
 

การศึกษาผลของการใชยาราปาไมซินตอโรคเลปโตสไปโรซิสในหนูตะเภาท่ีมีภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรง   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พันตรี นพดล  แสงจันทร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาพยาธิชีววทิยาทางสัตวแพทย        ภาควิชาพยาธิวทิยา  

คณะสัตวแพทยศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา  2550 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

 



 

THE EFFECT OF RAPAMYCIN ON SEVERE PULMONARY LEPTOSPIROSIS IN GUINEA PIGS MODEL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Major Noppadon Sangjun 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Veterinary Pathobiology 

Department of Veterinary Pathology 

Faculty of Veterinary Science  

 Chulalongkorn University 

Academic Year 2007 

Copyright of Chulalongkorn University 

 





(THE EFFECT OF RAPAMYCIN ON SEVERE PULMONARY LEPTOSPIROSIS

IN GUINEA PIGS MODEL)

mj'~m~n ~rl 'lJ 'fl~rns1ifmj'lul1~:n1.Jj;]'flLj' ''1 Lrl ULVl~luh:n~1\J~\1Vl :-: L111~ ;J1l1,):-: L~ 'fl (;)'fl 'fln1uiln (;)'fl th~ ~\J LLN L(;)tJ

LLU ~~\1r;J :-:L1nmtj 3 ~U(;)I'; 91\J')\J 36 [;]') 'fl'flmu\J 6 n ~~1rl:-: 6 [;]') ~~~~'fl n~~ 1 (Normal) LU\Jn~~"1')tH'l~ n~~ 2

(Rapa) LU\Jn ~6-J~lMumj'u 'fl \Jj'lul1~:n\J 'lJ\Jl (;) 1.0 i1rl~nf6-J/mrlnf6-J6\J Y11~Uln n ~6-J 3 (Lepto) LU\Jn~ 6-J~l~fumj'~11l

L~fl Leptospira interrogans serovar pyrogenes illmru 0.5 x 10
8

[;]') LLrl :-: n~6-J~ 4. 5 LLrl:-: 6 (Lepto rapa hro' Lepto

rapa hr24 LLrl:-: Lepto rapa hr48) LU \Jn~ 6-J~l~fumj'~ (;) L~'fl L. interrogans serovar pyrogenes ill~lru 0.5 x 10
8

[;]') LLrl:-:

1~fumj'U fl\J j'l U116-J :n \J'lJ1.Jl(;) 1.0 i1 rl~nfWmrl nfw1\J l\Ji,)L~~~ O. 24 LLrl:-: 48 1l1 tJ~~~mj'~(;) L~'fl ~6-J~\1Vl:-:L11191\J,) \J 2

~'l1\JLLj;]fl:-:n~6-J 1\J11.J~ 2. 4 LLfl:-: 6 ';hmj'~m~IY11~Yimfi1V1m mj'Vlj',) '"l rhY11~LfliiVl1V1m mj'Vlj',) '"l rhih L"1;J"1~im

LVI"1U"1~~Lr;J L"1;J Warthin-Starry n1 j' Vl j' 'l'"l Vll~ n ~'1l ~' flVlj'j'Pl~ L~ n Vl j''1l\J'lIU(;) ~'fl ~ ~1\J LLfl:-: LVI "1U"1 ~ ~~ 1.JL\J~~LVl L"1;J

(immunofluorescence antibody techn ique; IFAT) ~flnlj'~mj-1 YiU~11l1 tJ~~~ n1j'~(;)L~'fl 6 1\J ~\1 Vl :-: L1l11\Jn~ 6-J Lepta

rapa hro• Lepto rapa hr
24

LLrl:-: Lepta rapa hr
48

Ln(;) 1l1,):-:Ln~(;) L~ '1l(;)~I'fl th~ ~1.JLLN LLfl :-:YiUn1.J L~'fl(;)'fltlnmh~~\J LLN~mr~

'litN'Xfl ~ l\J'lJru :-:~n~ 6-J Lepta Ln(;)1l1,):-:Ln~ (;) L~'fl(;)~lmh~Ul\Jn rll~ LLrl:-:YiU' (;) L~ fl(;) tl tl n~~'W~'Jl tl ~Yftl~ fl th~tltl\J ~rlY11~'rl

Ynnfi1V1m~U 'fl(;)YiU ~I~\1Vl :-:L1l1n~~ Lepta rapa hr48 Ln (;)1l1'l :-: L~ 'fl I1l 'fl '1ln~u '1l (;)mh~ ~\J L LN l\J'lJ ru:-:~ n~~ Lepta, Lepta

rapa hro• Lepta rapa hr
24

Ln (;)1l1 ,) :-:L~ 'fl (;)'fl'1l n~U'1l(;)U l\Jn fll~ ~ [;]UYiU~ln~~ Lepto rapa hro YiU LYi tJ ~ n1 j'U 'l 6-J 'lJ '1l ~ L'lI fl~

~U l\J'lJ ru:-:~ n~~ Lepto rapa hr24 LLrl :-: Lepto rapa hr
48

YiUnlj'mtJ'lJ'fl ~L'lI rl~[;]U LU\J~tJ'fl~1 1,)~rlUnlmYJj'n [;],) 'lJ 'fl ~ L'lI fl~

flnL~U 'lI il (;) il')LVI j'Ylrl LLrl:-:~~Lyj1'l1 [;h'flU 1 ~fl'fl (;) L~'fl(;) ,;'h LLfl:-:~fl 'fl (;)L~ tl (;) LL(;)~ LLfl:-:n~ 6-J Lepto YiUnl j'~~ L~'fl I1l 'lJ tl ~ hepatic

sinusaids 'fl tJ l ~ ~\JLLN ~1~fu~lVlYiU~ln~~ Lepto rapa hro YiU1l1'l:-: L~'fl (;) 'fl '1l n~lVlL~ m:i'fl tJ 1') ~rlU nlj'U,)~ 'lJ'1l ~ L'lIfl~L~ 'fli..J

vl'fl1Vl l\J'lJru :-:~ n ~6-J Lepta rapa hr
24

LLfl:-: Lepta rapa hr
48

YiUL~ 'fl (;)'fl'1l n~~ j''flU1~ oJ,)tJm'fl ~lVl LLfl:-:Y1'fllVl 1')6-JrlUnlj'U')6-J

'lJ 'fl ~L'lIfl ~L~m.JY1 tllVl LLrl:-: n~~ Lepto YiUnlj'mtJ'lJ '1l ~L'll fl~L~'1l'lJY1tl lVl 1,)~rlUnl j' LLYJj'n[;],)'lJ'fl ~ il,) LVlj'Yl rl9 1 \J,) \JmmflU1

"vl oJ'ltJm'fl~lVl LL~ :-: Y1 'fllVl ~~n1j'~mj-l~,)tJ1fi IFAT YiU~l n~ 6-J Lepto YiU nlj'~:-:~6-J'lJ'fl ~ IgM ~~'W~ ~~~~'lJ 'fl ~U 'fl(;) LL~:-:~"vloJ') tJ

m'fl ~lVl 'fl tJl~i(;)L'"l1.J n~~ Lepto rapa hr48 YiUnlj'~ :-:~~ 'lJ'1l ~ IgM ~U'fl(;) LLfl:-:1Vl L~m:i'fl tJ l\J'lJ ru:-:~n~~ Lepta rapa hro LLfl:-:

Lepta rapa hr
24
hJYiU nl j'~ :-: ~ ~ 'lJ '1l ~ IgM '"ll n~~ n1j'Vl l1lfl'1l~~~i.J~lmni.JI16-J :n \J~lmj'C1 ~ (;) n1 j' ~:-: ~m'fl ~ IgM Vlfl'fl(;) '"l\Jrl l1l

ssuh"1~ i.J 'fl(;) [;]U LL~ :-:lVll1.J~ \J Vl :-: L1111~ L~'fl~ \JVl:-: L1l11Mumj'li.J l 1~:n \J~~~ n1j'~(;)L~'1l~\JY1 LLj;]m j'IUl1~:n \Jhj~I~1 j' C1
~ ~

~ ~
I ~ I 4

L"vl fll \J\J'flm~ ~\JLLN~l n'lJ\J

111 Fl';j"1l 1Vitilfi';ji'ltil

~1'1l1Vi tilfi~ ')';ji'ltI 1 i'l1,,:]~(;]') LLVii'l cl"

tl n'l ~~m~n 2550

.d__ 'u>:
~1t1~'el"1l'el'W~(;] ~..~ .

." .,; ..d.~ ~ e..-~
mtl~'el"1l'el'el'l'"l 1mi'lU~mn ~ .

" r /."." ""'ill ' ~ ~~1t1~ 'el "1l 'el 'ell'"l 1 ~tl i'l ~n 'jj'1 ~')~ " " " " " "{ " " " ..c;:,,;"'.. .",,",..-r:. ..:-:-:..~.... ""





 ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิง่ของ รศ. น.สพ. 

ดร. วิจิตร  บรรลุนารา อาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธ  ผศ. น.สพ. ดร. ณุวีร  ประภัสระกูล อาจารย

ที่ปรึกษาวิทยานพินธรวม    และ ผศ. นพ. เกื้อเกียรติ  ประดิษฐพรศิลป  และ พ.อ.หญิง ดวงพร  

พูลสุขสมบัติ กรรมการผูทรงคุณวุฒิ ที่ใหความรู คําแนะนาํ ความชวยเหลือในการทําวิจัย และ

ความกรุณาในการชวยตรวจทาน แกไข ตนฉบับวทิยานพินธ 

ขอขอบพระคุณ  

พลตรีสืบพงศ สังขรมย อดีตผูอํานวยการสถาบันวิจัยวทิยาศาสตรการแพทย

ทหาร และพลตรีพิวัฒน โปษยานนท อดีตรองผูอํานวยการสถาบันวิจัยวทิยาศาสตรการแพทย

ทหารที่อนุญาตในการลาศึกษาตอ และอนมุัติทุนการศึกษา 

ทุน 90 ป จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่สนบัสนุนทนุวิจัยสวนหนึง่  

นักวทิยาศาสตรและบุคคลากรหนวยพยาธิวทิยา ภาควิชาพยาธิวทิยา คณะสัตว-

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกทาน และนายสุประดิษฐ หวังในธรรม ที่ใหความ

รวมมือและคําแนะนาํในการศึกษาทางหองปฏิบัติการ 

รศ. น.สพ. ดร. รุงโรจน ธนาวงษนุเวช หัวหนาหนวยชันสูตรโรคสัตว และน.สพ. 

รชฎ  ตันติเลิศเจริญ หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่ให

คําแนะนํา และความอนุเคราะหสถานทีท่าํวิจัย และเคร่ืองตัดชิ้นเนื้อเยือกแข็ง  

ดร.เจตสุมน  ประจําศรี และคุณนองนุช  ยิ้มอํานวยโชค แผนกกีฏวทิยา หนวย

วิจัยฝายสหรัฐอเมริกา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร ที่ใหคําแนะนาํ และความ

อนุเคราะหสถานที่ทาํวิจยั และกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ตลอดจนอุปกรณถายภาพ 

พ.อ.หญิง สุปาณี  มีศิริ อดีตผูอํานวยการกองวิเคราะห สถาบันวิจัยวทิยาศาสตร

การแพทยทหาร  ที่ใหความอนุเคราะหสถานทีท่ําวิจัย สารเคมี และอุปกรณ   จ.ส.อ.ยุทธพงษ  

สุดสวาท  ส.อ.อนภุาพ อีซา นายสุรินทร  ผูกเพทาย และนายมานะ  มรกตจรัสรุง บุคคลากรแผนก

สัตวทดลองที่ใหความชวยเหลือในการทําวจิัย 

แผนกชีวเคมี และบุคลากรทุกทานของแผนกฯ ที่ความอนุเคราะหในการตรวจทาง

พยาธิวทิยาคลินิก 

สุดทายนี้ขอขอบพระคุณนายทว ีแสงจันทร นางจินตนา  แสงจันทร บดิา มารดา 

ขอขอบคุณนางศรีวรรณ แสงจันทร ภรรยา และขอขอบใจด.ญ.นลินรัตน  แสงจันทร และด.ญ.

วรรณกร แสงจันทร บุตรสาวท้ังสองคนที่เปนกําลังใจในการทาํวิจยัคร้ังนี้



สารบัญ 
 

  หนา 
บทคัดยอภาษาไทย...........................................................................................................................ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ.....................................................................................................................จ 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................ฉ 

สารบาญ...........................................................................................................................................ช 

สารบาญตาราง...............................................................................................................................ฌ 

สารบาญภาพ..................................................................................................................................ญ 
บทที ่

   1 บทนาํ..................................................................................................................................... ....1 

1.1 ความเปนมา และความสําคัญของปญหา...................................................................1 

1.2 วัตถุประสงคของงานวจิัย.............................................................................................3 

1.3 คําถามสําหรับงานวิจัย................................................................................................3 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ..........................................................................................3 

   2 เอกสาร และงานวิจยัทีเ่กี่ยวของ.............................................................................................. 4 

 2.1 ระบาดวิทยาของโรคเลปโตสไปโรซิส..........................................................................4 

 2.2 สาเหตุของโรค.............................................................................................................5 

 2.3 พยาธกิําเนิดของเช้ือ Leptospira interrogans ……….…………….………….......5 
2.4  ผลของการติดเชื้อ Leptospira interrogans ตอ 

       การกระตุนการสรางไซโตไคน……………………………………………….…….....6 

2.5 อาการทางคลินิกของโรคเลปโตสไปโรซิส..………………………………….…….....7 

2.6 รอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของโรคเลปโตสไปโรซิส.....................................................7 

2.7 การรักษาโรค...............................................................................................................8 

2.8 ยาราปาไมซิน............................................................................................................. 9  

   3 ระเบียบวธิีวิจัย........................................................................................................................11 

3.1 สัตวทดลอง................................................................................................................11 

3.2 เช้ือเลปโตสไปรา........................................................................................................11  

3.3 ยา และขนาดยา........................................................................................................11 

3.4 วิธีการทดลอง............................................................................................................12 



 

 

 

บทท่ี  หนา 

ซ 

   4 ผลการศึกษา...........................................................................................................................18 

4.1 น้าํหนักตัว..................................................................................................................18 
 4.2  ผลการเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราในอาหารเล้ียงเชือ้  

       EMJH ชนิดกึ่งแข็ง....................................................................................................18 

4.3 ผลทางมหพยาธิวิทยา..............................................................................................20 

4.4 ผลทางพยาธิวิทยาคลินิก..........................................................................................33 

4.5 ผลการศึกษาทางจุลพยาธวิิทยาของปอด ตับ และไต..............................................43 
4.6  ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน                       

ชนิดสองผาน....................................................................................................62 

4.7  ผลการตรวจการสะสมของสารอิมมนูโนกลอบูลนิชนิดตางๆ  

       ในปอด ไต และตับ  ดวยวิธ ีIFAT .......................................................................68 

   5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ........................................................................87         

รายการอางอิง..............................................................................................................................92 

  ภาคผนวก.....................................................................................................................................99 

ภาคผนวก ก....................................................................................................................100 

            ภาคผนวก ข....................................................................................................................103 
    ภาคผนวก ค.........................................................................................................104 

   ประวัติผูเขียนวทิยานพินธ.........................................................................................................106 

 
 

 
 

  
 

 
 

  
 



สารบัญตาราง                                                         
 

ตารางท่ี  หนา 

ฌ 

1 แสดงชนิดของเช้ือเลปโตสไปราที่พบในสัตวเก็บกกัโรคชนิดตางๆ..................................4 

2 แสดงการใหระดับคะแนนความรุนแรงทางจุลพยาธวิิทยาของภาวะเลือดออกที่ปอด.....15 

3 แสดงผลการเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราในอาหารเล้ียงเชื้อ EMJH................................19 

4 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง......................33 

5 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง......................34 

6 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบนิของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง.....................................35 

7 แสดงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง......................36 

8 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเกล็ดเลือดของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง..........................37 

9 แสดงคาเฉลี่ย BUN ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง............................................38 

10 แสดงคาเฉลี่ย Creatinine ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง...................................39 

11 แสดงคาเฉลี่ย AST ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง............................................40 

12 แสดงคาเฉลี่ย ALT ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง.............................................41 

13 แสดงคาเฉลี่ย ALP ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง............................................41 

14 แสดงการตรวจพบเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธ ีWarthin-Starry method.................................57 

15 แสดงการสะสมของ IgM ในเนื้อเยื่อของอวัยวะตางๆ ดวยวธิ ีIFAT..............................69 

16 แสดงการสะสมของ IgG ในเนื้อเยื่อของอวัยวะตางๆ ดวยวธิ ีIFAT..............................75 

17 แสดงการสะสมของ IgA ในเนื้อเยื่อของอวัยวะตางๆ ดวยวธิ ี IFAT..............................79 

18 แสดงการสะสมของ C3 ในเนื้อเยื่อของอวยัวะตางๆ ดวยวิธ ี IFAT...............................83 

 



 สารบัญภาพ  
 

ภาพประกอบท่ี  หนา 

ญ 

1    แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวันที่ 2 ของหนตูะเภาแตละกลุม.......................21 

2    แสดงรอยโรคที่ปอดในวนัที ่ 2  ของหนูตะเภาแตละกลุม...................................................2 2 

3     แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที ่ 2  ของหนูตะเภาแตละกลุม.................................................2 3 

4    แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที่ 2  ของหนูตะเภาแตละกลุม................................................2 4 

5  แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวันที่ 4  ของหนตูะเภาแตละกลุม......................2 5 

6    แสดงรอยโรคที่ปอดในวนัที ่ 4  ของหนูตะเภาแตละกลุม..............................................2 6 

7    แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที ่ 4  ของหนูตะเภาแตละกลุม.................................................2 7 

8    แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที่ 4  ของหนูตะเภาแตละกลุม............................................ ....2 8 

9    แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวันที่ 6  ของหนตูะเภาแตละกลุม......................2 9 

10    แสดงรอยโรคที่ปอดในวนัที ่ 6  ของหนูตะเภาแตละกลุม..............................................3 0 

11    แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที ่ 6  ของหนูตะเภาแตละกลุม.................................................3 1 

12    แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที่ 6  ของหนูตะเภาแตละกลุม................................................3 2 

13  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนตูะเภาแตละกลุม.........................................3 3 

14   แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนูตะเภาแตละกลุม.........................................3 4 

15  แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบนิของหนูตะเภาแตละกลุม........................................................3 5 

16  แสดงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของหนูตะเภาแตละกลุม..........................................36 

17  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเกล็ดเลือดของหนูตะเภาแตละกลุม........................................... 3 7 

18  แสดงคาเฉลี่ย BUN ของหนูตะเภาแตละกลุม............................................................38 

