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นภาพร ศรีเดน ณัฐพล นุขุนทด ชลลดา มีทรัพย กาญจนา สนองบุญ ดารารัตน แบงดี เดชา แปงใจ
และ อาชวินทร โรจนวิวัฒน
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย
Leptospira sp. โดยตรงจากสิ่งสงตรวจทางคลินิก

ของผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ

บทคัดยอ โรคเลปโตสไปโรสิสเปนโรคติดตอจากสัตวสูคนที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียเลปโตสไปรา (Leptospira) 
ปจจุบนัการวินจิฉยัทางหองปฏบิัตกิารใชการทดสอบทางซีโรโลยดีวยวธิี IFA และการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเชือ้ดวยวธิี 
Real-time PCR การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบการติดเชื้อ Leptospira ดวยวิธี IFA รวมกับวิธี Real-
time PCR และระบุชนิดของแบคทีเรีย Leptospira จากสิ่งสงตรวจทางคลินิกโดยตรงของผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ 
การศึกษาครั้งนี้มีตัวอยางผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุทั้งสิ้น 2,110 ตัวอยาง โดยพบการติดเชื้อ Leptospira จํานวน 
33 ตัวอยาง (1.56%) ตัวอยางที่พบการติดเชื้อถูกนํามาระบุชนิดโดยการศึกษายีน 16S rRNA (rrs2) และวิเคราะห
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ผลการศึกษาพบวา มีเพียง 14 ตัวอยางเทาน้ัน ที่สามารถระบุชนิดได โดยตัวอยางถูกแบงเปน
กลุมยอยท่ีมคีวามสมัพนัธทางววิฒันาการใกลชดิกบัสายพนัธุกอโรคหลกั จาํนวน 3 สายพนัธุ ไดแก  L. weilii จาํนวน 8 ตวัอยาง 
L. interrogans จํานวน 5 ตัวอยาง และ L. alexanderi จํานวน 1 ตัวอยาง ซึ่งแบคทีเรีย L. weilii และ L. alexanderi 
ไมเคยมีการรายงานการตรวจพบและระบุชนิดจากสิ่งสงตรวจทางคลินิกโดยตรงในประเทศไทยมากอน การศึกษาครั้งนี้ 
จึงสามารถอนุมานไดวา L. weilii และ L. alexanderi  มีความเปนไปไดที่จะเปนชนิดที่ระบาดในประเทศไทยนอกเหนือจาก 
L. interrogans 

คําสําคัญ: การตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส, การระบุชนิดเลปโตสไปรา, ไขไมทราบสาเหตุ, วิวัฒนาการชาติพันธุ
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

บทนํา

โรคเลปโตสไปโรสิส (Leptospirosis) เปนโรค

ในกลุมโรคติดตอจากสัตวสูคน (zoonotic disease)

ที่มีอุบัติการณของโรคทั่วโลก โดยเฉพาะอยางยิ่งใน

ประเทศเขตรอน(1) สำหรับสถานการณในประเทศไทย 

จากขอมูลเฝาระวังโรคในระบบเฝาระวัง 506 โดยสำนัก

ระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ไดรายงานจำนวนผูปวย

โรคเลปโตสไปโรสิสในป พ.ศ. 2565 จำนวน 3,688 ราย 

และป พ.ศ. 2566 จำนวน 4,627 ราย โดยมีอัตราตาย

คงที่ที่ 0.07 คนตอแสนประชากร(2) โดยผูปวยสวนใหญ

ประกอบอาชีพเกษตรกรรม พบอัตราปวยสูงสุดใน

ภาคกลาง รองลงมา คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ภาคเหนือ และภาคใต ตามลำดับ

โรคเลปโตสไปโรสสิ เกดิจากการตดิเชือ้แบคทเีรยี

จีนสั Leptospira โดยแบคทีเรยีชนิดน้ีอาศยัอยูในบรเิวณ

ไตของโฮสตกักเก็บโรค (reservoir host) จำพวกสัตว

ฟนแทะ (rodent) เชน กระตาย หนู โดยไมทำใหโฮสต

กกัเกบ็โรคแสดงอาการของโรค แตแบคทเีรยี Leptospira

จะถูกขับออกพรอมปสสาวะของโฮสตลงสูสิ่งแวดลอม 

สงผลใหสัตวเลี้ยงลูกดวยนมชนิดอื่น เชน โค กระบือ 

สุนัข สุกร หรือแมกระทั่งคนที่สัมผัสกับแหลงน้ำท่ีมีการ

ปนเปอนของปสสาวะที่มีเชื้อแบคทีเรีย Leptospira

ติดเชื้อและเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสได(3) โดยทั่วไปผูปวย

จะมีอาการไขสูง ปวดศีรษะ ปวดกลามเน้ือรุนแรงโดย

เฉพาะกลามเนื้อนอง รวมกับการมีประวัติสัมผัสกับน้ำ

หรือสิ่งแวดลอมที่มีพื้นที่แฉะ หรือสัมผัสโดยตรงกับ

สิ่งขับถายของสัตว ในผูปวยที่มีประวัติอาการไมชัดเจน

แตมีอาการไขสูงมากกวาหรือเทากับ 38.5°C เปนเวลา

นานกวา 1 สัปดาห รวมถึงการซักประวัติการเจ็บปวย

และตรวจรางกายแลวไมสามารถอธิบายสาเหตุของไขได

จะถูกจัดวาเปนโรคไขไมทราบสาเหตุ(4) จากการศึกษา

กอนหนาในประเทศไทย พบวามีผูปวยยืนยันโรค

เลปโตสไปโรสิสในผูปวยไขไมทราบสาเหตุอยูในชวงสูง 

20–40%(5) ขอมลูจากการเฝาระวังโรคไขไมทราบสาเหตน้ีุ

จึงสามารถถูกใชเพื่อติดตามสถานการณโรคเลปโตส

ไปโรสิสได เน่ืองจากโรคนี้มักมาพรอมอาการไขที่ไม

ชัดเจนและอาจยังไมไดรับการวินิจฉัยจากแพทยใน

ครั้งแรกที่มารับการรักษาในโรงพยาบาล 

แบคที เ รี ย  Leptospira  เปนแบคที เ รีย

ในกลุม Spirochete ที่มีจำนวนชนิด (species) 

