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���8�
.�;
�0������
.�
��� 

���'��#B����
�0�8�
 8��
�D��������.�;
���8�
����,'�	
'�*�	$+*	

1.2  �!�
�/*���
.�
���.�;
�D�:�&������������.!��������,&
���
�/*���0�2.C0] ����,��

Brain Heart Infusion ����B�.�;
���8�
�
��0��������%� �'� EFB mediam4, 7 ����B�.�;
���8�


�%8�
�=�������%� �'&�
�D�
�/*�:�&
��� stock ����,��
���	 
�D�:�&.�;�2B,�%�0 4 �	>�
E'
E��� 
1/;�

��&�����>+�#���*����:�

2. ��	��0�
�/*���
.�
������8�
�����BJ���0.���'����

�����
��"�� Bergey’s Manual of

Determinative Bacteriology 2,4,6 8��
�����
.������1��C2"
�/*� reference strains .�;.!��,&
�0�8�
���

����
����
��0��� �������
����%8�
�=�� ��� Culture Collection 
�/*���
.�
���.�;.!��,&
�0�8�
�������


����
��0��� ��.����,�
���������	��	���1��C2"8��
�����
.��� zymogram �&���0C� native gel

electrophoresis6

3. ���
��
'/���������,������1/���2�:1����
�/*���
.�
������8�


 
��
'/����2�:1��'�

�/;�	
.> �'�
������������,��� (crude extracts) ���1/���2�:1��'�



�/;�	
.>�'��!�:�>+�#�������F.C0]����&��
�/*�8���0C� agar disc diffusion technique �'� .!����

.����$'��	�������C������0����������*	���
��0N��	
�/*���
.�
���.�;�����:�&���&� 2

4. ���
�0�$'�0

���,"��0��B
���
�&��&��;!��2���	�������.�;�����������*	���
��0N��	
�/*��2'0

�.���" (Minimum Inhibition Concentration, MIC) 8����&�0C� paper disc diffusion

5. ���.����
���
���:�:�&.�;���!�����������C������0����&�����
'�*�	$+*	

>+�#�
���
�������	������F.C0]�&��
�/*������ �2B,�%�0 
��
���
������
������	

�'���	����'���:�8�
'.
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����������
1. ���
�������
��������/���%��
��!"#�$���%������
4����
��������
���"�5��"�6��#	���

�������!����$+*	�'��������$+*	.�;
���8�
�'�
�D��������	$+*	�'��������$+*	.�;���	�����1����

:�&
�/*���
.�
����������   �.�	 �'��'2��.�;��&�	����" ����,��
'�*�	
�/*�.�*	�����.�;�����E0
���'�:�&

���E0
����	����	.�; 3.1�'� 3.2

!������� 3.1 ��
.�
���.�	�'���������'��,'�	.�;
�D��������	

8��9��� ���!	�����"& �"�5:�����":6��#	��� �;"� 
;�$������<�
A1 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E3-3 ,�	�	

A2 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E3-1 ,�	�	

A3 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-1 �����

A4 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-1 100 �����

A5 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-8 �����

A6 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 4-4 ����0�

A7 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 6-8 ����0�

A8 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 4-4 100 ����0�

A9 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 6-8 HL

A10 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-5 �����

A11 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 5-2 
�#��>����"  ��.

A12 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 5-1 
�#��>����"  ��.

A13 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 4-1 ����0�

A14 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 1-6 HL

A15 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 1-2 HL

A16 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 1-2 HL

A17 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-2 �����

A18 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� EF1-3 HL

A19 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� EF1-3 101 HL

A20 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� EF1-3 105 HL

A21 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-2 �����

A24 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� EF1-3 HL

A26 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-2 102 �����

A27 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-2 102 �����

A30 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-2 102 �����

A33 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� PN 2 �.1�� �.
���	���

A34 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� PN 3 �.1�� �.
���	���

A35 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� E 2-2 �����
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8��9��� ���!	�����"& �"�5:�����":6��#	��� �;"� 
;�$������<�
A37 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� PN 2 �.1�� �.
���	���

A64 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 3 �.�%	
��� �.�1��

A65 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 7 �.�%	
��� �.�1��

A66 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 6 �.�%	
��� �.�1��

A68 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 7 102 �.�%	
��� �.�1��

A67 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 6 101 �.�%	
��� �.�1��

A69 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 2 �.�%	
��� �.�1��

A70 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 8 �.�%	
��� �.�1��

A71 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 3 �.�%	
��� �.�1��

A72 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 7 �.�%	
��� �.�1��

A73 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 2 102 �.�%	
��� �.�1��

A74 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 2 �.�%	
��� �.�1��

A75 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 1 101 �.�%	
��� �.�1��

A76 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 1 �.�%	
��� �.�1��

A77 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 4 �.�%	
��� �.�1��

A78 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 1 102 �.�%	
��� �.�1��

A78 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 1 102 �.�%	
��� �.�1��

A79 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 4 101 �.�%	
��� �.�1��

A80 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 6 �.�%	
��� �.�1��

A81 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 4 103 �.�%	
��� �.�1��

A82 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� J 2 �.�2� �.1�
��

A83 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� J 2 �.�2� �.1�
��

A84 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� J 2 101 �.�2� �.1�
��

A85 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� J 2 102 �.�2� �.1�
��

A86 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� J 2 �.�2� �.1�
��

A90 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 9 �.�%	
��� �.�1��

A91 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 9  101 �.�%	
��� �.�1��

A92 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 9  102 �.�%	
��� �.�1��

A93 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 9  103 �.�%	
��� �.�1��

A95 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 11 �.�%	
��� �.�1��

A102 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 13 �.�%	
��� �.�1��

A103 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 12 105 �.�%	
��� �.�1��

      A104           + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 13 102 �.�%	
��� �.�1��

     A105          + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 13 105 �.�%	
��� �.�1��
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8��9��� ���!	�����"& �"�5:�����":6��#	��� �;"� 
;�$������<�
A106 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 13 106 �.�%	
��� �.�1��

A107 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 10 �.�%	
��� �.�1��

A108 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 10 102 �.�%	
��� �.�1��

A109 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 10 103 �.�%	
��� �.�1��

A110 + Coccus 
E'������
������
'&��'%��<� SM 10 106 �.�%	
��� �.�1��

� A = bacteria growth in anaerobic condition ; P =  bacteria growth in aerobic condition

!������� 3.2 ��
.�
����%��.�	�'��,'�	�������	.�;
�D�

8��9��� ���!	�����"& �"�5:�����":6��#	��� �;"� 
;�$������<�
P3 + Rod �� endospore E 2-5 �.����� �.
���	�,��

P4 + Rod �� endospore E 1-6 HL�.
���	�,��

P7 + Rod �� endospore E 1-6 102 HL�.
���	�,��

P8 + Rod �� endospore E 5-2 
�#��>����" ��.

P11 + Rod �� endospore E 2-1 �.����� �.
���	�,��

P20 + Rod �� endospore E 1-2 HL�.
���	�,��

P21 + Rod �� endospore E 2-1 �.����� �.
���	�,��

P26 + Rod �� endospore EF 1-4 HL�.
���	�,��

P27 + Rod �� endospore EF 1-4 101 HL�.
���	�,��

P32 + Rod �� endospore EF 1-4 HL�.
���	�,��

P36 + Rod �� endospore EF 1-4 HL�.
���	�,��

P37 + Rod �� endospore EF 1-4 HL�.
���	�,��

P39 + Rod �� endospore PN 1 �.1�� �.
���	���

P40 + Rod �� endospore EF 1-5 101 HL�.
���	�,��

P41 + Rod �� endospore EF 1-1 HL�.
���	�,��

P44 + Rod �� endospore EF 1-4 102 HL�.
���	�,��

P46 + Rod �� endospore PN 1
�.1�� �.
���	���

P47 + Rod �� endospore PN 1 101 �.1�� �.
���	���

P48 + Rod �� endospore PN 3
�.1�� �.
���	���

P49 + Rod �� endospore PN 3 103

�.1�� �.
���	���

P52 + Rod �� endospore EF 1-5 HL�.
���	�,��

P52 + Rod �� endospore EF 1-5 HL�.
���	�,��
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8��9��� ���!	�����"& �"�5:�����":6��#	��� �;"� 
;�$������<�
P54 + Rod �� endospore EF 1-5103 HL�.
���	�,��

A22 + Rod �� endospore EF 2-3 �.����� �.
���	�,��

A23 + Rod �� endospore EF 2-2 �.����� �.
���	�,��

A25 + Rod �� endospore EF 2-2 102 �.����� �.
���	�,��

A28 + Rod �� endospore PN 1 �.1�� �.
���	���

A29 + Rod �� endospore PN 1 103 �.1�� �.
���	���

A31 + Rod �� endospore PN 3 �.1�� �.
���	���

A32 + Rod �� endospore PN 1 101 �.1�� �.
���	���

A38 + Rod �� endospore E 1 100 HL �.
���	�,��

A39 + Rod �� endospore EF 1-1 101 HL �.
���	�,��

A44 + Rod �� endospore EF 1-4 HL �.
���	�,��

A45 + Rod �� endospore EF 1-5 HL �.
���	�,��

A47 + Rod �� endospore J 3 �.�2� �.1�
��

A48 + Rod �� endospore J 2 �.�2� �.1�
��

A52 + Rod �� endospore J 5 �.�2� �.1�
��

A57 + Rod �� endospore J 2 101 �.�2� �.1�
��

A58 + Rod �� endospore J 1 �.�2� �.1�
��

A59 + Rod �� endospore J 6 �.�2� �.1�
��

A60 + Rod �� endospore J 7 �.�2� �.1�
��

A61 + Rod �� endospore J 5 �.�2� �.1�
��

A62 + Rod �� endospore J 4 �.�2� �.1�
��

A63 + Rod �� endospore J 3 �.�2� �.1�
��

A77 + Rod �� endospore SM 4 �.�%	
��� �.�1��

A88 + Rod �� endospore SM 8 �.�%	
��� �.�1��

A89 + Rod �� endospore SM 8 102 �.�%	
��� �.�1��

A100 + Rod �� endospore SM 12 �.�%	
��� �.�1��

A101 + Rod �� endospore SM 12  101 �.�%	
��� �.�1��

A26 + Rod �� endospore E 2-2 �.����� �.
���	�,��

A20 + Rod �� endospore EF 1-3 HL �.
���	�,��

A6 + Rod �� endospore E 3-3 �.,�	�	 .
���	�,��

A41 + Rod �� endospore E �.,�	�	 .
���	�,��

A36 - Rod, no endospore forming E 2-2 �.����� �.
���	�,��

A40 + Rod, mucus no endospore forming E 2-2 �.����� �.
���	�,��

A41 + Rod, mucus no endospore forming E �.,�	�	 .
���	�,��
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8��9��� ���!	�����"& �"�5:�����":6��#	��� �;"� 
;�$������<�
A46 + Rod, no endospore forming PN 3 �.1�� �.
���	���

A48 - Rod, no endospore forming J 2 �.�2� �.1�
��

A49 + Rod, mucus no endospore forming J 2 �.�2� �.1�
��

A50 + Rod, no endospore forming J 6 �.�2� �.1�
��

A51 + Rod, no endospore forming J 5 �.�2� �.1�
��

A55 + Short rod, no endospore forming J 1 �.�2� �.1�
��

A56 + Rod, mucus no endospore forming J 1 �.�2� �.1�
��

A57 + Rod, mucus no endospore forming J 2 �.�2� �.1�
��

A59 + Rod, no endospore forming J 6 �.�2� �.1�
��

A61 + Rod, no endospore forming J 5 �.�2� �.1�
��

A62 + Rod, no endospore forming J 4 �.�2� �.1�
��

A63 + Rod, no endospore forming J 3 �.�2� �.1�
��

A82 + Short rod, no endospore forming J 2 �.�2� �.1�
��

A87 + Rod, no endospore forming SM 8 �.�%	
��� �.�1��

A88 + Rod, no endospore forming SM 8  102 �.�%	
��� �.�1��

A89 + Rod, no endospore forming SM 8  101 �.�%	
��� �.�1��

A96 + Short rod, no endospore forming SM 11  101 �.�%	
��� �.�1��

A97 + Rod, no endospore forming SM 11  103 �.�%	
��� �.�1��

A98 + Rod, no endospore forming SM 12 �.�%	
��� �.�1��

A99 + Short rod, no endospore forming SM 12 101 �.�%	
��� �.�1��

A101 + Short rod, no endospore forming SM 12 �.�%	
��� �.�1��

� A = bacteria growth in anaerobic condition

� P =  bacteria growth in aerobic condition
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2. ����$���	�=�������
����������#�
>	�	�	�������#��&�

�/*���
.�
���.�;
��0N�������.�;�����E0
���'�
��0N�������:�&���E0
�� 1������

��
.�
��� 6 :�8E
'.(A17, A20, A37, A70, A72, A76) 
���
�/*����8�
�%8�
�=�������%�

(Melissococcus plutonius) 
�/*�.�;��&�	����".�;1���
�/*� B. stearothermophilus (29%), B. macerans

(3.9%), B. laterosporus (13.7%), B. circulans ( 9.8%), B. firmis ( 9.8%), B. coagulans (17%)�'�

B. licheniformis (17%) :��1�
�/*����8�
�
��0��������%�.�;��%�������� Paenibacillus (����	.�; 3.3)

!������� 3.3 �������������#��&�=�������
�����������������
��-!�&���- Norris et al. 10

8��9
���

Catal
ase
test

VP
test

50�C 65�C 7%
NaCl

����$��


F�

��������
���/��
��(���

���
�/�	G��
�������

8��
���9	�/

�

��	������
��������

P3 + - ND + ND ND ND ND Bacillus stearothermophilus

P4 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

P7 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

P8 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

P11 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

P20 + - ND - ND + + ND B. macerans

P21 + - ND - ND + + ND B. macerans

P26 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

P27 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

P32 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

P36 + - ND - ND + - 10 um

org -

PH

in

VP

+

B. circulans

P37 + - ND - ND + - 10 um

org -

PH

in

VP

+

B. circulans

P39 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

P40 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

P41 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

P44 + - ND - ND + - 10 um

org -

PH

in

VP

+

B. circulans
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8��9
���

Catal
ase
test

VP
test

50�C 65�C 7%
NaCl

����$��


F�

��������
���/��
��(���

���
�/�	G��
�������

8��
���9	�/

�

��	������
��������

P46 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

P47 + - ND - ND + ND 10 um

org -

PH

in

VP

-

B. firmis

P48 + - ND - ND + ND 10 um

org -

PH

in

VP

-

B. firmis

P49 + - ND - ND + ND 10 um

org -

PH

in

VP

-

B. firmis

P52 + - ND - ND + ND 10 um

org -

PH

in

VP

-

B. firmis

P52 + - ND - ND + ND 10 um

org -

PH

in

VP

-

B. firmis

P54 + - ND - ND + - 10 um

org -

PH

in

VP

+

B. circulans

A22 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A23 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A25 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

