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การศกึษานี้ไดร้บัความสนบัสนุนจากทุนพฒันานักวจิยั ฝ่ายวชิาการ ส านกังานกองทุนสนับสนุน
การวจิยั และจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั คณะผู้วจิยัใคร่ขอขอบคุณคณาจารย์และบุคลาการของหน่วย
ปรสิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา และภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬ าลงกรณ์
มหาวทิยาลยั ทีใ่หค้วามช่วยเหลอืทางหอ้งปฏบิตักิาร รวมทัง้ขอขอบคุณ ดร.อุษาวด ีถาวระ และทมีงาน
จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรส์าธารณสุข กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ที่ให้ความ
ช่วยเหลอืในการเก็บตัวอย่าง รวมทัง้ขอขอบคุณ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ที่ให้
ความอนุเคราะห์เชื้อไวรสัชคิุนกุนยาส าหรบัการศกึษานี้ และขอขอบคุณนิสติระดบัปรญิญาบณัฑติและ
บณัฑติศกึษา คณะสตัวแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ทีไ่ดม้สี่วนรว่มในโครงการศกึษาวจิยัน้ี 
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ศกึษาความสมัพนัธ์ของแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงและศกัยภาพของยุง
ในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา ท าการศกึษาแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลาย
สวนทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิารและยุงทีจ่บัมาจากพืน้ทีจ่งัหวดัต่างๆ โดยวธิทีางแบคทเีรยีและ
อณูชวีวทิยา แบคทเีรยีที่พบในยุงลายสวนที่ท าการเพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตักิาร ได้แก่ Agrobacterium, 
Klebsiella, Micrococcus, Pandoraea, Pseudomonas และ Staphylococcus ส าหรบัแบคทเีรยีที่พบใน
ยุงที่จบัมาจากพื้นที่จงัหวัดต่างๆ ได้แก่ สิงห์บุร ีชุมพร และยะลา นัน้ก็พบว่ามีจ านวนและความ
หลากหลายเช่นเดยีวกบัยุงที่ท าการเพาะเลีย้งในห้องปฏบิตักิาร และท าการศกึษาการตดิเชือ้ไวรสัชคิุน
กุนยาในยุงลายสวน โดยพบว่าร้อยละของการติดเชื้อในตัวยุง (infection) ในช่องว่างของร่างกายยุง 
(dissemination) และในน ้าลายของยุง (transmission) เป็น 83%, 71% และ 42% หลงัจากได้รบัเชื้อใน
ปรมิาณ 102 CID50/ml รอ้ยละของการติดเชื้อในตวัยุง ช่องว่างของร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 
90%, 87% และ 70% หลังจากได้รบัเชื้อในปริมาณ 103 CID50/ml ร้อยละของการติดเชื้อในตัวยุง 
ช่องว่างของร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 100%, 100% และ 100% หลงัจากไดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 
104 CID50/ml ร้อยละของการติดเชื้อในตัวยุง ช่องว่างของร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 100%, 
90% และ 90% หลงัจากไดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 105 CID50/ml และรอ้ยละของการตดิเชือ้ในตวัยุง ช่องว่าง
ของร่างกายยุง และน ้ าลายของยุง เป็น 100%, 100% และ 100% หลงัจากได้รบัเชื้อในปรมิาณ 106 

CID50/ml และได้ท าการศึกษาความแตกต่างของแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงที่ตดิเชื้อ
และไม่ติดเชื้อภายหลงัจากที่ได้รบัเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาในปรมิาณที่แตกต่างกนั จากการศึกษาพบว่า
หลงัจากทีย่งุไดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 102 CID50/ml นัน้พบว่ายงุทีม่กีารตดิเชือ้ไวรสัจะพบว่ามแีบคทเีรยีสกุล 
Arthrobacter, Corynebacterium และ Staphylococcus ส่วนยุงที่ไม่มีการติดเชื้อไวรสันั ้นจะพบว่ามี
แบคทีเรยีสกุล Staphylococcus ในยุงได้รบัเชื้อในปรมิาณ 103 CID50/ml นัน้พบว่ายุงที่มกีารติดเชื้อ
ไวรสัจะพบว่ามแีบคทเีรยีสกุล Acinetobacter ส่วนยุงที่ไม่มกีารตดิเชื้อไวรสันัน้ไม่พบว่ามแีบคทเีรยี ใน
ยุงได้รบัเชื้อในปริมาณ 104 CID50/ml นั ้นพบว่ายุงที่มีการติดเชื้อไวรัสจะพบว่ามีแบคทีเรียสกุล 
Staphylococcus ส่วนยุงที่ไม่มกีารติดเชื้อไวรสันัน้ไม่พบว่ามแีบคทเีรยี ในยุงได้รบัเชื้อในปรมิาณ 105 
CID50/ml นัน้พบว่ายุงที่มกีารติดเชื้อไวรสันัน้ไม่พบว่ามแีบคทีเรยี  ส่วนยุงที่ไม่มกีารติดเชื้อไวรสันัน้
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พบว่ามแีบคทเีรยีสกุล Corynebacterium และ Staphylococcus ในยุงไดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 106 CID50/ml 
นัน้พบว่ายุงมกีารติดเชื้อไวรสัจะพบว่ามแีบคทเีรยีสกุล Moraxella, Sinomonas และ Staphylococcus 
ส่วนยุงที่ไม่มีการติดเชื้อไวรัสนั ้นจะพบว่ามีแบคทีเรียสกุล  Actinomyces, Brachybacterium และ 
Staphylococcus.  
 
ค าหลกั: ยงุพาหะน าโรค แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหาร เชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา 
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Abstract  
 
Project Code: RSA5680030 
Project Title: Correlation between mosquito midgut microbiota and mosquito vector 
competence for Chikungunya virus 
Investigator: Associate Professor Dr. Sonthaya Tiawsirisup 
Parasitology Unit, Department of Pathology, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn 
University 
E-mail Address: sonthaya.t@chula.ac.th, sonthayatiaw@hotmail.com 
Project Period: 17 June 2013 -  16 June 2016  
 

The correlation between mosquito midgut microbiota and mosquito vector competence 
for Chikungunya virus (CHIKV) were investigated. Midgut microbiota of laboratory rearing and 
field collected Aedes albopictus were identified by using bacteriological and molecular 
techniques. Agrobacterium, Klebsiella, Micrococcus, Pandoraea, Pseudomonas, and 
Staphylococcus were identified from laboratory rearing Ae. albopictus. Different bacterial genera 
were also identified from filed collected mosquitoes from Singha, Chumphon, and Yala province. 
CHIKV infection in Ae. albopictus were conducted in this study. Percent infection, dissemination, 
and transmission in Ae. albopictus were 83, 71, and 42%, respectively after taking the blood 
meal with 102 CID50/ml of CHIKV. Percent infection, dissemination, and transmission in Ae. 
albopictus were 90, 87, and 70%, respectively after taking the blood meal with 103 CID50/ml of 
CHIKV. Percent infection, dissemination, and transmission in Ae. albopictus were 100, 100, and 
100%, respectively after taking the blood meal with 104 CID50/ml of CHIKV. Percent infection, 
dissemination, and transmission in Ae. albopictus were 100, 90, and 90%, respectively after 
taking the blood meal with 105 CID50/ml of CHIKV. Percent infection, dissemination, and 
transmission in Ae. albopictus were 100, 100, and 100%, respectively after taking the blood 
meal with 106 CID50/ml of CHIKV. The differences of bacteria diversity between infected and 
non-infected Ae. albopictus were studied. After taking the blood meal with 102 CID50/ml of 
CHIKV, the midgut bacteria found in infected mosquitoes were Arthrobacter, Corynebacterium, 
and Staphylococcus and the midgut bacteria found in non-infected mosquitoes was 
Staphylococcus. After taking the blood meal with 103 CID50/ml of CHIKV, the midgut bacteria 
found in infected mosquitoes was Acinetobacter and no midgut bacteria was found in non-
infected mosquitoes. After taking the blood meal with 104 CID50/ml of CHIKV, the midgut 
bacteria found in infected mosquitoes was Staphylococcus and no midgut bacteria was found in 
non-infected mosquitoes. After taking the blood meal with 105 CID50/ml of CHIKV, no midgut 
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bacteria was found in infected mosquitoes and the midgut bacteria found in non-infected 
mosquitoes were Corynebacterium and Staphylococcus. After taking the blood meal with 106 
CID50/ml of CHIKV, the midgut bacteria found in infected mosquitoes were Moraxella, 
Sinomonas, and Staphylococcus and the midgut bacteria found in non-infected mosquitoes were 
Actinomyces, Brachybacterium, and Staphylococcus.  
 
Keywords: Mosquito vector, Migut microbiota, Chikungunya virus  
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เน้ือหางานวิจยั 
 

บทน า 
 

เชื้อไวรสัชคิุนกุนยา (Chikungunya virus) เป็นเชื้อที่มยีุงเป็นแมลงพาหะน าโรคโดยจดัว่าเป็น
โรคอุบตัิซ ้า (re-emerging infectious disease) ส าหรบัประเทศไทยเนื่องจากโรคนี้เคยมกีารระบาดมา
ก่อนในประเทศไทยและไดก้ลบัมาระบาดอกีครัง้ในปัจจุบนั โดยพบว่าในบางพื้นที่นัน้โรคมคีวามรุนแรง
มากขึน้กว่าในอดตี เชื้อไวรสันี้สามารถพบได้ในประเทศต่างๆ ในทวปีแอฟรกิาและเอเชยี วฏัจกัรการ
ถ่ายทอดของเชื้อนี้เกี่ยวขอ้งกบัคนตดิเชือ้ สตัวต์ดิเชื้อ และยุงพาหะน าโรค ยุงที่ท าหน้าที่เป็นพาหะน า
โรคและเอื้อให้เชื้อมกีารเพิม่จ านวนที่ส าคญัคอืยุงลาย อย่างไรก็ตามยุงชนิดอื่นก็อาจจะท าหน้าที่เป็น
พาหะน าโรคและเอื้อใหเ้ชือ้มกีารเพิม่จ านวนของเชื้อได้เช่นกนั การศกึษาเกี่ยวกบัศกัยภาพของยุงชนิด
ต่างๆ ในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสันี้ยงัคงตอ้งมกีารศกึษาต่อไป 

เชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาก่อใหเ้กดิอตัราการตายต ่าแต่อตัราการตดิเชือ้สงูในคน อาการทีพ่บในผูป่้วย
ติดเชื้อ ได้แก่ การมีผื่นแดง ไข้ และการปวดตามข้อต่างๆ ซึ่งส่งผลต่อการด าเนินชีวิตของผู้ป่วย 
สามารถพบเชื้อนี้ในกระแสเลอืดของผู้ป่วยประมาณ 1 สปัดาห์ หลงัจากที่ได้รบัเชื้อ แต่เชื้อในกระแส
เลอืดของผู้ป่วยนัน้มปีรมิาณที่สูงมากพอที่จะก่อให้เกิดการติดเชื้อในยุงหลงัจากที่ยุงมาดูดเลอืดจาก
ผู้ป่วยได้ และท าให้ยุงกลายเป็นพาหะที่สามารถน าเชื้อได้ เชื้อไวรสันี้ไม่ได้รบัความสนใจมาเป็น
เวลานาน แต่เชือ้นี้ไดก้ลบัมาระบาดใหม่ในหลายพืน้ทีใ่นหลายประเทศตัง้แต่ประมาณปี พ.ศ. 2543 การ
เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของเชื้อ รวมทัง้การเปลี่ยนแปลงของนิเวศวิทยาของยุงอาจจะเป็นสาเหตุที่
ก่อให้เกดิการระบาดของเชื้อนี้มากขึน้ เชื้อไวรสัชคิุนกุนยานี้ได้เกดิการอุบตัซิ ้าในประเทศไทยโดยที่ได้
เกดิการระบาดของเชือ้นี้ในเขตพืน้ทีภ่าคใตข้องประเทศไทยในระหว่างเดอืนกนัยายน พ.ศ. 2551 และได้
เกิดการระบาดของเชื้อนี้ไปยงัพื้นที่ต่างๆ ของประเทศไทย โดยในปี พ.ศ. 2551 พบว่ามผีู้ป่วยเป็น
จ านวนประมาณ 2,433 คน ในปี พ.ศ. 2552 พบว่ามผีู้ป่วยเป็นจ านวนประมาณ 49,069 คน และในปี 
พ.ศ. 2553 พบว่ามผีูป่้วยเป็นจ านวนประมาณ 1,533 คน 

เชื้อไวรสัชิคุนกุนยาที่ได้เกิดการระบาดในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2551 นัน้มีลักษณะและ
คุณสมบตัทิีค่ลา้ยคลงึกบัเชือ้ไดเ้กดิการระบาดในประเทศอนิเดยีในในปี พ.ศ. 2550 และเชือ้ทีไ่ดเ้กดิการ
ระบาดในประเทศสงิคโปรใ์นปี พ.ศ. 2551 นอกเหนือไปจากคนตดิเชือ้แลว้นัน้ ยงัพบว่าสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ย
นมอาจจะมบีทบาทที่ส าคญัในนิเวศวทิยาของเชื้อนี้ในธรรมชาต ิและเนื่องจากในปัจจุบนันี้การเดนิทาง
ระหว่างประเทศต่างๆ สามารถเกดิขึน้ไดใ้นระยะเวลาอนัสัน้ซึง่อาจส่งผลใหเ้กดิการระบาดของเชือ้ต่างๆ 
ไดใ้นระยะเวลาอนัสัน้ แมว้่าสถานการณ์ของการระบาดของเชือ้นี้ในประเทศไทยไดเ้บาบางลงแต่อยา่งไร
กต็ามประชาชนและเจา้หน้าทีท่างสาธารณสุขยงัคงต้องใหค้วามส าคญักบัเชือ้นี้ซึง่อาจจะเกดิการระบาด
ขึน้มาอกีในอนาคต 

ปัจจยัที่มผีลต่อการติดเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาในยุงนัน้มหีลายปัจจยัด้วยกนั ปัจจยัภายนอกและ
ปัจจยัภายในของยงุลว้นส่งผลต่อศกัยภาพของยุงในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา ศกัยภาพของ
ยงุในการเป็นพาหะของเชือ้บ่งชีถ้งึความสามารถของยุงพาหะในการไดร้บัเชือ้ เอื้อใหเ้ชือ้เกดิการพฒันา 
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และสามารถส่งผ่านเชือ้จากโฮสต์หนึ่งไปสู่อกีโฮสต์หนึ่งได ้ศกัยภาพของยุงในการเป็นพาหะของเชือ้จะ
แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของยุง รวมทัง้ยังอาจแตกต่างกันระหว่างยุงของพื้นที่ต่างๆ อีกด้วย 
นอกจากนี้ปัจจยัอื่นทีส่่งผลต่อศกัยภาพของยุงในการเป็นพาหะของเชื้อคอืปัจจยัทางสิง่แวดลอ้ม ไดแ้ก่ 
ความถีข่องของโฮสตแ์ละยงุทีจ่ะมโีอกาสไดม้าเจอกนั และปรมิาณของยงุในแต่ละพืน้ที ่

ยุงแต่ละชนิดจะมศีกัยภาพในการเป็นพาหะของเชื้อไวรสัชิคุนกุนยาที่แตกต่างกนั และยุงบาง
ชนิดเท่านัน้ทีจ่ะมศีกัยภาพในการเป็นพาหะของเชือ้ การตดิเชือ้ในยุงจะเกดิขึน้เมือ่ยงุไปดดูเลอืดจากคน
หรอืสตัว์ติดเชื้อโดยเฉพาะอย่างยิง่คนติดเชื้อที่มรีะดบัของเชื้อในกระแสเลอืดที่สูง เชื้อจะเข้าไปเพิ่ม
จ านวนในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุง และเชื้อจะเคลื่อนที่และไปเพิ่มจ านวนอกีครัง้ในต่อม
น ้าลายของยุง โดยจะพบเชือ้เป็นจ านวนมากในต่อมน ้าลายของยุงและยุงจะถ่ายทอดเชือ้ในระหว่างทีไ่ป
ดูดเลอืดจากโฮสต์ถดัไป แมว้่ายุงแต่ละตวัจะไดร้บัเชื้อในปรมิาณทีเ่ท่ากนัแต่การพฒันาและเพิม่จ านวน
ของเชือ้ในยุงแต่ละตวันัน้จะแตกต่างกนัไป รวมทัง้ยุงแต่ละตวักจ็ะมปีรมิาณของเชือ้ในน ้าลายทีแ่ตกต่าง
กนัและจะมคีวามสามารถในการถ่ายทอดเชือ้ทีแ่ตกต่างกนั 

การตดิเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาในยุงแต่ละชนิดและจากแต่ละพื้นที่ของประเทศไทยอาจจะแตกต่าง
กันซึ่งมีความจ าเป็นอย่างยิง่ต้องท าการศึกษาและต้องท าความเข้าใจเพื่อก่อให้เกิดความเข้าใจใน
นิเวศวทิยาของเชื้อนี้ รวมทัง้ปัจจยัต่างๆ ที่จะมผีลต่อศักยภาพของยุงในการเป็นพาหะของเชื้อนี้ใน
ประเทศไทย ความสมัพนัธข์องเชือ้แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงและศกัยภาพของยุงในการ
เป็นพาหะของเชือ้ในประเทศไทยมคีวามจ าเป็นอย่างยิง่ทีต่้องท าการศกึษา การตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา
และเชือ้แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงของประเทศไทยไดท้ าการศกึษาในงานวจิยันี้ ผลผลติที่
ไดจ้ากการศกึษานี้จะมบีทบาทที่ส าคญัในการอธบิายถงึการระบาดของเชือ้นี้ในประเทศไทย รวมถงึการ
วางแผนในการป้องกนัและควบคุมโรคเพื่อลดอตัราการติดเชื้อในคนรวมทัง้ลดอัตราการสูญเสียทาง
เศรษฐกจิในอนาคต ผลผลติที่ได้จากการศึกษานี้ไม่เพยีงแต่จะสามารถอธบิายถึงนิเวศวทิยาของเชื้อ
ไวรสัชคิุนกุนยาเท่านัน้แต่ยงัอาจสามารถช่วยอธบิายถึงนิเวศวทิยาของเชือ้ไวรสัชนิดอื่นทีม่ยีงุเป็นพาหะ
ในการน าโรคอกีดว้ย 
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วิธีการทดลอง 
 

1. การศึกษาชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยงุลายสวน ยงุลายบ้าน 
และยงุร าคาญ 
 

1.1 ตวัอย่างยงุ 
 

 ยงุลายสวน 
ท าการศึกษาแบคทีเรยีในระบบทางเดินอาหารส่วนกลาง (midgut) ของยุงลายสวน (Aedes 

albopictus) ทีจ่บัมาจากจงัหวดัสงิหบ์ุร ี10 ตวัอยา่ง อ าเภอปะทวิ จงัหวดัชุมพร 16 ตวัอย่าง อ าเภอหลงั
สวน จงัหวัดชุมพร 18 ตัวอย่าง จังหวัดยะลา 28 ตัวอย่าง และยุงลายสวนที่ท าการเพาะเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการ 28 ตัวอย่าง การเก็บตัวอย่างยุงจากพื้นที่นัน้ท าโดยใช้กับดักยุงชนิด BG-Sentinel 
mosquito trap (Biogents®, Germany) 
 

ยงุลายบ้าน 
 ท าการศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายบา้น (Aedes aegypti) โดย
ประกอบไปดว้ยยุงจ านวน 2 กลุ่ม คอืยุงทีเ่พาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร และยุงที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่ การ
เก็บตัวอย่างยุงจากพื้นที่นั ้นท าโดย ใช้กับดักยุงชนิด  BG-Sentinel mosquito trap (Biogents®, 
Germany) โดยเก็บยุงจาก 2 พื้นที่ในกรุงเทพมหานคร คือ เขตสวนหลวงและเขตหลกัสี่ ซึ่งจ านวน
ตวัอย่างยุงที่ใช้ในการศกึษามดีงันี้ ยุงลายบ้านที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบตักิาร 16 ตวัอย่าง ยุงลายบ้าน
จากพื้นทีเ่ขตสวนหลวง 5 ตวัอย่าง ยุงลายบา้นจากพื้นที่เขตหลกัสี ่7 ตวัอย่าง ยุงลายจากอ าเภอปะทวิ 
จงัหวดัชุมพร จ านวน 2 ตวัอยา่ง และจากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร จ านวน 4 ตวัอยา่ง 
 

ยงุร าคาญ 
 ท า ก า ร ศึ ก ษ า แ บ ค ที เ รี ย ใน ร ะ บ บ ท า ง เดิ น อ า ห า ร ส่ ว น ก ล า ง ข อ ง ยุ ง ร า ค าญ  
(Culex quinquefasciatus) โดยประกอบไปด้วยยุงจ านวน 2 กลุ่ม คอืยุงที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตัิการ 
และยุงที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่ การเก็บตัวอย่างยุงจากพื้นที่นัน้ท าโดยใช้กับดักยุงชนิด BG-Sentinel 
mosquito trap (Biogents®, Germany) โดยเก็บยุงจาก 2 พื้นที่ในกรุงเทพมหานคร คอื เขตสวนหลวง
และเขตหลกัสี ่ซึง่จ านวนตวัอย่างยุงที่ใชใ้นการศกึษามดีงันี้ ยุงร าคาญทีเ่พาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 11 
ตวัอยา่ง ยงุร าคาญจากพืน้ทีเ่ขตสวนหลวง 10 ตวัอยา่ง และยงุร าคาญจากพืน้ทีเ่ขตหลกัสี ่11 ตวัอยา่ง 
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1.2 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียโดยวิธีทางแบคทีเรียวิทยาในระบบทางเดินอาหาร
ส่วนกลางของยงุ 

 
น าตวัอย่างยุงมาศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางด้วยวธิทีางแบคทเีรยีวทิยา 

โดยการท าใหยุ้งตายโดยใชค้วามเยน็ แลว้น ายุงทีไ่ดม้าลา้งในอลักอฮอลท์ีม่คีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 70 เป็น
เวลา 5 นาที และน ามาล้างด้วย phosphate buffer saline (pH 7.0) (Gonzalez-Ceron et al., 2003) 
หลงัจากนัน้ท าการช าแหละเอาส่วนของระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงออกมาและน ามาบดใน
สารละลาย glycerol ที่มคีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 60 จ านวน 300 ไมโครลติร และเกบ็ตวัอย่างที่ได้ไวท้ี่ -80 
องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน าตวัอยา่งทีไ่ดม้าท าการศกึษาต่อไป   

