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                      สัญญาเลขที่ MRG5180343 
 
 

               รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 

โครงการ การสํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยุง ในพืน้ท่ีจังหวัดเพชรบรีุ  
    และจังหวัดนครปฐม แถบภาคกลางของประเทศไทย            

 
 
 
 
 
 
 

1. นายเกรียงไกร วิฑูรยเสถียร หัวหนาโครงการฯ       
      สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

2. นายคงศักดิ์  เที่ยงธรรม ผูรวมวิจัย      
     สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
3. นางนวลอนงค สินวัต     ผูรวมวิจัย      
     สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
4. นายรุงโรจน แจมอน    ผูรวมวิจัย      
     สังกดัคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
5. นายทวีศักดิ์ สงเสริม  ที่ปรึกษาโครงการ      
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                             เอกสารแนบหมายเลข 2 

 
การสํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยงุ ในพื้นท่ีจังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม แถบภาคกลาง

ของประเทศไทย 
 

เกรียงไกร วิฑูรยเสถียร นวลอนงค สินวัต รุงโรจน แจมอน คงศักดิ์ เที่ยงธรรม และทวีศักดิ์ สงเสริม 
1ภาควิชาเวชศาสตรและทรัพยากรการผลิตสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
2ภาควิชาเวชศาสตรและคลินิกสัตวเลี้ยง คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
3ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

บทคัดยอ 
 เชื้อไวรัสเวสทไนล มีสารพันธุกรรมชนิด อารเอ็นเอ จัดอยูในตระกูล Flaviviridae และเปน
สาเหตุของโรคเวสทไนลซ่ึงกอใหเกิดภาวะสมองอักเสบทั้งในมนษุยและสัตว วงจรการเกิดโรค
เวสทไนลมีความสัมพันธระหวางยุง นก และสัตวเล้ียงลูกดวยนม โดยยุงจดัเปนสัตวพาหะที่สําคัญ 
ความผิดปกตทิี่พบในมนษุย สวนมากจะกอใหเกิดความผิดปกติในระบบประสาท เชน สมองและ
เยื่อหุมสมองอกัเสบ  หนาวสั่น อัมพาต และเสียชีวิต เปนตน ปจจุบนัพบรายงานการเกิดโรคเวสท
ไนลทั่วโลก โดยเฉพาะในพืน้ที่เกี่ยวของกบัเสนทางการบินอพยพของนก เชน อเมริกา ยุโรป แอฟา
ริกา และเอเชยี เปนตน แมวายังไมพบการรายงานการเกิดโรคเวสทไนลอยางเปนทางการในประเทศ
ไทย แตการสํารวจการเกดิโรคเวสทไนลจัดเปนมาตรการเบื้องตนทีสํ่าคัญในการเฝาระวังการเกดิ
โรคในพื้นที่เสีย่งของการเกดิวงจรการเกิดโรค การศึกษาครั้งนี้ทําการเกบ็ตัวอยางยุง เพื่อสํารวจหา
เชื้อไวรัสเวสทไนล ในแถบภาคกลางของประเทศ ภายในพื้นที่จังหวดัเพชรบุรี และจังหวัด
นครปฐม ในชวงระหวางเดอืนกรกฎาคม พ.ศ. 2551 ถึง เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2553 การดักจับยุง 
อาศัยเครื่องดักยุงชนิด light trap พบวาชนิดของยุงที่ดกัจับไดประกอบดวย  Aedes, Anopheles, 
Culex และ Mansonia โดยเฉพาะสายพนัธุ Culex  เชน Culex gelidus และ  Culex quinquefasciatus 
จัดเปนกลุมตัวอยางที่ดักจับไดมากที่สุด นาํตัวอยางยุงที่ไดมาจัดเปนกลุมตามชนิดยุง กลุมละ 5 0 
ตัวอยาง ซ่ึงดกัจับไดจํานวน 5 0  กลุมตัวอยาง ทําการตรวจหาเชือ้ไวรัสเวสทไนลโดยอาศัยชุด
ตรวจสอบยี่หอ Vec tes t ®  กรณีที่ตรวจพบเชื้อไวรัสเวสทไนลดวยชุดตรวจสอบขางตน จะทําการ
ยืนยนัผลซ้ําดวยวิธี conventional RT-PCR แมวาไมพบเชื้อไวรัสเวสทไนลจากการศึกษาในครั้งนี้ 
แตการสํารวจอยางตอเนื่อง จัดเปนสิ่งที่ควรกระทําในแงของการเฝาระวังการเกิดโรค ซ่ึงมิไดจํากดั 
กลุมศึกษาเฉพาะในยุงแตควรศึกษาใหครอบคลุมในสัตวอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับวงจรการเกิดโรค 
______________________________________________________________________________ 
คําสําคัญ เชื้อไวรัสเวสทไนล การสํารวจ VecTest® และ conventional RT-PCR 
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Survey of West Nile virus in mosquito vectors in 
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Witoonsatian, K.1*,Sinwat, N.1, Jam-on, R.1, Thiangtum, K. 2 , Songserm, T.3 
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Abstract  
West Nile virus (WNV) is an RNA virus in Flaviviridae family. This agent has emerged worldwide as 

a significant cause of viral encephalitis. WNV is maintained in an enzootic cycle between mosquitoes, birds and 
mammals which mosquitoes are the WNV vector. Infection in human is associated mainly with nervous system 
abnormally concerned encephalitis such as cognitive dysfunction, febrile illness, flaccid paralysis, and death 
etc. Currently, the outbreaks of WNV have occurred globally especially in the areas that concerned with 
migratory bird flyways for example America, Europe, Africa, and Asia. In Thailand, however, the official 
WNV infection has not been previously reported. Therefore, the survey of WNV in Thailand is important and 
should be investigated especially in an enzootic cycle in area where is at high risk of WNV infection. Initially, 
the survey of WNV was done in central Thailand, Petchburi and Nakhon-pathom provinces during July 2008 to 
May 2010. Mosquitoes were collected by using light trap. There were four genera collected including Aedes, 
Anopheles, Culex and Mansonia. Culex spp was abundant and frequently collected. Fifty pools, fifty mosquitoes 
per each pool, mostly Culex spp such as Culex gelidus and Culex quinquefasciatus were trapped and each of 
which had fifty mosquitoes were tested for WNV by using the antigen test kit (Vectest®). The positive result 
was confirmed by conventional RT-PCR. There was no the positive result from this survey. However, further 
survey of WNV is still important not only in an enzootic host as mosquitoes but also others vertebrate animals.   
   
Keywords: West Nile virus (WNV), survey, mosquitoes, VecTest®, RT-PCR 
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Project Code : MRG5180343 
 
Project Title : Survey of West Nile virus in mosquito vectors in Petchburi and  

Nakhon-pathom province, central Thailand 
(การสํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยงุ ในพื้นท่ีจังหวัดเพชรบุรี และจังหวัด
นครปฐม แถบภาคกลางของประเทศไทย) 

 
Investigator :  

1. นายเกรียงไกร วิฑูรยเสถียร หัวหนาโครงการฯ       
      สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

2. นายคงศักดิ์  เที่ยงธรรม ผูรวมวิจัย      
     สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
3. นางนวลอนงค สินวัต     ผูรวมวิจัย      
     สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
4. นายรุงโรจน แจมอน    ผูรวมวิจัย      
     สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
5. นายทวีศักดิ์ สงเสริม  ที่ปรึกษาโครงการ      
     สังกัดคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
E-mail Address : Fvetkkw@ku.ac.th  
 
Project Period : 2 ป 6 เดือน ตั้งแตวันที่ 15 พฤษภาคม พ.ศ. 2551 ถึง วันที่ 15 พฤศจิกายน พ.ศ. 2553 
(ระยะเวลาโครงการ) 
 
บทคัดยอ 
 เชื้อไวรัสเวสทไนล มีสารพันธุกรรมชนิด อารเอ็นเอ จัดอยูในตระกูล Flaviviridae และเปน
สาเหตุของโรคเวสทไนลซ่ึงกอใหเกิดภาวะสมองอักเสบทั้งในมนษุยและสัตว วงจรการเกิดโรค
เวสทไนลมีความสัมพันธระหวางยุง นก และสัตวเล้ียงลูกดวยนม โดยยุงจดัเปนสัตวพาหะที่สําคัญ 
ความผิดปกตทิี่พบในมนษุย สวนมากจะกอใหเกิดความผิดปกติในระบบประสาท เชน สมองและ
เยื่อหุมสมองอกัเสบ  หนาวสั่น อัมพาต และเสียชีวิต เปนตน ปจจุบนัพบรายงานการเกิดโรคเวสท
ไนลทั่วโลก โดยเฉพาะในพืน้ที่เกี่ยวของกบัเสนทางการบินอพยพของนก เชน อเมริกา ยุโรป แอฟา
ริกา และเอเชยี เปนตน แมวายังไมพบการรายงานการเกิดโรคเวสทไนลอยางเปนทางการในประเทศ
ไทย แตการสํารวจการเกดิโรคเวสทไนลจัดเปนมาตรการเบื้องตนทีสํ่าคัญในการเฝาระวังการเกดิ
โรคในพื้นที่เสีย่งของการเกดิวงจรการเกิดโรค การศึกษาครั้งนี้ทําการเกบ็ตัวอยางยุง เพื่อสํารวจหา
เชื้อไวรัสเวสทไนล ในแถบภาคกลางของประเทศ ภายในพื้นที่จังหวดัเพชรบุรี และจังหวัด
นครปฐม ในชวงระหวางเดอืนกรกฎาคม พ.ศ. 2551 ถึง เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2553 การดักจับยุง 



