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บทคัดย่อ
 	 ยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงมีรายงานในทุกจังหวัดของประเทศไทยท�ำให้ผลิตภัณฑ์ป้องกันก�ำจัดยุง 

มีประสิทธิภาพลดลงในการควบคุมและป้องกันโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้าน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา 

และศึกษาประสิทธิผลของผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงในระดับห้องปฏิบัติการ  

โดยพัฒนาสเปรย์กันยุงที่มีสารส�ำคัญเป็นอิคาริดิน (Icaridin) น�ำมาวิเคราะห์หาปริมาณสารอิคาริดินด้วยวิธี gas 

chromatography-flame ionization detection ทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/การกัดกร่อนในสัตว์ทดลองชนิด

กระต่ายตาม OECD guideline No.404 สอดคล้องกับ OECD GLP ทดสอบประสิทธิผลในการป้องกันยุงลายบ้าน

ดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลง โดยดัดแปลงวิธี Repellent testing ในห้องปฏิบัติการ และตรวจการกลายพันธุ์ของยีน para 

ในยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลง ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) และ DNA sequencing จากการ

ศึกษา พบว่า สเปรย์กันยุงมีสารอิคาริดินร้อยละ 9.78 โดยน�้ำหนัก ไม่ก่อการระคายเคืองทางผิวหนังในสัตว์ทดลอง

ชนิดกระต่าย และให้ค่าเฉลี่ยระยะเวลาป้องกันยุงลายบ้านที่ดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา ได้นาน

ระหว่าง 9.9 (SD 1.3) ถึง 12.0 (SD 0) ชั่วโมง และพบมัธยฐาน 9.50 (IQR 3) ถึง 12.0 (IQR 0) ชั่วโมง โดย

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (Kruskal-Wallis test, p<0.05) และพบการกลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำแหน่ง 

กรดอะมิโน 1016 (V1016G) ของยงุลายบ้านจากท้ัง 6 จงัหวัด โดยมค่ีาความถีก่ารกลายพนัธุข์องยีน para ระหว่าง 

0.20-0.33 ผลติภณัฑ์สเปรย์กนัยงุลายบ้านด้ือสารเคมกี�ำจัดแมลงทีพ่ฒันาข้ึนสามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ในงานตาม

ภารกิจและงานสนับสนุนของหน่วยงานได้
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spray for insecticide-resistant Ae. aegypti

Abstract
	 Insecticide-resistant Aedes aegypti mosquitoes have been documented in all provinces of Thailand, 

reducing the effectiveness of insecticidal products against these vectors. This study aimed to develop and 

evaluate a mosquito repellent spray against insecticide-resistant mosquitoes under laboratory conditions. The 

project involved formulating a mosquito-repellent spray with Icaridin as the active ingredient. The formulation 

was quantified for Icaridin using gas chromatography-flame ionization detection (GC-FID). An acute  

dermal irritation study was conducted on rabbits in accordance with OECD Guidelines 404 “Acute dermal 

irritation/corrosion” and OECD GLP standards. The efficacy of the spray against insecticide-resistant Ae. 

aegypti mosquitoes was assessed using modified repellency testing procedures. Polymerase chain reaction 

(PCR) and DNA sequencing were performed to identify mutations in the para gene (V1016G) in the  

mosquitoes used in the study. The results demonstrated that the mosquito repellent spray contained 9.78% 

w/w Icaridin and met the criteria for the skin irritation test in rabbits. Furthermore, the spray provided  

repellency time against insecticide-resistant Ae. aegypti mosquitoes from six provinces, ranging from 9.9 

(SD 1.3) to 12.0 (SD 0) hours, with a median repellency time between 9.50 (IQR 3) and 12.0 (IQR 0) 

hours. The median repellency time of the spray differed significantly across mosquitoes from six provinces 

(Kruskal-Wallis test, p<0.05). A point mutation at amino acid position 1016 (V1016G) in the para gene 

was identified in mosquitoes from all six provinces, with mutation frequencies ranging from 0.20 to 0.33. 

The developed repellent spray targeting insecticide-resistant Ae. aegypti mosquitoes will be valuable for tasks 

related to vector control and the supportive functions of the Department of Medical Sciences. 

Correspondence: Jakkrawarn Chompoosri	 E-mail: jakkrawarn.c@gmail.com
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บทน�ำ
	 ยุงลายบ้าน (Aedes aegypti) เป็นพาหะน�ำโรค

ไข้เลือดออก โรคไข้ซิกา และโรคไข้ปวดข้อยุงลายหรือชิ

คุนกุนยา ท่ีมีความส�ำคัญทางสาธารณสุข ปัจจุบันยังมี

รายงานผู้ป่วยด้วยโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้านอย่างต่อ

เนื่อง(1) ปัจจัยหนึ่งที่เป็นสาเหตุท�ำให้ไม่สามารถป้องกัน

และควบคุมโรคท่ีน�ำโดยยุงลายบ้านได้อย่างมีประสทิธภิาพ 

คือ ยุงลายบ้านดื้อต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงหลายชนิด 

จากกลุ่ม organochlorine เช่น DDT กลุ่ม organophos-

phate เช่น malathion กลุ่ม carbamate เช่น propoxur 

และกลุ่ม pyrethroid เช่น cypermethrin, cyfluthrin, 

deltamethrin, lambda-cyhalothrin, bifenthrin, perme-

thrin, etofenprox และ alpha-cypermethrin ในหลาย

พืน้ท่ีทัว่ประเทศไทย(2) นอกจากน้ี มีรายงานพบยุงลาย

บ้านจากหลายจังหวัดในประเทศไทยที่ด้ือต่อสารเคมี

ก�ำจัดแมลงกลุม่ไพรีทรอยด์มีการกลายพนัธุข์องยนี para 

ที่สังเคราะห์โปรตีนโซเดียมแชนเนลที่เป็นเป้าหมายการ

ออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด์ โดยมีการแทนท่ีกรดอะมิ

โนต�ำแหน่ง 989 (S989P), 1016 (V1016G) และ1534 

(F1534C)(3-4) ซึง่มรีายงานยืนยันว่าการกลายพนัธุข์องยนี 

para ท่ีต�ำแหน่งดังกล่าวมีผลท�ำให้ลดความไวของโปรตนี

โซเดยีมแชนเนลในการจบักบัสารไพรทีรอยด์สงัเคราะห์(5)  
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สารไพรีทรอยด์จึงออกฤทธิ์ได ้ช ้าหรือไม่ออกฤทธิ์  

ท�ำให้ยุงลายบ้านไม่ตายและเกิดภาวการณ์ดื้อต่อสาร 

ไพรีทรอยด์ ซึ่งส่งผลให้ไม่สามารถใช้สารไพรีทรอยด ์

ในการควบคุมและป้องกันการระบาดของโรคที่น�ำโดย 

ยุงลายบ้านได้อย่างมีประสิทธิภาพ

	 อิคาริดิน (Icaridin) หรือ Picaridin หรือ KBR 

3023) ชือ่ทางเคม ี2-(2-hydroxyethyl)-1-piperidine 

carboxylic acid 1-methylpropyl ester) เป็นสารไล่แมลง

ที่เป็นเคมีสังเคราะห์ (synthetic chemical insect  

repellents) ที่องค์การอนามัยโลก แนะน�ำว่ามีความ

ปลอดภัยในการใช้ไล่แมลงสูง กลไกในการไล่แมลงทีแ่ท้

จริงยังไม่ชัดเจน อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่าอิคาริดินไป

รบกวนการรับกลิ่นของแมลงเช่นเดียวกับ DEET และมี

ประสทิธภิาพในการป้องกนัยงุและเหบ็(6-7) อคิารดินิไม่มี

กลิ่น ไม่เหนียว และไม่ท�ำลายพลาสติกหรือเสื้อผ้า ใน

ปัจจุบันมีการใช้อย่างแพร่หลายในยุโรป สหรัฐอเมริกา 

และออสเตรเลีย(8) ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งส�ำหรับน�ำมาใช้

