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บทคัดยอ 

       

       การสํารวจชนิดของยงุในฟารมสุกรทีม่ีการระบาดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จงัหวัด

นครปฐม ทาํการเก็บตัวอยางยงุทุกเดือนเดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือน

เมษายน 2548 โดยทาํการเก็บตัวออนยุงจากแหลงน้าํภายในระยะรัศมี 1 กิโลเมตรรอบฟารม และ

ดูดเก็บยุงตัวเต็มวัยตัวเมียขณะดูดเลือดบนตัวสุกรโดยใช oral aspirators ตั้งแตเวลา 18.00 – 

22.00 น. พบวายุงที่จับไดจํานวน 91,840 ตัว จาํแนกได 3 สกุล 6 ชนดิ คือ Culex 

tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, Mansonia uniformis, Ma. annulifera, Anopheles  vagus 

และ An. peditaeniatus โดยยุงที่พบไดมากที่สุดคือยงุ Cx. tritaeniorhynchus (60-95.75%) 

และยุงที่พบนอยที่สุดคือยุง Ma. annulifera (0.02-0.05%) ผลการตรวจตัวออนจากแหลงน้าํพบ

ตัวออนของยงุ Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, An. vagus และ An. peditaeniatus การ

ทดสอบศักยภาพในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ของยุง Cx. tritaeniorhynchus แบงเปน 2 

การทดลองคือ การทดสอบระยะเวลาที่ตรวจพบเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ของยงุ และการทดสอบ

ความสามารถในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ของยุงจากสกุรทดลองฉีดเชื้อไปยังสุกรปลอด

เชื้อ จากการทดลองแรกพบวาสามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในยุง 

Cx. tritaeniorhynchus ไดนาน 48 ชั่วโมง ดวยวิธ ี RT-PCR และเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส 

สามารถมีชีวิตในยุง Cx. tritaeniorhynchus ไดนาน 2 ชั่วโมง ภายหลังการกัดและดูดเลือดสุกร

ทดลองฉีดเชื้อ และผลการทดสอบความสามารถในการนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยนํายุงตดิ

เชื้อมากัดและดูดเลือดสุกรปลอดเชื้อโดยตรง ตรวจไมพบเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในสุกรทุกตัว 

ในขณะทีพ่บผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในทีสุ่กรปลอดเชื้อที่ไดรับการฉีดตัวอยางยุงบด 

หลังการกัดและดูดเลือดสุกรทดลองฉีดเชื้อ 30 นาที ดวยวิธ ี RT-PCR และ ELISA ผลจาก

การศึกษาในครั้งนี้พบวายุง Cx. tritaeniorhynchus พบไดมากที่สุดในฟารมสุกรมแีนวโนมนําเชือ้

ไวรัส พ ีอาร อาร เอส แบบทางกลได และไมสามารถแพรเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยการกัดหรือ

ดูดเลือดได 
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Abstract 

 

       A survey on mosquito species was conducted once a month in a PRRS positive 

farm in Nakorn Pathom province during May 2004 to April 2005.  The mosquito larvae 

were collected in the vicinity of 1 km and the adult females were captured while feeding 

on the pigs by using oral aspirators between 6 to 10 pm.   Of 91,840 mosquitoes, there 

were 3 genus and 6 species as the following Culex tritaeniorhynchus, Cx. gelidus , 

Mansonia uniformis,  Ma. annulifera, Anopheles vagus and An. Peditaeniatus with the 

predominant of Cx. tritaeniorhynchus (60-95.75%) and Ma. annulifera was the least 

(0.02-0.05%).  Collected mosquitoes larvae include Cx.  tritaeniorhynchus, Cx. gelidus , 

An. vagus  and An. peditaeniatus.  To determine whether Cx. tritaeniorhynchus could 

serve as a potential vector for PRRSV transmission, 2 experiments were conducted: the 

duration of PRRSV within the mosquitoes and the PRRSV transmission from the PRRSV-

infected pigs to the naive pigs by infected mosquitoes. PRRSV could be detected in 

mosquito pooled samples for up to 48 hours post feeding on the PRRSV-infected pig 

(PFP) using RT-PCR, whereas the PRRSV could be isolated from the mosquito samples 

for up to 2 hours PFP. The results of PRRSV transmission showed that all naive pigs 

used in the mosquito contact protocol were negative, whereas, the swine bioassay using 

pooled mosquitoes 30 minutes PFP was positive for PRRSV detection by both RT-PCR 

and ELISA.  The results of this study demonstrated that Cx. tritaeniorhychus, a 

predominant mosquito species found in a pig farm which was able to transmit PRRSV 

mechanically and was unlikely to transmit the PRRSV via biting or sucking blood. 
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รูปที่ 10    ยุงที่จับไดขณะเขามาดูดเลือดสุกรในฟารม ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น.   21 

รูปที่ 11    แสดงแถบดี เอ็น เอ ของไวรัส พ ีอาร อาร เอส จากการตรวจดวยวิธ ีNested             25 

               multiplex RT-PCR 

รูปที่ 12    แสดงปอดสุกร จากการชันสูตรซากหลงัจากไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส                28  

               14 วัน         

รูปที่ 13    การตรวจสอบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธี Enzyme                     29 

   linked immunosorbent assay (ELISA) 
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บทนํา 
 

       โรค พี อาร อาร เอส (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome or PRRS) ใน

สุกรเปนโรคสําคัญชนิดหนึ่งที่ทําใหเกิดความสูญเสียอยางสูงในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรทั่วโลก 

โดยมีรายงานการเกิดโรคครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในปค.ศ. 1987    ซึ่งทําใหสุกรปวยเกิด

อาการทางระบบหายใจและระบบสืบพันธุ และเนื่องจากในขณะนั้นยังไมทราบสาเหตุที่แทจริงของ

โรค จึงไดชื่อเปน Mystery swine disease (Albina, 1997) ตอมาในป 1990 พบอาการของโรคที่มี

ลักษณะคลายกันระบาดในสุกรแถบทวีปยุโรป ป ค.ศ. 1991 Wensvoort และคณะ (1991) ไดแยก

เชื้อไวรัสชนิดนี้ไดสําเร็จ และใหชื่อวา Lelystad virus ซึ่งตอมา Office International des 

Epizooties (O.I.E.) ไดใหชื่อของกลุมอาการเหลานี้วา Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome (Denac et al., 1997; Zimmerman, 2002; Plagemann, 2003 ) สําหรับประเทศไทย 

จากรายงานการตรวจสอบซีร่ัมสุกรยอนหลัง ตรวจพบแอนติบอดีตอเชื้อ พี อาร อาร เอส ตั้งแตป 

2532   โดยพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่แยกไดมีความคลายคลึงทางพันธุกรรมกับชนิดของ

ไวรัสที่แยกไดในประเทศสหรัฐอเมริกา (Damrongwatanapokin et al., 1996 , 1998) 

       เชื้อ Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) เปนไวรัสที่มี

ขนาด 48-83 nm. จัดอยูใน Genus Arterivirus, Family Arteriviridae, Order Nidovirales มี

ลักษณะเปน enveloped, single-strand RNA virus ประกอบดวย 8 open reading frams 

(ORFs) คือ ORF 1a, 1b และ ORF 2-7 (Denac et al., 1997; Yoon and Stevenson, 2002) 

แบงไดเปน 2 กลุมหลัก ตามลกัษณะความแตกตางทางแอนติเจนคือ สายพันธุประเทศยโุรป 

(European genotype) และสายพันธุประเทศสหรัฐอเมริกา (US genotype) 

       การศึกษาถึงพยาธิกาํเนิดของโรค พ ีอาร อาร เอส พบวาสุกรติดเชื้อไวรัส และเชื้อไวรัสจะแบง 

ตัวเพิ่มจาํนวนในเซลลตระกลู mononuclear phagocytic system (MPS) ซึ่งเกีย่วของกับระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย เชน monocyte และ macrophage โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลล macrophage 

ที่อยูในปอด (Thanawongnuwech et al., 2000) และความเสยีหายเนื่องจากการติดเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ก็คือ ระบบภูมคิุมกันของรางกายต่ํา อันเปนเหตุใหสุกรทีต่ิดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส 

สามารถติดเชือ้แทรกซอนชนิดอื่นไดงาย เชนเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสชนิดอื่น เปนตน 

       การแพรระบาดของเชือ้ไวรัส พีอาร อาร เอส เกิดข้ึนไดหลายทาง ไดแก ทางรก ทางน้าํเชือ้

ของพอพนัธุ การสัมผัสโดยตรงกับสุกรทีป่วยเปนโรค หรือแมกระทัง่การติดตอผานอุปกรณเครื่อง 

ใชในฟารม นอกจากนี้ยงัมีรายงานวาเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส มีการแพรระบาดแบบทางกล 

(mechanical transmission) ผานทางเขม็ฉีดยาและแมลงวนับาน (Musca domestica) ไดอีก
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ดวย (Otake et al., 2003a,b,c) จากการศึกษาที่ผานมามีรายงานวา แมลงดูดเลือดชนิดตางๆ

สามารถเปนพาหะนําโรคตางๆในสัตวได เชน เหลือบ (Horseflies) นําโรคอหิวาตสุกร (Tidwell et 

al., 1972) แมลงวนับาน (Stomoxys calcitrans) นําโรค Bovine leucosis (Weber et al., 1988) 

สวนยงุกม็ีรายงานวาเปนแมลงดูดเลือดที่เปนพาหะนาํโรคชนิดตางๆไดเปนอยางด ี เชน โรค

มาลาเรียในคน โรคมาลาเรยีในไก โรค Eperythrozoonosis ในสุกร (Prullage et al., 1993)  รวม 

ทั้งโรคไขสมองอักเสบซึง่มีสุกรเปนแหลงกกัเก็บโรค (Johansen et al., 2002) นอกจากนี้ยงัมีราย 

งานวา ยุงสามารถเปนพาหะนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดในสุกร (Otake et al., 2002) ซึ่ง 

Otake และคณะ (2003a) ไดศึกษาและพบวายุง Aedes vaxans ซึ่งพบไดมากทีสุ่ดในฟารมสุกรที่

มีการระบาดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในประเทศสหรัฐอเมริกา สามารถนาํโรคชนิดนี้ไดแบบ

ทางกล (Mechanical transmission) โดยพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สามารถอยูในตัวยุงได

นานที่สุด 6 ชั่วโมง อยางไรก็ตามการศึกษานีเ้ปนการศกึษาในทวีปอเมริกาเหนือ ซึง่มีความแตก 

ตางของพื้นทีแ่ละสภาพภูมอิากาศ รวมถงึชนิดของยุงทีพ่บในประเทศไทย  

       สําหรับในประเทศไทย ยงุทีพ่บไดมหีลายสกุล ไดแก สกุล Aedes จํานวน 113 ชนิด สกลุ 

Culex จํานวน 82 ชนิด สกุล Mansonia จํานวน 6 ชนิด สกุล Anopheles จํานวน 58 ชนิด สกุล 

Armigeres จํานวน 23 ชนิด และสกุล Toxorhynchites จํานวน 8 ชนิด (Sucharit, 1986) นอก 

จากนี้ยังมีรายงานการศึกษาและสํารวจยงุที่พบในบริเวณฟารมไกที่เปนแหลงระบาดของโรค

มาลาเรียไกในประเทศไทย พบวามียงุสกลุ Culex จํานวน 3 ชนิด สกลุ Mansonia จํานวน 3 ชนดิ 

และสกุล Anopheles จํานวน 1 ชนิด และยงัพบวายุง Culex tritaeniorhynchus และ Cx. 

gelidus มีศักยภาพในการเปนพาหะนาํโรคมาลาเรียไกได  (สุดจิตต และคณะ, 2543; สุวรรณี 

และคณะ, 2543) 

       เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศในเขตรอนชื้น ซึง่มีลักษณะภูมิอากาศเหมาะสมตอการแพร

พันธุของยงุ และมียุงหลายชนิด ประกอบกับมีการระบาดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในสกุรจึง

อาจสงผลตอการเปนพาหะนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ใหระบาดในประชากรของสุกรได ดังนัน้ใน

การศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพื่อสํารวจและศึกษาชนิดของยงุทีพ่บในฟารมสุกรที่เปนแหลงทีม่ี

การระบาดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส และศึกษาชนิดของยงุที่มศีักยภาพในการนําเชื้อไวรัส พ ี

อาร อาร เอส ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลในการวางแผนการควบคุมหรือจัดการเพื่อลดปญหาความสูญเสีย

ที่เกิดจากเชื้อ พี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรในประเทศไทยไดอีกทางหนึ่ง 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

คุณสมบัติทางชีววิทยาของเชื้อไวรสั พ ีอาร อาร เอส 
       โรค พี อาร อาร เอส (Poecine reproductive and respiratory syndrome) ในสุกร เกิดจาก

เชื้อไวรัสที่มีลกัษณะเปน Enveloped, Single-strand RNA virus จดัอยูใน Genus Arterivirus, 

Family Arterviridae, Order Nidovirales พบมีการระบาดครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาเหนอื

ในป 2530 และกอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเปนอยางมาก 

(Plagemann, 2003) ในปจจุบันสามารถแบงชนิดของเชื้อไวรัสเปนกลุมสายพนัธุหลักๆได 2 สาย

พันธุ ตามลกัษณะความแตกตางทางพนัธุกรรม (genotype) คือ กลุมสายพนัธุประเทศสหรัฐ 

อเมริกา (US genotype) และกลุมสายพนัธุประเทศยุโรป (EU genotype) ความแตกตางทางพนัธุ 

กรรมยังพบไดในกลุมสายพนัธุของไวรัส พี อาร อาร เอส ที่แยกไดจากทางประเทศสหรัฐอเมริกา

อีกดวย โยสามารถแยกเปนกลุมยอยตามความรุนแรงของโรค 

       จากการศึกษาพบวา เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส มีรหัสทางพันธกุรรมขนาด 15 kb และ

ประกอบดวย 8 open reading frams (ORFs) คือ ORF 1a, 1b และ ORF 2-7 (Denac et al., 

1997; Yoon, 2002) ORF1a และ 1b เปน non-coding sequence มีตําแหนงทีด่าน 5’ และมี

ขนาดเปน 80% ของลําดับเบสทั้งหมด ORF 2-7 เปน coding sequence จะมีตําแหนงที่ดาน 3’ 

ของสายนิวคลโีอไทด (Yoon, 2002) 

       การกอโรคของไวรัส พี อาร อาร เอส ข้ึนกับความรนุแรงของสายพันธุ โดยกลุมสายพนัธุ US 

มักกอใหเกิดอาการทางคลินกิมากกวาสายพันธุ EU อาการทีพ่บในสกุร ไดแก ความสูญเสยีใน

ระบบสืบพันธุในสุกรแมพนัธุ และพอสุกร เชน การตายแรกคลอดเพิ่มสูงขึ้น การแทงหรือปญหาลูก

สุกรออนแอหลังคลอดเพิ่มข้ึน อัตราการผสมติดต่ําลง (น้ําเชื้อพอพนัธุออนแอ) เปนตน นอกจากนี้

สุกรยังอาจแสดงอาการปวยทางระบบหายใจซึ่งพบไดในสุกรทุกชวงอายุ (Segales and McCaw, 

2002) ทั้งนีพ้บวาความสูญเสียอันเนื่องมาจากปญหาการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส นัน้สวน

ใหญเกิดเนื่องจากการติดเชื้อแทรกซอนทางระบบหายใจจากเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ 

(Segales and McCaw, 2002) 

       การแพรระบาดของโรค พี อาร อาร เอส เกิดไดหลายทาง ไดแก ทางอากาศ (airborne 

transmission) ในชวงระยะทางสั้นๆ (Kristensen et al., 2004) ทางรก ทางน้ําเชื้อของพอพนัธุ 

การสัมผัสโดยตรงกับสุกรทีป่วยเปนโรค หรือแมกระทั่งการติดตอผานอุปกรณเครื่องใชในฟารม 

นอกจากนีย้ังมีรายงานวาเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส มีการแพรระบาดแบบทางกล (Mechanical 

transmission) ผานทางเขม็ฉีดยา ยงุ และแมลงวนับาน (Musca domestica) ไดอีกดวย โดย 
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Otake และคณะ (2003a) ไดศึกษาและพบวายุง Aedes vaxans ซึ่งพบไดมากทีสุ่ดในฟารมสุกรที่

มีการระบาดของเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส สามารถอยูในตัวยงุไดนานที่สุด 6 ชั่วโมง ในขณะที่

