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 �����  =>���?   2552: ������ Bacillus spp. ��
���������������������������� Vibrio harveyi ��� 
������������ �!�� ���������"�#�#����  (Litopenaeus vannamei, Boone)  ���KK�#�@��=�<��
 A���BC�� (�D����>���<��#E��F�) <�"��D����>���<��#E��F� ��!#����D����>���<��#E��F�  ��G���E@>O��T�P�
#�@����D�LEA���: ���=�<���G���E��@#�@�E  ���>�E��, Ph.D.  123 A��� 
 
 

 ���������GF�������?"������� Bacillus spp.  G���F��<�"������"�#�#����   
(Litopenaeus vannamei, Boone) @>O��>�����W��E ����� D������ Bacillus spp. GF��#� 5 ���? �?���J  
B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis,  B. coagulans ��� B. sphaericus   D�#J� B. licheniformis �A�I������
������������ Vibrio harveyi  � �O�@?<��?�#�#�L> cross streak ��� B. licheniformis,  B. subtilis ��� B. sphaericus  
 >���<�@L���D����������������� V. harveyi �����@?<��?�#�#�L> co-culture ����F�@���!#� �!Z  20 ppt      
�?�<� ��\�?��� �B����� V. harveyi ���?� !�?��
� ������ 67.86, 58.59 ��� 78.12 �� �F�?�� aTO�����J��G�� 
Bacillus sp. ���?��O���J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05)  
 
                ���@?������<���E"�� B. licheniformis ��� B. subtilis I< ��A����
������������D�O��������
�� �!�� ���"������"�#�#����   D�#J�@>O�����#�� 30 #�� ������ B. licheniformis �D>�����?�?>�#@>O��?��!#� 
�"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������   >I�@F��A���!E������@���� �!�� ���<J#��AKJ @������ �B� Z?����?�#    
��G��� "������a E  phenoloxidase   ��G��� "��� Z?����?������������<�O��������                    
(Percent phagocytosis) �����G��� "����F�����?�����@F�����������!@>��>� (bactericidal activity) <���#J�     
��?���@?�����O� e �������J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) � �O�A��?�A���A��I<   
���������� ��?���� �!�� ���<J#��AKJG��?�� ���#�� !J� percent phagocytosis <J#�I������������������  
Vibrio spp. ���F��<�"������ D�#J� ����@>O��>���?�#���A��I< ������������@����?���@?��� >GF��#������ 
Vibrio spp. ���F��<������#J���?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) � �O�@?����A���A��I<               
B. licheniformis !#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������  @��#�� ���#���#��#�� D�#J���?���� �!�� ���"��     
@���<����?���@?���� J����J�����@��<\��� (P>0.05) ���#��!J� bactericidal activity "����?���@?���@>O�A�
��A��I< ���������� @��#��  >!J�<���#J���?���@?���@>O�A���A��I< ����������#���#��#��                 
G�����=T�P�!�����>�D�#J� ������ B. licheniformis ��?��!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������  ��
�          
�����������������>�������"�#�#����  �A�I�?>�������������� �!�� ��� ����?��� �B����� Vibrio spp.       
���F��<� �?�<� ��\�A�#���#��#���?� ��J!#��A��J����O�����?�����>��� 
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of Science (Aquaculture), Major Field: Aquaculture, Department of Aquaculture.  Thesis Advisor: 
Associate Professor Nontawith  Areechon, Ph.D.  123 pages. 

 
 

Isolation and identification of Bacillus spp. from intestine of Pacific white shrimp            
(Litopenaeus vannamei, Boone) from commercial farms yielded five species of Bacillus including                  
B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis, B. coagulans and B. sphaericus.  Inhibition activity of                          
B. licheniformis over Vibrio harveyi by cross streak method was detected. While co-culture method               
in 20 ppt sea water indicated the reduction of V. harveyi  at 67.86, 58.59 and 78.12% by B. licheniformis,      
B. subtilis and B. sphaericus, respectively which were significantly different from other Bacillus spp. 
(P<0.05). 
  
              Supplementation of spore form of B. licheniformis and/or B. subtilis as probiotics in Pacific white 
shrimp diet was conducted to investigate the effects on immunity. After one month of feeding trial, diet with 
B. licheniformis at 5 g/kg could significantly enhance the total haemocyte count, phenoloxidase activity, 
percent phagocytosis and bactericidal activity (P<0.05). But after feeding with normal diet for 20 days,     
most immune parameters were not significantly different (P>0.05) except the percent phagocytosis. All 
probiotics shrimp had significantly lower number of Vibrio spp. in the intestine than the control (P<0.05).  
The frequency of probiotics application in Pacific white shrimp was conducted. There were no significant 
differences of most immune parameters between shrimp fed with probiotics diet every day and                   
once in two days (P>0.05) except the bactericidal activity in which the every day group was higher.          
This study clearly indicated the benefits of B. licheniformis as probiotics in shrimp diet in term of 
immunostimulation and inhibition of pathogenic bacteria. It also revealed that B. licheniformis was an 
effective probiont when applied at 5 g/kg in Pacific white shrimp diet for once in two days throughout the 
culture period.  
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������BK F��� 
  
     1 I����@?<������� Bacillus sp. @>O����?�G���F��<�"������"�#�#����            

�?�=T�P�@��<�Bx��#�@�����#�L>@���>#�! > 48 
     2 ��� �B����� V. harveyi AQVH03 @>O��>����J# �������� Bacillus sp. ���?�J�� e 54 
     3 ��F�A����|�>O�"������"�# A���G���A���A������������ ��
������#�� 30 #�� 60 
     4 ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O

�?������A��I< ���������� ����J����?���@?��� 62 
     5 ��G��� "������a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I<          

���������� ����J����?���@?��� 65 
     6 Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ��

��J����?���@?��� 68 
     7 ��G��� "����F�����?�����@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity) "��      

����"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ����J����?���@?��� 71 
     8 ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<�"������"�#�#����  A���G���A�

��A��I< ����������@>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� 
���A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 72 

     9 ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<      
����������@>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���
A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 74 

10 ��F�A����|�>O�"������"�# A���G���A���A������������ ��
������#�� 30 #�� 76 
11 ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O

�?������A��I< ����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 77 
12 ��G��� "������a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I<          

����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 79 
13 Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ����������     

@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 81 
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������BK F��� 
  
14 ��G��� "����F�����?�����@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity) "������

"�#�#���� @>O�?������A��I< ����������  @��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��
@�� e 10 #�� 82 

15 ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<�"������"�#�#����  A���G���A�
��A��I< ���������� #���#��#�� ���@��#�� ��
������#�� 30 #�� ���A���G��
A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 83 

16 ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<              
���������� #���#��#�� ���@��#�� ��
������#�� 30 #�� ���A���G��A��?�A�
��A��I< ������������
������#�� 20 #�� 85 

17 I�"����������A��I< ����������@>O���?���!#� �"� "���J�� e ��>�������"�#@>O
�����#�� 30 #�� �J���!E�������� �!�� ����J�� e 92 
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#���BK F��� 
  
1 ����">O�������D�O�@?<�����<�@L���D"������� Bacillus �?�#�L> cross streak  35 
2 PCR product "�� BLF ��� BSU � �O���#G<��?�#��@!��! Gel electophoresis

����s�\� PCR product ���G� >"��?��� �B 1,500 bp     49 
3 ���>���@>��!#� !����!�T�"���F�?����#!�>���@?E"���>� 16s rRNA "�� BLF 

�����!@>��>����?��O� e ��x��"�� ��?�#� BlastN programs   50 
4 ���>���@>��!#� !����!�T�"���F�?����#!�>���@?E"���>� 16s rRNA "�� BSU 

�����!@>��>����?��O� e ��x��"�� ��?�#� BlastN programs   50 
5 
 

��������������� Vibrio harveyi (inhibition) "������� Bacillus licheniformis BLF 
��� Bacillus licheniformis BLS �?�#�L> cross streak  51 

6 ����"��!���!���D���@>O����� Vibrio harveyi (colonization) "������� Bacillus 
cereus BCES ��� Bacillus sphaericus BSP �?�#�L> cross streak 51 

7 ����G��K"������� Bacillus licheniformis BLF �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O
��>����?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 55 

8 ����G��K"������� Bacillus licheniformis BLS �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O
��>����?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 55 

9 ����G��K"������� Bacillus cereus BCEF �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>���
�?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 56 

10 ����G��K"������� Bacillus cereus BCES �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>���
�?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 56 

11 ����G��K"������� Bacillus coagulans BCO �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O
��>����?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 57 

12 ����G��K"������� Bacillus sphaericus BSP �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O
��>����?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 57 

13 ����G��K"������� Bacillus subtilis BSU �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O  
��>����?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 58 
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@����J#�� (�P�) 

 

#���BK F��� 
  
14 ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O

�?������A��I< ���������� ����J����?���@?��� @>O�����#��@�� e 10 #�� 63 
15 ��G��� "������a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I<          

���������� ����J����?���@?��� @>O�����#��@�� e 10 #�� 66 
16 Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ��

��J����?���@?��� @>O�����#��@�� e 10 #�� 69 
17 ��� �B����� Bacillus count @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��

I< ���������� @>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���
A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 73 

18 ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<              
���������� @>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���
A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 75 

19 ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O
�?������A��I< ����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 77 

20 ��G��� "������a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I<          
���������� @��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 80 

21 Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ����������     
@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 81 

22 ��� �B����� Bacillus count @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��
I< ���������� @��#�� ���#���#��#�� @>O�����#�� 30 #�� ��� 50 #�� 84 

23 ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<              
���������� @��#�� ���#���#��#�� @>O�����#�� 30 #�� ��� 50 #�� 85 
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@����J#�� (�P�) 

#��L����BK F��� 
  
1 �I�@>O"��  pGEM T-Easy cloning vector ��� �F��A�J� Promoter ��� Multiple 

cloning size 117 
2 ���W ���x������>� (Bovine Serum Albumin) 122 
   



���
�� Bacillus spp. ��������������
���������������� Vibrio harveyi � ! �����!�"��

#$%�&"�%���
��"��'��������% (Litopenaeus vannamei, Boone) 
 

Application of Bacillus spp. as Probiotics for the Inhibition of Vibrio harveyi     
and Immunostimulation in Pacific White Shrimp                                          

(Litopenaeus vannamei, Boone) 
 

&]��]� 
 

 ����"�#�#����  (Litopenaeus vannamei, Boone) ��
�����@>O >�����>�����J���D�JA���
���������J >����F��"�� ���>���@?�@������>�����������?F�@>O���<������KA���!����? ������
�G��K������ ���J#�A�����@>OIJ�� � aTO������
�G�?���O ���@>O<J�I��A�����"�#��
������=�Px��G���?
�A J�����<�A��� �����>�������"������@=�@� �D�O�A�>���>O��������<���! >��������P� ���
���������! ����?��KA������!���"�����s��>#�� ���!�B��D���I���  >#�L>A�TO�@>O�?����!#� 
<��G����GG����!�� ��������!@>��>�������������<��#E��F� aTO�������������
�G����@�>�E >�>#��   
@>O� J�J��A����?��! �J#�������������� �!�� ��� ����J#����������!@>��>�|#�����<������J 
��!@>��>�@>O� JDT�����\�� (Moriarty, 1997) GT� >���#�G��D�o��<��D��L�EG����@�>�E@>O >���<�@L���D
<J��<��  ����G��K������ ����������������?��!����? ����������D����>�������@���"������@= 
�?���!@>��>�@>O >����F� ���� �� !�� ��!@>��>���<��� Bacillus spp. ���O��G����!@>��>���<����>� >
!#� <� ��\�����<����<���E�?�    >�>#�����J��<��D�#?��� �?���� (Henriques and Moran, 
2000; Nicholson et al., 2000) ��!@>��>�<��� Bacillus spp. ��
�G����@�>�E@>OD��?�@�O#��@>O�A���� 
I�#A��� ���@���?����A��"������ (Sharmila et al., 1996) ���G���>���� >���=T�P������� Bacillus 
�D�O���������� �!�� �������������?F� (����� ���!B�, 2549; #������, 2549; Rengpipat et al., 2000) 
�?�G����@�>�E@>O�A ��< �����������F� ������
����������� ���� >���<�@L���DA���������
?�#���� !����
�<��D��L�E@>O@��J�������>O������"��<��D�#?���  �G��K�?�@��<��#�                
 >!#� <� ��\������J�������!@>��>��J���! <� ��\�G��K�������#��������T?����I����F��<�
"�������?� ���@F��A����� >!#� ����@����! 
  

�����=T�P�!�����>� ���������G�@F����!�?�����G����@�>�E@>O����?�G���F��<�"������"�#      
�#����  ���������|D����!@>��>�<��� Bacillus spp.  �����������E�����PB���
�              

1 



 

2 

���������� �?�@F����=T�P����<�@L���D�����!#�!� �������!@>��>��J���!"������@������? 
Vibrio  harveyi  �������F� ���������PB�"�����I< ��A���A���������D�O������������� �!�� ���   

 
 
 
 
 
 



���^"��!@�&	 

 
1.  �D�O�!�?������GF�������?"��G����@�>�E@>O >!�B< ������
�����������G��@���?��

��A��"������"�#�#����  (Litopenaeus vannamei, Boone) 
 
2.  =T�P����<�@L���D ���!�B< ���������
�����������"���������!@>��>���<��� 

Bacillus @>O����?�G���F��<�����"�#�#����  �����!#�!� �������!@>��>��J���!"������@������? 
Vibrio harveyi 

 

3.  =T�P����? ��?��!#� �"� "�� ��������#������A�G����@�>�E���������� @>O�A ��< 
�����I< ��A���D�O������������� �!�� ���"������"�#�#����   
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������M���@�� 
 

�"��'��������% 

 

��"��%�����'���"��'��������% 
 

����"�#�#����  \��!��D��?� Boone ���� !.=. 1931 ��O�#�@��=�<��E"���������?�>�      
��J�?� � J >!F�#J� � Lito � G�����D>��!F�#J� � Penaeus � �J� ����� !.=. 1997 Dr. Isabel Perez 
Farfante ��� Dr. Brian Kensley �?��F�?������� #�L��"���������?�>� �?��A������O���
�  
Litopenaeus vannamei 
 

����� #�L��"������"�#�#����  (Perez Farfante and Kensley, 1997)  
 

Phylum Arthropoda 
 
        Class Crustacea 
 
                Subclass Malacostraca 
 
                         Order Decapoda 
 
                                  Suborder Natantia 
 
                                         Family Penaeidae 
                                                                  
                                                      Genus Litopenaeus 
 
                                                       Species vannamei 
 

��O�#�@��=�<��E Litopenaeus vannamei 
 
 

4 



 

5 
 

 ��GD!��K���'���"��'��������% 
 

���PB�@�O#��"������<����>� !�� ��> (rostrum)  >!#� ��#�������  >W����>?����J�� 2-4 
��� ��#���J����>G���#�#J� antennular peduncle ���� �O���"T��G� >"��?<����� ���!������G > 
!#� ��#��
�!�TO�A�TO�"�������@>O 2 A�#?!�J@>O 1 (antennular) ����#B carapace  >A�#?!�J@>O 2 
(antenna) ��� hepatic spine ��?�G� � JD� orbital spine ��� pterygostomian spine � J > 
postocular sulcus <J#� postrostral carina  >A���"��? ��������!������GD�#J���#\T�"��          
?���A���"��������!�� A�# � J > branchiocardiac carina, longitudinal sutres ��� transverse 
sutures �F���#�����@>O 6 G� ><����>����#�� "#��"���F���#?����� (cicatrices) 3 ��� �J������#��#
�F���#?����� (dorsolateral sulcus) �!� �� A�����G� J > <J#�A�� (telson) ��>�� A�#?!�J@>O 1 
(antennule) � J > parapenaeid spine <J#� antennular flagella <����#J�<J#� carapace  �� �IJ�����!E
"�� maxilla !�J@>O 1 ��#  > 3-4 ����� <J#�������
��<���A ��� flagella ischial spine ���J�����@>O 1 
��� basial spine �������@>O 2 "��"��?�� (pereopod) !�J@>O 1 (Perez Farfante and Kensley, 1997;     
G���D�, 2547) ���PB�@>O<������?��?J���?"������"�# Litopenaeus vannamei  !�� <>"���F���#��
�    
<>"�# ��>?�����G�A������\>O���� ��>��� �?�@>O >W����>?����J�� 2 ��� ���?����� 8 ��� !#� 
��#"����>G���#�#J������� J �� ����AZ��F��<���?�G��#J�������O� e (��K�K, 2545) �������?�>� >
!#� �#�J�������>O������"��<��D��F� ���G�J�� ���PB�D��=P"������<��D��L�E�>� !�� <� ��\
������#�"�����<��#��#?��� ��������������D����>����?� �?�@F�����D����>����?�@�������F�@>O >
��?��!#� �!Z  0-35 ppt ��J��?��!#� �!Z @>O�G��K�������?�?>!�� 10-22 ppt ��BA�� �"����F���
��?��@>O�A ��< !�� 26-29 ��=��a��a>�< aTO���G@F�����D����>����?�@���������#BD���@>O�������   
A�������#BD���@>O@>O��
��"�!#� �!Z �OF� (��������, 2546) 
 
^�K��BK��$P� !������P��!M��'���"��'�� 
  
 ����"�# ��=�����J�� ��#������� ����#B@>O��
�D����!�� ����G�\T���?��!#� �T���� �B 
72 � �� A��� 235 W�� D��� ����#B������� A�< �@���a�W����#����� G������A���"��
����@=� Z�a��� ���O���� ��� ��#�������@����!�� ��>� ���� �#��a����� ����a ��#�� ��� �� ���� 
�������E������ (Dore and Frimodt, 1987)   

 
����"�# A��� Pacific white shrimp A���@>O��>�����@�O#��#J� White leg shrimp ��
�����

D���� �����@#>��� �������  D�@�O#������#B������� A�< �@���a�W����#����� G������A��� 
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"������@=� Z�a���G�\T�����A���"������@=����  �������?�>� >�����>������ ��������@=
���#�?��E (Holthuis, 1980) � Z�a��� ���� ���� � ���?���< �!�� ��>� ������a�� aTO�����@=
���a����
�����@=@>O���O ��>�������"�#� J�>O�� ��J >I�I���<�� ���O��G����x�������@=���a���A����
<���<��������>�������"�#��a�W����J��G���G��  @F��A�I�I���"������@=���a���D�O ��J���#?��Z#
G���
����?�� 1 "������@=��@#>��� ���������"B��>�   

  
����"�# ��
�����@>O��>����J��  >����G��K��������J���#?��Z# ���O��G��DJ�� JD��L�E�?�������

D�o��<��D��L�E ���J���J����O�� @F��A� >����F��"������>�����A��� e ����@= �������?�>��?� >���
�F��"�� ���>�����@#>�����>�!�������������@=���A#���� D.=. 2539 ����J� ��?��F��"������
����@=G>����� D.=. 2541 <F�A�������@=�@��?� >����F�����"�#�"�� �@?�����>������� D.=.  
2541  ��J���@?�����!��������� J���<�!#� <F���ZG �����  G����@�O��?��� >��!  2545      
�� ��� ��?����K���A��F�DJ�� JD��L�E@>O���?����� (Specific Pathogen Free, SPF) G���J������@=
�"�� �@?�����>��� �����#������F��"��DJ�� JD��L�E@>O���?�����G���?��� >��!  2545 \T� �?���
�� ��D��LE 2546 aTO���
��J#��#���?>�#���@>O�����>�����������?F�������@=�@��F�������<���KA�����
�����  @F��A���P����<J#��AKJ���<���KA�"�?@�� ��P�������<J#�GT��?����O @?�����>�������
"�# aTO�<J#��AKJ�A�I�!J��"���?> G������<�����>�������"�#@>O�?�I�?>�#J������>�����������?F� @F��A�
��P����GF��#� ��A�� ���>�������"�#��� ��"T�� (��� ���D����=, 2547) 
 
��&�BK���C����"��'�� 
  

Limsuwan (2003) ��������>O�#�����!@>O<F�!�K"������"�#������@=�@��#�?���>� !�� 
  

1.  White Spot Syndrome Virus (WSSV) A�����!�#��<?#�"�# ��!�>����?�������@���@��
���?�# @�������"�#?�#�  �� >�������?"����!���J#�����=��Z� ����@>O��
���!G� >���PB� G�?"�#
A���?#�"�#  >�<��IJ��=���E����"��? 0.1-2  ����� ��@>O����#B��������� aTO����?G�����<�< 
�!��a>� ���W�<W���<@>OI�?���� ����@>O��#�G�@���������O�� e ����� 5 � 7 #�� ����G����A ? 
  

2.  Taura Syndrome Virus (TSV) ��
���!@>O >!#� ������GF��D���J�����"�# ���#J�������
����?F� (Srisuvan et al., 2005) ����"�#@>O��
���!�>�G� >�F���#<>� D�\T��?� �������#B�����D�A��
G� ><>�?��"� "T�� �F���#�J����J  ���������#��GD�#J� >�A�����#  ����@>O���G� ><>�"� � � D� ������#� 
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�����#G�#J����F��"��A�"���J� ���<J#����@>OD����J� ����@>O�A�����?�����#G� >���������PB�!����
�I�<>?F� �����A�J��>������#G� >�>#����?�?� A��<��D�J� >!�B��D��F�@>O?> ��JA��<��D�#?��� � J 
 
?>"T�� �����A�J��>���GG������������!���!�����J��� �?���!@>O ><��A�� �G�� TSV ��J������
�  
3 ���� !�������|>��D��� ����!����>O�# (transition) ��������������� (Lightner, 1996)  
  

3.  Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus (IHHNV) A�����!��#D���� 
����@>O��?������#��<�>�G� >���PB�@>O<������?��J�� !�� ��> >���PB�I�?���� ��?A���<����#J����� ��G��?
��@��a���A���"#� �F���#����!?�� ���PB�?��@>O��J�# �G�<������?�A���G����J�������������>�����
�J���� �B 30 #�� ����@>O >�����?�����G������ �� 

 
4.  Gill disease ��!�A����@>OD� ��������"�# !�� �A����?F�  �����?���J�@>O��F� ><>�"�  A���

 >������G�����J@�O#�J� aTO� ><��A�� �G�� ><�����@�>�E<�< ���J ��������J� �J��@>O����G��<?�
�������#�A������O ���  ��G�D�#J����� >�A����<>?F� \�������KA�� J@������G���� <� ��\�����KA�
�?��?� � �O�D�#J��A����"�����������#���O  ><>�"�  !#�G��?��A���� ���>O��\J����F��D�O "T������D�O 
�!��O���A�����= � �O�<��D�J�?>"T��A���G���������!��� 2-3 !���� �A����<>?F��ZG�A���� 
 
 5.  Vibriosis ��
���!@>O���?G���������!@>��>�<��� Vibrio �?���J 
      - V. haveyi <��A��"����!������<� 
      - V. parahaemolyticus 
          - V. vulnificus  <��A��"����!�<>���?F� 
  

��!��?�������!@>��>���
�<��A��������"������@>O<F�!�K������D�#J��������!@>��>��J���!
���?���?�����<��"T�����O�� e 
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�!��#$%�&"�%�����&'���"�� 
 

<��#E��F������J  arthropod � J >������ �!�� �����!���GF��D���G��G�  aTO�@F�����?�  
�������?>� (antibody) ��J������������#"��<��#E��F����J �>���
����� JGF��D���G��G� (non-specific 
immune response) (��G��� ���!B�, 2543!) ������ �!�� �����!"������"�#�#����  <� ��\
��J������
� 2 ���? !�� 
 

1.  ������ �!�� ���@>O��=���a��E (cellular immunity) �a��E@>O >�@��@<F�!�K!���a��E� Z?
����? 3 ���? !�� hyaline cell, semigranular, large granular ��� fix phagocyte ���G�����J�� 
��������O� �J� ��F��A���� ���� �����A�#�G ����#��#���O� e aTO� >#�L>���A���#�L>�?���J ���G����������
��! (phagocytic activity) ��� ���A�� ��� ��#�����A���<�O��������  (nodule formation ��� 
encapsulation) 
 

2.  ������ �!�� �������F�����? (humoral immunity) �����>����?G�����@F����"��               
A��� e �s������� ��J� ������?����"Z���#"������? (blood clotting) ������? melanin ��� 
opsonization (Hoffmann et al., 1999) ����@>O<F�!�K!�� prophenol oxidase activating system ��� 
lectin aTO�!��?��G��<�O��������   
 
�_  	�%NC� ��C (hemocytes) 
��"�� 
  

�a��E� Z?����?"�� crustacean ��J������
� 2 ���J �AKJ e (��G��� ���!B�, 2543�) �?�
D�G��B�G����� >A���� J > granules "���a��E��
�A��� !�� hyaline cell ����a��E@>O > granules 
(granular hemocyte) 
  

1.  hyaline cell ��
��a��E� Z?����?@>O >"��?��Z�@>O<�? ����J����� ��   I�#��>�� ���!����
��GD�!����������<#� A���D��G��@�E�<>��#  >��#�!�>�<"��?�AKJ���J��������a��E  > 
mitochondria  > smooth endoplasmic reticulum (SER) ��� rough endoplasmic reticulum (RER) 
���� D� cytoplasmic granules �D>����Z�����A���� J >��� ���PB��!��<����� JD� microvilli A���
�@���@>�  (pseudopodium) @>OI�#�a��E  "��?"���a��E >�<��IJ��=���E���� 6.4-8.3 � !���         
(����B>@>O��
��a��E�� ) A��� >!#� �#��� 2.5-3.6 � !��� ��# 6.8-13.9 � !��� (����B>@>O��
� 
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�a��E����>A���������<#�) A���@>O��>O�#"����������#����G�����<�O��������  A��� 
phagocytosis  
 

