
 

 

 

รายงานการวิจัย 
ประจ าปีงบประมาณ 2561 

 
 

โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าร ิ
สมเด็จพระเทพรตันราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 
สนองพระราชด าริโดยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

  

เรื่อง 
(ภาษาไทย) ความหลากหลายของแบคทีเรยี Melissococcus plutonius ที่ก่อโรคตัว

อ่อนเน่ายูโรเปียน (European foulbrood disease) ในผึ้ง 

(ภาษาอังกฤษ) Diversity of Melissococcus plutonius bacteria causing 
European foulbrood disease in bees 

  
 
 
 

คณะผู้วิจัย 
ศาสตราจารย์ ดร. จันทร์เพ็ญ จันทร์เจ้า 

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

ปีที่แล้วเสร็จ  
พุทธศักราช 2561 

 
 



2 
 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงการวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประจ าปีงบประมาณ 2561 
คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณ โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี รวมทั้ง หน่วยบัญชาการสงครามพิเศษทางเรือ กองเรือยุทธการ 
กองทัพเรือ และศูนย์เครือข่ายการเรียนรู้เพื่อภูมิภาค จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ทีใ่ห้การสนับสนุนและอ านวย
ความสะดวกในการท างานวิจัยในพ้ืนที่ ขอขอบคุณ ภาควิชาชีววิทยา และหน่วยยานพาหนะและซ่อมบ ารุง 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และผู้ร่วมงานทุกท่านที่ได้ให้ความร่วมมือในการปฏิบัติงาน
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บทคัดย่อ 

 
 Melissococcus plutonius เป็นแบคทีเรียก่อโรคตัวอ่อนเน่ายูโรเปียนในตัวอ่อนของผึ้ง เมื่อเร็ว ๆ 
นี้ พบว่าสามารถจัดจ าแนกโซเลตของ M. plutonius ออกได้เป็น 2 ชนิด คือ typical M. plutonius และ 
atypical M. plutonius โดยทั้ง 2 ไอโซเลตมีลักษณะที่แตกต่างกันทั้งทางด้าน phenotype และพันธุกรรม 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าทั้ง 2 ไอโซเลตควรมีกลไกในการก่อโรคที่แตกต่างกันและส่งผลกระทบต่อการเลี้ยงผึ้งที่
แตกต่างกัน ในประเทศไทย โรคตัวอ่อนเน่ายูโรเปียนส่งผลกระทบเป็นอย่างมากต่อฟาร์มผึ้งทั้งขนาดเล็กและ
ขนาดใหญ่ ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการกระจายตัวของ M. plutonius โดยเริ่มเก็บตัวอย่างผึ้งโพรง (Apis 
cerana), ผึ้งมิ้ม (A. florea) และผึ้งพันธุ์ (A. mellifera) จากการใช้เทคนิคต่าง ๆ ทางจุลชีววิทยาและ PCR 
พบว่ามีการปนเปื้อนของ M. plutonius ในผึ้งตัวเต็มวัยโดยที่ผึ้งไม่ได้แสดงอาการของโรคเลย ต่อจากนั้นจึง
ได้ท าการตรวจสอบ sequence types (STs) แต่ละไอโซเลตที่ได้ด้วยการท า multilocus sequence 
typing (MLST)  
 
ค าส าคัญ: โรคตัวอ่อนเน่ายูโรเปียน การตรวจวินิจฉัยโรค ผึ้ง, multilocus sequence typing, เชื้อก่อโรค 
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Abstract 
 

 Melissococcus plutonius is a widespread bacterial pathogen causing European 
foulbrood (EFB) disease of honeybee larvae. Recently, M. plutonius isolates were separated 
into two types, typical and atypical M. plutonius, which have different phenotypic and 
genetic characterization. These could be implied that typical and atypical M. plutonius 
could have differences in pathogenic mechanisms and various effects on apiculture. In 
Thailand, EFB can cause extensive losses in both amateur and commercial apiaries. In this 
study, the native Asian honeybees (Apis cerana, A. florea and A. mellifera) were randomly 
collected in Thailand. With rapid and feasible technique, we were identified M. plutonius 
from adult bees without clinical symptoms by PCR assays and determined sequence types 
(STs) of each isolated M. plutonius using the multilocus sequence typing (MLST). 
 
