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บทคัดย่อ
	 การดือ้ต่อสารไพรทีรอยด์ระดับพนัธกุรรมของยุงลายบ้านท�ำให้ไม่สามารถใช้สารไพรทีรอยด์ในการควบคุม

และป้องกันโรคท่ีน�ำโดยยุงลายบ้านได้อย่างมีประสิทธิภาพ งานวิจัยน้ีได้ศึกษาความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของ         

ยุงลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์ระดับพันธุกรรม โดยได้ด�ำเนินการทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง 10 ชนิด 

ของยุงลายบ้านจากจังหวัดนครราชสีมาโดยวิธีขององค์การอนามัยโลก และศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para ใน

บริเวณ domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลที่เป็นเป้าหมายการออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด์ในยุงลายบ้านดื้อ         

สารไพรทีรอยด์ โดยวิธ ีPCR และตรวจหาล�ำดบันิวคลโีอไทด์ จากการศกึษา พบว่า ยงุลายบ้านจากจังหวัดนครราชสมีา

มีความไวต่อเฟนนิโตรไธออน และมาลาไธออน ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต รวมทั้งโพรพอกเซอร์และเบนดิโอคาร์บ 

ในกลุม่คาร์บาเมต โดยมีอตัราตายเฉลีย่ของยุงลายบ้านที ่24 ชัว่โมง เท่ากบั ร้อยละ 100±0 แต่ดือ้ต่อสารไพรีทรอยด์ 

ทั้ง 6 ชนิด โดยมีอัตราตายเฉลี่ยของยุงลายบ้านระหว่างร้อยละ 9.00±3.83-26.00±5.16 และอัตราตายเฉลี่ยของ

ยงุลายบ้านมคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p<0.05) จากการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี 

para จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง พบการกลายพันธุ์ในโปรตีนโซเดียมแชนเนลจ�ำนวน 35 ตัวอย่าง โดยมีการแทนที่กรด 

อะมิโน 2 ต�ำแหน่ง คือ S989P และ V1016G ในตัวอย่างเดียวกัน ที่ความถี่การกลายพันธุ์เท่ากับ 0.58 สารเคมี

ก�ำจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและกลุ่มคาร์บาเมตอาจเป็นทางเลือกส�ำหรับใช้ในการควบคุมยุงลายบ้าน 

ดือ้สารไพรีทรอยด์ระดับพนัธกุรรมแต่ควรใช้เท่าทีจ่�ำเป็นและควรบรูณาการกบัมาตรการควบคมุยงุทีม่คีวามปลอดภยั
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Insecticide susceptibility of Aedes aegypti mosquitoes

Abstract 
	 Genetic resistance to pyrethroids in Aedes aegypti mosquitoes causes an ineffective use of pyrethroids 

for the control of Ae. aegypti-borne diseases. This reasearch aimed to study the insecticide susceptibility of 

genetically pyrethroid-resistant Ae. aegypti mosquitoes. Ae. aegypti mosquitoes from Nakhon Ratchasima 

province were exposed to 10 insecticides for susceptibility status by WHO susceptibility test. Polymerase 

chain reaction (PCR) and DNA sequencing were conducted for detecting mutations in target site for pyrethroids 

in domain II of sodium channel protein on para gene in pyrethroid-resistant Ae. aegypti mosquitoes. The 

results showed that Ae. aegypti mosquitoes from Nakhon Ratchasima province were completely susceptible 

to fenitrothion and malathion in organophosphates including propoxur and bendiocarb in carbamates with 

mean mortality rates at 24 h of 100±0%. However, the mosquitoes were resistant to all 6 pyrethroid insec-

ticides with the mean mortality rates varied between 9.00±3.83% and 26.00±5.16%. The mean mortality 

rates of mosquitoes were significantly different among insecticides (p<0.05). Based on the analysis of 60 

partial nucleotide sequences of para gene, 35 sequences were positive for two point mutations by amino acid 

substitutions of S989P and V1016G in sodium channel protein. The mutation frequency in the analyzed 

sequences of the pyrethroid-resistant mosquitoes was 0.58. It suggests that organophosphates and carbamates 

could be alternative insecticides to pyrethroids for the control of genetically pyrethroid-resistant Ae. aegypti 

mosquitoes. However, those insecticides should be used sparingly and integrated with the safe mosquito 

control measures.

Correspondence: Jakkrawarn Chompoosri	 E-mail: jakkrawarn.c@gmail.com
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บทน�ำ
	 ยุงลายบ้านเป็นพาหะน�ำโรคไข้เลือดออกและ

โรคติดเชื้อไวรัสซิกาที่มีความส�ำคัญทางสาธารณสุข          

โรคไข้เลอืดออกเกดิจากการถกูยงุลายทีต่ดิเช้ือไวรัสเดงกี

กัด (dengue virus, DENV) โดยไวรัสเดงกีมี 4 ซีโรไทป์ 

คือ DENV 1, DENV 2, DENV 3 และ DENV 4            

การระบาดของโรคไข้เลอืดออกในประเทศไทย มรีายงาน

ครั้งแรกในเขตกรุงเทพมหานคร เมื่อปี พ.ศ. 2501 พบ

ผู้ป่วย 2,158 คน และเสียชีวิต 300 คน(1) หลังจากนั้น

โรคไข้เลอืดออกได้ระบาดไปท่ัวประเทศจนมาถงึปัจจบุนั 

ในปี พ.ศ. 2563 มีรายงานผู้ป่วยไข้เลือดออก 71,293 

คน (อัตราป่วย 107.63 ต่อประชากรแสนคน) และ         

เสียชีวิต 51 คน (อัตราป่วยตาย ร้อยละ 0.07)(2)                 

โรคติดเชื้อไวรัสซิกา (zika virus infection) ติดต่อทาง

ยุงลายกัดเป็นหลัก(3) ในประเทศไทย มีรายงานยืนยัน            

ผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสซิกาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2555 โรคนี้มี

ความรุนแรงในหญิงต้ังครรภ์โดยท�ำให้เด็กทารกทีค่ลอด

มามีสมองเล็ก (microcephaly) หรือมีภาวะแทรกซ้อน

ระหว่างตัง้ครรภ์  โรคน้ีเร่ิมมคีวามส�ำคัญเพิม่มากข้ึนหลงั

จากพบผู้ป่วยในหลายจังหวัดในปี พ.ศ. 2559 อย่างไร

ก็ตาม จากระบบการเฝ้าระวังทางระบาดวิทยา ตั้งแต่ปี 

พ.ศ. 2559-2563 พบผู้ป่วยสูงสุดในปี พ.ศ. 2559 
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อตัราป่วย 1.69 ต่อประชากรแสนคน และมีแนวโน้มการ

รายงานผู้ป่วยลดลงอย่างต่อเนื่อง ซึ่งในปีที่ผ่านมา พ.ศ. 

2563 พบผู้ติดเชื้อไวรัสซิการวม 144 ราย อัตราป่วย 

0.22 ต่อประชากรแสนคน และยังไม่มีรายงานผู้ป่วย       

เสียชีวิต(4)

	 การป้องกันโรคไข้เลือดออกและโรคติดเช้ือ

ไวรสัซกิา ในปัจจุบนัยงัไม่มวัีคซนีป้องกนัโรคติดเชือ้ไวรสั

ซิกาแต่มีวัคซีนป้องกันไข้เลือดออก (Dengvaxia®) 

เน่ืองจากวัคซีนน้ียังไม่จัดอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ             

จึงท�ำให้ประชาชนส่วนใหญ่ไม่สามารถใช้บริการฉดีวัคซนี

ได้ การควบคมุโรคดังกล่าวจึงด�ำเนินการ 3 มาตรการ คือ 

1) ระมัดระวังผู้ป่วยที่อยู่ในระยะแพร่เชื้อหรือก�ำลังมีไข้

ไม่ให้ถูกยุงลายกัดเพื่อป้องกันการแพร่เชื้อ 2) ค้นหาผู้

ป่วยรายใหม่ในชมุชนของผู้ป่วยรายแรก และ 3) ควบคุม

ยงุลายอย่างต่อเน่ืองโดยการจดัการสิง่แวดล้อมเพือ่ก�ำจดั

แหล่งเพาะพันธุ์ยุงลาย การใช้สารเคมีก�ำจัดลูกน�้ำและ          

ยงุตัวเตม็วัย และการส�ำรวจความชุกชุมของลกูน�ำ้ยุงลาย

เพื่อประเมินมาตรการควบคุมโรคโดยใช้ค่าดัชนี H.I. 