มากกวา 64 ชนิดทั่วโลก(6,7) โดยสามารถแบงเปนกลุม

สายพนัธุกอโรคหลกั (primary pathogenic strain, P1)

กลุมสายพันธุกอโรคไมรุนแรง (pathogenic but 

low-virulent strain, P2) และกลุมสายพนัธุไมกอโรค

(saprophytes, S)(6,8) จากการศึกษากอนหนาใน

ประเทศไทยจังหวัดนาน พบแบคทีเรีย L. interrogans 

จากตวัอยางปสสาวะของผูปวยยนืยนัโรคเลปโตสไปโรสสิ

อีกทั้งพบแบคทีเรีย L. interrogans และ L. weilii 

จากตัวอยางปสสาวะของสุนัข สุกร และแพะที่ไมแสดง

อาการของโรคเลปโตสไปโรสิส(9) ซึ่งทั้งสองสายพันธุ

ถกูจดัอยูในกลุมสายพนัธุกอโรคหลกั การศกึษาสายพนัธุ

ของแบคทีเรีย Leptospira โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวย

โรคไขไมทราบสาเหตุจึงมีความสำคัญเปนอยางมากที่

จะชวยเพิ่มเติมองคความรูเก่ียวกับโรคเลปโตสไปโรสิส

ในประเทศไทยใหดียิ่งขึ้น

ปจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส

ใชเทคนิคทางซีโรโลยี ซึ่งเปนเทคนิคการตรวจหา

ภูมิคุมกันตอเชื้อเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจยืนยันทาง

หองปฏิบัติการ (gold standard method) โดยวิธี

ที่ใช ไดแก วิธี Macroscopic Agglutination Test 

(MAT) และวิธี Indirect Immunofluorescence 

Assay (IFA) ซึง่วิธเีหลานีจ้ำเปนตองรอระดบัภมูคิุมกนั

เพื่อตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีที่มีความจำเพาะตอ

แบคทีเรีย Leptospira รวมทั้งตองอาศัยเจาหนาท่ี

หองปฏิบัติการที่มีความชำนาญในการอานและแปลผล 

จากความกาวหนาของเทคนิคทางอณูชีววิทยาในปจจุบัน

ทำใหการรายงานผูปวยตามระบบเฝาระวังโรค (ระบบ 

รง. 506) ของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 

สามารถรายงานโดยใชผลการตรวจสอบสารพันธุกรรม

ของเช้ือแบคทเีรยี Leptospira sp. ดวยวธิ ีPolymerase 

Chain Reaction (PCR) เพื่อรายงานผูปวยยืนยันโรค

เลปโตสไปโรสสิได(4) การตรวจวนิจิฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ

จึงมีความสำคัญอยางมากตอการรายงานผลการติดเชื้อ

โดยเฉพาะอยางยิ่งในกลุมผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ

ที่มักมาพรอมกับอาการที่ไมชัดเจน งานวิจัยนี้จึงมี

วัตถุประสงคเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

ดวยวิธีมาตรฐานทางซีโรโลยีรวมกับวิธีทางอณูชีววิทยา

และศึกษาชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira

จากสิ่งสงตรวจทางคลินิกโดยตรงของผูปวยโรคไข

ไมทราบสาเหตุ เพื่อทำใหเกิดความรู  ความเขาใจ

ในสายพันธุของแบคทีเรียชนิดน้ีที่จะเปนประโยชน

ตองานดานการแพทยและการสาธารณสุขของประเทศไทย

ตอไป

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ

สไลดหลุมชนิด 21 หลุม (Epredia, Breda, 

Netherlands), เครือ่งบมอณุหภมิู 37°C (Memmert, 

Germany), กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Nikon, 

Japan), ตูเย็นอุณหภูมิ 4°C (Mitsubishi Electric, 

Thailand), เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมชนิด 

real-time PCR รุน CFX96 C1000 Touch Thermal 

Cycler (Bio-Rad, USA) และเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม รุน MJ Mini 48-Well Personal Thermal 

Cycler (Bio-Rad, USA)

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารละลาย phosphate buffer saline (Caisson,

Utah, USA), สารละลาย conjugate working solution

ชนิด anti-human-IgG-FITC และ ชนิด anti-

human-IgM-FITC (Agilent, Glostrup,

Denmark), ชุดน้ำยาสำเร็จรูป DNeasy Blood & 

Tissue Kits (QIAGEN, Germany), น้ำยา

2X THUNDERBIRDTM Probe qPCR mix

(TOYOBO, Japan), Nuclease-free water

(Bio Basic, Ontario, Canada), น้ำยา 2X KOD 

OneTM PCR Master Mix -Blue- (TOYOBO, 

Japan), agarose (Bio Basic, Ontario, Canada) 

และ สารละลาย 1X Tris-Borate-EDTA (TBE) 

buffer (Invitrogen, New York, USA)

กลุมตัวอยางที่ศึกษา

กลุมตัวอยางที่ศึกษาตองเขาเกณฑคัดเขาตาม

นิยามของโรคไขไมทราบสาเหตุของสำนักระบาดวิทยา 

กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ไดแก ผูปวยมี

ไขสูงมากกวาหรือเทากับ 38.5°C เปนเวลานานกวา 1 

สัปดาห รวมถึงซักประวัติการเจ็บปวยและตรวจรางกาย

แลวไมสามารถอธิบายสาเหตุของไขได โดยคัดเลือก

สิง่สงตรวจชนดิเลอืด EDTA-blood และซรีมัทีเ่หลอืจาก

การตรวจวิเคราะห ในป พ.ศ. 2566–2567 (สิ้นสุด ณ 

วันที่ 31 พฤษภาคม พ.ศ. 2567) สิ่งสงตรวจมีปริมาตร 

1–2 มิลลิลิตร คัดเลือกตัวอยางที่เขาเกณฑจากศูนย

วทิยาศาสตรการแพทยที ่1/1 เชียงราย ศนูยวทิยาศาสตร

การแพทยที ่5 สมทุรสงคราม ศนูยวทิยาศาสตรการแพทย

ที ่8 อุดรธาน ีศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่9 นครราชสมีา 

และศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่11 สุราษฎรธานี จากนัน้

สงทีส่ถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรสาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร

การแพทย ควบคุมใหมีอุณหภูมิ 4°C ตลอดระยะเวลา

ขนสง

การคำนวณขนาดกลุมตัวอยาง

คาอุบัติการณโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยไข

ไมทราบสาเหตุ จากการศึกษากอนหนาในประเทศไทย 

พบวามีผูปวยยืนยันโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยไข

ไมทราบสาเหตุอยูในชวงรอยละ 20-40(5) การคำนวณ

ขนาดกลุมตัวอยางจึงเลือกคาอุบัติการณที่รอยละ 20 ซึ่ง

เปนรอยละของการตรวจพบเชื้อที่นอยที่สุด เพื่อคำนวณ

ขนาดตัวอยางและใหครอบคลุมการเก็บตัวอยางได

มากที่สุด โดยคำนวณจากสูตรคาประมาณสัดสวน(10) 

กำหนดให n คือ จำนวนกลุมตัวอยางที่ตองการ

 p คือ คาอุบัติการณการเกิดโรคเลปโต-  

   สไปโรสิสในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ 

 d คือ คาสัดสวนของความคลาดเคลื่อน

   ที่ยอมใหเกิดขึ้นได

 z คือ คาความเช่ือมั่นที่ระดับนัยสำคัญ

   ทางสถิติ 0.05

แทนคา คา p = 0.2

 คา d ควรมีคาไมเกิน 20% ของคา p ดังนั้น

 คา d = 0.2 x 0.2 = 0.04

 คา z = 1.96

 = (1- ) z2

       
2
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 =  
0.2(1-0.2) 1.962

              0.042

             = 384.2

ดังนั้นการศึกษานี้ใชตัวอยางอยางนอย 385 

ตัวอยางตอป

การตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสิสดวยวธิ ีIndirect 

Immunofluorescence Assay (IFA)

ตรวจวินิจฉัยแอนติบอดีในสิ่งสงตรวจชนิดซีรัม

ดวยวิธี IFA โดยเจือจางสิ่งสงตรวจชนิดซีรัมใหมีความ

เขมขน 1:50 ถึง 1:3,200 ดวยสารละลาย Phosphate

Buffer Saline หยดซีรัมท่ีเจือจาง ปริมาตร 7 µL

ลงบนแตละหลุมของสไลด ท่ี มีแอนติ เจนของเชื้อ

L. interrogans บมสไลดที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 

30 นาที จากนั้นลางสไลดดวยสารละลาย Phosphate 

Buffer Saline แลวผึ่งสไลดใหแหงดวยลมเย็น เมื่อ

สไลดแหงจึงหยดสารละลาย Conjugate ของ Anti-

human-IgG-FITC และ Anti-human-IgM-FITC

ที่เจือจางใหมีความเขมขน 1:40 ลงบนแตละหลุม

ของสไลด สไลดละ 7 µL โดยแยกระหวางสไลด IgG

และ IgM นำสไลดบมท่ีอณุหภมิู 37°C เปนเวลา 30 นาที

จากนั้นลางสไลดดวยสารละลาย Phophate Buffer

Saline และผึ่ งสไลดใหแหงดวยลมเย็นอีกครั้ ง

จากนั้นนำสไลด ไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน

ฟลูออเรสเซนต โดยใชซีรัมของผูปวยที่ใหผลบวก

และผลลบตอเชื้อ L. interrogans เปน positive

และ negative control ตามลำดับ แปลผลพบ

การติดเชื้อเมื่อพบการเรืองแสงมากกวา +2 โดยมีคา

ไตเตอรของแอนติบอดี IgM มากกวาหรือเทากับ 1:100 

การสกัดดีเอ็นเอ

สกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดน้ำยาสำเร็จรูป DNeasy 

Blood & Tissue Kits จากสิง่สงตรวจชนดิ EDTA-blood

ปริมาตร 200 µL ทำการสกัดตามวิธีการในคูมือของ

ชุดน้ำยา โดยไดสารสกัดดีเอ็นเอ ปริมาตร 50 µL เก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4°C

การตรวจวินิ จฉัย โรคเลปโตสไปโรสิสด วยวิ ธี

Real-time PCR

การตรวจสารพนัธกุรรมของเช้ือ Leptospira ดวย

วิธี Real-time PCR ใชไพรเมอรและโพรบที่มีความ

จำเพาะตอลำดับนิวคลีโอไทดของยีน LipL32 ดังแสดง

ในตารางที่ 1 โดยปฏิกิริยามีปริมาตรรวมทั้งหมด 20 µL

ประกอบดวย 2X THUNDERBIRDTM Probe 

qPCR mix ปริมาตร 10 µL ไพรเมอรฟอรเวิรด

(Forward primer) และไพรเมอรรีเวิรส (Reverse

primer) ความเขมขน 0.4 µM โพรบความเขมขน

0.2 µM และสารสกัดดีเอ็นเอตนแบบที่สกัดจาก

สิ่งสงตรวจปริมาตร 2 µL โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจาก

L. interrogans Australis และ L. santarosai 

Shermani เปน positive control และใช Nuclease-

free water เปน negative control ในทุกครั้งของ

การทำปฏิกิริยา ทำปฏิกิริยาดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พนัธกุรรมรุน CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler 

โดยมอุีณหภมูแิละระยะเวลาทีใ่ชในการทำปฏกิิรยิา ไดแก 

อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 10 นาที ตอดวย 40 รอบ ของ

อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 15 วินาที และอุณหภูมิ 58°C 

เปนเวลา 30 วินาที ตั้งคาใหเครื่องอานคาความเขมแสง

จากโมเลกุลของ 6-carboxy-fluorescein (FAM)

