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บทคัดย่อ 

ยุงลายบา้นเป็นพาหะหลกัในการนาํโรคไขเ้ลือดออกท่ีพบการระบาดทั่วโลก การป้องกนัและควบคมุโรคส่วน

ใหญ่จะขึน้อยู่กบัการควบคมุพาหะนาํโรคโดยใชส้ารไพรีทรอยด ์ซึ่งการใชส้ารไพรีทรอยดเ์ป็นเวลานานอาจเป็น

สาเหตสุาํคญัในการทาํใหเ้กิดความตา้นทานสารฆ่าแมลง ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงนาํยุงลายบา้นจาก 7 จงัหวดั 

ทั้งในภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และภาคใต้ ซึ่งเป็นพื ้นท่ีท่ีพบการระบาดของโรค

ไขเ้ลือดออกในประเทศไทย มาทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยด ์6 ชนิด ท่ีระดับความเขม้ขน้วินิจฉัยท่ีได้

พัฒนาขึน้มาเพื่อใชใ้นการตรวจสอบความไวต่อสารไพรีทรอยด ์ผลทดลองพบว่ายุงลายบา้นจากทุกพืน้ท่ีมี

ความต้านทานต่อสารไบเฟนทริน เปอรเ์มทริน และเดลต้าเมทริน ส่วนยุงลายบ้านจากจังหวัดกรุงเทพฯ 

พระนครศรีอยุธยา สกลนคร และชุมพรมีแนวโนม้ท่ีจะตา้นทานสารแอลฟาไซเปอรเ์มทริน ในขณะท่ียุงลาย

บา้นจากจงัหวัดอุตรดิตถ ์มกุดาหาร และพทัลงุยงัคงมีความไวต่อสารไพรีทรอยด ์อีกทัง้ยงัพบว่ายุงลายบา้น

จากจงัหวดักรุงเทพฯ พระนครศรีอยธุยา และอตุรดิตถม์ีแนวโนม้ที่จะตา้นทานสารไซเปอรเ์มทรนิ ขณะที่ยงุลาย

บา้นจากจงัหวดัมกุดาหาร สกลนคร พทัลงุ และชมุพร ยงัคงมีความไวต่อสารไซเปอรเ์มทรนินอกจากนีย้งัพบว่า

การกลายพนัธุข์องกรดอะมิโนท่ีช่องโซเดียมที่ตาํแหน่ง F1239C ไม่มีความเก่ียวขอ้งกับการตา้นทานสารไพรี

ทรอยดข์องยุงลายในประเทศไทย เนื่องจากพบการกลายพนัธุใ์นยุงท่ีไวต่อสารไพรีทรอยด ์ในขณะท่ีการกลาย

พันธุข์องกรดอะมิโนท่ีช่องโซเดียมท่ีตาํแหน่ง V1016G อาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานสารไพรีทรอยด์

ของยงุจากจงัหวดัพทัลงุ 

 

คาํสาํคัญ: ยงุลายบา้น, การตา้นทานสารไพรีทรอยด,์ kdr, ประเทศไทย 

 

ABSTRACT 
Aedes aegypti is a primary vector of dengue fever. This disease has increased dramatically 

around the world in recent decades.  At present, pyrethroids are the main insecticides used in 

controlling vector-borne diseases throughout the country. However, the long-term continuous use of 

insecticides has led in some cases to high levels of insecticide resistance which is one of the major 

factors influencing the success of vector control.  In this study, Aedes aegypti from seven localities 

with a dengue outbreak in Thailand were subjected to synthetic pyrethroid insecticide susceptibility 

assays. The results revealed that Ae. aegypti from all localities were strongly resistant to bifenthrin, 

permethrin and deltamethrin. High resistance to lambda-cyhalothrin was detected from all localities 

with the exception of Ae.  aegypti from Bangkok and Uttaradit which demonstrated incipient 

resistance.  However, Ae.  aegypti from Bangkok, Phra Nakhon Si Ayutthaya, Sakon Nakhon and 

Chumphon showed incipient resistance to alpha-cypermethrin whereas Ae.  aegypti collected from 

Uttaradit, Mukdahan and Phatthalung were susceptible. In addition, Ae. aegypti from Bangkok, Phra 

Nakhon Si Ayutthaya and Uttaradit demonstrated incipient resistance to cypermethrin while 
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susceptibility of Ae.  aegypti from Mukdahan, Sakon Nakhon, Phatthalung and Chumphon to 

cypermethrin was observed.  Furthermore, kdr at position F1269C of Ae.  aegypti was found in 

susceptible strain. It was implied that is this mutation was not associated with pyrethroid resistance. 

However, kdr at position V1016G may plays a role in pyrethroid resistance in Phatthalung. 

 

Key words: Aedes aegypti, pyrethroid resistance, kdr, Thailand  

 

บทนํา 
ไขเ้ดงก่ี (dengue fever) และไขเ้ลือดออกเดงก่ี (dengue hemorrhagic fever) เป็นโรคท่ีเป็นปัญหา

สาํคัญทางสาธารณสุขในหลายๆ ประเทศทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย (Gubler, 1997) โดยมีแมลงนาํโรค คือ 

ยุงลายบา้น (Aedes aegypti) เป็นยุงพาหะหลกัในประเทศไทย (Pethuan et al., 2007) ท่ีมีพฤติกรรมการเขา้

กดัในเวลากลางวนั  ตวัเต็มวยัมกัอาศยัอยู่ภายในบา้นหรือรอบบริเวณบา้น ส่วนลกูนํา้จะอาศยัในแหล่งนํา้ขงั

ตามท่ีอยู่อาศัยในชุมชน (Thanispong  et al., 2008) ยุงชนิดนี้สามารถปรับเปลี่ยนพฤติกรรมให้เข้ากับ

สิ่งแวดลอ้มทัง้ในธรรมชาติและท่ีมนุษยส์รา้งขึน้ ทาํใหยุ้งลายบา้นเป็นยุงท่ีมีศกัยภาพในการเป็นแมลงพาหะ

นาํโรคไขเ้ลือดออกไดดี้ (Chareonviriyaphap  et al., 2003a) สาํหรบัสถานการณโ์รคไขเ้ลือดออกของประเทศ

ไทยระหว่างปี พ.ศ.2558-2562 นัน้ ในแต่ละปีมีจาํนวนผูป่้วยไม่ตํ่ากว่า 40,000 ราย และมีการระบาดของโรค

เพิ่มสงูอย่างเห็นไดช้ัดในปี พ.ศ.2558 และ 2562 ซึ่งมีจาํนวนผูป่้วยมากกว่า 100,000 ราย  (ตารางท่ี 1) และ

เมื่อพิจารณาถึงจาํนวนผูป่้วยสะสมจาํแนกตามรายเดือนของสถานการณห์ลายปีท่ีผ่านมา จนถึงปี พ.ศ.2560 

จะพบว่าช่วงฤดฝูนระหว่างเดือนพฤษภาคม-กนัยายน จะมีผูป่้วยจาํนวนมากเมื่อเทียบกบัฤดอ่ืูน (รูปท่ี 1) 

 

ตารางท่ี 1 สถานการณโ์รคไขเ้ลือดออกระหว่างปี พ.ศ. 2556 – 2560 (ที่มา: http://www.thaivbd.org/) 

 ปี พ.ศ. 

 2562 2561 2560 2559 2558 

จาํนวนผูป่้วย (ราย) 102,553 66,372 42,035 49,252 102,311 

จาํนวนผูป่้วยตาย (ราย) 110 84 56 42 95 

อตัราป่วยต่อแสนประชากร (ราย) 154.68 100.47 64.25 75.28 157.10 

อตัราป่วยตาย (%) 0.11 0.13 0.13 0.09 0.09 
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รูปท่ี 1 จาํนวนผูป่้วยโรคไขเ้ลือดออกสะสมจาํแนกตามรายเดือน ปี พ.ศ.2560 (ท่ีมา: ระบบรายงานการเฝ้า

ระวงัโรค 506 สาํนกัระบาดวิทยา กรมควบคมุโรค กระทรวงสาธารณสขุ) 

 

ดังนัน้การป้องกันและควบคุมโรคไขเ้ลือดออกส่วนใหญ่มักจะรณรงคใ์หท้าํในช่วงก่อนฤดูฝน โดยใช้

วิธีการเฝ้าระวังการระบาดของโรค หรืออาจใชก้ารตรวจสอบจาํนวนของลูกนํา้หรือตัวโม่งของยุงลายบา้นใน

ภาชนะท่ีมีนํ้าขัง นอกจากนั้นการลดปริมาณแหล่งเพาะพันธุ์ รวมถึงการใช้ทรายเคลือบสารเทมีฟอส 

(Temephos) ใสล่งในภาชนะขงันํา้ต่างๆ ยงัเป็นวิธีที่สามารถใชใ้นการควบคมุยงุลายบา้นในระยะลกูนํา้ได ้แต่

วิธีการนีค่้อนขา้งจะตอ้งเสียค่าใชจ้่ายในการเขา้ถึงชุมชนอีกทัง้ยงัตอ้งการความร่วมมือของชุมเป็นอย่างมาก

และผลท่ีไดม้กัจะไม่ประสบความสาํเรจ็ในการควบคมุมากนกั (Ahmad et al., 2007) ดงันัน้การควบคมุยงุลาย

ในระยะตวัเต็มวัยดว้ยการใชส้ารเคมีจึงเป็นอีกวิธีท่ีสามารถทาํไดอ้ย่างรวดเร็ว อีกทัง้ยังสามารถควบคุมการ

แพรร่ะบาดของโรคหลงัจากพบผูป่้วยท่ีติดเชือ้แลว้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 

โดยทั่วไปสารเคมีกาํจัดแมลงทั้งในกลุ่มออรแ์กโนคลอรีน (organochlorine) ออรแ์กโนฟอสเฟต 

(organophosphate) คารบ์าเมต (carbamate) และไพรีทรอยด ์(pyrethroid) สามารถใชใ้นการควบคมุแมลง

พาหะนําโรคไข้เลือดออก (Chareonviriyaphap et al., 1999) โดยดีดีที (DDT) เป็นสารในกลุ่มออร์แกโน

คลอรีนท่ีใชก้ันอย่างแพร่หลายในการควบคุมยุงลายบา้น หลงัจากพบการระบาดของโรคครัง้แรกในประเทศ

ไทย อย่างไรก็ตามผลกระทบของสารดีดีทีก่อใหเ้กิดปัญหากบัสิ่งแวดลอ้ม เช่น ทาํใหเ้ปลือกไข่ของนกบางชนิด

บางลงเป็นเหตใุหสู้ญพนัธุ ์ อีกทัง้ในปัจจุบนัยงัพบว่าดีดีทีท่ีตกคา้งอยู่ในสิ่งแวดลอ้มเป็นหน่ึงในปัจจยัท่ีทาํให้

เกิดะเร็งบางชนิดในมนุษย ์เป็นตน้  ดงันัน้สารในกลุ่มออรแ์กโนฟอสเฟต เช่น มาลาไทออน (malathion) เฟนิ

โทรไทออน (finitrithion) และสารในกลุม่คารบ์าเมต เช่น โปรปอกเซอร ์(propoxur) จึงถกูนาํมาใชท้ดแทนดีดีที

ก่อนท่ีจะเปลี่ยนมาใชส้ารในกลุ่มไพรีทรอยด์ในปี ค.ศ. 1992 ในท่ีสุด (Chareonviriyaphap et al., 2003b) 

อย่างไรก็ตามสารเทมีฟอส (temephos) ซึ่งเป็นสารในกลุ่มออรแ์กโนฟอสเฟตยังคงใชใ้นการควบคุมลูกนํา้

ยงุลายบา้นอย่างแพรห่ลายจนถึงปัจจบุนัตามคาํแนะนาํขององคก์ารอนามยัโลก 
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ไพรีทรอยดเ์ป็นสารท่ีนิยมใชใ้นการกาํจัดแมลงในปัจจุบนั เน่ืองจากเป็นสารท่ีมีพิษเฉียบพลนัตํ่าต่อ

สัตว์เลีย้งลูกด้วยนม ดังนั้นจึงค่อนข้างมีความปลอดภัยต่อมนุษย์ อีกทั้งยังมีคุณสมบัติในการน็อคดาวน์ 

(knockdown) ทาํใหแ้มลงสลบ โดยสารไพรีทรอยดจ์ะสามารถไปจับท่ีช่องโซเดียม (sodium channel) บน

เซลลป์ระสาท ทาํใหช้่องโซเดียมปิดชา้ลงกว่าปกติ ส่งผลใหก้ารส่งกระแสประสาทภายในเซลลผ์ิดปกติ จนทาํ

ให้แมลงตายใน ท่ีสุด  (http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid_knockdown_ 

resistance.pdf.) 

