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5.1 การส ารวจและรวบรวมเช้ือราสาเหตุโรคชอล์คบรูดจากฟาร์มผึง้ 
  ซากมมัม่ีท่ีไดจ้ากการเก็บตวัอย่างมีทั้งมมัม่ีท่ีมีสีด า และสีขาว โดยสังเกตการเกิดโรคใน
ระยะแรกพบว่าซากมมัม่ีไม่มีความแตกต่างกัน เพราะพบว่ามีการสร้างเส้นใยสีขาวในลักษณะ
เดียวกนั ซ่ึงเม่ือเส้นใยเช้ือราห่อหุ้มล าตวัแลว้ ซากมมัม่ีบางตวัเร่ิมกลายเป็นสีด า แต่บางตวัไม่มีการ
เปล่ียนแปลงของสีแต่อยา่งใด เม่ือน าซากมมัม่ีไปตรวจดูภายใตก้ลอ้ง พบวา่สีด าท่ีเกิดข้ึนเป็นสีของ
สปอร์ของเช้ือราซ่ึงมีสีน ้ าตาล เม่ืออยูก่นัอยา่งหนาแน่น จึงท าให้มองเห็นเป็นสีด า ส่วนซากมมัม่ีสี
ขาวไม่พบสปอร์แต่อย่างใด ซ่ึง Aronstein and Murray (2010) ไดอ้ธิบายว่าการท่ีซากมมัม่ีมีทั้งท่ี
สร้างสปอร์และไม่สร้างสปอร์อาจมีผลเน่ืองมาจากหลายสาเหตุ เช่น เส้นใยท่ีเจริญข้ึนบนตวัหนอน
มีเพียงเพศเดียว ท าให้ไม่สามารถสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุได ้จึงมองเห็นเป็นตวัมมัม่ีสีขาวซ่ึงเป็นสีของ
เส้นใย ส่วนมมัม่ีสีด าเกิดจากการท่ีมีเส้นใยต่างเพศในตวัหนอนตวัเดียวกนั เม่ือเส้นใยต่างเพศสัมผสั 
ส่วนท่ีสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุ ท าให้เกิดการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ และสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุท่ีมองเห็น
ดว้ยตาเปล่าเป็นสีด า ซากตวัหนอนท่ีพบท่ีบริเวณพื้นรังและหน้ารัง มกัเป็นซากท่ีมีการสร้างสปอร์
แลว้ ส่วนซากตวัหนอนท่ีพบในหลอดรวง ส่วนใหญ่พบเป็นซากตวัหนอนสีขาว เน่ืองจากระยะการ
เกิดโรคของตวัหนอนอยูใ่นช่วงของการสร้างเส้นใยเจริญภายนอกล าตวั และบางตวัเปล่ียนสีด าเม่ือ
เวลาผ่านไป และยงัอธิบายเพิ่มเติมว่า ตวัหนอนผึ้งท่ีถูกปกคลุมด้วยเส้นใยมีการยืดตวัออกไปใน
สภาพท่ีเหยียดตรง และตวัหนอนจะบวมจนเต็มหลอดรวง และตวัหนอนตายเน่ืองจากเช้ือราดูดกิน
สารอาหารในร่างกาย ซากตวัหนอนผึ้งท่ีถูกปกคลุมดว้ยเส้นใยเช้ือราในช่วงแรกล าตวัยงัอ่อนน่ิม แต่
หลงัจากนั้นไม่นาน ตวัหนอนจะแห้ง แข็ง และตวัหดสั้ นลง ท าให้ตวัหนอนมีลกัษณะเป็นมมัม่ี 
ดงันั้นจึงสอดคลอ้งกบัผลท่ีได ้คือ ซากตวัหนอนท่ีพบในหลอดรวงจะมีลกัษณะล าตวัอ่อนน่ิม มกัมี
มีขาว หรือ เทา ส่วนซากตวัหนอนท่ีพบบริเวณพื้นภายในรังมกัมีลกัษณะท่ีแห้งและเห่ียวมากกว่า
กวา่ซากท่ีพบในหลอดรวง แต่ยงัไม่แข็งมากนกั และมีส่วนหน่ึงท่ีมีลกัษณะเดียวกบัท่ีพบภายนอก
รัง คือซากตวัหนอนมีลกัษณะแหง้ เห่ียว และแขง็มาก  
 