(House Index), C.I. (Container Index) และ B.I. 

(Breteau Index)(5) อย่างไรก็ตาม มีรายงานยุงลายบ้าน

ดื้อต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงหลายชนิดจากกลุ่มออร์กาโน

คลอรนี เช่น ดดีีท ีกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟต เช่น มาลาไธออน 

กลุ่มคาร์บาเมต เช่น โพรพอกเซอร์และกลุ่มไพรีทรอยด์

สงัเคราะห์ เช่น ไซเพอร์เมทริน ไซฟลทูริน เดลทาเมทรนิ 

แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน ไบเฟนทริน เพอร์เมทริน อีโทเฟ

นพรอกซ์ และแอลฟา-ไซเพอร์เมทริน ในหลายพื้นที่ทั่ว

ประเทศไทย(6-7) ท�ำให้การควบคุมยุงลายบ้านที่ ด้ือ             

สารเคมีก�ำจัดแมลงเหล่าน้ีไม่มีประสิทธิภาพดีพอและ

เป็นสาเหตุหน่ึงที่ท�ำให้ยังมีรายงานการระบาดของโรคที่

น�ำโดยยุงลายบ้านอย่างต ่อเน่ืองในหลายพื้นท่ี ท่ัว

ประเทศไทย

         	 ป ัจ จุ บันการใช ้สารเคมีก� ำจัดแมลงกลุ ่ม                     

ไพรีทรอยด์เป็นหน่ึงแนวทางที่ส�ำคัญทางสาธารณสุข                

ในการควบคมุยุงพาหะน�ำโรคในประเทศไทย(7) เน่ืองจาก

มคีวามเป็นพษิต�ำ่ต่อสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม แต่มคีวามเป็น

พษิสงูต่อแมลง(8)  โดยสารไพรทีรอยด์มฤีทธิต่์อยุงท�ำให้

เป็นอัมพาตเฉียบพลันและตายอย่างทันที (knockdown 

effect) อย่างไรกต็าม การใช้สารไพรทีรอยด์อย่างต่อเน่ือง 

เป็นระยะเวลานานเป็นสาเหตุท�ำให้ยุงสามารถพัฒนา

กลไกการด้ือต่อการเกดิอมัพาตแบบเฉยีบพลนั (knock-

down resistance, kdr) โดยกลไกน้ีเกิดจากการกลายพนัธุ์

ของยนี para ในโปรตีนโซเดียมแชนเนล (sodium channel 

protein) ที่เป็นต�ำแหน่งเป้าหมายออกฤทธิ์ (target site) 

ของสารไพรีทรอยด์ โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงล�ำดับเบส

ท�ำให้กรดอะมโินเปลีย่นไปส่งผลให้โครงสร้างของโปรตีน

โซเดียมแชนเนลเปลี่ยนแปลงไปและสูญเสียความไวต่อ

สารเคมีก�ำจัดแมลง (target site insensitivity)(9) ท�ำให้

โปรตนีมีความสามารถในการจับกบัสารไพรทีรอยด์ลดลง

หรือไม่สามารถจับได้ ดังนั้น สารไพรีทรอยด์จึงออกฤทธิ์

ได้ช้าหรือไม่ออกฤทธิท์�ำให้แมลงไม่ตายและเกดิภาวการณ์

ดื้อต่อสารไพรีทรอยด์ การกลายพันธุ์ของยีน para ใน

โปรตีนโซเดียมแชนเนลพบส่วนใหญ่ที่กรดอะมิโน

ต�ำแหน่ง 410 เปลีย่นจากวาลีนเป็นลิวซีน (V410L) ใน

บริเวณ domain I กรดอะมิโนต�ำแหน่ง 989 เปลี่ยนจาก

ซีรีนเป็นโพรลีน (S989P) และต�ำแหน่ง 1016 เปลี่ยน

จากวาลีนเป็นไกลซีน (V1016G) ในบริเวณ domain II 

และกรดอะมิโนต�ำแหน่ง 1534 เปลี่ยนจากฟีนิลอะลานี

นเป็นซิสเทอีน (F1534C) ในบริเวณ domain III(10) ใน

ประเทศไทยมีรายงานพบยุงลายบ้านจาก 3 จังหวัดภาค

กลาง คอื ปราจนีบรุ ีราชบุรี และกรงุเทพฯ ทีด่ือ้ต่อเพอร์

เมทรินมกีารกลายพนัธุข์องยีน para ทีก่รดอะมโินต�ำแหน่ง 

989 (S989P) และต�ำแหน่ง 1016 (V1016G)(11) โดย

การกลายพันธุ์ที่ต�ำแหน่ง 1016 (V1016G) ยังพบใน

ยุงลายบ้านจาก 8 จังหวัด คือ เชียงราย เชียงใหม่ พะเยา 

ล�ำพูน ล�ำปาง แม่ฮ่องสอน ตาก และขอนแก่น(12)  

นอกจากนี้ มีรายงานพบยุงลายบ้านจาก 10 จังหวัด คือ 

เชยีงใหม่ ล�ำปาง แม่ฮ่องสอน เชยีงราย อตุรดติถ์  พษิณโุลก 

เพชรบรูณ์ นครสวรรค์  ตราด  และตาก ทีด้ื่อต่อเพอร์เมทริน 

มกีารกลายพนัธุข์องยนี para ทีก่รดอะมโิน ต�ำแหน่ง 1534 

(F1534C)(13) อย่างไรกต็าม มรีายงานว่าการกลายพนัธุ์

ที่กรดอะมิโนต�ำแหน่ง 1534 (F1534C) ไม่มีความ

สัมพันธ์กับการดื้อต่อเดลทาเมทรินของยุงลายบ้าน(12)
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		  งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความไว

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยงุลายบ้านดือ้สารไพรทีรอยด์

ระดับพันธุกรรมจากพื้นที่ศึกษาจังหวัดนครราชสีมาท่ีมี

รายงานยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลง(6) และมี

รายงานผู้ป่วยไข้เลอืดออก โดยศกึษาความไวต่อสารเคมี

ก�ำจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตกลุ่มคาร์บาเมต 

และกลุ ่มไพรีทรอยด์สังเคราะห์ของยุงลายบ้านจาก

จังหวัดนครราชสีมาโดยวิธีขององค์การอนามัยโลกและ

ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para ในบริเวณ domain II 

ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลในยุงลายบ้านดื้อสาร          

ไพรีทรอยด์ โดยการกลายพันธุ์ที่บริเวณดังกล่าวพบใน 

ยุงลายบ้านจากหลายจังหวัด ของประเทศไทยและใน

หลายประเทศแถบเอเชีย(10) ซึ่งการทราบกลไกการดื้อ 

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยุงลายบ้านมีความส�ำคัญต่อ

การพิจารณาเลือกใช้สารเคมีก�ำจัดแมลงที่เหมาะสม

ส�ำหรับการควบคุมยงุลายบ้านดือ้สารเคมกี�ำจัดแมลงและ

ป้องกันโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้านได้อย่างมีประสิทธิภาพ

วัสดุและวิธีการศึกษา
ยุงลายบ้าน

	 ยงุลายบ้านสายพนัธุห้์องปฏบิติัการทีม่คีวามไว

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงและเลี้ยงมานานกว่า 20 ปี            

ณ สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ และยุงลายบ้านที่เก็บจากพื้นที่ศึกษา หมู่ 8 