 6 

อาศัยเครื่องดักยุงชนิด light trap พบวาชนิดของยุงที่ดกัจับไดประกอบดวย  Aedes, Anopheles, 
Culex และ Mansonia โดยเฉพาะสายพนัธุ Culex  เชน Culex gelidus และ  Culex quinquefasciatus 
จัดเปนกลุมตัวอยางที่ดักจับไดมากที่สุด นาํตัวอยางยุงที่ไดมาจัดเปนกลุมตามชนิดยุง กลุมละ 5 0 
ตัวอยาง ซ่ึงดกัจับไดจํานวน 5 0  กลุมตัวอยาง ทําการตรวจหาเชือ้ไวรัสเวสทไนลโดยอาศัยชุด
ตรวจสอบยี่หอ Vec tes t ®  กรณีที่ตรวจพบเชื้อไวรัสเวสทไนลดวยชุดตรวจสอบขางตน จะทําการ
ยืนยนัผลซ้ําดวยวิธี conventional RT-PCR แมวาไมพบเชื้อไวรัสเวสทไนลจากการศึกษาในครั้งนี้ 
แตการสํารวจอยางตอเนื่อง จัดเปนสิ่งที่ควรกระทําในแงของการเฝาระวังการเกิดโรค ซ่ึงมิไดจํากดั 
กลุมศึกษาเฉพาะในยุงแตควรศึกษาใหครอบคลุมในสัตวอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับวงจรการเกิดโรค 
______________________________________________________________________________ 
คําสําคัญ เชื้อไวรัสเวสทไนล การสํารวจ VecTest® และ conventional RT-PCR 
 
Abstract:  

West Nile virus (WNV) is an RNA virus in Flaviviridae family. This agent has emerged worldwide as 
a significant cause of viral encephalitis. WNV is maintained in an enzootic cycle between mosquitoes, birds and 
mammals which mosquitoes are the WNV vector. Infection in human is associated mainly with nervous system 
abnormally concerned encephalitis such as cognitive dysfunction, febrile illness, flaccid paralysis, and death 
etc. Currently, the outbreaks of WNV have occurred globally especially in the areas that concerned with 
migratory bird flyways for example America, Europe, Africa, and Asia. In Thailand, however, the official 
WNV infection has not been previously reported. Therefore, the survey of WNV in Thailand is important and 
should be investigated especially in an enzootic cycle in area where is at high risk of WNV infection. Initially, 
the survey of WNV was done in central Thailand, Petchburi and Nakhon-pathom provinces during July 2008 to 
May 2010. Mosquitoes were collected by using light trap. There were four genera collected including Aedes, 
Anopheles, Culex and Mansonia. Culex spp was abundant and frequently collected. Fifty pools, fifty mosquitoes 
per each pool, mostly Culex spp such as Culex gelidus and Culex quinquefasciatus were trapped and each of 
which had fifty mosquitoes were tested for WNV by using the antigen test kit (Vectest®). The positive result 
was confirmed by conventional RT-PCR. There was no the positive result from this survey. However, further 
survey of WNV is still important not only in an enzootic host as mosquitoes but also others vertebrate animals.   
 

 
Keywords: West Nile virus (WNV), survey, mosquitoes, VecTest®, RT-PCR 

 
 
 
 
 



 7 

                    เอกสารแนบหมายเลข 3 

 
1. บทคัดยอภาษาไทย และภาษาอังกฤษ 
 การสํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยงุ ในพื้นท่ีจังหวัดเพชรบุรี และจังหวัดนครปฐม แถบ

ภาคกลางของประเทศไทย 
 

เกรียงไกร วิฑูรยเสถียร นวลอนงค สินวัต รุงโรจน แจมอน คงศักดิ์ เที่ยงธรรม และทวีศักดิ์ สงเสริม 
1ภาควิชาเวชศาสตรและทรัพยากรการผลิตสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
2ภาควิชาเวชศาสตรและคลินิกสัตวเลี้ยง คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
3ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

บทคัดยอ 
 เชื้อไวรัสเวสทไนล มีสารพันธุกรรมชนิด อารเอ็นเอ จัดอยูในตระกูล Flaviviridae และเปน
สาเหตุของโรคเวสทไนลซ่ึงกอใหเกิดภาวะสมองอักเสบทั้งในมนษุยและสัตว วงจรการเกิดโรค
เวสทไนลมีความสัมพันธระหวางยุง นก และสัตวเล้ียงลูกดวยนม โดยยุงจดัเปนสัตวพาหะที่สําคัญ 
ความผิดปกตทิี่พบในมนษุย สวนมากจะกอใหเกิดความผิดปกติในระบบประสาท เชน สมองและ
เยื่อหุมสมองอกัเสบ  หนาวสั่น อัมพาต และเสียชีวิต เปนตน ปจจุบนัพบรายงานการเกิดโรคเวสท
ไนลทั่วโลก โดยเฉพาะในพืน้ที่เกี่ยวของกบัเสนทางการบินอพยพของนก เชน อเมริกา ยุโรป แอฟา
ริกา และเอเชยี เปนตน แมวายังไมพบการรายงานการเกิดโรคเวสทไนลอยางเปนทางการในประเทศ
ไทย แตการสํารวจการเกดิโรคเวสทไนลจัดเปนมาตรการเบื้องตนทีสํ่าคัญในการเฝาระวังการเกดิ
โรคในพื้นที่เสีย่งของการเกดิวงจรการเกิดโรค การศึกษาครั้งนี้ทําการเกบ็ตัวอยางยุง เพื่อสํารวจหา
เชื้อไวรัสเวสทไนล ในแถบภาคกลางของประเทศ ภายในพื้นที่จังหวดัเพชรบุรี และจังหวัด
นครปฐม ในชวงระหวางเดอืนกรกฎาคม พ.ศ. 2551 ถึง เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2553 การดักจับยุง 
อาศัยเครื่องดักยุงชนิด light trap พบวาชนิดของยุงที่ดกัจับไดประกอบดวย  Aedes, Anopheles, 
Culex และ Mansonia โดยเฉพาะสายพนัธุ Culex  เชน Culex gelidus และ  Culex quinquefasciatus 
จัดเปนกลุมตัวอยางที่ดักจับไดมากที่สุด นาํตัวอยางยุงที่ไดมาจัดเปนกลุมตามชนิดยุง กลุมละ 5 0 
ตัวอยาง ซ่ึงดกัจับไดจํานวน 5 0  กลุมตัวอยาง ทําการตรวจหาเชือ้ไวรัสเวสทไนลโดยอาศัยชุด
ตรวจสอบยี่หอ Vec tes t ®  กรณีที่ตรวจพบเชื้อไวรัสเวสทไนลดวยชุดตรวจสอบขางตน จะทําการ
ยืนยนัผลซ้ําดวยวิธี conventional RT-PCR แมวาไมพบเชื้อไวรัสเวสทไนลจากการศึกษาในครั้งนี้ 
แตการสํารวจอยางตอเนื่อง จัดเปนสิ่งที่ควรกระทําในแงของการเฝาระวังการเกิดโรค ซ่ึงมิไดจํากดั 
กลุมศึกษาเฉพาะในยุงแตควรศึกษาใหครอบคลุมในสัตวอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับวงจรการเกิดโรค 
______________________________________________________________________________ 
คําสําคัญ เชื้อไวรัสเวสทไนล การสํารวจ VecTest® และ conventional RT-PCR 
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Survey of West Nile virus in mosquito vectors in 
Petchburi and Nakhon-pathom province, central Thailand 

 
Witoonsatian, K.1*,Sinwat, N.1, Jam-on, R.1, Thiangtum, K. 2 , Songserm, T.3 

 
1Department of Farm resources and production medicin , Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University, Thailand 
2Department of Companion Animals Clinical Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University, Thailand 
3Department of Veterinary Pathology, Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University, Thailand 
 

Abstract  
West Nile virus (WNV) is an RNA virus in Flaviviridae family. This agent has emerged worldwide as 

a significant cause of viral encephalitis. WNV is maintained in an enzootic cycle between mosquitoes, birds and 
mammals which mosquitoes are the WNV vector. Infection in human is associated mainly with nervous system 
abnormally concerned encephalitis such as cognitive dysfunction, febrile illness, flaccid paralysis, and death 
etc. Currently, the outbreaks of WNV have occurred globally especially in the areas that concerned with 
migratory bird flyways for example America, Europe, Africa, and Asia. In Thailand, however, the official 
WNV infection has not been previously reported. Therefore, the survey of WNV in Thailand is important and 
should be investigated especially in an enzootic cycle in area where is at high risk of WNV infection. Initially, 
the survey of WNV was done in central Thailand, Petchburi and Nakhon-pathom provinces during July 2008 to 
May 2010. Mosquitoes were collected by using light trap. There were four genera collected including Aedes, 
Anopheles, Culex and Mansonia. Culex spp was abundant and frequently collected. Fifty pools, fifty mosquitoes 
per each pool, mostly Culex spp such as Culex gelidus and Culex quinquefasciatus were trapped and each of 
which had fifty mosquitoes were tested for WNV by using the antigen test kit (Vectest®). The positive result 
was confirmed by conventional RT-PCR. There was no the positive result from this survey. However, further 
survey of WNV is still important not only in an enzootic host as mosquitoes but also others vertebrate animals.   
   
