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Abstract 
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 We have been investigated the microorganisms associated with bees both 

parasites and microflora. Objectives are (1) to analyze the viral genomes to elucidate 

the host-parasite relationship between virus and the honey bee (Apis mellifera) (2) 

survey the viruses parasitized in our Thai bees in the Northern Thailand (3) to study the 

lytic enzymes from the fungus causing Chalkbrood diseases in honey bee and to 

compare the enzymatic patterns from isolates of different geographic origins (4) to study 

the diversity of microflora of honey bees and stingless bees found in Northern Thailand 

and secondary metabolites produced by the microflora. Results were (1) by using 

bioinformatics tools, the co-evolution of codon usage of six bee viruses towards that of 

the honey bee was clarified. This suggested that small host specific viral genomes had 

the freedom to quickly optimize codon usage to successfully parasitize their preferred 

host (2) six bee viruses were surveyed and found that the most prevalent virus was 

deformed wing virus and the acute bee paralysis virus (3) enzymatic pattens were 

similar between strains of the Chalkbrood pathogen found in Thailand. Protease and N-

acetylglucosaminidase from the fungal pathogen were purified and studied. (4) 

Actinomycetes were isolated and identified. Most were belong to genus Streptomycetes. 

Yeasts and bacteria were identified and described. The future application by using yeast 

capable of using xylose and some bee microflora producing antimicrobial activities 

against bee pathogen were demonstrated.

Keywords: Insect microflora, Honey bee, Stingless bee, Bee viruses  
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&�����$�=���������	����������7��>��?���"#$���������
�E�%""�	5!�!�����%����7�: GH'��

��:�����7���
>��� 1) �$�=���*��
��G���7�������	�!����"#$��%��������7��>��?���"#$��>��?�� 

(Apis mellifera) 2) 
>���7��������H
��G���7���
�E���7�:��"#$��
���	�&�+��
����
��G�	 3) 


>����$�=������������	
��7�	>��?�������!�*�������"�5H&�#$��*H	���
���	"
��	"

�5�%""
��
��GI�����#��: 4) 
>����$�=������������	
����������	�&�#$��%�����*�����>"&�



:+��
����%������7�����&����#��:7����:�	+5�� ���#�����H���>"�!� 1) ���

����$�=���*��
��G���7%��#$��>"����7��>��?����&��'��H������
'��5�
�����7>��?���������

���&�'���7>��?����� (codon usage) ���&�'G���7���������
>��
�����75� 2) G���7���� 6 ���H


����7��������H
��G���7&�#$�����
���	�&�+��
����
��G�	 >"
���� deformed wing virus %�� 

acute bee paralysis virus ������7�H (3) 7�	>��?�
��
�������!�*�������"�5H���>"&�G�	��

�5�%""
��
��GI�����#��:�����'�	��� *H	GH%	�"��7��?�K%���$�=�
��GI��	!�	*��:��%�� N-

acetylglucosaminidase 4) �����������	
��
������������	����G�!�!�*�� GH'%�! 
����%��:�*�

��	I�7 *H	7!�����>"
�E�
����&�����7 Streptomycetes  %��	�����%�����H	�7:�%��%"���
��	

���������GH'�$�=����&�'����:��GI*�7
��	�7:� %������7�����
�����:'��
������������	��!�

*��
����������	����>"  

 

 

 

 

�#���
�: ��������	�����������
��%���, #$��, ���*��, G���7#$��  
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�
���RMU 4980010 ���&�'�������	7��
�L����!��G�

H'�	H� 


�
�"��/#5'���
������:���	!��%��&�'�����!�	
����&����
�L":���	!��
>���&�'&�

�������	��������  


�
�"��/+������������	� �/����	���7:�� ������	���	
��	�&��! ���&�'����

���
������H'��
��������� �����/� %��7������ �;�"�:����&�'H��
���G�H'�	H� 

 
�
�"��/����$�=� �'���;�"�:���� 2704 ���&�'�����!�����&�����������	&�'7��
�L�

���!��G�H'�	H� 
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����%1 

*�������� 

 

���#� 

 

%"���
��	�������	���	���H ���������!���������*	��� G�!�!�&�'
��H*�� %�����!�����!�*��:!�

7���������:�������	�	5! %"���
��	����7�����!����7�����>"GH'����G�&�?�����:�%��&�7���������:������H 

%:!&��������	���GH'�������$�=�%"���
��	��������*	���%��G�!�!�*��:!�7���������:�������	�	5! ���

7�����>"GH'&���""���
H�������7!������&�7�:�����>��%���:!��X
�E����� *H	
Z>��#$�� 


����������""���
H�������7!������
��%���I$����7+������
����7�:!����
���Q
����������	�

��� 
�!� ������
����7�
����/�+5�� %���[�I���I�
�� ��������H�7�"5�/�
������� �� pH ���


����7� %��	��������I�"I'��&�
�����
��*���7�'���$����&�'��""���
H�������7!������
��

%���
�E�����	5!����	���7����Q
����������	�GH'�������	���H (Dillon and Dillon, 2004) 


������������	��������������G�!�!�*��&�#$����������!���"�"��7����Q:!�#$��
�E��	!�����*H	
Z>��&�

7!�����
�E���""���
H�������7!������
��#$�� (midgut) ������������	������������������	�	5!%""

>$��>�����	*H	��������	�
��!������GH'��"7������������""���
H�������
��#$�� 
/�
H�	����	��

�!�		!�	�����&���""���
H�������
��#$��%��	���!�	:!�:'��%���]�������������	�����!�*��&�'%�!

#$��GH' (Evans and Armstrong, 2006) �����������������	����G�!�!�*��&�#$�� 	����"�"�����H'��

���
��� (biochemical)  
���	�
'����"������=���������
�L"&���� %��:'�����:!�*�� *H	��������	����

>"��:�&����G7'
�L� (intestinal) 
��#$����� ��� %"���
��	 (Gram variable pleomorphic bacteria, 

Bacillus spp. %�� Enterobacteriaceae) 
������ (molds)  %��	�7:� (Yeasts) 
�E�7!��&�Q! 

:���	!��
�� Gram variable pleomorphic bacteria 
�!� Achromobacter Eurydice, Lactobacillus, 

Corynebacterium %�� Bifidobacterium %"���
��	&����!����:!����"�"��&�H'��%���"�G��� 

(metabolites) 
�!� �!�	7�'��
��GI��&����G7' (Gilliam, 1997) 

&��`���"���������$�=�&�
����������������	
��#$������GH'�������$�=�����	!��%>�!���	 %:!

&�����$�=����H'�������������	
����������	����!�%"���
��	&�:��#$�� *H	
Z>��&���""

���
H�������7!������
��#$������	�����	5!�'�	 H������&��������	����$�GH'�������$�=�����

�������	
��%"���
��	���
�E�%"���
��	����������&���""���
H�������
��#$��>���
����7��7�	

>��?����� #$������ (Apis dorsata) #$������ (Apis florea) %����H
����%"���
��	�������/7�"�:�&����

	�"	���
�����!�*��&�#$�� ����������������$�=�#$��
���	���� #$��>��?�� (Apis mellifera) %�� #$��*>�� 

(Apis cerana) 
>���%	�%"���
��	�����������������	�	5!&����
H�������7!������&���	����
���Q

:!��X
��#$��  

�
.$�!�"
���    


>����$�=�
����%"���
��	����	5!�!����"#$��
���	�%��#$���{�%����H������7��:'��
�����!�*��&�#$�� 
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1.�����<�.
���'��()��!F�*�"()�������� 

1.1. 
�L":���	!��#$�����
��#$���{� ��� #$������ %�� #$������ �	!���� 5 ��� *H	
�L"����� 10 :�� 

%��
�L":���	!��#$��
���	� ��� #$��>��?�� %�� #$��*>�� &���	�:���!�� (larvae) ��	�H��%H' (pupae) 

��	�:��
:L���	 ����:��#5' (drone) %��#$����� (worker) :���	!��#$����	��� 5 :�� 

1.2. ��� Surface sterile H����� ���:��#$��%�!&� %����|��� 70% 
�E�
���1 ���� �����������%�!

&� sodium hypochlorite 5.25% 
�E�
��� 1 ���� %�'������%�!&� %����|��� 95% 
�E�
��� 30 

������ %�'��'��H'�	����������������
���� ��� 1 ���� :�����H�" ���"����H�=����5���#!�����~!�


����%�'� 

1.3.&�'���H$���'��:���%:!��'��7�H�'�	
��"��
�/7!���'�������$�"��
�/���
H�������7!�� 

���� (ventriculus) H$���""���
H�������7!������ +�	&:'��'��7
:���*� 
�L"G�'&� phosphate-

buffered saline *H	
��������H
���� 

1.4 "H���G7'#$�����%�!�	5!&�7������	"��
����&�'���G7'
��#$��%:������	*H	���&�'
����� 

���H
����  

 

2.�����!�����!�"�������*������*��������	���"������-�������
'���������()��

�-����+�,������ Dilution spread plate  

2.1 ������
���������H�"7!��
��7������	���G7'#$��%"" 10 
�!� ���$�����
��������� 1:10
5
 

*H	&�' centrifuge tube %��
�E�7������	 suspension   

2.2 ������ spread plate :���	!�� �����:� 100 �l ����������
������%�'�"��������'�

�H7�"���� 5 ���H ��� nutrient agar, gluconobacter Agar (+��#��� 
), trypticase soy agar 

medium ("��=��Merck), brain heart infusion medium ("��=��Merck), eosin methylene-blue 

medium ("��=��Merck), (Vries et al., 2001) 

2.3 "!������/�+5�� 30°C ��� 24-48 ����*�� 

2.4 "���$�#��;�"�:���� *H	�����"������*�*���
��%�*�"��%"���
��	���
��H
$��"������

�H7�"���� 5 ���H %�����������*�*���
��%�*�"��%"���
��	����	5!����!�� 30 -300*�*���/plate 

�������/�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 (+��#��� �)  

 

3.��D����*�������*�"�#�+�,���
��D�J 

3.1 %	�
����%�*�"��%"���
��	��������=/�
��*�*������%:�:!�������������%:!�����H&�'

"��7��?�K*H	��� streak plate ��"���������H
H�� 
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3.2.�����/�+5�� 30°C ��� 24-48 ����*�� 

3.3 
�L"
����&�'"��7��?�K&��������'�
��	� %��
�L"&����
I���� 50% 

 

4.���	#�*�����-*�"�
�:�"���*�������� 

4.1 :���7�"���=/����7�/������	� 

4.1.1 7��
�:���=/�%��7�
��*�*��� "���$�#� 

4.1.2 	'��7�%��� %�� H5���=/����7�/������	� +�	&:'��'����������� 

4.1.3 H5���
���������
��%"���
��	���GH'*H	������ motility test 


>��
����*H	&�'��?����%�� (stap) ��G�&������7�����"��� motility test :�� X "!����

��/�+5�� 30 
o
C 
�E�
��� 48 ����*��  

#�����H7�" - #�"�� 
����
���Q�����" X "��
�/���%����G� 

  - #��" 
����
���Q�	5!&�%�����%����G� 

4.1.4 	'��7�7���� 
>���H5���7�'��7����
��%"���
��	%���"�� �5�%�!� 

4.2 �H7�"��/7�"�:�������
��� 

���%"���
��	���%	�GH'��:���7�"H5���=/����7�/������	�%���������H7�"���

���
��� 
��	"��" Bergey’s, Manual 
�� Determinative Bacteriology (Buchanan, 1974) 

 

5. ����
-�����*����������%
����$�
��
������	��3���������'����+�()�� 

5.1 ����H7�"���	�"	������
���Q
��
�����H7�"H'�	��?� paper disc diffusion 7�����"
�������

���&�'
��H*�������"�5H *H	
������ Ascosphera apis 

5.1.1. 
���	�
������ A. apis &������ SBD "!������/�+5�� 30 ºC 
�E�
��� 5 ��� 

5.1.2. ������	 Pasteur pipette ���#!�����~!�
����%�'�
��H
7'�#!���5�	����� 

0.5 cm 
���������	*�*���
��
������ �����G�'"����
�������
���	�
���� SBD (+��#��� 
) "!�

�����/�+5�� 30 ºC 
�E�
��� 3��� 

5.1.3. �������
���	�
����%"���
��	�	H��"� paper disc 
��H
7'�#!���5�	����� 6  

mm ���~!�
����%�'� 10 �l ����G�' 10-15 ���� &�'%�'�>����HX ���������� paper disc ���������
���	�


����%"���
��	�����&�'�!�����
7'�&	
��
������ 0.5 cm ���G�"!������/�+5�� 30 ºC 
�E�
��� 3 ��� 

H5��
��H clear zone %���������H��� 3 I��� *H	�� positive control ��� Nystatin ����

'�
'� 

1/100 ml 

5.2 ����H7�"���	�"	������
���Q
��
�����H7�"H'�	��?� paper disc diffusion 7�����"
�������

���&�'
��H*��	5*�
��	������"�5H *H	
����%"���
��	 Melissococus plutonius 

5.2.1.
���	�
�����!�*��	5*�
��	������"�5H&������
��� (SYPG) (+��#��� 
) "!����

��/�+5�� 37 ºC ��� 3 ��� &�7+�>G�'���I�
�� 
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5.2.2.������ spread 
�����!�*�� "������%
L� SYPG %�� positive control ��� 

Gentamycin ����

'�
'� 1 /100 ml 

5.2.3.�$�=����	�"	���H'�	��?� paper disc diffusion "!������/�+5��30 ºC ��� 3 ��� &�

7+�>G�'���I�
�� *H	"!�&� Anarobic jar *H	&�' Gas pack (Microbiologie anaerocult A, "��=�� 

Merck) %����H��&7���
��H
$�� 

5.3 ����H7�"���	�"	������
���Q
��
�����H7�"H'�	��?� paper disc diffusion 7�����"
�������

���&�'
��H*���
�����������"�5H *H	
����%"���
��	 Paenibacillus larvae 

5.3.1 ���	�
�����!�*���
�����������"�5H&������
��� (Tris-YPG) (+��#��� 
)"!����

��/�+5�� 30 ºC ��� 3 ���  

5.3.2 ������ spread 
�����!�*�� "������%
L� SYPG %�� positive control ��� 

Gentamycin ����

'�
'� 1 /100 ml 

5.3.3 �$�=����	�"	���H'�	��?� paper disc diffusion "!������/�+5��30 ºC ��� 3 ��� %����H

��&7���
��H
$�� 

 

(������	
� 

1. *������*��������+�����-�������
'���������()��!F� (()������*�"()������) 

1.1 �
�:�"������0�L���()��!F� (()������*�"()������) 

#$����������
��H&�Q!��!�#$������ 7�����
�L����=/������	+�>
�����:��GH'H� %��%	�

���
H�������7!�����������GH'�!�	 ���
H�������7!������ 
��#$������������������
Z���	 

0.0148 ���� &�#$���������������� 0.0068 ���� I$���!����GH'���������%:�:!������	!������	7����Q��� 

P<0.05  

 
�5����1.1 %7H����=/������	+�>
����""���
H�������7!������ (midgut) 
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1.2 	#�������*�������� (CFU/g) +�����-�������
'���������()������*�"()������ 

&������"������
��%"���
��	&����
H�������7!������
��#$������%��#$������������

������H 6 ��� >"�!�������%"���
��	������H
��#$���������������!�#$������ ������%"���
��	&�

�����
���	�
���� NA ��������������7�H H����� 1.7488+ 0.02055x 10
7 

CFU/g &�#$������ %�� 

1.4610 + 0.02758x 10
7
 CFU/g &�#$������I$���!����GH'������%:�:!������	!������	7����Q��� P<0.05 

H��%7H� &��5���� 1.2   

1.7488

1.6348

1.5331

1.3444

1.2453

1.461

1.3569 1.3232

1.2293
1.1394

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

NA TSB BHI EMB GB

media

P
op

ul
at

io
n 

of
 a

er
ob

ic
 b

ac
te

ria
 (x

 1
07  c

fu
/g

)
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�5���� 1.2 ����
���	"
��	"������
��%"���
��	���
H�������7!������
��#$������%��#$������  

(CFU/g) 

 

1.3 ���������	
��
��
����������������� ������
�������
�������� 
1.3.1 ���=/�7�/������	�
��*�*���%��
I��� 

  ����$�=����=/����7�/������	�
��
I����$�=�������	'��7�%��� %��H5���=/�

+�	&:'��'�����������
��7������" %��7��
�:���=/�
��*�*������
���Q"������
���	�
���� ���

����$�=� >"���=/�*�*����	5!  4 %""���  violet colony entire convex circular metallic sheen, 

violet colony entire convex circular smooth, pink colony entire convex circular smooth %�� 

red colony entire convex circular smooth &������
���	�
�������H EMB 7!��&������
���	�
����

��� 4 ���H >"���=/�*�*��� 4 %""��� white colony entire convex circular smooth, yellow  

colony entire convex circular smooth, white colony undulate convex circular smooth %�� 
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white colony  entire convex lenticular, smooth  I$�����=/�*�*������>"������7�H��� *�*���7�
�� 

&����!����������$�7�
������ 7�
�� %��7�
����� �	5!H'�	 7!��#����	'��7�%���>"�!� %����" 

�5�%�!�, %����" �5����, %���"�� �5�%�!� %�� %���"�� �5����  

1.3.2 #�����H7�"������
���%�������H���%��%�*�"��%"���
��	 

 ���%"���
��	 366 G�*I
�� ���GH'��������H���%��%"���
��	
�E� 4 ���!�:�����	'��7� 

%���%���5��!��
��
I��� ���H7�"���=/�������
���������
�E�&����&�'��"����H
��%"���
��	GH'

*H	 &�%"��� 
��	���!�%���"�� �5��! ����� �����H���%��>"%"��� 
��	&����!�
�� 

Streptococcus faecalis %�� Staphylococcus epidermidis %"���
��	%���"�� �5�%�!� >"

%"���
��	&����!� Bacillus sp., Lactobacillus sp.%�� Corynebacterium sp. %"���
��	%����" 

�5���� #��������H7�"G�!7�������"�����7GH' %"���
��	%����" �5�%�!� >"%"���
��	���H 

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Gluconobacter sp. 

Enterobacter gergoviae, Enterobacter cloaca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 

aerogenes, Enterobacter taylorae %�� Escherichia coli *H	%"���
��	&����
H�������

7!������
��#$������%��#$��������>" Pseudomonas aeruginosa ������7�H %��&����
H�������

7!������
��#$������G�!>"
����%"���
��	  Corynebacterium sp. 7!��&����
H�������7!������


��#$������G�!>"
����%"���
��	 Lactobacillus sp. H��:������� 1.1 

 

.������% 1.1 ���	
-	#�*�����-�����*��������+�����-�������
'���������()������*�" 

()������ 

���-��������*������

*��������	�� ()��

���� (Apis dorsata) 

 

isolate 

*������

*��������	�� 

aerobic 

bacteria 

���-��������*�

�����*��������	�� 

()������ (Apis florae) 

 

 

isolate 

% isolate *�

�����

*��������	�� 

Pseudomonas 

aeruginosa 

33 19.2 Pseudomonas 

aeruginosa 

59 32.1 

Bacillus sp. 11 6.4 Bacillus sp 3 1.6 

Streptococcus 

faecalis 

25 14.5 Streptococcus 

faecalis 

7 3.8 

Staphylococcus 

epidermidis 

10 5.8 Staphylococcus 

epidermidis 

16 8.7 

Serratia marcescens 6 3.5 Serratia marcescens 9 4.9 

Proteus vulgaris 7 4.1 Proteus vulgaris 1 0.5 

Enterobacter 12 7.0 Enterobacter 4 2.2 
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1.4 (�����
-����������*������*����������%������
���$���+�����
��
��������'����+�()�� 

��������H
����
����%�*�"��%"���
��	���������7����
��&����	�"	���
�����!�*��&�#$�� 

������366 G�*I
�� >"�!�
����%"���
��	&����!� Bacillus sp. 7�����	�"	���
�����!�*��&�#$�� ���� 3 

���HGH' H��:������� 1.2  

 

.������% 1.2 ����-
������
����$���*��������+�����
��
���'����+�()��  

 

                ��������	
��
���� Isolate  Clear zone 

(cm)
*������*��������

TSAAD1-C 0.75 Bacillus sp. 

NAAD1-A1 0.8 Bacillus sp.

NAAD4-C 0.9 Bacillus sp.

NAAF4-A1 0.8 Bacillus sp.

Paenibacillus larvae 

NAAF5-C 0.95 Bacillus sp.

NAAD4-C 0.85 Bacillus sp.

NAAF4-A1 0.8 Bacillus sp.

Melissococus plutonius

NAAF5-C 0.85 Bacillus sp.

NAAD4-C 0.8 Bacillus sp.

NAAF4-A1 0.75 Bacillus sp.

Ascosphera apis

NAAF5-C 0.75 Bacillus sp.

 

gergoviae gergoviae 

Enterobacter cloacae 6 3.5 Enterobacter 

cloacae 

20 10.9 

Enterobacter 

aerogenes 

10 5.8 Enterobacter 

aerogenes 

22 12 

Enterobacter taylorae 7 4.1 Enterobacter 

taylorae 

6 3.3 

Escherichia coli 13 7.6 Escherichia coli 2 1.1 

Gluconobacter sp. 5 3.0 Gluconobacter sp. 15 8.2 

Lactobacillus sp. 2 1.2 Corynebacterium sp. 1 0.5 

Unknown  25 14.5 Unknown 19 10.3 
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2. *������*��������+�����-�������
'���������()�������� (()��L
�D��*�"()���L��) 

2.1 ����.�����#�>
,���()��L
�D��*�"()���L�� 

������%	�:���	!��#$������ 4 �!����	����
���Q ��� ��	�:���!�� H��%H' ��	�:'�
:L���	:��

#5' %��#$����� ���������#$������ 6  ��� ��� #$��>��?�� 3 ���%��#$��*>�� 3 ��� >"�!� ����#$��>��?��%��#$��

*>�� &��!����	�:���!�� �������=/���'�	:������7�
�� 	��
�L�7!�����%��7!���'��
��:��#$��GH'

G�!��H
�� 
�L�
>�	�%�!7!�����
��#$���������=/�
�E����	
��	���!�7!���'��
��#$�� 
���:�����

%	�
��:���!�����������:'������	!������H����� 
>����!�&���	������
��H��	����GH'�!�	��� 7!��

#$��&���	�H��%H' :��#$��	������7�
������:�� %:!&���	����
����
�L�7!����� 7!���� %��7!���'��
��#$��

GH'�	!����H
�� %��
���:�����%	�#$�������GH'�!�	��!�#$��&���	�:���!�� %��&���	�:��
:L���	����

#$��:��#5'%��#$����� ����7�����:�� ������7��
�: >"�!�#$��:��#5'��
��H
��:��&�Q!��!�:��
��	 %��

7�����%	����������GH'�!�	 
>����!�&���	����#$��������%
L�%��������7�H �5���� 1.3 %��������

7��
�:	��>"����!� #$�����
��#$��>��?�� ��
��H
�����:��&�Q!��!�#$�����
��#$��*>��
�L��'�	(&�

�������	���G�!��:���	!��#$��:��#5'
��#$��*>��) 

 

 

    .          

    �                                                          
. 

                          
 

�                                                                                      � 

�5���� 1.3 %7H����
���Q&��!����	�:!�� X 
��#$�� �. ��	�:���!�� 
. ��	�H��%H' �. ��	�:��
:L�

��	:��#5' %�� �. #$����� 



 

 

1-9 

 

����������	
�������:���	!��
��#$������!����	����
���Q��%	���""���
H�������

7!������ (midgut) 
>����$�=������������	
��%�*�"��%"���
��	 >"�!�����#$��>��?��%��#$��*>��

��
��H
����""���
H�������7!������G�!:!����� ��� &���	�:���!������
��H
����""

���
H�������7!������&�Q!���7�H �������������*H	
Z���	 0.10 g ������� ��� #$��&���	�H��%H' ���

����������*H	
Z���	 0.06 g %��&���	�:��
:L���	 �������������*H	
Z���	 0.03 g :�����H�"  

 

2.2 �����!�����!�"�������*������*��������	���"������-�������
'���������

()���-����+�,������ Dilution spread plate 

 ����������	���GH'������
���	"
��	"�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) &�#$��

����!����	����
���Q����#$��>��?��%��#$��*>�� *H	������ Dilution spread plate ��"������

�H7�"���� 5 ���H ��� ����� NA, TSA, BHI, EMB %�� GB >"�!� 7�������"�����/�������


��%�*�"��%"���
��	���GH'���#$�����
������#$��>��?��%��#$��*>��"������ NA GH'�����/������7�H 

%�������/�������%�*�"��%"���
��	��������/GH'&�#$��>��?�� ��� 8.34 x 10
7
 CFU/g %��#$��*>�� 

��� 6.45 x 10
7
 CFU/g  H��:������� 1.3 %����������������/�������
��%�*�"��%"���
��	&�

#$�����"������ NA ����#$��>��?��%��#$��*>�����GH'����� 3 ������H ��� �. ���>5� �. %>�! %�� �. 

������ ��
���	"
��	"��� >"�!� #$��>��?�����GH'�����������H:!������������/�������%�*�"��

%"���
��	���G�!%:�:!����� ��� 9.06 x 10
7
 CFU/g, 7.98 x 10

7 
CFU/g %�� 7.99 x 10

7
 CFU/g 

:�����H�" H���5���� 1.4 %��#$��*>�����GH'�����������H:!������������/�������%�*�"��%"���
��	

���G�!%:�:!����� ��� 6.15 x 10
7
 CFU/g, 6.35 x 10

7
 CFU/g %�� 6.85 x 10

7
 CFU/g :�����H�" H��

�5���� 1.5 
����
���	"
��	"�����/�������%�*�"��%"���
��	����#$��>��?��%��#$��*>�����
�L"�����

������H
H�	���� >"�!� �����/�������
��%�*�"��%"���
��	���GH'G�!������%:�:!�����H���5���� 

1.6   
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.������% 1.3 !�����!�"�������*������*��������+�����'���"�"����	��3���()��L
�D�� 

*�"()���L�� 

 

#$��>��?�� #$��*>�� Type & 

state/media 
larvae pupae drone worker larvae pupae worker 

NA 
1.18 x 

10
7
 

2.87 x 

10
7
 

5.54 x 

10
7
 

8.34 x 

10
7
 

1.22 x 

10
7
 

4.00 x 

10
7
 

6.45 x 

10
7
 

TSA 
8.10 x 

10
6
 

1.45 x 

10
7
 

4.10 x 

10
7
 

5.67 x 

10
7
 

9.20 x 

10
6
 

1.35 x 

10
7
 

5.20x 

10
7
 

BHI 
7.90 x 

10
6
 

1.71 x 

10
7
 

3.89 x 

10
7
 

6.52 x 

10
7
 

1.03 x 

10
7
 

2.32 x 

10
7
 

5.51 x 

10
7
 

EMB 
6.90 x 

10
5
 

1.50 x 

10
5
 

1.60 x 

10
6
 

3.30 x 

10
6
 

1.20 x 

10
6
 

1.90 x 

10
6
 

5.40 x 

10
6
 

GB 
5.00 x 

10
4
 

3.40 x 

10
5
 

4.50 x 

10
5
 

7.50 x 

10
5
 

1.20 x 

10
4
 

3.10 x 

10
5
 

4.80 x 

10
5
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�5���� 1.4 �����/�������%�*�"��%"���
��	�����"GH'"������ NA &���	�#$�����
��#$��>��?�����


�L"����� �. ���>5� �. %>�! %�� �. ������ (p < 0.05)    
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$% 

( x
 1

07  C
FU

/g
)

 
�5���� 1.5 �����/�������%�*�"��%"���
��	�����"GH'"������ NA &���	�#$�����
��#$��*>�����


�L"����� �. ���>5� �. %>�! %�� �. ������ (p < 0.05)    
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"��
�"

�#
$�


$% 
( x

 1
07  C

FU
/g

)

AM (worker)

AC (worker)

 
�5���� 1.6 �����/�������%�*�"��%"���
��	�����"GH'"������ NA &���	�#$�����
��#$��>��?��%��

#$��*>�����
�L"����� �. ���>5� �. %>�! %�� �. ������ (p < 0.05)    
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����������	 >"�!� &�#$��>��?��
������������%:!�����H��
���	"
��	"�����/�������
��

%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) ���GH'�������!����	����
���Q >"�!� �����
���	�
�������� 5 ���H��#�

���&�'�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) ���GH'������%:�:!�����H����� ��� "��H7�"

����� NA �������/�������
��%�*�"��%"���
��	������7�H��� 8.34 x 10
7
 CFU/g ���������� 

����� BHI, TSA &������/���G�!:!�������� 6.52 x 10
7
  %�� 5.67 x 10

7
 CFU/g  :�����H�" 

����� EMB, GB &������/
�!� X ��� 3.30 x 10
6
  %��  7.50  x 10

5
 CFU/g :�����H�" H���5���� 

1.7  %��
����
���	"
��	"�����/�������
��%�*�"��%"���
��	����!����	����
���Q
��#$��>��?�� 

>"�!� &��!����	����
���Q:!�� X 
��#$����#����&�'GH'�����/�������
��%�*�"��%"���
��	

:!����� H��+��#��� 
 ��� &�#$��������������������
��%�*�"��%"���
��	�����/������7�H��� 

8.34 x 10
7
 CFU/g  ���������� #$��:��#5'��	�:��
:L���	 ��� 5.54 x 10

7
  CFU/g #$��&���	�H��%H' 

��� 2.87  x 10
7
 CFU/g %��#$��&���	�:���!�� ��� 1.18 x 10

7
  CFU/g  :�����H�" H���5���� 1.8 
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�5���� 1.7 �����/�������%�*�"��%"���
��	&�����!����	����
���Q
��#$��>��?�������"GH'%:�:!��

���"���������� 5 ���H (p < 0.05)  
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�5���� 1.8 �����/�������%�*�"��%"���
��	�����"GH'"���������� 5 ���H &�����!����	����
���Q


��#$��>��?�� (p < 0.05)    

 

����������	 >"�!� &�#$��*>��
������������%:!�����H��
���	"
��	"�����/�������


��%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) ���GH'&�����!����	����
���Q >"�!� &������
���	�
�������� 5 ���H��

#����&�'�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) ���GH'������%:�:!�����H�������� &������ 

NA, BHI %�� TSA �������/%�*�"��%"���
��	������7�H��� 6.45 x 10
7
, 5.51 x 10

7
%�� 5.20 x 

10
7
 CFU/g :�����H�" ���������� ����� EMB %�� GB &������/ 5.40 x 10

6
  %�� 4.80  x 

10
6
 CFU/g :�����H�" H���5���� 1.9  %��
����
���	"
��	"�����/�������
��%�*�"��%"���
��	

&��!����	����
���Q:!�� X 
��#$��*>�� >"�!� &��!����	����
���Q:!�� X 
��#$����#����&�'GH'

�����/�������
��%�*�"��%"���
��	:!����� ��� &�#$������������/�������%�*�"��%"���
��	

������7�H��� 6.45  x 10
7
 CFU/g  ����������#$��&���	�H��%H' ��� 4.00 x 10

7
  CFU/g %��#$��&�

��	�:���!�� ��� 1.22 x 10
7
 CFU/g :�����H�" H���5���� 1.10 
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�5���� 1.9 �����/�������%�*�"��%"���
��	&�����!����	����
���Q
��#$��*>�������"GH'%:�:!��

���"���������� 5 ���H (p < 0.05)  
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�5���� 1.10 �����/�������%�*�"��%"���
��	�����"GH'"���������� 5 ���H &�����!����	����


���Q
��#$��*>�� (p < 0.05)  
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3. ���*�������*������*��������	���"������-�������
'���������()�� �-�+�,������

���*�������+�,���
��D�J  

 ����������	 >"�!� 7�����%	�
����%�*�"��%"���
��	"��7��?�K�����""���
H�������

7!������ (midgut) &��!�����
���Q:!�� X 
��#$��"�������H7�"���� 5 ���H >"�!� GH'������H 

373 G�*I
�� ��� GH'���#$��>��?�� (AM) 223 G�*I
�� %��GH'���#$��*>�� (AC) 150 G�*I
�� ���

�������	>"�!� ����&�#$��>��?�� (AM) %��#$��*>�� (AC) 
����
���	"
��	"������%�*�"��%"���
��	���

%	�GH'&�%:!���������������&�'�H7�" >"�!� &�������H7�" EMB ��������%�*�"��%"���
��	

������7�H ��� 109 G�*I
��%��&�
/�������H7�" NA, TSA %�� BHI ��������%�*�"��

%"���
��	G�!%:�:!�������� 68, 71 %�� 70 G�*I
�� :�����H�" %��������H7�" GB ��������

%�*�"��%"���
��	�'�	���7�H��� ��
>�	�%�! 55 G�*I
�� H��:������� 1.4 %��
����
���	"
��	"������

%�*�"��%"���
��	���%	�GH'&�%:!���!����	����
���Q
��#$�� >"�!� #$���������#$��>��?��%��#$��*>����

������%�*�"��%"���
��	������7�H ���������� #$��>��?��:��#5'&���	�:��
:L���	 #$��&���	�H��%H' 

%��#$��&���	�:���!�� :�����H�" H��:������� 1.5  

.������% 1.4 	#����*������*����������%*��>-,	��()��L
�D��*�"()���L����������-
���
��  

5 ���- 

������G�*I
�� 
�����
���	�
���� 

#$��>��?�� #$��*>�� 
��� 

NA 43 25 68 

TSA 46 25 71 

BHI 41 29 70 

GB 33 22 55 

EMB 60 49 109 

��� 223 150 373 

.������% 1.5 	#����*������*����������%*��>-,	���"������-�������
'������+���� 

�'������	��3���()��L
�D��*�"()���L�� 

������G�*I
�� 
�!����	����
���Q 

#$��>��?�� #$��*>�� 
��� 

:���!�� (larvae) 52 47 99 

H��%H' (pupae) 48 50 98 

#$��:��#5' (drone) 56 - 56 

#$����� (worker) 67 53 120 

��� 223 150 373 

 

- ��� G�!��:���	!��
��#$��*>��:��#5' 
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4. ����#��'����-��������*������*�������� 

1. ����-
�����
��
.����

�S������� (Morphological characteristic) 

����������	&�����H7�"��/7�"�:����7�/������	� >"�!� 7�
��*�*��� %�����=/�

*�*���
��%"���
��	���%	�GH'��� midgut 
��#$��>��?��%��#$��*>�� ���
��H
$��"������
���	�
�������� 

5 ���H ��� ����� NA BHI TSA GB %�� EMB ��������%:�:!����� H���5���� 1.11 

 

    
   �.                    
. 

