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ศึกษาวิธีการควบคุมคุณภาพการผลติสปอรโ์รซีสต ์
ของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis 

Study on quality control for mass production of Sporocysts 
of Sarcocystis singaporensis. 
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บทคัดย่อ 

การศึกษาวิธีการควบคุมคุณภาพการผลิตสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis 
ได้ทําการศึกษาในห้องปฏิบัติการกลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กรมวิชาการเกษตร ต้ังแต่เดือนตุลาคม 
พ.ศ. 2549  ถงึเดือนกันยายน พ.ศ. 2553 น้ัน  มีวัตถุประสงค์ เพ่ือต้องการควบคุมคุณภาพของสปอร์
โรซีสต์ที่เป็นผลผลิตที่ออกมาจากงูเหลือมแต่ครั้ง และต่ละล๊อตที่จะนํามาผลิตเป็นสารชีวินทรีย์กําจัด
หนู   โดยได้ทําการทดลองดังน้ี คือ    วิธีแรก ทําการตรวจสอบการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ โดยใช้ 
nucleic acid stains  และวิธีที่สองทําการทดสอบความรุนแรงของเช้ือโปรโตซัวโดยวิธี bioassay กับ
หนูท้องขาวบ้าน 

ผลการศึกษา สรุปได้ว่า วิธีการตรวจสอบการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์โดยใช้ nucleic acid 
stains น้ัน ไม่สามารถบ่งบอกถึงความรุนแรงในการก่อเกิดโรคของโปรโตซัวในหนูได้ แต่การทดสอบ
กับหนูท้องขาวโดยตรง(bioassay) น้ันเป็นวิธีที่เหมาะสมในการตรวจสอบประสิทธิภาพของเช้ือโปรโต
ซัวของแต่ละครั้งของผลิต  แต่การใช้วิธีการย้อมสีน้ัน จะช่วยในการตัดสินในการใช้ปริมาณสปอร์โร
ซีสต์อัตราตาย ทีเหมาะสมได้ 

คํานาํ 
สารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis  ที่ได้มาจากกระบวนการผลิตระหว่างหนู

ติดเช้ือโปรโตซัวและงูเหลือม ในแต่ละ passage หรือในแต่ละล็อต จะผลิตสารชีวินทรีย์กําจัดหนูที่มี
ประสิทธิภาพท่ีแตกต่างกัน  ดังน้ัน จึงควรศึกษาวิธี ที่จะสามารถตรวจสอบคุณภาพของสารแขวนลอย
สปอร์โรซีสต์ของการผลิตแต่ละล็อต  เพ่ือให้ได้สารชีวินทรีย์กําจัดหนูมีประสิทธิภาพที่คงที่และ
สม่ําเสมอ    Belosevic et al.(1997)  ได้พัฒนาวิธีการใช้สีย้อมกลุม่  nucleic acid  ช้ีวัดการมีชีวิต
ของโอโอซีสต์ของ Crytosporidium parvum  ที่เก็บไว้ในหลอดทดลองห้องปฏิบัติการ และสรุปว่า    

สีย้อมที่ช้ีวัดการมีชีวิตของโอโอซีสต์ได้ดีที่สุด คือส ี  Hexidium and Syto-9  และการมีชีวิต
ของโอโอซีสต์ลดลงถ้าเก็บไว้นาน  สําหรับความรุนแรงของเช้ือโปรโตซัวระยะสปอร์โรซีสต์ การทดสอบ
กับหนูโดยตรงในอัตราที่ทําให้ตาย ทําให้สามารถบอกถึงประสิทธิภาพของสารชีวินทรีย์กําจัดหนูแต่
ละล็อตได้เป็นอย่างดี  แม่นยํา และถูกต้องมากข้ึน 

 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-01-03-51 
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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, sugar, formalin 37%, etc. 
4.   feeding tube 2 sets , light microscope +fluorescent light set, electronic stove, etc 
5.  หนูท้องขาว   กรงทดสอบเด่ียว  อาหารหนูและน้ํา 
6.   กระดาษทชิชูแบบอเนกประสงค์      ถุงมือยางสําหรับแพทย์   ชุดเครื่องมือผ่าตัด 
วีธีการ 
1. ตรวจสอบการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ด้วยชุดสีย้อมนวิคลีอิคแอซิค(Dye Test) 

