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��Q�A	����� �����X�A	� Q4��$[��������� P�
���Q���	�\4�����Y�
`��Y$�����Q��Q��Y�$ Y�$����A	�

����A	�������A	�������$�WX�
����
��Y�$  ��$�����
�Y��������>�W��4�Q Y�����
�������	� 
����
Y�$��>������`�\�����\��
�������$��Q�	���$ \�$�X>���� 2 
����	� 
��������\a��
�����P�
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������ �����!������������

���������	��� ����$5�A	������
�4��4�Q��$�Y����Q�!�`�$����
����� ����$���$�����������	�
��
�4��P4�����QW������?��\����A	��4��� ?�@44
����`Q�`4��4�P����>����$��?��$��������W��

������
?��4���3���W����_�� ]b����b��5 ��� 
����_�� ������� �����4���� ������\$�� �4���3
���`Q�`4��4�P����>����$���$��� W���c`��Q4��$[���d^e�P��\$����
`4�Z�P��\$��
�X434�@44
4�� Q4��$[�������� ��$����d^e�
\��
��4������� (���������
��) `Q
��Q4��$[
P��\$��!>��a� ���4���� (��$���5�, 2531)

��"�������������"��������������

���������	�P���� ����$5�4��!���������\�4�����A�`�������$5\����4��!� ���� ��A����
��A�\�� ������$ �����4���A�����������	��QQ`�f�� P	��� �����?����\�4�
a����
�@�����\�4���
X�[X�����`��\
����Q��4�P4�����QW�Y�������� �\��� �`��?\�����
����4���4�P4�����QW� ���4���4
�����A����g�g����>���� ��\�4����
���������4��������������Q 
����"[�P
 
�Y���`��\
�����
����P�X�Q���������������$� 
�X$�
�Ya�X���?��A	������������� 2-4 ���$W
������P������
�`#���-
�44
������\�4���X4�QX4����\�4 �����A�?���4?\���\�4��������\$���?\��4�P�����$Q�� �`��
�i�������4�
����4�Q��\�4��������$�Z� ���W���c`������������
������Q����$���X4�QP�
�W����
�>���������Ya��4��$���������� ���\�4���\���
����4�Q��\�4���?\� (Q��4���5�, 2545)

��`�@5 (2522) �@�Q��$����\�4���������X$4
���A���������`��?\�������������>�_Z
�Y���>�
4������������� X$4
���X5�4���QW�4��� 35-45 ���45�_a��5 P��\�$���� ���\
Z��j� ��A�\��
����j� X�45WQ�k��4� 30-40 ���45�_a��5 P��4	� ������$�\��� ����Y��$ �Y
�� 6-9 ���45�_a��5�
P���A	�
����� �A	�
��\�$���� ����?� 3-4 ���45�_a��5P��$������\�4���g�
 ���$���
��\4�$���
��
g�
 1 ���45�_a��5P��$������\�4���g�
 ���P����AX$4
���4���\� �����4�\���$?��4�
�[���
`��\
��
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��##$%��&������'�&�����

����
���$������
X4���������� (Crustaceans) �
�
�4�QQ!>
�X��
���W4X�QQ�c`���P��P� _Z���	����
W�������Q���A (antibody) �����4�i�������$Y�����$5�A	�����
��A�� ��QQ�
�P	��`���P��P� (non-specific
immune response) _Z����$�?\������P����P�44
Y���
a����� �A	����� �����A��������� m ?�4������
(Soderhall and Cerenius, 1992) 4�QQ!>
�X��
���W4XY��������
�4��Q������� � 2 ���� X�

1. 4�QQ!>
�X��
��������3���_��5 (cellular immunity) �_��5���
�Q�Q���	�X��X��_��5�
a����� 3
���� X� �k������_��5 (hyaline cell) �_
��4��>��45 (semi granular) ��45P�4��>��45 (large granular) ���
�� ����4�����_��5P�Q��������>���Q��� (fix phagocyte) �4�P����>���
��A����� �\��� ���
�A	��\��� \�$?P
�����A����������$`������ m  _Z��
�\������?���4P�Q�����A�W4X (phagocytic activity) ��� ��4\��
���
���
�	�P�������������
 (nodule formation and encapsulation) (Sindermann, 1971; Rabin, 1970)

2.  4�QQ!>
�X��
���?��A	����� (humoral immunity) 4�QQ��A����P����4�	����Y��\��� m
�s���4��� ���� ��4������4�Ya���$Y������ (blood clotting) ��4�����
����� (melanin formation) ���
opsonization 4�QQ����	�X��X�W�4]u������_����������$��A�_����
 (prophenol oxidase activating
system) �����X��� (lectin) _Z��X�����P�Q�����������
 (Sindermann, 1971 ; Rabin, 1970)

(������"����)����*��+��,���-��.��������

�_��5�
a����� (haemocytes) Y��X4�����������Q������� � 3 ���� _Z���Q��W��?����4
��
\4��
�
� P	��$� Y��� ��4���
�����WX4��4���Y���4��>�!��?��_��5�� �\��� X�

1. �k������_��5 (hyaline cell)

�� ��_��5�
a��������
�Y�����a������� 4>�4����Q� ��
 g�$�4��Q Q��X4�A���P`QX����4>�
�4��$� \4�`4�P���45���A�$ Y���Y���_��5
�����g���3>��5���� 6.4-8.3 �
X4�� (?��4[������ �
�_��5��
) \4�
�X$�
�$��� 2.5-3.6 �
X4�� ��$ 6.8-13.9 �
X4�� (?��4[������ ��_��54>�4�\4�
4>��4��$�) (��P��4  ���X[�, 2543Y) 
���$�X����Y���?\����>��4������_��5 
� mitochondria,
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smooth endoplasmic reticulum (SER) ��� rough endoplasmic reticulum (RER) ���� `Q
cytoplasmic granules �`�����a�����\4��
�
���� (Sternshein and Burton, 1980 ; Bauchau, 1981 ;
Tsing et al., 1989)  
�\�����������$Y�����Q�4�Q$���4P�Q��������������
 \4� phagocytosis
(Soderhall and Cerenius, 1992)

2. �_��5�_
��4��>��45 (semigranular cell)

�_��5
�4>�4����� �4>��Y�\4�4>��4��$� Y���Y���_��5
�X$�
�$��� 4.2-6.8 �
X4��
�����$ 9.0-14.2 �
X4�� (��P��4  ���X[�, 2543Y)  ��$�X������>��4�����\4�Y�Q `Q SER
��� RER ���
�� 
��_W�`���
���4��>�
��YZA� Q4��$[g�$�_��5��P`Q�
WX4$���������a�����
���"[�Y���4��>�!��?��_W�`���_Z
 
�Y�����a����`QP	��$����� �������\a�����
�����P�
P��g�$!����� (Sternshein and Burton, 1980 ; Bauchau, 1981 ; Tsing et al., 1989) �	�\������W��
�4�?���4�4��� nodule formation ��� encapsulation 4$
��A�?�4�QQ Prophenoloxidase
(Soderhall and Cerenius, 1992)

3. �_��5��45P�4��>��45 (large granular cell)

�_��5
�Y���?\�������� 4>�4����� �4>��Y� X������Q�_��5�_
��4��>� ���Y���Y���_��5�
P�W��$�� Y���Y���_��5
�����g���3>��5���� 8-10 �
X4��  X$�
��$ 12.2-14.6 �
X4�� ���
X$�
�$��� 7.2-7.8 �
X4�� (��P��4  ���X[�, 2543Y)  ��$�X������>�Q4��$[Y�Q 
� SER ���
RER ������� ���`Q�_W�`���
���4��>�
�� Y���Y���4��>�?��_W�`���_Z

�����g���
3>��5���� 0.7-1.0 �
X4��_Z��?\���$���4��>�?��_
��4��>� (Sternshein and Burton, 1980 ;
Bauchau, 1981 ; Tsing et al., 1989)  
�\������\���?���4�	����?�4�QQW�4]u������_����
(Soderhall and Cerenius, 1992)
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��##$%��&�������)���/�!�*��+ (cellular immunity)

Phagocytosis

�4�Q$���4�����������������
 �� ��4�Q$���4����	�X��Y���
a�����?���4�	����
\4��Q���������������
��A����
���$�� ����
�
���$�����Q��4���Y����?�4������_Z���� ��QQ�
��c`��
�P��P� (McKay and Jenkin, 1970) Y�A����?���4������P�
����"[���������$��Q���$5���
��4��>�
���\��� (Ratcliffe et al., 1985) �4��
P����4�Z����4�\$��������������
��Qg�$Y���_��5 \���P��
��A�g�$Y���_��5P��$���Y���� ������ �]�W�W_
 (phagosome) ���P���
g����Q��W_W_

(lysosome) �����>�!��?��_��5 !��?���W_W_
Q44P�����_
5\������������ �����_
5����	�\������
���������4���$�� acid hydrolases _Z��4$
�Z�����_
5 DNases, RNases, proteases, phosphatases
��� lipases �����
�4�����Y���Y��W
����������������
��A�\���?\��\���� �\��$����� m
�
���_��5]�W��_�54$
��Q��W_W_
 P������� �]�W���W_W_
 (phagolysosome) ���
���4���
��$Y�����_��P� (oxygen burst) �A	��������>���aQ���
�$� ���?��?���4�4��� NADPH P�4$
�Y����Q
���_��P� ������ � superoxide (O2

- ) ��� toxic peroxide (H2O2)   ��4�����$Y�����_��P���
�4�
���P�g������_��P�?�4>��QQ����� �`�" P	��$�W
�������A�\
�P�
�X$�
��
�4�?���4����
�s���4����>� ���
���4�	�������!�X!��?�]�W���W_W_
 W����������X
�������
��c`���P��P�
\���P���	���4�����������$�aP��������$�����>��	�������$���
�P���_��5 (Klein, 1982; Pick
and Keisari, 1980)

��4�`��
P	��$�����a��4��W��
� NADPH �� ���$?\�����a��4���	�?\��������!�X���� m
Superoxide : O2 + e- → O2

-

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

Hydroxyl radicle : H2O2  +  e-  +  H+  →  OH-  +  H2O

!��?���W_W_
 P�
�X��X$�
�� ��4��� ����� (pH) �� ��4� �`4������Q�g�$Y����W_W_

P��^�
�kW�4�P������ (H+) �Y����?���W_W_
 �`�����P�4��"�4���QX��X$�
�� ��4��� �����
?\���� 4.8 _Z���� �X��X$�
�� ��4��� ��������W�4���\�����������
�!�`�� (denature) ����������
��4�	�?\������� ��4�� ��4���AP��� ���4�4��?\�������4�4�����4�4���Q���_��P�Q���������
�� �`�"���� peroxide (Pick and Keisari, 1980)
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4����$��?���4�����4�Q$���4�����������������
�	�\4�Q��4�����$Y�����!�X
�����������
P����������������YZA���>���Q�^PP��\�������� ��������Y�������������
����Y��
�� 4���QY����4�4������_��5����	�\�����������������������
 �4�Q$���4��AQ��X4�A���
�4�
�������?��$���
�������$W
� \4�Q��X4�A���P?���$���� �$�� (Sung et al., 1996)

�_��5�����A�������������$Y���?���4�	�P�������������
?����������	�

��A����������
�4��	�P�������������
�����X� �\��� ���
�A	��\��� \�$?P �����A�����
�����$`�� ��$�����
��A����4�QQ�4�����	�P������`�����a����� W��`Q�_��5�
a����� ����_��5���
P�Q�����>���Q����	�\������?���4���P�Q�����������
?���A������������$ ������4�	�P����������
���
����YZA�W���4��
P��
��_��5�����$�Y��
����
P�Q���$
��_��5�
a������Y��
�4�����

��YZA�P�
������ ����"[�����4���$�� Nodule formation ��� Encapsulation �������
���4�4��� melanin YZA�
����>��	�P��������4������ (��P��4 ���X[�, 2543�)

Fontaine and Lightner (1974) `Q$��\���P��c�����!�XY����X�45
�� (carmine) �Y����?�
��A������������� (Penaeus setiferus) !��?� 1 ���$W
� P�
���4��������
Y���
a������Y��
�\��
���

���!�X�� �_��5����	�\�����������$Y�����Q��4�	�P�����!�X���aP�
���A��
a����� ����_��5P�Q��������>���Q
���?���A��������� m W�����!�X����
�4��4$P`QX���>�?���$���������� 33 $��

Nodule formation ��� Encapsulation

Nodule formation ��� Encapsulation �� ���4\��
���
��$��A�\4������������
 _Z��
�$�@��
��4���_�Q_���
���$���4�Q$���4 phagocytosis ��
�4��	�?\������������
����� ����\��Y��
��4����W4X���
�Y���?\�� \4�
�P	��$�
���>��	�P���� ��4����W��>�P�?���
��
������������

�Y��
��� �P	��$�
�� ��$���4\��\��
�����������
W������X�_>������ P������
�������������

��A�
�Y���?\�� (Smith and Soderhall, 1986)

��4��������W��>� ����?\��\a���44$
��$Y���_��5�
a����� �`�����P�W�Q���
��������
���
 �����������
P��>��	�?\������� ��
����� (melanin) W���s���4���Y������_
5]u������-
_����
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�4�Q$���4����X�_>������ P�X������QW��>�]�45�
���� ����� ��4�Q$���4�������YZA��`��
�������������!�X���
�Y���?\�� ������A�4� \�����$��
 �Y�Y���4��� ���4�����$���� P��
��4�����Y�� Persson et al. (1987) `Q$�� �_��5�
a����������_
��4��>��� ��
a����������4����
�Y�����
4�Q�����������
���
�Y�������g���3>��5����?\���$�� 10 �
X4�� �	�?\�����4>�4���X����
�X�_>�

��##$%��&������.��=����-�� (humoral immunity)

Blood clotting

��4�Ya���$Y�������� ��s���4�������	�X����A�?����$5
��4��>����\�������
�
��4��>�
���\��� �`�����P��i�������4�>���������P��Q���g� �� ��4�Q$���4�������YZA�W���
a���������
�k������_��5����������4�X
����
����4�������4���������������X
�Y��WX��X��>W��P�
(coagulogen) _Z���� ���4����	�?\�������4P�Q��$�� ����� W���� �W�4���\��������$��Q��4�Ya���$
Y������_Z����>�?��A	�����Y�� X4����������\������� �	�?\�������4�Ya���$Y������ ��4��������
��
��
�4��Ya���$��� ��P����
�P����4����
a����������k������_��5
��4�
�[����P����4�����A�
P�����4��5 (Martin et al., 1993)