บ้านทุ่งอรณุ ต�ำบลทุง่อรุณ อ�ำเภอโชคชัย จงัหวัดนครราชสมีา 

(14° 38´ 47´´N 102° 10´ 26´´E) ที่มีรายงานยุงลาย

บ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงในปี พ.ศ. 2557(6) และมี

รายงานผู้ป่วยไข้เลือดออกในปี พ.ศ. 2558-2560 โดย

มีอัตราป่วยไข้เลือดออกสูงสุด 1,131.2 ต่อประชากร

แสนคน ในปี พ.ศ. 2560 (ข้อมูลจ�ำนวนผู ้ป ่วย                

ไข้เลือดออกและจ�ำนวนประชากรจากโรงพยาบาล          

ส่งเสริมสุขภาพต�ำบลหนองปรึก ต�ำบลทุ่งอรุณ อ�ำเภอ

โชคชัย จังหวัดนครราชสีมา) ได้ด�ำเนินการสุ ่มเก็บ

ตวัอย่างลกูน�ำ้ยงุลายบ้านโดยใช้หลอดดดู (dropper) และ

ยุงลายบ้านตัวเต็มวัยโดยใช้อุปกรณ์โฉบแมลงในบ้าน

จ�ำนวน 32 หลัง จากจ�ำนวนบ้านทั้งหมด 122 หลัง          

ในเดือนมกราคม 2563 คิดเป็นร้อยละ 26.2 โดยการ

ประมาณขนาดกลุม่ตัวอย่างบ้านได้ดัดแปลงจากเกณฑ์ใน

การประมาณขนาดกลุม่ตวัอย่างประชากรร้อยละ 15-30 

จากประชากรทัง้หมด หลกัร้อย(14) แต่ในงานวิจัยน้ีใช้เป็น

ตัวอย่างบ้านแทนตัวอย่างประชากร น�ำลูกน�้ำและยุงลาย

บ้านจากพืน้ทีศ่กึษามาเพาะเลีย้ง โดยมีสภาวะการเพาะเลีย้ง 

เช่นเดียวกับยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ ดังน้ี 

ลูกน�้ำระยะท่ี 1-2 ให้อาหารบดละเอียดไม่เกิน 10 

มิลลิกรัมต่อถาดต่อวัน และลูกน�้ำระยะที่ 3-4 ให้อาหาร

บดหยาบไม่เกิน 60 มิลลิกรัมต่อถาดต่อวัน ส่วนอาหาร

ส�ำหรับยุงลายบ้านตัวเต็มวัย น�ำไม้พันส�ำลีชุบน�้ำหวาน             

ที่มีความเข้มข้นของน�้ำตาลร้อยละ 5 และวิตามินรวม         

ร้อยละ 5 โดยเลี้ยงในห้องที่มีอุณหภูมิ 24-28 องศา

เซลเซยีส ความชืน้สมัพทัธ์ 60-80% RH และระบบแสง

เปิด/ปิด เป็น 12/12 ชั่วโมง 

สารเคมีก�ำจัดแมลง

	 สารเคมีก�ำจัดแมลง 10 ชนิด ในกลุ่มออร์กาโน

ฟอสเฟต กลุม่คาร์บาเมต และกลุม่ไพรทีรอยด์สงัเคราะห์

ซือ้จาก Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Germany) 

โดยเตรยีมสารเคมีก�ำจัดแมลงแต่ละชนิดในอะซโีตนทีค่่า

ความเข้มข้น discriminating concentration (discrimi-

nating concentration คือ ค่าความเข้มข้นเป็น 2 เท่าของ

ค่า Lethal concentration 99 หรือ LC99 โดยค่า LC99 

คือ ค่าความเข้มข้นของสารเคมกี�ำจัดแมลงทีท่�ำให้ยงุลาย

บ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการตายร้อยละ 99) ตามข้อมูล

ในรายงานการทดสอบความไวยุงพาหะน�ำโรคของ             

กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข(6)  ดังนี้ สารเคมี

ก�ำจัดแมลงในกลุ ่มออร์กาโนฟอสเฟต 2 ชนิด คือ             

เฟนนิโตรไธออน (fenitrothion, 98.60% purity)             

ร้อยละ 1.0 และมาลาไธออน (malathion, 98.33% 

purity) ร้อยละ 0.8 สารเคมกี�ำจัดแมลงในกลุม่คาร์บาเมต 

2 ชนดิ คอื เบนดิโอคาร์บ (bendiocarb, 99.00% purity) 

ร้อยละ 0.1 และโพรพอกเซอร์ (propoxur, 99.90% 

purity) ร้อยละ 0.1 และสารเคมีก�ำจัดแมลงในกลุ่มไพรี

ทรอยด์สังเคราะห์ 6 ชนิด คือ ไซเพอร์เมทริน (cyper-

methrin, 97.63% purity) ร้อยละ 0.22 เดลทาเมทริน 

ภาพที่ 1 การด�ำเนินโรคของซิฟิลิส(4) 
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(deltamethrin, 99.62% purity) ร้อยละ 0.05 ไบเฟนทริน 

(bifenthrin, 99.54% purity) ร้อยละ 0.09 เพอร์เมทริน 

(permethrin, 98.30% purity) ร้อยละ 0.75 แลมป์ดา 

-ไซฮาโลทริน (lambda-cyhalothrin, 99.69% purity) 

ร้อยละ 0.05 และแอลฟา-ไซเพอร์เมทริน (alpha-          

cypermethrin, 99.42% purity) ร้อยละ 0.08  

การทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยงุลาย

บ้านจากพื้นที่ศึกษาโดยวิธีขององค์การอนามัยโลก		

	 การทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง 10 

ชนิด ของยุงลายบ้านจากพื้นท่ีศึกษาใช้ยุงลายบ้าน             

เพศเมียรุ่นลูก รุ่นที่ 1 อายุ 3-5 วัน จ�ำนวน 25 ตัว ต่อ

กระบอกทดสอบ จ�ำนวน 4 กระบอกต่อชนิดของสารเคมี

ก�ำจัดแมลง ให้ยุงลายบ้านสัมผัสกับกระดาษกรองท่ี            

ชุบสารเคมีก�ำจัดแมลงแต่ละชนิดในกระบอกทดสอบ 

เป็นเวลา 60 นาที บันทึกผลจ�ำนวนยุงลายบ้านที ่           

หงายท้องและตรวจสอบอัตราตายที่ 24 ชั่วโมง ตามวิธี

ขององค์การอนามัยโลก (WHO susceptibility test)(15) 

โดยยุงลายบ้านสายพันธุ ์ห้องปฏิบัติการที่สัมผัสกับ

กระดาษกรองท่ีชุบสารเคมีก�ำจัดแมลงแต่ละชนิดใช้เป็น

ชุดควบคุมผลบวก ส่วนยุงลายบ้านจากพื้นท่ีศึกษาและ

ยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่สัมผัสกับกระดาษ

กรองทีช่บุอะซโีตนใช้เป็นชดุควบคุมผลลบ แปลผลระดบั

ความไวและการด้ือต่อสารเคมกี�ำจัดแมลงของยงุลายบ้าน

ตามเกณฑ์การประเมินผลความไวของยุงตัวเต็มวัย           

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง(15) แบ่งออกเป็น 4 ระดับ ดังนี้ 

	 -		 อัตราตายอยู ่ระหว่างร้อยละ 98-100  

หมายถึง ยุงมีความไวหรือไม่ดื้อต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง 

	 -		 อัตราตายต�่ำกว่าร้อยละ 98 แสดงให้เห็น

เป็นนัยว่ายุงอาจเร่ิมเกิดการดื้อต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง 

จ�ำเป็นต้องมีการทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง

ซ�้ำในครั้งต่อๆ ไปในพื้นที่เดิม 

	 -		 อัตราตายอยู ่ระหว ่างร ้อยละ 90-97          

หมายถึง ยุงเริ่มมียีนดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงเกิดข้ึนใน

