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ABSTRACT 

The objective of this study was to investigate the kdr mutations in head louse (Pediculus humanus capitis). A 

total of 74 head lice samples were collected from primary school students in Lop Buri and Sing Buri provinces, 

Thailand, from grades 1 to 6. A total of 40 head samples (54.5%) were collected from Lop Buri, while 34 

samples (45.95%) were obtained from Sing Buri. The present study has analyzed the mutation patterns of drug 

resistance genes in pyrethroids at the T917I codon using the PCR-RFLP technique. The results showed that 

head louse with a mutation at codon T917I in the voltage sensitive sodium channel (VSSC) gene had a mutation 

rate, which was 81.08%. Genotypic analysis showed that the most common pattern was homozygous resistant 

(R/R) (81.08%), followed by heterozygous resistant (R/S) at 10.81% and homozygous susceptible (S/S) at 

8.11%. The mutation frequency was 0.86. In addition, the Hardy-Weinberg analysis showed that the head lice 

population in Lopburi province was out of equilibrium, while the population in Sing Buri province was in 

equilibrium. The results of this study indicate the need to improve head louse control methods in Thailand by 

reducing the use of pyrethroids and developing integrated control methods, such as the use of other insecticides 

from natural sources, as well as continuous monitoring for resistance gene mutations. 
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บทคดัย่อ 

การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาการกลายพนัธุข์องยนีดือ้ยาในเหาศรีษะ (Pediculus humanus capitis) ทีเ่กบ็จาก

นักเรยีนประถมศกึษาปีที่ 1 ถึงปีที่ 6 ในจงัหวดัลพบุรแีละสงิห์บุรขีองประเทศไทย ได้ทําการเกบ็ตวัอย่างเหาศรีษะ

ทัง้หมด 74 ตัวอย่าง จากจงัหวดัลพบุรี 40 ตัวอย่าง (54.5%) และจงัหวดัสิงห์บุรี 34 ตัวอย่าง (45.95%) ตรวจสอบ

รูปแบบการกลายพนัธุข์องยนีทีด่ือ้ต่อยา ในกลุ่ม pyrethroids ทีต่ําแหน่งโคดอน T917I โดยใชเ้ทคนิค PCR-RFLP ผล

การศกึษาพบว่าเหาศรีษะมอีตัราการดือ้ยาสงูถงึ 81.08% โดยมกีารกลายพนัธุท์ีต่ําแหน่งโคดอน T917I บนยนี voltage-

sensitive sodium channel (VSSC) การวเิคราะหล์กัษณะจโีนไทป์ พบว่า มรีปูแบบ homozygous resistant (R/R) มาก

ที่สุด (81.08%) รองลงมาคือ heterozygous resistant (R/S) 10.81% และ homozygous susceptible (S/S) 8.11% 

ความถี่ของการกลายพนัธุโ์ดยอยู่ที ่0.86 นอกจากน้ีการวเิคราะหแ์บบ Hardy-Weinberg แสดงใหเ้หน็ว่า ประชากรเหา

ในจงัหวดัลพบุร ีมกีารเบี่ยงเบนจากสมดุล ในขณะทีป่ระชากรในจงัหวดัสงิห์บุรอียู่ในสมดุล ผลการศกึษาน้ีชี้ใหเ้หน็ถงึ

ความจําเป็นในการปรบัปรุงวธิกีารควบคุมเหาศรีษะในประเทศไทย โดยลดการใช้สารกลุ่ม pyrethroids และพฒันา

วธิกีารควบคุมแบบผสมผสาน เช่น การใชส้ารกําจดัแมลงกลุ่มอื่นๆ ทีม่าจากธรรมชาต ิรวมถงึการเฝ้าระวงัการกลาย

พนัธุข์องยนีดือ้ยาอย่างต่อเน่ือง 
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บทนํา 

เหาศรีษะ (P.humanus capitis) เป็นปรสติจาํเพาะทีอ่าศยัอยู่บนศรีษะของมนุษย ์มวีงจรชวีติแบบไม่สมบูรณ์ มทีัง้หมด 

3 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะไข่ (egg) ระยะตวัอ่อน (nymph) และระยะตวัเตม็วยั (adult) เหาสามารถดูดเลอืดไดต้ัง้แต่เป็นตวั

อ่อนระยะที ่1 หรอืหลงัจากการฟักตวัออกจากไข่ เหาศรีษะเป็นปัญหาทีพ่บไดบ้่อยในหลายๆประเทศทัว่โลก โรคเหา

สามารถติดต่อไดง้่ายจากการใกล้ชดิ โดยเฉพาะอย่างยิง่ในเดก็วยัเรยีน (ช่วงอายุ 3-11 ปี) สามารถพบไดใ้นทุกกลุ่ม