Keywords: West Nile virus (WNV), survey, mosquitoes, Vectest®, conventional RT-PCR 
 
*Corresponding author.  
Tel. 034-351-901-3; Fax: 034-351-405 
E-mail: fvetkkw@ku.ac.th or kenvet59@yahoo.com 
 
 

 
 
 
 



 9 

2. Executive summary  
West Nile virus (WNV) อยูในตระกลู Flaviviridae เชนเดยีวกนักับเชื้อ St. Louis 

 encephalitis virus (SLEV), Marray Vallay encephalitis (MVE) virus, Kunjin virus และ 
Japanese E  encephalitis virus (School of Veterinary Medicine, University of Wisconsin-
Madison, 2004 ) พบวา ยุงเปนพาหะนาํเชื้อไวรัสเวสทไนล และกอใหเกดิโรคเวสทไนล ในมนษุย
และสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม หลายชนิดอาทิเชน มา แมว และสุนัข เปนตน โดยยุงทีไ่ดรับเชื้อ
ไวรัสจากการดูดเลือดนกทีต่ิดเชื้อ เวสทไนล เชื้อไวรัสจะเพิม่จํานวนในตวัยุงประมาณ 1-4 วนั 
จากนั้นเชื้อจะเขาสูตอมน้ําลายของยุง  ดังนั้นขณะทีย่งุกัดมนษุยและสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม เชือ้
ไวรัสก็จะผานเขาสูมนุษยและสัตวเหลานั้น และเพิ่มจํานวนภายในตอมน้ําเหลือง ซ่ึงนําไปสูอาการ
ปวยตามมา  
 ปจจุบันแมยังไมมีรายงานการพบเชื้อไวรัสเวสทไนล และการระบาดของโรคเวสทไนลใน
ประเทศไทย แตจากปจจยัโนมนําหลายๆ ประการอาทิเชน การอพยพของนกธรรมชาติจากประเทศ
ที่พบการระบาดของโรคเวสทไนล และภาวะโลกรอน ซ่ึงเอื้ออํานวยใหยุงไดแพรขยายพันธุไดมาก
ขึ้น  ทําใหเพิ่มโอกาสที่โรคเวสทไนลจะกลายเปนโรคอุบัติใหมในประเทศไทยและโดย ที่
ประเทศไทยยงัคงมียุงคอนขางชุกชุม และดวยการคมนาคมที่คอนขางสะดวกในปจจุบันอาจจะทํา
ใหเชื้อโรคมีโอกาสแพรกระจายไดมากและเร็วข้ึน  ดังนั้นโอกาสที่จะมีการพบเชื้อไวรัสเวสทไนล
ในประเทศไทยอาจมีมากขึ้น มาตรการการสํารวจและเฝาติดตามการพบเชื้อไวรัสเวสทไนล  จึงมี
ความสําคัญอยางยิ่งใน เบื้องตนเพื่อใหทราบถึงสถานการณการเกดิอุบัติการณและการปองกัน
การเกิดโรคเวสทไนล    
 

3. วัตถุประสงค  
เพื่อสํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยุง ซ่ึงเปนตัวพาหะของโรคเวสทไนล บริเวณที่เปน

แหลงอาศัยของนกธรรมชาติทั้งนกอพยพและนกประจําถ่ิน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม และนําไปเปนขอมูลในการวางแผนการควบคุมปองกนัการอุบัติใหม
ของโรคเวสทไนลในสัตว อีกทั้งเปนตนแบบในการศึกษาโรคติดเชื้ออ่ืน ๆ ที่สามารถ ติดถึงมนุษย
ได 

 
4. วิธีทดลอง  

4.1 ขอบเขตการดําเนินงานโครงการวิจัย 
สํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยุงรําคาญ (Culex spp)  ภายในพื้นที ่2 จังหวัด ในแถบ

ตะวนัตกของประเทศไทย ประกอบดวย พื้นที่ภายในมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม และพื้นที่โครงการพระราชดําริแหลมผกัเบี้ย อ.หาดเจาสําราญ จังหวดั
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เพชรบุรี และตรวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนล ในเบื้องตนดวยชุดตรวจสอบตอโรคเวสทไนล และยืนยนั
ผลดวยวิธี conventional RT-PCR 
 4.2 รายละเอียดของขอบเขตการดําเนินงานโครงการวิจยั 

ชนิดของยุง และชวงเวลาเกบ็ 
a. จากการศึกษาของ Hayes และคณะ ในป ค.ศ. 2005 พบวายุงในตระกลู Culex 

โดยเฉพาะ Culex pipens เปนยุงพาหะชนดิสําคัญในการนําเชื้อไววัสเวสทไนล 
 

   
 

รูปภาพที่ 1 ยุงในตระกูล Culex (ช่ือสามัญคือ ยุงรําคาญ ออกหากนิชวงเวลา 18.00 – ตลอด
ทั้งคืน) ที่มา: www.bugbegone.co.th/mos.html        

b. การเก็บใชตาขายดักจับแมลง และเครื่องดักเก็บยุง สวนยุงที่ดักไดจะถายจากตา
ขายใสใน 

ภาชนะปด แลวนําตวัอยางยงุไปเก็บในตูแชแข็งที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 
15 นาที เพื่อเปนการทําสลบและรักษาสภาพตัวอยางยุง จนกระทั้งทําการศึกษาในขัน้ตอนตอไป 
(Theodore et al., 2001) 

 4.3 พื้นที่ในการเก็บตัวอยาง 
  เนนบริเวณแหลงน้ําในเขตชมุชน  และแหลงน้ําธรรมชาติขนาดใหญ ซ่ึงเปนแหลง
อาศัยของนกธรรมชาติทั้งนกอพยพและนกประจําถ่ิน ดังตอไปนี ้

• จังหวดันครปฐม :  

• มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน บริเวณหนวยสัตวทดลอง 
คณะสัตวแพทยศาสตร   

• พิกัด GPS ที่ 47 P 0516933 UTM 1560979 

• จังหวดัเพชรบรีุ :  

• โครงการพระราชดําริแหลมผักเบี้ย 

• พิกัด GPS ที่ 47 P 0516573 UTM 1562485 
4.4 ชวงเวลาการดําเนินการศกึษา 

ระยะเวลาดําเนินการประมาณ 2 ป  เดือนโดยจะทําการเกบ็ตัวอยาง และวินิจฉยัตลอด 
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ระยะเวลาดําเนินการ โดยจะดําเนนิการเกบ็ตัวอยางในพืน้ที่ดังกลาวเดอืนละ 1 - 2 คร้ัง 
4.5 การสรุปและวเิคราะหผลการศึกษา ประมาณ 1 เดือนไดแก เมษายน 53 ถึง  

พฤษภาคม 53  
  4.6 ขั้นตอนการดําเนินงาน 

 เก็บตัวอยางยุง ตามชวงเวลาดังกลาวโดยใชตาขายดักจับแมลง และเครือ่งดักยุง (รูปภาพที่  
2) ยุงทีด่ักไดจะถายจากตาขายใสในภาชนะปด แลวนาํไปใสในถังน้าํแข็ง หรือ ชองแชแข็งภายใน
ตูเย็น เพื่อเปนการทําสลบยุงกอนที่จะนํามาแยกชนิดโดยดูจากลักษณะภายนอกเปนหลัก (รูปภาพที ่
3)  แลวจึงนาํมาศึกษาโดยใชชุดตรวจสอบหาเชื้อไวรัสเวสทไนล ช่ือการคา VecTest (Medical 
analysis systems, Inc., Camarillo, CA, USA) (รูปภาพที่ 4) มีคาความไวตอการตรวจสอบประมาณ 
70 เปอรเซ็นต และมีคาความจําเพาะตอการตรวจสอบประมาณ 95 เปอรเซ็นต (Padgett et al., 2006 
and Burkhalter et al., 2006) โดยมีขัน้ตอนการทดสอบพอสังเขปดังนี้ นําตวัอยางยุงเพศเมยี
ประมาณ 50 ตัวอยาง ใสลงในหลอดพลาสติกที่บรรจุสารละลายบับเฟอร (griading solution) ของ
ชุดตรวจสอบ VecTest (รูปภาพที่ 4) และใสลูกเหล็กในหลอดพลาสติกจํานวน 4 ลูก เพื่อชวยในการ
บดตัวอยางยุงโดยการเขยาหลอดพลาสติกไปมา จนตัวอยางแหลกเปนเนื้อเดยีวกัน (homogenate) 
(รูปภาพที5่ และ6) จากนั้นนําตัวอยางละลายเนื้อเยื่อยุงมาทดสอบดวยชุดตรวจสอบหาเชื้อ
ไวรัสเวสทไนล (Stip test, VecTest) ซ่ึงอาศัยหลักการของแอนติเจนแอนติบอดี้คอมเพลกซชนดิ
คอลัมลโครมาโตรกราฟฟ  ผลการทดสอบสังเกตลักษณะรูปแบบของแถบสีบนแทง stip test 
(รูปภาพที่ 7) ในกรณีผลลบ จะพบแถบสีมวงแดงเพียงหนึ่งแถบ ซ่ึงแสดงวาไมพบเชื้อไวรัสเวสท
ไนลในตวัอยาง และยังบงชีว้าชุดตรวจสอบยังใชงานไดตามปกติ และกรณีผลบวก จะพบแถบสีมวง
สองแถบ โดยแถบที่แสดงวาตรวจพบเชื้อไวรัสเวสทไนลนั้นจะพบในตําแหนงถัดจากแถบที่หนึ่งลง
มา 
 

           
 

               รูปภาพที่ 2 แสดงเครื่องดักจับยุง (mosquitoes light trap model Akio-2000, Japan) 
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  รูปภาพที่ 3 แสดงตัวอยางยงุที่ดักจับได และผานการทําสลบ  
 
 
 

 
 

  รูปภาพที่ 4 แสดงชุดตรวจสอบหาเชื้อไวรัสเวสทไนล ช่ือการคา VecTest ® 
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 รูปภาพที่ 5 แสดงตัวอยางยงุประมาณ 50 ตัว ตอการตรวจสอบ 1 คร้ัง 

 
 
       
 
 

     
 

 

  รูปภาพที่ 6 แสดงสารละลายเนื้อเยื่อตัวอยางยุงที่มีลักษณะเปนเนื้อเดยีวกัน 
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 รูปภาพที่ 7 แสดงผลลบจากชุดตรวจสอบหาเชื้อไวรัสเวสทไนลช่ือการคา VecTest ®  
 

• ตัวอยางทีใ่หผลบวกตอชุดตรวตสอบ VecTest ® จะทําการยืนยันผลตรวจ
ดวยวิธี conventional RT-PCR 

• ตัวอยางทีใ่หผลบวกทั้ง 2 วิธีจัดวาเปนผลบวกที่แทจริง และตวัอยาง
ดังกลาวจะทําการเก็บรักษาไวที่ - 80 องศาเซลเซียส  

• รวบรวมขอมลู วิเคราะหผล และปญหาตาง ๆ  

• รายงานความกาวหนาและทาํรายงานฉบับสมบูรณเมื่อส้ินสุโครงการวิจัย 
 กรณีที่พบตวัอยางที่ใหผลบวก คือสามารถตรวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนล ดวยชุดตรวจสอบ

ดังกลาว จะทําการตรวจยืนยนัผลบวกซ้ํา ดวยวิธีทางชีวโมเลกุล 
วิธีทางชีวโมเลกุลที่นํามาใชในการยืนยนัผลบวก ในตัวอยางที่ใหผลบวกตอชุดตรวจสอบ 