ปฏิบัติตามวิธีการของยุวลักษณ์(2543) ดังน้ี 
1. นําส ี Syto-9 และ propidium iodine จากชุดสีย้อมสาํเร็จรูป live/dead bacLight Bacterial 
Viability Kit  ออกจากช่องแช่แข็ง ทิ้งไว้ให้ละลาย แล้วป่ันเพียง 2 – 3 นาทีที่ความเร็วตํ่า ทําการผสม
สีทั้งสอง โดยไปเป็ตแต่ละสีออกมา 1.5 l.ใส่ลงใน microtube แล้วเติมนํ้ากลั่นลงไป 47 l. ผสมให้
เข้ากัน หุ้มหลอดป่ันดังกล่าวด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ แล้วนําไปเก็บในช่องแช่แข็ง 
2. เตรียมตัวอย่าง sporocysts suspension ที่อัตรา 150,000 ซสีต์/หลอด จํานวน 2 ตัวอย่าง
ต่อล็อต แต่ละตัวอย่างผสมด้วยนํ้ากลั่น 100 l. 
3. นําหลอดสีย้อมที่ทําไว้ออกจากช่องแช่แข็ง ทิ้งให้ละลาย แล้วไปเป็ตสีผสม 5 l. ใส่ในหลอดผสมกับ

สารแขวนลอยตัวอย่าง 95 l. ต่อ 1 ตัวอย่าง เขย่าให้เข้ากัน แล้วนําไปอบในตู้อบที่อุณหภูมิ 37C 
เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง สําหรับตัวอย่างเปรียบเทียบใส่ใน water bath ที่อุณหภูมิ 70 ๐C เป็นเวลา 3 
ช่ัวโมงเช่นกัน  หลอดตัวอย่างทั้งสองห่อหุ้มด้วยอลูมิเนียมฟอลย์ตลอดการทดลอง หลังจากน้ันพัก
หลอดตัวอย่างในตู้เย็นอุณหภูมิปกติ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพ่ือให้สีย้อมทําปฏิกิริยากันก่อน ก่อนนํา
ตรวจผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตามข้อ 4 
4. ทําการตรวจผลด้วยกล้องแบบจุลทรรศน์ใช้แสงฟลอูอเรสเซนต์กําลังขยายสูง โดยเขย่าหลอด
ตัวอย่างทั้งสองที่ผ่านการอบหรือแช่นํ้าร้อน เพ่ือให้สปอร์โรซีสต์กระจายอย่างสมํ่าเสมอ แล้วไปเป็ตมา 
10 l. หยดลงแผ่นสไลด์ ปิดด้วย cover glass นําไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สปอร์โรซีสต์ทีต่าย
แล้วหรือไม ่active นิวเคลียสจะถูกย้อมเป็นสีแดงหรือสีเขยีว ในขณะทีส่ปอร์โรซีสต์ที่ยังมีชีวิตจะไม่ติด
สี  ใดเลย ทําการตรวจนับปริมาณสปอร์โรซสีต์ที่ยังมีชีว 
 