ทางสังคม และเศรษฐกิจ มกัเกิดในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย เน่ืองจากลักษณะผมที่ยาว แม้ว่าโรคเหาจะไม่ได้

ก่อใหเ้กดิอนัตรายรา้ยแรง แต่ส่งผลกระทบใหเ้กดิความรําคาญและรบกวนการใชช้วีติประจาํวนัได ้โดยเกดิจากการแพ้

น้ําลายของเหา น้ําลายเหาทําใหเ้กดิอาการคนัและระคายเคอืงทีบ่รเิวณหนังศรีษะ ส่งผลใหเ้ดก็ทีเ่ป็นโรคเหาเสยีสมาธิ

ในการเรยีนหรอื รบกวนการนอน ส่วนในรายทีเ่ป็นโรคเหาระดบัรุนแรงจะมอีาการคนัอย่างรุนแรงและเสีย่งต่อการติด

เชื้อแบคทเีรยีร่วมได ้โรคเหาทําใหเ้กดิการอายในการเขา้สงัคม ไม่มัน่ใจในตวัเอง และ นอกจากการตดิเชื้อเหาจะก่อ

ความรําคาญต่อผู้ป่วยโดยตรงแล้ว ในปัจจุบนัยงัพบว่าเหาอาจเป็นพาหะนําโรค typhus และ trench fever อีกด้วย 

สําหรบัในประเทศไทย การติดเชื้อเหาศรีษะพบได้ทัว่ไป พบมากในเด็กวยัเรียน โดยเฉพาะเด็กในโรงเรียนชนบท

ห่างไกล ในปัจจุบนัจงึมวีธิกํีาจดัเหาศรีษะหลากหลายวธิยีากําจดัเหาโดยทัว่ไปทีว่างจาํหน่าย มกัเป็นสารออกฤทธิ ์ใน

กลุ่มยาฆา่แมลง ไดแ้ก่ phenothrin, permethrin, malathion และ carbaryl เป็นตน้ permethrin ไดถู้กใชอ้ย่างแพร่หลาย

ในหลายสบิปีจนถงึปัจจุบนั ซึ่งไดพ้บว่ามกีารรายงานการตดิเชื้อเหาซ้ํา และมกีารเกดิการดื้อต่อสาร permethrin เพิม่

ปรมิาณมากขึน้ ในการเกดิการตดิเชื้อซ้ําหลงัการรกัษายงัคงเป็นปัญหาในประเทศไทย จากรายงานก่อนหน้าน้ี พบว่า

อตัราการแพร่ระบาดซ้ําของการติดเชื้อเหาหลงัการรกัษาด้วยยาฆ่าเหา ในเด็กนักเรียนในกรุงเทพมหานคร อยู่ที่

ประมาณ 60% จากนัน้เริม่มงีานวจิยัทีส่าํรวจและศกึษาปรมิาณการดือ้ต่อสาร permethrin ในประเทศต่างๆ การดือ้ของ

เหาแบบ knockdown resistance (kdr) การวิเคราะห์ระดับโมเลกุลเป็นหน่ึงในเทคนิคที่นิยมใช้มากที่สุดในการ

ตรวจสอบการดือ้ต่อยากลุ่ม pyrethroids ในแมลง โดยมวีตัถุประสงคก์ารวจิยัเพื่อ 1) ตรวจหายนีดือ้สารเคมกํีาจดัแมลง

กลุ่มเพอร์เมทริน (permethrin) ของเหาศรีษะจากพื้นที่ภาคกลางของประเทศไทย 2) เพื่อระบุจโีนไทป์ของเหาใน

รปูแบบต่างๆ ไดแ้ก่ homozygous susceptible (SS), heterozygous resistant (RS), และ homozygous resistant (RR) 

ผ่านเทคนิค PCR-RFLP และการหาลําดบัพนัธุกรรม งานวจิยัน้ีทําการศกึษาเพื่อใหส้ามารถตดิตาม kdr ในเหาศรีษะ

มนุษยไ์ดด้ว้ยวธิ ีRFLP ซึง่เป็นวธิกีารวเิคราะหท์ีท่าํใหเ้กดิความแม่นยาํในการตรวจหาการกลายพนัธุข์องยนีดือ้ยา (kdr 

mutation) ของเหาศรีษะ (Pediculosis capitis) และนําไปใชป้ระโยชน์ในการกําจดัเหาศรีษะต่อไป 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

เหา (P. humanus) เป็นแมลงขนาดเลก็ไม่มปีีกและเป็นปรสติภายนอกทีต่อ้งอาศยัอยู่บนร่างกายของโฮสต์ โดยเหาใน

