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บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิการ 

 
วธีิการที ่1: เก็บตัวอย่างผึ้งพันธ์ุเพื่อตรวจสอบโรคโนซีมาในพื้นที่ 3 จังหวัดภาคเหนือ

ตอนบน ได้แก่ จังหวดัเชียงใหม่ ล าพูน และแพร่ 
 
ท ำกำรส ำรวจหำควำมชุกของโรคโนซีมำ โดยสุ่มพื้นท่ีตวัอยำ่งลำนเล้ียงผึ้ง (ภำพท่ี 11) ใน

แต่ละจงัหวดั จงัหวดัละ 10 ฟำร์ม และสุ่มรังผึ้งจ  ำนวน 3 รังต่อฟำร์ม ตั้งแต่เดือนกรกฎำคม พ.ศ. 2556 
ถึงเดือนมิถุนำยน พ.ศ. 2557 เพื่อเก็บตวัอย่ำงผึ้ งงำนตวัเต็มวยั ส ำหรับตวัอย่ำงท่ีเก็บได้จำกจงัหวดั
เชียงใหม่ และล ำพูน ได้จ  ำนวน 377 และ 374 ตวัอย่ำงตำมล ำดับ ขณะท่ีกำรเก็บตวัอย่ำงผึ้ งพื้นท่ี
จงัหวดัแพร่ได้หยุดกำรเก็บตวัอย่ำงในเดือนมีนำคม ถึงเดือนมิถุนำยน พ.ศ. 2557 และสำมำรถเก็บ
ตวัอยำ่งไดเ้พียง 259 ตวัอยำ่ง เน่ืองจำกผึ้งท่ีเก็บตวัอยำ่งถูกเคล่ือนยำ้ยไปตำมแหล่งอำหำร หรือแหล่ง
พื้นท่ีท่ีมีกำรบำนของไมด้อก (ฤดูเก็บน ้ ำหวำน) เพื่อผลิตน ้ ำหวำนให้เกษตรกร ดงันั้นจึงไม่สำมำรถ
เก็บตวัอยำ่งไดอ้ยำ่งต่อเน่ือง ท ำใหไ้ดต้วัอยำ่งจ ำนวนทั้งหมด 1,010 ตวัอยำ่ง (ตำรำงท่ี 2) 

 

 

ภำพท่ี 11 แสดงตวัอยำ่งลำนตั้งรังผึ้ง (ทิศทำงกำรตั้งรังผึ้งข้ึนอยูก่บัลกัษณะทำงภูมิศำสตร์ของแต่ละ
พื้นท่ี) ในกำรเก็บตวัอยำ่งผึ้งจ  ำนวน 3 รัง ของแต่ละลำนเล้ียงผึ้ง 
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ตำรำงท่ี 2 จ ำนวนตวัอย่ำงผึ้งท่ีไดจ้ำกกำรส ำรวจลำนเล้ียงผึ้ งพนัธ์ุจำกจงัหวดัเชียงใหม่ ล ำพูน และ
แพร่ ตั้งแต่เดือนกรกฎำคม พ.ศ. 2556 ถึงเดือนมิถุนำยน พ.ศ. 2557 

