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บทคัดยอ 

       

       การสํารวจชนิดของยงุในฟารมสุกรทีม่ีการระบาดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จงัหวัด

นครปฐม ทาํการเก็บตัวอยางยงุทุกเดือนเดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือน

เมษายน 2548 โดยทาํการเก็บตัวออนยุงจากแหลงน้าํภายในระยะรัศมี 1 กิโลเมตรรอบฟารม และ

ดูดเก็บยุงตัวเต็มวัยตัวเมียขณะดูดเลือดบนตัวสุกรโดยใช oral aspirators ตั้งแตเวลา 18.00 – 

22.00 น. พบวายุงที่จับไดจํานวน 91,840 ตัว จาํแนกได 3 สกุล 6 ชนดิ คือ Culex 

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

และ An. peditaeniatus โดยยุงที่พบไดมากที่สุดคือยงุ Cx. tritaeniorhynchus (60-95.75%) 

และยุงที่พบนอยที่สุดคือยุง Ma. annulifera (0.02-0.05%) ผลการตรวจตัวออนจากแหลงน้าํพบ

ตัวออนของยงุ Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, An. vagus และ An. peditaeniatus การ

ทดสอบศักยภาพในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ของยุง Cx. tritaeniorhynchus แบงเปน 2 

การทดลองคือ การทดสอบระยะเวลาที่ตรวจพบเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ของยงุ และการทดสอบ

ความสามารถในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ของยุงจากสกุรทดลองฉีดเชื้อไปยังสุกรปลอด

เชื้อ จากการทดลองแรกพบวาสามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในยุง 

Cx. tritaeniorhynchus ไดนาน 48 ชั่วโมง ดวยวิธ ี RT-PCR และเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส 

สามารถมีชีวิตในยุง Cx. tritaeniorhynchus ไดนาน 2 ชั่วโมง ภายหลังการกัดและดูดเลือดสุกร

ทดลองฉีดเชื้อ และผลการทดสอบความสามารถในการนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยนํายุงตดิ

เชื้อมากัดและดูดเลือดสุกรปลอดเชื้อโดยตรง ตรวจไมพบเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในสุกรทุกตัว 

ในขณะทีพ่บผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในทีสุ่กรปลอดเชื้อที่ไดรับการฉีดตัวอยางยุงบด 

หลังการกัดและดูดเลือดสุกรทดลองฉีดเชื้อ 30 นาที ดวยวิธ ี RT-PCR และ ELISA ผลจาก

การศึกษาในครั้งนี้พบวายุง Cx. tritaeniorhynchus พบไดมากที่สุดในฟารมสุกรมแีนวโนมนําเชือ้

ไวรัส พ ีอาร อาร เอส แบบทางกลได และไมสามารถแพรเชื้อไวรัส 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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บทนํา 
 

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

สุกรเปนโรคสําคัญชนิดหนึ่งที่ทําใหเกิดความสูญเสียอยางสูงในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรทั่วโลก 

โดยมีรายงานการเกิดโรคครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในปค.ศ. 1987    ซึ่งทําใหสุกรปวยเกิด

อาการทางระบบหายใจและระบบสืบพันธุ และเนื่องจากในขณะนั้นยังไมทราบสาเหตุที่แทจริงของ

โรค จึงไดชื่อเปน Mystery swine disease (Albina, 1997) ตอมาในป 1990 พบอาการของโรคที่มี

ลักษณะคลายกันระบาดในสุกรแถบทวีปยุโรป ป ค.ศ. 1991 Wensvoort และคณะ (1991) ไดแยก

เชื้อไวรัสชนิดนี้ไดสําเร็จ และใหชื่อวา Lelystad virus ซึ่งตอมา Office International des 

Epizooties (O.I.E.) ไดใหชื่อของกลุมอาการเหลานี้วา Porcine Reproductive and Respiratory 

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

จากรายงานการตรวจสอบซีร่ัมสุกรยอนหลัง ตรวจพบแอนติบอดีตอเชื้อ พี อาร อาร เอส ตั้งแตป 

2532   โดยพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่แยกไดมีความคลายคลึงทางพันธุกรรมกับชนิดของ

ไวรัสที่แยกไดในประเทศสหรัฐอเมริกา (Damrongwatanapokin et al., 1996 , 1998) 

       เชื้อ Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) เปนไวรัสที่มี

ขนาด 48-83 nm. จัดอยูใน Genus Arterivirus, Family Arteriviridae, Order Nidovirales มี

ลักษณะเปน enveloped, single-strand RNA virus ประกอบดวย 8 open reading frams 

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

แบงไดเปน 2 กลุมหลัก ตามลกัษณะความแตกตางทางแอนติเจนคือ สายพันธุประเทศยโุรป 

(European genotype) และสายพันธุประเทศสหรัฐอเมริกา (US genotype) 

       การศึกษาถึงพยาธิกาํเนิดของโรค พ ีอาร อาร เอส พบวาสุกรติดเชื้อไวรัส และเชื้อไวรัสจะแบง 

ตัวเพิ่มจาํนวนในเซลลตระกลู mononuclear phagocytic system (MPS) ซึ่งเกีย่วของกับระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย เชน monocyte และ macrophage โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลล macrophage 

ที่อยูในปอด (Thanawongnuwech et al., 2000) และความเสยีหายเนื่องจากการติดเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ก็คือ ระบบภูมคิุมกันของรางกายต่ํา อันเปนเหตุใหสุกรทีต่ิดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส 

สามารถติดเชือ้แทรกซอนชนิดอื่นไดงาย เชนเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสชนิดอื่น เปนตน 

       การแพรระบาดของเชือ้ไวรัส พีอาร อาร เอส เกิดข้ึนไดหลายทาง ไดแก ทางรก ทางน้าํเชือ้

ของพอพนัธุ การสัมผัสโดยตรงกับสุกรทีป่วยเปนโรค หรือแมกระทัง่การติดตอผานอุปกรณเครื่อง 

ใชในฟารม นอกจากนี้ยงัมีรายงานวาเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส มีการแพรระบาดแบบทางกล 

(mechanical transmission) ผานทางเขม็ฉีดยาและแมลงวนับาน (Musca domestica) ไดอีก
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ดวย (Otake et al., 2003a,b,c) จากการศึกษาที่ผานมามีรายงานวา แมลงดูดเลือดชนิดตางๆ

สามารถเปนพาหะนําโรคตางๆในสัตวได เชน เหลือบ (Horseflies) นําโรคอหิวาตสุกร (Tidwell et 

al., 1972) แมลงวนับาน (Stomoxys calcitrans) นําโรค Bovine leucosis (Weber et al., 1988) 

สวนยงุกม็ีรายงานวาเปนแมลงดูดเลือดที่เปนพาหะนาํโรคชนิดตางๆไดเปนอยางด ี เชน โรค

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

ทั้งโรคไขสมองอักเสบซึง่มีสุกรเปนแหลงกกัเก็บโรค (Johansen et al., 2002) นอกจากนี้ยงัมีราย 

งานวา ยุงสามารถเปนพาหะนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดในสุกร (Otake et al., 2002) ซึ่ง 

Otake และคณะ (2003a) ไดศึกษาและพบวายุง Aedes vaxans ซึ่งพบไดมากทีสุ่ดในฟารมสุกรที่

มีการระบาดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในประเทศสหรัฐอเมริกา สามารถนาํโรคชนิดนี้ไดแบบ

ทางกล (Mechanical transmission) โดยพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สามารถอยูในตัวยุงได

นานที่สุด 6 ชั่วโมง อยางไรก็ตามการศึกษานีเ้ปนการศกึษาในทวีปอเมริกาเหนือ ซึง่มีความแตก 

ตางของพื้นทีแ่ละสภาพภูมอิากาศ รวมถงึชนิดของยุงทีพ่บในประเทศไทย  

       สําหรับในประเทศไทย ยงุทีพ่บไดมหีลายสกุล ไดแก 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 

จากนี้ยังมีรายงานการศึกษาและสํารวจยงุที่พบในบริเวณฟารมไกที่เปนแหลงระบาดของโรค

มาลาเรียไกในประเทศไทย พบวามียงุสกลุ Culex จํานวน 3 ชนิด สกลุ Mansonia จํานวน 3 ชนดิ 

และสกุล Anopheles จํานวน 1 ชนิด และยงัพบวายุง Culex tritaeniorhynchus และ Cx. 

gelidus มีศักยภาพในการเปนพาหะนาํโรคมาลาเรียไกได  (สุดจิตต และคณะ, 2543; สุวรรณี 

และคณะ, 2543) 

       เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศในเขตรอนชื้น ซึง่มีลักษณะภูมิอากาศเหมาะสมตอการแพร

พันธุของยงุ และมียุงหลายชนิด ประกอบกับมีการระบาดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในสกุรจึง

อาจสงผลตอการเปนพาหะนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ใหระบาดในประชากรของสุกรได ดังนัน้ใน

การศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพื่อสํารวจและศึกษาชนิดของยงุทีพ่บในฟารมสุกรที่เปนแหลงทีม่ี

การระบาดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส และศึกษาชนิดของยงุที่มศีักยภาพในการนําเชื้อไวรัส พ ี

อาร อาร เอส ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลในการวางแผนการควบคุมหรือจัดการเพื่อลดปญหาความสูญเสีย

ที่เกิดจากเชื้อ พี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรในประเทศไทยไดอีกทางหนึ่ง 
 

 
 



 3

การสํารวจแนวความคิดและการวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

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

เชื้อไวรัสที่มีลกัษณะเปน Enveloped, Single-strand RNA virus จดัอยูใน Genus Arterivirus, 

Family Arterviridae, Order Nidovirales พบมีการระบาดครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาเหนอื

ในป 2530 และกอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเปนอยางมาก 

(Plagemann, 2003) ในปจจุบันสามารถแบงชนิดของเชื้อไวรัสเปนกลุมสายพนัธุหลักๆได 2 สาย

พันธุ ตามลกัษณะความแตกตางทางพนัธุกรรม (genotype) คือ กลุมสายพนัธุประเทศสหรัฐ 

อเมริกา (US genotype) และกลุมสายพนัธุประเทศยุโรป (EU genotype) ความแตกตางทางพนัธุ 

กรรมยังพบไดในกลุมสายพนัธุของไวรัส พี อาร อาร เอส ที่แยกไดจากทางประเทศสหรัฐอเมริกา

อีกดวย โยสามารถแยกเปนกลุมยอยตามความรุนแรงของโรค 

       จากการศึกษาพบวา เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส มีรหัสทางพันธกุรรมขนาด 15 kb และ

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

1997; Yoon, 2002) ORF1a และ 1b เปน non-coding sequence มีตําแหนงทีด่าน 5’ และมี

ขนาดเปน 80% ของลําดับเบสทั้งหมด ORF 2-7 เปน coding sequence จะมีตําแหนงที่ดาน 3’ 

ของสายนิวคลโีอไทด (Yoon, 2002) 

       การกอโรคของไวรัส พี อาร อาร เอส ข้ึนกับความรนุแรงของสายพันธุ โดยกลุมสายพนัธุ US 

มักกอใหเกิดอาการทางคลินกิมากกวาสายพันธุ EU อาการทีพ่บในสกุร ไดแก ความสูญเสยีใน

ระบบสืบพันธุในสุกรแมพนัธุ และพอสุกร เชน การตายแรกคลอดเพิ่มสูงขึ้น การแทงหรือปญหาลูก

สุกรออนแอหลังคลอดเพิ่มข้ึน อัตราการผสมติดต่ําลง (น้ําเชื้อพอพนัธุออนแอ) เปนตน นอกจากนี้

สุกรยังอาจแสดงอาการปวยทางระบบหายใจซึ่งพบไดในสุกรทุกชวงอายุ (Segales and McCaw, 

2002) ทั้งนีพ้บวาความสูญเสียอันเนื่องมาจากปญหาการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส นัน้สวน

ใหญเกิดเนื่องจากการติดเชื้อแทรกซอนทางระบบหายใจจากเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ 

(Segales and McCaw, 2002) 

