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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมา และความสาํคัญของปญหา 
โรคเลปโตสไปโรซิสเปนโรคทีเ่กิดจากเชื้อ Leptospira interrogans เปนโรคสัตวติดตอสู

คนที่สาํคัญและพบไดทัว่โลก (Bharti et al., 2003) และเปนโรคติดเชื้อที่เปนปญหาทาง

สาธารณสุขทีสํ่าคัญของประเทศไทย กลาวคือระหวางป พ.ศ.2515-2524 มีรายงานผูปวยโรค   

เลปโตสไปโรซิสในประเทศไทยเพียงปละ 10-20 รายตอป และระหวางป พ.ศ.2525-2537 มี

รายงานผูปวยสูงข้ึนเปน 55-272 รายตอป ตอมาระหวางป พ.ศ.2538-2546 มีรายงานผูปวยสูง

มากข้ึนเร่ือยๆ ระหวาง 143-14,285 รายตอป (Tangkanakul et al., 2005) 

การติดเชื้อกอโรคเลปโตสไปโรซิส อาจทาํใหผูปวยเกิดภาวะแทรกซอนที่สําคัญ คือ ภาวะ

ไตวายเฉียบพลัน และภาวะการหายใจลมเหลว (Plank and Dean, 2000; Thammakumpee et 

al., 2005) ปจจุบันพบอุบัติการณผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสที่มีภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรง 

(severe pulmonary Leptospirosis) แทรกซอนสูงข้ึนในประเทศตางๆ ไดแก นิการากวั จนี 

บราซิล ออสเตรเลีย อารเจนตินา เกาหลี อินเดีย และไทย (Pereira et al., 2005) และพบวามี

ผูปวยที่เสียชวีติจากภาวะเลือดออกในปอด (pulmonary haemorrhage) อยางรุนแรงเพิม่สูงข้ึน 

(Wagenaar et al., 2007; Dolhnikoff et al., 2007) โดยเฉพาะประเทศไทยพบวาภาวะเลือดออก

ในปอดนี้เปนสาเหตุหลักทีท่ําใหผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสในประเทศไทยเสียชวีิต  (Panaphut et 

al., 2002; Tangkanakul et al., 2005)   ทําใหมีการศึกษาถงึกลไกการเกิดโรคทีท่ําใหผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิสเกิดภาวะดังกลาว ตลอดจนวธิีการรักษาโรคนี้อยางตอเนื่อง อยางไรก็ตามยังคงมี

รายงานของผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสที่เสียชีวิตจากภาวะเลือดออกในปอดในหลายๆ ประเทศ  

เชน ไตหวนั (Yang and Hsu, 2005),   เกาะรียูเนียน (reunion island) ซึ่งเปนอาณานิคมของ

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

การศึกษาที่ผานมาพบวา กลไกทางภูมิคุมกนัของรางกายที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ    

เลปโตสไปราชนิดกอโรค อาจเปนปจจัยสําคัญตอกลไกของการเกิดโรค โดยเชื้อเลปโตสไปรา

สามารถกระตุนทาํใหเกิดการอักเสบของอวัยวะตางๆ ไดแก กลามเนือ้ หวัใจ ตับ ไต ปอด และ

ระบบประสาทสวนกลาง โดยพบการเพิม่ข้ึนของไซโตไคนชนิดตางๆ เชน tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α), interleukin (IL)-6 และ IL-10 เปนตน (Levett, 2001;  Dorigatti et al., 2005)   

ผลการศึกษาทางจุลพยาธวิทิยาของปอดจากผูที่เสียชวีติจากโรคเลปโตสไปโรซิส ที่มีภาวะเลือด 

ออกในปอดอยางรุนแรงดวยวิธ ีimmunofluorescence (IFA) โดย Yang และ Hsu (2005) พบการ

สะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิ (immunoglobulin, Ig) ที่ผนังถุงลม และในถุงลม สอดคลองกับ
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การศึกษาของ Nally และคณะ (2004) ซึ่งพบวาหนตูะเภาที่ไดรับการฉีดเชื้อ L. interrogans 

serovar copenhageni จะเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง รวมกับภาวะไตอักเสบที่มกีาร

ตายของเซลลเยื่อบุทอไต และพบ IgM, IgG, IgA และคอมพลีเมนทตัวที ่ 3 (C3) ที่ผนงัถงุลม ซึง่ 

Nally และคณะ (2004) ไดอธิบายการเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรงวา อาจเปนผลมาจาก

การตอบสนองทางภูมิคุมกนัของรางกาย กลาวคือมีการจับกับระหวาง IgM, IgG และ IgA กบั

แอนติเจนของเช้ือเลปโตสไปรา (Leptospiral antigen) ชนิดใดชนิดหนึ่งเกิดเปนสารประกอบ

เชิงซอน (immune complex) ที่ผนังถุงลม เปนผลใหเกิดการตรึงคอมพลีเมนทตัวที ่ 3 ที่เยื่อบุผนัง

ถุงลม ทําใหเกดิความเสียหายตอเยื่อบุผนงัถุงลม มีผลใหเกิดเลือดออกในถุงลมเปนจาํนวนมาก  

โดยอาศัยสมมุติฐานของการเกิดพยาธิสภาพของโรคเลปโตสไปโรซิสที่ปอดดังกลาว โดย

ผานการตอบสนองทางภูมคุิมกันตอเช้ือเลปโตสไปราโดยตรง หรือแอนติเจนชนดิตางๆ ของเช้ือ 

เลปโตสไปรา ทาํใหนําไปสูคําถามงานวจิัยวา การลดหรือยับยัง้กลไกทางภูมิคุมกนัของรางกายที่

ตอบสนองตอการติดเชื้อโดยตรง หรือแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปรา จะสามารถเปล่ียนแปลง

พยาธิกาํเนิดของโรคในหนูตะเภาซึ่งเปนสัตวทดลองที่ไวตอเช้ือ (susceptible host) ของเชื้อ       

เลปโตสไปรา (Merien et al., 1998) ไดหรือไม การลดหรือการยับยั้งกลไกทางภูมิคุมกนัของ

รางกายอาจทาํไดโดยการใหยากดภูมิคุมกัน เชน ยาราปาไมซิน (Rapamycin)  เปนตน 

ยาราปาไมซิน  เปนยากดภูมิคุมกันที่ออกฤทธิย์ับยัง้วงรอบการเจริญของเซลล (cell cycle) 

ในชวงกลางถงึชวงทายของระยะ G1       จึงมีผลยับยั้งการเพิม่จํานวน (proliferation)         ของทั้ง

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

ทํางานของ interleukin ชนดิตางๆ ไดแก IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 และ IL-15 (Sehgal, 1998; 

Sehgal, 2003; Abbas and Lichtman, 2004) โดยเฉพาะอยางยิง่   IL-2  และ IL-6 เปนไซโตไคน

ที่เหนี่ยวนาํการเปล่ียนลิมโฟไซต ชนิดบี เปน antibody-producing cells ฉะนัน้ยาราปาไมซินจงึมี

ผลลดการสังเคราะหอิมมนูโนกลอบูลนิชนดิตางๆ ไดแก IgM, IgG และ IgA  (Sehgal, 2003; 

Abbas and Lichtman, 2004 ) และลดกระบวนการตรึงคอมพลีเมนตที่ผนงัถุงลมในที่สุด ซึ่งอาจ

ชวยบรรเทาความรุนแรงของภาวะเลือดออกในปอดได 

 แนวความคิดในการใชยาราปาไมซินในโรคเลปโตสไปโรซิสนี ้ เปนแนวความคิดใหม

จําเปนตองมีการศึกษาในสัตวทดลองกอน      การศึกษานี้อาศัยการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคเลปโต-

สไปโรซิสในหนูตะเภาซ่ึงเปนสัตวทดลองที่เปนตัวแบบของรอยโรคเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง ที่

เกิดจากเชื้อเลปโตสไปรา (Nally et al., 2004)  
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย  
 1. เพื่อศึกษาผลของการใชยาราปาไมซินตอโรคเลปโตสไปโรซิสในหนูตะเภา ที่มีภาวะ

เลือดออกในปอดอยางรุนแรง 

2. เพื่อศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะเลือดออกในปอดของหนูตะเภาท่ีติดเชื้อ 

เลปโตสไปราชนิดกอโรค 

1.3 คําถามสาํหรับงานวจิยั 
1. ยาราปาไมซินสามารถบรรเทาความรุนแรงของรอยโรคที่ปอดของหนูตะเภาที่ติดเชื้อ 

เลปโตสไปราชนิดกอโรค ไดหรือไม 

 2. ปจจัยที่เกีย่วของกับการเกิดภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรงในหนูตะเภาท่ีติดเชื้อ

เลปโตสไปราชนิดกอโรคคืออะไร 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ขอมูลทางพยาธิวทิยาคลินิก  ลักษณะทางจุลพยาธวิิทยา   ตลอดจนการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันของสัตวทดลองในการศึกษานี ้ จะสรางความเขาใจในกลไกการเกิดภาวะเลือดออกใน

ปอดอยางรุนแรงในหนูตะเภาท่ีติดเชื้อเลปโตสไปราชนิดกอโรคมากข้ึน 

2. แนวความคิดการใชยากดภูมิคุมกัน          อาจเปนแนวทางใหมในการรักษาโรคเลปโต-      

สไปโรซิส เพื่อลดภาวะแทรกซอนของโรค ไดแก  ภาวะเลือดออกในปอด 

 
 



บทที่ 2 

เอกสาร และงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1 ระบาดวทิยาของโรคเลปโตสไปโรซิส 
โรคเลปโตสไปโรซิสเปนโรคสัตวติดตอสูคนที่สําคัญและพบทั่วโลก มรีายงานการระบาด 

ทั้งในทวีปเอเชีย ยุโรป ออสเตรเลีย และอเมริกาใต โดยเฉพาะในพ้ืนที่ที่มีฝนตกชุก สภาพดินและ

อากาศมีความช้ืนสูง เนือ่งจากมีความเหมาะสมในการดํารงชีพของเชื้อชนิดนี ้ (Visith and 

Kearkiat, 2005)  สําหรับประเทศไทยพบวาในชวงฤดูฝนระหวางเดือนมิถนุายนถงึพฤศจิกายน 

เปนชวงเวลาที่มักพบการระบาดของโรคเลปโตสไปโรซิส (Panaphut et al., 2002) 

 ในป พ.ศ. 2429  Adolf Weil ไดรายงานพบผูปวยคร้ังแรก ที่เมือง Heidelberg ประเทศ

เยอรมัน และในป พ.ศ. 2458 Inada และคณะ สามารถเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราจากผูปวยที่

ทํางานในเหมอืงแรแหงหนึง่ในประเทศญ่ีปุนได  และในปเดียวกันทีป่ระเทศเยอรมัน Uhlenhuth 

และคณะ สามารถแยกเช้ือเลปโตสไปราจากหนูตะเภาท่ีถกูฉีดเลือดของผูปวยที่เปนทหารได 

(Levett, 2001) 

ผูปวยติดเชื้อเลปโตสไปราจากการสัมผัสกับเชื้อโดยตรง หรือการสัมผัสกับน้าํหรือดินที่

ปนเปอนปสสาวะที่มีเช้ือเลปโตสไปราของสัตวเก็บกักโรคเชน หน ู แกะ มา โค กระบือ สุกร สุนัข 

แรคคูน และคางคาว เปนตน ฉะนั้นบุคคลที่มีอาชพีเกษตรกรโดยเฉพาะชาวนา พนักงานทาํความ

สะอาดทอระบายน้ํา ชาวประมงน้าํจืด พนักงานในเหมืองแร พนกังานชาํแหละเนื้อสัตว ทหาร 

ตลอดจนสัตวแพทยถือเปนบุคคลที่มีความเส่ียงสูงตอการติดเชื้อ (Bharti et al., 2003) 
 

ตารางที่ 1 แสดงชนิดของเชื้อเลปโตสไปราที่พบในสัตวเก็บกกัโรคชนิดตางๆ (Bharti et al.,2003) 
 

ชนิดของเช้ือ (seovars) ชนิดสัตวเก็บกักโรค 

  icterohaemorhagiae&copenhageni 

hardjo 

pomona 

tarassovi 

bratislava 

canicola 

grippotyphosa 

cynopteri & wolffi  

หน ู

แกะ โค กระบือ 

สุกร โค กระบือ  

สุกร 

มา 

สุนัข  

แรคคูน 

คางคาว 
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โรคเลปโตสไปโรซิสจัดเปนโรคติดเชื้อที่สําคัญ ที่เปนปญหาทางสาธารณสุขของประเทศ

ไทย กลาวคือในป พ.ศ. 2515-2524 มีรายงานผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสในประเทศไทยเพยีงปละ 

10-20 รายตอป และในป พ.ศ. 2525-2537 มีรายงานผูปวยสูงข้ึนเปน 55-272 รายตอป ตอมาใน

ปพ.ศ. 2538-2543 มีรายงานผูปวยสูงมากข้ึนเร่ือยๆ 143-14,285 รายตอป (Tangkanakul et al., 

2005) ในป พ.ศ. 2544 ผูปวยเร่ิมลดลงเหลือ 10,271 ราย และลดลงอยางตอเนือ่งต้ังแตป พ.ศ.

2545 จนถงึป พ.ศ. 2548 โดยมีผูปวย 6,864, 4,962, 3,199 และ 2,868 รายตามลําดับ และในป 

พ.ศ.2549 มีการระบาดเพิม่ข้ึนเปน 3,941 ราย (ธีรศักด์ิ และประวิทย, 2550)  

2.2 สาเหตุของโรค 
โรคเลปโตสไปโรซิสเกิดจากเชื้อ Leptospira interrogans ซึ่งจัดอยูในคลาส

Schizomycetes ออเดอร Spirochaetales แฟมิลี่ Spirochaetaceae   และจีนัส Leptospira แบง

ออกเปน 12 สปชีส ไดแก L. alexanderi, L. biflexa, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai, L. 

