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1. ชุดโครงการวิจัย  : ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช 
2. โครงการวิจัย  : วิจัยและพัฒนำกำรควบคุมศัตรูพืชทำงกำรเกษตรโดยชีววธิี 
3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) : กำรผลิตและกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของค็อคซิเดียนโปรโตซัว                                 
Sarcocystis singaporensis เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อในกำรผลิตสำรชีวินทรีย์ก ำจัดหนู 
   ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Production and methods to store the sporocysts of                    
Sarcocystis singaporensis using as stock for production of biological agent control of rodents. 
4. คณะผู้ด าเนินงาน 
    หัวหน้าการทดลอง : วิชำญ วรรธนะไกวัล กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช 
    ผู้ร่วมงาน  : ปรำสำททอง พรหมเกิด ดำรำพร รินทะรักษ์ สมเกียรติ กล้ำแข็ง  
กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช 
5. บทคัดย่อ   : กำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis                      
ในกำรศึกษำครั้งนี้ได้ท ำกำรทดลองหำเปอร์เซนต์กำรมีชีวิตและเปอร์เซนต์กำรตำยของหนูทดลองท่ีระยะเวลำกำร
เก็บรักษำ 6 ช่วงเวลำ ได้แก่ 6 เดือน, 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน โดยแบ่งออกเป็น                       
3 กำรทดลองย่อย   ซ่ึงกำรทดลองย่อยที่ 1 เป็นกำรเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ในน้ ำดื่มสะอำด
เปรียบเทียบกับกำรเก็บรักษำในสำรละลำยเกลือ PBS 1% ที่อุณหภูมิ 4oc พบว่ำเมื่อท ำกำรเก็บรักษำระยะ
เวลำนำนสองปีข้ึนไป  ไม่สำมำรถท ำให้หนูทดลองป่วยและตำยได้ เหมือนกันทั้งสองวิธีและมีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์
กำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษำในน้ ำดื่มสะอำดและในสำรละลำยเกลือ PBS 1%  เท่ำกับ 97.82, 81.58, 
68.62, 67.62, 39.84, 16.48 และ 97.72, 88.18, 79.34, 74.96, 52.74, 30.94 ตำมล ำดับ และพบว่ำเปอร์เซ็นต์
กำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ลดลงตำมระยะเวลำที่เพิ่มข้ึน  เช่นเดียวกับกำรทดลองย่อยที่ 2 ซ่ึงเป็นกำรเก็บ                   
สำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษำโดยวิธีกำรปั่นล้ำงน้ ำตำล (Sugar flotation) พบว่ำมีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำร
มีชีวิตเท่ำกับ 95.57, 80.83, 77.07, 60.07, 53.40 และ 48.27 ตำมล ำดับ ในขณะที่กำรทดลองย่อยที่ 3 เป็นกำร
เก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ในไนโตรเจนเหลว (N2) พบว่ำเมื่อท ำกำรเก็บรักษำระยะเวลำนำนหนึ่งปีขึ้นไป
นั้น  ไม่สำมำรถท ำให้หนูทดลองป่วยและตำยได้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่ำกำรศึกษำในครั้งนี้ได้วิธีกำรเก็บรักษำ                      
สปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S.  singaporensis ที่ท ำให้สปอร์โรซีสต์มีชีวิตอยู่ได้และยังคงประสิทธิภำพ                 
ใน  กำรก่อโรค ท ำให้หนูทดลองป่วยและ ตำยได้ 100 % ที่ระยะเวลำ 1 ปี และประสิทธิภำพในกำรก่อโรคกับ              
หนูทดลองนั้น จะลดลงตำมระยะเวลำที่เพ่ิมขึ้นเช่นเดียวกับเปอร์เซนต์กำรมีชีวิตของของสปอร์โรซีสต์ 
6. ค าน า : Sarcocystis singaporensis  Zamen & Colley (1976)  เป็นปรสิตโปรโตซัวที่มี
ควำมจ ำเพำะต่อสัตว์อำศัยได้แก่หนูและงูเหลือม พบแพร่ระบำดในแถบเอเซียตะวันออกเฉียงใต้ ซึ่งค้นพบโดย
ศำสตรำจำรย์ Zamen เป็นครั้งแรกในประเทศสิงคโปร์ กำรขยำยพันธุ์ของปรสิตชนิดนี้ภำยในเซลล์บุผิวล ำไส้ของ 
งูเหลือม (Python reticulatus) เป็นแบบมีเพศ ภำยหลังจำกท่ีมีกำรสืบพันธุ์แบบอำศัยเพศแล้วผนังเซลล์                    
จะถูกสร้ำงขึ้นมำห่อหุ้มไซโกต (Zygote) และพัฒนำเป็นโอโอซีสต์ (Oocyst) ซึ่งในข้ันตอนนี้เป็นกำรสร้ำง               
2 สปอร์โรซีสต์ (Sporocysts) ใน 1 โอโอซีสต์ โดยใน 1 สปอร์โรซีสต์นั้นประกอบไปด้วย 4 สปอร์โรซอยด์ 
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(Sporozoites) (Levine, 1986 และ Dubey และคณะ, 1989) ระยะสปอร์โรซอยด์ (Infective sporozoites) 
เป็นระยะที่พร้อมส ำหรับกำรติดเชื้อ ซึ่งสปอร์โรซีสต์นั้นจะถูกปล่อยออกสู่สิ่งแวดล้อมพร้อมกับมูลของงูเหลือม             
ซึ่งสปอร์โรซีสต์นั้นสำมำรถทนทำนอยู่ในสภำวะที่ไม่เหมำะสมในธรรมชำติได้เป็นเวลำนำน จนกว่ำจะเจอสภำวะที่
เหมำะสมจึงพัฒนำเข้ำสู่ระยะสืบพันธุ์แบบไม่อำศัยเพศในสัตว์อำศัยตัวกลำงต่อไป  

