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Abstract 
 

Project Code :  RDG51200013 

Project Title : Development of Streptococcal vaccine in tilapia, Oreochromis sp., in 

the  

  Northeast region of Thailand 

Investigators :  Bundit Tengjaroenkul, Watcharee Khunkitti and Thanee Tedsiri 

Project Period :  2 Years (15 November 2007- 15 December 2009) 
 

The main purpose of the project was to develop vaccine for preventing 

streptococcosis in tilapia fish in the Northeast region of Thailand 

. From the experiment, killed vaccine prepared from most virulent strain of S. 
agalactiae in Northeast region of Thailand. The vaccine was injected intra-peritonelly and 

fed orally to juvenile tilapia. Antibody titer of the injected fish was 244.62, whereas of the 

fed fish for 4, 6 and 8 weeks were 3.69, 4.36 and 5.42, respectively. After did challenge 

test, the injected fish had the highest survival rate as compared among fish groups. 

  As compared for imuune production of oral vaccine without coating agent at 

concentration of 5x10
9 

cell/ml to injected and immersion vaccines, the result 

demonstrated that the titers of fish injected with vaccine mixed with Freud’s complete 

adjuvant (FCA) at ratio 1:1 had the higest antibody level, followed by that of injected 

with the live bacterial vaccine at concentration of 10
6 

cfu/ml. And also after the 

challenge test, the fish injected with FCA vaccine significantly showed the greatest 

survival than of other fish groups (p<0.05). 

Furthermore, Adult tilapia injected with FCA vaccine significantly presented the 

greater antibody titer than of the juvenile fish (p<0.05). For the study on immune 

response of the streptococcal vaccine (5x10
8
 cell/ml) mixed with 4 different adjuvants: 

FCA, aluminum hydroxide, soybean oil and liquid paraffine oil at ratio 1:1 in juvenile 

tilapia was conducted The result demonstrated that the FCA vaccine had the highest 

antibody titer, and statistically different from all other treatments (p<0.05).  Stability test 

of 2 different preparations and storages at temperature 4 degree celcius of 

streptococcal vaccine (freeze dryer and refrigerated vaccines) was evaluated. From 

pharmacological calculation, antibody titer level of the freeze dryer vaccine at 



temperature 4 degree celcius could be kepted for 5.11 months, and, the refrigerated 

vaccine should be stored at 4 degree celcius for 2.76 months (p<0.05). 

In addition, four kinds of immunostimulants: FCA, aluminum hydroxide, mannan 

oligosaccharide and chitosan were involved with the injection vaccine. At the end of 

experiment, FCA injected fish presented the greatest antibody titer, but not statistically 

different than of the oligosaccharide fed fish (p>0.05). However, the FCA vaccine 

demonstrated statistically different from the aluminum hydroxide injected fish as well as 

the chitosan fed fish (p<0.05).  

The results of all experiments in the project suggested that FCA adjuvant adding 

in injected streptococcal vaccine is likely the most efficient way for the disease prevention 

in tilapia fish. Moreover, mannan oligosaccharide coated on feed following intra-peritoneal 

injection of the vaccine can also improve immunity against streptococcus infection to 

satisfactory level. 

 

 

 

 

 
Keywords : Vaccine, Immunostimulant, Bacteria, Streptococcosis, Streptococcus, 

Vaccine 
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��������#�$���$��1)�� 

'!��	!�'-���$�%��4��#�,O�	
��������&����!�4���"3����	�(�(����'����#�!��"3���.���� ��'_ ".#. 

2547 '����#9����*��C�!	$'!��	!9+�C/� 203,100 �*$�	�$�� *�!�.�'��*�� 6,298.5 !������ �	+

�'-���+�.�� 30.6 �'��%�1<�$%
��'�	*���!�!	$��*
��'!��4��
3+
��9�� (�C	$	���'��*���.�'����#

9��'_ ".#. 2547, 2549) �!���'_ ".#. 2545 '����#9���.����'!��	!9'����O��*�	��'�	*����.� 

1,050 �*$�	�$�� +���*�!�.� 165 !������ (Fitzsimmons, 2003) ������$���9+�*������+����%C/����

�"	�*��.��$.���3���
��'�	*������!	$�!������	�(�
��'!��	!��4�(����'����#�!�
���!�  

'P

��������!�4��'!��	!9+�*����"�0��9'���)	�"��	)�% *����'�������!�4��9'�'-����"�0�� 

�+��!�4��������*�����.���� �*�*����
�+������+��$.��,$���*��'����'P&�����*��&����
�����'���

$����3���
����� �+��5"�������$�'�$�����1	� �*3����,$������9*.�����!���$��
�	�	
5��C/�

����$�
������<*���)���'Q	)���� �$.�*3��9*.9+��!�<$���
��'!�
����������	+'P&����$�������'!� 

'P&�����+34��� (Barticados and Padihare, 1992; Herwing et al., 1997; Rahim et al., 1998) ��*C/�

'P&������.����9'���$.��'����#  �!�
��'P&����
���$������"	�**��
/4� ������*����*"����*���
����

���1��*��)�'2�������� ���#/�,����������1�����'!����
$����.���4� Lida et al. (1981) 9+��+!�����

���1������$���*
���)34� S. iniae 1/���.�+���V��%*�!	���.'!� yellow tail (S. quinqueradiata) �"3�������*

�����$�'�$�����1�� "��.��	R����������1�����5�+����!�����$���������+���.������*�����  

Klesius et al. (2000) #/�,�����$���*���1���)34�$���+�����)�V��%*�!	����*�
�*
�� 3 �'��%�1<�$% �"3��

'2��������$	+�)34� S. iniae ��'!��	! (O. niloticus) "��.�'!�*����*$������$.������$�'�$�����1	� 

50 �'��%�1<�$% 1/��9*.�$�$.������C	$	 ��4���'!����9+�������1���+����5�+�
��).�������!����5�+�
��

�!��*��34� Surendra (2002) 9+�#/�,�����)����1���)34�$��1/���$���*
���)34���$�'�$��������'!��	!

�+� (O. niloticus, Linn) �+��	R����5�+�
��).������ "��.����������1���)34�$���5"�����4���������.���4����*�

�.����$	��+�9$�$��%��� �!�'!��!�.*���9+�������1��*���$�������+$�������.�'!��!�.*���9*.9+�������1�� 

Eldar et al. (1995) 9+��+!������)����1������$���*
���)34���$�'�$������1/���.�+���V��%*�!	���'!� 

rainbow trout +����	R����5�+�
��).������ "��.���*��C'2��������9+�+� 1/��'!����9+�������1��*���$�����

$��
�����$	+�)34��"��� 5 �'��%�1<�$% ��
�����'!�9*.9+�������1��*���$�����$�����C/� 50 �'��%�1<�$% 

����������������1����*�������4�9+�*����"�0�����1�������*��C'2��������C���.���!��


���4���.���� ��������+	������
��'!� �).� ���������1����� encapsulation �!� chitosan 

microcapsule (Dunn et al., 1990; Ellis, 1995; Gudding, et al., 1999) ���
����4����*�����$	*

��������.���"3���"	�*'���	�R	(�"
�����1�� ���	 Miyasaki et al. (1992) 9+���� IgY (egg yolk 

immunoglobulin) *��$���*���1�� anti-IgY Edwardsiella tarda �"3��'2����������	+�����'!�9�!

&��'��� ���������1���+������*�����*���������'!�)�	+�3��q ��� 1/��'�����!�����<
"��*��� 

�).� ��'����#VZ!	''Z��% �*3��������1������!	$
���)34� S. iniae ��!��'!��	!+����	R�����).�!���*

�����"��.� !��'!�*���$�����$���"��� 10-15 �'��%�1<�$% �*3���'������������'!����!�.*���9*.9+�

������1��1/��*���$�����$�����C/� 80 �'��%�1<�$% ��������!� 1 �+3�����
������!�4�� (Clark et 

al., 2003)  
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����.��*�9+�*����#/�,��+!���)�������$���(�*	���*��� (Immuno-stimulant) �!��)�	+��

��$�%�4�� �).�  

1) ����������!��.��'�����
����������� (bacterial derivative) Clem et al.  

(1985) ������#/�,��+��)� LPS (lipopolysccharide) 
�������1!!%)�4����
��������������*!� 

��*��C���$�������"	�*
�����
���1!!% B-lymphocyte �!� ���$������������'�$���!��� �	��$��%

!	��	� 1 (interleukin 1) 
���1!!%�*��91�% (monocyte) 
��'!��+�!�� (Ictalurus punctatus)  

�!� Phillip et al.  (2006) "��.����������+
���)34� 2 )�	+�3� S. iniae �!� S. agalactiae ��*��C

���$��������!3������ (chemotactic activity) 
���1!!%*����V�
%         
 

2) 9�$	��!�9��$1�� (chitin and chitosan) Sakai et  al. (1992) �������.�'!� 

������%�����%���5�+9�$	� 100 *	!!	���*$.��4������$��'!� 1 �	�!���* "��.�*�������$����1!!%    

*����V�
%�!��"	�*���*$�����������$	+�)34� V. anguillarum  �!� Kawakami et al. (1998)  ���

"��.� '!������!3�� (yellowtail; Seriola quinquera-diata) ���5�++���9�$	���*��C�"	�*���*

$��������������	+
���)34� P. piscicida �!��
�����9+�����)34�������'Q	��$	����'-���!� 45 ��� 

���
����4 Anderson et al. (1995) �������.� '!������%����������9+�������5�+��3�
�.*9��$1�� 

"��.�*�����"	�*
/4�
������(�*	���*������ �+������$9+�
�����*��*��C������.�
���1!!% 

(potential killing activity) �!�'�	*��
���	**�����!�!�!	���* (total Ig concentration)  

3) �!���� (glucan) ����)��!�������9+�*�
�������1!!%���$%��������$���(�*	���*���9+�

*����#/�,��.��
���*�� ()����$%, 2545)  Chen and Ainsworth (1992) �������.�'!��+�!�� 

(Ictalurus punctatus)  ���5�++����!����
�����$%*�'�	*��
�����$	��+�9$�$��%���
/4��!����

��*��C�"	�*���*$������$.��)34���������� Edwardsiella ictaruli  $.�*� Jenny and Anderson 

(1993) �+!���)��!������*����������.'!���$�!�$	��1!*�� "��.���
��+�!���� 1 ���*

$.������ 1 �	�!���* �'-���!� 5 ��'+��% "��.�'!�+���!.��*����*��*��C�����$���������


�����$	+�)34� V. anguillarum �!��)34� V.salmonicida ��.��9��<$�*�!����+!���)��!����������

�!����$�$.����� �!.���3� Thomson et  al. (1995) 9+��)��!����5�+���'!������%������� "��.�'!�

+���!.��9*.��*��C�"	�*���*$������$.����$	+�)34� V. anguillarum  Richard et al., (2005) 9+�

�+!���)���$���!������*��������!�4��'!��	! (O. niloticus) ��� 5 ���*�
�*
��9+���. 0, 50, 100 

�!� 200 *	!!	���*$.��4����������� 1 �	�!���* �'-���!� 14 ��'+��% �!��
����4�
/�������1�����

�$���*
���)34� S. iniae ���$���(�*	���*��� 
���!����+!���<���'9+��.� ��+��
����$���!����9*.*�

�!$.�������$��������	+�����������+	��+�    ���
����4 Lara-Folres et al. (2003) "��.�'!��	!

�	����$% Saccharomyces cervisiae ��*�������$���.�� 0.1% �+��4��������� 9 ��'+��% *����

�
�	&�$	��$�!���$���!���34�+���.�����)���������� Lactobacillus acidophilus �!� 

Streptococcus faecium ��*�������'�	*�������.���� 1/���.�
��.��!������*$.���������

(�*	���*�����'!�+��� ���$%�!�����!�9Y��<*-��!
	��$ (mannuronic acid) "��.���*��C���$���

��������(�*	���*�����'!� (Bricknell and Dalmo, 2005; Skjermo et al., 2006) ���
���$���
����.
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�.������������!��9�� �.�����
���
����.$��*��*�!�9$ (Vollstad et al., 2006) ��'!����%"���9+����

�1�+��*��!
	��$ 
 

 4) �	$�*	� (vitamin) *����#/�,������.�������
�������3�������)��	$�*	�1���*�����

�"3���"	�*����
�	&�$	��$�!�'2������������$�%�4�� Li and Lovell (1985) �������.� '!��+�!�����

9+��������������*�'-���!� 13 ��'+��% *���$�����$��
����������	+
���)34���������� 

Edwardsiella tarda ����!� 
����� Hardie et al. (1991) �!.���.� �����������'!����*���+��

�	$�*	�1������*��C���	*�����(�*	���*������9+� �+�"��.����������
����*"!��*�$%
��'!�*�

'���	�R	(�"���
/4� �	$�*	����'-�������$����/�����*�#���(�"��������$���(�*	���*�����'!� �+� 

Hardie et al.  (1990) 9+�������9���.�'!���$�!�$	��1!*�����9+�����������*��	$�*	���9*.

