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Abstract

	 Background: The genetic information of Leptospira in livestock of Thailand is limited. This study 

aims to identify the Leptospira strain specific to cattle and pigs in different regions of Thailand.                

The information obtained will be helpful in epidemiology, disease surveillance, and the development 

of diagnostic kits and vaccines.

	 Method:  A total of 553 urine and sera of animals were collected between 2017-2019 from 

nine livestock administrative regions. The antibodies against Leptospira were examined using a                 

microscopic agglutination test (MAT). Detection of leptospiral DNA was obtained by real-time PCR. 

Besides, Leptospira was also isolated from urine samples to classify the Leptospira strains both       

serogrouping (SG) and molecular typing (Pulsed-field gel electrophoresis; PFGE, Multilocus sequence 

typing; MLST and 16S rRNA sequencing).

	 Result:  The seroreactivity of cattle and pigs was 83.68% and 17.01%, respectively. The two 

most common serovars were Shermani and Ranarum. The uroprevalence of cattle and pigs was 20.53% 

(39/190) and 12.02% (41/341) respectively, with cattle was highest at region 7, 76.47% (13/17), and 

pigs found highest at region 4, 53.33% (16/30). This study was able to identify Leptospira from cattle 

as L. borgpetersenii serogroup Sejroe serovar Hardjobovis (ST 152), L. interrogans and L. licerasiae 

(intermediate group). Unfortunately, the isolates of pigs could not be purified. Therefore, the 16S rRNA 

sequencing was analyzed and found L. santarosai, L. borgpetersenii and L. interrogans.

	 Conclusion: In this study, both pathogenic and intermediate Leptospira are found                                  

L. borgpetersenii serogroup Sejroe serovar Hardjobovis is mainly found in cattle of Thailand. At the 

same time, the Leptospira spp. in pigs is more diverse. This study indicates the distribution of                  

Leptospira in cattle and pigs in Thailand, which are reservoir hosts and shed contaminated urine to 

the environment. This finding provides valuable data for epidemiological study and disease                          

surveillance in humans, animals, and the environment.
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บทคััดย่่อ

	ที่่� มาของการศึึกษา: การศึึกษาข้้อมููลทางด้้าน

พัันธุกรรมของเชื้้�อเลปโตสไปราในปศุุสััตว์์ของประเทศไทย

มีีอย่่างจำำ�กัด ผู้้�วิิจััยจึึงมีีวััตถุุประสงค์์ที่่�จะศึึกษาหาเชื้้�อ   

เลปโตสไปราสายพันธุ์์�ที่่�จำำ�เพาะในโค และสุุกรในภูมิิภาค

ต่่าง ๆ  ของประเทศไทย ข้้อมููลที่่�ได้้จะเป็น็ประโยชน์ใ์นด้้าน

ระบาดวิทยา การเฝ้้าระวัังโรค ตลอดจนการผลิตชุุด             

ตรวจโรคและการพัฒนาวััคซีนต่่อไป

	วิ ธีีการ: เก็็บตััวอย่่างซีีรััม และปััสสาวะจำำ�นวน           

ทั้้�งสิ้้�น 553 ตััวอย่่าง จากสััตว์์ที่่�ทำำ�การศึึกษา ระหว่่าง            

พ.ศ. 2560-2562 โดยเก็็บตััวอย่่างในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 1 

ถึึง 9 ตรวจหาแอนติบอดีีต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราด้้วยวิธีี          

Microscopic agglutination test (MAT) ตรวจหาสาร

พัันธุกรรมของเชื้้�อเลปโตสไปราโดยวิธีี real-time PCR 

นอกจากนี้้�ยัังทำำ�การเพาะแยกเชื้้�อเลปโตสไปราจาก

ตััวอย่่างปััสสาวะ เพื่่�อจำำ�แนกสายพัันธุ์์�เชื้้�อเลปโตสไปรา       

ทั้้�งวิิธีีทาง serogrouping (SG) และวิิธีีทาง molecular 

typing (Pulsed-field gel electrophoresis; PFGE, 

Multilocus sequence typing; MLST และ 16S rRNA 

sequencing)

	 ผล: พบแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราในโคเนื้้�อ

และสุุกร คืือ 83.68% (159/190) และ 17.01% (58/341) 

ตามลำำ�ดับ ซีีโรวาร์์ที่่�พบมากที่่�สุุดสองอัันดับแรก ได้้แก่่         

ซีีโรวาร์์ Shermani และ Ranarum ตามลำำ�ดับ ความชุก

ของเชื้้�อเลปโตสไปราในปััสสาวะ (uroprevalence)          

โคเนื้้�อ และสุุกร คืือ 20.53% (39/190) และ 12.02% 

(41/341) ตามลำำ�ดับ โดยโคเนื้้�อพบสููงสุุดที่่�เขต 7 คิิดเป็็น 

76.47% (13/17) ส่่วนสุกรพบสููงสุุดที่่�เขต 4 คิิดเป็็น 53.33% 

(16/30) การศึึกษานี้้�สามารถจำำ�แนกเชื้้�อเลปโตสไปราจาก

ปััสสาวะโคเนื้้�อได้้เป็็นเชื้้�อ L. borgpetersenii ซีีโรกรุ๊๊�ป 

Sejroe ซีีโรวาร์์ Hardjobovis (ST 152), L. interrogans 

และ L. licerasiae (intermediate group) สำำ�หรัับสุุกร

ไม่่สามารถเพาะแยกเชื้้�อให้้บริิสุุทธ์ิ์�ได้้ จึึงวิิเคราะห์์ลำำ�ดับ

นิิวคลีโอไทด์์ของ 16S rRNA พบว่่าเป็็นเชื้้�อ L. santarosai, 

L. borgpetersenii และ L. interrogans

	 สรุุป: การศึึกษานี้้�พบเชื้้�อเลปโตสไปราทั้้�งกลุ่่�ม 

pathogenic และกลุ่่�ม intermediate โดยเชื้้�อ L.                

borgpetersenii ซีีโรกรุ๊๊�ป Sejroe ซีีโรวาร์์ Hardjobovis 

เป็็นสายพันธุ์์�ที่่�พบส่่วนใหญ่่ในโคเนื้้�อของประเทศไทย           

แต่่ในสุกรพบว่่าเชื้้�อมีีความหลากหลายในระดัับสปีีชีีส์์         

ผลการศึึกษานี้้�ชี้้�ให้้เห็็นถึึงการกระจายตัวของเชื้้�อที่่�มีีอยู่่�ใน

โคและสุุกรในประเทศไทยซ่ึ่�งเป็็นสัตว์์รัังโรคที่่�มีีโอกาส       

ขัับเชื้้�อผ่่านทางปััสสาวะปนเป้ื้�อนสู่่�สิ่่�งแวดล้อม อีีกทั้้�งได้้

ข้้อมููลพื้้�นฐานที่่�เป็็นประโยชน์สำำ�หรัับการศึึกษาทางระบาด

วิิทยาและการเฝ้้าระวัังโรคทั้้�งในคน สััตว์์ และสิ่่�งแวดล้อม

คำำ�สำำ�คััญ: เลปโตสไปรา, โค, สุุกร, ชีีโรวาร์์

บทนำำ�

	 โรคเลปโตสไปโรสิสเป็็นโรคที่่�มีีสาเหตุุจากการ       

ติิดเชื้้�อแบคทีเรีียชนิดแกรมลบ ลัักษณะเป็็นเกลีียว ที่่�             

เรีียกว่่า เลปโตสไปราชนิดก่่อโรค (pathogenic leptospires) 

โดยเฉพาะกลุ่่�ม Leptospira interrogans โรคนี้้�พบได้้     

ทั่่�วโลก (Farr, 1995) เป็็นโรคประจำำ�ถิ่่�นของประเทศไทย 

(อุุไร และกำำ�พล, 2513; Bunnag et al., 1983) และเป็็น

ปััญหาที่่�สำำ�คัญทางด้้านสาธารณสุข โดยระหว่่าง พ.ศ. 

