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I##�D  3

��

3.1  �������	FI@�7E�J$%(?� V. parahaemolyticus 
�� V. cholerae �	�Lc��L�����
���Lc�
       ����&�	$�c����I�	�����7��Lc�
%&$'(��
�)�

                        ������.4*8(�-C�:��+*�	�4D	�4���������4D	����+*�	�� 10 �:��+*�	  ���:��+*�	�4D	 8�
����&�7�08�;(),F� V. parahaemolyticus ��� V. cholerae ��+�01� MPN '������+��
���'�A
��
�*�(7G V. parahaemolyticus ��� V. cholerae �D�+��� streak C CHROMagar  .:	(���:�3;��

���'�AC*	)�F�*�(7G(),F� V. parahaemolyticus �HA	8��:�3;���8  ��C(��+C �
���.�8*�	
��8 (�=7'�A
3.1) ����
���'�AC*	)�F�*�(7G V. cholerae   �HA	8��:�3;���8  ��C(��+C �
���8�.��z�  (�=7'�A 3.2)
���
����:	��*���7'�.�C
4;.8C:�0'�	)��(
8� ���+,+:��C�����
�:F	�D�+ PCR  (�=7'�A 3.3
����=7'�A 3.4 )

�G@#�D  3.1  �:�3;���	�
��� V. parahaemolyticus C CHROMagar
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�G@#�D  3.2  �:�3;���	�
��� V. cholerae C CHROMagar

toxR  367 bp

toxR  367 bp
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�G@#�D  3.3  �����'�� PCR ��	(),F�  V. parahaemolyticus ��+�)D�� tox R (7G��
                (7z�&8�+

�G@#�D  3.4  �����'�� PCR ��	(),F�  V. cholerae ��+�)D�� ompW (7G��
                (7z�&8�+

              ������/H�3��4D	�4��������� 10 �:��+*�	 ����BC(),F� V. parahaemolyticus 8�
*��+=*
��&�*�	 < 3 - 3,600 MPN/��:8 V. cholerae 8�
*��+=*��&�*�	 < 3 - 3  MPN/��:8  .*����/H�3��
�4D	������� 10 �:��+*�	����BC V. parahaemolyticus 8�
*��+=*��&�*�	  11 - 11,000  MPN/��:8
��� V. cholerae  8�
*��+=*��&�*�	  < 3-11  MPN/��:8  (����	 3.1)

ompW  588 bp

ompW  588 bp
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�����#�D   3.1   ����(),F� V.  parahaemolyticus ��� V.  cholerae ��4D	�4���������4D	����*�(�D����C������0��4D	�)*��-	

�Lc��L�����  ���	�	$%(?� MPN/��FE �Lc����  ���	�	$%(?� MPN/��FE

"�&�#�DE�����Lc� V. parahaemolyticus V. cholerae 
"�&�#�DE�����Lc� V. parahaemolyticus V. cholerae

C�03:'&D�	(+-�)�0�:@9
&���&<* ����:� (8&�))
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3.2  ����������	
�����
�	#�D���FI���E$�cE�c	�&�� t �	���'FI'F?����$��7H $�7I����

       V. parahaemolyticus 
�� V. cholerae �	"���#����
3.2.1  ����������	#�D���FI���E$�cE�c	�&�� t �	���'FI'F?����$��7H$�7I����

         V. parahaemolyticus 
�� V. cholerae �	"���#����
                        ������/H�3�7��.0'10>�B��	
����        ����+:C+:F	���(��0<(�0C����	
 V. parahaemolyticus ��� V. cholerae �&���'���	��+�&D(),F�C�0.4'10�.:8�:.�:C
����'�A
���:C
��8(�D8�D'�A  25-200 ppm ��+�(���.:8�:. 1 ��� 5 �'� '�A�4;&>=80 4 �	/�(��(��+. &�:	
'���������:C����(),F�'�A(&�,����BC�*�
����'�A���:C
��8(�D8�D�:F	��* 25 ppm ��+�(���
.:8�:.  1  �'� .�8��P'����+(),F� V. parahaemolyticus  ���  V. cholerae  ��D�+*�	.8C=�;9  �:	
�.�	�����	'�A 3.2
�����#�D   3.2  ����	
����'�A���:C
��8(�D8�D�*�	 u ����+:C+:F	���(��0<(�0C��
                       �*�(),F� V.  parahaemolyticus  ��� V. cholerae �&���'���	

V. parahaemolyticus                  V. cholerae
��+�(���
.:8�:.
 (�'�)


��8(�D8�D
��	
����

(ppm)

����(���9
'�A(&�,����
(cfu/ml)