19  แสดงคาเฉลี่ย Creatinine ของหนูตะเภาแตละกลุม..................................................39 

20  แสดงคาเฉลี่ย A S T ของหนูตะเภาแตละกลุม............................................................4 0 

21  แสดงคาเฉลี่ย ALT ของหนูตะเภาแตละกลุม..............................................................41 

22  แสดงคาเฉลี่ย ALP ของหนตูะเภาแตละกลุม...............................................................42 

23   แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดวันที ่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal............................45 

24   แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับวันที ่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal..............................45 

25   แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal...............................46 

26   แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดวันที ่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Rapa...............................46 

27   แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Rapa.................................47 

28   แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตวันที่ 6  ของหนูตะเภาในกลุม Rapa.................................47 



 

 

ภาพประกอบท่ี  หนา 

29  แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto.........................................................48 

30  แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto.........................................................49 

31  แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto.........................................................50 

32  แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวนัที ่2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto.........................................................51 

33  แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวนัที ่4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto.........................................................52 

34  แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวนัที ่6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto........................................................53 

35  แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวนัที ่2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto........................................................54 

36  แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวนัที ่4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto........................................................55 

37  แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวนัที ่6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 , Lepto rapa hr48 และ Lepto........................................................56 

38  แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปราที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr48 

ในวนัที ่ 4 หลังฉีดเชื้อ, Warthin-Starry method.......................................................58 

39  แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปราที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto ในวนัที ่4 หลังฉีดเชื้อ, 

Warthin-Starry method........................................................................................59 

40  แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปราที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr0 

ในวนัที่ 6 หลังฉีดเชื้อ, Warthin-Starry method.......................................................60 

41  แสดงการตรวจพบเช้ือเลปโตสไปราท่ีไตของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr48 

วันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ, Warthin-Starry method...........................................................61 

42  แสดงเชื้อเลปโตสไปราท่ีปอดของหนูตะเภา Lepto d6, TEM.........................................63 

43  แสดงปอดของหนูตะเภา Lepto d6, TEM.................................................................64 

44  แสดงปอดของหนูตะเภา Lepto rapa hr0-d6, TEM....................................................64 

ฎ 



 

 

ภาพประกอบท่ี  หนา 

45  แสดงเชื้อเลปโตสไปราท่ีตับของหนูตะเภา Lepto d6, TEM.........................................65 

46 แสดงเชื้อเลปโตสไปราท่ีไตของหนูตะเภา Lepto d6, TEM..........................................66 

47  แสดงเชื้อเลปโตสไปราท่ีไตของหนูตะเภา Lepto rapa hr0-d6 , TEM...........................67 

48  แสดงผลการตรวจพบการสะสม IgM ในปอด ดวยวิธี IFAT........................................70 

49  แสดงการสะสมของ IgM ทีผ่นังถงุลม ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วนัที ่4, IFAT…...….71 

50  แสดงการสะสมของ IgM ที่ผนังถงุลม ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันที่ 6, IFAT..…..71 

51  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในไต ดวยวธิ ี IFAT…………………………..72 

52  แสดงผลการสะสมของ IgM ที่กลอเมอรูลัส ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันที ่ 4, IFAT..73 

53  แสดงผลการสะสมของ IgM ที่กลอเมอรูลัส ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันที่ 6, IFAT…73 

54  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในตับ ดวยวิธ ี IFAT………………………….74 

55  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในปอด ดวยวธิี IFAT……………………..…76 

56     แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในไตดวยวิธ ี IFAT.......................................77 

57  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในตับ ดวยวิธ ี IFAT.....................................78 

58  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในปอด ดวยวธิี IFAT...................................80 

59  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในไตดวยวิธ ี IFAT.......................................81 

60  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในตับ ดวยวิธ ี IFAT.....................................82 

61  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในปอด ดวยวธิี IFAT....................................84 

62  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในไตดวยวิธ ี IFAT........................................85 

63  แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในตับ ดวยวิธ ี IFAT......................................86 
 

ฏ 



บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมา และความสาํคัญของปญหา 
โรคเลปโตสไปโรซิสเปนโรคทีเ่กิดจากเชื้อ Leptospira interrogans เปนโรคสัตวติดตอสู

คนที่สาํคัญและพบไดทัว่โลก (Bharti et al., 2003) และเปนโรคติดเชื้อที่เปนปญหาทาง

สาธารณสุขทีสํ่าคัญของประเทศไทย กลาวคือระหวางป พ.ศ.2515-2524 มีรายงานผูปวยโรค   

เลปโตสไปโรซิสในประเทศไทยเพียงปละ 10-20 รายตอป และระหวางป พ.ศ.2525-2537 มี

รายงานผูปวยสูงข้ึนเปน 55-272 รายตอป ตอมาระหวางป พ.ศ.2538-2546 มีรายงานผูปวยสูง

มากข้ึนเร่ือยๆ ระหวาง 143-14,285 รายตอป (Tangkanakul et al., 2005) 

การติดเชื้อกอโรคเลปโตสไปโรซิส อาจทาํใหผูปวยเกิดภาวะแทรกซอนที่สําคัญ คือ ภาวะ

ไตวายเฉียบพลัน และภาวะการหายใจลมเหลว (Plank and Dean, 2000; Thammakumpee et 

al., 2005) ปจจุบันพบอุบัติการณผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสที่มีภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรง 

(severe pulmonary Leptospirosis) แทรกซอนสูงข้ึนในประเทศตางๆ ไดแก นิการากวั จนี 

บราซิล ออสเตรเลีย อารเจนตินา เกาหลี อินเดีย และไทย (Pereira et al., 2005) และพบวามี

ผูปวยที่เสียชวีติจากภาวะเลือดออกในปอด (pulmonary haemorrhage) อยางรุนแรงเพิม่สูงข้ึน 

(Wagenaar et al., 2007; Dolhnikoff et al., 2007) โดยเฉพาะประเทศไทยพบวาภาวะเลือดออก

ในปอดนี้เปนสาเหตุหลักทีท่ําใหผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสในประเทศไทยเสียชวีิต  (Panaphut et 

al., 2002; Tangkanakul et al., 2005)   ทําใหมีการศึกษาถงึกลไกการเกิดโรคทีท่ําใหผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิสเกิดภาวะดังกลาว ตลอดจนวธิีการรักษาโรคนี้อยางตอเนื่อง อยางไรก็ตามยังคงมี

รายงานของผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสที่เสียชีวิตจากภาวะเลือดออกในปอดในหลายๆ ประเทศ  

เชน ไตหวนั (Yang and Hsu, 2005),   เกาะรียูเนียน (reunion island) ซึ่งเปนอาณานิคมของ

ประเทศฝร่ังเศส (Paganin et al., 2007) รวมทัง้ประเทศไทย (ฐิติพงษ และคณะ, 2550)  

การศึกษาที่ผานมาพบวา กลไกทางภูมิคุมกนัของรางกายที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ    

เลปโตสไปราชนิดกอโรค อาจเปนปจจัยสําคัญตอกลไกของการเกิดโรค โดยเชื้อเลปโตสไปรา

สามารถกระตุนทาํใหเกิดการอักเสบของอวัยวะตางๆ ไดแก กลามเนือ้ หวัใจ ตับ ไต ปอด และ

ระบบประสาทสวนกลาง โดยพบการเพิม่ข้ึนของไซโตไคนชนิดตางๆ เชน tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α), interleukin (IL)-6 และ IL-10 เปนตน (Levett, 2001;  Dorigatti et al., 2005)   

ผลการศึกษาทางจุลพยาธวิทิยาของปอดจากผูที่เสียชวีติจากโรคเลปโตสไปโรซิส ที่มีภาวะเลือด 

ออกในปอดอยางรุนแรงดวยวิธ ีimmunofluorescence (IFA) โดย Yang และ Hsu (2005) พบการ

สะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิ (immunoglobulin, Ig) ที่ผนังถุงลม และในถุงลม สอดคลองกับ
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การศึกษาของ Nally และคณะ (2004) ซึ่งพบวาหนตูะเภาที่ไดรับการฉีดเชื้อ L. interrogans 

serovar copenhageni จะเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง รวมกับภาวะไตอักเสบที่มกีาร

ตายของเซลลเยื่อบุทอไต และพบ IgM, IgG, IgA และคอมพลีเมนทตัวที ่ 3 (C3) ที่ผนงัถงุลม ซึง่ 

Nally และคณะ (2004) ไดอธิบายการเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรงวา อาจเปนผลมาจาก

การตอบสนองทางภูมิคุมกนัของรางกาย กลาวคือมีการจับกับระหวาง IgM, IgG และ IgA กบั

แอนติเจนของเช้ือเลปโตสไปรา (Leptospiral antigen) ชนิดใดชนิดหนึ่งเกิดเปนสารประกอบ

เชิงซอน (immune complex) ที่ผนังถุงลม เปนผลใหเกิดการตรึงคอมพลีเมนทตัวที ่ 3 ที่เยื่อบุผนัง

ถุงลม ทําใหเกดิความเสียหายตอเยื่อบุผนงัถุงลม มีผลใหเกิดเลือดออกในถุงลมเปนจาํนวนมาก  

โดยอาศัยสมมุติฐานของการเกิดพยาธิสภาพของโรคเลปโตสไปโรซิสที่ปอดดังกลาว โดย

ผานการตอบสนองทางภูมคุิมกันตอเช้ือเลปโตสไปราโดยตรง หรือแอนติเจนชนดิตางๆ ของเช้ือ 

เลปโตสไปรา ทาํใหนําไปสูคําถามงานวจิัยวา การลดหรือยับยัง้กลไกทางภูมิคุมกนัของรางกายที่

ตอบสนองตอการติดเชื้อโดยตรง หรือแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปรา จะสามารถเปล่ียนแปลง

พยาธิกาํเนิดของโรคในหนูตะเภาซึ่งเปนสัตวทดลองที่ไวตอเช้ือ (susceptible host) ของเชื้อ       

เลปโตสไปรา (Merien et al., 1998) ไดหรือไม การลดหรือการยับยั้งกลไกทางภูมิคุมกนัของ

รางกายอาจทาํไดโดยการใหยากดภูมิคุมกัน เชน ยาราปาไมซิน (Rapamycin)  เปนตน 

ยาราปาไมซิน  เปนยากดภูมิคุมกันที่ออกฤทธิย์ับยัง้วงรอบการเจริญของเซลล (cell cycle) 

ในชวงกลางถงึชวงทายของระยะ G1       จึงมีผลยับยั้งการเพิม่จํานวน (proliferation)         ของทั้ง

ลิมโฟไซต ชนดิที (T lymphocyte) และลิมโฟไซต ชนดิบี (B lymphocyte) ตลอดจนยับยัง้การ

ทํางานของ interleukin ชนดิตางๆ ไดแก IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 และ IL-15 (Sehgal, 1998; 

Sehgal, 2003; Abbas and Lichtman, 2004) โดยเฉพาะอยางยิง่   IL-2  และ IL-6 เปนไซโตไคน

ที่เหนี่ยวนาํการเปล่ียนลิมโฟไซต ชนิดบี เปน antibody-producing cells ฉะนัน้ยาราปาไมซินจงึมี

ผลลดการสังเคราะหอิมมนูโนกลอบูลนิชนดิตางๆ ไดแก IgM, IgG และ IgA  (Sehgal, 2003; 

Abbas and Lichtman, 2004 ) และลดกระบวนการตรึงคอมพลีเมนตที่ผนงัถุงลมในที่สุด ซึ่งอาจ

ชวยบรรเทาความรุนแรงของภาวะเลือดออกในปอดได 

 แนวความคิดในการใชยาราปาไมซินในโรคเลปโตสไปโรซิสนี ้ เปนแนวความคิดใหม

จําเปนตองมีการศึกษาในสัตวทดลองกอน      การศึกษานี้อาศัยการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคเลปโต-

สไปโรซิสในหนูตะเภาซ่ึงเปนสัตวทดลองที่เปนตัวแบบของรอยโรคเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง ที่

เกิดจากเชื้อเลปโตสไปรา (Nally et al., 2004)  
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย  
 1. เพื่อศึกษาผลของการใชยาราปาไมซินตอโรคเลปโตสไปโรซิสในหนูตะเภา ที่มีภาวะ

เลือดออกในปอดอยางรุนแรง 

2. เพื่อศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะเลือดออกในปอดของหนูตะเภาท่ีติดเชื้อ 

เลปโตสไปราชนิดกอโรค 

1.3 คําถามสาํหรับงานวจิยั 
1. ยาราปาไมซินสามารถบรรเทาความรุนแรงของรอยโรคที่ปอดของหนูตะเภาที่ติดเชื้อ 

เลปโตสไปราชนิดกอโรค ไดหรือไม 

 2. ปจจัยที่เกีย่วของกับการเกิดภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรงในหนูตะเภาท่ีติดเชื้อ

เลปโตสไปราชนิดกอโรคคืออะไร 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ขอมูลทางพยาธิวทิยาคลินิก  ลักษณะทางจุลพยาธวิิทยา   ตลอดจนการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันของสัตวทดลองในการศึกษานี ้ จะสรางความเขาใจในกลไกการเกิดภาวะเลือดออกใน

ปอดอยางรุนแรงในหนูตะเภาท่ีติดเชื้อเลปโตสไปราชนิดกอโรคมากข้ึน 

2. แนวความคิดการใชยากดภูมิคุมกัน          อาจเปนแนวทางใหมในการรักษาโรคเลปโต-      

สไปโรซิส เพื่อลดภาวะแทรกซอนของโรค ไดแก  ภาวะเลือดออกในปอด 

 
 



บทที่ 2 

เอกสาร และงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1 ระบาดวทิยาของโรคเลปโตสไปโรซิส 
โรคเลปโตสไปโรซิสเปนโรคสัตวติดตอสูคนที่สําคัญและพบทั่วโลก มรีายงานการระบาด 

ทั้งในทวีปเอเชีย ยุโรป ออสเตรเลีย และอเมริกาใต โดยเฉพาะในพ้ืนที่ที่มีฝนตกชุก สภาพดินและ

อากาศมีความช้ืนสูง เนือ่งจากมีความเหมาะสมในการดํารงชีพของเชื้อชนิดนี ้ (Visith and 

Kearkiat, 2005)  สําหรับประเทศไทยพบวาในชวงฤดูฝนระหวางเดือนมิถนุายนถงึพฤศจิกายน 

เปนชวงเวลาที่มักพบการระบาดของโรคเลปโตสไปโรซิส (Panaphut et al., 2002) 

 ในป พ.ศ. 2429  Adolf Weil ไดรายงานพบผูปวยคร้ังแรก ที่เมือง Heidelberg ประเทศ

เยอรมัน และในป พ.ศ. 2458 Inada และคณะ สามารถเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราจากผูปวยที่

ทํางานในเหมอืงแรแหงหนึง่ในประเทศญ่ีปุนได  และในปเดียวกันทีป่ระเทศเยอรมัน Uhlenhuth 

และคณะ สามารถแยกเช้ือเลปโตสไปราจากหนูตะเภาท่ีถกูฉีดเลือดของผูปวยที่เปนทหารได 

(Levett, 2001) 

ผูปวยติดเชื้อเลปโตสไปราจากการสัมผัสกับเชื้อโดยตรง หรือการสัมผัสกับน้าํหรือดินที่

ปนเปอนปสสาวะที่มีเช้ือเลปโตสไปราของสัตวเก็บกักโรคเชน หน ู แกะ มา โค กระบือ สุกร สุนัข 

แรคคูน และคางคาว เปนตน ฉะนั้นบุคคลที่มีอาชพีเกษตรกรโดยเฉพาะชาวนา พนักงานทาํความ

สะอาดทอระบายน้ํา ชาวประมงน้าํจืด พนักงานในเหมืองแร พนกังานชาํแหละเนื้อสัตว ทหาร 

ตลอดจนสัตวแพทยถือเปนบุคคลที่มีความเส่ียงสูงตอการติดเชื้อ (Bharti et al., 2003) 
 

ตารางที่ 1 แสดงชนิดของเชื้อเลปโตสไปราที่พบในสัตวเก็บกกัโรคชนิดตางๆ (Bharti et al.,2003) 
 

ชนิดของเช้ือ (seovars) ชนิดสัตวเก็บกักโรค 

  icterohaemorhagiae&copenhageni 

hardjo 

pomona 

tarassovi 

bratislava 

canicola 

grippotyphosa 

cynopteri & wolffi  

หน ู

แกะ โค กระบือ 

สุกร โค กระบือ  

สุกร 

มา 

สุนัข  

แรคคูน 

คางคาว 
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โรคเลปโตสไปโรซิสจัดเปนโรคติดเชื้อที่สําคัญ ที่เปนปญหาทางสาธารณสุขของประเทศ

ไทย กลาวคือในป พ.ศ. 2515-2524 มีรายงานผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสในประเทศไทยเพยีงปละ 

10-20 รายตอป และในป พ.ศ. 2525-2537 มีรายงานผูปวยสูงข้ึนเปน 55-272 รายตอป ตอมาใน

ปพ.ศ. 2538-2543 มีรายงานผูปวยสูงมากข้ึนเร่ือยๆ 143-14,285 รายตอป (Tangkanakul et al., 

2005) ในป พ.ศ. 2544 ผูปวยเร่ิมลดลงเหลือ 10,271 ราย และลดลงอยางตอเนือ่งต้ังแตป พ.ศ.

2545 จนถงึป พ.ศ. 2548 โดยมีผูปวย 6,864, 4,962, 3,199 และ 2,868 รายตามลําดับ และในป 

พ.ศ.2549 มีการระบาดเพิม่ข้ึนเปน 3,941 ราย (ธีรศักด์ิ และประวิทย, 2550)  

2.2 สาเหตุของโรค 
โรคเลปโตสไปโรซิสเกิดจากเชื้อ Leptospira interrogans ซึ่งจัดอยูในคลาส

Schizomycetes ออเดอร Spirochaetales แฟมิลี่ Spirochaetaceae   และจีนัส Leptospira แบง

ออกเปน 12 สปชีส ไดแก L. alexanderi, L. biflexa, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai, L. 

interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. meyeri, และ L. wolbachii. 