หาโรคเวสทไนล คือวิธี Conventional RT-PCR เนื่องจากลักษณะสารพันธุกรรมของไวรัสเปนชนิด 
อารเอ็นเอ เสนเดี่ยว สายบวก (positive-sense single-stranded RNA) โดยอาศัยคูไพรเมอรจํานวน 2 
คู โดยไพรเมอรคูแรก เปนคูไพรเมอรที่ถูกออกแบบมาซึ่งมีความจาํเพาะตอโปรตีนชนิด non 
structural protein 3 (NS3) ของเชื้อไวรัสในตระกูล Flaviviridae (Anderson et al., 1999) ซ่ึงถือได
วาเปนการตรวจยืนยันขั้นแรกวาตวัอยางทีใ่หผลบวกขางตนนั้น มเีชื้อไวรัสในกลุมของ Flavivirus 
หรือไม ขณะที่ไพรเมอรคูที่สอง จะเปนการตรวจเพื่อช้ีจําเพาะตอเชื้อไวรัสเวสทไนลของตัวอยางที่
ใหผลบวกวามเีชื้อไวรัสภายในกลุมของ Flavivirus จากไพรเมอรคูแรก โดยไพรเมอรคูที่สองจะถูก
ออกแบบมาใหมีความจาํเพาะตอเชื้อไวรัสเวสทไนลในสวนของยีน E ซ่ึงเปนยีนทีถ่อดรหัสใหไกล

แถบสีมวง
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โครโปรตีนอี ซ่ึงมีความสําคัญโดยเปนองคประกอบสวนหนึ่งของโปรตีนโครงสรางของอนุภาค
ไวรัส เกี่ยวของกับการเพิ่มจาํนวนของอนภุาคไวรัส การปลดปลอยของอนุภาคไวรัสลูก และกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัทั้ง B และ T lymphocytes ของเซลลโฮสต (Campbell et al., 2002 and Sanchez et 
al., 2005) 

การออกแบบไพรเมอรอาศัยโปรแกรม ClustalW2 และสารพันธุกรรมทั้งหมด ของเชื้อ 
ไวรัสเวสทไนลขนาด 11,030 นิวคลีโอไทด ที่ลําดับเลขอางอิง (Accession number) AY646354.1 (West 
Nile virus from USA, complete genome) 
 เปนสารพันธุกรรมตนแบบ ซ่ึงไดคูไพรเมอรดังนี้ 

ไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี E ของเชื้อไวรัสเวสทไนล 
Forward primer: 5’- CGG CGC CTT CAT ACA CAC – 3’ 
Reverse primer: 5’ – GCC TTT GAA CAG ACG CCA T – 3’ 

  
 ผลการศึกษาเปรียบเทียบรอยละของความเหมือน (% homology) ระหวางสารพันธุกรรม
ตนแบบทั้งหมดของเชื้อไวรัสเวสนไนลทีแ่ยกเชื้อไดในมนุษย  (West Nile virus from USA, 
complete genome) กับคูไพรเมอรที่ทําการออกแบบขึ้น โดยอาศัยโปรแกรม CLUSTAL 2.0.12 
Multiple Sequence Alignments ไดผลดังนี้ 
Sequence format is Pearson 

• Sequence 1: AY646354.1 ประกอบดวยสารพันธุกรรมจํานวน 11,030 นิวคลีโอไทด 

• Sequence 2: Forward primer for E gene of WNV จํานวน 18 นวิคลีโอไทด 

• Sequence 3: reverse primer for E gene of WNV จํานวน 19 นิวคลีโอไทด 
Start of Pairwise alignments 

• Sequences (1:2) Aligned. Score:  100 

• Sequences (1:3) Aligned. Score:  100 

• Sequences (2:3) Aligned. Score:  33 
 

 จากผลการศึกษาบงชี้ใหวา ไพรเมอรที่ออกแบบนั้น ทั้ง Forward และ Reverse primer มี
ลําดับสารพันธุกรรมเหมือนกับสารพันธุกรรมตนแบบทัง้หมดของเชื้อไวรัสเวสนไนลที่แยกเชื้อได
ในมนุษยรอยละ 100 หรือสามารถกลาวเบื้องตนไดวาไพรเมอรที่ออกแบบมากนั้นมีความจําเพาะ
เจาะจงตอสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเวสทไนล  และเมือ่พิจารณาเปรยีบเทียบเฉพาะระหวางคูไพร
เมอรทั้ง Forward และ Reverse primer พบวามีลําดับสารพันธุกรรมเหมือนกันรอยละ 33 แสดงให
เห็นวาคูไพรเมอรถูกออกแบบมาเพื่อหลีกเลี่ยงการเกิดลักษณะการจบัคูกันเองของไพรเมอร (primer 
dimmer) 
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ผลการศึกษาเพื่อระบุตําแหนงของ Forward primer for E gene of WNV ในการเขาจับอยาง

เหมาะสม (complementary) กับสารพันธุกรรมตนแบบทั้งหมดของเชือ้ไวรัสเวสนไนลที่แยกเชื้อได
ในมนุษย ไดผลดังนี้ 

 

 
 
 พบวา Forward primer for E gene จํานวน 18 นิวคลีโอไทดเขาจับอยางเหมาะสม 
(complementary) กับสารพันธุกรรมตนแบบทั้งหมดของเชื้อไวรัสเวสนไนลที่แยกเชื้อไดในมนุษยที่
ตําแหนงนิวคลีโอไทดระหวาง 1,480 ถีง 14,98  

ผลการศึกษาเพื่อระบุตําแหนงของ Forward primer for E gene of WNV ในการเขาจับอยาง
เหมาะสม (complementary) กับสารพันธุกรรมตนแบบทั้งหมดของเชือ้ไวรัสเวสนไนลที่แยกเชื้อได
ในมนุษย ไดผลดังนี้ 

 

 
พบวา Forward primer for E gene จํานวน 18 นิวคลีโอไทดเขาจับอยางเหมาะสม 

(complementary) กับสารพันธุกรรมตนแบบทั้งหมดของเชื้อไวรัสเวสนไนลที่แยกเชื้อไดในมนุษยที่
ตําแหนงนิวคลีโอไทดระหวาง 1,871 ถีง 1,890 

เมื่อทําการพิจารณาตําแหนงการเขาจับของทั้ง Forward และ Reverse primer กับสาร
พันธุกรรมตนแบบทั้งหมดของเชื้อไวรัสเวสนไนลที่แยกเชื้อไดในมนุษย จะไดขนาดของสาร
พันธุกรรมจํานวน 410 นิวคลีโอไทด 

 
ผลการศึกษาความความจําเพาะเจาะจงของทั้ง Forward และ Reverse primer Program 

BLASTN 2.2.24  พบวาไพรเมอรที่ออกแบบขางตน มีความจําเพาะเจาะจงกับสารพันธุกรรมของ
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เชื้อไวรัสเวนทไนล ในตําแหนงของสารพันธุกรรมที่แปลรหัสไดโปรตีน polyprotein, E protein 
ของเชื้อไวรัสเวสทไนล ที่มกีารรายงานอยูในฐานขอมูล Genbank ดังตารางขางลางนี้ 

 

 
 

การสังเคราะหยีน E อาศัยคร่ือง Thermocycle ที่ออกแบบขั้นตอนการสังเคราะหตามคูไพร 
เมอรขางตน ดงันี้ 

1. RT-PCR master mixtures: 

• SuperScript III RT/ Platinum Taq Mix 50 μL  

• 2X Reaction Mix (a buffer containing 0.4 mM of each dNTP, 3.2 mM MgSO4) 

• Primers 

• Templates 
2. RT-PCR steps: 

 ขั้นตอนที่ 1. reverse transcription  อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที 
 ขั้นตอนที่ 2. reverse transcription  อุณหภมูิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา   5 นาที 
 ขั้นตอนที่ 3. Denaturation             อุณหภมูิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาท ี
 ขั้นตอนที่ 4. Annealing      อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 5. Extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 6. Post-extension           อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาท ี
 
โดยมีการกําหนดใหเครื่องสังเคราะหสารพันธุกรรม ตามขั้นตอนทีก่ําหนดขึ้นจํานวน 6 

ขั้นตอน ซ่ึงในขั้นตอนที่ 1 และ 2 จะเกีย่วของกับการเปลี่ยนชนิดของสารพันธุกรรมจากชนิดอาร
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เอ็นเอเปนชนดิดีเอ็นเอคูเหมอืน (complementary DNA, cDNA) และในขั้นตอนที่ 3 – 6 จะเปนการ
เพิ่มจํานวนของสารพันธุกรรมที่สนใจจากสารพันธุกรรม cDNA ตนแบบที่เตรียมไดจากขัน้ตอน
กอนนี้ จากนัน้ทําซ้ําในขั้นตอนที่ 3-5 จํานวน 35  ซํ้า โดยยนี E ที่ถูกสังเคราะหขึ้นจะมีขนาด
ประมาณ 410 คูเบส ซ่ึงสามารถอานผลของการสังเคราะหโดยอาศัยวิธี Agar gel electrophoresis ใน
สารละลายบัปเฟอร ความเขมขนของ agar gel ประมาณ 1 เปอรเซ็นต ภายใตคาความตางศักยไฟฟา
ที่ 100 โวลต เปนเวลา 25 นาที และนํา agar gel ไปยอมในสารละลาย ethedium bromide และอาน
แถบสารพันธุกรรมของยีน E ดังกลาว ภายใตแสงยวูี โดยเปรียบเทียบขนาดกับสารพันธุกรรม
มาตรฐาน (Genetic marker) 
หมายเหตุ สวนของตัวอยางบวกมาตรฐานของเชื้อไวรัสเวสทไนล  (positive control) คือ West 
Nile Virus NATtrolTM strain NY 2001-6263, ZeptoMetrix corporation, USA. 