มนุษย์แบ่งเป็น 3 ชนิดหลกัๆ ตามบรเิวณทีอ่ยู่อาศยับนร่างกายมนุษย์ คอื เหาศรีษะ (P. humanus capitis) อาศยัอยู่

บนศรีษะและหนังศรีษะของมนุษย ์เหาลําตวั (P. humanus corporis) อาศยัอยู่ตามขนตามร่างกายหรอืบนเสือ้ผา้ทีส่วม

ใส่ และโลน (pubic louse) จะพบอาศัยอยู่ตามขนที่อวัยวะสืบพันธุ์ (Raoult et al., 2008) เหาศีรษะ (P. humanus 

capitis) เป็นปรสิตจําเพาะที่อาศยัอยู่บนศีรษะของมนุษย์ตลอดวงจรชีวิต โดยวงจรชีวิตของเหาศีรษะเป็นแบบไม่

สมบูรณ์ (incomplete metamorphosis) ในวงจรชวีติประกอบดว้ย 3 ระยะ คอื ระยะไข ่(egg หรอื nit) ตวัอ่อน (nymph) 

และตวัเตม็วยั (adult) เหาจะวางไข่ห่างจากหนังศรีษะประมาณ 1-1.5 เซนตเิมตรห่างออกมาจากหนังศรีษะ หลงัจาก

วางไขป่ระมาณ 7 วนั ตวัอ่อนระยะ nymph จะฟักออกมาจากไขแ่ละจะมกีารลอกคราบทัง้หมด 3 ครัง้ โดยจะลอกคราบ

ครัง้แรกภายใน 2 วนัหลงัจากฟักออกจากไข ่รวมแลว้ใชเ้วลาประมาณ 16-18 วนั แลว้จะเจรญิเป็นตวัเตม็วยั เหาศรีษะ

มอีายุประมาณ 30 วนั หากเหาชนิดน้ีอยู่นอกตวัมนุษย์จะมชีวีติอยู่ไดเ้พยีง 1-2 วนั (Di Campli et al., 2012) เหาเพศ

เมยีมขีนาดใหญ่กว่าเพศผูเ้ลก็น้อย เพศเมยีมขีนาดลําตวัยาวประมาณ 3.5-4.5 มลิลเิมตร ส่วนเพศผูม้ขีนาดประมาณ 

2.5-3.5 มลิลเิมตร เหาแบ่งเป็น 3 ส่วน คอื ส่วนหวั ส่วนอก และส่วนทอ้ง ส่วนหวัมลีกัษณะเรยีวเลก็ และแคบ กว่าส่วน
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อก มตีาประกอบขนาดเลก็มาก 1 คู่ มหีนวดสัน้จํานวน 1 คู่ หนวดแต่ละเสน้ม ี5 ปล้อง ปากของเหา เป็นแบบแทงดดู 

(piercing-sucking type) ส่วนอกของเหาตวัเตม็วยั เชื่อมตดิเป็นปลอ้งเดยีวกนั มรีหูายใจ 1 คู่ อยู่ทางดา้นหลงั เหามขีา

ทีส่ ัน้ ส่วนปลายขามปีล้องทีด่ดัแปลงเป็นตะขอ ใชใ้นการยดึเกาะใหต้วัเหาตดิแน่นอยู่กบัเสน้ผมหรอืขนของโฮสต ์ส่วน

ทอ้งของเหาตวัเตม็วยัมคีวามยาวประมาณ 3 ใน 5 ของความยาวร่างกายทัง้หมด ปลายสุดของส่วนทอ้งในเหาเพศผูม้ี

ลกัษณะแหลมและม ีAedeagus (penis) ทีเ่หน็ไดช้ดั 1 คู่ สําหรบัเหาเพศเมยี ส่วนปลายสุดของทอ้งมรีอยเวา้ และมรีู

เปิดของอวยัวะสบืพนัธุอ์ยูต่รงกลาง (Burkhart, 2007) 

Permethrin เป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม pyrethroids มฤีทธิร์บกวน กระบวนการเปิดและปิดของ sodium channel ทําให้

การทํางานของเซลล์ประสาทของเหาค่อยๆชา้ลงและเป็นอมัพาต ขึน้กบัปรมิาณทีไ่ดร้บั แมว้่าสารเหล่าน้ีจะเป็นสารที่

เกดิพษิไดต้ํ่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบัสารในกลุ่มยาฆา่แมลง หรอืการใชใ้นปรมิาณทีน้่อยจะค่อนขา้งปลอดภยักต็าม แต่กม็ี