Keywords: European foulbrood disease, diagnosis, honeybee, multilocus sequence typing, 
pathogen 
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บทน า 

โรคตัวอ่อนเน่ายูโรเปียนจัดเป็นโรคหนึ่งที่สร้างความเสียหายให้กับอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งเป็นอย่าง
มาก เกิดจากแบคทีเรีย Melissococcus plutonius โดยมีผลกระทบโดยตรงต่อตัวอ่อนของผึ้ง, M. 
plutonius เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะกลม (coccus) ไม่สร้างสปอร์ เติบโตในที่ท่ีมีออกซิเจนต่ า
หรือไม่มีออกซิเจนเลย (Budge et al., 2014; Forsgren, 2010; Mckee et al., 2003) คาร์บอนไดออกไซด์
และโพแทสเซียมฟอสเฟตจัดเป็นสารประกอบที่ส าคัญต่อการเติบโตของ M. plutonius (Forsgren et al., 
2013) ตัวอ่อนผึ้งได้รับหรือติดแบคทีเรียชนิดนี้จากการกินอาหารที่มีการปนเปื้อนของ M. plutonius, โดย
แบคทีเรียจะเจริญเติบโตได้ดีในทางเดินอาหารส่วนกลางของตัวอ่อนผึ้ง ๆ ที่ติดเชื้อ โดยทั่วไปจะตายเมื่อมี
อายุ 4-5 วันก่อนที่เซลล์จะปิด ตัวอ่อนผึ้งที่ตายมีลักษณะบิดงอ คล้ายเกลียว มีสีเปลี่ยนจากขาวเป็นเหลือง 
แล้วกลายเป็นสีน้ าตาล ในที่สุดก็จะเน่าสลายอยู่ที่ก้นเซลล์ ส่งกลิ่นเหม็น (Forsgren, 2010)  

ก่อนหน้านี้มีรายงานว่า M. plutonius เป็น homogeneous species, แต่ต่อมามีรายงานว่า M. 
plutonius สามารถถูกแบ่งออกเป็น typical isolate และ atypical isolate โดยมีลักษณะที่แตกต่างทาง 
phenotype และพันธุกรรม ลักษณะแตกต่างที่เด่นชัด คือ atypical isolate ไม่ต้องการโพแทสเซียม
ฟอสเฟตในการเติบโต (Arai et al., 2012) มีการทดลองก่อนหน้านี้ที่แสดงให้เห็นว่า atypical isolate 
สามารถเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีโซเดียมฟอสเฟตในสภาพที่ไม่มีออกซิเจนและในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
เกลือโพแทส- เซียมในสภาพที่ไม่มีออกซิเจน (Takamatsu et al., 2013) ยิ่งไปกว่านี้ยังพบว่า typical 
isolate จะสูญเสียความรุนแรงในการก่อโรคลงเรื่อย ๆ เมื่อ subculture ไปเรื่อย ๆ ในขณะที่ atypical 
isolate สามารถรักษาความสามารถในการก่อโรคได้เหมือนเดิม ถึงแม้ว่าจะมีการ subculture ไปเรื่อย ๆ ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่า typical isolate และ atypical isolate มีกลไกในการก่อโรคที่แตกต่างกัน (Haynes et al., 
2013)   

 ปัจจุบันได้ประสบผลส าเร็จในการพัฒนา Multi-locus Sequence Typing (MLST) จนสามารถ
น ามาใช้แยก sequence types (STs) ของ M. plutonius isolate ได้เป็นอย่างดี ยีนที่นิยมเลือกน ามา
ศึกษาในงาน MLST คือ ยีน acetylornithine deacetylase (argE), galactokinase (galK), secreted 
antigen (gbpB) และ purine operon repressor (purP) โดยเทคนิคนี้ก็ยังคงอาศัยพื้นฐานของการท า 
PCR และการหาล าดับเบสอยู่ (Takamatsu et al., 2014) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษา MLST 
เพ่ิมเติมใน M. plutonius isolate ที่แยกได้จากผึ้งในประเทศไทย   
   