ป้องกันยุงกัดแทนการใช้สารเคมีก�ำจัดแมลง เนื่องจากมี

ความปลอดภยั ไม่เป็นพษิต่ออวัยวะภายใน หรือปฏกิริยิา

ที่ผิวหนัง และแนะน�ำให้ใช้ในเด็กตั้งแต่อายุ 2 ปีขึ้นไป(9)  

	 จากปัญหายุงลายบ้านด้ือต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง

หลายชนิดและเป็นสาเหตุหนึง่ทีท่�ำให้ไม่สามารถควบคุม

และป้องกนัโรคทีน่�ำโดยยงุลายบ้านได้อย่างมปีระสิทธภิาพ 

ดังน้ัน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาและศึกษา

ประสิทธิผลของผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงลายบ้านดื้อ 

สารเคมีก�ำจัดแมลงในระดับห้องปฏิบัติการ โดยใช ้

อิคาริดินเป็นสารส�ำคัญหรือสารออกฤทธิ์ ซึ่งผลิตภัณฑ์ 

ทีพ่ฒันาข้ึนจะสามารถเป็นอกีหน่ึงทางเลอืกส�ำหรับน�ำไป

ใช้ลดความเสี่ยงจากการเจ็บป่วยและเสียชีวิตด้วยโรค 

ที่น�ำโดยยุงลายบ้าน

วัสดุและวิธีการศึกษา
	 รูปแบบการศึกษา

	 การศกึษาน้ีเป็นการวิจัยเชงิทดลอง ท่ีพัฒนาผลิต

ภัณฑ์สเปรย์กันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 6 

จังหวัดพื้นท่ีศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการ และด�ำเนิน

การวิจัยในช่วงเดือนมกราคม 2567 - กันยายน 2568

	 ประชากร

	 ลูกน�้ำยุงลายบ้านและยุงลายบ้านตัวเต็มวัยจาก  

6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษาที่มีรายงานยุงลายบ้านดื้อสารเคมี

ก�ำจัดแมลง(2) คอื กาญจนบรีุ (GIS: 13° 48´ 36´´N 99° 

16´ 52´´E) จันทบุรี (GIS: 12° 42´ 19´´N 102° 14´ 

15´´E) ชุมพร (GIS: 9° 57´ 4´´N 99° 4´ 38´´E) 

พิษณุโลก (GIS: 16° 44´ 24´´N 99° 56´ 57´´E) 

นครปฐม (GIS: 13° 44´ 18´´N 100° 7´ 13´´E) และ

นครราชสีมา (GIS: 14° 38´ 47´´N 102° 10´ 26´´E) 

	 กลุ่มตัวอย่าง

	 ลูกน�้ำยุงลายบ้านและยุงลายบ้านตัวเต็มวัยจาก

การสุม่ตัวอย่างบ้านเรอืนร้อยละ 15-30 ของจ�ำนวนบ้าน

เรือนทั้งหมดในแต่ละพื้นที่ศึกษา(10) 

	 ขั้นตอนการเก็บรวบรวมข้อมูล 

	 1.	 จัดท�ำหนังสือผ่านผู้อ�ำนวยการสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข ถึงผู้อ�ำนวยการโรงพยาบาลส่ง

เสริมสุขภาพต�ำบลใน 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา เพื่อช้ีแจง

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยและขอความอนุเคราะห์เข้า

ปฏิบัติงานวิจัยในพื้นที่ศึกษา

	 2.	 ขอความยินยอมจากเจ้าของบ้านในพื้นที่

ศึกษาเพื่อเข้าปฏิบัติงานวิจัย โดยชี้แจงวัตถุประสงค์ของ

งานวิจัย และขอให้กรอกแบบฟอร์มยินยอม (consent 

form) ให้เข้าเก็บตัวอย่างลูกน�้ำยุงลายบ้านและยุงลาย

บ้านตัวเต็มวัยในบ้านเรือน

	 3. 	เกบ็ตัวอย่างลกูน�ำ้ยุงลายบ้านโดยใช้หลอดดูด 

(dropper) และเก็บตัวอย่างยุงลายบ้านตัวเต็มวัยโดยใช้

อุปกรณ์โฉบแมลง

	 4. น�ำตัวอย่างลูกน�้ำยุงลายบ้านและตัวอย่าง 

ยุงลายบ้านตัวเต็มวัย กลับมายังห้องปฏิบัติการของ 

กลุ่มกีฏวิทยาทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์

สาธารณสุข 

	 5. เพาะเลีย้งลกูน�ำ้ยงุลายบ้านและยงุลายบ้านตวั

เต็มวัยตามวิธีมาตรฐานการเพาะเลี้ยงยุงลายบ้านสาย

พันธุ์ห้องปฏิบัติการในห้องเลี้ยงแมลงของสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
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เพือ่ให้ได้ยงุลายบ้านรุน่ลกูรุ่นที ่1 ส�ำหรับน�ำไปใช้ในการ

ทดสอบต่อไป

	 6. ทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของ 

ยงุลายบ้านจาก 6 จังหวัดพืน้ท่ีศกึษา โดยวิธขีององค์การ

อนามัยโลก (WHO susceptibility test)(11) โดยเตรียม

สารเคมีก�ำจัดแมลง 7 ชนิด จาก 3 กลุ่มสารเคมีก�ำจัด

แมลง (สารเคมีก�ำจัดแมลงซื้อจาก Dr. Ehrenstorfer 

GmbH, Augsburg, Germany) ในอะซีโตน ที่ความเข้ม

ข้นตามข้อมูลท่ีรายงานยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัด

แมลง(2) ดังน้ี กลุ ่ม organophosphate 1 ชนิด คือ  

malathion ร้อยละ 0.8 กลุ่ม Carbamate 1 ชนิด คือ  

propoxur ร้อยละ 0.1 และกลุ่ม pyrethroid 5 ชนิด คือ 

alpha-cypermethrin ร้อยละ 0.08 cypermethrin ร้อย

ละ 0.22 deltamethrin ร้อยละ 0.05 lambda-cyhalothrin 

ร้อยละ 0.05 และ permethrin ร้อยละ 0.75 จากนั้นน�ำ

กระดาษกรองที่ชุบสารเคมีก�ำจัดแมลงแต่ละชนิดมาใส่

กระบอกทดสอบและให้ยุงลายบ้านจาก 6 จังหวัดพื้นที่

ศึกษา รุ่นลูกรุ่นที่ 1 (F1) และยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้อง

ปฏิบัติการที่เป็นกลุ่มเปรียบเทียบสัมผัส เป็นเวลา 60 

นาที และตรวจสอบอัตราตายที่ 24 ชั่วโมง ตามวิธีการ

ทดสอบความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยุงของ

องค์การอนามัยโลก(11) 

	 7. พัฒนาสเปรย์กันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัด

แมลง โดยพฒันาสตูรสเปรย์กนัยงุเบือ้งต้นเพือ่ให้ได้สตูร

ที่เหมาะสมท่ีมีประสิทธิผลในการป้องกันยุงลายบ้าน 

สายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ไม่ด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงได้

นานมากกว่า 7 ชั่วโมง จึงน�ำไปทดสอบประสิทธิผล 

ในการป้องกันยุงลายบ้านสายพันธุ ์ด้ือสารเคมีก�ำจัด 

แมลงจาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษาที่มีความแข็งแรงกว่า  

โดยได้สูตรสเปรย์กันยุงท่ีเหมาะสมที่มีสารส�ำคัญเป็น 

อิคารินที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน�้ำหนัก (%w/w) 