�"���"� *���$�����$����3���
�����$	+�)34� A. salmonicida *����.�����������<
��''�$	 Wise 

et al., (1993) �!.���.�'!��+�!�����9+������������*�'�	*��
���	$�*	������ ).���"	�*'���	�R	(�"

������	� (phagocytosis) 
���*<+�!3�+
�� $.�*� Wahli et al. (1998) �+!���������������*

�	$�*	�1��!��	$�*	��������.'!������%�'-���!� 6 ��'+��% "��.�����$���.���	$�*	�1� 2,000 "�"�

��<* $.��	$�*	��������+�� 800 "�"���<* *��!����*<+�!3�+
��
��'!��"	�*���
/4���.����+��<� �!��
��

���*�������$���+������������!	� (concanavalin) �!�'!�*���$�����$��!+!��!��
��*����

�+!�����'!�$	+�)34�9��������.������	+��� VSH (viral hemorrhagic septicemia) Duncan �!� 

Klesius (1996) 9+��+!���)�����.����!������ (Spirulina sp.) 
��+ 2.7 % ��*��������

'!��+�!����� 7 ��� "��.�'!�*����$���������.��
��(�*	���*������9*.
���"��������
/4� �$.

'�	*�����$	��+�9*.�$�$.��
��'!����!�.*�����* (���!�����������1���)34�$�� E. ictaruli  
Thompson et al. (1995) #/�,�����)��	$�*	����.�*������$��1���� (astaxanthin) �������

�"3�����	*(�*	���*�����.'!������%������� ����$���.�� 18 �!� 100 *	!!	���*$.��	�!���*����� 

"��.�����!��������$���(�*	���*���9*.�$�$.���������C	$	 Pilarczyk (1995) ���������1���.�*���

�4��*��'!� (fish oil adjuvant) ��*��������*<+ 10 �'��%�1<�$% �"3�����$���(�*	���*������
���"��


��'!����%" "��.�����'+��%��� 4 �!� 8 *��.����$	��+�9$�$��%���
/4� �!� Mastsuyama et al. 

(1992) "��.�������	*��$���!���� (�-glucan) ��'!� yellowtail ������'!�*������������$	��+�

���
/4��!���$�������+�"	�*
/4���.��*���������& �!�����5�+�)34��'-�
�� Streptococcus sp. �
��

).������  
 

5) ������������%�����*� (synthetic chemical) Olivier et al. (1985) "��.�'!����Y

�1!*�����5�++���!���9*�1! (levamisole) 0.1-0.5 *	!!	���*$.��	�!���* ��*���V���+%��+
�

����% (Freund’s complete adjuvant) 
��"	�*���*��*��C�����$������$.��)34���������� A. 
salmonicida  Kajita et al. (1990) �������.�'!������%����������5�++���!���9*�1!
��"	�*���*

$���������$	+�)34� V. anguillarum 9+� �+����+���!.��
�9'�"	�*��������(�*	���*������9*.


���"�� Baba et al. (1993) �������.� '!����%"���
�.*��!���9*�1! 10 9*������*/!	$� �'-���!� 

24 )����*���*��C�"	�*���*$������$.��)34� A. hydrophila 9+� �!��"	�*���*��*��C������	� 
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(phagocytosis) �!
������)�!���9*�1!��������$���(�*	���*�����'!���4�C3��.����.����+�����

��*���9+� �$.���
�+���$��
���C/����*'!�+(��$.������	�(� (Sakai, 1999)  
 

 6) Y��%�*���.�����
�	&�$	��$ (growth hormone) Kajita et al. (1992) 9+�#/�,��!


��Y��%�*���.�����
�	&�$	��$ �������+!���+����5�+Y��%�*���.�����
�	&�$	��$���'!������%

������� "��.���*��C���$���(�*	���*���
��'!�9+��+��5"��������$����1!!%�*<+�!3�+
�� �!� 

Non-specific cytotoxic cell (NCC cell) ����'-��1!!%�����&)�	+��/��������(�*	���*������9*.


���"�� 1/����+�!����������	
��
�� Sakai (1997) ���9+��+!��5�+Y��%�*���.�����
�	&�$	��$

������'!������%��������).���� "��.�'!�*����*��*��C�����$��������������	+
���)34� V. 
anguillarum ������
/4� 

 

��+
�����%�'-������*�����1����3����$	�
��"3���"	�*��������(�*	���*����������4��  

�!����������*�����"	�*(�*	���*�������1!!% (Stewart-Tull, 1996) ��*��C��.�9+��'-� 5 '���(� 

(Maureen Dale �!� Foreman, 1984; Vogel �!� Powell, 1994) +����4 
 

1) ������	�����% (Inorganic gel) �).� �!�*	����*9Y+���91+% �!�*	����*V���V$  
 

2) �	*�!)���)�	+�4��'����4��*�� (Water-in-oil emulsion) �).� V���+%��*"!����+    


�����% (Freud’s Complete Adjuvant ��3� FCA) 1/���.����&.
��)�*	�����!���!%


����3�*	�����!���!%���+��*�����1�� V���+%�	���*"!����+
�����% (Freud’s 

 Incomplete Adjuvant ��3� FIA) 9*.�	�*�)��"���*���.������	+�_���� (sterile  

 abscess) ���$�����.�5�+ �!�������$���(�*	���*����<*�'���	�R	(�"$�����.�V���+%    

��+
�����%)�	+�*����% 
 

3) �����+
�����% (Particle) �).� 1��'�	� (QS-21) ��!	V�$	���*�� �	$�*	��� 

immuno-stimulatory complexes, liposomes, biodegradable microspheres 
 

4) 
�!)�" (Microbe) 1/����.�9+� 4 )�	+ 

4.1 +���<��� �).� CpG motifs 

4.2 Muramyl dipeptide (MDP) ������������%�4�������*�!��!$�������!������ 

polymeric peptidoglycan 1/�������������
�*��4��$�! 1 �*�!��!�������.

�����*	����1	+ 3 $��
�������1!!%
���)34����+���!!.��"���1	� 

(Bordetella pertussis) �)34����������������*"����* (Corynebacterium 
parvum) ����)�������1�������*���<� �!��)34�9*�����������* 

(Mycobacterium spp.) �����*��V���+%��+
�����%)�	+�*����% �����4
�

���$�����������(�*	���*����*3�����.����'���!�!���4�� 
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4.3 ��<��1���1	� (Exotoxin) �).� E.coli heat-labile toxin, cholera toxin, 

pertussis toxin 

4.4 ��<��+���1	� (Endotoxin) �).� monophosphoryl lipid A 
 

5) ������������% 9+���. nonionic block copolymers, muramyl peptide  

analogues, polyphosphazene, synthetic polynucleotides 

 

  ���������
����+
�����%  (Vogel �!� Powell, 1994) ��.��'-� 3 )�	+ �3� 
 

         1. ).���3+����
�����1����4����+�������*��$	���)��(�" �!�������$�������(�*	���*���  

����+
�����%)�	+���� �).� V���+%�	���*"!����+
�����% (FIA) �!� �!�*	����*9Y+���91+% ��+


�����%
����������$	�
�C��'!+'!.����.��)��q ������$���(�*	���*���*�������!����
/4� 
 

          2. �"	�*���������
���1!!%�������������������������$	�
� (antigen presenting cell, 

APC) ��4�).��
�����������$	�
� �'!�����'!����$	�
� �!�����������$	�
�����	��1!!%��+
�

����%���)�	+ �).� MF59 ).���������������������$	�
��+� APC +�
/4� �).� �1!!%�+�+�	$	� 

(dendritic cell) �!� macrophage (*����V�
%) �.��1��'�	�  ISCOMS �!� 9!�'�1*).�����$���

!	*�V91�% )�	+ CD8 + CTL +������������$	�
��
����.�.��91�$1�!
���1!!% �"3������������

�.�� MHC class I 1/���'-�
�����������	+�����1��)�	+�)34�*�)��	$�.��=�R	� �$.���1���3��q ���9*.*�

��+
�����%)�	++���!.�� ��4).�����$	�
� �*3���
��9'���1!!%
�9*.�.������+�1*������*����

����������$	�
�����*�!��! MHC clas II ��� 
 

          3. ���$��������������91�$����% (cytokine) 1/����+
�����%�$.!�)�	+
�*����*�*��C��

������$���91�$����% ������� Th1 (type 1) �!� Th2 (type 2) $.�������+
�����%����"	�*91�$

����%"�� IFN-� �!� delayed-type hypersensitivity (DTH) 
����$������$����������

(�*	���*������ Th1 ������*����$	��+�)�	+ IgG1 ����'-� complement- mediated lysis �!�

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) *�����)�91�$����%�!��)�	+�'-���+
�

����% �).� IFN-�, IL-2, IL-12, GM-CSF *�����)� IL-12 �'-���+
�����%������1����+�%)�	+ alum-

adsorbed HIV-1 gp120 "��.�*�������$���91�$����% Th1 IgG2 �!� IgG3 �������	+
/4� 

�'�������������!�.*������9+�������1�����9*.*� IL-12 ��4�
�*�91�$����% Th2 �.�*��� IgG1 ����+
�

����%)�	+
��
�!)�" �).� cholera toxin, pertussis toxin 
����$��� Th2 ������*����$	��+�)�	+ 

IgA �!� IgE ��	+
/4�+��� +����4���+
�����%)�	+������$��� Th2 
�).����������	+(�*	���*������'2�����

���$	+�)34������3����9+� 
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�+�����9''P

�������
�.��!�����$.���������(�*	���*���
�����5�+���1�� �3�  

1) �	R����������1�� ���5�+���1���
��).������*��
���������������(�*	���*���+���.� ���5�+

�
���!��* ����).�!������*����� ���5�+���1�����4��+������$���(�*	9+�9*.�����.����5�+��.������ 

2 ���4� (��)�� �!�����	�, 2532; Sakai et al., 1989; Mastsuyama et al., 1992; Eldar et al., 1997; 

Klesius et al., 2000) �).��+�������������	
��
�� Surendra (2002) ���#/�,�����)����1���)34�$��


���)34���$�'�$��������'!��	!�+� (O. niloticus, Linn) �+��	R����5�+�
��).������ "��.�������

���1���)34�$���5"�����4���������.���4����*��.����$	��+�9$�$��%��� 
 

2) ���*�
�*
��
�����1�� Eldar et al. (1997) 9+��+!��������1���)34�$����.'!������%

������� "��.����1�������+�����*�
�*
�� 3x10
11

 cfu/ml ������'!�$���������9+�+���.����������1��

����+�����$�����.� ���
����4 Klesius et al. (2000) �������.� ���*�
�*
��
�����1������$���*
��

�)34� Streptococcus sp. ���5�+�
��).�������.����&.*��.�'��*�� 1x10
9
 cfu/ml �'-���+�����*

�
�*
�������*���*$.�������$�������(�*	���*���
��'!��	!���*������������$	��+���1����*9+�+� 

�).��+��������'!��	!�+�1/��9+�������5�+���1�������+�����*�
�*
�� 1x10
9
 cfu/ml ��*��C���$���

���'!��	!�+�$���������(�*	���*���9+� ��.��9��<$�*���1�������+�����*�
�*
��$���!���.���� 

1x10
8
 cfu/ml (����!��,�% �.��*	�� �!����� 2546) �!� 1 x 10

7
 cfu/ml (Shelby et al., 2002) �<

��*��C���'!��	!$���������(�*	���*���9+��).����  �����#/�,����4���4����	
��9+��!3�����*�
�*
��

���1�������+�� 1x10
8
 cfu/ml ��.'!��	! 1/�����.����+�����*�
�*
�������*���*$.�������$���

(�*	���*���
��'!� �*3���'����������������+!���3��   
 

3) ������$���(�*	���*��� (Immuno-stimulant) ����.��*�9+�*����#/�,��+!���)�������$���

(�*	���*����!��)�	+����$�%�4��+����4  

3.1) ����������!��.��'�����
����������� (bacterial derivative) �).� �''$	�+9�!

��� 9!�"�"!��1���9�+%  

3.2). 9�$	��!�9��$1��  

3.3) ��$��-�!���� (�-glucan)  

3.4) �	$�*	� (vitamin) �).� �	$�*	��� 1� ��  

3.5) ������������%�����*� (synthetic chemical)  �).� !���9*�1!  

         3.6) Y��%�*���.�����
�	&�$	��$ (growth hormone)  
 

4) 
��+�!�����
����$�% ��$�%���*�
��+��&.�!�����*��*��$���������(�*	���*���+���.�

��$�%���*�
��+�!<��!�����������.� Thorburn and Jansson (1988) 9+�������#/�,���������

(�*	���*��������'!������%�������
��+$.��q ������9+�������1��
���)34� V. anguillarum �����+��

���*�
�*
�� 1:500 "��.�'!�
��+�!<�
�*����$���������(�*	���*���������.�'!�
��+��&. 