2549-2558 พบอััตราป่่วย 3.38–8.57 และอััตราการ         

เสีียชีีวิติ 0.04–0.12 ต่่อประชากรแสนคน (MOPH, 2016) 

เชื้้�อเลปโตสไปราจะถููกปล่่อยออกมาพร้้อมกับปััสสาวะของ

สััตว์์รัังโรค (reservoir host) เช่่น หนูู โค กระบืือ สุุกร 

สุุนััข ซ่ึ่�งสััตว์์เหล่่านี้้� นอกจากจะเป็็นแหล่่งแพร่่กระจายเชื้้�อ

ไปสู่่�คนและสััตว์์อื่่�น ๆ แล้้ว การติดเชื้้�อของปศุุสััตว์์ เช่่น  

โค กระบืือ ยัังส่่งผลกระทบต่่อเศรษฐกิิจของประเทศ         

เช่่น ทำำ�ให้้ผลผลิตน้ำำ��นมลดลง เกิิดการแท้้งลููกในสัตว์์ทำำ�ให้้

ผลผลิตน้้อยลง (Alston and Broom, 1958) รวมถึึง           

การไม่่สามารถส่่งออกสััตว์์เพื่่�อการบริิโภคได้้

	 การตรวจวินิิจฉัยสภาวะการติดเชื้้�อเลปโตสไปรา

ทางห้้องปฏิิบััติิการ สามารถทำำ�ได้้ทั้้�งการตรวจหาเชื้้�อ

โดยตรงและการตรวจทางซีีรััมวิิทยา ซ่ึ่�งวิิธีีการเพาะเชื้้�อ

และวิิธีี Microscopic agglutination test (MAT) เป็็นวิธีี

มาตรฐาน (WHO, 2003) โดยแต่่ละวิิธีีล้้วนแล้้วแต่่มี        

ข้้อจำำ�กัด เช่่น การเพาะเชื้้�อต้้องใช้้เวลานาน หรืือตััวอย่่าง

ปััสสาวะที่่� รองเก็็บโดยตรงจากตััวสััตว์์มัักมีีจุุลชีีพ                

ประจำำ�ถิ่่�น (normal flora) ปะปนอยู่่� ซ่ึ่�งส่่วนใหญ่่เจริญได้้
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ดีีกว่่าเชื้้�อเลปโตสไปรา ผลการตรวจจึึงอาจเป็็นลบแบบเท็็จ

(false negative) และไม่่สามารถเพาะแยกเชื้้�อเลปโตสไปรา

ให้้บริิสุุทธ์ิ์�ได้้ (กรมควบคุุมโรค, 2557) ส่่วนวิธีี MAT มีีข้้อ

จำำ�กัดคือ การตรวจหาระดัับแอนติิบอดีีในสัตว์์รัังโรค           

โดยบอกได้้เพีียงว่่าสััตว์์เคยสัมผัสเชื้้�อมาก่่อนและมีี

ภููมิิคุ้้�มกันต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราซีโีรวาร์ใ์ดบ้าง แต่่ไม่่สามารถ

ระบุุสภาวะการติดเชื้้�อในปัจจุบัันได้้ และผลการวิเคราะห์์

ซีีโรวาร์์ จากซีีรััมไม่่สอดคล้องกัับผลการเพาะเชื้้�อที่่�           

เพาะแยกได้้จากสิ่่�งส่่งตรวจ เนื่่�องจากอาจเกิิดปฏิิกิิริิยา 

ข้้ามระหว่่างซีีโรวาร์์ (cross reaction) หรืืออาจเกิิด              

paradoxical reaction (Levett, 2001; WHO, 2003) 

โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งการตรวจจากซีีรััมที่่�เก็็บเพีียงครั้้�งเดีียว

อาจเป็็นอุปสรรคต่่อการแปลผลและอาจไม่่สะท้้อนถึึง         

การติดเชื้้�อในปัจจุบััน ดัังนั้้�นการรายงานซีโรวาร์์เชื้้�อ             

เลปโตสไปราจากการตรวจหาแอนติบอดีีจำำ�เพาะโดยวิธีี 

MAT จึึงให้้ข้้อมููลที่่�เป็็นประโยชน์ทางด้้านระบาดวิทยาใน

ภาพรวมของซีีโรวาร์์ที่่�พบในภูมิิภาคนั้้�น ๆ แต่่ไม่่สามารถ

ให้้ข้้อมููลเกี่่�ยวกัับพัันธุกรรมของเชื้้�อเลปโตสไปราที่่�อยู่่�ใน

สััตว์์ได้้

	 การศึึกษาคุุณสมบัั ติิทางพัันธุกรรมของเชื้้�อ                

เลปโตสไปรา สามารถทำำ�ได้้โดยใช้้เทคนิคทางอณููชีีววิิทยา

(molecular typing) ซ่ึ่�งต้้องศึึกษาจากเชื้้�อเลปโตสไปรา 

บริิสุุทธ์ิ์�ที่่�เพาะแยกได้้จากสิ่่�งส่่งตรวจ ได้้แก่่ เลืือด ไต ดิิน 

น้ำำ�� เป็็นต้น  โดยเทคนิคที่่�ยอมรัับและใช้้กัันอย่่างแพร่่หลาย

เช่่น Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) และ 

Multilocus sequence typing (MLST) ยัังไม่่มีวิิธีีทาง 

molecular typing ใดที่่�ยอมรัับว่่าเป็็น gold standard 

จึึงจำำ�เป็็นต้องใช้้หลายวิิธีีประกอบกััน และฐานข้อมููลทาง

พัันธุกรรมของเชื้้�อเลปโตสไปราในแต่่ละวิิธีีก็็มีีอยู่่�อย่่าง

จำำ�กัด โดยเฉพาะข้้อมููลทางปศุุสััตว์์ ซ่ึ่�งส่่วนใหญ่่เป็็นการ

รายงานซีโรวาร์์จากการตรวจแอนติบอดีีเท่่านั้้�น 

	ดั งนั้้�น เพื่่� อ ใ ห้้ ข้้อ มููลทางพัันธุกรรมของเชื้้� อ                    

เลปโตสไปราในปศุุสััตว์์สามารถใช้้เป็็นข้อมููลเพื่่�อหาความ

เชื่่�อมโยงถึึงการระบาดได้้ ผู้้�วิจััยจึึงได้้ทำำ�การศึึกษาสายพันธุ์์�

ของเชื้้�อเลปโตสไปราในปศุุสััตว์์โดยเก็็บตััวอย่่างซีีรััมและ

ปััสสาวะจากโคเนื้้�อ สุุกรจากโรงฆ่่าสััตว์์ แล้้วจำำ�แนกเชื้้�อ

โดยวิธีีทาง molecular typing ข้้อมููลที่่�ได้้จากการศึึกษา

ครั้้�งนี้้�จะเป็็นประโยชน์ทางระบาดวิทยา การสอบสวนโรค

ตลอดจนเป็็นแนวทางในการวางแผนเฝ้้าระวัังและการ

ป้้องกัันโรค นอกจากนี้้�ยัังเป็็นประโยชน์ในการพัฒนา           

ต่่อยอดสำำ�หรัับการผลิิตชุุดตรวจโรค และผลิิตวััคซีนที่่�

จำำ�เพาะต่่อซีีโรวาร์์ ที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคในแต่่ละพื้้�นที่่�

สำำ�หรัับปศุุสััตว์์ในประเทศไทย 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ประชากรและการสุ่่�มตััวอย่่าง

	 เก็็บตััวอย่่างโคและสุุกรจากโรงฆ่่าสััตว์์ ในพื้้�นที่่�

ปศุุสััตว์์เขต 1 ถึึง 9 ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2562 โดย