และมีส่วนประกอบอื่นเป็นสารที่ให้ความชุ่มชื้น อ่อนนุ่ม

แก่ผิว และท�ำให้สเปรย์กันยุงเคลือบผิวได้นาน ได้แก่  

propylene glycol, dicaprylyl ether, glycerin ในตัว

ท�ำลาย ethyl alcohol น�้ำปราศจากอิออน (deionized 

water)  และแต่งกลิ่นด้วยน�้ำหอม (fragrance) เป็น

สารละลายใส ไม่มีสี และมีค่า pH เท่ากับ 5 

	 8. วิเคราะห์ปริมาณสารอิคาริดินในสเปรย์กันยุง

ด้วยวิธี gas chromatography-flame ionization  

detection, GC-FID  ด้วยวิธีมาตรฐาน SOP 06-02-

406 (GC) ที่ได้รับการรับรองมาตรฐานสากล ISO/IEC 

17025: 2017 น�ำสารมาตรฐานอิคาริดิน (ยี่ห้อ Chem 

Service ความบริสุทธิ์ >99%) มาเตรียมเป็นสารละลาย

มาตรฐาน ท�ำการเจอืจางและปรับปรมิาตรด้วย 2-propyl 

alcohol ช่วงความเข้มข้นระหว่าง 0.05 ถึง 0.4 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นช่วงของการใช้งาน (working range)  

ส�ำหรับ การสร้างกราฟมาตรฐาน ส่วนการเตรียม

สารละลายตัวอย่างสเปรย์กันยุง ชั่งตัวอย่างสเปรย์กันยุง 

0.5 กรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร 

ละลายและปรับปริมาตรด้วย 2-propyl alcohol จนครบ

ปริมาตร จากนั้นเจือจางสารละลายตัวอย่างสเปรย์กันยุง

ให้อยูใ่นช่วงการใช้งาน เช่นเดียวกับสารละลายมาตรฐาน 

โดยปิเปตสารละลายตัวอย่างสเปรย์กันยุง ปริมาตร 1.0 

มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

เติมสารละลาย internal standard ความเข้มข้น 2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรด้วย 2-propyl alcohol จนครบปริมาตร เก็บใน

ขวดแก้ว ขนาด 2 มิลลิลิตร น�ำสารละลายมาตรฐานและ

สารละลายตัวอย่างสเปรย์กันยุงไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

GC-FID (ยี่ห้อ Agilent Technologies Model 7890, 

USA) โดยใช้คอลัมน์ DB -1: 30 m x 0.25 mm ID x 

0.25 µm film thickness ท�ำการตัง้อณุหภมิูส่วนทีฉ่ดีสาร 

240 องศาเซลเซียส 

	 ส่วนอุณหภูมิคอลัมน์จะต้ังโปรแกรมใช้อุณหภูมิ

เริ่มต้น 190 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น 

เพิ่มข้ึนด้วยอัตราเร็ว 10 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง

อุณหภูมิ 325 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และตั้ง

อุณหภูมิส่วนของตัวตรวจวัด 330 องศาเซลเซียส อัตรา

การไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และปริมาตรการฉีด  

1 ไมโครลิตร เมื่อสภาวะของเคร่ือง GC พร้อมใช้งาน 

ตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability) 

โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานอิคาริดิน ท่ีมีความเข้ม
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สเปรย์กนัยงุลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลง

ข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จ�ำนวน 2 ซ�้ำ ค�ำนวณ % 

RPD ของ peak area ratio, retention time (RT), Theoretical 

Plate count และค่า tailing factor โดยเกณฑ์ยอมรับค่า

การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบดังน้ี %RPD 

(peak area ratio)≤3%, %RPD (RT)≤3%, theoretical 

plate count (EP), N>20,000 และ tailing factor 0.8-

1.2 สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นกบัพืน้ทีใ่ต้

พีค ค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation 

coefficient, r) และค่าสัมประสิทธิก์ารตดัสนิใจ (Coefficient 

of Determination, R2) โดยค่า r และ R2 ที่ยอมรับได้

ต้องไม่น้อยกว่า 0.995 

 		  การวิเคราะห์ปริมาณสารอิคาริดินในตัวอย่าง 

สเปรย์ป้องกันยุง ด�ำเนินการ 4 ซ�้ำ แล้วท�ำการประมวล

ผลโดยสร้างกราฟจากการ plot ความสัมพันธ์ระหว่าง

พื้นที่ใต้พีคกับค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 

อิคาริดิน เป็นสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน  

(calibration curve) ค�ำนวณผลออกมาเป็นปริมาณสาร 

อิคาริดินในตัวอย่างสเปรย์กันยุงได้จากการค�ำนวณค่า 

slope กับ intercept ของสมการเส้นตรงของกราฟ

มาตรฐานเป็นปรมิาณสารอคิารดิิน ในตัวอย่างเป็นร้อยละ 

โดยน�ำ้หนกั (%w/w) โดยมเีกณฑ์ค่าความคลาดเคลือ่น

ของสารส�ำคัญในวัตถุอันตรายที่ระบุไว้เป็นร้อยละของ 

น�้ำหนักต่อน�้ำหนัก (%w/w) ที่มากกว่า 2.5% ถึง 10% 

โดยอนุญาตให้มไีด้ไม่เกนิ ±10%  ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุข เรื่อง เกณฑ์ค่าคลาดเคลื่อนจากปริมาณท่ี

ก�ำหนดไว้ในวัตถุอันตรายที่ส�ำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยารับผิดชอบ พ.ศ.2555 ในราชกจิจานุเบกษา 

วันที่ 6 กรกฎาคม 2555(12)

	 9. ทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนังในสัตว์

ทดลองชนิดกระต่าย ตาม OECD-guideline No.404 

สอดคล้องกับ OECD GLP โดยหน่วยงานศึกษาวิจัย 

(Test Facility: TF) ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่

สอดคล้องกับหลักการ OECD GLP (Good Laboratory 

Practice)(12) เตรียมตัวอย่างทดสอบหรือสเปรย์กันยุง 

และน�้ำปราศจากเชื้อ (Sterile water) เป็นตัวควบคุม 

อย่างละ 0.5 มลิลลิติร น�ำมาทาลงบนผวิหนังสตัว์ทดลอง

ชนดิกระต่าย เพศผู้ตัวเดยีวกนัแต่คนละต�ำแหน่ง จ�ำนวน 

3 ตัว (0.5 มิลลิลิตร/ตัว) เพียงครั้งเดียว ระยะเวลา 

การสัมผัสนาน 4 ช่ัวโมง ตรวจหาอาการผ่ืนแดงและ

อาการบวมน�้ำในสัตว์ทดลองทุกตัวเป็นเวลา 14 วัน 

ประเมินคะแนนการระคายเคืองผิวหนังร่วมกับลักษณะ

และความรุนแรงของรอยโรค รวมถึงความสามารถ 

ในการกลับคืนสู ่สภาพเดิมหรือไม่สามารถกลับคืนสู ่

สภาพเดิมได้ หากอาการยังคงอยู่จนถึงสิ้นสุดระยะเวลา

สังเกตอาการ 14 วัน ให้พิจารณาว่าตัวอย่างทดสอบนั้น

เป็นสารระคายเคอืง(12) โดยมเีกณฑ์การตดัสนิการระคาย

เคือง ดังน้ี ระดับการระคายเคือง 0-<1.5 หมายถึง  

ไม่ระคายเคือง, ≥1.5-<2.3 หมายถึง ระคายเคืองเล็ก

น้อย และ ≥2.3-<4.0 หมายถึง ระคายเคือง 

	 10. ทดสอบประสิทธิผลของผลิตภัณฑ์สเปรย ์

ในการป้องกันยุงลายบ้านท่ีด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก  

6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษา และยุงลายบ้านสายพันธุ ์ห้อง 

ปฏิบัติการที่ไม่ด้ือต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง เป็นกลุ ่ม 

เปรียบเทียบ เวลา 06.00-18.00 น. โดยดัดแปลงวิธี

มาตรฐาน Repellent testing (SOP 13-02-336)  