�!� Quentel and Baulny (1995) 9+��������+!��5�+���1���
��).���������$���(�*	���*����"������4�
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�+��� �"3��'2��������$	+�)34� V. anguillarum ��'!�����%��� (S. maximus) �����.� �������$.����� 

"��.���$�������+
��"	�*���
/4��*3��!��'!�*���������.�� 90-104 ��� �!��
��9+�������5�+���1��

�'-���!� 2 �+3��  
 

�!� 5) �(�����+!��* �).� ���(�"�4�� =+���! ).����� �.�*�.��!$.�'���	�R	�!
�����

�)����1�� (�����	$�%�!�
������%, 2544; Dale and Foreman, 1984; Ellis, 1988; Cryz, 1991; 

Stoskopf, 1992; Iwama and Nakanishi, 1996)   

 


��
��*�!
���$�����#/�,�����)����1������$�%�4���.����&.
��'-��������	
��
��  

$.��'����# ����������	
����'����#9������.�*����� ���	 ��'_ ".#. 2534 
	�#��+	��!���� 9+�

�������+!���).���1�����9+�
���)34� V. anugillarum �����.!��'!���"�
�� (Lates calcarifer) �!�

��'_�+������ �	!��! (2534) 9+�#/�,�'���	�R	(�"����)����1�����$������+���(�*	���*����!�

$�����������'!�+����� (Clarias macrocephalus, Gunther) ����	��% (2537) �!� Areechon et 

al. (1992) 9+�#/�,�����)����1���"3��'2�������� Aeromonad Septicemia ��'!�+���	������+�

�	R�����). �������� (2541) 9+���������'���	�R	(�"
�����$.�$��� A. hydrophila ����.�+���

V��%*�!	���'!�+��!����*�+�����).�����1�� �.��������1��14���+������*����� "��.����   

������1����*�������� 4 ��'+��%$.��+3�� ��� 3 �+3�� ����!�����'2��������9+�+������+ 

���!�*� �3� ���������1���'-���!� 3, 2 �!� 1 ��'+��%$.��+3�� $�*!��+�� �!�����.��*����

�������	
��9+�$��
��+��+�����$	��+�9$�$��%�+��)��	R� direct agglutination ��'!��	!!����*�!��

���������1���)34�$�� S. agalactiae ���*�
�*
���)34� 1x10
8
 cfu/ml ���
��+ 0.1 *	!!	!	$�$.�

�4������'!� 100 ���*"��.� '!����9+�������1��)�	+��*������	���� 8 ��'+��% *���+��(�*	���*���

�����.� 4 ��'+��%��.��*���������&����C	$	 '!����9+�������1��)�	+�	���� 8 ��'+��%*���+��

(�*	���*�����.���� 4.26+0.24 �$�$.����.��*���������&����C	$	
�����5�+�
���!��*���*���+��

(�*	���*�����.���� 151.16+0.77 �������'!� �!�.*�����*���9*.9+�������1��*��.����$	��+�9$�$��%

��.���� 0.38+0.01 �.���!����+������*$����������!�����5�+�)34��'-� S. agalactiae �
��

).������"��.� '!��!�.*���9+�������1���+����5�+�
���!��**���$����+ 80.22+10.18% �!�.*���9+����

���1��)�	+�	���� 6 �!� 8 ��'+��% *���$����+ 53.00+18.68% �!� 82.00+8.19% $�*!��+�� 

�!�'!��!�.*�����**���$����+ 51.11+0.58% 

����.��*����"�0���!��!����'�����$%�)����1��'2�������������$�'�$�����1����

'����#9�����(�"����!�4��
�	�*����� �������������!����	
��9'�)�*�
���
$
����+ +�����$���4

����������	
��
/�*���$C�'�����%�"3���+���'���	�R	(�"���1���"3��'2����������$�'�$�����1	�

��'!��	! ����!���#/�,������������	R�����$���*�!��)����1�������*���*�"3��'2�������� 

���
��
�).��!+���*�������
���������+
���)34� !+'P&�����+34����!����$�����
����

'Q	)�����!�� ��,$�������!�4��'!���*��C�.�'!�9'$.��'����#9+�*��
/4�  
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��?���	
� 

1. ���+@�5���&
�#?�%����!"���)�1���
���������
����
�������������
 
 

�
�B0��&
��� 

�"3��#/�,�'���	�R	(�"���1���)34�$�������'2����������$�'�$�����1	���'!��	! 
 

�

*02�&��?���	
� 

 1.1  '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �4�������5!���'��*�� 100 ���*$.�$�� ���'!�*��!�4�������)��


��+ 2x2 �*$� ���.�1��*�$%
��+ 4x8 �*$� ��+���4��!/� 1 �*$� ��$���!�4�� 15 $��$.����)�� 

�'-���!� 2 ��'+��% �"3�����'!�'���$���
�����(�"��+!��*�.������+!�� ����������+�*<+

�����<
��'���!� 2 ���4� '�	*�� 4 �'��%�1<�$%
���4������'!� *�����������#
��'P�*!*$!�+    

����+!�� �!�*�����+����.������+!���"3���3�����.�'!����
����*��)��+!��9*.���9+�����)34� 

�+���.*$��
'!� 20 �'��%�1<�$%
��
�����'!���4��*+����)�������+!�� 

 

 1.2  ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1���)34�$��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��

$��������5������3� (��'��� 1-3) ����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 

25 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 )����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion 

Broth, Criterion) '�	*�$� 100 *	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� ���

����(�*	 25 ��#��1!�1��� 
����4����������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�

'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 

�'��%�1<�$% ����.������.��)34��!�� 3 ���4� �!��
��!������4���+�����$	*V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 

�'��%�1<�$% !���$������������� �
�.�����
������+��)����3��� vortex mixer �!���$	*V��%*�!	�!�

�����!�!��������������9+����*�
�*
����+����'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!���<��������(�*	 4 ��#�

�1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4�������������+���!.��*�'P��!���V��%*�!	����+���V���V$

��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% 3 ���4� �!���$	*V���V$��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��'�	*��

������������*��.�'��*�� 1x10
x
 cfu/ml �!��+����.��)34�$���*+��3�9*.�+�������9'�!�4���� 

BHIA �"3���)��'-����1��������'!��+!����!��+��$.�9' (
��*�!��34��$��
������	
��; Eldar et al., 

1995; Shoemaker et al., 2006) �����������$���*���$	�
��"3���)���+���$	��+�9$�$��%�+��	R� 

direct agglutination *��	R�����$���*�).��+����������$���*���1�� �$.$.��������$���'������*�
�*
��


��������������*��.�'��*�� 1x10
7
 cfu/ml  
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1.3 ���������1��   

 '!��+!��9+�������1�����*��)34�
��+ 1x10
8
 cfu/ml �+��	R����5�+�
��).�������!���*

�����'�	*�� 0.1 *	!!	!	$�$.��4������'!� 100 ���* ���5�+���1���
��).������
�5�+ 2 ���4� �.��

��� 14 ��� �!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%����'+��%��� 3 �!��5�+ �������'!��!�.*�����*1/��

9*.9+�������1��9+�������5�+�4����!3� 0.9 �'��%�1<�$% �
��).����������$���.�� 0.1 *	!!	!	$�$.�

�4������'!� 100 ���* �������+!�� 3 14�� �$.!�14��'�����+���'!� 15 $�� 

 

          1.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �������
����<��!3�+'!� 15 $�� ������!�.* (��'��� 4) �+���<��!3�+�!�����5�+���1�����4�

����!����4��������'-���!� 7 �!� 21 ��� $�*!��+�� �!�'P�����1����*������*��<� 3,000 ���$.����� 

��� 10 ���� ���$��
��+�.����$	��+�9$�$��%�)��	R���� direct agglutination �+�����
3�
��1����*

��� two-fold dilution ��V���V$��V�V��% 0.9 �'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 

50 9*���!	$� 
����4��$	*���$	�
�����$���*9���!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*

��+���� 1/��*����*�
�*
��
��1����*�'-� 1:2,048 
����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#�

�1!�1��� �'-���!� 24 )����*� �!������������/��!�+��'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��

V���V$��V�V��%�!����$	�
� (Eldar, 1995; Shoemaker, 2006) 

 

 1.5 ����+������*$��������� 

����+������*$����������+�"	
����
����$�����$�� �+����5�+�)34��'-�
�� S. 
agalactiae �
��).������'!���
��+ 1x10

7
 cfu/ml $��!� 0.2 *	!!	!	$� �����$�����
��'!�

�+!���'-���!� 7 ��� �!����'!����$����3�'!����*������$	+�)34�9'�	�	
5��������$�
�����$�� 

�"3���3�����.�����$���	+
���)34� S. agalactiae ���
�����'!����$����3���+������
�������.��

������ �"3�����9'�	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: ANOVA) �!������*�$�$.��

����.���.��5!������$.!��!�.*�+!�� +����	R� Duncan’s New Multiple Range Test   

 

 

2. ����������#�����&
�#?�%��
�����!���
����4��*����������� 
 

 2.1  ����
�����0%��
�����!���
����4��*��� 

 �
�B0��&
��� 

 �"3��#/�,�'P

�����*�
�*
��
�����	!�1!!��!��!�����"	�*���*�3+���.�����������<�

�)34���$�'�$������
�����(��
��+�!<� 
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�

*02�&��?���	
� 

2.1.1 ���'�
%��&#�$�'��&
������������&'��4!"�
����������

�*� HPLC 

     ������	������%��'�	*���)34���$�'�$���������C�������<�9�������(��
��+�!<� $���

#/�,�������	������*���*���
���*��C��+�!���'�	*���)34�+���!.�� �+�����'������������

1���*��!��*	�
���� (bovine serum albumin) +�������	� HPLC  1/���	R����*�����	������%�)34���$�'

�$������ ��*��C�	������%9+� �+��)����*����!3�������*���*������	������% 1/��������+!��

9+��$���*���!�!��*�$�O��������	������%�)34���$�'�$������ 5 ���*�
�*
��9+���. 1x 10 
8
, 

5x 10 
8
, 1x 10

9
, 5x 10 

9 
�!� 1x10 

10 
cfu/ml  �+�����
3�
���)34���$�'�$������������
�����.��

���!�!���4����!3� �!�9+�'���*	����*C��$���
���	R��	������% +�������	� HPLC 
�����

�+���"���*	�$��% Accuracy Limit Of Detection (LOD) ,Linearity ,Selectivity or Specificity , 

Range , Limit Of Quantification (LOQ)   

 

 2.1.2 ���+@�5��3���
"��7��
� (Preliminary study) 

            ���#/�,���4�'-�����+!���$���*���(��
��+�!<��+��	R� Emulsification evaporation  

method *���$(��(�����3� ��!
	��$���*�
�*
�� 2 % w/w �!��)34���$�'�$�������
�*
��  

1x10
10

 cfu/ml  �!�*���$(��(������'-� Dichloromethane ���$.!�$����� �)����3��� Homoginizer 

���*�������% 5 ��������	+ water in oil emulsion �!����
�+$�����!�!���	�����%����+����3��� 

rotary evaporator 

 

 2.1.2.1 ���#/�,�'P

��
����$���.������.����$(��(�����!���$(��(����� ��    

                  ����$���*9*����	*�!)��  

                     ��$���.��
����$(��(�����!��������$�$.��������$.!�$�����   

 

 

 

2.1.2.2 ���#/�,�'P

��
����!�����)�������)�������.��	*�!)�� 

             �$���*$��������*�������
��$��
�����(��������������+ 
�����#/�,�'P

�� 

 
����$���.������.����$(��(�����!���$(��(�����  ������$���*9*����	*�!)�� (Phase 

Volume Ratio) �+��)���!������!+���(��$.����� �3� 5, 7 �!� 10 ���� ����/�
��+���(���!�

������
��$��
�����(�� 

 

2.1.2.3 ���#/�,�'P

��
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	!1�����$$.�����!���������<� 

             �)34���$�'�$������ (% Entrapment) �.�#���%9VV2� (Zeta potential)  

             �!�
��+���(�� (Size) '�	*��
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	!1�����$ 

          �*3������������$(��(����   
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2.2. ���+@�5���&
�#?�%���
����4��*���  
 

             �
�B0��&
��� 

         �"3��#/�,�'���	�R	(�"���1��'2����������$�'�$�����1	���'!��	!
������	����1���)34�

$����!3����!
	��$������*�
�*
�� 3 ��+�� 

 

�

*02�&��?���	
� 

    2.2.1 '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �4�������5!���'��*�� 100 ���*$.�$�� 
����� 45 $�� ��.��'-� 

5 �!�.*q !� 9 $�� �+��+!�� 3 14��q !� 3 $�� ��$�����
����*
� 100 !	$� �'-���!� 2 ��'+��% 

�"3�����'!�'���$���
�����(�"��+!��*�.������+!�� ����������+�*<+�����<
��'���!� 2 ���4� 

'�	*�� 3 �'��%�1<�$%
���4������'!� *�����������#
��'P�*!*$!�+����+!�� �!�*����

�+����.������+!���"3���3�����.�'!����
����*��+!��9*.���9+�����)34� �+���.*$��
(�*	���*���

$.��)34���'!��+!�� 20 �'��%�1<�$%
��
�����'!���4��*+����)�������+!�� 

 

 2.2.2 ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��$��������5������3� 

����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 

)����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Criterion) '�	*�$� 100 

*	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� �������(�*	 25 ��#��1!�1��� 
����4�

���������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 

10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% 3 ���4� �!��
��!������4�

��+�����$	*V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% !���$������������� �
�.�����
������+��)�

���3��� vortex mixer �!���$	*V���V$��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��������������*��.�'��*�� 

1x10
8
 cfu/ml ��������)34�$������$	*V��%*�!	�!������!�!��������������9+����*�
�*
����+����

'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!���<��������(�*	 4 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4����

���������+���!.��*�'P��!���V��%*�!	����+���V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% 3 ���4� �!�

�+����.��)34�$���*+��3�9*.�+�������9'�!�4���� BHIA �.�����9'�!	$�'-����1��)�	+�	����

��!3��+������ 3 )�	+�3� �
!�$	�  ��!
	��$ �!���!
	��$��!3��+�����R	!�1!!��!�$.�9' (
��*�!