A28 + - ND - ND + - 10 um

org -

PH

in

VP

+

B. circulans

A29 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

A31 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

A32 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A38 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A39 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

A44 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis
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8��9
���

Catal
ase
test

VP
test

50�C 65�C 7%
NaCl

����$��


F�

��������
���/��
��(���

���
�/�	G��
�������

8��
���9	�/

�

��	������
��������

A45 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A47 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A48 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A52 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A57 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A58 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A59 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A60 + - + ND - ND ND ND B. coagulans

A61 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

A62 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

A63 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

A77 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A88 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A89 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A100 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A101 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

A27 + - ND - ND - ND + B. laterosporus

A41 + + + ND + ND ND ND B. lichenformis

P34 + - ND + ND ND ND ND B.stearothermophilus

* ND = No Data

� A = bacteria growth in anaerobic condition

� P =  bacteria growth in aerobic condition

������>+�#�.�	�&�����

���'��M0�0�0�� serological tests 1����
�/*���
.�
���.�;���8�


�%8�
�=�������%�.�;:�&�����	,���
���	�,�� (A17,20) �'��1�� (A72,A76) 1�
���������	�����

.����������	.�; 3.4 
�����.������
�/*� type strain ������
.>���
��
'�� ��	��*��������	��0�


�/*����8�
�%8�
�=�������%��&���0C�.�	���

����:�&$':�������� �����.�'�	:�&��&primer  .�;


���8�� Govan et al. 8 :��1� amplified DNA fragment .�; 812 bp
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!������� 3.4 $'���.����.�	�&�����

���'� serological test ��	
�/*����8�
�%8�
�=�������%�.�;

���:�&���
�/*��&�	�0	��� Regional Laboratory (Elizabeth Macarthur Agricultural Institute (NSW

Agriculture), Australia)  (Aus 1 ��� South Australia; Aus2,Aus3 ��� New South Wales)

�������� A17 A20 A70 A72 A76 Aus1 Aus2 Aus3
Catalase - - - - - - - -

Oxidase - - - - - - - -

Ferment

-Glucose

-Maltose

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

-

Citrate - - - - - - - -

Urease - - - - - - - -

H y d r o g e n

sulfide

- - - - - - - -

Nitrate reduction - - - - - - - -

MR test + + + + + - + -

VP test - - - - - - - -

Growth on NA - - - - - - + -

Growth

-10 °C

-45 °C

-pH 9.6

-6.5 % NaCl

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

Antiserum_Aus1 - - - - - + + +

Antiserum_Aus2 - - - - - - + -

Antiserum_Aus3 - - - - - + + +



3-13

��� 3.2 ��
.�
������8�
�%8�
�=�������%� (��: Thai isolate A76, �'�	: Australian Isolate

(AUS1), '��	: Australian Isolate (AUS2)
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��� 3.3 Bacillus circulans ���
��8��/��!"#�$���%��

��� 3.4 Bacillus coagulans ���
��8��/��!"#�$���%��
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��� 3.5 Bacillus firmis ���
��8��/��!"#�$���%��

��� 3.6 Bacillus laterosporus ���
��8��/��!"#�$���%��
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��� 3.7 Bacillus licheniformis ���
��8��/��!"#�$���%��

��� 3.8 Bacillus macerans ���
��8��/��!"#�$���%��
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��� 3.9 Bacillus stearothermophilus ���
��8��/��!"#�$���%��
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3. ������������&��8��!$�����/�	G=��������$�����(���
+��'�#��(�

���$'���.�������&�2 ���
2B�����0.�	���

��1�������'����1��C2"��
���������	��� ��

���.��������������1/���2�:1��+	:�&
'/�����1��C2".�;��
���������	���.�	���

����*��&�
���
�/*�

.������� ������������
�� ��
�� ���1'% �'�1'% ���������F.C0]�����*	
�/*��2'0�.���":�&����	��

��	.�; 3.5-3.9  ���1�����������:�
'�8���
C������
���'���
�������������*	
�/*�:�&.�*	 5 ���1��C2"

!������� 3.5 $'��������*	��	���������2�:1����
�/*� M. plutonius (Aus1)


�������������������*	*
����#	���K��!�- �/;�����N

Hex. Dic. Eth. But. Alc. Met. Wat.

Allium sativum

Eugenia caryophyllum

Piper betel

Curcuma longa

Illicium verum

Cinnamomum cassia

Rhinacanthus nasutus

Azadirachta siamensis

Acorus calamus

Stemona tuberosa

Glycyrrhiza glabra

Piper sarmentosum

Gentamycin

���
.���

���1'%

1'%

��0*����

8�X���Y�

��
��

.�	1����;	

��
��

�����*!�

,����������

��
��

��1'%

   -

-

-

-

-

-

+

-

-

+

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

++

-

-

-

-

++

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

ND

-

++

-

-

-

-

-

-

   -

-

-

-

ND

-

-

++++

-

-

-

-

-

      -

-

-

-

ND

-

+++

++++

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

* (-)  Zone of inhibition 0-0.5 cm ; (+) Zone of inhibition 0.5-1.0 cm; (++) Zone of inhibition 1.0-1.5 cm; (+++) Zone

of inhibition 1.5-2.0 cm;  (++++) Zone of inhibition > 2.0  cm 

ND: No data
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!������� 3.6 $'��������*	��	���������2�:1����
�/*� M. plutonius (Aus2)


�������������������*	*
����#	���K��!�- �/;�����N

Hex. Dic. Eth. But. Alc. Met. Wat.

