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    หัวหน้าการทดลอง : วิชาญ วรรธนะไกวัล กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

    ผู้ร่วมงาน  : ปราสาททอง พรหมเกิด ดาราพร รินทะรักษ์ ปิยาณี หนูกาฬ และ              

ทรงทัพ แก้วตา กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5. บทคัดย่อ   : การ พัฒนาวิ ธี ก า ร เ ก็ บ รั กษาสาร แขวนลอยสปอร์ โ ร ซี ส ต์ ข อ ง               

Sarcocystis singaporensis โดยใช้ potassium dichromate (K2Cr2O7) เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษา

ส าหรับผลิตเป็นเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนู ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2558 ถึงเดือน

กันยายน 2561 ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการทดลองหาร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ และร้อยละ

การตายของหนูทดลอง จากการเก็บสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ลงในสารละลาย 2% potassium 

dichromate (K2Cr2O7) วางแผนการทดลองแบบ CRD 3 ซ้ า มี 4 กรรมวิธี ได้แก่ 1.การล้างด้วยวิธี 

Sheather’s sucrose flotation 2.วิธี Saturate NaCl solution 3.ล้างด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ 4.ล้างและ

เก็บสารแขวนลอยด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ โดยเก็บที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C ทดสอบทุก 6 เดือน เป็นระยะเวลา 

3 ปี พบว่าที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน, 1 ปี, 1 ปี 6 เดือน และ 2 ปี สปอร์โรซีสต์สามารถท าให้

หนูทดลองป่วยและตายได้ เท่ากับร้อยละ 100, 100, 37.5 และ 18.75 ตามล าดับ แต่ที่ระยะเวลาการ

เก็บรักษามากกว่า 2 ปี ขึ้นไป  ไม่สามารถท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ในทุกกรรมวิธี ในขณะที่ร้อย

ละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์  ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน , 1 ปี , 1 ปี 6 เดือน , 2 ปี ,                        

2 ปี 6 เดือน และ 3 ปี เท่ากับ 93.04 , 74.63, 68.53, 55.60, 33.67 และ 17.18 ตามล าดับ ซึ่ง               



แสดงให้เห็นว่าค่าร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ และร้อยละการตายของหนูทดลอง นั้นลดลงตาม

ระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น 

    Abstract  : The development of storage method for sporocysts suspension 

of Sarcocystis singaporensis by using potassium dichromate (K2Cr2O7) to stretch shelf 

life for producing of bio-rodenticide bait was conducted during October 2015 to 

September 2018. This study was conducted for a life percentage of sporocysts and 

percentage of death in rats were kept in 2% potassium dichromate (K2Cr2O7), 

experimental designed in CRD have three replications four treatments;                    1. 

Sheather’s sucrose flotation 2 .  Saturate NaCl solution 3. Wash the sporocysts 

suspension with drinking water 4. Wash and kept the sporocysts suspension with 

drinking water, tested every six months at three years after treatments.  The experiment 

found at 6  months, 1  year, 1  year 6  months and 2  years, the sporocysts are remain 

effective were caused death of rats at 100%, 100%, 37.5% and 18.75% respectively. 

But the storage duration over 2 years were not caused death of rats all treatments. 

While the percentage of the viability of sporocysts at 6 months, 1 year, 1 year 6 months, 

2 years, 2 years 6 months and 3 years are 93.04%, 74.63%, 68.53%, 55.60%, 33.67% 

and 1 7 . 1 8 % respectively. The results indicated that the effective of efficiency 

pathogenesis in rats and the percentage of the viability of the sporocysts are decreasing 

with increasing duration times. 

6. ค ำน ำ : หนูเป็นสัตว์ศัตรูพืชที่สร้างความเสียหายให้แก่พืชหลายชนิด เช่น ข้าว ข้าวโพด  

อ้อย  ถั่วเหลือง  และปาล์มน้ ามัน เป็นต้น ซึ่งนอกจากการท าลายผลิตผลทางการเกษตรแล้ว                  

หนูยังเป็นแหล่งรังโรคที่ส าคัญท่ีถ่ายทอดสู่มนุษย์ และสัตว์เลี้ยงอีกด้วย  เช่น กาฬโรค ซึ่งมีหมัดท่ีอาศัย

อยู่บนตัวหนูเป็นพาหะ, Leptospirosis หรือโรคฉี่หนูที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียกลุ่ม Leptospira,               

โรค Spotted fever มีสาเหตุจากแบคทีเรียกลุ่ม Rickettsia โดยมีไรที่อาศัยอยู่บนตัวหนูเป็นพาหะ 