น าตวัอย่างทางเดนิอาหารของยุงจ านวน 100 ไมโครลติร เกลี่ยลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
TSA ที่ผสมด้วยเลอืดแกะรอ้ยละ 5 และจานอาหารเลีย้งเชื้อชนิด McConkey แล้วน าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ศึกษาลกัษณะและจ านวนของเชื้อแบคทีเรยีที่ขึ้นบนจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ รวมทัง้ท าการเขีย่เชือ้แบคทเีรยีทีเ่ป็นโคโลนีเดีย่วๆ ออกมายอ้มสเีพื่อศกึษาชนิดแกรม
ของเชือ้แบคทเีรยี (gram staining) 
 ท าการเพิม่จ านวนเชื้อแบคทีเรยีที่ได้โดยการเขี่ยจากโคโลนีเดี่ยวๆ แล้วน าไปป้ายลงบนจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ชนิด TSA แลว้น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เกบ็จาน
อาหารเลีย้งเชือ้ที ่4 องศาเซลเซยีส แลว้จงึท าการเพิม่จ านวนเชือ้แบคทเีรยีอกีครัง้เพื่อเตรยีมไปสกดัสาร
พนัธุกรรม (DNA) โดยการเขี่ยโคโลนีเดี่ยวๆ จ านวน 1 โคโลนีใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB 
broth) จ านวน 2 มลิลลิติร แลว้น าไปบ่มในตู้เขย่า (shaker incubator) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้
น าเชื้อดงักล่าวไปสกดัสารพนัธุกรรม และเพิม่จ านวนด้วยวธิทีางอณูชวีวทิยา (PCR) ต่อไปเพื่อท าให้
สามารถระบุชนิดของแบคทเีรยีไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 
 

1.3 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงโดยวิธีทางอณู
ชีววิทยา 
 

ท าการแยกสารพนัธุกรรม (DNA) จากตัวอย่างแบคทเีรยีโดยการต้ม โดยน าแบคทีเรยีทีเพิ่ม
ปรมิาณใน LB broth มาปัน่เหวีย่งที ่14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ีน าตะกอนทีไ่ดม้าลา้งในน ้ากลัน่และ
น าไปปัน่เหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้จงึละลายตะกอนในน ้ากลัน่จ านวน 40 
ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วท าให้เย็นโดยแช่ใน
น ้าแขง็และน าไปปัน่เหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้ดูดเก็บส่วนใสด้านบน (สาร
พนัธุกรรม) และเก็บตวัอย่างของสารพนัธุกรรมที่ได้ไว้ที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน ามา
ตรวจหาชนิดของเชือ้แบคทเีรยี  
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ท าการตรวจหาชนิดของเชือ้แบคทเีรยี (16 s rRNA) จากตวัอย่างที่สกดัได้ดว้ยวธิ ีpolymerase 
chain reaction (PCR) โดยที่ใช้วธิ ีPCR จ านวน 2 ปฏกิิรยิา ซึ่งใช้ primer ที่มลี าดบัเบสที่แตกต่างกนั
จ านวน 2 คู่ และท าการเพิม่ปรมิาณของสารพนัธุกรรมทีอุ่ณหภูมทิีแ่ตกต่างกนั 
 

วิธี PCR ปฏิกิริยาท่ี 1 
 

Primer ที่ ใช้คือ  16 s-F 5‘-AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’ และ 16 s-R 5’-GCT ACC 
TTG TTA CGA CTT C-3’ (Dinparast Djadid et al., 2011) โดยในปฏิกิรยิาประกอบไปด้วยตัวอย่าง
สารพนัธุกรรม (template DNA) จ านวน 1.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (Platinum Taq DNA 
polymerase high fidelity, Invitrogen) จ านวน 0.2 ไมโครลติร 10X PCR buffer จ านวน 2.5 ไมโครลติร 
10 mM dNTP จ านวน 0.5 ไมโครลติร 50 mM MgSO4 จ านวน 1 ไมโครลติร Forward primer จ านวน 
1 ไมโครลติร หรอื 10 M Reverse primer จ านวน 1 ไมโครลติร หรอื 10 M และน ้ากลัน่จ านวน 17.3 
ไมโครลติร 

การศึกษานี้ประกอบไปด้วยขัน้ตอน initial denaturation ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 2 นาท ีจ านวน 1 รอบ และตามด้วยขัน้ตอน PCR amplification ซึ่งจะแบ่งเป็นการท า
ภายใต้อุณหภูมทิี่แตกต่างกนั 3 ขัน้ตอน คอื ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
แล้วจงึเปลี่ยนเป็นที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วนิาที และที่ภายใต้อุณหภูม ิ68 
องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 1 นาท ี30 วนิาท ีโดยในขัน้ตอนนี้จะท าดว้ยกนัทัง้หมด 35 รอบ ขัน้ตอน
สุดทา้ยคอื final extension ซึ่งจะท าภายใต้อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 10 นาท ีจ านวน 
1 รอบ แลว้จงึลดอุณหภูมลิงเหลอืที ่4 องศาเซลเซยีส และคงไวท้ี่อุณหภูมนิัน้ก็จะไดเ้ป็นผลติภณัฑพ์ซีี
อาร ์(PCR product)  

น าผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีไ่ด้มาผสมกบั loading buffer (BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 
Invitrogen, USA) จ านวน 6 ไมโครลติร และน าส่วนผสมดงักล่าวทีไ่ดจ้ านวน 10 ไมโครลติร มาผ่าน
กระบวนการ electrophoresis ทีร่ะดบัไฟฟ้า 120 โวลท ์ เป็นระยะเวลา 40 นาท ี โดยใช ้ agarose 
(Ultrapure agarose, Invitrogen, USA)  ทีม่รีะดบัความเขม้ขน้รอ้ยละ 2 ใน TAE buffer โดยที่
ผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีไ่ดม้ขีนาด 1.5 kilobase pairs และน าไปศกึษาถงึล าดบัเบส (DNA sequencing) 
เพื่อบ่งชีช้นิดของแบคทเีรยีต่อไป 

 
วิธี PCR ปฏิกิริยาท่ี 2 

 
Primer ที่ ใ ช้ คื อ  forward primer 63f 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’ แ ล ะ 

reverse primer 1387r 5’-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’ (Marchesi et al., 1998) โ ด ย ใน
ปฏิกิรยิาประกอบไปด้วยตัวอย่างสารพันธุกรรม (template DNA) จ านวน 1.5 ไมโครลิตร Taq DNA 
polymerase (Platinum Taq DNA polymerase high fidelity, Invitrogen) จ านวน 0.2 ไมโครลิตร 10X 
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PCR buffer จ านวน 2.5 ไมโครลติร 10 mM dNTP จ านวน 0.5 ไมโครลติร 50 mM MgSO4 จ านวน 1 
ไมโครลติร Forward primer จ านวน 1 ไมโครลติร หรอื 10 M Reverse primer จ านวน 1 ไมโครลติร 
หรอื 10 M และน ้ากลัน่จ านวน 17.3 ไมโครลติร 

การศึกษานี้ประกอบไปด้วยขัน้ตอน initial denaturation ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 2 นาท ีจ านวน 1 รอบ และตามด้วยขัน้ตอน PCR amplification ซึ่งจะแบ่งเป็นการท า
ภายใต้อุณหภูมทิี่แตกต่างกนั 3 ขัน้ตอน คอื ภายใต้อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ีแล้ว
จงึเปลี่ยนเป็นที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 นาที และที่ภายใต้อุณหภูม ิ72 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 นาที 30 วินาที โดยในขัน้ตอนนี้จะท าด้วยกันทัง้หมด 30 รอบ ขัน้ตอน
สุดทา้ยคอื final extension ซึง่จะท าภายใตอุ้ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 5 นาท ีจ านวน 1 
รอบ แลว้จงึลดอุณหภูมลิงเหลอืที ่4 องศาเซลเซยีส และคงไวท้ีอุ่ณหภมูนิัน้กจ็ะไดเ้ป็นผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ 
(PCR product)  

น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ ได้ มาผสมกับ  loading buffer (BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 
Invitrogen, USA) จ านวน 6 ไมโครลติร และน าส่วนผสมดงักล่าวที่ได้จ านวน 10 ไมโครลติร มาผ่าน
กระบวนการ electrophoresis ที่ระดับไฟฟ้า 110 โวลท์ เป็นระยะเวลา 40 นาที โดยใช้ agarose 
(Ultrapure agarose, Invitrogen, USA)  ที่ มีระดับความ เข้มข้น ร้อยละ 2 ใน  TAE buffer โดยที่
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้มขีนาด 1.3 kilobase pairs และน าไปศึกษาถึงล าดบัเบส (DNA sequencing) 
เพื่อบ่งชีช้นิดของแบคทเีรยีต่อไป  
 
2. การศึกษาการติดเช้ือไวรสัชิคนุกนุยาในหนูไมซ์ชนิด BALB/c และชนิด ICR 
 
 เนื่องจากคณะผู้วิจยัมีความต้องการที่จะใช้หนูทดลองเป็นแหล่งของเชื้อเพื่อใช้ในการศึกษา
เกี่ยวกบัศกัยภาพของยุงลายสวนในการเป็นพาหะของเชื้อไวรสัชคิุนกุนยา จงึได้ท าการศกึษาถงึระดบั
ของเชือ้ในหนูทดลองว่ามคีวามเป็นไปไดห้รอืไมท่ีจ่ะใชห้นูทดลองตดิเชือ้เป็นแหล่งของเชือ้ในการทดลอง
ถดัไป การศกึษานี้ได้ผ่านการพจิารณาของคณะกรรมการควบคุมดูแลการเลีย้งและการใช้สตัว์เพื่องาน
ทางวทิยาศาสตร ์คณะสตัวแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เลขที ่13310043 
 

2.1 เช้ือไวรสัชิคนุกนุยา 
  

เชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาทีจ่ะน ามาใชใ้นการศกึษานี้เป็นเชือ้ไวรสัทีไ่ดม้าจากผูป่้วยในประเทศไทยใน
ระหว่างที่เกิดการระบาดของเชื้อในปี พ.ศ. 2553 (Thailand 2010 strain Chikungunya virus) และได้
น ามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตักิารของหน่วยปรสติวทิยา ภาควชิาพยาธวิทิยา คณะสตัวแพทยศาสตร ์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยได้รบัความอนุเคราะห์เชื้อไวรสัชิคุนกุนยาจากคณะแพทยศาสตร ์
จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
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 2.2 สตัวท์ดลอง 
  

ท าการฉีดเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาใหก้บัหนูไมซช์นิด BALB/c และชนิด ICR หลงัจากนัน้ในแต่ละวนั
ได้ท าการเจาะเลอืดจากหนูและตรวจหาการติดเชื้อและปรมิาณของเชื้อในกระแสเลอืดของหนู  โดยมี
รายละเอยีดดงัต่อไปนี้ 
 

การศึกษาท่ี 1  
ท ำกำรฉีดเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำปรมิำณ 0.2 มลิลลิติร เขำ้ช่องทอ้งของหนูไมซ์ชนิด BALB/c และ

ชนิด ICR โดยควำมเขม้ขน้ของเชื้อที่ใช้คอื 105.6 CID50/ml และท ำกำรตรวจหำเชื้อในกระแสเลอืดของ
ห นู ทุ ก วัน  เป็ น เว ล ำ  4 วัน  นั บ จำก วัน ที่ ฉี ด เชื้ อ  โด ยต รวจห ำเชื้ อ ด้ วย วิธี  RT-PCR แล ะ 
immunocytochemistry  

 
การศึกษาท่ี 2  
ท ำกำรฉีดเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำปรมิำณ 0.2 มลิลลิติร เขำ้ช่องทอ้งของหนูไมซ์ชนิด BALB/c โดย

ควำมเขม้ขน้ของเชื้อที่ใช้คอื 106.5 CID50/ml และท ำกำรตรวจหำเชื้อในกระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็น
เวลำ 4 วนั นบัจำกวนัทีฉ่ีดเชือ้ โดยตรวจหำเชือ้ดว้ยวธิ ีRT-PCR และ Immunocytochemistry  
 

การศึกษาท่ี 3  
ท ำกำรศกึษำผลของ dexamethasone ต่อกำรตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำในหนูไมซ์ชนิด ICR โดยที่

แบ่งหนูไมซอ์ำย ุ4 สปัดำห ์ออกเป็นสองกลุ่ม หนูกลุ่มที ่1 จะไดร้บัน ้ำเกลอื (normal saline) จ ำนวน 0.1 
มิลลิลิต ร  ฉี ด เข้ำช่ อ งท้ อ ง เป็น เวลำ 14 วัน ก่อนที่ จะได้ร ับ เชื้ อ  ส่ วนห นูกลุ่ มที่  2 จะได้ ร ับ 
dexamethasone จ ำนวน 100 ไมโครกรมั (0.1 มิลลิลิตร) ฉีดเข้ำช่องท้อง เป็นเวลำ 14 วนัก่อนที่จะ
ไดร้บัเชือ้ หลงัจำกนัน้ท ำกำรฉีดเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำปรมิำณ 0.2 มลิลลิติร เขำ้ช่องทอ้งของหนูไมซ ์โดย
ควำมเขม้ขน้ของเชื้อที่ใช้คอื 107.0 CID50/ml และท ำกำรตรวจหำเชื้อในกระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็น
เวลำ 7 วนั นบัจำกวนัทีฉ่ีดเชือ้ โดยตรวจหำเชือ้ดว้ยวธิ ีRT-PCR และ immunocytochemistry  

 
2.3 การตรวจหาเช้ือโดยวิธีทางไวรสัวิทยา 

 
ท าการตรวจหาเชื้อไวรสัในซรีัม่ของหนูไมซ์โดยการน าตวัอย่างที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน Vero cell 

และท าการย้อมเซลล์เพื่อตรวจหาการติดเชื้อในเซลล์ด้วยวิธี immunocytochemistry การย้อมเซลล ์
สามารถท าได้โดยท าการ fix เซลล์ด้วย 4 % formaldehyde เป็นเวลาอย่างน้อย 25 นาท ีและล้างด้วย 
PBS-tween 0.5% จ านวน 3 ครัง้ ท าการผสม mouse monoclonal anti-chikungunya virus antibody 
กับ 1% BSA (bovine serum albumin ละลายใน PBS-tween 0.5%) ในอัตราส่วน 1:100 และเติม 
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antibody ลงใน 96 well ที่มเีซลล์อยู่ จ านวนหลุมละ 50 ไมโครลติร แล้วเกบ็ไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 
1-2 ชัว่โมง หลงัจากนัน้สะบดัสารออกแลว้ลา้งดว้ย PBS-tween 0.5% จ านวน 3 ครัง้ 

ผสม conjugate mouse anti- IgG กบั 1% BSA ในอตัราส่วน 1:300 แล้วเติมลงไปในเซลล์ใน 
96 well จ านวนหลุมละ 50 ไมโครลติร และเก็บไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้สะบดั
สารออกแลว้ลา้งดว้ย PBS-tween 0.5% จ านวน 3 ครัง้ 

ผสม substrate AEC ซึ่งประกอบไปด้วยสารละลาย AEC จ านวน 0.25 มลิลลิิตร สารละลาย 
acetate buffer จ านวน 4.75 มลิลลิติร และ 30% H2O20 จ านวน 5 ไมโครลติร และหยดลงไปในเซลล์ใน 
96 well จ านวนหลุมละ 50 ไมโครลติร และ incubate ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้
สะบดัสารละลายออก แลว้ลา้งดว้ยน ้าเปล่าจ านวน 3 ครัง้ สะบดัเพลทแลว้น าไปผึง่ใหแ้ห้ง น าไปตรวจดู
ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ 
 

2.4 การตรวจหาเช้ือไวรสัโดยวิธีทางอณูชีววิทยา 
 

ท าการตรวจหาเชื้อไวรสัในซรีัม่ของหนูไมซ์โดยการน าตวัอย่างที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน Vero cell 
หลงัจากนัน้ท าการสกดัสารพนัธุกรรมจากตวัอย่างน ้าเลี้ยงเซลล์ด้วยชุดสกดัสารพนัธุกรรมของไวรสั
ส าเรจ็รปู (viral nucleic acid extraction kit, Geneaid, Taiwan) เกบ็ตวัอย่างของสารพนัธุกรรมทีไ่ดไ้วท้ี่
อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน ามาตรวจหาเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในตวัอย่างทีส่กดัไดท้ าโดยใช้
วธิ ีreverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)  

Primer ที่ ใช้ ในการศึกษ าคือ  DVRChk-R 5’GGGCGGGTAGTCCATGTTGTAGA3’ แล ะ 
DVRChk-F 5’ACCGGCGTCTACCCATTCATGT3’ (Naresh Kumar et al., 2007) โดยในปฏิกิริยา
ประกอบไปด้วยตัวอย่างสารพันธุกรรมจ านวน ( template RNA) 1.5 ไมโครลิตร 2X reaction mix 
(dNTP 0.4 mM, MgSO4 3.2 mM) (Invitrogen, USA) จ านวน 12.5 ไมโครลิตร น ้ ากลัน่จ านวน 8 
ไมโครลิตร SuperScript III RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen, USA) จ านวน 1 ไมโครลิตร Forward 
และ Reverse primer อย่างละจ านวน 1 ไมโครลติร (10 µM) อุณหภูมขิองปฏกิริยิา RT-PCR ไดพ้ฒันา
จากวิธีของ Naresh Kumar และคณะ (2007) และ Theamboonlers และคณะ (2009) การศึกษานี้
ประกอบไปด้วย ขัน้ตอน cDNA synthesis ภายใต้อุณหภูม ิ48 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 30 นาท ี
จ านวน 1 รอบ จากนัน้เป็นขัน้ตอน denaturation ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 5 
นาท ีจ านวน 1 รอบ และตามด้วยขัน้ตอน PCR amplification ซึ่งจะแบ่งเป็นการท าภายใต้อุณหภูมทิี่
แตกต่างกนั 3 ขัน้ตอน คอื ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 วนิาท ีแลว้จงึเปลีย่นเป็นที่
อุณหภูม ิ56 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 45 วนิาท ีและที่ภายใต้อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 1 นาท ีโดยในขัน้ตอนนี้จะท าดว้ยกนัทัง้หมด 35 รอบ ขัน้ตอนสุดทา้ยคอื final extension ซึง่
จะท าภายใต้อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 7 นาท ีจ านวน 1 รอบ แล้วจงึลดอุณหภูมลิง
เหลอืที ่4 องศาเซลเซยีส และคงไวท้ีอุ่ณหภมูนิัน้กจ็ะไดเ้ป็นผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ (PCR product)  
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ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ ได้น ามาผสมกับ  loading buffer (BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 
Invitrogen, USA) จ านวน 6 ไมโครลติร และน าส่วนผสมดงักล่าวที่ได้จ านวน 10 ไมโครลติร มาผ่าน
กระบวนการ electrophoresis ที่ระดับไฟฟ้า 90 โวลท์ เป็นระยะเวลา 40 นาที โดยใช้ agarose 
(Ultrapure agarose, Invitrogen, USA)  ที่ มีระดับความ เข้มข้น ร้อยละ 2 ใน  TAE buffer โดยที่
ผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีไ่ดม้ขีนาด 330 base pairs 
 

3. การศึกษาความสมัพนัธ์ของชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของยุงลายสวนและ
ศกัยภาพของยงุลายสวนในการเป็นพาหะของเช้ือไวรสัชิคนุกนุยา 
  

3.1 เช้ือไวรสัชิคนุกนุยา 
 

เชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาทีจ่ะน ามาใชใ้นการศกึษานี้เป็นเชือ้ไวรสัทีไ่ดม้าจากผูป่้วยในประเทศไทยใน
ระหว่างที่เกิดการระบาดของเชื้อในปี พ.ศ. 2553 (Thailand 2010 strain Chikungunya virus) และได้
น ามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตักิารของหน่วยปรสติวทิยา ภาควชิาพยาธวิทิยา คณะสตัวแพทยศาสตร ์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยได้รบัความอนุเคราะห์เชื้อไวรสัชิคุนกุนยาจากคณะแพทยศาสตร ์
จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 

3.2 ตวัอย่างยงุ 
 

 ท าการศกึษาศกัยภาพของยุงลายสวน (Aedes albopictus) ในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสัชคิุน
กุนยา โดยใชยุ้งลายสวนทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิารของหน่วยปรสติวทิยา ภาควชิาพยาธวิทิยา 
คณะสตัวแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ท าการปล่อยใหยุ้งลายสวนทีม่อีายุประมาณ 7-10 วนั 
ได้รบัเชื้อผ่านทาง artificial membrane feeder โดยภายในอุปกรณ์นี้จะมขีองเหลวที่ประกอบไปด้วย
เลอืดแกะ 20% fetal bovine serum 1% sucrose และเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา (รปูที ่1) 
 

 
 

รปูท่ี 1 แสดงลกัษณะของ artificial membrane feeder 
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ท าการตรวจหาการตดิเชือ้ในยุงในวนัที่ 14 ภายหลงัจากการไดร้บัเชือ้ โดยท าการเก็บตวัอย่าง
น ้าลายจากยุง (รปูที ่2) หลงัจากนัน้ท าการช าแหละเอาส่วนล าตวัและส่วนขาออกมาเพื่อท าการตรวจหา
เชื้อไวรสั และท าการช าแหละเอาส่วนของระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงออกมา (รูปที่ 3) และ
น ามาบดในสารละลาย glycerol ที่มคีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 60 จ านวน 300 ไมโครลติร และเก็บตวัอย่างที่
ไดไ้วท้ี ่-80 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน าตวัอย่างทีไ่ดม้าท าการศกึษาหาเชือ้แบคทเีรยีในทางเดนิอาหาร
ต่อไป   
 การตรวจหาเชือ้ในส่วนล าตวั ส่วนขา และน ้าลายของยุง สามารถท าได้โดยการบดส่วนดงักล่าว
ใน 2% FBS-MEM จ านวน 500 ไมโครลิตร และหลังจากนัน้น าไปกรองผ่านฟิวเตอร์ที่มขีนาด 0.45 
ไมโครเมตร และน าไปลงใน Vero cell ที่ท าการเพาะเลี้ยงอยู่ภายใน 96-well plate หลงัจากนัน้ท าการ
ตรวจการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล์ (cytopathic effect; CPE) ภายใน 72-96 ชัว่โมง และศกึษาการติด
เชือ้ในเซลลโ์ดยใชว้ธิ ีimmunocytochemistry (ICC) และวธิทีางอณูชวีวทิยา 
 

