Abstract

V. harveyi นั้นเป้นต้นเหตุของโรคร้ายแรงในอุตสาหกรรมกุ้งในประเทศไทยในช่วงการเลี้ยงกุ้ง ในการศึกษาค้นคว้าครั้งนี้ยีน gyrB ของ V. harveyi NICA นั้นได้ถูกแยกจากกุ้งในปะรเทศไทย แระได้ถูกลำดับขั้น โดยคู่ของไพร์เมอร์ที่เป็นที่จำเพาะเจาะจง (A2B3) นั้นได้ถูกออกแบบให้อนุญาตให้การขยายของ 363 bp gene ซึ่งเป็นส่วนแตกแยกของ V. harveyi. นั้นโดยไม่มีปฏิกิริยาข้ามขั้นได้เกิดขึ้นแต่อย่างใดใน 17 สปีชีส์ Vibrio อื่นๆ ที่ถูกทดสอบ ยกเว้นสำหรับ V. carchariae ซึ่งเป็นชื่อเดียวกับ V. harveyi.  โดยความเป็นไปได้ที่จะใช้ A2B3 ในการรับรองผลและการทำให้ขยายจำนวนของ V. harveyi โดยการ  PCR นั้นได้ถูกแสดงให้เห็นแล้ว จาก สายของ  V. harveyi 40 สายที่แยกออกมานั้นจากอาหารทะเลแบบบรรทัดฐานของการเจิรญเติบโตบน จานTCBS นั้นและ ปฏิกิริยาชีวเคมีนั้น มีถึง 36 อัน ซึ่งเกิดปฏิกิริยากับไพร์เมอร์จำเพาะเจาะจง ไพร์เมอร์นั้นสามารถที่จะตรวจจับ V. harveyi ในระดับที่มีเพียง 15 เซลล์ต่อมิลลิลิตรได้ ซึ่งเทกนิกของ MPN นั้นได้ถูกใช้ในการขยายจำนนของ V. harveyi. ซึ่งเราได้แสดงให้เห็นถึงการที่เมื่อ PCR ได้ถูกใช้โดยตรงไปที่การทำให้เกิดการอิ่มตัวของ broth ของ กุ้ง ที่ได้ถูกสังเคราะห์มากับ V. harveyi, นั้น ค่า MPN นั้นไม่ต่างไปจากค่า MPN ที่ได้มาจากการใช้เทกนิกมาตรฐาน ซึ่งเทกนิกนั้นได้ถูกใช้ในการขยายจำนวนของ V. harveyi ในระยะหลังดักแด้และในแท้งก์น้ำเพาะพันธ์ โดย V. harveyi นั้นได้ถูกตรวจจับใน 18 จาก 21 ตัวอย่างหลังดักแด้ และใน 14 จาก 21 ถังน้ำตัวอย่าง โดยจำนวนของ V. harveyi ที่ได้ถูกตรวจจับในระยะหลังดักแด้และในน้ำนั้นเป็น 150–1.1×108/g ในระยะหลังดักแด้และ 7–4.6×104/mlของตัวอย่างจากน้ำ ตามลำดับ ซึ่งการตรวจสอบของระยะหลังดักแด้นั้น ถูกลดความเสียงสูงของ การปนเปื้อนของ V. harveyi ในบ่อเพาะพันธ์ ซึ่งถูกแนะนำเพื่อเป็นการป้องกันความเสียหายที่มหาศาลที่เกิดจากโรงที่มาจาก V. harveyi.
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1. Introduction

Vibrio harveyi is a Gram-negative, luminous bacterium.

It is widely distributed in aquatic environments and is

considered to be an important causative agent of luminous

disease in marine organisms. Over the past decade, strains

of this species have been reported to be significant

pathogenic agents and one cause of the high rates of
shrimp mortality in the shrimp culture industry worldwide

(Karunasagar et al., 1994; Saeed, 1995; Liu et al., 1996a,b).

Mortalities of Penaeus monodon and P. merguiensis larvae

associated with luminescence have been observed in

hatcheries in Indonesia (Sunaryanto and Marium, 1986),

Phillippines (Lavilla-Pitogo et al., 1990; Baticados et al.,

1991) andTaiwan(Chen et al., 1992; Song and Lee, 1993).

In Thailand, V. harveyi has been reported to cause 70–

100% of deaths in P. merguiensis larvae at the nauplii,

mysis and postlarva stage with nauplii larvae being the

most sensitive (Sae-Oui et al., 1987). In southern parts of

Thailand, V. harveyi is the most important pathogen of the
black tiger shrimp, P. monodon, in shrimp farms (Ruangsri

et al., 2004). Raungpan et al. (1995) also found that when

Vibrio and luminous bacteria exceeded 104 cells/ml in

overcrowded cultured shrimp ponds, this caused serious

health problems to the shrimp.Vibriosis in cultured shrimps

causes severe economic losses in shrimp production. A
method for the early detection of V. harveyi contamination

or infection could facilitate disease prevention in

the shrimp aquaculture industry. Because of the very close

phylogenetic relationship of this organism to other Vibrio

species such as V. parahaemolyticus, V. alginolyticus,

V. campbellii and V. carchariae (Kita-Tsukamoto et al.,

1993; Pedersen et al., 1998), identification of V. harveyi

by conventional biochemical techniques is not accurate.

Therefore, a PCR method that could target nucleotide sequences

unique to V. harveyi may facilitate its detection

and differentiation from closely related Vibrio species. In

addition, it may be useful for the enumeration of V.

