
����� 2

��	
� ������ ��� ��������
���

1. ��	
�

1.1 ���������� (������, 2548)
1.1.1 �������������������� ��!� �"��
�������������������� ��!� �"��#$� L. plantarum TISTR 050 �*�+,���-��.�/�01*2

/."-��34* 1*#-��*-*���+*/"�� #56��.2�*��7��8�*"� 89*-���*�.�/:0�*�#������
1.1.2  �����������;� �#
�����$3� Vibrio harveyi AAHRC 01 �*�+,���-��.�/�01*2/."-��34* 1*#-��*-*���

+*/"�� #56��.2�*��7��8�*"� 89*-���*�.�/:0�*�#������

1.2 �������� ���!" �

   1.2.1  �*9*� De Man Rogosa Sharpe (MRS) (Merck)
1.2.2 �*9*� Trypticase Soy Agar (TSA) (Merck) ����"�8 O�P��8#��!�P�1.5  %

/4*9�.����3�:��$3�R�#�������.�-!�
1.2.3 �*9*� Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) (Merck)

1.3 ��$�%��

���:0*-���*��P��:��� 1 !P��.�#-*8����#�*69��*�X*��80�:��Y"������.:9-.P 
/:0�* 2.���: R�6/",�  P�8��*���69-;*: 45-80 -.� ���:0*-���*��P��:��� 2 ������:0�*P 3-4 ��.8
�*�X*��80�:��Y"������.:9-.P�[""*�� R�6�4*�*����3�:���;�P����8�0�*P 9-11 ��.8���/]*��
-��.�-*���+*/"�� �4*�1��6:, �.:9-.P/",�

1.4  '(��)�����
���*�
*�+��,������
P.:R/P:��"*�*:��� 3
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*������� 3  2�����������*��P��:

Name Specificity Sequence of probe (5@-3@)
%

formamide

Label

fluorescent dry
References

EUB 338 mix* Domain Bacteria

 EUB 338 most Bacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT 20-50 Rhod/Fluo Amann et al., 1995

 EUB ll Planctomycetales GCA GCC ACC CGT AGG TGT 20-50 Rhod/Fluo Daims et  al., 1999

 EUB lll Verrucomicrobiales GCT GCC ACC CGT AGG TGT 20-50 Rhod/Fluo Daims et al., 1999

LGC354 mix** LGC group

    LGC354a most Lactobacillales TGG AAG ATT CCC TAC TGC 35 Cy3 Meier et al., 1999

    LGC354b most Bacillales CGG AAG ATT CCC TAC TGC 35 Cy3 Meier et al., 1999

    LGC354c most Streptococcaceae CCG AAG ATT CCC TAC TGC 35 Cy3 Meier et al., 1999

    LAB158 Lactic acid bacteria GGT ATT AGC AYC TGT TTC CA 25 Cy3 Harmsen et al., 1999
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*������� 3 (";�)

Name Specificity Sequence of probe (5@-3@)
%

formamide

Label

fluorescent dry
References

    Lplan L. plantarum CCAATCAATACCAGGAGTTCG 25 Fluo Hensiek et al., 1992

    Enc131 Entrococcus spp. CCC CTT CTG ATG GGC AGG 30 Fluo Behr et al., 2000

HGC69A HGC group TAT AGT TAC CAC CGC CGT 35 Cy3 Roller et al., 1994

HGC69A Comp Competitor to HGC69A TAT AGT TAC GGC CGC CGT 35 -- Roller et al., 1994

ALF1B α-Proteobacteria group CGT TCG YTC TGA GCC AG 20 Cy3 Manz et al., 1992

BET42a β-Proteobacteria group GCC TTC CCA CTT CGT TT 35 Fluo Manz et al., 1992

BET42a Comp Competitor to BET42a GCC TTC CCA CAT CGT TT 35 -- Manz et al., 1992

GAM42a γ-Proteobacteria group GCC TTC CCA CAT CGT TT 35 Cy3 Manz et al., 1992

GAM42a Comp. Competitor to GAM42a GCC TTC CCA CTT CGT TT 35 -- Manz et al., 1992
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34

*������� 3 (";�)

Name Specificity Sequence of probe (5@-3@)
%

formamide

Label

fluorescent dry
References

   Pseumonas Pseudomonas spp. GAT CCG GAC TAC GAT CGG TTT 30 Cy3 Schleifer et al., 1992

   G V Vibrio spp. AGG CCA CAA CCT CCA AGT AG 30 Cy3 Eilers et al., 2000

CFB560 CFB group WCC CTT TAA ACC CAR T 40 Fluo Louise et. al., 2002

�+����*�  �*��0����4*P.���P��-#���������6�� IUPAC code, * ��� EUB 338, EUB ΙΙ, EUB ΙΙΙ �-8�.���/.P/;-������;*�.�, ** ��� LGC354a, LGC354b, 
LGC354c �-8�.���/.P/;-������;*�.�, *** Flu = Fluorescein, Rho = Rhodamine, Cy3 = Cy3 (red color)         
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1.5 �������$�

�*��P��:��� 2 ����*9*����:���P�*�#�*/4*9�.����3�:���:0*-0�*P 5p15 ��.8  P�8�
 ��"��!8;�����-;* 35% !08.�!8;�����-;* 5% �*�!8;8*��-;* 4% #-*8�$3�!8;8*��-;* 12%

1.6 	���,+�

	���,+�	P�������,��, FISH +�
���� 

Reagent  Grade Company

Ethylenedinitrolo tetraacetic acid-  Analytical Merck
disodium salt dehydrate
Formamide   Analytical Unilab
Sodium chloride  Analytical Merck
Sodium dodecyl sulfate (SDS)  Biotechnology Amresco
Tris-HCl  Biotechnology Amresco
p-phenylenediamine                                                    Biotechnology  Merck

