variant (SLV) กบั ST183 และ ST193 ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศลาวและจนีตามล าดบั 
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รปูภาพท่ี 8 แสดงจ านวนผลบวกต่อเชือ้ Leptospira spp. แยกตามพืน้ทีค่อื อ าเภอเมอืงน่าน อ าเภอเชยีงกลาง และอ าเภอ
ท่าวงัผา 
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สรปุผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
โครงการย่อยท่ี 1.2 
 
 ในการวจิยั ระหว่างเดอืนมนีาคม 2556 ถงึ สงิหาคม 2558 คณะผูว้จิยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยัไดเ้กบ็ตวัอย่างปัสสาวะ/ตวัอย่างเลอืด จากสตัวเ์ลีย้งรอบบา้นผูป่้วย ตวัอย่างปัสสาวะจากผู้ป่วย และตวัอย่าง
น ้าจากสิง่แวดลอ้มรอบบา้นผูป่้วย ซึง่เป็นตวัอย่างทีค่าดว่าผูป่้วยน่าจะมโีอกาสประวตัสิมัผสั ตวัอย่างปัสสาวะและน ้าถูก
น ามาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ พบว่ามตีวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกต่อการเพาะเชือ้จ านวน 11 ตวัอย่าง สามารถแยกเชือ้ 
Leptospira spp. ทีบ่รสิทุธิไ์ดจ้ากตวัอย่างสนุขัจ านวน 4 ตวัอย่าง ในพืน้ทีต่ าบลป่าคา อ าเภอท่าวงัผา ในขณะทีต่วัอย่างที่
เหลอืไม่สามารถแยกเชือ้ได ้ เน่ืองจากตวัอย่างมกีารปนเป้ือนดว้ยแบคทเีรยีชนิดอื่นสงูจากอุจจาระของสตัวแ์มว้่าจะมกีารใส่
ยาปฏชิวีนะและการกรอง  
 ตวัอย่างปัสสาวะและน ้าสว่นหนึ่งถูกน ามาตรวจดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้rrs nested PCR primer ซึง่มคีวามจ าเพาะต่อ 
intermediate และ pathogenic Leptospira spp. พบว่ามตีวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกทัง้สิน้ 39 ตวัอย่าง โดยพืน้ทีท่ีใ่หผ้ลบวกต่อการ
ตรวจดว้ย PCR มากทีส่ดุคอื อ าเภอท่าวงัผา. Duplicate nested PCR amplicons ทีไ่ดถู้กสง่ไปท า DNA sequencing และสรา้งตน้ไม้
ไฟโลเจเนตกิจากล าดบันวิคลโีอไทด ์443 bp พบว่า ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากยนี rrs สามารถระบเุชือ้ Leptospira spp. ในพืน้ที่
หลกั  ๆไดเ้ป็น L. interrogans และ L. weilli. จากตวัอย่างปัสสาวะคนป่วย สตัวเ์ลีย้ง และน ้า  
 ตวัอย่างเลอืดทัง้หมดทีน่ ามาตรวจวนิจิฉยัทางซรีัม่วทิยาเพื่อส ารวจสถานภาพการตดิเชือ้ดว้ยวธิ ี  Microscopic 
agglutination test ตดัสนิหลุมสดุทา้ยทีใ่หผ้ล 50 % agglutination พบว่าการกระจายตวัของ Leptospira serovars ในพืน้ที่
เป็น Leptospira serovars Shermani มากทีส่ดุ ถดัมาคอื Leptospira serovars Sejroe โดยทัง้ 2 serovars พบมากทีส่ดุใน
โค ในขณะทีผ่ลจากตวัอย่างสนุขัทีส่ามารถพาะแยกเชือ้บรสิทุธิไ์ดจ้ากปัสสาวะไม่สอดคลอ้งกบัผลจาก MAT เป็นไปไดว้่า
การตดิเชือ้ในระยะเรือ้รงั เชือ้ Leptospira spp. มกัไปอาศยัอยูท่ีท่่อไต และไม่กระตุน้การตอบสนองของภูมคิุม้กนัในกระแส
เลอืดเป็นผลใหก้ารตรวจดว้ย MAT เป็นลบ (Otaka et al., 2012) นอกจากนัน้แลว้ การตรวจทางซรีัม่วทิยาพบว่ามกีาร 
cross reaction ระหว่าง species ได ้(Chirathaworn et al., 2014) และการตรวจพบ titer ทีส่งูขึน้ไม่ไดบ้่งชีว้่าสตัวป่์วยใน
ขณะนัน้ ในขณะทีผ่ลการตรวจดว้ยวธิ ี PCR และ DNA sequencing สอดคลอ้งกบัผลจากการเพาะเชือ้ และมคีวามไวและ
ความจ าเพาะต่อเชือ้มากเพยีงพอทีจ่ะตรวจการเป็น carrier ในสตัวไ์ด ้ แต่การเพาะเชือ้จากตวัอย่างยงัคงเป็นวธิกีารตรวจที่
แม่นย าทีส่ดุแต่ใชร้ะยะเวลานานกว่าเชือ้จะเจรญิเตบิโต  
 ตวัอย่างปัสสาวะจากสนุขัทีบ่รสิทุธิแ์ลว้ไดถู้กน าไปจ าแนกสายพนัธุข์องเชือ้ดว้ยวธิ ีnear full- length 16S rRNA 
sequencing และ Multi Locus Sequence Typing (MLST)  พบว่าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากในสนุขัเป็น L. interrogans และ L. 
weilii  ซึง่สอดคลอ้งกบัผลทีไ่ดจ้ากยนี partial rrs (443 bp) ในขณะที ่MLST พบว่าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากสนุขั คอื L. 
interrogans และ L. weilii  เช่นเดยีวกนั และให ้sequence type (ST) ใหม่ ทีไ่ม่เคยพบในประเทศใด โดย STs ทีไ่ด ้คอื 
ST26 และ ST33 ส าหรบั L. interrogans และ ST94 ส าหรบั L. weilii  โดย L. weilii  ทีแ่ยกไดจ้ากสนุขัมคีวามใกลเ้คยีงกบั 
L. weilii  ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศลาวและประเทศจนี  
 จากผลของ MLST และ phylogenetic tree ของยีน rrs พบว่า ถึงแม้ตัวอย่างที่ได้จะอยู่ในกลุ่ม L. interrogans 
เหมอืนกนั (DO5 และ DO8) แต่ ST จาก MLST กลบัแตกต่างกนั (ST26 และ ST33) แสดงถึงทีม่าของเชื้อทีแ่ตกต่างกนั 
ในขณะที่ ตวัอย่างที่อยู่ในกลุ่ม L. weillii (DO6 และ DO13) ให้ ST ที่เหมอืนกนั (ST94) บ่งชี้ว่าเชื้อในสุนัขทัง้สองมทีี่มา
จากแหล่งเดยีวกนั ซึง่ในแง่ของความน่าเชื่อถอืของแหล่งทีม่าว่าเชือ้ Leptospira spp. มแีหล่งทีม่าเดยีวกนัหรอืไม่นัน้ การ



F-CO-CPM-11 Rev0 
PAGE 36 OF 77 

ตรวจดว้ย MLST ย่อมมคีวามน่าเชื่อถอืมากกว่า rrs ทัง้ในสว่นของความยาวล าดบันิวคลโีอไทดท์ีใ่ชว้เิคราะหแ์ละจ านวนยนี 
(Thaipadungpanit et al., 2007) 
 โดยสรุปแลว้จากการส ารวจพบว่า พืน้ทีท่ีม่คีวามเสีย่งต่อการเกดิโรค เป็นพืน้ทีใ่นอ าเภอท่าวงัผา โดยเฉพาะต าบล
ป่าคา โดยพบการมอียู่ของเชือ้ทัง้ในคน สตัว ์และสิง่แวดลอ้ม โดยเชือ้ทีพ่บ คอื L. interrogans   
 
ข้อสรปุและขอ้เสนอแนะ 
 ในระหว่างเดอืนมนีาคม 2556 ถงึ สงิหาคม 2558 ทมีวจิยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
ได้เกบ็ลงพื้นที่เกบ็ตวัอย่างปัสสาวะ/เลอืด จากสตัวเ์ลี้ยงรอบบ้านผู้ป่วย ตวัอย่างปัสสาวะจากผู้ป่วย และตวัอย่างน ้าจาก
สิง่แวดลอ้มรอบบา้นผูป่้วย ไดต้วัอย่างทัง้สิน้ 525 ตวัอย่าง ตวัอย่างปัสสาวะ/น ้า ส่วนหนึ่งจะถูกน ามาเพาะเชือ้ลงในอาหาร
เลีย้งเชือ้ EMJH broth และ semi-solid อกีส่วนหนึ่งจะถูกน ามาสกดั DNA เพื่อท า PCR ในขณะทีต่วัอย่างเลอืดจะถูกน าไป
ท า MAT เพื่อหาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเชื้อ Leptospira spp. พบตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อการเพาะเชื้อ 11 
ตวัอย่าง สามารถแยกเชือ้บรสิทุธิจ์ากสนุขัได ้4 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 0.76 ของตวัอย่างทัง้หมด 
 จากการตรวจด้วย rrs nested PCR พบตวัอย่างที่ให้ผลบวก 39 ตัวอย่าง คดิเป็นร้อยละ 7.42 เชื้อ Leptospira 
spp. ที่พบในพื้นที่จากการท า DNA sequencing ทัง้จากเชื้อบรสิุทธ์ที่แยกได้ และ ตวัอย่างปัสสาวะ/น ้า และจากการจดั 
phylogenetic tree พบว่ามคีวามคล้ายคลงึกบั L. interrogans และ L. weilii (99% maximum identity) โดยพื้นที่ที่พบเชื้อ 
Leptospira spp. มากทีส่ดุคอื อ าเภอท่าวงัผา 

ผลทางซีรัม่วทิยาด้วยวธิ ีMAT พบว่ามกีารกระจายตัวของ Leptospira serovars ในพื้นที่อ าเภอเมืองน่านเป็น 
Leptospira serovars Shermani มากที่สุด ถดัมาคอื Leptospira serovars Sejroe โดยทัง้ 2 serovars พบมากที่สุดในโค 
แมว้่า MAT จะเป็น Gold standard ในการตรวจวนิิจฉัยและหาการระบาดของเชือ้ แต่ขัน้ตอนการตรวจไม่สามารถท าไดเ้อง
ในหอ้งปฏบิตักิารได ้นอกจากนัน้การตรวจ MAT ยงัก าจดัการตรวจ serovar เฉพาะ L. interrogans เท่านัน้ จงึเป็นไปไดว้่า
ถา้สตัวใ์นพืน้ทีต่ดิเชือ้เลปโตสไปราดว้ยสายพนัธุอ์ื่นผลของ MAT อาจรายงานเป็นลบ 

การจ าแนกสายพนัธข์องเชือ้ดว้ยวธิ ีnear full- length 16S rRNA sequencing และ Multi Locus Sequence Typing 
(MLST)  พบว่าเชือ้ทีแ่ยกได้จากในสุนัขเป็น L. interrogans และ L. weilii ซึ่งสอดคล้องกบัการท า DNA sequencing จาก
ตัวอย่างส่งตรวจด้วยยีน rrs และจาก MLST พบว่าเชื้อที่แยกได้จากสุนัข คือ L .interrogans และ L. weilii  ซึ่งให ้
sequence type (ST) ใหม่ ทีไ่ม่เคยพบในประเทศใด โดย ST ทีไ่ด ้คอื ST26 และ ST33 ส าหรบั L. interrogans และ ST94 
ส าหรบั L. weilii  โดย L. weilii  ที่แยกได้จากสุนัขมคีวามใกล้เคียงกบั L. weilii  ที่แยกได้จากผู้ป่วยในประเทศลาวและ
ประเทศจนี. 

ปัญหาหลกัทีพ่บในการศกึษาครัง้นี้คอื การสบืคน้ประวตัขิองผูป่้วยทีเ่ป็น index case เน่ืองจากผูป่้วยบางรายไม่มี
ชื่อในบญัชรีาษฎร และพบการระบุบ้านเลขที ่หรอืหมู่ทีไ่ม่ตรงตามความเป็นจรงิ นัดหมายกบัชาวบา้นยาก เนื่องจากการ
เกบ็ตวัอย่างและการสอบถามด าเนินการในชว่งกลางวนั ซึง่เป็นช่วงเวลาทีช่าวบา้นไปท างาน ซึง่ปัญหาเหล่าน้ีสามารถแกไ้ข
ไดโ้ดยอาจใหส้าธารณสขุประจ าอ าเภอหรอืต าบลช่วยประสานการใหข้อ้มลู 

การศกึษาครัง้นี้ใหข้อ้มูลทีม่คีวามส าคญัทางดา้นระบาดวทิยาของโรคเลปโตสไปโรซสิในสตัวเ์ลีย้งในพืน้ทีท่ีม่กีาร
ระบาดของโรค ซึง่อาจน าไปสูแ่นวทางในการควบคุม และป้องกนัโรคนี้ไดใ้นอนาคต 
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โครงการย่อยท่ี 1.3 
 

การศึกษาความสมัพนัธท์างสายพนัธุข์องเช้ือเลปโตสไปราท่ีแยกได้จากสตัวใ์นธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้มในเขต
จงัหวดัน่าน 

โดยทีมวิจยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลยัมหิดล 
 
ทมีวจิยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล มแีนวทางการลงพืน้ทีเ่พื่อเกบ็ตวัอย่าง 2 แนวทางคอื  
1) การส ารวจและเกบ็ตวัอย่างจากพืน้ทีศ่กึษา ณ บา้นสบขุน่ หมู่ 7 ต. ป่าคา อ. ท่าวงัผา โดยลงพืน้ทีต่่อเนื่อง

เป็นเวลา 2 ปี 
2) การตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนู ทมีวจิยัท าการประสานทมีระบาดวทิยาน่านเพื่อขอขอ้มลูผูป่้วยโรคฉี่หนู จากนัน้

จงึลงพืน้ทีต่ดิตามผูป่้วยเพื่อเกบ็ตวัอย่างจากบรเิวณบา้นและทีท่ างานของผูป่้วยทีเ่ป็นจุดเสีย่งของการตดิ
เชือ้โรคฉี่หนู  
   

การเกบ็ตวัอย่าง  
ตวัอย่างหนู เกบ็เลอืด น ้าปัสสาวะ และ ไต (กรณีผ่าซาก) 
ตวัอย่างสตัวใ์นธรรมชาตอิื่นๆ เช่น กระรอก, กระแต, พงัพอน เกบ็เลอืดและน ้าปัสสาวะ  
ตวัอย่างสิง่แวดลอ้มไดแ้ก่ น ้าและดนิ 
ตวัอย่างปัสสาวะผูป่้วย 

 
รายงานผลการทดลอง  
ทมีวจิยัลงพืน้ทีข่องเขตจงัหวดัน่านเพื่อเกบ็ตวัอย่างสตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มทีม่คีวามเชื่อมโยงกบัผูป่้วยโรคฉี่หนูตัง้แต่

เดอืนพฤศจกิายน 2556 ถงึเดอืนกนัยายน 2558 ตลอดโครงการรวมทัง้สิน้ 6 ครัง้ ซึง่จ านวนตวัอย่างสตัว ์สิง่แวดลอ้มและ
ผูป่้วยทีเ่กบ็ไดแ้บง่ตามชว่งเวลาทีล่งพืน้ทีแ่สดงตามตารางที ่9 

 
ตารางท่ี 9  แสดงจ านวนตวัอยา่งสตัว ์สิง่แวดลอ้มและผูป่้วยทีไ่ดจ้ากการส ารวจพืน้ทีข่องเขตจงัหวดัน่านแบ่งตามช่วงเวลา
ทีเ่กบ็ตวัอย่าง 

ช่วงเวลาเกบ็ตวัอย่าง 
ปี พ.ศ. 

(จ านวนครัง้ทีล่งพืน้ทีเ่กบ็ ตย.) 

