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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ เร่ือง การชันสูตรโรคอเมริกันฟาวลบรูดในผึ้ง กําหนดวิธีการ
ชันสูตรเพื่อใชรับรองการปลอดโรคอเมริกันฟาวลบรูดของสินคาผึ้งและผลิตภัณฑ และใชเปนคูมือ 
การชันสูตรโรคอเมริกันฟาวลบรูดในหองปฏิบัติการใหเปนไปอยางถูกตอง แมนยํา ซึ่งประกอบดวยวิธีทาง
พยาธิวิทยา วิธีตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน วิธีตรวจหาสปอรของแบคทีเรีย วิธีโฮสท มิลค เทสต  
(Holst milk test)  วิธีทางวิทยาแบคทีเรีย วิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน และวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส  
เพ่ือสงเสริมระบบการผลิตสินคาผึ้งและผลิตภัณฑที่มีความปลอดภัย มีคุณภาพเหมาะสมตอการบริโภคทั้ง
ภายในประเทศและระหวางประเทศ และเปนประโยชนในการประกาศ (notify) สถานะการระบาดของโรค
อเมริกันฟาวลบรูดในประเทศและตอองคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ 
 
มาตรฐานนี้กําหนดขึ้นโดยอาศัยขอมูลจากเอกสารตอไปนี้เปนแนวทาง 

OIE. 2004. American foulbrood. In Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial 
Animals. Chapter 2.9.2. World Organisation for Animal Health., Paris, France. 
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 มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 

การชนัสูตรโรคอเมริกนัฟาวลบรูดในผึ้ง 
 
1 ขอบขาย 

มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาตนิี ้ กําหนดรายละเอียดทีสํ่าคญัเกี่ยวกบัการชนัสตูรโรคอเมริกัน 
ฟาวลบรดูในผึง้ทางหองปฏิบัติการ ดวยวิธีทางพยาธิวทิยา วิธตีรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน วิธีตรวจหา
สปอรของแบคทีเรีย วิธีโฮสท มิลค เทสต (Holst milk test)  วิธีทางวิทยาแบคทีเรีย วิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน 
และวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส  

2 นิยาม 

ความหมายของคําที่ใชในมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้มีดังตอไปนี ้

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

2.2   โรคอเมริกันฟาวลบรูด (American foulbrood) หมายถึง โรคระบาดในตัวออนผึ้งระยะทีเ่ปนหนอน 
ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Paenibacillus larvae larvae (P.l. larvae) 

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 จะประกอบกันเปน
รวงผึ้ง 

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

2.7   น้าํผึ้ง (honey) หมายถึง ของเหลว ขน รสหวาน ซึ่งผึ้งผลิตขึ้นจากน้าํหวานของดอกไม หรือจากสวน
ใดสวนหนึ่งของตนไม หรือผลิตจากของเหลว (honey dew) ที่ขับออกมาจากแมลงวงศ Homoptera 
แลวสะสมไวในรังผึ้ง  

2.8    เกสรผึ้ง (bee pollen) หมายถึง เกสรดอกไมที่ผึง้รวบรวมมาเลี้ยงตัวอ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 วิธีทดสอบเพื่อคัดกรองโรค 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 

การชันสูตรโรคอเมริกันฟาวลบรูดในผึ้งดวยวิธีทางหองปฏิบัติการ ไดแก วิธีทางพยาธิวิทยา วิธีทางวิทยา
แบคทีเรีย วิธปีฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ซึ่งแตละวิธีมีความไวและ
ความจําเพาะแตกตางกัน  

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

3.1   การเก็บตัวอยาง 
3.1.1 เก็บตัวอยางรวงผึ้ง โดยเลอืกรวงที่มีตัวออนผึ้งเนาตายอยูเปนจํานวนมากเทาที่จะมากได ขนาด
รวงประมาณ 20 cm2 และไมควรมีน้าํผึ้งปนในตัวอยางรวงผึ้ง ใสตัวอยางในภาชนะปดสนิท แลวนําสง
หองปฏิบัติการโดยเร็ว  
3.1.2  ถาไมสามารถสงตัวอยางรวงผึ้งได ใหสงไมที่ใชตรวจหลอดรวงผึ้งแทนได เนือ่งจากอาจมีเช้ือ 
กอโรคตดิมากพอกับการชันสูตร 

3.1.3   กรณีเก็บตัวอยางผลิตผลจากผึ้ง ไดแก น้ําผึ้ง รอยัลเยลลี่ เกสรผึ้ง และไขผึ้ง เปนตน ใสตัวอยาง
ผลติผลประมาณ 50 g ในภาชนะที่สะอาด ปดสนิท แลวนําสงหองปฏิบัติการณโดยเร็ว 
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3.1.4 กรณีเก็บรักษาเชื้อ สามารถเก็บรักษาเชื้อในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปที่อุณหภูมิ 4 oC 
ไดนานถึง 6 เดือน หรือเก็บเชื้อในลกัษณะเชื้อแหงโดยผสมเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบของ
น้ําตาลซโูครส 10 % สารสกัดยีสต (yeast extract) 5% โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
0.1 mol ความเปนกรด-เบส (pH) 6.6 แลวผานกระบวนการทําใหแหงดวยวิธีไลโอฟไลซเซช่ัน 
(lyophilisation) เก็บที่อุณหภูมิ 4 oC ไดนานหลายป 

