
 

ฉ 
 

สารบาญ 

 หน้า 
กิตติกรรมประกาศ ค 
บทคดัยอ่ภาษาไทย ง 
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ฉ 
สารบาญ ซ 
สารบาญตาราง ฌ 
สารบาญภาพ ฎ 
บทที่ 1 บทน า 1 
บทที่ 2 ตรวจเอกสาร 3 
บทที่ 3 อุปกรณ์และวธีิการ 35 
บทที่ 4 ผลการทดลอง และวจิารณ์ผลการทดลอง 43 
บทที่ 5 สรุปผลการทดลอง 76 
เอกสารอา้งอิง 79 
ภาคผนวก  

ภาคผนวก ก 89 
ภาคผนวก ข 90 
ภาคผนวก ค 95 
ภาคผนวก ง 96 
ภาคผนวก จ 99 
ภาคผนวก ฉ 102 
ภาคผนวก ช 136 

ประวตัิผูเ้ขียน 140 
 

 

 

 



 

ช 
 

สารบาญตาราง 

 

  หน้า 
ตารางที่ 1 สรุปความแตกต่างของโรคโนซีมา N. ceranae กบั N. apis ที่เขา้ก่อโรคในผึ้ง 13 
ตารางที่ 2 จ านวนตวัอยา่งผึ้งที่ไดจ้ากการส ารวจลานเล้ียงผึ้งพนัธุ์จากจงัหวดัเชียงใหม่ 

ล าพูน  และแพร่ ตั้ งแต่ เดือนกรกฎาคม พ .ศ. 2556 ถึ งเดือน มิ ถุนายน           
พ.ศ. 2557 

36 

ตารางที่ 3 ไพรเมอร์ 218 MITOC มีความจ าเพาะเจาะจงกับ N. ceranae และไพรเมอร์ 
321 APIS มีความจ าเพาะเจาะจงกบั N. apis ถูกออกแบบมาจาก GenBank 

40 

ตารางที่ 4 ส่วนผสมของปฏิกิริยา Multiplex PCR ต่อ 1 ตัวอย่าง ในการเพิ่มปริมาณ      
ดีเอ็นเอ 

41 

ตารางที่ 5 ผลการตรวจสอบสปอร์ของโรคโนซีมาในผึ้งพนัธุ ์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ
คอมพาวนด ์

49 

ตารางที่ 6 ปริมาณสปอร์เฉล่ียของโนซีมา ที่ก่อโรคในผึ้งพนัธุ ์ที่ตรวจพบจากลานเล้ียง
ผึ้งตวัอยา่งในพื้นที่จงัหวดัเชียงใหม่ ล าพูน และแพร่ ระหว่างเดือนกรกฎาคม 
พ.ศ. 2556 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2557 

50 

ตารางที่ 7 ขอ้มูลดา้นอุตุนิยมวิทยาจงัหวดัเชียงใหม่ก่อนด าเนินการเก็บตวัอยา่ง ถึงวนัที่
เก็บตวัอยา่ง กบัปริมาณสปอร์โนซีมาที่ตรวจพบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ
คอมพาวนด ์

57 

ตารางที่ 8 จ านวนตวัอยา่งพิสูจน์ดีเอ็นเอของโรคโนซีมาในผึ้ งพนัธุ์ในพื้นที่ภาคเหนือ
ตอนบน 3 จงัหวดั ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 
2557 

68 

ตารางที่ 9 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจ้ากตวัอยา่งผึ้ง โดยการใชส้วงิโฉบ 69 
ตารางที่ 10 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของตวัอยา่งที่ตรวจพบสปอร์ของโรคโนซีมาในผึ้ง

พนัธุท์ี่ตายหนา้รัง 
69 

ตารางที่ 11 แสดงจ านวนตวัอยา่งที่ตรวจพบการปรากฏดีเอ็นเอของโรคโนซีมาในแต่ละ
เดือนของจงัหวดัเชียงใหม่ ล าพนู และแพร่ 

73 

 



 

ซ 
 

สารบาญตาราง (ต่อ) 

 

  หน้า 
ตารางที่ 12 แสดงการปรากฏดีเอ็นเอของตวัอยา่งที่ตรวจพบสปอร์โรคโนซีมาในผึ้งพนัธุ์