กลุ่มประชากรยุง ต้องมีการทดสอบยืนยันผลอีกครั้ง 

	 -		 อตัราตายต�ำ่กว่าร้อยละ 90 หมายถงึ ยงุดือ้

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง

การศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้าน

ด้ือสารไพรีทรอยด์จากพ้ืนท่ีศึกษาโดยวิธี PCR และ 

DNA sequencing

	 การสกัด genomic DNA จากตัวอย่างยุงลาย

บ้านเพศเมยีด้ือสารไพรทีรอยด์ทีร่อดชีวิตจากการทดสอบ

ความไวต่อไซเพอร์เมทริน เดลทาเมทริน ไบเฟนทริน เพอร์

เมทริน แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน และแอลฟาไซเพอร์เมท

ริน จ�ำนวน 10 ตัวอย่างต่อชนิดสารไพรีทรอยด์ รวม 60 

ตัวอย่าง และยุงลายบ้าน สายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ตาย

จากการทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยด์ 6 ชนิด 

จ�ำนวน 10 ตัวอย่างต่อชนิดสารไพรีทรอยด์ รวม 60 

ตวัอย่าง ได้ด�ำเนนิการสกดัยุงลายบ้านท้ังตัวจ�ำนวน 1 ตวั

ต่อปฏกิริยิา ใช้ชดุน�ำ้ยาส�ำเรจ็รูป QIAamp® DNA Mini 

Kit (Qiagen, Hilden, Germany) และการตรวจหายีน 

para บริเวณเป้าหมายการออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด์

โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ใช้ชุดน�้ำยา

ส�ำเร็จรูป Q5 High-Fidelity DNA polymerase (New 

England Biolabs Inc.) และใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม CFX96 Real-Time System (Bio-Rad 

Laboratories, Inc, USA) ในข้ันตอนการตรวจหายีน          

เป้าหมายได้เตรยีมปฏกิริยิาปรมิาตร 50 ไมโครลติร โดย

ใน 1 ปฏิกิริยาประกอบด้วย 5x Q5 Reaction Buffer 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, 5x Q5 High GC Enhancer 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs ปริมาตร 1.0 

ไมโครลิตร, ชุดไพรเมอร์: 20 uM AaSCF20 (5’-  

GACAATGTGGATCGCTTCCC -3’) และ 20 uM 

AaSCR21 (5’-GCAATCTGGCTTGTTAACTTG -3’)(16) 

ปริมาตรอย่างละ 1.25 ไมโครลิตร, Q5 High-Fidelity 

DNA polymerase ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, ddH2O 

ปริมาตร 21 ไมโครลิตร และ genomic DNA ปริมาตร 

5 ไมโครลิตร โดยมีปฏิกิริยาที่ปราศจาก genomic DNA 

เป็นชุดควบคุมผลลบ จากนั้น น�ำปฏิกิริยาที่เตรียมใน

หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร เข้าเครื่อง CFX96 

Real-Time System ตั้งโปรแกรมจ�ำนวน 7 ขั้นตอน โดย

ใช้สภาวะของ PCR ดังน้ี 1) pre-denaturation ท่ีอณุหภมิู 

95°C นาน 5 นาที 2) denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C 

นาน 30 วินาที 3) annealing ที่อุณหภูมิ 55°C นาน 30 

ภาพที่ 1 การด�ำเนินโรคของซิฟิลิส(4) 
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วินาที 4) extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาที 5) 

ท�ำซ�้ำปฏิกิริยา ในขั้นตอนที่ 2-4  จ�ำนวน 34 รอบ 6) 

final extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 10 นาที และ 7) 

4°C ∞ จึงเสร็จสิ้นโปรแกรมการท�ำงาน หลังจากนั้น 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis โดยใช้ 1% agarose gel ที่ผสม Red-

SafeTM Nucleic Acid Staining Solution ใน 1X TBE 

buffer และด�ำเนินการที่ความต่างศักย์ 100 V นาน 60 

นาที และใช้ DNA marker ชนิด 1kb Plus DNA Ladder 

(New England Biolabs Inc.) ตรวจดูแถบ DNA              

ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตและถ่ายภาพด้วยเคร่ือง 

Azure c150 Gel Imaging System (Azure Biosystems) 

และน�ำ DNA เป้าหมายที่แยกได้จาก agarose gel มา

ท�ำให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป QIAquick® Gel 

Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ตรวจสอบ

ความเข้มข้นของ DNA ด้วยเคร่ือง Nanodrop® ND-1000 

Spectrophotometer และส่งไปตรวจหาล�ำดับนิวคลโีอไทด์

ที่บริษัท แมคโครเจน ประเทศเกาหลี (Macrogen Inc., 

Korea) โดยใช้ไพรเมอร์ AaSCF20 ร่วมกบัชดุน�ำ้ยา Big 

DyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit                  

(Applied Biosystems, USA) และเคร่ืองรุ่น 3730xl 

automated sequencer (Applied Biosystems, USA) 

วิเคราะห์และเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับ

ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank ด้วย

โปรแกรม MEGA-X เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของ          

ยีน para

การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 การวิเคราะห์ค่าเวลาทีท่�ำให้ยุงลายบ้านหงายท้อง 

ที่ร้อยละ 50 (knockdown time 50, KT50) ใช้สถิติ 

probit analysis และการวเิคราะห์เปรียบเทยีบความแตก

ต่างของอัตราตายเฉลี่ยของยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาท่ี

ได้จากการทดสอบความไวต่อสารเคมกี�ำจัดแมลง 10 ชนิด 

ใช้สถิติ One-way ANOVA และ Bonferroni multiple 

comparison test ก�ำหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติ (α)= 

0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS ในการทดสอบ ถ้าชุด

ควบคุมผลลบมีอัตราตายเฉลี่ยของยุงลายบ้านร้อยละ 

5-20 ให้ปรบัค่า Abbott’s formula(17) แต่ถ้ามีอัตราตาย

เฉลี่ยมากกว่าร้อยละ 20 ต้องท�ำการทดสอบใหม่

ผลการศึกษา
ความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยุงลายบ้านจาก

พื้นที่ศึกษาจังหวัดนครราชสีมา

	 จากการทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจดัแมลง 

10 ชนิด ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต คาร์บาเมตและไพรี

ทรอยด์สังเคราะห์ของยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาจังหวัด

นครราชสีมา (ตารางที่ 1) พบว่า ยุงลายบ้าน จากพื้นที่

ศกึษามีความไวต่อเฟนนิโตรไธออนและมาลาไธออน ใน

กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต รวมทั้งเบนดิโอคาร์บและโพรพ

อกเซอร์ในกลุ่มคาร์บาเมต โดยมีอัตราตายเฉลี่ยของยุง

ลายบ้านจากพืน้ทีศ่กึษาท่ี 24 ชัว่โมง เท่ากบั ร้อยละ100±0 

แต่ดือ้ต่อสารไพรีทรอยด์ทัง้ 6 ชนิด โดยมอีตัราตายเฉลีย่

ของยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาอยู ่ระหว ่างร ้อยละ 

9.00±3.83-26.00±5.16 และอัตราตายเฉลี่ยของ            

ยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาท่ีได้จากการทดสอบความไว

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงทัง้ 10 ชนิด มคีวามแตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (One-way ANOVA: p<0.05; F 

=34.694; df=9)  จากการศึกษาช่วงเวลาที่ท�ำให้ยุงลาย

บ้านจากพื้นที่ศึกษาหงายท้องร้อยละ 50 (KT50) หลัง

จากสมัผัสสารเคมกี�ำจดัแมลงแต่ละชนิด พบว่า ค่า KT50 

ของยุงลายบ้านจากพื้นท่ีศึกษาอยู ่ระหว่าง 11.55-

มากกว่า 60.00 นาที โดยค่า KT50 ต�่ำสุดได้จากยุงลาย

บ้านท่ีสมัผัสโพรพอกเซอร์และค่า KT50 มากกว่า 60.00 นาที 

ได้จากยุงลายบ้านที่สัมผัสไบเฟนทรินและเพอร์เมทริน 

ส่วนยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการมีความไวต่อ            

สารเคมีก�ำจดัแมลงทัง้ 10 ชนิด โดยมอัีตราตายเฉลีย่ของ

ยุงลายบ้าน สายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ 24 ชั่วโมง เท่ากับ 