คำำ�นวณขนาดตัวอย่่างจากกลุ่่�มประชากรจำำ�นวนมาก         

(infinite size) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% (Yamane, 

1967) จำำ�นวนทั้้�งสิ้้�น 531 ตััวอย่่าง เป็็นโคเนื้้�อ 190 

ตััวอย่่าง และสุุกร 341 ตััวอย่่าง สุ่่�มเก็็บตััวอย่่างแบบ 

simple random sampling แต่่ละชุุดตัวอย่่างประกอบ

ด้้วยซีรััม และปััสสาวะ จากสััตว์์ตััวเดีียวกััน นอกจากนี้้�เก็็บ

ตััวอย่่างกระบืือ 22 ตััวอย่่างในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 8 เพิ่่�มเติิม

ด้้วยวิิธีี convenience sampling เนื่่�องจากงานวิจััยใน

ครั้้�งนี้้�ไม่่สามารถเพาะแยกเชื้้�อจากโคเนื้้�อจากพื้้�นที่่�เขต 8 ได้้

การตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่าง

	 1. การตรวจวิเคราะห์์ตััวอย่่างทางซีีรััมวิทยา โดย

วิิธีี Microscopic agglutination test (MAT) 

		  ตรวจหาแอนติบอดีีไตเตอร์์ต่่อเชื้้�อเลปโตสไปรา 

24 ซีีโรวาร์์ ได้้แก่่ Bratislava, Autumnalis, Ballum, 

Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri, Djasiman, 

Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, 

Javanica, Louisiana, Manhao, Mini, Panama,        

Pomona, Pyrogenes, Ranarum, Sarmin, Sejroe, 

Shermani, Tarassovi และ Patoc ดำำ�เนิินการทดสอบใน 

96 wells microplate เจืือจางซีีรััม 1:25 และเริ่่�มต้น 

dilution ที่่� 1:50 ถึึง 1:3200 แบบ 2-fold dilution        

แล้้วเติิมแอนติิเจนซ่ึ่�งเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปราความเข้้มข้น 

1-2 x 108 cells/ml ปริิมาตร 25 µl นำำ�ไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 

30±1 ◦C เป็็นเวลา 90-120 นาที ีอ่่านผลการเกิดิปฏิิกิิริิยา

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ชนิดพื้้�นมืด รายงานผลไตเตอร์์

สููงสุุดของซีีโรวาร์์ที่่�เกิิดปฏิิกิิริิยาการเกาะกลุ่่�มตกตะกอน 
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≥ 50% โดยกำำ�หนดค่่าตััดสินที่่�ไตเตอร์์ ≥ 1:100 ตััว

ควบคุุมลบ และตััวควบคุุมบวก คืือ phosphate buffer 

saline (PBS) และ rabbit-antiserum ที่่�จำำ�เพาะต่่อเชื้้�อ

เลปโตสไปรา จำำ�นวน 24 ซีีโรวาร์์ตามลำำ�ดับ

	 2.	 การตรวจสารพันัธุกรรมโดยวิธีิี Real time PCR

	  	 สกััดดีเอ็็นเอจากตััวอย่่างปััสสาวะ โดยใช้้ 

QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Germany) ตามขั้้�น

ตอนที่่�ระบุุในคู่่�มืือ เพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรมบริิเวณยีีน 

LipL32 ซ่ึ่�งจำำ�เพาะต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราชนิิดก่่อโรค 

ปฏิิกิิริิยาประกอบด้้วย 2X FastStart DNA probe          

master (Roche, Switzerland) ปริิมาตร 10 µl, forward 

และ reverse primers (45F: 5’-AAG CAT TAC CGC 

TTG TGG TG-3’, 286R: 5’-GAA CTC CCA TTT CAG 

CGA TT-3’) อย่่างละ 0.4 µM,  probe (189P: FAM-5’AA 

AGC CAG GAC AAG CGC CG-3’-BHQ1) 0.1 µM 

(Stoddard, 2013) ดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้น 50 ng และปรัับปริมิาตร

ด้้วยน้ำำ��กลั่่�นให้้ครบ 20 µl นำำ�ไปเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรม

โดยใช้้เครื่่�อง LightCycler®480 (Roche, Switzerland) 

ภายใต้้สภาวะอุุณหภููมิิ ดัังนี้้� pre-amplification 95 ◦C 

เวลา 10 นาทีี, 2-step amplification จำำ�นวน 45 รอบ 

ที่่� 95 ◦C 10 วิินาทีี และ 55 ◦C เวลา 30 วิินาทีี และ 

post-amplification 40 ◦C เวลา 30 วิินาทีี โดยกำำ�หนด

ค่่าผลบวกที่่� Ct ≤ 40 ตััวควบคุุมลบ และตััวควบคุุมบวก 

คืือน้ำำ��กลั่่�น และดีีเอ็็นเอของเชื้้�อเลปโตสไปราชนิิดก่่อโรค 

ซีีโรวาร์์ Cellidoni ตามลำำ�ดับ

	 3.	 การเพาะเชื้้�อเลปโตสไปรา

		  เก็็บตััวอย่่างปััสสาวะจากกระเพาะปััสสาวะโดย

วิิธีีปลอดเชื้้�อ ปริิมาตร 1 ml ใส่่ใน transport media (1% 

bovine serum albumin) ปริิมาตร 9 ml เก็็บรัักษาที่่�

อุุณหภููมิิห้้อง นำำ�สารละลาย transport media ปริิมาตร 

100-200 µl เพาะลงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ semi-solid          

Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) 

นำำ�ไปบ่่มเชื้้�อที่่� 30±1 ºC (Ellinghausen, 1973) ส่่องดูู 

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์พื้้�นมืดสัปดาห์์ละ 1 ครั้้�ง เป็็นเวลา 

12-16 สััปดาห์ ์เพื่่�อสัังเกตหาเชื้้�อเลปโตสไปราที่่�มีีลัักษณะ

เป็็นสไปโรขีต เมื่่�อเพาะแยกเชื้้�อเลปโตสไปราได้้ จะทำำ�ให้้

บริิสุุทธ์ิ์�โดยการกรองผ่่านกระดาษกรองที่่�มีีรููขนาด 0.2 μm 

ลงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ EMJH broth บ่่มเชื้้�อที่่� 30±1 ºC เป็็น

เวลา 1 สััปดาห์์ 

การจำำ�แนกสายพัันธุ์์�เช้ื้�อเลปโตสไปรา

	 1.	 Serogrouping (SG) 

		นำ  ำ�เชื้้�อเลปโตสไปราบริิสุุทธ์ิ์�ที่่�เพาะแยกได้้ มา

ทำำ�ปฏิิกิิริิยากัับ rabbit-antiserum ที่่�จำำ�เพาะต่่อเชื้้�อ          

เลปโตสไปรา จำำ�นวน 24 ซีีโรวาร์์ โดยแต่่ละซีีโรวาร์์เป็็น

ตััวแทนของแต่่ละซีีโรกรุ๊๊�ป ทำำ�การเจืือจาง rabbit-                

antiserum แบบ 2-fold dilution รายงานผลการทดสอบ

ของค่่าสููงสุุดของไตเตอร์์ที่่�ทำำ�ปฏิิกิิริิยาการตกตะกอนกัับ

เชื้้�อเลปโตสไปรา

	 2.	 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)    

		  เตรีียมเชื้้�อเลปโตสไปราสายพันธุ์์�อ้างอิิงและเชื้้�อ

เลปโตสไปราบริิสุุทธ์ิ์�ที่่�เพาะแยกได้้ ความเข้้มข้น 1×108 

cells/ml ในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ EMJH broth และเตรีียม

ดีีเอ็็นเอเชื้้�อเลปโตสไปรา ตามคู่่�มืือของ CHEF Bacterial 

Genomic DNA Plug Kit (Bio-Rad Laboratories, UK) 

ตััดดีเอ็็นเอด้้วยเอนไซม์ Not I (New England Biolabs, 

USA) (Romero, 2009) โดยบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 ºC ทิ้้�งไว้้