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

อยางไรก็ตามการทดสอบโดยวิธี Microscopic Agglutination Test (MAT) สามารถแบงเชือ้ 

Leptospira spp. ไดมากกวา 250 ชนิด (serovar) เชน autumnalis, australis, bataviae, 

copenhageni, icterohaemorhagiae,  javanica และ pyrogenes เปนตน (Plank and Dean, 

2000)  

 เช้ือ L. interrogans เปนสไปโรขีต (spirochete) แบคทเีรียแกรมลบ  มีลักษณะเปนเสน

เกลียว และที่ปลายทัง้สองขางหรือขางใดขางหนึ่งงอเปนตะขอ (hook) ตัวเชื้อมีขนาดกวาง

ประมาณ 0.1 ไมครอน และยาว 6-20 ไมครอน เคล่ือนไหวไดรวดเร็วโดยหมุนตัว หรือโดยการโคง

งอ แตอาจพบเช้ือที่เปนเสนตรง ซึง่มักจะหมนุหรือเคลื่อนไหวไดชา เจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง  

28-30 องศาเซลเซียส และความเปนกรด-ดางระหวาง 6.8-7.4  แมเชื้อเลปโตสไปราจะไมสามารถ

สังเคราะหกรดไขมันซึ่งจําเปนในการดํารงชีวิตไดดวยตัวเอง จาํเปนตองอาศัยกรดไขมันภายใน

โฮสต แตก็สามารถมีชวีิตอยูในน้าํใส หรือดินที่มีความช้ืนไดนานหลายเดือน (Plank and Dean, 

2000) Trueba และคณะ (2004) พบวาเชื้อเลปโตสไปราสามารถอยูในน้าํใสที่มีคาความเปนกรด-

ดาง 7.2 ไดนานถึง 110 วนั ซึ่งในสภาพขาดอาหารดังกลาวเมื่อนําเชื้อเลปโตสไปรามาวิเคราะห

ดวยวิธ ี Immunoblot พบวามีการลดลงของ inner membrane protein ชนิด LipL31 ในขณะที่

ชนิดอ่ืนๆ ไมมกีารเปล่ียนแปลง 

2.3 พยาธิกาํเนิดของเชื้อ Leptospira interrogans 
กลไกการเกิดโรคนี้โดยเช้ือ L. interrogans ยังไมเปนทีท่ราบแนชัด อยางไรก็ตามหลังจาก

เช้ือเขาสูรางกายของโฮสตโดยผานผิวหนงัหรือบาดแผล หรือผานทางเยื่อบุตางๆ เชน จมกู ปาก 
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ตา เปนตน เช้ือจะเขาไปเจริญและแบงตัวในกระแสโลหิตเปนจํานวนมาก เกิดภาวะ 

spirochetemia และกระจายไปทั่วรางกาย โดยเฉพาะที่กลามเนื้อ หวัใจ ตับ ไต ปอด และระบบ

ประสาทสวนกลาง ทาํใหเกดิการอักเสบและเนื้อตายของอวัยวะเหลานั้น (Levett, 2001)   

2.4 ผลของการติดเชื้อ Leptospira interrogans ตอการกระตุนการสรางไซโตไคน  
ภายหลังการติดเชื้อ L. interrogans พบการเพิม่ข้ึนของไซโตไคนชนดิตางๆ เชน tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α), IL-6 และ IL-10 เปนตน (Dorigatti et al., 2005)  ซึ่งการเพิม่ข้ึน

ของไซโตไคนตางๆดังกลาว อาจเกิดจากเช้ือเลปโตสไปราเองหรือแอนติเจนจากช้ินสวนของเชื้อที่

เปน outer membrane ไดแก lipoprotein, lipopolysaccharide (LPS) และ glycolipoprotein 

(Yang et al., 2001; Dorigatti et al., 2005) โดย Dorigatti และคณะ (2005) พบวา 

glycolipoprotein สามารถกระตุนโมโนไซตหล่ัง IL-6 ในปริมาณทีสู่งข้ึนเร่ือยๆ ต้ังแตชั่วโมงที ่ 6  

และสูงสุดในช่ัวโมงที ่ 24 และมีปริมาณคงที่ตอเนือ่งไปจนถงึชั่วโมงที่ 48 ภายหลังการบม 

glycolipoprotein ที่สกัดจากเช้ือ L. interrogans serovar copenhageni กับ peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) ในหลอดทดลอง สอดคลองกับ Diament และคณะ (2002) ซึ่ง

พบวา glycolipoprotein ซึ่งสกัดจากเช้ือเลปโตสไปราชนิดกอโรคสามารถกระตุน  peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) ในหลอดทดลองหล่ัง  TNF-α ต้ังแตชั่งโมงที ่6 ภายหลังการ

บม โดยที่ TNF-α นี้สามารถกระตุนโมโนไซตหล่ังไซโตไคนชนิดตางๆ ไดแก IL-1, IL-6 และ IL-8 

 Hung และคณะ (2006) พบวา Leptospiral outer membrane protein สามารถกระตุน

การหล่ัง inflammatory cytokine เชน TNF-α และ IL-6  เปนตน ผาน Toll like receptor (TLR)-2 

ของ renal proximal tubule cell สอดคลองกับ Yang และคณะ (2006)a พบวา Lipoprotein ซึ่ง

เปนสวนประกอบของ Leptospiral outer membrane protein สามารถกระตุนการหล่ัง pro-

inflammatory cytokine จาก nuclear transcription factor kappa B (NF-kB) pathway  ผาน 

TLR-2 ของ renal proximal tubule cell เนื่องจาก TLR-2 สามารถพบไดทัง้ในมาโครฟาจ มาสต

เซลล เดนไดรติกเซลล อิโอซิโนฟล ตลอดจนเซลลเยื่อบุในระบบทางเดินหายใจ และระบบทางเดิน

อาหาร และจากรายงานของ Isogai และคณะ (1990) พบวาสาร Lipopolysaccharide (LPS) 

จากเช้ือเลปโตสไปราชนิดกอโรค มีบทบาททางภูมิคุมกันในการกระตุนลิมโฟไซตชนิดบีอยางสูง 

ในขณะที่ไมมผีลตอลิมโฟไซต ชนิดที และ NK cell สอดคลองกับ Whitmore และคณะ (2004) ซึ่ง

พบวา LPS จัดเปน T-independent antigens ซึ่งสามารถกระตุนการเพิม่จํานวนของลิมโฟไซต 

ชนิดบี และการผลิตแอนติบอดีโดยตรงทีไ่มอาศัยไซโตไคน หรือ co-stimulating signals จาก

ปฏิสัมพันธของลิมโฟไซตชนดิที และบีตามปกติ        ฉะนัน้การที่แอนติเจนจากเชื้อเลปโตสไปรา

จัดเปน T-independent antigens และมีปฏิสัมพันธกับเซลลตางๆ ทีม่ี TLR-2 ดังกลาว ทําใหเกดิ
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การสังเคราะหไซโตไคนจากเซลลเหลานัน้จาํนวนมาก อาจเปนปจจัยหนึง่ทีท่ําใหเกดิอาการของ

โรคเลปโตสไปโรซิสอยางรุนแรง   และรวดเร็ว (Spicher  et al., 2005)  

2.5 อาการทางคลินกิของโรคเลปโตสไปโรซิส 
อาการของผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสอาจแตกตางกนัออกไป ข้ึนอยูกับชนิดและปริมาณ

ของเชื้อเลปโตสไปราท่ีไดรับ สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม ไดแก กลุมที่อาการไมรุนแรง หรือไม

มีอาการเหลือง (anicteric form) และกลุมที่อาการรุนแรง หรือมีอาการเหลือง 

(icterohaemorrhagic form) (Bharti et al., 2003) กลาวคือ ในกลุมที่มีอาการไมรุนแรง ผูปวยมัก

มีอาการไขเฉียบพลัน อาจมีไขสูงติดตอหลายวนัสลับกับระยะไขลด (biphasic) ปวดศีรษะ ตาแดง 

ปวดกลามเนื้ออยางรุนแรง อาจมีคล่ืนไส อาเจียน เยื่อหุมสมองอักเสบ และสามารถตรวจพบเชื้อ

เลปโตสไปราไดในปสสาวะ และน้ําไขสันหลัง (Dolhnikoff et al., 2007)    

สําหรับกลุมทีม่ีอาการรุนแรง ผูปวยมอีาการเร่ิมแรกเหมือนในกลุมที่มีอาการไมรุนแรง 

และมีอาการเพิ่มมากข้ึน โดยพบอาการดีซาน (jaundice)  ภาวะไตวาย ภาวะเลือดออกในปอด

อยางรุนแรง และภาวะกลามเนื้อหวัใจอักเสบ (myocarditis) ซึ่งหากไมไดรับการรักษาอยาง

ถูกตอง และทนัทวงทีก็จะทาํใหผูปวยเสียชีวิตได (Levett, 2001) 

2.6 รอยโรคทางจลุพยาธวิิทยาของโรคเลปโตสไปโรซิส 
การศึกษาในสัตวทดลองเชน หนูแฮมสเตอร หนูตะเภา เปนตน พบวารอยโรคที่กลามเนื้อ

จะพบเนื้อตายเปนหยอม (focal necrosis) ของเสนใยกลามเนื้อ (muscle fiber) รวมกับการแทรก

เขาของมาโครฟาจ นิวโทรฟล และพลาสมาเซลล (Levett, 2001)  รอยโรคที่หัวใจจะพบการอกัเสบ

ของหัวใจชนิด interstitial myocarditis ที่มีการแทรกเขาของลิมโฟไซต และพลาสมาเซลล รวมกับ

มีจุดเลือดออกแบบ petechial hemorrhage ที่ epicardium และหลอดเลือดโคโรนารีอักเสบ  

(coronary arteritis) สําหรับรอยโรคที่ตับจะพบการเพิม่จํานวนและขนาดของ Kupffer cells 

รวมกับการตายของเซลลตับแบบ apoptosis (Merien et al., 1998) 

รอยโรคที่ไตจะพบ tubulo-interstitial nephritis ที่มีการแทรกเขาของนิวโทรฟล และโมโน

ไซต รวมกับการตายของเยื่อบุทอไต (tubular epithelial necrosis) การฉีกขาดของผนังทอไต 

(basement membrane disruption) และพบเช้ือเลปโตสไปราในเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (interstitium) 

และทอไต (Yang et al., 2001; Nally et al., 2004) ซึ่งพบวา outer membrane ของเชื้อมบีทบาท

สําคัญที่ทาํใหเกิดรอยโรคตางๆที่ไต กลาวคือ outer membrane ของเชื้อซ่ึงประกอบดวย 

lipopolysaccharide, peptidoglycan และ polysaccharide มีบทบาทเปนทั้ง antigenic และ 

virulent component สามารถเหนีย่วนําใหดีเอ็นเอภายในนวิเคลียสของเซลลทอไต (renal tubular 

cell) จับกับ NF-kappa B transcription factor  ทําใหมีการสูงข้ึนของ nitric oxide, monocyte 
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chemoattractant protein-1 (MCP-1) ซึ่งเปนคีโมไคน (chemokine) สําคัญที่เหนีย่วนาํการแทรก

เขาของโมโนไซต และ TNF-α  ทาํใหเหนีย่วนาํใหเกิดการอักเสบที่ไตดังกลาว (Yang et al., 2001)  

นอกจากนีย้ังพบวาสารสกดัจาก glycolipoprotein fraction ซึ่งเปน Leptospiral endotoxin 

สามารถยับยัง้การทาํงานของ   Na+,K+ATPase     ที่อยูตามหนวยไตได            ทาํใหผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิส มีการขับของโซเดียมและโปแตสเซียมในปริมาณสูงมากเกนิไป (Burth, 1997)  

สําหรับรอยโรคที่ปอดจะพบภาวะเลือดออก (pulmonary hemorrhage) ทั้งในถุงลม 

(intra-alveolar hemorrhage) และในเนือ้เยื่อระหวางถุงลม (interstitial hemorrhage) (Plank 

and Dean, 2000) ในการศึกษาของของ Nally และคณะ(2004) พบวาหนูตะเภาที่ไดรับการฉีด

เช้ือ L. interrogans serovar copenhageni รอยโรคที่ปอดเกิดภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรง

รวมกับมกีารหนาตัวของผนังถุงลม ที่มีการแทรกเขาของเซลลเมด็เลือดขาวชนดินิวเคลียสเดียว 

(mononuclear cells) และนิวโทรฟล ซึ่ง Nally และคณะ (2004) ไดอธิบายวากลไกการเกิด

เลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง อาจเปนผลมาจากการตอบสนองทางภูมิคุมกัน กลาวคือมีการจับกับ

ระหวาง IgM IgG และ IgA กับแอนติเจนของเช้ือเลปโตสไปราชนิดใดชนิดหนึ่งเกิดเปน

สารประกอบเชิงซอน (immune complex) ที่ผนงัถงุลม ซึ่งตรวจพบดวยวิธ ี IFA ไดต้ังแตวันที ่ 4 

หลังการฉีดเชือ้ เปนผลใหเกิดการตรึงคอมพลีเมนทตัวที ่ 3 ที่เยื่อบุผนังถุงลม ทําใหเกิดความ

เสียหายตอเยือ่บุผนังถุงลม มีผลใหเกดิเลือดออกในถุงลมเปนจาํนวนมาก ซึง่สอดคลองกบั

การศึกษาของ Pereira และคณะ (2005) ทีพ่บวาลิง Marmoset ที่ถูกฉีดเชื้อ L. interrogans 

serovar copenhageni รอยโรคที่ปอดพบภาวะเลือดออกในถุงลม (intra-alveolar hemorrhage) 

รวมกับมกีารหนาตัวของผนังถุงลมที่มกีารแทรกเขาของมาโครฟาจ     นิวโทรฟล    และลิมโฟไซต 

โดยเร่ิมพบรอยโรคดังกลาวต้ังแตวันที่ 3 หลังการฉีดเชือ้ และพบความรุนแรงเพิม่ข้ึนเร่ือยๆ ในขณะ

ที่การศึกษาของ Pilakasiri และคณะ (2001) พบความรุนแรงของรอยโรคที่เกิดข้ึนที่ปอดดังกลาว

ในหนูแฮมสเตอรที่ไดรับการฉีดเชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes ต้ังแตวนัที่ 2 หลังการฉีด

เช้ือ อยางไรกต็าม Pereira และคณะ (2005) ไดอธิบายกลไกการเกิดภาวะเลือดออกในปอดวา

อาจเปนผลมาจาก 2 สาเหตุ  กลาวคือ ประการทีห่นึ่งอาจจะเปนผลมาจากการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันของรางกายตามที ่ Nally และคณะ (2004) ไดอธิบายไวแลว     หรือประการที่สองเชือ้

เลปโตสไปราสามารถสรางสารพิษตางๆ ไดแก hemolysin และ sphingomyelinase ได ซึ่งทํา

ความเสยีหายแกหลอดเลือดเล็กๆ เปนผลใหมีการซึมผานของเลือดเขาสูถุงลมเปนจํานวนมาก 

2.7 การรกัษาโรค 
ปจจุบันการรักษาโรคเลปโตสไปโรซิสยังไมมีวิธทีี่จาํเพาะ การรักษาโรคข้ึนอยูกบัความ

รุนแรง และระยะเวลาการดําเนนิของโรค การรักษาโดยทัว่ไปไดแก การใหยาปฏิชีวนะ เชน 
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penicillin G, doxycycline  และ ceftriaxone เปนตน (Suputtamongkol et al., 2004; Pappas 

and Cascio, 2006) และการรักษาแบบประคับประคอง ไดแก การลางไตทางชองทอง (peritoneal 

dialysis) เมื่อผูปวยเกิดภาวะไตวายเฉียบพลัน และการใชเคร่ืองชวยหายใจเมื่อผูปวยเกิดภาวะ 

การหายใจลมเหลว (Panaphut et al., 2002; Turhan et al., 2005) อยางไรก็ตามการรักษาดวย

วิธีดังกลาวจะไดผลก็ตอเมื่อผูปวยไดรับการรักษาต้ังแตระยะเร่ิมแรกของการติดเชื้อ หรือแสดง

อาการ และปญหาของการรักษาโรคนี ้ คือ การตรวจวินจิฉัยโรคในระยะแรกของการเกิดโรคใน

ปจจุบันไมมวีธิีใดที่มีประสิทธิภาพดี   ประกอบกับผูปวยมกัมาพบแพทยเมื่อมีการดําเนนิของโรค

ไประยะหนึ่งแลว  ทําใหผูปวยบางรายมอีาการที่รุนแรง และมีอาการแทรกซอนตางๆ โดยเฉพาะ

อยางยิ่งภาวะไตวาย และภาวะมีเลือดออกในปอดอยางรุนแรงตามมา  การรักษาผูปวยโรคเลปโต-

สไปโรซิสที่มีภาวะเลือดออกในปอดอยางรุนแรงรวมดวย มักประสบปญหา เนื่องจากผูปวยจะเกิด

ภาวะออกซิเจนในกระแสเลือดตํ่า (hypoxia) ทําใหไมตอบสนองตอการรักษาดวยเคร่ืองชวย

หายใจ ซึง่ปจจุบันมีการรักษาดวยยาปฏิชีวนะรวมกับการใหยา desmopressin (Laurent et al., 

2003) การใหผูปวยดม nitric oxide (Borer et al, 1999; Vinetz, 2001) หรือรวมกบัการใชเคร่ือง 

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

2.8 ยาราปาไมซิน (Rapamycin) 
การศึกษานี้เลือกใชยาราปาไมซิน เพื่อยับยั้งกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่อาจ