 

 
รูปท่ี 2 กลไกการออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด์ (ท่ีมา : http://america.pink/images/3/6/2/4/0/9/4/en/3-

pyrethroid.jpg) 

 

สารเคมีกลุ่มไพรีทรอยด ์เช่น เดลตา้เมทริน (deltamethrin) เป็นสารเคมีกาํจดัแมลงทางสาธารณสขุท่ี

นิยมใชใ้นปัจจุบนัโดยสามารถใชค้วบคมุการแพร่ระบาดของยุงลายบา้นในประเทศไทยมาตัง้แต่ปี พ.ศ. 2537 

(Chareonviriyaphap et al., 1999 แล ะ  Mouches et al., 1990) นอกจ ากนี้แล้วยั ง มี ส าร เ ร ส เ ม ท ริน 

(resmethrin) เตตราเมทริน (tetramethrin) ไซเปอรเ์มทริน (cypermethrin) ไบเฟนทริน (bifenthrin) และไซ

ฟลูทริน (cyfluthrin) ท่ีมักนิยมใชเ้พื่อควบคุมยุงและแมลงอ่ืนๆ ในบา้นเรือน ซึ่งการใชส้ารกลุ่มเดียวอย่าง

ต่อเน่ืองมาเป็นเวลานานทาํใหยุ้งลายบา้นเกิดการพฒันาความตา้นทานสารเคมีขึน้มาได ้(Jirakanjanakit et 

al., 2007) ทาํใหยุ้งลายบา้นสามารถรอดชีวิตจากความเป็นพิษของสารเคมีโดยกลไกทางสรีรวิทยาในรูปแบบ

ต่างๆ โดยเฉพาะอย่างย่ิงกลไกหลกัในการตา้นทานสารไพรีทรอยด ์คือ การเกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน

บางตาํแหน่งของช่องโซเดียมที่มีผลทาํใหส้ารไพรีทรอยดไ์ม่สามารถเขา้ไปจบัได ้ทาํใหไ้ม่เกิดการออกฤทธิ์ของ

ส า ร ไ พ รี ท ร อ ย ด์  (http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid_knockdown_ 

resistance.pdf.) 

 

http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid_knockdown_
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 ช่องโซเดียมท่ีอยู่บริเวณเย่ือหุม้เซลลป์ระสาทของแมลงประกอบดว้ย 4 โดเมน (domain) ตัง้แต่ I–IV 

โดยแต่ละโดเมนจะประกอบไปดว้ย 6 hydrophobic segment (S1–S6) และมี P-loop ระหว่าง S5-S6 (รูปท่ี 

3) ดงันัน้หากเกิดเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนบางตาํแหน่งในช่องโซเดียมท่ีเกิดขึน้จากการกลายพนัธุ ์(mutation) 

ของลาํดบัเบสบนดีเอ็นเอ อาจเก่ียวขอ้งกบัการออกฤทธิ์ของสารไพรีทรอยด ์(รูปท่ี 4) โดยเฉพาะอย่างย่ิงหาก

เกิดการกลายพนัธุท่ี์ตาํแหน่ง I1011M และ V1016G ในโดเมน IIS6 ซึ่งเป็นตาํแหน่งที่เก่ียวขอ้งกบัการตา้นสาร

ไพรีทรอยดข์องยงุลายบา้นในทวีปละตินอเมรกิาและทวีปเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้รวมถึงตาํแหน่ง F1269C ใน

โดเมน IIIS6 ซึ่งเป็นตาํแหน่งท่ีเก่ียวขอ้งกับการตา้นสารไพรีทรอยดข์องยุงลายบา้นในแถบเวียดนามตอนใต ้

(Kawada et al., 2009) จะทําให้เกิดความต้านทานสารไพรีทรอยด์ โดยมีกลไกการต้านทานแบบ kdr 

(knockdown resistance) ส่งผลใหส้ารไพรีทรอยดไ์ม่สามารถใชใ้นการกาํจัดยุงลายบา้นไดอี้กต่อไป ดังนัน้

การตรวจสอบระดับความตา้นทานและกลไกการตา้นทานแบบ kdr ของยุงลายบา้นจากบางพืน้ท่ีในประเทศ

ไทยจึงเป็นการเฝ้าระวัง เพื่อท่ีจะนําข้อมูลท่ีได้ไปเป็นมาตรการหน่ึงในการป้องกันโรคไข้เลือดออกได้ 

(http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid_knockdown_ resistance.pdf.) 

 

 
รูปท่ี 3  โครงสรา้งของช่องโซเดียม (ท่ีมา: http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid 

_knockdown_ resistance.pdf.) 

 

 
รูปท่ี 4 การเปลี่ยนแปลงตาํแหน่งของกรดอะมิโนบนช่องโซเดียมท่ีเก่ียวขอ้งกับการตา้นทานสารไพรีทรอยด ์

(ที่มา: http://kedonglab.ent.msu.edu/projects/kdrmutations.jpg)  

http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid_
http://cdn.intechopen.com/pdfs/27797/InTech-The_pyrethroid
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อย่างไรก็ตามก่อนท่ีจะทาํการทดสอบระดบัความไวต่อสารไพรีทรอยดข์องยุงลายบา้นไดน้ัน้  จาํเป็น

จะตอ้งทราบถึงระดบัความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีจะใชใ้นการทดสอบโดยใชย้งุลายบา้นสายพนัธุท่ี์ไวต่อสารเคมี 

(susceptible strain) ถึงแมอ้งคก์ารอนามยัโลกจะกาํหนดความเขม้ขน้ของสารไพรีทรอยดบ์างชนิด เช่น เปอร์

เมทริน (permethrin) และแลมป์ดาไซฮาโลทริน (lambda-cyhalothrin) ท่ีใชใ้นการทดสอบความตา้นทานของ

ยุงลายบา้นไวแ้ลว้นัน้ (WHO; 1998, 2006) แต่สารเคมีท่ีใชใ้นประเทศไทยนั้นไม่ไดใ้ชส้ารทัง้สองชนิดเพียง

เท่านั้นแต่ยังรวมถึงเดลตา้เมทริน ไซเปอรเ์มทริน แอลฟาไซเปอรเ์มทริน ไบเฟนทริน อีกดว้ย ทั้งนีอ้งคก์าร

อนามัยโลกยังไม่ไดก้าํหนดความเขม้ขน้ของสารเคมีอีก 4 ชนิดไว ้ดังนัน้ในการทดลองนีจ้ึงมุ่งท่ีจะหาความ

เขม้ขน้ของสารเดลตา้เมทริน ไซเปอรเ์มทริน แอลฟาไซเปอรเ์มทริน ไบเฟนทริน รวมทัง้เปอรเ์มทรินและแลมป์

ดาไซฮาโลทริน ซึ่งเป็นค่าระดับความเขม้ขน้วินิจฉัย เพื่อนาํไปใชใ้นทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยด์กับ

ยุงลายบา้นจากพืน้ท่ีต่างๆ ในประเทศไทย รวมถึงตรวจสอบกลไกการตา้นสารไพรีทรอยดท่ี์เก่ียวขอ้งกับ kdr 

mutation เพื่อนาํไปวางแผนในการใชส้ารเคมีควบคมุยงุลายบา้นไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากย่ิงขึน้ 

 

วิธีวิจัย 
1. การหาค่าระดบัความเขม้ขน้วินิจฉยัของสารไพรีทรอยด ์6 ชนิด 

 1.1. เลีย้งยงุลายบา้นสายพนัธุท์ี่ไวต่อสารเคมี (สายพนัธุ ์USDA) 

นาํไข่ยุงท่ีไดจ้าก US Department of Agriculture laboratory แช่ในนํา้สะอาดเพื่อใหลู้กนํา้

ฟักออกมาจากไข่ จากนัน้เลีย้งลูกนํา้ดว้ยอาหารปลาจนกระทั่งลูกนํา้กลายเป็นตวัโม่งและตัวเต็มวัย 

แยกตวัเต็มวยัเพศเมียอาย ุ3-5 วนั ออกมาใหน้ํา้หวานเป็นอาหารและนาํไปทดสอบต่อไป 

 1.2. เตรียมกระดาษชุบสารเคมีและการทดสอบ 

ตดักระดาษกรอง Whatman เบอร ์1 ขนาด 12X15 ซม. และเตรียมสารเดลตา้เมทริน ไซเปอร์

เมทริน แอลฟาไซเปอรเ์มทริน ไบเฟนทริน เปอรเ์มทรินและแลมป์ดาไซฮาโลทรนิ (Active Ingredient)

โดยใชต้ัวทาํละลายสารเคมีเป็นอะซีโตน (acetone) และใชซ้ิลิโคนออยล ์(silicone oil) เป็นตัวพา

สารเคมีใหเ้กิดการกระจายตัวบนกระดาษไดดี้ขึน้ (carrier) จากนัน้ทาํการเจือจางความเขม้ขน้ของ

สารเคมีแบบ serial dilution ใหม้ีปรมิาตร 2 มล. และนาํสารไพรีทรอยดแ์ต่ละชนิดที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 

ไปหยดบนกระดาษ 1 แผ่น ทิง้ไวใ้หต้ัวทาํละลายระเหยใหห้มดแล้วจึงนาํกระดาษท่ีผ่านการหยด

สารเคมีแลว้ทดสอบกับยุงลายบ้านสายพันธุ์ USDA เพศเมียที่ได้จากข้อ 1.1 ตามมาตรฐานของ

องคก์ารอนามัยโลกดว้ย susceptible test kit (รูปท่ี 5) โดยในการทดสอบจะใส่กระดาษท่ีผ่านการ

หยดสารไพรีทรอยดแ์ต่ละชนิดเขา้ไปในดา้น exposure tube โดยทาํการทดลอง 4ซํา้ (1 ซํา้ใชยุ้งลาย

เพศเมียในการทดสอบจาํนวน 25 ตัว) และเปรียบเทียบผลการทดลองกับชุดการทดลองควบคุม 

(control) ซึ่งใชก้ระดาษท่ีไม่มีสารไพรีทรอยด ์มีเพียงแต่อะซิโตนและซิลิโคนออยล ์เพื่อหาค่า LC99 

(Lethal concentration) ของสารเคมีแต่ละชนิด  



8 

 

 
 รูปท่ี 5 WHO susceptible test kit  

 

 1.3. การคาํนวณค่าระดบัความเขม้ขน้วินิจฉยัของสารไพรีทรอยด ์

ค่า LC50 และ LC99 ของสารเคมีแต่ละชนิดจะถูกนํามาคาํนวณโดยใช้การวิเคราะห์แบบ        

โพรบิท (probit analysis) และนาํค่า LC99 x 2 จะได้เป็นค่าระดับความเขม้ขน้วินิจฉัยของสารไพรี