ข้้ามคืน แยกดีีเอ็็นเอบนแผ่่นเจลด้้วยกระแสไฟฟ้้า 120 

โวลต์ สลัับทิิศทางเป็็นจัังหวะ ทำำ�มุม +60 และ -60 องศา

 โดยใช้้เครื่่�อง CHEF MAPPER (Bio-Rad Laboratories, 

UK) ใน 0.5X TBE ควบคุุมอุณหภููมิิที่่� 14 ºC initial และ 

final switch time เท่่ากัับ 5.5 และ 63.5 วิินาทีี                    

ตามลำำ�ดับวิิเคราะห์์รููปแบบดีีเอ็็นเอของเชื้้�อที่่�ได้้จากการ

เพาะแยกตััวอย่่างเทีียบกัับเชื้้�อเลปโตสไปราสายพันธุ์์�

อ้้างอิิงโดยแสดงผลเป็็นค่่า % similarity โดยใช้้โปรแกรม 

Gel compare II version 4.6 (Applied Maths, USA) 

เลืือกใช้้ cluster analysis แบบ dice band-based                       

coefficient dendrogram UPGMA 

	 3.	 Multilocus sequence typing (MLST) 

		  เชื้้�อเลปโตสไปราบริิสุุทธ์ิ์�ที่่�เพาะแยกได้้ความ

เข้้มข้น 1×106 cells/ml นำำ�มาสกััดดีเอ็็นเอโดยใช้้ 

QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Germany) ตามขั้้�น

ตอนที่่�ระบุุในคู่่�มืือ เพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรมด้้วยวิธีี PCR 

โดยยีนีเป้้าหมาย คืือ housekeeping gene จำำ�นวน 7 ยีนี

 ได้้แก่่ tipA, sucA, caiB, pntA, pfkB, glmU และ mreA 

เตรีียม master mix ประกอบด้้วย 2X GoTaq green 

master mix (Promega, USA) 25 µl, MgCl
2
 0.05 mM – 

0.075 mM, forward และ reverse primer อย่่างละ 0.2 

µM ดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้น 50 ng และปรัับปริิมาตรด้้วยน้ำำ��กลั่่�น
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ให้้ครบ 50 µl จากนั้้�นนำำ�ไปเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรมโดย

ใช้้เครื่่�อง ThermoCycler (HVD life  science, Austria) 

ภายใต้้สภาวะอุุณหภููมิิ ดัังนี้้� pre-amplification 95 ◦C 

เวลา 2 นาทีี, amplification ที่่� 95 ◦C เวลา 10 วิินาทีี, 

46 ◦C เวลา 15 วิินาทีี และ 72 ◦C เวลา 30 วิินาทีี (จำำ�นวน 

35 รอบ) และ post-amplification 72 ◦C เวลา 7 นาทีี 

(Boonsilp et al., 2013) จากนั้้�นนำำ� PCR product            

มาวิิเคราะห์์ผลบน 1.5% agarose gel ย้้อมแผ่่นเจลด้้วย 

0.5 µg/ml ethidium bromide และถ่่ายภาพภายใต้้แสง

ยููวีีโดยใช้้เครื่่�อง Gel Documentation (Alpha Innotech, 

USA) นำำ� PCR product ที่่�ได้้ไปหาลำำ�ดับเบสของสาร

พัันธุกรรม (DNA sequencing) และวิิเคราะห์์ข้้อมููลลำำ�ดับ

เบสในโปรแกรม MEGA 7 (Kumar et al., 2016) จาก

นั้้�นจำำ�แนกเชื้้�อเลปโตสไปราชนิดก่่อโรคโดยนำำ�ไปเปรีียบ

เทีียบหา sequence type (ST) กัับเชื้้�อเลปโตสไปรา

อ้้างอิิงในฐานข้อมููลในเว็็บไซต์ Public databases for 

molecular typing: PubMLST (http://pubmlst.org/

leptospira/)

	 4. 	16S rRNA sequencing

		  เพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรมโดยทำำ� single tube 

nested PCR ของยีีน 16S rRNA ของเชื้้�อเลปโตสไปรา  

จะได้้ขนาด PCR product เท่่ากัับ 547 และ 443 bp  

ตามลำำ�ดับ ปฏิิกิิริิยาประกอบด้้วย 10X PCR buffer 

ปริิมาตร 2.5 µl, MgCl
2  

4.5 mM, dNTPs 200 µM, 

Betaine 1M, Taq DNA polymerase 1.25 unit,             

outer primer F (5’ CTCAGAACTAACGCTGGCGGCGCG 

3’) และ outer primer R (5’ GGTTCGTTACTGAG 

GGTTAAAACCCCC 3’) อย่่างละ 0.15 µM, inner F 

primer (5’ CTGGCGGCGCGTCTTA 3’) ปริิมาตร 1.25 µM, 

inner R primer (5’ GTTTTCACACCTGACTTACA 3’) 

ปริิมาตร 5 µM ดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้น 50 ng และปรัับปริิมาตร

ด้้วยน้ำำ��กลั่่�นให้้ครบ 25 µl นำำ�ไปเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรม

โดยใช้้เครื่่�อง thermocycler (HVD life science, 

Austria) ภายใต้้สภาวะอุุณหภููมิิ ดัังนี้้� pre-amplification 

95 ◦C เวลา 2 นาทีี amplification รอบแรก ที่่� 95 ◦C 

เวลา 10 วิินาทีี, 67 ◦C เวลา 15 วิินาทีี และ 72 ◦C เวลา 

30 วิินาทีี (จำำ�นวน 40 รอบ) และ amplification รอบสอง

ที่่� 95 ◦C เวลา 10 วิินาทีี, 55 ◦C เวลา 15 วิินาทีี และ 72 ◦C 

เวลา 30 วิินาทีี (จำำ�นวน 40 รอบ) post-amplification 

72 ◦C เวลา 7 นาทีี (Boonsilp et al., 2011) จากนั้้�นนำำ�

 PCR product มาวิิเคราะห์์ผลบนแผ่่นเจล 1.5% agarose 

gel ย้้อมแผ่่นเจลด้้วย 0.5 µg/ml ethidium bromide 

ถ่่ายภาพภายใต้้แสงยููวีีโดยใช้้เครื่่�อง Gel Documentation 

(Alpha Innotech, USA) นำำ� PCR product ที่่�ได้้ไปหา

ลำำ�ดับเบสของสารพันธุกรรม (DNA sequencing) และ

วิิเคราะห์์ข้้อมููลลำำ�ดับเบสในโปรแกรม MEGA 7 โดยนำำ�ไป

เปรีียบเทีียบในระดัับสปีีชีีส์์กัับเชื้้�อเลปโตสไปราอ้้างอิิงใน

ฐานข้้อมููลในเว็็บไซต์ NCBI (https://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov)

ผลและวิิจารณ์์

	 เก็็บตััวอย่่างจากโรงฆ่่าสััตว์์ในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 1 

ถึึง 9 จำำ�นวนทั้้�งสิ้้�น 553 ตััวอย่่าง ประกอบด้้วย ตััวอย่่าง

โคเนื้้�อ 190 ตััวอย่่าง สุุกร 341 ตััวอย่่าง และกระบืือ 22 

ตััวอย่่าง (ตารางที่่� 1)

การเกิิดปฏิิกิิริิยาทางภููมิิคุ้้�มกััน และความชุุกของเช้ื้�อ 

เลปโตสไปราในปััสสาวะ	

	 พบแอนติบอดีีต่่อเชื้้�อเลปโตสไปรา (seroreactivity) 

ในซีรััมโคเนื้้�อทุุกเขตปศุุสััตว์์ โดยมีีค่่า 83.68% (159/190) 

ซีีโรวาร์์ที่่�พบมากที่่�สุุดสองอัันดับแรก ได้้แก่่ Shermani 

91.20% (145/159) และ Ranarum 89.94% (143/159) 

