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การระบาดของเชื้อ Nosema ceranae และความรุนแรงของโรคในผึ้งหลวง 

(Apis dorsata Fabricius, 1793) ในประเทศไทย 

 

บทคัดยอ 

ผึ้งหลวง (Apis dorsata) เปนผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยท่ีมีขนาดลําตัวและรังขนาดใหญ

ท่ีสุด ใหน้ําผึ้งและผลิตภัณฑผึ้งท่ีเปนประโยชน นอกจากนี้ยังทําหนาท่ีสําคัญตอระบบนิเวศนเนื่องจาก

ทําหนาท่ีผสมเกสรใหพืชชนิดตาง ๆ โดยเฉพาะพืชอาหารหลัก (crop plants) ของประเทศไทย และ

ประเทศอ่ืนในภูมิภาคเอเชีย แตในปจจุบันจํานวนประชากรของรังผึ้งหลวงลดจํานวนลงอยางมาก 

เนื่องมาจากปจจัยตางๆ โดยเฉพาะ โรคโนซีมา  (Nosemosis) ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหผึ้งชนิดตางๆ

ทองรวงและตายในท่ีสุด รวมถึงผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยดวย วัตถุประสงคของการวิจัย คือ สํารวจ

การติดเชื้อ Nosema ในผึ้งหลวงจากพ้ืนท่ีตางๆ ของประเทศไทย และยังตรวจสอบความรุนแรงของ 

Nosema ceranae ในผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานภายหลังการติดเชื้อ เปนระยะเวลา 30 วัน โดยการวัด

ประสิทธิภาพการติดเชื้อ อัตราการติดเชื้อระหวางเซลลท่ีติดเชื้อตอเซลลท่ีไมติดเชื้อจํานวนรอยเซลล, 

ระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือด และปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาลิงค การจัดจําแนกระบุสปชีส

ของเชื้อ Nosema ใชท้ังลักษณะทางกายภาพของ Nosama สปอร และวิเคราะหผลดวย qPCR 

นอกจากนี้ยังไดทดลองใชสารละลายไคโตซาน สําหรับควบคุมโรคโนซีมาในผึ้งหลวง ผลการทดลอง

พบวา พบการติดเชื้อ Nosema ผึ้งหลวงทุกพ้ืนท่ีทําการสํารวจ และผลการวิเคราะหดวย qPCR พบ

ท้ัง N. ceranae และ N. apis  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อท่ีระดับความเขมขนสูงสงผลใหประสิทธิภาพ

การติดเชื้อและอัตราการติดเชื้อสูงขึ้น และท่ีนาสนใจก็คือ สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

ทําใหประสิทธิภาพการติดเชื้อและอัตราการติดเชื้อลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม นอกจากนี้

สารสารละลายไคโตซาน ยังทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ํา เลือด ปริมาณโปรตีนในตอมไฮโปฟา

ลิงค และการรอดชีวิตของผึ้งหลวงเพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม สารสารละลายไคโตซาน 

ควรไดรับการพิจารณาเพ่ือเปนทางเลือกของการใชสารจากธรรมชาติในรักษาโรคโนซีมา  

 

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 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา (Research Rationale) 

 ผึ้งหลวง (Apis dorsata) เปนผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยท่ีมีขนาดลําตัวและรังขนาดใหญ

ท่ีสุด ใหน้ําผึ้งและผลิตภัณฑผึ้งท่ีเปนประโยชน นอกจากนี้ยังทําหนาท่ีสําคัญตอระบบนิเวศนเนื่องจาก

ทําหนาท่ีผสมเกสรใหพืชชนิดตาง ๆ มากกวา 59 ชนิด โดยเฉพาะพืชอาหารหลัก (crop plants) ของ

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

ในภูมิภาคเอเชีย (Baker, Cruden, & Baker, 1971; McGregor, 1976) แตในปจจุบันจํานวน

ประชากรของรังผึ้งหลวงลดจํานวนลงอยางมาก เนื่องจากหลายสาเหตุ เชน การขาดแคลนท่ีอยูอาศัย

เนื่องจากการตัดไมทําลายปาซ่ึงเปนถิ่นท่ีอยูอาศัย ทํารังและแหลงอาหารของผึ้งหลวง การถูกลาจาก

มนุษย (bee hunter) เพ่ือเอาน้ําผึ้งเนื่องจากเปนผึ้งท่ีมีรังขนาดใหญ ใหน้ําผึ้งปริมาณมาก รวมท้ัง

ผลิตภัณฑผึ้งชนิดอ่ืนท่ีมนุษยตองการ การเก็บน้ําหวานหรือเกสรท่ีมีการปนเปอนของสารฆาแมลงและ

สารกําจัดศัตรูพืช รวมท้ังเชื้อโรค ท่ีทําใหผึ้งตาย ท่ีสําคัญท่ีพบระบาดมากท่ัวโลกในผึ้งพันธุ (A. 

mellifera) ไดแกโรคโนซีมา ซ่ึงพบรายงานการติดเชื้อชนิดนี้ในผึ้งพ้ืนเมืองของประเทศไทยดวย

เชนกัน (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 เปนสาเหตุใหผึ้งทองรวง

และตายในท่ีสุด ซ่ึงปจจุบันมีการระบาดไปท่ัวโลก รวมท้ังประเทศไทยเรา โรคโนซีมา เกิดจากการท่ี

ผึ้งติดเชื้อ 2 ชนิดคือ Nosema apis และ N. ceranae   เปนปรสิตภายในเซลลท่ีกอความเสียหาย

อยางรุนแรงในผึ้งงานระยะตัวเต็มวัยท่ีพบการระบาดอยูท่ัวโลก โดยมีรายงานวากอใหเกิดความ

เสียหายอยางเห็นไดชัดกับผึ้งท่ีมีการติดเชื้อ โดยทําใหผึ้งทองเสียอยางรุนแรง มีอายุสั้นลง  สงผลตอ

พฤติกรรมตางๆ ภายในรังผึ้ง เชน การหาอาหารลดลง การเลี้ยงดูตัวออนลดลงเนื่องจากผลิตนมผึ้ง 

(royal jelly) ไดนอยลง ตลอดจนการวางไขของนางพญา ซ่ึงลดจํานวนหรือหยุดวางไข เปนตน  ซ่ึง

ลักษณะตาง ๆ เหลานี้เปนสาเหตุทําให จํานวนประชากรของผึ้งภายในรังลดลง  สงผลใหไดผลิตภัณฑ

ผึ้ง (bee products) ลดลง และท่ีสําคัญทําใหประชากรของแมลงท่ีทําหนาท่ีถายละอองเกสร 

(pollinators) ลดจํานวนลงดวย  ผลพวงตามมาคือ พืชผลทางการเกษตรท่ีตองการผึ้งเปนแมลงถาย

ละอองเกสรใหผลผลิตตํ่าลง  นอกจากนี้ ยังไมมีการรายงานการศึกษาการระบาดของเชื้อ Nosema 

ท้ังสองชนิดตอผ้ึงหลวง ในประเทศไทยและในโลก  ดังนั้นการศึกษาสํารวจการแพรกระจาย การ
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แยกชนิดสายพันธุและการติดเชื้อโนซีมาในผึ้งแตละชนิดท่ีมีในประเทศไทย จะเปนขอมูลท่ีสําคัญ ตอ

อุตสาหกรรมเลี้ยงผึ้ง การอนุรักษผึ้งพันธุพ้ืนเมืองท่ีนับวันลดนอยลงเนื่องจากปญหาการใชสารเคมี

ตลอดจน การนําไปประยุกตใชเปนขอมูลโรคของแมลงกลุมอ่ืน ๆ ท่ีใกลเคียงผึ้ง เชนผีเสื้อหนอนไหมท่ี

เลี้ยงเปนอุตสาหกรรมและแมลงอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงานการระบาดของเชื้อ Nosema   นอกจากนี้โรคชนิด

นี้ยังเปนโรคท่ีนักวิทยาศาสตรท่ัวโลกมีความต่ืนตัวและใหความสําคัญในการศึกษาวิจัยเก่ียวกับ 

Nosema มากเนื่องจาก เชื่อกันวาเชื้อชนิดนี้ อาจเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหเกิด CCD (colony 

collapse disorder)  ซ่ึงเปนปรากฏการณท่ีประชากรของผึ้งหายไปจากรัง จํานวนมาก ทําให

ประชากรภายในรังลดลงอยางกะทันหัน โดยไมทราบสาเหตุ ประกอบกับขอมูลรายงานการติดเชื้อ

ขามสายพันธุผึ้ง (Apis mellifera) ระหวางเชื้อ N. apis ซ่ึงเดิมพบในผึ้งพันธุ สามารถเขาไประบาด

ในผึ้งโพรง (A. cerana) และในทางกลับกัน N. ceranae ซ่ึงเดิมพบเปนเชื้อท่ีระบาดในผึ้งโพรง 

สามารถเขาไประบาดในเซลลของผึ้งพันธุไดเชนกันและกอใหเกิดความเสียหายกับเซลล และประชากร

โดยรวมของผึ้งภายในรังมากกวา N. apis อยางชัดเจน ทําใหนักวิจัยผึ้งท่ัวโลก รวมท้ังเกษตรกรผู

เลี้ยงผึ้งมีความกังวล เก่ียวกับการระบาดของเชื้อ N. ceranae ท่ีอาจทําใหประชากรของผึ้งพันธุ

เสียหายจํานวนมากหรืออาจสงผลใหประชากรของผึ้งชนิดดังกลาวในฟารมหายไปจนไมสามารถ

นําไปใชในถายละอองเกสรในสวนผลไมหรือพืชท่ีตองการผึ้งชนิดนี้ถายละอองเกสรได  ประกอบกับผึ้ง

พันธุเปนผึ้งท่ีใชเลี้ยงในอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งท่ัวโลก ดังนั้นการศึกษาวิจัยเก่ียวกับโรคท่ีเกิดจากเชื้อ 

Nosema จึงเปนท่ีสนในศึกษากันมากท่ัวโลก ดังนั้นหากมีการระบาดขามสายพันธุผึ้ง จากผึ้งโพรง ผึ้ง

พันธุ ผึ้งม้ิม ไปสูผึ้งหลวง เนื่องจากผึ้งเหลานี้ใชแหลงอาหารจากพืชอาหารผึ้งรวมกัน อาจสงผลตอ

ประชากรผึ้งหลวงไดเชนกัน สงผลให จํานวนแมลงถายละอองเรณู อาจลดลงอยางมาก สงผลตอ

ผลผลิตทางการเกษตร และตอระบบนิเวศน ท่ีเสียสมดุลไป 

 นอกจากนี้มีรายงานเก่ียวกับผึ้งท่ีไดรับเชื้อ Nosema จะทําใหผึ้งมีสภาวะเครียดในเรื่อง

ของสารอาหารพลังงานในเซลล (energetic stress) โดย Mayack and Naug (2009) ไดรายงานวา

เม่ือผึ้ง A. mellifera ไดรับเชื้อ N. cerane จะทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลส (trehalose) ในเลือด

ตํ่าลง สงผลใหผึ้งแสดงพฤติกรรมการยื่น proboscis มากขึ้น เนื่องจากความหิว ซ่ึงเนื่องมาจาก 

ทางเดินอาหารสวนกลางโดนทําลาย กระทบตอการยอยอาหารทําใหไดสารอาหารไมเพียงพอ 

(Mayack & Naug, 2009, 2010, 2013) ดังนั้นผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษา ระดับน้ําตาล trehalose ใน 

haemolymph ของผึ้งท่ีไดรับการติดเชื้อ N. ceranae เม่ือผึ้งไดรับเชื้อในปริมาณตาง ๆ และท่ี

อุณหภูมิตาง ๆ ดวย เนื่องจาก มีรายงานวา N. ceranae ทนตออุณหภูมิท่ีสูงไดดีกวาอุณหภูมิตํ่า ได

ดีกวา N. apis อยางไรก็ตามถาหากอุณหภูมิสูงเกิน 33 องศาเซลเซียสจะทําใหอัตราการรอดชีวิต

ตํ่าลงเม่ือเก็บเชื้อไวเปนเวลานาน (Sanchez Collado, Higes, Barrio, & Martin-Hernandez, 

2014) จึงเปนท่ีนาสนใจศึกษาเปนอยางยิ่งวาเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิถึงระดับหนึ่ง ท่ีไมสงผลกระทบตอผึ้ง 
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แตอาจสามารถทําลายเชื้อชนิดนี้ได ผลการศึกษาท่ีไดจะเปนประโยชนตอการควบคุมและเปน

แนวทางในการกําจัดเชื้อชนิดนี้ได  

 การศึกษาการติดเชื้อโนซีมาท่ีทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ของผึ้งหลวง มี

ความสําคัญมากเชนเดียวกัน เนื่องจากมีรายงานการติดเชื้อในทางเดินอาหารสวนกลางในผึ้งพันธุและ

ผึ้งชนิดอ่ืนท่ีถือเปนผึ้งพ้ืนเมืองของไทย  โดยผึ้งท่ีไดรับเชื้อปริมาณมาก ๆ จะเกิดอาการทองรวงและ

ตายในท่ีสุด มีกลิ่นเนาเหม็น เนื่องจากเม่ือเชื้อเขาสูรางกายจะเขาไปเจริญและแพรพันธุในทางเดิน

อาหารสวนกลาง ทําใหเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลางเสียหาย ไมสามารถผลิตเอ็นไซม และยอย