       การแพรระบาดของโรค พี อาร อาร เอส เกิดไดหลายทาง ไดแก ทางอากาศ (airborne 

transmission) ในชวงระยะทางสั้นๆ (Kristensen et al., 2004) ทางรก ทางน้ําเชื้อของพอพนัธุ 

การสัมผัสโดยตรงกับสุกรทีป่วยเปนโรค หรือแมกระทั่งการติดตอผานอุปกรณเครื่องใชในฟารม 

นอกจากนีย้ังมีรายงานวาเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส มีการแพรระบาดแบบทางกล (Mechanical 

transmission) ผานทางเขม็ฉีดยา ยงุ และแมลงวนับาน (Musca domestica) ไดอีกดวย โดย 
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Otake และคณะ (2003a) ไดศึกษาและพบวายุง Aedes vaxans ซึ่งพบไดมากทีสุ่ดในฟารมสุกรที่

มีการระบาดของเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส สามารถอยูในตัวยงุไดนานที่สุด 6 ชั่วโมง ในขณะที่

แมลงวนับาน (Musca domestica) สามารถนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดนานถงึ 12 ชั่วโมง 

(Otake et al., 2003b,c) 
ลักษณะทางชีววทิยาของยุง 
       วงชวีิตของยุงเปนลกัษณะ homometabolous metamorphosis หรือ complete 

metamorphosis ประกอบดวยระยะไข (egg) ตัวออน หรือลูกน้าํ (larva) ตัวกลางวัย หรือดักแด 

(pupa) และระยะตัวเต็มวัย (adult) การเจริญครบวงจรใชเวลาประมาณ 3 สัปดาห โดยอุณหภมูิ

ของอากาศและความชืน้มีผลตอการเจริญเติบโตของยุง 

       ยุงแตละชนิดจะวางไขแตกตางกนัออกไป อาจวางไขเดี่ยวๆ เปนแพหรือเปนกลุมก็ได ตลอด

ชีวิตของยงุจะวางไขไดหลายครั้ง แตละครั้งอาจมีจาํนวน 50-150 ฟอง 

       ตัวออนหรือลูกน้ําของยงุทุกชนิดอยูในน้าํ มีลักษณะคลายตัวหนอน ไมมีขา ลําตัวแบง

ออกเปน 3 สวน คือ สวนหวั อก และทองอยางชัดเจน ตัวออนของยงุแตละชนิดจะหากินแตกตาง

กันออกไป เชน ตัวออนของยุงกนปลองจะหากินอาหารที่อยูตามผวิน้าํ สวนยุง Culicine จะหากิน

ใตผิวน้ํา อาหารของตัวออนสวนมากเปนพวกสาหราย และสิ่งมีชีวิตเล็กๆใตผิวน้ํา 

       ตัวกลางวัยมีลักษณะคลายรูปราง comma shape สวนหวัและสวนอกจะเชื่อมตอกันเรียก 

cephalothorax ดานหลังของสวนอกจะมีทอหายใจอยู 1 คู ตัวกลางวยัเมื่อลอกคราบแลวจะเกาะ

พักตัวอยูชั่วครูเพื่อใหปกแหง แลวบนิออกไปหากิน ยงุตัวเมยีดูดกินเลือดไดภายใน 24 ชั่วโมง 

(Clements, 1992)  

       ยุงเปนแมลงดูดเลือดทีเ่ปนพาหะนาํโรคชนิดตางๆไดเปนอยางดี เชน โรคมาลาเรียในคน โรค

มาลาเรียในไก โรคไขสมองอักเสบซึ่งมีสกุรเปนแหลงกักเก็บโรค (Johansen et al., 2002) 

นอกจากนีย้ังมีรายงานวา ยุงสามารถเปนพาหะนาํเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดในสุกร (Otake et 

al., 2002) ซึ่ง Otake และคณะ (2003a) ไดศึกษาและพบวายุง Ae. vaxans ซึ่งพบไดมากที่สุดใน

ฟารมสุกรที่มกีารระบาดของเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส และสามารถนาํโรคชนดินี้ไดแบบทางกล 

(Mechnaical transmission) โดยพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สามารถอยูในตัวยุงไดนานที่สุด 

6 ชั่วโมง 

       ลักษณะการนาํโรคในยุงนัน้ สามารถเปนพาหะไดสองทางคือ แบบทางกล (mechanical 

transmission) และแบบชีววิธี (biological transmission) 
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       การนาํโรคแบบทางกล เปนการนําลกัษณะการนําโรคของยุง โดยยุงจะนาํโรคจากแหลงหนึ่ง

ไปยังอีกแหลงหนึง่ โดยทีเ่ชื้อโรคนั้นไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางหรือเพิ่มจาํนวนขึน้ภายในตัวยุง 

และโรคนั้นอาจไปติดเชื้อในโฮสตตัวใหม ซึ่งความสามารถของการทําใหติดโรคนั้นจะลดลงตาม

เวลาที่ผานไป 

       การนาํโรคแบบชีววิธี การนําโรคแบบนี้เชื้อโรคจะมกีารเจริญเติบโตเพื่อเพิม่จํานวนหรือเปลีย่น 

แปลงตัวเองในยุงกอน ดังนัน้จึงมีชวงเวลาหลังจากที่เชื้อโรคถูกกลืนลงไปและมกีารเจริญเติบโต

หรือการเปลี่ยนแปลงตัวเอง ซึ่งเชื้อโรคสามารถจะอยูในตัวยงุไดเปนเวลานาน และเชื้อโรคแตละ

ชนิดก็มีอวัยวะเปาหมายในการแบงตัวเพือ่เพิ่มจํานวนในตัวยงุที่แตกตางกนัไปตามแตละชนิดของ

เชื้อ (Beernsten et al., 2000) นอกจากนี้แลวยงุแตละชนิดและแตละพื้นที่ก็มีความสามารถใน

การนาํโรคชนดิตางๆไดแตกตางกนัออกไป 

       สําหรับในประเทศไทยนั้น ยุงทีพ่บไดมีหลายสกุล ไดแก 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

การสํารวจชนดิของยุงในบรเิวณฟารมไกทีเ่ปนแหลงระบาดของโรคมาลาเรียไก พบวามียงุสกลุ 

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

จิตต และคณะ 2543) 

       การวนิิจฉัยการติดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในสุกร ทําไดโดยการตรวจหาแอนติบอดี หรือการ

ตรวจหาแอนติเจนของไวรัสชนิดนี้จากตัวอยางเนื้อเยื่อของสุกรที่ปวย ซึ่งในปจจุบนัมีวธิีการตรวจ

หลายวิธ ี เชน Indirect immunofluorescense antibody test, virus isolation, 

immunohiatochemistry, ELISA, immunoperoxidase monolayer assay และ reverse 

transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนตน (ทริกา และคณะ, 2543; 

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

นอกเหนือจากจะเปนการศึกษาชนิดของยงุที่สามารถพบไดในบริเวณฟารมเลีย้งสุกรแลว ยังเปน

การศึกษาถึงศกัยภาพในการนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ของยงุสกุล Culex ที่พบในฟารมสุกรใน

ประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิง่ในแถบทีม่ีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลในการ

วางแผนการควบคุมและปองกันการระบาดของโรคชนิดนี้ตอไปในอนาคต 
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วิธีการวิจัย 
  

       คณะผูวิจยัไดวางแผนการศึกษาวิจัยตลอดโครงการเปนระยะเวลา 1 ป โดยแบงออกเปน 2 

การทดลองดงันี ้
การทดลองที ่1 
       การศึกษาถึงชนิดของยงุที่มีศกัยภาพในการเปนพาหะนาํเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยแบง

การทดลองออกเปน 

       1.1  การสํารวจยงุในฟารมสุกร  

            ฟารมสุกรที่เปนแหลงระบาดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในเขตอําเภอเมือง จงัหวัด

นครปฐม ใชเปนสถานที่ศึกษาในครั้งนี้ ทาํการสาํรวจเกบ็ตัวอยางยงุระยะตัวออน (larvae) และตัว

เต็มวัย (adults) เดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือน เมษายน 2548 เปนระยะ 

เวลา 1 ป  

            ยุงตัวเต็มวัย : ใชคน 6 คนในการเก็บตัวอยางยงุแตละครั้ง ทาํการเก็บตัวอยางยุงตวัเต็มวัยที่

เขามาในฟารมและดูดเลือดบนตัวสุกรตั้งแตเวลา 18.00 - 22.00 นาฬิกา โดยใชไฟฉายสองแลวใช 

oral aspirator ดูดจับยุงขณะดูดเลือดบนตัวสุกร (รูปที่ 1) แยกใสกลองยุงขนาดเลก็ที่เจาะรูดานขาง 

และมีผาโปรงคลุมดานบน กลองละ 200 ตัว ใชกอนสําลีชุบน้ําพอหมาดๆวางบนกลองยงุแตละ

กลอง (รูปที ่2) เก็บตัวอยางยุงจนถงึเวลา 22.00 น. นําตัวอยางยุงทัง้หมดขนสงไปยังหองปฏิบัตกิาร

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

หนวยปรสิตวทิยา คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เพื่อศึกษาจําแนกชนิด นับ

จํานวน เพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ (colonization) และคัดเลือกยุงชนิดทีพ่บไดมากที่สุดในแตละ

ชองเดือนเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่องเพือ่ใชสําหรับทดลองตอไป 

            วิธีการเตรียมยุงตัวเต็มวัยเพื่อจําแนกชนิด : ใหยุงดมอีเทอรเปนเวลานาน 3-5 นาที หลัง 

จากนั้นนําตัวอยางยุงมาปกเข็มโดยวิธี card point technique แลวศึกษารายละเอียด จําแนกชนิด

ดวยกลองจุลทรรศนส เตอริ โอโดยใชกุญแจจํ าแนกชนิดของยุ งที่พบในประเทศไทย 

(Rattanarithikul et al., 2005)  

            ตัวออน : เก็บตัวอยางนํ้าจากแหลงน้าํตางๆในรัศมี 1 กิโลเมตรรอบๆฟารม โดยใชกระบวย

ตักน้ําที่ตอดวยดามไมไผ จวงตักน้ํา เพื่อตรวจหาตวัออน และตวักลางวัย ตัวอยางที่ไดนําไปเลี้ยง

ตอในหองปฏบิัติการจนเปนระยะตัวเต็มวยั และตัวอยางบางสวนนํามาศึกษาจําแนกชนิด โดยใช

กุญแจจําแนกชนิดยุงทีพ่บในประเทศไทย (Rattanarithikul et al., 2005) 
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1.2  การเพาะเลี้ยงยุงในหองปฏบิัติการ 
            นําตัวอยางยุงจากขอ 1.1 มาเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ (insectarium) ซึ่งเปน

หองปฏิบัติการเลี้ยงยงุทดลองที่มีประตมูุงลวด 2 ชั้น ควบคุมอุณหภมูิที่ 25-27 องศาเซลเซียส และ

ความชืน้สัมพทัธ 80% 

1.2.1  การเพาะเลี้ยงยุง Culex  

                 นาํยุงตวัเต็มวยัที่ดูดเลือด (engorged female) มาเลีย้งในกรงเลี้ยงยงุที่กรุมุงลวด 4 

ดานขนาด กวางxยาวxสูง เทากับ 25 x 25 x 25 เซนติเมตร (รูปที่ 3) และมีภาชนะสําหรับใหยุงวาง 

ไขเปนถวยพลาสติกเสนผาศนูยกลาง 10 เซนติเมตร และมีน้าํที่ปราศจากคลอรีน ใหอาหารดวย

น้ําหวาน 10% และวิตามนิ B complex โดยใชสําลพีันไมประมาณ 5 นิ้ว จุมลงในขวดขนาด 25 

มิลลิลิตร ทีม่นี้ําหวาน 10% และวิตามนิ B complex หลังจากยุงวางไขแลว นาํไขยุง (egg raft) ไป

เลี้ยงในถาดพลาสติกขนาด 12 x 25  เซนติเมตร ที่มนี้ําหมักฟางขาวเจือจาง 2 ลิตร เลี้ยงตวัออน 

(larvae) ดวยอาหารหนบูด และเปลี่ยนน้ําทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งเจริญเปนตัวกลางวยั (pupae) ใช

