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การระบาดของเชื้อ Nosema ceranae และความรุนแรงของโรคในผึ้งหลวง 

(Apis dorsata Fabricius, 1793) ในประเทศไทย 

 

บทคัดยอ 

ผึ้งหลวง (Apis dorsata) เปนผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยท่ีมีขนาดลําตัวและรังขนาดใหญ

ท่ีสุด ใหน้ําผึ้งและผลิตภัณฑผึ้งท่ีเปนประโยชน นอกจากนี้ยังทําหนาท่ีสําคัญตอระบบนิเวศนเนื่องจาก

ทําหนาท่ีผสมเกสรใหพืชชนิดตาง ๆ โดยเฉพาะพืชอาหารหลัก (crop plants) ของประเทศไทย และ

ประเทศอ่ืนในภูมิภาคเอเชีย แตในปจจุบันจํานวนประชากรของรังผึ้งหลวงลดจํานวนลงอยางมาก 

เนื่องมาจากปจจัยตางๆ โดยเฉพาะ โรคโนซีมา  (Nosemosis) ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหผึ้งชนิดตางๆ

ทองรวงและตายในท่ีสุด รวมถึงผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยดวย วัตถุประสงคของการวิจัย คือ สํารวจ

การติดเชื้อ Nosema ในผึ้งหลวงจากพ้ืนท่ีตางๆ ของประเทศไทย และยังตรวจสอบความรุนแรงของ 

Nosema ceranae ในผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานภายหลังการติดเชื้อ เปนระยะเวลา 30 วัน โดยการวัด

ประสิทธิภาพการติดเชื้อ อัตราการติดเชื้อระหวางเซลลท่ีติดเชื้อตอเซลลท่ีไมติดเชื้อจํานวนรอยเซลล, 

ระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือด และปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาลิงค การจัดจําแนกระบุสปชีส

ของเชื้อ Nosema ใชท้ังลักษณะทางกายภาพของ Nosama สปอร และวิเคราะหผลดวย qPCR 

นอกจากนี้ยังไดทดลองใชสารละลายไคโตซาน สําหรับควบคุมโรคโนซีมาในผึ้งหลวง ผลการทดลอง

พบวา พบการติดเชื้อ Nosema ผึ้งหลวงทุกพ้ืนท่ีทําการสํารวจ และผลการวิเคราะหดวย qPCR พบ

ท้ัง N. ceranae และ N. apis  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อท่ีระดับความเขมขนสูงสงผลใหประสิทธิภาพ

การติดเชื้อและอัตราการติดเชื้อสูงขึ้น และท่ีนาสนใจก็คือ สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

ทําใหประสิทธิภาพการติดเชื้อและอัตราการติดเชื้อลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม นอกจากนี้

สารสารละลายไคโตซาน ยังทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ํา เลือด ปริมาณโปรตีนในตอมไฮโปฟา

ลิงค และการรอดชีวิตของผึ้งหลวงเพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม สารสารละลายไคโตซาน 

ควรไดรับการพิจารณาเพ่ือเปนทางเลือกของการใชสารจากธรรมชาติในรักษาโรคโนซีมา  

 

คําสําคัญ:  โนซีมา, ผึ้งหลวง, สารละลายไคโตซาน  
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Distribution and virulence of Nosema ceranae in Thai giant honeybee, 

Apis dorsata Fabricius, 1793 

 

Abstract 

 Apis dorsata are the largest native species of Thai honey bees, not only 

having the biggest body sizes, but also having ability to produce many high value of 

hive products since they have huge number of colony population. Foragers of this 

species play the important role in pollination of various plants, especially crop plants 

of Thailand and other countries in Asia. Nowadays, the honey bee population are 

decreasing due to the combination among many factors particularly Nosema disease, 

caused diarrhea in all honey bee species including native species of Thailand. We 

aims to investigate the distribution of Nosema infection in A. dorsata from difference 

regions of Thailand, and also to determine the virulence of Nosema ceranae after 

experimental infection in its workers for 30 days by measuring the infectivity, the 

infection ratios between infected cells to non-infected cells, trehalose levels in 

haemolymph, and protein contents of the hypopharyngeal glands. The identification 

of Nosema species using both morphological characteristics and qPCR was 

investigated.  Moreover, the use of chitosan for the control of Nosemosis in A. 

dorsata was examined. The results showed that, Nosema infections of A. dorsata 

were found in all survey areas. The qPCR products of all bee samples revealed that 

they were N. ceranae, and N. apis. It was shown that increasing doses of Nosema 

caused increasing infection ration and infectivity. Interestingly, bee treated with 1 

ppm chitosan had a lowest infection ratio and infectivity compared to those of 

others.  

In addition, chitosan treated bees had significantly higher trehalose levels in 

haemolymph, hypopharyngeal gland protein contents, and higher survival compared 

to those of untreated bees. Chitosan could therefore be considered as a possible 

viable alternative way for the control of Nosemosis to improve bee health.  

 

Keyword: Apis dorsata, Chitosan, Nosema ceranae 
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บทท่ี ๑ 

บทนํา  

(Introduction)  
 

๑.๑ ความสําคัญและท่ีมาของปญหา (Research Rationale) 

 ผึ้งหลวง (Apis dorsata) เปนผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยท่ีมีขนาดลําตัวและรังขนาดใหญ

ท่ีสุด ใหน้ําผึ้งและผลิตภัณฑผึ้งท่ีเปนประโยชน นอกจากนี้ยังทําหนาท่ีสําคัญตอระบบนิเวศนเนื่องจาก

ทําหนาท่ีผสมเกสรใหพืชชนิดตาง ๆ มากกวา 59 ชนิด โดยเฉพาะพืชอาหารหลัก (crop plants) ของ

ประเทศไทย (Suwannapong, Maksong, Yemor, Junsuri, & Benbow, 2013) และประเทศอ่ืน

ในภูมิภาคเอเชีย (Baker, Cruden, & Baker, 1971; McGregor, 1976) แตในปจจุบันจํานวน

ประชากรของรังผึ้งหลวงลดจํานวนลงอยางมาก เนื่องจากหลายสาเหตุ เชน การขาดแคลนท่ีอยูอาศัย

เนื่องจากการตัดไมทําลายปาซ่ึงเปนถิ่นท่ีอยูอาศัย ทํารังและแหลงอาหารของผึ้งหลวง การถูกลาจาก

มนุษย (bee hunter) เพ่ือเอาน้ําผึ้งเนื่องจากเปนผึ้งท่ีมีรังขนาดใหญ ใหน้ําผึ้งปริมาณมาก รวมท้ัง

ผลิตภัณฑผึ้งชนิดอ่ืนท่ีมนุษยตองการ การเก็บน้ําหวานหรือเกสรท่ีมีการปนเปอนของสารฆาแมลงและ

สารกําจัดศัตรูพืช รวมท้ังเชื้อโรค ท่ีทําใหผึ้งตาย ท่ีสําคัญท่ีพบระบาดมากท่ัวโลกในผึ้งพันธุ (A. 

mellifera) ไดแกโรคโนซีมา ซ่ึงพบรายงานการติดเชื้อชนิดนี้ในผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยดวย

เชนกัน (Peters, Suwannapong, Pelin, & Corradi, 2018; Suwannapong, Maksong, 

Phainchajoen, Benbow, & Mayack, 2018; Suwannapong, Maksong, Seanbualuang, & 

Benbow, 2010; Suwannapong, Yemor, Boonpakdee, & Benbow, 2011; Yemor, 

Phiancharoen, Eric Benbow, & Suwannapong, 2015) ซ่ึงโรคโนซีมา เปนสาเหตุใหผึ้งทองรวง

และตายในท่ีสุด ซ่ึงปจจุบันมีการระบาดไปท่ัวโลก รวมท้ังประเทศไทยเรา โรคโนซีมา เกิดจากการท่ี

ผึ้งติดเชื้อ 2 ชนิดคือ Nosema apis และ N. ceranae   เปนปรสิตภายในเซลลท่ีกอความเสียหาย

อยางรุนแรงในผึ้งงานระยะตัวเต็มวัยท่ีพบการระบาดอยูท่ัวโลก โดยมีรายงานวากอใหเกิดความ

เสียหายอยางเห็นไดชัดกับผึ้งท่ีมีการติดเชื้อ โดยทําใหผึ้งทองเสียอยางรุนแรง มีอายุสั้นลง  สงผลตอ

พฤติกรรมตางๆ ภายในรังผึ้ง เชน การหาอาหารลดลง การเลี้ยงดูตัวออนลดลงเนื่องจากผลิตนมผึ้ง 

(royal jelly) ไดนอยลง ตลอดจนการวางไขของนางพญา ซ่ึงลดจํานวนหรือหยุดวางไข เปนตน  ซ่ึง

ลักษณะตาง ๆ เหลานี้เปนสาเหตุทําให จํานวนประชากรของผึ้งภายในรังลดลง  สงผลใหไดผลิตภัณฑ

ผึ้ง (bee products) ลดลง และท่ีสําคัญทําใหประชากรของแมลงท่ีทําหนาท่ีถายละอองเกสร 

(pollinators) ลดจํานวนลงดวย  ผลพวงตามมาคือ พืชผลทางการเกษตรท่ีตองการผึ้งเปนแมลงถาย

ละอองเกสรใหผลผลิตตํ่าลง  นอกจากนี้ ยังไมมีการรายงานการศึกษาการระบาดของเชื้อ Nosema 

ท้ังสองชนิดตอผ้ึงหลวง ในประเทศไทยและในโลก  ดังนั้นการศึกษาสํารวจการแพรกระจาย การ
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แยกชนิดสายพันธุและการติดเชื้อโนซีมาในผึ้งแตละชนิดท่ีมีในประเทศไทย จะเปนขอมูลท่ีสําคัญ ตอ

อุตสาหกรรมเลี้ยงผึ้ง การอนุรักษผึ้งพันธุพ้ืนเมืองท่ีนับวันลดนอยลงเนื่องจากปญหาการใชสารเคมี

ตลอดจน การนําไปประยุกตใชเปนขอมูลโรคของแมลงกลุมอ่ืน ๆ ท่ีใกลเคียงผึ้ง เชนผีเสื้อหนอนไหมท่ี

เลี้ยงเปนอุตสาหกรรมและแมลงอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงานการระบาดของเชื้อ Nosema   นอกจากนี้โรคชนิด

นี้ยังเปนโรคท่ีนักวิทยาศาสตรท่ัวโลกมีความต่ืนตัวและใหความสําคัญในการศึกษาวิจัยเก่ียวกับ 

Nosema มากเนื่องจาก เชื่อกันวาเชื้อชนิดนี้ อาจเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหเกิด CCD (colony 

collapse disorder)  ซ่ึงเปนปรากฏการณท่ีประชากรของผึ้งหายไปจากรัง จํานวนมาก ทําให

ประชากรภายในรังลดลงอยางกะทันหัน โดยไมทราบสาเหตุ ประกอบกับขอมูลรายงานการติดเชื้อ

ขามสายพันธุผึ้ง (Apis mellifera) ระหวางเชื้อ N. apis ซ่ึงเดิมพบในผึ้งพันธุ สามารถเขาไประบาด

ในผึ้งโพรง (A. cerana) และในทางกลับกัน N. ceranae ซ่ึงเดิมพบเปนเชื้อท่ีระบาดในผึ้งโพรง 

สามารถเขาไประบาดในเซลลของผึ้งพันธุไดเชนกันและกอใหเกิดความเสียหายกับเซลล และประชากร

โดยรวมของผึ้งภายในรังมากกวา N. apis อยางชัดเจน ทําใหนักวิจัยผึ้งท่ัวโลก รวมท้ังเกษตรกรผู

เลี้ยงผึ้งมีความกังวล เก่ียวกับการระบาดของเชื้อ N. ceranae ท่ีอาจทําใหประชากรของผึ้งพันธุ

เสียหายจํานวนมากหรืออาจสงผลใหประชากรของผึ้งชนิดดังกลาวในฟารมหายไปจนไมสามารถ

นําไปใชในถายละอองเกสรในสวนผลไมหรือพืชท่ีตองการผึ้งชนิดนี้ถายละอองเกสรได  ประกอบกับผึ้ง

พันธุเปนผึ้งท่ีใชเลี้ยงในอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งท่ัวโลก ดังนั้นการศึกษาวิจัยเก่ียวกับโรคท่ีเกิดจากเชื้อ 

Nosema จึงเปนท่ีสนในศึกษากันมากท่ัวโลก ดังนั้นหากมีการระบาดขามสายพันธุผึ้ง จากผึ้งโพรง ผึ้ง

พันธุ ผึ้งม้ิม ไปสูผึ้งหลวง เนื่องจากผึ้งเหลานี้ใชแหลงอาหารจากพืชอาหารผึ้งรวมกัน อาจสงผลตอ

ประชากรผึ้งหลวงไดเชนกัน สงผลให จํานวนแมลงถายละอองเรณู อาจลดลงอยางมาก สงผลตอ

ผลผลิตทางการเกษตร และตอระบบนิเวศน ท่ีเสียสมดุลไป 

 นอกจากนี้มีรายงานเก่ียวกับผึ้งท่ีไดรับเชื้อ Nosema จะทําใหผึ้งมีสภาวะเครียดในเรื่อง

ของสารอาหารพลังงานในเซลล (energetic stress) โดย Mayack and Naug (2009) ไดรายงานวา

เม่ือผึ้ง A. mellifera ไดรับเชื้อ N. cerane จะทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลส (trehalose) ในเลือด

ตํ่าลง สงผลใหผึ้งแสดงพฤติกรรมการยื่น proboscis มากขึ้น เนื่องจากความหิว ซ่ึงเนื่องมาจาก 

ทางเดินอาหารสวนกลางโดนทําลาย กระทบตอการยอยอาหารทําใหไดสารอาหารไมเพียงพอ 

(Mayack & Naug, 2009, 2010, 2013) ดังนั้นผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษา ระดับน้ําตาล trehalose ใน 

haemolymph ของผึ้งท่ีไดรับการติดเชื้อ N. ceranae เม่ือผึ้งไดรับเชื้อในปริมาณตาง ๆ และท่ี

อุณหภูมิตาง ๆ ดวย เนื่องจาก มีรายงานวา N. ceranae ทนตออุณหภูมิท่ีสูงไดดีกวาอุณหภูมิตํ่า ได

ดีกวา N. apis อยางไรก็ตามถาหากอุณหภูมิสูงเกิน 33 องศาเซลเซียสจะทําใหอัตราการรอดชีวิต

ตํ่าลงเม่ือเก็บเชื้อไวเปนเวลานาน (Sanchez Collado, Higes, Barrio, & Martin-Hernandez, 

