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และสารฟิโพรนิลระดับพันธุกรรมในพื้นที่เสี่ยงโรคไข้เลือดออกในประเทศไทย
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บทคัดย่อ
	 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในการก�ำจัดยุงลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์

และสารฟิโพรนิลระดับพันธุกรรมในพื้นที่เสี่ยงโรคไข้เลือดออกในประเทศไทย ได้พัฒนาสเปรย์อัดก๊าซที่มีสารออก

ฤทธิ์เป็นสารธรรมชาติ 5 ชนิด ประกอบด้วย citral, citronellal, citronellol, geraniol และ linalool ที่ความเข้มข้น

ร้อยละ 8.00, 0.41, 0.52, 0.61 และ 0.75 ตามล�ำดับ ประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในการก�ำจัด 

ยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนิลในตู้ทดสอบ และยุงลายบ้านในภาคสนาม 6 จังหวัด คือ กาญจนบุรี 

จันทบุรี ชุมพร พิษณุโลก นครปฐม และนครราชสีมา จากน้ันตรวจการกลายพันธุ์ของยีน para และยีน Rdl  

ในยุงลายบ้านที่ตายในภาคสนาม ด้วยวิธี PCR และตรวจหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ จากการศึกษาพบว่าสเปรย์สาร

ธรรมชาติอัดก๊าซให้อัตราตายของยุงลายบ้านในตู้ทดสอบและภาคสนาม ร้อยละ 100 โดยตรวจพบการกลายพันธุ์

ของยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 989 (S989P) และ 1016 (V1016G) ในยุงลายบ้านที่ตายในภาคสนาม  

6 จังหวัด โดยมีความถี่การกลายพันธุ์ที่ 0.23-0.40 และ 0.30-0.47 ตามล�ำดับ นอกจากนี้ ยังพบการกลายพันธุ์

ของยีน Rdl ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 302 (A302S) ในยุงลายบ้านที่ตายในภาคสนามจังหวัดกาญจนบุรี และจังหวัด

นครปฐม โดยมีความถีก่ารกลายพนัธุท์ี ่0.13 และ 0.20 ตามล�ำดบั สรปุได้ว่าสเปรย์สารธรรมชาติอดัก๊าซมปีระสทิธผิล

ในการก�ำจัดยุงลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนิลระดับพันธุกรรมในพื้นที่เสี่ยงโรคไข้เลือดออกใน

ประเทศไทย โดยสเปรย์สารธรรมชาตอิดัก๊าซน้ี สามารถน�ำไปพฒันาต่อยอดเป็นผลติภณัฑ์ก�ำจัดยงุทางเลอืกแทนการ

ใช้ผลิตภัณฑ์เคมีก�ำจัดยุงเพื่อป้องกันโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้าน
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สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซก�ำจัดยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์

และสารฟิโพรนลิระดับพันธกุรรม 

Abstract
	 This research aimed to study a natural compound aerosol spray against genetic fipronil and  

pyrethroid-resistant Ae. aegypti mosquitoes in dengue risk areas in Thailand. A natural compound aerosol 

spray was developed that contained 5 natural compounds of citral, citronellal, citronellol, geraniol, and  

linalool at concentrations of 8.00%, 0.41%, 0.52%, 0.61%, and 0.75%, respectively as active ingredients. 

The aerosol spray was evaluated against fipronil and pyrethroid-resistant Ae. aegypti mosquitoes in glass 

chambers and Ae. aegypti mosquitoes in the fields of 6 provinces: Kanchanaburi, Chanthaburi, Chumphon, 

Phitsanulok, Nakhon Pathom, and Nakhon Ratchasima. Polymerase chain reaction (PCR) and DNA  

sequencing were conducted to detect mutations in the para gene and the Rdl gene in Ae. aegypti mosquitoes 

that died in the fields. The result showed that the natural compound aerosol spray provided a 100%  

mortality rate for Ae. aegypti mosquitoes in both the glass chambers and the fields. Mutations in the para gene 

at amino acid positions of 989 (S989P) and 1016 (V1016G) were detected in the dead mosquitoes in the 

fields of 6 study provinces with mutation frequencies of 0.23-0.40 and 0.30-0.47, respectively. In  

addition, a mutation in the Rdl gene at an amino acid position of 302 (A302S) was found in dead mosquitoes 

in Kanchanaburi and Nakhon Pathom provinces with mutation frequencies of 0.13 and 0.20, respectively. 

In conclusion, the natural compound aerosol spray developed and tested in this study was effective against 

genetic fipronil and pyrethroid-resistant Ae. aegypti mosquitoes in dengue risk areas in Thailand. It suggests 

that the natural compound aerosol spray could be developed further as an alternative anti-mosquito product 

to anti-mosquito chemical products to prevent mosquito-borne diseases.
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บทน�ำ
	 ยุงลายบ้านเป็นพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก 

ทีเ่กดิจากการติดเชือ้ไวรัสเดงก ี(Dengue virus, DENV) 

การระบาดของโรคไข้เลอืดออกในประเทศไทยมีรายงาน

คร้ังแรกในเขตกรงุเทพมหานคร เมือ่ปี 2501(1) โดยหลงั

จากน้ันได้มรีายงานการระบาดของโรคในหลายพืน้ทีข่อง

ประเทศไทยอย่างต่อเน่ืองมาจนถึงปัจจุบัน ในปี 2566 

มีรายงานผู้ป่วยไข้เลือดออก 13,987 คน คิดเป็นอัตรา

ป่วย 21.16 ต่อประชากรแสนคน และเสียชีวิต 13 คน 

คิดเป็นอัตราตายร้อยละ 0.02 (ข้อมูล ณ วันท่ี 2 

พฤษภาคม 2566)(2) ปัจจัยหน่ึงท่ีเป็นสาเหตุท�ำให ้

ไม่สามารถป้องกันและควบคุมโรคไข้เลือดออกได้ 

อย่างมีประสิทธิภาพ คือ ยุงลายบ้านมีการพัฒนากลไก

การด้ือต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงระดับพันธุกรรม โดยเกิด

การกลายพันธุ์ของยีนเป้าหมายของสารเคมีก�ำจัดแมลง

แล้วท�ำให้โปรตีนที่สังเคราะห์ข้ึนมีโครงสร้างเปลี่ยนไป 
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ท�ำให้ความสามารถในการจับกับสารเคมีก�ำจัดแมลง

ลดลง หรือไม่สามารถจับกับสารเคมีก�ำจัดแมลงได้  

ดังนั้น สารเคมีก�ำจัดแมลงจึงออกฤทธิ์ได้ช้าหรือไม่ออก

ฤทธิ์ท�ำให้ยุงลายบ้านไม่ตายและเกิดภาวการณ์ดื้อต่อ 

สารเคมีก�ำจัดแมลง

	 การกลายพันธุ ์ของยีนท่ีสังเคราะห์โปรตีน 

เป้าหมายของสารเคมกี�ำจดัแมลงในยงุลายบ้านมรีายงาน

ในหลายประเทศท่ัวโลก โดยมีรายงานยืนยันการกลาย

พนัธุข์องยีน para ทีต่�ำแหน่งกรดอะมิโน 5 ต�ำแหน่ง ของ

โปรตนีโซเดยีมแชนเนล (voltage-gated sodium channel) 