หลอดดูดปากกวางดูดแยกตวักลางวยัใสถวยพลาสติกถวยละ 200 ตัว นาํไปใสในกรงทีก่รุมุงลวด

สําหรับเลี้ยงตวัเต็มวยั ใหยงุตัวเต็มวัยดูดเลือดหนูถบีจกัร เพื่อใหยุงวางไขคร้ังตอไป ทําการเพาะ 

เลี้ยงยงุ Culex  อยางตอเนือ่งเพื่อใชในการทดลองตอไป (รูปที่ 4) 

1.2.2 การเพาะเลี้ยงยุง Mansonia  

                 นาํยุงตวัเต็มวยัที่ดูดเลือดอิ่มแลวใสในขวดแกวทรงสงูที่ใสน้ําหมักอุจจาระหนูถีบจกัร

เจือจาง ภายในมีวัชพืชน้ําและแผนโฟมบางๆสําหรับใหยุงวางไข แยกไขยุง (egg clusters) ไป

เลี้ยงในภาชนะขวดแกวใบใหม จนกระทั่งไขเจริญเปนตัวออน ตัวกลางวัย และตวัเตม็วัยตอไป (รูป

ที่ 5) 

1.2.3  การเพาะเลี้ยงยุง Anopheles  

                 นาํยุงตวัเต็มวยัที่ดูดเลือดอิ่มแลว ใสในถวยพลาสติกที่มีผาโปรงคลมุดานบนทีม่ีน้าํ

ปราศจากคลอรีน และมีแผนพลาสติกใสสี่เหลี่ยมเล็กๆสําหรับเปนทุนใหยงุวางไข หลังจากนั้นแยก

ไขยุงนําไปเลีย้งในถาดพลาสติกขนาด 12 x 25 เซนติเมตร ที่มนี้ําปราศจากคลอรีน เลี้ยงจนกระทั่ง

เปนตัวออน ตัวกลางวัย ดดูแยกตัวกลางวัยไปเลี้ยงในกรงเลี้ยงยงุเชนเดียวกับการเลี้ยงยงุ Culex 

(รูปที่ 6) 

       1.3  การนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในยุงทดลอง 

            1.3.1  การเตรียมยุงทดลอง 
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                 สุมเลือกยงุแตละชนิดในวันแรกที่จับไดจากฟารมสุกรชนดิละ 5 ตัว นาํมาตรวจหาเชื้อ

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

เพาะเลี้ยงไวจากขอ 1.2.1 กอนการนําไปสมัผัสเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากสกุรทดลอง 

1.3.2 การเตรียมสุกรทดลอง  

                 นาํสุกรอนุบาลเพศผูอายุ 3 สัปดาห  จากฟารมที่ปลอดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส  

จํานวน 4 ตัว แบงเปน 2 กลุมการทดลอง  

                 กลุมที่ 1 จํานวน 2 ตัว เปนกลุมควบคุมลบ (negative control) 

                 กลุมที่ 2 จํานวน 2 ตัว ฉดีเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส สายพันธุอเมริกา (O1NP1) 

(ปริมาณ 104TCID50/ml) โดยหยอดจมกูขางละ 4 มิลลิลิตร เลี้ยงสกุรทั้ง 2 กลุมจนกระทั่งวันที ่ 7 

หลังการสัมผัสเชื้อ (7 days post infection) ซึ่งเปนระยะที่ไวรัสแพรกระจายทั่วรางกาย (viremia) 

กอนการทดลอง นํายุงทดลอง Cx. tritaeniorhynchus จากขอ 1.2.1 งดน้ําและอาหารกอนการ

ทดลองอยางนอย 6 ชั่วโมง แบงยุงออกเปน 2 กรง กรงที ่1 ใหสัมผัสและกัดดูดเลือดสุกรกลุมที ่1 

กลุมควบคุมลบ กรงที่ 2 ใหสัมผัสและกัดดูดเลือดสุกรทดลองกลุมที่ 2 กลุมติดเชื้อ โดยทําใหสุกร

ทดลองสลบทัง้สองกลุม ดวยยาสลบ Pentobarbital sodium (Nembutal® Ceva sante animale, 

France) แลววางตวัสุกรนอนตะแคงลงดานบนของกรงยงุ ปลอยใหยงุดูดเลือดจนอิ่ม หลงัจากนัน้

ดูดแยกยุงที่ดูดเลือดอิ่มเต็มที่ (fully engorged female) จากแตละกรงแยกใสกรงใหมกรงละ 300 

ตัว (รูปที่ 7) แยกเลี้ยงไวกอนการทดสอบในขอ 1.4  

       1.4  การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุงทดลอง 

            นําตัวอยางยุงทั้ง 2 กรงจากขั้นตอนที ่1.3 ดูดแยกมาใชคร้ังละ 30 ตัว ในระยะเวลา 0, 2, 

4, 6, 12, 24, 48, 72 ชั่วโมง 7 และ 14 วันหลังการสมัผัสกับสุกร ทําใหยุงตายดวยความเยน็จัด

โดยนําตวัอยางยุงใสในตูแช -20 องศาเซลเซียส และทาํเปนตวัอยางรวม (Pooled samples) เพื่อ

ตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธปีฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Nested Multiplex RT-PCR) 

ตัวอยางที่ใหผลบวกตอวิธี RT-PCR จะนํามาตรวจยนืยันดวยวิธี virus isolation และหาจาํนวน

ของเชื้อไวรัสดวยวธิี virus titration ตามลําดับ 

            1.4.1  ขั้นตอนการสกัด RNA 

                 นาํยุงที่ดูดเลือดสุกรจนอิ่มมาสกัด RNA ของไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยใชชุดน้ํายา

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

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

RNA แลวเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส) 
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                 - เตรียม 1.5 มล. Eppendorf (DNAse free, RNAse free) ตามจํานวนตัวอยาง โดย

บันทกึหมายเลขตัวอยางไวขางหลอด 

                 - ดูด buffer AVL 560 ไมโครลิตร ใสใน eppendorf ที่เตรียมไว 

                 - บดยุงในแตละชวงเวลาที่กาํหนดไวของแตละตัวอยางใน eppendorf หลอดละ 1 

ตัวอยาง จากนั้นดูด PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสใน eppendorf ที่มยีุงบดแลว นาํไปปนที่ 

8,000 รอบ เปนเวลา 1 นาท ี

                 - จากนั้นดูดสารละลาย (supernatant) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/ตัวอยาง ใสลงใน

หลอด eppendorf ที่มี Buffer AVL ตัวอยางละ 1 หลอด 

                 - เติม 100% ethanol ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันนาน 15 วินาท ีนาํไปปน 

(briefly) ใหสารละลายรวมกันที่กนหลอด 

                 - เตรียมชุด QIAamp spin column บันทึกหมายเลขตัวอยางไวดานบนของฝาปด spin 

column 

                 - ดูดสารละลายที่ปนรวมกับ ethanol ปริมาตร 630 ไมโครลิตร ใสใน QIAamp spin 

column (ใหหมายเลขตัวอยางตรงกนั) แลวนาํไปปนที่ 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที  

                 - เทสวนสารละลายกนหลอดทีผ่าน spin column ทิ้งไป 

                 - ทําซ้าํอีกครั้งจนกวาสารละลายที่ปนรวมกบั ethanol หมดพอดี 

                 - เปลี่ยนหลอด 2 มิลลิลิตร ของชุด QIAamp spim column 

                 - เตรียมสารละลาย AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนาํไปปนที่ 8,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้เปลี่ยนหลอด 2 มิลลิลิตร ของชุด QIAamp spin column 

                 - เตรียมสารละลาย AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนที่ 13,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 3 นาท ี

                 - เตรียม 1.5 มิลลิลิตร eppendorf พรอมบันทึกหมายเลขตัวอยางใหตรงกับหลอด

ขางตน 

                 - นําสวนของ spin column มาวางบน eppendorf ที่เตรยีมไว จากนั้นเติม Buffer AVE 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที ที่อุณหภูมหิอง 

                 - นําไปปนที ่8,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 1 นาท ี

                 - เก็บสวนของ pure viral RNA ไวที่อุณหภมูิ -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 ตัวอยาง) 

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 

                 แบง master mix ใส PCR tube หลอดละ 22 ไมโครลิตร จากนัน้เติม pure viral RNA 

จากขั้นตอนการสกัดตัวอยางละ 3 ไมโครลิตร ปดฝาหลอด PCR ใหแนน และบันทกึหมายเลข

ตัวอยางใหชัดเจนทกุตัวอยาง นําไปใสเครื่อง 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 จะไดเปน cDNA จากนัน้นาํไปทาํขั้นตอน multiplex 

PCR ตอไป 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 ตัวอยาง) 

โดยมีลําดับเบสของ Primer จาก 5’ – 3’ เปนดังนี้ (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 

                 แบง master mix ที่เตรียมไวใสหลอด PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลอดละ 48 

ไมโครลิตร จากนัน้เติม cDNA ที่ไดจากการทํา RT-PCR 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปดฝาใหสนทิ 

และบันทกึหมายเลขตัวอยางขางหลอดใหถูกตองตรงกนั 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 ี

                 - ในระหวางเครื่อง PCR กําลังทาํงาน เตรียม 2% agarose gel ใน tris borate EDTA 

(TBE) buffer โดยใชอัตราสวน agarose gel 0.5 กรัม ใน TBE 25 มิลลิลิตร ใหความรอนโดยใช

เตาอบจนเจลละลายดี จงึนาํออกมาเทใสพิมพ รอจนเจลเย็นและแข็งดีจึงนาํไปวางบนเครื่อง 

Electrophoresis chamber ที่มี TBE buffer อยูในระดับที่ทวมแผนเจล 

                 - นํา PCR product จากขั้นตอนของการทํา multiplex PCR มาหยอดลงใน 2% 

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

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยใหแถวแรกของเจลเปน DNA marker 

                 - เปดเครื่อง Electrophoresis (Wealtec, USA) โดยใชกําลังไฟ 100 โวลต นาน

ประมาณ 1 ชั่วโมง เมื่อเสร็จแลวปดเครื่อง Electrophoresis นําแผนเจลที่ไดมายอมดวย 1% 

ethidium bromide solution (10mg/ml) ในน้ํากลั่นนาน 15 นาท ี จากนัน้ลางแผนเจลดวยน้ํา 

ประปา และนาํไปอานผลดวยเครื่อง Visible-UV gel transmission 

            1.4.3  ขั้นตอนการทาํ Viral isolation 

                 - เตรียมเซลล MARC 145 มาเพาะเลีย้งใน microplate cell culture ขนาดเสนผาศนูย 

กลาง 3 เซนติเมตร โดยใชอัตราสวนของเซลล 1:3 เทาใน growth media (5%MEM) จํานวน 3 

มิลลิลิตร 
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                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง จนเซลลโตเต็มที่ ซึง่มี

ลักษณะเปน monolayer 

                 - นําตัวอยางยงุมาบดใน eppendorf (เปน pool sample) และเจือจางดวย MEM ที่

เย็น 4 องศาเซลเซียส ในอตัราสวน 1:2 จากนั้นนําเซลลที่เลี้ยงไวมาดูดอาหารเลี้ยงเชื้อเกาทิง้ และ

เติมตัวอยางยงุเจือจางประมาณ 1 มิลลิลิตร ใหทวมผิวหนาของเซลลเพาะเลี้ยง 

                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา นาํออกมาดูด

ตัวอยางที่อยูผิวหนาของเซลลเพาะเลี้ยงทิ้ง และเติมอาหารเลีย้งเชือ้ (2% MEM) ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร 

                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง 

                 - เตรียมเซลล MARC 145 มาเพาะเลี้ยงใน Microculture 96 well plate โดยเติมหลมุ

ละ 200 ไมโครลิตร 

                 - นํา microplate cell culture ที่เพาะเชื้อไวรัสจากตัวอยางยงุออกจากตูอบแลวนํามา

เก็บที่อุณหภูม ิ -70 องศาเซลเซียส จนแขง็ตัวและนาํออกมาละลายทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

สลับกัน 3 รอบ เพื่อใหเซลลแตก 

                 - จากนั้นดูดสวนที่ละลายแลวทัง้หมดไปปนที่ความเรว็ 2,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 

นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และเกบ็สวนใสไว (supernatant) 

                 - นํา microplate 96 well plate ที่มีเซลลเปน monolayer แลวมาดูดอาหารเลีย้งเชือ้

เกาทิ้ง จากนัน้เติมตัวอยาง (supernatant) ใสหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

                 - นําเขาตูอบที ่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้นําออกมาเติม

อาหารเลีย้งเชือ้ (2% MEM) 100 ไมโครลิตร 

                 - นําเขาตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปตรวจหา

แอนติบอดีโดยขั้นตอนการยอมดวยวิธี IPMA ตอไป 

            1.4.4  จดบันทึกผลการทดลอง วเิคราะหและรายงานผลการทดลอง 

 
การทดลองที ่2 
       การทดสอบความสามารถในการเปนพาหะนาํเชือ้ไวรัส พ ี อาร อาร เอส ของยงุ Cx. 

tritaeniorhynchus จากสุกรติดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไปยังสุกรปลอดเชื้อ  

โดยแบงการทดลองออกเปนข้ันตอนดังนี ้

       2.1  การเตรียมยุงทดลอง 
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            นําตัวเต็มวัยของยุง Cx. tritaeniorhynchus ทีท่ําการเพาะเลีย้งจากขอ 1.2.1 งดน้ําและ

อาหารกอนการทดลองอยางนอย 6 ชั่วโมง และสุมตัวอยางยุงจาํนวน 50 ตัว นํามาทดสอบเชื้อ

ไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวธิี RT-PCR กอนนาํมาทดลอง 

       2.2  การเตรียมสุกรทดลอง 

            นําสุกรอนุบาลเพศผูอายุ 3 สัปดาห จาํนวน 10 ตัวจากฟารมที่ปลอดเชื้อ พ ีอาร อาร เอส 

แบงออกเปน 2 กลุมการทดลองใหญ คือ สุกรกลุมที ่1 กลุม A (กลุมตัวให) จํานวน 2 ตัว และสุกร

กลุมที ่2 กลุม B-E (กลุมตัวรับ) จํานวน 8 ตัว แบงเปน 4 หองทดลองยอย หองละ 2 ตัว  

            - สุกรกลุมที ่1 (กลุมตัวให) จํานวน 2 ตัว (กลุม A) ฉีดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุ

อเมริกา (O1NP1) (ปริมาณ 104 TCID 50 /มิลลิลิตร)  โดยหยอดจมกูขางละ 4 มิลลิลิตร  

            - สุกรกลุมที ่ 2 (กลุมตัวรับ) จํานวน 8 ตัว แยกเปนกลุมยอย 4 หองทดลอง ( กลุม B-E) 

หองละ 2 ตัว 

       2.3  การ Infect เชื้อไวรัสจากยงุที่ดูดเลือดสุกรกลุมตัวใหไปยังสกุรกลุมตัวรับ 

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

กลุมที ่ 1 (กลุมตัวให) แลวนําไปวางนอนตะแคงดานขางลงบนกรงยุงดานทีม่ีมุงลวด ปลอยใหยงุ

ดูดเลือดสุกร โดยในขณะทียุ่งกาํลังดูดเลอืดสุกรอยูนั้น ดูดแยกยุงออกจากตวัสุกรทันที โดยใสใน

กลองพลาสตกิ กลองละ 150 ตัว จํานวน 4 กลอง บนัทกึหมายเลขกลอง 1 ถึง 4 เพื่อนําไปทดสอบ

กับสุกรกลุมที่ 2 กลุมตัวรับ (Recipient pigs) ในชวงเวลาตาง ๆ ดังนี ้

            ยุงกลองที ่1 (30 นาทีหลงัจากดูดเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม B 

            ยุงกลองที ่2 (6 ชั่วโมงหลงัจากดดูเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม C 

            ยุงกลองที ่3 (24 ชั่วโมงหลังจากดดูเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม D 

            ยุงกลองที ่4 (7 วันหลังจากดูดเลือดสุกรกลุมตัวให) นําไปทดสอบกับสุกรกลุม E 

            สุกรกลุม B นํายุงในกลองที ่1 จํานวน 100 ตัว ไปกัดและดดูเลือดสุกรตัวที่ 1 (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกรตัวที่ 2 (swine bioassay) และนํายงุทีก่ัดสุกรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร 

เอส  ดวยวิธ ีRT-PCR 

            สุกรกลุม C นํายงุในกลองที่ 2 จํานวน 100 ตัว ไปกัดและดูดเลือดสุกรตัวที่ 1  (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกรอีก 1 ตัว (swine bioassay) นํายุงกัดสกุรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

ดวยวิธ ีRT-PCR 
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            สุกรกลุม D นํายงุในกลองที ่3 จาํนวน 100 ตัว ไปกัดและดดูเลือดสุกรตัวที่ 1 (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกร ตัวที ่2 (swine bioassay) นํายงุทีก่ัดสุกรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

ดวยวิธ ีRT-PCR 

            สุกรกลุม E นํายงุในกลองที ่4 จํานวน 100 ตัว ไปกัดและดดูเลือดสุกรตัวที่ 1 (mosquito 

contact protocol) และนํายุงทีเ่หลืออีก 50 ตัว ไปบด กรองผาน filter พรอมกับใสยาปฏิชีวนะและ

ฉีดเขาไปในสุกรตัวที ่2 (swine bioassay) นํายงุทีก่ัดสุกรแลวไปตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  

ดวยวิธ ีRT-PCR 

       2.4  การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากสุกรกลุมตัวรับ 

            โดยทาํการเก็บตัวอยางซีร่ัมจากสกุรที่เปนตัวรับ (กลุม B-E) ในชวงเวลาตาง ๆ ตั้งแตกอน

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

โดยวิธ ีRT-PCR และ ELISA ดังนี ้

                 2.4.1 นําเลือดสุกรที่ไดจากการเจาะมาตัง้ทิง้ไวใหเกิดการแข็งตัว ดูดแยกซีร่ัมมา

ทดสอบโดยวธิี ELISA ตามขั้นตอนดังนี ้

                 - เจือจางซีร่ัมในเพลท โดยใชซีร่ัมปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตอ diluent ปริมาตร 195 

ไมโครลิตร 

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

เปน positive control และ negative control ชนิดละ 2 หลุมตอ 1 เพลท 

                 - ดูซีร่ัมในเพลทใสใน strip coat plate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที ในระหวางนั้นทําการเตรียม washing solution 

                 - เมื่อครบเวลา 30 นาที ลาง strip ดวย washing solution 4 คร้ัง คร้ังละ 300 

ไมโครลิตร 

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

ไมโครลิตร 

                 - ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ี

                 - เมื่อครบเวลา 30 นาที ลาง strip ดวย washing solution 4 คร้ัง คร้ังละ 300 

ไมโครลิตร 

                 - จากนั้นใส Substrate ชนิด TMB Substrate ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

                 - ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาท ี
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                 - ใส Stop solution ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

                 - วัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ดวยเครื่อง ELISA reader ทีค่วามเขมแสง 650 nm 

                 - คํานวณผลและรายงานผลดวยโปรแกรมอานผล 

            2.4.2  ทําการชันสตูรผาซากสุกรทุกตัวใน วันที ่14 หลังการสมัผัสกับยงุ เกบ็ตัวอยางปอด 

ตอมน้ําเหลือง ของเหลวจากหลอดลม (Bronchial alveolar larvage) สําหรับตรวจหาเชื้อไวรัส พี 

อาร  อาร เอส ดวยวิธ ีvirus isolation และ RT-PCR  

            2.4.3 จดบันทกึรอยโรค ผลการทดลอง วิเคราะหผลการทดลองการตรวจหาเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ทั้งในสุกรกลุมตัวใหและสุกรกลุมตัวรับ รายงานผลการทดลอง 
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ผลการวิจัย 
 

การทดลองที ่1  การศึกษาชนิดของยงุทีม่ีศักยภาพในการนาํเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 

1.1  การสาํรวจชนดิของยุงในฟารมสุกร 
            ฟารมสุกรที่ใชเปนสถานทีท่ดลองเปนฟารมทีม่ีการเลี้ยงสกุรแมพันธุ ลักษณะเปนโรงเรือน

ยกพืน้ โลงมีอากาศถายเทสะดวก และจากการสํารวจรอบๆ ฟารมสุกรในรัศมี 1 กิโลเมตร พบวามี

แหลงน้ํา ไดแก นาขาว คลองระบายน้ําทีม่ีวัชพชืและหญา แหลงน้ําขังสะอาดทีม่ีวชัพืชและหญา 

หนองน้าํขนาดใหญน้ําสะอาดมีวัชพืชจําพวกผกัตบชวา กก ผักบุงไทย และหญา  (รูปที่ 8) 

            ผลการสํารวจและศึกษาจาํแนกชนิดของยงุตัวเต็มวัยในฟารมสุกรโดยใช oral aspirator 

ดูดยุงที่เขามาดูดเลือดบนตัวสุกร ในชวงเวลา 18.00–22.00 น. เดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือน

พฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 2548 เปนเวลา 12 เดือน โดยใชคน 6 คนในการเก็บตัวอยาง

ในแตละครั้ง ดูดจับยุงไดทั้งหมดจํานวน 91,840 ตัว พบยุงจํานวนมากในชวงฤดูฝน ระหวางเดือน

มิถุนายนถงึเดือนพฤศจกิายน (8.71-14.59%) เมื่อเทียบกับจํานวนยงุที่จับไดทัง้หมดตลอดป และ

พบมากที่สุดในเดือนตุลาคม (14.59%) ตอจากนัน้จํานวนยงุจะเริ่มนอยลงในเดือนธันวาคม 

(4.79%) และเดือนมกราคม (5.88%) ซึ่งเปนชวงที่มีอากาศเยน็และความชืน้ในอากาศนอย และ

พบยุงจํานวนนอยที่สุดในเดอืนมีนาคม (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 พบนอยที่สดุเฉลี่ย 0.006 % ดังรายละเอียดแสดงในตารางที่ 1 

            ตัวออนของยงุในแหลงน้าํตางๆที่ตรวจพบ มี 4 ชนิด ไดแก Cx. tritaeniorhynchus, Cx. 

gelidus, An. vagus และ An. peditaeniatus   
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รูปที่ 1  แสดงวิธีการเก็บตัวอยางยุงตัวเต็มวัยที่เขามากดัและดูดเลือดสุกรในฟารม โดยใชไฟฉายสอง 

             และดูดจับดวย oral aspirator 

 
 

     
 

 
รูปที่ 2  ตัวอยางยงุที่เก็บไดจากตัวสกุรแยกเก็บใสกลองขนาดเลก็ที่มีผาโปรงคลุมดานบนกลอง 

             ละ 200 ตัว ใชกอนสําลีชุบน้าํวางไวดานบนกลอง สําหรับขนสงไปยังหองปฏิบัติการ 
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รูปที่ 3  กรงเลี้ยงยงุตัวเต็มวัย ขนาด 25 X 25 X 25  

            เซนติเมตร กรุมุงลวดทั้ง 4 ดาน   

 

 

 

 
 
 
 
   รูปที่ 4  รูปแสดงการเพาะเลี้ยงยุง Culex  

                ในหองปฏิบัติการ 

 

 
  
 
 

  รูปที่ 5  รูปแสดงการเพาะเลี้ยงยงุ Mansonia 

               ในหองปฏิบัติการ 

 

 

 

 

   รูปที่ 6  รูปแสดงการเพาะเลี้ยงยุง Anopheles  

                ในหองปฏิบัติการ 

 

  

ค 
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                                                    ก.   

 

 

 

 

                                                                       ข. 

           รูปที่ 7  แสดงวิธีการใหยุงทดลองดูดเลือดสุกรทดลอง 

           ก.   แสดงวิธีใหยุงดดูเลือดสุกรทดลองผานมุงลวด 

ข. แสดงวิธีการดูดแยกยุงทดลองหลงัจากดูดเลือดใสในกลองยุงขนาดเลก็โดยใช 
oral aspirator 

 

                 ก.         ข. 

                 ค.         ง. 

                จ         ฉ. 

