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บทคัดยอ 

โพรไบโอติกแบคทีเรีย (probiotic bacteria) จัดเปนจุลินทรียที่ไมกอโรค มีบทบาทสำคัญในการสงเสริม

สุขภาพที่ดีตอสิ่งมีชีวิตเจาบาน ชวยรักษาสมดุลของภูมิคุมกันในระบบทางเดินอาหารและลดการบุกรุกของสิ่งมีชีวิต

ที่ทำใหเกิดโรคในสิ่งมีชีวิตเจาบาน จึงทำใหปจจุบันคนหันมาสนใจศึกษา probiotic bacteria มากขึ้น เนื่องจาก

พบวามีโรคในผึ้งซึ่งเปนแมลงที่สำคัญตอการผสมเกสรพืชเศรษฐกิจจำนวนมาก ผูวิจัยจึงสนใจที่จะคนหา probiotic 

bacteria ในทางเดินอาหารของผึ้ง เพื่อนำไปสูการสรางสุขภาวะที่ดีของผึ้งในอนาคต และเพื่อเปนการทดแทนหรือ

ลดการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคในผึ้ง เริ่มแรกสนใจศึกษา probiotic bacteria ในผึ้งม้ิม (Apis florea) แตพบ

อุปสรรคในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ผูวิจัยจึงเลือกใชผึ้งหลวง (A. dorsata) แทน นำตัวอยางผึ้งหลวงในวรรณะผึ้ง

งานที่เก็บมาจากจังหวัดสมุทรสงครามจำนวน 3 ตัวมาทำการกำจัดเชื้อภายนอกตัวผึ้งดวย 10 mL 70% ethanol 

เปนเวลา 1 นาที, ตามดวย 10 mL 6% (w/v) sodium hypochlorite เปนเวลา 1 นาที, แลวลางดวย 10 mL 

sterile d-H2O เปนเวลา 1 นาที, ตามลำดับ ตัดเอาเฉพาะสวนทอง (abdomen) ของผึ ้งไปทำการเพาะเลี ้ยง

แบคทีเรียเฉพาะในภาวะที่มีออกซิเจน นำสวนทองของผึ้งไปบดใน phosphate buffer saline ปริมาตร 700 µL 

ดวย pestle พลาสติก ทำการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที, แลวจึงดูด

สวนใส (supernatant) ปริมาตร 200 µL ลงไปเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Brain heart infusion, นำไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 °C, ขามคืน ทำการนับจำนวนโคโลนีเดี่ยวที่พบ สังเกตลักษณะ และทำ colony PCR เพื่อ identify 

ชนิดของแบคทีเรีย เลือกโคโลนี 4 โคโลนี สกัด DNA โดยใชปลาย pipette tip สัมผัสโคโลนีเล็กนอย แลวยายไปสู 

10 mM TE buffer (pH 7.5) ปริมาตร 20 µL, ทำใหเซลลแตกโดยเก็บไวที่ -20 °C เปนเวลา 30 นาที, แลวบมท่ี 

96 °C เปนเวลา 5 นาที, แลว vortex, ทำซ้ำ 3 ครั ้ง แลวจึงทำการเพิ ่มชิ ้นสวนของยีน 16S rRNA ดวยวิธี 

Polymerase chain reaction (PCR) เตรียมปฎิกิริยา PCR ในปริมาตรสุดทาย 25 µL ที่ประกอบดวย 12.5 µL 

Emerald Amp GT PCR master mix (cat. # RR310Q, Takara), 2 µL DNA, 1 µL ขอ ง แ ต  ล ะ  primer (10 

µM) และ d-H2O, มีภาวะการทำงานท่ีเริ่มตนดวย 95 °C เปนเวลา 1 นาที ตามดวย 35 รอบของ 95 °C เปนเวลา 

1 นาที, 55 °C เปนเวลา 1 นาที และ 72 °C เปนเวลา 1 นาที, และสุดทายที่ 72 oC เปนเวลา 7 นาที สังเกต PCR 

product ดวย 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis, คาดหวัง PCR product ขนาด 1,400 bp, นำ PCR 

product ที่ไดมาทำใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit (cat. # 28104, Qiagen) และสงไปทำ DNA 

sequencing เพื่อจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียตอไป จากการศึกษาเหลานี้อาจทำใหทราบชนิดของ probiotic 

bacteria ในทางเดินอาหารของผึ้งหลวง สามารถนำไปใชเปนแนวทางในการศึกษาความสัมพันธระหวาง probiotic 

bacteria และสุขภาพของผึ้งเพ่ือชวยลดการเกิดโรคในผึ้ง จนนำไปสูการเพ่ิมผลผลิตของผลิตภัณฑผึ้งไดในอนาคต 

คำสำคัญ: โพรไบโอติกแบคทีเรยี, ผ้ึงหลวง, ยาปฏิชีวนะ, โรคของผ้ึง, 16S rRNA  
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Abstract 

Probiotic bacteria are non-pathogenic microorganisms. It is important to promote good 

health for host, maintain immune balance in the digestive system and reduce the invasion of 

pathogenic microorganisms.  Thus, it leads to an interest of many people nowadays. Since there 

are many diseases in honeybees, important insects in the pollination of many economic crops, we 

are interested in finding probiotic bacteria in the bees' digestive tract to contribute to the health 

of bees in the future and to replace or reduce the use of antibiotics to treat disease in bees. At 

the beginning, we were interested in probiotic bacteria in dwarf honeybee Apis florea but obstacles 

in bacterial culture were found. Hence, giant honeybee A. dorsata was used instead. Three workers 

of A. dorsata collected from Samut Songkhram province were externally sterilized by 10 ml of 70% 

ethanol for 1 min and 10 ml of 6% (w/v) sodium hypochlorite for 1 min. Then, they were rinsed 

with 10 ml of sterile d-H2O for 1 min. After dry, only abdomen was used to cultivate bacteria under 

aerobic condition. Three abdomens were homogenized in 700 μL of 1x phosphate buffer saline 

with plastic pestle. The sample was spun at 6,000 rounds per min at room temperature for 1 min, 

and then 200 μL of supernatant was spread on Brain heart infusion agar. The plate was incubated 

at 37 °C, overnight. Next, number of single colonies was counted. Characteristics of colonies were 

observed. Colony PCR was next used to identify bacterial species. Four colonies were 

representative for DNA extraction. A sterile pipette tip was slightly touched a target colony and 

transferred to 20 μL of 10 mM TE buffer (pH 7.5). Cells were broken by keeping at -20 °C for 30 

min, incubating at 96 °C for 5 min, then, mixed by vortex. It was repeated 3x. Next, partial sequences 

of 16S rRNA were amplified by polymerase chain reaction (PCR). A reaction mixture (final volume 

of 25 μL) contained 12.5 μL of Emerald Amp GT PCR master mix (cat. # RR310Q, Takara), 2 μL of 

