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ภาคผนวก ก 
 

สารเคมี 
 

1. การเตรียมสารเคมีสําหรับเทคนิค FISH 
 

1.1 5 M NaCl 
ช่ัง NaCl 58 กรัม ใสลงในน้ํา Milli-Q ปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร กวนจน

ละลายซ่ึงอาจตองใชเวลานาน แลวจึงนําไป Autoclave 
 

1.2 1 M TRIS-HCl 
ช่ัง TRIS-HCl 31.5 กรัม ใสลงในน้ํา Milli-Q ปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ทํา

ใหละลาย และปรับคา pH 7.2 ดวย 2M NaOH แลวจึงนําไป Autoclave (ไมควรใช TRIS แตควรใช 
TRIS-HCl ในการเตรียมสาร) 
 

1.3 10% SDS 
ละลาย SDS 10 กรัม ใสลงในน้ํา Milli-Q ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร รอ

จนกวาละลายประมาณ 20 นาที เก็บในขวด stock ไมตอง Autoclave (ควรเตรียมสารใน fume hood 
เพราะวา SDS ทําใหเกิดอาการระคายเคือง) 
 

1.4 0.5 M EDTA 
ช่ัง EDTA disodium hydrate 18.6 กรัม ใสลงในน้ํา Milli-Q ปรับปริมาตรเปน 100 

มิลลิลิตร ปรับคา pH 7.2 ดวย NaOH ชนิดเม็ด ซ่ึงอาจใชจํานวนมาก หลังจากนั้นจึงนําไป 
Autoclave 
 

1.5 Formamide  
แบงใสหลอด appendoff 2 มิลลิลิตร และเก็บในที่เย็น 
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1.6 Mounting fluid (Anti-fading solution) 
ละลาย p-phenylenediamine (toxic) 100 มิลลิกรัม ใน 0.5 M NaCO3 (pH 9.0) 10 

มิลลิลิตร คอยๆ เติม glycerol 100 เปอรเซ็นต ลงไป 90 มิลลิลิตร คนใหเขากัน แบงใสหลอด 
appendoff ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บในที่มืดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
2. การเตรียมสไลด 
  
 ลางสไลด (Teflon-coated slides) ดวยการตมน้ําที่ใสน้ํายา Teepol ประมาณ 1 ช่ัวโมง แลว
ลางดวยน้ํากลั่นใหสะอาด ทิ้งใหแหง จุมในสารลาย gelatin 0.1 เปอรเซ็นต และ chromium 
potassium sulfate 0.01 เปอรเซ็นต ที่ตมในน้ํากลั่น ที่อุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส ทิ้งให
แหง เก็บสไลดในกลองที่มิดชิดเพื่อพรอมใชงาน 
 
3. การเตรียม Hybridization buffer 
 
 เตรียมในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร โดยเติม 
  5 M NaCl  360 µl 
  1 M Tris-HCl    40 µl 
  Formamide      a µl (ขึ้นอยูกับ Probe-ดูตารางภาคผนวก ก ที่ 1) 
  น้ํา Milli-Q      b µl (ขึ้นอยูกับ Formamide-ดูตารางภาคผนวก ก ที่ 1) 
   10% SDS      2 µl เติมสุดทายเพื่อปองกันการตกตะกอน โดย
หยดลงบนฝาดานในของหลอด จากนั้นคว่ํา-หงายหลอดใหเขากัน หามเขยาจะทําใหเกิดฟองได 
 
หมายเหตุ วัสดุทุกอยางที่สัมผัส Formamide ใหทิ้งรวมใสถุงไวแยกไปกําจัด 
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ตารางภาคผนวก ก ท่ี 1  การเตรียม Hybridization buffer 
Table (Appendix) A1  Preparation of hybridization buffer 
 
ปริมาณ Formamide (µl) = a %Formamide บนหลุม ปริมาณน้าํ Milli-Q (µl) = b 

0 0 1,598 
100 5 1,498 
200 10 1,398 
300 15 1,298 
400 20 1,198 
500 25 1,098 
600 30 998 
700 35 898 
800 40 798 
900 45 698 
1000 50 598 

ที่มา : Amann et al., (1995) 
 
4. การเตรียม Washing buffer 
 
 เตรียมในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยมีสวนประกอบ ดังนี้ 
  5 M NaCl      c µl (ขึ้นอยูกับ %Formamide-ดูตารางภาคผนวก ก ท่ี 2) 
  1 M Tris-HCl     1 ml 
  น้ํา Milli-Q     ขึ้นอยูกับปริมาณ NaCl-เติมใหครบ 50 ml 
   10% SDS     50 µl (เติมสุดทาย) 
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ตารางภาคผนวก ก ท่ี 2  การเตรียม Washing buffer 
Table (Appendix) A2  Preparation of washing buffer 
 

%Formamide NaCl (M) c µl 5 M NaCl µl 5 M EDTA 
0 0.900 9,000 - 
5 0.636 6,360 - 
10 0.450 4,500 - 
15 0.318 3,180 - 
20 0.225 2,250 500 
25 0.159 1,590 500 
30 0.112 1,120 500 
35 0.080 800 500 
40 0.056 560 500 
45 0.040 400 500 
50 0.028 280 500 

ที่มา : Amann et al., (1995) 
 
ตารางภาคผนวก ก ท่ี 3  โพรบที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ 
Table (Appendix) A3  Probes were used in this study 

 
No. Probe 

name 
Sequence (5'-3') Labeled Specific Reference 

1 EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT fluorescein Domain bacteria Amann et al., 
1990 

2 Lab158 GGTATTAGCA(T/C)CTGTTTCCA Cy-3 Lactobacillus spp. 
and  

Enterococcus spp. 