คือ V410L บริเวณ segment ที่ 6 ใน domain I (IS6), 

S989P บริเวณ S5 และ S6 loop ใน domain II, I1011M 

และ V1016G บริเวณ segment ท่ี 6 ใน domain II 

(IIS6) และ F1534C บริเวณ segment ที่ 6 ใน domain 

III (IIIS6) ท�ำให้ลดความไวของโปรตีนโซเดยีมแชนเนล

ในการจับกับสารเคมีก�ำจัดแมลงกลุ ่มไพรีทรอยด์

สังเคราะห์(3) การกลายพันธุ์ของยีน ace-1 ท่ีต�ำแหน่ง 

กรดอะมิโน G119S ของโปรตีนหรือเอนไซม์อะเซทิล 

โคลีนเอสเทอเรส (acetylcholinesterase; AChE) ท�ำให้

ลดความไวของโปรตีนหรือเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอส 

เทอเรสในการจับกับสารเคมีก�ำจัดแมลงในกลุ่มออร์กา

โนฟอสเฟตและคาร์เมต(4) และการกลายพนัธุข์องยีน Rdl 

ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน A302S ของโปรตีน gamma- 

aminobutyric acid (GABA) receptors มีผลท�ำให้ลด

ความไวของโปรตีนในการจับกับสารเคมีก�ำจัดแมลงใน

กลุม่ไซโคลไดอนีส์ เช่น คลอร์เดน (chlordane) และกลุม่

เฟนนิลไพราโซล เช่น ฟิโพรนิล (fipronil)(5)

	 ในปัจจุบันสารจากธรรมชาติได้รับความสนใจ

มากขึน้ทีจ่ะน�ำมาศกึษาประสทิธผิลในการก�ำจดัแมลง(6-8) 

เน่ืองจากสารธรรมชาติมีผลกระทบต่อคน สัตว์ และ 

สิ่งแวดล้อมน้อย เมื่อเทียบกับสารเคมีก�ำจัดแมลง 

นอกจากน้ี ยังสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ  

โดยมีรายงานว่าสเปรย์อดัก๊าซท่ีมคีวามเข้มข้นของน�ำ้มนั

หอมระเหยตะไคร้บ้านร้อยละ 8.14 ให้อัตราตายของ 

ยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัดแมลงจากจังหวัดนครปฐม

และจังหวัดจันทบุรี ร้อยละ 100 ท่ี 24 ชั่วโมง และ 

จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของน�้ำมันหอม

ระเหยตะไคร้บ้านโดยวิธี GC-MS พบสารประกอบหลัก 

คือ geranial หรอื trans-citral ร้อยละ 28.77 และ neral 

หรือ cis-citral ร้อยละ 22.74(7) นอกจากนี้ มีรายงาน

สารธรรมชาติในกลุ่ม monoterpinoids คือ citral (กลุ่ม 

aldehydes), citronellal (กลุ่ม aldehydes), citronellol 

(กลุม่ alcohols), geraniol (กลุม่ alcohols) และ linalool 

(กลุม่ alcohols) ทีค่วามเข้มข้น discriminating concen-

tration ร้อยละ 0.20, 0.41, 0.52, 0.61 และ 0.75 ตาม

ล�ำดบั ให้อตัราตายของยุงลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์และ

สารฟิโพรนิลระดับพันธุกรรม ร้อยละ 100 ที่ 24 ชั่วโมง 

โดยดัดแปลงวิธีทดสอบความไวของยุงลายบ้านต่อ 

สารเคมีก�ำจัดแมลงท่ีเป็นวิธีมาตรฐานขององค์การ

อนามัยโลก(8)

	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาสเปรย์สาร

ธรรมชาติอัดก๊าซก�ำจัดยุงลายบ้านที่ด้ือสารไพรีทรอยด์

และสารฟิโพรนิลระดับพันธุกรรม ในพื้นที่เสี่ยงโรคไข้

เลือดออกในประเทศไทย โดยศึกษาการกลายพันธุ์ของ

ยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 989 (S989P) จากซีรีน 

(Serine, S, TCC) เป็น โพรลีน (Proline, P, CCC) และ

ต�ำแหน่งกรดอะมโิน 1016 (V1016G) จากวาลนี (Valine,  

V, GTA) เป็น ไกลซีน (Glycine, G, GGA) และการ 

กลายพนัธุข์องยีน Rdl ทีต่�ำแหน่งกรดอะมโิน A302S จาก 

อะลานีน (Alanine, A, GCA) เป็นซีรีน (Serine, S, 

TCA) ในยุงลายบ้านทีต่ายจากการประเมนิผลของสเปรย์

สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นท่ีศึกษาภาคสนาม โดยการ 

กลายพนัธุข์องยนี para ท่ีบรเิวณดงักล่าว ผูวิ้จยัและคณะ

ได้ตรวจพบในยุงลายบ้านจากท้ัง 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษา 

คือ นครปฐม นครราชสีมา ชุมพร จันทบุรี กาญจนบุรี 

และพษิณโุลก ส่วนการกลายพนัธุข์องยนี Rdl ทีต่�ำแหน่ง 

A302S พบในยุงลายบ้านจาก 2 จังหวัด คือ กาญจนบุรี 

และนครปฐม(8) โดยสเปรย์สารธรรมชาตอิดัก๊าซท่ีพฒันา

ข้ึนจะสามารถน�ำไปพัฒนาต่อยอดเป็นสเปรย์สาร

ธรรมชาตอิดัก๊าซก�ำจดัยงุพาหะน�ำโรคทีด้ื่อสารเคมกี�ำจดั

แมลงระดับพันธุกรรมเพื่อใช้ในการควบคุมและป้องกัน

โรคที่น�ำโดยยุงได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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วัสดุและวิธีการศึกษา
ยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนิล

	 ยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์ 6 สายพันธุ์จาก 

6 จังหวัดพื้นท่ีศึกษาที่มีรายงานผู้ป่วยไข้เลือดออก คือ 

กาญจนบุรี (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) และนครราชสีมา (GIS: 

14° 38´ 47´´N 102° 10´ 26´´E) โดยได้ตรวจพบการ 

กลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 989 

(S989P) และ 1016 (V1016G) ในยุงลายบ้านจากทั้ง 

6 จังหวัด นอกจากน้ี ยุงลายบ้านสายพันธุ์จากจังหวัด

นครปฐมและจังหวัดกาญจนบุรี ยังดื้อต่อสารฟิโพรนิล 

และได้ตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน Rdl ที่ต�ำแหน่ง 

กรดอะมิโน 302 (A302S)(8) โดยยุงลายบ้านดื้อสาร 

ไพรีทรอยด์ 6 สายพันธุ์จาก 6 จังหวัดพื้นที่ศึกษาที่ใช้ใน

งานวิจัยน้ีเป็นยุงลายบ้านรุน่ลกูรุน่ท่ี 1 (F1) ท่ีได้มาจาก

ยงุลายบ้านเพศเมียรุ่นแม่ (F0) ที่ได้กินเลือดของผู้ที่อยู่

อาศัยในบ้านแล้วในแต่ละพื้นที่ศึกษา ซึ่งเก็บตัวอย่างยุง

ลายบ้านโดยใช้อุปกรณ์โฉบยุงและน�ำมาคัดแยกยุงลาย

บ้านเพศเมียที่กินเลือดแล้วเพื่อวางไข่และเพาะเลี้ยงยุง

ลายบ้านรุ่นลูกรุ่นที่ 1 (F1) ด้วยวิธีมาตรฐานการเพาะ

เลีย้งยงุลายบ้านของสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สาธารณสขุ 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ทีไ่ด้รับการรับรองมาตรฐาน