จ านวนตวัอย่าง 
รวม 

สตัว ์ สิง่แวดลอ้ม ผูป่้วย 

2556 (1) 36 20 0 56 

2557 (3) 119 103 0 222 

2558 (2) 0 128 7 135 

รวม 155 251 7 413 
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ทมีวจิยัลงพืน้ทีเ่กบ็ตวัอย่างครอบคลุม 6 อ าเภอของจงัหวดัน่าน ไดแ้ก่ อ าเภอท่าวงัผา อ าเภอเชยีงกลาง อ าเภอ
เมอืงน่าน อ าเภอภูเพยีง อ าเภอเวยีงสาและอ าเภอนาหมื่น โดยตวัอย่างทีเ่กบ็ไดใ้นแต่ละพืน้ทีแ่สดงตามตารางที่ 10 

 
ตารางท่ี 10  แสดงจ านวนตวัอย่างทีเ่กบ็ไดใ้นแต่ละอ าเภอของเขตจงัหวดัน่าน 
 

อ าเภอ 
จ านวนตวัอย่าง 

รวม 
สตัว ์ สิง่แวดลอ้ม ผูป่้วย 

ท่าวงัผา 155 153 0 308 

เชยีงกลาง 0 35 0 35 

เมอืงน่าน 0 31 4 35 

ภูเพยีง 0 7 1 8 

เวยีงสา 0 5 0 5 

นาหมื่น 0 20 2 22 

รวม 155 251 7 413 

 
 

ตวัอย่างทีเ่กบ็ไดส้ามารถจ าแนกตามการส ารวจพืน้ทีศ่กึษาและการตดิตามผูป่้วยของเขตจงัหวดัน่านไดต้ามตาราง
ที ่11 
 
ตารางท่ี 11 แสดงจ านวนตวัอยา่งทีไ่ดจ้ากการส ารวจพืน้ทีศ่กึษาและการตดิตามผูป่้วยของเขตจงัหวดัน่าน 
 

พืน้ที ่
จ านวนตวัอย่าง 

รวม 
สตัว ์ สิง่แวดลอ้ม ผูป่้วย 

พืน้ทีศ่กึษา 155 122 0 277 

ตดิตามผูป่้วย 0 129 7 136 

รวม 155 251 7 413 
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การส ารวจและเกบ็ตวัอย่างในพื้นที่ศกึษา ทมีวจิยัเลอืกบ้านสบขุ่น หมู่ 7 ต. ป่าคา อ. ท่าวงัผา เป็นพื้นที่ศกึษา
เน่ืองจากเป็นพื้นที่ที่มรีายงานพบผูป่้วยโรคฉี่หนูเป็นประจ า ประกอบกบัช่วงของการเริม่ต้นโครงการวจิยัประมาณเดอืน
กรกฎาคม 2556  ส านกัระบาดวทิยาน่านรายงานพบผูป่้วยสงสยัโรคฉี่หนูในพืน้ทีน่ี้จ านวน 3 ราย การลงส ารวจพืน้ทีศ่กึษา
ไดด้ าเนินการอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 2 ปี โดยทมีวจิยัเกบ็ตวัอย่างสตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มในบรเิวณทีเ่ป็นจุดเสีย่งทีช่าวบา้นมี
โอกาสสมัผสัจากกจิกรรมที่ท าทัง้บรเิวณที่บ้านและที่ท างานของชาวบ้าน โดยรายละเอยีดของตวัอย่างที่เกบ็ได้จากการ
ส ารวจพืน้ทีศ่กึษาแสดงตามตารางที ่12 
  
ตารางท่ี 12  แสดงจ านวนตวัอย่างสตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มทีไ่ดจ้ากการส ารวจพืน้ทีศ่กึษาแบ่งตามช่วงเวลาทีเ่กบ็ตวัอย่าง 
 

 
ช่วงเวลาเกบ็ตวัอย่าง 

ปี พ.ศ. 
 

จ านวนตวัอย่าง 

รวม 
หนู 

สตัวต์าม
ธรรมชาต ิ

สิง่แวดลอ้ม 

2556  36 0 20 56 

2557  99 20 96 215 

2558  0 0 6 6 

รวม 135 20 122 277 

 
 ส าหรบัการตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนูใน 6 อ าเภอของเขตจงัหวดัน่าน ทมีวจิยัสามารถเกบ็ตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีเ่ป็น

จุดเสีย่งของการตดิเชือ้โรคฉี่หนูทีผู่ป่้วยแต่ละรายมโีอกาสสมัผสัก่อนมอีาการป่วย ซึง่เป็นตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีเ่กบ็ไดจ้าก
จุดเสีย่งบรเิวณบา้นเรอืนทีอ่ยู่อาศยัและบรเิวณเรอืกสวนไร่นาทีผู่ป่้วยไปท างานก่อนป่วย นอกจากนี้ในการลงพืน้ทีข่องทมี
วจิยัครัง้สดุทา้ยในช่วงเดอืนกนัยายน 2558 เพื่อตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนู ทมีวจิยัมโีอกาสเกบ็ตวัอย่างปัสสาวะของผูป่้วยเพื่อ
น ามาตรวจหาเชือ้เลปโตสไปราในหอ้งปฏบิตักิารดว้ย รายละเอยีดของตวัอย่างทีเ่กบ็ไดจ้ากการตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนูในแต่
ละอ าเภอแสดงตามตารางที ่13 
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ตารางท่ี 13  แสดงจ านวนตวัอย่างทีเ่กบ็ไดจ้ากการตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนูในแต่ละอ าเภอของเขตจงัหวดัน่าน 
 

อ าเภอ จ านวนผูป่้วยทีต่ดิตาม 
จ านวนตวัอย่าง 

สิง่แวดลอ้ม ผูป่้วย 

ท่าวงัผา 
 
6 
 

31 0 

เชยีงกลาง 
 
4 

(เสยีชวีติ 2 ราย) 
35 0 

เมอืงน่าน 
 
4 
 

31 4 

ภูเพยีง 
 
2 

(เสยีชวีติ 1 ราย) 
7 1 

เวยีงสา 
 
1 

(เสยีชวีติ 1 ราย) 
5 0 

นาหมื่น 
 
2 
 

20 2 

รวม 19 129 7 

 
 ส าหรบัตัวอย่างสิง่แวดล้อมที่เก็บได้จากทัง้พื้นที่ศึกษาและจากการติดตามผู้ป่วยสามารถจ าแนกตามชนิดของ
สิง่แวดลอ้มไดต้ามตารางที ่14 
 
ตารางท่ี 14 แสดงจ านวนตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีไ่ดจ้ากการส ารวจพืน้ทีศ่กึษาและการตดิตามผูป่้วยจ าแนกตามชนิดของ
สิง่แวดลอ้ม 

พืน้ที ่
จ านวนตวัอย่าง 

รวม 
ดนิ น ้าธรรมชาต ิ น ้ากนิ น ้าใช ้

พืน้ทีศ่กึษา 43 41 17 21 122 

ตดิตามผูป่้วย 31 55 18 25 129 

รวม 74 96 35  46 251 
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ผลการทดลอง 
 

ตวัอย่างสตัว์ สิง่แวดล้อม และผู้ป่วยที่เกบ็ได้จากโครงการจะน ามาตรวจทางห้องปฏบิตัิการ โดยตวัอย่างเลอืด 
ปัสสาวะหรือชิ้นเนื้อไตที่เก็บได้จากหนูและสตัว์ตามธรรมชาติ ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วย ตัวอย่างดินและน ้ าจาก
สิง่แวดลอ้มถูกน ามาเพาะแยกเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้แบบ liquid และ semi-solid EMJH นอกจากนัน้ตวัอย่างเลอืด ปัสสาวะ
หรอืชิน้เนื้อไตทีเ่กบ็ไดจ้ากหนูและสตัวต์ามธรรมชาต ิและตวัอย่างปัสสาวะของผูป่้วย บางสว่นไดถู้กน ามาสกดั DNA เพื่อใช้
ในการตรวจคดักรองด้วยวิธี 16s rRNA conventional/ nested PCR ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการด้วยวธิี PCR และ 
culture แสดงตามตารางที ่ 15 

ตารางท่ี 15  แสดงจ านวนตวัอย่างทีใ่หผ้ลบวกต่อการตรวจทางหอ้งปฏบิตัดิว้ยวธิ ีPCR และ culture 
 

ตวัอย่าง 
จ านวนตวัอย่างทีใ่หผ้ลบวก 

PCR Culture 

หนู 
 

16/135 
(12%) 

 
4/135 
(3%) 

 
สตัวต์ามธรรมชาต ิ

 

 
0/20 
(0%) 

 
0/20 
(0%) 

 
สิง่แวดลอ้ม 

 
- 

 
168/251 
(67%) 

 
ผูป่้วย 

 

 
3/7 

(43%) 

 
0/7 

(0%) 
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ส าหรบัตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีใ่หผ้ลบวกต่อการเพาะแยกเชือ้สามารถจ าแนกตามชนิดของสิง่แวดลอ้มไดต้ามตารางที ่16 
 
ตารางท่ี 16  แสดงจ านวนตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีไ่ดจ้ากการส ารวจพืน้ทีศ่กึษาและการตดิตามผูป่้วยทีใ่หผ้ลบวกต่อการเพาะ
แยกเชือ้จ าแนกตามชนิดของสิง่แวดลอ้ม 
 

พืน้ที ่
จ านวนตวัอย่างทีใ่หผลบวกต่อการเพาะแยกเชือ้ 

รวม 
ดนิ น ้าธรรมชาต ิ น ้ากนิ น ้าใช ้

พืน้ทีศ่กึษา 
 

38/43 
(88%) 

 
23/41 
(56%) 

 
12/17 
(71%) 

 
12/21 
(57%) 

 
85/122 
(70%) 

ตดิตามผูป่้วย 
 

 
26/31 
(84%) 

 

 
35/55 
(64%) 

 

 
8/18 

(44%) 
 

 
14/25 
(56%) 

 

 
83/129 
(64%) 

 

รวม 
 

64/74 
(86%) 

 
58/96 
(60%) 

 
20/35 
(57%) 

 
26/46 
(57%) 

 
168/251 
(67%) 
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 ส าหรบัตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีไ่ดจ้ากการตดิตามผูป่้วยทีใ่หผ้ลบวกต่อการเพาะแยกเชือ้สามารถจ าแนกตามชนิดของ
สิง่แวดลอ้มและพืน้ทีท่ีต่ดิตามผูป่้วยไดต้ามตารางที ่17 
 
ตารางท่ี 17 แสดงจ านวนตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีไ่ดจ้ากการตดิตามผูป่้วยทีใ่หผ้ลบวกต่อการเพาะแยกเชือ้จ าแนกตามชนิด
ของสิง่แวดลอ้มและพืน้ทีท่ีต่ดิตามผูป่้วย 
 
 

พืน้ที ่
จ านวนตวัอย่างทีใ่หผลบวกต่อการเพาะแยกเชือ้ 

รวม 
ดนิ น ้าธรรมชาต ิ น ้ากนิ น ้าใช ้

ท่าวงัผา 
 

3/4 
(75%) 

 
11/14 
(79%) 

 
3/5 

(60%) 

 
3/8 

(37.5%) 

 
20/31 
(65%) 

เชยีงกลาง 
 

9/10 
(90%) 

 
11/14 
(79%) 

 
1/4 

(25%) 

 
4/7 

(57%) 

 
25/35 
(71%) 

เมอืงน่าน 
 

8/9 
(89%) 

 
5/12 

(42%) 

 
2/6 

(33%) 

 
3/4 

(75%) 

 
18/31 
(58%) 

ภูเพยีง 
 

1/2 
(50%) 

 
1/3 

(33%) 

 
0/0 

(0%) 

 
2/2 

(100%) 

 
4/7 

(57%) 

เวยีงสา 
 

0/0 
(0%) 

 
0/3 

(0%) 

 
1/1 

(100%) 

 
0/1 

(0%) 

 
1/5 

(20%) 

นาหมื่น 
 

5/6 
(83%) 

 
7/9 

(78%) 

 
1/2 

(50%) 

 
2/3 

(67%) 

 
15/20 
(75%) 

รวม 
 

26/31 
(84%) 

 
35/55 
(64%) 

 
8/18 

(44%) 

 
14/25 
(56%) 

 
83/129 
(64%) 

 
 
ตวัอย่างหนูและปัสสาวะผูป่้วยทีใ่หผ้ลบวกจากการตรวจคด้กรองดว้ยวธิ ี 16s rRNA PCR จะถูกระบุชนิดของเชือ้

ในตวัอย่างโดยใชล้ าดบัเบสของยนี 16s rRNA (443 bp) ซึง่เบือ้งตน้พบว่าเชือ้ทีพ่บในตวัอย่างปัสสาวะผูป่้วยทีใ่หผ้ลบวก 3 
รายมคีวามใกลเ้คยีงกบัเชือ้ L. interrogans ทัง้หมด ตามผลทีแ่สดงในตารางที ่ 18 สว่นตวัอย่างหนูทีใ่หผ้ลบวกจากการ
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ตรวจคดักรองดว้ยวธิ ี16s rRNA conventional PCR (ขนาดของ PCR product = 331 bp) ตอ้งท าการตรวจเพิม่เตมิดว้ยวธิ ี
16s rRNA nested PCR PCR (ขนาดของ PCR product = 443 bp) เพื่อใหไ้ดล้ าดบัเบสของยนี 16s rRNA ทีส่ามารถใช้
ระบุชนิดของเชือ้ในตวัอยา่งได ้ 
 
ตารางท่ี 18  แสดงผลชนิดของเชือ้เลปโตสไปราทีต่รวจไดจ้ากตวัอย่างปัสสาวะผูป่้วยดว้ยวธิ ี16s rRNA nested PCR และ
เปอรเ์ซน็ตก์ารระบุเชือ้โดยล าดบัเบสของยนี 16s rRNA 
 

Human sample Species Max. Identity 

Pt2 Leptospira interrogans 99% 

Pt3 Leptospira interrogans 99% 

Pt6 Leptospira interrogans 99% 

 
ตวัอย่างหนูและสิง่แวดลอ้มทีใ่หผ้ลบวกต่อการเพาะแยกเชือ้ เชือ้ทีไ่ดบ้างสว่นจะน ามาสกดั DNA เพื่อน ามาตรวจ

พสิจูน์ตวัเชื้อด้วยวธิ ีnear-full length 16s rRNA PCR จากนัน้น า PCR product ที่ได้ไปท าให้บรสิุทธิก่์อนส่งไปท า DNA 
sequencing เพื่อระบุชนิดของเชื้อเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มูล GenBank ซึ่งเชื้อที่แยกได้จากตัวอย่างหนูทัง้ 4 ตวัอย่างมี
ความใกลช้ดิกบัเชือ้ L. interrogans ตามตารางที ่19 ส่วนเชือ้ทีเ่พาะแยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม 168 ตวัอย่าง มคีวาม
ใกลช้ดิกบัเชือ้เลปโตสไปราทีอ่ยู่ในกลุ่มสายพนัธุก์่อโรค กึง่ก่อโรคและไม่ก่อโรค คดิเป็นรอ้ยละ 10, 39 และ 50 ตามล าดบั 
และมเีชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม 2 ตวัอย่างทีเ่ป็นเชือ้สไปโรขดีอื่นทีไ่ม่ใช่เชือ้เลปโตสไปรา คดิเป็นรอ้ยละ 1 ผล
แสดงตามตารางที ่20 
 
ตารางท่ี 19  แสดงผลชนิดของเชือ้เลปโตสไปราที่ตรวจได้จากตวัอย่างหนูดว้ยวธิ ี16s rRNA near-full length PCR และ
เปอรเ์ซน็ตก์ารระบุเชือ้โดยล าดบัเบสของยนี 16s rRNA 
 

Isolate Species Max. Identity 

R1/0757 Leptospira interrogans 99% 

R13/0757 Leptospira interrogans 99% 

R14/0757 Leptospira interrogans 99% 

R18/1157 Leptospira interrogans 99% 
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ตารางท่ี 20  แสดงผลการตรวจพสิจูน์ตวัเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม  
 

