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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 เจนจิรา ดินฮูเซ็น : การศึกษาการแสดงออกของยีนในเลือดคนไข้โรคฉี่หนูอาการรุนแรง. 

( GENE EXPRESSION PROFILLING OF WHOLE BLOOD IN PATIENTS WITH 
SEVERE LEPTOSPIROSIS) อ.ที่ปรึกษาหลัก : รศ. ดร.นพ.ณัฐชัย ศรีสวัสดิ ์

  
บทนำ โรคเลปโตสไปโรสิส หรือโรคฉี่หนู เป็นโรคที่เป็นปัญหาสำคัญระดับโลก โรคส่วน

ใหญ่น่าจะเกิดในสัตว์มากกว่าคน แต่สามารถพบคนเป็นโรคนี้ได้ในหลายพ้ืนที่อาการของโรคมีตั้งแต่
ความรุนแรงน้อย จนไปถึงระดับความรุนแรงมาก ในปัจจุบันการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส
วิเคราะห์อาการทางคลินิกร่วมกับตรวจวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล  (molecular diagnostic) ซ่ึงไม่
สามารถประเมินความรุนแรงของโรคได้. 

วัตถุประสงค์ในการวิจัยครั้งนี้ ต้องการศึกษาการแสดงออกและการตอบสนองของคนไข้
โรคติดเลปโตสไปรา ที่เกี่ยวข้องกับสาเหตุการเกิดความรุนแรงของโรค ซึ่งในอนาคตอาจเป็น
ทางเลือกที่ ใช้ควบคู่ไป  กับวิธีการวินิจฉัยการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสได้ . 
วิธีการศึกษา นำเลือดผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเลปโตสไปโรสิส แบ่งเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่ม
รุนแรงและไม่ รุน แรง  มาทำการค้นหายีน โดยใช้ เทคโน โลยี  Nanostring® nCounter® 
PanCancer IO 360 เมื่อได้ยีนที่น่าสนใจ ทำการตรวจสอบยีนที่ค้นพบด้วยวิธี RT-PCR. 

ผลการศึกษา จากการค้นหาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Nanostring โดยเลือกยีน
จากความแตกต่างของผู้ป่วยทั้ง 2 กลุ่มที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งได้ยีนที่สนใจคือ PDCD1, 
Nos2 และ IL4 ซึ่งเป็นยีน down regulate ทั้งหมด จึงนำยีนที่ได้มาทำการตรวจสอบด้วยวิธี RT-
PCR ในผู้ป่วย 99 คน ซึ่งพบว่า ยีน PDCD1 สามารถระบุการเกิดความรุนแรงของโรคได้ โดยมี 
AUC เท่ากับ 0.65 

สรุปผลการศึกษา PDCD1 สามารถเป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพ ในการทำนายการเกิดโรคเลป
โตสไปโรสิสอาการรุนแรงได้ 

 
สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย์ ลายมือชื่อนิสิต ................................................ 
ปีการศึกษา 2563 ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก .............................. 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
# # 6270077630 : MAJOR MEDICAL SCIENCES 
KEYWORD: Severe Leptospirosis / mRNA /  PDCD1 
 Janejira Dinhuzen : GENE EXPRESSION PROFILLING OF WHOLE BLOOD IN 

PATIENTS WITH SEVERE LEPTOSPIROSIS. Advisor: Assoc. Prof. NATTACHAI 
SRISAWAT, M.D.,Ph.D. 

  
Introduction: Leptospirosis is a one of the major public health problem 

globally.  Human can be infected after contaminated contact with animal reservoir 
or water reservior. Leptospirosis has a wide range of symptoms from mild to severe 
illness. However, with the current evidence, the biomarkers to predict severe 
leptospirosis is still lacking. Objective: The objective of this study was to study the 
explore the role of gene expression in prediction severe leptospirosis. This study 
would provide a new knowledge in field of  specific leptospirosis biomarkers. 
Materials and Methods: The patient’s blood with positive leptospirosis diagnosis 
were used in this study. Samples were divided into 2 groups which is mild and 
severe illness. Samples were determined by Nanostring® nCounter® PanCancer IO 
360 technologies for gene expression profiling. The genes of interest were selected 
and analyzed by qRT-PCR. Results: As a result of Nanostring analysis, the 
significantly differential gene expressions comparing mild and severe illness 
indicated the downregulation of PDCD1, Nos2, and IL4 genes. These interested 
genes were used for RT-PCR (n=99). The RT-PCR results revealed that PDCD1 was 
associated with disease severity (AUC=0.65).  Conclusion: Our results suggested that 
PDCD1 could be used as a biomarker for prediction severe leptospirosis. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญ(Background and Rationale) 
โรคเลปโตสไปโรสิส หรือโรคฉี่หนู เป็นโรคที่เป็นปัญหาสำคัญระดับโลก ในทั่วโลกในปี 2562 มี

ผู้ป่วย 873,000 ราย เสียชีวิต 48,600 ราย(1) ในประเทศไทย มีผู้ป่วย 1,011 รายและเสียชีวิต 16 

ราย(2) โดยส่วนมากพบในฤดูฝนและบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สาเหตุการเกิด

โรคเลปโตสไปโรสิสเกิดจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นเกลียวที่มีชื่อว่า Leptospira spp. โดย 

Leptospira interrogans เป็นสปีชีร์ที่ก่อโรคในคนมากท่ีสุด โดยเชื้อนี้จะอาศัยอยู่ตามธรรมชาติ โดย

จะถูกกักเก็บอยู่ที่ไตของสัตว์จำพวกฟันแทะหรือพวกสัตว์ป่า ซึ่งเชื้อนี้จะถูกปลดปล่อยออกมาทาง

ปัสสาวะของสัตว์และปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อม ไม่ว่าจะเป็นในน้ำหรือในดิน(3) โดยปัจจัยที่ทำให้เกิด

การติดเชื้อมีปัจจัยหลักๆอยู่สามส่วนได้กันซึ่งได้แก่ ปัจจัยทางระบาดวิทยา ซึ่งได้แก่ สาธารณสุข, ที่

พักอาศัยและฤดูฝน ซึ่งปัจจัยนี้เกี่ยวข้องกับการประกอบอาชีพ, การท่องเที่ยว เป็นต้น ซึ่งปัจจัย

ดังกล่าวยังสามารถเชื่อมได้ถึงปัจจัยของ host ซ่ึง host ก็จะมีภูมิคุ้มกันที่แตกต่างกันออกไป ขึ้นอยู่

กับ อายุ, ปัจจัยทางภูมิคุ้มกันเช่น HLA-DQ6 และปัจจัยที่สามได้แก่ ปัจจัยของตัวเชื้อเองซึ่งได้แก่

ความอยู่รอด, ความรุนแรงหรือความคงทนของเชื้อเอง ซึ่งปัจจัยทั้งสามล้วนเป็นสาเหตุของการเกิด

โรคเลปโตสไปโรสิสทั้งสิ้นดังแสดงในรูปที่ 1(4) 

 

                                         
 

รูป 1 แสดงปัจจัยที่ทำให้เกิดโรคเลปโตสไปโรสิส 
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อาการของโรค มีตั้งแต่ความรุนแรงน้อย จนไปถึงระดับความรุนแรงมาก ซึ่งอาการของโรค

เลปโตสไปโรสิส มีอาการคล้ายรุนแรงมากกว่าโรคไข้หวัดทั่วๆไป หรือที่เรียกว่า Weil’s symptom(5) 

ซึ่งอาการของ Weil’s symptom มีอาการมีไข,้ ปวดศรีษะ, ปวดกล้ามเนื้อ, ไอ, เหนื่อยและเพลีย 

ส่วนอาการระดับความรุนแรงมีอาการดังต่อไปนี้ดีซ่าน, ไอ, ไอเป็นเลือด, เลือดออกในปอด, หัวใจเต้น

ผิดจังหวะและมีผื่นที่ผิวหนัง(6) ในปัจจุบันมีการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสจากอาการทางคลินิก

ร่วมกับวิธีทางวินิจฉัยทางตรวจวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล (molecular diagnostic) นั้นก็คือ real time 

PCR โดยการตรวจจับจากยีน lipl32 ซึ่งเป็นโปรตีนบนผิวของเชื้อ Leptospira interrogans ซ่ึง

สามารถตรวจตัวเชื้อได้โดยตรงในระยะเริ่มต้นและร่วมกับการตรวจวินิจฉัยทางน้ำเหลืองวิทยายังคงใช้ 

Microscopic Agglutination Test (MAT) ที่เป็นวิธีมาตรฐาน(7) ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีการตรวจ ระดับแอน

ติบอด้ีที่จำเพาะกับเชื้อเลปโตสไปรา ในระดับโรงพยาบาลชุมชน ได้มีการใช้ชุดตรวจเพื่อคัดกรอง

เบื้องต้น(rapid test)หรือ strip ในการตรวจเบื้องต้น โดยหาแอนติบอดี้ IgM ที่มีต่อเชื้อเลปโตสไปรา 

โดยจากวิธีการดังกล่าว เป็นวิธีเบื้องต้นในการวินิจฉัยทำได้เพียงบอกเพียงการติดเชื้อเบื้องต้นเท่านั้น 

ซึ่งยังไม่สามารถบอกถึงความรุนแรงของโรคในคนได้ 

          ในการวิจัยครั้งนี้จึงต้องการศึกษาการแสดงออกและการตอบสนองของคนไข้โรคติดเชื้อเลป

โตสไปรา ที่เก่ียวข้องกับการทำให้เกิดความรุนแรงของโรค ซึ่งในอนาคตอาจเป็นทางเลือกท่ีใช้ควบคู่

ไปกับวิธีการวินิจฉัยการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสในคนได้ 

1.2 คำถามงานวิจัย (Research questions) 
การแสดงออกของ mRNA ในกลุ่มผู้ที่เป็นโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงแตกต่างจากกลุ่มผู้ที่เป็นโรค

เลปโตสไปโรสิสไม่รุนแรงหรือไม่ 

1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Research objectives) 
1.เพื่อศึกษาการแสดงออกของ mRNA ของภาวะการอักเสบซึ่งเก่ียวข้องกับความรุนแรงของโรค

ในผู้ที่ติดเชื้อ Leptospira spp 

2. สามารถนำสิ่งที่ค้นพบดูความสัมพันธ์ควบคู่การวินิจฉัยในการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตส

ไปโรสิสในคน 

1.4 สมมติฐานของงานวิจัย (Research hypotheses) 
การแสดงออกของ mRNA ของภาวะการอักเสบเกี่ยวข้องกับความรุนแรงของโรคในผู้ที่ติดเชื้อ 

Leptospira spp 
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1.5 คำสำคัญ (Keywords) 
โรคเลปโตสไปโรสิส (Leptospirosis) 

อาการโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง (severe leptospirosis) 

การแสดงออกของ mRNA (mRNA expression) 

1.6 รูปแบบการวิจัย (Research design) 
การศึกษาวิจัยนี้เป็นรูปแบบการศึกษาเชิงวิเคราะห์แบบย้อนกลับโดยศึกษาจากเหตุมาหาผล

