
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APOPTOSIS OF NEURONS AND INFLAMMATORY CELLS IN THE CENTRAL NERVOUS 
SYSTEM OF CANINE RABIES. 

Miss Sirinapa Srikam 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Medical Science 

Faculty of Medicine 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2013 
Copyright of Chulalongkorn University 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบประสาทส่วนกลางในสุนัขท่ีเป็นโรคพิษสุนัขบ้า 

นางสาวศิรินภา ศรีค า 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2556 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 



 

 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ การตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบ
ประสาทส่วนกลางในสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า 

โดย นางสาวศิรินภา ศรีค า 
สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย์ 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ชนพ ช่วงโชต ิ
  

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 

 

 คณบดีคณะแพทยศาสตร์ 

(รองศาสตราจารย์ นายแพทย์ โศภณ นภาธร) 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 ประธานกรรมการ 

(ศาสตราจารย์ ดร. แพทย์หญิง วิไล ชินธเนศ) 

 อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 

(ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ชนพ ช่วงโชติ) 

 กรรมการ 

(ดร. สุภาภรณ์ วัชรพฤษาดี) 

 กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 

(นายสัตวแพทย์ วีระ เทพสุเมธานนท์) 

 



 ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคัดย่อภาษ าไทย  

ศิรินภา ศรีค า : การตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบประสาทส่วนกลาง
ในสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า. (APOPTOSIS OF NEURONS AND INFLAMMATORY 
CELLS IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF CANINE RABIES.) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ. ชนพ ช่วงโชติ, 65 หน้า. 

โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคติดเชื้อร้ายแรงทางระบบประสาท มีสองกลุ่มอาการคือแบบคลุ้ม
คลั่งและแบบอ่อนแรง (เซื่องซึมในสุนัข) ซึ่งกลไกการเกิดโรคของสองกลุ่ มอาการยังไม่แน่ชัด  
การศึกษาก่อนหน้านี้ในผู้ป่วยและสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้าที่ระยะท้ายของโรคไม่พบความ
แตกต่างของทั้งสองกลุ่มอาการ ต่อมามีการศึกษาในสุนัขบ้าที่ระยะแรกของโรค พบความแตกต่าง
กันในสองกลุ่มอาการ โดยการศึกษาภาพสมองและไขสันหลังด้วยเครื่องสนามแม่เหล็กไฟฟ้าพบ
ความผิดปกติในกลุ่มอาการเซื่องซึมมากกว่ากลุ่มอาการคลุ้มคลั่ง การศึกษาการอักเสบพบการ
อักเสบเด่นชัดในกลุ่มอาการเซื่องซึม ในขณะที่การศึกษาปริมาณเชื้อพิษสุนัขบ้าพบว่าในกลุ่ม
อาการคลุ้มคลั่งมีปริมาณไวรัสมากกว่า การค้นพบนี้บ่งบอกว่า ความแตกต่างระหว่างโรคพิษสุนัข
บ้าแบบคลุ้มคลั่งและแบบอ่อนแรงพบเฉพาะในระยะแรกของโรค 

การตายของเซลล์มีบทบาทส าคัญในการป้องกันการติดเชื้อโดยการก าจัดเซลล์ที่ติดเชื้อ
ไวรัส เชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์ไม่รุนแรง (attenuated strains) มีความสามารถในการ
เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์ประสาท ในขณะที่เชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์รุนแรง 
(wild-type) เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์อักเสบ อย่างไรก็ตามการศึกษาส่วนใหญ่
ท าการศึกษาในระยะท้ายของโรค การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษารูปแบบการตายของ
เซลล์ระหว่างกลุ่มอาการคลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการอ่อนแรงของโรคพิษสุนัขบ้าในระยะแรกของโรค
ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่  

โดยท าการศึกษาในตัวอย่างสุนัขที่ติดเชื้อพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาติชนิดคลุ้มคลั่งและ
ชนิดเซื่องซึม 17ตัวอย่าง ประกอบด้วย ตัวอย่างในระยะแรกของโรค แบ่งเป็นกลุ่มอาการคลุ้มคลั่ง 
5 ตัวอย่าง กลุ่มเซื่องซึม 6 ตัวอย่าง และตัวอย่างในระยะท้ายของโรค กลุ่มละ 3 ตัวอย่าง ที่
บริเวณ สมอง ก้านสมอง และไขสันหลัง โดยใช้เทคนิค Tunel ในการตรวจสอบ 

ผลการศึกษาพบการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบที่บริเวณก้านสมองและไข
สันหลัง ซึ่งพบบริเวณก้านสมองมากที่สุด โดยที่พบในกลุ่มเซื่องซึมมากกว่ากลุ่มคลุ้มคลั่ง และพบ
แค่ในระยะแรกของโรค การตายของเซลล์ประสาทจะเกิดขึ้นในการติดเชื้อพิษสุนัขบ้าตาม
ธรรมชาติซึ่งพบเฉพาะในระยะแรกของโรค ซึ่งการตายของเซลล์ประสาทที่พบมากบริเวณก้าน
สมองในระยะแรกของโรคนั้นอาจจะช่วยในการป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อพิษสุนัขบ้าไปยัง
สมองในกลุ่มอ่อนแรง และอธิบายถึงระยะเวลาการมีชีวิตของกลุ่มอาการอ่อนแรงที่มากกว่าใน
กลุ่มอาการคลุ้มคลั่งอีกด้วย 

สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย์ 
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Rabies encephalitis is a fatal infectious disease that is often neglected. 
The pathogenesis of encephalitic (furious) and paralytic (dumb) rabies, the two 
distinct clinical subtypes of rabies in dogs and humans, is not fully understood. 
Earlier studies in human at the late stage of disease or at postmortem did not 
show differences between the two forms. In contrast, recent studies at the early 
stage of rabies infection in dogs have demonstrated differences in terms of 
neuroimaging (more disturbance in dumb rabies), inflammatory response (more 
pronounced in dumb rabies), and viral burden (more virus in furious dogs). These 
findings imply that differences between the furious and paralytic rabies are 
present only at the early stage of infection. Apoptosis plays an important role as a 
defensive mechanism in eliminating virus-infected cells. While attenuated strains 
of rabies virus induce apoptosis of neurons, the wild-type (virulent) virus produces 
apoptosis of inflammatory cells. Most of the studies were, however, performed at 
the terminal stage of infection. The current study was aimed to determine 
whether there are differences in the pattern of apoptosis between furious and 
dumb rabies at the early stage of disease. 17 rabid dogs were studied, including 
the early stage of furious (N=5) and dumb (N=6) rabies, and the terminal stage of 
rabies (3 of each clinical forms). For all cases, apoptosis was evaluated by TUNEL 
technique on the frontal lobe, hippocampus, brainstem, and spinal cord. TUNEL-
positive neurons and inflammatory cells were detected at the brainstem (most 
prominent) and spinal cord, and they were found exclusively at the early stage of 
infection. These TUNEL-positive cells were more abundant in the dumb as 
compared to furious rabies. Neuronal apoptosis does occur in natural rabies 
infection but it is observed only at the early stage of disease. Prominent apoptosis 
of neurons in the brainstem level at the early stage of paralytic rabies might 
impede viral propagation into the brain and explains the longer survival time in 
paralytic as compared to furious rabies. 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา (background and rational) 

โรคพิษสุนัขบ้า  เป็นโรคติดต่ออันตรายจากสัตว์สู่คนที่รู้จักกันมาช้านานกว่า 5000 ป ี
องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้ให้ความส าคัญ เนื่องจากผู้ติดเชื้อมักจะเสียชีวิตทุกราย ในแต่ละปีพบ
ผู้เสียชีวิตของผู้ป่วยจากโรคพิษสุนัขบ้าทั่วโลกระหว่าง 35,000 ถึง 55,000 ราย [1-3] และในปี 2011 
พบจ านวนผู้เสียชีวิตเพ่ิมขึ้น ถึง 70,000 ราย [4] ซึ่งมีอุบัติการณ์สูงที่สุดในแถบทวีปเอเชียและ
แอฟริกา เช่นประเทศอินเดีย ปากีสถาน บังคลาเทศ และจีน มีการรายงานการเสียชีวิตหลายพันคน
ต่อปี โดยพบว่าสุนัขบ้าเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตในคน  ประเทศไทยเป็นอีกประเทศหนึ่งที่พบ
โรคพิษสุนัขบ้าทั้งในคนและในสัตว์ ซึ่งมีการรายงานผู้เสียชีวิตจากโรคพิษสุนัขบ้าเฉลี่ย 21 รายต่อปี 
[2, 3] ซึ่งพบว่าสุนัขเป็นสาเหตุหลักในการเกิดโรคพิษสุนัขบ้าในคนถึงร้อยละ 82  

โรคพิษสุนัขบ้า เป็นโรคติดเชื้อทางระบบประสาทที่ มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า 
(Rabies virus) ที่อยู่ใน Family Rhabdoviridae, Genus Lyssavirus [3, 5, 6, 7] ซึ่งการสัมผัส
น้ าลายของสัตว์ที่ติดเชื้อ เป็นเส้นทางหลักในการส่งต่อเชื้อไวรัส [8, 9] หลังจากได้รับเชื้อพิษสุนัขบ้า 
ไวรัสจะมีการแบ่งตัวและเพ่ิมปริมาณอย่างรวดเร็ว แล้วแพร่กระจายไปในสมอง [5, 6]  

สามารถจ าแนกอาการได้เป็น 2 แบบคือ อาการแบบคลุ้มคลั่ง (furious หรือ encephalitis 
rabies) โดยจะมีอาการทางสมอง กลัวน้ า กลัวลม และอาการแบบอ่อนแรง (เซื่องซึมในสุนัข) (dumb 
หรือ paralytic rabies) [10, 11] ซึ่งจะมีอาการแขนขาอ่อนแรง เซื่องซึม โดยอัตราส่วนของผู้ป่วย
แบบคลุ้มคลั่งพบมากกว่าแบบอ่อนแรงคือ 3:1 เท่า [6] โดยที่แบบอ่อนแรงจะเสียชีวิตในเวลา 11 วัน 
ซึ่งช้ากว่าแบบคลุ้มคลั่งคือ 5.7 วัน [10, 12] 

ที่ผ่านมามีการศึกษาเก่ียวกับพยาธิก าเนิดของอาการคลุ้มคลั่งและอ่อนแรง เพ่ือค้นหา 
สาเหตุที่ท าให้เกิดความแตกต่างของอาการในโรคพิษสุนัขบ้า ซึ่งไม่พบความแตกต่างจากการศึกษาใน
คนที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า เกี่ยวกับการกระจายตัวของแอนติเจนเชื้อพิษสุนัขบ้าและการอักเสบ [13] 
ล าดับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสจากสมองในคนและสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า [14] การศึกษาภาพ
สมองและไขสันหลังในผู้ป่วยด้วยเครื่องสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (MRI) [5] แต่พบความแตกต่างกันของ
รูปแบบการกระจายตัวของเชื้อพิษสุนัขบ้า การอักเสบและการศึกษาภาพสมองและไขสันหลังด้วย
เครื่องสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (MRI) ในสุนัขบ้าที่แสดงอาการในระยะแรกของโรค โดยที่ ในสุนัขบ้าที่
แสดงอาการในระยะท้ายไม่พบความแตกต่าง [15, 16] แสดงให้เห็นว่าในระยะแรกของโรคพิษสุนัขบ้า
จะความพบแตกต่างกันในหลายๆด้านในทั้งสองกลุ่มอาการ 
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โดยทั่วไปพบว่าการตายของเซลล์เกี่ยวข้องกับการป้องกันการแพร่กระจายของไวรัสภายใน
ร่างกาย [17, 18] โดยท าให้เกิดการตายของเซลล์ที่ติดเชื้อ [19] ในขณะที่ไวรัสพิษสุนัขบ้าได้พัฒนา
กลไกในการหลีกเลี่ยงในการป้องกันของร่างกาย [20] มีการศึกษาพบการตายของเซลล์อักเสบ แต่ไม่
พบการตายของเซลล์ประสาท ในการติดเชื้อพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาติ [21, 22, 23] แต่อย่างไรก็ตาม
การศึกษาเหล่านั้นได้ท าการศึกษาในระยะท้ายของโรค ในขณะที่การศึกษาส่วนใหญ่ที่พบความ
แตกต่างในหลายๆด้านของทั้งสองกลุ่มอาการจะพบในระยะแรกของโรค ดังนั้นรูปแบบการตายของ
เซลล์ก็น่าจะมีความแตกต่างกัน 

ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษารูปแบบการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบ
ประสาทส่วนกลางในสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้าทั้งแบบกลุ่มอาการคลุ้มคลั่งและในกลุ่มเซื่องซึมว่ามี
ความแตกต่างกันหรือไม่ 
 
1.2 ค าถามงานวิจัย (research questions) 

รูปแบบการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในโรคพิษสุนัขบ้าชนิดคลุ้มคลั่งและเซื่อง
ซึมมีความแตกต่างกันหรือไม่ 

 
1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย (research objectives) 