harveyi.
1.บทนำ
วิไบรโอ ฮาร์เวอิ เป็น แบคทีเรีย Gram Negative ซึ่งถูกกระจายอย่างกว้างขวางในแหล่งน้ำและถูกตัดสินให้เป็นเหตุสำคัญของการเกิดโรคลูมินัสในระบบอวัยวะของสัตว์น้ำ ในสิบปีที่ผ่านมา เหล่าสายพันธ์ของแบคทีเรยีนี้ได้ถูกรายงานว่าเป็นตัวนำสำคัญและเป็นสาเหตุหนึ่งของอัตราการตายของกุ้งที่สูงขึ้นทั่วโลก การตายของ Penaeus monodon and P. merguiensis larvae ซึ่งเกี่ยวเนื่องมาจากแบคทีเรยีนี้ได้ถูกค้นพบในอินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และไต้หวัน ในประเทศไทย แบคทีเรียนี้ได้ถูกรายงานให้เกิดการตายใน P. merguiensis larvae ถึง 70 – 100 เปอร์เซ็นต์ ในภาคใต้ของประเทศไทย V. harveyi ได้เป็นพาหะสำคัญของกุ้งแบลกไทเกอร์ในฟาร์มกุ้งซึ่งยังได้ถูกพบเมื่อแบคทีเรียนนี้มีจำนวนมากกว่า 10ยกกำลัง 4 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในประชากรกุ้งที่ล้นบ่อ ซึ่งสิ่งนี้ได้ก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพของกุ้ง ซึ่งแบคทีเรียนี้ในตัวกุ้งจะก่อให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจในการผลิตกุ้ง ซึ่งวิธีการในการตรวจพบของแบคทีเรียนี้นั้นจะสามารถป้องกันการเกิดโรคในกุ้งได้ เนื่องจากแบคทีเรียนี้มีความคล้ายคลึงกับสปีชีส์อื่นๆ เช่น V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. campbellii and V. carchariae ดังนั้นอาจไม่มีความเที่ยงตรงหากจะใช้เทคนิกการตรวจจับทางชีววิทยาทั่วไป ดังนั้น วิธีการ พีซีอาร์ ซึ่งสามารถตรวจจับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นเฉพาะของแบคทีเรียนี้อาจจะทำให้การตรวจจับนั้นแม่นยำยิ่งขี้น นอกไปจากนี้มันอาจจะเป็นประโยชน์มากขึ้นในการใช้ขยายพันธ์
The gene gyrB encodes for the subunit B protein of

DNA gyrase (topoisomerase type II). DNA gyrase

regulates the supercoiling of double-stranded DNA. It is

necessary for DNA replication, and the enzyme is

distributed universally among bacterial species

(McMacken et al., 1987). In addition, its molecular

evolution rate is higher than that of 16S rRNA. This

divergence in the gyrB gene could provide greater

resolution for phylogenetic analysis of luminous

bacteria than does the 16S rRNA method (Dunlap and

Jennifer, 2005) and gyrB targeted PCR protocols have

been used for identification of other bacteria such as

Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus, and V. hollisae

(Yamamoto and Harayama, 1995; Vuddhakul et al.,

2000; Yamamoto et al., 2000; Yanez et al., 2003; De

Clerck et al., 2004). Therefore, in this study, PCR

primers that could amplify the gyrB gene of V. harveyi

were developed to test their specificity for the

identification and enumeration of V. harveyi in postlarva

shrimp and hatchery tank water.
ยีน gyrB นั้นสามารถถอดรหัสให้กับหน่วยย่องของบีโปรตีนของดีเอ็นเอ ไจเรส โดยดีเอ็นเอดังกล่าวจะสามารถทำให้ supercoiling ของดีเอ็นเอสายคู่ ได้ ดังนั้นจึงจำเป็นสำหรับการคัดลอกดีเอ็นเอ และน้ำย่อยนั้นได้กระจายไปทั่วทุกสปีชีส์ของแบกทีเรียย นอกไปจากนัน การพัฒนาโมเลกุลของแบคทีเรียยังมีอัตราที่สูงกว่า 16S rRNA ซึ่งการแยกออกของ gyrB นั้นสามารถทำให้เกิดความแม่นยสำหรับการวิเคราะห์ phylogenetic ของแบคทีเรีย luminous มากกว่าวิธีการ 16S rRNA ซึ่ง gyrB ได้มุ่งเป้าไปที่ PCR โปรโตคอลซึ่งได้ถูกใช้สำหรับการตรวจจับแบคทีเรียชนิดอื่นเช่น Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus, and V. hollisae ดังนั้น ในการวิจัยนี้ PCR ที่สามารถขยายยีน gyrB ของ V. harveyi นั้นได้ถูกพัฒนามาให้ตรวจสอบความเป็นจำเพราะเจาะจงของ V. harveyi ในกุ้งและแท้งก์น้ำสำหรับการฟักตัว
2. Material and methods

2.1. Bacterial strains, growth conditions and DNA

extraction

V. harveyi NICA was obtained from the National

Institute of Coastal Aquaculture (NICA). Others (listed
in Table 2) were from our laboratory stock strains or

strains supplied by other workers for this study. V.

harveyi was grown overnight, at 25 °C, with shaking in

Luria Bertani (LB) broth containing 1% NaCl. Chromosomal

DNA was extracted with phenol-chloroform

(Sambrook et al., 1989).

2.2. Use of degenerate PCR primers to amplify the V.

harveyi gyrB gene

The degenerate primers UP-1 and UP-2r designed by

Yamamoto and Harayama (1995) were used in this study

to amplify a gyrB homologue in V. harveyi NICA strain.

Using PCR to amplify this gene, the 20-μl reaction

mixture contained 6 μl of purified cellular DNA of V.

harveyi (0.175 μg/ml), 2 μl of each of the PCR primers

(10 μM), 2 μl of 10× buffer containing 20 mM MgCl2

(ExTag buffer; Takara, Shiga, Japan), 1 μl (0.5 U) of Tag

polymerase (ExTag; Takara), 2 μl of each deoxynucleotide

triphosphate (2.5mM), and 5 μl of distilled water. The

amplification conditions were 30 cycles of amplification
consisting of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at

60 °C for 1 min, and extension at 72 °C for 2 min,

followed by 1 cycle of 72 °C for 7 min.Amplificationwas

performed in a Perkin–Elmer Thermal Cycler (GeneAmp

PCR System 2400).
2.อุปกรณ์และวิธีการ
2.1สายแบคทีเรีย สถานะการเจิรญเติบโตและการสกัดดีเอ็นเอ
V. harveyi NICA ถูกนำมาจาก NICA และอื่นๆ จากห้องทดลองของเราหรือผู้ทำงานอื่นสำหรับการศึกษาครั้งนี้ V.

Harveyi ได้ถูกเลี้ยงให้โตข้ามคืน ที่ 25 เซลเซียส ซึ่งถูกเขย่าใน Luria Bertani (LB) ซึ่งบรรจุ 1% NaCl. โดยโคโมโซมดีเอ็นเอนั้นได้ถูกสกัดโดยฟีนอลคลอโรฟอร์ม
2.2การใช้การสลาย PCR primers ที่จะขยาย ยีนของV.harveyi gyrB 
การสลาย primers UP-1 and UP-2r นั้นได้ถูกออกแบบโดย Yamamoto and Harayama ซึ่งถูกใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้ขยาย gyrB homologue in V. harveyi NICA strain โดยใช้ PCR ที่จะขยายยีนนี้ โดยปฏิกิริยา 20-μl ของส่วนผลมนั้นได้ถูกบรรจุใน 6 μl ของเซลล์ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ของ V.harveyi ซึ่ง 2 μl ของแต่ละ PCR primers(10 μM), 2 μl of 10× บัฟเฟอร์ที่มีส่วนประกอบของ 20 mM MgCl2  โดย 1 μl (0.5 U) ของ Tag polymerase นั้นได้มี 2 μl ของแต่ละ deoxynucleotide triphosphate (2.5mM), and 5 μl of น้ำกลั่น ซึ่งสถานะที่ถูกขยายนั้นจะได้มีการขยายถึง 30 รอบ ซึ่งประกอบไปด้วย การทำให้มีอุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 1 นาที และ เย็นลงมาที่ 60 เป็นเวลา 1 นาที และขยายไปที่ 72 เป็นเวลา 2 นาที และตามด้วย 1 รอบ ของ 72 องศา เป็นเวลา 7 นาที ซึ่ง การขยายนี้ถูกปฏิบัติการใน Perkin–Elmer Thermal Cycler

