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บทคัดย่อ  

งานวิจยันีÊ ไดศึ้กษาความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมตของยงุลาย

บา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ระดบัพนัธุกรรมจากพืÊนทีÉเสีÉยงโรคไขเ้ลือดออกในจงัหวดัพิษณุโลก นาํยุงลายบา้น 

จากจงัหวดัพิษณุโลกมาทดสอบความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลง 16 ชนิด โดยวิธีขององคก์ารอนามยัโลกและ

ศึกษาการกลายพนัธุ์ของยนี para ในยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ โดยวิธี PCR และ DNA sequencing จาก

การศึกษาพบว่า ยุงลายบา้นมีความไวต่อ fenitrothion malathion และ fenobucarb โดยมีอตัราตายเฉลีÉย ร้อย

ละ řŘŘ ทีÉ 24 ชัÉวโมง แต่ดืÊอตอ่ pirimiphos-methyl, propoxur และสารไพรีทรอยดท์ัÊง řŘ ชนิด โดยมีอตัราตาย

เฉลีÉยร้อยละ ś.ŘŘ±2.00 -87.00±ŝ.Řś ซึÉ งอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้นมีความต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ 

(p<Ř.Řŝ) นอกจากนีÊ  พบการกลายพนัธุ์ของยีน para ทีÉ V1016G ในยุงลายบา้น โดยมีความถีÉการกลายพนัธุ์

เฉลีÉยเท่ากบั Ř.ŝŚ สารเคมีกาํจดัแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต อาจเป็นทางเลือกสําหรับใชใ้น

การควบคุมยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ระดบัพนัธุกรรมเพืÉอป้องกนัโรค ทีÉนาํโดย ยงุลายบา้น 

คําสําคัญ: ความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลง, การกลายพนัธุ์ของยนี para, ยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด ์
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Abstract 

 The purpose of this study was to investing the susceptibility of genetically pyrethroid-resistant Ae. 

aegypti the organophosphate and carbamate insecticide in a dengue risk area in Phitsanulok province. The 

mosquitoes were tested for susceptibility to individual 16 insecticides status using the WHO procedure. 

PCR and DNA sequencing were conducted to detect mutation in the para gene in pyrethroid-resistant Ae. 

aegypti.  

           The results showed that the mosquitoes were completely susceptible to fenitrothion, malathion, and 

fenobucarb with mean mortality rates of 100% after 24 h. However, the mosquitoe were resistant to 

pirimiphos-methyl, propoxur, and 10 pyrethroid insecticides with the mean mortality rates ranging from 

3.00±2.00% and 87.00±5.03%. The mortality rates of mosquitoes were significantly different among 

insecticides (p<0.05). In addition, a mutation in the para gene at position V1016G was detected with a 

mutation frequency mean of 0.52. Suggesting that organophosphates and carbamates could be alternative 

insecticides to pyrethroids for controlling genetically pyrethroid-resistant Ae. aegypti and preventing Ae. 

aegypti-borne diseases. 

Keywords: insecticide susceptibility, para gene, pyrethroid-resistant Ae. aegypti  
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บทนํา  

  โรคไขเ้ลือดออกเกิดจากการติดเชืÊอไวรัสเดงกี (dengue virus, DENV) ซึÉ งมี 4 ซีโรไทป์ (serotype) 

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

ระบาดครัÊ งแรกในประเทศไทยทีÉเขตกรุงเทพมหานคร เมืÉอปี พ.ศ. 2501 มีรายงานผูป่้วย 2,158 คน และ

เสียชีวิต 300 คน หลงัจากนัÊนโรคไขเ้ลือดออกได้ระบาดไปทัÉวประเทศจนมาถึงปัจจุบนั ในปี พ.ศ. ŚŝŞ5  

มีรายงานผูป่้วยไข้เลือดออก śš,řŜř คน (อตัราป่วย 59.15 คนต่อประชากรแสนคน) และเสียชีวิต 27 คน 

(อัตราป่วยตาย  ร้อยละ 0.04)(1) การควบคุมและป้องกันโรคไข้เลือดออกดําเนินการโดยการจัดการ

สิÉงแวดลอ้มเพืÉอกาํจดัแหล่งเพาะพนัธุ์ยุงลาย การใชส้ารเคมีกาํจดัลูกนํÊ าและยุงตวัเต็มวยั โดยเฉพาะสารเคมี

กาํจัดแมลงกลุ่มไพรีทรอยด์เป็นหนึÉ งแนวทางทีÉสําคัญทางสาธารณสุขในการควบคุมยุงพาหะนําโรคใน

ประเทศไทย(Ś) เนืÉองจากมีความเป็นพิษตํÉาต่อสัตวเ์ลีÊ ยงลูกด้วยนม แต่มีความเป็นพิษสูงต่อแมลงจึงใช้สาร

ดังกล่าวอย่างแพร่หลายทุกภูมิภาคของประเทศไทย(ś) อย่างไรก็ตาม มีรายงานยุงลายบา้นดืÊอต่อสารไพรี

ทรอยด์สังเคราะห์หลายชนิด เช่น cypermethrin, cyfluthrin, deltamethrin, lambda-cyhalothrin, bifenthrin, 

permethrin, etofenprox และ alpha-cypermethrin ในหลายพืÊนทีÉทัÉวประเทศไทย(2,4) นอกจากนีÊยงัพบการกลาย

พนัธุ์ของยีน paraในโปรตีนโซเดียมแชนเนลทีÉเป็นบริเวณเป้าหมายการออกฤทธิÍ ของสารไพรีทรอยด ์โดย