ตวัอย่าง 

จ านวนตวัอย่าง 

รวม เชือ้เลปโตสไปรา เชือ้สไปโรขดี
อื่น ก่อโรค กึง่ก่อโรค ไม่ก่อโรค 

สิง่แวดลอ้ม 
 

17 
(10%) 

 
65 

(39%) 

 
84 

(50%) 

 
2 

(1%) 

 
168 

 
เชือ้ทีเ่พาะแยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีจ่ดัอยูใ่นเชือ้กลุ่มก่อโรค กึง่ก่อโรค และไม่ก่อโรคสามารถจ าแนกตาม

ชนิดของสิง่แวดลอ้มไดต้ามตารางที ่21 
 
ตารางท่ี  21 แสดงผลการตรวจพสิจูน์ตวัเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้มโดยจ าแนกตามชนิดของสิง่แวดลอ้ม  
 

ตวัอย่าง 

จ านวนตวัอย่าง 

รวม เชือ้เลปโตสไปรา เชือ้สไปโรขดี
อื่น ก่อโรค กึง่ก่อโรค ไม่ก่อโรค 

ดนิ 
 

14 
(22%) 

 
23 

(36%) 

 
25 

(39%) 

 
2 

(3%) 

 
64 
 

น ้าธรรมชาต ิ
 
2 

 (3%) 

 
13 

(22%) 

 
43 

(74%) 

 
0 

(0%) 

 
58 
 

น ้ากนิ 
 
0 

(0%) 

 
15 

(75%) 

 
5 

(25%) 

 
0 

(0%) 

 
20 

น ้าใช ้
 
1 

(4%) 

 
14 

(54%) 

 
11 

(42%) 

 
0 

(0%) 

 
26 

รวม 
 

17 
  

 
65 
  

 
84 
  

 
2 
 

 
168 
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เมื่อน าล าดบัเบสทีไ่ดจ้ากยนี 16s rRNA (443 bp) มาท าการวเิคราะหด์ว้ย phylogenetic tree แบบ neighbor-
joining พบว่าเชือ้เลปโตสไปราจากตวัอย่างหนู 4 ตวัอย่างและผูป่้วย 3 ตวัอย่าง อยู่ในกลุ่ม L. interrogans ดงัแสดงใน
รปูภาพที ่ 9 สว่นเชือ้จากตวัอยา่งสิง่แวดลอ้ม 168 ตวัอย่างประกอบดว้ย 17 ตวัอย่างอยู่ในกลุ่ม L. kmetyi (15) และ L. 
alstonii (2) ทีเ่ป็นสายพนัธุก์่อโรค, 65 ตวัอย่างอยูใ่นกลุ่ม L. wolffii (30) และ L. licerasiae (35) ทีเ่ป็นสายพนัธุก์ึง่ก่อโรค 
และ 83 ตวัอย่างอยูใ่นกลุ่มของ L. meyeri (45), L. yaganawae (31), L. vanthielli (4), L. biflexa (4) ทีเ่ป็นสายพนัธุไ์ม่ก่อ
โรค สว่นอกี 2 ตวัอย่างอยูใ่นกลุ่มของ Leptonema illini  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูภาพท่ี 9 แสดง phylogenetic treeของ rrs gene (443 bp) โดยวธิ ี Neighbor joining ของเชือ้จากผูป่้วย,หนูและ
สิง่แวดลอ้ม  สแีดง : เชือ้ L. interrogans จากผูป่้วย 3 ตวัอย่าง (Pt2,Pt3,Pt6), ผูป่้วยทมี อ. กลั (PU004) และจากหนู 4 
ตวัอย่าง (R1/0757, R13/0757, R14/0757, R18/1157) สเีขยีว: เชือ้ L. kmetyi จากสิง่แวดลอ้ม 
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เชือ้เลปโตสไปราทีเ่พาะแยกไดจ้ากตวัอย่างหนูและสิง่แวดลอ้มจะน ามาศกึษาความสมัพนัธ ์ หรอืความเชื่อมโยง
ของสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราดว้ยวธิ ีMLST และ PFGE ซึง่ในสว่นของการตรวจวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีPFGE ทมีวจิยัไดร้บั
ความช่วยเหลอืในการด าเนินการจากทมีวจิยัของ อ. ณุวรี ์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั และในขณะที่
จดัท ารายงานฉบบันี้ การตรวจวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี PFGE ในสว่นของตวัอย่างหนูและสิง่แวดลอ้มบางสว่นก าลงัอยู่ระหว่างการ
เตรยีมตวัเชือ้ส าหรบัการตรวจวเิคราะห ์ 

 
ผลเบือ้งตน้จากการจ าแนกสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราดว้ยวธิ ี MLST พบว่า เชือ้ทีเ่พาะแยกไดจ้ากตวัอย่างหนู

จ านวน 4 ตวัอย่าง ได ้sequence type  (ST) ใหม่ทัง้หมดประกอบดว้ย ST 103, 104, 114 และ 210  ตามตารางที ่22 เมื่อ
วเิคราะหค์วามสมัพนัธข์องสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราในฐานขอ้มลู MLST ดว้ย eBURST พบว่า ST ทัง้ 4 มลีกัษณะ
เป็น singleton และไม่สมัพนัธก์บั ST ก่อนหน้า ตามรปูภาพที ่  สว่นเชือ้ทีเ่พาะแยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้มยงัไม่
สามารถจ าแนกสายพนัธุด์ว้ย MLST scheme ทีใ่ชอ้ยู่ในปัจจบุนัได ้(Boonslip S et al., 2013) 
 
ตารางท่ี  22 แสดงผล species และ sequence type (ST) โดยวธิ ีMulti Locus Sequence Typing (MLST) ของเชื้อเลป
โตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างปัสสาวะหนู 
 

Isolate Species ST 

R1/0757 Leptospira interrogans 103 

R13/0757 Leptospira interrogans 104 

R14/0757 Leptospira interrogans 114 

R18/1157 Leptospira interrogans 210 
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รปูภาพท่ี 10 แสดงการวเิคราะหค์วามสมัพนัธข์องสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราในฐานขอ้มลู MLST ดว้ย eBURST พรอ้ม
ระบตุ าแหน่งของ Sequence Type (ST) ของเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากหนู 4 ตวั  
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สรปุผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
โครงการย่อยท่ี 1.3 
 

ทมีวจิยัคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล ท าการลงส ารวจพืน้ทีแ่ละเกบ็ตวัอย่างในเขตจงัหวดัน่านตัง้แต่
เดอืนพฤศจกิายน 2556 ถงึเดอืนกนัยายน 2558  โดยเกบ็ตวัอย่างหนู สตัวต์ามธรรมชาต ิ และสิง่แวดลอ้มเป็นหลกัจาก
บรเิวณพืน้ทีศ่กึษาและจากการตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนู ซึง่การส ารวจและเกบ็ตวัอย่างในโครงการนี้อยู่ใน 6 อ าเภอของ จ. 
น่านไดแ้ก่ อ. ท่าวงัผา, อ. เชยีงกลาง, อ. เมอืงน่าน, อ. ภูเพยีง, อ. เวยีงสา และ อ.นาหมื่น  

ส าหรบัการลงส ารวจพืน้ทีแ่ละเกบ็ตวัอย่างของทมีวจิยั ณ พืน้ทีศ่กึษาบา้นสบขุน่ ม.7 ต.ป่าคา อ. ท่าวงัผา จ.น่าน 
ในแต่ละฤดกูาลทีต่่างกนัต่อเนื่องในระยะเวลา 2 ปี ทมีวจิยัสามารถเกบ็ตวัอย่างสตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มทีเ่ชื่อมโยงกบัคนและ
กจิกรรมในแต่ละช่วงฤดกูาลของคนในชมุชนทีม่โีอกาสเสีย่งต่อการตดิเชือ้โรคฉี่หนูได ้ ส าหรบัตวัอย่างหนูไดร้บัความร่วมมอื
จากชาวบา้นในการช่วยดกัหนูจากบรเิวณทีพ่กัอาศยัและบรเิวณไร่นาทีช่าวบา้นไปท างาน ร่วมกบัการวางกรงดกัเองของทมี
วจิยั สว่นสตัวใ์นธรรมชาตอิื่นๆในทอ้งทีบ่า้นสบขุน่พบน้อยมากท าใหไ้ดจ้ านวนตวัอย่างน้อยกว่าเป้าหมายทีก่ าหนดไว ้
ช่วงเวลาทีพ่บสตัวใ์นธรรมชาตมิากทีส่ดุจากการลงพืน้ทีส่ ารวจคอืช่วงฤดฝูนซึง่ชาวบา้นจะออกหาปลา, กบ, เขยีดในร่องนา
และล าหว้ย ตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทมีวจิยัเกบ็ตวัอย่างดนิและน ้าในไร่นาของชาวบา้นรวมถงึล าหว้ยและบ่อน ้าทีช่าวบา้นลง
อาบน ้า, หาปลาหรอืน าน ้ามาใช ้  ซึง่บรเิวณทีเ่กบ็ตวัอย่างดนิและน ้าเป็นบรเิวณเดยีวกนักบัทีท่มีวจิยัวางกรงดกัหนูดว้ย 
ทัง้นี้การเกบ็ตวัอย่างสตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มจะเลอืกในบรเิวณทีม่คีวามสมัพนัธก์บักจิกรรมของชาวบา้นในพืน้ทีเ่พื่อใหเ้กดิ
ความเชื่อมโยงกนัของคน สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้ม รวมถงึพืน้ทีท่ีเ่ป็นจุดเสีย่งของการตดิเชือ้ทีเ่คยมผีูป่้วยโรคฉี่หนูในชมุชนไป
สมัผสั สรุปตวัอย่างทีเ่กบ็ไดใ้นพืน้ทีศ่กึษาประกอบดว้ย ตวัอยา่งหนู 135 ตวัอย่าง, สตัวต์ามธรรมชาต ิ 20 ตวัอย่าง และ 
สิง่แวดลอ้ม 122 ตวัอย่าง 

ส าหรบัการเกบ็ตวัอย่างจากการตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนู ทมีวจิยัสามารถตดิตามผูป่้วยโรคฉี่หนูไดท้ัง้สิน้ 19 รายใน
ระยะเวลา 2 ปีของการด าเนินโครงการ ตวัอย่างทีเ่กบ็สว่นใหญ่จะสอดคลอ้งกบัการใหข้อ้มลูของผูป่้วย โดยเป็นตวัอย่าง
สิง่แวดลอ้มในพืน้ทีจุ่ดเสีย่งทีผู่ป่้วยมกีารสมัผสัก่อนป่วย รวมทัง้ตวัอย่างสิง่แวดลอ้มในบรเิวณบา้นเรอืนทีอ่ยู่อาศยัทีผู่ป่้วยมี
โอกาสสมัผสัอยู่เป็นประจ า ทัง้นี้ในการลงส ารวจและเกบ็ตวัอย่างทีส่มัพนัธก์บัผูป่้วยในแต่ละครัง้ ทมีวจิยัสามารถเกบ็ได้
เฉพาะตวัอย่างทีเ่ป็นสิง่แวดลอ้มเท่านัน้ ไม่สามารถเกบ็ตวัอย่างหนูหรอืสตัวต์ามธรรมชาตอิื่นๆทีอ่าจพบเหน็ในบรเิวณ
บา้นเรอืนหรอืในบรเิวณไร่นาของผูป่้วยทีเ่ป็นจุดเสีย่งของการตดิเชือ้ไดเ้น่ืองจากเวลาในการลงพืน้ทีแ่ต่ละรอบมจี ากดัและ
พืน้ทีท่ีท่ าการตดิตามผูป่้วยมลีกัษณะกระจาย อยู่ในหลายทอ้งทีถ่งึแมจ้ะอยูใ่นอ าเภอเดยีวกนักต็าม ประกอบกบัตอ้งอาศยั
ระยะเวลาในการวางกรงดกัหนูเองจงึไม่สามารถเกบ็ตวัอย่างหนูหรอืสตัวต์ามธรรมชาตอิื่นๆทีส่มัพนัธก์บัผูป่้วยแต่ละรายได้ 
นอกจากนี้ในการลงพืน้ทีต่ดิตามผูป่้วยรอบสดุทา้ยในช่วงเดอืนกนัยายน 2558 ทมีวจิยัไดเ้กบ็ตวัอย่างปัสสาวะของผูป่้วย
เพิม่เตมิดว้ยซึง่อยู่นอกเหนือจากความรบัผดิชอบหลกั เน่ืองจากการด าเนินการทีผ่่านมาของโครงการในสว่นของการ
ตรวจหาเชือ้จากผูป่้วยสามารถแยกเชือ้จากผูป่้วยไดเ้พยีง 1 ราย ดงันัน้ทมีวจิยัจงึขอเกบ็ตวัอย่างปัสสาวะของผูป่้วยที่
ตดิตามในรอบสดุทา้ยนี้และน ามาตรวจทางหอ้งปฏบิตักิารเพื่อเพิม่โอกาสในการไดข้อ้มลูของเชือ้ในคนมากขึน้ สรุปตวัอย่าง
ทีเ่กบ็ไดจ้ากการตดิตามผูป่้วยประกอบดว้ย ตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม 129 ตวัอย่าง และ ตวัอย่างผูป่้วย 7 ตวัอย่าง 

ตวัอย่างทีเ่กบ็ไดท้ัง้หมดในโครงการน ามาเพาะแยกเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ ทมีวจิยัสามารถเพาะแยกเชือ้ไดจ้าก
ตวัอย่างหนู 4 ตวัอย่าง และตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม 168 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 3 และ 67 ตามล าดบั สว่นตวัอย่างผูป่้วยทีท่มี
วจิยัเกบ็ตวัอย่างเพิม่เตมิไม่สามารถเพาะแยกเชือ้ได ้ทัง้นี้ตวัอยา่งสตัวแ์ละปัสสาวะผูป่้วยทีท่ าการเพาะแยกเชือ้ ทมีวจิยัตอ้ง
ท าการลงตวัอย่างในอาหารเลีย้งเชือ้ทนัททีีไ่ดต้วัอย่าง ซึง่ตอ้งท าในพืน้ทีท่ีเ่กบ็ตวัอย่างแต่ละแห่ง ไม่สามารถน ากลบัมา
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ด าเนินการในหอ้งปฏบิตักิารได ้ ท าให ้ culture มโีอกาสปนเป้ือนเชือ้อื่นๆได ้ สว่นตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีเ่ป็นดนิและน ้า ทมี
วจิยัสามารถน ากลบัมาด าเนินการตามขัน้ตอนของการลงตวัอยา่งในอาหารเลีย้งเชือ้ทีห่อ้งปฏบิตักิารได ้ แต่ยงัคงพบปัญหา
การปนเป้ือนของเชือ้แบคทเีรยีอื่นๆร่วมอยูใ่นตวัอย่างสิง่แวดลอ้มทีไ่ดเ้ชือ้เลปโตสไปราจากการเพาะแยกเชือ้ ซึง่ในกรณีนี้
จะใชเ้วลาค่อนขา้งนานในการแกปั้ญหาการปนเป้ือนดงักล่าวเพือ่ท าใหไ้ดเ้ชือ้เลปโตสไปราบรสิทุธิ ์