อยางไรก็ตามการทดสอบโดยวิธี Microscopic Agglutination Test (MAT) สามารถแบงเชือ้ 

Leptospira spp. ไดมากกวา 250 ชนิด (serovar) เชน autumnalis, australis, bataviae, 

copenhageni, icterohaemorhagiae,  javanica และ pyrogenes เปนตน (Plank and Dean, 

2000)  

 เช้ือ L. interrogans เปนสไปโรขีต (spirochete) แบคทเีรียแกรมลบ  มีลักษณะเปนเสน

เกลียว และที่ปลายทัง้สองขางหรือขางใดขางหนึ่งงอเปนตะขอ (hook) ตัวเชื้อมีขนาดกวาง

ประมาณ 0.1 ไมครอน และยาว 6-20 ไมครอน เคล่ือนไหวไดรวดเร็วโดยหมุนตัว หรือโดยการโคง

งอ แตอาจพบเช้ือที่เปนเสนตรง ซึง่มักจะหมนุหรือเคลื่อนไหวไดชา เจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง  

28-30 องศาเซลเซียส และความเปนกรด-ดางระหวาง 6.8-7.4  แมเชื้อเลปโตสไปราจะไมสามารถ

สังเคราะหกรดไขมันซึ่งจําเปนในการดํารงชีวิตไดดวยตัวเอง จาํเปนตองอาศัยกรดไขมันภายใน

โฮสต แตก็สามารถมีชวีิตอยูในน้าํใส หรือดินที่มีความช้ืนไดนานหลายเดือน (Plank and Dean, 

2000) Trueba และคณะ (2004) พบวาเชื้อเลปโตสไปราสามารถอยูในน้าํใสที่มีคาความเปนกรด-

ดาง 7.2 ไดนานถึง 110 วนั ซึ่งในสภาพขาดอาหารดังกลาวเมื่อนําเชื้อเลปโตสไปรามาวิเคราะห

ดวยวิธ ี Immunoblot พบวามีการลดลงของ inner membrane protein ชนิด LipL31 ในขณะที่

ชนิดอ่ืนๆ ไมมกีารเปล่ียนแปลง 

2.3 พยาธิกาํเนิดของเชื้อ Leptospira interrogans 
กลไกการเกิดโรคนี้โดยเช้ือ L. interrogans ยังไมเปนทีท่ราบแนชัด อยางไรก็ตามหลังจาก

เช้ือเขาสูรางกายของโฮสตโดยผานผิวหนงัหรือบาดแผล หรือผานทางเยื่อบุตางๆ เชน จมกู ปาก 
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ตา เปนตน เช้ือจะเขาไปเจริญและแบงตัวในกระแสโลหิตเปนจํานวนมาก เกิดภาวะ 

spirochetemia และกระจายไปทั่วรางกาย โดยเฉพาะที่กลามเนื้อ หวัใจ ตับ ไต ปอด และระบบ

ประสาทสวนกลาง ทาํใหเกดิการอักเสบและเนื้อตายของอวัยวะเหลานั้น (Levett, 2001)   

2.4 ผลของการติดเชื้อ Leptospira interrogans ตอการกระตุนการสรางไซโตไคน  
ภายหลังการติดเชื้อ L. interrogans พบการเพิม่ข้ึนของไซโตไคนชนดิตางๆ เชน tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α), IL-6 และ IL-10 เปนตน (Dorigatti et al., 2005)  ซึ่งการเพิม่ข้ึน

ของไซโตไคนตางๆดังกลาว อาจเกิดจากเช้ือเลปโตสไปราเองหรือแอนติเจนจากช้ินสวนของเชื้อที่

เปน outer membrane ไดแก lipoprotein, lipopolysaccharide (LPS) และ glycolipoprotein 

(Yang et al., 2001; Dorigatti et al., 2005) โดย Dorigatti และคณะ (2005) พบวา 

glycolipoprotein สามารถกระตุนโมโนไซตหล่ัง IL-6 ในปริมาณทีสู่งข้ึนเร่ือยๆ ต้ังแตชั่วโมงที ่ 6  

และสูงสุดในช่ัวโมงที ่ 24 และมีปริมาณคงที่ตอเนือ่งไปจนถงึชั่วโมงที่ 48 ภายหลังการบม 

glycolipoprotein ที่สกัดจากเช้ือ L. interrogans serovar copenhageni กับ peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) ในหลอดทดลอง สอดคลองกับ Diament และคณะ (2002) ซึ่ง

พบวา glycolipoprotein ซึ่งสกัดจากเช้ือเลปโตสไปราชนิดกอโรคสามารถกระตุน  peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) ในหลอดทดลองหล่ัง  TNF-α ต้ังแตชั่งโมงที ่6 ภายหลังการ

บม โดยที่ TNF-α นี้สามารถกระตุนโมโนไซตหล่ังไซโตไคนชนิดตางๆ ไดแก IL-1, IL-6 และ IL-8 

 Hung และคณะ (2006) พบวา Leptospiral outer membrane protein สามารถกระตุน

การหล่ัง inflammatory cytokine เชน TNF-α และ IL-6  เปนตน ผาน Toll like receptor (TLR)-2 

ของ renal proximal tubule cell สอดคลองกับ Yang และคณะ (2006)a พบวา Lipoprotein ซึ่ง

เปนสวนประกอบของ Leptospiral outer membrane protein สามารถกระตุนการหล่ัง pro-

inflammatory cytokine จาก nuclear transcription factor kappa B (NF-kB) pathway  ผาน 

TLR-2 ของ renal proximal tubule cell เนื่องจาก TLR-2 สามารถพบไดทัง้ในมาโครฟาจ มาสต

เซลล เดนไดรติกเซลล อิโอซิโนฟล ตลอดจนเซลลเยื่อบุในระบบทางเดินหายใจ และระบบทางเดิน

อาหาร และจากรายงานของ Isogai และคณะ (1990) พบวาสาร Lipopolysaccharide (LPS) 

จากเช้ือเลปโตสไปราชนิดกอโรค มีบทบาททางภูมิคุมกันในการกระตุนลิมโฟไซตชนิดบีอยางสูง 

ในขณะที่ไมมผีลตอลิมโฟไซต ชนิดที และ NK cell สอดคลองกับ Whitmore และคณะ (2004) ซึ่ง

พบวา LPS จัดเปน T-independent antigens ซึ่งสามารถกระตุนการเพิม่จํานวนของลิมโฟไซต 

ชนิดบี และการผลิตแอนติบอดีโดยตรงทีไ่มอาศัยไซโตไคน หรือ co-stimulating signals จาก

ปฏิสัมพันธของลิมโฟไซตชนดิที และบีตามปกติ        ฉะนัน้การที่แอนติเจนจากเชื้อเลปโตสไปรา

จัดเปน T-independent antigens และมีปฏิสัมพันธกับเซลลตางๆ ทีม่ี TLR-2 ดังกลาว ทําใหเกดิ
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การสังเคราะหไซโตไคนจากเซลลเหลานัน้จาํนวนมาก อาจเปนปจจัยหนึง่ทีท่ําใหเกดิอาการของ

โรคเลปโตสไปโรซิสอยางรุนแรง   และรวดเร็ว (Spicher  et al., 2005)  

2.5 อาการทางคลินกิของโรคเลปโตสไปโรซิส 
อาการของผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสอาจแตกตางกนัออกไป ข้ึนอยูกับชนิดและปริมาณ

ของเชื้อเลปโตสไปราท่ีไดรับ สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม ไดแก กลุมที่อาการไมรุนแรง หรือไม

มีอาการเหลือง (anicteric form) และกลุมที่อาการรุนแรง หรือมีอาการเหลือง 

(icterohaemorrhagic form) (Bharti et al., 2003) กลาวคือ ในกลุมที่มีอาการไมรุนแรง ผูปวยมัก

มีอาการไขเฉียบพลัน อาจมีไขสูงติดตอหลายวนัสลับกับระยะไขลด (biphasic) ปวดศีรษะ ตาแดง 

ปวดกลามเนื้ออยางรุนแรง อาจมีคล่ืนไส อาเจียน เยื่อหุมสมองอักเสบ และสามารถตรวจพบเชื้อ

เลปโตสไปราไดในปสสาวะ และน้ําไขสันหลัง (Dolhnikoff et al., 2007)    

สําหรับกลุมทีม่ีอาการรุนแรง ผูปวยมอีาการเร่ิมแรกเหมือนในกลุมที่มีอาการไมรุนแรง 

และมีอาการเพิ่มมากข้ึน โดยพบอาการดีซาน (jaundice)  ภาวะไตวาย ภาวะเลือดออกในปอด

อยางรุนแรง และภาวะกลามเนื้อหวัใจอักเสบ (myocarditis) ซึ่งหากไมไดรับการรักษาอยาง

ถูกตอง และทนัทวงทีก็จะทาํใหผูปวยเสียชีวิตได (Levett, 2001) 

2.6 รอยโรคทางจลุพยาธวิิทยาของโรคเลปโตสไปโรซิส 
การศึกษาในสัตวทดลองเชน หนูแฮมสเตอร หนูตะเภา เปนตน พบวารอยโรคที่กลามเนื้อ

จะพบเนื้อตายเปนหยอม (focal necrosis) ของเสนใยกลามเนื้อ (muscle fiber) รวมกับการแทรก

เขาของมาโครฟาจ นิวโทรฟล และพลาสมาเซลล (Levett, 2001)  รอยโรคที่หัวใจจะพบการอกัเสบ

ของหัวใจชนิด interstitial myocarditis ที่มีการแทรกเขาของลิมโฟไซต และพลาสมาเซลล รวมกับ

มีจุดเลือดออกแบบ petechial hemorrhage ที่ epicardium และหลอดเลือดโคโรนารีอักเสบ  

(coronary arteritis) สําหรับรอยโรคที่ตับจะพบการเพิม่จํานวนและขนาดของ Kupffer cells 

รวมกับการตายของเซลลตับแบบ apoptosis (Merien et al., 1998) 

รอยโรคที่ไตจะพบ tubulo-interstitial nephritis ที่มีการแทรกเขาของนิวโทรฟล และโมโน

ไซต รวมกับการตายของเยื่อบุทอไต (tubular epithelial necrosis) การฉีกขาดของผนังทอไต 

(basement membrane disruption) และพบเช้ือเลปโตสไปราในเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (interstitium) 

และทอไต (Yang et al., 2001; Nally et al., 2004) ซึ่งพบวา outer membrane ของเชื้อมบีทบาท

สําคัญที่ทาํใหเกิดรอยโรคตางๆที่ไต กลาวคือ outer membrane ของเชื้อซ่ึงประกอบดวย 

lipopolysaccharide, peptidoglycan และ polysaccharide มีบทบาทเปนทั้ง antigenic และ 

virulent component สามารถเหนีย่วนําใหดีเอ็นเอภายในนวิเคลียสของเซลลทอไต (renal tubular 

cell) จับกับ NF-kappa B transcription factor  ทําใหมีการสูงข้ึนของ nitric oxide, monocyte 
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chemoattractant protein-1 (MCP-1) ซึ่งเปนคีโมไคน (chemokine) สําคัญที่เหนีย่วนาํการแทรก

เขาของโมโนไซต และ TNF-α  ทาํใหเหนีย่วนาํใหเกิดการอักเสบที่ไตดังกลาว (Yang et al., 2001)  

นอกจากนีย้ังพบวาสารสกดัจาก glycolipoprotein fraction ซึ่งเปน Leptospiral endotoxin 

สามารถยับยัง้การทาํงานของ   Na+,K+ATPase     ที่อยูตามหนวยไตได            ทาํใหผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิส มีการขับของโซเดียมและโปแตสเซียมในปริมาณสูงมากเกนิไป (Burth, 1997)  

สําหรับรอยโรคที่ปอดจะพบภาวะเลือดออก (pulmonary hemorrhage) ทั้งในถุงลม 

(intra-alveolar hemorrhage) และในเนือ้เยื่อระหวางถุงลม (interstitial hemorrhage) (Plank 

and Dean, 2000) ในการศึกษาของของ Nally และคณะ(2004) พบวาหนูตะเภาที่ไดรับการฉีด

เช้ือ L. interrogans serovar copenhageni รอยโรคที่ปอดเกิดภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรง

รวมกับมกีารหนาตัวของผนังถุงลม ที่มีการแทรกเขาของเซลลเมด็เลือดขาวชนดินิวเคลียสเดียว 

(mononuclear cells) และนิวโทรฟล ซึ่ง Nally และคณะ (2004) ไดอธิบายวากลไกการเกิด

เลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง อาจเปนผลมาจากการตอบสนองทางภูมิคุมกัน กลาวคือมีการจับกับ

ระหวาง IgM IgG และ IgA กับแอนติเจนของเช้ือเลปโตสไปราชนิดใดชนิดหนึ่งเกิดเปน

สารประกอบเชิงซอน (immune complex) ที่ผนงัถงุลม ซึ่งตรวจพบดวยวิธ ี IFA ไดต้ังแตวันที ่ 4 

หลังการฉีดเชือ้ เปนผลใหเกิดการตรึงคอมพลีเมนทตัวที ่ 3 ที่เยื่อบุผนังถุงลม ทําใหเกิดความ

เสียหายตอเยือ่บุผนังถุงลม มีผลใหเกดิเลือดออกในถุงลมเปนจาํนวนมาก ซึง่สอดคลองกบั

การศึกษาของ Pereira และคณะ (2005) ทีพ่บวาลิง Marmoset ที่ถูกฉีดเชื้อ L. interrogans 

serovar copenhageni รอยโรคที่ปอดพบภาวะเลือดออกในถุงลม (intra-alveolar hemorrhage) 

รวมกับมกีารหนาตัวของผนังถุงลมที่มกีารแทรกเขาของมาโครฟาจ     นิวโทรฟล    และลิมโฟไซต 

โดยเร่ิมพบรอยโรคดังกลาวต้ังแตวันที่ 3 หลังการฉีดเชือ้ และพบความรุนแรงเพิม่ข้ึนเร่ือยๆ ในขณะ

ที่การศึกษาของ Pilakasiri และคณะ (2001) พบความรุนแรงของรอยโรคที่เกิดข้ึนที่ปอดดังกลาว

ในหนูแฮมสเตอรที่ไดรับการฉีดเชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes ต้ังแตวนัที่ 2 หลังการฉีด

เช้ือ อยางไรกต็าม Pereira และคณะ (2005) ไดอธิบายกลไกการเกิดภาวะเลือดออกในปอดวา

อาจเปนผลมาจาก 2 สาเหตุ  กลาวคือ ประการทีห่นึ่งอาจจะเปนผลมาจากการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันของรางกายตามที ่ Nally และคณะ (2004) ไดอธิบายไวแลว     หรือประการที่สองเชือ้

เลปโตสไปราสามารถสรางสารพิษตางๆ ไดแก hemolysin และ sphingomyelinase ได ซึ่งทํา

ความเสยีหายแกหลอดเลือดเล็กๆ เปนผลใหมีการซึมผานของเลือดเขาสูถุงลมเปนจํานวนมาก 

2.7 การรกัษาโรค 
ปจจุบันการรักษาโรคเลปโตสไปโรซิสยังไมมีวิธทีี่จาํเพาะ การรักษาโรคข้ึนอยูกบัความ

รุนแรง และระยะเวลาการดําเนนิของโรค การรักษาโดยทัว่ไปไดแก การใหยาปฏิชีวนะ เชน 
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penicillin G, doxycycline  และ ceftriaxone เปนตน (Suputtamongkol et al., 2004; Pappas 

and Cascio, 2006) และการรักษาแบบประคับประคอง ไดแก การลางไตทางชองทอง (peritoneal 

dialysis) เมื่อผูปวยเกิดภาวะไตวายเฉียบพลัน และการใชเคร่ืองชวยหายใจเมื่อผูปวยเกิดภาวะ 

การหายใจลมเหลว (Panaphut et al., 2002; Turhan et al., 2005) อยางไรก็ตามการรักษาดวย

วิธีดังกลาวจะไดผลก็ตอเมื่อผูปวยไดรับการรักษาต้ังแตระยะเร่ิมแรกของการติดเชื้อ หรือแสดง

อาการ และปญหาของการรักษาโรคนี ้ คือ การตรวจวินจิฉัยโรคในระยะแรกของการเกิดโรคใน

ปจจุบันไมมวีธิีใดที่มีประสิทธิภาพดี   ประกอบกับผูปวยมกัมาพบแพทยเมื่อมีการดําเนนิของโรค

ไประยะหนึ่งแลว  ทําใหผูปวยบางรายมอีาการที่รุนแรง และมีอาการแทรกซอนตางๆ โดยเฉพาะ

อยางยิ่งภาวะไตวาย และภาวะมีเลือดออกในปอดอยางรุนแรงตามมา  การรักษาผูปวยโรคเลปโต-

สไปโรซิสที่มีภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรงรวมดวย มักประสบปญหา เนื่องจากผูปวยจะเกิด

ภาวะออกซิเจนในกระแสเลือดตํ่า (hypoxia) ทําใหไมตอบสนองตอการรักษาดวยเคร่ืองชวย

หายใจ ซึง่ปจจุบันมีการรักษาดวยยาปฏิชีวนะรวมกับการใหยา desmopressin (Laurent et al., 

2003) การใหผูปวยดม nitric oxide (Borer et al, 1999; Vinetz, 2001) หรือรวมกบัการใชเคร่ือง 

Extra-corporeal membrane oxygenation (ECMO) (Arokianathan et al., 2005)  

2.8 ยาราปาไมซิน (Rapamycin) 
การศึกษานี้เลือกใชยาราปาไมซิน เพื่อยับยั้งกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่อาจ

เปนสาเหตุของภาวะเลือดออกในปอด ยาราปาไมซินเปนยากดภูมคุิมกันที่สังเคราะหไดจากเชือ้ 

Streptomyces hygroscopicus (Ponticelli et al., 2001) มีลักษณะเปนผลึกสีขาว มีจุด

หลอมเหลวระหวาง 183-185 องศาเซลเซยีส มีโครงสรางทางเคมีแบบ lipophillic macrocyclic 

lactone สามารถละลายไดในสารละลายอินทรีย (organic solvent) แตไมละลายในนํ้า ยานีม้ี

คุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยัง้วงจรการเจริญของเซลล ในชวงกลางถึงชวงทายของระยะ G1 จึงมีผล

ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของทัง้ T lymphocyte และ B lymphocyte ตลอดจนยับยัง้การทาํงานของ 

interleukin ชนิดตางๆ ไดแก IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 และ IL-15 (Sehgal, 1998; Sehgal, 

2003; Abbas and Lichtman, 2004 ) การศึกษาผลของการใชยาราปาไมซินในหนูตะเภาโดย 

Francichi และคณะ (1993) พบวาการใชยาราปาไมซินในขนาด 0.012-5 มลิลิกรัม/กิโลกรัม 

ภายหลังการฉีด Sephadox bead เขาเสนเลือด สามารถยับยั้งกระบวนการอักเสบที่ปอด และ 

หลอดลม โดยยับยัง้การแทรกเขามาสะสมของเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ ไดแก อิโอซิโนฟล นิวโทร- 