Prophenoloxidase activating system

Prophenoloxidase activating system �� �4�QQ����	�X��
��?���4��Q�����������
�������
?����$5�
�
��4��>����\��� _Z���4���Q��$�����_
5����	�X�� X� ]u������_����
(PO) P���>�?�4>�Y�� pro-enzyme ����4���$�� W�4]u������_���� (proPO) ��� ����_
5?�����

�_�4��W�4����� W��P��	����4�$
��������
�4�QQ (Leonard et al., 1985; Soderhall et al., 1994)

�4�Q$���4����	�X��Y��4�QQ��A�4��
P�� Prophenoloxidase ��������� � phenoloxidase P�
�� oxidize ��4����
]u��� (phenol) ?\��� ���4�4���QX$�W�� (quinone) ���$����������� �
�
��������?������� \������Y���
�����P���$�?���4��Q��A�\4��i�������4�P4�����QW�Y��



11

��A��QX���4�� ��4��������QX���4�� (antibacterial substances) �� ���4�4���QY�A��������������P��
�4�Q$���4Y��4�QQW�4]u������_���� ��������$��Q����_
5]u������_���� 4$
��A�X�[
�
Q���?���4�i�������4�P4�����QW�Y��`$��QX���4�������A�4� (Hose et  al., 1987)

Sung et al. (1996) `Q$�� Prophenoloxidase Y�����������	� �������
�4�
�������Y�$ ��$�
?\��P���>�?��_W�`���_Z
Y���
a�������A� semigranulocyte ��� granulocyte ���P����A���$���
`Q����_
5������A
���4�`4��4�P����>�?���A�����\�����$�Y����$���� P����43Z�"�Y��
��P��4 ���X[� (2543�) `Q$��X$�
$����$Y������_
5]u������_�������$��X4��\5���P���
a�����
����A	���������
�X������������ W��`Q�4�
�[����_
5�������$ X���Y����>�?��
a����� ���
�4�
�[��	�?��A	��������������	�

�	�\4�Q��4�4�����4�QQ Prophenoloxidase activating system ��A��
�4��4��������W��
lipopolysaccharide (LPS), peptidoglycan (PG) ��� β-1,3-glucan _Z���� ���$��4���Qg����_��5Y��
��A��QX���4�� �������5 (Soderhall and Hall, 1984)

Supamattaya et al. (1994) 4�����$�� \���P����4�����A��$4���$�Y�$���\�$�\���?�����
�����	�P��	�?\��4�
�[�
a�����?�4�QQ�\��$������������
�� 4$
��A�X��X$�
$����$Y��
����_
5]u������_������a������$� �����P��P	��$��4��>�?��_W�`���_Z
Y���_��5�
a�����
����

Bactericidin

��4���#�@�������QX���4��  (bactericidin)  �� ���4�����QX���4����
�4��>�����	�
?\��>�YZA��
�����4�Q��4�4�����  �
���X$�
4���  ���
�X$�
P	��`�������A�Q������  #�@������
�QX���4����
�4�`Q�����A���$�`���
�  _�4��
  ���?���4�����  HLS  (hemocyte  lysate
supernatant) (������, 2545)
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Cytokine-like factors

cytokine-like factors   
�\��������$�4��"�X$�
�
����5Y������?�4�QQ!>
�X��
��� ���
��$�?���4�4�������4�\$���4�QQ!>
�X��
�����Q4�QQ��� m ?�4������ Cytokine-like factors
?����������� W�4���Y��� 76 kDa _Z��
�\��������$��4������4�Q$���4 Phagocytosis ��$�?���4�Z�
���4�\$����_��5�
a�������Q�����������
Y[�������4\��\��
�����������
 (Smith and
Chisholm, 1992) ��������4�
��4�	����Y��4�QQ Prophenoloxidase W����$�?\��_��5�
a�����
����  semigranular  ��� large  granular  ����  degranulation  
��YZA�  �	�?\�����_
5?�4�QQ
Prophenoloxidase �>���������
�
��YZA�  (Johansson  and  Soderhall, 1989)

'�&�)�������#����������

W4X���������Q���������	�?��4���3��� ��$�?\��P�
����\��
�P���^�\���4�����A�
�QX���4�� �$4�� ��A�4� ����4���\������������A

1.   ���\������P����A��QX���4��

W4X�����A��QX���4���� ����\����4���Y����������	�X��������`Q$����A��QX���4�����
W4X������4�A����>�YZA��4���m

$�Q4�W�_�� (Vibrisis) �� �W4X�����A��QX���4��?������������P���QX���4������ Vibrio����
����

- V. harveyi ���\��Y��W4X�4�����
- V. parahaemolyticus
- V. vulnificus ���\��Y��W4X���A���	�

2. ���\������P���$4��

W4X�����A��$4���� �W4X����	�X��������?\�����X$�
����\������34"���P�� ������

�� �$4��������W4X?��4���3����������
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- Penaeus monodon baculovirus (MBV)
- Infectious Hematopoietic and Hypodermal Necrosis virus (IHHNV)
- Hepatopancreatic Parvo-like virus (HPV)
- Yellow Head virus (YHV)
- White spot syndrome virus (WSSV)

3. ���\������P����A�4�

W4X�����A�4�
��P��� �W4Xc$�W���� �
�X������X$�
����\������34"���P
�����
��A�4�������W4X�����������

- Lagenidium sp.
- Fusarium sp.

4. ���\������P���4���

- �4���!����� ������ Zoothamnium sp., Epistylis sp., Vorticella sp. ���
Acineta sp.

-   �4���!��?� ������ Agmasoma penaei (microsporidian) ��� qreqarine
(Flegel et al., 1992)

����.��������'�&.�# �����������

����?���4����W4X?�Q�����A�����������	� �� ����!�`��� 1 ���
���4P����4X�[!�`�A	� X�[
!�`��� ������_��P����������A	�����\
���
 ����
�
���A����W4X����?��4�
�[
�� P��	�?\�����
��
��4�P4�����QW� �����Y!�`�Ya��4� ?�����4����Y��
 ���
���4P����4�����$����
�
��� �4���Q
��Q��4
���A����W4X?��4�
�[�>� �����aP�
�X$�
�����������4����W4X�>�������?������� $�@���4���
��
�4�P��	���?��?���4P����4������^PP�� ������ W�4�QW���� (probiotics) \4���4�4�����
!>
�X��
����`���	�?\������Ya��4� ��4P����4X�[!�`�A	� ���  ������_��P����������A	�����\
���
��Q
��4���A������ �	�\4�Q��44��"�W4X�����A� �a��P���
�X$�
P	��� �?���4?����4�s���$��?��4�
�[
`��\
���QQ�
�����X$�
P	��� � �`�����^�\���4�A���\4�
�!�$��������Q�g�$��� �����
�4�
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���g������4��Q��A�P�����4��5����P�����
���$��Q�\������ ���?��A	���� (3�4�4���5�, 2539)

!�`��� 1 X$�
��
`��@54�\$������������	� �����$����
?�Q�����A������ �����A�W4X 4$
��A�$�@���4���?���
?���4P����4Y��������^PP�� ���
� : 3�4�4���5 (2539)

��4?����4�s���$���`���i�����\4�4��"�W4X���� ���g>����A������?��?����4��>�����X$�
P	�
�� ����?��?�4����$������
��\
���
 ���P��P�����X��?��P����>����$���������4��X���?������
��
P�QP	�\���� ( X
���, 2539) �	�?\���A����W4X������4�A����>�YZA��4���m 
�g��	�?\���44��"����YZA�
(Flegel et al., 1992) �4���Q��Q�^PP�Q������g>��	��Y������Y���4���3���
���4�	�\��
��4���
���X��g���!�[�5�������������4����X�[!�` �4�3P����4��X��� �	�?\���$�����4���A������P	��� �����
����4?���������4�X
 ���?����$������$!�` (probiotic) 
��YZA�

���������	� ��A�W4X

�����$����


W�4�QW����
��4�4�����!>
�X��
��� ��4�s���$��

X�[!�`�A	� ��� ������_��P������
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'���#'����

W�4�QW���� ( Probiotics) 
�P��!�"��4�� ���$�� ��`����$��� (for life) (Fuller, 1992)
Metchnikoff (1907) ��$���� �g>��	�����W�4�QW���� 
�g������`�
`5?�\����� The Prolongation
of Life \���P����A�X	�$��W�4�QW�����>��	���?��?�\��� m �����$���� ���
�g>�?\�X	�P	����X$�

���� m ���X�

Lilly and Stillwell (1965) \
���Z� ��4����4���W��P�����4��5����\�Z�� ���
�g��4�������4
�P4��Y��P�����4��5�������\�Z��

Parker (1974) \
���Z� P�����4��5�����4�����$��4�QX$�
�
����5Y��P�����4��5?��������
��\�4

Fuller (1989) \
���Z� P�����4��5
���$�������4�
?���\�4 ���?\�g��4�W���5������$5�
�P��Q��� (host) W����$���4�
P�����4��5?����������\�4Y�����$5��A� m ?\���>�?��!�`����
����5�

Havenaar and Huis in�t Veld (1992) \
���Z� P�����4��5���
���$������`�����A���� �P�����4��5�
��������$\4��QQg�
 �	�����4�
?\�������$5���X� ���$
�g��4�W���5������$5���X���A� m
W����$���4�
X�[�
Q���Y��P�����4��5�4�P	�����

&��	�#����)��)��'���#'����

X�[�
Q��������Y��W�4�QW���� (Fuller, 1989; Havenaar and Huis in�t Veld, 1992) 
������A

1. �� ����`��@�5���?\�g��4�W���5������$5 ���� �`��
��4�P4�����QW� \4�����������W4X

2. �
��� ����`��@�5������?\�����W4X P�����4��5W�4�QW���������X5�4���QY���_��54$

��A�g���!�[�5Y���_��5�����
��4����s���4�������� �`�"\4����
��4a������$�P��Q���

3. ��
�4�X$QX�
\4���Q��A���4�P4�����QW�Y���QX���4��������?\�����W4X����
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4. 
���4�P4�����QW�����`��
P	��$���������4$��4a$?��	��������4�����$���?\��
W�������`���Z�g����	���� �� ���4�i������QX���4��������?\�����W4X

5. ������!�`�$����
���� m ����� ���� �!�`�4� ����4�
�[��4��\�4���� \4�
��
X$�
����������4`�"

6. 
�X$�
��
�4�?���4�P4�����QW���������$���[\!>
��$���4�\$��� 20-60°C

7. ��
�4��4�����4�s���$���`����Q��A��QX���4��������?\�����W4X����

8. g������� ��
�4�������!�`��4��aQ4��"�����
���4?����� ���
�P	��$��_��5������
#�@��X���� ���� ������!�`�\������?�4>�g� �����A�P�����4��5���P��	������?��!�`�������$ PZ��� �
P�����4��5�����
�4��4�Q��$������

9. �� ����`��@�5���
����"[����`��@��44
X���� �
�
���4�������`���
��

'���#'����.����������)=!	���+�=��

W�4�QW����
���4?�����������`4�\��� ?�������A�?�
��"�5 (Holzapfel et al., 1998) ���
���$5Q� ���� ���4, $�$, �`� ������ (Fuller, 1992) 
�������$ ���?���4�`�����A�����$5�A	�
���4?���
W�4�QW�����
��`4�\������ W��$�����4���X5��4�	�
�?�� �`������4?����4�s���$�� P�����4��5�
W�4�QW�������
���4?��?���4���A�����$5�A	�����?���4����� 1
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��4����� 1 ��4?��P�����4��5W�4�QW����?���4�`�����A�����$5�A	�

(���	���+�=�� �������)!+�
'���#'����

�������)!+�)�.(�.����
�"�)�!����."�����'�&

@����/A��� ��!��������

���_��
�� Pseudomonas
fluorescens
���`��@�5 F19/3

Aeromonas
salmonicida

-  X$QX�
W4X������ Smith and
Davey (1993)

���_��
�� Vibrio
alginolyticus

A. salmonicida
Vibrio anguillarum
Vibrio ordalii

-  X$QX�
W4X������ Austin et al.
(1995)

���_��
�� Lactobacillus
plantarum

A. salmonicida -�
���
�4�X$Q
X�
W4X��� ����
��
�4���3����>����
g����	�����

Gildberg et
al.(1995)

\�����4

(4�����$����)

CA 2 �
����$��X4��\5� - �4�������4�P4��
���QW����
����4�
��44���>�

Douillet and
Langdon
(1994)

��� flounder Lactobacillus
���`��@�5 DS12

�
����$��X4��\5� - �4�������4�P4��
���QW�

Byun et al.
(1997)

\�����4

(4�����$����)

Aeromonas
media
���`��@�5 A199

Vibrio tubiashii - �����4���4���
- X$QX�
W4X������

Gibson et al.
(1998)

��������`������ Bacillus sp. Luminous Vibrio - 
����4���44��
�>�
- ��
�4�����A�����
���

Moriarty
(1998)
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��4����� 1 (���)

(���	���+�=�� �������)!+�
'���#'����

�������)!+�)�.(�.�
����"�)�!����."��

����'�&

@����/A��� ��!��������

���
Callionymus
sp.