เพ่ือศึกษาการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบประสาทส่วนกลางในสุนัขที่
เป็นโรคพิษสุนัขบ้าทั้ง 2 แบบอาการ 
 
1.4 สมมติฐานการวิจัย (research hypothesis)  

สุนัขบ้าชนิดเซื่องซึมอาจมีการตายของเซลล์ประสาทที่อาจจะเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ช่วยชะลอ
เชื้อไวรัสไม่ให้แพร่กระจายเข้าสู่สมองโดยเร็ว 

 
1.5 รูปแบบการวิจัย (research design) 

เป็นงานวิจัยเชิงพรรณนา (descriptive study) 
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1.6 กรอบความคิดงานวิจัย (conceptual framework) 

 

 

โรคพิษสุนัขบ้า มีอาการที่แสดงออก 2 ประเภทคือ 
อาการแบบคลุ้มคลั่ง (furious หรือ encephalitis rabies) 
อาการแบบอ่อนแรง (dumb หรือ paralytic rabies) 

พยาธิก าเนิดของทั้งสองกลุ่มอาการยังไม่แน่ชัด 

การศึกษารหัสพันธุกรรมของตัวเชื้อพิษสุนัขบ้า จากสมองของคนและสุนัขที่ติดเชื้อ
พิษสุนัขบ้าในระยะท้ายของโรคไม่พบความแตกต่าง การศึกษาการอักเสบ, ศึกษาภาพสมอง
ด้วยเครื่องสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (MRI) ในผู้ป่วย, การกระจายตัวของเชื้อไวรัสในสมองและไข

สันหลังจากศพคนไข้ ไม่พบความแตกต่างกันระหว่างสองกลุ่มอาการ 

การศึกษาในสมองสุนัขบ้าในระยะแรกของโรค พบว่าการกระจายของเชื้อพิษสุนัขบ้า
ในชนิดคลุ้มคลั่งมากกว่าในชนิดเซื่องซึม ขณะที่การศึกษา MRI, การอักเสบและการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุ้มกันพบมากในสุนัขกลุ่มอาการเซื่องซึมโดยเฉพาะที่ก้านสมอง สอดคล้องกับ

การศึกษาท่ีพบว่าการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาติ 
กระตุ้นให้เกิด apoptosis ของเซลล์อักเสบ แต่สายพันธุ์ห้องปฏิบัติการท าให้เกิด apoptosis 
ของเซลล์ประสาท และกระตุ้นให้มีกระบวนการอักเสบมากซึ่งไม่พบในระยะท้ายของโรค 
 

การศึกษานี้ผู้วิจัยต้องการศึกษาการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบใน
ระบบประสาทส่วนกลางในสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้าในระยะแรกของโรค โดยมี

สมมุติฐานว่า อาจมีการตายของเซลล์ประสาทในสุนัขบ้าแบบเซื่องซึม ซึ่งอาจเป็น
อีกปัจจัยหนึ่งที่ช่วยชะลอการแพร่ของเชื้อไวรัสไม่ให้เข้าสู่สมองโดยเร็ว 
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1.7 ข้อตกลงเบื้องต้น (assumption) 

1. ตัวอย่างชิ้นเนื้อสมองและไขสันหลัง ได้จากสุนัขที่ติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าตาม 
ธรรมชาติ (street virus) 

2. สุนัขทุกตัวผ่านการตรวจวินิจฉัยยืนยันว่าเป็นโรคพิษสุนัขบ้าชนิดอาการคลุ้มคลั่ง 
(furious) และ อาการเซื่องซึม (dumb) โดยสัตวแพทย์ผู้เชียวชาญจากหน่วยชันสูตรโรค พิษสุนัขบ้า 
สถานเสาวภา สภากาชาดไทย 
 
1.8 ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย (operation definitions) 

 1. ระยะ early stage คือกลุ่มที่แสดงอาการในระยะแรกของโรค โดยสุนัขจะถูกท าให้
เสียชีวิตอย่างสงบใน 24 ชั่วโมงหลังจากแสดงอาการ (คลุ้มคลั่ง กัด มีนิสัยเปลี่ยนไปจากเดิม ซึม) โดย
การควบคุมดูแลจากสัตวแพทย์  
 2. ระยะ late stage คือกลุ่มที่แสดงอาการในระยะท้ายของโรค (ขาอ่อนแรงจนเป็นอัมพาต 
ระบบหายใจขัดข้อง) โดยจะเป็นสุนัขท่ีไม่ได้ถูกสังเกตอาการตั้งแต่แรก ซึ่งจะถูกกักไว้จนเสียชีวิตเอง 
 

1.9 ค าส าคัญ (keywords) 

Rabies  

Canine rabies 

Furious rabies 

Paralytic rabies 

Apoptosis 

 

1.10 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (expected benefit and application) 

ทราบถึงการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบประสาทส่วนกลางในสุนัขที่โรค
พิษสุนัขบ้า ซึ่งอาจช่วยส่งเสริมความเข้าใจของกลไกการเกิดอาการที่ต่างกันในสองกลุ่มอาการมาก
ยิ่งขึ้น 
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1.11 ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

 
เสนอ proposal ต่อคณะกรรมการ 

 
 

เตรียมตัวอย่างสมองและไขสันหลังของสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า 
ชนิดคลุ้มคลั่ง (furious) และ ชนิดเซื่องซึม (dumb) 

 
 

ท าการย้อม Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) 
ส าหรับการตรวจสอบการตายของเซลล์ 

 
 

รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล 
 
 

สรุปและเขียนรายงานผลการวิจัย เสนอผลการวิจัยต่อคณะกรรมการ 
 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase


บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 โรคพิษสุนัขบ้า  

โรคพิษสุนัขบ้ามีการติดเชื้อผ่านทางการสัมผัสน้ าลายของสัตว์ที่ติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า 
(Rabies virus) เป็นหลัก [8] ซึ่งในคนมักได้รับเชื้อจากการถูกสุนัขบ้ากัด โดยที่ระดับความรุนแรงนั้น
จะขึ้นอยู่กับต าแหน่งที่ถูกกัด คุณภาพและปริมาณของเชื้อพิษสุนัขบ้าในน้ าลาย [6] ซึ่งถ้าต าแหน่งที่
ถูกกัดนั้นมี nicotinic acetylcholine receptor (AchR) ในระดับสูง ก็จะมีความเสี่ยงในการเสียชีวิต
สูง และหากอยู่ใกล้กับระบบประสาทส่วนกลาง (CNS) เช่น ที่ใบหน้า, ศีรษะ ก็จะท าให้มีระยะฟักตัว
ของโรคสั้นกว่า ส่งผลให้มีความเสี่ยงในการเสียชีวิตมากกว่าร้อยละ 80 เมื่อเทียบกับต าแหน่งอ่ืนๆ 
เช่นที่ ขา แขน ล าตัว 

2.2 ไวรัสพิษสุนัขบ้า 

เชื้อไวรัสอันเป็นสาเหตุของโรคพิษสุนัขบ้าคือ Rabies virus  ซึ่งเป็น non segmented 
single-straned negative-sense RNA virus ใน family rhabdoviridae (genus Lyssavirus) มี 
11 genotypes ได้แก่ rabies virus ซึ่งท าให้เกิดพิษสุนัขบ้า, Lagos bat virus, Mokola virus, 
Duvenhage virus, European bat Lassavirus biotype 1, European bat lyssavirus biotype 
2 และ Australian bat Lyssavirus [9, 24]   Aravan virus, Khujand virus, Irkut virus และ 
West Caucasian Bat virus [25, 26] Rabies virus นี้มีรูปร่างคล้ายกระสุนปืน (bullet shape) 
ด้านหนึ่งมีปลายโค้งมน อีกด้านตัดตรง ด้านเป็นช่องขนาด 180x75 นาโนเมตร 

 

2.3 โครงสร้างของไวรัสพิษสุนัขบ้า 

โครงสร้างไวรัสประกอบด้วยโปรตีนทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ glycoprotein (G), matrix 
protein (M), phosphoprotein (P), nucleocapsid protein (N), และ RNA-dependent RNA 
polymerase (L) [1] ซ่ึงแบ่งออกได้เป็น 2 ส่วน คือ envelope และ nucleocapsid (รูปที่ 1) 

ส่วน envelope ประกอบด้วย lipid bilayer ที่มี glycoprotein (G) อยู่ชั้นนอกสุด ท า
หน้าที่จับกับ receptor ของเซลล์ที่ติดเชื้อเพ่ือในการเข้าเซลล์ของไวรัส และเคลื่อนย้ายภายในเซลล์
ด้วย axonal transport [4,5] ต่อมาเป็นชั้นของเรียกว่า matrix protein (M) ซึ่งท าหน้าที่เป็น
ตัวเชื่อมของส่วน envelope กับ ส่วน nucleocapsid และบีบในส่วนของ ribonucleoprotein 
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(RNP) ที่อยู่ในส่วนของ nucleocapsid ให้เป็นรูปคล้ายหัวกระสุนปืน และช่วยไวรัสในการ budding 
ร่วมกับ glycoprotein (G)  [24] 

ส่วน nucleocapsid เป็นส่วนของ ribonucleoprotein (RNP) ที่ประกอบด้วย 
phosphoprotein (P), nucleoprotein (N), และ RNA transcriptase (L) เรียงตัวเป็นรูปบันไดวน 
โดย Rabies virus มีจีโนมที่ประกอบด้วย 11,932 nucleotide โดยที่ nucleoprotein (N) ท าหน้าที่
ควบคุมการกระบวนการ transcription และกระบวนการ replication [27] phosphoprotein (P) 
เป็นส่วนประกอบของ viral RNA polymerase ส่วน RNA transcriptase (L) เป็น polymerase 
complex ในกระบวนการ transcription และ replication [4] ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ 
leader และ trailer ของปลายทั้งสองของ RNA จะไม่มีการสังเคราะห์เป็นโปรตีน โดยมีต าแหน่ง 
leader sequence ที่ 3’ end  ซึ่งจะมีการเรียงล าดับพันธุกรรมของยีนต่างๆดังนี้คือ N, P, M, G 
และ L gene โดยมี intergenic regions (IGRs) เป็นตัวคั่น [4] ซึ่ง IGRs มีความส าคัญในการควบคุม
การแสดงออกของยีนของไวรัส [28, 29] 

 

 

ภาพที่ 1 เชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า (Matthias J. Schnell et al. 2010) 

 

2.3 การติดเชื้อและวงจรชีวิตของไวรัสพิษสุนัขบ้า 

โรคพิษสุนัขบ้าส่วนใหญ่เกิดจากการกัด หรือข่วนจากสัตว์ที่ติดเชื้อพิษสุนัขบ้า [5-7] ไวรัสจะ
เข้าสู่ระบบประสาทผ่านทาง nicotinic acetylcholine receptor บริเวณ neuromuscular 
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junction โดยการเกาะติดของ glycoprotein กับ receptor โดยวิธีการ endocytosis  แล้วหลอม
รวมกับ lysosome เอนไซม์ภายใน lysosome จะท าหน้าที่ปลดปล่อย nucleocapsid เข้าสู่ไซ
โทพลาสซึมของเซลล์ และเข้าสู่กระบวนการผลิตส่วนประกอบของไวรัส (virion component) ได้แก่ 
transcription, replication และ protein synthesis โดย viral RNA polymerase จะใช้ 
genome ของ RNA เป็นต้นแบบในกระบวนการ transcription แล้วจะได้ mRNA ของยีน G, M, P, 
N, และ L (และได้ส่วนที่ไม่มีการ translation คือ non translated leader RNA transcript) ต่อมา 
mRNA จะเกิดกระบวนการ translation ท าให้ได้โปรตีน 5 ชนิด ส่วน viral RNA polymerase  ก็
จะเข้าสู่กระบวนการ replication ได้ anti-genome RNA ซึ่งจะใช้เป็นต้นแบบในการเพ่ิมจ านวน 
จีโนมอาร์เอ็นเอของไวรัส โดยจะท าให้ได้ RNP ผ่านกระบวนการ encapsidation หลังจากนั้นก็ไป
รวมตัวกับ G และ M เพ่ือรวมตัวกันเป็นไวรัสตัวใหม่ ที่ผิวเซลล์ และจะแทรกตัวออกจาก plasma 
membrane เพ่ือขนส่ง rabies virus ไปในระบบประสาทส่วนกลางต่อไป [24] ด้วยวิธี retrograde 
fast axon และจะแพร่กระจายไปยังเนื้อเยื่ออ่ืนๆ เช่น รูขุมขน กระจกตา ต่อมน้ าลาย ที่เป็นแหล่งใน
การแพร่เชื้อต่อไป [31] RNA protein complex ของ ไวรัสพิษสุนัขบ้า จะท าให้เกิด intracellular 
matrix ที่เรียกว่า Negri bodies ซ่ึงใช้การตรวจหาเชื้อ rabies virus ได ้[32] 

 