เมื่อสัตว์อำศัยตัวกลำงของปรสิตโปรโตซัว  S. singaporensis  ได้แกห่นูหลำยชนิดในสกุลหนูท้องขำว 
(Rattus spp.) และสกุลหนูพุก (Bandicota spp.) กินน้ ำหรืออำหำรที่ปนเปื้อน      สปอร์โรซีสต์จำกมูลงูเหลือม
เข้ำไป ก็ท ำให้ได้รับปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้เข้ำไปในร่ำงกำย หลังจำกท่ี สปอร์โรซีสต์เข้ำไปในระบบทำงเดินอำหำร
ของสัตว์อำศัยตัวกลำงแล้ว  สปอร์โรซีสต์จะถูกย่อยสลำยและปล่อยสปอร์โรซอยด์ที่อยู่ภำยในออกมำในล ำไส้ของ
สัตว์อำศัยตัวกลำง  ภำยใน 15 นำที (Dubey และคณะ, 1989) เมื่อสปอร์โรซอยด์ถูกปล่อยออกมำ จะเริ่มพัฒนำ
และเติบโตในเยื่อบุผิวล ำไส้ และเกิดกำรพัฒนำครั้งที่ 1 ของระยะ Merogony บริเวณผนังหลอดเลือดแดงเข้ำสู่
ระยะ Schizonts และเริ่มพัฒนำเป็น Meronts และ Merozoites ตำมล ำดับ ในกำรพัฒนำครั้งที่ 2 ของระยะ 
Merogony เกิดขึ้นในบริเวณผนังหลอดเลือดฝอย และปล่อย Merozoites จำก Schizonts เข้ำสู่กระแสเลือด 
(Dubey และคณะ, 1989) หลังจำกนั้นเข้ำสู่เนื้อเยื่อประสำท หัวใจและอวัยวะต่ำงๆ และพัฒนำเป็น Metrozytes 
ตำมล ำดับ หลังจำกกำรแบ่งตัวเพ่ิมจ ำนวนหลำยๆครั้งของ Metrozytes จะมีกำรสร้ำงซีสต์ (Sarcocysts) ซึ่งเปน็
ระยะสุดท้ำยของกำรเจริญเติบโต ภำยในมี Bradizoites บรรจุอยู่ ในระยะนี้เป็นระยะท่ีพร้อมเข้ำสู่ร่ำงกำยของ
สัตว์อำศัยสุดท้ำย (Gardiner และคณะ, 1985) ซึ่งก็คืองูเหลือมโดยฝังตัวตำมอวัยวะต่ำงๆและกล้ำมเนื้อทั่ว
ร่ำงกำยของหนูในสกุลหนูท้องขำวและสกุลหนูพุก  เมื่อหนูที่ปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้อำศัยอยู่ ถูกกินเป็นอำหำรโดย
สัตว์ผู้ล่ำตำมธรรมชำติ วงจรชวีิตของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis  ก็กลับมำเริ่มต้นเป็นวงจรชีวิตใหม่อีกครั้ง  

กำรใช้ปรสิตโปรโตซัว  S. singaporensis  ระยะสปอร์โรซีสต์ ซึ่งเป็นระยะที่ท ำให้หนูติดเชื้อ เพ่ือผลิตเป็น
เหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนูนั้น  มีควำมปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมเนื่องจำกปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้มีควำมจ ำเพำะต่อหนู
สกุลหนูท้องขำวและหนูพุกเท่ำนั้น (ยุวลักษณ์ และคณะ 2539a, ยุวลักษณ์ และคณะ 2539b, ยุวลักษณ์ และคณะ 
2540 และ Jakel และคณะ, 1996) กำรผลิตขยำยปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ระยะสปอร์โรซีสต์                 
ในงูเหลือมติดต่อกันเป็นระยะเวลำนำน ท ำให้เชื้อโปรโตซัวที่ได้อ่อนแอลง และไม่สำมำรถท ำให้หนูติดเชื้อป่วยตำย
ได้ จึงจ ำเป็นต้องมีกำรดักหนูติดเชื้อโปรโตซัวจำกธรรมชำติมำให้งูเหลือมกินเป็นอำหำร เพ่ือเพ่ิมศักยภำพของ
สปอร์โรซีสต์ในกำรท ำให้เกิดโรคที่รุนแรงต่อหนู ซึ่งท ำให้กระบวนกำรผลิตสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์และเหยื่อ 
โปรโตซัวก ำจัดหนูที่มีศักยภำพสูงขำดควำมสม่ ำเสมอ ไม่ต่อเนื่อง  

นอกจำกนี้ยังพบว่ำหนูติดเชื้อโปรโตซัวจำกธรรมชำติ โดยมำกประมำณ 90% มีโปรโตซัวชนิดอื่นๆพบปะปน
อยู่ด้วย (ยุวลักษณ์ และคณะ, 2541) ท ำให้ได้เชื้อปรสิตโปรโตซัว S.  singaporensis ที่มีควำมรุนแรงใน                 
กำรก่อโรคกับหนูทดลองที่ไม่เท่ำกัน อย่ำงไรก็ดีสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์บำงหลอดที่ใสสะอำดและเก็บรักษำใน
ตู้เย็นนำน 6 - 7 เดือน และน ำมำใช้ผลิตเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนูนั้น ยังคงมีศักยภำพสูงในกำรท ำให้หนูป่วยตำยได้
ถึง 100% (ยุวลักษณ์ และคณะ, 2542) เช่นเดียวกับงำนวิจัยของ Beaver และ Maleckar, 1981 ได้รำยงำนว่ำ 
ในมูลงูเหลือมมิได้มีเฉพำะสปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis  เพียงอย่ำงเดียว แต่ยังพบสปอร์โรซีสต์                
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S. vilivillosi และ S. zamani และสปอร์โรซีสต์เหล่ำนี้ที่เก็บรักษำไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 C ประมำณ 1-2 ปี 
ยังคงมีชีวิตและควำมรุนแรงในกำรท ำให้หนูติดเชื้อป่วยและตำยได้ 

