
 
 

บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
3.1 การส ารวจและรวบรวมเช้ือราสาเหตุโรคชอล์คบรูดจากฟาร์มผึง้ (เมษายน 2554 – ตุลาคม 2554) 

3.1.1   เตรียมอุปกรณ์ในการเก็บตวัอยา่งซากตวัหนอนผึ้งท่ีเป็นโรคชอล์คบรูดหรือซาก
มมัม่ีไดแ้ก่ ขวดเก็บตวัอยา่ง คีม ปากกาเขียนแกว้ ไฟแช็ก ท่ีพน่ควนั และขวดบรรจุแอลกอฮอล ์

3.1.2 ท าการส ารวจหาตวัอย่างผึ้งจากฟาร์มผึ้งท่ีอ าเภอแม่สรวย จงัหวดัเชียงราย อ าเภอ
เชียงดาว และอ าเภอเมืองเชียงใหม่ จงัหวดัเชียงใหม่ 

3.1.3 ท าการส ารวจบริเวณหน้ารังผึ้ งเพื่อตรวจหาการระบาดของโรคเบ้ืองตน้ เม่ือพบ
ซากมมัม่ีตกอยู่บริเวณหน้ารังผึ้ ง เก็บซากมมัม่ีใส่ในขวดเก็บตวัอย่าง แล้วเขียนบนัทึกสถานท่ี 
ต าแหน่ง และวนัท่ีเก็บท่ีขวดเก็บตวัอย่าง เก็บคีมในขวดบรรจุแอลกอฮอล์ เพื่อเป็นการฆ่าเช้ือ
เบ้ืองตน้ ท าการส ารวจภายในรังผึ้ง และเก็บซากมมัม่ีท่ีหล่นอยูบ่นพื้นภายในรังดว้ยวิธีการเดียวกนั 
หลงัจากนั้นจึงท าการส ารวจตวัหนอนผึ้งในหลอดรวง เพื่อเก็บตวัอยา่งตวัหนอนผึ้งท่ีเป็นโรคชอล์ค 
บรูดจากภายในหลอดรวง  

 
3.2  การเพาะเลีย้งเช้ือรา 
 การเพาะเล้ียงเช้ือราในการทดลองน้ี ใชอ้าหาร PDAY (Potato Dextrose Agar + 0.4 % 
yeast extract) (Aronstein and Murray, 2010) 

3.2.1 จดัเตรียมตวัอยา่งซากตวัหนอนผึ้งท่ีเป็นโรค และตวัหนอนผึ้งท่ีไม่เป็นโรคจากรัง
ผึ้ง 

3.2.2 ท าการฆ่าเช้ือท่ีผวินอกของตวัอยา่ง โดยการแช่ตวัอยา่งในสารละลายโซเดียมไฮโป
คลอไรต์เขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 นาที และล้างน ้ ากลัน่ 1 คร้ัง จากนั้นแช่ตวัอย่างใน
แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที และลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 3 คร้ัง วางตวัอยา่งลงบนกระดาษ
กรองปลอดเช้ือจนกระทัง่ตวัอยา่งแหง้  

3.2.3 วางซากตวัหนอนแห้งท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้บนผิวหนา้อาหาร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส จนกวา่จะมีเส้นใยเจริญออกมาจากซากดงักล่าว 



13 
 

3.2.4 เข่ียเส้นใยท่ีเจริญออกมาจากซากตวัหนอนไปวางบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือในจาน
ใหม่ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยให้เช้ือราท่ีแยกมาจากตวัหนอนแต่ละตวัเป็น
เช้ือราแต่ละไอโซเลท 
 
3.3  การจ าแนกชนิดเช้ือรา 

น าเช้ือราท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงมาตรวจสอบชนิดของเช้ือราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เพื่อ
ท าการจ าแนกชนิดเบ้ืองตน้ โดยการสังเกตรูปร่างลกัษณะและขนาดของสปอร์และเส้นใยของเช้ือรา 
โดยใชคู้่มือการจดัจ าแนก (Key) จาก Bissett (1988) และเปรียบเทียบกบัเช้ือราตวัอยา่งของศูนยว์ิจยั
และพฒันาการสัตวแพทยภ์าคเหนือตอนบน จงัหวดัล าปาง (ศวพ.ล าปาง)  

 
3.4  การคัดเลอืกเช้ือราสาเหตุโรคชอล์คบรูดในตัวหนอนผึง้พนัธ์ุ 

3.4.1 เตรียมผึง้เพือ่ใช้ในการทดลอง 
เตรียมอาหารเล้ียงผึ้งโดยใชน้ ้ าผึ้ง 40 เปอร์เซ็นตผ์สมเกสรจากรังผึ้ง 8 เปอร์เซ็นต ์จากนั้น