แมลงวนับาน (Musca domestica) สามารถนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดนานถงึ 12 ชั่วโมง 

(Otake et al., 2003b,c) 
ลักษณะทางชีววทิยาของยุง 
       วงชวีิตของยุงเปนลกัษณะ homometabolous metamorphosis หรือ complete 

metamorphosis ประกอบดวยระยะไข (egg) ตัวออน หรือลูกน้าํ (larva) ตัวกลางวัย หรือดักแด 

(pupa) และระยะตัวเต็มวัย (adult) การเจริญครบวงจรใชเวลาประมาณ 3 สัปดาห โดยอุณหภมูิ

ของอากาศและความชืน้มีผลตอการเจริญเติบโตของยุง 

       ยุงแตละชนิดจะวางไขแตกตางกนัออกไป อาจวางไขเดี่ยวๆ เปนแพหรือเปนกลุมก็ได ตลอด

ชีวิตของยงุจะวางไขไดหลายครั้ง แตละครั้งอาจมีจาํนวน 50-150 ฟอง 

       ตัวออนหรือลูกน้ําของยงุทุกชนิดอยูในน้าํ มีลักษณะคลายตัวหนอน ไมมีขา ลําตัวแบง

ออกเปน 3 สวน คือ สวนหวั อก และทองอยางชัดเจน ตัวออนของยงุแตละชนิดจะหากินแตกตาง

กันออกไป เชน ตัวออนของยุงกนปลองจะหากินอาหารที่อยูตามผวิน้าํ สวนยุง Culicine จะหากิน

ใตผิวน้ํา อาหารของตัวออนสวนมากเปนพวกสาหราย และสิ่งมีชีวิตเล็กๆใตผิวน้ํา 

       ตัวกลางวัยมีลักษณะคลายรูปราง comma shape สวนหวัและสวนอกจะเชื่อมตอกันเรียก 

cephalothorax ดานหลังของสวนอกจะมีทอหายใจอยู 1 คู ตัวกลางวยัเมื่อลอกคราบแลวจะเกาะ

พักตัวอยูชั่วครูเพื่อใหปกแหง แลวบนิออกไปหากิน ยงุตัวเมยีดูดกินเลือดไดภายใน 24 ชั่วโมง 

(Clements, 1992)  

       ยุงเปนแมลงดูดเลือดทีเ่ปนพาหะนาํโรคชนิดตางๆไดเปนอยางดี เชน โรคมาลาเรียในคน โรค

มาลาเรียในไก โรคไขสมองอักเสบซึ่งมีสกุรเปนแหลงกักเก็บโรค (Johansen et al., 2002) 

นอกจากนีย้ังมีรายงานวา ยุงสามารถเปนพาหะนาํเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดในสุกร (Otake et 

al., 2002) ซึ่ง Otake และคณะ (2003a) ไดศึกษาและพบวายุง Ae. vaxans ซึ่งพบไดมากที่สุดใน

ฟารมสุกรที่มกีารระบาดของเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส และสามารถนาํโรคชนดินี้ไดแบบทางกล 

(Mechnaical transmission) โดยพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สามารถอยูในตัวยุงไดนานที่สุด 

6 ชั่วโมง 

       ลักษณะการนาํโรคในยุงนัน้ สามารถเปนพาหะไดสองทางคือ แบบทางกล (mechanical 

transmission) และแบบชีววิธี (biological transmission) 
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       การนาํโรคแบบทางกล เปนการนําลกัษณะการนําโรคของยุง โดยยุงจะนาํโรคจากแหลงหนึ่ง

ไปยังอีกแหลงหนึง่ โดยทีเ่ชื้อโรคนั้นไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางหรือเพิ่มจาํนวนขึน้ภายในตัวยุง 

และโรคนั้นอาจไปติดเชื้อในโฮสตตัวใหม ซึ่งความสามารถของการทําใหติดโรคนั้นจะลดลงตาม

เวลาที่ผานไป 

       การนาํโรคแบบชีววิธี การนําโรคแบบนี้เชื้อโรคจะมกีารเจริญเติบโตเพื่อเพิม่จํานวนหรือเปลีย่น 

แปลงตัวเองในยุงกอน ดังนัน้จึงมีชวงเวลาหลังจากที่เชื้อโรคถูกกลืนลงไปและมกีารเจริญเติบโต

หรือการเปลี่ยนแปลงตัวเอง ซึ่งเชื้อโรคสามารถจะอยูในตัวยงุไดเปนเวลานาน และเชื้อโรคแตละ

ชนิดก็มีอวัยวะเปาหมายในการแบงตัวเพือ่เพิ่มจํานวนในตัวยงุที่แตกตางกนัไปตามแตละชนิดของ

เชื้อ (Beernsten et al., 2000) นอกจากนี้แลวยงุแตละชนิดและแตละพื้นที่ก็มีความสามารถใน

การนาํโรคชนดิตางๆไดแตกตางกนัออกไป 

       สําหรับในประเทศไทยนั้น ยุงทีพ่บไดมีหลายสกุล ไดแก สกุล Aedes จํานวน 113 ชนิด สกลุ 

Culex จํานวน 82 ชนิด สกุล Mansonia จํานวน 6 ชนิด สกุล Anopheles จํานวน 58 ชนิด สกุล 

Armigeres จํานวน 23 ชนิด และสกุล Toxorhynchites จํานวน 8 ชนิด (Sucharit, 1986) และมี

การสํารวจชนดิของยุงในบรเิวณฟารมไกทีเ่ปนแหลงระบาดของโรคมาลาเรียไก พบวามียงุสกลุ 

Culex จํานวน 3 ชนิด สกุล Mansonia จํานวน 3 ชนิด และสกุล Anopheles จํานวน 1 ชนิด (สุด

จิตต และคณะ 2543) 

       การวนิิจฉัยการติดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในสุกร ทําไดโดยการตรวจหาแอนติบอดี หรือการ

ตรวจหาแอนติเจนของไวรัสชนิดนี้จากตัวอยางเนื้อเยื่อของสุกรที่ปวย ซึ่งในปจจุบนัมีวธิีการตรวจ

หลายวิธ ี เชน Indirect immunofluorescense antibody test, virus isolation, 

immunohiatochemistry, ELISA, immunoperoxidase monolayer assay และ reverse 

transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนตน (ทริกา และคณะ, 2543; 

Spagnuolo et al., 1998; Witte et al., 2000; Segales and McCaw, 2002) ซึ่งการทดลองนี้

นอกเหนือจากจะเปนการศึกษาชนิดของยงุที่สามารถพบไดในบริเวณฟารมเลีย้งสุกรแลว ยังเปน

การศึกษาถึงศกัยภาพในการนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ของยงุสกุล Culex ที่พบในฟารมสุกรใน

ประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิง่ในแถบทีม่ีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลในการ

วางแผนการควบคุมและปองกันการระบาดของโรคชนิดนี้ตอไปในอนาคต 
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วิธีการวิจัย 
  

       คณะผูวิจยัไดวางแผนการศึกษาวิจัยตลอดโครงการเปนระยะเวลา 1 ป โดยแบงออกเปน 2 

การทดลองดงันี ้
การทดลองที ่1 
       การศึกษาถึงชนิดของยงุที่มีศกัยภาพในการเปนพาหะนาํเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยแบง

การทดลองออกเปน 

       1.1  การสํารวจยงุในฟารมสุกร  

            ฟารมสุกรที่เปนแหลงระบาดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในเขตอําเภอเมือง จงัหวัด

นครปฐม ใชเปนสถานที่ศึกษาในครั้งนี้ ทาํการสาํรวจเกบ็ตัวอยางยงุระยะตัวออน (larvae) และตัว

เต็มวัย (adults) เดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือน เมษายน 2548 เปนระยะ 

เวลา 1 ป  

            ยุงตัวเต็มวัย : ใชคน 6 คนในการเก็บตัวอยางยงุแตละครั้ง ทาํการเก็บตัวอยางยุงตวัเต็มวัยที่

เขามาในฟารมและดูดเลือดบนตัวสุกรตั้งแตเวลา 18.00 - 22.00 นาฬิกา โดยใชไฟฉายสองแลวใช 

oral aspirator ดูดจับยุงขณะดูดเลือดบนตัวสุกร (รูปที่ 1) แยกใสกลองยุงขนาดเลก็ที่เจาะรูดานขาง 

และมีผาโปรงคลุมดานบน กลองละ 200 ตัว ใชกอนสําลีชุบน้ําพอหมาดๆวางบนกลองยงุแตละ

กลอง (รูปที ่2) เก็บตัวอยางยุงจนถงึเวลา 22.00 น. นําตัวอยางยุงทัง้หมดขนสงไปยังหองปฏิบัตกิาร

เลี้ยงยงุ (insectarium room) ที่ควบคมุอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส ความชืน้สัมพทัธ 80% ที่

หนวยปรสิตวทิยา คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เพื่อศึกษาจําแนกชนิด นับ

จํานวน เพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ (colonization) และคัดเลือกยุงชนิดทีพ่บไดมากที่สุดในแตละ

ชองเดือนเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่องเพือ่ใชสําหรับทดลองตอไป 

            วิธีการเตรียมยุงตัวเต็มวัยเพื่อจําแนกชนิด : ใหยุงดมอีเทอรเปนเวลานาน 3-5 นาที หลัง 

จากนั้นนําตัวอยางยุงมาปกเข็มโดยวิธี card point technique แลวศึกษารายละเอียด จําแนกชนิด

ดวยกลองจุลทรรศนส เตอริ โอโดยใชกุญแจจํ าแนกชนิดของยุ งที่พบในประเทศไทย 

(Rattanarithikul et al., 2005)  

            ตัวออน : เก็บตัวอยางนํ้าจากแหลงน้าํตางๆในรัศมี 1 กิโลเมตรรอบๆฟารม โดยใชกระบวย

ตักน้ําที่ตอดวยดามไมไผ จวงตักน้ํา เพื่อตรวจหาตวัออน และตวักลางวัย ตัวอยางที่ไดนําไปเลี้ยง

ตอในหองปฏบิัติการจนเปนระยะตัวเต็มวยั และตัวอยางบางสวนนํามาศึกษาจําแนกชนิด โดยใช

กุญแจจําแนกชนิดยุงทีพ่บในประเทศไทย (Rattanarithikul et al., 2005) 

 



 7

1.2  การเพาะเลี้ยงยุงในหองปฏบิัติการ 
            นําตัวอยางยุงจากขอ 1.1 มาเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ (insectarium) ซึ่งเปน

หองปฏิบัติการเลี้ยงยงุทดลองที่มีประตมูุงลวด 2 ชั้น ควบคุมอุณหภมูิที่ 25-27 องศาเซลเซียส และ

ความชืน้สัมพทัธ 80% 

1.2.1  การเพาะเลี้ยงยุง Culex  

                 นาํยุงตวัเต็มวยัที่ดูดเลือด (engorged female) มาเลีย้งในกรงเลี้ยงยงุที่กรุมุงลวด 4 

ดานขนาด กวางxยาวxสูง เทากับ 25 x 25 x 25 เซนติเมตร (รูปที่ 3) และมีภาชนะสําหรับใหยุงวาง 

ไขเปนถวยพลาสติกเสนผาศนูยกลาง 10 เซนติเมตร และมีน้าํที่ปราศจากคลอรีน ใหอาหารดวย

น้ําหวาน 10% และวิตามนิ B complex โดยใชสําลพีันไมประมาณ 5 นิ้ว จุมลงในขวดขนาด 25 

มิลลิลิตร ทีม่นี้ําหวาน 10% และวิตามนิ B complex หลังจากยุงวางไขแลว นาํไขยุง (egg raft) ไป

เลี้ยงในถาดพลาสติกขนาด 12 x 25  เซนติเมตร ที่มนี้ําหมักฟางขาวเจือจาง 2 ลิตร เลี้ยงตวัออน 

(larvae) ดวยอาหารหนบูด และเปลี่ยนน้ําทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งเจริญเปนตัวกลางวยั (pupae) ใช

หลอดดูดปากกวางดูดแยกตวักลางวยัใสถวยพลาสติกถวยละ 200 ตัว นาํไปใสในกรงทีก่รุมุงลวด

สําหรับเลี้ยงตวัเต็มวยั ใหยงุตัวเต็มวัยดูดเลือดหนูถบีจกัร เพื่อใหยุงวางไขคร้ังตอไป ทําการเพาะ 

เลี้ยงยงุ Culex  อยางตอเนือ่งเพื่อใชในการทดลองตอไป (รูปที่ 4) 

1.2.2 การเพาะเลี้ยงยุง Mansonia  

                 นาํยุงตวัเต็มวยัที่ดูดเลือดอิ่มแลวใสในขวดแกวทรงสงูที่ใสน้ําหมักอุจจาระหนูถีบจกัร

เจือจาง ภายในมีวัชพืชน้ําและแผนโฟมบางๆสําหรับใหยุงวางไข แยกไขยุง (egg clusters) ไป

เลี้ยงในภาชนะขวดแกวใบใหม จนกระทั่งไขเจริญเปนตัวออน ตัวกลางวัย และตวัเตม็วัยตอไป (รูป

ที่ 5) 

1.2.3  การเพาะเลี้ยงยุง Anopheles  

                 นาํยุงตวัเต็มวยัที่ดูดเลือดอิ่มแลว ใสในถวยพลาสติกที่มีผาโปรงคลมุดานบนทีม่ีน้าํ

ปราศจากคลอรีน และมีแผนพลาสติกใสสี่เหลี่ยมเล็กๆสําหรับเปนทุนใหยงุวางไข หลังจากนั้นแยก

ไขยุงนําไปเลีย้งในถาดพลาสติกขนาด 12 x 25 เซนติเมตร ที่มนี้ําปราศจากคลอรีน เลี้ยงจนกระทั่ง

เปนตัวออน ตัวกลางวัย ดดูแยกตัวกลางวัยไปเลี้ยงในกรงเลี้ยงยงุเชนเดียวกับการเลี้ยงยงุ Culex 

(รูปที่ 6) 

       1.3  การนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในยุงทดลอง 

            1.3.1  การเตรียมยุงทดลอง 
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                 สุมเลือกยงุแตละชนิดในวันแรกที่จับไดจากฟารมสุกรชนดิละ 5 ตัว นาํมาตรวจหาเชื้อ

ไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยวิธี RT-PCR และตรวจหาเชื้อไวรัสจากยงุ Cx. tritaeniorhynchus ที่

เพาะเลี้ยงไวจากขอ 1.2.1 กอนการนําไปสมัผัสเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากสกุรทดลอง 

1.3.2 การเตรียมสุกรทดลอง  

                 นาํสุกรอนุบาลเพศผูอายุ 3 สัปดาห  จากฟารมที่ปลอดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส  

จํานวน 4 ตัว แบงเปน 2 กลุมการทดลอง  

                 กลุมที่ 1 จํานวน 2 ตัว เปนกลุมควบคุมลบ (negative control) 

                 กลุมที่ 2 จํานวน 2 ตัว ฉดีเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส สายพันธุอเมริกา (O1NP1) 

(ปริมาณ 104TCID50/ml) โดยหยอดจมกูขางละ 4 มิลลิลิตร เลี้ยงสกุรทั้ง 2 กลุมจนกระทั่งวันที ่ 7 

หลังการสัมผัสเชื้อ (7 days post infection) ซึ่งเปนระยะที่ไวรัสแพรกระจายทั่วรางกาย (viremia) 

กอนการทดลอง นํายุงทดลอง Cx. tritaeniorhynchus จากขอ 1.2.1 งดน้ําและอาหารกอนการ

ทดลองอยางนอย 6 ชั่วโมง แบงยุงออกเปน 2 กรง กรงที ่1 ใหสัมผัสและกัดดูดเลือดสุกรกลุมที ่1 

กลุมควบคุมลบ กรงที่ 2 ใหสัมผัสและกัดดูดเลือดสุกรทดลองกลุมที่ 2 กลุมติดเชื้อ โดยทําใหสุกร

ทดลองสลบทัง้สองกลุม ดวยยาสลบ Pentobarbital sodium (Nembutal® Ceva sante animale, 

France) แลววางตวัสุกรนอนตะแคงลงดานบนของกรงยงุ ปลอยใหยงุดูดเลือดจนอิ่ม หลงัจากนัน้

ดูดแยกยุงที่ดูดเลือดอิ่มเต็มที่ (fully engorged female) จากแตละกรงแยกใสกรงใหมกรงละ 300 