ที่ตายหนา้รังในแต่ละเดือนของจงัหวดัเชียงใหม่ ล าพนู และแพร่ 
74 

ตารางที่ 13 การวดัขนาดสปอร์ของโรคโนซีมา หน่วยเป็นไมโครเมตร 89 
ตารางที่ 14 ปริมาณสปอร์ที่ตรวจพบของลานเล้ียงผึ้งจงัหวดัเชียงใหม่  96 
ตารางที่ 15 ปริมาณสปอร์ที่ตรวจพบของลานเล้ียงผึ้งจงัหวดัล าพนู 97 
ตารางที่ 16 ปริมาณสปอร์ที่ตรวจพบของลานเล้ียงผึ้งจงัหวดัแพร่ 98 
ตารางที่ 17 ขอ้มูลด้านอุณหภูมิที่วดัได้ ขณะเก็บตวัอย่างผึ้ ง ณ ลานเล้ียงผึ้ ง 3 จงัหวดั 

ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2557 
99 

ตารางที่ 18 ขอ้มูลด้านความช้ืนสัมพทัธ์ที่วดัได้ ขณะเก็บตวัอย่างผึ้ ง ณ ลานเล้ียงผึ้ ง 3 
จงัหวดั ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2557 

100 

ตารางที่ 19 รายงานขอ้มูลอุตุนิยมวทิยา ศูนยอุ์ตุนิยมวทิยาภาคเหนือ  จ. เชียงใหม่ 102 
ตารางที่ 20 รายงานขอ้มูลอุตุนิยมวทิยา ศูนยอุ์ตุนิยมวทิยาภาคเหนือ  จ. ล าพนู 115 
ตารางที่ 21 รายงานขอ้มูลอุตุนิยมวทิยา ศูนยอุ์ตุนิยมวทิยาภาคเหนือ  จ. แพร่ 127 
ตารางที่ 22 ปริมาณดีเอ็นเอตวัอยา่งผึ้งเก็บจากการใชส้วงิโฉบ 136 
ตารางที่ 23 ปริมาณดีเอ็นเอตวัอยา่งผึ้งที่ตายหนา้รัง 138 

 

 

 

 

 

 

 



 

ฌ 
 

สารบาญภาพ 

 

  หน้า 
ภาพที่ 1 ผูค้น้พบโรคโนซีมาสาเหตุการตายของผึ้ง 6 
ภาพที่ 2 วงจรชีวติของโรคโนซีมา ในเซลลล์ าไสส่้วนกลางของผึ้ง 7 
ภาพที่ 3 ภาพแสดงโครงสร้างภายในของสปอร์โนซีมา ชนิด N. ceranae โดยแสดง

ส่วนประกอบตามสัญลกัษณ์ ไดแ้ก่ EN = endospore, EX = exospore, PM = 
plasma membrane, N = nucleus และ PFs = 20-22 isofilar coils of the polar 
filament 

9 

ภาพที่ 4 การยอ้มสี Giemsa-stain, Stained blue-white ของสปอร์โนซีมาอาศยัในเซลล์
ล าไสผ้ึ้ง ส่วน Stained red คือ นิวเคลียสของเซลลล์ าไสผ้ึ้ง 

10 

ภาพที่ 5 ความเสียหายที่ส่งผลต่อสรีรวิทยาของรังไข่ของผึ้ งแม่รังที่ถูกท าลายด้วย       
N. apis เม่ือเปรียบเทียบกบัรังไข่ผึ้งแม่รังที่ไม่ไดรั้บเช้ือ 

12 

ภาพที่ 6 ความรุนแรงของโรคโนซีมาที่เกิดจากเช้ือสาเหตุ 16 
ภาพที่ 7 แสดงการงอก filament ของสปอร์โนซีมา 2 สองชนิด โดยเช้ือ  N. apis 

สามารถมีชีวิตอยู่ได้ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขณะที่  N. ceranae ไม่
สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอุณหภูมิต  ่ากว่า 4 องศาเซลเซียส เน่ืองจากไม่เกิด
การงอกของ polar filament ซ่ึงมีหนา้ที่ในการขนถ่าย sporoplasms 

18 

ภาพที่ 8 การเปรียบเทียบลกัษณะล าไสท้ี่ถูกโรคโนซีมาเขา้ท าลาย กบัล าไสป้กติ 19 
ภาพที่ 9 ผลิตภณัฑส์ารปฏิชีวนะ ใชรั้กษาโรคโนซีมาในผึ้ง 24 
ภาพที่ 10 รูปร่างของสปอร์โนซีมาทั้งชนิด N. ceranae และ ชนิด N. apis แต่การจ าแนก

รูปร่างตอ้งอาศยัความช านาญในการวเิคราะห์ 
26 

ภาพที่ 11 แสดงตัวอย่างลานตั้งรังผึ้ ง (ทิศทางการตั้งรังผึ้ งขึ้ นอยู่กับลักษณะทางภูมิ
ประเทศของแต่ละพื้นที่) ในการเก็บตวัอยา่งผึ้ งจ  านวน 3 รัง ของแต่ละลาน
เล้ียงผึ้ง 