2014) จึงเปนท่ีนาสนใจศึกษาเปนอยางยิ่งวาเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิถึงระดับหนึ่ง ท่ีไมสงผลกระทบตอผึ้ง 
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แตอาจสามารถทําลายเชื้อชนิดนี้ได ผลการศึกษาท่ีไดจะเปนประโยชนตอการควบคุมและเปน

แนวทางในการกําจัดเชื้อชนิดนี้ได  

 การศึกษาการติดเชื้อโนซีมาท่ีทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ของผึ้งหลวง มี

ความสําคัญมากเชนเดียวกัน เนื่องจากมีรายงานการติดเชื้อในทางเดินอาหารสวนกลางในผึ้งพันธุและ

ผึ้งชนิดอ่ืนท่ีถือเปนผึ้งพ้ืนเมืองของไทย  โดยผึ้งท่ีไดรับเชื้อปริมาณมาก ๆ จะเกิดอาการทองรวงและ

ตายในท่ีสุด มีกลิ่นเนาเหม็น เนื่องจากเม่ือเชื้อเขาสูรางกายจะเขาไปเจริญและแพรพันธุในทางเดิน

อาหารสวนกลาง ทําใหเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลางเสียหาย ไมสามารถผลิตเอ็นไซม และยอย

อาหารได ผลทําใหอาหารท่ีผึ้งกินเขาไปไมสามารถยอยได โดยเฉพาะอาหารพวกโปรตีนท่ีผึ้งไดจาก

การกินเกสรของดอกไม (pollen grains)  นอกจากนี้พฤติกรรมการหาอาหารของผึ้งเปนปจจัยหนึ่งท่ี

มีความสําคัญตอการแพรกระจายและรับเชื้อ Nosema   เนื่องจากผึ้งท่ีอาศัยอยูในบริเวณใกลกันท่ีมี

อาณาเขตในการหาอาหารทับซอนกัน ผึ้งมักมีการใชแหลงอาหารเหลานี้รวมกัน ดังนั้นผึ้งงานหา

อาหารท่ีมีเชื้อ Nosema   มีโอกาสปลอยเชื้อไวตามแหลงอาหารตาง ๆ ขณะหาอาหาร  ทําใหสปอร

ของเชื้อสามารถแพรไปยังผึ้งจากรังอ่ืน ๆ หรือผึ้งชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมาหาอาหารในดอกไมดอกเดียวกันหรือ

แหลงอาหารอ่ืนท่ีใชรวมกันได  การศึกษาวิจัยครั้งนี้ตองการศึกษาอัตราการติดเชื้อโนซีมาของผึ้งชนิด

นี้ เม่ือใหเชื้อในระดับท่ีกําหนดระดับตาง ๆ โดยอาศัยขอมูลพ้ืนฐานจากรายงานการศึกษาในผึ้งชนิด

อ่ืนของประเทศไทย ระยะเวลาท่ีเม่ือผึ้งไดรับเชื้อจนกระท่ังผึ้งตาย  และเปรียบเทียบความแตกตาง

ระหวางอัตราการติดเชื้อ N.  ceranae เม่ือผึ้งไดรับ เชื้อปริมาณตาง ๆ และเลี้ยงท่ีอุณหภูมิตาง ๆ ใน

หองปฏิบัติการ  ตรวจวัด อัตราการตาย การติดเชื้อ ระดับน้ําตาล trehalose ใน haemolymph วัด

ปริมาณโปรตีนจากตอมไฮโปฟาริงค (hypopharyngeal glands) ระหวางผึ้งกลุมท่ีไดรับเชื้อ กับกลุม

ท่ีไมไดรับเชื้อ และเปรียบเทียบผึ้งท่ีไดรับสารสกัดพรอพอริสจากชันโรง (Trigona apicalis) กับผึ้งท่ี

ไมรับสารสกัดพรอพอริสจากชันโรง  

 

๑.๒  ขอบเขตการวิจัย (Scope of the study) 

 ศึกษาผลของสารสกัดพรอพอลิสจากชันโรงอัตราการติดเชื้อของผึ้งงานอายุ 1 วัน ของผึ้ง

หลวง (A. dorsata) เม่ือใหเชื้อ N. ceranae ทางปาก ความเขมขน 0.5 x106
 สปอรตอตัว โดย

ละลายในสารละลาย 50% ซูโครส ท่ีเลี้ยงในหองปฏิบัติการท่ีควบคุม ความชื้นและอุณหภูมิท่ี

เหมาะสม   วัดผลจากรอยละของการติดเชื้อ (infection ratio) โดยนับจํานวนผึ้งท่ีติดเชื้อ (infected 

bees) กับผึ้งท่ีไมติดเชื้อ (non infected bees) และนับจํานวนสปอรในผึ้งแตละตัวท่ีตายในแตละวัน 

โดยใช Haemocytometer 
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 ศึกษาอัตราการตาย (bee mortality) และรอยละของการติดเชื้อของเซลล (infected 

cells) กับเซลลท่ีไมติดเชื้อ (non infected cells)  ของเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลางและเซลล

ของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้ง ตลอดจนศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเซลลของตอมไฮโปฟาริงค 

(hypopharyngeal glands) และเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) เม่ือไดรับเชื้อความ

เขมขน 0.5 x106
 สปอรตอตัว ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) ตลอดจนศึกษา การ

เปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาล trehalose ใน haemolymph, ระดับเอ็นไซม protease ในทางเดิน

อาหารสวนกลาง และตอการสรางโปรตีนในนมผึ้งของผึ้งหลวง วรรณะผึ้งงาน  

 

๑.๓ วัตถุประสงคของโครงการ 

 ศึกษาการระบาดของเชื้อ N. cerane ในผึ้งหลวง (A. dorsata) ในประเทศไทย และความ

รุนแรงของโรคในหองปฏิบัติการ รวมท้ังผลของสารสกัดพรอพอลิส (propolis) จากชันโรง (stingless 

bee) ชนิด Trigona apiicalis ตออัตราการติดเชื้อ N.  ceranae ความเขมขน 0.5 x106
 สปอรตอ

ตัว ของเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ของผึ้ง อัตราการตาย อัตราการติดเชื้อ การ

เปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาล trehalose ใน haemolymph, ระดับเอ็นไซม protease ในทางเดิน

อาหารสวนกลาง และตอการสรางโปรตีนในนมผึ้งของผึ้งหลวง วรรณะผึ้งงาน ของผึ้งหลวง  

 

๑.๔ ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

  จะเห็นไดวาการระบาดของเชื้อ Nosema นี้สงผลใหเกิดความเสียหายหลายดาน เชน 

ทางเศรษฐกิจ อยางเห็นไดชัดเนื่องจากเปนสาเหตุหลักในการทําใหประชากรผึ้งลดจํานวนลง และไมมี

คุณภาพ นอกจากนี้ยังสงผลเสียหายตอระบบนิเวศนโดยรวม ทําใหการแพรพันธุของพืชบางกลุมลดลง

เปนตน ดังนั้นขอมูลท่ีไดจากการศึกษาครั้งนี้ จะเปนประโยชนตอผูเลี้ยงผึ้งและนักวิทยาศาสตรท่ี

ทํางานวิจัยเก่ียวกับผึ้งและชีววิทยาของผึ้ง   เพ่ือเปนขอมูลในการศึกษาและหาวิธีการปองกันกําจัดท่ี

เหมาะสมตอไป 
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บทท่ี ๒ 

บททบทวนวรรณกรรม  

(Literature Reviews) 
 

๒.๑ เชื้อโนซีมา (Nosema)  

 Nosema จัดเปน Microsporidia ซ่ึงถือเปนปรสิตภายในเซลลกลุมใหญท่ีแพรกระจายอยู

ในธรรมชาติและพบไดท่ัวโลก (Andrew Matheson, 1996) ซ่ึงปจจุบันมีมากกวา 150 ชนิด 

(species) เปนเชื้อท่ีกอใหเกิดโรคในสัตวท่ีไมมีกระดูกสันหลัง (invertebrates) รวมถึงแมลง 

(insects) อยางนอย 12 อันดับ (orders) มักจะพบบอยในแมลงท่ีอยูในอันดับ Lepidoptera และ 

Hymenoptera (Higes, Garcia-Palencia, Martin-Hernandez, & Meana, 2007) โดยกอใหเกิด

โรคท่ีมีชื่อวา Nosema disease (Bailey & Ball, 1991; Fries, 1989) เชื้อชนิดนี้จะทําใหระบบ

ทางเดินอาหารสวนกลางของเจาบาน (hosts) เสียหาย ทําใหเกิดอาการทองรวงและ เชื้อมี

ความสามารถตานทานตอระบบภูมิคุมกันของตัวเจาบานท่ีเชื้อเขาไปอาศัยอยู (de Graaf, Sittig, & 

Denier van der Gon, 1994; Fries, Martín, Meana, García-Palencia, & Higes, 2006) สําหรับ 

Nosema ท่ีกอใหเกิดโรคในผึ้ง (honeybees) ท่ีรายงานมี 3 ชนิด คือ N. apis (Zander, 1909) N. 

ceranae (Fries, Feng, da Silva, Slemenda, & Pieniazek, 1996) และ N. neumanni n. sp. 

(Chemurot, De Smet, Brunain, De Rycke, & de Graaf, 2017) โดย N. apis เปนปรสิตในผึ้ง

พันธุ (Apis mellifera) ซ่ึงเปนผึ้งพ้ืนเมืองของยุโรปปจจุบันถูกนํามาเลี้ยงเปนอุตสาหกรรมท่ัวโลก   

ถูกคนพบครั้งแรกโดย Zander ในป 1909 ในผึ้งพันธ ุ   โดยเชื้อชนิดนี้จะติดเชื้อในเนื้อเยื่อบุผิวของ

ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ของผึ้งงานตัวเต็มวัยเปนสาเหตุทําใหระบบยอยอาหารผิดปกติ 

อาหารไมยอยและเกิดอาการทองเสียทําใหผึ้งมีอายุสั้นและสงผลใหจํานวนประชากรภายในรังลดลง

อยารวดเร็ว (Anderson & Giacon, 1992; Hassanein, 1953; Higes et al., 2007; Rinderer & 

Dell Elliott, 1977) ในอดีตพบโรคโนซีมาเฉพาะในยุโรปและเกิดจากเชื้อ  N. apis เทานั้น (Chen, 

Evans, Smith, & Pettis, 2008; Ellis & Munn, 2005) ตอมาไดมีผูศึกษาพบวาโรคโนซีมามีการ

ระบาดท้ังในภูมิภาคเอเชียและยุโรป โดยพบ Nosema ในผึ้งโพรง (A. cerana)  ซ่ึงเกิดจากเชื้อ N. 

ceranae  ถูกคนพบครั้งแรกโดย Fries และคณะ ในป 1996 (Fries et al., 1996; Fries et al., 

2006) และในป ค.ศ. 2017 มีการคนพบเชื้อโนซีมาสปชี่สใหมคือ N. neumanni n. sp. ถูกพบครั้ง

แรกในผึ้งพันธุในสาธารณรัฐยูกันดา โดย Chemurot และคณะ 

 ซ่ึงเชื้อท้ังสามชนิดนี้มีความแตกตางกันหลายประการเชน SSUrRNA sequences (โดยใช

เทคนิค PCR เพ่ือแยกความแตกตางของ 16S rRNA ของท้ังสามชนิด (Chemurot et al., 2017; 

Chen et al., 2008; Fries et al., 1996; Fries et al., 2006; Huang, Jiang, Chen, & Wang, 
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2007; Williams, Shafer, Rogers, Shutler, & Stewart, 2008) ขนาดของสปอรเม่ือสองใตกลอง 

transmission electron microscopy (TEM) พบวาสปอรของ N. neumanni n. sp. ยาว  2.36 ± 

0.14 μm และกวาง 1.78 ± 0.06 μm ซ่ึงมีขนาดเล็กกวา N. ceranae และ N.  apis (Chemurot 

et al., 2017; Williams et al., 2008) จํานวน polar filament coils ของ N. ceranae มีจํานวน 

20-23 filaments, N. apis มีจํานวน 30-44 filaments (Fries, 1989) และ N. neumanni n. sp. 

มีจํานวน 10-12 (รูปท่ี ๒.๑-๒.๒) filaments (Chemurot et al., 2017) โดยเชื้อชนิดนี้เขาไปติดและ

ทําความเสียหายบริเวณกระเพาะอาหาร (ventriculus) ของผึ้งโพรง ทําใหบริเวณดังกลาวมีลักษณะสี

ขาวขุนและบวมโปงออก (Fries et al., 1996) นอกจากนี้มีรายงานการแพรกระจายของเชื้อ N. 

ceranae  จากผึ้งโพรง (A. cerana) สูผึ้งพันธุ (A. mellifera)  ท่ีอยูในเอเชีย ยุโรป อเมริกาเหนือ  

อเมริกากลาง และอเมริกาใต (Fries et al., 2006; Huang et al., 2007; Klee et al., 2007; 

Martín-Hernández et al., 2007; Williams et al., 2008)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 รูปท่ี ๒.๑  ภาพสปอรใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission 

electron microscopy, TEM) ของ N. ceranae (A) และ N. apis (B); PF, polar filament (Fries 

et al., 2006)  
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รูปท่ี ๒.๒  ภาพใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของสปอร Nosema neumanni n. sp. (A) 

ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาสปอรของ N. ceranae (B) และ N. apis (C). สวนภาพ D, E และ F เปนภาพ

สปอรใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscopy, TEM) 

ของ N. neumanni n. sp. ประกอบไปดวย electron dense exospore (Ex) และ electron 

lucent endospore (En). ขนาดของสปอรของ N. neumanni n. sp. ยาว 2.36 ± 0.14 μm กวาง 

1.78 ± 0.06 μm. Scale bars: ในภาพ A, B และ C เทากับ 50 μm; ในภาพ D เทากับ 2 μm และ

ในภาพ E และ F 500 nm. (Chemurot et al., 2017)  
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๒.๒ วงชีวิตและการแพรเชื้อของโนซีมา (Life cycle and distribution of Nosema) 

 การติดตอของโรคหรือการติดเชื้อ เกิดไดโดยการปอนอาหารโดยสงตอจากปากของผึ้งงาน

ตัวหนึ่งสูผึ้งอีกตัวหนึ่งท่ีเรียกวา trophallaxis (Webster, 1993) รวมท้ังการนําเอาสวนของรังท่ีมี

สปอรของเชื้อปนอยูเขาปาก (ingestion of infected comb) หรือมาจากแหลงน้ําท่ีผึ้งนําเขามาใช

ในรัง  (Bailey & Ball, 1991)เม่ือสปอรของเชื้อ Nosema เขาสูรางกายทางปาก สปอรจะเริ่มพัฒนา

ภายใน 30 นาที ในกระเพาะอาหาร (ventriculus) และทางเดินอาหารสวนกลาง (mid gut) โดย

เฉพาะท่ีบริเวณเยื่อบุผิว (epithelium) ของ ventricular fold โดยการยื่น polar tube ท่ีเปนตัว