    
�.        �. 

    
                                �.         Z. 

 

�5���� 1.11 ���=/�*�*���%�*�"��%"���
��	���%	�GH'��� midgut 
��#$��>��?��%��#$��*>�� ���
��H
$��

"������
���	�
�������� 5 ���H �. ����� NA 
. ����� TSA �. ����� BHI �. ����� GB �. %�� 

Z. ����� EMB  
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%��#����������
����%�*�"��%"���
��	���%	�GH'�����""���
H�������7!������
��#$��

��������	'��7�%��� >"�!� &�#$��>��?��%��#$��*>��>"%"���
��	%����"�5�%�!�������7�H ���  

85% %�� 94% :�����H�" ���������� %���"���5�%�!� H���5���� 1.12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G(+) cocci 1%

G(+) rod 3%

G(-) cocci 2%

G(-) rod 94%

 
 

 

�5���� 1.12 %7H�%���
��%�*�"��%"���
��	���>"&�#$��>��?�� (�) %��#$��*>�� (
) 

 

 

 

 

 

� 

G(-) rod 85%

G(+) cocci 7%G(-) cocci 4%
G(+) rod 4%
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2. ����-
�����
��
.����������� (Biochemical test) 

����������	7�����%	�������%�*�"��%"���
��	GH'������H 373 G�*I
�� ���GH'���#$��

>��?�� 223G�*I
�� ��� GH'��� #$��>��?�������� 1 (�. ���>5�) ������ 83 G�*I
��  #$��>��?�������� 2 (�. 

%>�!) ������  69 G�*I
�� %��#$��>��?�������� 3 (�. ������) ������ 71 G�*I
�� %��%��GH'���#$��

*>�� 150 G�*I
�� ��� GH'��� #$��*>�������� 1 (�. ���>5�) ������ 47 G�*I
��  #$��*>�������� 2 (�. 

%>�!) ������  43 G�*I
�� %��#$��*>�������� 3 (�. ������) ������ 60 G�*I
�� H��:�������1.6 

%��1.7 ����������		��>"�!� ����#$��>��?��%��#$��*>��7�����%	�
����%�*�"��%"���
��	�����""

���
H�������7!������
��#$�����GH'������7�H ��� 67 %�� 53 G�*I
�� :�����H�" H��:�������1.8 

%��1.9  %��
�������
����%�*�"��%"���
��	���%	�GH'G��H7�"��/7�"�:��������7�/������	�%��

��/7�"�:�������
��� %�'����G�
��	"��"����7�� Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 

Volume 9 >"�!�&�#$��>��?�� 7�����"!����H
��
����%�*�"��%"���
��	GH'������H 170 G�*I
��%��

G�!7�����"!����HGH'������ 53 G�*I
�� 7!��&�#$��*>��7�����"!����H
��
����%�*�"��

%"���
��	GH' 116 G�*I
��%��G�!7�����"!����HGH'
�E������� 34 G�*I
�� %�����!�
��%�*�"��

%"���
��	���>"������7�H����&�#$��>��?��%��#$��*>�� ��� ���!� Gramma – proteobacteria GH'%�! 

Pseudomonas, Enterobacter %�� Escherichia  %������������	>"�!�����&�#$��>��?��%��#$��*>��

>" Pseudomonas &�#$�����"������ BHI ������7�H 7!�� Enterobacter %�� Escherichia  >"

&�#$�����"������ EMB ������7�H H��:�������1.10 %��1.11 ����������		��>"���!�
��%�*�"��

%"���
��	���>"&�#$��>��?��%:!G�!>"&�#$��*>�� ��� Lactobacillus %��  Streptococcus %��
����


���	"
��	"���"!����H
��G�*I
�����%	�GH'���#$��>��?��%��#$��*>�������������������H
H�	���� 

>"�!� GH'���!�
��%�*�"��%"���
��	���G�!%:�:!�����  
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.������% 1.6 	#����*������*����������%*��>-,	��()��L
�D����%>-,	��	
���
-.'�� X 

 

 ������G�*I
��  
Genus 

�.���>5� (AM1) �.%>�! (AM2) �.������ (AM3) 
��� 

Pseudomonas 14 31 27 72 

Enterobacter 19 18 10 47 

Escherichia 2 2 7 11 

Staphylococcus 9 1 0 10 

Gluconobacter 2 3 4 9 

Serratia 6 0 1 7 

Streptococus 5 0 0 5 

Bacillus 2 1 1 4 

Lactobacillus 0 4 0 4 

Proteus 1 0 0 1 

Unknown 9 23 21 53 

��� 69 83 71 223 

 

.������% 1.7 	#����*������*����������%*��>-,	��()���L����%>-,	��	
���
-.'�� X 

 

 ������G�*I
��  
Genus 

�.���>5� (AC1) �.%>�! (AC2) �.������ (AC3) 
��� 

Pseudomonas 17 6 21 44 

Enterobacter 11 9 7 27 

Escherichia 6 4 12 22 

Gluconobacter 4 5 4 13 

Serratia 5 1 0 6 

Bacillus 2 0 0 2 

Staphylococcus 1 0 0 1 

Proteus 1 0 0 1 

Streptococus 0 0 0 0 

Lactobacillus 0 0 0 0 

Unknown 1 17 16 34 

��� 47 43 60 150 
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.������% 1.8 	#����*������*����������%*��>-,	��()��L
�D��+��"�"����	��3.'�� X 

 

������G�*I
�� 
Genus 

larvae pupae drone worker 
��� 

Peudomonas   11 18 14 29 72 

Enterobacter 11 10 11 15 47 

Escherichia 2 4 3 2 11 

Staphylococcus 5 0 3 2 10 

Gluconobacter 2 3 3 1 9 

Serratia 1 2 1 3 7 

Streptococus 2 1 1 1 5 

Lactobacillus 0 1 2 1 4 

Bacillus 0 0 3 1 4 

Proteus 0 1 0 0 1 

Unknown 18 8 15 12 53 

��� 52 48 56 67 223 

 

.������% 1.9 	#����*������*����������%*��>-,	��()���L��+��"�"����	��3.'�� X 

 
������G�*I
�� 

Genus 
larvae pupae worker 

��� 

Pseudomonas 12 15 17 44 

Enterobacter 11 9 7 27 

Escherichia 6 7 9 22 

Gluconobacter 1 4 8 13 

Serratia 1 4 1 6 

Bacillus 0 2 0 2 

Proteus 1 0 0 1 

Staphylococcus 0 0 1 1 

Streptococus 0 0 0 0 

Lactobacillus 0 0 0 0 

Unknown 15 9 10 34 

��� 47 50 53 150 
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.������% 1.10 	#����*������*����������%*��>-,	��()��L
�D����%>-,	���������������������- 

.'�� X 

 

������G�*I
�� 
Genus 

NA TSA BHI GB EMB 
��� 

Pseudomonas 12 21 39 0 0 72 

Enterobacter 0 0 0 0 47 47 

Escherichia 0 0 0 0 11 11 

Gluconobacter 0 0 0 9 0 10 

Serratia 2 4 1 0 0 9 

Bacillus 2 2 0 0 0 7 

Staphylococcus 3 7 0 0 0 5 

Proteus 0 0 1 0 0 4 

Streptococus 1 3 1 0 0 4 

Lactobacillus 4 0 0 0 0 1 

Unknown 19 8 0 24 2 53 

��� 43 45 42 33 60 223 

 

.������% 1. 11 	#����*������*����������%*��>-,	��()���L����%>-,	���������������������- 

.'�� X 

������G�*I
�� 
Genus 

NA TSA BHI GB EMB 
��� 

Pseudomonas 7 15 22 0 0 44 

Enterobacter 0 0 0 0 27 27 

Escherichia 0 0 0 0 22 22 

Gluconobacter 0 0 0 13 0 13 

Serratia 4 0 2 0 0 6 

Bacillus 0 2 0 0 0 2 

Staphylococcus 1 0 0 0 0 1 

Proteus 0 0 1 0 0 1 

Streptococus 0 0 0 0 0 0 

Lactobacillus 0 0 0 0 0 0 

Unknown 13 8 0 9 0 34 

��� 25 25 29 22 49 150 
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����
�*����
#���� 

 

����������	GH'�������$�=������������	
��%�*�"��%"���
��	&���""���
H�������

7!������
��#$���{� ���#$������ %��#$������ �$�=� %�� #$��
���	� ���#$��>��?��%��#$��*>��*H	���%	�

%"���
��	��&������
���	�
���� 5 ���H��� NA, TSA, BHI, EMB %�� GB  ��"������%"���
��	*H	

��?� Standard plate count %�� ��H���%�����H
��%"���
��	&���H�"����7 *H	&�'��?����������
��� 

(Buchanan et al., 1974) #��������$�=�>"�!�������%"���
��	&����
H�������7!������
��

#$���{� *H	 #$�������������!�#$������I$��������%:�:!������	!������	7����Q��� P<0.05 %��&������


���	�
�������H nutrient agar ���������/
��%"���
��	������7�H
����
���	"
��	"��"�����
���	�
����

��� 4 ���H 
�������� nutrient agar 
�E������>���������%"���
��	������H7�����
���QGH'�$����&�'

��������%"���
��	������7�H 
����>����/������������
��:���	!�� (mid gut) I$��&�#$�����������

�������������!�#$������%�'�%7H�&�'
�L��!���������
����""���
H�������7!������ G�!7!�#�:!�

������
��%"���
��	 %�� ���#��������	���
���	"
��	"�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 

(CFU/g) &� #$��
���	�G�	 ����!����	����
���Q
��#$�� ���H�����
���	�
���� &�#$��
���	�G�	>"�!� 

#$��>��?�� ��� 8.34 x 10
7
 CFU/g %��#$��*>�� ��� 6.45 x 10

7
 CFU/g H��#�����������	
�� 

Broderick &��� �.�. 2003 I$��GH'���������
����������%"���
��	&���""���
H�������

7!������ (midgut) Gypsy moth larvae H'�	�����
���	�
�������	���H >"�!��������/�������

%"���
��	�����/ 4 x 10
8
 CFU/g 
��������
��H
����""���
H�������7!������
�� #$��>��?��

��
��H
�!� X ��"#$��*>�� (7��������, 2529) %������������	������������ midgut 
��#$��>��?��	����

��������
�!������"#$��*>�����H'�	 %�*�"��%"���
��	�$���>����������	&� midgut #$��G�!%:�:!����� 

�!����	����
���Q
��#$�� ���H�����
���	�
����%"���
��	 %��7������&����
���	�#$�� ��#�:!������/

�������
��%�*�"��%"���
��	&�#$��
���	�&�%:!�����H *H	&�����$�=��`���	��������
���	�
����

����>"�!� ����� Nutrient Agar �������/�������%�*�"��%"���
��	������7�H ���������� 

����� Brain Hart Infusion %�� Tryptic Soy Agar &�#$��>��?�� 7!��&�#$��*>������7�����H&�'

�����/�������%�*�"��%"���
��	������7�H*H	���G�!:!��������7��:���� p < 0.05 7�����"��������


��%�*�"��%"���
��	"������ Eosin metylene blue Agar %�� Gluconobacter Agar ����
�E�

�����&����!� selective bacteria media �$�GH'�������%�*�"��%"���
��	������
>�����!� ���&�'��

�����/�������%�*�"��%"���
��	�'�	��!������&����!� universal bacteria media %:!
��������

����� Eosin metylene blue Agar 
�E������&����!� selective bacteria media ��7��	�"	������


���Q
�����!�%"���
��	%���"�� 7!�
7������
���Q
�����!�%"���
��	%����" ��������	����H����


���QGH'	��  
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 ��	����
���Q��#�:!������/�������
��%�*�"��%"���
��	H'��
�!���� &�#$��
���	�����

7�����H���� �!����	�:��
:L���	&����/�#$����� ���������������
��%�*�"��%"���
��	������7�H 


��������#$��:��
:L���	&���	����
�E����!�������������� �$���%"���
��	&����!�:!�� X ����	5!��"

H��G�' �������� 
�7�H��G�' 
����%"���
��	
��!����7��#�7��"��" %��

'�G�&�:��
��#$����� �$�

7!�#�&�'#$��:��
:L���	���/�#$�����
��#$��
���	�����7�����H��&������/�������
��%�*�"��

%"���
��	������7�H 7�����"#$��:��
:L���	&����/�:��#5'���� (#$��*>��G�!��:���	!��&����/�:��#5')G�!GH'

����'����&����������� ������'����
>�	�%�!���#7�>��?�� %����"��������#$����� �$����&�'��

�����/
��%�*�"��%"���
��	������
�!���� %:!���'�	��!�#$����� 7!��#$��&���	�H��%H' ��GH'��"

7�����������]�����#$�����
�!����� �������G�!GH'7��#�7��"7���%�H�'������ *H	����	
>�	�%�!
I���
>���

>��:��75!�!����	�:��
:L���	 �$����&�'�����/�������
��%�*�"��%"���
��	�'�	��!�#$��&��!����	�

:��
:L���	 7!��#$��&���	�:���!������
�E���	����#$�����
����:'�&�'����� %��
���������
���Q
����""

���
H������� �$����&�'#$��&���	�:���!������������/�������
��%�*�"��%"���
��	�'�	���7�H

&��!����	����
���Q
:�"*:
��#$��  


�������%�����H
��%�*�"��%"���
��	 *H	���G��H7�"������
���*H	���%��:������7�� 

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology Volume 9 &� #$���{� ���#$������%��#$������>"

%"���
��	&����!� Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis , Staphylococcus 

epidermidis ,Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Gluconobacter sp. Enterobacter 

gergoviae, Enterobacter cloaca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter aerogenes, 

Enterobacter taylorae, Escherichia coli, Bacillus sp., Lactobacillus sp.%�� Corynebacterium 

sp. ���#����GH'7�H��'����"����$�=�
�� Jeyaprakash (2003) %���/� ���GH'�$�=�����

�������	
��%"���
��	&�#$�����*H	&�' 16S rRNA >"%"���
��	&�����7 Lactobacillus sp., 

Bifidobacterium sp., Gluconobacter sp., Serratia sp., Corynebacterium sp. &���	���
�� 

Gilliam (1997) GH'�$�=�"�"��
����������	����G�!�!�*��&�#$�� >" %"���
��	&�����7 Bacillus sp., 

Enterobacter sp. 
�E�7!��&�Q! ���������	��>"%"���
��	&�����7 Lactobacillus, 

Corynebacterium %�� Bifidobacterium %�� 
�������%�����H
��%�*�"��%"���
��	 &�#$��
���	� ��� 

#$��>��?��%��#$��*>�� >"%�*�"��%"���
��	&�H������� Gramma – proteobacteria *H	%"!�
�E�����7���

>"������7�HGH'H�������� %"���
��	���!� Psudomonas, Enterobacter %�� Escherichia H������$�=�


�� Broderick &��� �.�. 2003 ����$�=��������%"���
��	&� midgut 
�� Gypsy moth larvae 

midgut &�7�����
�����I$��>"�!�%"���
��	���>"������7�H ��� %"���
��	���!� Gamma – 

proteobacteria I$��7�H��'����"����$�=�
�� More %�� Tebbe &��� �.�. 2006 ���GH'�$�=�����

�������	
��%"���
��	&� midgut 
��#$������7�����H&���!� rape seed oil &����
��
	����� 

>"�!����!�%"���
��	���>"������7�H ��� Alpha, Beta %�� Gamma – proteobacteria :��H��

����$�=������������	
��%"���
��	&� midgut 
�� Longhorn beetle &����
��
����� I$��

>"%"���
��	&����!� Gamma – proteobacteria %�� Actinobacterium ������7�H  
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�`���	������&�'��������%�����H
��%"���
��	%:�:!�����
$���	5!��"%��!�����	5!����	 %��!�

�����
��#$�� I$��*H	����G�%�'�#$������7�����H�������>�:��������%:�:!�������� #$������
�E�#$�������


��H&�Q! �$�7�����"��G��������GH'G�� >�:�����
��#$����������"������&����*�!�%�'�%��

�	5!���75� 7!��#$�����������������:�H�	5!��"����G�' &�>�!�G�'
:��	 X 
�!� &���G#! ���"��G���%��!�

�����%�����7!�+�=�#$�����������	5!"�7!��
����� 
��������
�E�#$��
��H
�L�%��"���������

GH'G�!G����� *H	����G�%�'�%"���
��	��>"&���""���
H�������7!������
��#$���������
���	�
'��

��"���H�����
��#$�� 
�!� &���	���
�� Inglis %���/� (1993) GH'�$�=����!�
����������	������

����7��>��?���"#$�� *H	�$�=���� ��������H��G�' 
�7�H��G�' ��""���
H�������
��#$�� %��


��
7�	���:��#$�� �������$�=�%"���
��	&�����7 Bacillus sp., Corynebacterium sp.,  

Micrococcus sp. %�� %��:�*���	I�7 (Actinomycetes) ����7 Streptomyces sp. ��>"����G�&�


�7�H��G�'  ����������	���7��������G�>����:!�	�H&�����H7�"��/7�"�:�&����7�'��7��

�;������ (antibiotic) 
>���	�"	�����������	��!�*��#$��%�����
�E������
7���
>����!�	&�'#$��������

:'�����:!�*��GH':!�G� 

��������H
����%�*�"��%"���
��	���������7�����&����	�"	���
�����!�*��&�#$�� ���
H��

�����7!������
��#$���{� ��� #$������%��#$������ GH'  366 G�*I
�� >" 5 G�*I
�� ���������7�

���$����7�'��7��	�"	���
�����!�*��#$������ 3  ���H GH' ���
����%"���
��	&����!� Bacillus sp.  I$��

7�H��'����"����$�=�
�� Alippi &��� �.�. 2005 ���GH'������$�=����	�"	��� Paenibacillus larvae 

����!�*���
���������"�5H
�� Aerobic spore - forming bacteria ���%	�GH'���%��!�
���	�#$��&�

���
������
��:��!� >"�!� 
����&����!� Bacillus 10 G�*I
��7�����	�"	���
�����!�*�����GH' �$�
�E�

���7�&�&�����$�=�%"���
��	���������7��>��?���"#$�� 
>������*	���&�������	��:�&�'&�

��:7���������
���	�#$�����7�'����	GH'75�&�'%�!���
��:!�G�&�����: 

 

+
,�����
#���� 

 

�������$�=�����������/�������
��%�*�"��%"���
��	���%	�GH'�����""���
H��

�����7!������
��#$���{���� #$������%��#$������ *H	��?� standard plate count �������������

%"���
��	&������
���	�
���� nutrient agar ������7�H H����� 1.7488+ 0.02055x 10
7 

CFU/g %�� 

1.4610 + 0.02758x 10
7
 CFU/g &�#$������%��#$������:�����H�" %�������/�������
��%�*�"��

%"���
��	&���""���
H�������7!������
��#$��
���	� ��� #$��>��?��    %��#$��*>�� 7�������"

�����/�������%�*�"��%"���
��	
��#$�����"������ Nutrient agar GH'������7�H %��������

�������
��%�*�"��%"���
��	���GH'&�#$��>��?�� ��� 8.34 x 10
7
 CFU/g %��#$��*>�� ��� 6.40 x 10

7
 

CFU/g  %��#�����$�=����
���	"
��	"�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) 

7�����"��GH'�!��!����	����
���Q:!�� X 
��#$��%����������&�'
���	�
�������:!�����H�����#����&�'
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GH'�����/�������
��%�*�"��%"���
��	 (CFU/g) ���%:�:!����� 7!��%��!����
���	�G�!��#�:!�

�����/�������
��%�*�"��%"���
��	&���""���
H�������7!������ 
��#$������7�����H 

������%	�
����%"���
��	&�#$���{� ���#$������%��#$������ GH'������G�*I
��������H��� 

182 %�� 184 G�*I
�� :�����H�" 7!��#����"!����H%�*�"��%"���
��	:�����
��� >" 

Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis , Staphylococcus epidermidis ,Serratia 

marcescens, Proteus vulgaris, Gluconobacter sp. Enterobacter gergoviae, Enterobacter 

cloaca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter taylorae, Escherichia 

coli, Bacillus sp., Lactobacillus sp.%�� Corynebacterium sp.  ������"!����H
��
����%�*�"��

%"���
��	
��#$��
���	� ���#$��>��?��%��#$��*>�� >"%����"�5�%�!�������7�H &�#$��>��?��>"%�*�"��

%"���
��	������H 223 G�*I
�� %��#$��*>�� 150 G�*I
�� ���!�
��%�*�"��%"���
��	���>"���

���7�H����&�#$��>��?��%��#$��*>�� ��� ���!� �- proteobacteria *H	%"!�
�E����!� 3 ����7���>"������7�H 

��� ���!� Pseudomonas ���!� Enterobacter %�� Escherichai :�����H�" %����������H
����
����

%�*�"��%"���
��	
��#$���{����������7����
��&����	�"	���
�����!�*��&�#$�� >"�!�
����%"���
��	&�

���!� Bacillus sp. 7�����	�"	���
�����!�*��&�#$��GH'
�!����  
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����% 2 

*��.����
�Z��1 

 

���#� 

 &����
��%���7���� 
�!� �H :��:!� #$�� %������ ���
�E�%��!�����������������	�����

������	�  �`���"�����GH'������$�=���������	��������	�	5!�!����"#$�� �����%����7H�+�	&����#$�� *H	���

>"��������	�&����!�
��%"���
��	 �� %��	�7:�%��
�����!���������	�
��!������7!���!�	&����"�����


����	�%���������
���&����G7'
��#$�� ���
�L"���=�
�7�&����#$�� ���G��$����7�'��7��	�"	������


���Q
��������!�*��&�#$�� %:!	��G�!�������	����$����%	�
����%��:�*���	I�7������#$�� ���������

��#5'�$�=�%��%	�
����%��:�*���	I���������	�	5!�!����"�HI$���	5!&�����7 Pseudonocardia %��

7�����7�'��7��	�"	������
���Q
����&�����7 Escovopsis I$��
�E���7�:
���H 

%��:�*���	I����H
�E�%"���
��	��������=/�
�E�
7'�&	��'�	�`�&�%:!��
��H
�L���!� �����


��H�����/ 0.5-1.5 G�*��
�:� �����"H'�	7!�����
��	��!� apical region %�� intercalary 

region 7�'��#�������
7'�&	%"":!��
$���	5!��"���H
��
���� ���%:�7�
�
7'�&	
�E�%"" 

monopodial 
�E�%""���>"GH'"!�	���7�H >"&� Streptomyces  %"" dichotomous >"&� 

Actinobifida %��%"" verticillate >"&� Streptoverticillium %��:�*���	I��7!��&�Q!�����7�'��


7'�&	 2 ���H ��� primary (substrate) mycelium %�� second (aerial) mycelium 

���������	����������	����$����%	�%�����"!�������H
��%��:�*���	I���������	�!����"

%���7����
�!� �H *H	  Curie %���/� (1999) GH'������%	�
����%��:�*����I�����:���H 4 

����7 ��� Myrmicrocryta, Apterostigma, Acromyrmex %�� Atta *H	&��H���!�H����!�������


>��
���	���G�'
�E������ ������=/����7�/������	�%������H7�"���H'�����
���>"�!�
����

%��:�*���	I������	5!"�:���H�����	5!&�����7 Streptomyces *H	
���� Streptomyces H����!��7�����

7�'��7��7!�
7������
���Q
��������H
>��
���	�%�� 7�'��7��	�"	������
���Q
���� Escovopsis ���


�E���7�:�	!�����
>��
�����  %������������	:!���
�� Curie (2005) &�'�����
��������� 

Phylogenetic &����"!�������H
��
����H����!��&��! (re-identify) >"�!����H�"
"7
��%��:�*���	I��

H����!����H�	5!&� Family Pseodonocardiaceae (Actinomycetales) Genus Pseudonocardia  

�`���"�������������	��������	�!����"#$��GH'��"����7�&�
�E��	!����� �������$�=�
�� Inglis %��

�/� (1993) "!����H
��
������������	��������	�	5!�!����" leafcutter bee (Megachile rotundata) 

���:���	!�� ����#$�� 
�7� ����� ���G7' %��7����H�����
>���������$�=������������	��������	� 

*H	>"��������	������H�	5!&����!�
��	�7:�������7�H���:���	!��
�� �������� 
�7� ����� %:!>"

�'�	&����G7'����7����H����� *H		�7:����>"��� Candida bombicola, Cryptococus albidus, 

Metschnikowia reukaufii, %�� Rhodotorula glutinis. ���������	��>"��������	�&����!�
������� 

Alternaria alternate, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, Epicoccum nigrum, and 

1
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Penicillium chrysogenum %��  %��:�*���	I�����>"�	5!&�����7 Streptomyces *H	����G�����

�������	
����������	����>"&����
H�������%��7����H��������'�	��!����>"����������� 

����� %��
�7� *H	%"���
��	���>"GH'%�! Bacillus firmus, B. licheniformis, B. megaterium, B. 

pumilus, and Streptomyces spp. %����GH'%�! Trichosporonoides megachiliensis *H	��������	�

H����!����H�!��!���
�E���������	��������	�	5!&����
H�������
��#$�� �������$�=�
�� Gillium 

(1997) GH'��"���
'��5�
����������	��������	�	5!�!����"#$�� Apis mellifera %������� *H	>"

%"���
��	 
�!� Gram-variable pleomorphic bacteria, Bacillus spp., %�� Enterobacteriaceae, 

�� &����!�
��  primarily aspergilli %�� penicillia %�� yeasts 7!��&�Q!��� Torulopsis spp. &�G
! 

%��:���!�����G�!>"��������	�%:!�����GH'��"��*H	�������������������
������������	���
����� &�

:��
:L���	����GH'��"
������������	�������%��
����	������%��
�7�����!��#$��&����
H�	���� ������

��	��������	�	5!�!����"#$����7!���!�	&����"�����������
��� 
�!� �!�	&����
����	�%������

���
���&����G7'#$�� ���
�L"���=�
�7�&����#$�� %��
����&����!�
�� Bacillus spp.7�'��7���;������

	�"	������
���Q
��
����������!�*��&�#$�� 
�!� *�� Chalkbrood %������������	
�� Cano  %��

�/� (1995) >"�!���������	�&����!�
�� spore-forming bacteria &�#$�����*�� (stingless bees) ��

��	������!� 25-40 �'���� I$��"!�����!�����	5!�!�����
��#$��%�� spore-forming bacteria ��:���%:!