พบการแทนทีÉ         กรดอะมิโนทีÉตําแหน่ง ŜřŘ (V410L), 989 (S989P), 1016 (V1016G) และ 1534 

(F1534C)(ŝ) ซึÉ งการดืÊอต่อสารไพรีทรอยด์ระดับพนัธุกรรมของยุงลายบ้านทาํให้ไม่สามารถใช้สารไพรี

ทรอยด์ในการควบคุมและป้องกนัโรคทีÉนาํโดยยุงลายบา้นไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ งานวิจยันีÊ มีวตัถุประสงค์

เพืÉอศึกษาความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมตของยุงลายบา้นดืÊอสารไพรี

ทรอยด์ทีÉพบการกลายพันธุ์ของยีน parav ทีÉต ําแหน่ง 1016 จากพืÊนทีÉ เสีÉ ยงโรคไข้เลือดออกในจังหวัด

พิษณุโลก ตามวิธี ขององค์การอนามัยโลก (WHO) โดยงานวิจัยนีÊ เลือกศึกษาการกลายพนัธุ์ทีÉตาํแหน่ง

ดังกล่าวเนืÉองจากมีรายงาน  การตรวจพบในยุงลายบา้นจากหลายจงัหวดัของประเทศไทยและในหลาย

ประเทศแถบเอเชีย(ŝ) ซึÉ งการกลายพนัธุ์ของยีน para ทีÉตาํแหน่ง 1016 อยู่ในบริเวณ domain II ของโปรตีน

โซเดียมแชนเนลในยงุลายบา้น การทราบกลไกการดืÊอตอ่สารเคมีกาํจดัแมลงของยงุลายบา้นมีความสาํคญัต่อ

การพิจารณาเลือกใชส้ารเคมีกาํจดัแมลงทีÉเหมาะสมสาํหรับการควบคุมยงุลายบา้นดืÊอสารเคมีกาํจดัแมลงและ

ป้องกนัโรคทีÉนาํโดย  ยงุลายบา้นไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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วิธีการวิจัย 

1. ยุงลายบ้าน 

เก็บยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาบา้นพรสวรรค์ หมู่ š ตาํบลนิคมพฒันา อาํเภอบางระกํา จังหวดั

พิษณุโลก (řŞ° 44´ 24´´N 99° 56´ 57´´E) โดยพืÊนทีÉศึกษานีÊ เป็นการคดัเลือกพืÊนทีÉศึกษาแบบเจาะจงจากกรม

ควบคุมโรค กองโรคติดต่อนําโดยแมลง ตามการรายงานยุงลายบา้นดืÊอสารเคมีกาํจดัแมลงและมีรายงาน

ผูป่้วยไขเ้ลือดออก(Ŝ) ไดด้าํเนินการสุ่มเก็บตวัอย่างลูกนํÊ ายุงลายบา้นโดยใชห้ลอดหยด (dropper) และยุงลาย

บา้นตวัเต็มวยัโดยใชส้วิงโฉบแมลง (sweep net) ในบา้นจาํนวน Şş หลงั จากจาํนวนบา้นทัÊงหมด řŞŜ หลงั 

ในเดือนกุมภาพนัธ์ ŚŝŞŝ คิดเป็นร้อยละ ŜŘ.Š โดยดดัแปลงจากเกณฑ์ในการประมาณขนาดกลุ่มตวัอย่าง

ประชากรร้อยละ řŝ-śŘ จากประชากรทัÊงหมดหลกัร้อย(Ş)   

2. การทดสอบความไวต่อสารเคมีกําจัดแมลงของยุงลายบ้าน  

ทดสอบความไวต่อสารเคมีกาํจัดแมลงในห้องปฏิบัติการของกลุ่มงานกีฏวิทยาทางการแพทย์ 

สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ทัÊง řŞ ชนิด ทีÉความเขม้ขน้ Discriminating 

concentration (ค่าความเขม้ขน้ Ś เท่าของค่าความเขม้ขน้ทีÉทาํให้ยุงลายบา้นห้องปฏิบติัการตายร้อยละ šš, 

LCšš) จากกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต ś ชนิด คือ Fenitrothion ความเขม้ขน้ร้อยละ ř.Ř โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร, 

malathion ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.Š โดยนํÊ าหนักต่อปริมาตร และ pirimiphos-methyl ความเขม้ขน้ร้อยละ 

Ř.ŘşŜ โดยนํÊาหนกัต่อปริมาตร กลุ่มคาร์บาเมต ś ชนิด คือ propoxur ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.ř โดยนํÊาหนกั  ต่อ

ปริมาตร, fenobucarb ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.śśŞ โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร และ bendiocarb ความเขม้ขน้ร้อย

ละ Ř.ř โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร และกลุ่มไพรีทรอยด์ řŘ ชนิด คือ alpha-cypermethrin ความเขม้ขน้ร้อยละ 

Ř.ŘŠ โดยนํÊ าหนักต่อปริมาตร, bifenthrin ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.Řš โดยนํÊ าหนักต่อปริมาตร, deltamethrin 

ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.Řŝ โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร, cypermethrin ความเขม้ขน้ ร้อยละ Ř.ŚŚ โดยนํÊ าหนักต่อ

ปริมาตร, lambda-cyhalothrin ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.Řŝ โดยนํÊ าหนักต่อปริมาตร, permethrin ความเขม้ขน้

