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สุทารัตน  พรจรรยา: ความเปนพิษของ BACILLUS  THURINGIENSIS VAR.
ISRAELENSIS  ตอลูกน้ํ ายุงลาย (AEDES AEGYPTI ) ในภาชนะเก็บน้ํ าตางชนิดภายใต
สิ่งแวดลอมที่ตางกัน (TOXICITY OF BACILLUS  THURINGIENSIS  VAR.
ISRAELENSIS TO AEDES  AEGYPTI  LARVAE IN VARIOUS WATER
CONTAINERS UNDER DIFFERENT ENVIRONMENTAL CONDITIONS)
 อ.ที่ปรึกษา อาจารย ดร. ณัฐวุฒิ ธานี, 93 หนา. ISBN  974-533-206-2

จากการนับจ ํานวนเซลลของแบคทีเรียที่คา LC50 ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่2 ในเวลา 72 และ
96 ชั่วโมงในภาชนะเก็บนํ ้าที่แตกตางกัน โดยทํ าการทดลองในอาคารอยูระหวาง 1.68x108 ถึง
2.25x108  และ  9.29x107   ถึง 1.45x108  เซลล/มิลลิลิตร ตามล ําดับ  นอกอาคารอยูระหวาง 7.53x108

ถึง  1.19x109 และ 5.28x108   ถึง  8.99x108  เซลล/มิลลิลิตร ตามล ําดับ  ในหองปฏิบัติการอยูระหวาง
1.67x108   ถึง  2.28x108   และ 1.01x108   ถึง  1.71x108  เซลล/มิลลิลิตร ตามล ําดับ        

เมื่อเปรียบเทียบคา LC50 จากการนับจํ านวนเซลลของแบคทีเรียตอลูกนํ ้าระยะที่4 ในเวลา
72 และ 96 ชั่วโมงในภาชนะเก็บนํ ้าที่แตกตางกัน  โดยท ําการทดลองในอาคารอยูระหวาง  1.57x108

ถึง 3.84x108  และ 9.01x107 ถึง 2.32x108 เซลล/มิลลิลิตร ตามล ําดับ  นอกอาคารอยูระหวาง   
9.59x108   ถึง  1.24x109 และ 7.88x108  ถึง  9.62x108  เซลล/มิลลิลิตร  ตามล ําดับ  ในหองปฏิบัติการ
อยูระหวาง  1.93x108   ถึง  2.68x108  และ 1.68x108   ถึง  1.99x108   เซลล/มิลลิลิตร ตามล ําดับ   

จากการทดลองในภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผาและอลูมิเนียม ในสิ่งแวดลอมเดียว
กันในเวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง ของลูกนํ ้ายุงลายทั้ง 2 ระยะ ผลลัพธที่ไดไมแตกตางกันที่ระดับนัย
ส ําคัญ 0.05  สวนอัตราการตายของลูกน้ํ าที่สิ่งแวดลอมในอาคารและในหองปฏิบัติการมากกวานอก
อาคารท่ีระดับนัยสํ าคัญ 0.05   การทดลองพบวาเม่ือความเขมขนของ Bti หรือคาความเปนกรดเบส
เพิ่มขึ้นท ําใหอัตราการตายของลูกนํ้ าทั้ง 2 ระยะเพิ่มขึ้น  เม่ืออุณหภูมิของน้ํ าเพ่ิมข้ึนอัตราการตาย
ของลูกนํ ้าทั้ง 2 ระยะจะลดลง เมื่อคาออกซิเจนละลายลดลงทํ าใหอัตราการตายของลูกนํ ้าเพิ่มขึ้นที่
ระดับ นัยส ําคัญ 0.05
สาขาวิชาชีววิทยา             ลายมือชื่อนักศึกษา
ปการศึกษา  2545             ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษา
              ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษารวม

            ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษารวม
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SUTARAT PORNCHANYA : TOXICITY OF BACILLUS THURINGIENSIS VAR.
ISRAELENSIS TO AEDES AEGYPTI LARVAE IN VARIOUS WATER CONTAINERS
UNDER DIFFERENT ENVIRONMENTAL CONDITIONS
THESIS ADVISOR : DR. NATHAWUT THANEE, Ph.D. 93  pp. ISBN 974-533-206-2

LC50/Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) / Aedes aegypi / Dissolved Oxygen (DO) / pH
The bacterial cell counts at LC50 with 2nd instar larvae and tested in indoors after 72 and

96 hours using different containers were between 1.68x108 to 2.25x108 and 9.29x107 to 1.45x108

cells/ml  respectively. When tested in outdoors the cell count ranged from 7.53x108 to 1.19x109

and 5.28x108 to 8.99x108 cells/ml after 72 and 96 hours respectively. Under laboratory conditions
cell counts were between 1.67x108 to 2.28x108 and 1.01x108 to 1.71x108 cells/ml at 72 and 96
hours respectively.

By comparison the bacterial cell count at LC50 with 4th instar larvae and tested in indoors
after 72 and 96 hours using different containers were between 1.57x108 to 3.84x108 and 9.01x107

to 2.32x108 cells/ml respectively. When tested outdoors the cell counts ranged from 9.59x108 to
1.24x109 and 7.88x108 to 9.62x108 cells/ml after 72 and 96 hours respectively.  Under laboratory
conditions cell counts were between 1.93x108 to 2.68x108 and 1.68x108 to 1.99x108 cells/ml at 72
and 96 hours respectively.

The results getting from both type of mosquito larvae (2nd and 4th instar) under 72 and 96
hours in glass, cement, earthenware and aluminium under the same conditions were similar
(α=0.05). The testing larvae showed significantly higher mortality under indoor and laboratory
than under outdoor conditions (α=0.05).  An increase of Bti concentration or pH results in higher
mortality in both instar larvae. When there is an increase of water temperature, then lower
mortality in both instar larvae results. The decrease of DO results in higher mortality in both
instar larvae  (α=0.05).
สาขาวิชาชีววิทยา           ลายมือชื่อนักศึกษา
ปการศึกษา  2545           ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษา
                                                                 ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษารวม

          ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษารวม



6

กติติกรรมประกาศ

วิทยานิพนธนี้สํ าเร็จลุลวงดวยด ี  ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณอาจารย ดร. ณัฐวุฒิ  ธานี 
อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธผูใหโอกาสในการศึกษา ตลอดจนใหคํ าปรึกษา แนะนํ า ชวยเหลือเปน
อยางดีมาโดยตลอด  และกราบขอบพระคุณบุคคล และกลุมบุคคลตางๆ ที่ไดกรุณาใหค ําปรึกษา 
แนะนํ า ชวยเหลืออยางดียิ่ง ทั้งในดานวิชาการ และ ดานดํ าเนินงานวิจัย อาทิเชน

-! รศ. เสาวลักษณ  สุขประเสริฐ     อาจารยประจํ าภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะแพทยศาสตร
มหาวิทยาลัยขอนแกน

-! ผศ. ดร. พาณี วรรณนิธิกุล, อาจารย ภก. ดร. เกรียงศักด์ิ  เอื้อมเก็บ, รศ. ดร. กรกช
อินทราพิเชฐ, รศ. ดร. สมพงษ ธรรมถาวร, รศ.ดร.อรรณพ วราอัศวปติ และอาจารยประจํ าสาขาวิชา
ชีววิทยา ส ํานักวิชาวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีทุกทาน

-! ขอขอบพระคุณ คุณ วีระพล โพธิจิตติ เจาหนาท่ีประจํ าส ํานักงานควบคุมโรคติดตอนํ า
โดยแมลงเขต 1 สระบุร ีที่ใหการสนับสนุนไขยุงลายที่ใชในการวิจัย
             -  ขอขอบคุณ คุณสิริลักษณ ดีสูงเนิน และเจาหนาที่ส ํานักวิชาวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารีทุกทานที่กรุณาอ ํานวยความสะดวก

-! ขอขอบคุณ คุณชาตรี พรจรรยา       ที่ใหความชวยเหลือสนับสนุนและเปนก ําลังใจ
เสมอมา

      ทายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณสุภาพ ธรรมวิชัย    คุณสจิุตรา ละสูงเนิน  และบิดา
มารดาที่ใหการเลี้ยงดูอบรมและสนับสนุนดานการศึกษาเปนอยางดีจนทํ าใหผูวิจัยประสบความ
สํ าเร็จในชีวิตตลอดมา

สุทารัตน  พรจรรยา



สารบัญ

หนา

บทคัดยอ (ภาษาไทย)……………………………………………………………………………...ก
บทคัดยอ (ภาษาอังกฤษ)…………………………………………………………………………...ข
กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………………ค
สารบัญ……..…………………………………………………………………………….………..ง
สารบัญตาราง…………………………………………………………………………….………..ช
สารบัญภาพ…………………………………………………………………………….………….ฌ
บทท่ี
     1    บทน ํา………………………………………………………………………………………. 1

    1.1    ความส ําคัญของปญหา……………………………………………………………….. 1
    1.2    วัตถุประสงคการวิจัย ……. ……………………………………………………….… 7
    1.3    สมมุติฐานของการวิจัย………………………………………………………………..7
    1.4    ขอตกลงเบ้ืองตน ……………. ………………………………………………………7    
    1.5    ขอบเขตของการวิจัย  …………………………………………………………………8
    1.6    ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  ………………………………………………………….8
    1.7    คํ าอธิบายศัพท …………… ………………………………………………………….8

    2    ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ………………………………………………..10
2.1! ความรูทั่วไปเกี่ยวกับยุง…………………………… ….………..………………........10

2.1.1    ลักษณะเฉพาะที่ส ําคัญของ Subfamily Culicinae……….……………………11
2.1.2! นิเวศวิทยาของยุง……………..……………………………….……….…….11
2.1.3! Genus Aedes………………………………………………….……………...12
2.1.4! ลักษณะและชีววิทยาของยุงลาย..…………………………..….……………. 15

      2.1.5     การแพรกระจายของยุงลายเขาสูประเทศไทย.……….…………….……….. 24
      2.1.6     การส ํารวจลูกนํ ้ายุงลาย ..……………………………………….…..…......... 24
      2.1.7     ความส ําคัญทางการแพทยของยุงลาย..............................................................26



!

สารบัญ(ตอ)

หนา

              2.2    ความรูทั่วไปเกี่ยวกับ Bacillus thuringiensis var. israelensis…………….……… 28
                       2.2.1    อนุกรมวิธาน…… ………….………………………………….……...….. 28
                       2.2.2    ประวัติและการศึกษา Bacillus thuringiensis………… ……….………. 28
                       2.2.3    สารพิษที่สรางโดย Bt ………………..…………………………..……... ...30
                       2.2.4    คุณสมบัติของ Bt…………………………………….…………………… 31
                       2.2.5    โครงสรางของผลึกโปรตีน………………….……………………………  33
                       2.2.6     สารพันธุกรรมที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีน………….…………………33
                       2.2.7     กลไกการออกฤทธิ์ของ Bti……………………….…………….…………36
                       2.2.8     ความเปนพิษตอลูกนํ ้ายุง………………………….……….…..……….…36

    2.2.9     การเพาะเลี้ยง Bti ……………………………….………..………………..41
                       2.2.10   ความปลอดภัยของ Bti ตอสิ่งมีชีวิตนอกกลุมเปาหมาย…….………..……42
      3  วิธีด ําเนินการวิจัย …………………………………….………….…………..………… 44

 3.1   วิธีวิจัย………………………………………………..………………………….... 44
        3.2   สถานที่ท ําการวิจัย………………………………………………….…….……….  45
!     3.3   วัสดุอุปกรณที่ใชในการทดลอง………………………………….……………….. 45

        3.4   วิธีดํ าเนินการทดลอง………………………………………………….....………..  46
          3.4.1    การเตรียม Bti  …………………………………………………………….49
         3.4.2     การเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุงลาย………………………………………………... 50
         3.4.3     การเตรียมภาชนะชนิดตาง ๆ ..………………………….……………….. 51

                       3.4.4     การทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย…. ….…..…………….. 51
          3.4.6     การวิเคราะหขอมูล…………………………………….………………… 53

      4      ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปรายผล………………………………………………54
        4.1   การศึกษาความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย………….........................................54
        4.2   การศึกษาความสัมพันธระหวางคา LC50 กับสิ่งแวดลอม……..……...……..….….. 67



"

สารบัญ(ตอ)
หนา

    4.2.1   การศึกษาอัตราการตายของลูกน้ํ ายุงลายตางภาชนะ………………..……....67
    4.2.2    การศึกษาอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงลายตางสิ่งแวดลอม……………...... ...68
    4.2.3    การศึกษาความสัมพันธระหวางอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลาย

  กับปจจัยทางกายภาพ………………………………………………………71
    4.2.4    อุณหภูมิอากาศ  ความชื้นสัมพัทธ และความเขมแสงในขณะทดลอง…...... 73

4.3   อภิปรายผลการศึกษา…………….………………………………………………... 74
     5     บทสรุป………………………………………………………….………………………77

        5.1   สรุปผลการวิจัย.....................................................……….........................................77
        5.2   การประยุกตผลการวิจัย…...................................................…..……...……..….….. 79

   5.3   ขอเสนอแนะในการวิจัยตอไป………………………………………………...……79
รายการอางอิง……………………………………………………………………………………...81
ประวัติผูเขียน…………………………………………………………………………………….. 93



#

สารบัญตาราง

ตารางท่ี หนา

1.1         แสดงสถานการณโรคไขเลือดออกในประเทศไทย ป พ.ศ. 2539 - 2544..........................  4
2.1 แสดงรอยละที่พบลูกนํ ้ายุงลายในภาชนะชนิดตางๆ .........................................................23

2.2 แสดงคุณสมบัติและชนิดของยีนที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีนใน Bt
สายพันธุตางๆ...................................................................................................................35

4.1 ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกน้ํ ายุงลาย (A.aegypti) ใน
ภาชนะแกว…………........................................................................................................55

4.2  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกน้ํ ายุงลาย (A.aegypti) ใน
ภาชนะพลาสติก…………………………………………………....................................56

4.3         ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.aegypti) ใน
ภาชนะซีเมนต……………………………………………………………….…………..57

4.4         ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.aegypti) ใน
ภาชนะดินเผา……………………………........................................................................58

4.5  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกน้ํ ายุงลาย (A.aegypti) ใน
ภาชนะอลูมิเนียม…………………………......................................................................59

4.6! แสดงสมการเสนตรงของความเขมขนของ Bti กับอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
              ระยะที ่2 ในภาชนะ 5 ชนิด ในสิ่งแวดลอม 3 อยาง………….……….............................62
4.7! แสดงสมการเสนตรงของความเขมขนของ Bti กับอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
              ระยะที ่4 ในภาชนะ 5 ชนิด ในสิ่งแวดลอม 3 อยาง….……………….............................62
4.8       แสดงคา LC50    ของลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2…………………………………............ ... ......63
4.9       แสดงคา LC50    ของลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 4……………………......................... ...... ... ......63
4.10     แสดงคาเฉลี่ย ± SD ของอัตราการตายของลูกน้ํ ายุงลาย…………………………………..67
4.11     แสดงผลวิเคราะหทางสถิติหาความแตกตางของอัตราการตายของ
              ลูกนํ้ ายุงลายในภาชนะ 5 ชนิด วิธ ีOne way ANOVA........................... ...........................67



5

สารบัญตาราง(ตอ)

ตารางท่ี
หนา

4.12 แสดงผลวิเคราะหทางสถิติหาความแตกตางของอัตราการตายของ
ลูกนํ้ ายุงลายในสิ่งแวดลอม 3 อยางดวยวิธี One way ANOVA .................... ....................69

4.13 แสดงผลวิเคราะหสถิติการเปรียบเทียบแตละคูตัวแปรในสิ่งแวดลอม 3 อยาง
โดยวิธีของ  LSD ........................................................................ .................................... 70

4.14! แสดงผลวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติระหวางอัตราตายของลูกนํ้ ายุงลายกับ
ความเขมขนของ Bti และปจจัยทางกายภาพโดยใชวิธ ีPearson correlation    ................. 71

4.15   ผลการเปรียบเทียบอุณหภูมิของอากาศ  ความชื้นสัมพัทธและความเขมแสงเฉลี่ย
จากการทดลองความเปนพิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2 ..…………………. ….. 73

4.16       ผลการเปรียบเทียบอุณหภูมิของอากาศ  ความชื้นสัมพัทธและความเขมแสงเฉลี่ย
จากการทดลองความเปนพิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 4...………………….. ..... 73



6

สารบัญภาพ

ภาพท่ี หนา

1.1 กราฟแสดงอัตราปวยดวยโรคไขเลือดออกรายปของจังหวัดนครราชสมีา
ในชวงป พ.ศ.2532-2544………………………………………………….………….…..2

1.2       กราฟแสดงเปรียบเทียบอัตราปวยดวยโรคไขเลือดออกของจังหวัดนครราชสีมา
            รายประหวางป พ.ศ.2541-2544………………………………...…….…………………..3
1.3! กราฟแสดงอัตราปวยดวยโรคไขเลือดออกรายเดือนของจังหวัดนครราชสีมา

 ระหวางป พ.ศ.2532-2544…………………………………………………………………3
2.1 แสดงภาพวงจรชีวิตของยุงลายบาน...................................................................................13
2.2        แสดงภาพลักษณะของยุงลายบาน......................................................................................14
2.3 แสดงภาพลักษณะเฉพาะของลูกนํ ้ายุงลายบาน..................................................................15
2.4        แสดงภาพไขของยุงลายบาน..............................................................................................16
2.5! แสดงภาพลูกนํ ้ายุงลายบาน.................................................................................................18
2.6! แสดงภาพระดับ pH ในลูกนํ้ ายุงลายบาน............................................................................19
2.7! แสดงภาพตัวโมงของยุงลายบาน........................................................................................20
2.8! แสดงภาพตัวเต็มวัยของยุงลายบาน.....................................................................................21
2.9        แสดงภาพ parasporal body ของ Bti...................................................................................32
3.1        แผนผังแสดงการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย A.
aegypti.........................44
4.1 กราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตรา

การตายของลูกนํ้ ายงุลายทดลองในอาคาร..........................................................................64
4.2 กราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตรา

การตายของลูกนํ้ ายุงลายทดลองนอกอาคาร.......................................................................65
4.3 กราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตรา

การตายของลูกนํ้ ายุงลายทดลองในหองปฏิบัติการ……………………………….......…
66



บทที ่1
บทนํ า

1.1 ความสํ าคัญของปญหา
ยุง (mosquito) เปนสัตวขาปลองซึ่งมีมากมายหลายชนิด โทษของยุงนอกจากดูดกินเลือด

แลวยังทํ าความรบกวนแก คน สัตวเลี้ยงลูกดวยนมอื่นๆ และนก ยุงในเมืองชอบดูดกินเลือดของ
สัตวเลือดอุนแตมีรายงานเกี่ยวกับยุงดูดกินเลือดปลา สัตวเลื้อยคลาน และสัตวครึ่งบกครึ่งนํ ้าดวย
(สัมฤทธิ์ สิงหอาสา, 2532) ยุงสวนมากหากินในเวลากลางคืนแตก็มีบางชนิดที่หากินในเวลา
กลางวัน ยุงแพรพันธุในนํ ้าแทบทุกชนิดทั้งนํ ้าจืดและนํ ้ากรอย น้ํ าสกปรกและนํ้ าสะอาด น้ํ าขังใน
กระปอง ยางรถยนต รอยเทาสตัว รูตนไม ใบไม ขอบลํ าธาร แมน้ํ า ทะเลสาบ และบึง ยุงบางชนิด
อาศัยภายนอกบาน บางชนิดอาศัยและแพรพันธุภายในบาน การรบกวนของยุงทํ าใหผลผลิตทาง
อุตสาหกรรมลดลง นอกจากน้ียังเปนตัวนํ าโรคตางๆ มาสูคนและสัตวโดยโรคที่น ําโดยยุงบางโรค
อาจจะท ําใหคนและสัตวตายได

การกระจายพันธุของยุงพบไดทั่วโลก ยกเวนในบริเวณท่ีมีอากาศเย็นจัดจนเปนน้ํ าแข็ง
หรือหิมะปกคลุมเทานั้นที่จะไมพบยุง และที่ส ําคัญแหลงใหญของยุงอยูในเขตรอนทํ าใหในประเทศ
ไทยมียุงที่ส ําคัญท้ัง 4 สกุล (Genus) ที่มีความส ําคัญในทางการแพทย โดยเปนพาหะนํ าโรคมาสูคน
เชน ยุงลาย Aedes aegypti และ  Aedes albopictus นํ าโรคไขเลือดออก (dengue hemorrhagic fever)
โรคไขปวดขอออกผ่ืนท่ีมีสาเหตุจาก chikungunya virus ยุงทองนาหรือยุงรํ าคาญ Culex
tritaeniorhynchus และ Culex gelidus นํ าโรคไขสมองอักเสบ (Japanese-encephalitis) ยุงเสือ
Mansonia uniformis เปนพาหะสํ าคัญนํ าโรคเทาชาง (filariasis) ที่เกิดจากเชื้อ Brugia malayi ยุง
กนปลองหลายชนิด เชน Anopheles minimus, Anopheles maculatus และ Anopheles dirus นํ าโรค
มาลาเรีย (Malaria) (วลัยรัตน ตัณฑประศาสตร, 2539; Potter and Knapp, www, 1994) โรคท่ีกลาว
มามีความสํ าคัญเปน 1 ใน 10 อันดับแรกของโลกที่ยังเปนปญหาสาธารณสุขและโดยเฉพาะโรคไข
เลือดออกที่มียุงลายเปนพาหะหลัก

ในประเทศไทยมียุงเปนพาหะนํ าโรคอยูมากเน่ืองจากสภาพแวดลอมเหมาะกับการเจริญ 
เติบโตของยุงทํ าใหมีผูปวยและเสียชีวิตมาก กรมควบคุมโรคติดตอ กระทรวงสาธารณสุขจึงไดจัด
ทํ าโครงการควบคุมยุงในประเทศไทยมาตั้งแตป พ.ศ.2493 จนถึงปจจุบัน ซึ่งสถิติในป พ.ศ.2536



พบจํ านวนผูปวยไขเลือดออกทั้งสิ้น 67,010 ราย คิดเปนอัตราปวย 114.88 ตอแสนประชากร เพ่ิม
จากป พ.ศ.2535 ที่มีอัตราปวยไมเกิน 85 ตอแสนประชากร สวนอุบัติการณของโรคในเขตพ้ืนท่ี
จังหวัดนครราชสมีาในป พ.ศ.2539 พ.ศ.2540 พ.ศ.2541 และ พ.ศ.2542 มีอัตราปวยตอแสน
ประชากรเปน 43.71, 56.00, 102.62 และ 97.50 ตามล ําดับ สวนอัตราตายจากจํ านวนผูปวยทั้งหมด
คิดเปนรอยละ 0.54, 0.44, 0.74 และ 1.25 ตามล ําดับ ซึ่งในชวงเวลาระหวาง 1 มกราคม 2542 ถึง 15
พฤศจิกายน 2542 พบจํ านวนผูปวย 239 คน เสียชีวิต 3 คน (ส ํานักงานสาธารณสุขจังหวัด
นครราชสีมา, 2542) และในชวงเวลาระหวาง 1 มกราคม 2544 ถึง 25 ธันวาคม 2544 พบจํ านวนผู
ปวย 5,841 คน เสียชีวิต 15 คน คิดเปนอัตราตายจากจํ านวนผูปวยทั้งหมดรอยละ 0.26 และ มีอัตรา
ปวย 229.97 ตอแสนประชากร เมื่อเทียบกับชวงเวลาเดียวกันในป พ.ศ.2543 พบจํ านวนผูปวย 199
รายไมมีเสียชีวิต จะเห็นไดวาในป พ.ศ.2544 พบผูปวยเพิ่มมากขึ้นถึง 26 เทา แสดงรายละเอียด
ดังภาพที่ 1.1, 1.2 และ 1.3 (ส ํานักงานสาธารณสุขจังหวัดนครราชสีมา,  2545)
ภาพที่ 1.1 กราฟแสดงอัตราปวยดวยโรคไขเลือดออกรายปของจังหวัดนครราชสีมาในชวงป         

พ.ศ.2532-2544

หมายเหตุ จากรายงานระบาดวิทยาโรคไขเลือดออกประจํ าป 2544 (หนา 18), ส ํานักงานสาธารณสุข
จังหวัดนครราชสมีา, 2544, ฝายระบาดวิทยาส ํานักงานสาธารณสุขจังหวัดนครราชสีมา
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ภาพที่ 1.2 กราฟแสดงการเปรียบเทียบอัตราปวยดวยโรคไขเลือดออกของจังหวัด
นครราชสีมารายป ระหวางป พ.ศ.2541-2544

หมายเหตุ จากรายงานระบาดวิทยาโรคไขเลือดออกประจํ าป 2544 (หนา 19), ส ํานักงานสาธารณสุข
         จังหวัดนครราชสมีา, 2545, ฝายระบาดวิทยาส ํานักงานสาธารณสุขจังหวัดนครราชสีมา

ภาพที่ 1.3 กราฟแสดงอัตราปวยดวยโรคไขเลือดออกรายเดือนของจังหวัดนครราชสีมา ระหวาง
ป พ.ศ.2532-2544

หมายเหตุ จากรายงานระบาดวิทยาโรคไขเลือดออกประจํ าป 2544 (หนา 20), ส ํานักงานสาธารณสุข
    จังหวัดนครราชสมีา, 2545, ฝายระบาดวิทยาส ํานักงานสาธารณสุขจังหวัดนครราชสีมา
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ตารางท่ี 1.1 แสดงสถานการณโรคไขเลือดออกในประเทศไทยป พ.ศ.2539-2544

รายละเอียด พ.ศ.2539 พ.ศ.2540 พ.ศ.2541 พ.ศ.2542 พ.ศ.2543 พ.ศ.2544
1. จํ านวนผูปวย (ราย) 37,929 101,689 129,954 24,826 18,617 84,730
2.จํ านวนผูปวยตาย (ราย) 116 253 424 56 32 154
3.อัตราปวยตอแสนประชากร 63.09 167.21 211.42 40.39 30.19 136.93
4.อัตราตายตอแสนประชากร 0.19 0.42 0.69 0.09 0.05 0.25
5. อัตราปวยตายรอยละ 0.31 0.25 0.33 0.23 0.17 0.18

หมายเหตุ จากรายงานระบาดวิทยาโรคไขเลือดออกประจํ าป 2544 (หนา 21), ส ํานักงานสาธารณสุข
  จังหวัดนครราชสมีา, 2545, ฝายระบาดวิทยาส ํานักงานสาธารณสุขจังหวัดนครราชสีมา

กระทรวงสาธารณสุขมีแผนการควบคุมโรคโดยก ําจัดยุงดวยวิธีตางๆ แตก็ยังไมสามารถ
กํ าจัดใหลดลงไปได สวนการใชวัคซีนปองกันโรคยังอยูในระหวางการศึกษาวิจัย ดังน้ันหนทาง
แกไขที่ทํ าไดในปจจุบันคือตัดวงจรการแพรระบาดของโรคโดยการก ําจัดลูกนํ ้าและแหลงเพาะพันธุ
เพื่อไมใหมีการขยายพันธุของยุง ซึ่งยุงลายนี้ชอบอยูในนํ้ านิ่งใสและสะอาด อยูตามภาชนะตาง ๆ ที่
มีนํ้ าขัง เชน  ตุม โอง ไห ยางรถยนต  ถังซีเมนต ถังเก็บนํ้ าพลาสติก ฯลฯ (จิตติ จันทรแสง, อุรุญากร
จันทรแสง, อุษาวดี ถาวระ และ ประคอง พันธอุไร, 2536; เยาวภา ดุลไพรีและ ไพฑูรย วงศสกุล,
2533; องอาจ เจริญสขุ และคณะ, 2533) การควบคุมแหลงเพาะพันธุโดยประชาชนที่เหมาะสมที่สุด
คือ   วิธีทางกายภาพ เชน ควํ ่ากะลามะพราว ปดฝาตุม ไห แตก็มีภาชนะบางชนิดที่ลักษณะการใช
งานทํ าใหไมสามารถปดฝาไดทุกครั้งหลังการใช เชน ถังซีเมนตในหองนํ ้า ดังนั้นหากมีวิธีการใดๆที่
สามารถนํ ามาใชไดเหมาะสมกับสภาพพื้นที่ก็นับวาเปนเทคโนโลยีที่เหมาะสม การใชสารเคมีฆาตัว
เต็มวัยก็ไมสามารถลดจํ านวนยุงลงไดมากนัก และยุงบางชนิดก็ยังไดพัฒนาตอตานยาฆาแมลง
(พงศศรี ใบอดุลย, ม.ป.ป.) และยังเปนอันตรายกับสุขภาพผูใชและสิ่งแวดลอม องคการอนามัยโลก
แนะนํ าใหใชเทเมฟอส (temephos) หรือทรายอะเบท (abate) ซึ่งเปนสารเคมีก ําจัดแมลงกลุม
ออรกาโนฟอสฟอรัส (organophosphorus compound) ควบคุมลูกนํ้ ายุงลายเพราะมีพิษตํ่ าตอสัตว
เลือดอุนแตไมเปนที่นิยมเพราะมีกลิ่นเหม็นทํ าใหประชาชนไมมั่นใจในความปลอดภัย (บุญลวน
พันธุมจินดา, 2517)  ดังนั้นการควบคุมยุงโดยชีววิธีจึงเปนทางเลือกที่นาสนใจโดยเฉพาะการควบ
คุมลูกน้ํ ายุงลายโดยใชแบคทีเรีย(Potter and Knapp, www, 1994)
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โดยปกติวงจรชีวิตของยุง มี   4 ระยะ  คือ ไข (egg) ลูกนํ้ า (larva) ตัวโมง (pupa) และ ตัว
เต็มวัย (adult)  ลูกนํ้ าม ี 4 ระยะ โดยจะลอกคราบ (moult, cast, pelt) ทุกครั้งเพื่อขยายขนาดตัวให
ใหญข้ึน แตละคร้ังเรียกวา instar โดยใชเวลาประมาณ 7–14 วันข้ึนอยูกับอุณหภูมิของน้ํ าและอาหาร
ซึ่งลูกนํ้ าจะกินสิ่งมีชีวิตเล็กๆ ในน้ํ า  (Floore, www, 1994) ระยะหนึ่งๆ ประมาณ 1-2 วัน ในระยะที่
4 จะนานกวาระยะอ่ืนๆ โดยในชวงที่เปนลูกนํ ้ายุงจะออนแอจึงถูกควบคุมไดงาย (สุชาติ อุปถมัภ
และคณะ, 2526)

การนํ าแบคทีเรียท่ีสรางสปอร เชน Bacillus thuringiensis หรือ Bt มาใชควบคุมแมลงมี
มากวา 40 ปแลว (Chanan Angsuthanasombat, 1996) โดยสามารถฆาลูกนํ ้ายุงไดมากกวาจุลินทรีย
ชนิดอื่นจึงเปนที่นิยมเนื่องจากเพาะเลี้ยงไดงาย ผลิตไดมากในเวลาอันสั้นและไมพบการสรางความ
ตานทานในยุงตอเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis จะสรางผลึกโปรตีนที่มีฤทธิ์ท ําลายลูกนํ้ ายุง
อยางจํ าเพาะเจาะจง ไมเปนพิษกับสัตวนอกกลุมเปาหมาย (non target) รวมทั้งมนุษย สารพิษที่ผลิต
ขึ้นไมคงทนในธรรมชาติจึงไมมีสารพิษตกคาง ไมเกิดผลเสียกับสิ่งแวดลอม (กัญจนา ธีระกุล และ
จริยา จันทรไพแสง, 2542) แบคทีเรียนี้ใชควบคุมลูกนํ ้ายุงเทานั้นไมเปนพิษกับไขหรือตัวโมง
(Alameda County Mosquito Abatement District, www, 1998)

ในการฆาลูกนํ้ ายุงลาย พบวา Bacillus thuringiensis var. israelensis หรือ Bti หรือ Bacillus
thuringiensis serotype H-14 และผลิตภัณฑ Bti ที่มีชื่อทางการคาตางๆ เชน Teknar®, Bactimos®

