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การพฒันาวิธกีารเก็บรกัษา สารแขวนลอยสปอรโ์รซสีตข์องSarcocystis singaporensis 
โดยใช ้potassium dichromate (K2Cr2O7) เพือ่ยดือายกุารเกบ็รกัษา 

ส าหรบัผลติเปน็เหยือ่โปรโตซวัก าจดัหนู 
Study and Development of Storage Method for Sporocysts Suspension 
ofSarcocystis singaporensis by Using Potassium dichromate (K2Cr2O7)  

to Stretch Shelf Life for Producing of Bio-rodenticide Bait. 
 

วชิาญ วรรธนะไกวลั  ปราสาททอง พรหมเกิด  ดาราพร รนิทะรักษ์ 
ปยิาณ ีหนูกาฬ  ทรงทัพ แกว้ตา 

กลุม่กฏีและสัตววทิยา  ส านักวจิยัพฒันาการอารักขาพชื 
 

รายงานความกา้วหนา้ 
 

 การเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ในการศึกษาครั้ง
นี้ ท าการเปรียบเทียบกรรมวิธีการเก็บรักษาเชื้อที่แตกต่างกัน 3 กรรมวิธี ได้แก่ การล้างด้วยวิธี 
Sheather’s sucrose flotation/ Saturate NaCl solution และน้ าประปา เก็บรักษาลงใน
สารละลาย 2% potassium dichromate (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C โดยเปรียบเทียบกับวิธีการ
ล้างแบบปกติด้วยน้ าประปา ท าการทดลองหาศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อกับหนู
ทดลอง และเปอร์เซนต์การมีชีวิตของเชื้อ ทุก 6 เดือน เป็นระยะเวลา 3 ปี พบว่าศักยภาพความ
รุนแรงในการก่อโรคของเชื้อกับหนูทดลอง ที่ระยะเวลาการเก็บรักษาเชื้อ 6 เดือน, 1 ปี, 1 ปี 6 เดือน 
และ 2 ปี นั้น มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การตายของหนูทดลองเท่ากับ 100%, 100%, 37.5% และ 
18.75% ตามล าดับ ในขณะที่ค่าเฉลี่ยเปอร์เซนต์การมีชีวิตของเชื้อ ที่ระยะเวลาการเก็บรักษาเชื้อ  
6 เดือน, 1 ปี, 1 ปี 6 เดือน และ 2 ปี นั้น อยู่ที่ 93.5%, 74.5%, 68.25% และ 55.25% ตามล าดับ 
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ค าน า 

 