2. ������

2.1 ��������� ����$��
���

2.1.1 �����5��6���9��*�*+ ��6���P�-� �#�$��:�9��*�*+, /*��*: R�69.-
��*�

2.1.2 �����5��������];*��34* ��6���P�-� /*��*: R�6�#�$��:�[q8�34*���P��;8�34*!P�
2.1.3 �����5�0���*����:�P��: !P�R�; ].:2�*/"�� R�6/-�:
2.1.4 �����5����*����3�:���:�P��: !P�R�;].:0�*P 200 ��"� �;�2.��34*

2.3 ������	P�������,��, FISH

2.3.1   �����5�/4*9�.�#-�#�8��591,8����*� Hybridize #$� �#�$��: Hybridization 
Oven (��;� Hybridizer HB-1D ���9�� TECHNE)
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2.3.2  �����5�/4*9�.�#-�#�8��591,8����*���*: 2��P�-� washing buffer #$� 
�;*:�34*#-�#�8��591,8�

2.3.4  �����5�/4*9�.�"�-�v�R�6�.��w�1*2#$� ����:��2�X�,����/�O�O�
(epifluorescent microscope) (Olympus, BX51) R�6];*�1*2P�-�����: Cooled CCD (Olympus, 
DP50)

 2.4 �������"��W

2.4.1  �����5�/4*9�.��.�:-.P�34*9�.�#$� �#�$��:�.�: 2 "4*R9�;: R�6 �#�$��:�.�: 4
"4*R9�;: (Sartorius, BP3100S)

2.4.2  �����5�/4*9�.�-.P#;*P,P��$�R/: #$� /��# "� X "8��"��� (Shimadzu, 
UV-1201)

2.4.3 �����5�/4*9�.��.P��y�/*��6�*� /*��#8����������*�-��#�*69� R�6/*�
2.�7������������ #$� 0-PR��-����P-P;*: 0�*P";*:z R�6",�R�;��591,8�"�4* -20 �:+*�O��O��/
(Science Temp, USA)

2.4.4  �����5�/4*9�.��"���8-./P�, /*��#8� R�6�����5����P��$3� #$� 98���w�:
#-*8P.� (Tomy Seiko, Co., SS-325), ",����P��$3� Laminar flow (Dryer Mark II, Clean) R�6",���
{;*��$3� (Sanyo, Program Oven)

3. ��������
���

�*��P��:R�;:���� 2 �*��P��:  P��*��P��:��� 1 +w�Y*�*��������R��:�:#�
��6�����$�P0�:���:���"�P��$3�!-�./���;* Ow�:��6���P�-� ���8*5�8yP��$�P�-8�.3:98P (total 
hemocytes count), �*�-��#�*69����8*5 Oxyhemocyanin R�6�*�-��#�*69����8*5��, #/����$�P 
(Blood glucose) ����*���3�.:�4*�*�+w�Y* #�:/��*:��6�*��R�#���������*:�P���*9*� 3 /;-�
!P�R�; ".�R�6".��;��, �4*!/�/;-�"��, R�6�4*!/�/;-���*�0�:���:0*-��"�R�6"�P��$3�!-�./���;*
��/1*2�*����3�:���:�*�#�*R��9�*R�;����;�P��  P������#��# FISH �-8]w:�*�+w�Y*�*�
�������R��:���8*5R�#�������-8R�6R�#�����������;8 Vibrio spp.  P������#��#�*��2*6���3�:
R�#���������*9*����3�:��$3����������� ��056����*��P��:��� 2 �6�����*�+w�Y*�2$���$��.�]w:�*�
�������R��:0�:�:#���6�����$�PR�6 #�:/��*:��6�*��R�#���������*:�P���*9*� 2 /;-�!P�
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R�; ".�R�6".��;�� R�6�4*!/� �8$���4*�*��9����-�4*P�-���$3�!-�./���;* ��$3�R�#�������;� �#    (V. 
harveyi AAHRC 01) R�6��$3�!-�./���;*�;-8�.� V. harveyi AAHRC 01 P��4*0��8,����!P��*��*�
�P��:��� 1 8*�4*�*����R���*��P��:��9��:�}��."��*� ����*���3�.:�4*�*��P/��#-*8
/*8*�]���*�#:��,;R�6��6/��7�1*2���*��.��.3:��$3������;8 Vibrio spp. 0�:��$3�            ��!�
 �"�� L. plantarum TISTR 050 ��/1*2�*�"�P��$3� V. harveyi R�6��$3�!-�./���;*�;-8�.� V. 
harveyi  P�-���#��# FISH �-8]w:�*�+w�Y*�*��������R��:���8*5R�#�������-8, R�#��������
���;8   Vibrio spp. R�6R�#�����������;8 Lactobacillus spp.  P������#��#�*��2*6���3�:R�#������
���*9*����3�:��$3����������� Ow�:�*��P��:8��*��6����PP.:";�!���3