Harmsen et 
al., 1999 

3 GV AGG CCA CAA CCT CCA AGTAG Cy-3 Vibrio spp. Eilers et al., 
2000 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีคํานวณ 
 

1. การคํานวณคากิจกรรมการยับยั้ง  
กิจกรรมการยับยั้ง (Arbitary Unit /ml) = 1000µl x A 

                            Bµl 
A คือคาความเจือจางสุดทายที่ทําใหเกิดวงใส  
B คือปริมาตรสวนใสที่หยดลงในหลุม 

ที่มา : Schillinger และ Lucke (1989) 
 
2. การคํานวณแบคทีเรียในลําไสบด 
 
 
 

a = number of bacterial cells per field of view 
b = area of sample spot 
c = area of the field of view (FOV) 
d = volume and dilution of the sample applied 
e = original volume of the sample used for hybridization 

ที่มา : Davenport et al., (2000) และ Olivera et al., (2003) 
 
 
 
 
 
 
 

Total number of bacterial (cell/g) =    (a x b) 
                    (c x d x e) 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางภาคผนวก ค ท่ี 1 ปริมาณเชื้อ L. plantarum ในอาหารกุงขาวทดลอง 
Table (Appendix) C 1    Viable count (CFU/g) of L. plantarum in test diet 

 
Viable count (CFU/g) of L. plantarum in test diet Day 

T1 T2 T3 T4 
1 - 1.57 x 103 2.14 x 106 2.41 x 109 

2 - 1.13 x 103 1.85 x 106 2.27 x 109 

3 - 1.07 x 103 1.69 x 106 1.41 x 109 

Mean - 1.26 x 103 1.89 x 106 2.03 x 109 
 
ตารางภาคผนวก ค ท่ี 2  คุณภาพน้ําที่ใชตลอดการทดลอง 

Table (Appendix) C 2 Water quality of this experiment   
 
Treatment pH Salt (ppt) Alkalinity (mg/l) Temperature (oC)

T1 7.40-7.71 16 94.0-95.0 26-28 
T2 7.36-7.76 16 93.0-94.0 26-28 
T3 7.39-7.77 16 92.5-94.0 26-28 
T4 7.37-7.71 16 94.0-95.0 26-28 

 
ตารางภาคผนวก ค ท่ี 3 ปริมาณ L. plantarum ในลําไสกุงบดตามระยะเวลาตางๆ 

Table (Appendix) C 3    L. plantarum in white shrimp’s intestine at various time   
 

Hour T1 T2 (cell/g intestine) T3 (cell/g intestine) T4 (cell/g intestine) 
12 0 6.09x106±2.29x106 2.88x106±1.50x106 8.40x106±3.27x106 
24 0 1.86x107±3.47x106 3.18x107±2.02x107 1.27x107±6.41x106 
48 0 4.97x106±1.31x106 7.07x106±1.94x106 1.85x107±4.86x106 
72 0 1.27x107±4.08x106 1.27x107±2.22x106 1.93x107±4.60x106 

 Means ± SD. Using FISH, 5-15 microscopic fields were counted 
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ตารางภาคผนวก ค ท่ี 4 ปริมาณ Vibrio spp. ในลําไสกุงบดตามระยะเวลาตางๆ 

Table (Appendix) C 4   Vibrio spp. in white shrimp’s intestine at various time  
 

Hour T1 (cell/g intestine) T2 (cell/g intestine) T3 (cell/g intestine) T4 (cell/g intestine) 
1 3.04x106±1.15x106 3.82x106±5.27x105 5.78x106±1.38x106 2.76x106±1.24x106 
2 4.18x106±1.18x106 3.62x106±8.37x105 3.48x106±1.40x106 5.26x106±1.26x106 
3 1.44x107±3.88x106 7.86x106±2.49x106 6.38x106±2.02x106 6.71x106±3.58x106 
6 8.5x106±2.83x106 7.84x106±1.81x106 6.42x106±7.01x105 4.06x106±1.10x106 
12 7.94x106±2.94x106 6.80x106±6.92x105 2.54x106±1.76x106 2.38x106±6.62x105 
24 2.21x106±8.64x105 8.75x106±5.16x105 4.65x106±2.43x106 1.76x106±2.81x106 
48 4.26x106±6.48x105 3.16x106±1.00x106 3.24x106±5.80x105 2.67x106±7.67x105 
72 7.18x106±3.25x106 6.50x106±2.06x106 5.65x106±1.24x106 6.44x106±4.95x105 

Means ± SD. Using FISH, 5-15 microscopic fields were counted 
 

ตารางภาคผนวก ค ท่ี 5     การตายของกุงขาวจากการแชเชื้อ V. harveyi ในระยะเวลา 14 วัน 
Table (Appendix) C 5     Effect on mortality following V. harveyi immersion challenge in white 

shrimp held for 14 days 
 

Treatment No. dead/no. total Mortality rate (%) 
R1 5/10 50 
R2 7/10 70 
R3 6/10 60 

T1 

 Mean% mortality+SD 60.00±10.00c 

R1 5/10 50 
R2 5/10 50 
R3 5/10 50 

T2 

 Mean% mortality+SD 50.00±0.00bc 

R1 4/10 40 
R2 5/10 50 
R3 4/10 40 

T3 

 Mean% mortality+SD 43.33±5.77ab 

R1 2/10 20 
R2 4/10 40 
R3 3/10 30 

T4 

 Mean% mortality+SD 30.00±10.00a 

Mean within column not sharing a common superscript are statistically different (p<0.05) 