35 

ภาพที่ 12 แสดงการเก็บตวัอยา่งผึ้งพนัธุบ์ริเวณหนา้รังผึ้ง 36 
ภาพที่ 13 เคร่ืองมือนบัจ านวน Hemacytometer เพือ่ใชน้บัจ านวนสปอร์โนซีมา 37 
ภาพที่ 14 ผลผลิตดีเอ็นเอที่สกดัได ้เป็นตะกอนดีเอ็นเอพร้อมใส่ TE Buffer 39 



 

ญ 
 

สารบาญภาพ (ต่อ) 
 

  หน้า 
ภาพที่ 15 เค ร่ืองวัดค่าปริมาณดีเอ็นเอ (Nanodrop spectrophotometer micro volume 

sample retention system) 
40 

ภาพที่ 16 เค ร่ื อ ง  Thermal Cycler Programmable Thermal Controller PTC–200TM 
Thermo cycler 

43 

ภาพที่ 17 แสดงการตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิส และถ่ายภาพ
ดว้ย Gel documentation 

42 

ภาพที่ 18 ลักษณะการตายของผึ้ งบริเวณหน้ารังที่มีสาเหตุมาจากเช้ือสาเหตุของโรค    
โนซีมา ซ่ึงพบขณะส ารวจ และเก็บตวัอยา่งผึ้งงาน 

44 

ภาพที่ 19 ล าไส้ของผึ้งพนัธุท์ี่ตายหน้ารัง ที่ดึงออกจากส่วนทอ้ง พบว่ามีลกัษณะเป็นสี
ขาวขุ่น 

44 

ภาพที่ 20 แสดงเปอร์เซ็นตก์ารตายของผึ้งที่พบอยูบ่ริเวณหน้ารัง โดยไดจ้ากการส ารวจ
ในลานเล้ียงผึ้ งของจังหวัดเชียงใหม่ ล าพูน และแพร่ ตั้ งแต่ช่วงเดือน 
กรกฎาคม พ.ศ. 2556 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2557 

45 

ภาพที่ 21 การตายของผึ้งดว้ยสาเหตุอ่ืน ๆ ที่ไดจ้ากการส ารวจ 47 
ภาพที่ 22 แสดงลักษณะสปอร์โนซีมา ที่ได้จากการบดเน้ือเยื่อล าไส้ของผึ้ ง และ

สามารถมองเห็นไดด้ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบคอมพาวนดท์ี่ก  าลงัขยาย 40X 
48 

ภาพที่ 23 ขอ้มูลจ านวนปริมาณสปอร์โนซีมา กบัการวดัผลอุณหภูมิเฉล่ีย และความช้ืน
สัมพทัธ์เฉล่ีย ที่วดัได้ ขณะส ารวจ และเก็บตัวอย่างผึ้ งในพื้นที่ 3 จังหวดั
ภาคเหนือตอนบนของประเทศไทย ระหวา่งเดือนกรกฎาคม ถึงเดือนธนัวาคม   
พ.ศ. 2556 และเดือนมกราคม ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2557 

52 

ภาพที่ 24 ต าแหน่งดีเอ็นเอของโรคโนซีมา เป็นตวัอยา่งที่สุ่มเก็บจากผึ้งพนัธุ์ที่บินเขา้
ออกบริเวณหน้ารัง โดยลูกศรด้านซ้ายแสดงต าแหน่งของดีเอ็นเอ marker 
ขนาด 200 คู่เบส และลูกศรดา้นขวาล่าง แสดงต าแหน่งของดีเอ็นเอขนาด 218 
คู่เบส ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอของโนซีมาชนิด N. ceranae ขณะลูกศรด้านขวาล่าง
แสดงต าแหน่งของดีเอ็นเอขนาด 321 คู่เบส เป็นดีเอ็นเอของโนซีมาชนิด  N. 
apis 

75 



 

ฎ 
 

สารบาญภาพ (ต่อ) 
 

  หน้า 
ภาพที่ 25 ต าแหน่งดีเอ็นเอของโรคโนซีมา เป็นตวัอยา่งเก็บไดจ้ากการตายของผึ้งพนัธุ์

บริเวณหน้ารัง โดยลูกศรด้านซ้ายแสดงต าแหน่งของดีเอ็นเอ marker ขนาด 
200 คู่เบส และลูกศรดา้นขวา แสดงต าแหน่งของดีเอ็นเอ ขนาด 218 คู่เบส ซ่ึง
เป็นดีเอ็นเอของโนซีมาชนิด  N. ceranae 

75 

 

 