ตัว (รูปที่ 7) แยกเลี้ยงไวกอนการทดสอบในขอ 1.4  

       1.4  การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุงทดลอง 

            นําตัวอยางยุงทั้ง 2 กรงจากขั้นตอนที ่1.3 ดูดแยกมาใชคร้ังละ 30 ตัว ในระยะเวลา 0, 2, 

4, 6, 12, 24, 48, 72 ชั่วโมง 7 และ 14 วันหลังการสมัผัสกับสุกร ทําใหยุงตายดวยความเยน็จัด

โดยนําตวัอยางยุงใสในตูแช -20 องศาเซลเซียส และทาํเปนตวัอยางรวม (Pooled samples) เพื่อ

ตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธปีฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Nested Multiplex RT-PCR) 

ตัวอยางที่ใหผลบวกตอวิธี RT-PCR จะนํามาตรวจยนืยันดวยวิธี virus isolation และหาจาํนวน

ของเชื้อไวรัสดวยวธิี virus titration ตามลําดับ 

            1.4.1  ขั้นตอนการสกัด RNA 

                 นาํยุงที่ดูดเลือดสุกรจนอิ่มมาสกัด RNA ของไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยใชชุดน้ํายา

สําเร็จรูป QIAamp Viral RNA Mini Spin (Qiagen, Germany) โดยมีข้ันตอนดังนี ้

                 - ละลาย carrier RNA 1 หลอด ลงใน buffer AVL 1 ขวด (buffer AVL ที่ผสม carrier 

RNA แลวเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส) 
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                 - เตรียม 1.5 มล. Eppendorf (DNAse free, RNAse free) ตามจํานวนตัวอยาง โดย

บันทกึหมายเลขตัวอยางไวขางหลอด 

                 - ดูด buffer AVL 560 ไมโครลิตร ใสใน eppendorf ที่เตรียมไว 

                 - บดยุงในแตละชวงเวลาที่กาํหนดไวของแตละตัวอยางใน eppendorf หลอดละ 1 

ตัวอยาง จากนั้นดูด PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสใน eppendorf ที่มยีุงบดแลว นาํไปปนที่ 

8,000 รอบ เปนเวลา 1 นาท ี

                 - จากนั้นดูดสารละลาย (supernatant) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/ตัวอยาง ใสลงใน

หลอด eppendorf ที่มี Buffer AVL ตัวอยางละ 1 หลอด 

                 - เติม 100% ethanol ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันนาน 15 วินาท ีนาํไปปน 

(briefly) ใหสารละลายรวมกันที่กนหลอด 

                 - เตรียมชุด QIAamp spin column บันทึกหมายเลขตัวอยางไวดานบนของฝาปด spin 

column 

                 - ดูดสารละลายที่ปนรวมกับ ethanol ปริมาตร 630 ไมโครลิตร ใสใน QIAamp spin 

column (ใหหมายเลขตัวอยางตรงกนั) แลวนาํไปปนที่ 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที  

                 - เทสวนสารละลายกนหลอดทีผ่าน spin column ทิ้งไป 

                 - ทําซ้าํอีกครั้งจนกวาสารละลายที่ปนรวมกบั ethanol หมดพอดี 

                 - เปลี่ยนหลอด 2 มิลลิลิตร ของชุด QIAamp spim column 

                 - เตรียมสารละลาย AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนาํไปปนที่ 8,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้เปลี่ยนหลอด 2 มิลลิลิตร ของชุด QIAamp spin column 

                 - เตรียมสารละลาย AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนที่ 13,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 3 นาท ี

                 - เตรียม 1.5 มิลลิลิตร eppendorf พรอมบันทึกหมายเลขตัวอยางใหตรงกับหลอด

ขางตน 

                 - นําสวนของ spin column มาวางบน eppendorf ที่เตรยีมไว จากนั้นเติม Buffer AVE 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที ที่อุณหภูมหิอง 

                 - นําไปปนที ่8,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

                 - เก็บสวนของ pure viral RNA ไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส สาํหรบัทํา RT-PCR 

            1.4.2  ขั้นตอนการทาํ RT-PCR 

                 - เตรียม Master mix จากชุด Qiagen One step RT-PCR ตามสูตร ดังนี ้
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  Access Quick master mix 12.5  ไมโครลิตร 

  Upstream primer    0.5 ไมโครลิตร 

  Downstream primer    0.5  ไมโครลิตร 

  Reverse transcriptase    0.5 ไมโครลิตร 

  RNAse free water    8 ไมโครลิตร 

         (สูตรนี้สําหรับ 1 ตัวอยาง) 

โดยมีลําดับเบสของ primer จาก 5’ – 3’ ดังนี ้(Thanawongnuwech et al., 2002) 

Downstream primer : Agg TCC TCg AAC TTg AgC Tg 

Upstream primer     : CCT CCT gTA TgA ACT TgC 

                 แบง master mix ใส PCR tube หลอดละ 22 ไมโครลิตร จากนัน้เติม pure viral RNA 

จากขั้นตอนการสกัดตัวอยางละ 3 ไมโครลิตร ปดฝาหลอด PCR ใหแนน และบันทกึหมายเลข

ตัวอยางใหชัดเจนทกุตัวอยาง นําไปใสเครื่อง PCR โดยมีโปรแกรม ดงันี ้

  Reverse transcription  50 0ซ  30 นาท ี

  Initial PCR activation  95 0ซ  30 นาท ี

  Denaturation   94 0ซ  20 วินาท ี

  Annealing   50 0ซ  30 วินาท ี

  Extension   72 0ซ  30 วินาท ี

  Final extension   72 0ซ  15 นาท ี

                 - เมื่อเครื่อง PCR ทํางานสิน้สดุ จะไดเปน cDNA จากนัน้นาํไปทาํขั้นตอน multiplex 

PCR ตอไป โดยเตรียม master mix สําหรับทํา multiplex PCR ดังนี ้

  10x Buffer PCR   4  ไมโครลิตร 

  10mM. dNTP mix  0.8  ไมโครลิตร 

  Primer U1 (50pmol/ul)  0.5  ไมโครลิตร 

  Primer U2 (50pmol/ul)  0.5  ไมโครลิตร 

  Primer D1 (50pmol/ul)  0.25  ไมโครลิตร 

  Primer D1 (50pmol/ul)  0.25  ไมโครลิตร 

  25 mM MgCl2   0.25  ไมโครลิตร 

  Taq polymerase (5U/ul) 0.5  ไมโครลิตร 

  RNAse free water  38.2  ไมโครลิตร 
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               (สูตรนี้สําหรับ 1 ตัวอยาง) 

โดยมีลําดับเบสของ Primer จาก 5’ – 3’ เปนดังนี้ (Thanawongnuwech et al., 2002) 

Primer U1 : gTA TgA ACT TgC Agg Atg 

Primer U2 : ggA gCA gTg ACT Aag AgA 

Primer D1 : gCC gAC AAT ACC Atg TgC Tg 

Primer D2 : gTA ACT gAA CAC CAT ATg CTg 

                 แบง master mix ที่เตรียมไวใสหลอด PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลอดละ 48 

ไมโครลิตร จากนัน้เติม cDNA ที่ไดจากการทํา RT-PCR 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปดฝาใหสนทิ 

และบันทกึหมายเลขตัวอยางขางหลอดใหถูกตองตรงกนั นาํไปใสเครื่อง PCR โดยมีโปรแกรมดังนี ้

  Initial PCR activation  94 0ซ  3 นาท ี

  Denaturation   94 0ซ  20 วินาท ี

  Annealing   48 0ซ  30 วินาท ี

  Extension   72 0ซ  30 วินาท ี

  Final extension   72 0ซ  15 นาท ี

                 - ในระหวางเครื่อง PCR กําลังทาํงาน เตรียม 2% agarose gel ใน tris borate EDTA 

(TBE) buffer โดยใชอัตราสวน agarose gel 0.5 กรัม ใน TBE 25 มิลลิลิตร ใหความรอนโดยใช

เตาอบจนเจลละลายดี จงึนาํออกมาเทใสพิมพ รอจนเจลเย็นและแข็งดีจึงนาํไปวางบนเครื่อง 

Electrophoresis chamber ที่มี TBE buffer อยูในระดับที่ทวมแผนเจล 

                 - นํา PCR product จากขั้นตอนของการทํา multiplex PCR มาหยอดลงใน 2% 

agarose gel ที่เตรียมไว โดยใช 6x loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับ PCR product 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยใหแถวแรกของเจลเปน DNA marker 

                 - เปดเครื่อง Electrophoresis (Wealtec, USA) โดยใชกําลังไฟ 100 โวลต นาน

ประมาณ 1 ชั่วโมง เมื่อเสร็จแลวปดเครื่อง Electrophoresis นําแผนเจลที่ไดมายอมดวย 1% 

ethidium bromide solution (10mg/ml) ในน้ํากลั่นนาน 15 นาท ี จากนัน้ลางแผนเจลดวยน้ํา 

ประปา และนาํไปอานผลดวยเครื่อง Visible-UV gel transmission 

            1.4.3  ขั้นตอนการทาํ Viral isolation 

                 - เตรียมเซลล MARC 145 มาเพาะเลีย้งใน microplate cell culture ขนาดเสนผาศนูย 

กลาง 3 เซนติเมตร โดยใชอัตราสวนของเซลล 1:3 เทาใน growth media (5%MEM) จํานวน 3 

มิลลิลิตร 
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                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง จนเซลลโตเต็มที่ ซึง่มี

ลักษณะเปน monolayer 

                 - นําตัวอยางยงุมาบดใน eppendorf (เปน pool sample) และเจือจางดวย MEM ที่

เย็น 4 องศาเซลเซียส ในอตัราสวน 1:2 จากนั้นนําเซลลที่เลี้ยงไวมาดูดอาหารเลี้ยงเชื้อเกาทิง้ และ

เติมตัวอยางยงุเจือจางประมาณ 1 มิลลิลิตร ใหทวมผิวหนาของเซลลเพาะเลี้ยง 

                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา นาํออกมาดูด

ตัวอยางที่อยูผิวหนาของเซลลเพาะเลี้ยงทิ้ง และเติมอาหารเลีย้งเชือ้ (2% MEM) ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร 

                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง 

                 - เตรียมเซลล MARC 145 มาเพาะเลี้ยงใน Microculture 96 well plate โดยเติมหลมุ

ละ 200 ไมโครลิตร 

                 - นํา microplate cell culture ที่เพาะเชื้อไวรัสจากตัวอยางยงุออกจากตูอบแลวนํามา

เก็บที่อุณหภูม ิ -70 องศาเซลเซียส จนแขง็ตัวและนาํออกมาละลายทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

สลับกัน 3 รอบ เพื่อใหเซลลแตก 

                 - จากนั้นดูดสวนที่ละลายแลวทัง้หมดไปปนที่ความเรว็ 2,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 

นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และเกบ็สวนใสไว (supernatant) 

                 - นํา microplate 96 well plate ที่มีเซลลเปน monolayer แลวมาดูดอาหารเลีย้งเชือ้

เกาทิ้ง จากนัน้เติมตัวอยาง (supernatant) ใสหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

                 - นําเขาตูอบที ่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้นําออกมาเติม

อาหารเลีย้งเชือ้ (2% MEM) 100 ไมโครลิตร 

                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปตรวจหา

แอนติบอดีโดยขั้นตอนการยอมดวยวิธี IPMA ตอไป 

            1.4.4  จดบันทึกผลการทดลอง วเิคราะหและรายงานผลการทดลอง 

 
การทดลองที ่2 
       การทดสอบความสามารถในการเปนพาหะนาํเชือ้ไวรัส พ ี อาร อาร เอส ของยงุ Cx. 

tritaeniorhynchus จากสุกรติดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไปยังสุกรปลอดเชื้อ  

โดยแบงการทดลองออกเปนข้ันตอนดังนี ้

       2.1  การเตรียมยุงทดลอง 
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            นําตัวเต็มวัยของยุง Cx. tritaeniorhynchus ทีท่ําการเพาะเลีย้งจากขอ 1.2.1 งดน้ําและ

อาหารกอนการทดลองอยางนอย 6 ชั่วโมง และสุมตัวอยางยุงจาํนวน 50 ตัว นํามาทดสอบเชื้อ

ไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวธิี RT-PCR กอนนาํมาทดลอง 

       2.2  การเตรียมสุกรทดลอง 

            นําสุกรอนุบาลเพศผูอายุ 3 สัปดาห จาํนวน 10 ตัวจากฟารมที่ปลอดเชื้อ พ ีอาร อาร เอส 

แบงออกเปน 2 กลุมการทดลองใหญ คือ สุกรกลุมที ่1 กลุม A (กลุมตัวให) จํานวน 2 ตัว และสุกร

กลุมที ่2 กลุม B-E (กลุมตัวรับ) จํานวน 8 ตัว แบงเปน 4 หองทดลองยอย หองละ 2 ตัว  

            - สุกรกลุมที ่1 (กลุมตัวให) จํานวน 2 ตัว (กลุม A) ฉีดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุ

อเมริกา (O1NP1) (ปริมาณ 104 TCID 50 /มิลลิลิตร)  โดยหยอดจมกูขางละ 4 มิลลิลิตร  

            - สุกรกลุมที ่ 2 (กลุมตัวรับ) จํานวน 8 ตัว แยกเปนกลุมยอย 4 หองทดลอง ( กลุม B-E) 

หองละ 2 ตัว 

       2.3  การ Infect เชื้อไวรัสจากยงุที่ดูดเลือดสุกรกลุมตัวใหไปยังสกุรกลุมตัวรับ 

            ในวันที่ 7 หลังการฉีดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส (7 day post infection) วางยาสลบสุกร

กลุมที ่ 1 (กลุมตัวให) แลวนําไปวางนอนตะแคงดานขางลงบนกรงยุงดานทีม่ีมุงลวด ปลอยใหยงุ

ดูดเลือดสุกร โดยในขณะทียุ่งกาํลังดูดเลอืดสุกรอยูนั้น ดูดแยกยุงออกจากตวัสุกรทันที โดยใสใน

กลองพลาสตกิ กลองละ 150 ตัว จํานวน 4 กลอง บนัทกึหมายเลขกลอง 1 ถึง 4 เพื่อนําไปทดสอบ

กับสุกรกลุมที่ 2 กลุมตัวรับ (Recipient pigs) ในชวงเวลาตาง ๆ ดังนี ้

            ยุงกลองที ่1 (30 นาทีหลงัจากดูดเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม B 

            ยุงกลองที ่2 (6 ชั่วโมงหลงัจากดดูเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม C 

            ยุงกลองที ่3 (24 ชั่วโมงหลังจากดดูเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม D 

            ยุงกลองที ่4 (7 วันหลังจากดูดเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม E 

            สุกรกลุม B นํายุงในกลองที ่1 จํานวน 100 ตัว ไปกัดและดดูเลือดสุกรตัวที่ 1 (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกรตัวที่ 2 (swine bioassay) และนํายงุทีก่ัดสุกรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร 

เอส  ดวยวิธ ีRT-PCR 

            สุกรกลุม C นํายงุในกลองที่ 2 จํานวน 100 ตัว ไปกัดและดูดเลือดสุกรตัวที่ 1  (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกรอีก 1 ตัว (swine bioassay) นํายุงกัดสกุรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

ดวยวิธ ีRT-PCR 
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            สุกรกลุม D นํายงุในกลองที ่3 จาํนวน 100 ตัว ไปกัดและดดูเลือดสุกรตัวที่ 1 (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกร ตัวที ่2 (swine bioassay) นํายงุทีก่ัดสุกรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

ดวยวิธ ีRT-PCR 

            สุกรกลุม E นํายงุในกลองที ่4 จํานวน 100 ตัว ไปกัดและดดูเลือดสุกรตัวที่ 1 (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกรตัวที ่2 (swine bioassay) นํายงุทีก่ัดสุกรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

ดวยวิธ ีRT-PCR 

       2.4  การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากสุกรกลุมตัวรับ 

            โดยทาํการเก็บตัวอยางซีร่ัมจากสกุรที่เปนตัวรับ (กลุม B-E) ในชวงเวลาตาง ๆ ตั้งแตกอน

การสัมผัสกับยุงและ 3, 7, 14 และ 21 วันหลงัการสัมผัสกับยุง ตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

โดยวิธ ีRT-PCR และ ELISA ดังนี ้

                 2.4.1 นําเลือดสุกรที่ไดจากการเจาะมาตัง้ทิง้ไวใหเกิดการแข็งตัว ดูดแยกซีร่ัมมา

ทดสอบโดยวธิี ELISA ตามขั้นตอนดังนี ้

                 - เจือจางซีร่ัมในเพลท โดยใชซีร่ัมปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตอ diluent ปริมาตร 195 

