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ศึกษาวิธีการควบคุมคุณภาพการผลิตสปอรโรซีสตของโปรโตซัว            
S. singaporensis 

Study on quality control for mass production of Sporocysts of               
S. singaporensis 

 
ยุวลกัษณ  ขอประเสริฐ         ดาราพร รินทะรกัษ        ปราสาททอง พรหมเกิด 

กลุมกีฏและสัตววทิยา        สํานกัวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
      

รายงานความกาวหนา 

- 

คํานํา 

สารแขวนลอยสปอรโรซีสตของ S. singaporensis  ที่ไดมาจากกระบวนการผลิตระหวาง
หนูติดเชื้อโปรโตซัวและงูเหลือม ในแตละ passage หรือในแตละล็อต จะผลิตสารชีวินทรียกําจัด
หนทูี่มีประสิทธิภาพที่แตกตางกนั  ดังนั้น จึงควรศึกษาวิธี ที่จะสามารถตรวจสอบคุณภาพของสาร
แขวนลอยสปอรโรซีสตของการผลิตแตละล็อต  เพื่อใหไดสารชีวินทรียกาํจัดหนมูีประสิทธิภาพท่ี
คงที่และสม่าํเสมอ       

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1.  sporocysts suspension of S. singaporensis 
2.  microtube 1.5 ml., 15 ml., 50 ml., pipette 5-10 μl. , 20-100 μl., 100-1000 μl. + 

tips 
3.  nucleic acid stains (live/dead bacLight Bacterial Viability Kit),  slides +  
     coverglass,  ethyl alcohol, xylene, ether, etc. 
4.   feeding tube 2 sets , light microscope +fluorescent light set 
5.  หนทูองขาว   กรงทดสอบเด่ียว  อาหารและนํ้า 
6.   กระดาษทชิชูแบบอเนกประสงค      ถงุมือยางสําหรับแพทย   ชุดเคร่ืองมือผาตัด 
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วีธีการ 

1.  ตรวจสอบการมีชีวิตของสปอรโรซีสตดวยชุดสียอมนวิคลีอิคเอซิค(Dye Test) 

ปฏิบัติตามวิธกีารของยุวลักษณ(2543) โดยนําชุดสียอมสําเร็จรูป live/dead bacLight 
Bacterial Viability Kit  มาสียอม 2 ชนิดมาผสม แลวแชแข็งกอนใช  จากนัน้เตรียมตัวอยาง 
sporocysts suspension ที่อัตรา 150,000 ซีสต/หลอด จํานวน 2 ตัวอยางตอล็อต  แลวทาํการ
ยอมสีผสมทีเ่ตรียมไวและทาํละลายแลว  หุมหลอดตัวอยางดวยอลูมิเนียมฟอลย แลวนาํอบในตูอบ
ที่อุณหภูม ิ 70 ๐C นาน 3 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับตัวอยางที่ผานการยอมสีแลวเชนกัน แตนําไปแช
น้ําอุนที่อุณหภูมิ 70 ๐C นาน 3 ชัว่โมงแทน   จากนัน้นําไปตรวจนับปริมาณของสปอรโรซีสตมีชีวิต
ภายใตกลองจลุทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรสเซนตกาํลังขยายสูง(สปอรโรซีสตที่ยังมีชวีิตจะไมติดสี
ยอม) 

2.  ทดสอบประสิทธิภาพของสปอรโรซีสตกับหนูทองขาว(Bioassay Test) 

 นําสปอรโรซีสตที่อยูในน้ําเกลือ PBS 1% หรือน้าํกรอง และผานการยอมสีทดสอบตามขอ 
3.1 มาทดสอบประสิทธิภาพของสารแขวนลอยสปอรโรซีสตกับหนทูอง โดยทําการสลบหนูดวย
อีเทอรกอน  จากนั้นใช feeding tube  ใหเชื้อโดยตรงทางปากในอัตรา 200,000 สปอรโรซีสตตอ
หน ู1 ตัว จํานวน 4-6 ตัว ใหอาหารและน้ําตามปกติ และบันทกึอาการปวยของหนทูกุวัน 

3. ทาํการเก็บเกี่ยวสปอรโรซสีตในมูลงู โดยวิธ ีSugar Floatting 

 เตรียมสารละลายน้าํตาลตามวธิีของ Stanlay(2003)  นํามูลงูเหลือมที่มีสปอรโรซีสตปะปน
ประมาณ 490 กรัม/สารละลายน้าํตาล 50 มล. จากนัน้ทาํการปนตกตะกอนดวย centrifuge เพือ่
เก็บเกี่ยวสปอรโรซีสตใหลอยอยูในช้ันสารละลายน้ําตาล  ปฏิบัติเชนนี้สามารถเก็บเกี่ยวสปอรโร
ซีสตที่บริสุทธิ์ไดมาก   
การบันทึกขอมูล 
 1. บันทึกปริมาณสปอรโรซีสตที่ไดจากงเูหลือมแตละตัวและแตละคร้ังของการใหหนติูดเชื้อ 