DNA, 1 μL of each primer (10 μM) and d-H2O. The condition of PCR was initially started with 95 °C 

for 1 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 1 min, 55 °C for 1 min and 72 °C for 1 min. Then, the 

last final extension was at 72 °C for 7 min. PCR product was checked by 0.8% (w/v) agarose gel 

electrophoresis with the expected size of PCR product at 1,400 bp. After that, PCR product was 

purified by QIAquick PCR purification kit (cat. # 28104, Qiagen) and sent for DNA sequencing in order 

to identify bacteria species in the future. These studies might be used to identify the probiotic 

bacteria in the A. dorsata's digestive tract. It can be used as a guideline for studying the relationship 
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between probiotic bacteria and bee’s health to reduce disease in bees and lead to increasing the 

yield of bee products in the future. 

 

Keywords: 16S rRNA, antibiotic, Apis dorsata, bee disease, probiotic bacteria 
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สถานที่จับผึ้ง วางแผนการทดลอง สอนและใหความรูเกี่ยวกับวิธีทำการทดลองในขั้นตอนตาง ๆ แกไข

ปญหาที่เกิดขึ้นขณะทำการทดลอง ตรวจสอบความถูกตองและแกไขปรับปรุงรูปเลมรายงานใหมีความ

สมบูรณ รวมทั้งอนุเคราะหหองทดลองและอุปกรณที่ใชในการทำวิจัย ตลอดจนคอยใหกำลังใจและให

ขอคิดดี ๆ เสมอมา ทำใหโครงการน้ีสามารถดำเนินไปไดอยางราบรื่นและสำเร็จลุลวงไปไดดวยดี  

ขอขอบคุณนางสาวพรรณทิวา คงคารัตน พี่ปริญญาเอกในหองปฏิบติการ รวมถึงนางสาว

กัณธิดา ภมรพล นางสาวกนกวรรณ ตั้งสิริพัฒนาพันธุ และนางสาวอรณัชชา จำลอง เพื่อน ๆ ใน

หองปฏิบัติการของศาสตราจารย ดร.จันทรเพ็ญ จันทรเจา ที่คอยชวยเหลือ ใหคำปรึกษาและให

กำลังใจตลอดการทำวิจัยในครั้งน้ีจนทำใหโครงการน้ีสำเร็จลุลวงไปไดดวยดี 

ขอขอบพระคุณมารดา และเพื่อน ๆ ในภาควิชาชีววิทยาที่นารักทุกคน ที่คอยสนับสนุน 

และใหกำลังใจจนทำใหโครงการน้ีสำเร็จลุลวงไปไดดวยดี 

ขอกราบขอบพระคุณ ศาสตราจารย ดร.จันทรเพ็ญ จันทรเจา, อาจารย ดร.พงษชัย ดำรง

โรจนวัฒนา, อาจารย ดร.มารุต เฟ องอาวรณ และอาจารย ดร.เกรียง กาญจนวตี อาจารยผู

ประสานงานรายวิชา โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ ภาคการศึกษาปลาย ป

การศึกษา 2563 ที่ใหคำแนะนำในองคประกอบของเอกสารที่เกี่ยวของกับโครงการ 

สุดทายน้ีขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ ภาควิชาชีววิทยา 

และคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่สนับสนุนเงินทุนสำหรับการทำโครงการในครั้งน้ี 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1. ความเปนมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ 

ในปจจุบันมีการปรับเปลี ่ยนรูปแบบการใชชีวิตเนื ่องจากวิถีชีวิตและสภาพแวดลอมที่

เปลี่ยนแปลงไป ผูคนสวนใหญจึงเริ่มใหความสนใจและตระหนักเกี่ยวกับปญหาสุขภาพมากขึ้น สงผล

ใหผูคนหันมาออกกำลังกายและเลือกรับประทานอาหารที่มีประโยชนตอรางกาย รวมถึงมีการใช

ผลิตภัณฑตาง ๆ เชน อาหารเสริม มาเปนตัวชวยในการบำรุงและดูแลสุขภาพอีกทางหนึ่ง โดย

ผลิตภัณฑอาหารเสริมที่เปนที่นิยมนั้นมักมีสวนประกอบสำคัญอยางโพรไบโอติก เนื่องจากมีหลักฐาน

ทางวิทยาศาสตรที่บงชี้ใหเห็นถึงคุณประโยชนของโพรไบโอติกตอรางกายของมนุษยเผยแพรออกมา

อยางตอเนื่องทำใหอุตสาหกรรมอาหารสวนใหญมีความสนใจในการศึกษาและสงเสริมการประยุกตใช

โพรไบโอติกในผลิตภัณฑสุขภาพเพ่ิมขึ้น (Kechagia et al., 2013)  

โพรไบโอติก เปนจุลินทรียที่ไมกอใหเกิดโรคซึ่งมีบทบาทสำคัญในการบำรุงรักษาสมดุลของ

ภูมิคุมกันในระบบทางเดินอาหารผานการมีปฏิสัมพันธโดยตรงกับเซลลภูมิคุมกัน รวมถึงการลดคา pH 

ของลำไส ลดการบุกรุกจากสิ่งมีชีวิตที่กอใหเกิดโรค และชวยปรับเปลี่ยนการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันภายในโฮสต โดยกลุมโพรไบโอติกแบคทีเรียที่ไดรับความสนใจและถูกนำมาศึกษามากที่สุด 

ไดแก Lactobacillus, Bifidobacterium และ Saccharomyces รวมถึงยังมีหลักฐานทางวิชาการ

จำนวนมากที่ยืนยันวาโพรไบโอติกแบคทีเรียนั้นสงผลอยางมีประสิทธิภาพตอโรคที่เกิดจากความ

ผิดปกติในระบบทางเดินอาหาร เชน โรคทองรวงเฉียบพลันจากการติดเชื้อ โรคทองรวงจากการใชยา