รวมไปถึงโรคที่เกี่ยวกับระบบทางเดินอาหารต่างๆ ที่มีหนูเป็นพาหะน าโรค เป็นต้น (ยุวลักษณ์ และ

คณะ, 2544)     

การป้องกันก าจัดหนูโดยการใช้สารก าจัดหนู (rodenticide) ในปัจจุบันมีการใช้สารเคมีก าจัด

หนู 2 ประเภท คือประเภทออกฤทธิ์เร็ว (acute rodenticide) และประเภทออกฤทธิ์ช้า (chronic 

rodenticide) สารก าจัดหนูทั้ง 2 ประเภท นั้นสามารถลดจ านวนหนูลงได้อย่างรวดเร็ว แต่การใช้สาร



ก าจัดหนูออกฤทธิ์เร็วบ่อยครั้ง จะท าให้หนูเข็ดขยาดต่อสารพิษ อีกทั้งการใช้สารเคมีก าจัดหนูเหล่านี้มี

อันตรายต่อสิ่งแวดล้อม รวมถึงสัตว์ชนิดอื่นและมนุษย์ที่ได้รับสารก าจัดหนูทั้งทางตรงและทางอ้อม  ท า

ให้ได้รับอันตรายจากสารเคมีก าจัดหนูอาจร้ายแรงถึงขั้นเสียชีวิต ซึ่งส่งผลต่อระบบห่วงโซ่อาหารตาม

ธรรมชาติ ส่งผลให้ห่วงโซ่อาหารนั้นเสียสมดุลในที่สุด   

Sarcocystis singaporensis  Zamen & Colley (1976)  เป็นปรสิตโปรโตซัวที่ต้องการสัตว์

อาศัย 2 ชนิด ได้แก่ สัตว์อาศัยตัวกลาง (intermediate host) คือ หนูสกุลท้องขาว (Rattus) และ

สกุลหนูพุก (Bandicota) เท่านั้น (ยุวลักษณ์ และคณะ 2539a, ยุวลักษณ์ และคณะ 2539b,                    

ยุวลักษณ์ และคณะ 2540, Jakel et al., 1996) ในขณะที่สัตว์อาศัยสุดท้าย (final host) คือ                    

งูเหลือม (Python reticulatus) ซึ่งวงจรชีวิตของปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ สัตว์

อาศัยมาก (Beaver and Maleckar, 1981; Jaekel et al., 1996) พบแพร่ระบาดในแถบเอเซีย

ตะวันออกเฉียงใต้  (Zamen, 1976; Lai, 1977; Kan, 1979; O’Donoghue et al., 1987) ซึ่ งถูก

ค้นพบโดยศาสตราจารย์ Zamen เป็นครั้งแรกในประเทศสิงคโปร์ ปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ขยายพันธุ์

แบบอาศัยเพศในเซลล์บุผิวล าไส้ของงูเหลือม และในระยะสุดท้ายของการเจริญเติบโตมีการสร้าง  

สปอร์โรซีสต์ (sporocysts) ซึ่งจะปะปนออกมาพร้อมมูลงูสู่สิ่งแวดล้อมภายนอก และเข้าสู่หนูซึ่งเป็น

สัตว์อาศัยตัวกลางโดยการปนเปื้อนไปกับน้ าและอาหาร ซึ่งปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ขยายพันธุ์แบบไม่มี

เพศในสัตว์อาศัยตัวกลางและในระยะสุดท้ายของการเจริญเติบโตจะมีการสร้างซาร์โคซีสต์ 

(sarcocysts)  ซึ่งภายในมีแบรดิซ้อยต์ (bradyzoites) บรรจุอยู่ ซึ่งฝังตามกล้ามเนื้อล าตัวหนู ในระยะ

นี้เป็นระยะที่พร้อมเข้าสู่สัตว์อาศัยสุดท้าย (Gardiner et al., 1985) เมื่อหนูซึ่งเป็นสัตว์อาศัยตัวกลาง

ถูกงูเหลือมกินเป็นอาหาร ปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ก็จะเริ่มวงจรชีวิตใหม่อีกครั้ง 

กรมวิชาการเกษตรและองค์การความช่วยเหลือทางด้านวิชาการของสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมัน 

(GTZ) และบริษัทไบเออร์ จ ากัด ได้ร่วมกันท าการวิจัยด้านต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ 

ตั้งแต่ปี 2536 – 2545 จนมีการผลิตปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์เป็นสาร

ชีวินทรีย์ก าจัดหนู (bio-rodenticide) ที่มีการน าไปใช้ในภาคการเกษตรและตามโรงงาน บ้านเรือนกัน

อย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 

การผลิตขยายปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์ ในงูเหลือมติดต่อกันเป็น