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

3.2   วิธีทดสอบเพือ่คัดกรองโรคหรือวิธีทดสอบแบบรวดเร็ว 

3.2.1   วิธีทางพยาธิวิทยา 

หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบโดยการตรวจหารอยโรคจากหลอดรวงผึ้ง หากเปนโรคอเมริกัน 
ฟาวล บร ูดจะพบตัวออนผึ้งที่ตายมี สีเขมกวาปกติ ยุบตัวราบติดผนังดานลางของหลอดรวงผึ้ง  
และเมื่อเนาสลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลถึงดํา บางกรณีอาจตรวจหาตัวออนผึ้งที่ตายในรวงผึ้งยาก แนะนํา
ใหใชแสงอุลตราไวโอเลต หรือแสงที่มีชวงคลื่นแสงใกลอุลตราไวโอเลต (310 nm ถึง 400 nm)  
ชวยในการตรวจหาตัวออนผึ้งที่แหงตาย หรือช้ินสวนของตัวออนที่แหงติดหลอดรวงผึ้ง (scale)  
ดวยโรคอเมริกันฟาวลบรูด โดยหากเปนโรคอเมริกันฟาวลบรูด ตัวออนผึ้งจะเรืองแสงภายใตชวงแสง
ดังกลาว อยางไรก็ดีตองตรวจสอบอยางรอบคอบ เนื่องจากน้ําผึ้งและเกสรผึ้งจะทําใหเกิดการเรืองแสงได
เชนกัน  

3.2.2   วิธีตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน 
หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบโดยตรวจดูสัณฐานวิทยา (morphology) ของ P. l. larvae ใชเปน       
วิธีตรวจแยกโรคอเมริกันฟาวลบรูดออกจากโรคตัวออนผึ้งเนาที่เกิดจากสาเหตุอ่ืน แตเนือ่งจากวิธีนี้มี
ความจําเพาะต่ํา จึงใชเปนการชันสูตรโรคแบบรวดเร็วเทานั้น  

(1) หยดน้ํากล่ัน 2 หยดลงบนตัวออนผึ้งทีต่าย และเข่ียไปมาในน้ํา 

(2) ใชหวงถายเชื้อ (loop) นําของเหลวจากขอ (1)  และเกล่ียหยดน้ําบนกระจกสไลดใหเปน
แผนฟลมบางๆ 

(3) ตั้งกระจกสไลดไวที่อุณหภูมหิองจนแหง แลวลนกระจกสไลดดวยเปลวไฟ เพ่ือทําให
ตัวอยางตดิบนกระจกสไลด (heat fix)  

(4) ยอมตัวอยางที่ติดบนกระจกสไลดดวยสี carbol fuchsin นาน 30 s หรือยอมดวยสียอม
สปอรชนิดอื่นๆ  

(5) ลางสีสวนเกินออกดวยน้ํา แลวซับใหแหง 
(6) หยดน้ํามนั (immersion oil) ลงบนกระจกสไลด แลวนําไปตรวจดูแบคทีเรียกอโรคภายใต

กลองจุลทรรศนแสงสวาง (light microscope) ที่กําลังขยายอยางนอย 1 000 เทา 
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(7) การแปลผล หากตัวอยางทีต่รวจเปนโรคอเมริกันฟาวลบรูด จะเห็นสปอรของ P. l. larvae 
เปนลักษณะกลมรี ขนาดประมาณ 1.3 µm x 0.6 µm ถาตดิเชื้อในชวง 10 วันแรก จะเห็น
เซลลของแบคทีเรียมีรูปรางเปนแทงยาว (vegetative form) ถายอมเชื้อนี้ดวยสีกรัม 
(Gram’s stain) จะเห็นแบคทีเรียเปนแทงยาวติดสนี้ําเงินมวง  

3.2.3 การตรวจสปอรแบคทีเรียกอโรคจากน้ําผึ้ง 
(1) นําตัวอยางน้าํผึ้ง 25 ml บมที่อุณหภูมิ 45 0C ถึง 50 0C เจือจางตัวอยางดวยน้าํกล่ัน

ปลอดเชื้อ 25 ml แลวเขยาใหสปอรที่ปนอยูในน้าํผึ้งกระจายทั่วหลอด 

(2) นําน้าํผึ้งที่เจือจางแลวใสใน dialysis tube ขนาด 44 mm และจุม dialysis tube ในภาชนะ
ที่มีน้ําไหลผานนาน 18 h หรือแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิได บมทีอุ่ณหภูมิ 45 0C นาน 
18 h โดยตองเปลี่ยนน้ําในอางประมาณ 3 ครั้ง นําตัวอยางใน dialysis tube มาปนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 2 000 g นาน 20 min 