2.3. Cloning sequencing and designing primers

The amplicon of 1.3 kb obtained fromthe PCR method

described in Section 2.2 was purified using a gel

purification kit (QIAGEN, Germany) and subsequently

cloned into pGEM-T Easy (Promega Corp., Madison,

WI), using Escherichia coli MC1061 as the host. The

presence of the expected size inserts within the plasmids of

transformants was verified by restriction enzyme analysis.

The nucleotide sequences of both strands of the cloned

fragment were determined with the ABI-PRISM 310

genetic analyzer (Applied Biosystems Division, Perkin–

Elmer, Foster City, CA). The sequence of the partial gyrB

of V. harveyi is deposited in the GenBank database under

accession number DQ345719. The homology search

sequence of the gyrB gene of V. harveyi compared to

other Vibrio spp. was performed using Blast. For

designing primers, the nucleotide sequence of part of the

V. harveyi gyrB was compared with the gyrB from other

Vibrio species using the ClustalW program. The regions

that were not well conserved between the V. harveyi

sequence and the sequences of the other Vibrio spp. were

selected (Fig. 1). The V. harveyi gyrB sequences of these

regions were examined with a computer program for

designing PCR primers (Oligo 4.0, National Bioscience,

2.3 ลำดับการโคลนนิ่ง  และการออกแบบไพรเมอร์
แอมปลีคอน 1.3kb ที่ถูกนำมาจากวิธีการ พีซีเอาร์นั้นได้ถูกบรรยายใน 2.2 ว่าจะถูกทำให้บริสุทธิ์โดยการใช้เจลที่ทำความบริสุทธิ์ และต่อจากนั้นจะถูกโคลนนิ่งไปที่ pGEM-T Easy โดยการใช้ Escherichia coli MC1061 เป็นตัวโฮสต์ โดยการที่มีขนาดที่คาดหวังไว้แสดงให้เห็นนั้นนำไปใส่ไว้ในพลาสมิดของสิ่งที่ถูกแปลงรูปร่างนั้นจะถูกควบคุมความถูกต้องโดยการจำกัดเอนไซม์ด้วยการวิเคราะห์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ของสายทั้งคู่นั้นจะถูกโคลนนิ่งเป็นส่วนๆ ออกไปเพื่อนการพิจารณาศึกษากับ ABI-PRISM 310 ซึ่งเป็นตัวศึกษาจีน โดยลำดับของส่วนของ gyrB of V. harveyi นั้นจะถูกฝากไว้ใน ฐานข้อมูล GenBank ภายใต้หมายเลขรหัสการเข้าถึง DQ345719 ซึ่งการค้นหาลำดับของ gyrB gene of V  harveyi นี้จะถูกเปรียบเทียบกับ Vibrio spp. ตัวอื่นๆ ซึ่งจะถูกนำไปใช้กับ Blast สำหรับการออกแบบไพร์เมอร์นั้น ลำดับนิวคลีโอไทด์ของส่วนของ gyrB gene of V  harveyi  นั้นจะถูกเปรียบเทียบกับ gyrB ของ Vibrio สปีชีส์อื่นๆ โดยใช้โปรแกรม ClustalW ซึ่งหน่วยพื้นที่ที่ไม่ถูกอนุรักษ์เอาไว้ระห่วางลำดับ V  harveyi  และลำดับ Vibrio spp อื่นๆ นั้นจะถูกเลือก โดย ลำดับของV. harveyi gyrB นั้นจะถูกนำมาตรวจสอบด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์สำหรับการออกแบบ PCR primers 

2.4. V. harveyi gyrB-specific PCR

V. harveyi NICA, V. harveyi ATCC14126, V. harveyi

PSU 42, V. harveyi PSU 43, V. harveyi PSU 45, V. harveyi

PSU 2529, V. harveyi PSU 2530, V. fluvialis, V. furnisii,

V. mimicus, V. vulnificus, V. campbellii, V. carchariae, V.

mytili, V. hollisae (Grimontia hollisae), V. splendidus, V.

metschnikovii, V. orientalis, V. anguillarum, V. alginolyticus,

V. proteolyticus, V. cholerae O1, V. cholerae O139,

V. cholerae non-O1, non-O139, V. parahaemolyticus,

Photobacterium damselae, Aeromonas hydrophila, E.

coli, Shigella flexneri and Shigella boydii (Table 2) were

grown overnight in LB broth containing 1%NaCl. 1ml of

the broth culture was boiled for 10 min, and the

supernatant was obtained by centrifugation and diluted

10-fold in distilled water. The diluted supernatant was

used as the template for PCR amplification.
2.4 V. harveyi gyrB-specific PCR 
V. harveyi NICA, V. harveyi ATCC14126, V. harveyi

PSU 42, V. harveyi PSU 43, V. harveyi PSU 45, V. harveyi

PSU 2529, V. harveyi PSU 2530, V. fluvialis, V. furnisii,

V. mimicus, V. vulnificus, V. campbellii, V. carchariae, V.

mytili, V. hollisae (Grimontia hollisae), V. splendidus, V.

metschnikovii, V. orientalis, V. anguillarum, V. alginolyticus,

V. proteolyticus, V. cholerae O1, V. cholerae O139,

V. cholerae non-O1, non-O139, V. parahaemolyticus,

Photobacterium damselae, Aeromonas hydrophila, E.

coli, Shigella flexneri and Shigella boydii (Table 2) ถูกเลี้ยงให้เจริญเติบโดข้ามคืนใน LB broth  ซึ่งประกอบไปด้วย 1%NaCl. 1 มิลลิลิตรของ broth นั้นจะถูกต้มเป็นเวลา 10 นาที และ supernatant จะถูกนำมาโดยการทำให้เข้าสู่ศุนย์กลางและการเจือจาง 10 ชั้น ในน้ำกลั่น supernatant  ที่เจือจางแล้วนั้นจะถูกใช้สำหรับเป็นแม่แบบใน การขยาย PCR 

The PCR mixture consisted of 2 μl of DNA template,

1.6 μl of 2.5 mM deoxyribonucleotide triphosphate, 5 μl

of each of the primers (2 μM), 0.1 μl of Tag polymerase

(Tag DNA polymerase in storage buffer A (5 U/μl)

Promega Corp.), 2 μl of 10× buffer (thermophilic DNA

polymerase 10× buffer, magnesium free; Promega

Corp.), 2 μl of 25 mM MgCl2 and 2.3 μl of distilled

water. The amplification conditions were 30 cycles of

amplification consisting of denaturation at 94 °C for

1 min, annealing at 63 °C for 1 min, and extension at
72 °C for 2 min, followed by 1 cycle of 72 °C for 7 min.