นําเอา sporoplasm (รูปท่ี ๒.๓) ของเชื้อ เขาไปในเซลลเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลาง โดย

เชื้อจะเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว ภายในเวลา 6-10 วัน (Bailey & Ball, 1991) (รูปท่ี ๒.๔)  สปอรของ

โนซีมาสามารถเจาะผานทะลุระหวางเซลลไปยังเซลลขางเคียงทําใหเซลลปกติติดเชื้อ (Bailey & Ball, 

1991; de Graaf, Sittig, & Denier van der Gon, 1994) เชื้อท่ีแพรพันธุและเพ่ิมจํานวนในรางกาย

จะบมและพักตัวในรางกายของผึ้งงานท่ียังมีชีวิตอยู นอกจากนี้สปอรของเชื้อยังอาจอยูท่ีไขผึ้งท่ีเปน

สวนประกอบของรัง ปนอยูในน้ําผึ้ง และสวนอ่ืน ๆ ในรังผึ้ง (Cantwell & Shimanuki, 1970)     

สปอรท่ีอยูท่ีเซลลเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางจะถูกกําจัดออกจากทางเดินอาหาร โดยการ

ขจัดเนื้อเยื่อผิวของทางเดินอาหารปกติ พรอมกับการขับน้ํายอยออกอยูแลว ทําใหสปอรสามารถเขาสู

เซลลอ่ืน ๆ ของทางเดินอาหารไดและมีสปอรบางสวนผานตอไปยังลําไส (intestine) และหลุดออกมา

กับอุจจาระ (feces) ของผึ้งสูสิ่งแวดลอมภายนอกและสามารถเขาสูผึ้งตัวตอไปไดใหม เม่ือผึ้งมาสัมผัส

บริเวณท่ีมีอุจจาระท่ีมีสปอรปนตอไป (Malone, Giacon, & Newton, 1995; Matheson, 1993)  

พบการระบาดของโรคโนซีมาในฤดูหนาวและฤดูใบไมรวง มักมีการระบาดนอยในฤดูรอน (summer) 

ชวงฤดูนี้ผึ้งจะมีสปอรอยูภายในรางกายเล็กนอย ทําใหไมแสดงอาการของโรคและไมกอใหเกิดความ

เสียหายตอประชากรภายในรังผึ้งนอกจากนี้สปอรบางสวนยังติดอยูท่ีรวงรังและจะแพรพันธุใหมอยาง

รวดเร็วอีกครั้งเม่ือเริ่มเขาสูฤดูใบไมรวง (autumn) ซ่ึงสงผลใหสูญเสียประชากรผึ้งเปนจํานวนมาก

อยางรวดเร็ว (L. Malone, A. et al., 1995) และเสียหายหนักมากในฤดูหนาว (winter) และจะ

ลดลงอีกครั้งเม่ืออุณหภูมิอุนขึ้นในชวงหนารอน 
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 รูปท่ี ๒.๓  แผนภาพของ microsporidian spore ท่ีแสดง life cycle ในระยะ 

merogony และ sporogony ของ Nosema sp. (Franzen & Müller, 1999) 
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รูปท่ี ๒.๔  วงจรชีวิต (life cycle) ของเชื้อ Nosema  (Solter, 2010) 

 

๒.๓  ผลกระทบของเชื้อโนซีมาตอผ้ึง (Effect of Nosema on bees)  

 ไมพบการติดเชื้อของ Nosema ในผึ้งระยะตัวหนอน (larvae) แตสามารถพบไดในผึ้งตัวเต็ม

วัย (adult) บางครั้งผึ้งท่ีติดเชื้อจะไมแสดงอาการเฉพาะของโรคแตสามารถตรวจสอบไดโดยการตรวจดู

ทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งโดยจะพบสปอรของ Nosema ในกรณีท่ีไดรับเชื้อปริมาณมาก ๆ ทําให 

ผึ้งท่ีไดรับเชื้อเกิดอาการทองรวงและตายในท่ีสุดเนื่องจากเชื้อเขาไปทําลายเซลล ทําใหเซลลเยื่อบุผิว

ของทางเดินอาหารสวนกลางเสียหาย ไมสามารถผลิตเอ็นไซมมายอยเกสรท่ีกินเขาไปได (de Graaf et 

al., 1994; L. Malone, A., Giacon, & Newton, 1995; A. Matheson, 1993) ตัวอยาง ในผึ้งหา

อาหารของผึ้งพันธุ เม่ือไดรับเชื้อจํานวน 100,000 สปอรตอตัว โดยปอนปนกับสารละลายน้ําตาล

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จะมีผลทําใหทางเดินอาหารสวนกลางผลิตโปรติโอไลติกเอ็นไซม (proteolytic 

enzyme) ไดนอยลง (L. Malone & Gatehouse, 1998) และสงผลใหผึ้งมีอายุสั้นลง (Ritter, 2001) 

สงผลทําใหลดจํานวนประชากรภายในรังอยางรวดเร็ว (Hassanein, 1953; L. Malone, A. et al., 
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1995; Rinderer & Sylvester, 1978) การติดเชื้อในผึ้งงานกลุมหาอาหาร (foragers) จะทําใหการเก็บ

เกสรดอกไมและน้ําหวานลดลง ทําใหรังขาดแคลนอาหาร สุขภาพโดยรวมของประชากรภายในรัง

ออนแอ ทําใหผึ้งเกิดอาการทองเสียและตายในท่ีสุด ประชากรภายในรังลดลงอยางรวดเร็ว   ทําใหผล

ผลิตภายในรัง (bee products) ลดลงรวมท้ังผลผลิตทางการเกษตร (crop production) เนื่องจาก

ขาดแมลงถายละอองเรณู (Anderson & Giacon, 1992; Fries, Ekbohm, & Villumstad, 1984; 

Goodman, Houten, Perry, & Blackmann, 1990) หากผึ้งพยาบาล (nurse bees) ไดรับเชื้อชนิดนี้ 

สงผลใหการเจริญของตอมไฮโปฟริงค (hypopharyngeal glands) ลดลง หรือหยุดชะงัก ซ่ึงมีผลตอ

การผลิตนมผึ้ง (royal jelly) ไดไมเต็มท่ี สงผลทําใหผึ้งพยาบาลสูญเสียความสามารถในการเลี้ยงดูตัว

ออน (Clark, 1980) จากการศึกษาการใชเชื้อ Nosema apis จํานวน 5,000 สปอร ตอตัว แกผึ้งงาน

ของผึ้งพันธุอายุ 1 วัน  พบวาตอมไฮโปฟาริงคไมเจริญและฝอไปในท่ีสุด (Der- I. Wang & Moeller, 

1971) สงผลตอเนื่องถึงคุณภาพของประชากรผึ้งภายในรังเนื่องจากไดโปรตีนคุณภาพตํ่าและไมเพียงพอ

ตอการเจริญเติบโต (Anderson & Giacon, 1992; Clark, 1980; Fries et al., 1984; Goodwin, 

Perry, & Houten, 1994) สงผลตอเนื่องถึงคุณภาพของประชากรผึ้งภายในรัง และหากผึ้งนางพญา ผล

เสียหายโดยรวมทําใหประชากรผึ้งลดนอยลงและไมมีคุณภาพ ผลคือทําใหผลิตภัณฑผึ้งชนิดตาง ๆ 

ลดลงอยางมาก หรือผึ้งอาจตายยกรัง นอกจากนีย้ังทําใหระบบนิเวศนขาดแคลนแมลงถายละอองเกสร

ท่ีสําคัญ โดยเฉพาะในพืชเศรษฐกิจท้ังหลาย สงผลใหการติดผลของพืชลดลง ตลอดจนทําใหความ

หลากหลายของชนิดพืชลดลงไปดวย โดยเฉพาะถาหากมีการระบาดของเชื้อ Nosema ในประชากร

ของผึ้งตอเนื่องและยาวนาน (Der-I Wang & Moeller, 1969; Der- I. Wang & Moeller, 1971)  

 นอกจากนี้ยังมีรายงานผลของเชื้อ Nosema ceranae ตอระดับน้ําตาลใน haemolymph 

เนื่องจากเม่ือผึ้งงานท่ีไดรับเชื้อจะทําใหทางเดินอาหารสวนกลางเสียหาย (Suwannapong et al., 

2010; Suwannapong et al., 2011) มีอัตราการติดเชื้อในเซลลมาก ทําใหผึ้งไมสามารถยอยอาหารได 

ทําใหมีผลตอการขาดสารอาหารพลังงานในเซลล สงผลใหเกิดสภาวะเครียดของพลังงาน ในผึ้งพันธุ 

(energetic stress) (Mayack & Naug, 2009, 2010) โดยพบวาระดับน้ําตาล trehalose ซ่ึงเปน

น้ําตาลโมเลกุลคูและเปนน้ําตาลหลักท่ีพบในเลือดผึ้ง ลดตํ่าลงและตํ่ากวาผึ้งกลุมควบคุมท่ีไมไดรับเชื้อ  

 อุณหภูมิท่ีเก็บรักษาเชื้อ N. ceranae และ N. apis ยังมีผลตอการมีชีวิต (viability) ของ

เชื้อโนซีมา ท้ังสองชนิดดวย โดย N. ceranae สามารถทนตอสภาวะท่ีอุณหภูมิคอนขางสูงเม่ือ

เปรียบเทียบกับ N. apis และยังพบวาอุณหภูมิตํ่าท่ี -20 องศาเซลเซียสทําใหอัตรารอดชีวิตของ N. 

ceranae ตํ่ามาก (Sanchez Collado et al., 2014) 
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๒.๔ ตอมไฮโปฟาริงค (Hypopharyngeal glands) 

 ตอมไฮโปฟาริงจ (hypopharyngeal glands) เปนตอมมีทอ (exocrine glands) มีอยู

หนึ่งคูต้ังอยูบนสวนหัว เรียงตัวเปนสายยาว ขางตาประกอบ (compound eyes) ท้ังสองขาง 

โครงสรางตอมมีลักษณะเปนกระเปาะท่ีแตกแขนงซับซอน (compound alveolar glands) (รูปท่ี 

๒.๕-๒.๖)ทําหนาท่ีผลิตนมผึ้ง (royal jelly) ท่ีมีองคประกอบหลักเปนสารอาหารประเภทโปรตีนและ

คารโบไฮเดรต เพ่ือเลี้ยงดูตัวออนของผึ้งงาน (workers) อายุ 1-3 วันและนางพญา (queen) ตลอด

อายุขัย (Brouwers, 1982) ถาตอมเจริญดีจะสามารถผลิตนมผึ้งท่ีมีคุณภาพดี คือมีคุณคาทางอาหาร

สูงโดยเฉพาะพวกโปรตีนและกรดอะมิโน สงผลใหตัวออนมีความแข็งแรงและเม่ือไดอาหารท่ีสมบูรณ

จะไดผึ้งงานตัวเต็มวัยท่ีแข็งแรง ทําใหรังแข็งแรง (strong colony) นอกจากนี้จะทําใหนางพญาไดรับ

อาหารท่ีดี มีคุณภาพสูง ทําใหนางพญามีสุขภาพดี วางไขไดมาก ผลิตเฟอโรโมนควบคุมรังไดดี ทําให

ควบคุมกิจกรรมตาง ๆ ภายในรังไดปกติ (Graham, 1992; Otani et al., 1985; Otis, 1991;  

Seeley, 1985) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๒.๕  ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron 

microscope, SEM) ของตอมไฮโปฟาริงค (hypopharyngeal gland) ของผึ้งมาม (Apis 

andreniformis) วรรณะผึ้งงาน (Suwannapong, et al., 2011) 
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ตอมไฮโปฟาริงจในผึ้งท่ีอายุนอยจะยังไมเจริญดีและจะเจริญเต็มท่ีเม่ือผึ้งเขาสูระยะผึ้ง

พยาบาล  (nurse bees) และยังคงเจริญดีในระยะผึ้งงานระยะหาอาหารซ่ึงเปนกลุมผึ้งท่ีมีอายุ

มากกวาผึ้งพยาบาล ตอมนี้จะเปลี่ยนไปทําหนาท่ีผลิตเอ็นไซมอินเวอรเทส (invertase) และกลูโคซิ

เดส (glucosidase) แทนซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอการผลิตน้ําผึ้ง (honey) จากน้ําหวาน (nectar) จาก

ดอกไม และตอมนี้จะเริ่มเสื่อมสลายเม่ือผึ้งเขาสูระยะผึ้งทหาร (guardian bees) (Brouwers, 1982; 

Huang and Otis, 1989; Otani et al., 1985; Simpson, 1968; Suwannapong et al., 2007) 

และเนื่องจากผึ้งเปนแมลงสังคมแทชั้นสูง (highly eusocial insect) ท่ีแบงหนาท่ีการทํางานออกเปน

วรรณะตาง ๆ ซ่ึงไดแก วรรณะผึ้งงาน (workers)  ผึ้งนางพญา (queen) และผึ้งตัวผู (drones) ใน

ขณะเดียวกันในกลุมของวรรณะผึ้งงานยังแบงหนาท่ีการทํางานออกเปนกลุมยอยอีกไดแก ผึ้งทําความ

สะอาดรัง (house cleansing bees) มีอายุต้ังแตโผลออกมาจากเซลลของดักแดถึง 3 วัน ผึ้งพยาบาล

มีอายุในชวง 3-16 วัน มีหนาท่ีผลิตนมผึ้งเพ่ือเลี้ยงดูตัวออนและนางพญา ผึ้งงานกลุมหาอาหารมีอายุ

16-28 วัน มีหนาท่ีหาอาหาร เชนการเก็บเกสรจากดอกไมเพ่ือผลิตน้ําผึ้ง และกลุมผึ้งปองกันรัง เปน

ผึ้งท่ีมีอายุมากท่ีสุด (Seeley, 1985)  ทําใหสนใจศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางจุลกายวิภาค  

อัลตราสตรัคเจอรและอัตรารอยละการติดเชื้อ ปริมาณโปรตีนของตอมนี้ ระหวางผึ้งไดรับเชื้อของ  N. 

ceranae ความเขมขนท่ีกําหนดระดับตาง ๆ กับผึ้งปกติ ในผึ้งท้ัง 5 ชนิดท่ีมีในประเทศไทย  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี ๒.๖  ภาพจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งโพรงยอมดวย 

PAS, ex: extracellular space; n: nucleus; sc: secretory unit; sd: secretory duct 

(Suwannapong et al., 2010) 
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๒.๕ ทางเดินอาหารของผ้ึง (Honeybee gut)  

 ผึ้งประกอบดวยทอทางเดินอาหาร (digestive tract) ซ่ึงแบงออกเปนเปน 3 สวนคือ 

ทางเดินอาหารสวนตน (foregut) ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) และทางเดินอาหารสวนทาย 