น าอาหารใส่ในหลอดเพาะนางพญาหลอดละ 4 ไมโครลิตร และท าการยา้ยตวัหนอนวยัท่ี 3 หรือ วยั
ท่ี 4 จากรังผึ้งวางในหลอดเพาะนางพญาท่ีเตรียมไวห้ลอดละ 1 ตวั ท าซ ้ ากรรมวธีิละ 15 ตวั  

3.4.2   การเตรียมเช้ือเพือ่ใช้ในการทดลอง 
คดัเลือกเช้ือราไอโซเลทท่ีสร้างสปอร์ในปริมาณมากท่ีสุด 4 ไอโซเลท เพื่อน ามาใชใ้นการ

ทดลอง เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือราโดยการผสมสปอร์ของเช้ือราลงในสารละลายน ้ าผึ้ง 
40 เปอร์เซ็นต์ ท าการปรับความเขม้ขน้ของสปอร์ให้ได้เท่ากบั 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร และให้
สารละลายน ้าผึ้ง 40 เปอร์เซ็นตเ์ป็นกรรมวธีิควบคุม 

3.4.3   การเลีย้งดูตัวหนอนในระหว่างการทดลองประยุกต์จาก Silva et al. (2009) และ
การทดสอบการก่อโรคในตัวหนอนผึง้ประยุกต์จาก Geremew (2006) 

เตรียมอุปกรณ์ในการพกัตวัหนอนโดยตดัผา้ก๊อซให้มีขนาด 9 x 3 เซนติเมตร แลว้น าไป
วางไวใ้นจานอาหารเล้ียงเช้ือ โดยแต่ละจานวางผา้ก๊อซซอ้นกนั 2 ชั้น จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใช้
หมอ้น่ึงความดนัเป็นเวลา 20 นาที  

การเล้ียงดูตวัหนอนในระหวา่งการทดลอง เร่ิมจากการป้อนอาหารโดยการหยดอาหารลง
ในถว้ยเพาะนางพญาท่ีสะอาด จากนั้นยา้ยตวัหนอนมาวางบนอาหารในแต่ละถว้ยอยา่งระมดัระวงั 
(ภาพ 1ก) ทิ้งไวป้ระมาณ 2-3 ชัว่โมง จึงยา้ยตวัหนอนไปวางบนผา้ก๊อซในจานพกัตวัหนอน (ภาพ 1
ข) จากนั้นเก็บตวัหนอนไวใ้นกล่องเล้ียงตวัหนอนท่ีปรับความช้ืน 96 เปอร์เซ็นต ์โดยใชส้ารละลาย
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กลีเซอร์รีนความเขม้ขน้ 15.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร (ภาพ 1ค-ง) และเก็บกล่องเล้ียงตวัหนอนไวท่ี้
อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส 

ท าการทดสอบการก่อโรคในตวัหนอนผึ้งในวนัท่ีสองหลงัจากยา้ยตวัหนอนมาจากรังผึ้ง 
โดยการน าสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราในแต่ละกรรมวธีิ ใหต้วัหนอนกินแทนอาหารปกติท่ีเตรียมไว ้
และใหอ้าหารปกติในกรรมวธีิควบคุม โดยใชไ้มโครปิเปตดูดอาหารใส่ในหลอดเพาะนางพญาหลุม
ละ 4 ไมโครลิตร บนัทึกผลโดยการสังเกตการเกิดเส้นใยบนตวัหนอนของผึ้งพนัธ์ุทุกวนั เป็นเวลา 7 
วนั จากนั้นน าซากมมัม่ีท่ีไดใ้นแต่ละกรรมวิธีไปเล้ียงในห้องปฏิบติัการเพื่อตรวจสอบชนิดของเช้ือ
อีกคร้ัง และเพิ่มปริมาณเช้ือเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

 
           
 
       
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ  1   การเล้ียงดูตวัหนอนระหวา่งการทดลอง (ก) ตวัหนอนผึ้งพนัธ์ุ (Apis mellifera) ในหลอด

เพาะนางพญาในช่วงเวลากินอาหาร (ข) ตวัหนอนผึ้งพนัธ์ุ (A. mellifera) ในหลอดเพาะ
นางพญาหลงัช่วงเวลากินอาหาร (ค-ง) ตวัหนอนผึ้งพนัธ์ุ (A. mellifera) ถูกเก็บไวใ้นกล่อง
รักษาความช้ืน 96 เปอร์เซ็นต ์

