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 To evaluate actions of Thai mixed medicinal herbs containing Andrographis paniculata (Burm.f) 
Nee, Curcuma longa (Linn), Phyllanthus amarus, Zingiber cassumnar (Roxb.) and Euphorbia hirta (L.), in 
periparturient dairy cows, twenty five dried off dairy cows were assigned into 2 groups; dairy cows with no 
herb treatment (No herb) and dairy cows with Thai mixed medicinal herbs (Herb) orally fed during 5 weeks 
before parturition to 4 weeks after parturition. Hematologic physiological changes, renal safety, milk 
production, metabolic diseases incidence (dystocia [with/without abortion], mastitis and laminitis) and 
cytokines level, IFN-γ and TNF-α, were evaluated. Antimicrobial activities to leptospira of these herbs were 
also investigated in all experimental cows by subdividing all cows 4 subgroups by Leptospira reservoirs 
status. Calves, born form experimental dairy cows, were evaluated medicinal herbs actions on them too. 
Experimental results showed that cows from Herbs and No herbs groups had similar hematologic profile 
except WBC, lymphocyte and monocyte level, which their levels were high in Herb group. Serum creatinine, 
BUN, urine pH and milk productivity were similar in cows from both groups. The mixed medicinal herbs 
showed effects on reducing incidence of dystocia [with/without abortion], mastitis on treated cows. However, 
it did not reduce laminitis incidence. The cytokine IFN-γ and TNF-α levels tent to be reduced in herbs 
treated cows during parturition days. The mixed medicinal herbs showed to decrease number of spirochete in 
urine culture from Leptospira reservoir cows, especially during 1 week prepartum to 2 week postpartum. 
Herbs were not affected to calves. Inconclusion, Thai mixed medicinal herbs were safe for dairy cow health, 
renal safety, and non disturbing hematological profile and milk production in herbs treated cows. Cows treated 
with these herbs had higher number of lymphocyte and monocyte which these cells involve in immune 
response system. Serum IFN-γ and TNF-α levels in cow on parturition day were also reduced. Their 
antibiotic action in this study is bacteriostatic level to Leptospira. 
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     ก9 คาปริมาณเม็ดเลือดขาวแยกประเภทเปน neutrophil lymphocyte Monocyte 
และ eosinophil ของกลุมโคนม 4 กลุมในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 103 

     ก10 
 
     ก11 

จํานวนเกล็ดเลือด (Platelet) โปรตีนในพลาสมา ของกลุมโคนม 4 กลุมในชวง
ระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
ระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ของกลุมโคนม4 กลุมในระยะกอน
คลอด คลอด และหลังคลอด 

104 
 

105 
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สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่                       หนา 
 
     1 เชื้อ Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiaeโดยกลอง 

จุลทรรศนอิเลคตรอน 5 
     2 ฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f) Nees) 13 
     3 ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn) 14 
     4 ไพล (Zingiber cassumnar Roxb) 15 
     5 น้ํานมราชสีห (Euphorbia hirta L.) 16 
     6 ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) 17 
     7 แผนการเก็บตวัอยางของแมโคทดลองและการใหสมุนไพรในแมโค

ที่ไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง 20 
     8 อุณหภูมิรางกายเฉลี่ยของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด 

คลอด และหลังคลอด 32 
     9 จํานวนเม็ดเลอืดแดง (RBC, A) คาเม็ดเลือดแดงอดัแนน 

(Hematocrit, B) คาฮีโมโกลบิน (Hemoglobin, C) จํานวนเม็ดเลือด
ขาว (WBC, D) ของกลุม โคนมทดลองในระยะกอนคลอด คลอด 
และหลังคลอด 33 

    10 ปริมาณเม็ดเลือดขาวแยกประเภท Neutrophils (A) Lymphocytes 
(B) Monocytes (C) และ Eosinophils (D) ของกลุมโคนมทดลอง ใน
ระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 35 

    11 จํานวนเกล็ดเลือด (Platelet, A) โปรตีนในพลาสมา (B) ของกลุม
โคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 37 

    12 ความเปนกรดดางของปสสาวะ (A) Creatinine (B) และ BUN (C) 
ของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 39 

    13 ปริมาณน้ํานมเฉลี่ยตอวันตั้งแตวนัแรกถึง 30 วันหลังคลอดของกลุม
โคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอดและหลังคลอด 41 

   

    (4) 



 

(4) 

 

 

ภาพที ่                       หนา 

    14 ระดับไซโตคายน IFN-γ (A) TNF-α (B) ของกลุมโคนมทดลอง ใน
ระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 42 

    15 อุณหภูมิรางกายเฉลี่ยของกลุมโคนม 4 กลุม ในระยะกอนคลอด 
คลอด และหลังคลอด 46 

    16 คาโลหิตวิทยาของจํานวนเมด็เลือดแดง (RBC, A) คาเม็ดเลือดแดง
อัดแนน (Hematocrit, B) คาฮีโมโกลบิน (Hemoglobin, C) จํานวน
เม็ดเลือดขาว (WBC, D) ของกลุมโคนม 4 กลุม ในระยะกอนคลอด 
คลอด และหลังคลอด 47 

    17 คาปริมาณเม็ดเลือดขาวแยกประเภทเปน Neutrophil (A) 
Lymphocyte (B) Monocyte (C) และ Eosinophil (D) ของกลุมโค
นม 4 กลุม ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 49 

    18 จํานวนเกล็ดเลือด (Platelet) (A) โปรตีนในพลาสมา (B) ของกลุม
โคนม 4 กลุม ในชวงระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 51 

    19 ระดับไซโตคายน IFN-γ (A) TNF-α (B) ของกลุมโคนม4 กลุม ใน
ระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 53 

   
   
   
   
   
   

 

สารบัญภาพ (ตอ) 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

BUN = Blood Urea Nitrogen 
CD = Cluster of Differentiation 
DNA = Deoxyribonucleic acid 
dNTP = Deoxynucleotidetriphosphate 
EDTA = Ethylenediaminetetraacetic acid  
ELISA = Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
EMJH =  Ellinghausen and McCullough, modified by Johnson and Harris 
oF = degree Fahrenheit 
gm =  gram 
IFN-γ = Interferon-gamma 
IL = Interleukin 
iNOS = inducible Nitric Oxide Synthetase 
kg = kilogram 
L. = Leptospira 
LPS = Lipopolysaccharride 
MAT = Microscopic Agglutination Test 
mg = milligram 
ml = milliliter 
NK cell = Natural Killer Cell 
NO = Nitric Oxide 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
pg = picogram 
RBC = Red Blood Cell 
rpm = rotation per minute 
TAE = Tris-acetate-EDTA electrophoresis buffer solution 
TGB-ß = Transforming Growth Factor – beta 
Th = T-helper 
TLR =  Toll like receptor 

   (6) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

TNF-α = Tumor Necrotic Factor – alpha 
μl = microliter 
WBC = White Blood Cell 
Wk = Week 
 
 

     (7) 



การใชตํารับพืชสมุนไพรไทย เพื่อลดการเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา ในโคนม
ระยะกอนคลอด คลอดและหลังคลอด 

 
Administration of Thai Mixed Medicinal Plants to Decrease Leptospira Reservoir 

in Periparturient Dairy Cows 
 

คํานํา 
 

 โรคเลปโตสไปโรซิสในโค เปนโรคติดเชื้ออยางหนึ่งที่ทําใหเกิดความสูญเสียในผลผลิต
ของสัตว และสงผลกระทบทางเศรษฐกิจในการเลี้ยงโคนม โคนมที่แสดงอาการแบบเฉียบพลัน 
แสดงอาการน้ํานมลด และตาย ในขณะที่โคที่แสดงอาการเรื้อรังโรคนี้จะแสดง การแทง การผสมติดยาก 
ลูกออนแอ น้ํานมลด และเตานมอักเสบ เปนตน โรคนี้เกดิจากเชื้อแบคทีเรียเลปโตสไปราที่กอโรค  
(Leptospira interrogan) ซ่ึงเปนสายพันธุที่กอโรคในคนและสัตว สามารถพบการระบาดในเกือบ
ทุกประเทศทั่วโลก รวมทั้งในประเทศไทย โรคนี้เปนโรคที่สามารถติดตอจากสัตวสูคน และเปน
อันตรายถึงชีวิตและผูปวยที่เปนโรคนี้สวนมากมีอาชีพเกษตรกรที่เกี่ยวของกับการทํานาและเลี้ยงสัตว  
  
 ระยะ 3 สัปดาหกอนคลอด จนถึง ระยะ 3 สัปดาหหลังคลอด หรือเรียกวาระยะกอนคลอด 
คลอดและหลังคลอดนั้น เปนระยะที่มีความสําคัญตอการจัดการการเลี้ยงโคนมเปนอยางยิ่ง เนื่องมาจาก 
ในระยะนี้แมโคนมมีการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาหลายอยาง เชน การเปลี่ยนระดับฮอรโมน    
การคลอดลูก และการเริ่มสรางน้ํานม เปนตน การเปลี่ยนแปลงเหลานี้ ทําใหเกษตรกรผูเล้ียงตอง
เตรียมแมโคนมระยะกอนคลอด เพื่อการปรับตัวสูระยะคลอด และระยะใหนม เมื่อใดที่เกษตรกร  
ไมสามารถปรับสภาพแมโคนมได แมโคจะ มีแนวโนมที่จะเปนโรคทางเมตาบอลิกที่สําคัญ เชน
โรคไขน้ํานม ภาวะคีโตซิส เปนตน และโรคติดเชื้อ เชน เตานมอักเสบ โรคเลปโตสไปโรซิส เปนตน 
ซ่ึงโรคตางๆที่กลาวมานี้ จะทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในธุรกิจการเลี้ยงโคนมอยางมาก 
โดยเฉพาะโรคเลปโตสไปโรซิสในโคนมมักเปนภาวะแบบเรื้อรัง โคที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อ  
เลปโตสไปรานี้อาจจะแสดงอาการและมีการแพรเชื้อสูโคตัวอ่ืนในฝูงและลูกโคได  
  

ปจจุบันการรักษาโรคเลปโตสไปโรซิสในโคนมจะใชยาปฎิชีวนะในการรักษาโรค 
เชนเดียวกับโรคติดเชื้อแบคทีเรียอ่ืน แตการใชยาปฏิชีวนะจะทําใหเกษตรกรผูเล้ียงโคนมมีรายได  
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ที่ลดลงจากการซื้อยาปฎิชีวนะ นอกจากนี้ยังสูญเสียรายไดจากการงดสงนมที่มียาปฏิชีวนะเปน
ระยะเวลาหนึ่งดวย ปจจุบันจึงมีการหาทางเลือกใหมในการลดการใชยาปฏิชีวนะเหลานี้ พืชสมุนไพร
ก็เปนทางเลือกทางหนึ่งเพื่อทดแทนการใชยาปฎิชีวนะ จากการศึกษาสารที่ออกฤทธิ์ของสมุนไพร
บางตัวที่ผานมา มีคุณสมบัติที่คลายกับยาปฎิชีวนะคือมีฤทธ์ิในการทําลายและยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
หลายสายพันธุ และยังไมมีรายงานความเปนพิษหรือสารตกคางที่ผานไปยังผูบริโภคและไมมี
รายงานเชื้อแบคทีเรียดื้อตอสมุนไพรดวย  

 
ไมนานนี้การศึกษาการทํางานของไซโตคายนตางๆ เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพ

การเกิดโรคใหชัดเจนมากขึ้น รวมถึงการประยุกตการใชไซโตคายนเพื่อการปองกันและรักษาโรค 
การเปลี่ยนแปลงระดับไซโตคายนตอโรคเลปโตสไปโรซิสก็เปนโรคหนึ่งที่มีการศึกษาอยางมาก 
โดยการศึกษาชนิดและการเปลี่ยนแปลงระดับไซโตคายนตอโรคเลปโตสไปโรซิสพบวามีไซโตคายน

หลายชนิดที่เกี่ยวของ เชน IFN-γ TNF-α IL-2 IL-4 IL-10 และ IL-12 โดยเฉพาะ TNF-α IL-2R และ IL-6 
ที่พบการเพิ่มขึ้นในกรณีโรคเลปโตสไปโรซิสแบบเฉียบพลันในคน (Petro and Engelmann, 2000) 

และ IFN-γ TNF-α และ IL-12 ในคน (Fost et al, 2003) และหนู (Vernel-Pauillac and Merien, 2006) 
การที่ทราบสารไซโตคายนที่เกี่ยวของกับโรคเลปโตสไปโรซิสจะสามารถรูถึงสาเหตุการเกิด    
พยาธิสภาพ การพัฒนาของโรค รวมไปถึงการรักษาและปองกันโรคเลปโตสไปโรซิสดวยสารไซโตคายน 

 
 การใชสมุนไพรในการปองกันและรักษาโรคมีมานานกวา 3,000 ปแลว ในการแพทยแผนไทย
ไดมีการนําพืชสมุนไพรหลายชนิดมาใชเชนกัน ทั้งในรูปของสมุนไพรชนิดเดียว หรือในการผสม
ชนิดของสมุนไพรในรูปตํารับยา ซ่ึงการใชตํารับสมุนไพรมีขอดีกวาสมุนไพรชนิดเดียว ในดานการ
เสริมฤทธิ์ของสมุนไพร ลดความเปนพิษของแตละสมุนไพร โดยในงานวิจยันี ้ไดศกึษาตาํรับสมนุไพร
ที่มีสวนผสมของสมุนไพร 5 ชนิดคือ ฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) 
ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) ไพล (Zingiber cassumunar Roxb.) ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) 
และน้ํานมราชสีห (Euphorbia hirta L.) ซ่ึงแนวคิดการออกฤทธิ์ของสมุนไพรมีดังนี้ ฟาทะลายโจร
มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญคือ andrographolide มีคุณสมบัติที่คลายกับยาปฏิชีวนะคือทําลายหรือยับยั้ง
เช้ือแบคทีเรีย B.subsitis E.coli P.aeruginosa เช้ือรา C.albicans (Singha et al., 2003) และ 
Leptospira interrogan (SCARG, 1976) ขมิ้นชัน สารออกฤทธิ์ที่สําคัญคือ curcuminoid ซ่ึงลด
กระบวนการอักเสบ ปรับระดับภูมิคุมกันไดทั้งแบบ innate immunity และแบบ adaptive immunity 
(Wessler et al., 2005) ไพลสารออกฤทธิ์คือ curcuminoid และ ß-sitosterol ซ่ึงชวยลดการอักเสบ 
(Ozaki et al., 1991) น้ํานมราชสีหสารออกฤทธิ์คือ ß-sitosterol มีฤทธิ์ลดการอักเสบและตาน      



 

3 

เชื้อแบคทีเรีย Shigella spp.(Vijaya et al., 1995) และแกอาการไมมีน้ํานมในโค (Chifundera, 1998) 
และลูกใตใบ สารออกฤทธิ์คือ phyllanthin และ hypophyllanthin มีฤทธิ์ลดการอักเสบ เปนตน  
 
 จากเหตุผล การรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย โดยเฉพาะโรคเลปโตสไปโรซิส ดวยยาปฎิชีว
นะทําใหเกษตรกรสูญเสียรายไดจากการใชยาปฏิชีวนะ การหาวิธีเพิ่มภูมิตานทานรางกายของแมโค
ในชวงกอนคลอด คลอด และหลังคลอด รวมถึงการนําสมุนไพรหรือตํารับสมุนไพรมาใชในสัตว
นั้นยังไมมีการศึกษามากนัก ทําใหงานวิจัยนี้ไดริเร่ิมนําตํารับพืชสมุนไพรไทยที่มีสวนผสมของ    
ฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) ไพล 
(Zingiber cassumunar Roxb.) ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) และน้ํานมราชสีห (Euphorbia hirta L.)
มาใชในการเลี้ยงโคนม โดยศึกษาฤทธิ์ของตํารับสมุนไพรตอการเปลี่ยนแปลงสรีรวิทยา ทางโลหิต

วิทยา ความเปนพิษตอไต และผลตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α และปริมาณน้ํานม ในโคนม
ระยะใกลคลอด คลอดและหลังคลอดที่ไดรับพืชสมุนไพรไทยโดยการกิน เพื่อพัฒนาตํารับสมุนไพร
เพื่อใชในโคนม และเพิ่มภูมิคุมกันรางกาย ศึกษาระดับการลดหรือยับยั้งการเปนแหลงรังโรค        
เลปโตสไปโรซิสในโคนม จากระดับของเชื้อเลปโตสไปราที่ปลอยออกทางปสสาวะซึ่งเปนตัวช้ีวัด
เบื้องตนเพื่อคนหาแนวทางใหมในการลดการใชยาปฏิชีวนะในโคนม 

 
 



วัตถุประสงค 

 
 1.  เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ของตํารับสมุนไพรที่มีองคประกอบของ ฟาทะลายโจร 
(Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) ไพล               
(Zingiber cassumunar Roxb.) ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) และน้าํนมราชสีห (Euphorbia hirta L.) 
ตอคาทางสรีรวิทยา ความเปนพษิตอไต สุขภาพและระบบภูมิคุมกนั ในแมโคนม ในระยะกอนคลอด 
คลอด และหลังคลอด 
 
 2.  เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ของตํารับสมุนไพรตอสรีรวิทยา ความเปนพษิไต และระบบภูมคิุมกัน
ในลูกโคนมจากแมโคนมที่รับตํารับสมุนไพร 
 
 3.  เพื่อตรวจสอบผลของตํารับพืชสมุนไพรในการยับยั้งหรือลดการเปนแหลงรังโรคของเชื้อ
เลปโตสไปราในโคนม ในระยะกอนคลอด คลอดและหลังคลอด 
 
\ 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  ขอมูลท่ัวไปเก่ียวกับโรคเลปโตสไปโรซสิ 
  
 โรคเลปโตสไปโรซิสในโค เปนโรคติดเชื้ออยางหนึ่งที่ทําใหเกิดความสูญเสียในผลผลิต
ของสัตว และสงผลกระทบทางเศรษฐกิจในการเลี้ยงโคนม โรคนี้เปนสาเหตุหนึ่งของ การแทง การ
ผสมติดยาก ลูกออนแอ น้ํานมลด และเตานมอักเสบ  เกิดจากเชื้อแบคทีเรียเลปโตสไปราที่กอโรค  
(Leptospira interrogan) ซ่ึงเปนสายพันธุที่กอโรคในคนและสัตว สามารถจําแนกเชื้อทางซีร่ัมวิทยา
ออกเปน 23 serogroups ซ่ึงมีมากกวา 212 serovar (Radostits et al., 1997) ลักษณะของเชื้อ เปนเกลียว 
(coiled) มีความยาว 6-20 ไมครอน หนา 0.1 ไมครอน มีระยะ wavelength ประมาณ 0.5 ไมครอน 
สวนปลายคลายตะขอ มี flagella 2 เสน (Faine et al., 1999; ภาพที่ 1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  เชื้อ Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae โดยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
ท่ีมา: Baron et al. (1996) 
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เช้ือเจริญเติบโตในที่ช้ืน ตามพื้นดิน พื้นโคลน คาความเปนกรดดางประมาณ 7.2-8.0 และอุณหภูมิ 
28-32 องศาเซลเซียส (คูมือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544) ซ่ึงเหมาะสมกับภูมิภาคในประเทศไทย 
และอีกหลายๆประเทศ เชื้อสามารถเขาสูรางกายได 3 วิธี คือ ตามบาดแผลรอยขีดขวน ตามเยื่อเมือก 
และตามระบบสืบพันธุ เมื่อเชื้อเขาสูรางกาย โปรตนีสวนนอกของเชื้อเลปโตสไปราที่กอโรคจะกระตุน
ใหรางกายตอบสนองทางภูมิคุมกัน (Branett et al., 1999; Vinetz, 2001) เมื่อเชื้อเลปโตสไปรารอดพน
จากการทําลายของภูมิคุมกันไมจําเพาะและจําเพาะแลว เชื้อจะเจริญและแบงตัวในกระแสเลือด ประมาณ 
1 สัปดาห จากนั้นเชื้อจะแพรกระจายเขาสูอวัยวะตางๆในรางกาย และทําใหรางกายเกิดการอักเสบ
ตามอวัยวะตางๆที่เชื้อไปอยู อวัยวะที่สําคัญคือไต (Younes-Ibrahim et al., 1995; Wu et al.,2004) 
ซ่ึงเปนอวัยวะหลักที่เชื้อจะอาศัยแบงตัว เพิ่มจํานวน เชื้อบางสวนสามารถหลุดออกมาพรอมกับของเสีย
ที่ขับถายมากับปสสาวะและแพรกระจายสูส่ิงแวดลอม(Mim et al., 2004) อาการของโรคมี 3 แบบ คือ 
แบบเฉียบพลัน ก่ึงเฉียบพลัน และแบบเรื้อรัง (Radostits et al., 1997; คูมือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544)  
  
 อาการของโคในระยะเฉียบพลัน สามารถพบไดในโคทุกวัย โดยเฉพาะลูกโค (Radostits et 
al., 1997) โคจะแสดงอาการมีไขสูง ประมาณ 104 – 106 องศาฟาเรนไฮต ซึมและไมอยากอาหาร 
ผลผลิตน้ํานมลด พบจุดเลือดออกตามเยื่อเมือกตางๆ บางตัวแสดงอาการ ไขขออักเสบ (synovitis) 
เนื้อเยื่อผิวหนังตาย (necrotic dermatitis) หรือเยื่อบุสมองอักเสบ (meningitis). อาการของโคในระยะ 
กึ่งเฉียบพลัน โคที่อยูในระยะนี้จะมีไขต่ําถึงปานกลาง ประมาณ 102 – 104 องศาฟาเรนไฮต โคจะ
แสดงอาการน้ํานมลด ปสสาวะเปนเลือดเนื่องจากไตอักเสบ และอาการแบบเรื้อรัง โคจะแสดง
อาการไมชัดเจน โดยมีอาการที่พบบอย เชน การแทงลูก (abortion) ปญหาการผสมไมติด (infertile) 
และจะพบเชื้ออยูในรางกายเปนเวลานาน (Radostits et al., 1997)  
  
 การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส ที่ใชอยูในปจจุบัน มีอยู 3 วิธี คือ การดูเชื้อโดยตรงดวย
กลองจุลทรรศน (microscopic demonstration) เชน การดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด การดูจาก
แอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปรา (antigen detection) เชน การตรวจพันธุกรรมของเลปโตสไปรา 
ดวยวิธีลูกโซพอลิมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) และวิธีวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา 
(serological diagnosis) เชน การตรวจแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี Microscopic 
Agglutination Test (MAT) เปนตน (Levett, 2001) 
  
 การรักษาและการปองกันโรคเลปโตสไปโรซิส ไดมีรายงานการรักษาโดยใชยาปฏิชีวนะ
ในโค โดย Radostits et al. (1997) ซ่ึงใช Dihydroxystreptomycin 25 มก./น้ําหนักตัว 1 กก. ฉีดเขา
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กลาม วันละครั้ง นาน 3-5 วัน หรือ การให Tetracycline 3 มก./น้ําหนักตัว 1 กก./วัน 7 วันกอน
สัมผัสเชื้อหรือให 14 วัน หลังสัมผัสเชื้อ โดยผสมอาหาร เพื่อปองกันสัตวปวยแสดงอาการปวย 
(คูมือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544)  เปนตน ซ่ึง Watt et al. (1988) และ Edwards et al., (1988) 
รายงานวาแมใชยาปฏิชีวนะรักษาโรคเลปโตสไปโรซิสแลวก็ตาม แตก็ไมสามารถลดอาการของโรค
ไดแนชัด ขณะที่การปองกันและการควบคุมโรคเลปโตสไปโรซิสในโค เชน การแยกสัตวติดเชื้อ
ออกจากฝูง มีการจัดการที่ดี ไมใหมีน้ําขัง ใชยาฆาเชื้อ กําจัดพาหะนําโรค หรือการทําวัคซีน เปนตน 
(Radostits et al., 1997)  
 
2.  ปญหาของโรคเลปโตสไปโรซิส ในดานการสูญเสียทางเศรษกิจการเล้ียงโค 

  
 โรคเลปโตสไปโรซิสในโค เปนโรคที่สงผลเสียทางเศรษฐกิจการเลี้ยงโคนมมากที่สุดโรค
หนึ่ง เนื่องจากแมโคที่ติดโรคนี้แลว จะแสดงอาการที่สําคัญ เชน การผสมไมติด การแทงลูก น้ํานม
ลดและเตานมอักเสบ (Barringer, 2003) โดยเฉพาะภาวะเลปโตสไปโรซิสเรื้อรังหรือการเปนแหลง
รังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา ถือวาเปนภาวะที่สงผลเสียทางการเลี้ยงโคนมมากที่สุด เชนในประเทศ
สหรัฐอเมริกา (Floyd, 1994)  เนื่องจากความไวในการตรวจโรคต่ํามาก (<80%) แมโคจะแสดงอาการ 
หรือไมแสดงอาการ ซ่ึงตามรายงานของ Corbeil and BonDurant (2001) อาการที่พบคือ แทงมี
ประมาณ 30% จากการติดเชื้อ Leptospira pomona และอีกประมาณ 70% พบวามีการตายหรือการ
ออนแอของลูก สวนลูกที่รอดสามารถติดเชื้อจากแมโค อาจแสดงอาการแบบเฉียบพลัน หรือเปน
แหลงรังโรคของฝูงไดยาวนานตอไป และมีรายงานภาวะเรื้อรังจะไมแสดงความผิดปกติของคา
โลหิตวิทยาและคาเคมีของรางกายในคน (Shpilberg et al., 1990) ในสุนัข (Scanziani et al., 1995)
รวมทั้งในโคนมดวย (ณัฐพงศ และคณะ, 2549) ในประเทศไทยพบโคที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อนี้
อยูที่ระดับ 17.8% (ศิริวรรณ และคณะ, 2546)  
 
3.  บทบาทการใชยาปฏิชีวนะในโคนม 

 
ปจจุบัน มีการใชยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงโคนมอยางแพรหลาย โดยมีจุดประสงคเพื่อรักษา 

และการปองกันโรค ขอสําคัญที่ สัตวแพทย หรือผูเล้ียง จําเปนตองคํานึงถึงคือการตกคางของยา
ปฏิชีวนะไปสูนม การตกคางของยาปฏิชีวนะเหลานี้จะทําใหผูที่บริโภคนมและผลิตภัณฑจากนม 
เกิดการดื้อตอยาปฏิชีวนะ หรือบางรายแพยาปฏิชีวนะที่ใชในโคนม ดวยเหตุนี้ทําให องคการอาหาร
และยาของ สหภาพยุโรป (EU) ประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศไทย กําหนดการตกคางของยา
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ปฏิชีวนะไว  การลดการตกคางคือการงดสงนม เพื่อใหยามีการสลายตัว โดยระยะเวลาขึ้นอยูกับ
ชนิดของยาปฏิชีวนะที่ใช เชน Seymour et al .(1988) ไดรายงานระยะงดสงนมจากยาปฏิชีวนะ  
เพนนิซิลิน เปนเวลา 5 วันเปนตน ทําใหเกษตรกรผูเล้ียงสูญเสียรายไดจากการงดสงนม การพยายาม
ที่จะหาสารทดแทนยาปฏิชีวนะ พืชสมุนไพรจึงมีความนาสนใจเนื่องจากสมุนไพรบางตัวออกฤทธิ์
คลายยาปฏิชีวนะ ราคาถูก และยังไมมีรายงานการตกคางของสมุนไพรจากสัตวสูผูบริโภค  

 
4.  สถานการณโรคเลปโตสไปโรซิสในประเทศไทย 
  
 ปญหาของโรคเลปโตสไปโรซิสในคนในสังคมไทยนั้น มีรายงานวามีประชากรติดเชื้อ
เกือบทุกจังหวัดของประเทศ จากการสํารวจของทางกองโรคติดตอทั่วไป กรมควบคุมโรคติดตอ 
พบวา ขอมูลป 2543 พบผูติดโรคเลปโตสไปโรซิสยังมสูีงที่สุด โดยมีผูปวยที่ติดโรคเลปโตสไปโรซิส
ทั้งส้ิน 14,287 ราย โดยเสียชีวิตทั้งหมด 362 ราย และมีแนวโนมที่ลดลงเนื่องจาก มีการศึกษา การ
ตรวจวินิจฉัยดีขึ้น ใหความรูแกประชาชนมากขึ้น ทําใหมีผูปวยที่เปนโรคเลปโตสไปโรซิสลดนอยลง 
ในป 2549 จึงมีผูปวยติดโรคเลปโตสไปโรซิสทั้งหมด 3,941 ราย เสียชีวิต 68 ราย และในป 2550 
(ขอมูลเดือนมกราคม ถึง เดือนสิงหาคม) มีผูปวยที่ติดโรคเลปโตสไปโรซิสทั้งหมด 1,354 ราย 
เสียชีวิต 19 ราย ซ่ึงอาชีพของผูปวยสวนใหญเปนเกษตรกรถึงรอยละ 84 สวนสาเหตุของเชื้อ       
เลปโตสไปราที่กอโรคนั้น สวนใหญติดมาจากหนู แตเนื่องจากพบวาเชื้อเลปโตสไปราที่กอโรคในคน 
เชน bratislava, sejroe ในโคและกระบือดวย ดังนั้นการปองกันการแพรเชื้อเลปโตสไปราจากโคมาสูคน 
จึงเปนแนวทางหนึ่งในการลดความเสี่ยงการติดเชื้อเลปโตสไปรามาสูเกษตรกรผูเล้ียงโค (คูมือ
วิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544) 
 
5.  ระบบภูมิคุมกันรางกายของโคนมในชวงกอนและหลังคลอด 

  
 ในระบบภูมิคุมกันรางกายจากสิ่งแปลกปลอมนั้น จะแบงออกเปน 2 ชวง คือ innate 
immunity ซ่ึงเปนชวงแรกของการปองกันสิ่งปลอกปลอมของรางกาย โดยจะทําหนาที่แบบไม
เฉพาะเจาะจงตอส่ิงแปลกปลอมหรือเชื้อโรค แตก็จะมีความสําคัญในการจดจําส่ิงแปลกปลอมเพื่อ
ใชในการตอตานเชื้อในระดับ adaptive immunity ตอไป โดยทั่วไปจะแบงยอยได 4 ประเภท คือ 
anatomic barriers, physiologic barrier, phagocytic หรือ endocytic barriers และ inflammatory 
barriers ซ่ึงในแตละกลุมนั้นจะทําหนาที่แตกตางกัน   
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และเมื่อผานไปประมาณ 5 ถึง 6 วันหลังจากเริ่มมีส่ิงแปลกปลอมหรือเชื้อโรคเขาสูรางกาย 
ภูมิคุมกันที่จําเพาะตอส่ิงแปลกปลอม ก็จะถูกสรางออกมา เพื่อมีผลในครั้งแรกที่ innate immunity 
ไมสามารถขับไลหรือทําลายสิ่งแปลกปลอมได และมีระบบความจําเพื่อใชในการขับไลหรือทําลาย
เชื้อโรคเดิมในครั้งตอๆไป ทําให เมื่อเชื้อโรคเดิมกลับเขามาไดถูกทําลายเร็วกวา มีประสิทธิภาพ
มากกวา ในครั้งแรกที่ไดรับเชื้อ เราเรียกชวงนี้วา adaptive immunity ตัวที่สําคัญในขบวนการนี้
ไดแก T-lymphocyte (cell-mediated response), antibody (humoral response) และสารที่ 2 ตัวนี้ผลิต
ขึ้น (Goldsby et al., 2003) 

 
 ในชวงกอน คลอดและหลงัคลอด ภูมิคุมกันในรางกายของโคนมจะลดลง (Goff and Horst, 
1992) ทั้งในภูมิคุมกันแบบ innate immunity และภูมิคุมกันแบบ adaptive immunity ได (Kimura et 
al., 1999a,  1999b)  เนื่องจากสาเหตุหลายประการที่รวมกันระหวางอิทธิพลของฮอรโมน ภาวะ
ความเครียด รวมทั้งภาวะโภชนาการ การที่ภูมิคุมกันรางกายลดลงโดยเฉพาะเม็ดเลือดขาวนิวโทร
ฟลที่มีหนาที่จับกิน (phagocytosis and killing), (Kehrli Jr. et al., 1989) เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยตที่
ลดลงชนิด T-lymphocyte (Kimura et al.,1999a, Kimura et al., 2002a, Nonnecke et al., 2003) จะมี
แนวโนมใหเกิดโรคที่สําคัญ ทั้งดานโรคติดเชื้อและโรคทางเมตาบอลิกเชน ไขน้ํานม เตานมอักเสบ 
รกคาง Johne’s disease เปนตน (Goff and Horst, 1997, Kimura et al., 2002b, Stabel et al., 2003) 
ซ่ึงทําใหเกิดความสูญเสียรายไดของเกษตรกร ดังนั้นจึงเชื่อวาเพิ่มระดับภูมิคุมกันรางกายในชวง
กอนคลอด คลอด และหลังคลอด จะชวยในการปองกันการเกิดโรคทางเมตาบอลิก และ โรคติดเชื้อ
ที่สําคัญได (Meglia et al., 2005) โดยตรวจคาโลหิตวิทยาเปนตัวแทนบอกความสามารถของรางกาย
ที่จะตอสูกับเชื้อโรคได (Klinkon and Zadnik, 1999; Meglia et al., 2005)   
 
6.  ภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปโรซิสและสารไซโตคายนท่ีเก่ียวของ 
 
 6.1  ระบบ innate immunity  
   
          Werts et al. (2001) ไดศึกษาสวน Lipopolysaccharide ของเชื้อเลปโตสไปรา 
(leptospiral LPS) พบวา LPS นั้นจะกระตุนผาน Toll-like receptor 2 (TLR2) และ CD14 และ
สามารถกระตุนการหลั่งสารไซโตคายน TNF-alpha และ IL-8 จากเซลล THP-1.hCD14  
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          Hung et al., 2006a ศึกษาวาสวน Leptospira outer membrane protein (OMPs) ของ
เชื้อ Leptospira santarosai serovar shermani ที่ระบาดในประเทศไตหวัน จะชักนําใหเซลลทอไต
สวน proximal tubule ผานทาง TLR2 ไดดวย เมื่อกระตุนผาน TLR2 ที่ผิวเซลลแลว เกิด signal 
transduction จนสุดทายมีการหล่ังสาร chemokine ซ่ึง chemokine เปนกลุมของโปรตีนขนาดเล็ก
ประมาณที่มีกรดอะมิโนเรียงตัว 90-130 อะมิโน มีหนาที่สําคัญในการดึงดูดเซลล (chemotaxis), 
กระตุนใหเซลลเม็ดเลือดขาวหลายชนิด (Goldbys et al., 2003) โดยปจจุบัน Hung et al. (2006a, 
2006b, 2006c) และ Yang et al. (2006a) คนพบ chemokine ที่เกี่ยวของกับโรคเลปโตสไปโรซิส 
โดยใช outer membrane protein (OMPs) ของเชื้อ Leptospira santarosai serovar shermani พบวามี 
chemokine 4 ตัว และมีหนาที่ชักนําเซลลดังนี้ CCL2-MCP1 จะชักนํา monocyte, CXCL1/KC จะชัก
นํา neutrophil, CXCL/MIP2 จะชักนํา macrophage และ RANTES (CCL5)จะชักนํา เม็ดเลือดขาว
ลิมโฟซัยตชนิด T-cell  ใหเขามาทําหนาที่ในขบวนการอักเสบบริเวณที่มีการหลั่ง นอกจากนี้พบวา
ในกลุม CC (MCP1 และ RANTES) จะชวยให iNOS และ TNF-alpha มีการหลั่งมากขึ้นดวย             
(Goldsby et al., 2003) ซ่ึงเม็ดเลือดขาวที่เพิ่มขึ้นจะทํางานในการทําลายเชื้อเลปโตสไปรา 
 
 6.2  Adaptive immunity 
   
          Adler and Faine (1977) รายงานการปองกันตอเชื้อเลปโตสไปรา มาจากระบบ 
antibody (humoral response) เปนหลัก โดย Jost et al (1986) ไดใชสวน lipopolysaccharide 
(Leptospiral LPS) สามารถกระตุนใหรางกายสรางแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราได จึงทําใหเชื่อ
วา การใชวัคซีน โดยการกระตุนใหรางกายสราง แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา สามารถปองกัน
โรคได แต Bolin et al.(1989) รายงานการใชวัคซีนปองกันโรคเลปโตสไปโรซิสรวม 5 สายพันธุ ที่
ใชในประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงประกอบดวย L. Interrogans serovars Hardjo (typeHardjoprajitno), 
canicola, Pomona, icteroheamorrhagiae และ L. kirschneri มาสรางภูมิในโคทดลอง แลวฉีดเชื้อ 
L.borgpetersenii serovar hardjo เพื่อทําใหเกิดโรค พบวาวัคซีนไมสามารถปองกันอาการแทง และ
ลูกตายได จึงสรุปวา ภูมิคุมกันแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราแตละสายพันธุ ไมสามารถขามสาย
พันธุกันได และคิดวาแอนติบอดีอาจไมใชตัวหลักในการปองกันเชื้อเลปโตสไปรา 
  
          Naiman et al. (2001) ไดแสดงวา โคที่ฉีดวัคซีนเชื้อตาย L.borgpetersenii serovar 
hardjo มีการแบงตัว (proliferate) ของ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) ตอเชื้อท่ีฉีด 
และเมื่อมาแยก PBMC พบวาเปนเซลลเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต ชนิด gamma-delta T-lymphocyte 
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และ CD+4 T-lymphocyte ซ่ึงเม็ดเลือดขาวทั้งสองชนิดนี้ ไดผลิต IFN-γ และ IFN-γ เปนไซโต
คายนที่เกี่ยวของกับระบบ Th1-type cellular immunity จึงแนะนําวาการเพิ่มการตานทานโรคเลป
โตสไปโรซิส ควรกระตุนภูมิคุมกันแบบ cellular immunity ดวย 
 

6.3  สารไซโตคายนที่เกี่ยวของกับโรคเลปโตสไปโรซิส 
 
        ไซโตคายนเปน low-molecular weight regulatory protein หรือ ไกลโคโปรตีน 

(glycoprotein) ที่ถูกหล่ังมาจาก เม็ดเลือดขาว หรือ เซลลอ่ืนที่สรางได โดยสารไซโตคายนเหลานี้ มี
หนาที่ในการควบคุมเซลลที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันใหเจริญเติบโต หรือทํางานได แบงตาม
หนาที่ได 2 กลุม คือ ไซโตคายนที่เกี่ยวของกับ innate immunity เชน interleukin 1 (IL-1) tumor 
necrosis factor alpha- (TNF-α) interleukin 12 (IL-12) เปนตน และไซโตคายนที่เกี่ยวของกับ 

adaptive immunity เชน interleukin 2 (IL-2) interferon (IFN-γ) เปนตน การที่ทราบสารไซโตคายน
ที่เกี่ยวของกับโรคตางๆนั้น จะสามารถรูถึงสาเหตุการเกิดพยาธิสภาพ การพัฒนาของโรค รวมไปถึง
การรักษาโรคดวยสารไซโตคายนได (Goldsby et al., 2003) โรคเลปโตสไปโรซิสก็เปนโรคหนึ่งที่มี
การศึกษาสารไซโตคายน การศึกษาพบวามีการทํางานของไซโตคายนหลายชนิดตอโรคเลปโตสไป
โรซิส  

 
          Estavoyer et. al. (1991) พบวามีไซโตคายน TNF-α ในผูปวยที่เปนโรคเลปโตสไป

โรซิส  
 
         Tajiki and salomao (1996) รายงานวาระดับไซคายน TNF-α ที่เพิ่มขึ้นจะเกี่ยวของ

กับระดับความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรซิสที่ดําเนินไป 
 

           Petro and Engelmann (2000) รายงานวาพบไซโตคายน TNF-α IL-2R และ IL-6 ที่
เพิ่มขึ้นในกรณีโรคเลปโตสไปโรซิสแบบเฉียบพลันในคน  

 
            Fost et al. (2003) รายงานการใช Leptospira interrogans serovar rachmati ในรูป

เชื้อตายมา incubate ในเลือดคน พบวาเลือดมีการตอบสนองโดยหลั่งไซโตคายน IFN-γ TNF-α IL-

12 p40 และเมื่อใหตัวยับยั้ง IL-12 ปริมาณ IFN-γ ก็ลดลงดวย แสดงใหเห็นวา IFN-γ ที่ผลิตขึ้น มี
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การควบคุมจาก IL-12 เปนหลัก และการตอบสนองตอเชื้อเลปโตสไปราที่กอโรค เกี่ยวของกับไซ
โตคายน ในกลุม adaptive immunity แบบ Th-1 cellular immunity 

 
          Vernel-Pauillac and Merien (2006) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไซโตคายน IL-2 IL-4 

IL-10 และ IL-12p40 IFN-γ TNF-α และ Transforming growth factor beta (TGB-ß) ในหนูที่ไดรับ
เชื้อ Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae strain Verdun ดวยวิธี Real-time PCR 

พบวาใน 1 ชั่วโมง หลังจาก incubate เชื้อในหนู จะมีไซโตคายน IL-12p40 IFN-γ TNF-α 
แสดงออก ซ่ึงบงบอกถึงการทํางานของไซโตคายนในกลุม adaptive immunity แบบ Th-1 cellular 
immunity ในหนูเปนครั้งแรก และใน 1 วัน หลัง incubate เชื้อจะพบไซโตคายน IL-4 IL-10 ซ่ึง
เกี่ยวของกับ การทํางานของไซโตคายนในกลุม adaptive immunity แบบ Th-2 cellular immunity 
ซ่ึงจะชวยในการสรางแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา 

 
           ดังนั้นการศึกษาไซโตคายนที่เกี่ยวของกับโรคเลปโตสไปโรซิสโดยเฉพาะไซโต

คายน IFN-γ และ TNF-α บงบอกถึงการตอบสนองของรางกายตอเชื้อเลปโตสไปรา และหาสาร
ปรับไซโตคายนเหลานี้ (modulate) เพื่อชวยลดการอักเสบหรือเพื่อใหรางกายมีภูมิคุมกันตอเชื้อเลป
โตสไปราได 
 
7.  สมุนไพรในการรักษาโรค 
  
 การใชสมุนไพรในการปองกันและรักษาโรคมีมานานกวา 3,000 ปแลว (Plaeger, 2003) ซ่ึง
ปจจุบันมีการศึกษาอยางกวางขวางและมีการแยกประเภทของสมุนไพรออกเปนหมวดหมูมากมาย 
สวนมากงานวิจัยจะเกี่ยวของในคน สวนในโคก็มีงานวิจัยบางเกี่ยวพืชสมุนไพร (Tabuti et al., 
2003) โดยสมุนไพรที่ใชในงานวิจัยนี้จะใชพืชสมุนไพรหลัก 5 ชนิดผสมกันอยูในรูปตํารับยา
สมุนไพร โดยนํามาจากผลิตภัณฑที่ไดขึ้นทะเบียนจากองคการอาหารและยา (อย.) 2 ผลิตภัณฑคือ 
มูพลัส® ซ่ึงปกติในโคจะใชลดปญหาเตานมอักเสบ ลดปริมาณโซมาติกเซลลและรักษาโรคทองรวง
ในลูกโค สวนผสมพืชสมุนไพรของมูพลัส®ประกอบดวย ไพล ฟาทะลายโจร และ ขมิ้นชัน สวนอีก
ผลิตภัณฑคือยาวัวแกวมังกร® ปกติสามารถเพิ่มน้ํานมและทําใหแมโคสุขภาพดี สวนผสมพืช
สมุนไพรของยาแกวมังกร®คือ ฟาทะลายโจร ลูกใตใบ และน้ํานมราชสีห  
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 7.1  ฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f )Nees)  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 2  ฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f) Nees) 
ท่ีมา: โครงการหอมรดกไทย (2542) 
 
          ฟาทะลายโจร (ภาพที่ 2) เปนพืชสมุนไพรที่ใชแพรหลาย ในหลายประเทศ เชน จีน 
อินเดีย และไทย เปนตน ในประเทศไทยสามารถพบไดทั้งประเทศ แตปริมาณสารออกฤทธิ์อาจ
แตกตางกันได ฟาทะลายโจรอยูในวงศ Acanthaceae มีชื่อพองหลายชื่อ เชน น้ําลายพังพอน หญา
กันงู ฟาสะทาน เขยตายายคุม เปนตน เปนพืชลมลุก สูง 30 - 60 ซม. ลําตนมักเปนเหล่ียมเห็นได
ชัดเจน ใบเดี่ยวติดกับลําตนเปนคูตรงขามในแตละขอ ตัวใบรูปไขรีหรือเรียวยาว ปลายใบและโคน
ใบแหลม กานใบยาว ประมาณ 0.5 ซม. ขนาดของใบกวาง 1 - 3 ซม. ยาว 3 - 15 ซม. ดอกสีขาวมี
ขนาดเล็กยาวประมาณ 1 ซม. ติดเปนชอยาวออกทั้งที่ปลายยอดและซอกโคนกานใบ ผลเปนฝกแบน
กวาง 3 - 4 มม. ยาว 1 - 1.5 ซม. เมื่อแกฝกจะแตกเปน 2 ซีก ภายในมีเมล็ดแบน ซีกละ 3 - 7 เมล็ด 
(กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร "สมุนไพรพื้นบาน (ฉบับรวม), 2537) มีหลักฐานทางวิทยาศาสตรวา 
มีฤทธิ์ลดการบีบตัวของลําไส ฆาและยับยั้งแบคทีเรีย มีฤทธิ์ลดการอักเสบ เพิ่มการหล่ังน้ําลายทําให
ชุมคอและมีฤทธิ์สรางภูมิคุมกัน โดยสารที่ออกฤทธิ์อยูในกลุมแลคโตน ที่มีช่ือวาแอนโดรกราโฟ
ไลต (andrographolide) ซ่ึงพบไดในสวนที่เหนือดินของตน (Nanduri et al., 2004)  
 

http://www.tv5.co.th/service/mod/heritage/nation/pri/pri2.htm
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          Singha et al. (2003) ศึกษาฟาทะลายโจร ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อโรค พบวา สาร 
andrographolide ในฟาทะลายโจร มีคุณสมบัติที่คลายกับยาปฏิชีวนะคือทําลายหรือยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย B.subsitis E.coli P.aeruginosa เชื้อรา C.albicans เปนตน  
 
          SCARG (1976) รายงานการรักษาผูปวยที่เปนโรคเลปโตสไปโรซิส ดวยยาเม็ดที่มี
สวนผสมของ deoxyandrographolide andrographolide และ neoandrographolide ใหผลดีตอการ
รักษาประมาณ 80%  
 
 7.2  ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn) 
ท่ีมา: โครงการหอมรดกไทย (2542) 
 
          ขมิ้นชัน (ภาพที่ 3) อยูในวงศ Zingiberaceae เปนไมลมลุกที่มีลําตนใตดินเปนเหงา 
เนื้อเหงาสีเหลือง เหงาเล็ก ขนาด 1 -2 ซม. ใบรูปเรียวยาวที่ขอบใบคอนขางขนาน ปลายใบแหลม 
เนื้อใบเรียบ ขนาดกวาง 8 - 15 ซม. ยาว 25 - 40 ซม. กานใบคลายกาบยาว 15 - 30 ซม. ดอกออกเปน
ชอทรงกระบอก ขนาดกวาง 4 - 8 ซม. ยาว 5 - 14 ซม. กานดอกออกมาจากเหงาโดยตรงยาว 7 - 15 
ซม. มีกลีบประดับขนาดใหญจํานวนมาก เขียวอมชมพู สีตอนบนเขมขนกวาตอนลาง ดอกสีขาวอม
เหลือง (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร "สมุนไพรพื้นบาน (ฉบับรวม), 2537) สวนเหงาซึ่งเปนสวนที่
มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญคือ curcuminoid และ tumeric oil (อัมพวันและมนัสสนันท, 2544) สาร 

http://www.tv5.co.th/service/mod/heritage/nation/pri/pri2.htm
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curcuminoid มีสรรพคุณหลายอยาง เชน มีฤทธ์ิขับลม ตานการเกิดแผลในกระเพาะเพราะมีการ
กระตุนการหล่ัง mucin ออกมาเคลือบกระเพาะ ฤทธิ์ตานฮีสตามีน ฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรีย ฤทธิ์ขับ
น้ําดี เพิ่มภูมิคุมกันรางกายทั้งขบวนการฟาโกไซต อินเตอรเฟยรอน มีฤทธิ์ลดการอักเสบ (Chainani-
Wu, 2003; Wessler, 2005) 
  

7.3  ไพล (Zingiber cassumnar Roxb)  
   
          ไพล (ภาพที่ 4) อยูในวงศ Zingiberaceae เปนไมลงหัว มีเหงาใหญ เนื้อสีเหลือง กล่ิน
หอม ใบเรียวยาว ปลายแหลม ออกดอกเปนชอ อยูบนกานชอ ที่แทงจากเหงา (สมุนไพรในงาน
สาธารณสุขมูลฐาน สําหรับบุคลากรสาธารณสุข, 2533) สารออกฤทธิ์ที่สําคัญคือ Curcuminoid และ 
ß-sitosterol ซ่ึงชวยลดการอักเสบ (Ozaki et al., 1991) บรรเทาอาการปวด โดยสารที่ออกฤทธิ์คือ 
(E)-4(3,4-dimethylphenyl) butadiene (Jeenapongsa et al., 2003) ฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
เชน b. substilis P. aeruginosa ß-streptococcus group A (Habsah et al., 2000) เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  ไพล (Zingiber cassumnar Roxb) 
ท่ีมา: โครงการหอมรดกไทย (2542) 
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 7.4  น้ํานมราชสีห (Euphorbia hirta L.)  
  