ทรอยดแ์ต่ละชนิด เพื่อนาํไปใชใ้นการตรวจสอบความไวของยุงลายบา้นจากพืน้ท่ีต่างๆ ในประเทศ

ไทย 

2. ตรวจสอบความไวต่อสารไพรีทรอยดข์องยงุลายบา้นจากพืน้ท่ีต่างๆ ในประเทศไทย 

2.1. เลีย้งยุงลายบา้นจากพืน้ท่ีต่างๆ ในประเทศไทยเพื่อนาํมาทดสอบค่าระดับความเขม้ขน้วินิจฉัย

ของสารไพรีทรอยด ์

เก็บลูกนํา้ยุงจากจังหวัดกรุงเทพฯ พระนครศรีอยุธยา อุตรดิตถ ์มุกดาหาร สกลนคร พัทลงุ 

ชุมพร และนาํลกูนํา้ยุงท่ีเก็บไดม้าเลีย้งในหอ้งปฏิบติัการโดยเลีย้งแยกตามพืน้ท่ีท่ีเก็บได ้จนกระทั่งได้

ตวัเต็มวยั จากนัน้คดัเลือกเฉพาะยงุลายบา้นมาเลีย้งแยก ปลอ่ยใหย้งุลายบา้นเพศผูแ้ละเพศเมียผสม

พนัธุ ์และปลอ่ยใหย้งุกินเลือดเพื่อผลิตยงุลายบา้นเพศเมียใหเ้พียงพอต่อการทดสอบ (ยงุลายบา้นท่ีใช้

ในการทดสอบจะตอ้งไม่เกิน F3) โดยใชร้ะดบัความเขม้ขน้วินิจฉัยของสารไพรีทรอยดท์ี่คาํนวณไดจ้าก 

LC99 x 2 สาํหรับหยดกระดาษ บันทึกเปอรเ์ซ็นต์น็อคดาวน์เมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง และบันทึก

เปอรเ์ซ็นตก์ารตายท่ีเวลา 24 ชั่วโมง หลงัจากผ่านการทดสอบดว้ย susceptibility test kit และทาํการ

ทดสอบเช่นเดียวกนักบัยงุลายบา้นสายพนัธุท่ี์ไวต่อสารเคมี (USDA)  

2.2. การวิเคราะหข์อ้มลู 

นาํค่าเปอรเ์ซ็นตก์ารตายของยุงลายบา้นท่ีเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากผ่านการทดสอบด้วย 

susceptibility test kit มาวิเคราะหผ์ลตามองคก์ารอนามยัโลก โดยถา้พบเปอรเ์ซ็นตก์ารตายมีค่านอ้ย

กว่า 80 แสดงว่ายุงลายบา้นมีความตา้นทานสารเคมี ถา้เปอรเ์ซ็นตก์ารตายมีค่าอยู่ระหว่าง 80-97 

แสดงว่ายุงลายบา้นมีแนวโนม้ท่ีจะตา้นทานสารเคมี ถา้เปอรเ์ซ็นตก์ารตายมีค่าอยู่ระหว่าง 98-100 

แสดงว่ายงุลายบา้นไวต่อสารเคม ี(WHO, 1998) 
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3. ศกึษากลไกการตา้นทานสารไพรีทรอยดท่ี์เก่ียวขอ้งกบั kdr ที่ตาํแหน่ง I1011M, V1016G และ F1269C 

นาํตวัอย่างยงุลายบา้นจากจงัหวดัมกุดาหาร พทัลงุ และ USDA ท่ีไม่ไดส้มัผสัสารมาสกดัสกดั

ดีเอ็นเอ (DNA) ดว้ย FAVORPREP® DNA extraction kit (Favorgen Company) จากนัน้นาํดีเอ็นเอที่

สกดัไดม้าตรวจสอบการกลายพนัธุข์องช่องโซเดียมท่ีตาํแหน่ง I1011M, V1016G และ F1269C ดว้ย

วิธี PCR sequencing 

สาํหรบัตรวจสอบการเกิดการกลายพนัธุท์ี่ตาํแหน่ง I1011M และ V1016G ทาํไดโ้ดยใชไ้พร์

เมอร ์ (Forward) [5-AGA-CAA-TGT-GGA-TCG-CTT-CC)-3] และไพรเ์มอร ์ (Reverse) [5-GGA-

CGC-AAT-CTG-GCT-TGT-TA-3] สว่นการตรวจสอบการเกิดการกลายพนัธุท่ี์ตาํแหน่ง F1269C นัน้ 

ทาํไดโ้ดยใชไ้พรเ์มอร ์ (Forward) [5-GAG-AAC-TCG-CCG-ATG-AAC-TT-3] และไพรเ์มอร ์

(Reverse) [5- GAC-GAC-GAA-ATC-GAA-CAG-GT-3) และตัง้ค่าเครื่อง PCR ดงันีคื้อ pre-

incubation ท่ี 94 °C เป็นเวลา 3 นาที จากนัน้ denaturation ท่ี 94 °C เป็นเวลา 15 วินาที 40 รอบ 

ตามดว้ย annealing 55 °C เป็นเวลา 30 วินาที และ elongation ท่ี 72 °C เป็นเวลา 30 วินาที เมื่อได ้

PCR product มาแลว้ จึงนาํผ่านการทาํบรสิทุธิ์ แลว้จึงนาํสง่ไปหาลาํดบัเบสที่ตาํแหน่ง I1011M และ 

V1016G โดยใชไ้พรเ์มอร ์ (Forward) [5-GTG-GAA-CTT-CAC-CGA-CTT-CA-3] และไพรเ์มอร ์

(Reverse) [5-CGA-CTT-GAT-CCA-GTT-GGA-GA-3] สว่นการหาลาํดบัเบสที่ตาํแหน่ง F1269C ทาํ

ไดโ้ดยใชไ้พรเ์มอร ์(Forward) [5- GTG-GAA-CTT-CAC-CGA-CTT-CA-3] และไพรเ์มอร ์(Reverse) 

[5-TAG-CTT-TCA-GCG-GCT-TCT-TC-3] โดยบรษัิท BioDesign และนาํผลลาํดบัเบสท่ีไดม้า

วิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BioEdit 
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ผลและวิจารณ ์
1. การหาค่าระดบัความเขม้ขน้วินิจฉยัของสารไพรีทรอยด ์6 ชนิด 

เมื่อนาํยุงลายบา้นสายพันธุ์ USDA มาทดสอบหาเปอรเ์ซ็นตก์ารตายท่ี 10 และ 90 ท่ีความเขม้ขน้

ต่างๆ ของสารเคมีแต่ละชนิด พบว่า chi-square มีค่าท่ีเขา้กับทฤษฎี linear model โดยสารเปอรเ์มทรินมีค่า 

LC50 มากท่ีสดุ สว่นสารเดลตา้เมทรนิมีค่า LC50 นอ้ยท่ีสดุ และสารไซเปอรเ์มทรนิมีค่า LC99 มากท่ีสดุ สว่นสาร

เดลตา้เมทรนิมีค่า LC99 นอ้ยท่ีสดุ (ตารางท่ี 2) 

  

ตารางที ่2 การวิเคราะหแ์บบโพรบิทของอตัราการตายและระดบัความเขม้ขน้วินิฉยัของสารไพรีทรอยดท์ัง้ 6 

ชนิดของยงุลายบา้นสายพนัธุ ์USDA  

 

 
 

ผลการทดลองพบว่าสามารถคาํนวณค่าระดบัความเขม้ขน้วินิจฉัยของสารไพรีทรอยดท์ัง้ 6 ชนิด เพื่อ

ใชใ้นการทดสอบความไวของยงุลายบา้นจากพืน้ที่ต่างๆ ในประเทศไทยได ้อย่างไรก็ตามค่าระดบัความเขม้ขน้

วินิจฉัยของสารเปอรเ์มทริน (0.1466%) และแลมป์ดาไซฮาโลทริน (0.0116%) ท่ีไดจ้ากการทดลองมีค่า

แตกต่างจากค่าท่ีองคก์ารอนามยัโลกกาํหนดไวท่ี้ 0.03% สาํหรบัสารแลมป์ดาไซฮาโลทรนิ และ 0.25% สาํหรบั

สารเปอรเ์มทริน อีกทัง้เมื่อปี ค.ศ.2007 Jirakanjanakit et al. ไดท้ดสอบหาระดบัความเขม้ขน้วินิจฉัยของสาร

เปอรเ์มทรินและเดลตา้เมทรินกับยุงลายบา้นสายพันธุ์ Bora Bora ซึ่งเป็นอีกหน่ึงสายพันธุ์ท่ีไวต่อสารเคมี  

พบว่าระดบัความเขน้ขน้วินิจฉัยท่ีไดม้ีค่าแตกต่างจากการทดลองนี ้อาจเป็นเพราะวิธีการวิเคราะหต่์างกนั อีก

ทัง้ค่า chi-square ของสารเปอรเ์มทรินและเดลตา้เมทรินเมื่อทดสอบกบัยงุลายบา้นสายพนัธุ ์Bora Bora มีค่า

สงูมากกว่า ทาํใหค่้าระดบัความเขม้ขน้วินิจฉยัของสารทัง้ 2 ชนิดแตกต่างกนั อย่างไรก็ตามระดบัความเขม้ขน้

วินิจฉัยท่ีไดข้องสารไพรีทรอยดเ์หล่านีจ้าํเป็นตอ้งทดสอบกับยุงลายสายพนัธุ์ USDA อีกครัง้ เพื่อใหแ้น่ใจว่า

ยุงลายสายพันธุ์ USDA ตาย 100 เปอรเ์ซ็นต ์รวมถึงนาํไปทดสอบกับยุงลายบา้นจากพืน้ท่ีต่างๆ ในประเทศ

ไทย เพื่อใหเ้กิดความเชื่อมั่นว่าค่าระดบัความเขม้ขน้วินิจฉัยท่ีไดส้ามารถนาํมาใชต้รวจวัดความไวต่อสารไพรี

ทรอยดข์องยงุลายบา้นจากพืน้ที่ต่างๆ ไดจ้รงิ  

ดงันัน้เมื่อนาํยงุลายบา้นจากจงัหวดักรุงเทพฯ พระนครศรีอยธุยา อตุรดิตถ ์มกุดาหาร สกลนคร พทัลงุ 

และชมุพร มาทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยดท์ัง้ 6 ชนิด โดยใชร้ะดบัความเขม้ขน้วินิจฉัยที่หาได ้พบว่าเมื่อ

นาํสารไพรีทรอยด์ท่ีมีระดับความเข้มข้นวินิจฉัยต่างๆ มาทดสอบกับยุงลายบา้นสายพันธุ์ USDA ยังคงมี

เปอรเ์ซ็นตก์ารตายเป็น 100 แสดงใหเ้ห็นว่าระดับความเขม้ขน้วินิจฉัยนีน่้าจะเป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีจะนาํไป
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ทดสอบความไวต่อสารไพรีทรอยดข์องยงุลายบา้นจากพืน้ที่ต่างๆ ในประเทศไทย และผลการทดสอบยงัพบว่า

ยุงลายบา้นจากทุกพืน้ท่ีมีความตา้นทานสูงต่อสารไบเฟนทริน เปอรเ์มทริน และเดลตา้เมทริน นอกจากนีย้ัง

พบว่ายุงลายบา้นมีความตา้นทานสูงต่อสารแลมป์ดาไซฮาโลทรินในเกือบทุกพืน้ท่ียกเวน้ยุงลายบา้นจาก

กรุงเทพมหานครและอุตรดิตถ์ซึ่งมีแนวโนม้ท่ีจะตา้นทานสารแลมป์ดาไซฮาโลทริน อย่างไรก็ตามยังพบว่า