 หนูเป็นสัตว์ศัตรูพืชที่สร้างความเสียหายให้แก่พืชหลายชนิด เช่น ข้าว ข้าวโพด อ้อย ถั่ว
เหลือง และปาล์มน้ ามัน เป็นต้น ซึ่งนอกจากการท าลายผลิตผลทางการเกษตรแล้ว หนูยังเป็นแหล่งรัง
โรคที่ส าคัญที่ถ่ายทอดสู่มนุษย์ และสัตว์เลี้ยงอีกด้วย เช่น กาฬโรค ซึ่งมีหมัดที่อาศัยอยู่บนตัวหนูเป็น
พาหะ, Leptospirosis หรือโรคฉี่หนูที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียกลุ่ม Leptospira, โรค Spotted fever 
มีสาเหตุจาก Rickettsia bacteria โดยมีไรที่อาศัยอยู่บนตัวหนูเป็นพาหะ รวมไปถึงโรคที่เกี่ยวกับ
ระบบทางเดินอาหารต่างๆ ที่มีหนูเป็นพาหะน าโรค เป็นต้น (ยุวลักษณ์ และคณะ, 2544)     
 การป้องกันก าจัดหนูโดยการใช้สารก าจัดหนู (rodenticide) ในปัจจุบันมีการใช้สารเคมีก าจัด
หนู 2 ประเภท คือประเภทออกฤทธิ์เร็ว (acute rodenticide) และประเภทออกฤทธิ์ช้า (chronic 
rodenticide) ซึ่งทั้ง 2 ประเภท สามารถลดจ านวนหนูลงได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งการใช้สารก าจัดหนูออก
ฤทธิ์เร็วบ่อยครั้ง จะท าให้หนูเข็ดขยาดต่อสารพิษนั้น นอกจากนี้เนื่องจากสารเคมีที่ใช้ก าจัดหนูเหล่านี้
มีอันตรายต่อสิ่งแวดล้อมและมนุษย์ สารเคมีเหล่านี้ไม่ได้มีอันตรายเฉพาะหนูเท่านั้น แต่ยังรวมถึงสัตว์
ชนิดอื่นและมนุษย์ที่ได้รับสารก าจัดหนูทั้งทางตรงและทางอ้อม ท าให้ได้รับอันตรายจากสารเคมีก าจัด
หนูอาจร้ายแรงถึงข้ันเสียชีวิต ซึ่งส่งผลให้ระบบลูกโซ่อาหารในธรรมชาติ ส่งผลให้ห่วงโซ่อาหารนั้นเสีย
สมดุลในที่สุด   
 Sarcocystis singaporensis Zamen & Colley (1976) เป็นปรสิตโปรโตซัวที่มี 
ความจ าเพาะต่อสัตว์อาศัย 2 ชนิด คือ หนูและงูเหลือมพบแพร่ระบาดในแถบเอเซียตะวันออกเฉียงใต้ 
ปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ขยายพันธุ์แบบอาศัยเพศในเซลล์บุผิวล าไส้ของงูเหลือม (Python reticulatus) และ
ในระยะสุดท้ายของการเจริญเติบโตมีการสร้างสปอร์โรซีสต์ (sporocysts) ซึ่งจะปะปนออกมาพร้อมมูลงู
สู่สิ่งแวดล้อมภายนอก และเข้าสู่สัตว์อาศัยตัวกลางโดยการปนเปื้อนไปกับน้ าและอาหารของสัตว์อาศัย
ตัวกลางเหล่านั้น ซึ่งก็คือสกุลหนูท้องขาว (Rattus spp.) และในสกุลหนูพุก (Bandicota spp.) ซึ่งปรสิต
โปรโตซัวชนิดนี้ขยายพันธุ์แบบไม่มีเพศในสัตว์อาศัยตัวกลางและในระยะสุดท้ายของการเจริญเติบโตจะมี
การสร้าง ซาร์โคซีสต์ (sarcocysts) ซึ่งภายในมีแบรดิซ้อยต์ (bradyzoites) บรรจุอยู่ ซึ่งฝังตามกล้ามเนื้อ
ล าตัวหนู ในระยะนี้เป็นระยะที่พร้อมเข้าสู่สัตว์อาศัยสุดท้าย เมื่อหนูซึ่งเป็นสัตว์อาศัยตัวกลางถูกงูเหลือม
กิน ปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้ก็จะเริ่มวงจรชีวิตใหม่อีกครั้ง 
 กรมวิชาการเกษตรและองค์การความช่วยเหลือทางด้านวิชาการของสหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมัน (GTZ) และบริษัทไบเออร์ จ ากัด ได้ร่วมกันท าการวิจัยด้านต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับปรสิตโปรโต
ซัวชนิดนี้ ตั้งแต่ปี 2536 – 2545 จนมีการผลิตปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์
เป็นสารชีวินทรีย์ก าจัดหนู (bio-rodenticide) ที่มีการน าไปใช้ในภาคการเกษตรและตามโรงงาน 
บ้านเรือนกันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันการใช้ปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์ 
ซึ่งเป็นระยะที่ท าให้หนูติดเชื้อ  เพ่ือผลิตเป็นเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูนั้น มีความปลอดภัยต่อ
สิ่งแวดล้อมเนื่องจากปรสิตโปรโตซัว ชนิดนี้มีความจ าเพาะต่อหนูสกุลหนูท้องขาวและหนูพุกเท่านั้น 
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(ยุวลักษณ์ และคณะ 2539a,  ยุวลักษณ์ และคณะ 2539b, ยุวลักษณ์ และคณะ 2540 และ Jakel 
และคณะ, 1996) การผลิตขยายปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์ ในงูเหลือม
ติดต่อกันเป็นระยะเวลานาน ท าให้เชื้อโปรโตซัวที่ได้อ่อนแอลง นอกจากนี้ยังพบว่าหนูติดเชื้อโปรโตซัว
จากธรรมชาติ โดยมากประมาณ 90% มีโปรโตซัวชนิดอ่ืนๆพบปะปนอยู่ด้วย (Beaver and 
Maleckar, 1981, ยุวลักษณ์ และคณะ, 2541) ท าให้ได้เชื้อ โปรโตซัว S. singaporensis ที่มีความ
รุนแรงในการก่อโรคกับหนูทดลองที่ไม่เท่ากัน จึงจ าเป็นต้องมีการดักหนูติดเชื้อโปรโตซัวชนิดนี้จาก
ธรรมชาติมาให้งูเหลือมกินเป็นอาหาร เพ่ือเพ่ิมศักยภาพของสปอร์โรซีสต์ในการท าให้เกิดโรคที่รุนแรง
ต่อหนู ซึ่งท าให้กระบวนการผลิตสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์และเหยื่อ โปรโตซัวก าจัดหนูที่มีศักยภาพ
สูงขาดความสม่ าเสมอ ไม่ต่อเนื่อง ดังนั้นขั้นตอนการคัดแยกเชื้อจากมูลงูและวิธีการเก็บรักษาสาร
แขวนลอยสปอร์โรซีสต์จึงมีความส าคัญ ท าให้สปอร์โรซีสต์ของเชื้อยังคงมีชีวิตและมีประสิทธิภาพใน
การท าให้หนูติดเชื้อป่วยและตายได้ ด้วยเหตุนี้เองการศึกษาครั้งนี้จึงต้องทราบเทคนิคและวิธีการเก็บ
รักษาโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์ให้มีความบริสุทธิ์สูง อีกทั้งยังคงความรุนแรงใน
การก่อโรคกับหนูทดลองและสามารถมีชีวิตอยู่ได้เป็นระยะเวลานาน เพ่ือการผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัด
หนูส าเร็จรูปที่มีประสิทธิภาพสูง ในการก าจัดหนูอย่างสม่ าเสมอเป็นจ านวนมาก และเป็นการสนับสนุน
ลดการใช้สารเคมีเพ่ือการเกษตรที่ยั่งยืนต่อไป  
 

