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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

โรคไขสมองอักเสบเกิดจากเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอี (Japanese encephalitis virus : 

JEV) โรคไขสมองอักเสบเปนโรคที่สรางความเสียหายทางระบบประสาทในสัตวเล้ียงลูกดวยนม

หลายชนิดรวมทั้งในคนดวย ไวรัสไขสมองอักเสบเจอีเปน single stranded RNA virus สายบวก 

จัดอยูในตระกูล Flaviviridae เชื้อนี้อยูในกลุม Japanese encephalitis sero-complex ซึ่งไวรัส

อ่ืนในกลุมนี้ไดแกเชื้อ West Nile virus (WNV),  Murray Valley encephalitis virus (MVEV), St. 

Louis encephalitis virus (SLEV), Usutu virus (USUV), Koutango virus (KOUV), 

Cacipacore virus (CPCV), Alfuy virus (ALFV) และ Yaounde virus (YAOV) (Campbell et 

al., 2002)  โรคไขสมองอักเสบเจอีนี้เปนปญหาหลักทางสุขภาพของแถบเอเชียที่สําคัญ เปนโรคทีม่ี

การแพรกระจายในแถบเอเชียและถือเปนโรคติดตอเฉพาะถิน่ (endemic) ในแถบเอเชียตะวนัออก 

(ญ่ีปุน เกาหลี จีน ไตหวนั) เอเชียตะวนัออกเฉียงใต (พมา ไทย ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย 

สิงคโปร อินโดนีเซีย ฟลิปปนส) และเอเชียใต (เนปาล  อินเดีย ศรีลังกา) พบไดทัง้ในคนและสัตว

เล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด มักแสดงอาการในคนและมา แตเมื่อเกิดการติดเช้ือไมสามารถ

แพรกระจายโรคตอไปได (Mackenzie et al., 2001) 

 การระบาดคร้ังแรกของโรคไขสมองอักเสบในประเทศไทยเกิดข้ึนทางตอนเหนือของ

ประเทศในป ค.ศ. 1964 จากนัน้มกีารระบาดใหญในป ค.ศ. 1969 (Yamada et al., 1971) โดย

ในชวงป ค.ศ. 1969 - 1988 พบการติดเชื้อโรคสมองอักเสบในคน (encephalitis) 1,500 - 2,500 

รายตอป คิดเปนอัตรา 3 - 5 คนตอประชากร 100,000 คน โดยพบผูปวยสมองอักเสบทางตอน

เหนือของประเทศมากที่สุด ในป ค.ศ. 1987 ไดทําการตรวจวินิจฉัยทางซีร่ัมพบวาระดับภูมิคุมกัน

ของผูปวยจํานวน 50 % ใหผลบวกตอเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบ ซึ่งผูปวยจํานวน 74 % เปนเด็กที่

อายุตํ่ากวา 15 ป และจํานวน 20% เปนเด็กที่อายตํุ่ากวา 5 ป ในขณะที ่ 4% เปนเด็กออน 

(Chunsuttiwat, 1989) ในป ค.ศ. 2004 มีรายงานการเกิด encephalitis ในประเทศไทยจํานวน 

297 ราย เสียชีวิต 14 ราย พบวาเกิดจากไขสมองอักเสบเจอี เปนจํานวน 258 ราย เสียชวีิต 13 ราย 

และในป ค.ศ. 2005 มีผูปวยจาก encephalitis 346 ราย เสียชีวิต 24 ราย เกิดจาก Japanese 

encephalitis เปนจํานวน 78 ราย แตไมมผูีเสียชีวิต (กรมควบคุมโรค, 2005) 
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 โรคไขสมองอักเสบเจอีสามารถแพรกระจายไดอยางรวดเร็วผานทางยุง โดยยุงถอืวาเปน

พาหะที่สําคัญ (vector) ซึ่งยุงทีเ่ปนพาหะหลักที่นาํเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในประเทศไทยคือ 

ยุง Culex tritaeniorhynchus, Culex gelidus และ Culex fuscocephala (Chunsuttiwat, 1989) 

โดยยุงเหลานีส้ามารถพบไดทั่วประเทศ ในป พ.ศ. 2515 มีรายงานการแยกเช้ือไวรัสไขสมอง

อักเสบเจอีจากยุง Culex tritaeniorhynchus และ Culex gelidus เปนคร้ังแรกจากทางตะวันออก

เฉียงใตของประเทศไทย (Simasathien et al., 1972)  

สุกรถือวาเปนสัตวรังโรคที่สําคัญ โดยสุกรจะเปนตัวเก็บกักและเพิ่มจาํนวนของเช้ือ 

(amplifying host) ในลูกสุกรพบการเพิ่มจาํนวนของเช้ือไวรัสในในชวง 2-3 วันหลังการติดเช้ือ และ

จะยังปรากฎไวรัสในกระแสเลือด (viremia) อยูปริมาณสูงนานกวา 2-4 วนั ยุงจะไดรับเช้ือจากการ

ดูดเลือดสุกรที่มีเชื้อในกระแสเลือด และมีการเพิ่มจํานวนไวรัสในตัวยุง (biological vector) ซึ่ง

สามารถแพรกระจายเช้ือไปยังสุกรหรือโฮสตอ่ืนๆได (Joo and Chu, 1999) โดยในประเทศไทย มี

การเล้ียงสุกรหนาแนนในแถบภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง ซึ่งพบวาการติด

เชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอีจากฟารมในภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือรวมทัง้จังหวัดชลบุรี 

และประจวบคีรีขันธ ในกลุมพอแมพนัธุมีระดับคอนขางสูงคือ 91.67 - 99.25 % สวนในสุกรสาว

พบมีอัตราการติดเช้ือ 76.92 % ในชวงฤดูหนาว และจะเพิ่มข้ึนในฤดูรอนเปน 92.11 % และ ฤดู

ฝนเปน 100 % สําหรับอัตราความชกุของการติดเชื้อในกลุมสุกรพอแมพันธุในแตละฟารมพบได

ต้ังแต 73.34 – 100 % ซึ่งกระจายอยูตามพื้นที่ตางๆทั่วประเทศ (คณิศักด์ิ และคณะ, 1998)   

นกถือวาเปนสัตวรังโรคตามธรรมชาติที่สามารถกระจายเช้ือรวมถึงเพิม่จํานวนเช้ือได

เชนกนั โดยเฉพาะนกน้ํา (ardeid birds) (Thenmozhi et al., 2006) ชนิด heron และ egret 

(Family Ardeidae) พบวามคีวามเกี่ยวของกับวงจรการติดเช้ือตามธรรมชาติของเช้ือไวรัสไขสมอง

อักเสบเจอีในประเทศญ่ีปุน (Rosenberg et al., 1953) Buescher และคณะ (1959b) ไดรายงาน

การติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบในนกปา โดยการสํารวจระดับ neutralizing antibody ในป ค.ศ. 

1952 - 1956 โดยพบวานกในตระกูล Ardeidae มีการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีแฝงอยู

รวมถึงมีการติดเช้ือในลูกนกที่อยูในรังอีกดวย นอกจากนั้นยังพบวายงุ Culex tritaeniorhynchus 

ที่ติดเช้ือสามารถแพรเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอีไปสูนกได ซึ่งการติดเช้ือจะพบในชวงปลายเดือน

มิถุนายนถงึตนเดือนสิงหาคม และ Solomon และคณะ (2003) พบวานกเหลานี้เปนตัวการสําคัญ

ในการนําเชื้อไวรัสไปสูแหลงอ่ืนๆ รวมกับการทีน่ก Asiatic cattle egret (Bubulcus ibis 

coromandus) ไดแพรกระจายทั่วเอเชยีเนื่องจากการเปล่ียนแปลงทางเกษตรกรรมในชวงศตวรรษ

ที ่19 รวมกับการระบาดของเช้ือไขสมองอักเสบเจอีที่เกิดข้ึนในแถบเอเชีย ในประเทศอินเดียเมื่อทํา

การตรวจทางซีร่ัมวิทยาจากการดักนกปา จากเมือง Krishna-Godavari Delta ของรัฐ Andhra  
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Pradesh พบวา มีระดับ neutralizing antibody ตอเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบ 188 ตัวอยาง

จาก 866 ตัวอยาง และยังพบวานกที่ใหผลบวกตอเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบนัน้ 35.1% และ 35.4 

% เปนนกในตระกูล Ardeidae คือ Ardeola grayii (pond heron) และ Bubulcus ibis (cattle 

egret) ตามลําดับ (Rodrigues et al., 1981) 

ในขณะที่คนและมาถือวาเปน dead-end host คือ เมื่อเกิดการติดเช้ือแลวจะไม

แพรกระจายเชื้อตามวงจรของโรค เมือ่ยุงกัดคนหรือมาที่ติดเช้ือ ยงุนัน้จะไมเกิดการติดเช้ือ 

เนื่องจากในคนหรือมานัน้ มีระยะการติดเช้ือในกระแสเลือดส้ันและมปีริมาณเชื้อในกระแสเลือดใน

ระดับตํ่า เมื่อคนและมาไดรับเช้ือสวนใหญจะไมแสดงอาการของโรค ในขณะที่บางสวนจะพัฒนา

อาการจนถึงข้ันรุนแรงและอาจตายได พบอัตราการตายในมาคือ 5 % โดยมาจะ มีไข เบ่ืออาหาร 

และแสดงอาการทางระบบประสาท เชน อาการออนแรง ชัก และอาจตายได (Yamanaka et al., 

2006) 

 อัตราการตายของผูปวยดวยโรคไขสมองอักเสบเจอีคือ 30 % แตมีผูที่เกิดความผิดปกติ

ระยะยาวจากการติดเชื้อไขสมองอักเสบเจอี (Solomon, 2003, , 2004) ความผิดปกติที่เกิดข้ึน

ดังกลาวไดแก ความผิดปกติทางพฤติกรรม ความสามารถในการเรียนรูลดลง ซึ่งอาการดังกลาว

อาจตองใชเวลาหลายปจึงจะสังเกตเห็นได (Lam et al., 2005) พบวาในแถบที่มีโรคไวรัสไข

สมองอักเสบเจอีแพรกระจายอยูเปน endemic ผูที่ติดเชื้อไขสมองอักเสบเจอีมักจะไมแสดงอาการ 

(asymptomatic) สวนอาการแสดงของการติดเช้ือโดยทั่วไปคือ มีอาการไข (โดยทั่วไปจะมากกวา 

41°C) ปวดศีรษะ และอาการสับสน (confusion) (Miyake, 1964; Solomon et al., 2000)  ซึ่ง

การติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีนี้มักแสดงอาการในเด็กที่มีอายุตํ่ากวา 15 ป 

 ในปจจุบันเร่ิมมีการอุบัติซ้ําของโรคไขสมองอักเสบเจอีในประเทศตางๆ เชน อินเดีย 

(Thenmozhi et al., 2006) ญ่ีปุน (Yamanaka et al., 2006) ออสเตรเลีย (Van Den Hurk et al., 

2006) เวียดนาม (Bryant et al., 2005) กัมพูชา (Srey et al., 2002) มาเลเชียและอินโดนีเชีย 

(Nga et al., 2004; Pyke et al., 2001) ประเทศไทยจึงมีโอกาสที่จะมีการระบาดซ้ําไดเชนเดียวกัน

กับประเทศอ่ืนๆ เนื่องจากโรคนี้เปนโรคที่ติดตอผานทางยุงซึ่งสามารถติดตอไดงาย ประกอบกับ

การที่ในประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศที่รอนชื้นซ่ึงเหมาะแกการแพรพันธุของยุง  มีการเล้ียงสุกร

อยางหนาแนนแตกตางกันกระจายอยูทั่วประเทศ รวมทั้งยังมีนกอพยพจากแหลงตางๆ เขามา อาจ

เปนการแพรเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบใหมหรือทําใหมีตัวเชื้อวนเวียนอยูทําใหมีการอุบัติซ้ําของโรคนี้

ได เนื่องจากการศึกษาอุบัติการณการติดเชื้อไขสมองอักเสบเจอีในยุงในประเทศไทยมีคอนขาง

นอยทําใหไมทราบถึงการกระจายของโรค สงผลใหการทําโปรแกรมการควบคุมโรคไขสมองอักเสบ  
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เจอีคอนขางลําบาก นอกจากการใหความรูในเร่ืองโรค สุขภาพ และคําแนะนําในการกําจัดแมลง

โดยใชยากําจัดแมลง    

การศึกษาคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อสํารวจการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีจากยุงที่

พบใน ฟารมสุกร แหลงชมุชน และแหลงนกธรรมชาติ โดยเลือกพืน้ที ่ จงัหวัด นครสวรรค ซึง่มี

องคประกอบของสถานท่ีครบท้ัง 3 แหลง ในการศึกษา 

 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อสํารวจการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในยงุจากฟารมสุกร แหลงชมุชน และจาก

แหลงนกธรรมชาติในเขตจังหวัดนครสวรรค 

 

สมมติฐานงานวิจัย 
ยุงจากฟารมสุกร แหลงชุมชน และแหลงนกในเขตจังหวดันครสวรรค มีการติดเช้ือไวรัสไข

สมองอักเสบเจอี 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ทําใหทราบถึงอัตราการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในยุงชนิดตางๆ ในจงัหวัด

นครสวรรค 

2. ทําใหทราบบทบาทของฟารมสุกร แหลงนกธรรมชาติ ตอการติดตอแพรกระจายของเช้ือ

ไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในแหลงชุมชนในพืน้ที่ใกลเคียง 

3. เปนประโยชนในการเฝาระวงัหรือวางแผนปองกันการระบาดไปถึงประชากรกลุมเส่ียง 
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แนวคิดงานวิจัย  
 
เก็บตัวอยางยงุจากฟารมสุกร แหลงนกธรรมชาติและ แหลงชุมชนในจังหวัดนครสวรรค โดยใช

เคร่ืองจับยุงทีม่ีหลอดไฟ และคารบอนไดออกไซดจากน้าํแข็งแหง เปนตัวลอ 

 

 

 

นําตัวอยางยงุมาทาํการแยกชนิด (species) และเพศของยุง โดยการดูลักษณะภายนอก                 

(morphology) เลือกแตเพศเมีย จากนัน้แบงยุงออกเปนกลุม (Pool) ตามชนิดของยุงโดยกําหนด

ขนาดตัวอยางจากฟารมสุกร และแหลงนกแหลงละ  100 pools และแหลงชุมชนจํานวน 24 pool 

ซึ่งแตละ pool ประกอบดวยยุงไมเกนิ 50 ตัว 

 

 

 

กลุมตัวอยางยุงถกูนาํมาหาเช้ือไวรัสเจอี โดย RT-PCR  

 

 

 

ตัวอยางที่ใหผลเปนลบจะถกูนํามาเพิ่มจาํนวน ในเซลลเพาะเล้ียงชนิด C6/36 cell (passage I) 

และ Vero cells (passage II) แลวทําการทดสอบโดย Immunocytochemistry staining 

 

 

 

วิเคราะหหาความสมัพนัธของชนิดยงุและอัตราการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในฟารมสุกร 

แหลงนก และแหลงชุมชน 

 

** และทําการเก็บตัวอยางเลือดสุกรเพื่อตรวจทาง serology โดยวธิี Hemagglutination inhibition 

test (HI) เพื่อยืนยนัการติดเช้ือไขสมองอักเสบเจอีในฟารมสุกร 

 

 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
การเกิดโรคไขสมองอักเสบจากเช้ือไวรัสมกัมีการนําโดย Arthropod จึงมีการจัดกลุมเรียก

ไวรัสที่เปนสาเหตุนี้วา Arbovirus ซึ่งโรคไขสมองอักเสบจากเชื้อไวรัส Japanese encephalitis 

(JE)  เปนสาเหตุหลักของการติดเช้ือ viral encephalitis ในแถบเขตรอนชื้น (tropical region) ของ

เอเชีย เปนรูปแบบการระบาดทั้งแบบ epidemic และ endemic encephalitis พบไดทั้งในคนและ

สัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด  ไดแก  มา โค กระบือ แกะ แพะ และ สุกร เปนตน (Mackenzie et 

al., 2001) และยังเชื่อวาโรคไขสมองอักเสบจากเชื้อเจอีนี้เปนสาเหตุการเกิดไขสมองอักเสบในคน

ทุกปปละกวา 40,000 รายอีกดวย ซึ่งพบวามีอยางนอย 10,000 รายทีเ่สียชวีติ (Tsai, 2000) 

ปจจุบันยงัพบวาเปนสาเหตุหลักของการเกิดการติดเช้ือทางระบบประสาทในเด็กแถบเอเชียอีกดวย 

(Halstead and Jacobson, 2003) 

ในอดีตการระบาดของ Japanese encephalitis virus (เชื้อไวรัสเจอี) คร้ังใหญคร้ังแรก

เกิดข้ึนที่ประเทศญ่ีปุนในชวงป ค.ศ. 1924 พบวามีการติดเช้ือกวา 6,000 รายและมีอัตราการตาย

ถึง 60 % สามารถแยกเช้ือเจอีสายพนัธุ Nagayama ไดเปนคร้ังแรกจากสมองคนที่ประเทศญ่ีปุน

ในป ค.ศ. 1934 จากนัน้ในปเดียวกันสามารถแยกเช้ือนี้ไดจากยงุ Culex tritaeniorhynchus  

(Burke and Leake,1988; Monath, 1988) ในป ค.ศ. 1954 พบการติดเช้ือของไวรัสนี้ไดในสุกร โค 

สุนัข และแกะ (Pond et al., 1954) จากนั้นมีรายงานการพบการติดเช้ือที่มากข้ึนในมาในประเทศ

จีน และการติดเช้ือในคนที่ประเทศ อินเดีย เนปาล ฟลิปปนส ศรีลังกา ทางตอนเหนอืของประเทศ