 
 

ก ข 

ค ง 
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3.5  การคัดกรองสารสกดัทีส่ามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
3.5.1  เตรียมอาหารเลีย้งเช้ือรา 
เทอาหารเล้ียงเช้ือ PDAY ลงในจานเล้ียงเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร ใน

ปริมาตรจานละ 20 มิลลิลิตร  
3.5.2  สารสกดัหยาบจากพชืสกดัด้วยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ 

 สารสกดัหยาบจากพืชจ านวน 10 ชนิด ท่ีใชใ้นการทดลองประกอบไปดว้ย แมะพะปิโด๊ะ
(พืชทอ้งถ่ินของชาวเขา) ดาวกระจาย หนอนตายหยาก ใบพลู ยาสูบ มะเนียงน ้ า สาบแร้ง กานพลู ย-ู
คาลิปตสั และอบเชย จากสถาบนัวจิยัเทคโนโลยเีกษตร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลลา้นนา  

 
วธีิท่ี1 หยดสารสกดัหยาบจากพืชลงบนกระดาษกรอง 
ท าการตรวจสอบความสามารถของสารสกดัหยาบในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของเส้นใยเช้ือราโดยการใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะปลายเส้นใยของ
เช้ือราไปวางไวต้รงจุดก่ึงกลางของจานอาหารท่ีเตรียมไว ้แลว้น าไปบ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 วนั หยดสารสกดัหยาบจากพืชความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต ์ลงบนกระดาษกรองขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร คร้ังละ 10 ไมโครลิตร จ านวน 3 คร้ัง ท าซ ้ ากรรมวิธีละ 3 ซ ้ า เม่ือ
กระดาษกรองแห้งหมาด แล้วน ามาวางบนผิวหน้าอาหารให้ห่างจากปลายของเส้นใยประมาณ 5 
มิลลิเมตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส การทดลองน้ีใช้ยาต้านเช้ือราเป็นตัว
เปรียบเทียบผลของการทดลอง และใช้แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์เป็นกรรมวิธีควบคุม สังเกตการ
เจริญเติบโตของเส้นใย และบนัทึกผล (ภาพ 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ  2  การคดักรองสารสกดัหยาบจากพืชโดยวิธีการหยดสารสกดัลงบนกระดาษกรอง (ก) การ
หยดสารสกดัหยาบบนกระดาษกรองขนาด 6 มิลลิเมตร (ข) วางกระดาษกรองท่ีมีสารสกดั
หยาบห่างจากปลายเส้นใยเช้ือรา 5 มิลลิเมตร 

ก ข 
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วธีิท่ี 2 หยดสารสกดัหยาบจากพืชลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ 
ท าการทดลองโดยการใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะ

ปลายเส้นใยของเช้ือราไปวางไวต้รงจุดก่ึงกลางของจานอาหารท่ีเตรียมไว ้แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หยดสารสกดัความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์ ลงบนผิวหน้าอาหาร
เล้ียงเช้ือปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยหยดห่างจากปลายของเส้นใยประมาณ 5 มิลลิเมตร (ภาพ 3) 
แลว้น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส การทดลองน้ีใชย้าตา้นเช้ือราเป็นตวัเปรียบเทียบผล
ของการทดลอง และใชแ้อลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นกรรมวิธีควบคุม สังเกตการเจริญเติบโตของ
เส้นใย และบนัทึกผล 

 

 
ภาพ  3  การคดักรองความสามารถของสารสกดัดว้ยวิธีหยดสารสกดัหยาบจากพืชความเขม้ขน้ 100 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือห่างจากปลายเส้นใย 5 
มิลลิเมตร 

 
   วธีิท่ี 3 หยดสารสกดัหยาบจากพืชลงบนเส้นใยโดยตรง 

ท าการทดลองโดยการใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร เจาะ
ปลายเส้นใยของเช้ือราไปวางบนผิวหน้าอาหารในจานใหม่ โดยวางให้เส้นใยหงายข้ึน จากนั้นใช ้
ไมโครปิเปตดูดสารสกดัในปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนเส้นใยของเช้ือราโดยตรง (ภาพ 4) 
จากนั้นน าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใชย้าตา้นเช้ือราและแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต ์
เป็นกรรมวธีิควบคุม สังเกตการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราในแต่ละกรรมวธีิ พร้อมทั้งบนัทึกผล  
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ภาพ  4 การคดักรองความสามารถของสารสกดัดว้ยวิธีหยดสารสกดัหยาบจากพืชความเขม้ขน้ 100 
เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนเส้นใยโดยตรง (ก) การวางเส้นใยในลกัษณะท่ี
หงายข้ึน (ข) การหยดสารสกดัลงบนเส้นใยโดยตรง 