(3) ในกรณีที่ไมไดใชข้ันตอน dialysis ใหนําน้ําผึ้งปนตกตะกอนที่ 3 000 g นาน 30 min 

(4) นําตะกอนมาผสมกับน้าํกล่ันปลอดเชื้อในอัตราสวน 1 ตอ 9 จนมปีริมาณ 10 ml บมที่
อุณหภูมิ 80 0C นาน 10 min  เพ่ือทําลายจุลินทรียที่ไมสรางสปอรและปนเหวี่ยงอีกครั้งที่
ความเร็ว 2 000 g นาน 20 min 

(5) นําตะกอน (อาจมีเช้ืออยู) ที่ไดในขอ (4) ปายบนผวิหนาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง เชน 
brain heart infusion หรือนําไปปายบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง ที่ม ีnalidixic acid ความ
เขมขน 3 µg/ml (nalidixic acid มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ Paenibacillus alvei 
 (P. alvei)) 

(6) การแปลผล ตรวจดูรูปรางและสีสปอรของเชื้อ หากตัวอยางทีต่รวจมีเช้ือโรคอเมริกัน 
ฟาวลบรูด จะเห็นโคโลนีของการเจริญของแบคทีเรียมีลักษณะ สีขาวครีม ทึบแสง ขนาด
ประมาณ 1 mm ถึง 3 mm ภายหลังจากการบมเชื้อที่อุณหภูมิ 34 °C ถึง 37 °C เปน
เวลา 2 วัน ถึง 4 วัน ถายอมเชื้อนี้ดวยสีกรัม  จะเห็นแบคทเีรียเปนแทงยาวตดิสีน้ําเงิน
มวง  

3.2.4   วิธีโฮสท มิลค เทสต (Holst milk test) 
หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบหาเอนไซมที่ยอยโปรตีน (protease) โดย P. l. larvae จะสรางข้ึนเมื่อ
เปนสปอร การทดสอบทาํไดโดยนาํตัวออนผึ้งสดหรอืซากที่แหงตดิหลอดรวงผึ้ง ใสในหลอดทดลองที่มี
สารละลาย  skim milk 1% ปริมาณ 1 ml ถึง 4 ml บมที่อุณหภูมิ 37 0C ถามีเช้ือ P. l. larvae ผสมอยู  
จะเปลี่ยนสารละลายจากขุนเปนใสในเวลา 10 min ถึง 20 min 
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3.3    วิธีทดสอบเพื่อยืนยันโรค 

3.3.1  วิธีทางวิทยาแบคทีเรีย  
หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบแบคทีเรียกอโรคจากตัวอยางรวงผึ้ง ประกอบดวย ข้ันตอนการ 
เพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) จากตัวอยาง การเพาะเช ื้อตอ (subculture) เพ่ือใหไดเช้ือบริสุทธิ์ปราศจาก
แบคทีเรียชนดิอื่นปนเปอนดวยอาหารเลีย้งเชื้อ ไดแก บลัด อาการ (blood agar), เจ-มีเดียม 
(J-medium) หรืออาหารเลี้ยงเชื้ออ่ืนๆ ที่ไดรับการยอมรับ หลังจากนั้นเปนขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี
ของเชื้อที่แยกได เพ่ือพิสูจนเช้ือที่พบวาเปน P. l. larvae  

3.3.1.1  เทคนิคการเพาะเชื้อ (culture techniques) 
  การเตรียมตวัอยาง  

(1) กรณีตัวอยางเปนตัวออนผึ้งหรือซากตัวออนผึ้ง ใหนําตัวอยางมาผสมกับน้าํกล่ันหรือ 
PBS (phosphate buffer saline) ที่ปลอดเชื้อ หรืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เหมาะสม 
ปริมาณ 5 ml ถึง 10 ml ในหลอดทดลอง และบมที่อุณหภมูิ 80 0C นาน 10 min  เพ่ือ
ทําลายแบคทีเรียที่ไมสรางสปอร  

(2) กรณีตัวอยางเปนน้าํผึ้งและรอยัลเยลลี่ ใหปนเหวี่ยงและแยกน้ําออกจากน้ําผึ้งหรือรอยัล
เยลลี่กอน ซึ่งจะชวยใหไดสปอรของแบคทีเรียมากขึ้นเพื่อใชในการทดสอบ หรือถาเปน
ไขผึ้งอาจสกดัดวยคลอโรฟอรมกอนนําไปเพาะเชื้อ  

(3) กรณีเปนเกสรผึ้ง ใหนาํตวัอยางมาผสมกับน้ํากล่ัน แลวกรองสารละลายเกสรผึ้งดวย
กระดาษกรอง กอนนาํไปเพาะเชื้อ 

(4) ใชสําลีพันปลายไมหรือหวงเข่ียเชื้อ จุมตัวอยางจากขอ (1) ปายบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
blood agar หรือ J-medium และนาํไปบมที่อุณหภูม ิ34 0C ถึง 37 0C นาน 2 วัน ถึง  
4 วัน  

(5) การแปลผล  หากพบแบคทีเรียเปนโคโลนีขนาดเล็กทึบแสง ใหนาํไปทดสอบยนืยันวา
เปน P. l. larvae ดวยวิธีทางชีวเคมีตอไป 