(Case-control retrospective) โดยศึกษาการแสดงออกของ mRNA ในผู้ที่มีโรคเลปโตสไปโรสิส

อาการรุนแรง และกลุ่มควบคุมที่เหมาะสมประกอบด้วยผู้ที่เป็นโรคเลปโตสไปโรสิสไม่รุนแรง (เป็น

กลุ่มเปรียบเทียบ หรือกลุ่มอ้างอิง) 

1.7 กรอบแนวคิดการวิจัย (Conceptual framework) 

รูป 2 แสดงกรอบแนวคิดการวิจัย การเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงมีปัจจัยทั้งในด้านของตัวเชื้อไม่ว่า
จะเป็นปัจจัยทีก่่อให้เกิดความรุนแรงของเชื้อ, สายพันธุ์ของเชื้อ, ปริมาณของเชื้อ ในด้านปัจจัยของ 
host ซึ่งได้แก่ อายุ, เพศ, โรคประจำตัว, การตอบสนองของ host ทั้งในด้านการแสดงออกของยีน, 
การตอบสนองของ cytokine และอีกหนึ่งปัจจัยคือ การรักษาอาจจะรักษาช้าหรือติดเชื้ออ่ืนๆร่วม
ด้วย โดยงานวิจัยครั้งนี้สนใจในปัจจัยของ host ซึ่งสนใจในด้านการตอบสนองของ host ซึ่งดูการ
แสดงออกของยีน 
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1.8 ผลที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย (Anticipated outcomes) 
ทำให้ทราบถึงความสัมพันธ์การแสดงออกและการตอบสนอง mRNA กับการเกิดความรุนแรงใน

ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสได้ควบคู่กับการวินิจฉัยของโรคโดยการใช้เทคโนโลยีการใช้เทคนิค High 

Throughput ในการศึกษาการแสดงออก mRNA ในเลือดของผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิส เพ่ือเป็น

แนวทางร่วมกับการวินิจฉัยความรุนแรงของโรคและนำความรู้นี้ที่ได้จากการศึกษาให้แพทย์ไปใช้ใน

การวินิจฉัยและรักษาผู้ป่วยในอนาคตต่อไป 

1.9 อุปสรรคที่เกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and strategies 
to solve the problems) 

การวิเคราะห์ข้อมูลจากโปรแกรมท่ีใช้ศึกษาการแสดงออก mRNA มีความซับซ้อนจึงต้องอาศัย

ผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อให้ได้ข้อมูลที่ถูกต้องและแม่นยำ 

1.10 คำนิยามเชิงปฏิบัติการ 
Leptospirosis คือ โรคติดเชื้อจากสัตว์สู่คนที่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย Leptospira ชนิด

ก่อโรคมีอาการระดับเล็กน้อยจนถึงรุนแรง 

severe leptospirosis คือ โรคเลปโตสไปโรสสิที่แสดงอาการรุนแรงได้แก่ ดีซ่าน, ตับและไต

ทำงานผิดปกติ อวัยวะภายในล้มเหลว 

mRNA expression คือ การแสดงออกของ mRNA และแปลรหัสเป็นโปรตีน 
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บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรม (Review of the related literature) 

2.1 โรคเลปโตสไปโรสิส 
 โรคเลปโตสไปโรสิส เป็นโรคติดเชื้อที่พบได้ในทั้งคนและสัตว์ ซึ่งเป็นปัญหาที่สำคัญระดับโลก 

โดยการแพร่เชื้อนั้น เกิดขึ้นได้ง่าย โดยเกิดจากสัตว์ที่มีเชื้อเลปโตสไปราอยู่ท่ีไต เมื่อเวลาสัตว์ปัสสาวะ

ออกมา เชื้อเลปโตสไปรา สามารถออกมาพร้อมกับปัสสาวะของสัตว์ ซึ่งทำให้เชื้ออาศัยบริเวณ

สิ่งแวดล้อม โดยสาเหตุการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิส เกิดจากแบคทีเรียรูปร่างเป็นเกลียวกลุ่ม 

Spirochete ที่ชื่อว่า Leptospira โดยตัวที่สำคัญในการก่อให้เกิดโรค คือ Leptospira interrogans 

โดยการติดเชื้อ สามารถติดเชื้อได้โดยตรง โดยถ้าผู้ติดเชื้อมีบาดแผลที่เปิดปาก เชื้อเลปโตสไปราจะ

สามารถเข้าทางบาดแผล และนำไปสู่การติดเชื้อทั้งในเลือดและปัสสาวะได้ โดยอาการของผู้ติดเชื้อจะ

มีตั้งแต่ระดับไม่รุนแรงจนถึงระดับรุนแรง โดยอาการเบื้องต้นของการติดเชื้อเลปโตสไปรา จะมีแค่

อาการมีไข้ หนาวสั่น ปวดกล้ามเนื้อ ซึ่งเป็นอาการคล้ายกับโรคทางเขตร้อนทั่วไป(8) 

2.1.1 จุลชีววิทยาของเชื้อเลปโตสไปรา 
 เชื้อเลปโตสไปราจัดเป็นแบคทีเรียที่อยู่ในกลุ่ม Spirochete มีเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 3 ถึง 5 

ชั้น ซึ่งมีความยืดหยุ่น มีชั้น peptidoglycan แบบขด มี 145 ยีน และมีองค์ประกอบของส่วนไซโตพ

ลาสซึมท่ีครอบคลุมภายในเซลล์ นอกจากนี้อีกส่วนประกอบที่สำคัญคือแฟลกเจลลา ซึ่งอยู่ระหว่างชัน้

เยื่อหุ้มเซลล์ด้านนอกกับ peptidoglycan(9) โดยแฟลกเจลลาจะทำหน้าที่ในการเคลื่อนที่ของเซลล์

ในสิ่งแวดล้อม โดยเชื้อเลปโตสไปรามีขนาดประมาณ 0.1 ไมโครเมตร ถึง 20 ไมโครเมตรดังแสดงรูปที่ 

3โดยด้านปลายด้านหนึ่งของเชื้อเลปโตสไปรา จะมีลักษณะคล้ายๆตะขอ แต่การมองเชื้อเลปโตสไปรา

ไม่สามารถมองจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Bright filed ได้ ต้องมองจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Dark 

filed  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 3 แสดงลักษณะของเชื้อเลปโตสไปราภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน(9) 
เชื้อเลปโตสไปราเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โดยเลปโตสไปราต่างจาก spirochete ตัวอ่ืนๆก็

คือไม่มี glycolipid แต่มี diaminopimelic acid มากกว่า ornithine ที่อยู่ในชั้น peptidoglycan 

เชื้อเลปโตสไปราเป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคได้ง่ายที่สุดเมื่อเทียบกับ spirochete ตัวอ่ืนๆ เนื่องจาก

ต้องการสารอาหารที่หาได้ง่าย เช่น Long-chain fatty acids, vitamins B1 และ B12 ซึ่งเป็น

สารอาหารที่จำเป็นที่ใช้ในการเจริญเติบโต ถ้าเป็นการเพาะเลี้ยงเชื้อ เชื้อจะเจริญที่ pH 7.4 ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสใช้เวลาในการแบ่งตัวเฉลี่ย 12 ชั่วโมงต้องการอากาศใช้ในการเจริญ(9) 

 เชื้อเลปโตสไปราที่ก่อให้เกิดโรคที่สำคัญมีอยู่ 2 สปีชีส์ได้แก่ L. interrogans และ 

L.borgpetersenii ในส่วนของสปีชีส์ที่ไม่ก่อให้เกิดโรคได้แก่ L. biflexa เมื่อพิจารณา genome ของ 

L. interrogans และ L.borgpetersenii ดังแสดงในตารางที่ 1(10)  
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ตาราง 1 การจัดจำแนกสปีชีส์ของเชื้อเลปโตสไปรา 

โครงสร้างผนังของเซลล์ของเชื้อเลปโตสไปราประกอบไปด้วย outer membrane และ inner 

membrane โดยบริเวณ outer membrane ประกอบด้วย transmembrane porin OmpL1 และ 

lipoproteins LipL32, LipL36, LipL41, และ LigB นอกจากนี้ยังมี lipopolysaccharide ซ่ึง

ประกอบไปด้วย lipid A ซึ่งส่วนประกอบต่างๆของเชื้อเลปโตสไปราจะพบในเชื้อก่อโรคเท่านั้น(9) ดัง

แสดงในรูปที่ 4 

 
รูป 4 แสดงลักษณะโครงสร้างของผนังเซลล์เชื้อเลปโตสไปรา(9) 
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2.1.2 ลักษณะทางคลินิก 
 อาการของโรคเลปโตสไปโรสิส มีความแปรผันสูงและอาการไม่จำเพาะ ซึ่งข้ึนอยู่กับปัจจัย

ของผู้ติดเชื้อและปัจจัยของตัวเชื้อเลปโตสไปราเอง สัดส่วนของการติดเชื้อและไม่แสดงอาการนั้น มี

สัดส่วนค่อนข้างมากกว่าการแสดงอาการ โดยอาการทางคลินิกจะมีอาการตั้งแต่วันที่ 2 ถึงวันที่ 30 

หลังจากการสัมผัสเชื้อ ซึ่งมีระยะบ่มในช่วง 7 ถึง 12 วัน ดังแสดงในรูปที่ 5 โดยอาการเริ่มแรกท่ีพบ

ได้แก่ มีไข้ หนาวสั่น ปวดหัวและปวดกล้ามเนื้อ ซึ่งอาการเหล่านี้คล้ายกับโรคไข้ไม่ทราบสาเหตุอื่นๆ  

 ในโรคเลปโตสไปโรสิสอาการที่สำคัญได้แก่ อาการปวดน่องและปวดหลังเป็นหลักๆ ร่วมกับมี

อาการปวดหัวและหนาวสั่นร่วมด้วย นอกจากนี้ภาวะเยื่อบุตาขาว (Conjunctival suffusion) ก็เป็น

ลักษณะเด่นๆที่พบ บางครั้งโรคเลปโตสไปโรสิสพัฒนาไปสู่ระดับรุนแรงซึ่งเกิดจากการมีภาวะเป็นดี

ซ่าน, ไตล้มเหลวและร่วมกับมีเลือดออกในปอด(11)  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 5 แสดงระยะและอาการของการติดเชื้อเลปโตสไปรา(12) 
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2.1.1 การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสทางห้องปฏิบัติการ 

ในปัจจุบันมีการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสจะดูจากอาการทางคลินิกประกอบกับวินิจฉัยกับ

ผลทางห้องปฏิบัติการควบคู่กันไป โดยการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสทางห้องปฏิบัติการมีดังนี้  

 Direct Diagnostic Methods 

 Direct Microscopic คือ ตรวจเชื้อเลปโตสไปราได้โดยตรงจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด dark 

filed โดยไม่ต้องผ่านการย้อมสี โดยการดูภายใต้ dark filed จะเห็นว่าเชื้อมีการเคลื่อนไหวเป็นเกลียว

แต่การดูเชื้อเลปโตสไปราโดยตรงภายใต้กล้อง dark filed นั้นจะดูได้ภายในการติดเชื้อใน 1 อาทิตย์