อาสาสมัคร 6 คน ทาสเปรย์กันยุง ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บนผิวหนังหน้าแขนทดสอบให้ท่ัวพื้นที่ 30 

ตารางเซนติเมตร ย่ืนแขนทดสอบ ซึ่งถูกสวมทับด้วย 

ซองกระดาษขนาด 16 ซม. x 40 ซม. ทีมี่ช่องขนาด 3 ซม. 

x 10 ซม. เข้าไปในกรงยุงที่มียุงลายบ้าน เพศเมีย อายุ 

4 - 5 วัน และยงัไม่เคยกนิเลอืดมาก่อน จ�ำนวน 250 ตวั/กรง 

นับจ�ำนวนยุงที่ลงเกาะกัดบนแขนทดสอบภายในเวลา  

3 นาท ีบนัทึกจ�ำนวนยุง  อณุหภมู ิความช้ืน และความเข้มแสง 

ลงในแบบบันทึกผลการทดสอบ ด�ำเนินการทดสอบซ�้ำ 

โดยยืน่แขนเข้าไปในกรงยงุ ทกุๆ 30 นาท ีจนถงึช่วงเวลา

ที่มียุงตัวที่สองลงกัดผิวหนังในบริเวณพื้นที่ 30 ตาราง

เซนติเมตร นับเป็นช่วงเวลาท่ีหมดประสิทธิผลในการ

ป้องกันยุงกัด ด�ำเนินการทดสอบนานสูงสุด 12 ชั่วโมง 

โดยทดสอบ 4 ครั้ง ต่อยุงลายบ้าน 1 จังหวัด ใช้สเปรย์

ที่ปราศจากสารอิคาริดินเป็นกลุ ่มควบคุมผลลบทา 

บนแขนเปรียบเทยีบอกีข้างหน่ึงและด�ำเนินการเช่นเดียว

กบัแขนทดสอบ หาค่าเฉลีย่ระยะเวลาป้องกนัยงุลายบ้าน
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spray for insecticide-resistant Ae. aegypti

จากอาสาสมัครทั้งหมดและแสดงระยะเวลาป้องกันยุง

เป็นชั่วโมง 

	 11. ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลาย

บ้านที่ใช้ในการทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์กันยุง 

ในห้องปฏิบัติการ ด้วยวิธี polymerase chain reaction  

(PCR) และตรวจหาล�ำดับนิวคลโีอไทด์ (DNA sequenc-

ing) โดยสกัด genomic DNA ของตัวอย่างยุงลายบ้าน

เพศเมียที่ใช้ในการทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์กันยุง

ในห้องปฏิบัติการ จ�ำนวน 30 ตัว/จังหวัด และยุงลาย

บ้านเพศเมียสายพนัธุห้์องปฏบิตักิาร จ�ำนวน 30 ตวั โดย

ใช้ชดุน�ำ้ยาส�ำเรจ็รปู QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) ตรวจการกลายพันธุ์ของยีน para 

บริเวณเป้าหมายการออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด์ ด้วย

วิธี conventional PCR โดยใช้ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป Q5 

High-Fidelity DNA polymerase (New England Bio-

labs Inc.) ชุดไพรเมอร์: 20 uM AaSCF20 (5’-GA-

CAATGTGGATCGCTTCCC -3’) และ 20 uM 

AaSCR21 (5’- GCAATCTGGCTTGTTAACTTG 

-3’) และเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม CFX96 

Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc, USA) 

และตรวจหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing)(13)	

 	 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติที่ใช้

	 วิเคราะห์ข้อมลูด้วยสถติิพรรณนา ได้แก่ ค่าเฉลีย่

และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation; SD) 

หรอื มธัยฐานและพสิยัระหว่างควอไทล์ ส�ำหรับอตัราตาย

ของยุงลายบ้านจาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา (ร้อยละ) และ

ระยะเวลาป้องกนัยุงลายบ้านทีด้ื่อต่อสารเคมกี�ำจัดแมลง 

(ชั่วโมง) จากอาสาสมัคร 6 คน 

	 สถิติอนุมาน ก�ำหนดระดับนัยส�ำคัญทางสถิต ิ

ที่  0.05 ทดสอบการแจกแจงปกติของข้อมูลด้วย 

D’Agostino-Pearson omnibus test พบข้อมูลไม่เป็นไป

ตามการแจกแจงปกติ จึงใช้สถิตินอนพาราเมตริก 

(Non-parametric statistics) ได้แก่ Kruskal-Wallis test 

และ Dunn’s multiple comparison test โดยวิเคราะห์ด้วย

โปรแกรม GraphPad Prism ถ้ากลุ่มเปรียบเทียบมีอัตรา

ตายของยุงลายบ้านระหว่างร้อยละ 5-20 ให้ปรับค่า 

Abbott’s formula(14) แต่ถ้ามีอัตราตายมากกว่าร้อยละ 

20 ต้องท�ำการทดสอบใหม่ และวิเคราะห์ค่าความถี ่

การกลายพันธุ์ของยีน para จากจ�ำนวนตัวอย่าง DNA 

ของยุงลายบ้านที่พบการกลายพันธุ ์ของยีน/จ�ำนวน

ตัวอย่าง DNA ของยุงลายบ้านที่วิเคราะห์ทั้งหมด

	 ข้อพิจารณาด้านจริยธรรมการวิจัย

	 การวิ จัย น้ีได ้ผ ่ านการพิจารณาอนุมั ติจาก 

คณะกรรมการก�ำกับดูแลการด�ำเนินการต่อสัตว์เพื่อ 

งานทางวิทยาศาสตร์ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

หมายเลขควบคุมโครงการ 67-37 วันที่ 18 มกราคม 

2567-30 กันยายน 2569 และคณะกรรมการพิจารณา

การศึกษาวิจัยในคน กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

รหัสเอกสารรับรอง DMSc-EC020 วันที่ 9 สิงหาคม 

2567 - 8 สิงหาคม 2569 

ผลการศึกษา
	 ความไวต่อสารเคมีก�ำจดัแมลงของยงุลายบ้าน

จาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา 	

	 จากการทดสอบความไวต่อสารเคมกี�ำจดัแมลง 7 

ชนิด ของยุงลายบ้านจาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา โดยวิธี

ของ WHO susceptibility test พบว่า ยุงลายบ้านจาก 

จ.จันทบรีุ เริม่ด้ือต่อ malathion โดยมีอัตราตายเฉลีย่ร้อย

ละ 96.0 (SD 3.3) ส่วนยุงลายบ้านจาก จ.นครปฐม ดื้อ

ต่อ malathion โดยมีอัตราตายเฉลี่ยร้อยละ 65.0 (SD 

2.0) ส่วนยุงลายบ้านจากอีก 4 จังหวัด ยังมีความไวต่อ

สารดังกล่าว โดยมีอตัราตายร้อยละ 100 ยงุลายบ้านจาก 

3 จังหวัด คือ จันทบุรี นครปฐม และพิษณุโลก ดื้อต่อ 

propoxur โดยมอัีตราตายระหว่างร้อยละ 87.0 (SD 2.0) 

ถึง 89.0 (SD 3.8) ส่วนยุงลายบ้านจากอีก 3 จังหวัด 

ยังมีความไวต่อสารดังกล่าว โดยมีอัตราตายร้อยละ 100 

นอกจากน้ี ยงุลายบ้านจากทัง้ 6 จงัหวัดพืน้ทีศ่กึษาดือ้ต่อ
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สารไพรีทรอยด์ทั้ง 5 ชนิด โดยมีอัตราตายเฉลี่ยระหว่าง

ร้อยละ 1.0 (SD 2.0) ถึง 55.0 (SD 6.0) ส่วนยุงลาย

บ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการมีความไวต่อสารเคมีก�ำจัด

แมลงทั้ง 7 ชนิด โดยมีอัตราตายร้อยละ 100 ส่วนแอซี

โตนท่ีเป็นตัวควบคุมผลลบให้อัตราตายของยุงลายบ้าน

จาก 6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษาและยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้อง