เมื่อครบแตละรอบหลังจากอุณหภูมิ 58°C แปลผลพบ

การติดเชื้อเมื่อคา Ct Cycle นอยกวา 37 รอบ

การเตรยีมตวัอยางเพือ่วเิคราะหลำดบันวิคลโีอไทดใน

การจำแนกชนิดของเชื้อ Leptospira

ตัวอยางที่พบการติดเช้ือถูกจำแนกชนิดของเชื้อ 

Leptospira ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่มี

ความจำเพาะตอลำดบันวิคลโีอไทดของยนี rrs2 ดงัแสดง

ในตารางที่ 1 โดยปฏิกิริยามีปริมาตรรวมทั้งหมด 25 µL

ประกอบดวย 2X KOD OneTM PCR Master

Mix-Blue-ปริมาตร 12.5 µL ไพรเมอรฟอรเวิรด

และไพรเมอรรีเวิรสความเขมขน 0.3 µM และดีเอ็นเอ

ตนแบบจากตัวอยางที่พบการติดเชื้อ ปริมาตร 2 µL

โดยใชดเีอน็เอทีส่กดัไดจาก L. interrogans Australis 

และ L. santarosai Shermani เปน positive control 

และใช Nuclease-free water เปน negative control 
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

จากนั้นทำปฏิกิริยาดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

โดยมอีณุหภมูแิละระยะเวลาท่ีใชในการทำปฏกิริยิา ไดแก 

อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที ตอดวย 40 รอบ ของ

อุณหภูมิ 98°C เปนเวลา 10 วินาที อุณหภูมิ 50°C เปน

เวลา 5 วนิาท ีและอณุหภูมิ 68°C เปนเวลา 1 วินาท ีจากนัน้

นำ PCR amplicon ท่ีไดตรวจสอบขนาดดวยวิธ ีagarose

gel electrophoresis โดยใช 2% agarose ในสารละลาย 

1X Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer เปนเวลา

30 นาที ที่ความตางศักย 100 โวลต และสง PCR 

amplicon ไปท่ีบริษัท Bio Basic Inc. (Ontario, 

Canada) เพื่อดำเนินการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด

ดวยเทคนิค sanger sequencing 

การวิเคราะหขอมูลและสถิติ

วิ เ ค ร า ะ ห แ ล ะ ป ร ะ ม ว ล ผ ล ข อ มู ล โ ด ย ใ ช 

R Statistical Program version 4.3.3 (https://www.

r-project.org) แบงรูปแบบการวิเคราะหเปนสถิติเชิง

พรรณนา ไดแก จำนวน รอยละ และวิเคราะหปจจัยที่

สัมพันธกับผลการตรวจวินิจฉัยโดยใชสถิติ Pearson's

Chi-squared test โดยใช Yates' continuity 

correction กำหนดนัยสำคัญทางสถิติดวย p-value

< 0.05

การวิเคราะหขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องมือ

ชีวสารสนเทศ

นำขอมูล 16S rRNA sequencing ของยีน rrs2 

อยูในรูปของไฟลนามสกุล .ab1 วิเคราะหดวยโปรแกรม 

Geneious Prime version 2024.0.5 (Biomatter,

New Zealand) ควบคุมคุณภาพโดยตัดลำดับ

นิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพต่ำชวงตนและชวงปลายจาก

แตละตวัอยางออก จากนัน้สรางเมทรกิซ DNA substitu-

tion ดวยกระบวนการ multiple sequence alignment 

เพื่อวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระดับโมเลกุล

ภายใตโมเดลทางวิวัฒนาการ (Evolutionary Model) 

ดวยวิธี Maximum Likelihood (ML) ดวยโปรแกรม 

IQTree(11) กำหนดใหการคำนวณความนาจะเปน

ของขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดที่แสดงสถานะของลักษณะ

ที่ปรากฎ ภายใตการใช โมเดลวิ วัฒนาการแบบ

Generalized Time-Reversible (GTR) แผนภาพ 

Phylogenetic Tree ที่ไดจากการวิเคราะหที่มีคา

ความนาจะเปนสูงที่สุดจัดเปนแผนภาพที่ดีที่สุด จากนั้น

ใชกระบวนการวิเคราะหทางสถิติแบบ Bootstrap 

Analysis จำนวน 1,000 ซ้ำ ในการทดสอบความเชื่อมั่น

ของ Clade โดย Clade ทีจ่บักลุมไดแขง็แรงควรมคีาสถติิ

Bootstrap มากกวาหรือเทากับรอยละ 70 แผนภาพ 

Phylogenetic Tree สามารถแสดงภาพ โดยใชโปรแกรม

TreeViewer version 2.2.0 (https://treeviewer.org)

ตารางที่ 1 ลำดับนิวคลีโอไทดของไพเมอร (primer) และโพรบ (probe) ที่ใชในแตละขั้นตอนการศึกษา

ยีนเปาหมาย ลำดับนิวคลีโอไทด (5’ – 3’) ชนิด อางอิง

การตรวจวินิจฉัย 

LipL32

AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG

GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT

FAM-AAA GCC AGG ACA AGC GCC G-BHQ1

Forward primer

Reverse primer 

Probe

(12)

การระบุสายพันธุ

rrs2

CAT GCA AGT CAA GCG GAG TA 

AGT TGA GCC CGC AGT TTT C

Forward primer

Reverse primer 

(13)

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษานี้ผานการอนุมัติโดยคณะกรรมการ

พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กรมวิทยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข เมื่อวันที่ 30 เมษายน 

พ.ศ. 2567 รหสัโครงการวจิยั 2/2567 รหสัเอกสารรบัรอง 

DMSc-EC014
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ผล

การตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส

การตรวจวนิจิฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิในผูปวยโรค

ไขไมทราบสาเหตุใชสิ่งสงตรวจ 2 ชนิด ไดแก สิ่งสงตรวจ

ชนิดซีรัมเพื่อตรวจวินิจฉัยดวยวิธี IFA และสิ่งสงตรวจ

ชนิด EDTA-Blood เพื่อวินิจฉัยดวยวิธี Real-time 

PCR โดยตัวอยางที่ใหผลบวกทั้งโดยวิธีใดวิธีหนึ่งหรือ

ทั้งสองวิธีจะถูกแปลผลพบการติดเชื้อ Leptospira sp.