ร้อยละ 100±0 และมค่ีา KT50 อยูร่ะหว่าง 5.89-59.10 

นาที โดยค่า KT50 ต�่ำสุดและสูงสุดได้จากยุงลายบ้านที่

สมัผัสเพอร์เมทรินและเฟนนโิตรไธออน ตามล�ำดบั ส่วน

ยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาและยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้อง

ปฏิบัติการที่สัมผัสกับอะซีโตนมีอัตราตายเฉลี่ยของยุง

ลายบ้านท่ี 24 ชัว่โมง เท่ากบั ร้อยละ 0±0 และไม่สามารถ

วิเคราะห์ค่า KT50 ได้
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ตารางที่ 1 ความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาจังหวัดนครราชสีมา

สารเคมีก�ำจัดแมลง

อะซีโตน

เฟนนิโตรไธออน

ร้อยละ 1.0

มาลาไธออน

ร้อยละ 0.8

เบนดิโอคาร์บ

ร้อยละ 0.1

โพรพอกเซอร์

ร้อยละ 0.1

ไซเพอร์เมทริน

ร้อยละ 0.22

เดลทาเมทริน

ร้อยละ 0.05

ไบเฟนทริน

ร้อยละ 0.09

เพอร์เมทริน

ร้อยละ 0.75

แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน

ร้อยละ 0.05

แอลฟา-ไซเพอร์เมทรนิ

ร้อยละ 0.08

สายพันธุ์

ยุงลาย

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

ห้องปฏิบัติการ

นครราชสีมา

KT50 (นาที)

(95% CI)

-

-

59.10 (57.99-60.60)

62.79 (60.74-66.72)

28.50 (28.26-28.77)

30.60 (27.78-32.97)

9.08 (8.44-9.73)

17.16 (16.54-17.69)

8.76 (8.46-9.12)

11.55 (10.65-12.23)

7.53 (7.35-7.71)

18.39 (17.30-19.43)

15.57 (14.79-16.33)

15.99 (13.83-17.98)

14.03 (13.76-14.29)

มากกว่า 60.00

5.89 (5.55-6.18)

มากกว่า 60.00

14.41 (14.08-14.74)

16.06 (13.36-18.50)

9.85 (9.60-10.10)

12.30 (11.02-13.40)

Regression

Coefficient±SE*

-

-

21.96±2.52

17.94±3.13

32.97±3.06

11.52±0.88

5.88±0.54

14.08±0.91

8.28±0.85

15.37±1.03

12.71±0.97

4.79±0.32

7.14±0.60

2.73±0.24

11.87±0.72

2.48±0.63

6.11±0.59

2.16±0.61

8.30±0.49

2.19±0.22

9.25±0.59

3.99±0.40

อัตราตายเฉลี่ย 

 (Mean±SD)

(ร้อยละ)**

0±0

0±0

100±0

 100±0a

100±0

 100±0a

100±0

 100±0a

100±0

 100±0a

100±0

 20.00±4.08b

100±0

 25.00±5.77b

100±0

 10.00±4.08b

100±0

 9.00±3.83b

100±0

 26.00±5.16b

100±0

 15.00±3.40b

* Regression Coefficient คือ ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยที่ได้จากการวิเคราะห์แบบโปรบิต (probit analysis) มีค่าเป็นบวก หมายถึง 

ความสมัพนัธ์ระหว่างระยะเวลาทีย่งุลายบ้านสมัผัสกบัสารเคมกี�ำจดัแมลงและจ�ำนวนยุงลายบ้านท่ีหงายท้องมีความสมัพนัธ์เชิงบวกและ

ทิศทางเดียวกัน 

** ตัวอักษร a และ b (ตัวยก) ที่ก�ำกับไว้ท้ายอัตราตายเฉลี่ย หมายถึง อัตราตายเฉลี่ยของยุงลายบ้านจากจังหวัดนครราชสีมาที่ได้จาก

การทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง 10 ชนิด ท่ีความเข้มข้น discriminating concentration มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ         

ทางสถิติที่ p<0.05 โดยวิธี One-way ANOVA และ Bonferroni Multiple Comparisons
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การกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้านด้ือสาร             

ไพรีทรอยด์ 

	 จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน DNA เป้าหมาย

ของยนี para ของยงุลายบ้านดือ้สารไพรทีรอยด์ทีร่อดชวิีต

จากการทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยด์ทั้ง 6 ชนิด 

จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง และยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติ

การที่ตายจากการทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยด์         

ทั้ง 6 ชนิด จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง โดยวิธี PCR และตรวจ

สอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis พบว่า ผลติภณัฑ์ PCR ของยีน para ของ

ยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์และยุงลายบ้านสายพันธุ์

ห้องปฏิบัติการมีขนาดประมาณ 630/614 bp ขึ้นอยู่กับ 

intron polymorphism (250/234 bp)(16) (ภาพที่ 1) 

และจากการตรวจหา ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ 

PCR ด้วยวิธี DNA sequencing แล้วน�ำผลล�ำดับนิวคลี

โอไทด์ทีไ่ด้ไปวิเคราะห์หาการกลายพนัธุข์องยนี para โดย

การเปรียบเทียบกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 

para ในฐานข้อมูล GenBank ที่เป็นบริเวณ S6 segment 

ใน domain II ของโปรตนีโซเดยีมแชนเนลของยงุลายบ้าน

สายพันธุ์ปกติ หรือ Ref.1 ที่ไม่มีการแทนที่กรดอะมิโน 

ซีรีน (Serine, S) ที่ต�ำแหน่ง 989 และยุงลายบ้านสาย

พันธุ์กลายพันธุ์ หรือ Ref. 2 ที่มีการแทนที่กรดอะมิโน

จากซีรีน (Serine, S) เป็น โพรลีน (Proline, P), S989P 

(ภาพท่ี 2.1)  และเปรียบเทียบกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์

บางส่วนของยีน para บริเวณ S6 segment ใน domain II 

ของโปรตนีโซเดียมแชนเนลของยงุลายบ้านสายพนัธุป์กติ 

หรอื Ref.3 ท่ีไม่มกีารแทนท่ีกรดอะมโินวาลนี (Valine, V) 

ที่ต�ำแหน่ง 1016  และยุงลายบ้านสายพันธุ์กลายพันธุ์ 

การแทนที่กรดอะมิโนจากวาลีน (Valine, V) เป็น ไกล

ซีน (Glycine, G), V1016G (ภาพที่ 3.1) จากการ

วิเคราะห์และเปรยีบเทยีบล�ำดบันวิคลโีอไทด์บางส่วนของ

ยีน para ในยุงลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์จ�ำนวน 60 

ตัวอย่าง พบว่า มีการกลายพันธุ์ของยีน para จ�ำนวน 35 

ตัวอย่าง โดยมีการแทนที่กรดอะมิโน 2 ต�ำแหน่งใน

โปรตีนโซเดียมแชนเนลในตัวอย่าง DNA เดียวกัน คือ 

S989P มีการแทนที่เบสตัวที่ 1 ในโคดอน (codon) จาก 

TCC ท่ีก�ำหนดกรดอะมิโนซีรีนในยุงลายบ้านสายพันธุ์

ห้องปฏิบัติการ (ภาพที่ 2.2) เป็น CCC ที่ก�ำหนดกรด

อะมิโนโพรลีนในยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์ (ภาพที่ 

2.3) และ V1016G มีการแทนที่เบส ตัวที่ 2 ในโคดอน

จาก GTA ที่ก�ำหนดกรดอะมิโนวาลีนในยุงลายบ้านสาย

พนัธุห้์องปฏบิตักิาร (ภาพที ่3.2) เป็น GGA ท่ีก�ำหนดก

รดอะมิโนไกลซนีในยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์ (ภาพ

ที่ 3.3) อย่างไรก็ตาม ไม่พบการแทนที่กรดอะมิโนไอโซ

ลิวซีน (Isoleucine, I) ที่ต�ำแหน่ง 1011 (I1011) และ

กรดอะมิโนลิวซีน (Leucine, L) ที่ต�ำแหน่ง 1014 

(L1014) ในยงุลายบ้านดือ้สารไพรทีรอยด์ (ตารางท่ี 2) 

การกลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำแหน่งดังกล่าวมีความถี่

การกลายพันธุ์ เท่ากับ 0.58 หรือคิดเป็นร้อยละ 58 ของ

ตัวอย่าง DNA ที่วิเคราะห์ทั้งหมด (ตารางที่ 3) ส่วนล�ำ

ดับนิวคลีโอไทด์ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ

ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน para ท่ีต�ำแหน่งของกรด       

อะมิโนดังกล่าว
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ภาพที่ 1 ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาดประมาณ 630/614 bp ของยีน para, Lane M: Marker = 1kb Plus DNA Ladder; Lane 1: 

genomic DNA ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ; Lane 2-8: genomic DNA ของยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์จากจังหวัด

นครราชสีมา; Lane 9: ชุดควบคุมผลลบ

ภาพที่ 2 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para บริเวณ S6 segment ใน domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุงลายบ้าน (exon 20) 

2.1) Ref. 1 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ (GenBank: AB914690.1) และ Ref. 2 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของยุงลายบ้านที่มีการกลายพันธุ์ S989P (GenBank: AB914689.1) 

2.2) กราฟอิเล็กโทรฟีโรแกรม (electropherogram) แสดงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ และ 

2.3) กราฟอิเล็กโทรฟีโรแกรม (electropherogram)  แสดงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์จาก 

จังหวัดนครราชสีมา ที่มีการกลายพันธุ์ S989P

1000 bp

500 bp ~ 630/614 bp



 Dis Control J   Vol 47 No. Suppl 2 Oct - Dec 2021

1312

Insecticide susceptibility of Aedes aegypti mosquitoes

ภาพที่ 3 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para บริเวณ S6 segment ใน domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุงลายบ้าน (exon 20) 

3.1) Ref. 3 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ (GenBank: AB914690.1) และ Ref. 4 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของยุงลายบ้านที่มีการกลายพันธุ์ V1016G (GenBank: AB914689.1)  

3.2) กราฟอิเล็กโทรฟีโรแกรมแสดงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ  

3.3) กราฟอิเล็กโทรฟีโรแกรมแสดงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์จาก จังหวัดนครราชสีมาที่มีการกลายพันธุ์ 

V1016G

ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ในบริเวณ domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุงลายบ้าน

สายพันธุ์ห้องปฏิบัติการและยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์

การแทนที่

กรดอะมิโน

S989P

I1011M

L1014F

V1016G

ยุงลายบ้าน

ห้องปฏิบัติการ

60

60

60

60

ยุงลายบ้าน

ดื้อสารไพรีทรอยด์

60

60

60

60

โคดอน

ปกติ/กลายพันธุ์

TCC/CCC

ATA/ATG

TTA/TTT

GTA/GGA

ยุงลายบ้าน

ห้องปฏิบัติการ

0

0

0

0

ยุงลายบ้าน

ดื้อสารไพรีทรอยด์

35

0

0

35

จ�ำนวนตัวอย่าง DNA

ที่วิเคราะห์

จ�ำนวนตัวอย่าง DNA

ที่พบการกลายพันธุ์ของยีน para
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ตารางที่ 3 ความถี่การกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์

ยุงลายบ้าน

ดื้อสารไพรีทรอยด์

ไซเพอร์เมทริน

เดลทาเมทริน

ไบเฟนทริน

เพอร์เมทริน

แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน

แอลฟา-ไซเพอร์เมทริน

รวม

จ�ำนวนตัวอย่าง DNA

ที่วิเคราะห์

10

10

10

10

10

10

60

จ�ำนวนตัวอย่าง DNA

ที่พบการกลายพันธุ์

ของยีน para

5

6

6

7

6

5

35

ความถี่การกลายพันธุ์

0.50

0.60

0.60

0.70

0.60

0.50

0.58

วิจารณ์
	 ในปัจจุบันมีรายงานยุงลายบ้านดื้อต่อสารเคมี

ก�ำจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต กลุ่มคาร์บาเมต 

และกลุ ่มไพรีทรอยด์สังเคราะห์จากหลายพื้นท่ีท่ัว

ประเทศไทย(6-7) โดยเฉพาะยุงลายบ้านดื้อต่อสารเคมี

ก�ำจัดแมลงหลายชนิดในกลุ่มไพรีทรอยด์สังเคราะห์ 

เนือ่งจากมีการน�ำสารเคมกี�ำจดัแมลงกลุม่นีม้าใช้กนัมาก

ทางสาธารณสุขส�ำหรับควบคุมการระบาดของโรคที่น�ำ

โดยยุง เพราะมีความเป็นพิษต�่ำต่อสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 

แต่มีความเป็นพิษสูงต่อแมลง(8) จึงเป็นสาเหตุที่ท�ำให้มี

รายงานยุงลายบ้านดื้อต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงกลุ่มน้ีใน 

ทุกภูมิภาคของประเทศไทย จากงานวิจัยนี้ พบว่า ยุงลาย

บ้านจากพื้นท่ีศึกษาจังหวัดนครราชสีมาดื้อต่อไซเพอร์

เมทริน เดลทาเมทริน แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน ไบเฟนท

ริน เพอร์เมทรินและแอลฟา-ไซเพอร์เมทริน โดยข้อมูล

น้ีสนับสนุนรายงานทีผ่่านมาทีม่รีายงานยงุลายบ้านดือ้ต่อ

สารไพรีทรอยด์ดังกล่าว(6-7) อย่างไรก็ตาม ยุงลายบ้าน

จากพืน้ท่ีศกึษามีความไวต่อเฟนนิโตรไธออนและมาลาไธ

ออน ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต รวมทั้งเบนดิโอคาร์บ

และโพรพอกเซอร์ในกลุ่มคาร์บาเมต ดังน้ัน ในการ

ควบคุมยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์ อาจจ�ำเป็นต้องใช้

สารเคมีก�ำจัดแมลงในกลุ ่มออร์กาโนฟอสเฟตและ            

กลุ ่มคาร์บาเมต เพื่อควบคุมและป้องกันการระบาด             

ของโรคท่ีน�ำโดยยุงลายบ้าน แต่ควรใช้เท่าที่จ�ำเป็น 

เน่ืองจากสารเคมีก�ำจัดแมลงหลายชนิดในกลุ่มดังกล่าว 

มีความเป็นพิษสูงต่อคน โดยเฉพาะสารเคมีก�ำจัดแมลง

ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต(18) 