ปฏิชีวนะ โรคทองรวงจากเช้ือ Clostridium difficile (Williams, 2010; Wilkins & Sequoia, 2017)  

นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยในตางประเทศที่ศึกษาเกี่ยวกับโพรไบโอติกแบคทีเรียใน

ทางเดินอาหารของผึ้งและการเสริมสรางสุขภาวะที่ดีของผึ้งโดยการใชประโยชนจากโพรไบโอติก

แบคทีเรียอีกมากมาย โดยการเพิ่มขึ้นของผลผลิตน้ำผึ้งนั้นสวนหนึ่งขึ ้นอยูกับสุขภาพของฝูง ซึ่ง

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในทางเดินอาหารผึ้งเปนผลมาจากถิ่นที่อยูตามธรรมชาติ อาหาร น้ำหวาน 

เกสร และปริมาณน้ำ โดยฝูงผึ้งที่มีสุขภาพดีจะสามารถผลิตน้ำผึ้งไดมากกวา ดังนั้นความรูเกี่ยวกับ

กลไกระดับโมเลกุลของโพรไบโอติกแบคทีเรียในการปกปองฝูงผึ้งจากเชื้อโรคจึงเปนสิ่งสำคัญใน

การศึกษา (Royan, 2019) 

รายงานการวิจัยของคุณ Daisley และคณะ (2019) ที่ไดทำการทดลองนำ BioPatty ซึ่งเปน

อาหารสำหรับเลี ้ยงผึ ้งชนิดหนึ ่งที ่อ ุดมไปดวยโพรไบโอติกแบคทีเร ียหลากหลายชนิด เชน 
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Lactobacillus plantarum Lp39, Lactobacillus rhamnosus GR-1 แ ล ะ  Lactobacillus 

kunkeei BR-1 มาใชเลี้ยงผึ้งพันธุ Apis mellifera ที่ติดเชื้อ Paenibacillus larvae อันเปนสาเหตุ

การเกิดโรคตัวออนผึ้งเนาอเมริกัน (Amercican foulbrood disease) หนึ่งในโรคระบาดรายแรงใน

ผึ้งพันธุ พบวาสามารถลดความชุกของเชื้อโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ รวมถึงยังสามารถเพิ่มอัตราการ

อยูรอดของผึ้งพันธุในระยะตัวออนที่ติดเช้ือของโรคไดอีกดวย 

ในประเทศไทยผึ้งเปนหน่ึงในแมลงที่มีความสำคัญตอความหลากหลายทางระบบนิเวศนอยาง

มาก โดยผึ้งมีสวนชวยในการผสมเกสรใหกับพืชที่มีดอก ทำใหเกิดการกระจายพันธุ และเกิดเปนความ

หลากหลายทางสปชีส (วิสุทธิ์ ใบไม, 2548) นอกจากนี้ผึ้งยังเปนแมลงเศรษฐกิจที่เปนประโยชนและมี

บทบาทสำคัญตอมนุษยมาอยางแพรหลายและยาวนาน ทั้งในดานอุตสาหกรรมอาหาร การเกษตร 

เครื่องสำอาง การแพทย และสิ่งแวดลอม จึงมีการเลี้ยงผึ้ง เพื่อเก็บผลผลิตจากผึ้งโดยเฉพาะ ซึ่งนำมา

สูอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งที่ทำใหเกิดการสรางรายไดและการจางงานมหาศาล (ภาณุวรรณ จันทว

รรณกูร, 2561) และถึงแมยังไมมรีายงานการระบาดของโรครายแรงในฟารมผึ้งในประเทศไทย แตก็มี

หลายพื้นที่ที่ประสบปญหาโรคในผึ้งเชนเดียวกันกับนานาประเทศทั่วโลก เชน พบการติดเชื้อจาก

แบคทีเรียที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคตัวออนเนายูโรเปยน (European foulbrood disease) และ

การติดเชื้อจากเช้ือราที่เปนสาเหตุของโรคชอลคบรูด (Chalkbrood) ในผึ้งพันธุ (Seanbualuang, 

2012) 

 

1.2. วัตถุประสงคของโครงการ 

คนหาโพรไบโอติกแบคทีเรียในทางเดินอาหารของผึ้งหลวง Apis dorsata เนื่องจากพบ

อุปสรรคในขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ผูวิจัยจึงเปลี่ยนสายพันธุผึ้งจากผึ้งมิ้ม Apis florea 

มาทำการศึกษาในผึ้งหลวงแทน โดยทำการศึกษาจากลำดับนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรีย และมุงหวัง

เพื่อใหขอมูลที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้สามารถนำไปประยุกตใชกับการสรางสุขภาวะที่ดีของผึ้ง 

รวมถึงทดแทนหรือลดการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคในผึ้ง 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1. ผึ้งหลวง 

ผึ้งหลวง หรือ Giant honeybee (Apis dorsata) เปนหนึ่งในผึ้งพื้นเมืองของประเทศไทย 

และจัดเปนผึ ้งที ่มีขนาดของลำตัวใหญ (สิริวัฒน วงษศิริ และคณะ, 2549) มีการแพรกระจาย

ครอบคลุมหลายประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน เนปาล อินเดีย อินโดนีเซีย กัมพูชา ลาว 

เวียดนาม ฟลิปปนส ไทย และบริเวณอาวเปอรเซีย (Maa, 1953; Sakagami et al., 1980) สามารถ

พบไดทั่วไปในประเทศไทย มักจะทํารังขนาดใหญอยูบนตนไมสูง ๆ หรือหอยอยูตามหนาผาและ

อาคารตาง ๆ รวมถึงมักพบรังของผึ ้งหลวงอยู ในบริเวณเดียวกันเปนจำนวนมาก (Oldroyd & 

Wongsiri, 2006; Oldroyd et al., 2000) โดยรังของผึ้งหลวงจะมีลักษณะคลายรูปครึ่งวงรี แผนรวง

รังมีชั้นเดียว และมีน้ำผึ้งอยูประมาณ 1.8-4 กิโลกรัมตอหนึ่งรัง (Kallapur, 1950; Morse & Laigo, 

1969) คนไทยในทองถิ่นสวนมากนั้นเชื่อวาน้ำผึ้งจากผึ้งหลวงมีคุณภาพมากกวาน้ำผึ้งจากผึ้งสายพันธุ