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 5  น้ํานมราชสีห (Euphorbia hirta L.) 
ท่ีมา: กองเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร มหาวิทยาลัยราชภัฏอุตรดิตถ (2550) 

 
          น้ํานมราชสีหอยูในวงศ Euphorbiaceae  เปนไมลมลุก  สูงประมาณ 30 - 40 ซม. ลําตน
มีขนละเอียดสีน้ําตาลออน  มีน้ํายางขาวไหลซึมหากเกิดบาดแผล ใบเดี่ยวเรียงตรงขามรูปขอบขนาน 
ผิวใบมีขนทั้งสองดาน กวาง 1.0 - 1.5 ซม. ยาว 2 - 4 ซม. ดอกแยกเพศ ออกเปนชอที่ซอกใบ ดอกไม
มีกลีบเล้ียงและกลีบดอก ใบประดับรูปถวยสีเขียวเขม ผลทรงกลมมี 3 พู เมื่อแกสีเหลือง ผลแหง
แลวแตก เมล็ดขนาดเล็กสีน้ําตาลแกหรือแดง (สยามไภษัชยพฤกษ ภูมิปญญาของชาติ, 2538) (ภาพ
ที่ 5)มีสารออกฤทธิ์คือ ß-sitosterol มีฤทธ์ิลดการอักเสบและตานเชื้อแบคทีเรีย Shigella spp.(Vijaya 
et al., 1995) และแกอาการไมมีน้ํานมในโค (Chifundera, 1998) สารที่สกัดไดมีฤทธิ์ลดการอักเสบ 
(Lanhers et al., 1991) 
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 7.5  ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  ลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) 
ท่ีมา: กลุมโรคเอดส สํานักโรคเอดส วัณโรคและโรคติดตอทางเพศสมัพันธ กรมควบคุมโรค   
          กระทรวงสาธารณสุข  (2551) 
 
           ลูกใตใบ (ภาพที่ 6) อยูในวงศ Euphorbiaceae มีชื่อพอง เชน มะขามปอมดิน หญาใต
ใบ และ หญาใตใบขาว สารออกฤทธิ์คือ Phyllanthin และ Hypophyllanthin มีฤทธิ์ลดการอักเสบ และ
บํารุงตับ ลดความเปนพิษจาก aflatoxin (Nazz et al., 2007)   
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1.  สัตวทดลอง 
  
 1.1 แมโคนมระยะแหงนม  
  

        แมโคพันธุโฮลสไตน ฟรีเชี่ยนตั้งทองจํานวน 25 ตัว จากคอกสัตวทดลอง คณะสัตว
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน โดยผานการทองไมเกิน 3 ทอง และ
ไมเคยไดรับวัคซีนปองกันโรคเลปโตสไปโรซิส ที่จะคลอดในชวงเดือนกันยายน พ.ศ. 2548 จนถึง 
เดอืนกุมภาพันธ พ.ศ. 2549 

 
1.2 ลูกโค 
  
       ลูกโคที่เกิดจากแมโคนมทดลองทั้ง 25 ตัว 
 

2.  ตํารับพืชสมุนไพรไทยทดลอง 
 

 2.1 ตํารับพืชสมุนไพรไทยทดลอง ตํารับที่ 1 
  

       ตํารับสมุนไพรไทยตํารับที่ 1 มีสวนผสมของ ฟาทะลายโจร ลูกใตใบ น้ํานมราชสีห 
เปนหลัก เปนยาผงสมุนไพรที่ผานกระบวนการอบแหงและบดละเอียด โดยไดรับความ
อนุเคราะหจากบริษัทลิลล่ีฟูดแอนดซายน ขนาดที่ใช 25 มิลลิกรัมตอน้ําหนักโค 1 กิโลกรัมทุก 
12 ช่ัวโมง 
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2.2 ตํารับพืชสมุนไพรไทยทดลอง ตํารับที่ 2 
 
        ตํารับสมุนไพรไทยตํารับที่ 2 มีสวนผสมของ ไพล ฟาทะลายโจร และขมิ้นชัน เปน
หลัก เปนยาผงสมุนไพรที่ผานกระบวนการอบแหงและบดละเอียด โดยไดรับความอนุเคราะหจาก
บริษัทลิลล่ีฟูดแอนดซายน ขนาดที่ใช 50 มิลลิกรัมตอน้ําหนักโค 1 กิโลกรัม ทุก 12 ช่ัวโมง 

วิธีการ 

 
1.  การตรวจหาแมโคท่ีเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรากอนการทดลอง 

 
 เก็บตัวอยางปสสาวะแมโคตั้งทองจํานวน 25 ตัว ที่จะคลอดในชวงเดือนกันยายน พ.ศ. 
2548 จนถึง เดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2549 เพื่อตรวจวินิจฉัยหาเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราโดยวิธี
เพาะเลี้ยงเชื้อและตรวจดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด เพื่อนํามาแบงกลุมทดลองตอไป 

 
2.  การจัดแบงกลุมแมโคนมทดลอง 

 
 แมโคที่ไดรับการตรวจหาเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราแลว จะนํามาแบงกลุมโดยการสุม
ได 4 กลุมดังนี้  

 
กลุมที่ 1 แมโคนมที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง   
            ชื่อกลุมยอ NH-SCH- 
กลุมที่ 2 แมโคนมที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
            ชื่อกลุมยอ NH-SCH+ 
กลุมที่ 3 แมโคนมที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
            ชื่อกลุมยอ H-SCH+ 
กลุมที่ 4 แมโคนมที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
            ชื่อกลุมยอ H-SCH- 
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3.  แผนการใหตํารับพืชสมุนไพรทดลองแกโคแหงนมและแผนการเก็บตัวอยางจากแมโคนมแตละตัว 
 

 กอนเริ่มการทดลอง 1 สัปดาห แมโคแหงนมทุกตัวจะถูกเก็บตัวอยางพลาสมา ซีรัมและ
ปสสาวะ (Before) จากนั้นแมโคแหงนมจะถูกสุมในการใหตํารับสมุนไพรทดลอง หรือสุมไมไดรับ
ตํารับสมุนไพรทดลอง ซ่ึงทุกสัปดาหตั้งแตเริ่มการทดลองจนสิ้นสุดการทดลองของแมโคแหงนม
ทุกตัวจะทําการเก็บตัวอยางพลาสมา ซีรัม และปสสาวะ โดยเริ่มการเก็บและวิเคราะหที่ 5 ถึง 3 
สัปดาหกอนคลอด ((-5)- (-3)) 2 สัปดาหกอนคลอด (-2) 1 สัปดาหกอนคลอด (-1) วันคลอด (0) 1 
สัปดาหหลังคลอด (+1) 2 สัปดาหหลังคลอด (+2) และ 4 สัปดาหหลังคลอด (+4) และแมโคแหงนม
ที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะเริ่มไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง ตํารับที่ 1 .หลังจากระยะกอนการทดลอง 
(Before) จนจบการทดลอง (+4) และไดรับตํารับที่ 2 ตั้งแต 2 สัปดาหกอนคลอด (-2) จนถึงวัน
คลอด (0) ดังแสดงในภาพที่ 7  

    วันที่เก็บตัวอยางพลาสมา ซีรัมและปสสาวะ  
        
 
ระยะทอง        Before--------(-5)-(-3)-------(-2)------(-1)--------0------(+1)------(+2)-------(+4) 

 
 

                                                เริ่มใหตํารับที่ 1   เริ่มใหตํารับที่ 2    หยุดใหตํารับที่ 2              หยุดใหตํารับยาที่ 1        
 

ภาพที่ 7  แผนการเก็บตวัอยางของแมโคทดลองและการใหสมุนไพรในแมโคที่ไดรับตํารับ  
               สมุนไพรทดลอง                                    

0            คือ วันคลอด 
-1 -2 -3 -4 -5            คือ  ระยะเวลา 1 2 3 4 5 สัปดาหกอนคลอด 
+1 +2 +4                  คือ  ระยะเวลา 1 2 4 สัปดาหหลังคลอด 
ยาตํารับที่ 1              คือ  ยาที่มีสวนประกอบของฟาทะลายโจร ลูกใตใบ และ  
                                       น้ํานมราชสีห ขนาดที่ใช 25 มิลลิกรัมตอน้ําหนักโค      
                                       1 กิโลกรัม ทุก 12 ช่ัวโมง 
ยาตํารับที่ 2              คือ  ยาที่สวนประกอบของไพล ฟาทะลายโจร และ  
                                       ขมิ้นชัน ขนาดที่ใช 50 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัโค  
                                       1 กิโลกรัม ทุก 12 ชั่วโมง 
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4.  ขอมูลและตัวอยางที่เก็บจากแมโคนมและลูกโค 

 
 4.1  ขอมูลและตัวอยางที่เก็บจากแมโคนม 

 
          4.1.1 ขอมูลปริมาณน้ํานม 

 
      ปริมาณน้ํานมตอวันนับตั้งแตวันคลอดถึง 30 วันหลังคลอดของโคแตละตัวถูก
เก็บไวโดยเจาหนาที่รีดนมประจําคอกสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน 

 
4.1.2 ขอมูลสุขภาพโดยรวมและการเจ็บปวย  

 
       ขอมูลการตั้งทอง ขอมูลการเจ็บปวยการการรักษาขณะทําการทดลองและการ
ทําวัคซีน ถูกเก็บไวโดยเจาหนาที่ดูแลสัตวทดลองประจําคอกสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 

 
4.1.3 การเก็บตัวอยางเลือด 

 
       เก็บตัวอยางเลือดจากแมโคทดลองจากเสนเลือดดํา Jugular vein โดยกอนการ
เก็บจะใชแอลกอฮอล 70 % เช็ดบริเวณที่เจาะเก็บตัวอยาง เก็บเลือดจํานวน 3 ซีซี ใสหลอดเก็บเลือด
สุญญากาศที่บรรจุสารการกันการแข็งตัวของเลือด ชนิด EDTA (Vacutainer EDTA®) ผสมเลือด
และสารกันการแข็งตัวของเลือดเขากัน โดยการพลิกไปมาอยางชาๆ แชตัวอยางเลือดในถังเก็บความเย็น 

 
4.1.4 ตัวอยางซีรัม 

 
       แมโคถูกเก็บเลือดจากบริเวณ Jugular vein โดยกอนการเก็บจะใชแอลกอฮอล 
70 % เช็ดบริเวณที่เจาะ เก็บเลือดจํานวน 9 ซีซี ใสในหลอดเก็บเลือดสุญญากาศชนิดไมมีสารกันการ
แข็งตัวของเลือด (SST gel&clot activator vacutainer®) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 3-6 ช่ัวโมง จึงนําไป
ปนที่ความเร็ว 3500 rpm (รอบตอนาที) 10 นาที จะแยกเปน 3 สวนคือ ซีรัม เจล และ เม็ดเลือดจาก
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บนถึงลาง ตามลําดับ ใชปเปตดูดซีรัมใสในหลอด microfuge ขนาด 1.5 ซีซี เก็บที่อุณหภูมิ -40 ถึง   
-20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะห 

 
4.1.5 ตัวอยางปสสาวะ 

    
       แมโคจะถูกกระตุนโดยใชมือที่ใสถุงมือยางถูขึ้น ลงบริเวณผิวหนังสวนลาง
อวัยวะเพศ เมื่อโคปสสาวะจะเก็บบริเวณสวนกลางของปสสาวะ ใสในถุง Stomacher bag ที่ปลอดเชื้อ  

 
 4.2 ขอมูลและตัวอยางที่เก็บจากลูกโคนม 

 
เก็บตัวอยางเลือด ซีรัมและปสสาวะ จากลูกโคนมในสัปดาหคลอดถึง 1 สัปดาหหลัง

คลอด โดยวิธีเก็บตัวอยางเหมือนขอ 4.1.3 4.1.4 และ 4.1.5 ตามลําดับ 
 

5. การตรวจสอบความเปนพิษของตํารับพืชสมุนไพรทดลองตอสุขภาพแมโคนม 
 

5.1 การตรวจสอบคาทางโลหติวิทยา 
 

        เลือดในหลอดเก็บเลือดสุญญากาศที่มีสารกันการแข็งตัวของเลือด ชนิด EDTA ถูกสง
ต ร ว จ วั ด ค า ท า ง โ ล หิ ต วิ ท ย า  ที่ ห อ ง ป ฏิ บั ติ ก า ร โ ล หิ ต วิ ท ย า  โ ร ง พ ย า บ า ล สั ต ว
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน เพื่อตรวจจํานวนเม็ดเลือดแดง (red blood count; 
RBC) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit) คาฮีโมโกลบิน (hemoglobin) จํานวนเม็ดเลือดขาว 
(white blood count; WBC) จํานวนเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล (neutrophil) จํานวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟ
ซัยต (lymphocyte) จํานวนเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต (monocyte) จํานวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล 
(eosinophil) จํานวนเกล็ดเลือด (platelet) และคาพลาสมาโปรตีน (plasma protein)  
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 5.2 การตรวจวัดระดับเอนไซมและความผิดปกติของเนื้อเยื่อไต 
 

5.2.1 การตรวจวัดความเปนกรด-ดาง ของปสสาวะ 
 
นํากระดาษวัดกรด-ดางจุมกระดาษลงในปสสาวะที่อยูใน Stomacher bag อานผล

โดยการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษวัดกรด-ดาง  
 

5.2.2 การตรวจวัดระดับยูเรียในกระแสเลือด (Blood urea nitrogen; BUN) ในซีรัม 
 

การตรวจการตรวจวัดระดับยูเรียในกระแสเลือด (Blood urea nitrogen, BUN) จะ
ใชวิธี Urease-Berthrlot Method (Chaney and Marbach, 1962; Kaplan and Teng, 1982) หลักการมี
ดังนี้ ยูเรียในซีรัมจะสลายเปนแอมโมเนีย และคารบอนไดออกไซด โดยเอนไซม ยูรีเอส (urease) 
แอมโมเนียที่เกิดขึ้นจะเกิดสีโดยทําปฏิกิริยากับ hypochlorite และ salicylate โดยมี nitroprusside 
เปนตัวเรงปฎิกิริยา ทําการตรวจโดยนําซีรัมที่จะตรวจและน้ํายายูเรียมาตรฐานที่ทราบความเขมขน
มา 0.02 ซีซี ผสมกับเอนไซม urease ใน salicylate-nitroprusside buffer จํานวน 2.5 ซีซี เขยาและอุน
ในอางน้ําปรับ อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม alkaline hypochlorite 2.5 ซีซี 
ผสมและอุนในอางน้ําปรับอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที การเตรียมคา blank จะทํา
เหมือนที่กลาวมาแตจะไมใสซีรัม อานคา OD ที่ได ที่ความยาวคลื่นแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยปรับ
ใหคา blank เปนศูนย การอานผลจะนําคา OD ที่วัดไดจากยูเรียมาตรฐานที่ทราบความเขมขน มา
สรางกราฟเสนตรงมาตรฐานระหวางคา OD กับความเขมขน (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) นําคา OD  ซีรัมที่
ตรวจไดมา มาเทียบกับกราฟ เพื่อแปลงเปนความเขมขน (มิลลิกรัม/เดซิลิตร)  
 

5.2.3 การตรวจวัดระดับครีเอทินีน (creatinine) ในซีรัม 
 
การตรวจวัดระดับครีเอทินีน (creatinine) ในซีรัม จะใชวิธี New Convinient 

Method (Owen et al., 1954 ; Taussky, 1954) หลักการมีดังนี้ ครีเอทินีนในซีรัมจะรวมตัวกับ picric 
acid ซ่ึงไดสีน้ําตาลเมื่อเปนดาง ทําการตรวจโดย นําซีรัมที่จะตรวจและน้ํายาครีเอทินีนมาตรฐานที่
ทราบความเขมขนมา 0.5 ซีซี ผสมกับ picric acid จํานวน 3 ซีซี เขยา 10 วินาทีและปนดวยเครื่องปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 5 นาที ดูดสวนใส 2.5 ซีซีที่ปนได มาผสมกับโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1.4 โม
ลาร 0.5 ซีซี เขยาและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส 15 นาที การเตรียมคา blank จะทํา
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เหมือนที่กลาวมาแตจะไมใสซีรัม อานผลคา OD ที่ความยาวคลื่นแสงที่ 520 นาโนเมตร โดยปรับให
คา blank เปนศูนย อานผลจะนําคา OD ที่วัดไดจากครีเอทินีนมาตรฐานที่ทราบความเขมขน มา
สรางกราฟเสนตรงมาตรฐานระหวางคา OD กับความเขมขน (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) นําคา OD  ซีรัมที่
ตรวจไดมา มาเทียบกับกราฟ เพื่อแปลงเปนความเขมขน (มิลลิกรัม/เดซิลิตร)  

 
6. การตรวจวัดระดับไซโตคายนบงบอกความเครียดและการอักเสบ 
 

 วัดสารไซโตคายน 2 ชนิดคือ IFN-γ โดยใชชุดตรวจ IFN-γ (Bovine IFN-γ Screening Set) 
บริษัท ENDOGEN (U.S.A) และสาร TNF-α โดยใชชุดตรวจ TNF-α (Bovine TNF-α Screening Set) 
บริษัท ENDOGEN (U.S.A) ตรวจโดยวิธี ELISA แบบ antibody sandwish 
 
7. การตรวจสอบอิทธิพลของตํารับพชืสมุนไพรตอการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปลอยเชื้อสไปโร
ขีด/เลปโตสไปราจากแมโคนมที่เปนแหลงรังโรค 
 
 7.1 อิทธิพลตอการปลดปลอยเชื้อ 

 
7.1.1  การดูเชื้อ สไปโรขีด/เลปโตสไปรา ดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด 

 
 นําปสสาวะที่เก็บไดจํานวน 1 ซีซี มาใสในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH 9 ซีซี 

เพาะเลี้ยงในที่มืด ท่ีอุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส ทุกวันที่ 2 4 และ 6 นับจากวันเก็บปสสาวะ จะ
นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสปสสาวะมาดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด โดยดูดตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใส
ปสสาวะ มา 20 ไมโครลิตร ลงในสไลด และดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืดที่กําลังขยาย 100 เทา 
บันทึกผลการดู โดยแบงออกเปน 5 เกรดดังนี้ 

 
เกรด 0 หมายถึง ไมพบเชื้อสไปโรขีด ที่กําลังขยาย 100 เทา 
เกรด 1 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
เกรด 2 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 2 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
เกรด 3 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
เกรด 4 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณมากกวา 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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7.1.2  การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธีปฎิกิริยาลูกโซโพลิเมอ
เรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 
 การออกแบบ primer จะอิงตามการรายงานของ Gravekamp et al. (1993) และใช

วิธีการเพิ่มจํานวนดีเอนเอ อิงตามการรายงานของ ศิริวรรณและคณะ (2546) ผลผลิตดีเอนเอที่ไดจะ
ถูกยอมดวย SYBR gold และนําไปตรวจสอบขนาดของดีเอนเอจากการเคลื่อนที่ของดีเอนเอใน 
agarose gel  
 
 7.2 อิทธิพลตอระดับภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปราเมื่อตรวจดวยวิธี Microscopic 
Agglutination Test (MAT) 
 

ตรวจระดับภูมิคุมกันตอโรคเลปโตสไปโรซิส ดวยวิธี MAT โดยสงซีรัมไปตรวจที่
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข โดยใชระดับ
ไตเตอร 1:50 ขึ้นไปเปนระดับตัดสินใจวาเปนมีภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปรา 
 
8. สถิติวิเคราะห 
 
 วิเคราะหความแตกตางระหวาง 2 ประชากร ดวยวิธี T-test วิเคราะหความแตกตางมากกวา 
2 ประชากร ดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบเชิงซอน (Multiple 
Comparison) ดวยวิธี Tukey’s Honesty Significant Difference (HSD) โดยใชโปรแกรม MINITAB 
14 คา P value นอยกวาหรือเทากับ 0.1 ถือวามีความแตกตาง โดยเปรียบเทียบระหวางกลุมในแตละ
ชวงเวลา และ P value นอยกวาหรือเทากับ 0.5 ถือวามีความแตกตาง โดยเปรียบเทียบชวงเวลาของ
แตละกลุม  
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ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหวางแมโคนมที่ไดรับตํารับสมุนไพร และแมโคนมที่ไมไดรับตํารับ
สมุนไพรในระยะกอนคลอด คลอดและหลังคลอด 
 
 1.1  ผลของตํารับสมุนไพรตออุณหภูมิรางกายและคาโลหิตวิทยาของแมโคนม 
 

อุณหภูมิ 
   

แมโคนมจํานวน 14 ตัวไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง (Herb) และ แมโคจํานวน 11 ตัว
ไมไดรับตํารับสมนุไพรทดลอง (No herb) มีการเปลีย่นแปลงอณุหภูมิรางกายในระยะใกลคลอด 
คลอดและหลงัคลอด ไดแสดงในภาพที่ 8 พบวาอณุหภมูิรางกายของแมโคนมทั้งสองกลุมอยูในคา
อางอิงมาตรฐาน ยกเวนแมโคกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร มีอุณหภมูิรางกายสูงกวามาตรฐานใน
ระยะ 1 สัปดาหหลังคลอด เมื่อเปรียบเทียบชวงเวลาของแตละกลุมพบวา แมโคนมทัง้สองกลุมมีคา
อุณหภูมิรางกายสูงขึ้นในระยะใกลคลอด (-1 wk) วันคลอด (0) และหลังคลอด 1 สัปดาห (+1 wk) 
โดยเฉพาะแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรในชวง 1 สัปดาหหลังคลอดจะมีอุณหภูมิรางกายสงู
กวาในชวงกอนการทดลอง (Before) และชวง 4 สัปดาหหลังคลอด (+4 wk) (p≤ 0.05) สมุนไพรมี
ผลตออุณหภูมริางกายของโคนม ดังจะพบวาเมื่อเริ่มใหตาํรับสมุนไพร (ระยะ -5 ถึง -3) และใน
ระยะ 2 สัปดาหหลังคลอด แมโคนมจะมีอุณหภูมิสูงกวากลุมไมไดรับสมุนไพร (p≤ 0.05, ภาพที่ 8)  
 

คาโลหิตวิทยา 
   

ในระยะกอนคลอดจนถึงวันคลอด แมโคนมทั้งสองกลุมมีจํานวนเม็ดเลือดแดงที่
ใกลเคียงกันในระดับมาตรฐานปกติและมีคาคงที่ ดังแสดงในภาพ 9A นับตั้งแตวันคลอด จํานวน
เม็ดเลือดแดงในแมโคนมกลุมไมไดรับตํารับสมุนไพรและกลุมไดรับสมุนไพรมีคาเม็ดเลือดแดง
ลดลงชวงหลังคลอด โดยเฉพาะแมโคนมกลุมไมไดรับตํารับสมุนไพรมีคาลดลงรวดเร็วและมีคา
ลดลงตลอดระยะเวลานับตั้งแตวันคลอด เมื่อเปรียบเทียบกับชวงกอนการทดลองถึง 1 สัปดาหกอน
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คลอด (ภาพ 9A ระยะ 0 1 2 และ 4) และมีความแตกตางทางสถิติในระยะ 2 และ 4 สัปดาหหลัง
คลอด (p≤ 0.05, ภาพที่ 9A)โดยพบวาในระยะ 2 สัปดาหหลังคลอด จํานวนเม็ดเม็ดเลือดแดงของแม
โคนมในกลุมไมไดรับตํารับสมุนไพรมีคาต่ํากวาคาของแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร       
(p≤ 0.10) ดังแสดงในภาพ 9A   
 

คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit, ภาพที่ 9B) และคาฮีโมโกลบิน (hemagobin, ภาพ
ที่ 9C) มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงไปในแนวทางเดียวกันในแมโคนมทดลองทั้งสองกลุม คือ พบคา
ฮีโมโกลบินและคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนมีระดับคงที่ ตั้งแตวันเริ่มการทดลองจนถึงวันคลอดและมี
การลดลงตั้งแตวันคลอดจนถึงสิ้นสุดการทดลอง ซ่ึงการเปล่ียนแปลงนี้อยูในระดับอางอิงมาตรฐาน 
โดย 4 สัปดาหหลังคลอดมีคาต่ําสุด (p≤0.05) และเมื่อคํานวณทางสถิติของปริมาณฮีโมโกลบินและ
คาเม็ดเลือดแดงอัดแนนแตละชวงเวลาของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรและไมไดรับตํารับสมุนไพร 
ไมพบความแตกตางในสองกลุมทดลอง 
 

ตลอดระยะเวลาการทดลองปริมาณเม็ดเลือดขาว (WBC) ในแมโคนมทั้งสองกลุมมี
การเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 9D) คือปริมาณเม็ดเลือดขาวจะมีคาสูงขึ้นในระยะ 1 
สัปดาหกอนคลอด และวันคลอด สําหรับใน 1 สัปดาหหลังคลอดจนถึง 4 สัปดาหหลังคลอด 
ปริมาณเม็ดเลือดขาวจะลดลงอยูในระดับใกลเคียงกับในชวง 1 สัปดาหกอนคลอด เมื่อคํานวณทาง
สถิติชวงเวลาของแตละกลุม ไมพบความแตกตางในชวงเวลา อยางไรก็ตาม ปริมาณเม็ดเลือดขาวใน
แมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะมีปริมาณเม็ดเลือดขาวที่สูงกวาคาของแมโคนมกลุมที่ไมได
รับตํารับสมุนไพรในทุกระยะ และพบความแตกตางทางสถิติระหวาง 2 กลุม ในสัปดาหที่ 2 กอน
คลอด (p≤ 0.10) และ สัปดาหที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.05) ดังแสดงในภาพ 9D  
 

จํานวนเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล (neutrophil) ในโคนมทั้งสองกลุมมีคาอยูในระดับ
มาตรฐาน และมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงระดับเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟลใกลเคียงกันตลอดระยะการ
ทดลอง และไมพบความแตกตางระหวางสองกลุม (ภาพ 10A) โดยจะพบการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือด
ขาวนิวโทรฟล 1 สัปดาหกอนคลอดจนถึงวันคลอด และใน 1 สัปดาหหลังคลอดปริมาณเม็ดเลือด
ขาวนิวโทรฟลจะเริ่มปรับลดลงจนเขาสูระดับเดิมในสัปดาหที่ 2 – 4 สัปดาหหลังคลอด โดยวัน
คลอดจะพบคาเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟลสูงที่สุด ดังแสดงในภาพ 10A  
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จํานวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต (lymphocyte) ในโคนมทั้งสองกลุมมีคาอยูในระดับ
มาตรฐาน (ภาพที่ 10B) ในแมโคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรมีระดับจํานวนเซลลเม็ดเลือด
ขาวลิมโฟซัยตที่ลดลงตั้งแตเร่ิมการทดลองจนถึงสิ้นสุดการทดลอง แตไมแตกตางทางสถิติ ในขณะ
ที่แมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะมีจํานวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยตที่สูงตั้งแตระยะเริ่มให
สมุนไพรจนถึงสัปดาหที่ 2 กอนคลอด และในระยะ 1 สัปดาหกอนคลอดถึง 1 สัปดาหหลังคลอด มี
ระดับลิมโฟซัยตลดลงอยูในระดับเดียวกัน จากนั้นเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยตก็จะเพิ่มขึ้นจนจบการ
ทดลอง ดังแสดงในภาพ 10B อยางไรก็ตามเมื่อคํานวณทางสถิติชวงเวลาของแตละกลุม ไมพบ
ความแตกตางในแตละระยะ แตจะพบวาจํานวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยตในแมโคนมกลุมที่ไดรับ
ตํารับสมุนไพรจะมีจํานวนสูงกวาในแมโคนมกลุมไมไดรับตํารับสมุนไพรในเกือบทุกระยะของ
การทดลอง โดยพบความแตกตางทางสถิติในระยะ สัปดาหที่ 5 ถึง สัปดาหที่ 3 กอนคลอด          
(p≤ 0.05) สัปดาหที่ 2 กอนคลอด (p≤ 0.10) วันคลอด (p≤ 0.10) สัปดาหที่ 2 หลังคลอด (p≤ 0.05) 
และสัปดาหที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.10) 
 

จํานวนเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต (monocyte) ในโคนมทั้งสองกลุมมีคาอยูในระดับ
มาตรฐาน เมื่อคํานวณทางสถิติชวงเวลาของแตละกลุม ไมพบความแตกตางในแตระยะเวลา (ภาพที่ 
10C) อยางไรก็ตามพบวาเม็ดเลือดขาวโมโนซัยตในแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะมี
ปริมาณเม็ดเลือดขาวโมโนซัยตที่มากกวาแมโคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรในสัปดาหที่ 1 
กอนคลอด (p≤ 0.10) สัปดาหที่ 1 หลังคลอด (p≤ 0.10) และสัปดาหที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.10)  
 

ตลอดระยะเวลาการทดลอง จํานวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล (eosinophil) ในแมโคนม
ทั้งสองกลุมมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 10D) คือจํานวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโน
ฟลมีจํานวนลดลงตั้งแตเริ่มการใหตํารับสมุนไพร โดยเฉพาะในชวงวันคลอดถึง 1 สัปดาหหลัง
คลอด (กลุมไดรับตํารับสมุนไพร) และระยะ 2 -4 สัปดาหหลังคลอด (กลุมไมไดรับตํารับสมุนไพร) 
มีคาจํานวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟลต่ําสุด เม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟลของแมโคนมกลุมที่ไดรับ
ตํารับสมุนไพรสูงกวาคาของแมโคนมไมไดรับตํารับสมุนไพร ในสัปดาหที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.05)  
 

จํานวนเกล็ดเลือด (platelet) ในโคนมทั้งสองกลุมอยูในคามาตรฐาน (ภาพที่ 11A) ในแม
โคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรจะมีจํานวนเกล็ดเลือดลดลงระยะเริ่มการทดลองถึง 1 สัปดาห
กอนคลอดและจากนั้นจํานวนเกล็ดเลือดจะเพิ่มขึ้น โดยมีคาสูงสุดในระยะ 1 สัปดาหหลังคลอด 
ในขณะที่แมโคนมกลุมไดรับตํารับสมุนไพรพบวาสมุนไพรมีผลใหจํานวนเกล็ดเลือดเพิ่มขึ้น
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ตอเนื่อง ตั้งแตเร่ิมการใหสมุนไพรจนสิ้นสุดการทดลอง ซ่ึงระยะ 4 สัปดาหหลังคลอด จะมีเกล็ดเลือด
ที่สูงที่สุด ดังแสดงในภาพ 11A สําหรับการเปรียบเทียบจํานวนเกล็ดเลือดระหวางแมโคนม 2 กลุม 
พบวาจํานวนเกล็ดเลือดในแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะมีปริมาณเกล็ดเลือดที่มากกวาแม
โคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรในระยะ 2 ถึง 1 สัปดาหกอนคลอด เมื่อทดลองทางสถิติพบวา
แมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรมีปริมาณเกล็ดเลือดที่มากกวาแมโคนมกลุมไมใหตํารับ
สมุนไพรอยางมีนัยสําคัญที่สัปดาหที่ 2 กอนคลอด (p≤ 0.05) และสัปดาหที่ 1 กอนคลอด (p≤ 0.10)  
 

ตลอดทุกชวงการทดลองคาพลาสมาโปรตีน (plasma protein, ภาพท่ี 11B) ในแมโคนม
ทั้งสองกลุมมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน และไมพบความแตกตางระหวาง 2 กลุมในทุก
ชวงเวลา (ภาพที่ 11B) คือ คาพลาสมาโปรตีนคอยๆลดลงตั้งแต 5 สัปดาหกอนคลอดจนถึงวันคลอด
มีคาพลาสมาโปรตีนต่ําสุด จากนั้นจะคอยๆเพิ่มขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง 
 
 1.2  ผลตํารับสมุนไพรดานความปลอดภยัตอไตและผลตอปริมาณน้ํานม 
  

ตลอดทุกชวงการทดลองคากรดดางในปสสาวะ (urine pH) ในแมโคนมทั้งสองกลุมอยู
ในคามาตรฐานและมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 12A) คือ พบความเปนดางใน
ปสสาวะลดลงอยางชาๆ ตั้งแตเร่ิมการทดลองโดยมีคากรดดางต่ําสุดในวันคลอด ในกลุมไมไดรับ
ตํารับสมุนไพร และที่ 1 สัปดาหหลังคลอดในกลุมที่ไดรับตํารับสมนุไพร (p≤ 0.05) สําหรับแตละ
ชวงเวลาของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรและไมไดรับตํารับสมุนไพร ทั้งสองกลุมไมพบแตกตาง
ทางสถิติของกรดดางในปสสาวะ 
 

สําหรับคาครีเอทีนีน (creatinine) ในโคนมทั้งสองกลุมมีคาอยูในระดับมาตรฐาน (ภาพ
ที่ 12B) และมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกันคือ คาครีเอทินีนมีคาคงที่ตั้งแตเร่ิมการทดลอง
จนถึง 1 สัปดาหหลังคลอด และคานี้จะลดต่ําสุดในระยะ 2 -4 สัปดาหหลังคลอด สําหรับคาครีเอ
ทีนีนในแมโคนมทั้งสองกลุม ไมมีความแตกตางกันเกือบตลอดระยะการทดสอบ ยกเวนในวัน
คลอดที่แมโคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรมีระดบัครีเอทินีนต่ํากวาคาของแมโคนมกลุมไดรับ
ตํารับสมุนไพร (p≤ 0.10)  
 

คายูเรียในเลือด (BUN) (ภาพที่ 12C) ในโคนมทั้งสองกลุมมีคาอยูในระดับมาตรฐาน 
ในแมโคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงคายูเรียในเลือดจะลดลงในสัปดาหที่ 5 
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ถึงสัปดาหที่ 3 กอนคลอด และจะเพิ่มขึ้นจนถึงวันคลอดและจะลดลงหลังคลอดจนสิ้นสุดการ
ทดลอง โดยพบวาในวันคลอดจะมีคายูเรียในเลือดที่มากที่สุด แตไมพบความแตกตางทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับทุกระยะการทดลอง ในแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงคา
ยูเรียในเลือดเพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแต 5 สัปดาหกอนคลอดจนถึง 1 สัปดาหกอนคลอด และจะลดลง
จนถึง 2 สัปดาหหลังคลอด จากนั้นจะพบปริมาณยูเรียเพิ่มขึ้นในสัปดาหที่ 4 หลังคลอด แตไมพบ
ความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับทุกระยะการทดลอง เมื่อทดสอบคาทางสถิตเิปรียบเทียบ
แตคายูเรียในเลือดในแมโคนมกลุมไมไดรับตํารับสมุนไพรกับแมโคนมกลุมไดรับตํารับสมุนไพร 
พบวาในกลุมที่ไดรับสมุนไพรจะมีคายูเรียในเลือดที่สูงกวากลุมไมไดรับสมุนไพรที่สัปดาหที่ 5-3 
กอนคลอด (p≤0.10) แตในวันคลอดกลุมที่ไมไดรับสมุนไพรจะมีคายูเรียในเลือดที่สูงกวา (p≤ 0.05)  
 

ปริมาณน้ํานมตลอด 1 เดือนแรกของการใหนม (ภาพที่ 13) ไมพบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยปริมาณน้ํานมจากแมโคนมทั้งสองกลุม 
  

 1.3  ผลตํารับสมุนไพรตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ที่เกี่ยวของกับการอักเสบ
ในแมโคทดลอง 
  

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงระดับ IFN-γ แสดงในภาพ 14A ในแมโคนมกลุมที่ไมไดรับ

ตํารับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงคา IFN-γ ในชวง 1 สัปดาหกอนคลอดคา IFN-γ มีแนวโนมลดลง

ต่ํากวาระยะกอนเริ่มการทดลอง และจะเพิ่มระดับ IFN-γ สูงขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง แตไมพบ
ความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบตลอดระยะการทดลอง ในขณะที่แมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับ

สมุนไพร สมุนไพรจะมีผลลดระดับ IFN-γ ตั้งแตใหเร่ิมใหตํารับสมุนไพรและคงระดับต่ําตลอดจน
ส้ินสุดการทดลอง แตไมพบความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบตลอดระยะการทดลองเชนกัน 

เมื่อเปรียบเทียบระดับ IFN-γ ระหวาง 2 กลุมพบวาในแมโคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรจะมี

แนวโนมของระดับ IFN-γ สูงกวาคาของแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรทุกระยะ อยางไรก็ตาม

เมื่อทดสอบทางสถิติพบวาระดับ IFN-γ ในโคนมทั้งสองกลุมไมมีความแตกตางกัน 
 

ระดับไซโตคายน TNF-α (ภาพที่ 14B) มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงคือ ในกลุมที่ไดรับ
ตํารับสมุนไพรระดับ TNF-α จะสูงขึ้นตั้งแตเร่ิมใหตํารับสมุนไพรจนถึง 1 สัปดาหกอนคลอด และ
ระดับ TNF-α จะลดลงอยางมากในวันคลอด หลังจากวันคลอดระดับ TNF-α จะมีระดับสูงขึ้นจน
ส้ินสุดการทดลอง ในแมโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร ระดับ TNF-α จะลดลงในสัปดาหที่ 5 ถึง 
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สัปดาหที่ 3 กอนคลอด และจะเพิ่มระดับ TNF-α สูงขึ้นเล็กนอยจนถึงวันคลอด จากนั้นจะลดระดับ 
TNF-α จนสิ้นสุดการทดลอง แตในทางสถิติจะไมพบความแตกตางของระดับ TNF-α ในแตละ
ชวงเวลา สําหรับระดับ TNF-α ในกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะมีคามากกวากลุมที่ไมไดรับตํารับ
สมุนไพรเกือบทุกระยะ ยกเวนในวันคลอด อยางไรก็ตามเมื่อทดสอบทางสถิติพบวา ระดับ TNF-α 
ของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรไมพบความแตกตางกับระดับของกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร  
 
 1.4  ผลของตํารับสมุนไพรตอสุขภาพของแมโคนมในชวงทดลอง 
 

ผลบันทึกขอมูลของกลุมอาการทางเมตาบอลิก เชนภาวการณคลอดยากรวมกับการมี
หรือไมมีการแทงลูก การเกิดเตานมอักเสบ และการเจ็บกีบ ในระยะ 5 สัปดาหกอนคลอด ถึง 4 
สัปดาหหลังคลอด แสดงในตารางที่ 1 ภาวะการคลอดยากรวมกับการมีหรือไมมีการแทงลูก ในแม
โคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร จะพบ 3 ตัว (12%) ในขณะที่ไมพบแมโคตัวใดในกลุมที่ไดรับ
ตํารับสมุนไพรแสดงการคลอดยาก (0%) เชนเดียวกัน การเกิดเตานมอักเสบในแมโคกลุมที่ไมไดรับ
ตํารับสมุนไพร จะพบ 2 ตัว (8%) แตไมพบแมโคตัวใดในกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรแสดงอาการ
เตานมอักเสบ สวนผลการเจ็บกีบแมโคในกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรและแมโคท่ีไดรับตํารับ
สมุนไพร จะมีจํานวนแมโคที่แสดงอาการใกลเคียงกัน คือ 2 ตัว (8%) และ 3 ตัว (12%) ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 1  ประวัตกิารปวยดวยภาวะทางเมตาบอลิกในชวงการทดลองของแมโคนมทดลอง 
 

ประวัติอาการปวย (ตัว(รอยละ)) กลุมแมโคทดลอง จํานวน (ตัว) 
การคลอดยาก* เตานมอักเสบ เจ็บกีบ 

No herb 11 3 (12%) 2 (8%) 2 (8%) 
Herb 14 0 (0%) 0 (0%)   3 (12%) 

 
หมายเหตุ   No herb แมโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร  

     Herb      แมโคกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร  
     * อาจมีและ/หรือไมมีภาวะแทงลูกรวมอยูดวย 
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ภาพที่ 8  อุณหภูมิรางกายเฉลี่ยของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

 ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
 ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
 ระยะ 0 คือ วนัที่คลอด 
 ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
 แสดง mean + SEM     

          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)   
                       กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 

**   ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
xyz ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไดรับ

ตํารับสมุนไพร (Herb) 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
ภาพที่ 9  จํานวนเมด็เลือดแดง (RBC, A) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit, B) คาฮีโมโกลบิน (hemoglobin, C) จํานวนเม็ดเลือดขาว (WBC, D) ของกลุม
  โคนมทดลองในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
   ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 

  ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
  ระยะ 0 คือ วนัที่คลอด 
  ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
  แสดง mean + SEM     

          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)  
                      กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb)  

   * ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
 ** ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
abc ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (No Herb) 
xyz ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (Herb) 
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 (A)  (B) 

(C)   (D) 
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ภาพที่ 10  ปริมาณเม็ดเลือดขาวแยกประเภท neutrophil (A) lymphocyte (B) monocyte (C) และ eosinophil (D) ของกลุมโคนมทดลอง ในระยะ 
                  กอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

    ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
    แสดง mean + SEM     

          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)  
                      กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb)  

  * ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
** ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
abc ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (No Herb) 
xyz ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (Herb) 
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(A) (B) 

(C)  (D) 
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ภาพที่ 11  จํานวนเกล็ดเลือด (platelet, A) โปรตีนในพลาสมา (B) ของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
     ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 

    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
    แสดง mean + SEM     

          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)  
                      กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb)  

  *  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
**  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
abc ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (No Herb) 
xyz ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (Herb) 
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(A)   (B)
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ภาพที่ 12  ความเปนกรดดางของปสสาวะ (A) creatinine (B) และ BUN (C) ของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

    ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
    แสดง mean + SEM     

          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)  
                      กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb)  

   *  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
 **  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
  abc ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (No Herb) 
  xyz ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง ชวงเวลา ของกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (Herb) 

 
 
 

 
               39 



 

40 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(C)   (B)
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ภาพที่ 13  ปริมาณน้ํานมเฉลี่ยตอวันตั้งแตวันแรกถึง 30 วันหลังคลอดของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอดและหลังคลอด 

     แสดง mean + SEM     
          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)  
                       กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb)  
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ภาพที่ 14  ระดับไซโตคายน IFN-γ (A) TNF-α (B) ของกลุมโคนมทดลอง ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
    ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
    แสดง mean + SEM     

          กลุมโคที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)  
                      กลุมโคที่ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 

(A) (B) 
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2. สรีรวิทยาเปรียบเทียบผลของตํารับสมุนไพรในแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา 
ตรวจสอบในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
  
 แมโคนมทดลองทั้งหมด 25 ตัวที่ไดรับและไมไดรับตํารับสมุนไพร เมื่อตรวจสอบเชื้อเลป
โตสไปราในปสสาวะแลว ทําใหสามารถจัดกลุมโคนมทดลองทั้งสองกลุมแยกยอยเปน แมโคนมที่
เปนและไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราดังนี้คือ 
 

  NH-SCH-       กลุมแมโคนมที่ไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับสมุนไพร       
    จาํนวน 3 ตัว 

     NH-SCH+    กลุมแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารบัสมุนไพร      
                            จํานวน 8 ตัว 
      H-SCH+     กลุมแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับสมุนไพร  
           จํานวน 7 ตัว 
       H-SCH-      กลุมแมโคนมที่ไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารบัสมุนไพร 
            จํานวน 7 ตัว 
ผลการศึกษาทางสรีรวิทยาในขณะแมโคนมอยูในระยะใกลคลอด คลอด และหลังคลอด ปรากฏผล
ดังนี้ 
 
 2.1 อุณหภูมิรางกาย 
  

อุณหภูมิรางกายแมโคนมทั้ง 4 กลุมไดแสดงในภาพที่ 15 พบวาแมโคนมทั้ง 4 กลุมมี
อุณหภูมิรางกายใกลเคียงกันและอยูในคาอางอิงมาตรฐานตลอดระยะตั้งแตเร่ิมการทดลองจนถึงวัน
คลอด อุณหภูมิรางกายแมโคนมทั้ง 4 กลุมจะมีการเปลี่ยนแปลงและแตกตางกันใน 1 สัปดาห และ 2 
สัปดาหของระยะใหนม ทั้งนี้พบวากลุมแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมได
รับตํารับสมุนไพร (NH-SCH+) มีระดับอุณหภูมิรางกายที่ต่ํากวาแมโคกลุมอ่ืนๆ (p≤ 0.05) ที่ระยะ1 
สัปดาหหลังคลอดและเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมแมโคนมที่เปนและไมเปนแหลงรังโรคเชนกัน แต
ไดรับตํารับสมุนไพร (H-SCH+ และ H-SCH-) แมโค 2 กลุมนี้จะมีระดับอุณหภูมิรางกายที่สูงกวา
ตลอดระยะ 2 สัปดาหหลังคลอดนี้ (p≤ 0.05) และยังพบวาแมโคนมกลุมไมเปนแหลงรังโรคแต
ไดรับสมุนไพร (H-SCH-) มีระดับอุณหภูมิรางกายเฉลี่ยสูงกวากลุมอื่นๆในชวง 2 สัปดาหหลัง
คลอดนี้เชนกัน  
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 2.2 คาโลหิตวิทยา 
 

คาจํานวนเม็ดเลือดแดง (RBC) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit) และคา
ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ไดแสดงในภาพ 16A 16B และ 16C ตามลําดับ พบวาคาดังกลาวของโค
นมทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิงมาตรฐาน และไมพบความแตกตางทางสถิติ 
 

คาจํานวนเม็ดเลือดขาว (WBC) แสดงในภาพที่ 16D แสดงใหเห็นวาคา WBC ของโค
นมทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิงมาตรฐาน พบวากลุม H-SCH-จะมีปริมาณเม็ดเลือดขาวที่มีแนวโนมสูง
กวาทุกกลุมทดลองในทุกระยะ ยกเวน 1 สัปดาหกอนคลอดและเมื่อทดสอบคาทางสถิติพบวากลุม 
H-SCH- มีปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวมากกวากลุม NH-SCH+ ที่ชวงเวลา 4 สัปดาหหลังคลอด     
(p≤ 0.05)  
 

เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล (neutrophil) (ภาพที่ 17A) พบวาจํานวนนิวโทรฟลจากแมโค
ทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิงมาตรฐาน และมีคาใกลเคียงในโคนมทั้ง 4 กลุมตั้งแตเร่ิมการทดลองจนถึง 
1 สัปดาหหลังคลอด ยกเวนในระยะ 2 ถึง 4 สัปดาหหลังคลอด พบวา กลุม NH-SCH- มีปริมาณเม็ด
เลือดขาวนิวโทรฟลมากกวากลุม H-SCH-และ H-SCH+อยางมีนัยสําคัญที่ชวงเวลา สัปดาหที่ 2 
หลังคลอด (p≤ 0.10) และมากกวากลุม NH-SCH+ ที่ชวงเวลาสัปดาหที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.10) 
 

คาเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต (lymphocyte) (ภาพที่ 17B) พบวาคาเม็ดเลือดขาวลิมโฟ
ซัยตของแมโคนมทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิงมาตรฐาน กลุมโคนม H-SCH- มีแนวโนมคาระดับลิม
โฟซัยตสูงกวากลุมโคนมอื่นๆยกเวนในสัปดาหที่ 1 กอนคลอดและเมื่อทดสอบทางสถิติพบวา กลุม 
H-SCH- มีปริมาณเซลลลิมโฟซัยตมากกวากลุม NH-SCH+ ที่สัปดาหที่ 2 และ 4 หลังคลอด         
(p≤ 0.10)  
 

คาเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต (monocyte) (ภาพท่ี 17C) ของแมโคนมทั้ง 4 กลุมอยูในคา
อางอิงมาตรฐาน เม็ดเลือดขาวโมโนซัยตของกลุม H-SCH- มีคาสูงกวาคาของกลุม H-SCH+และ
กลุม NH-SCH+ ที่ชวงวันคลอด (p≤ 0.05)  
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คาเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล (eosinophil, ภาพที่ 17D) ของแมโคทั้ง 4 กลุมอยูในคา
อางอิงมาตรฐาน และมีคาใกลเคียงกันยกเวนในระยะ 2 สัปดาหหลังคลอด พบวา กลุม H-SCH- มี
ปริมาณเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟลมากกวากลุม NH-SCH-และ H-SCH+ ที่ (p≤ 0.05) 
 

คาเกล็ดเลือด (platelet, ภาพที่ 18A) ของแมโคนมทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิงมาตรฐาน 
และใกลเคียงกันยกเวนระยะที่ 2 สัปดาหกอนคลอดและระยะ 4 สัปดาหหลังคลอด พบวากลุม H-
SCH- มีเกล็ดเลือดสูงกวากลุม NH-SCH+ที่ชวงเวลา 2 สัปดาหกอนคลอด (p≤0.10) และที่ 4 
สัปดาหหลังคลอด กลุม NH-SCH+ก็ยังมีคาเกล็ดเลือดต่ําสุด เมื่อทดสอบคาทางสถิติพบวากลุม NH-
SCH+ มีเกล็ดเลือดต่ํากวากลุม H-SCH+ ที่ชวงเวลา 4 สัปดาหหลังคลอด (p≤ 0.05) 
 

พลาสมาโปรตีน (plasma protein, ภาพที่ 18B) ของแมโคนมทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิง
มาตรฐานและไมมีความแตกตางกันตลอดระยะเวลาที่ตรวจสอบ  
 

 2.3  ผลตํารับของสมุนไพรตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ที่เกี่ยวของกับการ
อักเสบในแมโคทดลอง 
  

ในการวิเคราะหจะตัดแมโคนมออกจากการวิเคราะห 3 ตัว เนื่องจากมีคาไซโตคายน 

IFN-γ และ TNF-α ที่สูงกวาโคตัวอ่ืนในกลุม 100 – 10,000 เทาโดยในกลุม NH-SCH+ จะคัดแมโค
ออก 2 ตัว และในกลุม H-SCH+ 1 ตัว   
 

ระดับไซโตคายน IFN-γ (ภาพที่ 19A) ในซีรัมของแมโคนมในกลุม H-SCH+ และ H-

SCH- จะมีระดับไซโตคายน IFN-γ ที่ต่ํากวากลุม NH-SCH+ และ NH-SCH- ทุกระยะ แตเมื่อ
ทดสอบคาทางสถิติไมพบความแตกตางระหวาง 4 กลุม  
 

ในระดับไซโตคายน TNF-α (ภาพที่ 19B) ของแมโคนมทั้ง 4 กลุม มีระดับ TNF-α ที่
ใกลเคียงกัน ทุกระยะ ยกเวนในวันคลอดที่ระดับไซโตคายนมีแมโคนมกลุม H-SCH- และ H-SCH+ 
จะมีระดับไซโตคายน TNF-α ที่ต่ํากวาแมโคนมกลุม NH-SCH+ และ NH-SCH- แตเมื่อทดสอบคา
ทางสถิติไมพบความแตกตางทางนัยสําคัญระหวาง 4 กลุม  
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ภาพที่ 15  อุณหภูมิรางกายเฉลี่ยของกลุมโคนม 4 กลุม ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

    ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
     ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
     ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
     แสดง mean + SEM 
 กลุมโคที่ไม เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมได รับตํารับพืช

สมุนไพรทดลอง (NH-SCH-)  
 กลุ มโคที ่เป นแหลงร ังโรคเลปโตสไปราและไม ได ร ับตําร ับพ ืช

สมุนไพรทดลอง (NH-SCH+)  
 กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพร

ทดลอง (H-SCH+)  
กลุมโคที ่ไมเป นแหลงรังโรคเลปโตสไปราและได ร ับตําร ับพืช
สมุนไพรทดลอง (H-SCH-)  

    abc  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 4 กลุมในชวงเวลาเดยีวกัน 
 
 
 



 
 
 
ภาพที่ 16  คาโลหิตวิทยาของจํานวนเม็ดเลอืดแดง (RBC, A) คาเม็ดเลือดแดงอดัแนน (hematocrit, B) คาฮีโมโกลบิน (hemoglobin, C) จํานวนเม็ดเลือดขาว       
                 (WBC, D) ของกลุมโคนม 4 กลุม ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

   ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
    แสดง mean + SEM 
              กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+)  
    กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-)  

  abc  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 4 กลุมในชวงเวลาเดียวกัน 
 
 
 
 
 
 

  47 



 

48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (A)     (B) 

(C) (D) 
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ภาพที่ 17  คาปริมาณเม็ดเลอืดขาวแยกประเภทเปน neutrophil (A) lymphocyte (B) monocyte (C) และ eosinophil (D) ของกลุมโคนม 4 กลุม ในระยะ 
                 กอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

   ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
    ระยะ -5 ถึง -3 -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
    แสดง mean + SEM 
              กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+)  
    กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-)  

  abc  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมือ่เปรียบเทียบระหวาง 4 กลุมในชวงเวลาเดียวกัน 
  xyz  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 4 กลุมในชวงเวลาเดียวกัน 
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    (A)   (B)

(C)    (D) 
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ภาพที่ 18  จํานวนเกล็ดเลือด (Platelet) (A) โปรตีนในพลาสมา (B) ของกลุมโคนม4 กลุม ในชวงระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

    ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
       ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
       ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
     ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
      แสดง mean + SEM            
    กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+)  
    กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-)  

  abc  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมือ่เปรียบเทียบระหวาง 4 กลุมในชวงเวลาเดียวกัน 
  xyz  ความแตกตางทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง 4 กลุมในชวงเวลาเดียวกัน 
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(A) (B) 
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ภาพที่ 19  ระดับไซโตคายน IFN-γ (A) TNF-α (B) ของกลุมโคนม4 กลุม ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 

    ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
 ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
 ระยะ 0 คือ วนัที่คลอด 
 ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
แสดง mean + SEM            
   กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-)  

    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+)  
    กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+)  
    กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-) 

(A) (B) 
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 2.4  การตรวจสอบอิทธิพลของตํารับพืชสมุนไพรตอการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปลอย
เชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราจากแมโคนมที่เปนแหลงรังโรค 
  

ผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด ผลการตรวจดวยวิธีพีซีอาร 
และผลตรวจดวยวิธี MAT ผลการทดลองพบวา ปริมาณเชื้อสไปโรขีดเมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศน
พื้นมืดของโคแตละตัว ในกลุม H-SCH+ จะมีปริมาณเชื้อที่ลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับกลุม NH-
SCH+ โดยเฉพาะในสัปดาหที่ 1 กอนคลอดจนถึงสัปดาหที่ 2 หลังคลอด (ตารางที่ 2) และเมื่อ
เปรียบเทียบรอยละโคนมในกลุม NH-SCH+ และ H-SCH+ พบวาในกลุม H-SCH+ มีรอยละของโค
นมที่ตรวจพบสไปโรขีดลดลงตอเนื่อง ตั้งแตสัปดาหที่ 2 กอนคลอดจนถึงสัปดาหที่ 2 หลังคลอด 
(42.86% 14.29% 16.67% 33.33% และ 0% ตามลําดับ) ดังแสดงในตารางที่ 2 บงชี้วารอยละของโค
นมที่ตรวจพบสไปโรขีดในกลุมทดลอง NH-SCH+ มีรอยละที่สูงเกินรอยละ 50 ตอเนื่องกันตลอด
ระยะการตรวจสอบ (ตารางที่ 3) 
  

ผลการตรวจดวยวิธีพีซีอารในกลุม H-SCH+ จะไมพบดีเอนเอในชวงกอนการทดลอง 
แตจะพบดีเอนเอคิดเปนรอยละตัวที่พบเชื้อกับโคทั้งหมดในกลุมในชวงเวลาสัปดาหที่ 2 และ 1 
กอนคลอด และสัปดาหที่ 1 หลังคลอด คือ 14.29% 14.29 และ 16.67% ตามลําดับ สวนในชวง
สัปดาหอ่ืนจะตรวจไมพบ ในกลุม NH-SCH+ จะพบดีเอนเอ คิดเปนรอยละตัวที่พบเชื้อกับโค
ทั้งหมดในกลุมในชวงเวลากอนการทดลองและสัปดาหที่ 2 หลังคลอด คือ 25% และ 16.67% 
ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
  

ผลการตรวจดวยวิธี MAT ไมพบโคในกลุม H-SCH+ ที่ระดับไตเตอรภูมิคุมกันตอเชื้อ
เลปโตสไปรามากกวา 1:50 ในทุกชวงเวลา ดังแสดงในตารางที่ 5 สวนแมโคในกลุม NH-SCH+จะ
พบไตเตอรภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปรามากกวา 1:50 ในทุกชวงเวลาของการทดลอง คิดเปนรอย
ละ 50 42.9 50 37.5 33.3 16.7 16.67% และ 16.67% ตามลําดับ (ตารางที่ 2) และ ซีโรวารที่พบคือ 
Ranarum Tarassovi Sejroe และ Hebdomadis ดังแสดงระดับไตเตอรภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปรา
ในตารางที่ 4  
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ตารางที่ 2  ปริมาณเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราที่เพาะจากปสสาวะโค โดยตรวจดูจากกลองจุลทรรศนพื้นมืด 

     ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
      ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
      ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
      ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 

      NH-SCH+ หมายถึง  กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
      H-SCH+ หมายถึง  กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
      เกรด 0 หมายถึง ไมพบเชื้อสไปโรขีด ที่กําลังขยาย 100 เทา 
      เกรด 1 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
      เกรด 2 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 2 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
      เกรด 3 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
     เกรด 4 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณมากกวา 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กําลังขยาย 100 เทา 
     N หมายถึง ไมมีตัวอยางปสสาวะ 
     D หมายถึง ตาย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

กลุมทดลอง (โคตัวที่) 
 

สัปดาห 
        before           (-5)-(-3)            -2                   -1                      0                       1                      2                      4            

NH-SCH+ (1) 1 0 1 0 1 0 1 0 
NH-SCH+ (2) 1 N 0 1 D D D D 
NH-SCH+ (3) 2 1 1 0 N 0 0 1 
NH-SCH+ (4) 3 0 0 1 1 0 2 0 
NH-SCH+ (5) 2 1 1 1 1 1 1 0 
NH-SCH+ (6) 2 0 0 0 N 0 0 1 
NH-SCH+ (7) 1 0 0 1 0 2 2 0 
NH-SCH+ (8) 1 1 1 1 D D D D 
H-SCH+(1) 2 2 2 1 1 0 0 1 
H-SCH+(2) 1 1 1 0 0 N 0 1 
H-SCH+(3) 3 1 1 0 0 1 0 1 
H-SCH+(4) 1 1 0 0 0 0 0 0 
H-SCH+(5) 1 1 0 0 N 0 0 0 
H-SCH+(6) 1 0 0 0 0 0 0 1 
H-SCH+(7) 1 0 0 0 0 0 0 1 
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ตารางที่ 3  จํานวนโคที่ตรวจพบ/จํานวนโคทั้งหมดในกลุม (รอยละ) ของผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด (Direct) ผลการตรวจดวย 
 วิธีพีซีอาร (PCR) และผลตรวจภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี MAT 

     ระยะ Before คือ ระยะกอนการทดลอง 
      ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
      ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
      ระยะ 1 2  และ 4 คอื 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 

      NH-SCH+ หมายถึง  กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
      H-SCH+    หมายถึง  กลุมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง 
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ตารางที่  3 (ตอ) 
 

 

กลุม NH-SCH+  
      วิธีการตรวจ                                                                                     สัปดาหที่เก็บตัวอยาง 

จํานวนโคที่ตรวจพบ/จํานวนโคทั้งหมดในกลุม (รอยละ) 
  before (-5)-(-3) -2 -1 0 1 2 4 

Direct      8/8 (100%)      5/7 (71.4%)      5/8 (62.5%)      7/8 (87.5%)      4/5 (80%)      3/6 (50%)      4/6 (66.7%)      3/6 (50%) 
PCR      2/8 (25%)      0/7 (0%)      0/8 (0%)      0/8 (0%)      0/5 (0%)      0/6 (0%)      1/6 (16.7%)      0/6 (0%) 
MAT      4/8 (50%)      3/7 (42.9%)      4/8 (50%)      3/8 (37.5%)      2/6 (33.3%)      1/6 (16.7%)      1/6 (16.7%)      1/6 (16.7%) 

 
กลุม H-SCH+  

      วิธีการตรวจ                                                                                    สัปดาหที่เก็บตัวอยาง 
จํานวนโคที่ตรวจพบ/จํานวนโคทั้งหมดในกลุม (รอยละ) 

 before (-5)-(-3) -2 -1 0 1 2 4 

Direct      7/7 (100%)      5/7 (71.4%)      3/7 (42.9%)      1/7 (14.3%)      1/6 (16.7%)      2/6 (33.3%)      0/7 (0%)      5/7 (71.4%) 
PCR      0/7 (0%)      0/7 (0%)      1/7 (14.3%)      1/7 (14.3%)      0/6 (0%)      1/6 (16.7%)      0/7 (0%)      0/7 (0%) 
MAT      0/7 (0%)      0/7 (0%)      0/7 (0%)      0/7 (0%)      0/7 (0%)      0/7 (0%)      0/7 (0%)      0/7 (0%) 
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ตารางที่ 4  ระดับไตเตอรตอภูมิคุมกันโรคเลปโตสไปโรซิสในแมโคนมกลุมที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารบัพืชสมุนไพรทดลอง 
 (NH-SCH+) 
      ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 
      ระยะ 0 คือ วันที่คลอด 
      ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 

      0 หมายถึง ไตเตอรต่ํากวา 1 : 50 
      50 หมายถงึ ไตเตอรระดบั 1:50 
      100 หมายถึง ไตเตอรระดับ 1:100 
        D หมายถึง ตาย 
       Ran หมายถึง ซีโรวาร Ranarum  
       Tar หมายถึง ซีโรวารTarassovi  
       Sej  หมายถึง ซีโรวาร Sejroe 
       Heb หมายถึง ซีโรวาร Hebdomadis 
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ตารางที่  4 (ตอ) 
 

สัปดาหที่เก็บตัวอยาง กลุมทดลอง 
(โคตัวที่) Before (-5)-(-3) -2 -1 0 1 2 4 

NH-SCH+ (1) 50 (Ran) 50 (Ran) 50 (Ran) 50 (Ran) 50 (Ran) 0 0 0 
 50 (Tar) 50 (Tar) 50 (Tar) 50 (Tar) 50 (Tar) 0 0 0 

NH-SCH+ (2) 50 (Ran) N 50 (Ran) 0 D D D D 
 50 (Tar) 0 50 (Tar) 0 0 0 0 0 
 50 (Sej) 0 50 (Sej) 0 0 0 0 0 

NH-SCH+ (3) 100 (Heb) 100 (Heb) 100 (Heb) 50 (Heb) 50 (Heb) 50 (Heb) 50 (Heb) 50 (Heb) 
 100 (Sej) 100 (Sej) 100 (Sej) 100 (Sej) 100 (Sej) 100 (Sej) 50 (Sej) 50 (Sej) 

NH-SCH+ (4) 0 0 0 0 0 0 0 0 
NH-SCH+ (5) 0 0 0 0 0 0 0 0 
NH-SCH+ (6) 0 0 0 0 0 0 0 0 
NH-SCH+ (7) 0 0 0 0 0 0 0 0 
NH-SCH+ (8) 50 (Heb) 50 (Heb) 50 (Heb) 50 (Heb) D D D D 

 50 (Sej) 50 (Sej) 50 (Sej) 50 (Sej) 0 0 0 0 
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 2.5.  ผลของตํารับสมุนไพรตอสุขภาพทางเมตาบอลิกของแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของ
เชื้อเลปโตสไปราในระยะการทดลอง 
 

ผลบันทึกขอมูลของกลุมอาการทางเมตาบอลิก เชน ภาวะการคลอดยาก (รวมการมี
หรือไมมีการแทงลูก) การเกิดเตานมอักเสบ และการเจ็บกีบ ในระยะ 5 สัปดาหกอนคลอด ถึง 4 
สัปดาหหลังคลอด แสดงในตารางที่ 5 ภาวะของการคลอดยากแบบมี/ไมมีการแทงลูกในแมโคกลุม 
NH-SCH- NH-SCH+ H-SCH+ และ H-SCH- พบแมโคนมที่มีการคลอดยาก 1 ตัว (4%) 2 ตัว (8%) 
0 ตัว (0%) และ 0 ตัว (0%) ตามลําดับ พบแมโคนมที่เกิดเตานมอักเสบ 1 ตัว (4%) 1 ตัว (4%) 0 ตัว 
(0%) และ 0 ตัว (0%) ตามลําดับ และพบแมโคนมที่เจ็บกีบ 2 ตัว (8%) 0 ตัว (0%) 1 ตัว (4%) และ 2 
ตัว (8%) ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 5  ประวัตกิารปวยดวยภาวะเมตาบอลิกในชวงการทดลองของแมโคนมทดลองที่เปนแหลง

รังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา 
 

ประวัติอาการปวย (ตัว(รอยละ)) กลุมแมโคทดลอง จํานวน 
(ตัว) การคลอดยาก* เตานมอักเสบ เจ็บกีบ 

NH-SCH- 3 1 (4%) 1 (4%) 2 (8%) 
NH-SCH+ 8 2 (8%) 1 (4%) 0 (0%) 
H-SCH+ 7 0 (0%) 0 (0%) 1 (4%) 
H-SCH- 7 0 (0%) 0 (0%) 2 (8%) 

 
หมายเหตุ   NH-SCH- แมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพร  
      NH-SCH+  แมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพร 
     H-SCH+ แมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพร  
      H-SCH-    แมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและไดรับตํารับพชืสมุนไพร 
      * อาจมีและ/หรือไมมีภาวะแทงลูกรวมอยูดวย 
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3.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหวางลูกโคนมในระยะคลอดถึง 1 สัปดาหหลังคลอดที่เกิดจากแมโคนม
ท่ีไดรับตํารับสมุนไพร และจากแมท่ีไมไดรับตํารับสมุนไพร 
 
 ลูกโคจํานวน 22 ตัวจากแมโคทดลองจํานวน 25 ตัว โดยแบงเปนลูกโคจากแมโคที่ไมไดรับ
ตํารับสมุนไพร (No herb) จํานวน 9 ตัว และลูกโคจากแมโคที่ไดรับตํารับสมุนไพร (Herb) จํานวน 
13 ตัวไดศึกษาทางสรีรวิทยาในระยะคลอดถึง 1 สัปดาหหลังคลอด ปรากฏผลดังนี้ 
 
 3.1  ผลของตํารับสมุนไพรตออุณหภูมิรางกายและคาโลหิตวิทยาของลูกโคนม 
   

อุณหภูมิ 
 

อุณหภูมิรางกายของลูกโคทดลองทั้งสองกลุม ในระยะคลอดถึง 1 สัปดาหหลังคลอด 
อยูในคามาตรฐาน ตารางที่ 6 โดยลูกโคกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (102.5 ± 0.6 oF) จะมีอุณหภูมิ
รางกายที่สูงกวาลูกโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (101.6 ± 0.4 oF) แตไมพบความแตกตางทาง
สถิติที่ระดับ p≤  0.10 
 

คาโลหิตวิทยา 
 

จํานวนเม็ดเลือดแดง คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน และคาฮีโมโกลบินของลูกโคทดลองทั้ง
สองกลุม ในระยะถึง 1 สัปดาหหลังคลอด อยูในคามาตรฐาน โดยจํานวนเม็ดเลือดแดง (9.0 ± 0.4 x 
109 /ml) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (32.5 ± 1.4 %) และคาฮีโมโกลบิน (9.9 ± 0.5 mg/dl) ในลูกโค
กลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรจะสูงกวาจํานวนเม็ดเลือดแดง (8.4 ± 0.2 x 109 cell/ml) คาเม็ดเลือดแดง
อัดแนน (30.9 ± 0.9 %) และคาฮีโมโกลบิน (9.4 ± 0.2 mg/dl) ในลูกโคกลุมไมไดรับตํารับสมุนไพร 
ดังแสดงในตารางที่ 6 ตามลําดับ แตเมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความแตกตางทางสถิติระหวางสอง
กลุม (p> 0.10)  
    

คาเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล (neutrophil) เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต 
(lymphocyte) เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต (monocyte) และเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล (eosinophil) ใน
ลูกโคกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพรคือ 9.8 ± 0.9 x 106 /ml 6.5 ± 0.9 x 106 cell/ml 2.7 ± 0.2 x 106 
cell/ml 0.5 ± 0.1 x 106 cell/ml และ 0.06± 0.05 x 106 cell/ml ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับลูกโค
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กลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพรที่มีคาเม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต 
เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต และเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล คือ 8.7 ± 0.7 x 106 cell/ml 6.0 ± 0.6 x 106 
cell/ml 2.2 ± 2.4 x 106 cell/ml 0.4 ± 0.2 x 106 cell/ml และ 0.03± 0.02 x 106 cell/ml ตามลําดับ แต
เมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความแตกตางทางสถิติระหวางสองกลุม  
  

คาเกล็ดเลือดในลูกโคกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร(3.6 ± 0.4 x 105 /μl) มีคาเกล็ดเลือด
สูงกวาลูกโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (2.3 ± 0.4 x 105 /μl) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(p≤ 0.05) 
คาพลาสมาโปรตีนของลูกโคในกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร(5.8 ± 0.2 mg%) มีคาพลาสมาโปรตีน
ต่ํากวาลูกโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (6.3 ± 0.3 mg%) แตเมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความ
แตกตางทางสถิติระหวางสองกลุม (p> 0.10) ดังแสดงในตารางที่ 6  
 
 3.2  การตรวจสอบความเปนพิษจากผลตํารับสมุนไพรตอลูกโคนม 
 

คากรดดางในปสสาวะของลูกโคในกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (6.8 ± 0.2) มีคา pH
ใกลเคียงกับลูกโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (6.9 ± 0.3) (ตารางที่ 6) 
 

คาครีเอทินีนและยูเรียในเลือดของลูกโคทั้งสองกลุมอยูในคามาตรฐาน และทั้งสอง
กลุม มีคาครีเอทินีนใกลเคียงกัน (1.7 ± 0.3 mg% และ1.9 ± 0.2 mg%) ในขณะที่คายูเรียในเลือดของ
ลูกโคในกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (14.4 ± 1.2 mg%) มีคายูเรียในเลือดต่ํากวาลูกโคกลุมที่ไมได
รับตํารับสมุนไพร (22.0 ± 0.3 mg%) แตเมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความแตกตางทางสถิติระหวาง
สองกลุม ดังแสดงตารางที่ 6 
 

 3.3  ผลตํารับของสมุนไพรตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ในลูกโคทดลอง 
 

ระดับไซโตคายนของลูกโคทดลองแสดงในตารางที่ 6 ลูกโคในกลุมที่ไดรับตํารับ

สมุนไพร จะมีระดับ IFN-γ  (5.2 ± 3.2 pg/ml) ที่ต่ํากวาลูกโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (11.2 ± 
7.1 pg/ml) แตเมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความแตกตางทางสถิติระหวางสองกลุม (p> 0.10) ในขณะ
ที่ระดับ TNF-α ของลูกโคในกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร (22.5 ± 15.4 pg/ml) มีคาสูงกวาลูกโค
กลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร (12.3 ± 8.4 pg/ml) แตเมื่อคํานวณทางสถิติไมพบความแตกตางทาง
สถิติระหวางสองกลุม 



 
ตารางที่ 6  ขอมูลสรีรวิทยาพื้นฐานของ อุณหภูมิรางกาย คาโลหิตวิทยา คากรดดางของปสสาวะ 

ระดับซีรัมครีเอทินีน ยูเรียในเลือด ระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ในลูกโคนม 
ทดลองที่เกิดจากแมโคนมทีไ่ดรับและไมไดรับตํารับสมุนไพร 

 
Physiological value 

Mean ± SEM (n) 
Parameters  (unit) 

No herb Herb p-value 
Rectal Temperature (o F) 101.6 ± 0.4 (9) 102.5 ± 0.6 (6) - 

RBC (10 9cell/ml) 8.4 ± 0.2 (9) 9.0 ± 0.4 (13) - 
Hematocrit (%) 30.9 ± 1.0 (9) 32.6 ± 1.4 (13) - 

Hemoglobin (mg/dl) 9.4 ± 0.3 (9) 9.9 ± 0.5 (13) - 
WBC (10 6cell/ml) 8.7 ± 0.7 (8) 9.8 ± 0.9 (13) - 

Neutrophil (10 6cell/ml) 6.0 ± 0.7 (8) 6.6 ± 0.9 (13) - 
Lymphocyte (10 6cell/ml) 2.2 ± 0.2 (8) 2.7 ± 0.2 (13) - 
Monocyte (10 6cell/ml) 0.4 ± 0.2 (8) 0.5 ± 0.1 (13) - 
Eosiophil (10 6cell/ml) 0.03 ± 0.02 (6) 0.07 ± 0.04 (13) - 

Platelet ( 105cell/ul) 2.3 ± 0.4 (9) 3.6 ± 0.4 (12) p ≤ 0.05 
Plasma Protein (gm%) 6.3 ± 0.3 (9) 5.8 ± 0.3 (13) - 

Urine pH 6.8 ± 0.2 (9) 6.9 ± 0.4 (9) - 
Creatinine (mg/dl) 1.7 ± 0.3 (9) 1.9 ± 0.2 (12) - 

BUN (mg/dl) 22.0 ± 3.3 (8) 14.4 ± 1.2 (12) - 
IFN-γ (pg/ml) 11.2 ± 7.1 (8) 5.2 ± 3.2 (12) - 

TNF- α (pg/ml) 12.0 ± 8.4 (8) 22.5 ± 15.4 (12) - 
 

หมายเหตุ  No herb ลูกโคนมจากแมโคนมกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร  
     Herb      ลูกโคนมจากแมโคนมกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร  
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4.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบผลของตํารับสมุนไพรในลูกโคนมจากมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อ
เลปโตสไปรา ตรวจสอบในระยะคลอด ถึง 1 สัปดาหหลังคลอด 
  
 ลูกโคนมทดลองไดแบงกลุมเปน 4 กลุม ตามแมโคนมทดลอง จากผลทดลองที่ 2 ผล
การศึกษาทางสรีรวิทยาในขณะลูกโคนมอยูในระยะ คลอด ถึง 1 สัปดาหหลังคลอด ปรากฏผลดังนี้ 
 
 4.1  ขอมูลสรีรวิทยาทั่วไป 
 

ลูกโคนมจากแมโคนมที่เปนและไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา เมื่อจัดแบง
เปนกลุมที่ไดรับและไมไดรับตํารับสมุนไพร แลวศึกษาคาสรีรวิทยาของ อุณหภูมิรางกาย คาโลหิต
วิทยาของ RBC ฮีโมโกลบิน คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน คาเม็ดเลือดขาว (WBC) คาเม็ดเลือดขาวแยก
ประเภท (นิวโทรฟล ลิมโฟซัยต โมโนซัยต และอีโอสิโนฟล) ระดับโปรตีนในพลาสมา คาความ
เปนกรดดางของปสสาวะ ระดับซีรัมครีเอทินีน และคายูเรียในกระแสเลือด ของกลุมลูกโคนมทั้ง 4 
กลุม (NH-SCH-, NH-SCH+, H-SCH+, H-SCH-) มีคาในระดับไมแตกตางกันในทุกพารามิเตอรที่
ตรวจสอบ ยกเวนแตคาจํานวนเกล็ดเลือด ซ่ึงพบวาลูกโคนมจากแมโคกลุม H-SCH- จะมีคาจํานวน
เกล็ดเลือดสูงที่สุด และสูงกวาจํานวนเกล็ดเลือดของลูกโคนมจากแมโคกลุม NH-SCH+ (p≤  0.05) 
  

 4.2  ผลตํารับของสมุนไพรตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ที่เกี่ยวของกับการ
อักเสบในลูกโคทดลอง 
 

ระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α จากลูกโคนมทั้ง 4 กลุม พบวาคาดังกลาวของลกู
โคนมทั้ง 4 กลุมอยูในคาอางอิงมาตรฐาน และไมพบความแตกตางทางสถิติ 
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 4.3  การตรวจสอบอิทธิพลของตํารับพืชสมุนไพรตอการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปลอย
เชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราในลูกโคจากแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคตรวจสอบในระยะคลอด ถึง 1 
สัปดาหหลังคลอด 
 

ผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด ผลการตรวจดวยวิธีพีซีอาร 
และผลตรวจดวยวิธี MAT ผลการทดลองพบวา ปริมาณเชื้อสไปโรขีดเมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศน
พื้นมืดของลูกโคแตละตัว ลูกโคจากแมโคกลุม NH-SCH+ เจอเชื้อเลปโตสไปรา 3 ตัว (42.9%) และ
ลูกโคจากแมโคกลุม H-SCH+ เจอเชื้อเลปโตสไปรา 3 ตัว (60%) ผลการตรวจดวยวิธี พีซีอาร ทั้งลูก
โคในกลุม NH-SCH+ และ H-SCH+ ไมพบดีเอนเอของเลปโตสไปรา ในขณะที่การดวยวิธี MAT 
ลูกโคในกลุม NH-SCH+ พบลูกโค 1 ตัว (14.3%) มีภูมิคุมกันที่ระดับไตเตอร 1:50 ตอเชื้อสายพันธุ 
Hebdomadis และ Sejroe และไมพบลูกโคในกลุม H-SCH+ ที่มีภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปรา 
(ตารางที่ 7 ) 
  
ตารางที่ 7  จํานวนลูกโคที่ตรวจพบ/จํานวนโคทั้งหมดในกลุม (รอยละ) ของผลจากการเพาะเลีย้ง

เชื้อและดดูวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด (Direct) ผลการตรวจดวย วิธีพีซีอาร (PCR) และ
ผลตรวจภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี MAT 

 
จํานวนลูกโคที่ตรวจพบ/จํานวนลูกโคทั้งหมดในกลุม (รอยละ) วิธีการตรวจ 

กลุม NH-SCH+ กลุม H-SCH+ 
Direct 3/7 (42.9%) 3/5 (60%) 
PCR 0/7 (0%) 0/5 (0%) 
MAT 1/7 (14.3%) 0/5 (0%) 

 
หมายเหต ุ   NH-SCH+ หมายถึง  กลุมลูกโคจากแมที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและ 
           ไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง  
       H-SCH+   หมายถึง  กลุมลูกโคจากแมโคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราและ 
          ไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง 
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วิจารณ 
 
1.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหวางแมโคนมที่ไดรับตํารับสมุนไพร และแมโคนมที่ไมไดรับตํารับ
สมุนไพรในระยะกอนคลอด คลอดและหลังคลอด 
 
 1.1  ผลของตํารับสมุนไพรตออุณหภูมิรางกายและคาโลหิตวิทยาของแมโคนม 
 

อุณหภูมิ 
 

อุณหภูมิรางกายของแมโคกลุมที่ไดรับตํารับสมุนไพร จะมีคาที่สูงกวาคามาตรฐาน
เล็กนอย ในสัปดาหที่ 1 หลังคลอด (103.6 ± 0.3 oF) โดยคามาตรฐาน Rosenberger (1979) รายงาน
วาโคนมจะมีอุณหภูมิรางกายเฉลี่ยที่ 101 – 103 oF ซ่ึงผูวิจัยคาดวาการที่อุณหภูมิรางกายสูงขึ้น อาจ
เกิดการติดเชื้อในสิ่งแวดลอม หรือการเพิ่มขึ้นของขบวนการเมตาบอลิซึมที่สมบูรณกวาแมโคกลุม
อ่ืน เมื่อผานไป 1 สัปดาห แมโคในกลุมนี้ก็มีอุณหภูมิกลับเขาสูสภาวะปกติ 
 

คาโลหิตวิทยา 
 

ผลดานโลหิตวิทยาในชวงกอนคลอด คลอดและหลังคลอด ในโคกลุมที่ไดรับ
สมุนไพร (Herb) และ ไมไดรับสมุนไพร (No Herb) คาโลหิตวิทยาทุกคานั้นจะอยูในระดับอางอิง
มาตรฐานของโค ตามการรายงานของ Jain (1993) Jain et al. (2000) และ Meyer et al. (2004) 
รวมถึงการเปลี่ยนแปลงของคาโลหิตวิทยาในชวงกอนคลอด คลอด และหลังคลอด ของการทดลอง
ที่พบ การลดลงของจํานวนเม็ดเลือดแดง คาฮีโมโกลบิน คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน เม็ดเลือดขาวลิม
โฟซัยต และเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล ในวันคลอด และพบการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาว (WBC) 
เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล และเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต ในวันคลอด ซ่ึงใหผลการทดลองตรงกับ 
Klinkon and Zadnik (1999) และ ปยกานตและคณะ (2548) ไดรายงานการเปลี่ยนแปลงคาโลหิต
วิทยาของโคนมในวันคลอด จากโคนม พันธุโฮลสไตน ฟรีเซียน จํานวน 60 ตัว ของฟารมประเทศ 
สโลวีเนีย และ ไทย ตามลําดับ พบการ ลดลงของ จํานวนเม็ดเลือดแดง คาฮีโมโกลบิน คาเม็ดเลือด
แดงอัดแนน ซ่ึงนาจะมาจากการสูญเสียเลือด และ fetal fluid สวนคาเม็ดเลือดขาว พบวามีการลดลง
ของเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟล เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต และพบการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาว (WBC) 
เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล  และเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต การเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟล และ
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เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต จะเกี่ยวของความเครียด และ การเปลี่ยนแปลงของระบบ neuroendocrine 
ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด (Kehrli et al., 1989) ในขณะที่คาเม็ดเลือดขาว (WBC) 
จะแตกตางจากการรายงานของ Meglia et al. (2005) ที่ศึกษาจากโคพันธุ Swedish red and white 
จํานวน 23 ตัว ที่พบ คาเม็ดเลือดขาว (WBC) ต่ําลงในชวง 1 สัปดาหกอนคลอด จนถึง 1 สัปดาห
หลังคลอด คาพลาสมาโปรตีนและคาเกล็ดเลือดของการวิจัยนี้ ไดผลการเปลี่ยนแปลงคลาย          
ปยกานตและคณะ (2548) คือพลาสมาโปรตีนที่ลดลง และคาเกล็ดเลือดที่เพิ่มขึ้นในชวง คลอด  
 

ในกลุมที่ไดรับสมุนไพรคาโลหิตวิทยาจะมีคาไปในแนวทางเดียวกันกับกลุมที่ไมได
รับตํารับสมุนไพร และจะมีระดับจํานวนเม็ดเลือดขาวรวม (WBC) เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต 
(lymphocyte) และเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต (monocyte) ที่สูงกวากลุมที่ไมไดรับสมุนไพร ซ่ึงบงบอก
ไดวาสมุนไพรที่ใหนั้น เพิ่มจํานวนเม็ดเลือดขาวที่กลาวมาขางตน ซ่ึงหนาที่ของเม็ดเลือด 2 กลุมนี้ 
เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของรางกายเปนหลัก โดยเม็ดเลือดขาวกลุมลิมโฟซัยต ซ่ึงทําหนาที่ใน
ระบบภูมิคุมกันรางกายทั้ง แบบ innate immunity จาก NK cell และ adaptive immunity จากT และ 
B lymphocyte และโมโนซัยต ซ่ึงทําหนาที่หลักในกระบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอมแบบฟาโก
ไซต (Goldsby et al., 2003) จึงคาดวา การกินตํารับสมุนไพรนี้ทําใหโคมีระบบภูมิคุมกันแบบเฝา
ระวังไดดีกวาแมโคกลุมที่ไมไดรับตํารับสมุนไพร การใชสมุนไพรเพื่อการเพิ่มภูมิคุมกันนั้น ไดมี
การรายงานไว เชน Kuroiwa et al. (2004) ไดใหตํารับสมุนไพรญี่ปุน ชื่อ Hochu-ekki-to (HOT) แก
ผูสูงอายุ โดยการกินเปนระยะเวลา 4 เดือน พบวา สมุนไพรนี้ ชวยลดการเมื่อยลา (fatique) เพิ่ม
ความอยากอาหาร (appetite) และชวยยอย เมื่อตรวจเม็ดเลือดขาวพบวามีการเปลี่ยนแปลงของเม็ด

เลือดขาวลิมโฟซัยต ในกลุม NK cell และพบไซโตคายน IFN-γ ที่สูงกวากลุมควบคุม Yang et al. 
(2006b) พบการเพิ่มขึ้นของเซลลแมคโครฟาจ เซลลของตับออน และเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยตใน
กลุม T cell ในหลอดทดลอง จากการให Angelica sinensis polysaccharide (AP) เปนตน แตในการ
ทดลองนี้ไดศึกษาเพียงแคการเปลี่ยนแปลงจํานวนของเม็ดเลือดเทานั้น ควรจะมีการศึกษาเพิ่มเติม
ในดานหนาที่การทํางานของเซลลเหลานี้ดวย โดยการทํางานของลิมโฟซัยต สามารถตรวจจากการ

แยกชนิดของลิมโฟซัยตและตรวจหาสารไซโตคายนที่เกี่ยวของ เชน IFN-γ IL-2 หรือ IL-4 เปนตน 
หรือการทํางานของโมโนซัยต สามารถตรวจจากหาสารไซโตคายนที่เกี่ยวของ เชน TNF-α หรือ 
IL-8 เปนตน (Goldsby et al., 2003) 
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 1.2  ผลตํารับสมุนไพรดานความปลอดภัยตอไตและผลตอปริมาณน้ํานม 
 

คาพีเอชของปสสาวะ คาครีเอทินีน และคายูเรียในเลือด (BUN) อยูในคาอางอิง
มาตรฐาน (Rosenberger, 1979) และในแมโคกลุมที่ไมไดรับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงของคาครี
เอทีนินที่ลดลง และคา BUNที่เพิ่มขึ้นในชวงคลอดคลายกับ ปยกานตและคณะ (2548) ซ่ึงการตรวจ 
คาครีเอทินีนและคา BUN เปนดัชนีที่บงบอกของการทํางานของไตในโคได (Thrall, 2004) ดังนั้น
การใชตํารับสมุนไพรที่ 1 ขนาด 25 มิลลิกรัมตอน้ําหนักโค 1 กิโลกรัมทุก 12 ชั่วโมง และ ตํารับ
สมุนไพรที่ 2 ขนาด 50 มิลลิกรัมตอน้ําหนักโค 1 กิโลกรัม ทุก 12 ช่ัวโมง ไมมีผลที่เปนอันตรายตอ
การทํางานของไตในโคนม ซ่ึงการทดลองนี้เปนงานทดลองแรกที่มีการรายงานการใชสมุนไพร
เหลานี้ในโคนมทดลอง 
 

ในดานความเปนพิษนั้นมีการศึกษาเกี่ยวกับสมุนไพรมากในสัตวทดลอง โดยขนาด
ของสมุนไพรฟาทะลายโจรที่ใชตั้งแต 3,000, 2,000 (Sithisomwongse et al., 1989) 500 (Feng et al. 
1962) 400 200 150 100 50 มก./กก. (Dhammanpahorn and Chaichantipyuth, 1989) ขนาด ของ
ขมิ้นชันที่รายงานตั้งแต 2,200 (Sharma et al., 2001) 300 มก./กก. (Shankar et al., 1979) ขนาดของ
ไพลรายงานตั้งแต 18,040 2,250 350 มก./กก. (Panyathanya et al., 1986) ขนาดของลูกใตใบ
รายงานตั้งแต 600 300 และ 150 มก./กก. (Adeneye, 2006) ขนาดของน้ํานมราชสีหรายงานตั้งแต 
1000 300 และ 100 มก./กก. (Hore, 2006) ซ่ึงขนาดที่กลาวมาขางตน ไมเปนอันตรายตอสัตวทดลอง 
ดังนั้นยิ่งสนับสนุนงานวิจัยคร้ังนี้วาขนาดที่ใหไมเปนพิษตอไตรวมถึงรางกายโคนมดวย  
  

ผลการตรวจปริมาณน้ํานมแสดงวา ตํารับสมุนไพร ไมมีผลเปลี่ยนแปลงระดับการให
น้ํานม แมวาสมุนไพรน้ํานมราชสีหที่ผสมอยูในตํารับสมุนไพรนี้ มีผลในการสรางเนื้อเยื่อเตานม
และขับน้ํานมในโค (Chifundera, 1998) อาจมาจากปริมาณของน้ํานมราชสีหที่ใชไมเพียงพอตอการ
ออกฤทธิ์ ผูวิจัยคาดวาการเพิ่มปริมาณน้ํานมราชสีหสามารถเพิ่มปริมาณน้ํานมได ซ่ึงตองมีศึกษา
ตอไป 
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 1.3  ผลตํารับสมุนไพรตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ที่เกี่ยวของกับการอักเสบ
ในแมโคทดลอง 
 

การวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา ตํารับสมุนไพรที่ใชทดลอง สงผลใหแมโคนมมีระดับไซโต

คายน IFN-γ ที่ลดลง และระดับ TNF-α ที่ไมเปลี่ยนแปลงจากโคที่ไดรับตํารับสมุนไพร โดยปกติ 

IFN-γ ถูกหล่ังมาจาก T cell กลุม CD4+ CD8+ และ NK cell มีหนาที่กระตุน ให T และ B cell 
macrophages และ NK cell แบงตัว ทํางานและเจริญ เพิ่มการแสดงออกของ MHC และเปนไซโต

คายนบงบอกถึง Type 1 cellular immunity (Goldsby, 2003) การลดลงของ IFN-γ คาดวา
สวนประกอบของตํารับสมุนไพร มีรายงานตรงกับการออกฤทธิ์ของ ฟาทะลายโจร (Chiou et al., 
2000; Sheeja and Kutton, 2006) โดย Chiou et al. (2000) อธิบายกลไกการออกฤทธิ์วา ฟาทะลาย

โจร จะลดการสราง IFN-γ ที่หล่ังจากเซลลที่ถูกกระตุนดวยสาร LPS ของเชื้อแบคทีเรีย รวมทั้งฟา
ทะลายโจรลดการแสดงออกของ iNOS จากเซลลแมคโครฟาจ ทําใหไมมีการสราง Nitric oxide 
(NO) ซ่ึง NO เปนสารที่อนุมูลอิสระที่เปนพิษตอเซลล ดังนั้น ตํารับสมุนไพรนี้นาจะแสดงฤทธิ์ของ
การลดการอักเสบ (anti-inflammation effect) นอกจากนี้ก็สามารถพบไดฤทธิ์ลดการอักเสบจาก 
ไพล (Panthong et al., 1990) ลูกใตใบ (Kassuya et al., 2006) อยางไรก็ตาม ฤทธ์ิของฟาทะลายโจร

ก็สามารถพบการเพิ่มขึ้นของ IFN-γ ได (Burgos et al., 2005; Xu et al., 2006; Sheeja and Kutton, 
2007) ไซโตคายน TNF-α ถูกหล่ังมาจาก โมโนซัยต แมคโครฟาจ fibroblast และ T-cell มีหนาที่
เปนสื่อในกระบวนการอักเสบและระบบภูมิคุมกัน เปนสารใหเกิดการแบงตัวและเจริญตอเซลล
หลายชนิด (Goldsby, 2003) ในงานวิจัยนี้ ไมพบการเปลี่ยนแปลงของ TNF-α แตพบวาในชวง
คลอดที่พบปริมาณ TNF-α ที่ลดลง ผูวิจัยคาดวาตํารับสมุนไพรจะสามารถชวยลดการอักเสบ

ในชวงคลอดได งานวิจัยนี้ไดศึกษามุงเนนผลของสมุนไพรตอระดับไซโตคายน 2 ตัว คือ IFN-γ 
และ TNF-α ดวยเหตุผลเกี่ยวของกับเชื้อเลปโตสไปรา ซ่ึงผูวิจัยคาดวาตํารับสมุนไพรนี้ นาจะมีผล

ตอระดับไซโตคายนตัวอ่ืนๆดวย เชน IL-4 ที่แสดงผลตรงขามกับระดับ IFN-γ เปนตน ซ่ึงตองมี
การศึกษาตอไป 
 
 1.4  ผลของตํารับสมุนไพรตอสุขภาพของแมโคนมในชวงทดลอง 
   

ผลการทดลองแสดงวา แมโคที่ไดรับสมุนไพรจะสามารถลดอุบัติการณการเกิดโรค
คลอดยากแบบมี/ไมมีการแทงลูกและเตานมอักเสบแตไมมีผลตอการเกิดการเจ็บกีบของโคนม แม
โคที่เกิดโรคทางเมตาบอลิกและโรคติดเชื้อมักเกิดจากการจัดการและการจัดการดานอาหารในชวง
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ระยะแหงนมไมเหมาะสม เปนสาเหตุใหเกิดภาวะ negative energy balance (Ostergaard and 
Sorensen, 1998; Rukkwamsuk et al., 1999) ผลจากภาวะ negative energy balance ทําใหรางกายแม
โคมีภาวะการสะสมไขมันที่ตับ และคีโตซิส (hepatic lipidosis and ketosis) และการกดการทํางาน
ของเม็ดเลือดขาว (Targowski and Klucinski, 1983; Popstad et al., 1989; Hoeben et al., 1997; 
Wentink et al., 1997; Suriyasathaporn et al., 1999) สงผลใหเกิดโรคขึ้นในชวงหลังคลอดหรือชวง
ตนของการใหนม ซ่ึงฤทธิ์ของสมุนไพรไดแสดงใหเห็นวามีผลทําใหเพิ่มระดับภูมิคุมกันที่สมบูรณ
กวากลุมที่ไมไดรับสมุนไพร และเปนสวนสําคัญที่ใชในการตอตานการติดเชื้อ (Meglia et al., 
2005) สวนในกรณีที่แมโคที่กินตํารับสมุนไพรมีผลการเกิดภาวะเจ็บกีบไมแตกตางกับแมโคที่ไม
กินสมุนไพร เนื่องจากสาเหตุของการเกิดเจ็บกีบจะเกิดกับแมโคหลังคลอด (Nilsson, 1963) ซ่ึงมีผล
จากการใหอาหารขนมากเกินไปเพื่อการผลิตน้ํานม (Moser and Diver, 1987; Manson and Leaver, 
1988a, 1988b) การกินอาหารขนทําใหจุลินทรียที่กระเพาะรูเมนบางชนิดตาย แลวหล่ังสารพวก 
endotoxin และ histamine และการมีเกิดกรดแลคติกที่มากขึ้น สารเหลานี้จะดูดซึมเขาสูกระแสเลือด 
และมีผลตอเสนเลือดโดยเฉพาะบริเวณกีบ (Radostits et al., 1997)  
 
2. สรีรวิทยาเปรียบเทียบผลของตํารับสมุนไพรในแมโคนมที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา 
ตรวจสอบในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
 
 2.1 อุณหภูมิรางกาย 
 

ผลการทดลองไมพบความสัมพันธระหวางการมีไขตอการเปนแหลงรังโรค ดังแสดง
ในกลุม NH-SCH+ ที่มีอุณหภูมิต่ํากวาทุกกลุม ซ่ึงคาดวาแมโคที่ตรวจพบนั้นเปนโคนมในภาวะเปน
แหลงรังโรค (Radostits et al, 1997) สวนในกลุมที่ไดรับสมุนไพร (H-SCH- และ H-SCH+) มีคา
อุณหภูมิที่สูง โดยเฉพาะในกลุม H-SCH- ที่สูงนั้น แสดงใหเห็นวา ฤทธิ์ของสมุนไพรเพิ่มขึ้นของ
ขบวนการเมตาบอลิซึมที่สมบูรณกวากลุมที่ไมไดรับสมุนไพร 
 
 2.2  คาโลหิตวิทยา  
 

ผลของคาโลหิตวิทยา แสดงใหเห็นวา แมโคที่กินตํารับสมุนไพร (H-SCH+ และ H-
SCH-) มีปริมาณลิมโฟซัยตและโมโนซัยตที่สูงขึ้น ซ่ึงเมื่อแยกกลุมยอย พบวาในกลุม H-SCH- จะมี
ปริมาณเม็ดเลือดขาว 2 ชนิดสูงที่สุด ซ่ึงบงชี้วาสมุนไพรมีผลโดยตรงในการเพิ่มลิมโฟซัยตและโม



 

72 

โนซัยต สวนในกลุม H-SCH+ มีปริมาณเม็ดเลือดขาวสองชนิดที่ต่ํากวากลุม H-SCH- นั้น ยังไมมี
รายงาน แตผูวิจัยคาดวาเชื้อเลปโตสไปราอาจมีกลไกที่สามารถลดระดับภูมิคุมกันได ซ่ึงตองมี
การศึกษาตอไป  
 

จากผลการทดลองนี้พบวาคาโลหิตวิทยาของโคที่วินิจฉัยที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อ
เลปโตสไปรานั้นไมมีความแตกตางกับโคปกติ ซ่ึงตรงตามรายงานในคน (Shpilberg et al., 1990) 
ในสุนัข (Scanziani et al., 1995) รวมทั้งในโคนมดวย (ณัฐพงศ และคณะ, 2549) จึงแสดงใหเห็น
ชัดเจนวาพืชสมุนไพรมีผลเพิ่มจํานวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยตและโมโนซัยตจริง และไมผลรบกวน
จากการที่โคเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา 
 

จํานวนของเกล็ดเลือดในกลุมที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปรานั้น (NH-SCH+ และ H-
SCH+) จะมีแนวโนมที่เกล็ดเลือดต่ํา ซ่ึงตรงกับการรายงานของ ณัฐพงศ และคณะ (2549) ที่พบการ
ลดของเกล็ดเลือดอยางมีนัยสําคัญจากแมโคนมที่มีภูมิคุมกันตอเชื้อเลปโตสไปรา จํานวน 100 ตัว 
กลไกการเกิดเกล็ดเลือดต่ําเกิดเนื่องจาก leptospiral lipopolysaccharide ทําให neutrophil ไปจับกับ 
endothelial cell และเกล็ดเลือด เปนสาเหตุใหเกิดการรวมตัวกันของเกล็ดเลือดและเกิดภาวะ 
thrombocytopenia ตามมา (Levett, 2001) แตในกลุม H-SCH+ นั้นจะมีคาเกล็ดเลือดมากกวากลุม 
NH-SCH+ ผูวิจัยคาดวาสมุนไพรอาจมีผลในการลดปริมาณเชื้อเลปโตสไปราหรือเพิ่มปริมาณเกล็ด
เลือดได 
  

 2.3  ผลตํารับของสมุนไพรตอระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ที่เกี่ยวของกับการ
อักเสบในแมโคทดลอง 
 

จากการทดลองมีแมโคที่ไดรับตํารับสมุนไพรมีระดับ IFN-γ ที่ต่ํากวากลุม NH-SCH+ 
และ NH-SCH- ทุกระยะ รวมทั้งในวันคลอดที่ระดับไซโตคายนมีแมโคนมกลุม H-SCH- และ H-
SCH+ จะมีระดับไซโตคายน TNF-α ที่ต่ํากวาแมโคนมกลุม NH-SCH+ และ NH-SCH-แสดงให
เห็นวาฤทธิ์ของสมุนไพรนั้นเปนการลดอักเสบไดทั้งแมโคที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา
ได แตกลไกยังไมสามารถสรุปไดแนนอน 
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 2.4  การตรวจสอบอิทธิพลของตํารับพืชสมุนไพรตอการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปลอย
เชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราจากแมโคนมที่เปนแหลงรังโรค 
 

ในงานวิจัยนี้แสดงฤทธิ์ลดการแพรเชื้อเลปโตสไปราจากแมโคที่เปนแหลงรังโรคเลป
โตสไปรา จากแมโคที่ไดรับตํารับสมุนไพร จากการลดปริมาณเชื้อเลปโตสไปราโดยตรวจดูดวย

กลองจุลทรรศนพื้นมืด ซ่ึงกลไกยังไมทราบแนชัด แตเมื่อเทียบกับการเปลี่ยนแปลงระดับ IFN-γ ที่
ลดลงและ TNF-α ที่ไมแตกตางจะพบเหมือนการรายงานการเปลี่ยนแปลงไซโตคายนจากยา
ปฏิชีวนะ Tetracycline ในหนู (Lin et al., 2006) แตลักษณะโครงสรางของสมุนไพรที่นํามาใชนั้น
ไมเหมือนกับ tetracycline เมื่อศึกษางานวิจัยของแตละสมุนไพรที่ใชในการทดลองในดานการ
ทดแทนยาปฎิชีวนะเชน ฟาทะลายโจร มีฤทธิ์ไมแตกตางกับ streptomycin และ gentamycin 
(Singha et al., 2003) ขมิ้นชัน มีฤทธิ์ไมแตกตางกับ Imipenem (Somia et al., 2005) และออกฤทธิ์
คลายยา Cefepime (Mishra et al., 2005) ไพล มีฤทธิ์ไมแตกตางกับ amoxicillin (Wannissorn, 2004) 
น้ํานมราชสีห มีฤทธิ์ไมแตกตางกับ ampicillin (Sudhakor et al., 2006) และลูกใตใบซึ่งสามารถตาน
เชื้อแบคทีเรียหลายชนิดได (Kloucek et al., 2005; Mazumder et al., 2006) ซ่ึงการวิจัยนี้ไดศึกษา
ฤทธิ์ตอการยับยั้งเชื้อเลปโตสไปราในโคเปนครั้งแรก ยังตองมีการศึกษาตอทั้งในเรื่องปริมาณที่
เหมาะสมสําหรับยับยั้งเชื้อรวมทั้งการออกฤทธิ์ของสมุนไพรที่ใชในการลดเชื้อเลปโตสไปราตอไป 

 
การตรวจวินิจฉัยตอโรคเลปโตสไปโรซิสที่ใชในการวิจัยแตละวิธีมีขอดีและขอเสีย

ตางกัน โดยวิธีทางซีรัมวิทยา จากการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี Microscopic 
Agglutination Test (MAT) จะเปนวิธีที่เปนมาตรฐานสําหรับตรวจโรคเลปโตสไปโรซิส (Radostits 
et al., 1997; WHO, 2003) ขอดีคือ มีความจําเพาะตอเชื้ออางอิงสูง (high specificity)ขอเสียที่สําคัญ 
คือ จําเปนตองเลี้ยงเช้ือเลปโตสไปราอางอิงหลายชีโรวาร การใชระยะเวลาตรวจเปนเวลานาน 
รวมทั้งความหลากหลายสายพันธุของเชื้อเลปโตสไปราทําใหไมมีเชื้อท่ีใชอางอิงได (WHO, 2003) 
การตรวจระดับภูมิคุมกันดวยวิธี MAT ในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยคาดวาเปนการบงบอกการเพิ่มภูมิตอเชื้อ
เลปโตสไปราเทานั้น ซ่ึงในกรณีโคเปนแหลงรังโรคนั้นเชื้อจะหลบซอนตามอวัยวะตางๆ เชน ไต 
เปนตน ทําใหไมพบภูมิคุมกันไดดังกรณีในกลุม H-SCH+ หรือการวินิจฉัยดวย MAT อาจบงบอก
สภาวะสัมผัสเชื้อที่อยูในสิ่งแวดลอมในกรณีกลุม NH-SCH+ ที่มีระดับ MAT >1:50 แตไมมีโคตัว
ใดมีระดับ MAT ที่จะบงบอกวามีอาการทางคลินิก การดูเช้ือโดยตรงดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด 
ขอดีคือ สามารถเห็นเชื้อไดโดยตรง และใชเวลาไมนาน ขอเสียคือ ตองใชความชํานาญในการ
จําแนกเชื้อเลปโตสไปรา ซ่ึงสามารถพบเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธีนี้ได แมวา MAT เปนลบ (White 
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et al., 1982; Thiermann, 1983) ซ่ึงผูวิจัยไดใชวิธีนี้เปนหลักในการแยกกลุมเลปโตสไปรา วิธี
สุดทายที่ใชคือวิธีดูจากแอนติเจนหรือสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธีลูกโซพอลิเมอ
เรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ขอดี คือมีความเฉพาะเจาะจงและใชเวลาตรวจไมนาน 
ขอเสียคือ ใชงบประมาณสูง ซ่ึงในประเทศไทยไดมีการพัฒนาการตรวจหาเชื้อเลปโตสไปรา โดย
วิธีพีซีอารจากตัวอยางปสสาวะโดยตรงได (ศิริวรรณ และคณะ, 2546) แตในการวิจัยนี้ไมสามารถ
วินิจฉัยไดชัดเจนนัก อาจเนื่องจากตัวอยางมีการปนเปอนจากแบคทีเรียอ่ืนมากเกินไป นอกจากนี้ยัง
มีการศึกษาวิธีอ่ืนๆเพื่อวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส เชน Indirect immunofluorescent test (IFAT) 
Enzyme link immunosorbant assay (ELISA) Lepto-Dipstick test หรือ Latex agglutination test 
เปนตน (McBride et al., 2005) ซ่ึงปจจุบันยังไมมีรายงานแนชัดวา วิธีการใดมีความแมนยําสูงสุด 
การตรวจดวยหลายวิธีจะชวยยืนยัน การวินิจฉัยไดดีถูกตองมากขึ้น (WHO, 2003; Ooteman et al., 
2005) 
 