ไทย เวียดนาม และ พมา นอกจากนัน้ยังพบการระบาดของเช้ือไขสมองอักเสบเจอีในประเทศ

ออสเตรเลียดวย (Hanna et al., 1999; Hanna et al., 1996) พบวาเช้ือเจอีเปนสาเหตุหลักของ

การเกิดโรคสมองอักเสบในประเทศเวยีดนาม (Bryant et al., 2005) และกัมพูชา อีกดวย (Srey et 

al., 2002) โดยในแถบเอเชียนัน้ โรคไขสมองอักเสบเจอีนี ้ ถือวาเปนโรคติดตอเฉพาะถิ่น 

(endemic) ในแถบเอเชียตะวันออก (ญ่ีปุน เกาหลี จนี ไตหวัน) เอเชียตะวนัออกเฉียงใต (พมา 

ไทย ลาว เวยีดนาม กัมพชูา มาเลเซีย สิงคโปร อินโดนีเซีย ฟลิปปนส) และเอเชียใต (เนปาล  

อินเดีย ศรีลังกา)  

โรคไขสมองอักเสบจากเชื้อไวรัสเจอี นี้เปนโรคติดตอจากสัตวสูคน (zoonotic disease) ซึ่ง

เชื้อไวรัสเจอีคงอยูในธรรมชาติโดยผานวงจร นก-ยุง-นก หรือ สุกร-ยุง-สุกร ซึ่งเปนที่ทราบกันดีวา

สุกรและนกนัน้เปนสัตวรังโรคหลักที่สําคัญของเช้ือไวรัสเจอี    ซึง่เชื้อสามารถเพ่ิมจาํนวนในตัวสัตว 
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ได สําหรับในสัตวเล้ียงลูกดวยน้าํนมชนิดอ่ืนเชน มา และโดยเฉพาะคนน้ันถือเปน Dead-end host 

คือตัวเช้ือสามารถเพิม่จํานวนไดโฮสตเหลานี้ในระดับตํ่าหรือไมเพิ่มจาํนวนเช้ือเลย และการติดเช้ือ

มีระยะเวลาทีส้ั่นจึงไมสามารถแพรเชื้อไปสูสัตวอ่ืนได สวนยงุนั้นถือวาเปนพาหะนาํโรคที่สําคัญที่

เปนตัวชวยการแพรกระจายของเช้ือใหเกิดข้ึนไดอยางรวดเร็ว นอกจากนัน้เช้ือยงัสามารถเพ่ิม

จํานวนเชื้อไดที่ตอมน้าํลายของยุงอีกดวย (Kabilan et al., 2004) 

 

เชื้อไวรสั 
  

โรค Japanese encephalitis เปนโรคไขสมองอักเสบ มีสาเหตุมาจากเชื้อ Japanese 

encephalitis virus (JEV:เจอี) ซึ่งเชื้อไวรัสนี้จัดอยูในสกลุ Flavivirus ตระกูล Flaviviridae ซึ่งเชื้อนี้

อยูในกลุม Japanese encephalitis sero-complex ไวรัสอ่ืนในกลุมนี้ไดแก West Nile virus 

(WNV),  Murray Valley encephalitis virus (MVEV), St. Louis encephalitis virus (SLEV), 

Usutu virus (USUV), Koutango virus (KOUV), Cacipacore virus (CPCV), Alfuy virus 

(ALFV) และ Yaounde virus (YAOV) (Campbell et al., 2002; Cao et al., 1995; Mackenzie 

et al., 2002) ไวรัสในกลุมนีส้วนใหญแพรกระจายผานทางยุง (ตารางที ่1) 



                                                                                                                                                               
                                                                                                                                                                 

 

 

ตารางที ่1  แสดงเชื้อในกลุม flavivirus ในสัตวและโรคที่ติดตอสูคนที่มีการติดตอผานทางยงุ (ดัดแปลงจาก Burke et al., 2001) 

____________________________________________________________________________________________________________________________________ 
Virus    Reservoir Host  Mode of Transmission   Disease in Domestic Animals (or Humans) Geographic Distribution 

 

Japanese encephalitis virus  Swine, humans, Birds Mosquitoes : Culex tritaeniorhyncus  Abortion, neonatal disease( encephalitis)  Asia 

 

Murray Vally Encephalitis virus  Humans, birds  Mosquitoes : Culex annulirostris  Encephalitis   Australia, New Guinea 

        

St. Louis encephalitis virus  Humans, birds  Mosquitoes : Culex tarsalis, Culex pipiens, Encephalitis   United States, Canada, 

       Culex nigripalpus, Culex spp.       Central and South America 

 
West Nile virus  Humans, birds  Mosquitoes : Culex pipiens Culex spp.,  Fever with rash, rarely  Mediteranean,France, Asia,  

     Aedes spp., Ochlerotatus spp.  Arthralgia or encephalitis  Portugal, United States, Africa,  

              CIS, Russia 

 

Denge 1, 2, 3, 4 viruses  Humans, Primates  Mosquitoes : Aedes aegypti,   Fever and rash, Arthralgia  Tropics worldwide 

Aedes albopictus    myalgia or Encephalitis 

 

Wesselsbron virus   Sheep   Mosquitoes     Generalized infection, Abortion Africa 

             

Yellow fever virus   Humans, Primates  Mosquitoes : Aedes aegypti,   Hepatitis, Haemorrhagic  Tropical Africa and America 

Aedes africanus, Aedes spp.   Fever

 

8
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เชื้อไวรัสเจอี มีลักษณะสายพันธกุรรมเปนแบบ single-stranded RNA สายบวกทีม่ี cap 

ที่ ปลายดาน 5’ และท่ีปลายดาน 3’ ไมมี polyadenylation ตัวเช้ือประกอบดวยยีโนมทีม่ีขนาด

ประมาณ 11 กิโลเบส ประกอบดวย 1 open reading frame ทีส่ราง polyprotein ที่มีขนาด

ประมาณ 3,400 กรดอะมิโน โดย polyprotein นี้จะถกูตัด (cleaved) และผานกระบวนการการ 

co- และ post-translation โดยอาศัยเอนไซม protease จากโฮสตและจากไวรัสเอง ไดเปนโปรตีน

โครงสราง (structural proteins) และโปรตีนที่ไมใชโครงสราง (non-structural proteins) 

ดังตอไปนี้ โปรตีนโครงสรางสามชนิด (capsid, C; membrane, M; และ envelope; E) และ

โปรตีนที่ไมใชโครงสราง 7 ชนิด (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B และ NS5) โดยโปรตีน

ของเช้ือไวรัสเจอีนี้มีความคลายคลึงกับเช้ือ flavivirus อ่ืนๆทั้งในแงของรูปรางและการจัดเรียงตัว

ของกรดอะมิโน (Hashimoto et al., 1988; Kaur and Vrati, 2003; Sumiyoshi et al., 1987)    

โปรตีนทีพ่ื้นผวิ E, pr M/M และ nucleocapsid C protein จะเปนปลอกหุมยโีนมของเช้ือ

ไวรัส Capsid เปนโปรตีนโครงสรางที่มีความเก่ียวของกับการสราง nucleocapsid ของเช้ือไวรัส 

ในขณะที่ envelope จะประกอบดวย prM และ โปรตีน E (Lindenbach and Rice, 2003) โปรตีน

โครงสรางในสวนของ prM มีขนาดประมาณ 165 กรดอะมิโน จะถกูสรางข้ึนใน endoplasmic 

reticulum โดย signal peptidase ของโฮสต   เปน ไกลโคโปรตีนที่ประกอบดวย 2  

transmembrane helices ทําหนาที่คลายเปนตัวหลักในการ folding และ assembly ของโปรตีน 

E สําหรับโปรตีนโครงสรางในสวน โปรตีน E มีรูปแบบเปน icosahedral protein shell มีขนาด

ประมาณ 495 กรดอะมิโน ที่ประกอบดวย cellular receptor-binding site และ fusion peptide 

(Mukhopadhyay et al., 2005) มีความเกี่ยวของในข้ันตอนการ attachment และการเช่ือม 

(fusion) ของไวรัส envelope เขากับ plasma membrance ซึ่งเกีย่วของกับการเขาสูเซลสของ

ไวรัส (Heinz et al., 2004) สําหรับในสวนของโปรตีนทีไ่มใชโครงราง NS1, NS2A, NS3, NS4A, 

NS5 เกี่ยวของกับข้ันตอนการเพิ่มจาํนวนของไวรัส ในขณะที่ข้ันตอน translation และ polyprotein 

processing นั้นเกี่ยวของกบั NS2B, NS3, NS4 และ NS5 สวน NS3 เปนสวนโปรตีนที่มีขนาด

ใหญเปนอันดับสองของเชื้อ มีหนาที่เกี่ยวของกับ protease, helicase และ RNA triphosphatase  

(McMinn, 1997) (ภาพที่ 1)  
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ภาพท่ี 1 แสดงแบบจําลองการจัดเรียงตอและแสดงโครงสรางโปรตีนของ Flavivirus 

 

 

 เชื้อไวรัสเจอีสามารถแบงออกไดเปน 4 genotypes ตามภูมิศาสตรที่แยกเชื้อได โดยยึด

ตามความแตกตางทางนวิคลีโอไทดที่มีความแตกตางกนัมากกวา 12% ของตําแหนงของ 

Capsid/pre-membrane (C/prM) gene และ E gene เมื่อใชเชื้อไวรัสเจอี ที่แยกไดในชวงป ค.ศ. 

1935 - 1987 (Ali and Igarashi, 1997; Chen et al., 1992; Chen et al., 1990; Huong et al., 

1993) โดย genotype I  ประกอบดวย  สเตรนจากทางเหนือของประเทศไทย กัมพูชา และเกาหลี 

genotype II ประกอบดวยสเตรนจาก อินโดนีเซยี (ซาราวกัและจาวา) มาเลเชยี ทางใตของ

ประเทศไทย และทางตอนเหนือของออสเตรเลีย สวน genotype III นัน้ประกอบดวยสเตรนจาก

ทางตอนเหนือของเอเซีย (ญ่ีปุน จนี ใตหวนั) เวียดนาม ฟลิปปนส เนปาล อินเดีย และ ศรีลังกา 

และ genotype IV ประกอบดวยสเตรนจากทางตะวันออกของอินโดนีเซีย (จาวา บาหลี และฟลอ

เรส) ทีถ่ือวาเปน genotype ที่เกาแกที่สุด และในปจจุบันไดมีการแยก genotype เพิ่มข้ึนอีกหนึ่ง 

genotype คือ genotype V ที่ไดมาจากการแยกเช้ือไวรัสที่พบในประเทศสิงคโปร คือ Muar strain 

(Mangada and Takegami, 1999; Nga et al., 2004; Ni and Barrett, 1995; Solomon et al., 

2003; Williams et al., 2000) ซึ่งต้ังแตชวงป ค.ศ. 1990 เปนตนมา มีการรายงานการเปล่ียนแปลง  
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genotype ของเช้ือเจอีที่พบจากประเทศตางๆ โดยมีการเปล่ียนแปลงจาก genotype III มาเปน

genotype I ทัง้ในประเทศเกาหลี ญ่ีปุน (Ma et al., 2003; Nam et al., 1996; Yang et al., 2004) 

และในประเทศเวียดนามทีพ่บวาในชวงป ค.ศ. 1986 - 1990 นั้นเช้ือเจอีที่พบอยูใน genotype III 

แตเชื้อที่แยกไดในชวงป ค.ศ. 1995 - 2002 นัน้กลับอยูใน genotype I (Nga et al., 2004) ซึ่งเปน

เหตุการณเดียวกับทีพ่บในประเทศออสเตรเลียที่มกีารรายงานการติดเช้ือไวรัสเจอีต้ังแตป ค.ศ.

2000 เปนตนมาพบวาเปน genotype I ซึ่งถูกแทนที ่genotype II ทีเ่ปนสาเหตุการติดเช้ือในอดีต 

(Johansen et al., 2004; Pyke et al., 2001) แมกระทั่งในประเทศมาเลเชียและอินโดนเีซีย ที่

พบวาโดยสวนใหญเปนการติดเช้ือไวรัสเจอีโดย genotype I เชนเดียวกนั (Nga et al., 2004; 

Pyke et al., 2001) (ภาพที่ 2) 

 

   

 
 

 ภาพท่ี 2 แสดงการแพรกระจายของ genotype ของเช้ือไวรัสเจอีในประเทศตางๆ 

(ดัดแปลงจาก Mackenzie et al 2007, Solomon et al: 2003) (A : อินโดนีเชยีและ มาเลเชียไม

รวม นวิกนีี, B : ออสเตรเลียและนิวกนี,ี C : ไตหวันและ ฟลิปปนส, D : ไทย กัมพูชา และเวียดนาม

, E : ญ่ีปุน เกาหลี และจีน, F : อินเดีย ศรีลังกา และเนปาล)  
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ระบาดวิทยาของโรค (Epidemiology) 
 

 โรคไขสมองอักเสบในคนพบทั่วไปในแถบเอเชียตะวนัออก (ญ่ีปุน เกาหลี จีน ไตหวัน) 

เอเชียตะวนัออกเฉียงใต (พมา ไทย ลาว เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย สิงคโปร อินโดนเีซยี 

ฟลิปปนส) และเอเชียใต (เนปาล  อินเดีย ศรีลังกา) โดยพบวาประเทศที่ต้ังอยูระหวาง 23°- 43°N 

ละติจูด จะเปนพืน้ทีม่ีเปน temperate climate เชน ญ่ีปุน เกาหลี ใตหวัน ทีก่ารแพรกระจายของ

เชื้อไวรัสเจอีจะเปนแบบ epidemic มักเกิดโรคในชวงปลายฤดูรอนการเกิดโรคจะพบเปนประจํา

และมีความรุนแรง แตประเทศที่ต้ังอยูในเขตรอนที่ 1°- 23°N ละติจูด (ภาคใตของไทย เมืองซารา

วักของมาเลเซีย อินเดียใต) จะพบการเกดิโรคแบบกระจัดกระจาย (sporadic) ตลอดทั้งป OIE 

รายงานวาในป ค.ศ. 1994 พบโรคไขสมองอักเสบเจอีที่ไตหวนั ระหวางเดือนมนีาคม – เมษายน 

โดยพบผูปวย 11 ราย และท่ีเนปาล (ไมมีขอมูลสัตวปวย) ป ค.ศ. 1995 ที่ญ่ีปุนในเดือนกนัยายน 

โดยพบผูปวย 2 ราย  

 สําหรับประเทศเวียดนามและพมาพบวาการติดเช้ือไวรัสเจอี เปนสาเหตุหลักของการเกิด

โรคสมองอักเสบในคน ประเทศเวียดนามพบวา 67 % ของเด็กที่มีอาการสมองอักเสบ เกิดจากการ

ติดเช้ือไวรัสเจอี (Lowry et al., 1998) ในประเทศพมาพบเช้ือไวรัสเจอีคร้ังแรกที่รัฐชานในป ค.ศ. 

1974 ซึ่งเมืองนี้อยูติดกับพรมแดนจังหวดัเชียงใหมของไทย และพบระดับภูมิคุมกันตอไวรัสเจอีใน

คนที่อาศัยในแถบตะวันตกเฉียงเหนือของพมาที่มพีรมแดนติดกับอินเดียที่มีการระบาดของโรคไข

สมองอักเสบเจอีในป ค.ศ. 1976 (Swe et al., 1979)  

 สภาวะของโรคไขสมองอักเสบในประเทศมาเลเซีย ในป ค.ศ. 1952 แยกเชื้อไวรัสเจอี ได

คร้ังแรกจากผูปวยในมาเลเซีย พบการแพรกระจายของเช้ือเปนเหมือนในเขตรอนคือเปนการติด

เชื้อแบบกระจัดกระจายที่สามารถพบไดตลอดทั้งป แตการเกิดโรคจะสูงในชวงเดือนตุลาคมถึง

เดือนธันวาคม ซึง่ในชวงป ค.ศ. 1989 - 1993 พบวามีผูปวยทัง้หมด 172 ราย ซึง่ผูปวยสวนใหญ

พบวาเปนเด็ก และมีอัตราการตายท้ังหมด 7 % เมื่อทําการสํารวจทางซีร่ัมวทิยาในสัตวพบการมี

ระดับภูมิคุมกันตอไวรัสเจอีสูงในสัตวพวกสุกร โค กระบือและสามารถพบไดทัว่ประเทศมาเลเซีย 

(Oda et al., 1996) และสามารถแยกเชื้อไวรัสเจอีไดจากยงุรําคาญ Culex tritaeniorhynchus, 

Culex vishnui, Culex bitaeniorhynchus และ Culex sitiens   จากรัฐซารังงอ (Vythilingam et 

al., 1995; Vythilingam et al., 1997; Vythilingam et al., 1994)  สําหรับประเทศสิงคโปร ชวงป 

ค.ศ. 1980 พบวาการติดเช้ือไขสมองอักเสบเจอีเกดิแบบกระจัดกระจายและพบวาผูปวยจะเพิ่ม

สูงข้ึนสองชวงคือเดือนเมษายนและชวงเดือนตุลาคม ผูปวยสวนใหญคือเด็กในชวงอายุ 5 - 14 ป 
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สามารถตรวจพบระดับภูมิคุมกันตอไวรัสเจอีทั้งในสุกร มา และในคนที่อาย ุ12 ปข้ึนไป (Hale and 

Lee, 1955) และสามารถแยกเช้ือไวรัสเจอีไดจากยุงรําคาญ Culex tritaeniorhynchus (Hale et 

al., 1957) ซึ่งเมื่อทาํการยายแหลงเล้ียงสุกรออกจากประเทศสิงคโปร เสร็จส้ินในป ค.ศ. 1992 

พบวาผูปวยลดลงจาก 101 รายในชวงป ค.ศ. 1977 - 1984 เหลือเพยีง 15 ราย ในป ค.ศ. 1985 -

1993 แตยังสามารถตรวจพบภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเจอีไดทั้งในนก หมูปา และสัตวอ่ืนในประเทศ