เปนสาเหตุของภาวะเลือดออกในปอด ยาราปาไมซินเปนยากดภูมคุิมกันที่สังเคราะหไดจากเชือ้ 

Streptomyces hygroscopicus (Ponticelli et al., 2001) มีลักษณะเปนผลึกสีขาว มีจุด

หลอมเหลวระหวาง 183-185 องศาเซลเซยีส มีโครงสรางทางเคมีแบบ lipophillic macrocyclic 

lactone สามารถละลายไดในสารละลายอินทรีย (organic solvent) แตไมละลายในนํ้า ยานีม้ี

คุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยัง้วงจรการเจริญของเซลล ในชวงกลางถึงชวงทายของระยะ G1 จึงมีผล

ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของทัง้ T lymphocyte และ B lymphocyte ตลอดจนยับยัง้การทาํงานของ 

interleukin ชนิดตางๆ ไดแก IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 และ IL-15 (Sehgal, 1998; Sehgal, 

2003; Abbas and Lichtman, 2004 ) การศึกษาผลของการใชยาราปาไมซินในหนูตะเภาโดย 

Francichi และคณะ (1993) พบวาการใชยาราปาไมซินในขนาด 0.012-5 มลิลิกรัม/กิโลกรัม 

ภายหลังการฉีด Sephadox bead เขาเสนเลือด สามารถยับยั้งกระบวนการอักเสบที่ปอด และ 

หลอดลม โดยยับยัง้การแทรกเขามาสะสมของเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ ไดแก อิโอซิโนฟล นิวโทร- 

ฟล  มาโครฟาจ   และลิมโฟไซต ที่ปอดและหลอดลม  และผลขางเคียงของยาราปาไมซินในสัตว

ประเภทหนูถบีจักร กระตาย และสุกรมนีอยมาก จากการศึกษาการใหยาชนิดนี้แกหนูถีบจักรใน

ขนาด 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ซึ่งเปนขนาดที่สูงกวาปกติ 50 เทา โดยฉีดเขาชองทอง เปน

ระยะเวลา 7 วัน พบวาทําใหคา blood urea nitrogen สูงข้ึนเล็กนอย นอกจากนีก้ารศึกษาใหยา
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ชนิดนี้แกลงิแสม (Cynomolgus monkey) โดยการปอนในขนาด  2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน เปน

เวลา 60 วัน พบวาระดับของคาชีวเคมีคลินิกสวนใหญอยูในระดับปกติ ยกเวนคา triglyceride ที่มี

ระดับสูงข้ึนกวาปกติอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (Sehgal, 2003) 

 

 
 



บทที ่3 

ระเบียบวธิวีจิัย 

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

กรัม เพศเมีย มีสุขภาพสมบูรณ แข็งแรง จากสํานกัสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล

จํานวน 36 ตัว และทําการทดลองที่แผนกสัตวทดลอง กองวิเคราะห สถาบันวจิัยวทิยาศาสตร

การแพทยทหาร กรมแพทยทหารบก สัตวทดลองไดรับการเลี้ยงดูในหองสัตวทดลองที่มี

เคร่ืองปรับอากาศที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ไดรับอาหารสัตวทดลองสําเร็จรูปชนิดเม็ด (CP 

086)  และน้าํอยางเต็มที่ (ad libitum) การปฏิบัติตอสัตวทดลองกระทาํตาม Guide for the care 

and use of laboratory animals ของ National Research Council (1996) และการศึกษานี้ไดรับ

อนุญาตใหใชสัตวทดลองโดยคณะกรรมการพิจารณาการใชสัตวฯ คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตามใบอนุญาตใหใชสัตวในงานวิจัย งานทดสอบ งานผลิตชีววัตถ ุ งาน

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

3.2 เชื้อเลปโตสไปรา  
 เช้ือ L. interrogans serovar pyrogenes  ที่แยกไดจากหนนูา (Bandicota indica)  จาก

จังหวัดเชียงรายในป พ.ศ. 2545 เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Ellinghausen and McCullough, 

Modified by Johnson and Harris (EMJH) ชนิดกึ่งเหลว (ภาคผนวก ก)    ที่ผานการจําแนกชนิด

โดยชุดตรวจ Leptolatex® ของภาควิชาวิทยาภูมคุิมกัน คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 

มหาวิทยาลัยมหิดล และไดใชในการทดลองโรคเลปโตสไปโรซิสในหนูแฮมสเตอร 

(Praditpornsilpa et al., 2006)  

 การนาํเชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes ดังกลาวมาใชในการศึกษาคร้ังนี ้ ไดนํา

เช้ือที่เล้ียงไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งเหลว และทําใหเช้ือมคีวามรุนแรงมากข้ึน โดยการ

ฉีดเชื้อผานในหนูแฮมสเตอรจํานวน 3 คร้ัง และนําไตของหนูแฮมสเตอรในคร้ังที่ 3 มาเพาะแยก

เช้ือในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งแข็ง และเล้ียงตอในอาหาร EMJH ชนิดเหลว ไดมีจํานวน

มากเพียงพอ จึงทําการนบัจํานวนเช้ือดวย Petroff-Hauser counting chamber ภายใตกลอง

จุลทรรศนชนดิพื้นมืด (Dark field microscope) และปรับใหมีปริมาณเช้ือความเขมขน 1x108 ตัว/

มิลลิลิตร สําหรับใชในการทดลองตอไป 

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

ปอนทางปาก 
3.4 การทดลอง 

3.4.1 สัตวทดลอง  
หนูตะเภาจํานวน 36 ตัว แบงใชในการทดลองจํานวน 2 ซ้ํา  โดยแบงออกเปน 6 กลุมการ

ทดลอง คือ กลุมควบคุม 3 กลุม และกลุมทดลอง 3 กลุม ดังนี้            

• Normal เปนกลุมควบคุม หนูตะเภาจํานวน 3 ตัว เปนหนูปกติที่ไมไดรับการฉีด

เชื้อ L. interrogans serovar pyrogenes และปอนยาราปาไมซิน   

• Rapa เปนกลุมควบคุมบวก 1 หนูตะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการปอนยาราปาไม

ซิน ขนาด 1.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปาก  

• Lepto เปนกลุมควบคุมบวก 2 หนูตะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ในขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มิลลิลิตร ใน

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร/ตัว (lethal dose) ฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal route) 

และปอนน้าํกล่ันแทนยาราปาไมซิน 

• Lepto rapa hr0 เปนกลุมทดลองที ่1 หนตูะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มลิลิลิตร ใน

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร/ตัว ฉีดเขาชองทอง และไดรับการปอนยาราปาไมซินขนาด 

1.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปากภายหลังการฉีดเชื้อทันที และปอนตอเนื่องวนั

ละ 1 คร้ัง   

• Lepto rapa hr24 เปนกลุมทดลองที ่2 หนตูะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มลิลิลิตร ใน

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร/ตัว ฉีดเขาชองทอง และเร่ิมปอนยาราปาไมซนิขนาด 1.0 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปาก ในชั่วโมงที ่ 24 ภายหลังการฉีดเชือ้  และปอน

ตอเนื่องวนัละ 1 คร้ัง   

• Lepto rapa hr48 เปนกลุมทดลองที ่3 หนตูะเภาจํานวน 3 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อ L. 

interrogans serovar pyrogenes ในขนาดความเขมขน 1x108 ตัว/มิลลิลิตร ใน

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร/ตัว ฉีดเขาชองทอง และเร่ิมปอนยาราปาไมซนิขนาด 1.0 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ทางปาก ในชั่วโมงที ่ 48 ภายหลังการฉีดเชือ้  และปอน

ตอเนื่องวนัละ 1 คร้ัง   
3.4.2 แผนการทดลอง และการเก็บตัวอยาง 
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  ก. วนัแรกของการทดลอง หนูตะเภาท้ังหมดในกลุม Lepto, Lepto rapa hr0, 

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

เขมขน 1x108ตัว/มิลลิลิตร ในปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร/ตัว เขาชองทอง หนูตะเภาในกลุม Normal,

กลุม Lepto, กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ไดรับการปอนน้าํกล่ัน ในขณะทีก่ลุม 

Rapa และ Lepto rapa hr0 ไดรับการปอนยาราปาไมซนิ ตามขนาดที่ระบุไวขางตนทนัทหีลังการ

ฉีดเชื้อ ทําการสังเกต และบันทกึอาการทางคลินิก พฤติกรรม การกินอาหาร และน้าํหนกัตัวของหนู

ตะเภาทุกกลุม ทุกวนัจนส้ินสุดการทดลอง 

  ข. ภายหลังการฉีดเชื้อ 24 ชั่วโมง หนูตะเภาในกลุม Normal ,กลุม Lepto และ 

Lepto rapa hr48 ไดรับการปอนน้าํกล่ัน ในขณะที่กลุม Rapa,   Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa 

hr24 ไดรับการปอนยาราปาไมซิน ตามขนาดระบุไวขางตน 

  ค. ภายหลังการฉีดเชื้อ 48 ชั่วโมง หนูตะเภาในกลุม Normal และกลุม Lepto 

ไดรับการปอนน้ํากล่ัน ในขณะที่กลุม Rapa,   Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa 

hr48 ไดรับการปอนยาราปาไมซิน ตามขนาดระบุขางไวตน และปอนตอเนื่องวันละ 1 คร้ัง จนส้ินสุด

การทดลอง 

 ง. ในวนัที ่ 2 4 และ 6 ของการทดลองหนูตะเภา 1 ตัว จากแตละกลุม ถูกทําให

ตายอยางสงบดวยการฉีดโซเด่ียมไธโอเพนทอล เขาชองทอง ในขนาด 150-200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

(Clifford, 1984) เจาะเก็บเลือดจากหวัใจปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใชเลือดปริมาณ 2 หยด  เพาะแยก

เช้ือในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเชื้อเลปโตสไปรา EMJH ชนิดกึ่งแข็ง และนําเลือดที่เหลือแบงเปน 2 

สวน สวนทีห่นึ่งเก็บในหลอดเก็บเลือดที่มสีารปองกนัเลือดแข็งตัวชนดิ EDTA สําหรับตรวจคาทาง

โลหิตวทิยา และสวนที่สองนําไปแยกซีร่ัม  และเก็บซีร่ัมที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส เพื่อรอตรวจ

วิเคราะหคาชีวเคมีคลินิก ทําการผาซากเพื่อสังเกตการเปล่ียนแปลงทางพยาธวิิทยา เก็บตัวอยาง

ไต ปอด ตับ และมาม แบงชิ้นเนื้อตางๆเปน 4 สวน สวนที่หนึ่งสําหรับเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปรา 

สวนที่สองเก็บในภาชนะที่บรรจุ 10% buffer formalin สําหรับการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยา สวนที่

สามเก็บในภาชนะที่บรรจุน้ําแข็งแหง (dry ice) สําหรับการศึกษาดวยวิธี immunofluorescence 

antibody technique และสวนที่สี่เก็บใน 2% glutaraldehyde ในสารละลาย Phosphate buffer 

solution (PBS) pH 7.0  สําหรับการศึกษาทางกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

3.4.3 การตรวจทางหองปฏิบัติการ ดังนี ้

  ก. การเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราในอาหารเล้ียงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งแข็ง (Adler et 

al., 1986) 

  นําช้ินเนื้อตัวอยางจากตับ และไต ที่เก็บดวยวิธปีลอดชื้อ บดดวย Ten broek 

tissue grinder ใน PBS pH 7.4-7.8 ในอัตราสวน 1:10 จนละเอียด หยดเนื้อเยื่อที่แขวนลอยใน 
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PBS และตัวอยางเลือดอยางละ 2-3 หยด ลงในหลอดที่บรรจุอาหารเล้ียงเชื้อ EMJH ชนิดกึง่แข็ง

ตัวอยางละ 2 หลอด บมในตูบมเชื้ออุณหภูม ิ 28 – 30 องศาเซลเซียส และนาํมาตรวจหาเชือ้

ภายใตกลองจลุทรรศนพืน้มดื (dark field microscope)  ทุกๆ 7 วัน เปนระยะเวลา 2 เดือน 

  ข. การตรวจทางพยาธิวทิยาคลินิก (clinical pathology) ไดแก การตรวจคาทาง

โลหิตวทิยา ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดแดง, ปริมาณเม็ดเลือดขาว, คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน 

(hematocrit) คาฮีโมโกลบิน (hemoglobin) และปริมาณเกล็ดเลือด โดยใชเคร่ืองตรวจนับเมด็

เลือดแบบอัตโนมัติ (Coulter Max M, USA) และการตรวจวิเคราะหคาชีวเคมีคลินิก ไดแก blood 

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

aminotransferase (AST)  และ alkaline phosphatase (ALP) โดยใชเคร่ืองมือการตรวจวิเคราะห

ชีวสารแบบอัตโนมัติ (Hitachi 911, Japan) 

  ค. การศึกษาทางจุลพยาธวิทิยา (Histopathology) และฮีสโตเคมี 

(Histochemistry)  

   ค.1 การศึกษาทางจุลพยาธวิิทยาไต ปอด ตับ และมาม โดยการยอมสี

สไลดดวยวิธ ีH&E stain เพื่อศึกษาพยาธิสภาพของอวยัวะตางๆ ภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

(Luna, 1994)  

  นําช้ินเนื้อตัวอยางตางๆ ที่เก็บในสารแชบฟัเฟอรฟอรมาลิน นาน 24 

ชั่วโมง ฝงลงในกอนพาราฟน ซึ่งมีข้ันตอนโดยยอดังนี้ ตัดแตงชิน้เนื้อ และทําการลางดวย

น้ําประปา โดยเปดใหน้าํไหลผานตลอดเวลา นาน 60 นาท ี ทาํการดึงน้าํออกจากเนื้อเยื่อ 

(dehydration step) โดยแชในแอลกอฮอลจากความเขมขนตํ่าไประดับสูง (70%, 80%, 90%, 

100%) และทําใหเนื้อเยื่อใส (clearing step) ใน xylene 2 คร้ัง และฝงลงในกอนพาราฟน 

(paraffin embedding step) จากนัน้นํากอนพาราฟนที่ฝงเนื้อเยื่อมาทาํการตัด (sectioning) ดวย

เคร่ืองตัด microtome หนา 4 ไมครอน 

  ข้ันตอนการยอมสี (staining) มีดังนี้คือ ละลายพาราฟนในสไลดที่มี

เนื้อเยื่อใน xylene 2 คร้ัง นานคร้ังละ 5 นาที ทาํการเติมน้ําเขาเนื้อเยื่อโดยแชในแอลกอฮอลจาก

ความเขมขนสูงไประดับตํ่า (100%, 95%, 70%) โดยแตละขั้นตอนใชเวลา 5 นาที หลังจากนั้น

นํามายอมสี Harris’s hematoxylin นาน 5 นาที แลวแชใน 1% acid alcohol 1-2 คร้ัง และแชใน 

LiCO3 นาน 1 นาท ี จากนัน้จึงยอมดวยสี eosin นาน 2 นาท ี ทําการดึงน้าํออกโดยแชใน

แอลกอฮอลจากความเขมขนตํ่าไประดับสูง (70%, 95%, 100%) จากนั้นแชใน xylene 3 คร้ัง คร้ัง

ละ 3 นาทีแลวจึงทําการตรึงสไลดดวยน้าํยา permount และศึกษาจุลพยาธิวทิยาภายใตกลอง

จุลทรรศนแสงสวาง 
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  การใหคะแนนความรุนแรงของภาวะเลือดออกที่ปอดทางจุลพยาธวิิทยา

พิจารณาตามวิธีการของ Broccard และคณะ (1998) กลาวคือแบงความรุนแรงของภาวะ

เลือดออกที่ปอดเปน 6 คะแนน ต้ังแต 0-5 โดยพิจารณาจากจาํนวนของเม็ดเลือดแดง (RBC) ในถงุ