 2.5.  ผลของตํารับสมุนไพรตอขอมูลสุขภาพทางเมตาบอลิกของแมโคนมที่เปนแหลงรัง
โรคของเชื้อเลปโตสไปราในระยะการทดลอง 
 

โคที่เปนแหลงรังโรคเลปโตสไปราจะมีอาการคลอดยาก แทง ผสมไมติด เตานม
อักเสบซึ่งแสดงใหเห็นในกลุม NH-SCH+ ซ่ึงจะแตกตางกับกลุมที่ไดรับสมุนไพร (H-SCH+) โดย
จะไมพบแมโคที่มีอาการคลอดยาก แทง ผสมไมติด เตานมอักเสบเลย แสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ของ
สมุนไพรที่ลดปริมาณเชื้อเลปโตสไปราไดและสามารถเพิ่มระดับภูมิคุมกันได ซ่ึงจะแตกตางกับการ
ทดลองของ ปยกานต และคณะ (2548) รายงานวาไมพบความแตกตางของสุขภาพแมโคจากแมโคที่
พบเชื้อเลปโตสไปราและไมพบเชื้อเลปโตสไปรา  
 
3.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหวางลูกโคนมในระยะคลอดถึง 1 สัปดาหหลังคลอดที่เกิดจากแมโคนม
ท่ีไดรับตํารับสมุนไพร และจากแมท่ีไมไดรับตํารับสมุนไพร 
 
 ในการวจิัยนี้ไดศึกษาถึงการสงผานผลของตํารับสมุนไพรจากแมโคที่ไดรับตํารับสมุนไพร
ไปสูลูกโคโดยศึกษาสรีรวิทยาของลูกโคในชวงวันคลอดถึง 1 สัปดาหหลังคลอด พบวา สมุนไพร
ไมมีผลตออุณหภูมิรางกาย คาโลหิตวิทยาของลูกโคยกเวนจํานวนเกล็ดเลือด ความเปนพิษตอไต
และระดับไซโตคายน เมื่อแยกยอยลูกโคออกตามแมโคที่พบเชื้อเลปโตสไปรา พบวาเชื้อเลปโตส
ไปราและตํารับสมนุไพรนั้นไมมีผลตออุณหภูมิรางกาย คาโลหิตวิทยายกเวนจํานวนเกล็ดเลือดและ
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ระดับไซโตคายน ดังเชนในแมโค โดยการศึกษานี้สรุปวาเชื้อเลปโตสไปราและตํารับสมุนไพร ไมมี
ผลตอลูกโค ในขณะที่คาเกล็ดเลือดที่เพิ่มขึ้น เปนไปไดวาการเพิ่มขึ้นของเกล็ดเลือดนั้นเกิดจากผล
ทางสรีระของลูกโค เชน ผลของเอพพิเนฟฟรินจากการตื่นเตน ผลระหวางการเจริญเติบโตอยาง
รวดเร็วของสัตว (เฉลียว, 2540) หรือการไดรับตํารับสมุนไพรในแมโคมีผลกระตุนการสรางเกล็ด
เลือดในลูกโคระหวางที่อยูในทองแมโค 
 
 การวิจัยนี้สามารถพบเชื้อเลปโตสไปราใน กลุมลูกโคที่แมโคไมไดรับตํารับสมุนไพรและ
ตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (NH-SCH+) และกลุมลูกโคที่แมโคไดรับตํารับสมุนไพรและตรวจพบ
เชื้อเลปโตสไปรา (H-SCH+) แมในแมโคกลุม H-SCH+ จะตรวจไมพบเชื้อเลปโตสไปราก็ตาม 
เนื่องมาจาก รกในโคนั้นเปนแบบ syndesmochorial structure ทําใหการสงผานอิมมูโนกอบบูลิน 
(Immunoglobulin, Ig) เซลลภูมิคุมกัน และสารไซโตคายน จากแมโคไมสามารถสงผานมาสูลูกได 
(Barrington and Parish, 2001) ทําใหเชื้อเลปโตสไปราสามารถหลุดรอดและคงอยูในรางกายลูกโค
ไดหรือเชื้อเลปโตสไปราไดไปอยูในลูกโคตั้งแตกอนการทดลอง แตก็ไมไดพบเชื้อเลปโตสไปราใน
ลูกโคทุกตัว เนื่องจากในชวงปลายของการตั้งทองนั้น ระบบภูมิคุมกันของลูกโคมีการพัฒนาไปมาก 
ทั้งระบบ innate และ adaptive immunity (Tizzard, 2000) ทําใหมีลูกโคบางตัวสามารถกําจัดเชื้อเลป
โตสไปราได รวมทั้งสามารถตรวจพบภูมิคุมกันตอโรคเลปโตสไปราได เชนที่พบระดับ MAT ของ
ลูกโค 1 ตัวในกลุม NH-SCH+ ดังนั้นผูวิจัยคาดวา ตํารับสมุนไพรที่ใหในแมโคนั้น ไมสามารถผา
นรกไปสูลูกได และการปองกันลูกโคจากแมโคที่เปนโรคเลปโตสไปโรซิสยังเปนปญหาอยู ซ่ึงการ
แกปญหานี้ผูวิจัยมีความคิดวาควรมีการตรวจฤทธิ์ของตํารับสมุนไพรตอระบบภูมิคุมกันในนม
น้ําเหลืองและน้ํานม เนื่องจาก ลูกโคจะไดภูมติานทานจากแมจากนมน้ําเหลือง และน้ํานมเปนหลัก 
(Wells and Osbourne, 1921) โดยเฉพาะในชวง 3-5 สัปดาหหลังคลอด กอนที่ลูกโคจะมีระบบ
ภูมิคุมกันสมบูรณ (Senogles et al., 1978; Devery et al., 1979; Husband, 1980; Banks and 
McGuire, 1989) สวนประกอบภูมิคุมกันในนมน้ําเหลืองจะมี อิมมูโนกอบบูลิน เม็ดเลือดขาวลิมโฟ
ซัยตทั้งกลุม T และ B cell นิวโทรฟล แมคโครฟาจ (Barrington and parish, 2001) และ ไซโตคายน 
เชน IL-2-like activity (Sordillo et al. 1991) TNF-α (Rewinski and Yang. 1994) เปนตน และไดมี
หลักฐานปองกันโรคไดดีของนมน้ําเหลืองหรือนมที่ใสภูมิคุมกัน ในการปองกัน E.coli (Tizzard, 
2000) หรือTrichinella spiralis (Le Jan, 1996) เปนตน ในขณะที่แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราใน
นมน้ําเหลืองของแมหม ูมีความสามารถในการฆาเชื้อ ( Neutrarizing antibody titer) เลปโตสไปรา
ต่ํา  (Soto et al., 2007) ซ่ึงยังตองรอการศึกษาตอไป  
  



สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 

 การใชตํารับพืชสมุนไพรไทยที่มีสวนผสมของ ฟาทะลายโจร ลูกใตใบ น้ํานมราชสีห ไพล 
และขมิ้นชัน ในโคนมนั้นมีความปลอดภัยโดยไมเปนพิษไต ไมมีผลตอระดับเม็ดเลือดแดง แต
สามารถเพิ่มระดับลิมโฟซัยตและโมโนซัยตซ่ึงมีหนาที่ในระบบภูมิคุมกันของรางกาย สามารถลด

ระดับการแพรเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราออกจากปสสาวะ สามารถลดระดับ IFN-γ และลด
ระดับไซโตคายนTNF-α ในวันคลอด และสามารถใชเปน bacteriostaticได ในขณะที่ตํารับ
สมุนไพรไมมีผลโดยตรงตอลูกโค ซ่ึงเปนทางเลือกใหมในการประยุกตใชในทางสัตวแพทย 
 

ขอเสนอแนะ 

 

 ควรจะมีการศึกษาเพิ่มเติมในดานหนาที่การทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาว หรือการทํางาน
ของระบบภูมิคุมกัน เพื่อทราบระบบการทํางานใหชัดเจน เชน โดยการทํางานของลิมโฟซัยต 

สามารถตรวจจากการแยกชนิดของลิมโฟซัยตและตรวจหาสารไซโตคายนที่เกี่ยวของ เชน IFN-γ 
IL-2 หรือ IL-4 เปนตน หรือการทํางานของโมโนซัยต สามารถตรวจจากหาสารไซโตคายนที่
เกี่ยวของ เชน TNF-α หรือ IL-8 เปนตน  
  

 งานวิจยันี้ไดศกึษามุงเนนผลของสมุนไพรตอระดับไซโตคายน 2 ตัว คือ IFN-γ และ TNF-
α ดวยเหตุผลเกี่ยวของกับเชือ้เลปโตสไปรา ซ่ึงผูวิจัยคาดวาตํารับสมุนไพรนี้ นาจะมีผลตอระดับไซ

โตคายนตัวอ่ืนๆดวย เชน IL-4 ที่แสดงผลตรงขามกับระดบั IFN-γ เปนตน  
 

ซ่ึงการวิจัยนี้ไดศึกษาฤทธิ์ตอการยับยั้งเชื้อเลปโตสไปราในโคเปนครั้งแรก ยังตองมี
การศึกษาตอทั้งในเรื่อง ศึกษาเภสัชจลนศาสตรของตํารับสมุนไพร การหาปริมาณที่เหมาะสม
สําหรับยับยั้งจนถึงขั้นทําลายเชื้อตอไป 
 
 ควรจะมกีารตรวจคุณภาพของน้ํานมเหลือง หรือน้ํานมจากแมโคที่ไดรับตํารับสมุนไพร 
เพื่อตรวจสอบระดบัภูมิคุมกนั เพื่อใชในการปองกันโรคในลูกโค  
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ตารางผนวกที่ ก1  อุณหภูมิรางกายเฉลี่ยของกลุมโคนม 2 กลุม ในระยะกอนคลอด คลอด  
                               และหลังคลอด 
 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห 
                   กอนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
 
 
 
 
 
 
 
 

สัปดาหที ่ กลุม อุณหภูมิรางกาย (oF) 
Mean ± SEM (n) 

 
Before 

  
102.2±0.2 (24) 

 
(-5) – (-3) No herb 

Herb 
 

101.7±0.2 (9) 
102.4±0.2 (9) 

-2 No herb 
Herb 

 

102.2±0.3 (10) 
102.6±0.2 (14) 

-1 No herb 
Herb 

 

102.7±0.3 (9) 
102.9±0.3 (11) 

0 No herb 
Herb 

 

102.7±0.4 (6) 
102.7±0.2 (7) 

1 No herb 
Herb 

 

102.6±0.5 (7) 
  103.6±0.3 (10) 

2 No herb 
Herb 

 

101.7±0.4 (8) 
103.1±0.4 (10) 

4 No herb 
Herb 

 

101.6±0.2 (8) 
102.1±0.2 (13) 
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ตารางผนวกที่ ก2  จํานวนเมด็เลือดแดง (RBC) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) คา  
                               ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) ของกลุมโคนม ในระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
 
สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 

  RBC 
(10 9cell/ml) 

hematocrit 
(%) 

hemoglobin 
(mg/dl) 

 
Before 

  
6.3±0.1 (24) 

 

 
28.3±0.5 (24) 

 
8.8±0.2 (24) 

(-5) – (-3) No herb 
       Herb 

6. 2±0.2 (9) 
6.4±0.2 (12) 

 

28.6±1.1 (9) 
28.2±1.0 (12) 

8.7±0.3 (9) 
8.9±0.4 (12) 

-2 No herb 
       Herb 

6.3±0.2 (11) 
6.3±0.2 (14) 

 

28.5±1.2 (11) 
28.3±0.9 (14) 

8.9±0.3 (11) 
8.8±0.3 (14) 

-1 No herb 
       Herb 

6.3±0.1 (11) 
6.4±0.2 (12) 

 

29.1±0.7 (11) 
28.9±1.0 (12) 

8.8±0.3 (11) 
8. 7±0.3 (12) 

0 No herb 
       Herb 

6.0±0.1 (7) 
5.5±0.3 (12) 

 

27.6±0.6 (7) 
29.2±1.2 (12) 

8.4±0.3 (7) 
8.8±0.4 (12) 

1 No herb 
       Herb 

5.8±0.2 (9) 
6.0±0.3 (13) 

 

27.1±0.9 (9) 
27.0±1.1 (13) 

8.0±0.4 (9) 
7.8±0.4 (13) 

2 No herb 
       Herb 

5.4±0.2 (9) 
6.0±0.3 (13) 

 

28.7±0.8 (9) 
26.4±1.0 (13) 

7.3±0.4 (9) 
7.9±0.3 (13) 

4 No herb 
       Herb 

5.4±0.1 (9) 
5.8±0.3 (13) 

23.8±0.5 (9) 
24.9±0.8 (13) 

7.2±0.3 (9) 
7.2±0.3 (13) 

 
หมายเหตุ ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห 
                 กอนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
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ตารางผนวกที่ ก3   จํานวนเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือด neutrophil เม็ดเลือด lymphocyte เม็ดเลือด  
                                    monocyte และ เม็ดเลือด eosinophil ของกลุมโคนม ในระยะกอนคลอด  
                                    คลอด และหลังคลอด 
 
สัปดาหท่ี กลุม Mean ± SEM (n) 

  WBC 
(10 6cell/ml) 

neutrophil 
(10 6cell/ml) 

Lymphocyte 
(10 6cell/ml) 

Monocyte 
(10 6cell/ml) 

Eosinophil 
(10 6cell/ml) 

 
Before 

  
10.3±0.8 (24) 

 
3.2±0.3 (24) 

 
5.7±0.8 (24) 

 
0.7±0.2 (24) 

 
0.9±0.1 (24) 

 
(-5) – (-3) No herb 

Herb 
 

 8.9±0.6 (9) 
 12.1±1.9 (12) 

 3.4±0.5 (9) 
35.0±0.4(12) 

  4.3±0.6 (9) 
  7.8±1.3 (12) 

 0.5±0.1 (9) 
 1.0±0.3 (12) 

 0.7±0.1 (9) 
 0.8±0.2 (12) 

-2 No herb 
Herb 
 

 9.1±0.5 (11) 
 12.4±1.8 (14) 

 3.9±0.4 (11) 
 3.5±0.3 (14) 

  4.2±0.5 (11) 
  7.6±1.7 (14) 

 0.6±0.1 (11) 
 0.7±0.2 (14) 

 0.6±0.1 (11) 
 0.7±0.1 (14) 

-1 No herb 
Herb 

 9.7±0.8 (11) 
 11.1±0.9 (12) 
 

 4.9±0.8 (11) 
 4.8±0.6 (12) 

  3.8±0.4 (11) 
  4.6±0.6 (12) 

 0.6±0.1 (11) 
 1.0±0.2 (12) 

 0.5±0.1 (11) 
 0.4±0.1 (12) 

0 No herb 
Herb 

 10.9±0.8 (7) 
 13.4±1.5(12) 
 

 6.8±1.1 (7) 
 6.9±1.1 (12) 

  3.2±0.5 (7) 
  5.0±0.8 (12) 

 0.6±0.1 (7) 
 1.2±0.3 (12) 

 0.4±0.1 (7) 
 0.2±0.1 (12) 

1 No herb 
Herb 

 9.1±0.7 (9) 
 12.1±0.2 (13) 
 

 4.5±0.5 (9) 
 5.3±1.3 (13) 

  3.7±0.6 (9) 
  5.2±0.9 (13) 

 0.6±0.1 (9) 
 1.3±0.4 (13) 

 0.4±0.1 (9) 
 0.2±0.1 (13) 

2 No herb 
Herb 

 8.6±0.8 (9) 
 10.9±1.6 (13) 
 

 4.3±0.9 (9) 
 2.7±0.3 (13) 

  3.7±0.6 (9) 
  7.4±1.5 (13) 

 0.6±0.2 (9) 
 0.5±0.1 (13) 

 0.2±0.1 (9) 
 0.3±0.1 (13) 

4 No herb 
Herb 

 7.9±0.9 (9) 
 11.7±1.6 (13) 
 

 3.4±0.8 (9) 
 3.4±0.4 (13) 

  3.7±0.5 (9) 
  6.5±1.4 (13) 

 0.5±0.1 (9) 
 0.9±0.2 (13) 

 0.3±0.1 (9) 
 0.8±0.2 (13) 

 
หมายเหตุ ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห 
                  กอนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
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ตารางผนวกที่ ก4  จํานวนเกล็ดเลือด และ โปรตีนในพลาสมาของกลุมโคนมในระยะกอนคลอด  
                               คลอด และหลังคลอด 
 

สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 
  เกล็ดเลือด ( 105cell/ul) พลาสมาโปรตีน (mg%) 
 

Before 
  

2.9±0.2 (24) 
 

 
7.3±0.1 (24) 

(-5) – (-3) No herb 
            Herb 

 

        2.7±0.4 (9) 
        2.8±0.2 (12) 

        7.2±0.6 (9) 
7.1±0.2 (12) 

-2 No herb 
            Herb 

 

2.1±0.2 (11) 
2.9±0.2 (14) 

6.9±0.2 (11) 
7.0±0.1 (14) 

-1 No herb 
            Herb 

 

2.5±0.2 (11) 
3.2±0.3 (12) 

6.7±0.2 (11) 
6.9±0.2 (12) 

0 No herb 
            Herb 

 

         3.1±0.2 (7) 
3.2±0.3 (12) 

6.2±0.3 (7) 
          6.7±0.1 (12) 

1 No herb 
            Herb 

 

3.9±0.5 (9) 
   3.6±0.2 (13) 

7.0±0.2 (9) 
          7.1±0.2 (13) 

2 No herb 
            Herb 

 

3.4±0.4 (9) 
   3.7±0.2 (13) 

7.0±0.2 (9) 
          6.9±0.2 (13) 

4 No herb 
            Herb 

 

3.3±0.5 (9) 
.  4.0±0.3 (13) 

7.6±0.3 (9) 
          7.3±0.1 (13) 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห 
                  กอนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอดระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
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ตารางผนวกที่ ก5  ความเปนกรดดางของปสสาวะ (pH) creatinine และ BUN ของกลุมโคนมใน 
                              ระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
 
สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 

  pH creatinine (mg/dl) BUN (mg/dl) 
 

Before 
  

8.5±0.1 (24) 
 

 
1.4±0.0 (24) 

 
16.4±1.2 (24) 

 
(-5) – (-3) No herb 

       Herb 
 

     8.3±0.2 (9) 
8.5±0.1 (12) 

      1.4±0.0 (9) 
1.3±0.0 (12) 

     13.0±1.4 (9) 
16.7±1.6 (12) 

-2 No herb 
       Herb 

 
8.5±0.2 (11) 
8.2±0.3 (14) 

1.3±0.1 (11) 
1.4±0.1 (14) 

15.6±1.6 (11) 
17.5±1.0 (14) 

-1 No herb 
       Herb 

 
8.3±0.2 (10) 
8.2±0.2 (12) 

1.3±0.1 (11) 
1.4±0.1 (12) 

18.8±1.6 (11) 
18.0±1.7 (12) 

0 No herb 
       Herb 

 
     7.6±0.4 (6) 

8.0±0.2 (11) 
      1.2±0.1 (7) 

1.4±0.1 (12) 
     20.4±1.4 (7) 

16.8±0.9 (12) 
1 No herb 

       Herb 
 

     8.1±0.4 (8) 
7.6±0.3 (13) 

      1.2±0.1 (9) 
1.2±0.1 (13) 

     19.3±2.4 (9) 
15.8±1.5 (13) 

2 No herb 
       Herb 

 
     7.8±0.4 (9) 

8.2±0.3 (13) 
      1.0±0.1 (9) 

1.1±0.1 (13) 
     18.7±2.3 (9) 

14.9±1.9 (13) 
4 No herb 

       Herb 
 

     7.9±0.2 (9) 
8.2±0.2 (13) 

      0.9±0.8 (9) 
1.1±0.1 (13) 

20.0±2.1 (9) 
      20.1±1.4 (13) 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห 
                  กอนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
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ตารางผนวกที่ ก6  ระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ของกลุมโคนมในระยะกอนคลอด   
                              คลอด และหลังคลอด 
 

สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 
  IFN-γ (pg/ml) TNF-α (pg/ml) 
 

Before 
  

24.5±6.6 (21) 
 

 
127.9±38.0 (21) 

(-5) – (-3) No herb 
            Herb 

 

       20.1±8.5 (7) 
14.0±7.5 (11) 

      5.4±4.0 (7) 
129.9±41.4 (11) 

-2 No herb 
            Herb 

 

        21.4±9.0 (9) 
        6.2±2.4 (13) 

      91.6±32.5 (9) 
172.5±57.7 (13) 

-1 No herb 
            Herb 

 

        8.3±4.2 (9) 
        3.1±1.1 (11) 

     111.0±55.0 (9) 
200.4±97.8 (11) 

0 No herb 
            Herb 

 

        32.7±24.4 (5) 
        2.0±1.4 (10) 

161.5±47.6 (5) 
       54.4±36.1 (10) 

1 No herb 
            Herb 

 

        33.9±19.9 (7) 
        2.9±1.5 (12) 

       126.6±49.4 (7) 
       208.0±138.0 (12) 

2 No herb 
            Herb 

 

         30.6±20.7 (7) 
         2.0±1.1 (12) 

       54.2±30.5 (7) 
       132.6±57.7 (12) 

4 No herb 
            Herb 

 

         25.0±14.1 (7) 
         4.3±2.4 (12) 

        52.3±20.4 (7) 
        119.1±51.6 (12) 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห 
                  กอนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด 
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ตารางผนวกที่ ก7  อุณหภูมิรางกายเฉลี่ยของกลุมโคนม4 กลุม ในชวงระยะกอนคลอด  
                               คลอด และหลังคลอด 

 
หมายเหตุ ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 

ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2 และ 4 คือ 1 2 และ 4 สัปดาหหลังคลอด NH-SCH-คือ กลุมโคที่ไม
เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุมโคที่เปน
แหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุมโคที่เปนแหลงรัง
โรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุมโคที่ไมเปนแหลงรังโรคของ
เช้ือเลปโตสไปราและไดสมุนไพรทดลอง 

สัปดาหที ่ กลุม อุณหภูมิรางกาย (oF)  
Mean ± SEM (n) 

 
Before 

 
  

102.2±0.2 (24) 
  

(-5) – (-3)      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

101.7±0.3 (2) 
101.7±0.2 (7) 
102.2±0.1 (3) 
102.6±0.3 (6) 

 
-2      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 
 

101.8±0.4 (3) 
102.3±0.5 (7) 
102.3±0.1 (7) 
102.9±0.3 (7) 

-1      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 
 

102.1±0.3 (2) 
102.9±0.4 (7) 
102.8±0.3 (7) 
103.0±0.7 (4) 

0      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 
 

102.7±0.5 (3) 
102.7±0.7 (3) 
102.7±0.5 (2) 
102.8±0.2 (5) 

1      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 
 

105.2±0.0 (1) 
102.2±0.4 (6) 
103.3±0.4 (5) 
103.9±0.3 (5) 

2      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 
 

102.5±0.7 (3) 
101.2±0.4 (5) 
102.8±0.5 (6) 
103.6±0.7 (4) 

4      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

101.3±0.1 (2) 
101.7±0.3 (6) 
102.0±0.3 (7) 
102.2±0.5 (6) 



 

102 

ตารางผนวกที่ ก8  จํานวนเมด็เลือดแดง (RBC) คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) คาฮีโมโกลบิน  
                              (Hemoglobin) ของกลุมโคนม4 กลุม ในชวงระยะกอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 

ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด NH-SCH-คือ กลุมโคที่ไม
เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุมโค
ที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุมโค
ที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุมโคที่
ไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรบัตํารับพืชสมุนไพรทดลอง 

สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 
  RBC 

(10 9cell/ml) 
hematocrit 

(%) 
hemoglobin  

(mg/dl) 
 

Before 
  

6.3 ± 0.1 (24) 
 

 
28.3 ± 0.5 (24) 

 
 

8.8 ± 0.2 (24) 
 

(-5) – (-3)      NH-SCH- 
     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

6.1 ± 0.5 (2) 
6.2 ± 0.2 (7) 
6.5 ± 0.2 (6) 
6.3 ± 0.3 (6) 

 

29.9 ± 2.2 (2) 
28.3 ± 1.3 (7) 
89.5 ± 0.3 (6) 
26.9 ± 1.9 (6) 

 

8.7 ± 0.6 (2) 
8.7 ± 0.4 (7) 
9.2 ± 0.3 (6) 
8.5 ± 0.7 (6) 

 
-2      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

6.3 ± 0.5 (3) 
6.3 ± 0.2 (8) 
6.3 ± 0.3 (7) 
6.3 ± 0.3 (7) 

  

29.3 ± 1.6 (3) 
28.3 ± 1.5 (8) 
29.2 ± 1.2 (7) 
27.3 ± 1.2 (7) 

 

8.9 ± 0.8 (3) 
8.9 ± 0.4 (8) 
9.0 ± 0.4 (7) 
8.5 ± 0.6 (7) 

 
-1      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

6.5 ± 0.4 (3) 
6.2 ± 0.1 (8) 
6.5 ± 0.3 (7) 
6.3 ± 0.3 (5) 

 

30.2 ± 0.6 (3) 
28.8 ± 0.9 (8) 
29.7 ± 1.5 (7) 
27.7 ± 1.1 (5) 

 

9.1 ± 0.8 (3) 
8.6 ± 0.3 (8) 
8.9 ± 0.4 (7) 
8.4 ± 0.6 (5) 

 
0      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

6.2 ± 0.2 (3) 
6.0 ± 0.2 (4) 
6.5 ± 0.3 (6) 
6.6 ± 0.6 (6) 

 

28.4 ± 0.9 (3) 
27.0 ± 0.8 (4) 
29.8 ± 1.4 (6) 
28.7 ± 2.0 (6) 

 

8.7 ± 0.5 (3) 
8.1 ± 0.3 (4) 
7.9 ± 0.7 (6) 
5.7 ± 0.7 (6) 

 
1      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

6.0 ± 0.3 (3) 
5.7 ± 0.2 (6) 
5.8 ± 0.4 (6) 
6.2 ± 0.5 (7) 

 

27.6 ± 1.1 (3) 
26.9 ± 1.3 (6) 
27.7 ± 1.9 (6) 
26.3 ± 1.4 (7) 

 

8.3 ± 0.6 (3) 
7.9 ± 0.6 (6) 
7.9 ± 0.7 (6) 
7.7 ± 0.5 (7) 

 
2      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

5.2 ± 0.5 (3) 
5.4 ± 0.1 (6) 
5.9 ± 0.4 (7) 
6.0 ± 0.4 (6) 

 

24.3 ± 1.9 (3) 
24.9 ± 0.9 (6) 
27.4 ± 1.7 (7) 
25.2 ± 0.9 (6) 

 

7.3 ± 0.8 (3) 
7.3 ± 0.4 (6) 
8.1 ± 0.6 (7) 
7.7 ± 0.4 (6) 

 
4      NH-SCH- 

     NH-SCH+ 
     H   -SCH+ 
     H   -SCH- 

5.6 ± 0.1 (3) 
5.3 ± 0.2 (6) 
5.7 ± 0.3 (7) 
5.8 ± 0.4 (6) 

24.8 ± 0.5 (3) 
23.3 ± 1.2 (6) 
25.4 ± 1.2 (7) 
24.2 ± 0.8 (6) 

7.2 ± 0.1 (3) 
7.1 ± 0.4 (6) 
7.2 ± 0.5 (7) 
7.1 ± 0.3 (6) 
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ตารางผนวกที่ ก9  จํานวนเมด็เลือดขาว (WBC) เม็ดเลือด neutrophil เม็ดเลือด lymphocyte เม็ดเลือด  
                              monocyte และ เม็ดเลือด eosinophil ของกลุมโคนม4 กลุม ในชวงระยะกอนคลอด  
                              คลอด และหลังคลอด 
 
สัปดาหท่ี กลุม Mean ± SEM (n) 

  WBC 
(10 6cell/ml) 

neutrophil 
(10 6cell/ml) 

Lymphocyte 
(10 6cell/ml) 

Monocyte 
(10 6cell/ml) 

Eosinophil 
(10 6cell/ml) 

 
Before 

  
10.3±0.8(24) 

 
 

3.2 ± 0.3 (24) 
 

 
5.7 ± 0.8 (24) 

 
 

0.7 ± 0.2(24) 
 

 
0.9 ± 0.1 (24) 

 
(-5) – (-3) NH-SCH- 

NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

9.1 ± 0.2 (2) 
8.9 ± 0.8 (7) 
9.2 ± 1.2 (6) 
15.0 ± 3.3 (6) 
 

3.5 ± 0.5 (2) 
3.4 ± 0.6 (7) 
2.6 ± 0.2 (6) 
3.4 ± 0.7 (6) 
 

    4.4 ± 0.7 (2) 
    4.3 ± 0.7 (7) 
    6.2 ± 1.4 (6) 
    9.3 ± 2.3 (6) 
 

0.5 ± 0.1 (2) 
0.5 ± 0.1 (7) 
0.7 ± 0.0 (6) 
1.3 ± 0.5 (6) 
 

0.7 ± 0.1 (2) 
0.6 ± 0.2 (7) 
0.7 ± 0.1 (6) 
0.9± 0.3 (6) 
 

-2 NH-SCH- 
NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

9.5 ± 0.9 (3) 
9.0 ± 0.6 (8) 
10.2 ± 1.1 (7) 
14.5 ± 3.4 (7) 

4.2 ± 0.9 (3) 
3.8 ± 0.5 (8) 
3.4 ± 0.5 (7) 
3.5 ± 0.3 (7) 

    4.4 ± 0.7 (3) 
    4.1 ± 0.6 (8) 
    5.4 ± 1.0 (7) 
    9.8 ± 3.2 (7) 

0.5 ± 0.2 (3) 
0.7 ± 0.2 (8) 
0.8 ± 0.3 (7) 
0.6 ± 0.2 (7) 
 

0.4 ± 0.1 (3) 
0.6 ± 0.1 (8) 
0.6 ± 0.1 (7) 
0.8 ± 0.2 (7) 
 

-1 NH-SCH- 
NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

10.3 ± 0.7 (3) 
9.5 ± 1.1 (8) 
11.5 ± 1.2 (7) 
10.4 ± 1.3 (5) 
 

4.7 ± 0.8 (3) 
4.9 ± 1.1 (8) 
4.6 ± 0.9 (7) 
3.5 ± 0.3 (5) 
 

    4.3 ± 0.6 (3) 
    3.6 ± 0.5 (8) 
    5.2 ± 0.7 (7) 
    3.8 ± 1.0 (5) 
 

0.6 ± 0.2 (3) 
0.6 ± 0.2 (8) 
1.1 ± 0.2 (7) 
0.7 ± 0.2 (5) 
  

0.6 ± 0.2 (3) 
0.5 ± 0.1 (8) 
0.2 ± 0.1 (7) 
0.6 ± 0.3 (5) 
 

0 NH-SCH- 
NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

11.4 ± 1.1 (3) 
10.6 ± 1.2 (4) 
11.3 ± 0.8 (6) 
15.6 ± 2.6 (6) 
 

6.8 ± 2.1 (3) 
6.7 ± 1.4 (4) 
6.3 ± 1.3 (6) 
7.5 ± 1.9 (6) 
 

    3.6 ± 1.0 (3) 
    2.9 ± 0.6 (4) 
    3.8 ± 0.9 (6) 
    6.2 ± 1.3 (6) 
 

0.7 ± 0.2 (3) 
0.6 ± 0.1 (4) 
0.5 ± 0.1 (6) 
1.8 ± 0.5 (6) 
 

0.3 ± 0.1 (3) 
0.5 ± 0.2 (4) 
0.3 ± 0.2 (6) 
0.2 ± 0.1 (6) 

1 NH-SCH- 
NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

10.5 ± 1.4 (3) 
8.4 ± 0.6 (6) 
11.0 ± 2.9 (6) 
13.1 ± 3.2 (7) 
 

5.3 ± 1.5 (3) 
4.1 ± 0.2 (6) 
5.5 ± 2.6 (6) 
5.2 ± 1.3 (7) 
 

    4.2 ± 1.3 (3) 
    3.5 ± 0.6 (6) 
    3.8 ± 0.6 (6) 
    6.3 ± 1.6 (7) 
 

0.7 ± 0.3 (3) 
0.6 ± 0.1 (6) 
1.3 ± 0.4 (6) 
1.4 ± 0.6 (7) 
 

0. 4 ± 0.4 (3) 
0.4 ± 0.1 (6) 
0.1 ± 0.0 (6) 
0.2 ± 0.2 (7) 

2 NH-SCH- 
NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

9.8 ± 2.0 (3) 
8.0 ± 0.8 (6) 
8.9 ± 1.7 (7) 
13.2 ± 2.7 (6) 
 

5.9 ± 2.5 (3) 
3.5 ± 0.7 (6) 
2.6 ± 0.5 (7) 
2.7 ± 0.3 (6) 
 

    3.8 ± 1.3 (3) 
    3.6 ± 0.7 (6) 
    5.5 ± 1.4 (7) 
    9.6 ± 2.7 (6) 
 

0.6 ± 0.4 (3) 
0.6 ± 0.2 (6) 
0.6 ± 0.2 (7) 
0.4 ± 0.1 (6) 
 

0.1 ± 0.1 (3) 
0.2 ± 0.1 (6) 
0.2 ± 0.1 (7) 
0.5 ± 0.1 (6) 
 

4 NH-SCH- 
NH-SCH+ 
H   -SCH+ 
H   -SCH- 

11.0 ± 0.7 (3) 
6.3 ± 0.6 (6) 
9.0 ± 1.2 (7) 
14.9 ± 2.6 (6) 

5.6 ± 1.6 (3) 
2.3 ± 0.4 (6) 
3.4 ± 0.5 (7) 
3.3 ± 0.6 (6) 

    4.4 ± 1.1 (3) 
    3.3 ± 0.5 (6) 
    4.2 ± 0.8 (7) 
    9.1 ± 2.7 (6) 

0.7 ± 0.2 (3) 
0.4 ± 0.1 (6) 
0.7 ± 0.1 (7) 
1.1 ± 0.4 (6) 

0.3 ± 0.2 (3) 
0.4 ± 0.2 (6) 
0.8 ± 0.3 (7) 
0.8 ± 0.2 (6) 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 

ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด NH-SCH-คือ กลุมโคที่ไม
เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุมโค
ที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุมโค
ที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุมโคที่
ไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรบัตํารับพืชสมุนไพรทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ก10  จํานวนเกล็ดเลือด และ โปรตีนในพลาสมา ของกลุมโคนม4 กลุม ในระยะ 
                                กอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
 

 
หมายเหตุ ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 

ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2 และ 4 คือ 1 2 และ 4 สัปดาหหลังคลอด NH-SCH-คือ กลุมโคที่ไมเปน
แหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุมโคที่เปน
แหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุมโคที่เปน
แหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุมโคที่ไมเปน
แหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง 

สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 
  เกล็ดเลือด ( 105cell/ul) พลาสมาโปรตีน (mg%) 
 

Before 
 

  
2.9±0.2 (24) 

 
 

7.3±0.1 (24) 
(-5) – (-3)           NH-SCH- 

          NH-SCH+ 
          H   -SCH+ 
          H   -SCH- 
 

3.6±0.5 (2) 
2.4±0.4 (7) 
2.5±0.1 (6) 
3.1±0.4 (6) 

7.5±0.5 (2) 
7.1±0.1 (7) 
7.1±0.1 (6) 
7.2±0.3 (6) 

-2          NH-SCH- 
         NH-SCH+ 
         H   -SCH+ 
         H   -SCH- 
 

2.2±0.4 (3) 
2.1±0.3 (8) 
2.9±0.2 (7) 
3.0±0.3 (7) 

6.7±0.7 (3) 
6.9±0.0 (8) 
6.9±0.1 (7) 
7.2±0.2 (7) 

-1          NH-SCH- 
         NH-SCH+ 
         H   -SCH+ 
         H   -SCH- 

2.8±0.6 (3) 
2.3±0.2 (8) 
3.0±0.6 (7) 
3.4±0.3 (5) 

6.7±0.7 (3) 
6.7±0.2 (8) 
6.9±0.2 (7) 
6.9±0.3 (5) 

  
0          NH-SCH- 

         NH-SCH+ 
         H   -SCH+ 
         H   -SCH- 
 

3.0±0.4 (3) 
3.2±0.3 (4) 
2.9±0.3 (6) 
3.6±0.6 (6) 

6.4±0.6 (3) 
6.1±0.4 (4) 
6.7±0.2 (6) 
6.6±0.2 (6) 

1          NH-SCH- 
         NH-SCH+ 
         H   -SCH+ 
         H   -SCH- 
 

4.0±0.9 (3) 
3.8±0.6 (6) 
3.5±0.3 (6) 
3.7±0.3 (7) 

7.4±0.5 (3) 
6.8±0.1 (6) 
7.1±0.3 (6) 
7.1±0.3 (7) 

2          NH-SCH- 
         NH-SCH+ 
         H   -SCH+ 
         H   -SCH- 

3.9±0.7 (3) 
3.2±0.4 (6) 
3.7±0.3 (7) 
3.7±0.3 (6) 

 

7.4±0.6 (3) 
6.9±0.1 (6) 
6.8±0.4 (7) 
7.0±0.1 (6) 

4          NH-SCH- 
         NH-SCH+ 
         H   -SCH+ 
         H   -SCH- 
 

4.3±0.8 (3) 
2.8±0.5 (6) 
4.6±0.5 (7) 
3.3±0.4 (6) 

8.2±1.0 (3) 
7.3±0.1 (6) 
7.4±0.1 (7) 
7.3±0.1 (6) 
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ตารางผนวกที่ ก11  ระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α ของกลุมโคนม4 กลุม ในระยะ              
                                 กอนคลอด คลอด และหลังคลอด 
 

 
หมายเหตุ  ระยะ before คือ กอนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาหกอนคลอด 

ระยะ 0 คือ วันที่คลอดระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาหหลังคลอด NH-SCH-คือ กลุมโคที่ไม
เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุมโค
ที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไมไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุมโค
ที่เปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุมโคที่
ไมเปนแหลงรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไดรับตํารับพืชสมุนไพรทดลอง 

สัปดาหที ่ กลุม Mean ± SEM (n) 
  IFN-γ (pg/ml) TNF-α (pg/ml) 
 

Before 
 

  
24.5±6.6 (21) 

 
127.9±38.0 (21) 

(-5) – (-3)         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 
 

14.4±14.4 (2) 
32.9±14.0 (5) 
20.1±16.2 (5) 

          8.8± 4.2 (6) 

        16.8±12.1 (2) 
        0.8±0.8 (5) 
        131.3±76.6 (5) 
        128.7±48.7 (6) 

-2         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 
 

          38.9±23.7 (3) 
          24.8±13.3 (6) 
          3.4±2.5 (6) 
          8.7±3.8 (7) 

        119.9±31.2 (3) 
        77.4±47.0 (6) 
        195.0±109.0 (6) 
        153.3±60.8 (7) 

-1         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 

          1.9±1.9 (3) 
          29.1±19.2 (6) 
          2.3±1.7 (6) 
          4.0±1.6 (5) 

 

        222.0±203.0 (3) 
        73.9±42.4 (6) 
        244.0±213.0 (6) 
        132.4±68.2 (5) 

0         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 
 

           9.9±9.9 (3) 
           55.4±48.6 (2) 
           0.0±0.0 (5) 
           4.1±2.6 (6) 

        171.1±85.7 (3) 
        152.0±62.4 (2) 
        6.5±3.5 (5) 
        102.7±68.6 (6) 

1         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 
 

           36.7±28.3 (3) 
           33.0±26.2 (4) 
           2.7±2.7 (5) 
           3.1±2.0  (7) 

        242.0±53.0 (3) 
        88.1±56.5 (4) 
        390.0±297.0 (5) 
        56.6±18.9 (7) 

2         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 

           20.0±14.7 (3) 
           35.8±31.1 (4) 
           1.4±1.4 (6) 
           2.7±1.9 (6) 
 

        77.2±40.5 (3) 
        42.8±42.8 (4) 
        189.0±110.0 (6) 
        75.8±35.4 (6) 

4         NH-SCH- 
        NH-SCH+ 
        H   -SCH+ 
        H   -SCH- 
 

           14.5±12.8 (3) 
           30.3±20.7 (4) 
           5.7±4.2 (6) 
           2.8±2.8 (6) 

        81.3±26.6 (3) 
        37.7±27.0 (4) 
        152.6±97.4 (6) 
        85.6±42.5 (6) 
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ภาคผนวก ข 
อุปกรณและวธีิการทดลอง 
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1.  เคร่ืองมือ อุปกรณ และสารเคมี 
 

1.1 อุปกรณและสารเคมีสําหรับงานเก็บตัวอยางเลือดและปสสาวะ  
    

กระบอกฉีดยา 20 ซีซี  
เข็มฉีดยา เบอร 18 ยาว 1.5 นิ้ว 
ถุงปลอดเชื้อ Stomacher bag  
ถุงมือยางปลอดเชื้อ  
หลอดเก็บเลือดสุญญากาศที่มีสารกันการแข็งตัวของเลือดชนิด EDTA 

(Vacutainer EDTA®, USA) 
หลอดเก็บเลือดสุญญากาศชนิดมีสารกระตุนการแข็งตัวของเลือด  

(SST Gel & Clot activator vacutainer®, USA) 
สําสี 
เอทธิลแอลกอฮอล 70% 
กระติกเก็บความเย็น 

 
 1.2 อุปกรณและสารเคมีสําหรับงานเพาะเลี้ยงจุลชีพเลปโตสไปรา   
 

หลอดทดลองขนาด 15 ซีซี 
กระจกสไลดและแผน Cover slip 
อาหารเลี้ยงเชื้อเลปโตสไปรา EMJH medium  
น้ํายาฆาเชื้อ  

 
 1.3 อุปกรณและสารเคมีสําหรับงานปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (พีซีอาร) 
 

Deoxynucleotidetriphosphate (dNTPs) mixture AR-C636-40UM® บริษัท Amresco 
(USA)  

Primers (synthesized by KU-VECTOR)  
Taq polymerase บริษัท Invitrogen (USA)  
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PCR buffer 
Ultrapure disfilled H2O 
Agarose powder บริษัท SIGMA (USA) 
TrisAcetate EDTA (TAE) buffer 
10X BlueJuice Gel Loading buffer บริษัท Invitrogen (USA) 
SYBR® gold nucleic acid gel stain 1:10,000 final dilution บริษัท Molecular Probes 

(USA) 
100 bp DNA ladder molecular weight บริษัท Invitrogen (USA) 

 
1.4 อุปกรณและสารเคมีสําหรับงาน ตรวจวัดระดับเอนไซมและความผิดปกติของเนื้อเยื่อไต 
 

ชุดตรวจ BUN (หมายเลขผลิตภัณฑ GC.0302 บริษัท LIFE SCIENCE DYNAMICS 
OF ARNAPARN, Thailand) 

ชุดตรวจ creatinine (หมายเลขผลิตภัณฑ GC.0502 บริษัท LIFE SCIENCE 
DYNAMICS OF ARNAPARN, Thailand) 

กระดาษวัดกรด-ดาง (pH-indicator strips) บริษัท Merck (Germany) 
 

 1.5 อุปกรณและสารเคมีสําหรับงาน ตรวจวัดระดับไซโตคายน IFN-γ และ TNF-α  
 

ชดุตรวจ IFN-γ (Bovine IFN-γ Screening Set) บริษัท ENDOGEN (U.S.A) 
ชุดตรวจ TNF-α (Bovine TNF-α Screening Set) บริษัท ENDOGEN (U.S.A) 
96 wells ELISA plate บริษัท NUNC (Sweden) 

 
 1.6 เครื่องมือในหองปฏิบัติการ 

 
เครื่องตรวจนับเม็ดเลือด รุน Abacus junior (U.S.A) 
เครื่อง Refractometer (No.503 hand refractometer P.U.R. 1-12%) บริษัท Nippon 

optical work (Japan) 
กลองจุลทรรศน รุน BH-2 บริษัท Olympus (Japan) 
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เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิได รุน Kubota 6900 บริษัท Kubota 
Corporation (Japan) 

เครื่องปนความเร็วสูงรุน H-103N บริษัท Kokusan Ensinki (Japan) 
เครื่องปน Microcentrifuge รุน GMC-260 บริษัท LabTech 
Vortex mixture รุน G560E genie-2 บริษัท Scientific Industries (U.S.A) 
ปเปตอัตโนมัติ รุน Pipetman (p20 p200 และ p1000) บริษัท Gilson (U.S.A) 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน shimadzu UV-VIS บริษัท 

Shimadzu (Japan) 
เครื่องชั่งละเอียด รุน B120S บริษัท Sartorius (Germany) 
ตู Laminar flow สําหรับงานเพาะเลี้ยงเชื้อ รุน NU-425-300 บริษัท Nuaire (U.S.A) 
ตู Laminar flow สําหรับงานปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (พีซีอาร) รุน SC1200 บริษัท 

Astec (England) 
อางตมน้ํา (Boiling-sterilizer) บริษัท Applied Medic Limited partnership (Thailand) 
Thermocycler รุน Biometra-UNOII (Germany) 
Electrophoresis chamber กระจก และหวี 
เครื่องจายกระแสไฟฟา รุน PowerPac 200 บริษัท Biorad (U.S.A) 
เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (Transilluminator) พรอมกลองดิจิตอลโกดัก EDAS 

290และโปรแกรม KODAK1-D Image Analysis Software® 
เครื่องอาน ELISA และฟลเตอร 450 นาโนเมตร 
เครื่องเขยาตั้งอุณหภูมิได (Incubator shaker) รุน IM550R บริษัท Clayson 
ตู -20 องศาเซลเซียส รุน SHF320SAD บริษัท SANDEN intercool (Thailand) 
ตู -40 องศาเซลเซียส รุน Chest Freezer 2857 บริษัท Climas (Spain) 
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2. วิธีการตรวจ 
 
 2.1 การวัดระดับซีรัม Tumor necrotic factor-alpha (TNF-α) โดยวิธี Enzyme Link 
Immunosorbant Assay (ELISA) 

 
2.1.1 นํา TNF-α Coating Antibody หยอดลงใน plate แบบ 96 หลุม หลุมละ100 

ไมโครลิตรปด plate ดวย sealing tape และตั้ง plate ไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ชั่วโมง 

2.1.2 เท TNF-α Coating Antibody ทิ้ง  
2.1.3 เตรียมตัวอยางซีรัมท่ีตองการตรวจ และ คา TNF-α มาตรฐานที่ทราบความ

เขมขนที่ 500 250 125 62.5 46.875 31.25 และ 15.625 พิโคกรัม/มิลลิลิตร จํานวน 100 ไมโครลิตร
ลงในหลุม ปด plate พักไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

2.1.4 เทซีรัมและคา TNF-α มาตรฐานทิ้ง และลาง plate 3 คร้ังดวย Wash buffer 
2.1.5 นํา Detection Antibody หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปด plate พัก

ไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
2.1.6 เท Detection Antibody ทิ้ง ลาง plate 3 คร้ังดวย Wash buffer 
2.1.7 นํา Streptavidin -HRP หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปด plate พัก

ไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
2.1.8 เท Streptavidin -HRP ทิ้ง ลางดวย Wash buffer 3 คร้ัง 
2.1.9 นํา 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidine (TMB) หยอดลงใน plate หลุมละ 100 

ไมโครลิตร พักไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ในที่มืด 
2.1.10 หยด 0.18 โมลาร Sulfuric Acid ลงแตละหลุมใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เพื่อหยุดปฏิกิริยาการเกิดสี 
2.1.11 นําไปอานผลการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 
2.1.12 นําคา OD ของคามาตรฐาน มาสรางกราฟระหวางคา OD กับ ความเขมขน (พิ

โคกรัม/มิลลิลิตร)  
2.1.13 การแปลผลโดยนําคา OD ที่วัดไดจากซีรัม มาเทียบกับกราฟเสนมาตรฐานที่

ทราบความเขมขน 
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 2.2 การวัดระดับซีรัม Interferon-gamma (IFN-γ) โดยวิธี Enzyme Link Immunosorbant 
Assay (ELISA)   

2.2.1 นํา IFN-γ Coating Antibody หยอดลงใน plate แบบ 96 หลุม หลุมละ100 
ไมโครลิตร ปด plate ดวย sealing tape และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ชั่วโมง 

2.2.2 เท IFN-γ Coating Antibody ทิ้ง  

2.2.3 เตรียมตัวอยางซีรัมที่ตองการตรวจ และ คา IFN-γ มาตรฐานที่ทราบความเขมขน
ที่ 400 200 100 75 50 25 และ 12.5 พิโคกรัม/มิลลิลิตร จํานวน 100 ไมโครลิตรลงในหลุม ปด plate 
พักไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

2.2.4 เทซีรัมและคา IFN-γ มาตรฐานทิ้ง และลาง plate 3 ครั้งดวย Wash buffer 

2.2.5 หยอด IFN-γ Detection Antibody ลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปด plate 
พักไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

2.2.6 เท IFN-γ Detection Antibody ทิ้ง ลาง plate 3 คร้ังดวย Wash buffer 
2.2.7 นํา Streptavidin -HRP หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปด plate พัก

ไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
2.2.8 เท Streptavidin -HRP ทิ้ง ลางดวย Wash buffer 3 คร้ัง 
2.2.9 นํา 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidine (TMB) หยอดลงใน plate หลุมละ 100 