 
 

รปูท่ี 2 แสดงการเกบ็ตวัอย่างน ้าลายจากยงุ 
 
 

 
 

รปูท่ี 3 แสดงการช าแหละเอาส่วนของระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุออกมา 
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3.3 การตรวจหาเช้ือโดยวิธีทางไวรสัวิทยา 
 

ท าการตรวจหาเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในส่วนล าตวั ส่วนขา และน ้าลายของยุง โดยการน าตวัอย่าง
ที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน Vero cell และท าการย้อมเซลล์เพื่ อตรวจหาการติดเชื้อในเซลล์ด้วยวิธ ี
immunocytochemistry (ICC) ซึ่งสามารถท าได้โดยท าการ fix เซลล์ด้วย 4 % formaldehyde เป็นเวลา
อย่างน้อย 25 นาที และล้างด้วย PBS-tween 0.5% จ านวน 3 ครัง้ ท าการผสม mouse monoclonal 
anti-chikungunya virus antibody กบั 1% BSA (bovine serum albumin ละลายใน PBS-tween 0.5%) 
ในอตัราส่วน 1:100 และเติม antibody ลงใน 96 well ที่มเีซลล์อยู่ จ านวนหลุมละ 50 ไมโครลติร แล้ว
เก็บไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง หลงัจากนัน้สะบดัสารออกแล้วล้างด้วย PBS-tween 0.5% 
จ านวน 3 ครัง้ 

ผสม conjugate mouse anti- IgG กบั 1% BSA ในอตัราส่วน 1:300 แล้วเติมลงไปในเซลล์ใน 
96 well จ านวนหลุมละ 50 ไมโครลติร และเก็บไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้สะบดั
สารออกแลว้ลา้งดว้ย PBS-tween 0.5% จ านวน 3 ครัง้ 

ผสม substrate AEC ซึ่งประกอบไปด้วยสารละลาย AEC จ านวน 0.25 มลิลลิิตร สารละลาย 
acetate buffer จ านวน 4.75 มลิลลิติร และ 30% H2O20 จ านวน 5 ไมโครลติร และหยดลงไปในเซลล์ใน 
96 well จ านวนหลุมละ 50 ไมโครลติร และ incubate ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้
สะบดัสารละลายออก แลว้ลา้งดว้ยน ้าเปล่าจ านวน 3 ครัง้ สะบดัเพลทแลว้น าไปผึง่ใหแ้ห้ง น าไปตรวจดู
ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ โดยพบว่าเซลลท์ีม่กีารตดิเชือ้จะตดิสแีดง (รปูที่ 4) 

 

  
  

Vero cell ทีไ่มม่กีารตดิเชือ้ Vero cell ทีม่กีารตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา 
 

รปูท่ี 4 แสดงลกัษณะของ Vero cell ทีไ่มม่กีารตดิเชือ้และมกีารตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา 
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3.4 การตรวจหาเช้ือไวรสัโดยวิธีทางอณูชีววิทยา 
 

ท าการตรวจหาเชื้อไวรสัในส่วนล าตวั ส่วนขา และน ้าลายของยุง โดยการน าตวัอย่างที่ได้มา
เพาะเลีย้งใน Vero cell หลงัจากนัน้ท าการสกดัสารพนัธุกรรมจากตวัอย่างน ้าเลีย้งเซลลด์ว้ยชุดสกดัสาร
พนัธุกรรมของไวรสัส าเร็จรูป (viral nucleic acid extraction kit, Geneaid, Taiwan) เก็บตัวอย่างของ
สารพนัธุกรรมที่ได้ไว้ที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาตรวจหาเชื้อไวรสัชิคุนกุนยาใน
ตวัอยา่งทีส่กดัไดท้ าโดยใชว้ธิ ีreverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)  

Primer ที่ ใช้ ในการศึกษ าคือ  DVRChk-R 5’GGGCGGGTAGTCCATGTTGTAGA3’ แล ะ 
DVRChk-F 5’ACCGGCGTCTACCCATTCATGT3’ (Naresh Kumar et al., 2007) โดยในปฏิกิริยา
ประกอบไปด้วยตัวอย่างสารพันธุกรรมจ านวน ( template RNA) 1.5 ไมโครลิตร 2X reaction mix 
(dNTP 0.4 mM, MgSO4 3.2 mM) (Invitrogen, USA) จ านวน 12.5 ไมโครลิตร น ้ ากลัน่จ านวน 8 
ไมโครลิตร SuperScript III RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen, USA) จ านวน 1 ไมโครลิตร Forward 
และ Reverse primer อย่างละจ านวน 1 ไมโครลติร (10 µM) อุณหภูมขิองปฏกิริยิา RT-PCR ไดพ้ฒันา
จากวิธีของ Naresh Kumar และคณะ (2007) และ Theamboonlers และคณะ (2009) การศึกษานี้
ประกอบไปด้วย ขัน้ตอน cDNA synthesis ภายใต้อุณหภูม ิ48 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 30 นาท ี
จ านวน 1 รอบ จากนัน้เป็นขัน้ตอน denaturation ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 5 
นาท ีจ านวน 1 รอบ และตามด้วยขัน้ตอน PCR amplification ซึ่งจะแบ่งเป็นการท าภายใต้อุณหภูมทิี่
แตกต่างกนั 3 ขัน้ตอน คอื ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 วนิาท ีแลว้จงึเปลีย่นเป็นที่
อุณหภูม ิ56 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 45 วนิาท ีและที่ภายใต้อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 1 นาท ีโดยในขัน้ตอนนี้จะท าดว้ยกนัทัง้หมด 35 รอบ ขัน้ตอนสุดทา้ยคอื final extension ซึง่
จะท าภายใต้อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 7 นาท ีจ านวน 1 รอบ แล้วจงึลดอุณหภูมลิง
เหลอืที ่4 องศาเซลเซยีส และคงไวท้ีอุ่ณหภมูนิัน้กจ็ะไดเ้ป็นผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ (PCR product)  

ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ ได้น ามาผสมกับ  loading buffer (BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 
Invitrogen, USA) จ านวน 6 ไมโครลติร และน าส่วนผสมดงักล่าวที่ได้จ านวน 10 ไมโครลติร มาผ่าน
กระบวนการ electrophoresis ที่ระดับไฟฟ้า 90 โวลท์ เป็นระยะเวลา 40 นาที โดยใช้ agarose 
(Ultrapure agarose, Invitrogen, USA)  ที่ มีระดับความ เข้มข้น ร้อยละ 2 ใน  TAE buffer โดยที่
ผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีไ่ดม้ขีนาด 330 base pairs 

 
3.5 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงโดยวิธีทาง

แบคทีเรียวิทยา 
 
น าตวัอย่างยุงมาศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางด้วยวธิทีางแบคทเีรยีวทิยา 

โดยการช าแหละเอาส่วนของระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงออกมาและน ามาบดในสารละลาย 
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glycerol ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 60 จ านวน 300 ไมโครลิตร และเก็บตัวอย่างที่ได้ไว้ที่ -80 องศา
เซลเซยีส จนกว่าจะน าตวัอยา่งทีไ่ดม้าท าการศกึษาต่อไป   

น าตวัอย่างทางเดนิอาหารของยุงจ านวน 100 ไมโครลติร เกลี่ยลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
TSA ที่ผสมด้วยเลอืดแกะรอ้ยละ 5 และจานอาหารเลีย้งเชื้อชนิด McConkey แล้วน าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ศึกษาลกัษณะและจ านวนของเชื้อแบคทีเรยีที่ขึ้นบนจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ รวมทัง้ท าการเขีย่เชือ้แบคทเีรยีทีเ่ป็นโคโลนีเดีย่วๆ ออกมาย้อมสเีพื่อศกึษาชนิดแกรม
ของเชือ้แบคทเีรยี (gram staining) 
 ท าการเพิม่จ านวนเชื้อแบคทีเรยีที่ได้โดยการเขี่ยจากโคโลนีเดี่ยวๆ แล้วน าไปป้ายลงบนจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ชนิด TSA แลว้น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เกบ็จาน
อาหารเลีย้งเชือ้ที ่4 องศาเซลเซยีส แลว้จงึท าการเพิม่จ านวนเชือ้แบคทเีรยีอกีครัง้เพื่อเตรยีมไปสกดัสาร
พนัธุกรรม (DNA) โดยการเขี่ยโคโลนีเดี่ยวๆ จ านวน 1 โคโลนีใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB 
broth) จ านวน 2 มลิลลิติร แลว้น าไปบ่มในตู้เขย่า (shaker incubator) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้
น าเชื้อดงักล่าวไปสกดัสารพนัธุกรรม และเพิม่จ านวนด้วยวธิทีางอณูชวีวทิยา (PCR) ต่อไปเพื่อท าให้
สามารถระบุชนิดของแบคทเีรยีไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 
 

3.6 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียโดยวิธีทางอณูชีววิทยาในระบบทางเดินอาหารของยงุ 
 
ท าการแยกสารพนัธุกรรม (DNA) จากตัวอย่างแบคทเีรยีโดยการต้ม โดยน าแบคทีเรยีทีเพิ่ม

ปรมิาณใน LB broth มาปัน่เหวีย่งที ่14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ีน าตะกอนทีไ่ดม้าลา้งในน ้ากลัน่และ
น าไปปัน่เหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้จงึละลายตะกอนในน ้ากลัน่จ านวน 40 
ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วท าให้เย็นโดยแช่ใน
น ้าแขง็และน าไปปัน่เหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้ดูดเก็บส่วนใสด้านบน (สาร
พนัธุกรรม) และเก็บตวัอย่างของสารพนัธุกรรมที่ได้ไว้ที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน ามา
ตรวจหาชนิดของเชือ้แบคทเีรยี  

ท าการตรวจหาชนิดของเชือ้แบคทเีรยี (16 s rRNA) จากตวัอย่างที่สกดัได้ดว้ยวธิ ีpolymerase 
chain reaction (PCR) โดยที่ใช้วธิ ีPCR จ านวน 2 ปฏกิิรยิา ซึ่งใช้ primer ที่มลี าดบัเบสที่แตกต่างกนั
จ านวน 2 คู่ และท าการเพิม่ปรมิาณของสารพนัธุกรรมทีอุ่ณหภูมทิีแ่ตกต่างกนั 
 

วิธี PCR ปฏิกิริยาท่ี 1 
 

Primer ที่ ใช้คือ  16 s-F 5‘-AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’ และ 16 s-R 5’-GCT ACC 
TTG TTA CGA CTT C-3’ (Dinparast Djadid et al., 2011) โดยในปฏิกิรยิาประกอบไปด้วยตัวอย่าง
สารพนัธุกรรม (template DNA) จ านวน 1.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (Platinum Taq DNA 
polymerase high fidelity, Invitrogen) จ านวน 0.2 ไมโครลติร 10X PCR buffer จ านวน 2.5 ไมโครลติร 
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10 mM dNTP จ านวน 0.5 ไมโครลติร 50 mM MgSO4 จ านวน 1 ไมโครลติร Forward primer จ านวน 
1 ไมโครลติร หรอื 10 M Reverse primer จ านวน 1 ไมโครลติร หรอื 10 M และน ้ากลัน่จ านวน 17.3 
ไมโครลติร 

การศึกษานี้ประกอบไปด้วยขัน้ตอน initial denaturation ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 2 นาท ีจ านวน 1 รอบ และตามด้วยขัน้ตอน PCR amplification ซึ่งจะแบ่งเป็นการท า
ภายใต้อุณหภูมทิี่แตกต่างกนั 3 ขัน้ตอน คอื ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
แล้วจงึเปลี่ยนเป็นที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วนิาที และที่ภายใต้อุณหภูม ิ68 
องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 1 นาท ี30 วนิาท ีโดยในขัน้ตอนนี้จะท าดว้ยกนัทัง้หมด 35 รอบ ขัน้ตอน
สุดทา้ยคอื final extension ซึ่งจะท าภายใต้อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 10 นาท ีจ านวน 
1 รอบ แลว้จงึลดอุณหภูมลิงเหลอืที ่4 องศาเซลเซยีส และคงไวท้ี่อุณหภูมนิัน้ก็จะไดเ้ป็นผลติภณัฑพ์ซีี
อาร ์(PCR product)  

ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ที่ ได้น ามาผสมกับ  loading buffer (BlueJuice™ Gel 
Loading Buffer, Invitrogen, USA) จ านวน 6 ไมโครลิตร และน าส่วนผสมดังกล่าวที่ได้จ านวน 10 
ไมโครลติร มาผ่านกระบวนการ electrophoresis ทีร่ะดบัไฟฟ้า 120 โวลท์ เป็นระยะเวลา 40 นาท ีโดย
ใช้ agarose (Ultrapure agarose, Invitrogen, USA)  ที่มีระดับความเข้มข้นร้อยละ 2 ใน TAE buffer 
โดยที่ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ ได้มีขนาด 1.5 kilobase pairs และน าไปศึกษาถึงล าดับ เบส  (DNA 
sequencing) เพื่อบ่งชีช้นิดของแบคทเีรยีต่อไป 

 
วิธี PCR ปฏิกิริยาท่ี 2 

 
Primer ที่ ใ ช้ คื อ  forward primer 63f 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’ แ ล ะ 

reverse primer 1387r 5’-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’ (Marchesi et al., 1998) โ ด ย ใน
ปฏิกิรยิาประกอบไปด้วยตัวอย่างสารพันธุกรรม (template DNA) จ านวน 1.5 ไมโครลิตร Taq DNA 
polymerase (Platinum Taq DNA polymerase high fidelity, Invitrogen) จ านวน 0.2 ไมโครลิตร 10X 
PCR buffer จ านวน 2.5 ไมโครลติร 10 mM dNTP จ านวน 0.5 ไมโครลติร 50 mM MgSO4 จ านวน 1 
ไมโครลติร และน ้ากลัน่  

การศึกษานี้ประกอบไปด้วยขัน้ตอน initial denaturation ภายใต้อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 2 นาท ีจ านวน 1 รอบ และตามด้วยขัน้ตอน PCR amplification ซึ่งจะแบ่งเป็นการท า
ภายใต้อุณหภูมทิี่แตกต่างกนั 3 ขัน้ตอน คอื ภายใต้อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ีแล้ว
จงึเปลี่ยนเป็นที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 นาที และที่ภายใต้อุณหภูม ิ72 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 นาที 30 วินาที โดยในขัน้ตอนนี้จะท าด้วยกันทัง้หมด 30 รอบ ขัน้ตอน
สุดทา้ยคอื final extension ซึง่จะท าภายใตอุ้ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 5 นาท ีจ านวน 1 
รอบ แลว้จงึลดอุณหภูมลิงเหลอืที ่4 องศาเซลเซยีส และคงไวท้ีอุ่ณหภมูนิัน้กจ็ะไดเ้ป็นผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ 
(PCR product)  
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ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์  (PCR product) ที่ ได้น ามาผสมกับ  loading buffer (BlueJuice™ Gel 
Loading Buffer, Invitrogen, USA) จ านวน 6 ไมโครลิตร และน าส่วนผสมดังกล่าวที่ได้จ านวน 10 
ไมโครลติร มาผ่านกระบวนการ electrophoresis ทีร่ะดบัไฟฟ้า 110 โวลท์ เป็นระยะเวลา 40 นาท ีโดย
ใช้ agarose (Ultrapure agarose, Invitrogen, USA)  ที่มีระดับความเข้มข้นร้อยละ 2 ใน TAE buffer 
โดยที่ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ ได้มีขนาด 1.3 kilobase pairs และน าไปศึกษาถึงล าดับ เบส  (DNA 
sequencing) เพื่อบ่งชีช้นิดของแบคทเีรยีต่อไป  
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ผลการทดลอง 
 
1. การศึกษาชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน ยุงลายบ้าน 
และยงุร าคาญ 
 
ชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยงุลายสวน 

 

ท าการศกึษาแบคทีเรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes albopictus ที่
จบัมาจากจงัหวดัสงิห์บุร ีจ านวน 10 ตวัอย่าง ผลการศึกษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตัิ และจ านวน
โคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่1 

 
ตารางท่ี 1 ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes 

albopictus ทีจ่บัมาจากจงัหวดัสงิหบ์ุร ี 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี
ของแบคทีเรีย 

(ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 

No.1 Circular rough pulvinate and 
stringy 

3 บวก Bacillus subtilis 
 

Circular smooth transparency  
(ไม่สามารถ subculture) 

3 - - 

Circular smooth opaque 3 ลบ Serratia marcescens 

Circular smooth transparency  
(ไม่สามารถ subculture) 

6 - - 

No.2 ไม่พบเชือ้ - - - 

No.3 ไม่พบเชือ้ - - - 

No.4 Circular smooth translucent 66 ลบ Staphylococcus hominis 

No.5 ไม่พบเชือ้ - - - 
No.6 Circular smooth transparency 294 ลบ - 

Circular smooth opaque  249 บวก - 

Circular smooth translucent 3 บวก - 
No.7 ไม่พบเชือ้ - - - 

No.8 ไม่พบเชือ้ - - - 

No.9 ไม่พบเชือ้ - - - 

No.10 Circular smooth opaque 1 บวก Bacillus spp. 
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ท าการศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes albopictus ที่
จบัมาจากอ าเภอปะทวิ จงัหวดัชุมพร จ านวน 16 ตวัอยา่ง ผลการศกึษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและ
จ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่2 
 

ตารางท่ี 2 ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes 
albopictus ทีจ่บัมาจากอ าเภอปะทวิ จงัหวดัชุมพร 
 

ตวัอยา่งยุง โคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 Type 1.2 15 - 

Type 1.3 120 - 

Type 1.4 114 - 

Type 1.5 12 - 

No.2 Type 2.1 3 - 

Type 2.3 87 - 

No.3 Type 3.1 >2,000 - 

Type 3.2 >2,000 - 

No.4 Type 4.1 15 - 

Type 4.1 12 - 

Type 4.3 438 - 

Type 4.4 756 - 

Type 4.5 12 - 

No.5 Type 5.1 246 - 

Type 5.1 18 - 

Type 5.3 3 - 

No.6 Type 6.2 15 Microbacterium spp. 

No.7 Type 7.1 156 - 

No.8 - - - 

No.9 Type 9.1 3 - 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน 
Aedes albopictus ทีจ่บัมาจากจงัหวดัชุมพร 
 

ตวัอยา่งยุง โคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.10 Type 10.1 279 - 

Type 10.2 273 - 

Type 10.3 3,336 - 

No.11 Type 11.1 51 - 

Type 11.2 9 - 

No.12 Type 12.1 3 - 

Type 12.2 96 - 

No.13 - - - 

No.14 - - - 

No.15 - - - 

No.16 Type 16.1 3 - 

Type 16.2 2,391 - 
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ท าการศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes albopictus ที่
จบัมาจากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร จ านวน 18 ตวัอย่าง ผลการศกึษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิ
และจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่3 
 

ตารางท่ี 3 ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes 
albopictus ทีจ่บัมาจากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร 

 
ตวัอยา่ง

ยุง 
โคโลนีของ
แบคทีเรีย 

จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 Type 1.1 3 ลบ Acinetobacter spp. 
Type 1.2 3 ลบ Chryseobacterium spp. 

Type 1.3 9 ลบ Providencia spp. 
No.2 Type 3.1 3 ลบ Providencia spp. 

Type 3.2 3 บวก Micrococcus spp. 
Type 3.3 6 บวก - 

No.3 Type 3.1 3 ลบ Pantoea dispersa 

Type 3.2 3 ลบ Providencia spp. 
No.4 Type 4.1 3 ลบ Erwinia spp. 
No.5 Type 5.1 135 - - 

Type 5.2 228 ลบ - 
No.6 Type 6.1 - - - 

No.7 Type 7.1 - - - 
No.8 Type 8.1 3 บวก Microbacterium spp. 
No.9 Type 9.1 - - - 
No.10 Type 10.1 12 ลบ - 
No.11 Type 11.1 18 ลบ Psuedomonas spp. 
No.12 Type 12.1 3 ลบ Acinetobacter spp. 

Type 12.2 6 บวก Staphylococcus epidermidis 

No.13 Type 13.1 3 ลบ Psuedomonas spp. 
Type 13.2 9 ลบ - 

No.14 Type 14.1 6 ลบ Psuedomonas spp. 
No.15 Type 15.1 - - - 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน 
Aedes albopictus ทีจ่บัมาจากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร 
 

ตวัอยา่ง
ยุง 

โคโลนีของ
แบคทีเรีย 

จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.16 Type 16.1 3 ลบ - 
Type 16.2 24 ลบ - 

Type 16.3 24 ลบ - 

No.17 Type 17.1 15 ลบ Providencia spp. 
Type 17.2 15 บวก Micrococcus spp. 

No.18 Type 18.1 3 บวก Micrococcus spp. 
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ท าการศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes albopictus ที่
จบัมาจากจงัหวดัยะลา จ านวน 28 ตวัอย่าง ที่จบัมาจากจงัหวดัยะลา ผลการศึกษาเกี่ยวกบัลกัษณะ 
คุณสมบตั ิและจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่4 

 
ตารางท่ี 4 ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes 

albopictus ทีจ่บัมาจากจงัหวดัยะลา 
 
ตวัอยา่งยุง โคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี

ของแบคทีเรีย 
(ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 Type 1.1 5 ลบ Rahnella aquatilis 
Type 1.2 546 ลบ Pectobacterium carotovorum 

No.2 - - - - 
No.3 Type 3.1 3 ลบ Agrobacterium spp. 

Type 3.2 3 ลบ Sphingomonas sanguinis 
No.4 Type 4.1 6 ลบ Agrobacterium tumefaciens 

Type 4.2 9 บวก Brachybacterium nesterenkovii 
No.5 Type 5.1 3 ลบ Rhizobium pusense 
No.6 - - - - 
No.7 Type 7.1 3 ลบ Agrobacterium spp. 