��34��$��
������	
��; Eldar et al., 1995; Shoemaker et al., 2006) ���1��)�	+��!3����4� 3 )�	+ 

�+��	R� Emulsification evaporation 1/��*���$(��(�����3� �����!3�� 3 )�	+��
���$��������*

�
�*
�� 2% w/w �!��)34���$�'�$�������
�*
��  1x10
10

 cfu/ml�!�*���$(��(������'-� 
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Dichloromethane ���$.!�$����� �)����3��� Homoginizer ���*�������% 5 �!��������
3�
���)34��

�$�'�$�����������!�!���4����!3�����'-� 3 ���*�
�*
��9+���. 5x10
8
, 1x10

9
 �!� 5x10

9 
cfu/ml  

�����������$���*���$	�
��"3���)���+���$	��+�9$�$��%�+��	R� direct agglutination *�

�	R�����$���*�).��+����������$���*���1�� �$.$.��������$���'������*�
�*
��
��������������*�

�.�'��*�� 1x10
7
 cfu/ml  

 

2.2.3 ���������1��   

 ��.�'!��+!���'-� 5 �!�.*q !� 9 $�� �+��+!�� 3 14��q !� 3 $�� �!�.*��� 1 �'-�'!��!�.*

�����*1/��9+�����������+�*<+�����<
��'���9*.��*���1�� �!�.*��� 2 �'-�'!����9+�������1���)34�$���
��

).������ 2 ���4��.����� 2 ��'+��% �!��!�.*��� 3-5 �'-�'!�����	��������*���1��)�	+��!3��+�����!


	��$������*�
�*
��
���)34� 3 ��+���3� 5x10
8
, 1x10

9
 �!� 5x10

9 
cfu/ml $�*!��+�� (��'��� 8) ��

��+�.������� 0.1 *	!!	!	$�$.��4������'!� 100 ���*   '!��	����1�����!� 2 ���4� �)���!���<�

'�	*�� 2 �'��%�1<�$%
���4������ $��  �!���'�����������+��(�*	���*���'!�����!�.*�!���	����1����� 

4 �!� 6 ��'+��%    

 

          2.2.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �������
����<��!3�+'!�������!�.* �+���<��!3�+�!�����������1�� 4 �!� 6 ��'+��% �!�

'P�����1����*������*��<� 3,000 ���$.����� ��� 10 ���� ���$��
��+�.����$	��+�9$�$��%�)�

�	R���� direct agglutination �+�����
3�
��1����*��� two-fold dilution ��V���V$��V�V��% 0.9 

�'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 50 9*���!	$� 
����4��$	*���$	�
�����$���*9��

�!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*��+���� 1/��*����*�
�*
��
��1����*�'-� 1:2,048 


����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� �!������/��!�+�

�'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��V���V$��V�V��%�!����$	�
� (Eldar, 1995; 

Shoemaker, 2006) �	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: ANOVA) �!������*

�$�$.������.���.��5!������$.!��!�.*�+!�� +����	R� Duncan’s New Multiple Range Test   

 

2.3 ����������#�����&
�#?�%���
����4��*���2�����!��  
 

            �
�B0��&
��� 

          �"3��#/�,�'���	�R	(�"���1��'2����������$�'�$�����1	��+����5�+ ����). �!�����	� 

�+�����'�����������+����������(�*	���*��� 
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�

*02�&��?���	
� 

2.3.1  '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �4�������5!���'��*�� 100 ���*$.�$�� ���'!�*��!�4�������)��


��+ 2x2 �*$� ���.�1��*�$%
��+ 4x8 �*$� ��+���4��!/� 1 �*$� ��$���!�4�� 15 $��$.����)�� 

�'-���!� 2 ��'+��% �"3�����'!�'���$���
�����(�"��+!��*�.������+!�� ����������+�*<+

�����<
��'���!� 2 ���4� '�	*�� 4 �'��%�1<�$%
���4������'!� *�����������#
��'P�*!*$!�+    

����+!�� �!�*�����+����.������+!���"3���3�����.�'!����
����*��)��+!��9*.���9+�����)34� 

�+���.*$��
'!� 20 �'��%�1<�$%
��
�����'!���4��*+����)�������+!�� 

 

 2.3..2  ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��$��������5������3� 

����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 

)����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Criterion) '�	*�$� 100 

*	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� �������(�*	 25 ��#��1!�1��� 
����4�

���������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 

10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% 3 ���4� �!��
��!������4�

��+�����$	*V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% !���$������������� �
�.�����
������+��)�

���3��� vortex mixer �!���$	*V���V$��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��������������*��.�'��*�� 

1x10
10

 cfu/ml ��������)34�$������$	*V��%*�!	�!������!�!��������������9+����*�
�*
����+����

'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!���<��������(�*	 4 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4����

���������+���!.��*�'P��!���V��%*�!	����+���V���V$��V�V��%�
�*
�� 0.9 �'��%�1<�$% 3 ���4� �!�

�+����.��)34�$���*+��3�9*.�+�������9'�!�4���� BHIA �.�����9'�!	$�'-����1��)�	+�	����

��!3��+������ 3 )�	+�3� �
!�$	�  ��!
	��$ �!���!
	��$��!3��+�����R	!�1!!��!�$.�9' (
��*�!

��34��$��
������	
��; Eldar et al., 1995; Shoemaker et al., 2006) ���1��)�	+��!3����4� 3 )�	+ 

�+��	R� Emulsification evaporation 1/��*���$(��(�����3� �����!3�� 3 )�	+��
���$��������*

�
�*
�� 2% w/w �!��)34���$�'�$�������
�*
��  1x10
10

 cfu/ml�!�*���$(��(������'-� 

Dichloromethane ���$.!�$����� �)����3��� Homoginizer ���*�������% 5 �!��������
3�
���)34��

�$�'�$�����������!�!���4����!3�����'-� 3 ���*�
�*
��9+���. 5x10
8
, 1x10

9
 �!� 5x10

9 
cfu/ml  

 

2.3.3 ���������1��   

 '!��+!����.��'-� 17 �!�.* �+��!�.*��� 1 �'-��!�.*�����* 9*.9+�������1�� �!�.*��� 2  9+����

���1���)34�$��
��+ 1x10
8
 cfu/ml �+��	R����5�+�
��).������ �!�.*��� 3 9+�������1���)34�$��
��+ 

1x10
8
 cfu/ml ��*V���+%��+
�����% (Difco, USA) (��'���  9) ��$���.�� 1 $.� 1 �+�'�	*�$� �+�

�	R����5�+�
��).������ �!�.*��� 4-6  9+�������1���)34�$��
��+ 1x10
8
 cfu/ml 1 ���4� �+��	R����5�+

�
��).������ �!��	����1����!3���
!�$	�  ��!
	��$ �!���!3����4���!
	��$�!���R	!�1!!��!� ��� 



 

 

  14 
   

 

6 ��'+��% $�*!��+�� �!�.*��� 7-8 9+�������1���)34��'-�
��+ 1x10
4
 �!� 1x10

6
 cfu/ml 1 ���4� 

$�*!��+�� �!�.*��� 9-11  9+�������1���)34�$��
��+ 1x10
8
 cfu/ml 1 ���4� �+��	R�����).��� 30 ���� 

�!��	����1���!3���
!�$	� ��!
	��$ �!���!3����4���!
	��$�!���R	!�1!!��!� $�*!��+�� ��� 6 

��'+��% �!�.*��� 12-14 9+�������1���)34��'-�
��+ 1x10
1
, 1x10

2
 �!� 1x10

4
  cfu/ml �+��	R�����).

�+�$�� ��� 30 ���� �!��	����1����!3���
!�$	�6 ��'+��% �!�.*��� 15-17 �	����1���)34�$��
��+ 

1x10
8
 cfu/ml �����!3��+����
!�$	� ��!
	��$ �!������!3��+�����!
	��$�!���R	!�1!!��!� 

$�*!��+�� ��� 6 ��'+��% ����!�.*�������+!�� 3 14��  

 

          2.3.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �������
����<��!3�+'!� 15 $�� ������!�.* �+���<��!3�+�!�����5�+���1�����4��������'-�

��!� 21 ��� $�*!��+�� �!�'P�����1����*������*��<� 3,000 ���$.����� ��� 10 ���� ���$��
��+

�.����$	��+�9$�$��%�)��	R���� direct agglutination �+�����
3�
��1����*��� two-fold dilution ��

V���V$��V�V��% 0.9 �'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 50 9*���!	$� 
����4�

�$	*���$	�
�����$���*9���!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*��+���� 1/��*����*�
�*
��


��1����*�'-� 1:2,048 
����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 

)����*� �!������������/��!�+��'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��V���V$��V�V��%�!�

���$	�
� (Eldar, 1995; Shoemaker, 2006) 

 

  2.3.5 ����+������*$��������� 

����+������*$����������+�"	
����
����$�����$�����* �+����5�+�)34��'-�
�� 

S. agalactiae �
��).������'!���
��+ 1x10
8
 cfu/ml $��!� 0.2 *	!!	!	$� �����$�����
��'!�

�+!���'-���!� 7 ��� �!����'!����$����3�'!����*������$	+�)34�9'�	�	
5��������$�
�����$�� 

�"3���3�����.�����$���	+
���)34� S. agalactiae ���
�����'!����$����3���+������
�������.��

������ �"3�����9'�	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: ANOVA) �!������*�$�$.��

����.���.��5!������$.!��!�.*�+!�� +����	R� Duncan’s New Multiple Range Test   

 

 

 

3. +@�5���&
�#?�%��2�*	�2�������
����4��*��* 

3.1  ���+@�5���&
�#?�%��M���*�2�*	�2����(
����
����4��*��* 

 �
�B0��&
��� 

 �"3��#/�,�'���	�R	(�"V���+%��+
����$%��*�����1���	+5�+�"3��'2����������$�'�$

�����1	���'!��	! 
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�

*02�&��?���	
� 

    3.1.1  '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �����.��!��$�$<*������*��4�������5!���'��*�� 25 �!� 100 ���* 

$.�$�� $�*!��+�� 
��V��%*���9*.*�'����$	�������+
�������$�'�$�����1	� �!���.�'!��	!

����'-�
����� 3 �!�.* q !� 15 $�� ���*��!�4���"3��'����(�"�.����	�*����+!���'-���!� 2 

��'+��% �����)��
��+ 2x2 �*$�  ����������+�*<+�����<
��'���!� 2 ���4� '�	*�� 2 �'��%�1<�$%


���4������$�� *�����������#
��'P�*!*$!�+����+!�� �!�*�����+����.������+!��    

�"3���3�����.�'!����
����*��+!��9*.���9+�����)34� �+���.*$��
(�*	���*���$.��)34���'!��+!�� 20 

�'��%�1<�$%
��
�����'!���4��*+����)�������+!�� 

 

 3.1.2  ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��$��������5������3� 

����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 35 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 

)����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Criterion) '�	*�$� 100 

*	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� �������(�*	 35 ��#��1!�1��� 
����4�

���������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 

10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��% 0.1 M 3 ���4� �!��
��!������4���+�����$	*V���V$

��V�V��%�
�*
�� 0.1 M !���$������������� �
�.�����
������+��)����3��� vortex mixer �!���$	*

V���V$��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��������������*��.�'��*�� 1x10
8
 cfu/ml ��������)34�$��

����$	*V��%*�!	�!������!�!��������������9+����*�
�*
����+����'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!�

��<��������(�*	 4 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4�������������+���!.��*�'P��!���

V��%*�!	����+���V���V$��V�V��% 0.1 M 3 ���4� �!��+����.��)34�$���*+��3�9*.�+����

���9'�!�4���� BHIA �.�����9'�!	$�'-����1��)�	+5�+ 

V���+%��+
�����% (Difco, USA) ��*���1��)�	+5�+���*�
�*
���)34� 1x10
8
 cfu/ml ��

��$���.�� 1:1 �+�'�	*�$� �+��)����3��� Homoginizer �!���<�9���������(�*	'��*�� 4 ��#�

�1!�1��� �.��������5�+�
��).������'!�  

 

3.1.3 ���������1��   

 ��.�'!��+!���'-� 4 �!�.* �!�.*��� 1 �'-�'!��!�.*�����*1/��9*.9+�������1�� �$.9+����

�4����!3� 0.9 �'��%�1�$% �
��).������ �!�.*��� 2 �'-�'!��	!�����.����9+�������1���)34�$���
��).������ 2 

���4��.����� 2 ��'+��% �!�.*��� 3 �'-�'!��	!�����.����9+�������1���)34�$����*V���+%��*"!����+
�

����%�
��).������ 2 ���4��.����� 2 ��'+��% �!� �!�.*��� 3 �'-�'!��	!�$�$<*������9+�������1���)34�

$����*V���+%��*"!����+
�����%�
��).������ 2 ���4��.����� 2 ��'+��%  
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          3.1.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �������
����<��!3�+'!�������!�.* �+���<��!3�+�!�����������1�� 3 ��'+��% �!�'P�����

1����*������*��<� 3,000 ���$.����� ��� 10 ���� ���$��
��+�.����$	��+�9$�$��%$.��)34� S. 
agalactiae +����	R� Direct hemagglutination test �+�����
3�
��1����*��� two-fold dilution ��

V���V$��V�V��% 0.9 �'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 50 9*���!	$� 
����4�

�$	*���$	�
�����$���*9���!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*��+���� 1/��*����*�
�*
��


��1����*�'-� 1:2,048 
����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 

)����*� �!������/��!�+��'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��V���V$��V�V��%�!����$	�
� 

(Eldar, 1995; Shoemaker, 2006) �	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: ANOVA) 

�!������*�$�$.������.���$.!��!�.*�+!��+����	R� Duncan’s New Multiple Range Test   

 

          3.1.5 ����	������%
��*�! 
�������'�����������+��(�*	���*���
���.����$	��+�9$�$��%
��'!��	!��4� 4 �!�.* +��� 

Duncan’s Multiple Range Test �+��)��'����* SAS 6.1 ������*�)3��*�������!� 99 

 

 

3.2 ����������#�����&
�#?�%��2�*	�2��#� 4 4��*(
����
����4��*��* 
 

           �
�B0��&
��� 

 �"3��#/�,�'���	�R	(�"��+
�����% 4 )�	+�3� V���+%��+
�����% ��!�*	����*9Y+���91+% 

�4��*��C�����!3�� �!��4��*��"���VZ���*�����1���"3�����$���(�*	���*��� 

  

�

*02�&��?���	
� 
 

    3.2.1 '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �����.����*��4�������5!���'��*�� 30 ���*$.�$�� $�*!��+�� 
��

V��%*���9*.*�'����$	�������+
�������$�'�$�����1	� �!���.�'!��	!����'-�
����� 6 �!�.* q 

!� 15 $�� ���*��!�4���"3��'����(�"�.����	�*����+!���'-���!� 2 ��'+��% �����)��
��+ 1x1 

�*$�  ����������+�*<+�����<
��'���!� 3 ���4� '�	*�� 5 �'��%�1<�$%
���4������$�� *�����������#


��'P�*!*$!�+����+!�� *����$��
���(�"�4�������'+��% �!�*�����+����.������+!�� 

�"3���3�����.�'!����
����*��+!��9*.���9+�����)34� �+���.*$��
(�*	���*���$.��)34���'!��+!�� 20 

�'��%�1<�$%
��
�����'!��+!����4��*+ 

 

 3.2.2 ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��$��������5������3� 

����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 35 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 
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)����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Criterion) '�	*�$� 100 

*	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� �������(�*	 35 ��#��1!�1��� 
����4�

���������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 

10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��% 3 ���4� �!��
��!������4���+�����$	*V���V$

��V�V��%!���$������������� �
�.�����
������+��)����3��� vortex mixer �!���$	*V���V$

��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��������������*��.�'��*�� 1x10
8
 cfu/ml ��������)34�$������$	*

V��%*�!	�!������!�!��������������9+����*�
�*
����+����'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!���<����

����(�*	 4 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4�������������+���!.��*�'P��!���V��%*�!	�

���+���V���V$��V�V��% 3 ���4� �!��+����.��)34�$���*+��3�9*.�+�������9'�!�4���� BHIA 

�.�����9'�!	$�'-����1��)�	+5�+  

��+
�����% 4 )�	+�3� V���+%��+
�����% (Difco, USA)  ��!�*	����*9Y+���91+% �4��*�� 

C�����!3�� (��	,�� �	���#�* 
����+ ������"*�����) �!��4��*��"���VZ� (��	,�� �	���#�* 
����+ 

������"*�����) ��*������1��)�	+5�+���*�
�*
���)34� 1x10
8
 cfu/ml ����$���.�� 1:1 �+�

'�	*�$� �!��$	*���� 80 (Sigma, USA) '�	*�� 5% �+�'�	*�$� �.��'P����*��*����+��+��)�

���3��� Homoginizer �!���<�9���������(�*	'��*�� 4 ��#��1!�1��� �.��������5�+�
��).������

'!�  

��!�*	����*9Y+���91+%����)�������+!���$���*
/4��+�����)� KAl2 (SO4)3 80 ���* �!� 

NaOH (��	,�� �	���#�* 
����+ ������"*�����) 20 ���* !�!���4���!��� 1 !	$� ��.����.����.�

���!�!������(�*	 80 ��#��1!�1��� ��� 45 ����  !�������+����4���!��� �!�'���'�	*�$��
!���9+�

'��*�� 2% +����4���!��� �.�����9'��<���$����<�����(�*	'��*�� 4 ��#��1!�1��� 

 

3.2.3 ���������1��   

 ��.�'!������.��+!���'-� 6 �!�.* �!�.*��� 1 �'-�'!��!�.*�����*1/��9*.9+�������1�� �$.9+����

�4����!3� 0.9 �'��%�1<�$% �
��).������ �!�.*��� 2 �'-�'!����9+�������1���)34�$��9*.��*��+
�����% 

�!�.*��� 3 �'-�'!����9+�������1���)34�$����*V���+%��*"!����+
�����% �!�.*��� 4 �'-�'!����9+����

���1���)34�$����*��!�*	����*9Y+���91+% �!�.*��� 5 �'-�'!����9+�������1���)34�$����*�4��*��      

C�����!3�� �!�.*��� 6 �'-�'!����9+�������1���)34�$����*�4��*��"���VZ� '!�����!�.*9+�������1���
��

).������ 2 ���4��.����� 2 ��'+��%  

 

          3.2.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �
����<��!3�+'!�������!�.* �!�����������1�� 3 ��'+��% �!�'P�����1����*������*��<� 

3,000 ���$.����� ��� 10 ���� ���$��
��+�.����$	��+�9$�$��%$.��)34� S. agalactiae +����	R� 

Direct agglutination test �+�����
3�
��1����*��� two-fold dilution ��V���V$��V�V��% 0.9 

�'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 50 9*���!	$� 
����4��$	*���$	�
�����$���*9��

�!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*��+���� 1/��*����*�
�*
��
��1����*�'-� 1:2,048 
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����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� �!������/��!�+�

�'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��V���V$��V�V��%�!����$	�
� (Eldar, 1995; 

Shoemaker, 2006) �	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: ANOVA) �!������*

�$�$.������.���.��5!������$.!��!�.*�+!�� +����	R� Duncan’s New Multiple Range Test   

 

          3.2.5 ����	������%
��*�! 
�������'�����������+��(�*	���*���
���.����$	��+�9$�$��%
��'!��	!��4� 3 �!�.* +��� 

Duncan’s Multiple Range Test �+��)��'����* SAS 6.1 ������*�)3��*�������!� 95 

 

 

4. ���+@�5���&
�#?�%��
����&�0)�%����0)��
��3���
������*�
����
�������������
 
 

 �
�B0��&
��� 

 �"3��#/�,�'���	�R	(�"������$���(�*	���* 4 )�	+�3� V���+%��+
����$%�!���!�*	����*9Y

+���91+% ��*�����1��)�	+5�+ �!�9��$1���!��*������!	���1���9�+%��*��������!��

���5�+���1�������$�'�$�����1	���'!��	! 

  

�

*02�&��?���	
� 

   4.1  '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �����.����*��4�������5!���'��*�� 30 ���* $�*!��+�� 
��V��%*���

9*.*�'����$	�������+
�������$�'�$�����1	� �!���.�'!��	!����'-�
����� 9 �!�.* q !� 15 

$�� ���*��!�4���"3��'����(�"�.����	�*����+!���'-���!� 2 ��'+��% �����)��
��+ 2x2 �*$�  ���

�������+�*<+�����<
��'���!� 2 ���4� '�	*�� 2 �'��%�1<�$%
���4������$�� *�����������#
��'P�*!*

$!�+����+!�� �!�*�����+����.������+!���"3���3�����.�'!����
����*��+!��9*.���9+����

�)34� �+���.*$��
(�*	���*���$.��)34���'!��+!�� 20 �'��%�1<�$%
��
�����'!��+!����4��*+ 

 

 

 

 4.2 ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��$��������5������3� 

����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 35 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 

)����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Criterion) '�	*�$� 100 

*	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� �������(�*	 35 ��#��1!�1��� 
����4�

���������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 

10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��% 0.1 M 3 ���4� �!��
��!������4���+�����$	*V���V$
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��V�V��%�
�*
�� 0.1 M !���$������������� �
�.�����
������+��)����3��� vortex mixer �!���$	*

V���V$��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��������������*��.�'��*�� 5x10
8
 cfu/ml ��������)34�$��

����$	*V��%*�!	�!������!�!��������������9+����*�
�*
����+����'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!�

��<��������(�*	 4 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4�������������+���!.��*�'P��!���

V��%*�!	����+���V���V$��V�V��% 0.1 M 3 ���4� �!��+����.��)34�$���*+��3�9*.�+����

���9'�!�4���� BHIA �.�����9'�!	$�'-����1��)�	+5�+  

������$���(�*	)�	+5�+ 2 )�	+�3� V���+%��+
����$% (Difco, USA) �!���!�*	����*9Y    

+���91+% (Sigma, USA) ��*������1��)�	+5�+���*�
�*
���)34� 5x10
8
 cfu/ml ����$���.�� 1:1 

�+�'�	*�$� �+��)����3��� Homoginizer �!���<�9���������(�*	'��*�� 4 ��#��1!�1��� �.�����

���5�+�
��).������'!�  

������$���(�*	)�	+�	� 2 )�	+�3� 9��$1�� (Difco, USA)  �!��*������!	���1���9�+% 

(Alltech, USA)  ��*���������	���� 1 �+3���!�����5�+���1�� 9��$1������+!��*� 3 ��+���3� 

0.5%, 0.75% �!� 1% �+��4������ �!���!	���1���9�+%*� 3 ��+���3� �3� 0.2%, 0.4% �!� 0.8% 

�+��4������  

 

4.3 ���������1��   

 ��.�'!��+!���'-� 9 �!�.* �!�.*��� 1 �'-�'!��!�.*�����*1/��9*.9+�������1�� �$.9+����

�4����!3� 0.9 �'��%�1<�$% �
��).������ �!�.*��� 2 �'-�'!����9+�������1���)34�$����*V���+%��*"!��

��+
�����% �!�.*��� 3 �'-�'!����9+�������1���)34�$����*��!�*	����*9Y+���91+% �!�.*��� 4-6 �'-�

'!����9+�������5�+���1���)34�$���!��	��������*9��$1�������+�� 0.5% 0.75% �!� 1.0% 

$�*!��+�� �!�.*��� 7-9 �'-�'!����9+�������5�+���1���)34�$���!��	��������*�*������!	+��1�

��9�+%�����+�� 0.2% 0.4% �!� 0.8% $�*!��+�� '!�����!�.*9+�������1���
��).������ 2 ���4��.����� 

2 ��'+��%  

 

          4.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �������
����<��!3�+'!�������!�.* �+���<��!3�+�!�����������1�� 3 ��'+��% �!�'P�����

1����*������*��<� 3,000 ���$.����� ��� 10 ���� ���$��
��+�.����$	��+�9$�$��%$.��)34� S. 
agalactiae +����	R� Direct hemagglutination test �+�����
3�
��1����*��� two-fold dilution ��

V���V$��V�V��% 0.9 �'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 50 9*���!	$� 
����4�

�$	*���$	�
�����$���*9���!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*��+���� 1/��*����*�
�*
��


��1����*�'-� 1:2,048 
����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 

)����*� �!������/��!�+��'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��V���V$��V�V��%�!����$	�
� 

(��'��� )  (Eldar, 1995; Shoemaker, 2006) �	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: 

ANOVA) �!������*�$�$.������.���.��5!������$.!��!�.*�+!�� +����	R� Duncan’s New 

Multiple Range Test   
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         4.5 ����	������%
��*�! 
�������'�����������+��(�*	���*���
���.����$	��+�9$�$��%
��'!��	!��4� 9 �!�.* +��� 

Duncan’s Multiple Range Test �+��)��'����* SAS 6.1 ������*�)3��*�������!� 99 

 

 

5. ���+@�5����0�����-��
�5��
����4��*��* 
 

 �
�B0��&
��� 

 �"3��#/�,����������<����,����1���)34�$�� 2 ����3� ��������<��������(�*	 4 ��#�

�1!�1��� (��'��� 18) �!��������$���*����).������3���
<� ��<��������(�*	 4 ��#��1!�1��� (��'��� 

18-19) ��� 3 �+3�� +������3��� Freeze dryer ��.�LY5FM-ULE (Snijders Scientific, The 

Netherlands) (��'��� 20) 

 

��?������	
� 
 

    5.1 '!��	!
	$�!+� 

'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 �����.����*��4�������5!���'��*�� 50 ���*$.�$�� $�*!��+�� 
��

V��%*���9*.*�'����$	�������+
�������$�'�$�����1	� �!���.�'!��	!����'-�
����� 6 �!�.* q 

!� 15 $�� ���*��!�4���"3��'����(�"�.����	�*����+!���'-���!� 2 ��'+��% �����)��
��+ 1x1 

�*$�  ����������+�*<+�����<
��'���!� 3 ���4� '�	*�� 5 �'��%�1<�$%
���4������$�� *�����������#


��'P�*!*$!�+����+!�� *����$��
���(�"�4�������'+��% �!�*�����+����.������+!�� 

�"3���3�����.�'!����
����*��+!��9*.���9+�����)34� �+���.*$��
(�*	���*���$.��)34���'!��+!�� 20 

�'��%�1<�$%
��
�����'!��+!����4��*+ 

 

 5.2 ����$���*���1���!����$	�
� 

 ���1���+!���'-����1��
���)34� S. agalactiae 
��'!�'�����(��$��������5������3� 

����)34�*��!�4���� BHIA (Brain Heart Infusion Agar) �������(�*	 35 ��#��1!�1��� �'-���!� 48 

)����*� �!�����*��!�4����V!���%���
� BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Criterion) '�	*�$� 100 

*	!!	!	$� �"3���"	�*
������)34���������� �'-���!� 24 )����*� �������(�*	 35 ��#��1!�1��� 
����4�

���������������9+�*�'P�����+������3��� centrifuge ������*��<�'��*�� 3,000 ���$.����� �'-���!� 

10 ���� �!��!����)34����9+�+���V���V$��V�V��% 3 ���4� �!��
��!������4���+�����$	*V���V$

��V�V��%!���$������������� �
�.�����
������+��)����3��� vortex mixer �!���$	*V���V$

��V�V��%�"3��'������*�
�*
��
��������������*��.�'��*�� 1x10
8
 cfu/ml ��������)34�$������$	*

V��%*�!	�!������!�!��������������9+����*�
�*
����+����'��*�� 2 �'��%�1<�$% �!���<����

����(�*	 4 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 )����*� 
����4�������������+���!.��*�'P��!���V��%*�!	�
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���+���V���V$��V�V��% 3 ���4� �!��+����.��)34�$���*+��3�9*.�+�������9'�!�4���� BHIA 

�.�����9'�!	$�'-����1��)�	+5�+ �����#/�,����������<����,����1�� 2 ���  ������ 1 ���1��9*.