อาหารได ผลทําใหอาหารท่ีผึ้งกินเขาไปไมสามารถยอยได โดยเฉพาะอาหารพวกโปรตีนท่ีผึ้งไดจาก

การกินเกสรของดอกไม (pollen grains)  นอกจากนี้พฤติกรรมการหาอาหารของผึ้งเปนปจจัยหนึ่งท่ี

มีความสําคัญตอการแพรกระจายและรับเชื้อ Nosema   เนื่องจากผึ้งท่ีอาศัยอยูในบริเวณใกลกันท่ีมี

อาณาเขตในการหาอาหารทับซอนกัน ผึ้งมักมีการใชแหลงอาหารเหลานี้รวมกัน ดังนั้นผึ้งงานหา

อาหารท่ีมีเชื้อ Nosema   มีโอกาสปลอยเชื้อไวตามแหลงอาหารตาง ๆ ขณะหาอาหาร  ทําใหสปอร

ของเชื้อสามารถแพรไปยังผึ้งจากรังอ่ืน ๆ หรือผึ้งชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมาหาอาหารในดอกไมดอกเดียวกันหรือ

แหลงอาหารอ่ืนท่ีใชรวมกันได  การศึกษาวิจัยครั้งนี้ตองการศึกษาอัตราการติดเชื้อโนซีมาของผึ้งชนิด

นี้ เม่ือใหเชื้อในระดับท่ีกําหนดระดับตาง ๆ โดยอาศัยขอมูลพ้ืนฐานจากรายงานการศึกษาในผึ้งชนิด

อ่ืนของประเทศไทย ระยะเวลาท่ีเม่ือผึ้งไดรับเชื้อจนกระท่ังผึ้งตาย  และเปรียบเทียบความแตกตาง

ระหวางอัตราการติดเชื้อ N.  ceranae เม่ือผึ้งไดรับ เชื้อปริมาณตาง ๆ และเลี้ยงท่ีอุณหภูมิตาง ๆ ใน

หองปฏิบัติการ  ตรวจวัด อัตราการตาย การติดเชื้อ ระดับน้ําตาล trehalose ใน haemolymph วัด

ปริมาณโปรตีนจากตอมไฮโปฟาริงค (hypopharyngeal glands) ระหวางผึ้งกลุมท่ีไดรับเชื้อ กับกลุม

ท่ีไมไดรับเชื้อ และเปรียบเทียบผึ้งท่ีไดรับสารสกัดพรอพอริสจากชันโรง (Trigona apicalis) กับผึ้งท่ี

ไมรับสารสกัดพรอพอริสจากชันโรง  

 

๑.๒  ขอบเขตการวิจัย (Scope of the study) 

 ศึกษาผลของสารสกัดพรอพอลิสจากชันโรงอัตราการติดเชื้อของผึ้งงานอายุ 1 วัน ของผึ้ง

หลวง (A. dorsata) เม่ือใหเชื้อ N. ceranae ทางปาก ความเขมขน 0.5 x106
 สปอรตอตัว โดย

ละลายในสารละลาย 50% ซูโครส ท่ีเลี้ยงในหองปฏิบัติการท่ีควบคุม ความชื้นและอุณหภูมิท่ี

เหมาะสม   วัดผลจากรอยละของการติดเชื้อ (infection ratio) โดยนับจํานวนผึ้งท่ีติดเชื้อ (infected 

bees) กับผึ้งท่ีไมติดเชื้อ (non infected bees) และนับจํานวนสปอรในผึ้งแตละตัวท่ีตายในแตละวัน 

โดยใช Haemocytometer 
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 ศึกษาอัตราการตาย (bee mortality) และรอยละของการติดเชื้อของเซลล (infected 

cells) กับเซลลท่ีไมติดเชื้อ (non infected cells)  ของเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลางและเซลล

ของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้ง ตลอดจนศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเซลลของตอมไฮโปฟาริงค 

(hypopharyngeal glands) และเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) เม่ือไดรับเชื้อความ

เขมขน 0.5 x106
 สปอรตอตัว ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) ตลอดจนศึกษา การ

เปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาล trehalose ใน haemolymph, ระดับเอ็นไซม protease ในทางเดิน

อาหารสวนกลาง และตอการสรางโปรตีนในนมผึ้งของผึ้งหลวง วรรณะผึ้งงาน  

 

๑.๓ วัตถุประสงคของโครงการ 

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

รุนแรงของโรคในหองปฏิบัติการ รวมท้ังผลของสารสกัดพรอพอลิส (propolis) จากชันโรง (stingless 

bee) ชนิด Trigona apiicalis ตออัตราการติดเชื้อ N.  ceranae ความเขมขน 0.5 x106
 สปอรตอ

ตัว ของเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ของผึ้ง อัตราการตาย อัตราการติดเชื้อ การ

เปลี่ยนแปลงระดับน้ําตาล trehalose ใน haemolymph, ระดับเอ็นไซม protease ในทางเดิน

อาหารสวนกลาง และตอการสรางโปรตีนในนมผึ้งของผึ้งหลวง วรรณะผึ้งงาน ของผึ้งหลวง  

 

๑.๔ ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

  จะเห็นไดวาการระบาดของเชื้อ Nosema นี้สงผลใหเกิดความเสียหายหลายดาน เชน 

ทางเศรษฐกิจ อยางเห็นไดชัดเนื่องจากเปนสาเหตุหลักในการทําใหประชากรผึ้งลดจํานวนลง และไมมี

คุณภาพ นอกจากนี้ยังสงผลเสียหายตอระบบนิเวศนโดยรวม ทําใหการแพรพันธุของพืชบางกลุมลดลง

เปนตน ดังนั้นขอมูลท่ีไดจากการศึกษาครั้งนี้ จะเปนประโยชนตอผูเลี้ยงผึ้งและนักวิทยาศาสตรท่ี

ทํางานวิจัยเก่ียวกับผึ้งและชีววิทยาของผึ้ง   เพ่ือเปนขอมูลในการศึกษาและหาวิธีการปองกันกําจัดท่ี

เหมาะสมตอไป 
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บทท่ี ๒ 

บททบทวนวรรณกรรม  

(Literature Reviews) 
 

๒.๑ เชื้อโนซีมา (Nosema)  

 Nosema จัดเปน Microsporidia ซ่ึงถือเปนปรสิตภายในเซลลกลุมใหญท่ีแพรกระจายอยู

ในธรรมชาติและพบไดท่ัวโลก (Andrew Matheson, 1996) ซ่ึงปจจุบันมีมากกวา 150 ชนิด 

(species) เปนเชื้อท่ีกอใหเกิดโรคในสัตวท่ีไมมีกระดูกสันหลัง (invertebrates) รวมถึงแมลง 

(insects) อยางนอย 12 อันดับ (orders) มักจะพบบอยในแมลงท่ีอยูในอันดับ Lepidoptera และ 

Hymenoptera (Higes, Garcia-Palencia, Martin-Hernandez, & Meana, 2007) โดยกอใหเกิด

โรคท่ีมีชื่อวา Nosema disease (Bailey & Ball, 1991; Fries, 1989) เชื้อชนิดนี้จะทําใหระบบ

ทางเดินอาหารสวนกลางของเจาบาน (hosts) เสียหาย ทําใหเกิดอาการทองรวงและ เชื้อมี

ความสามารถตานทานตอระบบภูมิคุมกันของตัวเจาบานท่ีเชื้อเขาไปอาศัยอยู (de Graaf, Sittig, & 

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

Nosema ท่ีกอใหเกิดโรคในผึ้ง (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 เปนปรสิตในผึ้ง

พันธุ (Apis mellifera) ซ่ึงเปนผึ้งพ้ืนเมืองของยุโรปปจจุบันถูกนํามาเลี้ยงเปนอุตสาหกรรมท่ัวโลก   

ถูกคนพบครั้งแรกโดย Zander ในป 1909 ในผึ้งพันธ ุ   โดยเชื้อชนิดนี้จะติดเชื้อในเนื้อเยื่อบุผิวของ

ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ของผึ้งงานตัวเต็มวัยเปนสาเหตุทําใหระบบยอยอาหารผิดปกติ 

อาหารไมยอยและเกิดอาการทองเสียทําใหผึ้งมีอายุสั้นและสงผลใหจํานวนประชากรภายในรังลดลง

อยารวดเร็ว (Anderson & Giacon, 1992; Hassanein, 1953; Higes et al., 2007; Rinderer & 

Dell Elliott, 1977) ในอดีตพบโรคโนซีมาเฉพาะในยุโรปและเกิดจากเชื้อ  N. apis เทานั้น (Chen, 

Evans, Smith, & Pettis, 2008; Ellis & Munn, 2005) ตอมาไดมีผูศึกษาพบวาโรคโนซีมามีการ

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

ceranae  ถูกคนพบครั้งแรกโดย Fries และคณะ ในป 1996 (Fries et al., 1996; Fries et al., 

2006) และในป ค.ศ. 2017 มีการคนพบเชื้อโนซีมาสปชี่สใหมคือ N. neumanni n. sp. ถูกพบครั้ง

แรกในผึ้งพันธุในสาธารณรัฐยูกันดา โดย Chemurot และคณะ 

 ซ่ึงเชื้อท้ังสามชนิดนี้มีความแตกตางกันหลายประการเชน SSUrRNA sequences (โดยใช

เทคนิค PCR เพ่ือแยกความแตกตางของ 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) ขนาดของสปอรเม่ือสองใตกลอง 

transmission electron microscopy (TEM) พบวาสปอรของ N. neumanni n. sp. ยาว  2.36 ± 

0.14 μm และกวาง 1.78 ± 0.06 μm ซ่ึงมีขนาดเล็กกวา 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) โดยเชื้อชนิดนี้เขาไปติดและ

ทําความเสียหายบริเวณกระเพาะอาหาร (ventriculus) ของผึ้งโพรง ทําใหบริเวณดังกลาวมีลักษณะสี

ขาวขุนและบวมโปงออก (Fries et al., 1996) นอกจากนี้มีรายงานการแพรกระจายของเชื้อ N. 

ceranae  จากผึ้งโพรง (A. cerana) สูผึ้งพันธุ (A. mellifera)  ท่ีอยูในเอเชีย 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  ภาพสปอรใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (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  ภาพใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของสปอร Nosema neumanni n. sp. (A) 

ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาสปอรของ N. ceranae (B) และ N. apis (C). สวนภาพ D, E และ F เปนภาพ

สปอรใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscopy, TEM) 

ของ N. neumanni n. sp. ประกอบไปดวย electron dense exospore (Ex) และ electron 

lucent endospore (En). ขนาดของสปอรของ N. neumanni n. sp. ยาว 2.36 ± 0.14 μm กวาง 

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

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

 การติดตอของโรคหรือการติดเชื้อ เกิดไดโดยการปอนอาหารโดยสงตอจากปากของผึ้งงาน

ตัวหนึ่งสูผึ้งอีกตัวหนึ่งท่ีเรียกวา trophallaxis (Webster, 1993) รวมท้ังการนําเอาสวนของรังท่ีมี

สปอรของเชื้อปนอยูเขาปาก (ingestion of infected comb) หรือมาจากแหลงน้ําท่ีผึ้งนําเขามาใช

ในรัง  (Bailey & Ball, 1991)เม่ือสปอรของเชื้อ Nosema เขาสูรางกายทางปาก สปอรจะเริ่มพัฒนา

ภายใน 30 นาที ในกระเพาะอาหาร (ventriculus) และทางเดินอาหารสวนกลาง (mid gut) โดย

เฉพาะท่ีบริเวณเยื่อบุผิว (epithelium) ของ ventricular fold โดยการยื่น polar tube ท่ีเปนตัว

นําเอา sporoplasm (รูปท่ี ๒.๓) ของเชื้อ เขาไปในเซลลเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลาง โดย

เชื้อจะเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว ภายในเวลา 6-10 วัน (Bailey & Ball, 1991) (รูปท่ี ๒.๔)  สปอรของ

โนซีมาสามารถเจาะผานทะลุระหวางเซลลไปยังเซลลขางเคียงทําใหเซลลปกติติดเชื้อ (Bailey & Ball, 

1991; de Graaf, Sittig, & Denier van der Gon, 1994) เชื้อท่ีแพรพันธุและเพ่ิมจํานวนในรางกาย

จะบมและพักตัวในรางกายของผึ้งงานท่ียังมีชีวิตอยู นอกจากนี้สปอรของเชื้อยังอาจอยูท่ีไขผึ้งท่ีเปน

สวนประกอบของรัง ปนอยูในน้ําผึ้ง และสวนอ่ืน ๆ ในรังผึ้ง (Cantwell & Shimanuki, 1970)     

สปอรท่ีอยูท่ีเซลลเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางจะถูกกําจัดออกจากทางเดินอาหาร โดยการ

ขจัดเนื้อเยื่อผิวของทางเดินอาหารปกติ พรอมกับการขับน้ํายอยออกอยูแลว ทําใหสปอรสามารถเขาสู

เซลลอ่ืน ๆ ของทางเดินอาหารไดและมีสปอรบางสวนผานตอไปยังลําไส (intestine) และหลุดออกมา

กับอุจจาระ (feces) ของผึ้งสูสิ่งแวดลอมภายนอกและสามารถเขาสูผึ้งตัวตอไปไดใหม เม่ือผึ้งมาสัมผัส