Bacillus spp.
���`��@�5 NM12

Vibrio vulnificus - X$QX�
W4X������ Sugita et al.
(1998)

\���X4�
(4�����$����)

Vibrio sp. V. anguillarum
related (VAR)
pathogen

- X$QX�
W4X������ Riquelme et
al.(1997)

���������	� Bacillus
���`��@�5 S11

V. harveyi - �4�������4�P4��
���QW� ���
����4�
4���>�
- X$QX�
W4X������

Rengpipat
et al. (1998)

��� Rainbow
trout

P. fluorescens
���`��@�5 AH 2

V. anguillarum - X$QX�
W4X������ Gram et al.
(1999)

���������	� Bacillus sp. Vibrio sp. - X$QX�
W4X������
- 
����4���44��
�>�

Moriarty
(1999)

Oncorhynchus
mykiss

Carnobacterium
sp. ���`��@�5
BA211

A. salmonicida - X$QX�
W4X������ Irianto and
Austin (2002)



19

��4����� 1 (���)

(���	���+�=�� �������)!+�
'���#'����

�������)!+�)�.(�.����
�"�)�!����."�����'�&

@����/A��� ��!��������

����Y�$ -Vibrio ���`��@�5
P62
-Vibrio ���`��@�5
P63
-Bacillus ���
`��@�5 P64

V. harveyi (S2) - X$QX�
W4X������
��A� 3 ���`��@�5
- Bacillus ���
`��@�5 P64 ��
�4�
�4�����!>
�X��
���
������

Gullian
(2004)

���������	�
(4��� PL18)

Pseudomonas
���`��@�5  I-2

V. harveyi
V. fluvialis
V. parahaemolyticus
V. damsela
V. vulnificus

- ��
�4���Q��A���4
�P4�����QW�Y��
��A�������

Chythanya
et al. (2002)

��� Gilthead
seabream

- Lactobacillus
delbr������
- B. subtilis

- - ��
�4��4�����
!>
�X��
���������

Salinas  et al.
(2005)

���.(��'���#'�������#�����)=!����������

��4?���W�4�QW�����X� ��4?��P�����4��5�`�����������$ \4���4?��P�����4��5\��� m ����
����	���4X���������`��@�5���$�	�
��4�����5?����Q��4���A�������`��?\������4�W���5W���� �
P�����4��5���`Q���$��?��\����A	� �����`A�Q�������
�4��`��
P	��$���������
�� 
�g�W���4�
�����4X$QX�
�����Q��A��QX���4������	�?\�����W4X?����������	�_Z����PP�?��?����"[���4g�

��\�4?\��������\4�?��!�$��A	�W���4�
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���P����AW�4�QW�������P���� �P�����4��5�`����4�
��4�P4�����QW������4�
!>
�X��
�������
���� �`��?\�����X$�
�
����5?����������\�4 _Z������P�����4��5�4�P	�����
���A�������
��������$����
�
��
���4�����
����5���
��4�
�[�QX���4�����W4X
���$��P��	�?\���������W4X����� ����\�����4
���?�������

��������������'���#'����.�����������

1. ��4��������

��4?��P�����4��5����
����?\�����W�"������������	����
���4�P4�������4$��4a$����Y����
����`A���� ������\�44$
��A��^PP����� m P���QX���4��������?\�����W4X �`���4�����$���?\�W������
YZA�
� \4�
��4�
�[
���$���QX���4������	�?\�����W4X ����P���
�4��4�����4�s���$���`��
��Q��A�\4��	�����QX���4��������?\�����W4X��� ��4����`A���������\�4Q4��$[�	�����`���4�����$���
?\�W������ PZ��� ����\��?\��QX���4��������?\�����W4X�>��	�P��������4��������� �!�`��4Q��
��������P�����4��5W�4�QW�����g���YZA� �����4������� �����!�`�� ��4��	�?\��QX���4�����W4X��>�
?��!�`�$����
����
��\
���
�
���
�4��	�����4�������������

2. ��4�4�����4�4�����!>
�X��
���

�����P��4�QQ!>
�X��
���Y�����������	��� ��QQ�
�P	��`�� �
�
�X$�
�4�P	����P�
��
�4��4��������Q���A����\
��X�\4����$5��A��>�������� �����A���4�	����PZ��� ����"[�
���$X4�$ P	��� ��������4�Q��4�4����������`��?\�����X$�
`4��
 ��4�	�P�������������
����Y���>�
4���������������	���$�?\���� ���4�	����Y���
a�����_Z���� ���4�	����4�$
����`�����P�Q���
�����������
 W�4�QW��������g�
��\�4?\����������PP��4���Q��$�P�����4��5\������� ���
�
��������a`4��
���P��� ���4�4�����!>
�X��
���������������	� \4��
�����QX���4����4
�Q������?\��
����W4XQ4��$[�	�����
���������_��Y���QX���4���a�� ��4�W���5?���4�4���!>
�X����������������
�������



21

Rengpipat et al. (2000) ����	���4�����`Q$����44����������4�P4�����QW�Y������
�����	����?\���\�4g�
 Bacillus S11 P����$����������
����4�Q��\�4g�
 Bacillus S11 W�� Bacillus
S11 
���4����@�!�`?���4���4����� ����`��
�4�Q$���4 Phagocytosis _Z���4�Q���P����4$��
Percent phagocytosis ��� Phagocytic index (PI) ?����� Prophenoloxidase ����4�Q$���4
�	�P���QX���4�� (antibacterial activities) _Z��P��`��
YZA���
����Y������ ���P��`��

��YZA�W����4?���
W�4�QW���� \���P�����A������ 90 $�� W��?\���\�4���g�
����
�g�
 Bacillus S11 ���?�� Vibrio
harveyi \���P����A� 10 $�� �������?\���\�4g�
��QW�4�QW����
����4�4�����$������
X$QX�
 ���
��4��Q�������!>
�X��
���Y�����������	�������4�Q��A� �� ��$�� 10 $�� ?�����
������4�Q
W�4�QW�������Q����
X$QX�
P�������������
�� Phenoloxidase 
��4�
�[�>�?�����������4�Q
W�4�QW������
����4��Q����Q��Q����
X$QX�


Gullian et al. (2004) �	���4�����A�P�����4��5���
�X�[�
Q����� �W�4�QW�����P��
hepatopancreas ����	���� ��� 3 ���� X� Vibrio P62, Vibrio P63 ��� Bacillus P64 _Z����A���A� 3
��
�4���Q��A���4�P4�����QW�Y����A� Vibrio harveyi (S2) ����� �������� ���$�	�
�g�
��\�4���A��
����Y�$ Penaeus vannamei �`���4�����!>
�X��
���Y������ `Q$�� ����������A����$���\�4g�
P�����4��5�
Bacillus P64 ��
�4��4�����!>
�X��
�������>�������W���>��$������?�����
��� m �����
�����	�X�����
����� (P<0.05)

3. �4�������4�P4�����QW�

?���$��4���QY����4�4���QP�����4��5W�4�QW������$�
��
���4��4�
��4����� �
�4�W���5���������A��4���
�W� $���
�� �4�@�������m _Z��
���$���$�?���4�P4�����QW�Y�����������	�
��� ���P�����4��5Q�������4����A	������	�?\���4�>�_Z
��4��\�4
��4����@�!�`�>������P���!�`
X$�
�� ��4�?��	��������

Rengpipat et al. (1998) 4�������4�����A� Bacillus ���`��@�5 S11 _Z��?���� �
W�4�QW���� ?����?��4���A	���� (Artemia sp.) �� ���\�4�	�\4�Q���A�����������	� `Q$����4?���
W�4�QW���� P�� Bacillus ���`��@�5 S11 ?���4���A�����������	�
�g������4�`��
YZA�Y���A	�\�����$
X$�
��$Y������ ������4���44������>��$������
X$QX�
 �
���\����$�	��>�����?\�����W4X��$�
Vibrio harveyi `Q$���>�����������4�QW�4�QW����
����4���44����� �>��$������
X$QX�
�������
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Rengpipat et  al. (1998) ����	���4��� Bacillus S 11 ������
�P�����������	� g�
?�
��\�4���� �`��?���� �W�4�QW���� _Z��
� 3 4>��QQ X� �_��5�� �_��5��?���4������A	����� ���
�_��5 lyophilized !��\���P�����?\��W�4�QW���� �� ��$�� 100 $�� `Q$�����4���44�����Y������
�����	�4��� P 30 �
�
�X$�
������������
�����	�X���������� (p<0.05) 4�\$�������
���?���
W�4�QW�������Q����
X$QX�
 \���P���������4�Q��A� Vibrio harveyi W����4����� ��$�� 10 $�� ����

������4�QW�4�QW���� ��A� 3 ����

����4���44����� 100 ���45�_a��5 ?�Y[��������
X$QX�
4�����
26 ���45�_a��5 ���P����A� ����
X$QX�
�������"[�!�����_Z��4�Q�$��
���Y!�`�
��� ����
hepatopancreas ����	�����
����� ?�Y[��������
������4�QW�4�QW���������P��Ya��4� hepatopancreas
���  �	���������

���@� ������� (2541) 3Z�"��4����@�!�`Y��W�4�QW�����_Z����4��
P�� Bacillus
P	��$� 6 ���`��@�5���������P��g�$���`A�Q�����A������ ���3Z�"�W����4��4��Q����Q���4���44�����
�A	�\���-X$�
��$����`��
YZA�������4���4�P4�����QW�Y���>����������	� Penaeus monodon 4�\$���
����
X$QX�
��Q����
������4�QW�4�QW������� ��$�� 15, 25, 35, 45 ��� 55 $����������� `Q$��
Bacillus PO27 �� ����`��@�5���
��4����@�!�`?�������4?\����4���44���������>�������
�	���
�
�
�����4�QW�4�QW�������
4����$������	�\�� ?�Y[����W�4�QW��������`��@�5 PO26 ��� PO25
?\����4���44��4����
� �	�\4�Q�4����@�!�`?�������4�`��
�A	�\��������4�P4�����QW���A�
`Q$��W�4�QW��������`��@�5 PO26 ��� PO27 P�?\�g��>��$������
���m W�����4��`��
Y���A	�\���
P�
�X���>�?������4�����������4�QW�4�QW��������������� ��$�����

3�4�4���5  ���X[� (2547) �	���4X����� Bacillus BP11 ���`��@�5���
�X�[�
Q����� �W�4
�QW�����P���	�������������	� g�
��?���\�4���������	��4�
�[ 2% (�A	�\����_��5�\������A	�\���
��\�4��A�\
�) `Q$�� ����������A����$���\�4��4�
 Bacillus BP11 
��A	�\�����$
���$������?�����
X$Q
X�
������A����$���\�4���������
�����	�X���������� (p<0.05) ����
���	���4�\����$�	�?\���������W4X
�4����� ����������A����$���\�4��4�
 Bacillus BP11 
����4���44����� 60% �
����4��Q����Q��Q����
����
X$QX�
��� 100%
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��������	
��������	��

��������	
��������

1. ������	
��
 (Penaeus monodon) ���
��������
� 12-16 ���� �
��
������ �
2. ��	!�"�#$�%��&'%�(!� 2  �!�  )*� Bacillus subtilis +	� B. licheniformis "#,+$��
�	�
&-��

������(! .��/�0��-����1�+��� "#,�#��
�2�� *�� 1x1010 cfu/g (0���(���
��(�#$����:
)1�2�)
3. �
�
�����-�
��;��/�
4. =��&��'����	
- 0�
�)2
��� 1 	/�'
>����(�
5. (/������0�
�)2
��� 150 	!(�
6. '@�A#���(�0�
�)2
��� 1.5 	/�'
>����(�
7. �)�*,�� �,�">�!$� 2 (�
+��@�
8. �)�*,��.���
�
>D�����������
9. Salino-Reflectometer
10. ���'��Q#�$
0�
� 3 �!		!	!(�
11. �0;�Q#�$
0�
� 26G x 1.0 �!�2
12. �)�*,���ST���2#,$� �!�)2')������:/�! (refrigerated  centrifuge)
13. Microcentrifuge tube
14. Tri-Sodium Citrate Dihydrate (C6H5Na3.2H2O)
15. �
�
��	#�$��A		���;��	*��

- �
�
��	#�$��A		� Medium-199
- KCl
- MgCl2.6H2O
- MgSO4.7H2O
- NaH2PO4.2H2O
- HCl
- NaOH
- L-glutamin
- CaCl2.H2O
- NaCl
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- NaHCO3

- Hepes
- ���
�	�,�

16. �������+	�-
��)�#.��
�2!�)�
��� Total Haemocytes Count
- Haemacytometer
- �	�����	"��>�� (Light  microscope)

17. �������+	�-
��)�#.��
�2!�)�
���  Phenoloxidase Activity
- �)�*,��2���
��/��	*�+-� Spectrophotometer
- �)�*,���ST���2#,$�)2')������:/�! (Refrigerated Centrifuge)
- -
�	�	
$ cacodylate buffer pH 7.4
- L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)
- trypsin

18. �������+	�-
��)�#.��
�2!�)�
���� Percent Phagocytosis  +	� Phagocytic Index
- $#-(��
- NaCl
- MgCl2.6H2O
- MgSO4.7H2O
- CaCl2.H2O
- KCl
- Glucose
- Hepes
- ����
h����0.22 µm
- -#$��� Wright and Giemsa

19. �������.��
�"�-�'�!�����0�����
�	*��.��
���
���� *�� Vibrio harveyi
(Bactericidal Activity)

- +')"#��#$ Vibrio harveyi AQVH 001
- �)�*,��1-�-
� (Vortex mixer)
- �)�*,���0$@
 �!�)2')�� (psychrotherm controlled)
- (���#$�+�	��m�	��
- +�	��m�	��
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- �
��	#�$�� *�� (petri dish)
- �	��"�	�� (test tube)
- &�%)��n��(0�
� 100 &�%)�	!(�+	� Tip
- �����o,�)2
���� (Autoclave)
- +"@�+��2-
���	#,$�
- �0;��0#,$� *��
- 1.5% NaCl +	� 2.6% NaCl "#,1@
��
�q@
� *��+	�2
- (/�'@�� *��
- �
�
��	#�$�� *�� �!� Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS)
- �
�
��	#�$�� *�� �!� Nutrient broth (NB)

20. -
��)�#.��
�2!�)�
���%��(#�
- Na2CO3

- 0.1 M NaOH
- CuSO4

- Dipotassium tatrate
- Folin
- Albumin

21.�������+	�-
��)�#.��
�2!�)�
���� Total Bacillus sp. +	� Total Vibrio sp.
- 1.5% NaCl
- Hot plate
- Homogenizer
- �
��	#�$�� *�� (petri dish)
- �	��"�	�� (test tube)
- &�%)��n��(0�
� 100 &�%)�	!(�+	� Tip
- �����o,�)2
���� (Autoclave)
- +"@�+��2-
���	#,$�
- �
�
��	#�$�� *�� Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS)
- �
�
��	#�$�� *�� Nutrient agar (NA)
- (���#$�+�	��m�	��
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��������	��

�����	����� 1 �������������	
�
�� �����!"�!"�!��#��$ #�%������&��
��'����(��
��&���)*�������
%�"�+,����"����!����"���	��-�

1. �
�2
�+1��
�"�	��

2
�+1��
�"�	��+''-�@�(	�� (Completely Randomized Design) %�$�# 7  ���
�
"�	�� (Treatment) .�+(@	� ���
�"�	���# 4 A��
 (Replication)  ���
�"�	��"#, 1 )*� �
�
�
-�
��;��/���(! ��t��	�@�)2')�� (control)  ���
�"�	��"#, 2-7 )*� �
�
�-�
��;��/���(!1-�
Bacillus  �!�+	�����')2
��0��0��"#,+(�(@
����

2. �
��(�#$�-�(2�"�	��

��
������	
��
"#,�#���
�����Q	#,$����
� 12-16 ���� �
�	#�$�.�=��&��'���0�
�)2
����
 1 	/�'
>����(� �D*,����'-:
D�@����!,��
�"�	�� �	#�$�.����
����')2
��);� 20 ppt ��2$�
�
�
-�
��;��/���(! %�$.���
�
� 4 )����(@�2�� .��2	
����
� 07.00 �. 11.00 �. 15.00 �. +	� 20.00
�..���
�
>�$@
��D#$�D� ��	#,$�=@
$���
+	��/�(����"�� u 2 2�� ��*,�)�' 1 -���
�� ��
������	
��

.-@.�(/�"�	��0�
�)2
������
����
� 150 	!(� ��
�2� 28 (/� .-@����"�	��(/�	� 10 (�2 . �(
0@
$
D�
�+-�)	��(/��D*,�	���!�
�+-� +	�.���
�
>(	���
�"�	�� ��	#,$�=@
$���
+	��/�(����
"�� u 2 2�� �	#�$�����"�	��.���#)2
�)����)$��'-:
D�
�"�	���
� 7 2�� �@����!,��
�"�	��

3. �
�
�+	��
�.���
�
�

. ��
�
�-�
��;��/�&�@1-�%��&'%�(!����t��	�@�)2')�� +	�. ��
�
�-�
��;��/�1-�
%��&'%�(!� (
� �!�+	�����')2
��0��0��"#,+(�(@
���� ����#�

 ���
�"�	��"#, 1  �
�
�-�
��;��/�&�@1-�%��&'%�(!� (control)
 ���
�"�	��"#, 2 1-� Bacillus subtilis 3 ���� (@��
�
�-�
��;��/� 1 �!%	����
 ���
�"�	��"#, 3 1-� Bacillus subtilis 5 ���� (@��
�
�-�
��;��/� 1 �!%	����
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 ���
�"�	��"#, 4 1-� Bacillus licheniformis 3 ���� (@��
�
�-�
��;��/� 1 �!%	����
 ���
�"�	��"#, 5 1-� Bacillus licheniformis 5 ���� (@��
�
�-�
��;��/� 1 �!%	����
 ���
�"�	��"#, 6 1-� Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis (.���(�
-@2� 1:1)

3 ���� (@��
�
�-�
��;��/� 1 �!%	����
 ���
�"�	��"#, 7 1-� Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis (.���(�
-@2� 1:1)

5 ���� (@��
�
�-�
��;��/� 1 �!%	����

�
��(�#$��
�
�"�	��1-�%��&'%�(!�(
� �!�+	�����')2
��0��0��"#,��
���
�)	*�'��2$���
����	
��o� +	�21o,�.��+��� -@2��
�
�.� ��)2')�����)	*�'��2$���
����	
��o�
�"@
���� .���
�
�"�	�� 4 )����(@�2�� .��2	
����
� 07.00 �. 11.00 �. 15.00 �. +	� 20.00 �.
.���(�
 5 ������A;�(�(@����
����(�2����(@�2�� .���
�
�"�	����t��2	
 1 ��*�� +	�"�
�
� �,�
���
��������"�� ���
�"�	���@��"�
�
���;'�	*���D*,�>o�h
�
�"�
�
�0����'':/�!)������

4.  �
�>o�h
����':/�!)������0��������	
��


�	���
�.���
�
�"�	����t��2	
 1 ��*�� "�
�
�-�@�����.�+(@	�A��
A��
	� 5 (�2 ��
�
�	*��'�!�2� vental sinus ��!�
� 0.5 �!		!	!(� ��2$�0;�Q#�$
 Ao,�:
$.�'����-
��w������
�+0;�
(�20���	*��(anticoaggulant) .���(�
-@2� 1:2 ��
�	*��"#,&��&�2!�)�
��� ��!�
���;��	*���2�"���
���  �!�����0�����&A���x��	���A!���- �!�����0����;��	*��.��
��	*��!�-!,�+�	��	��
�!�����.��
�"�
	
$� *��+')"#��#$0�����
�	*�� (
�0���(������#�

4.1 �
�>o�h
��!�
���;��	*���2�"������ (Total Haemocytes Count)
��;'(�2�$@
��	*��������	
��
�
�vental sinus �
��'��
�2���;��	*��"������ %�$. ��

Hemacytometer +	�)�
�2���!�
���;��	*����t���
�2��A		��/	'.�	.����
$	���#$�.�:
)1�2�

4.2 �
�>o�h
 Phenoloxidase Activating
4.2.1 Haemocyte Lysate Supernatant (HLS)

��;'(�2�$@
��	*���
�������	
��
+(@	�(�2 �
+$��A		���;��	*�� %�$����
��2#,$�"#,)2
���;2 6,500 rpm ��t��2	
 2 �
"# "#,����:/�! 4 ��>
�A	�A#$- ��
-@2�.-&�2!�)�
����
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�
)@
�!�����.��
�"�
	
$� *��+')"#��#$0�����
�	*�� (Bactericidal Activity) (
�2!z#0�� 4.5 -@2�
(����"#,&����
�
	�
�.� K-199 +	�	�	
$.�-
�	�	
$ cacodylate buffer pH 7.4 +	�2��

-
�	�	
$�A		���;��	*���
 0.2 �!		!	!(� �D*,���
&�2!�)�
���0'2��
��	*��!�-!,�+�	��	��
(Phagocytic Activity) (
�2!z#0�� 4.4 -@2�"#,��	*���
�
������2#,$�.���A		���;��	*��+(�+	�
(�(����"#, 10,000 rpm ��t��2	
 20 �
"# "#, 4 ��>
�A	�A#$- +$�-@2�.-Ao,���t� Hemocyte
Lysate Supernatant (HLS) &�2!�)�
����!�����0�����&A���x��	���A!���- (
�2!z#���+�	��
�
�
$�
�0�� Soderhall and Hall (1984)

4.2.2 �
�2!�)�
����!�����0�����&A���x��	���A!���- (Phenoloxidase Activity)
1) ��
 HLS 200 &�%)�	!(� 1-��2���'-
�	�	
$"�!�A!� (0.1 ������A;�(��

"�!�A!��.� cacodylate buffer) 200 &�%)�	!(� "!��.����!��{!�!�!$
����
� 30 �
"#�
2)   �(!�-
�	�	
$ L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA, 4 �!		!����/

�!		!	!(�) 200 &�%)�	!(� �	@�$.����!��{!�!�!$
"#,����:/�!����
3) ��
�
2��)@
�
��/��	*�+-�"#,)2
�$
2)	*,� 490 �
%���(� ��t��2	
 2

�
"# %�$���#$'�"#$'��'-
�	�	
$)2')�� (blank) Ao,�. �"�!�A!� 1-���' L-DOPA +	�
cacodylate buffer +"� HLS

4)  2!�)�
�����!�
�%��(#�.� HLS %�$2!z#0�� Lowry et al. (1951) (
�2!z#�
0�� 4.3 ��
)@
"#,&���
)�
�2���@2$ (unit) 0�����&A���x��	���A!��-  ����
$	���#$�.�:
)1�2�

4.3 �
�2!�)�
���%��(#�.� HLS (
�2!z#0�� Lowry et al. (1951)
4.3.1 ��
 HLS �
 0.1 �!		!	!(� 1-���'���
�	�,� 0.9 �!		!	!(� �0$@
.���0�
���  +	�2

��
�
 0.1 �!		!	!(�
4.3.2 �(!� Reagent c (�
$	���#$�.��
��(�#$�-
��$/@.�:
)1�2�) 1 �!		!	!(�

�0$@
+	�2"!��&2� 10 �
"#�
4.3.3 �(!� Reagent d (�
$	���#$�.��
��(�#$�-
��$/@.�:
)1�2�) 0.1 �!		!	!(�

�0$@
+	�2"!��&2� 10 �
"#�
4.3.4 ��
&�2��)@
�
��/��	*�+-�"#,)2
�$
2)	*,� 600 �
%���(� �"#$'��'-
�

	�	
$�
(�~
�0�� albumin %�$ blank ��. �-
�	�	
$'������� 0.1 �!		!	!(� 1-���'���
�	�,�
0.9 �!		!	!(� �0$@
.���0�
��� ��
�
 0.1 �!		!	!(� �(!� Reagent c +	� Reagent d (
���!�
(�"#,
��
���&2�0�
�(��



29

4.4 �
�>o�h
0'2��
��	*��!�-!,�+�	��	�� (Phagocytic Activity) (
�2!z#���
+�	��
��
$�
�0�� Itami et al. (1994)

4.4.1  ��
-
�	�	
$�A		��
�0�� 4.2.1 ��
�2� 0.2 �!		!	!(� �	#�$�'� cover slip
%�$ spread .��"�,2 "!��&2� 20 �
"#�

4.4.2 	�
���2$ shrimp saline 3 )���� )����	� 5 �
"#�
4.4.3 �$�-
�	�	
$ Heat-killed yeast "#,�#��
�2��A		�����
� 5.0 x 108 2 �	.

	�&� (���"!��&2���t��2	
 2  �,2%��
4.4.4 	�
���2$ shrimp saline 5 )����
4.4.5 �$����
$
 fixative 1 �	. (���"!��&2� 10 �
"#�
4.4.6 	�
���2$���
�	�,� 3 )����
4.4.7 "!��&2�.��+��� 20-60 �
"#�
4.4.8 $���-#��2$ Wright and Giemsa stain 15 �
"# (���"!��&2� 5 �
"#�
4.4.9 	�
���2$���
�	�,�
4.4.10 (���"!��&2�.��+���0�
�)*�
4.4.11 mount ��2$ eukitt ��*����
$
�*,�
4.4.12 �
���'��
�2���;��	*����������
� 200 �A		�(@�(�2�$@
����� 1 (�2 %�$

+$���t���
�2���;��	*������"#,��'�!�$#-(� +	���
�2�$#-(�"#,=/���'�!�.���;��	*��+(@	���;� ��
0���/	
"#,&���
)�
�2��
 Percent Phagocytosis +	� Phagocytic Index ����
$	���#$�.�:
)1�2�

4.5 �
�>o�h
�!�����0�����
�	*��������	
��
.��
�"�
	
$� *��+')"#��#$  (Bactericidal
Activity)

4.5.1 ��
A#��,��
�0�� 4.2.1 �
��*��
���2$-
�	�	
$%A��#$�)	�&��� 2.6
������A;�(� .��&������'��*��
�"#, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 +	� 1:64 %�$���'��!�
(�.��
� ��*��
�.���
&���	��	� 0.5 �!		!	!(�

4.5.2 ��
� *��+')"#��#$ Vibrio harveyi '�!-�"z!�"#,�	#�$�.��
�
� TSB �2���'
%A��#$�)	�&��� 1.5 ������A;�(�� �
�ST�	�
���2$%A��#$�)	�&��� 1.5 ������A;�(�� "#,)2
���;2 3,000
rpm �
� 15 �
"# 3 )���� ��
� *��"#,&���
	�	
$.�%A��#$�)	�&��� 1.5 ������A;�(�� +	�2��
&�2��)@

�/��	*�+-�"#,)2
�$
2)	*,� 640 �
%���(� .��&��)@
����
� 0.1-0.15  �
�������
�
�(!�.�A#��,�
+(@	�)2
���*��
���!�
(� 0.1 �!		!	!(� ��
&�'@�"#,����:/�!������t��2	
 3  �,2%��
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4.5.3 ��
-@2�1-�.�+(@	��	���
��'��!�
�� *��+')"#��#$ %�$2!z# spread plate
.� TCBS agar

4.5.4 '��"o�)@
0���
���*��
�A#��,�"#,-
�
�=	���!�
�� *��+')"#��#$	�&���
50 ������A;�(� .���$��2	
 3  �,2%��

5.  �
�>o�h
��!�
�� *��+')"#��#$"������.�	�
&-��

�	���
�.���
�
�"�	����t��2	
 1 ��*�� ��
�����
��
�-�@�"������.�0�� 4 �
1@
�	��
�D*,���
	�
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6. �
�2!�)�
���0���/	"
�-=!(!�

�
�2!�)�
���)2
�+(�(@
�0�� ���
�"�	��0��0���/	 ���
����(�2, Total Haemocytes
Count, Phenoloxidase Activity, Percent Phagocytosis, Phagocytic Index ��
�2�� *��+')"#��#$
Vibrio sp. +	� Bacillus sp. "������.�	�
&-� %�$2!�)�
���)2
�+����2� (Analysis of Variance)
(
�+1��
�"�	��+''-�@�(	�� (Completely Randomized Design) +	����#$'�"#$')2
�+(�
(@
�0��)@
�Q	#,$ %�$2!z# Duncan�s New Multiple Range Test (DMRT) (����(� �$, 2542)
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�
��(�#$��
�
�"�	��1-�%��&'%�(!�(
� �!�+	�����')2
��0��0��"#,&���
��
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"�	��"#, 1 �)	*�'��2$���
����	
��o� +	�21o,�.��+��� -@2��
�
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���
����	
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�
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����
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6. �
�2!�)�
���0���/	"
�-=!(!�

�
�2!�)�
���)2
�+(�(@
�0�� ���
�"�	��0��0���/	 ���
����(�2, Total Haemocytes
Count, Phenoloxidase Activity, Percent Phagocytosis, Phagocytic Index ��
�2�� *��+')"#��#$
Vibrio sp. +	� Bacillus sp. "������.�	�
&-� %�$2!�)�
���)2
�+����2� (Analysis of Variance)
(
�+1��
�"�	��+''-�@�(	�� (Completely Randomized Design) +	����#$'�"#$')2
�+(�
(@
�0��)@
�Q	#,$ %�$2!z# Duncan�s New Multiple Range Test (DMRT) (����(� �$, 2542)
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���������	

�������	�
� 1 ���������������������������������	��� ���!���
��"���#�$�����#�
��"���%&��������!'��()���'�������	�'�	�'���*�

������	
���������������������� 1 ����� ����� ����� ���!"	"���#���$%����		&��
������	�&�� �� &�!��	�&�����������������'%� �(���')*"* (P>0.05) ("�����/ 2)

 "�����/ 2 �$%����	#��	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*	"��3�*�!������ ���
�#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

�$%����		&��	&���%� (	��)
3�*�!�� ����#��#��#��2���2�"*	 �*/�"��	������ '*$�'&�	������

	�&�� �� &� 17.815 ± 5.041a 19.065 ± 3.641 a

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 17.280 ± 3.846 a 18.700 ± 1.824 a

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 17.605 ± 3.387 a 19.245 ± 2.298 a

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 17.260 ± 0.353 a 18.605 ± 0.530 a

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 17.890 ± 4.398 a 18.730 ± 3.196 a

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 17.390 ± 3.691 a 19.215 ± 0.954 a

B. subtilis + B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 17.605 ± 3.387 a 18.480 ± 1.371 a

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)

1.  �������������()���'�������	�'�	�'���*�

���/����$��	&��	&���%���������'%��?�@�1'�2���2�"*	"��3�*�!������ ����#��
#����/	%������� ����������� 1 ����� !����%�	��@��������		&��	&���%����/��*� ���A�� A��	��
"���4 ������B@�* &��	��#��	&�����1������$
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1.1  	�C>	=��*��D��?����������$���� (Total Haemocytes Count)
���/��*��D���$�3�*�!������ ����#��#��#��2���2�"*	����� 	&����/���$������

����'%��?�@�1'� B. subtilis ���	�� B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� ���*��D��?�
��������R��/�'@���/'&� �� 2.670 ± 0.959 x107 cells/ml 2��'@�	���	&����/���$����������1'�
 B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	��, B. subtilis ���	�� B. licheniformis 5 	��/���� 1
	*2�	�� !��	�&�� �� &�����������'%� �(���')*"* (P<0.05)  
�#D���/����� ���!"	"�����������
���'%� �(���')*"*��		&��3&�	��������/����� (P>0.05) ("�����/ 3  !��B����/ 2)

1.2  	�C>	=�	*�	�#������U�AVW�����	U*���' (P henoloxidase Activity)
��		����������� Phenoloxidase Activity #��	&���&		�&������������ ���!"	