2.  semigranular cell  >����J����
�����"JA���������<#� ��#�!�>�<���J�������A���"�� 
D� SER ��� RER �?� ��  > cytoplasmic granules  ��"T�� ��
��a��E@>O����D���I�#���#�?�?>  ><J#�
��O�"���a��E (cell process) A����@���@>� !J��"��� �� ����#BI�#�a��E��GD� microvilli �?���Z����� 
"��?"���a��E >!#� �#��� 4.2-6.8 � !��� �����# 9.0-14.2 � !��� ���PB�granules �����
�a��D��<aT   >"��?��Z����D�GF��#����� <������AZ��?�� J��?�G�G��I�#������ @F�A���@>O
�?���������<���� nodule ��� encapsulation �# @��������� prophenol oxidase activating 
system 
 

3.  large granular cell  >"��?�AKJ@>O<�? ����J����
�����"J !������� semigranular cell ��J
"��?"���a��EG����#J� ��#�!�>�<���J����#B"��  > SER ��� RER ������� ���D� 
cytoplasmic granules  �� "��?"�� granules ���a��D��<aT  >�<��IJ��=���E���� 0.7-1.0 
� !��� aTO��AKJ�#J� granules �� semigranular cell ���PB������?"���@���@>� A���<J#���O�"��
�a��E���?�>��AZ��?���?�G� "��?"���a��E >�<��IJ��=���E���� 8-10 � !��� !#� ��# 12.2-14.6 
� !��� ��� !#� �#��� 7.2-7.8 � !���  >A���@>OA��������@F���������� prophenol oxidase 
activating system (Soderhall and Cerenius, 1992) 
 
����'N����'��� ��C (Hemolymph clotting F��� Coagulation) 
 
 ����"Z���#"������?��
��s�������@>O<F�!�K@�����<��#E >���?��<��A��� ���� J >���?��     
<��A��� �D�O�����������<�K�<>�����?G����?�I� ��
��s��������������A���������?�s�������
��A#J������>�������? �?��|D������a E Transglutaminase A��� TGase ��� Clottable protein 
A��� coagulogen �������#B@>O���?��?�I� >I�@F��A����?�s������� Polymerization ���#�?��G�   
A����!��"J������>� ��?����#B��?�I� �D�O��������<�O�������� G���������"��<�J�J�����  
���� J�A���!E������"������?����<�K�<>��� ��
�����#����@>O���?"T���?�� Z?����?���?@>O > 
granules ���J����� � �O� granules \����J����� ����#������ <���! >@>O\����J����� �G���
�������������>O������@���! >"������>�@>O��>O�#�������"Z���#"������? aTO����J����F�����?      
"�� crustacean A������? @F��A����?����"Z���#"������? ���@>O����?� J<� ��\�"Z���#�?� ��G���?
 �G�����@>O� Z?����?���? hyaline cell  >��� �B�?��G�������?�����G����@�>�E (Martin et al., 1993)  
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Phagocytosis 
 

Phagocytosis ��
�"�#�������������������� �O� ><�O�������� IJ������I�#��!��       
�"�� �<�J�J����� phagocytes ��
�� Z?����?@>O<� ��\@F����<�O�������� @>O��
��a��E A���<�O� >�>#��
��Z� e aTO���G��
�<��A��@>O�J��A����?��!�?� �?�����#�����������<�O��������  ��#��J��"��
� Z?����?@>O@F�A���@>O������#�����>� �?���J hyaline cell 
  

����#�������?����������<�O��������  ��
�����#����@>O� JGF��D���G��G� �?����O 
G������T?�����A#J��<�O�������� ���I�#"���a��E phagocytes A���G������I�#"���a��EG��#��
�"���� ���?��
� phagosome aTO�G���<� I�<��� lysosome @>O���J������a��E �?������ lysosome 
���G�����a EA������?@>O��
�����a E@>O@F�A���@>O������J��<�����>��#J� acid hydrolases aTO�
�# \T�����a E DNases, RNases, proteases, phosphatases ��� lipases @>O<� ��\���?"��?   
"��� �����<�O�������� @���A����A��A�����
�A�J#��J�� e  
 

� �O� phagosome �# ��� lysosome G����?��
� phagolysosome ��� >��������#"��
���a��G� (oxygen burst) ��F����@>O\����Z�<�< �#� @>O��������<���� NADPH G��# ������a��G� 
���?��
� toxic peroxide (H2O2) ��� superoxide (O2

- ) ��������#"�����a��G�<� ��\@>OG�I���
���a��G���������@>O��
�D�P GF��#�� �����@���A ?G� >!#� <� ��\��������?�s�������<��   
��� >���@F���������!����� phagolysosome �?�����@���! >��J��� JGF��D���G��G�     
A���G��@F�����J��<������#�ZG���J��<J#�@>O\��@F�������#��� �G���a��E 
  

����D�O GF��#�����Z������?� > NADPH ��
���#�A�����Z�����@F��A����?�����!�J�� e 
?���>� 

 
Superoxide  : O2 + e

- → O2
- 

Hydrogen peroxide : O2
-  +  e-  + 2H+  →  H2O2 

Hydroxyl radical  :  H2O2  +  e
-  +  H+  →  OH-  +  H2O 
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����� lysosome G� >!J� pH ��
���?���J@>O��?�� pH 4.8 �D������O���I�#"�� lysosome G�
��� ���?��G������ (H+) �"������ lysosome �D�O�@>OG����P�!J� pH �A����J��<��D��? @>O@F��A�
����>�A������?�<�O� <��D (denature) ����J���J����@F��A������� �?�<��D�����
���?G�
��
������J��A����?���<����<�����������a��G�������?@>O��
�D�P��J� peroxide (Pick and 
Keisari, 1980) 
 
 �����#����������?����#�����������<�O�������� ������J���O G�\T�������? 
phagolysosome �������������������?����#���������#"�����a��G�G�����#��A�����O#� � 
�����#��������?��������#"�������!<�O�������� G�����J����������"T�����J�����GG��  
A��������� ��J� ���?"��<�O��������  �����?��"�������������a��E@>O@F�A���@>O�������            
<�O��������  ��
���� (Sung et al., 1996) 
 
Nodule formation � ! Encapsulation 
 

�?�@�O#������#���� phagocytosis G�@F���������G����@�>�E@>O >"��?��Z� �?��a��E� Z?
����?�?>O�# e <J#� nodule formation ��� encapsulation ��
����@>O� Z?����?GF��#� ���"��A�� ��� 
��#����� A���<�O��������  aTO� >#�L>���@>Oa��a��� ���#J� <� ��\@F��A�<�O�������� @>O��
�
<��A��"��������?��!@>O >"��?�AKJ A��� >GF��#� ��\���F�G�?�� ������? nodules G����?"T��� �O� >
<�O�������� �"�� ���
�GF��#� �� <J#����AJ�A�� <�O�������� �?� encapsulation G����?� �O�
<�O�������� ���� >"��?�AKJ ���#J� 10 � �!�� �� ��J� ������� A�����#��  �"J"����<�� 
���������#�J�� aTO��a��E� Z?����?� J<� ��\@F�����?� ������=���a��E� Z?����?GF��#� �� �
��� ������AJ�A�� ����#� (Gunnarsson and Lackie, 1985; Hoffmann et al., 1996; Koizumi et al., 
1999; Gillespie et al., 1997) 
 

������? nodule formation G��AZ����PB���
����� �<?��A��AZ�����# ��#"���a��E    
� Z?����? �D�O�@>OG������� <�O��������  �D�O�� J�A����G����@�O#�J�����  ��D����<���� 
nodules ����#B�A���� ������ �?����A���G��@>O���?�s�������?����J�# D�#J�<�O�������� G�\��
@F��A����?��
� melanin aTO� ><>?F� �?���
�I� �G���s�������"������a E phenoloxidase (Lee, 2001) 
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�!�� Prophenoloxidase activating system 
 

���� Prophenoloxidase ��
��������@F�����������!������!#�!� ������G��"�������
��! ������?�#�����a E@>O<F�!�K !�� phenoloxidase aTO����J����� proenzyme ��
�����a E@>O���?
G���������������� prophenoloxidase "�� crustacean �?� lipopolysaccharide (LPS), 
peptidoglycan (PG) ��� β-1,3-glucan aTO���
�<J#�������I����a��E"���������!@>��>� ����><�E 
phenoloxidase G��� oxidize <�����J  phenol �A���
�<�������� quinine ���#���>O������
� 
melanin �?���@>O<�? A���@>O"�� melanin G��J#�������������A��������������G��K������"��D#�
�������!@>��>� <���J�������!@>��>� (antibacterial substances) ��
�<��������"���<�?@���@>O�?�G��
����#����"������ prophenoloxidase ��J��?>�#�������a E phenoloxidase �# @���!�B< ������
��������������G��K������"��D#���!@>��>����������� (Hose et al., 1987; Smith and Chisholm, 
1992; Soderhall and Cerenius, 1992; Bachere et al., 1995)  
  

G�����=T�P�"�� ��G��� ���!B� (2543!) D�#J�!#� ��G��� "������a E
phenoloxidase @>O#��!���AE�?�G��� Z?����?�����F�����?���� >!J�����J����� �?�D���� �B����a E
?����J�#!J��"���<����� Z?����? ������ �B�OF�����F�����?��������?F� ��� �B@>OD���� Z?����? >!J� 
352.72±52.30 A�J#�/��@>/ ������� ����>� ��"B�@>O����F�����? >!J� 32.23±6.04 A�J#�/��@>/
 ������� ����>�   

 
��<�O� >�>#��D#�����D�#J���G��� "������a E������ prophenoloxidase G� > ����\�� 

(vesicle) aTO����J����� cytoplasm "��� Z?����? ��J� ������  Astacus astacus ����� Procambarus 
clarkii (��G��� ���!B�, 2543! ����\T� Smith and Soderhall, 1983; ��G��� ���!B�, 2543!    
����\T� Johansson and Soderhall, 1985; Lanz et al., 1993)  ��"B�@>O��G��� ���!B� (2543!) 
Sung et al. (1996) ��� Parazzolo and Barracco (1997) D�#J� prophenoloxidase "����������?F�    
������� ���  ��� ����"�# <J#��AKJG����J���a��D��<aT "��� Z?����?�����J @>O > granules 
���G���>����D�����a E���?�>� >����D�J���G�����J����������O�A���<J#�"������ (��G��� ���!B�, 
2543! ����\T� Hose et al., 1987; ��G��� ���!B�, 2543! ����\T� Soderhall, 1982; ��G��� ���!B�
, 2543! ����\T� Soderhall et al., 1990) 
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@�����d���e������&�B��B� (bactericidin) 
  
 <������@L�p������!@>��>� ��
�<��������!@>��>�@>O<� ��\\������F��A� >��� �B<��"T��
� �O��?��������������  >!#� GF��D���J������������? ���� J@��J�!#� ���� �?�<������@L�p  
������!@>��>��>�<� ��\D��?�@�����<J#�"��D��< � a>��O  �����<������� hemocyte lysate 
supernatant (HLS) (�����K, 2545) 
 
Cytokine-like factors 
  
 Cytokine-like factors  >A���@>O�J#����P�!#� < ?��"������?�������� �!�� ��� ����J#�
��������<�������A#J�������� �!�� ������������O� e ���J����� Cytokine-like factors ������ 
�?���J ����>�"��? 76 kDa  aTO� >A���@>O�J#������������#���� phagocytosis �J#�������T?��?
��A#J���a��E� Z?����?���<�O�������� "B����?���AJ�A�� <�O��������  (Smith and Chisholm, 
1992) ���<J��<�� ���@F����"������ prophenoloxidase �?��J#��A��a��E� Z?����?���? 
semigranular ��� large granular ���? degranulation  ��"T�� @F��A�����a E������
prophenoloxidase \����J����� � ��"T�� (Johansson and Soderhall, 1989) 
 
�_  	� !��������K��BK��BK��'���
�����]�M�C@�K��� �� �%
��"�� 
 
 ��G��� ���!B� (2543") D�#J� @>O�A���� �J� ��F��A���� A�#�G ��� ����J�� �����������O� 
��>O�#D�� ��
��#��#�@>O >!#� <� ��\������F�G�?<�O�������� �?�?> <J#����� ������������
���<�@<� ��\�F�G�?�?��D>����Z����� �?�D��a��E� Z?����? ����a��EG��������@>O (fixed 
phagocyte)  @F�A���@>O�����?��G��<�O�������� ����������O�?����J�# ��������F�G�?                   
<�O�������� ���?"T���?����O G�� >�a��E�?>O�#�"�� ���� G�����# >�a��E� Z?����?�"�� ���� ��� 
 ��"T��G����?��
����PB�@>O��>��#J� nodule formation ��� encapsulation <�?@��� >���<���� 
melanin "T�� ���\���F�G�?�������J����� 

 
������ �!�� �����!"��<�O� >�>#�����J  Crustacean ������J�����<�O��������  >@���       

��G��� @>O���?"T���?�������<���"���a��E ���<����F�  (cellular and humoral response) 
(��G��� ���!B�, 2543" ����\T� Rabin, 1970) aTO���G��� @>O���?"T�� >A������ !�� ��G��� @>O���?
G������>����?�J�� e ��a>��O  ��J� ����>� agglutinin, hemolysin, lysozyme �������>�@>O�J#��� 
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����"Z���#"������? (clotting protein) <J#���G��� "���a��E� Z?����? G��J��A����?����#����
�������J  (adhesion) ��G���  phagocytosis ���AJ�A�� �?�#�L> encapsulation ������<����� Z?<> 
(melanization)  
 

��������O�@>O��>O�#"������������ �!�� ��������� !�� �J� ��F��A���� (lymphoid organ) �#��#�
<����� Z?����? (hemopoietic tissue) �# @����#��#��J�� e @>O >�a��EG��������@>O���G�����J     
(Johnson, 1987)  
 

G�����=T�P�"�� ��G��� ���!B� (2543") D����PB�"�� nodule formation A��� 
encapsulation ���G�����J@�O#���� ��������O��J�� e ��J� �J� ��F��A���� ����������J�� A�#�G �A���� 
aTO�����#�����F�G�?<�O�������� �ZG� >�a��E� Z?����?�������A��#>�� ����a��EG��������J���
@>O �"�� ���>O�#"�����
�A��� ������<�?@���"������F�G�?<�O�������� �ZG� >���<���� melanin 
"T�� ���O��G������#����"�� prophenoloxidase 
 

Fontaine and Lightner (1974) D�#J�A���G��|>?�����!"��<> carmine �"��������������O�����
@������? Penaeus setiferus ����� 1 ��O#� � G� >����������J "��� Z?����?�"�� �A�� ��� 
�����!<> �a��E@>O@F�A���@>O��>O�#"����������F�G�?�����!<> !�� �a��E� Z?����? ����a��EG��������@>O
����������O��J�� e �?������!<><� ��\!����J����#�����?���� 33 #�� 
 

��G��� ���!B� (2543") ������#J� ���PB�"���a��EG��������@>O� �O���#G<���?����
�����G��@��=�E��������� D�#J����G�����J�� ��������O�A���<J#� ��J� A�#�G �A���� @���?��
��A�� ���PB�"���a��EG��������@>O�>�G��J��G��� Z?����?���� !��� JD� granules ����� cytoplasm 
 > vacuole "��?�AKJ�� cytoplasm ��� ��D��=P�a��E (debris) ������PB�"�� myelin figure 
aTO��<?��A��AZ�\T����G�����<�O��������  ���������? autophagic vacuoles G���!��<����@>OD�
�<?��A��AZ�#J�����#�����F�G�?<�O�������� "���������?"T���?�����������O������@��<J#�"��
�J����� �?�����B><�O�������� @>O�"��<�J�J�������
�<�O�� J�J��A����?��! ���� J >I�@F�����a��E
�����������O��J�� e �����Z<� ��\@F�������"����� ���������#�?� ��J\��<�O�������� ������
�
�������! ��J� ��!@>��>�A����#��<@>O<� ��\<����<�� hemolysin �J��<���� Z?����? <��������a E 
chitinase �J��<������������� �# \T������!"���#��< ������� ��������a�#���?�J�� e @>O�"��@F����
�a��E�����������O��?���� A���<����<�����#���G��� "���a��E�����������O� �ZG�<J�I��A�����
�� �!�� ������J����������?������J��A����?��!�?� 
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���������� 
 

���������� !��G����@�>�EaTO���G >�D>�����?�?>�# A�����
�<J#�I< "��G����@�>�EA���
���?@>O<� ��\��������!�B< ����"��G����@�>�E?����?� @>O��=�����J���F��<�"��<��#E���� �?�G����@�>�E
�A�J��>���G���J�����"���a��E�A��G������#�������A�?�A�� (freeze-dried cells) A������J�����
I�����BCEA ��aTO����G����<J��<�� ����G��K���������# ���@F��A�<��#E ><�"��D?>"T��?�#� 
 

 >I���A�!F�GF���?!#� "�������������#�A���!#� A ��?���J����>� 
  

Fuller (1992) �A�!F�GF���?!#� #J� ������������
������>���G����@�>�E@>O >�>#������A��   
aTO�G��� >I��J��������< ?��"��G����@�>�E���F��<�  aTO�G��!F�GF���?!#� �>�����������G�����
��
�G����@�>�E@>O >�>#�� ����A�����G�������?����I< ��A�� 
 

Maeda et al. (1997) �?��A�!F�GF���?!#� #J� ������������
�G����@�>�E@>O >�������E�J�
�J�����"��<�O� >�>#�� �?����@F������� biological control  

 
Moriarty (1998) �A�!F�GF���?!#� #J� ����������������D����>���<��#E��F� G��# \T����

�<J��!@>��>������J� A���\����>���<��#E��F�?�#�   
 
Gram et al. (1999) �A�!F�GF���?!#� #J� ������������
�G����@�>�E@>O >�������E�J�

<�O� >�>#���?��������< ?��"��G����@�>�E���J����� �?�@>O� JGF���
�@>O�����A������������?����
I< ��A��  
 

Salminen et al. (1999) �A�!F�GF���?!#� #J� ������������
����J "��G����@�>�EaTO�� J
GF���
����� >�>#����J�?� �G���a��E"��G����@�>�E ��� >�������E�J�<�O� >�>#��@>O�?��������������
�"���� 

 
��J�����Z�� ��������������� J��
���������J��G������ (Salminen et al., 1999) ��� >

���<�@L���D��<��D@>O >��BA�� ����!#� �!Z A��� e �J#� (Fuller, 1992) aTO���G�A��?����I< 
��A�� �����J A����?����|>?�"���� ���G����������������G�������
��������E�J�<�O� >�>#��@>O
�?�����"���� �# @���<� ��\ >�>#�����J�?�������@���?����A��"���G������  
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!�B< ����@>O?>"������������ (Fuller, 1989; Havenaar and Huis innt Veld, 1992;       
��!��?�, 2545)  

 
!�B< ����@>O<F�!�K@>O�F� ����<F�A������!�?�������!@>��>�@>OG��F� ������
�������������

<��#E��F����� !#� >!�B< �����J����>� !�� 
 

1.  !#���
���!@>��>�@>O >!#� <� ��\������J�������!@>��>�@>O�J���!�?� �?���G
�<?�I���A��?@?���#J� >!#� <� ��\������"J�"��������<����A��A���I���<���D�O��J�
A����������G����@�>�E�J���! 
 

2.   >!#� <� ��\������T?�����F��<��?� A���<� ��\���J���F��<��?���O#�����#��A�TO� 
 

3.  @F��A��G�������"Z���� >!#� ����@����! �?� >���������I�?�#����@?<�����
����@����! (challenge test) 
 

4.   >!#� <� ��\�������������� �!�� ����?� 
 

5.  � J��
�<��D��L�E@>O�J��A����?��! G����@�>�E���������������!E������"���a��E
�# @���I�����BCE"���a��E����� J<�����s�������@>O��
�D�PA����J� ���Z��J���#�G������ 
 

6.  @��J�<��D�#?��� �J�� e �?�?> ��J� <��D��? <��D��� �B<����A������ ��� >
!#� @�@���J�<��D�P 
 

7.  I����J�� <� ��\@��J�<��D�����Z����P��J�� >��������� ��� >GF��#��a��E@>O���
�@L�p!�@>O ��J� @��J�<��D�A�����������I� 

8.  ��
�<��D��L�E@>O >���PB�D��L���� !�@>O  
 
���
������������
����� B����"�� 
  
 ���������������� !�� ������G����@�>�E�D>�����?�?>�# A���������G����@�>�EA��� e ���?@>O
@F����!�?�����<��D��L�E���# �F� ��������E�����������>��������D�O��A����?�������E�?���
�G����@�>�E 
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@>OD��?�@�O#�����A�J���F� �����D����J� ���<� ��\�D�O GF��#��?���J�� ��  >I��?�����J����
!#�!� ������������!@>��>�@>O@F��A����?��!������aTO���GG���������PB����I< ��A���A�������� 
A����������F��?���� 
  
 ���G���>��������������G�?��
�G����@�>�E�D�O��<�� ����G��K������ ����<�� �� �!�� ��� 
��J���� �D�O��A����?!#� < ?����@���?����A�� aTO�����G����@�>�E���GF�\�O� >@���?>���� J?>�J���#���� 
� �O� >����<>�< ?����� >��� �B��!@>��>��J���! ���#J�G�@F��A��������?��!�����
�<��A�����
�����@>O<�?  
 
� ������]����'������������ 

1.  ���I���<��@>O >�@L�p����������������G��K������  

 
���J "��G����@�>�E ��G���J��<���! >��� � �?�<���! >����G� >�@L�p��
�<���J�

��!@>��>� (bactericidal) A���!#�!� ��!@>��>� (bacteriostatic) aTO�!�B< �����>�<� ��\���?G�����
�"J�"����������<���! > A���D������ (Lemos et al., 1991) ���@>O >��!@>��>�@>O<� ��\I���<��
�����������G��K���������F��<�"���G������ A�����D���I�# A�������A����>�������� G���
����     
�����������G��K������"���������O�   

 
���I���<��@>O >!�B< �������������@���������!@>��>�G�"T�����J�����GG��A��������� 

aTO����!���� >��GG���?>�# A�����G���?G��A��� e ��GG���J# ��������I���<���s��>#�� 
(antibiotics) (Williams and Vickers, 1986) <������@����!@>��>� (bacteriocins) (Bruno and 
Montville, 1993; Vandenbergh, 1993) lysozymes, proteases, hydrogen peroxide ������
���>O������"��!J�!#� ��
���?��
�?J�� (pH) G�����I�����?���@�>�E (Sugita et al., 1997)  

��!@>��>����J  lactic acid bacteria <� ��\I���<��A������? ��J� bacteriocins aTO�
<� ��\�����������G��K������"��G����@�>�E���?��O� (Vandenbergh, 1993)   >���=T�P�A���
��������>O�#����s�����������������������G��K������"��G����@�>�E �?���!@>��>������J  lactic acid 
bacteria aTO����?�s��������?�<�� bacteriocins ��J� J >I��J���!@>��>���� �#� (Stoffels et al., 
1992) 
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2.  ����"J�"����������<���! > ���D������   
  

�������#=#�@��"��G����@�>�E��<�O��#?��� ������D����>���<��#E��F� G���
�����"J�"��
"��G����@�>�E@>O@F�A���@>O������J��<��� �?��"J�"����������@���!��E��� ����A�J�D������  
Rico-Mora et al. (1998) �?��������!@>��>�<��D��L�E@>O<� ��\�G��K�?�?>���A�J�@>O ><�����@�>�E��
��� �B�OF� ������ ��!@>��>����������������>����?����  ���<� ��\�����������G��K"������� 
Vibrio alginolyticus �?� aTO���!@>��>�@>O��� ��������<� ��\�"J�"����� V. alginolyticus ��������
�������EG��<�O�"��\J�� (exudates) "���?����   
 

3.  ����"J�"������������JL��� 
 

G����@�>�E@�����?�������������JL���������G��K������ (Reid et al., 1993) �?��|D��
�������!@>��>�@>O@F��A����?��!<J#��AKJG� >!#� ������������<�� Pybus et al. (1994) �?�@F����
@?<�� Vibrio anguillarum 30 <��D��L�E �������
������������J������ Vibrio ordalii aTO���
������
�J���!�����a�� �� �?�=T�P�!�B< ��������������������G��K������ D�#J� <��D��L�E               
V. anguillarum VL4335 <� ��\�����������G��K������"�� V. ordalii �?� �?�������J���!���?�>�    
G�A��?����G��K� �O�� J >������ �����������A����>�������� 
 

4.  ����"J�"��������T?���� 
 

����A�TO�@>O��
����?�����������������G��K������"�������@>O�J��A����?��! !�����
�"J�"��������T?������I�#@���?����A��A�������������O�"���G������ aTO���
�@>O@������?>#J�
!#� <� ��\������T?������� ��� A�����D���I�#GF���
��J���!@>��>�@>OG��G��K���F��<�"��  
<��#E��F� (Olsson et al., 1992; Onarheim and Raa, 1990; Westerdahl et al., 1991) � �O���!@>��>� >
����T?������I�#"����������O�G���
��������"�������?����� (Krovacek et al., 1987) ����"J�"��
������T?������������@>O�J��A����?��! GT����#J���
��������@F�������"������������    
(Montes and Pugh, 1993) �������������������� ��P�E <��D��L�E@>O<� ��\�"J�"��������T?
��������\��#J���
�<��D��L�E@>OG�D�G��B�������F� ������
�������������
����?�����   
(Salminen et al., 1997)  
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����T?��������� JGF���
����� >!#� GF��D�� ��G"T�����J�����GG��@�������D @���! > 
A��� >!#� GF��D���G��G� �# \T�� �����@>O@F�A���@>O������T?������D���I�#"����!@>��>� ���
� ���������#B@>O��
���#��� (receptor molecules) ��I�#�a��E ��������������T?����"�������@>O@F��A�
���?��!��I�#"���a��E�� ��P�E �����<��#E��O� �?� >���@?�����A����s���������?����#�G��
A���@J��  (Bernet et al., 1994; Blomberg et al., 1993) ��J���=T�P���<��#E��F����� ����"��   
����������������"J�"��������T?����������
��D>��<  ��x��aTO����� J >���#�G���D�O�D�<�G�E
<  ��x���>�  

 
����� ���!B� (2549) �?�@F����@?��������!@>��>�<��� Bacillus ��
�������������

��������?F� �?�A���G����>�����������?F�?�#���A��I< ��!@>��>� Bacillus ��
������#�� 1 �?���     
GT��F��F��<�����#GA��������!@>��>��?�<J���������� Scanning Electron Microscope (SEM) �D�O�
���� ���@��@������?F������J"����!@>��>�������F��<� D�#J� >��!@>��>�����J���@J���# aTO� >
!#� ��
����?�#J�G���
���!@>��>���<��� Bacillus �?���!@>��>�����J���@J���#�>�G��������J��
�F��<� ��� D�#J� ���F��<�����@>O��>���?�#���A��I< ����������@�����J @?��� >GF��#������ 
Vibrio spp.  >���PB���
��@J��� ��#��� �B 1 � !��� ���F��<������#J����J !#�!�  ��� > 
Bacillus spp. aTO� >���PB���
��@J���# "��?��� �B 1.5-3 � !��� ���#J����J !#�!�  ��J�� >
���<F�!�K@��<\��� (P<0.05)  �<?��A��AZ�#J� ����� Bacillus <� ��\?F����>#�����J���F��<��?�G����?�
�"������J�D���@>O ��J���A���# @�����GG����O� e G����!@>��>�@>O�J��A����?��! �D�O�<������#����A��??
�?J�"T�� �  

 
����T?����"�������@>O��
�������������I����F��<� A�����������O�� J�?���
��D>������

�?>�#�����@F����"������������ ����A���G������T?�������#������� >!#� <� ��\�����
�D�O GF��#�?�#� ���O��G����I����F��<�"��<��#E��F�G� >������������# ������?����A��O�<��@>O >
�@L�p����������������G��K������"����!@>��>�?�#�   

 
5.  !�B< �������������������@F����"�������� �!�� ���   
 
�������������������� ���!����<��@>O�F� ����G��# \T�<J#�������"��I����a��E

"��G���>D (Salminen et al., 1999) aTO�<������<� ��\������������� �!�� ����?� �?� >���=T�P�
 �� ��@>O��J�#\T��a��EA���<J#�������"���a��EG���>D@>O�F� ���
�<��������������� �!�� ���
�A�����@���J������@>O@F��A����?��!  