บริเวณท่ีมีอุจจาระท่ีมีสปอรปนตอไป (Malone, Giacon, & Newton, 1995; Matheson, 1993)  

พบการระบาดของโรคโนซีมาในฤดูหนาวและฤดูใบไมรวง มักมีการระบาดนอยในฤดูรอน (summer) 

ชวงฤดูนี้ผึ้งจะมีสปอรอยูภายในรางกายเล็กนอย ทําใหไมแสดงอาการของโรคและไมกอใหเกิดความ

เสียหายตอประชากรภายในรังผึ้งนอกจากนี้สปอรบางสวนยังติดอยูท่ีรวงรังและจะแพรพันธุใหมอยาง

รวดเร็วอีกครั้งเม่ือเริ่มเขาสูฤดูใบไมรวง (autumn) ซ่ึงสงผลใหสูญเสียประชากรผึ้งเปนจํานวนมาก

อยางรวดเร็ว (L. Malone, A. et al., 1995) และเสียหายหนักมากในฤดูหนาว (winter) และจะ

ลดลงอีกครั้งเม่ืออุณหภูมิอุนขึ้นในชวงหนารอน 
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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  ผลกระทบของเชื้อโนซีมาตอผ้ึง (Effect of Nosema on bees)  

 ไมพบการติดเชื้อของ Nosema ในผึ้งระยะตัวหนอน (larvae) แตสามารถพบไดในผึ้งตัวเต็ม

วัย (adult) บางครั้งผึ้งท่ีติดเชื้อจะไมแสดงอาการเฉพาะของโรคแตสามารถตรวจสอบไดโดยการตรวจดู

ทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งโดยจะพบสปอรของ Nosema ในกรณีท่ีไดรับเชื้อปริมาณมาก ๆ ทําให 

ผึ้งท่ีไดรับเชื้อเกิดอาการทองรวงและตายในท่ีสุดเนื่องจากเชื้อเขาไปทําลายเซลล ทําใหเซลลเยื่อบุผิว

ของทางเดินอาหารสวนกลางเสียหาย ไมสามารถผลิตเอ็นไซมมายอยเกสรท่ีกินเขาไปได (de Graaf et 

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

อาหารของผึ้งพันธุ เม่ือไดรับเชื้อจํานวน 100,000 สปอรตอตัว โดยปอนปนกับสารละลายน้ําตาล

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จะมีผลทําใหทางเดินอาหารสวนกลางผลิตโปรติโอไลติกเอ็นไซม (proteolytic 

enzyme) ไดนอยลง (L. Malone & Gatehouse, 1998) และสงผลใหผึ้งมีอายุสั้นลง (Ritter, 2001) 

สงผลทําใหลดจํานวนประชากรภายในรังอยางรวดเร็ว (Hassanein, 1953; L. Malone, A. et al., 
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1995; Rinderer & Sylvester, 1978) การติดเชื้อในผึ้งงานกลุมหาอาหาร (foragers) จะทําใหการเก็บ

เกสรดอกไมและน้ําหวานลดลง ทําใหรังขาดแคลนอาหาร สุขภาพโดยรวมของประชากรภายในรัง

ออนแอ ทําใหผึ้งเกิดอาการทองเสียและตายในท่ีสุด ประชากรภายในรังลดลงอยางรวดเร็ว   ทําใหผล

ผลิตภายในรัง (bee products) ลดลงรวมท้ังผลผลิตทางการเกษตร (crop production) เนื่องจาก

ขาดแมลงถายละอองเรณู (Anderson & Giacon, 1992; Fries, Ekbohm, & Villumstad, 1984; 

Goodman, Houten, Perry, & Blackmann, 1990) หากผึ้งพยาบาล (nurse bees) ไดรับเชื้อชนิดนี้ 

สงผลใหการเจริญของตอมไฮโปฟริงค (hypopharyngeal glands) ลดลง หรือหยุดชะงัก ซ่ึงมีผลตอ

การผลิตนมผึ้ง (royal jelly) ไดไมเต็มท่ี สงผลทําใหผึ้งพยาบาลสูญเสียความสามารถในการเลี้ยงดูตัว

ออน (Clark, 1980) จากการศึกษาการใชเชื้อ Nosema apis จํานวน 5,000 สปอร ตอตัว แกผึ้งงาน

ของผึ้งพันธุอายุ 1 วัน  พบวาตอมไฮโปฟาริงคไมเจริญและฝอไปในท่ีสุด (Der- I. Wang & Moeller, 

1971) สงผลตอเนื่องถึงคุณภาพของประชากรผึ้งภายในรังเนื่องจากไดโปรตีนคุณภาพตํ่าและไมเพียงพอ

ตอการเจริญเติบโต (Anderson & Giacon, 1992; Clark, 1980; Fries et al., 1984; Goodwin, 

Perry, & Houten, 1994) สงผลตอเนื่องถึงคุณภาพของประชากรผึ้งภายในรัง และหากผึ้งนางพญา ผล

เสียหายโดยรวมทําใหประชากรผึ้งลดนอยลงและไมมีคุณภาพ ผลคือทําใหผลิตภัณฑผึ้งชนิดตาง ๆ 

ลดลงอยางมาก หรือผึ้งอาจตายยกรัง นอกจากนีย้ังทําใหระบบนิเวศนขาดแคลนแมลงถายละอองเกสร

ท่ีสําคัญ โดยเฉพาะในพืชเศรษฐกิจท้ังหลาย สงผลใหการติดผลของพืชลดลง ตลอดจนทําใหความ

หลากหลายของชนิดพืชลดลงไปดวย โดยเฉพาะถาหากมีการระบาดของเชื้อ Nosema ในประชากร

ของผึ้งตอเนื่องและยาวนาน (Der-I Wang & Moeller, 1969; Der- I. Wang & Moeller, 1971)  

 นอกจากนี้ยังมีรายงานผลของเชื้อ Nosema ceranae ตอระดับน้ําตาลใน haemolymph 

เนื่องจากเม่ือผึ้งงานท่ีไดรับเชื้อจะทําใหทางเดินอาหารสวนกลางเสียหาย (Suwannapong et al., 

2010; Suwannapong et al., 2011) มีอัตราการติดเชื้อในเซลลมาก ทําใหผึ้งไมสามารถยอยอาหารได 

ทําใหมีผลตอการขาดสารอาหารพลังงานในเซลล สงผลใหเกิดสภาวะเครียดของพลังงาน ในผึ้งพันธุ 

(energetic stress) (Mayack & Naug, 2009, 2010) โดยพบวาระดับน้ําตาล trehalose ซ่ึงเปน

น้ําตาลโมเลกุลคูและเปนน้ําตาลหลักท่ีพบในเลือดผึ้ง ลดตํ่าลงและตํ่ากวาผึ้งกลุมควบคุมท่ีไมไดรับเชื้อ  

 อุณหภูมิท่ีเก็บรักษาเชื้อ N. ceranae และ N. apis ยังมีผลตอการมีชีวิต (viability) ของ

เชื้อโนซีมา ท้ังสองชนิดดวย โดย N. ceranae สามารถทนตอสภาวะท่ีอุณหภูมิคอนขางสูงเม่ือ

เปรียบเทียบกับ N. apis และยังพบวาอุณหภูมิตํ่าท่ี -20 องศาเซลเซียสทําใหอัตรารอดชีวิตของ N. 

ceranae ตํ่ามาก (Sanchez Collado et al., 2014) 
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๒.๔ ตอมไฮโปฟาริงค (Hypopharyngeal glands) 

 ตอมไฮโปฟาริงจ (hypopharyngeal glands) เปนตอมมีทอ (exocrine glands) มีอยู

หนึ่งคูต้ังอยูบนสวนหัว เรียงตัวเปนสายยาว ขางตาประกอบ (compound eyes) ท้ังสองขาง 

โครงสรางตอมมีลักษณะเปนกระเปาะท่ีแตกแขนงซับซอน (compound alveolar glands) (รูปท่ี 

๒.๕-๒.๖)ทําหนาท่ีผลิตนมผึ้ง (royal jelly) ท่ีมีองคประกอบหลักเปนสารอาหารประเภทโปรตีนและ

คารโบไฮเดรต เพ่ือเลี้ยงดูตัวออนของผึ้งงาน (workers) อายุ 1-3 วันและนางพญา (queen) ตลอด

อายุขัย (Brouwers, 1982) ถาตอมเจริญดีจะสามารถผลิตนมผึ้งท่ีมีคุณภาพดี คือมีคุณคาทางอาหาร

สูงโดยเฉพาะพวกโปรตีนและกรดอะมิโน สงผลใหตัวออนมีความแข็งแรงและเม่ือไดอาหารท่ีสมบูรณ

จะไดผึ้งงานตัวเต็มวัยท่ีแข็งแรง ทําใหรังแข็งแรง (strong colony) นอกจากนี้จะทําใหนางพญาไดรับ

อาหารท่ีดี มีคุณภาพสูง ทําใหนางพญามีสุขภาพดี วางไขไดมาก ผลิตเฟอโรโมนควบคุมรังไดดี ทําให

ควบคุมกิจกรรมตาง ๆ ภายในรังไดปกติ (Graham, 1992; Otani et al., 1985; Otis, 1991;  

Seeley, 1985) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๒.๕  ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron 

microscope, SEM) ของตอมไฮโปฟาริงค (hypopharyngeal gland) ของผึ้งมาม (Apis 

andreniformis) วรรณะผึ้งงาน (Suwannapong, et al., 2011) 
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ตอมไฮโปฟาริงจในผึ้งท่ีอายุนอยจะยังไมเจริญดีและจะเจริญเต็มท่ีเม่ือผึ้งเขาสูระยะผึ้ง

พยาบาล  (nurse bees) และยังคงเจริญดีในระยะผึ้งงานระยะหาอาหารซ่ึงเปนกลุมผึ้งท่ีมีอายุ

มากกวาผึ้งพยาบาล ตอมนี้จะเปลี่ยนไปทําหนาท่ีผลิตเอ็นไซมอินเวอรเทส (invertase) และกลูโคซิ

เดส (glucosidase) แทนซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอการผลิตน้ําผึ้ง (honey) จากน้ําหวาน (nectar) จาก

ดอกไม และตอมนี้จะเริ่มเสื่อมสลายเม่ือผึ้งเขาสูระยะผึ้งทหาร (guardian bees) (Brouwers, 1982; 

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

และเนื่องจากผึ้งเปนแมลงสังคมแทชั้นสูง (highly eusocial insect) ท่ีแบงหนาท่ีการทํางานออกเปน

วรรณะตาง ๆ ซ่ึงไดแก วรรณะผึ้งงาน (workers)  ผึ้งนางพญา (queen) และผึ้งตัวผู (drones) ใน

ขณะเดียวกันในกลุมของวรรณะผึ้งงานยังแบงหนาท่ีการทํางานออกเปนกลุมยอยอีกไดแก ผึ้งทําความ

สะอาดรัง (house cleansing bees) มีอายุต้ังแตโผลออกมาจากเซลลของดักแดถึง 3 วัน ผึ้งพยาบาล

มีอายุในชวง 3-16 วัน มีหนาท่ีผลิตนมผึ้งเพ่ือเลี้ยงดูตัวออนและนางพญา ผึ้งงานกลุมหาอาหารมีอายุ

16-28 วัน มีหนาท่ีหาอาหาร เชนการเก็บเกสรจากดอกไมเพ่ือผลิตน้ําผึ้ง และกลุมผึ้งปองกันรัง เปน

ผึ้งท่ีมีอายุมากท่ีสุด (Seeley, 1985)  ทําใหสนใจศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางจุลกายวิภาค  

อัลตราสตรัคเจอรและอัตรารอยละการติดเชื้อ ปริมาณโปรตีนของตอมนี้ ระหวางผึ้งไดรับเชื้อของ  N. 

ceranae ความเขมขนท่ีกําหนดระดับตาง ๆ กับผึ้งปกติ ในผึ้งท้ัง 5 ชนิดท่ีมีในประเทศไทย  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี ๒.๖  ภาพจากกลองจุลทรรศนแบบใชแสงของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งโพรงยอมดวย 

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)  

 ผึ้งประกอบดวยทอทางเดินอาหาร (digestive tract) ซ่ึงแบงออกเปนเปน 3 สวนคือ 

ทางเดินอาหารสวนตน (foregut) ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) และทางเดินอาหารสวนทาย 

(hindgut) (รูปท่ี ๒.๗)   โดย 

 ทางเดินอาหารสวนตน (foregut) เริ่มจากชองปาก (cibarium) ถัดลงไปเปนสวนท่ีแคบ

เขาและมีกลามเนื้อหนาเรียกบริเวณนี้วา คอหอย (pharynx) ซ่ึงถัดจากคอหอยไปเปนทอทางยาวแคบ

เรียกหลอดอาหาร (esophagus) ซ่ึงเริ่มจากสวนอกยาวไปจนถึงสวนหนาของชองทองเชื่อมติดตอกับ

กระเพาะเก็บน้ําผึ้ง (honey crop) ท่ีมีการพัฒนาขยายใหญ พบในผึ้งงานเทานั้น กระเพาะเก็บน้ําผึ้ง

ยังทําหนาท่ีเปลี่ยนน้ําหวานจากดอกไมใหเปนน้ําผึ้ง ไดดวยการปลอยเอนไซมอินเวอรเตส 

(invertase) จากตอมน้ําลาย มาเพ่ือยอย ซูโลส (sucrose) ใหไดเปนกลูโคส (glucose) และฟรุคโตส 