3.3.1.2   การทดสอบทางชีวเคมี 
เพ่ือแยกความแตกตางระหวางเชื้อกอโรค (P. l. larvae) กับแบคทีเรียที่สรางสปอรอ่ืนๆ โดยใชคณุสมบัติ
ทางเคมีของเชื้อ P. l. larvae ประกอบดวย ความสามารถของเชื้อในการเปลี่ยนไนเตรตเปนไนไตรท การไม
ใชออกซิเจนในการเจริญเตบิโต การสรางกรดจากกลโูคส (glucose) และ ทรีฮาโลส (trehalose) 
การไมยอยสลายแปง การยอยเคซีน การไมใชซิเตรท การเจริญในอาหารเหลว และการยอยเจลาติน  
นําโคโลนีของแบคทีเรียที่เพาะแยกไดจากตัวอยาง (ขอ 3.3.1.1) ประมาณ 2 โคโลนี ดําเนินการดังตอไปนี้  
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3.3.1.2.1    การทดสอบไนเตรตรีดักชัน (nitrate reduction test) 

(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการทดสอบนี ้ โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Brain Heart 
Infusion with Thiamine (BHIT) (ตามภาคผนวก ค) โดยใหมี potassium nitrate  
1 mg/l ถึง 2 mg/l  

(2) เพาะแบคทีเรียที่สงสัยในอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ (1) และบมที่อุณหภูมิ 37 oC รอใหเช้ือ
เจริญจนมีจํานวนมากพอ  

(3) หยดสารละลาย sulphanilic acid-alpha-naphthyl reagent 1 หยด ถึง 2 หยด  

(4) การแปลผล สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยทั่วไปหากเปน P. l. larvae จะ
ปรากฏสีแดง เนื่องจาก P. l. larvae สามารถเปลี่ยนไนเตรตเปนไนไตรทได  

3.3.1.2.2    การทดสอบคะตะเลส (catalase test) 
   (1)   หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 3% ลงบนเชื้อที่เจริญบนอาหารเลีย้งเชื้อ  

         (2) การแปลผล  สังเกตการเกิดฟองอากาศ กรณีที่เปนเชื้อ P. l. larvae จะไมเกิดฟอง 
(แบคทีเรียที่เจริญในภาวะทีม่ีออกซิเจนโดยทั่วไปจะเปลีย่นเปอรออกไซดเปนน้ําและ
ออกซิเจน และทําใหเกิดฟองอากาศ) 

3.3.1.2.3    การทดสอบการสรางกรดของแบคทีเรียจากคารโบไฮเดรท (production of acid   
     from carbohydrates) 

(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการทดสอบนี้ในหลอดทดลอง จํานวน 4 หลอด โดยเตรียม
อาหารเหลว J-medium (ตามภาคผนวก ค) ที่ไมมนี้ําตาลกลูโคส และใสสารผสมของ 
L(+)-arabinose 0.5%, D(+)-glucose 0.5%, D(+)-xylose 0.5% หรือ  
D(+)-trehalose 0.5% ในแตละหลอดแทน  

(2) เพาะแบคทีเรียที่สงสัยในอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ (1) ในหลอดทดลองทั้ง 4 หลอด และ
บมที่อุณหภูมิ 37 oC  นาน 14 วัน  

(3) ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเช้ือเจริญอยู จากขอ (2) 1 ml หยดลงบนจานหลุม (spot plate) 
และหยด 0.04% alcoholic bromocresol purple  1 หยด 

(4) การแปลผล สังเกตการเปลีย่นสีจากสีมวงเปนสีเหลือง เนื่องจากเชื้อ P. l. larvae จะสราง
กรดจากกลูโคสและทรีฮาโลส ได 

3.3.1.2.4  การทดสอบการยอยแปง (hydrolysis of starch) 

(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการทดสอบนี้ โดยเตรียม J-medium ปริมาณ 100 ml ที่ไมมี
น้ําตาลกลูโคส แตผสมแปง (starch) 1 g ในน้าํกล่ัน 10 ml แทน  ทําใหปลอดเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน ทิ้งไวใหเย็น เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิ 45 0C ใหเทลงบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ  

(2) เพาะแบคทีเรียที่สงสัยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 5 วัน ถึง 10 วัน  
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(3) เทสารละลายไอโอดีนใหทวมอาหารเลี้ยงเชื้อ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 15 min ถึง  
30 min    

(4)  การแปลผล ถาเห็นอาหารเลี้ยงเชื้อมีสีขาวขุน แสดงวาแบคทีเรียที่สงสัยเปนเชื้อ 
 P. l. larvae เนื่องจาก P. l. larvae จะไมยอยสลายแปง ถาแปงถูกยอยจะเห็นเปนวงใส
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.3.1.2.5  การทดสอบการยอยเคซีน (hydrolysis of casein) 

(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการทดสอบนี้ โดยผสม skim milk 10% กับ วุน 3% และทํา
ใหปลอดเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน ทิ้งไวใหเย็น เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิ 45 0C ให
เทลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  

(2) นําแบคทีเรียที่สงสัยที่มีอายุ 24 h มาเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ (1) แลวบมที่
อุณหภูมิ 37 oC  นาน 7 วัน 