�.��������������3���
<��!���<���$����<�����(�*	'��*�� 4 ��#��1!�1��� �!������� 2 ���

���1���.��������������3���
<� �+��)����3����).�
<���������������(�*	 -80 ��#��1!�1��� ��� 

36 )����*� *�����$	*9+�*R	!1�!V��91+% (Fluka, Germany) 7% �+�'�	*�$� �"3���'-����).��

'2������1!!%���������C�����!��
���!/��4���
<�������.������������ � ����(�*	$�����.�
�+��3��

�
<�  ���1����4� 2 ��� *�����$	*��$���
�!)�"�"�	1	!!	���$�'�$9*1	� 
��+ 500 *	!!	���*$.�

���1�� 1 !	$� (��<*���+%��) �*���V��
��	��
����+ 
�����+�*���'�����) �!� 1.5% benzyl 

alcohol (Fluka, Germany) 1/���'-�������,��(�"���1�� (preservative) �.��������#/�,���+��

(�*	���*�����'!��!�������<����,���4� 2 ��� �����q �+3�� ��� 3 �+3�� 

 

5.3 ���������1��   

 ��.�'!������.��+!���'-� 6 �!�.* �!�.*��� 1 �'-�'!��!�.*�����*1/��9*.9+�������1�� �$.9+����

�4����!3� 0.9 �'��%�1<�$% �!�.*��� 2 �'-�'!����9+�������1���)34�$�����9*.�.��������������3���
<���<�

���,� 4 ��#��1!�1��� ��� 1 �+3�� �!�.*��� 3 �'-�'!����9+�������1���)34�$������.������������

��3���
<���<����,� 4 ��#��1!�1��� ��� 1 �+3�� �!�.*��� 4 �'-�'!����9+�������1���)34�$�����9*.�.��

������������3���
<���<� 4 ��#��1!�1��� ��� 2 �+3�� �!�.*��� 5 �'-�'!����9+�������1���)34�$�����

�.��������������3���
<���<� 4 ��#��1!�1��� ��� 2 �+3�� �!�.*��� 6 �'-�'!����9+�������1���)34�

$�����9*.�.��������������3���
<���<� 4 ��#��1!�1��� ��� 3 �+3�� �!�.*��� 7 �'-�'!����9+����

���1���)34�$������.��������������3���
<���<� 4 ��#��1!�1��� ��� 3 �+3�� '!�����!�.*9+����

���1���
��).������ 2 ���4��.����� 2 ��'+��%  

 

    5.4 �����<��!3�+�!�$��
��+�.����$	��+�9$�$��%   

 �������
����<��!3�+'!�������!�.* �+���<��!3�+�!�����������1�� 3 ��'+��% �!�'P�����

1����*������*��<� 3,000 ���$.����� ��� 10 ���� ���$��
��+�.����$	��+�9$�$��%$.��)34� S. 
agalactiae +����	R� Direct hemagglutination test �+�����
3�
��1����*��� two-fold dilution ��

V���V$��V�V��% 0.9 �'��%�1<�$% ���'�	*�$���+�������$.!��!�*��.���� 50 9*���!	$� 
����4�

�$	*���$	�
�����$���*9���!�*!� 50 9*���!	$� ����������!�*
�C/��!�*��+���� 1/��*����*�
�*
��


��1����*�'-� 1:2,048 
����4��
�.�����
����� �.*9���������(�*	 25 ��#��1!�1��� �'-���!� 24 

)����*� �!������/��!�+��'�������������!�.*�����*!�1/��*��5"��V���V$��V�V��%�!����$	�
� 

(Eldar, 1995; Shoemaker, 2006) �	������%���.��'�'��� (Analysis of variances: ANOVA) 

�!������*�$�$.������.���.��5!���
���!�.*�+!�� +��� Duncan’s New Multiple Range Test   

 

          5.5 ����	������%
��*�! 
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�������'�����������+��(�*	���*���
���.����$	��+�9$�$��%
��'!��	!��4� 3 �!�.* +��� 

Duncan’s Multiple Range Test �+��)��'����* SAS 6.1 ������*�)3��*�������!� 95 

  

 

6. �����&�����3��4)	3�������#7��
���� 
 

 �
�B0��&
��� 

 �"3��#/�,�'���*	��.��)�
.�������������1�������$�'�$�����1	���'!��	! 

  

�

*02�&��?���	
� 

������'���*	��.��)�
.�������������1���+��������.��)�
.����4��*+������!	$���1�� ���+�

��'���% ��*��4��.�����������)������������1��*��������'-��.��)�
.��$.����������1����'!� 1 

$����3�$.��+�����1�� 

 

 

 

(�2�&��	����(����#*��� 

 

1. ���+@�5���&
�#?�%����!"���)�1���
���������
����
�������������
 

1.1 ���$���������(�*	���*���
�����5�+���1���
��).������ 


�����$��
��+�.����$	��+�9$�$��%�!�����5�+���1���
��).���������4���� "��.�*��.�

�.��
���$����+�*��.��5!��� 5.16 + 1.83 �!�*����*�$�$.����.��*���������&
���!�.*�����*1/��

9*.9+�5�+���1�� (p<0.05)  �!��*3��������5�+���1�����4������� �!�����������1�����4���� 14 ��� 

"��.��.����$	��+�9$�$��%*��.� 244.62 + 36.64
 
 1/���$�$.����.��*���������&
�����5�+���1�����4�

����!��!�.*�����*1/��9*.5�+���1�� (p<0.05) ($������� 1, ��'��� 5-7) �!����+!����4����!

�!����!/�����	
���3��q 1/�����'�.����5�+���1���
��).��������'!��	!�!�'!�)�	+�3��q�'-��	R�������

���$������*������������$	��+���1����*���*�'���	�R	(�" (������#��+	� ���R�� �!�������#��+	� "����
, 

2522; �	!��!, 2534; Eldar et al., 1995; Eldar et al., 1997; Klesius et al., 2000; Prasad, 2002)  

 
 

�+�����9''P

�������
�.��!�����$.���������(�*	���*���
�����5�+���1�� �3�  

1) �	R����������1�� ���5�+���1���
��).������*��
���������������(�*	���*���+���.� ���5�+

�
���!��* ����).�!������*����� ���5�+���1�����4��+������$���(�*	9+�9*.�����.����5�+��.������ 

2 ���4� (��)�� �!�����	�, 2532; Sakai et al., 1989; Mastsuyama et al., 1992; Eldar et al., 1997; 

Klesius et al., 2000)  
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2) ���*�
�*
��
�����1�� ���1�������+�����*�
�*
�����
/4� *��������'!�$���������9+�

+���.����������1����+�����$�����.� (Eldar et al., 1997; Klesius et al., 2000; Shelby et al., 2002)  

3) ������$���(�*	���*��� (Immuno-stimulant) ����.��*�9+�*����#/�,��+!���)�������$���

(�*	���*����!��)�	+����$�%�4��+����4  

3.1) ����������!��.��'�����
����������� �).� �''$	�+9�!���  

3.2). 9�$	��!�9��$1��  

3.3) ��$��-�!���� (�-glucan)  

3.4) �	$�*	� (vitamin) �).� �	$�*	��� 1� ��  

3.5) ������������%�����*� (synthetic chemical)  �).� !���9*�1!  

         3.6) Y��%�*���.�����
�	&�$	��$ (growth hormone)  
 

4) 
��+�!�����
����$�% ��$�%���*�
��+��&.�!�����*��*��$���������(�*	���*���+���.�

��$�%���*�
��+�!<��!�����������.� (Thorburn and Jansson, 1988; Quentel and Baulny, 1995) 

�!� 5) �(�����+!��* �).� ���(�"�4�� =+���! ).����� �.�*�.��!$.�'���	�R	�!
�����

�)����1�� (�����	$�%�!�
������%, 2544; Dale and Foreman, 1984; Ellis, 1988; Cryz, 1991; 

Stoskopf, 1992; Iwama and Nakanishi, 1996)   

 

  1.2 ���$���������(�*	���*���$.����9+�������1��)�	+��*����� 


�����#/�,��'����������!���������1����*�����$.���������(�*	���*��������'!��	! 

���9+�������1���'-���!� 4, 6 �!� 8  ��'+��% �*3��$��
��+��+�����$	��+�9$�$��% "��.�*��.��5!���

��.���� 3.64 + 0.77, 4.27 + 1.01
 
�!� 4.71 + 1.55 $�*!��+�� 
������	������%����C	$	"��.� 

'!����9+�������1����*������'-���!� 8 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%�5!�����������+ '!����9+����

���1����*������'-���!� 4 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%�5!��������.�'!����!�.*�����* �*�

��+��9$�$��%��� 6 �!� 8 ��'+��%9*.*����*�$�$.���������C	$	 �$."��.������.�'!��!�.*���9+����

���1���'-���!� 4 ��'+��% �!��!�.*�����*��.��*���������& (p<0.05) ($������� 2)  

 ���������1���+��	R������*������'-�����	R���/���������	
����$�%�4��������*�����& �+�*����

#/�,��	
�������������"	�*'���	�R	(�"�����'2�������� 
���!���#/�,�
������	
��"��.�'!����

9+�������1����*������'-���!�$�4��$. 4 C/� 8 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%�5!����"	�*
/4��!����

��.��!�.*�����* �!��*�'!����9+�������1����*������'-���!� 6 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%

�5!���$�����.�'!����9+�������1����*������'-���!� 8 ��'+��% �$.�.����$	��+�9$�$��%�5!���9*.

�$�$.����� (p>0.05) 1/���$�$.���������+!��
���	!��! �	
����
�	& (2534) �!��������� 

"!��*�# (2541) ���������1����*�������'!�+����� �!�'!�+��!����* "��.��.����$	��+�9$

�$��%�5!�����.���� 0.70 + 0.56 �!� 6.10 + 2.54 $�*!��+�� 1/��9*.�$�$.�����'!��!�.*�����*1/��*�

�.����$	��+�9$�$��%�5!�����.���� 1.50 + 0.28 �!� 6.60 + 0.42 $�*!��+�� ��4����������1�����4�

�+�����3����������1��*����.���/�����4� 
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���!����+!�����������1����*�������������!�������
/4�*�������*���������'!�*�

��+�����$	��+�9$�$��%��1����*���
/4� 1/����+�!���������#/�,�
��"!��*�# (2541) ���9+�������

��'���	�R	(�"
�����$.�$��� A. hydrophila ����.�+���V��%*�!	���'!�+��!����*�+�����).��

���1�� �.��������1��14���+������*����� "��.����������1����*�������� 4 ��'+��%$.��+3�� 

��� 3 �+3�� ����!�����'2��������9+�+������+ ���!�*� �3� ���������1���'-���!� 3, 2 �!� 1 

��'+��%$.��+3�� $�*!��+��  �!����#/�,�
�� Clark et al. (2003) ����������.��*3��������1������!	$


���)34� S. iniae ��!��'!��	!+����	R������*�����"��.� !��'!����9+�������1��*���$�����$��$���

��.��!�.*���9*.9+�������1�� ��4���4���"���'!����9+�������1��*���+��(�*	���*���$.��)34������.�  

 

1.3 ����+������*$���������
��'!��	! 