(fructose) ขณะท่ีผึ้งบินกลับรัง (สิริวัฒน, 2532; Snodgrass, 1935)  ทางเดินอาหารสวนนี้เปน

ทางผานของเชื้อ Nosema  เพ่ือลําเลียงเชื้อสงตอไปท่ีทางเดินอาหารสวนถัดไป ยังไมมีรายงานการ

แพรกระจายหรือความเสียหายของทางเดินอาหารสวนนี้จากโรค Nosema 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี ๒.๗  ภาพวาดทางเดินอาหารของผึ้งแบงออกเปน 3 สวนคือ ทางเดินอาหารสวนตน 

(foregut) ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) และทางเดินอาหารสวนทาย (hindgut) (McAfee, 

2018)  
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 ทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) เริ่มตนจากสวนโปรเวนตริคิวลัส (proventriculus) 

ซ่ึงเชื่อมตอจากกระเพาะเก็บน้ําผึ้งเปนทอสั้น และแคบ ทอนี้ยื่นเขาไปในกระเพาะเก็บน้ําหวานมีลิ้น

เปดปด ประกอบดวยเนื้อเยื่อรูปสามเหลี่ยม 4 อัน ทําหนาท่ีปองกันไมใหไมน้ําผึ้งในกระเพาะเก็บ

น้ําหวานไหลไปรวมกับอาหารในทางเดินอาหารสวนกลางหรือเวนตริคูลัส (ventriculus) และเชื่อวา

ทําหนาท่ีในการแยกเกสรดอกไมออกจากน้ําหวานท่ีผานมาจากกระเพาะเก็บน้ําผึ้ง ทอเวนตริคิวลัส

เปนทอนําอาหารท่ีมีขนาดยาวท่ีสุดของทางเดินอาหารเปนทอกลมยาวขนาดใหญขดเปนรูปตัวยู (U-

shape)  (รูปท่ี ๒.๘)  อยูในสวนทองผนังชั้นในท่ีติดอยูกับชองภายในเวนตริคิวลัสเคลือบดวยเยื่อเมือก 

(gelatinous mass) ซ่ึงมีเอนไซมท่ีใชในการยอยอาหารกระจายอยูท่ัวไป ซ่ึงเอนไซมถูกสรางขึ้นมา

จากเซลลบุผิว (epithelial cells) และจะหลั่งออกมาจากเยื่อเมือกเม่ือมีอาหารอยูภายในเวนตริคิวลัส 

ทางเดินอาหารสวนกลางทําหนาท่ียอยอาหารท่ียังไมไดยอยจากทางเดินอาหารสวนตน โดยเฉพาะ

อาหารประเภทโปรตีน  ท่ีสําคัญคือพวกละอองเรณูหรือเกสรของดอกไม (pollen grains) และทํา

หนาท่ีดูดซึมอาหารท่ียอยแลวท้ังหมดเขาสูเซลลตางๆ ในทางเดินอาหารนี้ดวย (สิริวัฒน, 2532; 

Snodgrass, 1935) ผึ้งท่ีไดรับเชื้อ Nosema  จะทําใหเซลลของเยื่อบุผิวบริเวณนี้เสียหาย ไมสามารถ

ผลิตเอนไซม ทําใหไมสามารถยอยพวกเรณูท่ีผึ้งกินเขาไปได ผลคือพบเกสรผึ้งหรือเรณูจํานวนมากใน

ผึ้งท่ีติดเชื้อ เม่ือติดเชื้อจํานวนมากจะทําใหผึ้งทองเสียและตายในท่ีสุดเนื่องจากเซลลบริเวณนี้ถูก

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

1977; Higes et al., 2007a)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๒.๘ ทางเดินอาหารของผึ้งท่ีติดเชื้อ Nosema (ภาพลาง) และไมติดเชื้อ (ภาพบน) 

(Various, 1991)  
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 ทางเดินอาหารสวนทาย (hindgut) เริ่มตนจากลําไสเล็ก (intestine) ซ่ึงเชื่อมตออยูกับ

เวนตริคิวลัสบริเวณท่ีเชื่อมตอกันนี้จะมีทอขับถาย มัลพีเจียลทูบูล (Malpighian tubules) เปนทอ

เล็กๆ ยาวจํานวนมากทําหนาท่ีขับถายดูดซึมของเสีย เชน กรดยูริก (uric acid) และเกลือตางๆจาก

เลือดไปยังลําไสใหญถัดจากลําไสเล็กเปนไสตรงหรือเรคตัม (rectum) ท้ังลําไสเล็กและไสตรงทําหนาท่ี

ดูดซึมสารอาหารและน้ําท่ียอยแลวเปนครั้งสุดทายแลวปลอยกากอาหารท่ีเหลืออยูออกสูภายนอก

รางกายทางทวารหนัก (anus) (สิริวัฒน, 2532; Snodgrass, 1935)  พบวาผึ้งท่ีไดรับเชื้อ N.  apis  

ทางเดินอาหารสวนนี้จะประกอบดวยเกสร (pollen grains) ท่ีไมถูกยอยกระจายอยูเต็มทางเดิน

อาหารสวนทายนี้ ทําใหบวม โปงออกและมีสีน้ําตาลเขม (รูปท่ี ๒.๘) (de Graaf et al., 1994; Higes 

et al. , 2006) 

 

๒.๖ ผ้ึงหลวง (Apis dorsata Fabricius, 1793) 

 ผึ้งหลวง A. dorsata  มีขนาดของลําตัวและรังใหญท่ีสุด บริเวณสวนทองมีสีดําสลับ 

เหลืองออน (รูปท่ี ๒.๙) มักสรางรังบนอาคาร (รูปท่ี ๒.๑๐) หนาผาสูง และตนไมสูงหางจากพ้ืนดิน

ประมาณ 30-60 เมตร (รูปท่ี ๒.๑๑)  ลักษณะรวงรัง เปนชั้นเดียวรูปครึ่งวงกลมไมมีท่ีปกปด ขนาดรัง

ประมาณ 0.5 x  1.2 เมตร (รูปท่ี ๒.๑๒) นิสัยดุรายกวาผึ้งชนิดอ่ืนๆ พบแพรกระจายอยูทุกประเทศ

ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ขึ้นไปจนถึงประเทศจีนตอนใต พมา ศรีลังกา อินเดีย ปากีสถาน 

นอกจากนี้ยังมีรางงานพบท่ีเกาะนิวกินี ประเทศออสเตรเลีย ในระบบนิเวศนผึ้งหลวงทําหนาท่ีเปน 

แมลงถายละอองเกสรใหกับพืชดอกหลายชนิดเชนลําไย ลิ้นจี่ ฟกทอง ทานตะวัน ทุเรียน พืชตระกูล

ถั่ว พืชตระกูลแตง ขาวโพด มะพราว ยางพารา เปนตน (Suwannapong et al., 2013)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 รูปท่ี ๒.๙ ผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) (Naree, 2018) 
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นอกจากนี้ผึ้งหลวงยังใหผลิตภัณฑท่ีเปนประโยชนตอมนุษย หลายชนิดเชน น้ําผึ้ง ซ่ึงเชื่อวามีคุณคาสูง

เม่ือเทียบกับน้ําผึ้งจากผึ้งชนิดอ่ืนเนื่องจากผึ้งหลวงเก็บน้ําหวานและเกสรจากดอกไมจํานวนหลาย

ชนิด ทําใหประกอบดวยเกสรท่ีมีความหลากหลายโดยเฉพาะดอกไมปาซ่ึงอาจมีพืชสมุนไพรปนใน

สัดสวนท่ีมากกวา เม่ือเทียบกับน้ําผึ้งจากผึ้งชนิดอ่ืน โดยเฉพาะน้ําผึ้งท่ีไดจากการเก็บจาก 

monoculture crop เชน สวนลําใน สวนลิ้นจี่อยางเดียว เปนตน จึงเปนท่ีตองการ ของมนุษย อนึ่ง

ประชากรผึ้งหลวงมีจํานวนลดลงอยางมากเนื่องจากหลายสาเหตุ เชน การตัดไมทําลายแหลงทํารัง

และแหลงอาหารของผึ้ง การลาจากมนุษย การใชสารกําจัดศัตรูพืช รวมท้ังโรคผึ้ง โดยเฉพาะโรคโน

ซีมา (Nosemosis)   เม่ือผึ้งหลวงไดรับเชื้อ Nosema ท่ีระดับตาง ๆ ท่ีกําหนด นาจะสงผลตอการทํา

กิจกรรมตาง ๆ ภายในเซลลซ่ึงอาจกอใหเกิดความเสียหายอาจถึงขั้นรายแรง ท่ีนาจะมีความแตกตาง

กัน ซ่ึงขอมูลเหลานี้จะเปนประโยชนในการศึกษาในระดับลึกตอไป ซ่ึงขอมูลดังกลาวจะนําไปสูการ

พัฒนาการวิจัยเพ่ือนําขอมูลของความแตกตางจากความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตมาใชประโยชนให

สูงสุด  ไมวาจะเปนเรื่ององคความรู เกษตรกรรมและอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของ  

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี ๒.๑๐ รังผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) หอยติดฝาเพดานของ

อาคารบานเรือน (Suwannapong, 2018) 
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 รูปท่ี ๒.๑๑ รังผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) หอยติดก่ิงไมใหญบนตนไม

สูง (Suwannapong, 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 รูปท่ี ๒.๑๒ รังผึ้งหลวง (Apis dorsata, giant honey bees) หอยติดกับตนมะพราว 

(Suwannapong, 2018) 
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๒.๗ พรอพอลิส (Propolis) 

 พรอพอลิส เปนผลิตภัณฑผึ้งท่ีไดจากยางไม (resins) ประกอบดวย ยางไม (50-70%), ไข

ผึ้ง (30-50%), เกสรผึ้ง (10%) และน้ํามันหอมระเหย (5-10%) นอกจากนี้ยังประกอบดวยสารตาง ๆ 

มากกวา 180 ชนิด ท้ังนี้ขึ้นอยูกับชนิดของพืชและถิ่นท่ีอยูอาศัย ตลอดจนฤดูกาลท่ีผึ้งไปเก็บมา ผึ้งท่ี

พบการสรางพรอพอลิสไดแก ผึ้งพันธุ (Apis mellifera)  ผึ้งม้ิมเล็ก (A. andreniformis)  ผึ้งม้ิม ( A. 

florea) ผึ้งหลวง (A. dorsata) สวนผึ้งโพรงไมพบการสรางพรอพอลิส  จึงเปนท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่ง

วาผึ้งโพรงนาจะมีวิธีการหรือผลิตสารท่ีผสมอยูในไขผึ้งหรือผลิตภัณฑอ่ืนท่ีสามารถทําใหสามารถกําจัด

เชื้อโรคหรือพวกแบคทีเรียท่ีเซลลของรวงรังแกตัวออนได ดังนั้นการศึกษาอัตราการติดเชื้อ Nosema 

ของผึ้งโพรง นาขอมูลท่ีเปนประโยชนอยางยิ่ง โดยเฉพาะการทดสอบการยับยั้งดวย พรอพอลิส ในผึ้ง

ชนิดนี้นาจะใหผลท่ีแตกตางจากผึ้งชนิดอ่ืนในประเทศไทย รวมท้ังนาจะใหผลแตกตางจากผึ้ง

ตางประเทศ ดวยเชนกัน พรอพอลิสประกอบดวย phenolic compounds ท่ีสําคัญหลายชนิด เชน 

quercetin , caffeic acid และ ferueic acid ฟลาโวนอยด (flavonoid) เอสเธอร (ester) กรดฟโน

อิก (phenoeic acid) เทอรปน (terpenes) กรดเบนโซอิก (benzoic acid)  กรดซินนามิก 

(cinnamic acid) กรดคาฟอิก (caffeic acid)  กรดซินนาปก (sinapic acid) กรดไอโซเฟอรูลิก 

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

ประกอบดวยสารอ่ืนๆ เชน แมกนีเซียม ทองแดง แคลเซียม ธาตุเหล็ก  สังกะสี และ วิตามินตาง ๆ 

เชน วิตามินเอ วิตามินบี วิตามินบีหนึ่ง วิตามินบีสอง วิตามินบีหก วิตามินซี และวิตามินอี เปนตน 

(Castaldo and Capasso, 2002)  พรอพอลิสมีสีน้ําตาลจนเกือบดํา หรือบางพ้ืนท่ีมีสีเขียวหรือขาว

ท้ังนี้ขึ้นอยูกับชนิดของยางไม และฤดูกาล ดังนั้นชนิดของสาร สัดสวนของสารท่ีเปนองคประกอบของ

พรอพอลิส จะแตกตางกันในผึ้งแตละชนิดดวยเชนกัน (Bankova, Castro and  Marcucci, 2000)   

ผึ้งใชพรอพอลิส ในการอุดรอยตอ (sealing) ตาง ๆ และยึดรวงรัง บางทีจึงถูกเรียกวา “กาวผึ้ง”  

(bee glue)  ใชในการซอมแซมรัง หรือใชอุดหนาทางเขารัง เพ่ือลดขนาดรูเปดเขารังใหพอดีเพ่ือ

สะดวกในการดูแล และปองกันรังผึ้งจากศัตรูไมใหเขามาในรัง ตลอดจนรักษาความสะอาด และ

ปองกันการระบาดของเชื้อโรคภายในรังดวย ใชหุมซากของศัตรูท่ีมีขนาดใหญและตายอยูในรังไม