Vectobac® มีความเหมาะสมในการฆาลูกนํ ้ายุงลายไดดีที่สุด รองลงมาคือยุงรํ าคาญและยุงกนปลอง
ตามล ําดับ (Frankenhuyzen and Nystrom, www, 1998; Wongsiri Siriwat, 1976) Bti จะสรางผลึก
โปรตีน เรียก parasporal crystal ซ่ึงผลึกน้ีคือสารเดลตาเอนโดทอกซิน (delta endotoxin) ยุงกินเขา
ไปจะไปอยูในรูปของ protoxin ซึ่งยังไมเปนพิษ เมื่อเขาไปอยูในกระเพาะของยุงลาย (caeca) ซึ่งมี
น้ํ ายอยที่เปนดาง (อาคม สังขวรานนท, 2538; Clements, 1963) ท ําใหเกิดขบวนการยอยโปรทอกซิน
(protoxin) ออกมาเปนสารพิษที่แทจริง (active toxin) สารพิษจะเขาไปอยูที่ผนังเซลลของกระเพาะ
ทํ าใหปากและกระเพาะอาหารเปนอัมพาตและท ําลายเยื่อบุกระเพาะอาหารจนเปนแผล น้ํ ายอยที่มี
ฤทธิ์เปนดางจะเขาไปตามรอยแผลเขาไปในล ําตัวจะท ําใหลูกนํ้ าตายภายใน 2-3 ช่ัวโมง ผลกึโปรตีน
น้ีจะมีฤทธิ์ประมาณ 3 สัปดาห (WHO, 1979a) ทั้งนี้ขึ้นกับความเขมขนของผลึกโปรตีนและปจจัย
ทางสิ่งแวดลอม เชน อุณหภูมิ แสงแดด ความหนาแนนของลูกนํ ้า (กรมวิชาการเกษตร, 2539; Foo
and Yap, 1982; Becker, Zgomba, Ludwig, Petric and Rettich, 1992)

วลัยรัตน ตัณฑประศาสน (2539) ศึกษาประสิทธิภาพ ประสิทธิผลและความคงทนของสาร
สกัดจากใบและเมล็ดมันแกวในการควบคุมลูกนํ ้ายุงลายโดยใชนํ้ ากลั่นและเอธานอล 95% เปนตัว
ท ําละลายและใชชวงระยะเวลาในการหมักนาน 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง และศึกษาความคงทนของ
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สารสกัดที่ยังคงมีฤทธิ์ในการฆาลูกนํ้ ายุงไดในสภาวะการทดลองเลียนแบบการใชนํ ้าของประชาชน 
พบวาสารสกัดจากใบมันแกวซึ่งใชเอธานอล 95% เปนตัวทํ าละลายที่มีประสิทธิภาพดีกวาใชนํ้ า
กลั่น โดยมีคา LC50 เทากับ 1353.21 มิลลิกรัมตอลิตร ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แตสารสกัดจากเมล็ด
มันแกวที่ใชนํ ้าเปนตัวทํ าละลายใหผลดีกวาเอธานอล โดยใชน้ํ าเปนตัวทํ าละลายมีคา LC50 เทากับ
169.31 มิลลิกรัมตอลิตร และใชเอธานอลเปนตัวท ําละลาย มีคา LC50 เทากับ 411.28 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง นั่นคือในระยะเวลาการหมักเมล็ดมันแกว 24 ช่ัวโมงโดยใชน้ํ ากลั่น
เปนตัวท ําละลายจะใหผลดีกวาใชเอธานอลเปนตัวท ําละลาย เหมาะแกการนํ าไปใชควบคุมลูกนํ้ ายุง
ลายในธรรมชาติ แตทั้งนี้ควรศึกษาถึงความปลอดภัยกอนการนํ าไปใชในตุมนํ ้าบริโภค

รุงทิวา ประสานทอง (2532) ท ําการศึกษาประสิทธิภาพของผงซักฟอกในการปองกันยุง
ลายวางไขและกํ าจัดลูกนํ ้ายุงลาย A. aegypti ที่ความเขมขนของผงซักฟอก 0.04, 0.05, 0.06, 0.07
และ 0.08% พบวา ความเขมขนท่ีต่ํ าสุดของสารละลายผงซักฟอกที่มีชื่อการคาวา Fab® ที่ปองกันยุง
ลายวางไขได คือ 0.07% และที่ความเขมขน 0.07% นี้สารละลายผงซักฟอก Fab® ปองกันยุงลายวาง
ไขไดนาน 22 วัน สารละลายผงซักฟอก Breeze® และ Pao® ความเขมขน 0.07% ปองกันยุงลายวาง
ไขได แตสารละลาย 0.07% ของผงซักฟอก Paic® ปองกันยุงลายวางไขไมได การหาคาความเปนพิษ
ของผงซักฟอก Fab®, Breeze®, Pao® และ Paic® ตอลูกน้ํ ายุงลายระยะที่ 3 พบวา ที ่ 24 ชั่วโมงมีคา
LC50 ของผงซักฟอก Fab®, Breeze®, Pao® และ Paic® เทากับ 0.0127%, 0.0169%, 0.0178% และ
0.0193% ตามล ําดับ ผลการเปรียบเทียบทางสถิติ คา LC50 ที่ 24 ช่ัวโมง ของ Fab® แตกตางจากของ
Paic® อยางมีนัยส ําคัญ แตไมแตกตางจาก Breeze® และ Pao® และคา LC50 ที ่ 24 ช่ัวโมง ของ
Breeze®, Pao® และ Paic® ไมแตกตางกัน สรุปวา ผงซักฟอก Fab®, Breeze®, Pao® และ Paic® ที่
ความเขมขน 0.08% สามารถปองกันและก ําจัดลูกนํ ้ายุงลายได

 องอาจ  เจริญสขุ (2538) ท ําการส ํารวจแหลงเพาะพันธุของยุงลายในประเทศไทย  พบวา
รอยละ 64.52 เปนภาชนะเก็บนํ ้าที่อยูภายในบาน และรอยละ 35.48 เปนภาชนะเก็บนํ ้าที่อยูนอกบาน
แหลงเพาะพันธุมีหลายประเภทที่พบสวนใหญคือ โองน้ํ าด่ืมน้ํ าใช อางลางเทา จานรองกระถางตน
ไม  ภาชนะใสนํ ้าเลี้ยงสัตว  จานรองขาตูท่ีทํ าจากแกว  พลาสติก และดินเผา ซึ่งยุงลายชอบวางไขใน
ภาชนะแตละชนิดตางกัน     ภาชนะจะมีความแตกตางกันในดานการดูดซึมนํ ้า ความละเอียดของผิว
และทํ าจากวัสดุที่แตกตางกัน  จึงคาดวาคุณสมบัติที่แตกตางกันของผิวเนื้อวัสดุและปจจัยสิ่งแวด
ลอมที่ตางกันอาจจะมีผลตอปริมาณและความเขมขนของผลึกโปรตีนที่แสดงความเปนพิษของ Bti
ที่อยูในภาชนะตางๆในการฆาลูกนํ ้ายุงลาย จะเห็นวาแหลงเพาะพันธุยุงมีความใกลชิดกับมนุษยจึงมี
โอกาสเสี่ยงมากที่จะไดรับการแพรเชื้อโดยยุงที่เปนพาหะนํ าโรค ผูวิจัยจึงสนใจที่จะท ําการศึกษา
เกี่ยวกับ “ความเปนพิษของ Bacillus thuringiensis var. israelensis ตอลูกนํ ้ายุงลาย (Aedes aegypti)
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ในภาชนะเก็บน้ํ าตางชนิดภายใตสิ่งแวดลอมที่ตางกัน” เพ่ือเปนแนวทางในการนํ ากระบวนการควบ
คุมลูกนํ ้ายุงลายโดยนํ า Bti ไปใชในภาคสนามคือในแหลงชุมชนไดอยางมีประสิทธิภาพ ประหยัด
คาใชจาย ควบคุมจํ านวนลูกนํ้ ายุงลายที่เปนพาหะนํ าโรคไขเลือดออกใหลดลงจนทํ าใหอุบัติการณ
ของโรคลดลงและจะไดลดปญหาสาธารณสุขไดตอไป

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย
1. เพื่อศึกษาความเปนพิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.  aegypti) ระยะที ่2 และ 4 ในภาชนะ

แกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม  ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายรอยละ 50 ของลูกนํ ้ายุงลายที่
ใชทดลองทั้งหมด (LC50) ภายใน 72 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง ในหองปฏิบัติการ ในอาคาร และนอก
อาคาร(กลางแจง)  ในสภาพจํ าลองปลอยใหนํ ้าระเหยไปตามธรรมชาติ

2. เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางคา LC50 ที่ไดในภาชนะตางชนิดกันกับปจจัยทางกายภาพ
คือ อุณหภูมิ  ปริมาณออกซิเจนละลายนํ้ า (DO) และความเปนกรด-เบส ( pH)   

1.3 สมมุติฐานของการวิจัย
1.!ภาชนะแตละชนิดไดแก แกว พลาสติก  ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม มีผลตอความเปน

พิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti) ระยะที ่ 2 และ 4 ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายรอยละ 50 ของ
ลูกนํ้ ายุงลายที่ใชทดลองทั้งหมด (LC50) ภายใน 72 ชั่วโมงและ 96 ช่ัวโมง ตางกัน

2.!ความเขมขนที่ตางกันของ Bti  มีผลในการท ําลายลูกนํ้ ายุงลาย (A. aegypti) ระยะท่ี 2
และ 4 ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายรอยละ 50 ของลูกนํ ้ายุงลายที่ใชทดลองทั้งหมด (LC50) ภายใน 72
ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง ตางกัน

3.!สิ่งแวดลอมบางประการ เชน อุณหภูมิ  DO และ pH  ที่ตางกันมีผลตอความเปนพิษของ
Bti  ตอลูกน้ํ ายุงลาย (A.  aegypti) ระยะท่ี 2 และ 4

1.4 ขอตกลงเบื้องตน
1.! แบคทีเรียที่ใชในการทดลองทั้งหมดเปนแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงเองในหองปฏิบัติการ

ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี
2.! ลกูนํ ้ายุงลายที่ใชทดลองเปนลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2 และ 4 ที่มีขนาดใกลเคียงกันและมี

อัตราตายในขณะเลี้ยงไมเกิน   10%   อายุรุนเดียวกัน  สายพันธุเดียวกันและเพาะเลี้ยงในหอง
ปฏิบัติการในสิ่งแวดลอมเดียวกัน

3.! ภาชนะชนิดตาง ๆ มีความจุใกลเคียงกันทุกใบ
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1.5 ขอบเขตของการวิจัย
1. การศึกษาครั้งนี้ท ําการเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti) ใหไดไขจ ํานวนมากเพียงพอ

และนํ าไขยุงลายมาฟกใหเจริญเปนลูกนํ ้ายุง ระยะท่ี 2 และ 4 ในหองปฏิบัติการศูนยเคร่ืองมือวิทยา
ศาสตรและเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

2. การศึกษาครั้งนี้ท ําการเลี้ยง Bti ในหองปฏิบัติการศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลย ีมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

3. การทดลองความเปนพิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti) ระยะท่ี 2 และ 4 ใน
ภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม ที่ความเขมขนตางๆ กันที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงลาย
ตายรอยละ 50 ของลูกนํ ้ายุงลายที่ใชทดลองทั้งหมดภายใน 72 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง (LC50)

4.!การศึกษานี้จะศึกษาความเปนพิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti) ระยะท่ี 2 และ 4
ในสิ่งแวดลอม 3 อยางคือ ในอาคาร ในหองปฏิบัติการ และกลางแจงนอกอาคารในสภาพจ ําลอง
ปลอยใหนํ ้าระเหยไปตามธรรมชาติ

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ
1.  ทํ าใหทราบความเขมขนที่เหมาะสมของ Bti   ที่ใชก ําจัดลูกนํ ้ายุงลายที่มีประสิทธิภาพ

สูงสุดในภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต  ดินเผา  และอลูมิเนียม
2.  ทํ าใหทราบระยะเวลาที่เหมาะสมของการใส Bti  ที่ใชก ําจัดลูกนํ ้ายุงลายในภาชนะแกว

พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม
3.  ท ําใหทราบความสัมพันธระหวางคา LC50 ที่ไดในภาชนะตางชนิดกันกับความแตกตาง

ของปจจัยทางกายภาพที่ศึกษา
4.! เพื่อเปนแนวทางในการควบคุมปองกันและก ําจัดลูกนํ ้ายุงลายซึ่งมีความส ําคัญทางการ

แพทยในดานเปนพาหะนํ าโรคไขเลือดออกใหมีประสิทธิภาพ สามารถนํ าไปใชประโยชนในการให
ความรูกับประชาชนในวิธีก ําจัดลูกนํ ้ายุงแบบชีววิธีที่ไมมีพิษกับมนุษย สัตวที่ไมใชกลุมเปาหมาย
และสิ่งแวดลอม

1.7 คํ าอธิบายศัพท
1.! ความเปนพิษของ Bti หมายถึง คาความเขมขนของ Bti  ในน้ํ าที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงตายใน

ชวงระหวางรอยละ 1-99 ภายใน 72 ช่ัวโมง และ  96  ช่ัวโมง (Wright, 1971)
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2.! Lethal concentration 50% end point (LC50) หมายถึง ความเขมขนตาง ๆ กันของ
Bti  ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายรอยละ 50 ของลูกนํ ้ายุงลายที่ใชทดลองทั้งหมดภายใน 72   ช่ัวโมง และ
96 ช่ัวโมง

3.!     Bacillus thuringiensis var. israelensis หมายถึงแบคทีเรียกลุม aerobic grampositive
bacilli รูปแทงยาว (rod) ท่ีสรางสปอร (endospore–forming)ได (นิภา ชินะพงศไพศาล, 2524) และ
สรางผลึกโปรตีน (protein crystal) ที่มีคุณสมบัติฆาลูกนํ ้ายุงลาย เมื่อลูกนํ้ ายุงกินผลึกโปรตีนเขาไป
อยูในกระเพาะซึ่งมีนํ ้ายอยที่เปนดาง (อาคม สังขวรานนท, 2538; Clements, 1963) ท ําใหเกิดสารพิษ
ที่แทจริง (active toxin) สารพิษจะทํ าลายเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารท ําใหเซลลบวมแตกจนเปนแผล
คุณสมบัติการซึมผานของผนังของกระเพาะอาหารตอประจุโซเดียมเพ่ิมข้ึน ระดับความเขมขนของ
ประจุโพแทสเซียมในเลือดสูงขึ้น เม่ือกระเพาะอาหารทะลุระบบโลหิตและระบบทางเดินอาหารจะ
เชื่อมตอถึงกันท ําใหเกิดภาวะโลหิตเปนดางมีผลใหลูกนํ ้าเปนอัมพาตและตายในที่สุด เช้ือน้ีไม
สามารถคงอยูในธรรมชาติไดนานเพราะไมสามารถขยายพันธุหมุนเวียนไดในธรรมชาติ

4.! ลกูนํ ้ายุงลาย หมายถึง ลูกนํ้ ายุงลาย A. aegypti ที่ไดจากการนํ าไขยุงลายจากส ํานักงาน
ควบคุมโรคติดตอนํ าโดยแมลงเขต 1 สระบุร ีมาฟกเลี้ยงในนํ้ าใหเจริญเปนลูกน้ํ ายุงระยะที ่2 และ 4
ตอนตน

5.! ลกูนํ ้ายุงลายที่ตายจากการทดลอง หมายถึง ลูกนํ้ ายุงลายที่วายผิดปกติ ไมสามารถขึ้น
มาหายใจที่ผิวนํ ้าได หรือลูกน้ํ าที่ตายไมเคลื่อนไหว

6.! ภาชนะพลาสติก หมายถึง ภาชนะบรรจุน้ํ าที่ท ําขึ้นจากพลาสติกชนิดโพลีเอธิลีน
(polyethylene)  ความจุปริมาตร 250 มิลลิลิตร (พิชิต เลี่ยมพิพัฒน, 2536; ส ํานักงานมาตรฐานผลิต
ภัณฑอุตสาหกรรม, ม.ป.ป.)

7.! ภาชนะดินเผา หมายถึง ภาชนะดินเผาไมเคลือบ ท ําข้ึนจากดินเหนียวดํ าผสมกับดินเชื้อ
มาปนข้ึนรูป แลวนํ ามาเผา  ความจุปริมาตร 250 มิลลิลิตร (กรมสงเสริมอุตสาหกรรม, 2537)

8.! ภาชนะแกว หมายถึง ภาชนะแกวใส เน้ือเรียบ ขนาดบรรจุปริมาตร 250 มิลลิลิตร
9.! ภาชนะซีเมนต หมายถึง ภาชนะบรรจุน้ํ าที่ท ําจากปูนซีเมนตผสมนํ ้าและทราย ใน

อัตราสวน 1:2:1 นํ ามาหลอใหไดความจุปริมาตร 250 มิลลิลิตร (ส ํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ  อุต
สาหกรรม, 2535)

10.! ภาชนะอลูมิเนียม หมายถึง ภาชนะบรรจุน้ํ าที่ท ําจากอลูมิเนียมหนา 0.2 มิลลิเมตร
ความจุปริมาตร 250 มิลลิลิตร

11.! การหยุดทดลอง หมายถึง หยุดท ําการทดลองเม่ือพบวาอัตราตายของลูกน้ํ ายุงใน
ภาชนะต่ํ ากวารอยละ 20



บทที ่2
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

2.1 ความรูทั่วไปเกี่ยวกับยุง

 ยุงเปนแมลงจ ําพวกหนึ่งจัดอยูใน
Phylum Arthropoda
Class Insecta (Hexapoda)
Order Diptera
Suborder Nematocera
Family Culicidae

ใน Family Culicidae ยังจํ าแนกออกเปน Subfamilies ตางๆ ไดดังน้ี
1.  Subfamily  Toxorhynchitinae
2.  Subfamily  Culicinae
3.  Subfamily  Anophelinae

ลักษณะส ําคัญทั่วไปคือ
      1. รางกายออนนุม เปราะบาง แบงเปน 3 สวน แยกออกจากกันเห็นไดชัดเจน คือ สวน

หัว สวนอก และสวนทอง
      2. ขา 3 คู ปก 2 คู อยูบริเวณสวนอก ปกคูแรกบางใส ปกคูหลังหดเล็กลง เปนตุมเล็ก

เรียกวา halter ทํ าหนาที่เกี่ยวกับการทรงตัว (organ of balancer)
      3. การเจริญเติบโตแบบสมบูรณ(complete metamorphosis) มีระยะไข ระยะตัวออน

(ลูกนํ้ า) ระยะดักแด (ตัวโมง) และระยะตัวเต็มวัย
       4.  ลักษณะของปาก เปนแบบแทงดูด (picering and sucking)
        5. ตัวผูมีหนวดแบบ plumose ตัวเมียมีหนวดแบบเสนดาย (pilose) หนวดของยุงมี

ความส ําคัญในการแยกเพศ (สุชาติ อุปถมัภ และคณะ, 2526)
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Subfamily  Culicinae
ยุงใน Subfamily Culicinae เรียกรวมๆ วา culicines เปนตัวนํ าโรคสูคนที่สํ าคัญและเปน

พาหะที่สํ าคัญของ arboviruses  เชน ยุงลาย (A. aegypti)  นํ าโรคไขเหลืองและโรคไขเลือดออก   ยุง
บางชนิดเปนพาหะน ําโรคเทาชาง (filariasis) เชน Culex  quinquefasciatus นํ าเช้ือ Wuchereria
bancrofti และ Mansonia uniformis นํ าเช้ือ Brugia malayi  (สุชาติ อุปถมัภ และคณะ, 2526)

2.1.1 ลักษณะเฉพาะที่สํ าคัญของ Subfamily Culicinae
ตัวเต็มวัยของแมลงในวงศ Culicinae น้ีมี Sentellum เปนรูป 3 ทอน (trilobe) ซึ่งแตละ

lobe จะมีขนแข็ง (bristle) ออกมาแตจะมีบริเวณท่ีไมมีขนในระหวาง lobe ดวย สวนทองจะถูกปก
คลุมดวยเกล็ดซึ่งมีลักษณะกวางอยางสมบูรณ เรียงตัวในแนวราบ ตัวออนมีทออากาศ หรือ siphon
ตรงหางชัดเจน ตามปกติดานขางของโคนทอหายใจจะม ี หนามแข็ง (pecten) ที่เจริญดี และตรง
ทอหายใจจะมีแผงของขน (hair truft) 1 อัน หรือมากกวา ในหลายกรณีพบวา ไขจะถูกวางใน
ลักษณะเปนแผงหรือแพ (raft like mass) บนผิวของน้ํ าหรือวางเด่ียวเหนือระดับน้ํ า ไขพวกนี้จะไมมี
ทุนลอย (float) (สุชาติ อุปถมัภ และคณะ, 2526)

วงศยอยนี้ประกอบดวยยุงประมาณ 1,700 ชนิด และมากกวา 20 สกุล พบวาประมาณ 2
ใน 3 สวนของยุงที่แยกชนิดแลวเปนพวกยุงรํ าคาญ (Culex) และยุงลาย (Aedes)

ยุงใน Subfamily น้ี จัดเปนกลุมใหญๆ ไดดังน้ี
1. Culex group
2. Aedes group
3. Mansonia group
4. Subethine group
5. Urotaenia group

2.1.2 นิเวศวิทยาของยุง
วงจรชีวิตของยุงจะมีการเจริญเติบโตผานชวงตางๆ 4 ระยะ โดยลอกคราบแบบสมบูรณ (complete
metamorphosis) คือ 1. ไข (eggs)  2. ระยะตัวออนหรือลูกน้ํ า (larvae, wriggles)  3. ระยะดักแดหรือ
ตัวโมง (pupae, tumblers) 4. ระยะตัวเต็มวัย (adults, imago) ดังภาพที่  2.1
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ภาพที่ 2.1 แสดงภาพวงจรชีวิตของยุงลายบาน A. aegypti
หมายเหตุ จาก Mosquito information, Floore, 1994, http://www.mosquito.org/ mosquito.html

2.1.3 Genus Aedes
ยุง genus น้ีมี postspiracular bristle  pulvilli หายไปหรือมีลักษณะคลายขนสวนทองของ

ตัวเมีย ปลายแหลมและ cercus ยาวกวาในพวกอื่นๆ ตัวออนมี siphon ซึ่งมี perteroventral hair tuft 1
คู และม ี pecten เห็นไดชัด ยุง genus นี้จะวางไขใบเดี่ยวๆ บนผิวน้ํ า บนดินช้ืนๆ เหนือระดับน้ํ า
ขางๆ ภาชนะที่เก็บนํ ้าเหนือระดับน้ํ า สามารถอยูในที่แหงๆ ได ตัวเต็มวัยเพศเมียกินเลือดคน สวน
มากออกหากินเลือดในชวงกลางวันจนกระทั่งคํ ่า    ยุง genus นี้มีหลาย subgenus เทาที่พบมากใน
ประเทศไทยอยูใน subgenus Stegomyia  ลักษณะเปนยุงขนาดเล็กจนถึงขนาดกลาง ตัวสีดํ า มีลวด
ลายสีขาวหรือสีตะกั่วอยูบนหลัง และมีแถบขาวสลับด ําอยูที่ขา

ยุงใน subgenus น้ี ประเทศไทยมีหลายชนิด ที่เคยส ํารวจและรายงานไวม ี13 species แตท่ี
สํ าคัญตอวงการแพทยเพราะเปนพาหะน ําโรคไขเลือดออกในประเทศไทย มี 2 ชนิด คือ

1.  A. aegypti (ยุงลายบานซึ่งเปนพาหะหลัก)
2. A. albopictus (ยุงลายสวนซึ่งเปนพาหะรอง) สามารถนํ าโรคไดแตมีความส ําคัญนอย

adult

pupa egg

larva

1-2 วัน

4-7 วัน 1-2 วัน

3-4 วัน
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กวาชนิดแรกและมีจํ านวนไมมากนักจะพบไดในพื้นที่ที่มีตนไมมาก เชน ในสวนผลไม สวน
ยางพาราและปาไม เปนตน ในประเทศไทยมียุง A. albopictus เปนพาหะนํ าโรค Japanese
encephalitis (JE) ดวย  ยุงทั้ง 2 ชนิดมีลักษณะที่แตกตางกัน ดังน้ี (สัมฤทธิ์ สิงหอาสา, 2533)

A. aegypti สวนหัวของตัวเต็มวัยตรงปากจะปกคลมุดวยเกล็ดสขีาว สวนอกบริเวณก่ึง
กลางของหลังจะมีขนแข็งดานหลังมีเกล็ดสีขาวคลายพิณ หรือเคียวเก่ียวขาว (lyre shape) ส ําหรับตัว
ออนบริเวณปลองที่ 8 จะม ี comb scale อยูหนึ่งแถวจะมีประมาณ 8-12 อัน สวนปลายของ comb
scale บริเวณขอบจะแยกเปนแฉก บริเวณอกจะมีหนามแหลมอยูใต pleural hair

A. albopictus สวนหัวของตัวเต็มวัยจะมีเกล็ดสีดํ าตรงกลางหลังมีแถบสีขาวพาดอยูครึ่ง
หลัง  บริเวณ mesepimeral จะมีเกล็ดสีขาวเรียงตอกันเปนรูปตัวว ี (V)  ส ําหรับตัวออนบริเวณปลอง
ที่ 8 จะมี comb scale อยูหนึ่งแถวจะมีประมาณ 8-12 อัน สวนปลายของ comb scale บริเวณขอบไม
แยกเปนแฉก บริเวณอกบริเวณใต pleural hair จะไมมีหนามแหลม แสดงลักษณะของยุงลายบาน
และยุงลายสวนดังภาพที ่2.2 และ 2.3 (สัมฤทธิ์ สิงหอาสา, 2533)

ภาพที่ 2.2 แสดงลักษณะของยุงลายบาน A. aegypti
ดานบนของทรวงอกของตัวแกยุงลาย แสดงลวดลายของเกล็ดสีดํ าและขาว
บน scutum  และ scutellum :    a)  A. aegypti      b)  A. albopictus

หมายเหตุ จาก การศึกษาประสิทธิภาพ ประสิทธิผลและความคงทนของสารสกัดจากใบและ
เมล็ดมันแกวในการควบคุมลูกนํ ้ายุงลาย (หนา 12), วลัยรัตน ตัณฑประศาสน,
2539, มหาวิทยาลัยมหิดล

a) b)
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ภาพที่ 2.3 แสดงลักษณะเฉพาะของลูกนํ้ ายุงลายบาน A. aegypti และลูกนํ ้ายุงลายสวน                
A.  albopictus   

หมายเหตุ จาก การศึกษาประสิทธิภาพ ประสิทธิผลและความคงทนของสารสกัดจากใบและ
เมล็ดมันแกวในการควบคุมลูกนํ ้ายุงลาย (หนา 13), วลัยรัตน ตัณฑประศาสน,
2539, มหาวิทยาลัยมหิดล

 HEAD

 THORAX

 SPINE SPINE

COMBCOMB
GILLS PECTE

ABDOMEN

BRUSH

Spine อยูบริเวณฐานของ
กระจุกขน Pleural บนสวนปลาย
ของ spine มีหลายแฉก

        Spine อยูบริเวณฐานของกระจุก
       ขน Pleural มีขนาดใหญ ปลาย
       แหลมไมแตกเปนแฉกๆ

Comb อยูบนสวนทองปลองที่ 8 มี
 8-12 อัน ปลายแหลมดานขางไมมีแฉก

    Comb อยูบนสวนทองปลองที่ 8 มี 8-12    
    อัน ปลายแหลมดานขางมีแฉก

แหลงเพาะพันธุจะอยูภายในบาน เชน
ตุมนํ ้ากินน้ํ าใช จานรองขาตูกับขาว
เปนตน

แหลงเพาะพันธุจะอยูนอกบาน เชน ยาง
รถยนต กระปอง โพรงไม กาบใบพืช
กระบอกไมไผ  เปนตน

A. aegypti A. albopictus
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   2.1.4 ลักษณะและชีววิทยาของยุงลาย
     วงจรชีวิตของยุงลาย
   เมื่อตัวผูและตัวเมียผสมพันธุกันแลวตัวเมียจะเก็บเชื้อไวในถุงเรียกวา spermatheca เปน

ถุงสีนํ ้าตาลมีอยู 3 ถุง ในปลองที ่7-8 ยุงลายเมื่อผสมพันธุครั้งหนึ่งก็มีเชื้อเพียงพอที่จะผสมกับไขได
ตลอดชีวิต แลวจะออกหาเลือดเปนอาหารเพ่ือไปสรางไขใหเติบโต เม่ือครบกํ าหนดจะวางไข ไขฟก
เปนลูกนํ้ า ลูกนํ้ าเจริญเติบโตโดยลอกคราบ 4 คร้ัง กลายเปนตัวโมง  ตัวโมงลอกคราบเปนยุงแลวขึ้น
จากน้ํ า ระยะเวลาจากไขจนเปนตัวยุงกินเวลาประมาณ 7-14 วัน  (ชวลิต ทัศนสวาง, 2532)

      ไขยุงลาย (ภาพที่ 2.4)
    รูปราง ไขของยุงลายรูปรางยาวรี หัวทายเรียวคลายบุหรี่ซิการ
     ขนาด มีขนาดกวางประมาณ  0.2 มิลลิเมตร ยาว 0.7 มิลลิเมตร
     ตํ าแหนงการวางไข ยุงลายไขทีละฟองวางติดกันเปนกลุมตามผิวภาชนะหรือวัสดุที่

ชื้นๆ เหนือระดับน้ํ า 1-2  เซนติเมตร (ชวลิต ทัศนสวาง, 2532) ไขยุงที่พบมักติดกับภาชนะ เขาใจวา
คงมีสารยึดติดไว การเอาไขยงุออกจึงทํ าไดโดยใชแปรงขัดภาชนะใสน้ํ าดานในที่ยุงไปไขไวจึงจะ
กํ าจัดไขยุงออกได (สัมฤทธิ์ สิงหอาสา, 2533)
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ภาพที่ 2.4 แสดงไขของยุงลายบาน (A. aegypti)
1.! ภาพดานขางของไข แสดงลักษณะผิวดานบนและดานลาง
2.! แสดงสภาวะที่ความชื้นพอเพียง chorionic pad จะพองออกจนโปรงใสลอมรอบไข
3.! ผิวดานลางของไขในสภาวะที่แหง
4.! ผิวดานบนของไขในสภาวะที่แหง
5.! ผิวดานบนของไขในสภาวะที่ไมแหงมากนัก
6.! ลักษณะของไขที่ลอยบนผิวนํ ้า จุดประคือ chorionic pad

หมายเหตุ จาก Mosquito information, Floore, 1994, http://www.mosquito.org/ mosquito.html

1 2 3 4

5 6



17

การเจริญไปเปนลูกน้ํ า เมื่อไขออกมาใหมๆ จะมีสีขาวนวล สักครูไขจะดูดนํ ้าไวในตัวมี
ขนาดใหญข้ึนเล็กนอย  ตอมาผิวนอกเปล่ียนเปนสีดํ าในเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง และด ําสนิทใน 4
ชั่วโมง ไขที่ออกมาใหมน้ันการเจริญจาก ovum ไปเปนคัพภะหรือตัวออน (embryo) ตองใชเวลา
30-40 ชั่วโมงในที่ที่มีความชื้นสูงและอุณหภูม ิ28-30 องศาเซลเซียส จึงเจริญเต็มท่ี (สมศักดิ์ บุตราช
และคณะ, 2530; อุษาวดี ถาวระ, 2534) หากไขแหงในขณะที่ตัวออนก ําลังเจริญเติบโต ตัวออนในไข
จะตาย เมื่อตัวออนภายในไขเจริญเติบโตเต็มที่แลวหากอยูในสภาพที่ไมเหมาะสมกับการฟกจะมี
การพักตัว (quiescence) รอใหน้ํ าทวมไขตอไป และสามารถทนสภาพแหงไดประมาณ 6 เดือนหรือ
เปนป   หากใน 24 ชั่วโมงแรกไขถูกท ําใหแหง จะยุบตัวลง เปลือกไขจะแตก ปรากฏการณที่ไขทน
ตอความแหงแลงไดหลังจากที่ไดรับนํ ้าเพียงพอในชวงแรกเรียก conditioning ไขที่ผานปรากฏการณ
น้ีเรียกวา conditioning egg ไขจะถูกฟกเปนลูกนํ้ าเมื่อถูกแชนํ ้าแตฟกไมพรอมกัน ยุงตัวเมียแตละตัว
สามารถวางไขไดครั้งละประมาณ 50-100 ฟอง ขึ้นอยูกับความสมบูรณของยุงและปริมาณเลือดที่กิน
ในชวงชีวิตจะวางไขได 3-5 คร้ัง แตละครั้งหางกัน 7-8 วัน บางครั้งก็ไขไมหมด ตองกินเลือดอีกเพือ่
จะทํ าใหไขสุกและไขออกหมดในแตละครั้ง (สัมฤทธิ์ สิงหอาสา, 2533)

