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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ เร่ือง การชันสูตรโรคยูโรเปยนฟาวลบรูดในผึ้ง กําหนดวิธีการ
ชันสูตรเพื่อใชรับรองการปลอดโรคยูโรเปยนฟาวลบรูดของสินคาผึ้งและผลิตภัณฑ และใชเปนคูมือ 
การชันสูตรโรคยูโรเปยนฟาวลบรูดในหองปฏิบัติการใหเปนไปอยางถูกตอง แมนยํา ซึ่งประกอบดวยวิธีทาง
พยาธิวิทยา วิธีทางวิทยาแบคทีเรีย วิธีทางวิทยาภูมิคุมกันแบบจับกลุม และวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส  
เพ่ือสงเสริมระบบการผลิตสินคาผึ้งและผลิตภัณฑท่ีมีความปลอดภัย มีคุณภาพเหมาะสมตอการบริโภค 
ทั้งภายในประเทศและระหวางประเทศ และเปนประโยชนในการประกาศ (notify) สถานะการระบาดของ
โรคยูโรเปยนฟาวลบรูดในประเทศและตอองคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ 
 
มาตรฐานนี้กําหนดขึ้นโดยอาศัยขอมูลจากเอกสารตอไปนี้เปนแนวทาง 

OIE. 2004. European foulbrood. In Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial 
Animals. Chapter 2.9.3. World Organisation for Animal Health., Paris, France. 
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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
การชนัสูตรโรคยโูรเปยนฟาวลบรดูในผึ้ง 

 
1 ขอบขาย 

มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาตนิี ้ กําหนดรายละเอียดที่สําคญัเกี่ยวกับการชันสตูรโรคยูโรเปยน
ฟาวลบรดูในผึง้ทางหองปฏิบัติการ ดวยวิธีทางพยาธิวทิยา วิธีทางวทิยาแบคทีเรีย วิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน
แบบจบักลุม และวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส  

2 นิยาม 

ความหมายของคําที่ใชในมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้มีดังตอไปนี ้

2.1  ผึ้ง (honey bee) หมายถึง ผึ้งทีเ่ล้ียงเพื่อผลิตน้ําผึ้ง ซึ่งมีอยูสองชนิดในประเทศไทย คือ ผึ้งโพรง  
(Apis cerana) และผึ้งพันธุยุโรป (Apis mellifera)  แตในมาตรฐานนี้จะหมายความถึงผึ้งพันธุยุโรปเทานั้น 

2.2   โรคยูโรเปยนฟาวลบรดู (European foulbrood) หมายถึง โรคระบาดในตัวออนผึ้งระยะที่เปนหนอน 
ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Melissococcus pluton (M. pluton) 

2.3   ตัวออนผึ้ง (bee brood) หมายถึง ไข หนอน และดักแดในรังผึ้ง 

2.4   ไขผึ้ง (beeswax) หมายถึง สารที่ผึ้งงานผลติออกมาจากตอมไขผึ้ง (wax glands) ในการสรางรวงผึ้ง 

2.5   หลอดรวงผึ้ง  (cell) หมายถึง ชองรูปหกเหลี่ยมดานเทา ซึ่งหลายๆ หลอดรวงผึ้ง จะประกอบกัน
เปนรวงผึ้ง 

2.6   รังผึ้ง (bee colony) หมายถึง ผึ้ง 1 รัง ซึ่งประกอบดวย ผึ้งนางพญา ผึ้งงาน ผึ้งตัวผู รวงตัวออนผึ้ง 
และรวงอาหาร 

2.7  น้ําผึ้ง (honey) หมายถึง ของเหลว ขน รสหวาน ซึ่งผึ้งผลติขึ้นจากน้ําหวานของดอกไม หรือจาก 
สวนใดสวนหนึ่งของตนไม หรือผลิตจากของเหลว (honey dew) ที่ขับออกมาจากแมลงวงศ Homoptera 
แลวสะสมไวในรังผึ้ง  

2.8   เกสรผึ้ง (bee pollen) หมายถึง เกสรดอกไมที่ผึ้งรวบรวมมาเลี้ยงตัวออน   
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2.9   รอยัลเยลลี่ หรือ นมผึ้ง (royal jelly or bee milk) หมายถึง ผลิตภณัฑที่ผึง้งานผลิตขึ้นเพื่อใชเปน
อาหารสําหรับเลี้ยงตัวออนที่จะกลายเปนผึง้นางพญาตอไป มีลักษณะเหมือนครีมขนสีขาว แตไมรวมถึง
รอยัลเยลลี่ที่นําไประเหยน้าํออกจนแหง      

2.10 ฟารมผึ้ง (bee farm) หมายถึง สถานที่เล้ียงผึ้ง เพ่ือวัตถุประสงคในการผลิตน้ําผึ้ง และผลติภัณฑ
อ่ืนๆ จากผึ้ง  