7��	*"��/ �������$�=�
�� Piccini %���/� (2003) GH'������"!�������H
��
����%"���
��	���

����	�	5!&����#$�� (Apis mellifera) *H	
�L":���	!�����:���!�� %��
�=
	�"�>������&��!��
H���

>������	� (�H5&"G�'#��) �� 2000, ������� (�H5����) �� 2001 %�� ������ (�H5�'��) �� 2002 

��� National Institute for Agricultural Research (INIA) ���
���������	 
>����$�=�������
��

%"���
��	���7!�������"
�����#$�� 2 7!�� ��� 7!�����
�E����:���!�� %��>������*H	%"���
��	���%	�

GH'������:���!�����������'�	��!�������%"���
��	���%	�GH'���>������ 
����������&�
�7�%��

����#$����7��	�"	������
���Q
��
������������	�%��#$����������=�����7���H���H��$����&�'������

%"���
��	���>"�'�	��!�"�>������%����������	�������H���>"��H�	5!&�����7 Bacillus %�� 

Corynebacterium #$�� *H	
Z>�� Apis mellifera :'��
#��Q����
�����!�*��%����7�: *H	#$����&�'����

����	��������	�	5!�!�����
�E�:���!�	&����:!�75'��"
�����!�*��H����!��*H	��������	��������	�	5!�!����"

#$�������������	%:!���'�	���H����!�*��#$�� �������$�=�
�� Evans %�� Armstrong (2006) GH'

%	�%"���
��	���:���!��
��#$��%�����G��H7�"���	�"	������
���Q
��
���� Paenibacillus 

larvae I$��
�E�
�����!�*��&�#$��>"�!� 61 G�*I
�:7�����	�"	���
���� Paenibacillus larvae I$��
�E�


�����!�*��#$��GH'%��
�������G�7��H DNA , 
>���������	�� 16S rRNA,  �����H�"
"7 , ��
������

���H�"
"7%�����G�
���	"
��	"��"	�� 16S rRNA ������H���
�L"�	5!&� GenBank *H	&�' BLASTN 

>"�!���H�	5!&�����7 Acetobacter, Bacillus, Brevibacillus %�� Stenotrophomonas H����������

�������	
��%��:�*���	I�����GH'������#$���������!�7�&�%���'���7�������?�K������+�>:��

&��!���7�����	�"	������
���Q
��
�����!�*��#$��%���� *H	7!��&�Q!7��H����!��������H�	5!&����!����


��	�����	!����'��X�!� “Polyketides” *H	
��G����������
���	�
'����"���"�����7��
������7��H��
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��!����� Polyketide syntase (PKS) (Colombo et al., 2001) *H	
�������!� actinomycetes 7!��

&�Q!����  PKS gene clusters H�������$����
�������%	�GH'��� ���#$�������� 34 *I
����:�����	��

H����!��
>��������G��$�=�:!�G�  

 

�
.$�!�"
��� 

�������	
����
��������������������������	����
!�"#	����$�!����&���'*�� 

 

��D�����-��� 

1. ���
�L":���	!�� 

 ������
�L":���	!��#$�� :���!�� 
�7� %�����#$����������#$��%�����%��!�?�����:�&�

+��
����
�����
��G�	 (
��	�&��! 
��	���	 ���>5� ������ %>�! �!��%��>�
	�) *H	
�L"

:���	!�����GH'��������HG�'�����/�+5�� -20 ºC 

  

2.  ���%	�
����%��:�*���	I��������#$��  

���:���	!�������
���������H�"7!�� (dilution plate technique) "������ starch-casein 

agar (Küster and Williums, 1964) *H	��  nystatin %�� nalidixic acid ����

'�
'� 25 �g/ml 


>���	�"	������
���Q
����%��%"���
��	%����":�����H�" ����������G�"!������/�+5�� 30 ºC ��� 

4-8 7��H��� 
����>"���
���Q
��
����%��:�*���	I��%�'���������&�'
�E�
����"��7��?�K*H	��� re-

streak ��"���������H
H�� %�'�
�L"
����G�'"������ Oatmeal (ISP3) ���� Glucose-yeast 

extract (GYE) agar slant 

 

3.  �����
�����������HG�*I
����
�� aminodipimelic acid &�#���
I��� 

������
���	�
��
����%��:�*���	I��&������
��� ISP2 medium ��� 1-2 7��H��� �������

������
�L"
I���
��
����%��:�*���	I��*H	������G��`��H'�	
������ centrifuge %�'����
I������GH'��

��
�����������H isomer 
�� diaminopimelic acid *H	���:����?�
�� Staneck and Robert 

(1974) 

 

4. ����$�=����=/����7�/������	�%��7������	�"��������
��
����%��:�*���	I�� 

(Morphological and Physiological Characterizations) �������$�=�:����?����
�� Shirling and 

Gottlieb (1966) *H	�������$�=�H��:!�G���� 

4.1 ����$�=����=/����7�/������	� (Morphological Characterizations)  

�$�=����=/�%��7�
�� aerial spore mass, reverse color %�����7�'�� spore chain 

*H	������
���	�
����%��:�*���	I��"������ yeast extract-malt extract agar (ISP2), oatmeal 

agar (ISP3), inorganic salt-starch agar (ISP4) %�� glycerol-asparagine agar (ISP5) ���G�"!�
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�����/�+5�� 30 °C ��� 14 ���%�'���7!��H5+�	&:'��'�����������%��
��	"7�
��
����%��:�*���	I��

*H	&�' The  Color Harmony Manual (Jacobson et al., 1948) 

4.2 ����7�����&����&�'����:��
�E�%��!�����"�� (Carbon source utilization)  


���	�
����"������ carbon utilization medium (ISP9) I$��
:��%��!�����"�����H:!��X&�'

������

'�
'�7�H�'�	
�!���" 1%  ���G�"!������/�+5�� 30 °C ��� 14-20 ��� 

4.3 ����H7�"���7�'��
������ (Melanoid pigment production)  


���	�
����"������ peptone-yeast extract iron agar (ISP6) and tyrosine agar (ISP7) 

I$��
�E��������'�
��	� ���G�"!������/�+5�� 30 °C ������H5#���� 2 %�� 4 ��� 

 

5. ���"!�"�����H
��
����%��:�*���	I��*H	&�'���H�"
"7
��	�� 16S rRNA gene  

������7��H Genomic DNA, 
>���������	��  16S rRNA gene *H	&�'
����� PCR %����

���H�"
"7
��	�� 16S rRNA gene :����?�
�� Nakajima et al.(1999) ������
���	"
��	"���H�"


"7
��	�� 16S rRNA gene *H	���G�
���	"
��	" (Blast) ��"���H�"
"7���
�L"�	5!&����
'��5� 

Genbank/EMBL/DDBJ database *H	&�'*��%��� CLUSTAL W version 1.81 (Thompson et 

al., 1997 ) 

 

6. �����H������7����:�	+���:'��
�����!�*���
���������"�5H%��	5*�
��	����"�5H 

 ��������
���	�
����%��:�*���	I�7���H7�"��������?�K:'��
�����!�*��&�#$��7�����H��� 


�����!�*��:���!��
�!��
������ Paenibacillus larvae, 
�����!�*��:���!��
�!�	5*���	� 

Melissococcus pluton *H	��?� agar diffusion assay 

 

7. �����H������	�� PKS-II 
��
���� actinomycetes ���%	�GH'������#$�� 

 ������7��H DNA ���
���� actinomycetes %�'�
>�������������7!��
��	�� PKS-II *H	&�'


����� PCR *H	7!��#7� (PCR mixtures) %�� ��/�+5�����&�' (PCR temperature profile) 

���"���������  Ketela et al. (1999) 
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(�����-��� 

 

���:���	!�����#$�� (Apis mellifera, Apis cerana %�� Apis florae ) %�����*�� (Trigona 

laeviceps %�� Trigona fuscobalteata) (�5� 2.1) ������H��� 83 ���&�"��
�/+��
����
��

���
��G�	 (:���� 2.1) ���:���	!�����#$����%	�
����%��:�*���	I��GH'������H 34 G�*I
��

 
����������"!�"�����H
��
����%��:�*���	I��*H	&�'���H�"
"7
��	�� 16S rRNA gene 

%��
��	"��"���=/����
��� 7�/������	� (�5���� 2.2) %��7������	�
��
����%��:�*���	I�� #�

���"!�"�����H%�����=/�"��������
��
����%��:�*���	I��%7H�*H	
����%��:�*���	I����%	�GH'

������ 30 ��H�	5!&�����7 Streptomyces 7!����� 4 G�*I
�����
������H�	5!&�����7 Norcardiopsis, 

Nonomuraea %�� Actinomadura I$��
�E����!�%��:�*���	I����	�� (rare actinomycetes) 

(:������� 2.2)*H	��
�������	�"	���
����:���!��
�!��
������GH' 5 G�*I
�� ��� IM1-2, IM1-3, IM7-2, 

IM17-1, %�� IT26 %����
�������7�����	�"	���
�����!�*��:���!��
�!�	5*�
��	�GH'��� IM1-3, IF3,  

IM22-2, IT1, IT3, IT26, %�� IT28 


����&����!� Streptomycetes ����������	�� PKS-I %�� PKS-II 
������������H������	�� 

polyketide synthase gene type II (PKS-II) ���
���� actinomycetes ���%	�GH'������#$��������H

������ 34 G�*I
��>"�!���	�� PKS-II ������H 30 G�*I
�� I$��
�E� actinomycetes �����H�	5!&�

����7 Streptomyces 7!����� 4 G�*I
��G�!>"	�� PKS-II I$��
�E� actinomycetes &����!����
�E� 

non-Streptomyces ���� rare actinomycetes (:������� 2.3)  
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��
!��
� (Apis florea)    ��!��
!���,&/ (Apis mellifera) 

 

  
 ��!��
!:"�! (Apis dorsata)   ��!��
!:"�! (Apis dorsata) 

 

 
��!��
!���! (Apis cerana) 

 

                                        �*;��� 2.1 ��!��
!�;<���/���!=����	>��������!?�	���@"�! 
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(a)      (b) 

   

(c)      (d) 

�5���� 2.2 ���=/�
�� spore-bearing hyphae 
��
���� actinomycetes "��G�*I
�����%	�GH'

������#$��>��?�� (A. mellifera) ; (a) Nocardiopsis alba (IM1-3), (b) Nonomuraea roseoviolacea 

(IM 7-2), (c) Actinomadura sp.(IM17-1) and (d) Streptomyces aurantiogriseus (IM22-1) 

 

:������� 2.1 ������
����%��:�*���	I�����%	�GH'������#$�� species :!��X 

���H
��#$�� ������������
�L" ������G�*I
�� 

Apis mellifera 67 9 

Apis cerana 13 4 

Apis florae 10 5 

Trigona laeviceps 2 10 

Trigona fuscobalteata 1 6 
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:���� 2.2 #����"!�"�����H%�����=/�"��������
��
����%��:�*���	I�����%	�GH' 

Isolate 

No. 

Species Identification Spore Chain Isomers 

of A2pm* 

Sources (Brood cells) 

IF1 Streptomyces fradiae Spiral LL Apis florea 

IF2 Streptomyces fradiae Spiral LL Apis florea 

IF3 Streptomyces fradiae Spiral LL Apis florea 

IF4 Streptomyces fradiae Spiral LL Apis florea 

IF5 Streptomyces fradiae Spiral LL Apis florea 

IC1 Streptomyces drozdrwiczii Spiral LL Apis cerana 

IC2 Streptomyces badius  Spiral LL Apis cerana 

IC5 Streptomyces badius  spiral LL Apis cerana (Mid gut) 

IC6 Streptomyces albidoflavus spiral LL Apis cerana (Mid gut) 

IM1-2 Streptomyces lanatus Spiral LL Apis mellifera 

IM1-3 Nocardiopsis alba Straight to flexuous meso Apis mellifera 

IM4-1 Nonomuraea roseoviolacea Pseudo-sporangium meso Apis mellifera 

IM7-2 Nonomuraea roseoviolacea Pseudo-sporangium meso Apis mellifera 

IM17-1 Actinomadura sp. Short branch meso Apis mellifera 

IM21-1 Streptomyces misawanensis Spiral LL Apis mellifera 

IM21-2 Streptomyces olivaceus  Spiral LL Apis mellifera 

IM22-1 Streptomyces aurantiogriseus Spiral LL Apis mellifera 

IM22-2 Streptomyces scabiei Spiral LL Apis mellifera 

IT1 Streptomyces pseudogriseolus Spiral LL Trigona laeviceps 

IT2 Streptomyces rochei Spiral LL Trigona laeviceps 

IT3 Streptomyces drozdowiczii Spiral LL Trigona laeviceps 

 IT4 Streptomyces mutabilis Spiral LL Trigona laeviceps 

IT5 Streptomyces mutabilis Spiral LL Trigona laeviceps 

IT6 Streptomyces minutiscleroticus Spiral LL Trigona laeviceps 

IT7 Streptomyces albus Spiral LL Trigona laeviceps 

IT8 Streptomyces tosaensis Spiral LL Trigona laeviceps 

IT11 Streptomyces albus Spiral LL Trigona laeviceps 

IT12 Streptomyces malaysiensis Spiral LL Trigona laeviceps 

IT21 Streptomyces ambofaciens Spiral LL Trigona fuscobalteata 

IT24 Streptomyces mutabilis Spiral LL Trigona fuscobalteata 

IT25 Streptomyces coalescens Spiral LL Trigona fuscobalteata 

IT26 Streptomyces ambofaciens Spiral LL Trigona fuscobalteata 

IT27 Streptomyces ambofaciens Spiral LL Trigona fuscobalteata 

IT28 Streptomyces violaceoruber Spiral LL Trigona fuscobalteata 

 

���	
�:�: * ���HG�*I
����
�� diaminopimelic acid (A2pm) &�#���
I���*H	��
������:����?�
�� 

Staneck and Roberts (1974)  
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:���� 2.3 #����screening ��	�� PKS-II 
��
���� actinomycetes ���%	�GH'������#$��  

 

G�*I
�� ���H
���� PKS-II 

IF1 Streptomyces fradiae + 

IF2 Streptomyces fradiae + 

IF3 Streptomyces fradiae + 

IF4 Streptomyces fradiae + 

IF5 Streptomyces fradiae + 

IC1 Streptomyces drozdrwiczii + 

IC2 Streptomyces badius  + 

IC5 Streptomyces badius + 

IC6 Streptomyces albidoflavus + 

IM1-2 Streptomyces lanatus + 

IM1-3 Nocardiopsis alba ND 

IM4-1 Nonomuraea roseoviolacea ND 

IM7-2 Nonomuraea roseoviolacea ND 

IM17-1 Actinomadura sp. ND 

IM21-1 Streptomyces misawanensis + 

IM21-2 Streptomyces olivaceus  + 

IM22-1 Streptomyces aurantiogriseus + 

IM22-2 Streptomyces scabiei + 

IT1 Streptomyces pseudogriseolus + 

IT2 Streptomyces rochei + 

IT3 Streptomyces drozdowiczii + 

IT4 Streptomyces mutabilis + 

IT5 Streptomyces mutabilis + 

IT6 Streptomyces minutiscleroticus + 

IT7 Streptomyces albus + 

IT8 Streptomyces tosaensis + 

IT11 Streptomyces albus + 

IT12 Streptomyces malaysiensis + 

IT21 Streptomyces ambofaciens + 

IT24 Streptomyces mutabilis + 

IT25 Streptomyces coalescens + 
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:���� 2.3 #���� screening ��	�� PKS-II 
��
���� actinomycetes ���%	�GH'������#$�� (:!�)  

G�*I
�� ���H
���� PKS-II 

IT26 Streptomyces ambofaciens + 

IT27 Streptomyces ambofaciens + 

IT28 Streptomyces violaceoruber + 

 

���	
�:� +: :���>"	�� PKS-II; ND: :���G�!>"	�� PKS-II 

 

 

��	����*�"
��!(�����-��� 

 

 ����������	>"�!���
����%��:�*���	I��&����!� Streptomyces ������7�H %�� rare 

actinomycetes ��� Nocardiopsis, Nonomuraea %�� Actinomodura I$�������
����%��:�*���	I�����

���>"&�H�� &���/�������
��H�����
��������
�7� %��!������
��#$�� &��������	
���	���"%���


�!� European beewolf GH'>" Streptomyces 
�!���� (Kaltenpoth et al., 2005) 

���������	��
�E�����!�7��
�:�!���>"
����%��:�*���	I�����%:�:!���������!��7����7�
��#$�� 

%��%��:�*���	I��"��G�*I
�����>"7�����7�'��7��:'��
�����!�*��&�#$��GH' %����	�� polyketide 

syntase 
���"���G�*I
�� I$��
�E�:��"!��������7�����&����7�'��7���;������  
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����% 3 

>��

1 

 

���#� 

G���7
�E�7���������:
��H
�L���������=/�
�E����+�� ��7��>��?�����
�E�H�
��
���������


��
��	!��&H�	!����$�� %����%��I�H*��:���!���'�7��>��?����� G���7"�����H��������� 

envelope �!���'�+�	������������$�� G���7G�!7�����7�">��?���������������
�E���7��GH'H'�	:�
�� 

&��������������$�:'������	
"�����
�:�"���I$�%��7�������":!�� X +�	&�
I���#5'&�'����	 

���
>���������G���7+�	&�
I���#5'&�'����	��G�!%7H����&�'
�L����
����	�%���+�	���:��"


�!����
I���#5'&�'����		������7!�������"&����7��
������G���7
>�	�>� +�	����
����
I���:�H
����


I������5������	%��:�	&����7�H %���������!�	���+��G���7�����  7�����"&�#$������ �����

�'�>"G���7���:�H
����&�#$���$� 18 ���H (Allen and Ball,1996) %:!����	�������$�=����H�"
"7
��

7���������:
��G���7&�#$��
>�	� 8 ���H %��
'��5����H�"
"7���7�"5�/���
>�	� 4 ���H&����
'��5�
�� 

EMBL 
�!����� GH'%�! Varroa destructor virus 1, Acute bee paralysis virus (APV), Kashmir bee 

virus (KBV) %�� Sacbrood virus (SBV) 

Deformed wing virus (DWV) 
�E�
�����!�*��&�#$��������&�'���
��#$��
��H���=/����#�H��:�

G� 
�����������
����	��5��!��G�!7�"5�/�������:�H
���� ���:���7�"G���7���H���7�����&�'��?�

���+5����'�������	� (ELISA test) &�#$��*:
:L���	%��&�G�  *H	#��������	>"�!�#$����������=/�
��

���#�H��:���>" DWV �����!�#$�������:� (Bowen-Walker et al., 1999) :!��� Tentcheva et 

al.(2004a) �������H���*H	&�'��?� RT-PCR :���7�"G���7���H���&�#$��>��?��%��&�G� *H	&�' 

primer ������
>�� 
>���:����� DWV &����
�������
�7 >"�!�:���>"�����/
�� DWV &�#$��

%��G�����������
$��&��!���H5&"G�'�!�� ���������� Nordström (2003) GH'�������$�=����

�����	
�� DWV &�G��������
>�
��	���*:
:L���	%��&�G�����������
�E���!��5����� #����

����$�=�%7H�&�'
�L��!�G����������!��5�GH'��" DWV �����#$�����:�H
����G���7 DWV G�!GH'�����G�

����������
�E�%�! 

Kashmir bee virus (KBV) 
�E�G���7���%	�GH'�����%�����#$��*>�� (Apis cerana) ����5�

7!�G�	�� Rothamsted ���%��'� Kashmir (Bailey and Woods, 1977) :!��������:�H
����&�#$��

>��?��:��
:L���	I$�����&�'#$�����GH'��"
����:�	+�	����������GH'��"
���� 3 ��� GH'������$�=� KBV ���%	�

���#$��>��?�����:�H
����&����
��%���H�%��7
�� 
����������:���7�" 5 G�*I
�����%	�GH'H'�	��?� 

Immunodiffusion %�� Western blot %�'�>"�!� KBV ������7��>��?����>��?�������" Acute bee 

paralysis virus (Allen and Ball, 1995) ��������� Chen et al. (2004) GH'�������$�=�>"�!�G�

1
������/?������� Journal of Invertebrate Pathology 
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����������G�!�� KBV �����	
�E�G������ KBV 
�����	5!��"G������
���� 
���������/���7��:�>"�!���:�����

:�H:!�G���7���G�75!G�75��$� 51 % 

Acute bee paralysis virus (ABPV) �5��'�>"�����%���������H���&��'���;�"�:���� I$��

G�!����;�����:�H
����&�'���" (Bailey et al., 1963) ��������	
�� ABPV 
��H������7!�#!��

���������	
��#$��:��
:L���	75!�����
��#$�� (Ball, 1985) Benjeddou et al. (2001) ���������%"" 

primer ������
>����" ABPV +�	���������� RT-PCR GH' amplicon �����
��H 900 bp I$��7�����

&�'&����:���7�":���	!��#$�����G�!>"�����
�����:�H
���� ABPV GH' 

 Black Queen-cell virus (BQCV) 
�E�G���7���:�������:�����=/������
�����:�H
���� ��� 

:��#$�����>Q�
����
��H���:�H
������
����	����7�����:��
�E�7�H�� %���!�&�'
��H���:�	������7�H


��#$�����>Q�&���7
:�
��	 (Anderson, 1993) 

Chronic bee paralysis virus (CBPV) G���7���H���%"!����
�E� 2 ���
+�:�������
��

*�� ���H%�� (type 1) #$�����:�H
�������������:��%�����7���&���	�%�� ���������G�!7�����"��GH' 

�����������'��"��
������������{��>��
�����
>��
�L"�������� &����
��	�*�����5'���&�����

�!� Waldtrachkrankheit 7!�����H���7�� (type 2) 
��	��!� “black robber” ���� “litter black” #$�����


�E�*�������	
�E�7�H��%����
��H�'�����&�Q!
$�� �������������G�!7�����"��GH'%��:�	&����7�H  

Sacbrood virus (SBV) 
����
��H���:�H
���� 7�����
>���������&�
����
	���
��:���!��#$��

%�������	:!��#�������$����&�'
��H����#�H��:�&����"�����7��
������
��GI��G�:�
�7 


��GI���������'����	!�	
�������'�:���!��&����"�����������" :���!���$�G�!7�����������"GH'

%��:�	&����=/���'�	��� (Bailey, 1976) ���������	��>"�!�G���77�����
>���������&�"��
�/

:!��G|*�������� (hypopharyngeal gland) I$���	5!&�7!�����
��:��
:L���	
��#$�����%��#$��:��#5' 

*H	�����&�'#$������	�H
�L"
�7� #$���$�����	�7�����!�#$�����G�!:�H
���� (Bailey and Ball, 1991; 

Warhurst, 2000) 


��������
����G���7�����=/����

'������	���%:�:!�����
�������H���� ���&�'���:���7�"

���:�H
�������GH'�!��
'��	�� :'��7��
�:��������%7H����
��#$��+�	����������:�H
����%�'�


�!����� ���&�'������=�*��
��H�����'��'�%��75Q
7�	#�#��:������GH'��"G�&������/���%�'�  ���

:���7�"��*��%��7�
�:�
�����
��H*���$�
�E�7������7����Q 
>���������=��	!������!���� �`���"��

��������
��
���������/5������	���
>����!�	:��������:�H
����
��G���7GH' *H	
Z>��
����� 

reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ������������
>��75�%��7�����

:���7�"���:�H
����GH' %�'#$��G�!�����%7H������
�	�L:�� &�����$�=����������$���������
��������



'���
���	�
'�� %�����������&����
��G�		��G�!>"��	������7��������:�H
����G���7 Acute 

bee paralysis virus, Black queen cell virus, Chronic bee paralysis virus, Deformed wing 

virus, Kashmir bee virus %�� Sacbrood virus &�#$��>��?��%��&�G�������� �$���H�!�����$�=������

�����7�����%7H���������	���:�H
����
��
����G���7&�#$��%��G� 
>����?�"�	����7��>��?�����!��
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G��������%�����
��H*�����
����G���7"�����H&�#$��>��?�� >�'������
�L"
�E�
'��5�7�����"���

���G�&�'���*	���&�����]�������������	
��
����G���7:!�G�GH' 

 

�
.$�!�"
��� 


>����$�=���������	:��
��G���7�!�*��&�#$��%������7��>��?���H�"*�
��������!��#$��%��G���7 

 

��D�����-���  

 

1. ���
�L":���	!�� 

 ������
�L":���	!��#$��>��?�� (Apis mellifera) &��!������!��
H���������	��� >.�. 2549 �$�


H���7�������� >.�. 2550 ��������:!�� X ���+��
����
�����
��G�	 7 ������H ��� ������H

���>5� ������ 
��	���	 >�
	� �!�� %>�! 
��	�&��! ������ 9, 9, 5, 8, 6, 5 %�� 4 �����

:�����H�" %��������
�L"G�*H	���%�!:��
:L���	&� 70% ethanol ����G�' 15 ���� :��G������H���

:��#$��>��?�� %	����H
��G�>�'����"�����/G�%:!�����H %��"���$����
��H*��&�������!������

:�H*�����
�������H��������G�! %�'�
�L":���	!��������H�����/�+5�� -20 °C  

 

2. ���7��H RNA ���:���	!��#$�� 

���:���	!��#$��>��?��&���	�:���!�� :��
:L���	%��G���������	!���� 10 :�� ��"H
>���7��H 

RNA *H	&����7��H���#$��>��?��&�'7��TRIzol Reagent  %��&�G��������&�'7�� chelex 

(Tangjingjai et al., 2003) 
�L" RNA ���GH'G�'��� –80 ����
I�
I�	7 
>������&�
���:��:!�G� 

 

3. ���7��
������ complementary DNA *H	���&�' M-MuLV reverse transcriptase %�� random 

hexamer  

 7��
������ cDNA *H	&�' RevertAid
TM

 M-MLV Reverse Transcriptase %�� random 

hexamer %��
�L" cDNA �����/ 20 �l 
�L"G�'��� –20 ����
I�
I�	7
>������G���� PCR &�
���:��

:!�G� 

 

4. ���
>��������/ DNA *H	
����� Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 ������
>��������� DNA *H	���&�'G>�
����������
>��:!�
����%:!�����H%��%7H�#�*H	

���&�' agarose gel 1.5% 
>���H5%�"
�����
��H amplicon  7�����" forward primer %�� reverse 

primer ������
>����"
����G���7%:!�����H���� �����H�" DNA H��:���� 3.1 
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.���� 3.1 forward primer *�" reverse primer ��%+�,+����.��	
�����.�-�����>��

*.'�"

���- 

 

Virus Forward primer 

 

Reverse primer 

 

Lengt

h (bp)
a
 


��7�� 

�'����� 

ABPV TGAGAACACCTGTAATG

TGG 

ACCAGAGGGTTGACTGTG

TG 

452 Tentcheva 

et al., 2004b 

BQCV GGACGAAAGGAAGCCT

AAAC 

ACTAGGAAGAGACTTGCA

CC 

424 Tentcheva 

et al., 2004b 
CBPV AGTTGTCATGGTTAACA

GGATACGAG 

TCTAATCTTAGCACGAAA

GCCGAG 

455 Ribiére et 

al., 2002 
DWV TTTGCAAGATGCTGTAT

GTGG 

GTCGTGCAGCTCGATAGG

AT 

395 Tentcheva 

et al., 2004a 
KBV GATGAACGTCGACCTA

TTGA 

TGTGGGTTGGCTATGAGT

CA 

393 Stoltz et al., 

1995 
SBV GGATGAAAGGAAATTA

CCAG 

CCACTAGGTGATCCACAC

T 

426 Tentcheva 

et al., 2004b 
a
 ����	��
�� PCR product 

 

5. �����
�����������H�"
"7
�� RT-PCR product 

 7!�:���	!��#� RT-PCR product ���GH'
>���:��������H�"
"7 (DNA sequencing) ���"��=�� 

Macrogen ���
��
����� ����������#����H�"
"7���GH'�������H�����
���	"
��	"����


�������"
'��5����H�"
"7
��
����G���7&����
'��5�
�� NCBI GenBank *H	��?������� BLAST 

search 
>���	��	��#����GH'�!�
�E�
����G���7���H��������  

 

6. �����
��������*��#$�� %��� %��G���7#$�� 

 ���
'��5����H�"������*�G�H����  

- honey bee genome (NW_622482 NW_662937) 

- mosquito genome (accession numbers NC_004818, NC_009071, NC_009071) 

- fruit fly (Oct-2006 release accession numbers NT_033777-79, NC_037346,  

NC_004353-54) 

-  red flour beetle (Apr-2006 release accession numbers NW_001092 

[762,773,783,788,820,837,842, 865, 870,888]) 
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- Acute bee paralysis virus (NC_002548) 

-  Israel acute paralysis virus (NC_009025) 

-  Kashmir bee virus (NC_004807) 

-  Kakugo virus (NC_005876) 

-  Sacbrood virus (NC_002066) 

- Varroa destructor virus 1 (NC_006494). 

�K���������#:/����L��O�!����"���Q�@/@$���;��	�� Pearl Algorithms  

 

(�����-��� 

 


�L":���	!��#$��>��?����������#$�����+��
����
�����
��G�	������ 46 %��!� *H	
�L"

:���	!�����������H���>5� ������ 
��	���	 >�
	� �!�� %>�! %��
��	�&��! ������ 9, 9, 5, 8, 6, 5 

%�� 4 %��!�:�����H�" 7�����"������H%�!|!��7������G�!�����
�L":���	!�� 
��������G�!����	���

���
���	�#$��>��?�� / ������H��� *H	���
�L":���	!��GH'
�L":���	!��"��
�/:!�� X 
��������HH���5���� 

3.1 

 

 
 

��!��% 3.1 ��������%�#������<�.
���'��	��\����()��L
�D�����0����������!�"��&>�� 
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 %��������7��H RNA ���#$��>��?��
>���:�����
����G���7���H:!�� X %��������:���7�"

&���	����
���Q
��#$�� #����GH'�������H���>"���:�H
���� Acute bee paralysis virus (ABPV), 

Deformed wing virus (DWV), Kashmir bee virus (KBV) %�� Sacbrood virus (SBV) %:!G�!>"


���� Black Queen-cell virus (BQCV) %�� Chronic bee paralysis virus (CBPV) &����:���	!�����

������:���7�" *H	
����G���7���>"���:�H
����������7�H����&�#$��>��?��:��
:L���	%��:���!����� DWV 

���������� ABPV, SBV %�� KBV :�����H�" (:���� 3.2) %����
����
IL�:����:�H
�������&�#$��

>��?��
��:���	!��������H���������7�������� DWV 48 %, ABPV 33 %, SBV 8 % %�� KBV 3 % 

I$��7�����%7H�#�
���������
�����:�H
�����!�����
��G���7���	���H&�:���	!��
H�	����GH'H��

:���� 3.3 
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.���� 3.2 ���.��	�������>��

 ABPV, BQCV, CBPV, DWV, KBV *�" SBV +�.
���'��()��

L
�D�� 46 *��'� 

 

ABPV BQCV CBPV DWV KBV SBV 

%��!� 

���
�L"

:���	!�� 
:��


:
L��

�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

LPU 1 >.�. 49 - - - - - - + + - - - - 

LPU 2 >.�. 49 - - - - - - - - - - - - 

LPU 3 >.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPU 4 >.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPU 5 >.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPU 6 >.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPU 7 >.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPU 8 >.�. 49 - - - - - - + - - - - - 

LPU 9 >.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPA 1 ��.	. 49 - - - - - - - - - - - - 

LPA 2 ��.	. 49 - - - - - - + + - - - - 

LPA 3 ��.	. 49 - - - - - - - - - - - - 

LPA 4 ��.	. 49 - - - - - - - - - - - - 

LPA 5 ��.	. 49 - - - - - - - + - - - - 

LPA 6 ��.	. 49 + - - - - - + - + - - - 

LPA 7 ��.	. 49 + + - - - - - + - + - + 

LPA 8 ��.	. 49 - + - - - - + + - - - + 

LPA 9 ��.	. 49 - + - - - - + + - + - + 

CR 1 �.�. 49 + + - - - - + + - - - + 

CR 2 �.�. 49 - + - - - - - + - - - - 

CR 3 �.�. 49 + + - - - - + + - - + - 

CR 4 �.�. 49 + + - - - - + + - - - + 

CR 5 �.�. 49 + + - - - - + + - - + - 

PY 1 �.�. 49 - - - - - - - - - - - - 

PY 2 �.�. 49 - + - - - - - - - - - - 

PY 3 �.�. 49 - + - - - - - - - - - - 

PY 4 �.�. 49 - + - - - - - - - - - - 



3-8 

.���� 3.2 (:!�) 

 

ABPV BQCV CBPV DWV KBV SBV 

%��!� 

���
�L"

:���	!�� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

:��

:

L��
�	 

:��
�!�

� 

PY 5 �.�. 49 - + - - - - - - - - - - 

PY 6 �.�. 49 - + - - - - - - - - - - 

PY 7 �.�. 49 - + - - - - - - - - - - 

PY 8 �.�. 49 - + - - - - - + - - - - 

NAN 1 �.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

NAN 2 �.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

NAN 3 �.�. 49 - + - - - - - + - - - - 

NAN 4 �.�. 49 + + - - - - + + - - - - 

NAN 5 �.�. 49 - + - - - - - + - - - - 

NAN 6 �.�. 49 + - - - - - + + - - - - 

PH 1 �.�. 49 - - - - - - - - - - - - 

PH 2 �.�. 49 - - - - - - - + - - - - 

PH 3 �.�. 49 - - - - - - + + - - - - 

PH 4 �.�. 49 - - - - - - + + - - - - 

PH 5 �.�. 49 - - - - - - - - - - - - 

CM 1 ��.	. 50 - + - - - - - - - - - - 

CM 2 ��.	. 50 - + - - - - - + - - - - 

CM 3 7.�. 50 - - - - - - - - - - - - 

CM 4 7.�. 50 + + - - - - + + - - - - 

 

* ���=�	!�%������������H���
�L":���	!��#$��>��?�� 

LPU : ������H���>5�    LPA : ������H������ 

CR : ������H
��	���	    PY : ������H>�
	� 

NAN : ������H�!��     PH : ������H%>�!   