หลังการติดเชื้อ ซึ่งข้อเสียจากวิธีนี้คือมีทั้งผลบวกปลอมและผลลบปลอม 

 Culture คือ ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อในการเพาะเชื้อ เพ่ือให้เชื้อเลปโตสไปราเจริญได้เร็วขึ้น

เนื่องจากมีสารอาหารที่ครบในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยส่วนใหญ่จะใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ EMJH 

(Ellinghausen, McCullough, Johnson, Harris) ในการเพาะเชื้อ ในการเพาะเลี้ยงเชื้อจะใช้เวลาใน

การดูเชื้อประมาณทุกๆ 2 อาทิตย์จนครบ 1 เดือน 

 Molecular Methods 

Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นวิธีที่รวดเร็วและตรวจได้โดยตรงจากตัวอย่าง ซึ่งตรวจพบ

ได้ตั้งแต่ระยะแรกของการติดเชื้อ ซึ่งเป็นการตรวจจับสารพันธุกรรม DNA ของเชื้อเลปโตสไปรา ซึ่ง

พบได้ตั้งแต่ปริมาณเชื้อ 10 copies/mL ของเลือด(13) โดยข้อจำกัดของวิธีนี้คือไม่สามารถบอก 

serovar ของเชื้อเลปโตสไปราได้ 

 Serological and other indirect methods 

 Microscopic Agglutination Test (MAT) เป็นวธิีมาตรฐานที่มีอยู่ในปัจจุบัน วิธีนี้

จำเป็นต้องใช้ serovar หลายๆสายพันธุ์และวิธีนี้ยังไม่สามารถวินิจฉัยในระยะการติดเชื้อเริ่มต้นได้ 

เนื่องจากต้องรอแอนติบอดี้ ที่เกิดขึ้นก่อนโดยการแปลผลจะแปลจาก 1:400 ในซีรั่มเดี่ยวและ 4 เท่า

จากซีรั่มคู่  

 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจ IgM แอนติ

บอดี ้ซึ่งเป็นวิธีที่ทำได้ง่ายกว่า MAT โดยวิธีนี้สามารถบอกปริมาณแอนติบอดี้ได้(14) 

 Indirect Hemagglutination Assay (IHA) การทดสอบ IHA เป็นวิธีการวินิจฉัยที่รวดเร็ว

และทำได้ง่าย โดยเทคนิคใช้ดูการตกตะกอนของเลือดเป็นเม็ดกระดุม โดยระยะแรกของการติดเชื้อวิธี

นี้มีความไวถึง 92 ร้อยละ และมีความจำเพาะถึง 95 ร้อยละเมื่อเทียบกับวิธี MAT โดยข้อจำกัดของวิธี
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นี้คือ สามารถวินิจฉัยได้ก่อน 8 วันหลังการติดเชื้อซึ่งถ้าเกิน 8 วันอาจจะได้ผลลบปลอม(14) โดย

วิธีการวินิจฉัยแต่ล่ะวิธี ย่อมมีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกันได้ได้แก่ การตรวจวินิจฉัยด้วยกล้อง

จุลทรรศน์พ้ืนมืดนั้น โดยข้อดีคือ สามารถเห็นเชื้อได้โดยตรง แต่ขาดความไว เนื่องจากถ้าปริมาณเชื้อ

มีน้อย จะไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์พ้ืนมืด ปริมาณเชื้อต้องมีจำนวนถึง 10,000 ตัว

ต่อมิลลิลิตร ในส่วนของการตรวจภูมิคุ้มกันต่อเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธี ELISA นั้นส่วนใหญ่การ

วินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสมักทำด้วยวิธีนี้ แต่เนื่องจากเป็นวิธีที่ไม่สามารถวินิจฉัยได้ในช่วงแรกของ

การติดเชื้อทำให้อาจจะเกิดผลลบปลอม เนื่องจากแอนติบอดี้เกิดขึ้นหลังการติดเชื้อไปแล้ว นอกจากนี้

การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสด้วยวิธีมาตรฐานคือวิธี MAT มีความไวต่ำและต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญใน

การทำแลปวินิจฉัย เนื่องจากเป็นวิธีที่มีการทำที่ยุ่งยาก ในปัจจุบันวิธีที่ค่อนข้างมีความไวและสามารถ

ตรวจหาเชื้อเลปโตสไปราในระยะแรกของการติดเชื้อ คือ วิธี PCR แต่ข้อจำกัดในการใช้วิธีนี้เนื่องจาก 

เป็นวิธีที่มีราคาค่อนข้างสูง ทั้งน้ำยาที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์และเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห ์

ดังตารางที่ 2 
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ตาราง 2 แสดงข้อดีและข้อเสียของแต่ละวิธี(15) 

Test Advantages Disadvantages 

Dark Field Microscopy 

(DFM) 

Visualize Leptospirosis Lack of sensitivity and 

specificity. 104 Leptospires/ml 

of blood is necessary for one 

organism/field to be visible 

under DFM. 

IgM ELISA Most widely used False positive, IgM cannot be 

detected in early stages of 

infection and can persist in 

blood for years. 

Microscopic 

Agglutination Test 

(MAT) 

Gold Standard Less sensitive in early phase of 

disease. Labor intensive and 

complicated procedure as 

there is a need to maintain 

Leptospira strain for preparing 

live antigen. 

Polymerase Chain 

Reaction (PCR) 

Successful in detecting 

Leptospira DNA in 

serum and urine 

samples of patients 

Expensive reagents Requires 

large quantity of DNA. Cannot 

identify the infecting serovar. 
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2.2 การเกิดภาวะความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิส (Severity of Leptospirosis) 
สาเหตุของการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิส เกิดจากการเกิดภาวะล้มเหลวของ

อวัยวะต่างๆ ซึ่งเกิดจาก cytokine storm ซึ่งเป็นกลไกระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายที่ตอบสนองต่อ

การติดเชื้อ Leptospira spp ซึ่งทำให้ผู้ป่วยมีระดับ cytokine ที่สูงขึ้น ไม่ว่าจะเป็นระดับ TNF-α, 

IL-6 และ IL-10 ซึ่งทำให้ผู้ป่วยมีอาการแย่ลง จนเกิดเป็นภาวะรุนแรงเกิดขึ้น(4) มีการศึกษาที่ให้หนู

ติดเชื้อ Leptospira spp โดยในหนูที่อ่อนแอจะทำให้เกิดภาวะความรุนแรงของโรค ซึ่งเกิดจาก 

cytokine storm ซึ่งมีผลทำให้เกิดอวัยวะภายในล้มเหลว ซึ่งเกิดในผู้ป่วยประมาณร้อยละ 10 ตามรูป

ที่ 6 (16)    การเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสนั้น ส่วนใหญ่จะเกิดจากการทำงานล้มเหลว 

ของระบบอวัยวะในหลายๆส่วน ซึ่งประกอบไปด้วยตับ, ไต, ปอดและระบบประสาทโดยทำให้เกิด

ภาวะความรุนแรงต่างๆดังนี้ ภาวะดีซ่าน (Jaundice), การทำงานล้มเหลวของไต(Acute Renal 

Failure)และภาวะการมีเลือดออกในปอด(Hemorrhage) โดยมีอัตราการเสียชีวิตตั้งแต่ร้อยละ 5 

จนถึงร้อยละ20 นอกจากนี้โรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อ Leptospira spp ทำให้ผู้ป่วยเสียชีวิตถึงร้อยละ 

50 ได้แก่ ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) หรือกลุ่มอาการหายใจลำบาก

เฉียบพลัน(8) ในการเกิดภาวะตับล้มเหลวจะดูจากค่า bilirubin ที่สูงขึ้น ทำให้ผู้ป่วยมีอาการตัว

เหลืองตาเหลือง และอีกอวัยวะหนึ่งที่เป็นอวัยวะสำคัญ ที่ทำให้ผู้ป่วยเกิดอาการรุนแรง ซึ่งก็คือ ไต 

โดยไตเป็นอวัยวะเป้าหมายที่สำคัญของเชื้อ Leptospira spp โดยการประเมินความรุนแรงของไต จะ

ดูได้จากค่า Blood Urea Nitrogen (BUN) และคา่ Creatinine(4) ในการเกิดความรุนแรงของโรค

เลปโตสไปโรสิสในคนนั้น ยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัดในปัจจุบันทำได้เพียงดูอาการทางคลินิกเป็นหลัก 

 ในปี 2543 ประเทศไทยเกิดน้ำท่วมครั้งใหญ่ ที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้ ซึ่งมีการ

รายงานพบผู้ติดเชื้อ 14,000 รายซึ่งคิดเป็น 23.1 ต่อ 100,000 ประชากรโดยมีการรายงานพบ

ผู้เสียชีวิต ประมาณร้อยละ 2.5 โดยจากการศึกษาของวิลาวรรณและคณะ(17) พบว่ามีผู้ป่วยเป็นโรค

เลปโตสไปโรสิสในภาคตะวันออกเฉียงเหนือลดลง ตั้งแต่ปี 2544 แต่มีอัตราจำนวนผู้ป่วยเสียชีวิตจาก

โรคเลปโตสไปโรสิส จากภาวะรุนแรงเพ่ิมข้ึนจากปี 2544 ถึง 2555 โดยสาเหตุสำคัญๆ เกิดจากภาวะ

เลือดออกในปอดรุนแรง อีกการศึกษาของ กรรณิการ์และคณะ(18) พบว่าตั้งแต่ปี 2542 ถึง 2543 

สาเหตุการเสียชีวิตหลักๆได้แก่ การมีเลือดออกในปอด, ภาวะไตวายและการติดเชื้อในกระแสเลือด 
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รูป 6 แสดงการเกิดภาวะความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสในหนู(16) โดยในภาวะที่เชื้อถูกกำจัด
หมดทำให้ผู้ป่วยไม่แสดงอาการ หรือมีอาการเล็กน้อย เนื่องจากยังเกิดภาวะสมดุล (Homeostatic) 
ในหนูแฮมสเตอร์ที่ติดเชื้อ Leptospira การผลิต cytokines จะล่าช้าและคงอยู่ ซึ่งอาจกระตุ้นให้เกิด 

cytokines storm ระดับการแสดงออกของ IL-10 และ TNF-α มากขึ้นทำให้เกิดภาวะไม่สมดุล 
นำไปสู่ภาวะรุนแรงของโรค 

2.2.1 การวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสอาการรุนแรง 
ในปัจจุบันการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส จะดูจากอาการทางคลินิกเป็นหลักควบคู่กับการ

วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ ตาม WHO ซึ่งได้แก่ วิธีการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อด้วยเทคนิค real 

time PCR, การตรวจหาเชื้อโดยตรงโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture) และการตรวจทางระบบ

ภูมิคุ้มกันด้วยวิธี Microscopic Agglutination Test (MAT) ซึ่งการตรวจวินิจฉัยดังกล่าวเป็นแค่เพียง

การวินิจฉัยเบื้องต้นเท่านั้น ซึ่งไม่ได้มีวิธีใดเป็นการแสดงบอกถึงความรุนแรงของโรค(14) 
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ในปี 2549 Vernelและคณะ(19) ทำการศึกษาการแสดงออกของ cytokine mRNA โดยทำ