นอกจากการเพาะแยกเชือ้แลว้ ตวัอย่างสตัวแ์ละตวัอย่างปัสสาวะผูป่้วยสว่นหนึ่งน ามาตรวจดว้ยวธิ ี PCR ซึง่
เบือ้งตน้มตีวัอยา่งหนูใหผ้ลบวก 16 ตวัอย่างจากวธิ ี 16s rRNA conventional PCR  และ ตวัอย่างผูป่้วยใหผ้ลบวก 3 
ตวัอย่างจากวธิ ี 16s rRNA nested PCR ทมีวจิยัสามารถระบุสายพนัธุข์องเชือ้ในตวัอยา่งปัสสาวะผูป่้วยทีใ่หผ้ลบวก
ดงักล่าวไดโ้ดยอาศยัการท า DNA sequencing เพื่อหาล าดบัเบสของยนี 16s rRNA (443 bp) จากนัน้เปรยีบเทยีบล าดบั
เบสของยนี 16s rRNA ทีไ่ดก้บัฐานขอ้มลูร่วมกบัการวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี phylogenetic tree พบว่า เชือ้ทีพ่บในตวัอย่าง
ปัสสาวะของผูป่้วย 3 รายจากทัง้หมด 7 รายเป็นเชือ้ L.  interrogans ทัง้หมด โดยเป็นผูป่้วยในพืน้ที ่อ. เมอืงน่าน 2 ราย
และ อ. นาหมื่น 1 ราย สว่นการระบุสายพนัธุข์องเชือ้ในตวัอย่างหนูทีใ่หผ้ลบวกต่อ 16s rRNA conventional PCR 
จ าเป็นตอ้งท า 16s rRNA nested PCR เพิม่เตมิเพื่อใหไ้ดล้ าดบัเบสของยนี 16s rRNA ทีส่ามารถใชร้ะบชุนิดของเชือ้ใน
ตวัอย่างได ้ 

เชือ้ทีเ่พาะแยกไดจ้ากตวัอย่างหนู 4 ตวัอย่างและสิง่แวดลอ้ม 168 ตวัอย่างถูกตรวจพสิจูน์ตวัเชือ้และระบุสายพนัธุ์
ของเชือ้โดยอาศยัล าดบัเบสของยนี 16s rRNA (near-full length 16s rRNA) ในการท า phylogenetic tree พบว่าเชือ้ทีแ่ยก
ไดจ้ากตวัอย่างหนูเป็นเชือ้  L. interrogans ทัง้หมด เช่นเดยีวกบัเชือ้จากผูป่้วย 3 รายและผูป่้วยของทมี อ. กลัลยานี ซึง่
ตวัอย่างหนูทีเ่กบ็ไดเ้ป็นหนูทีไ่ดจ้ากการส ารวจในพืน้ทีศ่กึษา ต. ป่าคา อ. ท่าวงัผาทัง้หมด สว่นเชือ้ทีเ่พาะแยกไดจ้าก
ตวัอย่างสิง่แวดลอ้มพบเป็นเชือ้สายพนัธุก์่อโรค 17 ตวัอย่าง (L. kmetyi = 15, L. alstonii = 2) สายพนัธุก์ึง่ก่อโรค 65 
ตวัอย่าง (L. licerasiae = 35, L. wolffii = 30) สายพนัธุไ์ม่ก่อโรค 84 ตวัอย่าง (L. meyeri = 45, L. yanagawae = 31, L. 
vanthielii = 4, L. biflexa = 4) และทีเ่หลอือกี 2 ตวัอย่างพบเป็นเชือ้สไปโรขดีอื่น (Leptonema illini) ซึง่ตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม
ทีเ่พาะแยกเชือ้ไดม้าจากทุกพืน้ทีข่อง 6 อ าเภอทีท่มีวจิยัลงส ารวจและเกบ็ตวัอย่างแสดงใหเ้หน็ว่ามเีชือ้เลปโตสไปราจ านวน
มากอยู่ในสิง่แวดลอ้มของพืน้ทีจ่งัหวดัน่าน จากผลการระบุสายพนัธุข์องเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอยา่งสิง่แวดลอ้มพบว่าไมม่เีชือ้
จากสิง่แวดลอ้มทีอ่ยูใ่นสายพนัธุ ์L. interrogans หรอื L. wellii  เหมอืนกบัเชือ้ทีแ่ยกไดใ้นผูป่้วย สนุขั และหนูของโครงการ 
ปัจจยัหนึ่งน่าจะมาจากการเลอืกใช ้ primer ในการตรวจดว้ยวธิ ี PCR ซึง่ตวัอย่างสิง่แวดลอ้มจะไม่ไดท้ าการตรวจคดักรอง
ดว้ยวธิ ี16s rRNA nested PCR  แต่จะท าการตรวจพสิจูน์ตวัเชือ้ทีเ่พาะแยกไดเ้พื่อระบุสายพนัธุด์ว้ย near-full length 16s 
rRNA conventional PCR ดว้ยเหตุนี้อาจมคีวามเป็นไปไดท้ีเ่ชือ้ในกลุ่มสายพนัธุก์่อโรคและกึง่ก่อโรคทีแ่ฝงอยู่ในตวัอย่าง
สิง่แวดลอ้มจะไมถู่กตรวจพบดว้ยวธิ ี near-full length 16s rRNA conventional PCR แต่อาจมโีอกาสตรวจพบไดจ้ากวธิ ี
16s rRNA nested PCR ทีม่คีวามไวและความจ าเพาะกบัเชือ้กลุ่มก่อโรคและกึง่ก่อโรคสงูกว่า ในกรณีนี้ถา้น าสารพนัธุกรรม
ของตวัอย่างสิง่แวดลอ้มมาตรวจเพิม่เตมิดว้ยวธิ ี 16s rRNA nested PCR อาจไดข้อ้มลูของเชือ้กลุ่มก่อโรคและกึง่ก่อโรคที่
แฝงอยูใ่นตวัอย่างนัน้ๆเพิม่เตมิ ซึง่จะเป็นประโยชน์ในการเชือ่มโยงความสมัพนัธก์บัเชือ้ก่อโรคทีพ่บในผูป่้วยและสตัวท์ีไ่ด้
จากโครงการ  

ส าหรบัการศกึษาความสมัพนัธ ์ หรอืความเชื่อมโยงของสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราดว้ยวธิ ี MLST และ วธิ ี
PFGE เบือ้งตน้ผลการวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีMLST พบว่าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างหนูทัง้ 4 ตวัอย่างได ้ sequence type (ST) 
ใหม่ทัง้หมด ไดแ้ก ่ST103, 104, 114 และ 210 ซึง่ไม่สมัพนัธก์บั ST ทีม่อียูใ่นฐานขอ้มลูและไม่สมัพนัธก์บั ST ของเชือ้ที่
แยกไดจ้ากผูป่้วยของทมี อ. กลัลยานีและเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากสนุขัของทมี อ.ณุวรี ์ส าหรบัเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม
ยงัไม่สามารถจ าแนกสายพนัธุด์ว้ย MLST scheme ทีใ่ชอ้ยู่ในปัจจบุนัได ้ (Boonslip S et al., 2013) สว่นการวเิคราะห์
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ความสมัพนัธข์องสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราดว้ยวธิ ี PFGE ในสว่นของตวัอย่างหนูและสิง่แวดลอ้มก าลงัอยู่ระหว่างการ
ด าเนินการ  

ผลขา้งตน้แสดงใหเ้หน็ถงึความสมัพนัธข์องสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราทีพ่บในตวัอย่างผูป่้วยและตวัอย่างหนู
ในพืน้ทีจ่งัหวดัน่าน และแสดงใหเ้หน็ถงึการพบเชือ้เลปโตสไปราจ านวนมากในสิง่แวดลอ้มของพืน้ทีจ่งัหวดัน่าน ซึง่อาจบ่งชี้
ถงึการเป็นพืน้ทีเ่สีย่งของการตดิเชือ้โรคฉี่หนูได ้ อย่างไรกต็ามควรน าขอ้มลูทีไ่ดไ้ปเชื่อมโยงกบัขอ้มลูของเชือ้ทีไ่ดจ้ากปศุ
สตัว,์ สตัวเ์ลีย้ง และสิง่แวดลอ้มทีเ่กบ็ไดใ้นพืน้ทีเ่ดยีวกนัต่อไปเพื่อวเิคราะหค์วามสมัพนัธข์องสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปรา
ในภาพรวมของโครงการตามวตัถุประสงคท์ีต่ัง้ไว ้

 
 
ข้อสรปุและขอ้เสนอแนะ 

ทมีวจิยัคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิลด าเนินการศกึษาสายพนัธุข์องเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกได้จาก
ตัวอย่างสตัว์ในธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมในเขตพื้นที่จงัหวดัน่านในระยะเวลาตัง้แต่ เดือนพฤศจิกายน 2556 ถึงเดือน
กันยายน 2558 ตัวอย่างที่เก็บได้ทัง้หมดประกอบด้วย ตัวอย่างหนู 135 ตัวอย่าง, สัตว์ตามธรรมชาติ 20 ตัวอย่าง 
สิง่แวดลอ้ม 251 ตวัอย่าง และ ผูป่้วย 7 ตวัอย่าง การตรวจคดักรองตวัอย่างดว้ยวธิ ี16s rRNA conventional PCR/   16s 
rRNA nested PCR พบตวัอย่างใหผ้ลบวกจากหนู 16 ตวัอย่าง (12%) และผูป่้วย 3 ตวัอย่าง (43%)  และสามารถเพาะแยก
เชือ้ไดจ้ากตวัอย่างหนู 4 ตวัอย่างและตวัอย่างสิง่แวดลอ้ม 168 ตวัอย่าง 

การระบุสายพนัธุข์องเชื้อโดยอาศยัล าดบัเบสของยนี 16s rRNA พบว่าเชื้อที่แยกไดจ้ากตวัอย่างหนูเป็นเชือ้  L. 
interrogans ทัง้หมด เช่นเดยีวกบัเชือ้ทีต่รวจพบในปัสสาวะผูป่้วย 3 ราย ส่วนตวัอย่างสิง่แวดลอ้มเบือ้งต้นพบเป็นเชือ้สาย
พนัธุก์่อโรค 17 ตวัอย่าง (L. kmetyi = 15, L. alstonii = 2) สายพนัธุก์ึง่ก่อโรค 65 ตวัอย่าง (L. licerasiae = 35, L. wolffii = 
30) และสายพนัธุ์ไม่ก่อโรค 84 ตัวอย่าง (L. meyeri = 45, L. yanagawae = 31, L. vanthielii = 4, L. biflexa = 4) และที่
เหลอือกี 2 ตวัอย่างพบเป็นเชือ้สไปโรขดีอื่น (Leptonema illini) 

การศกึษาความสมัพนัธ ์หรอืความเชื่อมโยงของสายพนัธุข์องเชื้อเลปโตสไปราดว้ยวธิ ี  Multi Locus Sequence 
Typing (MLST) พบว่าเชื้อที่แยกได้จากตัวอย่างหนูทัง้ 4 ตัวอย่างได้ sequence type (ST) ใหม่ทัง้หมด ได้แก่ ST103, 
104, 114 และ 210 ซึง่ไม่สมัพนัธก์บั ST ทีม่อียู่ในฐานขอ้มูลและไม่สมัพนัธก์บั ST ของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยของทมี อ. 
กลัลยานีและเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากสุนัขของทมี อ.ณุวรี ์ส าหรบัเชือ้ทีแ่ยกได้จากตวัอย่างสิง่แวดล้อมยงัไม่สามารถจ าแนกสาย
พนัธุ์ดว้ย MLST scheme ทีใ่ชอ้ยู่ในปัจจุบนัได้ (Boonslip S et al., 2013) อย่างไรกต็ามการศกึษาความสมัพนัธ์ของสาย
พนัธุข์องเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วย สตัวแ์ละสิง่แวดลอ้มอาจสามารถใชว้ธิ ีPFGE มาช่วยในการศกึษาความสมัพนัธไ์ด ้

ปัญหาที่พบจากการด าเนินโครงการคอืการเกบ็ตวัอย่างผู้ป่วย สตัว์และสิง่แวดล้อมในพื้นที่เดยีวกนัยงัท าได้ไม่
สมบูรณ์ รวมถงึการเกบ็ตวัอย่างใหส้มัพนัธก์บัช่วงเวลาทีม่กีารรายงานผูป่้วยยงัท าไดน้้อย อย่างไรกต็ามผลการศกึษาของ
โครงการจะเป็นประโยชน์ในการบ่งชีปั้จจยัเสีย่งของการตดิเชือ้โรคฉี่หนูใหแ้ก่ชุมชนในพืน้ทีจ่งัหวดัน่านได้ 

 
 
 
 
 

 



F-CO-CPM-11 Rev0 
PAGE 52 OF 77 

สรปุผลภาพรวมโครงการย่อยท่ี 1 
 

รายงานผลการทดลอง 
 
Phylogenetic tree of rrs 

จากข้อมูลของต้นไม้ไฟโลเจเนติกชนิด Neibour-joining ของล าดับสารพันธุกรรมจ านวน 443 bp ของยีน rrs 
พบว่า ในพืน้ทีจ่งัหวดัน่านมคีวามหลากหลายของชนิดของเชือ้เลปโตสไปรา โดยสามารถแยกเชือ้เลปโตไสปราทีพ่บในคน, 
สตัว์ และสิง่แวดล้อม ออกเป็น 5 กลุ่มหลกัๆ คือ L. interrogans, L. weilii, L. kmetyi, กลุ่มของ unidentified pathogenic 
Leptospira และ กลุ่มของ unidentified non-pathogenic Leptospira และในกลุ่มของ L. interrogans พบความสมัพันธ์
ระหว่างล าดบัของสารพนัธุกรรมของเชือ้เลปโตสไปราทีพ่บทัง้คน, สตัว ์(โค, สกุร, สุนัข และหนู) และสิง่แวดลอ้ม (น ้า) ดงั
แสดงตามภาพที ่11  
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รปูภาพท่ี 11 Neibour-joining phylogenetic tree ของล าดบันิวคลโิอไทดจ์ านวน 443 bp ของยนี rrs. Red dot แสดง
ตวัอย่างจากคน, Blue dot แสดงตวัอย่างจากสตัว ์(โค, สกุร, สนุขั), Black dot แสดงตวัอย่างจากหนู, Brown dot แสดง
ตวัอย่างจากสิง่แวดลอ้ม, Green dot แสดง pathogenic Leptospira จาก GenBank และ Yellow dot แสดง Intermediate 
Leptospira จาก GenBank. 
 