Type 7.2 6 ลบ Pseudomonas oleovorans 
Type 7.3 3 บวก Microbacterium aoyamense 
Type 7.4 3 ลบ Acinetobacter radioresisten 

No.8 - -  - 
No.9 Type 9.1 3 ลบ Burkholderia cenocepacia 
No.10 Type 10.1 3 ลบ Brevundimonas aurantiaca 
No.11 Type 11.1 3 บวก Bacillus pumilus 
No.12 - - - - 
No.13 Type 13.1 9 ลบ Rhizobium pusense 
No.14 Type 14.1 3 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
No.15 Type 15.1 3 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
No.16 - - - - 
No.17 Type 7.1 3 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
No.18 Type 18.1 3 บวก Micrococcus luteus 

Type 18.2 3 ลบ Sphingomonas sanguinis 
No.19 Type 19.1 18 ลบ Massilia oculi 

Type 19.2 3 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
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ตารางท่ี 4 (ต่อ) ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน 
Aedes albopictus ทีจ่บัมาจากจงัหวดัยะลา 
 

 

ตวัอยา่ง 
ยุง 

โคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี
ของแบคทีเรีย 

(ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.20 Type 20.1 6 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
Type 20.2 3 ลบ Acinetobacter radioresistens 

No.21 
 

Type 21.1 3 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
Type 21.2 9 ลบ Rhizobium pusense 
Type 21.3 3 บวก Nocardioides zeae 

No.22 
 

Type 22.1 3 ลบ Burkholderia anthina 
Type 22.2 3 ลบ - 

No.23 - - -  
No.24 Type 24.1 9 ลบ Agrobacterium tumefaciens 
No.25 - - - - 
No.26 - - - - 
No.27 - - - - 
No.28 - - - - 
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ท าการศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes albopictus ที่
ท าการเพาะเลีย้งในห้องปฏบิตักิาร จ านวน 28 ตวัอย่าง ผลการศกึษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและ
จ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ ดงัแสดงในตารางที ่5 

 
ตารางท่ี 5 ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes 

albopictus ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 
 

ตวัอยา่งยุง โคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 Type 1.1 92 Micrococcus spp. 

Type 1.2 130 - 

Type 1.3 12 Staphylococcus hominis 

No.2 Type 2.1 86 Staphylococcus spp. 

Type 2.2 32 Micrococcus spp. 

No.3 Type 3.1 292 Micrococcus spp. 

Type 3.2 14 Micrococcus spp. 

No.4 Type 4.1 38 Staphylococcus hominis 

Type 4.2 12 Micrococcus spp. 

No.5 Type 5.1 16 Micrococcus spp. 

Type 5.2 10 Pandoraea spp. 

No.6 Type 6.1 24 Micrococcus spp. 

No.7 Type 7.1 16 Staphylococcus hominis 
Type 7.2 10 Micrococcus spp. 

No.8 Type 8.1 14 Staphylococcus spp. 

Type 8.2 2 Staphylococcus hominis 

No.9 Type 9.1 12 Pseudomonas spp. 

Type 9.2 4 Klebsiella pneumonia 

No.10 - - - 

No.11 - - - 

No.12 Type 12.1 36 Agrobacterium tumefaciens 

Type 12.2 57 Staphylococcus epidermidis 
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ตารางท่ี 5 (ต่อ) ชนิดของแบคทีเรยีที่ตรวจพบในทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน 
Aedes albopictus ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 
 

ตวัอยา่งยุง โคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.13 Type 13.1 57 - 

Type 13.2 717 - 

No.14 Type 14.1 21 - 

No.15 - - - 

No.16 Type 16.1 9 Staphylococcus epidermidis 

Type 16.2 3 Staphylococcus spp. 

No.17 - - - 

No.18 - - - 

No.19 - - - 

No.20 - - - 

No.21 - - - 

No.22 Type 22.1 333 - 

Type 22.2 60 - 

No.23 - - - 

No.24 Type 24.1 234 - 

Type 24.2 66 - 

No.25 Type 25.1 189 - 

Type 25.2 93 - 

Type 25.3 63 - 

No.26 Type 26.1 180 Staphylococcus spp. 

Type 26.2 3 - 

No.27 Type 27.2 66 - 

No.28 Type 28.2 513 - 

Type 28.3 3 - 
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ชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยงุลายบ้าน 
 

ศึกษาชนิดและจ านวนของแบคทีเรียในทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายบ้าน  (Aedes 
aegupti) การศกึษาประกอบไปดว้ยยุงจ านวน 2 กลุ่ม คอืยุงที่เพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร ยุงทีสุ่่มจบัมา
จากพื้นที่ในกรุงเทพมหานครจ านวน 2 พื้นที่ คอื เขตสวนหลวงและเขตหลกัสี่ และยุงจากพื้นทีจ่งัหวดั
ชุมพร ท าการตรวจหาเชือ้แบคทเีรยีของแต่ละตวัอยา่งโดยใชว้ธิทีางแบคทเีรยีวทิยาและอณูชวีวทิยา  
 การเพาะแยกเชื้อแบคทเีรยีจากยุงลายบ้านที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตักิารจ านวน 16 ตวัอย่าง 
พบเชื้อแบคทีเรียทัง้หมด 12 สกุล ได้แก่ Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Cellulomonas, 
Chryseomicrobium, Dietzia, Enterobacter, Klebsiella, Microbacterium, Pantoea, Pseudomonas 
และ Staphylococcus เชือ้แบคทเีรยีทีพ่บมากทีสุ่ดในยุงลายบา้นทีเ่พาะเลีย้งในห้องปฏบิตักิาร คอื สกุล 
Microbacterium  

การเพาะแยกเชื้อแบคทีเรยีจากยุงลายบ้านที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่ในกรุงเทพมหานครเขตสวน
หลวงจ านวน 5 ตัวอย่าง พบเชื้อแบคทีเรียทั ้งหมด 3  สกุล ได้แก่  Bacillus, Micrococcus และ 
Staphylococcus เชื้อแบคทีเรยีที่พบมากที่สุดในยุงลายบ้านที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่ในเขตสวนหลวง  
กรงุเทพมหานคร คอื สกุล Micrococcus และ Staphylococcus 

การเพาะแยกเชื้อแบคทเีรยีจากยุงลายบ้านที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่ในกรุงเทพมหานครเขตหลกัสี ่
จ านวน 7 ตัวอย่าง พบเชื้ อแบคที เรียทั ้งหมด 7 ส กุล  ได้แ ก่  Cellulomonas, Microbacterium, 
Micrococcus, Moraxella, Neisseria, Staphylococcus และ Streptococcus เชือ้แบคทเีรยีทีพ่บมากทีสุ่ด
ในยงุลายบา้นทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นเขตหลกัสี ่กรงุเทพมหานคร คอื สกุล Staphylococcus 

การเพาะแยกเชื้อแบคทีเรยีจากยุงลายบ้านที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่อ าเภอปะทิว จงัหวดัชุมพร 
จ านวน 2 ตวัอยา่ง พบเชือ้แบคทเีรยีทัง้หมด 1 สกุล คอื Moraxella  

การเพาะแยกเชื้อแบคทเีรยีจากยุงลายบ้านที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่อ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร 
จ านวน 4 ตวัอยา่ง พบเชือ้แบคทเีรยีทัง้หมด 2 สกุล คอื Providencia และ Pseudomonas 
 

การศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes aegypti ที่ท าการ
เพาะเลีย้งในห้องปฏบิตักิาร จ านวน 16 ตวัอย่าง ผลการศกึษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและจ านวน
โคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่6 
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ตารางท่ี 6 ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุลายบา้น Aedes 
aegypti ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

8 บวก Microbacterium imperiale 

No.2 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Enterobacter hormaechei 

No.3 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. 

2 ลบ Pantoea agglomerans 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

3 บวก Klebsiella pneumoniae 

สขีาว ผวิดา้นแบน ของไม่เรยีบ
และแผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. 

2 ลบ Acinetobacter radioresistens 

สคีรมี ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

3 ไม่สามารถ
ระบุได ้

ใหผ้ลลบ 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. 

2 บวก Agrobacterium tumefaciens 

No.4 ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

4 ไม่สามารถ
ระบุได ้

ใหผ้ลลบ 

No.5 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

2 บวก Bacillus spp. 

No.6 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

3 บวก Microbacterium imperiale 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

3 บวก Microbacterium laevaniformans 

No.7 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลางน้อยกว่า 0.5 
มม. 

1 บวก Dietzia cinnamea 

No.8 สคีรมี ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม. 

14 บวก Microbacterium laevaniformans 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 4 มม. 

5 ลบ Pseudomonas plecoglossicida 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 ลบ Chryseomicrobium imtechense 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุลายบา้น 
Aedes aegypti ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.9 สเีหลอืง ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

2 บวก - 

ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่  3 บวก - 
No.10 ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 

เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 
3 บวก Bacillus weihenstephanensis 

No.11 ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.1 มม. 

12 บวก Cellulomonas hominis 

No.12 ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลางน้อยกว่า 0.1 
มม. 

29 ไม่สามารถ
ระบุได ้

- 

สขีาว ผวิดา้นแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

1 ลบ - 

No.13 สคีรมี ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.2 มม. ฮี
โมไลซสิ 

2 บวก Staphylococcus aureus 

สเีหลอืง ผวิดา้นแบน ขอบไม่
เรยีบและไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 ไม่สามารถ
ระบุได ้

- 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

17 บวก Staphylococcus aureus 

สเีหลอืง ผวิดา้นแบน ขอบเรยีบ
และยกขึน้ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 5 
มม. 

1 บวก Pseudomonas luteola 

No.14 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

142 บวก Microbacterium laevaniformans 

No.15 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.     
ฮโีมไลซสิ 

18 บวก Staphylococcus hominis 

No.16 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.      
ฮโีมไลซสิ 

13 บวก Staphylococcus haemolyticus 
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การศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes aegypti ที่สุ่มจบั
มาจากพื้นที่ในเขตสวนหลวง กรุงเทพมหานคร จ านวน 5 ตัวอย่าง ผลการศึกษาเกี่ยวกับลกัษณะ 
คุณสมบตั ิและจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่7 
 

ตารางท่ี 7 ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุลายบา้น Aedes 
aegypti ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นเขตสวนหลวง กรงุเทพมหานคร  
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 สขีาว ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 10 มม.  

1 บวก - 

No.2 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

1 บวก Staphylococcus spp. 

No.3 ใสมจีุดสมี่วงอยูต่รงกลางขุน่และ
ขอบใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

0 ลบ - 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Staphylococcus epidermidis 

ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

2 บวก Micrococcus chenggongense 

No.4 สขีาว ผวิดา้นแบน ขอบไม่เรยีบ
และไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 5 
มม. ฮโีมไลซสิ 

28 ลบ Bacillus spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบไม่เรยีบ
และแผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 8 มม.  
ฮโีมไลซสิ 

1 บวก Bacillus licheniformis 

สขีาว ผวิดา้นแบน ขอบไม่เรยีบ
และไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 4 
มม. ฮโีมไลซสิ 

4 บวก Bacillus safensis 

No.5 สเีหลอืง ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Micrococcus luteus 
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การศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes aegypti ที่สุ่มจบั
มาจากพืน้ทีใ่นกรงุเทพมหานคร เขตหลกัสี ่จ านวน 7 ตวัอย่าง ผลการศกึษาเกีย่วกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิ
และจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่8 
 

ตารางท่ี 8 ชนดิของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุลายบา้น Aedes 
aegypti ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นเขตหลกัสี ่กรงุเทพมหานคร 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบไม่เรยีบ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม.  

5 บวก Micrococcus spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม.  

11 ลบ Moraxella osloensis 

No.2 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  

1 บวก Microbacterium spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.3 มม.  

2 บวก Staphylococcus spp. 

No.3 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Cellulomonas hominis 

No.4 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

2 บวก Staphylococcus epidermidis 

No.5 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

2,500 บวก Staphylococcus warneri 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

700 บวก Neisseria flavescens 

ใส ผวิวาวแบน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.1 มม.        
ฮโีมไลซสิ 

2,900 บวก Streptococcus pneumoniae 

No.6 สคีรมี ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.8 มม. 

1 ไม่สามารถ
ระบุได ้

- 

No.7 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  
ฮโีมไลซสิ 

15 บวก Staphylococcus haemolyticus 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.8 มม. 

26 บวก Staphylococcus hominis 
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การศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงลายบา้น  Aedes aegypti ที่จบัมาจากอ าเภอ
ปะทวิ จงัหวดัชุมพร จ านวน 2 ตวัอยา่ง ผลการศกึษาเกีย่วกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและจ านวนโคโลนีของ
แบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่9 

 
ตารางท่ี 9 ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุลายบา้น Aedes 

aegypti ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีอ่ าเภอปะทวิ จงัหวดัชุมพร 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของ
แบคทีเรีย 

จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 Type 1.1 12 บวก - 

No.2 Type 2.1 6 ลบ Moraxella spp. 

 

 
การศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes aegypti ที่จบัมา

จากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร จ านวน 4 ตวัอย่าง ผลการศึกษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตัิ และ
จ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่10 
 

ตารางท่ี 10 ชนิดของแบคทเีรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงลายสวน Aedes 
albopictus ทีจ่บัมาจากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร 

 
ตวัอยา่ง

ยุง 
โคโลนีของ
แบคทีเรีย 

จ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรีย (ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 Type 1.1 12 ลบ Psuedomonas spp. 

No.2 Type 2.1 6 บวก Providencia spp. 
Type 2.2 6 บวก Providencia rettgeri 

No.3 Type 3.1 - - - 
No.4 

 
Type 4.1 3 ลบ - 
Type 4.2 237 ลบ - 

 
 
 
 
 
 
 



 

36 
 

ชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ 
 

ศึกษาชนิดและจ านวนแบคที เรียในทางเดินอาหารส่วนกลางของยุงร าคาญ  (Culex 
quinquefasciatus) โดยประกอบไปด้วยยุงจ านวน 2 กลุ่ม คอืยุงทีเ่พาะเลี้ยงในหอ้งปฏบิตักิาร และยุงที่
สุ่มจบัมาจากพื้นที่ในกรุงเทพมหานครจ านวน 2 พื้นที่ คอื เขตสวนหลวงและเขตหลกัสี่ โดยท าการ
ตรวจหาเชือ้แบคทเีรยีของแต่ละตวัอยา่งโดยใชว้ธิทีางแบคทเีรยีวทิยาและอณูชวีวทิยา  

การเพาะแยกเชือ้แบคทเีรยีจากยุงร าคาญทีเ่พาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิารจ านวน 11 ตวัอย่าง พบ
เชื้อแบคทีเรียทัง้หมด 5 สกุล ได้แก่ Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Pseudomonas 
และ Staphylococcus พบว่าเชือ้แบคทเีรยีที่พบมากทีสุ่ดในยุงร าคาญทีเ่พาะเลี้ยงในหอ้งปฏบิตักิาร คอื 
สกุล Staphylococcus 

จากการเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียจากยุงร าคาญที่สุ่มจับมาจากพื้นที่ ใน เขตสวนหลวง 
กรุงเทพมหานคร จ านวน 10 ตัวอย่าง พบเชื้อแบคทีเรยีทัง้หมด 6 สกุล ได้แก่ Chryseobacterium, 
Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, Providencia และ Staphylococcus โดยพบว่าเชื้อแบคทีเรยี
ทีพ่บมากทีสุ่ดในยงุร าคาญทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีเ่ขตสวนหลวง คอื สกุล Micrococcus 

จากการเพาะแยกเชื้อแบคทเีรยีจากยุงร าคาญที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่เขตหลกัสี่  กรุงเทพมหานคร 
จ านวน 11 ตวัอย่าง พบเชื้อแบคทเีรยีทัง้หมด 11 สกุล ได้แก่ Acinetobacter, Actinomyces, Bacillus, 
Kocuria, Microbacterium, Micrococcus, Novosphingobium, Pantoea, Pseudomonas, 
Rhodococcus และ Staphylococcus พบว่าเชื้อแบคทีเรยีที่พบมากที่สุดในยุงร าคาญที่สุ่มจบัมาจาก
พืน้ทีเ่ขตหลกัสี ่คอื สกุล Staphylococcus  
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การศกึษาแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงร าคาญ Culex quinquefasciatus ที่
ท าการเพาะเลีย้งในห้องปฏบิตักิาร จ านวน 11 ตวัอย่าง ผลการศกึษาเกี่ยวกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและ
จ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่11 

 
ตารางท่ี 11 ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ Culex 

quinquefasciatus ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.2 มม. 

70 ลบ - 

No.2 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

35 บวก Micrococcus spp. 

No.3 สขีาว ผวิวาวแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 4 มม. 
ฮโีมไลซสิ 

11 บวก Staphylococcus spp. 

สเีหลอืง ผวิวาวแบน ขอบเรยีบ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. 
ฮโีมไลซสิ 

2 บวก - 

สเีหลอืงเขม้ ผวิวาวนูน ขอบ
เรยีบไมแ่ผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 
มม. 

1 บวก Micrococcus spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

40 บวก Microbacterium spp. 

No.4 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  

9 บวก Microbacterium spp. 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม.  

1 บวก Staphylococcus spp. 

No.5 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบไม่เรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  

1 บวก Staphylococcus spp. 

No.6 สขีาว ผวิวาวแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม.  

2 บวก Paenibacillus spp. 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม.  

140 บวก Microbacterium spp. 

No.7 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม.  

1 บวก Microbacterium spp. 
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ตารางท่ี 11 (ต่อ) ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ 
Culex quinquefasciatus ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 

 
ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 

ของแบคทีเรีย 
ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.8 สขีาว ผวิวาวแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม.  

3 บวก Paenibacillus spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบและ
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  

62 บวก Microbacterium spp. 

No.9 สขีาว ผวิวาวแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม.  
ฮโีมไลซสิ 

5 บวก Staphylococcus spp. 

สชีมพ ูผวิดา้นนูน ขอบไม่เรยีบ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม.  

0 ลบ Pseudomonas spp. 

No.10 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

2 บวก Staphylococcus spp. 

No.11 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

3 บวก Staphylococcus hominis 
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ท าก ารศึกษ าแบคที เรีย ใน ระบบท าง เดิน อ าห าร ส่ วนกลางขอ งยุ ง ร าค าญ  Culex 
quinquefasciatus ที่สุ่มจบัมาจากพื้นที่ในเขตสวนหลวง กรุงเทพมหานคร จ านวน 10 ตัวอย่าง ผล
การศกึษาเกีย่วกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ แสดงในตารางที ่12 

 
ตารางท่ี 12 ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ Culex 

quinquefasciatus ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นกรงุเทพมหานคร เขตสวนหลวง 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.2 มม. 

18,800 ลบ Providencia rettgeri 

สชีมพ ูผวิวาวแบนและนูนตรง
กลาง ขอบไม่เรยีบและแผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2-3 มม. 

0 ลบ Pantoea spp. 

สใีส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่  
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

0 ลบ Providencia rettgeri 

สชีมพ ูผวิวาวแบนและนูนตรง
กลาง ขอบไม่เรยีบและแผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2-3 มม. 

0 ลบ Pantoea spp. 

No.2 สเีหลอืง ผวิดา้นและนูน ขอบเรยีบ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

7 บวก Micrococcus spp. 

No.3 ขุน่ ผวิมนัวาวและนูน ขอบเรยีบ
ไม่แผ่  เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 5 มม. 

56 ลบ - 

สชีมพ ูผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่  
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 9 มม. 

0 ลบ - 

No.4 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่  
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 ลบ Chryseobacterium 
taklimakanense 

No.5 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1,420 ลบ - 

ใสมจีุดสมี่วงอยูต่รงกลางขุน่และ
ขอบใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม. 

0 ลบ - 

No.6 สขีาว ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบไม่แผ่  
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  
ฮโีมไลซสิ 

268,000 ลบ - 

ขุน่มจีุดสมี่วงอยู่ตรงกลางและขอบ
ใส ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1-1.5 มม. 

0 ลบ Pantoea spp. 



 

40 
 

ตารางท่ี 12 (ต่อ) ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ 
Culex quinquefasciatus ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นกรุงเทพมหานคร เขตสวนหลวง 
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.7 สขีาวตรงกลางและขอบใส ผวิวาว
นูน ขอบไม่เรยีบและไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. 

84 บวก - 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Micrococcus luteus 

No.8 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 6 มม. 

1 บวก Staphylococcus spp. 

สคีรมี ผวิวาวแบน ขอบไม่เรยีบ
และไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 5 มม. 

1 บวก Microbacterium arborescens 

No.9 สคีรมี ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม. 

1 บวก Micrococcus luteus 

สขีาวตรงกลางและขอบใส ผวิวาว
นูนตรงกลางขอบแบน ขอบเรยีบ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Microbacterium imperiale 

No.10 สขีาว ผวิดา้นนูน ขอบไม่เรยีบและ
ไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. 

1 ลบ - 
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ท าก ารศึกษ าแบคที เรีย ใน ระบบท าง เดิน อ าห าร ส่ วนกลางขอ งยุ ง ร าค าญ  Culex 
quinquefasciatus ที่สุ่มจับมาจากพื้นที่ในกรุงเทพมหานคร เขตหลักสี่  จ านวน 11 ตัวอย่าง ผล
การศกึษาเกีย่วกบัลกัษณะ คุณสมบตั ิและจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยีทีพ่บ ดงัแสดงในตารางที ่13 

 
ตารางท่ี 13 ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ Culex 

quinquefasciatus ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นกรงุเทพมหานคร เขตหลกัสี ่
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.1 สคีรมี ผวิดา้นขรขุระและนูน ขอบ
ไม่เรยีบไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 4 
มม. 

1 ลบ Pseudomonas spp. 

No.2 สขีาว ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบและ
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3.5 มม.  

2 ลบ Acinetobacter spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. ฮโีมไลซสิ 

9 บวก Staphylococcus spp. 

สคีรมี ผวิดา้นขรขุระและนูน ขอบ
ไม่เรยีบไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 
มม.  

1 ลบ Pseudomonas spp. 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม.  

1 ลบ - 

No.3 สขีาว ผวิดา้นแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่านศนูยก์ลาง 2 มม.  
ฮโีมไลซสิ  

8 บวก - 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2 มม.  

5 ลบ - 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม.  

1 บวก Actinomyces oris 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม.  

1 บวก - 

No.4 สเีหลอืงอ่อน ผวิวาวแบน ขอบ
เรยีบไมแ่ผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2-3 
มม. ฮโีมไลซสิ 

17 บวก Staphylococcus spp. 

No.5 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม. 

2 ลบ Novosphingobium panipatense 
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ตารางท่ี 13 (ต่อ) ชนิดของแบคทเีรยีทีต่รวจพบในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุร าคาญ 
Culex quinquefasciatus ทีสุ่่มจบัมาจากพืน้ทีใ่นกรุงเทพมหานคร เขตหลกัสี ่
 

ตวัอยา่งยุง ลกัษณโคโลนีของแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี 
ของแบคทีเรีย 

ชนิดของ 
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

No.6 สคีรมี ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบและ
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม.  

82 บวก Pantoea dispersa 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบและแผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 4 มม.  