รูปที่ 8  ลักษณะแหลงน้ําในรัศมี 1 กิโลเมตรรอบๆ ฟารมสุกร 

ก. และ ข. นาขาว  ค.-ฉ. แหลงน้าํสะอาดที่มีวัชพืชน้ํา             
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รูปที่ 9  จํานวนรอยละของตวัอยางยงุในแตละเดือนที่เกบ็ไดขณะเขามาดูดเลือดสุกรในฟารม 

ตั้งแตเดือน พฤษภาคม 2547  ถึงเดือนเมษายน 2548 ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น. 

จากจาํนวนตวัอยางยุงที่จับไดทั้งป 
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                          ก. 

 

                     ข. 

 ค. 

              ง. 

                               จ.    ฉ 

 

รูปที่ 10  ยุงทีจ่ับไดขณะเขามาดูดเลือดสุกรในฟารม ระหวางเวลา 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  ผลการสํารวจนดิและจํานวนคิดเปนรอยละของยุงที่พบในฟารมสุกรทีม่ีการระบาด 

ของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในจงัหวัดนครปฐม ตัง้แตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเมษายน 2548 

ระหวางเวลา 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 ใหแกสุกรทดลองกลุมที่ 2 พบ Viral titer 

ตอไวรัส พ ีอาร อาร เอส ที ่102.70 TCID50/ml. ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ดวยวิธ ีRT-

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

สัมผัสกับสุกร พบวาในยงุกลุมที่ใหกัดดดูเลือดสุกรกลุมควบคุมลบ ตรวจไมพบเชื้อไวรัสในยุงทุก

ชวงระยะเวลา ในขณะที่ผลการตรวจยงุในกลุมที่ใหกัดดูดเลือดสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อ พบเชือ้

ไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในตวัอยางยงุทัง้ตวั ที่ระยะเวลา 0-48 ชั่วโมงหลังการสัมผัสกับสุกร สวนขา

ยุงและสวนน้ําลางยงุ ตรวจไมพบไวรัส พ ี อาร อาร เอส ผลแสดงรายละเอียดในตารางที ่ 2 และ

จากการตรวจดวยวิธ ี Virus isolation พบเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในตัวอยางยงุทั้งตัว ที่

ระยะเวลา 0-2 ชั่วโมงหลังการสัมผัสกับสุกร ตัวอยางพบผลบวกของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส จาก

การตรวจดวยวิธี RT-PCR ปรากฏแถบดี เอ็น เอ ที ่107 คูเบส (รูปที่ 11)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 24

ตารางที ่2  แสดงผลการตรวจไวรัสพี อาร อาร เอส ในยงุทดลอง หลังจากดูดเลือดสุกรติดเชือ้ดวย

วิธี RT-PCR และ Virus isolation 

    ยุงทดลอง     RT-PCR             VI 

(ระยะเวลาหลงัจากยุงสมัผัสสุกร)  ยุงทัง้ตัว  สวนขายุง น้ําลางยงุ 

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  = อวัยวะทกุสวนของยุง 

สวนขายุง = เฉพาะสวนขายุงซึง่แทนองคประกอบของเลือดและน้ําเลอืดในยุง (haemocoel) 

น้ําลางยงุ = น้าํจากผวิดานนอกของยงุ 

+ = ผลบวก, -  = ผลลบ 
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           1     2     3    4    5     6    7    8    9   10   11   12   13  14  15 

 

รูปที่ 11  แสดงแถบดี เอ็น เอ ของไวรัส พี อาร อาร เอส จากการตรวจดวยวธิ ี Nested 

multiplex RT-PCR. เลนที่ 1 : ซีร่ัมสุกรทีต่ิดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส. เลนที ่2 : ตัวอยางยงุควบ 

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

72 ชั่วโมง และ 7 วัน. เลนที่ 12 : ตัวอยางบวกของไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพนัธุอเมริกา เลนที่ 

13 : ไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุยุโรป เลนที ่14 : ตัวควบคุมลบ. L : DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 bp 

200 bp 

107 bp 
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การทดลองที ่ 2.   การทดสอบความสามารถในการเปนพาหะนาํเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ของ

ยุง Cx. tritaeniorhynchus จากสุกรติดเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ไปยงัสุกรปลอดเชื้อ 

 

การตรวจหาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากสุกรกลุมตัวรับ 

       วันที ่7 หลังการฉีดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ใหแกสุกรกลุม A (กลุมตัวให) พบ viral titer ตอ

ไวรัส พี อาร อาร เอส ที่ 102.23 TCID50/ml. สําหรับสุกรกลุม B-E (กลุมตัวรับ) ใหผลลบตอเชื้อไวรัส 

พี อาร อาร เอส จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA กอนเริม่ตนการศึกษา สาํหรับยุงทดลองหลังจาก

สัมผัสกับสุกรกลุมตัวให และกอนที่จะนําไปสัมผัสกับสุกรกลุมตัวรับจะแบงยุงออกเปน 2 สวน คือ 

สวนที่ 1 ยุงทดลองจํานวน 100 ตัวนาํไปสัมผัสกับสุกรกลุมตัวรับจํานวน 1 ตัว (mosquito contact 

protocol) และยุงสวนที ่2 ยุงทดลองจํานวน 50 ตัว นาํไปบด และกรองผานตัวกรองพรอมกับผสม

ยาปฏิชีวนะ และฉีดเขาไปในสุกรกลุมตัวรับจํานวน 1 ตัว (swine bioassay) ที่ระยะเวลา 30 นาท,ี 

6 ชั่วโมง, 7 และ 14 วัน ในสุกรกลุม B-E ตามลําดับ 

       ในวนัที ่ 14 หลังการการฉีดเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ใหแกสุกร ทาํการชนัสูตรสุกรทุกตัว ผล

การศึกษาในสกุรกลุม A พบปอดเกิด multifocal tan-mottled consolidation 8% รวมกับเกิดการ

ขยายใหญของตอมน้าํเหลือง (รูปที่ 12) และยืนยันการตรวจแอนติเจนของเชื้อไวรัส พี อาร อาร  

เอส อีกครั้งดวยวิธทีาง immunohistochemistry (IHC) นอกจากนี้สุกรในกลุม E จํานวน 1 ตัว เกดิ

การติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน ในขณะทีสุ่กรกลุมอ่ืนๆมีรอยโรคไมเดนชัด จากการตรวจเชื้อไวรัส 

พี อาร อาร เอส ในสุกรกลุมตัวรับ ดวยวธิี ELISA และ RT-PCR พบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร 

อาร เอส ในสกุรกลุม B จํานวน 1 ตัว จากการทีสุ่กรไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยวธิี swine 

bioassay ในขณะที่สุกรกลุมตัวรับอ่ืนๆใหผลลบตอเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส (ตารางที ่3) ผลการ

ตรวจเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธี ELISA ในสุกรกลุม B จากการที่สุกรไดรับเชื้อไวรัส พี อาร 

อาร เอส โดยวิธี swine bioassay พบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ตั้งแตวนัที ่10 หลังจาก

สุกรไดรับเชื้อจากสุกรกลุมตัวให (รูปที่ 13) 

       จากการตรวจเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี Virus isolation พบผลบวกของตัวอยางซีร่ัม

สุกรกลุม B จากการที่สุกรไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวธิี swine bioassay เทานั้น ในขณะ

ที่ตัวอยางจาก bronchial alveolar larvage, ตอมน้ําเหลอืงและปอดของสุกรกลุมตัวรับทุกกลุมให 

ผลลบ และจากการตรวจดวยวิธทีาง immunohistochemistry ใหผลลบตอสุกรกลุมตัวรับทุกกลุม 
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ตารางที ่3  ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในวนัที ่14 จากการผาซากสกุรหลังจากได 

รับเชื้อโดยวิธ ีmosquito contact protocol และ swine bioassay ในระยะเวลาตางๆกัน 

 
  กลุมสุกร      RT-PCR        VI              IHC 

   

        ซีร่ัม      ของเหลวจาก      ตอมน้ําเหลือง      ซีร่ัม     ของเหลวจาก    ตอมน้ําเหลือง 

                   หลอดลม            และปอด                     หลอดลม         และปอด  

 

30 นาทีหลงัไดรับเชื้อ    

       B1            -            -                       -  -      -                -      - 

       B2           +     +     +             +               -                -             - 

6 ชั่วโมงหลงัไดรับเชื้อ 

       C1            -                  -     -   -      -                 -            - 

       C2            -                  -      -              -      -                 -            - 

24 ชั่วโมงหลงัไดรับเชื้อ 

       D1            -      -      -              -       -                 -            - 

       D2            -                  -      -                    -       -                 -      - 

7 วันหลังไดรับเชื้อ 

       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 จากการชนัสูตรซากหลงัจากสุกรไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 

14 วัน : (รูป 12A) 14 วันหลังจากสุกรกลุมตัวใหไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุอเมริกา 

(O1NP1), (รูป 12B-12E) 14 วันหลงัจากสุกรกลุมตัวรับไดรับเชื้อโดยวิธี mosquito contact 

protocol.  เกิดรอยโรคที่ปอดในสุกรกลุม A ในขณะที่สุกรกลุมอ่ืนๆมรีอยโรคไมเดนชัด (รูป 12B-

12D). เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน แตไมพบรอยโรคของการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส 

ในสุกรกลุม E (รูป 12 E)  

A B

C D

E 
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รูปที่ 13  การตรวจสอบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ดวยวิธี Enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) 

อัตราสวน S/P ≥ 0.04 ใหผลบวก 

B1, C1, D1 และ E1 = สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวธิี mosquito contact protocol 

B2, C2, D2 และ E2 = สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวธิี swine bioassay 
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การอภิปรายผล 
 

       จากผลการศึกษาในครั้งนีพ้บวายงุ Cx. tritaeniorhynchus เปนยงุที่มีปริมาณมากที่สุดใน

ฟารมสุกร จังหวัดนครปฐม ซึ่งนาจะเปนพาหะที่มีศักยภาพในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 

แบบเชิงกลในฟารมสุกรได 

       จากการทดลองที่ 1 ผลการสํารวจชนิดของยุงที่พบในฟารมสุกร จังหวัดนครปฐม ตั้งแตเดือน

พฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 2548 พบวายุงที่พบมากที่สุดในแตละเดือนคือยุง Cx. 

tritaeniorhynchus คิดเปนคาเฉลี่ย 86.80% รองลงมาเปนยุง Cx. gelidus ยุง An. vagus. An. 

peditaeniatus ยุง Ma. uniformis และ Ma. annulifera คิดเปน 10.75%, 1.49%,0.77%, 0.19% 

และ 0.006% ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับรายงานการสํารวจชนิดของยุงที่พบในฟารมสุกรใน

ประเทศมาเลเซียคือ ยุง Cx. tritaeniorhynchus เปนยุงที่พบมากที่สุด รองลงมาคือยุง Cx. 