ส่่วนซีโรวาร์์อื่่�นที่่�พบ ได้้แก่่ Sejroe และ Djasiman  

สำำ�หรัับสุุกรพบแอนติบอดีีต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราทุุกเขต 

ยกเว้้นเขต 7 และ 8 โดยมีีค่่า 17.01% (58/341) พบ        

ซีีโรวาร์์ Shermani และ Ranarum มากที่่�สุุดเช่่นเดีียวกัับ

โคเนื้้�อ โดยพบ Shermani 70.69% (41/58) และ              

Ranarum 55.17% (32/58) การที่่�พบเปอร์์เซ็็นต์

แอนติบอดีีของโคเนื้้�อมากกว่่าในสุกรอาจเป็็นเพราะโคเนื้้�อ

มีีช่่วงชีีวิิตการเลี้้�ยงยาวนานกว่่าสุุกร อีีกทั้้�งมีีการเลี้้�ยง         

แบบปล่่อย จึึง มีีโอกาสสััมผัสเชื้้�อไ ด้้มากกว่่าสุุกร                        

ซ่ึ่�งส่่วนใหญ่่ถูกเลี้้�ยงจำำ�กัดอยู่่�ในฟาร์์ม สำำ�หรัับกระบืือ       

จากปศุุสััตว์์เขต 8 พบแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อเลปโตสไปรา 

77.27% (17/22) โดยพบแอนติบอดีีต่่อซีีโรวาร์์ Ranarum 

94.12% (16/17) มากที่่�สุุด รองลงมา คืือ ซีีโรวาร์์              

Shermani  โดยพบ 88.24% (15/17) 

	ค่่ าเปอร์์เซ็็นต์แอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อเลปโตสไปรา            
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จากการศึึกษานี้้�สููงกว่่าการศึึกษาของ Chadsuthi et al. 

(2017)  ในทุกชนิดสัตว์์ ซ่ึ่�งศึึกษาในประเทศไทยระหว่่าง 

พ.ศ. 2553–2560 โดยรายงานค่่าความชุกทางซีีรััมในโค 

เท่่ากัับ 28.1%, สุุกร 11.3% และกระบืือ 24.8% สำำ�หรัับ

ซีีโรวาร์์ที่่�พบมากในโคและสุุกร คืือ Shermani และ             

Ranarum เช่่นเดีียวกััน แต่่ในกระบืือซีีโรวาร์์ที่่�พบมีีความ

แตกต่่างกัับการศึึกษาครั้้�งนี้้�  โดยภาคใต้้พบซีีโรวาร์์                

Louisiana แต่่การศึึกษาครั้้�งนี้้�ซีีโรวาร์์ที่่�มากคืือ Ranarum 

และ Shermani ซ่ึ่�งก็็พบซีีโรวาร์์ Louisiana ด้้วยเช่่นกัน

โดยพบเพีียง 1 ตััวอย่่าง (ไม่่ได้้แสดงข้้อมููล)

	 การตรวจคัดกรองการติดเชื้้�อเลปโตสไปราชนิด     

ก่่อโรคในสัตว์์โดยวิธีี real-time PCR ต่่อยีีน LipL32       

พบเชื้้�อเลปโตสไปราชนิดก่่อโรคในปัสสาวะโคเนื้้�อ สุุกร 

และกระบืือ คิิดเป็็นความชุกของเชื้้�อในปัสสาวะ                  

(uroprevalence) คืือ 20.53% (39/190), 12.02% 

(41/341) และ 18.18% (4/22) ตามลำำ�ดับ โคเนื้้�อพบความ

ชุุกสููงสุุดในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 7 คืือ 76.47% (13/17)          

รองลงมาคืือเขต 3 คิิดเป็็น 58.82% (10/17) แต่่ไม่่พบ

สารพัันธุกรรมของเชื้้�อเลปโตสไปรา ชนิดก่่อโรคในพื้้�นที่่�

ตารางที่่� 1 รายละเอีียดและผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการตัวอย่่างโคเนื้้�อ สุุกร และกระบืือ พื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 1 ถึึง 9

เขตพื้นที่ จังหวัด ชนิดสัตว์ จำ�นวน (ตัว)

ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการ

วิธี MAT Real-time PCR เพาะเชื้อ

Titer ≥ 1:100* ซีโรวาร์ที่พบ บวก Ct ≤ 40* พบสไปโรขีต*

1 กรุงเทพฯ โคเนื้อ 15 14 (93.33%) Ranarum, Shermani 5 (33.33%) 3 (20.00%)

สุกร 30 2 (6.67%) Shermani, Bratislava, Ranarum 5 (16.67%) 3 (10.00%)

2 ชลบุรี โคเนื้อ 30 27 (90.00%) Shermani, Ranarum, Sejroe, 4 (13.33%) 3 (10.00%)

สุกร 60 8 (13.33%) Bratislava, Shermani, Ranarum 11 (18.33%) 3 (5.00%)

3 บุรีรัมย์

สุรินทร์

โคเนื้อ 17 15 (88.24%) Ranarum Shermani, Sejroe 10 (58.82%) 4 (23.53%)

สุกร 30 13 (43.33%) Shermani, Ranarum, Bratislava 4 (13.33%) 1 (3.33%)

4 มุกดาหาร โคเนื้อ 16 14 (87.50%) Ranarum, Shermani 7 (43.75%) 1 (6.25%)

สุกร 30 11 (36.67%) Bratislava, Ranarum, Shermani 16 (53.33%) 0

5 เชียงใหม่ โคเนื้อ 27 18 (66.67%) Ranarum, Shermani 0 0 

สุกร 34 4 (11.76%) Shermani, Bratislava 2 (5.88%) 0 

6 ตาก พิจิตร 

พิษณุโลก

โคเนื้อ 15 14 (93.33%) Djasiman, Ranarum, Shermani 0 1 (6.67%)

สุกร 66 7 (10.61%) Ranarum, Shermani, Bratislava 1 (1.52%) 0

7 ราชบุรี โคเนื้อ 17 7 (41.18%) Ranarum, Shermani 13 (76.47%) 3 (17.64%)

สุกร 31 0  - 0 0

8 พังงา

พัทลุง

โคเนื้อ 29 26 (89.66%) Shermani, Ranarum 0 0 

สุกร 30 0 -  0 2 (6.67%)

กระบือ 22 17 (77.27%) Ranarum, Shermani 4 (18.18%) 4 (18.18%)

9 สงขลา โคเนื้อ 24 24 (100.00%) Ranarum, Shermani, Sejroe 0 0

สุกร 30 13 (43.33%) Ranarum, Shermani, Bratislava 2 (6.67%) 0 

รวม 553 28 (5.06%)

หมายเหตุุ: * จำำ�นวนตัวอย่่างที่่�ให้้ผลบวก (%)

ปศุุสััตว์์เขต 5, 6, 8 และ 9 สำำ�หรัับสุุกรพบความชุกสููงสุุด

ในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 4 คืือ 53.33% (16/30) รองลงมาคืือ 

เขต 2 เท่่ากัับ 18.33% (11/60) ส่่วนเขต 7 และ 8                

ตรวจไม่่พบสารพันธุกรรมของเชื้้�อเลปโตสไปราชนิด            

ก่่อโรค (ตารางที่่� 1) การศึึกษานี้้�ใช้้วิิธีี real-time PCR        

ต่่อยีีน LipL32 ซ่ึ่�งถอดรหัสเป็็น outer membrane 

protein ที่่�จำำ�เพาะต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราชนิดิก่่อโรค ผลจาก

การตรวจจึึงแสดงว่่าโคเนื้้�อ สุุกรและกระบืือสามารถขับ

เชื้้�อเลปโตสไปราก่่อโรคออกมาพร้้อมกับปััสสาวะได้้

ประมาณ 12-20% โดยในโคมีการพบเชื้้�อสููงที่่�สุุดที่่� 20% 

เช่่นเดีียวกัับการศึึกษาของ Zarantonelli et al. (2018) 