ปฏิบัติการ ร้อยละ 0 ที่ 24 ชั่วโมง 

		  ปริมาณสารอิคาริดินในสเปรย์กันยุง 

		  จากการวิเคราะห์ปริมาณสารอคิารดินิในสเปรย์

กันยุงด้วยวิธี gas chromatography-flame ionization  

detection ตามภาพที่ 1 จ�ำนวน 4 ซ�้ำ พบว่า มีปริมาณสาร 

อิคาริดิน ในสเปรย์กันยุง ที่ร ้อยละ 9.726173, 

9.739276, 9.793958 และ 9.843073 ที่ Retention 

time (min) เท่ากับ 3.149, 3.150, 3.147 และ 3.147 

นาท ีตามล�ำดบั โดยค�ำนวณค่าเฉลีย่ของสารอคิารดิิน ได้

ร้อยละ 9.77562 หรอืประมาณร้อยละ 9.78 โดยน�ำ้หนัก 

(w/w) และ %RPD เท่ากับ 0.88  ซึ่งผ่านเกณฑ์ค่า

ความคลาดเคลือ่นของสารส�ำคญัทีอ่นุญาตให้มีได้ไม่เกนิ 

±10% ตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ท่ีต้องมปีรมิาณ

สารอิคาริดิน ในตัวอย่างสเปรย์กันยุงระหว่างร้อยละ 

9.0-11.0 โดยน�้ำหนัก (w/w)  

ภาพที่ 1 การวิเคราะห์ปริมาณสารอิคาริดินในสเปรย์กันยุงเทียบกับสารมาตรฐานอิคาริดิน (ISTD) ด้วยวิธี gas chromato- 

graphy-flame ionization detection
Figure 1 Analysis of Icaridin quantification in mosquito repellent spray compared with an Icaridin standard (ISTD) using  

gas chromatography-flame ionization detection (GC-FID)

 

 
                                                                     Retention time (min)         
 

	 กราฟมาตรฐานของสารอคิาดินทีเ่ตรียมสารละลาย 

มาตรฐานอิคาริดิน ที่มีความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.2, 

และ 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าสัมประสิทธิ์สห

สัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.999988 

และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of  

determination, R2)  เท่ากับ 0.999975 โดยค่า r และ 

R2 ผ่านเกณฑ์ยอมรับ ตามภาพที่ 2
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	 การระคายเคืองทางผวิหนงัในสัตว์ทดลองชนดิ

กระต่าย 	

		  จากการทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/

การกัดกร่อนในสัตว์ทดลองชนิดกระต่ายตาม OECD- 

guideline No.404 สอดคล้องกบั OECD GLP ของสเปรย์ 

กันยุง พบว่า มีค่าเฉลี่ยอาการผื่นแดง (average erythe-

ma) เท่ากับ 1.33 (SD 0.58), 1.33 (SD 0.58) และ 

1.00 (SD 0) ส่วนค่าเฉล่ียอาการบวมน�้ำ (average 

oedema) เท่ากับ 0.67 (SD 0.58), 1.00 (SD 0) และ 

1.00 (SD 0) ซึ่งค่าการระคายเคือง น้อยกว่า 1.5 โดย

แปลผลได้ว่าสเปรย์กันยุงไม่ก่อการระคายเคืองทาง

ผิวหนังในสัตว์ทดลองชนิดกระต่าย

 	 ประสิทธิผลของสเปรย์ในการป้องกันยุงลาย

บ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา

และยงุลายบ้านสายพนัธุห้์องปฏบัิติการทีไ่ม่ด้ือต่อสาร

เคมีก�ำจัดแมลงในห้องปฏิบัติการ 

	 จากการทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์ในการ

ป้องกันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 6 จังหวัด

พื้นที่ศึกษา และยุงลายบ้านสายพันธุ ์ห้องปฏิบัติการ 

ท่ีไม ่ดื้อต ่อสารเคมีก�ำจัดแมลงในห้องปฏิบั ติการ  

โดยดัดแปลงวิธี Repellent testing พบว่า สเปรย์ให้ค่า

เฉลีย่ระยะเวลาป้องกนัยุงลายบ้านด้ือสารเคมกี�ำจัดแมลง

จาก 6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษา อยู่ระหว่าง 9.9 (SD 1.3)  

ถึง 12.0 (SD 0) ชั่วโมง และพบมัธยฐาน 9.50 (IQR 

3) ถึง 12.0 (IQR 0) ชั่วโมง และป้องกันยุงลายบ้าน

สายพนัธุห้์องปฏบิติัการท่ีไม่ด้ือต่อสารเคมกี�ำจดัแมลงได้

นานถึง 12.0 (SD 0) ช่ัวโมง และพบมัธยฐาน 12.0 

(IQR 0) ชั่วโมง ซึ่งมีมัธยฐานของระยะเวลาป้องกันยุง

ลายบ้าน 9 คู่ ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(Kruskal-Wallis test, p<0.05) โดยม ี5 คู่ เป็นมธัยฐาน

ของระยะเวลาป้องกันยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลง

จากจงัหวัดพษิณโุลกทีแ่ตกต่างกบัมธัยฐานของระยะเวลา

ป้องกันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 4 จังหวัด 

ได้แก่ กาญจนบุรี ชุมพร นครปฐม และนครราชสีมา  

และยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ไม่ดื้อต่อสาร

เคมกี�ำจดัแมลง  ส่วนอกี 4 คู ่เป็นมัธยฐานของระยะเวลา

ป้องกันยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงจากจังหวัด

จันทบุรีที่แตกต่างกับมัธยฐานของระยะเวลาป้องกันยุง

ลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 3 จังหวัด คือ  

ชุมพร นครปฐม นครราชสีมา และยุงลายบ้านสายพันธุ์

ห้องปฏบิตักิารทีไ่ม่ด้ือต่อสารเคมกี�ำจดัแมลง ตามตาราง

ที่ 1 ส่วนสเปรย์ที่ปราศจากสารอิคาริดิน ที่เป็นกลุ่ม

ควบคุมผลลบ (negative control) ให้ระยะเวลาป้องกัน

ยงุลายบ้านจาก 6 จงัหวัดพืน้ทีศ่กึษา และยงุลายบ้านสาย

พันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ 0 ชั่วโมง 

ภาพที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธ์แบบเส้นตรงของสารละลายมาตรฐานอิคาริดิน

Figure 2 Linear calibration curve for Icaridin Standard
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Note: Significant pairwise differences in median repellency times identified by Dunn's multiple comparison test;
* Laboratory vs Kanchanaburi, Laboratory vs Chumphon, Laboratory vs Nakhon Pathom, Laboratory vs Nakhon Ratchasima, 
Kanchanaburi vs Chumphon, Kanchanaburi vs Nakhon Pathom, Kanchanaburi vs Nakhon Ratchasima, Chumphon vs Nakhon 
Pathom, Chumphon vs Nakhon Ratchasima, Nakhon Pathom vs Nakhon Ratchasima       
** Chanthaburi vs Phitsanulok 
*** Kanchanaburi vs Chanthaburi

ตารางที่ 1 ระยะเวลาป้องกันยุงของผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงในการป้องกันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 6 จังหวัด และยุงลาย	

		  บ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ไม่ดื้อต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง โดยดัดแปลงวิธี Repellent testing 

Table 1 	 Repellency time of a mosquito repellent spray against laboratory-reared wild-type and insecticide-resistant  

		  Ae. aegypti mosquitoes from six provinces, using modified repellency testing procedures

Subject
	

Test
			  Repellency time (h) against Ae. aegypti mosquitoes 

			   Laboratory	 Kanchanaburi	 Chanthaburi	 Chumphon	 Phitsanulok	 Nakhon	 Nakhon 	

								        Pathom 	 Ratchasima

	