ดังนั้นกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ที่มีศักยภำพสูงในน้ ำเปล่ำหรือในสำรละลำยเกลือ PBS 1% นั้นสำมำรถ
รักษำกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ได้ระยะเวลำหนึ่งเท่ำนั้น ด้วยเหตุนี้เองกำรศึกษำครั้งนี้    จึงต้องกำรทรำบเทคนิค
และวิธีกำรเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว  S. singaporensis ที่มีควำมรุนแรงในกำร            
ก่อโรคต่อหนูสูง  สำมำรถท ำให้โปรโตซัวมีชีวิตอยู่ได้เป็นเวลำนำนและยังคงประสิทธิภำพในกำรก่อโรคกับหนูได้ 
เพ่ือน ำมำใช้เป็นหัวเชื้อส ำหรับผลิตเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนูต่อไป 
7. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ์ 
1. มูลงูเหลือม 
2. ชุดสีย้อม Nucleic acid (QIAGEN, Live/Dead backlight viability kit) 
3. น้ ำตำลซูโครส (Sucrose) 
4. เครื่องปั่น (Centrifuge) Hettich รุ่น universal 16A 
5. น้ ำเกลือ PBS 1% (Phosphate Buffer Saline) 
6. Blood counting chamber 
7. หลอดปั่นขนำด 15 และ 50 มิลลิลิตร และ Cryotubes 
8. สำรเคมีได้แก่ NaCl (Sodium chloride), KCl (Potassium chloride), NaHPO4 (Sodium Hydrogen 
Phosphate), KH2PO4 (Potassium dihydrogen Phosphate), Tween80, NaOCl (Sodium Hypochlorite), 
Trypsin, อำหำรเลี้ยงเซลล์ RPMI medium, FBS (Fetal Bovine Serum), DMSO (Dimethyl sulfoxide)  และ
น้ ำดื่มบริสุทธิ์ 
9. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงก ำลังขยำยสูง (Light microscope) 
10. ชุดอุปกรณ์ผ่ำตัด 
11. Auto pipette และ Tips 
12. หนูท้องขำวทดลอง (Rattus rattus) 
13. กรงทดสอบหนู 
14. ถังไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen tank) 
15. ที่ให้อำหำรโดยตรงจำกปำกสู่กระเพำะ (Feeding tube) 
- วิธีกำร  กำรศึกษำครั้งนี้แบ่งกำรทดลองออกเป็น 3 กำรทดลองย่อย ดังนี้ 
การทดลองย่อยที่ 1 เปรียบเทียบการเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ในน  าดื่มสะอาดและในสารละลายเกลือ PBS  

วำงแผนกำรทดลองแบบ 2x5 factorial in CRD มี 5 ซ้ ำ (5 เชื้อ) ซ้ ำละ 3 หลอด แต่ละหลอดมี                   
สปอร์โรซีสต์แขวนลอยอยู่ 1x106 ซีสต์ ดังนี้ 
 ปัจจัยที่ 1  คือ  สำรละลำยในกำรเก็บรักษำมี 2 ระดับ คือ 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCMQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.mwa.co.th%2Fdownload%2Ffile_upload%2Fprepair_naocl.pdf&ei=lkJcVJPYMpeLuwTmp4LgBQ&usg=AFQjCNEKBHl59FowQp2jaQX5RuXrB-X8hQ&bvm=bv.79184187,d.c2E
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1. น้ ำดื่มสะอำด 
2. สำรละลำยเกลือ PBS 

 ปัจจัยที่  2   คือ   ระยะเวลำในกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์มี 6 ระดับ คือ 
1. 6 เดือน 
2. 1 ปี 
3. 2 ปี 
4. 2 ปี 6 เดือน 
5. 3 ปี 
6. 3 ปี 6 เดือน 

ท ำกำรตรวจสอบกำรมีชีวิตของโปรโตซัวทั้งสองปัจจัยโดยกำรใช้สีย้อม Nucleic acid และศักยภำพ       
ควำมรุนแรงในกำรก่อโรคของเชื้อโปรโตซัวโดยวิธี Bioassay กับหนูท้องขำวที่ 6 เดือน, 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน,  
3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน  
การบันทึกข้อมูล 

1. เปอร์เซนต์กำรมีชีวิตของเชื้อโปรโตซัว 
2. เปอร์เซ็นต์กำรตำยของหนู 
 

การทดลองย่อยที่ 2  การเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวโดยวิธี Sugar flotation 
วำงแผนกำรทดลอง แบบ CRD มี 3 ซ้ ำ (3 เชื้อ) ซ้ ำละ 3 หลอด หลอดละ 1 ul 6 กรรมวิธี คือ 

1. ตรวจสอบกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  4-10 ๐C นำน 6 เดือน 
2. ตรวจสอบกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  4-10 ๐C นำน 1 ปี 
3. ตรวจสอบกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  4-10 ๐C นำน 2 ปี 
4. ตรวจสอบกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C นำน 2 ปี 6 เดือน 
5. ตรวจสอบกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4-10 ๐C นำน 3 ปี 
6. ตรวจสอบกำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4-10๐C นำน 3 ปี 6 เดือน 
กำรเตรียมสำรละลำย 
 สำรละลำย A: Sheather’s solution: PBS +1% tween 80 (1:4) 
 สำรละลำย B: Sheather’s solution: PBS +1% tween 80 (1:2) 

ท ำกำรเตรียมตัวอย่ำงโดยกำรปั่นล้ำงมูลงูเหลือมจนได้สำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์และนับจ ำนวน               
สปอร์โรซีสต์ที่ได้ ใส่สำรละลำย B 15 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดปั่นขนำด 50 มิลลิลิตร หลังจำกนั้นใส่สำรละลำย A 
10 มิลลิลิตร และใส่สำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ไว้ด้ำนบนสุดปริมำตร 10 มิลลิลิตร ท ำกำรปั่นตกตะกอนที่                
3,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 30 นำที ถ่ำยรินส่วนชั้นของสปอร์โรซีสต์ที่อยู่เหนือตะกอน ลงในหลอดปั่นหลอดใหม่
ขนำดเดียวกัน  2 หลอด ในปริมำตรที่เท่ำกัน ปั่นตกตะกอนอีกครั้ง หลังจำกนั้นดูดสำรละลำยที่อยู่เหนือตะกอน
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ออกช้ำๆ ให้แต่ละหลอดเหลือสำรละลำยประมำณ 12.5 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำสำรแขวนลอยทั้งสองผสมลงใน 
หลอดเดียวกันและนับจ ำนวนสปอร์โรซีสต์ที่ได้เก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ที่เก็บเกี่ยวได้ ที่อุณหภูมิ  4-10 ๐C ท ำกำร
ตรวจสอบกำรมีชีวิตของเชื้อโปรโตซัวระยะสปอร์โรซีสต์ โดยกำรใช้สีย้อม Nucleic acid ทุก 6 เดือน, 1 ปี, 2 ป,ี  
2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ  3 ปี 6 เดือน  
การบันทึกข้อมูล 
 เปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตของเชื้อโปรโตซัว 
 