ซ่ึ่�งศึึกษาโคในประเทศอุุรุุกวััย เชื้้�อสามารถถูกขัับออกมา

กัับปััสสาวะของสััตว์์ปกติิที่่�ไม่่มีอาการป่วยได้้ จากการ

ศึึกษานี้้�ได้้เก็็บตััวอย่่างจากโรงฆ่่าสััตว์์ซ่ึ่�งสััตว์์ก็็ไม่่แสดง

อาการป่วยแต่่อย่่างใด เชื้้�อเลปโตสไปราที่่�ถููกขัับออกมามีี

โอกาสปนเป้ื้�อนในดินและน้ำำ�� รวมทั้้�งสามารถติดต่่อสู่่�        

ผู้้�เลี้้�ยงสััตว์์โดยการสัมผัสปััสสาวะ หรืือดิิน น้ำำ��ที่่�มีีปนเป้ื้�อน

เชื้้�อได้้ ดัังนั้้�นปศุุสััตว์์จึึงเป็็นแหล่่งรัังโรคที่่�สำำ�คัญของโรค

เลปโตสไปโรสิสที่่�ควรมีการเฝ้้าระวัังอย่่างต่่อเนื่่�อง
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ผลการจำำ�แนกสายพัันธุ์์�เช้ื้�อเลปโตสไปรา

	  จากการสังเกตเชื้้�อที่่�เพาะจากปััสสาวะภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์พบเชื้้�อเลปโตสไปรา จำำ�นวน 28 ตััวอย่่าง

คิิดเป็็น 5.06% (28/553) (ตารางที่่� 1) ในจำำ�นวนนี้้�มีีเพีียง 

21 ตััวอย่่างที่่�มีีปริิมาณดีเอ็็นเอเพีียงพอสำำ�หรัับจำำ�แนก 

สายพันธุ์์� แบ่่งออกเป็็นเชื้้�อบริิสุุทธ์ิ์� จำำ�นวน 14 isolates 

(Unknown 1-14) ประกอบด้้วย โคเนื้้�อ 10 isolates และ

กระบืือ 4 isolates ส่่วนตัวอย่่างสุุกรไม่่สามารถเพาะ     

แยกเชื้้�อและทำำ�ให้้บริิสุุทธ์ิ์�ได้้ (ตารางที่่� 2) จากนั้้�นนำำ�เชื้้�อ

เลปโตสไปราบริิสุุทธ์ิ์�จำำ�นวน 14 isolates มาจำำ�แนก         

สายพันธุ์์�ด้้วยวิธีี serogrouping (SG) และ molecular 

typing (MLST, PFGE และ 16S rRNA sequencing)  

การจำำ�แนกสายพัันธุ์์�โดยวิธีี SG ทำำ�ได้้โดยใช้้โพลีีโคลนััล

แอนติบอดีีที่่�จำำ�เพาะต่่อเชื้้�อเลปโตสไปรา จำำ�นวน 24           

ซีีโรวาร์์ ซ่ึ่�งเป็็นตัวแทนของแต่่ละซีีโรกรุ๊๊�ป สัังเกตและ

รายงานผลไตเตอร์์ที่่�เกิิดปฏิิกิิริิยาการเกาะกลุ่่�ม การศึึกษา

นี้้�พบว่่าเชื้้�อที่่�เพาะแยกได้้ คืือ Unknown 1, 2, 3, 4, 5, 9 

และ 10 ทำำ�ปฏิิกิิริิยาเกาะกลุ่่�มที่่�ค่่าไตเตอร์์สููงสุุดกับ                  

ซีีโรกรุ๊๊�ป Sejroe (1:6,400) เชื้้�อ Unknown 6 ทำำ�ปฏิิกิิริิยา

กัับซีีโรกรุ๊๊�ป Sejroe  (1:25,600) เชื้้�อ Unknown 7         

ทำำ�ปฏิิกิิริิยากัับซีีโรกรุ๊๊�ป Bataviae แต่่มีีค่่าไตเตอร์์เพีียง 

1:200 เชื้้�อ Unknown 8 ทำำ�ปฏิิกิิริิยากัับ ซีีโรกรุ๊๊�ป Pomona 

(1:1,600) เชื้้�อ Unknown 11, 12 และ 13 ทำำ�ปฏิิกิิริิยา

กัับซีีโรกรุ๊๊�ป Autumnalis (1:1,600) และเชื้้�อ Unknown 

14 ทำำ�ปฏิิกิิริิยากัับซีีโรกรุ๊๊�ป Autumnalis เช่่นกัน แต่่มีค่่า

ไตเตอร์์ 1:3,200 ส่่วนอีก 7 ตััวอย่่าง  (Unknown 15-21) 

ไม่่สามารถเพาะแยกเชื้้�อให้้บริิสุุทธ์ิ์�ได้้จึึงจำำ�แนกสายพันธุ์์�

ด้้วยวิธีี 16S rRNA sequencing แสดงผลดังตารางที่่� 2

	 การศึึกษาครั้้�งนี้้�ใช้้วิิธีี PFGE และ MLST ในการ

จำำ�แนกสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อซ่ึ่�งเป็็นวิธีีที่่�ยอมรัับกัันทั่่�วไป วิิธีี 

PFGE ทำำ�ได้้โดยใช้้เอนไซม์ตััดจำำ�เพาะ Not I ย่่อยชิ้้�นส่่วน

ดีีเอ็็นเอ จากนั้้�นเปรีียบเทีียบรููปแบบลายพิมพ์ดีีเอ็็นเอกัับ

เชื้้�อเลปโตสไปราสายพันัธุ์์�อ้างอิิงที่่�มีีในห้องปฏิิบััติิการของ

ศููนย์เ์ลปโตสไปโรสิสิ สถาบันัสุขภาพสััตว์์แห่่งชาติ ิรายงาน

ผลการวิเคราะห์์เป็็นค่่า % similarity ซ่ึ่�งจะมีีประโยชน์ใน

ด้้านระบาดวิทยามากกว่่า สำำ�หรัับวิิธีี MLST มีีข้้อเด่่นใน

เรื่่�องฐานข้อมููลออนไลน์ซ่ึ่�งเชื่่�อถืือได้้ อีีกทั้้�ง  เป็็นวิธีีการซ่ึ่�ง

วิิเคราะห์์ allele number ได้้แก่่ ยีีน tipA, sucA, caiB, 

pntA, pfkB, glmU และ mreA ที่่�จำำ�เพาะต่่อเชื้้�อเลปโตส

ไปราชนิดิก่่อโรค จึึงให้้รายละเอีียดในการจำำ�แนกสายพันธุ์์�

ของเชื้้�อได้้มากกว่่า (Hartskeerl and Smythe, 2015)

	ผล การจำำ�แนกสายพันธุ์์�เชื้้�อเลปโตสไปรา ด้้วยวิธีี 

MLST พบว่่าเชื้้�อ Unknown 1 ถึึง 6, 9 และ 10 เป็็นเชื้้�อ 

L. borgpetersenii ซีีโรกรุ๊๊�ป Sejroe ซีีโรวาร์์ Hardjobovis 

(ST 152) ซ่ึ่�งจำำ�แนกได้้จากตััวอย่่างโคเนื้้�อในเขต 1, 2, 3 

และ 7 นอกจากนี้้�การใช้้วิิธีีทางห้้องปฏิิบััติิการหลาย ๆ  วิิธีี

ได้้ผลสอดคล้องกััน (ตารางที่่� 2) เชื้้�อ Unknown 7 จาก

ตััวอย่่างโคเนื้้�อในเขต 4 ไม่่สามารถจำำ�แนกได้้โดยวิธีี  

MLST ดัังนั้้�นเชื้้�อนี้้�อาจจะเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปราชนิดอื่่�น 