CM : ������H
��	�&��!  
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.���� 3.3 ����$�%������.��	L������>��

�������-�'���
�+�.
���'���-����
����()��

L
�D��  

 

������

G���7 

���H
��G���7 ������
��

:���	!�� 


����
IL�:� ������%��!����>" 

0  8 17 1LPU, 3LPA, 

1PY, 2PH, 1CM 

1 ABPV 7 15 6PY, 1CM 

 DWV 15 33 8LPU, 2LPA, 

2NAN, 3PH 

2 ABPV,DWV 8 17 1CR, 1PY, 

4NAN, 2CM  

3 ABPV, DWV, KBV 1 2 1LPA 

 ABPV, DWV, SBV 5 11 1LPA, 4CR  

4 ABPV, DWV, KBV, SBV 2 4 2LPA 

 

 ������
�L":���	!��G��������*H	���%�!#$��>��?��:��
:L���	&�%����|��� %�'�������%	�G�

%:!�����H
>�����"������%��"���$�#�������G����:����� ����$�"���$����
��H*��&�������!���

���:�H*�����
�������H��������G�! (:���� 3.4) >"�!�������������� 12 %��!� ���7�����������

�H���*H	���7��H RNA GH' 7!��%��!����� X >"������G���������'�	��!� 10 :�� H�������$�G�!GH'

������:���7�" %��
����GH'���G��������������� 12 %��!��������H���:�����
����G���7&�G��������

:����?�
�� Tangjingjai et al. (2003) %�'�������
>��������/ DNA %��:���H5#�*H	���%7H�"� 

agarose gel %�'� #����GH'%7H�&�'
�L��!�&�G�������������:�H
���� Deformed wing virus (DWV) 


>�	����H
H�	� *H	>"���:�H
���������� 7 %��!���H
�E� 58 % 
��:���	!�����������:���7�" 
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.���� 3.4 ���L�>����()�� ��� EFB *�"��������- *�"���.��	L������>��

 DWV +�>�

�����
� 

 

G� (%)
 
 *������ X G���7&�G�������� 

%��!� 
������� ���>���%��7� EFB �����"�5H DWV 

LPU 1 5.2 - - - + 

LPU 2 - - - - NA 

LPU 3 - 0.8 - - NA 

LPU 4 - - - - NA 

LPU 5 - - - - NA 

LPU 6 - - - - NA 

LPU 7 - - - - NA 

LPU 8 7.6 - - - - 

LPU 9 - - - - NA 

LPA 1 4.7 - - - NA 

LPA 2 5 1.5 - - - 

LPA 3 4 - - - - 

LPA 4 5.5 0.5 - - + 

LPA 5 8 0.4 - - + 

LPA 6 11.5 1 - - + 

LPA 7 8.4 1.2 - - - 

LPA 8 11.6 2.4 - - + 

LPA 9 8 - - + - 

CR 1 - 0.5 - - NA 

CR 2 - - - - NA 

CR 3 - 1.2 - - NA 

CR 4 - 9.2 - - NA 

CR 5 - 1.6 - - NA 

PY 1 2 - - - NA 

PY 2 - 1.3 - - NA 

PY 3 - - - - NA 

PY 4 1 - - - NA 

PY 5 - - - - NA 

PY 6 - - - + NA 
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.���� 3.4 (:!�) 

 

G� (%)
 
 *������ X G���7&�G�������� 

%��!� 
������� ���>���%��7� EFB �����"�5H DWV 

PY 7 1 2 - - NA 

PY 8 0.5 - - - NA 

NAN 1 4 15.6 - - + 

NAN 2 1 - - - NA 

NAN 3 2 10 - - NA 

NAN 4 1 - - - NA 

NAN 5 10 37 + - + 

NAN 6 2 11 - - NA 

PH 1 0.4 0.4 + - NA 

PH 2 - 0.7 - - NA 

PH 3 3.3 8.7 - - NA 

PH 4 - 11.5 + - NA 

PH 5 - - - - NA 

CM 1 3 14 - - NA 

CM 2 1.5 6 - - NA 

CM 3 - 0.8 - - NA 

CM 4 - 20 - - NA 

������ (%) 


��%��!����>" 

  3 

(6.5) 

2 

(4.3) 

7 

(58) 

* - : negative 

  + : positive 

NA : sample not available 

   

�����
�����������H�"
"7���:���	!��
����G���7 *H	���7!���
���������"��=�� Macrogen 

���
��
����� %��������
���	"
��	"����
�����
�����H�"
"7
�� RT-PCR product ��"
'��5�

������	5!&����
'��5� �������	���%���5�
�L"G�'&� National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) *H	��?���� BLAST search >"�!����H�"
"7
��:���	!��������
�������"���H�"
"7&�

���
'��5�H��:���� 3.5 
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.���� 3.5 �'���������������#�-
���
��������>��

	������-����!����������
��,����

+� NCBI 

 


����G���7 Accession no. 
��

:���	!�����
�����75�7�H 

"��
�/���
����� % ����
����� 

Acute bee paralysis 

virus 

EF219380 RNA polymerase 

gene 

97 

Deformed wing virus AJ489744 gene for polyprotein 94 

Kashmir bee virus AF197908 RNA polymerase 

gene 

96 

Sacbrood virus AF092924 polyprotein 91 

 

 

7!��#�����H��������
�������*��GH'>"�!� �������
��������*�G�H�����7��:��%��!�&�

���7>��?����� (codon) ������%:�:!���������!�� 7����7�
��%��� %:!>"�!�G���7��7�:
��#$����

�5�%""�������
��������*�G�H�H���5���� 3.2 %�� �������
�����7>��?����� (codon usage) 
��

G���7��7�:&�#$��������7��>��?���"#$�� %:!������%:�:!����"%������H����X ����H7�"H���5���� 3.3 
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��!��% 3.2 ����$�%������-��������>�-�+�.#�*��'�.'��X �����

L
�D����� 
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��!��% 3.3 *
-�����

�L
�D��"��'��>��

!�
�.+�()���
�()�� A) >��

+����'� Iflavirus B) 

>��

+����'� Dicistroviridae 

 

��	����*�"
��!(�����-��� 

 

 ���7��������:�H
����G���7 Acute bee paralysis virus (ABPV), Black queen cell virus 

(BQCV), Chronic bee paralysis virus (CBPV), Deformed wing virus (DWV), Kashmir bee 

virus (KBV) %�� Sacbrood virus (SBV) *H	���&�'
����� Reverse Transcription Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) 

'����!�	&����:���7�":���	!��#$��>��?��������+��
����
��

���
��G�	���
�L"�!������!��
H���������	��� >.�. 2549 �$�
H���7�������� >.�. 2550 ������ 

46 ����� >"���:�H
����G���7 4 ���H ��� DWV, ABPV, SBV %�� KBV  

Deformed wing virus (DWV) 
�E�
����G���7������&�'%7H�������	!����H
�� ��� ���
��#$��

:��
:L���	�������=/����#�H�5�G� ������#$��>��?��%�'�	������	�������$�=� DWV &�#$�����H���� 
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H'�	 (Genersch et al., 2006) %��#����GH'�������H������>"�!�:���>" DWV ������7�H���&�

������
����G���7 6 ���H���������:���7�"����&�#$��>��?��:��
:L���	%��:���!�� %��
�E�
����G���7���H


H�	����>"&����������H %:!>"�����/���G�!75����:!�����#�����$�=�������
������ (Tentcheva 

et al., 2004b; Berényi et al., 2006) I$��>" DWV ����$� 90% 7!��#��������H���>"���:�H


����G���7&�#$��>��?��:��
:L���	������ 15 ����� ��H
�E� 33% 
�������������������H %��>"���

:�H
����&�#$��>��?��:���!�������� 29 �������H
�E� 63% 
�������������������H %��
�������#�

���H�"
"7���GH'�������H�����
���	"
��	"���H�"&����
'��5�>"�!�������
�������" DWV *H	


����
IL�:�����
��������!� 94% ���:���>"���:�H
���� DWV &���	�:���!�������!�:��
:L���	

���%:�:!�����#�����$�=�
�� Tentcheva et al. (2004a) ���>"&���	�:��
:L���	�����!�&�:��

�!�� %:!#�����$�=����GH'7�H��'����"����$�=��!����'����%7H�&�'
�L��!�
����G���7
>���������GH'

H�&���	�:���!�� (Bailey and Woods, 1974) ��'�	��"
����G���7���H���� 
����G���7 DWV 7�����

�!�*��GH'&������	�
�����
���Q
��#$��%:!���
>���������&���	�H��%H'������7�H (Chen et al., 

2005) �	!��G��L:��
I���
�'�"'�� (host) ���75Q
7�	����%
L�%���!��
����G���7��
>���������&�'


>�	�>�:!����:�H
����G�	��
I������� %��
����������������:�����
>���������
��
�����!�*��75�

7!�#�&�'
��H�������%��
��*�����
$���$����G�75!���:�	
��
I���
�'�"'��GH' (Chen et al., 

2006a) H������:���!���$����:�	�!�����
���Q
�E�:��
:L���	H��#����GH'�������H���I$��>"���:�H


����&���	�:���!�������!�&���	�:��
:L���	 ����������#����GH'	��������%:�:!�����*H	"��

������H>"�$� 90% (������H
��	���	) &�
/����"��������H>"
>�	� 12% (������H>�
	�) %��

7�����"&�������H���>5�%��%>�!���� DWV 
�E�
����G���7���H
H�	���������:���>"���H'�	 ���


�E�G�GH'�!����=/����7+���%�H�'��7!�#�:!����:�H
����G���7 *H	"��
�/������H
��	���	
/�


�L":���	!��
�E��!���������:� ���&�'�����=/������%��>���H��
��	����� I$�����
�E�:�����:�'�&�'


��H�����"�H
��*��:!�� X GH'H�
$�� 

 Acute bee paralysis virus (ABPV) :���>"���
�E����H�"7������������ DWV >"

���:�H
����G���7&�#$��>��?��:��
:L���	������ 9 ����� ��H
�E� 20% 
�������������������H %��

>"���:�H
����&�#$��>��?��:���!�������� 21 �������H
�E� 46% 
�������������������H %��
�������

#����H�"
"7���GH'�������H�����
���	"
��	"���H�"&����
'��5�>"�!�������
�������" Israel 

acute paralysis virus %��
����
IL�:�����
��������!� 97% *H	����G�
����G���7���H������:���>"

&�#$�����G�!%7H������ (Berényi et al., 2006) ���#�����H���>"�!�&�������H
��	���	�����

:���>" ABPV &�#$��>��?����	�:���!��
���������� %��"��������HG�!>"���:�H
����G���7 

(������H���>5�%��%>�!) ��'�	��"#�������:���7�"
����G���7 DWV H������
'��5�����$����

7��"7���#�
�����=/�7+�>%�H�'�����%:�:!�����&�%:!��>������:!����:�H
��������%>�!��"�H


��G���7GH'    

 Sacbrood virus (SBV) �5�:���>"
�E����H�"���7��������� �������$�=��!����'������

���:���7�"���:�H
����
��#$��>��?����	�:���!��&�%�"%������&:' (Topley et al., 2005)  >"���
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:�H
����&�:���	!�����G�!%7H������GH' *H	&�'
����� single multiplex RT-PCR 7�����"&����
��

G�	��������	������>"
����G���7���H���&�#$��*>�����
���	�"�H�	��	%���!��
�� (Areekul et al., 

1980) *H	
����G���7������&�'
��H*��%I�"�5H&�#$��*>��
�E�7�	>��?������!��
'��%:�:!�����
��������!�

*��&�#$��>��?�� �$�GH'�����:�������
����G���77�	>��?��&��!I$���!�*��&�#$��*>���!� “G�	%I�"�5HG���7” 

(Thai Sacbrood Virus, TSBV) (��>	��H�, 2526) 7�����"&�#$��>��?����������	���
���	���"���7�����

*�����
����G���7���H����!��
'���'�	 %��#��������$�=����>"���:�H
����G���7&�#$��>��?��:��
:L���	

������ 2 ����� ��H
�E� 4% 
�������������������H %��>"���:�H
����&�#$��>��?��:���!�������� 

5 �������H
�E� 11% 
�������������������H %��
�������#����H�"
"7���GH'�������H�����


���	"
��	"���H�"&����
'��5�>"�!�������
�������" SBV %����
����
IL�:�����
����� 91% 

*H	���:�H
����:���>"
Z>��&� 2 ������H ��� ������H������%��
��	���	���#����GH'%7H�&�'
�L�

�!������"�H
��
����G���7���H���&��!��
��7��������!��
'���'�	 ���
�����������=/������


Z>��:��
��*��G���7���H��� ����!��
'��%7H������&�'
�L��	!����H
�� ���&�'#$�����%��
�=:���

#5'
���	�#$��7�����>"%�����=�*��%I�"�5HGH'�	!������!���� *H	���%	�#$�����
�E�*�����������


>��������	���� �$�G�!
��H��������	
��*�������� 

7�����" Kashmir bee virus (KBV) ���� >"���:�H
����G���7&�#$��>��?��:��
:L���	������ 1 

����� ��H
�E� 2% 
�������������������H %��>"���:�H
����&�#$��>��?��:���!�������� 2 �����

��H
�E� 4% 
�������������������H %��
�������#����H�"
"7���GH'�������H�����
���	"
��	"

���H�"&����
'��5�>"�!�������
�������" KBV %��
����
IL�:�����
��������!� 96% ���

����$�=�������H�"
"7>"�!�  KBV %�� ABPV ��������'�	��$�����!��
'��75� (de Miranda et 

al., 2004) ����������������$�=�
���	���"���%>�!�����	
��G���7���H��� %����H�!�
���	�
'����"

G�������� (Varroa destructor) (Chen et al., 2004) 
��������>"���:�H
����G���7 KBV ���
$��
������

���:���>"������G����
$��H'�	 %��#�����H������GH'�������$�=����>"�!� :���>"���:�H


����
��G���7 KBV &�������H������&�����������������G���������!��
'��75�
�!����
����
���	"
��	"

��"������G�
��������H����������������G�!>"���:�H
���� %:!
����������:�����
����G���7 KBV &�G�

�������%:!G�!>"���:�H
����G���7���H��� I$��#����GH'%7H�&�'
�L��$�����!�	��HG���7���#$��75!#$��H'�	

���
�� %��
�E������������!�	7��"7����������	�!����'���� (Chen et al., 2006a; 2006b) 

H'������$�=�
���	���" Chronic bee paralysis virus (CBPV) ���� ����������	�!����'����

%7H�#�&�'
�L��!� CBPV 
�E�
����G���7���>"GH'�'�	&�"�����
�� 
�!� &����
�������
�7%��

��7
:��	�����:���>"�'�	��!� 10% 
��:���	!�����:���7�" (Berényi et al., 2006; Tentcheva 

et al., 2004b) &�
/����"�����
�� GH'%�! ���
���������	�����>"�	!����'��
����$� 60% 
��

:���	!�����:���7�" (Antúnez et al., 2005) 7�����"&����
��G�	���+��
���������������$�=�

������&�'���"�!�G�!>"���:�H
���� CBPV &����:���	!�����������:���7�" ����$��������$�=�

�!����'����H'�	
����� real time PCR &�G�����������
�L"���������H���>5�&���>.�. 2548 >"���
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:�H
����G���7�����!� 1 ���H %:!G�!>" CBPV &�G��������
�!���� (Chantawannakul et al., 2006) 

H���������
�E�G�GH'�!�������H&�"��
�/���G�!�����%>�!�����	
��G���7���H���  

Black queen cell virus (BQCV) 
�E�
����G���7������"����!�������7��>��?���" Nosema 

apis (Bailey and Ball, 1991) %�������=/�
Z>��:�����%7H���������&�'#���
I���
��H7�H�� �$���

���:�������:�����=/�����!�*�� 7�����"����H������
�����������$�=�%�'� >"�!�G�!>"���:�H
���� 

BQCV 
�!�
H�	���" CBPV I$��#����GH'%:�:!���������$�=�&����
������ X ���>"���:�H
����"'��

������	 (Antúnez et al., 2006; Berényi et al., 2006; Tentcheva et al., 2004b) 

 %���������$�=����:�H
�����!�����
��
����G���7���	���H>"�!������:�H
�����!�����
��

G���77�����H ��� DWV %�� ABPV �����/ 17% 
��:���	!�� ���:�H
�����!�����
��G���77��

���H 13% 
��:���	!��%��
����G���77�����H 4% 
��:���	!�� *H	
����G���7����7�����H���GH'%�! DWV, 

ABPV, SBV %�� KBV >"����7�����&�:���	!��#$��>��?�����
�L"���������H������I$��
�E�%��!����������5�

�"���*H	G��������&������/75������/ 4.7 - 11.6% I$��#����GH'%:�:!���������$�=�&�

���
����7
:��	���>"���:�H
�����!�����
��G���7�'����H��� DWV, ABPV, BQCV, SBV %�� 

CBPV %:!G�!>"���:�H
����
��G���7 KBV &�:���	!�����������:���7�" (Berényi et al., 2006) 

7�����"���7�����G�����7�����H���� >"�!�����������	:��
��G����H&H���H��$��&����������H%��

>"���&�������H������%���!�� 7!��&�������H
��	���	G�!>"G��������
�	
/����������7����� 

���#�����H���%7H�&�'
�L��!���:���	!��#$��>��?�������� 20 �������� 46 ����� ������H
�E� 

43% ����5��"���*H	G������������G����>���%��7�%���� 15 �����������H
�E� 33% ����5��"���

���G�����7�����H %����:���	!��#$��>��?�������� 9 ��������G�!>"G�%:!
����������:���7�"&�#$��

>��?��>"���:�H
����G���7 DWV ���� ABPV ��������7�����H 7�����"���7�����&����
�������
�7

����:���	!��#$��>��?�����G�!��G���G�!>"���:�H
����G���7H'�	 (Tentcheva et al., 2004b) H������#����

�H������GH'�$�%7H�&�'
�L��$�����!�	��H
��
����G���7���
������������G�
�E�>���GH' (Chen 

et al., 2006a; 2006b) ������������:���	!��#$��>��?�������� 8 ��������G�!>"���:�H
����G���7
�������

����H7�"H'�	
����� RT-PCR %����:���	!��#$��>��?�������� 2 ��������������H���>5�%��%>�!���

G�!>"G�%�����:�H
����G���7 7�����"��������>"���:�H
����*��:���!��
�!�	5*�
��	�%��*�������"

�5HI$������	������:���>"
�L��'�	�!����'���� (Theantana and Chantawannakul, 2008) %:!G�!

>"����7��>��?����
���	���"���
��H*��G���7&�����H������ %��
�������:���	!��G����������:�����

���:�H
����G���7���� 6 ���H
�!�
H�	���"#$��>��?�� *H	��:���	!�����7�����������H7�"GH' 12 

:���	!�� 
����������������
������������G��������G�!
>�	�>�:!�����H7�" >"���:�H
����
Z>�� 

DWV *H	>"���:�H
���������� 7 :���	!�� ��H
�E� 58% 
��:���	!��������H  

 &�H'������7��>��?�
�����7>��?�����
��G���7��7�:%��#$�� ����
�'�+�> (host) ���&�'

7������?�"�	����������
����������	��!�*����"7���������:
�'�+�>GH' %�� %7H��������
>�� 

(specificity) 
��G���7:!�����!�*��&�#$�� 
�����������!�������G���7�� codon usage ��'�	��"&�#$�� 
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���&�'G���77�����&�'���"�����7�'��������7��>��?�����%�������%7H����
��	��&�7���������:


�'�+�> ���� Host GH'�	!�������7��?�+�> 
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����%4 

��
1
 

 

���#� 

*�������"�5H
�E�*�������"�HGH'�!�	%��>"GH'����*�� 
�!� 7�����
����� 7����

��/����� 	�*�� ��7
:�
��	 *H	
Z>�����
��
�L�I�*� I$��&�'7�Q����
��������!�
�E�
�����!�*�����

���%��%�����&�'
��H����
7�	��	���7�H&����
�� (Heath, 1982; Hornitzky, 2001)&�G�	GH'>"


���������"�H&��� >.�. 2530 &�������H
��	�&��!�����$�>�=/�*�� (Chantawannakul, et al., 

2003) 
������ Ascosphaera apis 
�E�
�������!�*�������"�5H&�:���!��#$�����>"&��:���=��� 19 

%��GH'�������H���!�*H	&�'����
��7�/������	� (Bissett, 1988)   &��� �.� 1998 
>����������&�'


�����������*�
����&����&�'
>���"!����H
����H����!�� (Anderson et al, 1998) ����$�=�&�
������

���H���	�����'�	�������&�%��:!�����
��  

&���������:
�������H���&����
��H*��
�������7����
���������
�����G���"�����
��:��

�!��#$�� 
����

'�G�&���""���
H������� >"�!�����������
��7���� %��
���������
���Q
��
7'�

&	 �����������>"�!�
���������H�����%������:���!��%��
���Q���&�':���!��
��#$�������=/� 7�
��

��'�����:�� ���� 
��	��!� Mumification (Bailey and Ball, 1991)   ���
��H*�����H���&�:���!��#$�����

&�'���#$���!��%�%���H�����/��� 
�L"���������$� �����/ 50 
����
IL�:� (Heath, 1982)  


"�����
��H*��������G��!�*��
��
����H����!��	��G�!����	�������'�>"  &���������:
����

���H���&����
��H*��
�������7����
���������
�����G���"�����
��:���!��#$�� 
����

'�G�&���""

���
H������� >"�!�����������
��7���� %��
���������
���Q
��
7'�&	 �����������>"�!�
������

���H�����%������:���!��%��
���Q���&�':���!��
��#$�������=/� 7�
����'�����:�� 
�������!�*��&�

%������	���H
�!� Metarhizium anisopliae 7�'��
��GI�� subtilisin VCP1 %�� Pr1 I$��
�E� 

virulence factor 
��
������  &�
���� Paenibacillus larvae subsp larvae 7�'��
��GI�� 

metalloprotease PLPA ����������Q7�"�:�
�E� elastase %��7����������	  Apidaecin %�� 

Abaecin ��������'����
�E� antibacterial peptide &� hymolymph 
��#$�� (Chantawannakul and 

Dancer, 2001) 
��GI�� metalloprotease H����!����7!��
���	�
'��%��
�E��`���	7����Q
������!�

*�� (pathogenicity factor) %���������%��
��*��I$��%:�:!��&�%:!��7�	>��?�� �������	���

���������&�'���"��G�����!�*��	�����&�'7��������"%��!������
��*�� "��
�/���
�E�%��!�

%>�!
����   �������	����$�����H���7���&������
��GI�����7�'�����
����H����!��I$��7��������&�'���"

��G����%��#!��
����
	������
H�������
��:���!��#$��
�� Ascsphaera apis I$����������G�
�E�

%�����&�����]�����*��:!�G�  %���$�=����#��:
��GI��
��
���������%	�GH'������
��G�	

*H	
���	"
��	"��"��������	�7�	>��?������X 
�!� 
	����� %�� 7�	>��?���'���������5�	�
�L"
���� 
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�
.$�!�"
��� 

 


>����$�=������������	
�����!�*�������"�5HH'�	�5�%""
��GI�����#��:%����/7�"�:�
��


��GI��"�������� 

 

��D�����-��� 

 

1. ���*��*�"���.��	
��������� Ascosphaera apis 

        1.1 ���I��:���!��#$����������=/�%�'�:�	�	5!+�	&����H��������������"������ 

Sabouraud agar + 0.2% yeast extract (SabY) (���#7� 1% streptomycin &�'������

'�
'�

7�H�'�	��� 0.1 g/l) ���G�"!������/�+5�� 30 
O
C �����������
7'�&	
��
������
���Q��������I��:��

�!��#$�� 

��	
7'�&	
��
��������������
���	�"������ SabY ���#7� 1% streptomycin (0.1 g/l) 

%��������:!���	�
�������X 14-15 ���  

        1.2 ������:���7�"���=/����7�/������	�
��
���� Ascosphaera apis ���%	�GH'+�	&:'

��'�����������
��7������"%����'�������������
��:���%""7!�����H (SEM) 
>���7�����

���=/�
Z>��
��*���7�'��7�">��?��
��
������ A. apis ���
��	��!� spore cyst I$��+�	&���"���� 

spore ball ���	X������%:!�� spore ball ���� ascospores  

 

2. ����-
�����
�,�����>Z����%��
%�0������Z��� (extracellular enzyme) �L�%��#����


�,��*��*(����>Z�� (enzymatic pattern) ���������� Ascosphaera apis 

2.1 ������:���7�"���7�'��
��GI����������+�	���
I���
��
������ A. apis *H	&�'��H

:��� API ZYM kit %��&�����H���GH'�������� 2 I��� &����XG�*I
��  (BioMerieux, 2004)      

2.2  �������H7�"���7�'��
��GI��*��:�
�7H'�	��?� agar plate method 

 

3. ���.��	
�����-������>Z���!�.���
��%(��.	��������� Ascosphaera apis 

        �������H7�"���H
��
��GI��*��:�
�7 *H	������ crude enzyme ���GH'������
>��
���	�    

A. apis G4 &������  Sabouraud dextrose broth + 0.2% yeast extract �����/�+5�� 30 
O
C 120 

rpm 
�E�
��� 11 ��� ���H7�"*H	���"!�>�'����":��	�"	������H:!��X H��:������� 4.1 �����/ 

30 ���� 
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.������% 4.1 7��	�"	������H:!��X�����#�:!����������
��
��GI��*��:�
�7 (Chantawannakul, 

1999) 

  

:��	�"	��� �����/����

'�
'����
:��	�   �����/����

'�
'����&�'   *��:�
�7���!�
�]����	 

   

  PMSF                100 mM &� DMSO         0.5 mM               Serine protease 

  E64                10 mM &� water                   0.1 mM    Cysteine protease 

  Pepstatin               100 �g/ml &� DMSO         0.5 �g/ml               Some pepsin-like 

                      aspartyl protease 

 1,10-Phenanthroline         100 mM &� DMSO          1 mM               Metalloprotease  

 Phosphoramidon              1 mM &� water           10 �M               Thermolysin-like 

                      Zn2+   metalloprotease 

        

        ��������������������H�!����������
��
��GI��*��:�
�7 H'�	��?���� Hide azure powder 

assay  (Chantawannakul, 1999) *H	�� reaction mixture H��:������� 4.2  

 

.������% 4.2 �����/%�����H
��7��&� reaction mixture 

 

                   Hide azure powder       Water          Buffer          Enzyme          Inhibitor       DMSO 

 

  [water]      0.003 g   215 �l          1300 �l          -          -              -  

 [DMSO]        0.003 g   200 �l           1300 �l          -                     -              15 �l  

  PMSF                 0.003 g       -               1300 �l          200 �l             15 �l           - 

   E64                   0.003 g       -               1300 �l          200 �l             15 �l           - 

  1,10- 

  phenanthroline     0.003 g       -               1300 �l          200 �l             15 �l           - 

  Pepstatin             0.003 g       -               1300 �l          200 �l             15 �l           - 

  No inhibitor          0.003 g                       15 �l         1300  �l         200�l         -             

-  

  DMSO                0.003 g       -               1300 �l         200 �l                 -            15 �l 

         

        ������"!�%:!�� reaction mixture �����/�+5�� 37 
O
C 
�E�
��� 2 ����*�� ����������G��`�����

����
�L� 10,000 rpm  H5H
��7!��&7����H�!����H5H����%7���� 595 nm  
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4. ���&)�:�
0��"��%����"
�.'����(��.���>Z����%>-,�#�����
-����� 

       4.1 �������$�=�7+������
����7�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 

   ������
>��
���	�
������  A. apis &���������H
���:!��X GH'%�!  

       - Sterile germination medium  

  - Yeast glucose phosphate medium  

  - Potato dextrose broth (PDB)  

  - PDB + 0.4% yeast extract       

  - PDB + 0.5% malt extract  

  - Sabouraud medium (Sab) 

  -  Sab + 0.2% yeast extract  

        ���G�"!�>�'��

	!������/�+5�� 30 
O
C �������
�L� 120 rpm 
�E�
��� 7 ��� %�� 11 ��� 

���������� �����
��������
����
���Q�	5!G�
����	�%	��������
�L� 6,000 rpm ��/�+5�� 4 
O
C 
�E�


��� 10 ���� �������H5H
��7!��&7G��H7�"�!����������
��*��:�
�7H'�	��?� azocasein 

method �����H�������
��
��GI��*��:�
�7H'�	��?� azocasein  method  

4.2 ����$�=����!�>�
�����
����7�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 

        ������
>��
���	�
������ A. apis &���������
����7�%�����������">�
��
�������
�E� 

6.0, 7.0, 8.0, 9.0 %�� 10.0 ���G�"!�>�'��

	!������/�+5�� 30 
O
C �������
�L� 120 rpm 
�E�
��� 

7 ��� ���������������
��������
����
���Q�	5!G�
����	�%	��������
�L� 6,000 rpm ��/�+5�� 4 
O
C 


�E�
��� 10 ���� �������H5H
��7!��&7G��H7�"�!����������
��*��:�
�7 

4.3 ����$�=�#�
��7+�������
�E���H%��H!��&������&�����!�����
>��
���	�:!����

#��:
��GI��*��:�
�7 

������
>��
���	�
������ A. apis &������
��� %�������%
L������ 0.1% bromophenol 

blue 
�E� indicator &�����������7����������H:!��X*H	��>�
�� 
����:'���� 5.2 ����������G�"!�

>�'��

	!������/�+5�� 30 
O
C �������
�L� 120 rpm 
�E�
��� 7 ��� *H	��������H:!��X GH'%�! 