5. ผลการทดลอง  
ผลการสํารวจตัวอยาง และการวิเคราะหผลดวยชุดตรวจสอบ: ไมพบเชื้อไวรัสเวสทไนลใน

ทุกตัวอยางของยุง ที่ถูกเก็บมาตรวจสอบภายในพี้นที่และชวงเวลาดังกลาว 
 
 

6. สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจยัในอนาคต 
สํารวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนลในยุง ในชวงระหวางเดอืน พฤษภาคม 52 ถึงเดือน 

พฤศจิกายน 52 ภายในพื้นที ่2 จังหวดั ในแถบตะวนัตกของประเทศไทย ประกอบดวย พื้นทีภ่ายใน
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม และพื้นที่ แหลมผักเบี้ย จังหวัด
เพชรบุรี และตรวจหาเชื้อไวรัสเวสทไนล ในเบื้องตนดวยชุดตรวจสอบตอโรคเวสทไนล และยืนยนั
ผลดวยวิธี conventional RT-PCR  ซ่ึงผลการสาํรวจตัวอยาง และการวเิคราะหผลดวยชุดตรวจสอบ 
ไมพบเชื้อไวรัสเวสทไนลในทุกตัวอยางของยุง ที่ถูกเก็บมาตรวจสอบภายในพี้นที่และชวงเวลา
ดังกลาว แมผลการวิเคราะหจะไมผลเช้ือไวรัสเวสทไนลก็ตาม แตยังมคีวามจําเปนอยางยิ่งที่ตองเฝา
สํารวจ และตดิตามการเกดิโรคเวสทไนลในพี้นที่ดังกลาวตอไป  

แมยังไมมีรายงานการตรวจพบโรคเวสทไนลในประเทศไทย อีกทั้งผลการสํารวจตามแผนการ

ดําเนินงานโครงการวิจัยนี้จะยังตรวจไมพบเชื้อไวรัสเวสทไนล อยางไรก็ตามการเฝาระวังการเกิดโรคนี้อยาง

ตอเนื่องยังเปนส่ิงที่จําเปน และควรตระหนัก โดยเฉพาะการสํารวจ และเฝาระวังในพื้นที่เส่ียงตอการอุบัติของโรค

นี้ ซึ่งในโครงการวิจัยนี้ไดดําเนินการสํารวจเบื้องตนในพื้นที่แถบตะวันตกของประเทศไทย โดยอางอิงขอมูล

ธรรมชาติในการกอโรคเวสทไนลมาใชในการวางแผนการดําเนินงาน พบวาพื้นที่ โครงการพระราชดําริแหลม

ผักเบี้ย จ.เพชรบุรี และพื้นที่ภายในมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม ควรพิจารณา

อยูในพื้นที่เฝาระวังตอการอุบัติใหมของโรคเวสทไนล ในประเทศไทย 
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7.ภาคผนวก 
 

7.1 กีฏวิทยายงุลาย (Aedes spp)           
ยุงลาย (Aedes spp.)  เปนแมลงจําพวกหนึ่งในประเทศไทย มียุงลายทั้งสิ้น  113  ชนิด  แยก

เปน  17  Subgenera  เชน  Aedes,Stegomyia, Finlaya   เปนตน  ยุงลายพาหะนําโรคไขเลือดออก 
มี 2 ชนิดคือ  ยุงลายบาน  Aedes aegypti Linnaeus  และยุงลายสวน  Aedes albopictus 
S k u s e   ยุงลายเปนยุงที่ไมชอบแสงแดด และลมแรง ดังนั้นจึงหากินไมไกลจากแหลง
เพาะพนัธุ  โดยทั่วไปมักบนิไปไมเกิน  5 0  – 8 0   เมตร  นอกจากนี้ยังพบวามียุงลายชุกชุมในฤดู
ฝน  ชวงหลังฝนตกชุก เพราะมีอุณหภูมแิละความชื้นเหมาะแกการแพรพันธุ  สวนในฤดูอ่ืนๆ จะ
พบวาความชกุชุมของยุงลายลดลง  สําหรับในเรื่องการแพรกระจายของยุงลายนั้น  เชื่อกันวายุงลาย
บาน  ซ่ึงเปนยุงที่มีแหลงกําเนิดอยูในทวีปแอฟริกาไดแพรกระจายไปยังประเทศตางๆ ระหวางเสน 
รุงที่ 40  องศาเหนือและใต  โดย ติดไปกับพาหนะทีใ่ชในการคมนาคม โดยเฉพาะอยางยิ่งทางเรือ 
 

สําหรับในประเทศไทย ไมมีใครทราบแนนอนวายุงลายไดเขามาแพรพันธุตั้งแตเมื่อใด  แต
มีรายงานปรากฏในวารสารวิทยาศาสตรเกี่ยวกับการพบยุงลายในประเทศไทยครั้งแรก เมื่อป พ.ศ.
2450  โดยเขาใจวาในระยะตนๆ ยุงลายจะแพรพนัธุอยูในเฉพาะเมืองใหญ  ตอมาในป  พ.ศ.
2508  พบวายงุลายไมไดจํากัดอยูเฉพาะในเมืองใหญๆ  แตพบอยูทัว่ไปทุกเมือง  รวมทั้งตามชนบท
ในภาคตางๆ ของประเทศไทย นอกจากนีย้ังพบวา การแพรกระจายของยุงลายถูกจํากดัโดยความสูง
พื้นที่คือจะไมพบยุงลายบานที่ระดับความสูง มากกวา 1,000 ฟุต จากระดับน้ําทะเล ตางจากยุงลาย
สวน  ซ่ึงสามารถพบไดทุกระดับความสูงแมกระทั่งบนยอดเขา 
 
ลักษณะทั่วไปของยงุลาย รูปรางยุงลายแบงออกเปน3สวน ดังนี ้

1.  สวนหวั (Head)  มีอวัยวะที่สําคัญ คือ ปาก (Proboscis)ทําหนาที่เจาะดูดเลือด น้ําหวาน รยางค 
ปาก 1คู (Maxillary palpus)  หนวด  1  คู  (Antcnna)  และตา  1  คู  เปนตาประกอบ (Compound 
cyes)  หนวด  1  คู  ตัวผูเรียกวา  Pilos 

2.  สวนอก (Thorax)  แบงเปน  3  สวน  เปนที่ตั้งเกีย่วกับอวัยวะทีใ่ชในการเคลื่อนไหว  ไดแก 

                ขา (Legs)  มีอยู  3  คู  คือ  ขาคูหนา ขาคูกลาง และขาคูหลัง  ขาแมลงแบง
ออกเปน  5  สวนคือ 

 Coxa(ปลองแรกที่อยูติดกับสวนอก), Trochanter, Femer(โคนขา), Tibia (ขา 
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ตอนกลาง), Tarsus  (ขาตอนปลาย) 

                ปก  (Wings)มี  2  คู เดนชัดเพียง  1  คู  โดยปกหลังจะหดสั้นลง  เรียกวา  ติ่ง
ปก  (Halteres)  ใชสําหรับทรงตัว และบังคบัทิศทางการบิน ปกคูหนามลัีกษณะบาง ใส มี
เกล็ดปก (Scale) มีเสนปกทีชั่ดเจนแนนอน และมีขนเลก็ๆ (Wing fringe)  บริเวณขอบ
ดานหลังของปก 

3.  สวนทอง (Abdomen)  ประกอบดวยปลองตางๆ  10  ปลอง  ซ่ึงเห็นไดชัด  8  ปลอง  โดยปลองที่ 
9,10  เปนสวนประกอบของอวัยวะสืบพนัธุ  โดยทั่วไปจะมีเกล็ดปกคลุม  สวนทองขณะทีย่ังไมมี
เลือดจะแฟบเล็ก  เมื่อกินเลอืดแลวจะขยายออกไดมากทัง้นี้เนื่องจากบริเวณดานขางมีเยื่อบางๆ ทํา
ใหสามารถขยายเพิ่มขึ้นได ดานในทองมอีวัยวะยอยอาหาร อวัยวะสืบพันธุ และอวยัวะขับถาย 

4.  ตัวเต็มวัยยงุลาย  (Adult) 

               การลอกคราบ ยุงลายจะโผลสวนหัวออกมาจากรอยดานหลังของสันอก(Cephalothorax) 
ของตัวโมงใชเวลาเพียง  2 - 3   ช่ัวโมง  ออกจากคราบแลวพักตวัสักครูใหปกแหงแลวจึงบินเพื่อหา
คูผสมพันธุ ยุงตัวผูจะกินน้ําหวานเปนอาหาร สวนยุงตัวเมียจะตองการเลือดเพื่อการเจริญพัฒนาของ
ไข  ระยะเวลาตั้งแตลอกคราบจนถึงวางไขยุงตัวเมยีประมาณ 2 - 3 สัปดาห ฉะนั้น ถาสิ่งแวดลอม
เหมาะสม ยุงลายอาจมี 15 - 20  รุนตอป  อายุของยุงปกตติัวผูมีอาย ุ6 - 7 วัน  ยุงตัวเมยีอาจมีชีวติได
ถึง 4 - 5 เดือน 

ชีวนิสัยของยุงลาย  

1. อาหารของยุงลาย อาหารที่มีความจําเปนในการสรางพลังงานตางๆของทั้ง  2  เพศ  คือ  น้ําหวาน
จากดอกไม  น้ําหวานจะถูกเก็บและยอยในทางเดินอาหารสวน  Ventral  diverticulum  หรือ
กึ๋น  (Crop)  สวนเลือดมีความจําเปนในการเจริญพฒันาของไข  ฉะนั้นยุงตวัเมียเทานั้นทีก่ิน
เลือด  โดยสามารถกินเลือดไดมากกวาน้ําหนักตวั  1.5 - 2  เทา  หรือประมาณ  4.2  ลูกบาศก
มิลลิลิตร  ปริมาณนี้มากมายจนยุงตองกาํจัดออก  โดยการขับน้ําใสๆ  ออกทางกนภายใน  5 - 
15  นาที  ซ่ึง  2 - 3  หยดแรกเปนกรดยูริค  ตอมาเปนสารพวกที่ใหปฏิกิริยาบวกกับ  Nihydrin  และ
เม็ดเลือดแดง  ยุงจะยอยเลือดในสวนของ  Midgut 