2.4 ระยะของโรคพิษสุนัขบ้า แบ่งออกเป็น 4 ระยะ ได้แก่ 

1. ระยะฟักตัวหรือ incubation period ในระยะนี้จะยังไม่แสดงอาการผิดปกติ โดยที่
ระยะเวลาฟักตัวจะขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายๆอย่าง เช่น ระยะทางระหว่างบาดแผลกับสมอง ความ
รุนแรงของแผล ซึ่งจะมีระยะเวลาน้อยกว่า 7 วัน หรือนานจนถึง 6 ปี [33] 

2. ระยะ prodromal จะเริ่มแสดงอาการผิดปกติ เช่น เซื่องซึม มีไข้ ไม่กินอาหาร นอกจากนี้
พฤติกรรมอาจมีการเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม เช่น จากนิ่งๆจะเริ่มก้าวร้าว 

3. ระยะ neurological จะเป็นระยะที่ใช้แบ่งกลุ่มอาการ 

กลุ่มคลุ้มคลั่ง จะแสดงอาการก้าวร้าว คลุ้มคลั่ง ไวต่อสิ่งเร้า 

กลุ่มอ่อนแรง จะแสดงอาการอัมพาตเป็นหลัก เซื่องซึม 

4. ระยะ coma เป็นระยะทีไ่ม่รู้สึกตัว ระบบหายใจล้มเหลวและเสียชีวิต [34] 
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2.5 อาการในคนที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดดังนี้ 

1. อาการแบบคลุ้มคลั่ง (encephalitic rabies ) 
อาการในกลุ่มนี้จะพบ 75 เปอร์เซ็นต์ จะมีระยะการด าเนินโรคเร็วและมักจะเสียชีวิตภายใน 

7 วัน (เฉลี่ย 5 วัน) โดยจะมีอาการดังนี้ [32] 

1) fluctuation of consciousness ผู้ป่วยจะมีอาการกระวนกระวาย ตื่นเต้น ตอบสนองต่อ
สิ่งเร้า เช่น แสง เสียง สลับกับภาวะรู้สึกตัวปกติ และจะรุนแรงขึ้น อาการนี้จะด าเนินไปประมาณ 2-3 
วัน หลังจากนั้นจะเริ่มมีอาการซึมและไม่รู้สึกตัวใน 24 ชั่วโมง ความดันต่ า ช็อก และอาจอาเจียนเป็น
เลือดร่วมด้วย 

2) phobic spasms จะมีอาการกลัวน้ า กลัวลมขณะที่รู้สึกตัว อาจมีภาวะกล่องเสียงเกร็ง
(laryngeal spasms) เมื่อผู้ป่วยเริ่มซึมจะมีอาการถอนหายใจเป็นพักๆ (inspiratory spasms) 

3) autonomic stimulation ผู้ป่วยจะมีน้ าลายมากผิดปกติ รูม่านตาไม่ตอบสนอง แต่ใน
บางครั้งจะหดตัวหรือขยายเต็มที่เป็นระยะสั้นๆ มีอาการขนลุก มีอาการคันบริเวณถูกสัตว์กัด ( local 
neuropathic symptoms) อาจปวดแสบปวดร้อนและอาจแพร่กระจายไปทั่วแขนและขาได้ 

  2.  อาการแบบอ่อนแรงหรืออาการอัมพาต (paralytic rabies) 

  อาการในกลุ่มนี้จะพบ 25 เปอร์เซ็นต์ จะมีการด าเนินโรคช้าและมักจะเสียชีวิตใน 11.5- 13 
วัน  ผู้ป่วยกลุ่มนี้จะมีสติรับรู้ปกติ แต่จะแสดงอาการที่ส าคัญคือ อาการแขน ขาอ่อนแรง โดยจะมี
อาการคล้ายกับผู้ป่วยเส้นประสาทอักเสบชนิด Guillian Barre Syndrome [35, 36] คือ ใบหน้าอ่อน
แรง (facial palsy) กล้ามเนื้อบริเวณต้นแขน ต้นขาอ่อนแรงทั้งสองข้างพร้อมกัน และไม่พบ deep 
tendon reflex [36] นอกจากนี้อาจพบลักษณะของอาการถอนหายใจ แต่ไม่ชัดเจน บางครั้งอาจ
หายใจไม่ได้หากอาการรุนแรงขึ้น 

อาการในสุนัขทีเ่ป็นโรคพิษสุนัขบ้า แบ่งได้เป็น 2 ชนิด [37] คือ 

1. อาการแบบคลุ้มคลั่ง, ดุร้าย (furious  rabies)  

2. อาการแบบเซื่องซึม (dumb rabies)  

อาการของโรคมี 3 ระยะ คือ 
          ระยะอาการเริ่มแรก (prodome) สุนัขจะแสดงอาการนี้ 1-3 วันแรก หลังจากได้รับเชื้อ  
สุนัขจะเริ่มมีอุปนิสัยและอารมณ์ เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม หงุดหงิด เริ่มมีไข้ อาจสังเกตุได้จากจมูก
บวมแดง จะกินน้ า อาหารน้อยลง 
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ระยะตื่นเต้น (excite stage) เป็นระยะที่ระบบประสาทตอบสนองอย่างฉับไวและรุนแรงต่อ
สิ่งกระตุ้น (hyperactive) หากแสดงอาการกระวน กระวาย กัดสิ่งที่อยู่รอบตัว บางครั้งรุนแรงจน
เลือดออก แล้วเริ่มวิ่งไปทั่ว เห่าหอนผิดปกติ แสดงอาการบ้าอย่างชัดเจน จะจัดอยู่ในกลุ่มคลุ้มคลั่งดุ
ร้าย แต่หากมีอาการซึม ขย้อน ลิ้นห้อย น้ าลายไหล กินอาหารไม่ได้ จะจัดอยู่ในกลุ่มอาการเซื่องซึม 

ระยะอัมพาต (paralytic stage) เป็นระยะที่มีอาการเป็นอัมพาตเริ่มจากขาหลังจนลามทั้งตัว 
ระบบหายใจล้มเหลว และตายอย่างรวดเร็ว 

2.6 กระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) 

การตายของเซลล์ (apoptosis) เป็นแบบแผนการตายของเซลล์ (programmed cell 
death) เป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการรักษาความสมดุลของสิ่งมีชีวิตและการป้องกันการติดเชื้อ 
[38] เป็นกลไกภายในเซลล์ซึ่งเกิดได้จากการกระตุ้นหลายปัจจัย ท าให้เซลล์หดตัวลง พบโครมาตินหด
แน่น ที่เรียกว่า pyknosis และถูกเก็บกินโดยเซลล์ข้างเคียงหรือ phagocyte ซึ่งจะไม่พบสารภายใน
เซลล์ไม่รั่วไหลสู่ภายนอก แตกต่างจากการตายแบบ necrosis ที่จะพบเซลล์บวม พบ cytoplasmic 
vacuoles มีการฉีกขาดของผนังของ organelle และมีการฉีกขาดของผนังเซลล์ ส่งผลให้เกิดการ
แตกของเซลล์ ท าให้สารภายในเซลส์ออกสู่ภายนอก ซึ่งจะชักน าเซลล์อักเสบเข้าสู่บริเวณนั้นและเกิด
การอักเสบตามมา [39, 40] กระบวนการ apoptosis ส าคัญในการการพัฒนาของสิ่งมีชีวิต เช่น การ
พัฒนาของอวัยวะต่างๆ ควบคุม hematopoietic progenitor cell และก าจัดเซลล์ที่ผิดปกติ เช่น 
เซลล์ที่มีสารพันธุกรรมเสียหายอย่างถาวรหรือเซลล์ที่มีการเจริญเติบโตผิดปกติ และรวมถึงเซลล์ที่มี
การติดเชื้อไวรัสเพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของไวรัสด้วย ซึ่งเมื่อเซลล์ได้รับการกระตุ้นจะเ กิดการ
ย่อยโปรตีนภายในเซลล์โดยการท างานของโปรตีนในกลุ่ม caspases รวมถึงย่อย nucleus ของเซลล์
ด้วยส่งผลให้ เกิดการแตกหักของสารพันธุกรรม (DNA fragmentation ) ซึ่งเป็นลักษณะเด่นของการ
ตายของเซลล์แบบนี้ [39, 40] โปรตีนในกลุ่ม caspases แบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มคือ initiators เช่น 
caspase-2,-8,-9 และ caspase 10 กลุ่ม effectors หรือ executioners เช่น caspase-3,-6 และ 
caspase 7 และกลุ่ม inflammatory caspaseเช่น caspase-1,-4,-และ caspase-5 กลไกการเกิด 
apoptosis อาจแบ่งออกได้เป็นสองแบบหลักคือ extrinsic หรือ death receptor pathway และ 
intrinsic pathway หรือ mitochondria pathway [40] 

extrinsic pathway จะถูกกระตุ้นผ่าน dead receptor ที่เป็น receptor ที่อยู่ใน 
superfamily tumor necrosis factors receptors (TNFR) เช่น TNFR, Fas และ TRAIL เมื่อมีการ
จับกันของ receptor จะส่งผลให้เกิดการกระตุ้น caspase-8 ผ่านทาง death-inducing signaling 
complex (DISC) [40, 41] 
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intrinsic pathway กลไกการเหนี่ยวน าให้เกิด apoptosis จากสัญญาณภายในเซลล์ 
(intracellular signal ) ซึ่งสัญญาณภายในเซลล์แบ่งได้เป็น สัญญาณที่เมื่อขาดสัญญาณนี้จะท าให้
เกิด apoptosis เช่น growth factor, ฮอร์โมน และ cytokine บางตัว และสัญญาณที่เมื่อมีสัญญาณ
นี้จะกระตุ้นให้เกิดการ apoptosis เช่น รังสี สารพิษ ภาวะขาดออกซิเจนในเซลล์ อนุมูลอิสระ และ
การติดเชื้อไวรัส ซึ่งสัญญาณต่างๆจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของผนังด้านในของ mitochondria 
ส่งผลให้เกิดการรั่วไหลของ pro apoptosis protein เช่น  cytochrome-c ซึ่งอยู่ภายใน 
mitochondria ออกสู่ภายนอก โดย cytochrome-c จะไปจับและกระตุ้นกับ Apaf-1 กับ 
procaspase-9 รวมตัวเป็น apoptosome ส่วน Smac/ DIABLO และ HtrA2/ Omi ที่อยู่ใน 
mitochondria ก็สามารถยับยั้งการท างานของ inhibitors of apoptosis protein (IAP) ส่งผลให้
เกิด apoptosis ได้เช่นกัน [40] 

นอกจากกลไก extrinsic pathway และ intrinsic pathway การเกิด apoptosis ยังเกิดได้
จากกการ perforin/ granzyme pathway ซึ่งเป็นกลไกที่ cytotoxic T-lymphocyte (CTLs) และ 
natural killer cell (NK cells) ใช้ในการก าจัดเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัสและเซลล์ที่เปลี่ยนรูปร่าง 
(transformed cells) กลไกการ apoptosis แบบนี้จะเกิดจาก CTLs หรือ NK cells หลั่ง 
cytoplasmic granule toxins ด้วยวิธี exocytosis สารเหล่านี้ประกอบไปด้วย membrane-
disrupting protein เช่น perforin และโปรตีนในกลุ่ม granzymes ที่มีคุณสมบัติเป็น serine 
proteases [42] 

กลไกการเกิดโรค (pathogenesis) ที่ท าให้เกิดความแตกต่างกันของอาการระหว่างกลุ่ม
อาการคลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการอ่อนแรงในโรคพิษสุนัขบ้ายังคงไม่เป็นที่เข้าใจ ได้มีการศึกษาในผู้ป่วย
โรคพิษสุนัขบ้าที่มีชีวิตอยู่ เกี่ยวกับภาพสมองและไขสันหลังด้วยเครื่องสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (MRI) [5] 
ศึกษาในผู้ป่วยโรคพิษสุนัขบ้าที่เสียชีวิต เกี่ยวกับการกระจายตัวของแอนติเจนเชื้อพิษสุนัขบ้าและการ
อักเสบในแต่ละส่วนของระบบประสาทส่วนกลาง [13] ศึกษาล าดับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสจาก
สมองในคนและสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้าที่ glycolprotein gene, nucleoprotein และ gene 
phosphoprotein gene [14] ไม่พบความแตกต่างระหว่างสองอาการ 

แต่ก็ได้มีการศึกษาตัวอย่างสมองของสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า ด้วยเครื่องสนามแม่เหล็ก
ไฟฟ้า (MRI) ร่วมกับการวัดปริมาณไวรัส และ cytokine [15] พบว่าตัวอย่างสมองของสุนัขที่เป็นโรค
พิษสุนัขบ้าในระยะท้ายไม่พบความแตกต่าง แต่การศึกษาตัวอย่างในระยะเริ่มแรกของโรค พบว่า
ตัวอย่างสมองของสุนัขกลุ่มอาการคลุ้มคลั่งมีปริมาณไวรัสสูงกว่ากลุ่มอาการ เซื่องซึม ในขณะที่
ตัวอย่างสมองของสุนัขกลุ่มอาการแบบเซื่องซึมพบการอักเสบและพบปริมาณ cytokine ในระดับที่สูง
กว่า ซึ่งผลสอดคล้องกับการศึกษาที่พบว่า ในส่วนก้านสมอง (brainstem) พบการอักเสบมาก 
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ในขณะที่พบปริมาณไวรัสน้อยที่สมองของตัวอย่างกลุ่มอาการแบบเซื่องซึม [16] อาจกล่าวได้ว่าการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันบริเวณก้านสมอง (brainstem)  อาจจะมีบทบาทส าคัญต่อการแพร่ของเชื้อ
ไวรัสพิษสุนัขบ้าไปยังสมองในกลุ่มอาการอ่อนแรง 