ยุงลายบา้นจากกรุงเทพมหานคร พระนครศรีอยุธยา สกลนคร และชุมพร มีแนวโนม้ท่ีจะตา้นทานสารแอลฟา

ไซเปอรเ์มทริน ในขณะท่ียุงลายบา้นจากอตุรดิตถ ์มกุดาหาร และพทัลงุ ยงัคงไวต่อสารแอลฟาไซเปอรเ์มทรนิ 

ย่ิงไปกว่านัน้ยงุลายบา้นจากกรุงเทพมหานคร พระนครศรีอยธุยา และอตุรดิตถ ์มีแนวโนม้ที่จะตา้นทานต่อสาร

ไซเปอรเ์มทริน ในขณะท่ียุงลายบา้นจากมกุดาหาร สกลนคร พทัลงุ และชมุพร ยงัคงไวต่อสารไซเปอรเ์มทริน 

นอกจากนัน้ยงัพบว่าเปอรเ์ซ็นตก์ารน็อกดาวนม์ีค่าสงูมากเมื่อยงุลายบา้นสมัผสัสารแอลฟาไซเปอรเ์มทรินและ

ไซเปอรเ์มทรนิอีกดว้ย (ตารางท่ี 3) แสดงว่าทัง้ 2 สารยงัคงมีประสิทธิภาพในการน็อคดาวนย์งุลายบา้นไดดี้ ซึ่ง

คณุสมบติันีเ้ป็นลกัษณะเด่นของการออกฤทธ์ิของสารในกลุม่ไพรีทรอยด ์

 

2. ศกึษากลไกการตา้นทานสารไพรีทรอยดท่ี์เก่ียวขอ้งกบั kdr ที่ตาํแหน่ง I1011M, V1016G และ F1269C 

ผลการทดลอง (ตารางท่ี 4) แสดงใหเ้ห็นว่าไม่พบการกลายพนัธุท์ี่ตาํแหน่ง I1011M ในยุงจากจงัหวดั

มกุดาหาร พทัลงุ และ USDA  โดยมีเปอรเ์ซ็นต ์homozygous susceptible (SS) kdr genotypes เท่ากบั 100 

ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาท่ีผ่านมาว่า โดยส่วนใหญ่แล้วการกลายพันธุ์ท่ีตาํแหน่ง I1011M มีความ

เก่ียวขอ้งกับยุงลายบา้นท่ีตา้นทานสารไพรีทรอยดใ์นแถบบราซิล (Brito et al., 2018) และไม่พบการกลาย

พันธุ์ท่ีตาํแหน่ง V1016G ในยุงจากจังหวัดมุกดาหาร และ USDA อีกเช่นกัน โดยมีเปอรเ์ซ็นต ์homozygous 

susceptible (SS) kdr genotypes เท่ ากับ  100 ซึ่ งแตกต่างจากยุง จากจังหวัดพัทลุง ท่ีมี เ ปอร์เ ซ็ นต์  

homozygous susceptible (SS) kdr genotype เท่ากับ 20 ส่วนเปอรเ์ซ็นต์ homozygous resistance (RR) 

เท่ากับ 20 และเปอรเ์ซ็นต ์heterozygous resistance (RS) เท่ากับ 60 ทัง้นีอ้าจเกิดเน่ืองจากยุงจากจังหวัด

มกุดาหารและพัทลงุอยู่ในภูมิภาคท่ีแตกต่างกัน ทาํใหค้วามเก่ียวขอ้งของ V1016G กบัการตา้นทานสารไพรี

ทรอยด์เกิดได้ต่างกัน  นอกจากนั้นยังพบว่ายุงจากมุกดาหารไม่พบกลายพันธุ์ท่ีตาํแหน่ง F1269C โดยมี

เปอรเ์ซ็นต ์homozygous susceptible (SS) เท่ากบั 100 ส่วนยุงจากพทัลงุพบการกลายพนัธุโ์ดยมีเปอรเ์ซ็นต ์

homozygous resistance (RR) และ heterozygous resistance (RS) เท่ากบั 50 ในขณะที่ยุง USDA พบการ

กลายพันธุ์ท่ีตาํแหน่ง F1269C โดยมีเปอรเ์ซ็นต ์homozygous resistance (RR) เท่ากับ 100 ชีใ้หเ้ห็นว่าการ

กลายพนัธุท์ี่ตาํแหน่ง F1269C ไม่น่าจะเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานสารไพรีทรอยด ์เน่ืองจากพบการกลายพนัธุท่ี์

มีเปอรเ์ซ็นต ์homozygous resistance (RR) เท่ากับ 100 ในยุงลายบา้นท่ีไวต่อสารไพรีทรอยด ์ซึ่งแตกต่าง

จากผลการทดลองของ Kawada et al., 2009 ท่ีพบกว่าการกลายพนัธุท่ี์ตาํแหน่ง F1269C มีความเก่ียวขอ้งกบั

การตา้นทานสารไพรีทรอยดข์องยงุลายบา้นในประเทศเวียดนาม  
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ตารางที ่3  ค่าเปอรเ์ซ็นตน์็อคดาวนแ์ละเปอรเ์ซ็นตก์ารตายของยงุลายบา้นจากพืน้ที่ต่างๆ ในประเทศไทย เมื่อสมัผสักบัสารไพรีทรอยดท์ัง้ 6 ชนิด 

 

Area 
Bifenthrin Permethrin  Deltamethrin λ-cyhalothrin α-cypermethrin Cypermethrin 

% KD % Mortality 
± SE % KD % Mortality 

± SE % KD % Mortality 
± SE % KD % Mortality 

± SE % KD % Mortality 
± SE % KD % Mortality 

± SE 
 USDA 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 (Susceptible 
strain) 
Bangkok 0 6 5 6 ± 1.18 2 14 ± 1.02 16 93 ± 2.51 91 97 ± 2.51 96 97± 1.93 
(Prawet) 
Phra Nakhon Si 
Ayutthaya 0 4 9 23 ± 6.15 2 16 ± 5.01 1 26 ± 7.39 89 91 ± 3.53 89 97 ± 1.99 
(Ban Phraek) 
Uttaradit 3 18 ± 6.00 4 10 ± 4.49 7 14 ± 7.75 17 96 ± 2.36 98 99 ± 1.00 82 89 ± 5.59 
(Tron) 
Mukdahan 1 8 ±2.83 7 26 ± 2.58 0 0 16 22 ± 8.87 94 98 ± 1.15 97 99 ± 1.00 
(Mueang) 
Sakon Nakhon 0 9 ± 3.15 0 2 ± 1.11 1 6 ± 2.00 0 0 86 90 ± 2.06 94 98 ± 1.85 
(Mueang) 
Phatthalung 20 39 ± 3.32 30 55 ± 9.04 25 37 ± 0.91 24 57 ± 5.68 99 100 100 98 ± 1.85 
(Mueang) 
Chumphon 1 5 ± 1.88 1 4 ± 1.57 1 2 ± 2.00 1 7 ± 3.28 85 95 ± 3.00 92 100 ± 1.00 
(Mueang) 
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ตารางที ่4 ค่าเปอรเ์ซ็นตจ์ีโนไทป์ของช่องโซเดียมที่กรดอะมิโนตาํแหน่ง 1011, 1016 และ 1269 

 

สรุปและเสนอแนะ 
          ยงุลายบา้นจาก 7 จงัหวดัในประเทศไทยมีความตา้นทานสารไพรีทรอยดส์งัเคราะหโ์ดยเฉพาะอย่าง

ย่ิงสารไบเฟนทริน เปอรเ์มทริน และเดลตา้เมทริน นอกจากนัน้ยงัพบว่าการกลายพนัธุท่ี์ตาํแหน่ง F1239C 

ไม่มีความเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานสารไพรีทรอยดข์องยุงลายในประเทศไทย ในขณะท่ีตาํแหน่ง V1016G 

อาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานสารไพรีทรอยดข์องยงุจากจงัหวดัพทัลงุ 
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DISCRIMINATING LETHAL CONCENTRATIONS AND EFFICACY OF SIX
PYRETHROIDS FOR CONTROL OF AEDES AEGYPTI IN THAILAND

WARAPORN JUNTARAJUMNONG,1 SUNTHORN PIMNON,1 MICHAEL J. BANGS,2

KANUTCHAREE THANISPONG3
AND THEERAPHAP CHAREONVIRIYAPHAP1,4

ABSTRACT. Establishing baseline insecticide discriminating doses is crucial in accurately determining
susceptibility status and changing temporal patterns of physiological response in mosquito populations.
Pyrethroids are the predominant chemicals used for controlling adult Aedes aegypti and Ae. albopictus, both
vectors of dengue viruses, in Thailand. Presently, only 2 pyrethroids, permethrin and l-cyhalothrin, have
published diagnostic dose rates for monitoring Ae. aegypti. This study established the diagnostic lethal
concentrations for 6 different pyrethroids available in Thailand for dengue vector control. United States
Department of Agriculture insecticide-susceptible strain of Ae. aegypti was used to establish the baseline
concentrations for subsequent susceptibility testing of field populations. Our findings showed lower
discriminating concentrations for l-cyhalothrin and permethrin than those recommended by the World
Health Organization (WHO), at 2.5- and 1.7-fold lower dosing, respectively. The susceptibility status of 3
different geographical populations of field-collected Ae. aegypti were tested using the standard WHO
procedures. All 3 field strains demonstrated varying levels of physiological resistance to each compound. We
conclude that establishing the baseline diagnostic concentration of an insecticide is of paramount importance
in accurately determining the susceptibility status in field-collected mosquitoes. If possible, discriminating
doses should be established for all insecticides and test assays run concurrently with a known susceptible
strain for more accurate monitoring of resistance in mosquito populations in Thailand.

KEY WORDS Aedes aegypti, pyrethroids, diagnostic concentration, Thailand

INTRODUCTION

Many tropical and subtropical countries
around the world present risk for dengue fever
and dengue hemorrhagic fever. Between 2.5 and 3
billion people (two-fifths of the world’s popula-
tion) are at risk of contracting dengue, many of
whom live in the Southeast Asian region (WHO
2002). With an estimated 50–100 million people
having symptomatic dengue infection each year,
the majority of cases occur primarily in crowded,
impoverished urban regions of the world (Gubler
1998, Gibbons and Vaughn 2002). In Southeast
Asia, dengue hemorrhagic fever, a severe mani-
festation of dengue, has shown a disturbing
increase from an annual rate of ,10,000 in the
1960s to .200,000 in the 1990s (Gibbons and
Vaughn 2002). In Thailand, there were 115,845
reported dengue cases and 141 deaths in 2010,
which represented a small fraction of the actual
number of mild and asymptomatic infections that
same period (MOPH 2010). The 4 different virus
serotypes (DEN-1, -2, -3, -4) are transmitted by
mosquitoes, primarily Aedes aegypti (L.), a highly
efficient vector mosquito because of its close
association with humans and exploitation of

domestic and peri-domestic environments, most
notably in dense urban areas. As yet, no com-
mercial multivalent dengue vaccine is available;
therefore, prevention of this disease remains
almost entirely dependent on using methods of
control that attack both adult and immature
stages of the mosquito. Vector control remains
the most effective means of reducing risk of virus
transmission (Reiter and Gubler 1997, WHO
1999). Unfortunately, Ae. aegypti has confound-
ed most organized control efforts to bring vector
population densities below sustainable thresholds
to eliminate transmission.