และจดัเปนผูปวยยนืยนั (confirmed case) ตามนิยามและ

แนวทางการรายงานโรคติดตออันตรายของสำนักระบาด

วิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข(4)  จำนวน

สิ่งสงตรวจจากกลุมตัวอยางโรคไขไมทราบสาเหตุ

ในระหวางเดือนตุลาคม พ.ศ. 2565 ถึงเดือนพฤษภาคม 

พ.ศ. 2567 จำนวน 2,110 ตัวอยาง พบการติดเชื้อ 

Leptospira sp. จากการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี IFA 

และ/หรือ วิธี Real-time PCR จำนวน 33 ตัวอยาง 

โดยมีตัวอยาง จำนวน 18 ตัวอยาง วินิจฉัยพบการ

ติดเชื้อดวยวิธี IFA จำนวน 17 ตัวอยาง วินิจฉัยพบ

การติดเชื้อดวยวิธี Real-time PCR และจำนวน

2 ตัวอยาง วินิจฉัยพบการติดเชื้อดวยทั้งสองวิธี จากการ

วิเคราะหพบวาผูปวยโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยโรคไข

ไมทราบสาเหต ุสวนใหญเปนผูปวยเพศชาย (รอยละ 2.1)

ซึง่มคีวามแตกตางจากเพศหญงิ (รอยละ 0.9) อยางมนียั

สำคัญ (Chi-square test, p-value < 0.05) โดย

ผูปวยโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ

พบอาการปวดกลามเนื้อมากที่สุด รอยละ 3.3 รองลงมา

คือ ผูปวยมีไขสูงมากกวา 38°C และปวดศีรษะรุนแรง 

รอยละ 2.9 เทากัน โดยการพบอาการดังกลาวมีความ

แตกตางอยางมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการพบ

อาการดังกลาวในผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุที่ไมพบ

การติดเช้ือ Leptospira sp. (Chi-square test,

p-value < 0.05) นอกจากนีพ้บผูปวยจากพืน้ที ่4 จงัหวดั 

ไดแก จังหวัดนาน (20 ราย) จังหวัดเชียงราย (10 ราย) 

จังหวัดกาญจนบุรี (2 ราย) และจังหวัดประจวบคีรีขันธ

(1 ราย) โดยจำนวนผูปวยโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวย

โรคไขไมทราบสาเหตจุากจงัหวดันานและจงัหวดัเชียงราย 

มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ

การพบผูปวยโรคเลปโตสไปโรสสิในผูปวยโรคไขไมทราบ

สาเหตุจากจังหวัดกาญจนบุรีและประจวบคีรีขันธ

(Chi-square test, p-value < 0.05) ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ตารางที่ 2  ลักษณะทางประชากร (Demographic Characteristics) ของกลุมตัวอยางโรคไขไมทราบสาเหตุ

 ที่ไดรับการยืนยันพบการติดเชื้อ Leptospira sp.

N (%) จำนวนตัวอยางพบการติดเชื้อ 
Leptospira sp. (%) Chi-square test p-value

จำนวนตัวอยางผูปวย
โรคไขไมทราบสาเหตุ 2,110 (100) 33 (1.56) - -

เพศ
ชาย
หญิง

1,209 (57.3)
901 (42.7)

25 (2.1)
8 (0.9)

3.9
-

< 0.05
-

ลักษณะทางคลินิก
ไขสูง > 38°C
ปวดกลามเนื้อ
ปวดศีรษะรุนแรง
ไอ

546 (25.9)
419 (19.9)
380 (18.0)
488 (23.1)

16 (2.9)
14 (3.3)
11 (2.9)
11 (2.3)

7.78
9.34
4.33
1.42

< 0.05
< 0.05
< 0.05
0.23

พื้นที่
จ.นาน
จ.เชียงราย
จ.กาญจนบุรี
จ.ประจวบคีรีขันธ

879 (41.7)
282 (13.4)
50 (2.4)
15 (0.2)

20 (2.3)
10 (3.5)
2 (4.0)
1 (6.7)

4.19
15.54
0.69
0.31

< 0.05
< 0.05
0.41
0.58
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการจากลำดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rrs2

ตวัอยางท่ีพบการตดิเชือ้ท้ังหมดนำไปเพิม่ปรมิาณ

สารพันธุกรรมของยีน rrs2 ซึ่งเปนลำดับนิวคลีโอไทด

บริเวณ 16S Ribosomal RNA เพื่อระบุสายพันธุของ

แบคทเีรียจนีสั Leptospira(13) โดยม ี14 ตวัอยาง ทีส่ามารถ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rrs2 ได ผลการ

วิเคราะหและศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระดับ

โมเลกุลดวยวิธี Maximum Likelihood จากลำดับ

นวิคลโีอไทดของยนี rrs2  ในแบคทีเรยีจีนัส  Leptospira

จากสายพันธุอางอิงทั้งหมดที่ไดรับการตีพิมพบนฐาน

ขอมลู NCBI(6) วิเคราะหรวมกบัตวัอยางท่ีพบการตดิเช้ือ

14 ตัวอยาง พบการจัดกลุมแบคทีเรียจีนัส Leptospira 

เปน 3 Clade หลัก ไดแก Clade I มีคาสนับสนุนความ

เชื่อมั่น (Bootstrap Support, BS) เทากับ 98%

ประกอบดวย สมาชกิกลุมสายพันธุกอโรคหลัก (primary 

pathogenic strain, P1), Clade II (BS = 95%) 