ร้อยละ Ř.şŝ โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร, d-trans Allethrin ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.řřŠ โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร, 

bioresmethrin ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.ŞşŜ โดยนํÊ าหนักต่อปริมาตร, prallethrin ความเขม้ขน้  ร้อยละ Ř.ŘŠŜ 

โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร และ s-bioallethrin ความเขม้ขน้ร้อยละ Ř.ŘşŞ โดยนํÊ าหนกัต่อปริมาตร ตามวิธีของ

องค์การอนามยัโลก (WHO susceptibility test)(7) โดยนาํกระดาษกรองชุบสารเคมี กาํจดัแมลง 16 ชนิด นาํ

ยุงลายบา้น เพศเมีย อาย ุś-ŝ วนั Śŝ ตวั/กระบอก/Ŝ ซํÊา สัมผสักบักระดาษกรองชุบดว้ยสารเคมีกาํจดัแมลง ŞŘ 

นาที จากนัÊนถ่ายยุงลายบา้นไปยงักระบอกพกั และคาํนวณอตัราตายของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษา ทีÉ ŚŜ 

ชัÉวโมง โดยยุงลายบา้นสายพนัธุ์ห้องปฏิบติัการทีÉสัมผสักบักระดาษกรองทีÉชุบสารเคมีกาํจดัแมลงแต่ละชนิด

ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลบวก ส่วนยงุลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาและยงุลายบา้นสายพนัธุ์ห้องปฏิบตัิการทีÉสัมผสักบั

กระดาษกรองทีÉชุบอะซีโตน (acetone) ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ แปลผลระดบัความไวและการดืÊอต่อสารเคมี

กาํจดัแมลงของยุงลายบา้นตามเกณฑ์การประเมินผลความไวของยุงตวัเต็มวยัต่อสารเคมีกาํจดัแมลง โดย
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อตัราตายตํÉากวา่ร้อยละ šŘ หมายถึง ยงุดืÊอตอ่สารเคมีกาํจดัแมลง อตัราตายอยูร่ะหว่างร้อยละ šŘ-šş หมายถึง 

ยุงเริÉมดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลง และอตัราตายอยู่ระหว่างร้อยละ šŠ-řŘŘ หมายถึง ยงุมีความไวหรือไม่ดืÊอต่อ

สารเคมีกาํจดัแมลง(ş) 

 

3. การศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้านดืÊอสารไพรีทรอยด์ โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

(Polymerase chain reaction, PCR) และตรวจหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing) 

สกดั genomic DNA ของตวัอยา่งยงุลายบา้นเพศเมียไม่กินเลือดทีÉดืÊอสารไพรีทรอยด์และยงุลายบา้น

สายพนัธุ์ห้องปฏิบติัการทีÉตายจากการทดสอบความไวต่อสารเคมีกาํจัดแมลง โดยใช้ชุดนํÊ ายาสําเร็จรูป 

QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ดงันีÊ  ř) เตรียมตวัอย่างยุงเพศเมีย ř ตวั (≤Śŝmg) 2) 

เติม Buffer ATL (Tissue lysis buffer) 180 µl ś) เติม Proteinase K solution 20 µl เขยา่โดย ใช ้เครืÉอง vortex 

ř นาที บ่มทีÉอุณหภูมิ ŝŞ °C เป็นเวลา ś ชัÉวโมง และนาํตวัอย่างมาเขยา่ทุกๆ śŘ นาที  Ŝ) เติม Buffer AL (Lysis 

buffer) 200 µl เขย่าโดยใช้เครืÉอง vortex ř นาที บ่มทีÉอุณหภูมิ şŘ °C เป็นเวลา řŘ นาที และปัÉนด้วยเครืÉอง 

centrifuge ř-Ś วินาที ŝ) เติม Ethanol (96-100%) 200 µl เขย่าโดยใช ้ เครืÉอง vortex ř นาที และปัÉนดว้ยเครืÉอง 

centrifuge ทีÉ ŠŘŘŘ rpm เป็นเวลา ř-Ś วินาที Ş) เติมส่วนผสมลงใน QIAamp Minispin column ปัÉนดว้ยเครืÉอง 

centrifuge ทีÉ ŠŘŘŘ rpm เป็นเวลา ř นาที ş) เติม Buffer AW1 500 µl ปัÉนดว้ยเครืÉอง centrifuge ทีÉ řŜŘŘŘ rpm 

เป็นเวลา ś นาที และปัÉนต่อทีÉ řŜŠŘŘ rpm เป็นเวลา ř นาที Š) เติม Nuclease-free water 30 µl ลงใน QIAamp 

Minispin column บ่มทีÉอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา ŝ นาที และปัÉนดว้ยเครืÉอง centrifuge ทีÉ ŠŘŘŘ rpm เป็นเวลา ř 

นาที š) วดัความเข้ม  ของ genomic DNA โดยใช้เครืÉ อง Nanodrop Spectrophotometer และเก็บ genomic 

DNA  ทีÉ -ŚŘ °Cและการตรวจหายีน para บริเวณเป้าหมายการออกฤทธิÍ ของสารไพรีทรอยด์โดยวิธีปฏิกิริยา

ลูกโซ่พ อลิ เมอเรส  (Polymerase chain reaction, PCR) ใช้ ชุ ดนํÊ ายาสํ า เ ร็จ รูป Q5  High-Fidelity DNA 

polymerase (New England Biolabs Inc., Massachusetts, USA) โดยเตรียมปฏิกิริยาปริมาตร ŝŘ ไมโครลิตรทีÉ