ความเสี่ยงที่จะเกิดพษิต่อผู้ใชไ้ด้ ตลอดจนในปัจจุบนัยงัพบปัญหาการดื้อยาของเหาทีเ่พิม่สูงขึ้น โดยมกีลไกที่น่าจะ

เป็นไปได้ คือการเกิดการกําจัดพิษ (detoxification) ของแมลง ทําให้รบกวนการทํางานที่ตัวรับ เช่น acetyl-

cholinesterase หรอื sodium channel ส่งผลใหเ้กดิความลม้เหลวในการรกัษาโรคเหา (Durand et al., 2012)  

PCR-RFLP คอื เทคนิควเิคราะหค์วามแตกต่างของลําดบัดเีอน็เอโดยใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะ (restriction enzyme) ทีต่ดั

ดเีอน็เอทีต่ําแหน่งลําดบัเบสเฉพาะ ผลลพัธ์คอืไดช้ิ้นส่วนดเีอน็เอทีม่คีวามยาวแตกต่างกนัตามตําแหน่งของการกลาย

พนัธุ ์เมื่อนําไปแยกบนเจลอเิลก็โทรโฟเรซสิจะเหน็รูปแบบแถบทีแ่ตกต่างกนั สามารถใชเ้ปรยีบเทยีบความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรมหรอืการกลายพนัธุ์ที่เฉพาะเจาะจงได ้ต้นทุนตํ่าและประหยดัเวลา เมื่อเทยีบกบัการ sequencing ทุก

ตวัอย่าง เหมาะกบัการตรวจตวัอย่างจํานวนมาก เหมาะกบังาน surveillance หรอืสํารวจความชุก (Brownell et al., 

2020) มคีวามแม่นยาํและจาํเพาะสงู สามารถตรวจจบัการกลายพนัธุแ์บบจุดไดอ้ย่างชดัเจนนิยมใชต้รวจสอบการกลาย

พนัธุ์แบบจุด (point mutation) ในยีนสําคญัต่างๆ (Alsaady et al., 2023) จากการทบทวนวรรณกรรม พบว่า ในปี 

2010 ไดม้กีารสุ่มตวัอย่างเหาศรีษะจากประเทศไทย ซึง่ไม่พบการตรวจเจอยนีดือ้ต่อยา permethrin มาก่อน จากนัน้ใน

ปี 2020 Brownell et al. ไดท้าํการศกึษาตวัอย่างเหาศรีษะทีไ่ดเ้กบ็จากเดก็ชัน้ประถมศกึษาจาก 6 ภูมภิาคของประเทศไทย 

พบว่า การศกึษาน้ีเก็บตวัอย่างเหาทัง้หมด 260 ตวัอย่าง จาก 15 จงัหวดั ใน 6 ภูมภิาคของประเทศไทย โดยการใช้

เทคนิค Restriction fragment length polymorphism และ sequencing เพื่อระบุการกลายพันธุ์ของ kdr T917I  

ผลการศกึษาพบแบบทางพนัธุกรรมสามรูปแบบ ได้แก่ homozygous susceptible (SS), heterozygous genotype 

(RS) และ homozygous resistant (RR) จาก 260 ตวัอย่างจากการศกึษาครัง้น้ี 156 (60.00%) เป็น SS, 58 (22.31%) 

เป็น RS และ 46 (17.69%) เป็น RR สรุปไดว้่าจากผลการศกึษาน้ีครัง้แรกทีต่รวจพบการดื้อยา permethrin ในเหาของ

มนุษยจ์ากประเทศไทย 

สมมติฐานการวิจยั 

1) เหาศรีษะจากพืน้ทีจ่งัหวดัลพบุรแีละจงัหวดัสงิห์บุรขีองประเทศไทยพบยนีดื้อสารเคมกํีาจดัแมลงกลุ่มเพอร์เมทรนิ 

(permethrin)  

2) สามารถระบุจีโนไทป์ของเหาในรูปแบบต่างๆ ได้แก่ homozygous susceptible (S/S), heterozygous resistant 

(R/S), และ homozygous resistant (R/R) ดว้ยเทคนิค PCR-RFLP  
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กรอบแนวคิดการวิจยั 

 
ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิวจิยั 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

การศกึษาน้ีไดร้บัการอนุมตัแิละตรวจสอบโดยคณะกรรมการจรยิธรรมของคณะแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย (COA no. 1511/2024) การศกึษาน้ีได้รบัการชี้แจงให้ผู้เขา้ร่วมผู้ปกครองหรอืผู้ดแูล

รบัทราบและไดร้บัความยนิยอมอย่างเป็นทางการ 

สกดัดีเอ็นเอเหาศีรษะ โดยใช้ชุดสกัด DNA extraction kit, Invisorb® spin tissue mini kit (STRATEC molecular 