 

20 
 

���O��G�������� �!�� ���"��������
����� JGF��D���G��G� � J >!#� @��GF�@>OG�<����  
�������?>��?��A ���<��#E����<�� ?���������@F����GT���
����PB���O#!��# GF���
������?�������
��������D�O��A����?!#� D��� ���?�#�� ����F�G�?<�O�������� @>O�"��<�J�J�����<J#��AKJ��
����
@F����"��� Z?����? aTO���
����@F�����J# ����D�O�?��G�����<�O��������  ����������@>OI< ��
��A��������GG�������?�#�G����@�>�EA������? ���� �O�������ZD��� @>OG���
�<���������
�� �!�� ��� �?�@>OI����a��E"����!@>��>���� �#�G�D�<�� peptidoglycan  

 
6.  �����������G��K������ 
 
 >��������������!@>��>�<��� Bacillus ��
����������� �����I< ��A��<F�A���

��>�����������?F�  >I��J�����D�O "T��"����F�A�����# !#� ��# ������������G��K������ (<�@L� ���   
����, 2541; =�������E ���!B�, 2547; Rengpipat et al., 1998a; Rengpipat et al.,1998b) 
 
����C ��
������������
��"�� 
  
 Rengpipat et al. (2000) D�#J���������?F�@>O�A���A��I<  Bacillus S11  >�������?������
�G��K������?>�#J�����@>O� J�?������A��I<  Bacillus S11 �?� Bacillus S11  >���<�@L���D�����
�����������#���� phagocytosis aTO�@����?�G�����#�?����E�aZ��E phagocytosis ��� phagocytic 
index (PI) <J#���G���  phenoloxidase �����G��� "����F�����?���������@F�����������!@>��>� 
(antibacterial activities)  >!J�<��"T��A���G��������������������>���������
������#�� 90 #�� ���
� �O�@F����@?<��!#� !�� ��!?�#������ Vibrio harveyi ��
��#�� 10 #�� ����@>O�?������A��I<    
���������� >�������??>�#J� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) �?��������?"������@>O�A���A��
I< ���������� !�� 54.3 ����E�aZ��E ���>���@>���������@>O� J�?��A���A��I< ���������� >�����
��? 35.5 ����E�aZ��E ���������<���@���� �!�� ���"����������?F�@>O�?��������� V.  harveyi ��
�
�#�� 10 #�� �����J @>O�A���A��I< ���������� >!J� PI �@J���� 2.7 + 0.8 <J#����J !#�!�  >!J�   
PI �@J���� 0.6 + 0.3    
 

����� ���!B� (2549) @F����@?������ Bacillus subtilis ��� B. licheniformis ��
�     
���������� aTO�����?�G���F��<���������?F�I< ��A����>�����������?F���
��#�� 1 �?��� D�#J�������     
B. subtilis �J# ��� B. licheniformis �������<J#� 1:1 @>O 3 ��� /��A�� 1 �������   >I�@F��A���?��
�� �!�� ���<��"T���#J����J ��O� e ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ����@>O��>���?�#���A��I<         
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����������@�����J @?��� >GF��#������ Vibrio spp. ���F��<������#J����J !#�!� ��J�� >���<F�!�K
@��<\��� (P<0.05) ���=T�P������#��@>O�A ��< D�#J� ��������?F�@>O�?������A��I< ���������� 
���? B. subtilis ��� B. licheniformis @>O 3 ��� �J���A�� 1 �������  @��#����
������#�� 1 �?���  
 >��?���� �!�� ���<���#J����J @>O�?����#���#��#�� ������J !#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
����@>O��>���?�#���A��I< ����������@�����J @?��� >GF��#������ Vibrio spp. ���F��<������#J�
���J !#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���D�#J���?���� �!�� ���<��"T����J���AZ��?���?
A���G��A��?�A� 1 <��?�AE���#!J�� e �?���@J�������J !#�!� ��<��?�AE@>O 2 ���� �O��A���A��
I< �����������>�!����D�#J����� >��?���� �!�� ����D�O "T�����O�� e ���GF��#������ Vibrio spp.      
���F��<� >GF��#��?�� G�����=T�P�!�����>�D�#J�������G����@�>�E�������������? B. subtilis 
�J# ��� B. licheniformis @>O 3 ��� �J���A�� 1 �������   >I��������������� �!�� ���"����������?F�
�?���
�@>O�J�D��G �?�!#��A�G����@�>�E?����J�#��J���J����O������A#J�������>��� 
 
 #������ (2549) D�#J� ������ Bacillus subtilis aTO�����?�G���F��<���������?F���
�             
���������� �?����I< ��A��@>O��?��!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������  <� ��\�������
������ �!�� ����J�� e "����������?F� �?���J ��G��� "������a E phenoloxidase ���I��� 
superoxide anion !#� #J���#�����@F������!@>��>�"����F�����?��������?F� ���!#� <� ��\��
����F�G�?�������!G�������A��#>���?� ��J�����Z��  � �O���� Bacillus ���?�J�� e �����"�������
I<  �?���J �����I< "��  B. pumilus + B. sphaericus  �����I< "�� B. pumilus + B. subtilis �����
I< "�� B. sphaericus + B. subtilis ��������I< "�� B. pumilus + B. sphaericus + B. subtilis 
<� ��\�D�O ��G��� "������a E phenoloxidase !#� #J���#�����@F������!@>��>�"����F�����? 
���!#� <� ��\������F�G�?�������!G�������A��#>���?���J��?>�#��� ����A���G��!�B< ����
�������������� �!�� ������# ����� Bacillus @��� 3 ���? ���<� ��\�?��� �B"����!@>��>��J���! 
Vibrio spp. ���F��<���������?F��?� ���G�����=T�P�����"J�"����������<����A����A#J������� 
Bacillus �������� V. harveyi �?�#�L> broth co-culture assay �?���>����������A��?@?���@��������
�?>O�#��������I<  D�#J� Bacillus @��� 3 ���? <� ��\�?��� �B����� V. harveyi �?� 

 
Gullian et al. (2004) !�?�������!@>��>�@>O >!�B< ������
������������?����G���F��<� 

��� hepatopancreas "������G��L�� ���� �?� 3 ���? !�� Vibrio P62, Vibrio P63 ��� Bacillus P64 
aTO�<� ��\�����������G��K"������� Vibrio harveyi (S2) �?� �F� �I< ��A���A�����"�# Penaeus 
vannamei  ���D�#J�����"�#���J @>O�����A��I< ����������@��� 3 ���? >��F�A�����#<���#J����J  
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!#�!� ��� Bacillus P64  >!�B< ������
�����������@>O?>���<� ��\������������� �!�� ���"��
����"�#�?�<���#J����J ��O� e ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 

 
Li et al. (2007) =T�P�����G��K�?�"������� Bacillus licheniformis ������@���?����A��

"������"�# ���I��J������� �!�� ��� D�#J� B. licheniformis <� ��\�G��K�?���J���J����O����
�F��<�"������"�# ����?GF��#� Vibrio �?���J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) <J#�I��J�����
�� �!�� ��� D�#J�����"�#@>O��>�������F�@>O >����� B. licheniformis  >��� �B� Z?����?�#  ��� �B����a E 
phenoloxidase ������ �B superoxide <���#J�����"�#�����J !#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� 
(P<0.05)  
 

Balcázar et al. (2007) �����!@>��>�@>O >!�B< ������
�����������G��@���?����A��"��
����"�#�?� 4 ���? !�� Vibrio alginolyticus UTM 102, Bacillus subtilis UTM 126, Roseobacter 
gallaeciensis SLV03 ��� Pseudomonas aestumarina SLV22 @F����@?����� in vitro D�#J� >
!#� <� ��\������J������������!@>��>��J���! Vibrio parahaemolyticus PS-017 ���� �O��F� �
I< ��A���A��������D�#J� ����@>O�����A��I< ����������@��� 4 ���? >��������>O����A����
������
?>�#J����J !#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) �������@>O�����A��I< ���������� >!#� 
����@���J������ Vibrio parahaemolyticus �?�?>        

 
 Tseng et al. (2009) ��� Bacillus subtilis E20 @>O����?�G��\�O#�A����A ��  ������
�       
���������� �D�O�=T�P������������� �!�� ��� !#� @���!"������"�#�#����  �?��A���A��I< 
����������@>O��?��!#� �"� "������� !�� 106, 107 ��� 108 CFU �J���A�� 1 �������  D�#J�        
����"�#�#���� @>O�?������A��I< ������������?��?����J�#  >�������?�D�O "T�� 13.3, 16.7 ���  
20 ����E�aZ��E �� �F�?�� A���G���A�>O�#�F��A����?��!?�#������ Vibrio alginolyticus ������������J 
@?���@>O�?��������������!#� �"� "��<�� D�#J� >��?���� �!�� ���@>O?>"T��@�����G���  
phagocytosis ��G���  phenoloxidase ������<�@L���D�����@F��������� Vibrio alginolyticus 
(clearance efficiency) ����J��G�����J !#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
 
 Li and Tan (2009) @?������ Bacillus OJ (B. megeterium) ��
������������J# ��� 
isomaltooligosaccharides �D�O����� ��I����������!@>��>����F��<� I��J������� �!�� ��� ���
!#� ����@����!"������"�#�#����  �?�����A�I< ��A�� D�#J����������J @?���@>O�A���A�� 
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I< ����������!#� �"� "��<�� >��?���� �!�� ���<��"T��  >�������?<��� �O��?����������#��< WSSV 
��� >��� �B Vibrio ���F��<������#J����J @?�����O� e  

 
��&�B��B��BK��
��"�� 

 
�=�Px��>���� ���!B� (2533) @F����=T�P��������!@>��>����#��#������"��DJ�� JD��L�E

��������?F� 119 ��# �?�@F������#GA������G�� hepatopancreas ��� hemolymph D��������!@>��>���
���J ��� ���@J����� ������D�<�G�E������?������?@?<�� API 20 E D�#J�<J#��AKJ���J��<��� 
Vibrio �?�D� V. alginolyticus  ��@>O<�?����� � �?���J V. parahaemolyticus, V. cholerae ���  
V. vulnificus �� �F�?��  

 
���� ���!B� (2540) =T�P����?������ �B��!@>��>�������������J�� �F��<� �������?

"����������?F� (Penaeus monodon) D���!@>��>�A������? �?���J Pseudomonas spp., Vibrio 
alginolyticus, V. cholerae, V. damsela, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus  ���   
Vibrio spp.  

 
Bacillus spp. 
 
 ��
���!@>��>���� �#� ����J����
��@J���# G�?���J��!���!��# Bacillaceae <� ��\  
<��������?<���E�?� �G��K�������?���=�����a��G� <� ��\D��?�@�O#������F� ?�� �������= 
G��!�B< ����@>O<� ��\<����<���E�?� @F��A�<� ��\��Z����P������"��<���E <�?#��J����         
��Z����P��D�O��F�������������E�������>��������J��� 

 
��!@>��>������J @>O<� ��\<����<���E�?�G� >���J 6 <��� (Todar, 2005) �?���J Bacillus, 

Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporosarcina ��� Thermoactinomycetes  
��J��������!@>��>�@>O<� ��\<����<���E�?��D�O���
������������������>�����������GG�����>�          
 >��������<��� Bacillus  ��J� Bacillus sp. (Phianphak et al., 1997), Bacillus <��D��L�E S11 
(Rengpipat et al., 1998a; Rengpipat et al., 1998b; Rengpipat et al., 2000) Bacillus mycoides 
(#��B���, 2539) B. subtilis (����� ���!B�, 2549; #������, 2549) B. licheniformis (����� ���
!B�, 2549; #������, 2549; Li et al., 2007) Bacillus P64 (Gullian et al., 2004) B. pumilus ���      
B. sphaericus (#������, 2549) 
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Vibrio harveyi 

 
�������!@>��>����?�>�<� ��\D��?�@�O#������F��!Z  (Baumann et al.,1971) "��?�#���   

0.5-0.8 � !��� ��# 1.4-2.6 � !��� (Inglis et al., 1993) � J<����<���E <� ��\�G��K�?�?>��
��A����>��������@�O#��@>O >������ ����� 1.5-3.5 ����E�aZ��E (���, 2528) �����A���|D�� (selective  
media) !�� Thiosulfate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) agar � �O��G��K G��A��!���><>�">�#A���
�A���� "��?�������\T�"��?�AKJ @����>�"T�����J���!#� <� ��\����������F����a��!�<"����J
��<��D��L�E (Cowan, 1975) �!��O���A#�?���� monotrichous A��� multitrichous flagella � �O����J��
��A���A�# ��J� �O��G��K����A���"Z�G�<���� lateral flagella GF��#� �� (Buchanan et al., 1974) 

 
��!@>��>����?�>�<� ��\������<��?� �?���<��#�@>O >���a��G� ����� V. harveyi <� ��\

�A��<�<>�">�#�� �A������� � ��
��s�������@���! >@>O���?G������a E luciferase ����J��s�������
���a��?��O�"��<���>?�#aE flavin mononucleotide (FMNH2) ��� long chain aldehyde �?�� �����
"�����a��G� @F��A��AZ����������<��?���@>O �? (Strehler, 1953) ?��< ��� 
 

FMNH2  +  O2  +  RCHO    →  FMN  +  H2O  +  RCOOH  +  light 
 

��!@����#��'����&�B��B�@�"  Bacillus spp. 
����&��&"%����� Vibrio spp.  
 

�����=T�P���>O�#��������� Bacillus �D�O��?��� �B������J���!  >���������@?���        
in vitro �?� Vaseeharan and Ramasamy (2003) aTO�D�#J���� �B Bacillus subtilis BT23 @>O�D�O "T��
G��J#��D�O ���<�@L���D�����!#�!� ����� V. harveyi  ��� Ravi et al.  (2007) ����������!@>��>�
G����F�@��� �����?�� ���@���?����A��"�����@��� D�#J� Bacillus cereus <� ��\������������ 
Vibrio sp. �?� 
 

�����=T�P���?�� in vivo  >������#J� B. subtilis (����� ���!B�, 2549) ���                 
B. licheniformis (����� ���!B�, 2549; Li et al., 2007) <� ��\�?��� �B����� Vibrio sp. ���F��<�
"������"�#�?� (P<0.05)   
 

#������ (2549) �������#�#J� ����� B. pumilus ��� B. sphaericus <� ��\�?��� �B"��
��!@>��>��J���! Vibrio spp. ���F��<���������?F��?� ���G�����=T�P�����"J�"���������� 
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<����A����A#J������� Bacillus �������� V. harveyi �?�#�L> broth co-culture assay �?���>����������
A��?@?���@���������?>O�#��������I<  ��� �B ��������O ��� 103 CFU/ml ������ �B�����@>O�����#�� 
0, 24, 48, 72, 96 ��� 120 ��O#� � D�#J� B. pumilus, B. sphaericus ��� B. subtilis <� ��\�?
��� �B����� V. harveyi �?� 47.90, 48.41 ��� 46.47 ����E�aZ��E�� �F�?��  

 
Purivirojkul and Areechon (2007) @?�����>�������� V. harveyi AQVH �J# �������� Bacillus 

�?�#�L> broth co-culture assay ����F�@����@>�  (!#� �!Z  20 ppt) D�#J������ Bacillus WL01 ��� 
Bacillus W1106 <� ��\�?��� �B����� V. harveyi AQVH �?� 22.75 ��� 20.23 ����E�aZ��E
�� �F�?��  



�"���D	� !���B��� 

�"���D	 

 
1. ����"�#�#����  (Litopenaeus vannamei, Boone) ��F�A������ �B 12-16 ���        
G��W��E �����  
2. ��A������<F���ZG��� 
3. ��F� �����A T� 
4. ?��"�# (Clay) 
5. \���W����E���< "��?!#� G� 1 �����=�E� �� 
6. ������G� "��?!#� G� 150 ���� 
7. �J�a>� ��E "��?!#� G� 1.5 �����=�E� �� 
8. �!��O����O� 
9. �!��O���A�����=D��� �����BE 
10.  Salino-Reflectometer 
11.  ������|>?��"��? 1  �������� ��� 3  �������� 
12.  �"Z |>?��"��? 26G x 1.0 ���# 
13.  Refrigerated Centrifuge 
14.  Microcentrifuge tube 
15.  Tri-Sodium Citrate Dihydrate  
16.  ��A����>����a��E� Z?����? 

16.1     ��A����>����a��E Medium-199 
16.2     KCl 
16.3     MgCl2.6H2O 
16.4     MgSO4.7H2O 
16.5     NaH2PO4.2H2O 
16.6     HCl 
16.7     NaOH 
16.8     L-glutamin 
16.9     CaCl2.H2O 
16.10 NaCl 
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16.11 NaHCO3 
16.12 Hepes 
16.13 ��F����O� 

 
17. �����BE���<���! >@>O����������������G���F��<����#��!���AE��� �B��!@>��>���
�F��<� 

17.1  Homogenizer 
17.2    �����BEIJ���? 
17.3    ����>����������E 
17.4    1.5% NaCl @>OIJ������J������ 
17.5    Water Bath Shaker ���?!#�!� ��BA�� �  
17.6    �!��O�������A#>O�� 
17.7    Vortex mixer 
17.8    Microtube 
17.9    G���D������� 
17.10   � �!������ D���  Tip 
17.11   �@J����#<� �A�>O�  
17.12   ��A����>�������� Nutrient Agar (NA)  
17.13   ��A����>�������� Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose agar (TCBS) 
17.14   A ���TO�!#� ?����  
17.15   ����J ����� 

 
18. �����BE���<���! >@>O��������GF�������?"��������?�#�L>@��<�Bx��#�@��          
����>#�! > 

18.1  G���D������� 
18.2  Slide 
18.3  ��?<>��� ���  
18.4  �����G��@��=�E 
18.5  <���! >#��!���AE@���>#�! > 
18.6  ��A����>�������� NA 
18.7  ����J ����� 
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19.   �����BE���<���! >@>O��������GF�������?"��������?�#�L>@���B��>#� ����� 
19.1   Plasmid DNA Extraction Kit (BioExcellence) 
19.2   ����a E��?GF��D�� (Restriction enzymes) Eco RI 
19.3   Agarose  
19.4   Amphicillin sodium salt  
19.5   Ethidium bromide; EtBr  
19.6   HiYield Gel/PCR DNA Gragments Extraction Kit 
19.7   GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus 0.05 mg  
19.8   Glyceral  
19.9   Isopropyl-β-D-thiogalactoside; IPTG  
19.10   5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside; X-gal  
19.11   MgCl2  
19.12   Oligonucleotide M13 primer 
19.13   Sterile distilled water; dH2O 
19.14   Taq DNA polymerase  
19.15   10X Taq buffer with (NH4)2SO4  
19.16   100 mM dNTP  
19.17   SOC medium (Super optimal culture medium) 
19.18   Luria-Bertani (LB) broth/agar 
19.19   Loading dye 
19.20   Microtube, PCR tube, Test tube 
19.21   Thermal cycler machine 
19.22  � �G�� W�� 
19.23   ����� Escherichia coli <��D��L�E JM109 
19.24   �!��O���F����?�<�UV 
19.25  ������ !� D�#����E BLASTN, Genetyx version 7.0 ��� VecScreen 
  

20.   �����BE���<���! >@>O��������@?<�����<�@L���D"������� Bacillus spp. �����
!#�!� ����� Vibrio harveyi 

20.1   V. harveyi (AQVH03) 
20.2   G���D������� 
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20.3   ��A����>�������� NA, Nutrient Broth (NB) 
20.4   ��A����>�������� TCBS 
20.5   NaCl 
20.6   A��?@?��� 
20.7   � �!������ D���  Tip 
20.8   ����J ����� 
20.9   A ���TO�!#� ?���� 
20.10   Vortex mixer 
20.11   �!��O�������A#>O�� 
20.12   �@J����#<� �A�>O�  
20.13   Water Bath Shaker ���?!#�!� ��BA�� � 
20.14   ����>����������E 
20.15   ��F��!Z  20 ppt @>OIJ������J������ 

 
21.   �����BE���<���! >�����#��!���AE Total Haemocytes Count 

21.1   Haemacytometer 
21.2   �����G��@��=�E 
21.3   Hand Counter 

 
22.   �����BE���<���! >�����#��!���AE��G���  Phenoloxidase 

 22.1   �!��O��#�?���?�?����!��O��<� Spectrophotometer 
 22.2   �!��O�������A#>O�����?!#�!� ��BA�� � 
 22.3   <������� cacodylate buffer pH 7.4 
 22.4   L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
 22.5   Trypsin 

 
23.   �����BE���<���! >�����#��!���AE��G���  Phagocytosis 

 23.1   �><�E 
 23.2   Nacl 
 23.3   MgCl2.6H2O 
 23.4   MgSO4.7H2O 
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 23.5   CaCl2.H2O 
 23.6   KCl 
 23.7   Glucose 
 23.8   Hepes 
 23.9   ���?�P���� 0.22 � �!�� �� 
 23.10   ��?<>���  Wright and Giemsa 

 
24.   �����BE�����@?<����G��� "����F�����?������F�G�?�������!@>��>�       
(Bactericidal Activity) 

24.1   V. harveyi (AQVH03)  
24.2   Vortex mixer 
24.3   Water Bath Shaker ���?!#�!� ��BA�� �  
24.4   ����>����������E 
24.5   G���D������� 
24.6   A��?@?��� 
24.7   � �!������ D���  Tip 
24.8   A ���TO�!#� ?���� 
24.9   �@J����#<� �A�>O�  
24.10   �"Z �">O������ 
24.11   ����J ����� 
24.12   ��A����>�������� NB, TCBS 
24.13   1.5% NaCl ��� 2.6% NaCl @>OIJ������J������ 

 
25.   <���! >@>O��������#��!���AE����>� 

 25.1   Na2CO3 
 25.2   0.1 M NaOH 
 25.3   CuSO4 
 25.4   Dipotassium tatrate 
 25.5   Folin 
 25.6   Albumin 
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���B��� 

 
����C ���BK 1  AO�G���!@����#��'����&�B��B�@�"  Bacillus spp. �BK����C�M�� ]��@�'���"��'��

������% 
����&��&"%����� Vibrio harveyi 
 

1.  ����������� Bacillus G���F��<�"������"�#�#����  
 

��Z���#��J���F��<�����"�#�#���� G��W��E ��>�������"����P����A��� e W��E          
��D���@>O�����>����J�� e ��� IJ�����F��<�?�#��@!��!���?����� �?�F��<��A�����>�??�#� Homogenizer 
�G��G��?�#���F������ 1.5% (w/v) �F�<�������@>O�?���@F� heat shock �� water bath @>O 80 ��=�-
�a��a>�< ��� 20 ��@> ���@F� cold shock �?���J����F���Z�@��@> ��� �B 1  ��@>A���G�A��?
@?�����Z� (Purivirojkul et al., 2005) �D�O�@F��A�<������� >�D>��<���E"����!@>��>��@J�����       
aTO���
�!�B< ����A�TO�"������� Bacillus spp. @>O<� ��\<����<���E�?� �D�O��A�<���E"�������
��!@>��>��G��K��
��a��E���� �F�<������� ���>�������A����>�������� Nutrient Agar (NA) + 1.5% 
NaCl (w/v) ?�#�#�L> spread plate method �J @>O��BA�� � 32 ��=��a��a>�< ��� 24-48 ��O#� � ���
�!���>�?>O�#@>O�?� @>O >���PB�����J����� �F��� streak plate �� Nutrient Agar (NA) + 1.5% NaCl 
(w/v) ����J @>O��BA�� � 32 ��=��a��a>�< ��� 24-48 ��O#� � G���������������A����<�@L�p��
� 
single colony ��� �F������@>O�?������@?<��!�B< �����J�� e �D�O�GF�������?�J��� 
 

2.  ���GF�������?"������� Bacillus @>O����?�G���F��<�"������"�#  
 
 2.1  GF�������?"������� Bacillus spp. �?�=T�P�@��<�Bx��#�@�� ����>#�! > �?��F�

�����@>O����?�G��"�� 1  �@F����@?<��!�B< �����J�� e ?���>� 
 

- �����?<>��� �������J��"���a��E  
- ����!��O��@>O 
- @?<��!#� ����������a��G�   
- !#� <� ��\������G��K@>O��BA�� � 42 ��=��a��a>�< 
- ����G��K@>O!#� �!Z  0 - 60 ppt  
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- ���@?<��@���>#�! >������? �?���J catalase test, oxidase test, Voges-
Proskauer test (VP) ��������F���� glucose (D-glucose) arabinose (L-arabinose) xylose (D-xylose)  
mannitol (D-mannitol) lactose (D-lactose), Egg yolk reaction, �s������� hydrolysis "������ ��� 
�s�������������>O�������@��
������@E  

 
�F�I�@���A ? �@F����GF�������?"��������?����������  Bergeyns Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1979) ���#�F������ Bacillus spp. @>O������GF�������?�?�
����������@?���"����J��� 

 
2.2  GF�������?"������� Bacillus spp. ?�#�#�L>@��?����B��>#� ����� �?����=T�P�

�F�?����<�����<J#�"���>� 16S rRNA (?�?����G��#�L>���"�� Yamada et al., 2000 ���     
Goto et al., 2000) �D�O�������I����@?<�����?"������� Bacillus sp. <��D��L�E@>O������GF����
���?�?�G�����=T�P�@��<�Bx��#�@�� ����>#�! > �D�O��F� ������
����������������I< ��A��
�A�����"�#�#���� ��������@?���@>O 2 ��� 3 
 
  2.2.1  <��? DNA G���a��E"����!@>��>� Bacillus sp. �?�#�L>����F������    
Bacillus sp. @>O�G��K���# 18-24 ��O#� �����A����>�������� Nutrient Broth (NB) + 1.5% NaCl (w/v) 
0.5  �������� �����A#>O��@>O!#� ��Z#��� 13,000 g ��� 15 ��@> �D�O������A����>����������� �A��?�
�|D���a��E��!@>��>� �F� �����������"�������?�#� TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 ��      
1 mM EDTA) 0.1  �������� ���#�F� ��� @>O��BA�� �  95 ��=��a��a>�< ��� 15 ��@>             
(Millar et al., 2000) G�������F� ������A#>O��@>O!#� ��Z#��� 13,000 g ��� 15 ��@> �?�<J#��<@>O�?�
��
� DNA @>O�F��������"�������J��� �����Z����P�@>O��BA�� � -20 ��=��a��a>�< 
 

  2.2.2  �D�O GF��#�����<J#� DNA ����A �� ?�#��s������� polymerase chain 
reaction (PCR) �?���� Primer 20F: 5n-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3n ��� 1500R: 5n-
GTTACCTTGTTACGACTT-3n (Accession number V00348) (�������G�� Kawasaki et al., 1993)
���>�  master mix ?���>� 
   

10X  Taq  Buffer   1.50 � �!����� 
10  µM  Forward  Primer  1.00 � �!����� 
10  µM  Reverse  Primer  1.00 � �!����� 
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2.5 mM  dNTP   1.50 � �!����� 
Taq  DNA  Polymerase  0.10 � �!����� 
MgCl2    0.45 � �!����� 
Distilled  water   9.45 � �!����� 
   ��� ����#       15.00   � �!����� 

 
�<J master mix @���A ?��A��? PCR ������  DNA @>O�?�G��"�� 2.2.1 

��� �B 3 � �!����� G������GT��F����<J���!��O�� Thermal  cycler machine �D�O��D�O ��� �B DNA 
����A �� �?��F�A�?�A�<��#������@F������
�?���>�!�� �J#���� �����BA�� � 94 ��=��a��a>�< 
��� 3 ��@> �J#�@>O<�������BA�� � 94 ��=��a��a>�< 1 ��@> 50 ��=��a��a>�<  1 ��@> ��� 72 ��=�
�a��a>�< 2 ��@> GF��#� 25 ��� ����J#�@>O<�  72 ��=��a��a>�< 3 ��@> ��#G<��I�
!#� GF��D���J� primer "�� DNA "�� Bacillus sp. @>O�?� �?����#�L>��� Agarose gel 
electrophoresis @>O!#� �"� "�� 1% "�� Agarose gel ����W�W��E 1X TBE ���!#� �J��=���E�WW�� 
100 �#��E ��#G<���\� DNA G�������� �� Ethidium bromide !#� �"� "�� 0.5 � �!���� �J�
 �������� ���\J����D�������<� UV 
 

  2.2.3  <��? DNA G�� PCR products (DNA purification) �?������?<F���ZG��� 
HiYield Gel/PCR DNA Gragments Extraction Kit �����#G<��I�"�� Purified Product @>O�?� 
�?����#�L>��� Agarose gel  electrophoresis @>O!#� �"� "�� 1% "�� Agarose gel ����W�W��E       
1X TBE ���!#� �J��=���E�WW�� 100 �#��E ��#G<���\� DNA G�������� �� Ethidium bromide 
!#� �"� "�� 0.5 � �!���� �J� �������� ���\J����D�������<� UV 
  

  2.2.4  ���O� �J� DNA "���>��"����� pGEM-T Easy vector (Ligation) �D�O�<���� 
Plasmid DNA <��I<  @F��� #�L>���"�����P�@ Promega (USA) 
 

  2.2.5  \J����� DNA ���I< �"��<�J�a��E��!@>��>��G������ (Transformation) ���
��#G<��I�����!�� (�������>�?����!I�#�)  

 
  2.2.6  <��? Plasmid DNA �?������?<��? Plasmid DNA "�����P�@ 

BioExcellence 
 
   



 

34 
 

  2.2.7  ��? Plasmid DNA ?�#�����a E��?GF��D�� (�������>�?����!I�#�)  
   
  2.2.8  ���A��F�?����#!�>���@?E ���#��!���AE"�� �� �?��F� plasmid <J�
��#G<���F�?����#!�>���@?E@��?��� 5, ��� 3, �?����P�@ Macrogen, Inc. (Korea) ���#�F��F�?�� 
��#!�>���@?E@>O�?� ���?�F�?����#!�>���@?E"�� Vector ��� Adaptor �?����������  Genetyx 
version 7.0 G�������F�����F�?����#!�>���@?E@>O�?������>���@>�� (Blast) ����F�?��"����#!�>��-
�@?E"���>�@>O�?� >������@T��#����#�� Genbank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 
�?����������  BlastN (http://www.ncbi.nih.gov/blast/BlastN) aTO� >"���F�A�?�A� >!#� �A ���
"���F�?����#!�>���@?E ���#J� 100 !�J��< ��� >!J�!#� �J�G���
�"��������? Random matching 
(E-value) �����#J� 10-4   
 

3.  @?<�����<�@L���D"������� Bacillus spp. @>O����?�G���F��<�"������"�#������������
����� V. harveyi �?�#�L> cross streak (?�?����G�� Lemos et al., 1985) 
 

�F������ Bacillus ��J�����?@>O����?�G���F��<�"������"�# ��� V. harveyi (AQVH03)     
G�� stock �����"��A����s��������<�"��D<��#E��F� ��!#����D����>���<��#E��F� !B���� � 
 A�#�@�������P��=�<��E @>O@F�����D�O !#� ������"����������#  ���>�������A����>�������� 
Nutrient Agar (NA) + 1.5% NaCl (w/v) �J @>O��BA�� � 32 ��=��a��a>�< ��
������#�� 24 ��O#� � 
�F������ V. harveyi (AQVH03) �">O���
������� �?�">?��#������A����>�������� Nutrient Agar 
(NA) + 1.5% NaCl (w/v) �?���� loop ?�#��@!��!���?����� ��� �">O������ Bacillus ">?��#D�?"#��
����� V. harveyi (��D@>O 1) G�������F����J @>O��BA�� � 32 ��=��a��a>�< ��
��#�� 96 ��O#� �   
<�����������>O������@�� e 24 ��O#� � <��������PB�����G��K"������� Bacillus ��������            
V. harveyi G�� ���@>OD�?"#�� <�����#J������ Bacillus  >����������A����"��!���!���D���@>O�����      
V. harveyi A���� J 
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#���BK 1  ����">O�������D�O�@?<�����<�@L���D"������� Bacillus �?�#�L> cross streak  
 

4.  @?<��!#� <� ��\������G��K�J# ���"������� Bacillus �������� V. harveyi                      
(co-culture assay) ����F��!Z  (?�?����G�� Purivirojkul and Areechon, 2007) 
 

�F������ Bacillus ��J�����?@>O����?�G���F��<�"������"�# ��� V. harveyi (AQVH03)     
G�� stock �����"��A����s��������<�"��D<��#E��F� ��!#����D����>���<��#E��F� !B���� �
 A�#�@�������P��=�<��E @>O@F�����D�O !#� ������"����������#  ���>�������A����>�������� 
Nutrient Broth (NB) ���  NaCl 1.5% (w/v) �"�J�@>O!#� ��Z# 110 ����J���@> ��BA�� � 32          
��=��a��a>�< ��
������#�� 24 ��O#� � @F�����G��G���������J�����?�A� >��� �B�������� �B    
106 CFU/ml �F��������J�����?��� ��� 1  �������� �<J��A��?@?��� aTO� >��F��!Z ���?�����   
!#� �!Z  20 ppt ��� ��� 9  �������� (��������O ������ �B 105 CFU/ml) �?���J����J @?����� 
GF��#������ Bacillus @>O����?� ����#��J����J�  > Bacillus @>O����?�GF��#� 7 ����� ��?���@?���G�
��
� 15 ��?���@?��� ��?���@?����� 3 a�F� ?���>� 

 
��?@?���@>O 1  V. harveyi (AQVH03) 

 
��?@?���@>O 2  Bacillus ���?@>O 1 �D>�����?�?>�# 
 
��?@?���@>O 3  Bacillus ���?@>O 2 �D>�����?�?>�# 
 
��?@?���@>O 4  Bacillus ���?@>O 3 �D>�����?�?>�# 
  

V. harveyi 

Bacillus 
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��?@?���@>O 5  Bacillus ���?@>O 4 �D>�����?�?>�# 
 
��?@?���@>O 6  Bacillus ���?@>O 5 �D>�����?�?>�# 
 
��?@?���@>O 7  Bacillus ���?@>O 6 �D>�����?�?>�# 
 
��?@?���@>O 8  Bacillus ���?@>O 7 �D>�����?�?>�# 
 
��?@?���@>O 9  V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 1  
 
��?@?���@>O 10  V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 2 
 
��?@?���@>O 11 V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 3  
 
��?@?���@>O 12 V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 4  
 
��?@?���@>O 13 V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 5  
 
��?@?���@>O 14 V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 6  
 
��?@?���@>O 15 V. harveyi (AQVH03) �J# ��� Bacillus ���?@>O 7 

 
�?���?���@?���@>O 9-15 ��
������>���������D�O�=T�P�I�"������G��K�J# ���"������� 

Bacillus �������� V. harveyi (Co-culture) 
 
�F�<�����������J����?���@?��� ����GF��#����������A����>�������� �?���?���

@?���@>O 1 G������A����>�������� Thiosulfate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) agar ��?��� 
@?���@>O 2 \T� 8 ��>�������A����>�������� Nutrient Agar (NA) I<  NaCl 1.5% (w/v) ������
��� �B�����@���A ?"����?���@?���@>O 9 \T� 15 ����A����>��������@��� 2 ���? ?�#�#�L> spread plate 
@>O�����#�� 0, 24, 48, 72, 96 ��� 120 ��O#� � �?���� �B���������A����>�������� TCBS G���
� 
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��� �B"������� V. harveyi <J#���� �B"�� Bacillus ��J�����?G�!F��#BG����� �B�������
��A����>�������� NA A�����?�#���� �B���������A����>�������� TCBS  

 
���@T�"�� �� ����<?�I��?����>���@>����� �B����� V. harveyi AQVH03 @>O��>���

�J# ��� Bacillus ��J�����? ������ �B����� V. harveyi AQVH03 @>O��>����?>O�#� �O�<���<�?���@?��� 
120 ��O#� �  
 
����C ���BK 2  ���AO�G����C� !�!C��&��%�'�%'��'�������������BK�F%�!@%
����L@%
��F�����K���!�"��#$%�&"�%���'���"��'��������%  
 

1.  ���#���I����@?��� 
  

#���I����@?������<�J ���? CRD (Complete Randomized Design) ��J���?���
@?����� ���?"�� Bacillus spp. @>O��������aTO�D�G��B�G��I�"�����@?���@>O 1 ����J����?���
@?��� > 3 a�F� ��?���@?���@>O 1 !�� ����"�#�#���� ��>���?�#���A��<F���ZG������� ��?���@?���
@>O 2 ��
������ !�� ����"�#�#���� ��>���?�#���A��<F���ZG���I<  Bacillus spp. ���?�J�� e ���   
@>O��?��!#� �"� "������J����� 
 

2.  ������>� <��#E@?��� 
  

�F�����"�#�#���� ��F�A����|�>O���� �B 12-16 ���   ���>�����\���W����E���<"��?
!#� G� 1 �����=�E� �� �D�O�����<��D�J�����O ���@?��� ��>�������F���?��!#� �!Z  20 ppt ?�#�
��A��<F���ZG������� �?��A���A�� 4 !�����J�#�� �#����� �B 7.00 �. 11.00 �. 15.00 �. ��� 
20.00 �. �A�����=��J���D>��D� ���>O��\J����F����?�?�����@�� e 2 #�� ��
��#�� 1 <��?�AE �F�����
"�#�#���� �<J���J�a>� ��E"��?!#� G���F���� �B 1.5 �����=�E� �� ��� ��F�!#� �!Z  20 ppt 
�<J����@?����J��� 15 ��# ����A�����=��J���D>��D����?���@?��� ���>O��\J����F� ���          
?�?�����@�� e 2 #�� ��>�������@?����A� >!#� !����!����<��D@?������ 1 <��?�AE�J�����O   
���@?��� 
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3.  ������>� ��A������I< ��!@>��>�<��� Bacillus @>O����?� 
 
��>�����!@>��>�<��� Bacillus ��J�����?����A�� Nutrient Broth (NB) + 1.5% NaCl 

(w/v) ��
��#�� 48 ��O#� �"T���� G������ >���<����<���E����� �B@>O ��D� (��� �B 108 - 1010 
CFU�J���� ) �?�G�@F����<�J ��#G���<����<���E"�������?�#�#�L>������ <���E � �O��?������@>O >
���<����<���E ��D����# �F�<������� NaCl 0.85 ����E�aZ��E ������������!@>��>� ���#�F�
<��������������!@>��>�@>O�?����"���!��O�������A#>O�� @>O 3,000 ����J���@> ��
��#�� 10 ��@> @���<J#�
�< ����F������@>O�?���I< ���I� clay @>OIJ��������J����������?����>�?���# �������<J#� 
��!@>��>� 1 <J#� : I� clay 1 <J#� @F��A��A���?����A��@>O��BA�� � 60-70 ��=��a��a>�< ������
GF��#��a��E��!@>��>�@>O�?� �?� >GF��#� Bacillus sp. ��� �B 107 CFU�J����  �F�����������@>O
���>� �#� �I< �����A��� Z?<F���ZG����� ���?�����?��!#� �"� "������J����?���@?��� 
���#�����F� �����A T��!���� ITO��A��A����Z����P���A��@>O���>� �?��#���@>O�A�������Z�  
 

4.  ��A���������A���A�� 
  

 ��O���F�A��������J�����O ���@?��� 
  

�����A��<F���ZG���� JI< ���������������J !#�!�  ����A���A��<F���ZG���I<      
������������ ���?�����?��!#� �"� "��@>O����J����� ?���>� 

��?���@?���@>O 1 �A���A��<F���ZG���� JI< ���������� (control) 
 
��?���@?���@>O 2 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>�<��� Bacillus ���?@>O 1     

��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
 
��?���@?���@>O 3 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>�<��� Bacillus ���?@>O 1     

��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  
 
��?���@?���@>O 4 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>�<��� Bacillus ���?@>O 2     

��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
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��?���@?���@>O 5 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>�<��� Bacillus ���?@>O 2     
��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  

 
��?���@?���@>O 6 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>�<��� Bacillus ���?@>O 1+2 

��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
 
��?���@?���@>O 7 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>�<��� Bacillus ���?@>O 1+2 

��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  
 
�A���A��@?��� 4 !�����J�#�� ���#����� �B 7.00 �. 11.00 �. 15.00 �. ��� 20.00 

�. ������� 5 ����E�aZ��E�J���F�A�����#�����J�#��  
 
� �O��A���A��@?���!�� 1 �?��� ���� �����������G��K������ �?������O���F�A��� 

 
5.  ���=T�P���?���� �!�� ���"������"�#�#����   

 
 @F����<�J ��������J����?���@?�����?���@?����� 10 ��# @�� e 10 #�� ��
��#�� 30 

#�� �?��G������?����#B Ventral Sinus ��� ��� 0.5  ��������?�#��"Z |>?�� aTO���������G�<��
�����������"Z���#"������? (anticoagulant) �������<J#� 1:2 �F�����?@>O�?���#��!���AE ��� �B� Z?
����?�# @���A ? ��G��� "������a E phenoloxidase ��G��� "��� Z?����?������������<�O�
�������  (Phagocytic activity) ��G��� �����@F�����������!@>��>�"����F�����? (Bactericidal 
activity) ?���>�  

 
5.1  ���=T�P���� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count)  

 
    �F���#��J������?����G�������Z���#��J��"������ ����GF��#�� Z?����?@���A ? �?���� 

Hemacytometer ���!F��#B��� �B� Z?����?��
�GF��#��a��E�J������=�E �������� 
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5.2  ���=T�P���G��� "������a E phenoloxidase (phenoloxidase activity)  
 

     5.2.1  �����Z���#��J������?������>�  Hemocyte Lysate Supernatant (HLS)  
 

     ��Z���#��J������?G��������J����# �?��G������?G������#B Ventral Sinus 
��� �B 0.5  �������� I< ��� K-199 pH 7.4 @>O���  L-cysteine 5 ����E�aZ��E ��
�<�������������?
�"Z���# G��?���� �B!�� 1  �������� A ���A#>O��@>O!#� ��Z# 6,500 ����J���@> ��
��#�� 2 ��@>   
@>O��BA�� � 4 ��=��a��a>�< �F�<J#��<��#��!���AEA�!J���G��� �����@F�����������!@>��>�"����F�
����?��  #�L>"�� 5.4 <J#������@>O�?��F� ������� K-199 ����������<������� cacodylate 
buffer pH 7.4 ���#�F�<��������a��E� Z?����? � 0.2  �������� �D�O��F���#��!���AE��G��� "�� 
� Z?����?������������<�O��������  �� #�L>"�� 5.3 <J#�@>O�A����F� �A ���A#>O���A��a��E� Z?
����?�������������@>O 10,000 ����J���@> ��
��#�� 20 ��@> @>O 4 ��=��a��a>�< ���<J#��< 
aTO���
� Hemocyte Lysate Supernatant (HLS) ��Z��#�������J��� 

 
 5.2.2  ���#��!���AE��� �B����a E phenoloxidase �� #�L>���"����G��� ���

!B� (2543!) 
 

      �F� HLS 200 � �!����� I< �# ���<�������@���a�� (0.1 ����E�aZ��E        
@���a���� cacodylate buffer) 200 � �!����� @����A����?�s���������� �B 2 ��@> ��� <������� 
L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA, 4  ������� �J� ��������) 200 � �!����� ��J���A�
���?�s�������@>O��BA�� �A��� �F� �#�?!J����?�?�����<�@>O!#� ��#!��O� 490 ����� �� @�� e 2 
��@> �?����>���@>�����<�������!#�!�  (blank) aTO����@���a�� I< ��� L-DOPA ��� 
cacodylate buffer �@� HLS @F����#�?!J� OD G��s����������?��J��< ���BE #��!���AE��� �B
����>��� HLS �?�#�L>"�� Lowry et al. (1951) �� #�L>"�� 5.2.3 �F�!J�@>O�?� �!F��#BA�J#� (unit) 
"������a E phenoloxidase �?��F�A�?!J�?���>� 
 

1 A�J#�"�� phenoloxidase      =        OD490/��@>/ �������  ����>� 
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5.2.3  ���#��!���AE����>��� HLS �� #�L>"�� Lowry et al. (1951)  
   

�F� HLS  � 0.1  �������� I< �����F����O� 0.9  �������� �"�J��A��"��������#
�F� � 0.1  �������� ���  Reagent c (�������>�?��������>� <�����J����!I�#�) 1  �������� �"�J�
���#@����#� 10 ��@> A���G���������  Reagent d (�������>�?��������>� <�����J����!I�#�) 0.1 
 �������� �"�J����#@����#� 10 ��@> �F���#�?!J����?�?����!��O��<�@>O!#� ��#!��O� 600 ����� �� 
�@>�����<������� ���x��"�� albumin �?� blank G����<���������W�W��E 0.1  �������� I< 
�����F����O� 0.9  �������� �"�J��A��"����� �F� � 0.1  �������� ���   Reagent c ��� Reagent d �� 
��� ��� @>O�F�A�?�#�"������ 
 

5.3  ���=T�P���G��� "��� Z?����?������������<�O��������  (phagocytic 
activity) �� #�L>?�?����G��������"�� Itami et al. (1994) 
  

     �F�<��������a��EG��"�� 5.2.1 GF��#� 0.2  ��������  ���>����� cover slip �?� 
spread �A�@�O# @����#� 30 ��@> ���#����?�#� Shrimp Saline 3 !���� !������ 5 ��@> G������A�?
<������� Heat-Killed Yeast @>O >GF��#��a��E��� �B 5.0 x 108 2  �������� ���� @����#� 2 ��O#� � 
���#����?�#� Shrimp Saline 5 !���� A�?��F��� fixative 1  �������� ����@����#� 10 ��@> @����#��A��A��  
20-60 ��@> ���#��� <>?�#� Wright and Giemsa stain 15 ��@> ����@����#� 5 ��@>���#����?�#���F����O� 
����@����#��A��A��"�� !�� ���# mount ?�#� Eukitt A�����F�����O� 
  

@F�������GF��#�� Z?����?������� �B 200 �a��E�J���#��J������ 1 ��# �?���
�
GF��#�� Z?����?����@>OG������><�E ����F�"�� ��@>O�?� �!F��#BA�!J� Percent Phagocytosis              
?���������>�?����!I�#� 

 
5.4  ���=T�P���G��� "����F�����?���������@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity)  

 
     �F�a>��O G��"�� 5.2.1  ��G��G��?�#�<��������a�?>� !����?E 2.6 ����E�aZ��E     

�A���?���G��G��@>O 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 ��� 1:128 �?�������� �������G��G���A��?�A��?�� 
0.5  �������� G�������F��������!@>��>� V. harveyi (AQVH03)  ���>�������A���A�# Nutrient Broth 
(NB) + �a�?>� !����?E 1.5 ����E�aZ��E ��A��?@?������ ��� 5  �������� �?���>����������water 
bath shaker !#�!� ��BA�� �@>O 32 ��=��a��a>�< (�"�J�@>O!#� ��Z# 110 ����J���@>) ��
������#�� 
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24 ��O#� � �F������ V.  harveyi  ���������?�#� �a�?>� !����?E 1.5 ����E�aZ��E @>O!#� ��Z# 3,000 ���
�J���@> ��� 15 ��@> 3 !���� �F������@>O�?� ���������a�?>� !����?E 1.5 ����E�aZ��E �F��� #�?!J�
?�?����!��O��<�@>O!#� ��#!��O� 640 ����� �� �A��?�!J���� �B 0.1 - 0.15 ( >��� �B�����
��� �B 107 CFU/ml ) G�������F������@>O���>� �?� ���� ����a>��O ��J��!#� �G��G����� ��� 0.1 
 �������� �F����J @>O��BA�� �A������ 3 ��O#� � ���#�F�<J#�I< ����J��A��? ����GF��#������
��!@>��>� �?�#�L> spread plate �� TCBS agar ���@T�!J�"������G��G��a>��O @>O<� ��\�?��� �B
�������!@>��>����?� 50 ����E�aZ��E (�@>����� control @>O >�|D������� V. harveyi) �������#�� 3 
��O#� �  
 

6.  ���=T�P���� �B�������!@>��>�@���A ?���F��<� 
 

��Z���#��J���F��<���������J����?���@?���� �O�<���<�?���@?��� � �O�!�������#��
����A���A��I< ������������
��#�� 1 �?��� ���A���G��A��?�A���A��I< ������������
���#@>O�����#�� 20 #�� �?�<�J ����G����J����?���@?��� ��?���@?����� 10 ��#  �����F��<�
?�#��@!��!���?����� �D�O��F���#��!���AEA�GF��#��������!@>��>� Vibrio spp. ��� Bacillus spp. 
@���A ?���F��<� �D�O����� �����?F������J"���������������F��<�����  