(3)  การแปลผล กรณีที่เปนเชื้อ P. l. larvae จะเห็นวงใสบริเวณดานลางและรอบๆ โคโลน ี
เนื่องจาก  P. l. larvae ยอยสลายเคซีน 

3.3.1.2.6  การทดสอบการใชซิเตรท (citrate utilization) 

(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการทดสอบนี ้ โดยเตรียมอาหาร J-medium ที่ไมมีน้ําตาล
กลูโคส แตเตมิโซเดียมซิเตรท 2 g แทน แลวทําใหปลอดเชื้อ  

(2) นําแบคทีเรียที่สงสัยที่มีอายุ 3 วัน ถึง 4 วัน มาเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ (1) บมที่
อุณหภูมิ 37 oC นาน 14 วัน ถึง 21 วัน   

(3) นําเช้ือที่เจริญดีจากขอ (2) ผสมกับ phenol red บน spot plate  

(4)  การแปลผล สังเกตการเปลี่ยนสีของ phenol red กรณีที่เปนเชื้อ P. l. larvae จะไมมีการ
เปลี่ยนสี เนื่องจากไมไดใชโซเดียมซิเตรท   

3.3.1.2.7  การเจริญในอาหารเหลว (growth in nutrient broth) 
(1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการทดสอบนี้ในหลอดทดลอง โดยเตรียมอาหารเหลว nutrient 

broth ที่ประกอบดวย beef extract 3 g, peptone 5 g และน้ํากล่ัน 1 000 ml  

(2) เพาะแบคทีเรียที่สงสัยในอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ (1) บมที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 14 วัน  

(3) ทําซ้ําขอ (2) ประมาณ 10 ครั้ง  

(4) การแปลผล กรณีที่เปนเชื้อ P. l. larvae จะไมสามารถเจริญไดใน nutrient broth โดยเห็น
อาหารเลี้ยงเชื้อยังคงมีลักษณะใสเหมือนเดิม  
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3.3.1.2.8   การยอยเจลาติน (hydrolysis of gelatin) 

(1) เตรียมเจลาตนิ 12% คาความเปนกรด-ดาง 7.0 ในหลอดทดลอง  

(2) เพาะแบคทีเรียที่สงสัยในเจลาติน ที่อุณหภูมิ 28 0C และตรวจดูการสลายตัวของเจลาตนิ
ทุกๆ 3 วัน นาน 4 สัปดาห โดยกอนอานผลทุกครั้ง นําหลอดทดลองไปไวทีอุ่ณหภูมิ  
20 0C  นาน 4 h  

(3) การแปลผล กรณีที่เปนเชื้อ  P. l. larvae จะพบเจลาตินมีลักษณะเหลวกวาปกต ิเนือ่งจาก 
P. l. larvae ยอยเจลาตินได 

หมายเหต ุ สามารถใชชุดทดสอบทางชีวเคมีสําเร็จรูปอื่นๆ ที่ไดรับการยอมรับ แทนวิธีขางตนได  

3.3.2  วิธีทางวิทยาภมูิคุมกัน  
หลักการของวิธีนี ้ คือ การทดสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกบัแอนตบิอด ี ซึ่งตองมีแอนตบิอดีที่จําเพาะ
ตอ P. l. larvae สวนใหญใช polyclonal rabbit serum ไดแก วิธีอิมมูโนดิฟฟวชนั 1 (immunodiffusion 
test) วิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนต (immunofluorescence antibody test; IFA) แตการชันสตูรโรคดวยวิธี 
IFA มักใหผลคลาดเคลื่อน เนื่องจากอาจเกิดปฏิกิริยาขาม (cross reaction) กับเชื้อที่ไมกอโรค เชน  
P. alvei   

นอกจากนี้วิธอีีไลซา 2 (enzyme linked-immunosorbent assay; ELISA) ที่ใช monoclonal antibody ที่มี
ความจําเพาะกับเชื้อ P. l. larvae หรือ lateral flow device สามารถนํามาวนิิจฉัยโรคไดอยางรวดเร็วและ
แมนยํา  

 

 

 

 

 

 
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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3.3.3 วิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส (PCR) 

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

วิธีการ 
(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 
ในตารางที่ 1)  จํานวน 50 pmol/µl,  25 mmol/l ของ dNTP3 และ  
1 U/ µl ถึง 1.25 U/ µl ของ Taq polymerase 

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

ข้ันที่ 1 บมตัวอยางที่อุณหภมูิ  95 0C นาน 1 min ถึง 15 min   
ข้ันที่ 2 บมตัวอยางที่อุณหภมูิ  93 0C นาน 1 min  

   55 0C นาน 30 s  
   72 0C นาน 1 min  

           ทาํข้ันที่ 2 ซ้ํา เปนจาํนวน 30 รอบ 

ข้ันที่ 3 บมตัวอยางที่อุณหภมูิ 72 0C 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 เปน 
สารตั้งตนที่ใชในการทาํปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 1 ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบโรคอเมริกันฟาวลบรูด 

ทิศทาง 
(direction) 