การฟกตัวเปนลูกนํ้ า ในหองทดลอง เม่ือเอาไขแชน้ํ าประมาณ 51 นาท ี ลูกนํ้ าจะฟก
ออกมา ถาใชน้ํ าท่ีมีออกซิเจนนอยจะฟกออกเปนตัวเร็วข้ึน  (บุญลวน พันธุมจินดา, 2515)  ข้ันตอน
และปจจัยที่มีผลตอการฟกตัวเปนลูกนํ ้ามีดังนี้

1.! ผานปรากฏการณ conditioning
2.! หลังจากน้ันไขตองจมน้ํ าอยางสมบูรณ บางฟองใชเวลา 2-3 นาท ี  บางฟองใช
เวลา 24 ช่ัวโมง หรือมากกวา   บางฟองอาจอยูในสภาพดื้อ (depressed
hatching) ตองแชนํ ้าแลวผึ่งใหแหงแลวแชใหมจึงจะฟกออกเปนตัว  ปจจัยที่มี
ผลคือระยะเวลาที ่ conditioning egg อยูในสภาพแหง ถาภายใน 1 เดือนอัตรา
การฟกตัวจะเร็วและสูง หากนานขึ้นก็ฟกตัวไดชาและนอยลง และไขที่ใช
ระยะเวลา conditioning 24-48 ช่ัวโมง จะฟกตัวนอยกวาพวกที่ใชเวลา 48-72
ช่ัวโมง

3.! สารอินทรียบางชนิด เชน น้ํ าตาลจะท ําใหไขฟกตัวเร็วขึ้น
4.! ถาลดระดับออกซิเจนในน้ํ าแชไขลง ไขจะฟกตัวเร็วข้ึน
5.! เมื่ออุณหภูมิของนํ้ าเย็นลง ไขจะฟกตัวงายขึ้น
6.! สารเคม ีเชน สารฟอกสีจะกระตุนการวางไขแตลูกนํ ้าจะตาย



18

ลูกน้ํ ายุงลาย
รูปราง แบงเปน 3 สวนคือ สวนหัว สวนอก สวนทอง บริเวณหัวมีหนวด 1 คูเปนแทง

ตรงอกสวนกลางและอกสวนหลัง 2 ขางจะมีหนามแหลมขางละ 1 คู ปลองที่ 8 จะมีขน 1 แถว
ประมาณ 7-8 อัน เรียก comb scale บริเวณทอหายใจ (siphon) มีกระจุกขน 1 คู และม ีpecten tooth
รูปรางคลายมีดโคง  มีหนามแหลมบริเวณสันทอหายใจ  (ภาพที่ 2.5)

อาหาร อาหารลูกนํ ้าคือตะไครน้ํ า สัตวเซลลเดียวในนํ ้า และจุลินทรียตางๆ ตลอดจน
สารอินทรียในตุมน้ํ า สวนในหองทดลองใชอาหารปลา อาหารสุนัขบด หรือยีสต เปนอาหาร ในทอ
หายใจของลูกน้ํ ามีล้ินปดเปดพิเศษจะเปดเพ่ือนํ าอากาศเขาขณะโผลที่ผิวนํ ้าและปดเม่ือดํ าลงใตนํ ้า

การเคลื่อนไหว จะเคลื่อนไหวรวดเร็วเมื่อมีเงาหรือการเคลื่อนไหวของแสงโดยวาย
ลักษณะคลายงูเลื้อยหรือตัว S  ตัวลูกน้ํ าต้ังเกือบตรงกับผิวน้ํ าโดยลอยตัวเอาหัวปกใตผิวน้ํ า

ลูกน้ํ ามี 4 ระยะ คือระยะที่ 1, 2, 3 และ 4  มีความยาวเต็มที ่1.97, 3.24, 5.17 และ 7.33
มิลลิเมตร ตามล ําดับ ทั้ง 4 ระยะใชเวลาประมาณ 1-2 สัปดาห  ขึ้นอยูกับ ความหนาแนน อาหาร และ
อุณหภูมิโดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของลูกน้ํ าอยูระหวาง 16-34 องศาเซลเซียส
ระยะหนึ่งๆ ประมาณ 1-2 วัน ในระยะที ่ 4 จะนานกวาระยะอื่นๆ การเปลี่ยนแปลงมีการลอกคราบ
(moult, cast, pelt) ทุกครั้ง ลูกนํ้ ายุงลายดังแสดงในภาพที่ 2.5

ภาพที่ 2.5 แสดงภาพลูกนํ ้ายุงลายบาน (A. aegypti)
หมายเหตุ จาก Mosquito information, Floore, 1994,  http://www.mosquito.org/ mosquito.html
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คุณสมบัติทางดานสรีรวิทยา (physiology) การศึกษาคุณสมบัติทางดานสรีรวิทยา 
เกี่ยวกับระดับ pH ของสวนตางๆ ในระบบทางเดินอาหารของลูกน้ํ ายุงลาย พบวาในกระเพาะอาหาร
(caeca) เปนดางเล็กนอย เมื่อถึงชวงลํ าไสสวนกลาง (midgut) จะเปนดางมาก สวนในล ําไสสวน
ปลาย (Hindgut) จะเปนดางออนๆ หรือเกือบเปนกลาง (Clements, 1992) pH ของสวนตางๆ ใน
ระบบทางเดินอาหารของลูกนํ ้ายุงลาย ดังแสดงในภาพที่ 2.6

Species Anterior Gastric Central Posterior Hindgut
midgut midgut midgut midgut

pH pH pH pH pH
A. aegypti     - 7.6 →8.0            -        -              7.6 →<7.2 (1)
A. aegypti ?    →9.7 7.6 →8.0 >  9.9  →9.3          8.1 →6.2 (2)
A. aegypti 7.5 →10     8.0 →8.5       >10.1 →9.5           9.0 →7.0       6.5 →7.5  (3)

(1)Ramsay, (2) Charles and de Barjac, (3) Dadd
ภาพที่ 2.6 ภาพแสดงระดับ pH ในลูกนํ้ ายุงลายบาน (A. aegypti)
หมายเหตุ จาก ประสิทธิภาพและความคงอยูของ Bacillus thuringiensis var. israelensis ที่มีผล

ตอลูกน้ํ ายุงลาย Aedes aegypti (Linnaeus) ในภาชนะพลาสติก ซีเมนต และดินเผา
(หนา 11), โดยนิตยาจาร กิตติเดชา, 2540, มหาวิทยาลัยมหิดล.
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ตัวโมง
ตัวโมงออกมาใหมๆ  มีสีนํ ้าตาลออน ตอมาเปลี่ยนเปนสีด ํา รูปรางคลายเครื่องหมาย

จุลภาค ( , ) ดังแสดงในภาพที่ 2.7 ประกอบดวยสวนหัวและอกเชื่อมกัน (cephalothorax) สวนทอง
(abdomen) เรียวมีทอหายใจอยูดานบนบริเวณอกปลองแรก (prothorax) ไมมีปากจึงไมกินอาหาร แต
มีการเปลี่ยนแปลงภายในตัวโมง ใชเวลา 30-40 ช่ัวโมง จะลอกคราบเปนตัวเต็มวัย ตามปกติยุงตัวผู
จะออกกอนตัวเมีย 1 วัน  ยุงตัวเมียจะเขาเปนตัวโมงนานกวายุงตัวผู 8-10 ช่ัวโมง

ภาพที่ 2.7 แสดงภาพตัวโมงของยุงลายบาน (A. aegypti)
หมายเหตุ จาก Mosquito information, Floore, 1994, http://www.mosquito.org/ mosquito.html

ยุงลายเต็มวัย
ลักษณะ ตัวดํ า มีแถบหรือคาดวงสีขาวเหมือนเงินหรือขาวเหลือง อกดานบนมีเสน

ขาวนอก 2 เสนโคง ลายคลายพิณ (lyre-shape) เสนขาวในขนานกัน 2 เสน ขามีแถบด ําขาว ขาหลัง
ปลายปลองสุดขาวหมด หัวมีเกล็ดกวางแบนราบ มีแถบสีขาวพาดอยูตรงกลางของหัวไปจนถึงตาทั้ง
2 ขาง เสนต้ังตรง มีปลายแฉกอยูบริเวณโคนหัว ดังแสดงในภาพที่ 2.8

การลอกคราบออกเปนตัวเต็มวัย  (emergence) ตัวโมงจะเอาสวนหัวออกจากรอยแตกดาน
หลังของ cephalothorax ซึ่งใชเวลาเพียง 2-3 ช่ัวโมงเม่ือออกจากคราบแลวพกัตัวช่ัวครูใหปกแหง
และเลือดฉีดเขาเสนปกแลวจึงบินหลังลอกคราบ 24 ชั่วโมงก็เริ่มจับคูผสมพันธุตัวผูมีอายุได 7-10
วันหรืออาจถึง 30 วันถาอาหารคารโบไฮเดรตเพียงพอและความช้ืนสูง ตัวเมียมีอายุได 30-90 วันใน
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สภาพแวดลอมที่เหมาะสมยุงลายอาจม ี15-20  รุน/ป  ระยะเวลาตั้งแตลอกคราบถึงวางไขใชเวลา 2-3
สัปดาห (ชวลิต ทัศนสวาง, 2532)

ภาพที่ 2.8 ภาพแสดงตัวเต็มวัยยุงลายบาน (A. aegypti)
หมายเหตุ จาก  Mosquito information, Floore, 1994, http://www.mosquito.org/ mosquito.html

นิสัยของยุงลาย
การออกหากินตามธรรมชาติ ยุงลายไมชอบแสงและลมแรง ดังนั้นการหากินจึงไม

ไกลจากแหลงก ําเนิด บินไดไกลประมาณ 100 หลา จากการส ํารวจ พบวายุงลายชอบอยูใกลชิดคน มี
นิสัยกัดคนในบาน (endophagic) เขาใจวา ยุงชอบกลิน่ของคารบอนไดออกไซดและแลคติกแอซดิท่ี
ระเหยจากผิวหนัง (บุญลวน พันธุมจินดา, 2515) นอกจากนี้จะพบวามียุงลายชุกชุมมากในฤดูฝน
เพราะมีอุณหภูมิและความชื้นเหมาะกับการแพรพันธุ สวนในฤดูอื่นจะพบวาความชุกชุมของยุงลาย
ลดลงเล็กนอย

อาหารของยุงลาย อาหารใชสรางพลังงานของยุงทั้ง 2 เพศ ไดจากนํ ้าหวานของเกสร
ดอกไมและนํ้ าผึ้ง น้ํ าตาลจะถูกยอยใน diverticulum อาหารยุงในหองทดลองใชนํ ้าตาลเขมขน
5-10% ยุงตัวเมียหลังลอกคราบจะกินเลือดใน 24 ช่ัวโมง กอนการวางไข เน่ืองจากโปรตีนในเลือดมี
ความส ําคัญในการสรางไข โดยกระตุน oocytes ในรังไข เพ่ือสราง yolk ตัวเมียจะออกหากินเวลา
กลางวัน 2 ระยะคือ 09.00-11.00 น. และ 13.00-15.00 น.  ถากลางคืนแสงสวางพอก็กินเลือดดวย
ชอบกัดแขนขามากกวาใบหนา ชอบกินเลือดคนมากกวาเลือดสัตว จัดเปนพวก anthropophilic โดย
กินเลือดมากกวานํ ้าหนักตัวหน่ึงเทาคร่ึงถึงสองเทาหรือ 4.2 ลูกบาศกมิลลิเมตร ปริมาณน้ียุงตอง
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กํ าจัดออกโดยจะขับน้ํ าใสๆ ออกทางกนภายใน 5-15 นาท ี ในปริมาณ 1.5 ลูกบาศกมิลลิเมตร
(2-3 หยด) แรกๆ เปนกรดยูริค (uric acid) ตอมาเปนปฏิกิริยาบวก นินไฮดริน (ninhydrin positive)
นอกน้ันเปนเม็ดเลือดแดง ปริมาณเลือดท่ีกินแทจริงคํ านวณโดยใชรังสไีอโซโทปซเีรียม (cerium
isotope) ใสปนในอาหารยุงลาย อาหารคารโบไฮเดรตถูกยอยใน diverticulum สวนโปรตีนถูกยอย
ใน midgut       (สุภัทร สุจริต, 2531)

ความสามารถในการบินและแหลงเกาะพัก ยุงลายบินไดไมเกิน 1 กิโลเมตร โดยทั่วไป
ประมาณ 100 หลาจากแหลงเพาะพันธุ และบินในอัตราเร็ว 0.5-1 เมตร/วินาที

การผสมพันธุ จะผสมพันธุกันไดในที่แคบๆ เรียก Stenogamy ตัวผูจะบินไปหาตัวเมีย
ตามเสียงการบิน

 การวางไข ระยะเวลาสํ าหรับการเจริญของรังไขและพรอมท่ีจะวางไขแตกตางกนัไป
ตามอุณหภูม ิคือ ท่ีอุณหภูมิ 29-30 องศาเซลเซียส จะวางไขภายใน 3-4 วันท่ีอุณหภูมิ 25–27 องศา
เซลเซียส จะวางไขภายใน 4-5 วันท่ีอุณหภูมิ 20-25 องศาเซลเซียส จะวางไขภายใน 4 วันขึ้นไป
และที่อุณหภูมิตํ่ ากวา 20 องศาเซลเซียส จะวางไขภายใน 26-27 วัน ยุงลายจะวางไขทีละฟองแลว
เดินเปนจังหวะสมํ่ าเสมอ ครั้งหนึ่งจะวางไขประมาณ 50-140 ฟอง (Gillett, 1972) จํ านวนไขขึ้นกับ
ปริมาณเลือดที่กิน ตามปกติยุงตัวหนึ่งจะออกไขได 3 คร้ัง ระยะเวลาในการวางไขแตละครั้งขึ้นกับ
อุณหภูมิท่ี 28 องศาเซลเซียสใชเวลาประมาณ 6 ช่ัวโมง ถาอุณหภูมิต่ํ าลงจะใชเวลาวางไขนานขึ้น
(บุญลวน พันธุมจินดา, 2515)

ปจจัยที่มีผลตอการวางไข ปจจัยหลักที่มีผลคือแหลงเพาะพันธุ โดยยุงลายชอบวางไขใน
ผิวภาชนะที่ดูดซึมนํ้ าไดดี ขรุขระและชอบนํ ้าท่ีมีสารเคมีหรืออินทรียวัตถุปนอยู เชน ฟอสเฟต
คารบอเนต และคลอไรดไอออน  และท ําใหคา pH น้ํ าเทากับ 6-12 ชอบน้ํ าใส สะอาด และอยูภายใน
อาคารบานเรือน รวมทั้งชอบสีนํ้ าที่สะทอนภาชนะเปนสีเขม แตก็มีรายงานวาพบลูกนํ ้ายุงลายในทอ
ระบายนํ ้าโสโครกเชนกัน (เลาจนา เชาวนาดิศัย และ เพ็ญสุข เตาทอง, 2524; เลาจนา ธีรภัทรสกุล,
บุญลวน พันธุมจินดา และ เพ็ญสุข เตาทอง, 2523; องอาจ เจริญสขุ, 2520) ซึ่งมีการศึกษาพบวาเปน
เพราะนํ้ าน้ันน่ิง มีภาชนะเปนซีเมนต น้ํ ามีสีสะทอนเขมออกเหลือง และมีอินทรียวัตถุหรือสารเคมี
ละลายอยูมากกวานํ ้าประปา  (Gillett, 1972)

 แหลงเพาะพันธุ ยุงลายจะวางไขตามภาชนะที่มีนํ ้าขัง เปนน้ํ าน่ิง ใส สะอาด โดยเฉพาะ
น้ํ าฝนเปนน้ํ าที่ยุงลายชอบวางไขมากที่สุด ดังน้ัน แหลงเพาะพันธุยุงลายจึงมักอยูตามโองนํ ้ากิน
น้ํ าใช และภาชนะอื่นๆ จากอัตราการพบลูกนํ ้าแตละชนิดล ําดับความส ําคัญไดดังน้ี ตุมหรือโองน้ํ า
ด่ืม น้ํ าใช จานรองขาตูกับขาวกันมด และภาชนะอื่นๆ นอกจากนี้ยุงลายยังสามารถวางไขไดตามกาบ
ใบของพืชพวกมะพราว กลวย พลับพลึง ฯลฯ แหลงเพาะพันธุของยุง A. aegypti สวนใหญพบอยูใน
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บานมากกวานอกบาน จากการส ํารวจแหลงเพาะพันธุของยุงชนิดนี้ พบวารอยละ 64.52 เปนภาชนะ
เก็บขังนํ้ าที่อยูภายในบาน และรอยละ 35.53 เปนภาชนะเก็บขังนํ ้าที่อยูนอกบาน แหลงเพาะพันธุที่
พบสวนใหญคือ โองน้ํ าด่ืมน้ํ าใช อางลางเทา จานรองกระถางตนไม ภาชนะใสนํ ้าเลี้ยงสัตว สวน
แหลงเพาะพันธุของยุง A. albopictus สวนใหญพบอยูนอกบานมากกวาในบาน เชน กะลา กระบอก
ไมไผที่มีนํ้ าขัง โพรงไม กาบใบของพืชที่มีใบเปนรอง

จากการศึกษาโดยการส ํารวจความชุกชุมของ องอาจ เจริญสขุ และคณะ (2533)     ปรากฏ
ผลดังตารางที ่2.1
ตารางท่ี 2.1 แสดงรอยละที่พบลูกนํ ้ายุงลายในภาชนะชนิดตางๆ

ชนิดของภาชนะ รอยละที่พบลูกนํ้ า
จานรองขาตูกับขาว 62.9
โองน้ํ าใช 36.8
โองน้ํ าด่ืม 36.4
ถังซีเมนตหองนํ ้า 35.1
ภาชนะอ่ืนๆ ภายนอกและภายในบาน 35.1
โองซีเมนตขนาดใหญ 6.2
ถังคอนกรีตเก็บนํ ้าฝน 0.3

หมายเหตุ  จาก “ความชุกชุมของลูกนํ ้ายุงลายในโองซีเมนตขนาดใหญและถังคอนกรีตเก็บนํ ้าฝน,”
โดยองอาจ เจริญสขุ และคณะ, 2533, วารสารโรคติดตอ. ปที่11, เลมที่ 3, หนา 261.

จะเห็นวาแหลงเพาะพันธุมีความใกลชิดกับมนุษยจึงมีโอกาสเสี่ยงมากที่จะไดรับการแพร
เชื้อโดยยุงที่เปนพาหะนํ าโรค

วิธีเล้ียงยุงลาย
การเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti) ในหองปฏิบัติการ สวนมากจะใชขนมปงสุนัข (dog

biscuit) หรือ Fleishman′s dry yeast หรือ อาหารปลา อาหารสุกร อาหารสุนัขเปนอาหารของลูกนํ ้า
ในการเลี้ยงลูกนํ ้าใชถาดขนาด 19x30x5 เซนติเมตร ใสนํ้ าประมาณ 1.5 ลิตร ใชเลี้ยงลูกนํ ้าประมาณ    
200-250 ตัวตอ 1 ถาด โดยนํ าไขยุงมาแชนํ้ าจนฟกเปนลูกนํ ้าแลวน ําหลอดดูดยายมาเลี้ยงในถาดใส
น้ํ า ใหอาหารเพาะเลี้ยงไปกอนใหไดจํ านวนมากเพื่อจะไดลูกนํ้ าที่สมบูรณแข็งแรงและอายุรุนเดียว
กันมาทดลอง เมื่อลูกนํ้ าเปนตัวโมงยายใสภาชนะไปไวในกรงเลี้ยงยุง 2-3 วันจะเปนตัวเต็มวัยจึงให
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น้ํ าเช่ือมเปนอาหาร และใสลูกไกหรือหนูตะเภาไวในกรงเพื่อใหยุงตัวเมียเต็มวัยกินเลือดจนอาย ุ 2-3
วันจะผสมพันธุและวางไข การเก็บไขโดยน ําบีกเกอรใสนํ ้ามีกระดาษฟางหรือกระดาษกรองติดดาน
ในบีกเกอร เพื่อใหยุงวางไข    ยุงลายจะวางไขขางผนังดานในของภาชนะเหนือระดับนํ้ า ไขที่วาง
ใหมๆ จะมีสีขาวและคอยๆ เขมขึ้นจนกลายเปนสีดํ า เม่ือตัวออนภายในไขเจริญเต็มท่ีพรอมท่ีจะฟก
การฟกโดยน ํากระดาษที่มีไขแชนํ ้าใหทวมประมาณ 2-3 วันจะไดลูกนํ้ าระยะที่ 2 และอีกประมาณ 4-
5 วันจะไดลูกนํ้ าระยะที่ 4 ไขท่ีเหลือเก็บรักษาในตูเย็นอุณหภูมิ 15-20 องศาเซลเซียส   ลูกนํ้ าที่เหลือ
จากการทดลอง เพาะเล้ียงใหเจริญเปนตัวโมงและตัวเต็มวัยเพ่ือการผลิตไขรุนตอไป   (สุชาติ
อุปถมัภ และคณะ, 2526; Nathawut Thanee, 1980)

2.1.5 การแพรกระจายของยุงลายเขาสูประเทศไทย
ยุงลาย A. aegypti ถูกคนพบโดย Linnaeus ในป ค.ศ.1762 ท่ีประเทศอียิปต มีแพรกระจาย

อยูทั่วๆ ไป การแพรกระจายเขาสูประเทศไทยยังไมมีรายงานวายุงลายเขาสูประเทศไทยตั้งแตเมื่อใด
(อุษาวดี ถาวระ, 2533) อาจจะมากับภาชนะดินเผาจากประเทศจีนหรืออาหรับในหลายศตวรรษกอน
(Scalon, 1965) มีรายงานเกี่ยวกับการพบยุงลายครั้งแรกในประเทศไทย ป พ.ศ.2450 แตไมไดบอก
พื้นที่ที่พบยุงลาย ในอดีตจะพบยุง A. aegypti เฉพาะในเขตเมืองใหญๆ  แตในปจจุบันพบยุงชนิดนี้
ทั้งในเขตเมืองและชนบท (กองระบาดวิทยา, 2535) มีการสํ ารวจและแยกชนิดของยุงลายใน genus
Aedes ที่พบในประเทศไทยเมื่อป พ.ศ.2512 โดย Ratanaithikul และ Harrison ไดจํ าแนกยุงลายไว 12
ชนิด สาเหตุการแพรพันธยุงลายอีกประการหนึ่งคือสภาพภูมิอากาศและสภาพแวดลอมที่เปลี่ยนไป
ในชวงเวลากวา 100 ป ที่ผานมาโลกมีการเปลี่ยนแปลงทุกรูปแบบของอากาศอยางชัดเจนอุณหภูมิ
เฉลี่ยของโลกสูงขึ้นอยางมาก ในป พ.ศ.2523-2533 เปนชวงที่โลกมีสภาพอากาศรอนที่สุด ปรากฏ
การณ El Nino ไดรับการบันทึกมาตั้งแตป พ.ศ.2110 จนถึงปจจุบัน ปรากฏการณนี้ท ําใหเกิดภาวะ
แหงแลงและอุณหภูมิสูงขึ้นในหลายๆ ประเทศรวมทั้งประเทศไทย ภาวะแหงแลงท ําใหประชาชน
กักเก็บนํ้ าไวในภาชนะตางๆ มากขึ้น ขณะเดียวกันจากภาวะโลกที่อบอุนมากขึ้นของปรากฏการณ
เรือนกระจกยังชวยใหยุงและแมลงที่จํ าศีลในชวงฤดูหนาวสามารถแพรพันธุไดในสภาพอากาศของ
ฤดูหนาวท่ีมีอุณหภูมิสูงข้ึนไดดีอีกดวย (ศิริรัตน สาโพธิ์สิงห, 2544)

2.1.6 การสํ ารวจลูกนํ้ ายุงลาย
ในป พ.ศ.2514 ประคอง พันธุอุไร ท ําการส ํารวจลูกนํ ้า A. aegypti ในภาชนะธรรมชาติ

เชน กะลามะพราว โพรงไม ในเขตนครหลวง กรุงเทพมหานคร ไมพบลูกนํ ้าชนิดน้ี
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ในรายงานของ องอาจ เจริญสขุ (2520); เลาจนา ธีรภัทรสกุล บุญลวน พันธุมจินดา
และเพ็ญสุข เตาทอง (2523); เลาจนา เชาวนาดิศัย และ เพ็ญสุข เตาทอง (2524) พบวาที่หมูบาน
รถไฟ    บางเขน พระนคร มีลูกนํ้ ายุงลายในทอระบายนํ ้าโสโครกซ่ึงเปนทอคอนกรีต มีเศษขยะและ
ดินอุดตันในทอ ท ําใหเกิดน้ํ าขังนิ่ง บางตอนไมมีแผนซีเมนตปด สาเหตุที่ยุงเปลี่ยนนิสัยอาจมาจาก
การใชสารเคมีในการปองกันก ําจัดยุงมาเปนเวลานาน ดังน้ันควรคํ านึงถึงการควบคุมยุงลายดวย ใน
บางบานใชไมกระดานตอกหางๆ เปนฝาปดภาชนะใสนํ ้า บางบานเปนฝาไมหักช ํารุดเหลือปดเปน
บางสวน การปดฝาภาชนะเก็บนํ ้าไมมิดท ําใหเปนเงามืดซึ่งยุงลายชอบลงไปวางไขมากกวาภาชนะที่
เปดตุมหมด บางบานขังนํ ้าฝนไวจะใชพลาสติกคลุมรัดไวแนน หรือมีฝาอะลูมิเนียมกลมปดปากตุม
พวกนี้พบลูกนํ้ านอยกวาพวกที่ไมปดตุมหรือปดไมสนิท

จากการศึกษาในเขตโครงการจัดหาน้ํ าสะอาดในชนบท อํ าเภอเมือง จังหวัดขอนแกน ใน
ป พ.ศ.2528 มีการพบลูกนํ้ ายุงลาย ในโองซีเมนตขนาดใหญทั้งที่มีฝาปดและไมมีฝาปด 32.3% ใน
ถังคอนกรีตเก็บนํ ้าฝน 4% ในโองน้ํ าใชขนาดเล็กภายนอกบาน 63.7% ในโองน้ํ าใชขนาดเล็กภายใน
บาน 95.3% โองน้ํ าด่ืม 66.3% และขาตูกันมด 63.4% คาเฉลี่ยภาชนะบรรจุนํ ้าที่มีลูกนํ ้าเทากับ 6.5
ภาชนะตอบาน และพบยุงลายทุกบาน การพบลูกนํ ้ายุงลายในภาชนะที่ปดฝาดวยเนื่องจาก ในขณะ
รองนํ้ าฝนตองเปดฝาโองทํ าใหยุงสามารถวางไขได เม่ือนํ าน้ํ าในภาชนะน้ันมาตรวจ พบวา pH 6.81-
10.68 แสดงวา pH ระดับน้ีไมไดเปนอันตรายแกลูกน้ํ าในการดํ ารงชีพ (บุญลวน พันธุมจินดา, 2517)

จากการส ํารวจดัชนีความชุกชุมของยุงลายในชวง พ.ศ.2532-2534 ของประเทศ พบวา
คาเฉลี่ย BI (Breteau Index) ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก และภาคใตมีคา 225.14,
189.75 และ 106.44 ตามล ําดับ แหลงเพาะพันธุลูกนํ้ ายุงลายที่พบมากที่สุดคือตุมขังนํ ้า (เยาวภา
ดุลยไพรี และ ไพฑูรย วงษสกุล, 2533) ซึ่งสอดคลองกับการส ํารวจ 5 จังหวัดใน พ.ศ.2530 ของ
สมศักด์ิ บุตราช และคณะ อยางไรก็ตามแมจะพบถังซีเมนตที่อยูในหองนํ้ าในสัดสวนที่นอย  คือ
5.62% แตก็พบวามีอัตราการพบลูกน้ํ ายุงลายสูง เนื่องจากเปนภาชนะที่ไมมีฝาปดอยูในที่มืดการขัด
ลางและเปลี่ยนถายนํ ้าท ําไดไมสะดวกมีปริมาณนํ ้ามากและมักจะสรางไวแทนตุมเก็บนํ ้า ในปจจุบัน
มีการสรางไวใชในชนบทเปนจ ํานวนมาก เพราะมีความทนทานและเก็บนํ ้าไดปริมาณมาก สวนจาน
รองขาตูกับขาวมีสัดสวนที่พบนอย คือ 4.29% เมื่อเทียบกับภาชนะอื่นๆ อัตราการพบลูกน้ํ ายุงลาย
เทากับ 42.36-58.58% ซึ่งตํ่ ากวาการส ํารวจของประคอง พันธุอุไร ที่กรุงเทพฯ  ในป พ.ศ.2514 ที่พบ
วาจานรองขาตูพบลูกนํ ้ายุงลายสูงถึง 63.5% ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการใหความรูดานสุขศึกษากัน
อยางตอเน่ือง ตลอดจนมีการศึกษาวิจัยการใชสารตางๆ เชน เกลือ ปูนแดง และนํ้ าสมสายช ูก็เปนได

เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการสํ ารวจท่ีผานมา เม่ือ ค.ศ.1973 โดย Pant, Jatanasen and
Yasuno พ.ศ.2523 โดย Boonlaun Panthumchinda, Somsak Phan U-rai, Wongsiri Samuthrapong,
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Ongoarg Charoensook and Poonyos Rielrangboonya  และ พ.ศ.2530 โดย สมศักดิ์ บุตราช และ
คณะ ซึ่งไดส ํารวจในบางจังหวัด พบวา   คาดัชนีความชุกชุมของยุงลายในแตละพื้นที่จะส ํารวจใน
ชวงเวลาที่ตางกัน โดยสวนรวมมีแนวโนมสูงข้ึน จากการเปรียบเทียบภาพรวมของจังหวัดที่สํ ารวจ
และจากขอมูลผูปวยไขเลือดออก พบวามีความสอดคลองกันกับคาดัชนีความชุกชุมของยุงลาย อยาง
ไรก็ดียังมีปจจัยหลายอยางที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคไขเลือดออก คือ อัตราการกัด อายุขัย และอัตรา
การติดเชื้อไวรัสเดงกี่ของยุงลาย ตลอดจนสภาพภูมิคุมกันของประชากร และสภาพภูมิอากาศ
เปนตน

ความส ําคัญทางการแพทยของยุงลาย
ยุงลาย A.aegypti เปนพาหะสํ าคัญของโรคไขเลือดออกและทํ าใหเช้ือไวรัสแพรกระจาย

และระบาดได โดยยุงลายกัดกินเลือดผูปวยที่มีเชื้อ Flavivirus เชื้อจะเขาไปฟกอยูในตัวยุง 8-10 วัน
ยุงจะมีเชื้ออยูในตัวตลอดอายุขัยและสามารถถายทอดเชื้อไปสูผูที่ถูกกัดได (อารีรัตน ศรีจักรวาล,
วงษ, ส ําล ีโพธิปญญา, สุนทรี โรจนสุพจน และ ไพรจิตร วราชิต, 2536)