อื ่น ๆ ทำใหทั้งน้ำผึ้งและตัวออนผึ้งจากผึ้งหลวงเปนที่นิยมและสงผลตอเศรษฐกิจเปนอยางมาก 

(Oldroyd & Wongsiri, 2006) รวมถึงผึ้งหลวงยังมีบทบาทสำคัญในการผสมเกสรของพันธุไมและพืช

เศรษฐกิจหลายชนิดในบริเวณที่ราบลุมแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตอีกดวย (Itioka et al., 2001; 

Oldroyd & Nanork, 2009) โดยทั่วไปผึ้งหลวงจะใชเวลาเกาะทำรังประมาณ 3-4 เดือนเทานั้น เมื่อ

เกิดการขาดแคลนอาหารก็จะทำการอพยพไปหาที่อยูใหม ซึ่งผึ้งหลวงสามารถอพยพเปนระยะทางไกล 

ๆ ได และหากพบบริเวณที่มีความอุดมสมบูรณก็จะกลับมาทำรังซ้ำเปนประจำทุกป (สิริวัฒน วงษศิริ 

และคณะ, 2549) นอกจากน้ีผึ้งหลวงยังเปนผึ้งที่มีพฤติกรรมที่ดุราย หากรังถูกบุกรุกหรือถูกรบกวนจะ

มีผึ้งงานจำนวนหนึ่งบินออกมาไลตอยผูบุกรุก และผึ้งงานยังสามารถบินออกไปหาอาหารในระยะ

ทางไกล ๆ ไดอีกดวย (Lindauer, 1961; Morse et al., 1969; Seeley et al., 1982)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 ผึ้งหลวง Apis dorsata 

(https://www.flickr.com/photos/nico_bees_wasps/5592220666) 
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ภาพที่ 2 รังผึ้งหลวง 

(https://www.planetbee.org/planet-bee-blog//bee-case-study-apis-dorsata) 

 

2.2. โพรไบโอติก 

โพรไบโอติก เปนจุลินทรียที่มีชีวิตที่สามารถอยูรอดไดในสภาวะของระบบทางเดินอาหาร ไม

กอใหเกิดโรคและมีประโยชนตอสุขภาพของมนุษย โดยมีสวนชวยในการกระตุนกลไกของระบบภูมิ

ตานทาน (Mortazavian, 2007; Salvatore, 2010) ปรับปรุงการทำงานของระบบภูมิคุมกัน ระบบ

ทางเดินหายใจ และระบบทางเดินอาหาร (Floch et al., 2011) ยับยั้งการกอโรคของเชื้อจุลินทรีย

และลดความเสี่ยงในการเกิดโรคตาง ๆ (Toma, 2006; Salminen, 2005) รวมถึงความสามารถใน

การแขงขันการเขาเกาะเยื่อบุผนังลำไสเพื่อลดปริมาณการเขาเกาะของเชื้อจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค 

ผานการปลอยสารที่มีฤทธ์ิตานแบคทีเรีย เชน แบคเทอริโอซิน หรือสารเมตาบอไลต เชน กรดอะซิติก

และกรดแลคติก (Candela et al., 2008; Cotter et al., 2005; Servin 2004) อีกทั้งยังไมยอยสลาย

เม็ดเลือดแดงและมีความไวตอยาปฏิชีวนะ (Isa & Razavi, 2017)  

โดยการศึกษาความสัมพันธของโพรไบโอติกกับสุขภาวะที่ดีของรางกายนั้นมีมาอยางยาวนาน 

ตั้งแตในป ค.ศ.1900 คุณ Tissier ทำการแยกแบคทีเรียในกลุม Bifidobacteria จากทารกที่ดื่มนม

มารดาไดเปนคนแรก และพบวาแบคทีเรียในกลุมนี้มีประโยชนตอสุขภาพของทารกเปนอยางมาก 

เนื่องจากมีความสามารถในการปองกันภาวะทองเสียในทารกไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อเทียบกับ

จุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ ที่พบในลำไสของทารกที่ไมไดด่ืมนมมารดา (Schrezenmier & de Verse, 2001) 

จากน้ันก็มีการวิจัยและศึกษาเกี่ยวกับโพรไบโอติกและสุขภาวะที่ดีของรางกายเพ่ิมขึ้นอยางตอเน่ืองจน

ทำใหโพรไบโอติกเปนที่รูจักและมีการนำมาประยุกตใชอยางกวางขวางในปจจุบัน ซึ่งโพรไบโอติก

แบคท ี เรียส วนใหญน ั ้นจ ัดเป นแบคท ีเร ียแกรมบวก โดยม ีกล ุ มของ Lactobacillus และ 
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Bifidobacterium เปนสายพันธุหลักที่ใชในการรักษาความผิดปกติของลำไส (Marco et al., 2006) 

แตก็มีโพรไบโอติกแบคทีเรียบางตัวที่เปนแบคทีเรียแกรมลบ เชน Escherichia coli Nissle 1917 

(Nissle 1959) ที่ถูกนำมาใชในการรักษาอาการทองผูกเรื้อรังและอาการลำไสใหญบวมในประเทศ

เยอรมนี (Mollenbrink & Bruckschen, 1994; Schutz, 1989) 

 

2.2.1. โพรไบโอติกที่พบในทางเดินอาหารของผึง้ 

จุลินทรียที่แยกไดจากทางเดินอาหารของผึ้งนั้นมีลักษณะเฉพาะ โดยแบคทีเรียที่พบมากมี

ทั้งหมด 3 กลุม (Phyla) หลัก คือ Proteobacteria, Firmicutes และ Actinobacteria ซึ่งมี

บางชนิดจัดเปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถพัฒนาไปเปนโพรไบโอติกได เนื่องจากสามารถ

ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน เพปไทดตานจุลชีพ (AMPs) และกรดอินทรีย (กรดแลคติก 

กรดอะซิเตต และกรดฟอรมิก) ที่มีฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระและมีความสามารถในการยับย้ัง

เชื้อโรคได (Lamei, 2018; Olofsson et al., 2016) รวมถึงมีงานวิจัยอีกหลายชิ้นที่แสดงใหเห็น

ถึงความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ไดจากผึ้งตอการยับยั้งจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค 

(Niode et al., 2020) 

 

2.3. การหาลำดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 

การจำแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียดวยการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน 16S 

rRNA นั้นเปนที่นิยมอยางมาก เนื่องจากสามารถพบยีน 16S rRNA ไดในแบคทีเรียทุกชนิด (Woese, 