3.1 ����
������ 1 XY�Z���,��������"�
���',��	�$����!���

��,������)�����
��%����$�%���*����*�
�!" �[���	���\�)��\�
��

3.1.1 �]�����
���

-*:Rv��*��P��:R��/�;8"��P (Completely Randomized Design: CRD)  P�
+w�Y*������������:#���6�����$�P  #�:/��*:��6�*��R�#������R�6/.P/;-�0�:���;8R�#������
���/������*:�P���*9*� 3 /;-�!P�R�; ".�R�6".��;�� �4*!/�/;-�"�� R�6�4*!/�/;-���*� 0�:���:
0*-��"��.����:0*-���"�P��$3�!-�./���;*  P��4*�*���y�".-��;*:���:0*-/�01*2P�R�6"�P��$3�!-�./    
���;*�*��;�P���4*�-���;*:�6 3 �;� Ow�:".-��;*:0�:���:0*-/�01*2P�"��:8*�*��;����3�:���!8;2�
�*�"�P��$3�!-�./����6���.3: 4 ���P !8;8���6-."��*�"�P��$3�R�#������R�6�*�����*�}���-�6��
�69-;*:�*����3�: �-8]w:8��*�������"�� "R�6����*9*�����98*6/8�.��*��0�:���: ��056���".-
��;*:���:"�P!-�./���;*�6"��:8*�*��;����3�:������:"�P��$3�!-�./���;*�2��:���P�P��-��;*�.3�!8;8��*�
"�P��$3�!-�./���P�$������6��R�6�*�����*�}���-�6���69-;*:�*����3�:  P��6�4*�*���y�".-��;*:���:
0*-�;��6 18 ".-�*��*�/�;8����;����3�:  P����:��"��6�4*�*�/�;8�*����9��*9*���056������:"�P
��$3�!-�./�6�4*�*�/�;8 P��*�".����:���R/P:�*�*�0�: �#���;*��;*:�.P���

3.1.2 �����^�*����\��

��y�".-��;*:���:0*-������3�:���;�P��0�:��Y"������6���*����3�:R��9�*R�;� 
(intensive system) Ow�:8��*���69-;*: 45-80 -.��*�R9�;:���3�:���:0*- 3 R9�;: !P�R�; R9�;:���3�:�*�
�[�:"6-.���� (�;*-!��) �4*�*���y�".-��;*:���0"�4*�1��6 �P �.:9-.P/:0�* R9�;:���3�:�*��6��
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/*�/:0�* �4*�*���y�".-��;*:���0"�4*�1��*�26�,� �.:9-.P2.���:R�6�*��[�:"6-.�"� (�6���.�
P*8.�) �4*�*���y�".-��;*:���0"�4*�1��6:, �.:9-.P/",�  P���y�".-��;*:���:��"�R�6"�P��$3�!-�./
���;*�*�R";�6R9�;:���3�: �4*�-�R9�;:���3�:�6 1 �;�Ow�:�6�4*�9�!P�".-��;*:���:��"��4*�-� 3 �;�
R�6���:"�P��$3�!-�./���;*�4*�-� 3 �;�  P��4*�*���y�".-��;*:���69-;*:�P$��/�:9*#8]w:"��*#8 
2.+. 2548 Ow�:���:0*-/�01*2��"�����4*�*���y�".-��;*:�6"��:!8;2��*�"�P��$3�!-�.//4*#.����*�
�2*6���3�:���:�.3: 4 ���P !P�R�; White spot syndrome virus (WSSV), Infectious hypodermal and 
haematopoietic necrosis virus (IHHNV), Yellow head baculovirus (YBV), !-�./���;*  P��4*�*�
"�-��$��.�v��*:9��:�}��."��*�P�-���#��# PCR �-8]w:!8;R/P:�*�*��*�"�P��$3� �#R�#������
9�$�8���6-."��*�����*�}���-�6���69-;*:�*����3�: 8��."�*�*�������"�� "R�6�*�����*9*����
�98*6/8�.��*��0�:���: ��056���".-��;*:���:0*-���"�P��$3�!-�./���;*����4*�*���y�".-��;*:�6"��:"�P
��$3�!-�./���;*�2��:���P�P��-��;*�.3� !8;8��*�"�P��$3�!-�./���/4*#.����P�$���;-8P�-�!8;-;*�6���� 
WSSV, IHHNV, YHV  P��4*�*�"�-��$��.�v��*:9��:�}��."��*�P�-���#��# PCR R�6!8;8�
��6-."��*�����*�}���-�6���69-;*:�*����3�: Ow�:Rv�v.:�*���y�".-��;*:R/P:��1*2��� 9

3.1.3 ���XY�Z���,��������"�


�4*�*���y�".-��;*:��$�P0�:���:0*-".-��;*:�4*�-� 15 ".-�*�����-5 #�0*�P��#,;��� 
3 ������;�����4*�*�+w�Y*R��-�4*�*�-��#�*69��:#���6�����$�PP.:";�!���3

������,�������+���+^
��"�
��+�� ��+
 (total haemocytes count)  P����-�7�
�*�0�: ����*�R�6#56 (2543)

1.�����6�����P�*0�*P 1 8������"�R�6�0y8��P�*0�*P 24G #-*8�*- 12
8�����8"� ��*6��$�P���:��� #�0*�P��#,;��� 3 �9�!P���68*5 100 !8 #���"���$��*:P�-�/*��6�*�
0.15% Trypan blue 900 !8 #���"���9��P2�*/"��0�*P 1.5 8������"�

2.�4*�*��.����8*5�8yP��$�P P������8*!O "8��"��� (haemacytometer)  P��*�
�.��4*�-��8yP��$�Pv;*�����:������+�� R��-#4*�-5�������8*��8yP��$�P";���"�
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`�(��� 9 Rv�v.:�*���y�".-��;*:���:0*-/�01*2P�R�6"�P��$3�!-�./���;*�*��;�P��

�*���y�".-��;*:���:0*-�*��;�P��

���:/�01*2P� ���:"�P��$3�!-�./���;*

R9�;:���3�:�[�:
"6-.����

R9�;:���3�:
�6��/*�

R9�;:���3�:�[�:
"6-.�"�

��y�".-��;*:R9�;:���3�:�6 1 �;�
�4*�-� 18 ".-

��y�".-��;*:R9�;:���3�:�6 1 �;�
�4*�-� 18 ".-

R9�;:���3�:�[�:
"6-.����

R9�;:���3�:
�6��/*�

R9�;:���3�:�[�:
"6-.�"�

"�-�/���:#���6�����$�P���:�;��6 15 ".-

"�-�/�����8*5R�#���������*:�P���*9*�P�-�
�*��2*6���3�:R�#���������*9*����3�:��$3��;��6 3
".-��;*:**

"�-�/�����8*5R�#���������*:�P���*9*�P�-�
��#��# FISH �;��6 3 ".-��;*:**

��y� �9:$�� R�6��$3���$���"����$���*����: 1 ".-��;*:*

";��;� �2$��"�-�/��!-�./P�-���#��# PCR

98*��9"� * 1 ".-��;*:!P��*��*���y��9:$��R�6��$3���$3��"����$��0�:���: 10 ".-, * * 1 ".-��;*:����
�*��-8�*:�P���*9*�/;-��P��-�.��*����: 3 ".-