(hindgut) (รูปท่ี ๒.๗)   โดย 

 ทางเดินอาหารสวนตน (foregut) เริ่มจากชองปาก (cibarium) ถัดลงไปเปนสวนท่ีแคบ

เขาและมีกลามเนื้อหนาเรียกบริเวณนี้วา คอหอย (pharynx) ซ่ึงถัดจากคอหอยไปเปนทอทางยาวแคบ

เรียกหลอดอาหาร (esophagus) ซ่ึงเริ่มจากสวนอกยาวไปจนถึงสวนหนาของชองทองเชื่อมติดตอกับ

กระเพาะเก็บน้ําผึ้ง (honey crop) ท่ีมีการพัฒนาขยายใหญ พบในผึ้งงานเทานั้น กระเพาะเก็บน้ําผึ้ง

ยังทําหนาท่ีเปลี่ยนน้ําหวานจากดอกไมใหเปนน้ําผึ้ง ไดดวยการปลอยเอนไซมอินเวอรเตส 

(invertase) จากตอมน้ําลาย มาเพ่ือยอย ซูโลส (sucrose) ใหไดเปนกลูโคส (glucose) และฟรุคโตส 

(fructose) ขณะท่ีผึ้งบินกลับรัง (สิริวัฒน, 2532; Snodgrass, 1935)  ทางเดินอาหารสวนนี้เปน

ทางผานของเชื้อ Nosema  เพ่ือลําเลียงเชื้อสงตอไปท่ีทางเดินอาหารสวนถัดไป ยังไมมีรายงานการ

แพรกระจายหรือความเสียหายของทางเดินอาหารสวนนี้จากโรค Nosema 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี ๒.๗  ภาพวาดทางเดินอาหารของผึ้งแบงออกเปน 3 สวนคือ ทางเดินอาหารสวนตน 

(foregut) ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) และทางเดินอาหารสวนทาย (hindgut) (McAfee, 

2018)  
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 ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) เริ่มตนจากสวนโปรเวนตริคิวลัส (proventriculus) 

ซ่ึงเชื่อมตอจากกระเพาะเก็บน้ําผึ้งเปนทอสั้น และแคบ ทอนี้ยื่นเขาไปในกระเพาะเก็บน้ําหวานมีลิ้น

เปดปด ประกอบดวยเนื้อเยื่อรูปสามเหลี่ยม 4 อัน ทําหนาท่ีปองกันไมใหไมน้ําผึ้งในกระเพาะเก็บ

น้ําหวานไหลไปรวมกับอาหารในทางเดินอาหารสวนกลางหรือเวนตริคูลัส (ventriculus) และเชื่อวา

ทําหนาท่ีในการแยกเกสรดอกไมออกจากน้ําหวานท่ีผานมาจากกระเพาะเก็บน้ําผึ้ง ทอเวนตริคิวลัส

เปนทอนําอาหารท่ีมีขนาดยาวท่ีสุดของทางเดินอาหารเปนทอกลมยาวขนาดใหญขดเปนรูปตัวยู (U-

shape)  (รูปท่ี ๒.๘)  อยูในสวนทองผนังชั้นในท่ีติดอยูกับชองภายในเวนตริคิวลัสเคลือบดวยเยื่อเมือก 

(gelatinous mass) ซ่ึงมีเอนไซมท่ีใชในการยอยอาหารกระจายอยูท่ัวไป ซ่ึงเอนไซมถูกสรางขึ้นมา

จากเซลลบุผิว (epithelial cells) และจะหลั่งออกมาจากเยื่อเมือกเม่ือมีอาหารอยูภายในเวนตริคิวลัส 

ทางเดินอาหารสวนกลางทําหนาท่ียอยอาหารท่ียังไมไดยอยจากทางเดินอาหารสวนตน โดยเฉพาะ

อาหารประเภทโปรตีน  ท่ีสําคัญคือพวกละอองเรณูหรือเกสรของดอกไม (pollen grains) และทํา

หนาท่ีดูดซึมอาหารท่ียอยแลวท้ังหมดเขาสูเซลลตางๆ ในทางเดินอาหารนี้ดวย (สิริวัฒน, 2532; 

Snodgrass, 1935) ผึ้งท่ีไดรับเชื้อ Nosema  จะทําใหเซลลของเยื่อบุผิวบริเวณนี้เสียหาย ไมสามารถ

ผลิตเอนไซม ทําใหไมสามารถยอยพวกเรณูท่ีผึ้งกินเขาไปได ผลคือพบเกสรผึ้งหรือเรณูจํานวนมากใน

ผึ้งท่ีติดเชื้อ เม่ือติดเชื้อจํานวนมากจะทําใหผึ้งทองเสียและตายในท่ีสุดเนื่องจากเซลลบริเวณนี้ถูก

ทําลายเสียหายหนัก (Anderson and Giacon, 1992; Hassanein, 1953; Rinderer and Elliott, 

1977; Higes et al., 2007a)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๒.๘ ทางเดินอาหารของผึ้งท่ีติดเชื้อ Nosema (ภาพลาง) และไมติดเชื้อ (ภาพบน) 

(Various, 1991)  
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 ทางเดินอาหารสวนทาย (hindgut) เริ่มตนจากลําไสเล็ก (intestine) ซ่ึงเชื่อมตออยูกับ

เวนตริคิวลัสบริเวณท่ีเชื่อมตอกันนี้จะมีทอขับถาย มัลพีเจียลทูบูล (Malpighian tubules) เปนทอ

เล็กๆ ยาวจํานวนมากทําหนาท่ีขับถายดูดซึมของเสีย เชน กรดยูริก (uric acid) และเกลือตางๆจาก

เลือดไปยังลําไสใหญถัดจากลําไสเล็กเปนไสตรงหรือเรคตัม (rectum) ท้ังลําไสเล็กและไสตรงทําหนาท่ี

ดูดซึมสารอาหารและน้ําท่ียอยแลวเปนครั้งสุดทายแลวปลอยกากอาหารท่ีเหลืออยูออกสูภายนอก

รางกายทางทวารหนัก (anus) (สิริวัฒน, 2532; Snodgrass, 1935)  พบวาผึ้งท่ีไดรับเชื้อ N.  apis  

ทางเดินอาหารสวนนี้จะประกอบดวยเกสร (pollen grains) ท่ีไมถูกยอยกระจายอยูเต็มทางเดิน

อาหารสวนทายนี้ ทําใหบวม โปงออกและมีสีน้ําตาลเขม (รูปท่ี ๒.๘) (de Graaf et al., 1994; Higes 

et al. , 2006) 

 

๒.๖ ผ้ึงหลวง (Apis dorsata Fabricius, 1793) 

 ผึ้งหลวง A. dorsata  มีขนาดของลําตัวและรังใหญท่ีสุด บริเวณสวนทองมีสีดําสลับ 

เหลืองออน (รูปท่ี ๒.๙) มักสรางรังบนอาคาร (รูปท่ี ๒.๑๐) หนาผาสูง และตนไมสูงหางจากพ้ืนดิน

ประมาณ 30-60 เมตร (รูปท่ี ๒.๑๑)  ลักษณะรวงรัง เปนชั้นเดียวรูปครึ่งวงกลมไมมีท่ีปกปด ขนาดรัง

ประมาณ 0.5 x  1.2 เมตร (รูปท่ี ๒.๑๒) นิสัยดุรายกวาผึ้งชนิดอ่ืนๆ พบแพรกระจายอยูทุกประเทศ

ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ขึ้นไปจนถึงประเทศจีนตอนใต พมา ศรีลังกา อินเดีย ปากีสถาน 

นอกจากนี้ยังมีรางงานพบท่ีเกาะนิวกินี ประเทศออสเตรเลีย ในระบบนิเวศนผึ้งหลวงทําหนาท่ีเปน 

แมลงถายละอองเกสรใหกับพืชดอกหลายชนิดเชนลําไย ลิ้นจี่ ฟกทอง ทานตะวัน ทุเรียน พืชตระกูล

ถั่ว พืชตระกูลแตง ขาวโพด มะพราว ยางพารา เปนตน (Suwannapong et al., 2013)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 รูปท่ี ๒.๙ ผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) (Naree, 2018) 
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นอกจากนี้ผึ้งหลวงยังใหผลิตภัณฑท่ีเปนประโยชนตอมนุษย หลายชนิดเชน น้ําผึ้ง ซ่ึงเชื่อวามีคุณคาสูง

เม่ือเทียบกับน้ําผึ้งจากผึ้งชนิดอ่ืนเนื่องจากผึ้งหลวงเก็บน้ําหวานและเกสรจากดอกไมจํานวนหลาย

ชนิด ทําใหประกอบดวยเกสรท่ีมีความหลากหลายโดยเฉพาะดอกไมปาซ่ึงอาจมีพืชสมุนไพรปนใน

สัดสวนท่ีมากกวา เม่ือเทียบกับน้ําผึ้งจากผึ้งชนิดอ่ืน โดยเฉพาะน้ําผึ้งท่ีไดจากการเก็บจาก 

monoculture crop เชน สวนลําใน สวนลิ้นจี่อยางเดียว เปนตน จึงเปนท่ีตองการ ของมนุษย อนึ่ง

ประชากรผึ้งหลวงมีจํานวนลดลงอยางมากเนื่องจากหลายสาเหตุ เชน การตัดไมทําลายแหลงทํารัง

และแหลงอาหารของผึ้ง การลาจากมนุษย การใชสารกําจัดศัตรูพืช รวมท้ังโรคผึ้ง โดยเฉพาะโรคโน

ซีมา (Nosemosis)   เม่ือผึ้งหลวงไดรับเชื้อ Nosema ท่ีระดับตาง ๆ ท่ีกําหนด นาจะสงผลตอการทํา

กิจกรรมตาง ๆ ภายในเซลลซ่ึงอาจกอใหเกิดความเสียหายอาจถึงขั้นรายแรง ท่ีนาจะมีความแตกตาง

กัน ซ่ึงขอมูลเหลานี้จะเปนประโยชนในการศึกษาในระดับลึกตอไป ซ่ึงขอมูลดังกลาวจะนําไปสูการ

พัฒนาการวิจัยเพ่ือนําขอมูลของความแตกตางจากความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตมาใชประโยชนให

สูงสุด  ไมวาจะเปนเรื่ององคความรู เกษตรกรรมและอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของ  

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี ๒.๑๐ รังผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) หอยติดฝาเพดานของ

อาคารบานเรือน (Suwannapong, 2018) 
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 รูปท่ี ๒.๑๑ รังผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) หอยติดก่ิงไมใหญบนตนไม

สูง (Suwannapong, 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 รูปท่ี ๒.๑๒ รังผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) หอยติดกับตนมะพราว 

(Suwannapong, 2018) 
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๒.๗ พรอพอลิส (Propolis) 

 พรอพอลิส เปนผลิตภัณฑผึ้งท่ีไดจากยางไม (resins) ประกอบดวย ยางไม (50-70%), ไข

ผึ้ง (30-50%), เกสรผึ้ง (10%) และน้ํามันหอมระเหย (5-10%) นอกจากนี้ยังประกอบดวยสารตาง ๆ 

มากกวา 180 ชนิด ท้ังนี้ขึ้นอยูกับชนิดของพืชและถิ่นท่ีอยูอาศัย ตลอดจนฤดูกาลท่ีผึ้งไปเก็บมา ผึ้งท่ี

พบการสรางพรอพอลิสไดแก ผึ้งพันธุ (Apis mellifera)  ผึ้งม้ิมเล็ก (A. andreniformis)  ผึ้งม้ิม ( A. 

florea) ผึ้งหลวง (A. dorsata) สวนผึ้งโพรงไมพบการสรางพรอพอลิส  จึงเปนท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่ง

วาผึ้งโพรงนาจะมีวิธีการหรือผลิตสารท่ีผสมอยูในไขผึ้งหรือผลิตภัณฑอ่ืนท่ีสามารถทําใหสามารถกําจัด

เชื้อโรคหรือพวกแบคทีเรียท่ีเซลลของรวงรังแกตัวออนได ดังนั้นการศึกษาอัตราการติดเชื้อ Nosema 

ของผึ้งโพรง นาขอมูลท่ีเปนประโยชนอยางยิ่ง โดยเฉพาะการทดสอบการยับยั้งดวย พรอพอลิส ในผึ้ง

ชนิดนี้นาจะใหผลท่ีแตกตางจากผึ้งชนิดอ่ืนในประเทศไทย รวมท้ังนาจะใหผลแตกตางจากผึ้ง

ตางประเทศ ดวยเชนกัน พรอพอลิสประกอบดวย phenolic compounds ท่ีสําคัญหลายชนิด เชน 

quercetin , caffeic acid และ ferueic acid ฟลาโวนอยด (flavonoid) เอสเธอร (ester) กรดฟโน

อิก (phenoeic acid) เทอรปน (terpenes) กรดเบนโซอิก (benzoic acid)  กรดซินนามิก 

(cinnamic acid) กรดคาฟอิก (caffeic acid)  กรดซินนาปก (sinapic acid) กรดไอโซเฟอรูลิก 

(isoferulic acid) และคริสซิน (chrysin) (Usami et al., 2004) (รูปท่ี ๒.๑๓) นอกจากนี้ยัง

ประกอบดวยสารอ่ืนๆ เชน แมกนีเซียม ทองแดง แคลเซียม ธาตุเหล็ก  สังกะสี และ วิตามินตาง ๆ 

เชน วิตามินเอ วิตามินบี วิตามินบีหนึ่ง วิตามินบีสอง วิตามินบีหก วิตามินซี และวิตามินอี เปนตน 

(Castaldo and Capasso, 2002)  พรอพอลิสมีสีน้ําตาลจนเกือบดํา หรือบางพ้ืนท่ีมีสีเขียวหรือขาว

ท้ังนี้ขึ้นอยูกับชนิดของยางไม และฤดูกาล ดังนั้นชนิดของสาร สัดสวนของสารท่ีเปนองคประกอบของ

พรอพอลิส จะแตกตางกันในผึ้งแตละชนิดดวยเชนกัน (Bankova, Castro and  Marcucci, 2000)   

ผึ้งใชพรอพอลิส ในการอุดรอยตอ (sealing) ตาง ๆ และยึดรวงรัง บางทีจึงถูกเรียกวา “กาวผึ้ง”  

(bee glue)  ใชในการซอมแซมรัง หรือใชอุดหนาทางเขารัง เพ่ือลดขนาดรูเปดเขารังใหพอดีเพ่ือ

สะดวกในการดูแล และปองกันรังผึ้งจากศัตรูไมใหเขามาในรัง ตลอดจนรักษาความสะอาด และ

ปองกันการระบาดของเชื้อโรคภายในรังดวย ใชหุมซากของศัตรูท่ีมีขนาดใหญและตายอยูในรังไม