26 ลบ - 

No.7 สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 3 มม. ฮโีมไลซสิ 

1 บวก Staphylococcus epidermidis 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1.5 มม. 

1 บวก Kocuria marina 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลางน้อยกว่า 0.5 มม. 

4 บวก Micrococcus luteus 

No.8 สคีรมี ผวิดา้นแบน ขอบไม่เรยีบ
และไม่แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 6 มม. 

1 บวก Bacillus spp. 

No.9 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

9 บวก Kocuria marina 

สคีรมี ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไมแ่ผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 8 มม. 

1 ลบ - 

สขีาว ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2.5 มม. 

6 บวก Pantoea dispersa 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 2.5 มม. 

2 ลบ Pantoea stewartii 

สขีาว ผวิดา้นแบน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

0 ไม่สามารถ
ระบุได ้

- 

No.10 สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 มม. 

1 บวก Microbacterium imperiale 

สเีหลอืง ผวิวาวนูน ขอบเรยีบไม่
แผ่ เสน้ผ่าศนูยก์ลางน้อยกว่า 0.5 
มม. 

1 บวก Bacillus licheniformis 

No.11 สขีาว ผวิดา้นนูน ขอบเรยีบไม่แผ่ 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.5 มม. 

1 บวก Rhodococcus 
corynebacterioides 
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2. การศึกษาการติดเช้ือไวรสัชิคนุกนุยาในหนูไมซ์ชนิด BALB/c และชนิด ICR 
 

การศึกษาท่ี 1 
 
ท ำกำรฉีดเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำปรมิำณ 0.2 มลิลลิติร เขำ้ช่องทอ้งของหนูไมซ์ชนิด BALB/c และ

ชนิด ICR โดยปริมำณของเชื้อที่ใช้คือ 105.6 CID50/ml หรอืคิดเป็น 104.9 CID50/mouse และท ำกำร
ตรวจหำเชือ้ในกระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็นเวลำ 4 วนั หลงัจำกวนัที่ฉีดเชือ้ โดยตรวจหำเชื้อด้วยวธิ ี
RT-PCR และ immunocytochemistry ผลกำรศกึษำแสดงในตำรำงที ่14 
 

ตารางท่ี 14 การตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำในหนูไมซช์นิด BALB/c และชนิด ICR หลงัจากทีไ่ดร้บั
เชือ้ทีม่ปีรมิำณ 104.9 CID50/mouse  
 

ชนิดของหนู อายุเมื่อได้รบัเช้ือ 
(สปัดาห)์ 

วนัท่ีท าการตรวจหาเช้ือ  
(PI) 

RT-PCR Immunocytochemistry 
(CID50/ml) 

No.1 BALB/c 6  Day 1 + 102.5 
No.2 BALB/c 6  Day 1 + 102.5 
No.3 BALB/c 6  Day 2 + 101.5   

No.4 BALB/c 6  Day 2 + 102.5 
No.5 ICR 7  Day 2 - 101.5 
No.6 ICR 7  Day 2 - 101.5 
No.7 BALB/c 6  Day 3 - 103.5 
No.8 BALB/c 6  Day 3 - 102.5 
No.9 BALB/c 6  Day 4 - 103.5 
No.10 BALB/c 6  Day 4 - 103.0 
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การศึกษาท่ี 2 
 
ท ำกำรฉีดเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำปรมิำณ 0.2 มลิลลิติร เขำ้ช่องทอ้งของหนูไมซ์ชนิด BALB/c โดย

ปรมิำณของเชือ้ทีใ่ชค้อื 107 CID50/ml หรอืคดิเป็น 106.3 CID50/mouse และท ำกำรตรวจหำเชือ้ในกระแส
เลือดของหนูทุกวัน เป็นเวลำ 4 วัน หลังจำกวันที่ฉีดเชื้อ โดยตรวจหำเชื้อด้วยวิธี RT-PCR และ 
Immunocytochemistry ผลกำรศกึษำแสดงในตำรำงที ่15 

 
ตารางท่ี 15 การตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำในหนูไมซช์นิด BALB/c หลงัจากทีไ่ดร้บัเชือ้ทีม่ปีรมิำณ 

106.3 CID50/mouse 
 

ชนิดของหนู อายุเมื่อได้รบัเช้ือ 
(สปัดาห)์ 

วนัท่ีท าการตรวจหาเช้ือ 
(PI) 

RT-PCR Immunocytochemistry 
(CID50/ml) 

No.1 BALB/c 4  Day 1 + 104.0 
No.2 BALB/c 4  Day 1 + 102.5 
No.3 BALB/c 4 Day 2 + 101.5 
No.4 BALB/c 4 Day 2 + 101.5 
No.5 BALB/c 4 Day 3 - 103.0 
No.6 BALB/c 4 Day 3 + 101.5 
No.7 BALB/c 4 Day 3 + 102.5 
No.8 BALB/c 4 Day 4 + 104.0 
No.9 BALB/c 4 Day 4 - 101.5 
No.10 BALB/c 4 Day 4 - 101.5 

 
การศึกษาท่ี 3 
 
ศกึษำผลของ dexamethasone ต่อกำรติดเชื้อไวรสัชคิุนกุนยำในหนูไมซ์ชนิด ICR โดยที่แบ่ง

หนูไมซ์อำยุ 4 สปัดำห์ ออกเป็นสองกลุ่ม หนูกลุ่มที่ 1 จะได้รบัน ้ำเกลอื (normal saline) จ ำนวน 0.1 
มิลลิลิต ร  ฉี ด เข้ำช่ อ งท้ อ ง เป็น เวลำ 14 วัน ก่อนที่ จะได้ร ับ เชื้ อ  ส่ วนห นูกลุ่ มที่  2 จะได้ ร ับ 
dexamethasone จ ำนวน 100 ไมโครกรมั หรอืปรมิำณ 0.1 มลิลลิติร ฉีดเขำ้ช่องท้อง เป็นเวลำ 14 วนั
ก่อนทีจ่ะไดร้บัเชือ้  

หลงัจำกนัน้ท ำกำรฉีดเชื้อไวรสัชคิุนกุนยำปรมิำณ 0.2 มลิลลิติร เขำ้ช่องท้องของหนูไมซ์ โดย
ปริมำณของเชื้อที่ใช้คือ 107.0 CID50/ml หรอืคิดเป็น 106.3 CID50/mouse และท ำกำรตรวจหำเชื้อใน
กระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำกวนัที่ฉีดเชือ้ โดยตรวจหำเชือ้ดว้ยวธิ ีRT-PCR และ 
immunocytochemistry ผลกำรศกึษำแสดงในตำรำงที ่16 
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ตารางท่ี 16 การตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำในหนูไมซช์นิด ICR หลงัจากทีไ่ดร้บั dexamethasone 
(Dexa) หรอืน ้ำเกลอื (NSS) เป็นเวลำ 4 วนั และตามดว้ยเชือ้ทีม่ปีรมิำณ 106.3 CID50/mouse 
 
ชนิดของหนู สารท่ีได้รบั อายุเมื่อได้รบั

เช้ือ (สปัดาห)์ 
วนัท่ีท าการตรวจ 

หาเช้ือ (PI) 
RT-PCR Immunocytochemistry 

(CID50/ml) 
No.1 ICR Dexa 6 Day 1 + 102.75 
No.2 ICR Dexa 6  Day 1 + 102.5 
No.3 ICR NSS 6 Day 1 + 101.5 
No.4 ICR  NSS 6 Day 1 + 102.5 
No.5 ICR Dexa 6 Day 2 + 102.5 
No.6 ICR  Dexa 6 Day 2 + 103.5 
No.7 ICR NSS 6 Day 2 + 102.0 
No.8 ICR NSS 6 Day 2 - - 
No.9 ICR Dexa 6 Day 3 + 103.25 
No.10 ICR Dexa 6 Day 3 + 106.0 
No.11 ICR NSS 6 Day 3 - 102.25 
No.12 ICR NSS 6  Day 3 - 102.5 
No.13 ICR Dexa 6 Day 4 + 103.5 
No.14 ICR  Dexa 6 Day 4 + 103.5 
No.15 ICR NSS 6 Day 4 + 103.5 
No.16 ICR  NSS 6 Day 4 - 103.5 
No.17 ICR Dexa 6 Day 5 + 102.5 
No.18 ICR Dexa 6 Day 5 + 103.0 
No.19 ICR NSS 6 Day 5 _ 102.5 
No.20 ICR NSS 6 Day 5 _ 103.5 
No.21 ICR Dexa 6 Day 6 + 102.5 
No.22 ICR Dexa 6  Day 6 - 103.5 
No.23 ICR NSS 6 Day 6 - 102.75 
No.24 ICR  NSS 6 Day 6 - 102.5 
No.25 ICR Dexa 6 Day 7 - 102.5 
No.26 ICR  Dexa 6 Day 7 - 102.5 
No.27 ICR NSS 6 Day 7 - - 
No.28 ICR NSS 6 Day 7 - - 
No.29 ICR NSS 6 Day 7 - 103.0 
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3. การศึกษาความสมัพนัธข์องชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของยงุลายสวนและ
ศกัยภาพของยงุลายสวนในการเป็นพาหะของเช้ือไวรสัชิคนุกนุยา 
 
 การศึกษาท่ี 1 
 
 ศกึษาศกัยภาพของยุงลายสวนในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา โดยศกึษาการตดิเชื้อ
ในตวัยุง (infection) ด้วยวธิี Immunocytochemistry (ICC) พบว่าร้อยละของการติดเชื้อในยุงลายสวน
เป็น 30, 43.33, 23.33, 50 และ 73.33 ภายหลงัจากที่ได้รบัเชื้อในปรมิาณ 102, 103, 104, 105 และ106 

CID50/ml ตามล าดบั ซึ่งระบุการติดเชื้อโดยวิธี Immunocytochemistry ส่วนวธิี RT-PCR นัน้สามารถ
ระบุการติดเชื้อในยุงที่ได้รบัเชื้อในขนาด 106 CID50/ml เท่านัน้ และพบการติดเชื้อในยุงรอ้ยละ 80 ดงั
แสดงในตารางที ่14 
 
 ตารางท่ี 17 การติดเชื้อในยุงลายสวนหลงัจากได้รบัเชื้อไวรสัในระดบัต่างๆ ได้แก่ 102, 103, 
104, 105 และ106 CID50/ml โดยระบุการตดิเชือ้ดว้ยวธิ ีRT-PCR และวธิ ีImmunocytochemistry (ICC)  
 

ปริมาณของ
ไวรสัท่ียงุได้รบั 

(CID50/ml) 

จ านวนยงุท่ี
ท าการศึกษา 

จ านวนยงุท่ีตรวจพบ
เช้ือด้วยวิธี RT-PCR 

จ านวนยงุท่ี
ตรวจพบเช้ือ
ด้วยวิธี ICC 

 ร้อยละของการ
ติดเช้ือด้วยวิธี 

ICC 
102 30 0 9 30 
103 30 0 13 43.33 
104 30 0 7 23.33 
105 30 0 15 50 
106  30 24 22 73.33 
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การศึกษาท่ี 2 
 

 ศกึษาศกัยภาพของยุงลายสวนในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา โดยศกึษาการตดิเชื้อ
ในยุงด้วยวธิ ีImmunocytochemistry (ICC) พบว่าภายหลงัจากที่ได้รบัเชื้อในปรมิาร 106 CID50/ml โดย
พบการติดเชื้อในตัวยุง (infection) ร้อยละ 100 ส่วนขาของยุง (dissemination) ร้อยละ 95 และใน
น ้าลายของยงุ (transmission) รอ้ยละ 57 ดงัแสดงในตารางที ่18 
 
 ตารางท่ี 18 การติดเชื้อในยุงลายสวนหลงัจากได้รบัเชื้อไวรสัในระดบั 106 CID50/ml โดยระบุ
การตดิเชือ้ดว้ยวธิ ีImmunocytochemistry (ICC)  
 

ต าแหน่งท่ีพบการติดเช้ือ จ านวนยงุท่ี
ท าการศึกษา 

จ านวนยงุท่ีตรวจพบ
เช้ือด้วยวิธี ICC 

 ร้อยละของการติด
เช้ือด้วยวิธี ICC 

ตวัยงุ (infection) 21 21 100 
ขา (dissemination) 21  20 95 

น ้าลาย (transmission) 21 12 57 
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 การศึกษาท่ี 3 
 
 ศกึษาศกัยภาพของยุงลายสวนในการเป็นพาหะของเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา โดยศกึษาการตดิเชื้อ
ในตัวยุง (infection) ส่วนขาของยุง (dissemination) และในน ้ าลายของยุง (transmission) ด้วยวิธ ี
Immunocytochemistry (ICC) หลังจากที่ได้ร ับเชื้อในปริมาณ  102, 103, 104, 105 และ106 CID50/ml 
ตามล าดบั ซึง่ระบุการตดิเชือ้โดยวธิ ีImmunocytochemistry ดงัแสดงในตารางที ่19 
 
 ตารางท่ี 19 การติดเชื้อในยุงลายสวนหลงัจากได้รบัเชื้อไวรสัในระดบัต่างๆ ได้แก่ 102, 103, 
104, 105 และ106 CID50/ml โดยระบุการตดิเชือ้ดว้ยวธิ ีImmunocytochemistry (ICC)  
 

ปริมาณของไวรสั
ท่ียงุได้รบั 
(CID50/ml) 

จ านวนยงุท่ี
ท าการศึกษา 

ร้อยละของการ
ติดเช้ือในตวัยงุ 

ร้อยละของการติด
เช้ือในส่วนขา 

 ร้อยละของการ
ติดเช้ือในน ้าลาย 

102 24  83 (20/24) 71 (17/24) 42 (10/24) 
103 30 90 (27/30) 87 (26/30) 70 (21/30) 
104 30  100 (30/30) 100 (30/30) 100 (30/30) 
105 30 100 (30/30) 90 (27/30) 90 (27/30) 
106 30 100 (30/30) 100 (30/30) 100 (30/30) 
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 การศึกษาท่ี 4 
 
 ศกึษาชนิดและความหลากหลายของแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุลายสวน
ทีพ่บและไม่พบการตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในน ้าลาย ภายหลงัจากทีไ่ด้รบัเชือ้ในปรมิาณ 102, 103, 104, 
105 และ106 CID50/ml ตามล าดบั  
 การศกึษานี้พบชนิดและความหลากหลายของแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงลายสวน
ที่พบและไม่พบการตดิเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาในน ้าลายหรอืยุงที่มศีกัยภาพในการถ่ายทอดเชื้อ ภายหลงั
จากทีไ่ดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 102, 103, 104, 105 และ106 CID50/ml ตามล าดบั ดงันี้ 
 ภายหลงัจากทีไ่ดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 102 CID50/ml ยุงกลุ่มทีเ่กดิการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจพบเชื้อ
แบคทีเรยีในระบบทางเดินอาหารของยุงลายสวน ได้แก่ Staphylococcus hominis, Staphylococcus 
epidermidis, Arthrobacter tumbae และ Corynebacterium spp. ส่วนยุงกลุ่มที่ไม่พบการติดเชื้อไวรสั
นัน้ตรวจพบเชื้อแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงลายสวน ไดแ้ก่ Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus capitis และ Staphylococcus hominis  

ภายหลงัจากทีไ่ดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 103 CID50/ml ยุงกลุ่มทีเ่กดิการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจพบเชื้อ
แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงลายสวน ไดแ้ก่ Acinetobacter radioresistens ส่วนยุงกลุ่มทีไ่ม่
พบการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจไมพ่บเชือ้แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยงุลายสวน 

ภายหลงัจากทีไ่ดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 104 CID50/ml ยุงกลุ่มทีเ่กดิการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจพบเชื้อ
แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงลายสวน ได้แก่ Staphylococcus haemolyticus ส่วนยุงกลุ่มที่
ไมพ่บการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจไมพ่บเชือ้แบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยงุลายสวน  

ภายหลงัจากที่ได้รบัเชื้อในปรมิาณ 105 CID50/ml ยุงกลุ่มที่เกดิการตดิเชื้อไวรสันัน้ตรวจไม่พบ
เชื้อแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของยุงลายสวน ส่วนยุงกลุ่มที่ไม่พบการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจพบ
เชื้อแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของยุงลายสวน  ได้แก่ Staphylococcus haemolyticus และ 
Corynebacterium spp. 

ภายหลงัจากทีไ่ดร้บัเชื้อในปรมิาณ 106 CID50/ml ยุงกลุ่มทีเ่กดิการตดิเชือ้ไวรสันัน้ตรวจพบเชื้อ
แบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของยุงลายสวน ได้แก่ Sinomonas mesophila, Staphylococcus 
epidermidis และ Moraxella osloensis ส่วนยุงกลุ่มที่ไม่พบการตดิเชื้อไวรสันัน้ตรวจพบเชื้อแบคทเีรยี
ใน ระบ บ ท าง เดิ น อ าห ารข อ งยุ ง ล าย ส วน  ได้ แ ก่  Actinomyces naeslundii, Brachybacterium 
paraconglomeratum และ Staphylococcus hominis ดงัแสดงรายละเอยีดในตารางที ่20 
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 ตารางท่ี 20 ชนิดและความหลากหลายของแบคทีเรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของ
ยุงลายสวนที่พบและไม่พบการติดเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาในน ้าลาย ภายหลงัจากที่ได้รบัเชื้อในขนาดที่
แตกต่างกนั 
 
ปริมาณ

ของไวรสัท่ี
ยุงได้รบั 
(CID50/ml) 

การติดเช้ือ
ในน ้าลาย 

ตวัอยา่ง
ยุง 

โคโลนีของ
แบคทีเรีย 

จ านวนโคโลนี
ของแบคทีเรีย 

(ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

102 Negative No.1 - - - - 
No.2 2.1 3 บวก Staphylococcus epidermidis 
No.3 - - - - 
No.4 

 
4.1 3 บวก Staphylococcus capitis 
4.2 1,149 - - 

No.5 5.1 6 บวก Staphylococcus hominis 
5.2 24 - - 

Positive No.6 - - - - 
No.7 7.1 3 บวก Staphylococcus hominis 

No.8 - - - - 
No.9 

 
 

9.1 42 บวก Staphylococcus epidermidis 
9.2 33 บวก Arthrobacter tumbae 
9.3 27 บวก Corynebacterium spp. 

No.10 - - - - 
103 Negative No.11 - - - - 

No.12 - - - - 
No.13 - - - - 
No.14 - - - - 
No.15 - - - - 

Positive No.16 - - - - 
No.17 - - - - 

No.18 - - - - 
No.19 - - - - 
No.20 20.1 3 ลบ Acinetobacter radioresistens 
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 ตารางท่ี 20 (ต่อ) ชนิดและความหลากหลายของแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลาง
ของยุงลายสวนทีพ่บและไม่พบการตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในน ้าลาย ภายหลงัจากที่ไดร้บัเชือ้ในขนาดที่
แตกต่างกนั  
 

ปริมาณของ
ไวรสัท่ียุง
ได้รบั 

(CID50/ml) 

การติดเช้ือ
ในน ้าลาย 

ตวัอยา่ง
ยุง 

โคโลนีของ
แบคทีเรีย 

จ านวนโคโลนี
ของแบคทีเรีย 

(ต่อยุง) 

ชนิดของ
แกรม 

ชนิดของแบคทีเรีย 
 

104 Negative No.21 - - - - 
No.22 - - - - 

Positive No.23 
 

23.1 36 บวก Staphylococcus 
haemolyticus 

23.2 3 - - 
No.24 - - - - 

105 Negative No.25 - - - - 
No.26 26.1 12 บวก Staphylococcus 

haemolyticus 
26.2 3 บวก Corynebacterium spp. 