ไมโครลิตร พักไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ในที่มดื 
2.2.10 หยด 0.18 โมลาร Sulfuric Acid ลง plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุด

ปฏิกิริยาการเกิดสี 
2.2.11 นําไปอานผลการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร  
2.2.12 นําคา OD ของคามาตรฐาน มาสรางกราฟระหวางคา OD กับ ความเขมขน 

(พิโคกรัม/มิลลิลิตร) 
2.2.13 การแปลผลโดยนําคา OD ที่วัดไดจากซีรัม มาเทียบกับกราฟเสนมาตรฐานที่

ทราบความเขมขน 
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 2.3  การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR)  
 

2.3.1  เตรียมตัวอยางที่จะวิเคราะห โดยนําปสสาวะที่ไดเพาะเลี้ยงเชื้อมาแลว 7 ถึง 10 
วัน มาแยกใสหลอด 1.5 ซีซี ปริมาณ 1.5 ซีซี วางในตูเย็นที่มีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากน้ันนํามาปนแยก โดยใชเครื่องเซนตริฟวจ ที่ความเร็ว 15,100 รอบตอนาที 15 นาที 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส เมื่อปนเสร็จ ดูดสวนน้ําทิ้งใหหมด เก็บสวนที่เปนตะกอนไวที่
อุณหภูมิ -20 ถึง -40 องศาเซลเซียส 

2.3.2  นําสวนตะกอนที่ไดจากขอ 7.1.2.1 มาเติมน้ํากลั่น 100 ไมโครลิตร ตมดวย
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เมื่อตมเสร็จจะได  DNA template เก็บไวที่อุณหภูมิ -
20 ถึง -40 องศาเซลเซียส เพื่อรอการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) 

2.3.3  วิธีการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
คํานวณปริมาณสารละลาย (premix) ที่เตรียมไวตอ 1 ตัวอยางจะเทากับ 28 ไมโครลิตร 
สวนประกอบของสารมีดังนี้ 
 

                                                     1 ปฏิกิริยา                        
  10X PCR buffer                      3 ไมโครลิตร        
  10 mM dNTPs                           2.4 ไมโครลิตร           
  50 mM MgCl2                           0.9 ไมโครลิตร         
  Primer GI                                0.3 ไมโครลิตร       

                      GII                               0.3 ไมโครลิตร        
                       BI                                 0.3 ไมโครลิตร          
                       BII                                0.3 ไมโครลิตร                        
        Taq polymerase           0.15 ไมโครลิตร                       
         dH2O                             20.35 ไมโครลิตร                             
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คูไพรเมอรที่ใชในการทดลองจะอิงตาม Gravekamp และคณะ (1993) โดย ออกแบบจะใชไพรเมอร 
2 คูดังนี้ 

  G1          5’-CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT-3’  
  G2          5’-GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG-3’  
  B64-I     5’-CTG AAT TCT CAT AAC TC-3’  
  B64-II   5’-GAA GAA ATC TGG ACG ACG AT-3’ 
 

2.3.4  เติมตวัอยาง DNA template 2 ไมโครลิตรลงในหลอดที่มีสารละลาย premix 28 
ไมโครลิตร จะทําใหปริมาตรรวมเทากับ 30 ไมโครลิตร ผสมสารในหลอดใหเขากนั และปนในเครื่อง
เซนตริฟวจเพือ่ใหสารละลายรวมที่กนหลอด 

2.3.5  นําสารละลาย premix ที่ผสมแลวเขาเครื่องสังเคราะหดเีอ็นเอ เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้น
ดีเอนเอดวยปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยกําหนดเวลาและอุณหภูมไิวดังนี ้

 
ขั้นที่ 1 จํานวน 3 cycles 
Preheat  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
Annealing  ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
 
ขั้นที่ 2 จํานวน 38 cycles 
Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
Annealing  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที 
Extension  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
 

ดีเอนเอที่ผลิตไดจะถูกเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อยางนอย 20 นาที กอนจะเขากระบวนการ 
Electrophoresis 

2.3.6  เตรียม agarose gel ที่มีความเขมขน 1.6% โดยใชบัฟเฟอร เปน 1% Tris-acetate 
buffer เปนตัวทําละลาย อุนดวยไมโครเวฟ เขยาจนผง agarose gel ละลาย  
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2.3.7  ทิ้งใหลดความรอน แลวเทลงในแมพิมพที่มีหวีอยู รอใหเย็นจนเจลแข็งตัว 
แกะหวีออกและแกะเจลออกจากแมพิมพ 

2.3.8  นําเจลวางใน electrophoresis chamber ที่มี Tris Acetate Buffer อยูจนทวมเจล 
2.3.9  นํา PCR product 15 ไมโครลิตรมาผสมกับ 10X BlueJuice Gel Loading buffer 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ 1 : 10,000 SYBR® gold ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมใหดีโดยใชไม
โครปเปต ทิ้งไว 15 นาที จากนั้นนําใสในแตละหลุมของเจล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

2.3.10  ตั้งกระแสไฟฟา โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟาที่100 มิลลิโวลต เปนเวลา 50 นาที  
2.3.11  เมื่อเสร็จใหตรวจการเรืองแสงของ SYBR® gold แลวถายภาพดวยกลองดิจิตอล 

โดยใชโปรแกรม KODAK1-D Image Analysis Software® 
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เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรรวมต่อโคนมที่มีส่วนผสมของ ฟ้าทะลายโจร ขมิ้นชัน ไพล ลูกใต้ใบ และน้ำนมราชสีห์ ในโคนมระยะใกล้คลอด คลอด และหลังคลอด ได้ศึกษาในโคนม 5 สัปดาห์ก่อนคลอดจนถึง 4 สัปดาห์หลังคลอด จำนวน 25 ตัว โดยแบ่งกลุ่มโคโดยการสุ่ม 2 กลุ่ม คือ แม่โคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (No herb) และ แม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb) ศึกษาฤทธิ์ของตำรับสมุนไพรรวมต่อการเปลี่ยนแปลงสรีรวิทยา ทางโลหิตวิทยา ความปลอดภัยต่อไต ปริมาณน้ำนม การเกิดโรคทางเมตาบอลิก (การคลอดยากและ/หรือเกิดภาวะแท้ง เต้านมอักเสบ และเจ็บกีบ) ผลต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α และการลด/ยับยั้งการปลดปล่อยเชื้อเลปโตสไปราโดยการแบ่งย่อยกลุ่มแม่โคที่ไม่ได้รับสมุนไพรและได้รับสมุนไพรตามการพบเชื้อเลปโตสไปราในปัสสาวะ และนอกจากนี้ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสรีรวิทยา ทางโลหิตวิทยา ความปลอดภัยต่อไต ผลต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α และการติดเชื้อเลปโตสไปราในลูกโคนมที่เกิดจากแม่โคนมทดลองในช่วง 1 สัปดาห์หลังคลอด ผลการทดลองพบว่าโคนมในกลุ่มได้รับสมุน (Herb) มีจำนวนเม็ดเลือดขาว (WBC) ลิมโฟซัยต์ และโมโนซัยต์สูงกว่ากลุ่มไม่ได้รับสมุนไพร (No herb) แต่มีค่ากรดด่างของปัสสาวะ ครีเอทินีน ยูเรียในกระแสเลือด ระดับเม็ดเลือดแดง และปริมาณน้ำนมไม่แตกต่างกับกลุ่ม No herb แม่โคนมที่กินสมุนไพรไม่พบการคลอดยากและ/หรือเกิดภาวะแท้ง และภาวะเต้านมอักเสบ แต่ผลต่ออาการเจ็บกีบไม่แตกต่างกับกลุ่ม No herb ตำรับพืชสมุนไพรยังมีแนวโน้มลดระดับไซโตคายน์ IFN-( และไซโตคายน์TNF-α ของโคนมในวันคลอด ซึ่งแสดงถึงการลดการอักเสบได้ดี สำหรับผลต่อการลดการปลดปล่อยเชื้อเลปโตสไปราพบว่าสมุนไพรสามารถลดระดับการแพร่เชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราออกจากปัสสาวะ ในขณะที่ตำรับสมุนไพรไม่มีผลนี้โดยตรงต่อลูกโค ผลการทดลองบ่งชี้ว่าตำรับสมุนไพรที่ทดลอง มีความปลอดภัยต่อไต สามารถเพิ่มระดับลิมโฟซัยต์และโมโนซัยต์ซึ่งมีหน้าที่ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย สามารถลดระดับการแพร่เชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราออกจากปัสสาวะ สามารถลดระดับ IFN-( และTNF-α ในวันคลอด และสามารถใช้เป็นฤทธิ์ยับยั้ง (bacteriostatic) ต่อเชื้อเลปโตสไปราได้
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To evaluate actions of Thai mixed medicinal herbs containing Andrographis paniculata (Burm.f) Nee, Curcuma longa (Linn), Phyllanthus amarus, Zingiber cassumnar (Roxb.) and Euphorbia hirta (L.), in periparturient dairy cows, twenty five dried off dairy cows were assigned into 2 groups; dairy cows with no herb treatment (No herb) and dairy cows with Thai mixed medicinal herbs (Herb) orally fed during 5 weeks before parturition to 4 weeks after parturition. Hematologic physiological changes, renal safety, milk production, metabolic diseases incidence (dystocia [with/without abortion], mastitis and laminitis) and cytokines level, IFN-γ and TNF-α, were evaluated. Antimicrobial activities to leptospira of these herbs were also investigated in all experimental cows by subdividing all cows 4 subgroups by Leptospira reservoirs status. Calves, born form experimental dairy cows, were evaluated medicinal herbs actions on them too. Experimental results showed that cows from Herbs and No herbs groups had similar hematologic profile except WBC, lymphocyte and monocyte level, which their levels were high in Herb group. Serum creatinine, BUN, urine pH and milk productivity were similar in cows from both groups. The mixed medicinal herbs showed effects on reducing incidence of dystocia [with/without abortion], mastitis on treated cows. However, it did not reduce laminitis incidence. The cytokine IFN-γ and TNF-α levels tent to be reduced in herbs treated cows during parturition days. The mixed medicinal herbs showed to decrease number of spirochete in urine culture from Leptospira reservoir cows, especially during 1 week prepartum to 2 week postpartum. Herbs were not affected to calves. Inconclusion, Thai mixed medicinal herbs were safe for dairy cow health, renal safety, and non disturbing hematological profile and milk production in herbs treated cows. Cows treated with these herbs had higher number of lymphocyte and monocyte which these cells involve in immune response system. Serum IFN-γ and TNF-α levels in cow on parturition day were also reduced. Their antibiotic action in this study is bacteriostatic level to Leptospira.
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Administration of Thai Mixed Medicinal Plants to Decrease Leptospira Reservoir in Periparturient Dairy Cows

คำนำ


โรคเลปโตสไปโรซิสในโค เป็นโรคติดเชื้ออย่างหนึ่งที่ทำให้เกิดความสูญเสียในผลผลิตของสัตว์ และส่งผลกระทบทางเศรษฐกิจในการเลี้ยงโคนม โคนมที่แสดงอาการแบบเฉียบพลัน แสดงอาการน้ำนมลด และตาย ในขณะที่โคที่แสดงอาการเรื้อรังโรคนี้จะแสดง การแท้ง การผสมติดยาก ลูกอ่อนแอ น้ำนมลด และเต้านมอักเสบ เป็นต้น โรคนี้เกิดจากเชื้อแบคทีเรียเลปโตสไปราที่ก่อโรค  (Leptospira interrogan) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรคในคนและสัตว์ สามารถพบการระบาดในเกือบทุกประเทศทั่วโลก รวมทั้งในประเทศไทย โรคนี้เป็นโรคที่สามารถติดต่อจากสัตว์สู่คน และเป็นอันตรายถึงชีวิตและผู้ป่วยที่เป็นโรคนี้ส่วนมากมีอาชีพเกษตรกรที่เกี่ยวข้องกับการทำนาและเลี้ยงสัตว์ 
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ปัจจุบันการรักษาโรคเลปโตสไปโรซิสในโคนมจะใช้ยาปฎิชีวนะในการรักษาโรค เช่นเดียวกับโรคติดเชื้อแบคทีเรียอื่น แต่การใช้ยาปฏิชีวนะจะทำให้เกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมมีรายได้  ที่ลดลงจากการซื้อยาปฎิชีวนะ นอกจากนี้ยังสูญเสียรายได้จากการงดส่งนมที่มียาปฏิชีวนะเป็นระยะเวลาหนึ่งด้วย ปัจจุบันจึงมีการหาทางเลือกใหม่ในการลดการใช้ยาปฏิชีวนะเหล่านี้ พืชสมุนไพรก็เป็นทางเลือกทางหนึ่งเพื่อทดแทนการใช้ยาปฎิชีวนะ จากการศึกษาสารที่ออกฤทธิ์ของสมุนไพรบางตัวที่ผ่านมา มีคุณสมบัติที่คล้ายกับยาปฎิชีวนะคือมีฤทธิ์ในการทำลายและยับยั้งเชื้อแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ และยังไม่มีรายงานความเป็นพิษหรือสารตกค้างที่ผ่านไปยังผู้บริโภคและไม่มีรายงานเชื้อแบคทีเรียดื้อต่อสมุนไพรด้วย 

ไม่นานนี้การศึกษาการทำงานของไซโตคายน์ต่างๆ เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพการเกิดโรคให้ชัดเจนมากขึ้น รวมถึงการประยุกต์การใช้ไซโตคายน์เพื่อการป้องกันและรักษาโรค การเปลี่ยนแปลงระดับไซโตคายน์ต่อโรคเลปโตสไปโรซิสก็เป็นโรคหนึ่งที่มีการศึกษาอย่างมาก โดยการศึกษาชนิดและการเปลี่ยนแปลงระดับไซโตคายน์ต่อโรคเลปโตสไปโรซิสพบว่ามีไซโตคายน์หลายชนิดที่เกี่ยวข้อง เช่น IFN-( TNF-α IL-2 IL-4 IL-10 และ IL-12 โดยเฉพาะ TNF-α IL-2R และ IL-6 ที่พบการเพิ่มขึ้นในกรณีโรคเลปโตสไปโรซิสแบบเฉียบพลันในคน (Petro and Engelmann, 2000) และ IFN-( TNF-α และ IL-12 ในคน (Fost et al, 2003) และหนู (Vernel-Pauillac and Merien, 2006) การที่ทราบสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับโรคเลปโตสไปโรซิสจะสามารถรู้ถึงสาเหตุการเกิด    พยาธิสภาพ การพัฒนาของโรค รวมไปถึงการรักษาและป้องกันโรคเลปโตสไปโรซิสด้วยสารไซโตคายน์


การใช้สมุนไพรในการป้องกันและรักษาโรคมีมานานกว่า 3,000 ปีแล้ว ในการแพทย์แผนไทยได้มีการนำพืชสมุนไพรหลายชนิดมาใช้เช่นกัน ทั้งในรูปของสมุนไพรชนิดเดียว หรือในการผสมชนิดของสมุนไพรในรูปตำรับยา ซึ่งการใช้ตำรับสมุนไพรมีข้อดีกว่าสมุนไพรชนิดเดียว ในด้านการเสริมฤทธิ์ของสมุนไพร ลดความเป็นพิษของแต่ละสมุนไพร โดยในงานวิจัยนี้ ได้ศึกษาตำรับสมุนไพรที่มีส่วนผสมของสมุนไพร 5 ชนิดคือ ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) ไพล (Zingiber cassumunar Roxb.) ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus) และน้ำนมราชสีห์ (Euphorbia hirta L.) ซึ่งแนวคิดการออกฤทธิ์ของสมุนไพรมีดังนี้ ฟ้าทะลายโจรมีสารออกฤทธิ์ที่สำคัญคือ andrographolide มีคุณสมบัติที่คล้ายกับยาปฏิชีวนะคือทำลายหรือยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย B.subsitis E.coli P.aeruginosa เชื้อรา C.albicans (Singha et al., 2003) และ Leptospira interrogan (SCARG, 1976) ขมิ้นชัน สารออกฤทธิ์ที่สำคัญคือ curcuminoid ซึ่งลดกระบวนการอักเสบ ปรับระดับภูมิคุ้มกันได้ทั้งแบบ innate immunity และแบบ adaptive immunity (Wessler et al., 2005) ไพลสารออกฤทธิ์คือ curcuminoid และ ß-sitosterol ซึ่งช่วยลดการอักเสบ (Ozaki et al., 1991) น้ำนมราชสีห์สารออกฤทธิ์คือ ß-sitosterol มีฤทธิ์ลดการอักเสบและต้าน      เชื้อแบคทีเรีย Shigella spp.(Vijaya et al., 1995) และแก้อาการไม่มีน้ำนมในโค (Chifundera, 1998) และลูกใต้ใบ สารออกฤทธิ์คือ phyllanthin และ hypophyllanthin มีฤทธิ์ลดการอักเสบ เป็นต้น 



จากเหตุผล การรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย โดยเฉพาะโรคเลปโตสไปโรซิส ด้วยยาปฎิชีวนะทำให้เกษตรกรสูญเสียรายได้จากการใช้ยาปฏิชีวนะ การหาวิธีเพิ่มภูมิต้านทานร่างกายของแม่โคในช่วงก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด รวมถึงการนำสมุนไพรหรือตำรับสมุนไพรมาใช้ในสัตว์นั้นยังไม่มีการศึกษามากนัก ทำให้งานวิจัยนี้ได้ริเริ่มนำตำรับพืชสมุนไพรไทยที่มีส่วนผสมของ    ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) ไพล (Zingiber cassumunar Roxb.) ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus) และน้ำนมราชสีห์ (Euphorbia hirta L.)มาใช้ในการเลี้ยงโคนม โดยศึกษาฤทธิ์ของตำรับสมุนไพรต่อการเปลี่ยนแปลงสรีรวิทยา ทางโลหิตวิทยา ความเป็นพิษต่อไต และผลต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α และปริมาณน้ำนม ในโคนมระยะใกล้คลอด คลอดและหลังคลอดที่ได้รับพืชสมุนไพรไทยโดยการกิน เพื่อพัฒนาตำรับสมุนไพรเพื่อใช้ในโคนม และเพิ่มภูมิคุ้มกันร่างกาย ศึกษาระดับการลดหรือยับยั้งการเป็นแหล่งรังโรค        เลปโตสไปโรซิสในโคนม จากระดับของเชื้อเลปโตสไปราที่ปล่อยออกทางปัสสาวะซึ่งเป็นตัวชี้วัดเบื้องต้นเพื่อค้นหาแนวทางใหม่ในการลดการใช้ยาปฏิชีวนะในโคนม

วัตถุประสงค์


1.  เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ของตำรับสมุนไพรที่มีองค์ประกอบของ ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) ไพล               (Zingiber cassumunar Roxb.) ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus) และน้ำนมราชสีห์ (Euphorbia hirta L.) ต่อค่าทางสรีรวิทยา ความเป็นพิษต่อไต สุขภาพและระบบภูมิคุ้มกัน ในแม่โคนม ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด


2.  เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ของตำรับสมุนไพรต่อสรีรวิทยา ความเป็นพิษไต และระบบภูมิคุ้มกันในลูกโคนมจากแม่โคนมที่รับตำรับสมุนไพร


3.  เพื่อตรวจสอบผลของตำรับพืชสมุนไพรในการยับยั้งหรือลดการเป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราในโคนม ในระยะก่อนคลอด คลอดและหลังคลอด

\

การตรวจเอกสาร

1.  ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับโรคเลปโตสไปโรซิส


โรคเลปโตสไปโรซิสในโค เป็นโรคติดเชื้ออย่างหนึ่งที่ทำให้เกิดความสูญเสียในผลผลิตของสัตว์ และส่งผลกระทบทางเศรษฐกิจในการเลี้ยงโคนม โรคนี้เป็นสาเหตุหนึ่งของ การแท้ง การผสมติดยาก ลูกอ่อนแอ น้ำนมลด และเต้านมอักเสบ  เกิดจากเชื้อแบคทีเรียเลปโตสไปราที่ก่อโรค  (Leptospira interrogan) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรคในคนและสัตว์ สามารถจำแนกเชื้อทางซีรั่มวิทยาออกเป็น 23 serogroups ซึ่งมีมากกว่า 212 serovar (Radostits et al., 1997) ลักษณะของเชื้อ เป็นเกลียว (coiled) มีความยาว 6-20 ไมครอน หนา 0.1 ไมครอน มีระยะ wavelength ประมาณ 0.5 ไมครอน ส่วนปลายคล้ายตะขอ มี flagella 2 เส้น (Faine et al., 1999; ภาพที่ 1) 


[image: image28.emf]

ภาพที่ 1  เชื้อ Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae โดยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน

ที่มา: Baron et al. (1996)

เชื้อเจริญเติบโตในที่ชื้น ตามพื้นดิน พื้นโคลน ค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 7.2-8.0 และอุณหภูมิ 28-32 องศาเซลเซียส (คู่มือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544) ซึ่งเหมาะสมกับภูมิภาคในประเทศไทย และอีกหลายๆประเทศ เชื้อสามารถเข้าสู่ร่างกายได้ 3 วิธี คือ ตามบาดแผลรอยขีดข่วน ตามเยื่อเมือก และตามระบบสืบพันธุ์ เมื่อเชื้อเข้าสู่ร่างกาย โปรตีนส่วนนอกของเชื้อเลปโตสไปราที่ก่อโรคจะกระตุ้นให้ร่างกายตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (Branett et al., 1999; Vinetz, 2001) เมื่อเชื้อเลปโตสไปรารอดพ้นจากการทำลายของภูมิคุ้มกันไม่จำเพาะและจำเพาะแล้ว เชื้อจะเจริญและแบ่งตัวในกระแสเลือด ประมาณ 1 สัปดาห์ จากนั้นเชื้อจะแพร่กระจายเข้าสู่อวัยวะต่างๆในร่างกาย และทำให้ร่างกายเกิดการอักเสบตามอวัยวะต่างๆที่เชื้อไปอยู่ อวัยวะที่สำคัญคือไต (Younes-Ibrahim et al., 1995; Wu et al.,2004) ซึ่งเป็นอวัยวะหลักที่เชื้อจะอาศัยแบ่งตัว เพิ่มจำนวน เชื้อบางส่วนสามารถหลุดออกมาพร้อมกับของเสียที่ขับถ่ายมากับปัสสาวะและแพร่กระจายสู่สิ่งแวดล้อม(Mim et al., 2004) อาการของโรคมี 3 แบบ คือ แบบเฉียบพลัน กึ่งเฉียบพลัน และแบบเรื้อรัง (Radostits et al., 1997; คู่มือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544) 


อาการของโคในระยะเฉียบพลัน สามารถพบได้ในโคทุกวัย โดยเฉพาะลูกโค (Radostits et al., 1997) โคจะแสดงอาการมีไข้สูง ประมาณ 104 – 106 องศาฟาเรนไฮต์ ซึมและไม่อยากอาหาร ผลผลิตน้ำนมลด พบจุดเลือดออกตามเยื่อเมือกต่างๆ บางตัวแสดงอาการ ไขข้ออักเสบ (synovitis) เนื้อเยื่อผิวหนังตาย (necrotic dermatitis) หรือเยื่อบุสมองอักเสบ (meningitis). อาการของโคในระยะ กึ่งเฉียบพลัน โคที่อยู่ในระยะนี้จะมีไข้ต่ำถึงปานกลาง ประมาณ 102 – 104 องศาฟาเรนไฮต์ โคจะแสดงอาการน้ำนมลด ปัสสาวะเป็นเลือดเนื่องจากไตอักเสบ และอาการแบบเรื้อรัง โคจะแสดงอาการไม่ชัดเจน โดยมีอาการที่พบบ่อย เช่น การแท้งลูก (abortion) ปัญหาการผสมไม่ติด (infertile) และจะพบเชื้ออยู่ในร่างกายเป็นเวลานาน (Radostits et al., 1997) 



การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส ที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน มีอยู่ 3 วิธี คือ การดูเชื้อโดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์ (microscopic demonstration) เช่น การดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด การดูจากแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปรา (antigen detection) เช่น การตรวจพันธุกรรมของเลปโตสไปรา ด้วยวิธีลูกโซ่พอลิมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) และวิธีวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา (serological diagnosis) เช่น การตรวจแอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปรา ด้วยวิธี Microscopic Agglutination Test (MAT) เป็นต้น (Levett, 2001)



การรักษาและการป้องกันโรคเลปโตสไปโรซิส ได้มีรายงานการรักษาโดยใช้ยาปฏิชีวนะในโค โดย Radostits et al. (1997) ซึ่งใช้ Dihydroxystreptomycin 25 มก./น้ำหนักตัว 1 กก. ฉีดเข้ากล้าม วันละครั้ง นาน 3-5 วัน หรือ การให้ Tetracycline 3 มก./น้ำหนักตัว 1 กก./วัน 7 วันก่อนสัมผัสเชื้อหรือให้ 14 วัน หลังสัมผัสเชื้อ โดยผสมอาหาร เพื่อป้องกันสัตว์ป่วยแสดงอาการป่วย (คู่มือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544)  เป็นต้น ซึ่ง Watt et al. (1988) และ Edwards et al., (1988) รายงานว่าแม้ใช้ยาปฏิชีวนะรักษาโรคเลปโตสไปโรซิสแล้วก็ตาม แต่ก็ไม่สามารถลดอาการของโรคได้แน่ชัด ขณะที่การป้องกันและการควบคุมโรคเลปโตสไปโรซิสในโค เช่น การแยกสัตว์ติดเชื้อออกจากฝูง มีการจัดการที่ดี ไม่ให้มีน้ำขัง ใช้ยาฆ่าเชื้อ กำจัดพาหะนำโรค หรือการทำวัคซีน เป็นต้น (Radostits et al., 1997) 


2.  ปัญหาของโรคเลปโตสไปโรซิส ในด้านการสูญเสียทางเศรษกิจการเลี้ยงโค



โรคเลปโตสไปโรซิสในโค เป็นโรคที่ส่งผลเสียทางเศรษฐกิจการเลี้ยงโคนมมากที่สุดโรคหนึ่ง เนื่องจากแม่โคที่ติดโรคนี้แล้ว จะแสดงอาการที่สำคัญ เช่น การผสมไม่ติด การแท้งลูก น้ำนมลดและเต้านมอักเสบ (Barringer, 2003) โดยเฉพาะภาวะเลปโตสไปโรซิสเรื้อรังหรือการเป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา ถือว่าเป็นภาวะที่ส่งผลเสียทางการเลี้ยงโคนมมากที่สุด เช่นในประเทศสหรัฐอเมริกา (Floyd, 1994)  เนื่องจากความไวในการตรวจโรคต่ำมาก (<80%) แม้โคจะแสดงอาการ หรือไม่แสดงอาการ ซึ่งตามรายงานของ Corbeil and BonDurant (2001) อาการที่พบคือ แท้งมีประมาณ 30% จากการติดเชื้อ Leptospira pomona และอีกประมาณ 70% พบว่ามีการตายหรือการอ่อนแอของลูก ส่วนลูกที่รอดสามารถติดเชื้อจากแม่โค อาจแสดงอาการแบบเฉียบพลัน หรือเป็นแหล่งรังโรคของฝูงได้ยาวนานต่อไป และมีรายงานภาวะเรื้อรังจะไม่แสดงความผิดปกติของค่าโลหิตวิทยาและค่าเคมีของร่างกายในคน (Shpilberg et al., 1990) ในสุนัข (Scanziani et al., 1995)รวมทั้งในโคนมด้วย (ณัฐพงศ์ และคณะ, 2549) ในประเทศไทยพบโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อนี้อยู่ที่ระดับ 17.8% (ศิริวรรณ และคณะ, 2546) 

3.  บทบาทการใช้ยาปฏิชีวนะในโคนม


ปัจจุบัน มีการใช้ยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงโคนมอย่างแพร่หลาย โดยมีจุดประสงค์เพื่อรักษา และการป้องกันโรค ข้อสำคัญที่ สัตวแพทย์ หรือผู้เลี้ยง จำเป็นต้องคำนึงถึงคือการตกค้างของยาปฏิชีวนะไปสู่นม การตกค้างของยาปฏิชีวนะเหล่านี้จะทำให้ผู้ที่บริโภคนมและผลิตภัณฑ์จากนม เกิดการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ หรือบางรายแพ้ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในโคนม ด้วยเหตุนี้ทำให้ องค์การอาหารและยาของ สหภาพยุโรป (EU) ประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศไทย กำหนดการตกค้างของยาปฏิชีวนะไว้  การลดการตกค้างคือการงดส่งนม เพื่อให้ยามีการสลายตัว โดยระยะเวลาขึ้นอยู่กับชนิดของยาปฏิชีวนะที่ใช้ เช่น Seymour et al .(1988) ได้รายงานระยะงดส่งนมจากยาปฏิชีวนะ  เพนนิซิลิน เป็นเวลา 5 วันเป็นต้น ทำให้เกษตรกรผู้เลี้ยงสูญเสียรายได้จากการงดส่งนม การพยายามที่จะหาสารทดแทนยาปฏิชีวนะ พืชสมุนไพรจึงมีความน่าสนใจเนื่องจากสมุนไพรบางตัวออกฤทธิ์คล้ายยาปฏิชีวนะ ราคาถูก และยังไม่มีรายงานการตกค้างของสมุนไพรจากสัตว์สู่ผู้บริโภค 

4.  สถานการณ์โรคเลปโตสไปโรซิสในประเทศไทย


ปัญหาของโรคเลปโตสไปโรซิสในคนในสังคมไทยนั้น มีรายงานว่ามีประชากรติดเชื้อเกือบทุกจังหวัดของประเทศ จากการสำรวจของทางกองโรคติดต่อทั่วไป กรมควบคุมโรคติดต่อ พบว่า ข้อมูลปี 2543 พบผู้ติดโรคเลปโตสไปโรซิสยังมีสูงที่สุด โดยมีผู้ป่วยที่ติดโรคเลปโตสไปโรซิสทั้งสิ้น 14,287 ราย โดยเสียชีวิตทั้งหมด 362 ราย และมีแนวโน้มที่ลดลงเนื่องจาก มีการศึกษา การตรวจวินิจฉัยดีขึ้น ให้ความรู้แก่ประชาชนมากขึ้น ทำให้มีผู้ป่วยที่เป็นโรคเลปโตสไปโรซิสลดน้อยลง ในปี 2549 จึงมีผู้ป่วยติดโรคเลปโตสไปโรซิสทั้งหมด 3,941 ราย เสียชีวิต 68 ราย และในปี 2550 (ข้อมูลเดือนมกราคม ถึง เดือนสิงหาคม) มีผู้ป่วยที่ติดโรคเลปโตสไปโรซิสทั้งหมด 1,354 ราย เสียชีวิต 19 ราย ซึ่งอาชีพของผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นเกษตรกรถึงร้อยละ 84 ส่วนสาเหตุของเชื้อ       เลปโตสไปราที่ก่อโรคนั้น ส่วนใหญ่ติดมาจากหนู แต่เนื่องจากพบว่าเชื้อเลปโตสไปราที่ก่อโรคในคน เช่น bratislava, sejroe ในโคและกระบือด้วย ดังนั้นการป้องกันการแพร่เชื้อเลปโตสไปราจากโคมาสู่คน จึงเป็นแนวทางหนึ่งในการลดความเสี่ยงการติดเชื้อเลปโตสไปรามาสู่เกษตรกรผู้เลี้ยงโค (คู่มือวิชาการเลปโตสไปโรซิส, 2544)


5.  ระบบภูมิคุ้มกันร่างกายของโคนมในช่วงก่อนและหลังคลอด



ในระบบภูมิคุ้มกันร่างกายจากสิ่งแปลกปลอมนั้น จะแบ่งออกเป็น 2 ช่วง คือ innate immunity ซึ่งเป็นช่วงแรกของการป้องกันสิ่งปลอกปลอมของร่างกาย โดยจะทำหน้าที่แบบไม่เฉพาะเจาะจงต่อสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรค แต่ก็จะมีความสำคัญในการจดจำสิ่งแปลกปลอมเพื่อใช้ในการต่อต้านเชื้อในระดับ adaptive immunity ต่อไป โดยทั่วไปจะแบ่งย่อยได้ 4 ประเภท คือ anatomic barriers, physiologic barrier, phagocytic หรือ endocytic barriers และ inflammatory barriers ซึ่งในแต่ละกลุ่มนั้นจะทำหน้าที่แตกต่างกัน  

และเมื่อผ่านไปประมาณ 5 ถึง 6 วันหลังจากเริ่มมีสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคเข้าสู่ร่างกาย ภูมิคุ้มกันที่จำเพาะต่อสิ่งแปลกปลอม ก็จะถูกสร้างออกมา เพื่อมีผลในครั้งแรกที่ innate immunity ไม่สามารถขับไล่หรือทำลายสิ่งแปลกปลอมได้ และมีระบบความจำเพื่อใช้ในการขับไล่หรือทำลายเชื้อโรคเดิมในครั้งต่อๆไป ทำให้ เมื่อเชื้อโรคเดิมกลับเข้ามาได้ถูกทำลายเร็วกว่า มีประสิทธิภาพมากกว่า ในครั้งแรกที่ได้รับเชื้อ เราเรียกช่วงนี้ว่า adaptive immunity ตัวที่สำคัญในขบวนการนี้ได้แก่ T-lymphocyte (cell-mediated response), antibody (humoral response) และสารที่ 2 ตัวนี้ผลิตขึ้น (Goldsby et al., 2003)


ในช่วงก่อน คลอดและหลังคลอด ภูมิคุ้มกันในร่างกายของโคนมจะลดลง (Goff and Horst, 1992) ทั้งในภูมิคุ้มกันแบบ innate immunity และภูมิคุ้มกันแบบ adaptive immunity ได้ (Kimura et al., 1999a,  1999b)  เนื่องจากสาเหตุหลายประการที่รวมกันระหว่างอิทธิพลของฮอร์โมน ภาวะความเครียด รวมทั้งภาวะโภชนาการ การที่ภูมิคุ้มกันร่างกายลดลงโดยเฉพาะเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลที่มีหน้าที่จับกิน (phagocytosis and killing), (Kehrli Jr. et al., 1989) เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ที่ลดลงชนิด T-lymphocyte (Kimura et al.,1999a, Kimura et al., 2002a, Nonnecke et al., 2003) จะมีแนวโน้มให้เกิดโรคที่สำคัญ ทั้งด้านโรคติดเชื้อและโรคทางเมตาบอลิกเช่น ไข้น้ำนม เต้านมอักเสบ รกค้าง Johne’s disease เป็นต้น (Goff and Horst, 1997, Kimura et al., 2002b, Stabel et al., 2003) ซึ่งทำให้เกิดความสูญเสียรายได้ของเกษตรกร ดังนั้นจึงเชื่อว่าเพิ่มระดับภูมิคุ้มกันร่างกายในช่วงก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด จะช่วยในการป้องกันการเกิดโรคทางเมตาบอลิก และ โรคติดเชื้อที่สำคัญได้ (Meglia et al., 2005) โดยตรวจค่าโลหิตวิทยาเป็นตัวแทนบอกความสามารถของร่างกายที่จะต่อสู้กับเชื้อโรคได้ (Klinkon and Zadnik, 1999; Meglia et al., 2005)  


6.  ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปโรซิสและสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้อง


6.1  ระบบ innate immunity




         Werts et al. (2001) ได้ศึกษาส่วน Lipopolysaccharide ของเชื้อเลปโตสไปรา (leptospiral LPS) พบว่า LPS นั้นจะกระตุ้นผ่าน Toll-like receptor 2 (TLR2) และ CD14 และสามารถกระตุ้นการหลั่งสารไซโตคายน์ TNF-alpha และ IL-8 จากเซลล์ THP-1.hCD14 



         Hung et al., 2006a ศึกษาว่าส่วน Leptospira outer membrane protein (OMPs) ของเชื้อ Leptospira santarosai serovar shermani ที่ระบาดในประเทศไต้หวัน จะชักนำให้เซลล์ท่อไตส่วน proximal tubule ผ่านทาง TLR2 ได้ด้วย เมื่อกระตุ้นผ่าน TLR2 ที่ผิวเซลล์แล้ว เกิด signal transduction จนสุดท้ายมีการหลั่งสาร chemokine ซึ่ง chemokine เป็นกลุ่มของโปรตีนขนาดเล็กประมาณที่มีกรดอะมิโนเรียงตัว 90-130 อะมิโน มีหน้าที่สำคัญในการดึงดูดเซลล์ (chemotaxis), กระตุ้นให้เซลล์เม็ดเลือดขาวหลายชนิด (Goldbys et al., 2003) โดยปัจจุบัน Hung et al. (2006a, 2006b, 2006c) และ Yang et al. (2006a) ค้นพบ chemokine ที่เกี่ยวข้องกับโรคเลปโตสไปโรซิส โดยใช้ outer membrane protein (OMPs) ของเชื้อ Leptospira santarosai serovar shermani พบว่ามี chemokine 4 ตัว และมีหน้าที่ชักนำเซลล์ดังนี้ CCL2-MCP1 จะชักนำ monocyte, CXCL1/KC จะชักนำ neutrophil, CXCL/MIP2 จะชักนำ macrophage และ RANTES (CCL5)จะชักนำ เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ชนิด T-cell  ให้เข้ามาทำหน้าที่ในขบวนการอักเสบบริเวณที่มีการหลั่ง นอกจากนี้พบว่าในกลุ่ม CC (MCP1 และ RANTES) จะช่วยให้ iNOS และ TNF-alpha มีการหลั่งมากขึ้นด้วย             (Goldsby et al., 2003) ซึ่งเม็ดเลือดขาวที่เพิ่มขึ้นจะทำงานในการทำลายเชื้อเลปโตสไปรา


6.2  Adaptive immunity



         Adler and Faine (1977) รายงานการป้องกันต่อเชื้อเลปโตสไปรา มาจากระบบ antibody (humoral response) เป็นหลัก โดย Jost et al (1986) ได้ใช้ส่วน lipopolysaccharide (Leptospiral LPS) สามารถกระตุ้นให้ร่างกายสร้างแอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปราได้ จึงทำให้เชื่อว่า การใช้วัคซีน โดยการกระตุ้นให้ร่างกายสร้าง แอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปรา สามารถป้องกันโรคได้ แต่ Bolin et al.(1989) รายงานการใช้วัคซีนป้องกันโรคเลปโตสไปโรซิสรวม 5 สายพันธุ์ ที่ใช้ในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งประกอบด้วย L. Interrogans serovars Hardjo (typeHardjoprajitno), canicola, Pomona, icteroheamorrhagiae และ L. kirschneri มาสร้างภูมิในโคทดลอง แล้วฉีดเชื้อ L.borgpetersenii serovar hardjo เพื่อทำให้เกิดโรค พบว่าวัคซีนไม่สามารถป้องกันอาการแท้ง และลูกตายได้ จึงสรุปว่า ภูมิคุ้มกันแอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปราแต่ละสายพันธุ์ ไม่สามารถข้ามสายพันธุ์กันได้ และคิดว่าแอนติบอดีอาจไม่ใช่ตัวหลักในการป้องกันเชื้อเลปโตสไปรา


         Naiman et al. (2001) ได้แสดงว่า โคที่ฉีดวัคซีนเชื้อตาย L.borgpetersenii serovar hardjo มีการแบ่งตัว (proliferate) ของ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) ต่อเชื้อที่ฉีด และเมื่อมาแยก PBMC พบว่าเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ ชนิด gamma-delta T-lymphocyte และ CD+4 T-lymphocyte ซึ่งเม็ดเลือดขาวทั้งสองชนิดนี้ ได้ผลิต IFN-( และ IFN-( เป็นไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับระบบ Th1-type cellular immunity จึงแนะนำว่าการเพิ่มการต้านทานโรคเลปโตสไปโรซิส ควรกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบ cellular immunity ด้วย


6.3  สารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับโรคเลปโตสไปโรซิส

        ไซโตคายน์เป็น low-molecular weight regulatory protein หรือ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ถูกหลั่งมาจาก เม็ดเลือดขาว หรือ เซลล์อื่นที่สร้างได้ โดยสารไซโตคายน์เหล่านี้ มีหน้าที่ในการควบคุมเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันให้เจริญเติบโต หรือทำงานได้ แบ่งตามหน้าที่ได้ 2 กลุ่ม คือ ไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับ innate immunity เช่น interleukin 1 (IL-1) tumor necrosis factor alpha- (TNF-α) interleukin 12 (IL-12) เป็นต้น และไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับ adaptive immunity เช่น interleukin 2 (IL-2) interferon (IFN-() เป็นต้น การที่ทราบสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับโรคต่างๆนั้น จะสามารถรู้ถึงสาเหตุการเกิดพยาธิสภาพ การพัฒนาของโรค รวมไปถึงการรักษาโรคด้วยสารไซโตคายน์ได้ (Goldsby et al., 2003) โรคเลปโตสไปโรซิสก็เป็นโรคหนึ่งที่มีการศึกษาสารไซโตคายน์ การศึกษาพบว่ามีการทำงานของไซโตคายน์หลายชนิดต่อโรคเลปโตสไปโรซิส 

          Estavoyer et. al. (1991) พบว่ามีไซโตคายน์ TNF-α ในผู้ป่วยที่เป็นโรคเลปโตสไปโรซิส 

         Tajiki and salomao (1996) รายงานว่าระดับไซคายน์ TNF-α ที่เพิ่มขึ้นจะเกี่ยวข้องกับระดับความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรซิสที่ดำเนินไป


          Petro and Engelmann (2000) รายงานว่าพบไซโตคายน์ TNF-α IL-2R และ IL-6 ที่เพิ่มขึ้นในกรณีโรคเลปโตสไปโรซิสแบบเฉียบพลันในคน 


           Fost et al. (2003) รายงานการใช้ Leptospira interrogans serovar rachmati ในรูปเชื้อตายมา incubate ในเลือดคน พบว่าเลือดมีการตอบสนองโดยหลั่งไซโตคายน์ IFN-( TNF-α IL-12 p40 และเมื่อให้ตัวยับยั้ง IL-12 ปริมาณ IFN-( ก็ลดลงด้วย แสดงให้เห็นว่า IFN-( ที่ผลิตขึ้น มีการควบคุมจาก IL-12 เป็นหลัก และการตอบสนองต่อเชื้อเลปโตสไปราที่ก่อโรค เกี่ยวข้องกับไซโตคายน์ ในกลุ่ม adaptive immunity แบบ Th-1 cellular immunity



         Vernel-Pauillac and Merien (2006) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไซโตคายน์ IL-2 IL-4 IL-10 และ IL-12p40 IFN-( TNF-α และ Transforming growth factor beta (TGB-ß) ในหนูที่ได้รับเชื้อ Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae strain Verdun ด้วยวิธี Real-time PCR พบว่าใน 1 ชั่วโมง หลังจาก incubate เชื้อในหนู จะมีไซโตคายน์ IL-12p40 IFN-( TNF-α แสดงออก ซึ่งบ่งบอกถึงการทำงานของไซโตคายน์ในกลุ่ม adaptive immunity แบบ Th-1 cellular immunity ในหนูเป็นครั้งแรก และใน 1 วัน หลัง incubate เชื้อจะพบไซโตคายน์ IL-4 IL-10 ซึ่งเกี่ยวข้องกับ การทำงานของไซโตคายน์ในกลุ่ม adaptive immunity แบบ Th-2 cellular immunity ซึ่งจะช่วยในการสร้างแอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปรา


          ดังนั้นการศึกษาไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้องกับโรคเลปโตสไปโรซิสโดยเฉพาะไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α บ่งบอกถึงการตอบสนองของร่างกายต่อเชื้อเลปโตสไปรา และหาสารปรับไซโตคายน์เหล่านี้ (modulate) เพื่อช่วยลดการอักเสบหรือเพื่อให้ร่างกายมีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปราได้


7.  สมุนไพรในการรักษาโรค


การใช้สมุนไพรในการป้องกันและรักษาโรคมีมานานกว่า 3,000 ปีแล้ว (Plaeger, 2003) ซึ่งปัจจุบันมีการศึกษาอย่างกว้างขวางและมีการแยกประเภทของสมุนไพรออกเป็นหมวดหมู่มากมาย ส่วนมากงานวิจัยจะเกี่ยวข้องในคน ส่วนในโคก็มีงานวิจัยบ้างเกี่ยวพืชสมุนไพร (Tabuti et al., 2003) โดยสมุนไพรที่ใช้ในงานวิจัยนี้จะใช้พืชสมุนไพรหลัก 5 ชนิดผสมกันอยู่ในรูปตำรับยาสมุนไพร โดยนำมาจากผลิตภัณฑ์ที่ได้ขึ้นทะเบียนจากองค์การอาหารและยา (อย.) 2 ผลิตภัณฑ์คือ มูพลัส® ซึ่งปกติในโคจะใช้ลดปัญหาเต้านมอักเสบ ลดปริมาณโซมาติกเซลล์และรักษาโรคท้องร่วงในลูกโค ส่วนผสมพืชสมุนไพรของมูพลัส®ประกอบด้วย ไพล ฟ้าทะลายโจร และ ขมิ้นชัน ส่วนอีกผลิตภัณฑ์คือยาวัวแก้วมังกร® ปกติสามารถเพิ่มน้ำนมและทำให้แม่โคสุขภาพดี ส่วนผสมพืชสมุนไพรของยาแก้วมังกร®คือ ฟ้าทะลายโจร ลูกใต้ใบ และน้ำนมราชสีห์



7.1  ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f )Nees) 
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ภาพที่ 2  ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm.f) Nees)


ที่มา: โครงการหอมรดกไทย (2542)


         ฟ้าทะลายโจร (ภาพที่ 2) เป็นพืชสมุนไพรที่ใช้แพร่หลาย ในหลายประเทศ เช่น จีน อินเดีย และไทย เป็นต้น ในประเทศไทยสามารถพบได้ทั้งประเทศ แต่ปริมาณสารออกฤทธิ์อาจแตกต่างกันได้ ฟ้าทะลายโจรอยู่ในวงศ์ Acanthaceae มีชื่อพ้องหลายชื่อ เช่น น้ำลายพังพอน หญ้ากันงู ฟ้าสะท้าน เขยตายายคุม เป็นต้น เป็นพืชล้มลุก สูง 30 - 60 ซม. ลำต้นมักเป็นเหลี่ยมเห็นได้ชัดเจน ใบเดี่ยวติดกับลำต้นเป็นคู่ตรงข้ามในแต่ละข้อ ตัวใบรูปไข่รีหรือเรียวยาว ปลายใบและโคนใบแหลม ก้านใบยาว ประมาณ 0.5 ซม. ขนาดของใบกว้าง 1 - 3 ซม. ยาว 3 - 15 ซม. ดอกสีขาวมีขนาดเล็กยาวประมาณ 1 ซม. ติดเป็นช่อยาวออกทั้งที่ปลายยอดและซอกโคนก้านใบ ผลเป็นฝักแบนกว้าง 3 - 4 มม. ยาว 1 - 1.5 ซม. เมื่อแก่ฝักจะแตกเป็น 2 ซีก ภายในมีเมล็ดแบน ซีกละ 3 - 7 เมล็ด (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร "สมุนไพรพื้นบ้าน (ฉบับรวม), 2537) มีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ว่า มีฤทธิ์ลดการบีบตัวของลำไส้ ฆ่าและยับยั้งแบคทีเรีย มีฤทธิ์ลดการอักเสบ เพิ่มการหลั่งน้ำลายทำให้ชุ่มคอและมีฤทธิ์สร้างภูมิคุ้มกัน โดยสารที่ออกฤทธิ์อยู่ในกลุ่มแลคโตน ที่มีชื่อว่าแอนโดรกราโฟไลต์ (andrographolide) ซึ่งพบได้ในส่วนที่เหนือดินของต้น (Nanduri et al., 2004) 


         Singha et al. (2003) ศึกษาฟ้าทะลายโจร ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อโรค พบว่า สาร andrographolide ในฟ้าทะลายโจร มีคุณสมบัติที่คล้ายกับยาปฏิชีวนะคือทำลายหรือยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย B.subsitis E.coli P.aeruginosa เชื้อรา C.albicans เป็นต้น 


         SCARG (1976) รายงานการรักษาผู้ป่วยที่เป็นโรคเลปโตสไปโรซิส ด้วยยาเม็ดที่มีส่วนผสมของ deoxyandrographolide andrographolide และ neoandrographolide ให้ผลดีต่อการรักษาประมาณ 80% 


7.2  ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn) 
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ภาพที่ 3  ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn)


ที่มา: โครงการหอมรดกไทย (2542)


         ขมิ้นชัน (ภาพที่ 3) อยู่ในวงศ์ Zingiberaceae เป็นไม้ล้มลุกที่มีลำต้นใต้ดินเป็นเหง้า เนื้อเหง้าสีเหลือง เหง้าเล็ก ขนาด 1 -2 ซม. ใบรูปเรียวยาวที่ขอบใบค่อนข้างขนาน ปลายใบแหลม เนื้อใบเรียบ ขนาดกว้าง 8 - 15 ซม. ยาว 25 - 40 ซม. ก้านใบคล้ายกาบยาว 15 - 30 ซม. ดอกออกเป็นช่อทรงกระบอก ขนาดกว้าง 4 - 8 ซม. ยาว 5 - 14 ซม. ก้านดอกออกมาจากเหง้าโดยตรงยาว 7 - 15 ซม. มีกลีบประดับขนาดใหญ่จำนวนมาก เขียวอมชมพู สีตอนบนเข้มข้นกว่าตอนล่าง ดอกสีขาวอมเหลือง (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร "สมุนไพรพื้นบ้าน (ฉบับรวม), 2537) ส่วนเหง้าซึ่งเป็นส่วนที่มีสารออกฤทธิ์ที่สำคัญคือ curcuminoid และ tumeric oil (อัมพวันและมนัสสนันท์, 2544) สาร curcuminoid มีสรรพคุณหลายอย่าง เช่น มีฤทธิ์ขับลม ต้านการเกิดแผลในกระเพาะเพราะมีการกระตุ้นการหลั่ง mucin ออกมาเคลือบกระเพาะ ฤทธิ์ต้านฮีสตามีน ฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย ฤทธิ์ขับน้ำดี เพิ่มภูมิคุ้มกันร่างกายทั้งขบวนการฟาโกไซต์ อินเตอร์เฟียรอน มีฤทธิ์ลดการอักเสบ (Chainani-Wu, 2003; Wessler, 2005)


7.3  ไพล (Zingiber cassumnar Roxb) 



         ไพล (ภาพที่ 4) อยู่ในวงศ์ Zingiberaceae เป็นไม้ลงหัว มีเหง้าใหญ่ เนื้อสีเหลือง กลิ่นหอม ใบเรียวยาว ปลายแหลม ออกดอกเป็นช่อ อยู่บนก้านช่อ ที่แทงจากเหง้า (สมุนไพรในงานสาธารณสุขมูลฐาน สำหรับบุคลากรสาธารณสุข, 2533) สารออกฤทธิ์ที่สำคัญคือ Curcuminoid และ ß-sitosterol ซึ่งช่วยลดการอักเสบ (Ozaki et al., 1991) บรรเทาอาการปวด โดยสารที่ออกฤทธิ์คือ (E)-4(3,4-dimethylphenyl) butadiene (Jeenapongsa et al., 2003) ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย เช่น b. substilis P. aeruginosa ß-streptococcus group A (Habsah et al., 2000) เป็นต้น
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ภาพที่ 4  ไพล (Zingiber cassumnar Roxb)


ที่มา: โครงการหอมรดกไทย (2542)


7.4  น้ำนมราชสีห์ (Euphorbia hirta L.) 
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ภาพที่ 5  น้ำนมราชสีห์ (Euphorbia hirta L.)