�;�"�P��$3�!-�./���;*�;���"�
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���8*"�0�:��8*!O "8��"���   = �-�*: x �*- x /,:
= 1 x 1 x 0.1 mm
=  0.1 mm3

�4*�-��8yP��$�P/8�.3 = �O����8yP��$�P����.�!P�
�4*�-��8yP��$�P/8�. =  �O����8yP��$�P����.�!P� x 104

������,�������+�� Oxyhemocyanin  P�P.PR��:-�7��*�-��#�*69��*� Chen 
R�6 Cheng (1993)

1.�����6�����P�*0�*P 1 8������"�R�6�0y8��P�*0�*P 24G #-*8�*- 12
8�����8"� ��*6��$�P���:��� #�0*�P��#,;��� 3 �9�!P���68*5 10 !8 #���"���$��*:P�-��34*��.�� 990
!8 #���"�

2.�4*!�-.P#;*P,P��$�R/:8��#-*8�*-#�$�� 335 �* ��8"�
�*�#4*�-5#;*���8*5 Oxyhemocyanin  P�  εLC=Abs., ε=17.26

������,�������+����c',	)���"�
 (Blood glucose)  P�P.PR��:-�7��*�-��#�*69�
�*� Hyvarinen R�6 Nikkila (1962)

1.�����6�����P�*0�*P 1 8������"�R�6�0y8��P�*0�*P 24G #-*8�*- 12
8�����8"����!8;�����/*����:�.���$�PR0y:".-

2.��*6��$�P���:��� #�0*�P��#,;��� 3 �9�!P���68*5 0.2  8������"� ];*���9��P
2�*/"��R�6�4*�*�-��#�*69��.���   P��"�8��$�P 0.1 8������"� ��9��P2�*/"�����8�/*��6�*�
TCA 3 ������Oy�"� 1 8������"� v/8�9��0�*�.��.���

3.�4*!�98���9-���:��� 3,590xg ��591,8� 40 C �*� 2 �*��
4.R��/;-��/ 0.5 8������"��"�8��9��P�P��:0�*P 10 8������"� ���8� color

reagent 4.5 8������"� v/8�9��0�*�.�
5.�4*!�R�;���34*�P$�P 8 �*�� ".3:!-��9���y�
6.-.P#;*�*�P,P��$�R/:���#-*8�*-#�$�� 630 �* ��8"�������.�/*��6�*� 

Trichloro acetic acid (TCA) 3% 0.5 8������"� R��/*��6�*�".-��;*:����������/*��6�*�8*"�
�*� R��-#4*�-5���8*5��, #/����$�P P�������.���*X8*"��*���, #/
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3.1.4 ���*���	����+����,������
$����,��,�(����� ������������ ���!" �

/�����: P��*�R�;���34*R0y:�����-�* 1-2 �*��R�6{;*��$3���������������-5���$��
 P��*���� ���*��� 70%   ".PR���*:�P���*9*�0�:���:������� 3 /;-� !P�R�; ".�R�6".��;�� 
�4*!/�/;-�"�� R�6�4*!/�/;-���*�P�-���#��#���P��$3� �*��.3��PR";�6/;-�0�:�*:�P���*9*�
�*�".-��;*:���: 3 ".-�-8�.���/*��6�*� O�P��8#��!�P� 1.5% R�6��.�#-*8�0�80����$3���$��".-
��;*:���� 0.1 ��.8";�8������"� �2*6���3�:R�#�������-8���*9*� Trypticase Soy Agar (TSA: 
Merck,Darmstadt, Germany) Ow�:�"�8 O�P��8#��!�P� 1.5% R�6R�#�����������;8 Vibrio spp. ��
�*9*� Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS: Merck, Darmstadt, Germany)

    3.1.5 ���*�
*�+��,���������	�)�'
���,��, FISH
�*�+w�Y*#�.3:��3!P��4*��#��# FISH �0�*8*������*�"�P"*8���;80�:R�#���������/�

�����*:�P���*9*�0�:���:0*-�.3: 3 /;-� �2$���4*�*������������#-*8R"�";*:0�: #�:/��*:
��6�*��R�#�� �������*:�P���*9*�0�:��� :0*-��"�R�6"�P ��$3�!-�./���;*   P����  
Oligonucleotide probe "�P/*���$�:R/:���*�"�P"*8���;8R�#���������/����4*�-� 6 ���;8 Ow�:!P�
R�; α-Proteobacteria, β-Proteobacteria, γ-Proteobacteria, Cytophaga, Flavobacterium, 
Bacteroides (CFB) , Low G+C Gram Positive Bacteria (LGC) R�6 High G+C  Gram Positive 
Bacteria (HGC) ����*���3�.:�4*�*��.P���;8�;��0�: LGC group ������� 4 ���;8�;�� !P�R�; 
Bacillus spp., Lactobacillus spp., Streptococcus spp. R�6 Enterococcus spp. �-8]w:�.P���;8�;��
0�: γ-Proteobacteria group ������� 2  ���;8�;�� !P�R�; Vibrio spp. R�6 Pseudomonas spp. P.:
1*2��� 10 ���*��P��:#�.3:��3 �*���� 2�� LAB158 ���*�"�-�/��R�#�����������$�:R/:�6�4*
�*�"�-�/����2*6R�#�������,�R�;:��;*�.3� ��$��:�*�"��:�*�"�-�/����2*6R�#���������;8 
Lactobacillus spp. R"; 2�� LAB158 �6�4*�2*6�.�R�#�������.3:���;8 Lactobacillus spp. ���8��,��;*:
����R�;:R�6���;8 Enterococcus spp. Ow�:8��,��;*:��8 ����*���3�.:�4*�*������������/.P/;-�
�69-;*:���8*5�O����.3:98P���/*8*�]"�-�/��!P��*��*����8/�P�-�/*���$�:R/: DAPI �.�
��68*5�O���R�#���������/*8*�]��$�:R/:!P��*��*�"�-�/��P�-� 2�� EUB338 mixed Ow�:/*�
���8��$�:R/: DAPI 8�#�5/8�."����*�"�P"*8 DNA R�6 RNA 0�:/��:8���-�"!P�������P  P� 
DAPI ���8�#-*8�4*�2*6";� DNA 9�$� RNA /*�#,;  P��6��$��8";��.�/*� DNA 9�$� RNA ���
"4*R9�;:0�:��/ A-T R�6 A-U Ow�:���P�*���$�:R/:/��34*�:�� ��056��� 2�� EUB338 mixed �6
�4*�2*6";� Eubacteria ��;*�.3�
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`�(��� 10   Rv�v.:�*��.P�4*R�����;8R�#����������4*�*�+w�Y* (�$����-:��y� #$�  2�����������*�
+w�Y*)

����*���+*����\������
���������$��
 (P.PR��:�*� ������ R�6#56, 2548)
/�����:�.����8$���4*0w3��*��;� P�R�;���34*�0y:�����-�* 1-2 �*�� {;*��$3�����������

����-5���$�� P��*�������*��� 70% �*��.3���*:P�-��34*�6��{;*��$3�R�6�.�Y*/1*20�:���: P�

Eubacteria

(EUB mix)

γ-Proteobacteria group
(GAM42a)

α-Proteobacteria group
(ALF1B)

β-Proteobacteria group
(BET42a)

HGC group (HGC69a)

LGC group (LGC mix)

CFB group (CFB560)

Vibrio spp. (GV)

Pseudomonus spp.
(Pseumonas)

Bacillus spp. (LGC354B)

Streptococcus spp. (LGC354C)

Lactobacillus spp. (LAB158)

Enterococcus spp. (Ent131)
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�*���P/*��6�*�X���8*��� 10% �9��.�-".-���: P���2*6��;*:���:����-5".�R�6".��;��Ow�:�/��
/1*2!P�:;*� R��-�4*�*�P�:��/*��6�*�X���8*��� 10% �����-�* 12 �.�- 8:�����591,8� 4oC R��-
��*���y������*��� 70% �����591,8� -20oC �*��.3��4*8*".PR���*:�P���*9*�������� 3  /;-� 
 P�R";�6".-��;*:�6�P�-8�*:�P���*9*�0�:���:�4*�-�  3   ".-�-8�.������*��� 70%  P����
".-��;*:�6�4*�*���.����8*50�:��$3���$��".-��;*:���� 0.1 ��.8";�8������"� Ow�:R";�6�;��6�4*�*�
-��#�*69��4*�-� 3 ".-��;*:  P�������:0*-�.3:98P 9 ".-�*�R";�6�;� �*��.3��4*!��4*�9��O���
��6�*�".-P�-��#�$��:�4*���P�/��:#-*8]��/,: (Ultrasonicator) (Kubota, insonator201M, Japan)   ��� 
80  W �����-�* 1 �*��  2 #�.3:1*��"���591,8�"�4*R�6�$��.��*�#:��,;0�:�O���R�#������  P��4*
�O���R�#���������/��7�������;80�: Bacillus sp., Vibrio sp. R�6 Escherichia coli �����*����8*5���
R�;���8*�4*�9��O�����6�*�P�-��#�$��:".-�4*���P�/��:#-*8]��/,:����6P.��P��-�.�R�6"�-�/��
�*�#:��,;0�:�O���R�#������ P��*����8/���$�:R/: DAPI (5 µg/ml)  P��*�������������.�
���8*5R�#�������;���4*�9��O�����6�*�P�-��#�$��:".-�4*���P�/��:#-*8]��/,: �*��.3��4*��y��.�Y*
".-��;*:�*:�P���*9*����:���2���8�4*!�"�-�/��P�-���#��# FISH �����591,8� -20oC ���-;*�6�4*
8*+w�Y*";�!�

���*���	����,������
$����,��, FISH (P.PR��:�*� Amann, 1995)
�4*".-��;*:�*:�P���*9*��P0�:���:0*-����6P.��*���$��*:����98*6/8 1 µL ������

�:����X���/!�P� (Teflon slide) ��3:!-��9�R9�: �4*!�Pw:�34*����*��O��� (dehydration) P�-�     
���*��� 70% 80% R�6 100% #-*8�0�80���6 1 #�.3:z�6 3 �*�� "*8�4*P.� R��-��3:�9�R9�: �4*
�*��;8".-��;*:�.�  2��R";�6���P ("*�*:��� 3)  P�R";�6".-��;*:��$3���$�������/!�P��6�;8 2��
2���8�.� 2 ���P #$�  2�� EUB338 mix ���������*�"�-�/�����;8 Eubacteria (Thimm and 
Tebbe, 2003) R�6  2������4*�2*6�.����;8R�#���������"��:�*�  P��9�/��*�"�P��*�0�: 2��
EUB 338 mix P�-�/���$�:R/:���";*:�*� 2������4*�2*6�.����;8R�#���������"��:�*� �4*�*� 
hybridization ��/*��6�*� hybridization buffer  (NaCl 0.9 M, Tris-HCl 20 mM, SDS 0.01% 
R�6#-*8�0�80�� formamide "*8���P 2��)  P�8� 2��#-*8�0�80�� 25 ng/µl  R��-�4*".-��;*:
�.� 2���;8��",�#-�#�8��591,8� (TECHNE, hybridizer HB-1D) �����591,8� 46oC ��/1*2����"y8
!�P�-�!�0�:  hybridization buffer R�6��*+�*�R/:�����-�* 2 �.�- 8: �8$��#���-�*����4*9�P
R��-��*:/!�P�P�-� washing buffer (Tris-HCl 20 mM, SDS 0.01% R�6 NaCl #-*8�0�80��"*8
���P0�: 2��) 1 #�.3:�����591,8� 48oC �����-�* 15 �*�� ��3:�9�R9�:  9�.:�*��.3��4*/!�P�!����8/�
�O����.3:98PP�-�/���$�:R/: DAPI (5 µg/ml) �����591,8�9��:�����-�* 5 �*�� 9�P anti-fading 
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solution �:��/!�P��2$���6���*��*:9*�0�:/*���$�:R/:R��-�w:��P/!�P�P�-���6����P (cover 
glass) �;���4*!�"�-�P�-�����:������+�� epifluorescent (Olympus, BX51) R�6];*�1*2P�-�
����: cooled CCD (Olympus, DP50) Ow�:-�7��*��.��O���R�#������R/P:��1*#v�-� �

3.1.6 ������,�����%$�+c�

-��#�*69�0��8,� P�����*�-��#�*69�#-*8R����-� ANOVA R�� CRD (Steel
and Torrie, 1980) R�6�����������#-*8R"�";*:0�:#;*������P�-�-�7� Duncan� Multiple Range Test
(Duncan, 1955)

3.2 ����
������ 2 XY�Z�������������%����,��������"�
���

',��	�$����!�����,������)�����
��%����$�%�����]�%�� [���	���\� '�['�*�� 

�����,�������\�'�,

3.2.1 ����*���+���������������
���

�4*�*�"�P".3:].:�P��:2�*/"��0�*P 20x31x22 ��3-  #-*8�� 200 ��"��4*�-� 18  
].:2���8�6���9��*�*+ ������34*�6��#-*8�#y8 20 ppt. ���v;*��*�{;*��$3�P�-�/*�#����� 50 ppm. 
R��-��3:!-��9�#�����/�*�".-��98P ���8*5 100 ��"� PH 0�:�34*�6���;������8�*��P��:
�69-;*: 6.5-7.0  P���*+�*��*��������];*��34*"��P�*��P��:R�6!8;����6�����:"6��� ��P
�*�].:P�-�"*0;*�2�*/"���2$�����:�.����:P�P".-0�*8].:�P��:

3.2.2 ����*���+��$��
���

���:0*-/�01*2P� !8;R/P:�*�*�0�: �#������P�*���$3�!-�.//4*#.� !P�R�; White 
spot syndrome virus (WSSV), Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus
(IHHNV), Yellow head baculovirus (YBV), ���;*R�6�4*�*�"�-��$��.�v��*:9��:�}��."��*�
P�-���#��# PCR �-8]w:!8;R/P:�*�*��*�"�P��$3� �#R�#������9�$�8���6-."��*�����*�}���-�6
�;���*��P��:  P����:������8��*�� 85 -.� �34*9�.���68*5 9-11 ��.8 Ow�:!P��.��*�����#�*69����:
0�*P 3-4  ��.8�*�X*��80�:��Y"������.:9-.P�[""*��R�6�4*�*����3�:����6�.:0�*P 1 "*�*:
�8"� ���;�P��0�*P 4 !�;  P�8�#-*89�*R�;� 100 p 150 ".-";���6�.: P,R�#�51*2�34*R�6�*�
�9��*9*�"*8��"� ��8�0�*P 9-11 ��.8���/]*��-��.�-*���+*/"�� �4*�1��6:, �.:9-.P/",� �;���*�
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�P��: 7 -.��6�4*���:8*2.����;�O��8�"�0�*P 8,000 ��"� 0�:+,���-��.�/�01*2/."-��34* 
89*-���*�.�/:0�*�#������ �2$����.�/1*2�9��98*6/8";�/1*2R-P���8R�6�*��P��:

3.2.3 ������
���

�*��P��:��� 2 ����*9*����:���P�*�#�*/4*9�.����3�:���:0*-0�*P 5p15 ��.8  P�8�
 ��"��!8;�����-;* 35% !08.�!8;�����-;* 5% �*�!8;8*��-;* 4% #-*8�$3�!8;8*��-;* 12%

3.2.4 ����*���+�!" �[���	���\�  �!" ���,������ V. harveyi AAHRC 01 ����!" �

'�[�'�*��  L. plantarum TISTR 050

��$3�!-�./���;*���������*��P��: �4*�*�R��8*�*��9:$�� 9.-��R�6��$3���$���"�
���$��0�:���:0*-���"�P��$3�!-�./���;*�6�6���R�:�*��;�0�:��Y"����0"�4*�1��6 �P �.:9-.P
/:0�*  P��4*�*���y�".-��;*:���:0*-���"�P��$3��*�� 32 -.� �8$��-.���� 14 "��*#8 2548 R�6�4*�*�R��
!-�./P�-�-�7����P.PR��:�*� ���2� R�6#56 (2548)  P�!-�./���R��!P�/*8*�]�;� �#R�6�4*�9����:
0*-��"�0�*P  9  ��.8 "*����8*5 20% 1*����-�* 7 -.�  P��*���P�0�*���*8��$3�����:/�P��*�
0�:���: ���8*5 0.1 8������"�����6P.��*���$��*: 1:1,000 ��;*P�-�/*��6�*� K-199 1*��"�/1*-6
�*����3�:��",��P��:���8�#�51*2�34*��"�

��$3�R�#������ V. harveyi AAHRC 01 �*�+,���-��.�/�01*2/."-��34* 1*#-��*     
-*���+*/"�� #56��.2�*��7��8�*"� 89*-���*�.�/:0�*�#������ Ow�:/*8*�]�;� �#R�6�4*�9�
���:��"�0�*P 7-10 ��.8 "*����8*5 60% 1*����-�* 14 -.� (������, 2549)  P�-�7��*��"�8��$3�
�:���34*���3�:���:�9�8����8*5 1x106 CFU/ml  �*��"���8��$3�����8"�� V. harveyi AAHRC 01  P��*�
�4*��$3������y�!-�8*];*��:���*9*����3�:��$3� TSB ����"�8 O�P��8#��!�P� 1.5% ���8*"� 500 
8������"� �;8��$3������591,8� 37 0C �����-�* 24 �.�- 8:  P�8��*��0�;*"��P�-�* 9�.:�*��.3�];*�
��$3��:���*9*����3�:��$3� TSB ����"�8 O�P��8#��!�P� 1.5% ���8*"� 5  ��"� R��-�4*!��;8���
��591,8� 370C P�8��*��0�;*"��P�-�* �����-�* 24  �.�- 8:�;�����:*�

��$3�R�#������ ��!� �"�� L. plantarum TISTR 050 �*�+,���-��.�/�01*2/."-��34*
1*#-��*-*���+*/"�� #56��.2�*��7��8�*"� 89*-���*�.�/:0�*�#������ �4*�*��"���8��$3�����8
"�� P��4*��$3������y�!-�8*];*��:���*9*����3�:��$3� MRS borth ����"�8 O�P��8#��!�P� 1.5%
���8*"� 5 8������"� �;8��$3������591,8� 37 0C �����-�* 48 �.�- 8: 9�.:�*��.3�];*���$3��:���*9*�
���3�:��$3� MRS agar ����"�8 O�P��8#��!�P� 1.5% �;8��$3������591,8� 37 0C �����-�* 48 �.�- 8: ��",�
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#-�#�8��591,8� P�����*�*+��"� �4*��$3�R�#���������!P���$��*:��/*��6�*� O�P��8#��!�P�
1.5% �9�8����8*5 1x1012 CFU/ml  �;���4*!�2;��:���8yP�*9*�

3.2.5 �]�����
���

���R���*��P��:R��  CRD  P��4*�*�/�;8���:0*-0�*P 9-11 ��.8 �*�� 90 -.� 
�4*�-� 45  ".-";�].: �:��].:2�*/"��0�*P 200 ��"�����/;�34*�6��#-*8�#y8 20 ppt. ���8*"� 100 
��"� ��591,8��34* 27-290C �4*�-� 6 ��P z 3 ].:  P�R�;:������P�*��P��: P.:��3

��P#-�#�8 ���:0*-��"�R�6!P��.��*9*���"� (control)
��P�P��:��� 2 ���:0*-��"����!P��.���$3� V. harveyi AAHRC 01 P�-�7��*�R�;

"��P�6�6�-�*�*����3�:���#-*8�0�80�� 1x104 CFU/ml �;-8�.��*9*���"� (VH)
��P�P��:��� 3 ���:0*-��"����!P��.���$3�!-�./���;*  P�-�7��*���P�0�*���*8��$3����

�."�*�*���$��*: 1:1000 ��;*�;-8�.��*9*���"� (TSV)
��P�P��:��� 4 ���:0*-��"����!P��.���$3� V. harveyi AAHRC 01 P�-�7��*�R�;

"��P�6�6�-�*�*����3�:���#-*8�0�80�� 1x104 CFU/ml �;-8�.��*9*�v/8 L. plantarum TISTR 
050 109 CFU/g (VH+LP)

��P�P��:��� 5        ���:0*-��"����!P��.���$3�!-�./���;*  P�-�7��*���P�0�*���*8��$3�
����."�*�*���$��*: 1:1,000 ��;*R�6��$3� V. harveyi AAHRC 01  P�-�7��*�R�;"��P�6�6�-�*�*�
���3�:���#-*8�0�80�� 1x104 CFU/ml  �;-8�.��*9*���"� (TSV+VH)

��P�P��:��� 6         ���:0*-��"����!P��.���$3�!-�./���;*  P�-�7��*���P�0�*���*8��$3�
����."�*�*���$��*: 1:1000 ��;*R�6��$3� V. harveyi AAHRC 01  P�-�7��*�R�;"��P�6�6�-�*�*�
���3�:���#-*8�0�80�� 1x104 CFU/ml  �;-8�.��*9*�v/8 L. plantarum TISTR 050 109 CFU/g 
(TSV+VH+LP)

 P���P�*��P��:���!P��.��*9*�v/8 ��!� �"���6�4*�*��9��*9*�v/8     
 ��!� �"���;���9����-�4* �#�����-�* 7 -.�R�6��P�*��P��:���!8;!P��.���$3�!-�./�6�4*�*���P
/*��6�*� K-199 Ow�:����/*��6�*����������*���$��*:!-�./ �����8*5��;*�.����:���!P��.���$3�!-�./ 
�*��9��*9*��6�4*�*��9��*9*��4*�-� 4  8$3�   P��9��*9*��-�* 7.00 �., 11.00 �., 16.00 �., 
20.30 �. "*8�4*P.� "��P�*��P��:�6!8;8��*��������];*��34*�-8]w:�*�����6�����:�34* Ow�:�4*
�*��P��: 3 O34*�������P�*��P��: ���8*5 V. harveyi ���������*��P��:#�.3:��3�������8*5
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������ 0 (����+����
���)