38 

 
5.2 การเพาะเลีย้งเช้ือรา 
  ก่อนการเพาะเล้ียงเช้ือราบนอาหารวุน้ จ  าเป็นท่ีจะตอ้งท าการลา้งท าความสะอาดผิวนอก
ของตวัอย่างก่อนเสมอ เพื่อป้องกันเช้ือปนเป้ือนอ่ืน ๆ ท่ีอยู่บนผิวนอกของตวัอย่าง ซ่ึงในการ
ทดลองไดท้  าการเปรียบเทียบกบัตวัหนอนผึ้งสุขภาพดี พบว่าเม่ือลา้งดว้ยวิธีเดียวกนัแลว้ พบว่ามี
การเจริญเติบโตของเส้นใยบนซากตวัหนอนผึ้งท่ีเป็นโรคชอลค์บรูดเท่านั้น  
  หลงัจากการแยกเส้นใยจากตวัอย่างผึ้ งไปเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDAY พบว่ามีการ
เจริญเติบโตของเส้นใยในลกัษณะต่าง ๆ และพบว่าบางโคโลนีไม่สร้างเซลล์สืบพนัธ์ุซ่ึงทราบได้
โดยการสังเกตสีของโคโลนี คือ ไม่มีเม็ดสีด าเกิดข้ึนบนโคโลนีของเช้ือรา จึงท าการทดสอบ
ความสัมพนัธ์ของเช้ือรา ไอโซเลทต่าง ๆ ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่ง โดยการวางเส้นใยของแต่ละไอโซ-
เลท ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือในจานเดียวกนั โดยจดัให้เช้ือราแต่ละไอโซเลทมีโอกาสสร้างเส้นใย
ข้ึนมาสัมผสักนัได ้จากการทดลองพบว่า ท่ีระหว่างรอยต่อของเส้นใยแต่ละไอโซเลท มีแถบสีด า
ปรากฏข้ึน ซ่ึงเม่ือตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบวา่ แถบสีด าเกิดจากการรวมตวักนัของแอสโค
มา ท่ีเช้ือราแต่ละไอโซเลทสร้างเส้นใยมาสัมผสักนั และเกิดการสืบพนัธ์ุข้ึน ในบางคู่ไอโซเลทไม่
พบการสร้างแถบสปอร์สีด า แต่เม่ือสังเกตดูรอยต่อระหวา่งเช้ือราไอโซเลทดงักล่าวกบัเช้ือราไอโซ
เลทอ่ืนแล้ว พบว่ามีการสร้างสปอร์เกิดข้ึน จึงสามารถยืนยนัได้ว่าเช้ือราเหล่าน้ีเป็นเช้ือราชนิด
เดียวกนั ซ่ึงการทดสอบดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Geremew (2006) ท่ีอธิบายวา่เช้ือรา
สาเหตุโรคชอล์คบรูดนั้น สามารถตรวจยืนยนัเช้ือราชนิดเดียวกนัได ้โดยการทดสอบการสืบพนัธ์ุ
แบบอาศยัเพศ และพบวา่มีการทดสอบแบบเดียวกนัในรายงานของ Aronstein and Murray (2010), 
Yakobson (2005) และChristensen and Gilliam (1983) 