ที่มา: กองเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร มหาวิทยาลัยราชภัฏอุตรดิตถ์ (2550)


         น้ำนมราชสีห์อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae  เป็นไม้ล้มลุก  สูงประมาณ 30 - 40 ซม. ลำต้นมีขนละเอียดสีน้ำตาลอ่อน  มีน้ำยางขาวไหลซึมหากเกิดบาดแผล ใบเดี่ยวเรียงตรงข้ามรูปขอบขนาน ผิวใบมีขนทั้งสองด้าน กว้าง 1.0 - 1.5 ซม. ยาว 2 - 4 ซม. ดอกแยกเพศ ออกเป็นช่อที่ซอกใบ ดอกไม่มีกลีบเลี้ยงและกลีบดอก ใบประดับรูปถ้วยสีเขียวเข้ม ผลทรงกลมมี 3 พู เมื่อแก่สีเหลือง ผลแห้งแล้วแตก เมล็ดขนาดเล็กสีน้ำตาลแก่หรือแดง (สยามไภษัชยพฤกษ์ ภูมิปัญญาของชาติ, 2538) (ภาพที่ 5)มีสารออกฤทธิ์คือ ß-sitosterol มีฤทธิ์ลดการอักเสบและต้านเชื้อแบคทีเรีย Shigella spp.(Vijaya et al., 1995) และแก้อาการไม่มีน้ำนมในโค (Chifundera, 1998) สารที่สกัดได้มีฤทธิ์ลดการอักเสบ (Lanhers et al., 1991)


7.5  ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus)
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ภาพที่ 6  ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus)


ที่มา: กลุ่มโรคเอดส์ สำนักโรคเอดส์ วัณโรคและโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ กรมควบคุมโรค  

          กระทรวงสาธารณสุข  (2551)


          ลูกใต้ใบ (ภาพที่ 6) อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae มีชื่อพ้อง เช่น มะขามป้อมดิน หญ้าใต้ใบ และ หญ้าใต้ใบขาว สารออกฤทธิ์คือ Phyllanthin และ Hypophyllanthin มีฤทธิ์ลดการอักเสบ และบำรุงตับ ลดความเป็นพิษจาก aflatoxin (Nazz et al., 2007)  


อุปกรณ์และวิธีการ

อุปกรณ์


1.  สัตว์ทดลอง


1.1 แม่โคนมระยะแห้งนม 


       แม่โคพันธุ์โฮลสไตน์ ฟรีเชี่ยนตั้งท้องจำนวน 25 ตัว จากคอกสัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน โดยผ่านการท้องไม่เกิน 3 ท้อง และไม่เคยได้รับวัคซีนป้องกันโรคเลปโตสไปโรซิส ที่จะคลอดในช่วงเดือนกันยายน พ.ศ. 2548 จนถึง เดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2549


1.2 ลูกโค

       ลูกโคที่เกิดจากแม่โคนมทดลองทั้ง 25 ตัว

2.  ตำรับพืชสมุนไพรไทยทดลอง


2.1 ตำรับพืชสมุนไพรไทยทดลอง ตำรับที่ 1


       ตำรับสมุนไพรไทยตำรับที่ 1 มีส่วนผสมของ ฟ้าทะลายโจร ลูกใต้ใบ น้ำนมราชสีห์ เป็นหลัก เป็นยาผงสมุนไพรที่ผ่านกระบวนการอบแห้งและบดละเอียด โดยได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทลิลลี่ฟู้ดแอนด์ซายน์ ขนาดที่ใช้ 25 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักโค 1 กิโลกรัมทุก 12 ชั่วโมง


2.2 ตำรับพืชสมุนไพรไทยทดลอง ตำรับที่ 2



       ตำรับสมุนไพรไทยตำรับที่ 2 มีส่วนผสมของ ไพล ฟ้าทะลายโจร และขมิ้นชัน เป็นหลัก เป็นยาผงสมุนไพรที่ผ่านกระบวนการอบแห้งและบดละเอียด โดยได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทลิลลี่ฟู้ดแอนด์ซายน์ ขนาดที่ใช้ 50 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักโค 1 กิโลกรัม ทุก 12 ชั่วโมง

วิธีการ

1.  การตรวจหาแม่โคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราก่อนการทดลอง


เก็บตัวอย่างปัสสาวะแม่โคตั้งท้องจำนวน 25 ตัว ที่จะคลอดในช่วงเดือนกันยายน พ.ศ. 2548 จนถึง เดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2549 เพื่อตรวจวินิจฉัยหาเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อและตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด เพื่อนำมาแบ่งกลุ่มทดลองต่อไป

2.  การจัดแบ่งกลุ่มแม่โคนมทดลอง


แม่โคที่ได้รับการตรวจหาเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราแล้ว จะนำมาแบ่งกลุ่มโดยการสุ่มได้ 4 กลุ่มดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 แม่โคนมที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง  

            ชื่อกลุ่มย่อ NH-SCH-

กลุ่มที่ 2 แม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 

            ชื่อกลุ่มย่อ NH-SCH+


กลุ่มที่ 3 แม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 

            ชื่อกลุ่มย่อ H-SCH+


กลุ่มที่ 4 แม่โคนมที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 

            ชื่อกลุ่มย่อ H-SCH-


3.  แผนการให้ตำรับพืชสมุนไพรทดลองแก่โคแห้งนมและแผนการเก็บตัวอย่างจากแม่โคนมแต่ละตัว


ก่อนเริ่มการทดลอง 1 สัปดาห์ แม่โคแห้งนมทุกตัวจะถูกเก็บตัวอย่างพลาสมา ซีรัมและปัสสาวะ (Before) จากนั้นแม่โคแห้งนมจะถูกสุ่มในการให้ตำรับสมุนไพรทดลอง หรือสุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง ซึ่งทุกสัปดาห์ตั้งแต่เริ่มการทดลองจนสิ้นสุดการทดลองของแม่โคแห้งนมทุกตัวจะทำการเก็บตัวอย่างพลาสมา ซีรัม และปัสสาวะ โดยเริ่มการเก็บและวิเคราะห์ที่ 5 ถึง 3 สัปดาห์ก่อนคลอด ((-5)- (-3)) 2 สัปดาห์ก่อนคลอด (-2) 1 สัปดาห์ก่อนคลอด (-1) วันคลอด (0) 1 สัปดาห์หลังคลอด (+1) 2 สัปดาห์หลังคลอด (+2) และ 4 สัปดาห์หลังคลอด (+4) และแม่โคแห้งนมที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะเริ่มได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง ตำรับที่ 1 .หลังจากระยะก่อนการทดลอง (Before) จนจบการทดลอง (+4) และได้รับตำรับที่ 2 ตั้งแต่ 2 สัปดาห์ก่อนคลอด (-2) จนถึงวันคลอด (0) ดังแสดงในภาพที่ 7 





วันที่เก็บตัวอย่างพลาสมา ซีรัมและปัสสาวะ 

[image: image34.emf][image: image35.emf][image: image36.emf][image: image37.emf][image: image38.emf][image: image39.emf][image: image40.emf][image: image41.emf][image: image42.emf]       


ระยะท้อง        Before--------(-5)-(-3)-------(-2)------(-1)--------0------(+1)------(+2)-------(+4)


[image: image43.emf]

                                                เริ่มให้ตำรับที่ 1   เริ่มให้ตำรับที่ 2    หยุดให้ตำรับที่ 2              หยุดให้ตำรับยาที่ 1       

ภาพที่ 7  แผนการเก็บตัวอย่างของแม่โคทดลองและการให้สมุนไพรในแม่โคที่ได้รับตำรับ 

               สมุนไพรทดลอง                                  


0 

         คือ วันคลอด

-1 -2 -3 -4 -5            คือ  ระยะเวลา 1 2 3 4 5 สัปดาห์ก่อนคลอด

+1 +2 +4                  คือ  ระยะเวลา 1 2 4 สัปดาห์หลังคลอด

ยาตำรับที่ 1              คือ  ยาที่มีส่วนประกอบของฟ้าทะลายโจร ลูกใต้ใบ และ 

                                       น้ำนมราชสีห์ ขนาดที่ใช้ 25 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักโค     

                                       1 กิโลกรัม ทุก 12 ชั่วโมง


ยาตำรับที่ 2              คือ  ยาที่ส่วนประกอบของไพล ฟ้าทะลายโจร และ 

                                       ขมิ้นชัน ขนาดที่ใช้ 50 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักโค 

                                       1 กิโลกรัม ทุก 12 ชั่วโมง

4.  ข้อมูลและตัวอย่างที่เก็บจากแม่โคนมและลูกโค


4.1  ข้อมูลและตัวอย่างที่เก็บจากแม่โคนม


         4.1.1 ข้อมูลปริมาณน้ำนม



    ปริมาณน้ำนมต่อวันนับตั้งแต่วันคลอดถึง 30 วันหลังคลอดของโคแต่ละตัวถูกเก็บไว้โดยเจ้าหน้าที่รีดนมประจำคอกสัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน

4.1.2 ข้อมูลสุขภาพโดยรวมและการเจ็บป่วย 



     ข้อมูลการตั้งท้อง ข้อมูลการเจ็บป่วยการการรักษาขณะทำการทดลองและการทำวัคซีน ถูกเก็บไว้โดยเจ้าหน้าที่ดูแลสัตว์ทดลองประจำคอกสัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน

4.1.3 การเก็บตัวอย่างเลือด



     เก็บตัวอย่างเลือดจากแม่โคทดลองจากเส้นเลือดดำ Jugular vein โดยก่อนการเก็บจะใช้แอลกอฮอล์ 70 % เช็ดบริเวณที่เจาะเก็บตัวอย่าง เก็บเลือดจำนวน 3 ซีซี ใส่หลอดเก็บเลือดสุญญากาศที่บรรจุสารการกันการแข็งตัวของเลือด ชนิด EDTA (Vacutainer EDTA®) ผสมเลือดและสารกันการแข็งตัวของเลือดเข้ากัน โดยการพลิกไปมาอย่างช้าๆ แช่ตัวอย่างเลือดในถังเก็บความเย็น

4.1.4 ตัวอย่างซีรัม



     แม่โคถูกเก็บเลือดจากบริเวณ Jugular vein โดยก่อนการเก็บจะใช้แอลกอฮอล์ 70 % เช็ดบริเวณที่เจาะ เก็บเลือดจำนวน 9 ซีซี ใส่ในหลอดเก็บเลือดสุญญากาศชนิดไม่มีสารกันการแข็งตัวของเลือด (SST gel&clot activator vacutainer®) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 3-6 ชั่วโมง จึงนำไปปั่นที่ความเร็ว 3500 rpm (รอบต่อนาที) 10 นาที จะแยกเป็น 3 ส่วนคือ ซีรัม เจล และ เม็ดเลือดจากบนถึงล่าง ตามลำดับ ใช้ปิเปตดูดซีรัมใส่ในหลอด microfuge ขนาด 1.5 ซีซี เก็บที่อุณหภูมิ -40 ถึง   -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะห์


4.1.5 ตัวอย่างปัสสาวะ



     แม่โคจะถูกกระตุ้นโดยใช้มือที่ใส่ถุงมือยางถูขึ้น ลงบริเวณผิวหนังส่วนล่างอวัยวะเพศ เมื่อโคปัสสาวะจะเก็บบริเวณส่วนกลางของปัสสาวะ ใส่ในถุง Stomacher bag ที่ปลอดเชื้อ 


4.2 ข้อมูลและตัวอย่างที่เก็บจากลูกโคนม

เก็บตัวอย่างเลือด ซีรัมและปัสสาวะ จากลูกโคนมในสัปดาห์คลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด โดยวิธีเก็บตัวอย่างเหมือนข้อ 4.1.3 4.1.4 และ 4.1.5 ตามลำดับ


5. การตรวจสอบความเป็นพิษของตำรับพืชสมุนไพรทดลองต่อสุขภาพแม่โคนม

5.1 การตรวจสอบค่าทางโลหิตวิทยา


       เลือดในหลอดเก็บเลือดสุญญากาศที่มีสารกันการแข็งตัวของเลือด ชนิด EDTA ถูกส่งตรวจวัดค่าทางโลหิตวิทยา ที่ห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยา โรงพยาบาลสัตว์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน เพื่อตรวจจำนวนเม็ดเลือดแดง (red blood count; RBC) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (hematocrit) ค่าฮีโมโกลบิน (hemoglobin) จำนวนเม็ดเลือดขาว (white blood count; WBC) จำนวนเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล (neutrophil) จำนวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ (lymphocyte) จำนวนเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ (monocyte) จำนวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล (eosinophil) จำนวนเกล็ดเลือด (platelet) และค่าพลาสมาโปรตีน (plasma protein) 


5.2 การตรวจวัดระดับเอนไซม์และความผิดปกติของเนื้อเยื่อไต

5.2.1 การตรวจวัดความเป็นกรด-ด่าง ของปัสสาวะ

นำกระดาษวัดกรด-ด่างจุ่มกระดาษลงในปัสสาวะที่อยู่ใน Stomacher bag อ่านผลโดยการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษวัดกรด-ด่าง 

5.2.2 การตรวจวัดระดับยูเรียในกระแสเลือด (Blood urea nitrogen; BUN) ในซีรัม

การตรวจการตรวจวัดระดับยูเรียในกระแสเลือด (Blood urea nitrogen, BUN) จะใช้วิธี Urease-Berthrlot Method (Chaney and Marbach, 1962; Kaplan and Teng, 1982) หลักการมีดังนี้ ยูเรียในซีรัมจะสลายเป็นแอมโมเนีย และคาร์บอนไดออกไซด์ โดยเอนไซม์ ยูรีเอส (urease) แอมโมเนียที่เกิดขึ้นจะเกิดสีโดยทำปฏิกิริยากับ hypochlorite และ salicylate โดยมี nitroprusside เป็นตัวเร่งปฎิกิริยา ทำการตรวจโดยนำซีรัมที่จะตรวจและน้ำยายูเรียมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นมา 0.02 ซีซี ผสมกับเอนไซม์ urease ใน salicylate-nitroprusside buffer จำนวน 2.5 ซีซี เขย่าและอุ่นในอ่างน้ำปรับ อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม alkaline hypochlorite 2.5 ซีซี ผสมและอุ่นในอ่างน้ำปรับอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที การเตรียมค่า blank จะทำเหมือนที่กล่าวมาแต่จะไม่ใส่ซีรัม อ่านค่า OD ที่ได้ ที่ความยาวคลื่นแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยปรับให้ค่า blank เป็นศูนย์ การอ่านผลจะนำค่า OD ที่วัดได้จากยูเรียมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น มาสร้างกราฟเส้นตรงมาตรฐานระหว่างค่า OD กับความเข้มข้น (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) นำค่า OD  ซีรัมที่ตรวจได้มา มาเทียบกับกราฟ เพื่อแปลงเป็นความเข้มข้น (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 

5.2.3 การตรวจวัดระดับครีเอทินีน (creatinine) ในซีรัม

การตรวจวัดระดับครีเอทินีน (creatinine) ในซีรัม จะใช้วิธี New Convinient Method (Owen et al., 1954 ; Taussky, 1954) หลักการมีดังนี้ ครีเอทินีนในซีรัมจะรวมตัวกับ picric acid ซึ่งได้สีน้ำตาลเมื่อเป็นด่าง ทำการตรวจโดย นำซีรัมที่จะตรวจและน้ำยาครีเอทินีนมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นมา 0.5 ซีซี ผสมกับ picric acid จำนวน 3 ซีซี เขย่า 10 วินาทีและปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5 นาที ดูดส่วนใส 2.5 ซีซีที่ปั่นได้ มาผสมกับโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1.4 โมลาร์ 0.5 ซีซี เขย่าและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส 15 นาที การเตรียมค่า blank จะทำเหมือนที่กล่าวมาแต่จะไม่ใส่ซีรัม อ่านผลค่า OD ที่ความยาวคลื่นแสงที่ 520 นาโนเมตร โดยปรับให้ค่า blank เป็นศูนย์ อ่านผลจะนำค่า OD ที่วัดได้จากครีเอทินีนมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น มาสร้างกราฟเส้นตรงมาตรฐานระหว่างค่า OD กับความเข้มข้น (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) นำค่า OD  ซีรัมที่ตรวจได้มา มาเทียบกับกราฟ เพื่อแปลงเป็นความเข้มข้น (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 


6. การตรวจวัดระดับไซโตคายน์บ่งบอกความเครียดและการอักเสบ


วัดสารไซโตคายน์ 2 ชนิดคือ IFN-( โดยใช้ชุดตรวจ IFN-( (Bovine IFN-( Screening Set) บริษัท ENDOGEN (U.S.A) และสาร TNF-α โดยใช้ชุดตรวจ TNF-α (Bovine TNF-α Screening Set) บริษัท ENDOGEN (U.S.A) ตรวจโดยวิธี ELISA แบบ antibody sandwish

7. การตรวจสอบอิทธิพลของตำรับพืชสมุนไพรต่อการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปล่อยเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราจากแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรค


7.1 อิทธิพลต่อการปลดปล่อยเชื้อ

7.1.1  การดูเชื้อ สไปโรขีด/เลปโตสไปรา ด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด

 นำปัสสาวะที่เก็บได้จำนวน 1 ซีซี มาใส่ในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH 9 ซีซี เพาะเลี้ยงในที่มืด ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส ทุกวันที่ 2 4 และ 6 นับจากวันเก็บปัสสาวะ จะนำอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใส่ปัสสาวะมาดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด โดยดูดตัวอย่างอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใส่ปัสสาวะ มา 20 ไมโครลิตร ลงในสไลด์ และดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืดที่กำลังขยาย 100 เท่า บันทึกผลการดู โดยแบ่งออกเป็น 5 เกรดดังนี้

เกรด 0 หมายถึง ไม่พบเชื้อสไปโรขีด ที่กำลังขยาย 100 เท่า

เกรด 1 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า

เกรด 2 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 2 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า

เกรด 3 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า

เกรด 4 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณมากกว่า 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า

7.1.2  การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธีปฎิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)

 การออกแบบ primer จะอิงตามการรายงานของ Gravekamp et al. (1993) และใช้วิธีการเพิ่มจำนวนดีเอนเอ อิงตามการรายงานของ ศิริวรรณและคณะ (2546) ผลผลิตดีเอนเอที่ได้จะถูกย้อมด้วย SYBR gold และนำไปตรวจสอบขนาดของดีเอนเอจากการเคลื่อนที่ของดีเอนเอใน agarose gel 


7.2 อิทธิพลต่อระดับภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปราเมื่อตรวจด้วยวิธี Microscopic Agglutination Test (MAT)


ตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อโรคเลปโตสไปโรซิส ด้วยวิธี MAT โดยส่งซีรัมไปตรวจที่สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข โดยใช้ระดับไตเตอร์ 1:50 ขึ้นไปเป็นระดับตัดสินใจว่าเป็นมีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปรา

8. สถิติวิเคราะห์


วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่าง 2 ประชากร ด้วยวิธี T-test วิเคราะห์ความแตกต่างมากกว่า 2 ประชากร ด้วยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบเชิงซ้อน (Multiple Comparison) ด้วยวิธี Tukey’s Honesty Significant Difference (HSD) โดยใช้โปรแกรม MINITAB 14 ค่า P value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.1 ถือว่ามีความแตกต่าง โดยเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มในแต่ละช่วงเวลา และ P value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.5 ถือว่ามีความแตกต่าง โดยเปรียบเทียบช่วงเวลาของแต่ละกลุ่ม 

ผลและวิจารณ์

ผล

1.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหว่างแม่โคนมที่ได้รับตำรับสมุนไพร และแม่โคนมที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรในระยะก่อนคลอด คลอดและหลังคลอด


1.1  ผลของตำรับสมุนไพรต่ออุณหภูมิร่างกายและค่าโลหิตวิทยาของแม่โคนม

อุณหภูมิ


แม่โคนมจำนวน 14 ตัวได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง (Herb) และ แม่โคจำนวน 11 ตัวไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง (No herb) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิร่างกายในระยะใกล้คลอด คลอดและหลังคลอด ได้แสดงในภาพที่ 8 พบว่าอุณหภูมิร่างกายของแม่โคนมทั้งสองกลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน ยกเว้นแม่โคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร มีอุณหภูมิร่างกายสูงกว่ามาตรฐานในระยะ 1 สัปดาห์หลังคลอด เมื่อเปรียบเทียบช่วงเวลาของแต่ละกลุ่มพบว่า แม่โคนมทั้งสองกลุ่มมีค่าอุณหภูมิร่างกายสูงขึ้นในระยะใกล้คลอด (-1 wk) วันคลอด (0) และหลังคลอด 1 สัปดาห์ (+1 wk) โดยเฉพาะแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรในช่วง 1 สัปดาห์หลังคลอดจะมีอุณหภูมิร่างกายสูงกว่าในช่วงก่อนการทดลอง (Before) และช่วง 4 สัปดาห์หลังคลอด (+4 wk) (p≤ 0.05) สมุนไพรมีผลต่ออุณหภูมิร่างกายของโคนม ดังจะพบว่าเมื่อเริ่มให้ตำรับสมุนไพร (ระยะ -5 ถึง -3) และในระยะ 2 สัปดาห์หลังคลอด แม่โคนมจะมีอุณหภูมิสูงกว่ากลุ่มไม่ได้รับสมุนไพร (p≤ 0.05, ภาพที่ 8) 

ค่าโลหิตวิทยา

ในระยะก่อนคลอดจนถึงวันคลอด แม่โคนมทั้งสองกลุ่มมีจำนวนเม็ดเลือดแดงที่ใกล้เคียงกันในระดับมาตรฐานปกติและมีค่าคงที่ ดังแสดงในภาพ 9A นับตั้งแต่วันคลอด จำนวนเม็ดเลือดแดงในแม่โคนมกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพรและกลุ่มได้รับสมุนไพรมีค่าเม็ดเลือดแดงลดลงช่วงหลังคลอด โดยเฉพาะแม่โคนมกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพรมีค่าลดลงรวดเร็วและมีค่าลดลงตลอดระยะเวลานับตั้งแต่วันคลอด เมื่อเปรียบเทียบกับช่วงก่อนการทดลองถึง 1 สัปดาห์ก่อนคลอด (ภาพ 9A ระยะ 0 1 2 และ 4) และมีความแตกต่างทางสถิติในระยะ 2 และ 4 สัปดาห์หลังคลอด (p≤ 0.05, ภาพที่ 9A)โดยพบว่าในระยะ 2 สัปดาห์หลังคลอด จำนวนเม็ดเม็ดเลือดแดงของแม่โคนมในกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพรมีค่าต่ำกว่าค่าของแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร       (p≤ 0.10) ดังแสดงในภาพ 9A  

ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (hematocrit, ภาพที่ 9B) และค่าฮีโมโกลบิน (hemagobin, ภาพที่ 9C) มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงไปในแนวทางเดียวกันในแม่โคนมทดลองทั้งสองกลุ่ม คือ พบค่าฮีโมโกลบินและค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นมีระดับคงที่ ตั้งแต่วันเริ่มการทดลองจนถึงวันคลอดและมีการลดลงตั้งแต่วันคลอดจนถึงสิ้นสุดการทดลอง ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้อยู่ในระดับอ้างอิงมาตรฐาน โดย 4 สัปดาห์หลังคลอดมีค่าต่ำสุด (p≤0.05) และเมื่อคำนวณทางสถิติของปริมาณฮีโมโกลบินและค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นแต่ละช่วงเวลาของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร ไม่พบความแตกต่างในสองกลุ่มทดลอง

ตลอดระยะเวลาการทดลองปริมาณเม็ดเลือดขาว (WBC) ในแม่โคนมทั้งสองกลุ่มมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 9D) คือปริมาณเม็ดเลือดขาวจะมีค่าสูงขึ้นในระยะ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด และวันคลอด สำหรับใน 1 สัปดาห์หลังคลอดจนถึง 4 สัปดาห์หลังคลอด ปริมาณเม็ดเลือดขาวจะลดลงอยู่ในระดับใกล้เคียงกับในช่วง 1 สัปดาห์ก่อนคลอด เมื่อคำนวณทางสถิติช่วงเวลาของแต่ละกลุ่ม ไม่พบความแตกต่างในช่วงเวลา อย่างไรก็ตาม ปริมาณเม็ดเลือดขาวในแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีปริมาณเม็ดเลือดขาวที่สูงกว่าค่าของแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรในทุกระยะ และพบความแตกต่างทางสถิติระหว่าง 2 กลุ่ม ในสัปดาห์ที่ 2 ก่อนคลอด (p≤ 0.10) และ สัปดาห์ที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.05) ดังแสดงในภาพ 9D 


จำนวนเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล (neutrophil) ในโคนมทั้งสองกลุ่มมีค่าอยู่ในระดับมาตรฐาน และมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงระดับเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลใกล้เคียงกันตลอดระยะการทดลอง และไม่พบความแตกต่างระหว่างสองกลุ่ม (ภาพ 10A) โดยจะพบการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล 1 สัปดาห์ก่อนคลอดจนถึงวันคลอด และใน 1 สัปดาห์หลังคลอดปริมาณเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลจะเริ่มปรับลดลงจนเข้าสู่ระดับเดิมในสัปดาห์ที่ 2 – 4 สัปดาห์หลังคลอด โดยวันคลอดจะพบค่าเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลสูงที่สุด ดังแสดงในภาพ 10A 

จำนวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ (lymphocyte) ในโคนมทั้งสองกลุ่มมีค่าอยู่ในระดับมาตรฐาน (ภาพที่ 10B) ในแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรมีระดับจำนวนเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ที่ลดลงตั้งแต่เริ่มการทดลองจนถึงสิ้นสุดการทดลอง แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ ในขณะที่แม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีจำนวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ที่สูงตั้งแต่ระยะเริ่มให้สมุนไพรจนถึงสัปดาห์ที่ 2 ก่อนคลอด และในระยะ 1 สัปดาห์ก่อนคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด มีระดับลิมโฟซัยต์ลดลงอยู่ในระดับเดียวกัน จากนั้นเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ก็จะเพิ่มขึ้นจนจบการทดลอง ดังแสดงในภาพ 10B อย่างไรก็ตามเมื่อคำนวณทางสถิติช่วงเวลาของแต่ละกลุ่ม ไม่พบความแตกต่างในแต่ละระยะ แต่จะพบว่าจำนวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ในแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีจำนวนสูงกว่าในแม่โคนมกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพรในเกือบทุกระยะของการทดลอง โดยพบความแตกต่างทางสถิติในระยะ สัปดาห์ที่ 5 ถึง สัปดาห์ที่ 3 ก่อนคลอด          (p≤ 0.05) สัปดาห์ที่ 2 ก่อนคลอด (p≤ 0.10) วันคลอด (p≤ 0.10) สัปดาห์ที่ 2 หลังคลอด (p≤ 0.05) และสัปดาห์ที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.10)


จำนวนเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ (monocyte) ในโคนมทั้งสองกลุ่มมีค่าอยู่ในระดับมาตรฐาน เมื่อคำนวณทางสถิติช่วงเวลาของแต่ละกลุ่ม ไม่พบความแตกต่างในแต่ระยะเวลา (ภาพที่ 10C) อย่างไรก็ตามพบว่าเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ในแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีปริมาณเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ที่มากกว่าแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรในสัปดาห์ที่ 1 ก่อนคลอด (p≤ 0.10) สัปดาห์ที่ 1 หลังคลอด (p≤ 0.10) และสัปดาห์ที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.10) 

ตลอดระยะเวลาการทดลอง จำนวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล (eosinophil) ในแม่โคนมทั้งสองกลุ่มมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 10D) คือจำนวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิลมีจำนวนลดลงตั้งแต่เริ่มการให้ตำรับสมุนไพร โดยเฉพาะในช่วงวันคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด (กลุ่มได้รับตำรับสมุนไพร) และระยะ 2 -4 สัปดาห์หลังคลอด (กลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพร) มีค่าจำนวนเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิลต่ำสุด เม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิลของแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรสูงกว่าค่าของแม่โคนมไม่ได้รับตำรับสมุนไพร ในสัปดาห์ที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.05) 


จำนวนเกล็ดเลือด (platelet) ในโคนมทั้งสองกลุ่มอยู่ในค่ามาตรฐาน (ภาพที่ 11A) ในแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีจำนวนเกล็ดเลือดลดลงระยะเริ่มการทดลองถึง 1 สัปดาห์ก่อนคลอดและจากนั้นจำนวนเกล็ดเลือดจะเพิ่มขึ้น โดยมีค่าสูงสุดในระยะ 1 สัปดาห์หลังคลอด ในขณะที่แม่โคนมกลุ่มได้รับตำรับสมุนไพรพบว่าสมุนไพรมีผลให้จำนวนเกล็ดเลือดเพิ่มขึ้นต่อเนื่อง ตั้งแต่เริ่มการให้สมุนไพรจนสิ้นสุดการทดลอง ซึ่งระยะ 4 สัปดาห์หลังคลอด จะมีเกล็ดเลือดที่สูงที่สุด ดังแสดงในภาพ 11A สำหรับการเปรียบเทียบจำนวนเกล็ดเลือดระหว่างแม่โคนม 2 กลุ่ม พบว่าจำนวนเกล็ดเลือดในแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีปริมาณเกล็ดเลือดที่มากกว่าแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรในระยะ 2 ถึง 1 สัปดาห์ก่อนคลอด เมื่อทดลองทางสถิติพบว่าแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรมีปริมาณเกล็ดเลือดที่มากกว่าแม่โคนมกลุ่มไม่ให้ตำรับสมุนไพรอย่างมีนัยสำคัญที่สัปดาห์ที่ 2 ก่อนคลอด (p≤ 0.05) และสัปดาห์ที่ 1 ก่อนคลอด (p≤ 0.10) 


ตลอดทุกช่วงการทดลองค่าพลาสมาโปรตีน (plasma protein, ภาพที่ 11B) ในแม่โคนมทั้งสองกลุ่มมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน และไม่พบความแตกต่างระหว่าง 2 กลุ่มในทุกช่วงเวลา (ภาพที่ 11B) คือ ค่าพลาสมาโปรตีนค่อยๆลดลงตั้งแต่ 5 สัปดาห์ก่อนคลอดจนถึงวันคลอดมีค่าพลาสมาโปรตีนต่ำสุด จากนั้นจะค่อยๆเพิ่มขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง


1.2  ผลตำรับสมุนไพรด้านความปลอดภัยต่อไตและผลต่อปริมาณน้ำนม


ตลอดทุกช่วงการทดลองค่ากรดด่างในปัสสาวะ (urine pH) ในแม่โคนมทั้งสองกลุ่มอยู่ในค่ามาตรฐานและมีการเปลี่ยนแปลงในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 12A) คือ พบความเป็นด่างในปัสสาวะลดลงอย่างช้าๆ ตั้งแต่เริ่มการทดลองโดยมีค่ากรดด่างต่ำสุดในวันคลอด ในกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพร และที่ 1 สัปดาห์หลังคลอดในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (p≤ 0.05) สำหรับแต่ละช่วงเวลาของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร ทั้งสองกลุ่มไม่พบแตกต่างทางสถิติของกรดด่างในปัสสาวะ

สำหรับค่าครีเอทีนีน (creatinine) ในโคนมทั้งสองกลุ่มมีค่าอยู่ในระดับมาตรฐาน (ภาพที่ 12B) และมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกันคือ ค่าครีเอทินีนมีค่าคงที่ตั้งแต่เริ่มการทดลองจนถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด และค่านี้จะลดต่ำสุดในระยะ 2 -4 สัปดาห์หลังคลอด สำหรับค่าครีเอทีนีนในแม่โคนมทั้งสองกลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกันเกือบตลอดระยะการทดสอบ ยกเว้นในวันคลอดที่แม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรมีระดับครีเอทินีนต่ำกว่าค่าของแม่โคนมกลุ่มได้รับตำรับสมุนไพร (p≤ 0.10) 

ค่ายูเรียในเลือด (BUN) (ภาพที่ 12C) ในโคนมทั้งสองกลุ่มมีค่าอยู่ในระดับมาตรฐาน ในแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงค่ายูเรียในเลือดจะลดลงในสัปดาห์ที่ 5 ถึงสัปดาห์ที่ 3 ก่อนคลอด และจะเพิ่มขึ้นจนถึงวันคลอดและจะลดลงหลังคลอดจนสิ้นสุดการทดลอง โดยพบว่าในวันคลอดจะมีค่ายูเรียในเลือดที่มากที่สุด แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับทุกระยะการทดลอง ในแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงค่ายูเรียในเลือดเพิ่มขึ้นเล็กน้อยตั้งแต่ 5 สัปดาห์ก่อนคลอดจนถึง 1 สัปดาห์ก่อนคลอด และจะลดลงจนถึง 2 สัปดาห์หลังคลอด จากนั้นจะพบปริมาณยูเรียเพิ่มขึ้นในสัปดาห์ที่ 4 หลังคลอด แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับทุกระยะการทดลอง เมื่อทดสอบค่าทางสถิติเปรียบเทียบแต่ค่ายูเรียในเลือดในแม่โคนมกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพรกับแม่โคนมกลุ่มได้รับตำรับสมุนไพร พบว่าในกลุ่มที่ได้รับสมุนไพรจะมีค่ายูเรียในเลือดที่สูงกว่ากลุ่มไม่ได้รับสมุนไพรที่สัปดาห์ที่ 5-3 ก่อนคลอด (p≤0.10) แต่ในวันคลอดกลุ่มที่ไม่ได้รับสมุนไพรจะมีค่ายูเรียในเลือดที่สูงกว่า (p≤ 0.05) 


ปริมาณน้ำนมตลอด 1 เดือนแรกของการให้นม (ภาพที่ 13) ไม่พบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยปริมาณน้ำนมจากแม่โคนมทั้งสองกลุ่ม


1.3  ผลตำรับสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบในแม่โคทดลอง

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงระดับ IFN-( แสดงในภาพ 14A ในแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงค่า IFN-( ในช่วง 1 สัปดาห์ก่อนคลอดค่า IFN-( มีแนวโน้มลดลงต่ำกว่าระยะก่อนเริ่มการทดลอง และจะเพิ่มระดับ IFN-( สูงขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบตลอดระยะการทดลอง ในขณะที่แม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร สมุนไพรจะมีผลลดระดับ IFN-( ตั้งแต่ให้เริ่มให้ตำรับสมุนไพรและคงระดับต่ำตลอดจนสิ้นสุดการทดลอง แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบตลอดระยะการทดลองเช่นกัน เมื่อเปรียบเทียบระดับ IFN-( ระหว่าง 2 กลุ่มพบว่าในแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีแนวโน้มของระดับ IFN-( สูงกว่าค่าของแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรทุกระยะ อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบทางสถิติพบว่าระดับ IFN-( ในโคนมทั้งสองกลุ่มไม่มีความแตกต่างกัน

ระดับไซโตคายน์ TNF-α (ภาพที่ 14B) มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงคือ ในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรระดับ TNF-α จะสูงขึ้นตั้งแต่เริ่มให้ตำรับสมุนไพรจนถึง 1 สัปดาห์ก่อนคลอด และระดับ TNF-α จะลดลงอย่างมากในวันคลอด หลังจากวันคลอดระดับ TNF-α จะมีระดับสูงขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง ในแม่โคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร ระดับ TNF-α จะลดลงในสัปดาห์ที่ 5 ถึง สัปดาห์ที่ 3 ก่อนคลอด และจะเพิ่มระดับ TNF-α สูงขึ้นเล็กน้อยจนถึงวันคลอด จากนั้นจะลดระดับ TNF-α จนสิ้นสุดการทดลอง แต่ในทางสถิติจะไม่พบความแตกต่างของระดับ TNF-α ในแต่ละช่วงเวลา สำหรับระดับ TNF-α ในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะมีค่ามากกว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรเกือบทุกระยะ ยกเว้นในวันคลอด อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบทางสถิติพบว่า ระดับ TNF-α ของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรไม่พบความแตกต่างกับระดับของกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร 


1.4  ผลของตำรับสมุนไพรต่อสุขภาพของแม่โคนมในช่วงทดลอง

ผลบันทึกข้อมูลของกลุ่มอาการทางเมตาบอลิก เช่นภาวการณ์คลอดยากร่วมกับการมีหรือไม่มีการแท้งลูก การเกิดเต้านมอักเสบ และการเจ็บกีบ ในระยะ 5 สัปดาห์ก่อนคลอด ถึง 4 สัปดาห์หลังคลอด แสดงในตารางที่ 1 ภาวะการคลอดยากร่วมกับการมีหรือไม่มีการแท้งลูก ในแม่โคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร จะพบ 3 ตัว (12%) ในขณะที่ไม่พบแม่โคตัวใดในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรแสดงการคลอดยาก (0%) เช่นเดียวกัน การเกิดเต้านมอักเสบในแม่โคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร จะพบ 2 ตัว (8%) แต่ไม่พบแม่โคตัวใดในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรแสดงอาการเต้านมอักเสบ ส่วนผลการเจ็บกีบแม่โคในกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรและแม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพร จะมีจำนวนแม่โคที่แสดงอาการใกล้เคียงกัน คือ 2 ตัว (8%) และ 3 ตัว (12%) ตามลำดับ

ตารางที่ 1  ประวัติการป่วยด้วยภาวะทางเมตาบอลิกในช่วงการทดลองของแม่โคนมทดลอง

		กลุ่มแม่โคทดลอง

		จำนวน (ตัว)

		ประวัติอาการป่วย (ตัว(ร้อยละ))



		

		

		การคลอดยาก*

		เต้านมอักเสบ

		เจ็บกีบ



		No herb

		11

		3 (12%)

		2 (8%)

		2 (8%)



		Herb

		14

		0 (0%)

		0 (0%)

		  3 (12%)





หมายเหตุ   No herb แม่โคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร 

     Herb      แม่โคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร 

     * อาจมีและ/หรือไม่มีภาวะแท้งลูกรวมอยู่ด้วย



ภาพที่ 8  อุณหภูมิร่างกายเฉลี่ยของกลุ่มโคนมทดลอง ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

 ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

 ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

 ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

 ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

 แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb) 




                      กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb)


**   ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน

xyz ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb)



ภาพที่ 9  จำนวนเม็ดเลือดแดง (RBC, A) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (hematocrit, B) ค่าฮีโมโกลบิน (hemoglobin, C) จำนวนเม็ดเลือดขาว (WBC, D) ของกลุ่ม
 โคนมทดลองในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด


  ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

  ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

  ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

  ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

  แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)




                     กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 

   * ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน


 ** ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน

abc ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (No Herb)


xyz ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb)

  











ภาพที่ 10  ปริมาณเม็ดเลือดขาวแยกประเภท neutrophil (A) lymphocyte (B) monocyte (C) และ eosinophil (D) ของกลุ่มโคนมทดลอง ในระยะ

                  ก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

    แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)




                     กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 

  * ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน


** ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน

abc ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (No Herb)


xyz ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb)















ภาพที่ 11  จำนวนเกล็ดเลือด (platelet, A) โปรตีนในพลาสมา (B) ของกลุ่มโคนมทดลอง ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด


    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง


    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

    แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)




                     กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 

  *  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน


**  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน

abc ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (No Herb)


xyz ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb)



 







ภาพที่ 12  ความเป็นกรดด่างของปัสสาวะ (A) creatinine (B) และ BUN (C) ของกลุ่มโคนมทดลอง ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

    แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)




                     กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 

   *  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน


 **  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน

  abc ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (No Herb)


  xyz ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ช่วงเวลา ของกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb)

 








ภาพที่ 13  ปริมาณน้ำนมเฉลี่ยต่อวันตั้งแต่วันแรกถึง 30 วันหลังคลอดของกลุ่มโคนมทดลอง ในระยะก่อนคลอด คลอดและหลังคลอด

     แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)




                      กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 





ภาพที่ 14  ระดับไซโตคายน์ IFN-( (A) TNF-α (B) ของกลุ่มโคนมทดลอง ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

    แสดง mean + SEM
  





        กลุ่มโคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรทดลอง  (No Herb)




                     กลุ่มโคที่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (Herb) 


2. สรีรวิทยาเปรียบเทียบผลของตำรับสมุนไพรในแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา ตรวจสอบในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด


แม่โคนมทดลองทั้งหมด 25 ตัวที่ได้รับและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร เมื่อตรวจสอบเชื้อเลปโตสไปราในปัสสาวะแล้ว ทำให้สามารถจัดกลุ่มโคนมทดลองทั้งสองกลุ่มแยกย่อยเป็น แม่โคนมที่เป็นและไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราดังนี้คือ

  NH-SCH-       กลุ่มแม่โคนมที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร      


   จำนวน 3 ตัว

     NH-SCH+    กลุ่มแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร     

                            จำนวน 8 ตัว

      H-SCH+     กลุ่มแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับสมุนไพร 


          จำนวน 7 ตัว

       H-SCH-      กลุ่มแม่โคนมที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับสมุนไพร


           จำนวน 7 ตัว

ผลการศึกษาทางสรีรวิทยาในขณะแม่โคนมอยู่ในระยะใกล้คลอด คลอด และหลังคลอด ปรากฏผลดังนี้



2.1 อุณหภูมิร่างกาย


อุณหภูมิร่างกายแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มได้แสดงในภาพที่ 15 พบว่าแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มมีอุณหภูมิร่างกายใกล้เคียงกันและอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐานตลอดระยะตั้งแต่เริ่มการทดลองจนถึงวันคลอด อุณหภูมิร่างกายแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มจะมีการเปลี่ยนแปลงและแตกต่างกันใน 1 สัปดาห์ และ 2 สัปดาห์ของระยะให้นม ทั้งนี้พบว่ากลุ่มแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (NH-SCH+) มีระดับอุณหภูมิร่างกายที่ต่ำกว่าแม่โคกลุ่มอื่นๆ (p≤ 0.05) ที่ระยะ1 สัปดาห์หลังคลอดและเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มแม่โคนมที่เป็นและไม่เป็นแหล่งรังโรคเช่นกัน แต่ได้รับตำรับสมุนไพร (H-SCH+ และ H-SCH-) แม่โค 2 กลุ่มนี้จะมีระดับอุณหภูมิร่างกายที่สูงกว่าตลอดระยะ 2 สัปดาห์หลังคลอดนี้ (p≤ 0.05) และยังพบว่าแม่โคนมกลุ่มไม่เป็นแหล่งรังโรคแต่ได้รับสมุนไพร (H-SCH-) มีระดับอุณหภูมิร่างกายเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มอื่นๆในช่วง 2 สัปดาห์หลังคลอดนี้เช่นกัน 


2.2 ค่าโลหิตวิทยา

ค่าจำนวนเม็ดเลือดแดง (RBC) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (hematocrit) และค่าฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ได้แสดงในภาพ 16A 16B และ 16C ตามลำดับ พบว่าค่าดังกล่าวของโคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน และไม่พบความแตกต่างทางสถิติ

ค่าจำนวนเม็ดเลือดขาว (WBC) แสดงในภาพที่ 16D แสดงให้เห็นว่าค่า WBC ของโคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน พบว่ากลุ่ม H-SCH-จะมีปริมาณเม็ดเลือดขาวที่มีแนวโน้มสูงกว่าทุกกลุ่มทดลองในทุกระยะ ยกเว้น 1 สัปดาห์ก่อนคลอดและเมื่อทดสอบค่าทางสถิติพบว่ากลุ่ม H-SCH- มีปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาวมากกว่ากลุ่ม NH-SCH+ ที่ช่วงเวลา 4 สัปดาห์หลังคลอด     (p≤ 0.05) 


เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล (neutrophil) (ภาพที่ 17A) พบว่าจำนวนนิวโทรฟิลจากแม่โคทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน และมีค่าใกล้เคียงในโคนมทั้ง 4 กลุ่มตั้งแต่เริ่มการทดลองจนถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด ยกเว้นในระยะ 2 ถึง 4 สัปดาห์หลังคลอด พบว่า กลุ่ม NH-SCH- มีปริมาณเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลมากกว่ากลุ่ม H-SCH-และ H-SCH+อย่างมีนัยสำคัญที่ช่วงเวลา สัปดาห์ที่ 2 หลังคลอด (p≤ 0.10) และมากกว่ากลุ่ม NH-SCH+ ที่ช่วงเวลาสัปดาห์ที่ 4 หลังคลอด (p≤ 0.10)

ค่าเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ (lymphocyte) (ภาพที่ 17B) พบว่าค่าเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ของแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน กลุ่มโคนม H-SCH- มีแนวโน้มค่าระดับลิมโฟซัยต์สูงกว่ากลุ่มโคนมอื่นๆยกเว้นในสัปดาห์ที่ 1 ก่อนคลอดและเมื่อทดสอบทางสถิติพบว่า กลุ่ม H-SCH- มีปริมาณเซลล์ลิมโฟซัยต์มากกว่ากลุ่ม NH-SCH+ ที่สัปดาห์ที่ 2 และ 4 หลังคลอด         (p≤ 0.10) 


ค่าเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ (monocyte) (ภาพที่ 17C) ของแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ของกลุ่ม H-SCH- มีค่าสูงกว่าค่าของกลุ่ม H-SCH+และกลุ่ม NH-SCH+ ที่ช่วงวันคลอด (p≤ 0.05) 

ค่าเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล (eosinophil, ภาพที่ 17D) ของแม่โคทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน และมีค่าใกล้เคียงกันยกเว้นในระยะ 2 สัปดาห์หลังคลอด พบว่า กลุ่ม H-SCH- มีปริมาณเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิลมากกว่ากลุ่ม NH-SCH-และ H-SCH+ ที่ (p≤ 0.05)

ค่าเกล็ดเลือด (platelet, ภาพที่ 18A) ของแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน และใกล้เคียงกันยกเว้นระยะที่ 2 สัปดาห์ก่อนคลอดและระยะ 4 สัปดาห์หลังคลอด พบว่ากลุ่ม H-SCH- มีเกล็ดเลือดสูงกว่ากลุ่ม NH-SCH+ที่ช่วงเวลา 2 สัปดาห์ก่อนคลอด (p≤0.10) และที่ 4 สัปดาห์หลังคลอด กลุ่ม NH-SCH+ก็ยังมีค่าเกล็ดเลือดต่ำสุด เมื่อทดสอบค่าทางสถิติพบว่ากลุ่ม NH-SCH+ มีเกล็ดเลือดต่ำกว่ากลุ่ม H-SCH+ ที่ช่วงเวลา 4 สัปดาห์หลังคลอด (p≤ 0.05)

พลาสมาโปรตีน (plasma protein, ภาพที่ 18B) ของแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐานและไม่มีความแตกต่างกันตลอดระยะเวลาที่ตรวจสอบ 


2.3  ผลตำรับของสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบในแม่โคทดลอง

ในการวิเคราะห์จะตัดแม่โคนมออกจากการวิเคราะห์ 3 ตัว เนื่องจากมีค่าไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ที่สูงกว่าโคตัวอื่นในกลุ่ม 100 – 10,000 เท่าโดยในกลุ่ม NH-SCH+ จะคัดแม่โคออก 2 ตัว และในกลุ่ม H-SCH+ 1 ตัว  


ระดับไซโตคายน์ IFN-( (ภาพที่ 19A) ในซีรัมของแม่โคนมในกลุ่ม H-SCH+ และ H-SCH- จะมีระดับไซโตคายน์ IFN-( ที่ต่ำกว่ากลุ่ม NH-SCH+ และ NH-SCH- ทุกระยะ แต่เมื่อทดสอบค่าทางสถิติไม่พบความแตกต่างระหว่าง 4 กลุ่ม 

ในระดับไซโตคายน์ TNF-α (ภาพที่ 19B) ของแม่โคนมทั้ง 4 กลุ่ม มีระดับ TNF-α ที่ใกล้เคียงกัน ทุกระยะ ยกเว้นในวันคลอดที่ระดับไซโตคายน์มีแม่โคนมกลุ่ม H-SCH- และ H-SCH+ จะมีระดับไซโตคายน์ TNF-α ที่ต่ำกว่าแม่โคนมกลุ่ม NH-SCH+ และ NH-SCH- แต่เมื่อทดสอบค่าทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางนัยสำคัญระหว่าง 4 กลุ่ม 



ภาพที่ 15  อุณหภูมิร่างกายเฉลี่ยของกลุ่มโคนม 4 กลุ่ม ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง


    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


    แสดง mean + SEM



กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-) 


กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+) 


กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+) 

กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-) 

    abc  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน



ภาพที่ 16  ค่าโลหิตวิทยาของจำนวนเม็ดเลือดแดง (RBC, A) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (hematocrit, B) ค่าฮีโมโกลบิน (hemoglobin, C) จำนวนเม็ดเลือดขาว 
    

                 (WBC, D) ของกลุ่มโคนม 4 กลุ่ม ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

   ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง


   ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด


   ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


   ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


   แสดง mean + SEM



  

        
กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+) 





กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-) 

  abc  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน












ภาพที่ 17  ค่าปริมาณเม็ดเลือดขาวแยกประเภทเป็น neutrophil (A) lymphocyte (B) monocyte (C) และ eosinophil (D) ของกลุ่มโคนม 4 กลุ่ม ในระยะ

                 ก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

   ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง


   ระยะ -5 ถึง -3 -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด


   ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


   ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


   แสดง mean + SEM



  

        
กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+) 





กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-) 

  abc  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน


  xyz  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน

    








ภาพที่ 18  จำนวนเกล็ดเลือด (Platelet) (A) โปรตีนในพลาสมา (B) ของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในช่วงระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

  
    ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

  
    ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


    ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


     แสดง mean + SEM
  

      





กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+) 





กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-) 

  abc  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน


  xyz  ความแตกต่างทางสถิติที่ p ≤ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่มในช่วงเวลาเดียวกัน











ภาพที่ 19  ระดับไซโตคายน์ IFN-( (A) TNF-α (B) ของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

    ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง

 ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด

 ระยะ 0 คือ วันที่คลอด

 ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

แสดง mean + SEM
  

      




กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH-) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (NH-SCH+) 





กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH+) 





กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง (H-SCH-) 



2.4  การตรวจสอบอิทธิพลของตำรับพืชสมุนไพรต่อการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปล่อยเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราจากแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรค

ผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด ผลการตรวจด้วยวิธีพีซีอาร์ และผลตรวจด้วยวิธี MAT ผลการทดลองพบว่า ปริมาณเชื้อสไปโรขีดเมื่อตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืดของโคแต่ละตัว ในกลุ่ม H-SCH+ จะมีปริมาณเชื้อที่ลดลงอย่างมากเมื่อเทียบกับกลุ่ม NH-SCH+ โดยเฉพาะในสัปดาห์ที่ 1 ก่อนคลอดจนถึงสัปดาห์ที่ 2 หลังคลอด (ตารางที่ 2) และเมื่อเปรียบเทียบร้อยละโคนมในกลุ่ม NH-SCH+ และ H-SCH+ พบว่าในกลุ่ม H-SCH+ มีร้อยละของโคนมที่ตรวจพบสไปโรขีดลดลงต่อเนื่อง ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2 ก่อนคลอดจนถึงสัปดาห์ที่ 2 หลังคลอด (42.86% 14.29% 16.67% 33.33% และ 0% ตามลำดับ) ดังแสดงในตารางที่ 2 บ่งชี้ว่าร้อยละของโคนมที่ตรวจพบสไปโรขีดในกลุ่มทดลอง NH-SCH+ มีร้อยละที่สูงเกินร้อยละ 50 ต่อเนื่องกันตลอดระยะการตรวจสอบ (ตารางที่ 3)


ผลการตรวจด้วยวิธีพีซีอาร์ในกลุ่ม H-SCH+ จะไม่พบดีเอนเอในช่วงก่อนการทดลอง แต่จะพบดีเอนเอคิดเป็นร้อยละตัวที่พบเชื้อกับโคทั้งหมดในกลุ่มในช่วงเวลาสัปดาห์ที่ 2 และ 1 ก่อนคลอด และสัปดาห์ที่ 1 หลังคลอด คือ 14.29% 14.29 และ 16.67% ตามลำดับ ส่วนในช่วงสัปดาห์อื่นจะตรวจไม่พบ ในกลุ่ม NH-SCH+ จะพบดีเอนเอ คิดเป็นร้อยละตัวที่พบเชื้อกับโคทั้งหมดในกลุ่มในช่วงเวลาก่อนการทดลองและสัปดาห์ที่ 2 หลังคลอด คือ 25% และ 16.67% ตามลำดับ (ตารางที่ 3)


ผลการตรวจด้วยวิธี MAT ไม่พบโคในกลุ่ม H-SCH+ ที่ระดับไตเตอร์ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปรามากกว่า 1:50 ในทุกช่วงเวลา ดังแสดงในตารางที่ 5 ส่วนแม่โคในกลุ่ม NH-SCH+จะพบไตเตอร์ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปรามากกว่า 1:50 ในทุกช่วงเวลาของการทดลอง คิดเป็นร้อยละ 50 42.9 50 37.5 33.3 16.7 16.67% และ 16.67% ตามลำดับ (ตารางที่ 2) และ ซีโรวาร์ที่พบคือ Ranarum Tarassovi Sejroe และ Hebdomadis ดังแสดงระดับไตเตอร์ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปราในตารางที่ 4 

ตารางที่ 2  ปริมาณเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราที่เพาะจากปัสสาวะโค โดยตรวจดูจากกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด

     ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง


     ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด


     ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


     ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


     NH-SCH+ หมายถึง  กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 


     H-SCH+ หมายถึง  กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 


     เกรด 0 หมายถึง ไม่พบเชื้อสไปโรขีด ที่กำลังขยาย 100 เท่า


     เกรด 1 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า


     เกรด 2 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 1 ใน 2 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า


     เกรด 3 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณ 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า


    เกรด 4 หมายถึง พบเชื้อสไปโรขีดปริมาณมากกว่า 3 ใน 4 ของพื้นที่ ที่กำลังขยาย 100 เท่า


    N หมายถึง ไม่มีตัวอย่างปัสสาวะ


    D หมายถึง ตาย



ตารางที่ 2  (ต่อ)

		กลุ่มทดลอง (โคตัวที่)




		สัปดาห์


        before           (-5)-(-3)            -2                   -1                      0                       1                      2                      4           



		NH-SCH+ (1)

		1

		0

		1

		0

		1

		0

		1

		0



		NH-SCH+ (2)

		1

		N

		0

		1

		D

		D

		D

		D



		NH-SCH+ (3)

		2

		1

		1

		0

		N

		0

		0

		1



		NH-SCH+ (4)

		3

		0

		0

		1

		1

		0

		2

		0



		NH-SCH+ (5)

		2

		1

		1

		1

		1

		1

		1

		0



		NH-SCH+ (6)

		2

		0

		0

		0

		N

		0

		0

		1



		NH-SCH+ (7)

		1

		0

		0

		1

		0

		2

		2

		0



		NH-SCH+ (8)

		1

		1

		1

		1

		D

		D

		D

		D



		H-SCH+(1)

		2

		2

		2

		1

		1

		0

		0

		1



		H-SCH+(2)

		1

		1

		1

		0

		0

		N

		0

		1



		H-SCH+(3)

		3

		1

		1

		0

		0

		1

		0

		1



		H-SCH+(4)

		1

		1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		H-SCH+(5)

		1

		1

		0

		0

		N

		0

		0

		0



		H-SCH+(6)

		1

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		1



		H-SCH+(7)

		1

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		1







ตารางที่ 3  จำนวนโคที่ตรวจพบ/จำนวนโคทั้งหมดในกลุ่ม (ร้อยละ) ของผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด (Direct) ผลการตรวจด้วย


วิธีพีซีอาร์ (PCR) และผลตรวจภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธี MAT

     ระยะ Before คือ ระยะก่อนการทดลอง


     ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด


     ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


     ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


     NH-SCH+ หมายถึง  กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 


     H-SCH+    หมายถึง  กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง



ตารางที่  3 (ต่อ)

		กลุ่ม NH-SCH+ 


      วิธีการตรวจ                                                                                     สัปดาห์ที่เก็บตัวอย่าง


จำนวนโคที่ตรวจพบ/จำนวนโคทั้งหมดในกลุ่ม (ร้อยละ)



		 

		before

		(-5)-(-3)

		-2

		-1

		0

		1

		2

		4



		Direct

		     8/8 (100%)

		     5/7 (71.4%)

		     5/8 (62.5%)

		     7/8 (87.5%)

		     4/5 (80%)

		     3/6 (50%)

		     4/6 (66.7%)

		     3/6 (50%)



		PCR

		     2/8 (25%)

		     0/7 (0%)

		     0/8 (0%)

		     0/8 (0%)

		     0/5 (0%)

		     0/6 (0%)

		     1/6 (16.7%)

		     0/6 (0%)



		MAT

		     4/8 (50%)

		     3/7 (42.9%)

		     4/8 (50%)

		     3/8 (37.5%)

		     2/6 (33.3%)

		     1/6 (16.7%)

		     1/6 (16.7%)

		     1/6 (16.7%)



		



		กลุ่ม H-SCH+ 


      วิธีการตรวจ                                                                                    สัปดาห์ที่เก็บตัวอย่าง


จำนวนโคที่ตรวจพบ/จำนวนโคทั้งหมดในกลุ่ม (ร้อยละ)



		

		before

		(-5)-(-3)

		-2

		-1

		0

		1

		2

		4



		Direct

		     7/7 (100%)

		     5/7 (71.4%)

		     3/7 (42.9%)

		     1/7 (14.3%)

		     1/6 (16.7%)

		     2/6 (33.3%)

		     0/7 (0%)

		     5/7 (71.4%)



		PCR

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     1/7 (14.3%)

		     1/7 (14.3%)

		     0/6 (0%)

		     1/6 (16.7%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)



		MAT

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)

		     0/7 (0%)









ตารางที่ 4  ระดับไตเตอร์ต่อภูมิคุ้มกันโรคเลปโตสไปโรซิสในแม่โคนมกลุ่มที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง


(NH-SCH+)


     ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด


     ระยะ 0 คือ วันที่คลอด


     ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด


     0 หมายถึง ไตเตอร์ต่ำกว่า 1 : 50


     50 หมายถึง ไตเตอร์ระดับ 1:50


     100 หมายถึง ไตเตอร์ระดับ 1:100


       D หมายถึง ตาย


      Ran หมายถึง ซีโรวาร์ Ranarum 


      Tar หมายถึง ซีโรวาร์Tarassovi 


      Sej  หมายถึง ซีโรวาร์ Sejroe


      Heb หมายถึง ซีโรวาร์ Hebdomadis




ตารางที่  4 (ต่อ)




		กลุ่มทดลอง (โคตัวที่)

		สัปดาห์ที่เก็บตัวอย่าง



		

		Before

		(-5)-(-3)

		-2

		-1

		0

		1

		2

		4



		NH-SCH+ (1)

		50 (Ran)

		50 (Ran)

		50 (Ran)

		50 (Ran)

		50 (Ran)

		0

		0

		0



		

		50 (Tar)

		50 (Tar)

		50 (Tar)

		50 (Tar)

		50 (Tar)

		0

		0

		0



		NH-SCH+ (2)

		50 (Ran)

		N

		50 (Ran)

		0

		D

		D

		D

		D



		

		50 (Tar)

		0

		50 (Tar)

		0

		0

		0

		0

		0



		

		50 (Sej)

		0

		50 (Sej)

		0

		0

		0

		0

		0



		NH-SCH+ (3)

		100 (Heb)

		100 (Heb)

		100 (Heb)

		50 (Heb)

		50 (Heb)

		50 (Heb)

		50 (Heb)

		50 (Heb)



		

		100 (Sej)

		100 (Sej)

		100 (Sej)

		100 (Sej)

		100 (Sej)

		100 (Sej)

		50 (Sej)

		50 (Sej)



		NH-SCH+ (4)

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		NH-SCH+ (5)

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		NH-SCH+ (6)

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		NH-SCH+ (7)

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		NH-SCH+ (8)

		50 (Heb)

		50 (Heb)

		50 (Heb)

		50 (Heb)

		D

		D

		D

		D



		

		50 (Sej)

		50 (Sej)

		50 (Sej)

		50 (Sej)

		0

		0

		0

		0








2.5.  ผลของตำรับสมุนไพรต่อสุขภาพทางเมตาบอลิกของแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราในระยะการทดลอง

ผลบันทึกข้อมูลของกลุ่มอาการทางเมตาบอลิก เช่น ภาวะการคลอดยาก (รวมการมีหรือไม่มีการแท้งลูก) การเกิดเต้านมอักเสบ และการเจ็บกีบ ในระยะ 5 สัปดาห์ก่อนคลอด ถึง 4 สัปดาห์หลังคลอด แสดงในตารางที่ 5 ภาวะของการคลอดยากแบบมี/ไม่มีการแท้งลูกในแม่โคกลุ่ม NH-SCH- NH-SCH+ H-SCH+ และ H-SCH- พบแม่โคนมที่มีการคลอดยาก 1 ตัว (4%) 2 ตัว (8%) 0 ตัว (0%) และ 0 ตัว (0%) ตามลำดับ พบแม่โคนมที่เกิดเต้านมอักเสบ 1 ตัว (4%) 1 ตัว (4%) 0 ตัว (0%) และ 0 ตัว (0%) ตามลำดับ และพบแม่โคนมที่เจ็บกีบ 2 ตัว (8%) 0 ตัว (0%) 1 ตัว (4%) และ 2 ตัว (8%) ตามลำดับ

ตารางที่ 5  ประวัติการป่วยด้วยภาวะเมตาบอลิกในช่วงการทดลองของแม่โคนมทดลองที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา

		กลุ่มแม่โคทดลอง

		จำนวน (ตัว)

		ประวัติอาการป่วย (ตัว(ร้อยละ))



		

		

		การคลอดยาก*

		เต้านมอักเสบ

		เจ็บกีบ



		NH-SCH-

		3

		1 (4%)

		1 (4%)

		2 (8%)



		NH-SCH+

		8

		2 (8%)

		1 (4%)

		0 (0%)



		H-SCH+

		7

		0 (0%)

		0 (0%)

		1 (4%)



		H-SCH-

		7

		0 (0%)

		0 (0%)

		2 (8%)





หมายเหตุ   NH-SCH- แม่โคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพร 


     NH-SCH+  แม่โคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพร


    H-SCH+ แม่โคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพร 


     H-SCH-    แม่โคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพร


     * อาจมีและ/หรือไม่มีภาวะแท้งลูกรวมอยู่ด้วย

3.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหว่างลูกโคนมในระยะคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอดที่เกิดจากแม่โคนมที่ได้รับตำรับสมุนไพร และจากแม่ที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร


ลูกโคจำนวน 22 ตัวจากแม่โคทดลองจำนวน 25 ตัว โดยแบ่งเป็นลูกโคจากแม่โคที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (No herb) จำนวน 9 ตัว และลูกโคจากแม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพร (Herb) จำนวน 13 ตัวได้ศึกษาทางสรีรวิทยาในระยะคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด ปรากฏผลดังนี้



3.1  ผลของตำรับสมุนไพรต่ออุณหภูมิร่างกายและค่าโลหิตวิทยาของลูกโคนม

อุณหภูมิ

อุณหภูมิร่างกายของลูกโคทดลองทั้งสองกลุ่ม ในระยะคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด อยู่ในค่ามาตรฐาน ตารางที่ 6 โดยลูกโคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (102.5 ± 0.6 oF) จะมีอุณหภูมิร่างกายที่สูงกว่าลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (101.6 ± 0.4 oF) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ p≤  0.10

ค่าโลหิตวิทยา

จำนวนเม็ดเลือดแดง ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น และค่าฮีโมโกลบินของลูกโคทดลองทั้งสองกลุ่ม ในระยะถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด อยู่ในค่ามาตรฐาน โดยจำนวนเม็ดเลือดแดง (9.0 ± 0.4 x 109 /ml) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (32.5 ± 1.4 %) และค่าฮีโมโกลบิน (9.9 ± 0.5 mg/dl) ในลูกโคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรจะสูงกว่าจำนวนเม็ดเลือดแดง (8.4 ± 0.2 x 109 cell/ml) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (30.9 ± 0.9 %) และค่าฮีโมโกลบิน (9.4 ± 0.2 mg/dl) ในลูกโคกลุ่มไม่ได้รับตำรับสมุนไพร ดังแสดงในตารางที่ 6 ตามลำดับ แต่เมื่อคำนวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างสองกลุ่ม (p> 0.10) 

ค่าเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล (neutrophil) เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ (lymphocyte) เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ (monocyte) และเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล (eosinophil) ในลูกโคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพรคือ 9.8 ± 0.9 x 106 /ml 6.5 ± 0.9 x 106 cell/ml 2.7 ± 0.2 x 106 cell/ml 0.5 ± 0.1 x 106 cell/ml และ 0.06± 0.05 x 106 cell/ml ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรที่มีค่าเม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ เม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ และเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล คือ 8.7 ± 0.7 x 106 cell/ml 6.0 ± 0.6 x 106 cell/ml 2.2 ± 2.4 x 106 cell/ml 0.4 ± 0.2 x 106 cell/ml และ 0.03± 0.02 x 106 cell/ml ตามลำดับ แต่เมื่อคำนวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างสองกลุ่ม 

ค่าเกล็ดเลือดในลูกโคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร(3.6 ± 0.4 x 105 /μl) มีค่าเกล็ดเลือดสูงกว่าลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (2.3 ± 0.4 x 105 /μl) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ(p≤ 0.05) ค่าพลาสมาโปรตีนของลูกโคในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร(5.8 ± 0.2 mg%) มีค่าพลาสมาโปรตีนต่ำกว่าลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (6.3 ± 0.3 mg%) แต่เมื่อคำนวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างสองกลุ่ม (p> 0.10) ดังแสดงในตารางที่ 6 


3.2  การตรวจสอบความเป็นพิษจากผลตำรับสมุนไพรต่อลูกโคนม

ค่ากรดด่างในปัสสาวะของลูกโคในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (6.8 ± 0.2) มีค่า pHใกล้เคียงกับลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (6.9 ± 0.3) (ตารางที่ 6)


ค่าครีเอทินีนและยูเรียในเลือดของลูกโคทั้งสองกลุ่มอยู่ในค่ามาตรฐาน และทั้งสองกลุ่ม มีค่าครีเอทินีนใกล้เคียงกัน (1.7 ± 0.3 mg% และ1.9 ± 0.2 mg%) ในขณะที่ค่ายูเรียในเลือดของลูกโคในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (14.4 ± 1.2 mg%) มีค่ายูเรียในเลือดต่ำกว่าลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (22.0 ± 0.3 mg%) แต่เมื่อคำนวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างสองกลุ่ม ดังแสดงตารางที่ 6


3.3  ผลตำรับของสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ในลูกโคทดลอง

ระดับไซโตคายน์ของลูกโคทดลองแสดงในตารางที่ 6 ลูกโคในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร จะมีระดับ IFN-(  (5.2 ± 3.2 pg/ml) ที่ต่ำกว่าลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (11.2 ± 7.1 pg/ml) แต่เมื่อคำนวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างสองกลุ่ม (p> 0.10) ในขณะที่ระดับ TNF-α ของลูกโคในกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร (22.5 ± 15.4 pg/ml) มีค่าสูงกว่าลูกโคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร (12.3 ± 8.4 pg/ml) แต่เมื่อคำนวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างสองกลุ่ม



ตารางที่ 6  ข้อมูลสรีรวิทยาพื้นฐานของ อุณหภูมิร่างกาย ค่าโลหิตวิทยา ค่ากรดด่างของปัสสาวะ ระดับซีรัมครีเอทินีน ยูเรียในเลือด ระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ในลูกโคนม ทดลองที่เกิดจากแม่โคนมที่ได้รับและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร

		Parameters  (unit)

		Physiological value



		

		Mean ± SEM (n)



		

		No herb

		Herb

		p-value



		Rectal Temperature (o F)

		101.6 ± 0.4 (9)

		102.5 ± 0.6 (6)

		-



		RBC (10 9cell/ml)

		8.4 ± 0.2 (9)

		9.0 ± 0.4 (13)

		-



		Hematocrit (%)

		30.9 ± 1.0 (9)

		32.6 ± 1.4 (13)

		-



		Hemoglobin (mg/dl)

		9.4 ± 0.3 (9)

		9.9 ± 0.5 (13)

		-



		WBC (10 6cell/ml)

		8.7 ± 0.7 (8)

		9.8 ± 0.9 (13)

		-



		Neutrophil (10 6cell/ml)

		6.0 ± 0.7 (8)

		6.6 ± 0.9 (13)

		-



		Lymphocyte (10 6cell/ml)

		2.2 ± 0.2 (8)

		2.7 ± 0.2 (13)

		-



		Monocyte (10 6cell/ml)

		0.4 ± 0.2 (8)

		0.5 ± 0.1 (13)

		-



		Eosiophil (10 6cell/ml)

		0.03 ± 0.02 (6)

		0.07 ± 0.04 (13)

		-



		Platelet ( 105cell/ul)

		2.3 ± 0.4 (9)

		3.6 ± 0.4 (12)

		p ≤ 0.05



		Plasma Protein (gm%)

		6.3 ± 0.3 (9)

		5.8 ± 0.3 (13)

		-



		Urine pH

		6.8 ± 0.2 (9)

		6.9 ± 0.4 (9)

		-



		Creatinine (mg/dl)

		1.7 ± 0.3 (9)

		1.9 ± 0.2 (12)

		-



		BUN (mg/dl)

		22.0 ± 3.3 (8)

		14.4 ± 1.2 (12)

		-



		IFN-γ (pg/ml)

		11.2 ± 7.1 (8)

		5.2 ± 3.2 (12)

		-



		TNF- α (pg/ml)

		12.0 ± 8.4 (8)

		22.5 ± 15.4 (12)

		-





หมายเหตุ  No herb ลูกโคนมจากแม่โคนมกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร 


     Herb      ลูกโคนมจากแม่โคนมกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร 

4.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบผลของตำรับสมุนไพรในลูกโคนมจากม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา ตรวจสอบในระยะคลอด ถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด


ลูกโคนมทดลองได้แบ่งกลุ่มเป็น 4 กลุ่ม ตามแม่โคนมทดลอง จากผลทดลองที่ 2 ผลการศึกษาทางสรีรวิทยาในขณะลูกโคนมอยู่ในระยะ คลอด ถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด ปรากฏผลดังนี้



4.1  ข้อมูลสรีรวิทยาทั่วไป

ลูกโคนมจากแม่โคนมที่เป็นและไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา เมื่อจัดแบ่งเป็นกลุ่มที่ได้รับและไม่ได้รับตำรับสมุนไพร แล้วศึกษาค่าสรีรวิทยาของ อุณหภูมิร่างกาย ค่าโลหิตวิทยาของ RBC ฮีโมโกลบิน ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ค่าเม็ดเลือดขาว (WBC) ค่าเม็ดเลือดขาวแยกประเภท (นิวโทรฟิล ลิมโฟซัยต์ โมโนซัยต์ และอีโอสิโนฟิล) ระดับโปรตีนในพลาสมา ค่าความเป็นกรดด่างของปัสสาวะ ระดับซีรัมครีเอทินีน และค่ายูเรียในกระแสเลือด ของกลุ่มลูกโคนมทั้ง 4 กลุ่ม (NH-SCH-, NH-SCH+, H-SCH+, H-SCH-) มีค่าในระดับไม่แตกต่างกันในทุกพารามิเตอร์ที่ตรวจสอบ ยกเว้นแต่ค่าจำนวนเกล็ดเลือด ซึ่งพบว่าลูกโคนมจากแม่โคกลุ่ม H-SCH- จะมีค่าจำนวนเกล็ดเลือดสูงที่สุด และสูงกว่าจำนวนเกล็ดเลือดของลูกโคนมจากแม่โคกลุ่ม NH-SCH+ (p≤  0.05)


4.2  ผลตำรับของสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบในลูกโคทดลอง

ระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α จากลูกโคนมทั้ง 4 กลุ่ม พบว่าค่าดังกล่าวของลูกโคนมทั้ง 4 กลุ่มอยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน และไม่พบความแตกต่างทางสถิติ





4.3  การตรวจสอบอิทธิพลของตำรับพืชสมุนไพรต่อการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปล่อยเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราในลูกโคจากแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคตรวจสอบในระยะคลอด ถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด

ผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด ผลการตรวจด้วยวิธีพีซีอาร์ และผลตรวจด้วยวิธี MAT ผลการทดลองพบว่า ปริมาณเชื้อสไปโรขีดเมื่อตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืดของลูกโคแต่ละตัว ลูกโคจากแม่โคกลุ่ม NH-SCH+ เจอเชื้อเลปโตสไปรา 3 ตัว (42.9%) และลูกโคจากแม่โคกลุ่ม H-SCH+ เจอเชื้อเลปโตสไปรา 3 ตัว (60%) ผลการตรวจด้วยวิธี พีซีอาร์ ทั้งลูกโคในกลุ่ม NH-SCH+ และ H-SCH+ ไม่พบดีเอนเอของเลปโตสไปรา ในขณะที่การด้วยวิธี MAT ลูกโคในกลุ่ม NH-SCH+ พบลูกโค 1 ตัว (14.3%) มีภูมิคุ้มกันที่ระดับไตเตอร์ 1:50 ต่อเชื้อสายพันธุ์ Hebdomadis และ Sejroe และไม่พบลูกโคในกลุ่ม H-SCH+ ที่มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปรา (ตารางที่ 7 )


ตารางที่ 7  จำนวนลูกโคที่ตรวจพบ/จำนวนโคทั้งหมดในกลุ่ม (ร้อยละ) ของผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อและดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด (Direct) ผลการตรวจด้วย วิธีพีซีอาร์ (PCR) และผลตรวจภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธี MAT

		วิธีการตรวจ

		จำนวนลูกโคที่ตรวจพบ/จำนวนลูกโคทั้งหมดในกลุ่ม (ร้อยละ)



		

		กลุ่ม NH-SCH+

		กลุ่ม H-SCH+



		Direct

		3/7 (42.9%)

		3/5 (60%)



		PCR

		0/7 (0%)

		0/5 (0%)



		MAT

		1/7 (14.3%)

		0/5 (0%)





หมายเหตุ   
NH-SCH+ หมายถึง  กลุ่มลูกโคจากแม่ที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและ


 


      ไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง 


    
 H-SCH+   หมายถึง  กลุ่มลูกโคจากแม่โคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราและ





      ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง

วิจารณ์

1.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหว่างแม่โคนมที่ได้รับตำรับสมุนไพร และแม่โคนมที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพรในระยะก่อนคลอด คลอดและหลังคลอด


1.1  ผลของตำรับสมุนไพรต่ออุณหภูมิร่างกายและค่าโลหิตวิทยาของแม่โคนม

อุณหภูมิ

อุณหภูมิร่างกายของแม่โคกลุ่มที่ได้รับตำรับสมุนไพร จะมีค่าที่สูงกว่าค่ามาตรฐานเล็กน้อย ในสัปดาห์ที่ 1 หลังคลอด (103.6 ± 0.3 oF) โดยค่ามาตรฐาน Rosenberger (1979) รายงานว่าโคนมจะมีอุณหภูมิร่างกายเฉลี่ยที่ 101 – 103 oF ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าการที่อุณหภูมิร่างกายสูงขึ้น อาจเกิดการติดเชื้อในสิ่งแวดล้อม หรือการเพิ่มขึ้นของขบวนการเมตาบอลิซึมที่สมบูรณ์กว่าแม่โคกลุ่มอื่น เมื่อผ่านไป 1 สัปดาห์ แม่โคในกลุ่มนี้ก็มีอุณหภูมิกลับเข้าสู่สภาวะปกติ

ค่าโลหิตวิทยา

ผลด้านโลหิตวิทยาในช่วงก่อนคลอด คลอดและหลังคลอด ในโคกลุ่มที่ได้รับสมุนไพร (Herb) และ ไม่ได้รับสมุนไพร (No Herb) ค่าโลหิตวิทยาทุกค่านั้นจะอยู่ในระดับอ้างอิงมาตรฐานของโค ตามการรายงานของ Jain (1993) Jain et al. (2000) และ Meyer et al. (2004) รวมถึงการเปลี่ยนแปลงของค่าโลหิตวิทยาในช่วงก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด ของการทดลองที่พบ การลดลงของจำนวนเม็ดเลือดแดง ค่าฮีโมโกลบิน ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ และเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล ในวันคลอด และพบการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล และเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ ในวันคลอด ซึ่งให้ผลการทดลองตรงกับ Klinkon and Zadnik (1999) และ ปิยกานต์และคณะ (2548) ได้รายงานการเปลี่ยนแปลงค่าโลหิตวิทยาของโคนมในวันคลอด จากโคนม พันธุ์โฮลสไตน์ ฟรีเซียน จำนวน 60 ตัว ของฟาร์มประเทศ สโลวีเนีย และ ไทย ตามลำดับ พบการ ลดลงของ จำนวนเม็ดเลือดแดง ค่าฮีโมโกลบิน ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ซึ่งน่าจะมาจากการสูญเสียเลือด และ fetal fluid ส่วนค่าเม็ดเลือดขาว พบว่ามีการลดลงของเม็ดเลือดขาวอีโอสิโนฟิล เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ และพบการเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล  และเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ การเพิ่มขึ้นของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล และเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ จะเกี่ยวข้องความเครียด และ การเปลี่ยนแปลงของระบบ neuroendocrine ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด (Kehrli et al., 1989) ในขณะที่ค่าเม็ดเลือดขาว (WBC) จะแตกต่างจากการรายงานของ Meglia et al. (2005) ที่ศึกษาจากโคพันธุ์ Swedish red and white จำนวน 23 ตัว ที่พบ ค่าเม็ดเลือดขาว (WBC) ต่ำลงในช่วง 1 สัปดาห์ก่อนคลอด จนถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด ค่าพลาสมาโปรตีนและค่าเกล็ดเลือดของการวิจัยนี้ ได้ผลการเปลี่ยนแปลงคล้าย          ปิยกานต์และคณะ (2548) คือพลาสมาโปรตีนที่ลดลง และค่าเกล็ดเลือดที่เพิ่มขึ้นในช่วง คลอด 


ในกลุ่มที่ได้รับสมุนไพรค่าโลหิตวิทยาจะมีค่าไปในแนวทางเดียวกันกับกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร และจะมีระดับจำนวนเม็ดเลือดขาวรวม (WBC) เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ (lymphocyte) และเม็ดเลือดขาวโมโนซัยต์ (monocyte) ที่สูงกว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสมุนไพร ซึ่งบ่งบอกได้ว่าสมุนไพรที่ให้นั้น เพิ่มจำนวนเม็ดเลือดขาวที่กล่าวมาข้างต้น ซึ่งหน้าที่ของเม็ดเลือด 2 กลุ่มนี้ เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเป็นหลัก โดยเม็ดเลือดขาวกลุ่มลิมโฟซัยต์ ซึ่งทำหน้าที่ในระบบภูมิคุ้มกันร่างกายทั้ง แบบ innate immunity จาก NK cell และ adaptive immunity จากT และ B lymphocyte และโมโนซัยต์ ซึ่งทำหน้าที่หลักในกระบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอมแบบฟาโกไซต์ (Goldsby et al., 2003) จึงคาดว่า การกินตำรับสมุนไพรนี้ทำให้โคมีระบบภูมิคุ้มกันแบบเฝ้าระวังได้ดีกว่าแม่โคกลุ่มที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร การใช้สมุนไพรเพื่อการเพิ่มภูมิคุ้มกันนั้น ได้มีการรายงานไว้ เช่น Kuroiwa et al. (2004) ได้ให้ตำรับสมุนไพรญี่ปุ่น ชื่อ Hochu-ekki-to (HOT) แก่ผู้สูงอายุ โดยการกินเป็นระยะเวลา 4 เดือน พบว่า สมุนไพรนี้ ช่วยลดการเมื่อยล้า (fatique) เพิ่มความอยากอาหาร (appetite) และช่วยย่อย เมื่อตรวจเม็ดเลือดขาวพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ ในกลุ่ม NK cell และพบไซโตคายน์ IFN-( ที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม Yang et al. (2006b) พบการเพิ่มขึ้นของเซลล์แมคโครฟาจ เซลล์ของตับอ่อน และเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ในกลุ่ม T cell ในหลอดทดลอง จากการให้ Angelica sinensis polysaccharide (AP) เป็นต้น แต่ในการทดลองนี้ได้ศึกษาเพียงแค่การเปลี่ยนแปลงจำนวนของเม็ดเลือดเท่านั้น ควรจะมีการศึกษาเพิ่มเติมในด้านหน้าที่การทำงานของเซลล์เหล่านี้ด้วย โดยการทำงานของลิมโฟซัยต์ สามารถตรวจจากการแยกชนิดของลิมโฟซัยต์และตรวจหาสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้อง เช่น IFN-( IL-2 หรือ IL-4 เป็นต้น หรือการทำงานของโมโนซัยต์ สามารถตรวจจากหาสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้อง เช่น TNF-α หรือ IL-8 เป็นต้น (Goldsby et al., 2003)



1.2  ผลตำรับสมุนไพรด้านความปลอดภัยต่อไตและผลต่อปริมาณน้ำนม

ค่าพีเอชของปัสสาวะ ค่าครีเอทินีน และค่ายูเรียในเลือด (BUN) อยู่ในค่าอ้างอิงมาตรฐาน (Rosenberger, 1979) และในแม่โคกลุ่มที่ไม่ได้รับสมุนไพรมีการเปลี่ยนแปลงของค่าครีเอทีนินที่ลดลง และค่า BUNที่เพิ่มขึ้นในช่วงคลอดคล้ายกับ ปิยกานต์และคณะ (2548) ซึ่งการตรวจ ค่าครีเอทินีนและค่า BUN เป็นดัชนีที่บ่งบอกของการทำงานของไตในโคได้ (Thrall, 2004) ดังนั้นการใช้ตำรับสมุนไพรที่ 1 ขนาด 25 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักโค 1 กิโลกรัมทุก 12 ชั่วโมง และ ตำรับสมุนไพรที่ 2 ขนาด 50 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักโค 1 กิโลกรัม ทุก 12 ชั่วโมง ไม่มีผลที่เป็นอันตรายต่อการทำงานของไตในโคนม ซึ่งการทดลองนี้เป็นงานทดลองแรกที่มีการรายงานการใช้สมุนไพรเหล่านี้ในโคนมทดลอง

ในด้านความเป็นพิษนั้นมีการศึกษาเกี่ยวกับสมุนไพรมากในสัตว์ทดลอง โดยขนาดของสมุนไพรฟ้าทะลายโจรที่ใช้ตั้งแต่ 3,000, 2,000 (Sithisomwongse et al., 1989) 500 (Feng et al. 1962) 400 200 150 100 50 มก./กก. (Dhammanpahorn and Chaichantipyuth, 1989) ขนาด ของขมิ้นชันที่รายงานตั้งแต่ 2,200 (Sharma et al., 2001) 300 มก./กก. (Shankar et al., 1979) ขนาดของไพลรายงานตั้งแต่ 18,040 2,250 350 มก./กก. (Panyathanya et al., 1986) ขนาดของลูกใต้ใบรายงานตั้งแต่ 600 300 และ 150 มก./กก. (Adeneye, 2006) ขนาดของน้ำนมราชสีห์รายงานตั้งแต่ 1000 300 และ 100 มก./กก. (Hore, 2006) ซึ่งขนาดที่กล่าวมาข้างต้น ไม่เป็นอันตรายต่อสัตว์ทดลอง ดังนั้นยิ่งสนับสนุนงานวิจัยครั้งนี้ว่าขนาดที่ให้ไม่เป็นพิษต่อไตรวมถึงร่างกายโคนมด้วย


ผลการตรวจปริมาณน้ำนมแสดงว่า ตำรับสมุนไพร ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงระดับการให้น้ำนม แม้ว่าสมุนไพรน้ำนมราชสีห์ที่ผสมอยู่ในตำรับสมุนไพรนี้ มีผลในการสร้างเนื้อเยื่อเต้านมและขับน้ำนมในโค (Chifundera, 1998) อาจมาจากปริมาณของน้ำนมราชสีห์ที่ใช้ไม่เพียงพอต่อการออกฤทธิ์ ผู้วิจัยคาดว่าการเพิ่มปริมาณน้ำนมราชสีห์สามารถเพิ่มปริมาณน้ำนมได้ ซึ่งต้องมีศึกษาต่อไป


1.3  ผลตำรับสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบในแม่โคทดลอง

การวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า ตำรับสมุนไพรที่ใช้ทดลอง ส่งผลให้แม่โคนมมีระดับไซโตคายน์ IFN-( ที่ลดลง และระดับ TNF-α ที่ไม่เปลี่ยนแปลงจากโคที่ได้รับตำรับสมุนไพร โดยปกติ IFN-( ถูกหลั่งมาจาก T cell กลุ่ม CD4+ CD8+ และ NK cell มีหน้าที่กระตุ้น ให้ T และ B cell macrophages และ NK cell แบ่งตัว ทำงานและเจริญ เพิ่มการแสดงออกของ MHC และเป็นไซโตคายน์บ่งบอกถึง Type 1 cellular immunity (Goldsby, 2003) การลดลงของ IFN-( คาดว่าส่วนประกอบของตำรับสมุนไพร มีรายงานตรงกับการออกฤทธิ์ของ ฟ้าทะลายโจร (Chiou et al., 2000; Sheeja and Kutton, 2006) โดย Chiou et al. (2000) อธิบายกลไกการออกฤทธิ์ว่า ฟ้าทะลายโจร จะลดการสร้าง IFN-( ที่หลั่งจากเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร LPS ของเชื้อแบคทีเรีย รวมทั้งฟ้าทะลายโจรลดการแสดงออกของ iNOS จากเซลล์แมคโครฟาจ ทำให้ไม่มีการสร้าง Nitric oxide (NO) ซึ่ง NO เป็นสารที่อนุมูลอิสระที่เป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้น ตำรับสมุนไพรนี้น่าจะแสดงฤทธิ์ของการลดการอักเสบ (anti-inflammation effect) นอกจากนี้ก็สามารถพบได้ฤทธิ์ลดการอักเสบจาก ไพล (Panthong et al., 1990) ลูกใต้ใบ (Kassuya et al., 2006) อย่างไรก็ตาม ฤทธิ์ของฟ้าทะลายโจรก็สามารถพบการเพิ่มขึ้นของ IFN-( ได้ (Burgos et al., 2005; Xu et al., 2006; Sheeja and Kutton, 2007) ไซโตคายน์ TNF-α ถูกหลั่งมาจาก โมโนซัยต์ แมคโครฟาจ fibroblast และ T-cell มีหน้าที่เป็นสื่อในกระบวนการอักเสบและระบบภูมิคุ้มกัน เป็นสารให้เกิดการแบ่งตัวและเจริญต่อเซลล์หลายชนิด (Goldsby, 2003) ในงานวิจัยนี้ ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ TNF-α แต่พบว่าในช่วงคลอดที่พบปริมาณ TNF-α ที่ลดลง ผู้วิจัยคาดว่าตำรับสมุนไพรจะสามารถช่วยลดการอักเสบในช่วงคลอดได้ งานวิจัยนี้ได้ศึกษามุ่งเน้นผลของสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ 2 ตัว คือ IFN-( และ TNF-α ด้วยเหตุผลเกี่ยวข้องกับเชื้อเลปโตสไปรา ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าตำรับสมุนไพรนี้ น่าจะมีผลต่อระดับไซโตคายน์ตัวอื่นๆด้วย เช่น IL-4 ที่แสดงผลตรงข้ามกับระดับ IFN-( เป็นต้น ซึ่งต้องมีการศึกษาต่อไป


1.4  ผลของตำรับสมุนไพรต่อสุขภาพของแม่โคนมในช่วงทดลอง

ผลการทดลองแสดงว่า แม่โคที่ได้รับสมุนไพรจะสามารถลดอุบัติการณ์การเกิดโรคคลอดยากแบบมี/ไม่มีการแท้งลูกและเต้านมอักเสบแต่ไม่มีผลต่อการเกิดการเจ็บกีบของโคนม แม่โคที่เกิดโรคทางเมตาบอลิกและโรคติดเชื้อมักเกิดจากการจัดการและการจัดการด้านอาหารในช่วงระยะแห้งนมไม่เหมาะสม เป็นสาเหตุให้เกิดภาวะ negative energy balance (Ostergaard and Sorensen, 1998; Rukkwamsuk et al., 1999) ผลจากภาวะ negative energy balance ทำให้ร่างกายแม่โคมีภาวะการสะสมไขมันที่ตับ และคีโตซิส (hepatic lipidosis and ketosis) และการกดการทำงานของเม็ดเลือดขาว (Targowski and Klucinski, 1983; Popstad et al., 1989; Hoeben et al., 1997; Wentink et al., 1997; Suriyasathaporn et al., 1999) ส่งผลให้เกิดโรคขึ้นในช่วงหลังคลอดหรือช่วงต้นของการให้นม ซึ่งฤทธิ์ของสมุนไพรได้แสดงให้เห็นว่ามีผลทำให้เพิ่มระดับภูมิคุ้มกันที่สมบูรณ์กว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสมุนไพร และเป็นส่วนสำคัญที่ใช้ในการต่อต้านการติดเชื้อ (Meglia et al., 2005) ส่วนในกรณีที่แม่โคที่กินตำรับสมุนไพรมีผลการเกิดภาวะเจ็บกีบไม่แตกต่างกับแม่โคที่ไม่กินสมุนไพร เนื่องจากสาเหตุของการเกิดเจ็บกีบจะเกิดกับแม่โคหลังคลอด (Nilsson, 1963) ซึ่งมีผลจากการให้อาหารข้นมากเกินไปเพื่อการผลิตน้ำนม (Moser and Diver, 1987; Manson and Leaver, 1988a, 1988b) การกินอาหารข้นทำให้จุลินทรีย์ที่กระเพาะรูเมนบางชนิดตาย แล้วหลั่งสารพวก endotoxin และ histamine และการมีเกิดกรดแลคติกที่มากขึ้น สารเหล่านี้จะดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือด และมีผลต่อเส้นเลือดโดยเฉพาะบริเวณกีบ (Radostits et al., 1997) 

2. สรีรวิทยาเปรียบเทียบผลของตำรับสมุนไพรในแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา ตรวจสอบในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด


2.1 อุณหภูมิร่างกาย


ผลการทดลองไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างการมีไข้ต่อการเป็นแหล่งรังโรค ดังแสดงในกลุ่ม NH-SCH+ ที่มีอุณหภูมิต่ำกว่าทุกกลุ่ม ซึ่งคาดว่าแม่โคที่ตรวจพบนั้นเป็นโคนมในภาวะเป็นแหล่งรังโรค (Radostits et al, 1997) ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสมุนไพร (H-SCH- และ H-SCH+) มีค่าอุณหภูมิที่สูง โดยเฉพาะในกลุ่ม H-SCH- ที่สูงนั้น แสดงให้เห็นว่า ฤทธิ์ของสมุนไพรเพิ่มขึ้นของขบวนการเมตาบอลิซึมที่สมบูรณ์กว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสมุนไพร


2.2  ค่าโลหิตวิทยา 

ผลของค่าโลหิตวิทยา แสดงให้เห็นว่า แม่โคที่กินตำรับสมุนไพร (H-SCH+ และ H-SCH-) มีปริมาณลิมโฟซัยต์และโมโนซัยต์ที่สูงขึ้น ซึ่งเมื่อแยกกลุ่มย่อย พบว่าในกลุ่ม H-SCH- จะมีปริมาณเม็ดเลือดขาว 2 ชนิดสูงที่สุด ซึ่งบ่งชี้ว่าสมุนไพรมีผลโดยตรงในการเพิ่มลิมโฟซัยต์และโมโนซัยต์ ส่วนในกลุ่ม H-SCH+ มีปริมาณเม็ดเลือดขาวสองชนิดที่ต่ำกว่ากลุ่ม H-SCH- นั้น ยังไม่มีรายงาน แต่ผู้วิจัยคาดว่าเชื้อเลปโตสไปราอาจมีกลไกที่สามารถลดระดับภูมิคุ้มกันได้ ซึ่งต้องมีการศึกษาต่อไป 

จากผลการทดลองนี้พบว่าค่าโลหิตวิทยาของโคที่วินิจฉัยที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรานั้นไม่มีความแตกต่างกับโคปกติ ซึ่งตรงตามรายงานในคน (Shpilberg et al., 1990) ในสุนัข (Scanziani et al., 1995) รวมทั้งในโคนมด้วย (ณัฐพงศ์ และคณะ, 2549) จึงแสดงให้เห็นชัดเจนว่าพืชสมุนไพรมีผลเพิ่มจำนวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์และโมโนซัยต์จริง และไม่ผลรบกวนจากการที่โคเป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปรา

จำนวนของเกล็ดเลือดในกลุ่มที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปรานั้น (NH-SCH+ และ H-SCH+) จะมีแนวโน้มที่เกล็ดเลือดต่ำ ซึ่งตรงกับการรายงานของ ณัฐพงศ์ และคณะ (2549) ที่พบการลดของเกล็ดเลือดอย่างมีนัยสำคัญจากแม่โคนมที่มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปรา จำนวน 100 ตัว กลไกการเกิดเกล็ดเลือดต่ำเกิดเนื่องจาก leptospiral lipopolysaccharide ทำให้ neutrophil ไปจับกับ endothelial cell และเกล็ดเลือด เป็นสาเหตุให้เกิดการรวมตัวกันของเกล็ดเลือดและเกิดภาวะ thrombocytopenia ตามมา (Levett, 2001) แต่ในกลุ่ม H-SCH+ นั้นจะมีค่าเกล็ดเลือดมากกว่ากลุ่ม NH-SCH+ ผู้วิจัยคาดว่าสมุนไพรอาจมีผลในการลดปริมาณเชื้อเลปโตสไปราหรือเพิ่มปริมาณเกล็ดเลือดได้


2.3  ผลตำรับของสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบในแม่โคทดลอง

จากการทดลองมีแม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพรมีระดับ IFN-( ที่ต่ำกว่ากลุ่ม NH-SCH+ และ NH-SCH- ทุกระยะ รวมทั้งในวันคลอดที่ระดับไซโตคายน์มีแม่โคนมกลุ่ม H-SCH- และ H-SCH+ จะมีระดับไซโตคายน์ TNF-α ที่ต่ำกว่าแม่โคนมกลุ่ม NH-SCH+ และ NH-SCH-แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ของสมุนไพรนั้นเป็นการลดอักเสบได้ทั้งแม่โคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราได้ แต่กลไกยังไม่สามารถสรุปได้แน่นอน


2.4  การตรวจสอบอิทธิพลของตำรับพืชสมุนไพรต่อการยับยั้งและ/หรือลดการปลดปล่อยเชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราจากแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรค

ในงานวิจัยนี้แสดงฤทธิ์ลดการแพร่เชื้อเลปโตสไปราจากแม่โคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปรา จากแม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพร จากการลดปริมาณเชื้อเลปโตสไปราโดยตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด ซึ่งกลไกยังไม่ทราบแน่ชัด แต่เมื่อเทียบกับการเปลี่ยนแปลงระดับ IFN-( ที่ลดลงและ TNF-α ที่ไม่แตกต่างจะพบเหมือนการรายงานการเปลี่ยนแปลงไซโตคายน์จากยาปฏิชีวนะ Tetracycline ในหนู (Lin et al., 2006) แต่ลักษณะโครงสร้างของสมุนไพรที่นำมาใช้นั้นไม่เหมือนกับ tetracycline เมื่อศึกษางานวิจัยของแต่ละสมุนไพรที่ใช้ในการทดลองในด้านการทดแทนยาปฎิชีวนะเช่น ฟ้าทะลายโจร มีฤทธิ์ไม่แตกต่างกับ streptomycin และ gentamycin (Singha et al., 2003) ขมิ้นชัน มีฤทธิ์ไม่แตกต่างกับ Imipenem (Somia et al., 2005) และออกฤทธิ์คล้ายยา Cefepime (Mishra et al., 2005) ไพล มีฤทธิ์ไม่แตกต่างกับ amoxicillin (Wannissorn, 2004) น้ำนมราชสีห์ มีฤทธิ์ไม่แตกต่างกับ ampicillin (Sudhakor et al., 2006) และลูกใต้ใบซึ่งสามารถต้านเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดได้ (Kloucek et al., 2005; Mazumder et al., 2006) ซึ่งการวิจัยนี้ได้ศึกษาฤทธิ์ต่อการยับยั้งเชื้อเลปโตสไปราในโคเป็นครั้งแรก ยังต้องมีการศึกษาต่อทั้งในเรื่องปริมาณที่เหมาะสมสำหรับยับยั้งเชื้อรวมทั้งการออกฤทธิ์ของสมุนไพรที่ใช้ในการลดเชื้อเลปโตสไปราต่อไป

การตรวจวินิจฉัยต่อโรคเลปโตสไปโรซิสที่ใช้ในการวิจัยแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อเสียต่างกัน โดยวิธีทางซีรัมวิทยา จากการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปรา ด้วยวิธี Microscopic Agglutination Test (MAT) จะเป็นวิธีที่เป็นมาตรฐานสำหรับตรวจโรคเลปโตสไปโรซิส (Radostits et al., 1997; WHO, 2003) ข้อดีคือ มีความจำเพาะต่อเชื้ออ้างอิงสูง (high specificity)ข้อเสียที่สำคัญ คือ จำเป็นต้องเลี้ยงเชื้อเลปโตสไปราอ้างอิงหลายชีโรวาร์ การใช้ระยะเวลาตรวจเป็นเวลานาน รวมทั้งความหลากหลายสายพันธุ์ของเชื้อเลปโตสไปราทำให้ไม่มีเชื้อที่ใช้อ้างอิงได้ (WHO, 2003) การตรวจระดับภูมิคุ้มกันด้วยวิธี MAT ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยคาดว่าเป็นการบ่งบอกการเพิ่มภูมิต่อเชื้อเลปโตสไปราเท่านั้น ซึ่งในกรณีโคเป็นแหล่งรังโรคนั้นเชื้อจะหลบซ่อนตามอวัยวะต่างๆ เช่น ไต เป็นต้น ทำให้ไม่พบภูมิคุ้มกันได้ดังกรณีในกลุ่ม H-SCH+ หรือการวินิจฉัยด้วย MAT อาจบ่งบอกสภาวะสัมผัสเชื้อที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมในกรณีกลุ่ม NH-SCH+ ที่มีระดับ MAT >1:50 แต่ไม่มีโคตัวใดมีระดับ MAT ที่จะบ่งบอกว่ามีอาการทางคลินิก การดูเชื้อโดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์พื้นมืด ข้อดีคือ สามารถเห็นเชื้อได้โดยตรง และใช้เวลาไม่นาน ข้อเสียคือ ต้องใช้ความชำนาญในการจำแนกเชื้อเลปโตสไปรา ซึ่งสามารถพบเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธีนี้ได้ แม้ว่า MAT เป็นลบ (White et al., 1982; Thiermann, 1983) ซึ่งผู้วิจัยได้ใช้วิธีนี้เป็นหลักในการแยกกลุ่มเลปโตสไปรา วิธีสุดท้ายที่ใช้คือวิธีดูจากแอนติเจนหรือสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปรา ด้วยวิธีลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ข้อดี คือมีความเฉพาะเจาะจงและใช้เวลาตรวจไม่นาน ข้อเสียคือ ใช้งบประมาณสูง ซึ่งในประเทศไทยได้มีการพัฒนาการตรวจหาเชื้อเลปโตสไปรา โดยวิธีพีซีอาร์จากตัวอย่างปัสสาวะโดยตรงได้ (ศิริวรรณ และคณะ, 2546) แต่ในการวิจัยนี้ไม่สามารถวินิจฉัยได้ชัดเจนนัก อาจเนื่องจากตัวอย่างมีการปนเปื้อนจากแบคทีเรียอื่นมากเกินไป นอกจากนี้ยังมีการศึกษาวิธีอื่นๆเพื่อวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส เช่น Indirect immunofluorescent test (IFAT) Enzyme link immunosorbant assay (ELISA) Lepto-Dipstick test หรือ Latex agglutination test เป็นต้น (McBride et al., 2005) ซึ่งปัจจุบันยังไม่มีรายงานแน่ชัดว่า วิธีการใดมีความแม่นยำสูงสุด การตรวจด้วยหลายวิธีจะช่วยยืนยัน การวินิจฉัยได้ดีถูกต้องมากขึ้น (WHO, 2003; Ooteman et al., 2005)



2.5.  ผลของตำรับสมุนไพรต่อข้อมูลสุขภาพทางเมตาบอลิกของแม่โคนมที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราในระยะการทดลอง

โคที่เป็นแหล่งรังโรคเลปโตสไปราจะมีอาการคลอดยาก แท้ง ผสมไม่ติด เต้านมอักเสบซึ่งแสดงให้เห็นในกลุ่ม NH-SCH+ ซึ่งจะแตกต่างกับกลุ่มที่ได้รับสมุนไพร (H-SCH+) โดยจะไม่พบแม่โคที่มีอาการคลอดยาก แท้ง ผสมไม่ติด เต้านมอักเสบเลย แสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ของสมุนไพรที่ลดปริมาณเชื้อเลปโตสไปราได้และสามารถเพิ่มระดับภูมิคุ้มกันได้ ซึ่งจะแตกต่างกับการทดลองของ ปิยกานต์ และคณะ (2548) รายงานว่าไม่พบความแตกต่างของสุขภาพแม่โคจากแม่โคที่พบเชื้อเลปโตสไปราและไม่พบเชื้อเลปโตสไปรา 