สามารถจะนําออกไปท้ิงนอกรังไดเพ่ือไมใหเชื้อโรคเจริญและแพรเขามาในรังได (รูปท่ี ๒.๑๔) 

นอกจากนี้ยังใชเคลือบรวงรังเพ่ือใหแตละเซลลท่ีนางพญาจะวางไขมีสภาพสะอาดปลอดจากเชื้อและ

ปกปองรังจากศัตรูไมใหเขามาในรัง (Russo, Longo & Vanella, 2008)    สารสกัดจากพรอพอลิส 

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในชองปาก ไดมากกวา 15 ชนิด จากการใชพรอพอลิสทด

สอบการยับยั้งเชื้อ  Staphilococcus  aureus  ท่ีเลี้ยงในหองปฎิบัติการสามารถยับยั้งไดดีเม่ือเทียบ

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

(Castaldo and Capasso, 2002)   
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 รูปท่ี ๒.๑๓ โครงสรางของสารประเภท flavonoids และ phenolics ท่ีพบใน green 

propolis ของผึ้งพันธ (Apis mellifera) (Toreti, 2013) 

 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการทดสอบคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระของพรอพอลิสซ่ึงสาร

ประกอบในการตานอนุมูลอิสระของ โดยเฉพาะสารในกลุม flavonoids ท่ีพบในพรอพอลิสนั้นชวย

ปองกันการเสื่อมสภาพของวิตามินชนิดตาง ๆ รวมถึงกรดไขมันท่ีจําเปนบางชนิดอีกดวย  (Sroka, 

2006) สารสกัดจากพรอพอลิสมีผลตอการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งโดยสารท่ีมีบทบาทสําคัญใน

พรอพอลิสท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลล มะเร็งคือ quercetin, caffeic acid, cleerodane 

diterpendoid โดย cleerodane และ diterpendoid มีฤทธ์ิในการยับยั้งการแพรกระจายของ

เซลลมะเร็งมากท่ีสุด สารอพิจินิน (apigenin) ซ่ึงเปนสารประกอบท่ีมีอยูในน้ําผึ้ง และพรอพอลิส 

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

 

  จากรายงานการใชสารสกัดพรพอลิสจากชันโรง (Trigona apicalis) ดวยเอธานอล ใน

ผึ้งม้ิมและผึ้งโพรง พบวาสารสกัดดังกลาวทําใหผึ้งงานของผึ้งท้ังสองชนิดท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae 

ระดับ 80,000 สปอรตอตัว มีอัตราการรอดชีวิตสูงขึ้น มีอัตราการติดเชื้อในเซลลลดลงมีปริมาณ

โปรตีนจากตอมไฮโปฟาริงคสูงขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (Suwannapong et al., 2012, 2014) 

 งานวิจัยในครั้งนี้สนใจนําเอาพรอพอลิสของผึ้งในประเทศไทยมาเพ่ือใชในการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ N. ceranae ในผึ้งหลวง เนื่องจากในพรอพอลิสมีสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรียและเชื้อราไดหลายชนิด  ดังนั้นอาจเปนไปไดวาพรอพอลิสของชันโรงอาจสามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ N. ceranae ในผึ้งหลวง ท่ีไดเชื้อ N. ceranae ในปริมาณตาง ๆ ท่ีสูงขึ้น 
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บทท่ี ๓ 

วิธีดําเนินการวิจัย  

(Materials and Methods) 
 

๓.๑ วัสดุอุปกรณ สารเคมี  (Materials, Chemicals) 

 ๓.๑.๑ อุปกรณและเครื่องมือ 

  - เครื่องตัดเนื้อเยื่อ (Rotary microtome; Leica, Germany) 

  - กลองจุลทรรศน (Light microscope; Nikon, Japan) 

  - เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer; Heidolph, Germany) 

  - เครื่องผสมสาร (Vortex; Scientific Industries, USA) 

  - สเปกโทรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer; Shimadzu, Australia) 

  - ตูบมเชื้อ (Incubator; Memmert, Germany) 

  - เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Analytical balance; Sartorius analytic, 

Germany) 

  - อางน้ํารอน (Water bath; Memmert, Germany) 

  - ฮีโมไซโตมิเตอร (Hemocytometer; BOECO, Germany)   

  - เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge) 

              - หลอดแคพิลลารี (Capillary tube; BIOMED GROUP, Thailand) 

  - สไลด (Slide; Sail brand, China) 

  - กระจกปดสไลด (Cover glass; DURAN Group, Germany)  

  - ปากคีบ (Forceps; Dumont, Switzerland) 

  - บีกเกอร (Beaker; Pyrex, Germany)  

  - ใบมีดสําหรับตัดเนื้อเยื่อ (Microtome blade; Feather, Japan)  

  - หลอดไมโครเซ็นตริฟวก (Microcentrifuge tube; QSP, USA)  

  - ไมโครปเปต (Micropipette; Gilson, France)  

  - ปเปตทิป (Micropipette tips BIOLOGIX GROUP, USA)  

  - ขวดเก็บตัวอยาง (Vials) 

  - กรงเลี้ยงผึ้ง (Bee cages size 80x130x135 mm2
) 

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

  - ภาชนะยอมสี (Staining jars) 

  - พาราฟลม (Parafilm; EMS, USA) 
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  - ชอนตักสาร (Spatula) 

  - การะดาษชั่งสาร (Weighting papers) 

  - เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (Thermocycler, TProfessional Biometra, Germany) 

  - ลูกแกว (Glass beads) 

๓.๑.๒ สารเคมีสําหรับศึกษาใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) 

  - ฟอรมาลดีไฮด (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) 

  - ไลทกรีน (Light green; Fluka, Switzerland) 

  - กรดพีริออดิก (Periodic acid; Merck Chemical) 

  - เพอรเมาท (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  

  - โบไวนซีรั่มอัลบูมิน (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 ชนิดของเชื้อโนซีมาโดยวิธี qPCR 

  - สารละลาย Chelex  ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (5% Chelex solution, Qiagen, 

Germany) 

  - เอทานอล (Ethanol, Qiagen, Germany) 

  - ไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen, Qiagen, Germany) 

  - เอนไซมโปรติเนสเค (Proteinase K, Qiagen, Germany) 

 - สารละลาย RNase A ความเขมขน 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) 

  - บัฟเฟอรปฏิกิริยา 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) 

 - ไพรเมอรฟอรเวิรด Mnapis-F (Mnapis-F forward primer:  

5’-GCATGTCTTTGACGTACTATG-3’) 

  - ไพรเมอรฟอรเวิรด Mnbombi-F (Mnbombi-F forward primer:  

 5’-TTTATTTTATGTRYACMGCAG-3’) 

  - ไพรเมอรฟอรเวิรด Mnceranae-F (Mnceranae-F forward primer:  

 5’- CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT-3’) 

  - ไพรเมอรรีเวิรส Muniv-R (Muniv-R reverse primer: 5’- 

GACTTAGTAGCCGTCTCTC-3’)   
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๓.๒ ตัวอยางท่ีใชทดลอง (Specimens) 

 - ผึ้งหลวง (Apis dorsata) วรรณะผึ้งงาน (workers)  

 - สปอร Nosema ceranae 

 

๓.๓ บริเวณท่ีศึกษา (Study site) 

 ๓.๓.๑  เก็บตัวอยางผึ้งหลวงตัวเต็มวัยจากบริเวณ ตางๆ ท่ัวประเทศไทย ดังแสดงในรูปท่ี 

๓.๑ และตารางท่ี ๓.๑   

 
 

 รูปท่ี ๓.๑  บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงเพ่ือตรวจการติดเชื้อ Nosema  

 

     ตารางท่ี ๓.๑ แสดงพิกัดภูมิศาสตร บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงเพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อ 

Nosema spp.  
กลุมตัวอยาง 

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 หองทดลองของภาควิชาชีววิทยา หอง BS 3108 อาคาร

วิทยาศาสตรชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา     

 ๓.๓.๓ การวิเคราะหชนิดของเชื้อโนซีมา โดยใชวิธีทางชีวโมเลกุล (Molecular 

identification of Nosema species) ณ หองปฏิบัติการ Martin-Luther-University, Institute of 

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

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

Germany (รวมกับ Professor Dr. Martin Husemann) 

 

๓.๔ วิธีการดําเนินการวิจัย  

 ๓.๔.๑ การศึกษาการแพรระบาดของเชื้อ Nosema ceranae และการเพ่ิมจํานวน

เชื้อในหองปฏิบัติการ 

     วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๑.๑ สุมเก็บตัวอยางผึ้งงานระยะตัวเต็มวัยของผึ้งหลวง (A. dorsata) จากภาคตาง  

ๆ ท่ัวประเทศ  

    ๓.๔.๑.๒ สุมเก็บผึ้งงานจํานวน 50 ตัว/รัง/ชนิด/บริเวณ 

  ๓.๔.๑.๓ นําผึ้งตัวอยางใสลงในสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 70% (v/v) ท่ี

บรรจุอยูในขวดท่ีมีฝาปดสนิท เพ่ือนํากลับไปตรวจนับหาเชื้อละนับจํานวนสปอรในหองปฏิบัติการ 

(โดยใช Hemocytometer)  

 ๓.๔.๑.๔ นําตัวอยางผึ้งมาดึงเอาทางเดินอาหารสวนกลาง (midgut) ออก โดยใชปาก 

คีบปลายแหลมขนาดเล็ก  

  ๓.๔.๑.๕ นําทางเดินอาหารสวนกลางใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml/

ทางเดินอาหารของผึ้ง 20 ตัว ท่ีภายในบรรจุน้ํากลั่นปริมาตร 200 ไมโครลิตรแลวบดดวย 

homogenizer ขนาดเล็ก  

  ๓.๔.๑.๖ นําไปปนดวยเครื่อง Centrifuge ท่ี 6,000 g เปนเวลา 10 นาที 

    ๓.๔.๑.๗ ใช Pasture pipette ดูดเอาสวนท่ีเปนตะกอนสีขาวออกมาแลวใสลงใน 

micro-centrifuge tube ขนาด 1.5 ml อีกอันหนึ่งท่ีภายในบรรจุน้ํากลั่นปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

   ๓.๔.๑.๘ นําเอา micro-centrifuge tube ในขอ ๓.๔.๑.๗  ไป vertex ใหเปนเนื้อ

เดียวกันแลวนําไปนับเซลล  ดวยเครื่อง  Hemocytometer (ในกรณีท่ีพบสปอรของโนซีมา)   

   ๓.๔.๑.๙ บันทึกจํานวนสปอรตอ 1 ไมโครลิตร  
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   ๓.๔.๑.๑๐ ทําเชนเดียวกันในผึ้งทุกชนิด และทุกบริเวณศึกษา จนไดจํานวนสปอร

เพียงพอตอความตองการ 

   ๓.๔.๑.๑๑ นําสปอรท่ีไดไปปอนใหกับผึ้งงานของผึ้งพันธอายุ 1 วัน โดยใช 0.5x106
 

สปอรตอผึ้ง 1 ตัว แลวเลี้ยงใน incubator ท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % นํา

ผึ้งท่ีตายในแตละวันมาตรวจนับ โนซีมาเพ่ือเก็บไวสําหรับการทดลองตอไป 

 

 ๓.๔.๒ การนับจํานวนสปอร Nosema ceranae (Spore Counting)  

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๒.๑ ใชไมโครปเปตดูดสปอรท่ีผสมในน้ํากลั่นจากหลอดไมโครเซ็นตริฟวกบรรจุลง

ใน ฮีโมไซโตมิเตอรปริมาตร 6.8 µl ปดดวยกระจกปดสไลด 

  ๓.๔.๒.๒ นับจํานวนสปอร N. ceranae ในชอง 5 ชอง (1, 1) (1, 5) (3, 3) (5, 1) (5, 

5) จากท้ังหมด 25 ชองของฮีโมไซโตมิเตอร ดังภาพท่ี ๓.๒  

 

 

 

 

 

 

 
 

     

  รูปท่ี ๓.๒ การนับจํานวนสปอร N. ceranae โดยใชฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) 
 

  นับจํานวนสปอรและนําไปคํานวณจํานวนสปอร/ปริมาตร ไดดังนี้ 

จากปริมาตรของเหลวในฮีโมไซโทมิเตอร  เทากับ ความกวาง x ความยาว x ความลึก 

     เทากับ  1 มม. X 1 มม. X 0.1 มม. 

     เทากับ 0.1 ลบ.มล. หรือ 0.0001 ลบ.ซม. 

     เทากับ  10-4
 มล. 