"������')*"* (P>0.05) ("�����/ 4!��B����/ 3)

1.3 	�C>	=�#���	�	���	*�'*/�!��	���� (Phagocytic Activity)
���/��*��D���	 �� Percent Phagocytosis #��	&���������/���$����������1'�

2���2�"*	3�*�!�� ����#��#��"��� 4  ����� 	&��	&���%���/���$����������1'� B. subtilis ���
	�� B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� '���)	%����'*/�!��	�������'@�'&�  ��
27.248 ± 3.732 ���A�U?�"AU>/����!"	"�������������'%� �(���')*"* (P>0.05) ��		&����/���������
1'�2���2�"*	
�3&�	��������/� 4 !"��� ���!"	"�������������'%� �(���')*"* (P<0.05)
��		�&�� �� &�U>/��� ���R��/� 18.113 ± 5.330 ���A�U?�"A ("�����/ 5 !��B����/ 4)  !�����/�
�*��D���	 �� Phagocytic Index ����� 	�
3�2���2�"*	3�*�!������ ����#��#��"��� 4
1'�
��������$��	&��	&���%������1��%�
�� �� Phagocytic Index �� ���!"	"�����		�&�� �� &�
����������'%� �(���')*"* (P>0.05) ("�����/ 6 !��B����/ 5)
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"�����/ 3 �*��D��?����������$���� (Total Haemocytes Count) #��	&��	&���%���/���$����������
1'�2���2�"*	"��3�*�!������ ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

��������������������	��� ���!�� Total Haemocytes Count
(x107 cells/ml)

	�&�� �� &� 1.143 ± 0.520a

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 2.223 ± 0.792bc

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 2.370 ± 0.861bc

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 2.237 ± 1.298bc

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 1.720 ± 0.421ab

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 2.670 ± 0.959c

B. subtilis +  B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 1.926 ± 0.272b

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)
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B 2  =  B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s
B 1 + 2  =  B .  s u b t i l i s  +  B .  l i c h e n i f o r m i s

B����/ 2 �*��D��?����������$���� (Total Haemocytes Count) #��	&��	&���%���/���$����������1'�
2���2�"*�	"��3�*�!������ ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����
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"�����/ 4	*�	�#������U�AVW�����	U*��' (Phenoloxidase Activity) #��	&��	&���%���/���$��
���� ����1'�2���2�"*�	"��3�*�!������ ����#��#��"��� 4 ����������� 1
�����

��������������������	��� ���!�� Phenoloxidase Activity
(unit/min/mg protein)

	�&�� �� &� 134.068 ± 79.691a

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 199.177 ± 133.563a

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 186.110 ± 169.844a

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 169.932 ± 155.197a

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 140.180 ± 58.214a

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 191.845 ± 124.048a

B. subtilis + B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 141.674 ± 89.257a

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)

B����/ 3 	*�	�#������U�AVW�����	U*���' (P henoloxidase Activity) #��	&��	&���%���/���$������
����1'�2���2�"*�	"��3�*�!������ ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����
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"�����/ 5 Percent Phagocytosis #��	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*	"��3�*�!��
���� ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

��������������������	��� ���!�� Percent Phagocytosis
	�&�� �� &� 18.113 ± 5.330a

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 22.801 ± 2.857ab

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 22.341 ± 7.001ab

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 20.762 ±12.348ab

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 22.727 ± 8.389ab

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 27.248 ± 3.732b

B. subtilis +  B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 26.307 ± 6.273b

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)
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���� ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����
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"�����/ 6 Phagocytic Index  #��	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*	"��3�*�!������
 ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

��������������������	��� ���!�� Phagocytic Index
	�&�� �� &� 4.350 ± 2.928a

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 7.062 ± 2.413a

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 6.893 ± 4.610a

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 8.284 ± 5.224a

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 8.255 ± 5.745a

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 8.577 ± 2.186a

B. subtilis +  B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 9.601 ± 3.516a

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)

a
a

a

a

a
a

a

0
2
4
6
8

1 0
1 2
1 4
1 6

C o n tro l B 1 / 3 g B 1 /5 g B 2 /3 g B 2 /5 g B 1 + 2 / 3 g B 1 + 2 /5 g
3 �* � ! � �  � �� �  � � � �#� � #� � # � � 2 �  � � 2 � "* 	

Ph
ago

cyt
ic I

nde
x

B 1  :  B .  s u b t i l i s
B 2  :  B .  l i c h e n i f o r m i s
B 1 + 2  :  B .  s u b t i l i s  +  B .  l i c h e n i f o r m i s

B����/ 5 Phagocytic Index #��	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*�	"��3�*�!������
 ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����
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1.4 	�C>	=�	*�	�#���$%������	&��	&���%�
�	��%�����3�$�!� �����  (Bactericidal
Activity)

���/��%�U��/�#��	&��	&���%���/���$���������������1'�2���2�"*	3�*�!��
���� ����#��#��"��� 4 �������������'������2U����� ����A 2.6 ���A�U?�"A 
���"�'���
1:4, 1:8, 1:16, 1:32 !�� 1:64 2������*��"	��������
����������� 0.5 �*��*�*" !��
'��3�$�
!� ����� V. harveyi ��/���$��
� TSB 1'�2U����� ����A  1.5 ���A�U?�"A ��/�&D�B@�* 35
��C��U��U��' �������� 18-24  3�/�2�� ��/�� ���@�	���!'���/ ������ ��/� 640 ��2���"����	��
0.107 U>/����3�$� V. harveyi ����D 1X106 cfu/ml 2��
'��3�$�
�!"���������/������� U��/����!���
������ 0.1 �*��*�*"  �*$������/�&D�B@�*������������ 3 3�/�2�� ������	��$��%�������*��D�3�$�
!� �����2���*i�	�  spread plate  �� TCBS agar  ���/�����"�'���	��������#��U��/���/'���
�%�
���*��D�3�$�!� ����� V.  harveyi ������� 50 ���A�U?�"A  ���/�����������	�� control
(�����2U����� ����A 2.6 ���A�U?�"A 0.5 �*��*�*" 	��!� ����� V.  harveyi 0.1 �*��*�*") �����
Bactericidal Activity #��	&����/���$����������1'� B. subtilis ���	�� B. licheniformis  3 	��/
���� 1 	*2�	�� �� ���������#��U��/���	��/'&���/�%�
���3�$�!� ��������� 50 ���A�U?�"A ��/ 1:64
U>/�!"	"�����		&����/���������1'�2���2�"*	
�3&�	��������/� 4 ����$�	&��
�	�&�� �� &�
���� ("�����/ 7)

"�����/ 7  Bactericidal Activity #��	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*�	"��3�*�!��
���� ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

��������������������	��� ���!�� Bactericidal activity
	�&�� �� &� 1:4
B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 1:8
B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 1:16
B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 1:16
B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 1:16
B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 1:64
B. subtilis + B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 1:16
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2. �������������L��&M�����
��
N��M	"��$��*� #��

2.1 �%�����3�$�!� �����  Vibrio spp. ��$����
��%��'� (Total Vibrio Count)
���/��%��%��'�	&����/���$����������1'�2���2�"*	3�*�!�� ����#��#��"��� 4 ��

�����/�����*��D�3�$�!� ����� Vibrio spp. 2���*i� spread plate �� TCBS agar����� 	&��
�	�&��
 �� &����%�����3�$� Vibrio spp. ��$����
��%��'��R��/�'@���/'&� �� 1.54 ± 0.67 x106 cfu/g U>/�
!"	"�������������'%� �(���')*"* (P<0.05) ��		&����/���������1'�2���2�"*�	�&	3&�	�
����� ("�����/ 8 !��B����/ 6)

"�����/ 8 Total Vibrio Count #���%��'�	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*�	"��3�*�!��
���� ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

��������������������	��� ���!�� Total Vibrio Count (x106 cfu/g)
	�&�� �� &� 1.54 ± 0.67b

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 0.25 ± 0.12a

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 0.23 ± 0.15a

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 0.31 ± 0.17a

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 0.23 ± 0.16a

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 0.20 ± 0.11a

B. subtilis + B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 0.18 ± 0.12a

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)
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B����/ 6 Total Vibrio Count #���%��'�	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*�	"��3�*�!��
���� ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

2.2   �%�����3�$�!� �����  Bacillus spp. ��$����
��%��'� (Total Bacillus Count)
���/��%��%��'�	&����/���$����������1'�2���2�"*	3�*�!�� ����#��#��"��� 4 ��

�����/�����*��D�3�$�!� ����� Bacillus spp. �����*i� spread plate �� NA agar (2���*��D���	
#��� @����#���3�$���		�����!	�!����	=D��R���#��2 2����) ����� 	&����/���$����������
1'� B. subtilis ���	�� B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� ���%�����3�$� Bacillus spp.
��$����
��%��'���R��/�'@�'&� �� 6.11 ± 2.60 x 106 cfu/g U>/����!"	"�������������'%� �(���')*"*�
(P>0.05) ��		&����/���������1'�2���2�"*	
�3&�	��������/� 4 !"��� ���!"	"�����������
���'%� �(���')*"* (P<0.05) ��		�&�� �� &�U>/��� ���R��/� 0.19  ± 0.05 x 106 cfu/g ("�����/ 9 !��
B����/ 7)

b

a a a a a a
0

1

2

3

Control B1/3g B1/5g B2/3g B2/5g B1+2/3gB1+2/5g

3�*�!������ ����#��#��#��2���2�"*	

To
tal 
Vib
rio
 Co
unt

x10
6 cf
u/g

B1 : B. subtilis
B2 : B. licheniformis
B1+2 : B. subtilis + B.licheniformis
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"�����/ 9 Total Bacillus Count #���%��'�	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*�	"��3�*�
!������ ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����

��������������������	��� ���!�� Total Bacillus Count (x106 cfu/g)
	�&�� �� &� 0.19  ± 0.05a

B. subtilis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 5.34 ± 1.22b

B. subtilis  5 	��/���� 1 	*2�	�� 5.41 ± 1.86b

B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 5.37 ± 1.74b

B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 5.77 ± 2.01b

B. subtilis + B. licheniformis  3 	��/���� 1 	*2�	�� 6.11 ± 2.60b

B. subtilis + B. licheniformis 5 	��/���� 1 	*2�	�� 5.55 ± 2.40b

������"&� ��	=��/"���	��"��!��"�$�!'��)>��� ���!"	"���	������������'%� �(���')*"*�
(P<0.05)

bb
bbbb

a
0
2
4
6
8

1 0

C o n tro l B 1 /3g B 1 /5g B 2 /3g B 2 /5g B 1+ 2 /3g B 1+ 2 /5g

3 �* � ! � �  � �� �  � �� �#� � #� � # � � 2�  �� 2 � "* 	

To
tal 

Ba
cill

us 
Co
unt

 x1
06  cf

u/g

B 1  :  B . s u b t i l is
B 2  :  B . l ic h e n i fo rm is
B 1+ 2  :  B . s u b t i l i s  +  B .l ic h e n i fo rm is

B����/ 7 Total Bacillus Count #���%��'�	&��	&���%���/���$����������1'�2���2�"*�	"��3�*�!��
���� ����#��#��"��� 4 ����������� 1 �����
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2.3 	�"�����3�$�!� �����2�� Scanning Electron Microscope (SEM)
���/��%��%��'�	&����/���$����������1'� B. subtilis ���	�� B. licheniformis

3 	��/���� 1 	*2�	�� ����������� 1 ����� !��	&��	�&�� �� &���"�����3�$�!� �����2��
'���B��
"�	���� Scanning Electron Microscope (SEM) ���/�����*�	��%����@�#��2���2�"*	

��%��'�	&�� ����� �*��D1����%��'�#��	&����/�����2���2�"*	1'�
��������%�����3�$�
!� �������		���
�	�&�� �� &� U>/��3�$���/��'�����	������	=D�����!������ #����������D
1.5-3 �� �� (B����/ 8) !"��3�$�!� �������/��
��%��'�	&��	�&�� �� &����� 2 3�*� U>/���	=D�����
!����������D 2 �� �� !������!������������D 1 �� �� (B����/ 9)

B����/ 8 �%��'�#��	&����/���$����������1'� B. subtilis ���	�� B. licheniformis 3 	��/����
               1 	*2�	�� ����������� 1 ����� ��/'���B��
"�	���� Scanning Electron Microscope
               (SEM)



46

B����/ 9 �%��'�#��	&��	�&�� �� &���/'���B��
"�	���� Scanning Electron Microscope (SEM)
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���������	
 2 ��������������������������������	
����������������� �!"#��$ ���%!&��
� ��� ���'�

������	
���������������������� 1 ����� ����
�������	���������� 2 �������� �

������!�"#�$%#���	&�'��() 2 �(	 2 ������� *%�+� $"+"(&��"��	�+��,���'-����		.�����+��
	�.+"&�%&."���	�.+"�������+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05) (�����() 10)

�����() 10 �'-����	,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 ( B. subtilis +�"	�%
                    B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
�������	���

�������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

!('��!%�� ��� ���'� (��%�)�%����+�	

	�.+"&�%&." ���������� �.	���

��)"���	������ 14.975 ± 2.835a 15.095 ± 4.080 a 15.05 ± 3.521 a

&% 1 ����� 17.98 ± 4.808 a 17.39 ± 3.691 a 18.505 ± 4.659 a

1 18.77 ± 1.018 a 19.25 ± 0.410 a 18.94 ± 1.032 a

2 18.41 ± 1.470 a 20.28 ± 1.555 a 20.33 ± 2.177 a

3 18.795 ± 1.902 a 20.395 ± 2.906 a 21.315 ±1.873 a

4 19.25 ± 2.474 a 21.74 ±5.996 a 21.95 ± 1.165 a

1. ����������%�"#��$ ���%!&��� ��� ���'�

�"�)���('��	.��	.���-����������-��<�=�!�"#�$%#���	#������	>���������%&��"
�,�",���()��"�0	��.��?="�&.�"	��,��	.��	.���-��()$����		�������() 1 &�� �����-��<�=�!�"
B. subtilis +�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�" #��
������
���������()��	�+��
	������(' 
�������-��<�=�!�"#�$%#����	�.	��� 
�������-��<�=�!�"#�$%#���	����������
���%	�%�����()$"+$��!�"#�$%#���	 ���
�������-��<�=�$"+!�"#�$%#���	 (control) �.	