 
5.3 การจ าแนกชนิดเช้ือรา 
  จากการจดัจ าแนกเช้ือราท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการนั้น ท าไดง่้ายเน่ืองจาก
รูปร่างลกัษณะของเช้ือราก่อโรคชอล์คบรูดนั้น มีความแตกต่างจากเช้ือราชนิดอ่ืน ๆ อย่างชดัเจน 
โดยทัว่ไปนิยมใชเ้ซลล์สืบพนัธ์ุในการจ าแนกชนิด ซ่ึงลกัษณะของเช้ือราแต่ละไอโซเลทท่ีแยกได้
นั้น มีลกัษณะสอดคล้องกบัคู่มือวินิจฉัยจากรายงานของ Bissett (1988) และเม่ือเปรียบเทียบกบั
ตวัอยา่งเช้ือราสาเหตุโรคชอลค์บรูดจาก ศวพ.ล าปาง พบวา่มีลกัษณะของโครงสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุท่ี
เหมือนกนั  
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5.4 การคัดเลอืกเช้ือราสาเหตุโรคชอล์คบรูดในตัวหนอนผึง้พนัธ์ุ 
  การทดสอบการก่อโรคในตัวหนอนผึ้ งพนัธ์ุนั้ น ในเบ้ืองต้นได้ท าการทดลองโดยใช้
สารละลายน ้ าผึ้ง 40 เปอร์เซ็นต ์เป็นอาหาร ซ่ึงอา้งอิงจากรายงานของ Geremew (2006) และท าการ
เล้ียงดูตวัอ่อนโดยอา้งอิงจากรายงานของ Yakobson (2005) และเร่ิมท าการทดลองโดยการป้อน
อาหารท่ีปนเป้ือนเช้ือราทนัทีท่ียา้ยตวัหนอนมาจากหลอดรวง พบวา่ เม่ือผ่านไปเพียงหน่ึงวนั มีตวั
หนอนตายในลกัษณะซากตวัหนอนเป็นแผลสีด า ซ่ึงเกิดจากการบาดเจ็บเน่ืองจากการเคล่ือนยา้ยตวั
หนอนจากรังผึ้ง ท าให้ในแต่ละกรรมวิธีมีตวัหนอนไม่เท่ากนั ต่อมาพบว่าเกิดปัญหาตวัหนอนตาย
ขณะลอกคราบ และคงเหลือตวัหนอนท่ีเกิดโรคชอล์คบรูดในปริมาณนอ้ย เน่ืองจากตวัหนอนตาย
ก่อนแสดงอาการของโรคชอล์คบรูด เม่ือประยุกตก์ารทดลอง โดยอา้งอิงจากรายงานของ Silva et 
al. (2009) พบวา่ตวัหนอนสามารถรอดชีวติได ้และท าใหผ้ลการทดลองเป็นไปตามท่ีคาดหวงั 

 
5.5 การคัดกรองสารสกดัทีส่ามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
  สารสกดัหยาบจากพชื 
  สารสกดัหยาบจากพืชท่ีใช้ในการทดลองสกดัโดยใช้ แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มท่ีไดผ้า่นการระเหยตวัท าละลายออก 50 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงไดแ้ก่ แมะพะปิโด๊ะ 
ดาวกระจาย สาบแร้งสาบกา หนอนตายอยาก ใบพลู ยาสูบ และมะเนียงน ้ า และกลุ่มท่ีไม่ผ่านการ
ระเหยตวัท าละลาย ซ่ึงไดแ้ก่ กานพลู ยคูาลิปตสั และอบเชย การสกดัดว้ยแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์
สามารถสกดัสารออกมาไดบ้างส่วน ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัรายงานของ ภาณุวรรณ และคณะ (2547) 
พบว่าตวัท าละลายท่ีสามารถสกดัสารออกฤทธ์ิออกมาได้ดีท่ีสุดคือ เฮกเซน และในรายงานฉบบั
เดียวกนั พบวา่มีความสอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีได ้คือ สารสกดัหยาบจากกานพลู ใบพลู และ
อบเชย ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลาย แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต ์ให้ผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดดี้ใน
ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัออกไป ในการทดลองน้ี ไดศึ้กษาเฉพาะสารสกดัหยาบท่ีใชแ้อลกอฮอล ์
95 เปอร์เซ็นต์ และคดักรองสารสกดัหยาบโดยพิจารณาจากผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโต 3 วิธีการ 
ซ่ึงพบวา่ สารสกดัท่ีสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราไดท้ั้ง 3 วิธีการ มีเพียง 
2 ชนิดคือ สารสกัดหยาบจากกานพลูและอบเชย จึงน าสารสกัดทั้ง 2 ชนิดไปศึกษาทดลองใน
ขั้นตอนต่อไป 
  น า้มันหอมระเหย 
  จากการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรค 
ชอล์คบรูดด้วยการหยดน ้ ามนัหอมระเหยความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ลงบนเส้นใยของเช้ือรา
โดยตรง พบว่า น ้ ามันหอมระเหย 7 ชนิด จาก 9 ชนิด สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตได้ 100 
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เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงได้แก่ น ้ ามนัหอมระเหยจากเจอราเนียม ลาเวนเดอร์ ตะไคร้หอม เปปเปอร์มินต ์
สเปียร์มินต ์ยคูาลิปตสั และโรสแมร่ี ซ่ึงพบวา่ไม่มีการเจริญเติบโตของเส้นใยเพิ่มข้ึนจากเดิม เม่ือ
เปรียบเทียบกบัเส้นใยท่ีหยดน ้ ามนัหอมระเหยจากหญา้แฝก และส้ม และเส้นใยในชุดควบคุมท่ีไม่
สามารถควบคุมเช้ือราก่อโรคชอลค์บรูดได ้พบวา่มีการเจริญเติบโตของเส้นใยจนเต็มผิวหนา้อาหาร
เล้ียงเช้ือ จึงท าการคดัเลือกน ้ามนัหอมระเหยท่ีมีศกัยภาพทั้ง 7 ชนิด ไปศึกษาถึงระดบัความเขม้ขน้ท่ี
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคชอลค์บรูด  
 