มีชุดไพรเมอร์: ŚŘ ไมโครโมล AaSCF20 (5’- GACAATGTGGATCGCTTCCC -ś’) และ ŚŘ ไมโครโมล 

AaSCR21 (5’- GCAATCTGGCTTGTTAACTTG -3’) (8) รายละเอียดดงัแสดงใน ตาราง 1 
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ตาราง 1 Q5 High-Fidelity DNA polymerase chain reaction master mix   

Component 1Rxn 
39Rxn 

(x2 repeat =100 µl /sample) 

5x Q5 Reaction Buffer 10.0 µl (1X) 390 µl 

5x Q5 High GC Enhancer (optional) 10.0 µl (1X) 390 µl 

10 mM dNTPs (TaKaRa=2.5 mM each) 1.0 µl (200uM) 39 µl 

20 uM of AaASCF20 1.25 µl (0.5 uM) 48.75 µl 

20 uM of AaASCR21 1.25 µl (0.5 uM) 48.75 µl 

Q5 High-Fidelity DNA polymerase 0.5 µl (0.02 U/ul) 19.5 µl 

Nuclease-Free Water 16.0 µl 624 µl (78 µl /8 times) 

Total 40.0 µl 1560 ul 

DNA template 10.0 µl (<1,000 ng)  

Final volume 50.0 µl  

 

จากนัÊนนําปฏิกิริยาทีÉเตรียมในหลอดพีซีอาร์ขนาด Ř.Ś มิลลิลิตร เข้าเครืÉ อง CFX96 Real-Time 

System (Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, California, USA) ตัÊ งโปรแกรมจํานวน ş ขัÊนตอน โดยใช้

สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส รายละเอียดดงัแสดงใน ตาราง 2 

 

ตาราง 2 Thermocycling Conditions for a PCR program (AaSCF20, AaSCR21) 

 

หลงัจากนัÊนตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel 

ร้อยละ ř นาํส่ง DNA เป้าหมายทีÉบริสุทธิÍ ไปตรวจหาลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éบริษทัแมคโครเจน ประเทศเกาหลี 

(Macrogen Inc., GeumCheon-Gu, Seoul, Korea) วิเคราะห์และเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ทีÉได้กับ

Step Temperature (°C) Time Cycles 

Pre-denaturation 95 5 min 1 

Denaturation 94 30 sec  

Annealing 55 30 sec 34 

Extension 72 1 min  

Final extension 72 10 min 1 

Hold   4-10  ∞  
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ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูล GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ดว้ยโปรแกรม MEGA-

X (š) เพืÉอตรวจหาการกลายพนัธุ์ของยนี para 

4. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างของอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาทีÉไดจ้ากการ

ทดสอบความไวต่อสารเคมีกําจัดแมลง řŞ ชนิด ใช้สถิติ One-Way ANOVA (F-test) และ Bonferroni 

multiple comparison test เพืÉอการทดสอบเปรียบเทียบค่าเฉลีÉยอตัราการตายเป็นรายคู่ในวิธี Post Hoc test 

กาํหนดระดับนัยสําคญัทางสถิติ (α) = 0.05 โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics for Windows, version 

27.0(10) (IBM Corp. Armonk, New York, USA) ถา้อตัราตายของยุงลายบา้นเปรียบเทียบอยู่ระหว่างร้อยละ 

5-20 ใชสู้ตร Abbott (11) ปรับแกอ้ตัราตาย ดงันีÊ  

อตัราตายทีÉถูกตอ้ง = อตัราตายของยงุลายบา้นทดสอบ-อตัราตายของยงุลายบา้นเปรียบเทียบ  x 100 

100 – อตัราตายของยงุลายบา้นยงุเปรียบเทียบ  

ถา้อตัราตายของยงุลายบา้นเปรียบเทียบมากกว่าร้อยละ 20 ตอ้งทาํการทดสอบใหม่ 

 

ผลการศึกษา 

1. การทดสอบความไวต่อสารเคมีกําจัดแมลงของยุงลายบ้าน 

การทดสอบความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลง řŞ ชนิด ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต คาร์บาเมตและ  

ไพรีทรอยด์ของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาจงัหวดัพิษณุโลก รายละเอียดดงัแสดงใน Figure 1 พบว่ายุงลาย

บา้นจากพืÊนทีÉศึกษามีความไวต่อ fenitrothion และ malathion ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต รวมทัÊง fenobucarb 

ในกลุ่มคาร์บาเมต โดยมีอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาทีÉ ŚŜ ชัÉวโมง เท่ากบั ร้อยละ 100 แต่

เริÉมดืÊอตอ่ bendiocarb โดยมีอตัราตายเฉลีÉยของยงุลายบา้น ร้อยละ šŝ.ŘŘ±ř.řŞ และดืÊอตอ่ pirimiphos-methyl 

propoxur และสารไพรีทรอยด์ทัÊง řŘ ชนิด โดยมีอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาอยู่ระหว่าง

ร้อยละ ś.ŘŘ±Ś.ŘŘ ถึง Šş.ŘŘ±ŝ.Řś และอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาทีÉไดจ้ากการทดสอบ

ความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลงทัÊง řŞ ชนิด มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ p<Ř.Řŝ ส่วนยุงลายบา้น

สายพนัธุ์ห้องปฏิบติัการมีความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลงทัÊง řŞ ชนิด โดยมีอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้น