1

	 1	 12.0	 11.0	 8.0	 10.0	 8.0	 10.0	 12.0

		  2	 12.0	 12.0	 8.0	 8.5	 8.5	 10.0	 12.0

		  3	 12.0	 12.0	 8.0	 11.5	 8.0	 11.5	 12.0

		  4	 12.0	 12.0	 8.0	 11.5	 8.0	 11.5	 12.0

	

2

	 1	 12.0	 11.5	 12.0	 11.0	 9.5	 10.5	 12.0

		  2	 12.0	 11.0	 9.5	 12.0	 12.0	 10.5	 12.0

		  3	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  4	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 10.5	 12.0	 12.0

	

3

	 1	 12.0	 11.5	 9.0	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  2	 12.0	 11.5	 9.0	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  3	 12.0	 12.0	 9.5	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  4	 12.0	 12.0	 9.5	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

	

4

	 1	 12.0	 11.5	 9.0	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  2	 12.0	 11.5	 9.0	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  3	 12.0	 12.0	 9.5	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  4	 12.0	 12.0	 9.5	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

	

5

	 1	 12.0	 11.5	 10.5	 12.0	 10.0	 12.0	 12.0

		  2	 12.0	 11.0	 10.0	 12.0	 9.5	 12.0	 12.0

		  3	 12.0	 11.5	 11.0	 12.0	 10.5	 12.0	 12.0

		  4	 12.0	 12.0	 10.5	 12.0	 10.5	 12.0	 12.0

	

6

	 1	 12.0	 10.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0

		  2	 12.0	 10.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0

		  3	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0

		  4	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0	 12.0

Mean	   	

repellency 		  12.0 (0)	 11.6 (0.6)	 10.1 (1.5)	 11.7 (0.8)	 9.9 (1.3)	  11.7 (0.7)	 12.0 (0)

time (SD) (h)

Median 		  12.0*	 11.8*,***	 9.5**,***	 12.0*	 9.5**	 12.0*	 12.0*

repellency 		  (12.0-12.0) 	 (11.5-12.0)	 (9.0-12.0)	 (12.0-12.0)	 (9.5-10.5)	(11.6-12.0)	 (12.0-12.0)	

time (IQR) (h)			 
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 	 	 การกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้าน

จาก 6 จังหวดัพืน้ทีศ่กึษาทีใ่ช้ในการทดสอบประสทิธผิล

ของสเปรย์กันยุงในห้องปฏิบัติการ 

			   จากการศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para ใน

ยุงลายบ้านจาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษาที่ใช้ในการทดสอบ

ประสิทธิผลของสเปรย์กันยุงในห้องปฏิบัติการ โดยวิธี 

conventional PCR และ DNA sequencing พบว่า 

ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน para ของยุงลายบ้านจาก 6 

จังหวัดพื้นที่ศึกษาและยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติ

การมีขนาดประมาณ 614-630 bp ข้ึนอยู่กับ intron 

polymorphism (234-250 bp) จากการตรวจหาล�ำดับ

นิวคลโีอไทด์ของผลติภณัฑ์ PCR ด้วยวิธ ีDNA sequencing 

แล้วน�ำผลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปวิเคราะห์หาการ 

กลายพนัธุข์องยนี para โดยการเปรยีบเทียบกบัล�ำดบันวิ

คลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ในฐานข้อมูล GenBank 

และรายงานทีผ่่านมา จากการเปรยีบเทียบล�ำดบันิวคลโีอ

ไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านจากทั้ง 6 

จังหวัดพืน้ทีศ่กึษากบัล�ำดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของยีน 

para ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ V1016 หรือ Ref. 1 

ยุงลายบ้านสายพันธุ์กลายพันธุ์ V1016G หรือ Ref. 2 

ตามภาพที่ 3.1 และยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ

ที่เป็นสายพันธุ์ปกติ V1016 ตามภาพที่ 3.2 พบว่า ยุง

ลายบ้านจากทั้ง 6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษามีการกลายพันธุ์ 

V1016G ตามภาพที่ 3.3 โดยมีความถ่ีการกลายพันธุ์

ระหว่าง 0.20-0.33 ตามตารางที่ 3

 

ภาพที่ 3.1 Ref. 1 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ (GenBank: AB914690.1) และ 

Ref. 2 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านที่มีการกลายพันธุ์ V1016G (GenBank: AB914689.1)

Figure 3.1 Reference 1 corresponds to a wild-type strain of Ae. aegypti (GenBank: AB914690.1), while Reference 2 

pertains to Ae. aegypti possessing the V1016 mutation (GenBank: AB914689.1).

 

ภาพที่ 3.2 ยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่เป็นสายพันธุ์ปกติ (V1016)

Figure 3.2 The wild-type laboratory strain of Ae. aegypti (V1016)

 

ภาพที่ 3.3 ยุงลายบ้านในพื้นที่ศึกษาทั้ง 6 จังหวัดมีการกลายพันธุ์ V1016G (GTA --> GGA)

Figure 3.3 Ae. aegypti mosquitoes from six provinces exhibiting the V1016G mutation, characterized by the nucleotide 

change from GTA to GGA

ภาพที ่3 ล�ำดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี para บริเวณ S6 segment ใน domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุงลายบ้าน (exon 20)

Figure 3 Partial nucleotide sequences of the para gene at the S6 segment in domain II (IIS6) of the voltage-gated sodium 

channel protein in Ae. aegypti (exon 20).
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สเปรย์กนัยงุลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลง

วิจารณ์
	 การดื้อต่อสารไพรีทรอยด์ระดับพันธุกรรมของ 

ยุงลายบ้าน โดยมีการกลายพันธุ์ของยีน para บริเวณ 

เป้าหมายการออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด์ ที่ต�ำแหน่ง 

กรดอะมิโน 989 (S989P), 1016 (V1016G) และ 

1534 (F1534C)(3-4) ในโปรตนีโซเดียมแชนเนล ท�ำให้

ไม่สามารถใช้สารไพรีทรอยด์ในการควบคุมยุงลายบ้าน 

และป้องกันการระบาดของโรคไข้เลือดออกได้อย่าง 

มีประสิทธิภาพ ซึ่งการพัฒนากลไกดังกล่าวท�ำให้ยุงลาย

บ้านมีความแข็งแรงและทนทานต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง

มากกว่ายุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ไม่มีการ 

กลายพันธุ ์ของยีนเป ้าหมายของสารไพรีทรอยด ์

และมีความไวต่อสารดังกล่าว งานวิจัยน้ีได้ศึกษาอัตรา

ตายของยุงลายบ้านเป็นหลักหลังสัมผัสสารเคมีก�ำจัด

แมลงซึ่งได้เช่ือมโยงกับการกลายพันธุ ์ของยีน para  

ท่ีต�ำแหน่งกรดอะมิโน 989 (S989P) และ1016 

(V1016G) ในยุงลายบ้านจากทั้ง 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา

ที่เคยรายงานมาก่อน(10) อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยน้ีได้

ศกึษาการกลายพนัธุข์องยีน para เพยีงต�ำแหน่งเดียว คือ 

ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 1016 (V1016G) ในยุงลายบ้าน

จาก 6  จั งห วัดพื้ นที่ ศึ กษาที่ ใ ช ้ ในการทดสอบ 

ประสทิธผิลของสเปรย์กนัยุงในห้องปฏบิตักิาร เนือ่งจาก

ในหลายจังหวัดของประเทศไทยพบยุงลายบ้านมีอัตรา

การเกิดการกลายพันธุ์ V1016G สูงและกระจายใน 

วงกว้าง ขณะท่ีการกลายพันธุ์ S989P มักพบร่วมกับ 

V1016G โดยไม่ค ่อยพบเพียงต�ำแหน่งเดียว(15)  

ส่วนการกลายพันธุ ์ F1534C กระจายแตกต่างไป 

ตามพื้นที่ แต่ผลต่อการด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงเด่นน้อย