วัตถุประสงค ์
1. เพ่ือสนองพระราชด าริ โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืขอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ (อพ.สธ.) 
2. เพ่ือตรวจสอบ strain ของ M. plutonius ทั้งท่ีเป็น native strain และ atypical strain ที่พบในผึ้ง 
3 เพ่ือตรวจสอบลักษณะที่เฉพาะทาง phenotype และ genotype ของ native M. plutonius strain 
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ขอบเขตการวิจัย 
ท าการเก็บตัวอย่างผึ้งทุกสปีชีส์ น ามาสกัด DNA แล้วท าการ Screen หาตัวอย่างผึ้งที่มีเชื้อ M. 

 plutonius โดยใช้ Real-time PCR หลังจากนั้นท าการคัดแยกและจัดจ าแนกเชื้อ M. plutonius จาก
ตัวอย่างผึ้งที่มีเชื้อ ท าการจัด Type ของ M. plutonius ที่แยกได้โดย Duplex PCR ท้ายสุดท าการ
ตรวจสอบลักษณะที่เฉพาะของ M. plutonius 

วิธีด าเนินการวิจัย 
การเก็บตัวอย่าง 

ท าการเก็บผึ้งทัง้หมด 73 รังจาก 11 ฟาร์มผึ้งที่อยู่ตามบริเวณต่าง ๆ ทั่วประเทศไทย โดยเลือกเก็บ
แบบสุ่ม ในแต่ละรังท าการเก็บผึ้งจ านวน 30 ตัว โดยเก็บในน้ าแข็งแห้งระหว่างอยู่ในภาคสนาม แล้วย้ายมา
เก็บท่ี -20 °C ในห้องปฏิบัติการ  
 
การเพาะเชื้อและการสกัด DNA 

ในแต่ละรัง เลือกใช้ผึ้ง 5 ตัวมาท าให้ปลอดเชื้อด้านนอกตัวโดยใช้ 70% (v/v) ethanol แล้วล้าง
ออกด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ท าการผ่าส่วนท้อง ย้ายเอาทางเดินอาหารของผึ้งออกมา แล้วท าการบด 
homogenized ด้วย 500 ml phosphate buffered saline (PBS) หลังจากนั้นท าการแบ่ง lysate ที่ได้
ออกเป็น 2 ส่วน (ส่วนที่ I และ II) 

ส่วนที่ I: น า lysate มา centrifuged ที่ 13,000 rpm, อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที หลังจากนั้น 
ท าการเก็บส่วน pellet มาท าการสกัด DNA โดยใช ้ QIAamp DNA mini kit (cat. # 51304, Qiagen)  
ค าณวนความเข้มข้นของ DNA จากค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 nm และหาความบริสุทธิ์ของ DNA โดย
พิจารณาจากอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 nm ตรวจคุณภาพของ DNA ที่สกัดได้โดยใช้ 
0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis, เก็บรักษา DNA ที่สกัดได้ไว้ที่ -20 °C  