ดังนั้น จํานวนเซลล (Cell count) = x cell x (25/5) ชอง x 104
 เซลล/มิลลิลิตร 

    หรือ x cell x (25/5) ชอง x 10 
เซลล/ไมโครลิตร 
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   ๓.๔.๓ ศึกษาอัตราการตาย (Mortality) ของผ้ึงงานของผ้ึงหลวง หลังจากท่ีไดรับเชื้อ  

N. ceranae ระดับตาง ๆ  

    วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๓.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

  ๓.๔.๓.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

  ๓.๔.๓.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/ผึ้ง 

     1 ตัว  

กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน ความ 

เขมขน 0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

ไมใหสารละลายไคโตซาน 

กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว ให 

     สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm  

   ๓.๔.๓.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๓.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก (Bee cage) ขนาด 

80x135x130 mm3
 (ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรง

บรรจุ queen pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 

ตัว/treatment ผึ้งแตละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสม

สารละลายน้ําตาลซูโครส 50% และน้ํากลั่น 

   ๓.๔.๓.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

    ๓.๔.๓.๖ ตรวจนับอัตราการตายของผึ้งแตละกลุมทุกวัน จนกระท่ังผึ้งตายหมด 

    ๓.๔.๓.๗ ตรวจหาเชื้อและนับจํานวนสปอรของผึ้งแตละตัวของกลุมท่ีใหเชื้อโดยใช

วิธีการเดียวกันกับขางตน 

    ๓.๔.๓.๘ บันทึกขอมูลเพ่ือนําวิเคราะห คาทางสถิติตอไป 
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  ๓.๔.๔ ศึกษาอัตราการติดเชื้อ Nosema  ceranae  โดยศึกษารอยละระหวางเซลลท่ี

มีสปอร (infected cells) กับเซลลท่ีไมมีสปอร (non infected cells) ของเซลลเย่ือบุทางเดิน

อาหารสวนกลางของผ้ึงงานผ้ึงหลวง 

   วิธีปฏิบัติ 

         ๓.๔.๔.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

    ๓.๔.๔.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

   ๓.๔.๔.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/ผึ้ง  

     1 ตัว  

กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน  

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน ความ 

     เขมขน 1.0x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

     ไมใหสารสารละลายไคโตซาน 

กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน  

     0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  ให 

     สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

                ๓.๔.๔.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๔.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก (Bee cage) ขนาด 

80x135x130 mm3
 (ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรง

บรรจุ queen pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 

ตัว/treatment ผึ้งแตละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสม

สารละลายน้ําตาลซูโครส 50% และน้ํากลั่น 

                ๓.๔.๔.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

   ๓.๔.๔.๖ นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 10 และ วันท่ี 15  มา กรงละ 10 ตัว โดยแบง

ออกเปน 2 กลุม ๆ ละ 5  ตัว มาดึงเอาทางเดินอาหารสวนกลางออกมาเพ่ือไปเตรียมตัวอยางเพ่ือ

ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM)  
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                ๓.๔.๔.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (infection ratio) และศึกษาโครงสรางของเซลล 

    ๓.๔.๔.๘ นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 

 

 ๓.๔.๕ ขั้นตอนสําหรับการเตรียมการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) 

(Protocol for studying by light microscopy) 

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๕.๑ นําตัวอยางผึ้งแตละกลุม มาศึกษาใตกลองจุลทรรศนดวยวิธี Paraffin 

technique (Modified Humason, 1972) ดังนี้ 

 

นําตัวอยางทางเดินอาหารใสในขวดเก็บตัวอยาง (Vials) แชในน้ํายารักษาสภาพ Bouin’s fluid 

solution  

เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ลางดวย 70% ethanol 3 ครั้ง จนสีเหลืองจางลง 

 

ดึงน้ําออกโดยแชตัวอยางใน ethanol 70%, 90%, 90% และ 95% อยางละ 6 ชั่วโมง 

 

นําตัวอยางแชใน n-butyl 1 ชั่วโมง 

 

นําตัวอยางแชใน xylene : paraplast ในอัตราสวน 

2 : 1 

1 : 1 

1 : 2 

ขั้นละ 1 ชั่วโมงตามลําดับในตู Incubator ท่ีอุณหภูมิ 58ºc 

 

แชตัวอยางใน pure paraplast 1 ชั่วโมง 

 

ฝงตัวอยางใน pure paraplast แลวท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 
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  ๓.๔.๕.๒ ตัดตัวอยางดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อ (Rotary microtome) มีความหนา 6 µm 

แลวติดตัวอยางลงบนสไลดยอมดวยสี Periodic acid – Schiff’s reagent (PAS)  

  ๓.๔.๕.๓ ทําการศึกษาใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง นับจํานวนเซลลท่ีติดเชื้อกับไมติด

เชื้อ และคํานวณรอยละของเซลลท่ีติดเชื้อและไมติดเชื้อ บันทึกผลโดยการถายรูปลักษณะของเนื้อเยื้อ

ท่ีพบ 

 ๓.๔.๖ การยอมสีทางเดินอาหารสวนกลางของผ้ึง (Midgut) ดวยสี Periodic acid – 

Schiff’s reagent (PAS) 

  วิธีปฏิบัติ 
 

แชสไลดใน Staining jar ท่ีมี Xylene ซํ้า 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

 

แชดวย Absolute alcohol 5 นาที 

 

แชดวย Alcohol 95% 90% และ 70% อยางละ5 นาที 

 

แชดวยน้ํากลั่น 5 นาที 

 

แชดวย Periodic acid 5 นาที 

 

แชดวยน้ํากลั่น 3 นาที 

 

แชดวย Schiff’s Leuco - fuchsin 15 นาที 

 

ลางโดยปลอยน้ําไหลผาน 10 นาที 

 

แชดวย Light green 30 วินาที 

 

แชดวย Alcohol 70% 90% และ 95% อยางละ 3 นาที 

 

แชดวย Absolute alcohol 5 นาที 
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แชดวย Xylene ซํ้า 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

 

แลวหยด Permount ลงบนสไลดเพ่ือใหสไลดติดถาวร 

  

 ๓.๔.๗ ศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางและอัตราการติดเชื้อ Nosema ceranae  

 ศึกษารอยละระหวางเซลลท่ีมีสปอร (infected cells) กับเซลลท่ีไมมีสปอร (non 

infected cells) ของเซลลสรางสาร (secretory cells) ของตอมไฮโปฟาริงค (hypopharyngeal 

glands) ของผึ้งงานกลุมผึ้งพยาบาล (nurse bees) 

   วิธีปฏิบัติ 

    ๓.๔.๗.๑  นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

   ๓.๔.๗.๒  นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

                ๓.๔.๗.๓  แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

  กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร

ผึ้ง 1 ตัว  

  กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

 กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

ความเขมขน 1.0x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /

ผึ้ง 1 ตัว ไมใหสารละลายไคโตซาน 

 กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

ใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 50  

   ๓.๔.๗.๔  นําผึ้งในขอ ๓.๔.๗.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก (Bee cage) ขนาด 

80x135x130 mm3
 (ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรง

บรรจุ queen pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 

ตัว/treatment ผึ้งแตละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสม

สารละลายน้ําตาลซูโครส 50% และน้ํากลั่น 
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                ๓.๔.๗.๕  นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

                ๓.๔.๗.๖  นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 10 และ วันท่ี 15  มา กรงละ 10 ตัว โดยแบง

ออกเปน 2 กลุม ๆ ละ 5  ตัว มาดึงเอาทางเดินอาหารสวนกลางออกมาเพ่ือไปเตรียมตัวอยางเพ่ือ

ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (LM) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM)  

   ๓.๔.๗.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (Infection ratio) รวมท้ังศึกษาโครงสรางของเซลล และนําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 

 ๓.๔.๘ ศึกษาผลของเชื้อ Nosema ceranae ตอระดับนํ้าตาล Trehalose ใน 

Haemolymph ของผ้ึงหลวง  

   วิธีปฏิบัติ 

   ๓.๔.๘.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 

                ๓.๔.๘.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก incubator 

                ๓.๔.๘.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

  กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/

ผึ้ง 1 ตัว  

  กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

 กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

ความเขมขน 1.0x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) 

/ผึ้ง 1 ตัว ไมใหสารละลายไคโตซาน 

 กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

ใหสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

   ๓.๔.๘.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๘.๓ ใสในกรงเลี้ยงขนาดเล็ก ขนาด 80x135x130 mm
3
 

(ฝาดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรงบรรจุ Queen 

pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 ตัว/treatment ผึ้งแต

ละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสมสารละลายน้ําตาลซูโครส 

50% และน้ํากลั่น 
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                ๓.๔.๘.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

  ๓.๔.๘.๖ นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 3  6  10 และ วันท่ี 14  มา กรงละ 10 ตัว เพ่ือดูด

เอา Haemolymph ใหไดปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตรตอกลุม  เพ่ือไปเตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาระดับ

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

journal of Plos one)  

  ๓.๔.๘.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (infection ratio) และศึกษาโครงสรางของเซลล 

               ๓.๔.๘.๘ นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 

       

 ๓.๔.๙ การวัดระดับนํ้าตาลทรีฮาโลส (Trehalose Assay) 

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๙.๑ นําผึ้งหลวงกลุมติดเชื้อและกลุมควบคุมในวันท่ี 6 10 และ14 ออกจากกรง 

กรงละ 10 ตัว จากนั่นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºc เวลา 5 นาที แลวนําผึ้งมาเก็บตัวอยาง 

Haemolymph 

  ๓.๔.๙.๒ ใชหลอดแคพิลลารีดูด Haemolymph 5 µl ตอตัวแลวใสในหลอดทดลองท่ีมี

สารละลาย normal saline 45 µl  

  ๓.๔.๙.๓ เติมสารละลาย Anthrone 2.9 ml แลวนําไปปนดวย Vortexer 30 วินาที 

กอนนําไปแชในอางน้ําเดือดท้ิงไว 15 นาที แลวแชในอางน้ําเย็นท้ิงไว 20 นาที  

  ๓.๔.๙.๔ อานคาการดูดกลืนแสงดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 620 

nm และสรางกราฟมาตรฐานดวยสารละลาย Trehalose ท่ีเตรียมขึ้น แลวนําไปวิเคราะหขอมูลทาง

สถิติโดยใหโปรแกรม PAST ตอไป 

 

   ๓.๔.๑๐ ศึกษาผลเชื้อ Nosema ceranae ตอปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของ

ผ้ึงหลวง 

     วิธีปฏิบัติ 

                 ๓.๔.๑๐.๑ นําคอนผึ้งหลวงท่ีประกอบดวยดักแดท่ีกําลังจะออกมาเปนตัวเต็มวัย จากรัง

ของบริเวณท่ีพบในสถานท่ีตาง ๆ ใสในกรงผึ้งแลวนํามาใสใน incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 องศา

เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 50 % เพ่ือใหผึ้งฟกออกมาเปนตัวเต็มวัย โดยใชเวลาประมาณ 24-30 

ชั่วโมง 
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   ๓.๔.๑๐.๒ นําผึ้งตัวเต็มวัยท่ีฟกออกมา (ซ่ึงถือวาเปนผึ้งงานอายุ 1 วัน) จาก 

incubator 

    ๓.๔.๑๐.๓ แบงผึ้งออกเปน 4 กลุมคือ กลุมละ 50 ตัว/รัง ชนิดละ 3 รัง  

  กลุมท่ี 1 กลุมควบคุม ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ปริมาตร 2 ไมโครลิตร/

ผึ้ง 1 ตัว  

  กลุมท่ี 2 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2 ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว 

 กลุมท่ี 3 ปอนดวยสารละลายซูโครส 50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

ความเขมขน 1.0x10
6
 สปอร/ 2 ไมโครลิตร(ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /

ผึ้ง 1 ตัว ไมใหสารสารละลายไคโตซาน 

 กลุมท่ี 4 ปอนดวยสารละลายซูโครส  50% ท่ีมีสปอรของโนซีมา ความเขมขน 

0.5x10
6
 สปอร / 2 ไมโครลิตร (ปอนปริมาตร 2ไมโครลิตร) /ผึ้ง 1 ตัว  

ใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

   ๓.๔.๑๐.๔ นําผึ้งในขอ ๓.๔.๑๐.๓  ใสในกรงเลี้ยงขนาด 80x135x130 mm
3
 (ฝา

ดานหนามีแผนเลื่อนเพ่ือสะดวกตอการนําเอาผึ้งออก ผนังดานหลังในกรงบรรจุ queen 

pheromone ท่ียึดติดกับกระดาษแข็งยึดไวแนนกับกรง) โดยแยกใสกรงละ 50 ตัว/treatment ผึ้งแต

ละกลุมในแตละกรงจะใหอาหารโดยใช สารละลายซูโครส 50% เกสรผสมสารละลายน้ําตาลซูโครส 

50% และน้ํากลั่น 

             ๓.๔.๑๐.๕ นํากรงผึ้งท้ังหมด ใสใน Incubator ท่ีต้ังอุณหภูมิท่ี 34 °C ความชื้นสัมพัทธ 

50% 

               ๓.๔.๑๐.๖ นําผึ้งแตละกรง ในวันท่ี 3  6  10 และ วันท่ี 14  มา กรงละ 10 ตัว เพ่ือ

นํามาผาตัดเอาตอมไฮโปฟาริงคออกและนําไปวัดคา โปรตีนโดยใช Bradford standard assay 

(Bradford, 1976)  

   ๓.๔.๑๐.๗ นับจํานวนเซลลท่ีพบสปอรในหนึ่งรอยเซลล เพ่ือหารอยละของการติดเชื้อ

ภายในเซลล (infection ratio) และศึกษาโครงสรางของเซลล 

   ๓.๔.๑๐.๘  นําขอมูลท่ีไดวิเคราะหทางสถิติ 
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 ๓.๔.๑๑ การวัดปริมาณโปรตีนบริเวณตอมไฮโพฟาริงจ (Hypopharyngeal gland 

protein contents: Bradford assay) 

  วิธีปฏิบัติ 

  ๓.๔.๑๑.๑ นําผึ้งหลวงกลุมติดเชื้อและกลุมควบคุมในวันท่ี 6 10 และ14 ออกจากกรง 

กรงละ 10 ตัว จากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºc เวลา 5 นาที แลวทําการผาตอมไฮโพฟาริงจ 