สายพนัธุ์หอ้งปฏิบติัการทีÉ ŚŜ ชัÉวโมง เท่ากบั ร้อยละ řŘŘ 
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Figure 1 Mean mortality rates of Ae. aegypti from Phitsanulok province derived from insecticide 

susceptibility test. Different letters followed by mean mortality (±SD)  indicate the statistically 

significant difference in mean mortality rates (p<0.05)  

 

2. การกลายพันธ์ุของยีน para ในยุงลายบ้านดืÊอสารไพรีทรอยด์โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

(Polymerase chain reaction, PCR) และตรวจหาลาํดบันิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing) 

จากการเพิÉมปริมาณชิÊนส่วน DNA เป้าหมายของยีน para ของยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ทีÉตาย

จากการทดสอบความไวต่อ fenitrothion, malathion และ fenobucarb จาํนวน šŘ ตวัอย่าง และยงุลายบา้นสาย

พนัธุ์ห้องปฏิบติัการทีÉตายจากการทดสอบความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลงดังกล่าวทัÊง ś ชนิด จาํนวน šŘ 

ตวัอย่าง โดยวิธี PCR และตรวจสอบขนาดของผลผลิต PCR ดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบว่า 

ผลผลิต PCR ของยีน para ของยุงลายบ้านดืÊอสารไพรีทรอยด์และยุงลายบ้านสายพนัธุ์ห้องปฏิบัติการ   

 มีขนาดประมาณ ŞřŜ-ŞśŘ bp ขึÊนอยู่กับ intron polymorphism (234-250 bp)(8) รายละเอียดดังแสดง ใน 

Figure Ś และจากการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิต PCR ด้วยวิธี DNA sequencing แลว้นําผล

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉไดไ้ปวิเคราะห์หาการกลายพนัธุ์ของยีน para โดยการเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์บางส่วนของยีน para ในฐานข้อมูล GenBank ทีÉเป็นบริเวณ S6 segment ใน domain II ของโปรตีน

โซเดียมแชนเนลของยุงลายบา้นสายพนัธุ์ปกติทีÉไม่มีการแทนทีÉกรดอะมิโนวาลีน (Valine, V) ทีÉตาํแหน่ง 
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řŘřŞ และยุงลายบา้นสายพนัธุ์กลายพันธุ์ทีÉมีการแทนทีÉกรดอะมิโนจากวาลีน (Valine, V) เป็น ไกลซีน 

(Glycine, G), V1016G รายละเอียดดงัแสดงใน Figure 3A จากการวิเคราะห์และเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์บางส่วนของยนี para ในยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ จาํนวน šŘ ตวัอย่าง พบว่า มีการกลายพนัธุ์ของ

ยีน para จาํนวน Ŝş ตวัอย่าง (ร้อยละ ŝŝ.ŚŚ) โดยมีการแทนทีÉกรดอะมิโนในโปรตีนโซเดียมแชนเนลใน

ตวัอย่าง DNA คือ V1016G มีการแทนทีÉเบสตัวทีÉ Ś ในโคดอนจาก GTA ทีÉกาํหนดกรดอะมิโนวาลีนใน

ยุงลายบา้นสายพนัธุ์ห้องปฏิบติัการ รายละเอียดดังแสดงใน Figure 3B เป็น GGA ทีÉกาํหนดกรดอะมิโน

ไกลซีนในยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด ์รายละเอียดดงัแสดงใน Figure 3C  การกลายพนัธุ์ของยีน para ทีÉ

ตาํแหน่งดงักล่าวมีความถีÉการกลายพนัธุ์เท่ากบั Ř.ŝŚ หรือคิดเป็นร้อยละ ŝŚ ของตวัอย่าง DNA ทีÉวิเคราะห์

ทัÊงหมด รายละเอียดดงัแสดงใน ตาราง ś ส่วนลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยุงลายบา้นสายพนัธุ์ห้องปฏิบตัิการไม่

พบการกลายพนัธุ ์ของยนี para ทีÉตาํแหน่งของกรดอะมิโนดงักล่าว 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 PCR products of 614-630 bp in size of the para gene, Lane M: Marker = 1kb Plus DNA Ladder; 

Lane PC1 and PC2: genomic DNA of laboratory strain of Ae. aegypti; Lane F1 and F2: genomic 

DNA of pyrethroid-resistant Ae. aegypti died from 1.0% fenitrothion; Lane M1 and M2: genomic 

DNA of pyrethroid-resistant Ae. aegypti died from 0.8% malathion; Lane FEř และ FE2: genomic 

DNA of pyrethroid-resistant Ae. aegypti died from 0.336% fenobucarb; Lane NC: negative 

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

gated sodium channel protein in Ae. aegypti (exon 20). (A) Ref. 1 is a wild-type strain of 

Ae. aegypti (GenBank: AB914690.1) and Ref 2 is Ae. aegypti withthe V1016G mutation 

(GenBank: AB914689.1) (B) Wild-type laboratory strain of Ae. aegypti (V1016) and (C) 

Pyrethroid-resistant Ae. Aegypti from Phitsanulok province with the V1016G mutation 

 ตาราง ś Mutation frequencies of the para gene in pyrethroid-resistant Ae. Aegypti that died from the 

organophosphate and carbamate susceptibility test 

Pyrethroids-resistant 

Ae. aegypti  

that died from  

organophosphate and 

carbamate insecticides 

No. of analyzed  

DNA samples 

No. of DNA samples 

positive for a para 

gene mutation 

Mutation frequency 

fenitrothion 30 14 0.47 

malathion 30 18 0.60 

fenobucarb 30 15 0.50 

Total 90 47   1.57 

Mean 30 16 0.52 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 

 การดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลงของยุงลายบา้นทาํให้ไม่สามารถใชส้ารเคมีกาํจดัแมลงในการควบคุม