การทดลองย่อยที่ 3  การเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวในไนโตรเจนเหลว 

ท ำกำรทดลองโดยสลำยผนังเซลล์ของสปอร์โรซีสต์จ ำนวน 200,000 ซีสต์ เพ่ือแยกแต่ละเซลล์โปรโตซัว 
(Sporozoits) ออกมำ แล้วน ำไปแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลำ 6 เดือน, 1 ปี,  2 ปี,  2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 
3 ปี 6 เดือน จำกนั้นน ำเซลล์โปรโตซัวออกมำทดสอบกำรสร้ำงซีสต์ในกล้ำมเนื้อล ำตัวหนูท้องขำว 

วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD มี 4 ซ้ ำ (4 เชื้อ) ซ้ ำละ 1 ตัว 6 กรรมวิธี (ระยะเวลำกำรเก็บรักษำ) คือ 
1. เซลล์โปรโตซัวที่เก็บในไนโตรเจนเหลว นำน 6 เดือน  
2. เซลล์โปรโตซัวที่เก็บในไนโตรเจนเหลว นำน 1 ปี  
3. เซลล์โปรโตซัวที่เก็บในไนโตรเจนเหลว นำน 2 ป ี
4. เซลล์โปรโตซัวที่เก็บในไนโตรเจนเหลว นำน 2 ปี 6 เดือน 
5. เซลล์โปรโตซัวที่เก็บในไนโตรเจนเหลว นำน 3 ปี  
6. เซลล์โปรโตซัวที่เก็บในไนโตรเจนเหลว นำน 3 ปี 6 เดือน  

เตรียมสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ ลงในหลอดปั่น 15 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว               
3,000 rpm เป็นเวลำ 10 นำท ีหลังจำกนั้นเติมสำรละลำย NaOCL 8% 5 มิลลิลิตร (น้ ำกลั่น 4.6 มิลลิลิตร และ 
NaOCL 0.4 มิลลิลิตร) และเขย่ำสำรละลำยทันทีเป็นเวลำ 5 นำท ีแล้วน ำไปแช่น้ ำแข็งเป็นเวลำ 10 นำท ีหลังจำก
นั้นน ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 3,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำท ีจ ำนวน 4 ครั้ง ล้ำงด้วยน้ ำกลั่น ละลำยตะกอน
เซลล์ใน RPMI medium แล้วน ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 3,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำท ี หลังจำกนั้นเติม
สำรละลำย Pepsin ลงไปในตะกอนเซลล์ แล้วเขย่ำทันที แล้วท ำกำรย่อยที่ 37oc เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง หลังจำกนั้น
น ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 3,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำท ีและเติมสำรละลำย trypsin ลงไปในตะกอนเซลล ์
แล้วเขย่ำทันที ท ำกำรย่อยที่ 37oc เป็นเวลำ 2.5 ชั่วโมง จำกนั้นท ำกำรเช็คลักษณะสปอร์โรซอยด์โดย                     
กล้องจุลทรรศน์และน ำไปปั่นเหวี่ยงอีก 2 ครั้ง ที่ควำมเร็ว 2,500 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำท ี ด้วย RPMI 
medium และน ำไป ปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 2,500 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำที ด้วย FBS ตำมล ำดับ แล้วท ำกำร
นับจ ำนวนสปอร์โรซอยด์ใน Hemocytometerโดยกล้องจุลทรรศน์ แล้วน ำสปอร์โรซอยด์แช่น้ ำแข็ง ส ำหรับ              
กำรเก็บ Freezing ผสม RPMI 840 มิลลิลิตร , DMSO (10%) 120 ไมโครลิตร และ FBS (20%) 240 ไมโครลิตร แล้ว
ท ำกำรเก็บเซลล์ที่ได้ลงใน Cryotubes หลังจำกนั้นเก็บลงใน Liquid nitrogen  
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การบันทึกข้อมูล 
เปอร์เซ็นต์กำรตำยของหนู 