วธิดี าเนินการ 
อุปกรณ ์
- สารเคมี; potassium dichromate (K2Cr2O7), sucrose, sodium chloride (NaCl) และ สีย้อม 
nucleic acid (QIAGEN, Live/Dead backlight viability kit) 
-  สัตว์ทดลอง; หนูท้องขาวและงูเหลือม (มูลงูเหลือม) 
- วัสดุและอุปกรณ์; กรงทดลอง, กรงดักหนู, กรงเลี้ยงหนู, ตะแกรงกรอง, เครื่องปั่นเหวี่ยง, หลอดปั่น
ขนาด 1.5, 15 และ 50 มิลลิลิตร, ตู้เย็น, petridish, เครื่องชั่งสาร, pipette, กรรไกรผ่าตัด, มีดผ่าตัด, 
ปากคีบ และกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายสูง (light microscope) 
วธิกีาร 
 1. การเตรียมสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ 
  ชั่งมูลงู 5 กรัม ละลายน้ า 30 มิลลิลิตร น าไปกรองผ่านตะแกรงกรองละเอียด ปั่น
สารแขวนลอยมูลงูที่ผ่านการกรองแล้วที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ท า
การปั่นล้าง ประมาณ 2-3 รอบ จนกว่าสารส่วนใสด้านบนตะกอนจะใส 
 2. การล้างสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ 
  กรรมวิธีที่ 1; วิธี Sheather’s sucrose flotation (Sheather, 1923)  
  น าสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ผ่านการปั่นล้างแล้ว ท าการ
ล้างด้วยวิธี Sheather’s sucrose flotation (Sheather, 1923) โดยผสมสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์
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ที่ไดผ้สมกับ สารละลาย Sheather’s sucrose flotation (ชั่ง sucrose 454 กรัมละลายในน้ า 355 
มิลลิลิตร) จากนั้นปั่นสารแขวนลอยที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสด้านบน
ของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้ 
  กรรมวิธีที่ 2; วิธี Saturate NaCl solution (Bhat and Jithendran, 1995) 
  น าสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ผ่านการปั่นล้างแล้ว ท าการ
ล้างด้วยวิธ ีSaturate NaCl solution (Bhat and Jithendran, 1995) โดยผสมสารแขวนลอยสปอร์
โรซีสต์ที่ได้ผสมกับ สารละลาย Saturate NaCl solution (ชั่ง NaCl 311 กรัมละลายในน้ า 1 ลิตร) 
จากนั้นปั่นสารแขวนลอยที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสด้านบนของสาร
แขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้ 
  กรรมวิธีที่ 3 และ 4; วิธีการล้างแบบปกติ 
  น าสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ผ่านการปั่นล้างแล้ว เก็บ
ส่วนใสด้านบนของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่ได้ 
 3. การเก็บสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ 
  นับจ านวนสปอร์โรซีสต์ที่ได้ ให้มีจ านวนสปอร์โรซีสต์อยู่ 2x106 ซีสต์ น าส่วนใสของ
สารแขวนลอยผสมลงในสารละลาย 2% potassium dichromate (K2Cr2O7) ในอัตราส่วน 1 ส่วน
ของสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ ต่อ 5 ส่วนของ 2% K2Cr2O7 (Duszynski, 1997) ลงใน petridish 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง (23oC – 27oC) เป็นเวลา 7 วัน เก็บสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่อุณหภูมิ 4-10oC 
(ยกเว้นในกรรมวิธีที่ 4 เก็บสารแขวนลอยที่ได้โดยไม่ผสมลงในสารละลาย 2% K2Cr2O7)  
 4. ทดสอบเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์และเปอร์เซ็นต์การตายของหนูทดลอง 
  วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซ้ า ดังนี้ 
 กรรมวิธีที่ 1 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี Sheather’s sucrose flotation 
(Sheather, 1923) ลงในสารละลาย 2% potassium dichromate (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C  
 กรรมวิธีที่ 2 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยวิธี Saturate NaCl solution (Bhat 
and Jithendran, 1995) ลงในสารละลาย 2% potassium dichromate (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 4-
10๐C  
 กรรมวิธีที่ 3 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ าประปา ลงในสารละลาย 2% 
potassium dichromate (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C  
 กรรมวิธีที่ 4 เก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ าประปา ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C 
 ท าการทดลองโดยใช้สารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่มีความรุนแรงใน
การท าให้เกิดโรคในหนูสูงมาท าการทดลอง โดยเก็บสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ ที่ได้จากการล้างด้วย
วิธี Sheather’s sucrose flotation/ Saturate NaCl solution/ น้ าประปา ในหลอดทดลองจ านวน
6 หลอดทดลอง/วิธีการล้าง ซึ่งในแต่ละหลอดทดลองมีสปอร์โรซีสต์อยู่ 2x106 ซีสต์ เก็บรักษาลงใน
สารละลาย 2% potassium dichromate (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C โดยเปรียบเทียบกับวิธีการ
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ล้างด้วยน้ าประปาทดสอบศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อ ด้วยวิธี bioassay โดยการให้
สารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ทางปากกับหนูท้องขาว ซ้ าละ 4 ตัว นับเปอร์เซ็นต์การตายของหนูทดลอง
ในแต่ละกรรมวิธี และตรวจสอบการมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ โดยการใช้สีย้อม nucleic acid (QIAGEN, 
Live/Dead backlight viability kit)  นับเปอร์เซนต์การมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ในแต่ละกรรมวิธี และ
สังเกตการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนในสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์  เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C 
ทดสอบทุก 6 เดือน เป็นระยะเวลา 3 ปี วิเคราะห์ข้อมูลในแต่ละกรรมวิธีโดยวิธีทางสถิติที่เหมาะสม 
และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในกรรมวิธีต่างๆ 
 