GmbH, Berlin, Germany) ใส่ elution buffer ปรมิาตร 40 µl เกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอที ่-20°C ก่อนนําดเีอน็เอไปใชใ้นการ

ทาํ PCR 

การตรวจหายีนด้ือยาในตวัอย่าง DNA เหาศีรษะ ทําการเพิม่จํานวนยนี knockdown resistance (kdr) ที่ตําแหน่ง 

T929I ดว้ยวธิ ีPCR โดยมส่ีวนประกอบของการทํา PCR ไดแ้ก่ PCR buffer, dNTPs, MgCl2, Taq DNA polymerase, 

DW, primer และ DNA template 3 µl โดย PCR condition สําหรบัตรวจหายนีดื้อยา kdr ของเหาศรีษะมดีงัน้ี ขัน้ตอน 

Initial denaturation 95 องศาเซลเซยีส เวลา 5 นาท,ี denaturation 95 องศาเซลเซยีส เวลา 45 วนิาท,ี Annealing 55 

องศาเซลเซียส เวลา 45 วินาที, Extension 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที ทําซ้ําจํานวน 35 รอบ ในขัน้ตอน 

denaturation จนถงึ Extension และขัน้ตอน Final extension 72 องศาเซลเซยีส เวลา 7 นาท ีจากนัน้เมื่อครบเวลาจะ

ทาํการตรวจและวเิคราะหผ์ลของ PCR product โดยใช ้1.5% Agarose gel electrophoresis ที ่100 โวลต ์เป็นเวลา 30 

นาท ีจากนัน้จะนําแผ่นเจลทีไ่ดไ้ปยอ้มดว้ย Ethidium bromide โดย Ethidium bromide จะเขา้ไปแทรกอยู่ระหว่างสาย 

DNA เมื่อนําไปส่องดว้ยแสง Ultraviolet จะสามารถมองเหน็แถบของ DNA ได ้ซึง่เราจะทราบขนาดของ DNA โดยการ

เปรยีบเทยีบกบั DNA marker ซึง่จะมขีนาดประมาณ 332 bp 

การวิเคราะห์รปูแบบการด้ือยาด้วยวิธี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

นํา PCR product ทีม่ส่ีวนของยนีดือ้ยา kdr ขนาด 332 bp มาตดัดว้ย restriction enzyme ทีม่ชีื่อว่า SspI โดย enzyme 

ดงักล่าวน้ีจะมตีําแหน่งตดัทีเ่ป็น AAT^ATT ซึ่งส่วนประกอบทีใ่ชใ้นการทําม ี10X buffer G, SspI restriction enzyme, 

DW, PCR product โดยทําการ incubate ทีอุ่ณหภูม ิ37ºC เป็นเวลา 1.30 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาจะทําการ inactivated 
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enzyme ทีไ่ดจ้ากการตรวจหายนีดือ้ยา(kdr) ทีอุ่ณหภูม ิ65ºC เป็นเวลา 20 นาท ีจากนัน้ทาํการศกึษารปูแบบการดือ้ยา

ดว้ยการรนัตวัอย่างบน 2% agarose gel electrophoresis ที ่90 โวลต์เป็นเวลา 30 นาท ียอ้มดว้ย Ethidium bromide 

ตรวจสอบรูปแบบดว้ยการส่องภายใต้แสง UV โดยจะพบว่าลกัษณะทีเ่ป็น mutation allele (R/R) จะม ี2 ขนาด คอื 71 

และ 261 bp ส่วนลกัษณะทีเ่ป็น Heterozygous allele (R/S) จะม ี3 ขนาด คอื 71, 261 และ 332 bp และลกัษณะทีเ่ป็น 

wild type allele (S/S) จะม ี1 ขนาด คอื 332 bp ซึง่ไม่ถูกตดัดว้ย SspI restriction enzyme  

การหาลาํดบันิวโอไทด์ (Sequencing) ทําการส่งตัวอย่างเพื่อหาลําดบันิวคลีโอไทด์ ซึ่งในงานวิจยัน้ีจะได้รบัการ

วเิคราะหข์อ้มลูจากบรษิทั Macrogen ประเทศเกาหลใีต ้โดยมบีรษิทั เอน็พ ีเคมคีอล ซบัพลายจาํกดั เป็นตวัแทนในการ

จดัส่งตวัอย่าง นําผลลําดบันิวคลโีอไทดข์องแต่ละตวัอย่างมาวเิคราะหค์่าความเหมอืนหรอืความคล้ายคลงึกนัของลําดบั

นิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรมออนไลน์ nucleotide blast (BLASTN) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ตัดเอา