�*3���������+������*$��������� �+����5�+�)34��'-�
�� S. agalactiae �
�����).��

�����!��������	������%��$�����$���5!���"��.� '!��	!���9+�������1���+����5�+�
��).������ 

��*��C$�����������$�'�$�����1	�9+�+������+ �+�*���$��$����.���� 4.44 + 3.85
  

�'��%�1<�$% 


�����'!��!�.*�����*���9*.9+�������5�+���1��*���$�����$�� 40 + 6.67 �'��%�1<�$% '!��	!���

9+�������1����*������'-���!� 4 ��'+��% *���$�����$����.���� 35.56 + 3.85 �'��%�1<�$%  

�$�$.��
��'!��!�.*�����* �!�'!��!�.*���9+�������1����*������'-���!� 6 �!� 8 ��'+��% 1/��*�

��$�����$���5!��� 20 + 6.67
  
�!� 15.56 + 3.85

  
 �'��%�1<�$% ($������� 3) 

        �!���#/�,������4���4��+�!������������
�� Surendra (2002) 9+�#/�,�����)����1���)34�$��

1/���$���*
���)34���$�'�$��������'!��	!�+� (O. niloticus, Linn) �+��	R����5�+�
��).������ "��.�

'!��!�.*���9+�������1��*���$�������+$�������.�'!��!�.*���9*.9+�������1��  Eldar et al. (1995) �!.���.�

���5�+���1��1/���$���*9+�
�� whole cell 
���)34� S. difficilis �
��).��������.'!��	!��4� ����!�����

'2��������9+�*����.� 50 �'��%�1<�$% ��4�����'-� homologous vaccine �!� heterologous vaccine 
��

�)34� Streptococcus spp. �$.���1������!�����'2��������9+��.��
���$�����'!��	!�+� �3� 42.55 

�'��%�1<�$% (Prasad, 2002) �.����'!������%�����������!�����'2��������9+�C/� 70 �'��%�1<�$% (Sakai 

et al., 1987) ��
����� Ellis (1988b) �����$��!���������.����5�+���1���
��).����������!��������$���

(�*	���*����+������������$	��+���1����*9+���<���.�����).���1�� ��3���
�����5�+�'-��	R����1/������C/�

'�	*�� �!����*�
�*
��
�����1�����'!�9+�����
����.�.�������.�����.�������). �$.���5�+9*.�).�	R�������

���'!���	+���9+�$�*R��*)�$	 ���5�+
��'-��"���������$�������.����������(�*	���*���9+���4��������9'

�!�����5"����� 
/��������.�������$�%��������$	��+������.����������1��+����	R��3�� (Dun et al., 1990)  


������+!�����4���4"��.�'!��	!���9+�������1����*�������� 4 ��'+��% ��*��C

$���������������.�'!��!�.*���9+�������1����*������'-���!� 6 �!� 8 ��'+��% ��+��.����*

$�������������.��$����+*�������*���
/4�$�*������!����9+�������1�� 1/����+�!���������

�!����	
��
���������� (2541) 1/��9+�������������1��14���+������*�������.'!�+��!��      

��*��).��������!�$.������3� 9+�����������*���1���+3��!� 1, 2, 3 �!� 4 ��'+��% �'-���!�

$	+$.������� 3 �+3�� �!�����*��+������*$�������������)34� A. hydrophila "��.�'!����
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�!�.*����+!�����9+�����������*���1��*����*$��������� ��3�*���$�������+�����.�'!��!�.*���

9*.9+�������1�� �*3�������$�!�����!� 48, 72 �!� 96 )����*� �+�'!��!�.*���9+�������1����*�����

������$!�+������!�����+!��*����*$��������������+��.���� 53.03 �'��%�1<�$% �!�
��

������
�� Ellis (1982) �!.��C/�'���	�R	(�"
�����1����*��C'���*	�9+�
�����*��*��C��

���$�������������.
���'��%�1<�$%��$��$�� �!� Clark et al. (2003) �������.�!��'!��	! 1/��

9+�������1������$���*
���)34� Streptococcus sp. ����$���.�� 0.2 ���*���1��$.�$�� �'-���!�

$	+$.���� 5 ��� �����C�+*�9+���������9*.��*���1����� 5 ��� �!��������1����*�����14��

$	+$.������� 5 ��� �*3���������+������*$�������������)34��'-� "��.�!��'!�*���$�������+���

C/� 85-90 �'��%�1<�$% �*3���'������������'!����!�.*���9*.9+�������1��1/��*���$����+�"��� 20 

�'��%�1<�$%  

���
����4
��������4��!���$���.�������������1����*��������*��
/4�
�).���"	�*��$��

��+��'!��"	�*
/4� 1/����+�!���������#/�,�
�� �	!��! �	
����
�	& (2534) ����������.�'!�+��

������9+�������1����*�����������4� ����!�����'2��������+���.�'!��!�.*���9+�������1����*�����

�"������4��+����*3��"	
����
���'��%�1<�$%���$���5!��� Plumb and Vinitnantharat (1994) 

�������.���'!�+����*�	���1/��9+�������1����*���������$���*9+�
���)34� E. ictaluri *���$�����

��+�"	�*���
/4�$�*��$���.��
�����1�������*������� ��3���
�����������1����*�������4�
�$���

�)����$	�
���'�	*��*���"3�����$���(�*	���*���
��'!� �"������$	�
�����.����
C�����!��

�+�
�������.������� (Bogwald et al., 1994) 
���!����+!��"��.�'���	�R	(�"
��������

���1���+��	R����5�+�
��).������������'!��������������(�*	���*���+���.������*�������.��*�

��������& �$.���������1���+������*����������4���4 
��'-�
��*�!"34�O�������#/�,�����$.�9' 

�"3���"	�*'���	�R	(�"���������1������+��������
/4� �.��������9'�)����(�"����!�4��
�	�  

 
 


�0�(����#*��� 


���!����+!��"��.�'���	�R	(�"
�����������1���+��	R����5�+�
��).������������

'!��������������(�*	���*���+���.������*�������.��*���������&  
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    $������� 1 �.����$	��+�9$�$��%�5!���
��'!��	! �!��9+�������5�+���1���
��).������  

 ���$	��+�9$�$��%�5!���  (+ S.D.) 

�	R����������1�� ���4���� 1 ���4���� 2 

�!�.*�����* 

���5�+���1���
��).������ 

0 

5.16 + 1.83
a
 

0 

244.62 + 36.64
b
 

 

 

    �*����$�    
ab

 $�����,����������$.�� *����*�$�$.���������C	$	 (p<0.05) 

 

 

      $������� 2 ��+��.����$	��+�9$�$��%
��'!��	! �!�����9+�������1����*�����  

 ���$	��+�9$�$��%�5!���  (+ S.D.) 

������!����9+�������1�� �!�.*���9+�������1�� 

4 ��'+��% 

6 ��'+��% 

8 ��'+��% 

3.64 + 0.77 
a
 

4.27 + 1.01
b
 

4.71 + 1.55
 c
 

 

 

      �*����$�    
ab

 $�����,����������$.�� *����*�$�$.���������C	$	 (p<0.05) 

 

 

     $������� 3 �.���$�����$���5!���
��'!��	! �!��
�����������1�����5�+�!���*����� 
 

�	R����������1�� ��$�����$���5!��� (%) 

5�+�
��).������ 

��*�������� 4 ��'+��% 

��*�������� 6 ��'+��% 

��*�������� 8 ��'+��% 

�!�.*�����* 

4.44 + 3.85 
a
 

35.56 + 3.85 
b
 

20 + 6.67
 c
 

15.56 + 3.85
 c
 

40 + 6.67 
b
 

 

 

       �*����$�    
ab

 $�����,����������$.�� *����*�$�$.���������C	$	 (p<0.05) 
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          ��'��� 1 ��+������'���
��'!��	!
���)34���$�'�$������  

 

 

 

 

 ��103�1���Q*��*7� 

 ����#)������!�* 

 S��Q*�'�!����� ����!�* 

���#�������!�* 
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       ��'��� 2 ��+�$����.��������
��'!��	!'���
���)34���$�'�$�����1	�  

          

 

 

 

 

 �'�!����UV�� 

 �
��
��
� 

'���#�$�
� 
 '���#�$'
��	 

'���#�$�
� 
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   ��'��� 3 ��+����!���)34���$�'�$������������9+�
��'!�'���  
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 ��'��� 4 ��+�����
���!���<��!3�+
��'!��	! �!��9+�������1��  
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 ��'��� 5 ��+����$��
����+�����$	��+�9$�$��%
��1����*'!��	!  
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     ��'��� 6 ��+��!���$��
���$	��+�9$�$��%���*����$�$���� (precipitation) 1/������!�'-�!�          

     �!����
���!�.* (agglutination) 1/������!�'-��������������(�*	���*��� 

 

 

	
���03� 

(agglutination) 

	
���03� 

(agglutination) 

���&��� 

(precipitation) 
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           ��'��� 7 ��+��!���$��
���$	��+�9$�$��%���*����$�$���� (precipitation) 1/������! 

           �'-�!��!����
���!�.* (agglutination) 1/������!�'-��������������(�*	���*��� 

 

	
���03� 

(agglutination) 

���&��� 

(precipitation) 
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2. ����������#�����&
�#?�%��
�����!���
����4��*����������� 
 

2.1 ����
�����0%��
�����!���
����4��*���  

2.1.1  (����'�
%��&#�$�'��&
������������&'��������4!"�
����������

       

          �*���?� HPLC 
 

 ���V*�$�O��
���)34���$�'�$��������+�����'��� 10 �!����+!�� (peak area) �'�

���$��������*�
�*
��
���)34�  "��.�9+��*����)	�����C+C�� ( linear regression equation) �'-� 

y = 1.45x10 
-7 

– 7.445  �!� correlation coefficient (R
2
)  �'-�  1 

 ��������*�*.������*��C��9+� 3 ��+�� �3� reproducibility, intermediate precision 

�!� repeatability  1/��������	������%���4���4�����*�*.���� 2 ��+�� �3� intermediate precision 

�!� repeatability  �+� intermediate precision �'-���������*�*.����
���	R��	������%���$.!�

�������	������%�����!���� �.�� repeatability �'-���������*�*.����
���	R��	������%��).��

������!���/��������+������ "��.� repeatability (Within- run precision)  $������� 4-6 

 �������� 9+�����!�
����*'���	�R	����*�'�'��� (%CV)��.���� 0.25-5.99 ().�����*

�
�*
����.���� 1x 10
8
- 1x 10

10
 cfu/ml )  

  ����������� 9+�����!�
����*'���	�R	����*�'�'��� (%CV) ��.���� 0.09-3.39  ().��

���*�
�*
����.���� 1x 10 
8
- 1x 10 

10
 cfu/ml ) 

 ����������* 9+��.�����!�
����*'���	�R	����*�'�'��� (%CV) ��.���� 1.05–5.41  ().��

���*�
�*
����.���� 1x 10 
8
- 1x 10 

10
 cfu/ml )   +����+���$������� 7-9  

 
������	������%
��*�!+����C	$	
���$�� "��.�*��"���������*�
�*
����.���4�������*

�*.�������.�����;%�����*���9+� �3� *� % CV ������.� 1 �+�������*�
�*
����.����  1 x10
9
- 1x 

10
10

 cfu/ml *� %CV ���.�����;%+���!.�� ����'-��).���4��3���
��������*�
�*
��$��� �3� 1 x 10 
8 

cfu/ml *����������
��
��*�!�*3���	+�'-�����!�
����*'���	�R	����*�'�'���
�*��.������.�������*

�
�*
����� �.�� intermediate precision (Between- run precision)  *� % CV ��.���� 2.00–5.73 

().�����*�
�*
����.���� 1x 10 
8
- 1x 10 

10
 cfu/ml ) +����+���$������� 10 �+��!����	������%

+���!.��*��"������*�
�*
����.���� 1x 10 
10

 cfu/ml ���*� %CV ���.�����;%�����*��� �����3� %CV 

��.���� 2 % 

������	������%�)�
��*�! "��.��.� % recovery ��.���� 66.69 ± 0.18% C/� 104.29 ± 

3.89% �!�*�����!�
����*'���	�R	����*�'�'��� (%CV) ��.���� 0.18–6.39 % ��).�����*

�
�*
�� 1x10 
8
 cfu/ml - 1x 10 

10  
cfu/ml  +����+���$������� 11 

 ����� Limit  Of  Detection 
������	������%+������3��� HPLC ��4���+
���.����*�
�*
��


����������� signal-to- noise ratio ��.���� 2-3 �!����+!��9+� noise  ��.����  6.87–9.50 min : 

0.0363 mV,  Drift  ��.����  6.99-7.21 min : 3.8034 mV/ h  
���*������ 4 
�9+� 3x0.0363= 
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0.1089  signal  �����.����  0.1089  �*3�����9'����.������V*�$�O�� Limit  Of  Detection 

��.����  3.198 x 10
5
 cfu/ml �!� LOQ  �'-� 1.0680 x 10

7 
   cfu/ml 

 

 2.1.2 ���+@�5��3���
"��7��
�  

2.1.2.1 ���#/�,�'P

��
����$���.������.����$(��(�����!���$(��(���������� 

            �$���*9*����	*�!)��  

    ���#/�,�'P

��+���!.���+��$���* 3 $����� 1/��$�������� 1, 2 �!� 3 ($������� 12)

'�����+�����$(��(�����3��4��$.�$.���$(��(������3� dichloromethane �'-�  30:40, 30:45 

�!� 30: 50 $�*!��+��  "��.�$��������  1 *�
��+���(���5!�����.���� 107.65  �m  �.��$�������� 2 


��+���(���5!��� 65.85 �m  span ��.���� 2.335 
���<�9+��.��*3���"	�*'�	*�$�
����!�����$

(��(����� 
�������
��+���(���5!���
�����(��
��+�!<�!+!�9+� �!��*3���$���*���(��


��+�!<���$�������� 3 "��.�
��+���(���5!���9*.�$�$.��
��$�������� 2 �$.������
��
��+