 - 0.1% yeast extract  

 - 0.1% yeast extract + 1.35% K2HPO4 

 - 0.1% yeast extract + 1% glucose 

 - 0.1% yeast extract + 1%glucose + 1.35% K2HPO4  

 - 1% yeast extract + 1% glucose 

 - 1% yeast extract + 1% glucose 1.35% K2HPO4  

        ���������������
��������
����
���Q�	5!G�
����	�%	��������
�L� 6,000 rpm ��/�+5�� 4 
O
C 


�E�
��� 10 ���� �������H5H
��7!��&7G��H7�"�!����������
��*��:�
�7 %����������H�!�>�


�����GH'��������%:!�����H&�%:!��G�*I
�� 
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5. ���&)�:�
0��"��%����"
�+����(��.���>Z�� ß-N-acetylglucosaminidase 

5.1 ����$�=�����������
����7�:!����#��:
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase 

        ������
>��
���	�
������  A. apis &���������H:!��X GH'%�! basal salt + 2% colloidal chitin 

%�� enrichment culture  �������

'�
'� colloidal chitin :!��X (0.2, 0.5, 1, 1.5, 2 %�� 2.5%)  

���G�"!�>�'��

	!������/�+5�� 30 
O
C �������
�L� 120 rpm 
�E�
��� 14 ��� ���������������
���

�����
����
���Q�	5!G�
����	�%	��������
�L� 6,000 rpm ��/�+5�� 4 
O
C 
�E�
��� 10 ���� �������H5H


��7!��&7G��H7�"�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase :����?����
��  Tsujibo %��

�/� (1998)  �����H�������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase *H	 reaction mixture 

�����"G�H'�	   reaction tube:  200 �l  1.0mM  p-nitrophenyl-ß-N-acetylglucosamine (PNP-

ß-GlcNAc) &�7������	 50 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.5) %�� 100 �l crude enzyme 

Control tube:  200 �l  1.0 mM (PNP-ß-GlcNAc) &�7������	 50 mM  Tris-HCl buffer 

(pH 7.5) %�� 100 �l Tris-HCl buffer (pH 7.5) ����������G�"!������/�+5�� 37 
O
C 
�E�
��� 2 

����*�� %���������	�H�;�����	�H'�	 0.2 M Na2CO3 ����������G���H�!����H5H����%7���� 420 nm 

H'�	
������ spectrophotometer ����!����H5H����%7����GH'G�
���	"
��	"�������/ p-nitrophenol 

���������:����7������	 p-nitrophenol %�������H&�'�!� 1 unit 
�� ß-N-

acetylglucosaminidase ���!�
�!���"�����/
�� 1 �mol 
�� p-nitrophenol ����5���H��!�	

+�	&�
��� 1 ����+�	&:'7+�������������H��� 

 

6.  ������'� specific activity 

        ���!� specific activity GH'��������H�����/*��:��*H	&�' modified Lowry’s method 

(Lowry, 1951)  

 

7. ����#����
��D�J���>Z�� ß-N-acetylglucosaminidase  

7.1 ���:�:����*��:��H'�	
����%��*�
��	�I��
�:  (protein salting out) ��� crude 

enzyme ���GH'��������:�:����H'�	%��*�
��	�I��
�:�������

'�
'�:!��X:�����H�"H����� 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 %�� 90% saturation :�����H�" 
����
����%��*�
��	�I��
�:����	

����H ���G�
����	�%	�7!��&7�������
�L� 6,000 rpm  ��/�+5�� 4 
O
C 
�E�
��� 30 ���� %	�7!��

&7%��:���� %�'�����������	:����H'�	 Tris-HCl buffer ���>�
�����
����7�:!�������"��7��?�K


��GI��
���:!�G� ��H�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase %������

'�
'�
��*��:�� 

&�7!��:�������GH'%�'������7�'������
>�����
���������!�����:�:�������
����7�:!�G� 

7.2 ��������H
����H'�	��?� ultrafiltration  &7!:���	!��*��:�������:� 15 ml &����H 

ultrafiltration ���H 10 kDa cutoff (Pall, USA)  ����������G�
����	��������
�L� 1,800 x g 
�E�
��� 

1 ����*�� ����������:���	!��*��:������5����&�'

'�
'�
$��>�'����"���
����	�
��
�������G�%�'���
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���������"�����:�H'�	 20mM Tris-HCl buffer, pH 8.0 &�'GH'�����:� 15 ml %�'����G�
����	����

�������$��%�����I���
���:�������� 1 ����� 
>���&�'7����������H
�������G�&�'GH'������7�H 

       7.3 ������"��7��?�K
��GI��H'�	��?�*����*�������%""%��
����	������ (ion-exchange 

chromatography) 

7.4 ������"��7��?�KH'�	��?�*����*�������%"" gel filtration column chromatography 

 

8.  ���&)�:��
�:�"��L�"���!�"���������>Z�� ß-N-acetylglucosaminidase ��%*��

���
��D�J 

8.1 ����$�=� >�
�� ���
����7�:!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase 

 ���7��:���:'� (substrate) ��� &�'&������H�!����������
��
��GI�� ß-N-

acetylglucosaminidase GH'%�! p-nitrophenyl-ß-N-acetylglucosamine ������	&�'������

'�
'� 

1 mM &�"��
����������!� >�
�� :!��X :���%:! 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 %�� 10.0 %�'�

��������H�!����������
��
��GI�� 

8.2 ����$�=���/�+5�����
����7�:!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase 

��������H�!����������
��
��GI��*H	&�' p-nitrophenyl-ß-N-acetylglucosamine ���

����	&�"��
�������
����7� ���������������H�!����������
��
��GI�� *H	������"!������/�+5��

:!��X ��� 0, 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55 %�� 60 
O
C 

8.3 ����$�=�#�
��%��G���:!����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  

        ���7������	
��GI����
:��%��G������H:!��X GH'%�! Ca
2+

, Mg
2+

, K
+
, Na

+
, Cu

2+
, Zn

2+ 
 

%�� Li
+ 

 &�'������

'�
'�7�H�'�	��� 1 mM ����������G���������H�!����������
��
��GI�����

����	&�"��
�������
����7� ����������"!������/�+5�����
����7� #����GH'
��	"��"�!���������� 

100 
����
I�:�������������
��
��GI��&�
/����G�!��%��G�������>�
��%����/�+5�����


����7�     

8.4 ����$�=�����
7��	�
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  :!���/�+5�� 

        �������H���
�!�
H�	���"�����H�!����������
��
��GI�� %:!�!�����
��GI������������H

�!���������� ���
��GI��G�%�!�����/�+5��:!��X ���  30, 35, 37, 40, 45, 50, 55 %�� 60 
�E�
��� 

60 ���� #����GH'
��	"��"�!���������� 100 
����
IL�:� ������������
��
��GI�����>�
��%��

��/�+5�����
����7����G�!�����"!������/�+5��&HX�!���������������H�!���������� 

8.5 ����$�=�����
7��	�
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  :!� >�
�� 

        �������H���
�!�
H�	���"�����H�!����������
��
��GI�� %:!�!�����
��GI������������H

�!���������� ���
��GI��G�%�!&�"��
������� >�
�� :!��X GH'%�!  5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 %�� 10.0 


�E�
��� 24 ����*�� #����GH'
��	"��"�!���������� 100 
����
IL�:� ������������
��
��GI�����>�


��%����/�+5�����
����7����G�!�����"!����>�
��&HX�!���������������H�!���������� 
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9. ���.��	
���������
��D�J������>Z��-,����D� SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel)  

                 9. 1 #7�7������	&�7!�� resolving gel I$�������"H'�	 40% acrylamide 2.5 ml, 

2% bis-acrylamide 1.33 ml, resolving gel buffer 2.5 ml, 10% SDS 0.1 ml, ��������� 3.46 ml 

%�� 10% ammonium persulphate 0.1 ml #7���&�'

'���������/ 30 ������ �������&7! 

TEMED 0.01 ml #7�&�'

'����%��H5H&7!&��!���!��
��%#!�����������/ 7 ml H5H���������&7!

H'��"�
��#��
�������/ 1 ml ���������!�	&�'
��H��� polymerization �����/ 1 ����*�� 

                 9.2 #7�7������	&�7!�� stacking gel I$�������"H'�	 40% acrylamide 0.33 ml, 

2% bis-acrylamide 0.30 ml, stacking gel buffer 0.83 ml, 10% SDS 0.03 ml, ��������� 1.81 ml 

%�� 10% ammonium persulphate 0.03 ml #7���&�'

'���������/ 30 ������ �������&7! 

TEMED 0.003 ml #7�&�'

'����%��H5H&7!:!�������� resolving gel�����/ 2 ml �������&�' 

comb 
7�	""�#��
�������*H	�����G�!&�'
��H������������!��#��7��#�7
��
��%�� comb 

���������!�	&�'
��H��� polymerization �����/ 30 ���� 

                 9.3 
:�� running buffer 7�����"������ SDS-PAGE ��&��!�����&�'&������� 

electrophoresis &�'
���
���������	 "!�"�������/ buffer :���7�H���&�'&������� electrophoresis 

��>������/ ���������������H comb ������#��
�� stacking gel  %��&7! running buffer  ��

&� upper buffer reservoir &�'�!��#��H'��"�
�� stacking gel 

                 9.4 
:��	�:���	!��*��:�� *H	#7�:���	!��*��:��&� loading buffer 7�����"������ 

SDS-PAGE &���:��7!�� 1:1 %�����G�������:'�&�����
H��H�������/�+5�������/ 95 
O
C �����/ 

3 ���� 

                 9.5 ������*��H:���	!��*��:����G�&�����"�#�� stacking gel �����:� 5-10 �l  

%��*��H pageruler 
TM 

 prestained protein ladder (Fermentas) 
>���&�'
�E� marker "���$����

*�
����&�:��%��!�:!��X "�#��
�� 

                 9.6 :!�
���G��]��"%��"��"�����H�!�� electrophoresis 

'���" power supply %��

������ run *H	&�'���%7G��]� 200 *���� �����������
�L�%�"7�
�� bromophenol blue 


�����������G����$����	H'���!��
��%#!�
��  

   

10. ���.��	
��*$��!�.�����	�-,������,��*�� silver staining       

        �������������"��7��?�K
��GI�����
��GI�����GH'��������:���7�"����"��7��?�KH'�	������ 

SDS-PAGE ����������
����������	'��H'�	��H Plusone silver staining kit, Protein (Amersham 

Biosciences, Sweden)  
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(�����-��� 

 

1.���*��*�".��	
��������� Ascosphaera apis 

        ������%	�
������ A. apis ���:���	!�� :���!��#$�����:�	���*�������"�5H (chalkbrood 

disease) "������ Sabouraud agar + 0.2% yeast extract (SabY) ���#7� 1% streptomycin 

7�����%	�
������GH'������H 7 G�*I
�� %��GH'��"�������
��������� Department of 

Technology, National Institute of Technology and Evaluation, Japan ��� 2 G�*I
�� H��:����

��� 4.3 

 

.������% 4.3 %��!������
��
������ A. apis %:!��G�*I
��         

 G�*I
��
������ A. apis    %��!����GH'��" / %��!����������%	� 

IFO 31608 %�� NBRC 9831 GH'��"��� Department of Technology, National 

Institute of   Technology and Evaluation, Japan 

HL-5-2, HL-8-3 %�� MR6  %	�GH'��������#$��&� �.
��	�&��! ���
��G�	 

G1, G2, G3 %�� G4   %	�GH'���:���!��#$�����:�	������
��
	����� 

 

        ���:���7�"���=/����7�/������	�
��
������ A. apis +�	&:'��'�����������
��7�

�����"%����'������������
��:���%""7!�����H (Scanning electron microscope, SEM) 

GH'#�����H���H�����  ���=/�
7'�&	
��
������ A. apis ���������7�����+�	&:'��'�����������


��7������"���������
	�	 40 
�!� %7H�&�'
�L��!������7�'�� septum ����+�	&�
7'�&	
��
������

��H
�E�
�����������
7'�&	%"" septate  hyphae ������������=/�#��+�	���
��
7'�&	�����=/�

#��
��	" (�5���� 4.1 (1)) %��>"���7�'��*���7�'��7�">��?�����
��	��!�7����I�7:� *H	+�	&�7����

I�7:���"����7����"�����	���G�'+�	&� (�5���� 4.1 (2)) %��
����������:���7�"���=/�
��
����

�� A. apis +�	&:'��'�������������
��:���%""7!�����H7�����7�����
�L� ascospores ���"����

�	5!+�	&�7����"�����%:������%�'� (�5����4.1 (3)) 
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                            (1)  (2)     

 

 

 

                                                                              

 

  

 

   (3) 

 ��!��% 4.1 (1) ���=/�
7'�&	
��
������ Ascosphaera apis ���%	�GH', (2) ���=/�
��7����I�7:� 

(spore cyst) ����!���'�7����"�� (spore ball) 
��
������ A. apis +�	&:'��'����������
��7�

�����", (3) ���=/�7����"�� (spore ball) ���%:� +�	&�"���� ascospores �	5!
��
������ A. 

apis +�	&:'��'�������������
��:���%""7!�����H 

 

 2. �-
�����
�,�����>Z����%��
%�0������Z��� (extracellular enzyme) �L�%��#����
�,��

*��*(����>Z�� (enzymatic pattern) ����������  Ascosphaera apis 

 2.1 �������H7�"
������ Ascosphaera apis  9 G�*I
�� ��"��H:��� API ZYM kit  

       Ascosphaera apis 
�E����!�*�������"�5H&�#$�� 
�����H7�"�5�%""
��GI�������������
����

���!�*�����H��� ��� 9 7�	>��?�>"�!������7�'��
��GI��������H 11 ���H ��� 
��GI�� protease, 

ß -N-acetylglucosimidase, alkaline phosphatase, esterase, esterase lipase, leucine 

arylamidase, valine arylamidase, acid phosphatase, napthol-AS-BI-phosphohydrolase, ß 

glucosidase %�� ß -mannosidase) H���5���� 4.2 
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��!��% 4.2 �5�%""
��
��GI��
��
������Ascosphaera apis ���� 10 G�*I
��*H	&�'��H kit API 

ZYM  ��!���$"%7H��;�����	�
�!���" 20 -  40 nmol  7!����!���$"��$��7!��%7H��;�����	�
�!���" 5 

- 20 nmol  (NBRC 31608 %�� JFO 9831 
�E�7�	>��?���'����� MR6, HL 5-2, HL 7-1, HL 8-3 


�E�7�	>��?�����:���	!��&����
��G�	 G1-4 
�E�7�	>��?��������
��
	�����) 

1 = control; 2 = alkaline phosphatase; 3 = esterase; 4 = esterase lipase; 5 = lipase; 6 = 

leucine arylamidase; 7 = valine arylamidase; 8 = cystine arylamidase; 9 = trypsin; 10 = �-

chrymotrypsin; 11 = acid phosphatase; 12 = naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; 13 = �-

galactosidase; 14 = ß -galactosidase; 15 = ß -glucoronidase; 16 = �-glucosidase; 17 = ß -

glucosidase; 18 = N-acetyl- ß -glucosaminidase; 19 = �-mannosidase and 20 = �-

fucosidase 
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.������% 4.4 �!�����

'�
'�
��
��GI�����H:!��X���
������ A. apis �����+�	���
I��� 

                        

���>Z��                                             NBRC   IFO    MR6       HL5         HL8       G1    G2    G3    G4 

                                                                     9831    31608 

Alkaline phosphatase         5           5          5           5         5        5       4        5      5 

Esterase           3           2          2           2        2        2       2        2       3 

Esterase lipase          2           2          3           1        1        2       1        2      2 

Lipase           -           -             -           -          -         -       -         -       - 

Leucine arylamidase         4          4           4           3         2        4       4        4      4 

Valine arylamidase         2          2           2           1         1        2       2        1       1 

Cystine arylamidase         -           -            -           -          -         -       -         -       - 

Trypsin                                           -           -             -           -          -         -       -         -       - 

-chymotrypsin                    1          1           -           -          -         1       1        -       - 

Acid phosphatase         4          5         4          3         3         4       4        4      4 

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase        4         4          3          1         1         3       4        3      3 

-galactosidase                     -          -          -           -          -          -       -         

-       - 

ß-galactosidase          2          2         2           -         1          1       1        1      2 

ß-glucoronidase          -           -          -           -          -          -       -         -       - 

-glucosidase          2          2         1           -         1          1       1        1      1  

ß-glucosidase          5          5         5           2        2          5       2        3      5  

N-acetyl-ß-glucosaminidase        -          -          1           2        4          -        -         -       -

-mannosidase                       2          3       2           1        1         1        1        2      1 

-fucosidase          -           -           -           -          -         -       -         -       - 

���	
�:� : 1 = 5 nmol, 2 = 5-10 nmol, 3 = 10-20 nmol, 4 = 20-30 nmol, 5 = 40 nmol ����

�����!� 

2.2  ����H7�"H'�	��?� agar plate method 

�������H7�"���7�'��
��GI��*��:�
�7 (protease), G�:�
�7 (chitinase) %����G�
�7 

(amylase) 
��
������  A. apis ���G�*I
�� >"�!�
�����������H7�"���#��:
��GI��*��:�
�7 "�

�����%
L� skim milk agar >"�!�G�!
��H��&7��"*�*���GH'%��
�����������H7�"���#��:
��GI��

G�:�
�7 "������%
L� colloidal agar >"�!�G�!�����
����	�7�
�������
�E�7�
�������"*�*��� 

7�H�'�	
������ A. apis ���XG�*I
��
�����������H7�"���#��:
��GI����G�
�7 "������%
L� 

starch agar >"�!�G�!
��H��&7��"*�*���
����������
�H'�	G�*�H����"*�*���
��
������ 

 

 

 

A. apis !������"#
�$ 
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3. ���.��	
�����-������>Z���!�.���
��%(��.	��������� Ascosphaera  apis   

        �������"!� crude enzyme >�'����":��	�"	������H:!��X >"�!��!����������
��
��GI����

�5�	�"	���������7�H
����������"!� crude enzyme ��" PMSF �!�����G���H�!���������� *H	
����

�!����������
��
��GI��*��:�
�7 
>�	� 6.5% ��������� 1,10-phenanthroline 7�����	�"	����!�

���������
��
��GI��*��:�
�7GH'
�!���� *H	
�����!���������� 54.3% H������*��:�
�7���#��:

���
������ A. apis  ���
�E�
��GI��*��:�
�7 &����!� serine protease %�� metalloprotease %��

#�������"!� crude enzyme ��":��	���	������
���� ��#�H��:������� 4.5 

 

.������% 4.5 �'�����#������� crude enzyme ��
�	������'�L�,���
�.
��
��
�����-.'��X         

7���H7�"                  �!� O.D. 595 nm      �!� O.D. 595 nm ����"�!� O.D. 595 
��:�� 

        ��"��� (-) %�� (%) �!�������������
����         

 PMSF        0.021             0.003 (6.5%) 

 E64        0.062             0.047 (102.2%) 

 1,10-phenanthroline      0.043             0.025 (54.3%) 

 Pepstatin       0.066             0.048 (104.3%) 

 [water] (-)       0.015   

 [DMSO] (-)       0.018   

 Water   (+)       0.049             0.034  

 DMSO (+)       0.064             0.046 (100%) 

���	
�:�:  [water] (-)    = negative control &� reaction mixture &�'����%��
��GI�� 

      [DMSO] (-) = negative control &� reaction mixture &�' DMSO %��
��GI��  

      [water] (+) = positive control &� reaction mixture *H	������%��
��GI�� 

      [DMSO] (+) = positive control &� reaction mixture *H	�� DMSO %��
��GI�� 

 

4. �����
0��"��%����"
�.'����(��.���>Z����%>-,�#�����
-����� 

4.1 ����$�=�����������
����7�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 


��GI����������$�=���� 
��GI�� protease %�� ß -N-acetylglucosimidase �����H�!���7!��


���	�
'����"���
���#!��#���
���!���'��
��:���!��#$��%������!�*��  A. apis ��7�'��
��GI��

*��:�
�7 ������7�H&���������H sterile germination medium 
����
���	�
�E�
��� 11 ��� (�5���� 

4.3) %��"!���� 30°C 
��GI��proteases ���7�'����H�	5!&����!� serine protease 
�������!�*�����7�'��
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��GI�� ß -N-acetylglucosaminidase ������7�H
����
���	�&� enrichment culture medium 

�����"H'�	 0.2% colloidal chitin 
�E�
��� 14 ������ ��/�+5�� 30°C 

 

 
 

��!��% 4.3 %7H����#��:
��GI��*��:�
�7&���������%:�:!����� (� 7 ��� � 11 ���) 
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����������%	�"��7��?�K
��GI�� ß -N-acetylglucosaminidase >"�!�
��GI�� 7+���
��>�


�������#�:!����������
��
��GI���	!����H
����� >�
�� 6.0 *H	���&�'
��GI�����!����������

75�7�H�$� 75.264 unit/ml  �����!����     >�
�� 9.0 I$��
�E�>�
��������&�'
��GI��������GH':������7�H�$� 

313.6 
�!� %��&�'�!���������������!�>�
�����
�E����������/ 2 
�!� %7H�&�'
�L��$�

����7����Q
��7+���>�
�������:!����������
��
��GI��GH'
�E��	!��H� >"�!�&�
�����!�*��&�

%��� 
�!� Metarhizium anisopliae ���!�>�
�����
����7�:!����������
��
��GI��  ß-N-

acetylglucosaminidase ����!��>�
�����
�E���H�!��X
�!�
H�	���� *H	���!�>�
��
����7���� 5.0 I$��

&�'�!���������������!�>�
�����
�E����� 2 
�!� %����/�+5�����
����7�:!����������
��
��GI�� 

��� 37 °C %:!
�E�����!�7��
�:�!���/�+5��G�!GH'
�E��`���	7����Q��������?�>�:!����
����	�%����!����

������
��
��GI��&�'%:�:!������	!����H
��H��
�!�7+���
��>�
�� *H	>"�!��!����������
��


��GI�����GH'G�!%:�:!�����������&��!����/�+5��:���%:! 30 �$� 45 °C *H	���!����������&��!�� 

70-75 unit/ml 
���������'�����$��$���/�+5��&�:���!��#$��I$��G�!GH'��
����	�%����	!��#��#������


>���75�
$���$� 45 °C %:!�	!��&H *H	�����/�+5��:���%:! 40 °C 
$��G�
�E���/�+5�����G�!
����7�:!�

������&�'
��H
���:��:!��X
�����>����
��7������� ������:�'�, ���
	�	
��H %�����
��H 

germ tube �!��
��H������
�E�
7'�&	 (germination) I$��
������ A. apis G�!���������
�E������:'��

���":��&�'7�����������GH'�����/�+5�����75���!���/�+5���!����	
��:���!��#$��%:!�	!��&H 

���� ����� & �� � ��$ �=��� � ?� # �
� �%��G����:! �� � ��� � � ��
� � 
 �� GI��  ß-N-

acetylglucosaminidase >"�!�%��G������H:!��X����������$�=�GH'%�! Ca2+, Mg2+, K+, Na+ 

%�� Li+ G�!��#�:!�����!�	���&�'
��GI��������GH'H�
$��%:!���&�'�!�����������H:�����
�L��'�	*H	


�����!���������������/ 97-99 % %��>"�!�  Cu2+ %��  Zn2+  ���&�'�!�����������H��

�	!����H
��*H	
�����!����������
>�	� 49.69 %�� 8.92 % :�����H�" &�7!������$�=�����


7��	�
��
��GI��:!���/�+5��%��>�
�� >"�!�%��*�'�
������
7��	�
��
��GI��������H��

:���!���/�+5�����
>���75�
$��
�E����H�" *H	����
7��	�:!��!�>�
���L��%��*�'�
H�	����   

 

5. ���&)�:�
0��"��%����"
�+����(��.���>Z�� ß-N-acetylglucosaminidase 

5.1����$�=���7+������
����7�:!����#��:
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  

>"�!�
����
���	"
��	"�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ����!������� 

basal salt + 2% w/v colloidal chitin ��" enrichment culture + 2% w/v colloidal chitin 
������ A. 

apis 
���"���G�*I
�� &�'�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���G�!%:�:!����������� 

	�
�'�G�*I
��   HL-5-2 %�� HL-8-3 *H	>"�!�&������ enrichment culture + 2% w/v 

colloidal chitin ���� 2 G�*I
�����&�'�!�������������75���!�&������ basal salt + 2% w/v colloidal 

chitin �	!����H
�� (�5���� 4.4)     

         &���������
����7���� enrichment culture ���������

'�
'�:!��X
�� colloidal chitin 

>"�!��!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���GH'��� A. apis NBRC 9831, JFO 31608, 
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0
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Basal salt + 2%
colloidal chitin

Enrichment
culture + 2%
colloidal chitin

IFO     NBRC   MR6  HL-5-2   HL-8-3     G1        G2        G3        G4 

         31608    9831 

MR6, G1, G2, G3 %�� G4 G�!������%:�:!�����������%�����!�������������:��� 	�
�'�&�          

G�*I
�� HL-5-2 %�� HL-8-3  ���&�'�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���75���!��	!��

��H
��&����X����

'�
'�
�� colloidal chitin *H	�������

'�
'� 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 %�� 2.0% 

w/v colloidal chitin >"�!� A. apis HL5-2 &�'�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase 75�

���7�H *H	
Z>��&������ enrichment culture ����� 0.2% w/v colloidal chitin >"�!�G�*I
�� HL-

5-2 &�'�!����������
��  ß-N-acetylglucosaminidase 75�7�H��� 3.72 unit/ml ��������������

'�
'� 

2.5% w/v colloidal chitin  >"�!� A. apis HL-8-3 &�'�!����������
�� ß-N-

acetylglucosaminidase 75�7�H��� 1.85 unit/ml (�5����4.5) H��������������
����7�&�������G�

�H���&�
���:!�G���� ����� enrichment culture + 0.2% w/v colloidal chitin  

        �������H7�"
��GI����������+�	���
I��� (extracellular enzyme) H'�	��H:��� API 

ZYM kit %����?� agar plate method 
��GI�����GH'��������H
����
>���&�'&�����H���
���:!�G�&�

������"��7��?�K
��GI��GH'%�! 
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 ��!��% 4.4 �!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���GH'������"!�
���� A. apis &������ 

basal salt + 2% (w/v) colloidal chitin %�� ����� enrichment culture + 2% (w/v) colloidal 

chitin 

 

 

 

 

Isolate 
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EC + 0.2%colloidal chitin
EC + 0.5%colloidal chitin
EC + 1%colloidal chitin

EC + 1.5%colloidal chitin
EC + 2%colloidal chitin
EC + 2.5%colloidal chitin

IFO    NBRC  MR6  HL-5-2 HL-8-3  G1      G2     G3      G4 

      31608    9831 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��!��% 4.5 �!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���GH'������"!�
���� A. apis &������ 

enrichment culture (EC) �������

'�
'�:!�� X 
�� colloidal chitin (0.2, 0.5, 1, 1.5,2.0 %�� 

2.5% (w/v)) 

 

6. ����#����
��D�J���>Z�� ß-N-acetylglucosaminidase 

        6.1 ���:�:����*��:��H'�	
����%��*�
��	�I��
�: (protein salting out) 

        ���:������� 4.6 GH'%7H��!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase %������

'�
'�


��*��:�����:����*��:�����GH'������:�:����*��:��H'�	
����%��*�
��	�I��
�:�������



'�
'�:���%:! 10-90 % �������GH'����!�����H����%7H�����7��>��?�����!���!����������
�� 

ß-N-acetylglucosaminidase %������

'�
'�
��*��:�� >"�!��������

'�
'� 80% 
����%��*�-  


��	�I��
�:7��������&�'
��GI��:�:����GH'������7�H*H	���!����������
��
��GI��75�7�H��� 

12.37 unit/ml %��GH'�!�����:�:�������
����7����� % cut off ��� 30 I$��
�E��!�����
7'������!�

���������
��
��GI��
�������
$��%����� 90% I$��
�E��!�����
7'�����
����:��� �5���� 4.6 
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.������% 4.6 �!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase %������

'�
'�
��*��:�� ���GH'���

:����*��:������!��

'�
'�:���%:! 10-90 % Saturation 
����%��*�
��	�I��
�:   

%
����%��*�
��	�I��
�:               �!����������
��
��GI��               ����

'�
'�
��

*��:��       (unit/ml)                           (mg/ml)                  

 10             1.87              0.59 

  20             2.26              0.67 

  30                      3.39              0.68 

  40             7.03              0.66 

  50             8.54              0.49    

60             9.25              0.45 

70             10.98              0.38   

80             12.37              0.26 

   90             7.44              0.30               
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��!��% 4.6 ����7��>��?�����!���!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase %�� ����

'�
'�


��*��:�����:����*��:�����GH'������������:�:����H'�	
����%��*�
��	�I��
�: 

6.2 ������"��7��?�K
��GI��H'�	��?�*����*�������%""%��
����	������ (ion-exchange 

chromatography) 

6.2.1 ����H7�"�!�����
7��	�
��
��GI��:!�����
�E���H-H!�� 

         ����������
��GI��#7���""��
�������>�
��:!��X ��� 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 

%�� 9.0 >"�!�>�
�����
��GI��
7��	�������7�H��� 20 mM TES buffer, pH 5.5 *H	���!����������


��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  ������7�H��� 9.75 unit/ml (�5���� 4.7) 7!��#����

�H����!�����
7��	�
��
��GI�����>�
�����
����GH'#�H��:!�G���� ���>�
�� 5.0 >"�!����������
��


��GI�� 9.45 unit/ml, ���>�
�� 6.0 >"�!����������
��
��GI�� 9.54 unit/ml, ���>�
�� 6.5 >"�!�

���������
��
��GI�� 8.52 unit/ml,  ���>�
�� 7.0 >"�!����������
��
��GI�� 7.97 unit/ml,  ���

>�
�� 7.5 >"�!����������
��
��GI�� 6.38 unit/ml,  ���>�
�� 8.0 >"�!����������
��
��GI�� 

6.51 unit/ml,  ��� >�
�� 8.5 >"�!����������
��
��GI�� 6.16 unit/ml %�� ���>�
�� 9.0 >"�!����

������
��
��GI�� 6.41 unit/ml 

 

 

 

 

                                       % Ammonium sulphate 

10         20         30          40          50          60          70         80         90 
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��!��% 4.7 �!�����
7��	�
��
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase :!�����
�E���H-H!�� 

6.2.2 ����H7�">�
�����
����7�:!������"�������!��
��GI��%��
�I�� 

  

�������*��H
��GI��#!�� DEAE-sepharose fast flow column kit  %�'���H'�	"��
�������     

>�
��:!��X>"�!�7+�����������������:��H'�	 Tris-HCl buffer, pH 8.0 ����7��������&�'
��GI����"

��"
�I��GH'H����7�H*H	:���7�">"�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase  ������H#!��

�������������'�	���7�H��� 0.025 unit/ml (�5���� 4.8) 7!��#�����H��������"���
��
�I��%��


��GI�� GH'#�H��:!�G���� ���>�
�� 5.0 >"�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase  ������H

#!��������� 0.057 unit/ml, ���>�
�� 5.5 >"�!����������
��
��GI�� 0.047 unit/ml, ���>�
�� 6.0  

>"�!����������
��
��GI�� 0.056 unit/ml, ���>�
�� 6.5 >"�!����������
��
��GI�� 0.147 

unit/ml, ���>�
�� 7.0 >"�!����������
��
��GI�� 0.042, ���>�
�� 7.5 >"�!����������
��


��GI�� 0.026 unit/ml %�� ���>�
�� 8.5 %�� 9.0 >"�!����������
��
��GI�� 0.030 unit/ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          5.0      5.5      6.0       6.5      7.0       7.5      8.0      8.5      9.0        

    

                pH 
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��!��% 4.8 ���?�>�
��>�
��+�	&��������:!������"�������!��
��GI��%��
�I�� 

6.2.3 ���:���7�"�!� ionic strength 
����:'����
����7�&������G�!
��GI�� 

         ���#�����H���>"�!�
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase 7!��&�Q!�5���������

�����������!������

'�
'�  0.12 M – 0.28 M NaCl &� fraction ��� 7-14  H���5���� 4.9 

 

 

                             

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                

 

��!��% 4.9 �!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���� 40 fraction ���#!�� DEAE-sepharose 

fast flow column chromatography  kit  

         5.0       5.5       6.0      6.5       7.0       7.5       8.0      8.5       9.0       

    

                pH 

Fraction number 

0.12-0.28 M NaCl 
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6.2.4 ������"��7��?�KH'�	��?�*����*�������%""%��
����	������ ion-exchange column  

chromatography (large scale) 

        &������� ion-exchange 
��
��GI�����GH'������������������H
����H'�	��?� ultrafiltration 

%�'����� #����GH'�����H�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���� 100 fraction >"�!�


��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase GH'�5����������������&��!������

'�
'�
��
����:���%:! 