2.11 วธิีทดสอบเพื่อคัดกรองโรค หรือทดสอบแบบรวดเร็ว (screening test or rapid test) หมายถึง 
วิธีการตรวจโรคเบื้องตน ที่สะดวก รวดเร็ว  

2.12 วิธีทดสอบเพื่อยืนยันโรค (confirmation test) หมายถึง วิธกีารตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการ
ยืนยันผลการทดสอบโรคเบือ้งตน และเปนวิธีที่ยอมรับวามีความจาํเพาะและความไวสูง  

2.13 ความไว (sensitivity) หมายถึง ความสามารถของวิธีทดสอบที่ใหผลการทดสอบเปนบวกในกลุม
ตัวอยางจากตวัอยางที่ติดเชือ้ 

2.14 ความจําเพาะ (specificity) หมายถึง ความสามารถของวิธีทดสอบที่ใหผลการทดสอบเปนลบในกลุม
ตัวอยางจากตวัอยางที่ไมตดิเชื้อ 

3   การชันสูตรโรค 

การชันสูตรโรคยูโรเปยนฟาวลบรูดในผึ้งดวยวิธีทางหองปฏิบัติการ ไดแก วธิีทางพยาธิวิทยา วธิีทางวิทยา
แบคทีเรีย วิธทีางวิทยาภูมิคุมกัน วิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ซึ่ง
แตละวิธีมคีวามไวและความจําเพาะแตกตางกัน  

เมื่อไดผลตรวจทางหองปฎิบัติการแลว ใหสัตวแพทยหรือผูเช่ียวชาญทางดานการเลี้ยงผึ้ง เปนผูพิจารณา 
ประวัติ วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรคยูโรเปยนฟาวลบรูดรวมดวยตามรายละเอียดใน
ภาคผนวก ก เพ่ือใหการรักษาและปองกันโรคเปนไปอยางมีประสิทธภิาพ  

3.1  การเก็บตัวอยาง 

3.1.1 เก็บตวัอยางรวงผึ้ง โดยเลือกรวงที่มีตัวออนผึ้งตายอยูเปนจํานวนมากเทาที่จะมากได ขนาดรวง
ประมาณ 20 cm2 และไมควรมีน้าํผึง้ปนในตัวอยางรวงผึ้ง ใสตัวอยางในภาชนะปดสนิท แลวนําสง
หองปฏิบัติการโดยเร็ว  
3.1.2   กรณีเก็บตัวอยางผลิตภัณฑจากผึง้ ไดแก น้ําผึ้ง รอยัลเยลลี่ เกสรผึ้ง และไขผึ้ง เปนตน ใสตัวอยาง
ผลิตภณัฑประมาณ 50 g ในภาชนะที่สะอาดปดสนิท แลวนําสงหองปฏิบัติการโดยเร็ว 

3.1.3 กรณีเก็บรักษาเชื้อ สามารถเก็บรกัษาเชื้อในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปที่อุณหภูมิ 4 oC 
ไดนานถึง 6 เดือน หรือเก็บเชื้อในลกัษณะเชื้อแหงโดยผสมเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบของ
น้ําตาลซโูครส 10 % สารสกัดยีสต (yeast extract) 5% โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
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0.1 mol ความเปนกรด-เบส (pH) 6.6 แลวผานกระบวนการทําใหแหงดวยวิธีไลโอฟไลซเซช่ัน 
(lyophilisation) เก็บที่อุณหภูมิ 4 oC ไดนานหลายป 

3.1.4 ติดฉลากตัวอยางโดยตองมีขอความที่อานไดชัดเจนไมลอกหลุด และแสดงรายละเอียด ดังนี ้
ประเภทตัวอยาง ช่ือฟารม เลขที่รัง สถานที่ วันที่เก็บตัวอยางสงตรวจ และผูเก็บตัวอยาง 

3.2  วิธีทดสอบเพือ่คัดกรองโรคหรือวิธีทดสอบแบบรวดเร็ว  

3.2.1 วิธีทางพยาธิวิทยา 

หลักการของวธิีนี ้ คอื การทดสอบโดยการตรวจหารอยโรคจากตัวออนผึ้ง การชันสตูรโรคยโูรเปยนฟาวลบรดู
นี้ ใหใชตัวออนผึ้งที่เพ่ิงตาย  

3.2.1.1 ตรวจดูรอยโรคดวยตาเปลา หากเปนโรคยโูรเปยนฟาวลบรูดจะพบตัวออนผึ้งที่ตายมีลักษณะ
ออนนุมเห็นเสนแบงปลองลําตัวชัดเจน มีลักษณะบิดเบี้ยวจากปกต ิและสีของตัวออนเปลี่ยนจากขาวเปน
เหลือง แลวกลายเปนสะเกด็สีน้ําตาลเขมไมตดิแนนกับผนังหลอดรวงผึ้ง   