ระยะเวลานาน ท าให้เชื้อโปรโตซัวที่ได้อ่อนแอลง และการปนเปื้อนจากค็อคซิเดียโปรโตซัวชนิดอ่ืน 

ส่งผลให้ไม่สามารถท าให้หนูติดเชื้อ ป่วยและตายได้ จึงจ าเป็นต้องมีการดักหนูติดเชื้อโปรโตซัวชนิดนี้

จากธรรมชาติมาให้งูเหลือมกินเป็นอาหาร เพ่ือเพ่ิมศักยภาพของสปอร์โรซีสต์ในการท าให้เกิดโรคที่

รุนแรงต่อหนู ซึ่งท าให้กระบวนการผลิตสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์และเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูที่มี



ศักยภาพสูงขาดความสม่ าเสมอ ไม่ต่อเนื่อง อีกทั้งยังพบว่าหนูติดเชื้อโปรโตซัวจากธรรมชาติ โดยมาก

ประมาณร้อยละ 90 มีโปรโตซัวชนิดอ่ืนๆพบปะปนอยู่ด้วย (ยุวลักษณ์ และคณะ, 2541) ท าให้ได้เชื้อ

ปรสิตโปรโตซัว S.  singaporensis ที่มีความรุนแรงในการก่อโรคกับหนูทดลองที่ไม่เท่ากัน  ดังนั้น

ขั้นตอนการคัดแยกเชื้อจากมูลงูและวิธีการเก็บรักษาสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์จึงมีความส าคัญ 

เพ่ือให้สปอร์โรซีสต์ของเชื้อยังคงมีชีวิตและมีประสิทธิภาพในการท าให้หนูติดเชื้อป่วยและตายได้   

อย่างไรก็ดีจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า สารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษาในน้ าดื่มสะอาด

และในสารละลายเกลือ PBS 1% ที่อุณหภูมิ 4-10 oC และสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษาใน

ไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ – 176 oC นั้น ร้อยละการชีวิตและประสิทธิภาพการก่อโรคกับหนูทดลอง

ของสปอร์โรซีสต์ลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่นานขึ้น อีกทั้งพบว่าถ้าสารแขวนลอย                   

สปอร์โรซีสต์เก็บรักษามากกว่า 2 ปี ขึ้นไป นั้นไม่สามารถท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ในทุกสภาวะ

ของการทดลองที่ผ่านมา (วิชาญ และคณะ, 2557) ในขณะที่สารละลาย potassium dichromate 

(K2Cr2O7) นั้นเป็นสารละลายที่นิยมน ามาใช้ในการเก็บรักษาโอโอซีสต์ของค็อคซิเดียโปรโตซัว โดย

พบว่าการเก็บรักษาโอโอซีสต์ของค็อคซิเดียโปรโตซัวในสารละลาย 2% potassium dichromate นั้น

มีค่า sporulation สูงและมีค่าร้อยละการถูกท าลายต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายชนิดอ่ืนๆ 

(Duszynski and Gardner, 1990) อีกทั้งยังพบว่า โอโอซีสต์ของค็อคซิเดียโปรโตซัวนั้นสามารถมีชีวิต

อยู่ได้นาน 3-4 ปี (Duszynski and Wilber, 1997) 

 ด้วยเหตุนี้เองการศึกษาครั้งนี้  จึงต้องการทราบเทคนิคและวิธีการเก็บรักษาโปรโตซัวระยะ              

สปอร์โรซีสต์ให้มีความบริสุทธิ์สูง อีกทั้งยังคงความรุนแรงในการ ก่อโรคกับหนูทดลองและสามารถมี

ชีวิตอยู่ได้เป็นระยะเวลานาน เพ่ือที่สปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว  S. singaporensis สามารถคง

ประสิทธิภาพในการก่อโรคกับหนูทดลองได้ ท าให้สามารถผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูส าเร็จรูปที่ มี

ประสิทธิภาพสูง ในการก าจัดหนูอย่างสม่ าเสมอได้เป็นจ านวนมาก และเป็นการสนับสนุนลดการใช้

สารเคมีเพ่ือการเกษตรที่ยั่งยืนต่อไป 

7. วิธีด ำเนินกำร : 

- อุปกรณ์ 
1.  มูลงูเหลือม 
2. หนูทดลอง ได้แก่ หนูท้องขาวบ้าน (Rattus rattus) จากธรรมชาติและหนูทดลอง Sprague Dawley 
Rat   
3.  เครื่องปั่น (centrifuge) Hettich รุ่น universal 16A และตู้เย็น (4-10oC) 
4.  ตะแกรงกรองละเอียด (ขนาดความละเอียด 6-8 ไมครอน) 