 ผลการศึกษาเหล่านี้แสดงให้เห็นว่า ระยะแรกของโรคพิษสุนัขบ้า จะพบความแตกต่างกันใน
หลายๆด้านระหว่างกลุ่มอาการคลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการอ่อนแรง แต่จะไม่พบความแตกต่างกันใน
ระยะท้ายของโรค 

การศึกษาโดยทั่วไปแสดงให้เห็นว่าการตายของเซลล์เกี่ยวข้องกับการป้องกันการเผยแพร่ของ
ไวรัสภายในร่างกายและมีบทบาทส าคัญในการก าจัดเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัส [18, 43] มีการรายงานว่า
ไวรัสท าให้เซลล์ตายโดยการเกิด apoptosis  [19, 44] ขณะที่ไวรัสพิษสุนัขบ้าสามารถพัฒนากลไกใน
การหลีกเลี่ยงการป้องกันของร่างกาย [20]  โดยพบว่าไวรัสพิษสุนัขบ้าท าให้เกิดการตาย (apoptosis) 
ของ migratory T-cell โดยหลังจากที่เซลล์ประสาทได้รับเชื้อไวรัสแล้วจะไปกระตุ้นการตายของ 
migratory T-cell ผ่าน  Fas-FasL Apoptosis  โดยเซลล์ประสาทที่ติดเชื้อจะผลิต FasL ไปจับกับ 
Fas receptor บน migratory T-cell  เกิดเป็น Fas-FasL interaction แล้วแปลงสัญญาณไป
กระตุ้น caspase-cascade ต่อไป [45] การตายของเซลล์ประสาทถูกพบในการศึกษาในการติดเชื้อ 
attenuate strain ใน in vivo [23, 46-48] มีการศึกษาในคนที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า ไม่พบการตาย
ของเซลล์ประสาท แต่พบการตายของเซลล์ไมโครเกลีย (microglial cell) [21] กล่าวได้ว่าการตาย
ของเซลล์ประสาทไม่มีบทบาทส าคัญในคนที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า ยกเว้นในผู้ป่วยโรคเอดส์สองรายที่
เป็นโรคพิษสุนัขบ้าแล้วพบการเกิด apotosis ของเซลล์ประสาท [49] แต่การศึกษาในสุนัขที่เป็นโรค
พิษสุนัขบ้า พบการแค่ตายของเซลล์อักเสบ [22, 23] ดังนั้น ในการติดเชื้อตามธรรมชาติจะพบเพียง
การตายของเซลล์อักเสบแต่ไม่พบการตายของเซลล์ประสาท อย่างไรก็ตาม การศึกษาทั้งหมดนั้นได้
ท าการศึกษาในตัวอย่างระยะท้ายของโรค ซึ่งการศึกษาที่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มอาการคลุ้ม
คลั่งและแบบอ่อนแรงนั้น พบที่ระยะแรกของโรค ดังนั้นการตายของเซลล์ก็อาจจะพบความแตกต่าง
เช่นกัน 



บทที่ 3  
อุปกรณ์และวิธีการท าวิจัย 

 
3.1 ระเบียบวิธีวิจัย (research methodology) 

กลุ่มประชากรเป้าหมาย (target population) 
คือ สุนัขท่ีติดเชื้อโรคพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาติ 

ประชากรตัวอย่าง (population to be sample) 
คือ เนื้อเยื่อของสมอง (brain) และไขสันหลัง (spinal cord) จากสุนัขบ้าชนิดอาการคลุ้ม
คลั่ง (furious)  และชนิดเซื่องซึม (dumb) ที่อยู่ในรูป formalin-fixed paraffin 
embedded block (FFPE block) โดยสุนัขทุกตัวเป็นสุนัขบ้าที่ได้มาจากสถานเสาวภา 
สภากาชาดไทย ที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยจากหน่วยชันสูตรโรคพิษสุนัขบ้าว่าเป็นโรคพิษ
สุนัขบ้า 
 

 

ภาพที่ 2 Formalin-fixed paraffin embedded block (FFPE block) 

 
 ขนาดของประชากรตัวอย่าง (sample size)   

เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้มีข้อจ ากัดในแง่ของจ านวนขนาดตัวอย่างสมองและไขสันหลัง
ในสุนัขบ้าที่มีจ านวนน้อย การศึกษานี้จึงจะท าการศึกษาโดยใช้ขนาดตัวอย่างจ านวน 17 ตัวอย่าง 
แบ่งเป็น     

 กลุ่มอาการคลุ้มคลั่งจ านวน 8  ตัวอย่าง 
  early stage 5 ตัวอย่าง 
  late stage 3 ตัวอย่าง  

 กลุ่มอาการเซื่องซึมจ านวน 9 ตัวอย่าง 
 early stage 6 ตัวอย่าง 
 late stage 3 ตัวอย่าง  
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 early stage คือ กลุ่มที่แสดงอาการในระยะแรกของโรค โดยสุนัขจะถูกท าให้เสียชีวิตอย่าง
สงบใน 24 ชั่วโมงหลังจากแสดงอาการ โดยการควบคุมดูแลจากสัตวแพทย์  
 late stage คือ กลุ่มที่แสดงอาการในระยะท้ายของโรค โดยจะเป็นสุนัขที่ไม่ได้ถูกสังเกต
อาการตั้งแต่แรก ซึ่งจะถูกกักไว้จนเสียชีวิตเอง 
 โดยทั้งสองกลุ่มจะท าการศึกษาในส่วนของ frontal, hippocampus, brainstem 
(midbrain, pons, medulla) และ spinal cord ส่วน cervical – thoracic levels และ lumbar- 
sacrum levels 

รวมจ านวนตัวอย่างเนื้อเยื่อสุนัขบ้าท่ีศึกษาคือ 17 ราย 
 

3.2 การเก็บตัวอย่าง (sample collection) 

ชิ้นเนื้อที่น ามาศึกษานั้น อยู่ในรูป formalin-fixed paraffin embedded block (FFPE 
block) ที่ได้มาจากสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาติที่มีผู้ส่งให้สถานเสาวภา ซึ่งสัตวแพทย์จะ
ท าการวินิจฉัยจากสังเกตการแสดงออกของสุนัข โดยจะท าการเก็บน้ าลายหลังจากสุนัขเริ่มแสดง
อาการเพ่ือท าการตรวจยืนยันการติดเชื้อพิษสุนัขบ้าด้วยเทคนิค nucleic acid sequence-based 
amplification (NASBA) [50] หากผลตรวจพบว่าติดเชื้อสุนัขบ้าจริง จะท าการสังเกตพัฒนาการ
อาการสุนัขต่อ เพ่ือแยกกลุ่มอาการว่าเป็น สุนัขบ้าที่อยู่ในกลุ่มอาการคลุ้มคลั่ง (furious) หรือกลุ่ม
อาการเซื่องซึม (dumb) 

 โดยในกลุ่มคลุ้มคลั่ง (furious) สุนัขจะมีอาการดุร้าย กระวนกระวาย ตื่นเต้น เข้าท าร้าย
หรือกัด ไวต่อสิ่งกระตุ้น ส่วนในกลุ่มเซื่องซึม (dumb) สุนัขจะมีอาการขาหลังอ่อนแรง ปากอ้า 
น้ าลายไหล เซื่องซึม โดยจะท าให้สุนัขเสียชีวิตอย่างสงบใน 24 ชั่วโมงหลังจากแสดงอาการ จากการ
ควบคุมดูแลจากสัตวแพทย์ โดยจะถือว่าเป็นกลุ่มที่แสดงอาการในระยะแรกของโรค (early stage) 
ส่วนสุนัขที่ไม่ได้ถูกสังเกตอาการตั้งแต่แรกจะถูกกักไว้จนเสียชีวิตเอง ซึ่งจะถือว่าเป็นกลุ่มที่แสดง
อาการในระยะท้ายของโรค (late stage)  
 หลังจากน าส่วนของสมองและไขสันหลังผ่านการแช่ในน้ ายา 10% formalin แล้วจะท า
การตัดแยกสมองและไขสันหลังเป็นส่วนต่าง ๆ แล้วน าไปผ่านกระบวนการให้อยู่ในรูปของ Formalin-
fixed paraffin embedded block (FFPE block) ซึ่งตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ประกอบไป
ด้วย กลุ่มอาการคลุ้มคลั่งจ านวน 8  ตัวอย่าง แบ่งเป็น early stage 5 ตัวอย่าง late stage 3 
ตัวอย่าง และกลุ่มอาการเซื่องซึมจ านวน 9 ตัวอย่าง แบ่งเป็น early stage 6 ตัวอย่าง late stage 3 
ตัวอย่าง  
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 โดยแต่ละตัวอย่างจะแบ่งออกเป็น frontal FFPE block, hippocampus FFPE block, 
brainstem (midbrain, pons, medulla FFPE block) และ spinal cord ส่วน cervical cord 
FFPE block – thoracic cord FFPE block และ lumbar cord FFPE block – sacrum cord 
FFPE block ซึ่งจะท าการตัด 1 สไลด์/ 1 block แล้วท าการย้อมดูการตายของเซลล์ด้วยเทคนิค 
TUNEL ซึ่งจะท าการย้อมสไลด์ tonsil ซึ่งใช้เป็น control ควบคู่กับทุกสไลด์ของตัวอย่างที่ย้อมศึกษา 
 

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) เป็นวิธี
ตรวจสอบ DNA fragmentation ในเซลล์ที่เกิด apoptosis โดยหลักการ คือ การแทรกอนุพันธ์ของ 
dUTP (deoxyuridine 5’triphosphate) น าไปเติมที่ปลายของ DNA ที่แตกหักด้วยปฏิกิริยา 
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) แล้วท าการติดตามด้วยแอนติบอดีที่ติดด้วยสาร
เรืองแสง  
 

ตารางท่ี 1 แสดงส่วนต่างๆชองสมองและไขสันหลังของตัวอย่าง FFPE block ที่
ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 

Case 
CNS Regions 

Frontal Hippocampus Brainstem C-T L-S 
Furious           
Early stage           
1 √ √ √ X X 
2 √ √ √ X X 
3 √ √ √ √ √ 
4 √ √ √ √ √ 
5 √ √ √ X X 
            
Late stage           
1 √ √ √ √ √ 
2 √ √ √ √ √ 
3 √ √ √ √ √ 
            
Dumb           
Early stage           

http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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Case 
CNS Regions 

Frontal Hippocampus Brainstem C-T L-S 
1 √ √ √ √ √ 
2 √ √ √ √ √ 
3 √ √ √ X X 
4 √ √ √ √ √ 
5 √ √ √ X X 
6 √ √ √ X X 
            
Late stage           
1 √ X √ √ √ 
2 √ √ √ √ √ 
3 √ √ √ √ √ 
            
 
หมายเหตุ  
C-T คือ spinal cord ส่วน cervical - thoracic  cord levels 

       L-S คือ spinal cord ส่วน lumbar – sacral levels 
X  = ไม่ได้ท าการศึกษาเนื่องจากไม่มีตัวอย่าง 
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ภาพที่ 3 แสดงการย้อม TUNEL สไลด์ tonsil ซึ่งใช้เป็น control 
 (ลูกศรเส้นทึบ : positive control, ลูกศรเส้นประ : negative control) 

 

3.3 เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีในการท าวิจัย 

เครื่องมือ 

1. เครื่องเตรียมบล็อกชิ้นเนื้อ หรือ embedded (Leica, Germany) 
2.  cold plate 

3. เครื่องตัดชิ้นเนื้อ หรือ microtome (Thermo electron corporation, USA) 

4. อ่างน้ าลอยชิ้นเนื้อ (floating bath) 

5. เครื่อง hybridizer (DAKO cytometic) 

6. เครื่องปั่นเหวี่ยง (vortex mixer) 

7. ตู้อบร้อน (hot air oven) 

8. ตู้เย็นเก็บสารเคมี 

9. กล้องจุลทรรศน์ (light microscope) 

10. OLYMPUS Microscope  Digital  Camera DP21 
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วัสดุอุปกรณ์ 

1. paraffin 

2. cassette 

3. ปากคีบ (forceps) 

4. coplin staining jar 

5. นาฬิกาจับเวลา 

6. slide superfrost plus (Thermo scientific, USA) 

7. microcentrifuge tube: 1.5 ml. 