2.  นิสัยการออกหากนิ  ยุงลายชอบกินเลอืดคนมากกวาเลือดสัตวจึงจดัเปนพวก Anthrophilic  ชอบ
กัดคนในบาน  (Endophagic)  และเกาะพกัในบานเพื่อรอใหไขสุกแลวจึงบินไปวางไข  ปกติยุงลาย
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จะออกหากินในเวลากลางวนัประมาณ  09.00-11.00 น. และ 13.00-15.00 . ชอบกัดบริเวณแขน ขา 
มากกวาใบหนา 

3.  ความสามารถในการบินและเกาะพกั  ยุงลายบินไดไกลประมาณ  100  หลา  หรือไม
เกิน  1  กิโลเมตร  จากแหลงเพาะพนัธุของมัน  หลังจากยุงลายกดั  ดูดเลือดแลวจะหาที่เกาะพกัตาม
บริเวณที่มดืและอับลม  เชน  หองน้ํา  หองนอน  หองเกบ็ของ  ยุงลายชอบเกาะพกัตามสิ่งหอยแขวน
ภายในบาน  เชน  เสื้อผา  มุง  มาน  หรือตะกราเสื้อผาที่ใชแลว  ฝาผนังบาน  เปนตน 

4.  การผสมพันธุ  ยุงลายสามารถผสมพันธุกันไดแมแตในที่แคบๆ เชน ในหลอดแกว  การผสม
พันธุแบบนี้เรียกวา  Stenpgamy   ยุงลายตวัผูจะบินเขาหายุงลายตัวเมียตามเสียงของการบิน 

5.  การวางไข  หลังจากกินเลือดแลว  ยุงลายจะใชเวลาชวงหนึ่งในการเจริญเติบโตของไข และรัง
ไข  ใหพรอมที่จะวางไข ระยะเวลาดังกลาวขึ้นอยูกับอุณหภูมิดังนี ้

• 29 - 30 องศาเซลเซียส  ยุงลายจะวางไขภายใน 3 - 4 วัน  

• 25 - 27 องศาเซลเซียส  ยุงลายจะวางไขภายใน 4 - 5 วัน  

• 20 - 25 องศาเซลเซียส  ยุงลายจะวางไขตั้งแต 4 วัน  ขึ้นไป  

• ต่ํากวา 20 องศาเซลเซียส  ยุงลายจะวางไขภายใน 26 - 27 วัน  

เมื่อพรอมที่จะวางไขแลว  ยงุจะหาทีเ่หมาะสมบินลงไปเกาะที่ผิวภาชนะเหนือน้ํา  โดยเอา
เทาเกาะตดิกับผิวภาชนะ  โดยใชสวนปลายของทองแตะกับผิวน้ํา  ยกสวนทองขึ้น  แลวปลอยลง
พรอมกับวางไขยุงลายจะวางไขทีละฟองแลวเดิน  การวางไขจะวางเปนจังหวะ
สม่ําเสมอ  (Rhythmical  oviposition)  ซ่ึงเปนพฤติกรรมแบบ  Circadian  เชนเดยีวกับนิสัยการ
กัด  ยุงลายสามารถวางไขไดคร้ังละ 50 - 150 ฟอง จํานวนไขขึ้นอยูกับปริมาณของเลือดที่กิน และ
ความสมบูรณของตัวแมพนัธุ  ในธรรมชาติยุงลายตวัเมียหนึ่งตวัวางไขไดประมาณ 3 คร้ัง จํานวน
คร้ังที่วางไข เรียกวา อายทุางสรีระวิทยา  (Physiological egg) การหาอายุทางสรีระวิทยา มี
ความสําคัญมากกวาอายุที่แทจริงของยุงเพราะยุงที่ผานการวางไขมาแลว 1 คร้ัง ยอมมีโอกาสนําเชื้อ
โรคไดมากกวายุงที่ยังไมไดวางไข  

ยุงลายชอบวางไขตามภาชนะน้ําขังที่มีน้ํานิ่งและใส  น้ําฝนมักเปนน้ําที่ยุงลายชอบวางไข
มากที่สุด  ดังนั้นจึงพบลูกน้าํยุงลายตามภาชนะขังน้ําดื่มและน้ําใชภายในบานและนอกบาน  จาก
การสํารวจแหลงเพาะพันธุยงุลายพบวา รอยละ 64.52  เปนภาชนะเก็บขงัน้ําที่อยูภายในบาน  และ
รอยละ 35.53  เปนภาชนะเกบ็ขังน้ําที่อยูภายนอกบาน 
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แหลงเพาะพันธุ  จากการสํารวจแหลงเพาะพันธุของยุงลายในประเทศไทย  พบลูกน้ํา
ยุงลายในภาชนะที่มนษุยสรางขึ้นเปนสวนใหญ  จําแนกแหลงเพาะพันธุของยุงลายตามลักษณะ
ได  ดังนี้ 

1. ภาชนะธรรมชาติ เชน กะลามะพราว ซอกโพรงไม  

2. ตุมน้ําใสน้ําดืม่ น้ําใช  

3. ภาชนะขังน้ําเล็กๆ เชน จานรองขาตูกันหมด  แจกันดอกไม   ที่ลางเทา  จานรองกระถาง
ตนไม  ยางรถยนตเกาๆ กระปอง  เปนตน           

      

 รูปที่ 1 ยุงลายบาน ,  Aedes aegypti  มีลักษณะเดนคือ มีเกล็ดสีดําสลับขาวตามลําตัว หัว อก ทอง 
และสวนขาและมีเกล็ดสีขาวเรียงตวักนัเหน็เปนลวดลายคลายพิณฝร่ังบริเวณหันหลังอก 

    

รูปที่ 2 ยุงลายสวน ,  Aedes albopictus   ลักษณะคลายยุงลาย  Ae. aegypti.   ตางกันทีบ่นดานหลัง
ของสวนอก มเีกล็ดสีขาวเปนเสนตรง 

 
7.2 กีฏวิทยายงุกนปลอง (Anopheles) 
ยุงพาหะนําเชือ้มาลาเรีย 
ไขมาลาเรียมียงุกนปลองเปนพาหะนําเชื้อ จําแนกกลุมตามความสําคัญในการเปนพาหะดังนี ้
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1. ยุงพาหะหลัก (primary vectors) ประกอบดวยยุงกนปลองชนิดไดรัส (Anopheles 
dirus), ยุงกนปลองชนิดมินมิัส (Anopheles minimus) และยุงกนปลองชนิดแมคคูลาตัส 
(Anopheles maculatus) ยุงในกลุมนี้มีบทบาทสูงในการแพรเชื้อไขมาลาเรียในทองที่
ปาเขา สวนยางและสวนผลไม 

• ยุงกนปลองชนิดไดรัส (Anopheles dirus) เปนยุงพาหะที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 
ในการแพรเชือ้มาลาเรียในประเทศไทย อาศัยบริเวณปาทึบ ชอบวางไขตามแหลง

น้ําขังที่มีรมเงา โพรงหิน แองน้ํา มีนิสัยชอบกินเลือดคนและชอบเกาะพักนอกบาน เวลา
กลางวันชอบเกาะพกัตามพุมไม โพรงไมที่เงียบสงบ มืดและมีความชื้นสูง ใกลแหลง
เพาะพนัธุ เวลาพลบค่ําจะบินเขาใกลที่อยูอาศัยของคนมกัเขากัดเวลา 18.00-04.00 น. มี
รายงานวา ในปาทึบที่มืด ยุงชนิดนี้ออกกัดคนตอนกลางวันได 

• ยุงกนปลองชนิดมินิมัส (Anopheles minimus) เปนยุงพาหะที่สําคัญพบไดทั่วไป 
ทั้งประเทศ มกีารกระจายตวักวางขวางมาก ในทองที่ปาเชิงเขา ชายปา เชิงเขาที่มกีาร
บุกเบิกทําการเกษตร ชอบเพาะพันธุในลําธารน้ําไหลชาๆ บริเวณเชิงเขา และแหลงน้าํ
ซับ ชอบเลือดคน เดิมพบวากัดคนและเกาะพักฝาบานหลังกินเลือด แตปจุบันพบวายุง
ชนิดนี้กดัคนนอกบาน และเขากัดตั้งแตหวัคํ่า โดยหากนิเวลา 18.00-22.00 น. สามารถ
นําเชื้อมาลาเรียไดดีทัง้ชนิดฟลซิปารัมและไวแวกซ 
• ยุงกนปลองชนิดแมคคูลาตสั (Anopheles maculatus) คลายคลึงกับยุงกนปลอง 
ชนิดมินิมัส พบทั่วประเทศ แตเปนพาหะสําคัญเฉพาะในภาคใตของประเทศไทย เชน 
ยะลา สตูล ปตตานี นราธิวาส และตอไปถึงชายแดนไทย-มาเลเซีย พบทั่วไปในทองที่
ปาเขาทั่วประเทศ เพาะพันธุในลําธารน้ําไหลที่มีแสงแดดสองถึง มีนิสัยชอบกัดสตัว
และชอบกัดนอกบาน จะเขากัดคนมากในชวงระหวางเวลา 18.00-21.00 น. 