0.104 M �$� 0.153 M &��!�� fraction ��� 38-55  (�5���� 4.10) 

        ����5���� 4.11 
����������
���	"
��	"�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ��"�!�

���H5H����%7���� 280 nm ���� 100 fraction >"�!��!�����
����7�:!����
�L" fraction ��� fraction 

��� 43-48 
>������G��������$�=�H'�	��?� gel filtration chromatography :!�G� 

 

 

 

 

         

                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

          

��!��% 4.10 �!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase (unit/ml) %���!����H5H����%7���� 280 

nm &�%:!�� fraction ���#!�������� ion-exchange column chromatography 

 

6.3 ������"��7��?�KH'�	��?�*����*�������%"" gel filtration column chromatography 

6.3.1   ������!� Void volume (VO) 
�� Sephacryl S200 HR 
����������*��H blue 

dextran 2000 ���������

'�
'� 1 mg/ml �����:� 1% 
�� gel bed volume (Vt) #!�������������

��7������	 blue dextran 2000 ���������������H%�'� 
�������7������	����H����

Fraction number 
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����7��>��?�����!���!� A280 ����!��GH'&�%:!�� fraction ��"�����:� (ml) 
��%:!�� fraction >"�!�

�!� void volumn  (VO) ���!�
�!���" 47 ml  H���5���� 4.11 

 

 

         

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

       

 ��!��% 4.11 ����7��>��?�����!���!�H5H����%7���� 280 nm ��"�����:�
��7������	&�%:!�� 

fraction  ����� blue dextran 2000 ������������� 

 

6.3.2  ���
:��	�������:�������*�
����
��*��:�� 
����������#!��7������	*��:��

��:���� calibration kits protein ���H low molecular weight 4 ���H GH'%�! Ribonuclease A (Mr 

13,700), Chymotrypsinogen A (Mr 25,000), Ovalbumin  (Mr 43,000), Albumin (Mr 67,000) �����

����

'�
'� 5 mg/ml  �����:� 1-2% total gel bed volumn (Vt)  #!��������������%��������


�L" 100 fraction ���%:!�� fraction ����������H����������7��>��?�����!���!� A280 ����!��GH'

&�%:!�� fraction ��"�����:� (ml) 
��%:!�� fraction H���5���� 4.12 ���������GH'�!� elution 

volumn  (Ve) 
��*��:����:���� %:!��:����� Ribonuclease A (Mr 13,700) ���!� Ve 
�!���" 76 

ml,  Chymotrypsinogen A (Mr 25,000) ���!� Ve 
�!���" 62 ml, Ovalbumin  (Mr 43,000) ���!� Ve 


�!���" 58 ml,  Albumin (Mr 67,000) ���!� Ve 
�!���" 56 ml %��
��������������/���!� Kav  

�����������!� Kav ���GH'����������H������"�!� log molecular weight  

 

 

 

 

47 ml 

  Volume (ml) 
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��!��% 4.12 ����7��>��?�����!���!����H5H����%7���� 280 nm ��"�����:�
��7������	&�%:!�� 

fraction  ����� albumim, ovalalbumin, chymotrypsinogen A %�� ribonuclease A  ������

������� 

   

6.3.3������"��7��?�KH'�	��?�*����*�������%"" gel filtration column chromato -graphy  

 &������� gel filtration ���� 2 ����� ��� active fraction (fraction ��� 43-48) 
�� ion-

exchange >"�!�����7��7!������H75�7�H
��>��
���!����������
��
��GI�� ß-N-

acetylglucosaminidase  ����������:���� 57 
������������ 2 ����� �5���� 4.13 
��������������/���!� 

Kav %�'����G����!�������������H����!���!� Kav %�� log molecular weight >"�!�
��GI�����!�

���*�
���������/ 55,042 Da 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Volume (ml) 
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��!��% 4.13 �!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase (unit/ml) %���!����H5H����%7���� 280 

nm ��������� gel filtration chromatography  

 

7.���&)�:��
�:�"��L�"������>Z�� ß-N-acetylglucosaminidase ��%*�����
��D�J���
'�� 

        7.1 ����$�=�>�
�����
����7�:!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase 

>"�!�
��GI�����#!��������"��7��?�K"��7!���� >�
�� ���
����7�&������������� �!��>�
�� 

5.0 �$� 6.0 *H	���!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase 73.260 %�� 75.264 unit/ml 

:�����H�"%�����>�
������ H���5���� 4.14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               Fraction nmuber 

57 ml 
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��!��% 4.14 �!����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���%	�"��7��?�K"��7!�����>�
��

:!��X 

 

       7.2 ����$�=���/�+5�����
����7�:!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase 

        ��/�+5�� ���
����7�&��������������!����/�+5�� 35 �$� 45 
O
C *H	���!����������
�� ß-N-

acetylglucosaminidase GH'#�H���5���� 4.15 

 

                                                      

 

 

 

 

 

 

         

 

       

 

��!��% 4.15 �!����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���%	�"��7��?�K"��7!�����

��/�+5��:!��X 

    

            2.0         3.0         4.0         5.0           6.0         7.0        8.0         9.0        
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7.3 ����$�=�#�
��%��G���:!����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  

        >"�!�%��G����G�!�����?�>�:!����������&�����!�	
>����!����������
��
��GI�� ���"

>"�!��!����������
��
��GI��������H��
�L��'�	 
�!�  Ca
2+

, Mg
2+

, K
+
, Na

+
 %�� Li

+ 
  %���H��

�	!����H
��
����
��GI��������&�7+�������� Cu
2+

 %��  Zn
2+    

GH'#�H�� �5���� 4.16 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��!��% 4.16 
����
IL�:����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���
�����	5!&�7+��������

%��G������H:!��X 

 

7.4 ����$�=�����
7��	�
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase  :!���/�+5�� 

>"�!�
��GI�����#!��������"��7��?�K"��7!��������
7��	�&�7+��������/�+5�����G�!75� *H	

>"�!������/�+5�� 30 
O
C  
�E�7+������
��GI��
7��	�������7�H*H	��
����
IL�:��!�������������
����

������7�H��� %����%��*�'��!�����������H��:����/�+5�����
$�� GH'#�H�� �5���� 4.17 
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��!��% 4.17 
����
IL�:����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���
�����	5!�������"!�


��GI�������/�+5��:!��X 60 ���� 

7.5 ����$�=�����
7��	�
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase :!�>�
�� 

>"�!�
��GI�����#!��������"��7��?�K"��7!��������
7��	�&�7+������
�E���H *H	>"�!����>�


�� 5.00 
�E�7+������
��GI��
7��	�������7�H*H	��
����
IL�:��!�������������
����������7�H��� 

69.98 % %����%��*�'��!�����������H��:���!�>�
�����
>������
$��  GH'#�H���5����4.18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

�5���� 4.18 
����
IL�:����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���
�����	5!�������"!�


��GI�����>�
��:!��X  24 ����*�� 

             5.00                   6.00                  7.00                   8.00                     9.00 

pH    

  30            35             37              40              45             50             55              60    

OC    
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8. ���.��	
���������
��D�J������>Z��-,����D� SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel)  

8.1 %�"*��:�����GH'���������"��7��?�K
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase &�%:!��


���:�� 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

         
                                                             

                                       1                 2               3          4                         5  

 
��!��% 4.19 %�"*��:��&�������"��7��?�K
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase; 1-*��:����:���� 

,2-����
���	�
����, 3- :����*��:��, 4-
��GI����������H
�������%�'�, 5-fraction ������!�������
��


��GI�����  ion-exchange (fraction ��� 43-48) 

 
        4.8.2 ���
���	"
��	"%�"*��:�����GH'��������� ion-exchange chromatography 

     ����5���� 4.20 ��
�L�GH'�!� %�"*��:����� active fraction &������� ion-exchange 

chromatography ��������%"!����
�E� 3 7!�� ��� fraction ��� 43-48, 43-55 %�� 55-75 *H	���� 3 

7!�� ���5�%""%�"*��:�� H����� &� fraction ��� 43-48 ��%�"*��:��������H 4 %�", fraction ���43-

55 ��������H 7 %�" %�� fraction ��� 55-75 ��%�"*��:��������H 9 %�"  

         �!����������
��
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���GH'���� 3 7!�� ��� &� fraction ��� 

43-48 ���!����������
��
��GI��75�7�H ��� 9.149 unit/ml, fraction 43-55 ���!����������
��


��GI�� 3.961 unit/ml %�� fraction 55-75 ���!����������
��
��GI�� 0.550 unit/ml %��#����GH'

 MW 

55 kDa 
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��������� gel filtration >"�!�
��GI�������������������������:���� 57 
�������G����!�   Kav  %��


��	"��"������:���� >"�!�
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase �����*�
���������/ 

55.042 KDa  �������7�����>"%�"���*�
���������/ 55 KDa GH'&����� 3 7!�� %:!���!��
'��



'���� fraction 43-55 %������������ fraction 43-48 %�� fraction 55-75 :�����H�" ���#����

�H������GH'��
�L��!� fraction 43-48 ��������"��7��?�K
��
��GI��75����7�H*H	H5%�"*��:�����H����

�����
����� 

        
 
 
 
  

  
 
 
 
 
 
      
                                      
                                                                       F.55-75       F.43-55      F.43-48 

        
        0�L��% 4.20 %�"*��:�����GH'��� ion-exchange fraction *H	������ SDS-PAGE  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 MW 

55 kDa 
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.������% 4.7  �!�������"��7��?�K
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase &�����!��
���:��:!��X
��

������"��7��?�K
��GI�� 


���:��    �����:�             enzyme             Protein concentration    specific    purification     %yield 

                (ml)      activity / total activity        mg/ml  /   mg           activity        fold   

                            Unit/ml        Units                                                        U/mg 

Culture          230      5.51   /   1,267        0.90  /  206.40 6.14      1.00             100 

broth 

ammonium    13        65.00  /   845         3.10  /  40.30 20.97    3.41              66.69 

sulphate  

pricipitation 

DEAE           15       7.12  /   107       0.17  /   2.48              43.06        7.00            8.34  

Sepharose  

(fraction 43-48) 

 

��	����*�"
��!(�����-��� 

 

        &�����H��� GH'�������H7�"��"
������ Ascosphaera  apis  ������ 9 G�*I
�� GH'%�!   

HL-5-2, HL-8-3 %�� MR6 ������%	�GH'��������#$��&�+��
���� G�*I
�� G1, G2, G3 %�� G4 

%	����:���	!��:���!��#$�����:�	���*�������"�5H������
��
	�����     G�*I
�� IFO 31608 

%�� NBRC 9831  GH'��"��� Department of Technology, National Institute of Technology and 

Evaluation, Japan ���XG�*I
���5�
���	�"������ SabY �����/�+5�� 30 
O
C I$��
�E���/�+5�����


����7�&����
���Q
��
������ A. apis (Ruffinengo et al., 2000) �������
���������5����G�

:���7�"���=/����7�/������	�H'�	��'�����������
��7������"%����'�������������
��:��

�%""7!�����H
>���H5���=/�
��
7'�&	%���5��!��
��7����
������ >"�!�
7'�&	
��
��������

���=/�#���
��	"%����#������� (septate hyphae) %�������7�'��7�����	5!+�	&�*���7�'�����


��	��!�7����"�� (spore ball) *H	7����"��������H���5��!���'�G�'+�	&�7����I�7:� (spore cyst) 

>"�!�"��7!��7����I�7:�	��G�!%:�%:!"��I�7:��L
��H���%:�%�'� 
���:��&����%	�
�������:��

�!��#$�����
�E�*��%�'������������:���7�"���7�/������	�
>���H57����I�7:�
�E���?����
���:'�&�

������%��
������ A. apis (Bissett et al., 1996) %:!�������&�7!��
��
������ A. apis ���G�!�����7�'��

7�����L7���������	���=/�������
�����:���7�"�!��GH'*H	������7��������7�'��
��GI��

���H:!��X  (Chorbinski, 2003)  

        
������� A. apis ���� 9 G�*I
�� ���H7�"���7�'��
��GI�����H:!�� X 
>���:���7�"

�5�%""
��
��GI�����H�����+�	���
I������
������7�����#��:GH' 
�����H7�"���7�'��
��GI�� 

19 ���H H'�	��H:��� API ZYM kit  >"�!�
������ A. apis  7�����#��:
��GI��GH' 9 ���H ������
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G�*I
�� I$��#�����H������GH'��������'�	��$���"����H��� 
�� Gillium %�� Lorenz (1993) 

*H	>"�!� A. apis  unmated strains ���G�*I
�� 7�����#��:
��GI��GH'  8 ���H *H	
����

��
������#����GH'����������	�!�����%�'�>"�!� ��
>�	� esterase lipase %�� -mannosidase  


�!��������
������ unmated strains ���G�*I
�� ���&�'&�����H���
�� Gillium %�� Lorenz G�!

7�����#��:GH'
��������������H
�!�
H�	���"����������	&��������� *H	
������ A. apis  ��� Gillium 

%�� Lorenz  &�'&�����H�����
>�	�G�*I
��
H�	�
�!��������G�!7�'��  esterase lipase %�� 3 G�

*I
�� ���G�!#��: -mannosidase                          

        %""%#�
��
��GI����������� A. apis G�!7�����#��:GH'���� 9 G�*I
�� ��������H 6 ���H   

*H	#�����H������GH'>"�!���������'�	��$���"����H��� 
�� Gillium %�� Lorenz &��� 1993 

*H	>"�!�
������ A. apis  ���H unmated strains ���G�*I
�����&�'�������H�����%""%#�
��


��GI�����G�!7�����#��:GH'&����G�*I
�� 6 ���H 
�!�
H�	���� &�7!���������!�#�����H������GH'


�������"#�����H������GH'�������������	�����������������  

        ���������
��GI����������#��:&�"��G�*I
�� GH'%�! -chymotrypsin  >"�!�7�����#��:

���G�*I
�� NBRC 9831, IFO 31608, G1 G2  
��GI�� ß-galactosidase %�� -glucosidase 

7�����#��:GH'������G�*I
��	�
�'� HL-5-2 %��&�7!��
��#�����H���
��
��GI�� ß-N-

acetylglucosaminidase I$��
�E�
��GI�������7!��7����Q&����

'��!�*��
�������� A. apis &�

���"�����	!�	7��	#!�����:�
���
��:���!��#$�� (Chorbinski, 2003; Gochnauer and Margetts, 

1979) >"�!�7�����#��:&�"��G�*I
��GH'%�! HL-5-2, HL-8-3 %�� MR6 I$��
�E�G�*I
�����%	�

GH'��������#$�����+��
���� 7!��G�*I
�����
����G�!�����#��:�������G�*I
�����%	�GH'���:��

�!��#$�����:�	������
��
	�����%��G�*I
�����GH'��"���Q����{�I$��
�E� reference strain ���#�

����H������GH'>"�!�%""%#����#��:
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase ���
������ A. apis 

���� 9 G�*I
�� ��������'�	��$���"����H���
�� Gillium  %�� Lorenz &��� 1993 *H	>"�!� A. 

apis  ���H unmated strains ����  9   G�*I
�����&�'&�����H���
�����H7�"H'�	��H API ZYM kit  

>"�!������#��:
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase &�"��G�*I
��
�!����� ����������H7�"

%""%#�
��
��GI��H'�	��H:��� API ZYM  %�'�	��GH'�������H7�"���#��:
��GI��H'�	��?� 

agar plate method >"�!� A. apis ���G�*I
��G�!7�����#��:
��GI��*��:�
�7 (protease), 


��GI��G�:�
�7 (chitinase) %����G�
�7 (amylase) GH' %:!�������
�����������H7�"
��GI��*��:�


�7H'�	��?� spectrophotometry (Dancer and Chantawannakul, 1997)  >"�!������#��:*��:�
�7

&����X         G�*I
��&���H�"���:��� %��&�7!��
�����!�
��GI��	!�	G�:������GH'�������	����$�

���
�H����7�����&����#��:
��GI��G�:�
�7
��
������ A. apis (Chorbinski, 2003) %��


��GI�������H�!���

'��������'����%��
��GI��G�:�
�7&������H�����"���:�
���
��:���!��#$�����


��GI��&����!� exochitnase GH'%�! 
��GI��   ß-N-acetylglucosaminidase (Alonso et al., 1993; 

Bamford and Heath, 1989 (a))  
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        H������&�7!��
������H7�"�5�%""
�����7�'��
��GI������ 22 ���H���
������ A. apis 

*H	���&�' API ZYM kit %����?� agar plate method >"�!� A. apis ���%	�GH'���%��!�+5�����
��

���%:�:!�����&���H�"
��������H, ���
�� ����%�'%:!���� �L	�����5�%""
��
��GI�����7�����#��:

%��G�!7�����#��:GH'���
�E�G�&�������
H�	����G�!������%:�:!�����������  
�!�
H�	���"���

�H���
�� Gillium ���>"�!� A . apis G�*I
�����%	�GH'���#$��*>�� (Apis cerana) ���
�E�*��&�

���
��
�����&:'���5�%""
�����7�'��
��GI��&��5�%""
H�	������" A. apis G�*I
�����%	�GH'

���#$��>��?�� (Apis mellifera) ���
�E�*��&�7������/����� (Gillium et al., 1993) ��������� A. 

apis ���
�E������:'������""
��GI�����7����Q&�������":��
�����
��&�'>�'��&����

'�������
�'�

"'��:���%:!
����:'����"���"�����
�����:�H
����������%������#!��:���!�������GH'%�!
��GI��

&����!�	!�	G
��� (lipolytic) 
�!� esterase %�� esterase lipase ���!�	!�	*��:�� (proteolytic) 


�!� cysteine arylamidase %�� valine arylamidase (Chorbinski, 2003) I$��
��GI��������HH�����

��!�������
�E�
��GI����������#��:���
������ A. apis ���� 9 G�*I
�����������������H��� %7H�&�'


�L��$�����7�����>������
�����G�*I
��&����

'��!�*�������"�5H&�:���!��#$�� 

        &����7������5�%""
�����7�'��
��GI��
��
������  A. apis ������7�����&�'���*	���

&�H'�����7�����"�"����'����
��
��GI�����H�����+�	���
I���������
�E��`���	&�����!�*��


��
������%�'�	�����&�'&�����!�	:���7�"���H
��G�*I
��
��
������ A. apis �!�
�E� unmated 

���� mated strains *H	�����>"�!�
��GI�� valine arylamidase,  naphthol-AS-BI-

phosphohydro- lase %�� ß-N-acetylglucosaminidase ���������7�'��
Z>��&� A. apis G�*I
�

�%"" unmated strains (Gillium et al., 1993; Gillium and Lorenz 1993) %�����7����Q7��������


'��5��5�%""&����7�'��
��GI�����!�	&����H'�������H���%��
���������������	����!���
������

���

'���
���	�
'����"#$���'�	���H���7�����#��:
��GI�� valine arylamidase, ß-galactosidase 

%�� -mannosidase  GH' (Gillium et al., 1989)    H�������$����&�'
'��5�
��!����&������
������


"����:'�&����"!����
���������%	�GH'���:���!��#$��&���/����
���������%	�GH'G�!�����7�'��7����I�7:� 

�!�
�E�
������ A. apis  

        
����GH'�5�%""
�����7�'��
��GI�����
������ A. apis ���� 9 G�*I
��%�'� �������GH'
����


��GI�������������������H���:!�G� GH'%�! 
��GI��*��:�
�7  I$��
�E�
��GI�����������$�=����

�	!��%>�!���	&�
�������!�*��&�%��� (entomopathogenic fungi) ���	X���H *H	GH'������

�H7�"�$����H
��
��GI��*��:�
�7 ���#��:���
������ A. apis >"�!�
����"!�
��GI��*��:�
�7

>�'����" phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF)  
��GI�����5�	�"	������������*H	
�����!�

���������
>�	� 6.5% �$�7�����"!�������H
��*��:�
�7���#��:���
������ A. apis GH'�!������
�E� 

serine protease I$�� serine protease *��:�����!�������
�E�*��:�
�7��������#��:���
�������!�*��

&�%������	X���H 
�!� Metarizium anisopliae �����#��:*��:�
�7���	���!� 
�!� serine 

protease subtilisin subclass (Pr1) , trypsin-like serine protease (Pr2), cysteine protease 

(Pr3,4) %�� metalloprotease �������>"�!� Pr1 
�!������������'��������&����	!�	#!�����:�
���
��
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%��� %�� Pr2  �����'����
�E�:����"������
����	�%������*���7�'��
��
������ *H	��#�	��	��

��������� Pr1 %�� Pr2 �5�:���>""� appressoria  �������������
>��
���� 10 �$� 24 ����*�� 

%���5�:���>"&����:�
���
��%��� Mandula sexta  �������������
>��
������ M. anisopliae 

16 ����*�� *H	    *��:�
�7���H����X ���
���������'����
>�	�
�E�:��
7������������
�� Pr1 
�!����� 

(Boucias and Pendland, 1998) %�����7����Q serine protease ���� Pr1 %�� Pr2  ��>�
�����


����7�&����#��:��� >�
�� 8.00 (St Leger, 1998)  �������/7�"�:�
�E� alkaline protease 


�!�
H�	���" serine protease ���#��:���
������ A.  apis  ��������� Beauveria bassiana 
�E�
����

���!�*��&�%������	X���H��������>�75���>"�!�*��:�
�7���#��:���
��������
>�	����H
H�	���� 

serine protease (Bidochka and Khachatourians, 1987) ���!�*��&�%��� Paecilomyces   

farinosus �L7�����#��: *��:�
�7 &����!� serine protease ���
�E� alkaline protease *H	�� >�
�� 

���
����7�&����#��:��� 8.5 (Llorca et al., 2002) 
�!�
H�	������"
������ A. apis ���������%�'�*�

�:�
�7���#��:���
������ A. apis 	���5�	�"	��������������� 1,10-phenantroline (metalloprotease) 

*H	
�����!���������� 54.3 % H������ *��:�
�7��������#��:���
������ A. apis �!������$� 2 ���H 

��� serine protease %�� metalloprotease  

        �������GH'������$�=��$�7+������
����7�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 >"�!�&������ 2 

���H ������&�' A. apis 7�����#��:
��GI��*��:�
�7GH'H� &�'#�����H������%:�:!����������

����X GH'%�! ����� Yeast glucose phosphate medium (YGPM) %������� Sterile germination 

medium (SGM) I$������7����7!��#7�
����������
�����������  yeast extract, glucose %�� 

phosphate buffer :!�����
>�	� YGPM �����
>��� soluble starch %�� cysteine I$���!����������


��*��:�
�7 ���GH'������������ 2 ���H�	5!&��!�� 6-15 units enzyme    
���������������� 2 ���H

��������
���	"
��	"��"��������
������� 5 ���H >"�!� YGPM %�� SGM &�'�!����������
��           

*��:�
�7���75���!��	!����H
�� 3-4 
�!� *H	�������� 5 ���H����GH'%�!  Potato dextrose broth 

(PDB), PDB + 0.4% yeast extract, PDB + 0.5% malt extract, Sabouraud medium (Sab) %�� 

Sab + 0.2% yeast extract �����
��!����&�'�!����������
�� *��:�
�7&���H�"���:���&��'
��	���� 

����	5!&��!�� 1-5 units enzyme 
����������
���	"
��	"��������� 6 ���H %�'�>"�!��������
>�	� 

2 ���H���
����7� ��� YGPM %�� SGM 
���������������� 2 ���H
���	"
��	"��� >"�!� �����

���H%�� YGPM &�'�!����������
��*��:�
�7 ���:���7�H��� 5.71 ���G�*I
�� HL-8-3 �������
���	�

������ 7  %��75�7�H��� 8.37 ���G�*I
�� G1 �������
���	������� 11  ��������7�� SGM &�'�!����

������
��*��:�
�7 ���:���7�H��� 5.98 ���G�*I
��  NBRC 9831 �������
���	������� 7 %��75�7�H��� 

15.40 ���   G�*I
�� NBRC 9831�������
���	������� 11 H�������$�������
��������� SGM 
�E�

��������
����7�&�����H���
���:!�G�  

        ���7������!�>�
��&������ SGM ���
����7�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 >"�!� &��!��   

>�
�� 6.0-10.0  >�
�����
����7�������>�
�� 8.0 *H	�!����������
��*��:�
�7�����
>���
$��
�E�

���H�":���!�>�
�����
>���
$�� ���
����:'���� >�
�� 6.0 ���������� >�
�� 7.0 	�����!����
>���75�
$����75�7�H
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���>�
�� 8.0 ������� >�
�����75�
$�������� >�
�� 9.0 	���������#��:
��GI��*��:�
�7 %:!���!����

������
��
��GI�����:�������!� >�
�� 8.0 %:!75���!� >�
�� 7.0  %����� >�
�� 7�H�'�	���  10.0 

>"�!�
������ A. apis ���G�*I
��G�!�����#��:
��GI��*��:�
�7 H������>�
�����
����7����GH'���

����H������ >�
�� 8.0 I$�����!�&��'
��	���"�!� >�
�� &���""���
H�������&�:���!��#$�� (larval 

midgut) I$�����!�>�
���	5!��� 7.5 (Bignell and Heath, 1985) #�����H������GH'���&�'7�����

���
���GH'�!� ���#��:
��GI��*��:�
�7���
������ A. apis &�7+��� in vitro �����������"7+���&�

�����&�'������
�E�H!��I$��
�E�7+������&��'
��	���"�!�>�
�� &���""���
H�������
��:���!��#$��

�����7+���
�E�H!��
�L��'�	���� �!���
�E�7!���!�	&�'
�����������#��:
��GI��GH'H����7�H H������
����:��

�!��#$��GH'��" ascospores 

'�G�%�'� 7!��%�����7����
���������������&����
H�������
��:��

�!��#$�� (midgut lumen, pH 7.5) I$����H���
�������!��������#��:
��GI�����!�	!�	*��:�� proteolytic 

�����&�7+������
�E�H!��
>���������#!������
>��*����� (peritrophic membrane) I$����7!�� 

�����"
�E�  G��*�*��:��  (glylcoprotein) %�� G��*�I���*�G��%�� (glycosaminoglycans) 

�����'����&�����]�������������	����

'��������� (Eisemann and Binnigton, 1994) �!����

'�G�75!

7!��
�>���
��	�
I��� (epithelium cells) :!�G� 

        
>���
7�������

'�&�&���""
��>�
�������#�:!����#��:
��GI��*��:�
�7�$�GH'�������H-

���
>�����7+�������
�E� ��H-H!�� ���
��H���������"
����	�
��
����
���!���#�:!����#��:


��GI������G�! *H	���&�'����� 2 %"" �������������7��������	!�������H%������������

7���������H�"�����:�%����������">�
�� 
����:'���� 5.2 &����X���H����� 
>���H5���
����	�%���


���!�>�
���������
������ A. apis �����
���Q&���������� *H	>"�!�&������ 0.1% yeast 

extract + 1% glucose I$���������/ glucose �����!� yeast extract �$� 10 
�!�����  ����������

���
>��
���	�
������ >"�!���������5�
����	�%���&�'��7+�>
�E���H%��7�����:���>"�!����

������
��*��:�
�7
>�	� 2 G�*I
��
�!�����%��	������H�"
���!����������
��*��:�
�7���:������

H'�	 %:!
����
���	"
��	"��"��������H
H�	��������������"���>�
��H'�	���&�' phosphate buffer 

>"�!��!����������
��*��:�
�7 ���GH'��"
>���75�
$��&� 2 G�*I
��H����!�� %��	��
���������7�'��*�

�:�
�7&���� 4 G�*I
�����H'�	 %7H�&�'
�L��!�7+������
�E���H����
�E�7!����$��
���`���	���G�!


����7�:!����#��:*��:�
�7 
�!�
H�	���"�������	
�� St Leger %���/�&��� 1999 >"�!� 
����

���!�*��&�%��� Metarhizium anisopliae 7�	>��?�� Acid (+) mutant �����7�'����H&������%��

G�!>"���7�'��*��:�
�7 &���������� %:!&����������� buffer ���">"�!������7�'��
��GI��*��:�


�7 &���H�"
H�	���"7�	>��?�� wild type  (St Leger et al., 1999) ���&�'7�����"!����GH'�!����#��:

��H&������
�E�7+������G�!
����7�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 ���������7�����

����7��>��?�����!��7+�������
�E� ��H-H!�� :!����#��:
��GI��*��:�
�7%�'�	��7�����

7������$����� 7��>��?�����!�����
���Q
��
����%�����#��:
��GI��GH'���H'�	 
�!� &����
���Q


��
������&������ 0.1% yeast extract 
�E�7�������
>�	��	!��
H�	� >"�!����=/�
7'�&	"�

�����%
L��������=/���"
�L����!�
��
7'�&	G�!�5:����:�%����"*�*���
��
�����������=/�
�E�7�
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����
��� (blue zone) "!��$�7+������
�E�H!�� ���!�>�
�� &��!�� 7.1-7.9 I$��
�E�7+������
����7�:!�

���#��:
��GI��*��:�
�7 %:!���"G�!>"���#��:
��GI��&����XG�*I
�� 7!��&������
H�	����

��� 0.1% yeast extract %:!�����
>��� phosphate buffer >"�!� >�
�� ����������
>��
���	�G�!