ไมโครลิตร 

                 - ใส negative และ positive control ใน strip ปริมาตรหลมุละ 100 ไมโครลิตร เพื่อทาํ

เปน positive control และ negative control ชนิดละ 2 หลุมตอ 1 เพลท 

                 - ดูซีร่ัมในเพลทใสใน strip coat plate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที ในระหวางนั้นทําการเตรียม washing solution 

                 - เมื่อครบเวลา 30 นาที ลาง strip ดวย washing solution 4 คร้ัง คร้ังละ 300 

ไมโครลิตร 

                 - จากนั้นใส conjugate ชนิด Anti-Porcine:HRPO Conjugate ปริมาตรหลุมละ 100 

ไมโครลิตร 

                 - ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ี

                 - เมื่อครบเวลา 30 นาที ลาง strip ดวย washing solution 4 คร้ัง คร้ังละ 300 

ไมโครลิตร 

                 - จากนั้นใส Substrate ชนิด TMB Substrate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

                 - ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาท ี
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                 - ใส Stop solution ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

                 - วัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ดวยเครื่อง ELISA reader ทีค่วามเขมแสง 650 nm 

                 - คํานวณผลและรายงานผลดวยโปรแกรมอานผล 

            2.4.2  ทําการชันสตูรผาซากสุกรทุกตัวใน วันที ่14 หลังการสมัผัสกับยงุ เกบ็ตัวอยางปอด 

ตอมน้ําเหลือง ของเหลวจากหลอดลม (Bronchial alveolar larvage) สําหรับตรวจหาเชื้อไวรัส พี 

อาร  อาร เอส ดวยวิธ ีvirus isolation และ RT-PCR  

            2.4.3 จดบันทกึรอยโรค ผลการทดลอง วิเคราะหผลการทดลองการตรวจหาเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ทั้งในสุกรกลุมตัวใหและสุกรกลุมตัวรับ รายงานผลการทดลอง 
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ผลการวิจัย 
 

การทดลองที ่1  การศึกษาชนิดของยงุทีม่ีศักยภาพในการนาํเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 

1.1  การสาํรวจชนดิของยุงในฟารมสุกร 
            ฟารมสุกรที่ใชเปนสถานทีท่ดลองเปนฟารมทีม่ีการเลี้ยงสกุรแมพันธุ ลักษณะเปนโรงเรือน

ยกพืน้ โลงมีอากาศถายเทสะดวก และจากการสํารวจรอบๆ ฟารมสุกรในรัศมี 1 กิโลเมตร พบวามี

แหลงน้ํา ไดแก นาขาว คลองระบายน้ําทีม่ีวัชพชืและหญา แหลงน้ําขังสะอาดทีม่ีวชัพืชและหญา 

หนองน้าํขนาดใหญน้ําสะอาดมีวัชพืชจําพวกผกัตบชวา กก ผักบุงไทย และหญา  (รูปที่ 8) 

            ผลการสํารวจและศึกษาจาํแนกชนิดของยงุตัวเต็มวัยในฟารมสุกรโดยใช oral aspirator 

ดูดยุงที่เขามาดูดเลือดบนตัวสุกร ในชวงเวลา 18.00–22.00 น. เดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือน

พฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 2548 เปนเวลา 12 เดือน โดยใชคน 6 คนในการเก็บตัวอยาง

ในแตละครั้ง ดูดจับยุงไดทั้งหมดจํานวน 91,840 ตัว พบยุงจํานวนมากในชวงฤดูฝน ระหวางเดือน

มิถุนายนถงึเดือนพฤศจกิายน (8.71-14.59%) เมื่อเทียบกับจํานวนยงุที่จับไดทัง้หมดตลอดป และ

พบมากที่สุดในเดือนตุลาคม (14.59%) ตอจากนัน้จํานวนยงุจะเริ่มนอยลงในเดือนธันวาคม 

(4.79%) และเดือนมกราคม (5.88%) ซึ่งเปนชวงที่มีอากาศเยน็และความชืน้ในอากาศนอย และ

พบยุงจํานวนนอยที่สุดในเดอืนมีนาคม (4.57%) (รูปที่ 9) ยุงที่ตรวจจาํแนกพบทัง้หมดมี 3 สกุล 6 

ชนิด คือ Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, Ma. uniformis, Ma. annulifera, An. vagus และ 

An. peditaeniatus (รูปที่ 10) โดยทุกๆเดือนจะพบยุง Cx. tritaeniorhynchus มากที่สุดเฉลี่ย 

86.80 % และ Ma. annulifera พบนอยที่สดุเฉลี่ย 0.006 % ดังรายละเอียดแสดงในตารางที่ 1 

            ตัวออนของยงุในแหลงน้าํตางๆที่ตรวจพบ มี 4 ชนิด ไดแก Cx. tritaeniorhynchus, Cx. 

gelidus, An. vagus และ An. peditaeniatus   
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รูปที่ 1  แสดงวิธีการเก็บตัวอยางยุงตัวเต็มวัยที่เขามากดัและดูดเลือดสุกรในฟารม โดยใชไฟฉายสอง 

             และดูดจับดวย oral aspirator 

 
 

     
 

 
รูปที่ 2  ตัวอยางยงุที่เก็บไดจากตัวสกุรแยกเก็บใสกลองขนาดเลก็ที่มีผาโปรงคลุมดานบนกลอง 

             ละ 200 ตัว ใชกอนสําลีชุบน้าํวางไวดานบนกลอง สําหรับขนสงไปยังหองปฏิบัติการ 
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รูปที่ 3  กรงเลี้ยงยงุตัวเต็มวัย ขนาด 25 X 25 X 25  

            เซนติเมตร กรุมุงลวดทั้ง 4 ดาน   

 

 

 

 
 
 
 
   รูปที่ 4  รูปแสดงการเพาะเลี้ยงยุง Culex  

                ในหองปฏิบัติการ 

 

 
  
 
 

  รูปที่ 5  รูปแสดงการเพาะเลี้ยงยงุ Mansonia 

               ในหองปฏิบัติการ 

 

 

 

 

   รูปที่ 6  รูปแสดงการเพาะเลี้ยงยุง Anopheles  

                ในหองปฏิบัติการ 

 

  

ค 
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                                                    ก.   

 

 

 

 

                                                                       ข. 

           รูปที่ 7  แสดงวิธีการใหยุงทดลองดูดเลือดสุกรทดลอง 

           ก.   แสดงวิธีใหยุงดดูเลือดสุกรทดลองผานมุงลวด 

ข. แสดงวิธีการดูดแยกยุงทดลองหลงัจากดูดเลือดใสในกลองยุงขนาดเลก็โดยใช 
oral aspirator 

 

                 ก.         ข. 

                 ค.         ง. 

                จ         ฉ. 

รูปที่ 8  ลักษณะแหลงน้ําในรัศมี 1 กิโลเมตรรอบๆ ฟารมสุกร 

ก. และ ข. นาขาว  ค.-ฉ. แหลงน้าํสะอาดที่มีวัชพืชน้ํา             



 20

 

 

 

 

รูปที่ 9  จํานวนรอยละของตวัอยางยงุในแตละเดือนที่เกบ็ไดขณะเขามาดูดเลือดสุกรในฟารม 

ตั้งแตเดือน พฤษภาคม 2547  ถึงเดือนเมษายน 2548 ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น. 

จากจาํนวนตวัอยางยุงที่จับไดทั้งป 
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                          ก. 

 

                     ข. 

 ค. 

              ง. 

                               จ.    ฉ 

 

รูปที่ 10  ยุงทีจ่ับไดขณะเขามาดูดเลือดสุกรในฟารม ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น. 

  ก. Culex tritaeniorhynchus  ข. Cx. gelidus 

  ค. Mansonia uniformis   ง. Ma. annulifera 

  จ. Anopheles peditaeniatus  ฉ. An. vagus 
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ตารางที ่1  ผลการสํารวจนดิและจํานวนคิดเปนรอยละของยุงที่พบในฟารมสุกรทีม่ีการระบาด 

ของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในจงัหวัดนครปฐม ตัง้แตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเมษายน 2548 

ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น. 

 

เดือน จํานวนยุง (%) % Cxt  % Cxg   % Mau  % Maa  % Anp % Anv 

พฤษภาคม 5,440 (5.92) 92.68 4.72 0.01 0 0.26 2.33 

มิถุนายน 8,000 (8.71) 69.43 29.76 0.11 0 0.29 0.41 

กรกฎาคม 11,600 (12.63) 88.53 10.0 0.41 0 0.31 0.75 

สิงหาคม 7,600 (8.28) 90.81 7.82 0.13 0 0.45 0.79 

กันยายน 8,200 (8.93) 91.76 6.17 0.24 0 0.41 1.42 

ตุลาคม 13,400 (14.59) 83.48 15.0 0.35 0.02 0.44 0.71 

พฤศจิกายน 8,800 (9.58) 89.04 7.50 0.05 0 1.30 2.11 

ธันวาคม 4,400 (4.79) 95.75 1.73 0.40 0.05 1.34 0.73 

มกราคม 5,400 (5.88) 91.95 3.81 0.28 0 2.15 1.81 

กุมภาพนัธ 9,400 (10.24) 94.48 3.06 0.12 0 0.83 1.51 

มีนาคม 4,200 (4.57) 60 38.64 0.07 0 0.96 0.33 

เมษายน 5,400 (5.88) 93.67 0.78 0.05 0 0.46 5.04 

             จํานวนเฉลีย่ % 86.80 10.75 0.19 0.006 0.77 1.49 
 
Cxt = Culex tritaeniorhynchus  Cxg = Culex gelidus 

Mau = Mansonia uniformis  Maa = Mansonia annulifera 

Anv = Anopheles vagus  Anp = Anopheles peditaeniatus 
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1.2  การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุงทดลอง 

            ในวันที่ 7 หลงัการฉีดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ใหแกสุกรทดลองกลุมที่ 2 พบ Viral titer 

ตอไวรัส พ ีอาร อาร เอส ที ่102.70 TCID50/ml. ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ดวยวิธ ีRT-

PCR และ Virus isolation ในระยะเวลา 0, 2, 4, 6, 12 ,24, 48, 72 ชั่วโมง 7 และ 14 วันหลงัการ

สัมผัสกับสุกร พบวาในยงุกลุมที่ใหกัดดดูเลือดสุกรกลุมควบคุมลบ ตรวจไมพบเชื้อไวรัสในยุงทุก

ชวงระยะเวลา ในขณะที่ผลการตรวจยงุในกลุมที่ใหกัดดูดเลือดสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อ พบเชือ้

ไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในตวัอยางยงุทัง้ตวั ที่ระยะเวลา 0-48 ชั่วโมงหลังการสัมผัสกับสุกร สวนขา

ยุงและสวนน้ําลางยงุ ตรวจไมพบไวรัส พ ี อาร อาร เอส ผลแสดงรายละเอียดในตารางที ่ 2 และ

จากการตรวจดวยวิธ ี Virus isolation พบเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในตัวอยางยงุทั้งตัว ที่

ระยะเวลา 0-2 ชั่วโมงหลังการสัมผัสกับสุกร ตัวอยางพบผลบวกของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส จาก

การตรวจดวยวิธี RT-PCR ปรากฏแถบดี เอ็น เอ ที ่107 คูเบส (รูปที่ 11)  
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ตารางที ่2  แสดงผลการตรวจไวรัสพี อาร อาร เอส ในยงุทดลอง หลังจากดูดเลือดสุกรติดเชือ้ดวย

วิธี RT-PCR และ Virus isolation 

    ยุงทดลอง     RT-PCR             VI 

(ระยะเวลาหลงัจากยุงสมัผัสสุกร)  ยุงทัง้ตัว  สวนขายุง น้ําลางยงุ 

0    ชั่วโมง                   +         -        -     + 

2    ชั่วโมง        +         -        -     + 

4    ชั่วโมง        +         -        -     - 

6    ชั่วโมง        +         -        -     - 

12  ชั่วโมง          +             -        -     - 

 24  ชั่วโมง        +         -        -     - 

 48  ชั่วโมง        +         -        -     - 

 72  ชั่วโมง         -         -        -     - 

   7   วัน          -         -        -     - 

             14  วนั          -         -        -     - 

RT-PCR=nested multiplex reverse transcriptase polymerase chain reaction,  

VI = virus isolation 

ยุงทัง้ตัว  = อวัยวะทกุสวนของยุง 

สวนขายุง = เฉพาะสวนขายุงซึง่แทนองคประกอบของเลือดและน้ําเลอืดในยุง (haemocoel) 

น้ําลางยงุ = น้าํจากผวิดานนอกของยงุ 

+ = ผลบวก, -  = ผลลบ 
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รูปที่ 11  แสดงแถบดี เอ็น เอ ของไวรัส พี อาร อาร เอส จากการตรวจดวยวธิ ี Nested 

multiplex RT-PCR. เลนที่ 1 : ซีร่ัมสุกรทีต่ิดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส. เลนที ่2 : ตัวอยางยงุควบ 

คุม Culex tritaeniorhynchus  เลนที ่3-11 : ตัวอยางยงุทัง้ตัวที่ระยะเวลา 0, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 

72 ชั่วโมง และ 7 วัน. เลนที่ 12 : ตัวอยางบวกของไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพนัธุอเมริกา เลนที่ 

13 : ไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุยุโรป เลนที ่14 : ตัวควบคุมลบ. L : DNA ladder 
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การทดลองที ่ 2.   การทดสอบความสามารถในการเปนพาหะนาํเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ของ

ยุง Cx. tritaeniorhynchus จากสุกรติดเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ไปยงัสุกรปลอดเชื้อ 

 

การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากสุกรกลุมตัวรับ 

       วันที ่7 หลังการฉีดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ใหแกสุกรกลุม A (กลุมตัวให) พบ viral titer ตอ

ไวรัส พี อาร อาร เอส ที่ 102.23 TCID50/ml. สําหรับสุกรกลุม B-E (กลุมตัวรับ) ใหผลลบตอเชื้อไวรัส 

พี อาร อาร เอส จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA กอนเริม่ตนการศึกษา สาํหรับยุงทดลองหลังจาก

สัมผัสกับสุกรกลุมตัวให และกอนที่จะนําไปสัมผัสกับสุกรกลุมตัวรับจะแบงยุงออกเปน 2 สวน คือ 

สวนที่ 1 ยุงทดลองจํานวน 100 ตัวนาํไปสัมผัสกับสุกรกลุมตัวรับจํานวน 1 ตัว (mosquito contact 

protocol) และยุงสวนที ่2 ยุงทดลองจํานวน 50 ตัว นาํไปบด และกรองผานตัวกรองพรอมกับผสม

ยาปฏิชีวนะ และฉีดเขาไปในสุกรกลุมตัวรับจํานวน 1 ตัว (swine bioassay) ที่ระยะเวลา 30 นาท,ี 

6 ชั่วโมง, 7 และ 14 วัน ในสุกรกลุม B-E ตามลําดับ 

       ในวนัที ่ 14 หลังการการฉีดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ใหแกสุกร ทาํการชนัสูตรสุกรทุกตัว ผล

การศึกษาในสกุรกลุม A พบปอดเกิด multifocal tan-mottled consolidation 8% รวมกับเกิดการ

ขยายใหญของตอมน้าํเหลือง (รูปที่ 12) และยืนยันการตรวจแอนติเจนของเชื้อไวรัส พี อาร อาร  

เอส อีกครั้งดวยวิธทีาง immunohistochemistry (IHC) นอกจากนี้สุกรในกลุม E จํานวน 1 ตัว เกดิ

การติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน ในขณะทีสุ่กรกลุมอ่ืนๆมีรอยโรคไมเดนชัด จากการตรวจเชื้อไวรัส 

พี อาร อาร เอส ในสุกรกลุมตัวรับ ดวยวธิี ELISA และ RT-PCR พบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร 

อาร เอส ในสกุรกลุม B จํานวน 1 ตัว จากการทีสุ่กรไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยวธิี swine 

bioassay ในขณะที่สุกรกลุมตัวรับอ่ืนๆใหผลลบตอเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส (ตารางที ่3) ผลการ

ตรวจเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธี ELISA ในสุกรกลุม B จากการที่สุกรไดรับเชื้อไวรัส พี อาร 

อาร เอส โดยวิธี swine bioassay พบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ตั้งแตวนัที ่10 หลังจาก

