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ศึกษาระยะเวลา การเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม 
 

ดาราพร รินทะรักษ   ยุวลกัษณ ขอประเสริฐ       กรแกว เสือสะอาด 

กลุมกีฏและสัตววทิยา    สํานกัวิจยัพฒันาการอารกัขาพืช 
____________________________ 

รายงานความกาวหนา 

คัดเลือกเช้ือโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ที่มีความรุนแรงดวยวิธี bio assay 
กอนนํามาผลิตเหย่ือรูปแบบใหมที่ ไดเชื้อที่มีความรุนแรงทําใหหนูตาย 100% จากมูลงูเหลือมเบอร 
S-24 และ S -82 มาผลิตเหย่ือรูปแบบใหมโดยเติมสาร แซนแทนกัม (xanthan gum) มีคุณสมบัติที่
เหมาะสมทําใหสปอรโรซีสตของโปรโตซัวมีชีวิตนานข้ึน จากการตรวจสอบการมีชีวิตของเชื้อ S. 
singaporensis ที่อยูใน xanthan gum และถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน, 
2 เดือน และ 4 เดือน พบวาเช้ือยังคงมีชีวิต 100 %, 100 % และ 96 % ตามลําดับ จากการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมดวยวิธี bio assay พบวาเหยื่อที่เก็บไวที่อุณหภูมิดังกลาว ทําให
หนูทดลองตาย 70 % , 50 % และ 60 % ภายใน 27 วัน โดยเฉล่ีย (17-42 วัน; n=30)   การทดลอง
นี้ยังไมเสร็จส้ิน อยูระหวางการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม 
นาน 6 เดือน โดยเก็บในสภาพที่แตกตางกัน 6 กรรมวิธี (เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-02-02-52 
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คํานํา 

ปรสิตโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis เปนสารชีวินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
กําจัดหนู โดยไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตอ่ืน และถึงแมวาในปจจุบันไดมีการผลิตเปนเหย่ือโปรโตซัว
สําเร็จรูปแลว โดยปรับปรุงจากเหย่ืออาหารแบบแปงนุม (เหยื่อไบเออร) สูตรด้ังเดิมที่ไดรับจาก 
Dr.Endopol ผูเช่ียวชาญดานหนูของสถาบันสุขภาพสัตวของบริษัทไบเออร ในสหพันธสาธารณรัฐ
เยอรมนี   คุณสมบัติของเหย่ือที่ดีควรมีลักษณะที่หนูชอบกิน ราคาไมแพง หาไดงายในทองถิ่น และ
เก็บไดนานโดยประสิทธิภาพในการกําจัดหนูไมเปล่ียนแปลง (Henderson et. al., 2002) เหยื่อโปร
โตซัวสําเร็จรูปที่ใชในปจจุบัน เปนการปรับปรุงองคประกอบของอาหารบางชนิด โดยใชวัสดุที่มีใน
ประเทศไทยทดแทนสูตรด้ังเดิม อยางไรก็ตาม เหยื่อโปรโตซัวสําเร็จรูปที่ผลิตในปจจุบันยังมี
ขอจํากัดอยูหลายประการ เชน มีอายุการเก็บรักษาส้ันเพียง 1 เดือน เนื่องจากรูปแบบของเหยื่อยัง
ไมเหมาะสมพอที่จะใหเชื้อมีชีวิตอยูไดนาน ยุวลักษณ และคณะ (2542) พบวาปจจัยที่ทําใหเชื้อ
โปรโตซัวตาย คือน้ํามันพืชซึ่งใชเปนสวนผสมของเหยื่อ โดยปดกั้นการใชออกซิเจนของสปอรโร
ซอยต (sporozoite) ที่อยูในสปอรโรซีสต เปนผลทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดหนูลดลง  

 Beaver and Maleckar (1981) พบวาในมูลงูเหลือม นอกจากจะพบสปอรโรซีสตของ S. 
singaporensis    แลว ยังพบสปอรโรซีสต S. vilivillosi และ S. zamani ซึ่งสปอรโรซีสตเหลานี้ 

สามารถเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 C ไดประมาณ 2 ป โดยยังคงประสิทธิภาพสูง ทําใหหนู
ที่ติดเชื้อปวยและตายได  

Belosevic et al. (1997) ใชสียอมในกลุม nucleic acid เพื่อตรวจวัดการมีชีวิตของโอโอ
ซีสตของปรสิต Crytosporidium parvum ในหลอดทดลอง และสรุปวาสียอมที่ตรวจวัดการมีชีวิต
ของโอโอซีสตไดดีที่สุด คือสี Hexidium and Syto-9   