%
�����

�����	
��	(),F�

����(���9
'�A(&�,����
(cfu/ml)

%
�����

�����	
��	(),F�

0       1.89+5.6x106 0 1.37+6.2x106 0
25 0 100 0 100
50 0 100 0 100
100 0 100 0 100
150 0 100 0 100

1

200 0 100 0 100
0 1.77+8.2x106 0 1.40+8.5x106 0
25 0 100 0 100
50 0 100 0 100
100 0 100 0 100
150 0 100 0 100

5

200 0 100 0 100
                        * &8�+(&�4 
*�'�A��D(7G
*�(E��A++ SD������'���	 3 �F��
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                        ��;�'�A)4�
�C
48'�A8�����)D��(��+8
�����9 1% BC�*�����(���9'�A(&�,����
�8*����*�	���(���9(�0A8�D
3.2.2 ��������
�	#�D���FI���E$�cE�c	�&��t �	���'FI'F?����$��7H$�7I����

        V. parahaemolyticus 
�� V. cholerae �	"���#����
                        ������/H�3�7��.0'10>�B��	�
��������+:C+:F	���(��0<(�0C����	
V. parahaemolyticus ��� V. cholerae �&���'���	 ��+����&D(),F�C�0.4'10�.:8�:.�:C.��
����+�
����'�A���:C
��8(�D8�D'�A  250 ] 2,500 ppm ��+�(���.:8�:. 10 , 20 ��� 30 �'� '�A
�4;&>=80 4  �	/�(��(��+. &�:	'���������:C����(),F�'�A(&�,���� (����	'�A 3.3)
�����#�D  3.3  ����	�
����'�A���:C
��8(�D8�D�*�	 u ����+:C+:F	���(��0<(�0C��
              ��	 V. parahaemolyticus ��� V. cholerae �&���'���	

V. parahaemolyticus                  V. cholerae��+�(���
.:8�:.
 (�'�)


��8(�D8�D
��	�
����

(ppm)
����(���9
'�A(&�,����
(cfu/ml)

% �����
�����	
��	(),F�

����(���9
'�A(&�,����
(cfu/ml)

% �����
�����	
��	(),F�

0 1.7+0 x106 0 1.7+0.1 x106 0
250 6.3+0.4 x105 63.0+3.2 2.2+0.1 x105 87.5+0.8
500 5.9+0.8 x105 65.3+4.9 2.3+0.1 x105 86.9+0.5
1,000 3.8+0.6 x105 77.7+3.8 2.1+0x105 87.5+0.6

10

2,500 3.2+0.3 x105 81.2+1.8 1.8+0 x105 89.8+0.1
0 1.6+0 x106 0 1.8+0.2 x106 0

250 5.0+1.0 x105 69.1+1.3 2.3+0.1 x105 86.9+1.1
500 3.5+0.4x105 78.4+2.3 1.8+0.2 x105 89.7+1.0
1,000 7.2+0.5x104 95.6+0.4 1.4+0x105 91.8+0.9

20

2,500 5.5+0.6x104 96.6+0.3 1.1+0.1x105 94.0+0.2
0 1.8+0x106 0 1.9+0.1x106 0

250 4.8+0.4x105 72.6+2.0 2.4+0 x105 87.0+0.3
500 3.8+0.2x105 78.3+1.6 1.9+0.2x105 89.6+0.6
1,000 6.3+0.3x104 96.4+0.1 1.9+0.1 x105 90.0+1.0

30

2,500 5.8+0.8x104 96.7+0.5 9.6+1.6x104 94.8+0.7
                        * &8�+(&�4 
*�'�A��D(7G
*�(E��A++ SD������'���	 3 �F��
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                        BC�*��
����'�A���:C
��8(�D8�D�:F	��* 250 ] 2,500 ppm ���+�(���.:8�:.  10
�'� �8*8�
��8(�D8�D��'�A.�8��P������(),F� V. parahaemolyticus  ���  V. cholerae  �	��D
8����*� 90 % ��*(8,A�(B0A8��+�(���.:8�:.(7G 20 �'�BC�*�'�A
��8(�D8�D�:F	��* 1,000 ppm �HF�7
.�8��P��(),F�':F	  2  )0���D8����*� 90 % ��+'�A 1,000  ppm  ��+�(���.:8�:.  20  �'�  .�8��P
����D  95.6+0.4%  ���  91.8+0.9% ��8����:C  ���BC�*�(8,A�(B0A8��+�(���.:8�:.(7G  30  �'�'�A
���:C
��8(�D8�D(��+��:  �
�����8*��D'���&D������	��	(),F�':F	 2 ����*�	�7