(Hypopharyngial gland) ท้ังสองขางใสลงใน 1.5 ml micro-centrifuge tubes ท่ีมี phosphate 

buffer    50 µl ท่ีคา pH 7.8 และแชไวในน้ําแข็ง เม่ือผาครบท้ัง 10 ตัวแลวใหนําไปปนเหว่ียงดวย 

micro-centrifuge ท่ี 1,000 g เปนเวลา 2 นาที  

  ๓.๔.๑๑.๒  ปเปตสารละลาย supernatant เพ่ือนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนจาก

ตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งแตละตัว โดยใชวิธี Bradford protein assay (Bradford, 1976)  

  ๓.๔.๑๑.๓ เตรียมกราฟมาตรฐานจาก bovine serum albumin (BSA) ทําการวัดคา                                    

การดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีชวงคลื่น 595 nm โดยใช Shimadzu UV-visible 

spectrophotometer      (UV-1610) 

  ๓.๔.๑๑.๔ นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาความเขมขนของโปรตีน โดยการ

เปรียบกับกราฟมาตรฐานท่ีเตรียมไว และวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใหโปรแกรม PAST ตอไป 

 

   ๓.๔.๑๒  การวิเคราะหชนิดของเชื้อ Nosema ceranae โดยอาศัยการจําแนกทางชีว

โมเลกุล (molecular identification)  

    วิธีปฏิบัติ 

   ทํา ณ หองปฏิบัติการ Martin-Luther-University, Institute of Biology/Zoology, 

Hoher Weg 8,  Halle (Saale), Germany 

    ๓.๔.๑๒.๑ นําตัวอยางผึ้งงานท่ีเก็บจากแตละบริเวณของประเทศไทย มาดึงเอาทางเดิน

อาหารสวนกลางออกเพ่ือนําไปสกัดเอาดีเอ็นเอ 

   ๓.๔.๑๒.๒ นําไปสกัด DNA และนําไปจําแนกชนิดโยใชเทคนิค qPCR (Higes et al.,  

2013) 
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๓.๕ ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ใหระบุขั้นตอนอยาง

ละเอียด) 

 ๓.๕.๑ ระยะเวลาท่ีทําการวิจัยจะทําตอเนื่องโดยใชเวลาเบื้องตน 3 ป เริ่มต้ังแตรับเงิน

สนับสนุนงวดแรกในปงบประมาณ 2559 จนถึงป 2561 

       ๓.๕.๒ สถานท่ีเก็บตัวอยาง ทุกภาคของประเทศไทย ไดแก ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคใต  

 ๓.๕.๓ สถานท่ีทําการทดลองในหองปฏิบัติการ  หอง BS 3108-3110 ภาควิชาชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา อ. เมือง จ. ชลบุรี และ ณ หองปฏิบัติการ 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 โดยตรวจนับสปอรในหองปฏิบัติการ (โดยใช 

Hemocytometer) จากรังผึ้งท่ีเก็บจากจังหวัดตางๆ ของประเทศไทยพบการระบาดทุกพ้ืนท่ี ทําการ 

ศึกษาเพ่ิมเติมในบริเวณใกลเคียงกับท่ีเคยสํารวจ (รูปท่ี ๔.๑) โดยสํารวจเพ่ิมเติมในระยะเวลาชวงท่ี ๒ 

ระหวางพฤษภาคม พ.ศ. ๒๕๕๙– สิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๙ รวมท้ังสิ้น ๑๑๔ รัง ติดเชื้อ Nosema 

ท้ังสิ้น ๘๒ รัง  จํานวนตัวอยางผึ้งงานของผึ้งหลวงท้ังหมดวิเคราะหผลดวย qPCR พบ Nosema 

ceranae และ Nosema อ่ืน รูปท่ี ๔.๓-๔.๘ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑  บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงเพ่ือตรวจการติดเชื้อ Nosema  จากการเพ่ิมการสํารวจ 

ระยะเวลาชวงท่ี ๒ ระหวางพฤษภาคม  ๒๕๕๙ – สิงหาคม ๒๕๕๙ :วงกลมแสดงตําแหนงท่ี

เก็บตัวอยาง; สีแสดงภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ท่ีเก็บตัวอยาง 
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ตารางท่ี ๔.๑ พิกัดท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงจากภาคตาง ๆ ของประเทศไทย  
 

กลุมตัวอยาง 

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 จากทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  

A. dorsata จํานวน ๕๐ ตัว ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงจากรังท่ีเขาใหญ พิกัด ละติจูด 

14,434,960 ลองจิจูด 101,413, 342 
 

ตัวอยางผึ้งหลวง 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           –  ไมพบ  สปอรของ Nosema 

            +   พบ   สปอรของ Nosema  
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รูปท่ี ๔.๒  สปอรของเชื้อ Nosema แยกออกจากทางเดินอาหารสวนกลางผึ้งหลวงภายใตกลอง 

 จุลทรรศนแบบใชแสง (ซาย) กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (ขวา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๓  PCR products โดย qPCR ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้ง 

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 ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  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 ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  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 ยกเวน รังท่ี 7 

และพบเชื้อ N. apis รังท่ี  1 2 และ 3 
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รูปท่ี ๔.๖ PCR products ของ N. ceranae ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  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 ท่ีพบในทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวง  ท่ีเก็บ 

จากบริเวณอําเภอแมริม 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  ตออัตราการตาย (Mortality) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
 

จากการทดลองหาอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae 

ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว โดยวิธี force feeding แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppmพบวาอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน

ความเขมขน 1 ppm สูงกวาผึ้งหลวงในกลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.0191) ดังรูปท่ี ๔.๘ (ภาพ d) สวนอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงใน

กลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ไมแตกตางจากผึ้งหลวง

ในกลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (p = 0.7414) ดังรูปท่ี ๔.๘ (ภาพ c) แสดงวาสารสารละลายไคโต

ซานความเขมขน 1 ppm ไมไดชวยสงเสริมผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานใหมีอัตราการรอดชีวิตท่ีสูงขึ้นจาก

ผึ้งในกลุมปกติแตสารสารละลายไคโตซานชวยลดอัตราการตายของผึ้งท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae ได 

 

๔.๓ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผ้ึงหลวง

วรรณะผ้ึงงาน  

 จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae 

ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ดวยการนับจํานวน

ผึ้งหลวงท่ีติดเชื้อตอจํานวนผึ้งหลวงท่ีไมติดเชื้อ หลังจากทดลองเปนเวลา 30 วัน พบวาอัตราการติด

เชื้อของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตํ่า

กวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p 

<0.0001) ดังรูปท่ี ๔.๙ โดยอัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผึ้งหลวงกลุมท่ีไดรับเชื้อ N. 

ceranae อยางเดียว และกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน เทากับ 

98.80±0.37 และ 43.40±0.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm ชวยลดอัตราการติดเชื้อ N. ceranae ของผึ้งหลวง 
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รูปท่ี ๔.๘   อัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงกลุมควบคุม (Control) เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีให 

สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm (ภาพ a), กลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 

500,000 สปอรตอตัว (ภาพ b) และกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน

ความเขมขน 1 ppm (ภาพ c) เปนเวลา 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) 

อัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae เปรียบเทียบกับกลุมท่ีติดเชื้อ N. 

ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm (ภาพ d) เปนเวลา 30 วัน (Log 

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

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm และผึ้ง A. dorsata ท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน; อักษร

ท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตางกัน (ANOVA; F1=3069, p <0.0001)  

 

๔.๔ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตอประสิทธิภาพการติดเชื้อ (infectivity) ในเซลลลําไส

สวนกลางของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  

 จากการทดลองหาประสิทธิภาพการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้ง

งานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm ดวยการนับจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดไดจากลําไสสวนกลางของผึ้งหลวง

ในวันท่ี 10 หลังจากรับเชื้อ พบวาจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดจากผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ 

N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm นอยกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. 

ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.0001) ดังรูปท่ี ๔.๑๐ 
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โดยจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดไดจากลําไสสวนกลาง (infectivity) ของผึ้งหลวงในกลุมท่ี

ไดรับเชื้อ N. ceranae อยางเดียว และกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน 

เทากับ 9.32±0.32 × 107 
และ 5.18±0.69 × 10

5 
สปอรตอตัว ตามลําดับ แสดงวาสารสารละลายไค

โตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดประสิทธิภาพการติดเชื้อของ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของ

ผึ้งหลวง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๐ คาเฉลี่ย (mean± SE) ของจํานวนสปอร N. ceranae ท่ีสกัดไดจากลําไสสวนกลางของ 

ผึ้ง A. dorsata หลังรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm  และผึ้ง A. dorsata ท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดให

สารละลายไคโตซาน หลังการรับเชื้อ 10 วัน; อักษรท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ี

แตกตางกัน (ANOVA; F1=509.7, p <0.0001) 
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๔.๕ ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลาง (infection 

ratio) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  

 จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลัง

ไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm ดวยการนับจํานวนเซลลในลําไสสวนกลางท่ีติดเชื้อตอจํานวนเซลลท่ีไมติดเชื้อ ของวันท่ี 10 

หลังการรับเชื้อ พบวาอัตราการติดเชื้อในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae 

แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตํ่ากวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดให

สารละลายไคโตซานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.0001) ดังรูปท่ี ๔.๑๑ โดยอัตราการติดเชื้อใน

ลําไสสวนกลาง (infection ratio) ของผึ้งหลวงในกลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae อยางเดียว และกลุมท่ี

ติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน เทากับ 88.00±0.71 และ 45.00±0.71 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ  แสดงวาสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดอัตราการติดเชื้อ  

N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงได  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๑ คาเฉลี่ย (mean± SE) อัตราการติดเชื้อ (infection ratio) ของผึ้ง A. dorsata หลังรับ 

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm  และผึ้ง A. dorsata ท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน; อักษร

ท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตางกัน (ANOVA; F1=472.7, p <0.0001) 
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๔.๖ ผลของเชื้อ N. ceranae ตอระดับนํ้าตาลทรีฮาโลสในนํ้าเลือดของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
  

 จากการทดลองหาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm โดยเก็บตัวอยางมาทดสอบ ในวันท่ี 10 หลังจากรับเชื้อ พบวาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือด

ของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm สูง

กวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารสกัดพรอพอลิสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 

0.0002) ดังรูปท่ี ๔.๑๒   แต ตํ่ากวา กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control) อยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p = 0.0002) ดังรูปท่ี ๔.๑๒   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๒ คาเฉลี่ย (mean± SE) ระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลัง 

ไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm (Nosama+ch)  กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  กลุมท่ีไดเชื้อ 

N. ceranae อยางเดียว (Nosema) และกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

อยางเดียว (Chitosan) หลังการรับเชื้อ 10 วัน; อักษรท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทาง

สถิติท่ีแตกตางกัน  (ANOVA; F3=278.8, p < 0.0001) 
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 สวนระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm อยางเดียว สูงกวา กลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae อยางเดียว (Nosema) และกลุมท่ีได

เชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm (Nosama+ch)  อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p = 0.0002) ดังรูปท่ี ๔.๑๒ โดยระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้ง

งานกลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  กลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae อยางเดียว (Nosema) 

กลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานอยางเดียว (Chitosan) และกลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae แลวให

สารละลายไคโตซาน (Nosama+ch) เทากับ 250.80±3.40, 161.00±3.21, 254.20±2.60 และ 

174.20±2.52 ไมโครกรัมตอตัว ตามลําดับ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวย

สงเสริมกระบวนการท่ีทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานท่ีติดเชื้อ N. 

ceranae สูงขึ้น 

 

๔.๗ ผลของเชื้อ N. ceranae ตอปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
 

 จากการทดลองหาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

โดยเก็บตัวอยางมาทดสอบ ในวันท่ี 10 หลังจากรับเชื้อ พบวาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของ

ผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm สูงกวา กลุมท่ี

ไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารสกัดพรอพอลิสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.0002) และ 

สูงกวา กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.0002) แตไมตาง

จากกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานอยางเดียว (Chitosan) (p = 0.5694)  ดังรูปท่ี ๔.๑๓  โดยปริมาณ

โปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานกลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  

กลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae อยางเดียว (Nosema) กลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานอยางเดียว 

(Chitosan) และกลุมท่ีไดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซาน (Nosama+ch) เทากับ 

562.00±52.86, 486.00±48.74, 1,500.00±114.02 และ 1,346.00±97.04 ไมโครกรัมตอตัว 

ตามลําดับ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยสงเสริมกระบวนการผลิตโปรตีน

ของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานท้ังท่ีติดเชื้อ N. ceranae และไมติดเชื้อ 
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รูปท่ี ๔.๑๓ คาเฉลี่ย (mean± SE) ปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน 

หลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm (Nosama+ch)  กลุมท่ีไมไดรับเชื้อ N. ceranae (Control)  กลุมท่ีไดเชื้อ 

N. ceranae อยางเดียว (Nosema) และกลุมท่ีใหสารละลายไคโตซานความเขมขนอยาง

เดียว (Chitosan) หลังการรับเชื้อ 10 วัน; อักษรท่ีแตกตางแสดงถึงคานัยสําคัญทางสถิติท่ี

แตกตางกัน (ANOVA; F3=39.78, p < 0.0001) 