 

ลําดับเบส 
(sequence) 

 

ขนาดดีเอ็นเอที่ได
จาก PCR 

(PCR-product size)

ระดับ
ความจําเพาะ
(specificity 

level) 
forward 
reverse 

 5’-AAG-TCG-AGC-GGA-CCT-TGT-GTT-TC-3’ 
 5’-TCT-ATC-TCA-AAA-CCG-GTC-AGA-GG-3’ 

973 bp species 

forward 
reverse 

 5’-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A-3’ 
 5’-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3’ 

1 106 bp species 

forward 
reverse 

 5’-CGA-GCG-GAC-CTT-GTG-TTT-CC-3’ 
 5’-TCA-GTT-ATA-GGC-CAG-AAA-GC-3’ 700 bp subspecies 

การแปลผล 

ถาเช้ือที่ทดสอบเปนเชื้อ P. l. larvae จะเห็นแถบเรืองแสงของดีเอ็นเอ ตามขนาดไพรเมอรที่ใชในตารางที่ 1 
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ภาคผนวก ก 
วิทยาทางระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรคอเมริกันฟาวลบรูด 

(ขอ 3) 

ก.1 วิทยาทางระบาด 

โรคอเมริกันฟาวลบรูดหรือเรียกวาโรคตัวออนผึ้งเนาอเมริกัน เปนโรคระบาดรายแรงในผึ้งพันธุยุโรป 
(Apis mellifera) มีสาเหตจุากแบคทีเรียชื่อ Paenibacillus larvae larvae (P. l. larvae) ติดสีกรัมบวก 
vegetative cell มีรูปรางเปนแทง ปลายกลมมน มักจะเจริญตอกันเปนสาย มีขนาดยาวประมาณ 1.5 µm 
ถึง 6.0 µm กวาง 0.5 µm (ภาพที ่ ข.1) และในบางสภาพจะพบ giant whips (ภาพที ่ ข.2) ใน
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม แบคทีเรียนี้จะสรางสปอรหลายลานสปอรในตัวออนผึ้งที่เนาตาย สปอรมี
รูปรางรี มีความยาวเปนสองเทาของความกวาง คือประมาณ 0.6 µm x 1.3 µm (ภาพที ่ ข.3) สปอร
สามารถทนความรอนและสารเคมีไดเปนเวลายาวนาน ทําใหกําจัดโรคไดยาก ดังนั้นวิธีที่ดีที่สุดในการกําจดั
โรคนี้คือ การเผาทําลายรังผึ้งที่เปนโรค พรอมทั้งตัวออนผึ้งและตัวเต็มวัย รวมทั้งทําความสะอาดอุปกรณ
เล้ียงผึ้งตางๆ อยางมีประสิทธิภาพ 

ดวยเหตุที่โรคอเมริกันฟาวลบรูดสามารถพบไดในแหลงที่มีการเลี้ยงผึ้งทั่วโลก และมีผลตอการเลี้ยงผึ้งและ
ผลิตภณัฑผึ้ง ตลอดจนการคาระหวางประเทศ อีกทัง้เปนโรคที่อยูในบญัชีโรคระบาดสัตวขององคการโรค
ระบาดสัตวระหวางประเทศ (World Organisation for Animal Health หรือ OIE) และเปนโรคใน
กฎกระทรวงวาดวยโรคระบาดสตัวเพ่ิมเตมิ พ.ศ. 2538 ภายใตพระราชบัญญตัโิรคระบาดสตัว  
พ.ศ. 2499 กรมปศุสัตวและกรมสงเสริมการเกษตร โดยการสนับสนนุของสํานักงานมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติ ไดสํารวจโรคผึ้งทั่วประเทศ เมื่อ พ.ศ. 2546 ผลการศกึษาคือ ไมพบโรคนี ้

ก.2 พยาธิกําเนิด 

ตัวออนผึ้งติดเชื้อ P. l. larvae อาจเกิดจากการที่ผึ้งพ่ีเล้ียง (nurse bee) เล้ียงตัวออนผึ้งดวยอาหารที่
ปนเปอนสปอรของ P. l. larvae หรือจากสปอรที่คงคางอยูในหลอดรวงผึ้งเดมิ ถึงแมวาตวัออนของผึ้ง
นางพญา ผึ้งงาน และผึ้งตัวผูจะไวตอการเปนโรค แตในธรรมชาติมักพบตัวออนของผึ้งงานตดิเชือ้เปนสวน
ใหญ การไวตอโรคอเมริกันฟาวลบรดูของตัวออนผึ้งจะลดลงตามอายุของตัวออนผึ้งที่เพ่ิมขึ้น นอกจากนี้
การแพรเช้ือในอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งอาจเกิดจากการแลกเปลี่ยนรวงผึ้งระหวางรังผึ้ง การรวมรังผึ้ง  
การเคลื่อนยายรังผึ้งที่เปนโรค การขโมยน้ําหวานของผึ้ง การใชแหลงอาหารและน้าํรวมกันของผึ้ง การให
อาหารเสริมที่ปนเปอนเชื้อ การใชผึ้งนางพญาจากรังที่เปนโรค และการใชอุปกรณเล้ียงผึ้งที่ปนเปอนเชื้อ 
 P. l. larvae  
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ก.3 อาการ 