ประกอบดวย สมาชิกกลุมสายพันธุกอโรคไมรุนแรง

(pathogenic but low-virulent strain, P2) และ

Clade III (BS = 100%) ประกอบดวย สมาชิกกลุม

สายพันธุไมกอโรค (saprophytes, S) ดังแสดงใน

ภาพที ่1 โดยพบวาตวัอยางท้ัง 14 ตวัอยาง อยูใน Clade I 

ซึ่งเปนกลุมสายพันธุกอโรคหลักท้ังหมด เม่ือพิจารณา

เฉพาะใน Clade I พบวาประกอบดวย Clade ยอย 

(sub-clade) ท่ีมีตวัอยางจากการศกึษาครัง้น้ีเปนสมาชิก

อยูใน 3 sub-clade ดังนี้

sub-clade I-A (BS = 85%) ประกอบดวย

สมาชิกตัวอยางในป พ.ศ. 2565 จำนวน 3 ตัวอยาง ไดแก 

หมายเลข 2022_Nan014, 2022_Nan094 และ 2022_

Nan338 และตวัอยางในป พ.ศ. 2566 จำนวน 5 ตวัอยาง 

ไดแก หมายเลข 2023_Nan056, 2023_Nan071, 

2023_Nan118, 2023_Cri159 และ 2023_Nan217 

โดยพบวาตัวอยางในป พ.ศ. 2565 ทั้ง 3 ตัวอยาง อยูใน

sub-clade ยอยเดียวกัน ซึ่งมีคาสนับสนุนความเชื่อมั่น

สูงถึง 97% แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของเวลาตอ

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรีย นอกจากนี้

ตวัอยางทีพ่บใน sub-clade I-A มาจากพืน้ทีจั่งหวดันาน 

ยกเวนตวัอยางหมายเลข 2023_Cri159 เทานัน้ ทีม่าจาก

พืน้ทีจ่งัหวดัเชยีงราย sub-clade I-A มสีปชสี L. weilii 

แสดงความสัมพันธแบบ basal taxa แสดงใหเห็นวา

ตัวอยางทั้งหมดใน sub-clade I-A นี้ มีความสัมพันธ

เชิงวิวัฒนาการใกลชิดกับสปชีส L. weilii มากที่สุด

sub-clade I-B (BS = 99%) ประกอบดวย 

สมาชิกสปชีส L. alexanderi เปน basal taxa และตวัอยาง

หมายเลข 2022_Nan078 แสดงใหเห็นวาตัวอยางนี้

มีความสัมพันธ เชิ งวิ วัฒนาการใกลชิดกับสปชี ส

L. alexanderi มากที่สุด 

sub-clade I-C (BS = 84%) ประกอบดวย 

สมาชิกตัวอยางจากการศึกษาครั้งนี้ จำนวน 5 ตัวอยาง

จากพื้นที่จังหวัดนาน โดยมีสปชีส L. kirschneri

แสดงความสัมพันธแบบ basal taxa เมื่อพิจารณาใน

sub-clade I-C พบวามี sub-clade ยอย จำนวน 2 

sub-clade ซึ่งมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่นสูงถึง 80% 

ไดแก sub-clade ยอย จากตวัอยางป พ.ศ. 2566 ทัง้หมด 

(ตัวอยางหมายเลข 2023_Nan087, 2023_Nan175, 

2023_Nan178 และ 2023_Nan309) และ sub-clade 

ยอย ที่มีสมาชิกตัวอยางจากป พ.ศ. 2567 (หมายเลข 

2024_Nan631) โดยมี L. interrogans เปน basal 

taxa ของ sub-clade ยอย ซึ่งสปชีส L. interrogans

จัด เปนสายพันธุ ก อ โรคหลักที่พบการระบาดใน

ประเทศไทย(14) การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาตัวอยาง

ที่พบนั้นมีความใกลชิดทางวิวัฒนาการกับสายพันธุ

กอโรคหลกัในประเทศไทยและมปีจจยัดานเวลาทีมี่ผลตอ

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรียดวยเชนกัน
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

วิจารณ

โรคเลปโตสไปโรสิสจัดเปนโรคติดตอจากสัตว

สูคนที่มีความสำคัญ องคการอนามัยโลกไดประมาณคา

อุบัติการณของโรคเลปโตสไปโรสิสอยูที่ 14 รายตอแสน

ประชากรทั่วโลก(15) สำหรับประเทศไทยสถิติยอนหลัง

ของโรคเลปโตสไปโรสิสจากสำนักระบาดวิทยา กรม

ควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข แสดงใหเห็นวาโรค

เลปโตสไปโรสิสมีอัตราปวยอยูที่ประมาณ 5 รายตอแสน

ประชากร ผูปวยสวนใหญพบมากในชวงฤดฝูน โดยเฉพาะ

อยางยิ่งผูที่ประกอบอาชีพในภาคเกษตรกรรม เนื่องจาก

มีความเสี่ยงในการไดรับเชื้อแบคทีเรีย Leptospira 

มากกวาอาชีพอื่นๆ จากการสัมผัสแหลงน้ำขังในขณะ

ปฏิบัติงาน(2) โดยทั่วไปผูปวยจะมีอาการไขสูง ปวดศีรษะ 

ปวดกลามเนื้อรุนแรงโดยเฉพาะกลามเนื้อนอง รวมกับ

การมีประวัติสัมผัสกับน้ำหรือส่ิงแวดลอมที่มีพื้นที่แฉะ(4) 

จากการศึกษานี้พบวาอาการของผูปวยมีความสอดคลอง

กันกับการศึกษากอนหนาในประเทศไทยที่พบผูปวยโรค

เลปโตสไปโรสสิในเพศชายมากกวาเพศหญงิ และมอีาการ

ไขสูงรวมกับอาการปวดกลามเนื้อและอาการปวดศีรษะ

รุนแรง ซึ่งเปนลักษณะทางคลินิกที่พบมากในผูปวยโรค

เลปโตสไปโรสิส(16−19)

ปจจุบันวิธีมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยโรค

เลปโตสไปโรสิสใชวิธีการทางซีโรโลยี ไดแก วิธี Micro-

scopic Agglutination Test (MAT) และวธีิ Indirect 

Immunofluorescence Assay (IFA) ในการศกึษาคร้ังนี้

ภาพที่ 1  ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน rrs2 ในแบคทีเรียจีนัส Leptospira จากฐานขอมูล NCBI(6) และ

 ในตัวอยางผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุที่วินิจฉัยพบการติดเช้ือ Leptospira sp. โดยใชการกำหนดป_