การฉีดเชื้อ Leptospira ในหนู hamster เพ่ือจำลองสถานการณ์ให้เหมือนกับคนไข้เลปโตสไปโรสิส

รุนแรง โดยกลุ่มควบคุมเป็นหนูที่ไม่ติดเชื้อ พบว่าหลังจากท่ีหนู hamster มีการติดเชื้อหลัง 1 ชั่วโมง 

มีการแสดงออกของ Th1 cytokine mRNA (TNF-, IFN-, and IL-12) ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้ทำให้

ผู้วิจัยได้ทราบว่าการติดเชื้อ Leptospira สามารถกระตุ้นการผลิต cytokine type 1 สามารถเข้าใจ

กลไกของโรค จุดแข็งของงานวิจัยนี้คือ เป็นการหยิบ mRNA ที่เก่ียวข้องกับความโรคเลปโตรุนแรงแต่

ไม่ได้ศึกษาในผู้ป่วยจริง ดังแสดงในรูปที่ 7 

รูป 7 แสดงการแสดงออกความสัมพันธ์ของ TNF-α และ IFN-γ ในกลุ่มของหนูที่ติดเชื้อโดยดูระดับ

การแสดงออกของ TNF-α และ IFN-γ เทียบกับการแสดงออกของ β-actin ซึ่งเป็นยีนอ้างอิงเมื่อ
เวลาผ่านไป(ชั่วโมง-วัน) 
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ในปี 2558 ณัฐชัยและคณะ(20) ศึกษาตัวชี้วัดทางชีวภาพของภาวะไตวายเฉียบพลันซึ่งเป็น

สาเหตุอันดับต้นๆของการเกิดความรุนแรงในโรคเลปโตสไปโรสิส โดยพบว่าตัวชี้วัดทางชีวภาพนั้นก็คือ 

Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin(NGAL) ในสัตว์ทดลอง ซึ่งพบว่าเมื่อระดับ NGAL 

สูงขึ้นภาวะการเกิดไตวายเฉียบพลันก็เพ่ิมข้ึนด้วย ดังแสดงในรูปที่ 8 จึงนำ NGAL เป็นตัวทำนายการ

เกิดภาวะไตวายเฉียบพลัน 

รูป 8 แสดงปริมาณ NGAL ในเลือดและปัสสาวะของผู้ป่วย 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีเป็นโรคเลปโตสไปโรสิส
และกลุ่มผู้ป่วยที่ไม่เป็นโรคเลปโตสไปโรสิสโดยทั้ง 2 กลุ่มนี้ประกอบด้วยกลุ่มที่มีภาวะไตวาย
เฉียบพลัน (AKI)และไม่มีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Non-AKI) 
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ในปี 2558 Mikulskiและคณะ(21) หาปัจจัยอาการทางคลินิก เพ่ือใช้ในการทำนายโรคเลป

โตสไปโรสิสรุนแรงในโรงพยาบาล คนไข้เลปโตสไปโรสิสยืนยันวินิจฉัยด้วย PCR ในเลือดหรือฉี่ และ 

MAT 1:800 จำนวน 47 คนแบ่งเป็น 2 กลุ่ม เป็นกลุ่มรุนแรงโดยดูจากการเสียชีวิต, การใส่เครื่องช่วย

หายใจ, การล้างไต และกลุ่มไม่รุนแรง พบว่ามีการแสดงออกของ IL-1ra, PTX3 และ IL-1alpha ดัง

แสดงในรูปที่ 9 จุดเด่นก็คือสามารถหาการแสดงออก mRNA ในผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงได้ 

แต่ข้อจำกัดคือไม่ได้มีการค้นพบการแสดงออกเองเป็นการนำ cytokine ที่เก่ียวข้องหลายๆตัวมาจาก

การศึกษาก่อนหน้านี้มาแล้ว 

รูป 9 แสดงการแสดงออกของยีนต่างๆ โดยพบว่า IL-1ra, PTX3 และ IL-1alpha ของกลุ่มเลปโตสไป
โรสิสรุนแรงเทียบกับกลุ่มเลปโตสไปโรสิสไม่รุนแรงแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

ในปี 2559 Nairและคณะ(22) มีการนำ Sequential Organ Failure Assessment score 

(SOFA Score) ที่ใช้ในการประเมินผู้ป่วยที่อยู่ในหอผู้ป่วยวิกฤต (ICU) เปรียบเทียบกับ Simplified 

Acute Physiology score (SAP) มาใช้ในการประเมินความรุนแรงของโรค ในกลุ่มโรคติดเชื้อเช่น 

โรคติดเชื้อไวรัสเดงกี, โรคเลปโตสไปโรสิสและโรคมาลาเลีย ซึ่งสามารถใช้ในการประเมินรุนแรงของ

โรคได้ 

 ในปี 2562 Tan Xue Ting และคณะ(23) ทำการทบทวนและอภิปรายเกี่ยวกับการค้นพบ

ตัวชี้วัดทางชีวภาพซึ่งมีเทคโนโลยีรูปแบบหลายๆวิธีด้วยกัน ซึ่งได้แก่ การศึกษาทางด้าน genomic, 

transcriptomic, metabolomic, phylogenomic, bioinformatic และ proteomics ในการ

ค้นพบตัวชี้วัดทางชีวภาพดังแสดงในรูปที่ 10 
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รูป 10 แสดงเทคโนโลยีในการศึกษาตัวชี้วัดทางชีวภาพในโรคเลปโตสไปโรสิส โดยในกรอบสี่เหลี่ยม
เป็นเทคโนโลยีที่ใช้ในปัจจุบัน ส่วนในวงรีเป็นเทคโนโลยีใหม่ที่พ่ึงเกิดข้ึน(23) 
 ในปี 2562 Smith(24) ใช้คะแนนในการประเมินโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง โดยดูจากความ

ดัน การหายใจที่ผิดปกติ การมีปัสสาวะออกน้อยโดยตัดคะแนนอยู่ที่ 1 คะแนนที่มีความไวร้อยละ 80 

แต่เนื่องจากเป็นการประเมินทางคลินิกจึงทำให้เป็นข้อจำกัด ซึ่งยังไม่สามารถตรวจได้ไวพอ เนื่องจาก

ผู้ป่วยบางรายอาจจะไม่แสดงอาการ ดังแสดงในรูปที่ 11 

 

 
รูป 11 แสดงองค์ประกอบของคะแนน Spiro score และความไวของคะแนนที่คะแนนต่างๆ โดย
คะแนนที่มีความไวสูงคือ 1 คะแนน 
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ในปี 2562 Araújo Junior ECdและคณะ(25) ศึกษาการแสดงออกของ mRNA ใน 

macrophage โดย ติดเชื้อต่างสายพันธุ์ได้แก่ vilulence, attenuated และ saprophyte เพ่ือดูการ

ตอบสนองของ host ซึ่งตารางที่ 1แสดงการแสดงออกของยีนของ macrophage เมื่อมีการติดเชื้อ

ต่างสายพันธุ์ ซึ่งมีท้ังการ up และ down regulate ซึ่งทางผู้วิจัยได้นำยีนที่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญ มาทำการตรวจสอบด้วย real time PCR ดังแสดงในรูปที่ 12 ซึ่งการศึกษานี้ทำให้ผู้วิจัย

ทราบถึงกลไกของการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสได้มากขึ้น จุดเด่นของงานวิจัยชิ้นนี้คือมีการค้นพบยีนซึ่ง

ค้นพบทั้ง up และ down regulate ที่เก่ียวข้องกับการติดเชื้อเลปโตสายพันธุ์ที่มีความรุนแรง แต่

ข้อจำกัดคือไม่ได้ทำในตัวอย่างของผู้ป่วยและเป็นการหายีนที่เกิดจาก macrophage ติดเชื้อก่อโรคที่

รุนแรงแต่อาจจะไม่ได้เกิดเป็นโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงจรงิๆ 

ตารางที่ 1 แสดงการแสดงออกของยีนทั้ง up-regulate และ down-regulate ของ macrophage ที่

ติดเชื้อ Leptospira สายพันธุ์ต่างๆเทียบกับกลุ่มที่ไม่ติดเชื้อ 
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รูป 12 แสดงระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่ม macrophage ติดเชื้อสายพันธุ์ต่างๆเทียบกับกลุ่มที่
ไม่ติดเชื้อ 

ในปี 2563 Umapornและคณะ(26) เป็นการศึกษา miRNA เพ่ือใช้ในการทำนายการเกิดโรค

เลปโตสไปโรสิสรุนแรง ใช้ตัวอย่างจากคนไข้ท่ีเป็นกลุ่มรุนแรงและไม่รุนแรงในโรคเลปโตสไปโรสิส เจอ 

miR Upregulation ของ miR155-5p, miR362-3p, miR502-5p, miR601, miR1323, และ

miR630 โดยทำในคนไข้ 119 คน พบว่าระดับ miR155-5p และ miR630 ในเลือด ในกลุ่มโรคเลป

โตสไปโรสิสรุนแรงมีค่ามากกกว่ากลุ่มไม่รุนแรง อย่างมีนัยสำคัญดังแสดงในรูปที่ 13 จุดเด่นของ

งานวิจัยครั้งนี้ คือ พบว่า miR155 กับ miR630 สามารถใช้เป็น biomarker สำหรับโรคเลปโตสไปโร

สิสรุนแรงได้ แต่ข้อจำกัดคือ microRNA ไม่ได้จำเพาะเจาะจงกับการแสดงออกของยีน 
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รูป 13 แสดง Fold change (FC) ระดับการแสดงออกของ microRNA ที่ค้นพบในกลุ่มคนไข้เลปโตส
ไปโรสิสรุนแรงเทียบกับกลุ่มไม่รุนแรง 

2.2.2 กลไกท่ีทำให้เกิดความรุนแรงจากโรคเลปโตสไปโรสิส 
ในขณะที่ติดเชื้อเชื้อเลปโตสไปราจะกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด โดยทำให้เกิดการ

ตอบสนองการอักเสบโดย Microbial Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) จะ

จดจำตัวรับ Pattern Recognition Receptors (PRRs) ที่อยู่บนผิวเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกันโดย

กำเนิด ซึ่งหลักๆก็คือ Toll-like receptors (TLRs) และ nucleotide-binding oligomerization 

domain (NOD)-like receptors (NLRs) โดยการจับกันของ PAMPs และ PRRs จะกระตุ้น 

signaling pathways ประกอบด้วย NF-κB และ activator protein 1 (AP-1) transcription 

factorsซึ่งจะควบคุมการแสดงออกของ cytokine, Prostaglandins (PGs), และ Nitric Oxide (NO) 

ซ่ึง PGs และ NO เป็น pro-inflammatory ซึ่งช่วยเพิ่มการขยายของหลอดเลือดและช่วยในการซึม

ผ่านของหลอดเลือดซึ่งนำไปสู่การเข้ามาของ cytokine ของหลอดเลือด Pro-inflammatory 

cytokines ประกอบด้วย interleukins (IL)-1β, IL-6, IL-12, interferons (IFNs) และtumor 

necrosis factors (TNFs) หรือท่ีรู้จักในนามของ chemokines ซึ่งทำให้เกิดการเสียหายของอวัยวะ