Positive No.27 - - - - 
No.28 - - - - 

106 Negative No.29 29.1 3 บวก Staphylococcus hominis 

29.2 3 บวก Brachybacterium 
paraconglomeratum 

29.3 3 บวก Actinomyces naeslundii 

Positive No. 30 30.1 6 บวก Sinomonas mesophila 
Positive No. 31 31.1 3 ลบ Moraxella osloensis 
Positive No.32 32.1 3 บวก Staphylococcus epidermidis 
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บทวิจารณ์ 
 

โรคตดิเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาเป็นโรคอุบตัซิ ้าที่มยีุงเป็นแมลงพาหะน าโรคทีส่ าคญัส าหรบัประเทศ
ไทยและหลายๆ ประเทศ วฏัจกัรการถ่ายทอดของเชือ้นี้ในธรรมชาตเิกี่ยวขอ้งกบัคนตดิเชือ้ สตัวต์ดิเชือ้ 
และยุงพาหะน าโรค ยุงลายท าหน้าทีเ่ป็นพาหะน าโรคที่ส าคญัเนื่องจากเอื้อใหเ้ชื้อมกีารเพิม่จ านวนและ
ถ่ายทอดเชื้อได้ แมว้่าในปัจจุบนัการระบาดของโรคตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในประเทศไทยจะลดน้อยลง 
แต่กย็งัมคีวามจ าเป็นตอ้งท าการศกึษาวจิยัเกีย่วกบัโรคน้ีอยา่งต่อเนื่องเพื่อเตรยีมความพรอ้มส าหรบัการ
ระบาดของเชือ้ทีอ่าจจะเกดิขึน้ในอนาคต การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาความหลากหลายและชนิด
ของแบคทีเรยีในระบบทำงเดนิอำหำรส่วนกลำงของยุงลำยสวนและศักยภำพของยุงสวนในกำรเป็น
พำหะน ำเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำ นอกจากนี้คณะผูว้จิยัยงัได้ศกึษาความหลากหลายและชนิดของแบคทเีรยี
ในระบบทำงเดนิอำหำรส่วนกลำงของยุงลำยบ้ำนและยุงร ำคำญอีกด้วย เนื่องจำกยุงทัง้สองชนิดนี้ก็มี
บทบำทที่ส ำคญัในกำรน ำเชื้อต่ำงๆ ในประเทศไทย รวมทัง้ได้ศกึษาการติดเชื้อไวรสัชคิุนกุนยาในหนู
ไมซ์เพื่อการพฒันาไปเป็นสตัว์ทดลองต้นแบบในการศกึษาการติดเชื้อและพยาธกิ าเนิดของเชื้อไวรสั
ชคิุนกุนยา 

ระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงเป็นต าแหน่งของทางเดนิอาหารที่จะมกีารติดเชื้อเข้าสู่
รา่งกายของยุง และในบรเิวณนี้ยงัเป็นต าแหน่งทีม่เีชือ้แบคทเีรยีเจรญิเตบิโตอยู่จงึท าใหใ้นต าแหน่งนี้จะ
มปีฏกิริยิาตอบสนองระหว่างเชือ้โรค แบคทเีรยีในทางเดนิอาหาร และรา่งกายของยุงซึ่งลว้นจะส่งผลต่อ
การตอบสนองต่อเชือ้ของยุง ความหลากหลายของแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารน้ีอาจจะส่งผลต่อลกัษณะ
ทางชวีวทิยาของยงุและศกัยภาพของยุงในการน าเชือ้ ซึง่อาจจะเป็นปัจจยัหนึ่งทีก่่อใหเ้กดิความแตกต่าง
ของการถ่ายทอดเชื้อของยุงหรอืศกัยภาพของยุงในการน าเชื้อโรค ที่ผ่านมานัน้ไดม้กีารศกึษาถงึความ
หลากหลายและความสมัพนัธข์องเชื้อแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารของยุงต่อการตดิเชื้อและการน าเชื้อ
โดยยุงในประเทศต่างๆ แต่อย่างไรก็ตามขอ้มูลเหล่านี้ยงัไม่มกีารศึกษาในประเทศไทย คณะผู้วจิยัได้
เลง็เหน็ถงึความส าคญัจ าเป็นต้องศกึษาในเรื่องดงักล่าวนี้เพื่อเป็นขอ้มูลพืน้ฐานของประเทศไทยและจะ
ไดน้ ามาช่วยอธบิายถงึบทบาทของยงุชนิดต่างๆ ในการน าเชือ้ในประเทศไทย 

งานวจิยันี้ได้ศึกษาความสมัพันธ์ของแบคทีเรยีในระบบทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงและ
ศักยภาพของยุงในการเป็นพาหะของเชื้อไวรสัชิคุนกุนยา โดยศึกษาแบคทีเรยีในทางเดินอาหาร
ส่วนกลางของยงุลายสวน ยงุลายบา้น และยุงร าคาญ ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิารและยุงที่จบัมา
จากพืน้ทีจ่งัหวดัต่างๆ ซึง่ศกึษาชนิดของแบคทเีรยีโดยอาศยัวธิทีางแบคทเีรยีและอณูชวีวทิยา  

แบคทีเรยีที่พบในยุงลายสวน Aedes albopictus ที่ท าการเพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตัิการ ได้แก่ 
ส กุ ล  Agrobacterium, Klebsiella, Micrococcus, Pandoraea, Pseudomonas แ ล ะ  Staphylococcus 
ยุงลายสวนจากจงัหวัดสิงห์บุรนีัน้ตรวจพบแบคทีเรยีสกุล Bacillus, Serratia และ Staphylococcus 
ยงุลายสวนจากอ าเภอปะทวิ จงัหวดัชุมพร นัน้ตรวจพบแบคทเีรยีสกุล Microbacterium ยุงลายสวนจาก
อ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพร นัน้ตรวจพบแบคทเีรยีสกุล Acinetobacter, Chryseobacterium, Erwinia, 
Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, Providencia, Pseudomonas แ ล ะ  Staphylococcus แ ล ะ
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ยุงลายสวนจากจังหวัดยะลานั ้นตรวจพบแบคทีเรียสกุล Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, 
Brachybacterium, Brevundimonas, Burkholderia, Massilia, Microbacterium, Micrococcus, 
Nocardioides, Pectobacterium, Pseudomonas, Rahnella, Rhizobium และ Sphingomonas 

แบคทีเรียที่พบในยุงลายบ้าน  Ae. aegypti ที่ท าการเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ 
Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Cellulomonas, Chryseomicrobium, Dietzia, Enterobacter, 
Klebsiella, Microbacterium, Pantoea, Pseudomonas และ Staphylococcus ยุงลายบ้านจากเขตสวน
หลวง กรุงเทพฯ นัน้ตรวจพบแบคทเีรยีสกุล Bacillus, Micrococcus และ Staphylococcus ยุงลายบ้าน
จากเขตหลกัสี่ กรุงเทพฯ นัน้ตรวจพบแบคทีเรยีสกุล Cellulomonas, Microbacterium, Micrococcus, 
Moraxella, Neisseria, Staphylococcus และ Streptococcus ยุงลายบา้นจากอ าเภอปะทวิ จงัหวดัชุมพร
นัน้ตรวจพบแบคทเีรยีสกุล Moraxella และยุงลายบ้านจากอ าเภอหลงัสวน จงัหวดัชุมพรนัน้ตรวจพบ
แบคทเีรยีสกุล Providencia และ Pseudomonas 

แบคทีเรยีที่พบในยุงร าคาญ  Culex quinquefasciatus ที่ท าการเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 
ได้แก่ Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Pseudomonas และ Staphylococcus ยุงร าคาญ
จากเขตสวนหลวง กรุงเทพฯ นั ้นตรวจพบแบคทีเรียสกุล Chryseobacterium, Microbacterium, 
Micrococcus, Pantoea, Providencia และ Staphylococcus และยงุร าคาญจากเขตหลกัสี ่กรุงเทพฯ นัน้
ต ร ว จ พ บ แ บ ค ที เ รี ย ส กุ ล  Acinetobacter, Actinomyces, Bacillus, Kocuria, Microbacterium, 
Micrococcus, Novosphingobium, Pantoea, Pseudomonas, Rhodococcus และ Staphylococcus 

การศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุงจากหลายๆ 
กลุ่มของประชากรยุงจากหลายพืน้ที ่เนื่องจากต้องการทีจ่ะบ่งชีถ้งึอทิธิพลของสิง่แวดลอ้มทียุ่งอาศยัอยู่
ต่อชนิด ความหลากหลาย และจ านวนของแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุง การศกึษาของ
Chandel แ ล ะคณ ะ (2013) เกี่ ย วกับ เชื้ อ แบ คที เรีย ใน ท าง เดิน อ าห ารขอ งยุ ง ร าค าญ  Cx. 
quinquefasciatus ในประเทศอนิเดยีนัน้พบแบคทเีรยีจ านวน 83 ชนิด ซึ่งจดัอยู่ใน 31 สกุล และพบว่า
แบคทเีรยีที่มจี านวนมากที่สุดคอืสกุล Staphylococcus โดยมจี านวนมากถงึ 11 ชนิด ส่วนแบคทเีรยีที่
พบในหลายพืน้ทีม่ากทีสุ่ดคอืแบคทเีรยีในสกุล Enterobacter นอกจากนี้ Chandel และคณะ (2015) ยงั
ไดต้รวจพบว่ามแีบคทเีรยีชนิด Vagococcus fluvialis ในยุงร าคาญ ปกตแิลว้แบคทเีรยีชนิดนี้จะพบไดใ้น
คนหรอืสตัว์เท่านัน้ ซึ่งเป็นการบ่งชี้ว่าแบคทเีรยีหลายๆชนิดที่ตรวจพบในยุงนัน้เป็นเชื้อที่ยุงได้รบัมา
พร้อมกับอาหารที่กินเข้าไป แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษานี้ ในประเทศไทยไม่พบแบคทีเรยีชนิด 
Vagococcus fluvialis 

การศกึษาของ Valiente Moro และคณะ (2013) พบว่าแบคทเีรยีทีพ่บมากในทางเดนิอาหารของ
ยุงลายสวน Ae. albopictus เพศเมียจะเป็นแบคที เรียในกลุ่ม  Proteobacteria, Firmicutes และ 
Actinobacteria ตามล าดบั ส่วนในยุงลายสวนเพศผู้นัน้แบคทเีรยีที่พบมากจะเป็นกลุ่ม Actinobacteria 
Proteobacteria และ Firmicutes ตามล าดบั แบคทเีรยีที่พบมากทีสุ่ดทัง้ในยุงเพศผู้และเพศเมยีคอืสกุล 
Pantoea จากการศึกษาในครัง้นี้ก็พบแบคทเีรยีสกุล Pantoea ในประเทศไทยเช่นเดยีวกนั โดยพบใน
ยงุลายบา้นทีเ่พาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร ยุงลายสวนและยุงร าคาญทีจ่บัมาจากพืน้ที่ จากการศกึษานี้จะ



 

54 
 

เห็นได้ว่าแบคทเีรยีที่ตรวจพบในทางเดนิอาหารของยุงนัน้จะมคีวามหลากหลายและแตกต่างกนัมาก
ระหว่างประชากรของยุงแต่ละกลุ่ม ซึง่การบ่งชีว้่าแบคทเีรยีชนิดใดจะมผีลต่อการตดิเชือ้ชนิดต่างๆ ของ
ยงุนัน้จ าเป็นตอ้งท าการศกึษาในรายละเอยีดต่อไป 

ส าหรบัการศกึษาการตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในหนูไมซช์นิด BALB/c และชนิด ICR นัน้ประกอบ
ไปด้วย 3 การศกึษา การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาความเป็นไปได้ในการน าหนูทัง้สองชนิดนี้มา
ใชเ้ป็นสตัวท์ดลองต้นแบบในการศกึษาเกี่ยวกบัการตดิเชือ้และพยาธกิ าเนิดของเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยา ใน
กำรศึกษำที่ 1 หนูไมซ์ชนิด BALB/c และ ICR ได้รบัเชื้อไวรสัชคิุนกุนยำในขนาด 104.9 CID50/mouse 
และท ำกำรตรวจหำเชื้อในกระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็นเวลำ 4 วนั หลงัจำกวนัที่ฉีดเชื้อ โดยพบว่ำ
ระดบัของเชือ้ในซรีัม่ของหนูไมซช์นิด BALB/c มคี่าเฉลีย่อยูท่ี ่102.5, 102.0, 103.0 และ 103.3 CID50/ml ใน
วนัที่ 1 ถงึ 4 ตามล าดบั ส่วนระดบัของเชื้อในซรีัม่ของหนูไมซ์ชนิด ICR มคี่าเฉลี่ยอยู่ที่ 101.5 CID50/ml 
ในวันที่  2 และในกำรศึกษำที่  2 หนูไมซ์ชนิด BALB/c ได้ร ับ เชื้อไวรัสชิคุนกุนยำในขนาด 106.3 
CID50/mouse และท ำกำรตรวจหำเชือ้ในกระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็นเวลำ 4 วนั หลงัจำกวนัทีฉ่ีดเชือ้ 
โดยพบว่ำระดบัของเชื้อในซรีัม่ของหนูไมซ์ชนิด BALB/c มคี่าเฉลี่ยอยู่ที่ 103.3, 101.5, 102.3 และ 102.3 
CID50/ml ในวนัที ่1 ถงึ 4 ตามล าดบั  

ในกำรศกึษำที ่3 ศกึษำผลของ dexamethasone ต่อกำรตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยำในหนูไมซ์ชนิด 
ICR โดยที่แบ่งหนูไมซ์ออกเป็นสองกลุ่ม หนูกลุ่มที่ 1 (กลุ่มควบคุม) ได้รบัน ้ำเกลอื ส่วนหนูกลุ่มที่ 2 
ได้รบั dexamethasone เป็นเวลำ 14 วนัก่อนที่จะได้รบัเชื้อ หลงัจำกนัน้หนูไมซ์จะได้รบัเชื้อไวรสัชคิุน
กุนยำในขนาด 106.3 CID50/mouse และท ำกำรตรวจหำเชื้อในกระแสเลอืดของหนูทุกวนั เป็นเวลำ 7 วนั 
หลงัจำกวนัที่ฉีดเชื้อ พบว่ำระดบัของเชื้อในหนูกลุ่มที่ได้รบั dexamethasone มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 102.7, 
103.0, 104.7, 103.5, 102.8, 103.0 และ 102.5 CID50/ml ในวันที่  1 ถึง 7 ตามล าดับ ส าหรับหนูในกลุ่ม
ควบคุมนัน้ระดบัของเชื้อในหนูมคี่าเฉลี่ยอยู่ที่ 102.0, 101.0, 102.4, 103.5, 103.0, 102.7 และ 101.5CID50/ml 
ในวนัที ่1 ถงึ 7 ตามล าดบั ในหนูกลุ่มทีไ่ดร้บั dexamethasone นัน้พบว่ำหนูจะมนี ้ำหนักน้อยกว่ำหนูใน
กลุ่มควบคุม อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำมกีำรติดเชื้อในหนูทัง้สองกลุ่มแต่ระดบัของเชื้อในหนูกลุ่มที่ได้รบั 
dexamethasone จะมคี่ำสูงกว่ำกลุ่มควบคุม แต่ไมพ่บอำกำรผดิปกตอิื่นๆ ในหนูทัง้สองกลุ่ม ส ำหรบักำร
ตดิเชือ้ในคนระหว่ำงทีม่กีำรระบำดของเชือ้ในประเทศไทยนัน้พบว่ำผูป่้วยจะแสดงอำกำรต่ำงๆ ไดแ้ก่ มี
ไข้ ปวดตำมข้อ และสมองอักเสบ (Chusri et al., 2011; Nakkhara et al., 2013; Appassakij et al., 
2013) และในบางการศกึษาเกีย่วกบัการตดิเชือ้ในหนูนัน้พบว่าหนูแสดงอาการเซื่องซมึ เดนิล าบาก การ
อกัเสบอของขอ้ และน ้าหนกัลด (Gardner et al., 2010; Ziegler et al., 2008) 

การติดเชื้อไวรสัในยุงนัน้จะเริม่จากการที่ยุงได้รบัเชื้อมาพรอ้มกบัเลอืดของโฮสต์ หลงัจากนัน้
เชื้อจะเขา้ไปเจรญิในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยุง ซึ่งจะบ่งชี้ได้ว่าเกิดการติดเชื้อในยุง (infection) 
หลงัจากนัน้เชื้อจะเคลื่อนที่เขา้สู่ช่องว่างในร่างกายของยุง ซึ่งจะบ่งชี้ได้ว่าเกดิการกระจายของเชื้อจาก
ทางเดินอาหารเข้าสู่ช่องว่างของร่างกาย (dissemination) และหลงัจากนัน้เชื้อจะเคลื่อนที่เข้าสู่ต่อม
น ้าลายของยุงและมกีารเพิม่จ านวนในต่อมน ้าลาย เมือ่ยงุไปดดูเลอืดจากโฮสต์กจ็ะปล่อยเชือ้เขา้สู่กระแส
เลอืดของโฮสตไ์ด ้(transmission) 
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ส าหรบัการศกึษาการตดิเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในยุงลายสวนนัน้พบว่ารอ้ยละของการตดิเชือ้ในตวั
ยุง (infection) ในช่องว่างของร่างกายยุง (dissemination) และในน ้ าลายของยุง (transmission) เป็น 
83%, 71% และ 42% หลังจากได้รบัเชื้อในปริมาณ 102 CID50/ml ร้อยละของการติดเชื้อในตัวยุง 
ช่องว่างของร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 90%, 87% และ 70% หลงัจากได้รบัเชือ้ในปรมิาณ 103 

CID50/ml รอ้ยละของการตดิเชือ้ในตวัยุง ช่องว่างของร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 100%, 100% 
และ 100% หลงัจากได้รบัเชื้อในปรมิาณ 104 CID50/ml ร้อยละของการติดเชื้อในตัวยุง ช่องว่างของ
ร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 100%, 90% และ 90% หลงัจากได้รบัเชื้อในปรมิาณ 105 CID50/ml 
และรอ้ยละของการตดิเชื้อในตวัยุง ช่องว่างของร่างกายยุง และน ้าลายของยุง เป็น 100%, 100% และ 
100% หลงัจากไดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 106 CID50/ml  

การศกึษาความแตกต่างของเชือ้แบคทเีรยีในทางเดนิอาหารส่วนกลางของยงุทีต่ดิเชือ้และไม่ตดิ
เชือ้ภายหลงัจากทีไ่ดร้บัเชือ้ไวรสัชคิุนกุนยาในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนั การศกึษาพบว่าหลงัจากทียุ่งไดร้บั
เชื้อในปรมิาณ 102 CID50/ml นัน้พบว่ายุงที่มกีารติดเชื้อไวรสัจะพบว่ามแีบคทเีรียสกุล Arthrobacter, 
Corynebacterium และ Staphylococcus ส่วนยุงที่ไม่มีการติดเชื้อไวรสันัน้จะพบว่ามีแบคทีเรยีสกุล 
Staphylococcus ในยุงได้รบัเชื้อในปรมิาณ 103 CID50/ml นัน้พบว่ายุงที่มกีารติดเชื้อไวรสัจะพบว่ามี
แบคทเีรยีสกุล Acinetobacter ส่วนยุงที่ไม่มกีารตดิเชื้อไวรสันัน้ไม่พบว่ามแีบคทเีรยี ในยุงได้รบัเชือ้ใน
ปรมิาณ 104 CID50/ml นัน้พบว่ายุงที่มกีารติดเชื้อไวรสัจะพบว่ามแีบคทเีรยีสกุล Staphylococcus ส่วน
ยงุทีไ่ม่มกีารตดิเชือ้ไวรสันัน้ไม่พบว่ามแีบคทเีรยี ในยุงไดร้บัเชือ้ในปรมิาณ 105 CID50/ml นัน้พบว่ายุงที่
มกีารติดเชื้อไวรสันัน้ไม่พบว่ามีแบคทีเรยี  ส่วนยุงที่ไม่มีการติดเชื้อไวรสันัน้พบว่ามีแบคทีเรยีสกุล 
Corynebacterium และ Staphylococcus ในยุงได้รบัเชื้อในปรมิาณ 106 CID50/ml นัน้พบว่ายุงมกีารติด
เชื้อไวรสัจะพบว่ามแีบคทเีรยีสกุล Moraxella, Sinomonas และ Staphylococcus ส่วนยุงที่ไม่มกีารติด
เชือ้ไวรสันัน้จะพบว่ามแีบคทเีรยีสกุล Actinomyces, Brachybacterium และ Staphylococcus 

การศกึษานี้บ่งชีไ้ดว้่ายุงลายสวน Ae. albopictus เป็นยงุทีม่ศีกัยภาพในการน าเชือ้ไวรสัชคิุนกุน
ยาที่มกีารระบาดในประเทศไทยในปัจจุบนั ในขณะที่ในอดตีที่ผ่านมานัน้ยุงลายบ้าน Ae. aegypti จะมี
บทบาทที่ส าคญัในการเป็นพาหะน าเชื้อนี้ (Thavara et al., 2009) การศึกษาของ Tsetsarkin และคณะ 
(2007) ได้บ่งชี้ว่ายุงลายสวนมบีทบาทส าคญัในการน าเชื้อในปัจจุบนัเนื่องมาจากเกดิการเปลี่ยนแปลง 
(mutation) ของเชื้อท าให้เชื้อนี้พัฒนาได้ดีในยุงลายสวนมากกว่ายุงลายบ้าน และก ารศึกษาของ 
Chompoosri และคณะ (2016) ได้พบว่าเชื้อไวรสันี้สามารถถ่ายทอดจากแม่สู่ลูกในยุงลายสวนและ
ยงุลายบา้น แต่กจ็ะพบในยุงลายสวนไดม้ากกว่ายุงลายบา้น ขอ้มลูพืน้ฐานทีเ่ป็นองคค์วามรูใ้หมท่ีไ่ดจ้าก
งานวจิยันี้ท าใหท้ราบถงึลกัษณะชวีวทิยาและนิเวศวทิยาของเชือ้นี้และยงุพาหะน าโรคในประเทศไทย ซึง่
จะน าไปสู่การวางแผนเพื่อการส ารวจ การควบคุม และป้องกนัการระบาดของโรคต่อไป 
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ภาคผนวก 
 
การน าเสนอผลงานในการประชุมนกัวจิยัรุน่ใหมพ่บเมธวีจิยัอาวุโส สกว ครัง้ที ่15 ในระหว่าง

วนัที ่6-8 มกราคม 2559 ณ โรงแรมเดอะรเีจน้ท ์ชะอ า บชี รสีอรท์ จงัหวดัเพชรบุร ี
- Bacterial biodiversity in midguts of Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) mosquitoes 
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- Immunosuppression with dexamethasone and Chikungunya virus infection in ICR mice 
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Abstract.  Chikungunya virus (CHIKV) infection is an emerging or re-emerging infectious 

disease found in several countries. The ecology of this virus involves humans, reservoir 

animals, and mosquito vectors. Two experiments were conducted in this study.  For the first 

experiment, BALB/c mice were inoculated with 106.3 CID50/mouse and blood samples were 

collected and tested for CHIKV infection by using immunocytochemistry (ICC) and reverse 

transcription polymerase reaction (RT-PCR). The mean CHIKV titers in BALB/c mice were 

103.3, 101.5, 102.3, and 102.3 CID50/ml of serum on day 1 to day 4 post inoculation (PI), 

respectively. All serum samples of day 1 and day 2 PI were positive for CHIKV by using RT-

PCR. For the second experiment, there were two groups of ICR mice. In the first group or 

immunosuppressed ICR group, mice were injected with 100 g of dexamethasone for 14 

days. In the second group or control ICR group, mice were injected with 0.1 ml of normal 

saline for 14 days. All mice were then inoculated with 106.3 CID50/mouse. Blood samples 

were collected and tested for CHIKV infection by using ICC and RT-PCR. For the 
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immunosuppressed ICR group, the mean CHIKV titers in mice were 102.7, 103.0, 104.7, 103.5, 

102.8, 103.0, and 102.5 CID50/ml of serum on day 1 to day 7 PI, respectively. All serum samples 

of day 1 to day 5 PI were positive for CHIKV by using RT-PCR. For the control ICR group, 

the mean CHIKV titers in mice were 102.0, 101.0, 102.4, 103.5, 103.0, 102.7, and 101.5 CID50/ml of 

serum on day 1 to day 7 PI, respectively. All serum samples of day 1 PI were positive for 

CHIKV by using RT-PCR.  