มีรายงานวาเชื้อไวรัสสามารถถายทอดไปสูยุงไดโดยผานทางไข (Transovarian) ใน
ประเทศไทยพบการระบาดของโรคไขเลือดออกในพระนคร-ธนบุรี ต้ังแตป พ.ศ.2492 การระบาด
รุนแรงเมื่อป พ.ศ.2501 หลังจากนั้นเริ่มระบาดไปยังเมืองใหญๆ ท่ีมีการติดตอกับกรุงเทพฯ เชน
เชียงใหม นครสวรรค สระบุร ีลพบุรี นครราชสมีา โดยพบผูปวยเฉพาะในเขตเมืองเทานั้น ปจจุบัน
พบการระบาดของโรคไขเลือดออกในทุกจังหวัด และมีรายงานพบทั้งในเขตเมืองและนอกเมือง
เน่ืองจากประชาชนนิยมเก็บนํ้ าไวในตุมเพ่ือใชบริโภค ซึ่งโองและที่ใสนํ้ าลางเทาเปนแหลงเพาะ
พันธุยุงที่ส ําคัญ ในรายงานของฝายระบาดวิทยา กองควบคุมโรค ส ํานักอนามัย ป พ.ศ.2536 มี
จํ านวนผูปวยในการระบาดแตละครั้งเพิ่มสูงมากขึ้นเรื่อยๆ จากจ ํานวนพันเปนจํ านวนหม่ืน ในป
พ.ศ.2537 กองระบาดวิทยาไดรับรายงานผูปวยไขเลือดออกทั้งสิ้น 51,688 ราย คิดเปนอัตราปวย
87.47% ตอประชากรแสนคน จากขอมูลในอดีตท่ีผานมาพบวารูปแบบของโรคไขเลือดออกมี
ระบาดในชวง 10 ปแรก เปนการระบาดแบบปเวนป ในชวง 10 ปท่ีสองเปล่ียนไปเปนระบาดรุนแรง
ทุก 3 ป และในชวง 10 ปที ่3 เปนแบบติดตอกัน 2 ปเวน 1 ป เปนที่นาสังเกตวาอัตราปวยในแตละป
มีแนวโนมสูงขึ้น แสดงวาการดํ าเนินการปองกันและการควบคุมยังไมประสพผลส ําเร็จ ถึงแมวา
อัตราการตายของผูปวยจะลดลงอยางมาก แสดงวาการรักษามีประสิทธิภาพมากขึ้น

โดยทั่วไปโรคไขเลือดออกจะพบชุกชุมในฤดูฝน ในกรุงเทพฯ และเมืองใหญๆ อาจพบได
ตลอดทั้งป การระบาดมีความสัมพันธเกี่ยวของกับฤดูฝนและความชุกชุมของยุงลาย ทุกครั้งที่เขาฤดู
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ฝนโรคระบาดน้ีจะปรากฏ โดยในป พ.ศ.2537 พบผูปวยมากขึ้นในชวงเดือนพฤษภาคม สูงสุดใน
เดือนมิถุนายน หลังจากน้ันจํ านวนผูปวยจะลดลง ระยะเวลาที่ปริมาณยุงลายสูงมากจะน ํามากอน
ระยะเวลาท่ีโรคระบาดสงูสุดประมาณ 1-2 เดือน เนื่องจากยุงที่เกิดใหมที่ยังไมมีเชื้อไวรัสหากดูด
เลือดคนที่มีเชื้อเขาไปแลวจะตองใชเวลาสักระระหนึ่งจึงจะแพรเชื้อโรคตอไปได เมื่อเขาสูฤดูฝน
ชวงเดือนตุลาคมถึงพฤศจิกายน การระบาดของโรคจะบรรเทาลง ดังน้ันการกํ าจัดยุงลายควรกระท ํา
ในชวงเดือนกุมภาพันธถึงเมษายน จึงจะไดผลดีเพราะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและความชื้นจะมีผล
ตออัตราการตายของยุงและวัฏจักรของเชื้อไวรัสในตัวยุง (ชวลิต ทัศนสวาง, 2532)

การระบาดในคร้ังแรกๆ จะพบไขเลือดออกมากที่สุดในเด็กอาย ุ 3-5 ป แตในระยะหลัง
อายุของเด็กที่เปนไขเลือดออกสูงขึ้นคือมีอาย ุ 5-9 ป ในเด็กต่ํ ากวา 1 ป อาจพบไดแตมีจํ านวนนอย
ซึ่งในชวง อายุ 6-9 เดือน มีอัตราการตายสูงกวาอายุอ่ืนๆ ในเด็กที่อายุมากกวา 14 ป จะมีอุบัติการณ
ของโรคนี้ลดลงเรื่อยๆ แตในระยะหลังพบในกลุมวัยหนุมสาวเพิ่มมากขึ้น (รุงโรจน พิมพใจพงศ,
สุคต พานิชการ และ เกษตร ยะสาธะโร, 2533)
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2.2 ความรูทั่วไปเกี่ยวกับ Bacillus thuringiensis var. israelensis

2.2.1 อนุกรมวิธาน
โดยทั่วไป Bti เปนแบคทีเรียพวกหนึ่งจัดอยูใน
อาณาจักร (Kingdom): Monera
    ไฟลัม  (Phylum): Schizophyta

    อันดับ (Order): Eubacteriales
          วงศ (Family): Bacillaceae

  จีนัส (Genus): Bacillus
        สปชีส (Species): Bacillus thuringiensis

Bti ที่ศึกษาคือ  Bacillus thuringiensis serotype H-14 หรือ Bacillus thuringiensis var.
israelensis   

  2.2.2 ประวัติและการศึกษา  Bacillus thuringiensis
ในป ค.ศ.1902 นักวิจัยชาวญี่ปุนชื่อ Ishiwata พบวาหนอนไหมเปนโรคทองรวงตายและ

สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียจากหนอนไหม และตั้งชื่อวา B. sotto ในป ค.ศ.1915 Aoki และ Chigasaki
ไดศึกษาโรคทองรวงที่เกิดจากหนอนไหมและทดลองใหเห็นวา โรคทองรวงในหนอนไหมเปนโรค
ที่เกิดจากแบคทีเรียสรางขึ้น และในปเดียวกันนักวิทยาศาสตรชาวเยอรมัน ชื่อ            E. Berliner ท ํา
การแยกเชื้อแบคทีเรียจาก Mediterranean flour month (Anagasta kuehniella) ซึ่งพบที่เมือง
Thuringen และต้ังช่ือตามช่ือเมืองท่ีพบวา Bacillus thuringiensis (Bt)  (อัจฉรา ตันติโชดก,        ม.ป.
ป)  ทั้งนี้ Berliner ไมทราบวามีการพบแบคทีเรียชนิดเดียวกันนี้ที่ประเทศญี่ปุน ตอมาในป ค.ศ.
1916 Mitani และ Watarai  ชาวญ่ีปุนไดแยกสารจากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและใหสารนั้นกับ
หนอนไหมและท ําใหหนอนไหมตาย ตอมาภายหลังศึกษาพบวาเปนผลึกโปรตีนที่แบคทีเรียนี้สราง
ขึ้นต้ังแตป ค.ศ.1920 เปนตนมามีผูพยายามที่จะทดลองใช Bt ในการปองกันก ําจัดแมลงหลายชนิด
จนกระทั่งในป ค.ศ.1938 มีผูผลิต Bt ในรูปการคาเปนคร้ังแรกช่ือ Sporeine®

ในป คศ.1953 Hanney พบโครงสรางในเซลลแบคทีเรียขณะที่แบคทีเรียกํ าลังสรางสปอร ที่
เรียกวา parasporal bodies  และใหขอสังเกตวาโครงสรางน้ีตองเก่ียวของกับการทํ าใหเกดิโรค   หน่ึง
ปตอมา Angus ไดทดลองใหเห็นวาขอสังเกตของ Hanney เปนความจริงและจัดแบคทีเรียนี้เปนพวก
Crystalliferous  bacteria  หลังจากน้ันงานทดลองเก่ียวกับเช้ือแบคทีเรียตัวน้ีจึงมีมากข้ึนเร่ือยๆ   ภาย
หลัง De Barjac และ Bonifoi ไดคนพบวิธีวิเคราะหแยกสายพันธุ Bt ในป ค.ศ.1962  โดยดูจาก
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ปฏิกริยาของ antibody  ที่มีผลตอ flagella protein หรือท่ีเรียกวา H-antigen และเรียกสายพันธุตาง ๆ
น้ีวา  H-serotype (ทิพยวดี อรรถธรรม, 2535)

ตอมาในป คศ.1975-1976  Thahori และ Magarlit  ไดสํ ารวจในอิสราเอล พบมีแองนํ ้าแหง
หน่ึงในแมนํ ้าที่แหงตอนบนของสวนกลางของทะเลทราย Negev  ใกลกับ Kibbutz Zeelim แองน้ํ า
กวาง 15x60 เมตร ลึก 30 เซนติเมตร มีน้ํ ากรอยและอินทรียสารสูงมีลูกนํ ้า Culex pipiens
(C. pipiens) ที่ตายแลวและก ําลังจะตายลอยอยูบนผิวนํ ้า มีตัวโมงและตัวเต็มวัยจมอยูพยายามที่จะ
ออกจากคราบ เขาจึงเก็บตัวอยางน้ํ า ลูกนํ้ า และดินโคลนริมแองน้ํ าน้ันไปตรวจวิเคราะหและทํ าการ
แยกแบคทีเรียรวมกับ Goldberg และน ํามาแยกใหบริสุทธิ์เปน colony เด่ียวต้ังช่ือวา ONR 60A หรือ
Bti ในปจจุบัน ซึ่งในป ค.ศ.1976 ไดเพาะเลี้ยง Bti ในอาหารเลี้ยงเชื้อแลวน ําไปทดสอบประสิทธิ
ภาพตอลูกนํ้ ายุง 5 ชนิด คือ  A. aegypti, Culex univittatus (C. univittatus), C. pipiens, Aedes
sergentii  และ Uranotaenia unguiculata เปนครั้งแรก  (Goldberg and Margalit,1977)

Dr. De Barjac เปนผูศึกษาและตั้งชื่อสายพันธุใหมนี้วา Bacillus thuringiensis var.
israelensis serotype H–14 เมื่อนํ าไปทดสอบกับลูกนํ้ ายุงลายที่ความเขมขน 2.4x104 สปอร/มิลลิลิตร
พบวาท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายภายใน 20-30 นาท ี (De Barjac, 1979) โดยมีความจ ําเพาะเจาะจงตอ
แมลงในวงศ Diptera มาก

ในป ค.ศ.1981 Ignoffo และคณะ ไดศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ Bti กับ Bacillus
kurstaki พบวา Bti มีพิษตอลูกนํ ้ายุงลายมากแตมีพิษนอยตอหนอนคืบกระหลํ ่า (Trichoplusiani)
(Ignoffo, Garcia, Kroha, Fukuda, and Couth, 1981)

การแพรกระจายของ Bti สามารถพบในนํ ้า ชิ้นสวนของพืช แมลงและในดินหลายแหงของ
โลก ส ําหรับแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตมีผูรายงานการแยก Bt จากดินในประเทศฟลิปปนส
ประเทศเวียตนาม  ประเทศอินโดนีเซีย  ประเทศไตหวัน  และประเทศไทย (จริยา จันทรไพแสง,
นุชนารถ ตั้งจิตสมคิด และ สมศักดิ์ ศิวิชัย, 2541)  ในปจจุบันพบ Bt ท่ัวโลกประมาณ 58 สายพันธุ
ในประเทศไทยพบแลว 14 สายพันธุ ซึ่ง 13 สายพันธุที่เคยมีผูรายงานไดแกสายพันธุ kurstaki
(H13abc), alesti (H3ac) , kenyea (H4ac), galleriae (H5ab), canadensis (5ac), entomocidus (H6ab)
aizawai (H7),  tolworthi (H9), kumamotoensis (H18),  tochogiensis (H19),  neoleonensis (H24)
mexicanensis (H27) และ leesis (H33) สวนสายพันธุ chanpaisis  (H46)  เปนสายพันธุใหม (Jariya
Chanpaisang, 1995)  และคาดวาจะพบสายพันธุอื่นๆ รวมทั้งสายพันธุใหมอีกมาก   สามารถนํ า Bt
มาใชประโยชนและคัดเลือกสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการกํ าจัดแมลง นํ ามาเพ่ิมปริมาณหรือผลิต
เปนการคาและใชเปนสารก ําจัดแมลงแทนสารเคม ี  หลังจากใชแลวจุลินทรียบางสวนก็ตายไปบาง
สวนก็ยังสามารถคงอยูในธรรมชาติและขยายพันธุตอไป
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2.2.3 สารพิษท่ีสรางโดย Bt
Bt สรางสารพิษหลายชนิด เชื้อตางสายพันธุสรางสารพิษที่มีคุณสมบัติเฉพาะเจาะจงกับ

แมลงตางชนิดกันไปและมีความเปนพิษมากนอยแตกตางกัน สารพิษที่เชื้อนี้สรางขึ้นมีอยู 5 ชนิดคือ
1.! สารเดลตาเอนโดทอกซิน (delta endotoxin) เปน protein crystal  คือคริสตัลที่

ประกอบดวยกลุมโมเลกุลของโปรตีน ซึ่งมีทั้งสารพิษและเอนไซมประกอบกันเปนรูป dum-bell
พบคร้ังแรกโดย Hannay เมื่อป ค.ศ.1953 ในหนอนไหมเรียก crystal protein หรือ parasporal body
นอกจากนี้ยังพบใน Bacillus subtilis , Bacillus laterosporus , Bacillus popilliae  และ Clostidium
cochiearium แตมีสารพิษตอแมลงมากนอยแตกตางกันไป  จนถึงปจจุบันพบวามีผลเฉพาะกับ
หนอนผีเสื้อบางชนิด ยุง ร้ิน และ blackflies เทานั้น

2.! สารเบตาเอกโซทอกซิน (beta exotoxin)หรือ thuringiensin หรือ thermostable
exotoxin คือสารพิษที่ปลอยออกมานอกเซลลขณะเซลลก ําลังเจริญเติบโต เปนสารพิษซึ่งทนความ
รอนได 120 องศาเซลเซียส นานถึง 15 นาท ี   สารพิษนี้สรางกอนการสรางสปอร  น้ํ าหนักโมเลกุล
ต่ํ า  เปนสารที่ละลายในนํ ้าได เปนอันตรายตอแมลงโดยไปมีผลตอระบบฮอรโมนกระบวนการ
เมทาบอลิซึม และการสรางเอนไซมตางๆ  exotoxin ชนิดนี้มีพิษตอแมลงหลายชนิดกวา endotoxin

3.!   สารแอลฟาเอกโซทอกซิน (alpha exotoxin) หรือ lecithinase C หรือ
phospholipase C  เปนสารซึ่งสรางในเซลลและปลอยออกมานอกเซลล  เรียกวา Toumanoff′s factor
สารพิษของ Bt ถูกก ํากับโดยพลาสมิด ดังน้ัน Bt แตละสายพันธุจะมีประสิทธิภาพแตกตางกัน  นอก
จากน้ียังมีช่ือเรียกอ่ืนๆ อีก เชน mouse factor thermosensitive exotoxin เปนสารที่ไมทนตอความ
รอน ละลายในนํ ้าได มีคุณสมบัติพิเศษเปน  hemolysin คือทํ าลายเซลลเม็ดเลอืดและมีผลตอการขัด
ขวางการท ํางานในระบบสรีรวิทยาหลายอยางในตัวแมลง พบวาเปนพษิตอตัวออน sawfly
(Hymenoptera)

4. สารแกมมาเอกโซทอกซิน (gamma exotoxin) เปนสารพิษที่พบใน
B. thuringiensis  var. entomocidus  และเปนสารพิษที่ไมทนตอความรอน  กาซออกซิเจนและแสง
อาทิตย ที่อุณหภูมิสูงกวา 60 องศาเซลเซียสจะถูกท ําลายภายใน 10-15 นาท ีกลไกในการเขาทํ าลาย
แมลงนี้ยังไมรูแนชัด

5.!   Louse factor พบโดย Gingrich มีเหาถึง 4 ชนิด แสดงอาการผิดปกติเม่ือไดรับ
เช้ือ B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) เชื้อที่ไมสราง exotoxin และพบวาอาการผิดปกติไมได
เกิดจาก endotoxin จึงรายงานวาเปนสารพิษอีกชนิดหน่ึงท่ีเช้ือสรางข้ึนและใหช่ือสารน้ีวา        louse
factor และยังมีเอนไซมพวก chitinase เปนตัวชวยสงเสริมใหการเขาท ําลายดีขึ้น         (อัจฉรา ตันติ
โชดก, ม.ป.ป; Cornell University, Ithaca, New York, www, 1998)
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2.2.4 คุณสมบัติของ Bti
Bti เปนแบคทีเรียที่พบในดิน แกรมบวกยอมติดสีนํ ้าเงิน (gram positive) ตองการออกซิเจน

(aerobic) รูปรางเปนเซลลทอน (rod shape) ขนาดกวาง 1-1.2 ไมโครเมตร ยาว 3-5 ไมโครเมตร
เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลา สรางสปอรไดภายในเซลลเรียกวาเอนโดสปอร (endospore) (ทิพยวดี
อรรถธรรม, 2535) ในขณะสรางสปอรจะสรางผลึกโปรตีนคือสารเดลตาเอนโดทอกซิน (delta
endotoxin) ในเวลาใกลเคียงกันเรียก parasporal crystal แสดงดังภาพที่ 2.9 (Foo and Yap, 1982) ซึ่ง
ผลึกน้ีมีคุณสมบัติไมทนตอความรอน สลายตัวงาย ละลายในสารละลายที่เปนดาง โดยผลึกโปรตีน
ที่ยุงกินเขาไปจะไปอยูในรูปของ  protoxin ซึ่งยังไมเปนพิษ  เมื่อเขาไปอยูในกระเพาะของยุงลาย
(caeca) ซึ่งมีนํ ้ายอยที่เปนดาง (pH 7.6-8.4) และเมื่อถึงชวงลํ าไสสวนกลาง (midgut) จะเปนดางมาก
ขึ้น (pH 8.4) สวนในล ําไสสวนปลาย (hindgut) จะเปนดางออนๆ หรือเกือบเปนกลาง pH 7.2-7.8
(อาคม สังขวรานนท, 2538; Clements, 1963)   ท ําใหเกิดขบวนการยอยโปรทอกซิน (protoxin) โดย
น้ํ ายอยโปรทีโอไลติค (proteolytic enzyme) ออกมาเปนสารพิษที่แทจริง (active toxin) สารพิษจะ
เขาไปอยูที่ผนังเซลลของกระเพาะอาหารท ําลายเยื่อบุกระเพาะอาหารจนเปนแผล น้ํ ายอยที่มีฤทธิ์
เปนดางจะเขาไปตามรอยแผลเขาไปในลํ าตัวท ําใหปากและกระเพาะอาหารเปนอัมพาตและจะท ําให
ลูกนํ้ าตายภายใน 2-3 ช่ัวโมง และมีฤทธิ์ประมาณ 3 สัปดาห ทั้งนี้ขึ้นกับความเขมขนของผลึก
โปรตีนและปจจัยทางสิ่งแวดลอม เชน อุณหภูมิ แสงแดด ความหนาแนนของลูกนํ ้า (กรมวิชาการ
เกษตร, 2539)

มีการศึกษาการยอยของสปอร Bti โดยลูกนํ้ ายุง A. aegypti พบวาสปอรของ Bti จะถูกยอย
ในลํ าไส (gut) ของลูกนํ ้ายุงโดยยืนยันไดจากมีการรวมตัวกันระหวาง สปอรกับ methionine เขาไปสู
เนื้อเยื่อ  (Khawaled, Cohen, and Zaritsky, www, 1992) จากการทดลองพบวา Bti สามารถฆาลูกนํ้ า
ยุงลายไดดีที่สุด รองลงมาคือยุงรํ าคาญและยุงกนปลองตามล ําดับ  (Frankenhuyzen and Nystrom,
www, 1998; Wongsiri, 1976)

จากการศึกษาทางชีวเคมีเปรียบเทียบผลึกขางสปอรของ Bt สายพันธุ kurstaki, tolworthi,
alesti, berliner และ israelensis พบวาสายพันธุ israelensis มีความเปนพิษตอลูกนํ ้ายุงแตไมมีพิษตอ
หนอนกินใบยาสูบซึ่งตางจากสายพันธุอื่น ผลึกจากสายพันธุทั้ง 5 ประกอบดวยสารพิษตั้งตน
(protoxin subunit) 1 หนวยมีนํ ้าหนักโมเลกุลประมาณ 1.34x105 ดาลตัน แตจากผลของโพลีอไคลา
ไมดเจล อิเลคโทรโฟรีซีส (polyacrylamide gel electrophoresis) พบสวนประกอบน้ํ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 2.6x104 ดาลตันในสายพันธุ israelensis และยงัพบความแตกตางขององคประกอบของ
กรดอะมิโนและทริปติค เพปไทด ฟงเกอรพริน (tryptic peptide fingerprint) จึงอาจเปนไดวาความ
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จํ าเพาะของการทํ าลายแมลงขึ้นกับความแตกตางของการเรียงลํ าดับกรดอะมิโนและองคประ      
กอบคารโบไฮเดรต (Tyrell, Bulla, Andrews, Kramer, Devidson, and Nordin, 1981)

ภาพที่ 2.9   แสดงภาพ parasporal body ของ Bti
(a)! ระยะท่ี 5  ของการ sporulation  spore (Sp) และ parasporal body (PB)
(b)! รูปแบบท่ีสมบูรณของ parasporal body กอนจะมีการแตกตัวของ sporangium
(c)! parasporal body  ที่เพิ่งจะหลุดออกจาก sporangium ยังมีเยื่อหุมหลายชั้นคลุม
อยูรอบๆ อยางหนาแนน

(d)!แสดง parasporal body ที่มีลักษณะ inclusion แตกตางกัน 3  ชนิด (L)
inclusion ขนาดน้ํ าหนักโมเลกุล 27–kDa (B) bar-shaped body inclusion
ขนาดน้ํ าหนักโมเลกุล 65–kDa (H) inclusion ขนาดน้ํ าหนักโมเลกุล 128 และ
135–kDa

(e)! parasporal body ที่แยกออกมาจะเห็นรูปรางลักษณะ inclusion ไดชัดเจน
หมายเหตุ จาก Bacterial Control of Mosquitoes & Black Files (p. 18) De Barjac, H. and

Sutherland, D.J. 1990, USA: Rutgens University Press.

(b)

(a)

(c)

(d) (e)
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2.2.5 โครงสรางของผลึกโปรตีน
โดยทั่วไปผลึกโปรตีนเดลตาเอนโดทอกซนิ ของ Bt มีรูปรางเหมือนพีระมิดสองอันฐานชน

กัน (bipyramid shape) ผลึกโปรตีนนี้ประกอบดวยกลุมของโมเลกุลโปรตีนเกาะกันเปนรูปไขหรือ
รูปดัมเบล (dumb-bell) ยาว 15 นาโนเมตร เสนผาศูนยกลาง 5 นาโนเมตร มีน้ํ าหนักโมเลกุล 230
กิโลดาลตัน มีการเรียงตัวของคารบอนเปนแบบ tetramolecular face–centered cubic ในแตละสาย
พันธุผลึกโปรตีนมีสวนประกอบที่แตกตางกัน ท ําใหสารพิษที่อยูในผลึกโปรตีนมีประสิทธิภาพแตก
ตางกันออกไป ผลกึโปรตีน Bti น้ีมีโครงสรางเปนหนวยเดียวของสารประกอบไกลโคโปรตีน
(glycloprotein) ประกอบดวยโปรตีน 95%   คารโบไฮเดรต 5.6%  (กลูโคส 3.8% แมนโนส 1.8%)
กรดอะมิโนที่พบมากคือ กรดกลูตามิค (glutamic acid)  และกรดแอสปาติก (aspartic acid) (Bulla,
Kramer, and Devidson, 1977) เมื่อเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน อาหารชนิด
nutrient broth ใชเวลาในการสรางผลึกโปรตีน 24 ชั่วโมงหลังจากเริ่มเลี้ยงเชื้อ    และใชเวลา 24-48
ช่ัวโมงในการปลดปลอยผลกึโปรตีนออกจากเซลล (Burges and Hussey, 1971)

ในเซลลอาจมีผลึกโปรตีน 1-3 ผลึก สวนผลึกโปรตีนของ Bti เปนรูปกลมเสนผาศูนยกลาง
1 ไมโครเมตร หรือในชวง 0.7-1.2 ไมโครเมตร ซึ่งผลึกโปรตีนรูปกลมของ Bti มีนํ้ าหนักโมเลกุล
ของโปรตีน 27, 65 และ 128 ถึง 130 กิโลดาลตัน ในแตละผลึกโปรตีนประกอบดวยโปรตีน 3 ชนิด
ปกคลุมดวยสวนที่เหมือนตาขายบางๆ แตละสวนที่อยูดวยกันจะแยกอิสระโดยมีชั้นหุมอยู 1 ชั้น
หรือมากกวา (ดวงทิพย จารุพัฒน, 2538; Bulla, Kramer and Devidson, 1977; Nathawut Thanee,
1980)  ผลกึโปรตีนน้ีไมทนตอความรอน ไมละลายนํ้ าแตละลายในตัวทํ าละลายที่เปนสารอินทรีย
และสามารถละลายไดในภาวะที่เปนดาง มีความคงทนในนํ ้า ถาท ําใหแหงก็ยังมีประสิทธิภาพดี หาก
เก็บในรูปสารแขวนลอย (suspension) ควรเก็บท่ีอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส  หากเก็บในที่มืดจะอยูได
นานถึง 10 ป (Burges and Hussey, 1971)

2.2.6 สารพันธุกรรมที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีน
ปจจุบันจํ าแนกโปรตีนท่ีมีอยูในผลึกโปรตีนของ Bt โดยอาศัยความเปนพิษตอแมลงและ

ลํ าดับยีนที่คลายกันเปน 6 กลุมใหญ คือ
กลุม 1 โปรตีน CryI ประกอบดวย 8 subclass (A-H) เปนผลึกรูปรางปรามิดคู

ประกอบดวยโปรตีนที่มีนํ ้าหนักโมเลกุลในชวง 130-140 กิโลดาลตัน เปนพิษตอตัวออนแมลงใน
อันดับ Lepidoptera
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กลุม 2 โปรตีน CryII (A, B และ C) เปนผลึกรูปสี่เหลี่ยมลูกบาศก ประกอบดวย
โปรตีนที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 70 กิโลดาลตัน เปนพิษตอตัวออนแมลงในอันดับ Lepidoptera
และ Diptera

 กลุม 3โปรตีน CryIII ประกอบดวยโปรตีนท่ีมีน้ํ าหนักโมเลกุลในชวง 72-75 กิโล
ดาลตัน เปนพิษตอตัวออนแมลงในอันดับ Coleoptera เทาน้ัน

กลุมที ่ 4 โปรตีน CryIV ที่พบใน Bt ที่สามารถฆาลูกนํ ้ายุงไดม ี 4 subclass ไดแก
CryIVA, CryIVB, CryIVC และ CryIVD มีนํ ้าหนักโมเลกุล 135, 128, 65 และ 27 กิโลดาลตัน ตาม
ลํ าดับ

กลุม 5 โปรตีน CryV มีความเปนพิษตอตัวออนแมลงในอันดับ Lepidoptera และ
Coleoptera

กลุม 6 โปรตีน CytA ที่พบใน Bt มีความเปนพิษตอแมลงในอันดับ Diptera
ยีนที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีนทั้ง 6 กลุมพบใน Bt สายพันธุตางๆ ดังแสดงใน

ตารางที ่2.2 (ดวงทิพย จารุพัฒน, 2538)
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ตารางท่ี 2.2     แสดงคุณสมบัติและชนิดของยีนที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีนใน Bt สายพันธุตางๆ

ชนิดของ
ยีน สายพันธุของ Bt

นํ ้าหนัก
โมเลกุล
(kDa)

Host
range แมลงที่ไดรับอันตราย

CryIA kurstaki HD-1, aizawai sotto,
entomocidus

132.2 L Manduca sexta, Bornbyx mori, Pieris
brassicae, Plutella, Ostrinia nubilalis

CryIA berliner 1715, kurstaki NRD-12,
aizawai IC-1, aizawai IPL-7,
kurstaki HD-1

131.0 L Pieris brassocae, Manduca sexta,
Heliothis virescens

CryIA kurstaki HD-73 130.0
133.3

L/D
L

Pieris brassocae, Aedes aegypti
Heliothis virescens, Manduca sexta,
Trichoplusia ni, Ostrinia nubilalis,
Pieris brassicae

CryIB thuringiensis HD-2,
entomocidus HD-110

138.0 L Pieris brassicae
CryIC entomocidus 601, aizawai HD-

173, entomocidus HD-110
134.8 L Spodotera littoralis, Spodoptera exigua,

Mamesyra brassicae, Pieris brassicae
CryID aizawai HD-68 132.5 L Manduca sexta, Spodoptera

exigua
CryIE kenyae 130.0 L Manduca sexta, Spodoptera littoralis,

Spodoptera exigua
CryIF aizawai EG6346 133.6 L Ostrinia nubilalis, Heliothis virescens,

Spodoptera exigua
CryIIA kurstaki HD-263, kurstaki HD-1 70.9 L/D Heliothis virescens, Lymantria dispar,

Manduca sexta, A. aegypti
CryIIB kurstaki HD-1 70.8 L Manduca sexta, Lymantria dispar,

Heliothis virescens, Trichoplusia ni
CryIIIA san diego, tenebrionis EG2158 73.1 C Manduca sexta, Lymantria dispar,

Trichoplusia ni
CryIIIB pakistani, tolworthi 74.2 C Leptinotarsa dece ineata, Phaedon

cochleariae
CryIVA israelensis 134.4 D A. aegypti, Anopheles stephensi, Culex

pipiens
CryIVB israelensis 127.8 D A. aegypti, Anopheles stephensi
CryIVC israelensis 77.8 D A. aegypti
CryIVD israelensis 72.4 D A. aegypti, Culex pipiens
CytA israelensis, morrisoni PG-14 27.4 Non-

specific
L : lepidopteran, D : dipteran, C : coleopteran
หมายเหตุ จาก การโคลนและการศึกษาคุณสมบัติของยีนที่ควบคุมการสรางผลึกโปรตีน cry I

จาก Bacillus thuringiensis H-serotype ใหมที่แยกไดในประเทศไทย (หนา 17), โดย
ดวงทิพย จารุพัฒน, 2538, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.
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2.2.7 กลไกการออกฤทธ์ิของ Bti
กลไกการท ําใหเกิดโรคของ Bt มี 2 ประการหลักคือ ท ําใหเกิดอัมพาตที่กระเพาะอาหาร

(gut paralysis) และเกิดอัมพาตทั่วตัว  (general paralysis) ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของแมลงที่กินเขาไป
Angus(1956) และ Heimpel(1959) ไดศึกษากลไกการเกิดอัมพาตของหนอนไหม รายงาน

วา หลังจากเกิดภาวะเปนพิษแลว pH ในเลือดของหนอนไหมจะเพ่ิมข้ึน ซึ่งจะท ําใหเกิดอัมพาตและ
เปนไปท่ัวตัวอยางรวดเร็วและรุนแรง ตอมามีผลการศึกษาหลายชิ้นพบวา สารพิษของ Bti คือผลึก
โปรตีน หรือ crystalline body ซึ่งเปน protoxin เมื่อยุงกินเขาไป สภาพที่เหมาะสมคือความเปนดาง
(alkaline condition) ภายในกระเพาะอาหารและลํ าไสของลูกนํ ้ายุงจาก proteolytic enzyme จะทํ าให
เกิดการแตกตัวของผลกึโปรตีนกลายเปน toxin หลังจากผลึกแตกตัวปลอยสารพิษเดลตาเอนโด
ทอกซิน (delta endotoxin) จะทํ าใหยุงเปนอัมพาตและตายในที่สุดโดยสารพิษเดลตาเอนโดทอกซิน
จะไปยับยั้งปฏิกิริยา oxidative phosphorylation ในเซลลทางเดินอาหารของยุงและแมลงท ําให
ออกซิเจนมีปริมาณเพิ่มขึ้นแลวมีผลใหนํ ้าตาลกลูโคสเพิ่มปริมาณขึ้นดวยขบวนการ catabolytic และ
มีผลตอเนื่องใหเกิดขบวนการ metabolic respiratory โดยไมเพิ่ม ATP เม่ือ ATP ไมเพิ่มตามก็จะท ํา
ใหไมมีการถายทอดประจ ุ ทํ าใหควบคุมการออสโมซิสไมได สุดทายท ําให microvilli ของ goblet
cell ในเยื่อบุทางเดินอาหารพองและแตก ท ําใหเกิดการเช่ือมตอถึงกันระหวางระบบทางเดินอาหาร
และหลอดเลือด สมดุลที่มีอยูในธรรมชาติจะถูกเปลี่ยนไป สภาพ pH ในกระเพาะอาหารปกติ 10.2-
10.5 จะต่ํ าลง  สวนในเลือดซึ่งปกติจะม ี pH ประมาณ 6.8 ก็จะเพิ่มมากขึ้นมีผลใหเกิดอัมพาตทั่วตัว
อยางรวดเร็วและรุนแรง นั่นก็คือการเกิดอัมพาตจะควบคูไปกับภาวะเปนดางในกระแสเลือดรวมทั้ง
ทํ าใหเกิดการติดเช้ือเขาสูระบบหลอดเลือดไดดวย       แตสวนใหญลูกนํ ้ายุงจะตายจากการเปน
อัมพาต กินอาหารไมได ซึ่งสารพิษเดลตาเอนโดทอกซินจะมีผลโดยตรงกับ cell membrane ของ gut
epithelium ทํ าใหเกิดการแยกตัวของเซลลออกจาก basement membrane เกิดการผิดปกติของ ion
transportation มีผลทํ าใหคุณสมบัติการซึมผานของเยื่อบางๆ (permeability) ของผนังกระเพาะ
อาหารตอประจุโซเดียม (Na+) เพิ่มขึ้น มีผลท ําใหความเขมขนของโพแทสเซียม (K+) ในเลือดเพ่ิม
ขึ้น ท ําใหเกิดอัมพาตที่กระเพาะอาหาร และอัมพาตไปทั่วตัว (Burges and Hussey, 1971)