- เวลำและสถำนที่ 
ระยะเวลำ เริ่มต้นตุลำคม 2553 สิ้นสุดกันยำยน 2557 
สถำนที่  ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนสัตววิทยำกำรเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำร
อำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร กรุงเทพฯ 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การทดลองย่อยที่ 1 เปรียบเทียบการเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ในน  าดื่มสะอาดและในสารละลายเกลือ PBS  
 ค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ที่เก็บรักษำเป็น
ระยะเวลำ 6 เดือน, 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน ในน้ ำดื่มสะอำดมีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมี
ชีวิตเท่ำกับ 97.82, 81.58, 68.62, 67.62, 39.84, 16.48 ตำมล ำดับ   ซึ่งค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตที่ระยะเวลำ 
1 ปี, 2 ปี และ 2 ปี 6 เดือน ไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติซึ่งน้อยกว่ำและแตกต่ำงกับค่ำเฉลี่ยที่ระยะเวลำ 6 เดือน  
อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95% อีกท้ังค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตที่ระยะเวลำ 1 ปี, 2 ปี และ 
2 ปี 6 เดือน มำกกว่ำและแตกต่ำงกับค่ำเฉลี่ยที่ระยะเวลำ 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติที่
ระดับควำมเชื่อมั่น 95%   
 ส่วนกำรเก็บรักษำในสำรละลำยเกลือ PBS 1% มีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตเท่ำกับ  97.72, 88.18, 
79.34, 74.96, 52.74, 30.94 ตำมล ำดับ ซึ่งค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตที่ระยะเวลำ 6 เดือน, 1 ปี และ 2 ปี นั้น
ไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติ โดยค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตที่ระยะเวลำ 6 เดือนและ  1 ปี มำกกว่ำและแตกต่ำงกับ
ค่ำเฉลี่ยที่ระยะเวลำ 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95%  
 ในขณะที่กำรเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ในน้ ำดื่มสะอำดและในสำรละลำยเกลือ PBS 1% ที่
ระยะเวลำนำนสองปีขึ้นไปนั้น ไม่สำมำรถท ำให้หนูทดลองป่วยและตำยได้เช่นเดียวกันในทั้งสองวิธี  โดยค่ำเฉลี่ยใน
กำรท ำให้หนูทดลองป่วยตำยที่ระยะเวลำกำรเก็บรักษำ 6 เดือน, 1 ปี และ 2 ปี นั้นเท่ำกับ 100, 100, 45 และ 
100, 70, 35 เปอร์เซนต์ ตำมล ำดับ ซึ่งสอดคล้องกับผลงำนวิจัยที่ผ่ำนมำดังนี้  
 Baver และ Maleckar, 1981 รำยงำนว่ำ ควำมแข็งแรงและควำมรุนแรงในกำรท ำให้เกิดโรคโดย                
สปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis นั้นขึ้นกับกำรเก็บรักษำ โดยปกติแล้วสปอร์โรซีสต์ของ  S. singaporensis 
สำมำรถเก็บรักษำในน้ ำกลั่นที่อุณหภูมิ 4-10oc ได้นำน 2 ปีและยังสำมำรถท ำให้หนูที่ได้รับสปอร์โรซีสต์เข้ำไป              
เป็นโรคได้  
 Haefner, 1984  รำยงำนว่ำ จ ำนวนสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษำไม่เกิน 4 อำทิตย์ จ ำนวนสปอร์โรซีสต์เพียง 
200-300 สปอร์โรซีสต์และ 350-500 สปอร์โรซีสต์ สำมำรถท ำให้หนูนอร์เวและหนูพุกใหญ่ติดเชื้อได้ตำมล ำดับ   
แต่ถ้ำเก็บรักษำนำน 4-6 เดือนไปใช้ พบว่ำควำมแข็งแรงและควำมรุนแรงในกำรก่อโรคกับหนูจะลดลง ท ำให้ต้อง
ใช้สปอร์โรซีสต์มำกข้ึนจึงจะท ำให้หนูนอร์เวและหนูพุกใหญ่ติดเชื้อได้  
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Elsheikha และคณะ, 2004 ได้ท ำกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวสกุล Sarcocystis ตั้งแต่ปี 
1996-2002 ที่อุณหภูมิ 4 oc และน ำมำทดสอบกำรมีชีวิตโดยกำรย้อมด้วย Propidium iodide (PI) พบว่ำ แม้ว่ำ
สำมำรถเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวสกุล Sarcocystis ให้ยังคงมีชีวิตได้ที่อุณหภูมิ 4 oc เป็นเวลำนำน 7 ปี 
แต่ไม่สำมำรถท ำให้เกิดซีสต์ในหนูทดลองที่สัตว์อำศัยตัวกลำงได้ ซึ่งเป็นกำรแสดงให้เห็นว่ำกำรมีชีวิตของ                  
สปอร์โรซีสต์ในโปรโตซัวสกุลนี้ไม่ได้สัมพันธ์กับกำรสร้ำงซีสต์ ในหนูทดลองที่เป็นสัตว์อำศัยตัวกลำง แต่ระยะเวลำ
และอำยุของสปอร์โรซีสต์ เป็นปัจจัยส ำคัญในกำรสร้ำงซีสต์ในสัตว์อำศัยตัวกลำง ซึ่งเมื่อระยะเวลำและอำยุของ
สปอร์โรซีสต์มำกขึ้นส่งผลให้กำรสร้ำงซีสต์ในสัตว์อำศัยตัวกลำง ลดลงตำมอำยุของสปอร์โรซีสต์ที่มำกขึ้น 
 จำกรำยงำนผลงำนวิจัยทั้ง 3 เรื่องนั้นแสดงให้เห็นว่ำประสิทธิภำพในกำรก่อโรคกับหนูทดลองของ                  
สำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัวสกลุ Sarcocystis และ S. singaporensis นั้นจะค่อยๆลดลงตำม
ระยะเวลำกำรเก็บรักษำท่ีเพ่ิมมำกขึ้นซึ่งสอดคล้องกับผลกำรวิจัยในกำรศึกษำครั้งนี้ และกำรมีชีวิตของ                   
สปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ไม่ได้สัมพันธ์กับกำรสร้ำงซีสต์ในหนูทดลองที่เป็นสัตว์อำศัย
ตัวกลำง อีกทั้งกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ในน้ ำดื่มสะอำดและในสำรละลำยเกลือ PBS 1%  ที่อุณหภูมิ 4-10 oc 
ซึ่งนับว่ำเป็นระยะเวลำที่ค่อนข้ำงสั้นเมื่อเปรียบเทียบกับสำรเคมีท่ีมีอำยุกำรเก็บรักษำที่ยำวนำนกว่ำมำก  ดังนั้นใน
กำรทดลองย่อยที่ 1 จึงสำมำรถสรุปได้ว่ำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์สำมำรถเก็บรักษำในน้ ำดื่มสะอำดและใน
สำรละลำยเกลือ PBS 1%  ได้นำน 2 ปี โดยที่ภำยในระยะเวลำ 1 ปี สปอร์โรซีสต์มีชีวิตอยู่ได้และยังคง
ประสิทธิภำพในกำรก่อโรค ท ำให้หนูทดลองป่วยและตำยได้ 100 % หำกเก็บรักษำมำกกว่ำ 2 ปีขึน้ไป  ไม่สำมำรถ
ท ำให้หนตูิดเชื้อป่วยและตำยได้  