สิงคโปร (Ting et al., 2004) 

 ประเทศอินเดียมีการแพรระบาดของเช้ือไวรัสเจอีคร้ังแรกในป ค.ศ. 1955 ที่เมือง Vellore 

รัฐTamil Nadu รวมถึงบริเวณใกลเคียงคือเมือง Andhra Pradesh มักพบในเด็กอายตํุ่ากวา 14 ป 

และพบในชวงคร่ึงหลังของประหวางฤดูฝน (Carey et al., 1969) เมื่อทําการสํารวจทางซีร่ัมวทิยา

ระหวางป ค.ศ. 1955 - 1972 พบวามกีารติดเช้ือแพรกระจายถงึ 8 รัฐ ประกอบดวย Gujarat, 

Maharashtra, Andhra Pradesh, Karnataka Orissa, Assam, Arunachal Pradesh, Tamil 

Nadu (Reuben and Gajanana, 1997) เชื้อไวรัสเจอีสามารถพบครั้งแรกไดในยุงรําคาญ Culex 

vishnui subgroup ในป ค.ศ. 1956 และพบเชื้อจากสมองผูปวยที่เสียชีวิตจากสมองอักเสบในป 

ค.ศ. 1958 ซึง่การติดเช้ือไวรัสเจอีในอินเดียไมถือวาเปนปญหาทางสุขภาพที่สําคัญจนกระทั่งในป 

ค.ศ. 1973 ที่พบการระบาดอยางรุนแรงหลายคร้ังในหลายๆรัฐ กระจายทั่วไปโดยการเกิดสวนใหญ

เกี่ยวของกับการเกิดฝนตกหนักและมีน้ําทวม โดยการระบาดเกิดติดตอมาจนถึงปจจุบัน ซึง่รัฐที่มี

การติดเช้ือสูงเชน Andhra Pradesh,Tamil Nadu, Uttar Pradesh, Assam และ West Bengal 

(Ratho et al., 1999) อาจกลาวไดวาการติดตอของเช้ือไวรัสเจอีนั้นเร่ิมตนที่อินเดียแถบตะวนัออก

เฉียงใต จากนั้นแพรกระจายการระบาดไปที่แถบเหนือของประเทศในป ค.ศ. 1978 ( Uttar 

Pradesh และ Bihar) แถบตะวันออกเฉียงเหนือ (Assam, Manipur และ Nagaland) ในชวงป 

ค.ศ. 1980 - 1985 และแถบ west-coast (Goa) และ north-west (Haryana) ในป ค.ศ. 1982 

และ 1990 ตามลําดับ จากนัน้ในป ค.ศ. 1996 การระบาดไดแพรไปสูแถบ ตะวันตกเฉียงใต 

(Kerala) ซึ่งเช้ือไวรัสเจอีทีแ่พรในอินเดียทั้งหมดอยูใน genotype III อัตราการปวยอยูระหวาง 3.0 

- 1.5 ตอประชากร 100,000 คน (Gajanana et al., 1997) จํานวนผูปวยทีม่ีการรายงานประจําป

ในชวงป ค.ศ. 1992 - 2001 คือ 1,172 – 3,395 ราย (Kabilan et al., 2004) มีอัตราการตายโดย

สวนใหญ 15 – 30 % ซึ่งยงุที่เปนพาหะหลักของเชื้อในอินเดียจะแตกตางกนัตามพืน้ที่ข้ึนกับปจจัย

ทางนิเวศนวิทยา (ecological factor) ซึ่งสามารถแยกเช้ือไวรัสไดจากยงุถงึ 16 species แต

สวนมากพาหะหลักของเช้ือไวรัสเจอีจะเปนยงุในกลุม Culex vishnui subgroup คือ Culex 

tritaeniorhynchus, Culex vishnui และ Culex pseudovishnui (Samuel et al., 2000) 
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 ในป ค.ศ. 1995 มีการระบาดของโรคไขสมองอักเสบเจอี ทางตอนเหนือของออสเตรเลีย 

(Torres Strait) และป ค.ศ. 1998 พบการระบาดแพรลงมาที ่Cape York Peninsula ของรัฐควีนส

แลนด ซึง่เชื่อวาเกิดจากการแพรเชื้อตามธรรมชาติ (natural transmission cycle) ของนกน้ํา สุกร

และยุง จากนัน้ในป ค.ศ. 2000 พบมีการระบาดที ่Torres Strait อีกคร้ัง โดยมีการพบเชื้อไวรัสเจอี 

ในยุง Culex gelidus (van den Hurk et al., 2001) กระท่ังป ค.ศ. 2004 พบการติดเช้ือไวรัสเจอี  

ในยุง Culex sitiens subgroup ของออสเตรเลียซึ่งถือวาเปนการพบเช้ือคร้ังแรกจากยุงใน

ออสเตรเลีย (Van Den Hurk et al., 2006) และเนื่องจากการระบาดที่ Torres strait ในป ค.ศ. 

1995 จึงทาํใหมีการสํารวจยุงทีเ่กาะปาปวนวิกนีีเพื่อตรวจหาไวรัสในชวงเดือนกุมภาพนัธ ป ค.ศ.

1996 ถึงกมุภาพนัธ ป ค.ศ. 1998 พบเชื้อไวรัสเจอี genotype II (Johansen et al., 2000) 

ประเทศไทยมีการรายงานการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีต้ังแตชวงกลางถึงปลายป

ค.ศ. 1950 มีการตรวจพบทางซีร่ัมวิทยาคร้ังแรกในมาจากจังหวัดชลบุรี จากนั้นมีการแยกเช้ือไวรัส

เจอีจากยุงรําคาญ Culex tritaeniorhynchus และยุงรําคาญ Culex gelidus ในพื้นที่เดียวกันในป

ค.ศ. 1962 (Simasathien et al., 1972) นอกจากนั้นยังสามารถแยกเช้ือไดจากคนไขที่โรงพยาบาล

จังหวัดพิษณุโลกในป ค.ศ. 1964 และเด็กปวยจากจังหวัดสุโขทัยในป ค.ศ. 1965 

(Thongcharoen, 1985) พบการรายงานการเกิดโรคอยางกระจัดกระจาย (sporadic) ในชวงป

ค.ศ. 1964 - 1966 ในจังหวัดสุโขทัย พิษณุโลก และจังหวัดนครราชสีมา สําหรับในประเทศไทย

การระบาดของไวรัสไขสมองอักเสบเจอีมีการรายงานการระบาดรุนแรงครั้งแรกในคนระหวางป 

ค.ศ. 1969 ที่จังหวัดเชียงใหมในชวงระหวางเดือนพฤษภาคม ถึงเดือนสิงหาคม ซึ่งจะพบไดมากสุด

ในเดือนกรกฎาคม มีผูปวย 655 คน เสียชีวิต 152 คน (Yamada et al., 1971)  การระบาดมักเกิด

ในเด็กอายุระหวาง 1 - 21 ป ซึ่งพบมากที่ชวงอายุ 10 - 15 ป การระบาดในปตอมาในชวงระหวาง

เดือนพฤษภาคมและเดือนกรกฏาคม พบวายังคงรุนแรงอยู มีผูปวย 87 ราย และยังพบอีก 17 ราย

ในชวงเดือนสิงหาคมถึงธันวาคม รวมมีรายงานการตาย 20 ราย และอัตราการเกิดโรคคือ 14.7 

รายตอประชากร 100,000 ราย (Grossman et al., 1973b) พบวาผูปวยที่มารับการรักษาจาก

อาการทางระบบประสาทที่มีสาเหตุจากไวรัสเจอีจะสูงมากในเดือน พฤษภาคม มิถุนายน และ 

กรกฎาคม (Grossman et al., 1973a) ต้ังแตป ค.ศ. 1969 เปนตนมาพบมีการรายงานการเกิดการ

ติดเชื้อไวรัสเจอีทุกป ประมาณ 1,500 - 2,500 รายตอป และลดลงในชวงป ค.ศ. 1988 

(Chunsuttiwat, 1989) ในป ค.ศ. 1991 มีผูปวยและเสียชีวิต 25 คน อัตราการเกิดโรคคิดเปน 1.69 

คนตอประชากร 100,000 คน แตมีอัตราการตายสูงถึง 8 % อุบัติการณการติดเชื้อไขสมองอักเสบ

เจอีพบมากในแถบภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ พบนอยในแถบภาคกลาง และภาคใต ซึ่ง

ภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือพบวาการติดเช้ือไขสมองอักเสบเจอีจะมีการติดเช้ือสูงในชวง  
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ฤดูฝน ระหวางเดือนพฤษภาคม ถงึเดือนกันยายน  ในประเทศไทยสามารถพบการติดเช้ือไดทั้งสอง

รูปแบบโดยภาคเหนือจะพบการติดเช้ือเปนชวงฤดู แตในขณะที่ในภาคใตจะพบการติดเช้ือแบบ

กระจัดกระจายตลอดทั้งป ซึ่งจังหวัดที่พบมากคือ สุราษฎรธาน ี ระนอง กระบ่ี และตรัง เมื่อเทียบ

อัตราการติดเช้ือกับอายุพบวา ในเด็กอายุนอยกวา 4 ป มีอัตราการติดเช้ือ 8 - 11 ตอประชากร 

100,000 คน เด็กอายุ 5 - 9 ป มีอัตราการติดเช้ือ 7 - 10 ตอประชากร 100,000 คน เด็กอายุ 10 - 

14 ป มีอัตราการติดเช้ือ 5 - 9 ตอประชากร 100,000 คน ในขณะที่ผูใหญอายมุากกวา 25 ป 

พบวาอัตราการติดเช้ือนอยกวา 2 ตอประชากร 100,000 คน (Thisyakorn and Nimmannitya, 

1985; Thongcharoen, 1985, , 1989)  

 ในป ค.ศ. 2006 มีรายงานการเกิดไขสมองอักเสบทั้งหมด 49 รายโดยพบที่ภาคเหนือ 9 

ราย พบมากทีจ่ังหวัดเพชรบรูณ 4  ราย กําแพงเพชร 1 ราย นครสวรรค 1 ราย ภาคกลาง 9 ราย 

พบมากที่ลพบุรี 2 ราย   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบถงึ 15 ราย โดยพบมากที่จงัหวัด นครพนม 9 

ราย ภาคใต 16 ราย พบมากที่กระบ่ี 7 ราย  นราธิวาส 8 ราย ขอมูลในป ค.ศ. 2007 พบผูปวยโรค

ไขสมองอักเสบเจอี 43 ราย (รอยละ 11.69) อัตราปวย 0.07 ตอประชากรแสนคน เปนผูปวยสัญชาติ

ไทย 40 ราย พมา 2 ราย และลาว 1 ราย โดยพบที่ภาคเหนือ 10 ราย พบมากที่จังหวัดเชียงใหม 4  

ราย แมฮองสอน  2 ราย ภาคกลาง 13 ราย พบมากที่จงัหวัดนนทบุรี 3 ราย นครปฐม 4 ราย ชลบุรี 

3 ราย   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบ 14 ราย โดยพบมากทีจ่ังหวัด มกุดาหาร 7 ราย นครราชสีมา 

3 ราย ภาคใต 6 ราย พบมากที่สงขลา  2 ราย แนวโนมของผูปวยลดลงในชวงป ค.ศ.1998 - 2004 

แตกลับเพิ่มข้ึนเล็กนอยหลังจาก ค.ศ.2005 เปนตนมา ในป ค.ศ.2007 พบผูปวยสูงสุดในชวงเดือน

พฤษภาคม - สิงหาคม ซึ่งแตกตางจากขอมูลยอนหลังทีจ่ะพบผูปวยสูงสุดในชวงเดือนกรกฎาคม – 

สิงหาคม เทานั้น (กรมควบคุมโรค, 2007) 
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การติดตอของโรค (Transmission) 
 

โรคไขสมองอักเสบจากเชื้อไวรัสเจอีนี้เปนโรคติดตอจากสัตวสูคน ผานทางยุงเปนหลัก 

โดยการติดตอเปนวงจร นก-ยุง-นก หรือ สุกร-ยุง-สุกร ซึ่งสุกรเปนสัตวรังโรคหลักทีสํ่าคัญของเช้ือ

ไวรัสเจอีที่เชื้อสามารถเพ่ิมจาํนวนในตัวสัตวได นอกจากนัน้ แลวยงัมีนกเปนสัตวรังโรคที่สําคัญ

เชนกนัที่สามารถเพิ่มจาํนวนเช้ือได สําหรับในสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานมถือเปน accidental host ที่

ตัวเช้ือสามารถเพิ่มจาํนวนไดโฮสตเหลานีใ้นระดับตํ่าหรือไมเพิ่มจํานวนเช้ือเลยและการติดเช้ือมี

ระยะเวลาที่ส้ันจึงไมสามารถแพรเชื้อไปสูสัตวอ่ืนได (Dead-end host) เชน คน หรือ มา เปนตน 

(Igarashi, 1992; Rosen, 1986; Scherer and Buescher, 1959) (ภาพที ่3) 

 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 3 แสดงวงจรการติดตอของเชื้อไวรัสเจอีโดยมียุงเปนพาหะ (ดัดแปลงจาก 

Halstead et al., 2003) 
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 ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตพบวาไวรัสเจอี นําโดยยงุ Culex subgroup vishnui ซึ่งยุง

ในกลุมนี้เชน Culex tritarniorhynchus, Culex pseudovishnui  และ Culex vishnui (Vaughn 

and Hoke, 1992) ยุงในสกุล Culex ที่สําคัญที่สามารถพบในประเทศไทยคือ Culex 

tritaeniorhynchus, Culex gelidus, Culex fuscocephala, Culex vishnui และ Culex 

pseudovishnui (สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ, 2547)               ซึ่งยุงในประเทศไทยที่พบวาเปน

พาหะหลักทีน่าํเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบในประเทศไทยคือยุง Culex tritaeniorhynchus, Culex 

gelidus และ Culex fuscocephala  (Chunsuttiwat, 1989)  การแพรกระจายของเช้ือไวรัสไข

สมองอักเสบในประเทศไทยพบวารูปแบบการติดเช้ือตามชวงฤดู (seasonal pattern) การ

แพรกระจายของโรคมักเกิดข้ึนในฤดูฝนเนือ่งจากมีปริมาณของยุงเปนจํานวนมากทาํใหมีตัวนาํการ

แพรกระจายของโรค รวมถึงมีแหลงที่เหมาะสมตอการแพรพันธุของยุง เชน แหลงน้าํขังที่เปนน้าํนิง่

และมีพวกวัชพืชอยูเปนตน  ลักษณะการเกิดโรคที่ระบาดในชวงฤดูฝนพบวาเพิม่สูงข้ึนในชวงเดือน

พฤษภาคม ถงึ เดือนสิงหาคม 

 การดูดเลือดของยุงเหลานี้จะข้ึนอยูกับการมีอยูของโฮสต และความพึงใจของยุงตอโฮสต 

รวมถึงส่ิงแวดลอมที่เหมาะสมตอการเพาะพันธุของยุงดวย ยุงในตระกูล Culex spp. เปนยงุที่มี

นิสัยดูดเลือดชวงกลางคืน จากการศึกษาในประเทศไทยพบวาการดูดเลือดจะสูงเปนสองชวงคือ 

ชวงหลังพระอาทิตยตกและชวงกอนพระอาทิตยข้ึน คือหลังเทีย่งคืนถึงประมาณตี 4 (Gould et al., 

1974)  ยุง Culex gelidus และยุง Culex fuscocephala เปนยงุที่มีความชอบในการดูดเลือดสัตว

สูง (high zoophilic) และมีความชอบในการดูดเลือดคนตํ่า (poor anthropophilic) ในขณะที่ยงุ 

Culex quinquefasciatus ชอบดูดเลือดคน (anthropophilic) สูงถงึ 53.2 - 62.7 % ชอบดูดเลือด

โค 7 - 14.7 % และดูดเลือดสุกร 1.5 % (Reuben et al., 1992) จากการศึกษาพบวา ยุง Culex 

tritaeniorhynchus นั้น 56.6 % ดูดเลือดโค และ 6.3 % ดูดเลือดสุกร อยางไรก็ตามเม่ือ

ทําการศึกษาพบวายุง Culex tritaeniorhynchus นัน้บางสวนมีการดูดเลือดสัตวหลายชนิดดวย

เชนกนั (mixed blood feeding) (Arunachalam et al., 2005) 

 เมื่อทาํการศึกษาการติดเช้ือไวรัสเจอี ในยงุ Culex tritaeniorhynchus พบวายุงสามารถ

ติดเช้ือไดเมื่อไดรับเช้ือแมในปริมาณทีน่อยเพียง 0.15 median lethal dose (LD50) / ตัวยงุ (3 

mouse - LD50 / 0.04 ml blood) และจะสามารถตรวจพบไวรัสในยุงไดหลังจากไดรับเช้ือ 5 - 9 วนั 

แตจะสามารถแพรเชื้อไปสูสัตวอ่ืนไดเมื่อไดรับเช้ือไปแลวอยางนอย 2 สัปดาห โดยยุงนี้สามารถ

แพรเชื้อไวรัสเจอี ไปสูสุกรไดถึง 92 % ในขณะที่การแพรไปสูสัตวปก (ไก) ไดเพียง 48 % (Gresser 

et al., 1958) ซึง่โดยเฉลี่ยแลวยุง Culex tritaeniorhynchus จะสามารถติดเช้ือเมือ่ไดรับเช้ือไวรัส

เจอี ในขนาด 101 และสามารถเพิ่มจาํนวนเช้ือไดมากกวา 104  (Soman et al., 1977; Takahashi, 
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1976) นอกจากนี้การเพิ่มจํานวนของตัวเชื้อและการแพรเชื้อยังข้ึนกบัอุณหภูมิโดยรอบดวย โดย

พบวาเชื้อจะเพิ่มจํานวนสูงสุดใน 5 วัน เมื่อยุงอยูในอณุหภูมิ 28°C แตจะใชเวลานานข้ึนเม่ือยุงอยู