ฟล  มาโครฟาจ   และลิมโฟไซต ที่ปอดและหลอดลม  และผลขางเคียงของยาราปาไมซินในสัตว

ประเภทหนูถบีจักร กระตาย และสุกรมนีอยมาก จากการศึกษาการใหยาชนิดนี้แกหนูถีบจักรใน

ขนาด 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ซึ่งเปนขนาดที่สูงกวาปกติ 50 เทา โดยฉีดเขาชองทอง เปน

ระยะเวลา 7 วัน พบวาทําใหคา blood urea nitrogen สูงข้ึนเล็กนอย นอกจากนีก้ารศึกษาใหยา
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ชนิดนี้แกลงิแสม (Cynomolgus monkey) โดยการปอนในขนาด  2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน เปน

เวลา 60 วัน พบวาระดับของคาชีวเคมีคลินิกสวนใหญอยูในระดับปกติ ยกเวนคา triglyceride ที่มี

ระดับสูงข้ึนกวาปกติอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (Sehgal, 2003) 

 

 
 



บทที ่3 

ระเบียบวธิวีจิัย 

3.1 สัตวทดลอง 
หนูตะเภา (Cavia porcellus) พนัธุ Dunkin Hartley อายุ 3 สัปดาห น้ําหนัก 100-200 

กรัม เพศเมีย มีสุขภาพสมบูรณ แข็งแรง จากสํานกัสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล

จํานวน 36 ตัว และทําการทดลองที่แผนกสัตวทดลอง กองวิเคราะห สถาบันวจิัยวทิยาศาสตร

การแพทยทหาร กรมแพทยทหารบก สัตวทดลองไดรับการเลี้ยงดูในหองสัตวทดลองที่มี

เคร่ืองปรับอากาศที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ไดรับอาหารสัตวทดลองสําเร็จรูปชนิดเม็ด (CP 

086)  และน้าํอยางเต็มที่ (ad libitum) การปฏิบัติตอสัตวทดลองกระทาํตาม Guide for the care 

and use of laboratory animals ของ National Research Council (1996) และการศึกษานี้ไดรับ

อนุญาตใหใชสัตวทดลองโดยคณะกรรมการพิจารณาการใชสัตวฯ คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตามใบอนุญาตใหใชสัตวในงานวิจัย งานทดสอบ งานผลิตชีววัตถ ุ งาน

สอน และ งานอื่นๆ เลขที ่37/2549 ลงวนัที ่5 เมษายน พ.ศ. 2549 

3.2 เชื้อเลปโตสไปรา  
 เช้ือ L. interrogans serovar pyrogenes  ที่แยกไดจากหนนูา (Bandicota indica)  จาก

จังหวัดเชียงรายในป พ.ศ. 2545 เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Ellinghausen and McCullough, 

Modified by Johnson and Harris (EMJH) ชนิดกึ่งเหลว (ภาคผนวก ก)    ที่ผานการจําแนกชนิด

โดยชุดตรวจ Leptolatex® ของภาควิชาวิทยาภูมคุิมกัน คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 

มหาวิทยาลัยมหิดล และไดใชในการทดลองโรคเลปโตสไปโรซิสในหนูแฮมสเตอร 

(Praditpornsilpa et al., 2006)  

 การนาํเชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes ดังกลาวมาใชในการศึกษาคร้ังนี ้ ไดนํา

เช้ือที่เล้ียงไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งเหลว และทําใหเช้ือมคีวามรุนแรงมากข้ึน โดยการ

ฉีดเชื้อผานในหนูแฮมสเตอรจํานวน 3 คร้ัง และนําไตของหนูแฮมสเตอรในคร้ังที่ 3 มาเพาะแยก

เช้ือในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งแข็ง และเล้ียงตอในอาหาร EMJH ชนิดเหลว ไดมีจํานวน

มากเพียงพอ จึงทําการนบัจํานวนเช้ือดวย Petroff-Hauser counting chamber ภายใตกลอง

จุลทรรศนชนดิพื้นมืด (Dark field microscope) และปรับใหมีปริมาณเช้ือความเขมขน 1x108 ตัว/

มิลลิลิตร สําหรับใชในการทดลองตอไป 

3.3 ยา และขนาดยา 
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ยาราปาไมซิน (Rapamune®; Wyeth, USA.) ในขนาด 1.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน โดยการ

ปอนทางปาก 
3.4 การทดลอง 

3.4.1 สัตวทดลอง  
หนูตะเภาจํานวน 36 ตัว แบงใชในการทดลองจํานวน 2 ซ้ํา  โดยแบงออกเปน 6 กลุมการ

ทดลอง คือ กลุมควบคุม 3 กลุม และกลุมทดลอง 3 กลุม ดังนี้            

• Normal เปนกลุมควบคุม หนูตะเภาจํานวน 3 ตัว เปนหนูปกติที่ไมไดรับการฉีด

เชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes และปอนยาราปาไมซิน   

• Rapa เปนกลุมควบคุมบวก 1 หนูตะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการปอนยาราปาไม

ซิน ขนาด 1.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปาก  

• Lepto เปนกลุมควบคุมบวก 2 หนูตะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ในขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มิลลิลิตร ใน

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร/ตัว (lethal dose) ฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal route) 

และปอนน้าํกล่ันแทนยาราปาไมซิน 

• Lepto rapa hr0 เปนกลุมทดลองที ่1 หนตูะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มลิลิลิตร ใน

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร/ตัว ฉีดเขาชองทอง และไดรับการปอนยาราปาไมซินขนาด 

1.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปากภายหลังการฉีดเชื้อทันที และปอนตอเนื่องวนั

ละ 1 คร้ัง   

• Lepto rapa hr24 เปนกลุมทดลองที ่2 หนตูะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มลิลิลิตร ใน

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร/ตัว ฉีดเขาชองทอง และเร่ิมปอนยาราปาไมซนิขนาด 1.0 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปาก ในชั่วโมงที ่ 24 ภายหลังการฉีดเชือ้  และปอน

ตอเนื่องวนัละ 1 คร้ัง   

• Lepto rapa hr48 เปนกลุมทดลองที ่3 หนตูะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ในขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มิลลิลิตร ใน

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร/ตัว ฉีดเขาชองทอง และเร่ิมปอนยาราปาไมซนิขนาด 1.0 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปาก ในชั่วโมงที ่ 48 ภายหลังการฉีดเชือ้  และปอน

ตอเนื่องวนัละ 1 คร้ัง   
3.4.2 แผนการทดลอง และการเก็บตัวอยาง 
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  ก. วนัแรกของการทดลอง หนูตะเภาท้ังหมดในกลุม Lepto, Lepto rapa hr0, 

Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ถูกฉีดเชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes ความ

เขมขน 1x108ตัว/มิลลิลิตร ในปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร/ตัว เขาชองทอง หนูตะเภาในกลุม Normal,

กลุม Lepto, กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ไดรับการปอนน้าํกล่ัน ในขณะทีก่ลุม 

Rapa และ Lepto rapa hr0 ไดรับการปอนยาราปาไมซนิ ตามขนาดที่ระบุไวขางตนทนัทหีลังการ

ฉีดเชื้อ ทําการสังเกต และบันทกึอาการทางคลินิก พฤติกรรม การกินอาหาร และน้าํหนกัตัวของหนู

ตะเภาทุกกลุม ทุกวนัจนส้ินสุดการทดลอง 

  ข. ภายหลังการฉีดเชื้อ 24 ชั่วโมง หนูตะเภาในกลุม Normal ,กลุม Lepto และ 

Lepto rapa hr48 ไดรับการปอนน้าํกล่ัน ในขณะที่กลุม Rapa,   Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa 

hr24 ไดรับการปอนยาราปาไมซิน ตามขนาดระบุไวขางตน 

  ค. ภายหลังการฉีดเชื้อ 48 ชั่วโมง หนูตะเภาในกลุม Normal และกลุม Lepto 

ไดรับการปอนน้ํากล่ัน ในขณะที่กลุม Rapa,   Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa 

hr48 ไดรับการปอนยาราปาไมซิน ตามขนาดระบุขางไวตน และปอนตอเนื่องวันละ 1 คร้ัง จนส้ินสุด

การทดลอง 

 ง. ในวนัที ่ 2 4 และ 6 ของการทดลองหนูตะเภา 1 ตัว จากแตละกลุม ถูกทําให

ตายอยางสงบดวยการฉีดโซเด่ียมไธโอเพนทอล เขาชองทอง ในขนาด 150-200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

(Clifford, 1984) เจาะเก็บเลือดจากหวัใจปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใชเลือดปริมาณ 2 หยด  เพาะแยก

เช้ือในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเชื้อเลปโตสไปรา EMJH ชนิดกึ่งแข็ง และนําเลือดที่เหลือแบงเปน 2 

สวน สวนทีห่นึ่งเก็บในหลอดเก็บเลือดที่มสีารปองกนัเลือดแข็งตัวชนดิ EDTA สําหรับตรวจคาทาง

โลหิตวทิยา และสวนที่สองนําไปแยกซีร่ัม  และเก็บซีร่ัมที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส เพื่อรอตรวจ

วิเคราะหคาชีวเคมีคลินิก ทําการผาซากเพื่อสังเกตการเปล่ียนแปลงทางพยาธวิิทยา เก็บตัวอยาง

ไต ปอด ตับ และมาม แบงชิ้นเนื้อตางๆเปน 4 สวน สวนที่หนึ่งสําหรับเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปรา 

สวนที่สองเก็บในภาชนะที่บรรจุ 10% buffer formalin สําหรับการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยา สวนที่

สามเก็บในภาชนะที่บรรจุน้ําแข็งแหง (dry ice) สําหรับการศึกษาดวยวิธี immunofluorescence 

antibody technique และสวนที่สี่เก็บใน 2% glutaraldehyde ในสารละลาย Phosphate buffer 

solution (PBS) pH 7.0  สําหรับการศึกษาทางกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

3.4.3 การตรวจทางหองปฏิบัติการ ดังนี ้

  ก. การเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราในอาหารเล้ียงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งแข็ง (Adler et 

al., 1986) 

  นําช้ินเนื้อตัวอยางจากตับ และไต ที่เก็บดวยวิธปีลอดชื้อ บดดวย Ten broek 

tissue grinder ใน PBS pH 7.4-7.8 ในอัตราสวน 1:10 จนละเอียด หยดเนื้อเยื่อที่แขวนลอยใน 
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PBS และตัวอยางเลือดอยางละ 2-3 หยด ลงในหลอดที่บรรจุอาหารเล้ียงเชื้อ EMJH ชนิดกึง่แข็ง

ตัวอยางละ 2 หลอด บมในตูบมเชื้ออุณหภูม ิ 28 – 30 องศาเซลเซียส และนาํมาตรวจหาเชือ้

ภายใตกลองจลุทรรศนพืน้มดื (dark field microscope)  ทุกๆ 7 วัน เปนระยะเวลา 2 เดือน 

  ข. การตรวจทางพยาธิวทิยาคลินิก (clinical pathology) ไดแก การตรวจคาทาง

โลหิตวทิยา ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดแดง, ปริมาณเม็ดเลือดขาว, คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน 

(hematocrit) คาฮีโมโกลบิน (hemoglobin) และปริมาณเกล็ดเลือด โดยใชเคร่ืองตรวจนับเมด็

เลือดแบบอัตโนมัติ (Coulter Max M, USA) และการตรวจวิเคราะหคาชีวเคมีคลินิก ไดแก blood 

urea nitrogen (BUN), creatinine, alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST)  และ alkaline phosphatase (ALP) โดยใชเคร่ืองมือการตรวจวิเคราะห

ชีวสารแบบอัตโนมัติ (Hitachi 911, Japan) 

  ค. การศึกษาทางจุลพยาธวิทิยา (Histopathology) และฮีสโตเคมี 

(Histochemistry)  

   ค.1 การศึกษาทางจุลพยาธวิิทยาไต ปอด ตับ และมาม โดยการยอมสี

สไลดดวยวิธ ีH&E stain เพื่อศึกษาพยาธิสภาพของอวยัวะตางๆ ภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

(Luna, 1994)  

  นําช้ินเนื้อตัวอยางตางๆ ที่เก็บในสารแชบฟัเฟอรฟอรมาลิน นาน 24 

ชั่วโมง ฝงลงในกอนพาราฟน ซึ่งมีข้ันตอนโดยยอดังนี้ ตัดแตงชิน้เนื้อ และทําการลางดวย

น้ําประปา โดยเปดใหน้าํไหลผานตลอดเวลา นาน 60 นาท ี ทาํการดึงน้าํออกจากเนื้อเยื่อ 

(dehydration step) โดยแชในแอลกอฮอลจากความเขมขนตํ่าไประดับสูง (70%, 80%, 90%, 

100%) และทําใหเนื้อเยื่อใส (clearing step) ใน xylene 2 คร้ัง และฝงลงในกอนพาราฟน 

(paraffin embedding step) จากนัน้นํากอนพาราฟนที่ฝงเนื้อเยื่อมาทาํการตัด (sectioning) ดวย

เคร่ืองตัด microtome หนา 4 ไมครอน 

  ข้ันตอนการยอมสี (staining) มีดังนี้คือ ละลายพาราฟนในสไลดที่มี

เนื้อเยื่อใน xylene 2 คร้ัง นานคร้ังละ 5 นาที ทาํการเติมน้ําเขาเนื้อเยื่อโดยแชในแอลกอฮอลจาก

ความเขมขนสูงไประดับตํ่า (100%, 95%, 70%) โดยแตละขั้นตอนใชเวลา 5 นาที หลังจากนั้น

นํามายอมสี Harris’s hematoxylin นาน 5 นาที แลวแชใน 1% acid alcohol 1-2 คร้ัง และแชใน 

LiCO3 นาน 1 นาท ี จากนัน้จึงยอมดวยสี eosin นาน 2 นาท ี ทําการดึงน้าํออกโดยแชใน

แอลกอฮอลจากความเขมขนตํ่าไประดับสูง (70%, 95%, 100%) จากนั้นแชใน xylene 3 คร้ัง คร้ัง

ละ 3 นาทีแลวจึงทําการตรึงสไลดดวยน้าํยา permount และศึกษาจุลพยาธิวทิยาภายใตกลอง

จุลทรรศนแสงสวาง 
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  การใหคะแนนความรุนแรงของภาวะเลือดออกที่ปอดทางจุลพยาธวิิทยา

พิจารณาตามวิธีการของ Broccard และคณะ (1998) กลาวคือแบงความรุนแรงของภาวะ

เลือดออกที่ปอดเปน 6 คะแนน ต้ังแต 0-5 โดยพิจารณาจากจาํนวนของเม็ดเลือดแดง (RBC) ในถงุ

ลม (alveoli) รวมกับจาํนวนของหลอดเลือดที่เกิด perivascular hemorrhage ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่  2   แสดงการใหระดับคะแนนความรุนแรงทางจุลพยาธวิิทยาของภาวะเลือดออกที่ปอด 

(Broccard และคณะ (1998)) 

 

รอยโรคทางจลุพยาธิวทิยา 

จํานวนของเมด็เลือดแดง 

ในถุงลม  

จํานวนของหลอดเลือด

ที่เกิด Perivascular 

Hemorrhage 

คะแนน

ความ

รุนแรง 

1–25 RBC/alveoli 

26–50 RBC/alveoli 

1–3 Alveoli with 50 RBC 

4–6 Alveoli with 50 RBC 

7–9 Alveoli with 50 RBC 

10 Alveoli with 50 RBC 

0 

1–2 

3–4 

5–6 

7–8 

9–10 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

 

  ความรุนแรงของภาวะเลือดออกที่ปอดของแตละกลุมการทดลองของ

การศึกษานี ้ใชคาเฉลี่ยของคะแนนความรุนแรงของภาวะเลือดออกทีป่อดจํานวน 3 ตัวอยาง 

  ค.2 เทคนิคอิสโตเคมีดวยวธิี Warthin-Starry method เพื่อตรวจหาตัว

เช้ือเลปโตสไปราในปอด ตับ และไต (Luna, 1994; Chantamaneechote et al., 2002)  

  การยอมสีวิธนีีม้ีข้ันตอนคือ ละลายพาราฟนในสไลดเนื้อเยื่อ อบสไลดที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส อยางนอย 30 นาที แลวแชใน xylene 3 คร้ัง ๆละ 3 นาที   ทําการเติม

น้ําเขาเนื้อเยื่อโดยแชในแอลกอฮอลจากความเขมขนสูงไประดับตํ่า (100%, 95%, 70%) แชสไลด

เนื้อเยื่อใน distilled water 3 คร้ังๆละ 5 นาท ี   แชสไลดเนื้อเยื่อในภาชนะแกวที่ใส acidulated 

water นาน 30 นาท ี และสารละลาย 0.5% silver nitrate แลวนําไปอุนในตูควบคุมอุณหภูมิ 

(incubator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ตอมานาํสไลดเนื้อเยื่อแชในน้าํยา 

developer (ภาคผนวก ข.) ซึ่งเตรียมใหมๆ  และมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส จนกระทัง่สี

ของเนื้อเยื่อเปลี่ยนจากสีขาวเปนน้าํตาลออนหรือเหลืองอมน้ําตาล และนําสไลดเนื้อเยื่อมาลางใน
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น้ํากล่ันที่มีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส ทําการดึงน้าํออกโดยแชในแอลกอฮอลจากความ

เขมขนตํ่าไประดับสูง (70%, 95%, 100%) และทาํการเคลียร่ิงเพื่อกําจัดสารแอลกอฮอล ดวย 

xylene 3 คร้ัง ๆละ 3 นาท ี ปดสไลดเนื้อเยื่อดวย cover glass โดยเติมน้ํายา mounting medium 

ประมาณ 1-2 หยด และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง  

   ค.3 เทคนิค immunofluorescence antibody technique (IFAT) เพือ่

ตรวจการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิชนดิตางๆ ไดแก IgM, IgG, IgA และ C3 ในปอด ไต และ

ตับ (Nally et al., 2004) 

  นําช้ินเนื้อตางๆ มาฝงลงใน Cryomatrix (Shandon®, USA) และทําการ 

snap frozen บน dry ice และทําการตัดชิ้นเนื้อใหมีความหนาขนาด 4 ไมครอน และทําการตรึง 

(fixation) ใน acetone เย็น นาน 10 นาที สไลดเนื้อเยือ่ที่ไดทําใหแหงดวยวิธ ี air dry และลางใน 

PBS 5 นาที แชใน 0.3% hydrogen peroxide 10 นาท ีหลังจากนั้นลางใน PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

ตอจากนัน้นําสไลดเนื้อเยื่อแชใน 10% ของซีร่ัมของหนูตะเภา หรือแพะ นาน 30 นาที นาํสไลด