กว่า โดยมรีายงานพบการกลายพนัธุ ์F1534C ในยงุลาย

บ้านไม่มีความสมัพนัธ์กบัการด้ือต่อ deltamethrin(3-4,16) 

ซึ่งงานวิจัยนี้พบว่า ยุงลายบ้านจากท้ัง 6 จังหวัดพื้นที่

ศึกษาดื้อต่อสารไพรีทรอยด์ทั้ง 5 ชนิด โดยมีอัตราตาย

ระหว่างร้อยละ 1-55 ตามเกณฑ์ขององค์การอนามยัโลก

ที่ก�ำหนดว่ายุงดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงมีอัตราตายต�่ำกว่า

ร้อยละ 90  ที่ 24 ชั่วโมง หลังสัมผัสสารเคมีก�ำจัดแมลง

เป็นเวลา 60 นาที ด้วยเหตุผลที่มีรายงานยุงลายบ้านดื้อ

สารไพรีทรอยด์ระดับพันธุกรรมในหลายจังหวัดของ

ประเทศไทยน้ี อาจท�ำให้ผลิตภัณฑ์ป้องกันก�ำจัดยุง 

หลายชนิดทีม่จี�ำหน่ายในท้องตลาดมปีระสทิธภิาพลดลง

ในการป้องกนัก�ำจัดยงุและท�ำให้มรีายงานผูป่้วยด้วยโรค

ที่น�ำโดยยุงลายบ้านจากหลายพื้นที่ทั่วประเทศไทย 

ทุกปี(1)

	 งานวิจัยน้ีเป็นการรายงานครั้งแรกว่าผลิตภัณฑ ์

สเปรย์กันยุงที่มีสารส�ำคัญเป็นอิคาริดินท่ีความเข้มข้น

ร้อยละ 9.78 โดยน�้ำหนัก มีประสิทธิผลในการป้องกัน 

ยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก 6 จังหวัด ได้นาน

ระหว่าง 9.9 (SD 1.3) ถึง 12.0 (SD 0) ชั่วโมง และ

พบมัธยฐาน 9.50 (IQR 3) ถึง 12.0 (IQR 0) ชั่วโมง 

และป้องกันยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่ไม่ด้ือ

ต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงได้นานถึง 12.0 (SD 0) ชั่วโมง 

และพบมัธยฐาน 12.0 (IQR 0) ชั่วโมง โดยแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งการด้ือต่อ 

สารเคมีก�ำจัดแมลงของยุงลายบ้านจากจังหวัดพิษณุโลก

และจงัหวัดจนัทบรีุมผีลกระทบค่อนข้างมากต่อระยะเวลา

ตารางที่ 3	 ความถี่การกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้านที่ใช้ในการทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์กันยุงในห้องปฏิบัติการ

Table 3 		  Mutation frequencies of the para gene in Ae. aegypti mosquitoes used in laboratory efficacy testing of a mosquito 	

			   repellent spray

                                                 Mutation frequencies of the para gene in Ae. aegypti mosquitoes

                                     (Number of positive DNA sequences/Total number of analyzed DNA sequences)

			   Laboratory	 Kanchanaburi	 Chanthaburi	 Chumphon	 Phitsanulok	 Nakhon	 Nakhon 	

								        Pathom 	 Ratchasima

V1016G	   	 0 (0/30)	   0.27 (8/30)	  0.33 (10/30)	  0.23 (7/30)	 0.30 (9/30)	  0.20 (6/30)	 0.23 (7/30)

Amino 

acid

position
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spray for insecticide-resistant Ae. aegypti

ป้องกันยงุ โดยผลติภณัฑ์สเปรย์กนัยงุทีพ่ฒันาข้ึนสามารถ

ป้องกันยงุได้นาน 9.9 ชัว่โมงและ 10.1 ช่ัวโมง ตามล�ำดบั 

ซึ่งน้อยกว่ายุงลายบ้านจากอีก 4 จังหวัดท่ีการดื้อต่อ 

สารเคมีก�ำจัดแมลงมีผลกระทบน้อยต่อระยะเวลา 

ป้องกนัยุง โดยผลติภณัฑ์สเปรย์กนัยงุสามารถป้องกนัยุง

ได้นาน 11.6 ถึง 12.0 ชั่วโมง ซึ่งใกล้เคียงหรือเท่ากับ

ระยะเวลาป้องกันยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ 

ที่ผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงสามารถป้องกันยุงได้นานถึง 

12.0 ชั่วโมง โดยผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงที่พัฒนาข้ึน 

ให้ระยะเวลาป้องกันยุงได้นานกว่าผลิตภัณฑ์กันยุง 

ที่มีสารอิคาริดินเป็นสารส�ำคัญที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด 

มปีระสทิธภิาพในการป้องกนัยงุ (ยุงสายพนัธุท์ีไ่ม่ด้ือสาร

เคมีก�ำจัดแมลง) ได้นานไม่เกิน 7 ชั่วโมง แต่ไม่มีข้อมูล

ระบุที่ฉลากผลิตภัณฑ์ว่าสามารถป้องกันยุงดื้อสารเคมี

ก�ำจดัแมลงได้หรอืไม่หรอืได้นานกีช่ั่วโมง นอกจากปัจจยั

ทีเ่กีย่วข้องกบัสายพนัธุข์องยุงลายบ้านทีด้ื่อสารเคมีก�ำจัด

แมลงในแต่ละจังหวัดที่มีผลต่อความแตกต่างของระยะ

เวลาป้องกันยุงแล้ว ยังมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับอาสาสมัคร 

เช่น กลิ่นเหงื่อและแบคทีเรียบนผิวหนังเป็นตัวดึงดูดยุง 

หากมีเหงื่อออกมาก สารป ้องกันยุงจะจางลงเร็ว  

อัตราการเผาผลาญที่ปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์

ต่างกัน หากมีอาสาสมัครท่ีมีการเผาผลาญสูง จะปล่อย

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์มากกว่าท�ำให้ดึงดูดยุงได้ดีกว่า 

และอุณหภูมิร ่างกาย หากร่างกายที่ร ้อนกว่าหรือมี

อุณหภูมิสูงจะดึงดูดยุงได้มากกว่า(17-18) 

	 การกลายพันธุ์ของยีน para ในโปรตีนโซเดียม 

แชนเนลที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 1016 (V1016G)  

ที่พบในตัวอย่าง DNA ของยุงลายบ้านจากทั้ง 6 จังหวัด

พืน้ทีศ่กึษาทีใ่ช้ในการทดสอบประสทิธผิลของผลติภณัฑ์

สเปรย์ในการป้องกันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลง

ในห้องปฏิบัติการ มีความถี่การกลายพันธุ์ที่ต�ำแหน่ง 

1016 อยู่ระหว่าง 0.20 ถึง 0.33 โดยพบว่ายุงลายบ้าน

ดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจากจังหวัดพิษณุโลกและจังหวัด