Allium sativum

Eugenia caryophyllum

Piper betel

Curcuma longa

Illicium verum

Cinnamomum cassia

Rhinacanthus nasutus

Azadirachta siamensis

Acorus calamus

Stemona tuberose

Glycyrrhiza glabra

Piper sarmentosum

Gentamycin

���
.���

���1'%

1'%

��0*����

8�X���Y�

��
��

.�	1����;	

��
��

�����*!�

,����������

��
��

��1'%

-

-

+

-

-

-

+

-

-

++

-

++

-

ND

-

-

-

-

-

++

-

-

+++

-

++

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

     -

-

-

-

ND

-

+

-

-

-

   -

-

-

   -

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

      -

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

+

      -

-

-

-

ND

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

* (-)  Zone of inhibition 0-0.5 cm ; (+) Zone of inhibition 0.5-1.0 cm; (++) Zone of inhibition 1.0-1.5 cm; (+++) Zone

of inhibition 1.5-2.0 cm;  (++++) Zone of inhibition > 2.0  cm 

ND: No data
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!������� 3.7 $'��������*	��	���������2�:1����
�/*� M. plutonius (Aus3)


�������������������*	*
����#	���K��!�- �/;�����N

Hex. Dic. Eth. But. Alc. Met. Wat.

Allium sativum

Eugenia caryophyllum

Piper betel

Curcuma longa

Illicium verum

Cinnamomum cassia

Rhinacanthus nasutus

Azadirachta siamensis

Acorus calamus

Stemona tuberose

Glycyrrhiza glabra

Piper sarmentosum

Gentamycin

���
.���

���1'%

1'%

��0*����

8�X���Y�

��
��

.�	1����;	

��
��

�����*!�

,����������

��
��

��1'%

-

+

-

-

-

-

+

-

-

-

-

+++

-

ND

-

-

-

-

-

++

-

-

-

-

++

-

ND

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

+

+

      -

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

      -

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

* (-) Zone of inhibition 0-0.5 cm; (+) Zone of inhibition 0.5-1.0 cm; (++) Zone of inhibition 1.0-1.5 cm; (+++) Zone

of inhibition 1.5-2.0 cm;  (++++) Zone of inhibition > 2.0  cm 

ND: No data
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!������� 3.8 $'��������*	��	���������2�:1����
�/*� M. plutonius (A72)


�������������������*	*
����#	���K��!�- �/;�����N

Hex. Dic. Eth. But. Alc. Met. Wat.

Allium sativum

Eugenia caryophyllum

Piper betel

Curcuma longa

Illicium verum

Cinnamomum cassia

Rhinacanthus nasutus

Azadirachta siamensis

Acorus calamus

Stemona tuberose

Glycyrrhiza glabra

Piper sarmentosum

Gentamycin

���
.���

���1'%

1'%

��0*����

8�X���Y�

��
��

.�	1����;	

��
��

�����*!�

,����������

��
��

��1'%

-

-

      -

-

-

-

+++

-

-

-

-

+++

-

ND

-

-

-

-

+++

++

-

-

-

-

+++

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

+++

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

++

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

* (-)  Zone of inhibition 0-0.5 cm ; (+) Zone of inhibition 0.5-1.0 cm; (++) Zone of inhibition 1.0-1.5 cm; (+++) Zone

of inhibition 1.5-2.0 cm;  (++++) Zone of inhibition > 2.0  cm 

ND: No data
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!������� 3.9 $'��������*	��	���������2�:1����
�/*� M. plutonius (A76)


�������������������*	*
����#	���K��!�- �/;�����N

Hex. Dic. Eth. But. Alc. Met. Wat.

Allium sativum

Eugenia caryophyllum

Piper betel

Curcuma longa

Illicium verum

Cinnamomum cassia

Rhinacanthus nasutus

Azadirachta siamensis

Acorus calamus

Stemona tuberose

Glycyrrhiza glabra

Piper sarmentosum

Gentamycin

���
.���

���1'%

1'%

��0*����

8�X���Y�

��
��

.�	1����;	

��
��

�����*!�

,����������

��
��

��1'%

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

+++

-

ND

-

-

-

-

-

++

-

-

-

-

++

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

+

+

++

-

-

-

-

-

-

-

-

-

ND

-

-

++

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

* (-)  Zone of inhibition 0-0.5 cm ; (+) Zone of inhibition 0.5-1.0 cm; (++) Zone of inhibition 1.0-1.5 cm; (+++) Zone

of inhibition 1.5-2.0 cm;  (++++) Zone of inhibition > 2.0  cm 

ND: No data

4.  
���	�0	���������"��"��=������"�/������&
��
��.�;�����&��:�
'�8���
C��� Percent recovery 
.����� 9.43 % �� 
�� Minimum inhibitory

concentration (MIC) 
.����� 37,000 ppm �'�
�/;�.����
���
�������	������� B �2B,�%�0

