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การผลติและการรกัษาสปอร�โรซสีต�ของค�อคซเิดยีนโปรโตซวั การผลติและการรกัษาสปอร�โรซสีต�ของค�อคซเิดยีนโปรโตซวั การผลติและการรกัษาสปอร�โรซสีต�ของค�อคซเิดยีนโปรโตซวั การผลติและการรกัษาสปอร�โรซสีต�ของค�อคซเิดยีนโปรโตซวั S.S.S.S.    singaporensissingaporensissingaporensissingaporensis    
เพือ่ใช-เป.นหวัเชือ้ในการผลติสารชวิีนทรยี�กาํจดัหนูเพือ่ใช-เป.นหวัเชือ้ในการผลติสารชวิีนทรยี�กาํจดัหนูเพือ่ใช-เป.นหวัเชือ้ในการผลติสารชวิีนทรยี�กาํจดัหนูเพือ่ใช-เป.นหวัเชือ้ในการผลติสารชวิีนทรยี�กาํจดัหนู    

Study onStudy onStudy onStudy on        MMMMethods to ethods to ethods to ethods to SSSStore the tore the tore the tore the SSSSporocysts of  porocysts of  porocysts of  porocysts of  S.S.S.S.    singaporensissingaporensissingaporensissingaporensis        using as stock using as stock using as stock using as stock 
for production of controlling rats bioagentfor production of controlling rats bioagentfor production of controlling rats bioagentfor production of controlling rats bioagent    

ยุวลักษณ� ขอประยุวลักษณ� ขอประยุวลักษณ� ขอประยุวลักษณ� ขอประเสริฐเสริฐเสริฐเสริฐ                        ดาราพร รนิทะรกัษ�ดาราพร รนิทะรกัษ�ดาราพร รนิทะรกัษ�ดาราพร รนิทะรกัษ�                        ปราสาททอง พรหมเกิดปราสาททอง พรหมเกิดปราสาททอง พรหมเกิดปราสาททอง พรหมเกิด    
กลุDมกฏีและสัตววิทยา สาํนักวิจัยพฒันาการอารักขาพชืกลุDมกฏีและสัตววิทยา สาํนักวิจัยพฒันาการอารักขาพชืกลุDมกฏีและสัตววิทยา สาํนักวิจัยพฒันาการอารักขาพชืกลุDมกฏีและสัตววิทยา สาํนักวิจัยพฒันาการอารักขาพชื    

________________________________________________________________________________________________________________________    
รายงานความก-าวหน-ารายงานความก-าวหน-ารายงานความก-าวหน-ารายงานความก-าวหน-า    

    
 การผลิตสารแขวนลอยสปอร�โรซีสต�ของโปรโตซัว S. singaporensis ได-สารแขวนลอยโปรโตซัว           
S. singaporensis ที่มีความรุนแรงในการทําให-เกิดโรคในหนูสูง จํานวน  3500 ล-านสปอร�โรซีสต� และแบDง
เพื่อการวิจัยการเก็บรักษา โดยเก็บรักษาในนํ้าด่ืมสะอาดจํานวน 5 ล-านสปอร�โรซีสต� และในสารละลาย
เกลือ PBS 1% จํานวน 5 สปอร�โรซีสต� ในตู-เย็นท่ีอุณภูมิ 4-10 ๐C ตามระยะเวลาที่กําหนดไว- คือ 1,  6  
และ 12 เดือน สDวน    สารแขวนลอยสปอร�โรซีสต�  S. singaporensis  ท่ีเก็บรักษาในนํ้าด่ืมสะอาดและ 
นาน 1,  6  และ 12 เดือน สามารถทําให-หนูท-องขาวชุดละ 4 ตัว ป[วยและตายท้ังหมด(100%) สDวนสาร
แขวนลอยสปอร�โรซีสต�                S. singaporensis  ที่เก็บรักษาในสารละลายเกลือ PBS 1%  นาน 1 
และ 6 เดือน ป[วยและตายท้ังหมด และท่ีเก็บรักษาในตู-เย็นนาน 12 เดือน พบหนูท-องขาวป[วยและตาย
เพียง 3 ตัวจาก 4 ตัว คิดเป.น 75%   
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
การผลิตขยายโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis   ระยะสปอร�โรซีสต� ในงูเหลือมติดตDอกันเป.น