Amplification was performed in a Perkin–Elmer

Thermal Cycler (Gene Amp PCR System 2400). 10 μl

of PCR product was resolved by electrophoresis in 1.5%

agarose gel to detect amplicons of the expected size.
ส่วนผสมของ PCR นั้จะประกอบไปด้วย 2 μl ของแม่แบบ DNA และ
1.6 μl ของ 2.5 mM ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ ไตรฟอสเฟต, 5 μl

ของแต่ละไพรเมอร์ (2 μM), 0.1 μl ของ Tag โพลีเมอเรส
(Tag DNA polymerase เก็บบรรจุในบัฟเฟอร์ A (5 U/μl)

Promega Corp.), 2 μl ของ 10× buffer (เทอร์โมฟิลลิก DNA

polymerase 10× buffer, ไม่มี magnesium; Promega

Corp.), 2 μl ของ 25 mM MgCl2 และ 2.3 μl ของน้ำกลั่น. การขยายโดยมีสถานะที่ 30 รอบของ การขยายนั้นประกอบด้วยการทำให้มีอุณภูมิที่ 94 °C เป็นเวลา 1 นาที และเย็นลงมาที่ 63 °C เป็นเวลา 1นาที และขยายไปที่ 
72 °C เป็นเวลา 2นาที , ตามด้วย 1 รอบ ของ 72 °C เป็นเวลา 7นาที .

การขยายนั้นถูกปฏิบัติที่ Perkin–Elmer Thermal Cycler (Gene Amp PCR System 2400). 10 μl

ของผลิตภัณฑ์ PCR นั้นได้ถูกแก้โดย electrophoresis ใน 1.5%

agarose gel เพื่อที่จะตรวจจับ amplicons ของขนาดที่คาดหวังเอาไว้.
2.5. Sensitivity of the primers

V. harveyi NICAwas cultured overnight on LB agar at

room temperature and then inoculated into LB broth and

incubated at room temperature for 3 h. The concentration

of cells was adjusted to 1.5×108 cells/ml using the 0.5

McFarland Standard, then serially diluted 10-fold from

1.5×108 to 1.5 cells/ml. 1 ml of each dilution was boiled

for 10min, the DNA template was prepared and PCR was

performed to determine the sensitivity of the primers as

previously described in Section 2.4. 
2.5. ความ Sensitive  ของไพรเมอร์
V. harveyi NICAถูกทำให้เกิดขึ้นชั่วข้างคืนบน agar ที่อุณหภูมิห้องและจากนั้นนำไปใส่ใน LB broth และ
ทำให้อุ่นลงที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3ชั่วโมง. การทำให้เกิดการรวมตัวของเซลล์นั้นถูกจัดไปที่ 1.5×108 cells/ml โดยใช้ 0.5

McFarland Standard,จากนั้น ตามลำดับ โดยใช้สารที่เจือจางของ 10-fold จาก
1.5×108 ไปจนถึง 1.5 cells/ml. โดยที่ 1 ml ของการละลายหนึ่งครั้ง นั้นถูกต้มเป็นเวลา 10 นาที แม่แบบดีเอ็นเอนั้นได้ถูกจัดเตรียมไว้และ  PCR นั้นได้ถูกกระทำการตัดสินความ sensitive ของไพรเมอร์ดังที่ได้อธิบายไว้แล้วใน 2.4
2.6. Identification of V. harveyi isolated from seafood

One hundred and twenty samples of seafood including

shrimp, fish, mollusks, mantis-shrimp and crab were

investigated. V. harveyi was isolated fromshrimp. Briefly,

small shrimp were crushed in a sterile mortar. For adult

shrimp, V. harveyi was isolated from the hemolymph and

hepatopancreas and was isolated from skin, gills and

intestine from fish. In shellfish, it was isolated from the

hemolymph. In all cases, sucrose non-fermenting colonies

on thiosulfate–citrate–bile salts–sucrose agar (TCBS)

were selected after incubation at room temperature for

24 h and identified as V. harveyi by biochemical tests

following the schemes of Alsina and Blanch (1994) and

confirmed by the PCR method described in Section 2.4.
2.6. การบ่งชี้ตัวของ V. harveyi ซึ่งแยกตัวออกมาจากอาหารทะเล
หนึ่งร้อยยิ่สิบตัวอย่างของอาหารทะเลนั้นได้ประกอบไปด้วยกุ้ง ปลา มอลลัสก์ กุ้งเมนทิส และปู นั้นได้ถูกศึกษาโดย  V. harveyi นั้นได้ถูกแยกออกมาจากกุ้ง โดยย่อแล้ว กุ้งตัวเล็กนั้นจะถูกป่นใน sterile mortar. โดยกุ้งตัวใหญ่นั้นV. harveyi จะถูกแยกจาก hemolymph และ
hepatopancreas และจะถูกแยกออกจากผิว เหงือก และลำไส้ของปลา ในปลาที่มีกระดองนั้น จะถูกแยกออกจาก hemolymph. ซึ่งในทุกกรณีนั้น น้ำตาลซูโครสของกลุ่มที่ไม่เกิดการหมักบน thiosulfate–citrate–bile salts–sucrose agar (TCBS) นั้นได้ถูกเลือกหลังจากการทำให้อุ่นลงในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงและถูกจัดให้เป็น V. harveyi โดยการทดสองทางชีวเคมี ซึ่งตามมาด้วยการทดสอบของ Alsina and Blanch (1994) และรับรองโดยวิธีการ PCR ที่กลาวไปแล้วใน 2.4.
2.7. Enumeration of V. harveyi in artificially inoculated

shrimp by Most Probable Number (MPN) technique

Enumeration of V. harveyi was performed using the

MPN technique for enumeration of V. parahaemolyticus
(Food and Drug Administration, 2001). Briefly, 50 g of

shrimp was decontaminated with formalin and inoculated

with 1.5×108 V. harveyi. The shrimp was added to 450ml

of 1% sodium chloride solution. For detection of V.