2.2.8 ความเปนพิษตอลูกนํ้ ายุง
การศึกษาในหองปฏิบัติการครั้งแรกพบวา Bti มีประสิทธิภาพสูงตอลูกนํ ้ายุง A. sergentii,

Uranotaeni. unguiculata, A. aegypti, C. univittatus และ C. pipiens เมื่อทดสอบกับลูกนํ้ า                      
C. pipiens ใหประสิทธิภาพสูงกวา B. sphaericus (SSII-1) 30-100 เทา มีคา ED95  (95% effective
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dose) ตอลูกน้ํ ายุง C. pipiens เทากับ 8x104 เซลล/ มิลลิลิตร(cells/ml) และตอ A. sergentii     เทากับ
6x105 เซลล/ มิลลิลิตร (Goldberg and Margarit, 1977)

จากการทดสอบยุง 3 ชนิด คือ A. aegypti, C. pipiens var. quinquefasciatus และ Anopheles
albimanus (An. albimanus) พบวาจํ านวนลูกนํ้ าที่ตายสัมพันธกับนํ้ าหนักผลึกแหงแบคทีเรียที่ความ
เขมขน 10-2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใหคา LD50 (50% lethal dose) ใน 48 ช่ัวโมง เทากับ 1.9x10-4,
3.7x10-4 และ   8.0x10-3 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล ําดับ แสดงใหเห็นวาผลึกโปรตีนมีพิษตอลูกนํ ้า
ยุงกนปลองนอยกวายุงรํ าคาญและยุงลาย 20-40 เทา อาจเปนเพราะพฤติกรรมการกนิอาหารท่ีแตก
ตางกัน (Tyrell, Devidson Bulla and Ramoska, 1977)

ความนาจะเปนของความตานทานตอ Bti (cross-resistance) สูตร ISP-78 ในลูกนํ้ ายุงระยะที่
3-4 ของยุง C. quinquefasciatus และ An. albimanus ที่ตานเคมีฆาแมลง ไมพบความแตกตางอยางมี
นัยสํ าคัญทางสถิติระหวางสายพันธุที่ตานสารเคมีของยุงทั้งสองชนิด แสดงวากลไกการตานยาฆา
แมลงพวกคารบาเมต (carbamate oxidase detoxification) ออรกาโนฟอสเฟต (organophosphate
esterase detoxification) และ ไพรีโทรอยด (pyrethroid nerve insensitivity)  ของลูกนํ ้ายุงยังไมม ี ดัง
นั้นการใช Bti หรือการใชแบคทีเรียนี้อาจใชไดแมในสภาวะที่แมลงเกิดความตานทานตอสารเคมี
(Sun, Goghiou and Weiss, 1980)

นิภา เบญจพงษ  สมศักดิ์ พันธุวัฒนา และ เพ็ญสุข เตาทอง  (2528) ท ําการศึกษาพิษและ
ความคงทนของพิษของ Bti ในหองปฏิบัติการ ที่มีตอลูกนํ้ ายุง พบวา Bti มีสารพิษที่ท ําใหลูกนํ้ ายุง
ลาย (A. aegypti) ตาย 50% ที่ความเขมขน 7.13x103 สปอร/มิลลิลิตร(spores/ml) และตาย 90%
ที่ความเขมขน 2.19x104  สปอร/มิลลิลิตร ในเวลา 48 ช่ัวโมง และท ําใหลูกนํ้ ายุงรํ าคาญ
(C. quinquefasciatis) ตาย 50%  ที่ความเขมขน 7.57x103  สปอร/มิลลิลิตร และตาย 90% ที่ความเขม
ขน 3.44x104 สปอร/มิลลิลิตร ในเวลา 48 ช่ัวโมง และความคงทนของพิษในนํ้ ากลั่นดีกวาในนํ ้าเสีย
และน้ํ าประปา        สารพิษจะหมดฤทธิ์ในการฆาลูกนํ ้ายุงลายและยุงรํ าคาญในน้ํ าเสียในสัปดาหที่
14 หลังการทดลอง สวนในนํ ้าประปาและนํ้ ากลั่น ยังมีพิษสามารถฆาลูกนํ้ ายุงลายได 61.11% และ
75% และฆาลูกนํ้ ายุงรํ าคาญได 17.03% และ 68.34% ตามล ําดับ

มีการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุง ระยะท่ี 2 ของยุง
A. aegypti และ Anophelus stephensi (An. stephensi) พบวา คา LD50 ใน 24 ช่ัวโมง เทากับ 2.4x10 4

และ 9.8x104  สปอร/มิลลิลิตร ตามล ําดับ และ A. aegypti มีระดับความไวสูงมากใหคา LT100 (100%
lethal time) เทากับ 30-40 นาท ีสวน  An. stephensi ใหคา LT100 เทากับ 100-110 นาท ี (Service,
1983) และประสิทธิภาพของ Bti  ตอลูกนํ ้าระยะที่ 4 ของยุง A. aegypti, A. albopictus และ Aedes
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polynesiensis  เปรียบเทียบกบั  An. stephensi และ Anopheles gambiae (An. gambiae) พบวายุง
กนปลองทั้ง 2 ชนิดมีความไวตอ Bti ต่ํ ากวายุงอื่นมาก (De Barjac and Coz, 1979)

นอกจากน้ี Ignoffo, Garcia, Kroha, Fukuda, and Couth (1981) ยังไดศึกษาประสิทธิภาพ
ของ Bti ตอลูกนํ ้าระยะที่ 4 ของยุง A. aegypti ในน้ํ ากลั่นและนํ้ าบอ พบวาคา LC50 (50% lethal
concentration) เทากับ 0.7 และ 59.7 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล ําดับ ซึ่งตางกัน 85 เทา ถาเพิ่มความ
เขมขนของตะกอนในน้ํ า (2%) จะท ําใหประสิทธิภาพลดลง 1.5 เทา ซึ่งสารแขวนลอย Bti เมื่อ
ตกตะกอนในน้ํ าหลังทิ้งไว 1 ชั่วโมงจะมีผลใหนํ ้าสวนบนและสวนลางมีประสิทธิภาพ Bti ตอลูกนํ ้า
ตางกัน และถาถูกแสงอัลตราไวโอเล็ต 24 ช่ัวโมงประสิทธภิาพจะลดลงหมด สวนที่อุณหภูม ิ31 ± 1
องศาเซลเซียส นาน 100 วัน ไมมีผลตอประสิทธิภาพของ Bti และเมื่อทดสอบที่ความเค็ม 0.5% pH
4 , 6.6 และ 10 พบวาไมมีผลตอประสิทธิภาพของ Bti

Van and Hembree (1982)  ศึกษาสวนประกอบท่ีแขวนลอยและละลายของดินในนํ ้าตอประสิทธิภาพของ Bti พบวาทํ าให
การตกตะกอนของ Bti เร็วขึ้นเนื่องจากการดูดซับของอนุภาคของดิน การกวนนํ ้าก็มีผล ถานํ้ าไมมีดินเปนสวนประกอบจะ
ทํ าใหเพิ่มระยะเวลาที่มีประสิทธิภาพ ตรงกันขามถานํ้ ามีดินการกวนนํ้ าจะทํ าใหลดระยะเวลาท่ีมีประสิทธิภาพลง ใน
ทํ านองเดียวกัน Ramoska, Watts, and Rodriguez (1982)  ทดลองโดยใชนํ ้าท่ีมีดิน (soil) หรือดินเหนียว (clay) ≥≥≥≥ 0.5
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาเม็ดทรายไมมีผลตอประสิทธิภาพของ Bti ยกเวนจะมีขนาดนอยกวา 147 ไมครอน  ดังนัน้กอนใช
ผลิตภัณฑ Bti ควรทํ าความสะอาดภาชนะกอนเพื่อลดผลกระทบที่จะมีตอ Bti

ประสิทธิภาพของ Bti ถูกพบวามีสวนสัมพันธกับรูปแบบผลิตภัณฑและนิสัยการอยูอาศัย
ของยุงแตละชนิด โดยการทดสอบทางชีวภาพ (bioassay) ของผลิตภัณฑ 3 สูตร คือ IPS-78® (สูตร
มาตรฐาน) San 402-I® (ของเหลว) และ Bactimos ® (กอนทุนลอยนํ้ า) ที่มีตอลูกนํ้ าระยะที่ 3-4 ของ
ยุง 4 ชนิด พบวา A. aegypti ไวมากที่สุด รองลงมาคือ C. quinquefasciatus, An. balabacensis และ
Mansonia indiana ตามล ําดับ ยกเวน Anopheles balabacensis จะไวตอ Bactimos® มากที่สุด (Foo
and Yap, 1982)

มีการดัดแปลงวิธีการใช Bti (Vectobac® 12AS) โดยผสมน้ํ าในอัตรา 1:3 ใชเฮลิคอปเตอร
พนเปนฝอยเล็กๆ (178 ไมโครกรัม) จะมีประสิทธิภาพตอลูกนํ้ ายุง A. aegypti มากกวาขนาดใหญ
(553 ไมโครกรัม) และยังพบวาคาใชจายนอยกวาแตมีประสิทธิภาพดีกวาแบบผง (Knepper,
Wagner, and Walker, 1991)

Karch, Manzambi, and Salaun (1991) ท ําการทดลองภาคสนามในประเทศซาอีร (Zaire) ถึง
ประสทิธิภาพของสารแขวนลอย Bti (Vectobac® 12AS) ตอลูกนํ ้ายุง C. quinquefasciatus ในทอน้ํ า
ทิ้ง และ An. gambiae ในบอชลประทาน พบวามีประสิทธิภาพตํ ่าในทุกความเขมขน แต B.S.
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(Vectolex-G®) ใชควบคุมลูกนํ ้ายุง C. quinquefasciatus ไดดี  ถาเพิ่มความเขมขนขึ้นจะใชควบคุม
ลูกนํ้ ายุง An. gambiae ไดเชนกันทั้งๆ ที ่Vectobac® 12AS แตกตัวไดดีกวา Vectolex-G®        

ในป พ.ศ.2530 มีการสํ ารวจแยกเชื้อแบคทีเรียในประเทศไทยเพื่อหาสายพันธุที่ฆาลูกนํ ้าได
ดีในทองถิ่น เพราะเช่ือวาเช้ือจะปรับตัวใหอยูรอดในสภาวะแวดลอมในประเทศไทยไดดีกวาเช้ือท่ี
สั่งมาจากตางประเทศ และสามารถผลิตจ ําหนายในราคาถูกได โดยเก็บตัวอยางลูกนํ ้าที่ใกลตาย (มีสี
เขียวหรือดํ า) จาก 20 จังหวัด แลวนํ ามาทดสอบกับลูกนํ ้ายุงลายและยุงรํ าคาญในหองปฏิบัติการ พบ
วา B. sphaericus  สายพันธุ H-5 และหมายเลข K 6-3 จากจังหวัดกาญจนบุรี เปนเชื้อที่มีประสิทธิ
ภาพที่ดีที่สุดกับยุงรํ าคาญ (นิภา เบญจพงษ, เลาจนา เชาวนาดิสัย, สมเกียรต ิบุญญะบัญชา และ บุญ
ลวน พันธุมจินดา, 2530)    ในป พ.ศ.2538 ไดส ํารวจหาสายพันธุใน 6 จังหวัดภาคกลางพบ                    
B. sphaericus สายพันธุ H-5 หมายเลข 7 จากอยุธยา  เปนเชื้อที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดกับยุงร ําคาญ
(C. quinquefasciatus) โดยมีมีประสิทธิภาพฆายุงรํ าคาญไดใกลเคียงกับสายพันธุ B. sphaericus
2632 และไมมีผลท ําใหลูกนํ้ ายุงยกัษตาย สวนประสิทธิภาพฆาลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti ) เมื่อเทียบ
กับ Bti แลวจะตองใชความเขมขนสูงกวา 70 เทา จึงจะท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตาย รอยละ 50 (เลาจนา
เชาวนาดิสัย,  สุวิทย  ธนศรีภักดีกุล,  ศิริพรรณ วงศวานิช และ สุนันทา รามศิริ, 2538)

มีการทดลองใช Bti รูปเม็ดเขมขน 5% ในชุมชนรถไฟ กม.11 บางเขน 137 ครอบครัว เพ่ือ
ควบคุมลูกนํ้ ายุง A. aegypti 3 คร้ัง คือ ในระยะโรคสงบ กอนระยะโรคระบาด และระหวางมีโรค
ระบาด คร้ังแรกขนาด 20  มิลลิกรัม/ตุม ครั้งหลัง 60  มิลลิกรัม/ตุม การใส Bti  เขมขน 5% ในขนาด
20 มิลลิกรัม/ตุม สามารถควบคุมลูกนํ ้ายุง A. aegypti โดยลดปริมาณลูกนํ ้าลงได 2 สัปดาห       สวน
การใส Bti เขมขน 5% ในขนาด 60  มิลลิกรัม/ตุม จะลดความชุกชุมของลูกนํ ้าไดสูงกวา   นาน 10
สัปดาห (เลาจนา เชาวนาดิสัย,  สุวิทย  ธนศรีภักดีกุล และ บุญลวน พันธุมจินดา, 2530)

ปจจัยอื่นที่มีผลตอประสิทธิภาพของ Bti ตอลูกนํ ้ายุง A. vaxans, A. aegypti และ C. pipiens
พบวาความหนาแนนของลูกนํ ้าและแสงแดดท ําใหประสิทธิภาพของ Bti ลดลง สวนที่อุณหภูม ิ 5
องศาเซลเซียส คา LC50 และ LC90 จะสูงกวาที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียสถึง 10 เทา เน่ืองจาก
อุณหภูมิต่ํ าอัตราการกินของลูกน้ํ าจะลดลง เมื่อมี daphnia อยูรวมกับลูกนํ้ า ประสิทธิภาพของ Bti
ทั้งสองรูปแบบคือสารแขวนลอยกับแบบผง ท ําใหลูกนํ้ าตายนอยลง อาจเน่ืองจากการแยงกินอาหาร
ของ daphnia ท ําใหเอนโดท็อกซินในน้ํ าลดลง (Becker, Zgomba, Ludwig, Petric, and Rettich,
1992)

มีการศึกษาความคงอยูของ Bacillus thuringiensis var. serovars และ var. jegathesan ตอลูก
น้ํ ายุง A. aegypti และ C. pipiens ในภาคสนามที่ประเทศฝรั่งเศสโดยใชผลิตภัณฑในรูปผงแปง 3
ชนิด คือ Lyophilized   ผลิตภัณฑ Bti และ IPS 82  พบวา  แสงแดด ดิน และคุณภาพนํ้ า ไมมีผลแตก
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ตางตอความคงอยูของผลิตภัณฑทั้ง 3 อยางในการท ําลายลูกนํ้ ายุงทั้ง 2 ชนิดยกเวนในน้ํ าเสียหรือน้ํ า
ที่มีอินทรียสารปนเปอนอยูมากที ่ Bacillus thuringiensis serovars จะมีความคงอยูตํ ่าที่สุดทั้งในหอง
ทดลองและภาคสนาม แต Bacillus thuringiensis jegathesan ยังมีพิษคงคางอยูใกลเคียงกับ Bti
(Thiery, Fouque, Gaven  and  Lagneau, www, 1999)      ไดมีการทดลองส ํารวจความคงอยูตาม
มาตรฐานของผลิตภัณฑผงแปง Bti และ B. sphaericus ในการใชควบคุมลูกนํ้ ายุง พบวาผลิตภัณฑ
SPH 88 ที่ผลิตในป ค.ศ.1988 ที่เก็บไวในรูปสารแขวนลอยที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียสนาน 3 ป
เมื่อใชทดสอบกับยุง C. pipiens แลวคุณภาพไมลดลงแตหลัง 9 ปคุณภาพลดลง 2 เทา โดยมาตรฐาน
โลกกํ าหนดใหคุณภาพลดลงไดไมเกิน 20% (Thiery and Hamon, www, 1998)            ผลของแสง
แดดตอประสิทธิภาพการฆาลูกนํ ้ายุงลาย A. aegypti ของ Bti ที่แยกไดจากดินในประเทศไนจีเรียใน
รูปของผลิตภัณฑ Bti 3 ประเภทท่ีทดลอง คือ OBG8, OBG1 และ GSC3  พบวาผลของแสงแดดท ํา
ใหประสิทธิภาพของผลิตภัณฑทั้ง 3 ประเภทลดลง  (Obeta, www, 1996)

มีการทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ Bti ชื่อ Larvetab  ตอลูกน้ํ ายุงลาย A. aegypti
ระยะที ่ 4 ตอนตน ในภาชนะ พลาสติก ซีเมนต และดินเผา ในหองปฏิบัติการโดยใช Bti รูปผงอัด
เม็ดละลายน้ํ าเปนสารแขวนลอยกอนนํ าไปทดสอบทางชีวภาพตามมาตรฐานที่องคการอนามัยโลก
กํ าหนด และวิเคราะหดวย probit analysis สํ าหรับการทดสอบความคงอยูของ Bti (5  มิลลิกรัม/
ลิตร) ในภาชนะพลาสติก ซีเมนต และดินเผา แบงการทดสอบออกเปน 3 กลุม คือ กลุมที ่1 ควบคุม
ปริมาณน้ํ าใหคงที ่โดยการเติมน้ํ าใหเทาระดับเดิม (200  มิลลิลิตร) ทุกคร้ังกอนการทดสอบ ในกลุม
ที่ 2 ปลอยใหนํ ้าระเหยไปตามธรรมชาติ และกลุมที ่3 เปนภาชนะความจ ุ200 ลิตร เลียนแบบการใช
น้ํ าในชีวิตประจํ าวัน โดยการตักน้ํ าออก 50 ลิตร (1/4 ของน้ํ าในภาชนะ) แลวเติมน้ํ าเขาใหเทาระดับ
เดิมทุกวัน ผลการทดสอบพบวาความเขมขนของ Bti ท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายรอยละ 50 ภายใน 24
ช่ัวโมง (LC50) ในภาชนะพลาสติก ซีเมนต และดินเผา เทากับ 0.8581, 0.9244 และ 0.8565
มิลลิกรัม/ลิตร ตามล ําดับ และความเขมขนของ Bti ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงตายรอยละ 95 ภายใน 24        ชั่ว
โมง (LC95) เทากับ 1.5997, 1.5958 และ 1.5355  มิลลิกรัม/ลิตร ตามล ําดับ ผลที่ไดในภาชนะทั้งสาม
ชนิดไมแตกตางกัน สวนความคงอยูของ Bti ที่ทํ าใหอัตราการตายของลูกน้ํ ามากกวารอยละ 90 ใน
ภาชนะพลาสติก ซีเมนต และดินเผา ของกลุมที ่1 เทากับ 21, 18 และ 11 วัน ตามล ําดับ ของกลุมที ่2
เทากับ 27, 11 และ 17 วัน ตามล ําดับ และกลุมที ่ 3 เทากับ 9, 4 และ 6 วัน ตามล ําดับ ผลดังกลาว
แสดงวาความคงอยูของ Bti (5 มิลลิกรัม/ลิตร) ในภาชนะทั้ง 3 ชนิดแตกตางกัน คือ ในภาชนะ
พลาสติกมีความคงอยูของ Bti นานที่สุด     จากการทดสอบท่ีควบคุมปริมาตรน้ํ าใหคงที่พบวา ความ
คงอยูของ Bti ในภาชนะดินเผาสั้นกวาในภาชนะซีเมนต   ภาชนะกักเก็บนํ ้าที่ไมมีการใชนํ ้า ใส Bti
ขนาด 1 เม็ด (1 กรัม/น้ํ า 200 ลิตร) จะใหผลฆาลูกนํ ้ายุงลายไดใน 24 ช่ัวโมง ความคงอยูของ Bti ขึ้น
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อยูกับชนิดของภาชนะ ถาเปนภาชนะพลาสติกจะอยูนานประมาณ 3-4 สัปดาห ถาเปนภาชนะดินเผา
และภาชนะซีเมนต ความคงอยูของ Bti จะสั้นกวา จึงควรใส Bti เร็วขึ้น 1 สัปดาห แตถามีการใชนํ้ า
ประมาณ 1/4 ทุกวัน การใส Bti ในคร้ังตอไปจะเร็วขึ้นโดยใสประมาณสัปดาหละ 1 ครั้งจะท ําใหมี
การควบคุมจํ านวนลูกนํ้ ายุงอยางตอเนื่องและมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (นิตยาจาร กิตติเดชา, 2542)

2.2.9 การเพาะเลี้ยง Bti
Bti สามารถเพาะเลี้ยงใหไดปริมาณมากๆ โดยนํ า Bti ที่แยกเชื้อบริสุทธิ์ใสถังหมักโดยอาศัย

กระบวนการหมัก (fermentation process) ซึ่งเลี้ยงในอาหารเหลว (submerged culture) ในภาชนะ
บรรจุอาหารเหลวขนาดใหญที่มีสวนประกอบของแรธาตุตางๆ ท่ีจํ าเปนตอการเติบโตของเช้ือ โดยมี
การควบคุมอุณหภูมิ pH และการถายเทอากาศในถังหมักอยางเหมาะสม Bti จะเจริญอยางรวดเร็ว
จากนั้นก็ผานกระบวนการแยกเชื้อออกจากอาหารเหลวโดยผลิตภัณฑจะออกมาเปนน้ํ าเขมขนหรือ
ผงละลายนํ้ า แลวจึงแยกสวนที่ตองการออกจากนํ ้าดวยวิธีการปนเหวี่ยง (centrifuge) ท ําใหแหง นํ า
ตะกอนที่ไดจากการเหวี่ยงมาละลายดวยอะซิโตนน ํามากรองจะได Bti ที่แหงเก็บไวไดนาน      คา
ความรุนแรงของพิษไมคงที่ในแตละชุดการผลิตจึงตองวัดความแรง (potency) โดยทํ าการทดลอง
ทางชีวภาพ (bioassay) โดยใชลูกน้ํ ายุงที่เหมาะสมแลวคํ านวณเปนคา ITU (International Toxic
Unit)

 อาหารที่ใชเพาะเลี้ยง Bti มีหลายชนิด เชน ในประเทศจีนใชรํ าขาวสาล ี เศษเมล็ดขาวโพด
บด ถั่วเหลือง กากเมล็ดฝายที่คั้นนํ้ าออกแลว โดยมีเศษถั่วเหลืองบดเปนองคประกอบหลัก
(Entwistle, Cory, Bailey and Higgs, 1993) การเพาะเลี้ยงแบบเบ็ดเสร็จสวนใหญใชอาหาร GYS
(Glucose-Yeast Extract–Salt) ประกอบดวย glucose 5 กรัม/ลิตร, (NH4)2SO4 4 กรัม/ลิตร K2HPO4 1
กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 0.82 กรัม/ลิตร, CaCl2.2H2O 1.8 กรัม/ลิตร, MnSO4.H2O 0.7 กรัม/ลิตร
และ H2O ปรับปริมาตรน้ํ าใหได 1  ลิตร ปรับ pH เทากับ 7  ดวย 4 N KOH และท ําการฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาท ี (Kang, Lee and Chang, 1993) Nickerson  and Bulla
(1994) เพาะเลี้ยง Bt 12 serotypes โดยใชอาหาร GYS ประกอบดวย yeast extract 0.2%, (NH4)2SO4

0.2%, K2HPO4 0.05% ปรับ pH เทากับ   7.3 เติม  glucose 0.1%, MgSO4.7H2O 0.02%, CaCl2.2H2O
0.005% และ MnSO4.H2O 0.005% ที่ท ําการฆาเชื้อแลวใสลงไปทีหลังในฟลาสก และท ําการเพาะ
เลี้ยงในเครื่องเขยา โดยใชอัตราเขยา 200 rpm

Obeta และ Okafor (1984) ศึกษาวิจัยเกี่ยวกับอาหารเลี้ยง Bti พบวาใชสูตรอาหาร cow
blood 10 กรัม/ลิตร, MnCl24H2O 0.02 กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 0.05 กรัม/ลิตร, CaCO3 1 กรัม/ลิตร
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และถั่วชนิดตางๆ ในฟลาสก 500  มิลลิลิตร ใชอัตราเขยา 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส พบ
วา สูตรอาหารถ่ัว Soya beans (glycine soja) 7.5 กรัม/ลิตร ใหจ ํานวนสปอรและการเติบโตสูงสุด

สํ าหรับประเทศก ําลังพัฒนาอาจใช กากมะพราว ขาวโพด ขาวสาล ี ถ่ัวเหลือง ไดโดยตองมี
ไนโตรเจนและคารบอนเปนองคประกอบ ปริมาณของกลูโคสในอาหารจะสัมพันธกับปริมาณของ
ผลึกเดลตาเอนโดทอกซิน และรวมถึงปจจัยอื่นๆ เชน pH อุณหภูมิ อากาศ เปนตน ระยะเวลาในการ
หมักขึ้นอยูกับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่จะท ําใหมีการสรางสปอรเร็วหรือชา อาหารเล้ียงเช้ือทุก
ชนิดตองผานการฆาเช้ือดวย autuclave ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตาราง
น้ิว นาน 15-30 นาท ีทั้งนี้ขึ้นกับปริมาณและชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น ๆ

2.2.10 ความปลอดภัยของ Bti ตอสิ่งมีชีวิตนอกกลุมเปาหมาย
Bti เปนแบคทีเรียที่ใชควบคุมแมลงวงศ Culicidae และ Simuliidae ยกเวนวงศ Dixidae,

Chironomidae และ Ceratopogonidae เนื่องจากเชื้อม ี specificity ตอเหย่ือสูง มีความปลอดภัยตอ
สัตวเลือดอุน สัตวน้ํ าจํ าพวกปลา สัตวนอกกลุมเปาหมาย รวมทั้งการทดลองในคนที่เปนอาสาสมัคร
(De Barjac, 1979) สารพิษที่เกิดขึ้นจาก Bti นี้ไมสงผลกระทบกับสิ่งแวดลอมเนื่องจากสลายตัวได
(biodegradable toxin) ซึ่งแตกตางจากสารเคมีก ําจัดแมลงที่สลายตัวชาหรือบางชนิดก็ไมสลายตัว

Shadduck (1980) ไดท ําการทดลองความปลอดภัยของ Bti กับหนูโดยใหหนูสัมผัส Bti
1.6x109 เซลล/หนู 1 ตัว พบวาไมมีอาการบวม ผ่ืนแดง ทดลองโดยการหายใจจํ านวน 80 ลานเซลล/
หนู 1 ตัว พบวาไมมีการเพิ่มจํ านวนแบคทีเรียในปอด ที่ความเขมขนของเซลล 2x106–7x106

เซลล/หนู 1 ตัว โดยฉีดเขาชองทองใน 1 สัปดาห ไมพบวามีอาการปวยปรากฏ เม่ือฉีดเขาสมองจะ
ทํ าใหหนูตายภายใน 24 ช่ัวโมง ซึ่งตาย 1 ใน 6 ตัวหลังฉีด 7 วัน แตสมองไมมีรอยชํ้ า แตตัวท่ีไมตาย
จะฟนโดยไมมีอาการปวย Bti จะพบในมามมาก เปนไปไดวามามเปนอวัยวะกรองแบคทีเรียชนิดน้ี
แตไมพบการท ําลายเซลลมามและสมอง     จากการศึกษาของ Miura, Takahashi และ Mulligan ในป
ค.ศ.1980 ซึ่งทดสอบผลของ Bti กับสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยใชความเขมขนเทากับใชในยุงพบวา ไม
มีอันตรายตอดวงนํ ้า   ไรนํ ้า ตัวออนแมลงปอ กุง หอยนางรม ปลากินลูกนํ้ า ยกเวนหนอนแดง ซึ่งมี
ผลเพียงเล็กนอย และ Bti ที่ปริมาณสูงๆ ไมมีผลตอลูกนํ้ ายุงยักษ ซึ่งเปนศัตรูธรรมชาติของยุงลาย
(เลาจนา เชาวนาดิศัย และ สราญจิต ไกรฤกษ, 2539)

มีการศึกษาพิษเฉียบพลันของ Bti ในมนุษย โดยทดลองในกลุมอายุมากกวา 18 ปให       รับ
ประทาน Bti ในรูปผงแปงผสมกับอาหารขนาด 1,000 มิลลิกรัม วันเวนวันนาน 5 วัน และอีกกลุมรับ
ประทานในขนาด 1000 มิลลิกรัมตอวันติดตอกัน 5 วันก็ไมเกิดพิษหรือติดเช้ือแตอยางใด (U.S.
Environmental Protection Agency, www, 1986) มีการทดลองในสัตวโดยใหสัมผัสหลายๆทางใน
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ขนาดสูงสุด 6.7x1011 สปอรตอสัตว 1 ตัว พบวามีผลนอยจนถึงไมมีผลเลย ไมมีผลขางเคียงที่เปนพิษ
เฉียบพลันใน นก สุนัข หมู หนู มนุษย หรือสัตวอ่ืน เมื่อใหหนูและนกกระทาญี่ปุนกิน    ผลึก
โปรตีนของ Bti ไมพบวาเปนพิษ หากฉีดเขาไปในชองทองของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมอาจท ําใหสัตว
ตายไดแตถาสัมผัสโดยทางอื่นจะไมเกิดพิษ (Roe and Motoyama, www, 1991)

ยังมีการศึกษาผลของ Bti ตอคนโดยอาสาสมัครรับประทาน Bti ในรูปแคปซูล 1 กรัม
(1010 เซลล) และโดยการหายใจในรูปของผง 100 มิลลิกรัม ทุกวันจนครบ 5 วัน พบวาไมมีผลตอ สุข
ภาพรางกายโดยการตรวจสอบทางรางกาย ทางหองปฏิบัติการและทางเอกซเรย (Fisher and Rosner,
1959)    อยางไรกต็ามมีรายงานวา ชาวนารายหนึ่งอาย ุ 18 ปไดรับอุบัติเหตุจาก Bacillus
thuringiensis var. kurstaki กระเด็นเขาตามีอาการเปนแผลท่ีเย่ือบุตา เมื่อแพทยรักษาดวยยาปฏิชีวนะ
ประมาณ 10 วัน ก็หายเปนปกต ิ(Sample and Bruettner, 1983)

การทดลองโดยใชความเขมขน 0.25-2.5 ppm. ในสระ และ 0.5 ppm. ในบอ พบวาลด
จํ านวนของหนอนแดง (chironomids) และร้ิน (midges) ได 78-88% และ 27-65% ตามล ําดับ  ใน
ความเขมขนสูงๆ จะไมเปนอันตรายตอโรติเฟอร (rotifer) ไรนํ ้า (ostracod) มวนกรรเชียง (corixids)
มวนวน (notonectids) ดวงปกแข็ง (beetle) รวมท้ังสัตวน้ํ าอ่ืนๆ ดวย (Ali, 1981)