 
 
 

Unidentified pathogenic Leptospira 

Unidentified non-pathogenic Leptospira 
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ในกลุ่มของ L. interrogans พบความสมัพนัธร์ะหว่างล าดบันิวคลโิอไทดข์องเชือ้เลปโตสไปราทีพ่บทัง้ในคน และสตัว ์ (โค, 
สกุร, สนุขั และหนู) ดงัรปูภาพที ่12  ทีน่่าสนใจคอื สตัวเ์ศรฐกจิ เช่น โค และ สกุร ทีช่าวบา้นในพืน้ที่เลีย้งเอาไวเ้พื่อคา้ขาย 
และอาศยัอยู่ในอาณาบรเิวณบา้นทีพ่กัอาศยัของชาวบา้น สามารถตรวจพบเชือ้เลปโตสไปราไดใ้นปัสสาวะ ซึง่สตัวเ์หล่าน้ีไม่
แสดงอาการป่วย สามารถตรวจพบเชือ้เลปโตสไปราในโค และ สกุร ไดร้อ้ยละ 12.2 และ 8.4 บ่งชีว้่าโค และ สกุรในพืน้ทีท่ีม่ ี
การระบาดของโรคเลปโตสไปโรซสิน่าจะเป็น carrier ของโรคทีส่ าคญั 
 
 

 
 
รปูภาพท่ี 12 Neibour-joining phylogenetic tree ของล าดบันิวคลโิอไทดจ์ านวน 443 bp ของยนี rrs ในกลุ่มของ L. 
interrogans. Red dot แสดงตวัอย่างจากคน, Blue dot แสดงตวัอย่างจาก สกุร, Green dot แสดงตวัอย่างจากโค 

L. interrogans 
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Phylogenetic tree of 16S near-full length 
 
 เชื้อเลปโตสไปราบรสิุทธิท์ี่สามารถแยกได้จากคน (n=1), สตัว์ (n=8; สุนัข (n=4), หนู (n=4)) และสิง่แวดล้อม 
(n=4) ไดถู้กน ามาระบุชนิดของเชือ้ดว้ย near-full length 16S rRNA sequencing และหาความสมัพนัธท์างววิฒันาการดว้ย
ต้นไม้ไฟโลเจเนติกชนิด Neibour-joining พบเชื้อ L. kmetyi (n=3) จากตวัอย่างสิง่แวดล้อม, L. weilii (n=2) จากสุนัข, L. 
interrogans (n=7) จากคน, สุนัข และหนู และพบ non-pathogenic Leptospira (n=1) จากสิง่แวดลอ้ม จากต้นไม้ไฟโลเจ
เนตกิ พบว่าเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากคนมคีวามใกลช้ดิกบัเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากหนู รปูภาพที ่13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูภาพท่ี 13 Neibour-joining phylogenetic tree ของ near-full length 16S rRNA. Red dot แสดงตวัอย่างจากคน, Blue 
dot แสดงตวัอย่างจาก สิง่แวดลอ้ม, Green dot แสดงตวัอย่างจากหนู และ Yellow dot แสดงตวัอย่างจากสนุขั  
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Multilocus sequence typing (MLST) and phylogenetic tree of 7 housekeeping genes concatenated 
sequence  
 
 ผลจาก MLST พบว่าตัวอย่างที่แยกได้จากคน, สุนัข และ หนู ให้ sequence type (STs) ใหม่ซึ่งไม่ปรากฏใน
ฐานข้อมูล โดยพบ ST 211 ในคน ST 26, ST 33 และ ST 94 ในสุนัข ST 103, ST 104, ST 114 และ ST 210 ในหนู 
พบว่า ST 211, ST 26, ST33, ST 103, ST 104, ST 114 และ ST 210 อยู่ในกลุ่มของ L. interrogans ในขณะที่ ST 94 
อยู่ในกลุ่ม L. weilii 
 จากการท า eBURST analysis ในกลุ่มของ L. interrogans ทีแ่ยกไดจ้ากคน, สนุขั และ หนู พบว่า ลกัษณะของแต่
ละ STs เป็น singleton แสดงถึงที่มาหรอืจุดก าเนิดของเชื้อเลปโตสไปราที่คน, สุนัข และ หนูรบัมาไม่ได้มาจาก clone 
เดยีวกนั ดงัแสดงในรปูภาพที ่14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูภาพท่ี 14 eBURST analysis ของ L. interrogans ทีแ่ยกไดจ้ากคน, สนุขั และหนู. Red circle แสดงตวัอย่างจากคน, 
Green circle แสดงตวัอยา่งจากหนู และ Yellow circle แสดงตวัอย่างจากสนุขั  
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อย่างไรกต็ามเมื่อน าล าดบันิวคลโิอไทด์ของ housekeeping gene ทัง้ 7 มาเรยีงต่อกนั (concatenated) และจดั
ตน้ไมไ้ฟโลเจเนตกิ พบว่า ST 211 ทีแ่ยกไดจ้ากคน มคีวามใกลช้ดิทางววิฒันาการกบั ST 114 ทีแ่ยกไดจ้ากหนู ดงัแสดง
ในภาพที ่15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูภาพท่ี 15 Neibour-joining tree ของ hosekeeping gene ทัง้ 7 น ามาต่อกนั (concatenated). Red dot แสดงตวัอย่าง
จากคน, Green dot แสดงตวัอยา่งจากหนู และ Yellow dot แสดงตวัอย่างจากสนุขั  
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Pulse field gel electrophoresis (PFGE) 
 
 ผลของ PFGE พบว่า ST94 ทีพ่บในสนุขัจากการท า MLST ใหร้ปูแบบ PFGE ทีแ่ตกต่างกนั แต่มคีวามใกลเ้คยีงกนัมากทีส่ดุเมือ่ cut-off รปูแบบของ PFGE ทีร่อ้ยละ 80 ในขณะที่
เชือ้เลปโตสไปราอื่นทีเ่หลอืใหผ้ลสอดคลอ้งกบั MLST คอื มรีปูแบบของ PFGE ทีจ่ าเพาะและแตกต่างกนั 
 
 
 

 
 
 

 
 

รปูภาพท่ี 16 แสดงรปูแบบของ PFGE ของเชือ้เลปโตไปราตวัแทนทีแ่ยกไดจ้ากคน, สตัว ์และสิง่แวดลอ้ม

Samples Species MLST Host 
DO6 L.weilii ST94 Dogs 
D13 L.weilii ST94 Dogs 
PU004 L. interrogans ST211 Human 
DO5 L. interrogans ST26 Dogs 
DO8 L. interrogans ST33 Dogs 
ENV27   Environment 
N05   Human 
ENV16   Environment 

PFGE: Not I 
Dice correlation 1.5% 
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สรปุผลการทดลอง 
 จากกการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลและความสมัพันธ์ของเชื้อเลปโตสไปราที่แย กได้จากคน, สตัว์ และ
สิง่แวดลอ้ม ในจงัหวดัน่าน พบว่าในพืน้ทีจ่งัหวดัน่านซึง่เป็นพืน้ที่ทีม่กีารระบาดของโรคเลปโตสไปโรสสิมคีวามหลากหลาย
ของสายพนัธเ์ชือ้เลปโตสไปรา โดยพบสายพนัธข์องเชือ้เลปโตสไปราทีส่ามารถระบุชนิดไดห้ลกัๆ ไดแ้ก่ L. interrogans, L. 
weilii, L. kmetyi ซึ่งทัง้หมดเป็น pathogenic Leptospira จากข้อมูลของต้นไม้ไฟโลเจเนติกพบความสมัพันธ์ของสาย
ววิฒันาการของเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากคนและหนู แต่พบว่าจากขอ้มูลของ MLST พบว่าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากคน, สตัว ์
และสิง่แวดลอ้ม มตีน้ก าเนิดหรอืทีม่า (Clone) ทีแ่ตกต่างกนัซึง่สอดคลอ้งกบัรปูแบบของ PFGE ทีแ่ตกต่างกนั 
 จากขอ้มลูทางระบาดวทิยาของอุบตักิารณ์การป่วยดว้ยโรคเลปโตสไปโรสสิทีจ่งัหวดัน่านระหว่างปี 2013 ถงึ 2015 
(รูปภาพที ่17) พบว่าอ าเภอท่าวงัผาเป็นอ าเภอหนึ่งทีพ่บอุบตักิารณ์การเกดิโรคเลปโตสไปโรสิสในคนสงู ซึง่สอดคลอ้งกบั
ขอ้มลูการศกึษาของทางคณะผูว้จิยั ทีพ่บว่าในพืน้ทีท่ีพ่บอุบตักิารณ์ของโรคเลปโตสไปโรสสิในคนทีส่งู สตัวใ์นพืน้ทีน่ัน้กพ็บ
ความชุกของโรคเลปโตสไปโรสสิที่สงูเช่นกนั โดยเฉพาะสตัวเ์ศรษฐกจิ เช่น โค และ สุกร ซึ่งชาวบา้นในพืน้ที่นิยมเลีย้งไว้
คา้ขายและบรโิภค สตัว์เหล่านี้สามารถตรวจพบว่าเป็นโรคเลปโตสไปโรสิสโดยไม่แสดงอาการว่าป่วย ซึ่งเป็น carrier ที่มี
ความส าคญันอกเหนือจากหนูทีส่ามารถถ่ายทอดเชือ้เลปโตสไปโรสสิไปสูค่นได ้ 
 

รปูภาพท่ี 17 แสดงแผนทีจ่งัหวดัน่านและอุบตักิารณ์สะสมในแต่ละอ าเภอของโรคเลปโตสไปโรสสิในคนระหว่างปี 2013 ถงึ 
2015 รวมถงึความชุกของโรคเลปโตสไปโรสสิในสตัวใ์นชว่งเวลาเดยีวกนั 
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โครงการย่อยท่ี 2 
 

การศึกษาการทดลองการติดเช้ือโรคเลปโตสไปราท่ีแยกได้จากผูป่้วยในววัและสุกร 
โดยทีมวิจยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลยัมหิดล 

 
 
ทมีวจิยัไดด้ าเนินการทดสอบการตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในสกุร ณ คณะสตัวแพทยศาสตร ์

มหาวทิยาลยัมหดิล วทิยาเขตกาญจนบุร ี เน่ืองจากไดม้กีารเตรยีมความพรอ้มของสถานทีเ่พื่อใชใ้นการเลีย้งและการ
ทดสอบการตดิเชือ้ในสตัวใ์หญ่ทีส่ามารถป้องกนัและควบคมุการแพร่กระจายโรคได ้
 
แผนการด าเนินงาน ประกอบด้วย 
1. การเตรียมเช้ือเลปโตสไปราท่ีใช้ในการ inoculation 
          เชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยทีเ่กบ็ใน liquid nitrogen จ านวน 5-10 isolates จะถูกน ามาเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เชือ้ Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) medium ที ่ 30oC จนไดเ้ชือ้ทีแ่ขง็แรง อยูใ่น log phase และมี
ปรมิาณมากเพยีงพอ 106- 108  cells/ml โดยหลกีเลีย่งการ sub-culture เพื่อใหค้วามสามารถในการท าใหเ้กดิโรคไม่
เปลีย่นแปลง จากนัน้ท าการทดสอบ virulence เพื่อคดัเลอืก isolate ทีม่ ี LD50 ในหนูแฮมสเตอรไ์ม่เกนิ 100 จ านวน 2 
isolates เพื่อใหส้ามารถน ามา inoculate ดลูกัษณะของการตดิเชือ้ ใน สกุร 

   เชือ้ทีผ่่านการทดสอบจะน ามาเพิม่จ านวนใน  EMJH ใหไ้ดป้รมิาณมากพอเพื่อทดสอบในสตัวต่์อไป 
     

2. สตัวท์ดลอง 
    สตัวท์ดลองทีจ่ะใชใ้นการศกึษาตอ้งปลอดจากแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อเชือ้เลปโตสไปรา ก่อนการ inoculation โดย
สตัวท์ดลองทีใ่ชใ้นการศกึษาในครัง้นี้ คอื  

 สกุร อายุ 3 เดอืน เพศเมยี รวม 4 ตวั  
 
3. การให้เช้ือแก่สตัวท์ดลอง (animal inoculation) และการจดักลุ่มสตัวท์ดลอง 
 การ inoculation แก่สตัวท์ดลองจะใหท้าง จมกู ตา ปาก และ ฉีดเขา้ใตผ้วิหนงั เพื่อเลยีนแบบวธิกีารตดิเชือ้ใน
ธรรมชาต ิ โดยใหเ้ชือ้ในทีเ่ท่ากบัหรอืมากกว่า 100 LD50 ของหนูแฮมสเตอร ์ โดยจะท าการแบ่งกลุ่มสตัวท์ดลองในแต่ละ
ชนิด คอื  
 1) กลุ่มทดลอง จ านวน 3 ตวั ต่อเชือ้ 1 isolate 
 2) กลุ่มควบคุม จ านวน 1 ตวั  

    ท าการใหเ้ชือ้แก่กลุ่มทดลองและใหส้ารควบคมุแก่กลุ่มควบคมุ จากนัน้ท าการสงัเกตอาการป่วยต่างๆ และวดั
อุณหภูมติวัสตัวท์ุกวนั หลงัไดร้บัเชือ้ เป็นเวลา 10 วนั จากนัน้ท าการวดัอุณหภมูติวัสตัว ์ทุกสปัดาหจ์นเสรจ็สิน้การทดลอง
ทีร่ะยะเวลา 3 เดอืนหลงัการ inoculation  

 
4. การเกบ็ตวัอยา่ง 
         ท าการเกบ็ตวัอย่างต่างๆจากสตัวท์ดลองไดแ้ก่ ปัสสาวะ สารคดัหลัง่จากช่องคลอด (Vaginal secretion) ของสตัว์
เพศเมยีเมื่อเขา้สูร่ะยะการเป็นสดั (estrus cycle)    และเลอืด  เพื่อน าไปเพาะแยกเชือ้และศกึษาระดบัแอนตบิอดต่ีอเชือ้เลป
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โตสไปรา โดยท าการเกบ็ตวัอยา่งในวนัที ่ 0 3 7 14 28 42 56 70 และ 84 หลงัการ inoculation จงึท าการการุณยฆาต 
(ส าหรบัซรีัม่จะเกบ็วนัที ่0 14 28 56 และ 84) 
 
5. การเพาะแยกเช้ือ และการตรวจสอบลกัษณะของเช้ือท่ีแยกได้จากสตัวท์ดลอง 
          เมื่อท าการเกบ็ตวัอย่างจากสตัวท์ดลอง จะท าการเพาะแยกเชือ้เลปโตสไปราจากตวัอยา่ง ปัสสาวะ สารคดัหลัง่และ
เลอืด  เมื่อเพาะแยกเชือ้ไดจ้ะท าการ ตรวจสอบลกัษณะของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากสตัวแ์ต่ละชนิดว่ามคีวามแตกต่างจากเชือ้ทีใ่ช ้
inoculate หรอืไม่ โดยการท า genome fingerprint ของเชือ้ Leptospira ดว้ยวธิ ี MLST และตรวจหา serovar ดว้ยวธิ ี
microscopic agglutination test (MAT)  
 
6. การตรวจระดบัแอนติบอดีต่อเช้ือเลปโตสไปรา  
         ตวัอย่างซรีัม่จากสตัวท์ดลองจะถูกน ามาทดสอบความจ าเพาะต่อเชือ้เลปโตสไปรา serovar มาตรฐานต่างๆดว้ยวธิ ี
MAT หรอื immunoblotting เพื่อพสิจูน์ว่าเมื่อสตัวท์ดลองชนดิทีต่่างกนัน้ี เมื่อตดิเชือ้เลปโตสไปรา serovar เดยีวกนัทีม่า
จากผูป่้วย จะมกีารตอบสนองทางซรีัม่วทิยาเหมอืนหรอืแตกต่างกนัอย่างไรและ รปูแบบการเกดิ cross reaction กบัเชือ้ 
serovar ต่างๆเป็นอย่างไร 

 
7. การศึกษาพยาธิวิทยา 
 เมื่อครบก าหนด สตัวท์ดลองจะถูกท า การุณยฆาต เพื่อตรวจหาพยาธสิภาพที่อวยัวะต่างๆ ไดแ้ก่ ไต หวัใจ ตบั 
ปอด มา้ม และ อวยัวะสบืพนัธุ ์และท าการตรวจหาเชือ้ในอวยัวะดงักล่าวโดยการเพาะแยกเชือ้และตรวจเชือ้ดว้ยวธิี   Direct 
immunofluorescence และวธิ ีreal-time PCR เพื่อตรวจอวยัวะทีเ่ชือ้แอบแฝงอยู่ 
 
8. การทดสอบความรนุแรงของเช้ือเลปโตสไปราในแฮมสเตอร ์
  เตรียมแฮมสเตอร์จ านวน 15 ตัว โดยแบ่งเป็นกลุ่ม กลุ่มละ 5 ตัว จากนัน้น าเชื้อเลปโตสไปราส่องนับจ านวน
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ชนิด Dark Field แลว้เตรยีมเชื้อให้ได้มจี านวน 10^3, 10^4 และ10^5 ต่ออาหาร EMJH ปรมิาตร 
100 ไมโครลติร  ฉีดเชื้อดงักล่าว เขา้ผ่านทางช่องท้องของแฮมสเตอร์ แล้วตามเฝ้าดูการรอดชวีติเป็นเวลานาน 15 วนั 
บนัทกึผลของแฮมสเตอรท์ีร่อดชวีติและตายในช่วงเวลาดงักล่าว 
 