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

ยุงที่พบทั้งหมดเปนยุงที่ออกหากินในชวงเวลาพลบค่ําและตอนกลางคืน ซึ่งสอดคลองกันกับชวง 

เวลาที่ออกสํารวจ สําหรับเดือนที่พบปริมาณยุงมากที่สุดคือเดือนตุลาคม ซึ่งเปนเดือนทีป่ริมาณฝน

ตกชุกจึงทําใหบริเวณรอบๆฟารมสุกรมีแหลงน้ําขังซึ่งเหมาะตอการเพาะพันธุยุงโดยเฉพาะยุง 

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

พบวายุง Cx. tritaeniorhynchus เปนยุงที่มีอุปนิสัยชอบดูดเลือดสุกรมากกวาดูดเลือดคน  ผลการ

สํารวจหาตัวออนและตัวกลางวัยของยุงในแหลงน้ําตางๆ พบเฉพาะยุง Culex และยงุ Anopheles 

แตไมพบยุง Mansonia ทั้งนี้เพราะลักษณะแหลงน้ําโดยเฉพาะในนาขาวที่มีน้ําขัง แหลงน้ําขัง

สะอาดที่มีวัชพืชจําพวก ตนหญาสูงๆ ผักบุง คู คลองระบายน้ําสะอาดหรือ น้ําขังในหลุมบอที่เปน

รอยเทาสัตว เปนแหลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของ ยุง Cx. tritaeniorhyncus , Cx. gelidus, An. 

vagus และ An. peditaeniatus   ซึ่งตัวออนของยุงเหลานี้จะหากินอยูในแหลงน้ําและใชทอ

หายใจ (siphon tube) แตะผิวน้ําเพื่อหายใจ (Vythilingam et al., 1992) ดังนั้นเมื่อผูทําการศึกษา

เก็บตัวอยางโดยใชกระบวยจวงตักน้ําจากแหลงน้ําที่ทําการศึกษา จึงสามารถพบตัวอยางของยุง

เหลานี้ได ในขณะที่แหลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของยุง Mansonia เปนหนองน้ําปด แหลงน้ําปด 

หรือคูคลองที่มีวัชพืชจําพวก ผักตบชวา จอก แหน ตนกก (Chiang, 1993) ซึ่งผลการสํารวจในครั้ง

นี้ไมพบทั้งตัวออนและตัวกลางวัยของยุง Mansonia  ทั้งนี้อาจเปนเพราะวิธีการสํารวจในครั้งนี้

อาจจะยังไมเหมาะสมเนื่องจากตัวออน หรือตัวกลางวัยของยุง Mansonia จะหากินอยูใตผิวน้ํา

และเกาะติดอยูกับวัชพืชใตน้ํา โดยใชทอหายใจที่มีลักษณะปลายแหลมคลายฟนเลื่อยแทงเขาไป

ในลําตนหรือรากของวัชพืชเพื่อหายใจ ดังนี้การตรวจหาตัวออนหรือตัวกลางวัยของยุงชนิดนี้ วิธทีีด่ี
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ที่สุดคือตรวจหาตัวออนหรือตัวกลางวัยที่เกาะติดอยูกับวัชพืช (Chiang, 1993) ซึ่งในการศึกษา

คร้ังนี้ไมไดทําการสํารวจโดยวิธีดังกลาวจึงทําใหไมพบตัวออนและตัวกลางวัยของยุง Mansonia 

ได 

       อยางไรก็ตามจากการศกึษาที่ผานมาพบวาสามารถตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุง

โดยวิธ ี RT-PCR หลังจากการจับยงุจากฟารมสุกรได จากผลลัพธนี้จึงมีสมมติฐานวา ยุง Cx. 

tritaeniorhynchus มีแนวโนมของการเปนพาหะในการนําโรค พี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรได 

และจากการตรวจเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยงุนี้สามารถตรวจพบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร 

อาร เอส ในตัวอยางรวมของยุง (Cx. tritaeniorhynchus) ไดนาน 48 ชั่วโมงจากการตรวจดวยวิธี 

RT-PCR หลงัการสัมผัสกบัสุกรติดเชื้อ โดยทีเ่ชื้อไมมีการเพิ่มจํานวนภายในตัวยงุหลงัจากสัมผัส

สุกรติดเชื้อเปนเวลา 14 วัน ซึ่งแสดงใหเหน็วาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในสวนทีพ่บนัน้เปนเพยีง

สารพันธุกรรม (genetic material) เทานัน้ ซึ่งไมใชไวรัสที่มีชีวิต (Benson et al., 2002; Yoon and 

Stevenson, 2002) อยางไรก็ตามจากการยืนยนัการตรวจดวยวิธ ี Virus isolation นั้นสามารถพบ 

วาใหผลบวกตอเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในยงุในชัว่โมงที่ 2 หลังการสัมผัสกับสุกรติดเชื้อ ซึ่ง

แสดงใหเหน็วาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สามารถมีชวีติอยูภายในยงุไดนานเพียง 2 ชั่วโมง หลงั 

จากการสัมผัสกับสุกรติดเชื้อ ซึ่งจากการตรวจดวยวธิี Virus isolation จากตวัอยางยุงรวมทัง้หมด

ที่ระยะเวลาตางๆกนัคือ 4, 6, 12, 24, 48, 72 ชั่วโมง 7 และ 14 วัน พบวาใหผลลบตอเชื้อไวรัส พ ี

อาร อาร เอส โดยเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส มีระยะในการฟกตัวในยงุภายใน 5-10 วัน (Stewart et 

al., 1975) หรือ 7-14 วัน (Beerntsen et al., 2000) จากการทดลองนี้จึงบงชีว้าเชือ้ไวรัส พี อาร 

อาร เอส ไมสามารถเพิ่มจํานวนในตัวยงุได ซึ่งขัดแยงกับการศึกษากอนหนานี ้ ซึง่พบเชื้อไวรัส พ ี

อาร อาร เอส ในทางเดินอาหารยุง Ae. vaxans นาน 6 ชั่วโมงหลงัจากยุงสมัผัสกับสุกรติดเชื้อ 

(Otake et al., 2003a) สําหรับผลการศกึษานี้ไมไดแสดงคา viral titer ของเชื้อไวรัส พี อาร อาร 

เอส ในสกุรติดเชื้อ ความแตกตางของระยะที่ไวรัสแพรกระจายทั่วรางกายในสุกรตอเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ในแตละการทดลองแตกตางกนัจงึทาํใหตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยงุที่

ระยะเวลาตางกัน   

       ระยะเวลาในการปรากฎตัวของเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในยุงนัน้สามารถบอกถึงความ 

สามารถในการนําเชื้อไวรัสได โดยเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่มีระยะเวลาในการปรากฎตัวของเชื้อ

ในตัวยงุไดนาน ซึง่แสดงถึงระยะเวลาในการฟกตัวของเชื้อในตัวยงุ บงบอกไดวายงุนัน้มีความ 

สามารถในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส แบบ biological transmission ได และจากการตรวจ

ไมพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ใน haemocoel ของยุง ซึง่เปนบริเวณที่ไวรัสจะมีการเพิ่มจํานวน
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นั้น แสดงใหเห็นวาไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไมสามารถเพิม่จํานวนในยงุได จึงทาํใหบอกไดวายงุ Cx. 

tritaeniorhynchus ไมมีประสิทธิภาพในการนาํเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส แบบ biological 

transmission แตอยางไรกต็ามการตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในยุงนัน้อาจขึน้อยูกบั

ปริมาณของเชือ้ไวรัสในสุกร และความแตกตางของระยะเวลาในการศึกษาการมชีีวิตอยูของเชือ้

ไวรัส พี อาร อาร เอส ในยงุได  

       จากการทดลองที่ 2 สามารถตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในซีร่ัมสุกรกลุมตัวรับ ดวยวธิี 

ELISA และ Virus isolation จากการที่สุกรไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยวธิี swine bioassay 

ซึ่งพบผลบวกตอเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ภายใน 30 นาทหีลังจากไดรับเชื้อเทานั้น สวนสุกรกลุม

ตัวรับอ่ืนหลงัจาก 30 นาทผีานไปนัน้ตรวจไมพบเชื้อ แสดงใหเห็นวายุง Cx. tritaeniorhynchus มี

ประสิทธิภาพในการนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส แบบ mechanical transmission คือ เชื้อไวรัสไม

สามารถเพิ่มจาํนวนในยงุได แตเปนการนําเชื้อเปนไปในระดับตํ่า เพราะวายงุทดลองหลงัจาก

สัมผัสกับสุกรกลุมตัวให และนําไปสัมผัสกับสุกรกลุมตัวรับพบวาสุกรกลุมตัวรับทุกตัวไมติดเชื้อ

ไวรัส พ ี อาร อาร เอส แตยุงทดลองอกีสวนทีน่ําไปบด และกรองผานตัวกรองพรอมกับผสมยา

ปฏิชีวนะ และฉีดเขาไปในสุกรกลุมตัวรับนั้นปรากฏวามีสุกรจํานวน 1 ตัว ตรวจพบเชื้อไวรัส พ ีอาร 

อาร เอส ได แตอยางไรก็ตามผลบวกของไวรัส พี อาร อาร เอส ในสกุรกลุมตัวรับนัน้อาจขึน้อยูกบั

ปริมาณไวรัสที่อยูในกระแสเลือดของสุกรกลุมตัวให และจํานวนยุงที่นาํไปดูดเลือดสุกรกลุมตัวให 

แตจากทัง้ 2 การทดลองสามารถบอกไดวายุง Cx. tritaeniorhynchus มีแนวโนมทีส่ามารถนําเชื้อ

ไวรัส พี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรได 

       จากการศึกษาครั้งนี้จึงสรุปไดวายุง Cx. tritaeniorhynchus ไมสามารถนําเชือ้ไวรัส พ ี อาร 

อาร เอส แบบ biological ได ถงึอยางไรกต็ามยุง Cx. tritaeniorhynchus สามารถนําเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส แบบ mechanical หรือแบบทางกลจากสุกรกลุมตัวใหไปยังสุกรกลุมตัวรับ 
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ขอสรุป 
 

       จากผลการทดลองพบวาชนิดและปริมาณของยุงจะแปรผันตามลักษณะของสภาพแวดลอม 

โดยเดือนที่มีฝนตกชุกและมีน้ําขัง จะพบวามีปริมาณยุงในฟารมมากกวาในเดือนที่มีฝนตกนอย 

หรือในเดือนที่ไมมีน้ําขัง แตถาในเดือนที่มีฝนตกปริมาณมากเกินไป น้ําฝนจะพัดพาเอาไขและตัว

ออนของยุงไหลออกไปหมด ทําใหจํานวนยุงลดนอยลง นอกจากนี้แลวยุงที่พบในฟารมสุกรเปนยุง

ที่ออกหากินในเวลากลางคืน ไดแก ยุง Cx. tritaeniorhynchus ซึ่งเปนยุงที่พบไดมากที่สุดในแตละ

เดือน เฉลี่ยสูงถึง 86.80% และรองลงมาเปนยุง  Cx. gelidus, An. vagus, An. peditaeniatus , 

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

ลําดับ ดังนั้นจากผลการศึกษานี้ จึงไดนํายุง Cx. tritaeniorhynchus ซึ่งเปนยุงชนิดที่พบไดมาก

ที่สุดในทุกๆเดือนมาเปนยุงทดลอง โดยนํายุงมาเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่อง และ

ไดผลเปนอยางดียิ่งเพื่อที่จะนํายุงตัวเต็มวัยไปใชศึกษาถึงศักยภาพในการเปนพาหะนาํเชื้อไวรัส พี 

อาร อาร เอส ในฟารมสุกร 

       นอกจากนี้แลว จากการทดลองที ่ 1 ผลการตรวจหาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส จากยงุที่จับมา

จากฟารมสุกร เมื่อนาํมาตรวจ ดวยวิธ ีRT-PCR ทันที พบวาใหผลเปนบวก เชนเดียวกันกับผลจาก

การศึกษานาํรอง ซึ่งเปนการยืนยนัไดวายงุทีพ่บในฟารมสุกรนัน้ มีแนวโนมของการเปนพาหะของ

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ได โดยพบวายงุที่มีศกัยภาพในการนําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดคือ 

Cx. tritaeniorhynchus  ซึ่งมีการนาํเชื้อไวรัสชนิดนี้แบบ mechanical transmission แตเปนการ

นําเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ในระดับตํ่า สําหรับผลการทดลองที่ 2 พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ

ไวรัส พี อาร อาร เอส โดยวิธี RT-PCR และ virus isolation ในซีร่ัมสุกรจากการใหสุกรกลุมตัวรับ

ไดรับเชื้อไวรัส พี พี อาร อาร เอส โดยวิธ ีswine bioassay ในชวง 30 นาทหีลังจากไดรับเชื้อ แสดง

ใหเหน็วายงุ Cx. tritaeniorhynchus มีประสิทธิภาพในการนาํเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดจริง แต

ความสามารถในการนําเชื้ออยูในระดับตํ่า  

       จากการทดลองชี้ใหเหน็วายุง Cx. tritaeniorhynchus เปนยงุที่พบมากที่สุดในฟารมสุกรใน

จังหวัดนครปฐม และยุงชนดินี้มีประสิทธภิาพในการนาํเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ไดแบบทางกล 