���	� �'� ��	��'��&�:�8�
'. (ultraviolet) 1����������������
����'�
��������������

�����*	
�/*� M. plutonius AUS1 .�;�2B,�%�0�%	�+*��'���:������	 UV ,'�	������ 
���
�'� 24 ��;�

8�	 (��1 3.10) ������F.C0]�����*	��	������������
����'�'	�+	 20 % ,'�	���.�;���:�&��
��

pH 
.����� 4 (��1 3.11)
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%
 o

f 
in

h
ib

it
io

n

0

20

40

60

80

100

120

AUS1

A76

Control (4
o
C) 30 

o
C 37 

o
C 60 

o
C UV

 ������ 3.10 �������	
���
�������	������������
���&��:�
'�8���
C� ,'�	��������

�2B,�%�0���	�  �'���	��'���:�8�
'.
��� 
�'� 24 ��;�8�	
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pH

3 4 5 6 7 8 9 10

%
 o

f 
in

h
ib

it
io

n

0

20

40

60

80

100

������ 3.11 �������	
���
�������	������������
���&��:�
'�8���
C� ,'�	�������� pH

���	�  
��� 
�'� 24 ��;�8�	 (Aus1,Aus2 �'� Aus3 ���'!����)

��	
���
�����
����������
��
��
���1/�.�;�����>+�#�.�	�&��

���'�������F.C0]�����*	�2'0�.���"������<��2��� 

���.�;���1�����������*	
���1���'�8�����" (flavonoid)12 
��� ��������*	
�/*� Candida albicans 13

��
���'���
��
�����2�:1�.�;���F.C0]�����*	
�/*����8�
�%8�
�=�������%� ��������* ��
����	

�����������*	�����8�
��'"
��%�:�& (���..�; 2) ��	��*������&�������C������0���$��

(cocktail) 
1/;��S�	����'������*	
�/*�����
���� ��������0�2.C0]��	������������2�:1��+	
���

�0;	.�;�����>+�#����:�
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����� 4 ��#�������K=��/���&�%��  (honey bee genome)*

�����>+�#�8�
��$+*	.�;
�0�����2'0�.���" :�&������0���������,'�	
1/;�,����1��C2"$+*	.�;

�������&��8�
,�/��� Disease resistant gene (dr gene) �.������&���

�����	� �'��0C�����S�	

���8����&�������.!�'����	.�;�0�
�/*�

���<��2��������>+�#� genome ��	 ��2#�" ��'	,��; (Drosophila melanogaster):�&
�/��

(Caenorhaditis elegans) �'�1/���� (Arabiodopsis thaliana)  ��
�/�����K�
� 2546 ���,�

'!�����0�
'�8�:.�".�*	,����	$+*	1��C2"(Apismellifera):�&.!��!�
�D� 
���������$+*	��*�
�/;�	�����

����0�����
����������&��1F�0�����������%&�'�������	 (recognition and response) 
����!�

(memory) ����1����������	8�
 (disease transmission) �0*����� DNA .�*	,�������� 1.1 '&��

�0*��������&���0�
'�8�:.�".�*	,�� 135 '&����� ���,�'!�����0�
'�8�:.�".�;���
�D�.!��,&�����

>+�#�
�����
.���8����8��(proteome) ��	��=���"���	� 
��� D. melanogaster, C. elegans,

Saccharomyces cerevisiae, �'� A. thaliana 3

�����>+�#�
��*	��*�/�:�&���
���
��*	�����	���>+�#���8��$+*	8����������
.> 

(bioinformatics) 8������0

���,"
�����;��	 ORFs ����8��$+*	 ���>+�#���*����!�:��%�'!�������

,�/��0*�����.�;�������	�+	���.�;�&��8�
��$+*	�'�
���
�&���
��;�����1F�0�����/;�������
�

#	0����#	�����;-=��&(�

�!��&��%''!�����0�
'�8�:.�"��� tp://www.hgsc.bcm.tmc.edu/blast/?organism=Amellifera

(Honeybee Genome Sequencing Center, Baylor College of Medicine) �0

���,"�0*����� DNA 8��

�,&��
������
��.�;����,���,&������08�������� 16 ��� �'��!����0

���,"�&�� Pearl

Algorithms (�!���� ORFs .�*	,��
.����� 5,677,000) ,'�	�����*��!������
����'2������!����


�����;��	������08��'�������	 ORFs

����������
����	
�������������

�������0

���,"������08�.�;1�.�*	,������8��$+*	1�������08� leucine ���������.�;

���.�;�2� (11.14 %) 
'&�����.�;1�����2#�" (19%)���B�.�; �0;	�����0��/;�� �������B 3.5-5.2 %3

�������0��B leucine ��������	�+	8
�	��&�	��	8�����,����������	�����	��� ������

                                                
* ��10�1"�������� Journal of Apicultural Research
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�0