5.  Blood counting chamber 
6.  หลอดปั่นขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
7. สารเคมีได้แก่ ชุดสีย้อม nucleic acid (QIAGEN, Live/Dead backlight viability kit), NaCl 
(sodium chloride), น้ าตาลซูโครส (sucrose) และ potassium dichromate (K2Cr2O7) 
8.  น้ าดื่มบริสุทธิ์ 
9.  กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงก าลังขยายสูง (light microscope) 
10. ชุดอุปกรณ์ผ่าตัด 
11. Auto pipette และ Tips 
12. กรงเลี้ยงเดี่ยวส าหรับหนูทดลองขนาด 23x52x22 เซนติเมตร และกรงดักหนู  
13. จานแก้วเพาะเชื้อ (petridish) 
14. ที่ให้อาหารโดยตรงจากปากสู่กระเพาะ (feeding tube) 
- วิธีการ 

กำรเตรียมสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ 
 คัดเลือกสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ไอโซเลทที่มีศักยภาพสามารถท าให้ หนูทดลอง

ป่วยและตายได้ (dose 2x106 sporocysts) จากนั้นน าไปป้อนโดยตรงทางปากในหนูทดลอง Sprague 

Dawley Rat (dose 500 sporocysts) เลี้ยงหนูทดลองเป็นระยะเวลา 2 เดือน น าหนูทดลองไปผ่า

ซากเพ่ือตรวจหาซาร์โคซีสต์ในกล้ามเนื้อ และน าไปให้เป็นอาหารงูเหลือมเพ่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อ หลังจาก

นั้นเก็บมูลงูเหลือมที่ได้ ชั่งมูลงู 5 กรัม ละลายน้ า 30 มิลลิลิตร น าไปกรองผ่านตะแกรงกรองละเอียด 

ปั่นสารแขวนลอยมูลงูที่ผ่านการกรองแล้วที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง 

ท าการปั่นล้าง ประมาณ 2-3 รอบ จนกว่าสารแขวนลอยด้านบนตะกอนจะใส  

กำรล้ำงสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ 

 กรรมวิธีที่ 1; วิธี Sheather’s sucrose flotation (Sheather, 1923)  

 น าสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ผ่านการปั่นล้างแล้ว ท าการล้างด้วย

วิธี Sheather’s sucrose flotation (Sheather, 1923) โดยผสมสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้ผสม

กับ สารละลาย Sheather’s sucrose flotation (ชั่ง sucrose 454 กรัมละลายในน้ า 355 มิลลิลิตร) 

จากนั้นปั่นสารแขวนลอยที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ี เก็บส่วนใสด้านบนของสาร

แขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้ 

 กรรมวิธีที่ 2; วิธี Saturate NaCl solution (Bhat and Jithendran, 1995) 

 น าสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ผ่านการปั่นล้างแล้ว ท าการล้างด้วย

วิธ ีSaturate NaCl solution (Bhat and Jithendran, 1995) โดยผสมสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่



ไดผ้สมกับ สารละลาย Saturate NaCl solution (ชั่ง NaCl 311 กรัมละลายในน้ า 1 ลิตร) จากนั้นปั่น

สารแขวนลอยที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ี เก็บส่วนใสด้านบนของสารแขวนลอย

สปอร์โรซีสต์ที่ได้ 

 กรรมวิธีที่ 3 และ 4; วิธีการล้างแบบปกติ 

 น าสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ผ่านการปั่นล้างแล้ว เก็บส่วนใส

ด้านบนของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้ 

กำรเก็บสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ 

 นับจ านวนสปอร์โรซีสต์ที่ ได้  ให้มีจ านวนสปอร์โรซีสต์อยู่  2x106 ซีสต์ น าส่วนใสของ                    

สารแขวนลอยผสมลงในสารละลาย 2% potassium dichromate  ในอัตราส่วน 1 ส่วนของ                   

สารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ ต่อ 5 ส่วนของ 2% potassium dichromate (Duszynski and Wilber, 

1997) ลงใน petridish บ่มที่ อุณหภูมิห้อง (23oC – 27oC) เป็นเวลา 7 วัน เก็บสารแขวนลอย                    

สปอร์โรซีสต์ที่อุณหภูมิ 4-10oC (ยกเว้นในกรรมวิธีที่ 4 เก็บสารแขวนลอยที่ได้โดยไม่ผสมลงใน

สารละลาย 2% potassium dichromate) 

ทดสอบร้อยละกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์และร้อยละกำรตำยของหนูทดลอง 

 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซ้ า ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี Sheather’s sucrose 

flotation (Sheather, 1923) ลงในสารละลาย 2% potassium dichromate ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C  