In Thailand, the standard vector control tech-
niques are based on use of chemicals and source
reduction of larval habitats. Many chemical
compounds, including organophosphates, carba-
mates, pyrethroids, and so-called bio-rational
pesticides (bacterial toxins and insect growth
regulators) have been used in national public
health vector control programs (Reiter and
Gubler 1997, WHO 1999). In Thailand, pyre-
throids, e.g., deltamethrin, cyfluthrin, and per-
methrin, are common AIs in many commercial
products designed for controlling household
adult Ae. aegypti. However, control efforts have
been hampered by the development of resistance
to many of these insecticides by Ae. aegypti
throughout Thailand (Chareonviriyaphap et al.
1999; Somboon et al. 2003; Sathantriphop et al.
2006; Thanispong et al. 2008, 2010). The selection
pressure for developing resistance to pyrethroids
has largely been attributed to the frequent and
pervasive use of the same chemical class of
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compounds and is believed to have a direct
bearing on the effective management and preven-
tion of vector-borne diseases in general (Heming-
way and Ranson 2000). Although there are a
number of reports that describe the status of
pyrethroid resistance in Ae. aegypti populations
in Thailand (Chadwick et al. 1977, Chareonvir-
iyaphap et al. 1999, Paeporn et al. 2004,
Yaicharoen et al. 2005, Sathantriphop et al.
2006, Jirakanjanakit et al. 2007, Thanispong
et al. 2008), all reports were based on use of
‘‘diagnostic’’ doses established by the World
Health Organization (WHO; 1998, 2006).

Pyrethroids are the predominant chemicals
used for controlling adult Ae. aegypti and Ae.
albopictus (Skuse), both vectors of dengue viruses
in Thailand. Establishing a baseline insecticide
discriminating dose is crucial for determining sus-
ceptibility status and changing temporal patterns
of physiological response over time in mosquito
populations. Most insecticides used for the con-
trol of anopheline malaria vectors have well-
established and recommended discriminating
(‘‘diagnostic’’ doses) for routine monitoring of
vector populations. However, currently very few
insecticides have analogous discriminating doses
by which to test the susceptibility of Ae. aegypti.
Presently, only 2 pyrethroids (permethrin and l-
cyhalothrin) have published diagnostic dose rates
for monitoring Ae. aegypti. The objective of this
study was to establish the baseline diagnostic con-
centrations for 6 pyrethroids available in Thai-
land for dengue vector control. For purposes of
accurate comparison, the baseline lethal concen-
trations derived from a fully insecticide-susceptible
laboratory strain of Ae. aegypti were subsequently
used to assess the susceptibility status of 3 field
populations in Thailand.

MATERIALS AND METHODS

Mosquitoes

Four different cohorts of Ae. aegypti were used
in this study. A susceptible strain of Ae. aegypti
(US Department of Agriculture laboratory
[USDA] strain) was used to establish the baseline
99% lethal concentration (LC99) of 6 pyrethroids.
The diagnostic percent concentration for each AI
was then used to determine the susceptibility
profile of 3 local Thai populations (a ‘‘deme,’’
individuals from a given locality that potentially
form a single interbreeding community) of Ae.
aegypti, concurrently with the USDA strain as
follows: 1) USDA strain was provided by the
Center for Medical, Agricultural, and Veterinary
Entomology, Gainesville, FL. This inbred strain
has been maintained continuously in colony for
.40 years and at the Department of Entomology,
Kasetsart University (Bangkok) beginning in
2004. 2) Kanchanaburi population was obtained

in May 2010 as larvae from outdoor container
habitats at Pu Teuy Village, Sai Yok District
(14u20912.10N, 98u599190E), Kanchanaburi Prov-
ince, an area approximately 150 km northwest of
Bangkok. 3) Khon Kaen population was ob-
tained in November 2010 as larvae from outdoor
container habitats in Non Ton Village, Muang
District (16u249520N, 102u51905.50E), Khon Kaen
Province, northeastern Thailand. 4) Nong Khai
population was obtained in November 2010 as
larvae from outdoor container habitats in Pa
Ngew Village, Tha Bo District (17u15951.10N,
102u34930.50E), Nong Khai Province, northeast-
ern Thailand.

Mosquito rearing

All mosquito larvae and pupae collected from
each site were placed in an environmentally
controlled insectary located at Kasetsart Univer-
sity, Department of Entomology, Bangkok, and
reared to the adult stage. Adult mosquitoes were
identified to species and Ae. aegypti males and
females were transferred to screened holding
cages to allow free mating. Females were pro-
vided 10% sugar solution soaked on cotton as
sustenance and permitted to feed on live guinea
pig blood 3–4 days after emergence. Two days
postbloodfeeding, oviposition dishes were placed
in the cages with gravid females. Eggs were pro-
perly conditioned and larval pans set for the next
generation and reared using standard techniques
and diet established at Kasetsart University
(Kongmee et al. 2004). All 4 cohorts were main-
tained separately and carefully segregated to
avoid cross-genetic contamination and under iden-
tical laboratory controlled conditions (25 6 3uC,
75 6 5% RH, natural light:dark phase).

Insecticides

Six pyrethroid insecticides were used in this
study as follows (including Chemical Abstracts
name): 1) a-cypermethrin (Sherwood Chemicals
Public Company Limited, Bangkok, Thailand,
purity 97.05%); 2) deltamethrin (Sherwood
Chemicals Public Company Limited, purity
98.46%); 3) permethrin (Sherwood Chemicals
Public Company Limited, purity 97.6%); 4)
bifenthrin (Sherwood Chemicals Public Company
Limited, purity 95.12% ); 5) cypermethrin (T.J.C.
Chemical Company Limited, Bangkok, Thailand,
purity 92%); and 6) l-cyhalothrin (Syngenta
Company, Bangkok, Thailand, purity 91.8%).

Insecticide-treated paper

Separate rectangular test papers (WhatmanH
No. 1, GE Healthcare UK Limited, Buckingham-
shire, United Kingdom; 12 3 15 cm2) were
impregnated with each chemical AI at a specified
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serial dilution for use in establishing baseline
diagnostic concentration for each insecticide and
subsequently a single diagnostic concentration
(LC99 3 2) as determined from the USDA
susceptible strain. All papers were prepared in the
laboratory at the Department of Entomology,
Faculty of Agriculture, Kasetsart University, Bang-
kok, Thailand (Table 1). Technical-grade AI was
diluted with silicon oil (nonvolatile carrier) for
uniform distribution of insecticide on papers. All
papers were treated at the rate of 2 ml of the
insecticide solution per 180 cm2.

Establishing baseline diagnostic
lethal concentrations

The USDA susceptible strain of Ae. aegypti
was used in a series of dose–response tests to
establish the lethal concentrations required to kill
50% and 99% of the test population using each of
6 AIs (WHO 1981). For all chemicals, excluding
a-cypermethrin, 5 different percent concentra-
tions produced in a range of 2-fold serial dilutions
were initially tested to determine the range of the
3 final concentrations used for establishing the
baseline 50% lethal concentration (LC50) and LC99

values. For a-cypermethrin, only 3 initial con-
centrations in 10-fold serial dilutions were used to
arrive at the final three used in establishing the
baseline. The subsequent 3 final concentrations
(produced as 2-, 3-, or 4-fold dilutions of AI) used
in baseline assays and dose–response analysis are
presented in Table 2. Twenty-five nonblooded
female mosquitoes, approximately 3–5 days old,
were tested per exposure tube. Treated papers were
used only once and discarded. Four replicate
assays were conducted for each dilution to derive a
mean response and run concurrently with match-
ing controls (without AI). To avoid spurious
reporting of resistance in the field where none
may exist, WHO routinely sets the diagnostic
concentration at twice the minimum concentration
that will kill 100% of susceptible mosquitoes
(WHO 2006). The double concentration of the
LC99 for each AI was designated the ‘‘diagnostic
dose’’ or discriminating concentration and subse-
quently used for susceptibility tests using the Ae.
aegypti field strains.

Susceptibility assays

The susceptibility level of each population to 6
pyrethroids was assessed by exposing 25 non-
bloodfed 3- to 5-day-old female mosquitoes to a
single established diagnostic dose established
from the USDA standard strains. Mosquitoes
were not deprived of nutritional sustenance (10%
sugar solution) before testing. Standard testing
procedures followed WHO recommendations
(1998). After 60 min of exposure, test and control
mosquitoes were transferred to separate holding
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containers and mortality was recorded after 24 h
postexposure. Each trial design (population/
chemical) was replicated 4 times using freshly
treated papers no more than 3 times and
discarded. Replicate trials were combined and a
mean susceptibility level derived for each popu-
lation tested as described by Chuaycharoensuk
et al. (2011).

Data analysis

The LC50 and LC99 values were calculated
from a derived dosage–mortality regression line
(Finney 1971) using log-probit analysis (Proc
Probit, SAS/STAT version 8; SAS Institute Inc.,
Cary, NC). Pearson chi-square analysis was used
for goodness-of-fit tests. The estimate of LC50

and LC99 was determined from 4 test replicates
per chemical concentration using the USDA
susceptible strain of Ae. aegypti. Interpretation
of resistance/susceptibility status followed stan-
dard WHO criteria (1998).

RESULTS

The baseline susceptibility levels of pyrethroids
currently used in dengue vector control in Thai-
land were established from the standard suscep-
tible strain (USDA). This establishment was
based on the insecticide doses which gave the
mortality ranging between 10% and 95% in tzhe
USDA susceptible strain. Chi-square values
demonstrated that the response of Ae. aegypti
to each AI fit the linear model (P 5 0.3191).
Individual chemical goodness-of-fit tests ranged
from P 5 0.1333 to 0.9718 (Table 2). The LC50

and LC99 values of 6 pyrethroids against Ae.
aegypti (USDA) were determined using the log-
probit analysis. Permethrin produced the highest
LC50 (0.0379%) value, whereas deltamethrin gave
the lowest LC50 value (0.0007%). At LC99 values,
cypermethrin had the greatest concentration
(0.111%), whereas deltamethrin resulted in the
lowest (0.002%). A single diagnostic concentra-

tion (double concentration of baseline LC99) of
a-cypermethrin (0.086%), bifenthrin (0.094%),
cypermethrin (0.221%), deltamethrin (0.005%),
l-cyhalothrin (0.012%), and permethrin (0.147%)
was subsequently used to determine the suscep-
tibility of the 3 field populations of Ae. aegypti
(Kanchanaburi, Khon Kaen, and Nong Khai)
(Table 1).

Results of susceptibility tests of 3 field popu-
lations and the USDA strain with the established
diagnostic dose of 6 pyrethroids showed the abi-
lity of mosquitoes to survive the diagnostic dose
after 1-h exposure to chemical and 24-h holding
period (Table 1). The interpretation and criteria
of insecticide susceptibility results were as fol-
lows: mosquitoes regarded as fully ‘‘susceptible’’
to an insecticide if the mean percent mortality
was between 98% and 100%, as showing ‘‘incip-
ient’’ resistance if between 80% and 97%, and
‘‘resistant’’ in operational terms of effectiveness if
,80% kill (WHO 1998, 2006).

In all trials, concurrent control (no insecticide,
carrier compound only) mortality did not exceed
5%; therefore, final mean mortality did not require
a correction factor. Complete mortality (100%)
was observed in the USDA standard strain when
exposed concurrently to the established discri-
minating doses of all 6 chemicals. The 3 field
populations showed various levels of tolerance/
resistance to the chemicals tested. Low to moder-
ate incipient resistance (tolerance) to all 6 pyre-
throids was seen in the Kanchanaburi population,
with mortality ranging between 88% (permethrin)
and 97.98% (cypermethrin). The Khon Kaen
population was found completely susceptible
(100%) to cypermethrin and permethrin; however,
incipient resistance was detected against a-cyper-
methrin (88.46% morality) and very strong resis-
tance was seen with deltamethrin (0.0%), bifen-
thrin (9.7%), and l-cyhalothrin (12.9%). The
Nong Khai strain demonstrated strong resistance
to deltamethrin (3.92%), l-cyhalothrin (11.1%),
permethrin (6.12%), bifenthrin (14.14%), and cy-
permethrin (62.24%). The only chemical showing a

Table 2. Probit dose/mortality analysis of a laboratory susceptible strain of Aedes aegypti (US Department of
Agriculture) exposed to 6 different pyrethroids using 3 different concentrations1 establishing lethal concentrations

(LC) for each AI.