 
การทดลองย่อยที่ 2  การเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวโดยวิธี Sugar flotation 
 ผลจำกกำรทดลองเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S.singaporensis โดยวิธีกำรปั่นล้ำงน้ ำตำล 
(Sugar flotation)   ที่ระยะเวลำกำรเก็บรักษำ 6 เดือน, 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน               
มีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตเท่ำกับ 95.57, 80.83, 77.07, 60.07, 53.40 และ 48.27 ตำมล ำดับ ซึ่งค่ำเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตที่ระยะเวลำ 6 เดือน และ 1 ปี นั้นไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติซึ่งมำกกว่ำและแตกต่ำงกับค่ำเฉลี่ย
ที่ระยะเวลำ 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติที่ระดับควำมเชื่อม่ัน 95% ดังนั้นจึง
สำมำรถสรุปได้ว่ำเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตของ สปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis ที่ท ำกำรเก็บรักษำโดยวิธ ี              
Sugar flotation นั้นเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตของสปอร์โรซีสต์ค่อยๆลดลงตำมระยะเวลำกำรเก็บรักษำท่ีมำกข้ึน 
เช่นเดียวกับวิธีกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ในกำรทดลองย่อยที่  1 แม้ว่ำกำรล้ำงน้ ำตำลในกำรทดลองนี้สำมำรถ              
ท ำให้สปอร์โรซีสต์ที่ได้นั้นมีควำมบริสุทธิ์สูงกว่ำกำรปั่นล้ำงแบบธรรมดำ แต่ก็ท ำให้ปริมำณสปอร์โรซีสต์ที่สูญเสียไป
กับกำรล้ำงมำกด้วยเช่นกัน ท ำให้ปริมำณควำมเข้มข้นของสปอร์โรซีสต์ไม่เพียงพอต่อระดับที่ท ำให้หนูทดลอง            
ติดเชื้อป่วยและตำยได้ (Lethal dose) 200,000 สปอร์โรซีสต์ ส ำหรับกำรหยอดลงในเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนู               
1 ก้อน 
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การทดลองย่อยที่ 3  การเก็บรักษาสปอร์โรซีสต์ของโปรโตซัวในไนโตรเจนเหลว 
ผลจำกกำรทดลองเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ในไนโตรเจนเหลว 

(Liquid nitrogen, N2) ที่ระยะเวลำกำรเก็บรักษำ  6 เดือน , 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน 
พบว่ำ ในระยะเวลำกำรเก็บรักษำ 6 เดือน และ 1 ปี สำมำรถท ำให้หนูทดลองป่วยตำยได้ทั้งหมด (100%) แต่เมื่อ
เก็บรักษำที่ระยะเวลำมำกกว่ำ 1 ปี นั้นไม่สำมำรถท ำให้หนูทดลองที่ติดเชื้อป่วยและตำยได้  ซึ่งขัดแย้งกับงำนวิจัย
ของ Fayer และ  Nerod, 1996 ที่ พ บ ว่ ำ  ในน้ ำที่ ผ่ ำนกำร เป็ น น้ ำแข็ งแล้ ว  โอ โอซี สต์ ของโป รโตซั ว 
Cryptosporidium pavum สำมำรถมีชีวิตและยังท ำให้เกิดโรคได้และโอโอซีสต์จะมีชีวิตและมี Infectivity ที่
ยำวนำนขึ้น ถ้ำอยู่ในสภำพอุณหภูมิต่ ำมำก   แต่เนื่องจำกกำรทดลองในครั้งไม่ได้ท ำกำรทดลองหำเปอร์เซ็นต์กำรมี
ชีวิตของสปอร์โรซีสต์ภำยหลังกำรเก็บรักษำในไนโตรเจนเหลว ที่มีสภำพท ำให้น้ ำเป็นน้ ำแข็งเช่นเดียวกับกำร
ทดลองของ Fayer และ Nerod เนื่องจำกกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ในไนโตรเจนเหลวนั้นต้องสลำยสปอร์โรซีสต์
ให้แตกออกมำเป็นสปอร์โรซอยด์ก่อน ดังนั้นเมื่อท ำกำรย้อมสีเพ่ือดูกำรมีชีวิตจึงไม่สำมำรถค ำนวณกลับมำเป็น
จ ำนวนสปอร์โรซีสต์ที่แท้จริงได้ อีกทั้งอำจเป็นไปได้ว่ำโปรโตซัวที่ท ำกำรทดลองนั้นเป็นคนละชนิดกันแม้ว่ำจะเป็น
โปรโตซัวในกลุ่ม Apicomplexa กลุ่มเดียวกัน (Hikosaki และคณะ , 2010) ดังนั้นจึงมีควำมเป็นไปได้ว่ำ
สำรประกอบต่ำงๆภำยในสปอร์โรซีสต์อำจแตกต่ำงกัน อีกทั้งกำรทดลองของ Fayer และ Nerod ไม่ได้เก็บรักษำ
ในไนโตรเจนเหลว ด้วยสำเหตุเหล่ำนี้จึงอำจเป็นสำเหตุที่ท ำให้ผลกำรทดลองที่ได้ไม่สอดคล้องกันก็อำจเป็นได้  
 ดังนั้นกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว  S. singaporensis ในไนโตรเจนเหลว ซึ่งเป็นวิธีกำร
ที่ต้องเสียค่ำใช้จ่ำยมำก     ในกำรเติมไนโตรเจนเหลวลงถังเก็บทุก 2 เดือน อีกทั้ งยังไม่สำมำรถท ำให้              
สปอร์โรซีสต์คงประสิทธิภำพในกำรก่อโรคกับหนูทดลองในระยะเวลำนำนมำกกว่ำ 1 ปี ได้ จึงเป็นวิธีกำรที่                 
ไม่เหมำะสมในกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ให้คงประสิทธิภำพกำรก่อโรคในหนูได ้