2. บันทึกการมีชีวิตของสปอรโรซีสตที่ไดจากงูเหลือมแตละ passage 
2. บันทึกปริมาณสปอรโรซีสตที่ไดจากการเก็บเกี่ยวโดยวธิี Sugar Floattation 
3. บันทึกเปอรเซน็ตการมีชีวติของสปอรโรซีสตในสารแขวนลอยที่ผลิตไดในแตละ lot 
4. บันทึกความรุนแรง/ประสิทธิภาพของโปรโตซัวระยะสปอรโรซีสตตอหนทูดลอง 
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ระยะเวลาและสถานท่ี 

ดําเนนิการศึกษาต้ังเดือนตุลาคม 2548 ถึงเดือนกันยายน 2553  ในหองปฏิบัติการของ
กลุมงานสัตววิทยาการเกษตร  และดักจับหนูศัตรูจากแหลงทําการเกษตร เชน สวนปาลน้ํามัน ฯลฯ 
และภายในบริเวณมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร และตลาดเทศบาล 

ผลการทดลอง   

 ผลการศึกษาในป 2549 พบวา การมีชีวิตของสปอรโรซีสตของเชื้อโปรโตซัวที่ไดมาจาก
กระบวนการผลิตในงูเหลือมที่ยาว  1.5  ม.ในแตละรอบของการใหหนูติดเชื้อ   จาํนวน  2 คร้ัง
ติดตอกัน  แตละคร้ังหางกนั 3  เดือน สามารถตรวจสอบไดโดยวิธียอมสี nucleic acid staining 
dyes และเปอรเซ็นตการมชีีวิตของเช้ือเทากับ 89.62% และ 89.17 % ตามลําดับ  สําหรับการ
ตรวจสอบความรุนแรงของการทําใหเกิดโรคในหนู ใชวิธทีดสอบกับหนโูดยตรง(bioassay) ในอัตรา
ความเขมขน 2 x105 สปอรโรซีสต /หน ู 1 ตัว จํานวนตัวอยางละ 6 ตัว พบวาหนูปวยและตาย
ทั้งหมด(100%) 
 ผลการศึกษาในป 2550 พบวา สปอรโรซสีตของเชื้อโปรโตซัวที่ไดมาจากกระบวนการผลิต
ในงูเหลือมที่ยาว  3.0  เมตร ในแตละรอบของการใหหนูติดเชื้อ   จาํนวน  2 คร้ังติดตอกัน  แตละ
คร้ังหางกนั 3  เดือน มีชีวิต 71.2%  และ 80.7% ตามลําดับ      สําหรับความรุนแรงของการทําให
เกิดโรคในหนู   ทําการทดสอบกับหนูทองขาวโดยตรงในอัตราความเขมขน 2 x105 สปอรโรซีสต /
หน ู 1 ตัว จํานวนตัวอยางละ 6 ตัว พบวา สปอรโรซีสตในหลอดที ่ 1 ทาํใหหนูปวยและตาย  50%   
สวนสปอรโรซสีตในหลอดที ่2  ทําใหหนปูวยและตาย 80%    
 การเก็บเกี่ยวสปอรโรซีสตจากหลอดที ่ 2 โดยวิธกีารตกตะกอนดวยสารละลายน้ําตาลผสม 
ไดสปอรโรซีสตเพียง 67 %     การศึกษายังไมส้ินสุดและยังดําเนนิการตอไป 
 ผลการทดลองป 2551 งูเหลือมแตละตัวไดหนทูี่มีการติดเชื้อโปรโตซัวแตละระดับ(ระดับ
ปานกลาง  ระดับตํ่า และระดับสูง)อยางละ 1 ตัวสามารถผลิตสปอรโรซีสตได 1070 , 980, และ 
1,190 ลานซีสตตามลําดับ และ% การมีชีวติ =  81%, 86%, และ 82% ตามลําดับ(เกบ็เกี่ยวโดยวธิี
กรองและปนตกตะกอน)  สวนการเก็บเกี่ยวสปอรโรซสีตดวยวิธี sugar floatation  สามารถเก็บ
เกี่ยวได  810,  657, และ 943 ลานซีสตตามลําดับ และ% การมีชวีิต =  87%, 87%, และ 86% 
ตามลําดับ 
 ผลการทดลองป 2552  พบวา การเก็บเกีย่วสปอรโรซีสตดวยวิธ ี sugar floatation โดยวิธี
ของ Sheather ซึ่งมีสายละลาย 2 สูตร ภายหลังทาํการสกัดสปอรโรซีสตออกจากสารแขวนลอย
สปอรโรซีสตของงูเหลือมหมายเลข 6 ซึง่มสีปอรโรซีสตกอนการทดลอง 5825 สปอรโรซีสตตอ 1ไม
โครลิตร และทําการสกัด 2 คร้ัง พบวา  สามารถเก็บเกี่ยวสปอรโรซสีตไดเพียงได 10 %  เทานั้น 
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และ  % การมชีีวิตโดยวธิีการใช nucleic acid dye =  78%   สําหรับการติดเชื้อสปอรโรซีสตในหนู
นอรเวสายพนัธุสเปรดโดเร พบซารโคซีสตในกลามเนื้อลําตัวสวนทองระดับสูงจํานวน 4 ตัว  ระดับ
ตํ่า 1 ตัว สวนกลามเนื้อตนขา พบระดับสูง 4 ตัว ระดับปานกลาง 1 ตัว 
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