สากล ISO/IEC 17025: 2017 ซึ่งมีสภาวะการเพาะ

เลี้ยง ดังน้ี ลกูน�ำ้ระยะที ่1-2 ให้อาหารบดละเอยีดไม่เกนิ 

10 มลิลกิรัม ต่อถาดต่อวัน และลูกน�้ำระยะที่ 3-4 ให้

อาหารบดหยาบไม่เกิน 60 มิลลิกรัมต่อถาดต่อวัน ส่วน

อาหารส�ำหรับ ยุงลายบ้านตัวเต็มวัย น�ำไม้พันส�ำลีชุบน�้ำ

หวานท่ีมีความเข้มข้นของน�ำ้ตาลร้อยละ 5 และวิตามนิรวม

ร้อยละ 5 โดยเลี้ยงในห้องที่มีอุณหภูมิ 24-28°C 

ความช้ืนสัมพัทธ์ 60-80% RH และระบบแสงเปิด/ปิด 

เป็น 12/12 ชัว่โมง 

การพัฒนาสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซ

	 พัฒนาสเปรย์อัดก๊าซที่มีสารธรรมชาติ 5 ชนิด 

คือ citral, citronellal, citronellol,  geraniol และ linalool  

ทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 8.00, 0.41, 0.52, 0.61 และ 0.75 

ในตัวท�ำละลายไอโซโพรพานอล ในอัตราส่วนสารผสม

รวมตวัท�ำละลายไอโซโพรพานอลต่อก๊าซปิโตรเลีย่มเหลว 

(ก๊าซแอลพีจี) เป็น 40:60 โดยสเปรย์อัดก๊าซมีปริมาณ

สารผสมรวมไอโซโพรพานอล 112.96 กรัม (ร้อยละ 40) 

และสารขับดนัหรอืก๊าซแอลพจีี 169.04 กรมั (ร้อยละ 60) 

ในความจขุองกระป๋อง 640 มลิลลิติร ความดนัสงูสดุของ

กระป๋อง 2.20 เมกาปาสคาลมาตรและความดันของก๊าซ

ที ่37.80°C ไม่เกนิ 0.55 เมกาปาสคาลมาตร ส่วนสเปรย์

อัดก๊าซในอัตราส่วนไอโซโพรพานอลต่อก๊าซปิโตรเลี่ยม

เหลว เป็น 40:60 ใช้เป็นกลุ่มเปรียบเทียบ

การทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัด

ก๊าซในการก�ำจัดยุงลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์และ

สารฟิโพรนิลในตู้ทดสอบ (glass chamber)

	 เตรียมยงุลายบ้านดือ้สารเคมกี�ำจดัแมลงรุ่นลกู

รุ่นท่ี 1 เพศเมีย อายุ 3-5 วัน โดยใช้อุปกรณ์ดูดยุง 

(aspirator) ดดูยงุลายบ้านเพศเมยีทีมี่หนวดบางออกจาก

ยุงลายบ้านเพศผู้ที่มีหนวดหนาเป็นพุ่มท่ีอยู่ในกรงยุง 

ขนาด 30 ซม.x30 ซม.x30 ซม. คัดแยกยุงลายบ้าน 

เพศเมยี จ�ำนวน 20 ตัว ใส่ถ้วยกระดาษทีปิ่ดด้วยผ้าตาข่าย 

วางส�ำลีชุบน�้ำหวานส�ำหรับเป็นอาหารและพักยุงไว้ที่

อณุหภมูห้ิองอย่างน้อย 1 ชัว่โมง ฉดีสเปรย์สารธรรมชาติ

อัดก๊าซท่ี 1.00±0.10 กรัม เข้าไปในตู้ทดสอบขนาด 

0.343 ลูกบาศก์เมตร (0.7 ม.X0.7 ม.X0.7ม.) จาก

น้ันปล่อยยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงเข้าไปในตู้

ทดสอบ บนัทึกจ�ำนวนยงุลายบ้านดือ้สารเคมีก�ำจัดแมลง

ทีห่งายท้องทกุๆ 5 นาท ีจนครบเวลาทดสอบ 60 นาท ีเกบ็ 

ยงุลายบ้านดือ้สารเคมีก�ำจัดแมลงท่ีหงายท้องใส่ถ้วยกระดาษ 

แล้วปิดด้วยผ้าตาข่าย วางส�ำลชีบุน�ำ้หวานส�ำหรบัเป็นอาหาร 

และตรวจสอบอตัราตายของยงุลายบ้านดือ้สารเคมีก�ำจัด

แมลงที ่24 ช่ัวโมง ด�ำเนินการทดสอบ 3 ซ�ำ้ โดยใช้สเปรย์

ไอโซโพรพานอลอัดก๊าซเป็นกลุ่มเปรียบเทียบ(7)

การทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัด

ก๊าซในการก�ำจัดยุงลายบ้านในพื้นที่ภาคสนาม

	 เกบ็ตวัอย่างยุงลายบ้านเพศเมยีในบ้านในพืน้ที่
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ศึกษา 6 จังหวัด จ�ำนวนร้อยละ 15-30(9) ของจ�ำนวน

หลังคาเรือนทั้งหมดในแต่ละพื้นที่ศึกษาท่ีเป็นบ้านหลัง

เดิมที่เคยเก็บตัวอย่างลูกน�้ำและยุงลายบ้านไปทดสอบ

ยืนยันการด้ือต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง และตรวจพบการ 

กลายพันธุ์ของยีน para และยีน Rdl โดยใช้อุปกรณ์โฉบ

ยงุ น�ำยงุลายบ้านทีเ่กบ็ได้ในแต่ละหลงัใส่ถ้วยกระดาษ 2 

ถ้วยทีปิ่ดด้วยผ้าตาข่าย ส�ำหรับเป็นกลุม่ทดสอบและกลุม่

เปรียบเทียบ จากนั้นชั่งสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซและ

สเปรย์ไอโซโพรพานอลอัดก๊าซก่อนและหลังฉีด ฉีด 

สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซและสเปรย์ไอโซโพรพานอล

อัดก๊าซโดยกดหัวฉีดสเปรย์ค้างไว้เป็นเวลา 1 วินาที เพื่อ

ให้ได้ปรมิาณการฉดีที ่ 1.00±0.10 กรมั เข้าไปในถ้วย

กระดาษ ที่มียุงลายบ้านท่ีเป็นกลุ่มทดสอบและกลุ่ม

เปรียบเทียบ ตามล�ำดับ โดยให้ถ้วยกระดาษอยู่ในระดับ

เดียวกับการฉีดสเปรย์และมีระยะห่างระหว่างต�ำแหน่งที่

ฉดีสเปรย์และถ้วยกระดาษ 50 เซนติเมตร บนัทกึจ�ำนวน

ยุงลายบ้านท่ีหงายท้องท่ี 60 นาที วางส�ำลีชุบน�้ำหวาน

ส�ำหรับเป็นอาหารของยุง และตรวจสอบอัตราตายที่ 24 

ชั่วโมง ซึ่งการทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์สาร

ธรรมชาติอัดก๊าซในการก�ำจัดยุงลายบ้านในพื้นท่ีภาค

สนามนี้เป็นการฉีดสเปรย์ 1 ครั้งต่อหลังคาเรือน และถ้า

ปริมาณการฉีดสเปรย์ไม่อยู ่ในช่วงดังกล่าว จะไม่น�ำ

ตัวอย่างยุงลายบ้านจากบ้านหลังดังกล่าวมาใช้วิเคราะห์

ข้อมูล

	 การศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para และ ยีน 

Rdl ในยุงลายบ้านท่ีตายจากการประเมินผลของสเปรย์

สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่ภาคสนาม โดยวิธีปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 

และตรวจหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

สกัด genomic DNA ของตัวอย่างยุงลายบ้านเพศเมียที่

ตายจากการประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซ

ในพืน้ท่ีภาคสนาม 6 จังหวัด และยงุลายบ้านเพศเมยีสาย

พนัธุห้์องปฏบิตักิาร โดยใช้ชดุน�ำ้ยาส�ำเรจ็รูป QIAamp® 

DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ตรวจการ 

กลายพนัธุข์องยนี para บรเิวณเป้าหมายการออกฤทธิข์อง

สารไพรีทรอยด์และการกลายพันธุ์ของยีน Rdl บริเวณ

เป้าหมายการออกฤทธิ์ของสารฟิโพรนิลด้วยวิธี PCR ใช้

ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป Q5 High-Fidelity DNA polymerase 

(New England Biolabs Inc., Massachusetts, USA) 

โดยเตรียมปฏิกิริยาปริมาตร 50 ไมโครลิตร ส�ำหรับการ

ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน para ใช้ชุดไพรเมอร์ 20 

ไมโครโมล AaSCF20 (5’-GACAATGTGGATC-

GCTTCCC-3’) และ 20 ไมโครโมล AaSCR21 

(5’-GCAATCTGGCTTGTTAACTTG -3’)(10) จาก

น้ันน�ำปฏิกิริยาท่ีเตรียมในหลอด PCR ขนาด 0.2 

มลิลลิติร เข้าเคร่ือง CFX96 Real-Time System (Bio-Rad 

Laboratories, Inc, Hercules, California, USA) และตั้ง

โปรแกรม 7 ขั้นตอนเพื่อเริ่มปฏิกิริยา PCR จนเสร็จสิ้น

การท�ำงาน(10) ส�ำหรับการศกึษาการกลายพนัธุข์องยนี Rdl 

ใช้ชุดไพรเมอร์ 20 ไมโครโมล mqGABAdir (5’-TG-

TACGTTCGATGGGTTAT-3’) และ 20 ไมโครโมล 

mqGABArev (5’-CATGACGAAGCATGTGCCTA-3’)(11)  

โดยใช้สภาวะของปฏิกิริยา PCR 7 ข้ันตอน ดังนี้ 1) 

pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 5 นาที 2) 

denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 30 วินาที 3) an-

nealing ที่อุณหภูมิ 52°C นาน 30 วินาที 4) extension 

ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาที 5) ท�ำซ�้ำปฏิกิริยา ในขั้น

ตอนที ่2-4 จ�ำนวน 29 รอบ 6) final extension ทีอ่ณุหภมิู 

72°C นาน 10 นาที และ 7) holding temperature ที่อุณหภูมิ 

4°C  เป็นการเก็บรักษาผลติภณัฑ์ PCR  ท่ีได้จากปฏกิิรยิา

ไว้ในเครื่อง CFX96 Real-Time System จนกว่าจะน�ำ

ไปตรวจสอบผลติภณัฑ์ PCR จากนัน้ตรวจสอบผลติภณัฑ์ 

PCR ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้ 

agarose gel ร้อยละ 1 และ 2 ส�ำหรบัตรวจสอบผลติภณัฑ์ 

PCR ของยนี para และ ยนี Rdl ตามล�ำดับ สกัดผลติภณัฑ์ 

PCR ของทัง้ 2 ยีน ออกจาก agarose gel โดยใช้ชุดน�้ำยา 

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)  น�ำส่ง DNA หรือ ผลิตภัณฑ์ PCR เป้าหมาย

ทีบ่ริสทุธิไ์ปตรวจหาล�ำดับนิวคลโีอไทด์ทีบ่ริษัท แมคโคร

เจน ประเทศเกาหล ี(Macrogen Inc., GeumCheon-Gu, 

Seoul, Korea) วิเคราะห์และเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอ

ไทด์ทีไ่ด้กบัข้อมูลล�ำดับนิวคลโีอไทด์ในฐานข้อมลู Gen-



วารสารควบคุมโรค ปีที่ 50 ฉบับที่ 1 ม.ค. - มี.ค. 2567                     

103

 
สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซก�ำจัดยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์

และสารฟิโพรนลิระดับพันธกุรรม 

bank และรายงานทีผ่่านมาด้วยโปรแกรม MEGA-X เพือ่

ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน para และ Rdl

การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 วิเคราะห์ค่า Knockdown Time 50 (KT
50

) คือ 

ค่าเวลาที่ท�ำให้ยุงลายบ้านหงายท้องร้อยละ 50 โดยใช้

สถิติ probit analysis ก�ำหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติ 

(α)=0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS ในการทดสอบ 

ถ้ากลุ่มเปรียบเทียบมีอัตราตายของยุงลายบ้านระหว่าง

ร้อยละ 5-20 ให้ปรับค่า Abbott’s formula(12) แต่ถ้ามี

อัตราตายมากกว่าร้อยละ 20 ต้องท�ำการทดสอบใหม่ 

และวิเคราะห์ค่าความถี่การกลายพันธุ์ของยีน para และ

ยีน Rdl จากจ�ำนวนตัวอย่าง DNA ของยุงลายบ้านที่พบ

การกลายพนัธุข์องยนี/จ�ำนวนตวัอย่าง DNA ของยงุลาย

บ้านที่วิเคราะห์ทั้งหมด

ผลการศึกษา
ประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในการ

ก�ำจดัยงุลายบ้านด้ือสารไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนลิในตู้

ทดสอบ (glass chamber) 

	 จากการฉีดสเปรย ์สารธรรมชาติอัดก ๊าซ 

1.00±0.10 กรัม เข้าไปในตู้ทดสอบ และปล่อยยงุลายบ้าน

ดือ้สารไพรทีรอยด์และสารฟิโพรนิลเข้าไปในตู้ทดสอบ จาก

ผลการศกึษา พบว่าสเปรย์สารธรรมชาตอิดัก๊าซมปีระสทิธผิล

ในการก�ำจัดยงุลายบ้านทัง้ 6 สายพนัธุ ์จาก 6 จงัหวัดพืน้ที่

ศกึษาในตูท้ดสอบ โดยให้อตัราตายของยงุลายบ้านดือ้สาร

ไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนิลร้อยละ 100 ที ่24 ชัว่โมง โดย

ยงุลายบ้านสายพนัธุท่ี์มค่ีา KT
50

 ทีต่�ำ่กว่าแสดงว่ามคีวามไว

ต่อสเปรย์สารธรรมชาตอิดัก๊าซมากกว่า และจากผลการศกึษา

พบว่าสเปรย์สารธรรมชาติอดัก๊าซให้ค่า KT
50

 อยูร่ะหว่าง 

16.81-22.26 นาท ีโดยค่า KT
50

 ต�ำ่สดุและสงูสดุได้จากยุง

ลายบ้านจากจังหวัดพษิณโุลกและจังหวัดนครปฐม ตาม

ล�ำดบั ส่วนสเปรย์ไอโซโพรพานอลอดัก๊าซทีฉ่ดี 1.00±0.10 

กรมั ไม่สามารถวิเคราะห์ค่า KT
50

 ได้ เน่ืองจากไม่มียงุลาย

บ้านท้ัง 6 สายพนัธุ ์หงายท้องภายในระยะเวลาท่ีทดสอบ 60 

นาท ีและไม่มียงุลายบ้านท้ัง 6 สายพนัธุ ์ตายที ่24 ชัว่โมง 

(ตารางที ่1)