 
6.1  GF��#��������!@>��>� Vibrio spp. @���A ?���F��<� 

   
 IJ��������#�F��F��<�"��������J����# ���O���F�A��� �F� ��?�A�����>�??�#� 

Homogenizer ���#��� <��������a�?>� !����?E 1.5 ����E�aZ��E ��� ������ �B 1  �������� 
G�������F�<������� � 0.1  �������� �D�O������� �B�������!@>��>� Vibrio spp.�?�#�L> spread plate 
����A����>�������� TCBS agar 

 
 6.2  GF��#��������!@>��>� Bacillus spp. @���A ?���F��<� 

   
�F�<�������@>O�A���G��"�� 6.1  � 0.1  �������� �D�O������� �B����� Bacillus 

spp. �?�#�L> spread plate ����A����>�������� Nutrient Agar (NA) + 1.5% NaCl (w/v) �?�D�G��B�
G�����PB�"���!���>aTO���
����PB��|D��"�� Bacillus spp. ������ ��� ?����PB�"����#
�a��E��!@>��>�aTO�G���
���!@>��>���� �#�����@J���# 
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7. ���#��!���AE"�� ��@��<\��� 
 

���#��!���AE!#� ����J��"����?���@?���"��"�� �� ��F�A�����#, Total Hemocytes 
Count, Phenoloxidase Activity, Percent Phagocytosis, GF��#��������!@>��>� Vibrio sp. ��� 
Bacillus sp. @���A ?���F��<� �?�#��!���AE!#� �����#� (Analysis of Variance) �� �I����
@?������<�J ���? (Completely Randomized Design) ������>���@>��!#� ����J��"��
!J��|�>O� �?�#�L> Duncanns New Multiple Range Test (DMRT) (�����E���, 2542; ��K��� , 2550) 
 
����C ���BK 3  ���AO�G��!�!�� ����
F������������BK�F%�!@%�P������!�"��#$%�&"�%���'�� 
�"��'��������%  
 

1. ���#���I����@?��� 
  

#���I����@?������<�J ���? CRD (Complete Randomized Design) ��J���?���
@?�����
� 3 ��?���@?�����J����?���@?��� > 3 a�F� �?�����J����?���@?����A���A��
��A��<F���ZG���I< �����������������#��@>O�J����� 
 

2.  ������>� <��#E@?��� 
  

�F�����"�#�#���� ��F�A����|�>O���� �B 12-16 ���   ���>�����\���W����E���<"��?
!#� G� 1 �����=�E� �� �D�O�����<��D�J�����O ���@?��� ��>�������F���?��!#� �!Z  20 ppt ?�#�
��A��<F���ZG������� �?��A���A�� 4 !�����J�#�� �#����� �B 7.00 �. 11.00 �. 15.00 �. ��� 
20.00 �. �A�����=��J���D>��D� ���>O��\J����F����?�?�����@�� e 2 #�� ��
��#�� 1 <��?�AE       
�F�����"�#�#���� �<J���J�a>� ��E"��? 1.5 �����=�E� �� �<J����@?����J��� 15 ��# ����A�
����=��J���D>��D����?���@?��� ���>O��\J����F����?�?�����@�� e 2 #�� ��>�������@?����A� >
!#� !����!����<��D@?������ 1 <��?�AE�J�����O ���@?��� 
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3. ��A���������A���A�� 
  

��O���F�A��������J�����O ���@?��� 
  

�����A��<F���ZG���� JI< ���������������J !#�!�  ����A���A��<F���ZG���I<      
���������� �?���������?�����?��!#� �"� "��@>O<� ��\��������� �!�� ���"������"�#�#���� 
@>O�?�G�����@?���@>O 2 ����A���A���>��������#������A�@>O����J����� ?���>� 
 

��?���@?���@>O 1  �A���A��<F���ZG���� JI< ���������� (control) @��#�� 
 

��?���@?���@>O 2  �A���A��<F���ZG���@>OI< ����������@��#�� 
 

��?���@?���@>O 3  �A���A��<F���ZG���@>OI< ����������#���#��#�� 
 
������>� ��A��@?���I< ������������ ���?���!#� �"� "��@>O�?�G�����

@?���@>O 2 �!����?�#���F� �����A T� ���#ITO��A��A�� <J#���A������?!#�!� G��!����?�#���F� ��
���A T��@J������A���A��@?��� 4 !�����J�#�� ���#����� �B 7.00 �. 11.00 �. 15.00 �. ��� 
20.00 �. ������� 5 ����E�aZ��E�J���F�A�����#�����J�#�� �A���A��@?�����
��#�� 1 �?��� @F������O�
��F�A�������@����?���@?��� �����>�������@����?���@?����J��>� 20 #�� ?�#���A������@>O� JI< 
���������� 
 

4.  ���=T�P���?���� �!�� ���"������"�#�#����   
 

 ��A#J������A���A��@?�����
��#�� 1 �?��� @F����<�J ��������J����?���@?���    
@�� e 10 #�� ��?���@?����� 10 ��# �G������?����#B Ventral Sinus ��� ��� 0.5  ��������?�#�
�"Z |>?�� aTO���������G�<�������������"Z���#"������? (anticoagulant) �������<J#� 1:2 �F�
����?@>O�?���#��!���AE ��� �B� Z?����?�# @���A ? ��G��� "������a E phenoloxidase ��G��� 
"��� Z?����?������������<�O��������  �����G��� �����@F�����������!@>��>�"����F�����? 
�� "�����������@?���@>O 2 � �O�!�� 1 �?������#G��A���A������@>O� JI< ������������@��
��?���@?��� �����#G��?���� �!�� ���@�� e 10 #�� G����@�O��� �!�� ����?��  
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5. ���=T�P���� �B�������!@>��>�@���A ?���F��<� 
  

A���G���A���A��@?�����
��#�� 1 �?��� �F�����G�����<�J ������?���@?����� 10 ��# 
�F� �IJ�A����D�O���Z��F��<�������#��!���AEA�GF��#��������!@>��>� Vibrio spp. ��� Bacillus spp. 
�� "������"�����@?���@>O 2 G�������A���A������@>O� JI< �����������A ������@����?   
���@?����>���
��#�� 20 #�� ���##��!���AEA�GF��#��������!@>��>� Vibrio spp. ��� Bacillus spp. 
@���A ?���F��<��D�O����� �����?F������J"���������������F��<������>�!���� 
 

6. ���#��!���AE"�� ��@��<\��� 
 

���#��!���AE!#� ����J��"����?���@?���"��"�� �� ��F�A�����#, Total Hemocytes 
Count, Phenoloxidase Activity, Percent Phagocytosis, Phagocytic Index GF��#��������!@>��>� 
Vibrio sp. ��� Bacillus sp. @���A ?���F��<� �?�#��!���AE!#� �����#� (Analysis of Variance) 
�� �I����@?������<�J ���? (Completely Randomized Design) ������>���@>��!#� 
����J��"��!J��|�>O� �?�#�L> Duncanns New Multiple Range Test (DMRT) (�����E���, 2542;     
��K��� , 2550) 
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@^���BK� !�!�!�� ��]������M�� 
 
@^���BK�]������M�� 
  

A����s��������<�"��D<��#E��F� ��!#����D����>���<��#E��F� !B���� � 
 A�#�@�������P��=�<��E #�@���"�����"� 
 
�!�!�� ��]������M�� 
  
 ���O @F����@?��� �?�������!  2551 ��� <���<�?���@?������?���D�P��!  2552



L � !��M��D	 
 

L ����C �� 

 

����C ���BK 1  AO�G���!@����#��'����&�B��B�@�"  Bacillus spp. �BK����C�M�� ]��@�'���"��'��

������% 
����&��&"%����� Vibrio harveyi 
 

1.  I����������GF�������?"������� Bacillus @>O����?�G���F��<�"������"�#�#����  
  
1.1  ���GF�������?"������� Bacillus ?�#�#�L>@��<�Bx��#�@�� ���=T�P�!�B< ����@��

�>#�! >"�������@>O���G���F��<�"������"�#�#����  D������<��� Bacillus GF��#� 5 ���? G���F��<�
"������"�# G���A�J���>���@>O��>���?�#�!#� �!Z ��F�����J����� !�� G����#��J������"�#@>O��Z���#��J��
G��G��A#�?�!��x  aTO���>���?�#�!#� �!Z �OF� (!#� �!Z  4-7 ppt) D������ Bacillus 2 ���? �?���J 
Bacillus licheniformis (�F�A�?�A�<������A���
� BLF) ��� B. cereus (�F�A�?�A�<������A���
� 
BCEF)  

 
G����#��J������"�#@>O��Z���#��J��G��G��A#�?|������@�� aTO���>���?�#�!#� �!Z ����      

(!#� �!Z  15 ppt) D������ Bacillus 5 ���? �?���J B. licheniformis (�F�A�?�A�<������A���
� BLS)   
B. cereus (�F�A�?�A�<������A���
� BCES) B. subtilis (�F�A�?�A�<������A���
� BSU) B. coagulans 
(�F�A�?�A�<������A���
� BCO) ��� B. sphaericus (�F�A�?�A�<������A���
� BSP) �?��<?�I����
@?<���D�O�GF�������?"����������!�B���PB���O� e ?�������@>O 1 
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������BK 1  I����@?<������� Bacillus sp. @>O����?�G���F��<�"������"�#�#����  �?�=T�P�@��
<�Bx��#�@�����#�L>@���>#�! > 

 
&"D ��GD!����C@�� BLF BLS BCEF BCES BCO BSU BSP 

������ ���  �#� �#� �#� �#� �#� �#� �#� 
����J�� �@J�

��# 
�@J�
��# 

�@J�
��# 

�@J�
��# 

�@J�
��# 

�@J�
��# 

�@J�
��# 

���<��������a E Catalase + + + + + + + 
���<��������a E Oxidase + + + + + + + 
���@?<��?�#���A�� Triple 
Sugar Ion agar 

K/A K/A K/A K/K K/A K/A K/K 

����!��O��@>O + + + + + + + 
����G��K�?�@>O��BA�� � 42 oC + + + + + + + 
��������F����         
                D-glucose + + + + + + - 
                L-arabinose + + - - + - - 
                D-xylose + + - - + +w - 
                D-mannitol + + - - + + - 
�s����������>O�������@����
�
�����@E  

+ + + + + + - 

Egg yolk reaction - - + + - nd - 
����G��K��<��D������a��G� + + + + + - - 
�s������� hydrolysis "������ + + + + + + - 
Production of Alkaline 
reaction in VP broth 

+ + + + - + - 

����G��K@>O!#� �!Z  0 - 60 ppt + + + + + + + 
 
F%���F�"   + = �s��������A�I��#�, - = �s��������A�I���, w = �A�I����@?<��� J��?�G�,                 

nd = #�?I����@?<��� J�?�, K/K = Alkaline/Alkaline, K/A = Alkaline/Acid 
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1.2  I����GF�������?"������� Bacillus ?�#�#�L>@���B��>#� �����"�� Bacillus @>O@���
���?G�����G��=T�P�@��<�Bx��#�@��������@?<��@���>#�! >���# !�� B. licheniformis (BLF) 
��� B. subtilis (BSU) ���� D�#J������ Bacillus @���<�����? >"��?"�� PCR product "���>�      
16S rRNA ��� �B 1,500 bp (��D@>O 2)  
   

 
 
#���BK 2  PCR product "�� BLF ��� BSU � �O���#G<��?�#��@!��! Gel electophoresis ����s

�\� PCR product ���G� >"��?��� �B 1,500 bp     
  

� �O��F��F�?����#!�>���@?E@>O�?������>���@>������F�?��"����#!�>���@?E"���>�@>O�?� >
������@T��#��� Genbank database �?����������  BlastN D�#J� >!#� �A ���"���F�?����#!�>
���@?E ���#J� 100 !�J��< ��� >!J�!#� �J�G���
�"��������? Random matching    (E-value) ����
�#J� 10-4 ?���>� 
  

�F�?����#!�>���@?E"���>� 16s rRNA "�� BLF  >!#� !����!�T���� �F�?����#!�>��
�@?E���<J#�"�� B. licheniformis strain AnBa7  ��@>O<�?�?� >!J� score "��!#� !����!�T� ��� 
E-value <��<�? 1,273 ��� 0.0 �� �F�?�� (��D@>O 3) 
 
  
 
 

 

 
 

1,500bp 
BLF BSU 
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#���BK 3  ���>���@>��!#� !����!�T�"���F�?����#!�>���@?E"���>� 16s rRNA "�� BLF ���

��!@>��>����?��O� e ��x��"�� ��?�#� BlastN programs   
   

�F�?����#!�>���@?E"���>� 16s rRNA "�� BSU  >!#� !����!�T���� �F�?����#!�>��
�@?E���<J#�"�� B. subtilis strain GZUB25, GZUB3, ZJ06 ��� Akira3  ��@>O<�?�?� >!J� score 
"��!#� !����!�T� ��� E-value <��<�? 1,232 ��� 0.0 �� �F�?�� (��D@>O 4) 
       

 
 

 #���BK 4  ���>���@>��!#� !����!�T�"���F�?����#!�>���@?E"���>� 16s rRNA "�� BSU ���
��!@>��>����?��O� e ��x��"�� ��?�#� BlastN programs   

 
2. I����=T�P����<�@L���D"������� Bacillus spp. �����!#�!� ����� Vibrio harveyi 

   
2.1  I����@?<�����<�@L���D"������� Bacillus spp. ����������������� Vibrio harveyi 

�?�#�L> cross streak 
 

G��I����@?���@>O 1 �F������ Bacillus sp. @>O����?�@��� 7 �����  �@F����@?<��
���<�@L���D"������� Bacillus spp. ����������������� Vibrio harveyi �?�#�L> cross streak A���G��
�J �������
��#�� 96 ��O#� � D�#J� Bacillus BLF ��� Bacillus BLS <� ��\������� (inhibition) ����� 
Vibrio harveyi �?� �?�@F��A����?D���@>O������� (clear zone) ����#B���@>OD�?"#�� ?����D@>O 5 ����� 
Bacillus BCES ��� Bacillus BSP �<?����!���!���D���@>O (colonization) �����  V. harveyi        
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?����D@>O 6 <J#������@>O� J�<?����������� V. harveyi !������� Bacillus BCEF, Bacillus BCO ��� 
Bacillus BSU  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

#���BK 5  ��������������� Vibrio harveyi (inhibition) "������� Bacillus licheniformis BLF ��� 
Bacillus licheniformis BLS �?�#�L> cross streak  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
#���BK 6  ����"��!���!���D���@>O����� Vibrio harveyi (colonization) "������� Bacillus cereus BCES 

��� Bacillus sphaericus BSP �?�#�L> cross streak  
 
 
 
 

 

BLF BLS 
AQVH03 

BCES BSP AQVH03 
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2.2  !#� <� ��\������G��K�J# ���"������� Bacillus spp. �������� Vibrio harveyi      
(Co-culture assay) ����F��!Z  

 
Bacillus @>O���G��I����@?���@>O 1  >�?�GF��#� 7 ����� ��J���
� 15 ��?���@?��� 

?���>� 
 

��?@?���@>O 1  ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 2  ��>�������� B. licheniformis (BLF) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 3 ��>�������� B. licheniformis (BLS) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 4  ��>�������� B. cereus (BCEF) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 5  ��>�������� B. cereus (BCES) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 6  ��>�������� B. coagulans (BCO) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 7 ��>�������� B. sphaericus (BSP) �D>�����?�?>�#  
 
��?@?���@>O 8 ��>�������� B. subtilis (BSU) �D>�����?�?>�#  

 
��?@?���@>O 9 ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. licheniformis 

(BLF) 
 

��?@?���@>O 10  ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. licheniformis 
(BLS) 

 
��?@?���@>O 11 ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. cereus (BCEF) 

 
��?@?���@>O 12 ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. cereus (BCES) 
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��?@?���@>O 13 ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. coagulans (BCO) 
 

��?@?���@>O 14 ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. sphaericus (BSP) 
 

��?@?���@>O 15 ��>�������� V. harveyi (AQVH03) �J# �������� B. subtilis (BSU) 
 

I�����G��K"������� V. harveyi AQVH03 @>O��>����J# ��� Bacillus spp. @�����? 
D�#J�      V. harveyi AQVH03  >����D�O GF��#�� �O��#��IJ���� 24 ��O#� � ����?��@>O 48 ��O#� � 
���#��   V. harveyi AQVH03 @>O��>����J# �������� Bacillus sphaericus BSP G��D�O GF��#�<��<�?@>O 48 
��O#� � ����?��@>O 72 ��O#� � (��D@>O 7-13) 
  

� �O�<���<�?���@?���@>O 120 ��O#� � @F�������� �����<�@L���D"������� Bacillus 
sp. �����!#�!� ����� V. harveyi  �?�D�G��B�G������?�� (!�?��
�������) "������� V. harveyi @>O
��>����J# ��� Bacillus spp. ���?�J�� e � �O����>���@>�������?@?���@>O > V. harveyi �D>����J���?>�# 
G����� �B����� V. harveyi @>O 1.57 ± 0.34 x 105 CFU/ml D�#J� Bacillus sphaericus (BSP),            
B. licheniformis (BLF), B. subtilis (BSU), B. cereus (BCES), B. cereus (BCEF), B. licheniformis 
(BLS) ��� B. coagulans (BCO) <� ��\�?��� �B����� V. harveyi �?������� 78.12, 67.86, 58.59, 
51.04, 49.74, 33.76 ��� 14.71 �� �F�?�� aTO� >����J����J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ?���<?�
�������@>O 2  
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������BK 2  ��� �B����� V. harveyi AQVH03 @>O��>����J# �������� Bacillus sp. ���?�J�� e  
 

����� V. harveyi ����?���@?���@>O��>������ Co-culture 
��?���@?��� �A�<����� 

��� �B (CFU/ml) �?��!�?��
������� 
Vibrio harveyi AQVH03 1.57 ± 0.34 x 105 - 
Bacillus sphaericus BSP 3.67 ± 2.31 x 104 78.12 c 
Bacillus licheniformis BLF 5.67 ± 5.06 x 104 67.86 bc 
Bacillus subtilis BSU 6.67 ± 6.02 x 104 58.59 bc 
Bacillus cereus BCES 8.00 ± 3.60 x 104 51.04 abc 
Bacillus cereus BCEF 7.96 ± 5.33 x 104 49.74 abc 
Bacillus licheniformis BLS 1.03 ± 0.93 x 105 33.76 ab 
Bacillus coagulans BCO 1.50 ± 1.03 x 105 14.71 a 
 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�����@��<\�����J�� >���<F�!�K

(P<0.05) 
 

����� Bacillus spp. @�����?@>O��>����?>O�# e D�#J� >����G��K!J��"���!�@>O���?���@?��� 
120 ��O#� � ���D�#J� Bacillus spp. �����J @>O��>����J# ��� V. harveyi AQVH03  >����G��K��J��
�J����O��!���� e ��� Bacillus @>O��>����?>O�# ��J >GF��#������#J� (��D@>O 7-13)   
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#���BK 7  ����G��K"������� Bacillus licheniformis BLF �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>���

�?>O�# �����>����J# �������F�@���!#� �!Z  20 ppt 
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#���BK  8  ����G��K"������� Bacillus licheniformis BLS �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>���   

�?>O�# �����>����J# �����F�@���!#� �!Z  20 ppt 
 
 

5.67 x 104 

1.57 x 105 

1.57 x 105 

1.03 x 105 
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#���BK 9  ����G��K"������� Bacillus cereus BCEF �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>����?>O�# 
�����>����J# �����F�@���!#� �!Z  20 ppt 
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#���BK 10  ����G��K"������� Bacillus cereus BCES �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>����?>O�# 
�����>����J# �����F�@���!#� �!Z  20 ppt 

 

1.57 x 105 

1.57 x 105 

7.96 x 104 

8.00 x 104 
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#���BK 11  ����G��K"������� Bacillus coagulans BCO �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>���

�?>O�# �����>����J# �����F�@���!#� �!Z  20 ppt 
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#���BK 12  ����G��K"������� Bacillus sphaericus BSP �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>���

�?>O�# �����>����J# �����F�@���!#� �!Z  20 ppt 
 

1.57 x 105 

1.57 x 105 

1.50 x 105 

3.67 x 104 
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#���BK 13  ����G��K"������� Bacillus subtilis BSU �������� Vibrio harveyi AQVH03 @>O��>����?>O�# 

�����>����J# �����F�@���!#� �!Z  20 ppt 
 
����C ���BK 2  ���AO�G����C� !�!C��&��%�'�%'��'�������������BK�F%�!@%
����L@%
��F�����K���!�"��#$%�&"�%���'���"��'��������%  
 

D�G��B�G��I����@?���@>O 1 ���G�������#G���<�� ���@?����>�GT��������� Bacillus 
licheniformis (BLF) ��� B. subtilis ��
����������� �D�O��F� �=T�P����?�����?��!#� �"� "�� 
@>O�A ��< �����I< ��A���D�O���������� �!�� ���"������"�#�#����   

 
�����=T�P����?�����?��!#� �"� "��"������������@>O�A ��< �����I< ��A��

�D�O���������� �!�� ���"������"�#�#����  �F�A�?�A� > 6 ��?���@?��� �?���J  
 
 
 
 
 

 
 

1.57 x 105 

6.67 x 104   
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��?���@?���@>O 1 �A���A��<F���ZG���� JI< ���������� ��
���?!#�!�  (�A�<�K���PBE
��
� C) 

 
��?���@?���@>O 2 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>� Bacillus licheniformis ��� �B 3 

��� �J���A�� 1 �������  (�A�<�K���PBE��
� T1) 
 

 

��?���@?���@>O 3 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>� Bacillus licheniformis ��� �B 5 
��� �J���A�� 1 �������  (�A�<�K���PBE��
� T2) 
 

��?���@?���@>O 4 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>� Bacillus subtilis ��� �B 3 ��� 
�J���A�� 1 �������  (�A�<�K���PBE��
� T3) 
 

��?���@?���@>O 5 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>� Bacillus subtilis ��� �B 5 ��� 
�J���A�� 1 �������  (�A�<�K���PBE��
� T4) 
 

��?���@?���@>O 6 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>� Bacillus licheniformis + 
Bacillus subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  (�A�<�K���PBE��
� T5) 
 

��?���@?���@>O 7 �A���A��<F���ZG���@>OI< �������!@>��>� Bacillus licheniformis + 
Bacillus subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  (�A�<�K���PBE��
� T6) 

 
A���G���A���A��I< ��������������J����?���@?��� ��
������#�� 30 #�� @F����

��O���F�A��� �����>���?�#���A��@>O� JI< ������������@�����J ���@?����J����O���>� 20 #�� � �O�
!��@�� e 10 #�� �F�����?���� ���#G#�?��?���� �!�� ����J�� e �?���J ��� �B� Z?����?�# @���A ? 
��G��� "������a E phenoloxidase ��G��� "����F�����?���������@F������!@>��>� ��G��� "��
� Z?����?������������<�O��������  �?�I�?���>� 
 
 
 
 
 



 

60 
 

1.  ��F�A��� 
 
��F�A����|�>O�"������"�#@>O@F����<�J ��O���F�A���A���G���A���A��I< ����������         

����J����?���@?��� ��
������#�� 30 #�� � J >!#� ����J�������A#J�����J !#�!�  ���    
���J @?��� ?���<?��������@>O 3  
 
������BK 3  ��F�A����|�>O�"������"�#A���G���A���A������������ ��
������#�� 30 #�� 
 

��F�A����|�>O�"������"�# (��� ) 
���?���!#� �"� "��"������������ 

���O @?��� �����#�� 30 #�� 
�A���A��� JI< ���������� (��?!#�!� ) 21.00 ± 1.00 a 23.33 ± 1.52 a 
�A���A��I<  B. licheniformis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 21.80 ± 1.80 a 23.67 ± 2.63 a 
�A���A��I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 22.63 ± 0.23 a 23.95 ± 3.52 a 
�A���A��I<  B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 22.50 ± 2.16 a 26.69 ± 0.44 a 
�A���A��I<  B. subtilis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 23.42 ± 0.80 a 25.97 ± 0.86 a 
�A���A��I<  B. licheniformis + B. subtilis               
3 ��� �J���A�� 1 ��. 