1987) และยังสามารถใชตรวจหาแบคทีเรียที่เติบโตไดยาก รวมถึงนำไปใชกับตัวอยางที่ผานการรักษา

ดวยยาปฏิชีวนะไดอีกดวย (Relman & Falkow, 1992; Brouqui & Raoult, 2001; Harris et al., 

2002)  

ยีน 16S rRNA เปนยีนที่มีขนาดประมาณ 1.5 kb จำเปนสำหรับการสังเคราะหโปรตีนในโพร

แคริโอต สามารถนำมาใชจำแนกแบคทีเรียในระดับสปชีสได เนื่องจากเปนบริเวณที่มีความอนุรักษสูง 

(Gürtler & Stanisich, 1996) และมีความแตกตางของขอมูลที่จำเพาะในบริเวณแปรผันของ

โครงสรางยีน 16S rRNA (Barry et al., 1991) รวมถึงมีความแปรผันทางวิวัฒนาการต่ำ (Janda & 

Abbott, 2007) นอกจากนี้ยังสามารถใชระบุชนิดของแบคทีเรียดวยการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด

ของ PCR product และทำการเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดที่มีการจัดเก็บไวในฐานขอมูลได

โดยงาย (Clarridge, 2004)  
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนนิงาน 

 

3.1. การเก็บตัวอยางผึ้งหลวง 

ทำการเก็บตัวอยางผึ้งหลวงตัวเต็มวัยจำนวน 3 ตัว จากจังหวัดสมุทรสงคราม โดยใชวิธีการ

จุดไฟที่กิ่งไมทำใหเกิดควันแลวนำไปจอที่รังผึ้งหลวงใหผึ้งบินออกจากรัง แลวทำการครอบผึ้งลงถุงซิป

ล็อคขนาด 20 x 25 นิ้ว และปดปากถุงอยางรวดเร็ว จากนั้นนำตัวอยางผึ้งที่ไดมาเก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสทันทีที่กลับมาถึงหองปฏิบัติการ ณ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งตัวอยาง

ผึ้งที่ใชในครั้งนี้นั ้นไดรับความอนุเคราะหจากโครงการวิทยาศาสตรของนางสาวกนกวรรณ ตั้งสิริ

พัฒนาพันธุ 

 

3.2. การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

เริ่มจากทำการฆาเช้ือเพ่ือกำจัดจุลินทรียภายนอกออก โดยผึ้งแตละตัวจะถูกนำไปแชใน 70% 

ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 นาที ตามดวย 6% (w/v) sodium hypochlorite 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 นาที แลวลางออกดวย sterile d-H2O ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เปน

เวลา 1 นาที ตามลำดับ จากน้ันทำการตัดเอาเฉพาะสวนทอง (abdomen) ของผึ้งไปทำการเพาะเลี้ยง

แบคทีเรียเฉพาะในภาวะที่มีออกซิเจน โดยนำสวนทองของผึ้งไปบดใน phosphate buffer saline 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ดวย pestle พลาสติก แลวทำการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที 

ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที จากนั้นดูดสวนใส (supernatant) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไป

เกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Brain heart infusion แลวนำไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 วัน ทำการนับจำนวนโคโลนีที่พบและสังเกตลักษณะ หากมีการเจริญของโคโลนีจำนวนมาก 

ใหทำการเลือกโคโลนีของเชื้อมาถายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้ออีกครั้งดวยเทคนิค cross streak plate 

เพ่ือใหไดแบคทีเรียโคโลนีเด่ียว 

 

ภาพที่ 3 อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Brain heart infusion 
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3.3. การเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 

ทำการสุมเลือกโคโลนีแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงมาจำนวน 4 โคโลนี มาทำใหเซลลแตก โดยนำแต

ละโคโลนีมาใสใน 10 mM TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวนำไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตามดวยการนำไปใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

นาที และทำการ vortex ตามลำดับ โดยทำซ้ำทั้งหมด 3 รอบ จากนั้นนำมาทำการเพิ่มจำนวนยีน 

16S rRNA ดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรจำนวน 1 คู คือ eu27F 

เปน forward primer มีลำดับนิวคลีโอไทด คือ 5’ – GAGAG TTTGA TGCTG GCTCA G – 3’ และ 

eu1495R เปน reverse primer มีลำดับนิวคลีโอไทด คือ 5’ – CTACG GCTAC CTTGT TACGA – 

3’ ซึ ่งจะทำการเตรียมปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรสุดทายเทากับ 25 ไมโครลิตร ที่ประกอบดวย 

Emerald Amp GT PCR master mix (cat. # RR310Q, Takara) ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร, DNA 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร (10 µM) ปริมาตร 1 ไมโครลิตรในแตละตัวและ d-H2O โดยมี

ภาวะการทำงาน ดังน้ี 

Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  

Denaturatio  ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

Annealing  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  

Extension  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที  

 

3.4. การตรวจสอบ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

นำผลิตภัณฑที่ไดจากขอ 3.3 มาทำการสังเกตดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช

ความเขมขนของ agarose gel ที่ 0.8 เปอรเซ็นต ใน TBE buffer ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และเติม 

Ecodye ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร จากนั้นทำการโหลดดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งใชเปน 100bp DNA 

Ladder และดีเอ็นเอ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ที่ผสมกับ 6X Loading Dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลง

ในชองใสตัวอยาง จากน้ันทำการ electrophoresis โดยใชกระแสไฟฟาความตางศักย 80 โวลต จน

กระทั้งสังเกตเห็นสีเคลื่อนที่ลงมาประมาณ 2 ใน 3 ของ agarose gel แลวจึงนำแผนเจลออกไป

ถายภาพดวยเครื ่อง UV Fluorescence & Colorimetry ซึ่งคาดหวังวาจะพบ PCR product ที่มี

ขนาด 1,400 bp  

35 รอบ 
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ภาพที่ 4 ตรวจสอบ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

 

3.5. การทำ PCR product ใหบริสุทธิ์ 

นำ PCR product ท ี ่ ได มาทำให บร ิส ุทธ ิ ์ด วย  QIAquick PCR purification kit (cat. # 

28104, Qiagen) โดยเติม PB buffer ในปริมาตร 5 เทาของปริมาตร PCR product ทำการผสมให