ลม (alveoli) รวมกับจาํนวนของหลอดเลือดที่เกิด perivascular hemorrhage ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่  2   แสดงการใหระดับคะแนนความรุนแรงทางจุลพยาธวิิทยาของภาวะเลือดออกที่ปอด 

(Broccard และคณะ (1998)) 

 

รอยโรคทางจลุพยาธิวทิยา 

จํานวนของเมด็เลือดแดง 

ในถุงลม  

จํานวนของหลอดเลือด

ที่เกิด Perivascular 

Hemorrhage 

คะแนน

ความ

รุนแรง 

1–25 RBC/alveoli 

26–50 RBC/alveoli 

1–3 Alveoli with 50 RBC 

4–6 Alveoli with 50 RBC 

7–9 Alveoli with 50 RBC 

10 Alveoli with 50 RBC 

0 

1–2 

3–4 

5–6 

7–8 

9–10 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

 

  ความรุนแรงของภาวะเลือดออกที่ปอดของแตละกลุมการทดลองของ

การศึกษานี ้ใชคาเฉลี่ยของคะแนนความรุนแรงของภาวะเลือดออกทีป่อดจํานวน 3 ตัวอยาง 

  ค.2 เทคนิคอิสโตเคมีดวยวธิี Warthin-Starry method เพื่อตรวจหาตัว

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

  การยอมสีวิธนีีม้ีข้ันตอนคือ ละลายพาราฟนในสไลดเนื้อเยื่อ อบสไลดที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส อยางนอย 30 นาที แลวแชใน xylene 3 คร้ัง ๆละ 3 นาที   ทําการเติม

น้ําเขาเนื้อเยื่อโดยแชในแอลกอฮอลจากความเขมขนสูงไประดับตํ่า (100%, 95%, 70%) แชสไลด

เนื้อเยื่อใน distilled water 3 คร้ังๆละ 5 นาท ี   แชสไลดเนื้อเยื่อในภาชนะแกวที่ใส acidulated 

water นาน 30 นาท ี และสารละลาย 0.5% silver nitrate แลวนําไปอุนในตูควบคุมอุณหภูมิ 

(incubator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ตอมานาํสไลดเนื้อเยื่อแชในน้าํยา 

developer (ภาคผนวก ข.) ซึ่งเตรียมใหมๆ  และมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส จนกระทัง่สี

ของเนื้อเยื่อเปลี่ยนจากสีขาวเปนน้าํตาลออนหรือเหลืองอมน้ําตาล และนําสไลดเนื้อเยื่อมาลางใน
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น้ํากล่ันที่มีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส ทําการดึงน้าํออกโดยแชในแอลกอฮอลจากความ

เขมขนตํ่าไประดับสูง (70%, 95%, 100%) และทาํการเคลียร่ิงเพื่อกําจัดสารแอลกอฮอล ดวย 

xylene 3 คร้ัง ๆละ 3 นาท ี ปดสไลดเนื้อเยื่อดวย cover glass โดยเติมน้ํายา mounting medium 

ประมาณ 1-2 หยด และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง  

   ค.3 เทคนิค immunofluorescence antibody technique (IFAT) เพือ่

ตรวจการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิชนดิตางๆ ไดแก IgM, IgG, IgA และ C3 ในปอด ไต และ

ตับ (Nally et al., 2004) 

  นําช้ินเนื้อตางๆ มาฝงลงใน Cryomatrix (Shandon®, USA) และทําการ 

snap frozen บน dry ice และทําการตัดชิ้นเนื้อใหมีความหนาขนาด 4 ไมครอน และทําการตรึง 

(fixation) ใน acetone เย็น นาน 10 นาที สไลดเนื้อเยือ่ที่ไดทําใหแหงดวยวิธ ี air dry และลางใน 

PBS 5 นาที แชใน 0.3% hydrogen peroxide 10 นาท ีหลังจากนั้นลางใน PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาที 

ตอจากนัน้นําสไลดเนื้อเยื่อแชใน 10% ของซีร่ัมของหนูตะเภา หรือแพะ นาน 30 นาที นาํสไลด

เนื้อเยื่อบมดวยแอนติบอดีชนิด goat anti-guinea pig IgG (ICL, Newberg, OR), goat anti-

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

goat anti-guinea pig C3 (ICL, Newberg, OR) ที่ความเขมขน 1:50 นาน 90 นาที และลางใน 

PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาที จากนั้นแชใน Biotinylated rabbit anti-goat IgG antibody 

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

(Dakocytomation, Denmark) ที่ความเขมขน 1:200 นาน 40 นาท ีและลางใน PBS 3 คร้ังๆละ 5 

นาที ตอจากนั้นนําไปแชใน Strepavidin/FITC (Dakocytomation, Denmark) ที่ความเขมขน 

1:100 นาน  30 นาทีในหองมืด และลางใน PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาท ี ทาํการ mounting ดวย 

Fluorescence mounting medium และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต และ

ประเมินผลการตรวจการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิชนิดตางๆ โดยการใหคะแนนการยอมติดสี

เรืองแสงสีเขียว จากคะแนน 0-3 และแปลผลเปนการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลินชนิดตางๆ ใน

ปอด ไต และตับ ดังนี ้คะแนน 0 หมายถงึไมพบการติดสี และแปลผลวาไมมกีารสะสม คะแนน 1 

หมายถงึติดสีเล็กนอย และแปลผลวามีการสะสมเล็กนอย    คะแนน 2 หมายถงึติดสีปานกลาง 

และแปลผลวามีการสะสมปานกลาง คะแนน 3 หมายถึงติดสีมาก  และแปลผลวามีการสะสมมาก 

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

  ค.4 การตรวจทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน เพื่อศึกษา

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

  นําช้ินเนื้อปอดขนาด 1-2 ลูกบาศกมิลลิเมตร มาตรึงสภาพคร้ังแรกดวย 

2% glutaraldehyde ใน PBS (pH 7.0) และทําการลางดวย PBS ทําการตรึงอีกคร้ังดวย 1% 
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osmium tetroxide (OsO4) และดึงน้ําออกดวย grading ethanol : 50%, 70%, 85%, 95% และ 

100% ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 ชั่วโมง ตามดวย 100%  ethanol และ propylene oxide 3 คร้ัง 

แลวทําการ embedding ใน resin ซึ่งเปน embedding media หลังจากนั้นทําการตัดที่ความหนา 

1 ไมโครเมตร และยอมดวย  1% Toluidine blue  นํามาหาตําแหนงที่สนใจ และเมื่อไดตําแหนงที่

ตองการแลว ทําการตัดที่ความหนา 70 นาโนเมตร จากนัน้นําการยอมดวยสาร uranyl acetate 

และ lead citrate ที่อุณหภูมิหอง ดูภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (JEM 2100, 

Japan) ทําการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงโครงสรางในระดับมหจุลกายวิภาค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



บทที ่4 

ผลการศึกษา 

4.1 น้ําหนักตัว 
 พบวาน้าํหนักตัวของหนูตะเภาในกลุมที่ถกูฉีดเชื้อเลปโตสไปราอยางเดียว (Lepto) และ

กลุมทีถู่กฉีดเช้ือเลปโตสไปราและไดรับการปอนยาราปาไมซินทั้ง 3 กลุม (Lepto rapa hr0, Lepto 

rapa hr24 และ Lepto rapa hr48) มีแนวโนมลดลงเร่ือยๆ ต้ังแตวนัที ่ 4 ในขณะทีน่้ําหนกัตัวของ

กลุมหนูปกติ (Normal) และกลุมหนูที่ไดรับการปอนยาอยางเดียว (Rapa) มีแนวโนมเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ 

จนส้ินสุดการทดลอง (ภาคผนวก ข : ตารางที่  20 และ 21) 

4.2 ผลการเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปราในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH ชนิดกึ่งแข็ง 

ในการทดลองทั้งสองครั้งพบวา ในวันที่ 2 หลังฉีดเชื้อ   กลุมทดลองทกุกลุมที่ถูกฉีดเชื้อ

เลปโตสไปราสามารถเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปราไดจากเลือด ตับ และไต ยกเวนในกลุม Lepto 

rapa hr24 ของการทดลองคร้ังที ่2 ไมสามารถแยกเช้ือเลปโตสไปราจากตับได  

ในวนัที่ 4 หลังฉีดเชื้อ กลุม Lepto rapa hr0 พบเช้ือเลปโตสไปราในเลือดเฉพาะในการ

ทดลองคร้ังที่ 1 พบเช้ือเลปโตสไปราท่ีตับเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 และพบเช้ือเลปโตสไปราท่ี

ไตในการทดลองทัง้ 2 คร้ัง สําหรับกลุม Lepto rapa hr24 พบเชือ้เลปโตสไปราในเลือดในการ

ทดลองทั้ง 2 คร้ัง พบเช้ือเลปโตสไปราท่ีตับเฉพาะในการทดลองคร้ังที ่1 และพบเช้ือเลปโตสไปราท่ี

ไตเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 ในขณะทีก่ลุม Lepto rapa hr48 พบเชื้อเลปโตสไปราในเลือดและที่

ไตเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 แตไมสามารถเพาะแยกเชื้อเลปโตสไปราท่ีตับไดในการทดลองทั้ง 

2 คร้ัง   สวนกลุม    Lepto   ไมสามารถเพาะแยกเชือ้เลปโตสไปราในเลือดได  ในขณะทีพ่บเชื้อ

เลปโตสไปราที่ตับเฉพาะในการทดลองครัง้ที ่ 2 และพบเช้ือเลปโตสไปราที่ไตไดในการทดลองทั้ง 2 

คร้ัง  

ในวนัที ่6  หลังฉีดเชื้อ กลุม Lepto rapa hr0 พบเช้ือเลปโตสไปราเฉพาะที่ไตเทานัน้ กลุม 

Lepto rapa hr24 พบเชื้อเลปโตสไปราในเลือดเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 1 แตพบเช้ือเลปโตสไปรา

ที่ตับและไตในการทดลองทัง้ 2 คร้ัง สําหรับกลุม Lepto rapa hr48 พบเชื้อเลปโตสไปราเฉพาะที่ไต

เชนเดียวกับกลุม Lepto rapa hr0 ในขณะที่กลุม Lepto ไมสามารถเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราใน

เลือดได พบเช้ือเลปโตสไปราที่ตับเฉพาะในการทดลองคร้ังที่ 2 และที่ไตในการทดลองทัง้ 2 คร้ัง 

(ตารางที ่3) 
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ตารางที่ 3 แสดงผลการเพาะแยกเช้ือเลปโตสไปราในอาหารเล้ียงเชือ้ EMJH 

 

จํานวนหนูตะเภาท่ีตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (n=2) กลุมทดลอง 
วันที่เก็บ

ตัวอยาง เลือด ตับ ไต 

Lepto rapa hr0 

2 

4 

6 

2 

1 

0 

2 

1 

0 

2 

2 

2 

Lepto rapa hr24 

2 

4 

6 

2 

2 

1 

1 

1 

2 

2 

1 

2 

Lepto rapa hr48 

2 

4 

6 

2 

1 

0 

2 

0 

0 

2 

1 

2 

Lepto 

2 

4 

6 

2 

0 

0 

2 

2 

1 

2 

1 

2 
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4.3 ผลทางมหพยาธิวทิยา (Gross pathology) 
 ในวนัที ่ 2 กลุมการทดลองทกุกลุมไมพบรอยโรคทางมหพยาธิวทิยาที่ชัดเจน (รูปที่ 1-4) 

ในวนัที ่4 กลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบลักษณะของปนเลือด 

(ecchymotic hemorrhage) ที่ผนังชองทอง (รูปที่ 5H, 5J และ 5L) พบจุดเลือดออก (petechial 

hemorrhage) ที่ปอด 1-2 ตําแหนง (รูปที่ 6G-6L) และตับเร่ิมมีสีเหลือง (mild icterus) (รูปที่8G-

8K) สวนกลุม Lepto พบจุดเลือดออกท่ีผนังชองทอง (รูปท่ี 5F)  และจุดเลือดออกท่ีปอด 2-3 

ตําแหนง (รูปท่ี 6E-6F) ในขณะท่ีกลุม Normal และกลุม Rapa ไมพบรอยโรค (รูปท่ี 5A-5D, 

6A-6D, 7A-7D และ 8A-8C) 

 ในวันท่ี 6 พบปนเลือดออกอยางรุนแรงท่ีผนังชองทอง ในกลุม Lepto rapa hr0, Lepto 

rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ในขณะท่ีกลุม Lepto พบเลือดออกท่ีผนังชองทองเชนกันแต

มีความรุนแรงนอยกวา 3 กลุมขางตน (รูปท่ี 9) พบจุดเลือดออกท่ีผิวปอดในกลุมท่ีถูกฉีดเช้ือ

ท้ังหมด โดยท่ีกลุม  Lepto rapa hr48 เกิดจุดเลือดออกท่ีผิวปอดอยางรุนแรงมากกวากลุม

อื่นๆ รองลงมาไดแก กลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ (รูปท่ี 10)  

ในกลุมท่ีถูกฉีดเช้ือท้ังหมดพบจุดเลือดออกท่ีลําไส (รูปท่ี 9) และตับท่ีมีสีหลือง (icterus) 

ชัดเจน (รูปท่ี 12) สําหรับรอยโรคท่ีไตพบจุดดางขาว (white spot) ท่ีผิวไตในกลุม Lepto 

rapa hr0, Lepto rapa hr48 และ Lepto   ในขณะท่ีพบจุดเลือดออกท่ีผิวไตในกลุม  Lepto 

rapa hr24  (รูปท่ี 11) โดยไมพบรอยโรคในกลุม   Normal และกลุม Rapa (รูปท่ี 9A-9D, 

10A-10D, 11A-11D และ 12A-12C) 
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 รูปท่ี 1   แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวันที ่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), 

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

(K,L), bar = 1 cm 

A B 

C D 

E F 

H 

I J 

K L 
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A B

 

 C D  

 
E F

 

  

        

G H

  

 

I J

 
 

รูปท่ี 2   แสดงรอยโรคที่ปอดในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B),Rapa (C,D),Lepto 

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

  

LK
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 A B

 
C D

E
 

G H
 

I
 

 K

รูปท่ี 3   แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที ่2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B),Rapa (C,D),Lepto (E), 

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

 C
 

E  

G
 

I  

 

รูปท่ี 4   แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที ่2 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A), Rapa (C), Lepto (E), 

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

K
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 A B  

 C D  

 E F  

 
G H

 

 
I J

 

  
 

รูปท่ี 5 แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวนัที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa 

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

พบปนเลือดออก (ลูกศรชี้) ที่ผนงัชองทองในกลุม Lepto rapa hr0 (H), Lepto rapa hr24  (J)และ 

Lepto rapa hr48 (L) 

LK
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BA

  
C D

  
E F

  G H

  

  

I J

รูปท่ี 6  แสดงรอยโรคที่ปอดในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

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

พบจุดเลือดออก (ลูกศรชี้) ที่ปอดในกลุม Lepto (E,F) , Lepto rapa hr0 (H), Lepto rapa hr24 (I) 

และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 

LK



27 

 

  A B
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รูปท่ี 7  แสดงรอยโรคที่ไตในวนัที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

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

K
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A
 

 C

 
E

G
 

I
 

 K

รูปท่ี 8  แสดงรอยโรคที่ตับในวนัที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A), Rapa (C), Lepto (E), 

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

  

C D

 E F

  
G H

  I J

  LK
 

รูปท่ี 9 แสดงรอยโรคอวัยวะภายในชองทองในวนัที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa 

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

พบปนเลือดออกอยางรุนแรง(ลูกศรชี้) ที่ผนังชองทอง และจุดเลือดออกที่ลําไส (หัวลูกศรชี้) ในกลุม 

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

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

พบจุดเลือดออกที่ปอดในกลุม Lepto (E,F), Lepto rapa hr0 (G,H), Lepto rapa hr24 (I,J)  และ 