จันทบุรี มีค ่าความถี่การกลายพันธุ ์ เท่ากับ 0.30  

และ 0.33 ตามล�ำดับ ซึ่งสูงกว่ายุงลายบ้านด้ือสารเคมี

ก�ำจัดแมลงจากอกี 4 จังหวัด ทีม่ค่ีาความถีก่ารกลายพนัธุ์ 

V1016G อยู่ระหว่าง 0.20 ถึง 0.27 ซึ่งอาจเป็นเสาเหตุ

ที่ท�ำให้ยุงลายบ้านจากทั้ง 2 จังหวัดมีความแข็งแรงกว่า 

จึงกัดเร็ว และให้ระยะเวลาป้องกันยุงได้น้อยกว่ายุงลาย

บ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจากอีก 4 จังหวัด จากค่า

ความถีก่ารกลายพนัธุท์ีต่�ำแหน่ง 1016 ท�ำให้ทราบความ

ชกุของการกลายพนัธุแ์บบ G (V1016G หรือ G1016G 

หรือ แบบผสม V1016G และ G1016G ในกลุ ่ม

ประชากรยุงลายบ ้านในแต ่ละจังหวัดพื้นที่ศึกษา 

ในประชากรยุงลายบ้านที่ประมาณร้อยละ 20-33  

โดยประชากรยุงลายบ้านส่วนใหญ่ใน 6 จังหวัดพื้นท่ี

ศกึษายงัเป็นยงุลายบ้านแบบปกติทีไ่ม่มกีารกลายพนัธ์ที่

ต�ำแหน่ง 1016 (V1016V) แม้ว่าความชุกของการกลาย

พนัธุแ์บบ G ในประชากรยงุลายบ้านในท้ัง 6 จังหวัดพืน้ที่

ศกึษา ยงัอยูใ่นระดบัทีไ่ม่สงู อย่างไรกต็าม เป็นเรือ่งทีน่่า

กังวลว่าในอนาคตยุงลายบ้านเพศผู้และยุงลายบ้านเพศ

เมียที่มีการกลายพันธุ์แบบ V1016G สามารถผสมพันธุ์

กันท�ำให้ได้ยุงลายบ้านรุ่นลูกที่มีการกลายพันธุ ์แบบ 

G1016G ร้อยละ 100 ได้ และจะกลายเป็นกลไกหลัก

ในการด้ือต่อสารไพรทีรอยด์ในพืน้ท่ีดงักล่าว จากผลการ

ศกึษาน้ีมคีวามสอดคล้องกบัรายงานท่ีผ่านมาทีพ่บยงุลาย

บ้านจากหลายจงัหวัดทัว่ประเทศไทยมีการกลายพนัธุข์อง

ยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโนดังกล่าว(3-4,16,19) อย่างไร

ก็ตาม การไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำแหน่ง 

1016 ซึง่เป็นต�ำแหน่งเด่นทีพ่บอตัราสงูในยุงลายบ้านด้ือ

สารไพรีทรอยด์จากหลายจังหวัดของประเทศไทยและมี

ผลต่อการดื้อสารไพรทีรอยด์ทีช่ดัเจน(15) อาจแสดงว่าการ

ดื้อสารไพรีทรอยด์ของยุงลายบ้านส่วนใหญ่จากท้ัง 6 

จังหวัดพืน้ท่ีศกึษา ไม่ได้เกดิจากการดือ้ท่ีต�ำแหน่งยนีเป้า

หมาย (target-site resistance) ท่ีท�ำให้เกิดการด้ือสารไพ

รีทรอยด์ (knockdown resistance - kdr) แต่เป็นการดื้อ

แบบเมตาบอลิก (metabolic resistance) ซึ่งเป็นกลไก

หลักในยุงดื้อสารไพรีทรอยด์ โดยมีการเพิ่มการ

แสดงออกของเอนไซม์ก�ำจัดสารพิษ เช่น Cytochrome 

P450 monooxygenases (CYP450), Carboxylesterases 

(CCEs) และ Glutathione S-transferases (GSTs) โดย

กลไกน้ีท�ำให้ยุงสามารถสลายสารไพรีทรอยด์ได้รวดเร็ว 



วารสารควบคุมโรค ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ก.ค. - ก.ย. 2569                     

469

 

สเปรย์กนัยงุลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลง

ก่อนท่ีสารจะไปจับกับโปรตีนโซเดียมแชนเนล ท�ำให้ยุง

ไม่ตาย(20) 

	 ผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงที่พัฒนาข้ึนให้ค่าเฉลี่ย

ระยะเวลาป้องกันยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลง  

ได้นานมากกว่า 2 ชั่วโมง ที่เป็นเกณฑ์ผ่านการตัดสิน 

ของผลิตภัณฑ์ป้องกันยุงในงานบริการตรวจวิเคราะห์ 

ทางห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

จึงมีความเหมาะสมส�ำหรับน�ำไปใช้ประโยชน์ในงาน 

ตามภารกิจ โดยสามารถใช้เป็นตัวควบคุมผลบวก  

(positive control) ในงานบรกิารตรวจวิเคราะห์ผลติภณัฑ์

ป้องกันยุงลายบ้านในห้องปฏิบัติการและงานวิจัยด้าน 

การพฒันานวัตกรรมผลติภณัฑ์ป้องกนัยงุลายบ้านด้ือสาร

เคมีก�ำจัดแมลงเพื่อให้การทดสอบมีคุณภาพและน่าเช่ือ

ถือ ได้ผลการทดสอบท่ีถูกต้องและแม่นย�ำ รวมถึง 

จะเป็นการประกันคุณภาพของผลิตภัณฑ์ป้องกันยุงว่ามี

ประสทิธผิลในป้องกนัยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจดัแมลง

ได้จริง นอกจากน้ี ยังสามารถน�ำไปช่วยเหลือประชาชน

ในพื้นท่ีประสบอุทกภัยและพื้นที่เส่ียงโรคไข้เลือดออก

เพื่อลดความเสี่ยงจากการถูกยุงลายบ้านกัด การติดเช้ือ

ไวรัส และการระบาดของโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้านได้

สรุป
	 ผลิตภัณฑ์สเปรย์กันยุงที่พัฒนาข้ึนมีประสิทธิผล

ในการป้องกันยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงจาก  

6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษา ได้นานระหว่าง 9.9 (SD 1.3)  

ถึง 12.0 (SD 0) ชั่วโมง และพบมัธยฐาน 9.50 (IQR 

3) ถึง 12.0 (IQR 0) ช่ัวโมง โดยแตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 และสามารถ

น�ำไปใช้ประโยชน์ในงานตามภารกิจและงานสนับสนุน

ของหน่วยงานได้

ข้อเสนอแนะ

	 1.  ห ้องปฏิบั ติการของกลุ ่มกีฏ วิทยาทาง 

การแพทย ์  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร ์สาธารณสุข  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ควรน�ำผลิตภัณฑ์สเปรย์กัน

กันยุงที่ ได ้พัฒนาข้ึนไปใช ้ เป ็นตัวควบคุมผลบวก  

(positive control) ในงานบริการทดสอบผลิตภัณฑ์ทา

กันยุงลายบ้านในห้องปฏิบัติการเพื่อที่ผู้รับบริการจะได้

รายงานผลการทดสอบที่ ถู กต ้องและน ่ า เชื่ อถือ  

ส�ำหรับน�ำไปข้ึนทะเบียนวัตถุอันตรายกับทางส�ำนักงาน 

คณะกรรมการอาหารและยา (อย.) เพื่อจัดจ�ำหน่าย 

ต่อไป

	 2. ห ้องปฏิบั ติการของกลุ ่มกีฏ วิทยาทาง 

การแพทย ์  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร ์สาธารณสุข  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ควรพฒันาต่อยอดผลติภณัฑ์

สเปรย์กันยุงและถ่ายทอดเทคโนโลยีสู่ภาคเอกชนเพื่อ

ประโยชน์เชงิพาณชิย์และน�ำไปสูก่ารขับเคลือ่นเศรษฐกิจ

ของประเทศ

	 3. กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ สามารถน�ำไป

สนับสนุนให้แก่ประชาชนกลุ ่มเสี่ยงโรคไข้เลือดออก 

ประชาชนที่ประสบภัยน�้ำท่วม และประชาชนที่อพยพ 

ลี้ภัยต่างๆ เพื่อลดความเสี่ยงจากการเจ็บป่วยและเสีย

ชีวิตด้วยโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้าน 

กิตติกรรมประกาศ
	 คณะผู้วิจยัขอขอบคุณผู้อ�ำนวยการโรงพยาบาลส่ง

เสริมสุขภาพต�ำบลในพื้นที่ศึกษา 6 จังหวัด ท่ีให้การ

สนับสนุนในการด�ำเนินงานวิจัยจนส�ำเร็จลุล่วงไปด้วยดี
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