ระยะเวลานาน ทําให-เช้ือโปรโตซัวที่ได-อDอนแอลง และไมDสามารถทําให-หนูติดเช้ือป[วยตายได- จึงจําเป.นต-อง
มีการดักหนูติดเช้ือโปรโตซัวจากธรรมชาติมาให-งูเหลือมกินเป.นอาหาร เพื่อเพิ่มศักยภาพของสปอร�โรซีสต�
ในการทําให-เกิดโรคท่ีรุนแรงตDอหนู ซึ่งทําให-กระบวนการผลิตสปอร�โรซีสต�และเหย่ือโปรโตซัวกําจัดหนู
สําเร็จรูปที่มีศักยภาพสูงไมDสมํ่าเสมอ ไมDตDอเน่ือง และไมDเพียงพอตDอความต-องการของตลาด    นอกจากน้ี
ยังพบวDาหนูติดเช้ือโปรโตซัวจากธรรมชาติ สDวนมาก(90%)มีโปรโตซัวชนิดอ่ืนๆพบปะปนอยูDด-วย ทําให-ได-
เช้ือโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ท่ีมีความรุนแรงที่ไมDเทDากัน       อยDางไรก็ตาม พบวDา สปอร�โร
ซีสต�ในสารแขวนลอยบางหลอดท่ีใสสะอาดและเก็บรักษาในตู-เย็นนาน 6 - 7 เดือน และนํามาใช-ผลิตเหย่ือ
โปรโตซัวกําจัดหนูน้ัน ยังคงมีศักยภาพสูงในการทําให-หนูป[วยตายได-ถึง 100%  จึงเห็นได-วDาการเก็บรักษา
สปอร�โรซีสต�ที่มีศักยภาพสูงในนํ้าเปลDา หรือสารละลาย PBS 1%  สามารถรักษาการมีชีวิตของสปอร�โร
ซีสต�ได-ระยะเวลาหน่ึง   ดังน้ัน การศึกษาครั้งน้ี จึงต-องการทราบเทคนิค/วิธีการเก็บรักษาโปรโตซัวระยะ
สปอร�โรซีสต�ที่มีความรุนแรงในการทําให-เกิดโรคตDอหนูสูง      ให-สามารถมีชีวิตอยูDได-เป.นเวลานาน ๆ และ
นํากลับมาใช-เป.นหัวเช้ือบริสุทธ์ิในการผลิตสารชีวินทรีย�กําจัดหนู  เพื่อทดแทนการนําเช้ือโปรโตซัวท่ีมีการ
ปนเปfgอนจากจุลินทรีย�อ่ืนๆ จากธรรมชาติ  

 
วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

    
อุอุอุอุปกรณ�ปกรณ�ปกรณ�ปกรณ�    
1. กรงเล้ียงงูเหลือมและงูเหลือม  กรงเล้ียงเด่ียวสําหรับหนูท-องขาว อาหารหนูและนํ้า 
2. sporocysts suspension of S. singaporensis 
3. microtube  50 ml., pipette   20-100 µl., 100-1000 µl. + tips, nucleic acid 
stains(live/dead bacLight Bacterial   
   Viability Kit),  ether, sugar, formalin 37%, etc 
4. feeding tube 2 sets , light microscope +fluorescent light set, electronic stove, etc 
5. นํ้าด่ึมสะอาด นํ้าเกลือ PBS ไนโตรเจนเหลวและถังแชDแข็ง 
6. กระดาษทิชชูแบบอเนกประสงค�      ถุงมือยางสําหรับแพทย�   ชุดเครื่องมือผDาตัด 
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วิธีการ วิธีการ วิธีการ วิธีการ     
1. การผลิตสารแขวนลอยสปอร�โรซีสต�ของโปรโตซัว S. singaporensis 
 ปฏิบัติตามกระบวนการในรายงานโครงการวิจัยโรงงานต-นแบบการผลิตขยายสปอร�โรซีสต�ของ
ปรสิตโปรโตซัว ,  Sarcocystis singaporensis เป.นสารชีวินทรีย�กําจัดหนูในเชิงพาณิชย�ของยุวลักษณ� ขอ
ประเสริฐ(2553) 
2. การเก็บรักษาการรักษาสปอร�โรซีสต�ของค�อคซิเดียนโปรโตซัว S.singaporensis  เพื่อใช-เป.นหัวเช้ือใน

การผลิต 
สารชีวินทรีย�กําจัดหนู 

การทดลองข้ันตอนที่ 1  
วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD มี 2 ปrจจัย 5 ซ้ํา ๆ ละ 3 หลอด(~50 µl) แตDละ

หลอดจะมีสปอร�-โรซีสต�แขวนลอยอยูD 1x106 ซีสต�  ดังน้ี 
  ปrจจัย A  คือ  เก็บสปอร�โรซีสต�ของโปรโตซัวในสารละลายท่ีเป.นนํ้าด่ืมสะอาด และใน
สารละลายเกลือ(PBS) 0.1 % ในตู-เย็นท่ีอุณหภูมิ  4-10 ๐C 
  ปrจจัย B คือ ระยะเวลาที่เก็บรักษาสปอร�โรซีสต�เป.นเวลา 6 เดือน  1 , 2 , 3, 4, 5  ปv 