เนื้อเยื่อบมดวยแอนติบอดีชนิด goat anti-guinea pig IgG (ICL, Newberg, OR), goat anti-

guinea pig IgM (ICL, Newberg, OR), rabbit anti-guinea pig IgA (ICL, Newberg, OR) หรือ 

goat anti-guinea pig C3 (ICL, Newberg, OR) ที่ความเขมขน 1:50 นาน 90 นาที และลางใน 

PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาที จากนั้นแชใน Biotinylated rabbit anti-goat IgG antibody 

(Dakocytomation, Denmark) หรือ Biotinylated goat anti-rabbit IgG antibody 

(Dakocytomation, Denmark) ที่ความเขมขน 1:200 นาน 40 นาท ีและลางใน PBS 3 คร้ังๆละ 5 

นาที ตอจากนั้นนําไปแชใน Strepavidin/FITC (Dakocytomation, Denmark) ที่ความเขมขน 

1:100 นาน  30 นาทีในหองมืด และลางใน PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาท ี ทาํการ mounting ดวย 

Fluorescence mounting medium และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต และ

ประเมินผลการตรวจการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิชนิดตางๆ โดยการใหคะแนนการยอมติดสี

เรืองแสงสีเขียว จากคะแนน 0-3 และแปลผลเปนการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลินชนิดตางๆ ใน

ปอด ไต และตับ ดังนี ้คะแนน 0 หมายถงึไมพบการติดสี และแปลผลวาไมมกีารสะสม คะแนน 1 

หมายถงึติดสีเล็กนอย และแปลผลวามีการสะสมเล็กนอย    คะแนน 2 หมายถงึติดสีปานกลาง 

และแปลผลวามีการสะสมปานกลาง คะแนน 3 หมายถึงติดสีมาก  และแปลผลวามีการสะสมมาก 

(Chen et al., 2003; Molne et al., 2005) 

  ค.4 การตรวจทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน เพื่อศึกษา

การเปล่ียนแปลงของผนงัถงุลมในระดับมหจุลกายวิภาค (Ultrastructure) (Nally et al., 2004) 

  นําช้ินเนื้อปอดขนาด 1-2 ลูกบาศกมิลลิเมตร มาตรึงสภาพคร้ังแรกดวย 

2% glutaraldehyde ใน PBS (pH 7.0) และทําการลางดวย PBS ทําการตรึงอีกคร้ังดวย 1% 
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osmium tetroxide (OsO4) และดึงน้ําออกดวย grading ethanol : 50%, 70%, 85%, 95% และ 

100% ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ตามดวย 100%  ethanol และ propylene oxide 3 คร้ัง 

แลวทําการ embedding ใน resin ซึ่งเปน embedding media หลังจากนั้นทําการตัดที่ความหนา 

1 ไมโครเมตร และยอมดวย  1% Toluidine blue  นํามาหาตําแหนงที่สนใจ และเมื่อไดตําแหนงที่

ตองการแลว ทําการตัดที่ความหนา 70 นาโนเมตร จากนัน้นําการยอมดวยสาร uranyl acetate 

และ lead citrate ที่อุณหภูมิหอง ดูภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (JEM 2100, 

Japan) ทําการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงโครงสรางในระดับมหจุลกายวิภาค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



บทที ่4 

ผลการศึกษา 

4.1 น้ําหนักตัว 
 พบวาน้าํหนักตัวของหนูตะเภาในกลุมที่ถกูฉีดเชื้อเลปโตสไปราอยางเดียว (Lepto) และ

กลุมทีถู่กฉีดเช้ือเลปโตสไปราและไดรับการปอนยาราปาไมซินทั้ง 3 กลุม (Lepto rapa hr0, Lepto 

rapa hr24 และ Lepto rapa hr48) มีแนวโนมลดลงเร่ือยๆ ต้ังแตวนัที ่ 4 ในขณะทีน่้ําหนกัตัวของ

กลุมหนูปกติ (Normal) และกลุมหนูที่ไดรับการปอนยาอยางเดียว (Rapa) มีแนวโนมเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ 

จนส้ินสุดการทดลอง (ภาคผนวก ข : ตารางที่  20 และ 21) 

4.2 ผลการเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปราในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งแข็ง 

ในการทดลองทั้งสองครั้งพบวา ในวันที่ 2 หลังฉีดเชื้อ   กลุมทดลองทกุกลุมที่ถูกฉีดเชื้อ

เลปโตสไปราสามารถเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปราไดจากเลือด ตับ และไต ยกเวนในกลุม Lepto 

rapa hr24 ของการทดลองคร้ังที ่2 ไมสามารถแยกเช้ือเลปโตสไปราจากตับได  

ในวนัที่ 4 หลังฉีดเชื้อ กลุม Lepto rapa hr0 พบเช้ือเลปโตสไปราในเลือดเฉพาะในการ

ทดลองคร้ังที่ 1 พบเช้ือเลปโตสไปราท่ีตับเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 และพบเช้ือเลปโตสไปราท่ี

ไตในการทดลองทัง้ 2 คร้ัง สําหรับกลุม Lepto rapa hr24 พบเชือ้เลปโตสไปราในเลือดในการ

ทดลองทั้ง 2 คร้ัง พบเช้ือเลปโตสไปราท่ีตับเฉพาะในการทดลองคร้ังที ่1 และพบเช้ือเลปโตสไปราท่ี

ไตเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 ในขณะทีก่ลุม Lepto rapa hr48 พบเชื้อเลปโตสไปราในเลือดและที่

ไตเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 แตไมสามารถเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปราท่ีตับไดในการทดลองทั้ง 

2 คร้ัง   สวนกลุม    Lepto   ไมสามารถเพาะแยกเชือ้เลปโตสไปราในเลือดได  ในขณะทีพ่บเชื้อ

เลปโตสไปราที่ตับเฉพาะในการทดลองครัง้ที ่ 2 และพบเช้ือเลปโตสไปราที่ไตไดในการทดลองทั้ง 2 

คร้ัง  

ในวนัที ่6  หลังฉีดเชื้อ กลุม Lepto rapa hr0 พบเช้ือเลปโตสไปราเฉพาะที่ไตเทานัน้ กลุม 

Lepto rapa hr24 พบเชื้อเลปโตสไปราในเลือดเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 1 แตพบเช้ือเลปโตสไปรา

ที่ตับและไตในการทดลองทัง้ 2 คร้ัง สําหรับกลุม Lepto rapa hr48 พบเชื้อเลปโตสไปราเฉพาะที่ไต

เชนเดียวกับกลุม Lepto rapa hr0 ในขณะที่กลุม Lepto ไมสามารถเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราใน

เลือดได พบเช้ือเลปโตสไปราที่ตับเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 และที่ไตในการทดลองทัง้ 2 คร้ัง 

(ตารางที ่3) 
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ตารางที่ 3 แสดงผลการเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราในอาหารเล้ียงเชือ้ EMJH 

 

จํานวนหนูตะเภาท่ีตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (n=2) กลุมทดลอง 
วันที่เก็บ

ตัวอยาง เลือด ตับ ไต 

Lepto rapa hr0 

2 

4 

6 

2 

1 

0 

2 

1 

0 

2 

2 

2 

Lepto rapa hr24 

2 

4 

6 

2 

2 

1 

1 

1 

2 

2 

1 

2 

Lepto rapa hr48 

2 

4 

6 

2 

1 

0 

2 

0 

0 

2 

1 

2 

Lepto 

2 

4 

6 

2 

0 

0 

2 

2 

1 

2 

1 

2 
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4.3 ผลทางมหพยาธิวทิยา (Gross pathology) 
 ในวนัที ่ 2 กลุมการทดลองทกุกลุมไมพบรอยโรคทางมหพยาธิวทิยาที่ชัดเจน (รูปที่ 1-4) 

ในวนัที ่4 กลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบลักษณะของปนเลือด 

(ecchymotic hemorrhage) ที่ผนังชองทอง (รูปที่ 5H, 5J และ 5L) พบจุดเลือดออก (petechial 

hemorrhage) ที่ปอด 1-2 ตําแหนง (รูปที่ 6G-6L) และตับเร่ิมมีสีเหลือง (mild icterus) (รูปที่8G-

8K) สวนกลุม Lepto พบจุดเลือดออกท่ีผนังชองทอง (รูปท่ี 5F)  และจุดเลือดออกท่ีปอด 2-3 

ตําแหนง (รูปท่ี 6E-6F) ในขณะท่ีกลุม Normal และกลุม Rapa ไมพบรอยโรค (รูปท่ี 5A-5D, 

6A-6D, 7A-7D และ 8A-8C) 

 ในวันท่ี 6 พบปนเลือดออกอยางรุนแรงท่ีผนังชองทอง ในกลุม Lepto rapa hr0, Lepto 

rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ในขณะท่ีกลุม Lepto พบเลือดออกท่ีผนังชองทองเชนกันแต

มีความรุนแรงนอยกวา 3 กลุมขางตน (รูปท่ี 9) พบจุดเลือดออกท่ีผิวปอดในกลุมท่ีถูกฉีดเช้ือ

ท้ังหมด โดยท่ีกลุม  Lepto rapa hr48 เกิดจุดเลือดออกท่ีผิวปอดอยางรุนแรงมากกวากลุม

อื่นๆ รองลงมาไดแก กลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ (รูปท่ี 10)  

ในกลุมท่ีถูกฉีดเช้ือท้ังหมดพบจุดเลือดออกท่ีลําไส (รูปท่ี 9) และตับท่ีมีสีหลือง (icterus) 

ชัดเจน (รูปท่ี 12) สําหรับรอยโรคท่ีไตพบจุดดางขาว (white spot) ท่ีผิวไตในกลุม Lepto 

rapa hr0, Lepto rapa hr48 และ Lepto   ในขณะท่ีพบจุดเลือดออกท่ีผิวไตในกลุม  Lepto 

rapa hr24  (รูปท่ี 11) โดยไมพบรอยโรคในกลุม   Normal และกลุม Rapa (รูปท่ี 9A-9D, 

10A-10D, 11A-11D และ 12A-12C) 
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 รูปท่ี 1   แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวันที ่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), 

Rapa (C,D), Lepto (E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 

(K,L), bar = 1 cm 

A B 

C D 

E F 

H 

I J 

K L 
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A B

 

 C D  

 
E F

 

  

        

G H

  

 

I J

 
 

รูปท่ี 2   แสดงรอยโรคที่ปอดในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B),Rapa (C,D),Lepto 

(E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 (K,L), bar = 1 cm 

  

LK
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 A B

 
C D

E
 

G H
 

I
 

 K

รูปท่ี 3   แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที ่2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B),Rapa (C,D),Lepto (E), 

Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 
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A 
 

 C
 

E  

G
 

I  

 

รูปท่ี 4   แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที ่2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A), Rapa (C), Lepto (E), 

Lepto rapa hr0 (G), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 

K
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 A B  

 C D  

 E F  

 
G H

 

 
I J

 

  
 

รูปท่ี 5 แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวนัที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa 

(C,D), Lepto (E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 (K,L) 

พบปนเลือดออก (ลูกศรชี้) ที่ผนงัชองทองในกลุม Lepto rapa hr0 (H), Lepto rapa hr24  (J)และ 

Lepto rapa hr48 (L) 

LK
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BA

  
C D

  
E F

  G H

  

  

I J

รูปท่ี 6  แสดงรอยโรคที่ปอดในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

(E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 (K,L)                     

พบจุดเลือดออก (ลูกศรชี้) ที่ปอดในกลุม Lepto (E,F) , Lepto rapa hr0 (H), Lepto rapa hr24 (I) 

และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 

LK
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รูปท่ี 7  แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

(E), Lepto rapa hr0 (G), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 

K
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A
 

 C

 
E

G
 

I
 

 K

รูปท่ี 8  แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A), Rapa (C), Lepto (E), 

Lepto rapa hr0 (G), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 
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A B

  

C D

 E F

  
G H

  I J

  LK
 

รูปท่ี 9 แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวนัที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa 

(C,D), Lepto (E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 (K,L) 

พบปนเลือดออกอยางรุนแรง(ลูกศรชี้) ที่ผนังชองทอง และจุดเลือดออกที่ลําไส (หัวลูกศรชี้) ในกลุม 

Lepto (E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24 (I,J)  และ Lepto rapa hr48 (K,L) 
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รูปท่ี 10  แสดงรอยโรคที่ปอดในวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

(E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 (K,L)   

พบจุดเลือดออกที่ปอดในกลุม Lepto (E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24 (I,J)  และ 

Lepto rapa hr48 (K,L), bar = 1 cm 

K

JI

L

E F

B A

C D

G H
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C D

 

 

E
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รูปท่ี 11  แสดงรอยโรคที่ไตในวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

(E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24  (I,J) และ Lepto rapa hr48 (K,L) 

พบจุดเลือดออก (ลูกศรชี้) ที่ผิวไตในกลุม Lepto rapa hr24 (I) ในขณะที่พบจุดขาว (หัวลูกศรชี้) ที่

ผิวไตในกลุม Lepto (E), Lepto rapa hr0 (G)และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 
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 A

C
 

E  

 G

I  

 
 

รูปที่ 12  แสดงรอยโรคที่ตับวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A), Rapa (C), Lepto (E), Lepto rapa hr0 

(G), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K) พบตับมีสีเหลือง (icterus) ในกลุม Lepto (E), Lepto rapa 

hr0 (G), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K) ,  bar = 1 cm 

K
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4.4 ผลทางพยาธวิิทยาคลนิิก  
4.4.1การตรวจทางโลหิตวทิยา 

4.4.1.1 ปริมาณเม็ดเลือดขาว 
  ปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนตูะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa 

hr24 พบวาเร่ิมมีจํานวนลดลงในวนัที่ 4 ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr48 มีจํานวนลดลงอยางชัดเจน

ในวนัที ่6 สําหรับกลุม Lepto พบวามีแนวโนมสูงข้ึนเร่ือยๆ ต้ังแตวนัที่ 4 จนถงึวนัที่ 6 สวนในกลุม 

Normal ปริมาณเม็ดเลือดขาวมีจาํนวนลดลงในวนัที่ 4 และกลับสูงข้ึนในวนัที่ 6 ในขณะทีก่ลุม 

Rapa มีจํานวนลดลงต้ังแตวันที่ 4 จนส้ินสุดการทดลอง (ตารางที่ 4 และรูปที ่13 ) 

 

ตารางที่ 4  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 

 

ปริมาณเม็ดเลือดขาว ( x103 เซลล/ไมโครลติร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 2.37 1.22 4.17 

rapa 2.22 1.53 1.65 

Lepto 1.43 2.00 3.97 

Lepto rapa hr0 1.51 0.67 1.18 

Lepto rapa hr24 1.46 1.26 1.24 

Lepto rapa hr48 1.53 1.81 0.86 

 

คาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดขาว (n=2)
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รูปท่ี 13 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.2 ปริมาณเม็ดเลือดแดง 
ปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนูตะเภาในทุกกลุมอยูในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม 

Normal ตลอดการทดลอง (ตารางที่ 5  และรูปที่ 14 ) 

 

 

 

ตารางที่ 5  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
 

ปริมาณเม็ดเลือดแดง ( x106 เซลล/ไมโครลติร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 4.78 4.67 4.67 

rapa 4.95 4.61 4.88 

Lepto 4.17 3.88 4.51 

Lepto rapa hr0 4.37 4.58 3.80 

Lepto rapa hr24 4.22 3.78 4.15 

Lepto rapa hr48 4.55 4.01 4.48 

 

 

คาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดแดง (n=2)
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รูปท่ี 14  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.3 คาฮีโมโกลบิน 
คาฮีโมโกลบินของหนูตะเภาในทุกกลุมอยูในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม Normal 

ตลอดการทดลอง (ตารางที ่6  และรูปที่ 15) 

 
 
 

ตารางที่ 6 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบนิของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
 

คาเฉลี่ยฮีโมโกลบิน (กรัม/เดซิลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal  12.30 12.50 12.25 

rapa 13.50 12.05 13.25 

Lepto 11.05 9.85 11.90 

Lepto rapa hr0 11.95 11.90 9.65 

Lepto rapa hr24 11.10 9.90 10.80 

Lepto rapa hr48 11.85 10.80 11.75 

 
 

คาเฉล่ียฮีโมโกลบิน (n=2)
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รูปท่ี 15 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.4 คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน 
คาเม็ดเลือดแดงอัดแนนของกลุม Lepto rapa hr0 มีคาลดลงอยางชัดเจนในวันที่ 

6 สวนกลุม Lepto rapa hr24 มีคาลดลงต้ังแตวันที ่4 ในขณะที่กลุมอ่ืนๆ มีคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน

ในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม Normal ตลอดการทดลอง (ตารางที่ 7  และรูปที่ 16 ) 
 

 

ตารางที่ 7 แสดงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 

 

คาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนน (%) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal  40.8 42.6 42.7 

rapa 44.4 39.4 42.7 

Lepto 35.7 34.0 37.5 

Lepto rapa hr0 39.3 40.2 31.8 

Lepto rapa hr24 36.7 32.3 33.7 

Lepto rapa hr48 37.8 38.1 36.9 

 
 
 

คาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนน (n=2)
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รูปท่ี 16 แสดงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.5 ปริมาณเกล็ดเลือด 
พบวาในขณะที่คาเกล็ดเลือดตลอดการทดลองของหนตูะเภากลุม Normal มีการ

เปล่ียนแปลงนอยมาก แตกลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24, Lepto rapa hr48, Lepto และ 

rapa มีคาเกล็ดเลือดลดลงอยางตอเนื่อง โดยที่กลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto 

rapa hr48 มีคาเกล็ดเลือดลดลงอยางรุนแรงมากกวากลุม Lepto และกลุม rapa  (ตารางที่ 8  และ

รูปที่ 17 ) 

ตารางที่ 8 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเกล็ดเลือดของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
 

ปริมาณเกล็ดเลือด (x1,000/ไมโครลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 340.5 377.0 362.5 

rapa 372.0 258.5 165.5 

Lepto 248.5 139.0 134.5 

Lepto rapa hr0 246.5 59.5 21.5 

Lepto rapa hr24 310.5 97.5 33.0 

Lepto rapa hr48 276.0 107.5 37.0 
 

 

 

คาเฉล่ียปริมาณเกล็ดเลือด (n=2)
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รูปท่ี 17 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเกล็ดเลือดของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2 ผลการตรวจวเิคราะหคาชีวเคมีคลินิก 

 4.4.2.1 คา Blood urea nitrogen (BUN) 
คา Blood urea nitrogen (BUN) ของหนูตะเภาในทุกกลุมอยูในระดับปกติ