ที่อุณหภูม ิ 10°C และเช้ือจะสามารถแพรกระจายไดสูงสุดภายใน 14 วัน เมื่อยุงอยูในอุณหภูมิ 

28°C แตใชเวลาถึง 20 วัน เมื่อยุงอยูในอณุหภูมิ 20°C (Takahashi, 1976) 

 เมื่อทาํการศึกษาทางพยาธิกําเนิด (pathogenesis) ของยุง Culex tritaeniorhynchus 

พบวา เมื่อยงุไดรับเช้ือไวรัสเจอีเขาไป 2 วันเช้ือจะเขาไปอยูที่เซลลไขมันตามลําตัวสวนอกของยุง 

จากนั้นแพรเขาไปสูตอมน้ําลายของยุงหลังไดรับเช้ือ 4 วัน และในวันที่ 8 หลังไดรับเช้ือจะสามารถ

พบเชื้อไดทีท่างเดินอาหารสวนกลางและทายของยุง นอกจากนัน้ยังพบการติดเช้ือทีเ่ซลลประสาท

ของยุงคือ throracic ganglion, abdominal ganglion, cephalic ganglion และท่ีตาเมื่อไดรับเช้ือ

ไปแลว 4 วัน เชนกัน จากการศึกษาโดยสวนใหญกลาววาเชื้อจะแพรมาที่ตอมน้ําลายของยุงผาน

ทางน้าํเลือด (haemolymph) (Leake and Johnson, 1987) เมื่อทําการศึกษาการติดเช้ือในยุง 

Culex fuscocephala พบวาเมื่อใหเชื้อในปริมาณโดยเฉล่ีย 8 plaque forming unit (PFU) / 

mosquito จะทําใหยงุ 92 % เกิดการติดเช้ือและสามารถเพิ่มจํานวนตัวเชื้อในยุงใหมีปริมาณที่

มากกวา 105 PFU / mosquito ในวนัที่ 10 หลังการติดเช้ือ และยุงยังสามารถคงระดับไตเตอรของ

เชื้อที่สูงไดอยางนอย 4 สัปดาห (Muangman et al., 1972)  จากการศึกษาการติดเช้ือในยุง Culex 

gelidus พบวาปริมาณเชื้อ 4 LD50/ 0.03ml blood คือ ปริมาณเชื้อที่นอยที่สุดที่จะทําใหยงุนี้ติด

เชื้อแตตองใชระยะเวลาฟกตัว 21 วนั แตเมื่อยุงไดรับเช้ือในปริมาณทีม่ากกวานี้ระยะเวลาฟกตัวจะ

นอยลงซ่ึงระยะเวลาฟกตัวทีน่อยที่สุดคือ 6 วนั (Gould et al., 1962) 

 จากการศึกษาการติดเช้ือไวรัสเจอี ในยุง Culex pipiens molestus และยุง Culex 

tritaeniorhynchus เมื่อใหเช้ือไวรัสเจอี ที่แยกไดจากไตหวัน พบวามีระดับไวรัสในวนัแรก 105.54   

PFU แลวลดลงเหลือ 102.9 PFU ในวนัที่สาม และเพิม่สูงข้ึนเปน 104.65 PFU ในวันที่แปดในยุง 

Culex pipiens molestus ขณะทียุ่ง Culex tritaeniorhynchus พบวามีระดับไวรัสในวนัแรก 

105.48 PFU ลดลงเหลือ 102.6 PFU ในวนัทีสิ่บ และเพิ่มเปน 105.18 PFU ในวนัที ่13 พบวา median 

infective dose (ID50) ของยุง Culex pipiens molestus คือ 102.83 PFU และยุง Culex 

tritaeniorhynchus คือ 101.02 PFU และมีคา median infective dose for virus transmission 

(TID50) เทากบั 105.34 PFU และ 104.59 PFU ตามลําดับ เมื่อทาํการทดสอบโดยใหยุงที่มเีชื้อมากัด

หน ู Balb/C แลวสังเกตอาการเปนเวลา 14 วัน ผลที่ไดแสดงวายงุ Culex pipiens molestus มี

ความสามารถในการแพรกระจายเชื้อไดเชนเดียวกับ Culex tritaeniorhynchus (Weng et al., 

2000) 
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 ประเทศญ่ีปุนพบวายุงในแถบโตเกียวที่มกีารติดเช้ือไวรัสเจอี ในชวงป ค.ศ. 1952 - 1957 

มีเพียงชนิดเดียวคือยุง Culex tritaeniorhynchus โดยการติดเช้ือในยุงนี้จะพบในชวงปลายเดือน

มิถุนายนถงึตนเดือนตุลาคม (Buescher et al., 1959) ในไตหวันเมือ่ทําการศึกษาโดยการหาเช้ือ 

ไวรัสเจอี ในยงุในชวงตุลาคมป ค.ศ. 1995 - 1996 พบวา Culex tritaeniorhynchus จํานวน 97 

pools และ Aedes albopictus จํานวน 20 pools จากยุงทั้งหมด 13,576 pools มีเชื้อไวรัสเจอี

เม่ือทําการแยกเช้ือจากยุงลงใน C6/36 cell จากนัน้จําแนกเชื้อดวยวธิี indirect fluorescent 

antibody test โดยใช monoclonal antibody ตอเช้ือไวรัสเจอี (Weng et al., 1999) 

สุกรถือเปนสัตวรังโรคหลักที่สําคัญที่สามารถเพิ่มจํานวนของตัวเช้ือ (amplifying host) ได

โดยเฉพาะในแถบที่ไวรัสเจอีเปนแบบ endemic นั้นถือวาสุกรเปนโฮสตที่ทําใหตัวเช้ือไวรัสคงอยูได

ในส่ิงแวดลอม (maintenance host) ความสําคัญของการที่สุกรเปนตัวเพิ่มจํานวนของเช้ือและเปน

โฮสตที่ทําใหตัวเช้ือคงอยูนั้นสามารถแสดงใหเห็นไดจากการศึกษาในญ่ีปุนของ Scherer และ 

Buescher ในป ค.ศ. 1959 เมื่อทําการตรวจทางซีร่ัมวิทยาของสุกร พบวาสุกรมีระดับภูมิคุมกันตอ

ไวรัสเจอีในระดับที่สูง เมื่อยุงที่มีเชื้อไวรัสเจอีดูดเลือดสุกรแลวเช้ือจากยุงเขาไปเจริญและเพิ่ม

จํานวน หลังสุกรถูกยุงกัด 3 - 4 วัน โดยเลือดจะมีปริมาณเชื้อไวรัสสูงนาน 2 - 4 วัน  ระดับไวรัสใน

กระแสเลือด (viremia) โดยเฉล่ียของสุกรที่มีการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีคือ 106 median 

suckling mouse intracranial lethal dose (SMICLD50) / ml of blood (Burke et al.,1988) การ

สํารวจทางซีร่ัมวิทยาเปนการยืนยันถึงความสําคัญของสุกรเปนโฮสตที่สามารถเพิ่มจํานวนของตัว

เชื้อ  เพราะสุกรเปนโฮสตที่ดึงดูดยุงที่เปนพาหะหลักของเช้ือที่ดีมาก เนื่องจากเปนแหลงดูดเลือดที่

ยุงชอบมากกวาสัตวอ่ืน (Burke et al., 1985a) ซึ่งจะสงผลใหคนมีความเส่ียงในการติดเชื้อสูงถามี

การเล้ียงสุกรเปนจํานวนมากใกลแหลงชุมชน ดังนั้นจึงมีการใชสุกรเปนเคร่ืองมือชี้วัดการเกิดการ

ติดเช้ือ (sentinel pigs) เพื่อศึกษาแนวโนมของการเกิดเช้ือในคนในประเทศตางๆ เชน ญ่ีปุน 

(Maeda et al., 1978) ไตหวัน (Detels et al., 1976) ไทย (Burke et al., 1985b; Johnsen et al., 

1974) อินเดีย (Geevarghese et al., 1987; Geevarghese et al., 1991) ศรีลังกา (Peiris et al., 

1993) อินโดนีเซีย (Van Peenen et al., 1974) และออสเตรเลีย (Hanna et al., 1996) เนื่องจาก

ตัวเช้ืออยูในกระแสเลือดสุกรไดนานทําใหยุงที่มาดูดเลือดสุกรในระยะนี้ติดเช้ือและทําใหเช้ือ

สามารถเพิ่มจํานวนในยุงได เมื่อยุงมาดูดเลือดสัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอ่ืน เชน คน มา รวมทั้งนก 

ทําใหสัตวเหลานี้เกิดการติดเชื้อ โดยสวนใหญสัตวที่ติดเชื้ออาจไมแสดงอาการ แตในมาและคน

อาจแสดงอาการสมองอักเสบ  โดยในมาพบวาจะมีปริมาณเชื้อ 101.5 SMICLD50ในชวง viremia 

(Endy and Nisalak, 2002) 
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ในประ เทศไทยพบการติด เชื้ อ ไว รัส เจ อีใน สุกรจากฟารมในภาคกลาง  ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ รวมทั้งจังหวัดชลบุรี และประจวบคีรีขันธ ในกลุมพอแมพันธุมีระดับคอนขาง

สูงคือ 91.67 - 99.25 % สวนในสุกรสาวพบมีอัตราการติดเชื้อ 76.92 % ในชวงฤดูหนาว และจะ

เพิ่มข้ึนในฤดูอ่ืนๆ (ฤดูรอน 92.11 % และ ฤดูฝน 100 %) สําหรับอัตราความชุกของการติดเชื้อใน

กลุมสุกรพอแมพันธุในแตละฟารมพบไดต้ังแต 73.34 – 100 % ซึ่งกระจายอยูตามพื้นที่ตางๆ ทั่ว

ประเทศ และเมื่อทําการศึกษาทางซีร่ัมวิทยาในลุกสุกรพบวาลูกสุกรจะมีการเกิด seroconversion 

โดยเฉล่ียในชวงอายุ 10 - 12 สัปดาห เปนสวนใหญ (คณิศักด์ิ และคณะ, 1998) 

นอกจากนีน้กก็เปนสัตวรังโรคตามธรรมชาติที่สามารถเพิม่จํานวนตัวเชือ้ (amplifying 

host) ไดเชนกัน โดยเฉพาะอยางยิ่งในสกุลนกน้ํา (ardeid species) ที่โดยสวนใหญนกเหลานี้มี

การอพยพยายถิ่นไปตามแหลงตางๆ (ภาพท่ี 4) 
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ภาพท่ี 4 แสดงรูปแบบการยายถิน่ของนกใน East Asian-Australasian region ซึ่งนกน้ํา

เหลานี้จะมีรูปแบบการยายถิ่นตามทิศทางโดยไปทางเหนือในฤดูใบไมผลิ และอพยพไปทางใตใน

ฤดูใบไมรวง ซึ่งลูกศรแสดงทิศทางการอพยพของนก, PNG; Papua New Guinea (ดัดแปลงจาก 

Nga et al., 2004)  

 

 

นกเหลานี้ถือวาเปนโฮสตทีท่าํใหเชื้อคงอยู (maintenance host) ในแหลงที่ไมมีสุกรหรือมี

สุกรอยูเปนจาํนวนนอย นอกจากน้ันยังอาจเปนตัวแพรกระจายตัวเชือ้ไปสูแหลงอ่ืนๆได (Scherer 

et al., 1959) ซึ่งจากการศึกษาพบวานกปามีความสําคัญในการเปนตัวแพรกระจายเช้ือไวรัสเจอ ี

ในธรรมชาติ ซึง่สามารถตรวจพบระดับภูมคุิมกันตอไวรัสเจอีไดในนกน้าํ   Black-crowned night  
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heron (Nycticorax nycticorax), Plumed egrets (Egretta intermedia), Little egrets 

(Egretta garzetta) และระดับภูมิคุมกันตอไวรัสเจอีเมื่อตรวจพบวาในนก Black-crowned night 

heron  นัน้มีไตเตอรสูงกวานกชนิดอ่ืน (Buescher et al., 1959) ซึ่งนกนีดึ้งดูดยุง Culex 

tritaeniorhynchus ไดมากกวานกชนิดอ่ืน (Scherer et al., 1959)  และพบวาระดับ viremia สูง

ถึง 103.5 SMICLD50/ 0.03 ml of blood สามารถพบไดในนกน้าํเหลานี ้นก Pond heron (Ardeola 

grayii) และ Cattle egrets (Bubulcus ibis) พบระดับ viremia ที่ใกลเคียงกนั (Ogata et al., 

1970)  ซึ่งเมือ่เกิดการติดเช้ือนกเหลานี้สวนใหญจะไมแสดงอาการ และมีระยะ viremia ยาวนาน

ถึง 4 วนั (Gresser et al., 1958) 

 

 

พยาธิกําเนิด (Pathogenesis)  
 

การติดตอของโรคเกิดจากยงุที่มีเชื้อ JEV ดูดเลือดสุกรแลวเชื้อจากยงุเขาไปเจริญและเพิ่ม

จํานวน ภายหลังสุกรถูกยุงกดั 3 - 4 วัน โดยเลือดจะมปีริมาณเชื้อไวรัสสูงระยะส้ันๆ นาน 2 - 4 วัน 

เมื่อยุงดูดเลือดสุกรในชวงนียุ้งจะนําเชื้อทีไ่ดรับจากสุกรไปดวย  

การติดเช้ือในคนเร่ิมจากเม่ือถูกยุงที่ติดเช้ือกัดทําใหเชื้อเขาไปอยูใน dendritic cell 

(Langerhans’ cells) ที่ผิวหนังของคน จากนั้นเช้ือจะแพรไปที่ peripheral lympnode ผานเซลล

เม็ดเลือดขาวตางๆ โดยไวรัสจะทําการเพิ่มจํานวนใน macrophage และเซลลอ่ืนๆของ 

peripheral lymphatic system ตามมาดวยการเกิด viremia ในชวงส้ันๆ ที่โดยทั่วไปจะใชเวลา

นอยกวาหนึ่งสัปดาห ซึ่งชวงนี้จะเปนชวงที่เช้ือไวรัสจะเขาสูระบบประสาทสวนกลางได โดยสวน

ใหญหากผูที่ไดรับเชื้อไดรับการรักษาในชวงนี้โอกาสเกิดความเสียหายตอระบบประสาทจะพบได

เพียง 1 : 200  - 1 : 1,000 ราย ซึ่งการผานเขาสูระบบประสาทสวนกลางนั้นตัวเช้ือจะเขาโดยผาน 

blood-brain barrier ไปสู vascular endothelium ซึ่งเมื่อไวรัสเขาไปสูเซลลประสาทแลวนั้น

สามารถพบไดที่ phagocytic cell ภายในระบบประสาท ซึ่งผลกระทบของไวรัสที่ระบบประสาท

สวนใหญจะเกิดในสวน hippocampus, thalamus, substantia nigra และ brainstem 

นอกจากนั้นสวน cerebellum, spinal cord สวนบนโดยเฉพาะใน anterior horn cell อาจมี

ผลกระทบดวย ซึ่งสวนที่ไดรับผลกระทบจากเชื้อไวรัสนี้จะเกิดการอักเสบและการบวมนํ้า เซลล

อักเสบที่เขามาสวนใหญจะเปน T cell, macrophage และ B cell ซึ่งการตอบสนองตอการอักเสบ

ของรางกายเปนผลใหเกิดโรคทางระบบประสาทเปนหลัก แมวาการที่เซลลประสาทถูกทําลายเชน

การเกิดการตายของเซลล (apoptosis) จะมีสวนรวมดวยก็ตาม 
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ในประเทศที่มกีารระบาดของเช้ือแบบ endemic นั้น การติดเช้ือไวรัสเจอีนี้มกัพบสวน

ใหญในเด็ก ในขณะที่ผูใหญโดยสวนใหญจะมีภูมิตานทานตอโรค อยางไรก็ตามโรคนี้สามารถเกิด

ไดในทุกอายุในคนที่เขามาในประเทศจากแหลงอ่ืนที่ไมไดมีเชื้อนี้อยูเปนโรคติดตอเฉพาะถิ่น และ

ยังสามารถแพรระบาดรุนแรงในพื้นที่อ่ืนไดเชนเดียวกัน ในประชากรที่อายนุอยมากหรือในกลุม

ผูสูงอายกุ็สามารถเกิดอาการไขสมองอักเสบรุนแรงไดเชนกันเม่ือไดรับเช้ือ (Mackenzie et al., 

2007) 

  

อาการของโรค (Clinical sign) 
 

การติดเช้ือไวรัสเจอี ในคนมกัแสดงอาการในเด็กทีม่ีอายตํุ่ากวา 15 ป มีอัตราการปวยและ

เสียชีวิต 12 – 14 % เนื่องจากมีความตานทานโรคตํ่า รายทีห่ายปวยถาเชื้อทําลายสมองจะทาํให

พิการได สวนผูใหญมกัมีความตานทานตอโรคนี้ สตรีต้ังครรภอาจจะแทง อาการของการติดเช้ือ

โดยทั่วไปคือ มีไข (โดยทั่วไปจะมากกวา 41°C) ปวดศีรษะ มีอาการทางระบบทางเดินอาหาร 

ตามมาดวยการมีสตินอยลง อาการสับสน (confusion) ชัก และอาจตายได (Miyake, 1964; 

Solomon et al., 2000) ในคนระยะฟกตัวของโรคโดยทั่วไปจะนอยกวา 1 สัปดาห แตในบางราย

จะสูงถงึ 16 วัน อาการเกร็งกลามเนื้อคอสามารถพบไดกวาคร่ึงของผูปวย นอกจากนัน้เม่ือตรวจ 

cerebrospinal fluid จะพบ lymphocytosis (>100 x 109 cell per litre) อัตราการตายของผูปวย

ดวยโรคไขสมองอักเสบเจอี คือ 30 % แตมีผูที่เกิดความผิดปกติระยะยาวจากการติดเช้ือไวรัสเจอี 