ยุงลายบา้นไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ในปัจจุบนัจึงมีรายงานยุงลายบา้นดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลงหลายชนิด  

ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต คาร์บาเมต และไพรีทรอยด์จากหลายพืÊนทีÉทัÉวประเทศไทย(Ś,4) จึงเป็นเรืÉองทีÉน่า

กงัวลอย่างมาก โดยเฉพาะสารเคมีกาํจดัแมลงในกลุ่มไพรีทรอยด์ทีÉมีการนาํมาใช้กันมากทางสาธารณสุข

สําหรับควบคุมและป้องกนัการระบาดของโรคไขเ้ลือดออกเนืÉองจากมีความเป็นพิษตํÉาต่อสัตวเ์ลีÊยงลูกด้วย

นมแต่มีความเป็นพิษสูงต่อแมลง(3) จึงเป็นสาเหตุทีÉทาํให้มีรายงานยุงลายบา้นดืÊอต่อสารไพรีทรอยด์ในทุก

ภูมิภาคของประเทศไทย โดบพบว่ายุงลายบา้นจาก řŘ จงัหวดั คือ เชียงใหม่ ลาํปาง แม่ฮ่องสอน เชียงราย 

อุตรดิตถ ์ พิษณุโลก เพชรบูรณ์ นครสวรรค ์ ตราด  และตาก ดืÊอต่อ permethrin(12) โดยเฉพาะยุงลายบา้นดืÊอ 

permethrin จากจงัหวดัตากทีÉพบบริเวณชายแดนไทย-พม่า มีอตัราตายของยงุลายบา้นทีÉร้อยละ ŚŘ(1ś)  และยงั

มีรายงานว่ายุงลายบา้นจาก Š จงัหวดั คือ เชียงราย เชียงใหม่ พะเยา ลาํพูน ลาํปาง แม่ฮ่องสอน ตาก และ

ขอนแก่น ดืÊอต่อ deltamethrin(14) การดืÊอต่อ permethrin และ deltamethrin รวมถึง bifenthrinของยุงลายบา้น

ยงัมีรายงานในอีก ş จงัหวดั คือ กรุงเทพฯ พระนครศรีอยุธยา อุตรดิตถ์ มุกดาหาร สกลนคร พทัลุง และ

ชุมพร โดยมีอตัราตายของยงุลายบา้นทีÉร้อยละ Ś-ŝŝ, Ř-śş และ Ŝ-śš ตามลาํดบั(15) การใช ้ สารไพรีทรอยดใ์น

การควบคุมยุงลายบา้นอย่างต่อเนืÉองเป็นระยะเวลานานสามารถเป็นสาเหตุทาํให้ยุงลายบา้นมีการพฒันา

กลไกการดืÊอตอ่สารไพรีทรอยด์ ซึÉงโดยปกติสารไพรีทรอยดส์ามารถออกฤทธิÍ โดยการไปจบักบั  โวลเทจเกท

โซเดียมแชลเนล (voltage – gated sodium channel) ซึÉ งเป็นโปรตีนทาํหน้าทีÉเป็นประตูเปิดปิดช่องทางผ่าน

ของโซเดียมไอออนในการแลกเปลีÉยนประจุให้เกิดกระแสประสาทขึÊนขณะมีสิÉงเร้ามากระตุน้เมืÉอกระแส

ประสาทสิÊนสุดลงช่องทางผ่านนีÊ จะปิดทนัที การทีÉสารไพรีทรอยด์จบักับโปรตีนโซเดียมแชนเนล  ทาํให้

ขดัขวางการทาํงานของโปรตีนดังกล่าวและเกิดกลไกป้องกนัการปิดของช่องโซเดียมทาํให้ระยะเวลา การ

เปิดของช่องโซเดียมนานกว่าปกติ  จึงเกิดการสร้างกระแสประสาทอย่างต่อเนืÉองจนกระทัÉงระบบประสาท

สูญเสียการควบคุมส่งผลต่อการเคลืÉอนไหวทาํให้ยุงลายบา้นกลายเป็นอมัพาตและตายในทีÉสุด(16) อย่างไรก็

ตาม เมืÉอยงุลายบา้นไดรั้บสัมผสัสารไพรีทรอยดต์ิดต่อกนัเป็นเวลานานจึงสามารถพฒันากลไกการดืÊอต่อสาร  

ไพรีทรอยด์ได้ โดยเฉพาะเกิดการกลายพนัธุ์ของยีน para ทีÉสังเคราะห์โปรตีนโซเดียมแชนเนลทีÉบริเวณ

ตาํแหน่งเป้าหมายการออกฤทธิÍ ของสารไพรีทรอยด์ทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปลงหรือแทนทีÉกรดอะมิโนใน

โปรตีนโซเดียมแชนเนลส่งผลให้โครงสร้างของโปรตีนโซเดียมแชนเนลตรงตาํแหน่งหรือบริเวณทีÉสารไพรี

ทรอยด์ ออกฤทธิÍ เปลีÉยนแปลงไป (target site mutation) การเปลีÉยนแปลงหรือการแทนทีÉกรดอะมิโนเกิดขึÊน

ใน domain I, domain II และ domain III ของโปรตีนโซเดียมแชนเนล ในปัจจุบนัมีรายงานยืนยนัตาํแหน่ง