���(��*����*���������!+!� �3�*��.� span ��.���� 1.835 �!����+!����+�!���������#/�,�


�� Rodrigues et al. (2006) ����������.�����"	�*��+�.����$(��(����1/���'-����1���)34�$��
�� 

Aeromonas hydrophila 
�� 10% �'-� 50% �.�����9'��*��$(��(���������'-��4��*��
����"+

��3���	+�	*�!)�� ������
��+���(�����1���+��5!����"	�*
�� 56 9*����*$��'-� 109 9*����*$�

�!����*��$���<�"	�*
/4�'��*�� 40% 

 

2.1.2.2 ���#/�,�'P

��
����!�����)�������.��	*�!)�� 

             ���#/�,�������!�����)������!+
��+���(���+��$���* 3 $����� "��.�$��������

�)���!������'P�� 10 ���� 1/��*�������
��$��
�����(�������������+ �.��!���$�����*����*

�*�����*�
��
��+���(�������� �.��$�������� 1 �!�$�������� 2 ��+�����'��� 11-13 Singh and 

Hogan (1998) �!� Rodrigues et al. (2006) �������.����'P�����1������)���!
	��$�'-����$���!��

�����'!+'!.���)34� ���*��<������*���*�����'P���3���� 2,000 ��� ��� 10 ���� 

 

       2.1.2.3 ���#/�,�
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	�1�����$��������<��)34� 

  4.1.2.3.1 �!
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	�1�����$$.���������<��)34���$�'�$

������ 

   ����	������%�����*��*"��R �����.�����	!�1!!��!� 9+�	��	�1�����$���*�

�.��'�������$�����$.��q ($������� 13) �!���������<��)34���$�'�$������  "��.�!��,��

���*��*"��R%+���!.��*����*��*"��R%�)	�����$�� �3�   Y= -0.040A -6.94B+76.49 ��+������<�

�.��*3��!+���*�
�*
��
��9+�	��	�1�����$ (Dibutyl sebacate) �'-� 6.94% w/v �!�!+���*

�
�*
��
�����	!�1!!��!� 0.04% w/v �.��!�������!���������<��)34���$�'�$�������"	�*
/4� 1 % 

�!�"��.�'P

��
�����*�
�*
��9+�	��	�1�����$ (Dibutyl sebacate) *��!$.�����!���������<�

�)34���$�'�$�����������(��
��+�!<������.�'P

�����*�
�*
��
�����	!�1!!��!� 
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(Ethylcellulose) ��$����� 
���!���#/�,���4����!�����+�!���������#/�,�
�� Alavi AK �!� 

Squillante E (2002) ���"��.��*3��!+���*�
�*
��
��9+�	��	!1�����$��$����� �.��!�������!�

��������<��)34���$�'�$�����������(��9*���"��%�	��	! (�'�$�����$	�
�) �"	�*
/4�    

 

2.1.2.3.2 �!
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	�1�����$$.�
��+���(�� 

    
������	������%�����*��*"��R �����.�����	!�1!!��!� 9+�	��	�1�����$ �!�


��+���(�����$�����.� 50% 
�����(����4��*+ "��.�!��,�����*��*"��R%+���!.���'-���� 

Quadratic �3� Y= -65.63A
2 

+ 38.85B
2 

+ 2.98AB - 47.85A - 35.31B + 438.71   �+��*���

+���!.���*���.� 'P

����4����$.���.��!$.�
��+�!�������
��
��+
�����(��9*���"��%�	��	!

���$�����.� 50% 
�����(����4��*+  

 

 2.1.2.3.3 �!
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	�1�����$$.�
��+���(��  

   
������	������%�����*��*"��R �����.�����	!�1!!��!�  9+�	��	�1�����$  �!�


��+���(�����$�����.� 90% 
�����(����4��*+ "��.�!��,�����*��*"��R%+���!.���'-���� 

Quadratic �3� Y= -239.29A
2
 + 104.81B

2
 + 24.36AB - 47.85A - 35.31B + 438.71   �+��*���

+���!.���*���.� 'P

����4����$.���.��!$.�
��+�!�������
��
��+
�����(��9*���"��%�	��	!

���$�����.� 90 % 
�����(����4��*+  

 

 2.1.2.3.4 �!
�����	!�1!!��!��!�9+�	��	�1�����$$.��.� zeta potential  

   
������	������%�����*��*"��R �����.�����	!�1!!��!�  9+�	��	�1�����$ �!��.� 

zeta potential  "��.�*�!��,�����*��*"��R%����*��� 2 $���'� �3� Y= -0.028A-

0.32B+0.61AB-18.99  
���*���+���!.���*�����*�.���4����'P

��*��!$.��.� zeta potential 

�+��*3��!+���*�
�*
��
�������4����)�	+��$�����!� 
��.��!����.� zeta potential �"	�*
/4� 

                            

2.1.2.3.5 !��,��"34�����	�
�����(��9*���"��%�	��	!����$���*
��$�����$.�� q  

           "34��	�
�����(��9*���"��%�	��	!
�����1��)�	+�	���'!�����$���*9+���+��+�

������$����.��9'����������+������%�����(�����&&���# �/+����.��$�� ��!3��+�����!+%

�"!!��+��*���'��*�� 20 �����*$� �!����9'����/�(�"�$��!���
�!���#�%�	�!�$���)�	+

�����	�� S-2400 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan)  
��+���(����+��9*����*$� �!����

'!+'!.���)34���$�'�$������ ��+�����'��� 14-15 
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�0�(������	
� 

  ����	������%���*��*���*
��'P

�� "��.��*3��$����������!���������<������������+ �3� 

81.43 ���*����*�
�*
��
�����	!�1!!��!��!����*�
�*
��
��9+�	��	!1�����$ ��.���� 4%w/v 

�!� 0.28 %w/v $�*!��+��  ��.��9��<$�*���*����#/�,���$����<������'!+'!.���)34���$�'�$

������ (dissolution test) ������	
��
�4�$.�9' �"3������!���#/�,�+���!.��*�"�0��$��������1��

����'����	���.'!���4� 

 

 

2.2 ���+@�5���&
�#?�%���
����4��*���  


���!���������1���)34�$����!3����!
	��$��*�����$.���+��(�*	���*�����'!��	! "��.� 

��+�����$	��+�9$�$��% ��� 4 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%�5!�����.���� 2.93+1.01, 4.09+0.60 

�!� 4.18+0.83
 
$�*!��+�� �!���+��9$�$��% ��� 6 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%�5!�����.���� 4.27 

+1.01, 4.71+1.55
  
�!� 5.51+1.9 $�*!��+�� '!����9+�������1�����*�
�*
��
���)34� 5x10

9 
cfu/ml

��� 6 ��'+��% *��.����$	��+�9$�$��%�5!�����������+ �!��$�$.������C	$	���'!����9+�������1����*

������'-���!� 4 ��'+��% �����*�
�*
�� 1x10
9
 �!�'!����9+�����������*���1���'-���!� 6 

��'+��% ������*�
�*
�� 5x10
8
 �!� 1x10

9
 ��.��*���������& (p<0.05) ($������� 14) �*3��

�'�����������+��9$�$��%
��'!�����	����1�����'!����5�+���1���
��).������"��.� 9$�$��%
��'!�

���5�+���1��*���+�������.�'��*�� 40 ��.� ��4���4��
��3���
���!��'P

��������������1��)�	+�	�*�

'���	�R	(�"!+!� �).� 1) 
���(�����+1/�������
���1!!%���1	��$�'�$	� (oxyntopeptic cell) 

������"��'!��	!���*� pH $���'��*�� 4.5 �!�
�!+$���!�C/� 2.0 �!���	������ 1/�� Rodigues et 

al. (2006) "��.� high M-alginate 
������.�����4��$�! (Durvilaea antarctica) ����)��$���*���1��

�)34�$��
�� Aeromonas hydrophila )�	+�4��'��4��*�� (water-in-oil emulsion) 
�!+���*��$��

!��!�'!+'!.���)34��"	�*
/4�'��*�� 6% 2) �(���+.�� pH 9.0 ��!��9���.��'!�� ���*��.��������

�����!3��"��$�� *����*��$��!+!��!��!��$���.��
/4� 1/�� Rodigues et al. (2006) "��.� high 

M-alginate ����)��$���*���1���)34�$��
�� A. hydrophila )�	+�4��'��4��*��
�!+���*��$��!��!�

'!+'!.���)34��"	�*
/4�C/� 23% 3) ����*��$	
�����(�� �).� ���*��$�� 
��+ )�	+��$(�� *��!

�+�$�� (O' Hogan, 1998; Singh et al., 1998; Fundueanu et al., 1999; Poncelet et al., 1999) 


���������������3���*C/����1�����'!��	!�	�
����.����������+	������
��'!����9+�C/� 12 

)����*� (Rodigues et al., 2006)  ���'!+'!.�����1��
������!��$��
�����$���!�������(�� 

C����	+
/4�*����!��9���.��$���.�
��.��!��������<��	��)34��!���������(�*	���*�����	+
/4�9+���+��$��� 

(Joosten et al., 1997)   

 ���������1���+��	R�����	�*����#/�,��	
�������������"	�*'���	�R	(�"�����'2�������� 


���!���#/�,�
������	
��"��.�'!����9+�������1����*������'-���!�$�4��$. 4 �!� 6 ��'+��% *�

�.����$	��+�9$�$��%�5!����"	�*
/4��!������.��!�.*�����* (p>0.05) 1/���$�$.���������+!��
��
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�	!��! �	
����
�	& (2534) �!��������� "!��*�# (2541) ���������1����*�������'!�+����� 

�!�'!�+��!����* "��.��.����$	��+�9$�$��%�5!�����.���� 0.70+0.56 �!� 6.10+2.54 $�*!��+�� 

1/��9*.�$�$.�����'!��!�.*�����*1/��*��.����$	��+�9$�$��%�5!�����.���� 1.50+0.28 �!� 6.60+ 

0.42 $�*!��+�� ��4����������1�����4��+�����3����������1��*����.���/�����4� 
���!����+!�����

������1����*�������������!�������
/4�*�������*���������'!�*���+�����$	��+�9$�$��%��1����*

���
/4� 1/����+�!���������#/�,�
��"!��*�# (2541) ���9+���������'���	�R	(�"
�����$.�$��� 

A. hydrophila ����.�+���V��%*�!	���'!�+��!����*�+�����).�����1�� �.��������1��14���+����

��*����� "��.����������1����*�������� 4 ��'+��%$.��+3�� ��� 3 �+3�� ����!�����

'2��������9+�+������+ �!����#/�,�
�� Clark et al. (2003) ����������.��*3��������1������!	$
���)34� 

S. iniae ��!��'!��	!+����	R������*�����"��.� !��'!����9+�������1��*���$�����$��$�����.��!�.*

���9*.9+�������1�� ��4���4���"���'!����9+�������1��*���+��(�*	���*��������.�  

 

 


�0�(������	
� 

  
�����"	
������+�����$	��+�
��'!��	!9+�������1��)�	+��!3����!
	��$ 2% ��*

�������� 6 ��'+��% "��.�'�	*���)34������*���*������$���*���(�����1���"3�����$���

(�*	���*���*��.�'��*�� 5x10
9 

cfu/ml ��.��9��<$�*���*����#/�,������!3���!��'���(��!�

���*��3+$.��)�	+ ������	
��
�4�$.�9' �"3������!���#/�,�+���!.��*�"�0��$��������1����

��'����	���.'!��	! 

 

 

2.3  ����������#�����&
�#?�%���
����4��*���2�����!��  

2.3.1) ���$���������(�*	���*���
�����5�+���1���
��).������ 


���!����+!������)����1���)34�$�� S. agalactiae ��*��*"!��V���+%��+
�����% 

��$���.�� 1:1 �+�'�	*�$���'!��	!���"��R�%
	$�!+� 3 
��+'��*�� 100 ���*$.�$�� "��.�

�!�����������1�����4���� 2 *���+�����$	��+�9$�$��%�5!��������+�3�*����.� 2,048  1/�������.����5�+

���1���)34��'-� 5�+�)34�$��)�	+�+�9*.��*��+
�����% �!����������1���+��	R�����).�!������*

������	� '!����5�+���1���)34����*�
�*
�� 10
6 

cfu/ml 2 ���4� �.����� 14 ��� *��.����$	��+�9$

�$��%�5!��� 497 �.���.����$	��+�9$�$��%�!�����5�+���1���
��).���������4������� �!�����������1��

���4���� 14 ��� "��.�*��.�'��*�� 341
 
 1/�������.��!�.*�����*1/��9*.5�+���1�� ($������� 15-16) 

�!����+!����4����!�!����!/�����	
���3��q 1/�����'�.����5�+���1���
��).��������'!��	!�!�'!�

)�	+�3��q �'-��	R����������$������*������������$	��+���1����*���*�'���	�R	(�" (������#��+	� ���R�� 

�!�������#��+	� "����
, 2522; �	!��!, 2534; Eldar et al., 1995; Eldar et al., 1997; Klesius et al., 

2000; Prasad, 2002) �	R����������1���+����5�+�
��).������*��
���������������(�*	���*���+���.� 

���5�+�
���!��* ����).�!������*����� ���5�+���1�����4��+������$���(�*	9+�9*.�����.����5�+