เฉพาะส่วนของยีนที่เราต้องการแล้วนําไปเปรียบเทียบกับลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนดื้อยา kdr ของเหาศีรษะจาก

ฐานขอ้มูลใน GenBank ทําการการวเิคราะห์ขอ้มูล (Data analysis) วเิคราะห์ค่าเฉลี่ย มธัยฐาน ใชเ้ป็นสถติใินการจดั

อนัดบัขอ้มูล วเิคราะห์ประสทิธภิาพในการตรวจหายนีดื้อยาดว้ย % Sensitivity และ % Specificity วเิคราะห์ค่าความ

เหมือนหรือความคล้ายคลึงกันของลําดบันิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit Squence Alignment Editor เวอร์ชนั 

7.2.5 โดยเปรยีบเทยีบกบัลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนี kdr ของเหาศรีษะจากฐานขอ้มลูใน GenBank  

  

ผลการวิจยั 

จากการตรวจหายนีดื้อยาในตวัอย่าง DNA เหาศรีษะ (kdr)และนําไปการวเิคราะหร์ูปแบบการดื้อยาดว้ยวธิ ีRestriction 

Fragment Length Polymorphism (RFLP) พบรปูแบบดงัน้ี ลกัษณะทีเ่ป็น Mutation allele (R/R) จะม ี2 ขนาด คอื 71 

และ 261 bp ส่วนลกัษณะที่เป็น Wild type allele (S/S) จะม ี1 ขนาด คอื 332 bp และลกัษณะที่เป็น Heterozygous 

allele (R/S) จะม ี3 ขนาด คอื 71, 261 และ 332 bp ดงัภาพที ่2 

 
ภาพท่ี 2 ผลของยีนดื้อยา kdr ที่ถูกตัดด้วย SspI restriction enzyme: ช่องที่ 1, 3, 4, 7 ได้ผลเป็น mutation allele 

(R/R) ม ี2 ขนาด คอื 71 และ 261 bp; ช่องที ่6 ไดผ้ลเป็น wild type allele (S/S) จะม ี1 ขนาด คอื 332 bp; ช่องที ่2, 5 

ไดผ้ลเป็น Heterozygous allele (R/S) จะม ี3 ขนาด คอื 71, 261 และ 332 bp  
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ผลการศกึษาตวัอย่างเหาศรีษะทัง้หมด 74 ตวัอย่าง จากจงัหวดัลพบุร ี40 ตวัอย่าง และจงัหวดัสงิห์บุร ี34 ตวัอย่าง

พบว่าลักษณะที่เป็น Wild type allele (S/S) พบ 6 ตัวอย่าง (8.11%) Heterozygous allele (R/S) พบ 8 ตัวอย่าง 

(10.81%) และ mutation allele (R/R) 60 ตวัอย่าง (81.08%) ความถีข่องยนีกลายพนัธุท์ีต่ําแหน่ง T917I โดยรวมอยู่ที ่

0.86 จาก 2 จังหวัด คือ จังหวัดลพบุรี และสิงห์บุรี จากการวิเคราะห์แบบจําลอง Hardy-Weinberg (H-W) พบว่า 

จงัหวดัลพบุร ีมกีารเบี่ยงเบนจากสมดุล Hardy-Weinberg ในขณะที ่จงัหวดัสงิห์บุร ีอยู่ในสมดุล Hardy-Weinberg ค่า 

Fis ของจงัหวดัลพบุร ีมค่ีามากกว่า 0 แสดงถงึภาวะทีม่โีฮโมไซโกตมากเกนิกว่าทีค่าดหวงั และจงัหวดัสงิหบ์ุร ีมค่ีา Fis 

เท่ากบั 0 ดงัทีแ่สดงใน ตารางที ่1 

 

ตารางท่ี 1 

จงัหวดั จาํนวน

ตวัอย่าง 

KDR HW (χ2) Fis 

Mutation allele  

R/R (%) 

Wild type allele 

 S/S (%) 

Heterozygous allele  

R/S (%) 

Frequency 

of mutation  

ลพบุร ี 40 26(65) 6(15) 8(20) 0.75 8.71 0.46 

สงิหบ์ุร ี 34 34(100) 0(0) 0(0) 1 0 0 

 

จากการหาลําดบันิวโอไทดแ์ละกรดอะมโินไดท้ีนํ่ามาเปรยีบเทยีบกบัลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนีดือ้ยา kdr ของเหาศรีษะ

จากฐานข้อมูลใน GenBank ด้วยโปรแกรม BioEdit Squence Alignment Editor เวอร์ชัน 7.2.5 โดยเลือกขัน้ตอน 

ClustalW Pediculus humanus capitis (accession no. AY191156) ซึ่งพบพบว่า ลําดบันิวคลโีอไทด์มกีารกลายพนัธุ์