กรรมวิธีที่ 2 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี Saturate NaCl solution                   

(Bhat and Jithendran, 1995) ลงในสารละลาย 2% potassium dichromate ที่อุณหภูมิ 4-10๐C  

 กรรมวิธีที่ 3 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ 

ลงในสารละลาย 2% potassium dichromate (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C  

กรรมวิธีที่ 4 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ ที่อุณหภูมิ                

4-10 ๐C 

 ท าการทดลองโดยเก็บสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ S. singaporensis ที่ได้จากการล้างด้วยวิธี 

Sheather’s sucrose flotation/ Saturate NaCl solution/ น้ าดื่มบริสุทธิ์ ในหลอดทดลองจ านวน                            

6 หลอดทดลอง/วิธีการล้าง ซึ่งในแต่ละหลอดทดลองมีสปอร์โรซีสต์อยู่ 2x106 ซีสต์ เก็บรักษาลงใน

สารละลาย 2% potassium dichromate ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C   โดยเปรียบเทียบกับวิธีการล้างด้วย

น้ าดื่มบริสุทธิ์ ทดสอบศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อ  ด้วยวิธี bioassay โดยการให้สาร

แขวนลอยสปอร์โรซีสต์ทางปากกับหนูท้องขาว  ซ้ าละ 4 ตัว   นับร้อยละการตายของหนูทดลองใน                



แต่ละกรรมวิธี และตรวจสอบการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ โดยการใช้สีย้อม nucleic acid (QIAGEN, 

Live/Dead backlight viability kit)  นับร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ในแต่ละกรรมวิธี เก็บไว้ที่

อุณหภูมิ 4-10 ๐C ทดสอบทุก 6 เดือน เป็นระยะเวลา  3 ปี  วิเคราะห์ข้อมูลในแต่ละกรรมวิธีโดยวิธี

ทางสถิติท่ีเหมาะสม และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในกรรมวิธีต่างๆ 

- เวลาและสถานที่ 

 ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2561 ณ ห้องปฏิบัติการ                

กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร โรงเรือนเลี้ยงงูเหลือม โรงเลี้ยงหนู  ของกลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร 

กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

8. ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง : 

การทดลองเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ตามกรรมวิธีต่างๆ

ในการทดลองครั้งนี้ ทั้ง 4 กรรมวิธี ได้แก่ เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี Sheather’s 

sucrose flotation ลงในสารละลาย 2% potassium dichromate (กรรมวิธีที่  1)  เก็บรักษา                  

สปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี  Saturate NaCl solution ลงในสารละลาย 2% potassium 

dichromate (กรรมวิธีที่ 2) เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ลงในสารละลาย 

2% potassium dichromate (กรรมวิธีที่ 3) และล้างและเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ 

(กรรมวิธีที่ 4) ซึ่งทั้ง 4 กรรมวิธีนั้น เก็บรักษาสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C  แล้ว

น ามาทดสอบศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อ  และนับร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ 

ในแต่ละกรรมวิธี ทดสอบทุก 6 เดือน เป็นระยะเวลา  3 ปี ให้ผลการทดลองดังนี้ 

 ผลการทดสอบศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว                  

S. singaporensis นั้น พบว่าศักยภาพการก่อโรคของเชื้อนั้นลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่

เพ่ิมข้ึนในทุกกรรมวิธี ในระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน และ 1 ปี สามารถท าให้หนูทดลองป่วยและ

ตายได้ทั้งหมด ในทุกกรรมวิธี (100%) แต่เมื่อเก็บรักษาที่ระยะเวลา 1 ปี 6 เดือน ถึง 2 ปี พบว่า

ค่าเฉลี่ยร้อยละการตายของหนูทดลองนั้นลดลง อยู่ที่ 37.5 และ 18.75 ตามล าดับ ในขณะที่การเก็บ

รักษาที่ระยะเวลา 2 ปี ขึ้นไปนั้น ไม่สามารถท าให้หนูทดลองที่ติดเชื้อป่วยและตายได้ในทุกกรรมวิธี 

(100%) (figure 2) 

 ผลการทดสอบการนับร้ อยละการมีชี วิ ตของสปอร์ โ รซีสต์  ของปรสิต โปรโตซั ว                              

S. singaporensis นั้น พบว่าร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ลดลง ตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่

เพ่ิมมากขึ้นในทุกกรรมวิธีเช่นเดียวกัน โดยที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมี

ชีวิตของทุกกรรมวิธีอยู่ที่ 93.04 ซ่ึงวิธีการเก็บรักษาทั้ง 4 กรรมวิธี นั้นให้ค่าเฉลี่ยร้อยละไม่แตกต่างกัน