สุกรไดรับเชื้อจากสุกรกลุมตัวให (รูปที่ 13) 

       จากการตรวจเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี Virus isolation พบผลบวกของตัวอยางซีร่ัม

สุกรกลุม B จากการที่สุกรไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวธิี swine bioassay เทานั้น ในขณะ

ที่ตัวอยางจาก bronchial alveolar larvage, ตอมน้ําเหลอืงและปอดของสุกรกลุมตัวรับทุกกลุมให 

ผลลบ และจากการตรวจดวยวิธทีาง immunohistochemistry ใหผลลบตอสุกรกลุมตัวรับทุกกลุม 
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ตารางที ่3  ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในวนัที ่14 จากการผาซากสกุรหลังจากได 

รับเชื้อโดยวิธ ีmosquito contact protocol และ swine bioassay ในระยะเวลาตางๆกัน 

 
  กลุมสุกร      RT-PCR        VI              IHC 

   

        ซีร่ัม      ของเหลวจาก      ตอมน้ําเหลือง      ซีร่ัม     ของเหลวจาก    ตอมน้ําเหลือง 

                   หลอดลม            และปอด                     หลอดลม         และปอด  

 

30 นาทีหลงัไดรับเชื้อ    

       B1            -            -                       -  -      -                -      - 

       B2           +     +     +             +               -                -             - 

6 ชั่วโมงหลงัไดรับเชื้อ 

       C1            -                  -     -   -      -                 -            - 

       C2            -                  -      -              -      -                 -            - 

24 ชั่วโมงหลงัไดรับเชื้อ 

       D1            -      -      -              -       -                 -            - 

       D2            -                  -      -                    -       -                 -      - 

7 วันหลังไดรับเชื้อ 

       E1            -                  -       -                    -       -                  -            - 

       E2            -                  -       -                    -       -                     -      - 

 

RT-PCR = nested multiplex reverse transcriptase polymerase chain reaction 

VI = virus isolation, IHC = immunmohistochemistry 

ELISA = enzyme linked immunosorbent assay 

+ = ผลบวก, -  = ผลลบ 
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รูปที ่12 แสดงปอดสุกร จากการชนัสูตรซากหลงัจากสุกรไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 

14 วัน : (รูป 12A) 14 วันหลังจากสุกรกลุมตัวใหไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุอเมริกา 

(O1NP1), (รูป 12B-12E) 14 วันหลงัจากสุกรกลุมตัวรับไดรับเชื้อโดยวิธี mosquito contact 

protocol.  เกิดรอยโรคที่ปอดในสุกรกลุม A ในขณะที่สุกรกลุมอ่ืนๆมรีอยโรคไมเดนชัด (รูป 12B-

12D). เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน แตไมพบรอยโรคของการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส 

ในสุกรกลุม E (รูป 12 E)  

A B

C D

E 
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ELISA titer of pigs in experiment 2
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รูปที่ 13  การตรวจสอบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ดวยวิธี Enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) 

อัตราสวน S/P ≥ 0.04 ใหผลบวก 

B1, C1, D1 และ E1 = สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวธิี mosquito contact protocol 

B2, C2, D2 และ E2 = สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวธิี swine bioassay 
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การอภิปรายผล 
 

       จากผลการศึกษาในครั้งนีพ้บวายงุ Cx. tritaeniorhynchus เปนยงุที่มีปริมาณมากที่สุดใน

ฟารมสุกร จังหวัดนครปฐม ซึ่งนาจะเปนพาหะที่มีศักยภาพในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 

แบบเชิงกลในฟารมสุกรได 

       จากการทดลองที่ 1 ผลการสํารวจชนิดของยุงที่พบในฟารมสุกร จังหวัดนครปฐม ตั้งแตเดือน

พฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 2548 พบวายุงที่พบมากที่สุดในแตละเดือนคือยุง Cx. 

tritaeniorhynchus คิดเปนคาเฉลี่ย 86.80% รองลงมาเปนยุง Cx. gelidus ยุง An. vagus. An. 

peditaeniatus ยุง Ma. uniformis และ Ma. annulifera คิดเปน 10.75%, 1.49%,0.77%, 0.19% 

และ 0.006% ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับรายงานการสํารวจชนิดของยุงที่พบในฟารมสุกรใน

ประเทศมาเลเซียคือ ยุง Cx. tritaeniorhynchus เปนยุงที่พบมากที่สุด รองลงมาคือยุง Cx. 

gelidus ยุง Anopheles spp. และยุง Mansonia spp. ตามลําดับ (Vythilingam et al., 1994) ซึ่ง

ยุงที่พบทั้งหมดเปนยุงที่ออกหากินในชวงเวลาพลบค่ําและตอนกลางคืน ซึ่งสอดคลองกันกับชวง 

เวลาที่ออกสํารวจ สําหรับเดือนที่พบปริมาณยุงมากที่สุดคือเดือนตุลาคม ซึ่งเปนเดือนทีป่ริมาณฝน

ตกชุกจึงทําใหบริเวณรอบๆฟารมสุกรมีแหลงน้ําขังซึ่งเหมาะตอการเพาะพันธุยุงโดยเฉพาะยุง 

Culex spp. (Geevarghese et al., 1994) และจากการศึกษาของ Macdonald และคณะ (1967) 

พบวายุง Cx. tritaeniorhynchus เปนยุงที่มีอุปนิสัยชอบดูดเลือดสุกรมากกวาดูดเลือดคน  ผลการ

สํารวจหาตัวออนและตัวกลางวัยของยุงในแหลงน้ําตางๆ พบเฉพาะยุง Culex และยงุ Anopheles 

แตไมพบยุง Mansonia ทั้งนี้เพราะลักษณะแหลงน้ําโดยเฉพาะในนาขาวที่มีน้ําขัง แหลงน้ําขัง

สะอาดที่มีวัชพืชจําพวก ตนหญาสูงๆ ผักบุง คู คลองระบายน้ําสะอาดหรือ น้ําขังในหลุมบอที่เปน

รอยเทาสัตว เปนแหลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของ ยุง Cx. tritaeniorhyncus , Cx. gelidus, An. 

vagus และ An. peditaeniatus   ซึ่งตัวออนของยุงเหลานี้จะหากินอยูในแหลงน้ําและใชทอ

หายใจ (siphon tube) แตะผิวน้ําเพื่อหายใจ (Vythilingam et al., 1992) ดังนั้นเมื่อผูทําการศึกษา

เก็บตัวอยางโดยใชกระบวยจวงตักน้ําจากแหลงน้ําที่ทําการศึกษา จึงสามารถพบตัวอยางของยุง

เหลานี้ได ในขณะที่แหลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของยุง Mansonia เปนหนองน้ําปด แหลงน้ําปด 

หรือคูคลองที่มีวัชพืชจําพวก ผักตบชวา จอก แหน ตนกก (Chiang, 1993) ซึ่งผลการสํารวจในครั้ง

นี้ไมพบทั้งตัวออนและตัวกลางวัยของยุง Mansonia  ทั้งนี้อาจเปนเพราะวิธีการสํารวจในครั้งนี้

อาจจะยังไมเหมาะสมเนื่องจากตัวออน หรือตัวกลางวัยของยุง Mansonia จะหากินอยูใตผิวน้ํา

และเกาะติดอยูกับวัชพืชใตน้ํา โดยใชทอหายใจที่มีลักษณะปลายแหลมคลายฟนเลื่อยแทงเขาไป

ในลําตนหรือรากของวัชพืชเพื่อหายใจ ดังนี้การตรวจหาตัวออนหรือตัวกลางวัยของยุงชนิดนี้ วิธทีีด่ี
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ที่สุดคือตรวจหาตัวออนหรือตัวกลางวัยที่เกาะติดอยูกับวัชพืช (Chiang, 1993) ซึ่งในการศึกษา

คร้ังนี้ไมไดทําการสํารวจโดยวิธีดังกลาวจึงทําใหไมพบตัวออนและตัวกลางวัยของยุง Mansonia 

ได 

       อยางไรก็ตามจากการศกึษาที่ผานมาพบวาสามารถตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุง

โดยวิธ ี RT-PCR หลังจากการจับยงุจากฟารมสุกรได จากผลลัพธนี้จึงมีสมมติฐานวา ยุง Cx. 

tritaeniorhynchus มีแนวโนมของการเปนพาหะในการนําโรค พี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรได 

และจากการตรวจเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยงุนี้สามารถตรวจพบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร 

อาร เอส ในตัวอยางรวมของยุง (Cx. tritaeniorhynchus) ไดนาน 48 ชั่วโมงจากการตรวจดวยวิธี 

RT-PCR หลงัการสัมผัสกบัสุกรติดเชื้อ โดยทีเ่ชื้อไมมีการเพิ่มจํานวนภายในตัวยงุหลงัจากสัมผัส

สุกรติดเชื้อเปนเวลา 14 วัน ซึ่งแสดงใหเหน็วาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในสวนทีพ่บนัน้เปนเพยีง

สารพันธุกรรม (genetic material) เทานัน้ ซึ่งไมใชไวรัสที่มีชีวิต (Benson et al., 2002; Yoon and 

Stevenson, 2002) อยางไรก็ตามจากการยืนยนัการตรวจดวยวิธ ี Virus isolation นั้นสามารถพบ 

วาใหผลบวกตอเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในยงุในชัว่โมงที่ 2 หลังการสัมผัสกับสุกรติดเชื้อ ซึ่ง

แสดงใหเหน็วาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สามารถมีชวีติอยูภายในยงุไดนานเพียง 2 ชั่วโมง หลงั 

จากการสัมผัสกับสุกรติดเชื้อ ซึ่งจากการตรวจดวยวธิี Virus isolation จากตวัอยางยุงรวมทัง้หมด

ที่ระยะเวลาตางๆกนัคือ 4, 6, 12, 24, 48, 72 ชั่วโมง 7 และ 14 วัน พบวาใหผลลบตอเชื้อไวรัส พ ี

อาร อาร เอส โดยเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส มีระยะในการฟกตัวในยงุภายใน 5-10 วัน (Stewart et 

al., 1975) หรือ 7-14 วัน (Beerntsen et al., 2000) จากการทดลองนี้จึงบงชีว้าเชือ้ไวรัส พี อาร 

อาร เอส ไมสามารถเพิ่มจํานวนในตัวยงุได ซึ่งขัดแยงกับการศึกษากอนหนานี ้ ซึง่พบเชื้อไวรัส พ ี

อาร อาร เอส ในทางเดินอาหารยุง Ae. vaxans นาน 6 ชั่วโมงหลงัจากยุงสมัผัสกับสุกรติดเชื้อ 

(Otake et al., 2003a) สําหรับผลการศกึษานี้ไมไดแสดงคา viral titer ของเชื้อไวรัส พี อาร อาร 

เอส ในสกุรติดเชื้อ ความแตกตางของระยะที่ไวรัสแพรกระจายทั่วรางกายในสุกรตอเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ในแตละการทดลองแตกตางกนัจงึทาํใหตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยงุที่

ระยะเวลาตางกัน   

       ระยะเวลาในการปรากฎตัวของเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในยุงนัน้สามารถบอกถึงความ 

สามารถในการนําเชื้อไวรัสได โดยเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่มีระยะเวลาในการปรากฎตัวของเชื้อ

ในตัวยงุไดนาน ซึง่แสดงถึงระยะเวลาในการฟกตัวของเชื้อในตัวยงุ บงบอกไดวายงุนัน้มีความ 

สามารถในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส แบบ biological transmission ได และจากการตรวจ

ไมพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ใน haemocoel ของยุง ซึง่เปนบริเวณที่ไวรัสจะมีการเพิ่มจํานวน
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นั้น แสดงใหเห็นวาไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไมสามารถเพิม่จํานวนในยงุได จึงทาํใหบอกไดวายงุ Cx. 

tritaeniorhynchus ไมมีประสิทธิภาพในการนาํเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส แบบ biological 

transmission แตอยางไรกต็ามการตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุงนัน้อาจขึน้อยูกบั

ปริมาณของเชือ้ไวรัสในสุกร และความแตกตางของระยะเวลาในการศึกษาการมชีีวิตอยูของเชือ้

ไวรัส พี อาร อาร เอส ในยงุได  

       จากการทดลองที่ 2 สามารถตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในซีร่ัมสุกรกลุมตัวรับ ดวยวธิี 

ELISA และ Virus isolation จากการที่สุกรไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยวธิี swine bioassay 

ซึ่งพบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ภายใน 30 นาทหีลังจากไดรับเชื้อเทานั้น สวนสุกรกลุม

ตัวรับอ่ืนหลงัจาก 30 นาทผีานไปนัน้ตรวจไมพบเชื้อ แสดงใหเห็นวายุง Cx. tritaeniorhynchus มี

ประสิทธิภาพในการนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส แบบ mechanical transmission คือ เชื้อไวรัสไม

สามารถเพิ่มจาํนวนในยงุได แตเปนการนําเชื้อเปนไปในระดับตํ่า เพราะวายงุทดลองหลงัจาก

สัมผัสกับสุกรกลุมตัวให และนําไปสัมผัสกับสุกรกลุมตัวรับพบวาสุกรกลุมตัวรับทุกตัวไมติดเชื้อ

ไวรัส พ ี อาร อาร เอส แตยุงทดลองอกีสวนทีน่ําไปบด และกรองผานตัวกรองพรอมกับผสมยา

ปฏิชีวนะ และฉีดเขาไปในสุกรกลุมตัวรับนั้นปรากฏวามีสุกรจํานวน 1 ตัว ตรวจพบเชื้อไวรัส พ ีอาร 

อาร เอส ได แตอยางไรก็ตามผลบวกของไวรัส พี อาร อาร เอส ในสกุรกลุมตัวรับนัน้อาจขึน้อยูกบั

ปริมาณไวรัสที่อยูในกระแสเลือดของสุกรกลุมตัวให และจํานวนยุงที่นาํไปดูดเลือดสุกรกลุมตัวให 

แตจากทัง้ 2 การทดลองสามารถบอกไดวายุง Cx. tritaeniorhynchus มีแนวโนมทีส่ามารถนําเชื้อ

ไวรัส พี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรได 

       จากการศึกษาครั้งนี้จึงสรุปไดวายุง Cx. tritaeniorhynchus ไมสามารถนําเชือ้ไวรัส พ ี อาร 

อาร เอส แบบ biological ได ถงึอยางไรกต็ามยุง Cx. tritaeniorhynchus สามารถนําเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส แบบ mechanical หรือแบบทางกลจากสุกรกลุมตัวใหไปยังสุกรกลุมตัวรับ 
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ขอสรุป 
 

       จากผลการทดลองพบวาชนิดและปริมาณของยุงจะแปรผันตามลักษณะของสภาพแวดลอม 

โดยเดือนที่มีฝนตกชุกและมีน้ําขัง จะพบวามีปริมาณยุงในฟารมมากกวาในเดือนที่มีฝนตกนอย 

หรือในเดือนที่ไมมีน้ําขัง แตถาในเดือนที่มีฝนตกปริมาณมากเกินไป น้ําฝนจะพัดพาเอาไขและตัว

ออนของยุงไหลออกไปหมด ทําใหจํานวนยุงลดนอยลง นอกจากนี้แลวยุงที่พบในฟารมสุกรเปนยุง

ที่ออกหากินในเวลากลางคืน ไดแก ยุง Cx. tritaeniorhynchus ซึ่งเปนยุงที่พบไดมากที่สุดในแตละ

เดือน เฉลี่ยสูงถึง 86.80% และรองลงมาเปนยุง  Cx. gelidus, An. vagus, An. peditaeniatus , 

Ma. uniformis และ Ma. annulifera พบเฉลี่ย 10.75%, 1.49%, 0.19% และ 0.006 % ตาม 

ลําดับ ดังนั้นจากผลการศึกษานี้ จึงไดนํายุง Cx. tritaeniorhynchus ซึ่งเปนยุงชนิดที่พบไดมาก

ที่สุดในทุกๆเดือนมาเปนยุงทดลอง โดยนํายุงมาเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่อง และ

ไดผลเปนอยางดียิ่งเพื่อที่จะนํายุงตัวเต็มวัยไปใชศึกษาถึงศักยภาพในการเปนพาหะนาํเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ในฟารมสุกร 

       นอกจากนี้แลว จากการทดลองที ่ 1 ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส จากยงุที่จับมา

จากฟารมสุกร เมื่อนาํมาตรวจ ดวยวิธ ีRT-PCR ทันที พบวาใหผลเปนบวก เชนเดียวกันกับผลจาก