��������P��!" � TSV ���/��"� V. harveyi )�

!�
����
�������P���
�����P������^�*��

��\�������� 0

)�$�����'�[�'�*��)�!�
����
������

�P���
�i����� 7 ���
������ 1 ������ 3 ������ 5

)�$������*�)����!�
����
���

��68*5�*�0�:��$3� Vibrio spp. ���2����;����:���8����:"�P��$3�!-�./���;*���!P��*��*�"�-�/����
:*�-��.�#�.3:��3 Ow�:Rv�v.:�*��9��*9*� �*��9����-�4* �#R�6�*���y�".-��;*:R/P:��1*2��� 11

�*���y�".-��;*:�6�4*�*���y�".-��;*:���:�4*�-� 7 ".-";�].: ���;-:�-�*P.:";�!���3
1. �;���*��9����-�4* �# (9�.:�*��9� ��!� �"�������-�* 7 -.�)
2. 9�.:�9����-�4* �#�����-�* 1 -.�
3. 9�.:�9����-�4* �#�����-�* 3 -.�
4. 9�.:�9����-�4* �#�����-�* 5 -.�

`�(��� 11 Rv�v.:�*��9��*9*� �*��9����-�4* �#R�6�*���y�".-��;*:���*��P��:��� 2

   3.2.6 ���XY�Z���,��������"�
���]�%��[���	���\� ��,�������\�'�, ���  
'�['�*��

�4*�*���y�".-��;*:��$�P0�:���:0*-".-��;*:�4*�-� 7 ".-�*�����-5 #�0*�P����� 3
�����].:R��-�4*�*�-��#�*69��:#���6�����$�PP.:";�!���3
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�*�-��#�*69����8*5 Oxyhemocyanin  P�P.PR��:-�7��*�-��#�*69��*� Chen and 
Cheng (1993)

�*�-��#�*69����8*5 ��"���-8���34*��$�P  P�P.PR��:-�7��*�-��#�*69��*� 
Lowry R�6#56 (1951)

�*�-��#�*69����8*5�8yP��$�P�-8�.3:98P (total hemocytes count)  P����-�7��*�
0�: ����*�R�6#56 (2543)

�*�-��#�*69����8*5��, #/����$�P (blood glucose)  P�P.PR��:-�7��*�-��#�*69�
�*� Hyvarinen and  Nikkila (1962)

3.2.7 ���*���	����+����,������
$����,��,�(����� ������������ ���!" �

/�����: P��*�R�;���34*R0y:�����-�* 1-2 �*��R�6{;*��$3���������������-5���$��
 P��*���� ���*��� 70% ".PR���*:�P���*9*�0�:���:������� 2 /;-� !P�R�; ".�R�6".��;�� 
R�6�4*!/�P�-���#��#���P��$3� �*��.3��PR";�6/;-�0�:�*:�P���*9*��*�".-��;*:���: 3 ".-�-8
�.���/*��6�*� O�P��8#��!�P� 1.5% R�6��.�#-*8�0�80������ 0.1 ��.8";�8������"� �2*6
R�#���������*9*� TSA, MRS Ow�:�"�8 O�P��8#��!�P� 1.5% R�6TCBS  P��4*�*�/�;8"�-�
�4*�-� 3 ".-��;*:�������P�*��P��: Ow�:�*��.���$3�R�#�����������������*9*����3�:��$3� MRS �6
�4*�*��.���2*6R�#���������8��,��;*:����R�;:, �.�Y56 # ���/�0*-0�;� ��8�,� 0�������R�6
�6�6�-�*���*��������������#��:�.���$3� L. plantarum TISTR 050 Ow�:���� ��!� �"�����������*�
�P��:#�.3:��3��;*�.3�

3.2.8 ���*�
*�+������������',��	�$����!�����,������)�����
�������

��$�%�����]�%��[���	���\� ��,�������\�'�, ���'�[�'�*�� '
���,��, FISH

�*�"�P"*8�*��������R��:0�: #�:/��*:��6�*��R�#���������*:�P���*9*�
0�:���:0*-  P���� Oligonucleotide probe "�P/*���$�:R/:���*�"�P"*8���;8R�#���������/���
�4*�-� 6 ���;8�-8]w:���;8�;��0�: LGC group R�6 γ-Proteobacteria group ��;��P��-�.��*�
�P��:��� 1   ����*���3�.:�4*�*�"�P"*8R�#������ ��!� �"�� L. plantarum  P�-� 2�� Lplan Ow�:
���� 2������4*�2*6";� L. plantarum  ��;*�.3�  P��4*�*���y�".-��;*:�*:�P���*9*����: 2 /;-� !P�
R�; ".�R�6".��;�� R�6�4*!/� (�.3:�4*!/�/;-�"��R�6/;-���*�) �4*�-���;*:�6 3 ".-��;*:�����
��P�*��P��: Ow�:R";�6".-��;*:�6�4*�*��P�-8".-��;*:���P�P��-�.��*����: 3 ".-�-8�.�
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3.2.9 ����*���+*����\���P�[	$��$��
 (P.PR��:�*� ������ R�6#56, 2548)
P4*�����*�+w�Y*��;��P��-�.��*��P��:��� 1

3.2.10 ���*���	����,������
$����,��, FISH (P.PR��:�*� Amann, 1995)
P4*�����*�+w�Y*��;��P��-�.��*��P��:��� 1

3.2.11 ������,�����%$�+c�

-��#�*69�0��8,� P�����*�-��#�*69�#-*8R����-� ANOVA R�� CRD (Steel
and Torrie, 1980) R�6�����������#-*8R"�";*:0�:#;*������P�-�-�7� Duncan� Multiple Range Test
(Duncan, 1955)