8.  parafilm 

9.  microscope glass cover slip 

10.  plastic cover slip 

11.  pipette tip 10, 20, 100, 200, 1000 µl (Axygen, USA) 

12.   automatic adjustable micropipette: 0.5-10µl, 10-100 µl, 20-200 µl, 
100-1000 µl (Biohit, Finland) 

13.   cool - box 

14.   racks, staining dish 

15.   ถาดพลาสติก 

16.   กระบอกตวง 

17.   ถุงมือ 

สารเคมี 

1. absolute, 95%, 70% alcohol 
2. xylene 
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3. distilled water 
4. hematoxyline 
5. eosin 
6. lithium 
7. diluent 
8. protenase K 
9. peroxidase blocking 
10. ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kit (Millipore, 

US & CA) 
11. phosphate buffer saline (PBS) 
12. DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride anhydrous) 
13. 10% Neutral buffer formaline 
14. mounting media 

 
3.4 วิธีการทดลอง (method) 

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
1. น า Formalin-fixed paraffin embedded block (FFPE block) มาวางบน cold 

plate เพ่ือท าให้ block เย็นก่อนตัด 
2. ตัด tissue section ด้วยเครื่อง microtome (Thermo electron corporation, 

USA) ให้มีความหนาประมาณ 2 – 3 ไมครอน ให้ได้ section เป็นแถบยาวติดต่อกัน 
(ribbon)  

3. น า tissue section ไปลอยใน 30% alcohol แล้วใช้ slide ช้อน tissue section 
ไปลอยในอ่างน้ าลอยชื้นเนื้อ (floating bath) ที่มีอุณหภูมิประมาณ 43 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ป้องกันการเกิดฟองอากาศและยับย่นที่ tissue section แล้วใช้ slide superfrost plus 
ช้อน tissue section ขึ้นมาให้อยู่ส่วนกลางๆของสไลด์ 

4. หลังจากนั้นน าสไลด์ไปอบใน hot air oven อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใช้เวลาอบ
ทิ้งไว้ทั้งคืน (over night) ส าหรับสไลด์ย้อม TUNEL  

 
 
 
 



 20 

 ขั้นตอนการย้อมสไสด์ชิ้นเนื้อ 

ขั้นตอนการย้อม Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 
labeling (TUNEL) ส าหรับการตรวจสอบการตายของเซลล์ด้วย ApopTag Plus Peroxidase 
In Situ  Apoptosis Detection kit (Millipore, US & CA) ในอัตราส่วน (dilution) 1: 9 

1. deparaffinized 
- น าสไลด์เรียงลงใน rack แล้วจุ่มลงใน xylene 3 โถๆละประมาณ 5 นาทีรวม

เป็น 15 นาท ี
- จุ่มสไลด์ตัวอย่างใน 95% alcohol 3 โถๆละประมาณ 10 dips 
- เรียงสไลด์จากใน rack ลงใน jar 
- ล้างตัวอย่างด้วยการแช่ด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้งๆละ 3 นาท ี

2. pretreat tissue 
- หยด proteinase K (20 µg/mL) ลงบนสไลด์ ใช้เวลา 15 นาที 
- ล้างตัวอย่างด้วยการแช่ด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้งๆละ 3 นาท ี

3. quench endrogenous peroxidase 
- หยด Peroxidase blocking ลงบนสไลด์ ใช้เวลา 5 นาท ี
- ล้างตัวอย่างด้วยการแช่ด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้งๆละ 3 นาท ี

4. เตรียม working strength TdT enzyme (บน cool - box) 10 µL/1 slide 
ประกอบด้วย 
- reaction buffer 7.7 µL 
- TdT enzyme 3.3 µL 

5. apply equilibration buffer 
- หยด equilibration buffer 20 µL/1 slide ใช้เวลา 7 วินาที 

6. apply working Strength TdT enzyme 
- หยด working Strength TdT enzyme  ที่เตรียมไว้ลงบนสไลด์ให้ท่วม

ตัวอย่าง แล้วปิดด้วย plastic cover slip 
- น าสไลด์เข้าเครื่อง humidified chamber ที่ 37 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 1 

ชั่วโมง 
7. เตรียม stop/ wash buffer ประกอบด้วย 
- Wash buffer 20 µL 
- น้ ากลั่น 680 µL 

8. apply stop/ wash buffer 

http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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- เมื่อครบ 1 ชั่วโมงแล้ว ค่อยๆดึง plastic cover slip ออกแล้วหยด stop/ 
wash buffer ลงบนสไลด์ ใช้เวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

9.  apply anti-Digoxigenin conjugate 
- ล้างตัวอย่างด้วยการแช่ด้วย phosphate buffer saline (PBS) 3 ครั้งๆละ 1 

นาท ี
- หยด mouse anti- Digoxigenin 20 µL/1 slide ใช้เวลา 30 นาท ี

10.   wash in phosphate buffer saline (PBS) 
- ล้างตัวอย่างด้วยการแช่ด้วย phosphate buffer saline(PBS) 3 ครั้งๆละ 2 

นาท ี
11.  เตรียม working strength peroxidase substrate 150 µL ประกอบด้วย 
- DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride anhydrous) 3 µL 
- DAB  dilution buffer 147 µL 

12.  develop color in peroxidase substrate (DAB) 
- หยด working strength peroxidase substrate ให้ท่วมตัวอย่างบนสไลด์ 5 

นาท ี
13.  wash specimen 
- ล้างตัวอย่างด้วยน้ าประปาไหลผ่าน ใช้เวลา 3-5 นาท ี

14.  counter stain specimen  
- counter stain ตัวอย่างด้วย Hematoxilin solution 
- ล้างตัวอย่างด้วยน้ าประปาไหลผ่าน ใช้เวลา 3-5 นาท ี
- จุ่มสไลด์ตัวอย่างใน Lithium ประมาณ 10 dips 
- จุ่มสไลด์ตัวอย่างใน 95% alcohol ประมาณ 10 dips 
- จุ่มสไลด์ตัวอย่างใน absolute alcohol ประมาณ 10 dips 
- จุ่มสไลด์ตัวอย่างใน xylene ประมาณ 10 dips 

15.  mounting slides ด้วย mounting media แล้วปิดด้วย microscope glass 
cover slip 
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3.5 การรวบรวมข้อมูล (data collection) 

1. น าสไลด์ตัวอย่างที่ผ่านการย้อม TUNEL แล้วไปท าการดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(light microscope) สไลด์ตัวอย่างที่พบเซลล์ที่ย้อมติด TUNEL ก็น าไปถ่ายภาพเพ่ือท าการนับเซลล์
ต่อไป 

2. ท าการถ่ายภาพในแต่ละส่วนของสมองและไขสันหลัง ด้วยกล้องดิจิตอล OLYMPUS 
Microscope  Digital  Camera DP21 โดยเลือกสุ่มถ่ายภาพจากบริเวณที่มีเซลล์ประสาทและเซลล์
อักเสบให้ทั่วชิ้นเนื้อ โดยจะมีพ้ืนที่ประมาณ 0.71-1.41 ตารางมิลลิเมตร ต่อภาพสมองและไขสันหลัง
แต่ละภาพ 

3. ท าการบันทึกไฟล์ภาพขนาด 1200x1600 jpg. แล้วน าภาพมาเข้าโปรแกรม Adobe 
 Photoshop และท าการนับเซลล์ด้วยวิธี manual ส าหรับเซลล์ประสาท (neuron) จะท าการนับ
เซลล์ที่ย้อมติด TUNEL ซึ่งจะให้เป็น positive neuron และนับเซลล์ที่ย้อม TUNEL ไม่ติด ซึ่งจะให้
เป็น negative neuron โดยเซลล์ประสาทที่นับจะต้องเห็น nucleolus ชัดเจน ส่วนเซลล์อักเสบ 
(inflammatory cell) จะท าการนับเฉพาะเซลล์ที่ย้อมติด TUNEL ซึ่งจะให้เป็น positive 
inflammatory cell แล้วท าการบันทึกข้อมูล จากนั้นน าผลนับมาให้อาจารย์ที่ปรึกษาพิจารณาอีกที 
หากความเห็นตรงกันก็น าผลที่นับมาค านวณหาค่าการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบของแต่
ละส่วนของสมองและไขสันหลัง  

4. ค านวณค่าการตายของเซลล์ (apoptosis) 
% TUNEL positive neuron  

= Positive neuron x 100 / total neuron 

   โดยที่ Total neuron คือ positive neuron + negative neuron 

TUNEL positive inflammatory cell / 0.0705 mm²  

= Positive inflammatory cell  / total pictures of region 

3.6 การวิเคราะห์ข้อมูล (data analysis) 

1. เปรียบเทียบการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบในระบบประสาทส่วนกลาง
ในสุนัขท่ีเป็นโรคพิษสุนัขบ้าทั้ง 2 แบบอาการโดยวิธีพรรณนา  

2. น าข้อมูลที่ได้จากการค านวณการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบมาทดสอบ
ด้วยหลักการทางสถิติว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ระหว่างสุนัขบ้าทั้ง 2 ชนิดอาการโดยใช้วิธีการ
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ทดสอบแบบ Man-Whitney U test  (asymptotic significance, 1 tailed) บนโปรแกรม SPSS 
software version 18.0 (IBM corporation, Somer, USA) เมื่อ p value < 0.05 เป็นค่าความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 



บทที่ 4  
ผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการเปรียบเทียบการตายของเซลล์ประสาทในสุนัขบ้าชนิดคลุ้มคลั่งและเซื่องซึม 

ตารางท่ี 2 แสดงผลการวิเคราะห์หาการตายของเซลล์ประสาทเชิงปริมาณของ
ระบบประสาทในสุนัขบ้าชนิดคลุ้มคลั่งและชนิดเซื่องซึม 

               % TUNEL positive neuron 
   

 
CNS Regions 

   

 

Frontal Hippocampus Brainstem C-T L-S 
   Furious 

        Early stage 
        1 0 0 21.39 NA NA 

   2 0 0 4.35 NA NA 
   3 0 0 41.67 6.38 31.25 
   4 0 0 18 0 8.96 
   5 0 0 0 NA NA 
   Late stage           
   6 0 0 0 0 0 
   7 0 0 0 0 0 
   8 0 0 0 0 0 
   Dumb 

        Early stage 
        1 0 0 81.99 34.82 61.54 

   2 0 0 70.18 50 41.5 
   3 0 0 83.19 NA NA 
   4 0 0 75 0 0 
   5 0 0 19.01 NA NA 
   6 0 0 61.05 NA NA 
   Late stage 

        7 0 NA 0 0 0 
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               % TUNEL positive neuron 
   

 
CNS Regions 

   8 0 0 0 0 0 
   9 0 0 0 0 0 
   

         

         

         C-T : cervical - thoracic cord levels, L-S = lumbar - sacral cord levels, NA = Not available 
  

ผลแสดงการตายของเซลล์ประสาทที่แสดงในตารางที่ 2 พบการตายของเซลล์ประสาททั้งใน
ตัวอย่างสุนัขบ้ากลุ่มอาการคลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการเซื่องซึม ในระยะแรกของโรค (early stage) ที่
บริเวณก้านสมอง (brainstem) และไขสันหลัง (spinal cord) ส่วนบริเวณ frontal และ 
hippocampus ไม่พบการตายของเซลล์ ส าหรับในระยะท้ายของโรค (late stage) ทั้งในกลุ่มอาการ
คลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการเซื่องซึม ไม่พบการตายของเซลล์ประสาทเลยในทุกบริเวณทั้งสมองส่วน 
frontal, hippocampus, ก้านสมอง (brainstem) และไขสันหลัง (spinal cord) ดังภาพที่ 5 แสดง
ตัวอย่างของสมองและไขสันหลังที่ท าการย้อม TUNEL แล้วไม่พบการตายของเซลล์ประสาทเลย 