 
การตรวจคัดกรอง M. plutonius เบื้องต้นโดย real-time PCR  

เพ่ือค้นหาผึ้งที่มีการปนเปื้อนของ M. plutonius จึงท าการตรวจหา DNA ของแบคทีเรีย โดยเน้นที่
ยีน sodA ของ M. plutonius, อ้างอิงจากงานของ Roetschi et al. (2008) จึงท าการ amplifications โดย
ใช้ QIAGEN QuantiTect SYBR Green PCR kit (cat. # 204141, Qiagen) และ real-time PCR 
(LightCycler® 2.0 Instrument, Roche), ใน reaction mixture ที่มีปริมาตรสุดท้าย 20 µl ประกอบด้วย 
10 µl ของ reaction buffer (2X), 0.1 µM ของ probe (5’ FAM-CTTGGTTGGTCGTTGACMBHQ1 3’), 
0.3 µM ของแต่ละ primer (forward primer หรือ Mp-sodA-F 5’ CAGCTAGTCGGTTTGGTTCC 3’ 
และ reverse primer หรือ Mp-sodA-R 5’ TTGGCTGTAGATAGAATTGACAAT 3’) และ 10 ng DNA, 
โดยมี PCR thermocycling ดังนี้ 50 ˚C เป็นเวลา 2 นาที และ 95 ˚C เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วย 40 รอบ 
ของ 95 ˚C เป็นเวลา 15 วินาที, และ 60 ˚C เป็นเวลา 1 นาที โดยมี DNA มาตรฐานของ typical M. 
plutonius และ atypical M. plutonius จาก Dr. Daisuke Takamatsu มาใช้เป็นตัวควบคุม และใช้
ปฏิกิริยาที่ไม่มี DNA เลย เป็น negative control  
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ส่วนที่ II: น า lysate ปริมาณเล็กน้อยจากผึ้งที่ถูกคัดกรอง M. plutonius เบื้องต้น โดย qPCR แล้ว
ให้ผลเป็นบวก มาท าการ streaked ลงบน KSBHI agar plate (10 g/l agar, 5 g/l soluble starch, 20.4 
g/l KH2PO4 และ 37 g/l Brain Heart Infusion) โดยมี 3 µg/ml nalidixic acid แล้วท าการบ่มที่ 37 °C 
เป็นเวลา 3 วัน ในภาวะไร้ออกซิเจน หลังจากนั้น 3 วัน จะสังเกตเห็นโคโลนีของแบคทีเรีย, โคโลนีของ M. 
plutonius จะมีสีขาว ผิวเรียบ กลม ทั้งนี้ atypical strains จะเติบโตได้เร็วกว่าและฟอร์มโคโลนีที่มีขนาด
ใหญ่กว่า typical strains, โคโลนีที่คาดว่าเป็น M. plutonius จะถูก subcultured ลงบน KSBHI agar แล้ว
ท าการบ่มต่อไปที่ 37 °C เป็นเวลา 3 วัน ในภาวะไร้ออกซิเจน ท าการย้อมสี Gram เพ่ือสังเกตลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ท าการแยกแบคทีเรียเป้าหมายลงเลี้ยงใน KSBHI media แล้วท าการบ่มต่อที่ 37 °C เป็นเวลา 
3 วัน ในภาวะไร้ออกซิเจน หลังจากนั้น ท าการสกัด genomic DNA ของแบคทีเรียโดยใช้ QIAamp DNA 
mini kit (cat. # 51304, Qiagen) ค าณวนความเข้มข้นของ DNA จากค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 nm และ
หาความบริสุทธิ์ของ DNA โดยพิจารณาจากอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 nm ตรวจ
คุณภาพของ DNA ที่สกัดได้โดยใช้ 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis, เก็บรักษา DNA ที่สกัดได้
ไว้ที่ -20 °C 

 
M. plutonius  - specific PCR  

ท าการเพ่ิมปริมาณของ DNA ที่สกัดได้จาก M. plutonius ที่แยกได้ โดยใช้ PCR โดยเนน้ที่ยีน 16S 
rRNA, ท าการออกแบบ primers (forward primer หรือ Mp-16S-F, 5’ GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC 
3’ และ reverse primer หรือ Mp-16S-R, 5’ TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG 3’) โดยอ้างอิงจาก 
Govan et al. (1998),  ใน reaction mixture ที่มีปริมาตรสุดท้าย 25 µl ประกอบด้วย 12.5 µl ของ 
Emerald Amp GT PCR master mix (2X, cat. # RR310A, Takara), 0.2 µM ของแต่ละ primer และ 
10 ng DNA โดยมี PCR conditions ดังนี้: 1 รอบของ 95 °C เป็นเวลา 1 นาท;ี 30 รอบของ 93 °C เป็น
เวลา 1 นาท,ี 55 °C เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที และรอบสุดท้ายที่ 72 °C เป็นเวลา 5 
นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ด้วย 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis, ย้อมสี gel ด้วย 
GelRed nucleic acid gel stain, แล้วสังเกตผลโดยใช้ UV-transillumination, ผลิตภัณฑ์ PCR ที่คาดหวัง
มีขนาด 832 bp  