สามารถจะนําออกไปท้ิงนอกรังไดเพ่ือไมใหเชื้อโรคเจริญและแพรเขามาในรังได (รูปท่ี ๒.๑๔) 

นอกจากนี้ยังใชเคลือบรวงรังเพ่ือใหแตละเซลลท่ีนางพญาจะวางไขมีสภาพสะอาดปลอดจากเชื้อและ

ปกปองรังจากศัตรูไมใหเขามาในรัง (Russo, Longo & Vanella, 2008)    สารสกัดจากพรอพอลิส 

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในชองปาก ไดมากกวา 15 ชนิด จากการใชพรอพอลิสทด

สอบการยับยั้งเชื้อ  Staphilococcus  aureus  ท่ีเลี้ยงในหองปฎิบัติการสามารถยับยั้งไดดีเม่ือเทียบ

กับ คลอแรมเฟนิคอล(chloramphenicol) เซฟาดีน (cefradine)  และ โพลี่ไมซีส บี (polymyxis B) 

(Castaldo and Capasso, 2002)   
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 รูปท่ี ๒.๑๓ โครงสรางของสารประเภท flavonoids และ phenolics ท่ีพบใน green 

propolis ของผึ้งพันธ (Apis mellifera) (Toreti, 2013) 

 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการทดสอบคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของพรอพอลิสซ่ึงสาร

ประกอบในการตานอนุมูลอิสระของ โดยเฉพาะสารในกลุม flavonoids ท่ีพบในพรอพอลิสนั้นชวย

ปองกันการเสื่อมสภาพของวิตามินชนิดตาง ๆ รวมถึงกรดไขมันท่ีจําเปนบางชนิดอีกดวย  (Sroka, 

2006) สารสกัดจากพรอพอลิสมีผลตอการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งโดยสารท่ีมีบทบาทสําคัญใน

พรอพอลิสท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลล มะเร็งคือ quercetin, caffeic acid, cleerodane 

diterpendoid โดย cleerodane และ diterpendoid มีฤทธ์ิในการยับยั้งการแพรกระจายของ

เซลลมะเร็งมากท่ีสุด สารอพิจินิน (apigenin) ซ่ึงเปนสารประกอบท่ีมีอยูในน้ําผึ้ง และพรอพอลิส 

สามารถยับยั้งเนื้องอกได (Munoz et al., 2007; Saforcin, 2007; Yaghoubi et al., 2007)  
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 รูปท่ี ๒.๑๔ พรอพอลิสบนขอบของรังของผึ้งพันธ (Apis mellifera) (Lee, 2011) 

 

  จากรายงานการใชสารสกัดพรพอลิสจากชันโรง (Trigona apicalis) ดวยเอธานอล ใน

ผึ้งม้ิมและผึ้งโพรง พบวาสารสกัดดังกลาวทําใหผึ้งงานของผึ้งท้ังสองชนิดท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae 

ระดับ 80,000 สปอรตอตัว มีอัตราการรอดชีวิตสูงขึ้น มีอัตราการติดเชื้อในเซลลลดลงมีปริมาณ

โปรตีนจากตอมไฮโปฟาริงคสูงขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (Suwannapong et al., 2012, 2014) 

 งานวิจัยในครั้งนี้สนใจนําเอาพรอพอลิสของผึ้งในประเทศไทยมาเพ่ือใชในการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ N. ceranae ในผึ้งหลวง เนื่องจากในพรอพอลิสมีสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรียและเชื้อราไดหลายชนิด  ดังนั้นอาจเปนไปไดวาพรอพอลิสของชันโรงอาจสามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ N. ceranae ในผึ้งหลวง ท่ีไดเชื้อ N. ceranae ในปริมาณตาง ๆ ท่ีสูงขึ้น 
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บทท่ี ๓ 

วิธีดําเนินการวิจัย  

(Materials and Methods) 
 

๓.๑ วัสดุอุปกรณ สารเคมี  (Materials, Chemicals) 

 ๓.๑.๑ อุปกรณและเครื่องมือ 

  - เครื่องตัดเนื้อเยื่อ (Rotary microtome; Leica, Germany) 

  - กลองจุลทรรศน (Light microscope; Nikon, Japan) 

  - เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer; Heidolph, Germany) 

  - เครื่องผสมสาร (Vortex; Scientific Industries, USA) 

  - สเปกโทรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer; Shimadzu, Australia) 

  - ตูบมเชื้อ (Incubator; Memmert, Germany) 

  - เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Analytical balance; Sartorius analytic, 

Germany) 

  - อางน้ํารอน (Water bath; Memmert, Germany) 

  - ฮีโมไซโตมิเตอร (Hemocytometer; BOECO, Germany)   

  - เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge) 

              - หลอดแคพิลลารี (Capillary tube; BIOMED GROUP, Thailand) 

  - สไลด (Slide; Sail brand, China) 

  - กระจกปดสไลด (Cover glass; DURAN Group, Germany)  

  - ปากคีบ (Forceps; Dumont, Switzerland) 

  - บีกเกอร (Beaker; Pyrex, Germany)  

  - ใบมีดสําหรับตัดเนื้อเยื่อ (Microtome blade; Feather, Japan)  

  - หลอดไมโครเซ็นตริฟวก (Microcentrifuge tube; QSP, USA)  

  - ไมโครปเปต (Micropipette; Gilson, France)  

  - ปเปตทิป (Micropipette tips BIOLOGIX GROUP, USA)  

  - ขวดเก็บตัวอยาง (Vials) 

  - กรงเลี้ยงผึ้ง (Bee cages size 80x130x135 mm2
) 

  - กระดาษกรอง (Filter paper; Whatmann Internation Ltd., England) 

  - ภาชนะยอมสี (Staining jars) 

  - พาราฟลม (Parafilm; EMS, USA) 
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  - ชอนตักสาร (Spatula) 

  - การะดาษชั่งสาร (Weighting papers) 

  - เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (Thermocycler, TProfessional Biometra, Germany) 

  - ลูกแกว (Glass beads) 

๓.๑.๒ สารเคมีสําหรับศึกษาใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) 

  - ฟอรมาลดีไฮด (Formaldehyde; Univar, Australis) 

  - เอทิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol; J.T Baker, Malaysia) 

  - กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid; Merk, Germany) 

  - กรดอะซิติก (Acetic acid; Analar, England) 

  - เบสิคฟุชชิน (Basic fuchsin; Labchem, Australia) 

  - ไลทกรีน (Light green; Fluka, Switzerland) 

  - กรดพีริออดิก (Periodic acid; Merck Chemical) 

  - เพอรเมาท (Permount; Fisher Chemical, USA) 

  - ไซลีน (Xylene; Panreac, England) 

  - พาราพลาสต (Paraplast; Oxford, USA) 

  - โซเดียมไบซัลไฟต (Sodium bisulfite) 

  - น้ํากลั่น (Distilled water) 

๓.๑.๓  สารเคมีสําหรับวัดโปรตีนโดยวิธี Bradford Protein Assay  

  - โบไวนซีรั่มอัลบูมิน (Bovine serum albumin; Sigma Chemical Company, 

USA) 

  - คูแมซีบลู (Coomassie blue; Sigma Chemical Company, USA) 

  - กลีเซอรีน (Glycerin; Ajax, Australia) 

  - เมทานอล (Methanol; Sigma Chemical Company, USA) 

  - กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid; Merck KGaA, Germany) 

  - โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium Hydroxide; NSW 2147, Australia) 

  - น้ํากลั่น (Distilled water) 

๓.๑.๔ สารเคมีสําหรับวัดระดับนํ้าตาลทรีฮาโลส Trehalose Assay 

  - แอนโทรน (Anthrone; HIMEDIA, India)  

  - กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid; 95-97%, Merck, Germany) 

  - โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride; Assay 99%, UNIVAR, USA)  

  - น้ํากลั่น (Distilled water) 
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๓.๑.๕ สารเคมีสําหรับวิเคราะห ชนิดของเชื้อโนซีมาโดยวิธี qPCR 

  - สารละลาย Chelex  ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (5% Chelex solution, Qiagen, 

Germany) 

  - เอทานอล (Ethanol, Qiagen, Germany) 

  - ไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen, Qiagen, Germany) 

  - เอนไซมโปรติเนสเค (Proteinase K, Qiagen, Germany) 

 - สารละลาย RNase A ความเขมขน 100 mg/ml (100 mg/ml RNase A stock 

solution, Qiagen, Germany) 

  - พอลิเมอเรส GoTaq® (0.5 U of GoTaq® polymerase, Promega, USA) 

  - นิวคลีโอไทด (dNTP, Promega, USA) 

  - บัฟเฟอร AP1 (Buffer AP1, Qiagen, Germany) 

  - บัฟเฟอร AP2 (Buffer AP2, Qiagen, Germany) 

  - บัฟเฟอร AP3/E (Buffer AP3/E, Qiagen, Germany) 

  - บัฟเฟอร AE (Buffer AE, Qiagen, Germany) 

  - บัฟเฟอร AW (Buffer AW, Qiagen, Germany) 

  - บัฟเฟอรปฏิกิริยา GoTaq® (2x GoTaq® reaction buffer, Promega, USA) 

  - ชุด DNeasy Plant Mini Kit (DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Germany) 

 - ชุด QIAshredder Mini spin column (QIAshredder Mini spin column (lilac), 

Qiagen, Germany) 

  - ชุด DNeasy Mini spin column (DNeasy Mini spin column, Qiagen, 

Germany) 

 - ไพรเมอรฟอรเวิรด Mnapis-F (Mnapis-F forward primer:  

5’-GCATGTCTTTGACGTACTATG-3’) 

  - ไพรเมอรฟอรเวิรด Mnbombi-F (Mnbombi-F forward primer:  

 5’-TTTATTTTATGTRYACMGCAG-3’) 

  - ไพรเมอรฟอรเวิรด Mnceranae-F (Mnceranae-F forward primer:  

 5’- CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT-3’) 

  - ไพรเมอรรีเวิรส Muniv-R (Muniv-R reverse primer: 5’- 

GACTTAGTAGCCGTCTCTC-3’)   
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๓.๒ ตัวอยางท่ีใชทดลอง (Specimens) 

 - ผึ้งหลวง (Apis dorsata) วรรณะผึ้งงาน (workers)  

 - สปอร Nosema ceranae 

 

๓.๓ บริเวณท่ีศึกษา (Study site) 

 ๓.๓.๑  เก็บตัวอยางผึ้งหลวงตัวเต็มวัยจากบริเวณ ตางๆ ท่ัวประเทศไทย ดังแสดงในรูปท่ี 

๓.๑ และตารางท่ี ๓.๑   

 
 

 รูปท่ี ๓.๑  บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงเพ่ือตรวจการติดเชื้อ Nosema  

 

     ตารางท่ี ๓.๑ แสดงพิกัดภูมิศาสตร บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงเพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อ 

Nosema spp.  
กลุมตัวอยาง 

ผ ึ้งหลวง 

ภูมิภาค 

ของประเทศไทย 

พิกัดภูมิศาสตร 

Latitude Longitude 

ADN1- ADN 36 ภาคเหนือ 17.974133-20.360313 99.587304-99.923476 

ADW1- ADW18 ภาคตะวันตก 13.539033-14.859500 99.328372-98.620979 

ADNE1- ADNE 30 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 14.419667-17.699735 98.852304-101.676645 

ADE1- ADE21 ภาคตะวันออก 13.283178-12.736600 100.926633-102.217006 

ADS1- ADS14 ภาคใต 78.049007-76.614614 101.887999-100.081209 
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 ๓.๓.๒ การศึกษาทดลองเก่ียวกับการติดเชื้อ (Experimental infection) N. ceranae ใน

ผึ้งหลวง ทําการศึกษาทดลอง ณ หองทดลองของภาควิชาชีววิทยา หอง BS 3108 อาคาร

วิทยาศาสตรชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา     

 ๓.๓.๓ การวิเคราะหชนิดของเชื้อโนซีมา โดยใชวิธีทางชีวโมเลกุล (Molecular 

identification of Nosema species) ณ หองปฏิบัติการ Martin-Luther-University, Institute of 

Biology/Zoology, Hoher Weg 8, Halle (Saale), Germany รวมกับ Professor Dr. Robert J. 

Paxton, และท่ี Department of Entomology, University of Hamburge, Hamburge, 

Germany (รวมกับ Professor Dr. Martin Husemann) 

 

๓.๔ วิธีการดําเนินการวิจัย  

 ๓.๔.๑ การศึกษาการแพรระบาดของเชื้อ Nosema ceranae และการเพ่ิมจํานวน

เชื้อในหองปฏิบัติการ 

     วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๑.๑ สุมเก็บตัวอยางผึ้งงานระยะตัวเต็มวัยของผึ้งหลวง (A. dorsata) จากภาคตาง  

ๆ ท่ัวประเทศ  

    ๓.๔.๑.๒ สุมเก็บผึ้งงานจํานวน 50 ตัว/รัง/ชนิด/บริเวณ 

  ๓.๔.๑.๓ นําผึ้งตัวอยางใสลงในสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 70% (v/v) ท่ี

บรรจุอยูในขวดท่ีมีฝาปดสนิท เพ่ือนํากลับไปตรวจนับหาเชื้อละนับจํานวนสปอรในหองปฏิบัติการ 

(โดยใช Hemocytometer)  

 ๓.๔.๑.๔ นําตัวอยางผึ้งมาดึงเอาทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ออก โดยใชปาก 

คีบปลายแหลมขนาดเล็ก  

  ๓.๔.๑.๕ นําทางเดินอาหารสวนกลางใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml/

ทางเดินอาหารของผึ้ง 20 ตัว ท่ีภายในบรรจุน้ํากลั่นปริมาตร 200 ไมโครลิตรแลวบดดวย 

homogenizer ขนาดเล็ก  

  ๓.๔.๑.๖ นําไปปนดวยเครื่อง Centrifuge ท่ี 6,000 g เปนเวลา 10 นาที 

    ๓.๔.๑.๗ ใช Pasture pipette ดูดเอาสวนท่ีเปนตะกอนสีขาวออกมาแลวใสลงใน 

micro-centrifuge tube ขนาด 1.5 ml อีกอันหนึ่งท่ีภายในบรรจุน้ํากลั่นปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

   ๓.๔.๑.๘ นําเอา micro-centrifuge tube ในขอ ๓.๔.๑.๗  ไป vertex ใหเปนเนื้อ

เดียวกันแลวนําไปนับเซลล  ดวยเครื่อง  Hemocytometer (ในกรณีท่ีพบสปอรของโนซีมา)   

   ๓.๔.๑.๙ บันทึกจํานวนสปอรตอ 1 ไมโครลิตร  
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   ๓.๔.๑.๑๐ ทําเชนเดียวกันในผึ้งทุกชนิด และทุกบริเวณศึกษา จนไดจํานวนสปอร

เพียงพอตอความตองการ 

   ๓.๔.๑.๑๑ นําสปอรท่ีไดไปปอนใหกับผึ้งงานของผึ้งพันธอายุ 1 วัน โดยใช 0.5x106
 

สปอรตอผึ้ง 1 ตัว แลวเลี้ยงใน incubator ท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % นํา

ผึ้งท่ีตายในแตละวันมาตรวจนับ โนซีมาเพ่ือเก็บไวสําหรับการทดลองตอไป 

 

 ๓.๔.๒ การนับจํานวนสปอร Nosema ceranae (Spore Counting)  

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๒.๑ ใชไมโครปเปตดูดสปอรท่ีผสมในน้ํากลั่นจากหลอดไมโครเซ็นตริฟวกบรรจุลง

ใน ฮีโมไซโตมิเตอรปริมาตร 6.8 µl ปดดวยกระจกปดสไลด 

  ๓.๔.๒.๒ นับจํานวนสปอร N. ceranae ในชอง 5 ชอง (1, 1) (1, 5) (3, 3) (5, 1) (5, 

5) จากท้ังหมด 25 ชองของฮีโมไซโตมิเตอร ดังภาพท่ี ๓.๒  

 

 

 

 

 

 

 
 

     

  รูปท่ี ๓.๒ การนับจํานวนสปอร N. ceranae โดยใชฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) 
 

  นับจํานวนสปอรและนําไปคํานวณจํานวนสปอร/ปริมาตร ไดดังนี้ 

จากปริมาตรของเหลวในฮีโมไซโทมิเตอร  เทากับ ความกวาง x ความยาว x ความลึก 

     เทากับ  1 มม. X 1 มม. X 0.1 มม. 