Insecticide
No.

tested LC50 (%) 95% FL2 LC99 (%) 95% FL
Diagnostic

concentration (%)3

P . chi
square

a-Cypermethrin 302 0.0009 0.0004–0.0013 0.043 0.0220–0.1449 0.0863 0.9419
Bifenthrin 282 0.0185 0.0171–0.0202 0.047 0.0396–0.0599 0.0938 0.3082
Cypermethrin 311 0.0052 0.0031–0.0072 0.111 0.0662–0.2760 0.2212 0.1333
Deltamethrin 297 0.0007 0.0006–0.0007 0.002 0.0020–0.0034 0.0049 0.8955
l-Cyhalothrin 299 0.0012 0.0010–0.0014 0.006 0.0043–0.0087 0.0116 0.8633
Permethrin 275 0.0379 0.0354–0.0407 0.073 0.0632–0.0922 0.1466 0.9718

1 Percent concentrations used in dose–response assays as follows: a-cypermethrin (0.00125, 0.005, 0.02); bifenthrin (0.0125, 0.025,
0.05); cypermethrin (0.0077, 0.023, 0.07); deltamethrin (0.00031, 0.00125, 0.005); l-cyhalothrin (0.00037, 0.0015, 0.006); permethrin
(0.03125, 0.0625, 0.125).

2 FL 5 fiducial limits at 95% confidence level.
3 Diagnostic concentration/discriminating dose calculation 5 2 3 LC99.
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high level of effectiveness with the Nong Khai
population was a-cypermethrin (97.9% kill).

DISCUSSION

By applying new, revised diagnostic concen-
trations of 6 pyrethroids, 3 field-collected Ae.
aegypti populations demonstrated varying physi-
ological resistance-based origin (geography) and
chemical tested. The population from Kanchana-
buri proved reasonably susceptible to all 6 insec-
ticides, with the lowest mean mortality against
permethrin. These results are compatible with
previous work from this same area of Kanchana-
buri with only slightly lower levels of resistance to
permethrin and deltamethrin reported previously
(Thanispong et al. 2008, Chuaycharoensuk et al.
2011). However, the other 2 Thai populations,
Khon Kaen and Nong Khai, displayed high levels
of physiological resistance to bifenthrin, deltame-
thrin, and l-cyhalothrin. Interestingly, the Nong
Khai population was also found highly resistant
to permethrin (6%) and significantly so (62%)
with cypermethrin, while Khon Kaen was com-
pletely susceptible to both compounds. In general,
these results are consistent with recent resistance
patterns seen with Ae. aegypti elsewhere in Thai-
land (Chareonviriyaphap et al. 1999, Prapantha-
dara et al. 2002, Paeporn et al. 2005, Ponlawat et
al. 2005, Jirakanjanakit et al. 2007). Comparing
all 3 local populations, a-cypermethrin proved to
be the one chemical that provided the best overall
mortality (88.46–97.96%).

Aedes aegypti is both a common nuisance mos-
quito and a constant public health threat in Thai-
land, serving as the primary vector of dengue/
dengue hemorrhagic fever (MOPH 2010). One of
the very few methods to effectively curb dengue
transmission is to reduce a human–vector contact
using insecticides (Reiter and Gubler 1997, WHO
1999, Jacobs 2000). However, a major disadvan-
tage with the routine long-term use of insecticides
is the prospect that a vector population may
develop resistance to the AI, rendering it opera-
tionally useless (WHO 1992, Roberts and Andre
1994, Brogdon and McAllister 1998, Hemingway
and Ranson 2000, Thanispong et al. 2008).

In Thailand, information on insecticide resis-
tance in Ae. aegypti, the primary vector of
dengue/dengue haemorrhagic fever, is relatively
limited due to a shortage of studies and com-
prehensive sustainable monitoring programs
within the national public health vector control
program. Aedes aegypti is one of the most effi-
cient, well-adapted, and widely distributed mos-
quitoes in the tropical and subtropical zones, and
has proven extremely recalcitrant to control
(Gratz and Halstead 2008). Among the common-
ly available control techniques, chemical control
remains the most effective method to curb dengue
transmission. Of the chemical categories (classes),

pyrethroids are the most common and extensively
used in both governmental and public sectors and
still generally regarded as effective adulticides
(Chareonviriyaphap et al. 1999, Kongmee et al.
2004, Jirakanjanakit et al. 2007, MOPH 2010). In
Thailand, ultra-low volume application of delta-
methrin has been used repeatedly to interrupt
dengue transmission soon after the 1st dengue
case has been reported. For general household
use, a variety of low-concentration, combination
pyrethroids are widely available for public to
control household arthropod pests. Not unex-
pectedly, the continuous and repetitive contact
with insecticides, especially pyrethroids, has
resulted in various degrees of insecticide resis-
tance in Ae. aegypti populations throughout
Thailand. Admittedly, how resistance has im-
pacted dengue control efforts in Thailand has not
been adequately evaluated.

Insecticide resistance in mosquito populations is
considered one of the major factors undermining the
success and impact of vector control programs
(Brogdon and McAllister 1998, Hemingway and
Ranson 2000). For several decades, insecticide
companies have continued to develop promising
synthetic alternative compounds and formulations
for public health use in private and governmental
sectors to prevent dengue transmission (MOPH
2010). Among the compounds of greatest interest
have been pyrethroids such as permethrin, cyper-
methrin, bifenthrin, deltamethrin, cyfluthrin, resme-
thrin, a-cypermethrin, and tetramethrin (Chareon-
viriyaphap et al. 1999, Somboon et al. 2003,
Paeporn et al. 2005, Ponlawat et al. 2005, Thanis-
pong et al. 2008). Pyrethroids have earned a more
favorable acceptance for the control of mosquitoes
primarily because of their inherent properties of
relatively low toxicity to humans and being highly
effective at low concentrations by quickly immobi-
lizing (knockdown) and killing insects. However, it
has been this overreliance on a single class of
compounds that has contributed to widespread
insecticide resistance in mosquito populations (Ro-
berts and Andre 1994, Hemingway and Ranson
2000). In Thailand, insecticide resistance in Ae.
aegypti was first reported against DDT (dichloro-
diphenyl trichloroethane) in Bangkok and Na-
khon Ratchasrima (northeast Thailand) (Neely
1964). Subsequently, resistance to phosphorothio-
ate (organophosphate) compounds was found
present throughout the country before being
reported in Ae. aegypti to pyrethroids (Chareon-
viriyaphap et al. 1999, Jirakanjanakit et al. 2007,
Thanispong et al. 2008, Chuaycharoensuk et al.
2011).

Over the past 60+ years, Ae. aegypti and other
dengue vectors in different countries have devel-
oped resistance to commonly used insecticides
(Brown and Pal 1971, WHO 1999). Both baseline
data (before the start of control operations), fo-
llowed by routine or periodic insecticide susceptibility
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assays to operational chemicals used in a vector
control program are of paramount importance for
monitoring vector response over time. Although a
number of studies on pyrethroid resistance in Ae.
aegypti have been published, many have relied on
using WHO published diagnostic concentrations
and conditions (e.g., exposure times) typically
used for monitoring Anopheles mosquitoes (WHO
1981, 1998). Surprisingly, there is far less infor-
mation or data supporting the standard diagnostic
criteria for susceptibility testing of Ae. aegypti
(WHO 1992, 1999, 2006). For pyrethroids, only l-
cyhalothrin (0.03%) and permethrin (0.25%) have
recommended diagnostic doses provided by WHO
for determining the resistant status of Ae. aegypti
(WHO 1992, 1998).

Recently, the diagnostic doses of 2 commonly
used synthetic pyrethroids, permethrin (0.9%) and
deltamethrin (0.06%), were established using a
reference susceptible strain (Bora Bora, French
Polynesia) of Ae. aegypti (Jirakanjanakit et al.
2007). However, both diagnostic doses were
derived from a log-probit analysis that had a very
high chi-square and low P-value (,0.005), indi-
cating a relatively poor goodness-of-fit of the
data. In general, susceptibility baselines and
diagnostic doses of various compounds used for
the control of Ae. aegypti are lacking and thus
information derived on pyrethroid susceptibility
may not be completely accurate or operationally
meaningful. Furthermore, the majority of data on
insecticide susceptibility is limited to only a few
areas in Thailand (Chareonviriyaphap et al. 1999,
Prapanthadara et al. 2002, Ponlawat et al. 2005,
Jirakanjanakit et al. 2007, Thanispong et al. 2008,
Chuaycharoensuk et al. 2011). Therefore, WHO
(1998) has repeatedly recommended that baseline
data on insecticide susceptibility should be gath-
ered on a reference strain of Ae. aegypti before
performing tests on field-collected populations.

This study did not investigate the possible
metabolic and target site mechanisms involved in
the resistance detected in the populations tested.
Of those mechanisms most likely to be involved
with conferring reduced susceptibility to pyre-
throids, elevated or modified activities of esteras-
es and/or monooxygenases involved in metabolic
detoxification of insecticides (Paeporn et al. 2004)
and the possible presence of the kdr (knockdown
resistance) mutation (Brogdon and McAllister
1998).

The susceptibility of adult Ae. aegypti to the 6
pyrethroids were selected, as these compounds
currently represent the predominant chemical
class utilized for space spray applications (‘‘fog-
ging’’) and treated materials (e.g., window
curtains). Space spray (‘‘fogging’’) application of
pyrethroids remains the method and insecticides
of choice for adult Aedes control in Thailand
(MOPH 2010). However, this was not always the
case in Thailand, as decades ago DDT (organo-

chlorine), dieldrin (cyclodiene), and malathion
(phosphorothioate) had been extensively used to
control vector mosquitoes (Bang et al. 1969,
Gould et al. 1970, Lofgren et al. 1970, Char-
eonviriyaphap et al. 1999). At that time, DDT
was also widely used to control Aedes mosquitoes
in Thailand (Neely 1964, Ponlawat et al. 2005).
The first reports of DDT resistance in Ae. aegypti
in Thailand were published in the 1960s (Neely
1964, Bang et al. 1969). Thereafter, resistance to
temephos (larvicide), malathion, and fenitrothion
were reported as widespread in Thailand (Char-
eonviriyaphap et al. 1999), followed more recent-
ly by many reports of resistance to pyrethroids
(Prapanthadara et al. 2002; Somboon et al. 2003;
Paeporn et al. 2004, 2005; Ponlawat et al. 2005;
Yaicharoen et al. 2005; Sathantriphop et al. 2006;
Jirakanjanakit et al. 2007; Thanispong et al. 2008;
Chuaycharoensuk et al. 2011). Although DDT
was last used in Thailand in 2000, the current
susceptibility status of Ae. aegypti to various
pyrethroids may have been impacted by persistent
cross-resistance mechanisms between the 2 chem-
icals (Chadwick et al. 1977) that still persist in
Thailand (Prapanthadara et al. 2002).

The use of chemicals as contact residual
insecticides on indoor walls of homes has not
been routinely used to directly control adult
Aedes mosquitoes, although there is strong
enough evidence to show it would likely provide
longer-lasting control in some situations (Giglioli
1948, Lien et al. 1992, Sulaiman et al. 1993, Reiter
and Gubler 1997, Doke et al. 2000) and even
eradication (Halcrow 1954, Brown and Pal 1971)
when compared to the far more transient effects
of space spray applications. The fact that many
pyrethroids also perform as contact excitants and
spatial repellents to Ae. aegypti (Kongmee et al.
2004, Thanispong et al. 2010), exclusive of direct
toxic action, lends further support for use of
residual insecticides inside homes to reduce
human–vector contact and disease transmission.
Whether realistic or cost-effective in control
programs has yet to be fully explored.