เขากันจะไดสารผสมสีเหลือง จากนั้นดูดใสลงในคอลัมน แลวทำการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทิ ้งสวนใสแลวทำการลางคอลัมนดวย PE buffer ปริมาตร 750 

ไมโครลิตร แลวนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใสแลวปน

เหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จากนั้นยายคอลัมนลงในหลอดใหม

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวทำการชะ PCR product ดวยน้ำกลั่นปริมาตร 30 ไมโครลิตร โดยพยายาม

ชะที่บริเวณกึ่งกลาง ตามดวยนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที และ

เก็บสวนใสเพ่ือนำไปวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอไทดในขั้นตอนตอไป 

 

3.6. การวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย 

สงผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ทำใหบริสุทธิ์แลวไปวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA 

โดย Macrogen แลวนำลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบและวิเคราะหกับฐานขอมูล Genbank

ที่มีการเก็บรวบรวมและบันทึกไวใน National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

ดวยโปรแกรม BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ ื ่อจ ัดจำแนกชนิดของ

แบคทีเรียตอไป 
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บทที่ 4 

ผลการศึกษา 

 

ผลการศึกษาแบงออกเปน 3 หัวขอหลัก ดังน้ี  

สวนที่ 4.1 ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย นำเสนอผลการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ไดจาก

ทางเดินอาหารผึ้งหลวง โดยกลาวถึงปริมาณและลักษณะสัณฐานของเช้ือแบคทีเรียที่เจริญ 

ส วนท ี ่  4 .2 ผลการตรวจสอบ PCR product ด วยว ิธ ี  agarose gel electrophoresis 

นำเสนอเกี่ยวกับการพบดีเอ็นเอของแบคทีเรียในทางเดินอาหารผึ้งหลวง โดยนำเสนอเปนภาพถาย

จากเครื่อง UV Fluorescence & Colorimetry ที่แสดงใหเห็นแถบของ PCR product บนแผนเจล  

สวนที่ 4.3 ผลการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย นำเสนอเกี่ยวกับลำดับนิวคลีโอ

ไทดของแบคทีเรียที่พบในทางเดินอาหารผึ้งหลวง โดยกลาวถึงขนาดของลำดับของนิวคลีโอไทดและ

ผลการวิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่พบ 

 

4.1. ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทเีรีย 

จากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากทางเดินอาหารของผึ้งหลวงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

Brain heart infusion แลวนำไปบมที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน พบวา มีการเจริญ

ของเชื้อแบคทีเรียจำนวนมาก โดยพบเชื้อแบคทีเรียประมาณ 8339 โคโลนีตอหนึ่งจานเพาะเชื้อ ซึ่ง

เชื้อที่เจริญมีลักษณะเปนจุดทรงกลมขนาดเล็ก สีขาวขุน พื้นผิวเรียบ นูนขึ้นเล็กนอย ดังแสดงในภาพ

ที่ 5 แตเนื่องจากโคโลนีที่ไดมีปริมาณที่คอนขางหนาแนนจึงทำการ cross streak plate อีกครั้ง

เพ่ือใหไดโคโลนีเด่ียวดังแสดงในภาพที่ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 ผลการเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Brain heart infusion 
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ภาพที่ 6 ผลการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิดวยวิธี cross streak plate 

 

4.2. ผลการตรวจสอบ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

จากการตรวจสอบ PCR product ดวย 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis ผาน

กระแสไฟฟาความตางศักย 80 โวลต แลวนำไปถายภาพดวยเคร ื ่อง UV Fluorescence & 

Colorimetry พบวา เลนที ่1 และ 7 เกิดแถบของ 100bp DNA Ladder หรือดีเอ็นเอมาตรฐาน, เลน

ที่ 2 ไมพบแถบ เน่ืองจากเปน negative control ที่ไมมีดีเอ็นเอ, เลนที่ 3 และ 4 ไมพบแถบของ PCR 

product ตามที่คาดหวัง ในขณะที่เลนที่ 5 และ 6 พบแถบของ PCR product ขนาดประมาณ 1,400 

bp ตามที่คาดหวัง น่ันคือพบดีเอ็นเอของแบคทีเรียในทางเดินอาหารผึ้งหลวง ดังแสดงในภาพที่ 7  
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ภาพที่ 7 ผลการตรวจสอบ PCR product ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

 

4.3. ผลการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทเีรีย 

จากการสงผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ทำใหบริสุทธิ์แลวทั้ง 2 ตัวอยางไปวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอ

ไทดบริเวณ 16S rRNA ที่ Macrogen ไดผลของลำดับนิวคลีโอไทดกลับมา โดย DNA 1 และ DNA 2 

มีความยาวของลำดับนิวคลีโอไทดเทากับ 205 เบส และ 1397 เบส ตามลำดับ ดังแสดงในภาคผนวก

ที่ 1 และเมื ่อนำลำดับนิวคลีโอไทดที ่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Genbank ดวยโปรแกรม 

BLASTN เพื่อระบุชนิดของแบคทีเรีย พบวา ลำดับนิวคลีโอไทดของ DNA 1 มีความใกลเคียงกับ 

Klebsiella oxytoca (CAV1015) ถึง 97 เปอรเซ็นต และลำดับนิวคลีโอไทดของ DNA 2 มีความ

ใกลเคียงกับ Klebsiella sp. (UIWRF0941) ถึง 95 เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาคผนวกที่ 2 จึงสามารถ

ระบุไดเบื้องตนวาแบคทีเรียที่พบในทางเดินอาหารของผึ้งหลวงจากการศึกษาในครั้งนี้ จัดอยูในกลุม

ของ Klebsiella species 

 

 

1500 bp 

1 2 3 4 5 6 7 

1000 bp 

500 bp 

1400 bp 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการศึกษา 

 

งานวิจัยน้ีไดทำการแยกแบคทีเรียพรอมทั้งระบุชนิดของแบคที่เรียที่พบในทางเดินอาหารของ

ผึ้งหลวง Apis dorsata พบวา สามารถแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของผึ้งหลวงได โดยในการ

ทดลองนี้พบแบคทีเรียชนิด Klebsiella ซึ่งจากงานวิจัยกอนหนาน้ีพบวาจุลินทรียที่พบในผึ้งจะมีการ

กระจุกตัวอยูที ่สวนหลังของระบบยอยอาหาร นั่นคือสวนของลำไสตอนกลางและตอนทาย โดย

แบคทีเรียที่สามารถแยกไดจากลำไสของผึ้งสวนใหญ ไดแก Escherichia, Enterobacter, Proteus, 