  น า้คั้นจากพชื 
  จากการทดลองพบว่าน ้ าท่ีได้จากการบีบคั้นจากพืช ในปริมาณ 10 ไมโครลิตรนั้น ไม่
สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือรา A. apis ได ้อาจเพราะวา่ในน ้ าคั้นท่ีไดมี้
สารออกฤทธ์ิอยู่ในระดบัต ่า จึงท าให้ไม่เกิดผล หรืออาจเป็นเพราะว่าสารท่ีออกฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือราท่ีมีในพืชเหล่าน้ี ไม่สามารถละลายไดใ้นน ้ า จึงท าให้ของเหลวท่ีไดจ้าก
การบีบคั้นนั้นไม่สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราได ้ซ่ึงจากรายงานของ ภาณุ
วรรณ และคณะ (2547) ท่ีรายงานผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
รา A. apis ซ่ึงในรายงานไดใ้หข้อ้มูลวา่สารสกดัท่ีใชน้ ้ ากลัน่เป็นตวัท าลายนั้น ไม่สามารถยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราก่อโรคชอลค์บรูดได ้   
 
5.6 การศึกษาความเข้มข้นของสารสกดั 

สารสกดัหยาบจากพชื 
จากการวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติพบว่าความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้น

ใยเช้ือราของสารสกดัหยาบจากกานพลูและอบเชย กานพลูให้ผลในการยบัย ั้งได้มากกว่าอบเชย 
โดยเม่ือเปรียบเทียบในช่วงความเขม้ขน้เดียวกนัพบวา่ กานพลูให้ผลการยบัย ั้งไดดี้กวา่อบเชย โดย
เม่ือความเขม้ขน้สูงข้ึน ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตสูงข้ึนตามไปดว้ย ซ่ึงถึงแมอ้บเชย
จะให้ผลการควบคุมได ้100 เปอร์เซ็นต ์ท่ีความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์ แต่เม่ือเปรียบเทียบกนัแลว้
พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์ สารสกดัทั้งสองชนิดไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ Calderone et al. (1994) ไดร้ายงานผลการทดลองการใชน้ ้ ามนัหอมระเหยจากอบเชยและ
กานพลู พบว่า น ้ ามนัอบเชยความเขม้ขน้เพียง 100 ppm สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา
สาเหตุโรคชอล์คบรูดได้ถึง 168 ชั่วโมง ซ่ึงท่ีค่าความสามารถเดียวกนั ตอ้งใช้น ้ ามนักานพลูท่ีมี
ความเขม้ขน้ถึง 1,000 ppm ซ่ึงผลการทดลองท่ีแตกต่างกนันั้นอาจเน่ืองมาจากกรรมวิธีในการสกดัท่ี
แตกต่างกนั ท าให้ไดส้ารท่ีออกฤทธ์ิในปริมาณท่ีแตกต่างกนั ผลการทดลองท่ีไดจึ้งมีความแตกต่าง
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กนัตามไปดว้ย ซ่ึงในการทดลองน้ีใชส้ารสกดัท่ีใชแ้อลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นตเ์ป็นตวัท าละลาย และ
สารสกดัหยาบจากทั้งกานพลูและอบเชยนั้น ไม่ไดมี้การระเหยเอาตวักลางออกก่อนท่ีจะน าทดสอบ
กบัเช้ือรา จึงท าใหผ้ลการทดสอบใหผ้ลการยบัย ั้งท่ีความเขม้ขน้สูงกวา่ในรายงานอ่ืน ๆ  