A dengue control program can be seriously
compromised and valuable resource squandered
without accurate information on insecticide
susceptibility status of local Aedes vector popu-
lations. As dengue remains a major disease
problem throughout much of Thailand, the moni-
toring of insecticide resistance in Ae. aegypti and
Ae. albopictus should be increased in periodicity,
geographical coverage, and range of insecticides
to assist vector control programs to anticipate
and respond accordingly. Investigations of cross
resistance to similar or closely related synthetic
compounds and in-depth discovery of the actual
mechanisms responsible for resistance are needed.
Knowledge of vector/pest susceptibility to pesti-
cides, changing trends of resistance, and their
operational implications are basic requirements
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to guide optimum chemical use. Insecticide
resistance monitoring must be an integral part
of a viable vector-borne disease and pest control
program.
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INTRODUCTION

 The incidence of dengue fever and 
dengue hemorrhagic fever (DF/DHF) has increased 
dramatically around the world in recent decades, 
especially in tropical and subtropical regions; 
about 2.5 billion people—two fi fths of the world's 
population—are now at risk from DF/DHF and 
it is estimated that there are 50 million dengue 
infections worldwide every year (World Health 
Organization, 2012, 2014). The incidence of 
DF/DHF is still consistently high with 153,765 
reported cases in Thailand (Ministry of Public 
Health, 2013). The disease is transmitted by Aedes 

Resistance to Synthetic Pyrethroids in Aedes aegypti 
(Diptera: Culicidae) in Thailand
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ABSTRACT

 The insecticide susceptibility level of mosquito populations is one of the major factors 
infl uencing the success of vector control. In this study, Aedes aegypti from seven localities with a current 
dengue outbreak in Thailand were subjected to synthetic pyrethroid insecticide susceptibility assays. 
The results revealed that Ae. aegypti from all localities were strongly resistant to bifenthrin, permethrin and 
deltamethrin. High resistance to lambda-cyhalothrin was detected from all localities with the exception of 
Ae. aegypti from Bangkok and Uttaradit which demonstrated incipient resistance. However, Ae. aegypti 
from Bangkok, Phra Nakhon Si Ayutthaya, Sakon Nakhon and Chumphon showed incipient resistance 
to alpha-cypermethrin whereas Ae. aegypti collected from Uttaradit, Mukdahan and Phatthalung were 
susceptible. In addition, Ae. aegypti from Bangkok, Phra Nakhon Si Ayutthaya and Uttaradit demonstrated 
incipient resistance to cypermethrin while susceptibility of Ae. aegypti from Mukdahan, Sakon Nakhon, 
Phatthalung and Chumphon to cypermethrin was observed. It was concluded that fi eld-collected Ae. aegypti 
from all localities had developed resistance to the synthetic pyrethroids, with the majority of these being 
to bifenthrin, permethrin and deltamethrin.  
Keywords: Aedes aegypti, synthetic pyrethroid, resistance, Thailand

aegypti, a primary vector of DF and DHF (Gubler, 
1997). 
 Aedes aegypti, a day-biting mosquito, 
is highly anthropophilic and often rests and 
feeds in or near human dwellings (Christophers, 
1960). This mosquito has been found to be 
highly adapted to all man-made and natural 
environments. The key to preventing dengue 
transmission relies mainly on vector control, 
the most effective method for reducing disease 
transmission (Pant, 1979; Reiter and Gubler, 
1997). During the past decade, several synthetic 
pyrethroids—namely permethrin, deltamethrin, 
lambda-cyhalothrin and etofenprox—were 
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introduced in the malaria and dengue control 
program, particularly with the impregnation of 
bed nets (permethrin) and indoor/outdoor sprays 
(deltamethrin) (Chareonviriyaphap et al., 1999). At 
present, pyrethroids are the main insecticides used 
in controlling vector-borne diseases throughout 
the country. However, the long-term continuous 
use of insecticides has led in some cases to high 
levels of chemical resistance by certain pests 
and disease vectors (Chareonviriyaphap et al., 
1999). This is considered to be a major factor 
in the development of resistance in mosquitoes 
(Chareonviriyaphap et al., 1999; Sathantriphop 
et al., 2006; Chuaycharoensuk et al., 2011). 
Previous studies have shown the occurrence of 
insecticide resistance in several populations and 
species of mosquitoes, including Ae. aegypti 
(Chareonviriyaphap et al., 1999; Ponlawat et al., 
2005; Jirakanjanakit et al., 2007; Chuaycharoensuk 
et al., 2011). 
 According to World Health Organization 
(WHO) guidelines for insecticide susceptible 
tests on mosquito populations (World Health 
Organization, 1998, 2006), the insecticide 
discriminating dose is important for determining 
the susceptibility status in mosquito populations. 
However, few diagnostic doses are currently 
available for insecticide susceptible assays on 
Ae. aegypti mosquitoes. In 2007, diagnostic doses 
of two synthetic pyrethroids (permethrin and 
deltamethrin) were established for Ae. aegypti 
(Jirakanjanakit et al., 2007). In recent years, 
diagnostic doses of six synthetic pyrethroids, 

consisting of alpha-cypermethrin, bifenthrin, 
cypermethrin, deltamethrin, lambda-cyhalothrin 
and permethrin, were obtained for monitoring 
the insecticide susceptibility of Ae. aegypti 
(Juntarajumnong et al., 2012). Therefore, the 
aim of this study was to determine the insecticide 
susceptibility levels to six synthetic pyrethroids 
diagnostic doses recently available for Ae. aegypti 
populations collected from seven outbreak 
localities in Thailand. 

MATERIALS AND METHODS

Study sites 
 Aedes aegypti larvae and pupae were 
collected from containers located in and around 
houses in seven collection sites within Thailand, 
namely—Bangkok (Khet Prawet), Phra Nakhon Si 
Ayutthaya (Ban Phraek district), Uttaradit (Tron 
district), Mukdahan (Mueang district), Sakon 
Nakhon (Mueang district), Phatthalung (Mueang 
district) and Chumphon (Mueang district) as 
shown in Figure 1. The samples were collected 
between 2011 and 2012 and the geographical 
coordinates of the locations are provided in Table 
1. Larvae and pupae collected from the study sites 
were then reared in the Department of Entomology, 
Faculty of Agriculture, Kasetsart University for 
morphological identifi cation and colonization. The 
standard insecticide susceptible laboratory strain 
of Ae. aegypti was obtained from the United States 
Department of Agriculture (USDA), Gainesville, 
Florida, USA.

Table 1 Location and global positioning system (GPS) coordinates of Ae. aegypti collection sites. 
Province District               GPS coordinates

Bangkok Prawet 13◦40′9.5″N 100◦41′27.6″ E
Phra Nakhon Si Ayutthaya Ban Phraek 14◦38′35.9″ N 100◦34′27.3″ E
Uttaradit Tron 17◦29′3.1″ N 100◦6′23″ E
Mukdahan Mueang 16◦32′30.25″ N 104◦43′1.1″ E
Sakon Nakhon Mueang 17◦15′13.3″ N 104◦11′7.9″ E
Phatthalung Mueang 7◦36′52.7″ N 100◦4′52.5″ E
Chumphon Mueang 10◦30′34.4″ N 99◦6.5′25″ E           
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Figure 1 Aedes aegypti collection sites in various parts of Thailand.

Mosquito rearing 
 All strains of Ae. aegypti were reared 
and kept separately to ensure no accidental cross-
breeding (hybridization) between populations. All 
developmental stages were reared in a temperature-

controlled space at 25 ± 5 °C and 80 ± 10% relative 
humidity using a 12h:12h light:dark photoperiod 
according to the method of Kongmee et al. (2004). 
Immature stages were reared in plastic pans with 
identical physical and nutritional conditions 
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throughout the study. Pupae were transferred into 
cups with tap water and placed in screened cages 
(30 cm × 30 cm × 30 cm). Adult males and females 
were provided cotton pads soaked with 10% sugar 
solution. The resultant progeny and adults from the 
F1 to F3 generations were utilized for testing.

Insecticides
 Six pyrethroid insecticides were used 
in this study: 1) alpha-cypermethrin (Sherwood 
Chemicals Public Company Limited, Bangkok, 
Thailand, purity 97.05%); 2) deltamethrin 
(Sherwood Chemicals Public Company Limited, 
purity 98.46%); 3) permethrin (Sherwood 
Chemicals Public Company Limited, purity 
97.6%); 4) bifenthrin (Sherwood Chemicals 
Public Company Limited, purity 95.12%); 
5) cypermethrin (T.J.C. Chemical Company 
Limited, Bangkok, Thailand, purity 92% ); and 
6) lambda-cyhalothrin (Syngenta Company, 
Bangkok, Thailand, purity 91.8%). Diagnostic 
concentrations for all test compounds are shown 
in Table 2 (Juntarajumnong et al., 2012).

Insecticide-treated paper
 Test papers (Whatman® No. 1 size 12 
cm × 15 cm) were impregnated with diagnostic 
doses of synthetic pyrethroids, following the WHO 
standard protocol (World Health Organization, 
1998). These synthetic pyrethroids (bifenthrin, 
permethrin, cypermethrin, alpha-cypermethrin, 
deltamethrin and lambda-cyhalothrin) were 
used for determining the susceptibility tests. All 
treated papers were treated at the rate of 2 mL of 
insecticide solution per paper. Control papers were 
impregnated with only carrier diluents (acetone 
and silicone oil).

Insecticide susceptibility test
 Three to five day-old, non-blood fed 
adult females of Ae. aegypti were used for 
the susceptibility tests. Test procedures were 
obtained from the WHO, including analysis and 

interpretation (World Health Organization, 1981a, 
b). Treated papers were prepared at the Department 
of Entomology, Faculty of Agriculture, Kasetsart 
University, according to WHO guidelines (World 
Health Organization, 1998). Each test was 
replicated four times. Twenty-fi ve mosquitoes were 
carefully introduced into each holding tube lined 
with clean (untreated) paper for 1 hr to observe 
the health of the mosquitoes before insecticide 
exposure. Dead and moribund mosquitoes were 
removed before beginning the insecticide exposure. 
Mosquitoes from each holding tube were exposed 
for 1 hr to either insecticide-impregnated or control 
papers prepared in serial dilutions (determined 
from base-line fi ndings). Knockdown mosquitoes 
were recorded after 1 hr. All mosquitoes were then 
carefully returned to separate clean holding tubes 
and provided with 10% sugar solution. Mortality 
was recorded at 24 hr post-exposure.

Data analysis
 The mortality of Ae. aegypti at 24 hr 
was averaged for each test series. Interpretation 
and analysis of resistance/susceptibility status 
was determined according to WHO criteria 
(World Health Organization, 1998, 2006). If the 
percentage of mosquito mortality was between 
98 and 100%, it was interpreted as completely 
susceptible. Mosquitoes were defi ned as incipiently 
resistant if the mortality rate was between 80 and 
97% and were considered resistant if the mosquito 
mortality was less than 80%. If mortality of the 
control was between 5% and 20%, the test results 
were corrected using Abbott’s formula (Abbott, 
1925). 