เชนเดียวกับกลุม Normal ตลอดการทดลอง (ตารางที ่9  และรูปที ่18 ) 

 
 

ตารางที่ 9  แสดงคาเฉลี่ย BUN ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา BUN (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 21.0 21.5 20.0 

rapa 24.5 19.0 21.0 

Lepto 21.5 18.5 29.5 

Lepto rapa hr0 18.5 17.5 24.5 

Lepto rapa hr24 24.5 17.0 19.5 

Lepto rapa hr48 18.5 15.0 21.5 
 

 

 

คาเฉล่ีย BUN (n=2)
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รูปท่ี 18 แสดงคาเฉลี่ย BUN ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2.2 คา Creatinine 
คา Creatinine ของหนูตะเภาในทกุกลุมอยูในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม 

Normal ตลอดการทดลอง อยางไรก็ตามพบวาในกลุม Lepto คา Creatinine มีแนวโนมสูงข้ึน

เร่ือยๆ ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 คา Creatinine มีแนวโนมตํ่าลง  (ตารางที่ 10   และรูปที่ 19) 
 

 

 

ตารางที่ 10  แสดงคาเฉลี่ย Creatinine ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา Creatinine (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 0.10 0.18 0.12 

rapa 0.18 0.17 0.25 

Lepto 0.09 0.16 0.47 

Lepto rapa hr0 0.19 0.32 0.22 

Lepto rapa hr24 0.21 0.15 0.34 

Lepto rapa hr48 0.14 0.11 0.21 
 

 

คาเฉล่ีย Creatinine (n=2)
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รูปท่ี 19 แสดงคาเฉลี่ย Creatinine ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2.3 คา AST 
พบวาในวันที่ 2 กลุม Lepto rapa hr0 มีคา AST สูงมากกวากลุมอ่ืนๆ รองลงมา

คือ กลุม rapa และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ ในวันที่ 4  เปนวนัที่กลุม Lepto rapa hr0 และ 

Lepto rapa hr24  มีคา AST สูงสุดในระดับใกลเคียงกนั และสูงมากกวากลุมอ่ืนๆ  และในวันที ่ 6 

กลุมที่ไดรับยาท้ังหมด ไดแก กลุม rapa, Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48   

มีคา AST สูงกวากลุม Normal (ตารางที ่11   และรูปที ่20) 
 

 

ตารางที่ 11 แสดงคาเฉลี่ย AST ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา AST (ยูนิต/ลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 83.5 159.0 69.0 

rapa 128.0 81.5 127.0 

Lepto 55.5 42.0 62.0 

Lepto rapa hr0 171.5 186.5 110.0 

Lepto rapa hr24 96.0 188.5 150.0 

Lepto rapa hr48 59.0 69.5 101.5 
 

 คาเฉล่ีย AST (n=2)
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รูปท่ี 20 แสดงคาเฉลี่ย AST ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2.4 คา ALT 
พบวาในกลุม Lepto rapa hr24, Lepto rapa hr48 และ Lepto คา ALT มีคาลดลง

อยางตอเนื่องจนส้ินสุดการทดลอง  ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 คา ALT แมวาจะพบวาเร่ิม

ลดลงอยางผิดปกติในวนัที ่ 4 แตมีคาสูงข้ึนและอยูในระดับปกติในวนัที ่ 6 สวนกลุม Normal และ 

rapa คา ALT มีคาใกลเคียงกันตลอดการทดลอง (ตารางท่ี 12   และรูปที่ 21) 
 

ตารางที่ 12 แสดงคาเฉลี่ย ALT ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา ALT (ยูนิต/ลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 29.0 47.5 42.0 

rapa 51.5 46.5 54.0 

Lepto 26.5 24.0 3.0 

Lepto rapa hr0 62.0 11.0 25.5 

Lepto rapa hr24 58.0 43.0 6.5 

Lepto rapa hr48 40.0 25.5 3.0 
 

 

คาเฉล่ีย ALT (n=2)
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รูปท่ี 21 แสดงคาเฉลี่ย ALT ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.3.2.5 คา ALP 
พบวาในกลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24, Lepto rapa hr48 และ Lepto 

คา ALP มีคาลดลงอยางตอเนื่องจนส้ินสุดการทดลอง ในขณะที่คา ALP ของกลุม rapa มีแนวโนม

สูงข้ึนอยางตอเนื่อง สวนกลุม Normal มีคา ALP สูงข้ึนในวนัที ่4 และลดลงในวันที่ 6 (ตารางที่ 13   

และรูปที่ 22) 
 

ตารางที่ 13 แสดงคาเฉลี่ย ALP ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา ALP (ยูนิต/ลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 348.5 367.5 285.5 

rapa 247.5 277.0 300.5 

Lepto 305.0 219.5 153.0 

Lepto rapa hr0 311.5 179.0 130.5 

Lepto rapa hr24 285.0 144.5 144.5 

Lepto rapa hr48 305.0 185.5 94.0 
 

 

คาเฉล่ีย ALP (n=2)
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รูปท่ี 22 แสดงคาเฉลี่ย ALP ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.5 ผลการศกึษาทางจลุพยาธวิิทยา 
 4.5.1 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของปอด ตับ และไต  
  4.5.1.1 ปอด 
 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของปอดของหนูตะเภาในกลุม Normal และ Rapa ไมพบ

รอยโรคตลอดการทดลอง (รูปที่ 23 และ 26) 

 หนูตะเภาในกลุม Lepto, Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 เร่ิมพบ

ความผิดปกติของปอดต้ังแตวันที่ 2 หลังฉีดเช้ือ โดยพบเสนเลือดฝอยของถุงลม (interalveolar 

capillaries) มีการค่ังเลือด (congestion) รวมกับผนังถุงลมมกีารหนาตัว เนื่องจากมีการแทรกตัว

ของเซลลอักเสบชนิดตางๆ ไดแก มาโครฟาจ  ลิมโฟไซต และนิวโทรฟล (รูปที่ 31) 

 ในวนัที ่4 ของการทดลอง หนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบ

การค่ังเลือดของเสนเลือดฝอยของถุงลม และพบเลือดออกทั้งที่ผนงัถงุลม (interstitial 

hemorrhage) และในถุงลม (alveolar hemorrhage) รวมกับผนังถุงลมมีการหนาตัวที่มกีารแทรก

ตัวของเซลลอักเสบชนิดตางๆ ขางตน ในขณะที่กลุม Lepto และ Lepto rapa hr0 พบเพยีงการค่ัง

เลือดของเสนเลือดฝอยของถุงลมที่ผนงัถงุลม รวมกับผนังถุงลมมีการหนาตัวที่มกีารแทรกตัวของ

เซลลอักเสบชนิดตางๆ โดยที่ยงัไมพบภาวะเลือดออกทีป่อด (รูปที่ 30) 

 ในวนัที ่ 6 ของการทดลอง พบวาหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr48 เกิดภาวะเลือดออกที่

ปอดอยางรุนแรงมากที่สุดถงึระดับ 5 กลาวคือ มีเลือดออกทัง้ที่ผนังถุงลม (interstitial 

hemorrhage) และในถุงลม (alveolar hemorrhage) เปนบริเวณกวางหลายๆบริเวณ  โดยพบการ

ค่ังเลือดในหลอดเลือดฝอยที่ผนงัถงุลมอยางมาก สามารถสังเกตเห็นการปองออกตรงตําแหนง

รอยตอของเซลลผนังหลอดเลือดฝอย (vascular endothelial cells) อยางชัดเจน (รูปที่ 31F) 

สําหรับกลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 เกิดภาวะเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง

ระดับ 4 (รูปที่ 31) 
  4.5.1.2 ตับ 
 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของตับของหนูตะเภาในกลุม Normal และ  Rapa ไมพบ

รอยโรคตลอดการทดลอง (รูปที่ 24 และ 27) 

 พบรอยโรคของตับในกลุม Lepto และ Lepto rapa hr0 ในวนัที ่2 หลังฉีดเช้ือโดยในกลุม 

Lepto พบการสูญเสียโครงสราง (disorganization) ของ hepatic cell cord (รูปที ่32G และ 32H) 

ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 เร่ิมพบการตายของเซลลตับ (hepatocellular necrosis) ลักษณะ

เปน pyknotic nuclei โดยพบเปนหยอมๆ หลายหยอม (multifocal) (รูปที่ 32A และ 32B) 

 ในวนัที ่ 4 ของการทดลอง หนูตะเภาในกลุม Lepto พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิด

นิวโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา (portal vein) (รูป 33G และ 33H) กลุม Lepto 
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rapa hr0  พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดแดง (รูป

ที ่33A และ 33B)  ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการตายของเซลลตับ

มีลักษณะ pyknotic nuclei โดยพบเปนหยอมๆ หลายหยอม (รูปที่ 33C, 33D, 33E และ 33F) 

 ในวนัที ่ 6 ของการทดลอง หนูตะเภากลุม Lepto พบการคั่งเลือดใน hepatic sinusoids 

(รูปที่ 34G และ 34H) กลุม Lepto rapa hr0 พบการบวมของเซลลตับ รวมกับพบเซลลตับที่กาํลัง

แบงตัวสูงข้ึน (34A และ 34B) ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr24 พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบ

ชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา รวมกับการเกิดการตายของหลอดเลือด และ

เนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนัน้ (รูปที่ 34C และ 34D) และกลุม Lepto rapa hr48 พบการแทรกตัว

ของเซลลอักเสบชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดแดง รวมกับการเกิดเนื้อตายของ

หลอดเลือด และเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนั้น (รูปที่ 34E และ 34F) 
  4.5.1.3 ไต 
 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของไตของหนูตะเภาในกลุม Normal และ Rapa ไมพบ

รอยโรคตลอดการทดลอง (รูปที่ 25 และ 28) 

 ในกลุมทดลองทีถู่กฉีดเช้ือทัง้หมดพบรอยโรคต้ังแตวันที ่ 2 หลังฉีดเช้ือ โดยในกลุม Lepto 

เร่ิมพบภาวะเลือดออกรอบๆ ทอไตที่มีความรุนแรงปานกลาง (รูปที่ 35G และ 35H) ในขณะทีก่ลุม 

Lepto rapa hr0 พบภาวะเลือดออกรอบๆ ทอไตสวนตนที่ไมรุนแรง (รูปที่ 35A และ 35B) สําหรับ 

Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการคั่งเลือดของหลอดเลือดฝอยที่อยูระหวางทอไตสวน

ตน (รูปที่ 35C, 35D, 35E และ 35F) 

 ในวนัที ่ 4 ของการทดลอง พบเลือดออกที่รุนแรงมากข้ึนในกลุม Lepto, Lepto rapa hr24 

และ Lepto rapa hr48 โดยพบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต (glomerulus) และทอไต รวมกับ

การบวมของเซลลเยื่อบุทอไต (รูปที่ 36G, 36H, 36C, 36D, 36E และ 36F) ในขณะที่กลุม Lepto 

rapa hr0 พบการบวมของเซลลเยื่อบุทอไต โดยไมพบเลือดออกที่หนวยกรองไต และทอไต (36A 

และ 36B) 

 ในวนัที ่ 6 ของการทดลอง หนูตะเภากลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ยังคง

พบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต และทอไต รวมกบัการบวมของเซลลเยื่อบุทอไต (รูปที่ 37C, 

37D, 37E และ 37F) ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0  พบภาวะเลือดออกที่ไตเล็กนอย และพบการ

บวมของเซลลเยื่อบุทอไต (37A และ 37B) สวนกลุม Lepto พบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต 

และทอไต รวมกับการตายของเซลลเยื่อบุทอไต และการแทรกตัวของนวิโทรฟลจํานวนมากรอบๆ

หนวยกรองไต และทอไต (37G และ 37H) 
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รูปท่ี 23  แสดงจุลพยาธิวทิยาของปอดวันที ่6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal: A-B; bar = 50 μm, 

C-D; bar = 20 μm 

  

  
 
รูปท่ี 24  แสดงจุลพยาธิวทิยาของตับวนัที ่6 ของหนตูะเภาในกลุม Normal : A-B; bar = 50 μm, 

C-D; bar = 20 μm 

A B

DC

A

D

B

C
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รูปท่ี 25  แสดงจุลพยาธิวทิยาของไตวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal : A-B; bar = 50 μm,  

C-D; bar = 20 μm 
 

  

  
 
รูปท่ี 26  แสดงจุลพยาธิวทิยาของปอดวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Rapa : A-B; bar = 50 μm,  

C-D; bar = 20 μm 

A B

DC

A B

DC
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รูปท่ี 27  แสดงจุลพยาธิวทิยาของตับวนัที่ 6 ของหนตูะเภาในกลุม Rapa : A-B; bar = 50 μm,  

C-D; bar = 20 μm 

  

  
 

รูปท่ี 28  แสดงจุลพยาธิวทิยาของไตวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Rapa : A-B; bar = 50 μm,  

C-D; bar = 20 μm 
 

A B

DC

D

A B

C
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รูปท่ี  29 แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa 

hr24 (C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) พบผนังถุงลมมีการหนาตัวที่มีการแทรกตัวของเซลล

อักเสบ ; bar = 20 μm 

A B

HG

FE 

DC
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รูปท่ี 30 แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa 

hr24 (C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H)  พบการค่ังเลือด รวมกับผนังถุงลมมีการหนาตัว ที่มีการ

แทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดตางๆ  และกลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบเลือดออกในถุงลมรวม

ดวย ; bar = 20 μm 

G

F

H

E

C D

BA



50 

  

  

  

  

รูปท่ี 31  แสดงจุลพยาธิวทิยาของปอดในวันที ่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), 

Lepto rapa hr24 (C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : ทกุกลุมพบเลือดออกอยาง

รุนแรงที่ผนังถงุลม และในถุงลม ; bar = 20 μm 

G

E F

H

B

C

A

D
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รูปท่ี 32 แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

(C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto พบการสูญเสียโครงสรางของ hepatic cell cord 
ในขณะท่ีกลุม Lepto rapa hr0 พบการตายของเซลลตับ ; bar = 20 μm 

A B

DC

HG 

FE
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รูปท่ี 33 แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

(C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการตายของ

เซลลตับ  ในขณะท่ีกลุม Lepto rapa hr0 และ Lepto พบการแทรกตัวของนิวโทรฟล และลิมโฟไซต รอบๆ หลอด

เลือด ; bar = 20 μm 

A B 

C  D

H G 

F E 
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รูปที่ 34 แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 (C,D), Lepto rapa 

hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการแทรกตัวของนิวโทรฟล และลิมโฟไซต รอบๆ 

หลอดเลือด กลุม Lepto พบการค่ังเลือดของ hepatic sinusoidsอยางรุนแรง  สวนกลุม Lepto rapa hr0 พบการบวมของเซลลตับ ; 

bar = 20 μm  

D C 

E F 

H G 

A B 



54 

  

  

  

  
รูปที่ 35 แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวันท่ี 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

(C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการค่ังเลือด

ของหลอดเลือดฝอยที่อยูระหวางทอไตสวนตน ในขณะท่ีกลุม Lepto และ Lepto rapa hr0 พบเลือดออกรอบๆ 

ทอไตสวนตน ; bar = 50 μm 

A B 

D C 

H G 

F E 
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รูปที่ 36 แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 (C,D), Lepto rapa 

hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบเลือดออกรอบๆหนวยกรองไต และทอไต 

ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 พบการบวมของเซลลเย่ือบุทอไต ; bar = 50 μm 

A B 

D C 

H G 

F E 
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รูปที่ 37 แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวันท่ี 6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

(C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H)   พบเลือดออกรอบๆหนวยกรองไต      และทอไตในทุกกลุม                

โดยเฉพาะ กลุม Lepto พบการตายของเซลลเย่ือบุทอไต รวมกับการแทรกตัวของนิวโทรฟลจํานวนมากรอบๆ

หนวยกรองไต และทอไต ;  bar = 50 μm 

A 

D 

B 

C 

H G 

F E 
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4.5.2 ผลการตรวจหาตัวเช้ือเลปโตสไปราในอวยัวะตางๆ โดยการยอมดวยวิธี Warthin-
Starry method  

การยอมสีสไลดดวยวิธ ี Warthin-Starry method ไมสามารถตรวจพบเช้ือเลปโตสไปราที่

ปอด แตสามารถตรวจพบเฉพาะที่ตับและไตเทานัน้ โดยที่ตับพบเฉพาะกลุม Lepto ในวนัที ่4 หลัง

ฉีดเชื้อ (Lepto d4)(1/2), Lepto rapa hr0 ในวนัที ่6 หลังฉีดเชื้อ (Lepto rapa hr0 –d6) (2/2) และ

กลุม Lepto rapa hr48 วันที ่4 (Lepto rapa hr48 –d4) (2/2) สําหรับที่ไตพบเฉพาะกลุม Lepto rapa 

hr48 วันที ่6 หลังฉีดเชื้อ (Lepto rapa hr48 –d6) (1/2) เทานัน้ ดังแสดงในตารางที ่14    

เช้ือเลปโตสไปราที่พบในตับของ Lepto rapa hr48-d4 (รูปที่ 38), Lepto d4 (รูปที ่39A-B) 

และLepto rapa hr0-d6 (รูปที่ 40A-B) พบวามีลักษณะเปนเสนเรียว ลาํตัวบิดงอไมเปนเสนตรง ติด

สีน้ําตาลเขม เช้ือบางตัวพบในเซลลตับ (รูปที่ 40A) เช้ือบางตัวพบในใน sinusoid (รูปที่ 39B) และ

เช้ือบางตัวพบในเซลลตับที่ตายแลว โดยเซลลตับดังกลาวพบ pyknotic nuclei ในเซลล (รูปที่ 

40B) สวนเชื้อที่พบที่ไตพบในกลุม Lepto rapa hr48-d6 เช้ือมีลักษณะเชนเดียวกับทีพ่บในตับ โดย

พบในสวนของทอไตสวนตน (proximal renal tubules) (รูปที่ 41A-B) 

ตารางที่ 14 แสดงการตรวจพบเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธ ีWarthin-Starry method 

 

การตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (n=2) 

กลุมทดลอง 

วันที่

เก็บ

ตัวอยาง ปอด ตับ ไต 

Lepto rapa hr0 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 

0 
2 

0 

0 

0 

Lepto rapa hr24 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Lepto rapa hr48 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 
2 
0 

0 

0 
1 

Lepto 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 
1 
0 

0 

0 

0 
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รูปที่ 38 (A, B) แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr48 

ในวนัที ่4 หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวธิี Warthin-Starry method 

A 

B 
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รูปที่ 39 (A, B) แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto ในวนัที ่4 

หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวิธ ีWarthin-Starry method 
 

A 

B 
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รูปที่ 40 (A,B) แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรช้ี) ที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr0