เช่่น กลุ่่�มไม่่ก่่อโรค หรืือกลุ่่�ม intermediate จึึงยืืนยัันผล

จากลำำ�ดับนิิวคลีโอไทด์์ของ 16S rRNA โดยผลเป็็นเชื้้�อ            

L. licerasiae ซ่ึ่�งเป็็นเชื้้�อกลุ่่�ม intermediate เชื้้�อ               

Unknown 8 จากตััวอย่่างโคเนื้้�อพื้้�นที่่�เขต 6 จำำ�แนกโดย

วิิธีี MLST สามารถยืืนยัันผล allele number ของยีีนได้้

เพีียง 4 ยีีน เมื่่�อนำำ�ไปเปรีียบเทีียบกัับฐานข้อมููล บอกได้้

เพีียงระดัับสปีีชีีส์ ์คืือเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปรา L. interrogans 

และเมื่่�อนำำ�ไปวิิเคราะห์์ด้้วย PFGE พบว่่ามีีรููปแบบลาย

พิิมพ์ดีีเอ็็นเอใกล้้เคีียงกัับเชื้้�อ L. interrogans ซีีโรวาร์์ 

Pomona โดยมีค่่า similarity เท่่ากัับ 80% (ตารางที่่� 2)

	 เชื้้�อ Unknown 11 ถึึง 14 เพาะแยกได้้จากกระบือื

พื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 8 พบว่่ามีีรููปแบบ allele number ของ

ยีีนทั้้�ง 7 ยีีนเป็็นรูปแบบใหม่่ และจััดเป็็น ST ใหม่่ ซ่ึ่�ง        

ไม่่ตรงกัับเชื้้�อใดในฐานข้อมููล MLST (ตารางที่่� 2) ซ่ึ่�ง          

บอกได้้เพีียงเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปรา L. interrogans ซ่ึ่�ง         

เป็็นเชื้้�อเลปโตสไปราชนิิดก่่อโรคสปีีชีีส์์หน่ึ่�งเท่่านั้้�น          

ส่่วนการวิเคราะห์์ด้้วย PFGE มีีรููปแบบลายพิมพ์ดีีเอ็็นเอ

ใกล้้เคีียงกัับเชื้้�อ L. interrogans ซีีโรวาร์์ Bataviae และ

มีีค่่า similarity เพีียง 67.5 % (รููปที่่� 1) แต่่ผลจากวิิธีี  SG 

ตรงกัับซีีโรกรุ๊๊�ป Autumnalis ซ่ึ่�งเป็็นวิธีีจำำ�แนกทางซีีรััม 

แสดงให้้เห็็นว่่าผลการจำำ�แนกสายพันธุ์์�ทางซีีรััมและ

ดีีเอ็็นเอมีีความแตกต่่างกัันได้้ (Levett, 2001) โดยจะ

ต้้องหาวิิธีีพิิสููจน์ต่่อไปว่่าเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปรา ซีีโรกรุ๊๊�ป         

ซีีโรวาร์์ใด หรืือเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปราสายพัันธุ์์�ใหม่่ ซ่ึ่�งจะ

ต้้องอาศััยเทคนิิคอื่่�นเข้้ามาช่่วย เช่่น การจำำ�แนกโดยวิธีี 

DNA-DNA hybridization หรืือ whole genome               

sequencing เป็็นต้น

	 เชื้้�อ Unknown 15 ถึึง 21 เป็็นเชื้้�อเลปโตสไปรา 

ที่่�ไม่่สามารถเพาะแยกและทำำ�ให้้บริิสุุทธ์ิ์�ได้้ แต่่เบื้้�องต้้น        
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ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อเลปโตสไปราชนิดก่่อโรค ด้้วยวิธีี              

real-time PCR การจำำ�แนกสายพัันธุ์์�เชื้้�อที่่�ไม่่บริิสุุทธ์ิ์�         

ทำำ�ได้้โดยการวิเคราะห์์หาลำำ�ดับนิิวคลีโอไทด์์ของยีีน 16S 

rRNA เพื่่�อจำำ�แนกในระดัับสปีีชีีส์์ โดยเชื้้�อ Unknown 15, 

16, 20 และ 21 ได้้จากตััวอย่่างปััสสาวะโคเนื้้�อในพื้้�นที่่�

ปศุุสััตว์์เขต 1 และ 7 ผลการจำำ�แนกเป็็นเชื้้�อเลปโตสไปรา 

L. borgpetersenii ส่่วนเชื้้�อ Unknown 17, 18 และ 19 

ได้้จากตััวอย่่างปััสสาวะสุุกร จากพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 และ

ผลการจำำ�แนกพบว่่า เชื้้�อ Unknown 17 เป็็นเชื้้�อ                

เลปโตสไปรา L. santarosai เชื้้�อ Unknown 18 เป็็นเชื้้�อ 

L. borgpetersenii และเชื้้�อ Unknown 19 เป็็นเชื้้�อ            

L. interrogans (ตารางที่่� 2)

	 ข้้อมููลสายพันธุ์์�ของเชื้้�อเลปโตสไปราที่่�พบใน

ปศุุสััตว์์มีีค่่อนข้างจำำ�กัด จากการศึึกษาของ Kurilung            

et al. (2017) ซ่ึ่�งศึึกษาสายพันธุ์์�ของเชื้้�อเลปโตสไปรา           

ในปัสสาวะในโค และสุุกร ในจัังหวััดน่่าน โดยใช้้เทคนิค 

MLST และศึึกษาลำำ�ดับนิิวคลีโอไทด์์ของ 16S rRNA               

พบว่่าในโคและสุุกรพบเชื้้�อ L. interrogans และ L. welli 

ส่่วนการศึึกษาครั้้�งนี้้�พบเชื้้�อเลปโตสไปรา L. borgpetersenii 

ในเขต 1, 2, 3 และ 7  L. interrogans ในเขต 6 และ          

L. licerasiae ในเขต 4 สำำ�หรัับสุุกรพบเชื้้�อเลปโตสไปรา

เฉพาะในเขต 2 เป็็นเชื้้�อ L. santarosai, L. borgpetersenii 

และ L. interrogans ซ่ึ่�งการศึึกษานี้้�พบเชื้้�อสปีีชีีส์์ที่่�           

หลากหลายมากกว่่าการศึึกษาของ Kurilung et al. 

(2017) และพบเชื้้�อกลุ่่�ม intermidate ด้้วย  อาจเนื่่�องจาก

เป็็นการศึึกษาในพื้้�นที่่�แตกต่่างกัันและได้้ศึึกษาในพื้้�นที่่�

ปศุุสััตว์์ทุุกเขตทั่่�วประเทศ ทำำ�ให้้ทราบว่่าแต่่ละพื้้�นที่่�มีี

โอกาสพบเชื้้�อเลปโตสไปราสายพัันธุ์์�ที่่�แตกต่่างกัันได้้ 

อย่่างไรก็ตามเมื่่�อเปรีียบเทีียบเขตพื้้�นที่่�ที่่�ใกล้้เคีียงกััน คืือ

เขต 6 จัังหวััดตาก พบเชื้้�อ L. interrogans เช่่นเดีียวกัับ

รายงานการพบเชื้้�อในโคและสุุกรจัังหวััดน่่าน การศึึกษา

ของ Cosson et al. (2014) จำำ�แนกเชื้้�อในหนููธรรมชาติิ  

โดยส่่วนใหญ่่จัังหวััดน่่าน พบเชื้้�อ L. interrogans ส่่วน

จัังหวััดเลยพบ L. borgpetersenii รองลงมาคืือ                           

L. interrogans และ L. kirschneri  ตามลำำ�ดับ โดยเมื่่�อ

วิิเคราะห์์รายงานผู้้�ป่วยในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ          