การกลายพนัธุ์ ŝ ตาํแหน่งทีÉมีผลต่อการลดความไวของโปรตีนโซเดียมแชนเนลในการจบักบัสารไพรีทรอยด ์ 

คือ V410L บริเวณ segment ทีÉ Ş ใน domain I (IS6), S989P บริเวณ Sŝ และ S6 loop ใน domain II, I1011M 
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และ V1016G บริเวณ segment ทีÉ Ş ใน domain II (IISŞ) และ F1534C บริเวณ segment ทีÉ Ş  ใน domain III 

(IIIS6) (17,18)  

งานวิจัยนีÊ  พบว่า ยุงลายบ้านดืÊอสารไพรีทรอยด์จากพืÊนทีÉศึกษาจังหวดัพิษณุโลกมีความไวต่อ 

fenitrothion และmalathion ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต รวมทัÊง fenobucarb ในกลุ่มคาร์บาเมตโดยให้อตัรา

ตายของยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ร้อยละ řŘŘ ซึÉ งอาจเป็นเพราะว่าสารเคมีกาํจดัแมลงในกลุ่มออร์กาโน

ฟอสเฟตและกลุ่มคาร์บาเมตมีกลไกการออกฤทธิÍ ทีÉต่างจากสารไพรีทรอยด์ โดยสารเคมีกาํจดัแมลงทัÊง Ś 

กลุ่มนีÊ  ออกฤทธิÍ ทีÉยีนเป้าหมาย คือ ace-I ซึÉ งสร้างเอนไซม์อะเซทธิลโคลีนเอสเทอเรส (acetylcholinesterase, 

AChE) ทีÉทาํหนา้ทีÉในการทาํลายสารอะเซทธิลโคลีน (acetylcholine, ACh)โดยสารเคมีกาํจดัแมลงกลุ่มออร์

กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมตสามารถยบัยัÊงการทาํงานของ AChE เมืÉอเอนไซม์ถูกจับด้วยโมเลกุลของ

สารเคมีกาํจดัแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมตจะส่งผลทาํให้เกิดการสะสมหรือการคลัÉงของ

สารอะเซทธิลโคลีน บริเวณรอยต่อระหว่างเซลล์ประสาท หรือเรียกว่าบริเวณซิแนปส์ (synapse) หรือ

ระหว่างเซลล์ประสาทกบักลา้มเนืÊอส่งผลให้กลา้มเนืÊอสัÉนและชกักระตุกอย่างแรงทาํให้ ยุงลายบา้นดืÊอสาร

ไพรีทรอยด์เป็นอมัพาตและตาย โดยพบว่ายุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ทีÉตายดว้ย fenitrothion, malathion 

และ fenobucarb มีการกลายพนัธุ์ของยนี para ในโปรตีนโซเดียมแชนเนลทีÉตาํแหน่งกรดอะมิโน V1016G ทีÉ

ความถีÉการกลายพนัธุ์เท่ากับ Ř.ŝŚ ซึÉ งสนับสนุนรายงานทีÉผ่านมาทีÉพบการแทนทีÉกรดอะมิโนทีÉตาํแหน่ง

ดงักล่าว ในตวัอย่าง DNA ของยุงลายบา้นดืÊอ deltamethrin จากจงัหวดัราชบุรี(19) และในตวัอย่าง DNA ของ

ยุงลายบา้นดืÊอpermethrinจากจงัหวดัปราจีนบุรี จงัหวดัราชบุรี และกรุงเทพฯ รวมถึงตวัอย่าง DNA ของ

ยุงลายบ้านจากจังหวดัเชียงราย จังหวดัเชียงใหม่ จังหวัดพะเยา จังหวดัลําพูน จังหวดัลําปาง จังหวดั

แม่ฮ่องสอน จงัหวดัตาก และจงัหวดัขอนแก่น(14) จากรายงานทีÉผา่นมารวมถึงงานวิจยั  ในปัจจุบนัทีÉตรวจพบ

การกลายพนัธุ์ของยนี para ทีÉตาํแหน่ง řŘřŞ ในยุงลายบา้นจากหลายจงัหวดัทัÉวประเทศไทยอาจเป็นเพราะว่า

ทีÉตาํแหน่งดงักล่าวอยู่บริเวณ segment ทีÉ Ş ใน domain II (IISŞ) ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลทีÉได้จากการ

สังเคราะห์โดยยีน para โดยบริเวณ segment ทีÉ Ş เป็นตาํแหน่งการออกฤทธิÍ   ของสารไพรีทรอยด์ทัÊง Ś กลุ่ม
(20) คือ กลุ่มไพรีทรอยด์สังเคราะห์ทีÉ ř (Type I pyrethroid) เช่น bifenthrin, bioresmethrin, d-trans allethrin, 

permethrin, prallethrin, s-bioallethrin, transfluthrin และ กลุ่มไพรีทรอยดส์ังเคราะห์ทีÉ Ś (Type II pyrethroid) 

เช่น alpha-cypermethrin, cypermethrin, deltamethrin, lambda-cyhalothrin ซึÉ งสารไพรีทรอยด์เหล่านีÊ ใชเ้ป็น

สารออกฤทธิÍ ในผลิตภณัฑป้์องกนักาํจดัแมลงในบา้นเรือนรวมถึงยุงลายบา้น จึงเป็นสาเหตุทาํให้ยงุลายบา้น

ไดรั้บสัมผสัสารไพรีทรอยด์ ติดต่อกนัเป็นเวลานาน โดยยุงลายบา้นบางส่วนทีÉไดรั้บสัมผสัสารเหล่านีÊ ใน