���,"������	 ORF �'�
�����;��	������08������ 1��������ORFs �����	16-250��

leucine 10 ��� (�%�.�; 4.1) 
��������������� Poisson (Possion distribution)

8�����.�;�� leucine ��%��!������� (Leucine-rich repeat, LRRs) 1���8������������ 60

��0��'�.!�,�&�.�;�����
�/;�����8�������0��/;� (protein-protein interaction)4,5   ��.0

photoreceptor cell specific adhesion molecule ����'	,��;6 ��������*�����>+�#�

crystallography 1���� �����8
�	��&�	8�����.�;�� leucine 
�;��'�	.2�� 6��������8�����.!��,&


���8
�	��&�	.�;
������� Leucine zipper motif .!�,�&�.�;�����������8������/;�� B �!��,��	 side

chain ��	 leucine �'�1����
���8
�	��&�	��	����&��8�
��	 A. thaliana ���
�/*���
.�
������

8�
1

 

10 Leucine ORF abundances 
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������ 4.1 Open reading frames .�;�� Leucine 10 ���

����	:��D����������0

��,"������08�����/;�� 1������������08���	���.�;��
�����;���

����.�;.!����:�&��� Possion distribution 
���  ORFs .�;������������08�.�*	,�� 31  �'� 59 �����

Tryptophan �'� cystenine �!���� 2�'�3 �����
�����;���1�����������
��������
!���B���

������
�����;��� Possion (�%�.�; 4.2, 4.3 ; �������	 ORFs (����	.�; 4-1))
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3-Cysteines 2-Tryptophans

������ 4.2 
�����;��	 Open reading frames .�;��������08� cysteine 3 ��� �'� trytophan 2 ���

!������� 4.1 ORFs ���� 59 �'� 31 .�;��������08� cysteine 3 ��� �'� trytophan 2 ���

ORF

Size

AA

AA

Number

Number

of

Sequences

Amino Acid Sequence

59
1

C 3 5079

SAVSGKSDALTTLPASHARRSDNAVDRFPP

TRRSANSTHCGPKRVSAATFCCRSLLSSS

59
2

C 3 157

CSGKAERAPLLPLLETVYVEGLCQCRTDIR

LRPSSVRAVPRSRPQPPTAPTELIRRSLV

31 W 2 4027 YAVVSSNMTLTWYTPHFMACLRIPLLWRSPR

Open reading frame .�;:�&�������0

���,"������	.�; 4.2 :����
���
,�/�����8�������

J���&��%' Genebank
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������ 4.3 
�����;��	 Open reading frames .�;��������08� cysteine 2 ���

���>+�#��0*����� DNA �����,N�.�;1���J���&��%'��	��8��$+*	��
���
,�/�����

Cloning vector (����	.�; 4. 3) E+;	���
�0�����&��%'.�;�������
�������	 cloning vector �����,�

'!�����0�
'��8�:.�"��	��8��$+*	
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!������� 4.3 ORF ���� > 150 .�;1�����8��$+*	�'�$'���
.���'!�����0
'�8�:.�" (Blast result)

Length

of ORF

(in

amino

acids)

Abundance BLASTn result

261 22
gi|37654163|gb|AC146851.1| Human Herpesvirus 5 Towne-
BAC isolate, complete sequence Score = 151 bits (76),
E = 2e-33

335 16
gi|8308067|gb|AF261968.1|AF261968   Anourosorex
squamipes clone AS10 microsatellite sequence Score =
335 bits (169), E = 1e-88

364 14
gi|37496514|emb|AJ509853.1|SVE509853 Cloning vector
pUvBBAC Score =  579 bits (292), E = e-162

360 14
gi|8308066|gb|AF261967.1|AF261967   Anourosorex squamipes
clone AS9 microsatellite sequence Score = 470 bits (237),
E = e-129

424 13
gi|14794633|gb|AF327720.1|  Cloning vector pCM132, complete
sequence Score =  779 bits (393), E = 0.0

375 13
gi|38155841|gb|AY437644.1|   Expression vector pcGlobin 2-
GST, complete sequence Score = 680 bits (343), E = 0.0

375 13
gi|14794633|gb|AF327720.1| Cloning vector pCM132, complete
sequence Score = 589 bits (297), E = e-165

400 13
gi|3132862|gb|U90555.1|SVU90555   Shuttle vector pJIR1457,
complete sequence Score = 761 bits (384), E = 0.0

385 13
gi|14794633|gb|AF327720.1|  Cloning vector pCM132, complete
sequence Score = 644 bits (325), E = 0.0

412 13
gi|3132862|gb|U90555.1|SVU90555   Shuttle vector pJIR1457,
complete sequence Score = 533 bits (269), E = e-148

267 12
gi|3132862|gb|U90555.1|SVU90555 Shuttle  vector pJIR1457,
complete sequence Score = 963 bits (486), E = 0.0

���
����������
�������0

���,"
�����;�'�������	 Open reading frames ����&��%'�� database ��	��

8��$+*	 (honey bee genome: Apis mellifera) 
1/;�,� ORFs �,��.�;���
����&��%'�!�,��1F�0����

���	� ��	$+*	 �����������08���������,�+;	����0��B.�;��������:1'�
��:��"�����	

�,&.���
����!�
�N��	����M���B"��	�'�����*���1F�0�������	� ��	$+*	 E+;	��.�;��*,�������

>+�#�$+*	��0��/;�� 8��
R1��$+*	1/*�
�/�	��	:.����&��
���,'��,'��.�	1��C2���� �'�
���

������������&��8�
 ����!�:��%��������2��"��&�&��%'������������S�	����'�
��
2�8�



1/;�1�_���2���,�������
'�*�	$+*	��	:.����:�



4-6

�����������	�
1) Bent, A.F., Kunkel, B.N., Dahlbeck, D., Brown, K.L., Schmidt, R., Giraudat, J., Leung,

Staskawicz, B.J.(1994) RPS2 of Arabidopsis thaliana: A leucine-rich repeat class of plant

disease resistance genes. Science, 265: 1856-1860.

2) C. elegans sequencing consortium (1998) Genome sequence of the nematode C. elegans: a

platform for investigating biology. Science, 282:2012-2018.

3) Karlin, S., Brocchieri, L, Bergman, A., Mrazek, J., Gentles, A.J. (2002) Amino acid runs in

eukaryotic proteomes and disease associations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99 :333–338.

4) Kobe, B., Deisenhofer, J. (1994) The leucine-rich repeat: a versatile binding motif of

particular interest . Trends Biochem Sci., 19:  415–421.

5)  Kobe, B., Deisenhofer, J (1995) Proteins with leucine-rich repeats. Current Opinion in

Structural Biology , 5( 3): 409-416.

6) Krantz, D.E., Zipursky, S.L. (1990) Drosophila chaoptin, a member of the leucine-rich

repeat family, is a photoreceptor cell-specific adhesion molecule. EMBO J. , 9:1969–1977.

7) Landschulz, W.H., Johnson, P.F., Mcknight, T.S.L. (1988) The leucine zipper: a

hypothetical structure common to a new class of DNA binding proteins. Science, 240:1759-

1764.

8) Vogt, R.G., Callahan, F.E., Rogers, M.E., Dickens, J.C. (1999) Odorant Binding Protein

Diversity and Distribution among the Insect Orders, as indicated by LAP, and OBP-related

Protein of the True Bug Lygus lineolaris (Hemiptera, Heteroptera). Chemical Senses, 24:

481-495.



�����#�



�����!��	&�-���
��$/�����#	/"��"GG���=��� PDF 4480052

Full paper *

1.Chantawannakul, P., Puchanichanthranon, T and Wongsiri, S. 2004 Distribution and

controlling of Ascoshaera apis, a pathogen causing Chalkbrood disease in honey bee larvae in

northern Thailand. Acta Horticulture (in press)

2. Chantawannakul, P., Peterson, S., and Wongsiri, S. 2004. Conservation of honey bee species

in South East Asia: Mellifera or Native bees. Biodiversity, 5 (2): 25-28.

3.Munshaw S., Cutler R.W., Wongsiri S. and Chantawannakul P. 2004. A genomic wide

analysis: Insight to diverse small high copy number ORFs. Journal of apicultural research

(accepted)

4. Chantawannakul, P.and Wongsiri 2004 Microbial diseases in honey bee larvae in Northern

Thailand. American Bee Journal (in preparation).

5. ��:�#��: /"��#��:�(� 2546. $+*	�'��2'0�.���": �����+	�<��2��� �������0.��>����" 57(6):

329-336

Conference abstract

1. Puchanichanthranon, T, Chantawannakul, P and Wongsiri, S. 2002 Distribution and

controlling of Ascoshaera apis, a pathogen causing Chalkbrood disease in honey bee larvae in

northern Thailand. The 3rd Asia-Pacific Mycological conference on biodiversity and

biotechnology (4-8 November, 2002, Yunnan University, China)

2. Chantawannakul, P. Puchanichanthranon, T, and Wongsiri, S. 2003 Inhibitory effect of some

medicinal plant extracts on the growth of Ascoshaera apis. The 3rd  World Congress on



Medicinal and Aromatic Plants fro Human Welfare (WOCMAP) (3-7 February, 2003, Chiang

Mai, Thailand)

3. Chantawannakul, P., Chaiharn, M., Nandakwang ,P., and Wongsiri, S. 2003. Microbial

diseases of honey bee larvae in Thailand. XXXVIIIth Apimondia International Apicultural

Congress. Ljubjlana, Slovenia (August 24-29, 2003)

4. Chaiharn, M., Chantawannakul, P.,Kanekumchorn, W., and Wongsiri, S. 2003.Antimicrobial

substances from Thai royal jelly and propolis. XXXVIIIth Apimondia International Apicultural

Congress. Ljubjlana, Slovenia (August 24-29, 2003)

5. Chantawannakul, P.,Chaiharn,M.,Puchanichantranon, T., and S. Wongsiri, 2004. In vitro

antimicrobial effects of herbal extracts on pathogens causing Chalkbrood and European foulbrood

diseases in honey bee (Apis mellifera). XII Internation Congress of Entomology, Brisbane,

Australia (August 15-21, 2004)