ย้้อนหลัังขณะช่่วงเวลานั้้�นเมื่่�อ พ.ศ. 2547 เชื้้�อสายพันธุ์์�        

ที่่�พบคืือ L. interrogans (ST34) ซีีโรวาร์์ Autumnalis 

ซ่ึ่�งส่่วนใหญ่่ได้้จากผู้้�ป่วยจัังหวััดอุดรธานีี (Thaipadungpanit 

et al., 2007) สำำ�หรัับการศึึกษานี้้� ผู้้�วิจััยได้้สำำ�รวจในช่่วง 

พ.ศ. 2560-2562 ซ่ึ่�งช่่วงเวลาดัังกล่่าวทั่่�วประเทศพบอััตรา

การป่วยในคน 4.42-2.35 ต่่อประชากรแสนคน และอััตรา

การตาย 1.2-1.4% แต่่ไม่่มีรายงานว่่าเชื้้�อสายพันัธุ์์�ใดที่่�เป็็น

สาเหตุุของการเสีียชีีวิิต (ข้้อมููลไม่่ได้้ตีีพิิมพ์) โดยข้อมููลที่่�

รููปที่่� 1 	รู ปแบบลายพิมพ์ดีีเอ็็นเอของเชื้้�อเลปโตสไปราที่่�เพาะแยกได้้จากตััวอย่่าง Unknown 1 ถึึง 14 วิิเคราะห์์ด้้วยวิธีี Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) แสดงผล

	 โดยใช้้โปรแกรม Gel compare II version 4.6 (Applied Maths, USA)
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อาจใช้้เทีียบเคีียงได้้คืือการศึึกษาลัักษณะทางคลินิิกและ

ระบาดวิทยาของผู้้�ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิสิในพื้้�นที่่�ประสบ

อุุทกภััยภาคใต้้ตอนบน ปีี 2560 ซ่ึ่�งผล MAT พบซีีโรวาร์์

ของเชื้้�อก่่อโรคในผู้้�ป่วยสูงสุุดคือ Shermani ซ่ึ่�งก็็เป็็น          

ซีีโรวาร์์ที่่�พบส่่วนใหญ่่ในโค สุุกร และสุุนััขที่่�อยู่่�บริิเวณนั้้�น

เช่่นกัน (ฆาลิิตา, 2563) จึึงสอดคล้องกัับผลการศึึกษานี้้�ที่่�

พบแอนติบอดีีต่่อซีีโรวาร์์ Shermani สููงที่่�สุุดในโค และ

สุุกร อย่่างไรก็็ตามซีโรวาร์์ดัังกล่่าวก็็ไม่่ตรงกัับผลการ

จำำ�แนกสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อ อาจเนื่่�องมาจากสายพันธุ์์�เชื้้�อ          

เลปโตสไปรามีีความหลากหลาย อีีกทั้้�งการจำำ�แนกสายพันธุ์์�

ทางซีีรััม (serological typing) และการจำำ�แนกตาม

คุุณสมบัติิทางพัันธุกรรมของเชื้้�อ (molecular typing) นั้้�น

ไม่่มีความเกี่่�ยวเนื่่�องกััน จึึงไม่่สามารถใช้้ผลของวิิธีีหน่ึ่�ง

ทำำ�นายผลของอีีกวิิธีีหน่ึ่�งได้้ (Levett, 2001; Marquez  

et al., 2017) นอกจากนี้้�วิิธีี MAT ยัังไม่่เหมาะกัับการใช้้

วิินิิจฉัยโรคในสัตัว์์รายตัวที่่�มีีลัักษณะการติดิเชื้้�อแบบเรื้้�อรััง

อย่่างในสััตว์์รัังโรค แต่่อาจช่่วยบ่่งชี้้�สภาวะการมีีเชื้้�อใน        

ฝููงสััตว์์ (Ellis, 2015) และโรคเลปโตสไปโรสิสเป็็นโรค

ประจำำ�ถิ่่�นของประเทศไทยจึึงพบแอนติบอดีีได้้ในสัตว์์         

รัังโรค สััตว์์ที่่�ได้้รัับเชื้้�อมัักไม่่แสดงอาการและสามารถ         

ขัับเชื้้�อปนมากัับปััสสาวะได้้ตั้้�งแต่่สัปดาห์์แรกของการ         

ติิดเชื้้�อและอาจยาวนานได้้เป็็นปีี ในกรณีีที่่�ได้้รัับเชื้้�อ          

ต่่อเนื่่�อง (persistent infection) (Bal et al.,1994)               

ดัังนั้้�นการวินิิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสจึึงควรเก็็บตััวอย่่าง

ปััสสาวะตรวจด้้วยเพื่่�อดููภาวะการแพร่่เชื้้�อด้้วย

สรุุปผลและข้้อเสนอแนะ

	 การพบแอนติบอดีีต่่อ เชื้้� อ เลปโตสไปราใน

เปอร์์เซ็็นต์ที่่�สููงแสดงให้้เห็็นถึึง antibody background 

ของปศุุสััตว์์ในประเทศไทย การศึึกษาครั้้�งนี้้�สามารถ

จำำ�แนกเชื้้�อเลปโตสไปราจากโคเนื้้�อ สุุกร และกระบืือ ซ่ึ่�ง

เป็็นปศุสัุัตว์์ที่่�สำำ�คัญของประเทศไทย โดยเชื้้�อเลปโตสไปรา

สปีีชีีส์์ borgpetersenii ซีีโรกรุ๊๊�ป Sejroe ซีีโรวาร์์               

Hardjobovis เป็็นสายพันธุ์์�หลัักที่่�พบในโคเนื้้�อ นอกจากนี้้�

ยัังพบเชื้้�อกลุ่่�ม  intermediate คืือ L. licerasiae อีีกด้้วย 

สุุกรพบเชื้้�อ L. santarosai, L. borgpetersenii และ            

L. interrogans ส่่วนกระบืือพบเชื้้�อ L. interrogans 

อย่่างไรก็ตามยังไม่่สามารถระบุุซีีโรกรุ๊๊�ปหรืือซีีโรวาร์์ได้้           

ซ่ึ่�งอาจต้องมีีการศึึกษา whole genome sequencing 

ต่่อไป ผลการศึึกษาชี้้�ให้้เห็็นถึึงการกระจายตัวของเชื้้�อที่่�มีี

อยู่่�ในปศุุสััตว์์ของประเทศไทย ซ่ึ่�งสััตว์์เหล่่านี้้�เป็็นแหล่่ง        

รัังโรคที่่�มีีโอกาสขัับเชื้้�อผ่่านทางปััสสาวะมาปนเป้ื้�อน         

ในสิ่่�งแวดล้อม เมื่่�อคนสัมผัสเชื้้�อจึึงมีีโอกาสติิดเชื้้�อได้้ 

ข้้อมููลสายพันธุ์์�เชื้้�อเลปโตสไปราที่่�ได้้ครั้้�งนี้้�จะเป็็นข้อมููล 

พื้้�นฐานที่่�เป็็นประโยชน์์ในการศึึกษาทางระบาดวิิทยา        

การสอบสวนโรค ตลอดจนการเฝ้้าระวัังโรคทั้้�งในคน สััตว์์

และสิ่่�งแวดล้อม

กิิตติิกรรมประกาศ

	 งานวิจััยนี้้�ได้้รัับทุุนอุดหนุุนจากงบประมาณแผ่่นดิน

ด้้านการวิิจััย ปีีงบประมาณ 2560-2562 คณะผู้้�วิจััย        

ขอขอบพระคุุณเจ้้าของโรงฆ่่าสััตว์์ในความเอื้้�อเฟ้ื้�อสถานที่่�

ในการเก็็บตััวอย่่าง เจ้้าหน้้าที่่�สำำ�นักงานปศุุสััตว์์เขต 1              

ถึึง 9 และเจ้้าหน้้าที่่�สำำ�นักงานปศุุสััตว์์จัังหวััด ในการช่่วย

ประสานงานและอำำ�นวยความสะดวกการเก็็บตััวอย่่าง และ

ทุุกท่่านที่่�ไม่่ได้้กล่่าวถึึงในความช่่วยเหลืือให้้งานวิจััยนี้้�

สำำ�เร็็จลุล่่วงไปได้้ด้้วยดี
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