(Solomon, 2003; 2004) ซึ่งความผิดปกติทีเ่กิดข้ึน เชน ความผิดปกติทางพฤติกรรม 

ความสามารถในการเรียนรูตํ่าลง ซึง่อาการดังกลาวอาจตองใชเวลาหลายปจงึจะสังเกตเหน็อาการ

ตางๆ ดังกลาวได (Lam et al., 2005) ในแถบทีม่ีโรคไวรัสเจอีแพรกระจายแบบ endemic ผูที่ติด

เชื้อมักไมแสดงอาการ (asymptomatic) หรืออาจแสดงอาการเพียงเล็กนอย (mild symptomatic) 

สุกรโตเต็มวัยและสุกรขุนทีติ่ดเช้ือไวรัสเจอี มักไมแสดงอาการของโรค (Shimizu et al., 

1954) ในสุกรพบวาการติดเช้ือผานรกในแมสุกรที่อุมทองเปนสาเหตุทําใหเกิดการตายของตัวออน 

ลูกกรอก ตายแรกคลอด ลูกสุกรออนแอและแสดงการผิดปกติพิการแตกําเนิดของลูกสุกร ในลกู

สุกรอายุนอยกวา 3 เดือนที่ไมมีภูมิคุมกันจากแมอาจแสดงอาการสมองอักเสบ และสมองบวม 

(hydrocephalus) (Joo and Chu,1999) ในสุกรพอพันธุอาจพบการเกิดการผสมไมติด (infertility) 

จากการทีพ่อพันธุไมมีสเปรม (aspermia) 

อาการในนกสวนใหญเมื่อเกดิการติดเช้ือจะไมแสดงอาการ (Gresser et al., 1958) 
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การวินิจฉัยโรค (Diagnosis) 
  

วิธีการวินจิฉัย JEV มีหลายวิธี ไดแก  การเพาะแยกเช้ือไวรัส (virus isolation) ในสมอง

ลูกหนูดูดนม (sucking mice) หรือในเนือ้เยื่อเพาะเล้ียง เชน African green monkey kidney 

cells  (Vero cell),  Porcine kidney cells, Hamster kidney cells, MD-BK cell line หรือ C6/36 

cells เพื่อดูการเกิด cytopathic effect (CPE)  หรือตรวจโดยการยอมทาง 

Immunocytochemistry โดยตัวอยางทีใ่ชตรวจเปนช้ินเนื้อจากสมองหรือไขสันหลัง 

cerebrospinal fluid (CSF) (OIE)  นอกจากนี้ยังมีการวินิจฉัยโดยใชวิธีทางซีร่ัมวทิยาเพื่อตรวจหา

ระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอี ซึ่งมีอยูดวยกันหลายวิธี ไดแก haemagglutination inhibition (HI) 

test,  Complement fixation test (CF), Enzyme-linked immunoassay (ELISA), serum 

neutralization, epitope blocking immunoassay และ dot enzyme immunoassay (EIA) (Joo 

and Chu,1999)  ปจจุบันมีการนาํเทคนคิทางอณูชวีวทิยา (Molecular biology techniques) มา

ใชในการตรวจวินิจฉัยอยางกวางขวาง โดยพบวามีการนาํเอาเทคนิคทางอณูชวีวทิยามาใชแทน

การเพาะแยกเชื้อไวรัส เนื่องจากทราบผลไดรวดเร็วกวาและมีความจาํเพาะสูง ซึ่งเทคนิคทางอณู

ชีววทิยาเชน reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) (Yang et al., 

2004)  

จากการที่ม ี viremia ในระยะที่ส้ันทําใหเปนไปไดนอยที่จะทําการแยกเชื้อจากเลือดหรือ

จาก cerebrospinal fluid (CSF)  ดังนัน้การใชวิธีการตรวจทางโมเลกุลโดยตรวจหา RNA ของ

ไวรัส นาจะเปนวิธทีี่เหมาะสมกวาในคนซึ่งวิธีดังกลาวเชน RT-PCR ซึ่งเปนวิธกีารตรวจที่ประสบ

ความสําเร็จในการตรวจหาเช้ือใน CSF ของคน นอกจากนี้ยงัสามารถทาํการวนิิฉัยโรคดวยการ

ตรวจระดับภูมิคุมกันตอไวรัสเจอีในซีร่ัม และ CSF นัน้สามารถตรวจโดยใชวิธี EIA หรือ HI test 

รวมถึง immunofluorescence antibodies assay และ rapid immunochromatographic 

antibody assay ก็ไดถูกพัฒนาเพื่อหาการติดเช้ือไวรัสนี้ (Cuzzubbo et al., 2000)  

 
 
 
 
 
 
 



บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

อุปกรณและวิธีการ 
 
เซลลเพาะเลีย้ง 

  

ในการศึกษานีใ้ช African green monkey kidney cells  (Vero cell) ซึ่งเปน continuous 

cell line และ C6/36 cells ซึ่งเปน mosquitoes cell line ในการเพิม่จํานวนเช้ือไวรัส โดยทาํการ

เพาะเล้ียง Vero cells ดวยอาหารเล้ียงเช้ือที่ประกอบดวย Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium, L-glutamine 2.0 mM, gentamicin sulfate 20 mg ตอ medium 100 ml   ซึ่ง 

maintenance medium (MM) เติม 10% Fetal Bovine Serum (FBS)   

 

สวนอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับ C6/36 cell ใช Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 

non-essential amino acid, L-glutamine 2.0 mM, gentamicin sulfate 20 mg ตอ medium 

100 ml  ซึง่ MM เติม 10% FBS 

 

 
เชื้อไวรสั 
  

 Japanese encephalitis virus สายพันธุปกกิ่ง (Beijing) ที่มีความเขมขน 104.87 TCID50/ 

ml 
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ตัวอยางยงุ 
 

ทําการเก็บตัวอยางยุงในจังหวัดนครสวรรค จากฟารมสุกรพันธุจํานวน 2 ฟารม แหลง

ชุมชนจํานวน 1 แหลง และแหลงนกธรรมชาติ 1 แหลงจากบึงบอระเพ็ด ทําการเก็บตัวอยางในชวง

เดือนมีนาคม ถึง เดือนตุลาคมเปนจํานวน 5 คร้ัง โดยใชเคร่ืองจับยุงที่มีหลอดไฟ และ

คารบอนไดออกไซดจากน้ําแข็งแหง เปนตัวลอใหยุงมายังเคร่ืองจับยุง (CDC light traps baited 

CO2) และจะทําการดักในชวงเวลา 18.00 – 07.00 น. ของวันรุงข้ึน ซึ่งเปนชวงที่ยุงซ่ึงเปนพาหะ

ของเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีมีปริมาณมาก จากนั้นขนสงตัวอยางมาที่หองทดลองตอไป 

ทําการสุมตัวอยางยุงจากยุงที่จับไดจากแหลงนกธรรมชาติและแหลงสุกรจํานวนแหลงละ  

100 pools สําหรับแหลงชุมชนเก็บตัวอยางเปนจํานวน 24 pools ซึ่งแตละ pool ประกอบดวยยุง

ไมเกิน 50 ตัว 

 
 
ตัวอยางเลือดสุกร 
 

 ทําการเจาะเลือดจากลูกสุกรพันธุ คละเพศ จํานวน 40 ตัวที่อายุ 8 และ 14 สัปดาหจาก

ฟารมสุกรที่ทําการเก็บตัวอยางยุงฟารมที่หนี่งและในฟารมสุกรพันธุที่สองทําการเก็บตัวอยางเลือด

ลูกสุกรที่อายุ 21 และ 27 สัปดาห แลวนําเลือดที่ไดมาปนแยกซีร่ัม เก็บตัวอยางซีร่ัมไวที่ -20°C 

เพื่อรอการตรวจหาระดับแอนติบอด้ีตอเช้ือไวรัสเจอีตอไป 

 

 
การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบดวยวิธีฮีแมกลูติเนชั่น อินฮิบิชั่น
(Hemagglutination Inhibition Test) 
 

ทําการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีจากซีร่ัมของลูกสุกรดวยวิธี     

ฮีแมกลูติเนช่ัน อินฮิบิชั่น (Hemagglutination Inhibition Test : HI test) โดยใชไวรัสแอนติเจนไข

สมองอักเสบเจอี สเตรน ปกกิ่ง (Beljing) และเม็ดเลือดแดงหานที่ความเขมขน 0.5 % ตามวิธีของ 

Clarke and Casals (1958) โดยยอดังนี้ ทําการทดสอบ HI โดยใส borate saline pH 9.0 ที่มีการ

เติม 0.4 % bovine albumin ใน 96 well microplate ทุกหลุมๆ ละ 25 μL จากนั้นใสตัวอยางซีรัม

ที่ผานข้ันตอนการกําจัด non-specific destroying enzyme ดวย Acetone extraction ในแถวแรก 

หลุมละ 25 μL ทําสารละลายเจือจาง 2 เทา (2- fold dilution) โดยดูดสารละลายจากแถวแรก 25  
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μL ใสในแถวที่ 2 ผสมใหเขากัน แลวดูดไปใสในแถวถัดไปเร่ือยๆ จนถงึแถวรองสุดทายใหดูด

สารละลายทิ้ง (แถวสุดทายเปน negative control) เติมสารละลายไวรัสใน 0.4 % bovine 

albumin boratr saline pH 9.0 ที่มีคาเทากับ 8 HA unit หลุมละ 25 μL ต้ังไวในตูเย็น นานอยาง

นอย 2 ชั่วโมงหรือขามคืน เติมเม็ดเลือดแดงหาน 0.5 % ใน phosphate buffer ที่ pH 6.6 ทกุ

หลุมๆ ละ 50 μL เคาะเบาๆ เพื่อใหสารละลายผสมกนั ต้ังไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง จากนัน้

อานผลระดับแอนติบอด้ีเปนสวนกลับของลําดับการเจือจางตํ่าสุดทีย่ั้บยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือด

แดงได โดยกาํหนดคาแอนติบอดีที่ใหผลบวกตอการตรวจที่ระดับมากกวาหรือเทากับ 10 จากนั้น

ทําการเปรียบเทียบกับผล RT-PCR ที่ได 

 
 
Viral extraction 
  

เมื่อไดตัวอยางยุงแลวทําการแยกชนิด (species) และเพศของยุง โดยการดูลักษณะ

ภายนอก (morphology) (Rattanarithikul and Panthusiri, 1994) จากนั้นเลือกแตยุงเพศเมียและ

แบงยุงออกเปนกลุม (pool) ตามชนิดของยุง ทําการบดยุงที่จับมาไดใน 300 μL PBS เติมลูกโลหะ

ขนาดเล็ก (Crosman, USA) จํานวน 4 ลูก แลวปนดวย vortex จนยุงละเอียด จากนั้นเติม PBS 

อีกจํานวน 1,200 μL ปนซํ้าอีกคร้ังดวย vortex จากนั้นทําการปนดวย centrifuge ที่ 5,000 rpm ที่ 

4 °C เปนเวลา 15 นาที เก็บและแบงสวนใสที่ไดเพื่อทําการสกัด RNA สําหรับการทดสอบ RT-

PCR และสําหรับการลงในเซลลเพาะเล้ียงเพื่อทําการแยกและพิสูจนเชื้อไวรัสเจอีตอไป 

 
 
การสกัด RNA จากตัวอยาง 
  

ทําการสกัด RNA จากตัวอยางยุง ดวย TRIzol LS® reagent (invitrogen, USA ) โดยนํา

ตัวอยางจากยุงที่ไดบดแลวจํานวน 250 μL กับ TRIzol LS จํานวน 750 μL ผสมใหเขากัน จากนั้น

ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที เติม Chloroform จํานวน 200 μL ผสมใหเขากันดี ต้ังทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 15 นาที แลวนําไปปนที่ 12,000 rpm ที่ 4 °C เปนเวลา 15 นาที แลวเก็บเฉพาะสวน

ใสลงในหลอดที่สะอาด จากนั้นเติม isopropanol alcohol จํานวน 500 μL ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

10 นาที แลวนําไปปนที่ 12,000 rpm ที่ 4 °C เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวทําการลาง 

RNA pellet ดวย 70 % ethanol 1 mL แลวผสมตัวอยางดวย vortex แลวนําไปปนที่ 12,000 rpm  



                                                                                                                  28 
                                                                                                              

 

ที่ 4 °C เปนเวลา 15 นาที เก็บ RNA ใน 70 % ethanol ที่อุณหภูมิ -20°C จากนั้นทําการเทสวน

ใสทิ้ง แลวทําใหสวนตะกอนแหงเปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม RNase-free water หรือ DEP-C 

treated water จํานวน 40 μL 

ทําการรักษาสภาพของ RNA ที่ -80°C เพื่อเตรียมนําไปใชงานตอไป 
 
 
ขั้นตอนการทําปฏกิริยา Reverse transcriptase - polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 

 นํา RNA ที่ไดจากการสกัดจํานวน 5 μL มาสังเคราะหเปน cDNA และเพิ่มจํานวนโดยใช 

AccessOuickTM RT-PCR system (Promega, USA) และ primers ที่จําเพาะตอ C/Pr M gene 

ของไวรัสเจอี (ออกแบบโดยหนวยไวรัสวิทยา) ที่มีลําดับเบส ดังนี้  

Forward 5’ GAC TAA AAA ACC AGG AGG GC  

Reverse 5’ CTC CCC ATG TGT TTG GAC CG  

โดยผลผลิต PCR ที่ไดจากการใช primer นี้จะมีความยาว 681 base pair (bp) ข้ันตอน

ในการทําพีซีอารมีดังนี้   

AccessQuick (2x Master Mix) (Promega) 12.5 μL   

forward primer      1 μL   

reverse primer      1 μL   

AMV reverse transcriptase (5U)   0.5 μL   

RNase-free water     8.5 μL   

จากนั้นนํา master mix ที่เตรียมไวมาเติม template DNA ของตัวอยางจํานวน 1.5 μL  และนําไป

เพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอเปาหมายดวยเคร่ือง thermocycler (Perkin Elmer Cetus 9600, CA, 

USA) โดยผานกระบวนการที่มีอุณหภูมิตามลําดับดังนี้  

Reverse transcription 48°C  45 นาท ี

Initial PCR activation 94°C  3  นาท ี

Denaturation  94°C  30   วินาท ี

Annealing  58°C  30   วินาท ี      35 รอบ 

Extension  72°C  30   วินาท ี

Final extension  72°C  7   นาท ี

เก็บไวที ่4°C จนกวาจะนาํมาเขาสูกระบวนการในลําดับตอไป 
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การตรวจหา RT-PCR product 
 

นําผลผลิตที่ไดจํานวน 10 μL    ไปวิเคราะหผลดวย 1.5 % agarose gel 

electrophoresis โดยมี 100 base pair (bp) DNA ladder (GIBCO BRL life Technologies 

Inc., Gaitherberg) เปน marker เปรียบเทียบ และยอมสีดวย Ethidium bromide (2 μL/ml) ดูผล

ดวยกลอง UV transluminator ซึ่งจะใหผลผลิตที่มีขนาด 681 bp  

 
 
การทดสอบความไว (Sensitivity) ของ primer C /pre M ตอเชื้อ JE เมื่อทําการทดสอบโดย
วิธี RT-PCR 
 

 ทําการทดสอบโดยนําเชื้อไวรัสเจอี สเตรน ปกกิ่ง ที่มีความเขมขน 104.87 TCID50/ ml มาทํา

การเจือจางทีละสิบเทาไปจนถึง 10-3.87 TCID50/ ml จากนั้นทําการตรวจหา RNA ของไวรัสเจอีดวย

วิธี RT-PCRตามข้ันตอนดังกลาวขางตน โดยอานผลความเขมขนตํ่าสุดที่ใหผลผลิตที่มองเห็นได 

 
 
Virus isolation 
 

 นําตัวอยางที่ใหผลลบตอ RT - PCR มารวมกันในยุงชนิดเดียวกันที่มาจากแหลง และเวลา

เดียวกัน (โดย 1 pool มีจํานวนยุงไมเกิน 250 ตัว) ทําการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด C6/36 cells 

เปนเวลา 3 วัน โดยใช supernate ที่ไดจากการบดยุง จากนั้นนําเซลลไป freeze ที่อุณหภูมิ  -80 

°C แลวนํามา thaw เพื่อลงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด vero cells อีกคร้ังเปนเวลา 3 วัน ใน       96 

well microplate โดยทําการเล้ียงแบบ co - culture กอนนําไปยอมตรวจหาแอนติเจนของไวรัสเจอี

ตอไป 
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Immunocytochemistry staining 
 

 นําเซลลเพาะเล้ียงมาทําการยอมโดย นําเพลทมาสะบัดน้ําเล้ียงเซลลออกใหหมด จากนั้น 

Fix เซลลดวย 4 % formalin ใน PBS Tween (PBST) 0.5 % หลุมละ 100 μl  incubate ที่

อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้น สะบัดเพลทใหแหง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง โดยใช PBST 

จํานวน 150 μl/หลุม แลวเติม Mouse Anti – Japanese encephalitis (nakayama) monoclonal 

antibody (Millipore, USA) โดยใชอัตราสวน 1: 200  ใน PBST + 1 %  Bovine serum albumin 

(BSA) ใสในปริมาตร 50 μl/หลุม incubate เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง จากนั้น สะบัดเพลท

ใหแหง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง โดยใช PBST จํานวน 150 μl/หลุม แลวเติม Goat Anti–mouse 

IgG horseradish peroxidase Conjugate (Dako, Denmark) ในอัตราสวน 1: 250  (diluteดวย 

PBST + 1 % BSA) ใสในปริมาตร 50 μl/หลุม จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C ในตูที่มี CO2 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นสะบัดเพลทใหแหง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง โดยใช PBST จํานวน 