พ้ืนท่ีเก็บตวัอยำ่ง 
ต ำแหน่งท่ีเก็บ

ตวัอยำ่ง 
จ ำนวน
ตวัอยำ่ง 

จ ำนวนซ ้ ำ 
รวมตวัอยำ่ง
ทั้งหมด 

ช่วงเวลำท่ีเก็บ
ตวัอยำ่ง 

เชียงใหม่ 
ผึ้งบินหนำ้รัง 120 3 

377 
ก.ค. 2556-มิ.ย. 2557 

ผึ้งตำยหนำ้รัง 17  ก.ค. 2556-มิ.ย. 2557 

ล ำพนู 
ผึ้งบินหนำ้รัง 120 3 

374 
ก.ค. 2556-มิ.ย. 2557 

ผึ้งตำยหนำ้รัง 14  ก.ค. 2556-มิ.ย. 2557 

แพร่ 
ผึ้งบินหนำ้รัง 80 3 

259 
ก.ค. 2556-ก.พ. 2557 

ผึ้งตำยหนำ้รัง 19  ก.ค. 2556-ก.พ. 2557 

จ ำนวนตวัอยำ่งทั้งหมด 1,010  1,010  

 
สุ่มตวัอยำ่งผึ้งจำกรังท่ีก ำหนดไวจ้  ำนวน 60 ตวั/รัง โดยเก็บผึ้งงำนท่ีบินเขำ้ออกหนำ้รัง ใช้

สวงิโฉบผึ้งไปมำให้ไดจ้  ำนวนผึ้งท่ีตอ้งกำร (ภำพท่ี 12-ก) จำกนั้นน ำตวัอยำ่งผึ้งแช่ดว้ยแอลกอฮอล์ ท่ี
ควำมเขม้ขน้ 75 เปอร์เซ็นต ์นำน 5 นำที เพื่อป้องกนักำรปนเป้ือนของเช้ืออ่ืน กรณีท่ีพบผึ้งตำยอยูห่นำ้
รัง (ภำพท่ี 12-ข) ให้แช่แอลกอฮอล์ ท่ีควำมเขม้ขน้ 75 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลำ 10 นำที แลว้เก็บตวัอยำ่ง
ใส่ภำชนะบรรจุให้มิดชิด เขียนหมำยเลขตวัอย่ำง ช่ือเจำ้ของฟำร์มผึ้งอย่ำงชัดเจน วนัท่ีเก็บตวัอย่ำง 
น ำมำแช่ในภำชนะเก็บควำมเยน็ เพื่อน ำมำตรวจสอบภำยใตห้้องปฏิบติักำรต่อไป จำกนั้นวดัอุณหภูมิ
อำกำศ และควำมช้ืนสัมพทัธ์ในแต่ละพื้นท่ีท่ีส ำรวจ โดยใช้เทอร์โมมิเตอร์วดัอุณหภูมิอำกำศหน่วย
เป็นองศำเซลเซียส  และควำมช้ืนสัมพทัธ์ หน่วยเป็นเปอร์เซ็นต ์จ ำนวน 2 เคร่ือง 

 

 

ภำพท่ี 12   แสดงกำรเก็บตวัอยำ่งผึ้งพนัธ์ุบริเวณหนำ้รังผึ้ง  
ก. กำรใชส้วงิเก็บตวัอยำ่งผึ้งท่ีบินอยูห่นำ้รัง 
ข. ผึ้งตำยหนำ้รัง ท่ีสันนิษฐำนวำ่มีสำเหตุมำจำกเช้ือโนซีมำ 
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วธีิการที ่2:  ตรวจสอบสปอร์โนซีมา และการนับจ านวนสปอร์โนซีมาในผึง้พนัธ์ุภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ 

 
สุ่มตวัอย่ำงผึ้งท่ีเก็บได ้จ ำนวน 5 ตวัต่อ 1 ตวัอย่ำงท่ีเก็บมำท ำกำรผ่ำตดัส่วนทอ้งเพื่อเอำ

ล ำไส้มำบดละเอียด ผสมด้วยน ้ ำบริสุทธ์ิท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแล้ว 5 มิลลิลิตร ได้สำรละลำยตวัอย่ำง 
จำกนั้นใช้ไมโครไปเปตดูดข้ึนแล้วหยดตวัอย่ำงลงสไลด์ ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ ตรวจหำสปอร์
ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ท่ีก ำลงัขยำย 400 เท่ำ เพื่อศึกษำลกัษณะของสปอร์ เม่ือตรวจพบวำ่ตวัอยำ่งผึ้งมี
สปอร์ของโนซีมำ ท ำกำรนับจ ำนวนสปอร์โดยใช้ Hemacytometer (ภำพท่ี 13) โดยค ำนวณจ ำนวน
สปอร์ต่อผึ้ง 1 ตวั ดงัน้ี 
 