Hafnia, Klebsiella และ Erwinia (Tysset & Durand, 1968; Gilliam et al., 1988) รวมถึงงานวิจัย

ของคุณ Chechotkina และคณะ (2011) ที่กลาววาลำไสของผึ้งน้ันจะประกอบไปดวยแบคทีเรียอยาง

น อย 10 สก ุลท ี ่อย ู  ในวงศ  Enterobacteriaceae ได แก Klebsiella, Enterobacter, Serratia, 

Proteus, Citrobacter, Hafnia, Escherichia, Morganella, Pantoea และ  Providencia จ ึ งมี

ความเปนไปไดสูงที่จะพบแบคทีเรียดังกลาวในการทดลองน้ี 

 Klebsiella นั้นเปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่สามารถกอใหเกิดโรคไดทั้งในคนและสัตว พบ

ไดทั่วไปในลำไส ปาก จมูก น้ำและดิน มีความเกี่ยวของกับการเกิดโรคปอดบวม การติดเช้ือในทางเดิน

ปสสาวะ ภาวะโลหิตเปนพิษ ซึ่งการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาจะสงผลให Klebsiella เกิดการพัฒนา

สายพันธุ ที่ทำใหด้ือตอยาปฏิชีวนะจนสงผลใหการติดเช้ือมีความรุนแรงและยากตอการรักษา โดยสาย

พันธุ ท ี ่ม ีการพบและศึกษามากที ่ส ุด คือ Klebsiella pneumoniae และ Klebsiella oxytoca 

(Singh et al., 2016) ซึ่ง K. oxytoca ก็เปนหน่ึงในเช้ือแบคทีเรียที่พบในการทดลองน้ีเชนกัน 

และถึงแมแบคทีเรียในกลุม Klebsiella จะสามารถกอใหเกิดโรคได แต Klebsiella ก็เปน

หนึ่งในแบคทีเรียในทางเดินอาหารที่มีประโยชน โดยงานวิจัยของคุณ Disayathanoowat และคณะ 

(2012) ไดทำการแยกแบคทีเรียออกจากลำไสสวนกลางของ Apis cerana indica และนำมาเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิดที่แตกตางกัน จากนั้นทำการวิเคราะหลำดับยีน 16S rRNA พบวาแบคทีเรียที่

พบมากที ่ส ุด คือ Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae และ Klebsiell oxytoca 

นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียบางตัวในกลุม Klebsiella มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย

ชนิด Paenibacillus larvae ซึ่งเปนสาเหตุของโรคตัวออนเนาอเมริกันไดอีกดวย 
 

https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fwww.tandfonline.com%2Faction%2FshowCitFormats%3Fdoi%3D10.3896%2FIBRA.1.51.4.04
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fwww.tandfonline.com%2Faction%2FshowCitFormats%3Fdoi%3D10.3896%2FIBRA.1.51.4.04
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fwww.tandfonline.com%2Faction%2FshowCitFormats%3Fdoi%3D10.3896%2FIBRA.1.51.4.04
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fwww.tandfonline.com%2Faction%2FshowCitFormats%3Fdoi%3D10.3896%2FIBRA.1.51.4.04
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บทที่ 6 

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 

 

6.1. สรุปผลการศึกษา 

จากการทดลองคนหาโพรไบโอติกแบคทเีรียในทางเดินอาหารของผึ้งหลวง Apis dorsata ใน

ครั ้งน้ีสามารถสรุปไดวาไมพบโพรไบโอติกแบคทีเรียอยางที่คาดหวัง พบเพียงแบคทีเรียในกลุม 

Klebsiella ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบที่กอใหเกิดโรคได จึงไมจัดเปนโพรไบโอติกแบคทีเรีย 

 

6.2. ขอเสนอแนะ 

6.2.1. ขอเสนอแนะสำหรับการนำไปใชประโยชน 

การทำความสะอาดภายนอกตัวผึ้ง ควรทำใหมั ่นใจวาไมมีการตกคางของ ethanol หรือ 

sodium hypochlorite ที่อาจสงผลตอขั้นการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ทำใหเชื้อแบคทีเรียไมเจริญ 

อีกทั้งในการตัดสวนทองของผึ้งก็ควรทำใหมั่นใจวาไมไดตัดนำเอาสวนทางเดินอาหารของผึ้งออกมา

ดวย จนทำใหไมพบการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย และการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR นั้นควร

เลือกใชแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว เพื่อยืนยันใหแนใจวาดีเอ็นเอที่ไดมาจากแบคทีเรียเพียงชนิดเดียว 

รวมถึงอาจเลือกใชไพรเมอรอื่น ๆ เพิ่มเติม เพื่อใหไดผลลัพธที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น นอกจากน้ีควร

ทำการตรวจสอบโคโลนีของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงวาเปนโพรไบโอติกแบคทีเรียจริงหรือไม โดยการ

นำไปเลี้ยงรวมกับ E. coli ซึ่งเปนแบคทีเรียกอโรค หากพบวาแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงสามารถยับย้ังหรือ

ทำให E. coli ตายได แสดงวาแบคทีเรียที่เลี้ยงน้ีเปนโพรไบโอติกแบคทีเรีย 

 

6.2.2. ขอเสนอแนะสำหรับการศึกษาในอนาคต 

ในอนาคตอาจมีการศึกษาการนำโพรไบโอติกที่แยกไดจากผึ้งสายพันธุหนึ่งไปประยุกตใชกับ

ผึ้งอีกสายพันธุหน่ึง เชน การนำโพรไบโอติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารของผึ้งหลวงมาผสมกับอาหาร

ที่ใชเลี้ยงผึ้งพันธุเพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงที่เกี่ยวกับสุขภาวะของผึ้งและการเกิดโรค รวมถึงผลที่มีตอ

ผลิตภัณฑผึ้ง เปนตน 
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ภาคผนวกที่ 1 ลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของดีเอ็นเอแบคทีเรียที่พบในทางเดินอาหาร

ของผึ้งหลวง Apis dorsata 

 

DNA 1 

 
GCATCTCGGGCCAAAGCTGGCAGCAAATTGCAAAACCTTCTGCATCTAAACGGCCAG
TGTTGGTACTGGTGTTCCTTACAGGAGGCAAAATGAACTTAAGACGACCGAAGTATT
TCGTAAAAATCGTCGATATCGGCAGTCTGACCCAGGCCGCTGAAGTCTTGCACATCG
CACAACCCGCGCTGAGCCACACCAAACTCTAATC 
 