 ซึ่งในตัวอย่างที่มีการศึกษาครบทุกบริเวณทั้งที่บริเวณ frontal, hippocampus, ก้านสมอง 
(brainstem) และไขสันหลัง (spinal cord) จะพบการตายของเซลล์ประสาทปริมาณมากที่บริเวณ
ก้านสมอง (brainstem) และลดลงที่บริเวณไขสันหลัง (spinal cord) ตัวอย่างสุนัขบ้ากลุ่มอาการคลุ้ม
คลั่ง (furious) ในตัวอย่างที ่3 พบการตายของเซลล์ประสาทที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) 41.67 
% ส่วนที่ไขสันหลัง (spinal cord) บริเวณ cervical - thoracic cord levels พบการตายของเซลล์
ประสาท 6.38 % และพบ 31.25 % บริเวณ lumbar - sacral cord levels, ตัวอย่างที่ 4 บริเวณ
ก้านสมอง (brainstem) พบการตายของเซลล์ประสาทที่ 18 % ที่ไขสันหลัง (spinal cord) บริเวณ 
lumbar - sacral cord levels พบการตายของเซลล์ประสาท 8.96 % ส่วนที่บริเวณ cervical - 
thoracic cord levels ไม่พบการตายของเซลล์ประสาทเลย ในตัวอย่างสุนัขบ้ากลุ่มอาการเซื่องซึม 
(dumb) ตัวอย่างที่ 1 พบการตายของเซลล์ประสาทที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) 81.99 % ส่วน
ที่ไขสันหลัง (spinal cord) บริเวณ cervical - thoracic cord levels พบการตายของเซลล์ประสาท 
34.82 % และพบ 61.54 % บริเวณ lumbar - sacral cord levels, ตัวอย่างที่ 2 บริเวณก้านสมอง 
(brainstem) พบการตายของเซลล์ประสาทที ่70.18 % ที่ไขสันหลัง (spinal cord) บริเวณ cervical 
- thoracic cord levels พบการตายของเซลล์ประสาท 50 % ส่วนที่บริเวณ lumbar - sacral cord 
levels พบ 41.5 % ส าหรับตัวอย่างที่ 4) พบการตายของเซลล์ประสาทที่ก้านสมอง (brainstem) 
เท่านั้นซึ่งพบ  75 % ส่วนในบริเวณไขสันหลัง (spinal cord) ไม่พบการตายของเซลล์ประสาทเลย  
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จะเห็นว่าที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) ในระยะแรกของโรค (early stage) แสดง
แนวโน้มชัดเจนว่า ในตัวอย่างสุนัขกลุ่มเซื่องซึมพบการตายของเซลล์ประสาทมากกว่าในตัวอย่างสุนัข
กลุ่มคลุ้มคลั่งในทุกตัวอย่างที่ท าการศึกษา ซ่ึงแสดงแนวโน้มที่เห็นได้ชัดเจนดังแผนภูมิที่ 1 โดย
ค่าเฉลี่ยการตายของเซลล์ประสาทที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) ในระยะแรกของโลก (early 
stage) นี้ พบว่ากลุ่มเซื่องซึม (dumb) มีค่าเฉลี่ยการตายของเซลล์ประสาทมากกว่ากลุ่มคลุ้มคลั่ง 
(furious) อย่างมีนัยส าคัญ (กลุ่มเซื่องซึม 49.48 ± 95 กลุ่มคลุ้มคลั่ง 13.718 ± 9.11 P=0.018) ดัง
แผนภูมิที่ 2 โดยตัวอย่างการย้อม TUNEL ที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) ในระยะแรกของโรค 
(early stage) ที่แสดงการตายของเซลล์ประสาทในตัวอย่างสุนัขกลุ่มเซื่องซึมมากกว่าที่พบในตัวอย่าง
สุนัขกลุ่มคลุ้มคลั่ง ดังภาพที่ 4 
 

 

แผนภมูิที่ 1 แสดงผลการตายของเซลล์ประสาทที่ก้านสมองใน early stage (% TUNEL positive 

neuron) 
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แผนภูมิที่ 2 แสดงค่าเฉลี่ยการตายของเซลล์ประสาทที่ก้านสมองใน early stage 
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4.2 ผลการเปรียบเทียบการตายของเซลล์อักเสบในสุนัขบ้าชนิดคลุ้มคลั่งและเซื่องซึม 

ตารางท่ี 3 แสดงผลการวิเคราะห์หาการตายของเซลล์อักเสบเชิงปริมาณของระบบประสาทใน
สุนัขบ้าชนิดคลุ้มคลั่งและชนิดเซื่องซึม 

                                  TUNEL positive inflammatory cell / 0.0705 mm² 
  CNS Regions 
Furious Frontal Hippocampus Brainstem C-T L-S 
Early stage 

     1 0 0 22.26 NA NA 
2 0 0 16.5 NA NA 
3 0 0 20.88 16.48 53.29 
4 0 0 8.3 0 16.26 
5 0 0 0.65 NA NA 
Late stage 

     6 0 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 
Dumb 

    Early stage 
     1 0 0 34.07 60.21 46.2 

2 0 0 99.5 94.83 40.21 
3 0 0 64.71 NA NA 
4 0 0 28.44 0.29 0 
5 0 0 41.32 NA NA 
6 0 0 28.84 NA NA 
Late stage 

     7 0 NA 1 2.7 3.67   
8 0 0 0 0 0 
9 0 0 0 0 0 

      
 

C-T : cervical - thoracic cord levels, L-S = lumbar - sacral cord levels, NA = Not available 
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ผลแสดงการตายของเซลล์อักเสบที่แสดงในตารางที่ 3 พบการตายของเซลล์อักเสบทั้งใน
ตัวอย่างสุนัขบ้ากลุ่มอาการคลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการเซื่องซึม ในระยะแรกของโรค (early stage) ที่
บริเวณก้านสมอง (brainstem) และไขสันหลัง (spinal cord) ส่วนบริเวณ frontal และ 
hippocampus ไม่พบการตายของเซลล์อักเสบเช่นเดียวกับเซลล์ประสาท ส าหรับในระยะท้ายของ
โรค (late stage) ทั้งในกลุ่มอาการคลุ้มคลั่งและกลุ่มอาการเซื่องซึม ไม่พบการตายของเซลล์อักเสบ
เลยในทุกบริเวณทั้งสมองส่วน frontal, hippocampus, ก้านสมอง (brainstem) และไขสันหลัง 
(spinal cord) ยกเว้นในตัวอย่างที่ 7 ที่เป็นตัวอย่างสุนัขบ้ากลุ่มอาการเซื่องซึม ที่พบการตายของ
เซลล์อักเสบเล็กน้อยบริเวณก้านสมอง (brainstem) และไขสันหลัง (spinal cord) ภาพที่ 5 แสดง
ตัวอย่างภาพของสมองและไขสันหลังที่ท าการย้อม TUNEL แล้วไม่พบการตายของเซลล์อักเสบเลย  

จะเห็นว่าที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) ในระยะแรกของโรค (early stage) แสดง
แนวโน้มชัดเจนว่า ในตัวอย่างสุนัขกลุ่มเซื่องซึมพบการตายของเซลล์อักเสบมากกว่าในตัวอย่างสุนัข
กลุ่มคลุ้มคลั่งในทุกตัวอย่างที่ท าการศึกษา ซ่ึงแสดงแนวโน้มที่เห็นได้ชัดเจนดังแผนภูมิที่ 3 ซึ่งผล
พบว่าในตัวอย่างสุนัขกลุ่มเซื่องซึม พบค่าการตายของเซลล์อักเสบ (TUNEL positive inflammatory 
cell/ 0.0705 mm²) อยู่ที่ 34.07, 99.5, 64.71, 28.44, 41.32 และ 28.84 ในตัวอย่างทื่ 1-6 
ตามล าดับ และพบค่าการตายของเซลล์อักเสบ (TUNEL Positive Inflammatory Cell/ 0.0705 
mm²) อยู่ที่ 22.26, 16.5, 20.88, 8.3 และ 0.65 ในตัวอย่างทื่ 1-5 ของตัวอย่างสุนัขกลุ่มคลุ้มคลั่ง 
ตามล าดับ โดยค่าเฉลี่ยการตายของเซลล์อักเสบที่บริเวณก้านสมอง (brainstem) ในระยะแรกของ
โลก (early stage) นี้ พบว่ากลุ่มเซื่องซึม (dumb) มีค่าเฉลี่ยการตายของเซลล์อักเสบมากกว่ากลุ่ม
คลุ้มคลั่ง (furious) อย่างมีนัยส าคัญ (กลุ่มเซื่องซึม 65.07 ± 24 กลุ่มคลุ้มคลั่ง 17.082 ± 16.42 
P=0.006) ดังแผนภูมิที่ 4 โดยภาพที่ 4 แสดงตัวอย่างการย้อม TUNEL ที่บริเวณก้านสมอง 
(brainstem) ในระยะแรกของโรค (early stage) ที่แสดงการตายของเซลล์อักเสบในตัวอย่างสุนัข
กลุ่มเซื่องซึมที่พบมากกว่าในตัวอย่างสุนัขกลุ่มคลุ้มคลั่ง 
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แผนภูมิที่ 3 แสดงการตายของเซลล์อักเสบที่ก้านสมองใน early stage (TUNEL 
positive inflammatory cell / 0.0705 mm²) 

 
 

 

แผนภูมิที่ 4 แสดงค่าเฉลี่ยการตายของเซลล์อักเสบที่ก้านสมองใน early stage 
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 (จากกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยายขนาด 400 เท่า) 
       รูป A : กลุ่มอาการเซื่องซึม  
       รูป B : กลุ่มอาการคลุ้มคลั่ง  
การตายของเซลล์ประสาท (ลูกศรเส้นทึบ), เซลล์อักเสบ (ลูกศรเส้นประ) 

B 

A 

ภาพที่ 4 แสดงผลการย้อม TUNEL : แสดงการตายของเซลล์ประสาท และเซลล์อักเสบ ที่ก้านสมองใน 
early stage  
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ภาพท่ี 5 แสดงผลการย้อม TUNEL : ไม่พบการตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบใน late stage 

ทัง้ในกลุ่มเซื่องซึม (A, C, E) และกลุ่มคลุ้มคลั่ง (B, D, F) 
  (จากกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยายขนาด 400 เท่า) 
  รูป A, B : บริเวณ frontal 

          รูป C, D : บริเวณ hippocampus 
          รูป E, F : บริเวณ spinal cord 

A B 

C D 

E F 



บทที่ 5  
อภิปรายผลการวิจัย 

โรคพิษสุนัขบ้า เป็นโรคติดเชื้อทางระบบประสาทที่มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า 
(Rabies virus) การติดเชื้อโรคพิษสุนัขบ้าในคนและสุนัขก่อให้เกิดอาการ 2 รูปแบบคือแบบคลุ้มคลั่ง 
และแบบอ่อนแรง (เซื่องซึมในสุนัข) ซึ่งระยะเวลาตั้งแต่เริ่มแสดงอาการจนกระทั่งเสียชีวิต โดยเฉลี่ย
จะยาวนานกว่าในผู้ป่วยที่แสดงอาการแบบอ่อนแรง (11 วัน) เมื่อเทียบกับผู้ป่วยที่แสดงอาการแบบ
คลุ้มคลั่ง (5.7 วัน) [10,11]       

พยาธิก าเนิดของอาการทั้งสองแบบที่ต่างกันนี้  ยังไม่ทราบแน่ชัด จากการศึกษาก่อนหน้านี้ 
ไม่พบความแตกต่างของตัวเชื้อพิษสุนัขบ้า ที่ศึกษาโดยการถอดรหัสพันธุกรรมของยีนไวรัสชนิด 
glycoprotein (G), nucleoprotein (N) และ phosphoprotein (P) gene จากสมองของคนและ
สุนัขที่ติดเชื้อพิษสุนัขบ้าในระยะท้ายของโรค [14] จากการศึกษาภาพสมองด้วยเครื่องสนามแม่เหล็ก
ไฟฟ้า (MRI) ในผู้ป่วย ก็ไม่พบความแตกต่างกันระหว่างสองกลุ่มอาการ [5] รวมทั้งไม่พบความ
แตกต่างของการกระจายตัวของเชื้อไวรัสในสมองและไขสันหลังจากการตรวจศพคนไข้ที่เสียชีวิต [13]    
การอักเสบในระบบประสาทก็พบเพียงเล็กน้อยในผู้ป่วยทั้งสองกลุ่มอาการ [13]     

อย่างไรก็ตาม การศึกษาการกระจายของเชื้อพิษสุนัขบ้าในสมองสุนัขบ้าในระยะแรกของโรค  
พบปริมาณแอนติเจนและ RNA ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าในสุนัขบ้าแบบคลุ้มคลั่ง มากกว่าในสุนัขบ้า
กลุ่มอาการเซื่องซึม [15,16] และจากการศึกษาภาพสมองด้วยเครื่องสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (MRI) และ
การตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน cytokine พบว่าในสุนัขบ้ากลุ่มอาการเซื่องซึมมีการ
แสดงออกของยีนในกลุ่มนี้มากกว่าสุนัขบ้าแบบคลุ้มคลั่ง  โดยการแสดงออกของยีน interleukin-1ß 

และ interferon- จะพบเฉพาะในสุนัขบ้ากลุ่มอาการเซื่องซึมเท่านั้น [15] นอกจากนี้ MRI ในสุนัข
บ้ากลุ่มอาการเซื่องซึมยังพบสัญญาณ fluid attenuated inversion recovery (FLAIR) สูงบริเวณ
ก้านสมอง [51] บ่งบอกถึง neural tract ทีเ่สียหาย ซึ่งสัมพันธ์กับการอักเสบรุนแรงที่บริเวณดังกล่าว
ของสุนัขบ้ากลุ่มอาการเซื่องซึม [15,16] การอักเสบโดยเฉพาะที่ก้านสมอง และการตอบสนองทาง
ระบบภูมิคุ้มกันของสุนัขบ้ากลุ่มอาการเซื่องซึมจึงน่าจะเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลให้ปริมาณไวรัสที่พบใน
สุนัขบ้าแบบเซื่องซึม มีปริมาณทีน่้อยกว่าสุนัขบ้าที่แสดงอาการคลุ้มคลั่ง [16] 