การทดลองในชวงเวลา 2-15 วัน ของ Bti ที่ความเขมขนตางๆ พบวามีผลตอหนอนแดง
(chironomids) มีความเขมขนใกลเคียงกับลูกนํ้ ายุง แตไมพบวามีผลตอดวงนํ ้ากินซาก (water
scavenger: Berosus) ที่ความเขมขน 25  มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 5 วัน แมลงปอ (Cordulia) 8
มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 5 วันไรน้ํ าเค็ม (Artemiasalina) 1.6  มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 5 วัน ตัวออน
ร้ิน (phantom midge: Chaborids) ที่ความเขมขน 2.5  มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 2 วัน ปลากินลูกนํ้ ายุง
(Gambusia affinis) ที่ความเขมขน 8  มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน และหอยนางรม (Ostrea
edulis) ที่ความเขมขน 25  มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน นอกจากน้ัน Bti ที่ปะปนอยูในนํ ้าปริมาณ
สูงๆ ยังไมมีผลกระทบตอลูกนํ้ ายุงยักษซึ่งเปนศัตรูธรรมชาติของลูกนํ้ ายุงอีกดวย (Sinegre, Gaven,
and Jullien, 1979)



บทที ่3
วิธีด ําเนินการวิจัย

3.1 วิธีวิจัย
การวิจัยคร้ังน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง  (experimental laboratory research) (กัลยา วานิชย

บัญชา, 2540)   เพื่อศึกษาความเปนพิษของ Bti ในรูปความเขมขนของเซลลของ Bti ที่ท ําใหลูกนํ้ า
ยุงลาย A.aegypti ตายรอยละ 50 ซึ่งความเขมขนตางๆ กันของ Bti ที่ใชในการทดลองไดจากการ
ทดลองเบ้ืองตน (pretest) โดยประยุกตจากวิธีทางสถิติเพื่อหาคา LC50 ของ Finney (1964) และ
Natrella (1963) แลวนํ าคาความเขมขนที่ไดนั้นมาทดลองกับลูกนํ ้ายุงลายที่สมบูรณ มีอายุรุนเดียว
กัน (ไดจากการเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุงลายที่มีอัตราการตายไมเกิน 10%) ในภาชนะชนิดตางๆ โดยใชน้ํ า
ประปาที่ตั้งทิ้งไว 48 ช่ัวโมง ท ําการบันทึกผลการทดลองทุกๆ 24 ช่ัวโมง เปนระยะเวลา 4 วัน

ภาพที่ 3.1 แผนผังแสดงข้ันตอนการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกน้ํ ายุงลาย A. aegypti

ข้ันตอนการศึกษา

Bti
เพาะเลี้ยง Bti

ภาชนะ
เตรียมภาชนะ 5 ชนิด
ขนาดบรรจภุายในเทากัน

ยุง
เพาะเล้ียงยุง A. aegypti ในหอง
ปฏบิติัการจนไดลูกน้ํ าระยะที่ 2
และ 4

เจือจาง 0.85% NSS ทดลอง
เบือ้งตน ใหไดความเขมขนที่
เหมาะสม 5 ความเขมขน น ํา
Bti ใสภาชนะเพ่ือหา LC50 ที่
72 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง
บั น ทึ ก อั ต ร า ก า ร ต า ยห ลั ง
ทดลองทุก 24 ช่ัวโมง

จัดเรียงภาชนะ 5 ชนิดๆ ละ 18 ใบ
เพ่ือใส Bti 15 ใบ อีก 3 ใบ เปนกลุม
ควบคุม การทดลองในหองปฏิบัติ
การ เตรียมอีก 1 ชุดเพ่ือใชทดลองใน
อาคาร สวนการทดลองกลางแจงใช
ภาชนะ 5 ชนิดๆ ละ 24 ใบ เพ่ือใส
Bti  21 ใบ อีก 3 ใบ เปนกลุมควบคุม

ใสลูกน้ํ าระยะที่ 2 จํ านวน
25 ตัว/ภาชนะ ลูกน้ํ าระยะ
ที ่ 4 จํ านวน 25 ตัว/ภาชนะ
นํ าไปทดลองความเปนพิษ
ของ Bti

นํ าขอมูลผลการทดลองมาวิเคราะหทางสถิติ
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3.2 สถานที่ท ําการวิจัย
ภาคสนาม

สถานที่ท ําการวิจัยภาคสนามท ําในอาคารและนอกอาคาร โดยสถานที่ท ําการวิจัย
นอกอาคารใชบริเวณกลางแจงที่มีแสงแดดสองทั่วถึง ไมใหถูกฝน สถานที่ท ําการวิจัยในอาคารใช
บริเวณที่รมมีหลังคา  ไมมีแสงแดดสองถึง ไมถูกฝน อยูในเขตอํ าเภอสูงเนิน จังหวัดนครราชสมีา

หองปฏิบัติการ
สถานที่ทํ าการวิจัยในหองปฏิบัติการ ใชหองปฏิบัติการศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

3.3 วัสดแุละอุปกรณท่ีใชในการทดลอง
แบคทีเรียตัวอยาง

กลุมตัวอยางแบคทีเรียใช Bti ซึ่งไดเชื้อ Bti ในรูปผงแหงจากสภาวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงชาติมาเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

 ลูกน้ํ ายุงลาย
กลุมตัวอยางลูกนํ้ ายุงลายที่ใชทดลอง ใชเฉพาะลูกนํ ้ายุงลาย A.aegypti ระยะท่ี 2

และ 4 ที่ไดจากการน ําไขยุงจากส ํานักงานควบคุมโรคติดตอนํ าโดยแมลงเขต 1 สระบุร ี นํ ามาเพาะ
เลี้ยงใหเปนยุงตัวเต็มวัย และเลี้ยงยุงตัวเต็มวัยจนวางไขและฟกออกมาเปนลูกนํ ้ายุงลายที่ใชในการ
ทดลองได

อาหารสัตวทดลอง
ใชอาหารสุนัขบดละเอียดส ําหรับลูกนํ ้ายุง น้ํ าเช่ือมเขมขน 10% ส ําหรับเปนอาหาร

ยุงตัวผู และหนูส ําหรับใหยุงตัวเมียดูดกินเลือด
ใชหนู mouse จากอาคารสัตวทดลอง ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี เปนสัตวใหเลือดแกยุงตัวเมียเต็มวัยเพื่อใชในการสรางไข
 ภาชนะท่ีใชทดลอง

ภาชนะที่ใช ไดแก แกว พลาสติก ดินเผา ซีเมนต และ อลูมิเนียม ท่ีมีขนาดบรรจุ
250 มิลลิลิตร เทากันทุกใบ

อุปกรณท่ีใชในการทดลอง
ใชอุปกรณและหองปฏิบัติการของศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ดังน้ี
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1.! อุปกรณที่ใชเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงยุงไดแก   ถาดพลาสติก, ถวยพลาสติก
ดรอปเปอรดูดลูกน้ํ า, สวิงชอนลูกนํ ้า, กรงเลี้ยงยุง, กระดาษฟาง, ส ําลี

2.! อุปกรณที่ใชเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงและเตรียมเชื้อ Bti ไดแก ปเปต (pipette)
ขนาด 1, 5, 10 มิลลิลิตร, บีกเกอร ขนาด 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร,
กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร, ออโตปเปต (autopipette)  ขนาด 100 -
2,000 ไมโครลติร, แทงแกว, ตูอบ (incubator), ตูเย็น,จานเลี้ยงเชื้อ (petri dish),
hot plate สํ าหรับตมอาหารเล้ียงเช้ือ, หมอน่ึงความดันไอน้ํ า (autoclave),
เครื่องเขยา (gyrotary shaker), เครื่องปนเหวี่ยง bench top centrifuge, เครื่อง
ปนเหวี่ยง micro centrifuge, เคร่ือง magnetic stirrer, กลองจุลทรรศน phase
contrast microscope, กลองจุลทรรศน compound microscope, กลอง
จุลทรรศน  stereo microscope

3.! อุปกรณที่ใชวัดปจจัยทางกายภาพไดแก เครื่องวัดความเขมแสง (lux meter),
เครื่องวัดปริมาณออกซิเจนละลายในนํ ้า (DO meter),  เครื่องวัดความเปนกรด-
ดางของน้ํ า (pH meter), เครื่องวัดความชื้นสัมพัทธ (hygrometer)

4.! ภาชนะที่ใชทดลองไดแก ภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม
        ความจุ 250 มิลลิลิตร

3.4 วธิีด ําเนินการทดลอง
3.4.1 การเตรียม Bti

ข้ันตอนการเตรียมอาหาร Nutrient broth (NB)
1.! ใชสูตรอาหาร NB ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดวย

Beef extract 3.0 กรัม
Peptone 5.0 กรัม
น้ํ ากลั่น     1000.0 มิลลิลิตร

2.! เตรียมอาหาร NB โดยชั่งสวนประกอบตางๆ ที่คํ านวณไดตามสูตร
3.! ละลายสวนประกอบตางๆในน้ํ ากลั่นคนดวยแทงแกวใหสวนประกอบ

ของอาหารละลาย โดยใชความรอนชวยปรับปริมาณใหครบตามสูตร
4.! วัดความเปนกรดดางดวยเคร่ืองวัด pH เม่ืออาหารเปนกรดหรือดางมาก

เกินไปปรับดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl จนไดคา pH ประมาณ 7.0
5.! บรรจุลง flask  ในปริมาณ flask ละ 100 มิลลิลิตร



 47

6.! บรรจุลงหมอนึ่งความดันไอ เพ่ือฆาเช้ือดวยความดันไอท่ี 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

ข้ันตอนการเตรียมอาหาร Nutrient agar (NA)
1.! เตรียมอาหาร NA โดยใชสวนประกอบเดียวกันกับสูตรอาหาร NB
2.!ปรับคา pH ใหได 7.0 ท ําการเติมวุน (agar) 1.5 เปอรเซ็นต ตมจนวุน

ละลายหมด
3.!บรรจุในหลอดทดลอง หลอดละ 7 มิลลิลิตร
4.!บรรจุลงหมอนึ่งความดันไอ เพ่ือฆาเช้ือดวยความดันไอท่ี 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีและน ําไปวางเปนอาหารผิวเอียง (slant agar) กอนวุนแข็งตัว

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยง Bti
1.!ท ําการเพาะเลี้ยง Bti บนอาหาร NA โดยใช loop แตะเช้ือ Bti แลวขีด

ลากบนผิวหนาอาหารเอียงเปนรูปซิกแซ็ก โดยเร่ิมจากสวนลางของอาหาร
2.! นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
3.! นํ าเช้ือ Bti ในหลอดทดลองท่ีบมครบ 24 ช่ัวโมง เขี่ยใสใน flask

อาหาร NB ที่ปลอดเชื้อ โดยใส Bti 1 หลอดทดลองตอ 1 flask (สุรีลักษณ รอดทอง, หน่ึง เตียอํ ารุง,
ทัศนีย สุโกศล, สิทธิโชค แสงโสดา และ เบญจมาศ จิตรสมบูรณ, 2542; นิภา เบญจพงศ, สมศักดิ์
พันธุวัฒนา และ เพ็ญสุข เตาทอง, 2528)

4.! นํ า Bti ใน flask อาหาร NB เขยาโดยใชเคร่ือง gyrotary shaker ที่
อุณหภูมิหอง นาน 24-36 ช่ัวโมง จนไดเช้ือท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี (final whole culture) นํ าเช้ือ Bti ใน
อาหาร NB ท่ีเจริญเต็มท่ีไปปนเพ่ือแยกเอาเซลล Bti ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือดวยเคร่ืองปนเหว่ียง
bench top centrifuge โดยใชความเร็ว 3,000 rpm นาน 10 นาท ี ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท
อาหารเลี้ยงเชื้อดานบนทิ้ง ท ําเชนน้ี 2 คร้ังเพื่อปนลางเอาอาหารเลีย้งเช้ือออกจาก  Bti       จากน้ันนํ า
Bti ที่ตกตะกอนมาละลายใน  0.85% NSS และท ําใหเซลล Bti กระจายตัวใน 0.85% NSS สมํ ่าเสมอ
ดวยเคร่ือง magnetic stirrer นํ ามาปนเหวี่ยงอีกครั้งโดยใชความเร็ว 12,000 rpm นาน 4 นาท ี ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

5.!แยกเซลล Bti ท่ีตกตะกอนออกจากอาหารเลีย้งเช้ือโดยเทของเหลว
ดานบนท้ิง นํ า Bti ที่ตกตะกอนมาเจือจางดวย 0.85% NSS ท ําการนับจํ านวนเซลล ซึ่งใชวิธีการเดียว
กับการนับเซลลเม็ดเลือด    จนไดความเขมขนตามที่ตองการโดยใช หลอดหยด   Bti   ที่ละลาย



 48

ใน  0.85% NSS ลงบน slide hematocytometer  ทํ าการนับจํ านวนเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนกํ าลัง
ขยาย 40x10 เทา นับในตาราง 25 ชองของ slide hematocytometer  หาคาเฉลี่ยใน 1 ชอง ซึ่งใน 1
ชองใหญจะม ี16 ชองเล็ก  พ้ืนท่ีตาราง 1 ชองเล็กมีขนาด 0.0025x0.0025 ตารางมิลลิเมตร ความลึก
0.01 มิลลิเมตร นํ าคาเฉลี่ยจํ านวนที่นับไดใน 1 ชองใหญมาแทนคา จํ านวนท่ีนับไดในสูตรดังน้ี

ความเขมขน (cells/ml)   =   [จํ านวนท่ีนับได]  x[               1            ]  x dilution x 103   
16! 1 x 1 x 0.1

20! 20
โดย จํ านวนท่ีนับได   =    คาเฉลี่ยจํ านวนที่นับไดใน 1 ชองใหญ

dilution              =    เจือจางกี่เทา 

การเตรียม Bti ที่ความเขมขนตางๆ
1.! นํ าเซลล  Bti ที่ไดมานับจ ํานวนเพ่ือหาคาความเขมขนท่ีตองการจํ านวน 5 ความ

เขมขนเพื่อทํ าการทดลองเบ้ืองตน (pretest) โดยใหความเขมขนเร่ิมตนท่ี 1x108 cells/ml  ซึ่งใชวิธี
การเจือจางลงคร้ังละ 10 เทา เชนเตรียมน้ํ าที่จะใชทดลองใสภาชนะไว  90 มิลลิลิตร  ดูดสารละลาย
Bti จากที่ความเขมขนเริ่มตนสูงสุดที่จะใชทดลอง (1x108 cells/ml) มา 10 มิลลิลิตร ใสลงไปในนํ ้าที่
เตรียมไวจะไดสารละลาย Bti ที่ความเขมขน 1x107 cells/ml และในความเขมขนตอไปที่ลดลง 10
เทา (1x107 cells/ml) ก็ใชวิธีการเดียวกันเจือจางไปเร่ือย ๆ จนได 5   ความเขมขนท่ีตองการคือ
1x104, 1x105,  1x106, 1x107 และ 1x108 cells/ml

2.!ทํ าการทดลองเบ้ืองตน ในบีกเกอรปริมาตร 250 ลูกบาศกเซนติเมตรจํ านวน 6 ใบ
ใสน้ํ าประปาที่ตั้งทิ้งไว 48 ช่ัวโมง ปริมาณ 200 ลูกบาศกเซนติเมตร ใส Bti ภาชนะละ 1 ความเขม
ขน โดยไมตองใส Bti 1 บีกเกอรเพ่ือเปนภาชนะควบคุม ใสลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2 จํ านวน 25 ตัวตอ
1 บีกเกอร ส ําหรับลูกนํ้ าระยะที่ 4 ก็ทํ าเชนเดียวกันกับลูกนํ ้าระยะที่ 2 ทั้ง 2 ระยะทํ า 3 ซํ ้าภายในหอง
ปฏิบัติการศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และนอกหอง
ปฏิบัติการ

3.!ทํ าการบันทึกจํ านวนลูกนํ้ าที่ตาย  ตักลูกนํ ้าที่ตายออกทุก 24 ช่ัวโมง และวัดปจจัย
ทางกายภาพ ไดแก อุณหภูมิน้ํ า อุณหภูมิอากาศ คา DO คา pH และคาความชื้นสัมพัทธ จนกระทั่ง
ครบ 96 ช่ัวโมง

4.! จากการทดลองเบื้องตนที่ในหองปฏิบัติการไดคาความเขมขนที่ท ําใหลูกนํ้ าระยะ
ที ่2 ตาย 50 เปอรเซ็นต (LC50) ในเวลา 72 ช่ัวโมง เทากับ 9.01x107  cells/ml และ LC50 ในเวลา
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72 ชั่วโมงของลูกนํ ้าระยะที่ 4   เทากับ 1.6x108 cells/ml และ  จากการทดลองเบ้ืองตนท่ีนอกอาคาร
ไดคา LC50 ในเวลา 72 ชั่วโมงของลูกนํ ้าระยะที่ 2    เทากับ 1.93x108  cells/ml และไดคา LC50 ใน
เวลา 72 ชั่วโมงของลูกนํ ้าระยะที่ 4  เทากับ 2.42x108 cells/ml  โดยประยุกตจากวิธีของ Finney
(1964) และ Natrella (1963)

5.! นํ าคาความเขมขนเริ่มตนที่ไดมาหาปริมาณสารละลาย Bti ใน 0.85% NSS ของ
แตละคาความเขมขนที่ตองการใชทดลองเพื่อจะไดทราบปริมาณสารละลาย Bti ที่ตองการใชทั้ง
หมด โดยใชวิธีคํ านวณตามสูตรดังน้ี

C1V1    =    C2V2

โดย C1   คือ ความเขมขนเร่ิมตน
V1   คือ ปริมาณเร่ิมตน
C2    คือ ความเขมขนที่ตองการ
V2    คือ ปริมาณที่ตองการ

6.! นํ าเซลล  Bti ที่ไดมานับจ ํานวนเพ่ือหาคาความเขมขนท่ีตองการจํ านวน 7 ความ
เขมขนเพื่อทํ าการทดลอง  โดยใหความเขมขนเริ่มตนที ่ 2x109 cells/ml  ซึ่งใชวิธีการเจือจางลงครั้ง
ละ 5 เทา เชนเตรียมน้ํ าที่จะใชทดลองใสภาชนะไว  95 มิลลิลิตร  ดูดสารละลาย Bti จากที่ความเขม
ขนเริ่มตนสูงสุดที่จะใชทดลอง (2x109  cells/ml) มา 5 มิลลิลิตร ใสลงไปในนํ ้าที่เตรียมไวจะไดสาร
ละลาย Bti  จะไดสารละลาย Bti ที่ความเขมขน 7x108 cells/ml และในความเขมขนตอไปที่ลดลง 5
เทา (2x108 cells/ml) ก็ใชวิธีการเดียวกันเจือจางไปเร่ือย ๆ จนได 7  ความเขมขนท่ีตองการคือ
2x106, 7x106, 2x107,  7x107 ,  2 x108, 7x108  และ  2x09 cells/ml  ซึ่งการทดลองในอาคารและใน
หองปฏิบัติการท ําการทดลองโดยใชสารละลาย Bti  ความเขมขน 5 ระดับ คือ  2x106, 7x106, 2x107,
7x107 และ  2x108  cells/ml  และการทดลองนอกอาคารทํ าการทดลองใช สารละลาย Bti  ความเขม
ขน 7 ระดับ คือ 2x106, 7x106, 2x107,  7x107 ,  2x108, 7x108  และ  2x109 cells/ml  โดยความเขมขนที่
เหมาะสมที่น ํามาทดลองไดจากการท ําการทดลองเบ้ืองตน

3.4.2 การเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุงลาย
ท ําการเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุงลาย (A. aegypti) ในหองปฏิบัติการศูนยเคร่ืองมือ

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยประยุกตจากวิธีของ Nathawut
Thanee (1980) ดังขั้นตอนตอไปน้ี

1.! นํ าไขยุงลายซึ่งมีลักษณะเปนปลองเดียวเรียงชิดติดกันอยูในถวยดินเผา
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 7 เซนติเมตร มีอาย ุ 3 วัน หรือมากกวา ใสลงในถาดพลาสติกสี่เหลี่ยมที่ใช
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สํ าหรับเพาะเลี้ยงลูกนํ ้ายุง ใสนํ้ าประปาที่ตั้งทิ้งไว 48 ช่ัวโมง ในภาชนะปากกวางและตองใหนํ ้า
ทวมถวยดินเผาที่มีไขยุงลาย  หากแชนํ้ าแลวไขยังไมฟกไขอาจอยูในสภาพ depressed hatching ตอง
นํ าถวยดินเผาที่มีไขยุงลายขึ้นมาผึ่งใหแหงในที่รม 2-3 วัน แลวจึงน ําไปแชนํ ้าอีกคร้ัง หากใชนํ ้าตม
สุกที่มีออกซิเจนนอยหรือเติม ascorbics acid ในน้ํ าที่แชไขยุงลายปริมาณ 100 มิลลิกรัมตอนํ ้า 1
ลิตร จะทํ าใหไขฟกตัวเร็วขึ้น ระยะเวลาในการฟกตัวจะเร็วหรือชาขึ้นอยูกับระยะเวลาที่อยูในสภาพ
แหงดวย หากอยูในสภาพแหงนาน (อายุไขมาก) ไขจะฟกตัวเร็วกวาไขที่อยูในสภาพแหงนอย (อายุ
ไขนอย) แตจะมีอัตราการฟกตัวนอยกวา

2.! นํ าไขยุงลายมาแชน้ํ าจนฟกเปนลูกน้ํ าแลวนํ าหลอดดูดยายมาเลี้ยงใน
ถาดขนาด 25x40x6 ลูกบาศกเซนติเมตร ใสนํ้ าประปาที่ตั้งทิ้งไว 48 ช่ัวโมง ปริมาตร 3,000 ลูกบาศก
เซนติเมตร เลี้ยงลูกนํ้ าประมาณถาดละ 200-300 ตัว เพื่อควบคุมความหนาแนนภายในถาดเลี้ยง หาก
มีความหนาแนนมากเกินไปอาจท ําใหลูกนํ้ าตายได ใหอาหารสุนัขบดละเอียดปริมาณ 0.5 กรัมตอ
ถาด (1/3 ชอนชา) เปนอาหารเพาะเลี้ยง  ในระหวางนี้จะไมเปลี่ยนนํ ้าเพราะการเปลี่ยนนํ้ าจะเปนการ
รบกวนลูกนํ ้าท ําใหลูกนํ้ าตายได

3.! เมื่อลูกนํ้ าผานการเปลี่ยนแปลง 4 ระยะจนกระท่ังเปนตัวโมง ใชเวลา
4-7 วัน เพื่อรอใหไดลูกนํ้ าจํ านวนมาก ท ําการคัดเลือกลูกนํ ้าที่สมบูรณแข็งแรงและอายุรุนเดียวกัน
ขนาดใกลเคียงกันมาทดลอง ท ําการยายตัวโมงใสภาชนะไปไวในกรงเลี้ยงยุงขนาด 30x30x70
ลูกบาศกนิ้ว ใชเวลา 2-3 วันลูกนํ ้าจะโตเปนตัวเต็มวัย

4.! ใชสํ าลีชุบนํ ้าเช่ือมเขมขน 10 เปอรเซ็นต ใสถวยเล็กๆ ต้ังท้ิงไวในกรง
เพื่อเปนอาหารของยุงตัวผู และใชหนู mouse เปนตัวใหเลือดแกยุงตัวเมียโดยนํ าหนูมาตัดขน
(shape) และจับหนูใสไวในกรงตาขายลวดขนาดพอดีตัวเพื่อไมใหหนูเคลื่อนที่ นํ าไปวางใสไวใน
กรงเลี้ยงยุงในเวลากลางวันประมาณ 1-2 ช่ัวโมงเพ่ือใหยุงตัวเมียเต็มวัยกินเลือด จนอาย ุ 3-4 วันยุง
ตัวเต็มวัยจะผสมพันธุและวางไข

5.! การเก็บไขทํ าไดโดยนํ ากระปองพลาสติกทึบขนาดปริมาตรประมาณ 
0.5 ลิตร ใสนํ้ าประมาณ 0.25 ลิตร ใชกระดาษฟางติดดานในภาชนะใหกระดาษแชนํ ้าและมีสวนที่
โผลพนน้ํ าประมาณ 2-3 เซนติเมตร เพื่อเปนที่ใหยุงวางไข ยุงลายจะวางไขขางผนังดานในของ
ภาชนะเหนือระดับน้ํ าประมาณ 1-2 เซนติเมตร เมื่อไดไขตามปริมาณที่ตองการน ํากระดาษฟางไป
ผึ่งใหแหงในที่รมที่มีความชื้นสัมพัทธ 70-80 เปอรเซ็นต ประมาณ 3 วัน จะไดไขที่พรอมจะฟกเปน
ลูกนํ้ าตอไป  ยุงลายตัวเมีย 1 ตัวจะใหไขครั้งละ 50-100 ฟอง สามารถใหไขได 3-5 คร้ัง แตละครั้ง
หางกัน 7-8 วัน หากยุงกินเลือดไมเพียงพอจะทํ าใหไขไมสุกและออกไขไดไมหมดจึงตองนํ าหนูเขา
กรงเพ่ือใหเลือดอีกคร้ัง
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6.! ไขที่วางใหมจะมีสีขาวและจะคอยๆ เขมขึ้นจนกลายเปนสีดํ า เม่ือตัว
ออนภายในไขเจริญเต็มที่พรอมที่จะฟกทํ าการฟกโดยนํ ากระดาษที่มีไขไปแชนํ้ าใหทวมประมาณ 
2-3 วันจะไดลูกนํ้ าระยะที่ 2 ตัวยาวประมาณ 2-2.5 เซนติเมตร และประมาณ 4-5 วันจะไดลูกนํ้ า
ระยะที่ 4 ตัวยาวประมาณ 4-4.5 เซนติเมตร ท ําการคัดเลือกลูกนํ ้าที่มีอายุรุนเดียวกันไปท ําการ
ทดลอง สวนลูกน้ํ าท่ีเหลือจากการทดลอง ท ําการเล้ียงใหเจริญเปนตัวโมงและตัวเต็มวัยเพ่ือผลิตไข
รุนตอไป ไขที่เหลือสามารถเก็บรักษาไวไดที่อุณหภูมิ 15-20 องศาเซลเซียส (สุชาติ อุปถมัภ และ
คณะ, 2526; Nathawut Thanee, 1980)

3.4.3 การเตรียมภาชนะชนิดตางๆ
ภาชนะที่ใชในการทดลองม ี 5 ชนิด ชนิดละ 60 ใบ ทุกใบมีปริมาตร 250

มิลลิลิตรหรือใกลเคียงกัน รูปทรงกระบอกหรือใกลเคียงทรงกระบอก รายละเอียดของภาชนะแตละ
ชนิดมีดังน้ี

1.! ภาชนะแกวใชแกวใสเนื้อเรียบ ปริมาตร 250 ลูกบาศกเซนติเมตร
2.! ภาชะพลาสติก ใชแกวพลาสติกสีขาวขุนชนิดพีอี (โพลีเอธิลีน) รูปทรง

ใกลเคียงทรงกระบอก ปริมาตร 250 ลูกบาศกเซนติเมตร ซื้อจากตลาดในจังหวัดนครราชสีมา
3.! ภาชนะอลูมิเนียมใชแกวอลูมิเนียมทรงกระบอกปริมาตร 250 ลูกบาศก

เซนติเมตร ซื้อจากตลาดในจังหวัดนครราชสีมา
4.! ภาชนะดินเผา ใชภาชนะดินเผาข้ึนรูป ไมเคลือบซื้อจากบานดาน

เกวียนจังหวัดนครราชสีมา นํ ามาแชนํ ้า 1 สัปดาห เพื่อไมใหนํ ้าที่ใชทดลองซึมออก
5.! ภาชนะซีเมนต ไดจากการนํ าปูนซีเมนตผสมมาผสมนํ ้า ทราย และนํ้ า

ยากันซึม ขนาด 10 มิลลิลิตร ตอ 1 กิโลกรัม นํ ามาเทใสแมพิมพจนแหง แกะออกมาขัดถูใหเรียบ
เพื่อไมใหปูนแตกราว

3.4.3 การทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย
1.! ทํ าความสะอาดภาชนะดวยนํ ้ายาลางจานและนํ้ าประปา ใสนํ้ าประปาที่

ต้ังทิ้งไว 48 ช่ัวโมง โดยใหปริมาตรของน้ํ ารวมกับปริมาตรของผลึกโปรตีนของ Bti ใน normal
saline solution รวมกันได 200 มิลลิลิตร ยกเวนภาชนะควบคุมไมใส Bti ทํ าการทดลอง 3 ซํ ้า
(triplicate)

2. จัดวางภาชนะทั้งหมดเปนแบบสุม (random) ตามหลักทางสถิติ (กัลยา
วานิชยบัญชา, 2540) แบงเปน 2 กลุม ตามระยะของลูกนํ้ าที่ใชทดลองคือ ลูกนํ้ าระยะที่ 2 และลูกนํ ้า
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ระยะที่ 4 โดยทํ า 3 ซํ ้าในสิ่งแวดลอม 3 ลักษณะ คือ ในอาคาร นอกอาคารและในหองปฏิบัติการ
โดยมกีารจัดเตรียมภาชนะ เปน 6 ชุดดังน้ี

ชุดที่ 1 คือชุดควบคุมในหองปฏิบัติการ ประกอบดวยภาชนะแกว
พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม ส ําหรับลูกนํ ้ายุงระยะที ่2 ภาชนะละ 3 ใบ และ ภาชนะแกว
พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียมส ําหรับลูกนํ ้ายุงระยะที ่4 ภาชนะละ 3 ใบ

ชุดที่ 2 คือชุดทดลองในหองปฏิบัติการ ประกอบดวยภาชนะแกว
พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และ อลูมิเนียม ส ําหรับลูกนํ ้ายุงระยะที ่2 ภาชนะละ 15 ใบใชส ําหรับความ
เขมขนตางๆ กัน 5 ความเขมขน และภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม ส ําหรับลูก
น้ํ ายุงระยะที ่4 ภาชนะละ 15 ใบใชส ําหรับความเขมขนตางๆ กัน 5 ความเขมขน

ชุดที ่ 3 คือ ชุดควบคุมภาคสนามนอกอาคาร (กลางแจง) จัด
เตรียมเชนเดียวกับชุดควบคุมในหองปฏิบัติการ

 ชุดที่ 4  ชุดทดลองภาคสนามนอกอาคาร (กลางแจง) ตามล ําดับ
ประกอบดวยภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม ส ําหรับลูกนํ ้ายุงระยะที ่2 ภาชนะ
ละ 21 ใบใชส ําหรับความเขมขนตางๆ กัน 7 ความเขมขน และภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา
และอลูมิเนียม ส ําหรับลูกนํ้ ายุงระยะที ่4 ภาชนะละ 21 ใบใชส ําหรับความเขมขนตางๆ กัน 7  ความ
เขมขน

ชุดที ่ 5 และ 6 คือ ชุดควบคุมและชุดทดลองภาคสนามในอาคาร
ตามล ําดับซึ่งชุดที่ 3, 4, 5 และ 6 จัดเตรียมเชนเดียวกับชุดควบคุมและชุดทดลองในหองปฏิบัติการ

3.! คัดเลือกลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ท่ีสมบูรณแข็งแรง มีขนาดใกลเคียงกัน
มีอายุรุนใกลเคียงกันและมีอัตราตายระหวางเลี้ยงไมเกิน 10% นํ ามาลางนํ ้าโดยเทใสภาชนะ
พลาสติกแชลางในนํ ้าสะอาดแลวใสลงในภาชนะที่เตรียมไวภาชนะละ 25 ตัว   ใส Bti ที่มีความ
เขมขนตางๆ กันท่ีเตรียมไว ส ําหรับลูกนํ ้าระยะที่ 4   ท ําเชนเดียวกัน
                                          4. ทํ าการวัดปจจัยทางกายภาพในภาชนะที่ใชทดลองทั้ง 5 ชนิด ทุก
ภาชนะ ไดแก คาออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen) อุณหภูมิของน้ํ า ความเปนกรดเปนดางของ
น้ํ า (pH) และวัดปจจัยทางกายภาพของสิ่งแวดลอม ไดแก ความเขมแสง อุณหภูมิอากาศ ความชื้น
สัมพัทธทุก 24 ช่ัวโมง จนครบ 96 ชั่วโมงเพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราการตายของลูกนํ้ ากับ
สิ่งแวดลอม