3.2.1.2 ตรวจดรูอยโรคดวยกลองจุลทรรศน โดยใชปากคบีปลายแหลมดึงตัวออนผึ้งที่เปนโรคออกจาก
หลอดรวงผึ้ง วางบนกระจกสไลด แลวใชปากคบีเกลี่ยเปดสวนทอง นําสวนที่เปนทางเดินอาหารสวนกลาง 
(mid-gut) ออกมา หากเปนโรคยูโรเปยนฟาวลบรดู จะเห็นแบคทีเรีย (M. pluton) เปนกลุมๆ สีขาวทึบ
ภายในทางเดนิอาหาร เมื่อเปรียบเทียบกับตัวออนผึ้งปกติซึ่งภายในทางเดินอาหารเปนสีน้าํตาลออน
เนื่องจากมีเกสรผึ้ง (bee pollen) ปนอยูดวย  

นําสวนทีบ่รรจุอยูภายในทางเดินอาหารสวนกลาง มาเกลี่ยบนสไลด และหยดสารละลายนิโกรซิน 
(nigrosin)  5% เกล่ียใหเขากัน แลวทําใหแหงดวยเปลวไฟ จากนั้นนํามาดดูวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย
อยางนอย 1 000 เทา ถาแบคทีเรียนั้นเปน M. pluton จะเห็นเซลลรูปกลมรีปลายแหลมสองขาง 
(lanceolate cocci) ขนาดประมาณ 0.5 µm x 1.0 µm อยูเปนเซลลเดี่ยว เปนคู เปนกลุม หรือเรียงตัว 
เปนสาย (ภาพท่ี ข.1.1) นอกจากนัน้อาจพบแบคทีเรียชนิดอื่นๆ เชน Paenibacillus alvei (P. alvei) และ 
Bacterium Eurydice (B. eurydice ) อยูรวมดวย     

3.2.2   วิธีทางวิทยาแบคทีเรีย  

หลักการของวิธีนี ้คือ การทดสอบแบคทีเรียกอโรคจากตัวอยางรวงผึ้ง ประกอบดวย ข้ันตอนการเพาะเลี้ยง
เช้ือ (culture) จากตัวอยาง การเพาะเช ื้อตอ (subculture) เพ่ือใหไดเช้ือบริสุทธิ์ปราศจากแบคทีเรียชนิดอื่น
ปนเปอนดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นนําไปทดสอบ ดวยวิธีทางวทิยาภูมิคุมกนั หรือ วิธีปฏิกิริยาหวงโซ
พอลิเมอเรส เพ่ือพิสูจนเช้ือที่พบวาเปน M. pluton  
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เทคนิคการเพาะเชื้อ (culture technique) มีข้ันตอนดังนี ้
(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ เอ็ม พลูตัน อาการ (M. pluton agar) ตามภาคผนวก ค 

(2) นําตัวออนผึ้งที่ติดเชื้อ หรือช้ินสวนทางเดินอาหารสวนกลาง ปายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 
ขอ (1)  แลวบมในสภาวะที่ไรออกซิเจน และมีกาซคารบอนไดออกไซด 5% ถึง 10%  
ที่อุณหภูมิ 35 oC  ถึง 37 oC นาน 4 วัน 

(3) กรณีที่ไมสามารถสงตัวอยางตรวจไดทนัท ี สามารถนําตัวอยางไปเกลี่ยบนสไลด ทําใหแหง 
แลวเก็บสไลดไวที่อุณหภูม ิ 4 oC หรือ –20 oC จะสามารถเก็บตวัอยางไวไดนานหลายป 
วิธีนี้จะทาํลายเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นที่อาจติดมากับซากตัวออนผึ้ง ทําใหเหลือแตเช้ือที่กอ
โรคคือ M. pluton  

(4) การแปลผล หากเปนเชื้อ M. pluton จะพบวา เช้ือสามารถเจริญเติบโตในสภาพบรรยากาศ
ที่ไรออกซิเจน โดยทั่วไปเมือ่เช้ือ M. pluton เจริญเต็มที่ จะเห็นเปนโคโลนีเล็กๆ สีขาวขุน
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ แตเมื่อตรวจดูเช้ือดวยกลองจุลทรรศนจะเหน็เชื้อมีรูปกลมรีปลายแหลม 
สองขาง (lanceolate cocci) คาความเปนกรด-เบส ของอาหารที่ใชเพาะเชื้ออาจลดลงถึง 
5.5 จากนัน้นําเช้ือที่แยกไดไปทดสอบดวยวิธีทางวิทยาภูมิคุมกนั หรือ วิธีปฏิกิริยาหวงโซ 
พอลิเมอเรส ตอไป  