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
                  (P< 0.05)
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���G )�����	�.+"&�%&." �"�)�&% 1 �����������
�������	���()$"+!�"#�$%#���	��"���	�%	�.+"
&�%&." ���������%?="�&.�"	���.	 H 7 ��� ��	���)�?="�&.�"	������ ����
������!�"#�$%
#���	�*�)�����	�	��.��?="��(	&�'� #���-�	�������%?="�&.�"	���.	 7 ��� ����������� 2
�������G )�!����&������&���	�%�+��H ����%%?="�&.�"	��,��	.��$��!�����('

1.1 	�I 	F���"�J�"<�������"��'��"� (Total Haemocytes Count)
������		.��	.���-�$���%����!�"#�$%#����	����������� 1 ����� *%�+� 	.��

�()$���%#�$%#���	�.	���"(��"�J�"<�������"�S�()��=��()�.�&�� 2.791 ± 0.975 x107 cell/ml G )�"(�
&��"��	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) ��		.���()$���%#�$%#���	�������������	�.+"
&�%&."G )�"(&+��S�()� 1.766 ± 0.712 ��� 0.976 ± 0.538 x107 cell/ml ��"�-���% �"�)���.�
������
!�"#�$%#���		<���&�"(��"�J�"<�������"�=�	�+�	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05) ��+$"+��	�+�� ��+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05) 	�%	.���()��('������������ ����&+�� H ��
����)�� H 
���������() 2 G )�$"+��	�+�� ��+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05) ��		.��	�.+"&�%&."
����"�)�
������!�"#�$%#���	�(	&�'�
���������() 3 ��� 4  *%�+�	.���()$���%#�$%#���	"(�
��"�J�"<�������"�=�, '���)�� H#���=�	�+�	.��
�	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05)
(�����() 11 ���?�*�() 10)
�����() 11  Total Haemocytes Count ,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	

(B. subtilis +�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 �����
����
�������	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Total Haemocytes Count (x107 cell/ml)@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 0.976 ± 0.538a 1.766 ± 0.712a 2.791 ± 0.975b

1 0.973 ±  0.485a 1.638 ± 1.005ab 2.407 ± 0.629b

2 1.046 ±  0.609a 1.125 ± 0.310a 1.241 ± 0.137a

3 1.121 ±  0.138a 2.148 ± 0.357b 2.388 ± 0.181b

4 1.001 ±  0.487a 1.826 ± 0.393b 1.965 ± 0.151b

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
                  (P< 0.05)
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?�*�() 10  Total Haemocytes Count ,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	
 (B. subtilis +�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 �����
����
�������	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

1.2 	�I 	F�	��	",�����$G"�VW�����	G����� (P henoloxidase Activity)

������		.��	.���-�$���%����!�"#�$%#����	����������� 1 ����� *%�+� $"+"(!�
�-�
��&+� Phenoloxidase Activity "(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05) ��+
�
��������() 1 �()��.�
������!�"#�$%#���	*%�+� Phenoloxidase Activity ,��	.���()$���%
#�$%#����	�.	��� �������������"(&+��=�, '�G )��+����		.��	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0����
(P < 0.05) ��������
���������() 2 G )�$"+��	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05) ��		.��	�.+"
&�%&." ����"�)�
������!�"#�$%#���	�(	&�'�
���������() 3 ��� 4  *%�+� Phenoloxidase
Activity ,��	.���()$���%#�$%#����	�=�, '���)�� H ��+$"+��	�+����+��"(����-�&�/����0����
(P>0.05) ��		.��	�.+"&�%&." (�����() 12 ���?�*�() 11)

0

1
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3
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��������()To

tal 
hae
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t x
 10
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control ���������� �.	���

&% 1 ����� ��)"
��#�$%#���	&�'��() 2
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�����() 12 Phenoloxidase Activity,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�")  ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2  �������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Phenoloxidase Activity (unit/min/mg protein)@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 132.796 ± 34.134a 207.726 ± 93.304a 209.963  120.288a

1 150.307 ± 100.436a 360.549  151.644b 366.478 ± 125.080b

2 114.156 ± 48.730a 141.878 ± 58.347a 132.620 ± 107.882a

3 83.638 ± 11.156a 151.638 ± 15.703a 180.563 ± 144.120a

4 130.917 ± 68.993a 249.527 ± 87.574a 210.530 ± 121.236a

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05)

?�*�() 11 Phenoloxidase Activity,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�")  ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2
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1.3 	�I 	F�	��	"	�	���	����)����	���" (Phagocytic Activity)
������		.��	.���-�$���%����!�"#�$%#����	����������� 1 ����� *%�+�

Percent Phagocytosis ,��	.���()$���%#�$%#���	�.	���"(&+��S�()��=��.� 56.20 ± 18.772
�����G<��� G )���	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) ��		.���()$���%#�$%#���	����������
���	�.+"&�%&."G )�"(&+��S�()� 34.307 ± 7.629 ��� 22 ± 3.00 �����G<��� ��"�-���% �"�)���.�
���
����!�"#�$%#���		<���&��=�	�+�	.���()��('���������������	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05) ����&+�� H ������)�� H 
���������() 2 G )�$"+��	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05)
��		.��	�.+"&�%&." ����"�)�
������!�"#�$%#���	�(	&�'�
���������() 3 ��� 4  *%�+�
�
��������() 3 	.���()$���%#�$%#���	"(� Percent Phagocytosis �=�, '���)�� H ��+$"+��	�+����+��"(�
����-�&�/����0��� (P>0.05) ���
���������() 4 	.���()��('����������!�"#�$%#���	�.	��� ���
����������"(� Percent Phagocytosis �=�, '�#���=�	�+�	.��
�	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05) (�����() 13 ���?�*�() 12)

�"�)�*���J�&+� Phagocytic Index *%�+�	.���()$���%#�$%#���	�.	���"(&+��S�()��=�
�.� 57.158 ± 42.888 G )���	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) ��		.���()$���%#�$%#���	���
����������	�.+"&�%&." G )�"(&+��S�()� 14.454 ± 7.155 ��� 5.666 ± 1.010 ��"�-���% �"�)���.�
���
����!�"#�$%#���		<���&��=�	�+�	.���()��('���������������	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05) ����&+�� H ������)�� H 
���������() 2 G )�$"+��	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05)
��		.��	�.+"&�%&." ����"�)�
������!�"#�$%#���	�(	&�'�
���������() 3 ��� 4  *%�+� 	.���()
��('����������!�"#�$%#���	�.	��� �������������"(� Phagocytic Index �=�, '�#���=�	�+�	.��
�
	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) (�����() 14 ���?�*�() 13)
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�����() 13 Percent  Phagocytosis,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Percent  Phagocytosis@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 22.000 ± 3.000a 34.307 ± 7.629a 56.20 ± 18.772b

1 21.500 ± 13.435a 27.750 ± 4.991a 74.00 ± 8.485b

2 19.141 ± 6.740a 20.513 ± 6.850a 22.017 ± 7.641a

3 21.670 ± 8.687a 26.390 ± 8.724a 29.310 ± 5.862a

4 18.750 ± 7.495a 31.250 ± 11.124b 37.120 ± 9.519b

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05)

?�*�() 12 Percent  Phagocytosis,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2
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�����() 14 Phagocytic Index,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ���������
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Phagocytic Index@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 5.666 ± 1.010a 14.454 ± 7.155a 57.158 ± 42.888b

1 7.685 ± 6.01a 7.115 ± 3.237a 71.673 ± 4.233b

2 6.891 ± 1.457a 7.854 ± 2.981a 9.153 ± 2.546a

3 5.980 ± 2.340a 13.930 ± 4.550b 17.778 ± 7.642b

4 6.547 ± 4.712a 28.379 ± 16.84b 36.630 ± 13.490b

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05)

?�*�() 13  Phagocytic Index  ,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2
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1.4 	�I 	F�	��	",���'-������	.��	.���-�
�	��-�����>�'��%&�(�(� (bactericidal
activity)

�"�)��-�G(�)",��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	����������� 1 �����
�*�)���&+��������,��G(�)"�()��"�0�-�����>�'� V. harveyi ����$�� 50 �����G<���  *%�+�
Bactericidal Activity ,��	.���()��('������#�$%#����	�.	��� "(&+��������,��G(�)"�)-��()�.��()�-�
���>�'�
�%&�(�(����� 50 �����G<��� �() 1:64 G )���	�+����		.���()��('������������ ���	�.+"&�%&." ����
&+�� H ������)�� H ����+�	�%	�.+"&�%&."
���������() 2 ����"�)�
������!�"#�$%#���	�(	
&�'�
���������() 3 ��� 4  *%�+� 
���������() 3 	.���()��('����������!�"#�$%#���	�.	���&+�
Bactericidal Activity�() 1:32 G )���	�+����		.���()��('������������ ���	�.+"&�%&." ���
���������()
4 *%�+�	.���()��('����������!�"#�$%#���	�.	���&+� �������������"(&+� Bactericidal Activity�()
1:32 G )���	�+����		.��	�.+"&�%&." (�����() 15)

�����() 15 Bactericidal  Activity,��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 ( B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Bactericidal  Activity@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 1:8 1:32 1:64
1 1:16 1:32 1:32
2 1:8 1:8 1:8
3 1:8 1:16 1:32
4 1:8 1:32 1:32

2. ������������L�@M(�N�$�	��	��%(�����!�'�����

2.1 �-�����>�'��%&�(�(�  Vibrio spp. ��'��"�
��-�$�� (Total Vibrio Count)
������		.��	.���-�$���%����!�"#�$%#����	����������� 1 ����� ����� ��-�

�-�$��	.��"�%��*�)���%��"�J�>�'��%&�(�(� Vibrio spp. #����c( spread plate %� TCBS agar*%�+�
	.���()�%����!�"#�$%#���	�.	���"(�-�����>�'� Vibrio spp. �S�()������()�.�&��
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0.220 ± 0.192 x106 cfu/g G )�$"+��	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P>0.05) ��		.���()$���%����
!�"#�$%#���	���������� ��+��	�+����+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) ��		.��	�.+"&�%&." �"�)�
��.�
������!�"#�$%#���	
���������() 1 ��� 2 �-�����>�'� Vibrio spp. �*�)", '���)�� H ��+���
&�����	�+�	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) ��+$"+��	�+�� ��+��"(����-�&�/����0����
(P>0.05) 	�%	.���()��('������������ �"�)�
������!�"#�$%#���	�(	&�'�
���������() 3 ��� 4  *%
�+��-�$��	.���()$���%#�$%#���	�.	����������������"(�-�����>�'� Vibrio spp. ����#���)-�	�+�	.��

�	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) (�����() 16 ���?�*�() 14)

�����() 16 Total Vibrio Count,���-�$��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�")  ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Total Vibrio Count (x106 cfu/g)@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 3.650 ± 1.231b 0.440 ± 0.223a 0.220 ± 0.192a

1 3.400 ± 0.250b 0.500 ± 0.484a 0.380 ± 0.291a

2 3.570 ± 0.341b 0.520 ± 0.254a 0.500 ± 0.234a

3 3.330 ± 2.144b 0.480 ± 0.273a 0.410 ± 0.212a

4 3.420 ± 1.520b 0.470 ± 0.158a 0.290 ± 2.273a

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05)
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?�*�() 14  Total Vibrio Count,���-�$��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 (B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 ������� � �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

2.2 �-�����>�'��%&�(�(�  Bacillus spp. ��'��"�
��-�$�� (Total BacillusCount)
�"�)��-��-�$��	.���()��('����������!�"#�$%#���	����������� 1 �����"�%��*�)�

��%��"�J�>�'��%&�(�(� Bacillus spp.������c( spread plate %� NA agar (#��*���J���	,��� =�
+��,���>�'���		����"�	"�����	FJ��S*��,��#&#��(�) *%�+� 	.���()�%����!�"#�$%#�-
��	�.	���"(�-�����>�'� Bacillus spp.. �S�()��=��()�.�&�� 21.5 ± 1.620 x106 cfu/g G )���	�+����		.���()
$���%����!�"#�$%#���	�������������	.��	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05) �"�)���.�
������!�"#�$%#���	
���������() 1 ��� 2 �-�����>�'� Bacillus spp. ����
��)�� H ��+���&��=�	�+�	.���()$���%����!�"#�$%#���	�������������	�.+"&�%&."��+��"(���
�-�&�/����0��� (P<0.05) �"�)�
������!�"#�$%#���	�(	&�'�
���������() 3 ��� 4  *%�+��-�$���
	.���()$���%#�$%#���	"(�-�����>�'� Bacillus spp. �=�, '�#��	.���()$���%#�$%#���	�.	���"(�
�-�����>�'� Bacillus spp. �=��()�.�G )���	�+����		.���()$���%����!�"#�$%#���	�������������
	.��	�.+"&�%&."��+��"(����-�&�/����0��� (P<0.05) (�����() 17 ���?�*�() 15)
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�����() 17  Total BacillusCount,���-�$��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	
(B. subtilis +�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1
���������
�������	���������� 2 �������� �
������!�"#�$%#���	&�'��() 2

Total Bacillus Count (x106 cfu/g)@ ���������
�%����+�	
 	�.+"&�%&." ���������� �.	���

&% 1 ����� 1.100 ± 0.158a 10.500 ± 1.541b 21.5 ± 1.620c

1 0.500 ± 0.254a 5.500 ± 2.371b 9.000 ± 1.837c

2 0.400 ± 0.353a 3.500 ± 2.150b 6.000 ± 1.118c

3 0.300 ± 0.070a 7.200 ± 0.384b 9.080 ± 2.007c

4 0.300 ± 0.212a 9.600 ± 0.748b 15.400 ± 2.025c

�"�����.� ��	F�()�+��	����"����������0 �"(&��"��	�+��	����+��"(����-�&�/����0����
(P<0.05)

?�*�() 15  Total BacillusCount,���-�$��	.��	.���-��()��('����������!�"#�$%#���	 ( B. subtilis
+�"	�% B. licheniformis  3 	�"/���� 1 	�#�	�") ����������� 1 ����� ����
���
�����	���������� 2 �������� � 
������!�"#�$%#����	&�'��() 2
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2.3 	�������>�'��%&�(�(�#�� Scanning Electron Microscope (SEM)
�"�)��-��-�$��	.���()��('����������!�" B. subtilis +�"	�% B. licheniformis  3 	�"/

���� 1 	�#�	�" �.	�������������� 1 ����� ���	�.+"&�%&.""�������>�'��%&�(�(�#���+��
?��
��	���� Scanning Electron Microscope (SEM) �*�)����"��%�%�����	��-����=+,��
#�$%#���	
��-�$��	.�� *%�+� %���J!����-�$��,��	.���()$��#�$%#���	!�"
�����"(�-����
�>�'��%&�(�(�"�		�+�
�	�.+"&�%&." G )��>�'��()*%�+��"�	��"(��	FJ�������+���� ,������
��"�J 2-3 $"&�� (?�*�()16) ��+�>�'��%&�(�(��()*%
��-�$��	.��	�.+"&�%&."��"( 2 >��� G )�
��	FJ�������+������"�J 2 $"&�� ���������+��������"�J 1 $"&�� (?�*�() 17-18)

?�*�() 16 �-�$��,��	.���()��('����������!�" B. subtilis +�"	�% B. licheniformis 3 	�"/����
                1 	�#�	�" �.	�������������� 1 ����� �()�+��?��
��	���� Scanning Electron
                Microscope (SEM)
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?�*�() 17 �-�$��,��	.��	�.+"&�%&."�()�+��?��
��	���� Scanning Electron Microscope (SEM)

?�*�() 18�-�$��,��	.��	�.+"&�%&."�()�+��?��
��	���� Scanning Electron Microscope (SEM)
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��������	
����	�

�������	
���������������	�����
���������	����� ��!� "��

�	"�#��$��#%��� 	'("���

����	����� ��!� "��
��)��������*�	
���������
�����+��� �,"��'�"��(
#"�%�
�- �)  -�
��
,��!�$�#�����'�	��(�.-
��/���	���!�� �#����������)�0/��	����%�-�,.�	 $����������*��(�
/1��)���
�	,"������	����%�-�,.�	"�
-��� (Heyman and Menard, 2002., Verschuere et al., 2000) 
������
 ��!� "���

�����	/1��)���
�	�	
��������	�"�"�1# E.(��������	,"� Gullian et al. (2004) ��(���
��
�'"
�	�-,"�����	����� ��!� "��
��(�����*
�����	/1��)���
�	�	
���,�� Litopenaeus vannamei
 -�����'�" Vibrio P62 , Vibrio P63 $�� Bacillus P64 ��($�
!-���
 hepatopancreas $�����!��
���
���#� 
�����(!-���� Bacillus P64 �����	"�%������-��/1��)���
�	�1���(��- -��1�
�#�
����	
��#�"'(	 O
"�#����	�����)�+����*��� (P<0.05) Rengpipat et  al. (2000) ���#� Bacillus S11 $�-��������V	
 ��!� "��
�#"
�����+��� �$��
������/1��)���
�	��(�W"�
�	��(�$��
��"� -�E��� $��
���	����	
���
���-�� Penaeus monodon  -������
����	�#"��(������	���$���X-�V	��� 90 ��	
���#� 	���%	�
���$��"����
���"-���,"�
���
���-���1�,.�	"�#����	�����)�+����*��� (P<0.05)
�'("���� ��!� "���
�%�
������� postlarvae $�#!�#��[���(�	���%	�
$��
���"-����	
�������
�����#	 Bacillus S11��[��#��
�����	������\�/��
��
�'	
�	��(�$��
��"� -���\�� Phagocytosis
$����(������0 Phenoloxidase �	�^-�'"-
���"�#����	�����)�+����*���� (P<0.05) �'("����
��
���

��#�)��)����(!�#!-���� Bacillus S11 �����	"�%��


��_.
`�
���������	����� ��!� "��
�	
�������
���
���-��)����	�� ���
��$�
 Bacillus ��

���!��
���
���-�� !-�� 3 �����	\�� )'" B. subtilis,  B. licheniformis $�� B. sphaericus  -��	
��
�-�"�!-��'"
�������	��������� 2 �����	\�� )'" B. subtilis $��  B. licheniformis  	'("���

 B. sphaericus ��,�"�1�"���"��*.�)����V	��`�#"��� �����	�������"#"	$������̂���� (Stray et al.,
1988) E.(������-"�1#�	
��#�)�������	�#	-���
��
���


��_.
`��	�-$����-��)���,��,�	,"�����	����� ��!� "��
��(%������	
��[��
"�%���'("
��
�����	/1��)���
�	,"�
���
���-�� E.(��	
��_.
`�)����	���������	�������($�
!-���
���!���

���
���-���	�1���"��� 
������'�" Bacillus �	�1�,"���"��	��	���#���	�'("�
����-
�� 
��
^�
��
`� $����������*)��
�	"�%��!-�"�#����(�*.� (Gatesoupe, 1999) -������	�	�'�" 1x1010 cfu/g
���
��_.
`� -��'"
���� �'�" B. subtilis �'�" B. licheniformis $�� �'�" B. subtilis �#��
��
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B. licheniformis  ("�����#�	 1:1)  -�[���	"�%��
�����(��-��)���,��,�	 3 
���/"�%�� 1

� �
��� $�� 5 
���/"�%�� 1 
� �
��� ������V	������� 1 -'"	 $���_.
`�"�)����
"��#�� O
���-��	/1��)���
�	 !-�$
# Total Haemocytes Count, Phenoloxidase Activity,  Percent
Phagocytosis, Phagocytic Index $�� Bactericidal Activity ���#� 
����� B. subtilis �#��
��
B. licheniformis ��( 3 
���/"�%�� 1 
� �
��� ��[�����%���-��/1��)���
�	,"�
����1�,.�	
�#�
��#�"'(	 O
E.(��������0�^-�'"-���j��(��1���(��-)'" 2.670 ± 0.959 x107 cells/ml �����*
�'	
�	��(�$��

��"�!-��1���- )'" 27.248 ± 3.732 �"��E^	��� $����)#��'"���,"�E����(���
��(��-��(����%��'�"
$�)������-�� 50 �"��E^	��� E.(�$�
�#����

�����(!-����"�%��[�� ��!� "��
�	��-
���-�"�
"'(	 O �������
����	
��#�)��)��-���


�!
�	
��
�����	/1��)���
�	�	
���
���-�� -�����	����� ��!� "��
���!�#����$	#��-
	'("���
��[1�_.
`�[�,"� ��!� "��
�#"
��
�����	/1��)���
�		�"� E.(�)�-�#� ��!� "��
�����*
��(�)������	��	 �)�	
���
���-��!-�%�'"	
���������
��-1
��	%���)'" �W"�
�	
��
��[	��
���!��,"��'�"
#" �) $��
�����	/1��)���
�	��(
�-"� -�\������� �#�	
��
�����	/1��)���
�	��(
�-
,.�	/��%�����

����(��
����
��
,"��'�" �)"�#�������������!�#	#�
�-�	
���
���-�� 	'("���

����/1��)���
�	,"�
����V	$��!�#������ !�#��)�����������(�������*�����$"	���"-��!-�%�'"	
)	%�'"��������	�1��	�-"'(	 (Lackie,1980 ; Ratcliffe et al., 1985 Thornqvist and Soderhall,1997)

��
����-��(�$��
��"���(,���1#�#��
��
���
���-���#�	�%+#�V	
�������	,"��^-�'"-E.(��V	
��
�����	�#��
�	�'("-�
���
�	��(�$��
��"� �'("����	����� ��!� "��
��([��"�%���%�
���
�		��	
�����
^���"���(���V	���
�����	/1��)���
�	$
#
���
���-�� %�'"$��$�#$�)�����$
������(
#"�%�
�-
 �)����0���!���'("�����!�E�
,"�$�)�����
^�V	��� ��	��	
�������/1��)��
�	$
#
���!-��#	

�	

B. subtilis $�� B. licheniformis �����*
�����	/1��)���
�	,"�
���
��-��!-� "��
�-��

���� -!
�$)	E.(��V	"�)����
"�%��
,"�[	��E���$�)�����$
����
�V	���
�����	
/1��)���
�	 E.(��"-)��"�
�� Itami et  al. (1998) _.
`�������\�/��,"����� -!
�)	��

Bifidobacterium thermophilum �	
��� Penaeus japonicus ���#� 
�����(!-����"�%��[������ --
!
�$)	��)#� Phagocytic Index �1�
�#�
��#�)��)�� $�������)������	��	 �)�1�
�#�
��#�)��)��
��(!�#!-�������� -!
�$)	"�#����	�����)�+ �'("%	�(��	��-����'�" Vibrio penaeicida $��!����
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WSSV ��	�	� (2539) ���E��� Clostridium butyricum ��(����%����-���r"������	�������	
"�%�� $�������"�)������	��	�#"
��%	�(��	���%�
�- �)�	
���
���-�� ���#� 
�����(!-����
C.. butyricum �����	"�%����)������	��	�#"
��%	�(��	���%�
�- �)-��� V. harveyi $��

�����	�%�
����	
�� Phagocytosis $�� �����0 Bactericidin �1�,.�	�'("����
��
��#�)��)��

��
[�
���-�"��'("%���������	
���%�����	����� ��!� "��
��(%������	
��

�����	/1��)���
�	,"�
���
���-�� ���#� �	���-�%���( 1 ��(%��-�%�"�%��[�� ��!� "���
)#�
Phenoloxidase Activity, Percent Phagocytosis $�� Phagocytic Index ,"�
�����(!-���� ��!� "���

��
��	 ����-���1�,.�	"�#��%̂	!-���-E.(��#����

���
��#�)��)��"�#����	�����)�+����*��� (P < 0.05)
$����
�����,"��'�" Bacillus sp.  -������0���
�����0 Bacillus sp. ����%�-�	���!����(�-��
�V	���	�	��
��
 21.5 ± 1.620 x 106 cells/g %�'"���� 9.000 ± 1.837 x 106 cells/g E.(��V	!�
!-��#��	���-�%�	��
���!-�������� -!
�$)	�V	���	�	��
 �	�����*
�����	/1��)���
�	�%��1�,.�	
!-� $�����#���-��/1��)���
�	,"�
����	���-�%���( 2  �-�� E.(������0 Bacillus sp. ����%�-�	���!���
�-�������^
	�"��#�	��	��
 9.000 ± 1.837 x 106 cells/g %�'"���� 6.000 ± 1.118 x 106 cells/g

����.�!-�������� -!
�$)	�	�����0��(	�"�
�#��	���-�%�$�
 �#�[��%���-��/1��)���
�	,"�
���
�	���-�%�	���-��

�'("	�����!��
���!���)���%�%����	�	�'�"$�)�����  Vibrio spp. $�� Bacillus spp. ����%�-
$������%��'�"$�)����� -��#"����
��"� Scanning Electron Microscope (SEM) �'("�����	
�����$��
��-����"�1#,"� ��!� "��
 ���#��	���!��
�����(�����-���"�%��[�� ��!� "��
��


��#��-�"������	�	�'�" Vibrio spp. ��
`0��V	$�#��"  ��������0 1 !�)�"	�	���!��	�"�

�#�
��#�)��)�� $����� Bacillus spp. ��
`0��V	$�#���� ,	�-�����0 1.5-3 !�)�"	��

�#�

��#�)��)��"�#����	�����)�+����*���  (P<0.05) $�-��%�%̂	�#� �'�" Bacillus �����*-���������"�1#
�	���!��!-����� -�,��!�$�#��'�	��( $�#�"�%���������������"'(	 O ��
$�)�������(
#"�%�
�- �) �'("
��������"��%� ---#	,.�	�� %�'"�������0��

�#�$�)�������(����%�
�- �) ��"-�	�����*
���������t����	� (Antibiotic) E.(���v�\�w�	
���������
�����+��� �%�'"������$�)�������(
#"�%��

�- �)!-�  -� B. subtilis ���������� Mycobacillin, Subtilin, Bacilysin, Bacillin $��
Subsprorin �#�	 B. licheniformis �����*�������� Bacitraciin, Proticin $�� Licheniformin
(Edward and Amold, 1977) E.(��"-)��"�
���0��	��� $��
���� (2543) ��(���
��_.
`�



63

������\�/��,"�$�)����� 8 �	�- )'" B. subtilis AM-01, B. licheniformis AM-04, Bacillus sp.
AM-14, Bacillus sp. AM-3065, Nitrosomonas sp. AM-11, Nitrobactor sp. AM-12, Thiobacillus
sp. FW01 $�� Thiobacillus sp. SW-01 �	
����������'�"$�)����� V. harveyi ��(�V	��%��,"� �)
�'"�$���	
��� %���
���-�"� 72 ��(� ���	"�%��������'�"���#��� 3 �	�-��(��_�
�/���	
��
������� !-�$
#� B. subtilis AM-01, B. licheniformis AM-04 $�� Nitrosomonas sp. AM-11 *.�$���#�
B. subtilis AM-01 �������*)��)��
�����+��� �,"� V. harveyi $��,��)�"�)�"��	
"�%��������'�"���
�#� B. licheniformis AM-04 $�� Nitrosomonas sp. AM-11 
^��� $�#�'("	��
V. harveyi ��(�-�"�-��� B. subtilis AM-01	��!�_.
`�-1)���[�-�
��-���
��"� Transmission
Electron Microscope ���1��#�������0z�	��������(�	$���$��,	�-�^
��
�#��
����
��(��-
E.(�)���[�-�
��	���V	��
`0�*��� !�#��$	� 	����(��
���)'	�/���
��  $������� (2545) _.
`�
������\�/��,"�������
"�����	������	
���������$�)������
������� " E.(�������
"���(����	