harveyi by MPN, 10-fold serial dilutions of supernatant

were performed and 1 ml of each dilution was inoculated

into 9 ml of alkaline peptone water (APW) in triplicate

(ratio 1:10). The inoculated tubes were incubated at room

temperature overnight and for every tube showing

turbidity the presence of V. harveyi was confirmed by

the colony isolation-PCR method (Fig. 2).
2.7. การขยายจำนวนของ V. harveyi ในกุ้งที่ถูกสังเคราะห์โดยเทกนิกของ Most Probable Number (MPN)
การทำให้ขยายจำนวนของ V. harveyi นั้นถูกปฏับติการโดยการใช้ เทกนิก MPN สำหรับการขยายจำนวนของ V. parahaemolyticus
(Food and Drug Administration, 2001). โดยย่อแล้ว50 g ของกุ้งนั้นได้ถูกทำให้ขจัดสารเจือปนออกไปโดยฟอมาลินและรวมกับ .5×108 V. harveyi. โดยกุ้งนั้นจะถูกบรรจุลงไปใน 450ml ของ สารละลายเกลือแกง 1%. โดยการตรวจจับ V. harveyi โดย MPN, นั้น การเจือจาง 10 ชั้นของ supernatant นั้นได้ถูกปฏิบัติและ 1 ml ของแต่ละการเจือจางนั้นจะถูกนำไปไว้ที่ 9 ml ของ alkaline peptone water (APW) ใน triplicate (อัตราส่วน1:10). โดยหลอด inoculated นั้นจะถูกทำให้อุ่นลงไปที่อุณหภูมิห้องชั่วข้ามคืนโดยทุกๆ หลอดนั้นจะแสดงให้เห็นถึงความที่มีการแฝงอยู่ของ V. harveyi ซึ่งถูกรับรองโดย วิธีการ colony isolation-PCR
2.7.1. Colony isolation-PCR method
A loopful of culture from every turbidity tube was

transferred to V. harveyi agar (VHA) (Harris et al., 1996).

After the plates were kept at room temperature for 24 h, at

least 3 green colonies with dark green centers were

selected from each plate and inoculated into LB broth.

The DNA template was prepared and the presence of V.

harveyi was confirmed by PCR technique using primers

specific for the gyrB gene as previously described in

Section 2.4. Tubes from which a positive result was

obtained were used in theMPN evaluation. All results are

expressed in terms of MPN/g of shrimp.
2.7.1. วิธีการแยก Colony (พีซีอาร์)
จากทุกๆ หลอดทดลองนั้จะถูกโอนถ่ายไปที่ V. harveyi agar (VHA) (Harris et al., 1996).

หลังจากที่จานต่างๆ ได้ถูกเก็บที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงนั้น อย่างน้อย 3 กลุ่มโคโลนีสีเขียวนั้นที่มีศูนย์กลางเป็นสีเขียวแก่นั้นจะถูกเลือกจากจานแต่ละใบและนำไปผสมลงไปใน LB broth. โดยแม่แบบดีเอ็นเอนั้นจะถูกเตรียมและการที่มีการแฝงอยู่ของ V. harveyi นั้นถูกรับรองโดย เทกนิก PCR โดยใช้ไพรเมอร์ โดยเฉพาะเจาะจงสำหรับ gyrB gene ซึ่งได้กล่าวมาแล้วใน 2.4  โดยหลอดต่างๆ จากที่มีผลเป็นบวกนั้นจะถูกนำมาใช้ในการคำนวณค่า MPN และผลลัพธ์ทุกอย่างจะถูกแสดงในค่าของ MPN/g ของกุ้ง.
2.7.2. Direct broth-PCR method
To reduce the time and labor involved, the possibility

of enumerating V. harveyi directly in the APWenrichment

broth was evaluated. 1 ml of each APW tube showing

turbidity was boiled for 10 min and centrifuged at

10,000 ×g for 2 min. The supernatant was collected,

diluted 1:10 in distilled water and used as a template to

detect V. harveyi by the PCR method. Tubes giving rise to

a positive result were used in the MPN evaluation. All

results are expressed in terms of MPN/g of shrimp.
2.7.2. วิธีการ Direct broth-PCR 
เพื่อที่จะลดเวลาและแรงงานที่เกี่ยวข้อง จึงสามารถที่จะทำให้ขยายจำนวนของ V. harveyi โดยตรงใน APWenrichment

broth ซึ่งถูกคำนวณค่ามาแล้ว โดย 1 ml ของแต่ละ APW tube นั้นจะแสดงให้เห็นถึงว่า turbidity นั้นถูกต้มเป็นเวลา 10 นาที และถูกจำกัดศูนย์กลางที่ 10,000 ×g เป็นเวลา 2นาที .โดย supernatant นั้นถูกเก็บในการเจือจางที่สัดส่วน 1:10 ในน้ำกลั่นและถูกใช้เป็นแม่แบบที่จะตรวจจับ V. harveyi โดยวิธีการ PCR. หลอดต่างๆ ที่ให้ผลการทดลองเป็นบวกนั้นจะถูกใช้ในการคำนวณค่า MPN โดยผลลัพธ์ทั้งหมดนั้นจะถูกแสดงในรูปแบบของ MPN/g ของตัวกุ้ง.
2.8. Detection of V. harveyi in postlarvae and hatchery

tank water by the MPN technique with PCR

Samples were collected from P. monodon and

P. vannamei shrimp farms around Songkhla Province,

southern Thailand. Some samples were kindly provided

by the Aquatic Animal Health Research Center, Prince of

SongklaUniversity.Various stages of postlarvae (P3-P20)

were obtained and were washed twice with sterile water

before proceeding. Either 50 g of crushed postlarvae or

50 ml of water collected from a hatchery tank was added

to 450 ml of 1% sodium chloride solution. For the MPN

detection of V. harveyi, 10-fold serial dilutions of supernatant

were performed and 1 ml of each dilution was

inoculated into 9 ml APW in triplicate. The inoculated

tubes were incubated at room temperature overnight and

the MPN was investigated by the colony isolation-PCR

and direct broth-PCR methods, as described in Sections

2.7.1 and 2.7.2, respectively. Values are expressed in

terms of MPN/g shrimp or MPN/ml of water sample.
2.8. การตรวจจับ V. harveyi ในระยะหลังดักแด้ และการฟักตัว ในแท้งก์น้ำโดยเทกนิก MPN โดยใช้ PCR