:!��G����
H�������� ����	5!&��!�� 5.2-5.7 
����������"��
�����	5! ���=/�
7'�&		������"
�L�


�!�
H��%��G�!�����#��:
��GI��*��:�
�7
�!�
H�	���� 
����������
���	"
��	"#�
�����#��:


��GI��*��:�
�7���GH'�������� 2 ���H�����!������"����������
>���%��!�����"�� (C-source) ���


����7� 
�!�  0.1% yeast extract + 1% glucose %�� 0.1% yeast extract + 1% glucose �����

"��
���� >"�!� 
������ A. apis  �����
���Q"������%
L�GH'
�E��	!��H�%�������=/�
��
7'�&	�5

:����:�%��
���������#��:
��GI��*��:�
�7 &� 2 %�� 6 G�*I
��:�����H�"  #����GH'%7H�&�'
�L�

�!� %�'
������
���Q&�7+������
�E�H!�����&��'
��	���"�!�>�
�����
����7�:!����#��:
��GI��*��:�


�7�����	5!&�7+������>�
��G�!:!��G����>�
��
����:'�����%:!
����
������7+������
���Q���G�!7�"5�/�

������
�H%���7��������L7!�#����&�'
����G�!7�����#��:
��GI��*��:�
�7GH' H������%��!�

����"�����
����7�:!����
���Q
��
�������L
�E�����`���	��$�������#�:!����#��:
��GI��*��:�
�7 

H������&�+�>���7�������!��GH'�!�7+������
�E�H!�����7+������
����7�:!����#��:
��GI��*�

�:�
�7 %��7+������
�E���H���7+������G�!
����7�:!����#��:
��GI�� %:!&�7+���H!������������

7�������G�!
����7��LG�!7��������&�'�����#��:
��GI��GH' H������ 7+������
�E�H!���!�����

"�"��&����
����&�'
�����������&�'���*	������7�������&�
/�����GH'�����!� 
>���
����


���	"
��	"&������ 0.1% yeast extract + 1% glucose �����7�������
>�	�>�%:!��7+���


����	�
�E���H
��H
$��������&�'7�������
��
���� *H	���!�>�
�� 3.9-4.1 I$��>"�!�G�!�����7�'��

*��:�
�7�$� 7G�*I
�� %:!&������
H�	���������"��
������	>	���!�>�
��G�!&�':��������
���G� 

*H	���!�>�
�� 4.7-5.2 ���&�'
����7�����&�'7�������&����#��:
��GI��*��:�
�7GH'H�
$�� ����

��������G�!��"��
����%:!�����
>�������

'�
'�
��%��!�G�*:�
�� (N-source) %����%��!�

����"�� (C-source) ���
����7� �������� 1% yeast extract + 1% glucose >"�!�����������

���"
����	�
�E�H!�����
$��������&�'7�������
��
������
�� *H	���!�>�
�� 5.5-6.4 ���&�'
������

���#��:*��:�
�7&����G�*I
��%��&���H�"���75���!����������X 

        �������GH'�������$�=�
��GI�����H:!�G����������7����Q
�!�
H�	����&���""
�����"�� 

���	!�	7��	#!�����:�
���
��:���!��#$�� GH'%�! 
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase I$��
��GI��

���H�����H
�E�
��GI�����!�	!�	G�:�� (chitinolytic) I$��������7����Q:!�����7�����&����

'��!�

*��
��
����������!�*��&�%��� 
�!�
H�	���"
��GI��&����!�	!�	*��:�� (proteolytic) %��>"�!�


��GI�� ���� 2 ���!�����������������&����	!�	7��	#!�����:�
���
��%���H'�	��������?�K
7���

���������I$�����%����� (Bogo et al., 1998)   �������H7�"
��GI�����H���&� API  ZYM kit 

>"�! ��� ���7�' � � 
��GI�� ��� H��� 
>� 	 �  3  G� *I 
��  %:! 
��� ��� ����$ �=�H' �	�� ?� � � � 

spectrophotometry *H	&�' chromogenic substrate (p-nitrophenyl-ß-N-acetylglucosamine) &�

����H��� >"�!����   G�*I
�������7�'��
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase &���H�"
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:!��X��� *H	�������H7�"��������
����7�:!����#��:
��GI���������� 2 ���H ��� basal 

salt %�� enrichment culture *H	��������� 2 ���H�����
:�� 2% colloidal chitin ��G�H'�	>"�!�


������ A. apis  ���	G�*I
�����
���Q&������ basal salt + 2% collidal chitin &�'�!����������


��
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase &���H�"���:��� �����/ 0.02-0.20 unit/ml 
�!����� ��


>�	�G�*I
��HL-8-3 ���#��:GH'�$� 1.11 unit/ml 
���������
���	"
��	"��"����� enrichment 

culture + 2% colloidal chitin >"�!�&����	G�*I
��	����#��:
��GI��GH'&������/���:���


�!�
H�	���� %:!������� �� 1 G�*I
��������!���������� ß-N-acetylglucosaminidase 75�
$���	!��

��H
���$� 93 
�!� ��� G�*I
�� HL-5-2 7!�� G�*I
�� HL-8-3 7�����#��:
��GI��GH'���
$��


>�	� 2 
�!� H�������$�
��������� enrichment culture �����������"7�H7!��
�� colloidal chitin 

&������&�'������

'�
'�&���H�":!��X ��� >"�!�����

'�
'�
�� colloidal chitin ���75�G�!GH'
�E�

:��%��������&�'����:�����#��:
��GI�����75�
$�� �������7�����
���	"
��	"GH'���G�*I
�� HL-5-2 ���

�����#��:
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase GH'75�*H	7�����#��:
��GI��GH'H����7�H��� 0.2% 

colloidal chitin  %�������#��:&���H�"���:������$� 2.9 %�� 2.8 ��� 0.5% %�� 2.5% colloidal chitin 

:�����H�" ���#��:
��GI��>�� chitinolytic  ����H�����
����������
>�������

'�
'�
�� N-

acetylglucosamine (colloidal chitin) 7�����>"GH'&� 
�������!�*��&�%��� ���H���� 
�!� 

Metarhizium anisopliae ����5�>"�!������#��:
��GI���H��
����
>�������

'�
'�
�� N-

acetylglucosamine ��� 90 �M 
�E� 360  �M (St Leger et al., 1986)  

        GH'��������H
����G�*I
�����#��:
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase GH'H����7�H 2 G�

*I
�� ��� HL-5-2 %�� HL-8-3 ��������
���	"�!����������
�� ß-N-acetylglucosaminidase ���

GH'�����������
����7�7�����"%:!��G�*I
�� >"�!� A. apis HL-5-2 7�����#��:
��GI��GH'

H���!�G�*I
�� HL-8-3 �$� 1.4 
�!� �$�
����G�*I
�� HL-5-2 ��������#��:
��GI�� ß-N-

acetylglucosaminidase 
>���&�'&�������"��7��?�K
��GI��7�����":���7�"��/7�"�:�:!��X
��


��GI��:!�G� 

        &���������H
����GH'&�'
����� ultrafiltration I$��
�E�
���������������������H*�
���������
��H


�L���!� pore size 
��
��
"�����G� �������H���>"�!� ultrafiltration 
�E�
����������

���7��?�+�>75�&���������H
���� *H	7��
�:GH'���
����
IL�:�#��:+�/ �
��GI�����
����
����
��	"

��" 100% 
��
��GI��������H&������
���	�
���� *H	
����
IL�:�#��:+�/ �
��GI�����
����������

&�'
����� ultrafiltration &���������H
�������!�
�!���" 66.69% I$��7������H���75Q
7�	
��GI��GH'


�E��	!��H� �������
�������
��
��GI����������������H
����%�'������"��7��?�KH'�	��?��������*����- 

*�������%""%��
����	�������" *H	&�' DEAE-sepahrose 
�E� ion-exchange resin >"�!�


��GI���5����������������&��!������

'�
'�
��
���� NaCl  �����/ 0.10-0.15 M  �������

&����
�L" fraction 
�������
�����������!����������
��
��GI��%���!����H5H����%7���� 280 

nm �$�������
�L" active fraction ���%:�:!�����  3 %"" ��� &�7!����$��>��%��, %""
:L�>��%�� 


�L"&�7!�� fraction ��� 55-75 ���
�L"&��5�%""������
��������
����I'�������!����������
��   
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��GI�� %���!����H5H����%7���� 280 nm ��
�L�GH'�!�>������&:'����
�� fraction ���:���>"�!�

���������
��
��GI�� (OD. 420) ��>">��
�������/*��:�����GH'��������H�!����H5H����%7� 

(OD 280) 1 >��
:L� %�������$��>��������!����H5H����%7���� 280 nm 75�7�H %��
������� active 

fraction ���
�L"&��!����$��>��%��
���!����H5H����%7���� 420 nm ����� SDS-PAGE ��
��H%�"

*��:��
>�	� 4 %�" 7!��
��GI�����
�L"%""
:L�>�� ��>"%�"*��:��������H 7 %�" %��7!��

7�H�'�	��� fraction ��� 55-75 >"%�"*��:��������7�H�$� 9 %�" �������GH'&�'
����� gel filtration 

&������
���������*�
����:��?�����:�
��
��GI�� >"�!�
��GI�� ß-N-acetylglucosaminidase 

�����*�
���� (Native-form protein) ��� 55.042 KDa *H	
������
�������!����"������ SDS-PAGE 

%�'� >"�!�
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase ���#��:���
������ A. apis ��
>�	� 1 subuint  

        
������������
������#���������� ion-exchange  ��������
�L" fraction 
�E� 3 7!�� >"�!�

7!����� 1 ��������
�L"
>�	���$��>�� (fraction 43-48) ���!����������
��
��GI�� ß-N-

acetylglucosaminidase  �����!�7!����� 2 ��������
�L" active fraction ������H (fraction 43-55) 

�$� 2.31 
�!�%��
����:���7�"
����������� SDS-PAGE ��
�L�GH'�!�%�"����	5!&��!�� 55 KDa 

&�
�����*��H��$��>��%��
�� active fraction (fraction 43-48) ������

'�
��%�"�'�	��!� %�"���

GH'���>��
�� active fraction (fraction 43-55)   �	!����H
�� 
�L�GH'�!�:��#�����H������GH' �'�


��GI��7!����� 2 (fraction 43-55) �����������:����:���������!���������������!�7!����� 1 

(fraction 43-48) ����������
�E�G�GH'�!���*��:�����
�E�:����"������������
��
��GI���	5!�!��H'�	

�����	5!&�+�������5��"���������������*��:����
���������XI$��&�7!����� 2 ��������%�"*��:��

�����!�7!����� 1 �$� 3 %�"  

     
 ��� � GH' 
 �� GI��  ß-N-acetylglucosaminidase ��� #! � ��� ��� �"�� 7� �?�K " � �7! ��%�' ���

���=/�
Z>��"��������
��
��GI�� >"�!� 7+���
��>�
�������#�:!����������
��
��GI��

�	!����H
����� >�
�� 6.0 *H	���&�'
��GI�����!����������75�7�H�$� 75.264 unit/ml  �����!����     

>�
�� 9.0 I$��
�E�>�
��������&�'
��GI��������GH':������7�H�$� 313.6 
�!� %��&�'�!����������

�����!�>�
�����
�E����������/ 2 
�!� %7H�&�'
�L��$�����7����Q
��7+���>�
�������:!����

������
��
��GI��GH'
�E��	!��H� >"�!�&�
�����!�*��&�%��� 
�!� Metarhizium anisopliae ���!�>�


�����
����7�:!����������
��
��GI��  ß-N-acetylglucosaminidase ����!��>�
�����
�E���H

�!��X
�!�
H�	���� *H	���!�>�
��
����7���� 5.0 I$��&�'�!���������������!�>�
�����
�E����� 2 


�!� (St leger et al., 1998) %����/�+5�����
����7�:!����������
��
��GI�� ��� 37 
O
C %:!
�E����

�!�7��
�:�!���/�+5��G�!GH'
�E��`���	7����Q��������?�>�:!����
����	�%����!����������
��
��GI��

&�'%:�:!������	!����H
��H��
�!�7+���
��>�
�� *H	>"�!��!����������
��
��GI�����GH'G�!

%:�:!�����������&��!����/�+5��:���%:! 30 �$� 45 
O
C *H	���!����������&��!�� 70-75 unit/ml 


���������'�����$��$���/�+5��&�:���!��#$��I$��G�!GH'��
����	�%����	!��#��#������
>���75�
$���$� 45 
O
C %:!�	!��&H *H	�����/�+5��:���%:! 40 

O
C 
$��G�
�E���/�+5�����G�!
����7�:!�������&�'
��H


���:��:!��X
�����>����
��7������� ������:�'�, ���
	�	
��H %�����
��H germ tube 



 

 

4-38 

�!��
��H������
�E�
7'�&	 (germination) (Bamford and Heath, 1989 (b)) I$��
������ A. apis G�!��

�������
�E������:'�����":��&�'7�����������GH'�����/�+5�����75���!���/�+5���!����	
��:���!��#$��

%:!�	!��&H ���������&�����$�=����?�#�
��%��G����:!����������
��
��GI�� ß-N-

acetylglucosamini- dase >"�!�%��G������H:!��X����������$�=�GH'%�! Ca
2+

, Mg
2+

, K
+
, Na

+
 

%�� Li
+ 

G�!��#�:!�����!�	���&�'
��GI��������GH'H�
$��%:!���&�'�!�����������H:�����
�L��'�	*H	


�����!���������������/ 97-99 % %��>"�!�  Cu
2+

 %��  Zn
2+

  ���&�'�!�����������H���	!��

��H
��*H	
�����!����������
>�	� 49.69 %�� 8.92 % :�����H�" &�7!������$�=�����
7��	�


��
��GI��:!���/�+5��%��>�
�� >"�!�%��*�'�
������
7��	�
��
��GI��������H��:���!�

��/�+5�����
>���75�
$��
�E����H�" *H	����
7��	�:!��!�>�
���L��%��*�'�
H�	����   

            *��:�
�7 %�� ß-N-acetylglucosaminidase GH'��"�����	����!� 
�E���$��&�


��GI�����!�	!�	7��	���:�
��� (cuticle degrading enzyme) ���������7����Q:!�������&�'
��������

����7�����&����

'��!�*�� (fungal pathogenicity) (Boucias and Pendland, 1998) *H	GH'��

�����	����$���'����
��
��GI�����!�	!�	7��	���:�
����$����

'������	���:�
���
��%���������

��'����
���	"
��������%>��]�����:��
��%���
��*H	
��GI�����!������

'������	��""�]�����:��


��%���%�����
�E��`���	������&�'
��H�������%��
��*�����	���
$��  *H	&�����������	&���������GH'

������$�=�������"��7��?�K
��GI�����!�	!�	G�:�� GH'%�! ß-N-acetylglucosaminidase 
>��������



'�&��$�7+������
����7�&����������
��
��GI�����H����!��������������	:!�G�&�����: ���

����$�=��$� N-terminal sequencing 
��
��GI��
>���&�'&���������� overexpression 
��


��GI�����H��� 
>����$�=��$�����
�E�G�GH'
��
��GI������$�=�:!����
�E��`���	������&�'
��H����

���%��
��*��GH' H��
�!��������	
�� St Leger %���/� (1996) *H	GH'�������� overexpression 


�� substilisin-like protease gene (Pr1A) &� Metarhizium anisopliae I$��>"�!����
>������

%7H����
�� cuticle degrading enzyme ���H���7��������&�' M.  anisopliae %7H�����7�����

&�����!�*��������%��
$�� 
�!�
H�	���" Fang %���/� (2005) I$��GH'���"��7��?�K
��GI��G�:�
�7 

���
�������!�*��&�%��� Beauveria  bassiana 
>������������%"" primer ��� amino acid 

sequencing 
��G�:�
�7 %�����������"��7��?�K>"�!�G�:�
�7 ��������#��:���
������ B. bassiana 

�����*�
���������/ 33 kDa %�����!� pI ��� 5.4 %��
�������&�'	��G�:�
�7 (Bbchit1) ����/7�"�:�

&���� overexpression %�'�������&7!���"75! B. bassiana 
>���
���	"
��	"��" B. bassiana 7�	

>��?�� wide-type ��������#��:
��GI��:����H�"��:� >"�!� B. bassiana ����������� 

overexpression 
��	��G�:�
�7 �����������%��&�����!�*�������!� wide-type &�
��GI�����!�


H�	�������%:!&�
�������!�*�����:!����� &����!�
��GI��	!�	���:�
�����������#��:���
�������!�*��&�

%�������7����������
�E��`���	��$��&�������&�'
��H�������%��
��*��GH'  
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����% 5 

��
.�1 

 

���#� 

 

	�7:�
�E���
I���
H��	� %"!�
�E� 2 ���!�:������7��>��?����������������� teleomorphic 

%�� anamorphic ascomycetes %�� teleomorphic %�� anamorphic basidiomycetes (Kurtzman 

and Fell, 1998) *H	����G������H���H��5!	�7:���&�'���=/����7�/������	� 7������	� %��

���
��� 
���������!��
'��	�!�	�� &�'
���%��%�������� �������	�����&�'#�����H7�"���#�H>��H 

�$��������H�'���H�H7�"7�����"&�'���%��	�7:� 
��������
����7�����"���:��������Z�	���

���%>�	� 
���������5'��� ��5������	��������'����'� GH'�����>����
�����&��!7�����"&�'���%��

	�7:� *H	����	>������H'������
�������������:!��
�� DNA, RNA %��*��:�� 
��������G�!


����7�����"&�'���%��	�7:������/��� 
��������
�E������
������&���H�"7����7� �$������

���
'��5�G�!
>�	�>�7�����"	�7:�7�	>��?��&��! (Esteve-Zarzoso et al., 1999) 

 ����#$�� ��� �����������>�����#!�����"�����	!�	
��#$��&����� Apinae ���������"
��

����#$��%:!�����H��%:�:!�����:�����H
��>�� 7+�>����� 7+���%�H�'�� %�������H���
��#5'


���	�#$�� (Küçük et al., 2007) ����$�=�
���	���"	�7:�����	5!�!����"#$��%�����*��%7H�&�'
�L��!� 	�7:�

7!��&�Q!���>"�	5!&�7��� Candida (Gilliam, 1997; Rosa  et al., 2003; Brysch-Herzberg, 2004) 

����	����!� Gilliam (1979) 7�����%	�	�7:� Candida magnoliae ��� Apis mellifera %����

��	����!� Candida bombicola (���� Starmerella bombicola) 
�E�	�7:����>"GH'"!�	&��������� 


�7� %�������
�� Megachile rotundata �������	��7�����%	�	�7:����H���GH'���#$��%������#$��


�� bumblebee (Inglis et al., 1993; Brysch-Herzberg and Lachance, 2004) Rosa %���/� 

(1999) ��	����!�>"	�7:� Candida batistae &������%��:���!��
�� Diadasina distincta %�� 

Ptilotrix plumata ���������	������	����!�>"	�7:� Starmerella meliponinorum, Candida 

riodocensis %�� Candida cellae &����
�� Tetragonisca angustula, Megachile sp. %�� Centris 

tarsata :�����H�" (Teixeira %���/�, 2003; Pimentel %���/�, 2005) 

 Xylitol 
�E�����:��%����|���?�����:������	�&�'
�E�7��&�'��������%������:�� 


�������� xylitol G�!���&�'�̀�#� &�'>������:��� %��:'�����:�H
���� �$����H+�	:!�#5'�{�	

*��
"����� xylitol #��:����;�����	� hydrogenation 
�� D-xylose ���GH'����� hemicellulose 

hydrolysates �������	��>" xylitol 
�E� intermediate &� xylose metabolism 
����������	�"�����H 

���#��: xylitol �����������	�������
�E�G�GH'&������:7������ 
��������G�!:'�����"��7��?�K 

xylose %��G�!:'����������/�+5��%��%��H��75� ��������	����������7�����&����&�' xylose GH'%�! 

                                                 
1

 	K�"�!������ Manuscript �����! Yeast communities associated with the stingless bees Trigona spp. 
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	�7:� %"���
��	 %����
7'�&	 
�E�����5'���H��!�	�7:�&�	���7 Candida ������7�����&����#��: 

xylitol %�������	+�>&������������	��:� &�'&���H�"��:7������ (Guo et al., 2006) 

 

�
.$�!�"
��� 


>����$�=������������	
��	�7:�&�����#$��%������7�����&����&�'����:��GI*�7
>���#��:

����:��GI����� 

 

��D�����-��� 

 

1. ���
�L":���	!��%�����%	�	�7:��������#$�� 

&��� >.�. 2549 %�� >.�. 2550 
�L":���	!������#$��
�����*�� Trigona (GH'%�! T. collina, T. 

doipaensis, T. fimbriata, T. fuscobalteata, T. laeviceps, T. pagdeni, T. terminata %�� 

unidentified Trigona) ������ 18 ��� %������#$��
��#$�� Apis (GH'%�! A. cerana, A. dorsata, A. 

florea %�� A. mellifera) ������ 18 ��� ���������H����"��� 
��	�&��! �!�� ������ ���>5� %��

7�*
��	  

�������#$������� serial dilution %�'� spread ��"� Yeast extract-Malt extract (YM) agar I$��


7���H'�	 chloramphenicol 100 mg l
-1
 "!������/�+5�� 25

o
C 
�E�
��� 2-5 ��� (restreak 3 �����) 

%�'�
�L"
�E� stock culture&� 30% glycerol �����/�+5�� -20
o
C 

2. ���%"!����!�	�7:�H'�	 morphological %�� physiological characteristics 

2.1 ���	'�����
���	7H'�	 toluidine blue 


����	 single colony "�%#!�7G�H� :�������G�'&�'%�'� %�'�:�$�H'�	�����'�� ��������	H 

40% ethanol ���!��%#!�7G�H� :�������G�' 1 ���� %�'��'�����H'�	��������� �	H 0.1 M KOH ��

�!��%#!�7G�H� :�������G�' 1 ����*�� ��������'�����H'�	��������� �	H 0.1% toluidine blue &� 

10% ethanol ���!��%#!�7G�H� :�������G�' 2 ���� %�'��'�����H'�	 10% ethanol ����������G�7!��

H5H'�	��'����������� 

2.2 ����7�����&����&�' xylose 
�E�%��!�����"�� (Guo et al., 2006) 

2.2.1 ���
���Q&� Yeast extract-Peptone-Xylose (YPX) broth 

�!�	
���� 50 �l ��&� Yeast extract-Peptone-Dextrose (YPD) broth 5 ml "!����

��/�+5�� 25
o
C ����
�L���" 220 rpm 
�E�
��� 15 ����*�� %�'�H5H cell culture 50 �l &7!��&� 

YPX broth 5 ml "!������/�+5�� 25
o
C ����
�L���" 220 rpm 
�E�
��� 3 ��� ����������G���H�!�

���H5H����%7��������	������� 600 nm 

2.2.2 ���
���Q"� YPX agar plate 



 5-3 

�!�	
���� 50 �l ��&� YPD broth 5 ml "!������/�+5�� 25
o
C ����
�L���" 220 rpm 


�E�
��� 15 ����*�� ��� cell culture ����� serial dilution %�'� spread ��"� YPX agar plate "!�

�����/�+5�� 25
o
C 
�E�
��� 3 ��� 

2.2.3 ���
���Q"� YM agar slant (Yarrow, 1994) 

�!�	
������"������*H	������
�E�
7'�:�� "!������/�+5�� 17
o
C 
�E�
��� 1 


H���  

2.2.4 ���
���Q"� 50% glucose agar slant (Yarrow, 1994) 

�!�	
������"������*H	������
�E�
7'�:�� "!������/�+5�� 25
o
C 
�E�
��� 21 ��� 

3. ������ D1/D2 %�� ITS amplification 

3.1 ������ D1/D2 amplification 

��� single colony �� suspend &�������������H
���� 100 �l "!������/�+5�� 100
o
C 
�E�


��� 10 ���� %�'� centrifuge ��� 10,000 rpm 
�E�
��� 2 ���� (Lachance et al., 1999) 
�L"7!��

&7
�E� DNA template 7�����"��� D1/D2 amplification (:������� 1 %�� 2)  

3.2 ������ ITS amplification 

��� fresh cell 1 loop (1 �l) �� suspend &� YD Digestion Buffer 120 �l %�� R-

Zymolyase 5 �l 

	!�&�'

'���� "!������/�+5�� 37
o
C 
�E�
��� 1 ����*�� %�'�
:�� YD Lysis Buffer 

120 �l 

	!�&�'

'���� �������
:�� chloroform 250 �l 

	!�
�E�
��� 1 ���� ���G� centrifuge ��� 

14,000 rpm 
�E�
��� 2 ���� %�'��!�	
��
�������"�&7!&� Zymo-spin III column ���G� 

centrifuge ��� 14,000 rpm 
�E�
��� 1 ���� 
:�� DNA Wash Buffer 300 �l %�'� centrifuge ��� 

14,000 rpm 
�E�
��� 1 ���� (���I��� 2 �����) 
:��������������H
���� 60 �l :�������G�' 1 ���� %�'� 

centrifuge ��� 14,000 rpm 
�E�
��� 10 ������ (Zymo Research, USA) 
�L"7!��&7
�E� DNA 

template 7�����"��� ITS amplification (:������� 5.1 %�� 5.2) 

 

4. ������%��	�7:�H'�	 molecular %�� physiological characteristics 

4.1 Molecular characteristic 

��� DNA ��� sequence GH' (Macrogen, Korea) ��%�'G
H'�	*��%��� BioEdit (Isis 

Pharmaceutical, USA) %�� BLAST 
���	"
��	"��" DNA sequences 
��	�7:�������	5!&� 

GenBank  

4.2 Physiological characteristic 

��� fresh cells �� suspend &�������������H
���� 2 ml ���������������
�!�
�!���" 2 

McFarland 

	!�&�'

'���� %�'�H5H cell suspension 250 �l &7!��&� API C medium 7 ml �������

H5H cell suspension 135 �l &7!��&�%:!������
�� ID 32C strip (Biomérieux, France) "!����

��/�+5�� 25
o
C 
�E�
��� 3-5 ��� 
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.������% 5.1 
'��(
���� PCR ��%+�,�#� D1/D2 *�" ITS amplification 

 

�����:����&�' (�l) ���������" 

D1/D2 amplification ITS amplification 

10X reaction buffer 2.5 5 

25 mM MgCl2 1.5 - 

10 mM dNTP 0.5 4 

ITS1 primer 

(5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 

- 2.5 

ITS4 primer 

(5’-TCCTCCGCTTATTGATATG-3’) 

- 2.5 

10 �M NL1 primer 

(5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) 

2 - 

10 �M NL4 primer 

(5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) 

2 - 

5U/ml Taq polymerase 0.5 0.5 

Sterile H2O 16.5 30.5 

DNA template 5 5 

�����:�������H 30.5 50 

 

.������% 5.2 
0��"��� PCR ��%+�,�#� D1/D2 *�" ITS amplification 

 

��/�+5��, 
��� 
���:�� 

D1/D2 amplification ITS amplification 

1. Predenaturation 94
o
C, 5 min 94

o
C, 3 min 

2. 30 cycles of   

- Denaturation 94
o
C, 30 s 94

o
C, 30 s 

- Annealing 55
o
C, 30 s 57

o
C, 30 s 

- Extension 72
o
C, 30 s 72

o
C, 1.20 min 

3. Final extension 72
o
C, 7 min 72

o
C, 10 min 

4. Holding 4
o
C, � 4

o
C, � 
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(�����-��� 

 

�������#$�� 36 :���	!�� 7�����%	�	�7:�GH'������H 193 isolates (����#$��
�����*�� Trigona 83 

isolates %������#$��
��#$�����!� Apis 110 isolates) 
�������	�7:����$�=����=/����7�/������	�

%��7������	� (:������� 5.3 %�� 5.4) 7�����%"!�	�7:����
�E����!� %�'���H
����:��%��	�7:���

���%��H'�	 molecular %�� physiological characteristics (:������� 5.5 %�� 5.6)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5-6 

.������% 5.3 �
�:�"���

�S�������*�"
�������������
.���%*��>-,	����#�()������
���� 

(Trigona spp.)  