 จังหวัด ตามดวยหมายเลขตัวอยางที่ไดรับ
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

คณะผูวิจัยไดเลือกใชวิธี IFA เนื่องจากหองปฏิบัติการมี

ทรัพยากรสำหรบัการตรวจวินิจฉัยดวยวิธ ีIFA และผูรวม

วิจัยมีความชำนาญในการอานสไลดดวยวิธีนี้ การตรวจ

วินิจฉัยดวยวิธี IFA มีขอจำกัดเนื่องจากสไลดถูกเคลือบ

ดวยแอนติเจนของ L. interrogans เทานั้น ทำให

ไมสามารถครอบคลุมไปยังสายพันธุกอโรคอื่นๆ ท่ีอาจ

ตรวจพบในตัวอยางและเปนขอจำกัดอยางมากของการ

ตรวจวินิจฉัยดวยวิธีการทางซีโรโลยี(20) เมื่อเปรียบเทียบ

ผลการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี IFA และวิธี Real-time 

PCR พบวาผลที่ไดมีความสอดคลองกัน จำนวน 2 

ตัวอยาง ซึ่งอาจมีสาเหตุจากปจจัยหลายประการ อาทิ 

ระยะเวลาในการเจาะเลือดหลังจากติดเชื้อ โดยปริมาณ

เชื้อจะเพิ่มสูงสุดในชวง 2–7 วันแรก หลังจากไดรับเชื้อ

ในระยะ Leptospiremia และระบบภูมิคุมกันยังไม

สรางแอนติบอดีเพื่อตอบสนองตอการติดเชื้อ ในชวง

ระยะเฉียบพลัน (acute phase) จึงสามารถตรวจสอบ

การติดเชื้อไดดวยวิธี Real-time PCR แตไมสามารถ

ตรวจสอบไดดวยวิธี IFA(21) แตหากพนชวงระยะเวลานี้

ไปจะเกิดการสรางแอนติบอดีเพื่อตอบสนองตอการ

ติดเชื้อในระยะฟนตัวจากโรค (convalescent phase) 

ทำใหสามารถตรวจสอบการติดเชื้อไดดวยวิธี IFA แต

ไมสามารถตรวจสอบการติดเชื้อดวยวิธี Real-time 

PCR ได รวมทั้งการไดรับยาตานจุลชีพ ซึ่งจะกำจัดเชื้อ

แบคทเีรยีในกระแสเลอืด ทำใหไมสามารถตรวจสอบการ

ติดเชื้อไดดวยวิธี Real-time PCR เชนเดียวกัน ดังนั้น

การตรวจสอบการติดเชื้อดวยวิธี IFA และ Real-time 

PCR จึงควรใชรวมกันเพื่อยืนยันการติดเชื้อของผูปวย

ได(22,23) จากการศึกษาครั้งนี้พบวา ตัวอยาง จำนวน 33 

ตัวอยาง ที่พบการติดเชื้อ Leptospira sp. ตามวิธีที่ใช 

มจีำนวน 14 ตวัอยาง ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณสารพนัธกุรรม

ของยีน rrs2 เนื่องจากตัวอยางเหลานี้เปนตัวอยางที่

วินิจฉัยพบการติดเชื้อดวยวิธี Real-time PCR หรือ

วนิจิฉยัพบการตดิเชือ้ท้ังจากวิธ ีIFA และวิธ ีReal-time 

PCR แสดงใหเห็นวาตัวอยางเหลานี้มีความเปนไปไดที่

จะเปนตัวอยางที่ถูกเก็บในชวงระยะเฉียบพลัน ทำให

ยังคงมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถใชเปนดีเอ็นเอ

ตนแบบในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได เชน 

ตัวอยางหมายเลข 2023_Nan087, 2023_Nan175, 

2023_Nan178, 2023_Nan309 และ 2024_Nan631 

ที่ถูกระบุวามีความสัมพันธทางวิวัฒนาการใกลชิดกับ

L. interrogans ซึ่งตัวอยางเหลานี้ไมสามารถตรวจพบ

การตดิเชือ้ไดดวยวธิ ีIFA เนือ่งจากวธิ ีIFA เปนการตรวจ

สอบแอนตบิอดทีีต่อบสนองตอการตดิเช้ือในระยะฟนตวั

จากโรค ซึง่มกีารทำงานของระบบภูมคิุมกนัเพือ่กำจดัเชือ้

แบคทีเรียและสรางแอนติบอดีแลว จึงเปนสาเหตุที่ทำให

ไมสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rrs2 ใน

ตัวอยางที่วินิจฉัยพบการติดเชื้อเฉพาะจากวิธี IFA ได 

แบคทีเรีย Leptospira เปนแบคทีเรียที่มีหลาก

หลายสายพันธุ โดยมีสายพันธุกอโรคหลัก (P1) และ

สายพันธุกอโรคที่ไมรุนแรง (P2) ที่มีบทบาทสำคัญตอ

การเกิดโรคเลปโตสไปโรสิส แบคทีเรีย Leptospira 

ชนิดที่พบการระบาดในทุกภูมิภาคของโลก 3 อันดับแรก

ไดแก L. interrogans L. borgpetersenii

และ L. kirschneri(24) จากการศกึษาครัง้นีพ้บวาตวัอยาง

ที่พบการติดเช้ือ Leptospira sp. มีความสัมพันธเชิง

ววิฒันาการใกลชดิกบัสปชสี L. weilii จำนวน 8 ตวัอยาง 

(sub-clade I-A, ภาพที่ 1) ถึงแมวา L. weilii 

จะไมใช species หลักที่พบการระบาด แต L. weilii 

ถูกจัดเปนอีก species หนึ่งที่อยูในกลุมสายพันธุกอโรค

รุนแรงเชนกัน จากการศึกษากอนหนาในตางประเทศ 

พบการระบุชนิด L. weilii ไดจากตัวอยางน้ำอุปโภค

บริโภคในหมูบานในประเทศชิลี(25) และจากผูปวยใน

ประเทศออสเตรเลีย(26) สำหรับประเทศไทย พบการ

รายงาน L. weilii จากตัวอยางน้ำและตัวอยางปสสาวะ

จากสุนัขที่ไมแสดงอาการของโรคจากการศึกษาในพื้นที่

จังหวัดนาน(9) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ตัวอยาง จำนวน 7 