ตารางที่ 1 ประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในการก�ำจัดยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนิลในตู้ทดสอบ

Table 1 	 Efficacy of natural compound aerosol spray against fipronil- and pyrethroid-resistant Ae. aegypti mosquitoes in 	

	 glass 	chamber

สเปรย์อัดก๊าซ

ไอโซโพรพานอล  

สารธรรมชาติ                

ปริมาณที่ฉีด
(กรัม)

1.00±0.10

1.00±0.10

  สายพันธุ์
  ยุงลาย

กาญจนบุรี
จันทบุรี
ชุมพร
พิษณุโลก
นครปฐม
นครราชสีมา
กาญจนบุรี
จันทบุรี
ชุมพร
พิษณุโลก
นครปฐม
นครราชสีมา

  KT
50

(นาที)
  (95% CI)

-
-
-
-
-
-

20.48 (19.37-21.59)  
18.94 (17.89-19.98)
17.89 (16.75-19.01)
16.81 (15.74-17.85)
22.26 (21.16-23.391)
17.74 (16.50-18.98)

Regression
Coefficient±SE

-
-
-
-
-
-

4.76±0.31
4.87±0.31
4.09±0.26
4.29±0.27
5.09±0.33
3.47±0.23

อัตราตาย
(ร้อยละ)

0
0
0
0
0
0

100
100
100
100
100
100

ประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในการ

ก�ำจัดยุงลายบ้านในพื้นที่ภาคสนาม

	 จากการเกบ็ตวัอย่างยงุลายบ้านเพศเมียในพืน้ท่ี

ศึกษาภาคสนาม 6 จังหวัด ได้ยุงลายบ้านเพศเมีย 

ในจังหวัดกาญจนบุรี จ�ำนวน 175 ตัว (กลุ่มทดสอบ  

88 ตัว และกลุ่มเปรียบเทียบ 87 ตัว) จากบ้าน 31 หลัง 

คิดเป็นร้อยละ 16.2 (31/191 หลงั) ของจ�ำนวนหลงัคาเรือน 

ทั้งหมด ยุงลายบ้านเพศเมียในจังหวัดจันทบุรี จ�ำนวน 
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181 ตัว (กลุ่มทดสอบ 91 ตัว และกลุ่มเปรียบเทียบ  

90 ตัว) จากบ้าน 40 หลงั คิดเป็นร้อยละ 19.3 (40/207 หลงั) 

ของจ�ำนวนหลังคาเรือนทั้งหมด ยุงลายบ้านเพศเมียใน

จังหวัดชุมพร จ�ำนวน 289 ตัว (กลุ่มทดสอบ 145 ตัว 

และกลุ่มเปรียบเทียบ 144 ตัว) จากบ้าน 30 หลัง คิด

เป็นร้อยละ 34.9 (30/86 หลงั) ของจ�ำนวนหลงัคาเรอืน

ทั้งหมด ยุงลายบ้านเพศเมียในจังหวัดพิษณุโลก จ�ำนวน 

315 ตัว (กลุ่มทดสอบ 158 ตัว และกลุ่มเปรียบเทียบ 

157 ตัว) จากบ้าน 34 หลัง คิดเป็นร้อยละ 20.7 

(34/164 หลัง) ของจ�ำนวนหลังคาเรือนทั้งหมด ยุงลาย

บ้านเพศเมียในจังหวัดนครปฐม จ�ำนวน 225 ตัว  

(กลุ่มทดสอบ 113 ตัว และกลุ่มเปรียบเทียบ 112 ตัว) 

จากบ้าน 45 หลัง คิดเป็นร้อยละ 16.7 (45/270 หลัง) 

ของจ�ำนวนหลังคาเรือนทั้งหมด และยุงลายบ้านเพศเมีย

ในจังหวัดนครราชสีมา จ�ำนวน 263 ตัว (กลุ่มทดสอบ 

132 ตัว และกลุ่มเปรียบเทียบ 131 ตัว) จากบ้าน 31 

หลัง คิดเป็นร้อยละ 25.4 (31/122 หลัง) ของจ�ำนวน

หลังคาเรือนทั้งหมด จากการทดสอบประสิทธิผลของ 

สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซและสเปรย์ไอโซโพรพานอล 

อัดก๊าซที่ปริมาณการฉีด 1.00±0.10 กรัม เข้าไปใน 

ถ้วยกระดาษ ท่ีมียุงลายบ้านเพศเมียที่เป็นกลุ่มทดสอบ

และกลุม่เปรยีบเทยีบ ตามล�ำดับ พบว่าสเปรย์สารธรรมชาติ 

อัดก๊าซมีประสิทธิผลในการก�ำจัดยุงลายบ้านในพื้นท่ี 

ภาคสนาม โดยให้อัตราตายของยุงลายบ้านในพื้นที่ภาค

สนามท้ัง 6 จังหวัด ร้อยละ 100 ส่วนสเปรย์ไอโซโพรพานอล 

อดัก๊าซให้อัตราตายของยงุลายบ้านในพืน้ทีภ่าคสนามท้ัง 

6 จังหวัด ร้อยละ 0 ที่ 24 ชั่วโมง (ตารางที่ 2) โดยใน

การทดสอบประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซ

ในการก�ำจัดยุงลายบ้านในพื้นที่ภาคสนามน้ี ไม่สามารถ

ค�ำนวณค่า KT50 ของยุงลายบ้านที่หงายท้องใน 

ถ้วยกระดาษได้ เนื่องจากมีจ�ำนวนยุงลายบ้านใน 

ถ้วยกระดาษต่อหลังคาเรือนส่วนใหญ่ไม่เกิน 5 ตัว 

อย่างไรก็ตาม จ�ำนวนยุงลายบ้านทั้งหมดในถ้วยกระดาษ

ที่เก็บได้จากทุกหลังคาเรือนในพื้นที่ศึกษาทั้ง 6 จังหวัด 

หงายท้องร้อยละ 100 ภายใน 5 นาทีแรกที่สัมผัสกับ 

สารธรรมชาติที่ถูกฉีดออกมาจากสเปรย์อัดก๊าซ

ตารางที่ 2 ประสิทธิผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในการก�ำจัดยุงลายบ้านในพื้นที่ภาคสนาม 6 จังหวัด

Table 2 Efficacy of natural compound aerosol spray against Ae. aegypti mosquitoes in the fields of 6 provinces

สเปรย์อัดก๊าซ

ไอโซโพรพานอล

สารธรรมชาติ 5 ชนิด

ปริมาณที่ฉีด

(กรัม)

1.00±0.10

1.00±0.10

กาญจนบุรี

0

100

จันทบุรี

0

100

ชุมพร

0

100

พิษณุโลก

0

100

นครปฐม

0

100

นครราชสีมา

0

100

อัตราตายของยุงลายบ้าน (ร้อยละ)