ในป 2549 ไดทดสอบความชอบของหนูทองขาวบานในหองปฏิบัติการ พบวาอาหารที่หนู
ทองขาวบานชอบกินมากที่สุด 3 อันดับแรก คือ ปลาซารดีน ขาวกลอง และอาหารหนูชนิดเม็ด คิด
เปน 100.00%, 72.40% และ 70.25% ตามลําดับ ทําการทดลองนําเช้ือโปรโตซัว S. 
singaporensis ที่แขวนลอยอยูในรูปแบบเจลมาผลิตเหยื่อโปรโตซัว ทิ้งไว 1 เดือน แลวนํามา
ทดสอบประสิทธิภาพในหองปฏิบัติการ ดวยวิธี pathogenecity test กับหนูทองขาวบาน 10 ตัว 
พบวาสามารถทําใหหนูปวยและตาย 100%  ในการปรับปรุงเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบเดิมที่ยังคงมี
ขอจํากัดดังกลาว  ควรมีการศึกษาวิจัยและปรับปรุงสูตรอาหารและรูปแบบของเหยื่อโปรโตซัว
กําจัดหนูสําเร็จรูป และศึกษาอายุการเก็บรักษาไปพรอมๆกัน เพื่อใหไดวิธีการเก็บรักษาเหย่ือโปรโต
ซัวรูปแบบที่เหมาะสมที่สุด  
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วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

-    สัตวทดลองสําหรับผลิตเชื้อโปรโตซัว S. singaporensis และทดสอบเหยื่อโปรโตซัว          
ไดแก งูเหลือม (Python reticulatus) หนทูองขาวบาน (Rattus rattus) และหนทูดลองสาย
พันธุวีสตาร (Rattus novegicus; Wistar rat)  

- กรงทดลองประเภทตางๆ ไดแก กรงเล้ียงงู กรงเล้ียงหนู กรงดักหนูเปน กรงทดสอบเด่ียว 
พรอมขวดน้าํ 

- เหยื่อแปงนุม ประกอบดวย แปงสาลี  เมล็ดขาวโพดบด น้ําตาลทราย น้ํามันขาวโพด 
อาหารหนูชนิดเม็ด และแปงทัลคัม (talcum powder)  

- อาหารหนูสําเร็จรูป วัสดุเกษตรอ่ืนๆสําหรับเปนอาหารเสริมใหสัตวทดลอง และใชดักหน ู
      -     สารเคมี เชน น้าํตาลกลูโคส gelatin ,nucleic acid , ethyl alcohol, xanthan gum 
      -     อุปกรณวิทยาศาสตร  เชน  ขวดพลาสติกขนาดตางๆ สําหรับการปนตกตะกอนโปรโตซวั 
    เคร่ืองมือผาตัด beaker, petri-dish ,  blood couting chamber,  เปนตน 

วิธีการ 

ข้ันตอนที1่. ผลิตเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบเจล ที่มีเชื้อ Sarcocystis singaporensis ปริมาณ 2x105 

สปอรโรซีสต บรรจุอยูภายในเหยื่อแปงนุมดัดแปลง ทีม่ีสวนผสมดังนี้  
น้ํามนัขาวโพด : แปงทัลคัม :เมล็ดขาวโพดบด :น้ําตาลทราย :แปงสาลี :อาหารหนูชนิดเม็ด 
อัตราสวน = 20 : 5 : 7 : 8 : 50 : 10  

ข้ันตอนที2่ ศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซวัรูปแบบใหม ทาํการทดลอง ดังนี ้
2.1 นําเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล จํานวน 600 ซอง ไปเก็บในสภาพที่แตกตางกัน  

6 กรรมวิธ ี(treatment) กรรมวิธีละ 100 ซอง เปนเวลานาน 5 เดือน ดังนี ้ 
กรรมวิธีที ่1 เก็บที่อุณหภูม ิ -3 ± 1 องศาเซลเซียส  
กรรมวิธีที ่2 เก็บที่อุณหภูม ิ -3 ± 1 องศาเซลเซียส (เก็บใหพนแสงแดด) 
กรรมวิธีที ่3 เก็บที่อุณหภูม ิ  5 ± 1 องศาเซลเซียส   
กรรมวิธีที ่4 เก็บที่อุณหภูม ิ  5 ± 1 องศาเซลเซียส (เก็บใหพนแสงแดด)  
กรรมวิธีที ่5 เก็บที่อุณหภูม ิ30 ± 2 องศาเซลเซียส   
กรรมวิธีที ่6 เก็บที่อุณหภูม ิ30 ± 2 องศาเซลเซียส (เก็บใหพนแสงแดด)  
กรรมวิธีที ่7 เชื้อโปรโตซัวแขวนลอยในน้าํเกลือ PBS 1% เก็บที่อุณหภูมิ 5 ± 1  