แตมีความสามารถในการนาํเชื้อไวรัสไดในระดับตํ่า อยางไรก็ตามสามารถบอกไดวา ยุง Culex 

tritaeniorhynchus มีแนวโนมที่สามารถนําเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส แบบทางกลในฟารมสุกรได 

ซึ่งในอนาคตควรเนนย้ําถึงความสาํคัญในการนาํเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ของยุงชนิดตางๆในพืน้ 

ที่ที่มกีารเลีย้งสุกรตอไป 
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ขอเสนอแนะ 
 

 การศึกษาครั้งนี้ทําการศึกษาเฉพาะศักยภาพการนําโรคของ Cx. tritaeniorhynchus ซึ่ง

พบมากที่สุดในฟารมสุกร อยางไรก็ตามยังมียุงอีกหลายชนิดที่พบไดในฟารมสุกรและอาจมีศักย 

ภาพในการนําโรค พี อาร อาร เอส แตกตางจาก Cx. tritaeniorhynchus จึงควรที่จะทําการศึกษา

เพิ่มเติมในยุงชนิดอื่นๆ เชนเดียวกับการศึกษาใน Cx. tritaeniorhynchus นอกจากนี้ผลจากการ

วิจัยครั้งนี้ ยังชวยในการจัดการฟารมดานการปองกันทางชีวภาพ ในฟารมที่ปลอดจากโรค พี อาร

อาร เอส ที่ตองควบคุมจํานวนประชากรของแมลงดูดเลือดที่อาจนําโรคเขาสูฟารมได โดยเฉพาะ

ฟารมที่อยูในเขตโรคระบาด 
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3ที่อยูปจจุบัน:บริษัทกรุงเทพผลิตผลอุตสาหกรรมการเกษตรจํากัด (มหาชน) กรุงเทพฯ 10500 30 
*ผูรับผิดชอบบทความ 31 



บทคัดยอ 32 
สุดจิตต จุงพวิฒัน1* กฤษฎากรณ พร้ิงเพราะ 2ระพี ปญญาทอง3 วรรณภรณ จันทรหอม1 รุงโรจน ธนาวงษนุเวช1 33 

การสํารวจชนิดของยุงในฟารมสุกร ทีเ่ปนโรค พี อาร อาร เอส จังหวัดนครปฐม 34 

 35 
 36 
 การสํารวจชนดิของยุงในฟารมสุกรที่เปนโรค พี อาร อาร เอส จังหวดันครปฐม ทาํการศึกษาชนดิ37 
ของยุงตัวเต็มวัยที่เขามาดูดเลือดสุกรในฟารม และสํารวจตวัออนในแหลงน้ํารอบๆฟารมสุกรทดลองในรัศมี 38 
1 กิโลเมตร โดยทําการศกึษาตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 2548 เดือนละ 1 คร้ัง เก็บตัวอยาง39 
ยุงตัวเต็มวยัขณะดดูเลือดบนตัวสุกรดวย oral aspirator ระหวางเวลา 18.00 ถึง 22.00 นาฬิกา ใชกระบวยตัก40 
น้ําจากแหลงน้าํเพื่อตรวจหาตัวออน ผลการศึกษาจําแนกชนิดยุงทั้งหมดจํานวน 91,840 ตัว พบยุง 3 สกุล 6 41 
ชนิด คือ Culex tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, Mansonia uniformis,  Ma. Annulifera, Anopheles vagus  42 
และ An. peditaeniatus โดยพบยุง Cx. tritaeniorhynchus มากที่สุด (60-95.75%) และ Ma. annulifera พบ43 
นอยที่สุด (0.02-0.05%) และผลการสํารวจในแหลงน้ําพบตัวออนของ Cx.  tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, 44 
An. vagus  และ An. peditaeniatus   45 
 46 
คําสําคัญ : Culex tritaeniorhynchus   ยุง  ฟารมสุกร  47 
 48 
 49 
 50 
 51 
 52 
 53 
 54 
 55 
 56 
 57 
 58 
 59 
 60 
 61 
 62 
 63 
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บทนํา 1 
 สุกรเปนปศุสัตวที่มีการเลี้ยงแบบอุตสาหกรรม ทํารายไดใหกับเกษตรกรผูเล้ียงทั้งรายยอย2 

และรายใหญจาํนวนมาก ซ่ึงมีการเลี้ยงทั้งแบบฟารมเปด และฟารมปด โรคในสุกรที่สําคัญพบไดบอยและ3 
กําลังเปนปญหาในปจจุบันคือโรค พี อาร อาร เอส (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome) มี4 
สาเหตุมาจากเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) ที่ทําให5 
เกิดความสูญเสียเปนอยางมากในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรทั่วโลก มีรายงานการเกดิโรคนี้คร้ังแรกใน6 
ประเทศสหรัฐอเมริกาในปค.ศ. 1987 สําหรับในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัส 7 
พี อาร อาร เอส ตั้งแตปพ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996) และยังพบโรคนี้ไดในสุกรจนถึง8 
ปจจุบัน การแพรระบาดของเชื้อไวรัสชนิดนี้มีไดหลายทาง ไดแก ผานทางรก ทางน้าํเชื้อ การสัมผัสกับสุกร9 
ปวยโดยตรง (Otake et al., 2003a; Otake et al., 2003b)  นอกจากนี้ยังมีรายงานการติดเชื้อไวรัส พี อาร อาร 10 
เอส แบบกลไกผานทางแมลงพาหะคือ แมลงวันบาน (Musca domestica) ได (Otake et al., 2003a,b; Otake et 11 
al., 2003c)  สวนยุงเปนแมลงดูดเลือดที่สําคัญในการเปนพาหะนําโรคที่สําคัญหลายชนิดสูคน เชน โรคฟลาริ12 
เอซีส โรคมาลาเรีย โรคไขเลือดออก โรคไขสมองอักเสบซึ่งมีสุกรเปนแหลงกกัเกบ็โรค (Johansen et al., 13 
2002) และยังเปนพาหะนําโรคในสัตวไดเปนอยางด ีเชนโรคหนอนพยาธิหัวใจในสุนัขและแมว โรคมาลาเรีย14 
ไก  โรค Eperythrozoonosis ในสุกร (Prullage et al., 1993) เปนตน และจากการศกึษาของ Otake และคณะ 15 
(2002) และ Otake และคณะ (2003a) พบวายุง Aedes vaxan ซ่ึงพบไดมากในฟารมสุกรในประเทศสหรัฐ 16 
อเมริกาสามารถเปนพาหะนําโรค พี อาร อาร เอส แบบกลไกไดเชนเดยีวกัน นอกจากนี้ Pringproa และคณะ 17 
(2004) ไดรายงานการตรวจพบเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส จากยุง Mansonia uniformis และยุง Culex  gelidus 18 
ที่จับไดจากฟารมสุกรที่มีการระบาดของโรค พี อาร อาร เอส ไดอีกดวย จากรายงานการระบาดของโรคพี 19 
อาร อาร เอส ในฟารมสุกรในประเทศไทยและสามารถแพรเชื้อผานทางยุงได แตยังไมเคยมีรายงานการ 20 
ศึกษาถึงชนิดของยุงที่พบไดในฟารมสุกร ดังนั้นจุดประสงคในการศกึษาครั้งนี้เพื่อสํารวจชนิดของยุงที่เขามา21 
ดูดเลือดสุกรในฟารมที่เปนโรคไวรัส พี อาร อาร เอส ในจังหวัดนครปฐมเพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษา22 
ตอไป 23 
 24 

วัสดุและวิธีการ 25 
1. สถานที่ศึกษา 26 

ฟารมสกุรที่เปนโรค พี อาร อาร เอส ในเขตอําเภอเมือง จังหวดันครปฐม ที่ใชในการสํารวจยุงเปนฟารม27 
ที่มีการเลี้ยงสุกรแมพันธุ ลักษณะเปนโรงเรือนยกพื้นโลงมีอากาศถายเทสะดวก และรอบๆฟารมในรัศม ี28 
1 กิโลเมตรมีแหลงน้ํา ไดแกนาขาว คลองระบายน้ําที่มวีัชพืชและหญา แหลงน้ําขังสะอาดมีวัชพชืและ29 
หญา หนองน้ําขนาดใหญเปนแหลงน้ําสะอาดที่มีวัชพืชจําพวกผักตบชวา กก ผักบุงไทย และหญา  30 
 31 
 32 



 2 

2. การสํารวจชนดิของยุงในฟารมสุกร 33 
ทําการสํารวจและเก็บตวัอยางยุงระยะตวัออนและตวัเต็มวัย ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือนเมษายน 34 
2548 เดือนละ 1 คร้ัง  35 
2.1 ยุงตัวเต็มวยั 36 

เก็บตัวอยางยุงตัวเต็มวัยที่เขามาในฟารมและดูดเลือดบนตวัสุกรตั้งแตเวลา 18.00–22.00 น. โดยใช37 
ไฟฉายสอง แลวใช oral aspirator ดูดจับยุงขณะดูดเลือดบนตัวสุกร (รูปที่1) แยกใสกลองยุงขนาด38 
เล็กที่เจาะรดูานขางและมีผาโปรงคลุมดานบน กลองละ 200 ตัว ใชกอนสําลีชุบน้ําพอหมาดๆวาง39 
ดานบน (รูปที่ 2) เก็บตัวอยางจนถึงเวลา 22.00 น. การเก็บตัวอยางยุงในแตละครั้งใชคน 6 คน นาํ40 
ตัวอยางยุงทั้งหมดขนสงไปยังหองปฏิบัตกิารเลี้ยงยุงที่ควบคุมอุณหภมูิ 25-27 องศาเซลเซียส และ41 
ความชื้นสัมพทัธ 80%  ที่หนวยปรสิตวิทยา คณะสตัวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ทําการ42 
ตรวจจําแนกชนิดโดยใชกุญแจจําแนกชนดิยุงที่พบในประเทศไทย (Rattanarithikul and Panthusiri, 43 
1994) นับจํานวน และจดบนัทึกผลการทดลอง 44 

2.2 ตัวออนและตวักลางวยั 45 
เก็บตัวออนและตัวกลางวัยในแหลงน้ําในระยะรัศมี 1 กิโลเมตรรอบๆฟารมโดยใชกระบวยตักน้ําที่46 
ตอดวยดามไมไผ จวงตักน้ําเพื่อตรวจหาตวัออนและตัวกลางวัย ตวัอยางที่ไดนําไปเลี้ยงตอในหอง 47 
ปฏิบัติการจนเปนระยะตัวเตม็วัยเพื่อศึกษาจําแนกชนิด โดยใชกุญแจจาํแนกชนิดยุงที่พบในประเทศ48 
ไทย (Rattanarithikul and Panthusiri, 1994) 49 

 50 
ผล 51 

 ผลการสํารวจและศึกษาจําแนกชนิดของยงุตัวเต็มวัยในฟารมสุกรโดยใช oral aspirator ดูดยุงที่เขา 52 
มาดูดเลือดบนตัวสุกร ในชวงเวลา 18.00–22.00 น. เดือนละ 1 คร้ัง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547 ถึงเดือน 53 
เมษายน 2548 เปนเวลา 12 เดือน โดยใชคน 6 คนเก็บตัวอยางในแตละครั้ง ดูดจับยุงไดทั้งหมดจํานวน 54 
91,840 ตัว พบยุงจํานวนมากในชวงฤดูฝน ระหวางเดอืนมิถุนายนถงึเดือนพฤศจกิายน (8.28-14.59%) และ55 
พบมากที่สุดในเดือนตุลาคม (14.59%) ตอจากนั้นจํานวนยุงจะเริ่มนอยลงในเดือนธันวาคม (4.79%) และ56 
เดือนมกราคม (5.88%) ซ่ึงเปนชวงที่มีอากาศเย็นและความชื้นในอากาศนอย และพบยุงจํานวนนอยที่สุดใน57 
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 พบนอยที่สุดเฉลี่ย 0.006 % (ตา 60 
รางที่ 1) 61 

ตัวออนของยุงในแหลงน้ําตางๆที่ตรวจพบ มี 4 ชนิด ไดแก Cx. tritaeniorhynchus, Cx. gelidus, An. 62 
vagus และ An. peditaeniatus   63 