การกลายพนัธุข์องยนี para และยนี Rdl ในยงุลายบ้าน

ที่ตายจากการประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติ 

อัดก๊าซในพื้นที่ภาคสนาม 6 จังหวัด

	 จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน DNA เป้าหมาย

ของยีน para และยีน Rdl ของยุงลายบ้านที่ตายจากการ

ประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่ภาค

สนาม 6 จังหวัด จ�ำนวน 180 ตัวอย่าง (30 ตัวอย่าง/

จงัหวัด) และยงุลายบ้านสายพนัธุห้์องปฏบิตักิาร จ�ำนวน 

30 ตัวอย่าง โดยวิธี PCR และตรวจสอบขนาดของ

ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยเทคนิค agarose gel electrophore-

sis พบว่าผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน para ของยุงลายบ้านที่

ตายจากการประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซ

ในพืน้ทีภ่าคสนาม 6 จังหวัดและยุงลายบ้านสายพนัธุห้์อง

ปฏิบัติการมีขนาดประมาณ 614-630 bp ข้ึนอยู่กับ 

intron polymorphism (234-250 bp)(10) ส่วนผลติภณัฑ์ 

PCR ของยีน Rdl ของยุงลายบ้านที่ตายจากการประเมิน

ผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่ภาคสนาม  

6 จงัหวัดและยุงลายบ้านสายพนัธุห้์องปฏบิติัการมขีนาด 

232 bp จากการตรวจหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ

ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธี DNA sequencing แล้วน�ำผล 

ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ทีไ่ด้ไปวิเคราะห์หาการกลายพนัธุข์อง

ยีน para และยีน Rdl โดยการเปรียบเทียบกับล�ำดับ 
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สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซก�ำจัดยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์

และสารฟิโพรนลิระดับพันธกุรรม 

นิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para และยีน Rdl ในฐาน

ข้อมูล GenBank และรายงานท่ีผ่านมา จากการเปรียบ

เทยีบล�ำดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของยีน para ของยงุลาย

บ้านจากทั้ง 6 จังหวัดกับล�ำดับนวิคลีโอไทด์บางส่วนของ

ยีน para ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ S989 หรือ Ref. 

1 ยุงลายบ้านสายพันธุ์กลายพันธุ์ S989P หรือ Ref. 2 

(ภาพที่ 1.1) และยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่

เป็นสายพนัธุป์กต ิS989 (ภาพที ่1.2) พบว่า ยงุลายบ้าน

จากท้ัง 6 จังหวัด มีการกลายพันธุ ์ที่ต�ำแหน่ง 989 

(S989P) (ภาพท่ี 1.3) โดยมีความถี่การกลายพันธุ์

ระหว่าง 0.23-0.40 (ตารางที่ 3) และจากเปรียบเทียบ

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้าน

จากทั้ง 6 จังหวัดกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 

para ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ V1016 หรือ Ref. 3 

ยุงลายบ้านสายพันธุ์กลายพันธุ์ V1016G หรือ Ref. 4 
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ภาพที่ 1 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para บริเวณ S5 loop และ S6 loop ใน domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุง

ลายบ้าน (exon 20) 1.1) Ref. 1 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ (GenBank: 

AB914690.1) และ Ref. 2 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านที่มีการกลายพันธุ์ S989P (GenBank: 

AB914689.1) 1.2) ยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่เป็นสายพันธุ์ปกติ (S989) และ 1.3) ยุงลายบ้านที่ตายจากการประเมิน

ผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่ภาคสนามทัง้ 6 จงัหวดั มกีารกลายพนัธุ ์S989P (TCCCCC)

Figure 1 Partial nucleotide sequences of para gene at S5 loop and S6 loop in domain II of voltage-gated sodium channel 

protein in Ae. aegypti (exon 20). 1.1) Ref. 1 is a wild-type strain of Ae. aegypti (GenBank: AB914690.1) and Ref 2 is 

Ae. aegypti with S989P mutation (GenBank: AB914689.1) 1.2) Wild-type laboratory strain of Ae. aegypti (S989) and 

1.3) Ae. aegypti mosquitoes that died from natural compound aerosol spray in the fields of 6 provinces with S989P 

mutation (TCCCCC)

(ภาพที่ 2.1) และยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติที่เป็น

สายพันธุ์ปกติ V1016 (ภาพที่ 2.2) พบว่า ยุงลายบ้าน

จากทั้ง 6 จังหวัด มีการกลายพันธุ์ที่ต�ำแหน่ง V1016G 

(ภาพที ่2.3) โดยมคีวามถีก่ารกลายพนัธุร์ะหว่าง 0.30-

0.47 (ตารางที่ 3) ส่วนการเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอ

ไทด์บางส่วนของยนี Rdl ของยงุลายบ้านจากทัง้ 6 จงัหวัด

กับล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน Rdl ของยุงลาย

บ้านสายพันธุ์ปกติ A302 หรือ Ref. 5 ส่วน Ref. 6 เป็น

ล�ำดับนิวคลิโอไทด์บางส่วนของยีน Rdl ของยุงลายสวน

และยงุร�ำคาญสายพนัธุก์ลายพนัธุ ์A302S ซึง่เหมือนกบั

ของยงุลายบ้าน(12) (ภาพที ่3.1) และยุงลายบ้านสายพนัธุ์

ห้องปฏบิติัทีเ่ป็นสายพนัธุป์กต ิA302 (ภาพที ่3.2) พบ

ว่า ยงุลายบ้านในจงัหวัดกาญจนบรุแีละจังหวัดนครปฐม มี

การกลายพนัธุ ์ A302S (ภาพที ่ 3.3) โดยมคีวามถ่ีการ 

กลายพนัธุ ์เท่ากบั 0.13 และ 0.2 ตามล�ำดบั (ตารางท่ี 4)

1.1

1.2

1.3
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ภาพที่ 2 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para บริเวณ S6 segment ใน domain II ของโปรตีนโซเดียมแชนเนลของยุงลายบ้าน 

(exon 20) 2.1) Ref. 3 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ (GenBank: AB914690.1) 

และ Ref. 4 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน para ของยุงลายบ้านที่มีการกลายพันธุ์ V1016G (GenBank: AB914689.1) 

2.2) ยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการที่เป็นสายพันธุ์ปกติ (V1016) และ 2.3) ยุงลายบ้านในพื้นที่ศึกษาทั้ง 6 จังหวัดมีการกลาย

พันธุ์ V1016G (GTAGGA)

Figure 2 Partial nucleotide sequences of para gene at S6 segment in domain II (IIS6) of voltage-gated sodium channel 

protein in Ae. aegypti (exon 20). 2.1) Ref. 3 is a wild-type strain of Ae. aegypti (GenBank: AB914690.1) and Ref. 4 is 

Ae. aegypti with V1016 mutation (GenBank: AB914689.1) 2.2) Wild-type laboratory strain of Ae. aegypti (V1016) and 

2.3) Ae. aegypti mosquitoes that die from natural compound aerosol spray in the fields of 6 provinces with V1016G 

mutation (GTAGGA)
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Ref. 3---GTACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTTG--- 

Ref. 4---GGACTTAACCTTTTCTTAGCCTTGCTTTTG--- 

 

  

    

  

 

  

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

2.1

2.2

2.3

ตารางที่ 3 ความถี่การกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้านที่ตายจากการประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่

	 ภาคสนาม 	 6 จังหวัด

Table 3 	 Mutation frequencies of para gene in Ae. aegypti mosquitoes that died from natural compound aerosol spray in the 	

	 fields of 6 provinces

ต�ำแหน่ง

กรดอะมิโน

S989P

V1016G

ห้องปฏิบัติการ

0 (0/30)

0 (0/30)