     เทากับ 0.1 ลบ.มล. หรือ 0.0001 ลบ.ซม. 

     เทากับ  10-4
 มล. 

ดังนั้น จํานวนเซลล (Cell count) = x cell x (25/5) ชอง x 104
 เซลล/มิลลิลิตร 

    หรือ x cell x (25/5) ชอง x 10 
เซลล/ไมโครลิตร 
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   ๓.๔.๓ ศึกษาอัตราการตาย (Mortality) ของผ้ึงงานของผ้ึงหลวง หลังจากท่ีไดรับเชื้อ  

N. ceranae ระดับตาง ๆ  

    วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๓.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

  ๓.๔.๓.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

  ๓.๔.๓.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/ผึ้ง 

     1 ตัว  

กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน ความ 

เขมขน 0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

ไมใหสารละลายไคโตซาน 

กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว ให 

     สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm  

   ๓.๔.๓.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๓.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก (Bee cage) ขนาด 

80x135x130 mm3
 (ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรง

บรรจุ queen pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 

ตัว/treatment ผึ้งแตละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสม

สารละลายน้ําตาลซูโครส 50% และน้ํากลั่น 

   ๓.๔.๓.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

    ๓.๔.๓.๖ ตรวจนับอัตราการตายของผึ้งแตละกลุมทุกวัน จนกระท่ังผึ้งตายหมด 

    ๓.๔.๓.๗ ตรวจหาเชื้อและนับจํานวนสปอรของผึ้งแตละตัวของกลุมท่ีใหเชื้อโดยใช

วิธีการเดียวกันกับขางตน 

    ๓.๔.๓.๘ บันทึกขอมูลเพ่ือนําวิเคราะห คาทางสถิติตอไป 
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  ๓.๔.๔ ศึกษาอัตราการติดเชื้อ Nosema  ceranae  โดยศึกษารอยละระหวางเซลลท่ี

มีสปอร (infected cells) กับเซลลท่ีไมมีสปอร (non infected cells) ของเซลลเย่ือบุทางเดิน

อาหารสวนกลางของผ้ึงงานผ้ึงหลวง 

   วิธีปฏิบัติ 

         ๓.๔.๔.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

    ๓.๔.๔.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

   ๓.๔.๔.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/ผึ้ง  

     1 ตัว  

กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน  

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน ความ 

     เขมขน 1.0x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

     ไมใหสารสารละลายไคโตซาน 

กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน  

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  ให 

     สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

                ๓.๔.๔.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๔.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก (Bee cage) ขนาด 

80x135x130 mm3
 (ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรง

บรรจุ queen pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 

ตัว/treatment ผึ้งแตละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสม

สารละลายน้ําตาลซูโครส 50% และน้ํากลั่น 

                ๓.๔.๔.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

   ๓.๔.๔.๖ นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 10 และ วันท่ี 15  มา กรงละ 10 ตัว โดยแบง

ออกเปน 2 กลุม ๆ ละ 5  ตัว มาดึงเอาทางเดินอาหารสวนกลางออกมาเพ่ือไปเตรียมตัวอยางเพ่ือ

ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM)  
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                ๓.๔.๔.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (infection ratio) และศึกษาโครงสรางของเซลล 

    ๓.๔.๔.๘ นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 

 

 ๓.๔.๕ ขั้นตอนสําหรับการเตรียมการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) 

(Protocol for studying by light microscopy) 

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๕.๑ นําตัวอยางผึ้งแตละกลุม มาศึกษาใตกลองจุลทรรศนดวยวิธี Paraffin 

technique (Modified Humason, 1972) ดังนี้ 

 

นําตัวอยางทางเดินอาหารใสในขวดเก็บตัวอยาง (Vials) แชในน้ํายารักษาสภาพ Bouin’s fluid 

solution  

เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ลางดวย 70% ethanol 3 ครั้ง จนสีเหลืองจางลง 

 

ดึงน้ําออกโดยแชตัวอยางใน ethanol 70%, 90%, 90% และ 95% อยางละ 6 ชั่วโมง 

 

นําตัวอยางแชใน n-butyl 1 ชั่วโมง 

 

นําตัวอยางแชใน xylene : paraplast ในอัตราสวน 

2 : 1 

1 : 1 

1 : 2 

ขั้นละ 1 ชั่วโมงตามลําดับในตู Incubator ท่ีอุณหภูมิ 58ºc 

 

แชตัวอยางใน pure paraplast 1 ชั่วโมง 

 

ฝงตัวอยางใน pure paraplast แลวท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 

 

 



31 

 

  ๓.๔.๕.๒ ตัดตัวอยางดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อ (Rotary microtome) มีความหนา 6 µm 

แลวติดตัวอยางลงบนสไลดยอมดวยสี Periodic acid – Schiff’s reagent (PAS)  

  ๓.๔.๕.๓ ทําการศึกษาใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง นับจํานวนเซลลท่ีติดเชื้อกับไมติด

เชื้อ และคํานวณรอยละของเซลลท่ีติดเชื้อและไมติดเชื้อ บันทึกผลโดยการถายรูปลักษณะของเนื้อเยื้อ

ท่ีพบ 

 ๓.๔.๖ การยอมสีทางเดินอาหารสวนกลางของผ้ึง (Midgut) ดวยสี Periodic acid – 

Schiff’s reagent (PAS) 

  วิธีปฏิบัติ 
 

แชสไลดใน Staining jar ท่ีมี Xylene ซํ้า 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

 

แชดวย Absolute alcohol 5 นาที 

 

แชดวย Alcohol 95% 90% และ 70% อยางละ5 นาที 

 

แชดวยน้ํากลั่น 5 นาที 

 

แชดวย Periodic acid 5 นาที 

 

แชดวยน้ํากลั่น 3 นาที 

 

แชดวย Schiff’s Leuco - fuchsin 15 นาที 

 

ลางโดยปลอยน้ําไหลผาน 10 นาที 

 

แชดวย Light green 30 วินาที 

 

แชดวย Alcohol 70% 90% และ 95% อยางละ 3 นาที 

 

แชดวย Absolute alcohol 5 นาที 
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แชดวย Xylene ซํ้า 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

 

แลวหยด Permount ลงบนสไลดเพ่ือใหสไลดติดถาวร 

  

 ๓.๔.๗ ศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางและอัตราการติดเชื้อ Nosema ceranae  

 ศึกษารอยละระหวางเซลลท่ีมีสปอร (infected cells) กับเซลลท่ีไมมีสปอร (non 

infected cells) ของเซลลสรางสาร (secretory cells) ของตอมไฮโปฟาริงค (hypopharyngeal 

glands) ของผึ้งงานกลุมผึ้งพยาบาล (nurse bees) 

   วิธีปฏิบัติ 

    ๓.๔.๗.๑  นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

   ๓.๔.๗.๒  นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

                ๓.๔.๗.๓  แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

  กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร

ผึ้ง 1 ตัว  

  กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

 กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

ความเขมขน 1.0x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /

ผึ้ง 1 ตัว ไมใหสารละลายไคโตซาน 

 กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

ใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 50  

   ๓.๔.๗.๔  นําผึ้งในขอ ๓.๔.๗.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก (Bee cage) ขนาด 

80x135x130 mm3
 (ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรง

บรรจุ queen pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 

ตัว/treatment ผึ้งแตละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสม

สารละลายน้ําตาลซูโครส 50% และน้ํากลั่น 
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                ๓.๔.๗.๕  นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

                ๓.๔.๗.๖  นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 10 และ วันท่ี 15  มา กรงละ 10 ตัว โดยแบง

ออกเปน 2 กลุม ๆ ละ 5  ตัว มาดึงเอาทางเดินอาหารสวนกลางออกมาเพ่ือไปเตรียมตัวอยางเพ่ือ

ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM)  

   ๓.๔.๗.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (Infection ratio) รวมท้ังศึกษาโครงสรางของเซลล และนําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 

 ๓.๔.๘ ศึกษาผลของเชื้อ Nosema ceranae ตอระดับนํ้าตาล Trehalose ใน 

Haemolymph ของผ้ึงหลวง  

   วิธีปฏิบัติ 

   ๓.๔.๘.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

                ๓.๔.๘.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

                ๓.๔.๘.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

  กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/

ผึ้ง 1 ตัว  

  กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

 กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

ความเขมขน 1.0x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) 

/ผึ้ง 1 ตัว ไมใหสารละลายไคโตซาน 

 กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

ใหสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

   ๓.๔.๘.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๘.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก ขนาด 80x135x130 mm
3
 

(ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรงบรรจุ Queen 

pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 ตัว/treatment ผึ้งแต

ละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสมสารละลายน้ําตาลซูโครส 

50% และน้ํากลั่น 
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                ๓.๔.๘.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

  ๓.๔.๘.๖ นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 3  6  10 และ วันท่ี 14  มา กรงละ 10 ตัว เพ่ือดูด

เอา Haemolymph ใหไดปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตรตอกลุม  เพ่ือไปเตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาระดับ

ของน้ําตาล Trehalose ใน Haemolymph (Suwannapong et al., 2014, under review in 

journal of Plos one)  

  ๓.๔.๘.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (infection ratio) และศึกษาโครงสรางของเซลล 

               ๓.๔.๘.๘ นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 

       

 ๓.๔.๙ การวัดระดับนํ้าตาลทรีฮาโลส (Trehalose Assay) 

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๙.๑ นําผึ้งหลวงกลุมติดเชื้อและกลุมควบคุมในวันท่ี 6 10 และ14 ออกจากกรง 

กรงละ 10 ตัว จากนั่นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºc เวลา 5 นาที แลวนําผึ้งมาเก็บตัวอยาง 

Haemolymph 

  ๓.๔.๙.๒ ใชหลอดแคพิลลารีดูด Haemolymph 5 µl ตอตัวแลวใสในหลอดทดลองท่ีมี

สารละลาย normal saline 45 µl  

  ๓.๔.๙.๓ เติมสารละลาย Anthrone 2.9 ml แลวนําไปปนดวย Vortexer 30 วินาที 

กอนนําไปแชในอางน้ําเดือดท้ิงไว 15 นาที แลวแชในอางน้ําเย็นท้ิงไว 20 นาที  

  ๓.๔.๙.๔ อานคาการดูดกลืนแสงดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 620 

nm และสรางกราฟมาตรฐานดวยสารละลาย Trehalose ท่ีเตรียมขึ้น แลวนําไปวิเคราะหขอมูลทาง

สถิติโดยใหโปรแกรม PAST ตอไป 

 

   ๓.๔.๑๐ ศึกษาผลเชื้อ Nosema ceranae ตอปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของ

ผ้ึงหลวง 

     วิธีปฏิบัติ 

                 ๓.๔.๑๐.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 
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   ๓.๔.๑๐.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก 

incubator 

    ๓.๔.๑๐.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

  กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/

ผึ้ง 1 ตัว  

  กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

 กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

ความเขมขน 1.0x10
6
 สปอร/ 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /

ผึ้ง 1 ตัว ไมใหสารสารละลายไคโตซาน 

 กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

ใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

   ๓.๔.๑๐.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๑๐.๓  ใสในกรงเลี้ยงขนาด 80x135x130 mm
3
 (ฝา

ดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรงบรรจุ queen 

pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 ตัว/treatment ผึ้งแต

ละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสมสารละลายน้ําตาลซูโครส 

50% และน้ํากลั่น 

             ๓.๔.๑๐.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

               ๓.๔.๑๐.๖ นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 3  6  10 และ วันท่ี 14  มา กรงละ 10 ตัว เพ่ือ

นํามาผาตัดเอาตอมไฮโปฟาริงคออกและนําไปวัดคา โปรตีนโดยใช Bradford standard assay 

(Bradford, 1976)  

   ๓.๔.๑๐.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (infection ratio) และศึกษาโครงสรางของเซลล 

   ๓.๔.๑๐.๘  นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 
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 ๓.๔.๑๑ การวัดปริมาณโปรตีนบริเวณตอมไฮโพฟาริงจ (Hypopharyngeal gland 

protein contents: Bradford assay) 

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๑๑.๑ นําผึ้งหลวงกลุมติดเชื้อและกลุมควบคุมในวันท่ี 6 10 และ14 ออกจากกรง 

กรงละ 10 ตัว จากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºc เวลา 5 นาที แลวทําการผาตอมไฮโพฟาริงจ 

(Hypopharyngial gland) ท้ังสองขางใสลงใน 1.5 ml micro-centrifuge tubes ท่ีมี phosphate 

buffer    50 µl ท่ีคา pH 7.8 และแชไวในน้ําแข็ง เม่ือผาครบท้ัง 10 ตัวแลวใหนําไปปนเหว่ียงดวย 

micro-centrifuge ท่ี 1,000 g เปนเวลา 2 นาที  

  ๓.๔.๑๑.๒  ปเปตสารละลาย supernatant เพ่ือนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนจาก

ตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งแตละตัว โดยใชวิธี Bradford protein assay (Bradford, 1976)  

  ๓.๔.๑๑.๓ เตรียมกราฟมาตรฐานจาก bovine serum albumin (BSA) ทําการวัดคา                                    

การดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีชวงคลื่น 595 nm โดยใช Shimadzu UV-visible 

spectrophotometer      (UV-1610) 