 

Hive 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

species* 

Locality** Xylose 

assimilation 

Osmophile/ 

Osmotolerant 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side 

view 

1 

 

SB9 

SB11 

pag �" Y 

Y 

Y 

nd 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

2 SB16 

SB17 

SB19 

SB21 

pag �� Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

3 SB22 

SB23 

SB25 

pag �� Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

4 SB26 

SB27 

SB28 

SB29 

SB30 

SB31 

SB32 

pag �� Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

nd 

nd 

Y 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

5 SB40 

SB41 

SB43 

Lae �� Y 

Y 

N 

nd 

Y 

Y 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

6 SB45 Ter �� Y Y White/Undulate/Smooth/Flat 
* col = T. collina, doi = T. doipaensis, fim = T. fimbriata, fus = T. fuscobalteata, lae = T. 

laeviceps, pag = T. pagdeni, ter = T. terminata %�� un = unidentified Trigona 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.3 (continued) 

Hive 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

species* 

Locality** Xylose 

assimilation 

Osmophile/ 

Osmotolerant 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

7 SB47 

SB50 

SB51 

SB52 

SB54 

SB55 

SB57 

SB58 

SB60 

pag �� N 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

8 SB64 

SB65 

SB67 

SB68 

SB69 

SB70 

SB71 

SB73 

SB74 

Lae �� N 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

Y 

N 

Y 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

9 SB76 

SB77 

SB78 

Un �� Y 

Y 

Y 

Y 

nd 

nd 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

* col = T. collina, doi = T. doipaensis, fim = T. fimbriata, fus = T. fuscobalteata, lae = T. 

laeviceps, pag = T. pagdeni, ter = T. terminata %�� un = unidentified Trigona 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.3 (continued) 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

10 SB85 

SB86 

doi �� Y 

Y 

Y 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

11 SB91 

SB92 

SB97 

SB98 

fim �� Y 

Y 

Y 

N 

Y 

Y 

nd 

N 

Brown/Undulate/Smooth/Flat 

Brown/Undulate/Smooth/Flat 

White/Erose/Rugose/Convex 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

12 SB99-1 

SB99-2 

SB100 

SB101 

SB103 

lae �� Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

13 SB104 

SB107 

SB110 

SB111 

col �� N 

N 

N 

N 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

14 SB112-

1 

SB112-

2 

SB113 

SB115 

SB125 

fus �� Y 

N 

Y 

Y 

Y 

Y 

nd 

Y 

nd 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

* col = T. collina, doi = T. doipaensis, fim = T. fimbriata, fus = T. fuscobalteata, lae = T. 

laeviceps, pag = T. pagdeni, ter = T. terminata %�� un = unidentified Trigona 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.3 (continued) 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

15 SB132-

1 

SB132-

2 

SB133 

lae �� N 

N 

N 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

16 SB139 

SB140 

SB142 

SB143 

SB144 

SB145 

pag �� N 

N 

N 

N 

N 

N 

Y 

Y 

nd 

nd 

nd 

nd 

Brown/Filamentous/ Smooth/Flat 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

17 SB146 pag �� Y Y White/Undulate/Smooth/Flat 

18 SB147 

SB148 

SB149 

SB150 

SB151 

SB152 

SB153 

SB154 

SB155 

SB156 

SB157 

SB158 

un �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Filamentous/Smooth/Raised 

White/Filamentous/Smooth/Raised 

White/Filamentous/Smooth/Raised 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Filamentous/Smooth/Raised 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Filamentous/Smooth/Raised 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Filamentous/Smooth/Raised 

* col = T. collina, doi = T. doipaensis, fim = T. fimbriata, fus = T. fuscobalteata, lae = T. 

laeviceps, pag = T. pagdeni, ter = T. terminata %�� un = unidentified Trigona 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

 = No, Y = Yes, nd = Not determine 



 5-10 

.������% 5.4 �
�:�"���

�S�������*�"
�������������
.���%*��>-,	����#�()�����()�� 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

1 HB1 

HB2 

HB3 

HB4 

HB5 

flo �� N 

N 

N 

N 

N 

Y 

nd 

nd 

nd 

nd 

White/Undulate/Rugose/Raised 

White/Undulate/Rugose/Raised 

White/Undulate/Rugose/Raised 

White/Undulate/Rugose/Raised 

White/Undulate/Rugose/Raised 

2 HB6-1 

HB6-2 

HB7-1 

HB7-2 

HB9 

HB10 

HB12 

flo �� Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

N 

Y 

Y 

nd 

Y 

nd 

nd 

Y 

nd 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

3 HB15 

HB17 

HB18 

HB19 

HB20 

HB21 

mel �� Y 

Y 

Y 

Y 

N 

N 

Y 

Y 

Y 

nd 

nd 

nd 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

4 HB22 

HB24 

HB25-

1 

HB25-

2 

HB26 

flo �> N 

N 

N 

Y 

Y 

Y 

nd 

nd 

Y 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

* cer = A. cerana, dor = A. dorsata, flo = A. florea %�� mel = A. mellifera 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.4 (continued) 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

5 HB31-

1 

HB31-

2 

HB32 

HB33 

HB43 

flo 7� Y 

Y 

Y 

N 

Y 

nd 

nd 

N 

nd 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

Red/Entire/Smooth/Flat 

Red/Entire/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

6 HB45 

HB46 

HB48 

cer �� Y 

Y 

N 

Y 

nd 

Y 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

7 HB50 

HB51 

cer �� Y 

Y 

Y 

nd 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

8 HB55 

HB56 

HB57-

1 

HB57-

2 

HB58 

HB59 

HB60-

1 

HB60-

2 

mel �" N 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

Y 

nd 

nd 

nd 

Y 

nd 

nd 

nd 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

* cer = A. cerana, dor = A. dorsata, flo = A. florea %�� mel = A. mellifera 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.4 (continued) 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

9 HB61 

HB62 

HB63 

HB64 

HB65 

HB66 

mel �" N 

N 

N 

N 

N 

N 

Y 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

10 HB67 

HB68 

HB69 

HB70 

HB71 

HB72 

mel �" N 

N 

N 

N 

N 

N 

Y 

nd 

Y 

nd 

nd 

nd 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

White/Undulate/Punctate/Convex 

11 HB73 mel �" N Y White/Undulate/Punctate/Convex 

12 HB74 

HB75 

HB76 

HB77 

mel �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Raised 

White/Undulate/Smooth/Raised 

Cream/Undulate/Smooth/Raised 

Cream/Undulate/Smooth/Raised 

13 HB78 mel �� nd nd Cream/Undulate/Smooth/Flat 
* cer = A. cerana, dor = A. dorsata, flo = A. florea %�� mel = A. mellifera 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.4 (continued) 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

14 HB79 

HB80 

HB81 

HB82 

HB83 

HB84 

HB85 

HB86 

HB87 

HB88 

HB89 

HB90 

HB91 

cer �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

Pink/Erose/Rugose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

* cer = A. cerana, dor = A. dorsata, flo = A. florea %�� mel = A. mellifera 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.4 (continued) 

Hive 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

species
* 

Locality** Xylose 

assimilation 

Osmophile/ 

Osmotolerant 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

15 HB92 

HB93 

HB94 

HB95 

HB96 

HB97 

HB98 

HB99 

HB100 

HB101 

HB102 

HB103 

HB104 

HB105 

HB106 

HB107 

cer �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

Red/Undulate/Smooth/Flat 

Red/Undulate/Smooth/Flat 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

Cream/Erose/Rugose/Convex 

Cream/Erose/Rugose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

Red/Undulate/Smooth/Flat 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

Cream/Filamentous/Granulate/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

White/Lobate/Verruculose/Convex 

16 HB108 

HB109 

HB110 

HB111 

HB112 

HB113 

HB137 

dor �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Entire/Smooth/Flat 

Brown/Filamentous/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

- 

* cer = A. cerana, dor = A. dorsata, flo = A. florea %�� mel = A. mellifera 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.4 (continued) 

Hiv

e 

no. 

Isolate 

no. 

Bee 

specie

s* 

Locality** Xylose 

assimilatio

n 

Osmophile/ 

Osmotoleran

t 

Colony morphology 

Color/Edge/Surface/Side view 

17 HB114 

HB115 

HB116 

HB117 

HB118 

HB119 

HB120 

HB121 

flo �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

White/Undulate/Rugose/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

18 HB122 

HB123 

HB124 

HB125 

HB126 

HB127 

HB128 

mel �� nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

Brown/Undulate/Smooth/Flat 

Brown/Undulate/Smooth/Flat 

Brown/Undulate/Smooth/Flat 

Brown/Filamentous/Smooth/Flat 

White/Undulate/Smooth/Flat 

Cream/Undulate/Smooth/Flat 

Brown/Undulate/Smooth/Flat 

* cer = A. cerana, dor = A. dorsata, flo = A. florea %�� mel = A. mellifera 
** �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	 

N = No, Y = Yes, nd = Not determine 
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.������% 5.5 (�����-
�� xylose assimilation �����
.���%*��>-,	����#�()�� 

>��Z��� *��'������#�()�� OD600 CFU/ml 

HB6-1 Apis florea 26.98�0.03 (3.80�0.39)�10
8
 

HB6-2 Apis florea 21.32�0.06 (3.00�0.78)�10
8
 

HB7-1 Apis florea 2.76�0.01 (1.30�0.23)�10
8
 

HB7-2 Apis florea 3.44�0.01 (1.20�0.14)�10
8
 

HB9 Apis florea 4.11�0.04 (1.42�0.13)�10
8
 

HB12 Apis florea 21.92�0.17 (4.40�0.78)�10
8
 

HB15 Apis mellifera 1.98�0 (2.68�0.83)�10
7
 

HB17 Apis mellifera 16.76�0.28 (3.15�0.52)�10
8
 

HB19 Apis mellifera 18.80�0.23 (3.23�0.66)�10
8
 

HB25 Apis florea 10.61�0.07 (6.40�0.42)�10
7
 

HB26 Apis florea 8.92�0.06 (6.58�1.63)�10
7
 

HB31-1 Apis florea 9.19�0.10 (1.44�0.12)�10
8
 

HB31-2 Apis florea 5.82�0 (1.59�0.11)�10
8
 

HB32 Apis florea 4.91�0.01 (3.07�0.20)�10
7
 

HB43 Apis florea 4.20�0.01 (3.90�1.27)�10
7
 

HB45 Apis cerana 4.48�0.05 (9.90�0.71)�10
7
 

HB46 Apis cerana 4.95�0.01 (8.25�0.66)�10
7
 

HB50 Apis cerana 3.14�0.03 (1.34�0.28)�10
8
 

HB51 Apis cerana 4.35�0.03 (1.18�0.07)�10
8
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.������% 5.6 (�����-
�� xylose assimilation �����
.���%*��>-,	����#�()������
���� 

>��Z��� *��'������#�()�� OD600 CFU/ml 

SB9 Trigona pagdeni 17.26�0.08 (8.83�0.75)�10
8
 

SB11 Trigona pagdeni 16.42�0.20 (8.90�0.78)�10
8
 

SB31 Trigona pagdeni 8.43�0.01 (9.93�0.73)�10
8
 

SB40 Trigona laeviceps 4.54�0.01 (1.53�0.36)�10
7* 

SB45 Trigona terminata 8.85�0.10 (1.46�0.05)�10
9
 

SB60 Trigona pagdeni 15.66�0.03 (7.40�1.92)�10
8
 

SB76 unknown 23.84�0.17 (1.53�0.30)�10
9
 

SB77 unknown 14.44�0.06 (1.46�0.11)�10
9
 

SB78 unknown 19.18�0.03 (1.95�0.11)�10
9
 

SB91 Trigona fimbriata 11.01�0.07 (2.45�0.47)�10
7
 

SB92 Trigona fimbriata 9.45�0.04 (2.45�0.83)�10
7
 

SB97 Trigona fimbriata 10.12�0.08 (3.21�0.90)�10
9
 

SB99-1 Trigona laeviceps 2.00�0 na** 

SB99-2 Trigona laeviceps 2.33�0.03 na** 

SB100 Trigona laeviceps 2.13�0.01 na** 

SB101 Trigona laeviceps 2.42�0.02 na** 

SB103 Trigona laeviceps 2.29�0 na** 

SB113 Trigona 

fuscobalteata 
11.89�0.24 (4.70�0.48)�10

7
 

SB115 Trigona 

fuscobalteata 
10.01�0.04 (5.78�0.57)�10

7
 

SB125 Trigona 

fuscobalteata 
9.37�0.01 (2.38�0.33)�10

8
 

SB146 Trigona pagdeni 6.01�0.01 (1.03�0.11)�10
8
 

 

 ���������	�7:� 153 G�*I
��G��H7�" xylose assimilation &������
���%��"�

�����%
L������ xylose 
�E�%��!�����"��
>�	����H
H�	�>"�!� ��	�7:� 40 G�*I
�� (���#$�� 19 G�

*I
��%�����*�� 21 G�*I
��) 7�����&�' xylose GH' *H	G�*I
�� SB99-1, SB99-2, SB100, 

SB101 %�� SB103 ���`Q��
����� cell clump �$����&�'G�!7�������H���
���Q"������%
L�GH' 
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.������% 5.7 �����"	��.
������
.�+���#�()������
����*�"()�� 

 

Locality
* 

��
 

��
 

��
 

��
 

��
 

��
,�

� 

��
 

��
 

��
,�

>
 

��
 

��
,�

�,
��

,�
>

,

�"
,�

�,
��

, 

Stingless bee species Honeybee species 

Yeast species (no. of isolates) 
T.

 c
ol

lin
a 

T.
 d

oi
pa

en
si

s 

T.
 fi

m
br

ia
ta

 

T.
 fu

sc
ob

al
te

at
a 

T.
 la

ev
ic

ep
s 

T.
 p

ag
de

ni
 

T.
 te

rm
in

at
a 

U
ni

de
nt

ifi
ed

 T
rig

on
a 

A.
 c

er
an

a 

A.
 d

or
sa

ta
 

A.
 fl

or
ae

 

A.
 m

el
lif

er
a 

A. pullulans (1)      1       

C. apicola (2)  1         1  

C. apis (1)           1  

C. etchellsii (2)    1     1    

C. metapsilosis (9)      8     1  

C. parapsilosis (4)      3      1 

C. sorbosivorans (3)            3 

Candida sp. (1)     1        

D. hansenii (2)   2          

K. ohmeri (1)           1  

P. guilliermondii (14)    2  4 1 1 2  3 1 

R. nymphaeae (1)           1  

S. japonicus (1)   1          

S. meliponinorum (3)     3        

Z. mellis (5)      1      4 

In progress (32) 1  1  2 2  2 7 5 5 7 

No. of sample (each bee 

species) 

1 1 4 3 6 19 1 3 10 5 13 16 

*
 �" = ����"���, �� = 
��	�&��!, �� = �!��, �� = ������, �> = ���>5� %�� 7� = 7�*
��	  
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��	����*�"
��!(�����-��� 

 

P. guilliermondii 
�E�	�7:����>"GH'"!�	&�����#$��
�����*��%��#$�� (:������� 5.7)   7�H��'����"

��	���
�� Spencer %�� Spencer (1997) �����!��G�'�!� 7�����>" P. guilliermondii GH'����G�

�����%�!� �$�H5
������!�	�7:����H���G�!���������
>��:!�%���
�'�"'�� (Zacchi %�� Vaughan-

Martini, 2002) 	�7:����>"���������� C. metapsilosis, Z. mellis %�� C. parapsilosis :�����H�" 

*H	 C. parapsilosis %�� C. metapsilosis (I$��
�E�7�	>��?�����������7��>��?����) 
�E�	�7:����%	�GH'

"!�	���#������%��
�L"
�����=	� :��H��%���:!��X 
�!� #$�� %��%������%
L� (Gilliam, 1997; 

Kurtzman %�� Fell, 1998; Suh et al., 2008) 7�����" Z. mellis I$��
�E�	�7:������%��H����7*�:��

GH'75� ���
�E�7�
�:�&�'
��H���
�!�
7�	
������#$�� (Rosa %���/�, 2003)  

	�7:����%	�GH'�������#$�� 26.1% 7�����&�' xylose 
�E�%��!�����"��GH' #�����H7�"

H����!�����!�75���!�
�� Guo %���/� (2006) I$����	���G�'�!� 	�7:� 45 G�*I
����� 274 G�

*I
�� (16.4%) 7�����&�' xylose 
�E�%��!�����"��GH' 

	�7:����	���H 
�!� A. pullulans, C. apis, D. hansenii, K. ohmeri, R. nymphaeae %�� S. 

japonicus 
�E�	�7:����>"GH'G�!"!�	&�����#$��
�����*��%��#$�� *H	7�*�*���
�� A. pullulans %�� D. 

hansenii ��
����	�
�E�7�H��%��7�����:�� :�����H�" 
���������7�'��7���� %:!&�����H������G�!>"

���
����	�7�*�*���
�� A. pullulans 
����������������&�'�H7�" (YM agar) ���������7�"5�/�

���
���G� �$�G�!������&�'
��H���7�'��7����
��	�7:�H����!�� 7�����" R. nymphaeae 
�E�	�7:������

7�%H� 7!�� S. japonicus 
�E� fission yeast (Kurtzman %�� Fell, 1998)  
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����% 6 

Output 	�����������	
���%>-,�
����	�� 
��. *�" 
��. 

 

1. (������%.�L��L�+����
����������"-
�������.� 

 

1.1 Ward, L., Waite, R. Boonham, N., Fisher, T., Pescod, K., Thompson H., 

Chantawannakul, P and Brown, M. 2007. First detection of Kashmir bee virus using real-

time PCR. Apidologie 38: 181-190. Impact factor 1.906 

1.2 Cutler, R. and Chantawannakul, P. 2007 The effect of local nucleotide correlations on 

synonymous codon usage in the honeybee (Apis mellifera L.) genome. Journal of Molecular 

Evolution 64:637-645. Impact factor 3.234 

1.3 Theantana, T. and Chantawannakul, P. (2008): Protease and �-N-

acetylglucosaminidase of honey bee Chalkbrood pathogen Ascosphaera apis: Journal of 

Apiculural Research. 47 (1): 68-72. Impact factor : 0.745 

1.4 Chantawannakul, P. and Cutler, R (2008): Convergent host-parasite codon usage 

between honey bee and bee associated viral genomes. Journal of Invertebrate Pathology. 

98: 206-210. Impact factor: 2.005 

1.5 Sanpa, S. and Chantawannakul, P (2008) Survey of six bee viruses by using RT-PCR 

in Northern Thailand, submitted to Journal of Invertebrate Pathology, 100 (2) 116-119.  

Impact factor: 2.005 

1.6 Promnuan, Y, Kudo, T., and Chantawannakul P. (2009) Actinomycetes isolated from 

beehives in Thailand. World Journal of Microbiology Biotechnology. DOI 10.1007/s11274-

009-0051-1 Online first. Impact factor 0.745 

 

In preparation 

1. Assessing the efficacy of control measures for European foulbrood (Melissococcus 

plutonius) of the European honey bee (Apis mellifera) submitted to Environmental 

Microbiology 

2. Diversity of bacteria associated with midgut of Thai native bees (in preparation)  

3. Yeast communities associated with the stingless bees Trigona spp. (in preparation) 
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2   ��	������%���%���,���
�����#�(�	���������>!+�,!�"����� 

 

2.1 
����*	"�	 

-    
�E�#5'�!��%��#5'�����/����	��!����:�����������75:�*��#$�� ����. Z"�"+�=�G�	 

-    
�E�#5'�!����:�����������75:�*��#$�� ����. Z"�"+�=������= 

Diagnosis of European foulbrood in Bee. Thai Agricultural Commodity and Food 

Standard. 15 pp. TACFS 10350-2007 

Diagnosis of American foulbrood in Bee. Thai Agricultural Commodity and Food 

Standard. 16 pp. TACFS 10351-2007 

 

2.2 
���������� 

-�!��

�	�����7��
���	���"#$�� 
>��������!�	����5�	�����7����¢�����/�������	���	 (:��
��7��

%�")  

Chantawannakul, P. (2008): Bee diseases. Chulalongkorn publishing house: Bangkok, 

Thailand (In thai, In press) (ISBN in process) 

-"��	�	
�����*��#$�� / Honey bee research center, Tamagawa University, Tokyo, Japan  

    - ���	���&����������#$�� ������	���	���7����� 

 

2.3 
���7�?��/� 

- �!�������	���
����� *��#$�� :��1 %�� :��2 &���	��������5'��������� �������������� 

17 ���+�>��?� 2551 %�� 24 �.�. 2551 ��� 7�� 11 (H�� CD 
��"���$�*�������) 

 

3. ��	������%�X��%���%���,�� >-,*�' 

 

3.1 (�����
��+����!�"����"-
�������.� 

3.1.1 Promnuan Y, Pathomaree W, and Chantawannakul P. 2007.Diversity of 

Actinomycetes Associated with Honey Bee (Apis mellifera) Hives in Northern 

Thailand. APIMONDIA, Melbourne, Australia (9-14 September, 20007)  

3.1.2 Chantawannakul P and Wanjai, C. 2007 Antimicrobial Activity of Honey and 

Microflora in Bee Brood of Stingless Bee (Trigona laeviceps) APIMONDIA, 

Melbourne, Australia (9-14 September, 20007)  

3.1.3 Sanpa S., Trakoolpua Y., and Chantawannakul P. 2007 Survey of Bee 

Viruses in Honey bee ( Apis mellifera)  in Upper Northern Thailand APIMONDIA, 

Melbourne, Australia (9-14 September, 20007)  
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3.1.4 Cutler R.W. and Chantawannakul P.2007 Bee bioinformatics. APIMONDIA, 

Melbourne, Australia (9-14 September, 20007)  

3.1.5 Chantawannakul, P. and Cutler, R. (2007): Bee bioinformatics. 40th 

Apimondia International Apicultural Congress. Melbourne, Australia (September, 9th 

-14th, 2007), page 104 

3.1.6 Chantawannakul, P. and Promnuan Y. (2007) Diversity of actinomycetes 

associated with honey bees in Nothern Thailand. 40th Apimondia International 

Apicultural Congress. Melbourne, Australia (September, 9th -14th, 2007), page 104 

3.1.7 Chantawannakul, P. and Sanpa, S. (2007): Survey of bee viruses in honey 

bee in Upper Northern Thailand. 40th Apimondia International Apicultural Congress. 

Melbourne, Australia (September, 9th -14th, 2007), page 105 

3.1.8 Chantawannakul, P. and Wanjai, C (2007): Antimicrobial activity of honey and 

microflora in bee brood of stingless bee (Trigona laviceps). 40th Apimondia 

International Apicultural Congress. Melbourne, Australia (September, 9th -14th, 

2007), page 106 

3.1.9   Saksinchai, S., Chantawannakul, P., Wangspa, R., and Lumyong, S (2007) 

Screening and production of xylitol by yeasts isolated from honey. Educational 

Research Exchange Joint Symposium, Chiang Mai University, Thailand (December 

13-14, 2007), page 66. 

3.1.10 Promnuan, Y.,Kudo, T., and Chantawannakul, P. (2008) Diversity of 

actinomycetes associated with honey bees (Apis mellifera) in Northern Thailand. 

AAA the 9
th
 Asian Apiculture Conference and Exhibition Association (AAA), 

Hangzhou, China, 1-4
th
 November, 2008 

3.1.11 Chantawannakul, P. (2008) Honey bee and microbes in Thailand the 9
th
 

Asian Apiculture Conference and Exhibition Association (AAA), Hangzhou, China, 1-

4
th
 November, 2008 

3.1.12 Saksinchai, S., Wongputtisin, P., Chantawannakul, P., and Lumyoung, S. 

(2008) the 9
th
 Asian Apiculture Conference and Exhibition Association (AAA), 

Hangzhou, China, 1-4
th
 November, 2008 

3.1.13 Chantawannakul, P. (2008) Bee viruses in Thailand and their genome 

analyses.OIE conference, Freiburg, Germany 26-28
th
 August, 2008 
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3.2 >-,�
����3�!=� Chairman  

 

- Session Bee pests and Diseases &���� the 9
th
 Asian Apiculture Conference and 

Exhibition Association (AAA), Hangzhou, China, 1-4
th
 November, 2008 

 

4.  �������%�������������
��
����������%�X �
��+�*�".'��!�"��&  

      

4.1 �!�������"�������	&����
�������!�	����	#$�� ��¢�����/�������	���	 

4.2 GH'7�'�������!�����������������" National Bee Unit, Central Science Laboratory, UK  

       %�� Bard College, New York, USA &��������	
���	���"#$��%����������	�&�#$��  

4.3 GH'H��
������:�H:!� Culture Collection, Sataima, Japan 
>���
��	"
����&� culture   

collection, Raiken %��:�H:!�  Chinese Academy of Science Institute, Hainan, China 
>���

%	�
������������	�����������&�#$�����
>���
�E����
���	"
��	"
���� 

4.4 National Bee Unit, Central Science Laboratory, UK  

4.5 Bard College, New York, USA  

4.6 Japan Collection of Microorganisms, RIKEN,  Tokyo, Japan  

4.7 University of York, UK  

4.8 Department of Entomology, Cornell University, USA 

4.9 USDA, USA 

4.10 �!����"��!�	����	#$�� ��¢�����/�������	���	&������H�������7��
����� #$�� 

 

�,��
��*�"
#���
������	
�+�����. 

 

�������$�=���������	����������7��>��?���"#$�� 
�E�
������������	����7�����
>��
���	�GH'&�

�'���;�"�:���� H�������$�������7�&�������$�=�
������������	����G�!7�����
>��
���	�GH' *H	7�����

�$�=������������	������+�>
����������	�GH'���7��>��?����� %�������
���	"
��	"��"
����

���
>��GH'����������	��� 

 

 

  

 

 



0��(��� � 

 

����#������!�����*��������  

 

  

1 Isolation prevalence (%)  =  Total number of sampling yielding at least 1 isolate x100 

                                     Total number of samples in that trial  

 

2. Intensity  =  Total number of samples yielding isolates in a given trial 

       Total number of samples in that trial  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



0��(��� � 

������������������%+�,
#���
�*��*�"�L�"����������� 

 

1. Arginine broth  

Tryptone                                                                        5 ���� 

K2HPO4                                                                        2       ����   

Yeastextract                                                                   5  ����                  

L-arginine monohydrochloride                                            3  ���� 

Glucose                                                                        0.5  ���� 

 ��������� 1000  �������:�                   

  

#7�������H&�'

'����%�'����" pH &�'
�E� 6.8-7.0 ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����H�� 15 ���H�/

:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

2. Carbohydrate medium for fermentation  

 Beef extract       3 ���� 

 Peptone       5 ���� 

 ����:��        10 ���� 

 Bromthymol blue 1.6%      4 �������:� 

���������                                                                       1000     �������:�                         

���
:��	�����:��%:!�����H ���
:��	����H�H7�"���&7!���HH�H%�[7G�'%�'����G��"��� 

181 °C 2 ����*�� ��������$�
:��	�7������	���������:��
�E�7!��#7�&7!���H�����/ 6 �������:� 

%�'��$��~!�
�����������H��G�
>�	� 10 ���H� 
�E�
��� 10 ���� ��"	������%�!&�����
	L� �������
>���

�]��������� :��%:�:�� 
>�����
7�	��/7�"�:�
������:��%:!�����H 

 

3. Christensen’s urea medium 

 Peptone       1 ���� 

 Glucose       1 ���� 

 KH2PO4       2 ���� 

 NaCl        5 ���� 

 Distilled water       1,000 �������:� 

:'�7!��#7�������H������	���" pH &�'
�E� 6.8 – 6.9 
:�� phenolred 0.04% �����/ 

20 �������:� ���G��$��~!�
���������/�+5�� 121 °C ����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

����&�' ��/�+5���H��
���������/ 52  °C %�'�
:��7������		5
��	���������

'�
'� 20% ��G�



�����/ 10 �������:� I$�����&�'�������
����*H	�������

	!�&�'

'����%�'�&�'��
�::����~!�
����%�'�

H5H�����H����!��&7!���H�H�������������
����%�����G����
��	����
�E� slant  

 

4. Gelatin Liquefaction medium  

Beef extract                                                                 3 ���� 

Peptone        5 ���� 

Gelatin        120 ���� 

���������        1000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'���� �!�	&7!���H�H��� ���H�� 10 ml ���G��$��~!�
������� 

��/�+5�� 121 °C ����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

5. Gluconobacter broth 

 Glucose       100 ���� 

 Yeast extract       10 ���� 

 CaCO3        20 ���� 

 ���������        1,000 �������:� 

%"!�7������	���
�E� 2 7!�� ����	7!��#7�������H&�'

'���� ~!�
���������/�+5�� 121°C 

����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� %��%	�~!�
����7������	 glucose �����/�+5�� 

110°C ����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 10 ���� %�'����7������	��#7�&�'

'���� 

 

6. Gluconobacter agar 

Glucose       100 ���� 

 Yeast extract       10 ���� 

 CaCO3        20 ���� 

 Agar        15 ���� 

 ���������        1,000 �������:� 

%"!�7������	���
�E� 2 7!�� ����	7!��#7�������H&�'

'���� ~!�
���������/�+5�� 121°C 

����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� %��%	�~!�
����7������	 glucose �����/�+5�� 

110°C ����H�� 10 ���H�/:�������� 
�E�
��� 10 ���� %�'����7������	��#7�&�'

'���� 

 

7. Motility test medium  

Beef extract       3 ���� 

 Peptone        10 ���� 

 Sodium chloride      5 ���� 



 Agar        4 ���� 

 ���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'������������!�	&7!���H�H��� ���" pH 
�E� 7.4 ± 0.2 ~!�


���������/�+5�� 121 °C ����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

8. Nitrate reduction test medium  

Potassium nitrate       1 ���� 

Beef extract        10 ���� 

Peptone        10 ���� 

���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'������������!�	&7!���H�H��� ���" pH 
�E� 7.0-7 2 ~!�
����

�����/�+5�� 121 °C ����H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

9. Nutrient broth  

 Beef extract       3 ���� 

 Peptone       5 ���� 

 ���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'���� ���" pH 
�E� 7.4 ± 0.2 ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����

H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

10. Nutrient agar  

 Beef extract       3 ���� 

 Peptone       5 ���� 

 Agar        15 ���� 

 ���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'���� ���" pH 
�E� 7.4 ± 0.2 ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����

H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

11. Saboroud dextrose (SBD) agar 

Saboroud dextrose       30 ���� 

Yeast extract       2 ���� 

Agar        20 ���� 

���������        1,000 �������:� 



����	7!��#7�������H&�'

'���� ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����H�� 15 ���H�/:�������� 


�E�
��� 15 ���� 

 

12. SYPG 

Soluble starch        10 ���� 

Yeast extract       10 ���� 

Cysteine       1 ���� 

KH2PO4       20  ���� 

���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'���� ���" pH 
�E� 6.6 ± 0.2 ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����

H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 
:�� glucose 20 ml �������

'�
'� 50% 

 

13. Tris – HCL YPG 

Tris         2.42  ���� 

Yeast extract       10 ���� 

Sodium pyruvate       1 ���� 

Glucose       4 ���� 

Agar        20 ���� 

���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'���� ���" pH 
�E� 7  ± 0.2 ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����

H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

11. Tryptone Broth 

Tryptose       10 ���� 

 ���������        1,000 �������:� 

����	7!��#7�������H&�'

'���� ���" pH 
�E� 7.4 ± 0.2 ~!�
���������/�+5�� 121 °C ����

H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 

 

12. Phosphate – Buffer Saline (PBS) 

Na2HPO4       81 mM 

 NaH2PO4       19 mM 

 NaCl        150 mM 

 pH 7.4 



����	7!��#7�������H&� Ethanol (70%) &�'

'����%�'�~!�
���������/�+5�� 121 °C ����

H�� 15 ���H�/:�������� 
�E�
��� 15 ���� 
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�� 

 

1. ��-�,��
�*���  

    1.1 Crystral violet stain 

 Crystral violet       5 ���� 

 ���������        100 �������:� 

   1.2 Iodine solution  

 Iodine        1 ���� 

 Potassium iodide      2 ���� 

 ���������        300 �������:� 

   1.3 Decolorizer 

 95% ethanol       250 �������:� 

 Acetone       250 �������:� 

   1.4 Safranin O solution 

 Safranin O       2.5 ���� 

 95% ethanol       100 �������:� 

 

2. Bromthymol blue solution 1.6% 

 Bromthymol blue      1.6 ���� 

 Ethyl alcohol       100 �������:� 

 

3. 3% Hydrogen peroxide solution  

 H2O2      3 ���� 

���������        100 �������:� 

 

4. Kovac’s solution  

 Para – dimethyl – amino benzaldehyde   5 ���� 

 Amylo or butyl alcohol      75 �������:� 

 HCl, concentrate      25 �������:� 

#7� para – dimethyl – amino benzaldehyde ��" alcohol &� water bath ��/�+5�� 30 – 

60°C ��� 5 ���� 
/������!�	&�'��/�+5���H��&�'��� HCl ��G�&�7������	 %�'�

	!�&�'

'����

&7!&�
�H7���
�L"G�'&�:5'
	L� 

 



5. Methyl red solution  

 Methyl red       0.8 ���� 

 Ethanol 95%       300 �������:� 

 ���������        200 �������:� 

����	 methyl red &� 95% ethanol %�'��$�
:����������� 

 

6. Nessler, s reagent  

 Potassium iodide       70  ���� 

Mercuric iodide       100  ���� 

Potassium hydroxide       100  ���� 

���������        1000 �������:� 

����	 Potassium iodide %�� Mercuric iodide &���������� 400 ml ����	 Potassium 

hydroxide&���������� 500 ml %�����&�'
	L� #7�7������	���� 2 ���H 

'�H'�	��� %�'�
:��&�'��" 

1 L ���������!�	&�':�:���� �������:�:����%�'�&�'
�����&7X 
'��"���&�
�H
�L" reagent 

7. Sulfalinic acid solution  

Sulfalinic acid        8  ���� 

5 N acetic acid       1  ��:�  

����	 Sulfalinic acid &� 5 N acetic acid  *H	&�'�����'���!�	 

 

8. �-naphthylamine solution  

�-naphthylamine       5  ���� 

5 N acetic acid       1  ��:�  

����	 �-naphthylamine&� 5 N acetic acid 

 

9. Tetramethyl –p- phenylenediamine dihydrochoride solution, 1%  

Tetramethyl –p- phenylenediamine dihydrochoride   10  ���� 

���������        100 �������:� 

 

10. Voges – Proskauer test solution 

 Solution A : 

 Alpha napthol       10 ���� 

 Ethanol 95%       100 �������:� 

����	 alpha napthol &� 95% ethanol 
�L"&�
�H7��� 

 Solution B : 



 KOH        20 ���� 

 ���������        100 �������:� 

����	 KOH &���������� 
�L"&7!
�H7��� 

 



���
���,����� 
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