แบคทีเรียอื่นๆ ที่สามารถพบในตัวออนผึ้งที่เปนโรคยโูรเปยนฟาวลบรูด เชน เช้ือ  B. eurydice เปนเชื้อ
แบคทีเรียรูปรางแบบแทงปลายเหลี่ยม (square-ended rod) ปกติพบอยูในทางเดนิอาหารของผึ้ง 
ตัวเต็มวัย และมักพบในทางเดินอาหารของตัวออนผึ้งดวย โดยจะพบในปริมาณที่ต่ํา อยางไรก็ตามจะพบ
แบคทีเรียชนดินี้จาํนวนมากในตัวออนผึง้ที่ติดเชื้อ M. pluton  

เช้ือ Enterococcus faecalis (E. faecalis) หรือ Streptococcus faecalis เปนเชื้อที่มีสัณฐานวิทยาคลายกบั
เช้ือ M. pluton แตมีแบบแผนการเจริญ และมีปฏิกิริยาตอแอนตบิอดีตางกัน ซึ่ง  E. faecalis มักจะเปน
สาเหตุของกลิ่นเนา และเจรญิไดดใีนสภาวะที่มี หรือไมมีออกซิเจน ซึง่อาจเรียกวาเปน facultative bacteria 
โคโลนีของแบคทีเรียชนิดนีจ้ะมีขนาดเล็กใส สามารถเหน็ไดหลังจากเพาะเชื้อภายใน  24 h ซึ่งเช้ือจะเจริญ
ไดในอาหารทีใ่ชเล้ียงเชื้อทั่วไป ทั้งที่มีและไมมีคารโบไฮเดรท ความแตกตางของความสามารถในการเจริญ
ของเชื้อสองชนิดนี ้ สามารถทําใหแยกเชื้อทั้งสองชนิดออกจากกันได นอกจากนีถ้ามีน้ําตาลกลูโคสรวมอยู
ดวยในอาหารที่เล้ียง E. faecalis เช้ือจะสรางกรดทําใหคาความเปนกรด-เบส ของอาหารลดลงเปน 4   
การตรวจพบ E. faecalis ในตัวอยาง อาจใชเปนตัวบงช้ีของการติดเชื้อ M. pluton ได เนื่องจาก 
 E. faecalis มักจะเจริญรวมอยูกับ M. pluton ในตัวออนผึ้ง แตจะมีปริมาณนอยกวา ดังนัน้ ข้ันตอนการ
เจือจางเชื้อกอนเพาะลงบนอาหารจึงมีความสําคัญ ทําใหสามารถแยกเชื้อกอโรคไดงายขึ้น เพราะถาหากมี
เช้ือ E. faecalis ในปริมาณมากอยูจะสรางกรดซ่ึงมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ M. pluton ในหองปฏิบัติการ
เช้ือ P. alvei หรือ Bacillus alvei เปนเชื้อแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่ง ทีม่ักพบในตัวออนผึ้งที่ตดิเชื้อยูโรเปยน
ฟาวลบรูด โดยจะเจริญในตัวออนผึ้งทีต่ายแลว และเชื้อนี้จะสรางสปอรเมื่ออายุมากขึ้น ดังนั้นหากพบ
สปอรของเชื้อชนิดนีใ้นรังอาจบงช้ีไดวา มีการระบาดของโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด P. alvei เจริญไดดใีน
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สภาวะที่แตกตางจากเชื้อ M. pluton โดยจะสรางโคโลนีใสๆ กระจายไปทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และมี 
กล่ินเหม็น  

3.2.3 วิธีทางวิทยาภูมิคุมกนัแบบจับกลุม (tube agglutination test) 

หลักการของวิธีนี ้ คือ การทดสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกบัแอนตบิอด ี ซึ่งตองมีแอนตบิอดีที่จําเพาะ
ตอ M. pluton ในมาตรฐานนี้แนะนําใหใชวิธีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี 1   

3.2.3.1 การเตรียมแอนตบิอด ี

(1) นําสารละลายเชื้อ M. pluton 1 ml  (โดยใชเปนแอนตเิจน) ผสมกับ Freund’s incomplete 
adjuvant 1 ml จนเปนเนื้อเดียวกัน 

(2) ฉีดสารผสมจากขอ 1 เขากระตายทางกลามเนื้อหรือทางใตผิวหนังโดยแบงฉีดหลายๆ จุด 
จุดละ 0.1 ml  ถึง 0.2 ml  รอนานประมาณ 14 วัน ถึง 21 วัน เพ่ือใหกระตายสราง
แอนตบิอดตีอเช้ือ M. pluton 

(3) เจาะเก็บเลือดกระตาย แยกซีรัม แลวทดสอบหาระดบัแอนตบิอดี หากพบวามีแอนติบอดีใน
ระดับสูง ใหเก็บซีรัมที่ไดมาใชในการทดสอบตอไป 