 
3.5.3  น า้มันหอมระเหยจากพชื 

น ้ ามนัหอมระเหยจ านวน 9 ชนิด ท่ีใช้ในการทดลองประกอบไปดว้ยน ้ ามนัหอม
ระเหยจากโรสแมร่ี ตะไคร้หอม เจอราเนียม ส้ม ยคูาลิปตสั ลาเวนเดอร์ สะระแหน่ สเปียร์มินต ์และ
หญา้แฝก  

ท าการตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราของ
น ้ามนัหอมระเหยจากพืชทั้ง 9 ชนิด โดยการหยดน ้ ามนัหอมระเหยลงบนเส้นใยโดยตรง โดยการใช ้
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร เจาะปลายเส้นใยของเช้ือราไปวางบนผิวหน้า
อาหารในจานใหม่ โดยวางให้เส้นใยหงายข้ึน หยดน ้ ามนัหอมระเหยความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนเส้นใยของเช้ือราโดยตรง จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ใช้ยาตา้นเช้ือราเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เส้นใย สังเกตการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราในแต่ละกรรมวธีิแลว้บนัทึกผล 

3.5.4  น า้คั้นจากพชืสมุนไพร 
พืชสมุนไพรจ านวน 6 ชนิดประกอบไปดว้ย ข่า พริก ขม้ิน ตะไคร้ หอมแดง และ

มะนาว เตรียมน ้าคั้นโดยการบดคั้นสมุนไพรในโกร่งบดสารจนมีของเหลวซึมออกมาจากพืช  
ท าการตรวจสอบความสามารถของน ้ าคั้นจากพืชสมุนไพร โดยการใช ้cork borer 

ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร เจาะปลายเส้นใยของเช้ือราไปวางบนผิวหน้าอาหารในจาน
ใหม่ โดยวางให้เส้นใยหงายข้ึน หยดน ้ าคั้นจากพืชปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนเส้นใยของเช้ือรา
โดยตรง จากนั้นน าไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้ยาต้านเช้ือราเป็นกรรมวิธี

ก ข 
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เปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใย สังเกตการเจริญเติบโตของเส้นใย
เช้ือราในแต่ละกรรมวธีิ และบนัทึกผล 

 
3.6  การศึกษาความเข้มข้นของสารสกดั 

คดัเลือกสารสกดัท่ีให้ผลในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา เพื่อน าไปทดสอบหา
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา  

3.6.1  สารสกดัหยาบจากพชื 
ท าการปรับความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบจากพืชท่ีถูกคดัเลือก โดยใชน้ ้ ากลัน่ให้

มีความเขม้ขน้เท่ากบั 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 เปอร์เซ็นต ์และใชน้ ้ากลัน่ในชุดควบคุม  
3.6.2  น า้มันหอมระเหย  

ท าการปรับความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยโดยใช้ Tween 80 ความเขม้ขน้ 1 
เปอร์เซ็นต ์ให้ไดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ และใช้ Tween 80 ความ
เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตเ์ป็นกรรมวธีิควบคุม 

3.6.3  การทดสอบ 
หยดสารสกดัจากพืชแต่ละความเขม้ขน้ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงบนผิวหนา้

อาหาร จากนั้นใช้แท่งแกว้ปลายงอเกล่ียสารให้ทัว่ผิวหน้าอาหาร เม่ือผิวหน้าอาหารแห้ง ใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะปลายเส้นใยของเช้ือรา วางตรงจุดก่ึงกลางของแต่
ละจาน (ภาพ 5-6) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แต่ละการทดลองท าทั้งหมด 3 ซ ้ า วดัผล
การทดลองเม่ือเส้นใยในชุดควบคุมมีขนาด 3 ใน 4 ของจานเล้ียงเช้ือ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ  5  การตดัส่วนปลายของเส้นใยเช้ือรา A. apis ดว้ย cork borer ขนาด 5 มิลลิเมตร  
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ภาพ  6  การศึกษาผลของสารสกดัจากพืชในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือรา A. apis ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ (ก) หยดสารสกดัท่ีปรับความเขม้ขน้แล้วลงบนผิวหน้าอาหาร
เล้ียงเช้ือปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ข) เกล่ียสารสกดัให้ทัว่ผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือดว้ยแท่ง
แกว้ปลายงอ (ค) วางเส้นใยเช้ือรา A. apis ในลกัษณะท่ีคว  ่าเส้นใยลง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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