เวลา และสถานที่ 
 ทดลองและเก็บรวบรวมข้อมูลระหว่างเดือนตุลาคม 2558 - กันยายน 2560 ภายในกลุ่มงาน
สัตววิทยาการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร 
 

ผลและวจิารณผ์ลการทดลอง 

 

 ผลการทดลองพบว่า การทดลองหาศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อกับหนูทดลอง
ที่ระยะเวลาการเก็บรักษาเชื้อ 6 เดือน, 1 ปี, 1 ปี 6 เดือน และ 2 ปี นั้น มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การตาย
ของหนูทดลองเท่ากับ 100%, 100%, 37.5% และ 18.75% ตามล าดับ ในขณะที่ค่าเฉลี่ยเปอร์เซนต์
การมีชีวิตของเชื้อ ที่ระยะเวลาการเก็บรักษาเชื้อ 6 เดือน, 1 ปี, 1 ปี 6 เดือน และ 2 ปี นั้น อยู่ที่ 
93.5%, 74.5%, 68.25% และ 55.25% ตามล าดับ 
  

สรปุผลการทดลองและค าแนะน า 

 

 จากผลการทดลองหาศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อ S. singaporensis กับหนู
ทดลอง พบว่าศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อนั้นลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่
เพ่ิมขึ้น เช่นเดียวกับเปอร์เซนต์การมีชีวิตของเชื้อ ทีมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตลดลงตาม
ระยะเวลาการเก็บรักษาที่เพ่ิมข้ึน 
 การทดลองของงานวิจัยนี้ยังไม่สิ้นสุด ยังต้องท าการศึกษาวิจัยต่อไป 
 

ค าขอบคณุ 

 

 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร ที่เกี่ยวข้องทุกท่าน ที่ช่วยกันปฏิบัติ
งานวิจัยเป็นอย่างดี 
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Figure 1 The graph showing the percentage of viable sporocysts of S. singaporensis 
maintained in 4 treatments in this study. 
 
 

 
 

Figure 2 The graph showing the mortality rates of rats from sporocyst suspension of              
S. singaporensis maintained in 4 treatments in this study. 
 
 
 

     6 month                      1 year                  1 year 6 month               2 year          

     6 month                      1 year                  1 year 6 month               2 year          

Treatment 1 
Treatment 2 
Treatment 3 
Treatment 4 
 

Treatment 1 
Treatment 2 
Treatment 3 
Treatment 4 
 



 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๖๐ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
 

985 

กรมวิชาการเกษตร 

  
 
Figure 1 Sporocyst characterized of S. singaporensis at magnification 40x and figure 
(1A). The sporocyst of S. singaporensis stain with nucleic stain at magnification 40x 
was used to differentiate between unstained sporocysts; viable and stained; death 
(1B). 
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