150 μl/หลุม เติม substrate โดยใช 0.4 % 3–amino–9–acethyl–carbazol (AEC, Sigma-

Aldrich, USA) ใน Acetate buffer และ 30 % H2O2 โดยมีอัตราสวน AEC : Acetate buffer : 

H2O2 เทากับ 1ml : 19 ml : 20 μl ใสหลุมละ 100 μl จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C ในตูที่มี 

CO2 เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางเพลทดวย DW 1 คร้ัง สะบัดเพลทใหแหง แลวอานผล โดยดูการติดสี

น้ําตาลแดงที่ปรากฏภายในเซลล 

  

การวิเคราะหขอมูล 
 
 สถิติที่ใชเปนสถิติแบบพรรณา โดยแสดงผลที่ไดเปน 

 - จํานวน และชนิดของยุงในแตละแหลง แตละชวงเวลา 

 - การติดเชื้อในยุงชนิดตางๆ โดยใช minimum estimate infection rate (MEIR) 

ตอยุง 1,000 ตัว ซึ่งคํานวณไดจาก จํานวน pool ที่ใหผลบวก หารดวยจํานวนยุงทั้งหมด 

คูณดวย 1,000 

 

จากนั้นทําการวิเคราะหเปรียบเทียบอัตราการติดเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในยุงชนิด

ตางๆที่พบ  

 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 
การแยกชนดิของยุง 
  

ทําการแยกชนดิของยุงเฉพาะยุงเพศเมียจากแหลงชุมชน แหลงนกธรรมชาติ และฟารม

สุกร ตามเวลาทีท่ําการศึกษารายละเอียด ดังตารางที่ 2, 3, 4 ตามลําดับ พบวายุงที่แหลงชุมชนมี

จํานวนยุงสกลุ Mansonia spp. สูงในเดือน เมษายนและ เดือนกรกฎาคม ในขณะที่เดือนสิงหาคม 

ถึงเดือนตุลาคมพบวา มยีุงในสกุล Culex spp. (Culex vishnui subgroup และ Culex gelidus) 

เปนจํานวนมาก (ภาพท่ี 5) ในแหลงนกธรรมชาติ (บงึบอระเพ็ด) พบจํานวนยุงในกลุม Culex 

vishnui subgroup มากในทกุเดือนที่ทาํการศึกษา และมียุงในสกุล Mansonia spp. มากเปน

อันดับสอง ซึง่ยุงในสกุลนี้ประกอบดวยยงุ Mansonia uniformis, Mansonia indiana และ 

Mansonia annulifera (ภาพที่ 6) สําหรับยุงที่ทาํการดักไดจากฟารมสุกรพบวามีจาํนวนยุงในสกลุ 

Culex spp. สูงที่สุดเชนกนั (ภาพที่ 7) โดยเฉพาะอยางยิ่งยุง Culex vishnui subgroup  ซึง่เมือ่

เปรียบเทียบจาํนวนยุงและชนิดที่ดักไดจากทั้ง 3 แหลงที่ทาํการศึกษาพบวา ยงุสกลุ Culex spp. 

พบไดสูงที่สุด รองลงมาคือยงุสกุล Mansonia spp. (ภาพท่ี 8) 



                                                                                                                                                               
                                                                                                                                                                 

 

 

32 

ตารางที ่2  แสดงจํานวนยุงเปนตัว (เปอรเซ็นต) ชนิดตางๆที่ดักไดจากแหลงชุมชนในเดือน เมษายน – ตุลาคม พ.ศ. 2550 ในเขตจังหวดั

นครสวรรค  

 

           เดือน   
ชนิดของยุง เมษายน มิถุนายน กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม 

Culex  gelidus - 9 (24.32%) 55 (32.35%) 57 (28.5%) 78 (38.05%) 

Culex  vishnui subgroup 2 (18.18%) 9 (24.32%) 88 (51.78%) 136 (68%) 123 (60%) 

Culex  fuscocephala - - - - - 

Culex  quinquefasciatus - - 3 (1.77%) - - 

Mansonia  indiana 2 (18.18%) 7 (18.93%) 8 (4.7%) - - 

Mansonia  uniformis 7 (63.64%) 12 (32.43%) 5 (2.94%) - - 

Mansonia  annulifera  - - - - - 

Anopheles  barbirostris - - 5 (2.94%) - - 

Anopheles  peditaeniatus - - 2 (1.18%) 1 (0.5%) - 

Anopheles  tessellates - - - - 1 (0.49%) 

Anopheles  sundaicus - - 4 (2.35%) - 2 (0.98%) 

Anopheles  stephensi - - - - - 

 Armigeres  subalbatus  - - - 6 (3%) 1 (0.49%) 

รวม 11 37 170 200 205 
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ตารางที ่3  แสดงจํานวนยุงเปนตัว (เปอรเซ็นต) ชนิดตางๆที่ดักไดจากแหลงนก ในเดือน มีนาคม – ตุลาคม พ.ศ. 2550 ในเขตจังหวัดนครสวรรค  

 

   เดือน    
ชนิดของยุง มีนาคม เมษายน มิถุนายน กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม 

Culex  gelidus - 1 (0.15%) 39 (1.97%) 96 (4.11%) 1 (0.18%) 108 (5.73%) 

Culex  vishnui subgroup 2,020 (78%) 364 (56.18%) 1,613 (81.34%) 1,674 (71.66%) 219 (38.9%) 1,349 (71.57%) 

Culex  fuscocephala - 1 (0.15%) - 1 (0.04%) - - 

Culex  quinquefasciatus - 1 (0.15%) 1 (0.05%) 8 (0.34%) - - 

Mansonia  indiana 177 (6.83%) 100 (15.44%) 205 (10.34%) 231 (9.89%) 177 (31.45%) 162 (8.59%) 

Mansonia  uniformis 204 (7.9%) 125 (19.3%) 70 (3.53%) 124 (5.31%) 140 (24.87%) 168 (8.91%) 

Mansonia  annulifera  118 (4.55%) 47 (7.25%) 33 (1.66%) 42 (1.8%) 2 (0.34%) 13 (0.69%) 

Anopheles  barbirostris 31 (1.2%) 1 (0.15%) 4 (0.2%) 12 (0.51%) 3 (0.53%) 42 (2.23%) 

Anopheles  peditaeniatus 15 (0.57%) - 1 (0.05%) 90 (3.85%) - 4 (0.21%) 

Anopheles  tessellates 8 (0.3%) - 13 (0.66%) 6 (0.26%) - 1 (0.05%) 

Anopheles  sundaicus 1 (0.04%) - 2 (0.1%) 6 (0.26%) - 6 (0.32%) 

Anopheles  stephensi - - 2 (0.1%) - - - 

 Armigeres  subalbatus  16 (0.61%) 8 (1.23%) - 46 (1.97%) 21 (3.73%) 32 (1.7%) 

รวม 2,590 648 1,983 2,336 563 1,885 
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ตารางที ่4  แสดงจํานวนยุงเปนตัว (เปอรเซ็นต) ชนิดตางๆที่ดักไดจากฟารมสุกร 2 แหงในเดือน เมษายน – ตุลาคม พ.ศ. 2550 ในเขตจังหวัดนครสวรรค 

 

                  เดือน     
    ฟารม 1   ฟารม 2  

ชนิดของยุง เมษายน มิถุนายน กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม 

Culex  gelidus 2 (0.61%) - 7 (0.16%) 6 (0.08%) 528 (3.045%) - - 34 (2.28%) 

Culex  vishnui subgroup 294 (90.2%) 370 (98.92%) 4,434 (98.66%) 7,369 (99.7%) 16,363 (94.37%) 3 (100%) 142 (99.3%) 1,408 (94.3%) 

Culex  fuscocephala - - - - - - - - 

Culex  quinquefasciatus - - 1 (0.02%) 3 (0.04%) 19 (0.11%) - 1 (0.7%) - 

Mansonia  Indiana - 1 (0.27%) - 3 (0.04%) - - - - 

Mansonia  uniformis - 1 (0.27%) 2 (0.05%) - - - - - 

Mansonia  annulifera - - - - - - - - 

Anopheles  barbirostris 16 (4.9%) - 6 (0.13%) - 1 (0.005%) - - 1 (0.07%) 

Anopheles  peditaeniatus 13 (3.99%) 1 (0.27%) 31 (0.69%) 10 (0.14%) 418(2.4%) - - - 

Anopheles  tessellates - - 2 (0.05%) - 8 (0.05%) - - - 

Anopheles  sundaicus - - 10 (0.22%) - 3 (0.02%) - - 1 (0.07%) 

Anopheles  stephensi 1 (0.3%) 1 (0.27%) - - - - - - 

Armigeres  subalbatus - - 1 (0.02%) - - - - 49 (3.28%) 

รวม 326 374 4,494 7,391 17,340 3 143 1,493 
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ภาพท่ี 5  แสดงรอยละปริมาณยุงชนิดตางๆที่ดักไดจากแหลงชุมชนแยกตามสกุล  

ในเดือน เมษายน – ตุลาคม 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แสดงรอยละปริมาณยุงชนิดตางๆที่ดักไดจากแหลงนกธรรมชาติแยก

ตามสกุล ในเดือนมีนาคม - ตุลาคม 
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ภาพท่ี 7  แสดงรอยละปริมาณยุงชนิดตางๆที่ดักไดจากฟารมสุกรแยกตามสกุล ใน

เดือน เมษายน – ตุลาคม 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Culex spp.      Mansonia spp.         Anopheles spp.          Armegeres subalbatus 

 
 
ภาพท่ี 8  แสดงรอยละปริมาณยุงเปรียบเทียบจาก 3 แหลงการศึกษา โดยแยกตาม

สกุล 
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การตรวจหาไวรัสเจอีจากยุงโดยตรง 
 

 จากการตรวจหาไวรัสเจอีจากตัวอยางยงุโดยตรงดวยวธิ ี RT-PCR จากแหลงชมุชน แหลง

นกและฟารมสุกร พบวาใหผลเปนบวก 1 pool จากยุง Culex vishnui subgroup จากแหลงนก 

(บึงบอระเพ็ด) ในเดือนมิถนุายน แตเมื่อทาํซํ้าใหผลเปนลบ ในขณะทีตั่วอยางจากแหลงชมุชนและ 

ฟารมสุกรใหผลเปนลบทั้งหมด โดยผลแสดงดังตารางที ่5, 6, 7 ตามลําดับ  



 

38 
ตารางที ่5  แสดงผลการตรวจหาไวรัสเจอีโดยตรงจาก pool ยุง (1 pool มียุงไมเกนิ 50 ตัว) ที่ดักไดจากแหลงชุมชนดวยวธิี RT-PCR 

(จํานวน 24 pools) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   เดือน   

ชนิดของยงุ 
เมษายน 

(pools) 

มิถุนายน 

(pools) 

กรกฎาคม

(pools) 

สิงหาคม

(pools) 

ตุลาคม 

(pools) 

Culex  vishnui subgroup 0/1 0/1 0/2 0/3 0/3 

Culex  gelidus - 0/1 0/2 0/2 0/2 

Culex  quinquefasciatus - - 0/1 - - 

Mansonia Indiana 0/1 0/1 0/1 - - 

Mansonia  uniformis 0/1 0/1 0/1 - - 
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ตารางที ่6  แสดงผลการตรวจหาไวรัสเจอีโดยตรงจาก pool ยุง (1 pool มียุงไมเกนิ 50 ตัว) ที่ดักไดจากแหลงนกดวยวิธ ีRT-PCR 

(จํานวน 100 pools) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

* เมื่อทาํซ้ําใหผลเปนลบ 

   เดือน    

ชนิดของยงุ                               
มีนาคม 

(pools) 

เมษายน 

(pools) 

มิถุนายน 

(pools) 

กรกฎาคม

(pools) 

สิงหาคม

(pools) 

ตุลาคม 

(pools) 

Culex  vishnui subgroup 0/15 0/8 1/15* 0/15 0/5 0/15 

Culex  gelidus - 0/1 0/1 0/2 0/1 0/3 

Culex  fuscocephala - 0/1 - 0/1 - - 

Culex  quinquefasciatus - 0/1 0/1 0/1 - - 

Mansonia Indiana 0/1 0/2 0/1 0/1 0/1 0/1 

Mansonia  uniformis 0/1 0/2 0/1 0/1 0/1 0/1 
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ตารางที ่7  แสดงผลการตรวจหาไวรัสเจอีโดยตรงจาก pool ยุง (1 pool มียุงไมเกิน 50 ตัว) ที่ดักไดจากฟารมสุกรดวยวธิี RT-PCR 

(จํานวน 100 pools) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   เดือน   

ชนิดของยงุ 
เมษายน 

(pools) 

มิถุนายน 

(pools) 

กรกฎาคม

(pools) 

สิงหาคม

(pools) 

ตุลาคม 

(pools) 

Culex  vishnui subgroup 0/6 0/8 0/21 0/21 0/21 

Culex  gelidus 0/1 - 0/1 0/1 0/12 

Culex  quinquefasciatus - - 0/1 0/2 0/1 

Mansonia  Indiana - 0/1 - 0/1 - 

Mansonia  uniformis - 0/1 0/1 - - 
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ความไวของ primer C /pre M ในการตรวจหาไวรัสเจอีเมื่อทําการทดสอบโดยวิธ ีRT-PCR 
 
 ทําการประเมนิความไวของ primer C/pre M ตอเช้ือไวรัสเจอี เมื่อทาํการตรวจหาไวรัสเจอี

โดยวิธ ีRT-PCR โดยเจือจางไวรัสเจอี ทลีะ 10 เทา ทีม่ีความเขมขนเทียบเทาต้ังแต 104.87 TCID50/ 

ml จนถงึ 10-3.87 TCID50/ ml พบวาสามารถตรวจพบ RNA ของเช้ือไวรัสเจอีไดตํ่าสุดที ่ 101.87 

TCID50/ ml (ภาพที่ 9) 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9  แสดงความไวของ primer C/pre M ในการตรวจหาเช้ือไวรัสเจอี โดยวิธ ีRT-PCR 

ที่ความเขมขนลดลง 10 เทา จาก 104.87 TCID50/ ml จนถึง 10-3.87 TCID50/ ml (lane 3 – lane 11) 

เปรียบเทียบกบัตัวควบคุมลบ (N) และ 100 bp ladder marker (M) 

 

 

 

 

 

 

M N 104.87 103.87 102.87 101.87 100.87 10-0.87 10-1.87 10-2.87 10-3.87 

100 

200 

400 

681 bp 
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การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสเจอีดวยวิธีฮีแมกลูติเนชั่น อินฮิบิชั่น 
  

ทําการตรวจซร่ัีมลูกสุกรคละเพศ จากฟารมสุกรพนัธุ 2 ฟารมที่ทาํการเก็บตัวอยางยงุ เพื่อ

ทําการยนืยนัการติดเช้ือไวรัสเจอี โดยฟารมที่หนี่งเจาะเลือดลูกสุกรพนัธุอายุ 8 และ 14 สัปดาห 

และในฟารมสุกรพันธุที่สองทําการเก็บตัวอยางเลือดลูกสุกรที่อาย ุ 21 และ 27 สัปดาห เพื่อหา

ระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีตอ HI ใหผลดังตารางที ่ 8 โดยพบวาในลูกสุกร

ฟารมที่ 1 มีระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีในระดับคา Geometric mean 69.64 ทีอ่ายุ 8 สัปดาห 

และลดตํ่าลงมาเปน 40 ในอาย ุ 14 สัปดาห ในขณะที่ฟารมที่ 2 ยังคงสามารถตรวจพบระดับ

ภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเจอี ทีอ่ายุ 21 และ 27 สัปดาหอยูในระดับ Geometric mean ที่ 11.23 และ 

18.66 ตามลําดับ (ภาพที่ 10) 
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ตารางที ่8  แสดงระดับภูมิคุมกันตอ Haemagglutination Inhibition ของเชื้อไวรัสเจอีในลูกสุกรอาย ุ8 และ14 สัปดาห จากฟารมสุกรพันธุทีห่นึง่และในลูกสุกร

อายุ 21 และ 27 สัปดาห จากสุกรพนัธุฟารมที่สอง ที่ทาํการศึกษาในจังหวัดนครสวรรค  

ฟารม 1 ฟารม 2 

อายุ 8 สัปดาห อายุ 14 สัปดาห อายุ 21 สัปดาห อายุ 27 สัปดาห 
ตัวอยางที่ (n =10) ระดับภูมิคุมกัน ตัวอยางที่ (n =10) ระดับภูมิคุมกัน ตัวอยางที่ (n =10) ระดับภูมิคุมกัน ตัวอยางที่ (n =10) ระดับภูมิคุมกัน 

1 20 11 20 21 10 31 160 

2 160 12 20 22 20 32 10 

3 160 13 20 23 10 33 20 

4 40 14 40 24 20 34 10 

5 160 15 80 25 20 35 20 

6 40 16 80 26 20 36 10 

7 20 17 80 27 10 37 10 

8 80 18 80 28 0 38 20 

9 160 19 40 29 10 39 20 

10 80 20 20 30 20 40 20 

Geometric mean 69.64  40  11.23  18.66 

% Coefficient Variance 67.36  59.58  49.94  153.16 
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ภาพท่ี 10  แสดงคาเฉลี่ย geometric mean ของระดับภูมิคุมกันตอไวรัสเจอี โดยวิธ ี

haemagglutination inhibition test ในลูกสุกร จาก ฟารมสุกร 2 ฟารมในจังหวัดนครสวรรค  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ฟารม 2 ฟารม 1 69.64 

40 

11.23 
18.66 

681 bp 400 200 100 M N 104.87 103.87 102.87 101.87 100.87 10-0.87 10-1.87 10-2.87 10-3.87 
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ผลการแยกเช้ือไวรัสเจอีในเซลลเพาะเลี้ยงและพสิจูนดวย Immunocytochemistry 
staining 
 
