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ศึกษาวิธีการควบคุมคุณภาพการผลิตสปอรโรซีสตของโปรโตซัว            
S. singaporensis 

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

 
ยุวลกัษณ  ขอประเสริฐ         ดาราพร รินทะรกัษ        ปราสาททอง พรหมเกิด 

กลุมกีฏและสัตววทิยา        สํานกัวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
      

รายงานความกาวหนา 

- 

คํานํา 

สารแขวนลอยสปอรโรซีสตของ S. singaporensis  ที่ไดมาจากกระบวนการผลิตระหวาง
หนูติดเชื้อโปรโตซัวและงูเหลือม ในแตละ passage หรือในแตละล็อต จะผลิตสารชีวินทรียกําจัด
หนทูี่มีประสิทธิภาพที่แตกตางกนั  ดังนั้น จึงควรศึกษาวิธี ที่จะสามารถตรวจสอบคุณภาพของสาร
แขวนลอยสปอรโรซีสตของการผลิตแตละล็อต  เพื่อใหไดสารชีวินทรียกาํจัดหนมูีประสิทธิภาพท่ี
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.  หนทูองขาว   กรงทดสอบเด่ียว  อาหารและนํ้า 
6.   กระดาษทชิชูแบบอเนกประสงค      ถงุมือยางสําหรับแพทย   ชุดเคร่ืองมือผาตัด 

      
รหัสการทดลอง 07-01-49-06-05-01-03-51 
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วีธีการ 

1.  ตรวจสอบการมีชีวิตของสปอรโรซีสตดวยชุดสียอมนวิคลีอิคเอซิค(Dye Test) 

ปฏิบัติตามวิธกีารของยุวลักษณ(2543) โดยนําชุดสียอมสําเร็จรูป live/dead bacLight 
Bacterial Viability Kit  มาสียอม 2 ชนิดมาผสม แลวแชแข็งกอนใช  จากนัน้เตรียมตัวอยาง 
sporocysts suspension ที่อัตรา 150,000 ซีสต/หลอด จํานวน 2 ตัวอยางตอล็อต  แลวทาํการ
ยอมสีผสมทีเ่ตรียมไวและทาํละลายแลว  หุมหลอดตัวอยางดวยอลูมิเนียมฟอลย แลวนาํอบในตูอบ
ที่อุณหภูม ิ 70 ๐C นาน 3 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับตัวอยางที่ผานการยอมสีแลวเชนกัน แตนําไปแช
น้ําอุนที่อุณหภูมิ 70 ๐C นาน 3 ชัว่โมงแทน   จากนัน้นําไปตรวจนับปริมาณของสปอรโรซีสตมีชีวิต
ภายใตกลองจลุทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรสเซนตกาํลังขยายสูง(สปอรโรซีสตที่ยังมีชวีิตจะไมติดสี
ยอม) 

2.  ทดสอบประสิทธิภาพของสปอรโรซีสตกับหนูทองขาว(Bioassay Test) 

 นําสปอรโรซีสตที่อยูในน้ําเกลือ PBS 1% หรือน้าํกรอง และผานการยอมสีทดสอบตามขอ 
3.1 มาทดสอบประสิทธิภาพของสารแขวนลอยสปอรโรซีสตกับหนทูอง โดยทําการสลบหนูดวย
อีเทอรกอน  จากนั้นใช feeding tube  ใหเชื้อโดยตรงทางปากในอัตรา 200,000 สปอรโรซีสตตอ
หน ู1 ตัว จํานวน 4-6 ตัว ใหอาหารและน้ําตามปกติ และบันทกึอาการปวยของหนทูกุวัน 

3. ทาํการเก็บเกี่ยวสปอรโรซสีตในมูลงู โดยวิธ ีSugar Floatting 

 เตรียมสารละลายน้าํตาลตามวธิีของ Stanlay(2003)  นํามูลงูเหลือมที่มีสปอรโรซีสตปะปน
ประมาณ 490 กรัม/สารละลายน้าํตาล 50 มล. จากนัน้ทาํการปนตกตะกอนดวย centrifuge เพือ่
เก็บเกี่ยวสปอรโรซีสตใหลอยอยูในช้ันสารละลายน้ําตาล  ปฏิบัติเชนนี้สามารถเก็บเกี่ยวสปอรโร
ซีสตที่บริสุทธิ์ไดมาก   
การบันทึกขอมูล 
 1. บันทึกปริมาณสปอรโรซีสตที่ไดจากงเูหลือมแตละตัวและแตละคร้ังของการใหหนติูดเชื้อ 

2. บันทึกการมีชีวิตของสปอรโรซีสตที่ไดจากงูเหลือมแตละ passage 
2. บันทึกปริมาณสปอรโรซีสตที่ไดจากการเก็บเกี่ยวโดยวธิี Sugar Floattation 
3. บันทึกเปอรเซน็ตการมีชีวติของสปอรโรซีสตในสารแขวนลอยที่ผลิตไดในแตละ lot 
4. บันทึกความรุนแรง/ประสิทธิภาพของโปรโตซัวระยะสปอรโรซีสตตอหนทูดลอง 
 