  ๓.๔.๑๑.๔ นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาความเขมขนของโปรตีน โดยการ

เปรียบกับกราฟมาตรฐานท่ีเตรียมไว และวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใหโปรแกรม PAST ตอไป 

 

   ๓.๔.๑๒  การวิเคราะหชนิดของเชื้อ Nosema ceranae โดยอาศัยการจําแนกทางชีว

โมเลกุล (molecular identification)  

    วิธีปฏิบัติ 

   ทํา ณ หองปฏิบัติการ Martin-Luther-University, Institute of Biology/Zoology, 

Hoher Weg 8,  Halle (Saale), Germany 

    ๓.๔.๑๒.๑ นําตัวอยางผึ้งงานท่ีเก็บจากแตละบริเวณของประเทศไทย มาดึงเอาทางเดิน

อาหารสวนกลางออกเพ่ือนําไปสกัดเอาดีเอ็นเอ 

   ๓.๔.๑๒.๒ นําไปสกัด DNA และนําไปจําแนกชนิดโยใชเทคนิค qPCR (Higes et al.,  

2013) 
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๓.๕ ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ใหระบุขั้นตอนอยาง

ละเอียด) 

 ๓.๕.๑ ระยะเวลาท่ีทําการวิจัยจะทําตอเนื่องโดยใชเวลาเบื้องตน 3 ป เริ่มต้ังแตรับเงิน

สนับสนุนงวดแรกในปงบประมาณ 2559 จนถึงป 2561 

       ๓.๕.๒ สถานท่ีเก็บตัวอยาง ทุกภาคของประเทศไทย ไดแก ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคใต  

 ๓.๕.๓ สถานท่ีทําการทดลองในหองปฏิบัติการ  หอง BS 3108-3110 ภาควิชาชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา อ. เมือง จ. ชลบุรี และ ณ หองปฏิบัติการ Martin-Luther-

University, Institute of Biology/Zoology, Hoher Weg 8,  Halle (Saale), Germany 
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บทท่ี 4 

ผลการศึกษา 

(Results) 
 

๔.๑  การระบาดของเชื้อ Nosema ceranae ในประเทศไทย  

 การระบาดของเชื้อ Nosema ceranae โดยตรวจนับสปอรในหองปฏิบัติการ (โดยใช 

Hemocytometer) จากรังผึ้งท่ีเก็บจากจังหวัดตางๆ ของประเทศไทยพบการระบาดทุกพ้ืนท่ี ทําการ 

ศึกษาเพ่ิมเติมในบริเวณใกลเคียงกับท่ีเคยสํารวจ (รูปท่ี ๔.๑) โดยสํารวจเพ่ิมเติมในระยะเวลาชวงท่ี ๒ 

ระหวางพฤษภาคม พ.ศ. ๒๕๕๙– สิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๙ รวมท้ังสิ้น ๑๑๔ รัง ติดเชื้อ Nosema 

ท้ังสิ้น ๘๒ รัง  จํานวนตัวอยางผึ้งงานของผึ้งหลวงท้ังหมดวิเคราะหผลดวย qPCR พบ Nosema 

ceranae และ Nosema อ่ืน รูปท่ี ๔.๓-๔.๘ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑  บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงเพ่ือตรวจการติดเชื้อ Nosema  จากการเพ่ิมการสํารวจ 

ระยะเวลาชวงท่ี ๒ ระหวางพฤษภาคม  ๒๕๕๙ – สิงหาคม ๒๕๕๙ :วงกลมแสดงตําแหนงท่ี

เก็บตัวอยาง; สีแสดงภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ท่ีเก็บตัวอยาง 
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ตารางท่ี ๔.๑ พิกัดท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงจากภาคตาง ๆ ของประเทศไทย  
 

กลุมตัวอยาง 

ผึ้งหลวง 

ภูมิภาค 

ของประเทศไทย 

พิกัดภูมิศาสตร 

Latitude Longitude 

ADN1- ADN 36 ภาคเหนือ 17.974133-20.360313 99.587304-99.923476 

ADW1- ADW18 ภาคตะวันตก 13.539033-14.859500 99.328372-98.620979 

ADNE1- ADNE 30 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 14.419667-17.699735 98.852304-101.676645 

ADE1- ADE21 ภาคตะวันออก 13.283178-12.736600 100.926633-102.217006 

ADS1- ADS14 ภาคใต 78.049007-76.614614 101.887999-100.081209 

 

ตารางท่ี ๔.๒ ผลการตรวจการติดเชื้อ Nosema จากทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  

A. dorsata จํานวน ๕๐ ตัว ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงจากรังท่ีเขาใหญ พิกัด ละติจูด 

14,434,960 ลองจิจูด 101,413, 342 
 

ตัวอยางผึ้งหลวง การติดเชื้อ Nosema 

ตัวท่ี 1 - 

ตัวท่ี 2 - 

ตัวท่ี 3 - 

ตัวท่ี 4 - 

ตัวท่ี 5 - 

ตัวท่ี 6 - 

ตัวท่ี 7 - 

ตัวท่ี 8 - 

ตัวท่ี 9 - 

ตัวท่ี 10 - 

ตัวท่ี 11 - 

ตัวท่ี 12 - 

ตัวท่ี 13 - 

ตัวท่ี 14 - 

ตัวท่ี 15 - 

ตัวท่ี 16 - 

ตัวท่ี 17 + 

ตัวท่ี 18 - 

ตัวท่ี 19 - 

ตัวท่ี 20 - 

ตัวท่ี 21 - 
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ตัวท่ี 22 - 

ตัวท่ี 23 - 

ตัวท่ี 24 - 

ตัวท่ี 25 - 

ตัวท่ี 26 - 

ตัวท่ี 27 - 

ตัวท่ี 28 - 

ตัวท่ี 29 - 

ตัวท่ี 30 - 

ตัวท่ี 31 - 

ตัวท่ี 32 + 

ตัวท่ี 33 - 

ตัวท่ี 34 + 

ตัวท่ี 35 - 

ตัวท่ี 36 - 

ตัวท่ี 37 - 

ตัวท่ี 38 - 

ตัวท่ี 39 + 

ตัวท่ี 40 - 

ตัวท่ี 41 - 

ตัวท่ี 42 - 

ตัวท่ี 43 - 

ตัวท่ี 44 - 

ตัวท่ี 45 - 

ตัวท่ี 46 - 

ตัวท่ี 47 - 

ตัวท่ี 48 - 

ตัวท่ี 49 - 

ตัวท่ี 50 - 

หมายเหตุ           –  ไมพบ  สปอรของ Nosema 

            +   พบ   สปอรของ Nosema  
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รูปท่ี ๔.๒  สปอรของเชื้อ Nosema แยกออกจากทางเดินอาหารสวนกลางผึ้งหลวงภายใตกลอง 

 จุลทรรศนแบบใชแสง (ซาย) กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (ขวา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๓  PCR products โดย qPCR ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้ง 

หลวง  ท่ีเก็บจาก จังหวัดแพร ซ่ึง 15 bp peak = marker, a 145 bp =  N. ceranae 

และ a 400 bp = a marker  
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รูปท่ี ๔.๔ PCR products ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  ท่ีเก็บ 

จากบริเวณเขาใหญ นครราชสีมา (A01-A12) ; a 145 bp =  N. ceranae และ a 100 bp 

= a marker พบเชื้อ N. ceranae รังท่ี 3 4 10 11 และ12 จาก 12 รัง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๕ PCR products ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  ท่ีเก็บ 

จากบริเวณดอยขุนตาล จังหวัดลําปาง  (A01-A12) ; a 145 bp =  N. ceranae และ a 

100, 400 bp =  markers พบเชื้อ N. ceranae ท้ังหมด 11 รัง จาก 12 รัง ยกเวน รังท่ี 7 

และพบเชื้อ N. apis รังท่ี  1 2 และ 3 



43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๖ PCR products ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  ท่ีเก็บ 

จากบริเวณอําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี (F01-F12) ; a 145 bp =  N. ceranae และ a 

400 bp = a marker  พบเชื้อ N. ceranae ท้ัง 12 รัง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๗ PCR products ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  ท่ีเก็บ 

จากบริเวณอําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม (D01-D12) ; a 145 bp =  N. ceranae และ a 

400 bp = a marker พบเชื้อ N. ceranae ท้ัง 12 รัง และพบเชื้อ N. apis รังท่ี 3 
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๔.๒ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการตาย (Mortality) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
 

จากการทดลองหาอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae 

ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว โดยวิธี force feeding แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppmพบวาอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน

ความเขมขน 1 ppm สูงกวาผึ้งหลวงในกลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.0191) ดังรูปท่ี ๔.๘ (ภาพ d) สวนอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงใน

กลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ไมแตกตางจากผึ้งหลวง

ในกลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (p = 0.7414) ดังรูปท่ี ๔.๘ (ภาพ c) แสดงวาสารสารละลายไคโต

ซานความเขมขน 1 ppm ไมไดชวยสงเสริมผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานใหมีอัตราการรอดชีวิตท่ีสูงขึ้นจาก

ผึ้งในกลุมปกติแตสารสารละลายไคโตซานชวยลดอัตราการตายของผึ้งท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae ได 

 

๔.๓ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผ้ึงหลวง

วรรณะผ้ึงงาน  

 จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae 

ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ดวยการนับจํานวน

ผึ้งหลวงท่ีติดเชื้อตอจํานวนผึ้งหลวงท่ีไมติดเชื้อ หลังจากทดลองเปนเวลา 30 วัน พบวาอัตราการติด

เชื้อของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตํ่า

กวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p 

<0.0001) ดังรูปท่ี ๔.๙ โดยอัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผึ้งหลวงกลุมท่ีไดรับเชื้อ N. 

ceranae อยางเดียว และกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน เทากับ 

98.80±0.37 และ 43.40±0.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm ชวยลดอัตราการติดเชื้อ N. ceranae ของผึ้งหลวง 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



45 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ๔.๘   อัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงกลุมควบคุม (Control) เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีให 

สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm (ภาพ a), กลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 

500,000 สปอรตอตัว (ภาพ b) และกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน

ความเขมขน 1 ppm (ภาพ c) เปนเวลา 30 วัน (Log rank; Chi^2 = 0.5144, p = 

0.4732, Chi^2 = 7.2018, p = 00073 และ Chi^2 = 0.1089, p = 0.7414 ตามลําดับ) 

อัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae เปรียบเทียบกับกลุมท่ีติดเชื้อ N. 

ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm (ภาพ d) เปนเวลา 30 วัน (Log 

rank; Chi^2 = 5.4896, p = 0.0191) 
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รูปท่ี ๔.๙ คาเฉลี่ย (mean± SE) อัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผึ้ง A. dorsata หลังรับ 

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm และผึ้ง A. dorsata ท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน; อักษร

ท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตางกัน (ANOVA; F1=3069, p <0.0001)  

 

๔.๔ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตอประสิทธิภาพการติดเชื้อ (infectivity) ในเซลลลําไส

สวนกลางของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  

 จากการทดลองหาประสิทธิภาพการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้ง

งานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm ดวยการนับจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดไดจากลําไสสวนกลางของผึ้งหลวง

ในวันท่ี 10 หลังจากรับเชื้อ พบวาจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดจากผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ 

N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm นอยกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. 

ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.0001) ดังรูปท่ี ๔.๑๐ 
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โดยจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดไดจากลําไสสวนกลาง (infectivity) ของผึ้งหลวงในกลุมท่ี

ไดรับเชื้อ N. ceranae อยางเดียว และกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน 

เทากับ 9.32±0.32 × 107 
และ 5.18±0.69 × 10

5 
สปอรตอตัว ตามลําดับ แสดงวาสารสารละลายไค

โตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดประสิทธิภาพการติดเชื้อของ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของ

ผึ้งหลวง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๐ คาเฉลี่ย (mean± SE) ของจํานวนสปอร N. ceranae ท่ีสกัดไดจากลําไสสวนกลางของ 

ผึ้ง A. dorsata หลังรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm  และผึ้ง A. dorsata ท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดให

สารละลายไคโตซาน หลังการรับเชื้อ 10 วัน; อักษรท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ี

แตกตางกัน (ANOVA; F1=509.7, p <0.0001) 
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๔.๕ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลาง (infection 

ratio) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  

 จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลัง

ไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm ดวยการนับจํานวนเซลลในลําไสสวนกลางท่ีติดเชื้อตอจํานวนเซลลท่ีไมติดเชื้อ ของวันท่ี 10 

หลังการรับเชื้อ พบวาอัตราการติดเชื้อในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae 

แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตํ่ากวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดให

สารละลายไคโตซานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.0001) ดังรูปท่ี ๔.๑๑ โดยอัตราการติดเชื้อใน

ลําไสสวนกลาง (infection ratio) ของผึ้งหลวงในกลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae อยางเดียว และกลุมท่ี

ติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน เทากับ 88.00±0.71 และ 45.00±0.71 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ  แสดงวาสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดอัตราการติดเชื้อ  

N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงได  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๑ คาเฉลี่ย (mean± SE) อัตราการติดเชื้อ (infection ratio) ของผึ้ง A. dorsata หลังรับ 

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm  และผึ้ง A. dorsata ท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน; อักษร

ท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตางกัน (ANOVA; F1=472.7, p <0.0001) 
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๔.๖ ผลของเชื้อ N. ceranae ตอระดับนํ้าตาลทรีฮาโลสในนํ้าเลือดของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
  

 จากการทดลองหาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm โดยเก็บตัวอยางมาทดสอบ ในวันท่ี 10 หลังจากรับเชื้อ พบวาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือด

ของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm สูง

กวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารสกัดพรอพอลิสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 

0.0002) ดังรูปท่ี ๔.๑๒   แต ตํ่ากวา กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control) อยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p = 0.0002) ดังรูปท่ี ๔.๑๒   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๒ คาเฉลี่ย (mean± SE) ระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลัง 

ไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm (Nosama+ch)  กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  กลุมท่ีไดเชื้อ 

N. ceranae อยางเดียว (Nosema) และกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

อยางเดียว (Chitosan) หลังการรับเชื้อ 10 วัน; อักษรท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทาง

สถิติท่ีแตกตางกัน  (ANOVA; F3=278.8, p < 0.0001) 
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 สวนระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm อยางเดียว สูงกวา กลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae อยางเดียว (Nosema) และกลุมท่ีได

เชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm (Nosama+ch)  อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p = 0.0002) ดังรูปท่ี ๔.๑๒ โดยระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้ง

งานกลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  กลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae อยางเดียว (Nosema) 

กลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานอยางเดียว (Chitosan) และกลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae แลวให