น า้มันหอมระเหย 
จากการวเิคราะห์ผลขอ้มูลทางสถิติไดว้า่ น ้ามนัหอมระเหยจากตะไคร้หอม และเจอราเนียม

ใหผ้ลการยบัย ั้งไดดี้กวา่น ้ามนัหอมระเหยจากพืชชนิดอ่ืน ๆ สอดคลอ้งกบัรายงานของ Calderone et 
al. (1994) ซ่ึงรายงานผลการใช ้citronellal และ camphor (องคป์ระกอบหน่ึงของน ้ ามนัตะไคร้หอม) 
ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราก่อโรคชอล์คบรูดไวว้่า สารทั้ง 2 ชนิดสามารถยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตได ้72 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 100 ppm ส าหรับ camphor ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10,000 
ppm และ citronellal ท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ppm สามารถยบัย ั้งไดน้านถึง 168 ชัว่โมง  
 น ้ ามนัตะไคร้หอมให้ผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคชอล์คบรูด
ในผึ้ งพันธ์ุได้ดีท่ีสุด โดยสามารถยบัย ั้ งการเจริญเติบโตได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ท่ีความเข้มข้น 8 
เปอร์เซ็นต์ข้ึนไป พบว่าท่ีระดับความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ น ้ ามันเจอราเนียมและสเปียร์มินต์
สามารถยบัย ั้งได้มากกว่าตะไคร้หอม แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เม่ือ
พิจารณาความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตในทุกระดับความเขม้ขน้แล้ว พบว่า น ้ ามนั
ตะไคร้หอม สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดท่ี้สุด โดยไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติกบัน ้ ามนัเจอราเนียม Aronstein and Murray (2010) รายงานวา่สารออกฤทธ์ิส าคญัท่ีสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราไดดี้ท่ีสุดประกอบไปดว้ย citral, geraniol และ citronellal ซ่ึงพบวา่
สารทั้ง 3 ชนิดเป็นส่วนประกอบส าคญัในน ้ ามนัตะไคร้หอม และพบ geraniol และ citronellol ใน
น ้ ามนัเจอราเนียมดว้ย (ส านกังานขอ้มูลสมุนไพร, 2555; ส านกังานเทศบาลต าบลบางววั, 2555) 
และพบรายงานว่าสเปียร์มินต์มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือรา 
Ascosphaera apis ดว้ย (Chantawannakul et al., 2005) 

ในการศึกษาคร้ังน้ีใช้น ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีจ าหน่ายทัว่ไปซ่ึงอาจมีการผสมตวัท าละลาย
ชนิดอ่ืน ๆ เขา้ไปเพื่อวตัถุประสงค์ทางการคา้ จึงท าให้ผลการทดลองท่ีได้ มีความแตกต่างกบั
รายงานของ Davis and Ward (2003) ซ่ึงไดร้ายงานอตัราความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้ ามนัหอมระเหยท่ี
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราสาเหตุโรคชอล์คบรูดได ้100 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไดแ้ก่ น ้ ามนั
หอมระเหยจาก Eucalyptus citrodora สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดท่ี้ความเขม้ขน้ 250 ppm 
(0.025 %(v/v)) น ้ ามนัหอมระเหยจากลาเวนเดอร์ สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตท่ีความเขม้ขน้ 500 
ppm (0.05 %(v/v)) ส่วนน ้ ามนัหอมระเหยจาก Eucalyptus globulus โรสแมร่ี และเปปเปอร์มินต ์
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 1,000 ppm (0.1 %(v/v)) ตามล าดบั  