ทางสถิต ิที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ปี มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของทุกกรรมวิธีอยู่ที่ 74.63 พบว่า

ในกรรมวิธีที่ 3 มีค่าเฉลี่ยร้อยละต่ าสุด ส่วนกรรมวิธีที่ 1, 2 และ 4 มีค่าเฉลี่ยร้อยละที่ไม่ต่างกันทาง

สถิติ ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ปี 6 เดือน และ 2 ปี มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของทุกกรรมวิธีที่ 

68.53 และ 55.60 ตามล าดับ โดยวิธีการเก็บรักษาในกรรมวิธีที่ 1 และ 2 มีค่าเฉลี่ยร้อยละสูงสุด 

ขณะที่กรรมวิธีที่ 3 และ 4 นั้นให้ค่าเฉลี่ยร้อยละที่ไม่ต่างกันทางสถิติ ในเดียวกันที่ระยะเวลาการเก็บ

รักษา 2 ปี 6 เดือน มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของทุกกรรมวิธีอยู่ที่ 33.67 ซึ่งพบว่ากรรมวิธีที่ 2 มี

ค่าเฉลี่ยร้อยละสูงสุด ส่วนกรรมวิธีที่ 3 และ 4 มีค่าเฉลี่ยร้อยละต่ าสุด ขณะที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 

3 ปี มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของทุกกรรมวิธีอยู่ที่ 17.18 ซึ่งกรรมวิธีที่ 1 และกรรมวิธีที่ 3 มีค่าเฉลี่ย

ร้อยละสูงสุดและต่ าสุด ตามล าดับ (table 1 และ figure 3) 

 จากผลการทดลองที่ได้ในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ของปรสิต

โปรโตซัว S. singaporensis นั้นไม่มีความสัมพันธ์กับศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคในหนูทดลอง 

ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจัยที่ผ่านมาดังนี้ 

 Baver and Maleckar, 1981 รายงานว่า ความแข็งแรงและความรุนแรงในการท าให้เกิดโรค
โดยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis นั้นขึ้นกับการเก็บรักษา โดยปกติแล้วสปอร์โรซีสต์ของ                  
S. singaporensis สามารถเก็บรักษาในน้ ากลั่นที่อุณหภูมิ 4-10oC ได้นาน 2 ปีและยังสามารถท าให้
หนูที่ได้รับสปอร์โรซีสต์เข้าไปเป็นโรคได้  
 Haefner and Frank, 1984 รายงานว่า จ านวนสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวสกุล Sarcocystis
ที่เก็บรักษาไม่เกิน 4 อาทิตย์ จ านวนสปอร์โรซีสต์เพียง 200-300 สปอร์โรซีสต์ และ 350-500                   
สปอร์โรซีสต์ สามารถท าให้หนูนอร์เวและหนูพุกใหญ่ติดเชื้อได้ตามล าดับ แต่ถ้าเก็บรักษานาน 4-6 
เดือนไปใช้ พบว่าความแข็งแรงและความรุนแรงในการก่อโรคกับหนูจะลดลง ท าให้ต้องใช้สปอร์โรซีสต์
มากขึ้นจึงจะท าให้หนูนอร์เวและหนูพุกใหญ่ติดเชื้อได้  

Elsheikha et al., 2004 ได้ท าการเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวสกุล Sarcocystis 

ตั้งแต่ปี 1996-2002 ที่อุณหภูมิ 4 oC และน ามาทดสอบการมีชีวิตโดยการย้อมด้วย Propidium 

Iodide (PI) พบว่า แม้ว่าสามารถเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวสกุล Sarcocystis ให้ยังคงมีชีวิต

ได้ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลานาน 7 ปี แต่ไม่สามารถท าให้เกิดซีสต์ในหนูทดลองที่สัตว์อาศัยตัวกลางได้ 

ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นว่าการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ในโปรโตซัวสกุลนี้ไม่ได้สัมพันธ์กับการสร้างซีสต์ 

ในหนูทดลองที่เป็นสัตว์อาศัยตัวกลาง แต่ระยะเวลาและอายุของสปอร์โรซีสต์ เป็นปัจจัยส าคัญในการ

สร้างซีสต์ในสัตว์อาศัยตัวกลาง ซึ่งเมื่อระยะเวลาและอายุของสปอร์โรซีสต์มากขึ้นส่งผลให้การสร้าง

ซีสต์ในสัตว์อาศัยตัวกลาง ลดลงตามอายุของสปอร์โรซีสต์ที่มากข้ึน 



วิชาญ และคณะ, 2557 ท าการเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis 