 
 



 736 

ระยะเวลาและสถานท่ี 

ดําเนนิการศึกษาต้ังเดือนตุลาคม 2548 ถึงเดือนกันยายน 2553  ในหองปฏิบัติการของ
กลุมงานสัตววิทยาการเกษตร  และดักจับหนูศัตรูจากแหลงทําการเกษตร เชน สวนปาลน้ํามัน ฯลฯ 
และภายในบริเวณมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร และตลาดเทศบาล 

ผลการทดลอง   

 ผลการศึกษาในป 2549 พบวา การมีชีวิตของสปอรโรซีสตของเชื้อโปรโตซัวที่ไดมาจาก
กระบวนการผลิตในงูเหลือมที่ยาว  1.5  ม.ในแตละรอบของการใหหนูติดเชื้อ   จาํนวน  2 คร้ัง
ติดตอกัน  แตละคร้ังหางกนั 3  เดือน สามารถตรวจสอบไดโดยวิธียอมสี nucleic acid staining 
dyes และเปอรเซ็นตการมชีีวิตของเช้ือเทากับ 89.62% และ 89.17 % ตามลําดับ  สําหรับการ
ตรวจสอบความรุนแรงของการทําใหเกิดโรคในหนู ใชวิธทีดสอบกับหนโูดยตรง(bioassay) ในอัตรา
ความเขมขน 2 x105 สปอรโรซีสต /หน ู 1 ตัว จํานวนตัวอยางละ 6 ตัว พบวาหนูปวยและตาย
ทั้งหมด(100%) 
 ผลการศึกษาในป 2550 พบวา สปอรโรซสีตของเชื้อโปรโตซัวที่ไดมาจากกระบวนการผลิต
ในงูเหลือมที่ยาว  3.0  เมตร ในแตละรอบของการใหหนูติดเชื้อ   จาํนวน  2 คร้ังติดตอกัน  แตละ
คร้ังหางกนั 3  เดือน มีชีวิต 71.2%  และ 80.7% ตามลําดับ      สําหรับความรุนแรงของการทําให
เกิดโรคในหนู   ทําการทดสอบกับหนูทองขาวโดยตรงในอัตราความเขมขน 2 x105 สปอรโรซีสต /
หน ู 1 ตัว จํานวนตัวอยางละ 6 ตัว พบวา สปอรโรซีสตในหลอดที ่ 1 ทาํใหหนูปวยและตาย  50%   
สวนสปอรโรซสีตในหลอดที ่2  ทําใหหนปูวยและตาย 80%    
 การเก็บเกี่ยวสปอรโรซีสตจากหลอดที ่ 2 โดยวิธกีารตกตะกอนดวยสารละลายน้ําตาลผสม 
ไดสปอรโรซีสตเพียง 67 %     การศึกษายังไมส้ินสุดและยังดําเนนิการตอไป 
 ผลการทดลองป 2551 งูเหลือมแตละตัวไดหนทูี่มีการติดเชื้อโปรโตซัวแตละระดับ(ระดับ
ปานกลาง  ระดับตํ่า และระดับสูง)อยางละ 1 ตัวสามารถผลิตสปอรโรซีสตได 1070 , 980, และ 
1,190 ลานซีสตตามลําดับ และ% การมีชีวติ =  81%, 86%, และ 82% ตามลําดับ(เกบ็เกี่ยวโดยวธิี
กรองและปนตกตะกอน)  สวนการเก็บเกี่ยวสปอรโรซสีตดวยวิธี sugar floatation  สามารถเก็บ
เกี่ยวได  810,  657, และ 943 ลานซีสตตามลําดับ และ% การมีชวีิต =  87%, 87%, และ 86% 
ตามลําดับ 
 ผลการทดลองป 2552  พบวา การเก็บเกีย่วสปอรโรซีสตดวยวิธ ี sugar floatation โดยวิธี
ของ Sheather ซึ่งมีสายละลาย 2 สูตร ภายหลังทาํการสกัดสปอรโรซีสตออกจากสารแขวนลอย
สปอรโรซีสตของงูเหลือมหมายเลข 6 ซึง่มสีปอรโรซีสตกอนการทดลอง 5825 สปอรโรซีสตตอ 1ไม
โครลิตร และทําการสกัด 2 คร้ัง พบวา  สามารถเก็บเกี่ยวสปอรโรซสีตไดเพียงได 10 %  เทานั้น 
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และ  % การมชีีวิตโดยวธิีการใช nucleic acid dye =  78%   สําหรับการติดเชื้อสปอรโรซีสตในหนู
นอรเวสายพนัธุสเปรดโดเร พบซารโคซีสตในกลามเนื้อลําตัวสวนทองระดับสูงจํานวน 4 ตัว  ระดับ
ตํ่า 1 ตัว สวนกลามเนื้อตนขา พบระดับสูง 4 ตัว ระดับปานกลาง 1 ตัว 
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