แต่ความจริงยังไม่แน่ชัด(16) กลไกที่ทำให้เกิดความรุนแรงจากโรคเลปโตสไปโรสิสดังแสดงในรูปที่ 14 
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รูป 14 แสดงกลไกท่ีทำให้เกิดความรุนแรงจากโรคเลปโตสไปโรสิส(27) 
2.3 messenger RNA (mRNA) 

2.3.1 โครงสร้างและการแสดงออกของ mRNA 
 mRNA เป็นโมเลกุลที่พบในเซลล์ซึ่งถูก code มาจาก DNA ในนิวเคลียสซึ่งจะเกิดการแปล

รหัสเป็นโปรตีนในไซโตพลาสซึมโดย mRNA ถูกค้นพบครั้งแรกในปี 1956 โดยนักวิทยาศาตร์ชื่อว่า 

Elliot Volkin และLazarus Astrachan เนื่องจาก DNA ไม่สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนได้เลยต้อง

ถอดรหัสเป็น mRNA โดยไนโตรเจนเบสของ mRNA ตะตรงกับกรดอะมิโนของโปรตีนดังแสดงในรูปที่ 

15(28) 

 ในยูคาริโอตบริเวณปลาย 5’ มี triphosphate residue ซึ่งมีหมู่เอสเทอร์ที่ฟอร์มตัวเป็น 

cap ในบริเวณปลาย 3’ จะมีหมู่ adenosine ซึ่งเป็น poly A ซึ่งกระบวนการทั้ง 2 กระบวนการไม่ได้

เกิดข้ึนตอนเป็น DNA และเกิดหลังกระบวนการการถอดรหัส(Transcription) ซึ่งทำให้ mRNA มี

ความเสถียรมากข้ึน 
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รูป 15 แสดงการสังเคราะห์โปรตีน 
2.3.2 การศึกษาการแสดงออกของ mRNA ในโรคเลปโตสไปโรสิส 

 ในปี 2559 Maissen-Villiger CA และคณะ(29) ได้ศึกษาการแสดงออกของ mRNA ของ 

Pro-inflammatory และ anti-inflammatory cytokine ในสุนัขท่ีเป็นโรคเลปโตสไปโรสสิ 

เนื่องจากอาการทางคลินิกในการเป็นโรคเลปโตสไปโรสิสมีอาการคล้ายกับอาการของคน ผลการ

ทดลองพบ mRNA ของ cytokines (IL-1α, IL-1β, IL-8, IL-10, TNF-α, TGF-β) และเอนไซม์ (5-

LO, iNOS)ในเลือดของสุนัขที่มีอาการเลือดออกในปอด, ไตวายเฉียบพลัน นอกจากนี้พบว่ามีการ

แสดงออกระดับเอนไซม์ 5-Lo สูงแต่การแสดงออก iNOS ต่ำ การตายของสุนัขที่มีเลือดออกในปอด

พบว่าจะมีระดับการแสดงออก TNF-α ต่ำ, IL-1β และ iNOS ที่สูง ดังรูปที่ 16 สรุปผลการทดลอง 

การแสดงออกของ cytokine และ enzyme บ่งบอกว่าการตอบสนองต่อการติดเชื้อเลปโตสไปราเกิด

จาก complex pro- และ anti-inflammatory ซึ่งจากองค์ความรู้ดังกล่าวอาจจะช่วยในการ

วินิจฉัยโรคหรือการพยากรณ์โรคสำหรับโรคเลปโตสไปโรสิสต่อไป 
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รูป 16 แสดงการแสดงออกระดับ mRNA ของ cytokine และ enzyme ในสุนัขท่ีเป็นเลปโตสไปโร
สิสด้วยอาการเลือดออกในปอดเทียบกับกลุ่มควบคุมเม่ือเวลาผ่านไป(วัน) (29) 
 ในปี 2560 Devlin และคณะ(30) ทำการศึกษาการผลิตของ IL-10 ซึ่งมีผลทำให้ไม่ว่าจะเป็น

สัตว์หรือคนท่ีติดเชื้อเลปโตสไปรามีอาการรุนแรง โดยศึกษาการแสดงออกของ IL-10 ในหนู 

C57Bl/6(กลุ่มควบคุม) เปรียบเทียบกับหนูที่ไม่มีการควบคุมของ IL-10 หลังจากการติดเชื้อเลปโตสไป

รา โดยมีการติดตามในการเก็บเลือดของหนูทั้ง 2 กลุ่มในวันที่ 1, 3 และวันที่ 7 หลังการติดเชื้อ เมื่อ

ครบกำหนด 7 วันทำการเก็บชิ้นเนื้อไตและปอดของหนูทั้ง 2 กลุ่ม ผลการทดลองพบว่าในหนูทั้ง 2 

กลุ่มมีการแสดงออกของ 16sRNA ในชิ้นเนื้อไตมากกว่าปอดอย่างมีนัยสำคัญและมีระดับลดลงเมื่อ

เวลาผ่านไปดังแสดงในรูปที่ 17 

 

- leptospirosis-associated 

pulmonary hemorrhage 

(LAPH) 

- without LAPH (nLAPH) 
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รูป 17 แสดงการแสดงออกของ 16s mRNA ในชิ้นเนื้อไต (K) และปอด (L) ของหนูทั้ง 2 กลุ่ม เมื่อ

เวลาผ่านไป(วัน) ทางผู้วิจัยได้ศึกษาการแสดงออกของ cytokine IL-10, TNF-α, IL-6, IFN-และ IL-4 
พบว่ามีระดับการแสดงออกเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วในหนู C57Bl/6และหนูที่ขาดการควบคุม IL-10 โดย
สรุปคือในหนูทั้ง 2 กลุ่มมีการแสดงออกของ pro-inflammatory cytokine ที่ไม่แตกต่างกันแต่

ในทางกลับกันการแสดงออกของ Interferon-∙γ ในกลุ่มหนูที่ขาดการควบคุม IL-10 ดังแสดงในรูปที่ 
18 

 
รูป 18 แสดงการแสดงออกของ Interferon-∙γ ในชิ้นเนื้อไตและปอดของหนูทั้ง 2 กลุ่มคือกลุ่มที่ติด
เชื้อ(Infected) และกลุ่มที่ไม่ติดเชื้อ (Uninfected) เมื่อเวลาผ่านไป (วัน) 
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บทที่ 3 
วิธีการดำเนินการวิจัย 

3.1 ประชากรและกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 
3.1.1 เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครที่ใช้ในการศึกษา (inclusion criteria) 

1) ผู้ป่วยที่เป็นอาสาสมัครทั้งหมดยินยอมท่ีจะเข้าร่วมการวิจัยด้วยความสมัครใจ  

2) ผู้ป่วยอาสาสมัครทั้งหมดจะต้องมาจากโรงพยาบาลทั้ง 15 โรงพยาบาล ในจังหวัดศรี

สะเกษและจังหวัดนครศรีธรรมราชประเทศไทย 

3) เป็นผู้ที่ได้รับการวินิจฉัยทางคลินิกว่าเป็นโรคเลปโตสไปโรสิสโดยมีเกณฑ์วินิจฉัยทาง

ห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเลปโตสไปราด้วยวิธ ี

Real time PCR, ผลการตรวจเพาะเชื้อเลปโตสไปรา (Culture) และ ผลการตรวจ

ทาง serology ซึ่งก็คือผลจากทางห้องปฏิบัติการ Microscopic Agglutination 

Test (MAT) ซึ่งถ้าผลการตรวจวินิจฉัยใดวินิจฉัยหนึ่งเป็นผลบวกผู้ป่วยจะได้รับการ

วินิจฉัยว่าเป็นโรคเลปโตสไปโรสิสทันทีตามหลัก WHO(6) 

4) มีประวัติการสัมผัสน้ำ พ้ืนที่ชื้นแฉะ หรือสิ่งแวดล้อมที่สัมผัสสิ่งขับถ่ายของสัตว์รัง

โรค 

3.1.2 เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 
เป็นผู้ที่ได้รับการวินิจฉัยติดเชื้อโรคอ่ืนๆ 

3.2 การวินิจฉัยการเกิดความรุนแรงของโรคโดยใช้ SOFA Score 
ถ้าคะแนน SOFA Score มีค่าเท่ากับ 3 หรือ 4 ในระบบใดระบบหนึ่งจะแสดงให้เห็นว่าผู้ป่วยราย

นั้นมีอาการรุนแรงทันทีโดยพิจารณาจากระบบการทำงานการหายใจ,ระบบการทำงานเลือดและการ

แข็งตัวของเลือด ระบบการทำงานของตับ ระบบการทำงานของหัวใจ ระบบการทำงานประสาทและ

ระบบการทำงานของไต ดังแสดงในตารางที่ 3(31) 
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ตาราง 3 แสดงการให้คะแนนของการทำงานแต่ละระบบ SOFA Score 

 
ในการศึกษาครั้งนี้จะแบ่งผู้ป่วยที่เป็นโรคเลปโตสไปโรสิสออกเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่มที่มีอาการ

รุนแรงกับกลุ่มที่ไม่มีอาการรุนแรงโดยการวินิจฉัยในกลุ่มอาการรุนแรงวินิจฉัยจากคะแนน SOFA 

Score ซึ่งถ้ามีอวัยวะใดอวัยวะหนึ่งมีคะแนน 3 กับ 4 คะแนนจะถือว่าผู้ป่วยรายนั้นเป็นกลุ่มที่มี

อาการรุนแรงส่วนในกลุ่มผู้ป่วยที่ไม่มีอาการรุนแรงก็คือมีคะแนนตั้งแต่ 1 ถึง 2 คะแนน 

ในการศึกษาวิจัยนี้มี 2 ส่วนคือการค้นหาการแสดงออกของ mRNA กับการเกิดโรคเลปโตส

ไปโรสิสรุนแรง (Discovery) และส่วนที่สองคือการตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA ที่ค้นพบใน

ส่วนแรก(Validation) 

3.3 การค้นหาการแสดงออกของ mRNA กับการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง (Discovery) 
3.3.1 กลุ่มตัวอย่าง 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ได้นำเลือดของผู้ป่วยที่เป็นโรคเลปโตสไปโรสิส จำนวน 12 ราย ที่ศูนย์

ความเป็นเลิศทางการแพทย์ด้านโรคไตในภาวะวิกฤต แห่งโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ได้เก็บรวบรวม

ข้อมูลของผู้ป่วยอาสาสมัครจาก 15 โรงพยาบาล ในจังหวัดศรีสะเกษและจังหวัดนครศรีธรรมราชของ

ประเทศไทย ตัวอย่างทั้งหมดได้ผ่านการขออนุญาตจากคณะกรรมการกลางจริยธรรมการวิจัยในคน 

(Central Research Ethics Committee, National Research Council of Thailand [CREC 

5/2016]) และได้รับจริยธรรมจากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เป็นที่เรียบร้อยแล้ว  
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3.3.2 การสกัด mRNA จากตัวอย่างผู้ป่วย 
นำเลือดทั้งหมดของผู้ป่วย (Whole blood) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร สกัดด้วยวิธี Trizol 