 

INTRODUCTION 

 

Chikungunya virus (CHIKV) is an emerging or re-emerging mosquito-borne virus 

belonging to Alphavirus genus of the Togaviridae family which was first discovered in 

Tanzania in 1952. It is an enveloped, single-stranded, positive-sense RNA virus. CHIKV can 

be classified into four lineages: West Africa, East Central and South Africa, Asian, and 

Indian Ocean lineage. The large outbreak of this virus occurred in different geographic 

regions including Africa and the Indian Ocean basin (Thaikruea et al., 1997; Kishishita et al., 

2015; Sasayama et al., 2014; Duong et al., 2012). Lately, this virus has emerged and spread 

throughout the Americas (Alpuche Aranda & Lopez-Gatell, 2015; Donalisio & Freitas, 2015; 

Diaz et al., 2015; de Figueiredo & Figueiredo, 2014). CHIKV was first identified in Thailand 

in 1958 and was re-emerged in Thailand in 2008. The virus of Asian lineage was circulated in 

the past but the virus that was responsible for the recent outbreak in Thailand had different 

genome sequences (Theamboonlers et al., 2009). The Asian lineage was the virus strain that 

respond for the outbreak in the past in Thailand but the Indian Ocean lineage (IOL) was 

responsible for the outbreak in the present in Thailand. There are the differences between E1 

envelope glycoprotein sequences. The present study also indicated an alanine-to-valine 

substitution at the position 226 of the E1 envelope glycoprotein (E1-A226V) on an IOL. 
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Transmission cycle of CHIKV might be divided into two cycles: urban and sylvatic 

life cycle. Infected humans and mosquitoes play an important role in the transmission in an 

urban cycle, but infected animals and mosquitoes are responsible for the transmission in a 

sylvatic cycle (Jupp & Kemp, 1996; Vourc'h et al., 2014). Mice and nonhuman primates have 

been used as animal models for studying CHIKV infection, pathogenesis, immune response, 

and treatment (Dhanwani et al., 2014; Ziegler et al., 2008; Tretyakova et al., 2014; Long et 

al., 2013; Teo et al., 2013; Higgs & Ziegler, 2010; Chen et al., 2010; Labadie et al., 2010). 

However, the roles of animals in the epidemiology of CHIKV are poorly understood. 

There were few studies of animal infections and the virus strain that were responsible 

for the current outbreak in Thailand (Tiawsirisup et al., 2012). More studies need to be 

performed to address the role and relationship between animals and mosquitoes in the 

ecology of this virus in Thailand. This study was conducted to explore the possible role of 

mice as animal models for CHIKV infection. CHIKV infections in BALB/c and ICR mice 

were examined in this study. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Virus and cell culture  

Thailand 2010 strain of Chikungunya virus (CHIKV) was used in this study. This virus was 

originally isolated from an infected patient during the outbreak in southern Thailand in 2010. 

It is in the Indian Ocean lineage (IOL) with an alanine-to-valine substitution at the position 

226 of the E1 envelope glycoprotein (E1-A226V). It was kindly provided by the Faculty of 

Medicine, Chulalongkorn University, Thailand. CHIKV was propagated and assayed in 

Vero-76 cells. 
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Virus assay 

Ten-fold dilution of CHIKV in mice inoculum and inoculated mice serum samples were 

assayed for an amount of virus in Vero-76 cells by using immunocytochemistry (ICC) 

staining. Samples were inoculated in Vero-76 cells in 96-well-plate for three days. Inoculated 

cells were then fixed with 4% formaldehyde at room temperature for 25 minutes and washed 

three times with 0.5% tween in Phosphate Buffer Saline (PBS). Mouse monoclonal antibody 

to CHIKV (abcam®, USA) was added and incubated at room temperature for two hours. The 

plate was then washed with 0.5% tween in PBS for three times. Polyclonal rabbit anti- mouse 

immunoglobulins/HRP (Dako, Denmark) was added and incubated at room temperature for 

two hours. The plate was then washed with 0.5% tween in PBS for three times. AEC (3-

amino-9-ethylcarbazole) substrate (Sigma-Aldrich, USA) was added and incubated at room 

temperature for one hour. The plate was then washed with distilled water, dried at room 

temperature, and examined under light microscope. Single measurement with four wells of 

inoculated cells was used for virus titer examination by using ICC. Infected cells indicated by 

the red brown color in the cells. Virus titers of CHIKV in mice inoculum and inoculated mice 

serum samples were expressed as CID50/ml (Reed & Muench, 1938).          

 

Viral nucleic acid extraction 

Viral nucleic acid was extracted from mice inoculum and individual mouse serum sample by 

using viral nucleic acid extraction kit II (Geneaid, Taiwan) following the manufacturer’s 

instructions. The extracted nucleic acid was kept at -80°C until tested.  

 

Reverse transcription polymerase chain reaction 

Each extracted viral nucleic acid sample was tested for CHIKV by using reverse transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR), which was adapted from CV et al. (2007) and 
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Theamboonlers et al. (2009) with slight modification. The primers used in this study were 

DVRChk-Reverse 5’GGGCGGGTAGTCCATGTTGTAGA3’ and DVRChk-Forward 

5’ACCGGCGTCTACCCATTCATGT3’ (CV et al., 2007). The PCR product was analyzed 

in 2% agarose gel with expected 330 base pair band. 

 

Experiment animals and design 

CHIKV infection in BALB/c (Mus musculus) and ICR (Mus musculus) mice were examined 

in this study. This study was approved by the Chulalongkorn University Animal Care and 

Use Committee (Animal Use Protocol and Approval No.1031038). BALB/c and ICR mice 

used in this study were provided by the National Laboratory Animal Center, Thailand. They 

were colonized in the close system and free from the pathogens. There were 10 BALB/c mice 

and 28 ICR mice used in this study. There were two experiments conducted in this study. 

For the first experiment, four-week-old BALB/c mice were inoculated with 0.2 ml of 

CHIKV (107 CID50/ml) by intraperitoneal (IP) route. Two to three mice were sampled daily 

for four days post inoculation (PI). Blood was collected from sampled mice and tested for 

CHIKV infection by using immunocytochemistry (ICC) staining and reverse transcription 

polymerase reaction (RT-PCR). The mice were then euthanized after blood collection. 

For the second experiment, two groups of ICR mice were used. In the first group or 

immunosuppressed group, four-week-old ICR mice were injected with 0.1 ml or 100 g of 

dexamethasone by IP route for 14 days. In the second group or control group, four-week-old 

mice were injected with 0.1 ml of normal saline by IP route for 14 days. All mice were then 

inoculated with 0.2 ml of CHIKV (107 CID50/ml) by IP route. Two mice from each group 

were sampled daily for seven days PI. Blood was collected from sampled mice and tested for 

CHIKV infection by using ICC staining and RT-PCR. The mice were then euthanized after 

blood collection. 
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The inoculated mice were also observed for the joint pain and walking difficulty to 

indicated the symptoms of Chikungunya virus infection. 

 

RESULTS 

 

Chikungunya virus (CHIKV) infection in BALB/c and ICR mice were examined in this 

study. BALB/c mice were intraperitoneal (IP) inoculated with CHIKV by needle injection. 

CHIKV viremia developed in all 10 BALB/c mice, which was indicated by using 

immunocytochemistry (ICC) staining. The blood samples were collected after inoculation by 

using heart puncture. The virus recovered from the blood samples were the virus that was 

replicated in the mice. If the virus cannot replicate in the mice, it will not be detected in the 

blood circulation. Immunohistochemistry also indicated live virus in the mice. If the virus 

cannot replicate in the virus, it will be died shortly and cannot be detected by using 

immunocytochemistry (ICC).  Infected cells indicated by the red brown color in the cells 

(Figure 1).  

Viremia titers in BALB/c mice peaked on day 1 and day 4 post inoculation (PI) with 

the titer of 104.0 CID50/ml of serum. The mean CHIKV levels in BALB/c mice were 103.3, 

101.5, 102.3, and 102.3 CID50/ml of serum on day 1 to day 4 post inoculation (PI), respectively, 

which was indicated by using ICC staining. All serum samples of day 1 and day 2 PI were 

positive for CHIKV but only two serum samples (2/3) of day 3 and one serum sample (1/3) 

of day 4 PI were positive for CHIKV by using reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) (Table 1 and Figure 2). 

There were two groups of ICR mice in this study. Mice in the immunosuppressed 

group were injected with dexamethasone and mice in the control group were injected with 

normal saline by IP route for 14 days before virus inoculation. Mice in both 
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immunosuppressed and control group were IP inoculated with CHIKV by needle injection. 

CHIKV viremia developed in all 14 mice in the immunosuppressed group and 12 mice in the 

control group, which was indicated by using ICC staining. Viremia titers in mice in the 

immunosuppressed group peaked on day 3 PI with the titer of 106.0 CID50/ml of serum but 

viremia titers in mice in the control group peaked on day 4 and day 5 PI with the titer of 103.5 

CID50/ml of serum. 

The mean CHIKV titers in mice in the immunosuppressed group were 102.7, 103.0, 

104.7, 103.5, 102.8, 103.0, and 102.5 CID50/ml of serum on day 1 to day 7 PI, respectively, which 

was indicated by using ICC staining. All serum samples of day 1 to day 5 PI were positive for 

CHIKV, but only one serum sample (1/2) of day 6 PI was positive for CHIKV by using RT-

PCR. The mean CHIKV titers in mice in the control group were 102.0, 101.0, 102.4, 103.5, 103, 

102.7, and 101.5 CID50/ml of serum on day 1 to day 7 PI, respectively, which was indicated by 

using ICC staining. All serum samples of day 1 PI were positive for CHIKV, but only one 

serum sample (1/2) of day 2 PI and one serum sample (1/2) of day 4 PI were positive for 

CHIKV by using RT-PCR (Table 2 and Figure 1). No signs of illness were observed in all 

CHIKV-infected BALB/c and ICR mice during the study period.  

 

DISCUSSION 

 

This study was conducted to examine the possibility of using BALB/c (inbred) and 

ICR (outbred) mice as animal models for studying Thailand strain of Chikungunya virus 

(CHIKV) infection and pathogenesis. Infected animal models were also needed as sources of 

infected blood meal for vector competence study. CHIKV used in this study was isolated 

from an infected patient during the outbreak of CHIKV in Thailand in 2010. The study by 

Theamboonlers et al. (2009) indicated that the genome sequences of CHIKV isolated from 
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the outbreak in Thailand in 2008 were different from the virus isolated from the outbreak in 

Thailand in 1988 and during 1995-1996. Thailand 2010 strain of CHIKV used in this study is 

in the Indian Ocean lineage (IOL) with an alanine-to-valine substitution at the position 226 of 

the E1 envelope glycoprotein (E1-A226V). It is in the same lineage as 2008 Thailand strain 

but it is difference from 1995 Thailand strain. There are 94% similarity between 2008 

Thailand and1995 Thailand strain. Chikungunya virus Thailand 2008 were also closely 

related to the strains isolated from the outbreaks in Singapore in 2008 and in India in 2007 

(99-100%). 

The study on mosquito vector competence of CHIKV indicated that the mosquito 

species that were responsible for the current outbreak included Aedes albopictus whereas Ae. 

aegypti were responsible for the previous outbreak in Thailand (Thavara et al., 2009). 

Tsetsarkin et al. (2007) also specified that Ae. albopictus were more potential vectors for 

CHIKV than Ae. aegypti due to the mutation of the virus which allowed them to adapt to 

different mosquito vectors in the past. 

One group of BALB/c mice and two groups of ICR mice were examined in this study. 

All mice in this study were intraperitoneal (IP) inoculated with 0.2 ml of 107 CID50/ml of 

CHIKV or 106.3 CID50 of CHIKV/mouse. Mice in the immunosuppressed ICR group were 

injected with dexamethasone and mice in the control ICR group were injected with normal 

saline. Having been injected with dexamethasone for two weeks, the immunosuppressed ICR 

mice showed signs of reduced weight gain when compared with the control ICR mice. 

CHIKV viremia developed in all BALB/c and immunosuppressed ICR mice, which was 

indicated by using immunocytochemistry (ICC) staining. However, the highest viremia titers 

were found in the immunosuppressed ICR mice.  

Dexamethasone used in the immunosuppressed ICR mice might affect CHIKV 

infection in ICR mice. Nevertheless, further studies are needed to confirm this finding. Other 
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factors such as inoculum doses and routes of infection might be involved in animal 

infections. In this study, the mice were only inoculated with virus by IP route. Mice 

inoculation by using other routes such as intramuscular, intravenous, and subcutaneous 

should be examined for the investigation of the effect of inoculum route on duration of 

infection, peak of viremia, and pathogenesis. There was only one mouse in the 

immunosuppressed group whose virus titer reached 106.0 CID50/ml of serum. More virus in 

mouse inoculum might be needed to gain higher viremia in inoculated mice. However, 

additional studies need to be undertaken to evaluate this possibility.  

Clinical signs and symptoms found in infected patients during the outbreak of CHIKV 

in Thailand ranged from no clinical sign, fever, joint pain, polyarthritis, meningoencephalitis 

to myeloneuropathy (Chusri et al., 2011; Nakkhara et al., 2013; Appassakij et al., 2013). The 

study on infection and pathogenesis of other CHIKV isolates and mice models indicated 

lethargy, walking difficulty, hind limb dragging, arthritis, and reduced weight gain (Gardner 

et al., 2010; Ziegler et al., 2008). However, no signs of illness were observed in any of the 

CHIKV-infected BALB/c and ICR mice in this study.  CHIKV infections in wild mice in 

Thailand also need to be studied to understand the roles of wild mice in the epidemiology of 

CHIKV in Thailand. 
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Table 1. Chikungunya virus (CHIKV) viremia in BALB/c mice on day 1 to day 4 post 

inoculation (PI) by using immunocytochemistry (ICC) staining and reverse transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR). 

 

Day (PI) BALB/c mice 

Mean virus titers 

(10^ CID50/ml) 

RT-PCR 

1 3.3 (2.5, 4.0) +/+ 

2 1.5 (1.5, 1.5) +/+ 

3 2.3 (1.5, 2.5, 3.0) +/+/- 

4 2.3 (1.5, 1.5, 4.0) -/-/+ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

81 
 

Table 2. The comparison of Chikungunya virus (CHIKV) viremia between 

immunosuppressed ICR and control ICR group of mice on day 1 to day 7 post inoculation 

(PI) by using immunocytochemistry (ICC) staining and reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR). 

 

Day (PI) Immunosuppressed ICR mice group Control ICR mice group 

Mean virus titers 

(10^ CID50/ml) 

RT-PCR Mean virus titers 

(10^ CID50/ml) 

RT-PCR 

1 2.7 (2.5, 2.8) +/+ 2.0 (1.5, 2.5) +/+ 

2 3.0 (2.5, 3.5) +/+ 1.0 (0, 2.0) -/+ 

3 4.7 (3.3, 6.0) +/+ 2.4 (2.3, 2.5) -/- 

4 3.5 (3.5, 3.5) +/+ 3.5 (3.5, 3.5) -/+ 

5 2.8 (2.5, 3.0) +/+ 3.0 (2.5, 3.5) -/- 

6 3.0 (2.5, 3.5) +/- 2.7 (2.5, 2.8) -/- 

7 2.5 (2.5, 2.5) -/- 1.5 (0, 3.0) -/- 
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Vero cell (negative control) Vero cell infected with Chikungunya virus 

 

 Figure 1. Comparison between negative control and Chikungunya virus infected Vero 

cell indicated by using immunocytochemistry (ICC) 
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Fugure 2. The comparison of Chikungunya virus (CHIKV) viremia among BALB/c, 

immunosuppressed ICR, and control ICR group of mice on day 1 to day 7 post inoculation 

(PI) by using immunocytochemistry (ICC) staining. 
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Abstract Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus are important mosquito vectors for many 

infectious diseases. A number of factors affect vector competence of these mosquitoes for a 

specific pathogen. The bacteria harbored in the midgut are known to influence the mosquito 

physiology and can alter the response to various pathogens. Bacteria from midgut of Ae. 

aegypti and Cx. quinquefasciatus were isolated and identified by using bacteriological and 

molecular techniques in this study in which two groups of mosquitoes were examined. The 

first group was field collected mosquitoes from two areas of Bangkok: Suanluang and Laksi 

district. The second group was laboratory rearing mosquitoes. Three bacterial genera (i.e., 

Bacillus, Micrococcus, and Staphylococcus) were identified from field collected Ae. aegypti 

from Suanluang district. Seven bacterial genera (i.e., Cellulomonas, Microbacterium, 
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Micrococcus, Moraxella, Neisseria, Staphylococcus, and Streptococcus) were identified from 

field collected Ae. aegypti from Laksi district. Twelve bacterial genera (i.e., Acinetobacter, 

Agrobacterium, Bacillus, Cellulomonas, Chryseomicrobium, Dietzia, Enterobacter, 

Klebsiella, Microbacterium, Pantoea, Pseudomonas, and Staphylococcus) were identified 

from laboratory rearing Ae. aegypti. Six bacterial genera (i.e., Chryseobacterium, 

Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, Providencia, and Staphylococcus) were identified 

from field collected Cx. quinquefasciatus from Suanluang district. Eleven bacterial genera 

(i.e., Acinetobacter, Actinomyces, Bacillus, Kocuria, Microbacterium, Micrococcus, 

Novosphingobium, Pantoea, Pseudomonas, Rhodococcus, and Staphylococcus) were 

identified from field collected Cx. quinquefasciatus from Laksi district. Five bacterial genera 

(i.e., Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Pseudomonas, and Staphylococcus) were 

identified from laboratory rearing Cx. quinquefasciatus. The variation of these midgut 

microbiota may influence mosquito vector competence for a specific pathogen. However, 

further studies need to be performed to indicate this relationship. 

  

Keywords: bacteria, biodiversity, midgut, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, Thailand 

 

Introduction 

 

Aedes aegypti (Linnaeus) and Culex quinquefasciatus (Say) are important mosquito 

vectors that can be found worldwide and throughout Thailand. They are nuisance insects and 

important vectors for many infectious diseases. Ae. aegypti play important roles as vectors for 

many filarial nematodes and viruses particularly Zika and dengue virus (Ariani et al. 2015; da 

Moura et al. 2015; Diallo et al. 2008; Monaghan et al. 2016; Richard et al. 2016; Tiawsirisup 

and Nithiuthai 2006; Watson and Kay 1999). Cx. quinquefasciatus are also important vectors 

for filarial nematodes, protozoa, and many viruses such as canine heartworm caused by 
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Dirofilaria immitis, avain malaria caused by Plasmodium gallinaceum, West Nile virus, and 

Rift Valley fever virus (Ahid et al. 2000; Sudeep et al. 2015; Tiawsirisup and Nithiuthai 

2006; Turell et al. 2007; Vargas and Beltran 1941).  

Vertebrate host, pathogen, and mosquito vector factors affect vector competence of 

mosquitoes for a specific pathogen. Pathogen infection in mosquito can occur only in the 

mosquito’s midgut since the structure of the midgut is different from foregut and hindgut. 

The midgut of mosquito vector contains not only pathogens, but also a diverse microbiota 

(Dennison et al. 2014).  Midgut microbiota are the bacteria that have co-evolved and 

developed symbiotic relationships with mosquitoes or the bacteria that are acquired from the 

mosquito’s breeding water or nectar sources, and they have adapted to persist within the 

mosquitoes. 

These bacteria influence the mosquito physiology, the susceptibility of the mosquitoes 

to specific pathogens, the response to various pathogens, and ability to transmit the pathogen. 

Midgut microbiota in the mosquitoes are also diverse depend on species, sex of the mosquito, 

developmental stage of the mosquito, ecological factors, and geographic locations. However, 

the reduction in bacteria diversity can be found during the metamorphosis (Kim et al. 2015). 

Some studies have suggested a potential role of microbiota in the biology and vector 

competence of mosquitoes. The mosquito’s midgut microbiota can modulate the mosquito 

immune response and affect vector competence to pathogens. The microbiota can also 

manipulate mosquito competence by impairing pathogen infection through resource 

competition or antipathogen molecule secretion. These observations have encouraged the 

recent development of new mosquito control methods based on the use of symbiotically-

modified mosquitoes to interfere with pathogen transmission or reduce the host reproduction 

and life span (Minard et al. 2013). 
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 Studying about the diversity of the midgut microbiota will be the basic knowledge for 

the advance study of the relationship between midgut microbiota and specific pathogen 

infection and transmission in the mosquito vectors. Understanding of the role of the mosquito 

microbiota in modulating infections with pathogen is importance. However, the information 

about midgut microbiota of mosquitoes from Thailand is limited. This study was conducted 

to access the diversity of midgut microbiota of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus from 

Thailand. This is the basic and important information for the advance research on mosquito 

vector competence and mosquito control in Thailand.   

 

Materials and methods 

 

Mosquitoes 

 

Laboratory rearing and field collected Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus were 

examined in this study. Laboratory mosquitoes were reared and maintained at the 

parasitology laboratory, Parasitology Unit, Department of Veterinary Pathology, Faculty of 

Veterinary Science, Chulalongkorn University. Field mosquitoes were collected from Suan 

Luang and Lak Si district, Bangkok, Thailand by using BG-Sentinel mosquito trap 

(Biogents®, Germany). 

 The mosquitoes were then kept at 4C for 20 minutes and identified under a light 

microscope. Only female mosquitoes were examined in this study. The sampling mosquitoes 

were washed in 70% ethanol for 5 minutes and phosphate buffer saline (PBS). After washing, 

the midgut was dissected from each mosquito under a light microscope. The midguts then 

were kept in 300 microliters of 60% glycerol in PBS, ground by using sterile plastic pestle, 

and kept at -80C until tested. 
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Bacteria isolation and identification from mosquito midgut 

 

Bacteria from midgut of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus were isolated and identified by 

using bacteriological and molecular techniques. 

 

Bacteriological technique 

 

The ground midgut from each mosquito was separated into three parts. The first part, 50 

microliters of the ground midgut were examined for the total colonies by using pour plate 

technique. The sample was mixed with plate count agar (PCA) and poured into a plastic petri 

dish. The petri dish was kept at 37C for 24-48 hours and counted for bacterial colonies. If 

the total colonies of bacteria were higher than 250 colonies, the ground midgut was diluted 

and the total colonies were examined again by using pour plate. 

 The second part, 50 microliters of the ground midgut were examined for the bacterial 

colonies by using spread plate technique. Trypticase soy agar (TCA) with 5% sheep blood 

was used in this technique. The midgut was streaked over an agar surface by four-way cross 

streak method. The streaked plate then was kept at 37C for 24-48 hours and counted for 

bacterial colonies. 

The third part, 50 microliters of the ground midgut were examined for the bacterial 

colonies by using spread plate technique. MacConkey agar (MAC) with 5% sheep blood was 

used in this technique. The midgut was streaked over an agar surface by four-way cross 

streak method. The streaked plate then was kept at 37C for 24-48 hours and counted for 

bacterial colonies. The bacterial colonies were indicated as colony forming unit (CFU) per 

mosquito. 

Each bacterial colony from spread plate technique was subcultured over TCA with 

5% sheep blood by four-way cross streak method. The streaked plate then was kept at 37C 

for 24-48 hours. Pure bacterial colonies were examined by using gram staining and molecular 
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techniques. Before examination by molecular technique, the pure bacterial colony was 

cultured in Luria-Bertani (LB) broth. Stock of the pure colony was kept in stock media at 

37C for 24 hours and transferred to room temperature. 