3.2.3.2 การทดสอบการจับกลุมของแอนติเจนและแอนตบิอด ี 

นําสวนผสมของแบคทีเรียที่มีน้ําหนักแหงเทากับ 0.25 mg/ml ผสมกับแอนตบิอดใีนขอ 3.2.3.1 
วิเคราะหหาจดุยุต ิ (end point) หลังจากบมที่อุณหภูม ิ 37 oC นาน 4 h อานผลโดยดูหลอดสดุทายที่เกิด
การจับกลุมของแอนติเจนและแอนตบิอด ี 

นอกจากนี้วิธีอิไลซา2 (enzyme linked-immunosorbent assay; ELISA) ที่ใช monoclonal antibody ที่มี
ความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ M. pluton หรือ lateral flow device สามารถนํามาวินิจฉัยโรคไดอยางแมนยําได 

 
 
 
 
 
1 Peng Y.S. & Peng K.Y. (1979). A study on the possible utilization of immunodiffusion and 
immunofluorescence techniques as diagnostic methods for American foulbrood of honeybees (Apis 
mellifera). J. Invertebr. Pathol., 33, 284-289. 
2 Olsen P.E., Grant G.A., Nelson D.L. & Rice W.A. (1990). Detection of American foulbrood 
disease of the honeybee, using a monoclonal antibody specific to Bacillus larvae in an enzyme-
linked immunosorbent assay. Can. J. Microbiol., 36, 732-735. 
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3.3   วิธีทดสอบเพื่อยืนยันโรคโดยวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส (PCR) 

หลักการของวิธีนี ้ คือ การตรวจหาดีเอ็นเอ (DNA) ของเชื้อ M. pluton ประกอบดวยขั้นตอนการสกัด 
ดีเอ็นเอของเชื้อ ข้ันตอนตอมาเปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อแบบทวคีูณจนมีจํานวนมากพอที่จะ
ตรวจพบได การตรวจเชื้อ M. pluton โดยใชวิธ ี PCR สามารถทําไดโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับชิ้นสวน
ของยีน 16S rRNA  

วิธีการ (ตามวิธีของ Govan et al., 1998)  

(1) นํา genomic DNA ที่สกัดจากตัวอยางตามภาคผนวก ง ดูดสารละลายสวนบนมาปริมาณ 
1 µl ถึง 3 µl  เพ่ือนําไปเปนตนแบบของดีเอ็นเอ (template DNA) ใน reaction mixture 
ที่ประกอบดวย MgCl2 2 mmol/l และไพรเมอร (ไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน 16S rRNA 
ในตารางที ่ 1) จํานวน 50 pmol/µl,  25 mmol/l ของ dNTP 3 และ 1 U/ µl ของ  
Taq polymerase 

(2) ข้ันตอนการเพิ่มจํานวนชิน้สวนดีเอ็นเอ ดวยเครื่อง thermocycler ตามเงื่อนไขดังตอไปนี ้

ข้ันที่ 1  บมตัวอยางทีอุ่ณหภูม ิ 95 oC นาน 1 min    

ข้ันที่ 2  บมตัวอยางทีอุ่ณหภูม ิ 93 oC นาน 1 min  
   55 oC นาน 30 s 
   72 oC นาน 1 min  

 ทําข้ันที่ 2 ซ้ําอีก 30 รอบ                                                                    
ข้ันที่ 3  บมตัวอยางทีอุ่ณหภูม ิ 72 oC นาน 5 min 

(3) หลังจากนั้นทาํการตรวจสอบขนาดชิ้นสวนดเีอ็นเอ ดวยวิธอิีเลคโตรโฟเรซิส (electrophoresis) 
บน agarose gel 0.8% แลวยอมเจลดวย ethidium bromide  

(4) นําแผนเจลไปอานดวยเครื่อง visible-UV gel transmission จะเห็นชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
ที่ agarose gel  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 dNTP (Deoxyribonucleotide triphosphate) ประกอบดวย dATP dCTP dGTP และ dTTP ซึ่งเปนสาร
ตั้งตนทีใ่ชในการทําปฏิกิริยา  
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ตารางที่ 1  ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด 

ทิศทาง 

(direction) 

ลําดับเบส 

(sequence) 

ขนาดดีเอ็นเอที่ได 
จาก PCR 

(PCR-product size) 

ระดับ
ความจําเพาะ 

(specificity 
level) 

forward 
reverse 

5’ GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC 3’ 
5’ TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG 3’ 

812 bp species 

การแปลผล 
ถาเช้ือที่ทดสอบเปนเชื้อ M. pluton จะเห็นแถบเรืองแสงของ ดีเอ็นเอ ที่ตําแหนง  812 bp 
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ภาคผนวก ก 
วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด 

 (ขอ 3) 