การศึกษานาํรอง ซึ่งเปนการยืนยนัไดวายงุทีพ่บในฟารมสุกรนัน้ มีแนวโนมของการเปนพาหะของ

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ได โดยพบวายงุที่มีศกัยภาพในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดคือ 

Cx. tritaeniorhynchus  ซึ่งมีการนาํเชื้อไวรัสชนิดนี้แบบ mechanical transmission แตเปนการ

นําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในระดับตํ่า สําหรับผลการทดลองที่ 2 พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ

ไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวิธี RT-PCR และ virus isolation ในซีร่ัมสุกรจากการใหสุกรกลุมตัวรับ

ไดรับเชื้อไวรัส พี พี อาร อาร เอส โดยวิธ ีswine bioassay ในชวง 30 นาทหีลังจากไดรับเชื้อ แสดง

ใหเหน็วายงุ Cx. tritaeniorhynchus มีประสิทธิภาพในการนาํเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดจริง แต

ความสามารถในการนําเชื้ออยูในระดับตํ่า  

       จากการทดลองชี้ใหเหน็วายุง Cx. tritaeniorhynchus เปนยงุที่พบมากที่สุดในฟารมสุกรใน

จังหวัดนครปฐม และยุงชนดินี้มีประสิทธภิาพในการนาํเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดแบบทางกล 

แตมีความสามารถในการนาํเชื้อไวรัสไดในระดับตํ่า อยางไรก็ตามสามารถบอกไดวา ยุง Culex 

tritaeniorhynchus มีแนวโนมที่สามารถนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส แบบทางกลในฟารมสุกรได 

ซึ่งในอนาคตควรเนนย้ําถึงความสาํคัญในการนาํเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ของยุงชนิดตางๆในพืน้ 

ที่ที่มกีารเลีย้งสุกรตอไป 
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ขอเสนอแนะ 
 

 การศึกษาครั้งนี้ทําการศึกษาเฉพาะศักยภาพการนําโรคของ Cx. tritaeniorhynchus ซึ่ง

พบมากที่สุดในฟารมสุกร อยางไรก็ตามยังมียุงอีกหลายชนิดที่พบไดในฟารมสุกรและอาจมีศักย 

ภาพในการนําโรค พี อาร อาร เอส แตกตางจาก Cx. tritaeniorhynchus จึงควรที่จะทําการศึกษา

เพิ่มเติมในยุงชนิดอื่นๆ เชนเดียวกับการศึกษาใน Cx. tritaeniorhynchus นอกจากนี้ผลจากการ

วิจัยครั้งนี้ ยังชวยในการจัดการฟารมดานการปองกันทางชีวภาพ ในฟารมที่ปลอดจากโรค พี อาร

อาร เอส ที่ตองควบคุมจํานวนประชากรของแมลงดูดเลือดที่อาจนําโรคเขาสูฟารมได โดยเฉพาะ

ฟารมที่อยูในเขตโรคระบาด 
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บทนํา 1 
 สุกรเปนปศุสัตวที่มีการเลี้ยงแบบอุตสาหกรรม ทํารายไดใหกับเกษตรกรผูเล้ียงทั้งรายยอย2 

และรายใหญจาํนวนมาก ซ่ึงมีการเลี้ยงทั้งแบบฟารมเปด และฟารมปด โรคในสุกรที่สําคัญพบไดบอยและ3 
กําลังเปนปญหาในปจจุบันคือโรค พี อาร อาร เอส (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome) มี4 
สาเหตุมาจากเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) ที่ทําให5 
เกิดความสูญเสียเปนอยางมากในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรทั่วโลก มีรายงานการเกดิโรคนี้คร้ังแรกใน6 
ประเทศสหรัฐอเมริกาในปค.ศ. 1987 สําหรับในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัส 7 
พี อาร อาร เอส ตั้งแตปพ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996) และยังพบโรคนี้ไดในสุกรจนถึง8 
ปจจุบัน การแพรระบาดของเชื้อไวรัสชนิดนี้มีไดหลายทาง ไดแก ผานทางรก ทางน้าํเชื้อ การสัมผัสกับสุกร9 
ปวยโดยตรง (Otake et al., 2003a; Otake et al., 2003b)  นอกจากนี้ยังมีรายงานการติดเชื้อไวรัส พี อาร อาร 10 
เอส แบบกลไกผานทางแมลงพาหะคือ แมลงวันบาน (Musca domestica) ได (Otake et al., 2003a,b; Otake et 11 
al., 2003c)  สวนยุงเปนแมลงดูดเลือดที่สําคัญในการเปนพาหะนําโรคที่สําคัญหลายชนิดสูคน เชน โรคฟลาริ12 
เอซีส โรคมาลาเรีย โรคไขเลือดออก โรคไขสมองอักเสบซึ่งมีสุกรเปนแหลงกกัเกบ็โรค (Johansen et al., 13 
2002) และยังเปนพาหะนําโรคในสัตวไดเปนอยางด ีเชนโรคหนอนพยาธิหัวใจในสุนัขและแมว โรคมาลาเรีย14 
ไก  โรค Eperythrozoonosis ในสุกร (Prullage et al., 1993) เปนตน และจากการศกึษาของ Otake และคณะ 15 
(2002) และ Otake และคณะ (2003a) พบวายุง Aedes vaxan ซ่ึงพบไดมากในฟารมสุกรในประเทศสหรัฐ 16 
อเมริกาสามารถเปนพาหะนําโรค พี อาร อาร เอส แบบกลไกไดเชนเดยีวกัน นอกจากนี้ Pringproa และคณะ 17 
(2004) ไดรายงานการตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากยุง Mansonia uniformis และยุง Culex  gelidus 18 
ที่จับไดจากฟารมสุกรที่มีการระบาดของโรค พี อาร อาร เอส ไดอีกดวย จากรายงานการระบาดของโรคพี 19 
อาร อาร เอส ในฟารมสุกรในประเทศไทยและสามารถแพรเชื้อผานทางยุงได แตยังไมเคยมีรายงานการ 20 
ศึกษาถึงชนิดของยุงที่พบไดในฟารมสุกร ดังนั้นจุดประสงคในการศกึษาครั้งนี้เพื่อสํารวจชนิดของยุงที่เขามา21 
ดูดเลือดสุกรในฟารมที่เปนโรคไวรัส พี อาร อาร เอส ในจังหวัดนครปฐมเพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษา22 
ตอไป 23 
 24 

วัสดุและวิธีการ 25 
1. สถานที่ศึกษา 26 

ฟารมสกุรที่เปนโรค พี อาร อาร เอส ในเขตอําเภอเมือง จังหวดันครปฐม ที่ใชในการสํารวจยุงเปนฟารม27 
ที่มีการเลี้ยงสุกรแมพันธุ ลักษณะเปนโรงเรือนยกพื้นโลงมีอากาศถายเทสะดวก และรอบๆฟารมในรัศม ี28 
1 กิโลเมตรมีแหลงน้ํา ไดแกนาขาว คลองระบายน้ําที่มวีัชพืชและหญา แหลงน้ําขังสะอาดมีวัชพชืและ29 
หญา หนองน้ําขนาดใหญเปนแหลงน้ําสะอาดที่มีวัชพืชจําพวกผักตบชวา กก ผักบุงไทย และหญา  30 
 31 
 32 
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2. การสํารวจชนดิของยุงในฟารมสุกร 33 
ทําการสํารวจและเก็บตวัอยางยุงระยะตวัออนและตวัเต็มวัย ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 34 
2548 เดือนละ 1 คร้ัง  35 
2.1 ยุงตัวเต็มวยั 36 

เก็บตัวอยางยุงตัวเต็มวัยที่เขามาในฟารมและดูดเลือดบนตวัสุกรตั้งแตเวลา 18.00–22.00 น. โดยใช37 
ไฟฉายสอง แลวใช oral aspirator ดูดจับยุงขณะดูดเลือดบนตัวสุกร (รูปที่1) แยกใสกลองยุงขนาด38 
เล็กที่เจาะรดูานขางและมีผาโปรงคลุมดานบน กลองละ 200 ตัว ใชกอนสําลีชุบน้ําพอหมาดๆวาง39 
ดานบน (รูปที่ 2) เก็บตัวอยางจนถึงเวลา 22.00 น. การเก็บตัวอยางยุงในแตละครั้งใชคน 6 คน นาํ40 
ตัวอยางยุงทั้งหมดขนสงไปยังหองปฏิบัตกิารเลี้ยงยุงที่ควบคุมอุณหภมูิ 25-27 องศาเซลเซียส และ41 
ความชื้นสัมพทัธ 80%  ที่หนวยปรสิตวิทยา คณะสตัวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ทําการ42 
ตรวจจําแนกชนิดโดยใชกุญแจจําแนกชนดิยุงที่พบในประเทศไทย (Rattanarithikul and Panthusiri, 43 
1994) นับจํานวน และจดบนัทึกผลการทดลอง 44 

2.2 ตัวออนและตวักลางวยั 45 
เก็บตัวออนและตัวกลางวัยในแหลงน้ําในระยะรัศมี 1 กิโลเมตรรอบๆฟารมโดยใชกระบวยตักน้ําที่46 
ตอดวยดามไมไผ จวงตักน้ําเพื่อตรวจหาตวัออนและตัวกลางวัย ตวัอยางที่ไดนําไปเลี้ยงตอในหอง 47 
ปฏิบัติการจนเปนระยะตัวเตม็วัยเพื่อศึกษาจําแนกชนิด โดยใชกุญแจจาํแนกชนิดยุงที่พบในประเทศ48 
ไทย (Rattanarithikul and Panthusiri, 1994) 49 

 50 
ผล 51 

 ผลการสํารวจและศึกษาจําแนกชนิดของยงุตัวเต็มวัยในฟารมสุกรโดยใช oral aspirator ดูดยุงที่เขา 52 
มาดูดเลือดบนตัวสุกร ในชวงเวลา 18.00–22.00 น. เดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือน 53 
เมษายน 2548 เปนเวลา 12 เดือน โดยใชคน 6 คนเก็บตัวอยางในแตละครั้ง ดูดจับยุงไดทั้งหมดจํานวน 54 
91,840 ตัว พบยุงจํานวนมากในชวงฤดูฝน ระหวางเดอืนมิถุนายนถงึเดือนพฤศจกิายน (8.28-14.59%) และ55 
พบมากที่สุดในเดือนตุลาคม (14.59%) ตอจากนั้นจํานวนยุงจะเริ่มนอยลงในเดือนธันวาคม (4.79%) และ56 
เดือนมกราคม (5.88%) ซ่ึงเปนชวงที่มีอากาศเย็นและความชื้นในอากาศนอย และพบยุงจํานวนนอยที่สุดใน57 
เดือนมีนาคม (4.57%) (รูปที่ 3) ยุงที่ตรวจจําแนกพบทัง้หมดมี 3 สกุล 6 ชนิด คือ Culex tritaeniorhynchus, 58 
Cx. gelidus, Mansonia uniformis, Ma. annulifera, Anopheles vagus และ An. peditaeniatus โดยทุกๆเดือน59 
จะพบยุง Cx. tritaeniorhynchus มากที่สุดเฉลี่ย 86.80 % และ Ma. annulifera พบนอยที่สุดเฉลี่ย 0.006 % (ตา 60 
รางที่ 1) 61 

ตัวออนของยุงในแหลงน้ําตางๆที่ตรวจพบ มี 4 ชนิด ไดแก Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, An. 62 
vagus และ An. peditaeniatus   63 

 64 
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วิจารณ 65 
 ผลจากการศึกษาสํารวจชนดิของยุงที่พบในฟารมสุกร พบยุงทั้งหมด 3 สกุล ไดแก Culex, Mansonia 66 
และ Anopheles และยุงทีพ่บมากที่สุดในแตละเดือนคอืยุง Culex รองลงมาเปนยุง Anopheles และยุง 67 
Mansonia ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการสํารวจชนดิของยุงที่พบในฟารมสุกรในประเทศมาเลเซีย 68 
(Vythilingam et al., 1994) ซ่ึงยุงทั้งหมดชอบออกหากินในชวงเวลาพลบค่ําและตอนกลางคืน (Chiang, 69 
1993) ซ่ึงสอดคลองกับชวงระยะเวลาทีใ่ชสํารวจเก็บตวัอยางยุงในฟารมสุกรในครั้งนี้ จํานวนความหนาแนน70 
ของยุงพบมากในชวงฤดูฝนระหวางเดือนมถุินายนถึงเดือนพฤศจิกายน (8.28-14.59%) ซ่ึงมีน้ํามากโดย 71 
เฉพาะในนาขาว และแหลงน้ําขังอื่นๆ  สวนในชวงตั้งแตเดือนธันวาคม พบจํานวนยงุลดนอยลง และพบนอย72 
ที่สุดในเดือนมีนาคม (4.57%) ซ่ึงเปนชวงฤดูแลง และอากาศรอน 73 
 ผลการสํารวจหาตัวออนและตัวกลางวัยของยุงในแหลงน้ําตางๆ พบเฉพาะยุง Culex และยุง 74 
Anopheles แตไมพบยุง Mansonia ทั้งนี้เพราะลักษณะแหลงน้ําโดยเฉพาะในนาขาวที่มีน้ําขัง แหลงน้ําขัง75 
สะอาดที่มีวัชพืชจําพวก ตนหญาสูงๆ ผักบุง คู คลองระบายน้ําสะอาด หรือน้ําขังในหลุมบอที่เปนรอยเทา76 
สัตว เปนแหลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของ ยุง Cx. tritaeniorhyncus, Cx. gelidus, An. vagus และ An. 77 
peditaeniatus   ซ่ึงตัวออนของยุงเหลานีจ้ะหากินอยูในแหลงน้ําและใชทอหายใจ (siphon tube) แตะผิวน้ํา78 
เพื่อหายใจ (Vythilingam et al., 1992) ดงันั้นเมื่อเก็บตวัอยางโดยใชกระบวยจวงตกัน้ําจากแหลงน้ําที่ทําการ 79 
ศึกษา จึงสามารถพบตัวอยางของยุงเหลานีไ้ด ในขณะทีแ่หลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของยุง Mansonia เปน80 
หนองน้ําปด ในแหลงน้ําปด หรือคูคลองที่มีวัชพืชจําพวก ผักตบชวา จอก-แหน ตนกก (Chiang, 1993) ซ่ึงผล81 
การสํารวจในครั้งนี้ไมพบทัง้ตัวออนและตัวกลางวยัของยุง Mansonia ทั้งนี้อาจเปนเพราะวิธีการสํารวจใน82 
คร้ังนี้อาจจะยงัไมเหมาะสมเนื่องจากตวัออน หรือตัวกลางวัยของยุง Mansonia จะหากินอยูใตผิวน้ําและเกาะ 83 
ติดอยูกับวัชพชืใตน้ํา โดยใชทอหายใจทีม่ีลักษณะปลายแหลมแทงเขาไปในลําตนหรือรากของวชัพืชเพื่อเอา84 
ออกซิเจนหายใจผานทางพืชน้ํา ดังนั้นการตรวจหาตวัออนหรือตัวกลางวัยของยุงชนิดนี้ วิธีที่ดีที่สุดคือตรวจ 85 
หาตัวออนหรือตัวกลางวยัทีเ่กาะตดิอยูกับวัชพืช (Chiang, 1993) ซึ่งในการเก็บตวัอยางไมไดใชวธีิดังกลาวจึง86 
ทําใหไมพบตวัออนและตัวกลางวัยของยงุ Mansonia 87 

ยุงรําคาญ (Culex) เปนยุงที่พบมากที่สุดในการศึกษาในครั้งนี้มี 2 ชนิดคือ Cx. tritaeniorhyncus และ 88 
Cx. gelidus ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Vythilingam (1994) ที่พบยุงทั้ง 2 ชนิดมากที่สุดในฟารมสุกรเชน 89 
เดียวกัน ซ่ึงตางจากผลการสํารวจยุง Culex ในพืน้ที่เกษตรกรรมทางภาคเหนือของประเทศไทยซึ่งพบทั้งหมด 90 
8 ชนิด และชนิดที่พบมากทีสุ่ดไดแก Cx. tritaeniorhyncus, Cx. vishnui และ Cx. gelidus  ตามลําดับ (Takagi 91 
et al., 2005) แตในการศึกษาในครั้งนี้ไมพบ Cx. vishnui เขามาดูดเลือดสุกรในฟารม ยุง Cx. tritaeniorhyncus 92 
และ Cx. gelidus เปนพาหะนําโรคไขสมองอักเสบในประเทศไทย (Sucharit et al., 1989; Samboon et al., 93 
1989) ซ่ึงยุงทั้ง 2 ชนิดนีพ้บไดมากในชวงฤดูฝนและจํานวนของยงุมีความสัมพันธกับแหลงเพาะพันธุโดย 94 
เฉพาะ นาขาว แหลงน้ําในที่รกราง และแหลงน้ําสะอาด และยังพบวาแอนติบอดี้ของเชื้อ Japanese 95 
encephalitis ในสุกรเพิ่มขึ้นเปนสัดสวนกบัจํานวนยุง (Gingrich et al., 1992) นอกจากนียุ้งทั้ง 2 ชนิดชอบดูด96 
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เลือดสัตวใหญ เชน โค สุกร แพะ แกะ มากกวาดูดเลอืดคน (Macdonal et al., 1967; Kanojia et al., 1997; 97 
Arunachalam et al., 2004) 98 