 
21.78 ±0.19 a 

 
24.03 ±2.51 a 

�A���A��I<  B. licheniformis + B. subtilis               
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

 
21.08 ±2.33 a 

 
24.31 ±2.36 a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
  
 2.  ��?���� �!�� ���"������"�#�#����  

 
���A���G�������>�������?�#���A��@>OI< ����������@>O���?�����?��!#� �"� "�� 

�J�� e ��� �� @>O�����#��� ��?���@?���"������ ���@F������Z�����?"������"�# ��D�O�#��!���AE
������� ����?���� �!�� ����J�� e @�� 10 #�� ���?�J#�@>O�A���A��I< �����������������#�� 
30 #�� �����Z�����?A���G��A��?�A���A�������������J����O���>� 20 #�� �?�@F������Z�����?"��
����"�# ��D�O�#��!���AE������� ����?���� �!�� ����J�� e @�� 10 #�� �# ��
������#��@���<��� 50 
#�� ��Z�����?GF��#� 5 !���� �?�I����@?���?���>� 



 

61 
 

2.1  ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) 
 
� �O�D�G��B�@������?�����?��!#� �"� "��"������������ D�#J�����"�#@>O�?����

��A��I< ��������������?���@?���@>O�A���A��I<  B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J�
��A�� 1 �������   >��� �B� Z?����?�# �|�>O�<��<�?!�� 13.62±7.84 x 106 �a��E�J� ��������           
@>O�����#�� 20 #�� aTO�����J��G����?!#�!� �����?���@?�����O���J�� >���<F�!�K@��<\��� 
(P<0.05) ��� 22.33±2.16 x 106  �a��E�J� �������� @>O�����#�� 30 #�� aTO�����J��G����?!#�!� 
��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) �?�!J���� �B� Z?����?�# �|�>O����O  >!#� ����J��A���G���A�
��A��I< ������������
������#�� 20 #�� ���� J >!#� ����J����@����?���@?���� �O�A��?
�A���A��I< ���������� @>O�����#�� 40 #�� ��� 50 #�� (P>0.05) ���D�#J����?���@?��� 
50 #�� ��?!#�!�  >��� �B� Z?����?�# �|�>O��OF�<�? (�����@>O 4 �����D@>O 14)  
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������BK 4  ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O�?����
��A��I< ���������� ����J����?���@?��� 

 
��� �B� Z?����?�#  ( x 106 �a��E/ ��������) 

��?���@?��� 
#��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 

C 7.61±2.95 a  5.98±2.90 a  9.69±4.19 a  9.00±2.60 a 8.47±4.17 a 
T1 12.99±3.78 a 10.58±4.81 bcd 15.22±5.88 ab 14.02±3.69 a 9.67±3.94 a 
T2 12.38±4.16 a 13.62±7.84 d 22.33±2.16 b 17.23±2.04 a  13.23±3.94 a 
T3 8.78±3.21 a 9.37±3.81 abcd 15.62±6.41 ab 14.64±3.74 a 13.24±4.44 a 
T4 9.42±4.22 a 7.41±3.77 ab 19.38±6.18 ab 11.84±3.91 a 10.45±4.30 a 
T5 9.07±4.70 a 8.06±2.69 abc  14.82±4.36 ab 12.04±4.15 a 12.07±3.56 a 
T6 8.97±4.17 a 11.98±3.15 cd 17.32±7.49 ab 13.44±7.49 a 13.12±3.46 a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�����@��<\��� ��J�� >���<F�!�K 

(P<0.05) 
C  = �A���A��� JI< ���������� ��
���?!#�!�  

    T1 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
 T2 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  
T3 = �A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
T4 = �A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  

     T5 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 3 ��� �J�
��A�� 1 �������  

T6 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 5 ��� �J�
��A�� 1 �������  
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#���BK 14  ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ����J����?���@?���  

@>O�����#��@�� e 10 #�� 63 



2.2  ��G��� "������a E phenoloxidase  
 

D�#J�@>O�����#�� 10 #�� 40 #�� ��� 50 #�� ��G��� "������a E phenoloxidase 
��@����?���@?���� J >!#� ����J�����@��<\��� (P>0.05) <J#�@>O�����#��      20 #�� D�#J� > 3 
��?���@?���@>O >!J���G��� "������a E phenoloxidase <������J��G����?!#�!� �����?���
@?�����O� !����?���@?���@>O��>�������?�#���A��I<  B. licheniformis 3 ��� �J���A�� 1 �������  
��?���@?���@>O��>�������?�#���A��I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 �������  �����?���
@?���@>O��>�������?�#���A��I<  B. licheniformis + B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 �������   >!J�
��G��� "������a E phenoloxidase �@J���� 338.67±72.12, 388.54±110.52 ��� 386.26±128.62 
A�J#�/��@>/ ������� ����>� �� �F�?�� ���@>O�����#�� 30 #�� ��?���@?���@>O��>�������?�#���A��
I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 �������   >!J���G��� "������a E phenoloxidase <��<�? 
�@J���� 381.53±145.26 A�J#�/��@>/ ������� ����>� ����J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��
<\��� (P<0.05) <J#���G��� "������a E phenoloxidase ����?���@?�����O� � J >!#� ����J��
@��<\���G����?!#�!�  (P>0.05) ��J�����Z��  ��G��� "������a E phenoloxidase ��@����?���
@?���@>OI<  Bacillus  >!J��?������ J >!#� ����J��@��<\���    G����?!#�!�  (P>0.05) � �O�
A��?�A���A��I< ���������� ?���<?��������@>O 5 �����D@>O 15    
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������BK 5  ��G��� "������a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ����J����?���@?��� 
 

��� �B����a E phenoloxidase (A�J#�/��@>/ ������� ����>�) 
���?���!#� �"� "��"������������ 

#��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 
�A���A��� JI< ���������� (��?!#�!� ) 233.20±65.83a 261.21±139.36 a  225.25±154.27a 209.29±92.27a 197.08±54.13a 
�A���A��I<  B. licheniformis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 255.84±68.27a 338.67±72.12 b 314.14±98.04ab 233.71±160.14a 236.61±47.00a 

�A���A��I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 267.89±43.43a 388.54±110.52 b 381.53±145.26b 283.07±116.25a 248.06±96.19a 
�A���A��I<  B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 236.33±20.36a 252.67±122.76 ab 312.95±143.16ab 287.19±85.04a 221.23±48.98a 
�A���A��I<  B. subtilis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 289.76±134.32a 319.98±67.26 ab 299.96±106.78ab 272.11±68.36a 224.97±98.61a 
�A���A��I<  B.  licheniformis + B. subtilis              3 
��� �J���A�� 1 ��. 

282.10±51.48a 386.26±128.62 b 302.54±82.26ab 297.57±115.62a 220.08±51.48a 

�A���A��I<  B.  licheniformis + B. subtilis               
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

273.96±54.22a 337.86±110.21 ab 305.88±149.18ab 289.50±151.75a 229.23±158.69a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
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2.3  ��G��� "��� Z?����?������������<�O��������  (Phagocytic Activity)  
 

��G��� "��� Z?����?������������<�O��������  D�G��B�G��!J� Percent 
Phagocytosis ������@?���@>O�A���A��I< ���������� D�#J�@>O�����#���J�� e !J� Percent 
Phagocytosis �|�>O�"����J����?���@?��� >!J�����J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� 
(P<0.05) A���G�������?������A��I< ������������
������#�� 10 #�� ����?���@?���@>O     
T1-T3  >!J� Percent Phagocytosis �|�>O�����J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
@>O�����#�� 20 #�� D�#J���?���@?���@>O T3 ��� T6  >!J� Percent Phagocytosis �|�>O�����J��G��
��?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���@>O�����#�� 30 #�� ��?���@?���@>O T2, T4, T5 
��� T6  >!J� Percent Phagocytosis �|�>O�����J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
������A���G��A��?�A���A��I< ����������D�#J� @>O�����#�� 40 #����?���@?���@>O T2, T5 
��� T6  >!J� Percent Phagocytosis �|�>O�����J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
���@>O�����#�� 50 #�� !J� Percent Phagocytosis "��@����?���@?���@>O��>���?�#���A��I<     
���������� ���!�<���#J��������J����J�� >���<F�!�K@��<\���G����?!#�!�  (P<0.05)        
���?���@?���D�#J� ��?!#�!�  >!J���G��� "��� Z?����?������������<�O�������� �OF�@>O<�? 
� �O����>���@>�������?���@?���@>O�A���A��I< ���������� (�����@>O 6 �����D@>O 16) 
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������BK 6  Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ����J��
��?���@?��� 

 
Percent phagocytosis (Percent) ��?���

@?��� #��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 
C 10.96±1.54 a 14.13±4.26 a 11.57±2.30 a 14.45±3.79 a 13.86±1.69 a 
T1 17.32±3.19 b 18.19±7.89 a 18.15±6.87 ab 16.28±4.86 ab 25.25±4.08 bc 
T2 16.29±1.85 b 21.73±3.44 ab 19.67±2.75 b 25.28±4.27 bc 23.22±3.45 b 
T3 16.65±3.08 b 24.81±5.86 b  18.34±1.55 ab 18.39±3.53 ab 23.58±1.27 bc 
T4 14.02±4.78 ab 25.11±8.24 ab 25.65±8.88 bc 21.16±4.62 ab 27.29±5.56 bc 
T5 11.53±3.47 a 22.68±9.23 a 26.16±7.11 bc  36.04±11.08 c 30.66±10.70 bc 
T6 13.86±3.53 ab 32.87±13.7 b 29.57±4.40 c 34.58±10.23 c 32.08±7.20 c 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
C  = �A���A��� JI< ���������� ��
���?!#�!�  

    T1 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
 T2 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  
T3 = �A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 �������  
T4 = �A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  

     T5 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 3 ��� �J�
��A�� 1 �������  

T6 = �A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 5 ��� �J�
��A�� 1 �������  
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2.4  ��G��� "����F�����?���������@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity)  
 

� �O�@F����?�?����?G����������J����?���@?��� ����a>��O ��� �G��G��a>��O �?�
����a�?>� !����?E 2.6 ����E�aZ��E �������<J#��J�� e �?���J 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 ��� 
1:128 �?��A� >��� �Ba>��O  0.5  �������� ����<J�������!@>��>� V. harveyi ��a>��O @>O�G��G���#�A��?
�� 0.1  �������� @����#���
������#�� 3 ��O#� � A���G������@F������������ V. harveyi ����A�� 
TCBS �D�O�A���� �B"��a>��O @>O�OF�<�?@>O<� ��\@F��A������ V. harveyi �?���?� 50 ����E�aZ��E �?�
�@>�����!#�!� aTO������F������ 2.6 ����E�aZ��E GF��#� 0.5  �������� �@�������a>��O  D�#J�@>O
�����#�� 10 #�� ��?���@?���@>O�A���A��I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 �������   >!J� 
Bactericidal activity @>O 1:16 ����J��G����?!#�!� �����?���@?�����O�aTO� >!J� 1:8 <J#�@>O
�����#�� 20 #�� ��?!#�!�  >!J� Bactericidal activity 1:32 �����@����?���@?���@>O�?������A��
I< ���������� >!J� Bactericidal activity 1:128 �J��G����?!#�!�  ���#����?���@?���@>O�A�
��A��I<  B. subtilis 3 ��� 5 ��� �J���A�� 1 �������  aTO� >!J����J@>O 1:64 ���@>O�����#�� 30 #�� 
��?���@?���@>O�A���A��I< ����������@����?���@?��� >!J� Bactericidal activity @>O 1:128 
��"B�@>O��?!#�!�  >!J� 1:16 ���G���>� A���G��A��?�A���A��I< ���������� @>O�����#�� 40 
#�� ��?���@?���@>O�A���A��I< ����������@����?���@?��� >!J� Bactericidal activity 1:64 
��"B�@>O��?!#�!�  >!J� 1:16 � �O�A��?�A���A��I< �������������# 20 #�� (@>O�����#�� 50 #��) 
!J� Bactericidal activity ��@����?���@?���@>O�!��?������A��I< �������������!� >!J�<���#J�
��?!#�!�  �����?���@?���@>O T2 ��� T5  >!J�<��<�?���J@>O 1:64 (�����@>O 7) 
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������BK 7  ��G��� "����F�����?�����@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity) "��                
����"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� ����J����?���@?��� 

 
Bactericidal activity 

���?���!#� �"� "��"������������ #��@>O 
10 

#��@>O 
20 

#��@>O 
30 

#��@>O 
40 

#��@>O 
50 

�A���A��� JI< ���������� (��?!#�!� ) 1:8 1:32 1:16 1:16 1:16 
�A���A��I<  B. licheniformis 3 ��� �J���A�� 
1 ��. 

1:8 1:128 1:128 1:64 1:16 

�A���A��I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 
1 ��. 

1:16 1:128 1:128 1:64 1:64 

�A���A��I<  B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 1:8 1:64 1:128 1:64 1:32 
�A���A��I<  B. subtilis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 1:8 1:64 1:128 1:64 1:32 
�A���A��I<  B. licheniformis +  B. subtilis              
3 ��� �J���A�� 1 ��. 

1:8 1:128 1:128 1:64 1:64 

�A���A��I<  B.  licheniformis +  B. subtilis             
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

1:8 1:128 1:128 1:64 1:32 

 
3.  ���=T�P���� �B�������!@>��>�@���A ?���F��<� 

  
3.1  ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<� (Total Bacillus count) 
 
 � �O��F��F��<�����@>O��>���?�#���A��I< ����������@>O���? �����?��!#� 

�"� "���J�� e  ��?�D�O����GF��#������ Bacillus spp. ?�#�#�L> spread plate ����A����>�������� NA
�?�D�G��B�G�����PB�"���!���>aTO���
����PB��|D��"�� Bacillus spp. ������ ��� ?�
���PB�"����#�a��E��!@>��>�aTO�G���
���!@>��>���� �#�����@J���# D�#J�A���G��@>O�����?����
��A��I< ������������
������#�� 30 #�� ����@>O��>���?�#���A��I<  ����� B. licheniformis 
��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  �������@>O��>���?�#���A��I< ����� B. licheniformis + B. subtilis 
��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������   >GF��#������ Bacillus spp. @���A ?���F��<��|�>O�<��<�?!��  
8.31 ± 3.84 x 1010 CFU  �J���F�A����F��<� 1 ���  ��� 8.32 ± 5.44 x 1010 CFU  �J���F�A����F��<�     
1 ���  �� �F�?�� aTO�����J����?!#�!� �����?���@?�����O� e ��J�� >���<F�!�K@��<\��� 
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(P<0.05) ���A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� (@>O�����#�� 50 #��@>O
@F������Z���#��J��) D�#J�GF��#������ Bacillus spp. @���A ?���F��<�"��������@����?���@?���� J
 >!#� ����J�����@��<\��� (P>0.05) (�����@>O 8 �����D@>O 17) 
 
������BK 8  ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<   

���������� @>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���A���G��
A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 

 
��� �B Bacillus spp. @���A ?���F��<�"������"�#                                     

(CFU �J���F�A����F��<� 1 ��� ) ���?���!#� �"� "��"��        
���������� A���G���A���A��I<         

����������@>O�����#�� 30 #�� 
A���G��A��?�A���A��I< 

���������� 20 #�� 
�A���A��� JI< ���������� 
(��?!#�!� ) 

8.64 ± 2.17 x 106   a 2.02 ± 0.44 x 106   a 

�A���A��I<  B. licheniformis               
3 ��� �J���A�� 1 ��. 

5.20 ± 4.54 x 1010   ab 9.11 ± 6.44 x 107   a 

�A���A��I<  B. licheniformis               
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

8.31 ± 3.84 x 1010   b 1.13 ± 0.50 x 108   a 

�A���A��I<  B. subtilis             
3 ��� �J���A�� 1 ��. 

4.90 ± 2.66 x 1010   ab 1.20 ± 1.04 x 108   a 

�A���A��I<  B. subtilis             
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

5.21 ± 4.04 x 1010   ab 1.20 ± 1.09 x 108   a 

�A���A��I<  B. licheniformis + 
B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 

5.82 ± 4.65 x 1010   ab 1.31 ± 0.85 x 108   a 

�A���A��I<  B. licheniformis + 
B. subtilis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 

8.32 ± 5.44 x 1010   b 2.21 ± 1.96 x 108   a 

 

F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 
(P<0.05)  
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A��?�A���A��I< ����������

�A���A��� JI< ���������� 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis 3 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis 5 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis 3 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis 5 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis 3 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis 5 g/��A�� 1 kg

 
 

#���BK 17  ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<    
���������� @>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���A���G��
A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 

 

3.2  ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<� (Total Vibrio count) 
 
� �O��F��F��<�����@>O��>���?�#���A��I< ����������@>O���? �����?��!#� 

�"� "���J�� e  ��?�D�O����GF��#������ Vibrio spp. ?�#�#�L> spread plate ����A����>�������� TCBS 
agar A���G��@>O�����?������A��I< ������������
������#�� 30 #��D�#J� ����@>O��>���?�#���A��
I< ����������@����?���@?���  >��� �B����� Vibrio spp. �|�>O������#J���?!#�!� ��J�� >
���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #��    
(@>O�����#�� 50 #��@>O@F������Z���#��J��) D�#J�GF��#������ Vibrio spp. @���A ?���F��<�"������@>O�A�
��A��I< ������������@����?���@?���� J����J��G����?!#�!�  (P>0.05) (�����@>O 9 ���
��D@>O 18) 
 

 

 

 

 

 

 

�A���A��� JI< ���������� ��
���?!#�!�  
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ��. 
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������BK 9  ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<      
���������� @>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���A���G��
A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 

 
��� �B Vibrio spp. @���A ?���F��<�"������"�#                                     

(CFU �J���F�A����F��<� 1 ��� ) 
 

���?���!#� �"� "��"��         
���������� 

 
A���G���A���A��I<                     

����������@>O�����#�� 30 #�� 
A���G��A��?�A���A��
I< ���������� 20 #�� 

�A���A��� JI< ����������            
(��?!#�!� ) 

1.56 ± 1.27 x 1010  a 1.36 ± 1.11 x 1010 a 

�A���A��I<  B. licheniformis               
3 ��� �J���A�� 1 ��. 

3.08 ± 2.14 x 109  b 1.58 ± 0.80 x 1010  a 

�A���A��I<  B. licheniformis               
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

2.88 ± 1.84 x 109  b 1.44 ± 0.71 x 1010  a 

�A���A��I<  B. subtilis                
3 ��� �J���A�� 1 ��. 

2.42 ± 1.56 x 109  b 1.55 ± 1.04 x 1010  a 

�A���A��I<  B. subtilis                
5 ��� �J���A�� 1 ��. 

1.82 ± 1.04 x 108  b 1.65 ± 1.09 x 1010  a 

�A���A��I<  B. licheniformis + 
B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 

1.69 ± 1.08 x 108  b 1.64 ± 0.85 x 1010  a 

�A���A��I<  B. licheniformis + 
B. subtilis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 

1.62 ± 1.09 x 108  b 1.66 ± 1.06 x 1010  a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
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aaaaaaa

�A���A��� JI< ���������� 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis 3 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis 5 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis 3 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis 5 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis 3 g/��A�� 1 kg
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis 5 g/��A�� 1 kg

 
 

#���BK 18  ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<       
���������� @>O���?�����?��!#� �"� "���J�� e ��
������#�� 30 #�� ���A���G��
A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� 

 
����C ���BK 3  ���AO�G��!�!�� ����
F������������BK�F%�!@%�P������!�"��#$%�&"�%���'�� 
�"��'��������% 
 

D�G��B�G��I����@?���@>O 2 ���@?����>�GT��������� ��A��I< �������!@>��>�             
B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 �������  �?��A�#���#��#�� ���@��#�� �D�O�=T�P�
�����#��@>O�A ��<  ������� �����?F������J"����!@>��>����F��<�  
 

A���G���A���A��I< ��������������J����?���@?��� ��
������#�� 30 #�� @F����
��O���F�A��� �����>���?�#���A��@>O� JI< ������������@�����J ���@?����J����O���>� 20 #�� � �O�
!��@�� e 10 #�� �F�����?���� ���#G#�?��?���� �!�� ����J�� e �?���J ��� �B� Z?����?�# @���A ? 
��G��� "������a EW�������a��?< ��G��� "����F�����?���������@F������!@>��>� ��G��� "��
� Z?����?������������<�O�������� "��� Z?����? �?�I�?���>� 
 
 
 

�A���A��� JI< ���������� ��
���?!#�!�  
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 3 ��� �J���A�� 1 ��. 
�A���A��I< �������!@>��>� B. licheniformis + B. subtilis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ��. 
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1.  ��F�A��� 
 
��F�A����|�>O�"������"�#@>O@F����<�J ��O���F�A���A���G���A���A��I< ����������         

����J����?���@?��� ��
������#�� 30 #�� � J >!#� ����J�������A#J�����J !#�!�  ���    
���J @?�����J�� >���<F�!�K@��<\��� (P>0.05) ?���<?��������@>O 10  
 

������BK 10  ��F�A����|�>O�"������"�# A���G���A���A������������ ��
������#�� 30 #�� 
 

��F�A����|�>O�"������"�# (��� ) 
��?���@?��� 

���O @?��� �����#�� 30 #�� 
���J !#�!�   21.06 ± 1.55 a 25.65 ± 4.10 a 

�A���A��I< ���������� @��#�� 20.73 ± 2.18 a 25.21 ± 3.90 a 

�A���A��I< ���������� #���#��#�� 20.91 ± 1.58 a 24.93 ± 3.70 a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
 

2.  ��?���� �!�� ���"������"�#�#����  
 

2.1  ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) 
 
���J#� 20 #�����"�����=T�P� � JD�!#� ����J��@��<\�����A#J����� �B 

� Z?����?�# "��@����?���@?��� (P>0.05) <J#�@>O 30 #��D�#J� ��?���@?���@>O�A���A��I< 
���������� !�� B. licheniformis ��� �B 5 ��� �J���A�� 1 ������� @��#��  >!J��|�>O�"����� �B
� Z?����?�# @���A ?<��<�?���J@>O 19.05 ± 17.19 x 106 �a��E�J� �������� ����J��G����?!#�!� ��J��
 >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05)  ��J� J����J��G����?���@?���@>O��>���?�#���A��I< ���������� 
#���#��#�� (P>0.05) ���A���G��A��?�A���A��I< ���������� ��� �B� Z?����?�# ��@����?
���@?���@���@>O�A���A��I< ���������� �����?!#�!� � J >!#� ����J�����@��<\��� 
(P>0.05) ?���<?��������@>O 11 �����D@>O 19 
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������BK 11  ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O�?����
��A��I< ����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 

 

��� �B� Z?����?�#  ( x 106 �a��E/ ��������) 
��?���@?��� 

#��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 
���J !#�!�  8.68 ± 2.81a 8.70 ± 2.51a 8.86 ± 1.69a 8.66 ± 1.30a 8.64 ± 2.94a 
�A���A��I< 
���������� 
@��#�� 

9.34 ± 3.35a 11.44 ± 5.26a 
 

19.05 ± 17.19b 
 

9.10 ± 4.44a 9.25 ± 3.38a 

�A���A��I< 
���������� 
#���#��#�� 

12.88 ± 2.05a 10.35 ± 4.84a 12.25 ± 2.38ab 8.86 ± 2.99a 8.27 ± 3.79a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
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#���BK 19  ��� �B� Z?����?�# @���A ? (Total Hemocytes Count) "������"�#�#���� @>O�?����

��A��I< ����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 
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2.2  ��G��� "������a E phenoloxidase  
   

��G��� "������a E phenoloxidase @>O�����#�� 10 #��� J >!#� ����J����@��
��?���@?��� <J#�@>O�����#�� 20 #�� ��� 30 #�� D�#J���?���@?���@>O�A���A��I<             
���������� @���@>O�A�@��#�� ���#���#��#��  >!J���G��� "������a E phenoloxidase �|�>O�<���#J�
��?!#�!�  ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���A���G��A��?�A���A��I< ����������@>O����
�#�� 40 #�� ����?���@?���@>O�A���A��I< �������������!� >��G��� "������a E 
phenoloxidase �|�>O�<���#J���?!#�!�  ����?��@>O�����#�� 50 #�� ���� J >!#� ����J��@��
<\�����@����?���@?��� (�����@>O 12 �����D@>O 20)  
 
 
 
 
 



������BK 12  ��G��� "������a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ����������  @��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 
 

��� �B����a E phenoloxidase (A�J#�/��@>/ ������� ����>�) 
��?���@?��� 

#��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 
���J !#�!�  230.62±67.30 a 242.74±20.17 a 203.01±52.21 a 202.54±41.41 a 208.79±55.57 a 
�A���A��I< ���������� @��#�� 301.84±101.14 a 343.36±102.11 b  345.97±119.49 b 292.07±72.66 b 223.62±96.53 a 
�A���A��I< ���������� #���#��#�� 248.41±95.88 a 320.80±79.22 b 318.85±101.42 b 279.90±55.57 b 208.79±91.35 a 
 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
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#���BK 20  ��� �B����a E phenoloxidase "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ����������   

@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 
 

2.3  ��G��� "��� Z?����?������������<�O��������  (Phagocytic Activity)  
 

��G��� "��� Z?����?������������<�O��������  D�G��B�G��!J� Percent 
Phagocytosis D�#J�@>O�����#�� 10 #�� !J� Percent Phagocytosis �|�>O�"��@����?���@?���� J >
!#� ����J�����@��<\��� (P>0.05) ������O ����J�����@>O�����#�� 20 #�� �?���?���@?���@>O�A�
��A��I< ��������@��#�� >!J� Percent Phagocytosis <��<�?@>O 21.72±1.82 ����E�aZ��E ����J��
G����?!#�!� �����?@>O�A���A��I< ����������#���#��#�� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) 
���@>O�����#�� 30 #�� !J� Percent Phagocytosis �|�>O�"����?���@?���@>O�A���A��I<           
����������@��#��  >!J�<��<�?@>O 23.15±5.15 ����E�aZ��E ����J��G����?!#�!� ��J�� >���<F�!�K
@��<\��� (P<0.05) ��J� J����J��@��<\���G����?@>O�A���A��I< ����������#���#��#�� (P>0.05) 
���A���G��A��?�A���A��I< ����������@>O�����#�� 40 #����?���@?���@>O�A���A��I<   
����������@��#�����!� >!J� Percent Phagocytosis <���#J���?!#�!� �����?���@?���@>O�A�
��A��I< ����������#���#��#�� (P<0.05) ��J@>O�����#�� 50 #�� !J� Percent Phagocytosis       
��@����?���@?���� J >!#� ����J��@��<\��� (P>0.05) (�����@>O 13 �����D@>O 21)  
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������BK 13  Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� @��#�� 
���#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 

 
Percent phagocytosis (Percent) 