∑𝑛

5
 × 250,000    cell/ml 

หรือ     ∑𝑛

5
 × 2.5×105  cell/ml 

 

หมำยเหตุ; ∑𝑛  = ผลรวมของจ ำนวนสปอร์โนซีมำในต ำแหน่งท่ีใชน้บัจ ำนวนสปอร์ทั้งหมด 
 
 

 
ภำพท่ี 13  Hemacytometer เคร่ืองมือเพื่อใชน้บัจ ำนวนสปอร์โนซีมำ 

ก. Hemacytometer 
ข. บริเวณท่ีใชน้บัจ ำนวนสปอร์โนซีมำ 
ค. ต ำแหน่งท่ีใชน้บัจ ำนวนสปอร์โนซีมำ 
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การวเิคราะห์ข้อมูลและแปลผล 

เม่ือไดค้่ำต่ำง ๆ ดงัท่ีไดจ้ำกกำรบนัทึกขอ้มูล น ำขอ้มูลท่ีไดม้ำหำควำมสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึน 
ระหว่ำงอุณหภูมิ ควำมช้ืนของสภำพแวดล้อมกบัปริมำณสปอร์ท่ีตรวจพบใตก้ล้องจุลทรรศน์ เพื่อ
ทรำบถึงปริมำณสปอร์เฉล่ียของโรคโนซีมำท่ีถูกตรวจพบ กับค่ำของอุณหภูมิเฉล่ีย และควำมช้ืน
สัมพัทธ์เฉล่ียท่ีวดัได้ในวนัท่ีเก็บตัวอย่ำง และน ำข้อมูลสภำพภูมิอำกำศจำกศูนย์อุตุนิยมวิทยำ
ภำคเหนือ ยอ้นหลงั 8 วนั เพื่อหำช่วงอุณหภูมิ และควำมช้ืนสัมพทัธ์ และปริมำณน ้ ำฝนในกำรติดเช้ือ
ของโรคโนซีมำ จำกนั้นเปรียบเทียบข้อมูลปริมำณสปอร์ในแต่ละพื้นท่ีโดยวิธีกำรทำงสถิติ ด้วย
โปรแกรม  Statistix 8.0 ใช้แผนกำรทดลองแบบสุ่มบล็อกสมบูรณ์ (Randomized Complete Block 
Design; RCBD) ท่ีควำมเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์

 

การทดลองที ่3: ตรวจสอบดีเอน็เอของ Nosema spp. ด้วยเทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอร์เรส 

ส ำหรับตวัอยำ่งผึ้งท่ีถูกตรวจพบสปอร์ท่ีคำดวำ่จะเป็นสปอร์ของเช้ือโนซีมำทั้งตวัอยำ่งผึ้ง
ท่ีใช้สวิงโฉบ และตวัอย่ำงผึ้งท่ีตำยหน้ำรังท่ีพบสปอร์จะท ำกำรสุ่ม ไดด้ ำเนินกำรตรวจสอบดีเอ็นเอ
ดว้ยเทคนิคปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