	 กลไกการออกฤทธิข์องสารไพรทีรอยด์เกิดจาก

การที่สารไพรีทรอยด์จับกับโปรตีนบริเวณทางผ่านของ

โซเดียมไอออนหรือเรียกว่าโวลเทจเกทโซเดียมแชลเนล 

(voltage-gated sodium channel) โดยปกติโปรตีนน้ี          

ท�ำหน้าทีเ่ป็นประตูเปิดปิดช่องทางผ่านของโซเดียมไอออน

ในการแลกเปลี่ยนประจุให้เกิดกระแสประสาทข้ึนขณะมี

สิ่งเร้ามากระตุ้น เมื่อกระแสประสาทสิ้นสุดลงโปรตีน          

ดังกล่าวจะปิดช่องทางผ่านนี้ทันที การที่สารไพรีทรอยด์

จับกับโปรตีนโซเดียมแชนเนลท�ำให้ขัดขวางการท�ำงาน

ของโปรตนีดังกล่าวและเกดิกลไกป้องกนัการปิดของช่อง

โซเดียมท�ำให้สามารถยืดระยะเวลาการปิดของช่อง

โซเดียมให้นานกว่าปกติ  จงึเกิดการสร้างกระแสประสาท

อย่างต่อเน่ืองจนกระท่ังระบบประสาทสญูเสยีการควบคมุ

ส่งผลต่อการเคลื่อนไหว ท�ำให้ยุงกลายเป็นอัมพาตและ

ตาย(19) อย่างไรก็ตาม การใช้สารเคมีก�ำจัดแมลงกลุ่ม          

ไพรทีรอยด์ในการควบคุมยงุอย่างต่อเน่ืองเป็นระยะเวลา

นานท�ำให้ยงุสามารถพฒันากลไกการดือ้ต่อสารไพรทีรอยด์ 

โดยสาเหตหุน่ึง เกดิจากการกลายพนัธุข์องยนี para ท�ำให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในโปรตีนโซเดียมแช

นเนลส่งผลให้โครงสร้างของโปรตีนโซเดียมแชนเนลตรง

ต�ำแหน ่งหรือบริเวณที่สารไพรีทรอยด ์ออกฤทธิ์

เปลีย่นแปลงไป (target site mutation) การเปลีย่นแปลง

หรือการแทนที่กรดอะมิโนเกิดขึ้นใน domain I, domain 
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II และ domain III ของโปรตีนโซเดียมแชนเนล               

ในปัจจุบันมีรายงานการแทนที่กรดอะมิโน 12 ต�ำแหน่ง 

ในโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุงลายบ้านดื้อสาร              

ไพรีทรอยด์ คือ V410L, G923V, L982W, S989P, 

I1011V, I1011M, V1011M, V1016I, V1016G, 

T1520I, F1534C และ D1763Y(10)  อย่างไรก็ตาม มี

รายงานยืนยันต�ำแหน่งการกลายพันธุ์ 5 ต�ำแหน่งที่มีผล

ต่อการลดความไวของโปรตนีโซเดียมแชนเนลในการจบั

กับสารไพรีทรอยด์ คือ V410L บริเวณ segment ที่ 6 ใน 

domain I (IS6), S989P บริเวณ S5 และ S6 loop ใน 

domain II, I1011M และ V1016G บริเวณ segment ที่ 

6 ใน domain II (IIS6) และ F1534C บริเวณ segment 

ที่ 6 ใน domain III (IIIS6)(20-21) 

	 งานวิจัยน้ีพบการกลายพันธุ์ของยีน para ใน

โปรตีนโซเดียมแชนเนลท่ีต�ำแหน่งกรดอะมิโน S989P 

และ V1016G ในตวัอย่าง DNA เดยีวกนัของยงุลายบ้าน

ดื้อไซเพอร์เมทริน เดลทาเมทริน ไบเฟนทรินเพอร์เมท

ริน แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน และแอลฟา-ไซเพอร์เมทริน 

ซึง่สนับสนุนรายงานท่ีผ่านมาทีพ่บการแทนท่ีกรดอะมโิน

ทั้ง 2 ต�ำแหน่งดังกล่าวในตัวอย่าง DNA เดียวกันของ          

ยุงลายบ้านดื้อเดลทาเมทรินจากจังหวัดราชบุรี(22)  และ

ในตัวอย่าง DNA เดียวกันของยุงลายบ้านดื้อเพอร์เมท

รินจากจังหวัดปราจีนบุรี จังหวัดราชบุรี และกรุงเทพฯ 

โดยการกลายพนัธุท่ี์ 2 ต�ำแหน่งดังกล่าวในตวัอย่าง DNA 

เดยีวกันของยงุลายบ้านดือ้เพอร์เมทรนิจากกรงุเทพฯ พบ

จีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ 1) จีโนไทป์ปกติที่มีคู่แอลลีล

เหมือนกัน SS และ VV (S989/V1016 double         

homozygous wild-type genotype) 2) จีโนไทป์กลาย

พันธุ์ที่มีคู่แอลลีลต่างกัน SP และ VG (P989/G1016 

double heterozygous mutant genotype) และ 3) 

จีโนไทป์กลายพันธุ์ที่มีคู่แอลลีลเหมือนกัน PP และ GG 

(P989/G1016 double homozygous mutant genotype) 

ส่วนการกลายพนัธุท์ี ่2 ต�ำแหน่งดงักล่าวในตวัอย่าง DNA 

เดียวกนัของยงุลายบ้านจากจงัหวัดปราจีนบรุแีละจังหวัด

ราชบุรี พบจีโนไทป์เพียง 2 รูปแบบ โดยไม่พบจีโนไทป์

กลายพันธุ ์ท่ีมีคู ่แอลลีลเหมือนกัน PP และ GG(11)           

ซึ่งการกลายพันธุ์ของยีน para ท่ีต�ำแหน่งกรดอะมิโน 

S989P และ V1016G ในบริเวณ domain II เป็นต�ำแหน่ง

ของกรดอะมิโนท่ีมีผลต่อการดื้อสารไพรีทรอยด์ของ          

ยุงลายบ้าน การกลายพันธุ ์ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 

V1016G ยังมีรายงานว่าพบในตัวอย่าง DNA ของยงุลาย

บ้านจากจงัหวดัเชยีงราย จงัหวดัเชยีงใหม่ จงัหวดัพะเยา 

จังหวัดล�ำพูน จังหวัดล�ำปาง จังหวัดแม่ฮ่องสอน จังหวัด

ตาก และจังหวัดขอนแก่น(12) จากงานวิจัยนี้ พบว่า              

มีตัวอย่าง DNA ของยุงลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์            

จากพื้นที่ศึกษาจังหวัดนครราชสีมา จ�ำนวน 25 ตัวอย่าง 

ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน

ดงักล่าวใน domain II ซึง่อาจเกิดจากมกีารแทนทีก่รดอะ

มิโนใน domain I หรือ domain III โดยมีรายงานพบ            

ยงุลายบ้านจากจังหวัดเชยีงราย จังหวัดเชียงใหม่ จังหวัด

ล�ำปาง จังหวัดแม่ฮ่องสอน จังหวัดอุตรดิตถ์  จังหวัด

พิษณุโลก จังหวัดเพชรบูรณ์ จังหวัดนครสวรรค์  จังหวัด

ตราด  และจังหวัดตาก ทีด้ื่อเพอร์เมทรนิมกีารกลายพนัธุ์

ของยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน F1534C ในบริเวณ 

domain III(13) และยงัมีรายงานพบการแทนทีก่รดอะมโิน

ดังกล่าวที่ต�ำแหน่งใหม่ F1552C ในบริเวณ domain III 

ในยงุลายบ้านสายพนัธุจ์งัหวัดเชียงใหม่ทีถ่กูเหน่ียวน�ำให้

ดื้อต่อเพอร์เมทรินท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.5 และ 

0.75(23)  นอกจากนี้ มีรายงานพบการกลายพันธุ์ร่วมกัน

ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน V1016G และ F1534C ใน

ตวัอย่าง DNA เดียวกันของลกูน�ำ้ยงุลายบ้าน ยงุลายบ้าน

ที่ตายและยุงลายบ้านที่รอดชีวิตจากการทดสอบความไว

ต่อเดลทาเมทรินท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ซึ่งเป็น           

ยงุลายบ้านจากจังหวัดเชยีงราย จังหวัดเชียงใหม่ จังหวัด

พะเยา จังหวัดล�ำพูน จังหวัดล�ำปาง จังหวัดแม่ฮ่องสอน 

จังหวัดตาก และจังหวัดขอนแก่น ท่ีได้ตรวจพบการกลาย

พันธุ์ V1016G มาก่อน โดยการกลายพันธุ์ท่ีต�ำแหน่ง          

ดังกล่าวพบจีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ 1) จีโนไทป์ที่มีคู่แอ