สารละลายไคโตซาน (Nosama+ch) เทากับ 250.80±3.40, 161.00±3.21, 254.20±2.60 และ 

174.20±2.52 ไมโครกรัมตอตัว ตามลําดับ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวย

สงเสริมกระบวนการท่ีทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานท่ีติดเชื้อ N. 

ceranae สูงขึ้น 

 

๔.๗ ผลของเชื้อ N. ceranae ตอปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
 

 จากการทดลองหาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

โดยเก็บตัวอยางมาทดสอบ ในวันท่ี 10 หลังจากรับเชื้อ พบวาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของ

ผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm สูงกวา กลุมท่ี

ไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารสกัดพรอพอลิสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.0002) และ 

สูงกวา กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.0002) แตไมตาง

จากกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานอยางเดียว (Chitosan) (p = 0.5694)  ดังรูปท่ี ๔.๑๓  โดยปริมาณ

โปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานกลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  

กลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae อยางเดียว (Nosema) กลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานอยางเดียว 

(Chitosan) และกลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน (Nosama+ch) เทากับ 

562.00±52.86, 486.00±48.74, 1,500.00±114.02 และ 1,346.00±97.04 ไมโครกรัมตอตัว 

ตามลําดับ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยสงเสริมกระบวนการผลิตโปรตีน

ของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานท้ังท่ีติดเชื้อ N. ceranae และไมติดเชื้อ 
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รูปท่ี ๔.๑๓ คาเฉลี่ย (mean± SE) ปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน 

หลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm (Nosama+ch)  กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  กลุมท่ีไดเชื้อ 

N. ceranae อยางเดียว (Nosema) และกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานความเขมขนอยาง

เดียว (Chitosan) หลังการรับเชื้อ 10 วัน; อักษรท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ี

แตกตางกัน (ANOVA; F3=39.78, p < 0.0001) 

 

๔.๘  ผลของเชื้อ N. ceranae  ตออัตราการติดเชื้อในเซลลเย่ือบุทางเดินอาหารสวนกลางของผ้ึง

หลวง   

จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลัง

ไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ  500,000 (500K) สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm ดวยการนับจํานวนเซลลในลําไสสวนกลางท่ีติดเชื้อตอจํานวนเซลลท่ีไมติดเชื้อ โดย

การตัดเนื้อเยื่อ 
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ทางเดินอาหารสวนกลาง ยอมดวยสี Periodic acid Schiff’s reagent (PAS) พบสปอรของเชื้อ  

N. ceranae ติดสีชมพูมวงอยางเห็นไดชัด เนื่องจากโครงสรางของเยื่อหุมสปอรประกอบดวยสาร

อนุพันธของคารโบไฮเดรท จะเห็นสปอรติดสีชมพูกระจาย อยูท่ัวเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารของผึ้ง

หลวงวรรณะผึ้งงานท่ีไดรับเชื้อไปแลว 10 วัน (day10 p.i.) โดยพบสปอร มากบริเวณฐานของเซลล 

(basement membrane)  กระจายไปจนถึงยอดเซลล (apical part) และเริ่มพบวาบริเวณปลาย

อิสระ (free end) มีการเสียหายของไมโครวิลไล และเยื่อหุมเซลล ในขณะท่ีไมพบสปอร ในเซลลเยื่อ

บุทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งกลุมควบคุมท่ีไมไดรับเชื้อ Nosema ดังรูปท่ี ๔.๑๔-๔.๑๗ 

 นอกจากนี้ยังพบวาในชั้น peritrophic membrane ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะ

ผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ี แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm มีความหนา

เพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมท่ีติดเชื้อแตไมใหสารละลายไคโตซาน ดังรูปท่ี ๔.๑๗ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๔ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไมไดรับเชื้อ  

N. ceranae  (กลุมควบคุม)  ยอมดวยสี PAS ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยอ: 

lu, a lumen of the midgut; mp, mulpighain tubule; mv, microvilli 
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รูปท่ี ๔.๑๕ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไมไดรับเชื้อ  

N. ceranae  500,000 สปอรตอตัว แตไดรับสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm หลัง

ปอนเชื้อวันท่ี 10 ยอมดวยสี PAS ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยออักษรยอ: 

bm, basement membrane; lu, a lumen of the midgut; pm, peritrophic 

membrane  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๖ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไดรับเชื้อ  

N. ceranae  500,000 สปอรตอตัว แลวไมใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

หลังปอนเชื้อวันท่ี 10 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยอ: bm, basement 

membrane; lu, a lumen of the midgut; sp, N. ceranae spores 
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รูปท่ี ๔.๑๗ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไดรับเชื้อ  

N. ceranae  500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm หลัง

ปอนเชื้อวันท่ี 10 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยอ: bm, basement 

membrane; lu, a lumen of the midgut; pm, peritrophic membrane 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

(Conclusions and Discussions) 

 

 จากผลการศึกษาการระบาดของเชื้อ Nosema ceranae โดยตรวจนับสปอรใน

หองปฏิบัติการ (โดยใช Hemocytometer) จากรังผึ้งท่ีเก็บจากภาคเหนือ ภาคตะวันออก ภาค

ตะวันตก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต ของประเทศไทยพบการระบาดทุกพ้ืนท่ี โดยสํารวจ

เพ่ิมเติมในระยะเวลาชวงท่ี ๒ ระหวางพฤษภาคม พ.ศ. ๒๕๕๙– สิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๙  (รูปท่ี ๕.๑)

รวมท้ังสิ้น ๑๑๔ รัง ติดเชื้อ Nosema ท้ังสิ้น ๘๒ รัง  จํานวนตัวอยางผึ้งงานของผึ้งหลวงท้ังหมด

วิเคราะหผลดวย qPCR พบ N. ceranae และ N. apis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๕.๑  บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงและตรวจพบการติดเชื้อ Nosema  จากการเพ่ิมการสํารวจ 

ระยะเวลาชวงท่ี ๒ ระหวางพฤษภาคม  ๒๕๕๙ – สิงหาคม ๒๕๕๙ :วงกลมแสดงตําแหนงท่ี

เก็บตัวอยาง; สีแสดงภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ท่ีเก็บตัวอยาง 
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ตารางท่ี ๕.๑ สรุปผลการทดลองการศึกษาผลของสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตอผึ้ง 

 หลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว 

 

กลุม 
Infection 

rate (%) 

Infectivity 

(spores/ 

bee) 

Infection 

ratio (%) 

Trehalose 

level 

(µg/bee) 

Protein 

contents 

(µg/bee) 

Remark 

 

Control na na na 
250.80 

±3.40 a 

562.00 

±52.86 b  

Nosema 

(500,000 

spores/bee) 

98.80 

±0.37 a
 

9.32±0.32 

× 10
7 a

 

88.00 

±0.71
 a 

161.00 

±3.21 c 

486.00 

±48.74 b  

Chitosan 

(1 ppm) 
na na na 

254.20 

±2.60 
a 

1,500.00 

±114.02
  a

 
 

Nosema 

+chitosan 

43.40 

±0.93 b 

5.18±0.69 

× 105  b
 

45.00 

±0.71 
b
 

174.20 

±2.52 
b 

1,346.00 

±97.04 a  

 

หมายเหตุ อักษรท่ีแตกตางกันแสดงนัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตางกัน , na หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
 

 เชื้อ N. ceranae  ทําใหผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานมีอัตราการรอดชีวิตท่ีตํ่าลง เม่ือเทียบกับ

กลุมควบคุม  เนื่องมาจากเชื้อชนิดนี้ กอใหเกิดโรคท่ีมีชื่อวา Nosema disease (Bailey & Ball, 

1991; Fries, 1989) ทําใหระบบทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงเสียหาย เปนสาเหตุทําใหระบบ

ยอยอาหารผิดปกติ อาหารไมยอยและเกิดอาการทองเสียทําใหผึ้งมีอายุสั้นลง (Anderson & Giacon, 

1992; Hassanein, 1953; Higes et al., 2007; Rinderer & Dell Elliott, 1977) เม่ือทดลองให

สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm แกผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ี

ระดับ 500,000 สปอรตอตัว พบวาอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงสูงขึ้น เม่ือเทียบกับกลุมท่ีติดเชื้อ 

แตไมแตกตางกันเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ไมได

ชวยสงเสริมผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานใหมีอัตราการรอดชีวิตท่ีสูงขึ้นจากผึ้งในกลุมปกติแตสารละลายไค

โตซานชวยลดอัตราการตายของผึ้งท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae ได  

จากกการทดลองหาอัตราการติดเชื้อของ N. ceranae ในผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm พบวาอัตราการติดเชื้อของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ
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กลุมท่ีติดเชื้อ แสดงวาสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดอัตราการติดเชื้อ N. 

ceranae ของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน  

 จากกการทดลองหาประสิทธิภาพการติดเชื้อของ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้ง

หลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm พบวาจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดจากผึ้งหลวงในกลุมท่ีติด

เชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm นอยกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. 

ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm ชวยลดประสิทธิภาพการติดเชื้อของ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวง  

 จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

พบวาอัตราการติดเชื้อในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตํ่ากวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดอัตราการติด

เชื้อ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงได  

 จากการทดลองหาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

พบวาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไค

โตซานความเขมขน 1 ppm สูงกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยสงเสริมกระบวนการ

ท่ีทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานท่ีติดเชื้อ N. ceranae สูงขึ้น 

สารละลายไคโตซานยังชวยลดสภาวะเครียดทางพลังงานเม่ือผึ้งติดเชื้อ (Energetic stress) เนื่องจาก

สารละลายไคโตซานชวยเพ่ิมระดับน้ําตาลทรีฮาโลสน้ําเลือดของผึ้งเม่ือติดเชื้อ ซ่ึงดัชนีท่ีวัดการเกิด

สภาวะเครียดทางพลังงานเม่ือผึ้งติดเชื้อคือคาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดตํ่า (Mayack & Naug, 

2009, 2010) 

 จากการทดลองหาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

พบวาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm สูงกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารสกัดพรอพอลิสอ

ยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยสงเสริมกระบวนการ

ผลิตโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน โดยการสรางโปรตีนในตอมไฮโปฟาริงค

จําเปนตองใชพลังงานและโปรตีน ซ่ึงพลังงานหลักของผึ้งก็คือน้ําตาลทรีฮาโลส และแหลงโปรตีนหลัก
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ของผึ้งก็คือเกสรผึ้ง เม่ือผึ้งติดเชื้อ N. ceranae ทําใหระบบทางเดินอาหารเสียหายสงผลตอการดูดซึม

อาหารทําใหไดโปรตีนและพลังงานสําหรับนําไปสรางโปรตีนในตอมไฮโปฟาริงคมีปริมาณนอย ระดับ

โปรตีนในตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae จึงตํ่า แตเม่ือผึ้ง

ไดรับสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm สารละลายนี้จะชวยลดการติดเชื้อได โดยกลุมท่ีให

สารละลายไคโตซานชั้น peritrophic membrane ในทางเดินอาหารสวนกลางจะมีความหนาเพ่ิมขึ้น

เม่ือเทียบกับกลุมท่ีไมใหสารละลายไคโตซาน ชั้นท่ีหนานี้จะชวยปองกันการบุกรุกของเชื้อ Nosema 

ได ทําใหอัตราการติดเชื้อลดลง ระบบทางเดินอาหารก็ทํางานไดดีกวาท่ีผึ้งกลุมท่ีไมไดใหสารละลายไค

โตซาน จึงดูดซึมโปรตีนและพลังงานไดมากกวาผึ้งกลุมท่ีไมไดใหสารใหสารละลายไคโตซาน และสงผล

ใหตอมไฮโปฟาริงคผลิตโปรตีนไดสูงกวาผึ้งกลุมท่ีไมไดใหสารละลายไคโตซาน  
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม PAST 

1. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการตาย (Mortality) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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2. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผ้ึงหลวงวรรณะ

ผ้ึงงาน 
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3. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตอประสิทธิภาพการติดเชื้อ (infectivity) ในเซลลลําไส

สวนกลางของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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4. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลาง (infection 

ratio) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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5. ผลของเชื้อ N. ceranae ตอระดับนํ้าตาลทรีฮาโลสในนํ้าเลือดของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน 
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6. ผลของเชื้อ N. ceranae ตอปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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ประมวลภาพการทําวิจัย 

กิจกรรม คําอธิบาย 

 
 

 

 

 

ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

 

ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

ภาพลงุม่ัน (พรานตีผึ้งหลวง) กําลังปนตน

มะมวงไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวง  

จังหวัดสมุทรสาคร 
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ภาพลงุม่ัน (พรานตีผึ้งหลวง) กําลังปนตน

มะพราวไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวง  

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

ภาพลงุม่ัน (พรานตีผึ้งหลวง) กําลังปนตน

มะมวงและใชควันรมรังผึ้งหลวงเพ่ือเก็บ

ตัวอยาง  

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

ภาพรังผึ้งหลวงบนก่ิงของตนมะมวง 

 จังหวัดสมุทรสาคร 
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ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดนครราชสีมา 

 
 

 

 

 

ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดนครราชสีมา 

 
 

 

 

ภาพถายรวมกับชาวบานผูนําทางไปเก็บ

ตัวอยางผึ้งหลวง  

จังหวัดลําปาง 
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ภาพการเก็บตัวอยางผึ้งหลวงบริเวณลําธาร 

จังหวัดลําปาง 

 
 

 

 

 

ภาพรังผึ้งหลวงจํานวนมากท่ีอยูบนตนผึ้ง  

จังหวัดลําปาง 

 
 

 

 

 

ภาพถายประธานและคณะกรรมการในการ

สอบดุษฎีนิพนธของนิสิตปริญญาเอกใน

หนวยวิจัยผึ้ง  
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ภาพถายรังผึ้งพันธุสําหรับนําผึ้งพันธุมาใชใน

การเพ่ิมจํานวน (propagation)  

สปอรของ Nosema  

มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 

 
 

 

 

ภาพถายผึ้งพันธุสําหรับนําใชในการเพ่ิม

จํานวน (propagation)  

สปอรของ Nosema  

มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 

 
 

 

 

ภาพถายการปอนเชื้อ 

 Nosema ในผึ้งหลวงสําหรับการทดลอง 

มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 
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ภาพถายกรงท่ีใชในการเลี้ยงผึ้งทดลอง 

ในกรงจะเตรียม  

น้ําเปลา (ขวดติดสต๊ิกเกอรสีเขียว) 

สารละลายซูโครสความเขมขน 50 

เปอรเซ็นต (ขวดติดสต๊ิกเกอรสีเหลือง) 

Queen pheromone และ bee bread

สําหรับเลี้ยงผึ้ง 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพถายกรงผึ้งทดลองท่ีเลี้ยงในตูควบคุม

อุณหภูมิ 33±1 องศาเซลเซียส  
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