 
การสกดั DNA 

บดเน้ือเยื่อผึ้ งให้ละเอียดโดยบดกับโกร่ง ใน 1 ตวัอย่ำงของเน้ือเยื่อผสมกับ TE Buffer 
ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด Eppendorf ขนำด 1.5 มิลลิลิตร น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 
11,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 3 นำที สำรละลำยแยกเป็นสองส่วน จำกนั้นเทสำรละลำยส่วนของ
ดำ้นบนออก ไดส้ำรละลำยใส เติม Cetyltrimethyl ammonium bromide buffer (CTAB buffer) ท่ีควำม
เขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงไป 600 ไมโครลิตร น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 
นำที จำกนั้นน ำไปป่ันเพื่อผสมสำรละลำยให้เข้ำกัน และเติม Chloroform: Isopropanol (24:1) ใน
ปริมำตร 800 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 11,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 3 นำที เกิดสำรละลำย
แยกเป็นสองส่วน จำกนั้นน ำสำรละลำยท่ีลอยอยูด่ำ้นบนยำ้ยลงหลอด Eppendorf ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม่  แล้วเติม  Chloroform: Isopropanol (24:1) 800 ไมโครลิตร แล้วป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 
11,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 3 นำที ไดส้ำรละลำยแยกเป็นสองส่วน น ำส่วนใสดำ้นบนใส่ในหลอด
ใหม่ เติม ethanol 100 เปอร์เซ็นต ์ท่ีแช่เยน็ ลงไป 600 ไมโครลิตร แลว้ไปป่ันเหวีย่งท่ีควำมเร็ว 11,000 
รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที ไดส้ำรละลำยแยกเป็นสองส่วน น ำสำรละลำยท่ีลอยอยูด่ำ้นบนยำ้ยลง
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หลอดใหม่ แล้วเติม ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ ท่ีแช่เย็น ลงไป 600 ไมโครลิตร แล้วไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ควำมเร็ว 11,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที เกิดตะกอนดีเอ็นเออยูก่น้หลอด จำกนั้นเทสำรละลำย
ใสออกจำกหลอด และเติม TE Buffer 50 ไมโครลิตร (ภำพท่ี 14) ท ำกำรเก็บดีเอ็นเอตวัอยำ่งท่ีไดไ้วใ้น
อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จนกวำ่น ำมำใชใ้นกำรทดลองขั้นตอนต่อไป  

 

 

ภำพท่ี 14  ผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้เป็นตะกอนดีเอน็เอพร้อมใส่ TE Buffer  
 

การวดัปริมาณดีเอน็เอ 

ท ำกำรวดัปริมำณดีเอ็นเอท่ีไดจ้ำกกำรสกดัเพื่อเจือจำงดีเอ็นเอให้ไดป้ริมำตรเท่ำกบั 50 – 
100 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยใช้ เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer micro volume sample 
retention system โดยดูดดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรต่อตวัอย่ำง ลงเคร่ือง (ภำพท่ี 15) ในแต่ละ 1 
ตวัอยำ่ง จำกนั้นท ำกำรท ำควำมสะอำดดว้ยกระดำษ Kim wipe จำกนั้นเตรียมสำรละลำยดีเอ็นเอให้ได้
ประมำณ 100  นำโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยใชสู้ตรค ำนวณดงัน้ี 
 

 
หมำยเหตุ; M1 = ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยดีเอน็เอตวัอยำ่ง ก่อนเจือจำง 
  V1 = ปริมำตรของสำรละลำยดีเอ็นเอตวัอยำ่ง ก่อนเจือจำง 
  M2 = ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยดีเอน็เอตวัอยำ่งท่ีตอ้งกำร 
  V2 = ปริมำตรของสำรละลำยดีเอ็นเอตวัอยำ่งท่ีตอ้งกำร 

M1V1 = M2V2 
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ภำพท่ี 15 เค ร่ื อ งว ัด ค่ ำป ริ ม ำณ ดี เอ็ น เอ  (Nanodrop spectrophotometer micro volume sample 

retention system)  
ก. แสดงกำรใช้ไมโครไปเปต หยดดีเอ็นเอตวัอย่ำงลงบน optical surface ในปริมำตร 1

ไมโครลิตร  
ข. แสดงตวัอยำ่งดีเอน็เอถูกตรวจสอบโดย optical surface  
 
เพิม่ปริมาณดีเอ็นเอด้วย Multiplex PCR (Multiplex Polymerase Chain Reaction) 

ไพรเมอร์ท่ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงของโนซีมำทั้งสองชนิด โดย N. ceranae ถูกตรวจสอบ
ดว้ยไพรเมอร์ 218 MITOC ซ่ึงมีขนำด PCR product เท่ำกบั 218-219 bp ส่วนไพรเมอร์ 321 APIS ใช้
กบั N. apis มีขนำด PCR product เท่ำกบั 321 bp (ตำรำงท่ี 3) และน ำไปเป็นสำรผสมในปฏิกิริยำของ 
Multiplex PCR (ตำรำงท่ี 4) 
 