ผลการทดลอง 

การทดลองการตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในสกุรเริม่ตน้จากการคดัเลอืกสกุรเพศเมยีอายุประมาณ 1 
เดอืนทีป่ลอดจากแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อเชือ้เลปโตสไปรา ซึง่ข ัน้ตอนการตรวจหาแอนตบิอดดีงักล่าวไดร้บัความอนุเคราะห์
จากศนูยเ์ลปโตสไปโรสสิ สถาบนัสขุภาพสตัวแ์ห่งชาตใินการตรวจทางหอ้งปฏบิตักิารดว้ยวธิ ี MAT จากนัน้น าสกุรทีผ่่าน
การคด้เลอืกจ านวน 4 ตวัเขา้เลีย้งในโรงเรอืนทีใ่ชเ้ป็นสถานทีท่ าการทดสอบการตดิเชือ้เป็นระยะเวลา 2 เดอืนจนสกุรมอีายุ
ครบ 3 เดอืนซึง่พรอ้มส าหรบัท าการทดสอบ ในช่วงระหว่าง 2 เดอืนทีท่ าการเลีย้งสตัวท์ดลองในโรงเรอืน ทมีวจิยัไดเ้กบ็
ตวัอย่างปัสสาวะสกุรเพื่อท าการตรวจหาเชือ้เลปโตสไปราเป็นระยะๆ ทัง้นี้เพื่อใหม้ัน่ใจว่าสตัวท์ดลองไมม่กีารตดิเชือ้เลป
โตสไปราก่อนท าการทดสอบ นอกจากน้ีทมีวจิยัยงัไดท้ าการทดสอบระบบความปลอดภยัในการด าเนินการทดลอง  รวมถงึ
ทดสอบระบบการก าจดัของเสยีทีเ่กดิจากการทดลองเพื่อใหม้ัน่ใจว่าไม่มกีารปนเป้ือนของเชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบไปสู่
สิง่แวดลอ้ม 
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การทดลองครัง้นี้ใชเ้ชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วย จ. น่าน (isolate PU004 ทมี อ. กลัลยานี) โดยเชือ้ถูกเพิม่

จ านวนในอาหารเลีย้งเชือ้ EMJH และมปีรมิาณเชือ้ 8.34x10^7  cell/ml ณ วนัทีน่ าไปท าการทดลอง ซึง่การใหเ้ชือ้แก่สกุร
กลุ่มทดลองทัง้ 3 ตวัมวีธิกีารใหเ้ชือ้และปรมิาณเชือ้ทีใ่หเ้หมอืนกนัทุกตวัดงันี้ 

- ใหเ้ชือ้โดยการหยอดตาทัง้ 2 ขา้งๆละ 0.5 ml  

- ใหเ้ชือ้โดยการหยอดจมกูทัง้ 2 ขา้งๆละ 0.5 ml 

- ใหเ้ชือ้โดยการฉีดเขา้ใตผ้วิหนงั 6 ml 

หลงัใหเ้ชือ้แก่สตัวท์ดลองแลว้ เชือ้สว่นหนึ่งจะถูก inoculate ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อเป็นการตรวจสอบความสมบรูณ์
ของตวัเชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบ จากนัน้สตัวแ์พทยท์ าการสงัเกตอาการป่วยต่างๆ และวดัอุณหภูมติวัสตัวท์ุกวนั หลงัไดร้บั
เชือ้ เป็นเวลา 10 วนั จากนัน้ท าการวดัอุณหภมูติวัสตัว ์ ทุกสปัดาหจ์นเสรจ็สิน้การทดลองทีร่ะยะเวลา 3 เดอืนหลงัการ 
inoculation และเกบ็ตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะสตัวท์ดลองในวนัที ่0, 3, 7, 14, 28, 42, 56, 70 และ 84 หลงัการใหเ้ชือ้เพื่อ
น ามาเพาะแยกเชือ้, ตรวจหาตวัเชือ้ดว้ยวธิทีางอณูชวีวทิยาและตรวจหาระดบัแอนตบิอดใีนซรีมัดว้ยวธิ ีMAT  
 
ผลการวดัอุณหภูมติวัสตัวท์ดลอง 

อุณหภูมขิองสกุรกลุ่มทดลองทัง้ 3 ตวัอยูใ่นระดบัปกต ิไม่บง่ชีถ้งึอาการไข ้หลงัจากสตัวไ์ด้รบัเชือ้ 
   
ผลการเพาะแยกเชือ้  

ส าหรบัการตรวจสอบความสมบรูณ์ของตวัเชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบ เมื่อน าอาหารเลีย้งเชือ้ทีบ่ม่ไวท้ี ่28C เป็นเวลา 
1 สปัดาหม์าตรวจภายใตก้ลอ้ง dark field พบว่ามกีารเพิม่จ านวนของเชือ้อยู่ในระดบั 3+ ในอาหารเลีย้งเชือ้ดงักล่าว แสดง
ว่าเชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบมคีวามสมบรูณ์ของตวัเชือ้ด ี

การตรวจหาตวัเชือ้จากตวัอย่างเลอืด, ปัสสาวะ และสารคดัหลัง่จากช่องคลอดของสกุรในวนัที ่0, 3, 7, 14, 28, 42, 
56, 70 และ 84 หลงัการใหเ้ชือ้พบว่าผลการเพาะแยกเชือ้ใหผ้ลลบทัง้หมดทัง้ในสกุรกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม 

 
ผลการตรวจหาตวัเชือ้ดว้ยวธิทีางอณูชวีวทิยา 

ทมีวจิยัตรวจหาตวัเชือ้ในตวัอยา่งเลอืดและปัสสาวะของสกุรดว้ยวธิ ี quantitative real-time PCR โดยใช ้  lipL32 
primers ปรากฏว่าไม่พบตวัเชือ้จากตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะของสกุรทีเ่กบ็ในวนัที ่0, 3, 7, 14, 28, 42, 56, 70 และ 84 
ทัง้ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคมุ  

 
ผลการตรวจหาระดบัแอนตบิอดใีนซรีัม่ 

การตรวจหาระดบัแอนตบิอดดีว้ยวธิ ีMAT ในซรีัม่สกุรทีเ่กบ็ในวนัที ่0, 3, 7, 14, 28, 42, 56, 70 และ 84 หลงัการ
ใหเ้ชือ้ พบว่า สกุรไมม่แีอนตบิอดต่ีอเชือ้ทัง้ 24 ตวัใน panel ทีใ่ชใ้นการตรวจ แต่ตรวจพบระดบัแอนตบิอดต่ีอตวัเชือ้ 
PU004 จากซรีัม่สกุรทีเ่กบ็ในวนัที ่7, 14, 28, 42, 56, 70 และ 84 โดยระดบัแอนตบิอดใีนซรีัม่สกุรตวัที ่1 ทีเ่กบ็ในวนัที ่7 
และ 14 อยู่ที ่1:200 จากนัน้ระดบัแอนตบิอดลีดลง 4 เท่าจากเดมิเป็น 1:50 ในวนัที ่28 และอยู่ในระดบัคงทีท่ี ่1:50 จนถงึ
วนัที ่  84 ในขณะทีส่กุรตวัที ่ 2 และ 3 ตรวจพบระดบัแอนตบิอดต่ีอตวัเชือ้ PU004 ในซรีัม่ทีเ่กบ็ในวนัที ่7 คอื 1:400 และ 
1:200 ตามล าดบั จากนัน้ระดบัแอนตบิอดเีพิม่ขึน้ 2 เท่าจากเดมิเป็น 1:800 และ 1:400 ตามล าดบั และคงทีใ่นระดบัเดมิ
จนถงึวนัที ่56 จากนัน้ระดบัแอนตบิอดลีดลง 4 เท่าจากเดมิเป็น 1:200 และ 1:100 ตามล าดบัในวนัที ่70  และยงัคงระดบั
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เดมิจนถงึวน้ที ่ 84 ส าหรบัซรีัม่สกุรตวัที ่ 3 แต่พบระดบัแอนตบิอดกีลบัมาเพิม่ขึน้ในซรีัม่สกุรตวัที ่ 2 จากเดมิ 1:200 เป็น 
1:400 สว่นสกุรกลุ่มควบคุมไม่มแีอนตบิอดต่ีอตวัเชือ้ทัง้หมดทีใ่ชใ้นการตรวจ รายละเอยีดตามตารางที ่23 และรปูกราฟที ่1 
 
ตารางท่ี  23 แสดงผลการตรวจระดบัแอนตบิอดต่ีอตวัเชือ้ PU004 ในซรีัม่สกุร 
 

สกุร 
ระดบ้แอนตบิอดใีนซรีมัสกุร 

D0 D3 D7 D14 D28 D42 D56 D70 D84 

1 - - 200 200 50 50 50 50 50 

2 - - 400 800 800 800 800 200 400 

3 - - 200 400 400 400 400 100 100 

ควบคมุ - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ     ตวัอย่างซรีัม่เริม่เจอืจาง ที ่1 :  12.5 

      ตวัอย่างทีไ่ม่ไดล้งผลแสดงว่ามรีะดบัแอนตบิอดน้ีอยกว่า 1:25 
 

กราฟท่ี 1  แสดงผลการตรวจระดบัแอนตบิอดต่ีอตวัเชือ้ PU004 ในซรีัม่สกุร 
 

 
 
 

 



F-CO-CPM-11 Rev0 
PAGE 64 OF 77 

เมื่อครบก าหนด 84 วนั สตัวท์ดลองถูกท าการุณยฆาต และตรวจหาพยาธสิภาพทีอ่วยัวะต่างๆ ไดแ้ก่ ไต หวัใจ 
ตบั ปอด มา้ม และ อวยัวะสบืพนัธุ ์ซึง่จากนัน้เกบ็ตวัอย่างชิน้เนื้ออวยัวะดงักล่าวเพื่อน ามาเพาะแยกเชือ้และตรวจหาตวัเชือ้
ทีแ่อบแฝงอยูใ่นอวยัวะดว้ยวธิทีางอณูชวีวทิยาและวธิ ีDirect immunofluorescence 
 
ผลการตรวจหาพยาธสิภาพทีอ่วยัวะ 

ภายหลงัท าการการุณฆาตแก่สตัวท์ดลอง สตัวแพทยผ์ูร้่วมทมีวจิยัท าการตรวจหาพยาธสิภาพเบือ้งตน้ทีอ่วยัวะ
ของสตัวท์ดลองปรากฎว่าไม่พบรอยโรคในอวยัวะซึง่ประกอบดว้ย ไต หวัใจ ตบั ปอด มา้ม และ อวยัวะสบืพนัธุข์องสกุร
กลุ่มทดลองทัง้ 3 ตวัและสกุรกลุ่มควบคุม 1 ตวั 
 
ผลการเพาะแยกเชือ้  

ผลการเพาะแยกเชือ้จากตวัอย่างชิน้เนื้ออวยัวะของสกุรทัง้กลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมยงัใหผ้ลลบทัง้หมด 
 
ผลการตรวจหาตวัเชือ้ทีแ่อบแฝงอยู่ในอวยัวะ 

ทมีวจิยัตรวจหาตวัเชือ้ทีแ่อบแฝงอยู่ในตวัอย่างชิน้เนื้ออวยัวะของสกุรดว้ยวธิ ี conventional PCR โดยใช ้  lipL32 
primers ปรากฏว่าไมพ่บตวัเชือ้จากตวัอย่างชิน้เนื้ออวยัวะทกุชนิดของสกุรทัง้ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม สว่นการ
ตรวจหาตวัเชือ้ทีแ่อบแฝงอยู่ในตวัอย่างชิน้เนื้อดว้ยวธิ ี Direct immunofluorescence เบือ้งตน้เลอืกชิน้เนื้อไตของสกุรใน
กลุ่มทดลองและกลุ่มควบคมุมาท าการทดสอบก่อน ซึง่ก าลงัอยูร่ะหว่างการด าเนินการ 
 
 เน่ืองจากผลการทดลองขา้งตน้ไม่พบการตดิเชือ้และการปล่อยเชือ้ทางปัสสาวะในสกุรกลุ่มทดลอง ซึง่สว่นหนึ่งอาจ
มปัีจจยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัตวัเชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบ ดงันัน้ทมีวจิยัจงึประสานขอความอนุเคราะหไ์ปยงัศนูยว์จิยัโรคเมลอิอยโด
สสิ คณะแพทยศาสตร ์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น ในการด าเนินการทดสอบความรุนแรงของเชือ้เลปโตสไปราในหนูแฮมสเตอร ์
ซึง่ขณะทีจ่ดัท ารายงานฉบบันี้การทดสอบก าลงัอยู่ในระหว่างการด าเนินการ 
 
สรปุผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
โครงการย่อยท่ี 2 

ผลการทดสอบการตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในสกุร  พบว่าสกุรกลุ่มทดลองทีไ่ดร้บัเชือ้มกีาร
ตอบสนองทางซรีัม่วทิยาซึง่สามารถตรวจพบระดบัแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อตวัเชือ้ PU004 ทีใ่ชใ้นการทดสอบจากตวัอย่าง
ซรีัม่สกุรกลุ่มทดลอง โดยเริม่ตรวจพบระดบัแอนตบิอดใีนวนัที ่ 7 หลงัไดร้บัเชือ้ และยงัคงตรวจพบระดบัแอนตบิอดจีนถงึ
วนัที ่84 หลงัไดร้บัเชือ้ในสกุรกลุ่มทดลองทัง้ 3 ตวั แต่ผลการเพาะแยกเชือ้และผลการตรวจดว้ยวธิ ีquantitative real-time 
PCR ไม่พบตวัเชือ้ในตวัอย่างเลอืด ป้สสาวะและสารคดัหลัง่ของสกุรกลุ่มทดลองในชว่งเวลาตัง้แต่สกุรไดร้บัเชือ้จนถงึวนัที ่
84  หลงัไดร้บัเชือ้ จากผลการทดลองขา้งตน้แสดงใหเ้หน็ว่าสกุรทีไ่ดร้บัเชือ้ไม่เกดิการตดิเชือ้และไม่ปล่อยเชือ้ออกมาทาง
ปัสสาวะแต่ยงัเหน็ผลการตอบสนองทางซรีมัวทิยาของสกุรหลงัไดร้บัเชือ้ อย่างไรกต็ามเมื่อครบก าหนด สตัวท์ดลองถูกท า
การุณฆาตเพื่อตรวจหาพยาธสิภาพทีอ่วยัวะต่างๆ ไดแ้ก่ ไต หวัใจ ตบั ปอด มา้มและอวยัวะสบืพนัธุ ์ ร่วมกบัการตรวจหา
เชือ้ทีอ่าจแอบแฝงอยูใ่นอวยัวะดงักล่าวดว้ยวธิ ี PCR และ Direct immunofluorescence ซึง่เบือ้งตน้ไมพ่บพยาธสิภาพและ
ไม่พบตวัเชือ้จากตวัอย่างชิน้เนื้ออวยัวะทุกชนิดของสกุรทัง้ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคมุ  