5. ทํ าการนับจํ านวนการตายของลูกนํ ้าในแตละภาชนะหลังการทดลอง
สังเกตและบันทึกผลทุก 24 ช่ัวโมง โดยนับลูกนํ ้าตัวเปนที่เหลือและตักลูกนํ้ าท่ีตายออกเพ่ือปองกัน
ไมใหนํ้ าเนาเสีย จนครบ 96 ช่ัวโมง



 53

3.4.6 การวิเคราะหขอมูล
หาคาเฉลี่ย

หาคาเฉลี่ย (mean) ของจํ านวนลูกนํ้ าท่ีตายโดย Bti ถากรณีที่ลูกนํ้ า
ในชุดควบคุมตาย จะตองแกไขใหเปนการตายที่ถูกตองโดยใช Abbott′s Formula ตามสูตรดังน้ี

100
องยจากการทดลจํานวนที่ตา

คุมยจากชุดควบจํานวนที่ตา  -  องยจากการทดลจํานวนที่ตา       แทจริงการตายที่เปอรเซ็นต ×=

หาคา  LC50 ภายใน 72 ชั่วโมง และ คา  LC50 ภายใน 96 ชั่วโมง
ใชโปรแกรม SPSS for windows version 10.0.7 (“STAT 2002 SPSS

10.0.7 for windows”, Computer  program 2002) หาคา LC50 โดยใชวิธ ีprobit analysis หาคา      สม
การและกราฟเสนตรงถดถอยเชิงเสนอยางงาย (simple linear regression line) ส ําหรับวิเคราะห
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตราตายของลูกนํ้ ายุงลาย

หาคาความแปรปรวน
ใชโปรแกรม SPSS for windows version 10.0.7 (“STAT 2002 SPSS

10.0.7 for windows”, Computer  program 2002)    วิเคราะหความแปรปรวนดวยสถิติวิธ ีOneway
ANOVA เพื่อหาความแตกตางของอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงในภาชนะที่ตางกัน 5 ชนิดและหา
ความแตกตางของอัตราการตายของลูกน้ํ ายุงกับปจจัยทางกายภาพในสิ่งแวดลอมตางชนิด 3 แหง
คือ ในอาคาร นอกอาคาร และในหองปฏิบัติการ

หาคาความสัมพันธ
ใชสถิติวิธ ีPearson correlation (“STAT 2002 SPSS 10.0.7 for windows”,

Computer  program  2002)  วิเคราะหหาความสัมพันธระหวางปจจัยทางกายภาพ ไดแก คา DO     
คา pH   อุณหภูมิน้ํ า  กับอัตราการตายของลูกนํ้ า



บทที ่4
ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปรายผล

4.1 ศึกษาความเปนพิษของ  Bti  ตอลูกน้ํ ายุงลาย
ศึกษาความเปนพิษของ  Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.  aegypti)  ระยะท่ี 2  และ 4  ในภาชนะ

แกว  พลาสติก  ซีเมนต ดินเผา  และ อลูมิเนียม  ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงลายตายรอยละ 50 ของลูกนํ ้ายุงลาย
ที่ใชทดลองทั้งหมด (LC50)  ภายใน 72 ช่ัวโมง และ 96 ชั่วโมงในอาคาร นอกอาคาร (กลางแจง)
และในหองปฏิบัติการ ในสภาพจํ าลองปลอยใหนํ ้าระเหยไปตามธรรมชาติ

ไดท ําการทดลองความเปนพิษของ  Bti   ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.  aegypti)  ระยะท่ี 2  และ 4
ในหองปฏิบัติการ  3 คร้ัง แลวหาคาเฉลี่ยของจํ านวนลูกนํ้ าที่ตายจากการทดลอง นํ าผลรวมของ
จํ านวนลูกน้ํ าที่ตายมาค ํานวณหาอัตราการตายของลูกน้ํ าคิดเปนรอยละในแตละชวงเวลา  และน ํา
คาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติดวยวิธ ีprobit analysis โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร  SPSS for Windows
versions 10.0.7 เพื่อหาความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงลาย
โดยใชเสนตรงถดถอยเชิงเสนอยางงาย (simple linear regression line) จะไดสมการเสนตรงและ
กราฟเสนตรงซึ่งจะนํ าไปค ํานวณหาคา LC50 ไดตอไป

ผลการทดลองความเปนพิษของ  Bti  ตอลูกน้ํ ายุงลาย (A.  aegypti)  ระยะท่ี 2 และ ระยะท่ี
4  ในภาชนะ 5 ชนิด ในสิ่งแวดลอมที่ตางกัน 3  อยาง แสดงผลดังตารางที ่4.1- 4.5
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    ตารางที่ 4.1  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ้ ายุงลาย (A.aegypti) ในภาชนะแกว

เปอรเซ็นตลูกนํ้ าทีต่ายจากการทดลอง
ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ

ลูกนํ้ า ระยะที ่2 ลูกนํ้ า ระยะที ่4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4

ความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)

จํ านวน
ลูกนํ้ า
ที่

ทดลอง
(ตัว)

72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.    

กลุมควบคุม 25 0       0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7x106 25 0 0 1.33 1.32 0 0 0 0 0 0 0 0
2x107 25 18.67 21.33 8.00 13.32 4.00 4.00 2.67 2.67 17.33 28.00 0 0
7x107 25 42.67 54.67 33.33 44.00 9.33 12.00 2.67 2.67 30.66 41.33 18.66 22.66
2x108 25 54.67 69.33 57.33 80.00 20.00 21.32 17.33 17.33 54.68 68.00 46.66 57.33
7x108 25 69.33 81.33 81.33 88.00 22.67 25.32 22.68 22.67 77.33 89.33 72.00 86.66
2x109 25 * * * * 57.33 66.68 58.68 69.33 * * * *
7x109 25 * * * * 92.00 96.00 82.67 100 * * * *

      หมายเหตุ     ทดลองในสิ่งแวดลอมนอกอาคารเพิ่มความเขมขนของ Bti อีก 2 ระดับ คือ   2x109 cells/ml และ 7x109 cells/ml
* คือ ไมท ําการทดลอง
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    ตารางที่ 4.2  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ้ ายุงลาย (A.aegypti) ในภาชนะพลาสติก

เปอรเซ็นตลูกนํ้ าทีต่ายจากการทดลอง
ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ

ลูกนํ้ า ระยะที ่2 ลูกนํ้ า ระยะที ่4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4

ความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)

จํ านวน
ลูกนํ้ า
ที่

ทดลอง
(ตัว)

72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.    

กลุมควบคุม 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7x106 25 2.66 2.66 0 0 0 0 0 0 1.33 1.33 1.33 1.33
2x107 25 2.66 6.66 4.00 4.00 1.33 1.33 1.33 1.33 4.00 6.66 1.33 2.66
7x107 25 25.33 29.33 9.33 10.66 2.66 2.66 1.33 1.33 24.00 28.00 14.66 17.33
2x108 25 54.66 65.33 37.33 54.66 17.33 18.66 14.66 16.00 50.66 61.33 42.66 50.66
7x108 25 70.66 82.66 64.00 86.66 34.66 36.00 22.66 22.66 76.00 89.33 76.00 85.33
2x109 25 * * * * 66.68 76.00 78.66 89.33 * * * *
7x109 25 * * * * 84.00 97.33 96.00 100.00 * * * *

      หมายเหตุ     ทดลองในสิ่งแวดลอมนอกอาคารเพิ่มความเขมขนของ Bti อีก 2 ระดับ คือ   2x109 cells/ml และ 7x109 cells/ml
* คือ ไมท ําการทดลอง
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    ตารางที่ 4.3  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ้ ายุงลาย (A.aegypti) ในภาชนะซีเมนต

เปอรเซ็นตลูกนํ้ าทีต่ายจากการทดลอง
ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ

ลูกนํ้ า ระยะที ่2 ลูกนํ้ า ระยะที ่4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4

ความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)

จํ านวน
ลูกนํ้ า
ที่

ทดลอง
(ตัว)

72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.    

กลุมควบคุม 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7x106 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.33 0 0
2x107 25 16.00 20.00 0 0 1.33 1.33 1.33 1.33 6.66 9.33 0 0
7x107 25 21.33 32.00 17.33 21.33 10.668 12.00 4.00 4.00 20.00 25.33 25.33 26.66
2x108 25 50.66 61.32 41.33 52.00 28.00 30.66 17.33 18.66 50.66 52.00 58.66 62.66
7x108 25 85.33 89.33 84.00 85.33 45.33 45.33 32.00 32.00 84.00 88.00 78.66 84.00
2x109 25 * * * * 57.33 66.66 65.33 74.66 * * * *
7x109 25 * * * * 88.00 100.00 97.33 98.66 * * * *

      หมายเหตุ     ทดลองในสิ่งแวดลอมนอกอาคารเพิ่มความเขมขนของ Bti อีก 2 ระดับ คือ   2x109 cells/ml และ 7x109 cells/ml
* คือ ไมท ําการทดลอง
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ตารางที่ 4.4  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ้ ายุงลาย (A.aegypti) ในภาชนะดินเผา

เปอรเซ็นตลูกนํ้ าทีต่ายจากการทดลอง
ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ

ลูกนํ้ า ระยะที ่2 ลูกนํ้ า ระยะที ่4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4

ความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)

จํ านวน
ลูกนํ้ า
ที่

ทดลอง
(ตัว)

72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.    

กลุมควบคุม 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7x106 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2x107 25 9.33 10.66 0 0 1.33 1.33 2.66 2.66 4.00 5.33 1.33 1.33
7x107 25 21.33 22.66 17.33 18.66 13.33 14.66 5.33 5.33 16.00 21.33 16.00 16.00
2x108 25 48.00 50.66 37.33 41.33 30.66 33.33 16.00 17.33 48.00 58.66 49.33 61.33
7x108 25 85.33 88.00 78.66 84.00 50.68 53.33 30.66 30.66 80.00 85.33 80.00 84.00
2x109 25 * * * * 58.66 68.00 66.66 76.00 * * * *
7x109 25 * * * * 90.66 100 89.33 98.66 * * * *

     หมายเหตุ     ทดลองในสิ่งแวดลอมนอกอาคารเพิ่มความเขมขนของ Bti อีก 2 ระดับ คือ   2x109 cells/ml และ 7x109 cells/ml
* คือ ไมท ําการทดลอง
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ตารางที่ 4.5  ผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ้ ายุงลาย (A.aegypti)  ในภาชนะอลูมิเนียม

เปอรเซ็นตลูกนํ้ าทีต่ายจากการทดลอง
ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ

ลูกนํ้ า ระยะที ่2 ลูกนํ้ า ระยะที ่4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4 ลูกนํ้ าระยะที่ 2 ลูกนํ้ าระยะที่ 4

ความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)

จํ านวน
ลูกนํ้ า
ที่

ทดลอง
(ตัว)

72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม. 72 ชม.   96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.   72 ชม. 96 ชม.    

กลุมควบคุม 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7x106 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2x107 25 2.66 5.33 1.33 2.66 0 0 0 0 5.33 9.33 4.00 4.00
7x107 25 16.00 22.66 9.33 12.00 5.33 8.00 5.33 5.33 20.00 28.00 16.00 21.33
2x108 25 64.00 78.66 45.33 56.00 18.66 18.66 16 17.33 72.00 85.33 50.66 60.00
7x108 25 81.33 92.00 82.66 82.66 29.33 30.66 21.33 24.00 76.00 92.00 74.66 85.33
2x109 25 * * * * 62.66 73.33 62.66 72.00 * * * *
7x109 25 * * * * 96.00 100.00 92.00 100.00 * * * *

      หมายเหตุ     ทดลองในสิ่งแวดลอมนอกอาคารเพิ่มความเขมขนของ Bti อีก 2 ระดับ คือ   2x109 cells/ml และ 7x109 cells/ml
* คือ ไมท ําการทดลอง
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จากผลการทดลองพบวาเมื่อความเขมขน Bti  สูงขึ้นอัตราการตายของลูกนํ ้าจะเพิ่มขึ้น และ
เนื่องจากผลการทดลองในภาชนะทุกชนิดก็ใหผลเชนเดียวกัน   และพบวาทุกชนิดภาชนะมีอัตรา
การตายของลูกนํ ้าใกลเคียงกันที่ความเขมขนเดียวกัน ยกตัวอยางเชน ผลการทดลองจากตารางที ่4.1
ซึ่งเปนการทดลองความเปนพิษของ  Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.  aegypti)  ระยะท่ี 2 ในภาชนะแกวที่
สิ่งแวดลอมในอาคาร  ดังน้ี

• ! ที่ความเขมขน 7x106  cells/ml ลูกนํ้ าไมตาย
• ! ที่ความเขมขน 2x107  cells/ml ลูกนํ้ าตาย 18.67% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย

21.33% ในเวลา 96 ช่ัวโมง
• ! ที่ความเขมขน 7x107  cells/ml ลูกนํ้ าตาย 42.67% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย

54.67% ในเวลา 96 ช่ัวโมง
• ! ที่ความเขมขน 2x108  cells/ml ลูกนํ้ าตาย 54.67% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย

69.33% ในเวลา 96 ช่ัวโมง
• ! ที่ความเขมขน 7x108    cells/ml ลูกนํ้ าตาย 69.33% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย

81.33% ในเวลา 96 ช่ัวโมง
  ตัวอยางผลการทดลองความเปนพิษของ  Bti  ตอลูกน้ํ ายุงลาย (A. aegypti)  ระยะท่ี 4 ใน

ภาชนะแกวที่สิ่งแวดลอมในอาคาร พบวา
• ! ที่ความเขมขน 7x106  cells/ml ลูกนํ้ าไมตาย
• ! ที่ความเขมขน 2x107  cells/ml ลูกนํ้ าตาย 8% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย
13.32% ในเวลา 96 ช่ัวโมง

• ! ที่ความเขมขน 7x107  cells/ml ลูกนํ้ าตาย 33.33% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย
44% ในเวลา 96 ช่ัวโมง

• ! ที่ความเขมขน 2x108  cells/ml ลูกนํ้ าตาย 57.33% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย
80% ในเวลา 96 ช่ัวโมง

• ! ที่ความเขมขน 7x108    cells/ml ลูกนํ้ าตาย 81.33% ในเวลา  72 ช่ัวโมง และตาย
88% ในเวลา 96 ช่ัวโมง

จะเห็นวาอัตราการตายของลูกน้ํ าระยะที่ 4 จะตายนอยกวาลูกนํ้ าระยะที่ 2 ในความเขมขน
และระยะเวลาที่เทากัน ผลการทดลองในภาชนะพลาสติก ซีเมนต ดินเผา  และอลูมิเนียมก็ใหผลเชน
เดียวกัน  ผลการทดลองที่สิ่งแวดลอมนอกอาคารกลางแจงในความเขมขนของ Bti เทากันกับใน
อาคารและในหองปฏิบัติการอัตราตายลูกนํ ้าจะนอยกวา และพบวาถาที่อุณหภูมินํ ้าสูงข้ึนอัตราตาย
ลูกนํ้ าจะลดลง  สวนในหองปฏิบัติการใหผลการทดลองในท ํานองเดียวกันกับในอาคาร
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จากน้ันนํ าคาที่ไดในตารางที ่4.1–4.5 ไปวิเคราะหทางสถิติดวยวิธ ี probit analysis โดย
โปรแกรมคอมพิวเตอร SPSS for Windows versions 10.0.7  เพื่อหาความสัมพันธระหวาง ความเขม
ขนของ Bti กับอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงลายโดยใชเสนตรงถดถอยเชิงเสนอยางงาย (simple linear
regression line) จะไดสมการเสนตรงถดถอยเชิงเสนอยางงายของความเขมขนของ Bti กับอัตราการ
ตายลูกนํ้ ายุงลายซึ่งแสดงดังตารางที ่4.6–4.7  และแสดงผลเปนกราฟเสนตรงในภาพที ่  4.1-4.3
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ตารางที่ 4.6 แสดงสมการเสนตรงของความเขมขนของ Bti กับอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2  ในภาชนะ 5 ชนิด ในสิ่งแวดลอม 3 อยาง
สมการเสนตรง

ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ที่เวลา 96 ชั่วโมง
ภาชนะ

ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏบิตัิการ
แกว Y = -12.20 +1.39  X Y = -12.29 +1.50  X Y = -10.66 + 1.29  X Y = -10.68 + 1.34 X Y = -13.32 + 1.67 X Y =  -9.52 + 1.29  X

พลาสติก Y = -11.96 + 1.39 X Y = -13.09 + 1.52 X   Y = -12.70  +1.52  X Y = -12.77 + 1.56 X Y = -17.29 + 2.08 X Y= -14.62 +1.77 X

ซีเมนต Y =  -12.25 + 1.48 X Y = -17.65 +2.10 X Y =  -14.34 + 1.73 X Y = -12.27 + 1.51  X Y = -17.30 +2.08 X Y =  -13.35 + 1.62 X

ดินเผา Y = -13.63 + 1.64 X Y =  -17.35 +2.07 X Y = -14.91 +1.78 X Y = -13.76 + 1.67 X Y = -16.37 +1.94 X Y = -15.16 +  1.84 X

อลูมิเนียม Y = -16.05+1.94 X  Y = -18.23 +2.17X Y = -13.89 +1.68 X Y = -17.87 + 2.21X Y = -16.81+ 2.02X Y = -16.71 + 2.08X

   ตารางที่ 4.7 แสดงสมการเสนตรงของความเขมขนของ Bti กับอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 4  ในภาชนะ 5 ชนิด ในสิ่งแวดลอม 3 อยาง
สมการเสนตรง

ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ที่เวลา 96 ชั่วโมง
ภาชนะ

ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏบิตัิการ
แกว Y = -10.68 +1.34  X Y = -11.43 +1.27  X Y = -9.52 + 1.16 X Y = -13.32 + 1.67 X Y = -14.87 + 1.65 X Y =  -17.57 + 2.12  X

พลาสติก Y = -12.77 + 1.56 X Y = -15.25+1.71 X   Y = -14.46 + 1.77 X Y = -17.29 + 2.08 X Y = -18.69 + 2.10 X  Y = -15.37 +1.85 X

ซีเมนต Y =  -12.27 + 1.51 X Y = -12.30 +1.39 X Y =  -13.35 + 1.62 X Y = -17.30 + 2.08  X Y = -15.11 + 1.69 X Y =  -16.41 + 1.99 X

ดินเผา Y = -13.76 + 1.67 X Y =  -12.04 +1.38 X Y = -14.91 +1.78 X Y = -17.35 + 2.07 X Y = -14.35 +1.61 X Y = -17.29 +  2.09 X

อลูมิเนียม Y = -15.67 +1.84 X  Y = -17.87 +2.21X Y = -14.98 +1.68 X Y = -13.32 + 1.67 X Y = -14.87 + 1.65 X Y =  -17.57 + 2.12  X
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จากสมการเสนตรงในตารางที ่4.6 และ 4.7  สามารถนํ าไปหาคา LC50 (cells/ml)   แสดงดังตารางที่ 4.8 และ 4.9
          ตารางที่ 4.8 แสดง คา LC50 (cells/ml) ของลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2     

สมการเสนตรง
ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 2 ที่เวลา 96 ชั่วโมง

ภาชนะ

ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏบิตัิการ
แกว 1.6x108 1.19x109 1.67x108 9.29x107 8.99x108 1.56x108

พลาสติก 2.25x108 1.16x109 2.17x108 1.45x108 8.07x108 1.41x108

ซีเมนต 1.70x108 9.06x108 1.93x108 1.18x108 6.21x108 1.61x108

ดินเผา 1.87x108 7.53x108 2.28x108 1.08x108 5.28x108 1.71x108

อลูมิเนียม 1.87x108 1.03x109 1.72x108 1.22x108 8.05x108 1.01x108

          ตารางที่ 4.9 แสดง คา LC50 (cells/ml) ของลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 4
สมการเสนตรง

ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 4 ที่เวลา 72 ชั่วโมง ลูกนํ้ ายุงลายระยะที่ 4 ที่เวลา 96 ชั่วโมง
ภาชนะ

ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏิบัติการ ในอาคาร นอกอาคาร ในหองปฏบิตัิการ
แกว 1.57x108 1.22x109 2.68x108 9.01x107 9.62x108 1.79x108

พลาสติก 3.84x108 9.77x108 2.70x108 2.00x108 7.88x108 1.99x108

ซีเมนต 2.36x108 9.59x108 1.93x108 1.96x108 8.23x108 1.68x108

ดินเผา 2.70x108 1.08x109 2.30x108 2.32x108 8.06x108 1.88x108

อลูมิเนียม 2.47x108 1.24x109 2.42x108 2.10x108 9.19x108 1.71x108
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จากสมการเสนตรงในตารางที ่4.6–4.7 สามารถแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti
กับอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2 และระยะที ่4 ในสิ่งแวดลอม 3 อยางและในภาชนะ 5
ชนิด แสดงดังในภาพที ่4.1-4.3
   y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย                        y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
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               x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml) x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml)

(1) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย                (2) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย
       ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 2 ในเวลา 72 ช่ัวโมง      ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 2 ในเวลา 96 ช่ัวโมง  

y = เปอรเซ็นตการตายของลูกน้ํ ายุงลาย y = เปอรเซ็นตการตายของลูกน้ํ ายุงลาย
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                        x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml)    x =  คา log ความเขมขนของ Bti (cells/ml)

(3) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย               (4) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย

       ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 4  ในเวลา 72 ช่ัวโมง     ของลูกนํ ้ายุงลายระยะท่ี 4  ในเวลา 96 ช่ัวโมง
หมายเหตุ Glass  = ทดลองในภาชนะแกว        Aluminium   = ทดลองในภาชนะอลูมิเนียม         

Cement  = ทดลองในภาชนะซีเมนต   Earthenware = ทดลองในภาชนะดินเผา
Plastic    = ทดลองในภาชนะพลาสติก

ภาพที่  4.1  กราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย
ของลูกนํ ้ายงุลายทดลองในอาคาร
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  y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
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                  x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml) x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml)

(1) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย                (2) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย
        ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 2 ในเวลา 72 ช่ัวโมง                    ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 2 ในเวลา 96 ช่ัวโมง  

  y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
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  x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml) x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml)

(3) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย               (4) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย

        ของลูกนํ ้ายุงลายระยะท่ี 4  ในเวลา 72 ช่ัวโมง     ของลูกนํ ้ายุงลายระยะท่ี 4  ในเวลา 96 ช่ัวโมง

หมายเหตุ Glass  = ทดลองในภาชนะแกว        Aluminium   = ทดลองในภาชนะอลูมิเนียม         
Cement  = ทดลองในภาชนะซีเมนต   Earthenware = ทดลองในภาชนะดินเผา
Plastic    = ทดลองในภาชนะพลาสติก

ภาพที่  4.2  กราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย
ของลูกนํ ้ายุงลายทดลองนอกอาคาร
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   y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย                y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
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                          x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml) x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml)

(1) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย                (2) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย
       ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 2 ในเวลา 72 ช่ัวโมง                     ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 2 ในเวลา 96 ช่ัวโมง   

     y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย                 y = เปอรเซ็นตการตายของลูกนํ ้ายุงลาย
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                              x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml) x =  คา log ความเขมขนของ  Bti (cells/ml)

 (3) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย               (4) กราฟความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย

       ของลูกนํ้ ายุงลายระยะท่ี 4  ในเวลา 72 ช่ัวโมง     ของลูกนํ ้ายุงลายระยะท่ี 4  ในเวลา 96 ช่ัวโมง
หมายเหตุ Glass  = ทดลองในภาชนะแกว        Aluminium   = ทดลองในภาชนะอลูมิเนียม         

Cement  = ทดลองในภาชนะซีเมนต   Earthenware = ทดลองในภาชนะดินเผา
Plastic    = ทดลองในภาชนะพลาสติก

ภาพที่  4.3  กราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Bti กับอัตราการตาย
ของลูกนํ ้ายุงลายทดลองในหองปฏิบัติการ
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4.2  ศกึษาความสัมพันธระหวางคา LC50  กับปจจัยทางกายภาพ
4.2.1     การศึกษาอัตราการตายของลูกนํ ้าตางภาชนะ

จากการวิเคราะหหาความแตกตางของอัตราการตายของลูกน้ํ ายุงในภาชนะที่ใช
ทดลอง 5 ชนิด จากผลการทดลองความเปนพิษของ Bti ที่ความเขมขนตางๆ ตอลูกน้ํ ายุงลายดัง
แสดงในตารางที ่ 4.1–4.5 โดยใชวิธ ี One way ANOVA พบวาไมมีความแตกตางของอัตราการตาย
ของลูกน้ํ าในภาชนะทั้ง 5 ชนิดที่ใชทดลองที่ระดับนัยสํ าคัญ 0.05 รายละเอียดวิธีการวิเคราะหขอมูล
โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร SPSS for Windows versions 10.0.7   แสดงผลดังตารางที่ 4.10 และ
4.11

ตารางท่ี  4.10 แสดงคาเฉลี่ย ±  SD ของอัตราการตายของลูกน้ํ ายุง
คาเฉลี่ย ±  SDความเขมขน

ของ Bti
(cells/ml)

ลูกนํ้  ายุ งระยะ2  
เวลา 72 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุ งระยะ2  
เวลา 96 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุ งระยะ4  
เวลา 72 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุ งระยะ4  
เวลา 96 ช่ัวโมง

7x106 .08 ± .19 .08 ± .19 .04 ± .11 .04 ± .11
2x107 2.17 ±  2.06 2.17 ±  2.06 .46 ±  .54 .59 ±  .83
7x107 5.90 ±  3.31 5.90 ±  3.31 3.26 ±  2.24 3.81 ±  2.84
2x108 12.88 ±  5.48 12.88 ±  5.48 9.12 ±  3.98 11.04 ±  5.30
7x108 17.77 ±  6.26 17.77 ±  6.26 15.01 ±  6.40 16.39 ±  7.20

ตารางที่  4.11 แสดงผลวิเคราะหทางสถิติหาความแตกตางของอัตราการตายของลูกน้ํ ายุงใน 
ภาชนะ 5 ชนิด วิธ ีOne way ANOVA

คานัยส ําคัญความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)
ลูกนํ้  ายุ งระยะ2  
เวลา 72 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุ งระยะ2  
เวลา 96 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุ งระยะ4  
เวลา 72 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุ งระยะ4  
เวลา 96 ช่ัวโมง

7x106 .15 .15 .58 .58
2x107 .25 .25 .56 .50
7x107 .55 .55 .73 .71
2x108 .95 .95 .95 .97
7x108 .99 .99 .99 1
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จากตารางท่ี 4.11 ใชวิธีวิเคราะห  One way ANOVAในการทดลองความแตกตางของอัตรา
การตายของลูกนํ ้ายุงลายแตละภาชนะ
สมมุติฐานทางสถิติ
H0  :  µ1  =  µ2  =  µ3

H1  :  µi   ≠  µj       (i ≠ j)
หรือ
H0  :  อัตราการตายของลูกนํ้ าแตละภาชนะไมแตกตางกัน
H1  :  อัตราการตายของลูกนํ้ าแตละภาชนะแตกตางกัน
กํ าหนด  α  = 0.05
พบวาระดับนัยส ําคัญ (significant) จากผลลัพธ ความเขมขนของ Bti ทั้ง 5 ระดับมีคามากกวา α   ที่
กํ าหนดคือ  0.05
ดังน้ันสรุปไดวา  ยอมรับสมมุติฐาน    H0  :  µ1  =  µ2  =  µ3

ปฏิเสธสมมุติฐาน    H1  :  µi  ≠ µj       (i ≠ j)
ซึ่งหมายความวา  ไมมีความแตกตางของอัตราการตายของลูกน้ํ าแตละภาชนะที่ระดับนัย

สํ าคัญ 0.05  จึงไมตองใชสถิติการเปรียบเทียบแตละกลุม

4.2.2    การศึกษาอัตราการตายของลูกนํ ้าตางสิ่งแวดลอม
แสดงผลวิเคราะหทางสถิติหาความแตกตางของอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลายใน

สิ่งแวดลอม 3 อยาง ไดแก ในอาคาร นอกอาคาร และในหองปฏิบัติการ ดวยวิธ ีOne way ANOVA
แสดงดังตารางท่ี 4.12  และ  ผลวิเคราะหสถิติการเปรียบเทียบความเปนพิษของ  Bti  ตอลูกนํ ้ายุง
ลาย (A.  aegypti)  ระยะที ่2  และ ระยะท่ี 4 ในเวลา 72 ช่ัวโมง และ96 ช่ัวโมงในภาชนะ 5 ชนิดใน
สิ่งแวดลอมที่ตางกัน 3 อยาง แสดงดังตารางท่ี 4.13
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ตารางท่ี  4.12 แสดงผลวิเคราะหทางสถิติหาความแตกตางของอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงใน
3 สิ่งแวดลอมดวยวิธ ีOne way ANOVA

คานัยส ําคัญความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)
ลูกนํ้  ายุงระยะ2  
เวลา 72 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุงระยะ2  
เวลา 96 ช่ัวโมง

ลูกนํ้ ายุงระยะ4  
เวลา 72 ช่ัวโมง

ลูกนํ้  ายุงระยะ4  
เวลา 96 ช่ัวโมง

7x106 .50 .50 .61 .61
2x107 .04* .04* .62 .45
7x107 .00* .00* .00* .00*
2x108 .00* .00* .00* .00*
7x108 .00* .00* .00* .00*

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย* หมายถึงมีความแตกตางกันที่สิ่งแวดลอมคูใดคูหนึ่งที่ระดับนัยสํ าคัญ 0.05
   (*p< 0.05)

จากตารางท่ี 4.12 ใช วิธีวิเคราะห  One Way ANOVAในการทดลองความแตกตางทางสถิติ
ของอัตราการตายของลูกน้ํ าแตละสิ่งแวดลอม
 สมมุติฐานทางสถิติ
H0  :  µ1  =  µ2  =  µ3

H1  :  µi  ≠  µj       (i ≠ j)  หรือ
H0  :  อัตราการตายของลูกนํ้ าแตละสิ่งแวดลอมไมแตกตางกัน
H1  :  อัตราการตายของลูกน้ํ าแตละสิ่งแวดลอมแตกตางกัน
กํ าหนด  α  = 0.05 พบวาระดับนัยส ําคัญ (Sig.) จากผลลัพธ มีคานอยกวา α   ที่ก ําหนดคือ  0.05
ดังน้ันสรุปไดวา  ปฏิเสธสมมุติฐาน    H0  :  µ1  =  µ2  =  µ3

ยอมรับสมมุติฐาน    H1  :  µi  ≠  µj       (i ≠ j)
ซึ่งหมายความวา  มีความแตกตางของอัตราการตายของลูกน้ํ าแตละสิ่งแวดลอม อยางนอย

2  แหงที่ระดับนัยส ําคัญ 0.05  จึงใชสถิติการเปรียบเทียบแตละกลุม  (Post Hoc Tests)โดยวิธีของ
LSD เพื่อหาความแตกตางของคูตัวแปรใน สิ่งแวดลอม 3 อยาง กํ าหนดระดับนัยส ําคัญ 0.05
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ตารางท่ี 4.13 แสดงผลวิเคราะหสถิติการเปรียบเทียบแตละคูตัวแปรในสิ่งแวดลอม 3 อยางโดย
วิธีของ  LSD

คานัยสํ าคัญของ Mean Differenceความเขมขน
ของ Bti

(cells/ml)