ในวนัที ่6 หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวธิี Warthin-Starry method 
 

A 

B 
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รูปที่ 41 (A, B) แสดงการตรวจพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ไตของหนูตะเภากลุม Lepto rapa 

hr48วันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวธิี Warthin-Starry method 

 

A 

B 
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4.6 ผลการศกึษาทางมหจลุกายวภิาคภายใตกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอนชนิดสองผาน 

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน ในกลุม 

Lepto หลังฉีดเชื้อในวันที่ 6 (Lepto d6) และ กลุม Lepto rapa hr0 หลังฉีดเชื้อในวันที่ 6 (Lepto 

rapa hr0 –d6) สามารถตรวจพบเช้ือเลปโตสไปราไดในปอด ตับ และไตทั้ง 2 กลุม  

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผานของหนู

ตะเภาในกลุม Lepto d6 สามารถตรวจพบเช้ือไดในปอด (รูปที่ 42) ตับ (รูปที่ 45 และ 46) และไต 

(รูปที่ 47) ที่ตับสามารถพบเช้ือในไซโตพลาสม (รูปที่ 45) และนิวเคลยีส (รูปที่ 46) ของเซลลตับ 

สวนที่ไตสามารถพบเช้ืออยูในไซโตพลาสม (รูปที่ 47A) และนิวเคลียส (รูปที่ 47C) ของเซลลเยื่อบุ

ทอไต (renal tubular epithelium) โดยเชือ้เลปโตสไปราทีพ่บมีลักษณะเปนเสน บดิเปนเกลียว ที่

สวนปลายของตัวเชื้อมีลกัษณะเปนกลมรีคลายหวักระสุนปน (รูปที4่7B) เช้ือคงอยูในเซลลโดยที่ไม

พบการเปล่ียน แปลงของเซลลตางๆ 

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผานของหนู

ตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0-d6 พบเช้ือเฉพาะที่ไตเทานั้น โดยพบเชื้อในไซโตพลาสมของเซลล

เยื่อบุทอไต (รูปที่ 48) 

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน ของ

ปอดของหนูตะเภาทัง้สองกลุม พบลักษณะการหนาตัวของ alveolar septum ไดอยางชัดเจน โดย

พบการแทรกตัวของนวิโทรฟล และมาโครฟาจ รวมกับพบลักษณะการค่ังเลือดของเสนเลือดฝอย

ของถุงลม (pulmonary capillary congestion) (รูปที่ 43 และ 44) 
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รูปที่ 42 แสดงเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ปอดของหนตูะเภากลุม Lepto  d6                                               

(RBC = เม็ดเลือดแดง), TEM 
 

 

 

 

 

 

 

 

RBC 
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รูปที่ 43 แสดงปอดของหนตูะเภากลุม Lepto d6  พบลักษณะการหนาตัวของ alveolar septum ที่

มีการแทรกตัวของนิวโทรฟลล (N)และมาโครฟาจ (M) รวมกับพบลักษณะการค่ังเลือดของเสน

เลือดฝอยของถุงลม (pulmonary capillary congestion), TEM 

 
 

 

  
 

รูปที่ 44 แสดงปอดของหนตูะเภากลุม Lepto rapa hr0-d6 พบลักษณะการหนาตัวของ alveolar 

septum ที่มีการแทรกตัวของนวิโทรฟล (N) และมาโครฟาจ (M) รวมกับพบลักษณะการค่ังเลือด

ของเสนเลือดฝอยของถุงลม (pulmonary capillary congestion), TEM 
 

 

A B 

A B 

M 

M 

N 

M 

M 

M 

N 

M 

N 
M 

N 
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รูปที่ 45 แสดงเช้ือเลปโตสไปราท่ีตับของหนูตะเภากลุม  Lepto d6  

A) พบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรช้ี) อยูภายในไซโตพลาสมของเซลลตับ (N = นิวเคลียส) 

B) พบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรช้ี) อยูภายในนิวเคลียสของเซลลตับ (N = นิวเคลยีส) 
 

N 

N 

A 

B 
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รูปที่ 46 แสดงเช้ือเลปโตสไปราท่ีไตของหนูตะเภากลุม Lepto d6   

A, B) พบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) อยูภายในไซโตพลาสมของเซลลเยื่อบุทอไต   

C, D) พบเชื้อเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ในนวิเคลียสของเซลลเยื่อบุทอไต   

(B เปนภาพขยายของ A, D เปนภาพขยายของ C, N = นิวเคลียส, M = ไมโตครอนเดรีย) 
 

 

A B 

D C 

M 

N 

M 

M 
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รูปที่ 47 แสดงเชื้อเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ไตของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr0-d6                         

(N = นิวเคลยีส, M = ไมโตครอนเดรียของเซลลเยื่อบุทอไต)  
 

 

 

 

 

 

 

 

N 

M M M 

M 
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4.7 ผลการตรวจพบการสะสมของสารอิมมูนโนกลอบูลินชนิดตางๆ ในปอด ไต และตับ  
ดวยวธิ ีIFAT  

4.7.1 ผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในปอด ไต และตับ 
 ในกลุม  Normal และ Rapa ไมพบการสะสมของ IgM  ที่ปอด ไต และตับ (รูปที่ 

48, 51 และ 54) ในขณะทีก่ลุม Lepto สามารถตรวจพบการสะสมของ IgM ที่ปอด ไต และตับ 

โดยที่ปอดพบการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่ผนังถุงลมไดอยางชัดเจนในวนัที ่ 4 และ 6 หลังฉีดเช้ือ 

(รูปที่ 48-50)  ในขณะที่ไตพบการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่หนวยกรองไต ซึ่งพบไดต้ังแตวันที่ 2 

และพบปริมาณการสะสมมากข้ึนเร่ือยๆ สามารถพบไดอยางชัดเจนในวนัที ่ 6 หลังฉีดเชื้อ (รูปที ่

51-53) สวนทีตั่บพบการสะสมปริมาณนอยในเนื้อเยื่อในวันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ (รูปที่ 54) สําหรับใน

กลุมทีถู่กฉีดเช้ือและไดรับยาราปาไมซนิมเีพียงกลุม Lepto rapa hr48 เทานั้น ทีพ่บการสะสมของ 

IgM ปริมาณนอยที่ปอด ไต และตับ ในวนัท ี4 และ6 (รูปที่ 48, 51 และ 54)  
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ตารางที่ 15 แสดงผลการสะสมของ IgM ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

+2 

+1 

+1 

0 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

0 

0 

+3 

0 

+1 

+1 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

+1 
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รูปที่ 48 แสดงผลการตรวจพบการสะสม IgM ในปอด ดวยวิธ ีIFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

 Lepto 

Rapa 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Normal 
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รูปที่ 49 แสดงการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่ผนังถุงลม ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 4, bar=20 μm  

  

  
 

รูปที่ 50 แสดงการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่ผนังถุงลม ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 6, bar = 20 μm 
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รูปที่ 51 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในไต ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Normal 
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รูปที่ 52 แสดงผลการสะสมของ IgM ที่หนวยกรองไต ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 4, bar = 20 μm 

  

  
 

รูปที่ 53 แสดงผลการสะสมของ IgM ที่หนวยกรองไต ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 6, bar = 20 μm 
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รูปที่ 54 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 20 μm 

 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 2 วันที่ 4 
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4.7.2 ผลการตรวจการสะสมของ IgG ในปอด ไต และตับ 
พบการสะสมของ IgG ที่ปอดเฉพาะหนตูะเภาในกลุม Lepto วนัที่ 6 หลังฉีดเชื้อ โดยพบ

ในปริมาณนอย ในขณะทีท่กุกลุมไมพบการสะสมของ IgG ที่ไต สําหรับการสะสมของ IgG ที่ตับ 

ทุกกลุมยกเวนกลุม Lepto rapa hr48 พบปริมาณเล็กนอยในวนัที ่2  4 และ6 หลังฉีดเชื้อ โดยกลุม 

Lepto rapa hr48 พบการสะสมของ IgG ที่ตับปริมาณนอย เฉพาะในวันที่ 4 หลังฉีดเชื้อ (ตารางที ่

16 และรูปที่ 55-57) 

 

ตารางที่ 16 แสดงผลการสะสมของ IgG ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงของ IgG ในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

0 
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รูปที่ 55 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในปอด ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 2 วันที่ 4 
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รูปที่ 56 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในไต ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 
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รูปที่ 57 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 2 วันที่ 4 
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4.7.3 ผลการตรวจการสะสมของ IgA ในปอด ไต และตับ 
ทุกกลุมการทดลองไมพบการสะสมของ IgA ที่ปอด แตพบการสะสมของ IgA ปริมาณ

นอยที่ไตในวนัที่ 2 4 และ 6 หลังฉีดเชื้อ ในขณะทีพ่บการสะสมของ IgA ที่ตับ เฉพาะหนูตะเภาใน

กลุมทีถู่กฉีดเช้ือเทานัน้ โดยในกลุม Lepto พบการสะสมของ IgA ปริมาณนอยในวันที่ 2  4 และ 6 

หลังฉีดเชื้อ และกลุมที่ไดรับยารวมดวยทุกกลุมพบการสะสมของ IgA ปริมาณนอยเฉพาะในวนัที ่

6 (ตารางที ่17 และรูปที่ 58-60) 
 

ตารางที่ 17 แสดงผลการสะสมของ IgA ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงของ IgA ในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 
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รูปที่ 58 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในปอด ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Rapa 

Normal 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 
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รูปที่ 59 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในไต ดวยวธิี IFAT, bar = 20μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr24 
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รูปที่ 60 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 

Rapa 

Normal 
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4.7.4 ผลการตรวจการสะสมของ C3 ในปอด, ไต และตับ 
กลุม Lepto สามารถตรวจพบการสะสมของ C3 ที่ปอดปานกลาง โดยพบที่ผนงัถุงลม 

และรอบๆหลอดเลือด ในวนัที ่ 4 และ 6 หลังฉีดเชื้อ ในขณะทีก่ลุม Lepto rapa hr0 และ Lepto 

rapa hr48 พบการสะสมปริมาณนอยในวันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ และตรวจไมพบการสะสมของ C3 ใน

กลุม Normal Rapa และ Lepto rapa hr24 สําหรับการสะสมของ C3 ที่ไต ตรวจพบปริมาณนอยใน

ทุกกลุมในวันที่ 2  4 และ 6 หลังฉีดเชื้อ สวนการสะสมของ C3 ที่ตับ ตรวจพบปริมาณนอยในทกุ

กลุมในวันที่ 2  4 และ 6 หลังฉีดเชื้อเชนกนั ยกเวนในกลุม Normal ทีเ่ร่ิมพบเล็กนอยในวนัที่ 6 หลัง

ฉีดเชื้อเทานัน้ (ตารางที ่18 และรูปที่ 61-63) 

ตารางที่ 18 แสดงผลการสะสมของ C3 ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงของ C3 ในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

0 

0 

+2 

+1 

0 

+1 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 
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รูปที่ 61 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในปอด ดวยวธิี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Normal 

Rapa 

Lepto 
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รูปที่ 62 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในไต ดวยวิธี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 
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รูปที่ 63 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 



บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั และอภิปรายผลการวิจัย 
 จากผลการทดลองพบวาหนตูะเภาในกลุมที่ถูกฉีดเชื้อเลปโตสไปราทั้งหมดไดแก กลุมที่

ถูกฉีดเชื้ออยางเดียว (Lepto) และกลุมที่ถูกฉีดเชื้อเลปโตสไปราและไดรับการปอนยาราปาไมซิน

ทั้ง 3 กลุม (Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48) เร่ิมแสดงอาการปวยที่

สังเกตไดดวยตาเปลาหลังการฉีดเชื้อเลปโตสไปรา 4 วนั กลาวคือ น้ําหนกัตัวของหนูตะเภาในกลุม

ตางๆ ดังกลาวลดลง ในขณะที่น้าํหนกัตัวของหนูกลุมปกติ (Normal) และหนกูลุมที่ไดรับการปอน

ยาราปาไมซินอยางเดียว (Rapa) เพิม่ข้ึนเร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง  ซึ่งสอดคลองกับรอยโรค

ทางมหพยาธิวิทยาของกลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ที่พบรอยโรค

ปนเลือดออก (patchy hemorrhage) ที่ผนังชองทอง พบจุดเลือดออกขนาดเล็ก (petechial 

hemorrhage) ที่ปอด  และตับมีสีเหลือง (mild icterus)  ในขณะทีห่นกูลุม Lepto พบจุดเลือดออก

ที่ปอด และผนังชองทองเชนเดียวกับการศึกษาของทั้ง Nally และคณะ (2004) และ Ristow และ

คณะ (2007) แมวาใชเช้ือเลปโตสไปราตางชนิดกัน โดยที ่ Nally และคณะ (2004) ใช L. 

interrogans serovar copenhageni และ Ristow และคณะ (2007) ใช L. interrogans serovar 

Lai และความรุนแรงของรอยโรคที่อวัยวะตางๆ มีแนวโนมมากข้ึน    โดยในวนัที ่ 6 หลังฉีดเชื้อ 

พบวากลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 เกิดปนเลือดออกอยางรุนแรง

มากข้ึนที่ผนังชองทอง และมีความรุนแรงมากกวาในกลุม Lepto รอยโรคที่ปอดพบจุดเลือดออก

มากข้ึนในกลุมที่ถกูฉีดเชื้อทั้งหมด โดยพบวากลุม Lepto rapa hr48 พบจุดเลือดออกมากทีสุ่ด 

รองลงมา ไดแกกลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ และรอยโรคที่ตับ

ของกลุมทีถู่กฉีดเชื้อทั้งหมด พบวามีสีเหลืองมากข้ึน (moderate to severe icterus)  นอกจากนี้

ในกลุมที่ถูกฉีดเชื้อทั้งหมด พบจุดเลือดออกที่ผิวของลําไส ในขณะที่กลุม Normal และ Rapa ไม

พบรอยโรค 

  ในการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของปอดพบวา กลุม Normal และ Rapa ไมพบรอยโรค

ตลอดการทดลอง ในขณะที่ตรวจพบรอยโรคไดในทุกกลุมทีถู่กฉีดเช้ือเลปโตสไปราในวันที ่ 2 ภาย 

หลังฉีดเชื้อ โดยพบวามีการค่ังเลือดของเสนเลือดฝอยของถุงลม รวมกับการหนาตัวของผนงัถงุลม

เนื่องจากมีการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดตางๆ   ไดแก มาโครฟาจ, ลิมโฟไซต และนิวโทรฟล 

ในวนัที่ 4 หลังการฉีดเชื้อ รอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของปอดในแตละกลุมมีความรุนแรงมากขึ้น 

โดยกลุม  Lepto rapa hr24   และ  Lepto rapa hr48   เกดิรอยโรคที่รุนแรงกวากลุม   Lepto     และ 

Lepto rapa hr0 กลาวคือ ในสองกลุมแรกดังกลาว พบภาวะเลือดออกทัง้ที่ผนังถุงลม (interstitial 
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hemorrhage) และในถุงลม (alveolar hemorrhage) เปนหยอมๆ หลายหยอม  ในขณะที่ในสอง

กลุมหลังไมพบภาวะดังกลาว ในวนัที่ 6 หลังการฉีดเชือ้ กลุมที่ถกูฉีดเชื้อทั้งส่ีกลุมพบการค่ังเลือด

ของเสนเลือดฝอยของถุงลมอยางเดนชัด สามารถสังเกตเห็นการปองออกตรงตําแหนงรอยตอของ

เซลลผนังหลอดเลือดฝอยอยางชัดเจน และเกิดภาวะเลือดออกอยางรุนแรงที่ผนังถุงลม และในถุง

ลมเปนบริเวณกวางหลายๆบริเวณ  อยางไรก็ตามรอยโรคที่ปอดของกลุม Lepto rapa hr48 มีความ

รุนแรงมากที่สุด รองลงมาเปนกลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ  

 ผลการศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของตับตลอดการทดลองพบวา กลุม Normal 

และ Rapa ไมพบรอยโรค ในขณะทีก่ลุม Lepto rapa hr48 และ Lepto rapa hr24 พบรอยโรคที่ตับ

รุนแรงมากที่สุด รองลงมาเปนกลุม Lepto และกลุม Lepto rapa hr0 พบรอยโรคที่ตับรุนแรงนอย

ที่สุด กลาวคือกลุม Lepto rapa hr48 และ Lepto rapa hr24 พบการตายของเซลลตับมีลักษณะ 

pyknotic nuclei โดยพบเปนหยอมๆ หลายหยอม (multifocal hepatocellular necrosis) รวมกับ

พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา และหลอด

เลือดแดง และการเกิดเนื้อตายของหลอดเลือด และเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนั้น ในขณะที่กลุม 

Lepto พบการค่ังเลือดใน hepatic sinusoids อยางรุนแรง รวมกับการแทรกตัวของเซลลอักเสบ

ชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา สวนกลุม Lepto rapa hr0  พบเพียงการบวม

ของเซลลตับ รวมกับการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือด

แดงเทานัน้ 

 ผลการศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของไตตลอดการทดลองพบวา กลุม Normal และ 

Rapa ไมพบรอยโรค ในขณะที่กลุม Lepto พบรอยโรคที่ไตรุนแรงมากที่สุด รองลงมาเปนกลุม 

Lepto rapa hr48, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr0 ตามลําดับ กลาวคือ ในขณะที่ในกลุม 

Lepto พบการตายของเซลลเยื่อบุทอไต พบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต และทอไต รวมกบั

การบวมของเซลลเยื่อบุทอไต สําหรับกลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการคัง่เลือด

ของหลอดเลือดฝอยที่อยูระหวางทอไตสวนตน พบเลือดออกอยางรุนแรงทั้งรอบๆหนวยกรองไต 

และทอไต รวมกับการบวมของเซลลเยือ่บุทอไต สวนกลุม Lepto rapa hr0 พบเพียงภาวะ

เลือดออกที่ไตเล็กนอย รวมกับการบวมของเซลลเยื่อบุทอไตเทานัน้  

 ผลการวิเคราะหรอยโรคโดยรวมทัง้ระดับมหพยาธิวิทยา และจุลพยาธิวิทยา ที่ปอด ตับ 

และไต พบวาหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 มีความรุนแรงของรอยโรคนอยที่สดุ ในขณะทีก่ลุม 

Lepto rapa hr48  มีความรุนแรงของรอยโรคมากที่สุด สําหรับกลุมที่มีความรุนแรงมากรองลงมา 

ไดแก กลุม Lepto และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ ซึ่งอธิบายไดวาแมวาเชื้อเลปโตสไปราจะ