RESULTS

 Diagnostic concentrations for six 
synthetic pyrethroids were established in previous 
work (Table 2). In this study, these “diagnostic 
doses” were used to determine the insecticide 
susceptibility level for eight populations of 
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Ae. aegypti—one laboratory and seven field 
populations. The results of susceptibility tests using 
the single diagnostic dose of 0.147% permethrin, 
0.094% bifenthrin, 0.005% deltamethrin, 0.221% 
cypermethrin, 0.086% alpha-cypermethrin 
and 0.012% lambda-cyhalothrin for different 
populations of Ae. aegypti are shown in Table 3. 
The ability of mosquitoes to survive the diagnostic 
dose after 24 hr is indicative of resistance in the 
population as defi ned by the percent mortality 
in mosquito test populations. The results from 
the current study indicated that the control 
population (USDA) was completely susceptible 
to all test compounds as evidenced by 100% 
mortality (Table 3). Based on the diagnostic doses 
established by Juntarajumnong et al. (2012), the 
USDA Ae. aegypti control population was found 
to be completely susceptible to all six synthetic 
pyrethroids along with 100% knockdown after 
60 min. All seven populations of Ae. aegypti 
were highly resistant to deltamethrin (0–37% 
mortality), followed by bifenthrin (4–39% 
mortality) and permethrin (2–55% mortality). In 
addition, high resistance to lambda-cyhalothrin 
(0–57% mortality) was detected from all localities 
with the exception of Ae.aegypti from Bangkok 
and Uttaradit which demonstrated incipient 
resistance (93–96% mortality). Moreover, the two 

populations from Bangkok and Phra Nakhon Si 
Ayutthaya were found to have evidence of incipient 
resistance to alpha-cypermethrin and cypermethrin 
(91–97% mortality) whereas the populations from 
Mukdahan and Phattalung were susceptible to both 
insecticides indicated by 98–100% mortality. The 
populations from Sakon Nakhon and Chumphon 
demonstrated incipient resistance to alpha-
cypermethrin (90–95% mortality); however, the 
population from Uttaradit was susceptible. The 
populations from Sakon Nakhon and Chumphon 
demonstrated susceptibility to cypermethrin 
(98–100% mortality) but the population from 
Uttaradit was incipient resistant.  
 In general, higher levels of physiological 
tolerance/resistance to bifenthrin, permethrin and 
deltamethrin were seen in northeastern populations 
(Mukdahan and Sakon Nakhon) and one southern 
population (Chumphon) compared to other 
geographical regions in Thailand. The strongest 
resistance to permethrin and lambda-cyhalothrin 
was seen in the population from Sakon Nakhon 
(2% mortality for permethrin and 0% mortality for 
lambda-cyhalothrin) whereas the highest resistance 
to deltamethrin was observed in the population 
from Mukdahan (0% mortality), followed closely 
by Chumphon (2% mortality) and Sakon Nakhon 
(6% mortality). Interestingly, the population 

Table 2 Diagnostic concentration of six synthetic pyrethroids based on dose/mortality relationships 
tested against Ae. aegypti, susceptible strain (US Department of  Agriculture) (Juntarajumnong 
et al., 2012). 

    Insecticide No. tested LC50 (%) 95% FL LC99 (%) 95% FL
Diagnostic 

concentration 
(%)

P > Chi 
square

α-Cypermethrin
Bifenthrin
Cypermethrin
Deltamethrin
λ-Cyhalothrin
Permethrin

302
282
311
297
299
275

0.0009
0.0185
0.0052
0.0007
0.0012
0.0379

0.0004-0.0013
0.0171-0.0202
0.0031-0.0072
0.0006-0.0007
0.0010-0.0014
0.0345-0.0407

0.043
0.047
0.111
0.002
0.006
0.073

0.0220-0.1449
0.0396-0.0599
0.0662-0.2760
0.0020-0.0034
0.0043-0.0087
0.0632-0.0922

0.0863
0.0938
0.2212
0.0049
0.0116
0.1466

0.9419
0.3082
0.1333
0.8955
0.8633
0.9718

LC = Lethal concentration; FL = Fiducial limits at 95% confi dence level; LC50 = Lethal concentration required to kill 50% 
of the tested population; LC99 = Lethal concentration required to kill 99% of the tested population; Diagnostic concentration/
discriminating dose calculation = 2 × LC99.
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collected from Chumphon demonstrated very 
high resistance to four synthetic pyrethroids 
(5% mortality for bifenthrin, 4% mortality for 
permethrin, 2% mortality for deltamethrin and 
7% mortality for lambda-cyhalothrin) and showed 
incipient resistance to alpha-cypermethrin (95% 
mortality) and no resistance to cypermethrin 
(100% mortality). In contrast, the population from 
Phatthalung showed higher resistance to bifenthrin 
(39% mortality) and deltamethrin (37% mortality) 
than from permethrin (55% mortality) and lambda-
cyhalothrin (57% mortality) as shown in Table 
3. 
 In this study, the population from 
Bangkok, Central Thailand was strongly resistant 
to bifenthrin (6% mortality), permethrin (6% 
mortality) and deltamethrin (14% mortality). 
However, it showed incipient resistance to the 
other three synthetic pyrethroids (93% for lambda-
cyhalothrin, 97% for alpha-cypermethrin and 97% 
for cypermethrin). In addition, the population 
from Phra Nakhon Si Ayutthaya in central 
Thailand showed high resistance to bifenthrin 
(4% mortality), followed by deltamethrin (16 % 
mortality) and permethrin (23% mortality). In 
brief, strong resistance to bifenthrin, permethrin 
and deltamethrin was observed in all fi eld test 
populations whereas alpha-cypermethrin and 
cypermethrin demonstrated incipient or no 
resistance.  
 

DISCUSSION

 Aedes aegypti (L.) is the primary 
vector of dengue viruses in Southeast Asia, a 
region which represents the epicenter of disease 
transmission (Gubler, 1998). This vector is 
primarily a day-biting mosquito and is more 
prevalent near and inside dwellings. In addition, 
Ae. aegypti is considered a secondary vector of 
the chikungunya virus, a disease that has recently 
emerged in a more frequent epidemic form in 
Asia, Indian Ocean countries and southern Europe 
(Charrel et al., 2007). Ae. aegypti also prefers to 

rest indoors in undisturbed places, complicating 
control of this vector (Reiter and Gubler, 1997). 
Despite some research progress, an effective and 
commercially acceptable dengue vaccine is not 
yet available; thus, the prevention and control 
of disease transmission relies almost entirely 
on vector control strategies using synthetic 
insecticides (Roberts and Andre, 1994; Reiter et 
al., 1995; Chareonviriyaphap et al., 2004). 
 Synthetic compounds, including 
organophosphates, carbamates and pyrethroids 
have long been used with varying levels of 
success in national control programs to control 
dengue vectors (Reiter and Gubler, 1997). Since 
1994, the Ministry of Public Health in Thailand 
has recommended the use of deltamethrin for 
emergency vector control and adulticide during 
dengue outbreaks and this latter chemical 
remains the only compound used in dengue 
control programs (Chareonviriyaphap et al., 
1999; Kongmee et al., 2004). Recent studies 
have reported that there has been an increased 
deltamethrin resistance in several fi eld populations 
of Ae. aegypti in Thailand (Jirakanjanakit et al., 
2007; Thanispong et al., 2008; Chuaycharoensuk 
et al., 2011). The increased incidence of resistance 
is raising awareness of the need for alternative 
insecticides or newer, more innovative methods of 
controlling mosquito vectors. Alpha-cypermethrin, 
another synthetic pyrethroid, is being used in 
Thai homes for protection against indoor biting 
mosquitoes and other arthropod pests.  
 Numerous synthetic pyrethroids, 
such as permethrin, resmethrin, cypermethrin, 
cyfl uthrin, lambda-cyhalothrin and bifenthrin-
based formulations (for example, aerosols, 
coils and gels), are commercially available 
to the general public (Paeporn et al., 1996; 
Chareonviriyaphap et al., 1999; Jirakanchanakit 
et al., 2007). The selection for resistance to 
pyrethroids by mosquitoes is largely attributed 
to frequent exposure to sub-lethal concentrations 
of commonly applied chemicals and has a 
direct bearing on the effective management and 
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prevention of vector-borne diseases (Hemingway 
and Ranson, 2000). Many studies have reported 
mosquito resistance to synthetic pyrethroids 
in Thailand (Chareonviriyaphap et al., 1999; 
Prapanthadara et al., 2002; Somboon et al., 
2003; Paeporn et al., 2004; Ponlawat et al., 2005; 
Yaicharoen et al., 2005; Sathantriphop et al., 
2006; Jirakanjanakit et al., 2007; Thanispong 
et al., 2008; Chuaycharoensuk et al., 2011). 
However, the majority of published reports on 
pyrethroid resistance in Ae. aegypti have been 
restricted in their geographical scope with the 
susceptibility level of the insecticides needing 
updating frequently (Chadwick et al., 1977; 
Chareonviriyaphap et al., 1999; Paeporn et al., 
2004; Yaicharoen et al., 2005; Sathantriphop et al., 
2006; Jirakanjanakit et al., 2007; Thanispong et 
al., 2008; Chuaycharoensuk et al., 2011). Without 
a better understanding of the temporal effects and 
outcomes of the insecticides used to determine 
mosquito susceptibility, sustainable and successful 
vector control activities will never be positive.
 As noted, WHO has established only 
two diagnostic doses for synthetic pyrethroids—
permethrin and lambda-cyhalothrin (World 
Health Organization, 1998, 2006). Therefore, 
estimation of the resistance status of Ae. aegypti 
to pyrethroid compounds is incomplete. Recently, 
Juntarajumnong et al. (2012) developed diagnostic 
doses for six synthetic pyrethroids from the 
standard susceptible strain of Ae. aegypti from 
the USDA. These compounds currently represent 
the predominant chemical classes utilized for 
space spray applications and treated materials 
(for example, window curtains) in Thailand 
(Juntarajumnong et al., 2012). In the current study, 
diagnostic doses were used for these compounds 
to investigate mosquito resistance. This study 
was consistent with the results from previous 
studies (Juntarajumnong et al., 2012). It was found 
that there was a clear development of mosquito 
resistance to synthetic pyrethroids in the collected 
areas. In addition, incipient resistant was found to 
alpha-cypermethrin in some populations of Ae. 

aegypti which were similar to those reported by 
Thanispong et al., 2008. In the current study, fi ve 
populations of Ae. aegypti demonstrated moderate 
to high resistance to lambda-cyhalothrin which 
had not been detected in any previous studies 
(Chuaycharoensuk et al., 2011). 
 In summary, Ae. aegypti from several 
localities were resistant to bifenthrin, permethrin, 
deltamethrin and lambda-cyhalothrin as indicated by 
the low percentage mortality. Monitoring insecticide 
resistance should be carried out more frequently 
and should be increased in geographical coverage 
to include as many known vectors as possible. 
Further steps should include the identifi cation of 
biochemical mechanisms responsible for resistance 
and should be an integral part of insecticide 
evaluation programs for effective integrated vector 
management practices.

CONCLUSION

 Aedes aegypti were collected from seven 
localities in Thailand where there had been a dengue 
outbreak between 2011 and 2012. Susceptibility 
or resistance of mosquitoes to the synthetic 
pyrethroids, bifenthrin, permethrin, deltamethrin, 
lambda-cyhalothrin, alpha-cypermethrin and 
cypermethrin were determined using the WHO 
susceptibility test and the diagnostic doses 
determined by Juntarajumnong et al., 2012. The 
results from the susceptibility tests revealed that Ae. 
aegypti from all localities were extremely resistant to 
bifenthrin, permethrin and deltamethrin. Ae. aegypti 
from most localities were also resistant to lambda-
cyhalothrin with the exception of Ae. aegypti 
from Bangkok and Uttaradit which were incipient 
resistant. Ae. aegypti from Bangkok, Phra Nakhon 
Si Ayutthaya, Sakon Nakhon and Chumphon had 
incipient resistance to alpha-cypermethrin whereas 
Ae. aegypti collected from Uttaradit, Mukdahan 
and Phatthalung were still susceptible. Mosquitoes 
collected from all areas were found to be susceptible 
to cypermethrin except for Bangkok, Phra Nakhon 
Si Ayutthaya and Uttaradit which showed incipient 
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resistance.
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