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

K

JI

L

E F

B A

C D

G H
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รูปท่ี 11  แสดงรอยโรคที่ไตในวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A,B), Rapa (C,D), Lepto 

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

พบจุดเลือดออก (ลูกศรชี้) ที่ผิวไตในกลุม Lepto rapa hr24 (I) ในขณะที่พบจุดขาว (หัวลูกศรชี้) ที่

ผิวไตในกลุม Lepto (E), Lepto rapa hr0 (G)และ Lepto rapa hr48 (K), bar = 1 cm 
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รูปที่ 12  แสดงรอยโรคที่ตับวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal (A), Rapa (C), Lepto (E), Lepto rapa hr0 

(G), Lepto rapa hr24  (I) และ Lepto rapa hr48 (K) พบตับมีสีเหลือง (icterus) ในกลุม Lepto (E), Lepto rapa 

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

K
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4.4 ผลทางพยาธวิิทยาคลนิิก  
4.4.1การตรวจทางโลหิตวทิยา 

4.4.1.1 ปริมาณเม็ดเลือดขาว 
  ปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนตูะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa 

hr24 พบวาเร่ิมมีจํานวนลดลงในวนัที่ 4 ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr48 มีจํานวนลดลงอยางชัดเจน

ในวนัที ่6 สําหรับกลุม Lepto พบวามีแนวโนมสูงข้ึนเร่ือยๆ ต้ังแตวนัที่ 4 จนถงึวนัที่ 6 สวนในกลุม 

Normal ปริมาณเม็ดเลือดขาวมีจาํนวนลดลงในวนัที่ 4 และกลับสูงข้ึนในวนัที่ 6 ในขณะทีก่ลุม 

Rapa มีจํานวนลดลงต้ังแตวันที่ 4 จนส้ินสุดการทดลอง (ตารางที่ 4 และรูปที ่13 ) 

 

ตารางที่ 4  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 

 

ปริมาณเม็ดเลือดขาว ( x103 เซลล/ไมโครลติร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 2.37 1.22 4.17 

rapa 2.22 1.53 1.65 

Lepto 1.43 2.00 3.97 

Lepto rapa hr0 1.51 0.67 1.18 

Lepto rapa hr24 1.46 1.26 1.24 

Lepto rapa hr48 1.53 1.81 0.86 

 

คาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดขาว (n=2)
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รูปท่ี 13 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดขาวของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.2 ปริมาณเม็ดเลือดแดง 
ปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนูตะเภาในทุกกลุมอยูในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม 

Normal ตลอดการทดลอง (ตารางที่ 5  และรูปที่ 14 ) 

 

 

 

ตารางที่ 5  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
 

ปริมาณเม็ดเลือดแดง ( x106 เซลล/ไมโครลติร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 4.78 4.67 4.67 

rapa 4.95 4.61 4.88 

Lepto 4.17 3.88 4.51 

Lepto rapa hr0 4.37 4.58 3.80 

Lepto rapa hr24 4.22 3.78 4.15 

Lepto rapa hr48 4.55 4.01 4.48 

 

 

คาเฉล่ียปริมาณเม็ดเลือดแดง (n=2)
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รูปท่ี 14  แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.3 คาฮีโมโกลบิน 
คาฮีโมโกลบินของหนูตะเภาในทุกกลุมอยูในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม Normal 

ตลอดการทดลอง (ตารางที ่6  และรูปที่ 15) 

 
 
 

ตารางที่ 6 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบนิของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
 

คาเฉลี่ยฮีโมโกลบิน (กรัม/เดซิลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal  12.30 12.50 12.25 

rapa 13.50 12.05 13.25 

Lepto 11.05 9.85 11.90 

Lepto rapa hr0 11.95 11.90 9.65 

Lepto rapa hr24 11.10 9.90 10.80 

Lepto rapa hr48 11.85 10.80 11.75 

 
 

คาเฉล่ียฮีโมโกลบิน (n=2)
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รูปท่ี 15 แสดงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.1.4 คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน 
คาเม็ดเลือดแดงอัดแนนของกลุม Lepto rapa hr0 มีคาลดลงอยางชัดเจนในวันที่ 

6 สวนกลุม Lepto rapa hr24 มีคาลดลงต้ังแตวันที ่4 ในขณะที่กลุมอ่ืนๆ มีคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน

ในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม Normal ตลอดการทดลอง (ตารางที่ 7  และรูปที่ 16 ) 
 

 

ตารางที่ 7 แสดงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 

 

คาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนน (%) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal  40.8 42.6 42.7 

rapa 44.4 39.4 42.7 

Lepto 35.7 34.0 37.5 

Lepto rapa hr0 39.3 40.2 31.8 

Lepto rapa hr24 36.7 32.3 33.7 

Lepto rapa hr48 37.8 38.1 36.9 

 
 
 

คาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนน (n=2)
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รูปท่ี 16 แสดงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 

 



37 

4.4.1.5 ปริมาณเกล็ดเลือด 
พบวาในขณะที่คาเกล็ดเลือดตลอดการทดลองของหนตูะเภากลุม Normal มีการ

เปล่ียนแปลงนอยมาก แตกลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24, Lepto rapa hr48, Lepto และ 

rapa มีคาเกล็ดเลือดลดลงอยางตอเนื่อง โดยที่กลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto 

rapa hr48 มีคาเกล็ดเลือดลดลงอยางรุนแรงมากกวากลุม Lepto และกลุม rapa  (ตารางที่ 8  และ

รูปที่ 17 ) 

ตารางที่ 8 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเกล็ดเลือดของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
 

ปริมาณเกล็ดเลือด (x1,000/ไมโครลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 340.5 377.0 362.5 

rapa 372.0 258.5 165.5 

Lepto 248.5 139.0 134.5 

Lepto rapa hr0 246.5 59.5 21.5 

Lepto rapa hr24 310.5 97.5 33.0 

Lepto rapa hr48 276.0 107.5 37.0 
 

 

 

คาเฉล่ียปริมาณเกล็ดเลือด (n=2)
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รูปท่ี 17 แสดงคาเฉลี่ยปริมาณเกล็ดเลือดของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2 ผลการตรวจวเิคราะหคาชีวเคมีคลินิก 

 4.4.2.1 คา Blood urea nitrogen (BUN) 
คา Blood urea nitrogen (BUN) ของหนูตะเภาในทุกกลุมอยูในระดับปกติ

เชนเดียวกับกลุม Normal ตลอดการทดลอง (ตารางที ่9  และรูปที ่18 ) 

 
 

ตารางที่ 9  แสดงคาเฉลี่ย BUN ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา BUN (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 21.0 21.5 20.0 

rapa 24.5 19.0 21.0 

Lepto 21.5 18.5 29.5 

Lepto rapa hr0 18.5 17.5 24.5 

Lepto rapa hr24 24.5 17.0 19.5 

Lepto rapa hr48 18.5 15.0 21.5 
 

 

 

คาเฉล่ีย BUN (n=2)
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รูปท่ี 18 แสดงคาเฉลี่ย BUN ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2.2 คา Creatinine 
คา Creatinine ของหนูตะเภาในทกุกลุมอยูในระดับปกติเชนเดียวกับกลุม 

Normal ตลอดการทดลอง อยางไรก็ตามพบวาในกลุม Lepto คา Creatinine มีแนวโนมสูงข้ึน

เร่ือยๆ ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 คา Creatinine มีแนวโนมตํ่าลง  (ตารางที่ 10   และรูปที่ 19) 
 

 

 

ตารางที่ 10  แสดงคาเฉลี่ย Creatinine ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา Creatinine (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 0.10 0.18 0.12 

rapa 0.18 0.17 0.25 

Lepto 0.09 0.16 0.47 

Lepto rapa hr0 0.19 0.32 0.22 

Lepto rapa hr24 0.21 0.15 0.34 

Lepto rapa hr48 0.14 0.11 0.21 
 

 

คาเฉล่ีย Creatinine (n=2)
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รูปท่ี 19 แสดงคาเฉลี่ย Creatinine ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2.3 คา AST 
พบวาในวันที่ 2 กลุม Lepto rapa hr0 มีคา AST สูงมากกวากลุมอ่ืนๆ รองลงมา

คือ กลุม rapa และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ ในวันที่ 4  เปนวนัที่กลุม Lepto rapa hr0 และ 

Lepto rapa hr24  มีคา AST สูงสุดในระดับใกลเคียงกนั และสูงมากกวากลุมอ่ืนๆ  และในวันที ่ 6 

กลุมที่ไดรับยาท้ังหมด ไดแก กลุม rapa, Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48   

มีคา AST สูงกวากลุม Normal (ตารางที ่11   และรูปที ่20) 
 

 

ตารางที่ 11 แสดงคาเฉลี่ย AST ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา AST (ยูนิต/ลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 83.5 159.0 69.0 

rapa 128.0 81.5 127.0 

Lepto 55.5 42.0 62.0 

Lepto rapa hr0 171.5 186.5 110.0 

Lepto rapa hr24 96.0 188.5 150.0 

Lepto rapa hr48 59.0 69.5 101.5 
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รูปท่ี 20 แสดงคาเฉลี่ย AST ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.4.2.4 คา ALT 
พบวาในกลุม Lepto rapa hr24, Lepto rapa hr48 และ Lepto คา ALT มีคาลดลง

อยางตอเนื่องจนส้ินสุดการทดลอง  ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 คา ALT แมวาจะพบวาเร่ิม

ลดลงอยางผิดปกติในวนัที ่ 4 แตมีคาสูงข้ึนและอยูในระดับปกติในวนัที ่ 6 สวนกลุม Normal และ 

rapa คา ALT มีคาใกลเคียงกันตลอดการทดลอง (ตารางท่ี 12   และรูปที่ 21) 
 

ตารางที่ 12 แสดงคาเฉลี่ย ALT ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา ALT (ยูนิต/ลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 29.0 47.5 42.0 

rapa 51.5 46.5 54.0 

Lepto 26.5 24.0 3.0 

Lepto rapa hr0 62.0 11.0 25.5 

Lepto rapa hr24 58.0 43.0 6.5 

Lepto rapa hr48 40.0 25.5 3.0 
 

 

คาเฉล่ีย ALT (n=2)

0

10

20

30

40

50

60

70

Normal Rapa Lepto Lepto rapa
hr0

Lepto rapa
hr24

Lepto rapa
hr48

ค
า 

AL
T 

( ย
ูน
ิต

/ลิ
ต
ร)

วันท่ี 2

วันท่ี 4

วันท่ี 6

 
 

รูปท่ี 21 แสดงคาเฉลี่ย ALT ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.3.2.5 คา ALP 
พบวาในกลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24, Lepto rapa hr48 และ Lepto 

คา ALP มีคาลดลงอยางตอเนื่องจนส้ินสุดการทดลอง ในขณะที่คา ALP ของกลุม rapa มีแนวโนม

สูงข้ึนอยางตอเนื่อง สวนกลุม Normal มีคา ALP สูงข้ึนในวนัที ่4 และลดลงในวันที่ 6 (ตารางที่ 13   

และรูปที่ 22) 
 

ตารางที่ 13 แสดงคาเฉลี่ย ALP ของหนตูะเภาแตละกลุมการทดลอง (n=2) 
  

คา ALP (ยูนิต/ลิตร) 
กลุมทดลอง 

วันที ่2 วันที ่4 วันที ่6 

Normal 348.5 367.5 285.5 

rapa 247.5 277.0 300.5 

Lepto 305.0 219.5 153.0 

Lepto rapa hr0 311.5 179.0 130.5 

Lepto rapa hr24 285.0 144.5 144.5 

Lepto rapa hr48 305.0 185.5 94.0 
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รูปท่ี 22 แสดงคาเฉลี่ย ALP ของหนูตะเภาแตละกลุมการทดลอง 
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4.5 ผลการศกึษาทางจลุพยาธวิิทยา 
 4.5.1 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของปอด ตับ และไต  
  4.5.1.1 ปอด 
 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของปอดของหนูตะเภาในกลุม Normal และ Rapa ไมพบ

รอยโรคตลอดการทดลอง (รูปที่ 23 และ 26) 

 หนูตะเภาในกลุม Lepto, Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 เร่ิมพบ

ความผิดปกติของปอดต้ังแตวันที่ 2 หลังฉีดเช้ือ โดยพบเสนเลือดฝอยของถุงลม (interalveolar 

capillaries) มีการค่ังเลือด (congestion) รวมกับผนังถุงลมมกีารหนาตัว เนื่องจากมีการแทรกตัว

ของเซลลอักเสบชนิดตางๆ ไดแก มาโครฟาจ  ลิมโฟไซต และนิวโทรฟล (รูปที่ 31) 

 ในวนัที ่4 ของการทดลอง หนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบ

การค่ังเลือดของเสนเลือดฝอยของถุงลม และพบเลือดออกทั้งที่ผนงัถงุลม (interstitial 

hemorrhage) และในถุงลม (alveolar hemorrhage) รวมกับผนังถุงลมมีการหนาตัวที่มกีารแทรก

ตัวของเซลลอักเสบชนิดตางๆ ขางตน ในขณะที่กลุม Lepto และ Lepto rapa hr0 พบเพยีงการค่ัง

เลือดของเสนเลือดฝอยของถุงลมที่ผนงัถงุลม รวมกับผนังถุงลมมีการหนาตัวที่มกีารแทรกตัวของ

เซลลอักเสบชนิดตางๆ โดยที่ยงัไมพบภาวะเลือดออกทีป่อด (รูปที่ 30) 

 ในวนัที ่ 6 ของการทดลอง พบวาหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr48 เกิดภาวะเลือดออกที่

ปอดอยางรุนแรงมากที่สุดถงึระดับ 5 กลาวคือ มีเลือดออกทัง้ที่ผนังถุงลม (interstitial 

hemorrhage) และในถุงลม (alveolar hemorrhage) เปนบริเวณกวางหลายๆบริเวณ  โดยพบการ

ค่ังเลือดในหลอดเลือดฝอยที่ผนงัถงุลมอยางมาก สามารถสังเกตเห็นการปองออกตรงตําแหนง

รอยตอของเซลลผนังหลอดเลือดฝอย (vascular endothelial cells) อยางชัดเจน (รูปที่ 31F) 

สําหรับกลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 เกิดภาวะเลือดออกที่ปอดอยางรุนแรง

ระดับ 4 (รูปที่ 31) 
  4.5.1.2 ตับ 
 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของตับของหนูตะเภาในกลุม Normal และ  Rapa ไมพบ

รอยโรคตลอดการทดลอง (รูปที่ 24 และ 27) 

 พบรอยโรคของตับในกลุม Lepto และ Lepto rapa hr0 ในวนัที ่2 หลังฉีดเช้ือโดยในกลุม 

Lepto พบการสูญเสียโครงสราง (disorganization) ของ hepatic cell cord (รูปที ่32G และ 32H) 

ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 เร่ิมพบการตายของเซลลตับ (hepatocellular necrosis) ลักษณะ

เปน pyknotic nuclei โดยพบเปนหยอมๆ หลายหยอม (multifocal) (รูปที่ 32A และ 32B) 

 ในวนัที ่ 4 ของการทดลอง หนูตะเภาในกลุม Lepto พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิด

นิวโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา (portal vein) (รูป 33G และ 33H) กลุม Lepto 
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rapa hr0  พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดแดง (รูป

ที ่33A และ 33B)  ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการตายของเซลลตับ

มีลักษณะ pyknotic nuclei โดยพบเปนหยอมๆ หลายหยอม (รูปที่ 33C, 33D, 33E และ 33F) 

 ในวนัที ่ 6 ของการทดลอง หนูตะเภากลุม Lepto พบการคั่งเลือดใน hepatic sinusoids 

(รูปที่ 34G และ 34H) กลุม Lepto rapa hr0 พบการบวมของเซลลตับ รวมกับพบเซลลตับที่กาํลัง