อาการของโรคอเมริกันฟาวลบรูดสังเกตไดงายจากลักษณะของตัวออนผึ้งที่เนาตายในรวงผึ้ง เนื่องจาก  
P. l. larvae สรางเอนไซมโปรติเอส (protease) มายอยตัวออน ทําใหตัวออนผึ้งตายภายใน 10 วัน 
ถึง 15 วัน หลังติดเชื้อ ตัวออนผึ้งที่ตายดวยโรคนี้จะมีสีเขมกวาปกติ ยุบตัวราบติดผนังดานลางของหลอด
รวงผึ้ง (ภาพที่ ข.4) เมื่อเนาสลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลถึงดํา และเห็นฝาปดหลอดรวงผึ้งมีลักษณะเปน 
รูพรุน ทําใหเห็นรวงผึ้งในรังที่ติดเชื้อเปนจุดดางดํา เนื่องจากในรังผึ้งนั้นมีหลอดรวงผึ้งที่ไมเปนโรคมีการ
ปดฝาปนกับหลอดรวงผึ้งที่เปนโรคมีการเกิดรูพรุน อยางไรก็ดีลักษณะเชนนี้อาจพบในรังผึ้งที่เปนโรคอื่นๆ 
ดวย (ภาพที่ ข.5)  

โรคอเมริกันฟาวลบรูดมักเกิดกับตัวออนผึง้ที่หลอดรวงผึ้งเพ่ิงปดเปนสวนใหญ โดยฝาปดหลอดรวงผึ้งจะมี
ลักษณะบุม สีคล้ํา และมีรูเล็กหลายๆ รู รูปรางไมแนนอน เมื่อเปดฝาปดจะเห็นตัวออนผึ้งในหลอดรวงผึ้ง
นอนตายในทาปกต ิ คือนอนหงายยาวตามหลอดรวงผึง้ ในลักษณะหันหัวออก สีของตัวออนเปลี่ยนจาก 
สีขาวเปนสีน้ําตาล และเนาสลาย มีกล่ินเหม็น ถาใชไมเข่ียตัวออนผึ้งที่เนาจะมีลักษณะเปนของเหลวเหนียว 
ยืดเปนสายยาว ติดไมนั้นออกมา (ภาพที่ ข.6) ตอมาตัวออนผึ้งที่เนาจะยบุตัวแหงลงในทาเดิมและ
กลายเปนสะเกด็ (scale) ติดแนนอยูกับผนังดานลางของหลอดรวงผึ้ง และถาตัวออนผึ้งนั้นตายในระยะ
ดักแด จะเห็นสวนลิ้น (pupal tongue) ย่ืนตั้งข้ึนมาจากสะเก็ดนั้น สะเก็ดดังกลาวจะมีสปอรของ  
P. l. larvae อยูเปนจํานวนมาก และตดิแนนกบัผนังหลอดรวงผึ้ง โดยผึ้งงานไมสามารถนาํออกไปทิ้งนอก
รังได 
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ภาคผนวก ข 
ภาพประกอบการชันสูตรโรคอเมริกันฟาวลบรูด 

(ภาคผนวก ก) 
 
 

 
ภาพที่ ข.1 แสดง vegetative cell ของ P. l. larvae ยอมติดสีกรัมเปนสีน้ําเงิน กําลังขยาย 1 000 เทา   

   ที่มา : นางวันทนีย เนรมติมานสุข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่ข.2 แสดง flagella bundles หรือ giant whips ของ P. l. larvae ดังตําแหนงลูกศร  
กําลังขยาย 1 000 เทา 

           ที่มา :  ผูชวยศาสตราจารยภาณุวรรณ จันทวรรณกรู 
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ภาพที ่ข.3 สปอรของเชื้ออเมริกันฟาวลบรูด P. l. larvae กําลังขยาย 1 000 เทา  

                 ที่มา : ผูชวยศาสตราจารยภาณุวรรณ จันทวรรณกูร 
  
 

 
ภาพที ่ข.4 พยาธิกําเนิดของโรคอเมริกันฟาวลบรูด  
a) หนอนผึ้งที่มีการติดเชื้อ  
b) หนอนผึ้งเจรญิเปน prepupa  
c) ลักษณะหนอนผึ้งจะยุบและฝาปดรวงจะบุมหรือเปนรูๆ  
d) หนอนผึ้งที่ตดิเชื้อจะเละเนื่องจากการยอยสลายของเอนไซมที่หล่ัง

จากแบคทีเรียกอโรค  
e) หนอนผึ้งที่ตายจะแหงเปนสะเก็ด (scale) ติดผนังหลอดรวงผึ้งดานลาง 

ที่มา : OIE, 2004 

 
 
 
 
 



มกอช.10351-2550 

 

15

 
 
 

 

ภาพที ่ข.5 ลักษณะภายนอกของรังผึ้งที่เปนโรคอเมริกันฟาวลบรดู  
ที่มา : OIE, 2004 

 

 