���-�"����
"�-����'�" Bacillus 3 �	�- )'" B. subtilis, B. licheniformis $�� B. cereus ���
�����0�'�"�������%�- 1.116 x 1011 cfu/g ���#�������
"�����	�����-��
�#����(��-��)���,��
,�	 5, 50, 500 $�� 5000 ppm ��������\�/���	
���������
�����+��� �,"��'�"
V. parahaemolyticus $�� V. harveyi  -�
����������'�" V. parahaemolyticus ��
�-!-�-��	�#��
��	 O ��(��
 O ��-��)���,��,�	 �#�	
����������'�" V. harveyi ���#� ��
��-��)���,��,�	,"�
Bacillus �%�[�-���"-
���-�"�


��_.
`�
���������	����� ��!� "��
 2 �	�- %�'"��

�#� 2 �	�-�#��
�	�	
�������������
	������)���	�"�"�1# E.(�
���������	������#��
�		��		#���(�������*��(� "
���	
���.-
���	���!���
��(���
,.�	 E.(��#�[�����%�����/1��)���
�	�����	-�,.�	"�#���#"	'("� E.(���

��_.
`��������
��
�%�����	����� B. subtilis �#��
�� B. licheniformis )���,��,�	 3 
���/"�%�� 1 
� �
��� (1:1) ��(
%������	
��
�����	/1��)���
�	,"�
���
���-�� ���#� 
�����(���"�%��[�� ��!� "���
��
��	�V	
������� 1 -'"	 ����-��/1��)���
�	�1�
�#�
��#�"'(	 O  -������0���

������"�)����
"��#�� O
���/1��)���
�	 �'("%��-�%�� ��!� "���
 -� �%�"�%���
����(!�#[�� ��!� "���
%�'"	
��
��#�
)��)�� ���#� ����/1��)���
�	,"�
����1�
�#�
��#�)��)������ 1 ���-�%��#�	��	 $���'("�%�"�%��
[�� ��!� "���
"�
)�����	���-�%���( 3 $�� 4 ���#� ��-��/1��)���
�	,"�
�����(��1�,.�	�'("� O  $��
$�
�#����

��#�)��)��"�#����	�����)�+����*��� $�-��%�%̂	�#�
��
�����	/1��)�����"-
�������
)������ ��!� "���
[���	"�%��"�#���#"	'("� E.(���

��_.
`�,"� Salinas et al.(2005) ���#�
��� seabream ��(�����-���"�%��[�� Lactobacillus delbr������ lactis 0.5 x 107 cfu/g �#��
��
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B. subtilis 0.5 x 107 cfu/g �V	������� 3 ���-�%� �����*
�����	�%� Leucocytes 
����-��(�$��

��"� -�
��
�'	
�	 (Phagocytic Activity) !-�-�
�#������(!-�����'�"����	����������	�--��� $�#�
����%�)#� Phagocytic Activity "�1#!-�!�#	�	 ���� 1 ���-�%�
^!�#$�
�#����

��#�)��)��

-��	��	�	
����� ��!� "��

��
�������
���
���-���.�)���������	������	�- B. subtilis �#��

�� B. licheniformis ��(��-��)���,��,�	 3 
���/"�%�� 1 
� �
��� ��[��	
��
�����	/1��)���
�	
,"�
���
���-��!-��V	"�#��-��  -�)���%�����	�����-��
�#��"�#���#"	'("��	��%�#��
�������
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�����	
����	�

��

���-�"��'("_.
`��	�-$����-��)���,��,�	,"�����	����� ��!� "��
��(
%������	
��[��"�%���'("
��
�����	/1��)���
�	,"�
���
���-�� ���#� 
����� Bacillus  subtilis
�#��
�� Bacillus  licheniformis (1:1)  3 
���/"�%�� 1 
� �
��� ��[�����%���-��/1��)���
�	,"�
����1�
,.�	
�#�
��#�"'(	 O  -������	��
"�)����
"��#�� O ���-��	/1��)���
�	 !-�$
# Total Haemocytes
Count, Phenoloxidase Activity, Percent Phagocytosis, Phagocytic Index $�� Bactericidal
Activity $��������#��	���!��
�����(�����-���"�%��[�� ��!� "��
��

��#��-�"������	�	�'�"
Vibrio spp. �	���!��	�"�
�#�
��#�)��)�� $����� Bacillus spp. ��

�#�
��#�)��)��"�#����	�����)�+
����*���� (P<0.05)


���-�"��'("%��������
���%�����	������ B. subtilis �#��
�� B. licheniformis )���
,��,�	 3 
���/"�%�� 1 
� �
��� ��(%������	
��
�����	/1��)���
�	,"�
���
���-�� ���#� 
�����(���
"�%��[�� ��!� "���
��
��	�V	������� 1 -'"	 ����-��/1��)���
�	�1�
�#�
��#�"'(	 O $���'("
%��-�%�� ��!� "��
���#� ����/1��)���
�	,"�
������)��1�
�#�
��#�)��)������ 1 ���-�%��#�	��	
$���'("�%�"�%��[�� ��!� "���
"�
)�����	���-�%���( 3 $�� 4 ���#� ��-��/1��)���
�	,"�
�����(�
�1�,.�	�'("� O  $��$�
�#����

��#�)��)�� $�����#��	���!��
�����(�����-���"�%��[�� ��!� "-
��
��

��#��-�"������	�	�'�" Vibrio spp. �	���!��	�"�
�#�
��#�)��)�� $����� Bacillus spp.��


�#�
��#�)��)��"�#����	�����)�+����*����

-��	��	�	
����� ��!� "��

��
�������
���
���-��)���������	������	�- B. subtilis �#��
��
B. licheniformis ��(��-��)���,��,�	 3 
���/"�%�� 1 
� �
���  -�)���%�����	�����-��
�#��"�#��
��
��	��"-��%�#��
�������
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��������

�����������	
������	����	���  �������������� ��!��	"��#��$��%�����&
�	
������
���
#�'&������#�����  (��&���%�����( ���)%$�#���&������ ��	
�����&
�����$�!%�������
&�%����*�����(	*�+,	�+�-�&�������!��+������ ����$�#���&������ ��	.����$�!%��&"� /
	 %���0�   �0����%�1��%���������� ��#)�+"����������  �����0�"�������2��3�	'+��	�+�(��
4**�� ��
+��&���������
����� ����1��%�����#)�+"������5�������������  	'���	
��&�� ��$����*�����
�������	��0��"��")%�
������$!�*��+� ����-
���-��+������%����
��+ 6+#�'�+��5�0�

�������	
`��
�%�	!������
���,�� (Litopenaeus vannamei) �V	����	��
 	'("���
�V	

�����([#�	
����{	���������	\���V	���	�	 ����%������������	
����������	 "����
���"-�1�
-��	��	�.�)����
��_.
`�
���������	����� ��!� "��
��(%������	
��
�����	/1��)���
�	,"�
���
,�� �'("	��!������
������	
����(�[�[����	
�������
����	�-	��
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����
��������	�����������������

1. �������	
����
������������
�� Homogenizer��
� !"��#����$%�&'"��!' 1 �"��"�"!'

2. )����' Heat shock )0%��1234�" 70-80 �8� 9� 90�	 ��� 20 ��)0 :���$#�)�� Cool
shock =�������>?���#�� �@� ��� 1 ��)0 ��')�� Heat shock��A Cool shock BC%�)��D2
	�'�A����0�
 B0�	&�'E��F)0 '0� )?��$#� 9G% &H�F�1	��$!"2�G%�� IC#� Bacillus spp. )0%	�'�'K	'
�	&�'E��
�

3. ���	�'�A���)0%��
�� 0.1 �"��"�"!'  BC%�D2
�	&�'E����F)0 '0� :'"M &H� 9��E&�!"D�
��2�' �0#� IC#� NA=���"P0��' spread plate ����&�?�)0% 30°C ��� 18-24 I$%�=�

4. ��� IC#�D2
�'"	�)P"S &H� single colony��
�:G����&)�	��F�1	��$!")� F�0 BC%�
:�����I�"�=��DI
 =��DI
I�� API 50 CHB

����
�����	�����	������ !�������������

1.  ��� IC#���F)0 '0� Bacillus  �0#�D���2�' �0#� IC#� NB D� F'C%� ��?�I�"�
F��F��)0% 30°C ��� 5-7 �$� 2'C�:���?� IC#�:A �
�	&�'E�

2. ��� IC#���F)0 '0�)0% �
�	&�'E��
���&YZ�!�!A����
�� Centrifuge )0%F��� '@�'��
 3,000 rpm ��� 10 ��)0�

3. &YZ��
� 9��E�	&�'E��F)0 '0��
���#�� ��C� 0.85% 3 F'$#

4. ���	&�'E����F)0 '0���>	��$�> cray )0%��_?� IC#���
�D��$!'�	?�� 1:1.5
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5. ���cray )0%>	��
�� 9��E�	&�'E��F)0 '0���
��&��D2
�2
)0% 70-80°C :��2
��
�
:G�������D2
�A �0��

6. ���	&�'E>�2
�&��)0% 70-80°C�0�F'$#��� 10 ��)0�

7.  �@�	&�'E>�2
D�)0%�2
��A �@�

�����	�����	"���	#$	���$ K-199

  1.  �+,����	
��������������	�����	"���	#$	���$ K-199

1.1 M-199
��2�' �0#� 9��E Medium-199 1 9� + NaHCO3 2.2 �'$� �A����
���#����$%� &'$�

&'"��!'F'� 500 �"��"�"!'

1.2 salt mixture&'A����
��
- KCl 0.4  �'$�
- MgCl2.6H2O 3.3 �'$�
- MgSO4.7H2O 3.0 �'$�
- NaH2PO4.2H2O 0.05 �'$�
���	?��>	�)$#2���A����
���#����$%� &'$�&'"��!'D2
��
 100 �"��"�"!'

1.3     NaCl
�A���NaCl 11 �'$� D��#����$%� ��
�&'$�&'"��!'D2
��
 100 �"��"�"!'

1.4 CaCl2.H2O
�A��� CaCl2.H2O 0.9 �'$� D��#����$%� ��
�&'$�&'"��!'D2
��
 100 �"��"�"!'

1.5 L-glutamin
L-glutamin 0.015 �'$� D��#����$%� 1 �"��"�"!' ��
��'�>?���'A��j�'�����
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0.22 µm

2.  ���	
��������	�����	"��� K-199 ������ 100 +��+�+
�

2.1 >	�	�'�A���!������$� �$�0#
-   M-199 50 �"��"�"!'
-   salt mixture 10 �"��"�"!'
-    NaCl 10 �"��"�"!'
- CaCl2.2H2O 10 �"��"�"!'
- L-glutamine 1 �"��"�"!'
- Hepes 0.238 �'$�
&'$�&'"��!'D2
��
 100 �"��"�"!' �
���#����$%�)0%>?����'_?� IC#�

2.2 &'$� pH �
��HCl2'C� NaOHD2
��4?D�I?� 7.3-7.6

2.3  !"� tri-Sodium Citate Dihydrate (C6H5Na3.2H2O) 10 �'$�

���	��/�����+	��� ��  Prophenoloxidase activity

���	
������	��/�����+	��� ��  Prophenoloxidase activity

1. 	�'�A��� cacodylate buffer pH 7.4

>	�	�'�A��� 0.2 M Sodium cacodylate &'"��1 50 �"��"�"!' 	�'�A��� 0.2 M
HCl&'"��1 2.7 �"��"�"!'  !"��#����$%� 47.3 �"��"�"!'

2. L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)

L-dihydroxyphenylalanine 4 �"��"�'$�D��#����$%� 1 �"��"�"!'
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3. 	�'�A���)'"&9"�

 !'0��:�� 0.1% )'"&9"��D�cacodylate buffer

���	��/�����+	��� ��� Phagocytic index activity

���	
������	��/�����+	��� ��� Phagocytic index activity

1. 	�'�A��� Shrimp saline

- NaCl 28.4  �'$�
- MgCl2.6H2O 10.0  �'$�
- MgSO4.7H2O 2.0  �'$�
- CaCl2.H2O 2.25  �'$�
- KCl 0.7  �'$�
- Glocose 1.0  �'$�
- Hepes 2.38  �'$�
>	�D��#����$%� 1 �"!' �'��
���'A��j�'�0.22 µmD	?D����)0%>?����'_?� IC#�

��
�  �@���
)0%��1234�" 5 �8� 9� 90�	

2. Heat p Killed yeast

2.1 ��� Bakerqs yeast 0.5 �'$� ���A���D� 0.9% NaCl 250�"��"�"!' ��
�!
� &H�
 ��� 1 I$%�=�

2.2 2�$:���$#�)����'�
��
�� Shrimp saline)0% 3000 rpm  &H� ��� 10 ��)0 5 F'$#
2.3 ��� 9��E�0	!E)0%��
�A����
�� Shrimp saline BC%�D2
��
	�'�A���)0%�0 9��E�

:����� 5 x 108  9��E!?��"��"�"!'
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���	��/�����+	��� ��B��
��

���	
������	��/�����+	��� ��B��
��

1. reagent a

 !'0��:�� 2 % weight / Volumn Na2CO3 �A���D� 0.1 M NaOH

2. reagent b

 !'0��:�� 0.5% CuSO4�A���D� 1% Potassium tatrate

3. reagent c

 !'0��:��reagent a 50 �"��"�"!' '���$� reagent b  1 �"��"�"!'

4. reagent d

 !'0��:��Folin 1 	?�� >	��$��#�� 2 	?��

��������C��+�C	#$	���$��!����$ (Total Haemocytes Count)

&'"��!'��Hemacytometer = ��
� x ��� x 	4
= 1 mm x 1mm x 0.1mm
= 0.1 mm3

:����� 9��E �@� �C�� / mm3 =   9��E �@� �C��)0%�$���
�
:����� 9��E �@� �C�� / ml3 =   9��E �@� �C��)0%�$���
� x 104 x F?� dilution
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��������C��K�����	���"�LM������"+	$�

Phenoloxidaseacticity  =  unit/min/mg protein

���2��D2
 F?� OD )0% &�0%���&��& 0.001  )?��$� 1 2�?�� (unit)

3�B>���)0% 1��!'w��=&'!0� (Bovine serum albumin)

��������C Percent phagocytosis ��  Phagocytic index

 Percent phagocytosis = :����� �@� �C��)0%:$��"��0	!E x 100
:����� �@� �C��)$#2��

Phagocytic index = :����� �@� �C��)0%:$��"��0	!E� x :������0	!E)0%K4�:$��"�)$#2�� x 100
:����� �@� �C��)$#2�� :����� �@� �C��)$#2��

y = 0.3472x
R2 = 0.9894
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