กาญจนบุรี

 0.23 (7/30)

  0.30 (9/30)

   จันทบุรี

0.40 (12/30)

0.47 (14/30)

 ชุมพร

0.27 (8/30)

0.43 (13/30)

   พิษณุโลก

 0.37 (11/30)

  0.47 (14/30)

    นครปฐม

  0.23 (7/30)  

  0.37 (11/30)

นครราชสีมา

 0.27 (8/30)

0.30 (9/30)

ความถี่การกลายพันธุ์ของยีน para ในยุงลายบ้าน

(จ�ำนวนตัวอย่าง DNA ที่พบการกลายพันธุ์/จ�ำนวนตัวอย่าง DNA ที่วิเคราะห์ทั้งหมด)
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สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซก�ำจัดยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์

และสารฟิโพรนลิระดับพันธกุรรม 

วิจารณ์
	 การพัฒนากลไกการดือ้ต่อสารเคมกี�ำจดัแมลง

ของยุงลายบ้าน โดยมีการกลายพันธุ์ของยีนเป้าหมาย 

ของสารเคมีก�ำจดัแมลงในยงุลายบ้านเกดิจากการใช้สาร

เคมีก�ำจัดแมลงในการควบคุมยุงลายบ้านและป้องกัน 

การระบาดของโรคไข้เลือดออกอย่างต่อเน่ืองเป็นระยะ

เวลานาน ซึง่การพฒันากลไกดังกล่าวในยงุลายบ้านท�ำให้

ยุงลายบ้านมีความแข็งแรงและทนทานต่อสารเคมีก�ำจัด

แมลงมากกว่ายุงลายบ้านสายพันธุ ์ปกติที่ไม ่มีการ 

กลายพันธุ ์ของยีนเป้าหมายของสารเคมีก�ำจัดแมลง 

และมีความไวต่อสารเคมีก�ำจัดแมลง ด้วยสาเหตุน้ี  

จึงท�ำให้ไม่สามารถใช้ผลิตภัณฑ์เคมีก�ำจัดแมลงที่มีสาร

ออกฤทธิ์เป็นชนิดของสารเคมีก�ำจัดแมลงที่ยุงลายบ้าน

ได้พัฒนาการดื้อแล้วในการควบคุมยุงลายบ้านท่ีดื้อสาร

เคมีก�ำจัดแมลงระดับพันธุกรรมได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ผู้วิจัยและคณะได้รายงานการตรวจพบการกลายพันธุ์ 

ภาพที่ 3 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน Rdl บริเวณ GABA receptor ของยุงลายบ้าน 3.1) Ref. 5 เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์บาง

ส่วนของยีน Rdl ของยุงลายบ้านสายพันธุ์ปกติ (GenBank: U28803.1) และ Ref. 6 เป็นล�ำดับนิวคลิโอไทด์บางส่วนของยีน Rdl 

ของยุงลายสวนและยุงร�ำคาญสายพันธุ์กลายพันธุ์ A302S ซึ่งเหมือนกับของยุงลายบ้าน(11) 3.2) ยุงลายบ้านสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ

ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ A302 และ 3.3) ยุงลายบ้านในพื้นที่ภาคสนามจังหวัดนครปฐมและจังหวัดกาญจนบุรี มีการกลายพันธุ์ 

A302S (GCATCA)

Figure 3 Partial nucleotide sequences of the Rdl gene at GABA receptor in Ae. aegypti. 3.1) Ref. 5 is a wild-type strain of 

Ae. aegypti (GenBank: U28803.1) and Ref. 6 is Ae. albopictus or Cx. Quinquefasciatus with A302S mutation that 

contains a partial nucleotide sequence corresponding to that of Ae. aegypti(11)  3.2) Wild-type laboratory strain of  

Ae. aegypti (A302) and 3.3) Ae. aegypti mosquitoes that died from natural compound aerosol spray in the fields of  

Kanchanaburi and Nakhon Pathom provinces with A302S mutation (GCATCA)
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Ref. 5---GCATTAGGTGTAACCACTGTCTTGACAATG--- 

Ref. 6---TCATTAGGTGTAACCACTGTCTTGACAATG--- 

 

  

    

  

 

  

       

    

    

 

 

 

 

    

    

   

   

 
 

ตารางที่ 4 ความถี่การกลายพันธุ์ของยีน Rdl ในยุงลายบ้านที่ตายจากการประเมินผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่

	 ภาคสนาม 6 จังหวัด

Table 4 	 Mutation frequencies of the Rdl gene in Ae. aegypti mosquitoes that died from  natural compound aerosol spray 	

	 in the fields of 6 provinces

ต�ำแหน่ง

กรดอะมิโน

A302S

ห้องปฏิบัติการ

0 (0/30)

กาญจนบุรี

 0.13 (4/30)

   จันทบุรี

0 (0/30)

 ชุมพร

0 (0/30)

   พิษณุโลก

  0 (0/30)

    นครปฐม

  0.2 (6/30)   

นครราชสีมา

 0 (0/30)

ความถี่การกลายพันธุ์ของยีน Rdl ในยุงลายบ้าน

(จ�ำนวนตัวอย่าง DNA ที่พบการกลายพันธุ์/จ�ำนวนตัวอย่าง DNA ที่วิเคราะห์ทั้งหมด)

3.1

3.2

3.3
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ของยีน para ท่ีต�ำแหน่งกรดอะมิโน 989 (S989P) 

และ1016 (V1016G) ในตัวอย่าง DNA เดยีวกนัของยงุลาย 

บ้านจาก 6 จังหวัดพืน้ทีศ่กึษา โดยมีความถีก่ารกลายพนัธุ์

ที ่ 0.30-0.60(8) ซึ่งได้สนับสนุนรายงานที่ผ่านมาที่พบ

การกลายพนัธุข์องยนี para ทีต่�ำแหน่งกรดอะมิโนดงักล่าว 

ในตัวอย่าง DNA เดียวกันของยุงลายบ้านด้ือสาร 

ไพรีทรอยด์จากหลายจังหวัดในประเทศไทย(13-15) 

นอกจากนี้ผู้วิจัยและคณะยังได้ตรวจพบการกลายพันธุ์

ของยีน Rdl ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 302 (A302S) ใน

ยงุลายบ้านจากจังหวัดกาญจนบรุแีละจงัหวัดนครปฐม(8) 

โดยมคีวามถีก่ารกลายพนัธุท่ี์ 0.20 และ 0.30 ตามล�ำดบั 

ด้วยปัจจัยดังกล่าวจึงอาจเป็นสาเหตุหน่ึงที่ท�ำให้การ

ควบคมุยงุลายบ้านไม่มปีระสทิธภิาพดีพอและท�ำให้ยงัมี

รายงานการระบาดของโรคไข้เลอืดออกในหลายพื้นทีท่ัว่

ประเทศไทยจนมาถึงปัจจุบัน(2) 

	 งานวิจัยน้ีจึงได้พัฒนาสเปรย์อัดก๊าซที่มีสาร

ธรรมชาต ิ5 ชนิดในกลุม่ monoterpinoids เป็นสารส�ำคัญ 

ซึ่งสเปรย์อัดก๊าซที่ได้พัฒนาข้ึนอาจใช้เป็นทางเลือกหน่ึง

แทนการใช้ผลิตภัณฑ์เคมีก�ำจัดแมลงท่ีมีจ�ำหน่ายใน 

ท ้ อ งตลาดหลายช นิดที่ ผู ้ วิ จั ย ได ้ น� ำมาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการก�ำจัดยุงลายบ้านด้ือสารเคมีก�ำจัด