Apoptosis เป็นกลไกการตายชนิดหนึ่งของเซลล์ซึ่งเกิดจากการกระตุ้นผ่าน death 
pathway ภายในเซลล์ จัดเป็นกลไกหนึ่งในการลดการแพร่กระจายของเชื้อไวรัสของร่างกายโดยการ
ท าลายเซลล์ที่มีการติดเชื้อไวรัส [39] โดยไวรัสหลายชนิดสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการ apoptosis ใน
เซลล์ที่ติดเชื้อไวรัส เช่น vesicular stomatitis virus สามารถเพ่ิมระดับการแสดงออกของโปรตีน 
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Bax ซึ่งจัดเป็น pro death molecule สามารถกระตุ้นให้เกิด apoptosis ผ่าน intrinsic pathway   
นอกจากนี้โปรตีนของไวรัสบางตัวยังสามารถหลบหลีกการเกิด apoptosis ได้ เช่น ในการติดเชื้อ 
adenovirus จะยับยั้งการเกิด apoptosis โดยการท าลาย p53 โดยโปรตีนของไวรัสที่ชื่อ E1B-55K 
ซ่ึง p53 เป็น transcriptional factor ท าหน้าที่ในการควบคุม cell cycle [40] 

ในการติดเชื้อโรคพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาตินั้น ไวรัสสามารถหลีกเลี่ยงการป้องกันของร่างกาย
ได้ โดยพบการตายแบบ apoptosis ของ T lymphocyte ที่เคลื่อนที่เข้าสู่เนื้อเยื่อระบบประสาท
ส่วนกลาง  ด้วยกลไก Fas/ FasL apoptosis pathway ซึ่งการติดเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าจะการเพ่ิมการ
แสดงออกของ Fas ligand ของเซลล์ประสาท ส่งผลให้เมื่อจับกับ Fas receptor ของ lymphocyte 
จะกระตุ้นให้ lymphocyte ตายแบบ apoptosis  ซึ่งเป็นกลไกส าคัญของไวรัสในการหลบเลี่ยงการ
ถูกก าจัด โดยเซลล์อักเสบ ท าให้เชื้อแพร่กระจายได้ดียิ่งขึ้น [45] ในการติดเชื้อพิษสุนัขบ้าตาม
ธรรมชาติโดยส่วนใหญ่แล้วจึงพบ apoptosis เฉพาะกับเซลล์อักเสบเท่านั้น [21-23] โดยไม่พบ 
apoptosis ของเซลล์ประสาท (neuron) [21, 22, 48, 49, 52]  ยกเว้นในผู้ป่วยโรคเอดส์ 2 รายที่
เป็นโรคพิษสุนัขบ้า แล้วมีรายงานว่าตรวจพบ apotosis ของเซลล์ประสาท [49] 

ส าหรับเชื้อพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ พบว่ามีความหลากหลายของเชื้อซึ่งมีผลต่อ
การเหนี่ยวน าการตายของเซลล์ต่างๆ โดยจากการศึกษาที่ผ่านมาพบการตายของเซลล์ของหนูที่เป็น
มะเร็งต่อมลูกหมาก (AT3) ที่ติดเชื้อพิษสุนัขบ้าแบบรุนแรง (CVS) [53] และเชื้อพิษสุนัขบ้า ERA 
(Evelyn Rotnycki Abelseth) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ไม่รุนแรง (attenuated strain) เหนี่ยวน าให้เกิดการ
ตายของ Jurkat T-cells ในหลอดทดลอง [54] โดยพบการตายของเซลล์ประสาทจากเชื้อไวรัสพิษ
สุนัขบ้าสายพันธุ์ไม่รุนแรงครั้งแรกใน Neuroblastoma cell line [55] และในอีกหลาย ๆ การศึกษา
ต่อมา [46, 47, 53, 56] ในหนูที่ได้รับเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าสายพันธ์ไม่รุนแรง (CVS-11) ก็พบการตาย
ของเซลล์ประสาทแบบ apoptosis [23] กล่าวโดยสรุปคือ เชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าตามธรรมชาติมีความ
รุนแรงสูง กระตุ้นให้เกิด apoptosis ของเซลล์อักเสบ แต่ไม่ท าให้เซลล์ประสาทตาย ในทางตรงกัน
ข้าม เชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการมักมีความรุนแรงน้อย ท าให้เกิด apoptosis ของ
เซลล์ประสาท และกระตุ้นให้มีกระบวนการอักเสบได้มาก 

สืบเนื่องจากการศึกษาในสุนัขบ้าก่อนหน้านี้ที่พบการอักเสบที่มากกว่าในสุนัขบ้าแบบเซื่องซึม 
(ซึ่งเป็นลักษณะที่สอดคล้องกับเชื้อที่ไม่รุนแรงมาก ที่มักท าให้เกิด apoptosis ของเซลล์ประสาท) 
โดยเฉพาะที่ก้านสมอง [15,16] และลักษณะอีกหลายประการที่แตกต่างกันระหว่างสุนัขทั้งสองกลุ่ม
อาการในระยะแรกของโรค (ซึ่งจะไม่พบเมื่อการด าเนินโรคไปถึงระยะท้าย)    คณะผู้วิจัยจึงมี
สมมุติฐานว่า อาจมีการตายของเซลล์ประสาทแบบ apoptosis ในสุนัขบ้าแบบเซื่องซึม อาจจะเป็น
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อีกปัจจัยหนึ่ง (ที่นอกเหนือไปจากการอักเสบ) ที่ช่วยชะลอเชื้อไวรัสไม่ให้แพร่กระจายเข้าสู่สมอง
โดยเร็ว 

จากการศึกษาครั้งนี้ พบว่าได้ผลเป็นไปตามสมมุติฐานคือพบ  apoptosis ของเซลล์ประสาท 
โดยเฉพาะที่บริเวณก้านสมอง ในสุนัขที่บ้าแบบเซื่องซึม จ านวนเซลล์อักเสบที่เกิด apoptosis ก็มี
ความสอดคล้องกับปริมาณเซลล์อักเสบที่พบได้มากกว่าในสุนัขบ้าแบบเซื่องซึมเช่นกัน เป็นที่น่าสังเกต
ว่าการตายของเซลล์ประสาทนี้ จะตรวจพบได้เฉพาะในระยะแรกของโรคเท่านั้น  กล่าวคือ เมื่อโรค
ด าเนินไปถึงระยะท้าย ก็จะตรวจไม่พบ apoptosis ของเซลล์ประสาทซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อน
หน้านี้ที่ไม่พบการตายของเซลล์ประสาทในการติดเชื้อตามธรรมชาติ เพราะที่ผ่านมาเป็นการศึกษาที่
ระยะท้ายของโรคท้ังสิ้น [21-23] 

การตายของเซลล์ประสาทแบบ apoptosis ที่พบเฉพาะในช่วงแรกของโรคนี้ สันนิษฐานได้
ว่าอาจมีเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าหลายสายพันธุ์ในระยะเริ่มแรกของโรค  ซึ่งคณะผู้วิจัยก าลังท าการ
ถอดรหัสพันธุกรรมอยู่ในโครงการวิจัยอีกโครงการหนึ่ง  รวมทั้งก าลังศึกษาการแสดงออกของยีนไวรัส
พิษสุนัขบ้าคือยีน glycoprotein (G), nucleoprotein (N) และ phosphoprotein (P) ด้วย จาก
การศึกษาทีผ่่านมา พบว่าไวรัสพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์รุนแรงพบอัตราส่วนของยีน G/N และพบการตาย
ของ primary neuron cell line ต่ ากว่าที่พบไวรัสพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์ไม่รุนแรง [57] และใน 
recombinant virus ที่มียีน G สองชุดในสายพันธุกรรม จะท าให้เกิดการตายของเซลล์ (apoptosis) 
มากกว่าไวรัสที่มยีีน G เพียงชุดเดียว [58] 

ข้อจ ากัดของการศึกษาในครั้งนี้ คือจ านวนตัวอย่างที่ใช้ศึกษามีค่อนข้างน้อย โดยเฉพาะใน
ส่วนของไขสันหลัง จึงควรที่จะท าการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต เพ่ือยืนยันสิ่งที่ตรวจพบใน
การศึกษาครั้งนี้  

 โดยสรุป คณะผู้วิจัยตรวจพบการตายของเซลล์ประสาทแบบ apoptosis ในระบบประสาท
ส่วนกลางของสุนัขบ้าที่ติดเชื้อตามธรรมชาติที่มีอาการในระยะเริ่มแรกของโรค โดยพบการตายของ
เซลล์ประสาทมากทีสุ่ดที่ก้านสมองของสุนัขบ้าแบบเซื่องซึม การตายของเซลล์ประสาทนี้น่าจะเป็นอีก
หนึ่งปัจจัย ที่ขัดขวางไม่ให้เชื้อไวรัสแพร่เข้าสู่สมองได้โดยง่าย และอาจอธิบายถึงระยะเวลาการอยู่รอด
ที่ยาวนานกว่าของสุนัขรวมไปถึงผู้ป่วยกลุ่มอ่อนแรงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่มีอาการคลุ้มคลั่ง 
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ตารางผลการวิเคราะห์การตายของเซลล์อักเสบและเซลล์ประสาทในสุนัขบ้าชนิดคลุ้มคลั่ง 
(Furious) ในระยะแรกของโรค (Early stage) บริเวณก้านสมอง (Brainstem)  

และไขสันหลัง (Spinal cord) 

Case 1 

Brainstem 
Positive 

inflammatoty 
cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell / 

0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive neuron 
Total 

neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

21248_001 21  2 3   
21248_002 36  9 2   
21248_003 25  6 3   
21248_004 41  4 1   
21248_005 20  2 1   
21248_006 9  5 2   
21248_007 35  4 5   
21248_008 31  3 7   
21248_009 18  4 2   
21248_010 33  4 1   
21248_011 15  6 1   
21248_012 19  15 0   
21248_013 21  14 5   
21248_014 22  5 2   
21248_015 28  6 3   
21248_016 31  5 5   
21248_017 36  7 3   
21248_018 15  12 0   
21248_019 23  8 0   
21248_020 3  7 0   
21248_021 15  11 0   
21248_022 10  17 0   
21248_023 22  13 0   
21248_024 26  5 3   
21248_025 23  3 2   
21248_026 11  5 2   
21248_027 20  5 1   
21248_028 25  6 3   
21248_029 21  12 1   
21248_030 37  9 1   
21248_031 23  7 0   
21248_032 26  6 1   
21248_033 28  3 3   
21248_034 22  2 6   
21248_035 12  0 1   
21248_036 23  9 3   
21248_037 22  9 0   
21248_038 12  8 1   
21248_039 16  8 0   
21248_040 11  8 2   
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21248_041 14  8 0   
21248_042 14  6 3   
21248_043 42  6 1   

total pictures: 
43 957 22.26 294 80 374 21.39 

 

Case 2 

Brainstem 
Positive 

inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

22848_001 32  6 3   
22848_002 19  5 2   
22848_003 23  4 0   
22848_004 25  2 0   
22848_005 6  16 3   
22848_006 8  13 0   
22848_007 22  7 0   
22848_008 8  16 0   
22848_009 15  5 0   
22848_010 35  5 0   
22848_011 5  4 0   
22848_012 15  6 0   
22848_013 27  4 0   
22848_014 17  6 0   
22848_015 19  14 0   
22848_016 20  11 0   
22848_017 21  13 0   
22848_018 4  13 0   
22848_019 7  15 0   
22848_020 2  11 0   

total pictures: 
20 330 16.5 176 8 184 4.35 
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Case 3 

Brainstem 
Positive 

inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

11/48_01 12  2 3   
11/48_02 12  0 2   
11/48_03 15  1 1   
11/48_04 20  0 2   
11/48_05 27  1 1   
11/48_06 28  1 2   
11/48_07 45  0 4   
11/48_08 33  3 0   
11/48_09 15  2 0   
11/48_10 24  1 0   
11/48_11 17  1 0   
11/48_12 8  1 0   
11/48_13 26  3 0   
11/48_14 15  2 0   
11/48_15 25  2 0   
11/48_16 21  1 0   
11/48_017 12  0 0   

total pictures: 
17 355 20.88 21 15 36 41.67 
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Spinal cord: 
cervical - 

thoracic cord 
levels 

Positive 
inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

D2270064 23  0 0   
D2270065 14  4 0   
D2270066 11  2 0   
D2270067 2  1 0   
D2270068 17  2 0   
D2270069 38  2 0   
D2270070 42  3 1   
D2270071 26  3 1   
D2270072 33  2 0   
D2270073 38  1 0   
D2270074 36  4 1   
D2270076 0  3 0   
D2270077 7  2 0   
D2270078 12  1 0   
D2270079 19  2 0   
D2270080 0  2 0   
D2270081 6  1 0   
D2270082 6  3 0   
D2270083 4  2 0   
D2270084 7  3 0   
D2270085 5  1 0   

total pictures: 
21 364 16.48 44 3 47 6.38 

 