(TRIzol™ Reagent thermoFisher) เมื่อได้ mRNA ทำการวัดความเข้มข้นของ mRNA โดยใช้ 

Nano-drop 1000 spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE) 

3.3.3 การศึกษาการแสดงออก mRNA ในเลือดของผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสด้วยเทคโนโลยี 
Nanostring  

ในขั้นตอนการค้นพบการแสดงออก mRNA นั้นจะใช้ 12 ตัวอย่างเนื่องจาก 1 kit ทำตัวอย่าง

ได้ 12 ตัวอย่าง ซึ่งแบ่งเป็นผู้ป่วยเลปโตสไปโรสิสรุนแรงจำนวน 8 รายและผู้ป่วยเลปโตสไปโรสิสไม่

รุนแรงจำนวน 4 ราย ซึ่งผู้ป่วยที่มีความรุนแรงทั้งหมด 8 คน โดยใน 8 คนนี้พิจารณาจากคะแนน 

SOFA Score ในระบบการทำงานของอวัยวะต่างๆมีค่า 3 หรือ 4 แบ่งเป็นอาการ acute kidney 

injury 3 ราย ซึ่งดูจากระบบการทำงานของไตคือค่า creatinine >3.5 mg/dl, lung hemorrhage 

โดยดูจากอาการเลือดออกในปอดของคนไข้จำนวน 1 ราย, อาการ acute liver failure จำนวน 1 

ราย ดูจากการทำงานของตับโดยดูค่า bililubin > 6 mg/dlส่วน และ multiple organ failure คือมี

อาการดังกล่าวมากกว่า 1 ระบบ จำนวน 3 รายโดยหลักการเลือกตามระบบอวัยวะตามอัตราการเกิด

ของความรุนแรงในโรคเลปโตสไปโรสิส(4) และไม่รุนแรงทั้งหมด 4 คน โดยขั้นตอน การศึกษาการ

แสดงออก mRNA จำนวน 750 ยีนในคน โดยใช้ Cancer Panel gene 360 IO cancer panel และ

ใช้เครื่อง nCounter Analysis System ในการค้นหาการแสดงออกของ mRNA (NanoString 

Technologies, Seattle, USA) โดยมีขั้นตอนทั้งหมด 3 ขั้นตอนได้แก่ 

ขั้นตอนการ Hybridization โดยที่ capture probe และ reporter probe ที่จำเพาะกบั

ตัวอย่างของผู้ป่วยจะจับกันเป็น complex โดยเตรียม master mix จาก Reporter CodeSet 70 

ไมโครลิตรใน Hybridization Buffer แบ่ง master mix 8 ไมโครลิตรจำนวน 12 หลอดและใส่ total 

RNA ปริมาณ 300 นาโนกรัมต่อ 5 ไมโครลิตร โดยพิจารณาอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงระหว่าง 260 

นาโนเมตรและ 280 นาโนเมตรมีค่าประมาณ 1.7 ถึง 2.3 โดยปริมาตรรวมของแต่ละหลอดเป็น 13 

ไมโครลิตรหลังจากนั้นเติม Capture ProbeSet จำนวน 2 ไมโครลิตรทุกหลอดบ่มที่ 65 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมงถึง 30 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 19 
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รูป 19 แสดงขั้นตอนการเตรียม master mix ในขั้นตอนการ hybridization 

ขั้นตอนที่ 2 คือ Purify และ immobilize โดยขั้นตอนนี้จะล้างส่วนเกินออกที่ไม่ได้จับกัน

เป็น complex และจะตรึง complex กับ nCounter cartridge โดยทำการโหลด hybridization 

ปริมาณ 30 ไมโครลิตรลงใน cartridge ใช้เวลา 1 ชั่วโมง 

ขั้นตอนสุดท้ายคือ ขั้นตอน Count คือขั้นตอนการนับจำนวนสี fluorescence ดังแสดงใน

รูปที่ 20 โดยขั้นตอนทั้งหมดใช้เวลา 2 วัน 

 
รูป 20 แสดงการจับกันของ Probe และ target ที่มีอยู่ในตัวอย่าง 
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โดยการควบคุมคุณภาพของตัวอย่างจำนวน 12 ตัวอย่างจะต้องมีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสง 

A260/A280 มีค่า 1.7 ถึง 2.3 และมีค่าความเข้มข้น 300 นาโนกรัมเท่ากันทุกตัวอย่างและมี 

Positive control ที่รู้จำนวนความเข้มข้นโดยนับเป็น count จำนวน 6 ตัวอย่างและ Negative 

control อีก 6 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างทั้งหมดจะผ่านกระบวนการโดยใช้ NanoString Prep Station 

และจะนำตัวอย่างทั้ง 12 ตัวอย่าง นำมาใส่ใน nCounter cartridge หลังจากการทำการทดลองทุก

ขั้นตอนดังกล่าว จะใช้ nSolver™ Analysis Software ในการวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA 

3.4 การตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA ที่ค้นพบในส่วนแรก (Validation) 
3.4.1 กลุ่มตัวอย่าง (sample size) 
ในการศึกษาครั้งนี้ใช้สูตรสำหรับคำนวณหาขนาดตัวอย่าง (n) ดังนี้ 

 
โดยที่ Z1-α/2 เป็นค่าวิกฤตของการแจกแจงแบบปกติท่ี α/2 (เช่น สำหรับระดับความ

เชื่อมั่น 95%, α เท่ากับ 0.05 และค่าที่สำคัญคือ 1.96), Z1-β เป็นค่าวิกฤตของการแจกแจงแบบ

ปกติท่ี β (เช่น สำหรับ power of 80%, β คือ 0.2 และ critical value คือ 0.84), σ2 คือความ

แปรปรวนของประชากรซึ่งในการศึกษานี้อ้างอิงจากการศึกษาก่อนหน้า Mikulski และคณะ(21) 

ค่า median ± IQR ของการแสดงออกของยีน IL-1ra ในกลุ่มผู้ป่วยรุนแรงคือ 4.10 ± 5.32 

ค่า median ± IQR ของการแสดงออกของยีน IL-1ra ในกลุ่มผู้ป่วยไม่รุนแรงคือ 1.29 ± 2.47  

โดยใช้สัดส่วน ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยรุนแรงและไม่รุนแรงเป็น 1:2 โดยต้องการประมาณค่าสัดส่วน

ประชากรให้ผิดพลาดไม่เกิน 5% ด้วยระดับความเชื่อมั่นที่ 95%, power of 80%, ความแตกต่าง

ของสมมติฐานเท่ากับ 10 ซึ่งจะได้จำนวนในกลุ่มผู้ป่วยรุนแรงจำนวน 32 คนและจำนวนในกลุ่มผู้ป่วย

ไม่รุนแรงจำนวน 63 คน ดังนั้นการศึกษานี้ จึงต้องใช้ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสประมาณ 95 คนจึงจะ

สามารถตอบคำถามงานวิจัยได้ ซึ่งในข้ันตอนการตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA จะใช้ตัวอย่าง

ทั้งหมด 95 ตัวอย่าง ในการทำการทดสอบ โดยตัวอย่างได้มาจากโครงการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง

สายพันธุ์ของเชื้อเลปโตสไปรากับความรุนแรงของโรค ซึ่งได้รับการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรมจากคณะกรรมการกลางจริยธรรมการวิจัยในคน (Central Research Ethics Committee, 

National Research Council of Thailand [CREC 5/2016] และโครงการการศึกษาการใช้แบบ
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แผนการดูแลผู้ป่วยเลปโตสไปโรสิส ซึ่งได้รับการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย [IRB 521/2019) ซึ่งไม่ใช่การเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยใหม่ 

3.4.2 การสกัด mRNA จากตัวอย่างผู้ป่วยและการวัดความเข้มข้นของตัวอย่าง 
นำเลือดทั้งหมดของผู้ป่วย (Whole blood) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร จำนวน 99 ตัวอย่าง 

สกัดด้วยวิธี Trizol (TRIzol™ Reagent thermoFisher) โดยสกัดตามการใช้ของ reagent เมื่อได้ 

mRNA ทำการวัดความเข้มข้นของ mRNA โดยใช้ Nano-drop 1000 spectrophotometer 

(NanoDrop, Wilmington, DE)  

3.4.3 ขั้นตอนการการเปลี่ยน mRNA เป็น cDNA ด้วยกระบวนการ Reverse 
Transcription 
กระบวนการ Reverse Transcription โดยใช้ iScriptTM Reverse Transcription 

Supermix for  RT-qPCR (Bio-Rad Laboratories (Pacific) Pty Ltd, Gladesville, Australi) 

ปริมาณ 4 ไมโครลิตร และใช้ mRNA ของผู้ป่วยจากการสกัดในขั้นตอนแรกจำนวน 1 ไมโครกรัมต่อ

ไมโครลิตรเท่ากันทุกตัวอย่าง โดยปริมาตรรวมทั้งสิ้น 20 ไมโครลิตร 

3.4.4 กระบวนการตรวจสอบความสัมพันธ์การแสดงออก mRNA โรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง
ด้วย Real Time PCR  

จากการวิเคราะห์ด้วย nanostring analysis ในส่วนของการค้นหาการแสดงออกของ 
mRNA กับการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิส ใน mRNAs ที่แสดงออกในกลุ่มรุนแรงมากกว่ากลุ่มไม่รุนแรง 
อย่างมีนัยสำคญัและมีค่า Fold change มากกว่า 1.5 เท่า มาทำการทดสอบในกลุ่มผู้ป่วยโรคเลป
โตสไปโรสิส ด้วยวิธี Real Time PCR โดยใช้วิธีตรวจจับดว้ย Syber green ซึ่งมีปัจจัยภายในควบคุม

คือยีน β-actin ซึ่งเป็น house-keeping gene ในคน โดยใช้ positive control เป็น HepG2 cell 
ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งตับและใช้ negative control เป็นน้ำกลั่น โดยในการทำการทดลองจะใช้วิธีการ
ทำซ้ำสองครั้งต่อหนึ่งตัวอย่าง และการแสดงผลจะแสดงผลในรูปแบบของระดับความสัมพันธ์ของการ
แสดงออกของ mRNA ซึ่งคำนวณได้จากค่า 2-(∆∆CT)    โดยศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับ mRNA 
แต่ละชนิดในการศึกษาทำการทดสอบ positive cell(HepG2 cell) โดยทำ Real time PCR ที่
อุณหภูมิ 55, 57, 60, 64 และ 67 ของแต่ละ mRNA  
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3.5 การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 
เก็บรวบรวมข้อมูลจากเครื่อง nCounter analysis system และเครื่อง Real time PCR ไว้

ใน USB และบันทึกข้อมูลไว้ในเครื่องคอมพิวเตอร์ รวมทั้งจดบันทึกข้อมูลการทดสอบทาง

ห้องปฏิบัติการไว้ในสมุดบันทึก 

3.6 วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 
1) วิเคราะห์ความแตกต่างของการแสดงออก mRNA ในกลุ่มผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสใน

กลุ่มผู้ป่วยรุนแรงและไม่รุนแรงโดยใช้ค่ากลางของข้อมูลทั้งสองกลุ่มที่เป็นอิสระต่อกันโดยตัวแปรมี

การแจกแจงไม่ปกติ โดยใช้ Mann-Whitney U test 

2) ระดับความมีนัยสำคัญทางสถิติพิจารณาที่ p-value<0.05 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

4.1 คุณลักษณะของผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษา 
ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิส จำนวน 99 คน จากเกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครที่ใช้ในการศึกษา มี

ผู้ป่วยจำนวน 30 คน มีอาการรุนแรงและจำนวน 69 คน อาการไม่รุนแรง โดยตารางที่ 4 แสดง

คุณลักษณะของผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษาของทั้งสองกลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 มี 12 ตัวอย่าง ที่ใช้ในการศึกษา

การแสดงออก mRNA ในเลือดของผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสด้วยเทคโนโลยี Nanostring โดย

แบ่งเป็นผู้ป่วยเลปโตสไปโรสิสรุนแรงจำนวน 8 รายและผู้ป่วยเลปโตสไปโรสิสไม่รุนแรงจำนวน 4 ราย

และกลุ่มที่ 2 มีผู้ป่วย จำนวน 99 คน ที่ใช้ในกระบวนการ การตรวจสอบความสัมพันธ์การแสดงออก 

mRNA โรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงด้วย Real Time PCR โดยคุณลักษณะของผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษา

ของทั้งสองกลุ่มจะแสดงในเรื่องของข้อมูลคุณลักษณะได้แก่ เพศ, อายุ, น้ำหนัก, ส่วนสูง, โรค

ประจำตัว, ข้อมูลโรคประจำตัวได้แก่ โรคเบาหวาน, โรคความดัน, โรคไขมันในเลือดสูงและโรคมะเร็ง 

ในทั้งสองกลุ่มไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ แต่โรค alcoholism มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญ ข้อมูลลักษณะทางกายภาพได้แก่ อุณหภูมิของร่างกาย ในทั้งสองกลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยสำคัญ แต่ข้อมูลด้านความดันของทั้งสองกลุ่ม มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ ข้อมูล

ทางห้องปฏิบัติการได้แก่ Hemoglobin, Platelet, Creatinine, Total bilirubin, Albumin และ 

HCO3
- ของทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 
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4.2 การศึกษาการแสดงออก mRNA ในเลือดของผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสด้วยเทคโนโลยี 
Nanostring 

จากการศึกษาการค้นหาการแสดงออกของ mRNA ในผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิส ที่มีอาการ

รุนแรงเทียบกับอาการไม่รุนแรงด้วยเทคโนโลยี NanoString จากการศึกษาทั้งหมด 750 ยีนของ

ระดับ mRNA พบว่ามรีะดับ mRNA ในกลุ่มผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง เมื่อเทียบกับอาการไม่

รุนแรง ที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) มีจำนวนทั้งสิ้น 46 ยีน ซึ่งเป็น upregulate 

จำนวน 1 ยีน และมี downregulate จำนวน 45 ยีน ดังแสดงในรูปที่ 22 ในส่วน Heat map 10 

อันดับยีนในกลุ่มอาการรุนแรงเทียบกับอาการไม่รุนแรงที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ดัง

แสดงในรูปที่ 21 หลังจากนั้นทำการเลือก candidate ยีนที่มี Fold change มากกว่า 1.5 เท่าและ

เป็น 3 อันดับแรกที่มี Fold change มากที่สุดได้แก่ ยีน PDCD1, IL4 และ NOS2 ดังแสดงในรูป 

volcano plot ที่ 22 ซึ่งแสดงเป็นจุดสีแดง 
 

 

รูป 21 แสดง Heat map 10 อันดับยีนในกลุ่มอาการรุนแรงเทียบกับอาการไม่รุนแรงที่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยสีแดง แสดงยีนที่ downregulate และสีเขียวแสดงยีนที่ upregulate 
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รูป 22 แสดง Volcano plot ซึ่งมีการแสดงออกของ mRNA โดยแสดงระหว่าง [-log10(p-value)] 
และ fold change [log2(fold change)] ของทุกยีน โดย mRNA ที่เป็นจุดสีแดงเป็น mRNA ที่จะใช้
ในการตรวจสอบด้วย qRT-PCR ต่อไป (Fold change > 1.5, p-value <0.05), จุดสีนำ้เงินแสดง 
mRNA ที่มีการแสดงออกในกลุ่มอาการรุนแรงเทียบกับอาการไม่รุนแรงแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 
(p-value <0.05) 
4.3 กระบวนการตรวจสอบความสัมพันธ์การแสดงออก mRNA โรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง
ด้วย Real Time PCR  

ผลการทดสอบศึกษาอุณหภูมิของ mRNA PDCD1, NOS2 และ IL4 พบว่า mRNA PDCD1 

และ NOS2 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ใช้ในการทำ qRT-PCR คือ 64 องศาเซลเซียส และ mRNA IL4มี

อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 67 องศาเซลเซียส จากตัวอย่างผู้ป่วย โรคเลปโตสไปโรสสิทั้งหมด 99 

ตัวอย่าง พบว่า ลอกกาลิทึมความสัมพันธ์การแสดงออกของยีน (Log Relative expression) PDCD1 

ในผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิส อาการรุนแรงมีระดับต่ำกว่าผู้ป่วยอาการไม่รุนแรงอย่างมีนัยสำคัญ (-

0.258 ± 0.75 vs. 0.098 ± 0.73, p = 0.022) ดังแสดงในรูปที่ 23 และรูปที่ 24 แสดงระดับการ

เปลี่ยนแปลงของยีน PDCD1 ในกลุ่มผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสอาการรุนแรงเทียบกับอาการไม่รุนแรง 

โดยในกลุ่มอาการรุนแรงมีการแสดงออกลดลง 0.5 เท่าเม่ือเทียบกับกลุ่มอาการไม่รุนแรงอย่างมี

นัยสำคัญ (p=0.022) ในส่วนของยีน NOS2 และ IL4 นั้น ไม่สามารถนำมาคำนวณ Relative 

expression และ Fold change ได ้ เนื่องจากท้ังสองยีนดังกล่าว เมื่อนำมาทำการตรวจสอบการ

แสดงออกของ mRNA ไม่สามารถเจอได้เนื่องจากมีการแสดงออกท่ีน้อยเกินไป เพราะ 

housekeeping gene β-actin มีการแสดงออกในทั้ง 99 ตัวอย่าง 
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รูป 23 แสดงลอกการิทึมความสัมพันธ์การแสดงออกของยีน (Relative expression) PDCD1 ใน
ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสอาการรุนแรง(S) มีระดับต่ำกว่าผู้ป่วยอาการไม่รุนแรง(NS) อย่างมีนัยสำคัญ 
(-0.258 ± 0.75 vs. 0.098 ± 0.73, p = 0.022)  

 

รูป 24 แสดงระดับการเปลี่ยนแปลงของยีน PDCD1 ในกลุ่มผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสอาการรุนแรง
(S) เทียบกับอาการไม่รุนแรง(NS)  โดยในกลุ่มอาการรุนแรง มีการแสดงออกลดลง 0.5 เท่าเม่ือเทียบ
กับกลุ่มอาการไม่รุนแรงอย่างมีนัยสำคัญ (p=0.022) 
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4.3.1 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ mRNA PDCD1 กับการเกิดความรุนแรงของโรค 
จากการเกิดความรุนแรงของโรคจากคะแนน SOFA score กับระดับการแสดงออกของ 

PDCD1 พบว่าความสัมพันธ์ไปในทางเชิงบวก ROC เท่ากับ 0.65 (p=0.022) ดังแสดงในรูปที่ 25 โดย
จากคะแนน SOFA Score ดังกล่าวนำมาจำแนกความรุนแรงตามระบบอวัยวะดังนี้ รูปที่ 26 การ
แสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการไหลเวียนของเลือด(Coagulation) พบว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน 
ROC เท่ากับ 0.58 (p=0.313), รูปที่ 27 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการทำงานของตับ
(Liver) พบว่ายีน PDCD1 ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการทำงานของตับ ROC เท่ากับ 0.62 (p=0.264), 
รูปที่ 28 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการทำงานของระบบประสาท(CVS) พบว่ายีน PDCD1 
ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการทำงานของระบบประสาท ROC เท่ากับ 0.64 (p=0.337), รูปที่ 29 การ
แสดงออกของ PDCD1 กับ ภาวะไตวาย พบว่ายีน PDCD1 ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการทำงานของไต 
ROC เท่ากับ 0.52 (p=0.788) รูปที่ 30 พบว่ายีน PDCD1 ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับภาวะปอดอักเสบ
(Lung hemorrhage) ROC เท่ากับ 0.86 (p=0.07) และ รูปที่ 31 การแสดงออกของ PDCD1 กับ 
การใส่เครื่องช่วยหายใจ พบว่ายีน PDCD1 มีความสัมพันธ์ กับการใส่เครื่องช่วยหายใจ ROC เท่ากับ 
ROC เท่ากับ 0.75 (p=0.005) ซึ่งสรุปได้ว่า ยีน PDCD1 สามารถทำนายการเกิดอาการรุนแรงของ
ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสได้ ROC เท่ากับ 0.64 (p=0.002) เมื่อทำการวิเคราะห์ PDCD1 กับปัจจัย
อ่ืนๆ ที่มีส่วนเกี่ยวข้องได้แก่ ปัจจัยด้านอายุ, เพศและจำนวนวันที่เป็นไข้ พบว่าปัจจัยที่กล่าวมาไม่มี
ผลต่อการแสดงออกของยีน PDCD1 เพ่ือใช้ในการทำนายความรุนแรงของโรค โดย OR เท่ากับ 0.42 
(95%CI, 0.20–0.87, p = 0.020) สรุปได้ว่า ถ้าลอกกาลิทึมของการแสดงออก PDCD1 มีลดลง 1 
หน่วย ความเสี่ยงของการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสจะเพ่ิมข้ึนเป็น 2.4 เท่า 
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รูป 25 Receiver operating characteristic curve (ROC) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับ 
mRNA PDCD1 กับการเกิดความรุนแรงของโรค พบว่าความสัมพันธ์ไปในทางเชิงบวก ROC เท่ากับ 
0.65 (p=0.022) 

 

รูป 26 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการไหลเวียนของเลือด(Coagulation) พบว่าไม่ได้มี
ความสัมพันธ์กัน ROC เท่ากับ 0.58 (p=0.313) 
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รูป 27 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการทำงานของตับ(Liver) พบว่ายีน PDCD1 ไม่ได้มี
ความสัมพันธ์กับการทำงานของตับ ROC เท่ากับ 0.62 (p=0.264) 

 

รูป 28 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการทำงานของระบบประสาท(CVS) พบว่ายีน PDCD1 
ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการทำงานของระบบประสาท ROC เท่ากับ 0.64 (p=0.337) 
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รูป 29 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ระบบการทำงานของระบบการทำงานของไต(Renal) พบว่า
ยีนPDCD1 ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการทำงานของการทำงานของไต ROC เท่ากับ 0.52 (p=0.788) 