ตัวอย่างได้ถูกเก็บจาก P. monodon และ P. vannamei ในฟาร์มกุ้งในสงขลา โดยตัวอย่างบางตัวอย่างนั้นได้ถูกเตรียมไว้ให้โดยศูนย์วิจัยศูนย์วิจัยฯ ซึ่งระยะของหลังดักแด้นั้นมีหลายระยะ ซึ่งถูกรวบรวมและถูกล้างสองครั้งในน้ำสเตอร์ไลส์ ก่อนที่จะนำมาทำการทดลอง ซึ่ง 50 g ของระยะหลังดักแด้ที่ถูกบดนั้น หรือน้ำจำนวน50 ml นั้นได้ถูกเก็บมาจากแท้งก์น้ำฟักตัวซึ่งถูกเติม 450 ml ของ 1% โซเดียมคลอไรด์ สำหรับการตรวจจับ MPNของ V. harveyi นั้นตัวละลายของ supernatant นั้นได้ถูกกระทำและ 1 ml ของ การละลายแต่ละตัว ได้ถูกในไปใน 9 ml ของ APW ใน triplicate. โดยหลอด inoculated นั้นจะถูกนำมาทำให้เป็นอุณหภูมิห้องข้ามคืน และ MPN นั้นได้ถูกตรวจสอบโดยวิธีการ colony isolation-PCR และวิธีการ direct broth-PCR ซึ่งถูกบรรยายไว้แล้วใน2.7.1 และ 2.7.2 ตามลำดับ ซึ่งตัวเลขในการแสดงนั้นถูกแสดงในอัตราส่วน MPN/g ของกุ้ง หรือ MPN/ml ของน้ำตัวอย่าง.
3. Results
3.1. gyrB sequence of V. harveyi
The amplified sequence of the gyrB gene of V. harveyi

NICA was 1174 bp long. The homology of this gene

sequence compared to the partial gene sequence of V.

harveyi gyrB (AF007289) in GenBank (420 bp) was 93%

and showed 87%homology with the V. parahaemolyticus

gyrB sequence. Therefore, this sequence is in the expected

region of the V. harveyi gyrB gene.
3. ผลการทดลอง
3.1. ลำดับ gyrB ของ V. harveyi
ลำดับที่ถูกขยายของ gyrB gene ของ V. harveyi นั้นมี ความยาว NICA ถึง 1174 bp. โดยที่ความเป็น homology ของลำดับยีนนี้นั้นได้ถูกเปรียบโดยลำดับยีนบางส่วนของ V. harveyi gyrB ใน GenBank (420 bp) ซึ่ง 93% และแสดงออกใน  87% ที่เป็น homology โดยที่ ลำดับยีน V. parahaemolyticus gyrB. ฉะนั้น ลำดับยีนนี้จึงเป็นที่คาดเดาที่จะเป็นพื้นที่ของยีน V. harveyi gyrB.
3.2. V. harveyi specific primers
Three pairs of PCR primers were designed, targeted to

the internal fragments of V. harveyi NICA gyrB gene and

these produced a product size of between 337 and 502 bp

(Table 1). They were tested for the ability to amplify the

gyrB gene of V. harveyi NICA, V. harveyi ATCC 14126,

five isolates of V. harveyi, 18 other Vibrio species and 4

genera of non-vibrio, Photobacterium, Aeromonas,

Escherichia and Shigella (Table 2). Primers A2B3 (Fig.

1) were the only primers that were specific for V. harveyi

and its synonym, V. carchariae, and gave an amplicon of

363 bp. These primers could detect V. harveyi present in

numbers as low as 1.5×10 cells/ml (Fig. 3).
3.2. ตัวไพร์เมอร์ที่จำเพาะเจาะจงของ V. harveyi 
มีสามคู่ของ PCR primers ซึ่งถูกออกแบบ ซึ่งจะมีเป้าหมายที่จะให้เป็นส่วนแตกหักภายในของ V. harveyi NICA gyrB gene และ ซึ่งสิ่งเหล่านี้จะผลิตผลิตภัณฑ์มีขนาด ระหว่าง 337 และ 502 bp โดยสิ่งเหล่านี้จะถูกทดสอบประสิทธิภาพที่จะสามารถขยาย gyrB gene ของ V. harveyi NICA, V. harveyi ATCC 14126, ตัวเดี่ยวห้าตัวขจอง V. harveyi, และอีกสิบแปดตัวของ Vibrio species และสี่ตัวของ non-vibrio, Photobacterium, Aeromonas, Escherichia and Shigella โดยไพร์เมอร์ Primers A2B3 นั้นเป็นไฟร์เมอร์เพียงตัวเดียวที่เป็นตัวจำเพาะของ V. harveyi และตัวเดียวกันที่มีชื่อต่างกันคือ V. carchariae, และสามารถให้ amplicon ของ 363 bp ซึ่งไฟร์เมอร์เหล่านี้นั้นสามารถที่จะตรวจจับ V. harveyi ที่แสดงออกให้เห็นในจำนวนต่ำถึง 1.5×10 cells/ml
3.3. Identification of V. harveyi in seafood
Eighty-one strains of bacteria were selected from

TCBS plates from120 samples of seafood (Table 3). Forty

of these strains were suspected to be V. harveyi by

biochemical tests but only 36 strains proved to be positive

after confirmation by PCR using the A2B3 primers.

3.3. การบ่งบอก V. harveyi ในอาหารทะเล
สายพันธ์แบกทีเรีย 81 ตัวได้ถูกเลือกจาก จานTCBS จาก ตัวอย่าง 120 ตัวอย่าง ของอาหารทะเล โดย 40 ของแบกทีเรียเหล่านี้ได้ถูกคาดเดาว่าจะเป็น V. harveyi โดยการตรวจสอบทางชีวเคมี ซึ่ง เพียง 36 แบกทีเรียนั้นมีผลเป็นบวกหลังจากการยืนยัน โดย PCR ซึ่งใช้ไพร์เมอร์ของ A2B3.