สิ่งแวดลอม
ลูกน้ํ ายุงระยะ
ที่ 2  ในเวลา
72 ช่ัวโมง

ลูกน้ํ ายุงระยะ
ที่ 2  ในเวลา
96 ช่ัวโมง

ลูกน้ํ ายุงระยะ
ที่ 4 ในเวลา
72 ช่ัวโมง

ลูกน้ํ ายุงระยะ
ที่ 4  ในเวลา
96 ช่ัวโมง

ในอาคาร กับ
นอกอาคาร

 .34 .42 .36 .38
ในอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

.60 .60 .37 .25

7x106

นอกอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

.24 .24 .56 .59
ในอาคาร กับ
นอกอาคาร

 .02*  .02* .46 .28
ในอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

.80 .80        .37 .28

2x107

นอกอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

 .04*  .04* .86 .99
ในอาคาร กับ
นอกอาคาร

 .00*  .00* .00* .00*
ในอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

.56 .56       .84 .91

7x107

นอกอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

 .00* .00* .00* .00*
ในอาคาร กับ
นอกอาคาร

 .00* .00* .00* .00*
ในอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

.99       .99       .14       .77

2x108

นอกอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

 .00* .00* .00* .00*
ในอาคาร กับ
นอกอาคาร

 .00* .00* .00* .00*
ในอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

.68       .64       .62       .89

7x108

นอกอาคาร กับ
ในหองปฏิบัติการ

 .00* .00* .00* .00*

หมายเหตุ             * หมายถึงมีความแตกตางของคูสิ่งแวดลอมที่ระดับนัยส ําคัญ 0.05 (*p< 0.05)
จากตารางที ่4.13 ผลลัพธจากการเปรียบเทียบคาสถิติโดยจะมีเครื่องหมาย * ในผล

ลัพธชองคานัยส ําคัญของ  Mean Difference กลุมใดที่มีคาเฉลี่ยแตกตางกันบาง จากการวิเคราะหผล
สิ่งแวดลอมที่มีอัตราการตายของลูกนํ้ าแตกตางกันสรุปไดวา สิ่งแวดลอมที่มีอัตราการตายของลูก
น้ํ าแตกตางกันคือที่ระดับความเขมขน 7x107 cells/ml ความเขมขน 2x108 cells/ml และ
ความเขมขน 7x108 cells/ml สวนที่ระดับความเขมขน 7x106 cells/ml ลูกนํ้ าทั้งระยะที่ 2 และ
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ระยะท่ี  4 ไมแตกตาง และ ความเขมขน 2x107 cells/ml ของลูกนํ ้าระยะที่ 4 ไมแตกตาง โดยสิ่งแวด
ลอมท่ีแตกตางคือ

• ! สิ่งแวดลอมในอาคารกับนอกอาคาร
• ! สิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการกับนอกอาคาร
โดยการทดลองกลางแจง (นอกอาคาร) จะไดคา LC50  ภายใน  72 ช่ัวโมง และ 96  ช่ัวโมง

สูงกวาการทดลองในอาคารและในหองปฏิบัติการ
4.2.3   การศึกษาความสัมพันธระหวางอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลายกับสิ่งแวดลอม

การศึกษาความสัมพันธระหวางคา    LC50            ที่ไดในภาชนะตางชนิดกันกับปจจัย
ส่ิงแวดลอมบางประการคือ คาของปริมาณออกซิเจนละลาย(DO) อุณหภูมิของน้ํ า และคา pH ของนํ ้า โดยการ
วเิคราะหความสัมพันธทางสถิต ิ(Pearson correlation)   แสดงผลดังในตารางที ่4.14
ตารางท่ี  4. 14 แสดงผลวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติระหวางอัตราตายของลูกนํ้ ากับ

ความเขมขนของ Bti และปจจัยทางกายภาพโดยใชวิธ ีPearson  correlation
ความเขมขนของ Bti

(cells/ml) อุณหภูมิน้ํ า

(องศาเซลเซียส)

DO (mg/l) pHอัตราตายลูก
นํ ้าตางระยะ
ตางเวลา

ความ
สัม
พันธ

เฉลี่ย ±
SD

ความ
สัม
พันธ

เฉลี่ย ±
SD

ความ
สัม
พันธ

เฉลี่ย ±
SD

ความ
สัม
พันธ

เฉลี่ย ±
SD

ระยะที ่2
เวลา 72
ช่ัวโมง

.80* 2x108 ±
2.6x108

-.25* 27.33  ±
1.31

-.23* 4.02  ±
0.27

.20* 7.05  ±
0.13

ระยะที ่2
เวลา 96
ช่ัวโมง

.77* 2x108 ±
2.6x108

-.28* 27.78  ±
1.49

-.82* 4.04  ±
0.25

.23* 7.16  ±
1.00

ระยะที ่4
เวลา 72
ช่ัวโมง

.81* 2x108 ±
2.6x108

-.21* 27.33  ±
1.31

-.85* 27.33  ±
0.27

.23* 7.05  ±
1.03

ระยะที ่4
เวลา 96
ช่ัวโมง

.77* 2x108 ±
2.6x108

-.19* 30.55  ±
2.44

-.79* 4.10 ±
0.29

.22* 7.15  ±
1.00

หมายเหตุ  เครื่องหมาย*   หมายถึงมีความสัมพันธที่ระดับนัยส ําคัญ 0.05 (*p< 0.05)
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การทดลองคาความสัมพันธระหวางคาความสัมพันธของอัตราการตายของลูกนํ ้ากับปจจัย
ทางกายภาพ ใช วิธีวิเคราะห Pearson correlation    หาคาความสัมพันธของอัตราการตายของลูกนํ ้า
กับปจจัยทางกายภาพ
สมมุติฐานทางสถิติ

H0  :  ตัวแปรทั้งสองไมมีความสัมพันธเชิงเสนตอกัน
H1  :  ตัวแปรทั้งสองมีความสัมพันธเชิงเสนตอกัน  หรือ
H0  :   ρ   =  0
H1  :   ρ   ≠  0

กํ าหนดคา α   ที ่ 0.05
จากผลการวิเคราะห สรุปไดวา ปฏิเสธสมมุติฐาน H0  ที่ระดับ α   =  0.05 น่ันคือ ρ    ≠  0

(มีความสัมพันธ) ดังแสดงในตารางท่ี 4.15
ผลการวิเคราะห อัตราการตายของลูกน้ํ าระยะที่ 2 และระยะที ่4  ที่เวลา 72 ชั่วโมงและ 96

ชั่วโมงกับปจจัยทางกายภาพ หมายความวา ตัวแปร 3 ตัว คือ อุณหภูมิ  pH และคา DO มี ความ
สัมพันธกับอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลาย ที่ระดับนัยส ําคัญ 0.05  น่ันคือ

• ! ระดับความเขมขนของ Bti มีความสัมพันธในแนวทางเดียวกันกับอัตราการ
ตายของลูกน้ํ า หรือแปรผันตามกัน

• ! อุณหภูมิมีความสัมพันธกันในทางตรงขามกับอัตราการตายของลูกนํ ้า หรือ
แปรผกผันกัน

• ! DO มีความสัมพันธกันในทางตรงขามกับอัตราการตายของลูกนํ้ า หรือแปรผก
ผันกัน

• ! pH มีความสัมพันธในแนวทางเดียวกันกับอัตราการตายของลูกนํ ้า หรือแปร
ผันตามกัน

4.2.4 อุณหภูมิของอากาศ ความชื้นสัมพัทธและความเขมแสง ในขณะทดลองความเปน
พิษของ Bti  ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2 และ 4 ในภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม
ภายใตสิ่งแวดลอมที่ตางกัน

ผลการวัดอุณหภูมิของอากาศความชื้นสัมพัทธและความเขมแสงเฉลี่ยในขณะทดลองกับ
ลูกนํ้ าระยะที่ 2 และ4  ในเวลา 72 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง แสดงดังตารางท่ี 4.15 และ 4.16
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ตารางท่ี 4.15   ผลการเปรียบเทียบอุณหภูมิของอากาศความชื้นสัมพัทธและความเขมแสงเฉลี่ย
จากการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2

อุณหภูมิ  (องศาเซลเซียส) ความชื้นสัมพัทธ (%RH) ความเขมแสง (Lux)
ชั่ว
โมง
ที่

ในอาคาร นอก
อาคาร

ในหอง
ปฏิบัติ
การ

ใน
อาคาร

นอก
อาคาร

ในหอง
ปฏิบัติ
การ

ใน
อาคาร

นอก
อาคาร

ในหอง
ปฏิบัติ
การ

72 27.20 38.90 30.80 59.10 58.00 62.20 400 1300 500
96 27.10 40.80 30.80 58.40 59.00 63.00 400 1300 500

ตารางท่ี 4.16   ผลการเปรียบเทียบอุณหภูมิของอากาศความชื้นสัมพัทธและความเขมแสงเฉลี่ย
จากการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 4

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ความชื้นสัมพัทธ (%RH) ความเขมแสง (Lux)
ชั่ว
โมง
ที่

ในอาคาร นอก
อาคาร

ในหอง
ปฏิบัติ
การ

ใน
อาคาร

นอก
อาคาร

ในหอง
ปฏิบัติ
การ

ใน
อาคาร

นอก
อาคาร

ในหอง
ปฏิบัติ
การ

72 28.10 43.70 29.90 59.00 59.40 62.00 400 1300 500
96 29.20 39.90 30.90 58.50 63.00 61.00 400 1300 500

4.3 อภปิรายผลการศกึษา

จากการทดลองความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลาย (A.aegypti) ในภาชนะเก็บน้ํ าตางชนิด
ภายใตสิ่งแวดลอมที่ตางกัน พบวา ความเขมขนที่สูงขึ้นของสารละลาย Bti มีผลท ําใหสัดสวนการ
ตายของลูกน้ํ าสูงขึ้น ท้ังน้ีเน่ืองมาจากการเพ่ิมความเขมขนของ Bti ทํ าใหความเปนพิษสูงขึ้น โอกาส
ที่ลูกน้ํ าจะกินสารพิษในปริมาณมากก็สูงขึ้นเชนกันและการออกฤทธิ์ของสารพิษในการท ําลายเซลล
กระเพาะอาหารของลูกนํ ้ายุงก็สูงขึ้น จึงสงผลใหมีการตายของลูกนํ ้าสูงขึ้นตามไปดวย
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จากการศึกษาคาความเขมขนของ Bti ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงระยะที ่2 ในภาชนะทุกชนิด ตายรอย
ละ 50 (LC50) ในเวลา 72 ช่ัวโมง  มีคาใกลเคียงกันคือ ที่สิ่งแวดลอมในอาคารภาชนะแกวเทากับ
1.68x108 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  2.25x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  1.70x108

cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  1.87x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  1.87x108 cells/ml    นอก
อาคาร ภาชนะแกวเทากับ  1.19x109 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  1.16x109 cells/ml ภาชนะ
ซีเมนตเทากับ  9.06x108 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  7.53x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ
1.03x109 cells/ml    และในหองปฏิบัติการทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันและใกลเคียงกับใน
อาคาร และ LC50 ในเวลา 96 ช่ัวโมง มีคาตํ ่ากวา LC50 ในเวลา 72 ช่ัวโมง ผลสรุป คา LC50 (cells/ml)
ที่คํ านวณไดจากการทดลอง แสดงไวในตารางที ่4.8

คาความเขมขนของ Bti ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงระยะที ่ 4 ในภาชนะทุกชนิดตายรอยละ 50 (LC50)
ในเวลา 72 ชั่วโมงมีคาใกลเคียงกันคือ    ที่สิ่งแวดลอมในอาคารในภาชนะแกวเทากับ  1.57x108

cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  3.84x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  2.36x108 cells/ml ภาชนะ
ดินเผาเทากับ  2.70x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  2.47x108 cells/ml   นอกอาคาร ภาชนะ
แกวเทากับ  1.22x109 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  9.77x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ
9.59x108 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  1.08x109 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  1.24x109

cells/ml และในหองปฏิบัติการทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันและใกลเคียงกับในอาคาร    ผลสรุป
คา LC50 (cells/ml) ที่คํ านวณไดจากการทดลอง แสดงดังตาราง 4.9

คา LC50 ที่ไดจากการทดลองนี้สูงมากเมื่อเทียบกับคา LC50 หรือ LD50 ที่ผูวิจัยทานอื่นศึกษา
ไว  เชน Service (1983) ไดคา LD50      ในเวลา 24 ช่ัวโมง เทากับ 9.8x104 spores/ml  นิภา เบญจพงศ ,
สมศักด์ิ พันธุวัฒนา และ เพ็ญสุข เตาทอง (2528) ทดลองความเปนพิษของ Bti กับลูกนํ ้ายุงลายระยะ
ที ่ 2 ไดคา LC50 และ คา LC90 ในเวลา 48 ช่ัวโมง เทากับ 7.13x103 spores/ml และ  2.19x104

spores/ml ตามล ําดับ และคาความไวที่ผูวิจัยทานนี้ศึกษาไว พบวาลูกนํ้ ายุงลาย A. aegypti ใหคา
LT100 (100 % Lethal time) เทากับ 30-40 นาท ี แตจากการทดลองนี้พบวาลูกนํ ้ายุงลายจะเริ่มตายมาก
เมื่อเวลา 48 ช่ัวโมง  และการศึกษาของ  นิภา เบญจพงศ , สมศักดิ์ พันธุวัฒนา และ เพ็ญสุข เตาทอง
(2528) ก็พบวา ลูกนํ้ าตายมากที่เวลา 48  ช่ัวโมง แตใชความเขมขน Bti ต่ํ ากวา   ท่ีเปนเชนน้ีเปนผล
เน่ืองมาจากปจจัยหลักๆ คือเช้ือแบคทีเรีย ซึ่งอาจมีความแตกตางกันของสายพันธุในการผลิตมาจาก
ประเทศที่ตางกัน  ความแตกตางแตละชุดการผลิต  เทคนิค วิธีการเลี้ยงเชื้อ  ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ
ที่ใชในการผลิต มีผลตอปริมาณผลกึโปรตีน Bti และความรุนแรงของพิษ (Couch  and Ross, 1980)
ขนาดผลึก และรูปแบบผลิตภัณฑ Bti มีผลตอพฤติกรรมการกนิอาหารของลูกน้ํ าแตละชนิด (Foo
and Yap, 1982)  ปจจัยตอมาคือ ชนิดของลูกนํ ้า ซึ่งมีความแตกตางกันของสายพันธุและระยะของ
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ลูกนํ้ า  ปจจัยสุดทายคือสิ่งแวดลอมในขณะทดลอง เชน อุณหภูมิ ความแตกตางกันของน้ํ าที่ใช
ทดลอง  แสงแดด (Becker,  Zgomba, Ludwig, Petric, and Rettich, 1992)

จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาคาความเปนพิษของ Bti ตอลูกนํ ้ายุงลายระยะที่ 2
จะมากกวา ลูกนํ้ าระยะที่ 4 ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Guillet and Escaffre (1979) ที่พบวา
ความเปนพิษของ Bti  มีความสัมพันธในทางตรงขามกับอายุของลูกนํ ้า ซึ่งมักจะคิดเปนระยะของ
ลูกนํ้ า (instar)  น่ันคือ Bti จะมีความเปนพิษมากกับลูกนํ้ าระยะตนๆ มากกวาระยะทายๆ และจาก
การศึกษาตอมาของ Olejnicek (1986) ก็ใหผลในท ํานองเดียวกัน

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดทํ าการทดลองหาความสัมพันธของปจจัยทางกายภาพบางประการคือ 
อุณหภูมิน้ํ า  คา DO  คา pH  ตออัตราการตายของลูกน้ํ ายุงลาย เนื่องจากอุณหภูมิในแหลงเพาะพันธุ
ที่ตางกันมากกวา 10-15 องศาเซลเซียสจะมีผลตอประสิทธภิาพความเปนพิษของ Bti จึงไดทํ าการ
บันทึกอุณหภูมินํ ้า  คา DO  คา pH ในภาชนะแกว พลาสติก ซีเมนต ดินเผา และอลูมิเนียม พบวา  คา
ความแตกตางของอุณหภูมิน้ํ าในภาชนะทั้ง 5 ชนิดที่สิ่งแวดลอมเดียวกันเทากับ 2 องศาเซลเซียส
การทดสอบทางสถิติพบวาความเปนพิษของBtiในการทํ าลายลูกน้ํ ายุงในแตละภาชนะไมแตกตาง
กัน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Becker, Zgomba, Ludwig, Petric, and Rettich (1992)  และมี
การศึกษาโดยนิตยาจาร กิตติเดชา (2540) พบวา ประสิทธิภาพในการท ําลายลูกนํ้ ายุงของผลิตภัณฑ
Bti ยี่หอ Larvetab  ในภาชนะพลาสติก ซีเมนต และดินเผา ในเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา ไมแตกตาง
กัน แตจากการทดลองความคงอยูของผลิตภัณฑ Bti ยี่หอ Larvetab    พบวาความคงอยูของ Bti ใน
ภาชนะพลาสติก ซีเมนต และดินเผา อยูที่เวลา 21, 18 และ 11 วัน ตามล ําดับ    ซึ่งภาชนะพลาสติก
คงอยูนานที่สุด

การเปรียบเทียบอัตราการตายของลูกนํ้ าในสิ่งแวดลอมในอาคาร  นอกอาคาร และในหอง
ปฏิบัติการ พบวา อัตราการตายของลูกน้ํ าในอาคารและในหองปฏิบัติการแตกตางกับนอกอาคาร ซึ่ง
ก็เนื่องจากอุณหภูมินํ ้าในอาคารอยูระหวาง 26.3-27.2  องศาเซลเซียส และในหองปฏิบัติการใกล
เคียงกับในอาคารแตแตกตางกับนอกอาคาร พบวาอุณหภูมิน้ํ าในภาชนะนอกอาคารอยูระหวาง
27.1-30.6  องศาเซลเซียส       ซึ่งการศึกษาของ Igonoffo, Garcia, Kroha, Fukuda, and Couch
(1981) พบวาประสิทธิภาพของ Bti ในน้ํ ากลั่นและนํ้ าบอจะหมดลงถาถูกแสงอัลตราไวโอเลต 24
ช่ัวโมง และ ท่ีอุณหภูมิ 31±1  องศาเซลเซียส ไมมีผลตอประสิทธิภาพ Bti นาน 100 วัน และที่  pH
ของน้ํ าเทากับ 4, 6.6, 10 พบวาไมมีผลตอประสิทธิภาพ Bti     ซึ่งอุณหภูมินํ ้านอกอาคารท่ีสูงเกือบ
ถึง 31  องศาเซลเซียส ประกอบกับปจจัยอื่นๆ เชนเชื้อแบคทีเรียผลิตมาจากประเทศที่ตางกัน  ความ
แตกตางแตละชุดการผลิต  เทคนิค วิธีการ  ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการผลิตมีผลตอปริมาณ
ผลกึโปรตีน Bt และความรุนแรงของพิษ (Couch and Ross, 1980)   ขนาดผลึก และรูปแบบผลิต
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ภัณฑ Bti มีผลตอพฤติกรรมการกนิอาหารของลูกน้ํ าแตละชนิด (Foo and Yap, 1982)   ความแตก
ตางกันของสายพันธุและระยะของลูกนํ ้าและสิ่งแวดลอมในขณะทดลอง จากการทดลองไดวัดคา
pH ในแตละภาชนะและแตละสิ่งแวดลอมอยูระหวาง  6.1- 8.7 พบวา pH มีความสัมพันธทางเดียว
กันกับอัตราการตายของลูกนํ ้าระยะที่ 2 ที ่ 96 ชั่วโมงและลูกนํ ้าระยะที่ 4   ซึ่ง   สอดคลองกับการ
ศึกษาของ Igonoffo, Garcia, Kroha, Fukuda, and Couch (1981) และการศึกษาของ Lacey, Mulla,
and Dulmage (1978) พบวา อัตราการตายของลูกน้ํ ามีความสัมพันธในทางเดียวกันกับคา pH และ
ประสิทธิภาพในการก ําจัดลูกนํ ้าของ Bti จะลดลงในสภาวะที่นํ ้าเปนกรด ดังน้ัน ในการทดลองนี้คา
pH ต่ํ าที่สุดคือ 6.1 ซึ่งไมมีผลตอการทดลองในครั้งนี้เชนเดียวกัน สวน DO จากการทดลองอยู
ระหวาง 3.5-6.5  พบวามีความสัมพันธในทางตรงขามกับอัตราการตายของลูกนํ ้าหรือแปรผกผันกัน
ซึ่งจากการศึกษาในภาคสนามของ Car (1984) พบวา ประสิทธิภาพของ Bti จะยิ่งลดลงในนํ ้าเสียที่มี
คา DO ต่ํ า น้ํ าที่มีของเสียปะปนอยูและนํ ้าที่มีสวนประกอบ chloride สูงซึ่งไมสอดคลองกับการ
ทดลองนี ้   อาจเนื่องมาจาก DO ขณะทดลองอยูระหวาง 3.5-6.5 ซึ่งอยูในระดับที่ยังไมตํ่ าจนทํ าให
ประสิทธิภาพของ Bti ลดลง และจากการทดลองของนิภา เบญจพงศ , สมศักดิ์ พันธุวัฒนา และ
เพ็ญสุข เตาทอง (2528)  ไดศึกษาความเปนพิษของ Bti กับลูกนํ ้ายุงลายและยุงรํ าคาญในน้ํ า 3 ชนิด
คือน้ํ ากลั่น น้ํ าประปา และนํ้ าเสีย พบวาใน 1 สัปดาหแรกของการทดลองประสิทธิภาพฆาลูกนํ ้ายุง
ลายและยุงรํ าคาญไมแตกตางกันในนํ ้าทั้ง 3 ชนิด แตสัปดาหตอมาจะตองใชระยะเวลามากขึ้นใน
การที่จะท ําใหลูกนํ้ าตายเทาเดิมโดยใชความเขมขนของ Bti เทาเดิม  น่ันคือความคงทนของพิษใน
น้ํ ากลั่นจะดีกวาในนํ ้าเสียหรือน้ํ าประปาแตความเปนพิษในสัปดาหแรกไมแตกตางกัน  จากการ
ทดลองคร้ังน้ีท่ี DO ลดลงอาจมีผลท ําใหลูกนํ้ าท่ีออนแอตายเร็วข้ึน
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 บทสรุป

5.1  สรุปผลการวิจัย

1.   การทดสอบความเปนพิษของ  Bti   ตอลูกนํ ้ายุงลาย  (A.  aegypti)  ระยะท่ี 2   และ  4
ในภาชนะแกว  พลาสติก  ซีเมนต ดินเผา  และอลูมิเนียม  ท่ีทํ าใหลูกน้ํ ายุงลายตายรอยละ 50 ของ
ลูกน้ํ ายุงลายท่ีใชทดลองท้ังหมด (LC50)  ภายใน 72 ชั่วโมง และ 96 ชั่วโมงในอาคาร นอกอาคาร และ
ในหองปฏิบัติการ ในสภาพจ ําลองปลอยใหน้ํ าระเหยไปตามธรรมชาติ
 จากการศึกษาคาความเขมขนของ Bti ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงระยะที ่ 2 ในเวลา 72 ช่ัวโมง
ตายรอยละ 50 (LC50) ทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันคือ ในอาคารภาชนะแกวเทากับ  1.68x108

cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  2.25x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  1.70x108 cells/ml ภาชนะ
ดินเผาเทากับ  1.87x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  1.87x108 cells/ml    นอกอาคาร ภาชนะ
แกวเทากับ  1.19x109 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  1.16x109 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ
9.06x108 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  7.53x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  1.03x109

cells/ml    และในหองปฏิบัติการภาชนะแกวเทากับ   1.67x10 8   cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ
2.17x10 8   cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ   1.93x10 8   cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ 2.28x10 8   
cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ   1.72x10 8   cells/ml    ในหองปฏิบัติการทุกชนิดภาชนะมีคา
ใกลเคียงกันและใกลเคียงกับในอาคาร

คาความเขมขนของ Bti ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงระยะที่ 4 ในเวลา 72 ช่ัวโมง ตายรอยละ 50 (LC50)
ทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันคือ   ในอาคารภาชนะแกวเทากับ 1.57x108 cells/ml ภาชนะ
พลาสติกเทากับ  3.84x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  2.36 x108 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ
2.70x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  2.47x108 cells/ml    นอกอาคาร ภาชนะแกวเทากับ
1.22x109 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  9.77x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  9.59x108

cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  1.08x109 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  1.24x109 cells/ml    และ
ในหองปฏิบัติการภาชนะแกวเทากับ  2.68x10 8  cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ 2.70x108  cells/ml
ภาชนะซีเมนตเทากับ 2.42x10 8 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ 2.30x10 8  cells/ml ภาชนะอลูมิเนียม
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เทากับ  1.93x10 8  cells/ml    ในหองปฏิบัติการทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันและใกลเคียงกับ
ในอาคาร

จากการศึกษาคาความเปนพิษของ  Bti  ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงระยะที่ 2 ในเวลา 96 ช่ัวโมง
ตายรอยละ 50 (LC50) ทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันคือ ในอาคารภาชนะแกวเทากับ  9.29x107

cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  1.45x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  1.18x108 cells/ml ภาชนะ
ดินเผาเทากับ  1.08x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  1.22x108 cells/ml    นอกอาคาร ภาชนะ
แกวเทากับ  8.99x108 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  8.07x109 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ
6.21x108 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  5.28x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  8.05x108

cells/ml     และในหองปฏิบัติการภาชนะแกวเทากับ 1.56x108     cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ
1.41x108  cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ 1.01x10 8  cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  1.71x108  cells/ml
ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ 1.61x10 8   cells/ml    ในหองปฏิบัติการทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกัน
และใกลเคียงกับในอาคาร

 ความเปนพิษของ  Bti  ที่ท ําใหลูกนํ้ ายุงระยะที่ 4 ในเวลา 96 ช่ัวโมง ตายรอยละ 50 (LC50)
ทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันคือ ในอาคารภาชนะแกวเทากับ  9.01x108 cells/ml ภาชนะพลาสติก
เทากับ  2.00x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  1.96x108 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  2.32x108

cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  2.10x108 cells/ml    นอกอาคาร ภาชนะแกว     เทากับ  9.62x108

cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ  7.88x108 cells/ml ภาชนะซีเมนตเทากับ  8.23x108 cells/ml ภาชนะ
ดินเผาเทากับ  8.06x108 cells/ml ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ  9.19x108 cells/ml     และในหอง
ปฏิบัติการภาชนะแกวเทากับ 1.79x10 8 cells/ml ภาชนะพลาสติกเทากับ 1.99x10 8 cells/ml ภาชนะ
ซีเมนตเทากับ 1.68x10 8 cells/ml ภาชนะดินเผาเทากับ  1.88x10 8cells/ml  ภาชนะอลูมิเนียมเทากับ
1.71x10 8   cells/ml    ในหองปฏิบัติการทุกชนิดภาชนะมีคาใกลเคียงกันและใกลเคียงกับในอาคาร

2.   การทดสอบความแตกตางอัตราการตายของลูกนํ้ ายุงลายแตละภาชนะ
สรุปจากผลการทดสอบความแปรปรวนของอัตราการตายของลูกนํ ้ายุงลายตอภาชนะพบวา

อัตราการตายของลูกน้ํ ายุงลายในทุกชนิดภาชนะในเวลาเดียวกันและในสิ่งแวดลอมเดียวกันไมแตก
ตางกัน

3.   การทดสอบความแตกตางของอัตราการตายของลูกนํ้ าแตละสิ่งแวดลอม
 สรุปไดวาสิ่งแวดลอมที่มีอัตราการตายของลูกนํ้ าแตกตางกันคือที่ระดับความเขมขน  7x107

cells/ml  ความเขมขน 2x108 cells/ml และความเขมขน 7x108 cells/ml   สวนที่ระดับความเขมขน
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7x106 cells/ml  และ ความเขมขน 2x107 cells/ml ไมแตกตาง โดยสิ่งแวดลอมที่แตกตาง 2 คู คือ สิ่ง
แวดลอมในอาคารกับนอกอาคาร และ สิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการกับนอกอาคาร

4.   ทดสอบคาความสัมพันธระหวางคาความสัมพันธของอัตราการตายของลูกนํ ้ากับ
ปจจัยทางกายภาพ
 ทดสอบคาความสัมพันธของอัตราการตายของลูกนํ้ าระยะที่ 2 และลูกนํ ้าระยะที่ 4 ในเวลา
72 ชั่วโมงและ 96 ชั่วโมงพบวา ระดับความเขมขนของ Bti และคา pH มีความสัมพันธกับอัตราการ
ตายของลูกน้ํ ายุงลายในแนวทางเดียวกัน  แตคา DO และ อุณหภูมิน้ํ ามีความสัมพันธกับอัตราการ
ตายของลูกน้ํ ายุงลายในทางตรงขามที่ระดับนัยส ําคัญ 0.05 น่ันคือเม่ืออุณหภูมิน้ํ าสูงขึ้นอัตราการ
ตายของลูกน้ํ าจะลดลง    เม่ือคา DO ต่ํ าลงอัตราการตายของลูกนํ้ าจะเพิ่มขึ้น และเมื่อความเขมขน
ของ Bti และคา pH เพ่ิมข้ึนอัตราการตายของลูกน้ํ าจะเพิ่มขึ้นตามไปดวย

5.2   การประยุกตผลการวิจัย

การศึกษานี้น ําไปประยุกตในทางปฏิบัติได เชน มีภาชนะกักเก็บนํ ้าที่ไมมีการใชนํ ้าที่อยูใน
อาคารใสสารละลาย Bti ขนาด  9.01x107 cells/ml  ภาชนะกักเก็บนํ ้าที่ไมมีการใชนํ ้าที่อยูกลางแจง
ใสสารละลาย Bti ขนาด  5.28x108 cells/ml จะใหผลฆาลูกนํ ้ายุงลายไดครึ่งหนึ่งภายในเวลา 96
ชั่วโมง ซึ่งการใช Bti ที่เพาะเลี้ยงไดเองอาจจะชวยลดคาใชจายในการสั่งซื้อผลิตภัณฑ Bti จาก
ตางประเทศ หรือจากหนวยงานองคกรอ่ืนๆ ท่ีจํ าหนายในราคาสูงกวา

5.3   ขอเสนอแนะในการวิจัยตอไป

1.  ควรท ําการศึกษาความเปนพิษของ Bti โดยประยุกตเปนรูปแบบผลิตภัณฑประเภทตางๆ
ท่ีตนทุนการผลิตต่ํ าและนํ าไปใชในภาคสนามไดสะดวกในภาชนะตางๆ ทั้งที่มีการใชนํ้ าและไมมี
การใชน้ํ าที่เปนแหลงเพาะพันธุยุงในภาคสนาม เพื่อประเมินคาใชจายและทัศนคติการยอมรับของ
ประชาชนเพื่อนํ าไปประเมินความคุ มคาในการนํ ามาใชในแผนงานโครงการแกปญหาทาง               
สาธารณสุขในการควบคุมและปองกันปญหาโรคไขเลือดออก

2. ควรท ําการศึกษาความเปนพิษของ Bti ในรูปผลึกโปรตีน (protein crystals) เปรียบเทียบ
กับความเปนพิษของ Bti ในรูปของเซลล เพื่อจะทราบถึงประสิทธิภาพความเปนพิษของ Bti แตละ
รูปแบบเพ่ือท่ีจะสามารถนํ าไปใชไดอยางเหมาะสมและมีประสิทธิภาพสูงสุด ในการวิจัยคร้ังน้ี
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ผูวิจัยไดท ําการเลี้ยงเชื้อนาน 24 ช่ัวโมง และไดท ําการแยกผลึกโปรตีนดสยวิธีตาง ๆ แตไมสามารถ
แยกผลึกโปรตีนไดเน่ืองจากการแยกผลึกโปรตีนควรใชระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อนานขึ้นเปน               
24-48  ช่ัวโมง จะเกิดการ autolysis ของ sporangium  ผลึกโปรตีนจะแยกตัวออกจาก sporangium
(De Barjac and Sutherland, 1990)   หรือใชระยะเวลาเลี้ยงเชื้อนานขึ้นเปน 3-4 วัน ทั้งนี้ขึ้นกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อ   (นิภา เบญจพงศ, สมศักดิ์ พันธุวัฒนา และเพ็ญสุข เตาทอง, 2528) แลวจึงนํ าไปท ํา
แยกผลึกโปรตีนใหบริสุทธิ ์ (purification)โดยใช buoyant density-gradient centrifugation
techniques (De Barjac and Sutherland, 1990)  

3. ควรทํ าการศึกษาความคงอยูของ Bti โดยประยุกตเปนรูปแบบผลิตภัณฑประเภทตางๆ ที่
ตนทุนการผลิตต่ํ าและนํ าไปใชในภาคสนามไดสะดวก
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