 

Molecular technique 

  

Bacterial DNA was extracted by using boiling method. The pure bacterial colony was 

cultured in two milliliters of LB broth at 37C for 24-48 hours. It was centrifuged at 14,000 

rpm for 15 minutes and the bacterial pellet was washed one time in distilled water. Forty 

microliters of distilled water were added into the bacterial pellet. It was kept at 100C for 10 

minutes, cooled down in the ice basket, and centrifuged at 14,000 rpm for 10 minutes. The 

supernatant (extracted DNA) was kept at -80C until tested by using polymerase chain 

reaction and sequencing. 

 

Polymerase chain reaction technique 

 

The extracted bacterial DNA was examined by using polymerase chain reaction (PCR) 

technique. Two universal primers for 16s rRNA gene of bacteria were used in this study. The 

first pair of primer were 16 s Forward 5’-AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’ and 16 s 

Reverse 5’-GCT ACC TTG TTA CGA CTT C-3’ (Dinparast Djadid et al. 2011) and the 

second pair of primer were 63F 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’ and 1387R 5’-

GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’ (Marchesi et al. 1998). PCRs were performed in 25 μl-

reaction. The PCR consisted of 1.5 l of DNA template, 0.2 l of Taq DNA polymerase 

(Platinum Taq DNA polymerase high fidelity, Invitrogen, USA), 2.5 l of 10x PCR buffer, 

0.5 l of 10mM dNTP, 1 l of 50 mM MgSO4, 10 µM of forward primer, 10 µM of reverse 

primer, and 17.3 l of distilled water. DNA was amplified by using thermocycler (Perkin 

Elmer Cetus 9600, Perkin Elmer, Waltham, MA). 
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 Reaction for the first primer consisted of the initial denaturation at 94C for 2 min, the 

amplification was carried out for 35 cycles with the following temperature cycling 

parameters: 94C for 30 sec of denaturation, 55C for 30 sec of annealing, and 68C for 1 

min 30 sec of extension. The final amplification cycle included an addition of 10 min 

extension at 72C. The PCR product was mixed with loading buffer (BlueJuice™ Gel 

Loading Buffer, Invitrogen, USA) and analyzed in 1.5% agarose gel (UltraPure™, 

Invitrogen, Carlsbad, CA) with expected 1.5 kilobase pair band. 

Reaction for the second primer consisted of the initial denaturation at 94C for 2 min, 

the amplification was carried out for 30 cycles with the following temperature cycling 

parameters: 95C for 1 min of denaturation, 55C for 1 min of annealing, and 72C for 1 min 

30 sec of extension. The final amplification cycle included an addition of 5 min extension at 

72C. The PCR product was mixed with loading buffer (BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 

Invitrogen, USA) and analyzed in 1.5% agarose gel (UltraPure™, Invitrogen, Carlsbad, CA) 

with expected 1.3 kilobase pair band. 

 

Bacterial DNA sequencing 

 

After DNA amplification, the PCR product in agarose gel was purified by using Gel/PCR 

DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) according to the manufacturer’s 

recommendation. The purified DNA was sequenced (First BASE Laboratories, Singapore), 

analysed by using Molecular Evolution Genetics Analysis (MEGA) 5.1, and blasted with the 

data in GenBank.   
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Results 

 

This study was conducted to examine genera and diversity of bacteria in the midguts of Aedes 

aegypti and Culex quinquefasciatus mosquitoes. Laboratory rearing and field collected 

mosquitoes were examined in this study. The field mosquitoes were collected from 

Suanluang and Laksi district, Bangkok, Thailand by using BG-Sentinel mosquito traps. 

Bacteria in the mosquito midguts were cultured and identified by using bacteriological and 

molecular techniques. 

Sixteen laboratory rearing Ae. aegypti were examined and twelve bacterial genera 

(i.e., Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Cellulomonas, Chryseomicrobium, Dietzia, 

Enterobacter, Klebsiella, Microbacterium, Pantoea, Pseudomonas, and Staphylococcus) were 

identified from this mosquito group (13/16).  Three mosquitoes were free from the culturable 

bacteria in the midguts (3/16). The most common bacteria found in this mosquito group were 

Microbacterium (4/13).  

Five field collected Ae. aegypti from Suanluang district were examined and three 

bacterial genera (i.e., Bacillus, Micrococcus, and Staphylococcus) were identified from this 

mosquito group (4/5). One mosquito was free from the culturable bacteria in the midgut (1/5). 

The most common bacteria found in this mosquito group were Micrococcus (2/4) and 

Staphylococcus (2/4).  

Seven field collected Ae. aegypti from Laksi district were examined and seven 

bacterial genera (i.e., Cellulomonas, Microbacterium, Micrococcus, Moraxella, Neisseria, 

Staphylococcus, and Streptococcus) were identified from this mosquito group (6/7). One 

mosquito was free from the culturable bacteria in the midgut (1/7). The most common 

bacteria found in this mosquito group were Staphylococcus (4/6) (Table 1 and 2). 

Eleven laboratory rearing Cx. quinquefasciatus were examined and five bacterial 

genera (i.e., Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Pseudomonas, and 
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Staphylococcus) were identified from this mosquito group (10/11). One mosquito was free 

from the culturable bacteria in the midgut (1/11). The most common bacteria found in this 

mosquito group were Staphylococcus (6/10).  

Ten field collected Cx. quinquefasciatus from Suanluang district were examined and 

six bacterial genera (i.e., Chryseobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, 

Providencia, and Staphylococcus) were identified from this mosquito group (7/10). Three 

mosquitoes were free from the culturable bacteria in the midgut (3/10).  The most common 

bacteria found in this mosquito group were Micrococcus (3/7).  

Eleven field collected Cx. quinquefasciatus from Laksi district were examined and 

eleven bacterial genera (i.e., Acinetobacter, Actinomyces, Bacillus, Kocuria, Microbacterium, 

Micrococcus, Novosphingobium, Pantoea, Pseudomonas, Rhodococcus, and Staphylococcus) 

were identified from this mosquito group (11/11). The most common bacteria found in this 

mosquito group were Staphylococcus (4/11) (Table 1 and 3). 

 

Discussion 

 

Mosquito midgut is a site of complex interactions among mosquito, pathogens, and 

resident microbiota. The variation of these bacteria may influence mosquito biology and 

vector competence for a specific pathogen. It may be one of the factors responsible for the 

difference in disease transmission rates or vector competence within mosquito population. 

The previous studies from various countries indicate the role and relation between mosquito 

midgut microbiota and vector competence for specific pathogen. However, the information 

about mosquito midgut microbiota and the relation between these bacteria and pathogens 

from Thailand is limited.  

This study was performed to initiate the basic information about midgut microbiota 

from Thailand’s mosquitoes. They were collected from two different areas in Bangkok, 
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Thailand to indicate the effect of environment conditions on the variation of mosquito midgut 

microbiota. Three bacterial genera were identified from field collected Ae. aegypti from 

Suanluang district. Seven bacterial genera were identified from field collected Ae. aegypti 

from Laksi district. Twelve bacterial genera were identified from laboratory rearing Ae. 

aegypti. Six bacterial genera were identified from field collected Cx. quinquefasciatus from 

Suanluang district. Eleven bacterial genera were identified from field collected Cx. 

quinquefasciatus from Laksi district. Five bacterial genera were identified from laboratory 

rearing Cx. quinquefasciatus. 

The study by Chandel et al. (2013) indicated the midgut microbiota of female Cx. 

quinquefasciatus mosquitoes collected from India. They examined 16S ribosomal DNA from 

culturable microflora and revealed the presence of 83 bacterial species belonging to 31 

bacterial genera. Phylum Proteobacteria was the most dominant phylum (37 species), 

followed by Firmicutes (33 species) and Actinobacteria (13 species). The genus 

Staphylococcus was the largest genus represented by 11 species whereas Enterobacter was 

the most prevalent genus and recovered from most field stations. They found individual 

mosquito harbor extremely diverse gut bacteria and have very small overlap bacterial taxa in 

their gut.  

Another study by Chandel et al. (2015) also indicated the isolation of Vagococcus 

fluvialis from Cx. quinquefasciatus mosquito midgut collected from India. This bacteria 

species was known from domestic animals and human sources only. This finding might 

confirm the hypothesis that microbiota are acquired from the mosquito’s food sources. It is 

the first report of V. fluvialis from the midgut of Cx. quinquefasciatus mosquito collected 

from Arabian Sea coastal of India. However, this genus of bacteria was not isolated from our 

present study from Thailand. 
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 The study by Valiente Moro et al. (2013) indicated that bacterial isolates from female 

Ae. albopictus mosquitoes were mostly Proteobacteria followed by Firmicutes and 

Actinobacteria. On the other hand, Actinobacteria was the most abundant phylum in male Ae. 

albopictus followed by Proteobacteria and Firmicutes. Pantoea was the most common genus 

in both females and males from all sampling sites. In our present study, Pantoea was isolated 

from laboratory rearing femlae Ae. aegypti and field collected female Cx. quinquefasciatus 

from Thailand.   

For the midgut microbiota of Anopheles mosquitoes, the majority of the identified 

bacteria from An. stephensi and An. maculipennis from Iran were belonged to the gamma-

proteobacteria class, including Pseudomonas and Aeromonas. The other bacteria found in 

these mosquitoes were Pantoea, Acinetobacter, Brevundimonas, Bacillus, Sphingomonas, 

Lysinibacillus and Rahnella (Dinparast Djadid et al. 2011). Acinetobacter, Bacillus, and 

Pseudomonas are also found in the mosquitoes from Thailand which indicated by this present 

observation. 

Another important bacterial endosymbiont in mosquitoes is Wolbachia. This 

bacterium blocks the transmission of dengue virus by Ae. aegypti. It is currently being 

evaluated for control of dengue outbreaks. Wolbachia induces cytoplasmic incompatibility 

that results in the developmental failure of offspring. However, only agar-culturable bacteria 

were examined in this study. Wolbachia infection in Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus 

cannot be indicated by the methodology used in this study. 

In addition, the presence of antibiotics in the blood of infected people is a new risk of 

disease transmission increasing. For examples, antibiotics in malaria-infected people 

enhances the susceptibility of An. gambiae mosquitoes to malaria infection by disturbing 

their midgut microbiota. Antibiotics exposure also increases mosquito survival and fecundity, 

which are known to increase vector competency (Gendrin et al. 2015).   
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 Future studies of the role of culturable bacteria in the biological role in the 

invasiveness of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus need to be performed. Isolated bacteria 

will be characterized to better understand its genetic contents and any possible to influence on 

Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus vector competence. 

 

 

Conclusion 

 

The recent finding in this study indicates the diversity and variation of midgut microbiota of 

laboratory rearing and filed collected Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus from 

Thailand. However, further investigations to verify the potential role of the detected bacteria 

in mosquitoes for the transmission of various pathogens are needed.  
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Table 1 Species, source, and number of tested mosquitoes 

 

 

Mosquito species Source of 

mosquitoes 

Number of tested 

mosquitoes 

Number of 

mosquitoes with 

midgut microbiota 

Aedes aegypti Laboratory 16 13 

 Suanluang district 5 4 

 Laksi district 7 6 

Culex quinquefasciatus Laboratory 11 10 

 Suanluang district 10 7 

 Laksi district 11 11 
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Table 2 Genera of midgut microbiota found in laboratory rearing and field collected 

Aedes aegypti from Thailand 

 

 

ID Species Source 

Midgut microbiota 

N
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C
el

lu
lo

m
o

n
a

s 

C
h

ry
se

o
m

ic
ro

b
iu

m
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K
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M
o
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N
ei
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e
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a

n
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P
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u
d

o
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o
n

a
s 

 

S
ta

p
h

yl
o

co
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u
s 

 

S
tr

ep
to

co
cc

u
s 

1 Aedes Laboratory                  

2 Aedes Laboratory                  

3 Aedes Laboratory                  

4 Aedes Laboratory                  

5 Aedes Laboratory                  

6 Aedes Laboratory                  

7 Aedes Laboratory                  

8 Aedes Laboratory                  

9 Aedes Laboratory                  

10 Aedes Laboratory                  

11 Aedes Laboratory                  

12 Aedes Laboratory                  

13 Aedes Laboratory                  

14 Aedes Laboratory                  

15 Aedes Laboratory                  

16 Aedes Laboratory                  

17 Aedes Suanluang                  

18 Aedes Suanluang                  

19 Aedes Suanluang                  

20 Aedes Suanluang                  

21 Aedes Suanluang                  

22 Aedes Laksi                  

23 Aedes Laksi                  

24 Aedes Laksi                  

25 Aedes Laksi                  

26 Aedes Laksi                  

27 Aedes Laksi                  

28 Aedes Laksi                  
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Table 3 Genera of midgut microbiota found in laboratory rearing and field collected 

Culex quinquefasciatus from Thailand 

 

 

ID Species Source 

Midgut microbiota 
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N
o
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P
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P
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P
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a
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R
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o
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cc
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S
ta

p
h

yl
o

co
cc

u
s 

 

1 Culex Laboratory                

2 Culex Laboratory                

3 Culex Laboratory                

4 Culex Laboratory                

5 Culex Laboratory                

6 Culex Laboratory                

7 Culex Laboratory                

8 Culex Laboratory                

9 Culex Laboratory                

10 Culex Laboratory                

11 Culex Laboratory                

12 Culex Suanluang                

13 Culex Suanluang                

14 Culex Suanluang                

15 Culex Suanluang                

16 Culex Suanluang                

17 Culex Suanluang                

18 Culex Suanluang                

19 Culex Suanluang                

20 Culex Suanluang                

21 Culex Suanluang                

22 Culex Laksi                

23 Culex Laksi                

24 Culex Laksi                

25 Culex Laksi                

26 Culex Laksi                

27 Culex Laksi                

28 Culex Laksi                

29 Culex Laksi                

30 Culex Laksi                

31 Culex Laksi                

32 Culex Laksi                
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Figure 1. Map of Bangkok indicated Lak Si and Suan Luang district of Bangkok which the 

field mosquitoes were collected 
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Abstract Chikungunya virus (CHIKV) is an emerging or re-emerging mosquito-borne virus. 

It belongs to Alphavirus genus of the Togaviridae family and can be classified into four 

lineages. The Asian lineage was the virus that responds for the outbreak in the past but the 

Indian Ocean lineage was responsible for the current outbreak in Thailand. Transmission 

cycle of CHIKV involves mosquito-human-mosquito. However, the studies about vector 

competence for this virus in Thailand are limited. This study was performed to examine the 

vector competence of Aedes albopictus mosquitoes for CHIKV.  Ae. albopictus were allowed 

to feed on different levels of Thailand 2010 strain CHIKV in blood meal in an artificial 

membrane feeder. Saliva samples from blood-fed mosquitoes were assayed for the present of 

CHIKV by using immunocytochemistry staining. There were four groups of blood fed Ae. 

albopictus in this study. They were tested for virus transmission on day 14 post blood 

feeding. Percent transmission defined as the percent blood-fed mosquitoes with virus in 

saliva. The percent transmissions were 41.67% (10/24), 70% (21/30), 100% (30/30), 90% 

(27/30), and 100% (30/30) after fed on 102, 103, 104, 105, and 106 CID50/ml of CHIKV, 

respectively. The presence of CHIKV in the blood-fed mosquito saliva indicated that Ae. 
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albopictus are competent vector for CHIKV. They might play an important role in the 

transmission cycle of CHIKV in Thailand. 

 

Keywords: Chikungunya virus, Aedes albopictus, Vector competence, Transmission, 

Thailand 

 

Introduction 

 

Chikungunya virus (CHIKV) is an emerging or re-emerging mosquito-borne virus belonging 

to Alphavirus genus of the Togaviridae family which was first discovered in Tanzania in 

1952. It is an enveloped, single-stranded, positive-sense RNA virus. CHIKV can be classified 

into four lineages: West Africa, East Central and South Africa, Asian, and Indian Ocean 

lineage. The large outbreak of this virus occurred in different geographic regions including 

Africa and the Indian Ocean basin (Thaikruea et al., 1997; Kishishita et al., 2015; Sasayama 

et al., 2014; Duong et al., 2012). Lately, this virus has emerged and spread throughout the 

Americas (Alpuche Aranda & Lopez-Gatell, 2015; Donalisio & Freitas, 2015; Diaz et al., 

2015; de Figueiredo & Figueiredo, 2014).  

CHIKV was first identified in Thailand in 1958 and was re-emerged in Thailand in 

2008. The virus of Asian lineage was circulated in the past but the virus that was responsible 

for the recent outbreak in Thailand had different genome sequences (Theamboonlers et al., 

2009). The Asian lineage was the virus strain that respond for the outbreak in the past in 

Thailand but the Indian Ocean lineage (IOL) was responsible for the outbreak in the present 

in Thailand. There are the differences between E1 envelope glycoprotein sequences. The 

present study also indicated an alanine-to-valine substitution at the position 226 of the E1 

envelope glycoprotein (E1-A226V) on an IOL. 
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Transmission cycle of CHIKV might be divided into two cycles: urban and sylvatic 

life cycle. Infected humans and mosquitoes play an important role in the transmission in an 

urban cycle, but infected animals and mosquitoes are responsible for the transmission in a 

sylvatic cycle (Jupp & Kemp, 1996; Vourc'h et al., 2014).  

There were few studies of mosquito infections, dissemination, and transmission with 

virus strain that were responsible for the current outbreak in Thailand. More studies need to 

be performed to address the role and relationship between mosquitoes and CHIKV. This 

study was conducted to explore the possible role of Ae. albopictus as potential vector for 

CHIKV in Thailand. 

 

Materials and methods  

 

Mosquito infection 

 

Laboratory rearing Aedes albopictus were used in this study. They were allowed to feed on 

different levels of CHIKV (Thailand 2010 strain) in blood meal in an artificial membrane 

feeder. Saliva samples from blood-fed mosquitoes were assayed for the present of CHIKV 

by using immunocytochemistry staining. There were five groups of blood fed Ae. albopictus 

in this study. They were tested for virus transmission on day 14 post blood feeding. Percent 

transmission defined as the percent blood-fed mosquitoes with virus in saliva. 

 

Virus and cell culture  

 

Thailand 2010 strain of Chikungunya virus (CHIKV) was used in this study. This virus was 

originally isolated from an infected patient during the outbreak in southern Thailand in 2010. 

It is in the Indian Ocean lineage (IOL) with an alanine-to-valine substitution at the position 

226 of the E1 envelope glycoprotein (E1-A226V). It was kindly provided by the Faculty of 
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Medicine, Chulalongkorn University, Thailand. CHIKV was propagated and assayed in 

Vero-76 cells. 

 

Virus assay 

 

Ten-fold dilution of CHIKV in mosquito blood meal was assayed for an amount of virus in 

Vero-76 cells by using immunocytochemistry (ICC) staining. Samples were inoculated in 

Vero-76 cells in 96-well-plate for three days. Inoculated cells were then fixed with 4% 

formaldehyde at room temperature for 25 minutes and washed three times with 0.5% tween 

in Phosphate Buffer Saline (PBS). Mouse monoclonal antibody to CHIKV (abcam®, USA) 

was added and incubated at room temperature for two hours.  

The plate was then washed with 0.5% tween in PBS for three times. Polyclonal rabbit 

anti- mouse immunoglobulins/HRP (Dako, Denmark) was added and incubated at room 

temperature for two hours. The plate was then washed with 0.5% tween in PBS for three 

times. AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) substrate (Sigma-Aldrich, USA) was added and 

incubated at room temperature for one hour. The plate was then washed with distilled water, 

dried at room temperature, and examined under light microscope. Single measurement with 

four wells of inoculated cells was used for virus titer examination by using ICC. Infected 

cells indicated by the red brown color in the cells. Virus titers of CHIKV in mosquito blood 

meal were expressed as CID50/ml (Reed & Muench, 1938).         

  

Results 

 

There were five groups of blood fed Ae. albopictus in this study. They were allowed to feed 

on 102, 103, 104, 105, and 106 CID50/ml of CHIKV. The blood-fed mosquitoes were tested for 

virus infection, dissemination, and transmission on day 14 post blood feeding.  
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  The transmission rate was indicated by the present of CHIKV in the mosquito saliva. 

The transmission rate was 41.67% (10/24), 70% (21/30), 100% (30/30), 90% (27/30), and 

100% (30/30) after fed on 102, 103, 104, 105, and 106 CID50/ml of CHIKV, respectively.                     

 

Discussion 

 

This study was conducted to examine the possibility role of Aedes albopictus as competent 

vector for Thailand strain of Chikungunya virus (CHIKV). CHIKV used in this study was 

isolated from an infected patient during the outbreak of CHIKV in Thailand in 2010.  

The study by Theamboonlers et al. (2009) indicated that the genome sequences of 

CHIKV isolated from the outbreak in Thailand in 2008 were different from the virus isolated 

from the outbreak in Thailand in 1988 and during 1995-1996. Thailand 2010 strain of 

CHIKV used in this study is in the Indian Ocean lineage (IOL) with an alanine-to-valine 

substitution at the position 226 of the E1 envelope glycoprotein (E1-A226V). It is in the same 

lineage as 2008 Thailand strain but it is difference from 1995 Thailand strain. There are 94% 

similarity between 2008 Thailand and 1995 Thailand strain. CHIKV Thailand 2008 were also 

closely related to the strains isolated from the outbreaks in Singapore in 2008 and in India in 

2007 (99-100%). 

The study on mosquito vector competence of CHIKV indicated that the mosquito 

species that were responsible for the current outbreak included Ae. albopictus whereas Ae. 

aegypti were responsible for the previous outbreak in Thailand (Thavara et al., 2009). 

Tsetsarkin et al. (2007) also specified that Ae. albopictus were more potential vectors for 

CHIKV than Ae. aegypti due to the mutation of the virus which allowed them to adapt to 

different mosquito vectors in the past. 

The study by Chompoosri et al. (2016) demonstrated that Ae. aegypti and Ae. 

albopictus mosquitoes from Thailand are capable of transmitting CHIKV IOL vertically in 
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the laboratory. They also showed that Ae. albopictus is more susceptible and has a greater 

ability to transmit the virus vertically than Ae. aegypti.  

This present study would be useful for understanding of the ecology of CHIKV in 

nature in Thailand. It is importance for disease surveillance, vector control, and the 

prevention of CHIKV outbreak in Thailand.  

 

Conclusion  

 

The presence of Chikungunya virus in the blood-fed mosquito saliva indicated that Aedes 

albopictus mosquitoes are the competent vector for CHIKV. They might play an important 

role in the transmission cycle of CHIKV in the outbreak of this virus in Thailand. 
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