       องศาเซลเซียส 
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2.2  หลังทําการทดลองในขอ 1. เปนระยะเวลา  1 เดือน, 2 เดือน, 3 เดือน，4 เดือน, 5 
เดือน และ 6 เดือน สุมเลือกเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล ทั้ง 6 กรรมวิธีๆ ละ 10 ซอง เปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีที่ 7 โดยนํามาทดสอบประสิทธิภาพดวยวิธี bio assay กับหนูทองขาวบาน จํานวน 10 ตัว/
กรรมวิธี (ตามวิธีมาตรฐานของ ASTM ) สังเกตและผาพิสูจนหนูทดลอง เพื่อตรวจสอบซีสตใน
กลามเนื้อและอวัยวะภายใน  บันทึกการทดลอง  และถายภาพใตกลองจุลทรรศน  ( light 
microscope) 

2.3 ในแตละเดือน ทาํการสุมเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบเจล ทัง้ 6 กรรมวิธีๆ ละ 10 ซอง 
ละลายในน้ํากล่ัน เพื่อตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือโปรโตซัว ดวยการยอมสี nucleic acid  ทิ้งไว 24 
ชั่วโมง แลวนํามาตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือ ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูโอเรสเซนส และ
คํานวณเปอรเซ็นตการตายของเชื้อจากสูตร 
   % Death = [number of stained sporocyst] x 100 
                                                       [total number - number of ghost) ] 

การบันทึกขอมูล 
 1. บันทึกเพศ น้ําหนกัหนทูดลอง ทั้งกอนและหลังการทดลอง 
 2. บันทึกวันทีเ่ร่ิม ส้ินสุด และระยะเวลาทีห่นทูดลองตาย 
 3. บันทึกขอมลูอุณหภูมิ ความชื้นสัมพทัธของทั้ง  6 กรรมวิธ ีตลอดระยะเวลาทดลอง 
 4. บันทึกเปอรเซ็นตการตายของสปอรโรซีสตหลังจากยอมดวยสี nucleic acid  
 5. บันทึกชนิดและปริมาณซสีตในกลามเนือ้หนทูดลอง พรอมถายภาพ 
 6. บันทึกขอมลูอ่ืนๆ ที่สังเกตได ตลอดการทดลอง 

เวลาและสถานที ่

ระยะเวลาเริม่ตน ตุลาคม 2551   สิ้นสุด กันยายน 2553  รวม  2   ป (การทดลองยงัไมเสร็จส้ิน) 
สถานที ่ดําเนนิการทดลองที่หองปฏิบัติการกลุมงานวิจยัสัตววทิยาการเกษตร ซึง่ประกอบดวย  

โรงเรือนเล้ียงงเูหลือม  โรงเล้ียงหนู และดักหนูทดลองในพ้ืนทีเ่กษตรกรรม สถานทีร่าชการ
ในกรมวิชาการเกษตร รวมถึงเขตมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ไดเหยื่อโปรโตซัวรูปแบบใหมที่มีการเติมสาร แซนแทนกัม (xanthan gum)และมีเช้ือ 
Sarcocystis singaporensis ปริมาณ 2x105 / เม็ด โดยการคัดเลือกเชื้อโปรโตซัว Sarcocystis 
singaporensis ที่มีความรุนแรงดวยวิธี bio assay จากมูลงูเหลือมเบอร S-24 และ S -82 โดย 
แซนแทนกัม (xanthan gum) มีคุณสมบัติที่เหมาะสมทําใหสปอรโรซีสตของโปรโตซัวมีชีวิตนานข้ึน 
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สามารถจับกับน้ําและสารอื่นที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าไวภายในได นอกจากนี้สารแซนแทนกัม ยัง
สามารถละลายน้ําไดที่อุณหภูมิปกติ  

การตรวจสอบการมีชีวิตของเช้ือ S. singaporensis ที่อยูใน xanthan gum และถูกเก็บที่
อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน, 2 เดือน และ 4 เดือน พบวาเช้ือยังคงมีชีวิต 100 %, 
100 % และ 96 % ตามลําดับ และจากการทดสอบประสิทธิภาพของเหยื่อรูปแบบใหมดวยวิธี bio 
assay พบวาเหย่ือที่เก็บไวที่อุณหภูมิดังกลาว ทําใหหนูทดลองตาย 70 % , 50 % และ 60 % 
ภายใน 27 วัน โดยเฉล่ีย (17-42 วัน; n=30)   การทดลองนี้ยังไมเสร็จส้ิน อยูระหวางการศึกษาผล
ของอุณหภูมิตอการเก็บรักษาเหย่ือโปรโตซัวรูปแบบใหม นาน 6 เดือน โดยเก็บในสภาพที่แตกตาง
กัน 6 กรรมวิธี (เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม)  
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