2. ศึกษาความรุนแรงของการก่อเกิดโรคของสปอร์โรซีสต์กับหนทู้องขาวโดยวิธี Bioassay  
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 นําสปอร์โรซีสต์ที่อยู่ในนํ้าเกลือ PBS 1% หรือนํ้ากรอง และผ่านการย้อมสีทดสอบตาม
ขั้นตอนแรก และสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ ไม่ผ่านการย้อมสีนิวคลีอิคแอซิค มาทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์กับหนูท้อง โดยทําการสลบหนูด้วยอีเทอร์ก่อน  จากน้ัน
ใช้ feeding tube  ให้เช้ือโดยตรงทางปากในอัตรา 200,000 สปอร์โรซีสต์ต่อหนู 1 ตัว จํานวน 10 
ตัว/การทดลอบ อีกวิธีหน่ึงให้เหย่ือโปรโตซัวสําเร็จรูปแก่หนูโดยตรงในอัตรา 200,000 สปอร์โรซีสต์/1 
ก้อนเหย่ือ จํานวน 1-2 ก้อนต่อหนู 1 ตัว จํานวน 10 ตัว  ให้อาหารและนํ้าตามปกติ และบันทึกอาการ
ป่วยของหนูทุกวัน 
3. การเก็บเก่ียวสปอร์โรซีสต์จากสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ โดยวิธี Sugar Floatation 
 วิธีการน้ี ต้องการให้ได้สปอร์โรซีสต์ทีส่ะอาดและมีการปนป้ือนของ normal flora ที่พบใน
ลําไส้งูเหลือมและสิ่งสกปรกอ่ืนๆ มีน้อยทีสุ่ดหรือไม่มีเลย โดยเตรียมสารละลายนํ้าตาลตามวิธีของ 
Kourenti, etal (2003)  ซึ่งประกอบด้วยนํ้าตาล 500 กรัม  นํ้ากรองหรือนํ้าประปาสะอาดที่ด่ืมได้
จํานวน 320 กรัม ใส่ลงในแก้วบีเกอร์ขนาด 1 ลิตร  ต้ังบนเตาไฟฟ้า คนละลายด้วยแท่งแก้ว ขณะคน
สารละลายให้ใส่ phenol 6.5 กรัม หรือฟอร์มาลิน(37%) 6 มิลลิลิตร เพ่ือป้องกันการเกิดเช้ือราใน
สารละลายนํ้าตาลที่เตรียมไว้  จากน้ันให้นําสารละลายนํ้าตาลมาแบ่งทําสารละลายพิเศษ 2 สูตร คอื 
สารละลาย A และสารละลาย B โดยสารละลาย A = สารละลายนํ้าตาลผสมกับสารละลาย 
PBS(Phosphate Buffered Saline+1%Tween80) ในอัตรา 1 : 4  ส่วนสารละลาย B = สารละลาย
นํ้าตาลผสมกับสารละลาย PBS(Phosphate Buffered Saline+1%Tween80) ในอัตรา 1 : 2   แล้ว
ปฏิบัติการกรองสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้จากการทําความสะอาดแบบปกติ  ดังน้ี  
1. ในหลอดป่ันตกตะกอนขนาด 50 ml. ใส่สารละลาย A 5 มล. + PBS 10 มล. เป็นช้ันที่ 1   จากน้ัน
ตามด้วยช้ันของสารละลาย B  3 มล. + PBS 12 มล.  
2.ใสส่ารแขวนลอยสปอร์โรซสีต์ที่เตรียมไว้จํานวน 10 มล. (ที่ได้ทราบปริมาณสปอร์โรซีสต์แล้ว) เหนือ
สารละลายทั้งสอง แล้วป่ันตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 1200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ซึ่งจะพบ
สปอร์โรซีสต์รวมตัวอยู่เหนือช้ันสารละลาย ขณะที่สิ่งสกปรกอ่ืนๆ รวมทั้งสปอร์โรซีสต์บางส่วน
ตกตะกอนอยู่ข้างล่าง 
3. ถ่ายรินส่วนช้ันของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์เหนือตะกอน ลงในหลอดป่ันตกตะกอนใหม่ขนาด
ปริมาตรเดียวกันจํานวน 2 หลอดในปริมาณที่เท่ากัน เติมนํ้ากลั่นให้ได้เท่าปริมาตรของหลอดปั่น เพ่ือ
ทําความสะอาดสปอร์โรซีสต์ โดยการป่ันตกตะกอนที่ความเร็วรอบที่ 1200 ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
จากน้ันรินสารละลายที่อยู่ตะกอนออกช้าๆ  ให้แต่ละหลอดคงเหลือสารละลายประมาณ 12.5 มล.
พร้อมตะกอน แล้วเขย่าให้เขา้กัน แล้วนําสารแขวนลอยของทั้งสอง มาผสมลงในหลอดเดียวกัน 
4. จากน้ันทําการตรวจนับปริมาณสปอร์โรซสีต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงกําลังขยายสูง แล้วใส่
นํ้ากรองหรือ PBS(Phosphate Buffered Saline) เต็มปริมาตรและเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่ 4oC  