��?���@?��� 
#��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 

���J !#�!�  11.10±3.73 a 11.85±2.59 a 12.59±2.66 a 13.92±1.54 a 13.89±4.16 a 

�A���A��I< 
���������� 
@��#�� 

17.43±8.50 a 21.72±1.82 c 23.15±5.15 b 25.50±6.17 b 20.50±6.81a 

�A���A��I< 
���������� 
#���#��#�� 

10.53±3.71 a 16.28±2.53 b 18.68±1.14 b 16.36±6.09 a 16.23±6.03 a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
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#���BK 21  Percent phagocytosis "������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� @��#�� ���
#���#��#�� @>O�����#��@�� e 10 #�� 
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2.4  ��G��� "����F�����?���������@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity)  
 

���J#� 30 #�����"�����@?��� D�#J� ��?���@?���@>O��>���?�#���A��I<   
���������� >!J� Bactericidal activity <���#J���?!#�!�  �?���?���@?���@>O��>���?�#���A��I< 
����������@��#��  >!J���G��� �>�<���#J���?���@?���@>O��>���?�#���A��I< ����������        
#���#��#�� ���G��?��� �O�A��?�A���A��I< ���������� �?� >!J��@J����@����?���@?���      
��#��@>O 50 ���@>O�����#�� 20 #�� ��� 30 #�� ��?���@?���@>O��>�������?�#���A��I<               
����������@��#��  >!J� Bactericidal activity (!J��G��G��"��a>��O  ��@>O<�?@>O@F��A��������!@>��>�
�?�� 50 ����E�aZ��E) ���J@>O 1:128 aTO�����J��G����?!#�!�  ����?��A���G��A��?�A���A��I< 
���������� ?���<?��������@>O 14  
 
������BK 14  ��G��� "����F�����?�����@F�����������!@>��>� (Bactericidal activity)                    

"������"�#�#���� @>O�?������A��I< ���������� @��#�� ���#���#��#�� @>O
�����#��@�� e 10 #�� 

 
Bactericidal activity 

��?���@?��� 
#��@>O 10 #��@>O 20 #��@>O 30 #��@>O 40 #��@>O 50 

���J !#�!�  1:8 1:32 1:16 1:16 1:16 
�A���A��I< ���������� @��#�� 1:16 1:128 1:128 1:64 1:16 
�A���A��I< ���������� #���#��#�� 1:16 1:64 1:64 1:32 1:16 
  

3.  ���=T�P���� �B�������!@>��>�@���A ?���F��<� 
  

3.1  ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<� (Total Bacillus count) 
 

� �O��F��F��<�����@>O��>���?�#���A��I< ����������@��#�� ���#���#��#��  ��?
�D�O����GF��#������ Bacillus spp. ?�#�#�L> spread plate ����A����>�������� NA�?�D�G��B�G��
���PB�"���!���>aTO���
����PB��|D��"�� Bacillus spp. ������ ��� ?����PB�"����#�a��E
��!@>��>�aTO�G���
���!@>��>���� �#�����@J���# D�#J�A���G��@>O�����?������A��I<             
������������
������#�� 30 #�� ����@>O��>���?�#���A��I< ����������@��#��  >GF��#������ 
Bacillus spp. @���A ?���F��<��|�>O�<��<�?!�� 9.38 ± 5.00 x 1010  CFU �J���F�A����F��<� 1 ���  aTO�
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����J����?!#�!�  �����?���@?���@>O�A���A��I< ����������#���#��#�� ��J�� >���<F�!�K@��
<\��� (P<0.05) ���A���G��A��?�A���A��I< ������������
������#�� 20 #�� (@>O�����#�� 50 
#��@>O@F������Z���#��J��) D�#J�GF��#������ Bacillus spp. @���A ?���F��<�"��������@����?���
@?���� J >!#� ����J�����@��<\��� (P>0.05) (�����@>O 15 �����D@>O 22) 
 
������BK 15  ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<               

���������� #���#��#�� ���@��#�� ��
������#�� 30 #�� ���A���G��A��?�A���A��
I< ������������
������#�� 20 #�� 

 
��� �B Bacillus spp. @���A ?���F��<�"������"�#                                     

(CFU �J���F�A����F��<� 1 ��� ) 
��?���@?��� 

A���G���A���A��I<             
����������@>O�����#�� 30 #�� 

A���G��A��?�A���A��I<        
���������� 20 #�� 

���J !#�!�  8.68 ± 2.20 x 106  a 1.37 ± 1.12 x 106  a 

�A���A��I< ���������� 
@��#�� 

9.38 ± 5.00 x 1010  b 2.72 ± 2.45 x 109  a 

�A���A��I< ���������� 
#���#��#�� 

3.60 ± 3.52 x 1010  a 1.19 ± 0.98 x 109  a 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
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#���BK 22  ��� �B����� Bacillus spp. @���A ?���F��<�����"�#�#����  A���G���A���A��I<    

����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#�� 30 #�� ��� 50 #�� 
 

3.2  ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<� (Total Vibrio count) 
 

� �O��F��F��<�������@����?���@?��� ��?�D�O����GF��#������ Vibrio spp.           
?�#�#�L> spread plate ����A����>�������� TCBS agar A���G��@>O�����?������A��I< ���������� 
��
������#�� 30 #��D�#J� ����@>O��>���?�#���A��I< ����������@��#��  >GF��#������ Vibrio spp.       
���F��<��|�>O� �����#J���?���@?���@>O�A���A��I< ���������� #���#��#�� �����?!#�!�  ��� 
����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���A���G��A��?�A���A��I< ����������      
��
������#�� 20 #�� (@>O�����#�� 50 #��@>O@F������Z���#��J��) D�#J�GF��#������ Vibrio spp. 
@���A ?���F��<�"����������?���@?���@>O�A���A��I< ����������@��#�� ���#���#��#��           
 >GF��#������ Vibrio spp. �|�>O������#J���?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) (�����@>O 16 
�����D@>O 23) 
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������BK 16  ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�"������"�#�#����  A���G���A���A��I<              
���������� #���#��#�� ���@��#�� ��
������#�� 30 #�� ���A���G��A��?�A���A��
I< ������������
������#�� 20 #�� 

 
��� �B Vibrio spp. @���A ?���F��<�"������"�#                               

(CFU �J���F�A����F��<� 1 ��� ) 
��?���@?��� 

A���G���A���A��I<             
����������@>O�����#�� 30 #�� 

A���G��A��?�A���A��I<        
���������� 20 #�� 

���J !#�!�  1.56 ± 0.25 x 1010 a 2.51 ± 1.57 x 1010 a 
�A���A��I< ���������� 
@��#�� 

1.62 ± 1.08 x 108 b 1.71 ± 0.95 x 108   b 

�A���A��I< ���������� 
#���#��#�� 

3.36 ± 2.24 x 108 ab 2.24 ± 1.14 x 108    b 

 
F%���F�"  !J��|�>O��F����?�#����P�@>O�J���������#����  >!#� ����J�������J�� >���<F�!�K@��<\��� 

(P<0.05) 
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#���BK 23  ��� �B����� Vibrio spp. @���A ?���F��<�"������"�#�#����  A���G���A���A��I< 
����������@��#�� ���#���#��#�� @>O�����#�� 30 #�� ��� 50 #�� 
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��M��D	L ���AO�G� 

 
���������GF�������?"������� Bacillus spp. G���F��<�"������"�#�#����  �?����#�L>

!�?��������������G��!�B< ���������<����<���E G����� shock ?�#�!#� �������!#� ��Z� ���
�F� �=T�P�!�B���PB�@��<�Bx��#�@�� ���!�B< ����@���>#�! > GF�������?"������� Bacillus 
spp. �?�G���A�J���>�������"�#�#���� @>O��>���?�#���?��!#� �!Z ����J����� !�� G����#��J��      
����"�#@>O��Z���#��J��G��G��A#�?�!��x  aTO���>���?�#�!#� �!Z �OF� (!#� �!Z  4-7 ppt) D������ 
Bacillus 2 ���? �?���J Bacillus licheniformis ��� B. cereus ��#��J������"�#@>O��Z���#��J��G��
G��A#�?|������@�� aTO���>���?�#�!#� �!Z ���� (!#� �!Z  15 ppt) D������ Bacillus 5 ���? �?���J                 
B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis, B. coagulans ��� B. sphaericus D�#J� > Bacillus 2 ���?   
@>OD�G���A�J���>���@��� 2 �A�J� @>O!#� �!Z ���� ���!#� �!Z �OF� !�� B. licheniformis ���            
B. cereus ����������� Bacillus ��
�����������A���������� Bacillus ���?@>O<� ��\?F����>#���?�
���J#�!#� �!Z �#����ZG�<� ��\����������E�?���������>���@>O >!#� �!Z ����J����� I�������
����������@?���!�����>��A�I�<�?!������� �����������G���F��<�"������"�#�#����  �������
���?��O� aTO� >���������D������ B. megaterium (Li and Tan, 2009) G���F��<�"������"�#�#����  
���  D������ B. licheniformis, B. subtilis, B. sphaericus ��� B. pumilus G���F��<�"����������?F�    
(����� ���!B�, 2549; #������, 2549; Rengpipat et al., 2000; Balcázer et al., 2007) �?�      
Bacillus spp. @>O����?�G���F��<������>� ��G��
���!@>��>�@>O�����?����G�������� ��A�� ��F� A���?����
�J���>����"���� ���O��G����!@>��>����J  Bacillus spp. <� ��\D��?�@�O#����?�� A�������F�@��� 
G�����=T�P�"�� =����� ��� ���� (2540) D�#J���?������J���>�����������?F����"�G��A#�?G��@���> >
��!@>��>�A������? �?���J Escherichia coli, Pseudomonas spp., Salmonella spp., V. harveyi,                      
V. parahaemolyticus , V. alginolyticus, V. vulnificus, V. anguilarum, V. damsela ��� V. cholerae 
�# @���D� Bacillus spp. ?�#� ��J� J�?�������#J���
����?�? ��J��?>�#������@?���"�� Li et al. 
(2007) �?�@F������������ B. licheniformis �?�G�� ��F� ��� ?����������J���>������� ���G���>�       
��������@?��� >����������� Bacillus spp. G�� hepatopancreas "������"�# (Gullian et al., 
2004) \�O#�A����A �� (Tseng et al., 2009) ��� �=P����� � J#� (Patel et al., 2009)  ������
�      
������������J���� 
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���AO�G���!@����#��'����&�B��B�@�"  Bacillus spp. �BK����C�M�� ]��@�'���"��'��������% 


����&��&"%����� Vibrio harveyi 
 
G�����������GF�������?"������� Bacillus spp. �D�O��F� �=T�P����<�@L���D"�������

�?�#�L> cross streak D�#J������ Bacillus @>O<� ��\������������ V. harveyi �?� !�� B. licheniformis BLF 
��� B. licheniformis BLS <J#� B. cereus BCES ��� Bacillus sphaericus BSP <� ��\�"��
!���!���D���@>O����� V. harveyi ��� ����� B. cereus BCEF, B. coagulans BCO ��� B. subtilis 
BSU � J<� ��\������������ V. harveyi �?� @����>������@?<�����<�@L���D"������� Bacillus �J������ 
V. harveyi �>� �A�I������������"��!���!�����?�G�@>O 96 ��O#� � aTO��<?�I�������>O���������
� �O����>���@>��������<�@L���D"������� Bacillus spp. �J������ Streptococcus agalactiae ��� 
Aeromonas hydrophila @>O�A�I�����������!���!�����?�G�@>O 48 ��O#� � (#������ �����@#�@�E, 
2550) ��J�����Z�� ���@>O B. licheniformis BLF ��� B. licheniformis BLS <� ��\������������       
V. harveyi ��� B. cereus BCES ��� Bacillus sphaericus BSP <� ��\�"��!���!���D���@>O�����   
V. harveyi �?�����<J#�A�TO���G >I� �G����G��� "����?���@�>�E <�����?��G�����E����a?E 
��� <���s��>#��@>O Bacillus <����"T�� (Williams and Vickers, 1986) A��� >���I�������a E�D�O�
�J��A�����������������O� (Bruno and Montville, 1993; Ochoa-Solano and Olmos-Soto, 2006)       
Katz and Demain (1977) �������#�#J� B. licheniformis <� ��\<����<���s��>#�� Bacitracin, 
Proticin ��� Licheniformin �?� 

 
����������������J���!� �O���>��� Bacillus ���?�J�� e @>O����?�G���F��<�"����������?F� �J# ���

������J���!����F���>��� >������#J� Bacillus spp. <� ��\�?��� �B����� Vibrio harveyi ��� >�>#��
���J����F��?���� (#������ �����@#�@�E, 2550) <�?!�������I����@?����>�@>OD�#J� Bacillus 
sphaericus BSP, B. licheniformis BLF, B. subtilis BSU, B. cereus BCES, B. cereus BCEF,         
B. licheniformis BLS, ��� B. coagulans BCO <� ��\�?��� �B����� V. harveyi  !�?��
������� 
78.12, 67.86, 58.59, 51.04, 49.74, 33.76 ��� 14.71 �� �F�?�� �?�I����@?��� >!#� 
<�?!����������@?���?�#�#�L> cross streak aTO� B. licheniformis BLF �<?���G��� ����������@>O?> 
<J#� B. sphaericus BSP �<?���G��� ���!���!��� ���=T�P��>�D�#J� Bacillus @>O��>����?>O�#
<� ��\�G��K��� >�>#�����J�?����?���@?��� 120 ��O#� � <J#� Bacillus @>O��>����J# ���              
V. harveyi  D�#J� >��� �B�?����Z������ �O��@>�����@>O��>����?>O�#  

 



 

88 

G�����@?���D�#J� ����� Bacillus sp.  >!#� <� ��\������?��� �B������J���!�?���
<��D in vitro G�������>�������� Bacillus sp. �J# �������� V. harveyi ?�#�#�L> co-culture assay�?������ 
Bacillus sp. <� ��\�?��� �B����� V. harveyi �?� aTO��@>��G����� �B����� V. harveyi @>O��>����?>O�#
� �O�<���<�?���@?��� 120 ��O#� � <�?!�������������"�� Vaseeharan and Ramasamy (2003) 
aTO�D�#J���� �B Bacillus subtilis BT23 @>O�D�O "T��G��J#��D�O ���<�@L���D�����!#�!� �����        
V. harveyi  ��� Ravi et al.  (2007) ����������!@>��>�G����F�@��� �����?�� ���@���?����A��
"�����@��� D�#J� Bacillus cereus <� ��\������������ Vibrio sp. �?� ��<��D in vitro 

 
���@?����?� #�L> cross streak ��� co-culture ����D�#J� B. licheniformis �A�I�����������

����� V. harveyi �?�?>��@��� 2 #�L> ��"B�@>O  B. sphaericus ��� B. subtilis �A�I����������������         
V. harveyi �?�?>�����@?<���?�#�L> co-culture �D>����J���?>�# @����>���G���O�� �G����<��D"��
���@?<��@>O�J����� Bacillus ��J�����? aTO���G<����<���������������J���!�?��J�����?��� A��� >
��� �B� J�@J������<��D�J�� e GT�@F��A�I����@?<��@��� 2 #�L>����� J<�?!��������?���� 
 

�����=T�P���?�� in vivo  >������#J� B. subtilis (����� ���!B�, 2549) ���                 
B. licheniformis (����� ���!B�, 2549; Li et al., 2007) ��� B. megeterium (Li and Tan, 2009) 
<� ��\�?��� �B����� Vibrio sp. ���F��<�"������"�#�?� (P<0.05) <�?!����������=T�P���!�����>�
@>OD�#J�� �O��A���A��I< ������������
������#�� 1 �?���  >GF��#���!@>��>�<��� Bacillus ��
�F��<��D�O "T����@����?���@?��� ��� >��� �B Vibrio spp. ���F��<������#J���?!#�!�           
��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���G���>����D�#J������@?���@>O 3 A���G��A��?�A���A��
I< �������������# 20 #��GF��#� Vibrio ���F��<�"������"�#�#���� ����?@?���@>O�?����
��A��I< ���������� >GF��#������#J���?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) aTO��<?�
�A��AZ�\T����<�@L���D"���������!@>��>�<��� Bacillus ������?GF��#���!@>��>�<��� Vibrio �?�?>
\T�� �G�A��?�A����������������# �?���G���?����"J�"�����������J���!������G��K������     
@F��A� Vibrio � J<� ��\�G��K�?� @����>���G��
��D���#J������ Bacillus  >!#� <� ��\ ������T?����
����F��<� ���<����<�������������G��K"������� Vibrio spp. �?� (Ravi et al., 2007) ���G���>����
�?��"������� Vibrio ��G���?G��������>O������<��D"������� Vibrio �?������=T�P�"��     
 BG��@�E ���� �D� (2543) @>O�?�@F����=T�P���!@>��>�@>O >�������E������? �?���J B. subtilis 
��� B. licheniformis ����������������G��K������"������� V. harveyi D�#J� >I�������������A���
���@?<�� 72 ��O#� � ���� �O��F� V. harveyi @>O\���������?����J�#  �=T�P�?�#������ Scanning 
Electron Microscope D�#J�����J��"���a��E��Z��#J����� �� �����
�!#� I�?�������\�#� 
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���AO�G����C� !�!C��&��%�'�%'��'�������������BK�F%�!@%
����L@%��F�����K���!�"��
#$%�&"�%���'���"��'��������%  
 

� �O�D�G��B�G��I����@?���@>O 1 ���G�������#G���<�����=T�P��>�GT��������� 
Bacillus licheniformis ��� Bacillus subtilis ��
����������� �D�O��F� �=T�P����?�����?��!#� 
�"� "��@>O�A ��< �����I< ��A���D�O���������� �!�� ���"������"�#�#����  \T�� �#J�               
B. sphaericus  G��A�I������������������ V. harveyi �?�?>�����@?<���?�#�L> co-culture ��J >
�������������\T�!#� ��
�D�P�J����@�����������#�J�� �����#��Z #�� (Oie et al., 1993) aTO����G�?���J
�����J  crustacean ��J��?>�#������� ��"B�@>O B. cereus �Z >����F� ������
������������?���J����       
(Ravi et al., 2007) ��J >������#J� B. cereus ��
�������J���!@����J#��� ��P�E (=�#�D�, 2542; 
Ehling-Schulz et al., 2004) aTO�A��������F���������# >�����!�����������G<J�I��J�I�������!�?� 
GT�� J�F������ Bacillus @��� 2 ���??����J�# ������
����������������@?���I< ��A���D�O�
��������� �!�� ���"������"�#�#���� �����@?���!�����>�  

 
���=T�P����?�����?��!#� �"� "��"������������@>O�A ��< �����I< ��A���D�O�

��������� �!�� ���"������"�#�#����  aTO����=T�P�!�����>��������� Bacillus @>O����?� �I< ��A��
�����"��<���E �D���G�<�?#��J������Z����P� <� ��\!����!�����A���?���J��@�O#\T� 
(Farzanfar, 2006) ����A ��< �J�����F������"����P����I����>������� �?� >GF��#��������� �B 
107 CFU�J����  @F����=T�P��?��������� B. licheniformis ��� B. subtilis ��� B. licheniformis 
�J# ��� B. subtilis �������<J#� 1:1 @>O!#� �"� "�� 2 ��?�� !�� 3 ��� �J���A�� 1 �������  ���    
5 ��� �J���A�� 1 �������  �A���A��I< ������������
������#�� 30 #�� ���#=T�P����
�G��K������ �?������O���F�A��� ���@F����<�J �G������?��������J����?���@?��� ��?���@?���
�� 10 ��# @�� e 10 #�� ��
��#�� 30 #�� �F�����?@>O�?���#��!���AE ��� �B� Z?����?�# @���A ? 
��G��� "������a E phenoloxidase ��G��� "��� Z?����?������������<�O��������  
(phagocytic activity) �����G��� �����@F�����������!@>��>�"����F�����? (bactericidal activity) 
G������@F����#�?��?���� �!�� ���?����J�#A���G��A��?�A���A��I< ���������� �D�O�=T�P�!#� 
�J����O��"����?���� �!�� ���"������A���G���?������A��I< ���������� 

�����@?���!�����>�D�#J� ����A���A��I< ����������  >I��������J���������
�G��K������"�������D>����Z����� ��F�A���"��������@����?���@?���@>O�����#�� 30 #�� � J >!#� 
����J����� ��G��
��D��������#��@>O�A���A��I< ������������
��D>�������#��<��� �D>�� 30 
#�� �?������>�������"�#�#���� �D�O����!��G���>�����
������#����� �B 120 #�� (��� ���    
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D����=, 2547) aTO������@?���"�� Rengpipat et al. (1998b) �A���A��I<  Bacillus S11 ��
�
�����#�� 100 #�� D�#J���������?F� >���������G��K������<���#J���?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��
<\��� (P<0.05)   

 
���@?���@>O�����#�� 30 #�� I�"������A���A��I< ����������@��� 6 ��?���@?���    

�J������� �!�� ���"������"�#�#����  D�#J� >!J�"����!E������@�������� �!�� �������J��
��� �?�����@>O�A���A��I<  B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 �������  <� ��\�����������
�� �!�� ���"������"�#�#���� �?�?> ����J��G�����J !#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05)  
��@��!J���!E������ ?���<?��������@>O 17 ���D�#J���������!@>��>�<��� B. licheniformis 
I< ��A��@>O!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������  <� ��\��������� �!�� ����?�?>@>O<�? �?� >!J�
��� �B� Z?����?�# �|�>O�<��<�? !�� 22.33 ± 2.16 x 106 �a��E/ �������� ��G��� "������a E 
phenoloxidase 314.14 ± 98.04 A�J#�/��@>/ ������� ����>� !J� Percent phagocytosis �@J����  
19.67 ±275 ����E�aZ��E ��JG��AZ�#J� ����?���@?���@>O�A���A��I<  B. subtilis 3 ��� �J���A�� 
1 �������  ��� B. licheniformis + B. subtilis 3 ��� 5 ��� �J���A�� 1 �������  �����Z >!J�<��
����J��G�����J !#�!� ��J���� ���!J� Bactericidal activity �Z >!J����J@>O 1:128 �@J������@����?���
@?���@>O�A���A��I< ���������� aTO�<���#J���?!#�!�   

 

 !J���!E������@���� �!�� ���@>O@F����=T�P� (��� �B� Z?����?�# @���A ? ��G��� "��
����a E phenoloxidase !J� percent phagocytosis ��� bactericidal activity) "������"�#@>O�?����
��A��I< ������������@����?���@?��� @��������@?���@>O 2 ��� 3  >!J�"T��<��@>O�J#�
�����#�� 20-30 #��A���G���?������A��I< ���������� ����?��� �O�A��?�A���A��I<     
���������� �?�@>O�����#�� 10 #�� ��� 20 #�� A���G��A��?�A���A��I< �������������� !J�
��!E�������J�� e  >��#��� �?�� ���#��!J� percent phagocytosis aTO����!� >!J�<�� ��G��
����?�
#J� ��G��� ����������<�O�������� "��� Z?����?��������\����������J����O���?�?�#� peptidoglycan 
��� lipopolysaccharide aTO���
���!E������"��I����a��E"����!@>��>����F��<�@>O����� aTO��<?�
�A��AZ�#J��a��E� Z?����?@>O@F�A���@>O������#�����������<�O��������  ���P���?����G��� �#�
�?���
������#����� 

 
���������������� �!�� ���"������"�#�#���� �?������������������� J��
�@>O@�����J

��? aTO�!�?#J�����������<� ��\�D�O !#� ����@����! A���������������!�������A ������<��#E
 >���?��<��A��� !����������������I����F��<�"��������J���! ������������ �!�� ���@>O���?����� 
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L�� ���� ����F�G�?<�O�������� @>O�"��<�J�J���������<J#��AKJ��
����@F����"��� Z?����?aTO���
�
���@F�����J# ����D�O�?��G��<�O��������  �?� Rodríguez et al. (2007) ������#J�����
�� �!�� ���@>O?>"T��<�?!���������� �B� Z?����?@>O�D�O <��"T�� ���� �O�G����@�>�E����������@>OI< 
��A���A������������������Z��
�<����������� �!�� �����J���� �?���!E������A���"��I����a��E
"����!@>��>������������Z!�� peptidoglycan aTO� >!�B< ������
�<����������� �!�� ��� <�?!����
���������"��  ��� ���!B� (2543) �?�@?������<�� peptidoglycan 2 ���? aTO�<��?G��         
I����a��E��!@>��>� !�� high molecular peptidoglycan (hm-PG) ��� low molecular peptidoglycan 
(lm-PG) @>O<��?G���������!@>��>���� �#����? Bifidobacterium thermophilum �F� �I< ��A��
�A����������
��#�� 5 <��?�AE D�#J�� Z?����?"������@>O�?������A��I<  peptidoglycan  >
!#� <� ��\�����I��� superoxide anion �?�?>�#J����������J @>O�?������A������ �����������
"�� Itami et al. (1998) D�#J� ����@>O�?������A��I<  peptidoglycan @>O����?�G��I����a��E"��     
B. thermophilum    >!J���G��� "��� Z?����?������������<�O�������� <�� �?� >!J� phagocytic 
index <���#J���?!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05)  �# @��� >��� �B� Z?����?���? 
granulocyte  ��"T�� ��J��?>�#�����������"�� Purivirojkul et al. (2006) aTO�D�#J� ���������J @>O
�?������A��I<  peptidoglycan 0.18 ��� �J���A�� 1 �������  ��
������#�� 1 �?��� (5 #���J�
<��?�AE)  >!J���!E������@���� �!�� ��� @���!J���� �B� Z?����?�#  ��G��� "������a E 
phenoloxidase !#� <� ��\�����I��� superoxide anion ��� bactericidal activity <���#J����J 
!#�!� ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) <J#���!E������"��I����a��E��!@>��>���� ������ 
!�� lipopolysaccharide aTO�<� ��\��������� �!�� ����?���J���� (Rengpipat et al., 2000; Gullian     
et al., 2004) 
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������BK 17  I�"����������A��I< ����������@>O���?���!#� �"� "���J�� e ��>�������"�#        
@>O�����#�� 30 #�� �J���!E������@�������� �!�� ����J�� e  

 
��!E������@���� �!�� ���                                                   

@>O >!#� ����J��G�����J !#�!�  
���?���!#� �"� "��"��       

���������� 
��� �B      
� Z?����?
�#  

��G��� "��
����a E 

phenoloxidase 

Percent 
phagocytosis 

Bactericidal 
activity 

�A���A��I<  B. licheniformis 3 
��� �J���A�� 1 ��. 