 
Duplex PCR amplification 

ท า strain typing ของ M. plutonius ที่แยกได้โดย duplex PCR โดยอ้างอิงวิธีการของ Arai et 
al. (2014) และ Djordjevic et al. (1998), ท า duplex PCR assays โดยใช้ QIAgen multiplex PCR kit 
(catalog # 206143, Qiagen), ใน reaction mixture ที่มีปริมาตรสุดท้าย 25 µl ประกอบด้วย 12.5 µl 
ของ multiplex PCR master mix (2X), 0.2 µM ของแต่ละ primer ที่เฉพาะเจาะจงต่อ typical M. 
plutonius (forward primer หรือ Mp-T-F, 5’ TGGTAGCTTAGGCGGAAAAC 3’; reverse primer หรือ 
Mp-T-R, 5’ TGGAGCGATTAGAGTCGTTAGA 3’) และ primer ที่เฉพาะเจาะจงต่อ atypical M. 
plutonius (forward primer หรือ Mp-A-F, 5’ GAGAACGATTCGGTACAAGC 3’; reverse primer หรือ 
Mp-A-R, 5’ CCTTTTCTTCACATTCTGGACAT 3’), และ 10 ng DNA, มี thermal cycler ที่ใช้ส าหรับ 
PCR amplifications ดังนี้: 94°C เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 35 รอบของ 94 °C เป็นเวลา 30 วินาที, 57°C 
เป็นเวลา 90 วินาที และ 72 °C เป็นเวลา 90 วินาที, และรอบสุดท้ายที่ 72 °C เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบ
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ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ด้วย 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis, ย้อมสี gel ด้วย GelRed nucleic 
acid gel stain, แล้วสังเกตผลโดยใช้ UV-transillumination 

 
genotyping M. plutonius ที่แยกได้โดย MLST analysis 

เพ่ือเป็นการตรวจสอบ allelic numbers และ sequence types (STs) ของ M. plutonius 
isolates, จึงท า MLST analysis ด้วยการหาล าดับเบสของยีน 4 ยีน (argE, galK, gbpB และ purR) โดย
อ้างอิงจาก Haynes et al. (2013), ท าการจ าแนก allelic numbers และSTs ของแต่ละไอโซเลตโดยท า
การเปรียบเทียบผลกับ 34 STs ที่มีบันทึกไว้อยู่แล้วใน M. plutonius MLST database 
(http://pubmlst.org/mplutonius/) 

 

http://pubmlst.org/mplutonius/
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ผลและอภิปรายผลการศึกษา 

 
จากการตรวจคัดกรอง M. plutonius เบื้องต้นจากผึ้งตัวเต็มวัยที่เก็บมาจากบริเวณต่าง ๆ จ านวน 

73 รัง เป็นผึ้งโพรงจ านวน 48 รัง ผึ้งมิ้ม 10 รัง และผึ้งพันธุ์ 15 รัง ซึ่งเป็นผึ้งที่ไม่ได้แสดงอาการของโรคตัว
อ่อนเน่ายูโรเปียนเลย โดยใช้ qPCR พบผลที่เป็นบวกจากการ amplification ของยีน SodA กับ 1 ตัวอย่าง
จากกรุงเทพฯ, 18 ตัวอย่างจากเชียงใหม่, 35 ตัวอย่างจากชุมพร, 5 ตัวอย่างจากพิจิตร และ 14 ตัวอย่างจาก
สมุทรสงคราม ผล qPCR ที่เป็นบวกแสดงดังในรูปที่ 1 แสดงเฉพาะผลของ M. plutonius ทีแ่ยกได้จากผึ้ง
โพรง 3 รัง ที่เก็บจากอ าเภอสวี จังหวัดชุมพร   

 

 

รูปที่ 1 แสดง qPCR amplification (เป้าหมายที่ยีน SodA) โดยใช้ DNA ของผึ้งโพรงรังที่ 1, 2, และ 3  
จากอ าเภอสวี จังหวัดชุมพร (code: sw1, sw2, และ sw3, ตามล าดับ) ในขณะที่ pos แสดง positive 
reaction และ neg แสดง negative reaction    

pos 

neg 

sw 3 

sw 2 

sw 1 



13 
 

PCR amplification (เป้าหมายที่ยีน 16S rRNA ของ M. plutonius)  
จากผลบวกในรูปที่ 1 จึงท าการทดลองต่อโดยมุ่งเป้าหมายมาท่ียีน 16S rRNA ของ M. plutonius 

ถ้าผลการทดลองเป็นบวก จะได้ขนาดของ ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ 832 bp แสดงดังในรูปที่ 2 
 

                              M   1    2   3   4 

  

 

 

 

 

รูปที่ 2 แสดงผลของ PCR amplification ของยีน 16S rRNA ของ M. plutonius, หลังการท า 1% 
agarose gel electrophoresis, 100 V เป็นเวลา 40 นาที สังเกตเห็นผลบวกจาก M. plutonius ที่แยกได้
จากตัวอย่าง sw1  

 

 

 