ยุงกนปลอง (Anopheles) ที่เขามาดูดเลือดสุกรในฟารมมีจํานวนนอยเพียง 0.7-5.5% โดยพบมากที่ 99 
สุดในเดือนเมษายน (5.5%) ยุงที่พบมี 2 ชนิดคือ An. vagus และ An. peditaeniatus ยุงทั้ง 2 ชนิดนี้มีแหลง100 
เพาะพนัธุในพืน้ที่ทําการเกษตร นาขาว แหลงน้ําขังในหลุมบอ หรือรอยเทาสัตว มีพฤติกรรมชอบออกดูด101 
เลือดโฮสตในเวลาโพลเพล และชอบดูดเลือดสัตวใหญ เชน สุกร และโค (Rahmam et al., 1995) นอกจากนี้102 
ยังมีรายงานวายุง An. vagus  มีแนวโนมในการเปนพาหะนําเชื้อ Plasmodium falciparum และ P. vivax ไดอีก103 
ดวย (Somboon et al., 1994) 104 

ยุงเสือ (Mansonia) ที่พบในการศึกษาครัง้นี้มีจํานวนนอยที่สุด (0.01-0.45%) มี 2 ชนิดคือ Ma. 105 
uniformis และ Ma. annulifera  โดยพบยุง Ma. uniformis มากในเดือนกรกฎาคม (0.41%) และธันวาคม 106 
(0.40%) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Chiang (1993) ที่รายงานวายุง Ma. uniformis จะพบมากในชวงเดือน107 
กรกฎาคม ถึงกันยายน และอีกชวงในเดือนธันวาคมถึงมกราคม โดยยุง Mansonia จะมแีหลงเพาะพันธุเปน108 
หนองน้ําปดมวีัชพืชจําพวก จอก แหน กก ผักตบชวา (Chiang, 1993) แตแหลงน้ําทีศ่ึกษาในครั้งนีใ้นรัศมี 1 109 
กิโลเมตรรอบๆฟารมสุกรทดลอง เปนหนองน้ําที่มีวัชพชื จําพวกผักบุง หญา กก และผักตบชวาอยูไมมากนัก 110 
จึงเปนไปไดทีอ่าจพบยุง Mansonia นอยกวายุงชนิดอื่นๆ นอกจากนี้ยงัมีรายงานวา ยุง Ma. uniformis และ 111 
Ma. annulifera  เปนพาหะนําเชื้อหนอนพยาธิ  Brugia ในคนและแมวไดเปนอยางดี (Chiang, 1993; Lek-112 
Uthai and Tomoens, 2005) 113 

ผลการศึกษาในครั้งนี้ พบยุงทั้งหมด 3 สกุล 6 ชนิด และยุงทุกชนดิสามารถเปนพาหะนําโรคตางๆได 114 
โดยเฉพาะอยางยิ่งยุง Cx. tritaeniorhyncus พบจํานวนมากที่สุดเฉลี่ย 86.80 % รองลงมาคือยุง Cx. gelidus 115 
พบเฉลี่ย 10.75 % ซ่ึงยุงทั้ง 2 ชนิดนี้เปนพาหะที่สําคัญในการนําเชื้อไวรัสที่ทําใหเกดิโรคไขสมองอักเสบใน116 
คน และยังเปนยุงที่พบไดมากที่สุดในฟารมไก รวมทั้งมศีักยภาพในการนําโรคมาลาเรียไกในประเทศไทยอีก117 
ดวย (สุดจิตตและคณะ, 2543; สุวรรณีและคณะ, 2543) นอกจากนี้ยังมรีายงานการตรวจพบเชื้อไวรสั พี อาร 118 
อาร เอส ในยงุ Cx.. tritaeniorhyncus และ Ma. uniformis ที่จับไดจากฟารมสุกรที่มีการระบาดของโรค พี 119 
อาร อาร เอส (Pringproa et al., 2004) ไดอีกดวย ดังนัน้ผลจากการศึกษาการสํารวจชนิดของยุงในฟารมสุกร120 
ที่เปนโรคพี อาร อาร เอส ในจังหวัดนครปฐมในครั้งนี้สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับศึกษาการเปน121 
พาหะนําโรคชนิดตางๆของยงุในสุกรตอไป 122 
 123 
 124 
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 125 
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ตารางที่ 1 ผลการสํารวจชนดิของยุง และจาํนวนชนิดของยุงคิดเปนรอยละของยุงที่พบในฟารมสุกรที่เปน 131 
โรค พี อาร อาร เอส ในจังหวัดนครปฐม ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น.ในชวงเดือนพฤษภาคม 2547  132 
ถึงเมษายน 2548  133 

เดือน จํานวนยุง (%) % Cxt  % Cxg   % Mau  % Maa  % Anp % Anv 
พฤษภาคม 5,440 (5.92) 92.68 4.72 0.01 0 0.26 2.33 
มิถุนายน 8,000 (8.71) 69.43 29.76 0.11 0 0.29 0.41 
กรกฎาคม 11,600 (12.63) 88.53 10.0 0.41 0 0.31 0.75 
สิงหาคม 7,600 (8.28) 90.81 7.82 0.13 0 0.45 0.79 
กันยายน 8,200 (8.93) 91.76 6.17 0.24 0 0.41 1.42 
ตุลาคม 13,400 (14.59) 83.48 15.0 0.35 0.02 0.44 0.71 
พฤศจิกายน 8,800 (9.58) 89.04 7.50 0.05 0 1.30 2.11 
ธันวาคม 4,400 (4.79) 95.75 1.73 0.40 0.05 1.34 0.73 
มกราคม 5,400 (5.88) 91.95 3.81 0.28 0 2.15 1.81 
กุมภาพนัธ 9,400 (10.24) 94.48 3.06 0.12 0 0.83 1.51 
มีนาคม 4,200 (4.57) 60 38.64 0.07 0 0.96 0.33 
เมษายน 5,400 (5.88) 93.67 0.78 0.05 0 0.46 5.04 
             จํานวนเฉลี่ย % 86.80 10.75 0.19 0.006 0.77 1.49 

 134 
Cxt = Culex tritaeniorhynchus Cxg = Culex gelidus 135 
Mau = Mansonia uniformis Maa = Mansonia annulifera 136 
Anv = Anopheles vagus  Anp = Anopheles peditaeniatus 137 
 138 
 139 
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 144 
 145 
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2 

Abstract 1 

 2 

            At least, 4 mosquito species, Culex tritaeniorhynchus, Culex gelidus, 3 

Anopheles spp . and Mansonia uniformis were identified in a pig farm in Nakorn 4 

Pathom, Thailand. Of which, C. tritaeniorhynchus was predominant (88.38±7.63%). 5 

To determine whether C. tritaeniorhynchus could serve as a potential vector for 6 

PRRSV transmission, 2 experiments were conducted: the duration of PRRSV within 7 

the mosquitoes and the PRRSV transmission from the PRRSV-infected pigs to the 8 

naive pigs by infected mosquitoes. PRRSV could be detected in mosquito pooled 9 

samples for up to 48 hours post feeding on the PRRSV-infected pig (PFP) using RT-10 

PCR, whereas the PRRSV could be isolated from the mosquito samples for up to 2 11 

hours PFP. The results of PRRSV transmission showed that all naive pigs used in the 12 

direct mosquitoes feeding were negative, whereas, the swine bioassay using pooled 13 

mosquitoes 30 minutes PFP was positive for PRRSV detection by both RT-PCR and 14 

ELISA.  The results of this study demonstrated that C. tritaeniorhychus, a 15 

predominant mosquito species found in a pig farm in Thailand, was able to transmit 16 

PRRSV mechanically and was likely to serve as a potential vector for PRRSV 17 

transmission in the PRRSV-positive pig farms. 18 

 19 

Keywords: Mechanical transmission; Mosquitoes; Porcine Reproductive and 20 

Respiratory Syndrome Virus (PRRSV); Pigs  21 



3 

1.  Introduction 1 

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) caused by PRRS 2 

virus (PRRSV), is one of the most economically devastating diseases of the pig 3 

industry today. PRRSV affects pigs of all ages causing poor conception rate, late - 4 

term abortion, stillborn and weak live-born pigs, post-weaning pneumonia and 5 

increase in mortality rate in nursery pigs.  PRRSV has emerged in the late 1980s 6 

resulting in reproductive failure and respiratory disease of infected pigs in the North 7 

America and Europe (Albina, 1997) and later in Asia (Saito et al., 1996). The first 8 

retrospective report of PRRSV infection in Thailand revealed that Thai pigs had 9 

seroconversion to PRRSV since 1989 and the genomic organization of the first isolate 10 

was similar to the US genotype (Damrongwatanapokin et al., 1996). Later, both US 11 

and EU genotypes were reported in Thailand (Thanawongnuwech et al., 2004). 12 

 PRRSV is a small, enveloped RNA virus and is classified as a member of the 13 

genus Arterivirus, family Arteriviridae in the order Nidovirales. Other viruses in the 14 

genus Arterivirus are Lactate dehydrogenase-elevating virus (LDV) of mice, equine 15 

arteritis virus (EAV), and simian hemorrhagic fever virus (SHFV) (Yoon, 2002). The 16 

Arterivirus process common biological properties, including primary replication in 17 

host macrophages and establishment of asymptomatic persistent infection in the host 18 

(Yoon, 2002). Currently, known routes of PRRSV transmission are direct contact, 19 

contaminated semen, contaminated needles, fomites, insect vectors and mammary 20 

secretion and transplacental infection as well as airborne transmission (Rossow, 1998; 21 

Wagstrom et al., 2001). In addition, previous reports found that some insects such as 22 

houseflies (Musca domestica Linnaeus) and mosquitoes (Aedes vaxans) could serve as 23 

mechanical vectors for PRRSV transmission (Otake et al., 2003a,b). These reports 24 

also indicated that the infectious PRRSV could survive in the intestinal tract of 25 
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mosquitoes for up to 6 hours following the feeding on an infected pig. Those findings 1 

also suggested that PRRSV did not replicate within the mosquitoes to establish a 2 

sufficient concentration of the virus during the 14-days incubation period and the 3 

mosquitoes, therefore, could not serve as the biological vectors for PRRSV 4 

transmission (Otake et al., 2003a).  5 

Since Thailand has differences in the geographical region and variety in 6 

mosquito species from the North America, the objectives of this study were to survey 7 

mosquito species seen in a pig farm in Nakorn Pathom province, the highest pig 8 

raising area in Thailand and to determine whether C. tritaeniorhynchus could serve as 9 

a potential vector for PRRSV transmission.  10 

 11 

2.  Materials and methods 12 

2.1.  Mosquito survey and mosquito colonization 13 

During March 2004 – February 2005, mosquitoes were captured once a month 14 

from a PRRSV-positive pig farm in Nakorn Prathom province, Thailand, using mouth 15 

aspirators (Figure 1). The mosquitoes were, then, brought to the Insectary room, 16 

Veterinary Parasitology Unit, Chulalongkorn University. Species identification was 17 

done using illustrated keys of the medically important mosquitoes of Thailand 18 

(Rattanarithikul et.al., 1994), and the number of mosquitoes in each species was 19 

counted and recorded. Based on the preliminary study, C. tritaeniorhynchus was the 20 

predominant mosquito species found in the pig farm. This particular species was used 21 

in the following study. The colony of C. tritaeniorhynchus was established, and the 22 

adults female were maintained with 10% sucrose solution until used. 23 

 24 
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2.2.  Experiment 1: Assessment of the presence of PRRSV within mosquitoes after 1 

feeding on a PRRSV- infected pig 2 

 Source of mosquitoes:  The mosquitoes used in this study were from the 3 

established colony of C. tritaeniorhynchus. Three to five days old of adult female 4 

mosquitoes were starved for 8 hours prior to the study. To ensure the PRRSV-5 

negative status, 50 mosquitoes were randomly selected and tested for the presence of 6 

PRRSV using reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 7 

(Thanawongnuwech et al., 2004). 8 

Experimental pigs and virus inoculation:  Two 3-week-old piglets were 9 

purchased from a commercial, PRRSV free herd. Nested multiplex RT-PCR was also 10 

done using pooled sera to verify the PRRSV – negative status. Pigs were housed in a 11 

separated room in the isolation facility, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn 12 

University to prevent the cross contamination of the pathogens between groups. After 13 

acclimatization for 3 days, a pig in the infected group was inoculated intranasally with 14 

4 ml of the US genotype PRRSV (01NP1) at a concentration of 104 TCID50/ml as 15 

previously described (Talummug et al, 2004). The other group was served as a 16 

negative control group. In order to prevent cross contamination of PRRSV between 17 

groups, stricted biosecurity measures were implemented.  18 

Experimental design:  At 7 Days post infection (DPI), the PRRSV 19 

transmission by mosquitoes was performed. The experimental time was selected 20 

based on the previous published data indicating peaked PRRS – viremia (Talummug 21 

et al., 2004). To allow mosquitoes to feed on the experimental pigs, pigs in both 22 

PRRSV-infected group and negative control group were anesthesied with 23 

Pentobarbital sodium. Blood sampling from the pigs was also done for viral titration 24 

at the same time. The anesthesied pigs were placed upon the mosquito cages, and 25 
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mosquitoes then were allowed to feed on each pig through the mesh roof of the cage 1 

for at least 30 minutes (Figure 2). A total of 300 engorged female mosquitoes in each 2 

group were collected and placed in a new mosquito cages. The full-fed mosquitoes 3 

were kept in an insectary room and were given 10% sucrose solution until used.  4 

PRRSV detection from fed mosquitoes was performed using pooled 30 5 

mosquitoes at 0, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72 h and 7 days post feeding on the PRRSV-6 

infected pig (PFP). At each time point, the mosquitoes were knocked with low 7 

temperature and pooled in sterile tubes. In order to prevent cross contamination, the 8 

exterior surface wash of mosquitoes from pooled samples was done with 1 ml of 9 

minimum essential medium (MEM, Hyclone , Logan, Utah) by centrifuging at 5000 10 

rpm for 1 min and collected. The legs of mosquitoes were removed and placed in a 11 

new microcentrifuge tube containing 1 ml of MEM. The mosquito legs were labeled 12 

according to each sampling time and tested for the presence of PRRSV by RT-PCR. 13 

The remaining pooled mosquitoes were crashed against the tube wall with sterile 14 

swab containing MEM and centrifuged at 4500 rpm for 5 min. The supernatants 15 

derived from pooled samples were tested for the presence of PRRSV by both RT-PCR 16 

and viral isolation (Thanawongnuwech et al., 2004).   17 

 18 

2.3.  Experiment 2: PRRSV transmission by C. tritaeniorhynchus from a PRRSV-19 

infected pig to the naive pigs  20 

 Source of mosquitoes:  The mosquitoes used in this study were from the 21 

established colony of C. tritaeniorhynchus. The mosquitoes were sampled and tested 22 

for the presence of PRRSV negative status as mentioned above. Approximately 8 23 

hours prior to the study, the mosquitoes were starved to ensure the feeding success. 24 
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Experimental pigs and virus inoculation:  Nine 3-week-old piglets were 1 

purchased from a commercial, PRRSV-free herd. One pig was served as a donor pig 2 

(group A), while others were divided into 4 groups (2 pigs each) as B, C, D and E. 3 

Virus inoculation was performed in a donor pig as mentioned before using the same 4 

PRRSV inoculum. At day 7 post innoculation, the peaked PRRS–viremia was 5 

expected, and the experiment was conducted.  6 

Experimental design:  At day 7 post PRRSV inoculation, the PRRSV-infected 7 

pig (group A) was anesthesized with Pentobarbital sodium, blood sampling was 8 

performed and the mosquitoes were allowed to feed on the infected pig. During 9 

feeding on the infected pigs, the mosquitoes were interrupted and the total of 150 10 

mosquitoes were collected and placed in a new small plastic cage. A total of 4 small 11 

plastic cages of mosquitoes were placed in the humidity incubation room. The 12 

attempts of PRRSV transmission by mosquitoes were performed in pigs in group B to 13 