3.  สรีรวิทยาเปรียบเทียบระหว่างลูกโคนมในระยะคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอดที่เกิดจากแม่โคนมที่ได้รับตำรับสมุนไพร และจากแม่ที่ไม่ได้รับตำรับสมุนไพร


ในการวิจัยนี้ได้ศึกษาถึงการส่งผ่านผลของตำรับสมุนไพรจากแม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพรไปสู่ลูกโคโดยศึกษาสรีรวิทยาของลูกโคในช่วงวันคลอดถึง 1 สัปดาห์หลังคลอด พบว่า สมุนไพรไม่มีผลต่ออุณหภูมิร่างกาย ค่าโลหิตวิทยาของลูกโคยกเว้นจำนวนเกล็ดเลือด ความเป็นพิษต่อไตและระดับไซโตคายน์ เมื่อแยกย่อยลูกโคออกตามแม่โคที่พบเชื้อเลปโตสไปรา พบว่าเชื้อเลปโตสไปราและตำรับสมนุไพรนั้นไม่มีผลต่ออุณหภูมิร่างกาย ค่าโลหิตวิทยายกเว้นจำนวนเกล็ดเลือดและระดับไซโตคายน์ ดังเช่นในแม่โค โดยการศึกษานี้สรุปว่าเชื้อเลปโตสไปราและตำรับสมุนไพร ไม่มีผลต่อลูกโค ในขณะที่ค่าเกล็ดเลือดที่เพิ่มขึ้น เป็นไปได้ว่าการเพิ่มขึ้นของเกล็ดเลือดนั้นเกิดจากผลทางสรีระของลูกโค เช่น ผลของเอพพิเนฟฟรินจากการตื่นเต้น ผลระหว่างการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของสัตว์ (เฉลียว, 2540) หรือการได้รับตำรับสมุนไพรในแม่โคมีผลกระตุ้นการสร้างเกล็ดเลือดในลูกโคระหว่างที่อยู่ในท้องแม่โค


การวิจัยนี้สามารถพบเชื้อเลปโตสไปราใน กลุ่มลูกโคที่แม่โคไม่ได้รับตำรับสมุนไพรและตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (NH-SCH+) และกลุ่มลูกโคที่แม่โคได้รับตำรับสมุนไพรและตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (H-SCH+) แม้ในแม่โคกลุ่ม H-SCH+ จะตรวจไม่พบเชื้อเลปโตสไปราก็ตาม เนื่องมาจาก รกในโคนั้นเป็นแบบ syndesmochorial structure ทำให้การส่งผ่านอิมมูโนกอบบูลิน (Immunoglobulin, Ig) เซลล์ภูมิคุ้มกัน และสารไซโตคายน์ จากแม่โคไม่สามารถส่งผ่านมาสู่ลูกได้ (Barrington and Parish, 2001) ทำให้เชื้อเลปโตสไปราสามารถหลุดรอดและคงอยู่ในร่างกายลูกโคได้หรือเชื้อเลปโตสไปราได้ไปอยู่ในลูกโคตั้งแต่ก่อนการทดลอง แต่ก็ไม่ได้พบเชื้อเลปโตสไปราในลูกโคทุกตัว เนื่องจากในช่วงปลายของการตั้งท้องนั้น ระบบภูมิคุ้มกันของลูกโคมีการพัฒนาไปมาก ทั้งระบบ innate และ adaptive immunity (Tizzard, 2000) ทำให้มีลูกโคบางตัวสามารถกำจัดเชื้อเลปโตสไปราได้ รวมทั้งสามารถตรวจพบภูมิคุ้มกันต่อโรคเลปโตสไปราได้ เช่นที่พบระดับ MAT ของลูกโค 1 ตัวในกลุ่ม NH-SCH+ ดังนั้นผู้วิจัยคาดว่า ตำรับสมุนไพรที่ให้ในแม่โคนั้น ไม่สามารถผ่านรกไปสู่ลูกได้ และการป้องกันลูกโคจากแม่โคที่เป็นโรคเลปโตสไปโรซิสยังเป็นปัญหาอยู่ ซึ่งการแก้ปัญหานี้ผู้วิจัยมีความคิดว่าควรมีการตรวจฤทธิ์ของตำรับสมุนไพรต่อระบบภูมิคุ้มกันในนมน้ำเหลืองและน้ำนม เนื่องจาก ลูกโคจะได้ภูมิต้านทานจากแม่จากนมน้ำเหลือง และน้ำนมเป็นหลัก (Wells and Osbourne, 1921) โดยเฉพาะในช่วง 3-5 สัปดาห์หลังคลอด ก่อนที่ลูกโคจะมีระบบภูมิคุ้มกันสมบูรณ์ (Senogles et al., 1978; Devery et al., 1979; Husband, 1980; Banks and McGuire, 1989) ส่วนประกอบภูมิคุ้มกันในนมน้ำเหลืองจะมี อิมมูโนกอบบูลิน เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ทั้งกลุ่ม T และ B cell นิวโทรฟิล แมคโครฟาจ (Barrington and parish, 2001) และ ไซโตคายน์ เช่น IL-2-like activity (Sordillo et al. 1991) TNF-α (Rewinski and Yang. 1994) เป็นต้น และได้มีหลักฐานป้องกันโรคได้ดีของนมน้ำเหลืองหรือนมที่ใส่ภูมิคุ้มกัน ในการป้องกัน E.coli (Tizzard, 2000) หรือTrichinella spiralis (Le Jan, 1996) เป็นต้น ในขณะที่แอนติบอดีต่อเชื้อเลปโตสไปราในนมน้ำเหลืองของแม่หมู มีความสามารถในการฆ่าเชื้อ ( Neutrarizing antibody titer) เลปโตสไปราต่ำ  (Soto et al., 2007) ซึ่งยังต้องรอการศึกษาต่อไป



สรุปและข้อเสนอแนะ

 สรุป


การใช้ตำรับพืชสมุนไพรไทยที่มีส่วนผสมของ ฟ้าทะลายโจร ลูกใต้ใบ น้ำนมราชสีห์ ไพล และขมิ้นชัน ในโคนมนั้นมีความปลอดภัยโดยไม่เป็นพิษไต ไม่มีผลต่อระดับเม็ดเลือดแดง แต่สามารถเพิ่มระดับลิมโฟซัยต์และโมโนซัยต์ซึ่งมีหน้าที่ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย สามารถลดระดับการแพร่เชื้อสไปโรขีด/เลปโตสไปราออกจากปัสสาวะ สามารถลดระดับ IFN-( และลดระดับไซโตคายน์TNF-α ในวันคลอด และสามารถใช้เป็น bacteriostaticได้ ในขณะที่ตำรับสมุนไพรไม่มีผลโดยตรงต่อลูกโค ซึ่งเป็นทางเลือกใหม่ในการประยุกต์ใช้ในทางสัตวแพทย์

ข้อเสนอแนะ



ควรจะมีการศึกษาเพิ่มเติมในด้านหน้าที่การทำงานของเซลล์เม็ดเลือดขาว หรือการทำงานของระบบภูมิคุ้มกัน เพื่อทราบระบบการทำงานให้ชัดเจน เช่น โดยการทำงานของลิมโฟซัยต์ สามารถตรวจจากการแยกชนิดของลิมโฟซัยต์และตรวจหาสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้อง เช่น IFN-( IL-2 หรือ IL-4 เป็นต้น หรือการทำงานของโมโนซัยต์ สามารถตรวจจากหาสารไซโตคายน์ที่เกี่ยวข้อง เช่น TNF-α หรือ IL-8 เป็นต้น 



งานวิจัยนี้ได้ศึกษามุ่งเน้นผลของสมุนไพรต่อระดับไซโตคายน์ 2 ตัว คือ IFN-( และ TNF-α ด้วยเหตุผลเกี่ยวข้องกับเชื้อเลปโตสไปรา ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าตำรับสมุนไพรนี้ น่าจะมีผลต่อระดับไซโตคายน์ตัวอื่นๆด้วย เช่น IL-4 ที่แสดงผลตรงข้ามกับระดับ IFN-( เป็นต้น 

ซึ่งการวิจัยนี้ได้ศึกษาฤทธิ์ต่อการยับยั้งเชื้อเลปโตสไปราในโคเป็นครั้งแรก ยังต้องมีการศึกษาต่อทั้งในเรื่อง ศึกษาเภสัชจลนศาสตร์ของตำรับสมุนไพร การหาปริมาณที่เหมาะสมสำหรับยับยั้งจนถึงขั้นทำลายเชื้อต่อไป


ควรจะมีการตรวจคุณภาพของน้ำนมเหลือง หรือน้ำนมจากแม่โคที่ได้รับตำรับสมุนไพร เพื่อตรวจสอบระดับภูมิคุ้มกัน เพื่อใช้ในการป้องกันโรคในลูกโค
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                               และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		อุณหภูมิร่างกาย (oF)


Mean ± SEM (n)



		Before

		

		102.2±0.2 (24)





		(-5) – (-3)

		No herb


Herb




		101.7±0.2 (9)

102.4±0.2 (9)



		-2

		No herb


Herb




		102.2±0.3 (10)

102.6±0.2 (14)



		-1

		No herb


Herb




		102.7±0.3 (9)

102.9±0.3 (11)



		0

		No herb


Herb




		102.7±0.4 (6)

102.7±0.2 (7)



		1

		No herb


Herb




		102.6±0.5 (7)

  103.6±0.3 (10)



		2

		No herb


Herb




		101.7±0.4 (8)

103.1±0.4 (10)



		4

		No herb


Herb




		101.6±0.2 (8)

102.1±0.2 (13)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์

                   ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

ตารางผนวกที่ ก2  จำนวนเม็ดเลือดแดง (RBC) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (Hematocrit) ค่า 

                               ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) ของกลุ่มโคนม ในระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		RBC

(10 9cell/ml)

		hematocrit

(%)

		hemoglobin (mg/dl)



		Before

		

		6.3±0.1 (24)



		28.3±0.5 (24)

		8.8±0.2 (24)



		(-5) – (-3)

		No herb


       Herb

		6. 2±0.2 (9)

6.4±0.2 (12)



		28.6±1.1 (9)

28.2±1.0 (12)

		8.7±0.3 (9)

8.9±0.4 (12)



		-2

		No herb


       Herb

		6.3±0.2 (11)

6.3±0.2 (14)



		28.5±1.2 (11)

28.3±0.9 (14)

		8.9±0.3 (11)

8.8±0.3 (14)



		-1

		No herb


       Herb

		6.3±0.1 (11)

6.4±0.2 (12)



		29.1±0.7 (11)

28.9±1.0 (12)

		8.8±0.3 (11)

8. 7±0.3 (12)



		0

		No herb


       Herb

		6.0±0.1 (7)

5.5±0.3 (12)



		27.6±0.6 (7)

29.2±1.2 (12)

		8.4±0.3 (7)

8.8±0.4 (12)



		1

		No herb


       Herb

		5.8±0.2 (9)

6.0±0.3 (13)



		27.1±0.9 (9)

27.0±1.1 (13)

		8.0±0.4 (9)

7.8±0.4 (13)



		2

		No herb


       Herb

		5.4±0.2 (9)

6.0±0.3 (13)



		28.7±0.8 (9)

26.4±1.0 (13)

		7.3±0.4 (9)

7.9±0.3 (13)



		4

		No herb


       Herb

		5.4±0.1 (9)

5.8±0.3 (13)

		23.8±0.5 (9)

24.9±0.8 (13)

		7.2±0.3 (9)

7.2±0.3 (13)





หมายเหตุ ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์

                 ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

ตารางผนวกที่ ก3   จำนวนเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือด neutrophil เม็ดเลือด lymphocyte เม็ดเลือด 

                                    monocyte และ เม็ดเลือด eosinophil ของกลุ่มโคนม ในระยะก่อนคลอด 

                                    คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		WBC

(10 6cell/ml)

		neutrophil

(10 6cell/ml)

		Lymphocyte

(10 6cell/ml)

		Monocyte

(10 6cell/ml)

		Eosinophil

(10 6cell/ml)



		Before

		

		10.3±0.8 (24)

		3.2±0.3 (24)

		5.7±0.8 (24)

		0.7±0.2 (24)

		0.9±0.1 (24)





		(-5) – (-3)

		No herb


Herb




		 8.9±0.6 (9)

 12.1±1.9 (12)

		 3.4±0.5 (9)


35.0±0.4(12)

		  4.3±0.6 (9)

  7.8±1.3 (12)

		 0.5±0.1 (9)

 1.0±0.3 (12)

		 0.7±0.1 (9)

 0.8±0.2 (12)



		-2

		No herb


Herb




		 9.1±0.5 (11)

 12.4±1.8 (14)

		 3.9±0.4 (11)

 3.5±0.3 (14)

		  4.2±0.5 (11)

  7.6±1.7 (14)

		 0.6±0.1 (11)

 0.7±0.2 (14)

		 0.6±0.1 (11)

 0.7±0.1 (14)



		-1

		No herb


Herb

		 9.7±0.8 (11)

 11.1±0.9 (12)



		 4.9±0.8 (11)

 4.8±0.6 (12)

		  3.8±0.4 (11)

  4.6±0.6 (12)

		 0.6±0.1 (11)

 1.0±0.2 (12)

		 0.5±0.1 (11)

 0.4±0.1 (12)



		0

		No herb


Herb

		 10.9±0.8 (7)

 13.4±1.5(12)



		 6.8±1.1 (7)

 6.9±1.1 (12)

		  3.2±0.5 (7)

  5.0±0.8 (12)

		 0.6±0.1 (7)

 1.2±0.3 (12)

		 0.4±0.1 (7)

 0.2±0.1 (12)



		1

		No herb


Herb

		 9.1±0.7 (9)

 12.1±0.2 (13)



		 4.5±0.5 (9)

 5.3±1.3 (13)

		  3.7±0.6 (9)

  5.2±0.9 (13)

		 0.6±0.1 (9)

 1.3±0.4 (13)

		 0.4±0.1 (9)

 0.2±0.1 (13)



		2

		No herb


Herb

		 8.6±0.8 (9)

 10.9±1.6 (13)



		 4.3±0.9 (9)

 2.7±0.3 (13)

		  3.7±0.6 (9)

  7.4±1.5 (13)

		 0.6±0.2 (9)

 0.5±0.1 (13)

		 0.2±0.1 (9)

 0.3±0.1 (13)



		4

		No herb


Herb

		 7.9±0.9 (9)

 11.7±1.6 (13)



		 3.4±0.8 (9)

 3.4±0.4 (13)

		  3.7±0.5 (9)

  6.5±1.4 (13)

		 0.5±0.1 (9)

 0.9±0.2 (13)

		 0.3±0.1 (9)

 0.8±0.2 (13)





หมายเหตุ ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์

                  ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

ตารางผนวกที่ ก4  จำนวนเกล็ดเลือด และ โปรตีนในพลาสมาของกลุ่มโคนมในระยะก่อนคลอด 

                               คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		เกล็ดเลือด ( 105cell/ul)

		พลาสมาโปรตีน (mg%)



		Before

		

		2.9±0.2 (24)



		7.3±0.1 (24)



		(-5) – (-3)

		No herb


            Herb




		        2.7±0.4 (9)

        2.8±0.2 (12)

		        7.2±0.6 (9)

7.1±0.2 (12)



		-2

		No herb


            Herb




		2.1±0.2 (11)

2.9±0.2 (14)

		6.9±0.2 (11)

7.0±0.1 (14)



		-1

		No herb


            Herb




		2.5±0.2 (11)

3.2±0.3 (12)

		6.7±0.2 (11)

6.9±0.2 (12)



		0

		No herb


            Herb




		         3.1±0.2 (7)

3.2±0.3 (12)

		6.2±0.3 (7)

          6.7±0.1 (12)



		1

		No herb


            Herb




		3.9±0.5 (9)

   3.6±0.2 (13)

		7.0±0.2 (9)

          7.1±0.2 (13)



		2

		No herb


            Herb




		3.4±0.4 (9)

   3.7±0.2 (13)

		7.0±0.2 (9)

          6.9±0.2 (13)



		4

		No herb


            Herb




		3.3±0.5 (9)

.  4.0±0.3 (13)

		7.6±0.3 (9)

          7.3±0.1 (13)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์

                  ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอดระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

ตารางผนวกที่ ก5  ความเป็นกรดด่างของปัสสาวะ (pH) creatinine และ BUN ของกลุ่มโคนมใน

                              ระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		pH

		creatinine (mg/dl)

		BUN (mg/dl)



		Before

		

		8.5±0.1 (24)



		1.4±0.0 (24)

		16.4±1.2 (24)





		(-5) – (-3)

		No herb


       Herb




		     8.3±0.2 (9)

8.5±0.1 (12)

		      1.4±0.0 (9)

1.3±0.0 (12)

		     13.0±1.4 (9)

16.7±1.6 (12)



		-2

		No herb


       Herb




		8.5±0.2 (11)

8.2±0.3 (14)

		1.3±0.1 (11)

1.4±0.1 (14)

		15.6±1.6 (11)

17.5±1.0 (14)



		-1

		No herb


       Herb




		8.3±0.2 (10)

8.2±0.2 (12)

		1.3±0.1 (11)

1.4±0.1 (12)

		18.8±1.6 (11)

18.0±1.7 (12)



		0

		No herb


       Herb




		     7.6±0.4 (6)

8.0±0.2 (11)

		      1.2±0.1 (7)

1.4±0.1 (12)

		     20.4±1.4 (7)

16.8±0.9 (12)



		1

		No herb


       Herb




		     8.1±0.4 (8)

7.6±0.3 (13)

		      1.2±0.1 (9)

1.2±0.1 (13)

		     19.3±2.4 (9)

15.8±1.5 (13)



		2

		No herb


       Herb




		     7.8±0.4 (9)

8.2±0.3 (13)

		      1.0±0.1 (9)

1.1±0.1 (13)

		     18.7±2.3 (9)

14.9±1.9 (13)



		4

		No herb


       Herb




		     7.9±0.2 (9)

8.2±0.2 (13)

		      0.9±0.8 (9)

1.1±0.1 (13)

		20.0±2.1 (9)

      20.1±1.4 (13)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์

                  ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

ตารางผนวกที่ ก6  ระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ของกลุ่มโคนมในระยะก่อนคลอด  

                              คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		IFN-( (pg/ml)

		TNF-α (pg/ml)



		Before

		

		24.5±6.6 (21)



		127.9±38.0 (21)



		(-5) – (-3)

		No herb


            Herb




		       20.1±8.5 (7)

14.0±7.5 (11)

		      5.4±4.0 (7)

129.9±41.4 (11)



		-2

		No herb


            Herb




		        21.4±9.0 (9)

        6.2±2.4 (13)

		      91.6±32.5 (9)

172.5±57.7 (13)



		-1

		No herb


            Herb




		        8.3±4.2 (9)

        3.1±1.1 (11)

		     111.0±55.0 (9)

200.4±97.8 (11)



		0

		No herb


            Herb




		        32.7±24.4 (5)

        2.0±1.4 (10)

		161.5±47.6 (5)

       54.4±36.1 (10)



		1

		No herb


            Herb




		        33.9±19.9 (7)

        2.9±1.5 (12)

		       126.6±49.4 (7)

       208.0±138.0 (12)



		2

		No herb


            Herb




		         30.6±20.7 (7)

         2.0±1.1 (12)

		       54.2±30.5 (7)

       132.6±57.7 (12)



		4

		No herb


            Herb




		         25.0±14.1 (7)

         4.3±2.4 (12)

		        52.3±20.4 (7)

        119.1±51.6 (12)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์

                  ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด

ตารางผนวกที่ ก7  อุณหภูมิร่างกายเฉลี่ยของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในช่วงระยะก่อนคลอด 

                               คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		อุณหภูมิร่างกาย (oF) 

Mean ± SEM (n)



		Before




		

		102.2±0.2 (24)

 



		(-5) – (-3)

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		101.7±0.3 (2)

101.7±0.2 (7)

102.2±0.1 (3)

102.6±0.3 (6)





		-2

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-




		101.8±0.4 (3)

102.3±0.5 (7)

102.3±0.1 (7)

102.9±0.3 (7)



		-1

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-




		102.1±0.3 (2)


102.9±0.4 (7)

102.8±0.3 (7)

103.0±0.7 (4)



		0

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-




		102.7±0.5 (3)

102.7±0.7 (3)

102.7±0.5 (2)

102.8±0.2 (5)



		1

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-




		105.2±0.0 (1)

102.2±0.4 (6)

103.3±0.4 (5)

103.9±0.3 (5)



		2

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-




		102.5±0.7 (3)

101.2±0.4 (5)

102.8±0.5 (6)

103.6±0.7 (4)



		4

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		101.3±0.1 (2)

101.7±0.3 (6)

102.0±0.3 (7)

102.2±0.5 (6)





หมายเหตุ ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2 และ 4 คือ 1 2 และ 4 สัปดาห์หลังคลอด NH-SCH-คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้สมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้สมุนไพรทดลอง

ตารางผนวกที่ ก8  จำนวนเม็ดเลือดแดง (RBC) ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (Hematocrit) ค่าฮีโมโกลบิน 

                              (Hemoglobin) ของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในช่วงระยะก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		RBC

(10 9cell/ml)

		hematocrit


(%)

		hemoglobin 

(mg/dl)



		Before

		

		6.3 ± 0.1 (24)



		28.3 ± 0.5 (24)



		8.8 ± 0.2 (24)





		(-5) – (-3)

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		6.1 ± 0.5 (2)

6.2 ± 0.2 (7)

6.5 ± 0.2 (6)

6.3 ± 0.3 (6)



		29.9 ± 2.2 (2)

28.3 ± 1.3 (7)

89.5 ± 0.3 (6)

26.9 ± 1.9 (6)



		8.7 ± 0.6 (2)

8.7 ± 0.4 (7)

9.2 ± 0.3 (6)

8.5 ± 0.7 (6)





		-2

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		6.3 ± 0.5 (3)

6.3 ± 0.2 (8)

6.3 ± 0.3 (7)

6.3 ± 0.3 (7)

 

		29.3 ± 1.6 (3)

28.3 ± 1.5 (8)

29.2 ± 1.2 (7)

27.3 ± 1.2 (7)



		8.9 ± 0.8 (3)

8.9 ± 0.4 (8)

9.0 ± 0.4 (7)

8.5 ± 0.6 (7)





		-1

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		6.5 ± 0.4 (3)

6.2 ± 0.1 (8)

6.5 ± 0.3 (7)

6.3 ± 0.3 (5)



		30.2 ± 0.6 (3)

28.8 ± 0.9 (8)

29.7 ± 1.5 (7)

27.7 ± 1.1 (5)



		9.1 ± 0.8 (3)

8.6 ± 0.3 (8)

8.9 ± 0.4 (7)

8.4 ± 0.6 (5)





		0

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		6.2 ± 0.2 (3)

6.0 ± 0.2 (4)

6.5 ± 0.3 (6)

6.6 ± 0.6 (6)



		28.4 ± 0.9 (3)

27.0 ± 0.8 (4)

29.8 ± 1.4 (6)

28.7 ± 2.0 (6)



		8.7 ± 0.5 (3)

8.1 ± 0.3 (4)

7.9 ± 0.7 (6)

5.7 ± 0.7 (6)





		1

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		6.0 ± 0.3 (3)

5.7 ± 0.2 (6)

5.8 ± 0.4 (6)

6.2 ± 0.5 (7)



		27.6 ± 1.1 (3)

26.9 ± 1.3 (6)

27.7 ± 1.9 (6)

26.3 ± 1.4 (7)



		8.3 ± 0.6 (3)

7.9 ± 0.6 (6)

7.9 ± 0.7 (6)

7.7 ± 0.5 (7)





		2

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		5.2 ± 0.5 (3)

5.4 ± 0.1 (6)

5.9 ± 0.4 (7)

6.0 ± 0.4 (6)



		24.3 ± 1.9 (3)

24.9 ± 0.9 (6)

27.4 ± 1.7 (7)

25.2 ± 0.9 (6)



		7.3 ± 0.8 (3)

7.3 ± 0.4 (6)

8.1 ± 0.6 (7)

7.7 ± 0.4 (6)





		4

		     NH-SCH-


     NH-SCH+


     H   -SCH+


     H   -SCH-

		5.6 ± 0.1 (3)

5.3 ± 0.2 (6)

5.7 ± 0.3 (7)

5.8 ± 0.4 (6)

		24.8 ± 0.5 (3)

23.3 ± 1.2 (6)

25.4 ± 1.2 (7)

24.2 ± 0.8 (6)

		7.2 ± 0.1 (3)

7.1 ± 0.4 (6)

7.2 ± 0.5 (7)

7.1 ± 0.3 (6)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด NH-SCH-คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง

ตารางผนวกที่ ก9  จำนวนเม็ดเลือดขาว (WBC) เม็ดเลือด neutrophil เม็ดเลือด lymphocyte เม็ดเลือด 

                              monocyte และ เม็ดเลือด eosinophil ของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในช่วงระยะก่อนคลอด 

                              คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		WBC


(10 6cell/ml)

		neutrophil


(10 6cell/ml)

		Lymphocyte


(10 6cell/ml)

		Monocyte


(10 6cell/ml)

		Eosinophil


(10 6cell/ml)



		Before

		

		10.3±0.8(24)



		3.2 ± 0.3 (24)



		5.7 ± 0.8 (24)



		0.7 ± 0.2(24)



		0.9 ± 0.1 (24)





		(-5) – (-3)

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		9.1 ± 0.2 (2)

8.9 ± 0.8 (7)

9.2 ± 1.2 (6)

15.0 ± 3.3 (6)



		3.5 ± 0.5 (2)

3.4 ± 0.6 (7)

2.6 ± 0.2 (6)

3.4 ± 0.7 (6)



		    4.4 ± 0.7 (2)

    4.3 ± 0.7 (7)

    6.2 ± 1.4 (6)

    9.3 ± 2.3 (6)



		0.5 ± 0.1 (2)

0.5 ± 0.1 (7)

0.7 ± 0.0 (6)

1.3 ± 0.5 (6)



		0.7 ± 0.1 (2)

0.6 ± 0.2 (7)

0.7 ± 0.1 (6)

0.9± 0.3 (6)





		-2

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		9.5 ± 0.9 (3)

9.0 ± 0.6 (8)

10.2 ± 1.1 (7)

14.5 ± 3.4 (7)

		4.2 ± 0.9 (3)

3.8 ± 0.5 (8)

3.4 ± 0.5 (7)

3.5 ± 0.3 (7)

		    4.4 ± 0.7 (3)

    4.1 ± 0.6 (8)

    5.4 ± 1.0 (7)

    9.8 ± 3.2 (7)

		0.5 ± 0.2 (3)

0.7 ± 0.2 (8)

0.8 ± 0.3 (7)

0.6 ± 0.2 (7)



		0.4 ± 0.1 (3)

0.6 ± 0.1 (8)

0.6 ± 0.1 (7)

0.8 ± 0.2 (7)





		-1

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		10.3 ± 0.7 (3)

9.5 ± 1.1 (8)

11.5 ± 1.2 (7)

10.4 ± 1.3 (5)



		4.7 ± 0.8 (3)

4.9 ± 1.1 (8)

4.6 ± 0.9 (7)

3.5 ± 0.3 (5)



		    4.3 ± 0.6 (3)

    3.6 ± 0.5 (8)

    5.2 ± 0.7 (7)

    3.8 ± 1.0 (5)



		0.6 ± 0.2 (3)

0.6 ± 0.2 (8)

1.1 ± 0.2 (7)

0.7 ± 0.2 (5)

 

		0.6 ± 0.2 (3)

0.5 ± 0.1 (8)

0.2 ± 0.1 (7)

0.6 ± 0.3 (5)





		0

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		11.4 ± 1.1 (3)

10.6 ± 1.2 (4)

11.3 ± 0.8 (6)

15.6 ± 2.6 (6)



		6.8 ± 2.1 (3)

6.7 ± 1.4 (4)

6.3 ± 1.3 (6)

7.5 ± 1.9 (6)



		    3.6 ± 1.0 (3)

    2.9 ± 0.6 (4)

    3.8 ± 0.9 (6)

    6.2 ± 1.3 (6)



		0.7 ± 0.2 (3)

0.6 ± 0.1 (4)

0.5 ± 0.1 (6)

1.8 ± 0.5 (6)



		0.3 ± 0.1 (3)

0.5 ± 0.2 (4)

0.3 ± 0.2 (6)

0.2 ± 0.1 (6)



		1

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		10.5 ± 1.4 (3)

8.4 ± 0.6 (6)

11.0 ± 2.9 (6)

13.1 ± 3.2 (7)



		5.3 ± 1.5 (3)

4.1 ± 0.2 (6)

5.5 ± 2.6 (6)

5.2 ± 1.3 (7)



		    4.2 ± 1.3 (3)

    3.5 ± 0.6 (6)

    3.8 ± 0.6 (6)

    6.3 ± 1.6 (7)



		0.7 ± 0.3 (3)

0.6 ± 0.1 (6)

1.3 ± 0.4 (6)

1.4 ± 0.6 (7)



		0. 4 ± 0.4 (3)

0.4 ± 0.1 (6)

0.1 ± 0.0 (6)

0.2 ± 0.2 (7)



		2

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		9.8 ± 2.0 (3)

8.0 ± 0.8 (6)

8.9 ± 1.7 (7)

13.2 ± 2.7 (6)



		5.9 ± 2.5 (3)

3.5 ± 0.7 (6)

2.6 ± 0.5 (7)

2.7 ± 0.3 (6)



		    3.8 ± 1.3 (3)

    3.6 ± 0.7 (6)

    5.5 ± 1.4 (7)

    9.6 ± 2.7 (6)



		0.6 ± 0.4 (3)

0.6 ± 0.2 (6)

0.6 ± 0.2 (7)

0.4 ± 0.1 (6)



		0.1 ± 0.1 (3)

0.2 ± 0.1 (6)

0.2 ± 0.1 (7)

0.5 ± 0.1 (6)





		4

		NH-SCH-


NH-SCH+


H   -SCH+


H   -SCH-

		11.0 ± 0.7 (3)

6.3 ± 0.6 (6)

9.0 ± 1.2 (7)

14.9 ± 2.6 (6)

		5.6 ± 1.6 (3)

2.3 ± 0.4 (6)

3.4 ± 0.5 (7)

3.3 ± 0.6 (6)

		    4.4 ± 1.1 (3)

    3.3 ± 0.5 (6)

    4.2 ± 0.8 (7)

    9.1 ± 2.7 (6)

		0.7 ± 0.2 (3)

0.4 ± 0.1 (6)

0.7 ± 0.1 (7)

1.1 ± 0.4 (6)

		0.3 ± 0.2 (3)

0.4 ± 0.2 (6)

0.8 ± 0.3 (7)

0.8 ± 0.2 (6)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด NH-SCH-คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง

ตารางผนวกที่ ก10  จำนวนเกล็ดเลือด และ โปรตีนในพลาสมา ของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในระยะ

                                ก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		เกล็ดเลือด ( 105cell/ul)

		พลาสมาโปรตีน (mg%)



		Before




		

		2.9±0.2 (24)



		7.3±0.1 (24)



		(-5) – (-3)

		          NH-SCH-


          NH-SCH+


          H   -SCH+


          H   -SCH-




		3.6±0.5 (2)

2.4±0.4 (7)

2.5±0.1 (6)

3.1±0.4 (6)

		7.5±0.5 (2)

7.1±0.1 (7)

7.1±0.1 (6)

7.2±0.3 (6)



		-2

		         NH-SCH-


         NH-SCH+


         H   -SCH+


         H   -SCH-




		2.2±0.4 (3)

2.1±0.3 (8)

2.9±0.2 (7)

3.0±0.3 (7)

		6.7±0.7 (3)

6.9±0.0 (8)

6.9±0.1 (7)

7.2±0.2 (7)



		-1

		         NH-SCH-


         NH-SCH+


         H   -SCH+


         H   -SCH-

		2.8±0.6 (3)

2.3±0.2 (8)

3.0±0.6 (7)

3.4±0.3 (5)

		6.7±0.7 (3)

6.7±0.2 (8)

6.9±0.2 (7)

6.9±0.3 (5)

 



		0

		         NH-SCH-


         NH-SCH+


         H   -SCH+


         H   -SCH-




		3.0±0.4 (3)

3.2±0.3 (4)

2.9±0.3 (6)

3.6±0.6 (6)

		6.4±0.6 (3)

6.1±0.4 (4)

6.7±0.2 (6)

6.6±0.2 (6)



		1

		         NH-SCH-


         NH-SCH+


         H   -SCH+


         H   -SCH-




		4.0±0.9 (3)

3.8±0.6 (6)

3.5±0.3 (6)

3.7±0.3 (7)

		7.4±0.5 (3)

6.8±0.1 (6)

7.1±0.3 (6)

7.1±0.3 (7)



		2

		         NH-SCH-


         NH-SCH+


         H   -SCH+


         H   -SCH-

		3.9±0.7 (3)

3.2±0.4 (6)

3.7±0.3 (7)

3.7±0.3 (6)



		7.4±0.6 (3)

6.9±0.1 (6)

6.8±0.4 (7)

7.0±0.1 (6)



		4

		         NH-SCH-


         NH-SCH+


         H   -SCH+


         H   -SCH-




		4.3±0.8 (3)

2.8±0.5 (6)

4.6±0.5 (7)

3.3±0.4 (6)

		8.2±1.0 (3)

7.3±0.1 (6)

7.4±0.1 (7)

7.3±0.1 (6)





หมายเหตุ ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอด ระยะ 1 2 และ 4 คือ 1 2 และ 4 สัปดาห์หลังคลอด NH-SCH-คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง

ตารางผนวกที่ ก11  ระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α ของกลุ่มโคนม4 กลุ่ม ในระยะ             

                                 ก่อนคลอด คลอด และหลังคลอด

		สัปดาห์ที่

		กลุ่ม

		Mean ± SEM (n)



		

		

		IFN-( (pg/ml)

		TNF-α (pg/ml)



		Before




		

		24.5±6.6 (21)

		127.9±38.0 (21)



		(-5) – (-3)

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-




		14.4±14.4 (2)

32.9±14.0 (5)

20.1±16.2 (5)

          8.8± 4.2 (6)

		        16.8±12.1 (2)

        0.8±0.8 (5)

        131.3±76.6 (5)

        128.7±48.7 (6)



		-2

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-




		          38.9±23.7 (3)

          24.8±13.3 (6)

          3.4±2.5 (6)

          8.7±3.8 (7)

		        119.9±31.2 (3)

        77.4±47.0 (6)

        195.0±109.0 (6)

        153.3±60.8 (7)



		-1

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-

		          1.9±1.9 (3)

          29.1±19.2 (6)

          2.3±1.7 (6)

          4.0±1.6 (5)



		        222.0±203.0 (3)

        73.9±42.4 (6)

        244.0±213.0 (6)

        132.4±68.2 (5)



		0

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-




		           9.9±9.9 (3)

           55.4±48.6 (2)

           0.0±0.0 (5)

           4.1±2.6 (6)

		        171.1±85.7 (3)

        152.0±62.4 (2)

        6.5±3.5 (5)

        102.7±68.6 (6)



		1

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-




		           36.7±28.3 (3)

           33.0±26.2 (4)

           2.7±2.7 (5)

           3.1±2.0  (7)

		        242.0±53.0 (3)

        88.1±56.5 (4)

        390.0±297.0 (5)

        56.6±18.9 (7)



		2

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-

		           20.0±14.7 (3)

           35.8±31.1 (4)

           1.4±1.4 (6)

           2.7±1.9 (6)



		        77.2±40.5 (3)

        42.8±42.8 (4)

        189.0±110.0 (6)

        75.8±35.4 (6)



		4

		        NH-SCH-


        NH-SCH+


        H   -SCH+


        H   -SCH-




		           14.5±12.8 (3)

           30.3±20.7 (4)

           5.7±4.2 (6)

           2.8±2.8 (6)

		        81.3±26.6 (3)

        37.7±27.0 (4)

        152.6±97.4 (6)

        85.6±42.5 (6)





หมายเหตุ  ระยะ before คือ ก่อนการทดลอง ระยะ -5  ถึง -3  -2 และ -1 คือ 5 ถึง 3  2 และ 1 สัปดาห์ก่อนคลอด ระยะ 0 คือ วันที่คลอดระยะ 1 2  และ 4 คือ 1 2  และ 4 สัปดาห์หลังคลอด NH-SCH-คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง NH-SCH+ คือ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและไม่ได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH+ กลุ่มโคที่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง H-SCH- คือ กลุ่มโคที่ไม่เป็นแหล่งรังโรคของเชื้อเลปโตสไปราและได้รับตำรับพืชสมุนไพรทดลอง

ภาคผนวก ข

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

1.  เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี

1.1 อุปกรณ์และสารเคมีสำหรับงานเก็บตัวอย่างเลือดและปัสสาวะ 

กระบอกฉีดยา 20 ซีซี 

เข็มฉีดยา เบอร์ 18 ยาว 1.5 นิ้ว

ถุงปลอดเชื้อ Stomacher bag 


ถุงมือยางปลอดเชื้อ 

หลอดเก็บเลือดสุญญากาศที่มีสารกันการแข็งตัวของเลือดชนิด EDTA


(Vacutainer EDTA®, USA)


หลอดเก็บเลือดสุญญากาศชนิดมีสารกระตุ้นการแข็งตัวของเลือด 

(SST Gel & Clot activator vacutainer®, USA)


สำสี

เอทธิลแอลกอฮอล์ 70%


กระติกเก็บความเย็น


1.2 อุปกรณ์และสารเคมีสำหรับงานเพาะเลี้ยงจุลชีพเลปโตสไปรา  

หลอดทดลองขนาด 15 ซีซี


กระจกสไลด์และแผ่น Cover slip


อาหารเลี้ยงเชื้อเลปโตสไปรา EMJH medium 


น้ำยาฆ่าเชื้อ 


1.3 อุปกรณ์และสารเคมีสำหรับงานปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (พีซีอาร์)

Deoxynucleotidetriphosphate (dNTPs) mixture AR-C636-40UM® บริษัท Amresco (USA) 


Primers (synthesized by KU-VECTOR) 


Taq polymerase บริษัท Invitrogen (USA) 


PCR buffer


Ultrapure disfilled H2O


Agarose powder บริษัท SIGMA (USA)


TrisAcetate EDTA (TAE) buffer


10X BlueJuice Gel Loading buffer บริษัท Invitrogen (USA)


SYBR® gold nucleic acid gel stain 1:10,000 final dilution บริษัท Molecular Probes (USA)


100 bp DNA ladder molecular weight บริษัท Invitrogen (USA)


1.4 อุปกรณ์และสารเคมีสำหรับงาน ตรวจวัดระดับเอนไซม์และความผิดปกติของเนื้อเยื่อไต

ชุดตรวจ BUN (หมายเลขผลิตภัณฑ์ GC.0302 บริษัท LIFE SCIENCE DYNAMICS OF ARNAPARN, Thailand)


ชุดตรวจ creatinine (หมายเลขผลิตภัณฑ์ GC.0502 บริษัท LIFE SCIENCE DYNAMICS OF ARNAPARN, Thailand)


กระดาษวัดกรด-ด่าง (pH-indicator strips) บริษัท Merck (Germany)



1.5 อุปกรณ์และสารเคมีสำหรับงาน ตรวจวัดระดับไซโตคายน์ IFN-( และ TNF-α 

ชุดตรวจ IFN-( (Bovine IFN-( Screening Set) บริษัท ENDOGEN (U.S.A)


ชุดตรวจ TNF-α (Bovine TNF-α Screening Set) บริษัท ENDOGEN (U.S.A)


96 wells ELISA plate บริษัท NUNC (Sweden)



1.6 เครื่องมือในห้องปฏิบัติการ

เครื่องตรวจนับเม็ดเลือด รุ่น Abacus junior (U.S.A)


เครื่อง Refractometer (No.503 hand refractometer P.U.R. 1-12%) บริษัท Nippon optical work (Japan)


กล้องจุลทรรศน์ รุ่น BH-2 บริษัท Olympus (Japan)

เครื่องปั่นความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิได้ รุ่น Kubota 6900 บริษัท Kubota Corporation (Japan)


เครื่องปั่นความเร็วสูงรุ่น H-103N บริษัท Kokusan Ensinki (Japan)


เครื่องปั่น Microcentrifuge รุ่น GMC-260 บริษัท LabTech


Vortex mixture รุ่น G560E genie-2 บริษัท Scientific Industries (U.S.A)


ปิเปตอัตโนมัติ รุ่น Pipetman (p20 p200 และ p1000) บริษัท Gilson (U.S.A)


เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น shimadzu UV-VIS บริษัท Shimadzu (Japan)


เครื่องชั่งละเอียด รุ่น B120S บริษัท Sartorius (Germany)


ตู้ Laminar flow สำหรับงานเพาะเลี้ยงเชื้อ รุ่น NU-425-300 บริษัท Nuaire (U.S.A)


ตู้ Laminar flow สำหรับงานปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (พีซีอาร์) รุ่น SC1200 บริษัท Astec (England)


อ่างต้มน้ำ (Boiling-sterilizer) บริษัท Applied Medic Limited partnership (Thailand)


Thermocycler รุ่น Biometra-UNOII (Germany)


Electrophoresis chamber กระจก และหวี

เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า รุ่น PowerPac 200 บริษัท Biorad (U.S.A)


เครื่องกำเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (Transilluminator) พร้อมกล้องดิจิตอลโกดัก EDAS 290และโปรแกรม KODAK1-D Image Analysis Software®

เครื่องอ่าน ELISA และฟิลเตอร์ 450 นาโนเมตร

เครื่องเขย่าตั้งอุณหภูมิได้ (Incubator shaker) รุ่น IM550R บริษัท Clayson


ตู้ -20 องศาเซลเซียส รุ่น SHF320SAD บริษัท SANDEN intercool (Thailand)


ตู้ -40 องศาเซลเซียส รุ่น Chest Freezer 2857 บริษัท Climas (Spain)

2. วิธีการตรวจ



2.1 การวัดระดับซีรัม Tumor necrotic factor-alpha (TNF-α) โดยวิธี Enzyme Link Immunosorbant Assay (ELISA)


2.1.1 นำ TNF-α Coating Antibody หยอดลงใน plate แบบ 96 หลุม หลุมละ100 ไมโครลิตรปิด plate ด้วย sealing tape และตั้ง plate ไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง

2.1.2 เท TNF-α Coating Antibody ทิ้ง 

2.1.3 เตรียมตัวอย่างซีรัมที่ต้องการตรวจ และ ค่า TNF-α มาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นที่ 500 250 125 62.5 46.875 31.25 และ 15.625 พิโคกรัม/มิลลิลิตร จำนวน 100 ไมโครลิตรลงในหลุม ปิด plate พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง

2.1.4 เทซีรัมและค่า TNF-α มาตรฐานทิ้ง และล้าง plate 3 ครั้งด้วย Wash buffer


2.1.5 นำ Detection Antibody หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปิด plate พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง

2.1.6 เท Detection Antibody ทิ้ง ล้าง plate 3 ครั้งด้วย Wash buffer


2.1.7 นำ Streptavidin -HRP หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปิด plate พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที

2.1.8 เท Streptavidin -HRP ทิ้ง ล้างด้วย Wash buffer 3 ครั้ง

2.1.9 นำ 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidine (TMB) หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ในที่มืด

2.1.10 หยด 0.18 โมลาร์ Sulfuric Acid ลงแต่ละหลุมใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการเกิดสี

2.1.11 นำไปอ่านผลการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร

2.1.12 นำค่า OD ของค่ามาตรฐาน มาสร้างกราฟระหว่างค่า OD กับ ความเข้มข้น (พิโคกรัม/มิลลิลิตร) 


2.1.13 การแปลผลโดยนำค่า OD ที่วัดได้จากซีรัม มาเทียบกับกราฟเส้นมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น


2.2 การวัดระดับซีรัม Interferon-gamma (IFN-() โดยวิธี Enzyme Link Immunosorbant Assay (ELISA)  


2.2.1 นำ IFN-( Coating Antibody หยอดลงใน plate แบบ 96 หลุม หลุมละ100 ไมโครลิตร ปิด plate ด้วย sealing tape และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง

2.2.2 เท IFN-( Coating Antibody ทิ้ง 

2.2.3 เตรียมตัวอย่างซีรัมที่ต้องการตรวจ และ ค่า IFN-( มาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นที่ 400 200 100 75 50 25 และ 12.5 พิโคกรัม/มิลลิลิตร จำนวน 100 ไมโครลิตรลงในหลุม ปิด plate พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง

2.2.4 เทซีรัมและค่า IFN-( มาตรฐานทิ้ง และล้าง plate 3 ครั้งด้วย Wash buffer

2.2.5 หยอด IFN-( Detection Antibody ลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปิด plate พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง

2.2.6 เท IFN-( Detection Antibody ทิ้ง ล้าง plate 3 ครั้งด้วย Wash buffer


2.2.7 นำ Streptavidin -HRP หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ปิด plate พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที

2.2.8 เท Streptavidin -HRP ทิ้ง ล้างด้วย Wash buffer 3 ครั้ง

2.2.9 นำ 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidine (TMB) หยอดลงใน plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร พักไว้ที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ในที่มืด

2.2.10 หยด 0.18 โมลาร์ Sulfuric Acid ลง plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการเกิดสี

2.2.11 นำไปอ่านผลการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 


2.2.12 นำค่า OD ของค่ามาตรฐาน มาสร้างกราฟระหว่างค่า OD กับ ความเข้มข้น (พิโคกรัม/มิลลิลิตร)

2.2.13 การแปลผลโดยนำค่า OD ที่วัดได้จากซีรัม มาเทียบกับกราฟเส้นมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น


2.3  การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

2.3.1  เตรียมตัวอย่างที่จะวิเคราะห์ โดยนำปัสสาวะที่ได้เพาะเลี้ยงเชื้อมาแล้ว 7 ถึง 10 วัน มาแยกใส่หลอด 1.5 ซีซี ปริมาณ 1.5 ซีซี วางในตู้เย็นที่มีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมาปั่นแยก โดยใช้เครื่องเซนตริฟิวจ์ ที่ความเร็ว 15,100 รอบต่อนาที 15 นาที ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส เมื่อปั่นเสร็จ ดูดส่วนน้ำทิ้งให้หมด เก็บส่วนที่เป็นตะกอนไว้ที่อุณหภูมิ -20 ถึง -40 องศาเซลเซียส

2.3.2  นำส่วนตะกอนที่ได้จากข้อ 7.1.2.1 มาเติมน้ำกลั่น 100 ไมโครลิตร ต้มด้วยอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เมื่อต้มเสร็จจะได้  DNA template เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 ถึง -40 องศาเซลเซียส เพื่อรอการทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)

2.3.3  วิธีการทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) คำนวณปริมาณสารละลาย (premix) ที่เตรียมไว้ต่อ 1 ตัวอย่างจะเท่ากับ 28 ไมโครลิตร ส่วนประกอบของสารมีดังนี้

                                                    
1 ปฏิกิริยา                       




10X PCR buffer 
                    
3 ไมโครลิตร

     




10 mM dNTPs                          
2.4 ไมโครลิตร

        




50 mM MgCl2                          
0.9 ไมโครลิตร

      




Primer
GI                               
0.3 ไมโครลิตร

    


                   


GII                              
0.3 ไมโครลิตร

     


                    


BI                                
0.3 ไมโครลิตร

       


                    


BII                               
0.3 ไมโครลิตร

                     


     


Taq polymerase         

0.15 ไมโครลิตร

                    


      


dH2O                           

20.35 ไมโครลิตร
                           


คู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองจะอิงตาม Gravekamp และคณะ (1993) โดย ออกแบบจะใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ดังนี้



G1          5’-CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT-3’ 




G2          5’-GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG-3’ 




B64-I     5’-CTG AAT TCT CAT AAC TC-3’ 




B64-II   5’-GAA GAA ATC TGG ACG ACG AT-3’

2.3.4  เติมตัวอย่าง DNA template 2 ไมโครลิตรลงในหลอดที่มีสารละลาย premix 28 ไมโครลิตร จะทำให้ปริมาตรรวมเท่ากับ 30 ไมโครลิตร ผสมสารในหลอดให้เข้ากัน และปั่นในเครื่องเซนตริฟิวจ์เพื่อให้สารละลายรวมที่ก้นหลอด

2.3.5  นำสารละลาย premix ที่ผสมแล้วเข้าเครื่องสังเคราะห์ดีเอ็นเอ เพื่อเพิ่มจำนวนชิ้นดีเอนเอด้วยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยกำหนดเวลาและอุณหภูมิไว้ดังนี้

ขั้นที่ 1 จำนวน 3 cycles

Preheat 
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที

Denaturation 
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที

Annealing 
ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที

Extension
ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที

ขั้นที่ 2 จำนวน 38 cycles


Denaturation 
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที

Annealing 
ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที

Extension 
ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที


ดีเอนเอที่ผลิตได้จะถูกเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 20 นาที ก่อนจะเข้ากระบวนการ Electrophoresis

2.3.6  เตรียม agarose gel ที่มีความเข้มข้น 1.6% โดยใช้บัฟเฟอร์ เป็น 1% Tris-acetate buffer เป็นตัวทำละลาย อุ่นด้วยไมโครเวฟ เขย่าจนผง agarose gel ละลาย 

2.3.7  ทิ้งให้ลดความร้อน แล้วเทลงในแม่พิมพ์ที่มีหวีอยู่ รอให้เย็นจนเจลแข็งตัว แกะหวีออกและแกะเจลออกจากแม่พิมพ์

2.3.8  นำเจลวางใน electrophoresis chamber ที่มี Tris Acetate Buffer อยู่จนท่วมเจล

2.3.9  นำ PCR product 15 ไมโครลิตรมาผสมกับ 10X BlueJuice Gel Loading buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ 1 : 10,000 SYBR® gold ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมให้ดีโดยใช้ไมโครปิเปต ทิ้งไว้ 15 นาที จากนั้นนำใส่ในแต่ละหลุมของเจล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร

2.3.10  ตั้งกระแสไฟฟ้า โดยใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้าที่100 มิลลิโวลต์ เป็นเวลา 50 นาที 

2.3.11  เมื่อเสร็จให้ตรวจการเรืองแสงของ SYBR® gold แล้วถ่ายภาพด้วยกล้องดิจิตอล โดยใช้โปรแกรม KODAK1-D Image Analysis Software®
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		สถานที่ทำงานปัจจุบัน

		--



		ผลงานดีเด่นและรางวัลทางวิชาการ 

		



		ทุนการศึกษาที่ได้รับ
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2. ทุนวิจัยวิทยานิพนธ์ บัณฑิตมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ประจำปี 2548
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