2. ยุงพาหะรอง (secondary vectors) ประกอบดวยยุงกนปลอง 3 ชนิดคือ ยุงกนปลองชนิดซัน
ไดคัส (Anopheles sundaicus), ยุงกนปลองชนิดอโคไนตัส (Anopheles aconitus) และ 
ยุงกนปลองชนิดซูโดววิโมไร ( Anopheles pseudowillmori ) 

• ยุงกนปลองชนิดซันไดคัส (Anopheles sundaicus) เปนพาหะมาลาเรยีในทองที ่
ชายทะเลและเกาะแกงทางภาคตะวันออกและภาคใต ชอบกัดคนนอกบานและ
เพาะพนัธุในแองหินซึ่งมีน้ํากรอยตามริมทะเล นากุงที่เลิกใช เกาะแกงตางๆ 
• ยุงกนปลองชนิดอโคไนตัส (Anopheles aconitus) พบไดทั่วไปในทองที่ปาเขาและ 
ที่ราบทุงนาทั่วประเทศ เพาะพันธุในลําธารน้ําไหล น้ําซบั น้ําซึม และทุงนา มีนิสัยชอบ
กัดสัตวและกดันอกบาน ชุกชุมสูงในชวงฤดูฝน 
• ยุงกนปลองชนิดซูโดวิวโมไร (Anopheles pseudowillmori) เปนยุงที่พบอยูตาม 
บริเวณปาเขาตอนเหนือของประเทศ ลักษณะนิสัยคลายยุงกนปลองชนิดมินิมัส 
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นอกจากนี้แลวการที่ยุงชนิดใดๆ มีความสามารถในการนําหรือแพรเชือ้ไดหรือไมนัน้  
ขึ้นกับปจจยัหลายประการ ไดแก ความไวตอเชื้อของยุงแตละชนดิที่ไมเทากนั และแมยุงชนิด
เดียวกัน ยังอาจมีสายพันธุซ่ึงไวตอการตดิเชื้อไมเทากันดวย อายุขัยของยุงเพราะเชื้อมาลาเรียใชเวลา
เจริญในตวัยุงอยางนอย 10 วัน หากยุงมีอายุยืนยาวกวานั้นก็จะสามารถเปนพาหะทีด่ี อุปนิสัยในการ
ดูดเลือดของยงุ หากกดับอยและเขากัดในคนก็เปนพาหะที่ดเีชนกนั และความหนาแนนของยุง
พาหะที่มีมาก เมื่อเทียบกับความหนาแนนของประชากรคนบริเวณนั้น  

7.3 กีฏวิทยายงุรําคาญ (Culex) 

• Culex quiquefasciatus  
- พบมากในแอฟริกาและเอเชยี วางไขเปนแพในน้ําเนาเสยี แหลงเพาะพนัธุมักอยู
ไกลบาน ไขแพหนึ่ง มีประมาณ 200-250 ฟอง ไขฟกภายใน 30 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 24-30 
องศาเซลเซียส ออกหากนิกลาง คืน ชอบกนิเลือดคน ในประเทศพมา อินเดีย อินโดนีเซีย 
ยุงชนิดนี้เปนตัวการสําคัญในการนํา โรคฟลาเรีย สําหรับประเทศไทยพบวายุงชนิดนี้
สามารถนําเชื้อฟลาเรียไดเชนกันแตยังมี ขอมูลนอย นอกจากนี้อาจทําใหมีอาการคันแพ
และเกดิเปนแผลพุพองได 

• Culex Tritaeniorhynchus  
-  ยุงชนิดนี้เปนตัวนําเชื้อไวรัส Japanese encephalitis ซ่ึงทําใหเกดิโรคไขสมอง
อักเสบทั่วไป ในประเทศไทย แตพบมากในจังหวัดภาคเหนือ เชน เชียงใหม เชยีงราย 
อุตรดิตถ นาน แหลงเพาะ พันธุอยูตามทองนา แหลงน้ําที่เกิดจากรอยเทาสัตว บอน้ําเล็กๆ 
ที่มีพืชน้ํา ลําธาร ชอบกินเลือดวัว 
ควาย หมูมากกวาเลือดคนและนก ออกหากินตั้งแตพลบค่ําจนตลอดคืน สวนมากหากิน
นอกบาน 

• Culex Gelidus  
- เปนตัวนําเชื้อไวรัสที่ทําใหเกิดโรคไขสมองอักเสบ เชนเดียวกับ Cx. 
Tritaeniorhynchus แหลง เพาะพันธุไดแก สระน้ํา บอ หนองน้ํา น้ําลางคอกสัตว ลําธาร
เล็กๆ ชอบอาศัยอยูในแหลงน้ําที่มีพืชน้ํา หากินกลางคืน ชอบกินเลือดสัตว 

• Culex Fuscocephala  
-  เปนตัวนําเชื้อไวรัสที่ทําใหเกิดโรคไขสมองอักเสบ พบตามหนองน้ํา บึงนาขาว หา
กินกลางคืน ชอบ กินเลือดสตัว เชน วัว ควาย หมู นก และคน 
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7.4 กีฏวิทยายงุเสือ (Mansonia) 

ยุง ในตระกูลนี้ที่สําคัญและเปนตัวการนําโรคฟลาเรีย Filariasis ซ่ึงเกิดจากเชื้อ Brugia malayi ทาง
ภาคใตของประเทศไทย ชนดิที่พบแพรหลายไดแก 

• Mansonia uniformis  ระยางคปาก ( Maxillary palpi ) ส้ัน สวนปลายอก (Scutellum ) มีรอย
หยักเห็นแบงเปน 3 สวน สวนอกดานขางมขีนที่ Postspiracular area และมีเกล็ดบนปก
กวางและไมเหมือนกนัทั้งสองขาง สันหลังอก ( Scutum ) จะมแีถบยาวลงมาสีเขียว 1 คู แต
เห็นไมคอยชัดนัก เปนยุงขนาดกลางมีสีน้ําตาลออน 

• Mansonia annulifera  รูปรางคลาย Mn. uniformisแตสันหลังอก จะมจีดุสีขาวเงิน 4 จุด เห็น
ชัดเจน Scutellum ตรงกลางจะมีเกล็ดสีขาวใหญ เปนยุงขนาดเล็กจนถึงขนาดกลางมีสีซีด 

• Mansonia annulata  คลาย Mn. uniformis แตตนขาคูหลัง ( Femur ) มีแถบขาวขวาง 3 แถบ 
สันหลังอกมีแถบสีขาวอยูขางๆ ยาวมาจรดสวนปลาย 

 วงจรชีวิตของ ยุง Mansonia เปนแบบสมบรูณ complete metamorphosis เชนเดียวกับ ยุงอื่นๆ 
ระยะเวลาการเจริญเติบโตคอนขาง ยาว จากไขจนกระทั่งเปนตัวเต็มวัยใชเวลาประมาณ 23-30 วัน มี
4 ระยะ คือ 

1. ระยะไข - ไขจะถูกวางตดิกับดานใตของใบพืชน้ํา มีสีคลํ้า เกาะกันอยูเปนกระจกุรูปราง
คลายกลีบดอกไม กลุมหนึ่งประกอบดวยไขประมาณ 75-200 ฟอง ไขใชเวลา 2-3 วัน จึง
ฟกเปนตวัลูกน้ํา 

2. ระยะลูกน้ํา - มีลักษณะพิเศษอยูที่ทอหายใจ siphon มีลักษณะรูปกรวยส้ัน ปลายแหลมหยัก
คลายใบเลื่อยใชเจาะตดิกับตนหรือรากพืชน้ํา มีล้ิน ปดเปดแข็งแรงมาก หายใจโดยไดรับ
ออกซิเจนจากเซลลของพืชน้ํา ใชเวลาเจริญเติบโต 16-20 วัน 

3. ระยะตัวโมง – ทอหายใจดัดแปลงรูปรางเพื่อแทงเขาไปในเนื้อเยื่อพืชน้ําใชเวลา 5-7 วัน 

4. ระยะตัวเต็มวยั – ยุงชนิดนีแ้ตกตางจากยุงชนิดอื่นๆ ตรงที่เกล็ด Scale บนปกมีสีสัน
ลวดลายแปลกตาโดยมากเปนสีน้ําตาล โดยเฉพาะทีเ่กลด็ มีลักษณะกลมและใหญกวายุง
ชนิดอื่น ยุงชนดินี้หากินกลางคืน เมื่อผสมพันธุและกนิเลือดแลวมักจะเกาะพักบริเวณยอด
หญารอจนไขสุกจึงไป วางไขในแหลงเพาะพันธุตามบึง หรือหนองน้ําที่มีพืชน้ํา เชน พวก
จอก และผักตบชวา ยุงตัวเมยีหากนินอกบาน ชอบกินเลอืดวัว สุนัข แพะ สัตวปก และคน  
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7.5 การสกัดสารพันธุกรรม 
 อาศัยชุดสกัด PureLink TM Viral RNA/DNA Kits ของบริษัท Invitrogen ประกอบดวย
ขั้นตอนหลัก 4 ขั้นตอน ดังนี้ 

1. Preparing lysate 
2. Binding and washing 
3. Elution 

1. ขั้นตอน preparing lysate 
1.1 Add 25 microlites (μl) Proteinase K (included with the kit) into a sterile microcentrifuge 
tube. 
1.2 Add 200 μl of cell-free sample (equilibrated to room temperature) into the 
microcentrifuge tube. 
Note: If you are processing <200 μl sample, adjust final volume of the sample to 200 μl using 
PBS or 0.9% NaCl. 
1.3 Add 200 μl Lysis Buffer (containing 5.6 μg Carrier RNA). Close the tube lid and mix by 
vortexing for 15 seconds. 
1.4 Incubate at 56 °C for 15 minutes. 
1.5 Briefly centrifuge the tube to remove any drops from the inside of the lid. 
1.6 Proceed immediately to Binding and Washing Step. 

 
2. ขั้นตอน Binding and washing 

2.1 Add 250 μl 96-100% ethanol to the lysate tube to obtain a final ethanol concentration of 
37%, close the lid, and mix by vortexing for 15 seconds. 
Note: If you are processing up to 10 samples, you may add ethanol to all tubes and then 
vortex each tube. 
2.2 Incubate the lysate with ethanol for 5 minutes at room temperature. 
2.3 Briefly centrifuge the tube to remove any drops from the inside of the lid. 
2.4 Transfer the above lysate with ethanol (~675 μl) onto the Viral Spin Column. 
2.5 Close the lid and centrifuge the column at ~6,800 x g for 1 minute. Discard the collection 
tube with the flowthrough. 
Note: If you are processing >200 μl starting material, you need to perform multiple loading of 
the lysate by transferring any remaining lysate to the same Viral Spin Column (above) and 
centrifuge at 6,800 x g for 1 minute. 
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2.6 Place the spin column in a clean Wash Tube (2 ml) included with the kit and add 500 μl 
Wash Buffer (W5) with ethanol to the spin column. 
2.7 Close the lid and centrifuge the column at ~6,800 x g for 1 minute. Discard the flow-
through and place the spin column back into the Wash Tube. 
Note: Additional Wash Tubes are available separately, if you do not wish to reuse the Wash 
Tube. 
2.8 Add 500 μl Wash Buffer (W5) with ethanol into the spin column. 
2.9 Close the lid, centrifuge at ~6,800 x g for 1 minute. Discard the Wash Tube containing the 
flow-through. 
2.10 Place the spin column in another clean, Wash Tube (2 ml) included with the kit. 
2.11 Centrifuge the column at maximum speed in a microcentrifuge for 1 minute to dry the 
membrane completely. Discard the Wash Tube with the flow through. 
2.12 Proceed to the Elution Step. 