แบงตัวสูงข้ึน (34A และ 34B) ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr24 พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบ

ชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา รวมกับการเกิดการตายของหลอดเลือด และ

เนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนัน้ (รูปที่ 34C และ 34D) และกลุม Lepto rapa hr48 พบการแทรกตัว

ของเซลลอักเสบชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดแดง รวมกับการเกิดเนื้อตายของ

หลอดเลือด และเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนั้น (รูปที่ 34E และ 34F) 
  4.5.1.3 ไต 
 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของไตของหนูตะเภาในกลุม Normal และ Rapa ไมพบ

รอยโรคตลอดการทดลอง (รูปที่ 25 และ 28) 

 ในกลุมทดลองทีถู่กฉีดเช้ือทัง้หมดพบรอยโรคต้ังแตวันที ่ 2 หลังฉีดเช้ือ โดยในกลุม Lepto 

เร่ิมพบภาวะเลือดออกรอบๆ ทอไตที่มีความรุนแรงปานกลาง (รูปที่ 35G และ 35H) ในขณะทีก่ลุม 

Lepto rapa hr0 พบภาวะเลือดออกรอบๆ ทอไตสวนตนที่ไมรุนแรง (รูปที่ 35A และ 35B) สําหรับ 

Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการคั่งเลือดของหลอดเลือดฝอยที่อยูระหวางทอไตสวน

ตน (รูปที่ 35C, 35D, 35E และ 35F) 

 ในวนัที ่ 4 ของการทดลอง พบเลือดออกที่รุนแรงมากข้ึนในกลุม Lepto, Lepto rapa hr24 

และ Lepto rapa hr48 โดยพบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต (glomerulus) และทอไต รวมกับ

การบวมของเซลลเยื่อบุทอไต (รูปที่ 36G, 36H, 36C, 36D, 36E และ 36F) ในขณะที่กลุม Lepto 

rapa hr0 พบการบวมของเซลลเยื่อบุทอไต โดยไมพบเลือดออกที่หนวยกรองไต และทอไต (36A 

และ 36B) 

 ในวนัที ่ 6 ของการทดลอง หนูตะเภากลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ยังคง

พบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต และทอไต รวมกบัการบวมของเซลลเยื่อบุทอไต (รูปที่ 37C, 

37D, 37E และ 37F) ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0  พบภาวะเลือดออกที่ไตเล็กนอย และพบการ

บวมของเซลลเยื่อบุทอไต (37A และ 37B) สวนกลุม Lepto พบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต 

และทอไต รวมกับการตายของเซลลเยื่อบุทอไต และการแทรกตัวของนวิโทรฟลจํานวนมากรอบๆ

หนวยกรองไต และทอไต (37G และ 37H) 
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รูปท่ี 23  แสดงจุลพยาธิวทิยาของปอดวันที ่6 ของหนูตะเภาในกลุม Normal: A-B; bar = 50 μm, 

C-D; bar = 20 μm 

  

  
 
รูปท่ี 24  แสดงจุลพยาธิวทิยาของตับวนัที ่6 ของหนตูะเภาในกลุม Normal : A-B; bar = 50 μm, 

C-D; bar = 20 μm 

A B

DC

A

D

B

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

C-D; bar = 20 μm 
 

  

  
 
รูปท่ี 26  แสดงจุลพยาธิวทิยาของปอดวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Rapa : A-B; bar = 50 μm,  

C-D; bar = 20 μm 

A B

DC

A B

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

C-D; bar = 20 μm 

  

  
 

รูปท่ี 28  แสดงจุลพยาธิวทิยาของไตวันที่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Rapa : A-B; bar = 50 μm,  

C-D; bar = 20 μm 
 

A B

DC

D

A B

C
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รูปท่ี  29 แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa 

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

อักเสบ ; bar = 20 μm 

A B

HG

FE 

DC
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รูปท่ี 30 แสดงจุลพยาธิวิทยาของปอดในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa 

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

แทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดตางๆ  และกลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบเลือดออกในถุงลมรวม

ดวย ; bar = 20 μm 

G

F

H

E

C D

BA
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รูปท่ี 31  แสดงจุลพยาธิวทิยาของปอดในวันที ่ 6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), 

Lepto rapa hr24 (C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : ทกุกลุมพบเลือดออกอยาง

รุนแรงที่ผนังถงุลม และในถุงลม ; bar = 20 μm 

G

E F

H

B

C

A

D
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รูปท่ี 32 แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวันที่ 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

(C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto พบการสูญเสียโครงสรางของ hepatic cell cord 
ในขณะท่ีกลุม Lepto rapa hr0 พบการตายของเซลลตับ ; bar = 20 μm 

A B

DC

HG 

FE
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รูปท่ี 33 แสดงจุลพยาธิวิทยาของตับในวันที่ 4 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

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

เซลลตับ  ในขณะท่ีกลุม Lepto rapa hr0 และ Lepto พบการแทรกตัวของนิวโทรฟล และลิมโฟไซต รอบๆ หลอด

เลือด ; bar = 20 μm 

A B 

C  D

H G 

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

hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการแทรกตัวของนิวโทรฟล และลิมโฟไซต รอบๆ 

หลอดเลือด กลุม Lepto พบการค่ังเลือดของ hepatic sinusoidsอยางรุนแรง  สวนกลุม Lepto rapa hr0 พบการบวมของเซลลตับ ; 

bar = 20 μm  

D C 

E F 

H G 

A B 
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รูปที่ 35 แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวันท่ี 2 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

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

ของหลอดเลือดฝอยที่อยูระหวางทอไตสวนตน ในขณะท่ีกลุม Lepto และ Lepto rapa hr0 พบเลือดออกรอบๆ 

ทอไตสวนตน ; bar = 50 μm 

A B 

D C 

H G 

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

hr48 (E,F) และ Lepto (G,H) : กลุม Lepto, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบเลือดออกรอบๆหนวยกรองไต และทอไต 

ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr0 พบการบวมของเซลลเย่ือบุทอไต ; bar = 50 μm 

A B 

D C 

H G 

F E 
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รูปที่ 37 แสดงจุลพยาธิวิทยาของไตในวันท่ี 6 ของหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 (A,B), Lepto rapa hr24 

(C,D), Lepto rapa hr48 (E,F) และ Lepto (G,H)   พบเลือดออกรอบๆหนวยกรองไต      และทอไตในทุกกลุม                

โดยเฉพาะ กลุม Lepto พบการตายของเซลลเย่ือบุทอไต รวมกับการแทรกตัวของนิวโทรฟลจํานวนมากรอบๆ

หนวยกรองไต และทอไต ;  bar = 50 μm 

A 

D 

B 

C 

H G 

F E 
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4.5.2 ผลการตรวจหาตัวเช้ือเลปโตสไปราในอวยัวะตางๆ โดยการยอมดวยวิธี Warthin-
Starry method  

การยอมสีสไลดดวยวิธ ี Warthin-Starry method ไมสามารถตรวจพบเช้ือเลปโตสไปราที่

ปอด แตสามารถตรวจพบเฉพาะที่ตับและไตเทานัน้ โดยที่ตับพบเฉพาะกลุม Lepto ในวนัที ่4 หลัง

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

กลุม Lepto rapa hr48 วันที ่4 (Lepto rapa hr48 –d4) (2/2) สําหรับที่ไตพบเฉพาะกลุม Lepto rapa 

hr48 วันที ่6 หลังฉีดเชื้อ (Lepto rapa hr48 –d6) (1/2) เทานัน้ ดังแสดงในตารางที ่14    

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

และLepto rapa hr0-d6 (รูปที่ 40A-B) พบวามีลักษณะเปนเสนเรียว ลาํตัวบิดงอไมเปนเสนตรง ติด

สีน้ําตาลเขม เช้ือบางตัวพบในเซลลตับ (รูปที่ 40A) เช้ือบางตัวพบในใน sinusoid (รูปที่ 39B) และ

เช้ือบางตัวพบในเซลลตับที่ตายแลว โดยเซลลตับดังกลาวพบ pyknotic nuclei ในเซลล (รูปที่ 

40B) สวนเชื้อที่พบที่ไตพบในกลุม Lepto rapa hr48-d6 เช้ือมีลักษณะเชนเดียวกับทีพ่บในตับ โดย

พบในสวนของทอไตสวนตน (proximal renal tubules) (รูปที่ 41A-B) 

ตารางที่ 14 แสดงการตรวจพบเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธ ีWarthin-Starry method 

 

การตรวจพบเชื้อเลปโตสไปรา (n=2) 

กลุมทดลอง 

วันที่

เก็บ

ตัวอยาง ปอด ตับ ไต 

Lepto rapa hr0 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 

0 
2 

0 

0 

0 

Lepto rapa hr24 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Lepto rapa hr48 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 
2 
0 

0 

0 
1 

Lepto 

2 

4 

6 

0 

0 

0 

0 
1 
0 

0 

0 

0 
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รูปที่ 38 (A, B) แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr48 

ในวนัที ่4 หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวธิี Warthin-Starry method 

A 

B 
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รูปที่ 39 (A, B) แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto ในวนัที ่4 

หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวิธ ีWarthin-Starry method 
 

A 

B 
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รูปที่ 40 (A,B) แสดงการพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรช้ี) ที่ตับของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr0

ในวนัที ่6 หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวธิี Warthin-Starry method 
 

A 

B 
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รูปที่ 41 (A, B) แสดงการตรวจพบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ไตของหนูตะเภากลุม Lepto rapa 

hr48วันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ ; bar = 10 μm, ยอมดวยวธิี Warthin-Starry method 

 

A 

B 
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4.6 ผลการศกึษาทางมหจลุกายวภิาคภายใตกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอนชนิดสองผาน 

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน ในกลุม 

Lepto หลังฉีดเชื้อในวันที่ 6 (Lepto d6) และ กลุม Lepto rapa hr0 หลังฉีดเชื้อในวันที่ 6 (Lepto 

rapa hr0 –d6) สามารถตรวจพบเช้ือเลปโตสไปราไดในปอด ตับ และไตทั้ง 2 กลุม  

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผานของหนู

ตะเภาในกลุม Lepto d6 สามารถตรวจพบเช้ือไดในปอด (รูปที่ 42) ตับ (รูปที่ 45 และ 46) และไต 

(รูปที่ 47) ที่ตับสามารถพบเช้ือในไซโตพลาสม (รูปที่ 45) และนิวเคลยีส (รูปที่ 46) ของเซลลตับ 

สวนที่ไตสามารถพบเช้ืออยูในไซโตพลาสม (รูปที่ 47A) และนิวเคลียส (รูปที่ 47C) ของเซลลเยื่อบุ

ทอไต (renal tubular epithelium) โดยเชือ้เลปโตสไปราทีพ่บมีลักษณะเปนเสน บดิเปนเกลียว ที่

สวนปลายของตัวเชื้อมีลกัษณะเปนกลมรีคลายหวักระสุนปน (รูปที4่7B) เช้ือคงอยูในเซลลโดยที่ไม

พบการเปล่ียน แปลงของเซลลตางๆ 

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผานของหนู

ตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0-d6 พบเช้ือเฉพาะที่ไตเทานั้น โดยพบเชื้อในไซโตพลาสมของเซลล

เยื่อบุทอไต (รูปที่ 48) 

ผลการศึกษาทางมหจุลกายวิภาคภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน ของ

ปอดของหนูตะเภาทัง้สองกลุม พบลักษณะการหนาตัวของ alveolar septum ไดอยางชัดเจน โดย

พบการแทรกตัวของนวิโทรฟล และมาโครฟาจ รวมกับพบลักษณะการค่ังเลือดของเสนเลือดฝอย

ของถุงลม (pulmonary capillary congestion) (รูปที่ 43 และ 44) 
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รูปที่ 42 แสดงเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ปอดของหนตูะเภากลุม Lepto  d6                                               

(RBC = เม็ดเลือดแดง), TEM 
 

 

 

 

 

 

 

 

RBC 
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รูปที่ 43 แสดงปอดของหนตูะเภากลุม Lepto d6  พบลักษณะการหนาตัวของ alveolar septum ที่

มีการแทรกตัวของนิวโทรฟลล (N)และมาโครฟาจ (M) รวมกับพบลักษณะการค่ังเลือดของเสน

เลือดฝอยของถุงลม (pulmonary capillary congestion), TEM 

 
 

 

  
 

รูปที่ 44 แสดงปอดของหนตูะเภากลุม Lepto rapa hr0-d6 พบลักษณะการหนาตัวของ alveolar 

septum ที่มีการแทรกตัวของนวิโทรฟล (N) และมาโครฟาจ (M) รวมกับพบลักษณะการค่ังเลือด

ของเสนเลือดฝอยของถุงลม (pulmonary capillary congestion), TEM 
 

 

A B 

A B 

M 

M 

N 

M 

M 

M 

N 

M 

N 
M 

N 
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รูปที่ 45 แสดงเช้ือเลปโตสไปราท่ีตับของหนูตะเภากลุม  Lepto d6  

A) พบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรช้ี) อยูภายในไซโตพลาสมของเซลลตับ (N = นิวเคลียส) 

B) พบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรช้ี) อยูภายในนิวเคลียสของเซลลตับ (N = นิวเคลยีส) 
 

N 

N 

A 

B 
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รูปที่ 46 แสดงเช้ือเลปโตสไปราท่ีไตของหนูตะเภากลุม Lepto d6   

A, B) พบเช้ือเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) อยูภายในไซโตพลาสมของเซลลเยื่อบุทอไต   

C, D) พบเชื้อเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ในนวิเคลียสของเซลลเยื่อบุทอไต   

(B เปนภาพขยายของ A, D เปนภาพขยายของ C, N = นิวเคลียส, M = ไมโตครอนเดรีย) 
 

 

A B 

D C 

M 

N 

M 

M 
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รูปที่ 47 แสดงเชื้อเลปโตสไปรา (ลูกศรชี้) ที่ไตของหนูตะเภากลุม Lepto rapa hr0-d6                         

(N = นิวเคลยีส, M = ไมโตครอนเดรียของเซลลเยื่อบุทอไต)  
 

 

 

 

 

 

 

 

N 

M M M 

M 
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4.7 ผลการตรวจพบการสะสมของสารอิมมูนโนกลอบูลินชนิดตางๆ ในปอด ไต และตับ  
ดวยวธิ ีIFAT  

4.7.1 ผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในปอด ไต และตับ 
 ในกลุม  Normal และ Rapa ไมพบการสะสมของ IgM  ที่ปอด ไต และตับ (รูปที่ 

48, 51 และ 54) ในขณะทีก่ลุม Lepto สามารถตรวจพบการสะสมของ IgM ที่ปอด ไต และตับ 

โดยที่ปอดพบการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่ผนังถุงลมไดอยางชัดเจนในวนัที ่ 4 และ 6 หลังฉีดเช้ือ 

(รูปที่ 48-50)  ในขณะที่ไตพบการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่หนวยกรองไต ซึ่งพบไดต้ังแตวันที่ 2 

และพบปริมาณการสะสมมากข้ึนเร่ือยๆ สามารถพบไดอยางชัดเจนในวนัที ่ 6 หลังฉีดเชื้อ (รูปที ่

51-53) สวนทีตั่บพบการสะสมปริมาณนอยในเนื้อเยื่อในวันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ (รูปที่ 54) สําหรับใน

กลุมทีถู่กฉีดเช้ือและไดรับยาราปาไมซนิมเีพียงกลุม Lepto rapa hr48 เทานั้น ทีพ่บการสะสมของ 

IgM ปริมาณนอยที่ปอด ไต และตับ ในวนัท ี4 และ6 (รูปที่ 48, 51 และ 54)  
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ตารางที่ 15 แสดงผลการสะสมของ IgM ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