- - - � 

�A���A��I<  B. licheniformis 5 
��� �J���A�� 1 ��. 

� � � � 

�A���A��I<  B. subtilis 3 ��� 
�J���A�� 1 ��. 

- - � � 

�A���A��I<  B. subtilis 5 ��� 
�J���A�� 1 ��. 

- - � � 

�A���A��I<  B.  licheniformis + 
B. subtilis 3 ��� �J���A�� 1 ��. 

- - � � 

�A���A��I<  B.  licheniformis + 
B. subtilis 5 ��� �J���A�� 1 ��. 

- - � � 

 
���AO�G��!�!�� ����
F����������� �BK�F%�!@%�P������!�"��#$%�&"�%���'���"��'��������% 
 

���@?����>�����������!@>��>�<��� B. licheniformis @>O!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 
�������  I< ��A���A���������D�O�=T�P������#��@>O�A ��<  ���O��G�� I�"�����@?���@>O 2   
����������������@>O���?���!#� �"� "���>� <� ��\��������� �!�� ����?��# �?�?>@>O<�? �?���
���@?����>�D�#J� �����>�������?�#���A��I<  B. licheniformis @>O!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 
�������  �?��A����@��#�� ���#���#��#��  >I��������J����������G��K������"�������D>����Z�����
��J��?>�#������@?���@>O 2 �?���F�A���"��������@����?���@?���@>O�����#�� 30 #�� � J >!#� 
����J����� aTO��J�G����?G�������#��"�����@?��� 
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� �O�D�G��B���!E�������J�� e @���� �!�� ���"������"�#�#����  D�#J� !J���� �B    
� Z?����?�# @���A ? !J���� �B����a E phenoloxidase ��� !J� percent phagocytosis "��������
���J @>O�?������A��I< ���������� @��#�� ���#���#��#�� ��
��#�� 30 #�� � J����J����� 
(P>0.05) <J#�!J� Bactericidal activity "�����������J @>O�����A��I< ����������@��#�� >!J�<��
�#J� ���������J @>O�������������#���#��#�� ���� �O�D�G��B���� �B ��!@>��>����F��<����� G��AZ�
�?�#J� ���������J @>O�������������@��#����� 30 #�� >��� �B Bacillus spp. <��\T� 9.38 ± 5.00 x 
1010  CFU/���  ����J��G����?���@?���@>O�?��������������#���#��#�� �����?!#�!� ��J�� >
���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) ���� �O�D�G��B���� �B Vibrio spp. ���F��<�"�������ZD�#J� >��� �B
�����#J��������J����J�� >���<F�!�KG����?!#�!� (P>0.05) ��J� J����J��G����?���@?���@>O
�?��������������#���#��#�� ��JA���G��A��?�A���A��I< �����������# @>O�����#�� 50 #��
��� �B Vibrio spp. ���F��<���������?���@?��� @>O�?��������������#���#��#���Z >��� �B�?��
��J��?>�#��� aTO��J�G����?G�����@>O Bacillus spp. <� ��\?F����>#�����J���F��<� ����"������J�D���@>O
��!@>��>��J���! �D�O�<������#����A��??�?J� ���?G�<� ��\<����<���s��>#�� �������� A���
@F����������J���!�?� <������?�G������ J�D�O GF��#�"�� Vibrio spp. ���F��<�����A���G��A��?�A�
��A��I< ����������  

 
G�����@?���!�����>�D�#J� � �O�A��?�A���A��I< ��������������J������ 10 #��    

(G��I�@>O�����#�� 40 #��) @��������@?���@>O 2 ��� 3 !J���!E������@���� �!�� ���<J#��AKJG�
 >!J��?�� ?���������������������EG���������!@>��>�<��� Bacillus ��
������������D�O��������
�� �!�� ���������"�#�#���� ����!#��A����?�����>����D�O��J#������������������� �!�� �����J��
�J����O�� �?��� �B������J���!������@���?����A�� �����G�D�O ���������G��K������ ��������
��?�?�  

 
G��I����=T�P��>�GT� >"���<��#J�!#���� B. licheniformis 5 ��� �J���A�� 1 �������  ��
�

����������I< ��A���A�����"�#�#���� ���#���#��#�����?�����>��� �D�O�����?�����@F����
"�������� �!�� ����?���J�� >���<�@L���D 



@�"�� !'���@����! 

 @�"� 
 

1.  �������������!@>��>� Bacillus spp. G���F��<�"������"�#�#����              
(Litopenaeus vannamei, Boone) G��W��E �����@>O��>���?�#�!#� �!Z �������!#� �!Z �OF�         
D������ Bacillus 5 ���? !�� B. licheniformis, B. cereus, B. coagulans, B. sphaericus ���             
B. subtilis 

 
2.  ���<�@L���D����������������� Vibrio harveyi ?�#�#�L> cross streak D�#J������                

B. licheniformis <��D��L�E BLF ��� B. licheniformis <��D��L�E BLS �<?�!�B< ��������������   
����G��K"������� V. harveyi AQVH03 (Inhibition activity) ����� B. cereus <��D��L�E BCES ���    
B. sphaericus �<?�!�B< �������!���!���D���@>O"������� V. harveyi  AQVH03 (Colonization 
activity) <J#������ B. cereus <��D��L�E BCEF, B. coagulans ��� B. subtilis � J�<?�����������       
V. harveyi  AQVH03 � �O��F������ Bacillus spp. @>O����?� �@F����@?<��!#� <� ��\�����    
�?��� �B V. harveyi AQVH03 ����F�@���!#� �!Z  20 ppt D�#J� Bacillus @�����?<� ��\�?
��� �B V. harveyi  AQVH03 �?�@>O��?���J�� e ���                    

 
3.  ������ B. licheniformis ��� B. subtilis I< ��A�� ��
�����������@>O��?��!#� 

�"� "���J�� e �D�O���������� �!�� ���"������"�#�#����  D�#J� ������ B. licheniformis �D>�����?
�?>�#@>O��?��!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������   >I�@F��A�!J���!E������@���� �!�� ���  
<J#��AKJ @������ �B� Z?����?�#  ��G��� "������a E phenoloxidase !J� Percent phagocytosis 
�����G��� "����F�����?�����@F�����������!@>��>� (bactericidal activity) <���#J���?���@?���
��O� e �������J��G�����J !#�!�  ��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05) @>O�����#�� 30 #�� ���� �O�
A��?�A���A��I< ������������?���� �!�� ���G��?�� ���#��!J���G��� "��� Z?����?�����
�������<�O��������  <J#�I������������������ Vibrio spp. ���F��<�"������ D�#J�����@>O��>���?�#�
��A��I< ������������@����?���@?��� >GF��#������ Vibrio spp. ���F��<������#J���?!#�!� 
��J�� >���<F�!�K@��<\��� (P<0.05)  
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4.  ���@?����A���A��I<  B. licheniformis !#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������        
@��#�� ���#���#��#�� D�#J���?���� �!�� ���"��@���<�����J @?���� J����J�����@��<\���        
(P>0.05) ���#��!J� Bactericidal activity aTO���?���@?���@>O�A���A��I< ����������@��#��      
 >!J�<���#J���?���@?���@>O�A���A��I< ����������#���#��#�� �����=T�P�!�����>�D�#J� ������ 
B. licheniformis ��?��!#� �"� "�� 5 ��� �J���A�� 1 �������  ��
�����������������"�#      
�#����  �A�I�?>�������������� �!�� ��� ����?��� �B����� Vibrio spp. ���F��<� �?�<� ��\�A�
#���#��#���?� ���!#��A��J����O�����?�����>��� 

 
'���@����! 

 
 1.  ����"�#�#���� ��
�<��#E����?��Z�aTO� >����������>O���������J�����"T�����<��#�
�#?��� ������ aTO�<J�I��J������� �!�� ���?�#� ?������GT�!#� >���=T�P��D�O ��� ��>O�#�����GG��
@��<�O��#?��� ����������J�������<���@���� �!�� ���"������"�#�#����  �D�O���
���#@��
G�?������������>���!#�!�J����������������������A����?�������E<��<�?�J���  
 

2.  ��GG���������>�������"�#�#���� ��� ��>�����D���@>O��F�G�? ��"T�� GT����<���KA���!
@>O���?G����!@>��>������� A����
����?�!#� >���=T�P��D�O ���  \T����<�@L���D������           
���������� �D�O��������������<���@���� �!�� ��� ���!#� ����@���J���!�#��<�J�� e  
 

3.  �����������������J# ���#�L>��O� e ��J� D�>������������
��>���#@��A�TO�@>O��G
<� ��\�D�O ���<�@L���D"�������������������������>�������"�#�#���� �?� 

 
4.  !#� >���=T�P���>O�#�����������T?����I����F��<�"������� Bacillus ���F��<�"��      

����"�#�D�O ���  ������������������� �!�� ��� �D�O���
���#@��������L����!#� <� ��\�����
��������� �!�� ���"�������������������?�?>��O�"T�� ���O��G����GG���� >���=T�P���>O�#�������
?����J�#���������� �� 

 
 



���@��� !@�K�������� 
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@���&%B�BK
��@]�F���������C����D$�B��%� �"  
 
1.  10X MOP buffer 
 
 200 mM [N-Morpholino] proprapane sulfonic acid 
 50 mM Sodium acetate 
 10 mM EDTA 
 
 ���� pH �A��?��@J���� 6.5-7.0 ?�#� NaOH 
 
2.  PBS buffer (Phosphate buffer saline) ��� ��� 1,000  �������� 
 
 NaCl   8.0 ���  
 KCl   0.2 ���  
 Na2HPO4  1.44 ���  
 KH2PO4  0.24 ���  
 
 ��� ��F����O���� ��� 900  �������� ���#���� pH �A��?���� �B 7.4 ?�#���?������"� "�� 
(Conc. HCl) G��������� ��F����O��A�!�� 1,000  �������� �F����J������?�#�A ���TO�!#� ?���� 
(Autoclave) @>O��BA�� � 121 ��=��a��a>�< ��
��#����� 20 ��@> 
 
3.  1.0 M IPTG (Isopropylthio-β-D-thiogalactoside) 
 
 Isopropylthio-β-D-thiogalactoside 2.38 ���  
 ��F����O���� ��� 100  ��������



 

4.  X-gal (5-Bromo-4-Cholo-3-Indoyl-β-D-Galactopyranoside) 50 mg/ml 
 
 5-Bromo-4-Cholo-3-Indoyl-β-D-Galactopyranoside 100  �������� 
 Dimethyl-formamide 2  �������� 
 
6.  Ethidium bromide (5 µg/ml) 
 
 @F���
� Stock solution "�� Ethidium bromide �?������I� Ethidium bromide ?�#���F� 
deionized �A� >!#� �"� "�� 1  ������� �J� �������� G������GT����>� !#� �"� "���D�O����<F�A�����J 
Agarose gel �A��?�!#� �"� "�� 0.5 � �!���� �J� �������� 
 
7.  Marker 100 bp ��� ��� 60 � �!����� 
 
 100 bp DNA Ladder plus  10 � �!����� 
 6X Loading dye solution  10 � �!����� 
 Distilled water    40 � �!����� 
 
8.  5X TBE (Tris-Borate-EDTA) ��� ��� 1,000  �������� 
 
 Tris base   54.0 ���  
 Boric acid   27.5 ���  
 EDTA (pH 8.0)   20.0 ���  
 
 ������� ����A��?� 1,000  �������� ���#GT��F����J������?�#�A ���TO�!#� ?���� 
(Autoclave) @>O��BA�� � 121 ��=��a��a>�< ��
��#����� 20 ��@> 
 
9.  10X Loading dye 

Ficol 400 7.5 ���  
Bromphenol blue 0.125 ���  
��� ��F����O�@>OIJ������J���������# 50.0  �������� 
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���^P����� DNA  $�L@%�'��@$P�_  	��&�B��B��M������ (Transformation) 
  
1.  ������>�   Competent Cell 
 
 1.1  �F��!���>�?>O�#"������� E. coli <��D��L�E JM109  ���>�������A����>�������� LB broth  
��� ��� 2  �������� @>O��BA�� � 30 ��=��a��a>�< �J ����"�J����"�� !�� (16-18 ��O#� �)  
 
 1.2  ��J��a��E@>O��>����?���� ��� 1   �������� ���>����J���A��?@?���@>O >��A�� LB  
broth  ��� ��� 9  �������� �J @>O��BA�� � 37 ��=��a��a>�< ��� 3 ��O#� � ���#GT���J����F��"Z���� 
10 ��@>  
 
 1.3  ��J���A����>����a��E�<J��A��? Microcentrifuge tube "��? 1.5  �������� ����A J
GF��#� 6  A��?  �F��������A#>O����Z��a��E@>O!#� ��Z# 3,000 ����J���@> ��BA�� � 4 ��=��a��a>�< 
��� 3 ��@> ���#GT�?�?��A����>��������@��� �A����|D�������<>"�#  
 
 1.4  ���  100 mM CaCl2 ��� ��� 625 � �!����� I< <��������A��"������?���������
?�?"T��?�?�� ���#GT���J����F��"Z���� 30 ��@>  
 
 1.5  �F��������A#>O��@>O!#� ��Z# 3,000 ����J���@> ��BA�� � 4 ��=��a��a>�< ��
��#��       
3 ��@> ?�?"���A�#<J#���@��� ���#���  100 mM CaCl2 (@>O >  15% Glycerol) ��� ��� 375  
� �!����� I< <��������A��"����� G�������F�����Z�@>O��BA�� � -80 ��=��a��a>�<G��#J�G�
�F� ���� 
 
2. ����!��O������ DNA ���I< �"��<�J�a��E�G������?�#�#�L> Transformation 
 
 ����!��O������ DNA ���I< @>O���>� �?��"��<�J�a��E��!@>��>��G���������#�L> Heat shock 
transformation �?�������  Ligation  product ��� ��� 5 � �!���������A��? Microcentrifuge 
tube "��? 1.5  �������� ���#�<J Competent cell @>O���>� �?���� ��� 100 � �!�����            
G������I< �A��"������?����?>?��� e ���#��J�#�����F��"Z���� 25 ��@>  GT��F����J @>O��BA�� �   
42 ��=��a��a>�< 50 #���@> G�������F���������J����F��"Z�@��@> ��
��#�� 3 ��@> ���  SOC 
medium ��� ��� 900 � �!����� I< �A��"��������#��?���A��??�#�D���W��E  G�������J ���
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�"�J�@>O��BA�� � 37 ��=��a��a>�< ��
��#�� 1 ��O#� �  30  ��@> ���#�F� ������A#>O��@>O!#� ��Z#  
6,000  ����J���@>  ��BA�� �  28  ��=��a��a>�<  ��
��#����� 5  ��@>  G������?�?��� ���"��
<��������# ����A��A����D>��  100  � �!�����  I< ����������A����>��������@>O�A����A��"��
��� ���#�F�<�������@���A ?�����>O�������A�� LB agar plate @>O >���s��>#�� Ampicilin 100 
 ������� �J����� aTO��?� >������>O� X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside)          

!#� �"� "�� 50  ������� �J� �������� ��� ��� 20 � �!����� ��� IPTG (Isopropylthio-β-D-
galactoside) !#� �"� "�� 100 mM ��� ��� 100 � �!����� ������A�� LB agar plate �#��J��
���# G�������F����J @>O��BA�� � 37 ��=��a��a>�< ���"�� !��!�?������a��E@>O >D��< �? DNA 
<��I<  �?�!�?������!���>"�������@>O��
��!���>�?>O�# e <>"�# aTO�!�?#J�G� >D��< �? DNA   
<��I<  ���>����J��� LB-Ampicillin plate �D�O����>� ��
� Master plate <F�A����F�����������
��#G<��I�����!���J��� 
 
3.  �����#G<��I�"������!�� 
  

      �����#G<��I�"������!�� G���=�����@F�  Colony  PCR  �D�O���#G<��!#� ��#
"���F�?����#!�>���@?E �?����  Universal  primer  ���?  M13 Forward  ���  M13  Reverse  aTO� >
�F��A�J����J@��?���a������"#�"���F��A�J� Multiple cloning site �� �F�?�� �������#G<��A�
���� Insert "���>�@>O<��G �?����@F� Colony PCR G�����!���><>"�#"����!@>��>�@>O�?� >���
!�?������#��� Master plate  ������
� Template <J#�<���! >@>O��������@F��s������� >?���>� 
 
 10X  Taq Buffer  @>O >  (NH4)2SO4  1.500   � �!����� 
 2.5 mM  dNTP    1.600   � �!����� 
 5 mM  M13 forward primer   1.500   � �!����� 
 5 mM  M13 reverse  primer   1.500   � �!����� 
 1.25  mM  MgCl2    1.875   � �!����� 
 5 U/UI  Taq  DNA  polymerase  0.200   � �!����� 
 Distilled  water    6.825   � �!����� 
     ��� ����#      15.000   � �!����� 
 
 ���� �G�� W��A��� Micropipette  tip @>O<���?������?����� �">O��!���>"����!@>��>�@>O
���������#G<��G�� Master plate �<J����<�������@>O���>� �#���A��? PCR "��? 200 
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� �!����� G�������F�A��? PCR @>O�?��<J���!��O�� Thermal cycle machine �D�O��D�O ��� �B DNA 
<F�A�����BA�� �@>O���������
�?���>� !���J#���� �����BA�� � 95 ��=��a��a>�< ��� 5 ��@> �J#�@>O<��
�����BA�� � 95 ��=��a��a>�< 30 #���@> 55 ��=��a��a>�<  30 #���@>  ��� 72 ��=��a��a>�< 1 ��@> 
30 #���@> GF��#�  30 ��� ����J#�@>O<�  72 ��=��a��a>�< 5 ��@>   
 
�����C Plasmid DNA C�������_%	��CM]����! 
 
 G���I�@>O�F�?����#!�>���@?E"�� pGEM-T Easy (��DI�#�@>O 1) aTO���
�  Cloning vector  
@>O >G�?��?"������a E��?GF��D�� (Restriction  enzyme)  ���?  Eco RI ���J@���<��?���"������ Insert 
?������GT��������a E���?  Eco RI  ��
�����a E@>O����������? Recombinant DNA @>O�?�G�����
�!�� aTO� ><J#������������@F��s�������?���>� 
 
 Plasmid DNA    2.00   � �!����� 
 10X  Buffer  Eco RI    2.00   � �!����� 
 Eco RI     0.25   � �!����� 
 Distilled  water    5.75   � �!����� 
     ��� ����#      10.00  � �!����� 
 
 �F�<J#�I< @���A ?�<J����A��?"��? 0.6  ��������  G�������F����J @>O��BA�� � 37  
��=��a��a>�< ���"�� !�� (16-18 ��O#� �) ��#G<��I�"�����@F��s��������?����#�L> Agarose gel 
electrophoresis �?���� Agarose gel @>O�"� "�� 1% ����W�W��E 1X TBE �?����!#� �J��=���E�WW�� 
100 �#��E ��#G<���\� DNA ?�#������� �� Ethidium bromide @>O!#� �"� "�� 0.5 � �!���� 
�J� �������� ��#G?��\� DNA ���\J����D�\� DNA �������<��������#����� 
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#��L����BK 1  (�) �I�@>O"��  pGEM T-Easy cloning vector  

(") �F��A�J� Promoter ��� Multiple cloning size 
 
�BK%�: Promega Corporation (2009) 

(�) 

(") 
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��F��� B����_  	�%NC� ��C K-199 � !@�������������'N����'��� ��C 
 
1.  <J#�I< "����A����>����a��E� Z?����? K-199 
  

1.1 M-199 
��A����>����a��E Medium-199 GF��#� 1 a�� I< ���  NaHCO3 2.2 ���  �����?�#�

��F����O� ���������� ���G�!�� 500  ��������  
  

1.2 Salt Mixture ������?�#� 
 

- KCl   0.4 ���  
- MgCl2.6H2O  3.3 ���  
- MgSO4.7H2O  3.0 ���  
- NaH2PO4.2H2O  0.05 ���  

 
�F�<J#�I< @���A ?�����?�#���F����O� ������� ����A��?� 100  �������� 

  
1.3 NaCl 

����� NaCl 11 ���  ����F����O� ���#������� ����A��?� 100  �������� 
 
 1.4  CaCl2.H2O 

����� CaCl2.H2O 0.9 ���  ����F����O� ���#������� ����A��?� 100  �������� 
 
 1.5  L-glutamin 

����� L-glutamin 0.015 ���  ����F����O� 1  �������� ���#����IJ�����?�P����
"��? 0.22 µm 
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2.  ������>� ��A����>����a��E K-199 ��� �B100  �������� 
 
 2.1  I< <��������� �F�?�� ?���>� 
 

- M-199   50  �������� 
- Salt Mixture  10  �������� 
- NaCl   10  �������� 
- CaCl2.H2O  10  �������� 
- L-glutamin    1  �������� 
- Hepes           0.238 ���  

 
������� ����A��?� 100  �������� ?�#���F����O�@>OIJ������J������ 

 
2.2  ���� pH �A����J���J#� 7.3-7.6 ?�#� HCl A��� NaOH  

 
3.  ������>� <�������������"Z���#"������? 
  
 ���  Tri-Sodium Citrate Dihydrate (C6H5Na3.2H2O) !�?��
� 10 ����E�aZ��E"����A����>���
�a��E� Z?����? K-199 
 
@���&%B
�������&��!F	 Phenoloxidase activity 
 
1.  <������� cacodylate buffer  pH 7.4 
  

I< <������� 0.2 M sodium cacodylate ��� �B 50  �������� <������� 0.2 M HCl 
��� �B 2.7  �������� ������ ��F����O� 47.3  ��������  
 
2.  L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
  
 ����� L-dihydroxyphenylalanine 4  �������  ����F����O� 1  �������� 
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3.  <�������@���a�� 
 
 ���>� G�� 0.1% @���a���� cacodylate buffer 
 
@���&%B
�������&��!F	����B� 
 

1.  reagent a 
  
 ���>� G�� 2 % Weight/Volumn Na2CO3 ������� 0.1 M NaOH 
 
2.  reagent b 
 

���>� G�� 0.5% CuSO4 ������� 1% Dipotassium tatrate 

3.  reagent c 
 
 ���>� G�� reagent a 50  �������� �# ��� reagent b 1  �������� 
 
4.  reagent d  
 
 ���>� G�� Folin 1 <J#� I< �����F����O� 2 <J#� 
 
@���&%B
�������&��!F	 Phagocytic Activity 
 
1.  <������� Shrimp Saline 
  

- NaCl    28.4 ���  
- MgCl2.6H2O  10.0 ���  
- MgSO4.7H2O  2.0 ���  
- CaCl2.H2O  2.25 ���  
- KCl   0.7 ���  
- Glucose   1.0 ���  
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- Hepes   2.38 ���  
 
I< ����F����O� 1 ���� ����?�#����?�P����"��? 0.22 µm �<J��"#?@>OIJ�������������# 

��Z��#�@>O��BA�� � 5 ��=��a��a>�< 
 
2. Heat-Killed Yeast 
  

2.1 �F� Bakerns Yeast 0.5 ���   �������� 0.9% NaCl 250  �����������#�� ��
��#�� 1 
��O#� � 
  

2.2 A���G������@F������������?�#� Shrimp Saline @>O 3,000 ����J���@> ��� 10 ��@> 5 !���� 
  

2.3 �F��a��E�><�E@>O�?� �������� �B�a��E?�#� Shrimp Saline �A��?���� �B�a��EGF��#� 
5x108 �a��E�J� ��������  
 
���&]���D���%�D�%NC� ��C (Total Hemocyte count) 
 
����J���������I�# Hemacytometer �����������G��@��=�E�F����"��� 40 �@J�  
 
��� ���"�� Hemacytometer   = �#��� x ��# x <�� 
��� ���"�� Hemacytometer   = 1  ����� �� x 1  ����� �� x 0.1  ����� �� 

    = 0.1 �a���� �� x 0.1 �a���� �� x  0.01 �a���� �� 

    = 0.0001 �����=�E�a���� �� = 0.0001  ��������  

= 10-4  �������� 

GF��#��a��E� Z?����? /  �������� = (!J��|�>O�) �a��E� Z?����?@>O����?� x 104 x !J� dilution 
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���&]���DF�P��'������_%	ux�� ���_��C@ 
 
phenoloxidase   activity  =   unit/min/ mg Protein 
 
�F�A�?�A�      !J�?�?�����<�@>O���>O������ 0.001  =   1    unit 
 

y = 0.3472x

R2 = 0.9894

0
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��� �B����>� (mg/ml)
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m

 
 
#��L����BK 2  ���W ���x������>� (Bovine Serum Albumin) �?�#�L> Lowry (1951) 
 
���&]���D Percent Phagocytosis  
 
Percent Phagocytosis =  GF��#�� Z?����?@>OG������><�E  x  100 
      GF��#�� Z?����?@���A ? 
 



 

��!�������AO�G� � !����]���� 

 
��O� ��� <��� ���<�# ����� =>���?  
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