ก.1 วิทยาการระบาด 
โรคยูโรเปยนฟาวลบรูดหรือเรียกวาโรคตัวออนเนายูโรเปยน เปนโรคระบาดรายแรงในผึ้งพันธุยุโรป 
(Apis mellifera) มีสาเหตุจากแบคทีเรียชื่อ Melissococcus pluton ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดไมสรางสปอร
และติดสีกรัมบวก ลักษณะคลายลูกปด มักอยูเปนเซลลเดี่ยว แตอาจตอกันเปนสายหรือเปนกลุม โรคนี้จะ
ทําใหตัวออนผึ้งตาย และเปล่ียนจากสีขาวเปนสีน้ําตาล ถารวงผึ้งมีการติดเชื้ออยางรุนแรงจะมีกล่ินเหม็น
เปรี้ยว โรคนี้พบไดในแหลงการเล้ียงผึ้งทั่วโลก พบวา M. pluton ที่พบทั่วโลกมีสายพันธุที่ใกลชิดกัน 
ยกเวนสายพันธุที่พบในประเทศบราซิลและสายพันธุที่พบในผึ้งชนิดอื่น เชน Apis laboriosa จะมีความ
แตกตางจากเชื้อสายพันธุอ่ืนๆ ซึ่งสวนมากจะพบในชวงกอนการสิ้นสุดของฤดูดอกไมบาน (nectar flow)  
แตในประเทศไทยมักพบหลังฤดูดอกไมบาน  

ดวยเหตุที่โรคนี้มีความสําคัญตอการเล้ียงผึ้งและผลิตภัณฑผึ้ง ตลอดจนการคาระหวางประเทศ อีกทั้งเปน
โรคที่อยูในบัญชีโรคระบาดสัตวขององคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (World Organisation for 
Animal Health หรือ OIE) และเปนโรคในกฎกระทรวงวาดวยโรคระบาดสัตวเพ่ิมเติม พ.ศ. 2538 ภายใต
พระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 2499 กรมปศุสัตวและกรมสงเสริมการเกษตร โดยการสนับสนุนของ
สํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ ไดสํารวจโรคผึ้งทั่วประเทศ เมื่อ พ.ศ. 2546  
ปรากฏวา ตรวจพบโรคนี้ 8.06 %  ของจํานวนตัวอยางที่สํารวจทั้งหมด แตยังไมพบวาระบาด   

ก.2 พยาธิกําเนิด 

ในการเพาะเลี้ยงเช้ือ M. pluton  พบวาเจริญไดดีในสภาพแวดลอมที่ไมมีออกซิเจนหรือมีออกซิเจนใน
ปริมาณนอย และตองการกาซคารบอนไดออกไซด เมื่อเช้ือเขาสูรางกายตัวออนผึ้งจะเจริญในทางเดิน
อาหาร ดังนั้น เมื่อตัวออนผึ้งถายของเสียจะมีเช้ือปนเปอนออกมาดวยและติดอยูในหลอดรวงผึ้ง  เช้ือยังคง
มีชีวิตอยูในหลอดรวงผึ้งและสามารถกอโรคไดอีกเปนเวลาหลายป ถึงแมวาเมื่อผึ้งงานทําความสะอาด
หลอดรวงผึ้ง และเช้ือกอโรคสวนหนึ่งถูกกําจัดไป แตในขณะเดียวกันอาจทําใหเกิดการแพรของเชื้อจาก
หลอดรวงผึ้งหนึ่งไปยังอีกหลอดรวงผึ้งหนึ่งได โดย M. pluton จะติดไปกับผึ้งงาน  

ก.3 อาการ 

สวนใหญโรคยูโรเปยนฟาวลบรูดพบไดในตัวออนผึ้งในชวงที่ฝาหลอดรวงผึ้ง ยังไมปด เมื่อตัวออนผึ้งติด
เช้ือ มักจะตายที่อายุประมาณ 4 วัน ถึง 5 วัน ตัวออนผึ้งที่มีอายุมากจะสามารถตานทานโรคไดดีกวาตัว
ออนผึ้งที่มีอายุนอย สวนมากตัวออนผึ้งที่ติดเชื้อจะตายในหลอดรวงผึ้งแบบผิดปกติ (ตัวจะบิดเบี้ยวไมเปน
รูปตัวซี (C) ) ตัวออนผึ้งที่ติดเชื้อตายจะเปลี่ยนจากสีขาวเปนเหลือง ในที่สุดเปนสีน้ําตาล (ภาพที่ ข.2 ) 
แลวเนา มีกล่ินเหม็นเปรี้ยว ถาใชไมเข่ียตัวออนผึ้งที่เนาจะมีลักษณะเปนของเหลว แตจะไมเหนียวเปนสาย
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ยาวติดไมออกมา ตอมาตัวออนผึ้งที่เนาจะยุบตัวแหงลงกลายเปนสะเก็ด (scale) อยูในหลอดรวงผึ้ง  
สะเก็ดดังกลาวจะไมติดแนนอยูกับผนังของหลอดรวงผึ้ง และผึ้งงานสามารถนําตัวออนผึ้งที่แหงกลายเปน
สะเก็ดออกไปทิ้งนอกรังได  ซึ่งแตกตางจากโรคอเมริกันฟาวลบรูดที่สะเก็ดจะติดแนนในหลอดรวงผึ้ง 
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ภาคผนวก ข 
ภาพประกอบการชันสูตรโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด 