+2 

+1 

+1 

0 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

0 

0 

+3 

0 

+1 

+1 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

+1 
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รูปที่ 48 แสดงผลการตรวจพบการสะสม IgM ในปอด ดวยวิธ ีIFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

 Lepto 

Rapa 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Normal 
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รูปที่ 49 แสดงการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่ผนังถุงลม ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 4, bar=20 μm  

  

  
 

รูปที่ 50 แสดงการติดสีเรืองแสงของ IgM ที่ผนังถุงลม ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 6, bar = 20 μm 
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รูปที่ 51 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในไต ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Normal 
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รูปที่ 52 แสดงผลการสะสมของ IgM ที่หนวยกรองไต ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 4, bar = 20 μm 

  

  
 

รูปที่ 53 แสดงผลการสะสมของ IgM ที่หนวยกรองไต ของหนูตะเภาในกลุม Lepto วันท่ี 6, bar = 20 μm 
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รูปที่ 54 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgM ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 20 μm 

 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 2 วันที่ 4 
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4.7.2 ผลการตรวจการสะสมของ IgG ในปอด ไต และตับ 
พบการสะสมของ IgG ที่ปอดเฉพาะหนตูะเภาในกลุม Lepto วนัที่ 6 หลังฉีดเชื้อ โดยพบ

ในปริมาณนอย ในขณะทีท่กุกลุมไมพบการสะสมของ IgG ที่ไต สําหรับการสะสมของ IgG ที่ตับ 

ทุกกลุมยกเวนกลุม Lepto rapa hr48 พบปริมาณเล็กนอยในวนัที ่2  4 และ6 หลังฉีดเชื้อ โดยกลุม 

Lepto rapa hr48 พบการสะสมของ IgG ที่ตับปริมาณนอย เฉพาะในวันที่ 4 หลังฉีดเชื้อ (ตารางที ่

16 และรูปที่ 55-57) 

 

ตารางที่ 16 แสดงผลการสะสมของ IgG ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงของ IgG ในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

0 
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รูปที่ 55 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในปอด ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 2 วันที่ 4 
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รูปที่ 56 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในไต ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 
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รูปที่ 57 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgG ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 2 วันที่ 4 
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4.7.3 ผลการตรวจการสะสมของ IgA ในปอด ไต และตับ 
ทุกกลุมการทดลองไมพบการสะสมของ IgA ที่ปอด แตพบการสะสมของ IgA ปริมาณ

นอยที่ไตในวนัที่ 2 4 และ 6 หลังฉีดเชื้อ ในขณะทีพ่บการสะสมของ IgA ที่ตับ เฉพาะหนูตะเภาใน

กลุมทีถู่กฉีดเช้ือเทานัน้ โดยในกลุม Lepto พบการสะสมของ IgA ปริมาณนอยในวันที่ 2  4 และ 6 

หลังฉีดเชื้อ และกลุมที่ไดรับยารวมดวยทุกกลุมพบการสะสมของ IgA ปริมาณนอยเฉพาะในวนัที ่

6 (ตารางที ่17 และรูปที่ 58-60) 
 

ตารางที่ 17 แสดงผลการสะสมของ IgA ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงของ IgA ในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 
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รูปที่ 58 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในปอด ดวยวธิี IFAT, bar = 20 μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Rapa 

Normal 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 
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รูปที่ 59 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในไต ดวยวธิี IFAT, bar = 20μm 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 

Normal 

Rapa 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr24 
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รูปที่ 60 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ IgA ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 

Rapa 

Normal 
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4.7.4 ผลการตรวจการสะสมของ C3 ในปอด, ไต และตับ 
กลุม Lepto สามารถตรวจพบการสะสมของ C3 ที่ปอดปานกลาง โดยพบที่ผนงัถุงลม 

และรอบๆหลอดเลือด ในวนัที ่ 4 และ 6 หลังฉีดเชื้อ ในขณะทีก่ลุม Lepto rapa hr0 และ Lepto 

rapa hr48 พบการสะสมปริมาณนอยในวันที่ 6 หลังฉีดเชื้อ และตรวจไมพบการสะสมของ C3 ใน

กลุม Normal Rapa และ Lepto rapa hr24 สําหรับการสะสมของ C3 ที่ไต ตรวจพบปริมาณนอยใน

ทุกกลุมในวันที่ 2  4 และ 6 หลังฉีดเชื้อ สวนการสะสมของ C3 ที่ตับ ตรวจพบปริมาณนอยในทกุ

กลุมในวันที่ 2  4 และ 6 หลังฉีดเชื้อเชนกนั ยกเวนในกลุม Normal ทีเ่ร่ิมพบเล็กนอยในวนัที่ 6 หลัง

ฉีดเชื้อเทานัน้ (ตารางที ่18 และรูปที่ 61-63) 

ตารางที่ 18 แสดงผลการสะสมของ C3 ในปอด ไต และตับ ดวยวิธ ีIFAT 
 

คะแนนการยอมติดสีเรืองแสงของ C3 ในเนื้อเยื่อ  
อวัยวะ 

กลุมทดลอง 

(n=2) วันที 2  วันที ่4 วันที่ 6 

ปอด 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

0 

+1 

0 

0 

0 

0 

0 

+2 

0 

0 

+1 

0 

0 

+2 

+1 

0 

+1 

ไต 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

ตับ 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto rapa hr0 

Lepto rapa hr24 

Lepto rapa hr48 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

0 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 

+1 
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รูปที่ 61 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในปอด ดวยวธิี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Lepto 
rapa 
hr24 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Normal 

Rapa 

Lepto 
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รูปที่ 62 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในไต ดวยวิธี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 6 วันที่ 4 วันที่ 2 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 
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รูปที่ 63 แสดงผลการตรวจพบการสะสมของ C3 ในตับ ดวยวิธี IFAT, bar = 50 μm 

วันที่ 2 วันที่ 4 วันที่ 6 

Normal 

Rapa 

Lepto 

Lepto 
rapa 
hr48 

Lepto 
rapa 
hr0 

Lepto 
rapa 
hr24 



บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั และอภิปรายผลการวิจัย 
 จากผลการทดลองพบวาหนตูะเภาในกลุมที่ถูกฉีดเชื้อเลปโตสไปราทั้งหมดไดแก กลุมที่

ถูกฉีดเชื้ออยางเดียว (Lepto) และกลุมที่ถูกฉีดเชื้อเลปโตสไปราและไดรับการปอนยาราปาไมซิน

ทั้ง 3 กลุม (Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48) เร่ิมแสดงอาการปวยที่

สังเกตไดดวยตาเปลาหลังการฉีดเชื้อเลปโตสไปรา 4 วนั กลาวคือ น้ําหนกัตัวของหนูตะเภาในกลุม

ตางๆ ดังกลาวลดลง ในขณะที่น้าํหนกัตัวของหนูกลุมปกติ (Normal) และหนกูลุมที่ไดรับการปอน

ยาราปาไมซินอยางเดียว (Rapa) เพิม่ข้ึนเร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง  ซึ่งสอดคลองกับรอยโรค

ทางมหพยาธิวิทยาของกลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 ที่พบรอยโรค

ปนเลือดออก (patchy hemorrhage) ที่ผนังชองทอง พบจุดเลือดออกขนาดเล็ก (petechial 

hemorrhage) ที่ปอด  และตับมีสีเหลือง (mild icterus)  ในขณะทีห่นกูลุม Lepto พบจุดเลือดออก

ที่ปอด และผนังชองทองเชนเดียวกับการศึกษาของทั้ง Nally และคณะ (2004) และ Ristow และ

คณะ (2007) แมวาใชเช้ือเลปโตสไปราตางชนิดกัน โดยที ่ Nally และคณะ (2004) ใช L. 

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

Lai และความรุนแรงของรอยโรคที่อวัยวะตางๆ มีแนวโนมมากข้ึน    โดยในวนัที ่ 6 หลังฉีดเชื้อ 

พบวากลุม Lepto rapa hr0, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 เกิดปนเลือดออกอยางรุนแรง

มากข้ึนที่ผนังชองทอง และมีความรุนแรงมากกวาในกลุม Lepto รอยโรคที่ปอดพบจุดเลือดออก

มากข้ึนในกลุมที่ถกูฉีดเชื้อทั้งหมด โดยพบวากลุม Lepto rapa hr48 พบจุดเลือดออกมากทีสุ่ด 

รองลงมา ไดแกกลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ และรอยโรคที่ตับ

ของกลุมทีถู่กฉีดเชื้อทั้งหมด พบวามีสีเหลืองมากข้ึน (moderate to severe icterus)  นอกจากนี้

ในกลุมที่ถูกฉีดเชื้อทั้งหมด พบจุดเลือดออกที่ผิวของลําไส ในขณะที่กลุม Normal และ Rapa ไม

พบรอยโรค 

  ในการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาของปอดพบวา กลุม Normal และ Rapa ไมพบรอยโรค

ตลอดการทดลอง ในขณะที่ตรวจพบรอยโรคไดในทุกกลุมทีถู่กฉีดเช้ือเลปโตสไปราในวันที ่ 2 ภาย 

หลังฉีดเชื้อ โดยพบวามีการค่ังเลือดของเสนเลือดฝอยของถุงลม รวมกับการหนาตัวของผนงัถงุลม

เนื่องจากมีการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดตางๆ   ไดแก มาโครฟาจ, ลิมโฟไซต และนิวโทรฟล 

ในวนัที่ 4 หลังการฉีดเชื้อ รอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของปอดในแตละกลุมมีความรุนแรงมากขึ้น 

โดยกลุม  Lepto rapa hr24   และ  Lepto rapa hr48   เกดิรอยโรคที่รุนแรงกวากลุม   Lepto     และ 

Lepto rapa hr0 กลาวคือ ในสองกลุมแรกดังกลาว พบภาวะเลือดออกทัง้ที่ผนังถุงลม (interstitial 
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hemorrhage) และในถุงลม (alveolar hemorrhage) เปนหยอมๆ หลายหยอม  ในขณะที่ในสอง

กลุมหลังไมพบภาวะดังกลาว ในวนัที่ 6 หลังการฉีดเชือ้ กลุมที่ถกูฉีดเชื้อทั้งส่ีกลุมพบการค่ังเลือด

ของเสนเลือดฝอยของถุงลมอยางเดนชัด สามารถสังเกตเห็นการปองออกตรงตําแหนงรอยตอของ

เซลลผนังหลอดเลือดฝอยอยางชัดเจน และเกิดภาวะเลือดออกอยางรุนแรงที่ผนังถุงลม และในถุง

ลมเปนบริเวณกวางหลายๆบริเวณ  อยางไรก็ตามรอยโรคที่ปอดของกลุม Lepto rapa hr48 มีความ

รุนแรงมากที่สุด รองลงมาเปนกลุม Lepto, Lepto rapa hr0 และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ  

 ผลการศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของตับตลอดการทดลองพบวา กลุม Normal 

และ Rapa ไมพบรอยโรค ในขณะทีก่ลุม Lepto rapa hr48 และ Lepto rapa hr24 พบรอยโรคที่ตับ

รุนแรงมากที่สุด รองลงมาเปนกลุม Lepto และกลุม Lepto rapa hr0 พบรอยโรคที่ตับรุนแรงนอย

ที่สุด กลาวคือกลุม Lepto rapa hr48 และ Lepto rapa hr24 พบการตายของเซลลตับมีลักษณะ 

pyknotic nuclei โดยพบเปนหยอมๆ หลายหยอม (multifocal hepatocellular necrosis) รวมกับ

พบการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา และหลอด

เลือดแดง และการเกิดเนื้อตายของหลอดเลือด และเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนั้น ในขณะที่กลุม 

Lepto พบการค่ังเลือดใน hepatic sinusoids อยางรุนแรง รวมกับการแทรกตัวของเซลลอักเสบ

ชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา สวนกลุม Lepto rapa hr0  พบเพียงการบวม

ของเซลลตับ รวมกับการแทรกตัวของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือด

แดงเทานัน้ 

 ผลการศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาของไตตลอดการทดลองพบวา กลุม Normal และ 

Rapa ไมพบรอยโรค ในขณะที่กลุม Lepto พบรอยโรคที่ไตรุนแรงมากที่สุด รองลงมาเปนกลุม 

Lepto rapa hr48, Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr0 ตามลําดับ กลาวคือ ในขณะที่ในกลุม 

Lepto พบการตายของเซลลเยื่อบุทอไต พบเลือดออกทั้งรอบๆหนวยกรองไต และทอไต รวมกบั

การบวมของเซลลเยื่อบุทอไต สําหรับกลุม Lepto rapa hr24 และ Lepto rapa hr48 พบการคัง่เลือด

ของหลอดเลือดฝอยที่อยูระหวางทอไตสวนตน พบเลือดออกอยางรุนแรงทั้งรอบๆหนวยกรองไต 

และทอไต รวมกับการบวมของเซลลเยือ่บุทอไต สวนกลุม Lepto rapa hr0 พบเพียงภาวะ

เลือดออกที่ไตเล็กนอย รวมกับการบวมของเซลลเยื่อบุทอไตเทานัน้  

 ผลการวิเคราะหรอยโรคโดยรวมทัง้ระดับมหพยาธิวิทยา และจุลพยาธิวิทยา ที่ปอด ตับ 

และไต พบวาหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 มีความรุนแรงของรอยโรคนอยที่สดุ ในขณะทีก่ลุม 

Lepto rapa hr48  มีความรุนแรงของรอยโรคมากที่สุด สําหรับกลุมที่มีความรุนแรงมากรองลงมา 

ไดแก กลุม Lepto และ Lepto rapa hr24 ตามลําดับ ซึ่งอธิบายไดวาแมวาเชื้อเลปโตสไปราจะ

สามารถกระตุนโมโนไซตหล่ังไซโตไคนที่เกีย่วของในกระบวนการอักเสบ และการติดเชื้อชนิดตางๆ 

เชน TNF-α และ IL-6 เปนตน ไดต้ังแตชั่วโมงที่ 6 ภายหลังการฉีดเชื้อ (Dorigatti et al., 2005)  
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โดยทีพ่บวาปริมาณของ TNF-α ที่สงูมากสัมพันธกับความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรซิส และ

อัตราการเสียชีวิตของผูปวยที่สูงข้ึน (Tajiki and Salamao, 1996; Wagenaar et al., 2007) และ 

IL-6 เปนไซโตไคนที่ความสําคัญในกระบวนการสราง IgG, IgM และ IgA (Sehgal, 2003) ซึ่งเมื่อ

ไซโตไคนเหลานั้นถูกยับยั้งการทํางานโดยฤทธ์ิของยาราปาไมซิน ซึง่หนูตะเภาไดรับต้ังแตชั่วโมงที่ 

0 ภายหลังการฉีดเชื้อ หรือกลาวอีกนยัคือ หนูไดรับยากอนที่จะมกีารหล่ัง TNF-α และ  IL-6 เปน

ผลใหสามารถลดกระบวนการอักเสบ แตอยางไรก็ตามหนูตะเภาในกลุม Lepto rapa hr0 ยังคงพบ

รอยโรคตางๆขางตน ในขณะที่กลุม Lepto rapa hr48 ไดรับยาภายหลังฉีดเชื้อ 2 วัน เปนผลใหไม

สามารถยับยัง้กระบวนการอักเสบที่เกิดข้ึนกอน ทําใหหนตูะเภาในกลุม Lepto rapa hr48 เกิดรอย

โรคที่รุนแรงมากกวากลุมอ่ืน อยางไรก็ตามเปนทีน่าสังเกตวา หากมีเพยีงบทบาทของไซโตไคนที่

เกี่ยวของกับรอยโรคที่เกิดข้ึนในอวยัวะตางๆ กลุม Lepto rapa hr48 นาจะเกิดรอยโรคในลักษณะที่

ใกลเคียงกบักลุม Lepto แตจากการทดลองคร้ังนีพ้บวากลุม Lepto rapa hr48 เกิดรอยโรคที่รุนแรง