การตกตะกอนกรองสปอร์โรซีสต์ในสารละลายนํ้าตาลผสมในครั้งแรก อาจกรองสปอร์โรซีสต์
ได้เพียง 50%  จึงควรทําการคัดกรองสปอร์โรซีสต์ที่ยังคงเหลือในส่วนตกตะกอนในข้อ 2  มา
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ตกตะกอนใหม่อีกคร้ังในสารละลายน้ําตาลผสมใหม่ตามข้อ 1 – 4     แล้วจึงนํามาคํานวณเปอร์เซ็นต์
สปอร์โรซีสต์ บริสุทธ์ิที่เก็บเก่ียวได้ทั้งหมด 

 
ผลการทดลองและวิจารณ ์

 การมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ของเช้ือโปรโตซัว ที่ได้มาจากกระบวนการผลิตในงูเหลือมที่ยาว  
1.5 - 1.7  เมตร จํานวน 2 ตัว ขนาด 2.0-2.5 เมตร 2 ตัว และ 3.0 เมตร จํานวน 2 ตัว ในแต่ละรอบ
ของการให้หนูติดเช้ือ   จํานวน  2 ครั้งติดต่อกัน  แต่ละคร้ังห่างกัน 4  เดือน รวม 2 ครั้งต่อปี เป็น
เวลา 3 ปี(2550-2552) ติดต่อกันน้ันพบว่า งูขนาดเล็กสามารถผลิตสปอร์โรซีสต์เฉลีย่ 856.7 ซีสต์/
ไมโครลิตร/3ปี ส่วนงูเหลือมขนาดกลาง 2 เมตร ผลิตซีสต์เฉลี่ย 4161.7 ซีสต์/ไมโครลิตร/ 3ปี  ส่วนงู
ขนาดใหญ่ต้ังแต่ 3 เมตร เป็นต้นไป ผลิตซสีต์ได้เฉลี่ย 10640 ซีสต์ /ไมโครลิตร/ 3ปี  และตรวจสอบ
การมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์โดยวิธีย้อมสี nucleic acid staining dyes ในปีแรก เฉลี่ย 80.6%, 81.9% 
และ 82.3% ตามลําดับ  สาํหรับการตรวจสอบความรุนแรงของการทําให้เกิดโรคในหนู ใช้วิธีทดสอบ
กับหนูท้องขาวบ้านโดยตรง(bioassay) ในอัตราความเข้มข้น 2 x105 สปอร์โรซีสต์ /หนู 1 ตัว จํานวน
ตัวอย่างละ 10 ตัว พบว่าหนูป่วยและตายทั้งหมด  100% จากสปอร์โรซสีต์ของงูทุกขนาด  สําหรับปีที่ 
2 งูเหลือมแต่ละขนาด ผลิตสปอร์โรซีสต์ ได้เฉลี่ย 801.6 , 2000.9, 4215.0 ซีสต์/ไมโครลิตร/ครัง้  
และ มีชีวิตเท่ากับ 78.1%, 80.3% และ 76.4% ตามลาํดับ ส่วนความรุนแรงของเช้ือโปรโตซัวจากงู
เหลือมทุกขนาดที่ทําให้หนูทอ้งขาวป่วยตายทั้งหมด(100%)  ส่วนในปีที่สาม การผลติสปอร์โรซีสต์ของ
งูทั้ง 3 ขนาด ยังคงผลิตสปอร์โรซีสต์ได้เฉลีย่ 995.6 , 4040.1 และ 9190.7 ซสีต์/ไมโครลิตร/ครั้ง แต่
การมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ของงูเหลือมทั้ง 3  ขนาด เฉลี่ยเท่ากับ 80.9%, 77.7%  และ 70.3% 
ตามลําดับ แต่ความรุนแรงในการก่อเกิดโรคของงูขนาดใหญ่และกลางกลับลดลงเหลือเพียง 60% และ 
69% ตามลําดับ ในขณะสปอร์โรซีสต์จากงูขนาดเล็ก ยังคงทําให้หนูทดลองตายมากกว่าเฉล่ีย 80%  
ปรากฏการณ์ที่เกิดขึ้นน้ี อาจเกิดจากความอ่อนแอของเช้ือโปรโตซัว อันเน่ืองจากกระบวนการถ่ายเช้ือ
เดียวกันตลอด 3 ปี หรือมีการปนเป้ือนของเช้ือโปรโตซัวชนิดอ่ืนๆ จากหนูติดเช้ือที่เลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการ แต่ปรากฏการณ์น้ี สามารถแก้ไขได้ด้วยการนําหนูจากธรรมชาติที่มีซีตสข์อง 