ด้วยเหตุนี้เองจึงกล่ำวโดยสรุปได้ว่ำกำรศึกษำในครั้งนี้ได้วิธีกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว                     
S.  singaporensis ที่ท ำให้สปอร์โรซีสต์มีชีวิตอยู่ได้และยังคงประสิทธิภำพในกำรก่อโรค ท ำให้หนูทดลองป่วยและ
ตำยได้ 100 % ที่ระยะเวลำ 1 ปี แม้ว่ำระยะเวลำกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ที่ระยะเวลำ 2 ปี นั้นสำมำรถท ำให้หนู
ทดลองป่วยและตำยได้แต่ประสิทธิภำพในกำรก่อโรคกับหนูทดลองนั้น จะลดลงตำมระยะเวลำที่เพ่ิมข้ึน
เช่นเดียวกับเปอร์เซนต์กำรมีชีวิตของของสปอร์โรซีสต์ 

กำรเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอรืโรซีสต์ในน้ ำดื่มสะอำดหรือในสำรละลำยเกลือ PBS 1% ซึ่งเป็นวิธีที่ทำง
กลุ่มงำนสัตววิทยำกำรเกษตรฯ ใช้ในกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์อยู่ในปัจจุบันนี้ เป็นวิธีที่สำมำรถท ำได้ง่ำยและ             
ไม่ต้องสิ้นเปลืองค่ำใช้จ่ำยในมำกนัก จึงเหมำะส ำหรับใช้ในกำรเก็บรักษำเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ
ปรสิตโปรโตซัว S.  singaporensis ที่ท ำเป็นงำนประจ ำ ในกำรผลิตเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนู 

อย่ำงไรก็ดีแม้ว่ำกำรศึกษำครั้งนี้จะสิ้นสุดลงแต่ผลที่ได้จำกกำรศึกษำในครั้งนี้ควรที่จะน ำไปใช้เป็นข้อมูล
ส ำหรับงำนวิจัย ต่อยอดส ำหรับกำรพัฒนำวิธีกำรเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว                   
S.  singaporensis ต่อไป  เพ่ือท ำให้สำมำรถเก็บรักษำหัวเชื้อสปอร์โรซีสต์ได้เป็นระยะเวลำนำน ส่งผลให้สำมำรถ
ผลิตเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนูที่มีประสิทธิภำพสูง น ำไปสู่กำรควบคุมและลดปริมำณหนูศัตรูพืชแบบบูรณำกำร
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ร่วมกับวิธีกำรอ่ืนๆที่ไม่ใช้สำรเคมี  ท ำให้สำมำรถป้องกันและก ำจัดหนูศัตรูพืชรวมไปถึงหนูที่สร้ำงปัญหำในด้ำน
ต่ำงๆได้อย่ำงยั่งยืนและมีประสิทธิภำพ ไม่มีพิษตกค้ำงสู่สิ่งแวดล้อมเพ่ือควำมปลอดภัยของมนุษย์และสิ่งแวดล้อม
ต่อไป   
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : กำรเก็บรักษำสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว                       
S. singaporensis ในน้ ำดื่มสะอำดและในสำรละลำยเกลือ PBS 1% มีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิตของ                   
สปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ทีร่ะยะเวลำกำรเก็บรักษำ 6 เดือน, 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน,  
3 ปี และ  3 ปี 6 เดือน เท่ำกับ 97.82, 81.58, 68.62, 67.62, 39.84, 16.48 และ 97.72, 88.18, 79.34, 74.96, 
52.74, 30.94 ตำมล ำดับ และเม่ือท ำกำรเก็บรักษำระยะเวลำนำนสองปีขึ้นไปนั้น  ไม่สำมำรถท ำให้หนูทดลองป่วย
และตำยได้เหมือนกันทั้งสองวิธี 

ส่วนกำรเก็บรักษำสปอร์โรซีสต์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis โดยวิธี Sugar flotation ที่
ระยะเวลำกำรเก็บรักษำ 6 เดือน, 1 ปี, 2 ปี, 2 ปี 6 เดือน, 3 ปี และ 3 ปี 6 เดือน มีค่ำเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์กำรมีชีวิต
เท่ำกับ 95.57, 80.83, 77.07, 60.07, 53.40 และ 48.27 ตำมล ำดับ  

ในขณะที่สำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ที่เก็บรักษำในไนโตรเจนเหลว ระยะเวลำนำนหนึ่งปีขึ้นไปนั้น                      
ไม่สำมำรถท ำให้หนูทดลองป่วยและตำยได้ 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : น ำไปประยุกต์ใช้ในกำรเก็บสำรแขวนลอยสปอร์โรซีสต์                                  
S. singaporensis ในกำรผลิตเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนู 
11. ค าขอบคุณ : ขอขอบคุณ คุณยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ ที่เป็นผู้คิดงำนวิจัยนี้ขึ้นมำ อีกทั้งช่วยถ่ำยทอดควำมรู้
และเทคนิคต่ำงๆเก่ียวกับปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis รวมถึงกำรผลิตเหยื่อโปรโตซัวก ำจัดหนู และ
ขอขอบคุณเจ้ำหน้ำที่กลุ่มงำนสัตววิทยำกำรเกษตรฯ ที่เก่ียวข้องทุกท่ำนที่ท ำให้งำนวิจัยนี้ส ำเร็จไปได้ด้วยดี 
12. เอกสารอ้างอิง 
ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ วิยะดำ สีหะบุตร เสริมศักดิ์ หงส์นำค และกรแก้ว เสือสะอำด. 2539a.  

ผลของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ต่อหนูพุกใหญ่. รำยงำยผลกำรวิจัย ปี 2539.             
กองกีฏและสัตววิทยำ กรมวิชำกำรเกษตร  หน้ำ 255-256. 

ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ วิยะดำ สีหะบุตร เสริมศักดิ์ หงส์นำค และกรแก้ว เสือสะอำด. 2539b.  
ผลของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ต่อหนูนอร์เวย์. รำยงำยผลกำรวิจัย ปี 2539.  
กองกีฏและสัตววิทยำ กรมวิชำกำรเกษตร  หน้ำ 257. 

ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ ปรำสำททอง พรหมเกิด กรแก้ว เสือสะอำด เสริมศักดิ์ หงส์นำค และ 
ทรงทัพ แก้วตำ. 2540. ผลของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ต่อหนูนำใหญ่. 
รำยงำยผลกำรค้นคว้ำและวิจัย กลุ่มงำนสัตววิทยำกำรเกษตร กองกีฏและสัตววิทยำ 
กรมวิชำกำรเกษตร จตุจักร กรุงเทพมหำนคร หน้ำ 10-16. 
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ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ ปรำสำททอง พรหมเกิด เสริมศักดิ์ หงส์นำค ปิยำณี หนูกำฬ และ 
ทรงทัพ แก้วตำ. 2541. กำรศึกษำโปรโตซัวที่เป็นปรสิตในหนูพุกศัตรูพืช. รำยงำยผลกำรวิจัย 

  ปี 2541. กองกีฏและสัตววิทยำ กรมวิชำกำรเกษตร  หน้ำ 102-103. 
ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ   เสริมศักดิ์ หงส์นำค  T. Jaekel  กรแก้ว เสือสะอำด  ปรำสำททอง  

พรหมเกิด และ ชูวิทย์ สุขปรำกำร. 2542.  กำรใช้โปรโตซัว  Sarcocystis singaporensis   
ชีวินทรีย์ก ำจัดหนู ชนิดใหม่ เพื่อควบคุมหนูในประเทศไทย. 43 หน้ำ. 

Beaver, P.C. and J.R.Maleckar. 1981. Sarcocystis singaporensis Zaman & Colley (1975)  
1976. Sarcocystis villivillosi sp.p, and Sarcocystis zamani sp.n.: Development,  
morphology and persistence in the laboratory rat, Rattus norvegicus. Journal of 
Parasitology. 67: 241-256. 

Dubey, J. P., C.A. Speer and R. Fayer. 1989. Sarcocystosis of animals and man. Boca Raton, 
Florida: CRC Press. United States of America. 

Elsheikha, H.M., A.J. Murphy and L.S. Mansfiled. 2004. Viability of Sarcocystis neurona sporocyst 
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Fayer, R.  and T. Nerad.  1996. Effect of low Temperatures on Viability of Cryptosporidium 
pavum oocysts. Applied and Environmental Microbiology. 62: 1431-1433. 

Gardiner, C.H., R. Fayer and J.P. Dubey. 1985. An Atlas of Protozoan Parasites in Animal Tissues.  
Agriculture Handbook number 651. United States Department of Agriculture. 

Haefner, U and W. Frank. 1984.  Host specificity and host range of the genus  
Sarcocystis in three snake-rodent life cycles. Zbl Bak Parasit Infec Hyg Orig. A 256, 296-
299. 
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structure in the apicomplexan parasites, Babesia and Theileria. Molecular Biology. 27: 
1107–1116. 

Jaekel, T., H. Burgstaller and W. Frank.  1996.  Sarcocystis singaporensis : Studies on  
host specificity, pathogenicity, and potential use as a biocontrol agent of wild rats. 
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13. ภาคผนวก : 

  
 
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). 
 
Table 1 The table showing the percentage of viable sporocysts of S. singaporensis maintained 
in clean drinking water. 
 

Sporocyst 
samples 

The percentage of viable sporocysts in clean drinking water  
CV 
(%) 

0 day 
6 

month 
1 

Year 
2 

Year 
2 Year 6 
Month 

3 
Year 

3 Year 6 
Month 

S16 100 96.9 78.6 64.3 83.5 42.9 26.7 

15.6 

S162 100 99 69.2 50 66.7 28.6 15.9 

S54 100 100 80 81.3 84 36.4 7.6 

SM1 98.4 100 93.3 62.9 65.8 52.9 17.9 

SM2 100 93.2 86.8 84.6 38.1 38.4 14.3 

                

Means 99.68a 97.82a 81.58b 68.62b 67.62b 39.84c 16.48d   
 

1/ = Means in column followed by the same letter are not significantly different at the 5% level 
by DMRT (Duncan’s multiple new rang test).  
 

A B 
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Figure 2 The graph showing the mortality rates of rats from sporocyst suspension of                  
S. singaporensis maintained in clean drinking water. 
 
Table 2 The table showing the percentage of viable sporocysts of S. singaporensis maintained 
in  1% PBS. 
 

Sporocyst 
samples 

The percentage of viable sporocysts in 1% PBS 
CV 
(%) 

0 day 
6 

month 1 Year 2 Year 
2 Year 6 
Month 

3 
Year 

3 Year 6 
Month 

S16 100 93.8 80 82.4 68.8 76.5 45.3 

12.9 

S162 99.1 100 89.3 84.6 82.4 65.2 25.4 

S54 100 100 100 89.6 86.8 42.9 22.5 

SM1 100 96.4 88.2 78.1 66.7 33.6 28.1 

SM2 98 98.4 83.4 62 70.1 45.5 33.4 

                

Means 99.42a 97.72a 88.18ab 79.34bc 74.96c 52.74d 30.94e   
 

1/ = Means in column followed by the same letter are not significantly different at the 5% level 
by DMRT (Duncan’s multiple new rang test). 
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Figure 3 The Graph showing the mortality rates of rats from sporocyst suspension of                         
S. singaporensis maintained in 1% PBS. 
 
Table 3 The table showing the percentage of viable sporocysts of S. singaporensis maintained 
by sugar flotation method. 
 

Sporocyst 
samples 

The percentage of viable sporocysts maintained by sugar flotation 
method 

CV (%) 

0 day 
6 

month 1 Year 2 Year 
2 Year 6 
Month 

3 
Year 

3 Year 6 
Month 

S42 100 98.2 90 85.6 76.1 71.2 53 

14.1 
S15 98.2 90.7 72.3 73.3 62.2 48.7 49.8 

S4 94.4 97.8 80.2 72.3 41.9 40.3 42 

                

Means 97.53a 95.57ab 80.83ab 77.07bc 60.07cd 53.4d 48.27d   

 
1/ = Means in column followed by the same letter are not significantly different at the 5% level 
by DMRT (Duncan’s multiple new rang test). 
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Figure 4 The graph showing the mortality rates of rats from sporocyst suspension of                         
S. singaporensis stored in liquid nitrogen (N2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Duration on the motality of rats. 
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