Spinal cord:  
lumbar - 

sacral cord 
levels 

Positive 
inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

D2270087 64  2 2   
D2270088 38  1 0   
D2270089 68  1 1   
D2270090 89  1 0   
D2270091 30  2 0   
D2270092 40  2 0   
D2270093 44  2 2   

total pictures: 
7 373 53.29 11 5 16 31.25 
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Case 4 

Brainstem 
Positive 

inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

443/49_01 7  0 0   
443/49_02 0  3 0   
443/49_03 0  11 0   
443/49_04 0  3 0   
443/49_05 1  3 0   
443/49_06 0  10 0   
443/49_07 19  4 3   
443/49_08 33  2 6   
443/49_09 21  1 0   
443/49_10 2  4 0   

total pictures: 
10 83 8.3 41 9 50 18 

 

Spinal cord:  
lumbar - 

sacral cord 
levels 

Positive 
inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

D8140001 37  0 0   
D8140002 10  2 0   
D8140003 27  2 0   
D8140004 29  2 0   
D8140005 16  3 0   
D8140006 9  5 4   
D8140007 2  2 0   
D8140008 21  2 1   
D8140009 8  2 0   
D8140010 27  2 1   
D8140011 22  3 0   
D8140012 22  2 0   
D8140013 7  2 0   
D8140014 2  1 0   
D8140015 16  5 0   
D8140016 17  6 0   
D8140017 21  2 0   
D8140018 29  2 0   
D8140020 4  5 0   
D8140021 9  2 0   
D8140022 2  2 0   
D8140023 3  3 0   
D8140024 34  4 0   

total pictures: 
23 374 16.48 61 6 67 8.96 
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Case 5 

Brainstem 
Positive 

inflammatoty cell 

TUNEL positive 
inflammatory cell 

/ 0.0705 mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

364-48_001 3  11 0   
364-48_002 1  2 0   
364-48_003 0  3 0   
364-48_004 0  2 0   
364-48_005 1  5 0   
364-48_006 1  3 0   
364-48_007 5  4 0   
364-48_008 0  7 0   
364-48_009 1  2 0   
364-48_010 0  2 0   
364-48_011 0  5 0   
364-48_012 0  4 0   
364-48_013 0  5 0   
364-48_014 0  9 0   
364-48_015 0  5 0   
364-48_016 1  4 0   
364-48_017 0  6 0   
364-48_018 0  8 0   
364-48_019 0  13 0   
364-48_020 0  7 0   

total pictures: 
20 13 0.65 107 0 107 0 
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ตารางผลการวิเคราะห์การตายของเซลล์อักเสบและเซลล์ประสาทในสุนัขบ้าชนิดเซื่องซึม 
(Dumb) ในระยะแรกของโรค (Early stage) บริเวณก้านสมอง (Brainstem)  

และไขสันหลัง (Spinal cord) 

Case 1 

Brainstem 
Positive 

inflammatoty 
cell 

TUNEL positive 
inflammatory 
cell / 0.0705 

mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

400/48_001 26  2 12   
400/48_002 19  5 3   
400/48_003 27  1 11   
400/48_004 26  0 11   
400/48_005 39  0 2   
400/48_006 44  1 8   
400/48_007 40  2 9   
400/48_008 54  4 7   
400/48_009 35  2 3   
400/48_010 29  0 7   
400/48_011 47  3 8   
400/48_012 21  0 2   
400/48_013 31  2 3   
400/48_014 16  2 3   
400/48_015 16  1 4   
400/48_016 23  2 5   
400/48_017 46  3 6   
400/48_018 29  0 17   
400/48_019 18  3 6   
400/48_020 27  4 10   
400/48_021 17  1 3   
400/48_022 23  0 6   
400/48_023 29  1 6   
400/48_024 26  0 6   
400/48_025 66  1 4   
400/48_026 119  0 5   
400/48_027 27  0 6   

total pictures: 
27 920 34.07 40 173 213 81.99 
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Spinal cord: 
cervical - 

thoracic cord 
levels 

Positive 
inflammatoty 

cell 

TUNEL positive 
inflammatory 
cell / 0.0705 

mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

D2140089 87  3 5   
D2140090 49  1 2   
D2140091 21  2 0   
D2140092 39  1 4   
D2140093 57  4 5   
D2140094 54  4 1   
D2140095 100  1 0   
D2140096 98  0 4   
D2140097 62  3 2   
D2140098 77  1 0   
D2140099 64  3 4   
D2140100 59  0 1   
D2140101 21  0 3   
D2140102 40  3 0   
D8140001 5  6 0   
D8140002 9  2 0   
D8140003 11  2 0   
D8140004 7  2 0   
D8140005 3  4 0   
D8140007 3  4 0   
D8140008 1  1 0   
D8140009 8  4 0   
D8140010 5  2 0   
D8140011 32  1 2   
D8140012 52  0 3   
D8140013 63  1 2   
D8140014 103  0 1   
D8140015 10  3 0   
D8140016 6  4 0   
D8140017 3  3 0   
D8140018 1  3 0   
D8140019 2  2 0   
D8140020 7  3 0   

total pictures: 
33 1987 60.21 73 39 112 34.82 
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Spinal cord:  
lumbar - 

sacral cord 
levels 

Positive 
inflammatoty 

cell 

TUNEL positive 
inflammatory 
cell / 0.0705 

mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total 
neuron 

% TUNEL 
positive 
neuron 

D2270042 68  1 2   
D2270043 89  1 0   
D2270044 40  0 2   
D2270045 28  0 1   
D2270046 11  4 0   
D2270047 23  0 1   
D2270048 30  1 0   
D2270049 48  0 2   
D2270051 28  1 1   
D2270052 60  0 6   
D2270053 49  1 4   
D2270054 37  1 3   
D2270055 31  1 0   
D2270056 47  3 0   
D2270057 48  0 0   
D2270058 103  1 3   
D2270059 67  2 2   
D2270060 69  1 1   
D2270061 19  1 1   
D2270062 32  1 3   

total pictures: 
20 924 46.2 20 32 52 61.54 
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Case 2 

Brainstem 
positive 

inflammatoty 
cell 

TUNEL Positive 
Inflammatory 
Cell / 0.0705 

mm² 

negative 
neuron 

positive 
neuron 

total neuron 
% TUNEL 
Positive 
Neuron 

R148_001 104  0 6   
R148_002 94  2 5   
R148_003 95  2 0   
R148_004 131  1 0   
R148_005 145  4 0   
R148_006 115  0 4   
R148_007 63  0 5   
R148_008 55  0 3   
R148_009 99  2 1   
R148_010 67  0 1   
R148_011 55  1 1   
R148_012 54  1 0   
R148_013 141  1 0   
R148_014 131  0 1   
R148_015 73  0 2   
R148_016 55  1 2   
R148_017 206  0 1   
R148_018 46  1 4   
R148_019 160  0 2   
R148_020 101  1 2   

total pictures: 
20 1990 99.5 17 40 57 70.18 
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Spinal cord: 
cervical - 

thoracic cord 
levels 

Positive 
inflammatoty 

cell 

TUNEL positive 
inflammatory 
cell / 0.0705 

mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total neuron 
% TUNEL 
positive 
neuron 

D2270006 64  3 0   
D2270007 68  3 0   
D2270008 51  2 0   
D2270009 70  3 0   
D2270010 68  2 0   
D2270011 48  1 1   
D2270012 42  2 2   
D2270013 82  0 3   
D2270014 89  0 4   
D2270016 143  0 2   
D2270017 80  3 2   
D2270018 70  3 0   
D2270019 197  3 1   
D2270020 123  0 4   
D2270021 84  1 2   
D2270022 95  0 2   
D2270023 46  0 2   
D2270024 98  2 3   

total pictures: 
18 1707 94.83 28 28 56 50 

 

Spinal cord:  
lumbar - 

sacral cord 
levels 

Positive 
inflammatoty 

cell 

TUNEL positive 
inflammatory 
cell / 0.0705 

mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total neuron 
% TUNEL 
positive 
neuron 

D2270026 94  0 0   
D2270027 50  1 4   
D2270028 105  1 2   
D2270029 87  2 3   
D2270030 37  0 3   
D2270031 66  0 2   
D2270032 78  0 3   
D2270034 14  1 0   
D2270035 7  2 1   
D2270036 10  2 1   
D2270037 0  3 0   
D2270038 1  4 0   
D2270039 10  1 0   
D2270040 4  4 0   

total pictures: 
14 563 40.21 21 19 40 47.5 
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Case 3 

Brainstem 
positive 

inflammatoty cell 

TUNEL Positive 
Inflammatory Cell 

/ 0.0705 mm² 

negative 
neuron 

positive 
neuron 

total 
neuron 

% TUNEL 
Positive 
Neuron 

45748_001 47  2 0   
45748_002 74  2 0   
45748_003 93  1 5   
45748_004 82  1 1   
45748_005 72  0 2   
45748_006 72  0 1   
45748_007 45  0 3   
45748_008 47  2 2   
45748_009 63  0 0   
45748_010 98  0 0   
45748_011 77  0 2   
45748_012 95  0 4   
45748_013 68  1 5   
45748_014 84  1 11   
45748_015 95  0 0   
45748_016 26  1 1   
45748_017 33  3 0   
45748_018 79  0 2   
45748_019 93  0 2   
45748_020 70  1 1   
45748_021 76  0 2   
45748_022 58  0 2   
45748_023 75  0 0   
45748_024 78  0 3   
45748_025 55  0 2   
45748_026 50  0 8   
45748_027 31  0 11   
45748_028 94  0 1   
45748_029 55  2 1   
45748_030 25  1 1   
45748_031 32  1 1   
45748_032 45  0 5   
45748_033 47  0 10   
45748_034 66  0 5   

total pictures: 
34 2200 64.71 19 94 113 83.19 
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Case 4 

Brainstem 
positive 

inflammatoty 
cell 

TUNEL Positive 
Inflammatory 
Cell / 0.0705 

mm² 

negative 
neuron 

positive 
neuron 

total neuron 
% TUNEL 
Positive 
Neuron 

15350_001 25  0 2   
15350_002 23  0 2   
15350_003 16  0 4   
15350_004 26  2 1   
15350_005 19  0 4   
15350_006 31  0 1   
15350_007 27  5 2   
15350_008 13  0 0   
15350_009 16  0 3   
15350_010 21  2 5   
15350_011 24  1 1   
15350_012 44  1 2   
15350_013 30  3 5   
15350_014 34  3 2   
15350_015 42  0 3   
15350_016 34  1 2   
15350_017 23  0 2   
15350_018 22  0 1   
15350_019 17  0 2   
15350_020 48  0 2   
15350_021 14  2 2   
15350_022 23  1 3   
15350_023 15  2 2   
15350_024 31  0 2   
15350_025 38  0 3   
15350_026 23  0 5   
15350_027 28  0 2   
15350_028 15  0 4   
15350_029 30  0 1   
15350_030 68  1 3   
15350_031 42  0 1   
15350_032 36  1 2   
15350_033 31  1 2   
15350_034 16  1 6   
15350_035 19  2 3   
15350_036 25  3 2   
15350_037 55  1 1   
15350_038 56  0 4   
15350_039 77  0 4   
15350_040 31  2 6   
15350_041 20  0 4   
15350_042 46  0 7   
15350_043 12  1 2   

total pictures: 1223 28.44 36 117 156 75 
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43 

 

Spinal cord: 
cervical - 

thoracic cord 
levels 

Positive 
inflammatoty 

cell 

TUNEL positive 
inflammatory 
cell / 0.0705 

mm² 

Negative 
neuron 

Positive 
neuron 

Total neuron 
% TUNEL 
positive 
neuron 

D8140022 0  4 0   
D8140023 0  3 0   
D8140024 0  2 0   
D8140025 0  4 0   
D8140026 1  2 0   
D8140027 0  2 0   
D8140028 0  5 0   
D8140030 0  1 0   
D8140031 0  3 0   
D8140032 0  6 0   
D8140033 0  5 0   
D8140034 0  5 0   
D8140035 4  5 0   
D8140036 0  2 0   
D8140037 0  6 0   
D8140038 0  6 0   
D8140039 0  5 0   

total pictures: 
17 5 0.29 66 0 66 0 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวศิรินภา ศรีค า เกิดวันที่ 19 มกราคม พ.ศ. 2531 จังหวัดนครสวรรค์ 

ประวัติการศึกษา 

ระดับปริญญาตรี ส าเร็จการศึกษาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (วท.บ) วิทยาศาสตร์การแพทย์ 
คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ปีการศึกษา 2553 

ระดับปริญญาโท ศึกษาต่อวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต แขนงอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร์ 
สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2553 

การน าเสนอผลงาน น าเสนอผลงานในหัวข้อ “การตายของเซลล์ประสาทและเซลล์อักเสบ
ในระบบ ประสาทส่วนกลางในสุนัขที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า” ในงานประชุมวิชาการ The 15th Khon 
Kaen Veterinary Annual International Conference 2014 คณะสัตวแพทย์ มหาวิทยาลัย 
ขอนแก่น และได้รับรางวัล The best Poster Presentation 
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