ทุกทรีทเมนต�ของท้ังสองปrจจัย  ทําการตรวจสอบการมีชีวิตของโปรโตซัวโดยการใช-สีย-อม 
nucleic acid  และประสิทธิภาพของเช้ือโปรโตซัวโดยวิธี bioassay กับหนูท-องขาวทุก ๆ ตามระยะเวลา
ท่ีกําหนด 
    การทดลองสําหรับปvพ.ศ. 2554 น้ี ทําการศึกษาท่ีกลุDมงานสัตววิทยาการเกษตร สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพมหานคร   ในระหวDางเดือนตุลาคม 2553 – กันยายน 
2554  โดยเก็บรักษาสารแขวนลอยสปอร�โรซีสต� S. singaporensis ที่ได-จากการผลิตสารแขวนลอยโปรโต
ซัวจากข-อ 1 ในตู-เย็นตามที่กลDาวไว-ข-างต-น และทําการทดสอบเฉพาะประสิทธิภาพกับหนูท-องขาวจํานวน 
4 ตัว อัตรา 200,000 สปอร�โรซีสต� / หนู 1 ตัว โดยให-โดยตรงทางปาก ตามระยะเวลาเก็บรักษา 1 , 6  
และ 12 เดือน 
 สDวนการตรวจสอบการมีชีวิตโดยการย-อมสีนิวคลิอิกแอซิก ไมDสามารถทําการทดสอบได- เน่ืองจาก
สีย-อมเส่ือมคุณภาพ 
การบันทึกข-อมูล  โดยทําการบันทึกอัตราการตายของหนูท-องขาว(Rattus rattus) ได-รับเช้ือโปรโตซัวที่
เก็บรักษานํ้าด่ืมสะอาดและนํ้าเกลือ PBS 1%  ในตู-เย็นนาน 1, 6, 12 เดือน 
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 เก็บรวบรวมข-อมูลระหวDางเดือนตุลาคม 2553-กันยายน 2554 ภายในกลุDมงานสัตววิทยา
การเกษตร สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร 
 

ผลและวิจารณ�ผลการผลและวิจารณ�ผลการผลและวิจารณ�ผลการผลและวิจารณ�ผลการทดลองทดลองทดลองทดลอง    
การผลิตสารแขวนลอยสปอร�โรซีสต�ของโปรโตซัว S. singaporensis 
    ไต-สารแขวนลอยโปรโตซัว S. singaporensis ท่ีมีความรุนแรงในการทําให-เกิดโรคในหนูสูง 
จํานวน  3500 ล-านสปอร�โรซีสต� และแบDงเพื่อการวิจัยการเก็บรักษา โดยเก็บรักษาในนํ้าด่ืมสะอาดจํานวน 
5 ล-านสปอร�โรซีสต� และในสารละลายเกลือ PBS 1% จํานวน 5 สปอร�โรซีสต� ในตู-เย็นท่ีอุณภูมิ 4-10 ๐C 
ตวมระบะเวลาท่ีกําหนดไว-ข-างต-น 
การเก็บรักษาการรักษาสปอร�โรซีสต�ของค�อคซิเดียนโปรโตซัว S.singaporensis  เพื่อใช-เป.นหัวเช้ือในการ

ผลิต 
สารชีวินทรีย�กําจัดหนู 

สารแขวนลอยสปอร�โรซีสต� S. singaporensis  ท่ีเก็บรักษาในนํ้าด่ืมสะอาดและ นาน 1,  6  และ 
12 เดือน สามารถทําให-หนูท-องขาวชุดละ 4 ตัว ป[วยและตายท้ังหมด(100%) สDวนสารแขวนลอยสปอร�โร
ซีสต� S. singaporensis  ที่เก็บรักษาในสารละลายเกลือ PBS 1%  นาน 1 และ 6 เดือน ป[วยและตาย
ท้ังหมด และท่ีเก็บรักษาในตู-เย็นนาน 12 เดือน พบหนูท-องขาวป[วยและตายเพียง 3 ตัวจาก 4 ตัว คิดเป.น 
75%  ท้ังน้ีจากการตรวจนับสปอร�โรซีสต�ภายใต-กล-องจุลทรรศน�พบวDา สารแขวนลอย S. singaporensis  
ท่ีเก็บรักษาในสารละลายเกลือ PBS  1%   มีปริมาณของจุลินทรีย�ตDาง ๆ มากกวDาหลอดท่ีเก็บรักษาเช้ือ
โปรตัวซัวในนํ้าด่ืมสะอาด  ซ่ึง Maddox, et.al (2000) กลDาววDา สามารถเก็บสารแขวนลอยของสปอร�
บริสุทธ์ิของโปรโตซัวกลุDม Microsporidia ท่ีใช-เป.นจุลินทรีย�กําจัดต๊ักแตนหรือด-วง  ท่ีอุณหภูมิ 5 ๐C ได-
เป.นเวลานานกวDาสารแขวนลอยของสปอร�ที่มีการปนเปfgอนของจุลินทรีย�อ่ืน ๆ  

การทดลองงานวิจัยน้ียังไมDส้ินสุด ยังต-องทําการศึกษาวิจัยตDอไปอีก 
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เอกสารอ-างองิเอกสารอ-างองิเอกสารอ-างองิเอกสารอ-างองิ    
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