ตำรำงท่ี 3 ไพรเมอร์ 218 MITOC มีควำมจ ำเพำะเจำะจงกบั N. ceranae และไพรเมอร์ 321 APIS มี

ควำมจ ำเพำะเจำะจงกบั N. apis ถูกออกแบบมำจำก GenBank 

Primer Sequence 
PCR product size 

(bp) specificity 

218 MITOC FOR 5’-CGGCGACGATGTATTATGAAA-ATATTTAA-3’ 
218-219 N. ceranae 

218 MITOC REV 5’-CCCGGTCATTCTCAAAA-AACCG-3’ 

321 APIS FOR 5’-GGGGGCATATCTTTGACGTACTATGTA-3’ 
321 N. apis 

321 APIS REV 5’-GGGGGGCGTTTAAAATGTAAACAAACAACTAT-3’ 
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ตำรำงท่ี 4  ส่วนผสมของปฏิกิริยำ Multiplex PCR ต่อ 1 ตวัอยำ่ง ในกำรเพิ่มปริมำณดีเอน็เอ 

สารประกอบ ปริมาตร (µl) 

10X Buffer NH4SO4 2 
Primer MIT up 0.4 
Primer MIT dw 0.4 
Primer Api up 0.4 
Primer Api dw 0.4 
dNTP 0.5 
MgCl2 1.2 
dH2O 12.6 
Tag (DNA polymerase) 0.1 
DNA product 2 

ปริมาตรรวม 20 
 

เม่ือเติมส่วนผสมทุกอยำ่งแลว้ น ำหลอด Multiplex PCR ท่ีเตรียมพร้อมเขำ้เคร่ือง Thermal 
Cycler Programmable Thermal Controller PTC–200TM Thermo cycler (ภำพ ท่ี  16) ก ำหนดจ ำนวน
รอบ อุณหภูมิ และเวลำแต่ละขั้นตอนดงัน้ี 

1. Initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เวลำ 5 นำที 
2. Template denaturation อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เวลำ 30 วนิำที 

Primer annealing อุณหภูมิ 61.8 องศำเซลเซียส เวลำ 30 วนิำที           35 รอบ 
Extension อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เวลำ 45 วนิำที 

3. Primer extension อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เวลำ 5 นำที 
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ภำพท่ี 16 เคร่ือง Thermal Cycler Programmable Thermal Controller PTC–200TM Thermo cycler 

 
ตรวจสอบผลผลติ PCR ด้วยวธีิอเิลก็โทรโฟริซิส 

ตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส โดยกำรหยดสี loading dye ลงบนแผ่น 
parafilm ใชไ้มโครไปเปตดูด PCR product กบั loading dye ในอตัรำส่วน 6:2 ไมโครลิตร บรรจุลงใน
แผน่เจล (agarose gel 1%) ท่ีเตรียมไวใ้นเคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซิส จำกนั้นท ำกำรเช่ือมต่อเคร่ือง และตั้ง
ค่ำเคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซิสเขำ้กบัเคร่ืองก ำเนิดไฟฟ้ำ ท่ีกระแสไฟ 100 โวลต์ เป็นเวลำ 20 นำที โดยมี
หลกักำรท ำให้ดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีดว้ยไฟฟ้ำกระแสตรง จำกขั้วบวกไปยงัขั้วลบ จำกนั้นบนัทึกภำพขนำด
ของดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง scanning gel electrophoresis images of DNA (ภำพท่ี 17) 

 
 

 

ภำพท่ี 17  แสดงกำรตรวจสอบผลิตภณัฑ์พีซีอำร์ดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส และถ่ำยภำพกำรปรำกฏ
แถบดีเอน็เอดว้ย Gel documentation 
ก. เคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซิส  
ข. Scanning gel electrophoresis images of DNA 