แมลงระดับพันธุกรรมจากพื้นที่ศึกษาทั้ง 6 จังหวัด  

ในตู้ทดสอบ โดยพบว่า ผลิตภัณฑ์เคมีก�ำจัดแมลง 

หลายชนิดไม่มีประสิทธิภาพดีพอ โดยให้อัตราตายของ

ยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงระดับพันธุกรรม 

จากพื้นที่ศึกษาทั้ง 6 จังหวัด ต�่ำกว่าร้อยละ 50 อย่างไร

ก็ตาม จากงานวิจัยนี้ พบว่าสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซ

มีประสิทธิผลในการก�ำจัดยุงลายบ้านดื้อสารไพรีทรอยด์

ระดับพันธุกรรมในพื้นที่ภาคสนามทั้ง 6 จังหวัด โดย 

พบการกลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 

989 (S989P) และ 1016 (V1016G) ในตวัอย่าง DNA 

เดียวกันของยุงลายบ้านในพื้นที่ภาคสนามทั้ง 6 จังหวัด 

รวมถึงมีประสิทธิผลในการก�ำจัดยุงลายบ้านด้ือสาร 

ฟิโพรนิลระดับพันธุกรรมในพื้นที่ภาคสนามของจังหวัด

กาญจนบุรีและจังหวัดนครปฐม โดยพบการกลายพันธุ์

ของยีน Rdl ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 302 (A302S) จาก

งานวิจัยน้ีท�ำให้เกิดความเช่ือมั่นว่าสเปรย์สารธรรมชาติ

อัดก๊าซท่ีได้พัฒนาข้ึนจะสามารถน�ำไปใช้ในการก�ำจัด 

ยุงลายบ้านที่ด้ือสารไพรีทรอยด์ระดับพันธุกรรมท่ีมี

รายงานในหลายจังหวัดของประเทศไทยได้จริงและ

ป้องกันการระบาดของโรคไข้เลือดออกได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ นอกจากนี้ ผลการศึกษาที่ได้ยังสนับสนุน

งานวิจัยที่ผ่านมาที่มีรายงานว่าสารในกลุ่ม monoterpi-

noids มีฤทธิ์ท�ำให้แมลงตายด้วยการไปยับยั้งการท�ำงาน

ของเอนไซม์ acetylcholinesterase(16-17) ท่ีท�ำหน้าที่

ท�ำลายสารสื่อประสาท acetylcholine เม่ือเอนไซม์ 

ดังกล่าวถูกจับโดยสารในกลุ่ม monoterpinoids จึงท�ำให้

เกดิการสะสมของ acetylcholine ท่ีรอยต่อประสาท ท�ำให้

แมลงถูกกระตุ้นตลอดเวลาและตายในทีส่ดุ ซ่ึงเป็นกลไก

การออกฤทธิท์ีท่�ำให้แมลงตายเช่นเดยีวกบัสารเคมกี�ำจดั

แมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและกลุ่มคาร์บาเมต 

	 การควบคุมและป้องกันการระบาดของโรค 

ไข้เลือดออกและโรคที่น�ำโดยยุงลายบ้านควรควบคุม 

ยุงลายบ้านดื้อสารเคมีก�ำจัดแมลงระดับพันธุกรรมแบบ

บรูณาการทีมี่ความปลอดภยั โดยมุ่งเน้นก�ำจัดแหล่งเพาะ

พนัธุย์งุลายบ้านอย่างสม�ำ่เสมอและต่อเน่ือง ก�ำจดัลกูน�ำ้

ยงุลายบ้านโดยหมนุเวียนกลุม่สารก�ำจัดลกูน�ำ้ยงุลายบ้าน 

เช่น แบคทีเรียก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายบ้าน ชนิด Bacillus 

thuringiensis israelensis (Bti) สปินโนแซด (spinosad) 

และสารควบคุมการเจริญเติบโตของแมลง (insect growth 

regulators, IGRs) ลดจ�ำนวนยุงตัวเต็มวัยโดยใช้วัสดุ

อุปกรณ์ก�ำจัดยุงและใช้ผลิตภัณฑ์สมุนไพร เช่น น�้ำมัน

หอมระเหยตะไคร้บ้าน(7) และสารธรรมชาติในกลุ่ม 

monoterpinoids(8) ป้องกันก�ำจัดยุงลายบ้านที่มีความ

ปลอดภยัเพือ่ป้องกนัโรคทีน่�ำโดยยุงลายบ้าน ควรลดการ

ใช้สารเคมีก�ำจัดแมลงหรือใช้เท่าที่จ�ำเป็นเพื่อลดหรือ

ชะลอการพัฒนาการด้ือต่อสารเคมีก�ำจัดแมลงของยุง 

โดยงานวิจัยน้ีสามารถน�ำไปพฒันาต่อยอดเป็นนวัตกรรม

ผลติภณัฑ์ป้องกนัก�ำจดัยงุพาหะน�ำโรคทีด้ื่อสารเคมีก�ำจัด

แมลงระดับพนัธกุรรมแทนการใช้ผลติภณัฑ์เคมกี�ำจัดยงุ

เพื่อป้องกันโรคที่น�ำโดยยุง
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สเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซก�ำจัดยงุลายบ้านด้ือสารไพรทีรอยด์

และสารฟิโพรนลิระดับพันธกุรรม 

สรุป
	 งานวิจัยน้ีสรุปได้ว่าสเปรย์สารธรรมชาติอดัก๊าซ

ที่พัฒนาข้ึนมีประสิทธิผลในการก�ำจัดยุงลายบ้านด้ือสาร

ไพรีทรอยด์และสารฟิโพรนิลระดับพันธุกรรมในพื้นที่

เสี่ยงโรคไข้เลือดออกในประเทศไทย โดยให้อัตราตาย

ของยงุลายบ้านในพืน้ทีภ่าคสนาม 6 จังหวัด ร้อยละ 100 

ที่ 24 ชั่วโมง โดยพบการกลายพันธุ์ของยีน para ที่ต�ำ

แหน่งกรดอะมิโน 2 ต�ำแหน่ง คือ 989 (S989P) และ 

1016 (V1016G) ในยุงลายบ้านที่ตายจากการประเมิน

ผลของสเปรย์สารธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นที่ภาคสนาม 6 

จังหวัด โดยมีความถี่การกลายพันธุ์ที่ 0.23-0.40 และ 

0.30-0.47 ตามล�ำดับ นอกจากนี้ ยังพบการกลายพันธุ์

ของยีน Rdl ที่ต�ำแหน่งกรดอะมิโน 302 (A302S) ใน

ยุงลายบ้านที่ตายจากการประเมินผลของสเปรย์สาร

ธรรมชาติอัดก๊าซในพื้นท่ีภาคสนามจังหวัดกาญจนบุรี

และจงัหวัดนครปฐม โดยมีความถีก่ารกลายพนัธุท์ี ่0.13 

และ 0.2 ตามล�ำดับ   

กิตติกรรมประกาศ
	   คณะผู ้ วิ จั ยขอขอบคุณผู ้ อ� ำนวยการ 

โรงพยาบาลส่งเสรมิสขุภาพต�ำบลในพืน้ท่ีศกึษา 6 จงัหวัด 

ทีใ่ห้การสนบัสนุนในการด�ำเนนิงานวิจยัจนส�ำเรจ็ลลุ่วงไป
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