(ขอ 3.2 และ ภาคผนวก ก) 
 

 

 

 
 

       ข.1.1        ข.1.2        ข.1.3 
 

ภาพที ่ข.1 แบคทีเรียที่พบในตัวออนผึ้งที่เปนโรคตัวออนผึ้งเนายูโรเปยน  
                ที่มา : OIE, 2004 

ข.1.1 M. pluton: เช้ือกอโรคยูโรเปยนฟาวลบรดู จะอยูเปนเซลลเดี่ยว เปนเสนสาย 
หรือเปนกลุม มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือน Enterococcus faecalis ที่มักเปนเชื้อแทรก
ซอนทั่วไป 

ข.1.2  Paenibacillus alvei: เซลลเปนรูปแทง  และแทงเซลลรวมแฟลกเจลลา มีขนาด 2.0 µm 
ถึง 7.0 µm x 0.8 µm ถึง 1.2 µm สวนที่เห็นเปนรปูรีสีดําคือสปอร ซึ่งเรียงขนานติดกนั ทั้ง
เซลลรูปแทง และสปอรจะมีขนาดใหญกวาเช้ือกอโรคอเมริกันฟาวลบรูด (P. larvae larvae)  
ข.1.3  Bacterium eurydice:  เซลลเปนรูปแทงผอมยาวปลายตัดเมือ่อยูในตัวออนผึ้ง แตอาจมี
รูปรางกลมตอกันเปนสาย เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารบางชนิด 
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ภาพที่ ข.2  ตวัออนผึ้งในรวงผึ้งที่เปนโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด 
                         ที่มา : Mr. Mike Brown 

ตัวออนผึ้งปกติจะมีสีขาว มีลักษณะเปนรูปตัวซีและไมพบเสนแบงปลอง ในขณะที่ตัวออนผึ้ง 
ที่เปนโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด ที่ตายในหลอดรวงผึ้ง จะมีลักษณะเห็นเสนแบงปลองลําตัวชัดเจน  
และตายในทาผิดปกติ โดยตัวจะบิดเบี้ยวไมเปนรูปตัวซี ดังตําแหนงลูกศร   
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(ขอ 3.2.2.1 (1)) 

ค.1 การเตรียม เอ็ม พลูตัน อาการ  
ค.1.1 สารเคมี 

yeast extract หรือ peptone    10  g 
cysteine หรือ cystine   1 g 
glucose หรือ fructose   10 g 
soluble starch    10 g 
KH2PO4     13.5  g  
agar      15 g 
distilled water    900 ml 

ค.1.2 วิธีการเตรียม 

(1) ผสมสารเคมีกับน้ํากล่ันใหละลายเขากัน ปรับความเปนกรด-เบส สุดทายใหเทากับ 6.6  

(2) นึ่งดวยหมอนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 116 oC นาน 20 min  

(3) ตั้งอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งไว จนมีอุณหภูมิ 45 oC จึงเทลงในจานแกว (culture plate) 
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ภาคผนวก ง 
ข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอ  

(ขอ 3.3.1.1(1)) 

ง.1 สารเคม ี
50 mM Tris, 5 mM EDTA pH  8.0  
lysozyme 
10% SDS 
สารละลายฟนอลอิ่มตัว 
สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมีลแอลกอฮอล  อัตราสวน  25:24:1 ตามลําดับ 
สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมีลแอลกอฮอล  อัตราสวน  24:1 
3 M sodium acetate pH  5.2 
ethanol 
RNase A 10 mg/ml 
TE buffer 

ง.2 ข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอ 

(1) นําแบคทเีรียที่ไดมาจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเช้ือมา 1 โคโลนี มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมสําหรับเชื้อกอโรคยูโรเปยนฟาวลบรูด บมในสภาวะทีไ่รออกซิเจน และมีกาซ
คารบอนไดออกไซด 5% ถึง 10% ที่ 35 oC  ถึง 37 oC นาน 4 วัน 