ตัวอยาง จาก 8 ตัวอยาง ที่มีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ

ใกลชิดกับ L. weilii โดยมาจากพื้นที่จังหวัดนานเชน

เดียวกัน และ 1 ตัวอยาง มาจากพื้นที่จังหวัดเชียงราย 

แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดที่ L. weilii จะเปนหนึ่ง

ใน species ที่พบการระบาดในพื้นที่ดังกลาว ซึ่งตอง

อาศัยการศึกษาเพิ่มเติมตอไปเพื่อนำไปสูขอสรุปนี้

สำหรับการศึกษากอนหนาในประเทศไทย พบวา

L. interrogans เปน species กอโรคหลักที่พบการ

ระบาดในประเทศไทย(14) โดยพบการระบุชนิดของเชื้อ

L. interrogans จากการศึกษาดวยวิธี multilocus
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

sequence typing จากส่ิงสงตรวจชนิดเลือดจากผูปวย

ในจังหวัดอุดรธานี(14) และพบจากการศึกษาโดยใชลำดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rrs2 ดวยวิธี PCR จากสิ่งสงตรวจ

ชนิดปสสาวะของผูปวยในพ้ืนท่ีจังหวัดนาน(9) จากการ

ศกึษาครัง้นี ้พบตวัอยาง จำนวน 5 ตวัอยาง มีความสัมพันธ

ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับ L. interrogans ดังแสดงใน 

sub-clade I-C (ภาพที่ 1) ซึ่งตัวอยางทั้งหมดมา

จากพื้นที่จังหวัดนาน แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดที่ 

L. interrogans จะยังคงถูกพบอยูในพื้นที่ดังกลาว 

นอกจากนี้ L. alexanderi จัดเปนอีกหนึ่งชนิดที่มีความ

รุนแรงในการกอโรค เนื่องจาก L. alexanderi สามารถ

ผลิต Di-acetylated nonulosonic acid ซึ่งเปน

หนึ่งใน virulent factor ของ Genus Leptospira(3) 

L. alexanderi มรีายงานการคนพบครัง้แรกท่ีประเทศจนี

ในป ค.ศ. 1999(27) สำหรับประเทศไทยยังไมพบการ

รายงานการพบสายพันธุ น้ีมากอน ซ่ึงจากการศึกษา

ครัง้นี ้พบวามตีวัอยาง จำนวน 1 ตวัอยาง ท่ีมีความสัมพนัธ

ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับ L. alexanderi จึงควร

เริ่มตนศึกษาสายพันธุ L. alexanderi ในประเทศไทย

ตอไปในอนาคต

สรุป

การศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา อุบัติการณของ

โรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุมีคา

ประมาณ 1.56% (33/2,110 ตัวอยาง) โดยวินิจฉัยพบ

การติดเชื้อดวยวิธี IFA จำนวน 18 ตัวอยาง วินิจฉัยพบ

การติดเชือ้ดวยวธิ ีReal-time PCR จำนวน 17 ตวัอยาง 

และวินิจฉัยพบการติดเชื้อดวยวิธี IFA และ Real-time 

PCR จำนวน 2 ตวัอยาง จากการศกึษาลำดบันิวคลโีอไทด

บริเวณ 16S rRNA จากตัวอยางเพื่อระบุชนิดสายพันธุ

ของแบคทเีรยี Leptospira พบวาตวัอยางทีพ่บการตดิเชือ้

Leptospira ถูกแบงเปนกลุมยอยที่มีความสัมพันธ

ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับสายพันธุกอโรคหลัก (P1) 

จำนวน 3 ชนิด ไดแก L. weilii, L. interrogans และ

L. alexanderi โดยในอนาคตการศกึษาในกลุมประชากร

ทีม่ขีนาดใหญขึน้รวมกบัการใชการศกึษาคณุลกัษณะทาง

จีโนม รวมทั้งการเก็บขอมูลทางระบาดวิทยาที่ครบถวน

จะชวยสงเสริมใหการศึกษา species Leptospira ที่พบ

ในประเทศไทยมีความครอบคลุมและสมบูรณมากยิ่งขึ้น

กิตติกรรมประกาศ

งานวจิยันีเ้ปนสวนหนึง่ของโครงการวจิยั DGHP-
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Napaporn Sriden, Nattapon Nukhunthod, Chonlada Meesub, Kanjana Sanongboon, 
Dararat Bangdee, Decha Pangjai, and Archawin Rojanawiwat
National Institute of Health of Thailand, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Diagnosis and Identification of 
Leptospira sp. from Direct Clinical 
Specimens in Pyrexia of Unknown 

Origin Patients

ABSTRACT Leptospirosis is a zoonotic disease caused by the bacterium Leptospira. Currently, laboratory
diagnoses of Leptospira infection are performed using serological techniques, particularly the Indirect 
Immunofluorescence Assay (IFA), and nucleic acid amplification techniques, such as Real-time PCR. 
This study aimed to diagnose Leptospira infections through both IFA and Real-time PCR and identify the
Leptospira species using direct typing of the 16S rRNA (rrs2) gene from clinical specimens. A total of 2,
110 samples from patients with pyrexia of unknown origin were included in this study. Leptospira 
infection was detected in 33 samples (1.56%). Among these, only 14 samples provided interpretable data
from rrs2 gene sequencing. Phylogenetic analysis revealed that 8 samples clustered with L. weilii, 5 with
L. interrogans, and 1 with L. alexanderi. Notably, the identification of L. weilii and L. alexanderi 
from direct clinical specimens has not been previously reported in Thailand. This study suggests that
L. weilii and L. alexanderi may be endemic Leptospira species in Thailand, in addition to L. interrogans.

Keywords: Leptospirosis diagnosis, Leptospira identification, Pyrexia of Unknown Origin, Phylogenetics 