E at appropriated time as mentioned below. 14 

Approximately 30 minutes PFP, a total of 100 mosquitoes were allowed to 15 

feed on pig number 1 (group B) similar to the donor pigs. A pooled sample of 50 16 

remaining mosquitoes was tested for the presence of infectious PRRSV using swine 17 

bioassay by intramuscular injection of the grounded filtered mosquitoes into the pig as 18 

described by Stewart et al. (1975). Similarly, the other 3 small plastic cages 19 

containing partially fed mosquitoes, were allowed to feed on the recipient pigs in 20 

group C, D and E at 6, 24 hours and 7 days PFP, respectively. 21 

Blood sampling was done on those pigs at 3, 5, 7, 9 and 11 days after 22 

contacting with the mosquitoes and tested for the presence of PRRSV by both RT-23 

PCR and ELISA. At day 14 after contacting with the mosquitoes, the animals were 24 

euthanized with pentobarbital sodium and necropsied. Samples from lungs, lymph 25 
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nodes and bronchial alveolar larvage fluid were collected and tested for the presence 1 

of PRRSV by both RT-PCR and virus isolation (Thanawongnuwech et al., 2004). 2 

Lungs and lymph nodes of all pigs were also tested with immunohistochemistry 3 

(Laohasittikul et al., 2004) for the presence of PRRSV antigen using SDOW-17 4 

(Kindly provided by Dr. E. Thacker, Iowa State University, Ames, Iowa). 5 

 6 

3. Results 7 

3.1.  Mosquito surveys  8 

The results of mosquito survey from a pig farm in Nakorn Pathom Province, 9 

Thailand during March 2004 to February 2005 were shown in Table 1. The total 10 

number of mosquitoes collected by approximately 6 peoples in each month was 11 

demonstrated and the mosquitoes were identified as C. tritaeniorhynchus 12 

(88.38±7.63%), C. gelidus (9.17±8.50%), Anopheles spp. (2.26±1.42%). and M. 13 

uniformis (0.19±0.15%). The mosquito population was highest in October (Table 1), 14 

which is during the rainy season (June-November) in Thailand. 15 

 16 

3.2.  Experiment 1: Assessment of the presence of PRRSV within the mosquitoes post 17 

feeding on the PRRSV-infected pig (PFP) 18 

 On day 7 post infection, PRRS-viremia was demonstrated in the infected pigs 19 

and yielded a viral titer at 10 2.70 TCID50/ml. The PRRSV detection from mosquito 20 

samples was summarized in Table 2. Pooled mosquito legs and pooled washing fluid 21 

from exterior surface of the mosquito samples were tested negative for PRRSV by 22 

RT-PCR. The mosquito pooled samples from the samples at 0 to 48 hours PFP were 23 

tested positive for PRRSV by RT-PCR, whereas virus isolation was able to detect the 24 

infectious PRRSV from mosquito pooled samples only at 0 and 2 hours PFP.  25 
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3.3.  Experiment 2: PRRSV transmission by C.  tritaeniorhynchus from a PRRSV-1 

infected pig to the naive pigs   2 

 The donor pig had PRRS-viremia at the time of mosquitoes feeding on day 7 3 

post infection with the virus titer of 10 2.23 TCID50/ml. On day 14 after contacting with 4 

infected mosquitoes or injected with homogenized mosquitoes, all recipient pigs were 5 

euthanized and necropsied. Only the recipient pig from group B (30 minutes PFP) or 6 

swine bioassay group was positive for PRRSV, detected by ELISA, RT-PCR and 7 

virus isolation. This particular swine bioassay had seroconversion to PRRSV on day 8 

10 post infection. PRRSV was isolated from serum of this pig when necropsied at day 9 

14 post injection. Likewise, RT-PCR demonstrated positive results in all tissues tested 10 

(Table 4). Immunohistochemistry could not demonstrate any PRRSV antigen in the 11 

tissues of all pigs. It is suggested that immunohistochemistry is less sensitive than the 12 

RT-PCR or the virus isolation. These findings agree with the previous report that RT-13 

PCR and virus isolation are more sensitive than the immunohistochemistry (Benson et 14 

al., 2002).  15 

 16 

4.  Discussion 17 

The results of this study strongly suggested that C. tritaeniorhynchus, a 18 

predominant mosquito species seen in a pig farm in Thailand, could serve as a 19 

potential mechanical vector for PRRSV. However, the role of C. gelidus, Anopheles 20 

spp . and M. uniformis in PRRSV transmission is needed since these species were also 21 

regularly seen in a pig farm. It should be noted that the results of this study were 22 

similar to the previous report in Malaysia that C. tritaeniorhynchus was the 23 

predominant mosquito specie found in the pig farms following by C. gelidus, 24 

Anopheles spp. and Mansoia spp., respectively (Vythilingam et al., 1994). Since, it 25 
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has been reported that C. tritaeniorhynchus has a preference on pigs more than 1 

humans (Macdonald et al., 1967), C. tritaeniorhynchus could play a major role in 2 

mosquito borne disease in pigs. 3 

In experiment 1, we confirmed our preliminary report that PRRSV could be 4 

detected from the mosquito pooled samples (C. tritaeniorhynchus) for up to 48 hours 5 

PFP by RT-PCR. No evidence of virus multiplication in the mosquitoes was detected 6 

over 14 days PFP. In general, the positive for RT-PCR indicated the presence of 7 

genetic materials of PRRSV, but it does not necessary indicating the presence of the 8 

infectious virus (Benson et al., 2002; Yoon and Stevenson, 2002).  Therefore, we 9 

confirmed the presence of infectious PRRSV by virus isolation. Interestingly, the 10 

results of our study showed that the infectious virus was able to survive in the 11 

mosquitoes (C. tritaeniorhynchus) for up to 2 hours PFP. None of the mosquito 12 

pooled samples at 4, 6, 12, 24, 48, 72 hours, 7 or 14 days PFP were tested positive. 13 

Since the extrinsic incubation periods of mosquito-borne viruses were approximately 14 

5 to 14 days post feeding on the infected animals (Stewart et al., 1975; Beerntsen et 15 

al., 2000), it should be noted that PRRSV replication did not occur within the 16 

particular mosquitoes (C.  tritaeniorhynchus).  17 

 However, the previous report found that PRRSV persisted within the gut of 18 

mosquitoes (An. vaxans) for up to 6 hours PFP (Otake et al, 2003a). One possible 19 

explanation is the difference in mosquitoes species used in the study, which may lead 20 

to the different capabilities in carrying pathogens (Beerntsen et al., 2000).  Moreover, 21 

it should be noted that, the differences of PRRS-viremia in each experiment might 22 

lead to the differences in viral load and survival time of the virus within the 23 

mosquitoes. In addition, several reports indicated that PRRSV titers of the PRRSV-24 
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infected pigs were varied depending either on the pig age (Thanawongnuwech et al., 1 

1998) or on the strains of PRRSV (Johnson et al., 2004).  2 

The presence of infectious PRRSV for a longer time period inside the 3 

mosquitoes may represent the possible status of being a biological vector for PRRSV, 4 

since the character of the biological vector of mosquito-borne virus is determined by 5 

the extrinsic incubation period. The extrinsic incubation period is variable depending 6 

on the genetic of the viruses, the initial dose of the viruses, the mosquito species and 7 

the environmental temperatures (Meller, 2000). Moreover, the replication of the virus 8 

within the mosquitoes before reaching a sufficient viral titer and the presence of the 9 

virus in hemocoel are the major characteristics of the biological vector (Beerntsen et 10 

al., 2000).  However, this study demonstrated that there was no evidence of the 11 

PRRSV in the legs of the mosquitoes tested by RT-PCR or the inability to detect 12 

PRRSV several days PFP. Therefore, our study suggested that C. tritaeniorhynchus 13 

could not serve as a biological vector for PRRSV transmission.  14 

During the experiment, it was essential to minimize the risk of cross 15 

contamination of PRRSV by plastic containers or contaminated mosquitoes, since it 16 

has been reported that PRRSV could be detected from the contaminated containers 17 

during the warm and moist condition (Dee et al., 2003). In this study, the 18 

contamination was minimized by using new plastic containers at each step, and the 19 

contaminated mosquitoes were tested using the washing fluid from the exterior 20 

surface of the mosquitoes. No PRRSV contamination was observed in this study. In 21 

conclusion, our study suggested that the infectious PRRSV could not survive within 22 

mosquitoes for longer than 2 hours and again C. tritaeniorhynchus could not serve as 23 

a biological vector for PRRSV transmission.  24 
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In experiment 2, we demonstrated whether the mosquitoes were able to 1 

transmit the infectious PRRSV from the donor pigs to the naive pigs at different time 2 

points. In order to perform this experiment, swine bioassay was also done along with 3 

the mosquito feeding protocol. The results of this study showed that only the pig in 4 

group B (30 minutes PFP) was tested positive for PRRSV by the swine bioassay. 5 

Swine bioassay is considered to be the most sensitive test for PRRSV detection 6 

(Benson et al., 2002), and only 10 or fewer infectious PRRSV particles either by 7 

intranasal or by intramuscular route is sufficient to cause infection (Yoon et al., 1999). 8 

The PRRSV positive swine bioassay indicated that the virus could survive within the 9 

mosquitoes for up to 30 minutes PFP. In contrast to the swine bioassay, the pigs used 10 

for the mosquito feeding protocol did not have PRRSV tested by either ELISA or RT-11 

PCR at all times. It indicated that the mosquitoes, C. tritaeniorhynchus, used in this 12 

study were unlikely to transmit PRRSV mechanically in this experiment or even in 13 

the field condition. However, it is possible that the PRRSV titers of the infected donor 14 

pigs did not exceed the thresholds of infection or the number of mosquitoes used in 15 

this study did not reach the threshold for mechanical transmission. Since the success 16 

of the mechanical transmission depends on the virus concentration in the mouthpart of 17 

the mosquitoes (Webb et al., 1989), the higher number of mosquitoes used in the 18 

experiment the more susceptible of recipient pigs to the infection is expected.    19 

According to the results in experiment 1, the viability of PRRSV was 20 

demonstrated within the mosquitoes for up to 2 hours PFP when tested by virus 21 

isolation. However, the results of the experiment 2 showed that PRRSV remained 22 

infective only 30 minutes PFP, while the previous study had 6 hours positive for 23 

swine bioassay (Otake et al., 2003a).  During 30 minutes to 6 hrs, PRRSV in this 24 

study might not survive due to many factors such as lower titer in the viremic pig or 25 
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the differences in the mosquito species or the higher environmental temperatures 1 

(Yoon and Stevenson, 2002) especially in Thailand.  2 

PRRSV could be isolated only from the serum of the B2 pig (30 minutes PFP), 3 

whereas the results of virus isolation from bronchial alveolar larvage fluid, lungs and 4 

lymph nodes remained negative at necropsy. In young pigs, viremia persists for a 5 

longer period, and PRRSV is more stable in the serum than in the tissues (Yoon and 6 

Stevenson, 2002). As a result, the PRRSV isolation from the serum is more sensitive 7 

than that of from the tissue samples. In addition, PRRSV persistence may depend on 8 

age of the pigs and the stage of infection. Although previous study has shown that 9 

PRRSV antigen was detected frequently in the lungs, lymph nodes and tonsils, 10 

PRRSV antigen distribution depends on the stage of infection and the viral strains 11 

(Halbur et al., 1996).  12 

In summary, our study indicated that C. tritaeniorhynchus, a predominant 13 

mosquito species found in a pig farm in Nakorn Prathom Province, Thailand, was 14 

unable to transmit PRRSV biologically. Although, the inability of Cu. 15 

tritaeniorhynchus to transmit PRRSV mechanically from the infected donor pig to the 16 

susceptible pigs indicated that mosquitoes were unlikely to transmit PRRSV 17 

mechanically in the field condition. However, the positive result from the swine 18 

bioassay of B2 pig indicated that mechanical transmission could occur and C. 19 

tritaeniorhynchus could serve as a potential vector for PRRSV transmission in a pig 20 

farm. This study suggests that mosquitoes could serve as a low potential mechanical 21 

vector for PRRSV transmission in the pig farms. Further studies in other mosquito 22 

species are needed. The results could be useful for preventing PRRSV transmission 23 

by mosquitoes especially in the PRRSV-negative herds locating in the PRRSV 24 

endemic areas along with other strict biosecurity measures. 25 
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Legends 1 

 2 

Table 1.  Total numbers of mosquito captured and percentage of species identification 3 
from a pig farm in Nakorn Pathom Province, Thailand 4 
 5 

Table 2.  The presence of PRRSV in mosquitoes post feeding on the PRRSV-infected 6 
pig (PFP) 7 
 8 

Table 3.  PRRSV results at necropsy (14 days post PRRSV inoculation) 9 

 10 

Figure 1.  Mosquito collection using a mouth aspirator 11 

 12 

Figure 2.  A model for mosquitoes feeding on the PRRSV-infected pig 13 



 

Table 1.  Total numbers of mosquito captured and percentage of species identification from a 
pig farm in Nakorn Pathom Province, Thailand 
 
 
Month  Number of              Species identification 
  mosquitoes   ___________ ___________ _______________                 

      Ct               Cg           Anopheles.spp          Mn. .uniformis  
 
 
March, 04     4,200   78.92 % 19.73 %      1.28 %   0.07 % 
April, 04     5,400   93.67 % 0.78 %  5.50 %   0.05 % 
May, 04     5,400   92.68 %  4.72 %             2.59 %    0.01 % 
June, 04     8,000   69.44 % 29.76 %           0.69 %    0.11 % 
July, 04   11,600   88.53 % 10.00 % 1.06 %              0.41 % 
August, 04     7,600   90.83 %  7.80 % 1.24 %   0.13 % 
September, 04     8,200   91.76 %  6.17 % 1.83 %   0.24 %  
October, 04   13,400   83.48 % 15. 00 % 1.15 %   0.37 % 
November, 04     8,800   89.04 %  7.50 % 3.41 %   0.05 % 
December, 04     4,400   95.75 %  1.73 % 2.07 %   0.45 % 
January, 05    5,400   91.95 %  3.81 % 3.96 %   0.28 % 
February, 05       9,400   94.48 %  3.06 % 2.34 %   0.12 % 
Total   91,800   88.38 %  9.17 % 2.26 %         0.19 % 
 
Ct  = Culex  tritaeniorhynchus   Cg = Culex gelidus 
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Table 2. The presence of PRRSV in mosquitoes post feeding on the PRRSV-infected pig 
(PFP) 
 
Time post feeding     RT-PCR    VI 
on the infected-pig                                        
    Whole body       Legs       Washing fluid           
 
0 hr + ve  - ve  - ve + ve 
2 hr + ve  - ve - ve + ve 
4 hr + ve  - ve - ve - ve 
6 hr + ve  - ve - ve - ve 
12 hr + ve  - ve - ve - ve 
24 hr + ve  - ve - ve - ve 
48 hr + ve  - ve - ve - ve 
72 hr - ve  - ve - ve - ve 
7 days - ve  - ve - ve - ve 
4 days - ve  - ve - ve - ve 
 
RT-PCR = nested multiplex reverse transcriptase polymerase chain reaction 
Legs = leg of mosquitoes (pooled sample) 
VI = virus isolation from homogeneous mosquito pooled sample   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Table 3. PRRSV results at necropsy (14 days post PRRSV inoculation) 

 

 Group        PCR                      VI                                        IHC 
  
                  serum      BAL     organs             serum        BAL        organs 
 
30 min. pf 
         B1       - ve          - ve          - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve 
         B2     + ve         + ve        + ve           + ve           - ve             - ve                 - ve  
6 hours. pf 
         C1        - ve          - ve          - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve 
         C2        - ve          - ve         - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve  
24 hours. pf 
         D1         - ve          - ve           - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve        
         D2             - ve          - ve           - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve 
7 days. pf 
         E1             - ve          - ve          - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve 
         E2             - ve          - ve          - ve            - ve            - ve             - ve                 - ve 
 
pf = time post feeding  
RT-PCR = nested multiplex  reverse transcriptase polymerase chain reaction   
VI = virus isolation          
IHC = immunohistochemistry 
ELISA = enzyme linked immunosorbent assay   
BAL = bronchial alveolar larvage fluid, Organs = lymph nodes and lungs 
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