 
ภาพที่ ข.6 ตวัหนอนที่ตดิเชื้อและเนา จะมีลักษณะเปนยางเหนียว (ลูกศร) สามารถดึงใหยาวออกมาได

ประมาณ 2.5 cm 
  ที่มา : Mr. Mike Brown 
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(ขอ 3.2.3. ขอ 3.3.1.1  และ ขอ 3.3.1.2) 

ค.1 การเตรียม J-medium 4 

tryptone       5 g 
yeast extract     15 g 
dipotassium hydrogen phosphate [K2HPO4] 3 g 
agar       20 g 
distilled water      1 000 ml 

(1) ผสมสารเคมีกับน้ํากล่ันใหละลายเขากัน ปรับใหไดความเปนกรด-เบส เทากับ 7.3 ถึง 7.5  

(2) นึ่งดวยหมอนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 oC นาน 20  min 

(3) ขณะอาหารเลี้ยงเชื้อยังอุนอยู (อุณหภูมิ 45 oC ถึง 50 oC) เติมกลูโคส 10% ที่นึ่งฆาเช้ือแลว 
20 ml  

(4) ผสมใหเขากัน แลวเทลงในจานแกว 

ค. 2 การเตรียม Brain Heart Infusion with Thiamine (BHIT) 

brain heart infusion broth                          18.5   g   
agar                                                     5        g  
thiamine hydrochloride                        0.1     g/l 
distilled water 400      ml                                                            

(1)    ละลาย brain heart infusion broth และ agar ในน้ํากล่ันใหเขากัน ปรับปริมาณดวยการเติม 
น้ํากล่ันเปน 500 ml  

(2)    นึ่งดวยหมอนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 oC นาน 20 min 

    (3)     เตมิ thiamine hydrochloride (ความเขมขน 0.1 g/l) 0.5 ml (ความเขมขนสุดทายจะเทากับ 
 0.1 mg/l )     

      (4)    ผสมใหเขากัน แลวเทลงในจานแกว  

 
4  Hornitzky M.A.Z. & Nicholls P.J. (1993). J-medium is superior to sheep blood agar and brain 
heart infusion agar for the isolation of Bacillus larvae from honey samples. J. Apic. Res., 32 (1), 
51-52. 
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ภาคผนวก ง 
ข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอ 

(ขอ 3.3.3.1(1)) 

ง.1 สารเคมี 
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 
3M sodium acetate pH  5.2 
ethanol 
RNase A 10 mg/ml 
TE buffer 

ง.2 ข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอ 

(1) นําแบคทเีรียที่ไดมาจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเช้ือมา 1 โคโลนี มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่เหมาะสมสําหรับเชื้อกอโรคอเมริกันฟาวลบรูด บมในสภาวะทีไ่รออกซิเจน และมีกาซ
คารบอนไดออกไซด 5% ถึง 10% ที่ 35 oC  ถึง 37 oC นาน 4 วัน 

(2) กรณีที่สกัดดีเอ็นเอจากผึ้งหรือตัวออนผึ้งที่ตาย จะนาํตวัอยางดงักลาวมาบดในสารละลาย 
phosphate buffer saline 1 ml แลวนาํไปปนเหวีย่งตกตะกอนที่ 800 g เปนเวลา 10 min แลว
นําสารละลายดานบน หรือ supernatant ปริมาตร 200  µl ไปบมที่อุณหภูม ิ95 oC เปนเวลา 
15 min แลวนําไปปนเหวี่ยงตกตะกอนที ่ 14 500 g เปนเวลา 2 min และปเปต 10 µl  
สําหรับเปน template สําหรับ PCR  

(3) ปนเกบ็เซลล 3 ครั้ง ที่ 2 000 g นาน 10 min ที่อุณหภูมิ 4 oC (ขอสังเกต: ควรคํานวณคา 
และแปลงหนวยเปน g เนื่องมาจากวาคาแรงเหวี่ยง rpm จะมีความแตกตางกันระหวางเครื่อง 
centrifuge ข้ึนกับขนาด motor) ดดูสารสวนใสทิ้ง 

(4) กระจายเซลลในสารละลาย 50 mM Tris และ 5 mM EDTA pH  8.0 ปริมาณหนึง่ในสิบของ
ปริมาตรอาหารเหลวเลี้ยงเช้ือ (450 µl) ที่มี lysozyme 2 mg/ml บมที่อุณหภูมิ 37 oC นาน  
60 min  

(5) เติม 10% SDS ใหไดความเขมขนสดุทาย 0.5% (22.5 µl) ผสมใหเขากันเซลลจะแตก 
โดยสังเกตไดสวนที่มคีวามหนืดและส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) มาเติม 3 M sodium acetate 40 µl และตกตะกอนดเีอ็นเอด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 เติม 
RNase A (10 mg/ml) 2 µl  บมที่อุณหภมูิ 37 oC นาน 30 min    

(11) สกัดดวยฟนอลอิ่มตัวตามดวยสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม และคลอโรฟอรม/ไอโซเอมีล
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วิธีการมาตรฐานอื่นที่เทียบเทาวิธีการนี้ 
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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 

 

 

 
 