กวากลุม Lepto มาก 

 ในการศึกษาดวยวธิี IFAT พบการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายของหนูตะเภาท่ีถกู

ฉีดเชื้อเลปโตสไปรา เนื่องจากพบการสะสม IgM, IgG และ C3 ที่ผนังถุงลม และในถุงลมของปอด 

และที่หนวยกรองของไต สอดคลองกับการศึกษาของ Nally คณะ (2004) จากการศึกษาที่ผานมา

พบวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายดังกลาว อาจเปนผลทาํใหเกิดภาวะเลือดออกที่

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

การใหยาราปาไมซินซึง่เปนยากดภูมิคุมกนั แมวาสามารถลดการสะสมของอิมมูนโนกลอบูลนิชนดิ

ตางๆดังกลาวที่ผนงัถงุลม และในถุงลมได แตยังคงพบการเกิดภาวะเลือดออกทีป่อดอยางรุนแรง 

โดยเฉพาะในกลุมที่ไดรับยาชาที่สุด (Lepto rapa hr48) สอดคลองกับการศึกษาของ Viriyakosol 

และคณะ (2006) กลาวคือ เมื่อทําการฉีดเชื้อ L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae แก

หนถูีบจักรชนดิ C3H/Hej (เปนสัตวทดลองที่ไวตอการติดเชื้อเลปโตสไปราชนิดกอโรคเชนเดียวกับ

หนูตะเภาท่ีใชในการศึกษานี)้ และหนูถีบจักรชนิด C3H/Hej-SCID (เปนหนชูนดิ C3H/Hej ที่

ภูมิคุมกันของรางกายบกพรองเนื่องจากขาดทั้งลิมโฟไซต ชนิดท ี และบี) เปรียบเทียบกับหนูชนดิ 

C3H/Ouj (เปนหนูถีบจกัรชนิด wild-type) ผลการศึกษาพบวาหนูชนิด C3H/Hej-SCID ตายเร็ว

กวาหนูชนิด C3H/Hej และผลการชันสูตรซากพบวาหนูชนิด C3H/Hej และC3H/Hej-SCID เกิด

รอยโรคตางๆในลักษณะแบบเดียวกนัคือ สภาพซากเหลือง (icterus) มีเลือดออกทีป่อด และมาม

โต ในขณะทีห่นูชนิด C3H/Ouj ไมแสดงอาการปวยและตาย และไมพบรอยโรคจากการชันสูตร

ซาก ซึง่คณะผูวิจัยสรุปวา แมจะกระทาํใหเกิดความบกพรองตอการผลิตแอนติบอดี และ ลิมโฟ

ไซต ชนิดท ีและบี ก็ไมสามารถปองกนัการเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดจากโรคเลปโตสไปโรซิสได 
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 การทดลองนีพ้บวาหนูตะเภาท่ีถกูฉีดเชื้อเลปโตสไปราเกิดภาวะเกล็ดเลือดตํ่า สอดคลอง

กับการศึกษาของ Yang  และคณะ (2006b)  อยางไรก็ตามหนทูี่ถูกฉีดเชื้อเลปโตสไปรา และไดรับ

ยาราปาไมซินในทุกกลุม เกดิภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง (severe thrombocytopenia) ความ

รุนแรงที่เกิดข้ึนอาจเปนผลจากยาราปาไมซิน เนื่องจากหนูตะเภาท่ีไดรับยาราปาไมซินอยางเดียวก็

มีแนวโนมของภาวะเกล็ดเลือดตํ่า แตหนูตะเภากลุมนี้ไมพบรอยโรคเลือดออกที่อวยัวะใดเลย 

ภาวะเกล็ดเลือดตํ่าในโรคเลปโตสไปโรซิสในการศึกษาคร้ังนี้     สอดคลองกับรายงานผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิสที่มักพบภาวะเกล็ดเลือดตํ่ารวมดวยเสมอ (Tantitanawat  and Tanjatham, 2003; 

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

กลไกการเกิดภาวะเกล็ดเลอืดตํ่าในโรคนีย้ังไมเปนทีท่ราบแนชัด อยางไรก็ตาม Yang และคณะ 

(2006b) อธิบายการเกิดภาวะเกล็ดเลือดตํ่าในหนูตะเภาทีถู่กฉีดเช้ือเลปโตสไปราชนิดกอโรควา

อาจผลมาจากการไปอยูรวมกันของเกล็ดเลือด (aggregation of platelets) และถูกเก็บกิน 

(phagocytosis) โดย Kupffer cell ในตับ นอกจากนี้พบวาสาร lipopolysaccharide (LPS) ซึ่ง

เปนสารพิษจากผิวนอกของตัวเชื้อเลปโตสไปรา (outer membrane) สามารถกดการทํางานของไข

กระดูกซึ่งเปนอวัยวะที่สรางเกล็ดเลือด  (Faine et al.,1999; Somers et al., 2003) 

 ผลการศึกษาทางจุลพยาธวิทิยาเพื่อตรวจหาตัวเชื้อเลปโตสไปราในอวยัวะตางๆ ดวยการ

ยอมสีสไลดดวยวธิี Warthin-Starry method และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน พบเชื้อ

ในอวัยวะตางๆ ไดแก ปอด ตับ และไต โดยพบเชื้อภายในเซลล ทัง้ในเซลลตับ (hepatic 

parenchymal cell) และเซลลเยื่อบุทอไต (renal tubular cell) เปนตน เปนทีน่าสังเกตวาเซลล

เหลานั้นสวนใหญไมพบรอยโรค สอดคลองกับการศึกษาของ Merian และคณะ (1998) บงชีว้า

รอยโรคท่ีเกิดข้ึนไมไดเปนผลมาจากการเคล่ือนที่ของตัวเชื้อ 

 เมื่อพิจารณาลําดับความรุนแรงของภาวะเลือดออกทีป่อด ตับ และไตจากมากไปนอย 

พบวาขณะที่ปอดเกิดภาวะเลือดออกที่รุนแรงมากที่สุด รองลงมาคือ ตับ และไตตามลําดับ แตใน

การศึกษานี้ตรวจพบตัวเชื้อเลปโตสไปราท่ีไตและตับ มากกวาที่ปอด ซึง่สอดคลองกบัการศึกษาทีม่ี

มากอนหนานี ้ (Nally et al., 2004; Viriyakosol et al., 2006) ผลจากการทีพ่บวาปอดเกิดภาวะ

เลือดออกอยางรุนแรงมากกวาอวยัวะอ่ืนๆ ในขณะที่พบตัวเชื้อเลปโตสไปราคอนขางนอยมาก อาจ

เปนผลมาจากสารพิษที่ผลิตจากตัวเชื้อที่อยูในอวยัวะอ่ืนๆแพรกระจายในเลือด และไปมีผลที่ปอด 

(Dolhnikoff et al., 2007)  นอกจากนี้การพบการตายของเซลลตับ ที่มีการแทรกตัวของเซลล

อักเสบชนิดนวิโทรฟล และลิมโฟไซตรอบๆ หลอดเลือดดํา และหลอดเลือดแดง รวมกับการเกิดเนือ้

ตายของหลอดเลือด และเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดนั้น  สนับสนนุบทบาทของสารพษิจากเชื้อที่กอ

ใหรอยโรคที่อวัยวะตางๆ ซึง่การศึกษาที่ผานมาพบวาสารพิษจากตัวเช้ือเลปโตสไปรามีหลายชนิด 
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ไดแก glycoproteins, hemolysin (Yang et al., 2006b) และ lipopolysaccharides (Werts et 

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

 กลาวโดยสรุป แมวายาราปาไมซินสามารถลดการตอบสนองทางภูมคุิมกัน และลดรอย

โรคที่ปอด ตับ และไตในหนตูะเภาได แตหนูตะเภาตองไดรับยาทันทภีายหลังการติดเชื้อ  อยางไรก็

ตามยาราปาไมซินไมสามารถปองกนัการเกิดภาวะเลือดออกที่ปอดในโรคเลปโตสไปโรซิส และถา

ไดรับยาภายหลังการติดเชื้อ 48 ชั่วโมง ยามีผลทําใหเกิดรอยโรคที่อวัยวะตางๆ ทีรุ่นแรงมากข้ึน  

และพบวาภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง อาจเปนปจจัยหนึ่งที่มผีลตอการเกิดภาวะเลือดออกที่

ปอดอยางรุนแรงในโรคเลปโตสไปโรซิส  

 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 ในการศึกษานีแ้มไมสามารถหาวิธีรักษา หรือบรรเทาภาวะเลือดออกในปอดแกผูปวยโรค

เลปโตสไปโรซิสได แตบทสรุปของการศึกษานี้ชวยสนับสนุนวา การลดหรือการยับยั้งการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกนัของรายกายไมสามารถบรรเทาภาวะเลือดออกในปอดได และจะเปน

อันตรายมากข้ึน หากทาํการการลดหรือยบัยั้งการตอบสนองทางภูมคุิมกันของรางกายดวย การให

ยากดภูมิคุมกนั ในชวงระยะติดเชื้อ 

 และแมวาภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง   อาจไมใชปจจัยเดียวทีม่ีผลตอการเกดิภาวะ

เลือดออกที่ปอดอยางรุนแรงในโรคเลปโตสไปโรซิส แตการศึกษาในอนาคตนาจะทําการศึกษาผล

ของการรักษาภาวะเกล็ดเลือดตํ่าอยางรุนแรง ดวยการการเพิ่มเกล็ดเลือดหรือดวยวธีีการใดใด                         

วามีผลในการลดหรือบรรเทาภาวะเลือดออกที่ปอดไดหรือไม อยางไร   
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ภาคผนวก ก 

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

1.Na2HPO4 

2.KH2PO4 

3.Glycerol 

4.Bovine serum albumin fraction V (BSA) 

5.CaCl2. 2H2O 

6.MgCl2. 6H2O 

7.FeSO4. 7H2O 

8.CuSO4. 5H2O 

9.ZnSO4. 7H2O 

10.Vitamin B 12 (cyanocobalamine) 

11.Tween 80 

12.Na-Pyruvate 

13.Leptospira medium base EMJH 

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

 

ตารางที่ 19 แสดงการเตรียมสารเคมีสําหรับ Albumin fatty acid supplement stock solution 

 

สารเคมี ปริมาณของสาร (กรัม) ตอน้าํกล่ัน 100 มิลลิลิตร 

CaCl2. 2H2O + MgCl2. 6H2O 1.0 

ZnSO4. 7H2O 0.4 

CuSO4. 5H2O 0.3 

Vitamin B 12 0.02 

Tween 80 10.0 

 



 

 

101 

  

2.การเตรียม Basal medium stock solution 

 

ตารางที่ 20 แสดงการเตรียมสารเคมีสาํหรับ Basal medium stock solution 

 

สารเคมี ปริมาณของสาร (กรัม) ตอน้าํกล่ัน 100 มิลลิลิตร 

Na-Pyruvate 10.0 

Glycerol 10.0 

 
การเตรยีมอาหาร EMJH ในขนาด 1,000 มิลลลิิตร 

ก.วธิีการเตรียม Albumin fatty acid supplement 100 มิลลิลิตร 

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

2. คอยๆเติม stock solution ตอไปนี้ 

CaCl2. 2H2O + MgCl2. 6H2O  1.50 มิลลิลิตร 

ZnSO4. 7H2O    1.00 มิลลิลิตร 

CuSO4. 5H2O    0.10 มิลลิลิตร 

FeSO4. 7H2O    0.05 กรัม 

Vitamin B 12    1.00 มิลลิลิตร 

Tween 80              12.50 มิลลิลิตร 

3. เมื่อสารตางๆละลายสมบูรณแลว นาํมาปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.4 

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

5. เติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

6. ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยแผนกรอง 0.45 ไมโครเมตร 

7. นําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี

ข.วิธีการเตรียม Basal medium  900  มิลลิลิตร 

1. เตรียมน้ํากล่ัน  900  มิลลิลิตร 

2. เติมสารตางๆดังนี ้
Leptospira medium base EMJH  2.30 กรัม 

Na-pyruvate    1.00 มิลลิลิตร 

Glycerol    1.00 มิลลิลิตร 
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(กรณีเตรียมอาหารชนิดอาหารกึ่งแข็ง เติม Agar 2 กรัม แลวตมใหละลาย) 

3. ปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.4 

4. ทําใหปราศจากเชื้อโดยเคร่ืองนึง่ทาํลายเช้ือ (autoclave) ที่อุณหภูม ิ121 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาท ี

ค.ผสม ก. และ ข. เขยาเบาๆใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

ง.แบงใสหลอดเพาะเช้ือหลอดละ 5 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ข 
การเตรยีมสารละลาย developer สําหรับ Warthin-Starry method 
สารเคม ี

1. Silver nitrate 

2. Gelatin 

3. Hydroquinone (C6H6O2) 

4. Citric acid 
การเตรยีม acidulated water  

1. ละลาย Citric acid 0.5 กรัม ในน้ํา 50 มิลลิลิตร 

2. ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 3.6-3.8 
การเตรยีมสารละลาย developer  

สารละลาย developer ประกอบดวย 

1. สารละลาย 2% Silver nitrate   1.5  มิลลิลิตร 

(silver nitrate 2 กรัม ละลายใน acidulated water 100 มิลลิลิตร) 

2. สารละลาย 5% Gelatin            3.75 มิลลิลิตร 

(Gelatin 5 กรัม ละลายใน acidulated water 100 มิลลิลิตร) 

3. สารละลายไฮโดรควิโนน 0.15 % 2.0       มิลลิลิตร 

(Hydroquinone 0.15 กรัม ละลายใน acidulated water 100 มิลลิลิตร) 

ผสมใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน และเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางที่ 21 แสดงน้ําหนกัตัวของหนูตะเภาในการทดลองคร้ังที ่1 

 

น้ําหนกัตัว (กรัม) 
กลุมทดลอง ตัวที ่

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

1 160 200 205     

2 200 225 245 260 260   Normal 

3 200 235 250 260 265 280 290 

1 185 185 170     

2 215 225 230 220 230   Rapa 

3 225 240 235 235 235 240 250 

1 170 175 180     

2 180 185 190 195 200   Lepto  

3 190 200 210 215 215 200 200 

1 205 200 200     

2 195 210 210 200 195   Lepto rapa hr0 

3 195 200 200 200 190 185 180 

1 240 250 260     

2 190 200 200 200 180   Lepto rapa hr24 

3 195 200 200 200 190 180 170 

1 210 220 230     

2 190 195 200 210 190   Lepto rapa hr48 

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

น้ําหนกัตัว (กรัม) 
กลุมทดลอง ตัวที ่

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

1 160 200 205     

2 200 225 245 260 260   Normal 

3 200 235 250 260 265 280 290 

1 170 190 200     

2 175 205 220 215 220   Rapa 

3 180 215 220 230 240 240 250 

1 180 200 210     

2 180 200 215 210 230   Lepto  

3 205 220 230 235 250 230 230 

1 250 260 265     

2 200 205 210 215 195   Lepto rapa hr0 

3 200 200 215 210 200 200 195 

1 240 240 250     

2 200 220 245 240 230   Lepto rapa hr24 

3 210 240 250 240 245 240 225 

1 200 200 210     

2 200 210 220 215 225   Lepto rapa hr48 

3 210 200 230 235 245 230 205 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

พ.ต. นพดล  แสงจันทร เกิดวันที ่31 มีนาคม พ.ศ. 2513 ที่จังหวัดพษิณุโลก เปน

บุตรของนายทว ี  แสงจนัทร และนางจินตนา  แสงจันทร สาํเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตว-

แพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศึกษา 2537 

ปจจุบันรับราชการทหาร สังกัดสถาบันวิจยัวทิยาศาสตรการแพทยทหาร และเขาศึกษาตอใน

หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววทิยาทางสัตวแพทย  คณะสตัวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 
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