ผลการทดลองขา้งตน้ไม่เอือ้อ านวยใหท้มีวจิยัสามารถตอบค าถามวจิยัของโครงการในสว่นของการศกึษาธรรมชาติ
ของการตดิเชือ้และพยาธวิทิยาจากการตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในสกุร และในสว่นของการศกึษาความ 
สามารถของสกุรในการปล่อยเชือ้เลปโตสไปราหลงัจากมกีารตดิเชือ้เกดิขึน้ แต่ยงัใหข้อ้มลูทีเ่ป็นประโยชน์ในการศกึษา
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รปูแบบทางซรีัม่วทิยาของการตอบสนองทางภมูคิุม้กนัในสกุรทีต่ดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยได ้ ซึง่ปัจจยัหนึ่งทีม่ ี
ผลต่อการทดลองคอืตวัเชือ้ทีใ่หแ้ก่สตัวท์ดลอง ส าหรบัการทดลองนี้เชือ้ทีใ่หแ้ก่สตัวท์ดลองเป็นเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกได้
จากผูป่้วยในจงัหวดัน่านจากโครงการที ่ 1.1 ของทมี อ. กลัลยานี ซึง่เบือ้งตน้ระบุเป็นสายพนัธุ ์ L. interrogans จากขอ้มลู
ล าดบัเบสของยนี 16s rRNA แต่ยงัไม่ทราบขอ้มลู serovar ของเชือ้ เชือ้น้ีไม่ไดผ้่านการทดสอบหาความรุนแรงของเชือ้ใน
หนูแฮมสเตอรก์่อนการทดลอง จงึไม่มขีอ้มลู LD50 ของเชือ้ นอกจากนี้เชือ้ไม่ไดท้ าการเกบ็รกัษาใน liquid nitrogen และได้
ผ่านการ subpassage หลายครัง้ ซึง่มโีอกาสทีเ่ชือ้จะลดความรุนแรงลง ดงันัน้ขัน้ตอนการเตรยีมตวัเชือ้อาจตอ้งน าไปฉีด
ผ่านเขา้หนูแฮมสเตอร ์ทีเ่ป็น susceptible host เพื่อท าใหเ้ชือ้มคีวามรุนแรงก่อนน ามาใหแ้ก่สตัวท์ดลอง (Haak DA, 2006) 
ปรมิาณเชือ้ จ านวนครัง้ทีใ่หเ้ชือ้และวธิกีารใหเ้ชือ้แก่สกุรอาจเป็นอกีปัจจยัทีม่ผีลต่อการทดลอง ปรมิาณเชือ้และจ านวนครัง้
ทีใ่หเ้ชือ้แก่สตัวท์ดลองในการทดลองนี้มคีวามใกลเ้คยีงกบัการทดลองของ Chaudhary RK และคณะในปี 1966  ทีใ่หเ้ชือ้
เลปโตสไปรา serovar Pomona ปรมิาณ 10^8 ตวัแก่สกุรอายุ 1 เดอืนทางจมกู ตา และปาก จ านวน 1 ครัง้ เพื่อดลูกัษณะ
การตดิเชือ้ในสกุร (Chaudhary RK. Et al., 1966) สว่นวธิกีารใหเ้ชือ้แก่สกุรอาจมบีางสว่นต่างกนัโดยทมีวจิยัใหเ้ชือ้โดยการ
ฉีดเขา้ใตผ้วิหนงัแทนการใหท้างปาก อย่างไรกต็ามวธิกีารใหเ้ชือ้ของการทดลองพยายามเลยีนแบบการตดิเชือ้ในธรรมชาติ
ทีจ่ะเป็นไปได ้ซึง่บางสว่นสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Steele JH ในปี 1960 ทีก่ล่าวถงึความเป็นไปไดข้องการตดิเชือ้ของ
สกุรในธรรมชาตผิ่านทางเยื่อบตุา จมกู หรอื ปาก (Steele JH, 1960) ปัจจยัต่างๆขา้งตน้อาจมผีลต่อการทดลองท าใหเ้ชือ้ที่
เขา้สูต่วัสตัวไ์ม่สามารถเจรญิเตบิโตภายในตวัสตัวไ์ดแ้ละตวัเชือ้อาจถูกก าจดัโดยระบบภมูคิุม้กนัของตวัสตัวเ์องท าใหไ้มพ่บ
ตวัเชือ้จากการตรวจเลอืดและปัสสาวะของสกุรแต่เหน็ผลการตอบสนองทางซรีัม่วทิยาของสกุรหลงัไดร้บัเชือ้  มขีอ้สงัเกต
เกีย่วกบัการสรา้งแอนตบิอดตีอบสนองต่อเชือ้ทีฉ่ีดในสกุรกลุ่มทดลอง โดยแอนตบิอดใีนซรีัม่สกุรไม่ท าปฏกิริยิากบัเชือ้เลป
โตสไปราทัง้ 24 serovars ทีใ่ชใ้นการตรวจแต่ท าปฏกิริยิาเฉพาะกบัตวัเชือ้ PU004 แสดงถงึความจ าเพาะของแอนตบิอด ี
และไมต่รงกบั serovar ทีเ่คยส ารวจพบในสกุรในประเทศไทยก่อนหน้านี้ไดแ้ก่ Ranarum, Pomona และ Bratislava 
(Suwancharoen D. et al., 2013) แอนตบิอดเีริม่ตรวจพบใน 1 สปัดาหห์ลงัไดร้บัเชือ้และสกุร 2 ตวัในกลุ่มทดลองมรีะดบั
แอนตบิอดสีงูขึน้ในสปัดาหท์ี ่ 2 จากนัน้คงทีแ่ละเริม่ลดลงในสปัดาหท์ี ่ 10  ซึง่สอดคลอ้งกบัลกัษณะปกตขิองการตอบสนอง
ทางซรีมัวทิยาเมื่อไดร้บัเชือ้ (Levette PN ,2001) สว่นระดบัแอนตบิอดขีองสกุรตวัที ่ 1 ในชว่ง 2 สปัดาหแ์รกอยู่ทีร่ะดบั 
1:200 และลดลงเป็น 1:50 อย่างรวดเรว็ภายในสปัดาหท์ี ่ 3 หลงัไดร้บัเชือ้ ซึง่คลา้ยคลงึกบัลกัษณะการตอบสนองทางซรีัม่
วทิยาในสกุรทีต่ดิเชือ้ L. interrogans serovar bratislava ทีร่ายงานว่าพบแอนตบิอดใีนระดบัต ่าตัง้แต่ 50 – 200 หรอืถา้มี
ระดบัแอนตบิอดทีีส่งูกว่านี้จะพบการขึน้ลงเรว็ของแอนตบิอด ีซึง่ต่างจากสกุรทีต่ดิเชือ้ serovar อื่นทีท่ าใหร้ะดบัแอนตบิอดมีี
แนวโน้มสงูถงึ 800 หรอืมากกว่านัน้ (Bolin CA, 1994) ทัง้นี้ลกัษณะการตอบสนองทางซรีัม่วทิยาทีแ่ตกต่างกนัของ
สตัวท์ดลองอาจมปัีจจยัจากตวัสตัวท์ดลองเองดว้ย  
 
ข้อสรปุและขอ้เสนอแนะ 
 การทดสอบการตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในสกุรพบว่าสกุรทีไ่ดร้บัเชือ้มกีารตอบสนองทางซรีัม่วทิยา
แต่ไม่พบตวัเชื้อในตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะ รวมถงึไม่พบตวัเชื้อที่แอบแฝงอยู่ในอวยัวะของสตัว์ทดลอง อย่างไรกต็าม
ขอ้มลูทีไ่ดจ้ากการศกึษานี้จะเป็นประโยชน์ส าหรบัการศกึษารปูแบบทางซรีัม่วทิยาของการตอบสนองทางภูมคิุม้กนัในสกุรที่
ตดิเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยได ้ ในสว่นของการทดสอบเพื่อดคูวามสามารถของสกุรในการปล่อยเชือ้เลปโตสไป
ราหลงัจากมกีารติดเชื้อ อ. รศนาหนึ่งในทมีผู้วจิยัเสนอแนะแนวทางเลอืกในศกึษาโดยส ารวจหาสุกรในธรรมชาติที่มกีาร
ปล่อยเชือ้เลปโตสไปราออกมากบัปัสสาวะ แลว้ท าการ monitor สุกรนัน้เพื่อตรวจหาตวัเชือ้และปรมิาณเชือ้ในปัสสาวะ วธินีี้
อาจทดแทนการทดสอบในสตัวท์ดลองทีม่หีลายปัจจยัเขา้มาเกีย่วขอ้งได้ 
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ภาคผนวก 
 

 

Reference    GAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGG 60 

B4           gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

B12          gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

B19          gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

D13          gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

G1           gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

P39          gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

B5           gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

B6           gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

DO6          gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

             ************************************************************ 

 

Reference    GAGCTAATACTGGATAGTCCCGAGAGGTCATATGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTC 120 

B4           gagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

B12          gagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

B19          gagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

D13          gagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

G1           gagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

P39          gagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

B5           gagctaatactggatggccccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

B6           gagctaatactggatggccccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

DO6          gagctaatactggatggccccgagaggtcatatgatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

             *************** * ****************************************** 

 

Reference    GGAGCTGAGCCCGCGCCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGAT 180 

B4           ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

B12          ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

B19          ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

D13          ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

G1           ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

P39          ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

B5           ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

B6           ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

DO6          ggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgat 180 

             ************************************************************ 

 

Reference    CGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCT 240 

B4           cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

B12          cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

B19          cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

D13          cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

G1           cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

P39          cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

B5           cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

B6           cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

DO6          cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

             ************************************************************ 

 

Reference    ACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATGGGGGGAACCCTGAAGCAGCGACGCCGC 300 

B4           acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

B12          acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

B19          acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

D13          acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

G1           acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

P39          acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

B5           acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

B6           acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

DO6          acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

             ************************************************************ 
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Reference    GTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCAATAAGCAGGGAAAAATAAGCAGCAAT 360 

B4           gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

B12          gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

B19          gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

D13          gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

G1           gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

P39          gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

B5           gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

B6           gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

DO6          gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagcagggaaaaataagcagcgat 360 

             ********************************************************* ** 

 

Reference    GTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 420 

B4           gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

B12          gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

B19          gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

D13          gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

G1           gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

P39          gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

B5           gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

B6           gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

DO6          gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

             ************************************************************ 

 

Reference    TATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAA     443 

B4           tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

B12          tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

B19          tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

D13          tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

G1           tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

P39          tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

B5           tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

B6           tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

DO6          tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

             ***********************  

 

 

 

ภาพแสดงล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี rrs  ของเชือ้ L. weillii ทีต่รวจพบไดจ้ากปัสสาวะของโค (B4, B5, B6, B12, B19), 
สกุร (P39), แกะ (G1) และสนุขั (DO6,D13) 
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B20            gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

Reference      GAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGG 60 

P38            gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgggtctgggataactttccgaaaggg 60 

P7             gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

D1             gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

DO5            gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

DO8            gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

H1             gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

W1             gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

D3             gaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctctgagtctgggataactttccgaaaggg 60 

               *********************************** ************************ 

 

B20            aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

Reference      AAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCACAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTC 120 

P38            aagctaatactggatggtcccgagggatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

P7             aagctaatactggatggtcccgagggatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

D1             aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

DO5            aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

DO8            aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

H1             aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

W1             aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

D3             aagctaatactggatggtcccgagagatcataagatttttcgggtaaagatttattgctc 120 

               ************************ ***** ***************************** 

 

B20            ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

Reference      GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGAT 180 

P38            ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

P7             ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

D1             ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

DO5            ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

DO8            ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

H1             ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

W1             ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

D3             ggagatgagcccgcgtccgattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgacgat 180 

               ************************************************************ 

 

B20            cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

Reference      CGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCT 240 

P38            cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

P7             cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

D1             cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

DO5            cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

DO8            cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

H1             cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

W1             cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

D3             cggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaactgagacacggtccatactcct 240 

               ************************************************************ 

 

B20            acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

Reference      ACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATGGGGGGAACCCTGAAGCAGCGACGCCGC 300 

P38            acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

P7             acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

D1             acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

DO5            acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

DO8            acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

H1             acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

W1             acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

D3             acgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaaccctgaagcagcgacgccgc 300 

               ************************************************************ 
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B20            gtgagcgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

Reference      GTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCAGTAAGCAGGGAAAAATAAGCAGCAAT 360 

P38            gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

P7             gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

D1             gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

DO5            gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

DO8            gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

H1             gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

W1             gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

D3             gtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcagtaagcagggaaaaataagcagcaat 360 

               **** ******************************************************* 

 

B20            gtgatgatggtacctgcctaaagcgccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

Reference      GTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 420 

P38            gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

P7             gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

D1             gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

DO5            gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

DO8            gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

H1             gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

W1             gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacg 420 

D3             gtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtgccagcagccgcggtaacacg 420 

               ************************ ******************************* *** 

 

B20            tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

Reference      TATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAA     443 

P38            tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

P7             tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

D1             tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

DO5            tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

DO8            tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

H1             tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

W1             tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

D3             tatggtgcaagcgttgttcggaa     443 

               *********************** 

 

 

 

 

ภาพแสดงล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี rrs  ของเชือ้ L. interrogans ทีต่รวจพบไดจ้ากปัสสาวะของโค (B20), สกุร (P7,P38), 
คนป่วย (H1), สนุขั (D3,DO5,DO8) และน ้าจากสิง่แวดลอ้ม (w1) 
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#Leptospira      TGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCATAA  60 

DO5NFL           TGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCATAA  60 

DO8NFL           TGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCATAA  60 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      GATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGT  120 

DO5NFL           GATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGT  120 

DO8NFL           GATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGT  120 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      GAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAA  180 

DO5NFL           GAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAA  180 

DO8NFL           GAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAA  180 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      TGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATG  240 

DO5NFL           TGGAACTAAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATG  240 

DO8NFL           TGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATG  240 

                 *******.**************************************************** 

 

#Leptospira      GGGGGAACCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTC  300 

DO5NFL           GGGGGAACCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTC  300 

DO8NFL           GGGGGAACCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTC  300 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      AGTAAGCAGGGAAAAATAAGCAGCAATGTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAA  360 

DO5NFL           AGTAAGCAGGGAAAAATAAGCAGCAATGTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAA  360 

DO8NFL           AGTAAGCAGGGAAAAATAAGCAGCAATGTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAA  360 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCG  420 

DO5NFL           CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCG  420 

DO8NFL           CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCG  420 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      TAAAGGGTGCGTAGGCGGACATGTAAGTCAGGTGTGAAAACTGCGGGCTCAACTCGCAGC  480 

DO5NFL           TAAAGGGTGCGTAGGCGGACATGTAAGTCAGGTGTGAAAACTGCGGGCTCAACTCGCAGC  480 

DO8NFL           TAAAGGGTGCGTAGGCGGACATGTAAGTCAGGTGTGAAAACTGCGGGCTCAACTCGCAGC  480 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      CTGCACTTGAAACTATGTGTCTGGAGTTTGGGAGAGGCAAGTGGAATTCCAGGTGTAGCG  540 

DO5NFL           CTGCACTTGAAACTATGTGTCTGGAGTTTGGGAGAGGCAAGTGGAATTCCAGGTGTAGCG  540 

DO8NFL           CTGCACTTGAAACTATGTGTCTGGAGTTTGGGAGAGGCAAGTGGAATTCCAGGTGTAGCG  540 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      GTGAAATGCGTAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTGCTGGCCTAAAAC  600 

DO5NFL           GTGAAATGCGTAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTGCTGGCCTAAAAC  600 

DO8NFL           GTGAAATGCGTAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTGCTGGCCTAAAAC  600 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      TGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGTGAACGGGATTAGATACCCCGGTAATCCACGC  660 

DO5NFL           TGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGTGAACGGGATTAGATACCCCGGTAATCCACGC  660 

DO8NFL           TGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGTGAACGGGATTAGATACCCCGGTAATCCACGC  660 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      CCTAAACGTTGTCTACCAGTTGTTGGGGGTTTTAACCCTCAGTAACGAACCTAACGGATT  720 

DO5NFL           CCTAAACGTTGTCTACCAGTTGTTGGGGGTTTTAACCCTCAGTAACGAACCTAACGGATT  720 

DO8NFL           CCTAAACGTTGTCTACCAGTTGTTGGGGGTTTTAACCCTCAGTAACGAACCTAACGGATT  720 

                 ************************************************************ 
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#Leptospira      AAGTAGACCGCCTGGGGACTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGTC  780 

DO5NFL           AAGTAGACCGCCTGGGGACTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGTC  780 

DO8NFL           AAGTAGACCGCCTGGGGACTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGTC  780 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAAAAACCTCACCTAGGCT  840 

DO5NFL           CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAAAAACCTCACCTAGGCT  840 

DO8NFL           CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAAAAACCTCACCTAGGCT  840 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      TGACATGGAGTGGAATCATGTAGAGATACATGAGCCTTCGGGCCGCTTCACAGGTGCTGC  900 

DO5NFL           TGACATGGAGTGGAATCATGTAGAGATACATGAGCCTTCGGGCCGCTTCACAGGTGCTGC  900 

DO8NFL           TGACATGGAGTGGAATCATGTAGAGATACATGAGCCTTCGGGCCGCTTCACAGGTGCTGC  900 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC  960 