 

รูป 30 การแสดงออกของ PDCD1 กับ ภาวะปอดอักเสบ (Lung hemorrhage) พบว่ายีน PDCD1 มี
ความสัมพันธ์ กับภาวะปอดอักเสบ(Lung hemorrhage) ROC เท่ากับ 0.86 (p=0.07) 
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รูป 31 การแสดงออกของ PDCD1 กับ การใส่เครื่องช่วยหายใจพบว่ายีน PDCD1 ไม่ได้มี
ความสัมพันธ์กับการใส่เครื่องช่วยหายใจ ROC เท่ากับ 0.75 (p=0.005) 
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บทที่ 5  
การอภิปรายผลการทดลอง 

การศึกษาการแสดงออกของยีน เพ่ือใช้ในการทำนายการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไป

โรสิส ในการศึกษาครั้งนี้ได้แบ่งการทดลอง ออกเป็น 2 ส่วน ได้แก่ การศึกษาการแสดงออกของ 

mRNA กับการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงด้วยวิธี nanostring และ การตรวจสอบการแสดงออก

ของ mRNA ที่ค้นพบ ในส่วนแรกด้วยวิธี RT-qPCR โดยมีวัตถุประสงค์ เพ่ือค้นหา ตัววัดทางชีวภาพ

เพ่ือใช้ในการทำนายการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสต่อไปในอนาคต โดยในส่วนแรก คือ 

ในส่วนการศึกษาการแสดงออกของ mRNA กับการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง จากการศึกษาใน

ส่วนแรก ได้ยีนเป้าหมาย 3 ยีน ซึ่งได้แก่ PDCD1, IL4 และ NOS2 ซึ่งเป็นยีนในฝั่ง down regulate 

ซึ่งเมื่อได้ยีนที่สนใจจำนวนทั้งสิ้น 3 ยีน จึงนำทั้ง 3 ยนีนี้มาทำการศึกษาต่อในส่วนที่ 2 ซึ่งจาก

การศึกษาในส่วนที่ 2 พบว่า ยีน IL4 และ ยีน NOS2 ไม่สามารถตรวจสอบได้โดยวิธี RT-qPCR 

เนื่องจากทั้งสองยีนนี้มีปริมาณท่ีน้อยเกินไป แต่ยีน PDCD1 สามารถตรวจสอบได้ พบว่า ยีน PDCD1 

สามารถทำนายการเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิสได้ โดยมี ROC เท่ากับ 0.65 (p=0.022)  

ในการศึกษาการทำนายการเกิดความรุนแรงโรคเลปโตสไปโรสิส ในปี 2549 Vernelและ

คณะ(19) ทำการศึกษาการแสดงออกของ cytokine mRNA ที่มีบทบาทสำคัญในโรคเลปโตสไปโรสิส 

ได้แก่ interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-10, IL-12p40, tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), 

gamma interferon (IFN-gamma), โดยทำการฉีดเชื้อ Leptospira ในหนู hamster ทำให้หนูเกิด

อาการรุนแรง เทียบกับกลุ่มหนูที่ไม่ติดเชื้อ โดยดูภายใน 24 ชั่วโมงของการติดเชื้อและดูหลังการติด

เชื้อ 4 วัน พบว่าการแสดงออกของ Th1 cytokine mRNA (TNF-alpha, IFN-gamma, and IL-12) 

สามารถตรวจเจอได้ภายใน 1 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ แต่การแสดงออกของ anti-inflammatory 

cytokines เช่น IL-4 and IL-10 ตรวจพบภายหลังการติดเชื้อ 1 ถึง 4 วัน การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึง 

กลไกระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อเลปโตสไปร่า ในปี 2558 ณัฐชัยและคณะ(20) ศึกษาตัวชี้วัดทาง

ชีวภาพของภาวะไตวายเฉียบพลันซึ่งเป็นสาเหตุอันดับต้นๆของการเกิดความรุนแรงในโรคเลปโตสไป

โรสิส โดยการศึกษานี้ใช้ NGAL เป็นตัวช้วัดทางชีวภาพในระยะต้น ในการทำนาย การเกิดภาวะไต

วายเฉียบพลัน โดยทำการศึกษาในเลือดและปัสสาวะของผู้ป่วยที่เป็นโรคเลปโตสไปโรสิส ซึ่งพบว่า ทั้ง

ในเลือดและปัสสาวะ มีระดับ NGAL สูงขึ้นในภาวะผู้ป่วยไตวายเฉียพลันในโรคเลปโตสไปโรสิส ทั้งใน

เลือดและปัสสาวะ NGAL ให้ผลลัพธ์ที่มีแนวโน้มว่าจะเป็นตัวบ่งชี้สำหรับการเกิดภาวะไตวาย

เฉียบพลันในโรคเลปโตสไปโรสิส อย่างไรก็ตาม NGAL ไม่ได้แสดงบทบาทที่อาจเป็นตัวทำนายการฟ้ืน
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ตัวของไต ในปี 2558 Mikulskiและคณะ(21) ศึกษาปัจจัยอาการทางคลินิก เพ่ือใช้ในการทำนายโรค

เลปโตสไปโรสิสรุนแรงในโรงพยาบาล โดยใช้คะแนน SAP score, Total bilirubin, Lctate, 

AST/ALT หรือการลดลงของอัตราส่วน IL-10/TNF-α พบว่าล้วนสำคัญกับการเกิดความรุนแรงของ

โรค นอกจากนี้ยังศึกษาการแสดงออกของ IL-1ra, PTX3 และ IL-1alpha ซึ่งพบว่า ระดับการ

แสดงออกสูงขึ้นในกรณีท่ีเกิดความรุนแรงของโรคเลปโตสไปโรสิส ซึ่งการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า

พารามิเตอร์ที่ใช้ในการตรวจในโรงพยาบาลอยู่แล้วสามารถทำนายการเกิดความรุนแรงของโรคเลป

โตสไปโรสิสได้และ ในปี 2563 Umapornและคณะ(26) เป็นการศึกษา miRNA เพ่ือใช้ในการทำนาย

การเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรง ใช้ตัวอย่างจากคนไข้ที่เป็นกลุ่มรุนแรงและไม่รุนแรงในโรคเลปโตส

ไปโรสิส เจอ miR Upregulation ของ miR155-5p, miR362-3p, miR502-5p, miR601, 

miR1323, และmiR630 โดยทำในคนไข้ 119 คน พบว่าระดับ miR155-5p และ miR630 ในเลือด 

ในกลุ่มโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงมีค่ามากกกว่ากลุ่มไม่รุนแรง อย่างมีนัยสำคัญ จากการศึกษา

งานวิจัยครั้งนี้ คือ พบว่า miR155 กับ miR630 สามารถใช้เป็น biomarker สำหรับโรคเลปโตสไปโร

สิสรุนแรงได้ แต่ข้อจำกัดคือ microRNA ไม่ได้จำเพาะเจาะจงกับการแสดงออกของยีน จากการศึกษา

งานวิจัยก่อนหน้านี้ยังไม่มีงานวิจัยใดที่ใช้ PDCD1 ในการทำนายการเกิดความรุนแรงเลปโตสไปโรสิส

แต่มีการใช้ PDCD1 ในการทำนายภาวการณ์ติดเชื้อ (sepsis) PDCD1 หรือที่รู้จักกันในนามของ PD1 

โดย PD1 เป็นหนึ่งในสมาชิกของ immunoglobulin CD28 มีขนาด 55 กิโลดาลตัน PD1 ทำหน้าที่

เป็น immune checkpoint โดยทำหน้าที่เป็น negative suppressor ของ T cell โดยจะทำหน้าที่

ยับยั้ง T cell ในสถานะการปกติ เพ่ือไม่ให้ร่างกายเกิดภาวะ autoimmune และไม่ผลิต cytokine 

ในสถานการณ์ปกติ(32) ในปี 2559 Zhao Yและคณะ (33) ทำการศึกษา PD1 ในซีรั่มเพ่ือใช้ในการ

ทำนายการเกิดความรุนแรงของโรคติดเชื้อ และใช้ในการทำนายอัตราการเสียชีวิตภายใน 28 วัน ใน

หอผู้ป่วย ICU โดยศึกษาการแสดงออกของ PD-1 บน CD4 และ CD8 Tcells และ ศึกษาการ

แสดงออกของลิแกน PD1 ซึ่งก็คือ PD-L1 บน monocytes โดยทำการวัดในวันแรกและวันที่ 7 หลัง

การอยู่ใน ICU โดยการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงซีรั่ม PD-1 สามารถทำนายการเกิดความรุนแรงในโรค

ติดเชื้อ และทำนายอัตราการเสียชีวิตภายใน 28 วันในระยะแรกของการอยู่ใน ICU ได้  
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จากการศึกษางานวิจัยนี้มีจุดแข็งคือ ใช้ตัวอย่างจากผู้ป่วยเป็นโรคเลปโตสไปโรสิส ซึ่งถูก

ยืนยันด้วยวิธีมาตรฐานตาม WHO และใช้ตัวอย่างของคนไข้ ในวันแรกของการติดเชื้อเลปโตสไปร่า 

ซึ่งถือว่าเป็นประโยชน์ในการหาตัวชี้วัดทางชีวภาพอย่างมาก และยังใช้เทคนิค Nanostring ซึ่งเป็น

เทคนิคที่มีการใช้ตัวอย่างในปริมาณท่ีน้อย แต่สามารถค้นพบยีนได้หลายยีน ซึ่งเทคนี้ยีงมีความไวและ

ความจำเพาะสูงอีกด้วย ในเวลาเดียวกัน นอกจากนี้ ในโรคเลปโตสไปโรสิสยังไม่มีการศึกษาใด ที่

ศึกษาการทำนายโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงด้วยการแสดงออกของยีน PDCD1 ซึ่งถือว่างานวิจัยนี ้

เป็นงานวิจัยแรก ที่ค้นพบการแสดงออกของยีน PDCD1 เพ่ือใช้ในการทำนาย การเกิดโรคเลปโตสไป

โรสิสรุนแรง และข้อจำกัดของงานวิจัยนี้คือ วันแรกของการเก็บตัวอย่างไม่ใช่วันแรกของการเป็นไข้

จริงๆ ซึ่งอาจจะทำให้ผู้ป่วยอาจมีอาการรุนแรงก่อนหน้านี้แล้ว ซึ่งการค้นพบตัวชี้วัดชีวภาพนี้ใช้ในการ

ระบุความรุนแรงของการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสอาจจะไม่สามารถทำนายในอนาคตว่าจะเกิดความ

รุนแรงได้ และเนื่องจากยีนที่พบเป็นยีน down regulate ซึ่งในการทดสอบด้วยวิธี RT-PCR อาจจะ

ทำให้ไม่สามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธีนี้ 

 จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงสรุปได้ว่า ยีน PDCD1 เป็นยีน down regulate ในผู้ป่วยโรค

เลปโตสไปโรสิสรุนแรง ซึ่งใช้ในการระบุการเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสรุนแรงได้ในอนาคต 
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