ปริมาณน้อยอาจจะไม่ตายและเริÉมพฒันากลไกการดืÊอสารไพรีทรอยด์ระดับพนัธุกรรม โดยเกิดการกลาย

พนัธุ์ของยีน para ทีÉเป็นเป้าหมายการออกฤทธิÍ ของสารไพรีทรอยด์ในบริเวณ segment ทีÉ Ş ใน domain II 

(IISŞ) ของโปรตีนโซเดียมแชนเนล ในธรรมชาติ ยุงลายบา้นสามารถบินไดไ้กลประมาณ śŘ-śŘŘ เมตร และ

เพาะพนัธุ์ไดง้่ายในภาชนะขงันํÊ าหลายชนิด เมืÉอเกิดการผสมพนัธุ์สามารถถ่ายทอดยีนดืÊอสารเคมีกาํจดัแมลง
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ไปยงัยุงรุ่นลูกหลานได ้นอกจากนีÊ  ไข่ยุงลายบา้นยงัทนแลง้ไดน้านหลายเดือนจนถึงปี จึงทาํให้ยุงลายบา้น

ดืÊอสารไพรีทรอยด์ระดับพนัธุกรรมสามารถดาํรงชีวิตในสิÉงแวดลอ้มไดน้าน ดว้ยเหตุผลเหล่าจึงอาจเป็น

สาเหตุทาํให้พบยุงลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ระดบัพนัธุกรรมในหลายจงัหวดัทัÉวประเทศไทย การทราบ

กลไกการดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลงของยุงลายบา้นมีความสาํคญัต่อการพิจารณาเลือกใชส้ารเคมีกาํจดัแมลง

ทีÉเหมาะสมสําหรับ  การควบคุมยุงลายบา้นดืÊอสารเคมีกาํจดัแมลง อย่างไรก็ตาม ในการควบคุมยุงลายบา้น

ดืÊอสารเคมีกาํจัดแมลงควรใช้วิธีแบบบูรณาการทีÉมีความปลอดภยั โดยมุ่งเน้นการกาํจดัแหล่งเพาะพนัธุ์

ยุงลายอย่างสมํÉาเสมอ ลดจาํนวนยุงตวัเต็มวยัโดยใชว้สัดุอุปกรณ์กาํจดัยุงและใชผ้ลิตภณัฑ์สมุนไพรป้องกนั

กาํจดัยงุลาย ทีÉมีความปลอดภยัเพืÉอป้องกนัโรคทีÉนาํโดยยุงลาย ควรลดการใชส้ารเคมีกาํจดัแมลงหรือใช้เท่าทีÉ

จาํเป็นเพืÉอลดหรือชะลอการพฒันาการดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลงของยุง โดยองค์ความรู้ทีÉได้จากงานวิจยันีÊ   

ไดมี้การรายงานขอ้มูลความไวและการดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลงของยุงลายบา้นไปยงัโรงพยาบาล ส่งเสริม

สุขภาพตาํบลนิคมพฒันา ตาํบลนิคมพฒันา อาํเภอบางระกาํ จงัหวดัพิษณุโลก ทีÉรับผิดชอบ  ในพืÊนทีÉศึกษา

เพืÉอให้มีขอ้มูลชนิดและความเขม้ขน้ของสารเคมีกาํจดัแมลงทีÉมีประสิทธิภาพในการกาํจดั  ยุงลายบา้นดืÊอ

สารไพรีทรอยด์ระดบัพนัธุกรรมเตรียมพร้อมสาํหรับควบคุมยุงลายบา้นและป้องกนัการระบาดของโรคทีÉนาํ

โดยยุงลายบา้น 

 

สรุปผลการวิจัย 

งานวจิยันีÊสรุปไดว้่ายงุลายบา้นดืÊอสารไพรีทรอยด์ระดบัพนัธุกรรมจากพืÊนทีÉศึกษาจงัหวดัพิษณุโลก  

มีความไวต่อสารเคมีกาํจดัแมลง fenitrothion และ malathion ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต รวมทัÊง fenobucarb 

ในกลุ่มคาร์บาเมต โดยมีอตัราตายเฉลีÉยของยุงลายบา้นจากพืÊนทีÉศึกษาทีÉ ŚŜ ชัÉวโมง เท่ากบัร้อยละ řŘŘ และ

พบการกลายพนัธุ์ของยนี para ในโปรตีนโซเดียมแชนเนลทีÉเป็นเป้าหมายการออกฤทธิÍ  ของสารไพรีทรอยด์ 

โดยมีการแทนทีÉกรดอะมิโนตาํแหน่ง V1016G ในตวัอย่าง DNA ของยุงลายบา้นดืÊอ  สารไพรีทรอยด์ทีÉตาย

จากการทดสอบความไวต่อ fenitrothion, malathion และ fenobucarb ทีÉความถีÉการกลายพนัธุ์ เท่ากบั Ř.ŝ2  

 

กติติกรรมประกาศ  

งานวจิยันีÊไดรั้บการสนบัสนุนจากเงินงบประมาณประจาํปี ŚŝŞ5 คณะผูวิ้จยัขอขอบคุณผูอ้าํนวยการ

โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพตาํบลนิคมพฒันา ตาํบลนิคมพฒันา อาํเภอบางระกาํ จงัหวดัพิษณุโลก ทีÉให้การ

สนบัสนุนในการดาํเนินงานวิจยัจนสาํเร็จลุล่วงไปดว้ยดี 
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