3.4. MPN evaluation of V. harveyi in artificially

inoculated shrimp

The MPN technique established for enumerating V.

parahaemolyticus in seafood was applied to quantify V
harveyi in shrimp. However, after the enrichment step,

tubes that showed turbidity were cultured on VHA

selective agar and instead of using the standard method to

confirm the organism (biochemical testing); we applied

the colony isolation-PCR method using our specific

primers (A2B3) to identify V. harveyi. It was found that

the MPN values of V. harveyi obtained by the colony

isolation-PCRmethod correlatedwellwith those obtained

by detection of turbidity in APW (Table 4). In addition,

when PCR was applied to detect V. harveyi in the first step

of enrichment i.e. by the direct broth-PCR method, rather

than the colony isolation-PCR method theMPN values of

V. harveyi were identical.
3.4. การคำนวนค่า MPN ของ V. harveyi ในกุ้งสังเคราะห์
เทคนิก MPN น้นได้ถูกทำให้เกิดการขยายจำนวน V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลซึ่งถูกนำไปใช้ใน การวัดจำนวน V harveyi ในกุ้ง แต่อย่างไรก็ตาม หลังจากที่มีขั้นตอนการทำให้อิ่มตัว หลอดทดลองนั้นแสดงให้เห็นว่ามี VHA selective agar และแทนที่จะใช้วิธีการมาตรฐานในการยืนยัน เราก็ได้ใช้ วิธีการ colony isolation-PCR ซึ่งใช้ไพร์เมอร์จำเพาะ (A2B3) ที่จะใช้ในการบ่งบอกถึง V. harveyi ซึ่งถูกพบว่ามีค่า MPN ของ V. harveyi ถูกรวบรวมโดยวิธีการ colony isolation-PCRmethod ซึ่งได้สอดคล้องเป็นอย่างดีกับจำนวนที่ได้จากการตรวจจับ turbidity ใน APW นอกจากนั้น เมื่อ PCR ได้ถูกใช้ในการตรวจจับ V. harveyi ในขั้นตอนแรกนั้น  เช่นการใช้วิธีการ direct broth-PCR แทนที่จะใช้วิธีการ  colony isolation-PCR โดยค่า MPN ของ V. harveyi นั้นไม่แตกต่างกันแต่อย่างใด
3.5. Detection of V. harveyi in postlarvae and hatchery

tank water
In this study, MPN values obtained by the colony

isolation-PCR (VHA) and direct broth-PCR (APW)

methods were compared in 5 samples of postlarvae

obtained from water known to contain (naturally contaminated)

V. harveyi and the results were identical (data not

presented). We next tested our new direct broth-PCR

method for detecting V. harveyi in postlarvae and hatchery

tank water. Twenty-one samples each of postlarvae and

water collected from different and well dispersed hatchery

tanks were investigated. V. harveyi was detected in 18 out

of 21 postlarval samples and 14 out of 21 tank water

samples. The numbers of V. harveyi detected in postlarvae

and water were 150–1.1×108/g of shrimp sample and 7–

4.6×104/ml of water sample, respectively (Table 5).
3.5. การตรวจพบ V. harveyi  ในระยะหลังดักแด้ และในแท้งก์น้ำฟักตัว
ในการศึกษาครั้งนี้ ค่าMPN นั้นได้ถูกเก็บรวบรวมโดย วิธีการ colony

isolation-PCR (VHA) และ direct broth-PCR (APW) ซึ่งได้ถูกเปรียบเทียบ 5 ตัวอย่างของตัวระยะหลังดักแด้ ซึ่งได้นำมาจากน้ำที่ทราบว่าได้มีการเจือปนโดยธรรมชาติของV. harveyi และผลนั้นก็ได้ออกมาเหมือนๆ กัน ซึ่งเราน้ำได้ทดสอบโดยวิธีการใหม่ คือ วิธีการ direct broth-PCR  เพื่อตรวจพบ V. harveyi ในระยะหลังดักแด้ และในแท้งฟักตัว โดยตัวอย่าง 21 ตัวอย่างซึ่งแต่ละตัวนั้นเป็นของระยะหลังดักแด้และน้ำที่ได้ถูก เก็บมาจากแท้งฟักต่างๆ กันนั้นก็ได้ถูกตรวจสอบ โดย V. harveyi นั้นได้ถูกตรวจพบใน 18 จาก 21 ตัวอย่างระยะหลังดักแด้ และ 14 จาก 21 แท้งน้ำตัวอย่าง โดยจำนวน V. harveyi ที่ได้ถูกตรวจจับในระยะหลังดักแด้และในน้ำนั้นมีค่า 150–1.1×108/g ของ ตัวอย่างกุ้ง และ 7–4.6×104/ml ของน้ำตัวอย่าง ตามลำดับ
4. การ discussion
การขยายตัวอย่างรวดเร็วของอุตสาหกรรมกุ้งในศตวรรษเร็วๆ นี้นั้นได้ทำให้ประเทศต่างๆ ได้มีรายได้เข้ามากขึ้น ซึ่งการเจริญเติบโตของอุตสาหกรรมกุ้งนี้มีตัวอุปสรรคคือไวรัสและแบกทีเรียที่ก่อให้เกิดโรค เช่น white spot virus (WSV) และ luminous bacteria. ซึ่งสิ่งนี้นั้นจะทำให้เกิดการสูญเสียทางการเงินมากมายต่อผู้ประกอบการ โดยหนึ่งในวิธีสำคัญที่จะป้องกันไวรัสในกุ้งนั้นคือการใช้ virusfree broodstock และ postlarvae สำหรับการทำฟาร์มเพื่อค้าขาย ในไม่กี่ปีที่ผ่านมานั้นPCR เป็นสิ่งที่ใช้ในการตรวจสอบ broodstock และ  postlarvae สำหรับ WSV ก่อนที่การเก็บกักบ่อจะถูกดำเนินการ ซึ่งวิธีการที่ประสบความสำเร็จคล้ายๆ กันในการตรวจสอบว่ามี luminous bacteria อยู่หรือไม่นั้น ยังไม่มีรายงานให้เห็น ซึ่งสิ่งนี้จะทำให้เกิดการลดการเสี่ยงของโรค luminous และยังช่วยขยายโอกาสในการได้ผลผลิตกุ้งที่ดีขึ้น 
 . V.harveyi เป็นตัวการสำคัญของ โรค luminous ซึ่ง PCR primers  บางตัวนั้นได้ถูกใช้ในการตรวจสอบ Vharveyi; แต่อย่างไรก็ตาม สิ่งเหล่านี้ก็มีข้อจำกัดในบางสปีชีส์ หรือในบางstrain ซึ่ง Primers ที่ได้จำเพาะไปที่ 16S rDNA นั้นได้ตรวจจับ V. harveyi แต่บาง strains ของ V. alginolyticus นั้นก็ยังใหผลเป็นบวก ซึ่ง primers หกคู่ที่ได้ถูกเป้าหมายไปที่ genes ต่างๆ กันของ V. harveyi นั้นได้ถูกตรวจสอบและ primers นั้นได้ถูกออกแบบสำหรับ luxN, ซึ่งเป็น quorum sensing gene ซึ่งจำเพาะเจาะจงมากที่สุดสำหรับ V. harveyi แต่อย่างไรก็ตาม strains ที่ถูกทดสอบทั้งหมดนั้นได้ถูกแยกในแม็กซิโก  ซึ่งได้ถูกแสดงให้เห็นว่าบาง primers นั้นได้จำเพาะสำหรับกลุ่ม strains ของ V. harveyi. โดยที่ Primers ที่ได้เป้าหมายไปที่ toxR gene ซึ่งสามารถผลิต amplicons fromisolates จากบางประเทศ ซึ่งไม่สามารถแยกของประเทศไทยออกจากประเทศเอกวาดอร์ ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้ primers ที่จำเพาะสำหรับ การตรวจจับ PCR ของ V. harveyi ที่เกี่ยวข้องกับ การตายอย่างมากของกุ้งในประเทศไทยนั้นได้ถูกคิดค้นขึ้น โดยสองในสามของคู่ของ primers ที่ถูกออกแบบนั้นได้ถูกผลิต amplicon กับ V. hollisae. ซึ่งเพียงหนึ่งคู่ของ primers ซึ่งนั้นก้อคือ A2B3 นั้นได้ถูกจำเพาะให้กับ V. harveyi. ซึ่งมันจะขยาย 363 bp gyrB gene fragment ของ V. harveyi NICA ซึ่งถูกแยกจากกุ้งในประเทศไทยรวมไปถึงจาก V. harveyi ATCC 14126. ซึ่งไม่มีปฏิกิริยาข้ามแต่อย่างใด เกิดขึ้นกับ 17 Vibrio species หรือ  species P. damselae, A. hydrophila, E. coli, S. flexneri และ 
S. boydii ยกเว้น V. carchariae ซึ่งสิ่งนี้นั้นไม่เป็นที่น่าแปลกใจ เพราะว่า fragment ที่ถูกขยายความยาวให้กับ polymorphism