DO5NFL           ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC  960 

DO8NFL           ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC  960 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      TCACCTTATGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCGTAAGGAACTGCCGGTGACAAACCGG  1020 

DO5NFL           TCACCTTATGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCGTAAGGAACTGCCGGTGACAAACCGG  1020 

DO8NFL           TCACCTTATGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCGTAAGGAACTGCCGGTGACAAACCGG  1020 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      AGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCCTCATGGCCTTTATGTCTAGGGCAACACACGTGCT  1080 

DO5NFL           AGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCCTCATGGCCTTTATGTCTAGGGCAACACACGTGCT  1080 

DO8NFL           AGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCCTCATGGCCTTTATGTCTAGGGCAACACACGTGCT  1080 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      ACAATGGCCGGTACAAAGGGTAGCCAACTCGCGAGGGGGAGCTAATCTCAAAA-ATCCGG  1140 

DO5NFL           ACAATGGCCGGTACAAAGGGTAGCCAACTCGCGAGGGGGAGCTAATCTCAAAAAT-CCGG  1140 

DO8NFL           ACAATGGCCGGTACAAAGGGTAGCCAACTCGCGAGGGGGAGCTAATCTCAAAAATCCCGG  1140 

  ***************************************************** : **** 

 

#Leptospira      TCCCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1200 

DO5NFL           TCCCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1200 

DO8NFL           TCCCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1200 

                 ************************************************************ 

 

#Leptospira      GGATCAGCATGC-CGCGGTGAATACGTTCCCGGACCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA  1260 

DO5NFL           GGATCAGCATGC-CGCGGTGAATACGTTCCCGGACCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA  1260 

DO8NFL           GGATCAGCATGCCCGCGGTGAATACGTTCCCGGACCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA  1260 

  ************ *********************************************** 

 

#Leptospira    CCTGAGTGGGGAGCACCCGAAGTGGTCTTTGCCAACCGCAA       1301 

DO5NFL           CCTGAGTGGGGAGCACCCGAAGTGGTCTTTGCCAACCGCAA      1301 

DO8NFL           CCTGAGTGGGGAGCACCCGAAGTGGTCTTTGCCAACCGCAA      1301 

  *****************************************                    

                            

 

ภาพแสดงล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี Near full-length 16S rRNA ของเชือ้ L. interrogans บรสิทุธิแ์ยกไดจ้ากสนุขั 
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DO6NFL          gagtagcaatactcagcggcgaacgggtgagtaacacgtgggtaatcttcctccgagtct  60 

Leptospira      ------CAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCT  60 

D13NFL          ---------------------------------------gggtaatcttcctccgagtct  60 

                                                       ********************* 

 

DO6NFL          gggataactttccgaaaggggagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgattttt  120 

Leptospira      GGGATAACTTTCCGAAAGGGGAGCTAATACTGGATGGYCCCGAGAGGTCATATGATTTTT  120 

D13NFL          gggataactttccgaaaggggagctaatactggatggtcccgagaggtcatatgattttt  120 

   ************************************* ********************** 

 

DO6NFL          cgggtaaagatttattgctcggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaa  180 

Leptospira      CGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGCTGAGCCCGCGCCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA  180 

D13NFL          cgggtaaagatttattgctcggagctgagcccgcgcccgattagctagttggtgaggtaa  180 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          tggctcaccaaggcgacgatcggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaact  240 

Leptospira      TGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAATGGAACT  240 

D13NFL          tggctcaccaaggcgacgatcggtagccggcctgagagggtgttcggccacaatggaact  240 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          gagacacggtccatactcctacgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaa  300 

Leptospira      GAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATGGGGGGAA  300 

D13NFL          gagacacggtccatactcctacgggaggcagcagttaagaatcttgctcaatggggggaa  300 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          ccctgaagcagcgacgccgcgtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagc 360 

Leptospira      CCCTGAAGCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCAATAAGC 360 

D13NFL          ccctgaagcagcgacgccgcgtgaacgatgaaggtcttcggattgtaaagttcaataagc 360 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          agggaaaaataagcagcgatgtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtg 420 

Leptospira      AGGGAAAAATAAGCAGCGATGTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAACTACGTG 420 

D13NFL          agggaaaaataagcagcgatgtgatgatggtacctgcctaaagcaccggctaactacgtg 420 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          ccagcagccgcggtaatacgtatggtgcaagcgttgttcggaatcattgggcgtaaaggg 480 

Leptospira      CCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGGG 480 

D13NFL          ccagcagccgcggtaatacgtatggtgcaagcgttgttcggaatcattgggcgtaaaggg 480 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          tgcgtaggcggacatgtaagtcaggtgtgaaaactgcgggctcaactcgcagcctgcact 540 

Leptospira      TGCGTAGGCGGACATGTAAGTCAGGTGTGAAAACTGCGGGCTCAACTCGCAGCCTGCACT 540 

D13NFL          tgcgtaggcggacatgtaagtcaggtgtgaaaactgcgggctcaactcgcagcctgcact 540 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          tgaaactatgtgtctggagtttgggagaggcaagtggaattccaggtgtagcggtgaaat 600 

Leptospira      TGAAACTATGTGTCTGGAGTTTGGGAGAGGCAAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT 600 

D13NFL          tgaaactatgtgtctggagtttgggagaggcaagtggaattccaggtgtagcggtgaaat 600 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          gcgtagatatctggaggaacaccagtggcgaaggcgacttgctggcctaaaactgacgct 660 

Leptospira      GCGTAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTGCTGGCCTAAAACTGACGCT 660 

D13NFL          gcgtagatatctggaggaacaccagtggcgaaggcgacttgctggcctaaaactgacgct 660 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          gaggcacgaaagcgtgggtagtgaacgggattagataccccggtaatccacgccctaaac 720 

Leptospira      GAGGCACGAAAGCGTGGGTAGTGAACGGGATTAGATACCCCGGTAATCCACGCCCTAAAC 720 

D13NFL          gaggcacgaaagcgtgggtagtgaacgggattagataccccggtaatccacgccctaaac 720 

                ************************************************************ 
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DO6NFL          gttgtctaccagttgttgggggttttaaccctcagtaacgaacctaacggattaagtaga 780 

Leptospira      GTTGTCTACCAGTTGTTGGGGGTTTTAACCCTCAGTAACGAACCTAACGGATTAAGTAGA 780 

D13NFL          gttgtctaccagttgttgggggttttaaccctcagtaacgaacctaacggattaagtaga 780 

                ************************************************************ 

 

 

 

 

DO6NFL          ccgcctggggactatgctcgcaagagtgaaactcaaaggaattgacgggggtccgcacaa 840 

Leptospira      CCGCCTGGGGACTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGTCCGCACAA 840 

D13NFL          ccgcctggggactatgctcgcaagagtgaaactcaaaggaattgacgggggtccgcacaa 840 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          gcggtggagcatgtggtttaattcgatgatacgcgaaaaacctcacctaggcttgacatg 900 

Leptospira      GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAAAAACCTCACCTAGGCTTGACATG 900 

D13NFL          gcggtggagcatgtggtttaattcgatgatacgcgaaaaacctcacctaggcttgacatg 900 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          gagtggaattatgtagagatacatgagccttcgggccgcttcacaggtgctgcatggttg 960 

Leptospira      GAGTGGAATTATGTAGAGATACATGAGCCTTCGGGCCGCTTCACAGGTGCTGCATGGTTG 960 

D13NFL          gagtggaattatgtagagatacatgagccttcgggccgcttcacaggtgctgcatggttg 960 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          tcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaaccctcacctt 1020 

Leptospira      TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCACCTT 1020 

D13NFL          tcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaaccctcacctt 1020 

                ************************************************************ 

 

DO6NFL          atgttgccatcatttagttgggcactcgtaaggaactgccggtgacaaaccggaggaagg 1080 

Leptospira      ATGTTGCCAYCATTTAGTTGGGCACTCGTAAGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 1080 

D13NFL          atgttgccatcatttagttgggcactcgtaaggaactgccggtgacaaaccggaggaagg 1080 

                ********* ************************************************** 

 

DO6NFL          cggggatgacgtcaaatcctcatggcctttatgtctagggcaacacacgtgctacaatgg 1140 

Leptospira      CGGGGATGACGTCAAATCCTCATGGCCTTTATGTCTAGGGCAACACACGTGCTACAATGG 1140 

D13NFL          cggggatgacgtcaaatcctcatggcctttatgtctagggcaacacacgtgctacaatgg 1140 

                ************************************************************ 

 

 

DO6NFL          ccggtacaaagggtagccaactcgcgagggggagctaatctcaaaaa  1188 

Leptospira      CCGGTACAAAGGGTAGCCAACTCGCGAGGGGGAGCTAATCTCAAAAA  1188 

D13NFL          ccggtacaaagggtagccaactcgcgagggggagctaatctcaaaaa  1188 

                ***********************************************              

 

                                                                       

 

ภาพแสดงล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี Near full-length 16S rRNA ของเชือ้ L. weillii บรสิทุธิแ์ยกไดจ้ากสนุขั 
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ข้อมูลเพ่ิมเติม 
โครงการย่อยท่ี 2 

การศึกษาการทดลองการติดเช้ือโรคเลปโตสไปราท่ีแยกได้จากผูป่้วยในววัและสุกร 
โดยทีมวิจยัของคณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลยัมหิดล 

 
การทดสอบความรนุแรงของเช้ือเลปโตสไปราในแฮมสเตอร ์
  การทดสอบความรุนแรงของเชือ้เลปโตสไปราในแฮมสเตอรไ์ดด้ าเนินการทดสอบโดยใชเ้ชือ้เลปโตสไปรา isolate 
PU004 จ านวน 10^3, 10^4 และ10^5 ต่ออาหาร EMJH ปรมิาตร 100 ไมโครลติร  ฉีดเชือ้ดงักล่าว เขา้ผ่านทางช่องทอ้ง
ของแฮมสเตอร ์(5 ตวั/กลุ่ม)  และประเมนิการรอดชวีติของแฮมสเตอรเ์ป็นเวลานาน 21 วนั บนัทกึผลของแฮมสเตอรท์ีร่อด
ชวีติและตายในช่วงเวลาดงักล่าว ขัน้ตอนการทดสอบทัง้หมดด าเนินการ ณ ศนูยว์จิยัโรคเมลอิอยโดสสิ คณะแพทยศาสตร ์
มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
 
ผลการทดลอง 

พบว่าแฮมสเตอรท์ัง้ 3 กลุ่มทีฉ่ีดเชือ้ยงัคงมชีวีติรอดเช่นเดยีวกบัแฮมสเตอรก์ลุ่มควบคมุจนครบก าหนด 21 วนั 
จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงใหเ้หน็ว่า ปรมิาณเชือ้เลปโตสไปราทีใ่หแ้กแ่ฮมสเตอรไ์ม่ท าใหส้ตัวม์อีาการป่วยและตายใน
ระยะเวลาของการทดสอบ  
สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ขอ้มลูการทดสอบความรุนแรงของเชือ้เลปโตสไปราในแฮมสเตอรข์า้งตน้อาจบ่งชีถ้งึระดบัความรนุแรงของเชือ้เลป
โตสไปรา isolate PU004 ไดไ้มส่มบรูณ์ เน่ืองจาก dose ทีใ่ชท้ดสอบยงัไม่ครอบคลุมในระดบั high dose (10^6 -10^9) ซึง่
มขีอ้มลูการศกึษาก่อนหน้านี้ทีแ่สดงใหเ้หน็ว่าปรมิาณของเชือ้เลปโตสไปราทีต่อ้งใหแ้ก่แฮมสเตอรเ์พื่อท าใหส้ตัวท์ดลองตาย
อาจตอ้งใชใ้นระดบัสงูถงึ 10^8 (Palaniappan RUM et al., 2006, Silva EF et al., 2008, Matsui M et al., 2016) อย่างไร
กต็ามการใชเ้ชือ้เลปโตสไปราปรมิาณสงูเพื่อท าใหเ้กดิการตดิเชือ้และตายของสตัวท์ดลองนอกจากจะไม่สอดคลอ้งกบั
ลกัษณะการตดิเชือ้จรงิในธรรมชาตแิลว้ ยงัอาจมปัีจจยัมาจาก non-susceptibility ของตวัสตัวท์ดลอง เช่น ในกรณีของหนู
เมา้ส ์ ซึง่มคีวามตา้นทานต่อการตดิเชือ้ท าใหจ้ าเป็นตอ้งใชป้รมิาณเชือ้เลปโตสไปราในระดบัสงูถงึ 10^8 เพื่อท าใหห้นูเมา้ส์
แสดงอาการของโรคเลปโตสไปโรสสิ (Ko AI et al., 2009) อกีปัจจยัหนึ่งทีม่คีวามเกีย่วขอ้งคอืความรุนแรงต ่าของตวัเชือ้เอง 
ในสว่นนี้มขีอ้มลูทีน่่าสนใจจากการศกึษาของ Silva EF และคณะในปี 2008 พบว่าเชือ้ L. interrogans ทีแ่ยกไดจ้ากเลอืด
ผูป่้วยสญูเสยีความรุนแรงในการก่อโรคจากการทดสอบฉีดเชือ้ปรมิาณ 10^8 ในแฮมสเตอร ์ ซึง่ความเป็นไปไดท้ีท่ าใหเ้ชือ้
สญูเสยีความรุนแรงน่าจะมาจากการ sub-passage ตดิต่อกนัถงึ 31 passage ของเชือ้ในหลอดทดลองก่อนน ามาใชท้ดสอบ
ในแฮมสเตอร ์ (Silva EF et al., 2008) สอดคลอ้งกบัขอ้มลูการศกึษาของ Haake DA และคณะในปี 1991 ทีพ่บว่าเชือ้ที่
ผ่านการ sub-passage จ านวนหลายครัง้มผีลท าใหล้ดความรุนแรงของเชือ้ลง (Haake DA et al., 1991) ในสว่นนี้อาจมี
ความใกลเ้คยีงกบัเชือ้ PU004 เน่ืองจากมกีาร sub-passage หลายครัง้ในหลอดทดลองก่อนน ามาใชท้ดสอบในแฮมสเตอร์
เช่นเดยีวกนั นอกจากน้ียงัมกีารศกีษาทีพ่บว่าเชือ้เลปโตสไปราบางสายพนัธุม์คีวามรุนแรงในสตัวต์ามธรรมชาตแิต่อาจไม่
รุนแรงเมื่อน ามาทดสอบในสตัวท์ดลอง เช่น ในกรณีของเชือ้ L. borgpetersenii serovar Hardjo ทีเ่ป็นปัญหาก่อโรคในววั 
แต่สายพนัธุ ์ subtype A ของเชือ้น้ีพบว่าไมท่ าใหแ้ฮมสเตอรต์ายถงึแมจ้ะใหเ้ชือ้แก่สตัวท์ดลองในระดบัสงูถงึ 10^9 ซึง่ต่าง
จากสายพนัธุ ์subtype B ทีท่ าใหแ้ฮมสเตอรต์ดิเชือ้และตายดว้ยระดบั LD50 ประมาณ 10^4 (Zuerner RL et al.,2012) ซึง่
ความสามารถในการก่อโรคทีแ่ตกต่างกนัของเชือ้สายพนัธุด์งักลา่วในแฮมสเตอรอ์าจมคีวามสมัพนัธก์บัการเกดิ frameshift 
และ point mutation ของล าดบัเบสบนจโีนมของเชือ้ (Bulach DM et al., 2006)  
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จากเหตุผลสนบัสนุนขา้งตน้จงึมคีวามเป็นไปไดท้ีผ่ลการทดสอบความรุนแรงของเชือ้เลปโตสไปรา isolate PU004 
ในแฮมสเตอรอ์าจไม่สามารถบง่ชีถ้งึระดบัความรุนแรงจรงิของเชือ้นี้ได ้ รวมทัง้อาจไม่สามารถบ่งชีถ้งึระดบัความรุนแรงของ
เชือ้น้ีเมื่อใหแ้ก่สกุรในการทดสอบการตดิเชือ้ได ้
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