(2) กรณีที่สกัดดีเอ็นเอจากผึ้งหรือตัวออนผึ้งที่ตาย จะนาํตัวอยางดังกลาวมาบดในสารละลาย 
phosphate buffer saline 1 ml แลวนาํไปปนเหวี่ยงตกตะกอนที่ 800 g เปนเวลา 10 min แลวนาํ
สารละลายดานบน หรือ supernatant ปรมิาตร 200  µl ไปบมที่อุณหภูม ิ 95 oC เปนเวลา  
15 min แลวนาํไปปนเหวี่ยงตกตะกอนที ่14 500 g เปนเวลา 2 min และปเปต 10 µl  สําหรับ
เปน template สําหรับ PCR  

(3) ปนเกบ็เซลล 3 ครั้ง ที่ 2 000 g นาน 10 min ที่อุณหภมูิ 4 oC (ขอสังเกต: ควรคาํนวณคา และ
แปลงหนวยเปน g เนื่องมาจากคาแรงเหวี่ยง rpm จะมีความแตกตางกันระหวางเครื่อง 
centrifuge ข้ึนกับขนาด motor) จากนัน้ดูดสารสวนใสทิ้ง 

(4) กระจายเซลลในสารละลาย 50 mM Tris และ 5 mM EDTA pH  8.0 ปริมาณหนึง่ในสิบของ
ปริมาตรอาหารเหลวเลี้ยงเช้ือ (450 µl) ที่มี lysozyme 2 mg/ml บมที่อุณหภูม ิ370 oC นาน  
60 min  

(5) เติม 10% SDS ใหไดความเขมขนสดุทาย 0.5% (22.5 µl) ผสมใหเขากันเซลลจะแตก 
โดยสังเกตไุดสวนที่มีความหนดืและสวนใสของสารละลายในหลอด 
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(6) เติมสารละลายฟนอลอิม่ตัวประมาณเทาตัว ผสมใหเขากันดวยการปดฝาหลอดแลวพลิกไปมา
หลายๆ ครั้งและปนในเครือ่ง microcentrifuge นาน 3 min ถึง 5 min เพ่ือแยกชัน้น้าํ 
และฟนอล สวนใสชั้นบน (aqueous phase) จะมดีีเอ็นเอละลายอยู 

(7) ดดูสารสวนใสขางบนมาสกดัซ้ําดวยสารละลายฟนอลอิ่มตัวจนกวาจะไมเห็นตะกอนขาวระหวาง
ช้ันฟนอล (ช้ันลาง) กับสวนใสชั้นบน (aqueous phase) 

(8) ดดูสวนใส (ประมาณ 400 µl) มาเตมิ 3 M sodium acetate 40 µl และตกตะกอนดีเอ็นเอดวย
การเติม ethanol 2 เทาโดยปริมาตร (880 µl) 

(9) เก็บที ่-20 oC หรือ -70 oC นาน 30 min ปนเกบ็ดีเอ็นเอที่ 12 000 g นาน 15 min 

(10) ลางตะกอนดเีอ็นเอทีไ่ดดวย 70% ethanol ทําใหแหงและละลายดวย TE buffer  100 µl เตมิ 
RNase A (10 mg/ml) 2 µl  บมที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 30 min    

(11) สกัดดวยฟนอลอิ่มตัวตามดวยสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม และคลอโรฟอรม/ไอโซเอมลี
แอลกอฮอล  และตกตะกอนดวย ethanol ลางตะกอน 1 ครั้ง ถึง 2 ครัง้ ดวย 70% ethanol 

(12) ทําใหแหงและละลายใน TE buffer  100 µl  

 

หมายเหตุ การสกัดดีเอ็นเอสามารถทําไดโดยใชวิธีการมาตรฐานอืน่ที่เทียบเทาวิธกีารนี ้
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ภาคผนวก จ 
หนวย 

หนวยและสัญลักษณที่ใชในมาตรฐานนี้ และหนวยที่ SI (International System of Units หรือ  
Le Système International d’ Unités) ยอมรับใหใชได มีดังนี ้  

 
รายการ ช่ือหนวย สัญลักษณหนวย 

กรัม (gram) g มวล 
 มิลลิกรัม (milligram) mg 

มิลลิลิตร (milliliter) ml ปริมาตร 
 ไมโครลติร (microliter) µl 

เซนติเมตร (centimeter) cm ความยาว 
ไมโครเมตร (micrometer) µm 

ช่ัวโมง (hour) h 
นาที (minute) min 

เวลา 
 
 วินาที (second) s 

อุณหภูม ิ องศาเซลเซียส (degree Celsius) oC 
โมล (mole) mol 

โมลาร (molar) M ปริมาณสาร 
มิลลิโมลาร (millimolar) mM 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
(milligram per milliliter) 

mg/ml 

พิโคโมล/ไมโครลิตร 
 (picomole per microliter) 

pmol/µl 

ยูนิต/ไมโครลติร 
 (unit per microliter) 

U/µl 
ความเขมขนของสาร 

มิลลิโมล/ลิตร 
 (millimole per liter) 

mmol/l 

คาแรงเหวี่ยง แกรวิตี้ ( gravity) g 
 