ของ 94 Vibrio นั้นได้ถูกแยกจากสัตว์น้ำ ซึ่งได้แสดงให้เห็นถึง V. harveyi และ V. carchariae ซึ่งอยู่ใน cluster เดียกัน และยังแตกต่างจาก V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. campbellii และ V. natriegens โดยการ Ribotyping และ DNA hybridization ของ V. harveyi และ V.carchariae นั้นยังแสดงให้เห็นว่ามันเป็นสิ่งที่คล้ายคลึงกัน และนอกไปจากนั้น 16S ribosomal DNA sequencing ได้แสดงให้เห็นว่า V. harveyi และ V. carchariae นั้นได้สร้าง clusterเดี่ยว ดังนั้น ควรสรุปได้ว่า V. carchariae เป็นชื่อเหมือนรุ่นเล็กของ V.harveyi.  ในการศึกษาครั้งนี้ primers คู่อื่นอีกสองคู่นั้นได้ให้ amplicon กับ V. carchariae. แต่อย่างไรก็ดี A2B3

primers นั้นสามารถที่จะตรวจจับ 36 จาก 40 ของสิ่งที่ถูกแยกออกมาจากอาหารทะเล ซึ่งได้ถูกตรวจสอบให้เป็นไปได้ที่จะเป็น V. harveyi species โดย การทดสองทางชีวเคมี ซี่งผลที่ได้นั้นแสดงให้เห็นว่าความถูกต้องในการใช้ primers เหล่านี้ในการตรวจสอบ identification V.harveyi. นั้นได้มีรายงานว่าเป็นเอกลักษณ์ทางฟีโนไทป์และไม่สามารถแยกกันได้อย่างชัดเจนสำหรับ V. harveyi จาก Vibrio species ตัวอื่นๆ  ซึ่ง ดังนั้น เราจึงพบว่า สิ่งที่แยกออกมาสึ่สิ่งนั้นไม่ได้ก่อให้เกิด ผลผลิต PCR
ในการศึกษาครั้งนี้  บางจำนวนของ V. harveyi ที่แสดงให้เห็นใน postlarvae (PL3–PL20) และแท้งน้ำฟักตัว นั้นได้ถูกตรวจสอบโดยวิธีการ direct broth-PCR เนื่องจากเราได้ตั้งบรรทัดฐานว่าไม่มีค่ามแตกต่างกันนใน ค่า MPN ซึ่งได้มาจากการ enrichment broth และหลังจากการแยก colony ในตัวเลือกจำเพาะของ agar ซึ่งเกือบทั้งหมดของตัวอย่างที่เก็บมาจากแท้งฟักตัวนั้น ค่า MPN ของ V. harveyi นั้นได้น้อยกว่าค่าของ postlarvae อย่างเห็นได้ขัด ซึ่งผลการทดลองที่คล้ายคลึงกันนั้นได้ถูกรายงานโดย Abraham และ Palaniappan ซึ่งพวกเขาได้ตรวจพบว่ามี luminous bacteria ในระยะ postlarvae และแท้งน้ำ postlarvae ซึ่งมีค่าเป็ฯ log 4.54±1.22/g (3.4×104 ±16.6) และ log 3.16

±0.85/ml (1.4×103 ±7.0),ตามลำดับ อย่างไรก็ดี เราไม่สามารถตรวจพบความเกี่ยวเนื่องกันระหว่างระยะของ postlarvae และค่า MPN ซึ่งแสดงให้เห็นว่าจำนวนของ V.harveyi นั้นจะมีความแตกต่างกันไปตามฟาร์มกุ้งต่างๆ และบางผู้ประกอบการบางคนนั้นก็ไม่สามารถที่จะทราบได้ว่ามี V. harveyi แฝงอยู่ในขณะที่กำลังเก็บผลิตผล postlarvae ซึ่งสิ่งที่เป็นบ่อเกิดของ แบกทีเรียนั้นอาจจะเป็น broodstock, น้ำ , อาหารสดของ Artemia หรือแม้กระทั่งไบโอฟิล์มของแบกทีเรียบนผิวพลาสติกหรือซีเมนต์ของแท้งน้ำ ซึ่งสิ้งนี้อาจจะนำไปสู่การแพร่กระจายของเชื้อโรคภายใต้สภาพของการเก็บเกี่ยวผลิตผล ซึ่ง Postlarvae นั้นได้ถูกรายงานว่ามี V. harveyi ได้ติดเชื้อบ่อยกว่าระยะ juveniles หรือระยะ ตัวเต็มวัย โดยในฟาร์มกุ้งนั้น มีการจัดการระบบการเก็บเกี่ยวผลิตผลที่ต่ำกว่ามารตฐาน ซึ่งความเสียหายร้ายแรงอาจเกิดขึ้นได้ง่าย 
 เราจึงแนะนำให้ใช่วิธีการตรวจนับ V. harveyi ในระยะ postlarvae เพื่อที่จะตรวจสอบจำนวนแบกทีเรียที่เจือปนได้ก่อนการเก็บเกี่ยวผลิตผล ซึ่งจะก่อให้เกิดความสะดวกในการป้องกันและพัฒนาโอกาสในการเก็บเกี่ยวที่ประสบความสำเร็จ