Lane  
M: DNA marker X (0.07-12.2 kb) 
1:  DAT561 positive control for atypical M. plutonius  
2:  DAT606 positive control for typical M. plutonius  
3:  d-H2O (negative control) 
4:  sw1 sample  
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duplex PCR amplification (เพ่ือจัดจ าแนก typical M. plutonius และ atypical M. plutonius)  
จากผลบวกในรูปที่ 2 จึงท าการทดลองต่อโดยมุ่งเป้าหมายมาที่จัดจ าแนก typical M. plutonius 

และ atypical M. plutonius ถ้าผลการทดลองเป็นบวกของ typical M. plutonius จะได้ขนาดของ 
ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ 187 bp แสดงดังในรูปที่ 3 
 

                                        M    1   2    3   4 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงผลของ duplex PCR amplification ของ DNA ของ M. plutonius, หลังการท า 1% 
agarose gel electrophoresis, 100 V เป็นเวลา 40 นาที สังเกตเห็นผลบวกจาก typical M. plutonius ที่
แยกได้จากตัวอย่าง sw1  

 

 

 

 

 

Lane 
M:  DNA marker X (0.07-12.2 kb) 
1:   DAT561 positive control for atypical M. plutonius  
2:   DAT606 positive control for typical M. plutonius  
3:   d-H

2
O (negative control) 

4:   sw1  
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MLST analysis  
จากการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 4 ยีน (argE, galK, gbpB และ purR) หลังจากท่ีท าการ repeat 

typing ของ M. plutonius strain เพ่ือยืนยันผล ผลการทดลองที่ได้จากการท า 2 ซ้ าเหมือนกันดังแสดงใน
รูปที่ 4 (A และ B) 

  
(A)                                                             (B)                           

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 แสดง MLST analysis ของ positive DNA ของ M. plutonius, หลังการท า 1% agarose gel 
electrophoresis, 100 V เป็นเวลา 40 นาที สังเกตเห็นผลบวกจาก typical M. plutonius ที่แยกได้จาก
ตัวอย่าง sw1  
 

M   1     2    3    4     5     6    7     8     9    10   11  12 M   1     2    3    4     5     6    7     8     9    10   11  12 

Lane 
M:  DNA marker X (0.07-12.2 kb) 
1:  DAT606 (positive control for typical M. plutonius) with primer galK 
2:  d-H2O (negative control)  
3:  sw1 with primer galK 
4:  DAT606 (positive control for typical M. plutonius) with primer argE 
5:  d-H2O (negative control) 
6:  sw1 with primer argE 
7:  DAT606 (positive control for typical M. plutonius) with primer gbpB 
8:  d-H2O (negative control) 
9:  sw1 with primer gbpB 
10:  DAT606 (positive control for typical M. plutonius) with primer purR 
11:  d-H2O (negative control) 
12:  sw1 with primer purR 
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เมื่อน าล าดับเบสของยีน 4 ยีน (argE, galK, gbpB และ purR) มาวิเคราะห์เพิ่มเติม พบรายละเอียด
ดังในตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1 แสดงข้อมูลของล าดับเบสของยีน argE, gbpB และ purr 

 
 

Allele Length (bp) Start position End position 
argE: 1 503 523 1,025 
gbpB: 1 458 1,040 1,497 
purR: 4  383 1,498 1,880 

 

ในขณะนี้ได้ส่งล าดับเบสไปยัง MLST database (http://pubmlst.org/mplutonius/) เรียบร้อย
แล้ว อยู่ในช่วงตรวจสอบล าดับเบส เพ่ือขอ ST number ของแต่ละไอโซเลตอย่างเป็นทางการต่อไป ที่
น่าสนใจคือพบ novel allele ของยีน galK   

 

สรุปผลการศึกษา 
 จากการส ารวจผึ้ง 3 species จ านวน 73 รังในประเทศไทย พบการปนเปื้อนของ M. plutonius 
แบบที่เป็น typical strain และที่น่าสนใจอย่างยิ่งคือผลจาก MLST analysis ที่แสดงให้เห็นว่า typical M. 
plutonius ที่พบม ีnovel allele ของยีน galK   

ข้อเสนอแนะ 
 ท าการวินิจฉัยหาการปนเปื้อนของ M. plutonius ในผึ้งเพิ่มเติม  

http://pubmlst.org/mplutonius/)%20เรียบร้อย
http://pubmlst.org/mplutonius/)%20เรียบร้อย
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