สําคญัสองตําแหน่ง คอื T917I มกีารเปลีย่นแปลงจาก (C→T) ACA ไปเป็น ATA ซึ่งส่งผลใหก้รดอะมโิน Threonine 

(T) เปลี่ยนเป็น Isoleucine (I) และ L920F มกีารเปลีย่นแปลงจาก (C→T) CTT เป็น TTT ทําใหก้รดอะมโิน Leucine 

(L) เปลีย่นเป็น Phenylalanine (F) โดยแถวดา้นบนแสดงลําดบันิวคลโีอไทดข์องสายพนัธุด์ ัง้เดมิ (AY191156/wildtype) 

N1WT, N2WT, N3WT: เป็นตวัอย่างทีม่จีโีนไทป์แบบ homozygous susceptible  

N4HT, N5HT, N6HT: เป็นตวัอย่างที่มจีโีนไทป์แบบ heterozygous N7MT, N8MT, N9MT: เป็นตวัอย่างที่มจีโีนไทป์

แบบ homozygous resistant แสดงดงัภาพที ่3 

 
ภาพท่ี 3 ผลการหาลําดบันิวโอไทด ์(A) และลําดบักรดอะมโิน (B) ของเหาศรีษะในจงัหวดัลพบุรแีละสงิหบ์ุร ี

 

จากผล Chromatograms แสดงลกัษณะจโีนไทป์ทีแ่ตกต่างกนั (ภาพที ่4C) Homozygous Susceptible ตําแหน่ง T917I 

ลําดบัเบสทีต่ําแหน่งน้ีเป็น ACA (Threonine, T) ซึ่งตรงกบั wild type และไม่มกีารกลายพนัธุท์ีต่ําแหน่ง L920F ลําดบั
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เบสทีต่ําแหน่งน้ีเป็น CTT (Leucine, L) ซึ่งยงัคงเหมอืนกบั wild type โดยลกัษณะของกราฟมเีพยีงพคีสเีดยีวในแต่ละ

ตําแหน่งและไม่มีการซ้อนกันของพีค ซึ่งแสดงได้ว่าเป็น homozygous susceptible (ภาพที่ 4D) Heterozygous 

genotype ตําแหน่ง T917I มลํีาดบัเบสทัง้ ACA (wildtype) และ ATA (mutant) ซึ่งบ่งบอกถึงการกลายพนัธุ์บางส่วน 

(heterozygous) ตําแหน่ง L920F มลํีาดบัเบสทัง้ CTT (wildtype) และ TTT (mutant) เช่นกนั โดยลกัษณะของกราฟคอื 

มพีคีสองสซีอ้นกนัในแต่ละตําแหน่งทีเ่กดิการกลายพนัธุ ์(หน่ึงพคีสาํหรบั wildtype และอกีพคีสาํหรบั mutant ซึง่แสดง

ได้ว่าเป็น heterozygous genotype (E) Homozygous Resistant ตําแหน่ง T917I ลําดบัเบสที่ตําแหน่งน้ีเปลี่ยนเป็น 

ATA (Isoleucine, I) ตําแหน่ง L920F ลําดบัเบสเปลีย่นเป็น TTT (Phenylalanine, F) โดยลกัษณะของกราฟ มเีพยีงพคี

เดยีวในแต่ละตําแหน่งทีแ่สดงไดว้่าเป็น homozygous resistant ดงัภาพที ่4 

 
ภาพท่ี 4 ผล Chromatograms ทีต่ําแหน่ง T917I และ L920F บนยนี voltage-sensitive sodium channel (VSSC) 

 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

การศกึษาน้ีไดท้าํการตรวจหายนีดือ้ยาในเหาศรีษะทีเ่กบ็จากนักเรยีนประถมศกึษาในจงัหวดัลพบุรแีละสงิหบ์ุร ีตวัอย่าง

เหาศรีษะทัง้หมด 74 ตวัอย่าง จากจงัหวดัลพบุร ี40 ตวัอย่าง และจงัหวดัสงิห์บุร ี34 ตวัอย่าง โดยใชเ้ทคนิค PCR-RFLP 

และการวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทด ์โดยมกีารกลายพนัธุส์าํคญัทีต่ําแหน่ง T917I และ L920F ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงาน

การดื้อยาทีเ่พิม่ขึน้ในหลายพืน้ทีท่ ัว่โลก จากการศกึษา พบรูปแบบของยนีดื้อยาทีแ่ตกต่างกนั 3 รูปแบบ ผลการศกึษา

ที่พบยนีดื้อยาในรูปแบบ homozygous resistant (R/R) สูงถึง 81.08% น้ีสอดคล้องกบัการศกึษาในหลายประเทศทัว่โลก 