สามารถกระตุนโมโนไซตหล่ังไซโตไคนที่เกีย่วของในกระบวนการอักเสบ และการติดเชื้อชนิดตางๆ 

เชน TNF-α และ IL-6 เปนตน ไดต้ังแตชั่วโมงที่ 6 ภายหลังการฉีดเชื้อ (Dorigatti et al., 2005)  
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โดยทีพ่บวาปริมาณของ TNF-α ที่สงูมากสัมพันธกับความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรซิส และ

อัตราการเสียชีวิตของผูปวยที่สูงข้ึน (Tajiki and Salamao, 1996; Wagenaar et al., 2007) และ 

IL-6 เปนไซโตไคนที่ความสําคัญในกระบวนการสราง IgG, IgM และ IgA (Sehgal, 2003) ซึ่งเมื่อ

ไซโตไคนเหลานั้นถูกยับยั้งการทํางานโดยฤทธ์ิของยาราปาไมซิน ซึง่หนูตะเภาไดรับต้ังแตชั่วโมงที่ 

0 ภายหลังการฉีดเชื้อ หรือกลาวอีกนยัคือ หนูไดรับยากอนที่จะมกีารหล่ัง TNF-α และ  IL-6 เปน

ผลใหสามารถลดกระบวนการอักเสบ แตอยางไรก็ตามหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 ยังคงพบ

รอยโรคตางๆขางตน ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr48 ไดรับยาภายหลังฉีดเชื้อ 2 วัน เปนผลใหไม

สามารถยับยัง้กระบวนการอักเสบที่เกิดข้ึนกอน ทําใหหนตูะเภาในกลุม Lepto rapa hr48 เกิดรอย

โรคที่รุนแรงมากกวากลุมอ่ืน อยางไรก็ตามเปนทีน่าสังเกตวา หากมีเพยีงบทบาทของไซโตไคนที่

เกี่ยวของกับรอยโรคที่เกิดข้ึนในอวยัวะตางๆ กลุม Lepto rapa hr48 นาจะเกิดรอยโรคในลักษณะที่

ใกลเคียงกบักลุม Lepto แตจากการทดลองคร้ังนีพ้บวากลุม Lepto rapa hr48 เกิดรอยโรคที่รุนแรง

กวากลุม Lepto มาก 

 ในการศึกษาดวยวธิี IFAT พบการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายของหนูตะเภาท่ีถกู

ฉีดเชื้อเลปโตสไปรา เนื่องจากพบการสะสม IgM, IgG และ C3 ที่ผนังถุงลม และในถุงลมของปอด 

และที่หนวยกรองของไต สอดคลองกับการศึกษาของ Nally คณะ (2004) จากการศึกษาที่ผานมา

พบวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายดังกลาว อาจเปนผลทาํใหเกิดภาวะเลือดออกที่

ปอด (Abdulkader et al., 2002; Nally et al., 2004; Yang and Hsu, 2005) แตในการศึกษานี้

การใหยาราปาไมซินซึง่เปนยากดภูมิคุมกนั แมวาสามารถลดการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิชนดิ

ตางๆดังกลาวที่ผนงัถงุลม และในถุงลมได แตยังคงพบการเกิดภาวะเลือดออกทีป่อดอยางรุนแรง 

โดยเฉพาะในกลุมที่ไดรับยาชาที่สุด (Lepto rapa hr48) สอดคลองกับการศึกษาของ Viriyakosol 

และคณะ (2006) กลาวคือ เมื่อทําการฉีดเชื้อ L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae แก

หนถูีบจักรชนดิ C3H/Hej (เปนสัตวทดลองที่ไวตอการติดเชื้อเลปโตสไปราชนิดกอโรคเชนเดียวกับ

หนูตะเภาท่ีใชในการศึกษานี)้ และหนูถีบจักรชนิด C3H/Hej-SCID (เปนหนชูนดิ C3H/Hej ที่

ภูมิคุมกันของรางกายบกพรองเนื่องจากขาดทั้งลิมโฟไซต ชนิดท ี และบี) เปรียบเทียบกับหนูชนดิ 

C3H/Ouj (เปนหนูถีบจกัรชนิด wild-type) ผลการศึกษาพบวาหนูชนิด C3H/Hej-SCID ตายเร็ว

กวาหนูชนิด C3H/Hej และผลการชันสูตรซากพบวาหนูชนิด C3H/Hej และC3H/Hej-SCID เกิด

รอยโรคตางๆในลักษณะแบบเดียวกนัคือ สภาพซากเหลือง (icterus) มีเลือดออกทีป่อด และมาม

โต ในขณะทีห่นูชนิด C3H/Ouj ไมแสดงอาการปวยและตาย และไมพบรอยโรคจากการชันสูตร

ซาก ซึง่คณะผูวิจัยสรุปวา แมจะกระทาํใหเกิดความบกพรองตอการผลิตแอนติบอดี และ ลิมโฟ

ไซต ชนิดท ีและบี ก็ไมสามารถปองกนัการเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดจากโรคเลปโตสไปโรซิสได 



 90 

 การทดลองนีพ้บวาหนูตะเภาท่ีถกูฉีดเชื้อเลปโตสไปราเกิดภาวะเกล็ดเลือดตํ่า สอดคลอง

กับการศึกษาของ Yang  และคณะ (2006b)  อยางไรก็ตามหนทูี่ถูกฉีดเชื้อเลปโตสไปรา และไดรับ

ยาราปาไมซินในทุกกลุม เกดิภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง (severe thrombocytopenia) ความ

รุนแรงที่เกิดข้ึนอาจเปนผลจากยาราปาไมซิน เนื่องจากหนูตะเภาท่ีไดรับยาราปาไมซินอยางเดียวก็

มีแนวโนมของภาวะเกล็ดเลือดตํ่า แตหนูตะเภากลุมนี้ไมพบรอยโรคเลือดออกที่อวยัวะใดเลย 

ภาวะเกล็ดเลือดตํ่าในโรคเลปโตสไปโรซิสในการศึกษาคร้ังนี้     สอดคลองกับรายงานผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิสที่มักพบภาวะเกล็ดเลือดตํ่ารวมดวยเสมอ (Tantitanawat  and Tanjatham, 2003; 

Yang et al., 2006b; Dursun et al., 2007; Wagenaar et al., 2007, Chierakul et al., 2008) ซึง่

กลไกการเกิดภาวะเกล็ดเลอืดตํ่าในโรคนีย้ังไมเปนทีท่ราบแนชัด อยางไรก็ตาม Yang และคณะ 

(2006b) อธิบายการเกิดภาวะเกล็ดเลือดตํ่าในหนูตะเภาทีถู่กฉีดเช้ือเลปโตสไปราชนิดกอโรควา

อาจผลมาจากการไปอยูรวมกันของเกล็ดเลือด (aggregation of platelets) และถูกเก็บกิน 

(phagocytosis) โดย Kupffer cell ในตับ นอกจากนี้พบวาสาร lipopolysaccharide (LPS) ซึ่ง

เปนสารพิษจากผิวนอกของตัวเชื้อเลปโตสไปรา (outer membrane) สามารถกดการทํางานของไข

กระดูกซึ่งเปนอวัยวะที่สรางเกล็ดเลือด  (Faine et al.,1999; Somers et al., 2003) 

 ผลการศึกษาทางจุลพยาธวิทิยาเพื่อตรวจหาตัวเชื้อเลปโตสไปราในอวยัวะตางๆ ดวยการ

ยอมสีสไลดดวยวธิี Warthin-Starry method และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน พบเชื้อ

ในอวัยวะตางๆ ไดแก ปอด ตับ และไต โดยพบเชื้อภายในเซลล ทัง้ในเซลลตับ (hepatic 

parenchymal cell) และเซลลเยื่อบุทอไต (renal tubular cell) เปนตน เปนทีน่าสังเกตวาเซลล

เหลานั้นสวนใหญไมพบรอยโรค สอดคลองกับการศึกษาของ Merian และคณะ (1998) บงชีว้า

รอยโรคท่ีเกิดข้ึนไมไดเปนผลมาจากการเคล่ือนที่ของตัวเชื้อ 

 เมื่อพิจารณาลําดับความรุนแรงของภาวะเลือดออกทีป่อด ตับ และไตจากมากไปนอย 

พบวาขณะที่ปอดเกิดภาวะเลือดออกที่รุนแรงมากที่สุด รองลงมาคือ ตับ และไตตามลําดับ แตใน

การศึกษานี้ตรวจพบตัวเชื้อเลปโตสไปราท่ีไตและตับ มากกวาที่ปอด ซึง่สอดคลองกบัการศึกษาทีม่ี

มากอนหนานี ้ (Nally et al., 2004; Viriyakosol et al., 2006) ผลจากการทีพ่บวาปอดเกิดภาวะ

เลือดออกอยางรุนแรงมากกวาอวยัวะอ่ืนๆ ในขณะที่พบตัวเชื้อเลปโตสไปราคอนขางนอยมาก อาจ

เปนผลมาจากสารพิษที่ผลิตจากตัวเชื้อที่อยูในอวยัวะอ่ืนๆแพรกระจายในเลือด และไปมีผลที่ปอด 

(Dolhnikoff et al., 2007)  นอกจากนี้การพบการตายของเซลลตับ ที่มีการแทรกตัวของเซลล

อักเสบชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา และหลอดเลือดแดง รวมกับการเกิดเนือ้

ตายของหลอดเลือด และเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนั้น  สนับสนนุบทบาทของสารพษิจากเชื้อที่กอ

ใหรอยโรคที่อวัยวะตางๆ ซึง่การศึกษาที่ผานมาพบวาสารพิษจากตัวเช้ือเลปโตสไปรามีหลายชนิด 
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ไดแก glycoproteins, hemolysin (Yang et al., 2006b) และ lipopolysaccharides (Werts et 

al.,2001; Nally et al., 2005) 

 กลาวโดยสรุป แมวายาราปาไมซินสามารถลดการตอบสนองทางภูมคุิมกัน และลดรอย

โรคที่ปอด ตับ และไตในหนตูะเภาได แตหนูตะเภาตองไดรับยาทันทภีายหลังการติดเชื้อ  อยางไรก็

ตามยาราปาไมซินไมสามารถปองกนัการเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดในโรคเลปโตสไปโรซิส และถา

ไดรับยาภายหลังการติดเชื้อ 48 ชั่วโมง ยามีผลทําใหเกิดรอยโรคที่อวัยวะตางๆ ทีรุ่นแรงมากข้ึน  

และพบวาภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง อาจเปนปจจัยหนึ่งที่มผีลตอการเกิดภาวะเลือดออกที่

ปอดอยางรุนแรงในโรคเลปโตสไปโรซิส  

 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 ในการศึกษานีแ้มไมสามารถหาวิธีรักษา หรือบรรเทาภาวะเลือดออกในปอดแกผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิสได แตบทสรุปของการศึกษานี้ชวยสนับสนุนวา การลดหรือการยับยั้งการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกนัของรายกายไมสามารถบรรเทาภาวะเลือดออกในปอดได และจะเปน

อันตรายมากข้ึน หากทาํการการลดหรือยบัยั้งการตอบสนองทางภูมคุิมกันของรางกายดวย การให

ยากดภูมิคุมกนั ในชวงระยะติดเชื้อ 

 และแมวาภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง   อาจไมใชปจจัยเดียวทีม่ีผลตอการเกดิภาวะ

เลือดออกที่ปอดอยางรุนแรงในโรคเลปโตสไปโรซิส แตการศึกษาในอนาคตนาจะทําการศึกษาผล

ของการรักษาภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง ดวยการการเพิ่มเกล็ดเลือดหรือดวยวธีีการใดใด                         

วามีผลในการลดหรือบรรเทาภาวะเลือดออกที่ปอดไดหรือไม อยางไร   
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ภาคผนวก ก 

การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเชื้อเลปโตสไปรา EMJH (Ellinghausen and McCullough, 
Modified by Johnson and Harris) 
สารเคม ี

1.Na2HPO4 

2.KH2PO4 

3.Glycerol 

4.Bovine serum albumin fraction V (BSA) 

5.CaCl2. 2H2O 

6.MgCl2. 6H2O 

7.FeSO4. 7H2O 

8.CuSO4. 5H2O 

9.ZnSO4. 7H2O 

10.Vitamin B 12 (cyanocobalamine) 

11.Tween 80 

12.Na-Pyruvate 

13.Leptospira medium base EMJH 

14.Agar Noble 
การเตรยีม Stock solution 
 1.การเตรียม Albumin fatty acid supplement stock solution 

 

ตารางที่ 19 แสดงการเตรียมสารเคมีสําหรับ Albumin fatty acid supplement stock solution 

 

สารเคมี ปริมาณของสาร (กรัม) ตอน้าํกล่ัน 100 มิลลิลิตร 

CaCl2. 2H2O + MgCl2. 6H2O 1.0 

ZnSO4. 7H2O 0.4 

CuSO4. 5H2O 0.3 

Vitamin B 12 0.02 

Tween 80 10.0 
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2.การเตรียม Basal medium stock solution 

 

ตารางที่ 20 แสดงการเตรียมสารเคมีสาํหรับ Basal medium stock solution 

 

สารเคมี ปริมาณของสาร (กรัม) ตอน้าํกล่ัน 100 มิลลิลิตร 

Na-Pyruvate 10.0 

Glycerol 10.0 

 
การเตรยีมอาหาร EMJH ในขนาด 1,000 มิลลลิิตร 

ก.วธิีการเตรียม Albumin fatty acid supplement 100 มิลลิลิตร 

1. ละลาย BSA 10 กรัม ในน้ํากล่ัน 60 มิลลิลิตร โดยใช magnetic stirrer 

2. คอยๆเติม stock solution ตอไปนี้ 

CaCl2. 2H2O + MgCl2. 6H2O  1.50 มิลลิลิตร 

ZnSO4. 7H2O    1.00 มิลลิลิตร 

CuSO4. 5H2O    0.10 มิลลิลิตร 

FeSO4. 7H2O    0.05 กรัม 

Vitamin B 12    1.00 มิลลิลิตร 

Tween 80              12.50 มิลลิลิตร 

3. เมื่อสารตางๆละลายสมบูรณแลว นาํมาปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.4 

4. เติม 5-Fluorouracil (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 1.00 มิลลิลิตร 

5. เติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

6. ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยแผนกรอง 0.45 ไมโครเมตร 

7. นําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี

ข.วิธีการเตรียม Basal medium  900  มิลลิลิตร 

1. เตรียมน้ํากล่ัน  900  มิลลิลิตร 

2. เติมสารตางๆดังนี ้
Leptospira medium base EMJH  2.30 กรัม 

Na-pyruvate    1.00 มิลลิลิตร 

Glycerol    1.00 มิลลิลิตร 
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(กรณีเตรียมอาหารชนิดอาหารกึ่งแข็ง เติม Agar 2 กรัม แลวตมใหละลาย) 

3. ปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.4 

4. ทําใหปราศจากเชื้อโดยเคร่ืองนึง่ทาํลายเช้ือ (autoclave) ที่อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาท ี

ค.ผสม ก. และ ข. เขยาเบาๆใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

ง.แบงใสหลอดเพาะเช้ือหลอดละ 5 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ข 
การเตรยีมสารละลาย developer สําหรับ Warthin-Starry method 
สารเคม ี

1. Silver nitrate 

2. Gelatin 

3. Hydroquinone (C6H6O2) 

4. Citric acid 
การเตรยีม acidulated water  

1. ละลาย Citric acid 0.5 กรัม ในน้ํา 50 มิลลิลิตร 

2. ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 3.6-3.8 
การเตรยีมสารละลาย developer  

สารละลาย developer ประกอบดวย 

1. สารละลาย 2% Silver nitrate   1.5  มิลลิลิตร 

(silver nitrate 2 กรัม ละลายใน acidulated water 100 มิลลิลิตร) 

2. สารละลาย 5% Gelatin            3.75 มิลลิลิตร 

(Gelatin 5 กรัม ละลายใน acidulated water 100 มิลลิลิตร) 

3. สารละลายไฮโดรควิโนน 0.15 % 2.0       มิลลิลิตร 

(Hydroquinone 0.15 กรัม ละลายใน acidulated water 100 มิลลิลิตร) 

ผสมใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน และเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางที่ 21 แสดงน้ําหนกัตัวของหนูตะเภาในการทดลองคร้ังที ่1 

 

น้ําหนกัตัว (กรัม) 
กลุมทดลอง ตัวที ่

วันที ่0 วันที ่1 วันที ่2 วันที ่3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที ่6 

1 160 200 205     

2 200 225 245 260 260   Normal 

3 200 235 250 260 265 280 290 

1 185 185 170     

2 215 225 230 220 230   Rapa 

3 225 240 235 235 235 240 250 

1 170 175 180     

2 180 185 190 195 200   Lepto  

3 190 200 210 215 215 200 200 

1 205 200 200     

2 195 210 210 200 195   Lepto rapa hr0 

3 195 200 200 200 190 185 180 

1 240 250 260     

2 190 200 200 200 180   Lepto rapa hr24 

3 195 200 200 200 190 180 170 

1 210 220 230     

2 190 195 200 210 190   Lepto rapa hr48 

3 200 210 220 205 200 180 170 
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ตารางที่ 22 แสดงน้ําหนกัตัวของหนูตะเภาในการทดลองคร้ังที ่2 
 

น้ําหนกัตัว (กรัม) 
กลุมทดลอง ตัวที ่

วันที่ 0 วันที ่1 วันที ่2 วันที ่3 วันที ่4 วันที ่5 วันที ่6 

1 160 200 205     

2 200 225 245 260 260   Normal 

3 200 235 250 260 265 280 290 

1 170 190 200     

2 175 205 220 215 220   Rapa 

3 180 215 220 230 240 240 250 

1 180 200 210     

2 180 200 215 210 230   Lepto  

3 205 220 230 235 250 230 230 

1 250 260 265     

2 200 205 210 215 195   Lepto rapa hr0 

3 200 200 215 210 200 200 195 

1 240 240 250     

2 200 220 245 240 230   Lepto rapa hr24 

3 210 240 250 240 245 240 225 

1 200 200 210     

2 200 210 220 215 225   Lepto rapa hr48 

3 210 200 230 235 245 230 205 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

พ.ต. นพดล  แสงจันทร เกิดวันที ่31 มีนาคม พ.ศ. 2513 ที่จังหวัดพษิณุโลก เปน

บุตรของนายทว ี  แสงจนัทร และนางจินตนา  แสงจันทร สาํเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตว-

แพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศึกษา 2537 

ปจจุบันรับราชการทหาร สังกัดสถาบันวิจยัวทิยาศาสตรการแพทยทหาร และเขาศึกษาตอใน

หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววทิยาทางสัตวแพทย  คณะสตัวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 
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