3.3  ����������	
�����
�	�	����c���Lc�B�#�DE����$�7E$%(?�  V. parahaemolyticus

       
��  V.  cholerae

3.3.1  ����������	�	����c���Lc�B�#�DE����$�7E$%(?� V.  parahaemolyticus  
��  V.  cholerae
                        ������'�.�C    ����	
���������D�	�4D	.�     '�A8����(�08(),F�C�0.4'10�
V. parahaemolyticus  ()*  V.  cholerae ��+�)D
����'�A���:C
��8(�D8�D�����+�(���.:8�:.'�A
��D������'���	�&���'���	 BC�*��8*.�8��P������(),F�':F	 2 )0��	��D  �H	��D'�.�C
��+�)D
����'�A���:C
��8(�D8�D 25-200 ppm '�A��+�(���.:8�:.(B0A8�HF
,�  30 ��� 60 �'�  '�A
�4;&>=80��	.������+  4  �	/�(��(��+. ����.�C�������������	(),F���+�01� MPN ���+,
+:�����
�:F	�D�+ PCR  BC�*�����������(),F���4D	�&D��D8����*� 90% �D�	(B0A8
��8(�D8�D
��	
���������+�(���.:8�:.8����*���������:�(),F�C�0.4'10��&���'���	 
,� ��;�'�A�
&���'���	'�A
�������:C
��8(�D8�D 25 ppm .�8��P'����+(),F�':F	 2 )0���D�+*�	.8C=�;9�
��+�(���.:8�:.(B�+	  1  �'� ��;�'�A��4D	(�08(),F� ���:C
��8(�D8�D(��+��:�����+�(���
.:8�:. 30  �'�  .�8��P��(),F�':F	 2 )0��	��D 86.9+3.9% ��� 86.1+3.3% ��8����:C('*�:F &��
�D�	�������(),F�':F	 2 )0��&D��D8����*� 90 % �D�	�)D
����'�A
��8(�D8�D�:F	��* 50 ppm ���
��+�(���.:8�:.  30 �'��HF�7 ��+'�A
��8(�D8�D��	
���� 50 ppm ��+�(���.:8�:.  30 �'�
.�8��P������(),F� V. parahaemolyticus  ���  V.  cholerae ��D 95.0+1.0% ��� 95.0+2.5%
��8����:C   ���BC�*�(8,A�(B0A8��+�(���.:8�:.��HF(7G 60 �'� ���:C������	��	(),F�':F	 2
�8*����*�	�:C'�A��+�(���.:8�:. 30 �'� '�A'4����:C
��8(�D8�D��	
���� (�=7'�A 3.5 )
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(B)
�G@#�D  3.5  ����	
���������D�	�4D	.�'�A8����(�08(),F� V.  parahaemolyticus (A)
                 ���  V.  cholerae (B)
3.3.2  ��������
�	�	����c���Lc�B�#�DE����$�7E$%(?� V. parahaemolyticus  ���  V.  cholerae
                        ������'�.�C����	�
����      �����D�	�4D	.�'�A8����(�08(),F�C�0.4'10�
 V. parahaemolyticus  ()*  V.  cholerae  (8,A��)D
��8(�D8�D�����+�(���.:8�:.'�A��D������
'���	�&���'���	BC�*� �8*.�8��P������(),F�':F	 2 )0��	��D()*(��+��:C����	
����
�H	'�����'�.�C����	�
���������D�	�4D	.�'�A8����(�08(),F�C�0.4'10� V. parahaemolyticus
()*  V.  cholerae   ��+�)D�
����'�A���:C
��8(�D8�D(B0A8�HF
,�  0.1%(1,000 ppm) ��� 0.25%
(2,500 ppm) '�A��+�(���.:8�:. 30 , 60 ��� 120 �'�  '�A�4;&>=80��	.������+ 4 �	/�(��(��+.
���
*� pH 5.5 ����.�C�������������	(),F���+�01� MPN ���+,+:�����
�:F	�D�+ PCR
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BC�*�����������(),F���4D	�D�	(B0A8
��8(�D8�D��	�
���������+�(���.:8�:.8����*�
��������:�(),F�C�0.4'10�  �HA	������'�.�CBC�*�
��8(�D8�D��	�
����'�A 0.1% (1,000 ppm)
����:C&���'���	�)D��+�(���.:8�:.(B�+	 20 �'� .�8��P������(),F���D8����*� 90% �
�;�'�A���'�.�C��4D	(�08(),F� �D�	(B0A8��+�(���.:8�:.(7G 120 �'�����(),F�V.
parahaemolyticus   ���  V.  cholerae  ���	��D 92.0 ± 1.2 % ��� 90.2± 2.8 % ��8����:C ��*'�A
��+�(���.:8�:.(��+��:�F(8,A�(B0A8
��8(�D8�D(7G 0.25% (2,500 ppm) ���&D�����'���	'�A�8*
����*�	�: (93.2± 1.2 % ��� 90.6± 0 %) 
��8(�D8�D��	�
����':F	 2 ���:C�F '�A��+�(���
.:8�:.'�A.:F��*� (30 ��� 60 �'�) ����(),F� V. parahaemolyticus   ���  V.  cholerae  ���	�8*
PH	 90% (�=7'�A  3.6)
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1,000 ppm 2,500 ppm (B)
�G@#�D  3.6  ����	�
���������D�	�4D	.�'�A8����(�08(),F� V. parahaemolyticus (A)
                 ���  V.  cholerae (B)
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3.4 ����������	
�����
�	�	����c���Lc�B�#�DE�$%(?��L�7	#��'>��E8��E%��7
3.4.1  ����������	�	����c���Lc�B�#�DE�$%(?��L�7	#��'>��E8��E%��7
                        ����/H�3�����	
���������D�	�4D	.�'�A8�(),F��4�0'��+9���1��8)��0  ��D�)D
.>���'�A(&8��.8'�A.�8��P������(),F���D8����*� 90% ���)4����'�.�C��4D	(�08(),F� 8�
'�.�C
,� '�A���:C
��8(�D8�D 50 ppm ��+�(���.:8�:. 30 �'� ���'���������:C����(),F�'�A
(&�,����()*(��+��:C��4D	(�08(),F� '�����'�.�C':F	&8� 4 )4��HA	':F	 4 )4��8*BC�*�8����7(7MN�
��	V. cholerae  ��:��+*�	�4D	 �:	:F�H	�8*7���O�����'�.�C��	
�����*�(),F� V. cholerae
��4D	.�'�A8�(),F��4�0'��+9��81��8)��0 .*�����	
���������D�	�4D	.�'�A8�(),F� V.
parahaemolyticus ��+1��8)��0BC�*�
������.�8��P������ V. parahaemolyticus  ��D 85.3
] 97.4% (����	'�A 3.4)