 

๔.๘  ผลของเชื้อ N. ceranae  ตออัตราการติดเชื้อในเซลลเย่ือบุทางเดินอาหารสวนกลางของผ้ึง

หลวง   

จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลัง

ไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ  500,000 (500K) สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm ดวยการนับจํานวนเซลลในลําไสสวนกลางท่ีติดเชื้อตอจํานวนเซลลท่ีไมติดเชื้อ โดย

การตัดเนื้อเยื่อ 
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ทางเดินอาหารสวนกลาง ยอมดวยสี Periodic acid Schiff’s reagent (PAS) พบสปอรของเชื้อ  

N. ceranae ติดสีชมพูมวงอยางเห็นไดชัด เนื่องจากโครงสรางของเยื่อหุมสปอรประกอบดวยสาร

อนุพันธของคารโบไฮเดรท จะเห็นสปอรติดสีชมพูกระจาย อยูท่ัวเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารของผึ้ง

หลวงวรรณะผึ้งงานท่ีไดรับเชื้อไปแลว 10 วัน (day10 p.i.) โดยพบสปอร มากบริเวณฐานของเซลล 

(basement membrane)  กระจายไปจนถึงยอดเซลล (apical part) และเริ่มพบวาบริเวณปลาย

อิสระ (free end) มีการเสียหายของไมโครวิลไล และเยื่อหุมเซลล ในขณะท่ีไมพบสปอร ในเซลลเยื่อ

บุทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งกลุมควบคุมท่ีไมไดรับเชื้อ Nosema ดังรูปท่ี ๔.๑๔-๔.๑๗ 

 นอกจากนี้ยังพบวาในชั้น peritrophic membrane ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะ

ผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ี แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm มีความหนา

เพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมท่ีติดเชื้อแตไมใหสารละลายไคโตซาน ดังรูปท่ี ๔.๑๗ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๔ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไมไดรับเชื้อ  

N. ceranae  (กลุมควบคุม)  ยอมดวยสี PAS ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยอ: 

lu, a lumen of the midgut; mp, mulpighain tubule; mv, microvilli 
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รูปท่ี ๔.๑๕ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไมไดรับเชื้อ  

N. ceranae  500,000 สปอรตอตัว แตไดรับสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm หลัง

ปอนเชื้อวันท่ี 10 ยอมดวยสี PAS ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยออักษรยอ: 

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

membrane  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๔.๑๖ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไดรับเชื้อ  

N. ceranae  500,000 สปอรตอตัว แลวไมใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

หลังปอนเชื้อวันท่ี 10 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยอ: bm, basement 

membrane; lu, a lumen of the midgut; sp, N. ceranae spores 
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รูปท่ี ๔.๑๗ เนื้อเยื่อบุผิวของทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน ท่ีไดรับเชื้อ  

N. ceranae  500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm หลัง

ปอนเชื้อวันท่ี 10 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง, อักษรยอ: 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 โดยตรวจนับสปอรใน

หองปฏิบัติการ (โดยใช Hemocytometer) จากรังผึ้งท่ีเก็บจากภาคเหนือ ภาคตะวันออก ภาค

ตะวันตก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต ของประเทศไทยพบการระบาดทุกพ้ืนท่ี โดยสํารวจ

เพ่ิมเติมในระยะเวลาชวงท่ี ๒ ระหวางพฤษภาคม พ.ศ. ๒๕๕๙– สิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๙  (รูปท่ี ๕.๑)

รวมท้ังสิ้น ๑๑๔ รัง ติดเชื้อ Nosema ท้ังสิ้น ๘๒ รัง  จํานวนตัวอยางผึ้งงานของผึ้งหลวงท้ังหมด

วิเคราะหผลดวย qPCR พบ N. ceranae และ N. apis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ๕.๑  บริเวณท่ีเก็บตัวอยางผึ้งหลวงและตรวจพบการติดเชื้อ Nosema  จากการเพ่ิมการสํารวจ 

ระยะเวลาชวงท่ี ๒ ระหวางพฤษภาคม  ๒๕๕๙ – สิงหาคม ๒๕๕๙ :วงกลมแสดงตําแหนงท่ี

เก็บตัวอยาง; สีแสดงภาคตาง ๆ ของประเทศไทย ท่ีเก็บตัวอยาง 
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ตารางท่ี ๕.๑ สรุปผลการทดลองการศึกษาผลของสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตอผึ้ง 

 หลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว 

 

กลุม 
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 อักษรท่ีแตกตางกันแสดงนัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตางกัน , na หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
 

 เชื้อ N. ceranae  ทําใหผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานมีอัตราการรอดชีวิตท่ีตํ่าลง เม่ือเทียบกับ

กลุมควบคุม  เนื่องมาจากเชื้อชนิดนี้ กอใหเกิดโรคท่ีมีชื่อวา Nosema disease (Bailey & Ball, 

1991; Fries, 1989) ทําใหระบบทางเดินอาหารสวนกลางของผึ้งหลวงเสียหาย เปนสาเหตุทําใหระบบ

ยอยอาหารผิดปกติ อาหารไมยอยและเกิดอาการทองเสียทําใหผึ้งมีอายุสั้นลง (Anderson & Giacon, 

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

สารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm แกผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ี

ระดับ 500,000 สปอรตอตัว พบวาอัตราการรอดชีวิตของผึ้งหลวงสูงขึ้น เม่ือเทียบกับกลุมท่ีติดเชื้อ 

แตไมแตกตางกันเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ไมได

ชวยสงเสริมผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานใหมีอัตราการรอดชีวิตท่ีสูงขึ้นจากผึ้งในกลุมปกติแตสารละลายไค

โตซานชวยลดอัตราการตายของผึ้งท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae ได  

จากกการทดลองหาอัตราการติดเชื้อของ N. ceranae ในผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 

ppm พบวาอัตราการติดเชื้อของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ
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กลุมท่ีติดเชื้อ แสดงวาสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดอัตราการติดเชื้อ N. 

ceranae ของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน  

 จากกการทดลองหาประสิทธิภาพการติดเชื้อของ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้ง

หลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm พบวาจํานวนสปอรของ N. ceranae ท่ีสกัดจากผึ้งหลวงในกลุมท่ีติด

เชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm นอยกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. 

ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงสารละลายไคโตซานความ

เขมขน 1 ppm ชวยลดประสิทธิภาพการติดเชื้อของ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวง  

 จากการทดลองหาอัตราการติดเชื้อในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

พบวาอัตราการติดเชื้อในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงในกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm ตํ่ากวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาสารสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยลดอัตราการติด

เชื้อ N. ceranae ในลําไสสวนกลางของผึ้งหลวงได  

 จากการทดลองหาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

พบวาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลายไค

โตซานความเขมขน 1 ppm สูงกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารละลายไคโตซาน 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยสงเสริมกระบวนการ

ท่ีทําใหระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานท่ีติดเชื้อ N. ceranae สูงขึ้น 

สารละลายไคโตซานยังชวยลดสภาวะเครียดทางพลังงานเม่ือผึ้งติดเชื้อ (Energetic stress) เนื่องจาก

สารละลายไคโตซานชวยเพ่ิมระดับน้ําตาลทรีฮาโลสน้ําเลือดของผึ้งเม่ือติดเชื้อ ซ่ึงดัชนีท่ีวัดการเกิด

สภาวะเครียดทางพลังงานเม่ือผึ้งติดเชื้อคือคาระดับน้ําตาลทรีฮาโลสในน้ําเลือดตํ่า (Mayack & Naug, 

2009, 2010) 

 จากการทดลองหาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับ

เชื้อ N. ceranae ท่ีระดับ 500,000 สปอรตอตัว แลวใหสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm 

พบวาปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงกลุมท่ีติดเชื้อ N. ceranae แลวใหสารละลาย

ไคโตซานความเขมขน 1 ppm สูงกวา กลุมท่ีไดรับเชื้อ N. ceranae แตไมไดใหสารสกัดพรอพอลิสอ

ยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm ชวยสงเสริมกระบวนการ

ผลิตโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงาน โดยการสรางโปรตีนในตอมไฮโปฟาริงค

จําเปนตองใชพลังงานและโปรตีน ซ่ึงพลังงานหลักของผึ้งก็คือน้ําตาลทรีฮาโลส และแหลงโปรตีนหลัก
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ของผึ้งก็คือเกสรผึ้ง เม่ือผึ้งติดเชื้อ N. ceranae ทําใหระบบทางเดินอาหารเสียหายสงผลตอการดูดซึม

อาหารทําใหไดโปรตีนและพลังงานสําหรับนําไปสรางโปรตีนในตอมไฮโปฟาริงคมีปริมาณนอย ระดับ

โปรตีนในตอมไฮโปฟาริงคของผึ้งหลวงวรรณะผึ้งงานหลังไดรับเชื้อ N. ceranae จึงตํ่า แตเม่ือผึ้ง

ไดรับสารละลายไคโตซานความเขมขน 1 ppm สารละลายนี้จะชวยลดการติดเชื้อได โดยกลุมท่ีให

สารละลายไคโตซานชั้น peritrophic membrane ในทางเดินอาหารสวนกลางจะมีความหนาเพ่ิมขึ้น

เม่ือเทียบกับกลุมท่ีไมใหสารละลายไคโตซาน ชั้นท่ีหนานี้จะชวยปองกันการบุกรุกของเชื้อ Nosema 

ได ทําใหอัตราการติดเชื้อลดลง ระบบทางเดินอาหารก็ทํางานไดดีกวาท่ีผึ้งกลุมท่ีไมไดใหสารละลายไค

โตซาน จึงดูดซึมโปรตีนและพลังงานไดมากกวาผึ้งกลุมท่ีไมไดใหสารใหสารละลายไคโตซาน และสงผล

ใหตอมไฮโปฟาริงคผลิตโปรตีนไดสูงกวาผึ้งกลุมท่ีไมไดใหสารละลายไคโตซาน  
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม PAST 

1. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการตาย (Mortality) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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2. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อ (infection rate) ของผ้ึงหลวงวรรณะ

ผ้ึงงาน 
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3. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตอประสิทธิภาพการติดเชื้อ (infectivity) ในเซลลลําไส

สวนกลางของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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4. ผลของเชื้อ Nosema ceranae  ตออัตราการติดเชื้อในเซลลลําไสสวนกลาง (infection 

ratio) ของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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5. ผลของเชื้อ N. ceranae ตอระดับนํ้าตาลทรีฮาโลสในนํ้าเลือดของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน 
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6. ผลของเชื้อ N. ceranae ตอปริมาณโปรตีนของตอมไฮโปฟาริงคของผ้ึงหลวงวรรณะผ้ึงงาน  
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ประมวลภาพการทําวิจัย 

กิจกรรม คําอธิบาย 

 
 

 

 

 

ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

 

ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

ภาพลงุม่ัน (พรานตีผึ้งหลวง) กําลังปนตน

มะมวงไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวง  

จังหวัดสมุทรสาคร 
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ภาพลงุม่ัน (พรานตีผึ้งหลวง) กําลังปนตน

มะพราวไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวง  

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

ภาพลงุม่ัน (พรานตีผึ้งหลวง) กําลังปนตน

มะมวงและใชควันรมรังผึ้งหลวงเพ่ือเก็บ

ตัวอยาง  

จังหวัดสมุทรสาคร 

 
 

 

 

ภาพรังผึ้งหลวงบนก่ิงของตนมะมวง 

 จังหวัดสมุทรสาคร 
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ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดนครราชสีมา 

 
 

 

 

 

ภาพลงพ้ืนท่ีไปเก็บตัวอยางผึ้งหลวงท่ี

จังหวัดนครราชสีมา 

 
 

 

 

ภาพถายรวมกับชาวบานผูนําทางไปเก็บ

ตัวอยางผึ้งหลวง  

จังหวัดลําปาง 
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ภาพการเก็บตัวอยางผึ้งหลวงบริเวณลําธาร 

จังหวัดลําปาง 

 
 

 

 

 

ภาพรังผึ้งหลวงจํานวนมากท่ีอยูบนตนผึ้ง  

จังหวัดลําปาง 

 
 

 

 

 

ภาพถายประธานและคณะกรรมการในการ

สอบดุษฎีนิพนธของนิสิตปริญญาเอกใน

หนวยวิจัยผึ้ง  
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ภาพถายรังผึ้งพันธุสําหรับนําผึ้งพันธุมาใชใน

การเพ่ิมจํานวน (propagation)  

สปอรของ Nosema  

มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 

 
 

 

 

ภาพถายผึ้งพันธุสําหรับนําใชในการเพ่ิม

จํานวน (propagation)  

สปอรของ Nosema  

มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 

 
 

 

 

ภาพถายการปอนเชื้อ 

 Nosema ในผึ้งหลวงสําหรับการทดลอง 

มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 
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ภาพถายกรงท่ีใชในการเลี้ยงผึ้งทดลอง 

ในกรงจะเตรียม  

น้ําเปลา (ขวดติดสต๊ิกเกอรสีเขียว) 

สารละลายซูโครสความเขมขน 50 

เปอรเซ็นต (ขวดติดสต๊ิกเกอรสีเหลือง) 

Queen pheromone และ bee bread

สําหรับเลี้ยงผึ้ง 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพถายกรงผึ้งทดลองท่ีเลี้ยงในตูควบคุม

อุณหภูมิ 33±1 องศาเซลเซียส  
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