ที่พบการดื้อยาต่อสารกลุ่ม pyrethroids ในระดบัสูง โดย Mohammadi et al. (2021) ได้รายงานความชุกของการดื้อยา 

permethrin ในเหาศรีษะทัว่โลกสูงถงึ 76.9% นอกจากน้ี Yoon et al. (2014) พบว่า ความชุกของการดื้อยาในอเมรกิา

เหนือเพิม่ขึน้จาก 84.4% ในปี 1999-2009 เป็น 99.6% ในปี 2007-2009 การกลายพนัธุ์ทีต่ําแหน่ง T917I และ L920F 

ทีพ่บในการศกึษาน้ีเป็นการกลายพนัธุท์ีพ่บไดบ้่อยในเหาศรีษะทีด่ือ้ต่อสารกลุ่ม pyrethroids จากงานวจิยั Brownell et 

al. (2020) พบการกลายพนัธุ์ T917I ในเหาศรีษะจากประเทศไทย 40% โดย Larkin et al. (2020) พบถึง 93.9% ใน

ฮอนดูรสั การกลายพนัธุเ์หล่าน้ีส่งผลให ้voltage-sensitive sodium channel (VSSC) มคีวามไวลดลงต่อการจบักบัสาร 

pyrethroids ทาํใหเ้กดิการดือ้ยาแบบ knockdown resistance (kdr)  
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การพบยนีดื้อยาในระดบัสูงมากน้ีสอดคล้องกบัรายงานการลดลงของประสทิธภิาพทางคลนิิกของยากลุ่ม pyrethroids 

โดย Yoon et al. (2014) มรีายงานว่า ประสทิธภิาพของ permethrin ในการรกัษาเหาศรีษะลดลงจาก 97% เหลอืเพยีง 

15% ในบางพื้นที่ นอกจากน้ี การศึกษาในประเทศไทยโดย Brownell et al. (2024) พบว่าอตัราการรกัษาหายด้วย 

permethrin 1% ลดลงเหลอืเพยีง 50% ในเดก็นักเรยีนทีม่เีหาศรีษะ 

จากผลการศึกษาน้ีและหลักฐานจากงานวิจัยอื่นๆ แสดงให้เห็นถึงความจําเป็นในการพิจารณาทางเลือกอื่น

นอกเหนือจากยากลุ่ม pyrethroids ในการควบคุมเหาศรีษะ โดยเฉพาะในพืน้ทีท่ีม่รีายงานการดื้อยาสูง Durand et al. 

(2014) แนะนําใหใ้ชว้ธิกีารรกัษาทางเลอืกอื่นแทนการใชย้ากลุ่ม pyrethroids ในฝรัง่เศส เน่ืองจากพบอตัราการดื้อยา

ทางพนัธุกรรมสูง ในขณะที ่Lebwohl et al. (2007) แนะนําใหใ้ชย้ากําจดัเหาทีไ่ม่มฤีทธิฆ์่าไข่ของเหาร่วมกบัการรกัษาซ้ํา 

2-3 ครัง้ เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการกําจดัเหา การพฒันาผลติภณัฑกํ์าจดัเหาชนิดใหม่ทีม่กีลไกการออกฤทธิต์่างจาก

สารกลุ่ม pyrethroids จงึเป็นสิง่จําเป็น รวมถึงการใช้วธิกํีาจดัเหาทางกายภาพร่วมด้วย เช่น การหวเีหาด้วยหวีซี่ถี่  

(หวเีสนียด) เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการควบคุมเหาศรีษะทีม่กีารดือ้ยา 

ข้อเสนอแนะท่ีได้รบัจากการวิจยั 

การศกึษาครัง้น้ีเป็นการศกึษาพบการดื้อต่อเพอร์เมทรนิในเหาโดยใชว้ธิอีณูชวีวทิยาโดยสามารถใช ้PCR-RFLP เพื่อ

ประเมนิการมอียู่ของการกลายพนัธุ ์kdr ในเหาได ้การกลายพนัธุ ์kdr ของเหาในไทยแสดงใหเ้หน็จโีนไทป์ทีแ่ตกต่างกนั

สามรปูแบบ เพื่อใหเ้ขา้ใจสถานการณ์การดือ้ต่อเพอรเ์มทรนิในเดก็นักเรยีนระดบัประถมศกึษาในประเทศไทยไดด้ยีิง่ขึน้ 

การศกึษาเพิม่เตมิควรเน้นทีค่วามสมัพนัธร์ะหว่างจโีนไทป์และฟีโนไทป์ของการดือ้ต่อเพอรเ์มทรนิในเหาศรีษะ 
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