S..singaporensis  เป็นอาหารงูเหลือมแทน เพ่ือเพ่ิมความรุนแรงของเช้ือโปรโตซัวได้  นอกจากน้ีผล
การเปรียบเทียบสารแขนลอยสปอร์โรซีสต์ทีเ่ก็บเก่ียวโดยวิธี  sugar flotation กับสารแขวนลอย
สปอร์โรซีสต์ทีเ่ก็บเก่ียวแบบปกติ แสดงไว้ในตารางที่ 1 ซึ่งช้ีให้เห็นว่า การมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ไม่
สามารถบ่งบอกถึงความรุนแรงของเช้ือโปรโตซัวได้ แต่เป็นค่าที่อาจช่วยกําหนดปริมาณสปอร์-โรซีสต์
อัตราที่ต้องการใช้ผลิตเหย่ือโปรโตซัวกําจัดหนูได้ 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
1. การตรวจสอบการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ด้วยชุดสีย้อมนิวคลีอิคแอซิค(Dye Test) น้ันสามารถบอก
ได้ว่าสปอร์โรโรซีสต์ที่ได้จากงูเหลือมแต่ละคร้ัง หรือสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษาไว้ในสารละลายเกลือ
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(PBS) เป็นระยะเวลานานน้ัน ยังคงมีชีวิตเป็นจํานวนมากหรือน้อย  แต่ไม่สามารถบ่งบอกถึงความ
รุนแรงของเช้ือโรคได้ แต่วิธีการใช้สีย้อมนิวคลิอิกเอซิค ต้องซื้อชุดตรวจสอบสําเร็จรูปที่มีราคาแพง 
2. ส่วนวิธีการทดสอบประสิทธิภาพของสปอร์โรซีสต์กับหนูท้องขาวโดยตรง (Bioassay Test) น้ัน 
สามารถบ่งบอกการก่อเกิดโรคที่รุนแรงต่อหนูท้องขาวแต่ละตัวได้ โดยต้องทําการทดสอบประสิทธิภาพ
ของสปอร์โรซีสต์ที่ผลิตได้แต่ละล๊อต กับหนูท้องขาวอย่างน้อยคร้ังละ 6 ตัว(เพศผู้ 3 เพศเมีย 3) 
3. วิธีการเก็บเก่ียวสปอร์โรซีสต์โดยวิธี  Sugar Floatation  น้ัน สามารถให้สปอร์โรซีสต์ที่มีการ
ปนเป้ือนของจุลินทรีย์อ่ืนๆ น้อยมาก หรือไม่มีเลย  แต่จะสูญเสียสปอร์โรซีสต์พอควรและเป็นการเพ่ิม
ค่าใช้จ่าย ซึ่งวิธีการน้ีอาจเหมาะแก่การนําไปใช้ประโยชน์ในงานตรวจสอบชนิดและความบริสุทธ์ิของ
โปรโตซัว  

คําขอบคณุ 
 ขอบคุณคุณปิยรัตน์ จิตระวัง และคุณชุติมา     นักวิชาการของโครงการ CBP+GTZ ทีช่่วยใน
การเก็บข้อมูลการผลิตสปอรโ์รซีสต์และการทดสอบการมชีีวิตและความรุนแรงของการก่อเกิดโรคใน
หนูท้องขาว รวมถึงการติดเช้ือในหนูท้องขาว 
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ตารางที่ 1  แสดงเปอร์เซ็นต์การเก็บเก่ียวสปอร์โรซีสต์  การมีชีวิตของโปรโตซัว และการตายของหนู 
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                 ทดสอบในห้องปฏิบัติการปี 2552-2553 
 

%สปอร์โรซีสต์ที่เก็บเก่ียวได้ %การมีชีวิต %การตายหนู 

Sugar floatation กรอง+ป่ันตกตะกอนปกติ 

34 72 67 100 

45 87 78 100 

42 83 80 90 

55 79 80 80 

64 85 79 100 

38 69 67 70 

35 75 81 100 

44 74 79 80 

68 81 77 100 

57 83 75 100 

Average =  48.1 78.8     

 
 
 
 
 
  
 

 
 