ในกรรมวิธีที่แตกต่างกัน 4 กรรมวิธี ได้แก่ เก็บรักษาในน้ าดื่มสะอาด เก็บรักษาในสารละลายเกลือ  

PBS (phosphate buffered saline) 1% และเก็บรักษาโดยวิธีการปั่นล้างน้ าตาล (sugar flotation) 

ที่อุณหภูมิ 4oC ในขณะที่การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (N2) นั้นมีอุณหภูมิการเก็บรักษาที่ -196oC 

ซึ่งในทุกกรรมวิธีนั้นพบว่าเมื่อท าการเก็บรักษาระยะเวลานานสองปีขึ้นไป  ไม่สามารถท าให้หนูทดลอง

ป่วยและตายได้และร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ลดลงตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้นในทุกกรรมวิธี 

 ถึงแม้ว่าผลการทดลองครั้งนี้จะสอดคล้องกับผลงานวิจัยทั้ง 4 เรื่องดังกล่าว ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า 
ประสิทธิภาพในการก่อโรคกับหนูทดลองของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัวสกุล 
Sarcocystis และ S. singaporensis นั้นจะค่อยๆลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่เพ่ิมขึ้น และ
ร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis นั้นไมไ่ด้สัมพันธ์กับการสร้าง
ซีสต์ในหนูทดลองที่ เป็นสัตว์อาศัยตัวกลาง ซึ่งขัดแย้งกับงานวิจัยของ Fayer and Nerod, 1996                  
ที่พบว่า ในน้ าที่ผ่านการเป็นน้ าแข็งแล้ว โอโอซีสต์ของโปรโตซัว Cryptosporidium pavum สามารถ
มีชีวิตและยังท าให้เกิดโรคในสัตว์อาศัยได้ อีกท้ังโอโอซีสต์จะมีชีวิตและมีศักยภาพการก่อโรคที่ยาวนาน
ขึ้น ถ้าอยู่ในสภาพอุณหภูมิต่ ามาก ซึ่งสาเหตุที่ท าให้ผลการทดลองที่ได้มานั้นไม่สอดคล้องกัน อาจเป็น   
ไปได้ว่า โปรโตซัวที่ท าการทดลองของ Fayer and Nerod, 1996 นั้นเป็น C. pavum ซึ่งไม่ใช่                    
โปรโตซัวในสกุล Sarcocystis ดังนั้นจึงอาจมีความแตกต่างกันในหลายด้าน ทั้งในด้านสารพันธุกรรม 
สรีรวิทยา รวมถึงสารประกอบต่างๆภายในสปอร์โรซีสต์  ถึงแม้ว่าจะเป็นโปรโตซัวใน ไฟลัม 
Apicomplexa เหมือนกันก็ตาม (Hikosaka et al., 2010) ดังนั้นจากผลการทดลองที่ได้ในครั้งนี้แสดง
ให้เห็นว่า วิธีการเก็บรักษาสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ทั้ง 4 
กรรมวิธี ผลร้อยละการมีชีวิตและศักยภาพในการก่อโรคในหนูทดลองของเชื้อ จะลดลงตามอายุการ
เก็บรักษาที่เพ่ิมขึ้น เพียงแต่ร้อยละการมีชีวิตของเชื้อนั้น สามารถมีชีวิตอยู่ได้ถึง 3 ปี ในขณะที่
ศักยภาพการก่อโรคของเชื้อในหนูทดลองนั้น สามารถก่อโรคท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ ในเชื้อที่
มีอายุการเก็บรักษาสูงสุดได้เพียง 2 ปี เท่านั้น ซึ่งแสดงให้เห็นว่าร้อยละการชีวิตกับศักยภาพความ
รุนแรงในการก่อโรคของเชื้อนั้น ไม่ได้มีความสัมพันธ์กันแต่อย่างใด 
9. สรุปผลกำรทดลองและข้อเสนอแนะ : 

การทดลองเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ในสารละลาย                   

2% potassium dichromate ตามกรรมวิธีต่างๆในการทดลองครั้งนี้ ทั้ง 4 กรรมวิธี ได้แก่ เก็บรักษา

สปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี  Sheather’s sucrose flotation (กรรมวิธีที่  1) เก็บรักษา                  

สปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี Saturate NaCl solution (กรรมวิธีที่ 2) เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่

ผ่านการล้างด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ (กรรมวิธีที่ 3) และล้างและเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ด้วยน้ าดื่มบริสุทธิ์ 

(กรรมวิธีที่ 4) ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C  ทีร่ะยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน และ 1 ปี สปอร์โรซีสต์ของเชื้อ