DNA 2 

 
CCCGCGCGTTAGCTCTCGGGCCAAAGCTGGCAAGCAAATTGCAAAACCTTACTGCAT
CTAAACGGCCAGTGTTGGTACTGGTGTTCCTTACAGGAGGCAAAATGAACTTAAGAC
GACTGAAGTATTTCGTAAAAATCGTCGATATCGGCAGTCTGACCCAGGCCGCTGAAG
TCTTGCACATCGCACAACCAGCGCTGAGCCAGATTCAAACTCTCAACTCGCGAGGTC
GCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATG
ATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGT
TCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCC
GAAGGCACCAAAGCATCTCTGCCAAATTCCCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGC
TCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCGCCACGCTTTCTCACCTGAGCGTCAGTCT
TTGTCCAGGCGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCAGTTCATG
GCTACGCCTGGAAGTCTACCCCCCTCCACAAGACTACAGCCTGCCAGGATCGAATGC
AGGTCTCAGGCTGAGCGCGGGCATTTCATATCCAACTAGACTGACCGCCAGCGTGCG
CTTTACATGAGTTATTCTCATTAGCGCTAGCACCAGCCGTATCAACGTTTGCTGCTG
CCACGGAGTTAGCAAGAAACTTCTTCTTTCCCTTACGGGAAATGAAAGAAGGGGATG
AAGCTTGACACCCCTCCTCCCCGCCGCCCGGAAATGAATGACTTTAATGCCCCGCAA
GGGTCCTCCCCCCATCGGCCGGTTGGGGGCTGGGGGTCCCGTTGGGGGAAAATTCAA
AAAAATTCCCCCCCCCCGTGTAAACCCCCCGGGAAAAAGGGGGGGGGAATTCCGTTT
TTATTTTCCCGGGGGGGTCTAGAAAAACCCCCCGCAAACCCCGCCGGAGGGGGGGGC
CCCATAAAAAGAAAAAAAAAAACCTCCCCCCCAAAAAAAATATCTCCCTTTGGAAAA
AGTTCCGAAAGGGCGCGGGGGATGGGAGCCCCCCCCCCCCTTTGGGCAGAGGAAAAG
AAGAAAGGCGTGAAAAAAAATTCGGTGAA 
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ภาคผนวกที่ 2 ผลการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของดีเอ็นเอแบคทีเรียที่พบใน

ทางเดินอาหารของผึ้งหลวง Apis dorsata เทียบกับฐานขอมูลใน Genbank ดวยโปรแกรม BLASTN 

 

DNA 1 

Klebsiella oxytoca strain CAV1015, complete genome 

Sequence ID: CP017928.1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

312 bits (345) 1e-80 184/189 (97%) 2/189 (1%) Plus/Minus 

 
Query 4     TCTCGGGCCAAA-GCTGGCA-GCAAATTGCAAAACCTTCTGCATCTAAACGGCCAGTGTT  61 

     |||| ||||||| ||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 2372619  TCTCCGGCCAAAAGCTGGCAAGCAAATTGCAAAACCTTCTGCATCTAAACGGCCAGTGTT  2372560 

 

Query 62       GGTACTGGTGTTCCTTACAGGAGGCAAAATGAACTTAAGACGACCGAAGTATTTCGTAAA  121 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 

Sbjct 2372559  GGTACTGGTGTTCCTTACAGGAGGCAAAATGAACTTAAGACGACTGAAGTATTTCGTAAA  2372500 

 

Query 122      AATCGTCGATATCGGCAGTCTGACCCAGGCCGCTGAAGTCTTGCACATCGCACAACCCGC  181 

               ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 

Sbjct 2372499  AATCGTCGATATCGGCAGTCTGACCCAGGCCGCTGAAGTCTTGCACATCGCACAACCGGC  2372440 

 

Query 182      GCTGAGCCA  190 

               ||||||||| 

Sbjct 2372439  GCTGAGCCA  2372431 
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DNA 2 

Klebsiella sp. UIWRF0941 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: KR190283.1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1195 bits (1324) 0.0 726/766 (95%) 2/766 (0%) Plus/Minus 

 
Query  218   CTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAA  277 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1153  CTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAA  1094 

 

Query  278   GGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTT  337 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1093  GGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTT  1034 

 

Query  338   TGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA  397 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1033  TGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA  974 

 

Query  398   ACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCG  457 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  973   ACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCG  914 

 

Query  458   AAGGCACCAAAGCATCTCTGCCAAATTCCCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGC  517 

             |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  913   AAGGCACCAAAGCATCTCTGCCAAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGC  854 

 

Query  518   GTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGA  577 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  853   GTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGA  794 

 

Query  578   GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCC  637 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  793   GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCC  734 

 

Query  638   ACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATC  697 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  733   ACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATC  674 

 

Query  698   TAATCCTGTTTGCTCGCCACGCTTTCTCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGCGGCCGC  757 

             ||||||||||||||| |||||||||| |||||||||||||||||||||||||| |||||| 

Sbjct  673   TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGC  614 

 

Query  758   CTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCAGTTCATGGCTACGCCTGGAAGTCTAC  817 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||  ||||| ||||||| ||||| 
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Sbjct  613   CTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTAC  554 

 

Query  818   CCCCCTCCACAAGACTACAGCCTGCCAGGATCGAATGCAGGTCTCAGGCTGAGCGCGGGC  877 

             ||||||| |||||||| |||||||||||  |||||||||| || |||| ||||| ||||  

Sbjct  553   CCCCCTCTACAAGACTCCAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGG  494 

 

Query  878   ATTTCATATCCAACTAGACTGACCGCCAGCGTGCGCTTTAC-ATGAGTTATTCTCATTAG  936 

             |||||| |||| ||| ||| ||||||| |||||||||||||    ||| ||||  ||||  

Sbjct  493   ATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAA  434 

 

Query  937   CGCTAGCACCAGCCGTATCAACGTTTGCTGCTGCCACGGAGTTAGC  982 

             |||| |||||  |||||| | ||   ||||||| |||||||||||| 

Sbjct  433   CGCTTGCACCCTCCGTATTACCG-CGGCTGCTGGCACGGAGTTAGC  389  
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