 นํายุงที่ใหผลลบตอ RT-PCR มาทําการทดสอบตอ โดยการรวมตัวอยางยุงชนิดเดียวกัน 

แหลงและเวลาเดียว ให 1 pool มีจํานวนยุงอยางนอย 1 ตัวแตไมเกิน 250 ตัวจากนั้นทําการแยก

เ ช้ือ ไว รัส โดยการ เพาะ เ ล้ียง ใน เซลล เพาะ เลี้ ย งและ พิ สูจน เ ช้ื อ โดยนํ ามาย อมด วย 

immonocytochemistry staining ที่ใช monoclonal antibodies ที่จําเพาะตอเช้ือไวรัสเจอี พบวา

ใหผลบวกในยุงจากทั้งสามแหลงการศึกษา โดยยุงจากแหลงชุมชนที่ใหผลบวกประกอบดวย ยุง 

Culex vishnui subgroup จํานวน 1 pool Culex gelidus จํานวน 1 pool และ Mansonia 

uniformis จํานวน 1  pool ในเดือนมิถุนายน  ยุง Culex gelidus จํานวน 1 pool  ในเดือน

สิงหาคม และในเดือนตุลาคมพบยุง Culex vishnui subgroup ใหผลบวกจํานวน 1 pool  

ยุงที่ใหผลบวกจากแหลงนก ในเดือนเมษายนประกอบดวยยุง Mansonia idiana จํานวน 

2 pool และยุง Mansonia uniformis จํานวน 1 pool และยุงที่ใหผลบวกในเดือนมิถุนายนและ

เดือนตุลาคม คือยุง Mansonia uniformis จํานวน 1 pool  

ยุงจากฟารมสุกรที่ใหผลบวก ประกอบดวยยุง Culex vishnui subgroup ในเดือน

กรกฎาคมและเดือนตุลาคมจํานวน 1 และ 2 pools ตามลําดับ และยุง Culex gelidus จํานวน 1 

pool ในเดือนตุลาคม ซึ่ง pool ที่ใหผลบวกจะติดสีน้ําตาลแดง ในขณะที่ pool ที่ใหผลลบจะไมมี

การติดสี (ภาพที่ 11) อัตราการติดเช้ือไวรัสเจอีในยุงทุกชนิด ภาพรวมในแหลงชุมชน แหลงนกและ

ฟารมสุกร เปน (5/17) 29.41% (5/37) 13.51% และ (4/26) 15.38% ตามลําดับ  pool ที่ใหผล

บวกนํามาคํานวณหาคา minimum estimate infection rate ตอไป 
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ตารางที ่9  แสดงผลการทดสอบการเพาะแยกเชื้อไวรัสเจอี และยอมพิสูจนดวย Immunocytochemistry staining ในยงุจากแหลงชุมชน  

จํานวน 17 pools (1 pool ประกอบดวยยงุไมเกิน 250 ตัว) 

 

 

 

 

 

 

   เดือน    

ชนิดของยงุ เมษายน  มิถุนายน  กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม รวม 

Culex  vishnui subgroup 0/1 1/1 0/1 0/1 1/2 2/6 

Culex  gelidus - 1/1 0/1 1/1 0/1 2/4 

Culex  quinquefasciatus - - 0/1 - - 0/1 

Mansonia Indiana 0/1 0/1 0/1 - - 0/1 

Mansonia  uniformis 0/1 1/1 0/1 - - 1/3 

รวม 0/3 3/4 0/5 1/2 1/3 5/17 (29.41%) 
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ตารางที ่10  แสดงผลการทดสอบการเพาะแยกเชื้อไวรัสเจอี และยอมพิสูจนดวย Immunocytochemistry staining ในยงุ 

จากแหลงนก (บึงบอระเพ็ด) จํานวน 37 pools (1 pool ประกอบดวยยุงไมเกนิ 250 ตัว) 

 

 

    เดือน    

ชนิดของยงุ มีนาคม เมษายน  มิถุนายน  กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม รวม 

Culex  vishnui subgroup 0/2 0/1 0/3 0/4 0/1 0/3 0/14 

Culex  gelidus - 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/5 

Culex  fuscocephala - 0/1 - 0/1 - - 0/2 

Culex  quinquefasciatus - 0/1 - 0/1 - - 0/2 

Mansonia  Indiana 0/1 2/2 0/1 0/1 0/1 0/1 2/7 

Mansonia  uniformis 0/1 1/2 1/1 0/1 0/1 1/1 3/7 

รวม 0/4 3/8 1/6 0/9 0/4 1/6 5/37 (13.51%) 
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ตารางที ่11  แสดงผลการทดสอบการเพาะแยกเชื้อไวรัสเจอี และยอมพิสูจนดวย Immunocytochemistry staining ในยงุจากฟารมสุกร 

จํานวน 26 pools (1 pool ประกอบดวยยงุไมเกิน 250 ตัว) 

 
 

 
 

 

   เดือน    

ชนิดของยงุ เมษายน  มิถุนายน  กรกฎาคม สิงหาคม ตุลาคม รวม 

Culex  vishnui subgroup 0/1 0/2 1/4 0/3 2/4 3/14 

Culex  gelidus - - 0/1 0/1 1/4 1/6 

Culex  quinquefasciatus - - - 0/2 0/1 0/3 

Mansonia Indiana - 0/1 - - - 0/1 

Mansonia  uniformis - 0/1 0/1 - - 0/2 

รวม 0/1 0/4 1/6 0/6 3/9 4/26 (15.38%) 
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A      B 

 

 

 

 

 

C      D 

ภาพท่ี 11  แสดงการติดสีของแอนติเจนของเช้ือไวรัสเจอีในการเพาะแยกเช้ือจากเซลสยุง 

(C6/36 cells) ใน passage แรก และ vero cells ใน passage ที่สอง จากนัน้ใช 

Immunocytochemistry staining ในการพิสูจนเช้ือ 

(A : ตัวควบคุมบวก (positive control), B: ตัวควบคุมลบ (negative control),                           

C : ตัวอยางทีใ่หผลบวก และ D : ตัวอยางที่ใหผลลบ) (bar = 50 ไมครอน) 
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คํานวณหาคา minimum estimate infection rate (MEIR) ตอยุง 1,000 ตัว ซึ่งเปนคาที่

แสดงจํานวนยุงทีน่อยที่สุดที่สามารถติดเช้ือไดเมื่อเทียบในยุง 1,000 ตัว ซึง่คานี้หาไดดังนี้  

 

MEIR   =        จาํนวน pool ที่ใหผลบวก                       x 1000       

                              จํานวนยงุทัง้หมดที่ทาํการทดสอบ (ตัว) 

                                                                                                                                        

พบวาในยงุจากแหลงชมุชนที่ใหผลบวกคือยุง Mansonia uniformis จํานวน 1 ตัวอยาง 

Culex gelidus จํานวน 2 ตัวอยางและ Culex vishnui subgroup จาํนวน 2 ตัวอยางพบวาคา 

MEIR เทากับ 41.67, 10.05 และ 5.59 ตามลําดับ ยุงจากแหลงนกที่ใหผลบวกคือยุง Mansonia 

uniformis จํานวน 3 ตัวอยาง และยุง Mansonia idiana จํานวน 2 ตัวอยาง มีคา MEIR เทากับ 

8.57 และ 4.96 ตามลําดับ สําหรับยงุในฟารมสุกร พบวายุงที่ใหผลบวกคือยงุ Culex gelidus 

จํานวน 1 ตัวอยาง และยุง Culex vishnui subgroup จํานวน 3 ตัวอยาง มีคา MEIR เทากับ 1.74 

และ 1.24 ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
การศึกษานี้ไดทําการสํารวจหาเชื้อไวรัสเจอี (Japanese Encephalitis virus) จากยงุที่สุม

เก็บตัวอยางมาจากแหลงชมุชน แหลงนกในธรรมชาติ และฟารมสุกรในเขตจังหวัดนครสวรรค เพื่อ

ดูสถานการณการติดเช้ือในยุงจากแหลงตางๆ ดังกลาว โดยเชื้อไวรัสเจอีเปนเช้ือที่มียงุเปนพาหะ

ในการนําโรค (mosquito borne virus) และมีสุกรและนกเปนโฮสตที่สําคัญในธรรมชาติ 

(amplifying host) เชื้อไวรัสดังกลาวยังสามารถติดตอมายงัคนไดอีกดวย การศึกษาคร้ังนี้ไดทาํ

การตรวจหาเช้ือไวรัสเจอีในยุงดวยวิธ ีReverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR) รวมทั้งการแยกเช้ือไวรัส (virus isolation) ดวยเซลลเพาะเล้ียงชนิด C6/36 cell (เซลลยงุ) 

และ vero cell จากน้ันทาํการพสูิจนเชื้อ (virus identification) ดวยการยอมดวยวิธี 

immunocytochemistry staining โดยใช monoclonal antibody ตอเช้ือไวรัสเจอี เพื่อดูการติดสี

ซึ่งบงถึงการมีเชื้อไวรัสในเซลล นอกจากนั้นยังทําการตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีดวย

วิธี Heamagglutination Inhibition (HI) ในลูกสุกรจากฟารมสุกรพันธุทีท่ําการสุมเก็บตัวอยางยุง

อีกดวยเพื่อเปนการยนืยนัถงึการหมนุเวยีนของเช้ือไวรัสเจอีในบริเวณนั้น การตรวจหาอารเอ็นเอ

ของเช้ือในกลุมฟลาวิไวรัส (Flavivirus) ดวยวธิ ี RT-PCR นัน้เปนวิธทีีใ่ชอยางแพรหลาย เนื่องจาก

เปนวธิีที่ใหผลอยางรวดเร็ว มีความจาํเพาะ และความไวสูง  (Eldadah et al., 1991; Johansen et 

al., 2000; Lanciotti et al., 1992; Pandey et al., 1999; Ritchie et al., 1997; Tanaka, 1993) 

โดยในป ค.ศ. 1999 Pandey และคณะ ไดทําการตรวจหาเช้ือฟลาวไิวรัสในยุงในประเทศไทยดวย

วีธี RT-PCR และยืนยนัการติดเช้ือดวยการแยกเช้ือในเซลลเพาะเล้ียงยุงชนิด C6/36 cell และแม

ในปจจุบนัจะมีการนาํเอาเทคนิค TaqMan RT-PCR ทีม่ีความไวสงูกวา RT-PCR มาใชในการหา

เชื้อไวรัสเจอีในยุงแตการแยกเช้ือใน C6/36 cell ก็ยังเปนวิธทีี่ใชในการยืนยนัผลการทดสอบ (Van 

Den Hurk et al., 2006) 

การศึกษาคร้ังนี้พบวาชนิดและจํานวนยุงที่พบจากทั้ง 3 แหลงการศึกษามีปริมาณยุงใน

สกุล Culex สูงที่สุด โดยเฉพาะอยางยิ่ง Culex vishnui subgroup ที่ประกอบดวยยงุ Culex 

tritaeniorhynchus, Culex vishnui และ Culex pseudovishnui โดยที่ Culex tritaeniorhynchus 

ถือวาเปนพาหะหลักของเช้ือไวรัสเจอีในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต (Buescher et al., 1959b; 

Gould et al., 1974; Igarashi et al., 1981; Okuno et al., 1973) ผลการศึกษาคร้ังนี้ทัง้สามแหลง

พบวายุง Culex vishnui subgroup เร่ิมมีปริมาณมากข้ึนอยางชัดเจนในเดือนกรกฎาคมถึงเดือน  

, 
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ตุลาคม พองกับการรายงานในแถบกรุงเทพมหานครที่รายงานวา จํานวนยุงจะสูงที่สุดในชวงเดือน

พฤษภาคม ถึงเดือนตุลาคม ปริมาณปานกลางในเดือนมีนาคม ถึงเดือนเมษายน และพบนอยที่สุด

ในเดือนมกราคมและกุมภาพันธ (Gingrich et al., 1992)  

จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาการทดสอบตัวอยางยุงดวย RT-PCR ใหผลการทดสอบเปน

บวกจํากัดอยูเพียงตัวอยางเดียวนั้น อาจมีผลสืบเนื่องมาจากวิธีดังกลาวมีความไว (sensitivity) ใน

การตรวจที่คอนขางตํ่า ดังจะเห็นไดจากความสามารถในการตรวจหาเช้ือที่จะใหผลบวกไดนั้น 

ตัวอยางที่นํามาทดสอบตองมีปริมาณไวรัสอยางนอยที่สุดเทากับ 101.87 TCID50/ ml รวมทั้งยังไม

สามารถบอกไดวาไวรัสที่ตรวจพบนั้นเปนไวรัสที่มีชีวิตหรือไม ดังนั้นจึงนําตัวอยางที่เปนลบดวยวิธี 

RT-PCR มาทําการทดสอบเพ่ิมเติมดวยการเพาะแยกและพิสูจนเช้ือ โดยนําตัวอยางยุงมารวมกัน

อีกคร้ังในยุงจากสถานที่ เวลา และชนิดเดียวกัน โดย 1 ตัวอยางมีจํานวนยุงไมเกิน 250 ตัว แลวทํา

การเพาะแยกเช้ือไวรัสในเซลลเพาะเล้ียงยุงชนิด C6/36 cell  เนื่องจากรายงานที่ผานมาพบวา 

เซลลเพาะเลี้ยงยุงมีความสามารถเพ่ิมจํานวนตัวเช้ือไวรัสเจอีได (Igarashi, 1978) จากนั้นจึง

นํามาเพาะแยกเช้ือคร้ังที่สองดวยเซลลเพาะเล้ียงชนิด vero cell เนื่องจากเปนเซลลเพาะเล้ียงชนิด

นี้เหมาะสมที่จะใชในการยอมพิสูจนเช้ือไวรัสเจอี โดยวิธี immunocytochemistry staining ซึ่งผล

การทดสอบพบวาใหผลบวกจากแหลงชุมชน แหลงนก และฟารมสุกร เปน 5/17, 5/37 และ 4/26  

pools ตามลําดับ การแยกเช้ือในเซลลเพาะเล้ียงนั้นแมจะมีความยุงยากและใชเวลามากกวาวิธี 

RT-PCR แตเปนวิธีที่มีความไวสูง โดยที่ไวรัสจะมีการเพิ่มปริมาณในเซลลเพาะเล้ียง รวมทั้ง

สามารถนําเชื้อที่ไดไปในการศึกษาทางดานอ่ืนๆ ตอไปได 

จากชนิดของยุงที่พบบงชี้วาแหลงชุมชนอาจเปนแหลงกลางที่อาจไดรับเช้ือทั้งจากแหลง

นกธรรมชาติและฟารมสุกร เนื่องจากสามารถพบยุงทั้งชนิดที่สามารถพบไดในฟารมสุกรและชนิด

ที่พบได จากแหลงนกธรรมชาติ นอกจากนั้นในเดือนที่พบเชื้อยังสามารถบอกถึงความเสี่ยงของคน

และสัตวที่จะสามารถติดเช้ือไวรัสนี้ไดซึ่งในเดือนเมษายนใหผลบวกในยุงจากแหลงนกมากที่สุด 

ในขณะที่ยุงจากฟารมสุกรสวนใหญใหผลบวกในเดือนตุลาคม แตจากแหลงชุมชนนั้นใหผลบวก

สวนใหญในเดือนมิถุนายน จากการแสดงผลนี้สามารถบอกไดวาในแหลงชุมชนนั้นมีความเสี่ยงที่

คนจะสามารถติดเชื้อไวรัสเจอีนี้ไดจากยุงในเดือนมิถุนายนซ่ึงตรงกับการรายงานของกรมควบคุม

โรคในป ค.ศ. 2007 ที่รายงานวาในประเทศไทยคนสามารถติดเชื้อไวรัสเจอีไดสูงในชวงเดือน

พฤษภาคมถึงเดือนกรกฏาคม สําหรับยุงจากแหลงนกก็เชนเดียวกัน การพบเช้ือมากในเดือน

เมษายนนั้นตรงกับชวงที่แหลงนกซึ่งในที่นี้คือบึงบอระเพ็ดยังคงมีนกมาอาศัยอยูเปนจํานวนมาก

ซึ่งเปนนกอพยพสวนหนึ่ง ในชวงที่มีนกอพยพมาอาศัยจะเปนชวงที่นกสามารถนําเชื้อมาจากแหลง

อ่ืนและเพิ่มจํานวนเชื้อได เนื่องจากนกเปนโฮสตที่สามารถเพิ่มจํานวนตัวเชื้อไดตัวหนึ่ง ประกอบ  
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กับการที่พบการติดเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีไดนอยตรงกับการรายงานของกรมควบคุมโรคในป 

ค.ศ. 2006 และ 2007 ที่จังหวัดนครสวรรคมีรายงานการติดเชื้อไวรัสเจอีเพียง 1 รายในป ค.ศ. 

2006 และไมมีการรายงานการติดเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในป ค.ศ. 2007 รายงานการติดเชื้อ

ไวรัสเจอีที่ลดลงในคนอาจเปนผลโดยตรงจากการรณรงคการฉีดวัคซีนปองกันโรคดังกลาวมาต้ังแต

ป ค.ศ. 1988 เปนตนมา 

สําหรับการติดเชื้อในสุกรนั้นเมื่อทําการตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเจอีในลูกสุกร

จากฟารมสุกรสองฟารมแมจะไมพบการเกิด seroconversion อยางเดนชัด ใน ลูก สุ ก รที่ นํ ามา

ตรวจแตจากระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีในลูกสุกรที่อายุ 8 สัปดาหพบวามีระดับภูมิคุมกันตอ

เชื้อไวรัสเจอีที่สูงจากแมสุกร (maternal immunity) ที่มีคา Geometric mean สูงถึง 69.64 

ในขณะที่ลูกสุกรที่อายุ 14 สัปดาหมีคา Geometric mean เพียง 40  (รูปที่ 10) สามารถบงบอกได

วาในฟารมสุกรนี้มีการวนเวียนของเชื้อไวรัสไขสมองอักเสบเจอีจึงทําใหแมสุกรนั้นมีระดับ

ภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีที่สูงและถายทอดมายังลูกสุกรไดทําใหลูกสุกรไดรับ maternal immunity 

ในระดับสูงที่ยังคงแสดงใหเห็นที่อายุ 8 สัปดาห และระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีเร่ิมลดตํ่าลงที่

อายุ 14 สัปดาหในฟารมที่ 1 เพื่อใหเห็นการเกิด seroconversion ตอบสนองการติดเชื้อหมุนเวียน

ในลูกสุกรในฟารมที่2 จึงเลือกศึกษาในลูกสุกรอายุ 21 และ27 สัปดาห ตามลําดับ อาจกลาวไดวา

ในฟารมที่ 2 ลูกสุกรเร่ิมมีการเกิด seroconversion ที่อายุนี้แตเมื่อดูจากคาเฉลี่ย (รูปที่ 10) จะ

พบวาระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีไมไดเพิ่มข้ึนอยางเดนชัด อยางไรก็ตามในประเทศไทยนั้นไม

มีการทําวัคซีนโรคนี้ การปรากฏแอนติบอด้ีตอเช้ือไวรัสเจอีแมจะเปนการถายทอดจากแมสุกร ซึ่ง

พบความชุกสูงจึงเปนหลักฐานสําคัญในการติดเชื้อไวรัสเจอีในฟารมสุกรซึ่งจะพบชวง viremia 

ส้ันๆไมเกิน 2-4 วัน (Burke et al.,1988)  นอกจากนั้นยุงยังสามารถถายทอดเช้ือผานทาง 

transovarian transmission  (Rosen et al., 1989a; Rosen et al., 1980) หรือ vertical 

transmission ได (Rosen et al., 1989b) คณิศักด์ิและคณะ (1998) พบวาลูกสุกรจากฟารมสุกรมี

ความหลากหลายในการเกิด seroconversion ในแตละพื้นที่ข้ึนอยูกับอายุ ตัวสัตว สภาพการเล้ียง 

สภาพพึ้นที่ และปริมาณยุงอีกดวยที่จะทําใหสุกรเกิดการติดเช้ือและ เกิดการเปล่ียนแปลงระดับ

ภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีแตกตางกันไปในแตละฟารม 

การศึกษาคร้ังไดทําการบงชีก้ารติดเช้ือในยุงโดยใช minimum estimated infection rate 

(MEIR) เนื่องจากการศึกษาการติดเช้ือในยุงไดทําการศึกษาจากกลุมของยุง (pool) ที่ประกอบไป

ดวยยุงหลายๆ ตัว ไมไดทําการศึกษาเปนรายตัวจึงทาํใหไมสามารถบงชี้ถึงการติดเช้ือในยุง 

(infection rate) เปนคาที่แนนอนได แตเปนการคาดการณถึงการติดเช้ืออยางนอยที่สุดเทาที่จะ 
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เปนไปใดในกลุมของยุงที่ทําการศึกษา โดยถาเปรียบเทียบกันจะพบวาเม่ือจํานวนยุงใน pool ของ

ยุงยิ่งมากเทาไหร คาของ MEIR ก็จะยิ่งนอยลงไป 

จากการศึกษาพบตัวอยางที่ใหผลบวกในแหลงชุมชนทั้งยุง Mansonia uniformis ที่มีคา 

MEIR ตอยุงจํานวน 1,000 ตัว สูงถึง 41.67 ซึ่งมีความหมายวา ในยุง Mansonia uniformis 

จํานวน 1000 ตัว มโีอกาสทีจ่ะพบยงุที่มีเชือ้ไวรัสเจอีอยางนอย 41 ตัว อยางไรก็ตามเนื่องจากชนิด

ของยุงดังกลาวมีปริมาณที่พบนอยเพียง 24 ตัว เมื่อพบวาใหผลบวกคือ พบเชื้อจงึทาํใหคา MEIR

สูง แตยุงชนิดนี้พบวามพีฤติกรรมแบบ outdoor โดยยงุ Mansonia spp. มีความชอบในการดูด

เลือดคนตํ่า โดยชอบดูดเลือดสุกรมากกวาดูดเลือดคน (Arunachalam et al., 2004) โอกาสทีค่น

จะติดเช้ือไวรัสเจอีจากยุงสกุลนี้จงึมีโอกาสนอยมาก สวนยงุในกลุม Culex spp. ซึ่งประกอบดวย 

Culex vishnui subgroup ทีพ่บใหผลบวกในแหลงชุมชนนัน้ มีคา MEIR เทากับ 5.59 และ ทีพ่บ

ในยุง Culex gelidus มีคา MEIR เทากับ 10.05 จากรายงานพบวา ยงุในตระกูล Culex spp. เปน

ยุงทีม่ีนิสัยดูดเลือดชวงกลางคืนยงุ Culex gelidus เปนยงุที่มีความชอบในการดูดเลือดสัตวสูง 

และมีความชอบในการดูดเลือดคนตํ่า ในขณะที่ยงุ Culex tritaeniorhynchus นั้น 56.6% ดูด

เลือดวัว และ 6.3% ดูดเลือดสุกร แตบางสวนมีการดูดเลือดสัตวหลายชนิดดวยเชนกัน 

(Arunachalam et al., 2005) ในขณะทีตั่วอยางจากแหลงนกใหผลบวกจากยงุ Mansonia spp. 

ซึ่งมีคา MEIR ในยุง Mansonia uniformis และ Mansonia Indiana เทากับ 8.57 และ 4.96 

ตามลําดับ ตัวอยางจากฟารมสุกรใหผลบวกจากยุงในกลุม Culex spp. โดยมีคา MEIR ในยุง 

Culex gelidus และ Culex vishnui subgroup เปน 1.74 และ 1.24 ตามลําดับ   ทําใหต้ัง

ขอสังเกตไดวายุง  Mansonia spp. จากแหลงนกแมวาจะมีโอกาสพบเช้ือสูงระดับหนึง่ แต

เนื่องจากพฤติกรรมจะชอบดูดเลือดสุกรมากกวาคนแตพบวา ยงุ Mansonia spp. ในฟารมสุกร

กลับเปนประชากรที่มีอัตราการติดเช้ือตํ่ากวา Culex spp. และจํานวนยุงทีพ่บในฟารมสุกรตํ่ากวา 

Culex spp. อีกดวย  ยุง Mansonia spp. จงึนาจะมีบทบาทในการแพรเชื้อจากฟารมสุกรไปยัง

แหลงชุมชนนอยกวา Culex spp. นอกจากนั้น Mansonia spp. ที่พบจากแหลงชุมชน อาจเปน

ประชากรยงุทีม่าจากแหลงนกโดยตรงในขณะที่ยุง Culex spp. อาจเปนประชากรที่มาจากฟารม

สุกรมากกวา และนาจะเปนยุง Culex spp. ซึ่งมีจํานวนประชากรยงุทีพ่บมากที่สุดในแหลงชุมชนที่

มีบทบาทในการเปนพาหะทีสํ่าคัญ ในขณะที่ยงุ Mansonia spp. มีบทบาทในการแพรเชื้อในแหลง

ชุมชนไดเชนกนัเนื่องจากมีโอกาสในการติดเช้ือสูงกวาเม่ือดูจากคา MEIR แมจะมีจํานวนประชากร

ที่ตํ่ากวา  

นอกจากนัน้การนําเชื้อไวรัสเจอีมาสูแหลงชุมชนจากแหลงนก นอกเหนือจากยุงที่สามารถ

พบไดโดยทัว่ไปแลวตัวนกเองนัน้สามารถบินอยางอิสระมายังแหลงที่เกี่ยวของในวงจรไวรัสเจอี  
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เชน แหลงชุมชน เปนตน ทําใหเปนตัวกระจายเชื้อโดยตรงที่แหลงชุมชนผานทางยุงไดเชนกัน ตรง

ขามกับสุกรที่มีความใกลชิดกับคนมากกวาในฐานะที่เปนสัตวเล้ียง และตัวพาพาหะซ่ึงในที่นี้คือยุง

ที่สําคัญคือ รถยนต จากแหลงหนึ่งไปยังอีกแหลง อาจเปนปจจัยที่นําไวรัสเจอีจากฟารมสุกรมายุง

แหลงชุมชนได รวมถึงการที่มีการเล้ียงสุกรในหรือใกลกับแหลงชุมชนที่อาจเปนตัวแพรกระจายเช้ือ

ไวรัสเจอี นอกจากน้ันในประเทศไทยยังไมมีการสํารวจการติดเชื้อไวรัสเจอีในนกชนิดตางๆ ซึ่ง

อาจจะมีนกที่ใกลชนิดกับแหลงชุมชนโดยตรงที่มีการติดเช้ือไวรัสเจอี 

จากการศึกษาคร้ังนี้สามารถสรุปไดวาเมื่อทําการสํารวจการติดเชื้อไวรัสเจอีในยุงจาก

แหลงชุมชน แหลงนก และฟารมสุกรพบจํานวนของยุง Culex spp. สูงสุด โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

Culex visnui subgroup ที่พบวาเปนพาหะหลักในการนําเช้ือไวรัสเจอี จากแหลงที่เกี่ยวของจาก

วงจร เช้ือไวรัสเจอีทั้งสามแหลงการศึกษา คือ แหลงชุมชน แหลงนกธรรมชาติ และฟารมสุกร 

รองลงมาคือ Mansonia spp., Anopheles spp. และ Armigeres  spp. นอกจากนั้นยังสามารถ

ตรวจพบเช้ือไวรัสเจอีไดจากยุง Culex spp. และ Mansonia spp. ในแหลงชุมชน จากยุง 

Mansonia spp. ในแหลงนกธรรมชาติ และจากยุง Culex spp. ในฟารมสุกร ในชวงเดือนที่

ทําการศึกษา และสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสเจอีในยุงจากชวงเดือนตางๆทั้งกอน และ/หรือ 

ระหวาง ฤดูฝน จากแหลงตางๆที่เกี่ยวของกับวงจรไวรัสเจอี 

 

ขอเสนอแนะ 

การศึกษาในคร้ังนี้เปนการศึกษาเพื่อสํารวจการติดเชื้อไวรัสเจอีในยุงจากแหลงชุมชน 

แหลงนก และฟารมสุกร ในชวงส้ันๆ สําหรับการศึกษาในคร้ังตอไป ควรมีการศึกษาระยะยาวอยาง

นอย 1 ป เพื่อสังเกตความแตกตางของชนิดและจํานวนยุงที่พบในแตละแหลง ปริมาณของเช้ือ

ไวรัสเจอีที่พบในยุงที่มีการติดเช้ือ รวมถึงการแยกชนิดของโฮสตที่ยุงมาดูดเลือด เพื่อดูวายุงที่มีการ

ติดเช้ือโดยสวนใหญดูดเลือดมาจากสัตวในพื้นที่ที่ทําการศึกษาหรือไม (แหลงนก แหลงชุมชน และ

ฟารมสุกร) และความแตกตางในแตละชวงฤดูตอการติดเชื้อในยุง นอกจากนั้นควรมีการสํารวจหา

ชนิดของนกตางๆจากแหลงนกธรรมชาติและจากแหลงอ่ืนที่เกี่ยวของในวงจรการติดเชื้อไวรัสเจอี 

รวมถึงการศึกษาการเคล่ียนยายของยุงจากแหลงนกธรรมชาติและฟารมสุกร  

จากการศึกษาในคร้ังนี้ไดเลือกใชวิธีการทดสอบดวย RT-PCR ที่มีความไวตํ่าจนไม

สามารถตรวจหาเช้ือไวรัสเจอีไดเมื่อเทียบกับการแยกเช้ือดวยเซลสเพาะเลี้ยง การเลือกใชวิธี

ทดสอบดวย RT-PCR นั้นสืบเนื่องมาจากเปนวิธีที่สะดวกและใหผลรวดเร็วกวาการเพาะแยกเช้ือ  
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ดวยเซลลเพาะเล้ียง ในอนาคตถาไดทําการปรับสภาพของ RT-PCRในข้ันตอนตางๆ การเปล่ียน 

primer คูใหมใหมีความไวสูงข้ึนหรือการพจิารณาพฒันาวิธีการตรวจแบบ nested RT-PCR เชื่อวา

จะทําให RT-PCRมีความไวในการทดสอบสูงข้ึนและจะมีประโยชนมากข้ึน ซึง่วิธนีี้ ถือเปน

เคร่ืองมือที่สําคัญในการตรวจหาเช้ือไวรัสไขสมองอักเสบเจอีในยงุทีม่ปีริมาณมากไดอยางรวดเร็ว

กวาการใชเซลสเพาะเล้ียงที่ใชเวลามากกวา และมีความยุงยากมากกวา  

สําหรับการตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเจอีของลูกสุกรดวย HI test ในการศึกษานี้

ยังไมพบการเกิด seroconversion ที่เดนชัดในลูกสุกร เนื่องจากลูกสุกรในกลุมนี้มีการติดเช้ือที่ชา

กวาที่เคยมีรายงานในแถบภาคกลางและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้ 

สามารถบอกไดวามีการวนเวียนของตัวเชือ้ไวรัสเจอีในฟารมสุกร จึงควรทําการเก็บตัวอยางซีร่ัมใน

ลูกสุกรเหลานีต้อเนื่องใหครบทุกอายุของสุกร จะสามารถทําใหตรวจพบการเกิด seroconversion 

และจะทาํใหทราบถึงชวงเวลาที่แนนอนที่ลูกสุกรเกิดการติดเช้ือไวรัสเจอีจนรางกายพัฒนาระดับ

แอนติบอด้ีตอเช้ือในระดับทีสู่งได  
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การเตรยีม Phosphate Buffer saline (PBS) 
 

NaCl  8 กรัม 

KCl  0.20 กรัม 

KH3PO4 0.20 กรัม 

Na2HPO4 1.15 กรัม 

เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 10x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 
 

Tris base 10.8 กรัม 

Boric acid 5.5 กรัม 

Na3EDTA 9.3 กรัม 

เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 1x TBE 
 

น้ํา 10x TBE 100 มิลลิลิตร มาเดิมน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 2% Agarose gel 
 

ชั่ง Agarose gel 2 กรัม ละลายใน 1x TBE ใหมีปริมาตรทั้งหมด 100 มิลลิลิตร 

 

การเตรียม 0.2% versene solution 

 

NaCl  8 กรัม 

KCl  0.2 กรัม 

KH2PO4 0.2 กรัม 

Na2HPO4 1.15 กรัม 

EDTA  0.2 กรัม 

เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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การเตรียม trypsin versene เพื่อยอยเซลสเพาะเล้ียงชนดิ vero cells 

 

2.5% trypsin 5 มิลลิลิตร 

0.2% versene 45 มิลลิลิตร 

 

การเตรียม Elsever’s solution 

 

Dextrose  2.05 กรัม 

Sodium citrate  0.8 กรัม 

Citric acid  0.055 กรัม 

NaCl   0.42 กรัม 

เติม sterile water จนครบ 100 มิลลิลิตร 

 

การเตรียม Dextrose gelatin veronal 

 

Veronal   0.58 กรัม 

Gelatin   0.6 กรัม 

Na veronal  0.38 กรัม 

Anhydrose CaCl2 0.02 กรัม 

Mg sulfate 7H2O 0.12 กรัม 

NaCl   8.5 กรัม 

Dextrose  10 กรัม 

เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 

 

การเตรียม Borate saline pH 9.0 

 

1.5 mNaCl  80 มิลลิลิตร (87.75 กรัม/ ลิตร) 

0.5m N3BO3  100 มิลลิลิตร (31.0 กรัม/ ลิตร) 

1.0mNaOH  24 มิลลิลิตร (40 กรัม/ ลิตร) 
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เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

ปรับคา pH ใหเปน 9.0 ดวย 1.0m NaOH 
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เคร่ืองมือและวัสดุที่ใชในการวิจัย 

 

Buble plastic rack, Scienceware, USA 

Refrigerated Universal Centrifuge, Hermle Labortechnik, Germany 

Mini-Centrifuge, Quick spin, LABNET, USA 

Vortex mixer, Genie-2™, Sciencetific Industries, USA 

Freezer-20oC, Sanyo, Japan 

Freezer-70oC, Forma Scientific, USA 

Power supplies, C.B.S. Scientific, USA 

Microcentrifuge tube 1.5 ml, Axygen, USA 

Microcentrifuge tube 0.5 ml, Elkay, USA 

Microcentrifuge tube 0.2 ml, Axygen, USA 

Pipette tips 0.5-10 ul, Axygen, USA 

Filter pipettes 200 ul, Axygen, USA 

Filter pipettes 200-1000 ul, Axygen, USA 

Thermal cycler 9600/Perkin-Elmer, Cetus, USA 

Timer, Citizen, Japan 

Dyna Cjill Portable Cooler, LABNET, USA 

Refrigerator, Mitsubishi Electric, Japan 

Water bath, Bosstech, England 

UV-visible recording spectrophotometer, UV-160A, Shimadzu, Japan 

Sterio-photometer 

Flask 25 mm2 

96-wells microplate 

Scraping 
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สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

สารเคมี         แหลง 

EDTA        Sigma, Germany 

Tris base       Amersham, USA 

Agarose       Gibco BRL, USA 

Boric acid       Merck, Germany 

Ethidium bromide      Sigma, Germany 

Oligonucleotide primer      Prologo, USA 

AccessQuick™RT-PCR system    Promega, USA 

100 bp DNA ladder      Fermentus, USA 

Trisol LS reagent      Invitrogen, USA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาว สวรรยา ศรีภัทรานสุรณ เกิดวันที ่2 สิงหาคม พ.ศ. 2521 ทีโ่รงพยาบาล

มเหสักข จงัหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จาก

คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม ในปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอระดับ

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรพยาธิชีววทิยาทางสัตวแพทย คณะสัตวแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยเมือ่ พ.ศ. 2548 
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