สามารถท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ทั้งหมด ในทุกกรรมวิธี (100%) แต่เมื่อเก็บรักษาที่ระยะเวลา 

1 ปี 6 เดือน ถึง 2 ปี พบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละการตายของหนูทดลองนั้นลดลง อยู่ที่ 37.5 และ 18.75 

ตามล าดับ และการเก็บรักษาที่ระยะเวลา 2 ปี ขึ้นไปนั้น ไม่สามารถท าให้หนูทดลองที่ติดเชื้อป่วยและ

ตายได้ในทุกกรรมวิธี ในขณะที่ร้อยละการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ทีระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน,  

1 ปี, 1 ปี 6 เดือน, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน และ 3 ปี เท่ากับ 93.04 , 74.63, 68.53, 55.60, 33.67 และ 

17.18 ตามล าดับ จากผลการทดลองในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า การล้างสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ

ปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ด้วยวิธี Sheather’s sucrose flotation และวิธี Saturate NaCl 

solution ซึ่งเก็บในสารละลาย 2% potassium dichromate นั้น ให้ผลเช่นเดียวกับกรรมวิธีควบคุม 

(กรรมวิธีที่ 4) ดังนั้นในการปฏิบัติงานจริงเพ่ือผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนู ของกรมวิชาการเกษตร นั้น

สามารถใช้วิธีการล้างสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ในน้ าดื่มบริสุทธิ์ (กรรมวิธีที่ 4) เป็นวิธีหลักในการ

เตรียมสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ ซึ่งเป็นวิธีปกติที่ใช้กันอยู่ เพ่ือความสะดวกของเจ้าหน้าที่ในการ

ปฏิบัติงาน เพ่ือให้สามารถผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูที่มีประสิทธิภาพสูงได้เพียงพอกับความต้องการ

ของเกษตรกรและประชาชนทั่วไป ในการป้องกันและก าจัดหนูศัตรูพืชด้วยชีววิธีอย่างยั่งยืนต่อไป 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : น าไปประยุกต์ใช้ในการเก็บสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์                                  

S. singaporensis ในการผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนู 

11. ค ำขอบคุณ : ขอขอบคุณ คุณทัศวรรณ พุ่มกาหลง ที่ให้ความช่วยเหลือในการผ่าซากชันสูตร               

เพ่ือดูพยาธิสภาพหลังการตาย และตรวจหาเชื้อ S. singaporensis ในหนูทดลอง  

ขอขอบคุณ คุณบรรจง บุญครอบ คุณวิชา สีแจ่ม คุณธนากรณ์  ภักดีสุข                          

คุณเจริญศักดิ์ กันต่าย และคุณกุลธิดา เจนสิริโสภณ ที่ให้ความช่วยเหลือในการดักหนูและเลี้ยงหนู

ทดลอง  

ขอขอบคุณ เจ้าหน้าที่กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตรที่เกี่ยวข้องทุกท่าน ที่มีส่วนร่วม

ให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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13. ภาคผนวก : 

Table 1 The average percentage of viable sporocysts of S. singaporensis at different interval after maintained in the 4 treatments. 

Treatments 
% Viability of sporocysts after treatment 

6 months 1 year 1 year 6 months 2 years 2 year 6 months 3 years 

Sucrose + K2Cr2O7 92.15 a 76.57 a 74.95 a 67.05 a 36.78 b 24.58 a 

NaCl+ K2Cr2O7 92.77 a 80.51 a 71.59 a 69.98 a 50.59 a 17.24 b 

Drinking water+ K2Cr2O7 92.68 a 60.22 b 59.94 b 44.68 b 25.15 c 12.78 c 

Control 94.55 a 81.2 a 67.66 ab 40.68 b 22.15 c 14.12 bc 

Means 93.04 74.63 68.53 55.6 33.67 17.18 

CV (%) 3.1 9 6.5 5.9 9.3 12.6 
1/ Means of 3 replications; in column, means followed by a common letter are not significantly different at 5% level by DMRT                         

(Duncan’s multiple new rang test).



 

      

Figure 1 Sporocysts characterized of S. singaporensis at magnification 40X. (1A), oval 

shape and each sporocysts containing 4 sporozoites. (1B), the sporocyst stained with 

nucleic stain was used to differentiate between viable sporocysts (unstained) and 

death sporocysts (stained). 

 

Figure 2 The graph showing percent mortality of rats from sporocysts suspension of  

 S. singaporensis maintained in 4 treatments at different interval. 
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Figure 3 The graph showing percent viability of sporocysts of S. singaporensis   

 maintained in 4 treatments at different interval. 
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