 64 
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วิจารณ 65 
 ผลจากการศึกษาสํารวจชนดิของยุงที่พบในฟารมสุกร พบยุงทั้งหมด 3 สกุล ไดแก Culex, Mansonia 66 
และ Anopheles และยุงทีพ่บมากที่สุดในแตละเดือนคอืยุง Culex รองลงมาเปนยุง Anopheles และยุง 67 
Mansonia ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการสํารวจชนดิของยุงที่พบในฟารมสุกรในประเทศมาเลเซีย 68 
(Vythilingam et al., 1994) ซ่ึงยุงทั้งหมดชอบออกหากินในชวงเวลาพลบค่ําและตอนกลางคืน (Chiang, 69 
1993) ซ่ึงสอดคลองกับชวงระยะเวลาทีใ่ชสํารวจเก็บตวัอยางยุงในฟารมสุกรในครั้งนี้ จํานวนความหนาแนน70 
ของยุงพบมากในชวงฤดูฝนระหวางเดือนมถุินายนถึงเดือนพฤศจิกายน (8.28-14.59%) ซ่ึงมีน้ํามากโดย 71 
เฉพาะในนาขาว และแหลงน้ําขังอื่นๆ  สวนในชวงตั้งแตเดือนธันวาคม พบจํานวนยงุลดนอยลง และพบนอย72 
ที่สุดในเดือนมีนาคม (4.57%) ซ่ึงเปนชวงฤดูแลง และอากาศรอน 73 
 ผลการสํารวจหาตัวออนและตัวกลางวัยของยุงในแหลงน้ําตางๆ พบเฉพาะยุง Culex และยุง 74 
Anopheles แตไมพบยุง Mansonia ทั้งนี้เพราะลักษณะแหลงน้ําโดยเฉพาะในนาขาวที่มีน้ําขัง แหลงน้ําขัง75 
สะอาดที่มีวัชพืชจําพวก ตนหญาสูงๆ ผักบุง คู คลองระบายน้ําสะอาด หรือน้ําขังในหลุมบอที่เปนรอยเทา76 
สัตว เปนแหลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของ ยุง Cx. tritaeniorhyncus, Cx. gelidus, An. vagus และ An. 77 
peditaeniatus   ซ่ึงตัวออนของยุงเหลานีจ้ะหากินอยูในแหลงน้ําและใชทอหายใจ (siphon tube) แตะผิวน้ํา78 
เพื่อหายใจ (Vythilingam et al., 1992) ดงันั้นเมื่อเก็บตวัอยางโดยใชกระบวยจวงตกัน้ําจากแหลงน้ําที่ทําการ 79 
ศึกษา จึงสามารถพบตัวอยางของยุงเหลานีไ้ด ในขณะทีแ่หลงเพาะพันธุตามธรรมชาติของยุง Mansonia เปน80 
หนองน้ําปด ในแหลงน้ําปด หรือคูคลองที่มีวัชพืชจําพวก ผักตบชวา จอก-แหน ตนกก (Chiang, 1993) ซ่ึงผล81 
การสํารวจในครั้งนี้ไมพบทัง้ตัวออนและตัวกลางวยัของยุง Mansonia ทั้งนี้อาจเปนเพราะวิธีการสํารวจใน82 
คร้ังนี้อาจจะยงัไมเหมาะสมเนื่องจากตวัออน หรือตัวกลางวัยของยุง Mansonia จะหากินอยูใตผิวน้ําและเกาะ 83 
ติดอยูกับวัชพชืใตน้ํา โดยใชทอหายใจทีม่ีลักษณะปลายแหลมแทงเขาไปในลําตนหรือรากของวชัพืชเพื่อเอา84 
ออกซิเจนหายใจผานทางพืชน้ํา ดังนั้นการตรวจหาตวัออนหรือตัวกลางวัยของยุงชนิดนี้ วิธีที่ดีที่สุดคือตรวจ 85 
หาตัวออนหรือตัวกลางวยัทีเ่กาะตดิอยูกับวัชพืช (Chiang, 1993) ซึ่งในการเก็บตวัอยางไมไดใชวธีิดังกลาวจึง86 
ทําใหไมพบตวัออนและตัวกลางวัยของยงุ Mansonia 87 

ยุงรําคาญ (Culex) เปนยุงที่พบมากที่สุดในการศึกษาในครั้งนี้มี 2 ชนิดคือ Cx. tritaeniorhyncus และ 88 
Cx. gelidus ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Vythilingam (1994) ที่พบยุงทั้ง 2 ชนิดมากที่สุดในฟารมสุกรเชน 89 
เดียวกัน ซ่ึงตางจากผลการสํารวจยุง Culex ในพืน้ที่เกษตรกรรมทางภาคเหนือของประเทศไทยซึ่งพบทั้งหมด 90 
8 ชนิด และชนิดที่พบมากทีสุ่ดไดแก Cx. tritaeniorhyncus, Cx. vishnui และ Cx. gelidus  ตามลําดับ (Takagi 91 
et al., 2005) แตในการศึกษาในครั้งนี้ไมพบ Cx. vishnui เขามาดูดเลือดสุกรในฟารม ยุง Cx. tritaeniorhyncus 92 
และ Cx. gelidus เปนพาหะนําโรคไขสมองอักเสบในประเทศไทย (Sucharit et al., 1989; Samboon et al., 93 
1989) ซ่ึงยุงทั้ง 2 ชนิดนีพ้บไดมากในชวงฤดูฝนและจํานวนของยงุมีความสัมพันธกับแหลงเพาะพันธุโดย 94 
เฉพาะ นาขาว แหลงน้ําในที่รกราง และแหลงน้ําสะอาด และยังพบวาแอนติบอดี้ของเชื้อ Japanese 95 
encephalitis ในสุกรเพิ่มขึ้นเปนสัดสวนกบัจํานวนยุง (Gingrich et al., 1992) นอกจากนียุ้งทั้ง 2 ชนิดชอบดูด96 
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เลือดสัตวใหญ เชน โค สุกร แพะ แกะ มากกวาดูดเลอืดคน (Macdonal et al., 1967; Kanojia et al., 1997; 97 
Arunachalam et al., 2004) 98 

ยุงกนปลอง (Anopheles) ที่เขามาดูดเลือดสุกรในฟารมมีจํานวนนอยเพียง 0.7-5.5% โดยพบมากที่ 99 
สุดในเดือนเมษายน (5.5%) ยุงที่พบมี 2 ชนิดคือ An. vagus และ An. peditaeniatus ยุงทั้ง 2 ชนิดนี้มีแหลง100 
เพาะพนัธุในพืน้ที่ทําการเกษตร นาขาว แหลงน้ําขังในหลุมบอ หรือรอยเทาสัตว มีพฤติกรรมชอบออกดูด101 
เลือดโฮสตในเวลาโพลเพล และชอบดูดเลือดสัตวใหญ เชน สุกร และโค (Rahmam et al., 1995) นอกจากนี้102 
ยังมีรายงานวายุง An. vagus  มีแนวโนมในการเปนพาหะนําเชื้อ Plasmodium falciparum และ P. vivax ไดอีก103 
ดวย (Somboon et al., 1994) 104 

ยุงเสือ (Mansonia) ที่พบในการศึกษาครัง้นี้มีจํานวนนอยที่สุด (0.01-0.45%) มี 2 ชนิดคือ Ma. 105 
uniformis และ Ma. annulifera  โดยพบยุง Ma. uniformis มากในเดือนกรกฎาคม (0.41%) และธันวาคม 106 
(0.40%) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Chiang (1993) ที่รายงานวายุง Ma. uniformis จะพบมากในชวงเดือน107 
กรกฎาคม ถึงกันยายน และอีกชวงในเดือนธันวาคมถึงมกราคม โดยยุง Mansonia จะมแีหลงเพาะพันธุเปน108 
หนองน้ําปดมวีัชพืชจําพวก จอก แหน กก ผักตบชวา (Chiang, 1993) แตแหลงน้ําทีศ่ึกษาในครั้งนีใ้นรัศมี 1 109 
กิโลเมตรรอบๆฟารมสุกรทดลอง เปนหนองน้ําที่มีวัชพชื จําพวกผักบุง หญา กก และผักตบชวาอยูไมมากนัก 110 
จึงเปนไปไดทีอ่าจพบยุง Mansonia นอยกวายุงชนิดอื่นๆ นอกจากนี้ยงัมีรายงานวา ยุง Ma. uniformis และ 111 
Ma. annulifera  เปนพาหะนําเชื้อหนอนพยาธิ  Brugia ในคนและแมวไดเปนอยางดี (Chiang, 1993; Lek-112 
Uthai and Tomoens, 2005) 113 

ผลการศึกษาในครั้งนี้ พบยุงทั้งหมด 3 สกุล 6 ชนิด และยุงทุกชนดิสามารถเปนพาหะนําโรคตางๆได 114 
โดยเฉพาะอยางยิ่งยุง Cx. tritaeniorhyncus พบจํานวนมากที่สุดเฉลี่ย 86.80 % รองลงมาคือยุง Cx. gelidus 115 
พบเฉลี่ย 10.75 % ซ่ึงยุงทั้ง 2 ชนิดนี้เปนพาหะที่สําคัญในการนําเชื้อไวรัสที่ทําใหเกดิโรคไขสมองอักเสบใน116 
คน และยังเปนยุงที่พบไดมากที่สุดในฟารมไก รวมทั้งมศีักยภาพในการนําโรคมาลาเรียไกในประเทศไทยอีก117 
ดวย (สุดจิตตและคณะ, 2543; สุวรรณีและคณะ, 2543) นอกจากนี้ยังมรีายงานการตรวจพบเชื้อไวรสั พี อาร 118 
อาร เอส ในยงุ Cx.. tritaeniorhyncus และ Ma. uniformis ที่จับไดจากฟารมสุกรที่มีการระบาดของโรค พี 119 
อาร อาร เอส (Pringproa et al., 2004) ไดอีกดวย ดังนัน้ผลจากการศึกษาการสํารวจชนิดของยุงในฟารมสุกร120 
ที่เปนโรคพี อาร อาร เอส ในจังหวัดนครปฐมในครั้งนี้สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับศึกษาการเปน121 
พาหะนําโรคชนิดตางๆของยงุในสุกรตอไป 122 
 123 
 124 
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      รูปท่ี 1 แสดงวิธีการเก็บตัวอยางยุงตัวเต็มวัยที่เขามากัดและดูดเลือดสุกรในฟารมโดยใชไฟฉายสองและ 
                  ดูดจับดวย oral aspirator 
 

                   
 125 

รูปท่ี 2 ตัวอยางยุงที่เกบ็ไดจากตวัสุกรแยกเก็บใสกลองขนาดเล็กที่มีผาโปรงคลุมดานบน กลองละ 200 ตัว  126 
             ใชกอนสําลีชุบน้ําวางไวดานบนกลอง สําหรับขนสงไปยังหองปฏิบัติการ 127 

รูปท่ี 3  จํานวนรอยละของตัวอยางยงุในแตละเดือนที่เก็บไดขณะเขามาดูดเลือดสุกรในฟารมระหวางเวลา  128 
18.00 - 22.00 น. ของเดือนพฤษภาคม 2547  ถึงเดือนเมษายน 2548  129 

 130 
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ตารางที่ 1 ผลการสํารวจชนดิของยุง และจาํนวนชนิดของยุงคิดเปนรอยละของยุงที่พบในฟารมสุกรที่เปน 131 
โรค พี อาร อาร เอส ในจังหวัดนครปฐม ระหวางเวลา 18.00 - 22.00 น.ในชวงเดือนพฤษภาคม 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 

กิตติกรรมประกาศ 140 
 คณะผูศึกษา ขอขอบคุณ คุณศิวะพร กลํ่าคลาย ที่ชวยในการเก็บตวัอยางยุง รศ.ดร.ชํานาญ  อภิวัฒน141 
ศร ภาควิชากฏีวิทยา คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล ในการชวยตรวจยนืยันชนิดของยุงตัวเต็ม142 
วัย และทุนวิจยัรัชดาภเิษกสมโภช ที่ใหเงนิสนับสนุนการศึกษาในครัง้นี้      143 
 144 
 145 

 146 
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 148 
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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 



5 

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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