�����#�D  3.4  ����	
���������D�	�4D	.�'�A8�(),F��4�0'��+9  V. parahaemolyticus ��81��8)��0

)4����'�.�C
����(���9
�)4�
�C
48

(cfu/ml)

����(���9
�)4�'���	

(cfu/ml)

% ����������	
��	(),F�

1 2.9x104 7.5x102 97.4
2 7.5x104 1.1x104 85.3
3 4.6x104 2.4x103 94.8
4 6.4x104 3.8x103 94.1

3.4.2  ��������
�	�	����c���Lc�B�#�DE�$%(?��L�7	#��'>��E8��E%��7
                        ����/H�3�����	�
���������D�	�4D	.�'�A8�(),F��4�0'��+9��81��8)��0  ��D�)D
.>���'�A(&8��.8'�A.�8��P������(),F���D8����*� 90% ���)4����'�.�C��4D	(�08(),F� 8�
'�.�C
,� '�A���:C
��8(�D8�D 0.1%(1,000 ppm) ��+�(���.:8�:. 120 �'� ���'���������:C
����(),F�'�A(&�,����()*(��+��:C��4D	(�08(),F� '�����'�.�C':F	&8� 4  )4� �HA	':F	 4 )4��8*BC�*�
8����7(7MN���	 V. cholerae  ��:��+*�	�4D	  �:	:F�H	�8*7���O�����'�.�C��	�
�����*�
(),F� V. cholerae   ��4D	.�'�A8�(),F��4�0'��+9��81��8)��0     .*�����	�
����       �����D�	
�4D	.�'�A8�(),F�V. parahaemolyticus ��81��8)��0BC�*� �
������.�8��P������ V.
parahaemolyticus  ��D 67.4 ] 68.7 % (����	'�A 3.5)
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�����#�D  3.5  ����	�
���������D�	�4D	.�'�A8�(),F��4�0'��+9V. parahaemolyticus  ��8
                      1��8)��0

)4����'�.�C
����(���9
�)4�
�C
48

(cfu/ml)

����(���9
�)4�'���	

(cfu/ml)

% ����������	
��	(),F�

1 4.6x104 1.5x104 67.4
2 2.4x104 7.5x103 68.7
3 4.3x104 1.4x104 67.4
4 4.6x104 1.5x104 67.4