 
3. ขั้นตอนElution  
       3.1 Place the Viral Spin Column in a clean 1.5-ml Recovery Tube supplied with the kit. 
       3.2 Add 10-50 μl of Sterile, RNase-free water (E3) to the center of the column. Close the lid. 
       Note: You may use an elution volume of up to 150 μl for elution. 
       3.3 Incubate at room temperature for 1 minute. 
       3.4 Centrifuge the column at maximum speed for 1 minute. The Recovery Tube contains    
       purified viral nucleic acids. Remove and discard the spin column. 

3.5 Store the purified RNA/DNA at -80°C or use the RNA/DNA for the desired downstream    
application. 

 
7.6 การตรวจสอบเชื้อไวรัสเวสทไนล 
 อาศัยชุดตรวจสอบ West Nile Virus Antigen Assay ของ Medical Analysis Systems, Inc. 
มีรายละเอียดดังนี ้

The VecTest® West Nile Virus (WNV) Antigen Assay is a rapid immuno- 
chromatographic assay intended for the qualitative determination of WNV antigen in 
infected mosquitoes. Results from this assay canenable public health teams to: 

• Continuously monitor mosquito vectors 

• Focus vector control and eradication efforts 



 28 

• Deliver cost-effective prevention of disease 
Summary 

Assays which detect the disease-causing agents and pathogens in field populations of 
arthropods, such as mosquitoes, make it possible to monitor the spread of disease, to identify 
areas where there is risk of humans and other domestic animals contracting disease, and to more 
efficiently target arthropod control measures. The recent emergence of West Nile Virus (WNV) in 
the Western Hemisphere has prompted the development of several assays for the detection of 
West Nile antigen in vector species. 

Growth of the virus in cell culture and PCR-based molecular methods remain the 
standard for virus identification. These methods require many reagents and multiple steps in a 
lengthy procedure that must be performed using specialized instruments within the laboratory. 

The VecTest® WNV Antigen Assay uses monoclonal antibodies against WNV and the 
Flavivirus group to identify the presence or absence of viral antigen specific to WNV in 
mosquitoes. The VecTest® WNVAntigen assay is a rapid, one step wicking assay providing rapid 
results, ambient storage and requiring no specialized equipment. 

Lack of a vaccine and the many unknowns concerning the transmission rate and involved 
vectors necessitate mosquito control measures as the only means of controlling the spread of the 
disease in human populations. The VecTest® WNV Antigen Assay provides a time-efficient and 
costeffective method of controlling the spread of West Nile Virus. 
Principle 

The VecTest® WNV Antigen Assay is based on the dual monoclonal antibody 
“sandwich” principle. The test is initiated by placing one VecTest® WNV dipstick into 250 ml 
(0.25 ml) of ground mosquito extract. Antigen present in the solution binds to the specific 
antibody with a gold sol particle label. As the antigen-antibody-gold complexes migrate through 
the test zone containing immobilized WNV antibody, they bind to the immobilized antibody 
forming a “sandwich”. The unbound dye complexes migrate out of the test zone and can be 
captured later in the control zone. A reddish-purple line develops on the specific area of the test 
zone when antigen is present. The control line, farthest from the sample, should always develop 
provided the test has been carried out correctly. 
Reagents 

VecTest® WNV Antigen Assay is available as a unit of 50 single-use dipsticks. Each 
VecTest® WNV Antigen Assay kit contains the following:  



 29 

50 VecTest® WNV Antigen Assay dipsticks in canisters with desiccant cap Test Zone: 
§ Monoclonal antibodies to WNV immobilized on a membrane 

Control Zone: 
§ Polyclonal goat antibody to mouse immunoglobulins immobilized on a

 membrane 
Conjugate Pad: 

§ Gold complexed to monoclonal antibodies to flavivirus Grinding Solution (3 x 
44 mL) 

Storage and Stability 
The VecTest® WNV Antigen Assay dipsticks and unopened Grinding Solution are stable  

up to the expiration date when stored at room temperature (10-30°C or 50-86°F). To obtain good 
test results, dipsticks should be kept tightly closed in the provided container until ready for use. 
Specimen Collection and Preparation 

Mosquitoes: Use mosquitoes captured using the method(s), which best support(s) the 
sampling of West Nile fever vectors in the geographic area in which testing is to be done. 
Storage: Mosquitoes should be used immediately or dried for later use. Mosquito homogenate 
should be used immediately or stored at -20°C. 
Procedure Materials Provided 

§ VecTest® WNV Antigen Assay dipsticks (total of 
50) in two canisters with desiccant cap 
§ 3 bottles of Grinding Solution (44 ml each) 
§ 50 culture tubes 
§ 200 copper coated BBs in a container 
§ 50 conical tubes 
§ 5 ten-hole tube racks 
§ Instructional insert 
Materials Required (but not provided) 
§ Timing device 
§ Pipette 
§ Vortex machine 
§ Centrifuge (optional) 
§ Motorized grinder (optional) 
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Guidelines for Handling the Grinding Solution 
Before use, the Grinding Solution should be mixed by gently inverting the bottle five 

times. Procedure Outline 5. Determine the test results by removing the test strip and comparing it 
to the pictorial sample provided on the back of this insert. 
 
WNV NEGATIVE POSITIVE 

1. Place up to 50 female mosquitoes into a plastic culture tube provided in the kit. 
2. Dispense 2.5 mL of Grinding Solution onto the mosquitoes and add four copper-coated 

BBs provided in the kit. 
3. Vortex the capped tube for 1 minute at high speed until the mosquito 

pool is homogenized into a slurry. (A centrifugation step may be performed to remove excess 
mosquito debris before running the test.) 

4. Dispense 250 ml of mosquito homogenate into a conical tube provided, place the tube 
into the tube stand provided, and insert a test strip from the canister with the arrows pointing 
down. (Replace the desiccant cap on the canister to protect the remaining strips from moisture.) 
Wait 15 minutes for the test to be completed. 
Results 

The presence of only a control line on the dipstick indicates a negative test result. The 
presence of two lines indicates the presence of West Nile virus antigen. Results should be read 
within 30 minutes of performing the assay. 

 
Limitations 

It is not recommended to test more than 50 mosquitoes per 2.5 mL of grinding solution 
with one VecTest® WNV dipstick. The testing volume of the homogenized solution should be 
250 ml +/- 25 ml. The amount of mosquito debris in larger quantities may interfere with the 
interpretation of results. The amount of foam remaining in the solution after homogenization 
should be minimized. 

The VecTest® WNV dipstick detects the presence of West Nile Antigen in many vector 
species. Aedes albopictus, Ae. atropalpus, Ae. japonicus, Ae. sollicitans and Culex pipiens have 
been the most common carrier for West Nile Virus in the eastern United States. Other species of 
Aedes and Culex will also act as vectors 
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Precautions 
1. When handling the dipsticks, use care to contact them only on the top labeled portion. Do  

not touch the middle (membrane) section, as this may damage or contaminate the control 
and test lines. Follow specific local, State and Federal (CDC recommended) guidelines in 
handling of samples and conducting any laboratory or field procedures on any material 
associated with infectious pathogens. 

2. Do not use the test beyond expiration date. 
3. Leave the test strips in the strip container, tightly closed until just before use. 
4. Follow package insert instructions to ensure optimum test performance. 
5. The grinding solution included in the kit contain sodium azide as a preservative, which  

may react with lead or copper in plumbing to form potentially explosive metal azides. 
6. Upon disposal, always flush with a large volume of water to prevent azide buildup. 

 
Specific Performance Characteristics 

Sensitivity/specificity studies were performed during assay development in a laboratory 
setting. The WNV assay sensitivity is 103 fold dilution of a culture antigen, and 5-6 Log10 
PFU/ml WNV in laboratory infected mosquito pools when individual WNV assay was tested. No 
cross-reactivity was seen between the WNV and SLE antigens. One infected mosquito could be 
detected in a pool of 50 mosquitoes ground in a 2.5 ml sample according to results from CDC 
(Fort Collins,CO). 
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Output จากโครงการวิจัยท่ีไดรับทุนจาก สกว.  
1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ  อยูระหวางดําเนินการ 
2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- เชิงพาณิชย  
ขอมูลเบื้องตนในการสํารวจเชื้อเวสทไนลในยุง สามารถนําไปประยุกต 

สําหรับการศึกษาทางระบาดวิทยา และ/หรือการพัฒนาชดุตรวจสอบเพือ่การพาณิชย
ตอไป  
- เชิงนโยบาย  

ขอมูลเบื้องตนในการสํารวจเชื้อเวสทไนลในยุง สามารถนําไปประกอบการ 
วางแผนในการเฝาระวังการเกิดโรคเวสทไนล โดยเฉพาะในพื้นทีเ่สี่ยงที่เอื้อตอการเกดิ
วงจรการเกิดโรคเวสทไนล 
- เชิงสาธารณะ  

ขอมูลเบื้องตนในการสํารวจเชื้อเวสทไนลในยุง สามารถนําไปประกอบการ 
วางแผนในการเฝาระวังการเกิดโรคเวสทไนล โดยเฉพาะในพื้นทีเ่สี่ยงที่เอื้อตอการเกดิ
วงจรการเกิดโรคเวสทไนล 
- เชิงวิชาการ  

ขอมูลเบื้องตนในการสํารวจเชื้อเวสทไนลในยุง สามารถนําไปประกอบการ 
เตรียมเนื้อหาการเรียนการสอนของนิสิตคณะสัตวแพทยสาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
- อ่ืนๆ  

นําเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการทางการเกษตร คร้ังที่ 7 “กาวอยางพอ 
สานตอการศึกษา พัฒนาอยางไทย” ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน 

 

 