ลลีลเหมือนกัน VV และ CC (V1016/C1534 double 

homozygous genotype) 2) จโีนไทป์ท่ีมคู่ีแอลลลีต่างกนั 

VG และ FC (G1016/C1534 double heterozygous 

genotype) และ 3) จีโนไทป์ที่มีคู่แอลลีลเหมือนกัน GG 
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และ FF (G1016/F1534  double homozygous gen-

otype) อย่างไรก็ตาม ไม่พบจีโนไทป์กลายพันธุ์ท่ีมีคู่           

แอลลีลเหมือนกัน GG และ CC (G1016/C1534  

double homozygous mutant genotype) และไม่พบ

จีโนไทป์ปกติท่ีมีคู่แอลลีลเหมือนกัน คือ VV และ FF 

(V1016/F1534  double homozygous wild-type 

genotype) ในตัวอย่าง DNA ดังกล่าว(12) ต่อมาได้มีงาน

วิจัยที่สนับสนุนการพบจีโนไทป์ 3 รูปแบบดังกล่าวใน

ตวัอย่าง DNA ของยงุลายบ้านจากจังหวัดเชียงใหม่ทีต่าย 

และรอดชีวิตจากการทดสอบความไวต่อเดลทาเมทรินท่ี

ความเข้มข้นร้อยละ 0.05(24) จากงานวิจัยหลายชิ้นที่ 

กล่าวมาได้รายงานการกลายพันธุ์ร่วมกัน 2 ต�ำแหน่ง           

ของยีน para ในยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์จากหลาย

จังหวัดของประเทศไทย โดยมีรายงานว่าการกลายพันธุ์

ร่วมกันท่ีต�ำแหน่งกรดอะมิโน S989P และ V1016G  

ท�ำให้เพิ่มระดับการด้ือเดลทาเมทรินของยุงลายบ้าน(22)  

นอกจากน้ี มรีายงานทีพ่บว่ายงุลายบ้านทีม่จีโีนไทป์กลาย

พันธุ์ร่วมกัน 3 ต�ำแหน่งที่เป็นคู่แอลลีลต่างกัน S989P 

V1016G และ F1534C (triple heterozygous mutant 

genotype) ท�ำให้ยงุลายบ้านมรีะดบัการด้ือต่อเดลทาเมท

รินสูง(25) ถึงแม้ว่ามีรายงานพบการกลายพันธุ์ F1534C 

ในยุ งลายบ ้ านไม ่มีความสัมพันธ ์กับการ ด้ือต ่อ                             

เดลทาเมทรนิ(12) อย่างไรกต็าม เมือ่มีการกลายพนัธุร่์วม

กันที่ 3 ต�ำแหน่งดังกล่าว อาจช่วยเพิ่มระดับการด้ือ           

ต่อเดลทาเมทรินของยุงลายบ้านได้ จากงานวิจัยท่ีได้ 

กล่าวมาน้ีท�ำให้ทราบว่าการดื้อต่อสารไพรีทรอยด์ของ          

ยุงลายบ้านเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ ์ของยีน para 

อย่างไรก็ตาม มีอีกหน่ึงสาเหตุท่ีเป็นไปได้ที่ตัวอย่าง 

DNA ของยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์ท้ัง 6 ชนิด             

จากพื้นที่ศึกษาจังหวัดนครราชสีมา จ�ำนวน 25 ตัวอย่าง 

ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน para ในบริเวณ domain II  

ซึ่งอาจจะไม่มีการกลายพันธุ์ในบริเวณ domain I และ 

domain III เช่นกัน แต่อาจเกิดจากกลไกการดื้อต่อสาร

ไพรีทรอยด์จากกระบวนการเมแทบอลซิมึ โดยมกีารเพิม่

ขึ้นหรือเปลี่ยนแปลงระดับการท�ำงานของเอนไซม์เอสเท

อเรส (esterases) ไซโตโครม พี450 โมโนออกซิเจเนส 

(cytochrome P450 monooxygenases) หรือมิกซ์ฟังก์ชั่

นออกซิเดส (mixed function oxidase, MFO) และ             

กลูตาไทโอนเอสทรานสเฟอเรส (glutathione S-trans-

ferases) ในยุงลายบ้าน ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้ ช่วยสลายพิษ

ของสารเคมีก�ำจัดแมลงจึงป้องกันสารเคมีก�ำจัดแมลง

เข้าไปออกฤทธิ์ในบริเวณเป้าหมาย(19)	

	 การทราบกลไกการด้ือต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง

ของยุงลายบ้านมีความส�ำคัญต่อการพิจารณาเลือกใช้           

สารเคมีก�ำจัดแมลงที่เหมาะสมส�ำหรับการควบคุม                   

ยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลง อย่างไรก็ตาม ใน              

การควบคุมยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงควรใช้วิธี

แบบบูรณาการท่ีมีความปลอดภัย โดยมุ่งเน้นการก�ำจัด

แหล่งเพาะพันธุ์ยุงลายอย่างสม�่ำเสมอ ลดจ�ำนวนยุงตัว

เต็มวัยโดยใช้วัสดุอุปกรณ์ก�ำจัดยุงและใช้ผลิตภัณฑ์

สมุนไพรป้องกันก�ำจัดยุงลายที่มีความปลอดภัยเพื่อ

ป้องกันโรคที่น�ำโดยยุงลาย ควรลดการใช้สารเคมีก�ำจัด

แมลงหรือใช้เท่าที่จ�ำเป็นเพื่อลดหรือชะลอการพัฒนา 

การด้ือต่อสารเคมีก�ำจดัแมลงของยงุ โดยองค์ความรูท้ีไ่ด้

จากงานวิจัยน้ีได้มีการรายงานข้อมูลความไวและการด้ือ

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยุงลายบ้านไปยัง ส�ำนักงาน

สาธารณสุขอ�ำเภอโชคชัย จังหวัดนครราชสีมา เพื่อแจ้ง

ข้อมูลดังกล่าวไปยังโรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต�ำบล

หนองปรกึทีรั่บผดิชอบในพืน้ทีศ่กึษาเพือ่ให้มีข้อมูลชนิด

และความเข้มข้นของสารเคมีก�ำจดัแมลงทีม่ปีระสทิธภิาพ

ในการก�ำจดัยงุลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์ระดับพนัธกุรรม 

เตรียมพร้อมส�ำหรับควบคุมยุงลายบ้านและป้องกัน          

การระบาดของโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้าน

สรุป
	 งานวิจัยนี้สรุปได้ว่ายุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษา

จังหวัดนครราชสีมาด้ือต่อสารไพรีทรอยด์ทั้ง 6 ชนิด            

โดยมีอัตราตายเฉลี่ยของยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาท่ี              

24 ช่ัวโมง อยู่ระหว่างร้อยละ 9.00±3.83 - 26.00±5.16 

และพบการกลายพนัธุข์องยนี para ในโปรตีนโซเดียมแช

นเนล โดยมกีารแทนทีก่รดอะมโิน 2 ต�ำแหน่ง คือ S989P 

และ V1016G ในตวัอย่าง DNA เดยีวกนัของยงุลายบ้าน
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ดื้อสารไพรีทรอยด์ที่ความถี่การกลายพันธุ์ เท่ากับ 0.58 

โดยยุงลายบ้านจากพื้นที่ศึกษาจังหวัดนครราชสีมาที่ด้ือ

ต่อสารไพรทีรอยด์ระดับพนัธกุรรมมีความไวต่อสารเคมี

ก�ำจัดแมลงเฟนนิโตรไธออนและมาลาไธออน ในกลุม่ออร์

กาโนฟอสเฟต รวมท้ังโพรพอกเซอร์ และเบนดิโอคาร์บใน

กลุม่คาร์บาเมต โดยมีอตัราตายเฉลีย่ของยงุลายบ้านจาก

พื้นที่ศึกษาที่ 24 ชั่วโมง เท่ากับ ร้อยละ 100±0 
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